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研究成果の概要（和文）： 
	 本研究では、γセクレターゼ切断制御因子を同定するために、可逆性架橋剤で処理した野生
型マウス繊維芽細胞からラフト（コレステロールとスフィンゴ脂質に富む膜領域）画分を調製
し、そこに局在する活性型を主とするγセクレターゼ複合体を免疫沈降法により精製して、
LC-MS/MS 法を用いてタンパク質化学的に解析した。その結果、アネキシンを含む６つの新規γ
セクレターゼ構成（結合）因子候補が同定された。現在、培養系を用いてこれらの候補因子の
Aβ産生に関する機能解析を行なっている。	 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 	 	 In	 this	 study,	 the	 lipid	 rafts	 were	 prepared	 from	 wild-type	 mouse	 embryonic	 fibroblasts	 
pretreated	 with	 a	 reversible	 cross-linker	 and	 (active)	 gamma-secretase	 complexes	 
localized	 there	 were	 isolated	 by	 immunoprecipitation	 and	 analyzed	 proteinchemically	 
through	 LC-MS/MS	 to	 identify	 a	 regulatory	 factor	 for	 the	 gamma-secretase	 activity.	 Six	 
novel	 candidates	 for	 gamma-secretase	 components	 (binding	 factors)	 including	 annexin	 have	 
been	 identified.	 Functional	 analyses	 of	 these	 candidate	 molecules	 involving	 in	 Abeta	 
generation	 are	 now	 on-going	 in	 cultured	 cells.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 
	 老年期の認知症として最も頻度が高いア
ルツハイマー病は、脳内にアミロイドβタン
パク質（Aβ）が増加・蓄積することが原因

で発症すると考えられている。Aβは、アミ
ロイドβタンパク質前駆体（APP）がβセク
レターゼおよびγセクレターゼにより段階
的に切断されて産生される分子量約 4,000 の
ペプチドであり、主要な分子種として Aβ40
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と Aβ42 が存在する。細胞で産生・分泌され
る Aβは、Aβ40 が約 90%を占めるが、脳内で
は、凝集性が高い Aβ42 が主に沈着する。ま
た、遺伝性アルツハイマー病では Aβ42 の産
生・沈着が亢進しており、このことが早期の
発症を促すと考えられている。従って、Aβ
のＣ末端側を切断し Aβ40 と Aβ42 の産生を
切り分ける酵素であるγセクレターゼは、ア
ルツハイマー病発症原因に深く関わる Aβ産
生の要となる酵素であり、γセクレターゼの
活性を制御して Aβ42の産生を減少させるこ
とは、アルツハイマー病の治療および予防戦
略として非常に重要である。しかしながら、
それにもかかわらず、γセクレターゼによる
膜内切断の分子メカニズムや APP切断の制御
機構については、まだよく分かっていない。	 
	 γセクレターゼは、新規タイプの膜結合型
アスパラギン酸プロテアーゼであり、その構
成因子にプレセニリン、ニカストリン、Aph-1、
PEN2の少なくとも4つの膜結合タンパク質を
含む高分子量複合体である。構成因子の一つ
で家族性アルツハイマー病の原因遺伝子で
もあるプレセニリンが、活性中心を構成する。
その大きさは数百キロダルトンとも数メガ
ダルトンとも推定されている。上記 4つの構
成分子はいずれも活性の必須因子であるが、
これ以外にもサブユニット分子が含まれて
いて、γセクレターゼの活性を制御している
可能性が示唆されている。	 
	 私達はこれまで基質である APP 切断産物、
特に切断中間産物を同定してその詳細な解
析を行うことにより、γセクレターゼによる
APP の切断分子機構を明らかにしてきた。し
かしながら、Aβ40/Aβ42 の切断制御メカニ
ズムを解明するためには、このようなアプロ
ーチからだけでは限界がある。そこで、酵素
分子そのものを精製して直接、解析すること
により、その活性を制御する因子を探索・同
定し、Aβ40/Aβ42 切り分けの分子制御機構
を明らかにすることを計画した。	 
	 
	 
２．研究の目的 
	 
	 本研究では、Aβ40/Aβ42 の切断制御メカ
ニズムを解明するために、γセクレターゼを
直接的に精製し、その構成因子を同定して機
能解析を行なうことにより、Aβ40／Aβ42 の
切断制御因子を探索/同定し、その作用機序
を明らかにする。その際、架橋剤で処理を行
ない、内在性の活性型γセクレターゼを精製
することにより、活性型γセクレターゼ複合
体に結合している分子をタンパク質化学的
に網羅的に同定する。同定した各分子は、培
養細胞系に導入してその Aβ産生に及ぼす影
響を調べ、細胞内環境において Aβ産生に関
するそれらの機能を検証する。これにより、

Aβ40/Aβ42 切り分けの制御に関与する新規
因子を探索し、切断制御の分子メカニズムを
解明する。	 
	 
 
３．研究の方法 
	 
本研究では、活性型γセクレターゼが多く局
在するラフト膜画分からγセクレターゼ構
成因子の一つである PEN2 に対する抗体を用
いて活性型γセクレターゼを精製し、γセク
レターゼ複合体に含まれる構成因子および
それに結合する分子を、電気泳動法と質量分
析法を組み合わせてタンパク質化学的に網
羅的に解析し、同定する。この際に、可逆性
架橋剤による分子間架橋を行い、周辺分子や
緩く結合する分子を含めて全ての結合構成
因子の同定を目指す。そして、同定された分
子の中から、γセクレターゼ活性の制御に関
わることが予測される候補分子を選択して、
これを細胞内環境に戻しγセクレターゼ活
性に対する影響を検証することで、新しい活
性制御因子を探索し、その作用機序を明らか
にする。	 
	 
(1) PEN2 抗体の作成	 
	 PEN2 由来アミノ酸配列を持つ合成ペプ
チドを作成し、これを抗原としてウサギ 2
匹に免疫を行ない、PEN2 に対するポリク
ローナル抗体を作成した。	 
	 

(2) 活性型γセクレターゼを保持するラフト
画分の調製	 
	 培養細胞を回収し、遠心法によりミク
ロソーム膜画分を調製した。膜画分を 1%	 
CHAPSO に懸濁し、CHAPSO 存在下でショ糖
密度勾配遠心法を行い、ラフト画分を調
製した。γセクレターゼ複合体を精製す
るための細胞には、野生型マウス由来の
繊維芽細胞（MEF）を用い、ネガティブコ
ントロールとしてプレセニリン 1/プレセ
ニリン 2 ダブルノックアウトマウス由来
の MEF を使用した。	 
	 

(3) 架橋剤処理	 
	 架橋剤は、ホルマリン、DSP などの可逆
性架橋剤を用いた。細胞を直接あるいは
膜画分調製後に、架橋剤で処理を行なっ
た。架橋の有効性と細胞あるいは膜から
の抽出効率とのバランスから、処理濃度、
処理時間などの条件を決定した。	 
	 

(4) γセクレターゼの免疫沈降法による精製	 
	 ラフト画分よりγセクレターゼを抽出
し、作成した PEN2 抗体あるいはニカスト
リン抗体を用いて、免疫沈降法により精
製した。抽出には種々の可容化剤を試し



 

 

た。また、γセクレターゼ複合体の解析
には、高分子量タンパク質の解析に適す
る Blue	 native 電気泳動法を利用した。
抽出条件、免疫沈降条件などについて検
討し、最適な条件を決定した。最終的な
精製では、免疫沈降に用いる抗ニカスト
リン抗体を磁気ビーズに結合させ、架橋
試薬で固定して用いた。	 
	 

(5)	 LC-MS/MS法によるタンパク質化学的解析	 
	 免疫沈降法により精製したγセクレタ
ーゼをビーズから溶出し、トリプシンで消
化処理した後に生じたペプチド断片を
LC-MS/MS 法により解析した。	 
	 

	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 PEN2 抗体の作成	 
	 PEN2 合成ペプチドを免疫したウサギ 2
匹から抗血清を採取した。アフィニティー
カラムを用いて抗体を精製し、ウェスタン
ブロット法と免疫沈降法により検討した
結果、2匹の内の 1匹の抗体が使用可能で
あることが分かった。	 

	 
(2)	 活性型γセクレターゼを保持するラフ
ト画分の調製	 
	 培養マウス繊維芽細胞から膜画分を調
製し、ショ糖密度勾配遠心法によりラフト
画分を調製した。この画分には、既知の 4
つのγセクレターゼ複合体構成因子が含
まれており、37℃でインキュベートするこ
とによりγセクレターゼ依存的に Aβが
産生されること分かった。従って、この画
分に活性型γセクレターゼが含まれるこ
とが確認された。	 
	 

(3)	 架橋剤処理	 
	 DSP とホルムアルデヒドの２種類の架
橋剤のそれぞれについて、処理するタイミ
ング、濃度、処理時間等の検討を行い、処
理条件を決定した。DSP で架橋した場合に
は、プレセニリン抗体および PEN2 抗体で
反応する高分子量γセクレターゼ複合体
の形成を確認することができたが、免疫沈
降法でこの複合体を単離することができ
なかった。ホルムアルデヒド処理の場合は、
細胞を直接処理した時に、少なくとも
PEN2 とニカストリンを含む高分子量の架
橋複合体が形成されていることが分かっ
た。これは、βME 存在下でサンプルを加
熱処理すると、複合体が解離して PEN2 お
よびニカストリン単量体が増加すること
から明らかになった。	 

	 
(4) γセクレターゼの免疫沈降法による精製	 

	 上記の架橋処理により細胞や膜からの
タンパク質抽出効率が非常に低下したが、
中程度の強さで架橋処理を行うことと可
溶化力が比較的高い溶液を用いて抽出す
ることで、ある程度改善することができた。
γセクレターゼ複合体は、ミクロソーム膜
画分とラフト画分の両方で検出された。
PEN2 抗体ではγセクレターゼ複合体を免
疫沈降できなかったが、ニカストリン抗体
を用いることにより免疫沈降された。	 
	 それぞれの膜画分からγセクレターゼ
を抽出し、Blue	 native 電気泳動法を用い
て解析した結果、ミクロソーム膜画分のγ
セクレターゼは架橋剤で処理しても分子
量が変化しないのに対し、ラフト画分のγ
セクレターゼは架橋剤処理により分子量
が約 240	 kDa から約 480	 kDa に変化するこ
とが分かった。このことは、ラフト画分γ
セクレターゼに架橋剤処理が有効に働い
ていることを示す。また、Blue	 native 電
気泳動法での分離後にゲルを切り出し
SDS 電気泳動法でさらに展開してウェス
タンブロット法を行なうことにより、この
複合体中にはγセクレターゼの構成因子
であるニカストリン、プレセニリン、PEN2
が含まれていることが分かった。	 
	 そこで次に、ラフト画分から RIPA を用
いてγセクレターゼを抽出し、抗ニカスト
リン抗体を用いて免疫沈降した後に Blue	 
native 電気泳動法で解析した。しかしな
がら、この操作により得られるγセクレタ
ーゼの量が著しく減少することが分かっ
た。その原因が Blue	 native 電気泳動法の
際の操作過程にあることが判明したため、
当初の計画を変更して、免疫沈降後の精製
γセクレターゼ複合体を酸性溶液で溶出
し、電気泳動法による構成因子の分離を行
なわずに、直接 LC-MS/MS により解析する
ことにした。また、免疫沈降には磁気ビー
ズを用い、抗体をビーズに共有結合させて
用いることにした。	 

	 
(5)	 LC-MS/MS法によるタンパク質化学的解析	 
	 抗ニカストリン抗体結合磁気ビーズを
用いてラフト画分から免疫沈降したγセ
クレターゼ複合体を、酸性溶液により抽出
した。中和後にトリプシンで消化し、得ら
れた消化産物を LC-MS/MS を用いて分離し、
各ピークに含まれるペプチドの質量解析
を行なった。その結果、γセクレターゼの
既知の構成因子の他に、６つの新規構成
（結合）因子の候補を同定することができ
た。その一つとしてアネキシンが含まれて
いた。	 
	 
	 γセクレターゼに含まれる活性制御因
子の探索研究は国内外の多くの研究室で



 

 

行われてきたが成功例は少なく、複数の結
合分子が報告されているが活性に関与す
ることが証明されているものはまだない。
本研究は、架橋剤を用いることで、γセク
レターゼの周辺分子を含めて、また（架橋
剤無しでは複合体が解離してしまうよう
な）より強い条件で抽出することによりラ
フト画分から活性型γセクレターゼを単
離することで、活性に関わる新規構成因子
の同定を目指したものである。本研究で見
つかったアネキシンは、γセクレターゼに
結合していることが以前に報告されてい
るが、その機能解析はなされていない。こ
のことは、本研究で得られた成果の確から
しさを証明するとともに、ここで見つかっ
た６つの因子の機能解析（現在進行中）の
重要性を示唆する。	 
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