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研究成果の概要（和文）：　アミロイドβタンパク質（Aβ）の脳内蓄積はアルツハイマー病の発症を引き起こすが、
孤発性アルツハイマー病ではAβが蓄積する原因は不明である。本研究では、その原因として脳γセクレターゼの活性
変化を想定し、検証した。脳のγセクレターゼ活性の領域特異的、発達段階および加齢依存的な変化を調べ、活性量と
Aβの沈着、年齢、アルツハイマー病危険因子などとの関連性を検討した。その結果、脳γセクレターゼ活性の量的変
化がAβの蓄積を生じるのではないらしいということが明らかになった。活性の質的変化については現在も解析中であ
る。

研究成果の概要（英文）： To learn whether altered brain γ-secretase activity contributes to the 
deposition of amyloid β-protein (Aβ) in the sporadic Alzheimer’s disease patients, γ-secretase 
activity in the brain was assessed using in vitro reconstituted Aβ generation system in the presence of 
CHAPSO. γ-Secretase activity in the brain was regulated in the developmental stage-dependent manner．The 
regional distribution and age-dependent alteration of the γ-secretase activity were little correlated 
with various indexes of Aβ deposition as well as risk factors for AD. Thus, the quantitative alteration 
of γ-secretase activity during aging may not be involved in the pathological Aβ deposition in the 
brain. Further analysis regarding the modulation of γ-secretase activity (variability of cleavage sites) 
in the brain is ongoing.
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病は老年期の代表的な認
知症疾患で、脳内にアミロイド βタンパク質
（Aβ）が蓄積することにより発症すると考え
られている。Aβ 沈着を引き起こす原因は、
遺伝性アルツハイマー病患者では、原因遺伝
子であるアミロイド前駆体タンパク質（APP）
やプレセニリンの変異が、Aβ 分子あるいは
その産生状況を変化させることによって Aβ
の脳内沈着を促進することが示されている。
しかしながら、アルツハイマー病の 90%以上
を占める孤発性アルツハイマー病患者の場
合は、Aβ 沈着を増加させる要因がまだ明ら
かにされていない。 
 γセクレターゼは、Aβの C末端側の位置で
APPを切断し Aβを産生するプロテアーゼで
あり、産生する Aβ の長さ、即ち分子種を決
定する。従って、その活性の性質は、Aβ の
凝集性、ひいては沈着の程度に大きく影響す
る。γ セクレターゼは、アルツハイマー病治
療薬の標的として盛んに研究されているが、
その性質にはまだ不明の点が多い。特に、脳
の γ セクレターゼに関する情報は少ない。γ
セクレターゼの基質は APP 以外にも存在す
るが、近年、ヒト髄液中のそれらの切断産物
の解析により、孤発性アルツハイマー病患者
と正常人では、γ セクレターゼの切断活性が
少し異なっていることが報告されている
（Yanagida K, et al., 2009; Hata S, et al., 2011）。
このことは、孤発性アルツハイマー病におい
ても、γ セクレターゼの切断活性が変化し、
それが産生される Aβ に変化を生じて沈着を
促進している可能性を示唆する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、脳の γセクレターゼ活性の特
徴を調べ、その活性の性質の変化がアルツハ
イマー病発症に関わる Aβ 沈着を引き起こす
要因となり得るかどうかについて検討を行
う。脳の γセクレターゼ活性の基本的性質と
して、領域特異性と各発達段階における活性
の変化を調べ、Aβ 沈着との関係を探る。ま
た、ヒト脳で γセクレターゼの活性の加齢（老
化）に伴う変化を調べ、Aβ 沈着量などアル
ツハイマー病発症に関わる他の様々な要因
と比較検討する。これにより、γ セクレター
ゼの活性の変化が、孤発性アルツハイマー病
でも遺伝性アルツハイマー病と同様に、発症
を引き起こす要因と成り得るかどうかを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）γセクレターゼ活性の測定 
 γセクレターゼ活性は、CHAPSO存在下で
の in vitro再構成Aβ産生系を用いて測定した。
脳からミクロソーム画分を調製して 1 % 
CHAPSOで可溶化した。遠心後の上清あるい
は懸濁液に基質を加えて、37 ℃でインキュ
ベートした。基質には、バキュロウイルスを
用いて Sf9細胞に発現させ FLAG抗体で精製

した C99-FLAG を使用した。産生された Aβ
は特異抗体を用いて western blot 法により検
出・定量した。 
 
（2）脳内 Aβ沈着量の定量 
 脳に沈着する Aβ は、可溶性 Aβ 除去後に
不溶性 Aβ をグアニジン塩酸で抽出し、サン
ドイッチ ELISA法を用いて定量した。 
 
４．研究成果 
（1）脳 γセクレターゼ活性の領域特異性 
 2 ヶ月齢マウスの脳を、大脳皮質、海馬、
間脳、脳幹、小脳に分けてミクロソーム画分
を調製し、各領域に含まれる γセクレターゼ
活性を in vitro再構成Aβ産生系を用いて測定
した。脳の γセクレターゼ活性は大脳皮質で
高い傾向を示した。しかしながら領域間での
活性の相違は小さく、有意な差は見られなか
った。この結果から、γ セクレターゼの活性
の強弱が、その脳領域における Aβ の沈着し
易さ、沈着量を決定する可能性は低いと考え
られる。 
 
（2）脳発達段階における γセクレターゼ活性
の変化 
 胎生期以降の種々の発達段階のマウスの
大脳皮質を用いて、ミクロソーム画分を調製
し γセクレターゼ活性を測定した。その結果、
胎生期の脳では、γ セクレターゼ活性が著し
く高いことが明らかになった（図１）。γセク 

 
 

図１．脳発達段階における γセクレターゼ活性 
   の変化 
 
レターゼ活性は、生後、徐々に低下し、4 週
齢以降はほぼ定常状態になった（図１）。γセ
クレターゼ複合体酵素を構成する 4つの分子
の各発達段階における発現量を western blot
法で調べたところ、活性の変化のパターンは
γ セクレターゼ構成分子の発現量の変化とよ
く一致していることが分かった。従って、脳
発達段階においては、γ セクレターゼ構成分
子の量的変化により γセクレターゼの活性量
が制御されている可能性が示唆された。 
 胎児期の脳は高い γセクレターゼ活性を示
したが、Aβの沈着はほとんど検出されない。
従って、この結果もまた、γ セクレターゼの
活性の高さと Aβ の沈着には直接的な関係が



見られないということを支持した。発達期で
はなく老齢期になると別の要因が加わって
関係するようになるのかもしれない。また、
この結果は、γ セクレターゼが胎児期に重要
な働きをする胎児型酵素であることを示唆
している。γ セクレターゼによる Notch の切
断は、この時期の神経細胞の分化・発達に必
須であることが知られているが、生理的機能
が未だに不明の Aβ も、胎児期において生理
学的に重要な機能を持つ可能性が考えられ
る。 
 次に、産生される Aβ の分子種について調
べた。その結果、6 ヶ月齢まではほとんど変
化が見られなかったが、加齢が進行して 24
ヶ月齢になると、γ セクレターゼ活性の緩や
かな低下とともに、Aβ40に対する Aβ42の割
合が増加する傾向が見られた。この結果は、
加齢に伴って γセクレターゼ活性が修飾され、
切断部位の変化により産生される分子種が
変化する可能性を示唆する。 
 
（3）ヒト脳 γセクレターゼ活性とアルツハイ
マー病病理形成との関係 
 Aβ の脳内沈着はアルツハイマー病の発症
より 10年から 20年先行して起こると考えら
れている。そこで Aβ 沈着の初期変化との関
連性を調べるために、40 歳代から 80 歳代の
認知機能が正常な人、約 60例の脳の γセクレ
ターゼ活性を測定した。脳は前頭葉皮質の一
定領域を用いた。また、脳内の Aβ 蓄積量を
ELISA法で定量した。 
 ヒト脳の γセクレターゼ活性は、各個人の
間で約 10倍の範囲でヴァリエーションがあ
った。まず、アルツハイマー病理である脳内
Aβ蓄積量と γセクレターゼ活性との関係に
ついて検討した。その結果、γセクレターゼ
活性は、蓄積する全 Aβの量とは全く相関し
ないことが分かった（図２）。また γセクレタ
ーゼ活性は、脳に蓄積する Aβ42あるいは
Aβ40の量、Aβ42の全 Aβに対する割合とも
ほとんど相関が見られなかった。従って、脳
内に蓄積する全 Aβおよび Aβ各分子種の量 
 

  図 2．γセクレターゼ活性と Aβ沈着量 
 

は、その脳部位の γセクレターゼの活性強度
には依存しないことが明らかになった。 
 アルツハイマー病では加齢が重要な危険
因子であるので、次に、加齢に伴う脳 γセク
レターゼ活性の変化を調べた。その結果、γ
セクレターゼ活性と年齢との間には相関関
係が見られないことが分かった。また、中年
期から老年期の間では活性量が年齢依存的
に変化しないことが明らかになった（図３）。
また、アルツハイマー病の最大の危険因子で
あるアポリポタンパク質Eの遺伝子多型との
関連についても調べた。しかし、アポリポタ
ンパク質E遺伝子型による活性の相違は観察
されなかった。 

 図 3．加齢における γセクレターゼ活性の変化 
 
 以上の結果から、アルツハイマー病の発
症や Aβ 病理形成には、脳 γ セクレターゼ
活性の量的変化が関与していないらしいと
いうことが明らかになった。一方、γ セク
レターゼ活性の質的変化、即ち切断活性の
修飾については、マウス脳でその傾向が観
察されたこともあり、さらに検討が必要で
ある。本研究では質的変化を検出するため
に精力的に研究を進めてきた。しかし、in 
vitro再構成 Aβ産生系で産生された Aβを各
分子種毎に解析する際に、最も重要な分子
種である Aβ42 の検出感度が低く、安定的
に定量することは困難であった。現在もさ
まざまな方法で改善を試みており、今後も
解析を継続して、γ セクレターゼ活性の質
的変化、すなわち切断部位の変化と疾患発
症の関係を明らかにしていきたい。  
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