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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病（AD）関連因子として同定されたX１１LによるAD発

症抑制機構の解明を目的に、X１１Lタンパク質のカルボキシル基（C）末端の構造変化に着目し

研究を行った。その結果、AD発症の原因と考えられているAβの産生がX１１LのC末端構造変化と

よく相関すること、またX１１LのC末端構造変化がリン酸化により制御され、そのリン酸化を制

御するリン酸化酵素の候補を数種類同定した。	 

	 
研究成果の概要（英文）：The	 purpose	 of	 this	 research	 is	 to	 reveal	 the	 mechanism	 of	 AD	 
pathogenesis.	 X11-like	 (X11L)	 protein	 has	 been	 identified	 as	 a	 suppressor	 of	 AD	 
pathogenesis.	 We	 revealed	 in	 this	 project	 that	 the	 conformational	 change	 of	 X11L	 was	 
correlated	 to	 the	 amount	 of	 Aβ	 generation	 and	 that	 its	 conformational	 change	 was	 
regulated	 by	 the	 phosphorylation	 of	 calboxyl-terminal	 of	 X11L	 protein.	 Moreover,	 we	 
identified	 a	 few	 candidate	 kinases	 of	 X11L	 protein.	 	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 申請者はこれまでに、X11/X11L 二重遺伝子
欠損マウスを作製し X11/X11L 二重遺伝子欠
損マウス脳内で内在性マウス APP 代謝（Aβ産
生量）が亢進し、APP 代謝安定化効果は X11
よりも X11L の方が強いことを in	 vivo にお
いて明らかにしてきた（ J.	 Biol.	 Chem.	 
[2008]	 283	 35763）。また同時に、X11 ファミ
リー蛋白質は細胞内の Aβ 産生の場である
lipid	 raft への APP 移行を抑制し APP 代謝を
安定化することを明らかにしてきた。さらに、
AD モデルマウス（APP-Tg マウス）と X11L 遺

伝子欠損マウス（X11L-KO）の交配により
APP-Tg/X11L-KO マ ウ ス を 作 製 し 、
APP-Tg/X11L-KO マウス脳内では APP-Tg マウ
スと比較し有意に Aβ 産生が亢進し、アミロ
イド斑数が増加していることを明らかにし
て き た （ Mol.	 Neurodegener.	 [2010]	 
15;5(1):35）。これらの解析より、X11 ファミ
リー蛋白質は AD 発症および進行過程に認め
られる Aβ 産生量亢進において重要な機能を
担っていることが示されてきたが、APP 代謝
安定化に機能する X11L のドメインおよびそ
の制御機構は未解明であった。これまでの各
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種ドメイン欠失体を用いた培養細胞系にお
ける予備的解析から、APP の代謝安定化には
X11 ファミリー蛋白質のカルボキシル基（C）
末端側に存在する２つの PDZ ドメインが重要
であることを明らかにしている。X11 ファミ
リー蛋白質の最 C末端には PDZ 結合モチーフ
が存在し、この C末端の PDZ 結合モチーフは
PDZ1 ドメインと結合し、定常状態では
auto-inhibition 状態にある。X11L の 748 番
目のアミノ酸であるチロシンのリン酸化体
を模したグルタミン酸変異体（Y748E）では、
C 末端が PDZ1 ドメインに結合できず、
auto-inhibition が解除された状態であるこ
とが報告された（Nat.	 Struct.	 Mol.	 Biol.	 
[2005]	 12	 722）。また、予備的な解析から、
この C末端の構造変化が APP との結合を制御
していることを明らかにしていた。	 
	 以上より、X１１L は APP 代謝抑制分子とし
て機能するが、C 末端の構造変化と APP 代謝
の関連や、C 末端構造変化機構、C 末端のリ
ン酸化を担う Kinase は不明であった。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本申請研究は X11L の PDZ ドメイン構造変
化機構、即ち X11L の C 末端と PDZ ドメイン
の結合・解離機構を明らかにし、PDZ ドメイ
ン構造変化により APP 代謝がどのように変動
するかを明らかにし、AD との関係性を解明す
ることを目的とした。	 
（１）X11L	 PDZ ドメインの構造変化機構の解
明：X11L	 Y748 のリン酸化により PDZ ドメイ
ンの構造が制御されていることを証明する
と共に、その kinase の同定を行う。	 
（２）APP 代謝における X11L	 PDZ ドメイン構
造変化の機能解明：PDZ ドメインの構造変化
が APP 代謝に与える影響を、APP 代謝産物量
の定量、APP 及び X11L の細胞内局在を検証す
ることで解明し、X11L	 PDZ ドメイン構造変化
により APP 代謝が制御されていることを明ら
かにする。	 
	 
３．研究の方法	 
（１）X11L	 Y748 リン酸化の検出と kinase の
同定：生体内での Y748 リン酸化修飾を検出
するために野生型マウス脳および X11L-KO マ
ウス脳抽出液より抗 X11L 抗体を用いた免疫
沈降により X11L を回収し、Western	 Blot 法
にて抗リン酸化チロシン抗体により検出す
ることで検証する。また、X11L の Y748 リン
酸化を特異的に認識する抗体の作製を行う。
Kinase の同定に関しては、kinase	 library
を使用し、X11L と各 kinase を細胞内に発現
させ、抗 Y748 リン酸化抗体又は抗チロシン
リン酸化抗体を用い western	 blot を行うこ
とで kinase の同定を試みる。	 
（２）X11L は PTB ドメインを介し APP と結合
し代謝を安定化するが、PDZ ドメイン欠損変

異体は APP 代謝を安定化しない。よって、APP
代謝安定化には PDZ ドメインが重要であると
考えられる。そこで、PDZ ドメインの構造変
化が APP 代謝に与える影響を検証するために、
野生型と Y748E 変異 X11L を培養細胞に発現
させ、APP 代謝産物である sAPP,	 CTFβ,	 Aβ40
および Aβ42 の産生量を Western	 Blot 法お
よび sELISA により定量し野生型と Y748E 変
異で比較する。以上の解析から PDZ ドメイン
の構造変化により APP 代謝が変動し，X11L に
よる APP 代謝安定化が PDZ ドメイン構造によ
り規定されていることを示す。	 
	 
４．研究成果	 
（１）マウス脳内に存在する kinase により
X11L-C 末端のリン酸化が起きることを精製
X11L タンパク質と脳抽出液を反応させるこ
とで明らかにした。次に、kinase	 library 中
の脳内に発現が確認されている kinase を用
い、X11L タンパク質のリン酸化が亢進される
kinase の同定を試み、数種類の kinase を同
定することができた。	 
	 
（２）X11L タンパク質の C 末端構造変化を模
した変異 X11L を作製し、APP 代謝に与える影
響を野生型 X11L と比較した。その結果、野
生型 X11L で認められる APP 代謝安定化効果
が、変異 X11L	 では認められなくなることを
明らかにした。	 
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