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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の原因となるAβペプチドが脳内の神経細胞から産生分泌される機
序は不明である。(1)マウス脳の解析から、基質APPおよびAβ産生に関わるγセクレターゼはシナプス前膜の活
性化ゾーンとそれに結合したシナプス小胞に局在することを解明した。(2)脳Aβ蓄積を促進するPresenilin-1の
翻訳後修飾を検討したが有意な結果は得られなかった。(3)Aβ産生を抑制するILEI (ACDP) はシナプス前膜に局
在していた。また、本症の脳では発現レベルの低下が認められた。ILEI様活性を示す治療薬開発に向け、ILEIと
Presenilin-1との結合を解析し分子設計を目指して評価を継続している。

研究成果の概要（英文）：The exact subcellular site and mechanism of Alzheimer disease-related Aβ 
secretion form neurons in vivo remain unresolved. (1) Using subcellular fractionation of mouse 
brain, we revealed that APP and components of the γ-secretase complex are localized to the active 
zone membrane and the active zone-docked synaptic vesicles of the presynaptic terminals. (2) We 
could not find any post-translational modification of synaptic Presenilin-1 which enhanced a 
relative ratio of Aβ42 production. (3) We found ILEI as a synaptic Aβ production-suppressing 
protein and tried molecular design for Aβ-reducing peptides or compounds by conformational prospect
 of the interaction between ILEI and Preseniin-1. We also found that this binding was dependent on 
the DQL sequence of Presenilin-1 C-terminal tail, and the 3 dimension-reference interaction site 
model (3D-RISM) theory predicted that candidate of Presenilin-1-binding region on ILEI is around a 
side chain of the Lys84 residue. 

研究分野：分子神経病態学
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病(AD)は老年期認知症の
主要な原因であり、医学的克服が急がれる。
その分子病態はアミロイド β (A)の脳内蓄積
によって惹起されることが判明しているも
のの、A蓄積の一次的原因は多くが未だ不明
であり、分子病態の是正による根治治療法の
確立には到っていない。病原ペプチドである
Aは、前駆体タンパク質 APP がβセクレタ
ーゼにより切断されたAPP-C99がさらに γセ
クレターゼによって切断されて産生分泌さ
れる。Aには分子量の異なる分子種が知られ、
正常で９割を占める A40 と１割以下ながら
高い凝集性を示す A42 が主体をなす。最近
の報告により、脳内 A蓄積をもたらす要因
が総 A量ないしは A42/A40 量比の増加で
あることが判明してきた。γ セクレターゼ切
断は A産生の最終ステップであり、この切
断が A分子種の多様性を生じさせることか
ら、γ セクレターゼは AD 病態において重要
な位置付けにある。 
 一方、脳実質に分泌される Aレベルはシ
ナプス活動に相関し、神経細胞からの A産
生や分泌のメカニズムは非神経細胞とは大
きく異なるが、その理解は未だ不十分である。
Aの神経毒性の一次ターゲットはシナプス
であるとされ、シナプス前部を主な Aの産
生分泌部位とする複数の報告がみられる一
方で、シナプス小胞に APPやセクレターゼの
局在が検出できていなかった。最近になり、
APP や各セクレターゼがシナプス前部に局
在することが指摘されてきたものの（下図参
照）、やはり APP のソーティング経路や A
産生から分泌の制御メカニズムなど多くが
謎である。また、加齢や疾患に伴う A産生
制御の破綻メカニズムについても、神経細胞
に固有の A産生メカニズムを考量に入れた
検討はこれまで充分にはなされていない。 

 
２．研究の目的 
 本課題では、神経細胞に固有の A産生・
分泌部位に関する検証とともに、その知見を
踏まえた A産生制御による治療法開発に向
けた研究を推進する。まず、マウス脳を用い
シナプス前部からの A産生の占める重要性
を評価する（→(1)）。さらに、孤発性 AD や
加齢に伴うγセクレターゼ活性修飾として
報告してきた A42 産生比増加の分子基盤を
解明するべく、A産生部位に局在するγセク

レターゼ複合体を精製し、AD や老化脳に特
徴的な分子修飾を同定する。加えて、その原
因を明らかにすることにより、AD に対する
予防的介入に向けた道筋を開き、将来的に予
防的治療法の確立を目指す（→(2)）。また、
ACDPは神経細胞において発現し分泌されて
A産生を抑制するが、ACDPの哺乳類脳内発
現を解析し、シナプス部における ACDP と
Aの相互作用の詳細を検討するとともに、脳
内 A産生制御メカニズムを明らかにするこ
とから、ACDP発現誘導ないし活性誘導を介
した治療法の開発を目指す（→(3)）。 
 
３．研究の方法 
(1)脳内 A産生分泌部位の検討 ー シナプス
前部仮説の検証 
 マウス in vivo 脳において、神経細胞から
Aが産生される部位や分泌のメカニズムを
検討する。マウス脳を用い、シナプス構造に
とくに注目しながら、基質 APPや産生酵素γ
セクレターゼ複合体の局在を検討する。 
《方法》免疫組織化学，免疫電顕およびシナ
プトソーム分画法（Gray and Whittaker 1962; 
Perez-Otano et al. 2006; Phillips 2001）を用い
る。ことに産生部位の候補とされるシナプス
前膜アクティブゾーンおよびそれにドッキ
ングしたシナプス小胞の単離は特異抗体結
合磁気ビーズを用いた方法（Lassek et al. 
2013）による。 
(2)シナプス部γセクレターゼ複合体の分子
修飾の解析 
 カニクイザル脳に由来する γセクレターゼ
の A42 産生活性比は加齢とともに増加し、
脳 A蓄積と相関することを報告している(J 
Neurochem 123:21-28, 2012)が、その分子基盤
は不明である。γ セクレターゼの触媒サブユ
ニットは Presenilin であり、Presenilin の多く
のミスセンス変異による構造変化は A42 産
生活性比を増加させる。従って、孤発性 AD
や加齢脳では Presenilin が非遺伝的要因によ
る修飾から構造変化をきたす可能性が推測
される。また、数十種類の基質が知られるこ
とからも推測できるように、脳内γセクレタ
ーゼのなかでも A産生に関わるプールは限
定されている。そこで、シナプスのγセクレ
ターゼ複合体に注目して解析を進める。AD
や老化に特徴的なγセクレターゼ複合体の
非遺伝的修飾について、A42産生比を増加さ
せる修飾を同定し、その原因を分子レベルで
明らかにする、これに対する介入の方策を検
討するなど、発展的に解析を進める。 
《材料》 4〜36歳(60例)のカニクイザル脳（高
い A42 産生活性比を示すことを確認した高
齢ザルの脳を含む）、ADおよび同年齢対照(各
15 例)の剖検脳の凍結組織から適したものを
選択して用いる。 
《方法》分画化シナプトゾームから Presenilin 
-1抗体を用い γセクレターゼ複合体を精製し、
AD や老化に特徴的な分子修飾を同定する。
なお、翻訳後修飾のなかには、可逆性が評価



の障壁となる場合があるため、サンプル調整
には特段の注意を払う。Presenilin-1の免疫沈
降ウェスタン法により、Ser/Thrおよび Tyrの
リン酸化、Lys のユビキチン化、SUMO 化、
アセチル化ないし ADPリボシル化、Tyrのニ
トロ化などを検出する。 
(3)A産生抑制タンパク質 ACDP を標的とす
る ADの予防的治療法の探索  
 ACDPは APP-C99の安定性を低下させ A
産生を抑制する。マウスにおけるトランクジ
ェニック発現により、モデルマウスの脳アミ
ロイド斑と記憶障害は改善された。つまり、
その活性誘導ないし発現誘導は AD治療法と
しての可能性が期待できる。ACDP の脳内発
現レベルの解析をマウス脳、アルツハイマー
病症例を含むヒト剖検脳組織を用いて行う。
脳内 A蓄積との関連性についても検討する。
また、ACDPのシナプス部への局在を検討し、
ACDP 分泌と A分泌との相関など機能様式
と A分泌制御メカニズムの解明や ACDP の
発現調節メカニズムの解析からACDP様活性
による治療法開発の方策を探る。 
《方法》マウス脳とヒト剖検脳組織を用い、
イムノブロット法にて ILEI の定量を行う。
ヒトACDP遺伝子発現調節領域のゲノム解析
やルシフェラーゼ(Luc)レポーターによるプ
ロモーター解析から転写調節メカニズムの
解明を進める。ACDP の Aβ 産生抑制活性に
関わるドメインを同定することから、短縮ペ
プチド性薬剤の可能性を検討する。さらに、
作用機序の詳細を解析し、それをもとにした
タンパク質構造解析から、薬剤設計の可能性
を探る。 
 
４．研究成果 
(1)脳内 Aβ 産生分泌部位の検討–シナプス前
部仮説の検証 
 マウス脳の懸濁液からシナプス構造を分
画化し（シナプトソーム）、さらに界面活性
剤への溶解度差を用いた分画化やマーカー
タンパク質抗体への親和性によるシナプス
小胞単離などを併用し、各分画に含まれるタ
ンパク質を検出して仮説を評価した。その結
果、基質 APPおよびγセクレターゼ複合体は
シナプス前膜、なかでも活性化ゾーンとそれ
に関連したシナプス小胞に濃縮して局在す
ることが明らかとなり、シナプス前部仮説が
支持された(J Neurochem 133:422-431, 2015)。 

 
(2)シナプス部γセクレターゼ複合体の分子
修飾の解析 
 Aβ42産生比を増加させる Presenilin-1 の翻
訳後修飾の可能性について検討するため、
HEK293 細胞およびカニクイザル脳の懸濁液
を用い、抗 Presenilin-1抗体でγセクレターゼ
複合体を免疫沈降した後、抗リン酸化 Ser/Thr
抗体、抗リン酸化 Tyr抗体、抗アセチル化 Lys
抗体、ニトロ化 Tyr抗体を用いたイムノブロ
ット法で検出を試みたが、いずれも有意では
なかった。 
(3)Aβ 産生抑制タンパク質 ILEI (ACDP)を標
的とする ADの予防的治療法の探索 
  ACDPの同定と機能解析の成果について、
ILEI という呼称に準じて論文報告した(Nat 
Commun 5:3917, 2014)。以下、ACDPを ILEI
として記載する。 
 ILEI のマウス脳内発現を発生成熟を追っ
て検索すると、生後１週間前後をピークに、
その後加齢とともに減少することが判明し
た。また、凍結剖検脳組織（側頭葉皮質）を
用いた検討では、アルツハイマー病では対照
例に比して減少が顕著であり、発現レベルに
逆相関して脳 A蓄積レベルは増加すること
も明らかになった(Nat Commun 5:3917, 2014; 
Neuroscience 330:236-246, 2016)。これらは、
ILEI 発現レベルの低下が脳内 A増加、引い
てはアルツハイマー病発症の一次的要因と
なる可能性、さらには早期の ILEI 補充が抗
A治療として有効である可能性を示唆して
いる。 
 脳 ILEI はニューロン細胞体のトランスゴ
ルジネットワークに加え、γセクレターゼ複
合体と同様にシナプス前分画とくにアクテ
ィブゾーンないしそれに融合したシナプス
小胞への局在が確認された(Neuroscience 
330:236-246, 2016)。 
 ヒト遺伝子プロモーター解析の結果、
HEK293 細胞では転写開始点上流–8.0〜–7.3 
kb および–4.1〜–2.0 kb に強い活性領域が、
–1.0〜–0.8 kb に弱い活性領域が認められた。
しかし、神経系とされる SH-SY5Y 細胞では
上流の強い活性領域が検出されず、神経系細
胞特異的な転写抑制機構の存在が推測され
た。本症における転写活性低下のメカニズム
については、さらなる検討を要する。 
 HEK293細胞への発現では、ILEIはいずれ
の構造ドメインを欠失させても分子として
の安定性を失うことが明らかになった。この
ため、Aβ 産生抑制に必要な部分を限局化す
ることは困難であった。 
 一方、ILEIの作用メカニズムとしては、γ
セクレターゼ複合体への結合を介して、基質
APP-C99の安定性を低下させ Aβ産生を抑制
することを解明した。この結合は Presenilin-1
の C 末端領域で細胞外ループ構造にある
DQL配列に依存することを見出した（下図参
照）。 



 
 この結合を統計力学 3D-RISM 理論によっ
て構造生物学的に解析し、分子設計によるAβ
産生阻害薬の開発を目指した。ILEIの予測構
造上に DQL 配列の側鎖の分布をマッピング
した結果、ILEI上の Lys84側鎖近傍に結合部
位の候補が特定された。数種の Lys84置換変
異体を発現するプラスミドを作製し、ILEIノ
ックアウトHEK293細胞に発現させて機能評
価を継続している。 
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