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研究成果の概要（和文）：多様な孤発性アルツハイマー病の発症原因として、（１）X11およびX11Lの機能制御
失調、および（２）γセクレターゼの基質切断機能の変化に着目して解析した。X11は非リン酸化状態でX11Lは
リン酸化状態で標的分子に結合することが示唆された。X11Lのリン酸化酵素としてSrcファミリーを同定した。
X11_/X11L-KOマウスでは、神経伝達物質受容体のスパインでの局在が変化した。これは、X11/X11KがAPPの代謝
を制御するだけでなく、Abが作用する標的タンパク質の局在を変化させる事を示唆する。APPやAlcadein等のγ
切断は膜脂質の組成変化によって変化した。

研究成果の概要（英文）：Pathogenesis of sporadic Alzheimer's disease (AD) is various. To reveal 
these, this research focused on (1) the function of X11 and/or X11L, and (2) mechanism to cleave 
substrate proteins by gamma-secretase. X11 binds to a target protein in non-phosphorylated state, 
while X11L associate same target in phosphorylation-mimicked state. We identified Src protein kinase
 as a potential kinase to phosphorylate X11L. In X11 and X11L genes double-KO mice, a 
micro-localization of some of neurotransmitter receptors was disturbed, which may be a cause of 
amyloid-beta dependent aberrant signal transduction inducing neuronal cell death. Furthermore, this 
research found that changes of lipid composition within cell membrane can induce altered 
gamma-cleavages of substrates such as APP and Alcadein. Taken together , these findings suggest a 
novel pathogenic way of AD and target of drug development.

研究分野： 生化学

キーワード： アルツハイマー病　老化　認知症　APP
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病(AD)は、超高齢者社会を
迎えた我が国で患者数が増加している最大

の認知症である。AD の原因遺伝子として
アミロイドβタンパク質(Aβ)の前駆体タ
ンパク質 APP遺伝子とプレセニリン（PS）
遺伝子が同定され、PSは APPの膜内切断
を行い Aβ を生成するγセクレターゼの触
媒ユニットであることが明らかになった。

Aβ の可溶性オリゴマーが神経毒性を発現
する。家族性 AD の解析は、基質(APP)ま
たは酵素(PS)の遺伝子変異による Aβの量
的増加と質的変化（凝集性の高い分子種

Aβ42 の生成増）が発症に関わるが、原因
遺伝子に変異がない孤発性 ADでは、Aβ生
成の質的・量的変化が起こる仕組みは未解

明であった。また、Aβの生成変化以外に主
発症原因を持つ患者も考えられている。 
２．研究の目的 
研究代表者が実行してきたこれまでの研究
成果を踏まえ、（１）APP の細胞内輸送と
膜局在を制御する X11Lの機能調節機構を
解析し、孤発性 ADの発症機構の解明と新
規創薬標的の開発に貢献する。また（２）
APP と協調的代謝を受ける Alcadein のγ
セクレターゼ切断産物 p3-Alc の生体内動
態を解析する事で、シナプス障害に先立つ
γセクレターゼ活性変化を検出する方法の
開発に取り組み、PS 遺伝子変異に依存し
ない基質のγ切断変化を引き起こす分子機
構の解明を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）X11L の機能解析：Human kinase 
library を用いて X11/X11L リン酸化酵素
を同定する。X11/X11L の機能変化モデル
である X11/X11L-KOマウスを用いてシナ
プスタンパクの変化を細胞生物学的・生化

学的に解析する。（２）PS遺伝子変異に依
存しないγ切断変化の仕組みを解明: Alc
を基質としてγセクレターゼによる膜内切

断機構を解明し、どのような細胞状態の変

化がγ切断を変化させるか解析する。 
	
４．研究成果	
(1) X11/X11Lの機能制御機構：X11 の構造解
析報告(Nat. Struct. Mol. Biol.[2005] 12, 
722)から、X11および X11Lは C末端の Tyr
残基の電荷の変化で構造変換を起こす。構造
解析ではTyr残基の酸性アミノ酸への置換が
構造変換を誘引している。X11では Tyr836, 
X11Lでは Tyr748が相当する（図１）。 
	 細胞に X11Y836E または X11LY748E を
発現させて、X11s の標的タンパク質として
同定した Protein X	 (論文未発表のため名前
は伏せる)への結合状態は、X11と X11Lでは
正反対の結果を示した。X11Y836F または
X11LY748F を発現させた場合は、野生型と

同様の結果を示した（図２）。一般的にGlu(E)
への置換はリン酸化体を模倣し、Phe(F)への
置換は非リン酸化体を模倣する事から、X11
および X11Lは Tyr残基のリン酸化によって、
逆の活性を表す事が示唆された。図 2から明
らかなように、X11 は非リン酸化型が活性を
示し X11L はリン酸化型が標的タンパク質へ
の結合に活性を示す事が示唆された。	

 
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 そこで、研究申請書に従い Human	kinase	
library を用いて、X11L の Tyr748 をリン酸
化する酵素の同定を行った。チロシンキナー
ゼ cDNA を Neuro2a 細胞に発現させ、
X11L の Tyr748 をリン酸化する酵素の同
定を行った。リン酸化は pTyr 抗体(4G10)
で検出した。結果、31 種の細胞質 Tyr 
kinaseおよび 41種の受容体 Tyrキナーゼ
のスクリーニングを行い、複数の Srcファ
ミリーkinaseが X11Lの Tyr748をリン酸
化する事を見いだした（図 3）。次に研究計
画に沿って、内在性のリン酸化 X11Lの検
出を目的として、X11LpY748特異抗体 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
の作成を試みた。4羽のウサギに pTyr748
を含みペプチドを抗原として免疫し、抗原
カラムを用いたアフィニティークロマトグ
ラフィーで IgGを生成した。細胞に X11L
とリン酸化酵素 Src を発現しリン酸化
X11Lを検出出来るか検討した（図４） 
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その結果、193抗体はリン酸化 X11Lを特異
的認識したが、60kDa付近の自己リン酸化し
た Src も認識したため、Tyr748 をリン酸化
した X11Lだけを認識するという特異性には
課題を残した。この後、精製を改良し特異性
を高める努力を行ったが、in vivoでリン酸化
X11L を検出出来る抗体は得られなかった。
これは、図 2 の結果から想定されたように、
細胞内のリン酸化状態はそもそも極めて低
く時空間的にリン酸化が制御されている事
などが原因と考えられた。 
	 図 2で示したX11/X11Lの標的タンパク質
protein X は、神経細胞のシナプスにおける
受容体タンパク質の制御に重要な働きをす
る事が示唆されており、X11/X11L の機能解
析を進めるために、X11/X11L-二重遺伝子
KO(X11/X11L-DKO)マウスのシナプスにお
け る 変 化 の 解 析 に 取 り 組 ん だ 。
X11/X11L-DKO マウスでは、シナプス形成
部位に存在している NMDA 受容体の数は野
生型と変わらないが、シナプス外受容体の数
が有意に減少していた（図５）。X11 および
X11LはAPPを始めとする膜タンパク質の細
胞内局在を制御する機能があるため、NMDA
受容体のスパイン内の微局在に機能してい
る可能性が示唆された。アルツハイマー病は、
シナプス外受容体を Aβオリゴマー(AβO)が
非特異的に刺激をする事で、神経の恒常的活
性化を引き起こし神経細胞死を誘発すると
考えられている。本研究で、初めて AβO の
標的受容体のシナプス外局在を制御する仕
組みにX11/X11Lが関わっている事が明らか
になり、新たなアルツハイマー病の発症機構
の解明と X11s およびそのリン酸化が治療の
標的となり得る可能性が示唆された。現在こ
の分子機構の詳細を解明中である。 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
(2) Alcadein(Alc)のγ切断分子機構の解明と
膜内切断変化の仕組み： AD 患者脳脊髄液
の Alc代謝産物解析から、一定数の孤発性
AD 患者でγセクレターゼ切断変化が認め
られる(Ann. Neurol. [2011] 69, 1026)。Alc
のγセクレターゼ切断産物 p3-Alc は凝集
性が無く、γ切断の質的・量的変化を正確
に解析できる(J. Biol. Chem .[2009] 284, 
36024)。従って p3-Alc の生体内動態の解
析は、PS 遺伝子の変異に依存しない基質
のγ切断変化を引き起こす分子機構の解明
を行う上で重要である。図 6 に Aβの酸性
経路を示す。PS 遺伝子に変異をがない孤
発性 ADで神経毒性を示す分子種を生み出
す仕組みはわかっていない。 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
本研究では、Alcαを用いてγセクレターゼの
切断変化の分子機構の解明に取り組んだ。
Aβ40 に相当する Alcα由来の主要分子種は
p3-Alcα35であることは明らかにしているが
Aβ42 に相当する分子種は不明であった。今
回、γセクレターゼモジュレーター(GSM)を
用いて Aβ42に相等する分子種 p3-Alcα38を
同定した（図７）。 
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 GSMを用いた解析から、Alcαの切断も APP
と同様にε切断後のペプチダーゼの抑制によ
って変化する事が明らかになった。そこで
APPと Alcαを基質として、細胞を用いて PS
遺伝子に変異が無くてもγ切断が変化する
仕組みの解明を行った。その結果、細胞内脂
質含量の変化が基質切断に変化を与えるこ
とが示唆された。現在、膜脂質組成の変化が
γセクレターゼの機能変化を引き起こす分
子機構の解明に取り組んでいる。 
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