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研究成果の概要（和文）：  
βセクレターゼ (BACE1)はβアミロイドタンパク（Aβ）の生成に必須な膜結合プ
ロテアーゼで、アルツハイマー認知症の重要な治療標的である。BACE1 の脂質ラフ
ト局在と Aβ産生の関連について検討し、BACE1 によるアミロイド前駆体タンパク
(APP)の切断は主に脂質ラフト外で起こることを明らかにした。関連タンパクによ
る BACE1 の制御に関する研究では、LDL receptor-related protein 1 (LRP1)がタンパ
ク相互作用を介して、BACE1 のタンパク発現を抑制的に制御することを見出した。
さらに、BACE1 阻害化学物質の探索研究を行い、新規な候補化合物を同定した。  
 
研究成果の概要（英文）：  
β-secretase (BACE1) is a membrane-bound protease that is essential for the production of β-amyloid 
protein (Aβ) and is an important therapeutic target for Alzheimer dementia. We investigated the 
relationship between lipid raft localization of BACE1 and Aβ production, and demonstrated that BACE1 
cleavage of amyloid precursor protein (APP) occurs mainly in non-raft membrane domains. Our study 
on the regulation of BACE1 by its interacting proteins revealed that LDL receptor-related protein 1 
(LRP1) negatively regulates BACE1 protein expression through physical interaction. Furthermore, we 
performed exploratory studies to search for BACE1 inhibitory chemicals and identified novel candidate 
compounds. 
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１．研究開始当初の背景 

βセクレターゼ (BACE1)はアルツハ

イマー認知症 (AD)の病原的因子である

βアミロイドタンパク（Aβ）の生成に
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の重要な治療標的の一つと考えられて
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いる。BACE1の阻害は有効性が高く、安全な

AD治療法になる可能性がある。本研究者は、

そのような認識の下、研究開始時までに、神

経細胞におけるBACE1の制御メカニズムに焦

点を当てた研究を実施してきていた。 
脂質ラフトと呼ばれるコレステロール，

スフィンゴ脂質に富む膜領域には BACE1
やγセクレターゼが局在しているため、

脂質ラフトはAβ生成部位として重要視

されている。しかし、神経細胞内におい

て、BACE1が脂質ラフトに局在化する機

序、BACE1のラフト局在とAβ生成の関

連、BACE1の脂質ラフトにおける制御機

構はまだ不明な点が多かった。  
翻訳後修飾の一つであるパルミトイ

ル化は膜タンパクの脂質ラフト移行を

制御する役割を持つと考えられ、BACE1
がパルミトイル化修飾を受けることが

知られていた。実際、我々は、 BACE1
のパルミトイル化欠損変異体を発現する神

経芽細胞腫細胞 (SH-SY5Y)を用いた研

究で、BACE1の脂質ラフト移行がパルミ

トイル化により制御されることを示唆

するデータを得ていた。  
我々は、膜タンパクReticulon 3 (RTN3)

、RTN4-B/CがBACE1の制御因子である

ことを報告し、その制御メカニズムにつ

いても検討を行ってきていた。また、脂

質ラフトに存在する膜タンパクの一つである

LDL receptor-related protein 1 (LRP1)が
APP及びBACE1と密接な関連を持つとの報告

がなされていた。 
一方、BACE1 活性を阻害する低分子

化合物は AD の創薬候補となりうる。

BACE1 阻害剤の開発研究は製薬企業等によ

り行われていたが、ヒトに対して有効性の確

認されたものは報告がなかった。独自な探索

研究により、新たな BACE1 阻害化合物が得

られる可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、上記のような背景を考慮

し、神経細胞におけるBACE1の脂質ラフ

トへの局在化機序、BACE1の脂質ラフト

局在とAβ産生の関連性を明確化するこ

と、さらに、LRP1などのBACE1関連分

子の持つ BACE1制御作用とそのメカニ

ズムを明らかにすることを第一の目的

とした。  
さらに、BACE1 活性阻害作用を持つ

低分子化合物を独自の方法により、探索、

同定し、得られた候補化合物の Aβ産生

抑制効果について、培養細胞系などを用

いて検証し、新規 BACE1 阻害剤の候補

を得ることを第二の目的とした。  
 
３．研究の方法 
（1）BACE1 の脂質ラフト局在化の機序、

BACE1 のラフト局在と Aβ生成の関連

性の解析  
ラット初代培養大脳皮質神経細胞は既報

に従い、無血清培地で培養した。C 末にタグ

を付加した野生型(WT)BACE1，またはＣ末部

の４個の Cys を Ala に置換したパルミトイル

化欠損変異体（CA4）を発現する組換えアデ

ノウイルスを作製した。野生型(WT)、Swedish
変異型(SW)APP の組換えアデノウイルスも

作製した。対照として、empty アデノウイル

スを使用した。 
これらの組換えアデノウイルスを、培養神

経細胞に感染させ、２日後に細胞、培養上清

を回収した。対照として、細胞中の BACE1、
APP などのタンパク発現をウエスタンブロ

ット法により解析した。脂質ラフトはショ糖

密度勾配遠心法により分画し、同様にウエス

タンブロット解析した。培養上清中の Aβ40、
Aβ42 はサンドイッチ ELISA 法で定量した。 
（2）LRP1 と BACE1 の関連性の解析  

LRP1 ノックアウト細胞、野生型細胞は

ATCC から入手した。LRP1 の機能を保持した

短縮型である LRP-L4 の cDNA (N 末部に HA
タグあり)、LRP1 の C 末部に対する特異抗体

を、研究協力者Lakshmana博士から取得した。

次いで、LRP-L4 の組換えアデノウイルスを

作製した。 
HEK293 細胞に、BACE1 及び LRP-L4 を一過

性に共発現させ、LRP-L4 の BACE1 に対する

影響を調べた。ラット初代培養大脳皮質神経

細胞に、組換えアデノウイルスを用いて、

BACE1 と LRP-L4 を共発現させ、同様の解析

を行った。免疫共沈法により、LRP-L4 と 
BACE1 の結合性を分析した。 



BACE1 及び LRP-L4 を共発現した HEK293
細胞を用いて、BACE1、LRP-L4 の細胞内局

在について、免疫組織化学的に解析した。 
（3）RTN3 による BACE1 制御に関する研究 
初代培養神経細胞に RTN3 を過剰発現する系

を確立するため、C 末に Myc タグを有する

RTN3 の組換えアデノウイルスを作製した。 
RTN3 の脂質ラフト分布をショ糖密度勾配遠

心法で分析した。 
（4）新規 BACE1 阻害化合物の探索 
① 化合物アレイを用いたスクリーニング 

Myc-His タグを有する可溶性 BACE1
（sBACE1）を過剰発現する CHO 細胞を樹立

した。この細胞の細胞溶解液から、sBACE1
をヘパリンカラム、抗 His カラム、抗 Myc カ

ラムを用いて、精製した。精製 sBACE1、及

び市販の精製可溶性 BACE を用いて、研究協

力機関において、化合物アレイ（8 種、約

23,000 化合物）を用いた BACE1 結合性化合

物のスクリーニングを行った。 
②βセクレターゼ活性アッセイ系を用いた

スクリーニング 
 研究協力者から、化合物ライブラリーの提

供を受けた。蛍光標識基質ペプチド、市販精

製可溶性 BACE1 を用いたβセクレターゼ活

性アッセイ系 (Ermolieff et al, Biochemistry 
2000)に、ライブラリーの化合物を終濃度 10 
μ g/ml で 添 加 し 、 蛍 光 強 度 を 355 
nm(excitation) 、460nm(emission)で測定した。 
③陽性化合物の Aβ産生抑制効果の検討 

APP(SW)を安定発現する SH-SY5Y 細胞、

または初代培養神経細胞に、陽性化合物を添

加し、上清中の Aβを定量した。  
（5）その他 

コレステロールは脂質ラフトの維持に重

要であり、Aβ産生との関連も示唆されてい

る。その観点から、コレステロール合成阻害

薬スタチンの Aβ産生低下作用について，初

代培養神経細胞をスタチン（ピタバスタチン，

アトロバスタチン,  0.2～5μM）で４日間処

理する系を用いて、検討した。 
 
４．研究成果 
（1）神経細胞における BACE1 の脂質ラフト

局在化の機序、BACE1 のラフト局在と A
β生成の関連性の解析  

CA4 発現神経細胞では、WT 発現神経細胞

に比べて、脂質ラフト画分の BACE1 レベル

が著しく低下していた。WT、CA4 を発現す

る神経細胞からの内因性 Aβ40、Aβ42 の分

泌量は共に、対照の２倍程度に増加していた。

APP を同時に過剰発現させた場合も、WT、
CA4 は同程度に Aβ産生を増加させた。

BACE1 切断による APP の代謝産物β-C 末断

片（β-CTF）の分布について検討したところ、

大部分が非脂質ラフト画分に分布しており、

WT、CA4 発現細胞で明らかな差は認められ

なかった。さらに、APP(SW)だけを発現した

細胞においても、β-CTF は主にラフト外に分

布していた。 
従って、神経細胞において，BACE1 は脂質

ラフト局在に関係なく Aβを産生しうること、

β-CTF が主に非脂質ラフト画分に分布する

ことが明らかとなり、BACE1 は脂質ラフト外

で主に APP を切断していることが推定され

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
図 1 Aβ産生の動的モデル 

 
以上の研究結果に基づき、Aβ産生の動的

モデルを提唱した。すなわち、APP は BACE1
により主に脂質ラフト外で切断される。次に

β-CTF が脂質ラフトへ移行し、同部位でγセ

クレターゼによるγ切断が起こり、Aβが生

成する。（図 1 参照）β-CTF の移送メカニズ

ムの解明は今後の課題といえる。 
上記に加えて、WT、CA4 発現神経細胞の

上清中の可溶性 BACE1 の分析の結果、

BACE1 の細胞外切断にパルミトイル化が関

与することが示唆された。また、WT、CA4

 



発現 SH-SY5Y 細胞の解析から、BACE1 の２

量体形成にはパルミトイル化は関与しない

ことが示された。 
以上の研究成果は Brain and Behavior 誌に

発表した。 
 
（2）BACE1 と LRP1 の関連性の解析 
脂質ラフトに存在する膜タンパクの一つ

である LRP1 に着目し、BACE1 と LRP１の分

子的関係性について検討を行い、以下の結果

が得られた。i)LRP1 ノックアウト細胞中の

BACE1 のタンパク質の発現量は、野生型細胞

に比べて有意に増加していた。ii)  BACE1 と

LRP-L4 の共発現実験の結果、HEK293 細胞、

初代培養神経細胞において、LRP-L4 の発現

量に比例して、BACE1 のタンパクレベルが顕

著に減少した。iii) APP(SW)、BACE1、LRP-L4
を共発現した神経細胞では、APP(SW)と
BACE1 を共発現した細胞よりも、BACE1 レ

ベルが低下すると共に、Aβ 分泌量が減少し

た。これらのデータから、LRP1 は BACE1 の

タンパク発現レベルを抑制的に制御する作

用を持つことが示唆された。 
次いで、HEK293 細胞において、BACE1 と

LRP-L4の結合を免疫共沈法により確認した。

また、免疫組織化学により、BACE1 と LRP-L4
が細胞内で共局在することが判明した。さら

に、BACE1 の発現量を一致させた条件では、

BACE1 と LRP-L4 の共発現細胞において、

BACE1 のみの発現細胞に比べて、細胞膜表面

の BACE1 が減少し、BACE1 の安定性も低下

していた。従って、LRP1 による BACE1 の制

御には、タンパク相互作用を介した BACE1
の細胞内局在・輸送や安定性の変化が関与し

ている可能性が考えられた。 
また、LRP1 ノックアウト、野生型細胞を

用いた解析から、BACE1 の脂質ラフト移行は

LRP1 の有無により影響されないことが分か

った。 
以上より、BACE1 の制御分子としての

LRP1 の意義を明らかにすることができた。

今後、この研究を継続し、成果を論文として

まとめる予定である。 
 
（3）RTN3 による BACE1 制御に関する研究 

RTN3がBACE1を抑制する神経細胞内部位

と脂質ラフトの関連を明確にするための研究

を行った。神経細胞において、内因性RTN3は
ほとんどが脂質ラフト外に分布していた。

RTN3がBACE1を制御する細胞内部位と脂質

ラフトの関連については、組換えアデノウイ

ルスを用いてRTN3、APP、BACE1を共発現さ

せる系を構築し、検討中であるが、結論的な

データを得るには至っていない。 
RTN3 の生体における BACE1 活性抑制作

用を明らかにするための、APP トランスジェ

ニックマウス、RTN3 トランスジェニックマ

ウスを用いた研究（大塚製薬との共同研究）

の論文を、Curr Alzheimer Res 誌に発表した。 
 
（4）新規 BACE1 阻害化合物の探索 
①化合物アレイを用いたスクリーニング 

精製 sBACE1 と化合物アレイを反応させる

スクリーニングを実施したが、特異性の高い

BACE1 阻害化合物候補は得られなかった。 
②βセクレターゼ活性アッセイ系を用いた

スクリーニング 
約 450 種の化合物のスクリーニングにより、

7 種類の比較的活性の弱い陽性化合物が得ら

れた。それらの類似化合物約 70 種のスクリ

ーニングにより、構造的に類似した新規

BACE1 阻害化合物２種（IC50 ~7μM）と、

すでに報告のある BACE1 阻害化合物１種

（IC50 ~4μM）を同定した。 
③陽性化合物の Aβ産生抑制効果の検討 

2 種の新規化合物の Aβ産生抑制効果を検

討した。その結果、APP(SW)発現 SH-SY5Y
細胞、初代培養神経細胞ともに、5μM の濃

度で、軽度の Aβ産生抑制効果を確認できた。

なお、同濃度では、細胞内 APP 発現、細胞生

存に対する影響は認められなかった。 
 
（5）その他 
ピタバスタチン，アトロバスタチンは Aβ

低下作用を持つこと、その作用には APP の成

熟化、668 位のリン酸化の変調が関与するこ

と、その作用はコレステロール低下とは別の

機 序 を 介 す る こ と を 明 ら か に し た 。

（Neurochem Res 2013; 筑波大学との共同研

究） 
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