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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病では、アミロイドベータ の脳内蓄積が病因と考えられている。アミロイ
ドベータはアミロイド前駆体タンパクからベータとガンマセクレターゼと呼ばれるプロテアーゼによって切断され生成
される。このうち、ガンマセクレターゼ活性は、プレセニリンを含むタンパク質複合体が担っていることが明らかにさ
れている。そこで、プレセニリン複合体の１つであるニカストリンの成熟・分解についてユビキチンリガーゼであるシ
ノビオリンに焦点をあてて研究を遂行した。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer disease is characterized by the deposition of amyloid beta, which is gen
erated from the amyloid precursor protein (APP) through its cleavage by beta- and gamma-secretases. The ga
mma-secretases complex component nicastrin (NCT) plays significant roles in the assembly and proper traffi
cking of the gamma-secretases complex and in the recognition of APP. Unassembled NCT is retrieved or retai
ned in the ER by the protein Retention in endoplasmic reticulum 1 (Rer1). We hypothesized, therefore, that
 Synoviolin (Syvn), an E3 ubiquitin ligase, regulates the assembly or localization of the gamma-secretases
 complex by ubiquitinating Rer1 resulting in its subsequent degradation. Our findings that the level of Re
r1 was increased in Syvn-knockout fibroblasts due to inhibition of its degradation support this hypothesis
. Thus, it is likely that Syvn regulates the assembly of the gamma-secretases complex via the degradation 
of Rer1, which results in the generation of amyloid beta.
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患は中枢神経系の特定の部位

のニューロンが主として中年以降に進行性
に障害・脱落していく疾患の総称であり、代
表的なものとしてはアルツハイマー病、パー
キンソン病、プリオン病などがあげられる。
障害されるニューロンの種類により疾患ご
との臨床症状はことなるが、いずれもニュー
ロンが選択的に変性脱落することは共通し
ている。孤発性、家族性を問わずにこれら神
経変性疾患に共通な病理所見として、病変部
位における神経細胞、グリア細胞に認められ
る封入体があげられる。封入体を構成する不
溶性のタンパク質が病態機序に強く関与す
ると推測され、折りたたみ異常があるタンパ
ク質が細胞内で処理しきれずに毒性をもち、
それが神経細胞の機能異常や細胞死の原因
となることが神経変性疾患全般に共通なメ
カニズムであると考えられている。 
アルツハイマー病では、アミロイドベータ

ー (Aß)の脳内蓄積が病因と考えられてい
る。Aßはアミロイド前駆体タンパク (APP) 
からと-セクレターゼと呼ばれるプロテア
ーゼによって切断され生成される。このうち、
-セクレターゼ活性は、プレセニリンを含む
タンパク質複合体が担っていることが明ら
かにされている。また、プレセニリンは家族
性アルツハイマー病の原因遺伝子としても
同定されており、-セクレターゼ活性異常が
アルツハイマー病の原因の１つではないか
と考えられている。プレセニリン複合体は、
少なくとも４つの膜タンパク質(プレセニリ
ン、ニカストリン、APH-1、PEN-2)からな
るが、細胞内のプレセニリン複合体の量は厳
密に制御され、複合体を形成しない因子は、
すみやかにユビキチンープロテアソーム系
で分解されることが明らかにされている。し
かしながら、どのような機構で、余分な構成
タンパク質が不要と認識され分解されるの
かその詳細は不明である。 
 ニカストリンは、アルツハイマー病脳に蓄
積する Aß 産生を行う膜結合型複合体である
プレセニリン複合体（-セクレターゼ）の基
本構成因子であり、Aß 前駆体であるアミロ
イド前駆体タンパクなどの基質結合部位と
して機能することが報告されている。さらに、
ニカストリンが-セクレターゼの安定性およ
び活性に重要な役割を果たしていることも
報告されている。この-セクレターゼ複合体
の形成には小胞体とゴルジ体間のリサイク
リング経路が重要な役割を担っていると考
えられている。最近、ニカストリンと相互作
用する因子としてゴルジ体から小胞体への
送り返しに関わっている Retention in 
endoplasmic reticulum 1 (Rer1)が同定され、
Rer1 の発現をノックダウンすると-セクレ
ターゼ活性が上昇し、逆に過剰発現すると低
下することが報告されている(Kaether C et 
al., EMBO reports 8: 743, 2007; Spasic D et 
al., J. Cell Biol. 176: 629, 2007)。また、複合

体を形成しないニカストリンは、小胞体に局
在していることが明らかとなっている。そこ
で、我々は小胞体ストレス誘導性の小胞体局
在ユビキチンリガーゼであるシノビオリン
に着目し、シノビオリンがニカストリン分解
に関与しているか否かを解析した。その結果、
シノビオリン欠損細胞において、糖鎖修飾が
不十分な未成熟ニカストリンの蓄積量の増
加が観察された。また、シノビオリンを過剰
発現させると、Aßの顕著な増加が認められ、
未成熟ニカストリンの蓄積量は減少した
(Maeda T et al., FEBS J 276: 5832, 2009)。
以上の結果より、プレセニリン複合体を形成
していない未成熟ニカストリンの選択的分
解にシノビオリンが関与していることが明
らかとなった。また、未成熟ニカストリンと
成熟ニカストリンの量比が Aß 産生量に大き
く影響する可能性が考えられた。したがって、
小胞体およびゴルジ体でのニカストリンの
成熟・分解機構を解明することは、アルツハ
イマー病の原因因子と考えられている Aß 産
生を制御する方法の開発につながることが
期待できる。 
 
２．研究の目的 
 我々は、Aß 産生制御をプレセニリン複合
体の構成因子の成熟・分解機構に焦点をあて、
新規アルツハイマー病の治療薬の開発を目
指した研究を行っている。これまでに、小胞
体局在ユビキチンリガーゼであるシノビオ
リンがプレセニリン複合体の基本構成因子
の１つであるニカストリンの分解および Aß
産生促進に関与していることを明らかにし
た。したがって、小胞体およびゴルジ体での
ニカストリンの成熟・分解機構を解明するこ
とは、アルツハイマー病の原因因子と考えら
れている A産生を制御する方法の開発につ
ながることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
ニカストリンの成熟機構の解明：リボソー
ムで翻訳されたニカストリンは小胞体に送
られ、糖鎖修飾後、小胞体シャペンロンであ
るカルネキシンにより折りたたみ異常の有
無を検査され、正常なニカストリンはゴルジ
体に送られ、折りたたみ異常なニカストリン
はユビキチンープロテアソーム系により分
解される。ニカストリンは細胞内では糖鎖付
加なし(分子量：80 kDa)、糖鎖修飾が不完全
な未成熟ニカストリン、糖鎖修飾が完全な成
熟型ニカストリンの 3 種で存在しており、
成熟型と未成熟型ニカストリンが主にウェ
スタンブロットで検出される。 
(1) ニカストリンの糖鎖修飾：小胞体局在ユ
ビキチンリガーゼであるシノビオリンを欠
損した細胞では、未成熟型ニカストリン量が
増加するので、シノビオリンがニカストリン
の成熟化に関与しているか検討を行う。具体
的には、①シノビオリン欠損細胞からニカス
トリンを免疫沈降し、ビオチン標識したレク



チンを用いて糖鎖修飾パターンを野生株と
比較する。②小胞体で正常に糖鎖修飾された
ニカストリンはカルネキシンと相互作用す
ることが報告されている。そこで、シノビオ
リン欠損細胞においてニカストリンの正常
な糖鎖修飾が行われているかカルネキシン
との相互作用の検討を行う。③ツニカマイシ
ンなどの糖鎖プロセッシング阻害剤を用い
て、糖鎖修飾パターンをシノビオリン欠損細
胞と野生型で比較する。さらに、糖鎖プロセ
ッシング阻害した場合の Aß 産生量を調べ
る。④シノビオリン欠損細胞と野生型での網
羅的な糖鎖修飾パターンの解析を行う。 
(2) ニカストリンの品質管理機構の解明：上
述したように小胞体内で行われる糖鎖修飾
は、N 型糖鎖の付加であり、細胞内での糖
タンパク質の品質管理を行っている。N 型
糖鎖の付加を受けるニカストリンも小胞体
で品質管理を受けてファールディング不全
や過剰なニカストリンは分解を受けること
が予想される。しかしながら、シノビオリン
欠損細胞においては、糖鎖修飾が不完全な未
成熟ニカストリンおよび未成熟ニカストリ
ンよりも分子量がわずかに小さいニカスト
リン（ニカストリン S）の蓄積がウエスタン
ブロットにより検出される。これら蓄積した
未成熟ニカストリンおよびニカストリン S
の蓄積は品質管理が正常に機能していない
と考えられるので、未成熟ニカストリンおよ
びニカストリン S の糖鎖状態を(1)同様に調
べる。これらの結果は小胞体での品質管理機
構におけるシノビオリンの役割の解明に繋
がると考えられる。 
(3) ニカストリンの局在：小胞体において合
成された新生タンパク質は糖鎖修飾や正し
い折りたたみを受け、ゴルジ体へと送られる。
一方、ゴルジ体からは複合体などに用いられ
なかったタンパク質や膜成分などが小胞体
に送り返されてくる。そこで、蛍光標識した
ニカストリンを作成し、ニカストリンのトラ
フィッキングの可視化できる系を確立し、小
胞体からゴルジ体、ゴルジ体から小胞体への
ニカストリン輸送を検出する。さらに、ツニ
カマイシンなどの糖鎖プロセッシング阻害
剤を用いて、糖鎖修飾を阻害した場合のニカ
ストリンの局在がどのように変化するか調
べる。 
成熟型ニカストリンの分解機構の解明：未成
熟なニカストリンの細胞内量はシノビオリ
ン欠損細胞で増加するが、成熟型ニカストリ
ン量はそれほど増加が認められない。さらに、
糖鎖修飾を受けていないニカストリン(分子
量：80 kDa)についても蓄積量に変化が観察
されなかった。したがって、成熟型ニカスト
リンの分解には、シノビオリン以外にユビキ
チンリガーゼが存在するか、ユビキチンープ
ロテアソーム系以外の分解機構の存在が考
えられる。 
(1) ユビキチンープロテアソーム系を介し
た成熟ニカストリンの分解機構：上述したよ

うにシノビオリン以外にニカストリンの分
解に関与しているユビキチンリガーゼが存
在している可能性がある。そこで、糖タンパ
ク質の分解に関与しているユビキチンリガ
ーゼを中心にシノビオリン以外のユビキチ
ンリガーゼの同定を行う。さらに、成熟型ニ
カストリン分解に関与するユビキチンリガ
ーゼが Aß産生を促進するか検討を行う。ま
た、なぜ数種類のユビキチンリガーゼがニカ
ストリンの分解に関与しているのか、さらに、
どのような使い分けがされているのか解析
を行う。 
(2) ユビキチンープロテアソーム系以外のニ
カストリンの分解機構：ニカストリンはプロ
テアソームとリソソームで分解されること
が 報 告 さ れ て い る （ He G et al., J. 
Neurochem. 101: 982, 2007）。半減期が長
いタンパク質の分解にはリソソームが関与
している報告があり、成熟型ニカストリンの
半減期も長いので、リソソームを中心に成熟
型ニカストリンの分解機構の解析を行う。具
体的には、リソソーム阻害であるクロロキン
で処理し、成熟型ニカストリンの安定性の評
価を行う。 
シノビオリンによる Rer1 分解機構：予備的
な実験から、ゴルジ体から小胞体への送り返
しに関わっている Rer1 の分解にシノビオリ
ンが関与している可能性が強く示唆された。
そこで、Rer1 の分解にシノビオリンが関与
しているか Aß 産生制御の解析も含め詳細な
解析を行う。研究に用いる Rer1 抗体および
Rer1 発現プラスミドは共同研究者の 
Kaether 博士から分与していただいている。
さらに、Rer1 以外に小胞体からゴルジ体へ
のタンパク輸送に関与している小胞体―ゴ
ルジ体中間区画(ERGIC-53)もニカストリン
と相互作用することも報告されていること
から、ERGIC-53 の分解にもシノビオリンが
関与しているか解析を行う。 
プレセニリン複合体（-セクレターゼ）の分
解機構：プレセニリン複合体のうち、我々が
明らかにしたニカストリンの分解機構と他
のグループによりプレセニリンが細胞質に
存在するユビキチンリガーゼである Sel10に
よって分解されることが報告されている(Li 
J et al., J. Neurochem. 82: 1540, 2002)。一
方、APH-1 および PEN-2 の分解機構につい
てほとんど情報はないので、APH-1 および
PEN-2 の分解機構に関わるユビキチンリガ
ーゼの同定を行い、さらに、これらの分解に
関わるユビキチンリガーゼも Aß 産生を促進
するか検討を行う。 
 
４．研究成果 
ニカストリンの成熟機構の解明： 
(1) ニカストリンの糖鎖修飾：糖鎖プロセッ
シング阻害剤であるツニカマイシンを用い
て、ニカストリンの糖鎖修飾パターンをシノ
ビオリン欠損細胞と野生型で比較を行った。
その結果、野生型では成熟型のニカストリン



は検出されたが、未成熟型ニカストリンは検
出されなかった。一方、欠損細胞では成熟型
および未成熟型ニカストリンよりわずかに
分子量が小さいと予想されるバンドが検出
された。この検出されたバンドは、小胞体で
折りたたみが正常に行われず、分解されるべ
き、マンノースが付加されたニカストリンで
あると予想された。 
(2) ニカストリンの品質管理機構の解明 
(1)の結果をもとに、小胞体の品質管理機構に
関するカルネキシンとニカストリンの相互
作用の検討を行った。その結果、カルネキシ
ンとニカストリンとの相互作用は検出され
なかった。さらに、小胞体関連を制御するレ
クチンである OS-9 との相互作用を検討した
結果、ニカストリンとの相互作用が検出され
たが、(1)で予想されたマンノースが付加され
たニカストリンであるかどうかの同定には
至っていない。今後、ツニカマイシン処理し、
OS-9 と相互作用しているニカストリンにつ
いて詳細な検討を行っていく。 
(3) ニカストリンの局在 
SNAP-tagをニカストリンのC末端に組み込
んだプラスミドを作成しているが、細胞内で
のニカストリンの発現が確認できず、現在
SNAP-tag 以外のプラスミドベクターも含め
て検討中である。 
成熟型ニカストリンの分解機構の解明： 
(1) ユビキチンープロテアソーム系を介した
成熟ニカストリンの分解機構 
(2) ユビキチンープロテアソーム系以外のニ
カストリンの分解機構 
成熟型ニカストリンの分解機構に関しては、
オートファージやリリソームの関与の有無
について検討を行っており、研究を継続中で
ある。 
シノビオリンによる Rer1 分解機構 
以前に我々は、シノビオリンを過剰発現させ
ると、Aß の顕著な増加が認められ、未成熟
ニカストリンの蓄積量は減少したこと報告
した。この結果をさらに確実するために。シ
ノビオリンの siRNA を用いたノックダウン
およびシノビオリンのドミナントネガティ
ブである変異を用いて Aß 産生に対する影響
を検討した。その結果、シノビオリンの発現
および機能阻害により、Aß 産生の減少が認
められ、未成熟のニカストリンの増加も観察
された。そこで、ニカストリンを介するシノ
ビオリンの Aß 産生に関わる機構の解明を行
った。まずは小胞体からゴルジの輸送に、ま
たは、ゴルジ体から小胞体の輸送に関わる因
子に着目した。その中で、ニカストリンの小
胞体からゴルジ体への輸送およびゴルジ体
から小胞体の輸送に関わる因子である、
Retension in endoplasmic reticulum 1 
(Rer1)の発現がシノビオリン欠損細胞で増加
していることを明らかにした。この増加はシ
ノビオリンの過剰発現により消失し、シノビ
オリンの過剰発現により Rer1 のユビキチン
化も促進されていた。これらの結果より、

Rer1 の分解にシノビオリンが関与している
ことが示唆された。また、Rer1 とシノビオ
リンの相互作用を検討したところ、Rer1 と
シノビオリンの相互作用が認められた。さら
に、シノビオリン欠損細胞における細胞膜上
に発現しているニカストリンの発現量およ
びプレセニリン複合体量の定量を行った。そ
の結果、シノビオリン欠損細胞において細胞
膜上のニカストリンおよびプレセニリン複
合体の発現量の減少が観察された。これらの
結果より、ゴルジ体から小胞体への送り返し
に関わっている Rer1 の分解にシノビオリン
が関与している可能性が強く示唆された。シ
ノビオリン欠損細胞では Rer1 の発現量が増
加したために、ニカストリンのゴルジ体から
小胞体への送り返しが促進されたために、プ
レセニリン複合体も減少している可能性が
示唆された。さらに、シノビオリン過剰発現
による Aß 産生増加は逆に Rer1 の細胞量が
減少したために、ニカストリンの細胞内量そ
れに続くプレセニリン複合体の増加によっ
て引き起こされた可能性が考えられた。また、
Rer1 以外に小胞体からゴルジ体へのタンパ
ク輸送に関与している小胞体―ゴルジ体中
間区画(ERGIC-53)もニカストリンと相互作
用することも報告されていることから、
ERGIC-53の分解にもシノビオリンが関与し
ているか解析を行ったところ、ERGIC-53 の
発現レベルは野生型とシノビオリン欠損細
胞とで同レベルであった。 
プレセニリン複合体（-セクレターゼ）の分
解機構： 
小 胞 体 関 連 に 関 与 し て い る
Homocysteine-induced ER protein (Herp)の
分解機構についても解析を進めている。Herp
は、プレセリン複合体のプレセニリンと相互
作用し、Herp の過剰発現は Aß産生を増加さ
せる。また、Herp はシノビオリンと相互作用
することが報告されている。そこで、シノビ
オリンが Herp の分解に関与しているシノビ
オリン欠損細胞を用いて解析を行った。その
結果、シノビオリン欠損細胞において野生型
と比較して Herp タンパク質レベルの増加が
観察された。さらに、タンパク質合成阻害剤
であるシクロヘキシミドを用いて Herp の安
定性の解析を行った。その結果、シノビオリ
ン欠損細胞では、Herp の分解の遅延が観察さ
れ、プロテアソーム阻害剤でも Herp の分解
が抑制された。これらの結果から、シノビオ
リン欠損細胞で観察される Herp タンパク質
レベルの増加は、Herpの分解が抑制されHerp
が細胞内に蓄積したために生じたと考えら
れた。次に、シノビオリン 依存の Herp の分
解においてユビキチン化されるリジン残基
の同定を行った。その結果、すべてのリジン
残基がシノビオリン 依存のHerp分解に関与
していないことが示唆された。また、すべて
のリジン残基をアルギニンに置換した変異
体を用いてユビキチン化の検出およびプロ
テアソームでの分解について検討を行った



結果、すべてをアルギニン残基に置換した変
異体においてもユビキチン化およびプロテ
アソームでの分解が観察された。以上の結果
より、Herp の分解にシノビオリンが関与して
いることが明らかとなり、その際、Herp 上の
リジン残基は関与していないことが示され
た。さらに、Herp の分解にはリジン残基以外
のアミノ酸のユビキチン化の関与が示唆さ
れた。今後は、Herp 分解に関与するリジン残
基以外のアミノ酸のユビキチン化の同定を
進めていく予定である。さらに、NADH quinone 
oxidoreductase 1(NQO1)が関与するユビキチ
ン非依存プロテアソーム分解系での Herp の
分解および、NQO1 との相互作用が認められた。
これらの成果をまとめ、論文に投稿予定であ
る。 
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