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1. 序論 

 

 

1.1 Alzheimer Diseaseの病理 

1.1.1 概歴 

Alzheimer disease (AD)は 1906 年に Alois Alzheimerにより初めて報告された、進行性の認知・記憶障害を主症状とす

る神経変性疾患であり、認知症疾患のうち罹患数の最も多いものである。病理学的特徴として予てより神経細胞の顕著な

脱落及び変性に加え、37 から 43 アミノ酸からなる β-Amyloid (Aβ)を主成分とする老人斑が細胞外に蓄積すること、そし

て異常リン酸化を受けた tau を主成分とする neurofibrillary tangles (NFT)の細胞内蓄積が観察される。これらの構造物

の形成が AD の原因であるか、結果であるかは長らく議論されてきたが、老人斑の蓄積は初期から優位に出現する病理変

化であり、NFTの蓄積や神経細胞の脱落等に先んじて出現することが明らかとなった(Walsh et al. 2002)。Aβの ADへの

寄与としては、当初様々な研究から Aβ の蓄積が神経脱落や tau の異常リン酸化を引き起こすことが報告され、Aβ の凝

集・蓄積が神経細胞に障害を与え、細胞死へと導く amyloid cascade 仮説が提唱され、広く支持されてきたが(Hardy and 

Selkoe 2002)(Selkoe 2002a)、Aβ fibril による細胞死誘導に必要な Aβ濃度が高すぎることや、ADの認知機能障害と老人

斑量の相関性が低いことなど、この仮説では説明しきれない事象が明らかになり、その後可溶性 Aβ 量の方が AD の重篤

度と相関することや、可溶性 Aβ 凝集体(Aβ oligomer)がシナプス機能を阻害することも報告されていたことなどから

(Lambert et al. 1998)、oligomer hypothesis が唱えられ(Selkoe 2002a)、現在に至る。ADは臨床症状が確認されるよう

になってから 5～12 年で死亡する病であり(Vermunt et al. 2019)、その間の社会的な損失は非常に大きい。AD治療薬の

候補は悉く臨床試験を突破できていないが、世界各国で精力的な研究が続けられ、基礎病理の理解と治療標的やその戦略

の幅はかなり広がっている。 

 

1.1.2 臨床・前臨床症状 

臨床症状を呈する順番として、AD はまず早期から短期的な学習や記憶の障害が確認され、その後症状の悪化に伴って

注意力の必要とする複雑な作業効率の低下、行動力の低下、言語障害、空間視覚の低下、社会行動力の低下等に加え、幻

視等も見られることがある(McKhann et al. 2011)。しかしながら、こうした AD様の症状は他の非認知症疾患の中に現れ

ることもある。例えば posterior cortical atrophy は後頭、後頭側頭葉などの後頭部の神経が優位に変性する疾患だが、空

間視覚が大幅に影響を受けることで現れる症状である幻視等が知られている(Tang-Wai et al. 2004)。原発性進行性失語は

非流暢な発言や繰り返し発言に加え、言葉を探すのに苦労する症状が AD と共通している(Gorno-Tempini et al. 2008)。

ADの臨床症状の重度は現在主に Clinical Dementia Rating (CDR) (Morris 1997)によって、見当識、記憶力、判断力、問

題解決力、自己管理力や社会コミュニティー/自宅で行動力の観点から測定される。一方で、ADの神経病理の診断は CSF

の採取や positron emission tomography (PET)イメージングによって大脳の Aβ量や tau の蓄積等を見るのが一般的であ

る(Lowe et al. 2019)。 

 

1.1.3 Alzheimer disease の病態生理学 

1.1.3.1 Aβ 

Aβは髄膜血管アミロイドの主要構成成分として最初に同定された後(Glenner and Wong 1984)、すぐに脳内の老人斑の

構成物質でもあることが判明した(Masters et al. 1985)。現在では、脳内 PETなどによって AD病態はまず Aβの蓄積に

始まり、続いて tau 病態の進行と NFT の蓄積が起こり、最終的に認知機能の低下が臨床的に所見されるようになること
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が分かっている。更に、microglia など神経細胞周辺の細胞の活性化が tau 病態に先んじて起こることも判明している(図

1)。この一連の流れの中で、tau 病態は Aβ の蓄積が無い場合において嗅内野から進展することは無い(Pontecorvo et al. 

2019)。更に PETを使った縦断的検討では、Amyloid病態の進展は tau 凝集とよく相関し、認知機能の低下は tau 病態の

進展度合いでよく説明できるとされている他(Hanseeuw et al. 2019)、iPSC細胞から誘導された human 神経細胞内に優

性遺伝形式を示す家族性 AD (familial AD; FAD)変異を持つ Amyloid Precursor Protein (APP: Aβの前駆タンパク)を過剰

発現させると Aβ42 が大量に産生されるが、同様に過剰リン酸化 tau や tau 凝集体なども段違いに多く見られるようにな

るような報告もある(Choi et al. 2014)。の系に於いては、tau transgenicマウスと APP transgenicマウスの交配や Aβ42 

fibrilの tau transgenicマウスへの注射などを通じて、Aβと tau 病態の両方を有するマウスに於いて tau 蓄積と神経細胞

死が悪化し、また AD患者脳由来の tau fibril を Aβ斑の蓄積のあるモデルマウスに投与すると tau の凝集や NFTの形成

が促進される一方で、tau 病態の度合いで Aβ病態に変化は無いことが明らかとなっている(Götz et al. 2001)(Bolmont et 

al. 2007)(Pooler et al. 2015)(He et al. 2018)。こうした研究から、脳内 Aβ量の上昇だけで tau 病態の促進に十分つながる

という見方が強い。 

 

1.1.3.2 tau 

Aβ蓄積の後に生じる tau の凝集が神経細胞死そのもののトリガーとなる。と言うのも、Aβ病態よりも tau 病態の進行

度の方が認知機能の低下とより強い相関があり(Nelson et al. 2012)、tau の蓄積だけが認知機能の低下を予測し得るから

である。しかし、amyloid-positive だが認知機能が正常な個体を縦断的に tau-PETで追跡すると、嗅内野の外側全体に広

く tauが広がっていく様子が観察されることから、Aβ程部位特異的に伝播していくわけでも無いとも考えられている(Jack 

et al. 2018)。tau 病態はまず嗅内野と内側側頭葉での蓄積から始まるが(Crary et al. 2014)、この段階では認知機能に異常

を認めることは出来ず、新皮質へと伝播されて初めて臨床症状が確認される(Price et al. 2009)。 

tau は 17番染色体上のMAPT遺伝子にコードされており、脳内の神経細胞に多く発現する。50~75 kDa の分子量を持

つが N-terminal domain とmicrotubule-binding domain によるスプライシングの違いで 6 つの isoform に分類すること

が出来(0N3R、0N4R、1N3R、1N4R、2N3R、2N4R)、脳の発生段階によって各々発現量が異なることが知られている。

tau の生理機能はまだ分かっていないこともあるが、微小管結合タンパクであることから微小管形成から神経軸索の安定

化、微小管輸送への関与などが考えられている(Dixit et al. 2008)。tau knock out (KO)マウスは発育への深刻な障害を見

せることは無いが、神経の成熟に遅延が生じたりシナプス可塑性に障害が見られる(Dawson et al. 2001)(Ahmed et al. 

2014)。 

tau はリン酸化、アセチル化、糖鎖修飾、ユビキチン化、O-結合型アセチルグルコサミン化、窒化などの様々な翻訳後

修飾を受ける(Marcelli et al. 2018)。その中でもリン酸化は AD病態に直接的に関与する修飾である。tau は実に 85もの

異なる部位でリン酸化され(Guo et al., 2017)、AD病態に繋がるリン酸化は NFT形成以前から認められる。多くの場合異

常リン酸化は tau の微小管への親和性を低下させ(Mandelkow et al. 2007)、結果的に遊離した tau 同士が fibril を形成す

るとされている。更に過剰リン酸化された tau は axon から離れ、樹状突起へと向かうことも知られている。そして樹状

突起に於いて glutamate receptorの阻害やシナプス間隙の橋渡しの妨害を通じてシナプス機能を低下させることも考えら

れている(Hoover et al. 2010)。一方 tau のアセチル化はリン酸化 tau の分解を阻害し、tau 病態の増悪に関与していると

されているが(Min et al. 2010)、特定の部位のリン酸化を阻害し更なる凝集を抑えているとの意見もある(Cook et al. 2014)。

その他にも tau のアセチル化でも細胞骨格の不安定化や tau 分子の樹状突起への異常局在に繋がるとする報告もあり

(Sohn et al. 2016)、全体的には tau 病態増悪の働きが大きいように思える。AD病態への関与が大きい tau のリン酸化プ
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ロセスは主に 3 つの kinase (i.e. proline-directed serine-threonine protein kinase, non-proline directed serine-threonine 

protein kinase, 及び tyrosine protein kinase)によって制御を受けており、AD治療の標的候補として期待されている。 

tau は通常可溶性のタンパクであるが、条件が重なると oligomer を経て fibril へと凝集していく。特に NFT は螺旋構

造を有する paired helical filament (PHF)の構造を取る(Mandelkow et al. 2007)。興味深いことに tau の fibril は様々な

構造を取り(Frost et al. 2009)、人工的に合成したものと tau 病態を呈する患者から分離してきた fibril ですら構造を異に

する。近年の cryo-EM を用いた検討に於いても全く異なる凝集様態が確認されている(Fitzpatrick et al. 2017)。human

若しくはmouse由来の tauを後天的に tau病態モデルマウスに投与するとそれが核となり更なる fibril化を誘導すること

が観察されており、tau 核形成と凝集能を保ったまま並行して解剖学的に近傍の領域に広がっていくことで伝播していく

(Frost et al. 2009)(Liu et al. 2012)(Iba et al. 2013)。 

 

1.1.3.3 ApoE 

Apolipoprotein E (ApoE)は脂質と結合してリポタンパクを形成し、脂質を正しく輸送するのに関わる。発現は脳と肝臓

に最も多く見られ、脳内では astrocyte で主要に発現し、microglia では発現量が多少落ちる。ApoEの 3 つの alleleのう

ち ApoE4は晩期発症型(late onset AD; LOAD)の最大のリスク因子であり(Corder et al. 1993)、臨床的、病理学的、疫学

的に、そして Genome-wide association studies (GWASs)によって立証されている(Kunkle et al. 2019)。この 3つ allele

はたった 1 つのアミノ酸残基しか違わない (ApoE2: C112/C158、ApoE3: C112/R158、ApoE4: R112/R158) のだが、ApoE4

を hetero、及び homo で有すると実に AD リスクがそれぞれ 3～4 倍、そして 12 倍に上昇する(Roses 1996)。実際 CSF

や MRI、PET などを縦断的に調べると、ApoE4 保持者は非保持者に比べて若いうちから大脳皮質での Aβ 沈着と凝集が

認められる(Risacher et al. 2015)(Bussy et al. 2019)。一方で ApoE2 は AD病態に対して防御的に働く。 

ApoE によって AD リスクが爆増するメカニズムとして最も有力なのが、Aβ 病態を通じたものであるとされている

(Huynh et al. 2017)。まず ApoE は凝集斑を構成する Aβ に直接結合することが示唆されており(Namba et al. 1991)、

ApoE KOした transgenicモデル動物は fibril Aβの量や Aβの沈着などが大幅に減少したことが報告され、ApoEは Aβの

clearance の阻害する働きがあるのではないかとされた(Bales et al. 1997)(Ulrich et al. 2018)。ApoEが Aβの clearance

に関与していることは、のmicrodialysis でも実証されている(Castellano et al. 2011)。尚、in vivo に於いて可溶性 Aβや

Aβ monomerに ApoEが結合するということは殆ど無く、代わりに astrocyte 表面の LDLR-related protein 1 (LRP1) 等

の Aβ receptor に競合的に結合することで Aβの clearance を制御しているという見方が一般的である。即ち、ApoE KO

マウスは Aβの結合を妨げる ApoE が欠如しているがために clearance が亢進しているということである(Verghese et al. 

2013)。Aβの clearance として可能性のある経路としてまず astrocyte による取り込み(Basak et al. 2012)、microglia に

よる貪食(Heckmann et al. 2019)、血液脳関門への輸送(Castellano et al. 2012)、中枢神経系に於けるリンパ系の役割を持

つ glymphatic system への代謝(Iliff et al. 2012)等が考えられている。 

その他の可能性のある経路としてまず、tau 病態への関与も示唆されている(Shi and Holtzman 2018)。tau は ApoE3

には結合するが ApoE4には結合しないことが報告されている他(Strittmatter et al. 1994)、tauP301S transgenic マウス

に於いて ApoE4が tauによる神経細胞死を悪化させたことも知られている(Shi et al. 2017)。同報告では ApoEを欠如さ

せると transgenic マウスの神経死を減弱させ、astrocyte や microglia の活性化を抑制することも発表している。しかし

ながら、他の報告では ApoE4ではなく寧ろ ApoE2の方が tau病態の悪化や行動障害に繋がるという報告もなされており

(Zhao et al. 2018)、未だ実験系の誤差を払拭できないでいる。第 2 に免疫系やmicroglia の反応をコントロールすること

で AD発症の契機となりうるともされている。ApoE4保持者は静脈内のリポ多糖に対して全身性の炎症反応を示しやすい

ことが知られており、同時に熱中症の罹患率が高く、血管内の腫瘍壊死因子の量も多いとされている(Gale et al. 2014)。
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脳内に於いて ApoE は microglia の発現に影響を与えるとされ、ApoE 自体は microglia の Aβ 斑周囲への集積を促進す

る。しかしながら ApoEを欠損させると fibril 型の Aβ量は減るものの斑全体は拡大し、密度がより下がる。更にその周囲

には neuritic dystrophyがより顕著にみられるようになる(Ulrich et al. 2018)。また neprilysin や insulin 分解酵素によ

って細切れにされた Aβ が endocytosis によって microglia に取り込まれる過程にも ApoE が必要とされている(Jiang et 

al. 2008)。第 3 はより直接的に神経細胞や神経ネットワークに影響を与えるとする経路である(Najm et al. 2019)。初代培

養神経細胞に後天的に直接 ApoE4 を投与すると、神経軸索伸長が直接阻害される一方で ApoE3 は通常の伸長が見られた

という(Holtzman et al. 1995)。加え、ApoE3を発現する神経細胞は kainic acid による細胞外毒性に対して防御的であっ

たのに対し ApoE4 はそのような防御作用などなく(Buttini et al. 1999)、ApoE2 と 3 に比して ApoE4 を発現するモデル

マウスは皮質の樹状突起スパインの密度が低い、長さも短いことが報告されている(Dumanis et al. 2009)。これらのメジ

ャーな経路とは別に、ApoE4が直接血液脳関門を変化させることを示した報告も存在する。LRP1 を介した ApoE signal

が消失すると、cyclophilin-A-NFkB-MMP-9 signaling cascade が活性化する。この cascade が活性化すると血管壁が緩く

なり、serum protein 等が脳の柔組織に溢出することが報告され、神経細胞死の原因の一つになりうるとされている(Bell 

et al. 2012)(Zlokovic 2013)。 

 

1.1.3.4 神経免疫の活性化 

未だ多くのことが不明瞭である領域ではあるが、多くの研究成果によると、神経免疫の活性化が AD 病態へ大きく関与

しているとされている。そもそも astrogliosis と microgliosis の活性化は AD 病態に於いて主要な特徴の一つであり、

TREM2、CR1、SHIP1、BIN1、CD33、PICALM、MS4A等の遺伝子座を含む、免疫関連の遺伝子の SNPsが AD のリ

スク因子であることが GWAS解析によって報告されている(Efthymiou and Goate 2017)。反対に、免疫機構との明確な関

わりはともかく、PCLG2遺伝子は ADリスクを下げる因子として発表された(van der Lee et al. 2019)。これらの遺伝子

の SNPsのうち、Apoe、Trem2、Cd33 などは Aβ蓄積のモデル動物に於いて同定されたものも多く、実際に Aβの挙動に

影響を与える因子として考えられている(van der Lee et al. 2019)。臨床的には、コホート研究からmicroglia の活性化度

が AD病態の進行と強い相関があること、そして Aβ量や neuritic plaque の数との相関も非常に高いことが示されている

(Felsky et al. 2019)。加え、AD患者脳の切片由来の単一の核を用いた transcriptome assay では ApoEの発現量が上がっ

ているmicroglia が認められている(Mathys et al. 2019)。 

実は microglia が AD 病態を呈するモデルに於いて攻撃的に働くのか、はたまた防御的に働くのかを正確に解析するの

は難しい。と言うのも、Aβの沈着がの初期段階では防御的に働くとされているが tau の凝集段階では寧ろ病態の促進に貢

献していると考えられているからであり(Long and Holtzman 2019)、また現段階の研究報告の示す結果の方向性もバラバ

ラである。 

TREM2 は ADリスク遺伝子の一つであるが、rare variantである R47H 変異は ADリスクを激増させる(Gratuze et al. 

2018)。TREM2は主にmicroglia に発現しており、microglia の phagocytosis の誘導、炎症シグナルの調節などを通じて

microglia の生存に関わる機能を持つ。更に TREM2 は可溶性の Aβ oligomer に結合するともされており、Aβ の

phagocytosis を促進する。R47H 変異型 TREM2 はこうした機能を失う loss of function変異である。TREM2 の欠損、若

しくはハプロ不全型のモデルマウスを使った検証では、興味深いことに 2 ヶ月齢で Aβ 斑の沈着が見られる前は Aβ 量を

減少させる方向に働くものの、8.5ヶ月齢でAβ斑の沈着が一定以上進行した段階では寧ろAβ量の増加が確認されており、

年齢依存若しくは脳内 Aβ量で機能の方向性の転換のスイッチが入ることが示唆されている(Ulrich et al. 2014)。ここで重

要なのは、Aβ斑の密度が異常になったり、dystrophic neurite が Aβ斑に集積する時には斑周囲の microglia 量も減少す

ることが確認されており(Song et al. 2018)、TREM2 欠損型、若しくは R47H 変異を持つ TREM2 発現型マウスは Aβ斑
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沈着や tau 病態の進行が神経突起付近で顕著に増悪していることも報告された(Parhizkar et al. 2019)。こうした研究成果

は TREM2 は Aβ の細胞毒性や tau の凝集に対して抑制的に働くことを示唆するものである。CD33 は microglia 表面に

発現し AD 感受性を示す glycoprotein である。CD33 の表面発現量の増加は microglia の活性化を抑制し、マウスに於い

て microglia による phagocytosis の抑制や Aβ 病態の進行が確認されている他、CD33 の KO によって Aβ 病態と認知機

能の改善が認められる(Bradshaw et al. 2013)。この時CD33 KOの効果はTREM2 KOによって打ち消された一方でCD33 

KOは TREM2 の効果に影響を与えなかったことから、signal cascade に於いて TREM2 の上流に CD33 が位置するとさ

れている(Griciuc et al. 2019)。Microglia は LC3-associated endocytosis による Aβ取り込みを行うが、この経路は同時に

CD36 や TREM2、TLR4等の Aβ receptorを再び細胞表面に再輸送する recycle 経路でもある。その為、microgliaの機能

不全は Aβ斑の取り込みを一層難しくさせているのは明白である(Heckmann et al. 2019)。 

Aβのmicroglia による phagocytosis は更なるmicroglia の活性化に繋がる。その過程で Aβは NLRP3 inflammasome

の活性化、caspase-1 の活性化や IL-1βの成熟等を引き起こす(Halle et al. 2008)。NLRP3 inflammasome は ADモデル

マウスや AD 患者脳、特に軽度 AD や MCI の段階で顕著に活性化されており、NLRP3 や caspase-1 の欠損は Aβ沈着の

減少を起点として IL-1β の減少や認知機能の改善がマウスで見られている(Heneka et al. 2013)。NLRP3 の活性化は

apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain (ASC)のmonomerが fibril を形成するのを促進す

る。inflammasome が更に活性化すると ASCの fibril は副核体に凝集した後に細胞外に放たれ、近傍の microglia の免疫

反応を維持するとされている。この時細胞外の ASCは Aβの oligomerと共に凝集体を形成することが APPPS1 マウスで

確認済みであり、ASC を遺伝的に欠損させるか、抗 ASC 抗体を用いることでこれらの病理を大幅に緩和することが出来

る(Venegas et al. 2017)。それに加え、Aβ病態モデルマウスのmicroglia を薬理学的に枯渇させた時に Aβ斑の形成が減少

したことも報告されており(Spangenberg et al. 2019)、microglia は Aβ病態に対して完全な諸刃の剣である、即ち Aβ病

態の拡大を防ぐことも出来るが悪化させる機能も有していると考えられている。 

一方、tauopathy マウスでは TREM2 の欠損によって tau 由来の神経細胞死や astrogliosis が劇的に減弱したという報

告がなされている(Sayed et al. 2018)。P301Ltau を発現するマウスモデルでは、嗅内皮質から海馬の歯状回に tau が拡散

するのにmicroglia の exosome が必要である(Asai et al. 2015)ことが示唆されており、microglia の過活動の抑制が tau病

態の進行を食い止めることが出来るとされる。 

 

1.1.3.5 ウィルス感染 

1991 年に初めて、AD患者脳に herpes ウィルスが存在していることが報告された(Jamieson et al. 1991)(Carbone et al. 

2014)。最近のコホート研究からは、HHV-6 herpes ウィルスや HSV-1 herpes ウィルスの DNAが AD患者脳から検出さ

れており、脳内の免疫反応や APPの切断に影響を与える可能性がある(Readhead et al. 2018)。Aβは抗菌 peptide 様の特

徴を有する。合成された Aβも AD脳由来の Aβもグラム陽性菌、グラム陰性菌どちらの成長を阻害することが報告されて

いる(Soscia et al. 2010)。また herpes ウィルスへの抗菌作用も有すると同時に herpes ウィルスの感染も防ぐとのことで

ある(Bourgade et al. 2015)。実験的には、In vitro 系に於いて Aβは微生物や菌類の細胞を包み込んで凝集体を形成する

こと(Spitzer et al. 2016)、5xFADモデルマウスでは Aβはサルモネラ菌由来の脳脊髄炎に対して防御的に働くことも示さ

れている(Kumar et al. 2016)。同モデルマウスでは脳実質の Aβが存在することで HSV herpes ウィルスによる死亡率が

減少し、逆にウィルスに感染した脳では Aβの沈着が増加している(Eimer et al. 2018)。こうした実験結果より、脳へのウ

ィルス感染が Aβの凝集を誘導し、Aβ病態を進行させる要因となるという仮説が提唱された(Moir et al. 2018)。近年の報

告によると、HSV-1 ウィルスが Aβ42 の fibril 化を直に触媒し、ウィルスの表面と Aβが相互作用することで凝集核となっ

ているという(Ezzat et al. 2019)。 
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近年台湾で HSV herpes ウィルスと VZV ウィルスへの感染と認知症発症のリスクを評価した、後ろ向きコホート研究

が行われた。そこで、50 歳を超えて新たに HSV herpes ウィルスに感染すると認知症発症リスクが上昇するが、抗 herpes

治療を施された患者は認知症発症リスクが下がることが示された(Tzeng et al. 2018)。一方 VZVウィルスに関しても HSV 

herpes ウィルスに比べると微弱だが認知症発症リスクを上げ、同様に抗ウィルス治療によってリスクが低下する(Chen et 

al. 2018)。 

その他興味深い報告として、口内のウィルス感染が AD 病態の進展に貢献することが挙げられる。AD 患者の口内から

gingipain という歯周菌由来の protease が発見された他、歯周病の原因菌の一つである Porphyromonas gingivalis を野

生型マウスに感染させると脳実質の Aβが増加したり、gingipain の活性阻害が Aβ量の減少や神経炎症の軽減に繋がった

りすることも近年報告されている(Dominy et al. 2019)。そしてなんと、gingipain 阻害剤 COR388 の軽度から中程度の

AD患者に対する影響を見る第Ⅱ/Ⅲ相臨床試験が進んでいる。 

 

 

1.2 Alzheimer Disease の治療 

後述する通り、2020 年初頭の段階で利用可能な AD 治療薬は 4 つの対症療法に限られている。2019 年 10 月に biogen

社の Aβ抗体 aducanumab が高用量投与時に軽度 AD 患者に対して有意な認知機能改善と Aβ斑の減少を 3285 人もの大

規模なデータセットで示すことが出来た以外、全ての原因療法薬が臨床試験で頓挫している。多くの場合軽度若しくは中

程度の AD患者を被験者として登録しているが、臨床的にはmiddle stage ではあるものの病態生理学的には AD発症時は

既に late stageであり、決定的で不可逆的な神経細胞死や病態の cascadeが脳内ではかなり進行しているのである(Gómez-

Isla et al. 1996)(Vermunt et al. 2019)。この為、ADへの介入は明確な臨床症状が現れる前から行われるべきだいう意見

が強い。本項では Amyloid仮説のみならず様々な経路に着目した治療法について紹介する(図 2)。 

 

1.2.1 Acetylcholine の亢進 

1970 年に神経伝達物質の研究が多く行われ、AD 脳の大脳皮質では acethylcholine (ACh)合成酵素の choline 

acetyltransferase 活性、ACh分解酵素の choline esterase (ChE)活性の低下が発見された(Bowen et al., 1976)(Davies et 

al., 1976)。これらの研究により提唱されたのが、ACh作動性神経の脱落、障害が ADに於ける認知症発現の主因であると

する、コリン仮説である。実際 AD 脳ではマイネルト基底核やその他の中隔核から広く皮質に投射しているコリン作動性

神経が大幅な脱落が見られる(Bartus et al. 1982)。この仮説に素直になれば、脳内 AChの増強が AD病治療に繋がるとい

う自然な結論に至る。 

最も straight forward なのが、ChE inhibitor (ChEI)である。つまり、分解を抑制して ACh の濃度を上げようという目

論見である。本書執筆当時で認可されているたった4つのAD病治療薬のうち3つがこれに属する。donepezil、rivastigmine、

そして galantamine である。donepezilは 1996 年に FADにより認可された最初の AD病治療薬であり、rivastigmine や

galantamine が効かなくなった中~重度の AD 病患者に対して使用されることが多い。中枢神経系への移行が高く、末梢

組織での ChE 阻害作用による副作用が少ないのも特徴である。臨床所見から、前頭葉の血流が低い患者であるほど

donepezil による認知機能改善は著しく見られる事が多い。rivastigmine は ChE以外にも butylcholine esterase (BuChE)

の両方を阻害する。実は AD の進行に伴ってグリア細胞に発現する BuChE の活性は増加することが知られており、

rivastigmine による BuChE 阻害作用はシナプス間隙の ACh 濃度はより増加することが望まれる。製剤として経口投与

用の錠剤だけでなく、パッチ剤も開発されており、経口投与時に比べて血中濃度が安定しやすく、副作用も少なく、消化

器症状の認容性やコンプライアンスの向上が見込まれる。galantamine は ChE阻害効果に加え、nicotine 性 ACh receptor 
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(nAChR)の allosteric modulator としても機能し、nAChR機能の亢進が期待できる。その為、シナプス前終末の nAChR

に作用することで ACh以外の神経伝達物質の遊離を促進し、認知機能障害や行動異常、精神症状への効果が推定されてい

る。実際、薬剤としての歴史は galantamine が最も古く、1950 年台ソ連で既に筋無力症や中枢神経系に関係した感覚運

動機能障害の治療に用いられていたという。これら全ての治療薬はあくまでも ACh 量低下による認知機能障害を改善す

る対症療法薬であり、ADを根本から治療する事はできない。更に、ChEI に対する感受性が年を追う毎に落ちる為、投与

開始から 5 年後には認知機能が投与前まで低下することが殆どである。 

これらは ACh の神経伝達経路に焦点を当てた治療戦略であるが、脳内の伝達物質は ACh だけではない。AD 病が進行

すると serotonin を介した脳内神経伝達経路が侵害されることが知られており、また同時に、脳内、中枢神経系に於いて

発現の多い serotonin receptor である 5-HT6 receptor の阻害によって ACh の分泌も促進されることから、認知機能や学

習能力の向上に繋がると考えられてきた(Ramírez 2013)。大塚製薬株式会社とデンマーク Lundbeck社が共同開発した世

界初の 5-HT6 receptor 選択的 antagonist である idalopirdine は、臨床試験 phaseⅡで有意な効能と安全性を示すことが

出来た。この時、donepezil を服用している患者との併用試験も行ったが、donepezil 単体での服用よりも強い認知機能の

改善が患者に確認され、5-HT6 receptorと ChE両方の阻害が有効であることを示した。しかし残念ながら idalopirdine は

phaseⅢ試験で有意な有効性を示せず、市場に出回ることはなかった。2 つ目の 5-HT6 receptor 選択的 antagonist、

intepirdine も phaseⅢ相に進んだが、同様に認知機能への改善効果が見られずに頓挫している。 

また、histamine を介した伝達経路も AD に関与していることとされている。AD 病患者の脳内では histamine 量の減

少、そして増加が見られるという相反する結果を報告した論文が混在しており、未だに議論がされている(Vohora et al., 

2012)が、histamine receptorの H1~H4 receptorの中で中枢神経系に多く発現する H3 receptorは活性化すると dopamine

や ACh、GABAなどの神経伝達物質の放出を抑制する効果を持つという統一見解が存在する(Sander et al., 2008)。ABT-

288、GSK239512 などの幾つかの H3 receptor antagonistが臨床試験に進んだが、何れも phaseⅡで認知機能等の有意な

改善が見られなかった。現在では新たな SUVN-G3031 が臨床試験 phaseⅠに進んでいるが、有効な結果が出るかは中々

怪しいところである。 

現在模索されているその他の方法としては、nicotinic AChR (nAChR)を介した治療が挙げられる。AChRはイオンチャ

ネル型の nAChRとGPCR型のmuscarinic AChR (mAChR)の 2種類に分けられる。AD脳の新皮質と海馬領域に於いて、

発病初期では nAChR の低下が見られる一方で mAChR の発現量に差が見られなかったことから、前者の nAChR の方が

AD病態に大きく関わっていると考えられている(Shimohama et al., 1986)。動物実験から、nicotine の刺激によってシナ

プス前終末の nAChRを活性化すると、AChだけでなく glutamateや adrenaline、dopamine、GABAなどの様々な神経

伝達物質の産生が増大することが知られており、このことから ADの経過としてシナプス神経終末の変性を通じて nAChR

の破綻が招来され、様々な神経伝達物質の低下によって認知機能の低下、行動異常、精神症状の症状発現に関与している

ことが考えられている。更に興味深いことに、中でも α7nAChRは細胞外の Aβに結合し Aβの神経細胞毒性を緩和する作

用があることが発見され、Aβの detoxificationの過程に重要な役割を持つことが明らかとなっている(Hung et al., 2015)。

α7nAChR の部分選択的 agonist である encenicline は AD と統合失調症患者の治療薬として開発され、ACh と併用する

ことで認知機能の向上があることが報告されたものの、AD 患者を対象にした phaseⅢ試験に於いて消化器系に重篤な副

作用を呈することが分かり、米国 FDAが 2015 年に臨床試験実施保留命令を下している。 

 

1.2.2 Glutamate Cytotoxicityの緩和 

過剰な glutamate 等によってNMDA receptorが過活性化すると、細胞に対して興奮毒性を示すことが明らかとなって

いる(Danysz et al., 2012)。これには細胞外の Aβが関与していることが考えられている。現在 FDAにより認可されてい
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る AD治療薬の最後の 1 つ、memantine は NMDA receptor antagonist であり、過剰なNMDA receptorの活性化を抑え

て AD を対症療法的に治療することを目的としている(病態の進行の遅延等の効果は無いとされる)。中度から重度の AD

患者で且つ他の AChE inhibitor の効果が見込めない時に処方されることが多いが、臨床の現場では軽度の AD 患者に対

して処方されることも多々あるという。しかしながら、軽度(mild)AD患者への有意な効能の有無は議論の的となっている

(Schneider et al., 2011)。 

glutamate の細胞毒性を軽減する方向性の治療薬として、他に riluzole が挙げられる。riluzole は現在、donepezil を服

用している軽度 AD患者を対象とした phaseⅡ試験に進んでいる。薬理作用として、シナプス前終末の glutamate 遊離の

抑制と glutamate transporterの活性化が明らかとなっており(Fumagalli et al., 2008)、更にP301L変異 tauの transgenic

マウスを用いた検討の結果、riluzole 処理によって海馬での glutamate 再取り込みの増加や遊離の減少も確認されている

(Hunsberger et al. 2015)。 

 

1.2.3 Amyloid仮説に着目した治療戦術 

AD脳ではAβから構成される老人斑が主な病理学的特徴として観察されることから、Aβが主病因であるとする amyloid

仮説が現在最も支持されている。Aβは前駆体タンパクである amyloid precursor protein (APP)から β-と γ-secretase の概

して二段階の切断を経て産生されることも知られている。これらのことから、Aβやそれを切断する酵素に着目した創薬が

進められてきている。 

 

1.2.3.1 Aβ産生の抑制 

大きく分けて β-secretase (BACE)に作用するもの、γ-secretase に作用するものと別れているが、いずれも後述で詳細に

記述するので、本項では説明を省く。 

一方、APP のもう一つの Aβを産生しない経路に関与する α-secretase に着目した α-secretase enhancer もマイナーな

がら開発が進められてきた。EtazoleはGABAA receptorの allostericなmodulatorであり、α-secretaseを刺激して sAPPα

の産生を増加させる(Marcade et al. 2008)。第二相治験ではmild-to-moderate な AD患者に対して認知機能の改善が見ら

れ、しかし一方で不安の増強などの副作用も報告されている(Kumar et al. 2018)。その他 α-secretase と BACE両方に作

用する Exebryl-1(Snow et al. 2009)など幾つかの治療候補薬は存在するが、未だ実用化されてはない。 

 

1.2.3.2 Aβ clearance の亢進 

Aβclearance の向上を通じた治療戦略に、抗体を用いた免疫療法が挙げられ、能動免疫1、受動免疫2共に研究開発が進め

られている。 

能動免疫による治療記録は 1999 年が最初であり(Schenk et al. 1999)(Gallardo and Holtzman 2017)、AN-1792 が軽度

~中程度の AD患者を対象とした第Ⅱ相試験まで進んでいる。ところが重篤な髄膜脳炎を 6 %の患者に認められた為、開発

が頓挫している(Holmes et al. 2008)。これは T細胞の過活性化が原因だと考えられ、epitope をより特異的にすることで

 
1 ワクチンなどの抗原を投与して自身の T 細胞や B 細胞を活性化せ、抗体作成能力を高める免疫療法。宿主の免疫細胞を活性化させる

ので、長い間免疫効果を持続させることが可能である。また、多種類の細胞由来の polyclonalな抗原抗体反応を引き起こす為、抗原に似

たタンパクも認識することが可能である。一方、免疫細胞の活性化までに数日掛かるのが欠点であり、更に T 細胞の過剰な免疫応答で有

害な作用が出る事例もあるという。 

2 抗原に対する特異的なmonoclonal 抗体を直接体内に注入し、自身の免疫細胞を介さずに抗原を除去する免疫療法。即座な免疫反応が

発生するので迅速に抗原を除去でき、特異性も高い。歴史的にヒト以外の動物由来の抗体の注射を行ってきたが、抗体を抗原として認識

した場合のアレルギー反応が甚大で、近年はヒト由来の抗体を注射することが多い。ところがヒト monoclonal 抗体は非常に高価で、ま

た外部由来の抗体故迅速に体内で代謝されてしまう為、定期的な投与が必要で治療費が高額になる場合が多い。 
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免疫反応を制御する工夫が試みられた。CAD106 がその例で、嘗ては full length の Aβ42を epitope にしていたのに対し、

Aβの第 1 から第 6 までの 6残基に絞ることで B細胞の epitope として機能させた(Winblad et al. 2012)。しかし第Ⅲ相に

進まずして開発が中断された。その他にも Aβ1-7 の ACC-001 などがあるが、こちらは第Ⅱ相試験で開発が中止されてい

る。 

一方、受動免疫による治療の開発は能動免疫より活発である。monoclonal 抗体の使用により患者ごとの変動が少なく、

また各抗体の力価が厳密にコントロールしやすい為、副作用が少ないのが受動免疫の利点でもある。Aβ の N 末端をエピ

トープとする bapineuzumabは最初に開発されたmonoclonal 抗体で、可溶性及び fibril Aβと結合する。第Ⅲ相臨床試験

まで進んだが、軽度から中程度 AD患者に於いて認知機能の改善や ADLテストのスコア改善が見られなかった(Salloway 

et al. 2014)。更に高濃度になるとアミロイド関連画像異常浮腫性変化や微小出血などの悪影響も報告されている。

solanezumab はヒト化マウスmonoclonal 抗体であり、可溶性 Aβのみに結合する。この抗体は血漿と CNSの Aβの平衡

を変化させる可能性(DeMattos et al. 2001)が考えられたが、第Ⅲ相試験で軽度から中程度の AD患者に対して認知機能の

改善が見受けられることは無かった(Doody et al. 2014)。その他、可溶性 Aβ の 16-24 残基を認識する sonanezumab、

oligomer や fibril 状態の Aβ に高い親和性を持つヒト IgG4 抗体 crenezumab、Aβ fibril を認識するヒト IgG1 抗体

gentenerumab 等が開発されてきたが、いずれも有効性が認められず第Ⅲ相試験で開発が中止されている。唯一、凝集体

Aβ に結合するヒト IgG1 抗体 aducanumab だけは AD 患者脳の老人斑を有意に減少させた報告が成された後一旦第Ⅲ相

試験で頓挫したものの(Sevigny et al. 2016)(Hung et al., 2017)(Selkoe 2019)、被験者の数を増やして協議したところ高濃

度で有意な Aβ 斑の減少と認知機能の改善が見られ、FDA 承認間近の薬となる可能性が高い。Eisai 社の BAN2401 はヒ

ト化murine 抗体で in vitroで比較的大きい可溶性 Aβ protofibril へ結合するが、第Ⅱ相試験で顕著な Aβ斑の減少と潜在

的な認知機能改善の可能性が報告され(Logovinsky et al. 2016)、現在第Ⅲ相試験が行われている。 

他の治療戦術と同じように失敗の多い抗体医薬でもあるが、将来的に病態を改善する第一次、及び第二次予防試験が行

われている抗体も現在存在する。例えば solanezumabや gantenerumab には DIAN-TU試験が行われており(Bateman et 

al. 2017)、crenezumab は API ADAD Colombia 試験で FAD変異を持つ被検体にその効果を評価されている(Tariot et al. 

2018)。能動免疫療法 CAD106 抗体に至っては、APOE ε4 を homo で保有する被検体に対して試験が行われている(Lopez 

Lopez et al. 2019)。 

 

1.2.4 tauに着目した治療戦術 

tau は 50~75 kDa の分子量を持つタンパク質で、0N3R、1N3R、2N3R、0N4R、1N4R、2N4Rの 6 つの splice variants

が存在する。概して tau 微小管に結合して重合を促進する働きを持つ。ところが tau が何らかの理由で過剰にリン酸化さ

れると微小管から外れ、細胞内に可溶性の状態で漂うことになるが、これらの soluble な tau タンパクが互いに結合し合

うことで NFTが形成され、微小管の不安定化を通じて神経細胞死を引き起こすことが分かっている(Panza et al. 2016)。

それ故、tau も AD の治療戦術の標的の 1 つとなり得る。現在では tau の凝集阻害、リン酸化 tau の clearance の促進、

そして微小管安定化剤が主に開発の対象となっている。 

tau の凝集阻害剤で最も初期の物は、面白いことにmethylene blue という色素であった。この色素は tau の fibril 化な

どを阻害し、autophagyの誘導を通じて tau 病態の軽減に働くとされている(Wischik et al. 1996)(Congdon et al. 2012)。

その後、methylene blue の誘導体であるmethylthioninium chloride が元々中毒性メトヘモグロビン血症の治療薬として

使われていたものの tau タンパクの凝集を抑制することが確認され、AD 患者を対象とした臨床試験に持ち込まれた。し

かし、下痢、頻尿、尿時の痛み、めまい等の症状が酷く、直ぐに中止されている(Baddeley et al. 2015)。また、同じく
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methylene blue の誘導体の 1つ LMTM も臨床試験に進み、こちらは phaseⅢまで行ったが、軽度から中程度の AD患者

に対して認知機能の改善及び ADLスコアに有意な差を得られず開発が頓挫した(Gauthier et al. 2016)。 

別の戦術として、tau kinase阻害剤を用いることで tau の異常リン酸化を防ぐものを挙げることが出来る。この例に当

てはまるのは tideglusibというGSK-3阻害剤であり、tauと APPの double transgenic mouseを用いた前臨床検討では、

tau のリン酸化の減少や Aβ斑の顕著な減少が見受けられた(Serenó et al. 2009)。しかしながら、第Ⅱ相試験ではプラセボ

群に比して認知機能を有意に改善することは無かった(Lovestone et al. 2015)。 

微小管安定化剤には、Taxus brevifolia (タイヘイヨウイチイ)から単離された有糸分裂阻害剤として抗癌療法に用いられ

る paclitaxel、これまた抗癌剤として開発された epothilone D (epothilone D自体は生体内での活性が弱く、抗癌剤として

実際用いられるのは専ら epothilone の誘導体であるが)、そして tubulin に結合して安定化する TPI 287 が挙げられる。

ところがこの手の化合物らで現在臨床試験中なのは TPI 287 だけであり、paclitaxel と epothilone Dはそれぞれ AD患者

への著しい副作用、及び有効性の欠如が確認され、開発が断念されている。 

Aβ と同じように tau タンパクに対する抗体によって能動免疫反応で除去する方法も試みられている。現在注目されて

いるのは AADvac-1 と ACI-35 の 2 つであり、いずれも phaseⅡの段階にある。AADvac-1 は tauの 294 から 305 までの

アミノ酸残基(KDNIKHVPGGGS) から構成される peptide で、aluminum hydroxideを adjuvantとして keyhole limpet 

hemocyanin とカップリングする(Novak et al. 2019)。詳細なメカニズムは明らかにされていない。一方 ACI-35 は、S396

と S404 がリン酸化された tauの 393 から 408 までの 16残基から成る peptide であり、liposomal vaccine の形で臨床試

験に進んでいる。抗体を用いた受動免疫療法も盛んに開発が行われている。抗 human tau monoclonal マウス抗体である

HJ8.5 は、PS19マウスに於いて tau の凝集や過剰リン酸化を抑制し、thioflavin Sによる染色も減少させ、脳委縮や認知

機能の悪化を食い止める(Yanamandra et al. 2013)(Yanamandra et al. 2015)。この抗体は後にヒト化され、進行性核上性

麻痺を呈する患者に於いて投与後に血漿中の tau 量の増加が見られ、PS19 モデルマウスでも血漿中 tau と脳実質の tau

量に強い逆相関が確認され、脳実質の tau レベルは CNS で起きる tau の量の変動を反映していると考えられる

(Yanamandra et al. 2017)。HJ8.5 のヒト化されたバージョンは早期 AD患者と進行性核上性麻痺患者に対する有効性を

第Ⅱ相試験で評価されている(West et al. 2017)。ここで重要になってくるのが、tau の凝集が細胞外に存在する tau経由

で行われるのか、そしてヒトでもこの経路が存在するか、という疑問を明らかにすることである。と言うのも、抗体は分

子量の巨大なタンパク複合体で通常細胞内に入り込むことが不可能であり、tau 病態の終着点である NFTは細胞内の凝集

物だからである。もし脳実質の tau 凝集体が抗 tau抗体によって減少するならば、細胞外領域の tau 凝集が tau病態の過

程に含まれることを意味し、更に細胞内の tau 凝集体すら抗 tau 抗体によって減少するのならば、抗 tau 抗体は既存の tau

凝集体や NFTにも効果を持つことを強く示唆する。 

 

1.2.5 ApoEに着目した治療戦術 

今まで ApoEに着目した薬剤が臨床試験のパイプラインに載ったことは無い。しかしながら LOADの最大のリスク遺伝

子であり、Aβ clearance に関わるとする ApoEを標的とするのは非常に理にかなっている。HAE-4 は、リポタンパク複合

体を形成しておらず、Aβ斑に集積している ApoE3と ApoE4 に結合するmonoclonal 抗体であり、大脳や血漿中の ApoE

量を変動させることなく可溶性、不溶性、fibril 状 Aβを減らすことが報告されている。興味深いことにこの抗体は ApoE

への結合を通じて Aβ斑のオプソニン化を促進しており、Aβの phagocytosis 活性化によって Aβの除去をしているのでは

ないかと考えられた(Liao et al. 2018)。 

別の戦術として、遺伝子治療と通じて APOEε4 homo 保有者に ApoE2を過剰発現させ、ApoE4 による loss of function

を克服する試みも存在する(Rosenberg et al. 2018)。この研究では最小限の外科的処置で大脳が広く形質転換したことが
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報告され、臨床試験まで計画されている。しかしながら、ApoE4 による AD病態の悪化が loss of function によるもので、

そして ApoE2 が優位に ApoE4 に対して保護機能を示さない限りこの治療法は大きな効果をもたらさないとされている。

且つ、多くの報告で ApoE2 が AD 病態に対して防御的であることを支持する結果を出しているものの(Hudry et al. 

2013)(Hu et al. 2015)、実験系による違いなのか ApoE2が AD病態を増悪させる報告もなされており(Zhao et al. 2018)、

ApoE2 遺伝子導入が単純に ApoE量を減らす方法より優れているかはまだ定かではない。 

 

1.2.6 抗神経炎症 

Aβ斑の蓄積と tauのNFT集積後、神経細胞の炎症が AD病態に寄与していることが明らかとなっている。と言うのも、

amyloid 斑の周囲に astrocyte を初めとする glia 細胞の集積が確認され、また臨床の知見からも microglia の過活性化が

AD 病態へ寄与していることが示唆されている。この点から microglia の活性阻害剤も AD 治療薬として開発がなされて

きている。過去に臨床試験を受けたものに tramiprosate があるが、2007 年に第Ⅲ相で開発が止まっている。また、γ-

secretase modulator (GSM)の全身となる non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)である ibuprofen と flurizan

も過去に臨床試験に進んだが、何れも有意な認知機能改善を示さなかった。現在臨床試験継続中なのは microglia 

modulatorの CHF5074 であり、Tg2576 マウスの海馬でmicrogliaのM2 マーカーの発現を上げていることが報告されて

いる(Porrini et al., 2015)。 

 

 

1.3 APP、Aβの歴史的背景 

1.3.1 Amyloid Cascade 仮説について 

amyloid cascade 仮説は大雑把に言えば、Aβ、特にその dimer や oligomer の蓄積が引き金になって tau タンパクの異

常リン酸化が起き、最終的に神経細胞死を引き起こし AD 発症に至ると言う多段階の病的過程を示すものであった。FAD

変異は須らく Aβ42 産生比率、Aβ産生総量、若しくは fibril 化を促進し、AD病態の悪化につながっていることや、A673T

変異が Aβ産生の減少と AD リスクの軽減に貢献している(Jonsson et al. 2012)ことから、Aβが AD発症に寄与している

とされてきた。更に、最大の AD リスク遺伝子である APOE がその allele の違いによって Aβの核形成や clearance に影

響していることも報告され、Amyloid Cascade 仮説を支持している(Bales et al. 1997)。しかしながら、Aβの存在は必須

なものの AD 発症に十分ではなさそうということもわかっている。例えば Aβ の蓄積量と認知機能の低下には最小限の相

関性しかないことが示されている(Nelson et al. 2012)。最近、ApoE3 に Christchurch変異を有するコロンビア人女性が、

γ-secretase の活性中心サブユニット Presenilin 1 (PS1)に FAD変異 E280A (通常 40 代後半で発症する)を保持するにも関

わらず、70 歳になっても日常生活に支障の全くない軽微な短期記憶障害しか呈さないことが報告された(Arboleda-

velasquez et al. 2019)。この女性は 40 代で発症した場合の E280A変異保持者よりもはるかに多くの脳内 Aβ蓄積が確認

されたが、tau病態の進行は殆ど無く、ADに対する ApoE3の変異の強力な防御効果が明らかとなった。この報告より Aβ

の蓄積凝集はあくまでも AD発症のトリガーであり、より下流に存在する要因によって実際の臨床症状の強さが左右され、

且つ Aβ蓄積以降のポイントも治療標的として有用であることが立証された。 

即ち、ApoEが Aβと tau 病態の架け橋となりえることが示唆されたわけであるが、NMDA receptorが amyloid cascade

に於いて Aβと tau を繋ぐ役割の 1 つである可能性も示唆されている。一方 tau は、通常は大半が微小管と結合し軸索上

に存在するが、リン酸化されると微小管との結合能が低下し微小管非結合の遊離型 tau が増加する。このリン酸化が AD

での重要な病態機序であるとされている。また、tau は Fyn を樹状突起に輸送する役割を演じ、NMDA receptor- 

postsynaptic density protein-95 (PSD95)-Fyn-Tau複合体を形成する。この NMDA receptorは GluN2Bサブユニットで
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構成されていることから、GluN2Bがその構成の主体であるシナプス外 NMDA receptor (eNMDA receptor)で複合体が構

成され、Aβによる神経毒が誘導されると推定される(Petralia et al. 2010)(Martel et al. 2012)。tau のリン酸化に関して

は様々な kinase が関与していることが明らかとなっている。複合体形成に伴って eNMDA receptorの刺激により、GSK3β 

(Mondragón-rodríguez et al. 2012)、CDK5(Qu et al. 2011)、p38MAPK(Li et al. 2011)等が活性化することが知られてい

る他、これらの kinase の中には自身の活性化自体に tau が関与していることが示唆されている。 

こうした報告から、以下のようなストーリーが立てられている。Aβ oligomerによる eNMDA receptor活性化はさらに

病的 Aβ産生を助長し、さらに PrPCとの結合により eNMDA receptorとの複合体を構成する Fyn を活性化させる。これ

により生じる eNMDA receptorの活性化は GSK3βや CDK5 などの tau kinase を活性化し、tau のリン酸化が増加し、こ

れを起点とした tau の微小管結合能の低下、微小管の不安定化、遊離したリン酸化 tau 同士の重合などが起き、AD 病理

が進んでいく。また、Aβ oligomer 自体 tau のリン酸化を誘導することが知られており、これも AD 病態の発展に寄与す

る。最終的には eNMDA receptor の活性化が進んで Ca2+の過剰流入、酸化ストレスの増大を介して神経細胞死をもたら

す。この一連の流れは eNMDA receptorを介していることから、eNMDA receptor仮説とも言われ、AD治療の介入点を

提供するものとして今後更なる研究が発展することが期待される。 

 

1.3.2 APPの発見 

ADはその殆どが孤発性(sporadic AD; SAD)であるが、極一部に常染色体優性遺伝形式を示す家族性のものも存在する。

発症年齢によって 65 歳未満で発症するものを早期発症型(early onset AD; EOAD)、それ以外を LOADと呼び、区別する

ことがある。元々第 21 番染色体のトリソミーである down症患者の脳実質に於いて、老人斑や NFTがよく観察されてい

たことからこの染色体が注目されてはいたが、第 21 番染色体上に Aβの前駆体タンパクである APP 遺伝子が存在するこ

とが明らかとなった(Kang et al. 1987)(Britain 1989)。その後、APP遺伝子上の 717 位の London mutation が FADの最

初の病因遺伝子として特定され、続いて 670/671 の二重変異、Swedish mutation も同定された(Goate et al. 1991)(Mullan 

et al. 1992)。このような Aβ産生量若しくは Aβ42 産生比率を上昇させるような missense mutation が FAD 発症に関与

していること(Citron et al. 1992)(Cai et al., 1993)、PS1 にも FAD発症に関与するmutation が存在し、Aβ42 比率の上昇

を通じて Aβの異常沈着を促進していること(Sherrington et al. 1995)、そして V717F mutation を持つヒト APPをマウ

スに発現させると老人斑を形成すること(Games et al. 1995)、などの研究結果から、APPから産生される Aβが AD発症

に関与することが確実視されるようになった。老人斑の形成と蓄積に関しては、先述の通り AD 発症以前にかなり初期の

段階から始まっていることが報告されたが、現在では老人斑の蓄積は早ければ 20 代から始まることが明らかとなってい

る(Baker-Nigh et al. 2015)。更に老人斑の形成過程は Aβ monomerが集まって可溶性 oligomer を形成し、oligomer同士

が集まって fibrilを形成して老人斑をなすというステップが一般的に支持されている。ところがその後研究が進むにつれ、

最終形成物である老人斑の蓄積数、部位が AD発症と相関が無く(Lue et al. 1999)(Näslund et al. 2000)、寧ろ oligomerに

毒性があることも複数のグループから報告が上がるようになった (Walsh and Selkoe 2007)(Castellani et al. 

2008)(Tomiyama et al. 2010)。 

 

 

1.4 APP代謝と Aβ産生 

1.4.1 APP切断に関わる酵素 

Aβは全身に発現しているⅠ型膜タンパクである APPの切断を通じて産生され、その産生経路には Aβ非産生経路と Aβ

産生経路が存在する(Kang et al. 1987) (図 3)。Aβ非産生経路では、Aβ配列内を K687/L688 を α-secretase によって切断
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され、まず sAPPαを分泌する。残った C 末端断片は C83 と呼ばれ、γ-secretase による膜内切断を受けて p3 を内腔へ分

泌し、Amyloid Precursor Protein Intracellular Domain (AICD)を細胞質に放出する。一方、Aβ 産生経路では APP は

M671/D672 で β-secretase による切断を受け、sAPPα より若干短い sAPPβ を分泌する。残った C 末端断片は C99 とな

り、γ-secretase の切断を受けて Aβと AICDに分かれる(Selkoe 2002b)。 

AD発症に関わるのは後者の β-、γ-secretase によって産生される Aβであり、38、40、42アミノ酸からなる Aβ38、40、

42 が主要な産生物として分泌される。最も優位に産出されるのは Aβ40 ではあるが、疎水性の高さから凝集性は Aβ42 が

強く、minor species ではあるものの、AD主要病因であると考えられている(Burdick et al. 1992)。更には、Aβ42 は斑形

成時に中心核をなすとも示唆されており(Iwatsubo et al. 1994)、Aβ42 が形成する核の周囲に量の多い Aβ40 が徐々に凝集

してくるモデルが唱えられている。一方、Aβ 非産生経路の Aβ に相当する p3 は凝集性を有さないことも知られている

(Hardy and Selkoe 2002)。また、両者から産生される AICDはアポトーシスの誘導や神経細胞の有害な刺激への応答性へ

の関与、及びに APP、GSK3β、KAI1、neprilysin、BACE1 などの遺伝子転写調節としても機能することが示唆されてい

る(Zhang et al. 2011)。 

 

1.4.1.1 α-secretase 

ヒトの脳や培養細胞に於ける sAPPαの配列を解析した結果、幾つかのminor cleavage も存在するものの主に K687 の

直後(Aβ配列では K16)を切断されていることが示唆された(Esch et al. 1989)(Pasternack et al. 1992)。α-secretase の実

態としては、ADAM9 や ADAM10、ADAM17 などの ADAM familyが幾つか同定され、α-secretase 活性を保有すること

が確認されている(Allinson et al. 2003)(Asai et al. 2003)。その一方でビタミン A誘導体の化合物が α-secretase の発現量

を上昇させ、同時に Aβ の産生量が減少したことも確認されており、α-secretase は確かに Aβ 量を調節する酵素であると

共に、メジャーではないが治療標的であるとされている(Tippmann et al. 2009)。 

 

1.4.1.2 β-secretase 

Aβ は β-seccretase による切断を期に産生されることから、この pathway に関わる β-secretase はより関心を集めてき

た。幾つかのグループにより、β-secretase はⅠ型膜貫通型タンパク質であり、典型的な D (T/S) G motif を有する aspartic 

protease であることが報告された。APP の β-site を切断することから、この酵素は β-site Amyloid Precursor Protein 

Cleaving Enzyme 1 (BACE1)と名付けられた(Vassar et al. 1999)。α-secretase に比べると、β-secretase は primary 

sequence に一定の特異性を持って基質を切断することが示唆されている。cathepsin Dや napsin A、pepsin などの一般

的な aspartic protease と同様、β-secretaseは P1 に位置する leucine を認識し優位に切断することが示されており、有名

な Swedish mutation は P2 位と P1 位の K670/M671 が N670/L671 に変異する APP FADであるが、この FADが入るこ

とによって β-cleavage が起きやすくなることが説明できる(Gruninger-Leitch et al. 2002)。β-secretase は他の臓器に比べ

て脳での発現が非常に高いが、β-secretase ノックアウトマウスは致命的な機能欠損が生じるわけでもなく、Aβ 産生量も

ほぼ観察出来ない量まで低下することから、β-secretase 活性を抑制することが AD治療への道の 1 つであると考えられて

いる(Vassar et al. 1999)(Bennett et al. 2000)(Vassar and Kandalepas 2011)。 

糖鎖修飾はタンパクの翻訳後修飾の 1 つであり、タンパクの輸送や正常な折り畳み、また機能の発揮に際して重要な役

割を果たす。GnT-Ⅲは N-acetylglucosamine (GlcNAc)をMannose の枝分かれ部分に付加する bisect反応を行う糖鎖修飾

酵素である。興味深いことに AD患者では GnT-Ⅲが高発現であることがあり、その場合には bisect N-glycan の付いた β-

secretase が多く発現している。そして、この GnT-ⅢをコードしているMgat3遺伝子を欠損させたマウスは、β-secretase

の発現量の低下及び老人斑の有意な減少が確認された(Kizuka et al. 2015)。詳細なメカニズムについては不明であるが、
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筆者らは糖鎖修飾が変化し bisect GlnNAcが減少したことで lysosomal pathway へ β-secretase が移行しやすくなり、分

解量が多くなったのではないかと推測している。 

 

1.4.1.3 γ-secretase 

γ-secretase は毒性種 Aβ42 の産生量を決定する酵素であるだけでなく、疎水性環境である脂質二重膜内で加水分解を行

う為、予てより強い興味を持たれてきた。幾つものグループによる精力的な解析結果より、γ-secretase の実態は PS、Nct、

Aph-1、Pen-2 からなる複合体であり、自身の内部に親水性のポアを有しそこで基質の切断を行う新奇 aspartic protease

であることが明らかとなったが、詳細に関しては γ-secretase の項目で記述する。 

 

1.4.2 γ-secretase による切断様式 

1.4.2.1 ε-cleavage 

α-secretase と β-secretase はそれぞれ APP の異なる残基を切断し、その結果 p3 と Aβという長さの異なる 2 種類のタ

ンパク質を分泌する。しかし、いずれも同じ AICDを細胞質側に放出し、また γ-cleavage で切断された Aβの C末端は 40

位若しくは 42 位の残基である為、AICDはその次の残基、即ち 41 位若しくは 43 位の残基から始まる fragment であると

考えられていた。かつて AICD は CTFγとも呼ばれていたが、これは γ-secretase に“1 回”切られたものの CTF の方、と

言う意味合いを込めてつけられたものだろう。ところが引き続く研究の結果、AICD fragment は 50 位ないし 49 位の残

基から始まるものであることが明らかとなった(Gu et al. 2001)(Yu et al. 2001)(Weidemann et al. 2002)。これらの報告が

決定打となり、γ-secretase は 49 位若しくは 50 位を起点として複数回基質を切断することが明らかとなった。そして、こ

の切断は ε-cleavage (図 4A)と名付けられた。なお、ε-cleavage で切断される APPの部位は、γ-secretase の別の基質であ

る Notchの S3 site と等価の位置にあることも知られている(Schroeter et al., 1998)。 

 

1.4.2.2 ζ-cleavage 

先述のように ε-cleavage は同定されたわけだが、Aβ40/42 の切断部位からは 9 アミノ酸程度も離れている為、ε-cleavage

が果たして必要な切断であるかどうかが議論の的となった(Sisodia and George-hyslop 2002)。その時考えられた可能性は

3 つ有った。1 つ目は C99 がまず γ-secretase によって Aβ40 若しくは Aβ42 の切断部位で切断を受け、残った CTF側(41-

99 又は 43-99)が何かしらの aminopeptidase、endopeptidase、若しくは 2 度目の γ-secretase による切断を受けて AICD

を産出すると言うもの、2 つ目は逆にまず ε-cleavage によって AICDを産出した後に γ-cleavage で Aβ40 や Aβ42 を分泌

するというもの、そして 3 つ目は γ-cleavageと ε-cleavageの間には全く関係性がなく、同時に発生するだけの別の切断機

構であるというものであった(Gu et al. 2001)(Yu et al. 2001)(Weidemann et al. 2002)。強いて言えばこの中で最も有り得

そうな説と言えば、ε-cleavage が先立って起こると言う 2つ目の説であった、と言うのも ε-cleavage は細胞膜と細胞質の

境目近傍で起こる切断であり、加水分解に必要な水分子がアクセスし易い位置にあったからであった。しかし、これを議

論するには、41 位若しくは 43 位を N 末端とする AICD 種と 48 位若しくは 49 位を C 末端とする Aβ種が今まで発見さ

れてこなかった為、困難であった。これを考えるに当たって、また説が 3 種類唱えられた。1 つ目は、上記の特殊な Aβ種

や AICDは不安定でありすぐさま切断を受けて Aβ40/42 などに分解されるというもの、2 つ目は、今まで注目されてこな

かった脂質二重膜や細胞質にこうした特殊な分解産物が存在するというもの、そして 3つ目は、先述の通り ε-cleavage と

γ-cleavage は無関係な切断であるが為にそもそも中間産物など存在しない、というものであった(Xu 2009)。この検証の為、

複数のグループは尿素を含んだ Urea-gel を用いる特殊な SDS-PAGE によってアミノ酸残基長の微々たる差で Aβを分離

する手法を開発し、その結果 APP を過剰発現させた培養系細胞と transgenic マウスに於いて Aβ46 の存在を確認した
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(Zhao et al. 2004)(Qi-Takahara et al. 2005)。また同時に、この Aβ46 が TSA型 GSI によって産生量を著しく落とす為、

切断には γ-secretase が関与していることも明らかとなった。これらの結果より、新しい切断部位の存在が新たに発見さ

れ、この切断を ζ-cleavage と呼ぶようになった。 

とは言うもの、これらの結果からではこの ζ-cleavage と ε-cleavage、そして γ-cleavageの 3 つの切断の間にある関係性

を解き明かすことは出来ない。切断順序などのより詳細な切断機構の解明には、他にも必要なデータがあった。その研究

で γ-secretase 複合体と Aβ46が強い相互作用をしている可能性を示唆する報告や(Zhao et al. 2005)、DAPTや DAPM、

compound E などの dipeptide 型 GSI によって細胞内 Aβ46 が蓄積するという報告などがなされ(Zhao et al. 2004)、γ-

cleavage に先立って ζ-cleavage がなされるのがもっともらしいだろうと考えられるようになったものの、TSA 型 GSI な

どでは Aβ46の蓄積が見られず、ひょっとしたら ζ-cleavage は PSや PS様タンパクを含み、且つ dipeptide 型 GSIと TSA

型 GSI に対して異なる sensitivities を有する別酵素による切断である可能性が、依然捨てきれずにいた。そこで Zhao ら

は培養細胞系に DAPM を含む培地で incubate することでまず Aβ46 を蓄積させ、一定時間後に培地を L-685,458 を含む

新しいものに置換することで新たな Aβ46 の産生を阻止しながら incubate を続けた結果、L-685,458 を添加した後は時間

依存的に Aβ46 の量が減少し、逆に Aβ40/42 の産生量が増加することを確認した(Zhao et al. 2005)(Zhao et al. 2007)。こ

の実験結果より、ζ-cleavageは γ-cleavage に先立って起こるものであり、Aβ46 は Aβ40と Aβ42 に切断されていくことが

明らかとなった(図 4A)。 

 

1.4.2.3 γ-cleavage  

ζ-cleavage は γ-cleavage に先立って起こるものであることはこれで証明されたことになる。すると最後に残る疑問は、

ε-cleavage の位置付けである。Zhao et al.は細胞 lysate を用いた免疫共沈降実験によって Aβ49 を観察し、その結果 GSI

非存在下でのみ Aβ49 の存在を確認することが出来た。また同時に Aβ49 は GSI 非存在下で最終的に Aβ40、Aβ42 に切り

進められること、更には DAPTなどの dipeptide 型 GSI の添加時には Aβ46 まで切り進められることも報告され(Zhao et 

al. 2005)、これらの一連の研究結果によって、ε-cleavage は最初に受ける切断であり、続いて ζ-cleavage、そして γ-cleavage

の順に切断が進んでいくことが明らかとなった。なお、γ-cleavage は最後のステップであると同時に ζ、ε-cleavage 依存的

な切断である為、この 2 つの切断は、特に ε-cleavage は Aβ産生の律速段階であるとも考えられるようになった。 

主要な Aβ分種である Aβ40と Aβ42 は γ-cleavage の過程で生産される。生体内では Aβ40 の産生が最も多いことが確認

されている。先述の通り、γ-cleavage は ζ-cleavage、ζ-cleavage は ε-cleavage 依存的なので、Aβ40 は Aβ49 から、Aβ42

は Aβ48 からそれぞれ 3 アミノ酸残基毎の切断を受けて産生される。これらの切断を行う γ-secretase は活性中心に 3つの

S’ pocketを有しており、これが 3 アミノ酸毎の切断を可能にしていると考えられている(David M Bolduc et al. 2016)。中

でも S2’ pocketはサイズが小さく、芳香環を含む側鎖を持つようなアミノ酸残基は入り込むことが出来ない。故に、この

S2’ pocket と bulky なアミノ酸の位置関係によって、基質の膜内配列の切断箇所(図 4B)を認識しているとされている。

APPの phenylalanine 置換体を用いた解析では、I45F、T48Fが Aβ42 比率を増加させ、V44F と I47Fは Aβ42 比率を低

下させること、つまり Aβ40、42 産生系列それぞれ切断を受けて CTF 側に生ずる tripeptide を 1 ブロックとした時に、

真ん中の残基を phenylalanine に置換するとその産生系列での切断が進みにくくなることが報告され、Aβ の産生の制御

に基質の配列が大きく関与することが明らかとなった(David M Bolduc et al. 2016)。 

アミノ酸残基レベルで C99 と γ-secretase の相互作用に着目した研究では、膜内配列では V44 と L49 が PS1 NTF、

M51 と L52 が PS1 CTF との主な相互作用部位であると報告している(Fukumori and Steiner 2016)。ここの結合は L-

685,458 と DAPTによって阻害がかかっていることから、基質切断時に活性中心付近で捕捉される時の結合部位であると

考えられている。興味深いのは、V44 より N 末端側に PS1 と強い相互作用をする残基が見つからなかったことである。
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生体内で Aβ40 と Aβ42 が主要な産物であるのは、V44 が tripeptide として切断されてしまうと基質の残りの残基で γ-

secretase に十分に相互作用できず、分泌してしまうからであろう。 

現在 PS1 と APP 併せて 270 の FAD 変異が確認されているが、酵素側、基質側何れの FAD 変異でも、Aβ40 に対する

毒性種 Aβ42 の産生比率を上昇させる。この切断様式の変化に寄与するメカニズムとしては、現在の所後記の 3 つが考え

られている。1)基質となる APPの γ-secretase に対する位置の安定性を変え、ε-cleavageを Aβ48 配向性にし、Aβ42 の産

生量を上げる、2)γ-secretaseの基質切断速度に影響を与えて γ-cleavage の不安定化させ、切断回数を減少させて short Aβ

に対する Aβ42 の比率を増加させる(Cha´vez-Gutie´rrez et al. 2012)、3)ζ、γ-cleavage と進む中で Aβ40 産生系列が Aβ42

産生系列に移行する(David M Bolduc et al. 2016)。この何れかが正答であると言う訳ではなく、mutation の種類によっ

て与える効果が異なるのが筆者の意見である。また、Aβ40 産生系列と Aβ42 産生系列の配向性は基質と酵素の相互作用に

よって大きく決定され、FAD 変異はその相互作用に干渉することで Aβ42 産生系列での切断を助長することが明らかとな

っている (Fukumori and Steiner 2016)(Szaruga et al. 2017)。 Fukumori et al.は、膜内配列をそれぞれ p-

Benzoylphenylalanine (Bpa)に置換した C99 と PS1 NTF を UV 照射で結合させ、その結合量から基質の各残基と PS1 

NTFとの相互作用の強さを推定した所、僅かな Aβ42 産生比率上昇しかもたらさない弱い FAD変異、A246Eでは V49 と

K52 で PS1 NTFとの相互作用が減弱した。一方、現在最も強力な FAD変異である L166Pはその 2 つに加え V40、V44、

I45、L51と PS1 NTFの相互作用が弱まり、逆に V46と T48 が control に比べ 3 倍近く強く結合した。各種 Aβ産生時に

切断を受ける部位を考慮すると、V40、V44 と I45、L49 は Aβ40 産生系列に於いてそれぞれ～V40、V44～V46、I47～

L49 のブロックに含まれ、V46と T48 は Aβ42 産生系列の V46～T48 ブロックに該当する(図 4B)。このことからも、V40

と酵素、V44 と I45 の酵素との相互作用の減少がそれぞれ short Aβと Aβ40 の産生減少に、V46 と T48 の相互作用の増

強が Aβ42 産生増加に繋がることは容易に想像できる。加えて面白いのは、強力な L166Pの方がより多くの箇所に干渉し

ていることである。 

この様に最終的に Aβ40 や Aβ42 を産生する γ-cleavage は、基質側の膜内配列の特徴と酵素の構造によって決定され、

それらの相互作用が変化することで産生する Aβ 種が変動する。APP の膜内配列には γ-secretase による切断を受けやす

くするような特異的なポイントが 2 つ見受けられる。1 つ目に、γ-cleavage を複数回受ける箇所に Valine や Isoleucine、

そして Threonine といった β分枝鎖アミノ酸残基が犇めき合っていることである。β分枝鎖残基は helix 間の相互作用を

安定化させる作用以外にも、extend β-structure を取りやすくなる効果があり、膜内の helix構造を不安定化させることが

考えられている(Deber et al. 1993)(T. Sato et al. 2009)。しかし生理環境下に於いて APPの膜内配列はしっかりと helical

である。2 つ目に、Aβ37 の切断箇所の更に上、Luminal 側にかけて Glycine が 4 残基毎に見受けられることである。

Glycine はその側鎖の小ささからタンパクの高次元構造に flexibilityを与え、不安定化させる(Li and Deber 1992)。こう

した特徴が重なり、APPは γ-secretase によって膜内を複数回切断されるのかもしれない。 

 

1.4.2.4 short Aβの産生 

short Aβとはアミノ酸残基数が 40 より少ない、主に Aβ37、Aβ38、Aβ39 の分子種を指す。元々これらの分子種はminor 

species として生体内に存在し、培養細胞系に於いても産生が認められているものであり、20 年以上前に Aβ38 がカルシ

ウムホメオスタシスを不安定化し、皮質ニューロンが毒性やストレスに対してより感受性が高くなることを報告した論文

があるが(Mattson et al. 1992)、Aβの切断機構との関わりについては 2000 年に入って報告されたものが最初であろう。

丁度その頃 NSAIDs が Aβ42 産生量を下げることが注目された頃であったが、Weggen らは sulindac sulfide が Aβ42 の

産生量低下に伴って Aβ38 の産生量上昇を確認しており(Weggen et al. 2001)、Aβ38 の産生は Aβ42 と何かしらの関係が

あることが強く示唆された。その後も同じように別の GSMでも Aβ42 産生の減少に伴う Aβ38 や Aβ37 の増加が見られた
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り(Beher et al. 2004)、逆に Aβ42 の産生増加時にはほぼ決まって Aβ38 が減少することも報告され(Zhao et al. 2007)、

Aβ38 は Aβ42の更に切断を受けた姿であることが強く示唆された。しかし直後に Aβ38 と Aβ42 の産生には何ら関係性は

無いと言い切る論文も発表された。スイスの Page et al.は FAD変異を導入した PSを含む γ-secretase を幾つかデザイン

し、それらの幾つかが sulindac sulfide 添加時に Aβ42 の産生減少を認めないにも関わらず Aβ38 の産生が増加したという

ことから、そのような結論を導いている。しかし現在の一般論では Aβ37、Aβ38 はそれぞれ Aβ40、Aβ42 から切断を受け

て産生されると考えられている(Olsson et al. 2014)。少なくとも Page et al.の研究結果に対しては、Aβ38 は Aβ42 から産

生されるとすると、Aβ42 は C99 からの切断最終産物であると同時に Aβ38 の基質でもあるので sulindac sulfide による

活性化に伴って Aβ42 の産生と分解が同時に起き、結果的に Aβ42 の最終的な産生量が不変のまま Aβ38 が蓄積する可能

性がある為、彼らの結果では Aβ38 と Aβ42 の関係性を断ち切ることは出来ていないと筆者は考えている。 

ところがこれに似た研究結果が近年報告されている。先述の理論に基づき、V44F と I45F の double mutation を APP

に導入し、Aβ42 と Aβ43 への切断を阻害した時に、確かに Aβ40 と Aβ42 の産生は著しく減少するが、Aβ38 の産生は寧

ろ野生型 APPの何倍もの値まで上昇したのである(David M Bolduc et al. 2016)。これについて該当論文の筆者らは Aβ38

の産生は Aβ42の延長線上にはないと否定したわけではなく、G37とG38の 2つの glycineが helixを不安定化しやすく、

酵素による切断が受けやすい状態であった為だと考察を加えている。それでもなお、Aβ42 を通じないルートで Aβ38の産

生が生ずる可能性を示唆した点で、頭の隅に置いておきたいことである。 

 

1.4.3 様々な N-, C-terminally truncated Aβ 

一方で Aβ37、38、39、以外にもよりminorな short Aβ種は複数存在する。特にMass spectrum で徐々に明らかにな

ったものの中には C末端だけでなく、N末端も切断を受けたものも存在し、これらをまとめて N-, C-terminally truncated 

Aβと呼ぶことがある。 

 

1.4.3.1 Aβ34 

過去の検討より、APPと BACE1 の過剰発現細胞で Aβ34の上昇が報告されていることから、Aβ34 は β-secretase 依存

的に産生される意見があった(Vandermeeren et al. 2001)(Dunys et al., 2018)。しかしながら γ-secretase inhibitor (GSI)

による阻害効果が Aβ34 にも表れることから、その説が正しいかどうかの判断はついていない。更に一方で Matrix 

Metalloprotease であるMMP-2 とMMP-9 によって切断される可能性もう報告されており(Hernandez-Guillamon et al. 

2015)、Aβ34に関する正確な産生経路は依然として不明な点が多い。なお、この 2 つは Aβを更に切り進めて Aβ30 と Aβ16

を産生することも示唆されている。 

評価系の不足により Aβ34 の詳細な生理学的機能はまだ不明な点が多い。とはいえ組織学的な検討より、AD病患者脳内

で Aβ34 はよく見られる Aβであることが示唆されている(Wiltfang et al. 2002)。加齢に伴って β-secretase の活性が上が

り、それに付随して Aβ34 も増えることから多くの種類と同様 Aβ34 も toxic なものであると考えられているが、HEK 細

胞を使った実験ではむしろ保護的な効果があるとの意見もある(Caillava et al. 2014)。 

 

1.4.3.2 Aβ24 

Aβ24 は glia 細胞の活性化に伴って産生することが知られているが、この種類自体 AD 病患者の脳内ではまだ見つかっ

てはいない。また、Aβ24 が産生する時に受ける valine と glycine の間の切断は通常の endopeptidaseや exopeptidaseに

見られない切断であり、どのような切断酵素によるものかははっきりしていない。しかし、Aβ24 の合成 peptide をマウス
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頭蓋内に投与した場合に Aβ42 の凝集が加速することが確認されている(Mazzitelli et al. 2016)。このことから実際の病理

でも Aβ24 は病気の進行に関与しているのではないかと考えられている。 

 

1.4.3.3 Aβ2-x 

Aβ peptide の N 末の aspartic acid acid が切断を受け、第 2 位の alanine が N 末端に来る Aβ2-x は孤発性、家族性問

わず AD病患者の脳内や CSFに確認されている (Wiltfang et al. 2001)。しかしながら、Aβ2-xの産生は PS1 非依存的で

あることも知られている。一方で PS1 の allele である PS2 は細胞内の局在が異なり、切断様式も変わることが知られて

おり、PS2 の寄与が大きいのではと考えられている(Sannerud et al. 2016)。 

 

1.4.3.4 Aβ3-xと pE Aβ3-x 

pE とはピログルタミル化を表す(図 5)。生体内ではタンパクが様々な酵素によって切断、分解を受けているが、こうし

た分解から peptide を守る為にこの反応が進化したとされている。Glutamate 内の carboxyl 基と amino 基が分子内縮合

し、五員環を形成する。この反応は glutaminyl cyclase (QC) (Schilling et al. 2008)、環構造を再度開くには pyroglutamate 

aminopeptidase による酵素反応が必要である。 

Aβのピログルタミル化にはまず第1、2位のaspartic acid acidとalanineの切断から始まる必要がある。aminopeptidase 

A (APA)は N末端を切断する酵素の候補の 1 つである(Sevalle et al. 2009)。APAは酸性アミノ酸と親和性が高いことが知

られ、これが N 末端を切断する要因の 1 つと考えられている。一方で MALDI-TOF マススペクトルを使った検討で、

dipeptidyl peptidase (DPP)もN末端 2 残基の切断に関与しているとされている(Antonyan et al. 2018)。特に DPPⅣが大

きな関与をしているとされ、面白いことに Aβ42 より Aβ40 の方がより DPPⅣによる切断を受けやすい。 

一旦 N末端の 2 残基が切除された後は先述の通り QCによる環化が始まる。この QCは脳内に均一に分布しているわけ

ではないが AD病患者脳での発現が上昇していることが報告されている他(Morawski et al. 2014)、QCタンパクとmRNA

の発現が pE Aβ3-x とよく相関していたり、また QC の過剰発現がモデル動物に於いて認知症様行動を引き起こす一方で

QCを欠損させるとこうした障害を rescue すること(Jawhar et al. 2011)などが報告されている。現在、QCも AD治療標

的の一つとしてとらえられている。 

 

1.4.3.5 Aβ4-x 

N 末端の 3 残基が削り取られた Aβ4-42 は N-truncated 種の中では最も初期に報告されたものであり、AD 脳の中で多

く見られる。Aβ4-xは迅速に凝集を促進することが知られており、特に Aβ4-42 は pE Aβ3-xと Aβ42 と同程度の毒性を保

持する(Bouter et al. 2013)。同論文では、野生型のモデルマウスに Aβ4-42 を注射したところ、Y迷路試験での記憶が低下

したことを報告していることから、AD 病への負の寄与があると考えられている。Aβ4-x の産生について多くは知られて

いないが、第 3 位の glutamate が露出してピログルタミル化する前、若しくは一度ピログルタミル化した後に開環し、そ

のあとに切断を受けることが予想される。こうした切断が可能な酵素の候補としては、1 つ目に酸性アミノ酸と親和性の

高い APAがあり、環化する前の glutamate を攻撃して切断している可能性がある(Sevalle et al. 2009)。pE残基を切断対

象とする酵素には pyroglutamyl peptidaseⅠとⅡがあり、いずれも Aβ4-x 産生への寄与が示唆されている(Dunys et al., 

2018)。pyroglutamyl peptidaseⅠは pEを P1 ポケットで認識すれば P2 と P3 位に大きな特異性を要しない酵素であり、

一方で pyroglutamyl peptidaseⅡは pE-His-Xの tripeptide をメインに切断する。どちらが主要な切断酵素かは未だわか

っていない。 
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1.4.4 APP family 

哺乳類においては APP 以外に amyloid precursor-like protein1/2 (APLP1/2)が存在し、APP と相補的に機能している

ことが知られている(Wasco et al. 1992)(Wasco et al. 1993)。局在に関して、APPと APLP2は ubiquitous に発現してい

るものの特に neuron での発現が高いのに対し、APLP1 は主に神経系に発現していることが知られている(Lorent et al., 

1995)。この 3 種のタンパクは細胞外ドメイン E1、E2、そして細胞内ドメインの保存性が高く、一方で Aβ配列は APP特

異的であることも知られている。その為、APPや APLP同士が相補的に機能して発揮する生理現象に Aβは基本的に関与

しないだろうというのが妥当な考えである。 

とは言え、APLP1と APLP2は何れも APPのように ectodomain shedding を受け、solubleな sAPLPを分泌すること

が、培養細胞系及びヒト CSFで確認されている(Slunt et al. 1994)(Webster et al. 1995)。APLP1 と APLP2の切断機構

の差と言えば、APLP2 は α-secretase と β-secretase 両方に切断されることが示されているが、APLP1 の shedding は

BACE inhibitor (BSI)による阻害を受けないことから、APLP1 は β-secretase 切断を受けないことが示唆されている

(Eggert et al. 2004)。しかし、同時に β-secretase による切断によって強力に切断産物の量が制御されているわけでもな

く、BACE knock out (KO)マウスと過剰発現マウスを用いた検討で BACEによらず ICDの放出量がほぼ一定であったこ

とや sAPLPの分泌量に微々たる差しか確認できなかったことも報告されている(Frigerio et al. 2010)。APLPの切断様式

に関しては更なる検討が必要そうだ。 

 

 

1.5 APP、Aβの生理機能 

1.5.1 凝集性 

in vivo、in vitro どちらでも Aβ40 が predominant に生成され、続いて Aβ42 や Aβ38、そして Aβ37 と Aβ39 が続く

(Olsson et al. 2014)。それ以外の長さの Aβも決して分泌されないわけではないが、分泌 Aβはほぼこの 5 種が占めている

(Weggen et al. 2001)。現在では最も凝集性の高い、毒性の高い種は Aβ42 であることが分かっているが、これは元々AD

脳の老人斑を免疫組織化学的に解析した結果、大部分が Aβ42 から構成されており、また diffuse plaque は Aβ42 のみを

含むことから、最初期に沈着するのは Aβ42 であり、その凝集性の高さが示された(Iwatsubo et al. 1994)(Vandersteen et 

al. 2012)。ちなみにこの時 Iwatsubo らは同時に Aβ43 の存在についても少々言及したが、これは後に単体で見た時に Aβ43

は Aβ42 よりも毒性と凝集性が高いことが示された(Saito et al. 2011)。とは言うものの、生体内での Aβ43 の産生量は極

僅かであり、産生量を加味して言えば依然として Aβ42 の AD発症への寄与がより高いのは確かである。 

しかし Aβが如何にして凝集し、沈着するのかは当初問題であった、と言うのも当初発見されたのは可溶性の Aβであっ

たからだ(Haass et al. 1992)(Shoji et al. 1992)。1993 年、Jarrettらは合成 Aβ peptide を用いて重合実験を行い、その結

果 Aβ40 よりも Aβ42 は極めて凝集しやすく、一旦凝集するとそれが核としての役割を果たし、Aβ40 までも重合が促進さ

れていくという現象を発見した(Jarrett and Lansbury 1993)。この発見を期に、Aβ42の脳内蓄積が AD発症へ寄与して

いることが明らかとなり、Aβ分子種の意義が徐々に解明されていく。 

Aβ40 や Aβ42 の切断部位付近は valine や alanine、glycineなどの疎水性残基が密集しており、Aβ42 は Aβ40 よりも 2

残基分疎水性アミノ酸が多い為(Munter et al. 2007)、この C末端側の疎水性の強さが凝集性の高さに関わっていることが

昔から考えられてきたが、厳密にどのような機序で凝集性を獲得するかは長らく不明のままであった。Morimoto らは

proline 置換を含む mutant 解析を行い、その結果 Aβ42 は E22 と D23 で折れ曲がり、その前後が β-sheet 取る構造を有

し、それらが被さることで凝集していくというモデルを発表した(Morimoto et al. 2004) (図 6A)。事実こ 2 つの残基の置

換、及び Arctic変異や Iowa変異などの FAD変異は凝集性に違いを与えることが報告されている(Pera et al. 2009)(Tycko 
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et al. 2009)。似たような turnは 33、34、38、39 位の残基にも見られるが、これは Aβ42 を環状に近い構造に維持し、安

定化に寄与していると考えられている。また、彼らは C 末端側の残基は Aβ42 の凝集性に関与しているが同時に関与して

いないという面白い仮説も立てている。関与していないと言うのは、彼らが C 末端 I41 と A42 を threonine に置換した

時に凝集性の増加を認めた為、C末端の残基自体は凝集性に関与していないということであり、関与していると言うのは、

Williams らが発表した Aβ40 の conformer との大きな相違は Aβ42 の C 末端が β-sheet 構造をとっており、この β-sheet

が凝集時の安定性に一役買っている可能性が高いということである(Williams et al. 2004)。 

その後、この Aβ42 の conformerはMasuda らによって更に詳細な解析をされることになる。彼らは NMRを用いるこ

とで実は生体内では G25 と S26 で turn する conformer が優位に産生されており、この構造は凝集性や毒性が低いとい

うこと、そして以前Morimotoらが発表した E22と D23で turnする conformerはminorであることを報告した(Masuda 

et al. 2009)。しかし後者の conformerは、turnする場所が悪い為 Y10 とM35 が近接し、遷移金属の存在下に於いてM35

の S 原子の酸化を通じて radical が生成する、そしてその radical は C 末端の carboxylic group によって安定化され、安

定して凝集することができるという(図 6B)。このモデルでは 33、34、38、39 位で turnすることが凝集性獲得の要である

点ではMorimoto らの発表と一致しているが、C末端が β-sheetを取っているからではなく、その長さが turnした後に丁

度M35 に来る長さであることが重要と言える点で異なっている。どちらがより肝心か、或いはどちらも凝集性に寄与して

いるかは、未だ不明のままである。 

一方近年の cryo-EMによる解析で、合成 Aβ42 peptide の cross-β sheet凝集構造が解かれている(Gremer et al. 2017)。

その中で、7 nm から 8 nmの amyloid fibril は主に(特に神経突起を有し神経損傷に関わるとされる neuritic plaque)の中

央に存在している一方、oligomer レベルの凝集体は斑の突起、つまり班の周囲に多く存在することが分かっている

(Masters and Selkoe 2012)。こうした Aβの蓄積にはmicroglia による Aβの取り込みや、それに引き続く細胞内核形成や

凝集が先んじて生ずると考えられている(Sosna et al. 2018)。こうした一連の凝集過程はプリオンに通ずるところもあり、

例えばmisfold β sheet構造を持つ微量の Aβが核となることが知られている(Walker and Jucker 2015)。In vivo の実験系

でも、AD脳や APP transgenic mice から抽出した微量の核を別の APP transgenic動物へ注入すると amyloidosis を誘導

することが報告されている(Eisele et al. 2009)(Eisele et al. 2010)。 

構造学的観点から若干ずれるが、生化学的に凝集について面白い報告がなされている。Kim らは Aβ40 を選択的に分泌

する BRI-40Aβ マウスと Aβ42 を選択的に分泌する BRI-42Aβ マウスを Tg マウスと交配させた結果、前者との交配マウ

スは純 Tg マウスに比べて Aβ plaque の蓄積が抑えられ、逆に後者との交配マウスは純 Tg マウスに比べて Aβ plaque の

蓄積が促進されたという結果を残している(J. Kim et al. 2007)。この結果から彼らは生体内で predominant に生成する

Aβ40 は実は老人斑形成に対して抑制的に働くのではないかという仮説を立てている。これは GSM などの Aβ42 産生比率

を下げて老人斑蓄積を抑える薬剤にとっては支持的な研究報告ではあるものの、Kim らの研究報告では Aβ42 の産生量の

ベースラインが各マウス間で統一できておらず、即ち Aβ plaque の蓄積が阻害されたと見えたマウスではただ単に Aβ42

の産生量が少なかったからであった可能性が否めない点に関しては、筆者は否定的である。 

 

1.5.2 毒性 

1.5.2.1 興奮毒性  

glutamate や aspartic acid は、N-Methyl-D-aspartic acid (NMDA) receptorなどの glutamate receptor を介して興奮

性の刺激を伝達する、興奮性アミノ酸(Excitatory Amino Acid; EAA)である(図 7)。EAAは receptorに結合した後、チャ

ネルを開口させて細胞内 Ca2+濃度を増加させる。ことで下流にシグナルを伝える。この時細胞内 Ca2+濃度は 100 nM程度

である一方で細胞外 Ca2+濃度は 1 mM 以上であり、その差は 10000 倍にもなる。その為通常チャネルは一瞬だけ開くの
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だが、何らかの要因でチャネルの開閉に支障が生じると Ca2+の異常流入が発生し、細胞内 Ca2+濃度が激増し、Ca2+依存性

の酵素などが暴走し、細胞に対して様々な悪影響を及ぼす。これを興奮毒性と言う。例えば NO合成酵素(NOS)は Ca2+依

存的に NOを産生する酵素だが(Padula et al., 2008)、NOは最終的に活性酸素の産生に繋がる。即ち高濃度の Ca2+は活性

酸素の増加を介して細胞に対する酸化ストレスを増加させ、細胞死に繋がるのである。 

AD に於ける神経細胞死と Aβ との関係は様々なものが示唆されてきているが、そのうちの 1 つが興奮毒性を通じたも

のかもしれない。1992 年の報告で Aβ38 の incubate で glutamate の興奮毒性に対する神経細胞の感受性を上げることが

示唆されている(Mattson et al. 1992)。Aβ38 は先述の通り Aβ42 から更に切断を受けて分泌される Aβ種である。生体内

に於いては Aβ42とほぼ同等量産生されるが、凝集性は低く、毒性も殆ど無いと考えられている(Vandersteen et al. 2012)。

現在の AD 治療薬候補として開発されてきた GSM は、γ-secretase の活性を上げ Aβ42 を Aβ38 へ切り進めることで毒性

の強い Aβ42 の量を減らす為、この報告は非常に嫌なものである。しかしながら、Mattson らの研究では Aβ38 と Aβ25-35

の 2 種類しか検討しておらず、様々な Aβ種に比して Aβ38の毒性が高いと言えるものではない。事実、Aβ42 単体では興

奮毒性を増強させないものの(Koh et al., 1990)(しかしながら後述のように完全に無関係と言う訳ではないだろう)、Aβ40

にも同様な効果が見出されている(Yankner et al., 1990)ことを考えると、興奮毒性を増強させるのは Aβ38 特異的でなく、

Aβ 全体の特性であるだろうと捉えて良いだろう。更に、Aβ が興奮毒性を増強させた報告は全て μM レベルの Aβ を実験

系に加えて確認されたものであるが、明らかに生体内での Aβ 濃度を遥かに上回る濃度である。興奮毒性を増強するのは

超濃度の Aβの持つ特性であり、生体レベルの話では無視できることかもしれない。 

 

1.5.2.2 NMDA receptorとの関与 

前章で、神経細胞死に繋がる故、過多な細胞外 glutamate は有害であることを記述した。臨床的な知見から、AD に於

ける NMDA receptorを介した病態の背景には、glutamate cycle の異常が関与していることが分かっている。glutamate 

cycle とは１)前シナプスから放出された glutamate が astrocyte に取り込まれて除去され、2)astrocyte 内で glutamineに

変換し、神経細胞に供給された後に再度 glutamate に変換、3)シナプス小胞内に glutamate を保持し放出する、と言う過

程である。ADではこれら各過程で、早期からの glutamate 除去障害や astrocyte 内の glutamine synthetase 量の低下に

よる細胞外 glutamate 量の増加(Masliah et al. 1996)、VGLUT1 と 2 の減少による神経細胞内の glutamate 貯蓄障害

(Poirel et al. 2008)と言った機能異常が生じ、glutamate のホメオスタシスを保てなくなると考えられえている。これら

は、Aβの NMDA receptorへの関与によるものであるとする可能性が大きい。一昔前の報告で、Aβ25-35の海馬神経に対す

る細胞内Ca2+濃度の増加を通じた神経毒性はNMDA receptor antagonistによって軽減されること(Brorson et al. 1995)、

Aβによる酸化ストレスも同様に NMDA receptor antagonist によって blockされること(Parks et al. 2001)、Aβ42 の取り

込みが NMDA receptor antagonist によって阻害されること(Bi et al. 2002) (Danysz et al., 2012)などが報告されたこと

から、Aβの NMDA receptorへの関与に注目が集まるようになった。 

glutamate receptor の 1 つである NMDA receptorは学習や記憶に重要な役割を持ち、神経可塑性や神経保護にも関連

がある。免疫組織学的に NMDA receptorはシナプス(sNMDA receptor)だけでなく、シナプス外にも存在することが明ら

かとなり(Li et al. 1998)、機能も異なることが徐々に分かってきている。特に病的な状態では、eNMDA receptorが活性

化し、神経伝導障害や神経細胞死を誘導することも報告されている(Parsons and Raymond 2014)為、病的状態での

eNMDA receptor の役割やその阻害による効果に注目が集まっている。NMDA receptor はシナプスとシナプス外を移動

することが知られており、これは receptorの co-agonistである glycine や D-serine と NMDA receptorのサブユニットと

の結合の差が移動性に関与する可能性が指摘されている(Papouin et al. 2012)。ヒトでの sと eNMDA receptorの比率は

不明であるが、ラット海馬の培養細胞は日を経る毎に eNMDA receptor の割合が変化したとの報告がある(Ivanov et al. 
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2006)。しかし、例えば eNMDA receptor はシナプス外に弥漫性に広がっている訳でなく、軸索や軸索突起、glia 細胞突

起などの細胞突起周辺に不連続的に存在する。特に樹状突起と astrocyte の突起が接する付近に多く発現するが、これは

astrocyteと神経細胞の間で行われる生理相互作用に関連しているとされている(Petralia et al. 2010)。古典的には sNMDA 

receptorと eNMDA receptorはほぼ同一のものであると捉えられており、NMDA receptorのか活性化による Ca2+流入が

細胞死に繋がる、即ち NMDA 活動の量的な変化によって神経保護から神経毒性に変化するという説が一般であった。し

かし、その後の研究により sNMDA receptorは神経保護的に、eNMDA receptorは病的状態下で亢進し神経毒性を示すと

言う、同じ NMDA receptorが相反作用を示す「NMDA receptorパラドックス仮説」が唱えられるようになった。これを

支持するもので、培養神経細胞に glutamate を添加する実験系に於いて、一般的に 10 μM 程度の glutamate は神経細胞

死を誘導しないが、それ以上の濃度、~100 μM の glutamate によって細胞死が誘発された報告がある(Zhou et al. 2013)。

通常の生理的興奮時に於いても、シナプスの glutamate 濃度は 1000 μM に達するとされている為(Featherstone and 

Shippy 2008)、この低濃度で細胞死が誘導されるのは、より glutamate に感受性の高い eNMDA receptorが過活性化して

いるからだ、と言う主張である。この様に、神経細胞死と特に eNMDA receptorの関わりが着目されるようになっている。 

Aβが NMDA receptorを介して AD病態に影響する機序として現在主に 3 つ考えられている。 

glia 細胞からの glutamate 分泌促進…実験的に培養 astrocyte に Aβ oligomerを添加すると、α7-nicotinic acetylcholine 

(α7nACh ) receptor を介して astrocyte の活性化に伴う細胞内 Ca2+の上昇と glutamate の分泌増加が観察される。この

時、eNMDA receptor由来の緊張性電流が pMオーダーの Aβ oligomerで観察されるが、Aβ monomerではこの現象は生

じなかった。また、同現象は eNMDA receptor antagonist のmemantine によって抑制されることも明らかとなっており、

これら eNMDA receptorの活性化は Aβ oligomerの直接作用ではなく、astrocyte に対する刺激による glutamate 分泌増

加が関与しているとされている(Talantova et al. 2013)。 

eNMDA receptor/sNMDA receptor 比率の増加…sNMDA receptor の endocytosis によるシナプス上のｓNMDA 

receptorの減少、及びNMDA receptorのシナプスからシナプス外への移動の誘発の 2つの機構によって eNMDA receptor

の比率を上げているとされる。Snyderらは Aβを培養細胞に添加した際の NMDA receptorの細胞全体と細胞膜画分内の

発現量をwestern blottingで測定し、全体量に差はない一方で細胞膜画分での発現減少を報告している(Snyder et al. 2005)。

更に免疫染色によるシナプスの NMDA receptorの観察では、Aβの添加により western blotting 以上の著しい減少が確認

されたことから、シナプス外への NMDA receptorの再分布が行われているのではないかと推測されている。 

APP 切断様式の変化…APP は α-、若しくは β-secretase によって切断を受けて C83 と sAPPα、又は C99 と sAPPβに

分かれ、C99 が更に γ-secretase によって切断を受けた後に Aβ が産出される。マウスの培養神経細胞を用いた検討では、

sNMDA receptorの刺激によって α-cleavage が促進され、逆に eNMDA receptorの刺激では β-cleavage が亢進したとの

報告がある(Hoey et al., 2009)。これは APPの isoform の変化が原因であると考えられている。APPはアミノ酸残基数の

違いで 695,751,770の 3 つの isoform が存在するが、生体内の中枢神経系では 695 アミノ酸残基の isoform がメインであ

り、この isoform は Kunitz Protease Inhibitor (KPI) domain を含んでいない。sNMDAと eNMDA receptorそれぞれを

刺激すると前者は APP695 が isoform の殆どを構成していたのに対し、後者では半数が KPI domain を含む isoformに変

化していた。KPI domain は APPの二量体化、traffickingや切断などに影響を与える他、KPI domain を含む APPの増

加は β-cleavage を増加させるとも考えられている(Lesne et al. 2005)(Khalifa et al. 2012)。この一連の現象は、Aβ が

eNMDA receptor を活性化させるだけでなく、その活性化自体が Aβ の産生を増加させると言う、負の連鎖を生み出して

いることを示唆している。尚、この現象は 1 μM 程度のmemantine で阻害される。 

これらの作用は Aβが直接的に、或いは間接的に eNMDA receptorに作用するが、現時点では未だ明らかとなってない。

Aβが glutamatergic neuronの周囲に優位に凝集することが分かっている(Willén et al. 2017)が、例 Aβ oligomerが直接
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eNMDA receptorに結合するとしても、それだけでは病態の発現に不十分であると考えられている。近年の研究では PrPC

を介した NMDA receptor への関与が分かってきている。Aβ と PrPCの結合は下流に存在する Src kinase の一つである

Fyn を活性化し、Fyn は GluN2B のリン酸化を行い樹状突起に存在する PSD95 と結合して NMDA を細胞膜上に固定す

る(Larson et al. 2012)。これにより、先述した Aβによる NMDA receptorを介した glutamate 毒性が増強するのである。 

 

1.5.2.3 酸化ストレス 

酸化ストレスとは、活性酸素や活性窒素等による酸化的障害とこれら化合物から生体を防御する抗酸化作用とのバラン

スが崩れ、前者がより優勢になった状態であるが、AD脳に於いては脂質、タンパク、核酸の酸化的障害が認められること

が多く、AD の病態に於ける酸化ストレスが注目されている。酸化刺激によって in vitro に於いて細胞内 Aβ の量（特に

Aβ42 の量）が、増加することが認められており(Misonou et al., 2000)(Ohyagi et al. 2000) (Paola et al. 2000)、更には AD

のリスク因子である ApoE の isoform 依存的な抗酸化作用が関与する可能性が示唆されていることから(Beffert et al. 

1999)(Ramassamy et al. 1999)(Ramassamy et al. 2000)、酸化ストレスは AD病態の cascade の上流に於いて重要な意義

を保持している可能性が高いと考えられる。免疫組織学的には神経細胞内に amyloid fibril は見らない為、monomer か

oligomer の状態として Aβ42は蓄積されると考えられているが、細胞内に蓄積された Aβ42 は amyloid β peptide alcohol 

dehydrogenase (ABAD)と結合してmitochondria を障害し、free radical を惹起することが示されている(Yan and Stern 

2005)。また別ベクトルでの知見として、細胞内 Aβ42 が p53 promotorに直接結合し、p53mRNA の発現を促進すること

で細胞のアポトーシスを誘導すると言う、転写因子としての働きを有することを示唆する結果も報告されている(Ohyagi 

et al. 2004)。即ち、これらの知見を併せて考えれば、小胞体での過剰生産や酸化ストレスなどが起因して細胞内に蓄積し

た Aβ42 が mitochondria や proteasome などの障害を生むと同時に一部が核に移行した後に p53 依存性のアポトーシス

を誘導するというメカニズムが浮かび上がってくる。また、凝集性の項目で先述した通り、毒性 conformer は M35 の

radical の生成を増強させており、ここで生成された radical が細胞組織へ与える酸化ストレスにも注目が集まっている

(Murakami et al. 2005)(Masuda et al. 2009)(Murakami et al. 2010)。 

 

1.5.2.4 C99 (β-CTF)の毒性 

先述の通り、full length の APP が β-secretase によって切断されると、CTF 側は C99 となり、細胞膜に残留する。こ

の C99 は予てより細胞に毒性を示すことが知られていた(Kim and Suh 1996)。実際に培養細胞系に於いても、C99 過剰

発現細胞が通常より脆く、confluent にあまりならないことが確認されている他、C99 の発現が上昇した線維芽細胞では一

部 AD患者やダウン症患者に見られるような形態学的及び機能上のエンドサイトーシスの異常が見つかっている(Y. Jiang 

et al. 2010)。また、in vivoでの実験では、亜慢性的にラット海馬領域への C99 注入が、working memory の低下と海馬

苔状繊維に於ける限局的なアポトーシスを誘導することも報告として挙がっている(Jinno et al. 2009)。C99 がどのように

して神経毒性を発揮するのかについては諸説あり、その中でも最初期に唱えられたのは C99 が非特異的なカチオンチャネ

ルを形成するからだというものであった(Kim et al. 1999)。例えば Ca2+は前の項目で細胞内外の濃度が健全な細胞維持に

重要であると分かったが、過剰なカチオンチャネルの形成によってそのバランスが崩れることは想像に難くない。 

近年、ADモデルマウスの海馬に於ける γ及び θ 波3の 2 種類の脳波を測定する実験が行われ、モデルマウスのこの 2 つ

の脳波がより不安定であることが示された(Mondragón-Rodríguez et al. 2018)。面白いことにこうした現象は Aβ斑の蓄

 
3 脳波には δ、θ、α、βそして γ波の 5種類の脳波があり、それぞれ脳の活動に大きな影響を与えることが知られている。最も周波数の

高い γ波は認知機能や学習に重要であり、γ波が弱いと ADHDや学習障害、認知機能の低下に繋がる。θ波は δ波に続いて 2番目に周

波数が低く、深く落ち着いた状態に発生する。 
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積が観察される前に既に確認されていたことから、C99 の蓄積が関与しているのではないかと考察された。C99 は三量体

G タンパク質の Gαo と直接相互作用することが知られいて過剰な C99 が Gαo 依存性の神経毒性を発揮すること、また実

際に AD 患者脳では正常な Gαo-APP 相互作用が障害を受けていること(Copenhaver and Kögel 2017)、更には Gαo の

signal が過剰に活性化すると細胞内の Ca2+の濃度が上昇することも示されていることから(Ramírez et al., 2016)、C99の

増加が最終的に Ca2+濃度の増加を通じた神経細胞毒性を示していると考えられる。 

 

1.5.3 重金属イオンとの関与 

生体内に於いて Cu2+、Zn2＋、そして Fe2＋/ Fe3＋イオンは普遍に存在するイオンである。transgenic マウスの脳内でグ

ルタミン酸作動神経と vesicular zinc、そして老人斑の局在にかなり被りがあることや(Stoltenberg et al. 2007)、実際 AD

患者脳に於いてこれらのイオンの量が上昇することが報告されてきたこともあり(Rajendran et al. 2009)、APP や Aβと

の関わりが予てより注目されてきた(Colin L Masters and Selkoe 2012)。Cu2+や Zn2＋についてはグルタミン酸作動性シナ

プスで neuromodulatorとして機能することが知られており、また NMDA/AMPA receptors に活性をmodulate する働き

があることも報告されている(Wang et al. 2002)(Frederickson et al., 2005)(Stys et al., 2012)。また、APPや Aβの何れに

もmetal-binding motif が備わっていることも明らかとなっており(Faller 2009)(Duce et al. 2010)、実際に結合も認めら

れている(Mital et al. 2015)。その為、Aβの凝集時にこれらのイオンがmetal “chaperone”のような機能を果たしているこ

とが考えられるようになり、金属イオンの”therapeutic chelation”も治療ターゲットの 1 つとなりうると言う意見もある

(Rodriguez-Rodriguez et al. 2009)(Dickens et al., 2011)。 

 

1.5.3.1 Aβと Cu2+ 

合成 Aβ peptide から成る soluble Aβ monomerや oligomer、そして insoluble な Aβ fibril は何れも Cu2+との解離定数

が 10-10程度であることが報告されている(Rozga et al. 2010)(Xiao and Wedd 2010) 。即ち、ヒト血清アルブミンを含む

より親和性の高い metallo-chaperone タンパクは Cu2+と Aβの結合を阻害すると言うことであり(Perrone et al. 2010)、

脳実質から離れた神経突起やシナプスでは Aβ は金属と結合していない状態でいることを示している。Aβ と Cu2+との結

合を競合するような薬剤は脳実質でしか効果を発揮しないことが考えられるだろう。 

一方、Aβと Cu2+の結合部位は 1 つ以上存在することが示唆されている他(Jun et al. 2009)(Sarell et al. 2009)、化学量

論に基づくと、Aβと Cu2+の相互作用によって Aβ monomerが oligomer化し、そして fibril として沈着し始めるのを促進

するだろうと考えられている(Brzyska et al., 2009)(Tougu et al. 2009) (Haeffner et al., 2010)。この時 Cu2+が主に結合す

る部位は、Aβ配列 N末端側 16 残基、特に冒頭の D1 と A2、そして H6、H13、H14 の 3 つの histidine であることが示

唆されており、Aβ凝集に多面的な作用を与えていると思われる(Drew et al. 2009)(Hureau et al. 2009)。特に pH 依存的

な histidineのプロトン化が大きな寄与をしているとされ、endosomeや lysosome pathwayでのAβの形態と extracellular

環境での Aβの形態は全く異なるだろうと推測できる。 

さらに、Cu2+は redox-active であり、Aβ タンパクを酸化修飾するだろうとも考えられている。今まで示されているの

は、Aβ配列の中の Y10 同士が dityrosine 共有結合を作ること(Drew et al. 2009)(D. Jiang et al. 2010)、M35の radical

生成(Barman et al., 2008)(Masuda et al. 2009)などであろうか。しかし、これらのmodified Aβがどのような効果をもた

らしているのかは定かではない。事実、細胞内の Cu bioavailability を増やすことで Aβの oligomer化と tau タンパクの

異常リン酸化に対して抑制的効果を発揮すること(Crouch et al. 2008)、寧ろ fibril 化した Aβを解き、より小さな構造であ

る oligomerやその他の無定形に近い凝集体に構造レベルを落とし込むこと(Keskitalo et al. 2014)などが報告されており、

Cu2+との関係性はまだまだ議論の余地がありそうだ。 
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1.5.3.2 Aβと Zn2+ 

Cu2+とは異なり、Zn2＋は redox-inactive なイオンである為、Aβ の酸化には寄与しないとされている。しかしながら、

Aβ配列内には Zn2＋との多面的な結合部位を有し(Damante et al. 2008)(Talmard et al., 2009)、依然として Aβの凝集を

促進する可能性が残されている。また、Zn2＋によって形成促進された Aβ oligomerは AD脳に於いてシナプス障害に関与

していることを示唆した報告も出されている他(Deshpande et al. 2009)、Zn2＋と Aβの複合体は in vitro に於いてタンパ

ク分解に対する耐性を獲得し、結果的に Aβの凝集に繋がる可能性があることも報告され(Crouch et al. 2009)、はたまた

は脳内で APP が担う ferroxidase の役割を Zn2＋が阻害し、細胞内 Fe2＋による酸化ストレスを増加させていると言う報告

もなされたり(Duce et al. 2010)、幅広く AD病態への寄与の可能性を示唆する金属イオンである。 

 

1.5.3.3 APPと Fe2+/ Fe3+ 

AD脳に於いては、元々Zn2＋が Aβの中核をなしているのではないかという知見があり(Miller et al. 2006)(Adlard et al. 

2008)、同時に新皮質の神経細胞内に Fe2＋が異常蓄積することが知られていた(Bartzokis et al. 1994)(Honda et al. 2005)。

これらの蓄積した Fe2＋は細胞組織に酸化ストレスを与え、神経細胞死を始め、tau タンパクの異常リン酸化、そしてNFT

形成といった病態にも関与しているだろうと考えられてきた。しかし、その Fe2＋が蓄積する原因が一体何なのかは長らく

不明であった。 

通常血漿中に存在する鉄イオンは Fe3＋であるが、これは過酸化物と反応して free radical を生成し、DNA やタンパク

を始めとする様々な組織や構造物を損傷することが知られている。その為、血漿中には transferrin と言う約 80kDa のタ

ンパクが存在し、1タンパクで最大同時に 2つのFe3＋に結合し運搬することでイオン状態の Feによる毒性を抑えている。

一方、細胞内の鉄イオンは Fe2＋である。これは細胞膜にある transferrin receptor に transferrin が受容されて Fe3＋が

endocytosis で細胞内に取り込まれると、lysosome 内の酸性環境によって Fe3＋が Fe2＋に還元されるからである。Fe2＋は

mitochondria の働きに必要である他、DNA 合成や細胞周期の制御などに必要な因子ではあるものの、過剰蓄積は癌を誘

発することも示唆されている為(Elliott and Head 2012)(Torti and Torti 2013)、細胞内外の Fe2＋/Fe3＋バランスを保つこ

とが必要になってくる。この時細胞外から内部に取り込む器官として transferrin receptor が先述の通り挙げられるが、

細胞内から外部へと排出する時は ferroxidase 活性を持つ ferroportin による Fe2＋の Fe3＋への酸化を経て排出されること

が知られている(Donovan et al. 2005)。 

ferroxidase 活性を発揮するには REXXE という ferroxidase consensus motif が必要であるのだが(Gutierrez et al. 

1997)、Duce らは APP の細胞外側の配列にもこの motif が存在することに注目し、神経細胞に於いて APP が pH5.0-9.0

の範囲内で強い ferroxidase活性を有することを確認した(Duce et al. 2010)。更に、この活性は Zn2＋によって阻害される、

H-ferritin 様の活性(Bakkers et al., 1986)であることも明らかにされた。この報告によって、APPは脳内で ferroportin の

役割果たしていることが示唆されるようになった。APP の異常や変異、または沈着した Aβ plaque に存在する Zn2＋、更

には AD脳において往々にして発現が低下しているmetallothionein (Ⅲ)などの Zn2＋ ligand(Uchida et al. 1991)によって

増加した遊離 Zn2＋などの要因によって ferroxidase 活性が低下することで、細胞内 Fe2＋蓄積を通じた細胞障害に発展する

ことが AD発症メカニズムの一環であることが強く伺えるだろう。 

 

1.5.4 脳組織の正常発達への関与 

1.5.4.1 APP KO 
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APLP1 と APLP2 は生体内で APP と相補的に働くことは先述の通りだが、APLP1 と APLP2 の単独 KO は重篤な

phenotype を示さない。APLP1 KO マウスは身体的な発育に僅かな障害が生じるだけで、APLP2 KO は殆ど phenotype

として観察できる症状を呈さない(Von-Koch et al. 1997)(Heber et al. 2000)。しかし APPKOマウスは最大 20％の体重減

少と 10％弱の脳質量減少が確認されている(Anliker et al., 2006)。この脳質量の減少は主に前脳部分の縮小と脳梁の無形

成によるところが多く、APP が神経突起の伸長と axonl pathfinding に関与しているという既報を支持するものである

(Zheng et al. 1995)(Magara et al. 1999)。また、モリスの水迷路試験に於いて APPKOマウスは長期増強(LTP)が悪く、

学習能力と空間記憶が劣っていると言う報告もなされており(Dawson et al. 1999)(Phinney et al. 1999)、APPの異常が脳

の正常発達を阻害することが強く示唆されている。ところが、高齢の APPKO マウスの海馬組織に於ける神経細胞やシナ

プスの数は正常状態に近かった故(Phinney et al. 1999)、これらの学習能力の低下や記憶障害は神経細胞やシナプスの大

規模な脱落によるものではないだろうと考えられている。また、APP欠損によって脳皮質の神経細胞の先端樹状突起に於

ける spine 密度が上がることが報告されており(Bittner et al. 2009)、APPは寧ろ脳組織の発達に於いて抑制的に働き、過

形成を阻止する働きがあるのだろうと考えられる。 

 

1.5.4.2 APP DKOと TKO 

APLP1/APLP2、若しくは APP/APLP2 の double knock out (DKO)マウスは生後直ぐに死ぬことが、APP/APLP1 DKO

マウスは特筆すべき異常性を来さず生き続けることができると報告されている(Von-Koch et al. 1997)(Heber et al. 2000)。

これを説明する事象として APLP2 が APLP1 より重要な生理的機能を有していることが考えられる。DKOマウスの検討

直後は、APLP2を含む DKOマウスの脳には際立った病理組織学的な異常は認められなかった為、暫くその機能への理解

は停滞していたが、APP/APLP2 DKOマウスはグルタミン酸作動性シナプス基底部での伝達能が落ちていると言う、それ

ぞれの single KOでは見られなかったような phenotypeが確認されたり(Schrenk-Siemens et al. 2008)、新生 APP/APLP2 

DKO マウスの diaphragm preparations に神経の過剰伸長や神経伝達の低下を認めたり(Wang et al. 2005)、はたまた

APP/APLP2 DKOマウスの顎下神経節の active zone size の減少、シナプス小胞の密度や docked vesicle の減少などを確

認できるようになった(Yang et al. 2005)。これらの知見より、APPや APLP2は神経筋の形成やその正常機能の獲得に必

要であるだろうと考えられるようになった。 

一方、APP/APLP1/APLP2 の triple knock out (TKO)マウスは出生後死ぬことが確認されている。なおこの時、DKO 

mutants とは異なり、組織学的な異常が頭蓋部に認められた、特にヒトのⅡ型無脳回症を髣髴とさせるような局所性の脳

形成異常や大脳皮質の Cajal-Retzius 細胞の脱落が確認されたという(Herms et al. 2004)。更に、こうした組織学的異常

の認められた部位に於いて、皮質板から伸びる神経細胞がくも膜下空間に向かって正常範囲外に突き出すような形で伸長

異常、形成異常を起こしていたことも確認されている。これらの病理学的観察から、APP、APLP1/2 は神経細胞の正常な

伸長や接着に関わるタンパクであろうことが示唆されている(Herms et al. 2004)(Young-pearse et al. 2007)。また、APP

の interactorであるFe65、Fe65L1を欠損したKOマウスにも、似たような phenotypeが見られる(Guenette et al. 2006)。

即ち、APP familyタンパクは一部APP/Fe65 signaling complexを介してその生理機能を発揮すると考えることができる。 

 

1.5.5 転写調節 

ε-cleavage で生成した AICDは adaptorタンパクである Fe65 や histone acetyltransferase である Tip60 と結合し、三

者複合体を形成する。多くの研究から、この複合体は核に局在し、転写活性化因子として機能していると考えられている

(Cao and Sudhof 2001)(Kimberly et al. 2001)(Cao and Sudhofs 2004)(Ozaki et al. 2006)。特にこの複合体は、細胞接着

因子 KAI1 遺伝子の promoter 領域に作用することが報告されている(Baek et al. 2002)。KAI1 は癌転写抑制因子として
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発見され、その後の研究で様々な膜 receptor 相互作用し機能調節を行うことも明らかとなっている。これらの研究から、

AICDは転写調節を行っている一般的に考えられるようになった。しかし引き続く研究からは、寧ろ AICDは細胞質に free

の状態で存在していることを示唆するような報告がなされており(Hebert et al. 2006)(Waldron et al. 2008)、疑問の声も

上がった。北海道大学の Suzukiのグループは APPのリン酸化に焦点を当てて解析を行った結果、細胞質内にはリン酸化、

非リン酸化 AICD が存在するが核内には後者のみが存在すること、Fe 非依存的に AICD は核内移行することなどを見出

し、膜状に存在する APP FL が定常的に Fe65 を捕捉しており、リン酸化を受けると Fe65 が細胞質に放出されるという

モデルが考察された(Nakaya et al., 2006)。なお APPのリン酸化と Aβ産生は無関係であると考えられており、APPリン

酸化部位をAlanineに置換したT668A mutantは野生型とAβ量に差が無かったことも報告されている(Sano et al. 2006)。

一方、APLP1、2 も Fe65 依存性の転写調節に関与しているとされている(Scheinfeld et al. 2002)(Pardossi-Piquard et al. 

2005)。 

 

1.5.6 糖鎖修飾 

BACE1 が活性を維持する至適 pH の範囲を考えると、endosome や trans-Golgi ネットワーク等の酸性オルガネラで Aβ

の切断が起きていることが考えられる(Barão et al. 2016)(Kizuka et al., 2017)。即ち、それらのオルガネラの luminal 側

など、多くのタンパクが N-、O-結合型グリコシル化されているような環境に於いて Aβ産生やクリアランスが行われてい

る。実際、APPや BACE1、nicastrin、α-secretase、neprilysin など、Aβ産生や代謝に関わる多くのタンパクが糖鎖付加

を受けることが知られている(Schedin-weiss et al., 2014)。糖鎖修飾自体は非常に大きな役割を持ち、N-glycan は細胞局

在や酵素活性からタンパク間相互作用、タンパクの折りたたみ、分泌まで幅広く生理機能を modulate することが知られ

ていることから(Ohtsubo et al., 2006)(Varki 2017)、AD病態に於いてもタンパクの糖鎖付加の影響があると推測できる。 

APPに於いては、N-型糖鎖付加を受ける配列が 2 箇所存在し、その構造も明らかにされている(Akasaka-manya et al., 

2008)。また、遺伝学的、薬理学的な研究から APP の N-、O-glycan 構造は輸送や分泌、代謝に大きく影響を与えること

が報告されている(Tomita et al., 1998) (Akasaka-manya et al. 2017)。事実、swainsonine や deoxymannojirimycin など

のmannosidase inhibitor による N-glycan の成熟阻害によって APPの輸送や分泌への影響が確認されている(Mcfarlane 

et al. 1999)。更に、sialytransferase の過剰発現によるシアル酸付加の亢進によって Aβ産生の増加が確認されており、同

時にこれはシアル酸付加が起きない CHO-Lec2細胞やN-型糖鎖付加を受ける配列が存在しない変異 APPでは観察されな

いことも明らかとなっている(Nakagawa et al. 2006)。APP の糖鎖修飾は、細胞腫によって N-glycan が多種に渡るにも

関わらず immature 型と mature 型の両方が見られることが知られており、特に神経芽細胞腫に発現させた場合、野生型

APPとSwedish変異型APP (APPsw)の間で付加される糖鎖の構造が異なることも報告されている(Akasaka-manya et al. 

2008)。Swedish 変異はスウェーデンの家系から見つかり 1992 年に報告され、β-secretase による切断が受け易くなり Aβ

産生量が増加する FAD 変異である(Mullan et al. 1992)。培養細胞では Aβ42 の産生比率低下が認められることが多く、

APP細胞内局在が変化している可能性が指摘されている。これらの知見から、APPの糖鎖付加は Aβの産生や AD発症へ

の寄与があると考えられている。しかしながら、詳細な関係性が未だ不明であり、in vivo のデータも欠如しているのも事

実であり、今後の研究が待たれる。 

 

 

1.6 γ-Secretaseの発見 

γ-secretase の発見は、その構成因子の発見から話が始まる。予てより Alzheimer’s Disease (AD)は極一部に常染色体優

性遺伝形式を示す家族例(familial AD; FAD)が知られていた。遺伝学的研究により、数々の変異が同定されてきたが、その
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殆どが第 14番染色体に連鎖することが分かってきた(Schellenberg et al. 1992)。その後、St. George-Hyslopらの研究グ

ループにより、この病因遺伝子の同定がなされ、presenilin 1 (PS1, psen1)と命名された(Sherrington et al. 1995)。また

その直後に、PS1 に相同な分子が第 1 番染色体に発見され、presenilin 2 (PS2, psen2)と命名された(Levy-Lahad et al. 

1995)。PS1 に連鎖しない家系の多く、Volga German Familyなどはほぼこの PS2 遺伝子に連鎖することが明らかとなっ

た。この 2 つの遺伝子は全身に発現し相同性の高い多回膜貫通型タンパクをコードすることが分かった(Sherrington et al. 

1995)(Lee et al. 1996)(Benkovic et al. 1997)(Lah et al. 1997)。PS1、PS2 はそれぞれ 467と 448 アミノ酸から構成され、

両者の相同性は 67%、膜貫通部位のみならば 80%にまで登る。なお、現在までに 200 を超える psen1 の変異、及び 20 弱

の psen2 変異が報告されており(AD & FTD Mutation Database, http://www.molgen.ua.ac.be/Admutations/)、FAD家系

のほぼ全てを網羅している。PSは生物間に於いて様々な homologue (PSH)が存在し、PS1 と PSH は 19 %強の相同性、

50 %以上の類似性を示すが、こうした FADの半数以上はこれらの類似配列上で見つかっている(Li et al. 2013)。 

その後、PS1 KO mouse の初代培養神経細胞を用いた APP代謝の検討により、psen1 欠損により γ切断が阻害され、基

質である C83 と C99が蓄積し、代謝産物である p3 と Aβの分泌が低下することが示された(De Strooper et al. 1998)(Xia 

et al. 1998)。さらに C83 と C99 の代謝が PS1 欠損細胞に於いて顕著な減少を示し、且つその時に sAPPα と sAPPβ は

PS1 の有無に関わらず産生が認められ、PS1 と PS2 のダブルノックアウトマウスの細胞を用いた研究により、γ-secretase

活性が消失したことなどから、PS1 と PS2 が酵素活性に必須な分子であることが考えられるようになった(Herreman et 

al. 2000)(Zhang et al. 2000)。 

一方、酵素の基質切断様式に関しては様々に議論がなされていたが、aspartic protease阻害剤である difluoroketone構

造を持つ化合物によって γ 切断が阻害され、Aβ40、42 付近のアミノ酸配列を模した基質模倣ペプチドも酵素活性を阻害

するなどの報告より、γ-secretase は aspartic protease であると考えられるようになってきた(Wolfe et al. 1998)(Wolfe, 

Xia, Moore, et al. 1999)。実際 γ-secretase が基質の膜貫通部位を切断し、同時に PS の第 6，7 膜貫通領域にそれぞれ

aspartic acid が存在する為、その後の研究で同残基を置換した変異体 PSを作製し、γ-secretase の基質切断への影響を確

認したところ、変異体 PSを含む γ-secretase は基質切断を抑制されることを発見し、γ-secretase は構成因子 PSに活性中

心を持つ膜内配列切断型 aspartic protease であるという仮説が提唱され(Wolfe, Angeles, et al. 1999)(Wolfe, Xia, and 

Ostaszewski 1999)、酵素が疎水性環境である膜内で加水分解切断を行うという考えが発表された。だが、当初異論は多か

った。というのも、疎水性環境内で加水分解を行うのは事実上異常なことであり、またそもそも従来の aspartic protease

が持つ D(T/S) G(T/S)コンセンサス配列を持たなかった。しかしその後の研究で部分精製した γ-secretase 画分と PS１の

所在が一致し、逆に PS1 で免疫沈降した画分から γ-secretase 活性が確認されたこと(Li, Xu, et al. 2000)、TSA型 GSIの

標的分子が PS1、PS2 であることが分かったこと(Esler et al. 2000)、PSの第 7 膜貫通部位の aspartic acid 付近に存在す

る GLGD配列が、type 4 prepilin peptidase (TFPP)や signal peptide peptidase (SPP)の活性中心 aspartic acid付近の配

列と相同性を有すること(Steiner et al. 2000)(Haass et al. 2002)、そして rhomboidや S2Pなど膜内配列を切断する酵素

ファミリーが同定された(Wolfe and Kopan 2004)ことより、γ-secretase は PS を含む高分子複合体であり、PS はその活

性中心を担うと考えられるようになった。 

 

 

1.7 γ-Secretaseの分子実態 

先述の検討より γ-secretase は PS を含む複合体であることが予想され、その後構成因子の探索を行った結果、PS 以外

の構成因子としてまず St George-Hyslopのグループが Nicastrin (Nct)を最初に同定した(Yu et al. 2000)。続いて同様の

スクリーニングを線虫で行った結果、anterior pharynx-defective (Aph-1)と presenilin enhancer (pen-2)が PSと Nct変
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異と同じ表現型を示す遺伝子として同定された(Goutte et al., 2002)(Francis et al. 2002)。これらの因子と PSが高分子複

合体を形成し、γ-secretase が酵素活性を発揮するために必要であることが、複数の実験的手法により明らかにされた

(Edbauer et al., 2002)(Lee et al. 2002)(Steiner et al. 2002)(Takasugi et al. 2003)(Kim et al., 2003)。また更なる研究に

より、PS、Nct、Aph-1、Pen-2 の 4 つを共発現させることにより γ-secretase の再構成の成功が報告され(Edbauer et al. 

2003)、かつ哺乳類細胞に於いて過剰発現 γ-secretase の精製によってこれらの 4 つの構成因子以外のタンパクは確認でき

なかった(Fraering, Ye, et al. 2004)。よって、活性発揮に必要な γ-secretase 複合体の最小構成はこの 4 つのタンパクであ

ることが明らかとなった(図 8)。4 つのタンパクについての詳細は後述する。しかしながら、その後の研究より、少なくと

も一部の γ-secretase 複合体にはこの 4 つの構成因子以外のタンパクも組み込まれていることが確認された。一例を挙げ

るなら、TMP21 が ε-cleavage には作用せずに γ-cleavageをmodulate することが報告されている(Chen et al. 2006)。他

にも様々な膜タンパクが複合体に組み込まれる可能性が示唆されているが、このように切断に関与するものは酵素の基質

特異性に関与する可能性が大きく、より一層の理解が求められるだろう。 

しかしながら、γ-secretase 活性が発揮される為に全ての構成因子が揃っている必要は無いのかもしれない。後述の Nct

を欠損した γ-secretase はそれでも基質を切断することが可能であって(G. Zhao et al., 2010)、更に近年では PS1 と Pen-

2 だけで Notch切断が確認されたとの報告も上がっている(Hu et al. 2017)。特に後者の報告は興味深く、最低でも Aph-1

までは必要であるという今までの認識や、とりあえずは PS1 と Pen-2 だけで切れるのは Notch であるというある種の特

異性から、複合体の構成に基質切断の特異性が起因するとの可能性が浮上する。今後の研究発展が期待される。 

 

1.7.1 複合体形成 

γ-secretaseは段階的な過程を経て複合体を形成することが複数の研究によって示されている。まず RNAi法により Pen-

2 をノックダウンすると PS Full Length (FL)が蓄積するがこの時 γ-secretase 活性が失われ、またこの PS FLには Nctと

Aph-1 が必要であった(Francis et al. 2002)(Luo et al. 2003)(Takasugi et al. 2003)。また Aph-1 の過剰発現により PS FL

が蓄積し、Nct との共発現を行うとその蓄積が促進され、Pen-2 の発現を加える毎に PS が断片化し、γ-secretase 活性の

上昇が確認された(Takasugi et al. 2003)。さらに、Nctと Aph-1 は γ-secretase の成熟に先立ち安定なサブコンプレック

スを形成し、Nct の膜貫通領域が PS の C 末端側と相互作用する可能性も示されている他(Capell et al. 2003)(Morais et 

al. 2003)(Kaether et al. 2004)、γ-secretase の複合体は ERで生じることも示された(Kim et al., 2004)。PS1、Nct、Pen-

2 は ER-retention signal を持っており、golgi 体に誤って輸送されてきたタンパクを ERに送り返す役割を持つ Rer1pに

よって認識されるものもある(Jurisch-Yaksi et al. 2013)。以上の結果から、γ-secretase の複合体は以下のような過程を経

て形成されることが考えられる：まず Nct と Aph-1 がサブコンプレックスを形成し、その後 PS FL と相互作用して安定

化する。続いて Pen-2 が PS/Nct/Aph-1 複合体に加わることで PS FL が断片化し、γ-secretase 活性を獲得する。この複

合体が形成されて初めて γ-secretaseは COPⅡによって ERから輸送される(Jinoh Kim et al. 2007)。 

 

1.7.2 Nicastrin 

線虫、ショウジョウバエとマウスの Nicastrin (Nct)変異体、若しくはノックアウト個体では Notch シグナリング異常が

観察されるとともに APP の γ 切断の異常が確認され、Nct は γ-secretase の構成因子であることが考えられた(Chung et 

al., 2001)(Levitan et al., 2001)(Edbauer et al. 2002)(Li et al., 2003)。構造的特徴として、Nctは 709 アミノ酸からなる

Ⅰ型 1 回膜タンパクであり、高度に N型糖鎖修飾された巨大な膜外ドメインと短い C末端 tail を有する(Yu et al. 2000)。 

Nctは Aph-1 とサブコンプレックスを形成し、PSの CTFに結合すると考えられる(Fraering, Lavoie, et al. 2004)が、

PSのCTFに直接結合するのはAph-1であることが単粒子構造解析の結果から分かっている(Bai, Rajendra et al., 2015)。
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巨大な細胞外ドメインは amino peptidase と相同性を持ち sheddingを受けた基質の N末端側と結合することが示唆され

(Chen et al., 2001)(Shah et al. 2005)、基質受容体の機能を果たしていると考えられるようになった。100 を超える γ-

secretase の基質の特異性の低さ(Haapasaloa and Kovacsb 2011)と、切断の為に α-secretase や β-secretase などによる膜

近傍の第一段階切断を先んじて要するという特徴はこの考えに基づけば説明がつく。この時、高度に保存された D336-

S340から成るDYIGS motifが基質認識やタンパク間相互作用に大きく寄与していることが考えられている他(Kopan and 

Goate 2002)(Shah et al. 2005)、その直前の G333 が substrate recruitment pocket として機能するとの見解もある(Dries 

et al. 2009)。Nctの細胞外領域は large lobe (LL)と small lobe (SL)に分けることが出来、DYIGS motif は丁度その中間地

点に存在する。LL と SL は構造学的に酵素と基質の相互作用に影響を与え、LL と SL が回転することで initial binding 

site が露出することが提唱されている(Xie et al. 2014)。また、Nctの細胞外ドメインを破壊すると酵素がより長い基質を

も切断するようになることから(Bolduc et al., 2016)、Nct は γ-secretase の門番の様な役割を果たし、巨大な基質を物理

的にガードして不適切な切断が発生しないように制御しているとされる(Urban 2016)。近年ではシミュレーションの結果

から、LL が蓋のように開け閉めするだけでなく、膜貫通 domain に対して rotation すること、そして更にはこの蓋が開

く時に PS1 が”open”な構造、即ち活性状態になるも示唆されている他、蓋らしく細胞外 domain が閉じている状態では

GSM の結合量が著しく低下する(J. Y. Lee et al., 2017)。この時、F287 が蝶番の役割を果たすと考えられている(Bai, Yan, 

et al. 2015)(Lee et al. 2017)。膜貫通部位は近年の解析で α-helix構造をとることが明らかにされた。この時 GxxxG motif

が膜貫通部位内に存在し、Nctが dimer化する可能性も示唆されている(Li et al. 2016)。一方膜貫通部位の C末端から始

まる C末端 tail は γ-secretase 複合体形成に必要ではないとされてきた(Xie et al. 2014)。しかし、V696-A700 のアミノ酸

残基が solvent protected であることからこれらの領域が細胞膜や酵素のその他構成タンパクとの相互作用に関係すると

の知見や(Li et al. 2016)、構造上その付近の領域が Aph-1 と相互作用していると考えられることから(Bai, Yan, et al. 2015)、

C末端 tailも Aph-1 との相互作用を通じて複合体安定化へ寄与しているのではないかという見方が強まっている。なお興

味深いことに、MEF 細胞での検証により、PS1/Aph-1a/Pen-2 の Nct 欠損 γ-secretase 複合体が僅かながら基質を切断す

ることも確認されている(G. Zhao et al., 2010)。しかしこの 3 種のタンパクから成る特殊な複合体は大変不安定であるた

め、Nctはこの複合体安定化の働きをしているのではないかと推測された。 

Nctの細胞外ドメインの糖鎖修飾には 2段階あり、まずERに於いてNctは高マンノース型糖鎖付加を受けて immature

型 Nct (imNct)になり、その後ゴルジ体へと輸送されて複合型糖鎖付加を受け、imNct より寿命の長い mature 型 Nct 

(mNct)になる。この時、同時に trypsin 耐性を獲得することが知られている(Shirotani et al. 2003)。Psen1/2 double 

knockout 細胞では mNct が完全に発現しないことからこの一連の流れには PS を要することが明らかとなっているが

(Herreman et al. 2003)、同時に PSの分子内切断に先立って起こることも示されている(Watanabe et al. 2005)。mNctと

断片化 PS の量は相互制御されており(Leem, Vijayan, et al. 2002)、mNct が優位に PS と結合するため(Tomita et al., 

2002)、mNct は γ-secretase 活性の調節役を果たしていると考えられてきた。ところが、ゴルジ体に於ける糖鎖付加を阻

害しても Nct と PS は相互作用し且つ酵素活性に変化がなかったことから、mNct の複合型糖鎖付加は結果生じたものに

すぎず、γ-secretase 活性獲得には寄与しないと考えられるようになった(Shirotani et al. 2003)(Herreman et al. 2003)。 

 

1.7.3 Anterior Pharynx Defective（Aph-1） 

Anterior Pharynx Defective (Aph-1)はおよそ 30kDa の分子量を持つ、7 回膜貫通型タンパクである。Aph-1 は ERに

於いて imNctと安定なサブコンプレックスを作成し(Morais et al. 2003)、その後 PSの CTFと結合することで複合体に

組み込まれる(Steiner et al. 2008)。その機能は、PSの安定化や構造変化の惹起であると考えられている(Takeo et al., 2012)。
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GxxxG motif は helix 同士の相互作用に必要な配列であるが、Aph-1 の TMD4 にもその motif が存在し、PS との相互作

用や γ-secretase 複合体形成に重要であることが示されている(Lee et al., 2004)。 

Aph-1 には大きく分けて Aph-1a と Aph-1b の 2 つのアイソフォームが存在する。更に Aph-1a には splicing variant が

2 つ、それぞれ 247 アミノ酸の Aph-1aS、265 アミノ酸の Aph-1aLが存在する。Aph-1b は 257 アミノ酸であり、ヒトで

は以上 3 種類の Aph-1 を発現するが、齧歯類には Aph-1bの duplication によって Aph-1cなるものも存在する。3 種類の

Aph-1 はいずれも活性型 γ-secretase を構成できるが(Shirotani et al., 2007)、存在比率は部位によって異なることも明ら

かである(Hebert et al. 2004)(Dejaegere et al. 2008)。Aph-1a ノックアウトマウスは血管新生異常や奇形、体節形成異常

によって致死となる一方、Aph-1b とマウス特有の Aph-1c ダブルノックアウトマウスは致死とならない。さらに Aph-1a

が Notch シグナリングなどの多くの γ-secretase 活性に関与する一方で Aph-1b が Aβ 産生を担うことも示されているな

ど、異なるアイソフォーム間で異なる働きを担っていることが考えられる(Shirotani et al., 2004)(Serneels et al. 2005)。

実際、Aβ42の産生比率は Aph-1b を含む γ-secretase の方が Aph-1a が組み込まれた γ-secretase に比べて高いことが示さ

れている(Serneels et al. 2009)。 

 

1.7.4 Presenilin Enhancer 2 (Pen-2) 

Pen-2 は 101 アミノ酸からなるタンパクである。線虫に於いて PS と Nct 変異と同じ表現型を示す遺伝子として同時に

pen-1 も同定されたが、後にそれは aph-1 と同一であったことが判明している(Francis et al. 2002)。γ-secretase の構成因

子で最小のタンパクであり、従来は 2 回膜貫通型タンパクであると考えられていたが、最新の構造解析の結果、第 2 膜貫

通領域(TMD2)が膜内部で折れ曲がり、極短の TMD3が存在する特殊な構造を有することが分かった(L. Sun et al. 2015)。

同年に生化学的にもこの理論が実証されている(Zhang, Yu, and Sisodia 2015)。Pen-2 の RNAi により PS/imNct/Aph-1

の複合体量が増加すること、Pen-2 と結合しない変異 PSを含む PS/imNct/Aph-1 複合体は PS full length (FL)が増加す

ること(Watanabe et al. 2005)などから、Pen-2 は複合体に最後に組み込まれて PSの分子内切断や Nctの成熟に関与する

と考えられ(Takasugi et al. 2003)(Prokop et al., 2004)、未成熟 γ-secretase の ERへの局在保持(Fassler et al. 2010)や γ-

secretase の構造変化などに寄与する機能(Takeo et al. 2012)も報告されている。 

構造上の特徴としては PSの TMD4 にあるWNF motifに結合することが示唆されている。これは、WNF motifを AAA

に置換したところ Pen-2 との結合が見られなくなったことや、膜タンパクの CD4 に TMD4 を挿入した人工タンパクが

WNF配列依存的に Pen-2 と結合したことからそう考えられている(Watanabe et al. 2005)。また、Pen-2 の TMD1 N末

端側を無関係な膜タンパク SEREBPの TMD2と置換したところ PS1 の断片化が観察できなくなったことより、TMD1 N

末端が PS1 との結合に必要であると考えられている(Kim et al. 2005)。なお、最 N末端側は Nctの細胞外ドメインと相互

作用していることが示唆されている(L. Sun et al. 2015)。Pen-2 は Substituted Cysteine Accessibility Methods [SCAM; 

(Cai and Tomita 2018)]による詳細な構造解析も行われている。数年前の報告では Pen-2 TMD1 の細胞外領域に親水性領

域が存在することが示され、同時に Pen-2の E49が PS1 CTFとクロスリンクされた。さらに Pen-2 の細胞側ループ領域

が PS1 TMD8の 6.8Å以内の距離にあることも報告された(Bammens et al., 2011)。また、Pen-2 のN末端側のタグによ

る伸長により、タグの種類非特異的に Aβ42 産生が増加したものの、Aβ総量の変化は確認できず、また活性中心に面する

PSのアミノ酸残基の親水性環境が変化したことも報告され(Isoo et al. 2007)、Pen-2の N末端は PSの活性中心ポアの構

造を変え、γ-secretase の活性をmodulate する可能性が示されている。 

 

1.7.5 Presenilin 
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PS には PS1 と PS2 の 2 つのアイソフォームがあり、それぞれ 467 と 448 アミノ酸からなる 9 回膜貫通タンパクであ

る(図 9A)。γ-secretase の活性中心を担うだけあって FAD 変異の多くはこのタンパクに分布しており、中でも TMD 領域

などの疎水性の高い部位に多く分布する(Jozwiak et al. 2006)。PS1 と PS2 いずれも γ-secretase 活性を与えることが分

かっているが(Strömberg et al. 2005)、PS2 以上に PS1 ノックアウトマウスが重篤な表現型を示すことから、生体内では

PS1 を含む γ-secretase が主要であると考えられている(Herreman et al. 1999)。 

γ-secretase 複合体が形成された後、PS は分子内切断を受けて N-terminal fragment (NTF)と C-terminal fragment 

(CTF)に分解する(Thinakaran et al. 1996)。この時 TMD6と 7 の間で分裂が起きるが、TMD6 直後の Helical Loop (HL6)

がごっそり抜け落ちる為、NTF と CTF の分子量の総和は FL より若干小さい。NTF と CTF は 1:1 で安定なヘテロダイ

マーを形成する(Seeger et al. 1997)。分子内切断と γ-secretase 活性は密接な関係があり、活性中心である D257 の Alanine

変異は γ-secretase 活性を失い、分子内切断も確認できない(Brunkan, Martinez, Walker et al.,2005)。とはいえ、切断部

位を欠いた PS1 ⊿exon 9 変異体や切断配列の変異である PS1 M292Dは分子内切断を起こさないが、γ-secretase 活性は

保持されていることも知られており(Prihar et al. 1999)(Steiner, Romig, Pesold, et al. 1999)、断片化によって活性化され

るわけではないと考えられる。 

活性化機構の 1 つとしては、PSの活性中心の構造変化がその実態であるという仮説がある(Takeo et al. 2012)が、未だ

詳細は明らかにされていない。しかし様々な研究により、γ-secretase の活性状態と PS1 の大まかな構造との関連は明ら

かにされつつある。FAD を PS1 に導入した時、PS1 の NTF と CTF、若しくは細胞質側の HL6 がより近接した位置関

係、所謂“closed”な構造をとることが示唆されている(Berezovska et al. 2005)(Uemura et al. 2009)。その一方で、Aβ42産

生比率を下げる NSAIDs 型 GSM などを添加した場合には、PS1 が逆に“open”な構造をとることが報告されている(Lleó 

et al. 2004)(Uemura et al. 2009)(Ohki et al. 2011)。こうした構造変化の全容は明らかになっていないが、近年の ANM 

analysis、CG MD simulation などからは PS1 が「息をする(breathing)」ように伸縮していることが観察され、TMD2、

3、7 から成る領域(主に N190-S132 の距離)と TMD2、6、9から成る領域(主に S132-D450 の距離)が逆相関して伸縮する

(Lee et al. 2017)。これらの結果から、閉じた構造、開いた構造と γ-secretase の活性に強い相関があることが考えられる。

ところが別の研究では、FAD 変異ではなく GSI を入れた時にも γ-secretase 全体が“closed”な構造をとる傍らで、FAD の

1 つである⊿exon 9 mutationを導入した時に γ-secretase が“open”な構造をとることも示されている(Elad et al. 2015)。

勿論 γ-secretase が閉じた構造をとるからと言って構成因子の PS1 も“closed”であるとは限らないが、γ-secretase の活性

とその構造、及び PS1 の構造の間には、もう少し複雑な関係がありそうだ。 

“open”な構造の持つこの二方向性の意味について、近年の γ-secretase のシミュレーション解析が一歩進んだ結果をもた

らしている。細胞膜に埋まっているという条件の基では γ-secretase は”open”、”semiopen”、”closed”の 3 つの conformation

を主に取るが、A β peptide との結合シミュレーションを行った所、最も結合定数が大きかったのは”semiopen”な構造であ

ったという(Somavarapu et al., 2017)。つまり、酵素が”closed”な、若しくは”open”過ぎる構造のどちらに変化するのは

FAD変異や GSI の種類によって決められ、何れも γ-secretase の活性を落とす結果に落ち着くことが考えられる。 

ところで、PS1 は活性中心を有することから、γ-secretase構成タンパクの中でも最も詳細に研究が進められてきた。以

下に PSの各主要領域の考えられる機能や役割をまとめる。 

 

1.7.5.1 Transmembrane Domain 1 

Transmembrane domain 1 (TMD1)は PS1 では G78 から I100、PS2 では G84 から I106 までの 23 アミノ酸領域であ

る(Takagi et al., 2010) (図 10)。初期の解析で変異体を用いた検討の結果、TMD1と TMD2 の deletion 型 PS1 は断片化

が起きず、γ-secretase 活性が失われることが報告された(Leem, Saura, et al. 2002)。この報告より、TMD1は PSの機能
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ドメインであると考えられるようになった。特にアミノ酸レベルでの詳細な検討によって、TMD1 C末端付近の V96が γ-

secretase 活性の発揮に重要であることが示唆されており(Brunkan, Martinez, Wang et al., 2005)、実際 SCAMなどに用

いる為の V96C Cys(-) mutant PS1 は、発現すらしない数少ない single cysteine mutantである。また swap変異を用い

た検討では、TMD1は複合体の安定性へ寄与することが示唆されている(Watanabe et al., 2010)他、TMD1は基質との作

用を示唆させるような解析報告が多数なされている。 

TMD1が機能ドメインであることが報告された頃、TMD1は APPや Notchなどの基質との結合が確認され、基質認識

や保持を含む基質結合の働きを担うことが考えられた(Annaert et al. 2001)(Gupta-Rossi et al. 2004)。SCAMを用いた解

析では、N 末端側の V82 と L85 が基質との相互作用がある残基であると考察されており(Takagi et al. 2010)、近年 L85

は APPのみと相互作用し、Notch とは結合しないとの考察もなされている(Zhou et al. 2019)。一方、基質との結合のみな

らず、基質選択性や Aβ の産生比率の決定にも大きな関与があると考えられている。アミノ酸としては、TMD1 中央付近

に位置する F86 の cysteine 置換体 PS1 が Aβ産生と E-cadherin 切断の大幅な減少を認めたのと共に、Notch切断は保持

されていたことが確認され(Takagi et al. 2010)、TMD1の基質選択性への関与を示唆している。一方、phenylpiperidine

型 GSMであるMerck社の GSM-1 が TMD1を結合ターゲットとしていることも明らかにされ(Ohki et al. 2011)、直接的

な結合ではないものの別型の phenylimidazole 型 GMSは TMD1 直下の Y106 との相互作用が示されている(Takeo et al. 

2014)(Cai et al., 2017)。更に興味深いことに、TMD1を別のタンパクである CLAC-Pと置換したところ、Aβ42、45、48

など Aβ42 産生系列に属する長さの Aβの産生のみが産生抑制され、その時 CLAC-Pと PS1 TMD1 の性質の類似したアミ

ノ酸残基が α-helixの片面に集中して分布していたことから、TMD1 は helixの別々の面でそれぞれ Aβ40 系列と Aβ42 系

列を認識している可能性も報告された(Ohki et al. 2014)。これらは TMD1が Aβ産生比率の決定に重要な役割を持つこと

を示す研究報告である。 

構造学的に重要な知見も 1 つ得られている。Takagi らは L-685,458、DAPT、pep15 の添加時に TMD1 N 末端の G78

が膜外の開いた親水性環境へ、C 末端の I100 が膜内の疎水性環境へ移動することを示し、この動きから γ-secretase 活性

を阻害した時に TMD1 全体が細胞内親水性環境方向に１アミノ酸分「piston movement」をすることを見出した(Takagi 

et al. 2010)。事実この垂直方向の運動は integrin (Williams et al., 1994)や電位依存性 k+ channel (Gandhi et al., 2003)、

β2-adrenergic receptor (Spijker et al., 2006)など幾つもの膜タンパクに於いて、リガンドとの結合時に引き起こされるこ

とが報告済みであり、そのうち電位依存性 k+ channel では膜電位の変化時にこの垂直運動が観察されることも知られてお

り(Gandhi et al. 2003)、様々なタンパクで機能発揮に重要な動きであると考えられている。Takagi らは引き続きこの動き

を検証し、C 末端直下の K101 と S102 をターゲットとする抗体 9D11 を作成し、予想される TMD1 の動きを阻害したと

ころ、γ-secretase 活性が低下した(Takagi-Niidome et al., 2013)。以上のように γ-secretase の基質との作用を考察する上

で TMD1は重要なドメインであり、今後更なる詳細な解析が待たれる。 

 

1.7.5.2 Helical Loop 1 

Helical loop 1 (HL1)は PS1では K101 からM139 までの 39 アミノ酸から成る膜外領域である(図 10)。TMDの予想プ

ログラムから HL1 の領域は幾つかの可能性が示されているが、SCAM による各アミノ酸の親水性領域への露出調査の結

果、I140 から急激に親水性が低下し膜内疎水環境の増加が示唆されたことより、先述の領域が HL1 に該当すると考えら

れる。全体が膜外領域に属し自由度の高い構造を有しているが、T122 から S132の 11アミノ酸で α-helix構造を取ること

が報告された(Takagi-Niidome et al. 2015)。これは SCAMによるMTSEA-biotin の標識率に該当領域で 3~4 アミノ酸毎

に周期性を認めたことを起点とし、二次構造予測ソフトで α-helixを取るという予測結果及び T122 からの S132 の配列を

持つ短ペプチドが α-helix のスペクトルを示したことから結論付けられたものである。この helix 構造は γ-secretase が活
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性を発揮するのに重要な役割を持ち、生物種間の保存性は高くない一方で多くの生物で α-helix 構造をとることが二次構

造予測ソフトから推測されている(高木穏香 博士論文)。更に最近の単粒子構造解析の結果からは、確かに当領域は α-helix

を形成しているが、TMD2と直接連結しており、TMD2の膜外領域であるとの報告も出ている(Bai, Rajendra, et al. 2015)。

よりミクロな研究では、helix 内部とその直後に位置する L130 と L134 に helix breaker である proline を置換したとこ

ろ、γ-secretase 活性が失われることがわかっている(Takagi-Niidome et al. 2015)。この時、Aib ペプチド型 GSI の結合部

位が消失していることも確認されており、更に変異体が α-helixのスペクトルを示さず、且つ L130と L134 の単独変異は

γ-secretase 活性を残していたことなどから、α-helix 構造自体が機能欠損に繋がっていることが考えられる。しかしこの

helix breaker の導入にも関わらず、TSA型 GSI の結合部位は形成されていたことも確認されており、この報告は基質結

合部位と活性中心は独立したプロセスで形成されていることをも証明している。なお、SCAM による標識率からこの α-

helixは部分的に細胞膜に埋もれていると考えられる。このような、脂質との相互作用の為に膜に埋もれる構造は既に知ら

れてはいるが(Enkvetchakul et al., 2007)、γ-secretase に於いてこの現象に具体的にどのような役割があるのかは明らか

になっていない。 

また、HL1 冒頭に位置する 3アミノ酸、K101、S102 と V103 は SCAMでのラベル率が著しく高い(Takagi-Niidome et 

al. 2015)(Cai et al. 2017)。恐らく膜脂質と殆ど相互作用していないだけでなく、立体的に突き出たヘアピンのような構造

をとっていることが考えられる。先述の TMD1 の piston movement の時に蝶番やバネのような働きをしていることが構

造上考え得るが、この点について深掘りした報告はなく、未だ詳細は不明である。 

HL1 の機能については、基質に関与するものが幾つか報告に上がっている。HL1 の α-helixを形成するアミノ酸の最後

の 1つ S132は pep15による標識競合が確認できたことから、基質結合部位であることが示唆されている(Takagi-Niidome 

et al. 2015)。事実基質である APPの内腔側領域が切断活性に関わるという研究報告も有り(Tian et al., 2010)、S132 が基

質と相互作用する可能性は高い。一方、この α-helix を形成する S132 付近の領域内部は FAD 変異が少なく、その僅かな

FAD 変異も α-helix を破壊しないだろうと二次構造予測ソフトから推測されている。つまり、この領域は Aβ の産生比率

決定には大きな影響を与えないことが考えられる。とはいえ、近年の報告では APPの内腔側の膜内領域が PS1 NTFと比

較的強く相互作用することや(Fukumori and Steiner 2016)、PS1 の Q112Cと C83 の V695 C が disulfate 結合でしっか

りと cross-linkされることも報告されており 

(Zhou et al. 2019)、場所こそ違えど HL1 が基質結合の役割を持つことを支持する内容でもある。また、その α-helix形

成領域を含めた HL1 内の広範囲のアミノ酸欠損変異体を作成したり、複数個の残基をまとめて alanine に置換する

Alanine Scanning を行ったりしたところ、APP と Notch と cadherin 切断それぞれ特異的に切断したり切断抑制したり

することに成功したという報告もある(Gong et al. 2010)。 

HL1 の前半部分は特に大きな構造的特徴を有していることを示す報告は出ていないが、phenylimidazole 型 GSM の主

要結合部位が Y106 であることが示されている(Takeo et al. 2014)(Cai et al. 2017)。同時に、そこへの GSMの結合が結合

部位直前の TMD1 を内腔側へ引き上げていることも示されている。基本的にこれは生化学的に証明されているが、

draggability simulation の結果もこれを支持している(Lee et al. 2017)。ANM simulation の結果からは、Y106 と Y115、

Y240の tyrosine が稼働性が高く、PS1 のダイナミクスに大きく関与するとされている(Lee et al. 2017)。、また、HL1 の

N 末端側の K101 から D110 までのアミノ酸 single deletion 変異 PS1 は例外なく野生型 PS1 に比して Aβ42 産生比率を

上げていることも分かっている(Cai et al. 2017)。この現象は、アミノ酸残基の欠損によって HL1 全体や TMD1などを含

む周辺構造が flexible な動きを抑制され、野生型 PS1 が取るべき活性型構造を取りづらくなった結果であると筆者は考え

ている。以上の研究報告などから、HL1 前半部分は Aβ産生比率を決定する動きの引き金となり得る領域であると考えら

れる。 
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1.7.5.3 Transmembrane Domain 2 

TMD2 は PS1 では I140 から始まる膜貫通領域である(図 10)。構成領域は様々な議論があったが、Takagi らの SCAM

解析により、M139 以前は膜外親水性環境に属していることが分かった(Takagi-Niidome et al. 2015)。TMD2の C末端側

の終わりについては当初 9 つ程度の短い HL2 が続いていると考察されていたが、C末端側の SCAM 解析の結果、PS1で

は C158 と Y159 が膜内親水性環境に面しており、その前後については疎水性の高い環境に埋もれていることが示唆され

た(高木穏香 博士論文)。即ち、TMD2 の膜内配列はたったの 18 残基程度であり、膜内で折り返して TMD3へ続いている

ことが示唆されたわけであるが、膜を一度貫通せずに内部で折れ曲がる構造を持つタンパクは予てより報告されており

(Shinoda et al., 2009)、先述した Pen-2 なども含め膜内ループを持つタンパクは存在する。最近の単粒子構造解析による

γ-secretase の構造解析でも、確かに TMD2 と TMD3 を繋ぐループは高い位置に存在していることが確かめられている

(Bai, Rajendra, et al. 2015)。 

TMD2の機能としては、基質の結合部位の役割を持つことが強く考えられてきた。pull down assay や免疫共沈降によ

って基質結合部位の可能性が示された後(Annaert et al. 2001)(Gupta-Rossi et al. 2004)、PS1 の TMD2を CD4 に置換し

た swap体が pep11のプローブ化合物 pep11-Btと結合しないことから、その可能性は一層高まった(Watanabe et al. 2010)。

また、γ-secretase は膜内に親水性の活性中心を持ち加水分解を行う酵素である為、大まかな切断機構として疎水性環境下

に存在する基質結合部位にまず基質が結合した後に何らかのステップを踏んで親水性の活性中心へ移動するものと考えら

れる。また先述の通り TMD2全体が疎水性環境下にあることが明らかとなっており、これらを併せると、TMD2は基質結

合部位でも特に基質進入時に最初に結合するゲートのような役割を持つことが考えられる。最近のシュミレーションから

も、TMD2/3、3/4、4/5 各々の間の loop領域がとても短く、細胞膜を突き抜ける基質が侵入する上での障害になるという

こと(Somavarapu et al., 2017)、TMD2と TMD6の間の距離が大きく変動すること(Kong et al., 2015)、TMD2自体が γ-

secretase の conformation によって大きく構造を変える可塑性の高い domain であり、且つの可塑性は DAPTの添加によ

って大幅に低下すること(Bai, Rajendra, et al. 2015)など、TMD2 が基質を取り込む lateral gate であることを支持する報

告は何件もある。 

一方、興味深いことに TMD2の FAD変異を α-helix上に並べると、片面に集中することから(Hardy and Crook 2001)、

TMD2 の片面だけが基質との相互作用を起こしている事も考えられる。さらに TMD2 の半分の 9 個のアミノ酸残基を

valine、threonine、isoleucine が占め、これらは全て β-branchedアミノ酸である。しかもこれらの殆どは α-helix上にほ

ぼ一直線上に並び、γ-secretase の外側を向いていることも特筆に値する。β-branched アミノ酸はそのエントロピーの高

さから helixを回転異性体的に制約し、TMD間の相互作用を助長すると考えられている(MacKenzie et al.1998)。基質で

ある APP 側にも切断部位周辺に valine などの β-branched アミノ酸残基が同じように密集している。ところが Notch な

どその他の基質では切断部位付近にそのようなアミノ酸が集まっているわけではなく、このことより TMD2 と APP の間

に何らかの特異性が発生している可能性もある。 

 

1.7.5.4 Helical Loop 2 

HL2 は先述の通り C158 と Y159 のみからなる短小ループである(高木穏香 博士論文)(Cai, Morishima, et al. 2019) (図

10)。これは SCAM を用いた解析結果であるが、構造予測ソフトではその付近のアミノ酸数残基を含む 10 弱のループが

HL2 の実態であるという結果であった。この差については、K155、R157、K160 などの電荷を持つ残基が関わっている

と考察されている。SCAMでは必ず検出対象を cysteine に置換しなければならず、元々が荷電性残基であった場合置換す

ることで電荷を失い、その結果疎水性環境へ埋もれ込み、標識されなかったということである。このことから考えると野
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生型 PS1 の HL2 はもう少し長いループを有していることは十分にありえる。しかし単粒子構造解析では HL2 は少なくと

も膜内にあることがわかっており、その点に関して整合性は取れている。 

 

1.7.5.5 Transmembrane Domain 3 

PS1 の TMD3は K160 から L182 までのアミノ酸から成るとされる(Cai, Morishima, et al. 2019) (図 10)。C末端につ

いては SCAM の検討から、嵩高さにより膜外親水性環境下にある cys 残基のみを認識できる MTS-TEAE によって

MTSEA-biotin のラベルに競合がかかったことより、G183 以降は膜外にあることが明らかとなった。TMD3 はドメイン

をまるごと置換しても野生型とほぼ同様の代謝を受け、且つ酵素活性をある程度保持できるとの報告があり(Watanabe et 

al. 2010)、この時顕著な Aβ42 産生比率上昇と Notch 切断効率が著しく低下していた。FAD 変異を有する PS が loss of 

function 型変異であることを考えると、この表現型は非常によく似ており、TMD3が酵素の活性に直接関与していること

を強く示している(De Strooper 2007)。なお、現在までに知られている中で最も強力な FAD変異である L166Pは TMD3

の細胞内側に位置し、この変異の存在下で各種薬剤への感受性が低下することが知られている (Kornilova et al., 

2006)(Page et al. 2008)。また TMD3 は γ-secretase 阻害剤の potencyを決定するドメインでもあることが分かった(Zhao 

et al. 2008)。同時に alanine scanning も行った結果、TMD3 内の幾つかの残基の変異が様々な阻害剤の potencyを変化

させ、TMD3が阻害剤の結合部位としても重要である可能性が示唆された。 

構造学的な観点からでは、SCAM の検証により複数のアミノ酸残基にMTSEA-biotin ラベルが入ったことから、TMD3

は活性中心ポアに面していると考えられる(Cai, Morishima, et al. 2019)。なおこの時ラベルを確認した残基は α-helix構

造の一面に集中し、且つ TMD3の内腔側に多いことも確認されている。これより、TMD3 は内腔側の半分で活性中心を形

成しているドメインであると考えられる。また、TMD3 は γ-secretase の活性に相関してドラスティックな動きをするこ

とが確認されている。SCAMの結果から、GSMや Aβ42 産生比率を低下させる変異を入れた時に TMD3の面する親水性

環境が全体的に広がることが確認されている。最近の電子顕微鏡による解析では γ-secretase 活性が上昇した時に酵素全

体が extended conformationをとることが観察されており(Elad et al. 2015)、TMD3 周りの親水性環境の増加、即ち活性

中心ポアの拡大はその一環の動きであることが考えられる。またこのような構造変化を与えた GSM は HL1 に結合し 

(Takeo et al. 2014)(Cai et al. 2017)、TMD1ともTMD3とも異なるTMD5に位置するAβ42産生減少mutation V236S(Cai, 

Morishima, et al. 2019)からも同様の構造変化が確認できることなどから、TMD3のこの動きは一連の構造変化において

かなり下流の動きであることが考えられる。Aβ42 産生増加時に関しては、TMD3 の内腔側と細胞質側で若干異なる動き

が確認されている。幾つかの FAD 変異を導入した時、TMD3 内腔側では親水性環境が減弱するのに対し、細胞質側では

親水性環境に有意な変化が見られない(Cai, Morishima, et al. 2019)。これは元々内腔側の方が広い親水性環境に面してい

たことにより、細胞質側より変化がドラスティックに観察できたからであろう。タンパク構造シミュレーション解析では、

面白いことに γ-secretaseの構造変化に伴い TMD3のN末端側と活性中心の距離が大きく変動すると言う結果を出してい

る(Somavarapu and Kepp 2017)。論文の著者らは、構造変化が見られたのが TMD3の一部であること、且つそれが TMD2

側の領域であることから、TMD3 の構造変化単独が基質の切断に大きく作用するとは考えにくく、TMD2と共役している

可能性を主張しているが、親水性環境が Aβ 産生比率に大きく関与することから、TMD3 自体に大きな役割があることは

確からしいだろう。 

一方よりミクロな視点では、TMD3 内部でもW165 と S169の重要性が指摘されている。S169 は cryo-EMで解かれた

γ-secretase と C83の複合体構造に於いて C83 の I712 と水素結合することが示されており、W165 は V715 との相互作用

と S169 の安定化作用を持つとされている(Zhou et al. 2019)。留意したいのは、解析で用いている γ-secretase は D385A

変異を導入して活性を失っている為、ε 切断が行われる前の段階の相互作用を反映しているということである。事実 I712
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は Aβ40 と 42の切断部位の間にある残基であり、γ切断が進行するにつれて基質が離れる、若しくは基質を活性中心に運

ぶような動きをする可能性があるだろう。加えて上記の通り細胞質側の構造変化が大きいことから S169 を中心としてこ

の領域が γ切断を最終的に決定する部位の 1 つである可能性は高い。 

 

1.7.5.6 Transmembrane Domain 4 

PS1 に於ける TMD4は V191から I213 までのアミノ酸残基から構成される(図 10)。SCAMの解析から殆どの残基が疎

水性環境に位置しているが、TMD4 の C 末端側細胞質側の数残基にラベルが入り、親水性環境に面していると考えられ

る。その為、TMD4 は C 末端側に移行するに連れて活性中心に近づき、またポアを形成していると考えられている

(Tominaga et al., 2016)。活性中心ポア形成付近の疎水性アミノ酸残基 G206、G209、I213 は種間の保存性が高いことが

知られ、活性に重要な役割を果たすと考えられる。これらの残基は活性中心から離れた場所に位置するが(Bai, Rajendra, 

et al. 2015)、酵素の活性化に伴う構造変化は確認されている。先述の I213 は親水性環境に面しており、MTSクロスリン

カーによる残基間の距離測定の結果、酵素活性上昇時に I213 が活性中心に近づき、活性減少時には活性中心から遠ざかる

ことが示されている(Tominaga et al. 2016)。また、G206と G209 には幾つもの FAD変異が報告されている(Poorkaj et 

al. 1998)(Park et al., 2008)(Chen et al. 2014)(An et al. 2016)。2016 年現在までに併せて 7 つのmutation が知られてい

るが、親水性や疎水性、サイズまで変異先のアミノ酸残基の特徴は多岐に渡る。これは、glycine は α-helix 中では helix 

breaker としての機能を果たし(Dong et al., 2012)、glycine が存在することで TMD がより flexible に動くことができる

が、アミノ酸置換によって電荷や bulky 度による障害が発生し、TMD が十分に構造変化を起こせなくなることが原因だ

と考えられる。 

また、TMD4内で特筆すべき特徴は、中間に位置するWNF motif であろう。Pen-2 の項目で記述したが、ここは Pen-

2 との結合領域であることが示されている(Watanabe et al. 2005)(Kim et al. 2005)。元々DDM による γ-secretase の可溶

化を行うと、PS1 CTF と Aph-1/Nct のサブコンプレックス、そして PS1 NTF と Pen-2 のサブコンプレックスの 2 つに

解離することが知られており(Fraering, Lavoie, et al. 2004)、PS1 NTFと Pen-2 の相互作用は示唆されていた。Watanabe

らは TMDをまるごと置換する swap変異体を作成したところ、TMD4 swap体のみに Pen-2との結合が見られないこと、

CD4 のキメラタンパクの解析から TMD4 が Pen-2 に直接結合することを示した。更にその後の解析で WNF の 3 アミノ

酸からなる WNF motif が結合に重要であること、そして特に N204 の mutation が Pen-2 との結合を顕著に失うことか

ら、N204 の面する境界面が Pen-2 との結合面であるだろうと考えられた。 

 

1.7.5.7 Helical Loop 4 

HL4 は TMD4 と TMD5 の間に位置し、H214 から R220 までの 7 アミノ酸から構成される(図 10)。特にその中間に位

置する G217 は面白いことに SCAM による標識がなされず、膜内に埋め込まれていることが考えられる(Tominaga et al. 

2016)。また G217 には Arginineと Aspartic acidの 2 種類の FAD変異が知られており、いずれも疎水性残基から親水性

残基への変異であることから、ループ中間の親水性の程度が Aβ42 産生比率に影響を与える可能性がある。 

 

1.7.5.8 Transmembrane Domain 5 

PS1 に於ける TMD5は L221から F237 までである(図 10)。SCAM の結果から L226と V236 が親水性環境に面してい

ることが示されたが、内 L226 は興味深いことに広い親水性環境に面している。しかし、TMD5 のアミノ酸残基の多くが

疎水性であり α-helix構造をとっていること、そして細胞膜の厚さが 30Åであるため最低 20程度の数の残基からなる helix

構造を有する必要があること、及び HL4 以後にも複数の疎水性環境に存在するアミノ酸残基があることから、L226 は膜
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外にあるわけではなく、代わりに周囲に特異的に広い親水性環境が広がっていると考えられる。事実 L226は L383と L387

と直接架橋できるほど近接しており、活性中心付近の広いポアに面していることが考えられた(富永綾 博士論文)。また、

TMD5 の C末端側 V236 と F237 の cysteine mutant はそれぞれ著しく Aβ42 産生比率を低下、増加させることが示され

ており(Tominaga et al. 2016)、この領域が Aβ42 比率決定に重要である可能性がある。 

 

1.7.5.9 Transmembrane Domain 6 

TMD6の殆どの残基が疎水性環境に面しているが、活性中心である D257 の他、A246、L250、A260 が親水性ポアに面

しているとされている(Sato et al., 2006) (図 10)。TMD6の中心付近には活性中心の D257 が存在する。ここは変異導入に

より基質切断活性が完全に失われることが報告されている(Wolfe, Angeles, et al. 1999)(Wolfe, Xia et al., 1999)。また、こ

の aspartic acid を含む周辺配列は YD motifと呼ばれ、種間の保存性が非常に高いことが知られている。更に言えば、こ

こは xYDxx motif と呼ぶこともでき、この xには valine や alanine などの疎水性残基が当てはまり、YDと同じように種

間で高度に保存されている(Smolarkiewicz et al., 2014)(Dang et al. 2015)。このmotif内に分布する FAD変異は 2019年

現在、1 つを除いて全く報告されておらず(Miklossy et al. 2003)、それは僅かな構造変化自体が γ-secretase 活性を著しく

損ない個体に致命的な表現型を与えるから、もしくは疎水性残基同士の置換であれば有意な活性変化を来さないから、な

どであると考えられよう。活性中心付近の疎水性残基らの具体的な重要性は特に分かっていないが、活性中心の aspartic 

acid との親水性のメリハリをつけることで、TMD 構造を強行に保持しつつ D257 を活性中心ポアに突き出させているよ

うな構造を取らせているのだろうと考えている。 

また、近年の電子顕微鏡による解析に於いて、基質が入り込むと大きく構造変化を起こすことも明らかになってきた。

元々TMD6 は一本の helix 構造を取っているのだが、基質が入り込むと A260 前後を中心として折れ曲がり、直後が短い

α-helixを形成する(Zhou et al. 2019)。この付近の領域では折れ曲がった後、特に R278 や E280 が TMD2の Y154 やHL2

の Y159、L271や T274 が V151 や Y154 と水素結合や van der Waals 力によって安定化されることが示されている。興

味深いことに、結合に関与している残基の多くに FAD 変異が発見されており(Rogaeva et al. 2001)(Kwok et al. 

2003)(Hattori et al. 2004)、基質と酵素の複合体の安定性に関与し γ切断を決定している 1 つの要因であることが強く伺

える。 

 

1.7.5.10 exon 8 領域 

PS1 の exon 8 領域は、正確には TMDや HLを形成しているわけではなく、D257 から S290 までをコードし、種間で

高度に保存されている領域である。また、exon 8 領域内には多数の FAD 変異が報告されており、且つ極僅かではあるが

exon 8 領域を欠損した alternative splicing isoform が脳内に存在し、それらは γ-secretase 活性を失っていることも知ら

れており(Rogarv et al. 1995)(Rogaev et al. 1997)(Kwok et al. 2003)、この領域が γ-secretase 活性獲得過程に於いて重要

な働きを担っていることが考えられている。ちなみに⊿exon 8 PS1は D257 を回復させても Aβ産生と Notch切断が観察

されなかったため、exon 8 欠損による構造変化自体に原因があると考えられる(渡邊直登 修士論文)。更に、本領域内の詳

細な検討により、PS1 NTFと PS1 CTFの共発現解析では Y288 が酵素活性発揮に重要であること(Laudon et al. 2004)、

T281 と L282 が一部 GSI の potencyを決定していること(B. Zhao et al., 2008)、L271Vの FAD変異が exon 8 の splicing

を変化させ Aβ42 比率上昇に繋がること(Kwok et al. 2003)、⊿exon 8 PS1は Nctとの相互作用が確認され複合体に組み

込まれていることが示唆されつつも、PS1-/-マウスの示す phenotype を回復させない(Brautigam et al. 2015)、⊿exon 8 

PS1 を組み込んだ γ-secretase の活性消失は特に保存性の高い C263 から N279 までのアミノ酸残基が関与していること

(渡邊直登 修士論文)などが示されてきた。また、⊿exon 8 PS1 を含む γ-secretase は野生型と同様ゴルジ体への輸送が確
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認されており(渡邊直登 修士論文)、これらの知見から exon 8 領域を欠損していてもゴルジ体への輸送まではしっかりと

されるが、その後の PS1 の自己断片化やそれに伴う基質切断活性の発揮に何らかの支障が出ていることが考えられる。未

だ exon 8 領域の明確な役割は示されていないが、この領域が活性中心 D257 を含み、PS活性化に伴う自己断片化時の切

断部位である T291/M292(Steiner, Romig, Pesold, et al. 1999)に隣接した領域であることを考えると、exon 8 は基質を活

性中心に提示する働きや、自己断片化後の hetero dimer形成に関わっているという説が濃厚だろうか。 

 

1.7.5.11 Transmembrane Domain 7 

PS1 の TMD7 は C 末端に G394 が位置し、中間に活性中心の D385 が存在する(図 10)。N 末端については定かではな

いが、恐らく L383 であると考えられる。これは SCAMの結果から細胞質側については R377 から L383 (G382 を除く)ま

でが細胞内外親水性環境に面していること、内腔側については I387 を除く全てのアミノ酸残基が疎水性環境下にあるこ

とから、当初 F388 から G394 までが half-helixを形成し、それより N末端側は loop様構造をとることが考えられたのが

始まりであり(Sato et al. 2006)、その後単粒子構造解析の結果では L383 が α-helix の N 末端に位置するという結果が報

告され(Bai, Rajendra, et al. 2015)、以前の SCAMの結果を支持するものとなった。 

TMD7の機能は基質切断時の鋏の刃の片割れを TMD6と共に担うことである。TMD7にも幾つかの FAD変異が報告さ

れており、また SCAM 実験に於いて cysteine への置換で活性を著しく落としたり、若しくは発現自体を損なったりする

残基が多い。例えば Y389と S390 は cysteine への置換によって発現自体はある程度保持できたものの、Aβ産生は著しく

低下していたことが報告されている(佐藤千尋 博士論文)。これは、それぞれの持つ phenol groupや hydroxy group が基

質切断時に於ける電子供与や、水素結合による触媒部位の構造保持に関わっていた為、cysteine への置換でそれらの機能

が失われたからであると考えることができる。 

TMD7には活性中心 D385 を含む GxGD motif (xGxGD motif)が存在する。これは TMD6の YD motifと同様非常に保

存性が高く、xには疎水性残基が当てはまる(Smolarkiewicz et al. 2014)(Dang et al. 2015)。ここの領域もとても sensitive

であり、特に保存性の高い 2つの glycine に関しては 1 つ、L381 については 2 つが現在のところ報告されている(Steiner 

et al. 2000)(Ikeuchi et al. 2008)(Dolzhanskaya et al., 2014)。いずれも bulky度や性質の大きく違わないmutationでは

あるが、それだけ小さな変化ですら critical な影響を PS1の構造に与えるということである。SCAM 解析に於いても、本

領域内の glycine の cysteine への置換体は断片化が殆ど見られなかった(佐藤千尋 博士論文)。一方で x に当てはまる

leucine は両側の glycine に比べて mutation への感受性が薄い。また motif 内の L383 の phenylalanine 変異体は Aβ産

生を残したまま Notch signaling を消失させることが知られている(Yamasaki et al. 2006)。またこの結果を補完する研究

としてその他のアミノ酸残基を網羅的に解析したところ、phenylalanine や tyrocine などに代表される芳香環を持つアミ

ノ酸残基、helix を破壊する proline、また正電荷を持つ lycine と argenine は APP の切断を大きく変動させることなく

Notch と CD44 の切断を大幅に低下させることが示された(Kretner et al. 2013)。筆者らはこの結果から GxGD motif の x

が γ-secretease の基質選択性を決定する一つの要因であると推察した。しかしながら、結果はあくまでも APP切断を影響

させない Notch と CD44 の切断活性低下であり、これは単なる酵素活性の低下でも部分的に説明可能である(それでも x

は基質を認識していることに他ならないが)。今のところ APPの切断活性を下げ、一方で Notch 切断は維持する変異体は

見つかっていない為、この判断は若干時期尚早であると考える。 

TMD7 の N 末端側は構造上決まった形をとることは少ないが、基質が入り込むと β-strand 構造に固定される(Zhou et 

al. 2019)。R377から L381 までの 5 残基から成る構造だが、PAL motif と共同で基質の安定化に寄与していると考えられ

ている。なお、同論文で該当領域を欠損させた変異体を作成したところ、酵素の切断活性が完全になくなることをも確認

している。 
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1.7.5.12 Helical Loop 7 

HL7 は K395 から T407 までで構成されると考えられている(図 10)。この領域内に於いて、SCAM 解析時に G402、

D403、W404 の 3 残基を cysteine に置換することよって PS1 が発現を完全に失うことが確認されている(佐藤千尋 博士

論文)。比較的 flexibilityが高いはずの loop領域に於いて、mutation の導入によってタンパクの発現自体が完全に消失す

ることはあまり無いケースである為、この領域が何かしらの重要な機能を有していることが示唆されている。 

 

1.7.5.13 Transmembrane Domain 8 

SCAMの解析の結果、I408 から A431 まで全てが疎水性環境下にあり(図 10)、TMD8 として α-helixを形成しているこ

とが分かった。具体的な機能については殆ど分かっていないが、G417 の cysteine への置換によって PS1 の自己断片化が

観察されなくなることが知られている。これはサイズの小さい glycine が helix内で kinkの役割を果たしており、cysteine

への置換によってその機能が失われたことが原因だと考えられる(Nakai et al. 1999)(Sato et al., 2008)。 

 

1.7.5.14 PALP motif 

HL8については直接的に領域を一義的に決めるのが難しく、ここではHL8と思われる領域内の重要な配列である PALP 

motif について解説を加える(図 10)。PALP も活性中心付近の motif と同じように種間の保存性が高く(Smolarkiewicz et 

al. 2014)、酵素の機能発揮に必要な部位であることが示唆されてきた。構造学的観点からまとめると、この PALP motif 周

辺は細胞質側からアクセスできる親水性環境に面していることが SCAMによって示されている(Sato et al. 2008)。ただし

PALP motifの 2 つの prolineに関しては、cysteine への置換によってタンパク自体の発現が失われた為、実際周辺構造と

同様に親水性環境に面するかは定かでない。これらの配列の内、I437 は比較的広い親水性環境に面していることが知られ

ている(Sato et al. 2008)が、最新の単粒子構造解析結果と重ね併せれば、これは I437 がタンパクの外側を向いており、且

つその周辺に他の TMDが位置していないからであると分かる(Bai, Rajendra, et al. 2015)。この構造は TMD9などの周

辺構造の動きにも関与し(Sato et al. 2008)、特に基質切断時の TMD9 や活性中心の動きを制御する可能性が提示されてい

る(Tolia et al. 2008)。 

Presenilin family の SPE-4 タンパクの PALP 変異が C.elegans の sperm 形成に異常を来すことから、PALP motif の

重要性は予てより考えられてきた(Arduengo et al., 1998)。Tomita らやWangらは presenilin にmutation を導入し、こ

の motif が γ-secretase 複合体形成には影響を与えない一方で PS の断片化や γ-secretase 活性に必要であることを示した

(Tomita et al. 2001)(J. Wang et al., 2004)(J. Wang et al. 2006)。γ-secretase と同様の活性中心を有する SPPも PAL motif

を持ち、それが活性中心形成関与する可能性が示唆されていたことから、PALP motifは 2 つの aspartic acidと共に活性

中心の形成に関わっていると考えられた。事実 PALP motif は GSI の 1 つである Merck C の結合に関与していることが

示され(J. Wang et al. 2006)、また単粒子構造解析からも PALP motif が 2 つの活性中心と同等に近距離に位置しているこ

とも報告され(Bai, Rajendra, et al. 2015)、この説は非常に確からしいと言える。また、PS1 CTF側の様々な欠損部分ペ

プチドを CD4 タンパクと融合させ、他の γ-secretase 構成因子の影響を排除して細胞内分布の検討を行ったところ、PALP 

motif 周辺が ER retention signal である可能性が示唆されている(Kaether et al. 2004)。 

構造的観点から、最近のシミュレーションの結果からは、PALP motif が基質を取り込む lateral gate を開くのに関与す

る結果が出ている。PALP motif を含む TMD8と TMD9 の間の領域は非常にダイナミックな動きをし、PALP motif の直

前に位置する K430 と A431は TMD6 cytoplasmic 側の R269 と 4 Å以内の距離にあるが、更に近づき互いに水素結合を

形成することがあることが示されている(Kong et al. 2015)。また、cryo-EMの結果より、PALP motif 基質 C末端と結合
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し、基質の安定切断を可能にしていることが明らかとなっている(Yang et al. 2018) (Zhou et al. 2019)。光親和性標識を用

いた実験で基質 APPの ε切断以下 C末端寄り数残基が PS1 CTFとの相互作用が強いとの結果が出ていたのだが、これは

おそらく PALP若しくは先述 TMD7 の N末端 β-strandのいずれかであるだろう(Fukumori and Steiner 2016)。 

近年の mutation 解析からは、S438P が ε 切断を下げ、しかし γ 切断を活性化させる興味深い報告が出ている(Imai et 

al., 2018)。この結果は、ε切断と γ切断が別機構で制御されている説を支持するだけでなく、PALP motif 付近がいずれに

も関与していることを示唆するものである。helix breakerである proline の導入により PALP motif 一帯の可動性がより

高くなることで基質との結合がどこかしらで強化されれた一方、活性中心ポアの形成に何かしらの欠落が生じたものだと

推測される。 

 

1.7.5.15 Transmembrane Domain 9 

TMD9は全体的に疎水性が低く、複数のグループによる解析で統一された見解が得られておらず、中には細胞質側で脂

質二重膜と相互作用する部位であるとも考えられてきた(X. Li et al. 1996)(Lehmann et al. 1997)(Nakai et al. 1999)。そ

の後、活性を維持した上で糖鎖付加部位を導入した PS1 を利用した検討を行ったところ、PS1 の最 C 末端が糖鎖付加を

受け、この領域が内腔側に位置することが示された(Oh et al. 2005)(Laudon et al. 2005)。つまり、PS１は 9 回膜貫通型

タンパクであり、TMD9が存在することが証明されたのである。 

Sato らによる SCAM解析では、標識されたアミノ酸残基に周期性が見られ、しかし Q454/P455 を期に周期性にずれが

見られることから、PALP motifの後半から T449 までが TMD9 として膜を貫通し、D450から Q454 までが膜外領域に出

た α-helix を形成し、P455 で折れ曲がり F456 から H463 までが別の膜外 α-helix を形成していることが示されている

(Sato et al. 2008) (図 10)。特に膜外 α-helix を形成しているアミノ酸残基の内、強い標識が見られないものに関しても

SCAM によって弱い標識はよく見られることから、HL1 後半部分と似たように部分的に膜に埋もれていることが示唆さ

れる。TMD9 のうち、まず G442 が cysteine への置換によってタンパクの発現を失った。これは TMD8 の G417 の場合

と同じように、側鎖の小ささが PALP motif や L443 以降の TMD9 の可動性に寄与し、cysteine への置換でそれが失われ

た為であることが考えられよう。また F456 とH463 も cysteine への置換でタンパク発現が失われた。前者は最 C末端領

域の中でも非常に高く保存された残基であり、両親媒性側鎖の存在から脂質二重膜内での安定存在に寄与していることが

考えられ、後者は imidazole 基を有しこれが遷移金属の配位子としての機能を持ち合わせているのでプロトン移動に関与

することが考えられる。一方、D450 は Aib型 GSI である pep15 の添加によって親水性環境が減弱した部位でもある(Sato 

et al. 2008)。即ちその残基が基質結合部位、若しくは基質が結合した状態でアロステリックな構造変化を起こして疎水性

環境に埋もれ込むことが考えられる部位である。なお、TMD9と TMD7は非常に近い位置関係にあるものの、cross link

されないことが報告されており(Tolia et al. 2008)、両者の間には疎水性環境が広がっていることが示唆される。これは Sato

らの SCAM 報告とも合致しており、彼女らの報告では TMD9 でラベルの入った残基は α-helix 上で一面に並ぶことが示

されているが、最新の単粒子構造解析で明らかとなった構造に照らし合わせれば、この面は TMD7 に面した向きにはな

い。 

TMD9の機能としては、その予想される可動性の高さ、基質との結合の可能性、活性中心人の距離などを総合的に考え

ると、基質と結合し活性中心に受け渡す役割を担う可能性が提示される(Annaert et al. 2001)(Tolia et al. 2008)。 

 

1.7.5.16 最 C末端 

最 C末端は F465、Y466、I467 の 3 残基から構成され、その全てが膜内に埋もれていることが明らかとなっている(Sato 

et al. 2008)。当初から PSの C末端側が γ-secretase 活性発揮に重要であることが指摘されていたが、mutation 解析と種
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間の保存性解析から、PS1 の I467 の疎水性が特に重要であることが報告された(Tomita et al. 1999)。また最 C末端を欠

損させると、PS1 の自己断片化や Nct の成熟、γ-secretase 活性が失われることが報告された (Bergman et al., 

2004)(Shiraishi et al. 2006)。更には Nct/Aph-1 サブコンプレックスが PS1 CTF のみを発現させても結合が認められ

(Bergman et al. 2004)、CD4の TMD直下に PS1 TMD8 以降の配列を融合した時に Nctとの結合が確認されたことから

(Kaether et al. 2004)、PS1 最 C末端、特に I467 が特に Nctとの結合を担うことが考えられた。しかし単粒子構造解析の

結果、Nctは TMD9に結合していないどころか、PS1 の近傍にはまず Aph-1 が配置されていることが明らかとなった(Bai, 

Rajendra, et al. 2015)。これは、Kaetherらの報告では PS1 の C末端をキメラタンパクとして発現させていたため、活性

型 PS1 の構造を反映しておらず、生理条件下で行われない結合を観察していたから、または Nct/Aph-1 サブコンプレック

スとして存在していた Nctが Aph-1 を介して結合したものを解析した為であると考えられる。 

 

 

1.8 γ-Secretaseの機能、性質 

1.8.1 生理機能 

γ-secretase が発見された当初、AD の病原物質である Aβ の産生を司る以外の生理的意義は当初不透明であった。しか

し、γ-secretase を標的として創薬を行う場合、生体内での γ-secretase の役割をより具体的に理解することは非常に重要

である。ここ近年の研究のお陰で様々な基質が γ-secretaseによって切断されることが明らかとなり、その数は 90 を超え

る(Shah et al. 2005)(Haapasaloa and Kovacsb 2011)。その基質らの中で最も存在意義が確立されているのは、APP(別紙

記載)と Notch signaling(Selkoe et al. 2003) であろう。 

APPや Notch以外の γ-secretase の基質としては、ErbB-4や CD44、APLP1&2、Nectin-α、E-cadherin、N-cadherin、

Delta、Jagged、ephrinB などが挙げられる(Ni et al. 2001)(Lammich et al. 2002)(LaVoie et al. 2003)(Tomita et al. 

2006)(Parks et al. 2007)。これらの分子は極めて切断部位の配列の相同性が低い(Beel and Sanders 2008)。しかし、多く

の基質に共通することとして、1) γ-secretase による切断の前に細胞外側の膜近傍で他の酵素による切断を受けているこ

と、2) 基質がⅠ型膜タンパクであること、3) γ-secretase により生成した ICD が細胞核に移行することが示されており、

酵素切断が signal 伝達を行っていることが考えられ、γ-secretase は多種多様な膜タンパク質の膜内、膜近辺の加水分解依

存的な signal 伝達機構に於いて、重要な役割を持っていることが明らかになってきている。以下に、γ-secretase の基質や

その切断物が有する機能についてまとめる。 

 

1.8.1.1 転写調節 

転写を調節する因子としてまず挙げられるのは APPの ICD、AICDだろう。これについては先述の通りである。その他

にも、核への局在や reportor geneassay を通じて転写調節因子として機能するだろうと考えられているものも存在する。

Alcadeinの ICD(Araki et al. 2004)、CD44(Okamoto et al. 2001)、DCC(Taniguchi et al.., 2003)、Notch(Schroeter et al., 

1998)、Notchの ligandである Delta と Jagged(Bland et al., 2003)(Ikeuchi et al., 2003)、E-と N-cadherin(Marambaud 

et al. 2003)(Ferber et al. 2008)、receptor-like protein tyrosine phoshatase (RPTP)(Anders et al. 2006)、leukocyte-

common antigen related (LAR)(Haapasalo et al. 2007)などが報告に挙がっている。例えば cadherinや RPTPは細胞接

着に関与しているがそれらの ICDは転写に関わるなど、全長型とその一部で異なる役割を持つものが殆どである。 

 

1.8.1.2 運命決定 
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細胞分化や運命決定に関与する γ-secretase の基質で最も研究が進んでいるのは、恐らく Notch であろう。Notchは元々

Drosophila melanogaster に於いて見出され(Artavanis-tsakonas et al. 1999)、Notchシグナルの阻害は腸管毒性や下痢

などの作用をもたらす(Purow 2012)。これは Notch は腸管に於いて腸管前駆細胞を上皮細胞へ分化させる役割を持ち、

Notch signaling の欠如によって細胞がより多く杯分泌細胞(secretory goblet cell)に分化してしまった結果であると考え

られている。また、Notch signaling の低下は皮膚癌の一種である基底細胞癌のリスクを上げることも知られている(Thélu 

et al., 2002)一方で、シグナルの抑制が幾つかの癌治療となりうるという報告もされており(Purow 2012)(Espinoza et al., 

2013)(Vinson et al., 2016)、Notch signal は作用する組織によって癌遺伝子とも癌抑制遺伝子ともなりうることが示唆さ

れている。 

Notchの他にも同様の機能を持つものが報告されている。ErbB4は γ-secretaseによってErbB4-ICDを放出する(Linggi 

et al., 2006)。ErbB4-ICDは様々な転写因子と相互作用して遺伝子の転写を制御する他、ErbB4 の pro-apopoticな働きを

伝えることもあるという(Vidal et al., 2005)。更に ErbB4の切断は脳に於ける細胞の運命決定に関わるという報告も存在

する。γ-secretase 阻害は ErbB4-ICD の核への移行を阻害し、ミエリン形成に関わるタンパクの発現も落とすことが報告

されている。また、in vivo 実験で、発達段階のマウス脳に於いて γ-secretase シグナル依存的な ErbB4 核シグナルが、

astrogenesis の時間調節を行っているという知見もある(Sardi et al., 2006)。筆者らは neuro genic段階で、アストロサイ

トの分化に抑制的に働くことによって神経前駆細胞の維持に γ-secretase 依存性 ErbB4 シグナルが重要であることを報告

している。 

 

1.8.1.3 細胞死の調節 

γ-secretase による切断を受ける基質が担う働きには、細胞死の調節も含まれている。LRP1 は予てより APP の

endocytosis を調節し、Aβの産生量と細胞内取り込みを増加させることが知られている(Bu et al., 2006)。その一方で、γ-

secretase 依存性の LRP1 cleavage は虚血性の細胞死に働きかけることも報告されている(Polavarapu et al., 2008)。マウ

スに於いて中大脳動脈閉塞(MCAO)は虚血状態に陥った脳部位の γ-secretase の発現を上昇させ、LRP1-ICDの核移行も増

えている。これは脳皮質への GSI 注射によって阻害することが可能であり、この時 MCAO によって惹起されるはずの

caspase-3 の活性化が抑制され、虚血状態による脳傷害を抑え、神経学的に見たマウスの挙動も改善されていたと言う。こ

れらの結果から、脳虚血では γ-secretase 依存性の LRP1 cleavage は細胞死を誘導するだろうと考えられる。 

その他には、RAGE が挙げられる。RAGE は細胞表面に局在する receptor であり、transgenic マウスを用いた解析に

より血液脳関門を通過する Aβの脳への輸送に関与するとされ、結果的に神経機能の阻害に繋がるとされている(Deane et 

al. 2003)(Arancio et al. 2004)。RAGE-ICDの過剰生産は細胞の生存率を下げ、アポトーシスを起こす細胞を増やし、p38

や JNK などのストレス応答性 kinase の活性化に繋がることから、RAGE-ICD は細胞のアポトーシスに関与すると考え

られている(Galichet et al., 2008)。興味深いことに、ここまで挙げた γ-secretase の基質や、同様に細胞死に関与するとさ

れている p75 を含め、殆どの基質が Aβとの相互作用が仄めかされている。 

 

1.8.1.4 神経突起伸長と細胞接着 

神経突起伸長、軸索誘導、そして細胞接着などは発達段階で重要なイベントであるが、大人の脳に於いてでも学習時や

傷害への応答時などにニューロン間で新たな結合が生じる際にも見られる。多くの研究により、γ-secretase は様々な方向

からこれらのイベントに重要な役割を担っていることが明らかとなっている。AD 病因である Aβ の前駆体タンパク APP

もそのような働きがあると考えられているが、詳しくは別紙に記載する。 
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その他同様の働きを持つ基質としては、DCC がまず挙げられる。DCC は、発達段階に置ける細胞移動や軸索移動に関

わる netrin-1 の受容体である(Moore et al., 2007)。マウスの神経芽腫細胞に於いて DCC FLは神経突起伸長を誘発する働

きがあるとされているが、一方で過剰量の DCC-ICDは逆に神経突起伸長を阻害し、DCCによる細胞間 signalingに抑制

的に働くことも示されている(Parent et al., 2005)。 

Eph receptorや ligandの ephrin も γ-secretase による切断を受け、シナプス可塑性に重要である。ephrin familyの 1

つ ephrinB1は γ-secretase による切断を受けると、神経伸長への影響が出ると報告されている(Tomita et al. 2006)。一方

EphB receptor はもう 1 つの ligand である ephrinB2 の切断を誘導する。この ephrinB2 の γ-secretase による切断産物

である ephrinB2-ICD は cell sprouting に関与するとされているが、同時に過剰量生産されると自身の前駆体タンパクの

切断を抑制する傾向があることから、Eph-ephrinB2 signalingシステムにおいて抑制性フィードバックを行う機能を有す

るとされている(Georgakopoulos et al. 2006)。また EphB-ephrinB は細胞接着にも関与していると考えられており、γ-

secretase による ephrinB2 clevaage は c-Src を通じた転写調節により細胞基質間焦点接着の形成を調節し、EphB2-

ephrinB2 signaling を阻害すると、細胞間接着が脆くなるなどの報告も上がっている(Litterst et al. 2007)(Waschbusch et 

al. 2009)。EphAに関しては、ephrin によって EphA4が活性化した時に樹状突起の retraction が起こることが知られて

いた。しかし一方で、海馬のシナプスに局在する γ-secretase によって産生される EphA4-ICDは Rac signalingを介して

樹状突起形成が促進され、シナプス活動が γ-secretase の EphA4 cleavage も促進する効果を持つことから、双方向性の

ephrin-Eph receptor signaling は結果的に γ-secretase によって制御を受けており、FL型が持つ signalingの効果は切断

を受けた後に真逆の効果に変わったり無くなったりすると示唆されている(Inoue et al. 2009a)。 

細胞接着に関わる基質は、E-cadherin-β-catenin 接着複合体が最も有名であろう。E-cadherin が γ-secretase による切

断を受けると、この複合体形成が阻害され、接着結合が不安定になることが報告されている(Marambaud et al. 2002)。し

かし面白いことに nectin-1α の場合、PS1 の阻害によって接着結合の不安定化が起こるとされている(D. Y. Kim et al., 

2002)。γ-secretase が接着結合の安定化か不安定化のどちらに寄与するのかは、基質によるだろう。 

 

1.8.2 基質切断機構 

γ-secretase は疎水性環境下にある細胞膜内に於いて基質の加水分解を行う aspartic protease である。このタイプに属

する protease としては他に例えば SPPが存在する(Weihofen et al., 2002)。SPPは透過型電子顕微鏡とコンピューターに

よる解析で 22Åの解像度ではあるものの分子内に大きなチャンバーがあることが報告された(Miyashita et al. 2011)。ま

た TFPP ファミリー分子である FlaK の結晶構造も報告され、こちらは膜外に存在すると示唆されるループ領域に活性中

心の aspartic acid が存在することが明らかとなった(Hu et al.2011)。この 2 つのタンパクでは 2 つの活性中心 aspartic 

acid 直下に存在する leucine残基の相互作用が TMD間のパッキングに寄与していることが示唆され、PSに於いてもその

ような保存性の高い leucineが存在することから、PSの機構にも似たようなことが示唆できる。 

一方、Wangらによって Rhomboid のホモログである GlpGの結晶構造が報告されたのを期に様々な Rhomboidホモロ

グの結晶構造が解析された(Y. Wang et al. 2006)(Wu et al. 2006)(Ben-shem et al.2007)。現在では結晶構造に基づいた解

析やシミュレーションなどから Rhomboid が機能発揮に必要な部位の特定、動的挙動や基質特異性を生み出す機構につい

てもかなり理解が深まってきている(Strisovsky 2013)。これらの解析結果は γ-secretase の切断機構にもかなりの示唆を

与えるものである。 

元来 γ-secretase のような複雑な構造を持つ膜貫通タンパクは、結晶化するのが非常に難しい。特に γ-secretase では、

複雑な成熟過程、活性化に脂質が関与していること、Nct の糖鎖付加、溶媒に溶かし込むと subcomplex に分解しやすい

こと、PS1 と Aph-1 の isoform の存在、結晶化に必要な量を大量精製するのが困難であることなど、複数の要因が絡み合
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い、結晶化による高分解能の構造解析への妨げになっている(H. Li et al., 2009)。しかしながら、ここ数十年の技術革新に

より試料の急速冷凍、画像記録装置、検出カメラの向上により、cryo-EMによる構造解析が台頭している(Kühlbrandt 2014)。

この手法はタンパクの結晶化や同位元素でラベルする必要がない故、天然に近い状態のタンパク試料を直接解析できる強

みを持ち、γ-secretase の解析も急速に進んでいる(Bai, Yan, et al. 2015)(Yang et al. 2018)(Zhou et al. 2019)。 

 

1.8.2.1 膜内加水分解機構 

加水分解は文字通り水分子を用いてタンパクなどを切断する反応機構である。その為、完全に疎水性である細胞膜内で

加水分解機構が働く為には、何らかの形で水分子が入り込む、若しくは親水性のポアが存在している必要がある。一方で、

親水性環境下で特異的に反応する MTS 試薬を使った SCAM の検討では、明らかに膜内の配列残基が標識されたことか

ら、親水性のポアが形成されている説が唱えられた(Sato et al. 2006)。γ-secretase と同じ family である Rhomboidでも、

細胞外側を向いた大きな V型の親水性ポアが膜内に存在し、そこに水分子が検出された(Y. Wang et al. 2006) (Wu et al. 

2006)(Ben-shem et al.,2007)。この時、細胞外若しくは細胞内側から水分子がアクセス可能な構造を取っていたが、ポア

の大きさから開閉口時いずれの構造でも水分子が入りうるとも考察された(Beel and Sanders 2008)。このポアは少なくと

も酵素を貫通してはいないとされている。膜内切断は脂質二重膜内で行われるのではなく、酵素そのものが作り出す脂質

内の親水性環境下で行われていることが明らかとなった。γ-secretase に於いては、cryo-EMによる解析で、γ-secretase内

部に 8-10 nm 程度の、水分子が侵入するとされるポアがあることが発見され、他の膜内切断酵素と違わず活性中心の

presenilin に膜内親水性環境を有することが明らかとなった(Lazarov et al. 2006)。 

 

1.8.2.2 基質の親水性環境への移動 

膜内切断酵素による分解を受ける場合、元々脂質二重膜内に存在する基質は疎水性環境から親水性環境に移動する必要

がある。この動きは、基質などが親水性環境の細胞質で合成されて小胞体上の translocon を介して脂質二重膜に埋め込ま

れる動きと逆であり、translocon の機構から基質の移動をある程度考察することが可能である。translocon の場合、X線

結晶構造解析から複数の TMD から構成されるポアが脂質二重膜に対して開く lateral gate なる構造をとることが考えら

れている(Rapoport 2007)。つまり γ-secretase でも酵素内に lateral gate が存在し、基質に対する門の役割を果たしてい

ると考えることができよう。Rhomboid については、幾つかの報告を総合的に考えることによって、TMD5 の傾きが構造

により異なることが明らかとなり、最大 35°傾くことによって、そして TMD5上部の L5 loopが除かれることによって活

性中心ポアへの入り口が開くモデルが提唱された (Wu et al. 2006)(Y. Wang et al., 2007)(Vinothkumar et al. 

2010)(Strisovsky 2013)。面白いことに TMD5を強制的に傾けるmutation を導入したところ、in vitro での Rhomboid活

性が 10 倍に跳ね上がることも確認されており(Baker et al., 2007)、このモデルを支持している。しかし一方で、mutation

や阻害剤の添加によって L5 loop は簡単に不安定化し、TMD5 と L5 loop が繋がっていることを考えると TMD5 の C 末

端側が僅かに構造変化しただけで L5 loopの位置関係が変わり得るという指摘があり、TMD5自体の動きに大きな重要性

があるかについては疑問視する意見もある(Strisovsky 2013)。いずれにせよ、酵素単独の構造から予測されるゲート機構

の証明には、基質との関係性の解明が必要である。Rhomboidの場合でも基質と酵素の複合体の解析が試みられているが、

結晶化は未だ出来ていないとされる。 

γ-secretase の場合、SCAMを使った解明や阻害剤を使った検討から、PS1 の TMD2や 6が lateral gate としての機能

を保持すると考えられている。しかし γ-secretase を一単位として見た時に、基質が最初に結合する部位はこの lateral gate

ではない。APPの β-cleavage産物である C99 を用いた γ-secretase の基質捕捉を調べた検証では、C99 の E3、H6 や A30

がそれぞれ PS1 NTF の膜外領域、Nct、そして Pen-2 に結合する部位であると推定されている(Fukumori and Steiner 
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2016)。そして、これらの結合が TSA型 GSI である L-685,458 によって増強することが示されており、活性中心への進入

が阻害された為に基質進入 pathwayの上流で詰まってしまった結果であると考察されている。即ち、Nctや Pen-2 等がま

ず基質と相互作用し、活性中心を持つ PS1 が active conformation に構造変化すると基質が酵素内部に誘導されると言う

ことである。なお、この 3 箇所の残基と γ-secretase との相互作用は、Notchによって阻害されることから、このメカニズ

ムは APPだけでなく、γ-secretase の基質に普遍的に共通するものであると考えられる。 

 

1.8.2.3 基質の保持 

疎水性環境から入り込んだ基質は最終的に加水分解を受ける為親水性の領域に収まる必要がある。SCAMによる解析で

は TMD2 と TMD8 を除く全ての TMD に親水性環境に面した残基が存在することが確認されているが、親水性環境の分

布は基質が入り込む活性中心ポアと 100％の相関があるわけではないようである。そもそも基質は細胞膜に対して 90°直

角方向を維持しながら γ-secretase に入り込むのではなく、酵素に保持されて切断を受ける時には多少傾いている(Zhou et 

al. 2019)。基質の C末端は PALP motif や TMD1などとの接触が示されている一方で、N末端側は TMD2、3、5 や活性

中心を含むドメインの間に収まっている。この中で興味深いのは TMD2 であり、SCAM では膜内親水性環境の存在が示

されていなかったものの、基質を保持するポアを構成し実際に複数の残基間で基質との相互作用が考察されている。立体

構造上で TMD2は親水性残基の多い TMD3や活性中心のある TMD6，7 とは多少離れた場所に存在すること、また TMD2

は lateral gate の機能を保持すると考えられていることから、TMD2 は外部から基質を保持し、疎水性環境を保ったまま

基質を内部に送り込み安定化していると思われる。更に活性中心ポアには親水性と疎水性の 2 つの領域が存在しており、

加水分解に必要な水分子も片側に局在していることも示唆されたことになる。 

FAD 変異の局在にもこうした構造上の特徴が強く反映されている。既知の FAD 変異のうち 59 残基は 2 種類以上の変

異先が発見されており、これら recurring 変異は元々の残基が酵素活性に重要な役割を持つと考えられている。TMD2 の

FAD変異は helixの片側に局在しているのは先述した通りだが、2 番以外の TMD以外も多くの FADは局在が集中してい

ることが多く、主要な変異は helixの片面を向いている(Hardy and Crook 2001)。更に、同様にポアの内部を向き、基質

と相互作用していると思われる残基のほぼ全て総計19個のアミノ酸残基にFAD変異が同定されている(Zhou et al. 2019)。

加え、17 残基がまた別に TMD2 と TMD6 に見られ、これら 36 残基は基質との相互作用、または基質切断時に基質を保

持する役割に何らかの支障を来す変異であると推察される。一方、基質との相互作用とは立体的に直接的な関りは無さそ

うな領域にも recurring変異は見られ、G206、G209、L174 等が例に挙げられる。こうした残基は構造変化によって間接

的な影響を与えるとされ、G206 と G209 は L174 と相互作用することで TMD3 が基質と相互作用する位置が決定される

が変異によってそれが不安定になるとのことである。当研究室でも過去に TMD4の細胞質側が活性中心に近づくことが基

質切断を亢進するとの結果を報告しているが(Tominaga et al. 2016)、Zhouらの cryo-EMによる結果は支持する結果とな

った。 

 

1.8.2.4 切断機構 

γ-secretase は切断活性発揮に 2 つの aspartic acid を必要とし、pepstatin などの一般的な aspartic protease の TSA型

阻害剤によって活性が阻害される報告もあり(Shearman et al. 2000)(Evin et al. 2005)、γ-secretase も古典的 aspartic 

protease と同じ活性中心を有することが示唆される。しかし一般的な aspartic protease の活性中心である D (T/S) G motif

は至適 pH が酸性側であるのに対し、γ-secretase の xGxGD motif は弱酸性~中性であることが報告されている(Li, Lai, et 

al. 2000)。 
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γ-secretase とその他膜内配列切断酵素との違いは、他にも大きく 2 つ存在する。1 つ目に、他の多くの膜内配列切断酵

素は単独で活性を保有するのに対し、γ-secretase は活性中心をもつ PSだけでは活性を発揮できず、Nct、Aph-1、Pen-2

ら 3 つのタンパクとの複合体形成が必要不可欠である。2 つ目に、S2P や Rhomboid の基質には配列特異性が存在し、

helix 構造を不安定化して切断されやすくする NP や GA などの helix breaking motif を含むことが知られているが

(Grishin et al., 2000)(Lemberg et al., 2002)(Urban et al., 2003)、γ-secretase の基質には配列特異性がなく(Beel and 

Sanders 2008)、helixを不安定化するmotif も見られない。その為、γ-secretase は一般的な膜内配列切断酵素とはまた違

う特異的な性質を有していることが示唆され、今後 γ-secretase 自身の構造解析や切断機構解析の解明が必要になってく

るであろう。 

一方、長年の研究の蓄積で、基質の切断部位のアミノ酸残基の種類がその後の切断産物の産生に大きく影響を与えるこ

とが分かっている。そもそも γ-secretase の活性中心には 3つの S’ pocketが存在し、ここで基質を認識することとされて

いる。これは、tripeptide から構成される TSA型 GSI を、tripeptide から dipeptide にすると化合物の potencyが大きく

減少すること、tripeptide から tetrapeptide にしても potencyに大幅な変動はないことからそうとされている(Esler et al., 

2004)。γ-secretase の主要な基質である APPは 3 残基毎に切断を受けるが、これは S’ pocketが 3 つあることに依るとこ

ろが大きい。そして興味深いことに、構造活性相関解析に依るとこの 3 つの pocket (S1’~S3’とする)の内、S2’に当たる、

つまり tripeptide の中央の残基は bulky 度の低い残基でないと potency が低くなることが報告されており、即ち γ-

secretase の S2’ pocketは S1’と S3’に比して小さいことが想定されている(Esler et al. 2004)。APPの変異体を用いた検討

では、S’2部位に芳香環を持つ残基を導入すると、基質の切断が大きく変化することが報告されている(David M Bolduc et 

al. 2016)。γ-secretase の基質の多くが芳香環を含むアミノ酸残基を持っており(Notchは膜内配列に 3 箇所)、このことか

ら γ-secretase は S2’に基質の bulkyな残基が当てはまらないように膜内配列を認識し、切断を行っていることが推測され

る。 

 

1.8.2.5 基質の不安定化 

疎水性環境である細胞膜内では水素結合を形成するのは非常にエネルギーを要する為、膜貫通タンパクの膜内領域は α-

helix様の構造をとるとされている。しかし、親水性の protease などは通常 α-helixや β-sheet内の peptide 結合を切断す

ることは無く、膜内切断酵素が基質を切断するには helix を巻いている基質を解くなどして不安定化させる必要があると

考えられてきており(Beel and Sanders 2008)、実際基質の切断直前には切断部位前後計 4残基程度の helix構造がほぐれ、

直後の領域が β-strand構造を取り酵素によって安定化を受ける構造が解かれている(Zhou et al. 2019)。 

タンパク質を構成するアミノ酸の中で、側鎖の小さい glycine(Urban and Freeman 2003)、及び水素結合を形成できな

い proline(Nilsson et al. 1998)は helix構造を不安定化させることが知られている。それに加え、proline 残基の導入で非

基質を rhomboid の基質に変化させることに成功したり(Moin and Urban 2012)、深紫外先端増強ラマン散乱と分子動力

学シミュレーションを用いた最近の研究では、膜内配列切断酵素の 1 つである GlpG rhomboid の基質の proline 残基が切

断を受ける際に基質の helix 構造を解くのに重要であり、alanine に置換すると切断活性が減少することを見出している

(Brown et al. 2018)。更に、基質の切断部位付近は 3 残基で一周する 310-helixを形成しており、このタイプの helixが通

常の α-helixよりも不安定であることも重要であるとしている。しかし、同じ膜内配列切断酵素であっても γ-secretaseの

基質 C99 には proline がなく、glycine 残基も切断部位には存在していない。加え、配列特異性の低さのある為、γ-secretase

にこの理論がそのまま適応できるかは未だ定かでないと思われる。 

 

1.8.2.6 基質特異性 

54



GSMは γ-secretase の様々な基質の中でも Aβの産生のみに影響し、Aβ種の産生比率を変動させる(Xia 2019)。過去の

検討より GSM は基質 C99 には結合せず、γ-secretase の中でも主に PS1 のみに作用することが判明している為(Ohki et 

al. 2011)(Takeo et al. 2014)(Cai et al. 2017)、基質側のみならず γ-secretase の中にも基質特異性や選択性を決定する要素

があり、GSMは直接的若しくは間接的に作用することで Aβ切断のみに影響を与えることが出来ると考えられる。 

HL1…Gong らは HL1 領域（残基 101 から 132 まで）をいくつかのセグメントに分けて alanine 置換や欠損型変異体

を作成し、それぞれの基質の切断を評価したところ、APP、Notch、N-cadherin の切断がそれぞれ特異的に抑制されるこ

とを見出した(Gong et al. 2010)。HL1 は様々な先行研究により基質を認識する部位であることが示唆されている。しかし

ながら、興味深いことにそのような基質選択性を与える変異体を用いても基質と共に免疫沈降されてくるため、少なくと

も基質と γ-secretase は複合体を形成していることが分かる。つまり、これらの変化は基質結合部位のみならず、遷移経路

か活性中心にも影響を与えていることが示唆されている。 

基質特異的に認識する残基…とあるアミノ酸残基が一部の種類の基質しか相互作用しないか結合しないならそれは確実

に基質特異性や選択性に繋がる。興味深いことに、認識対象の基質が異なる残基がこれまで様々な場所に特定されてきた。 

TMD1の V82と L85 が基質と相互作用すると考察されており(Takagi et al. 2010)、F86 の cysteine 置換体 PS1 が Aβ

産生と E-cadherin 切断の大幅な減少を認めたのと共に、Notch 切断は保持されていたことも確認された(Takagi et al. 

2010)。一方で L85 は APP のみと相互作用し、Notch とは結合しないとの考えられている他、基質 C99 の M722 が入り

込むポケットを形成している(Zhou et al. 2019)。このことから基質特異性の鍵は L85 残基であると考えられ、F86 の

cysteine 変異体の結果はアロステリックに L85 に影響を与えた可能性が高い。なお Zhou らの結果は ε切断直前のモデル

を示している為、Aβ が切り進められる時の L85 の役割を議論することはまだできない。しかし、同じポケットが γ 切断

を行う際に周囲の残基を捕捉しているならば、L85 の相互作用が Aβの多段切断を可能にしている可能性もある。 

TMD7には保存性の高い xGxGD motif が存在しており、xには PSの場合 leucine が当てはまる。ここの L383 には基

質選択的に切断阻害効果を発揮する変異が複数（主に proline や芳香環を持つ残基）報告されている(Yamasaki et al. 

2006)(Kretner et al. 2013)。xGxGD motif の中で基質と直接的な作用を持つ残基は G384 である為(Zhou et al. 2019)、

L383 は構造を著しく破壊する変異が入ることで隣の G384 の位置関係を大幅に変え、基質選択性を発揮すると考えられ

る。奇しくも G384 と相互作用するのは C99 では T719、Notch では G1753 であり、bulky 度の小さい glycine が構造変

化後の G384 と相互作用することが出来なったので、Aβ切断が保持されたまま Notch切断が失われるのであろう。 

C99 との相互作用のみに関与する残基として他には TMD2 の T147 と HL6 の I287 が報告された(Zhou et al. 2019)。

T147 はM146 と L268 と一緒にポケットを作り、C99 の I718 がそのポケットに入り込んでこれらの残基と相互作用する

とされている。APP と Notchの立体構造を比較すると、I718 の位置は Notch の F1748 と G1751 の中間であり、残基の

表面が若干突出している構造である。T147 との特異的な相互作用はこうした構造の差から生み出されている可能性もあ

る。一方 I287 を含む領域(I287 から 4 残基) は C99が ε切断を受ける直前に β-sheet構造を取り、C99 の C末端部分を安

定化する作用を持つ。ただ I287 がどこと相互作用しているかはまだ定かではない。 

一方、Notch のみと相互作用する残基は多く同定されている(Zhou et al. 2019)。M139 や V236 等の例外もあるが、

TMD3 (i.e. I168、L173、F176、F177) や C末端領域との相互作用部位 (i.e. L150、V261、V272) に殆どが集中する。し

かし、これらの候補残基が必ずしも APP、ひいては C99 と相互作用しないと決めつけることはできないであろう。1 つに

Zhou らの発表した γ-secretase-substrate 複合体は initial な ε切断が発生する直前のものであり、ζと γ切断が進むにつ

れて酵素側の構造変化が発生する可能性がある。2 つ目に切断回数の問題がある。C99は合計 4、5 回の切断を受けること

になる一方、Notchは 1 回若しくは 2 回である(Tetering and Vooijs 2011)。切断回数が増えれば、全切断が終わるまで基

質を強固に保持する為により強い相互作用が必要になるのが自然な考察である。ε 切断から ζ や γ 切断へ移行する際に基
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質との相互作用部位が大幅に変わることは十分あり得るだろう。3 つ目に、Zhou らが同定した Notch のみに相互作用す

る残基全てに FAD 変異が見つかっている(Campion et al. 1999)(Rogaeva et al. 2001)(Wallon et al. 2012)(Sassi et al. 

2014)(Sun et al., 2016)。厳密にいえば V236 には FAD変異ではなく、V236Sという Aβ42 を減らす変異ではあるが(Cai, 

Morishima, et al. 2019)。変異が allostericに構造変化を起こし、C99 との特異的結合部位に影響を与えている可能性も否

定は出来ないが、Aβ42 を産生する γ 切断の過程に於いて C99 の切断に影響を直接的に与えることを同等に示唆するもの

であり、ε切断時と γ切断時に基質との相互作用部位が大きく異なる可能性は依然として考えても良いであろう。 

 

1.8.3 金属イオンとの関与 

1.8.3.1 重金属イオンとの関与 

金属イオンのうち、特に Cu2+と Zn2+はグルタミン酸作動性シナプスで neuromodulator として機能することが知られ

ており(D. Wang et al., 2002)(Frederickson et al., 2005)、その為 Aβと Cu2+、Zn2+がシナプス近傍に共局在し、Aβの凝集

にこの 2 種の重金属が関与していることが考えられてきた(Duce et al., 2010)。Greenoughらは PS1-と PS2- MEF cellを

用いた検討で Cu2+の細胞内取り込みが減少していることを示し、同時にこの作用が PS1 の方が強く保持していること、

また活性中心mutation であり γ-secretase 活性を完全に消失させる D385A mutation PS1 を PS1- MEF cell に発現させ

てもある程度の Cu2+細胞内取り込みが回復したこと、DAPTの添加で取り込み量に変化は無かったことなどから、この機

能が PS由来で γ-secretase 活性とは無関係であることが示唆された(Greenough et al. 2011)。Zn2+については、PS1-/PS2- 

MEF cell に野生型 PS1 を発現させた時に取り込みが同様に回復することを確認しているが、Cu2+とは違って PS1 単独発

現では十分な回復が見られなかったことから Zn2+細胞内取り込みは PS2 の関与も大きく、また D385A mutation PS1の

発現では Zn2+の取り込みは回復しなかった(Greenough et al. 2011)。さらに彼らは PS1- MEF cell に於いて superoxide 

dismutase 1 (SOD1)の活性が下がることをも示している。SOD1 は細胞内に発生した活性酸素を分解する酵素である

(McCord et al., 1988)。ヒトでは SOD1~SOD3 の 3 種類を持ち、内 SOD1 は intracellularに発現し、金属補因子として

Cu2+と Zn2+を必要とする(Sea et al. 2015)。この SOD1 の活性低下は、補因子として必要な 2 種の重金属イオンが不足し

ているからではなかった、と言うのも Cu2+と Zn2+の basal level が PSの欠損によらずほぼ一定だった為、turnover全体

が slow down していることが考えられたからだ。その代わり、Cu2+を取り込む copper chaperon of SOD1 (CCS)の発現は

PS double knock out MEF cell に於いて著しく低下しており、これが直接的な原因だと見られる。結果的に金属イオンに

直接的に作用して AD病態に寄与しているわけでは無かったが、CCSの減少が BACEによる β切断を促進し Aβ産生量を

上昇させることが示唆されていることから(Gray et al., 2010)、PSの活性低下が CCSを減少させ、BACEを通じた Aβ産

生量上昇に繋がることが考えられる。なお、FAD mutationであるM146V、M146Lはそれぞれ oxygen radical production

の上昇と脳内 SOD1 活性の低下が確認されており、この残基が機能の発揮に重要であることが考えられよう(Guo et al. 

1999)(Leutner et al. 2000)。 

 

1.8.3.2 Ca2+との関与 

細胞内の Ca2+量が増加するにつれて Aβ、特に Aβ42 の産生量が増加することが知られていた(Querfurth et al., 1994)。

最近の研究では、GFPと RFPを PS1 の両端に結合させた合成タンパクと用いた解析により、glutamtate や KC1による

刺激で電位依存性カルシウムチャネルが脱分極して細胞内 Ca2+濃度が上昇すると PS1がより“closed”な構造をとることが

明らかとなっている(Kuzuya et al. 2016)。予てよりこの PS1 の閉じた構造は Aβ42 産生比率時に見られていた構造であ

り(Lleó et al. 2004)(Berezovska et al. 2005)(Uemura et al. 2009)、Aβ42 の産生との関連は既報に沿っている。しかし、

Aβ42 の産生と Ca2+濃度の関係性は不明な点が多かった。Kuzuya らは Synaptotagmin 1(Syt1)に着目することで、この
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謎を明らかにした。Syt1 は Ca2+依存的に synaptic vesicle(SV)の exocytosis を調節しているタンパクである(Brose et al., 

1992)。このタンパクは γ-secretase の基質ではないが、Ca2+濃度依存的 PS1 NTF に結合し、PS1 を modulate すること

が示された(Kuzuya et al. 2016)。なお、Syt1 KD PC12 細胞を使った検討の結果 APP CTFの量も減少していたことから、

Syt1 は α や β-secretase にも影響を与えていることが考えられる。以上の結果から考えると、Ca2+濃度が上がり Syt1 の

結合量が上昇すると PS1 は”closed”な構造をとるようになって Aβ42 産生比率が上昇するというのが妥当なメカニズムで

あろうが、なんと Kuzuya らは同時に Syt1 KD PC12 細胞に於いて PS1 がよりコンパクトな構造をとり、且つ Aβ42産生

比率が上昇すると言う真逆の結果も得ている。Syt1 に関してはある一定の適度な量の存在が PS1 の“open”な構造の維持

に必要なのであろう。 

 

1.8.4 活性中心 PSの代謝 

1.8.4.1 PS断片化 

γ-secretase の活性中心サブユニットである PSを培養細胞に発現させると、N末端断片（N-terminal fragment; NTF）

と C末端断片（C-terminal fragment; CTF）が観察できる。内因性には PSの大部分はNTF及び CTFの形で存在してお

り、FLはほぼ検出されない(Thinakaran et al. 1996)。これは PS FLが ERで合成された後に γ-secretase 構成因子と複

合体を形成し、presenilinase によって HL6 で分子内切断を受けて生成すると考えられている。FAD に連鎖した PS 

mutation の内、exon 9 を欠損した⊿exon 9 mutation は PSの分子内切断部位を欠損しており、これは FLとして存在す

ることが確認されている(Prihar et al. 1999)。また、これとは別にアポトーシス刺激などによって通常よりも C末端側よ

りに切断を受けることもあり、この切断が caspase 3 に依存するものであることも報告されているが、生理的意義は不明

である(T. Kim et al., 1997)。 

Presenilinase 活性を担う酵素の実態は不明である。しかし、pepstatin A の阻害剤により阻害がかかるがその他の

protease 阻害剤では阻害されないこと、この阻害能には aspartic protease の遷移状態を模倣した残基を必要とすること

などから、presenilinase は aspartic protease であると考えられている(Campbell et al., 2002) (Campbell et al., 2003)。

とは言うものの、TSA型 GSI が presenilinase を阻害し、PS FLの蓄積を引き起こすことも知られている一方で、TSA 型

GSI 以外は γ-secretase 活性を阻害するが presenilinase 活性に影響をほぼ与えないことが多く、presenilinase は γ-

secretase そのものである autoproteolysis 説は議論の余地が残っている(Beher et al. 2001)。逆に Aβや AICDの産生より

も presenilinase 活性を強く阻害する GSI も報告されており、presenilinase は γ-secretsase と同様の活性中心を持つ

aspartic protease の特徴を有する一方、生化学的相違も見られる。 

 

1.8.4.2 PS NTF/CTF heterodimer 

免疫共沈降の実験から、PS NTFと PS CTFは 1:1 で安定に相互作用し、heterodimerを形成していることが明らかに

されている(Seeger et al. 1997)(Capell et al. 1998)。この heterodimerの形成に関して、人為的に発現させた PS NTFは

内因性の heterodimerには組み込まれないこと、PS1 NTFと PS2 CTF、若しくは PS2 NTFと PS1 CTFも heterodimer

を形成することが可能で、γ-secretase 複合体に組み込まれることも明らかにされた(Ratovitski et al. 1997)(Saura et al. 

1999)(Strömberg et al. 2005)。先述の通り、現在では 4 つの構成因子が γ-secretase 複合体を形成した後に PSが分子内切

断を受け、それに連続して NTF/CTF heterodimer を形成すると考えられている。 

この断片化 PS は非常に安定である。cycloheximide 処理によってタンパク合成を阻害した培養細胞内に於いて、PS 

NTF/CTF heterodimer は 24 時間以上安定に存在するのに対し、PS FL は半減期約 1 時間程度で分解される(Kim, 

Pettingell, Hallmark, et al. 1997)(Ratovitski et al. 1997)(Steiner et al. 1998)。また、培養細胞に PS NTF、PS CTFの
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みを発現させても安定化されず γ-secretase 活性は持たないこと、分子内切断部位を欠損、変異させた PSは断片化しない

ものの一部は安定化を受けて γ-secretase 活性を有していることなどが報告され、現在では PSの安定化は分子内切断に先

立って起こる事象であり、活性に必要であると考えられている(Jacobsen et al. 1999)(Steiner, Romig, Pesold, et al. 

1999)(Tomita et al. 1999)(Saura et al. 2000)。安定性は Nct/Aph-1 サブコンプレックスによって獲得されると想定されて

いるが、詳細は不明である。 

培養細胞に PSを過剰発現させると、PS FLは大幅に上昇するが PS NTF、PS CTFの量はほぼ上昇せず、その量とし

ては一定に保たれ γ-secretase活性の上昇もほぼ観察できない。更にこの時内因性の PS NTFと PS CTFの量は減少し、

外因性 PS が内因性 PS を置換していると示唆されることから PS の replacement 現象と呼ばれる(Thinakaran et al. 

1996)(Thinakaran et al. 1997)。置換される程度は外因性 PSの発現量に依存し、断片化 PSの量はタンパクレベルで制御

を受けていることから、PSには断片化 PSの形成や維持に関わる因子が存在し、それが一定量である限り断片化 PS量が

規定されるだろうと考えられた。なお、この因子と結合した PS のみが安定化し、それ以外は迅速に分解される。現在で

は、断片化 PSの安定化因子として Pen-2 が明らかとなっている(Prokop et al. 2004)。 

 

1.8.4.3 PS断片化の意義 

断片化 PSが生体内での主要な分子種であること、断片化 PSは安定であり長い寿命を持つこと、PS NTFと PS CTF量

が厳密に規定されていること、そして γ-secretase 複合体には PS FL は存在せず断片化 PS のみが組み込まれるなどと言

った知見から、PS FLは未成熟型であり、断片化 PSが成熟型で機能を持つと考えられよう。とは言うものの、⊿exon 9 

mutation や M292D などの PS 自己断片化部位を欠損、変異した mutation でも一部は安定化を受けて複合体に組み込ま

れ、γ-secretase 活性を有することから、断片化自体に活性化反応としての働きは無いと考えるのが妥当である(Steiner, 

Romig, Pesold, et al. 1999)(Steiner, Romig, Grim, et al. 1999)。一方、PS自己断片化部位を含む exon 9 部分のペプチド

が γ-secretase を基質と競合的に阻害することが報告されている(Knappenberger et al. 2004)。つまり、exon 9 部分が γ-

secretase の基質結合部位に結合し auto inhibition が起きる為、断片化によってこれを回避しているという説が唱えられ

ている。この場合、⊿exon 9 mutation では exon 9 が欠損しているため、M292D mutation では exon 9 部位の構造変化

等によって auto inhibition が発生せず、それぞれ FL として活性を持ち得ることが考えられる。断片化された状態の PS

それ自体が活性に必要であるかは議論の余地があるが、少なくとも断片化を含め、自己断片化部位の活性獲得に伴う構造

変化が γ-secretase の基質切断機構に関与していることは間違いないだろう。 

 

1.8.5 糖鎖付加 

γ-secretase の構成因子の中で糖鎖付加を受けるのは Nctだけであるが、PS1/2 は直接的若しくは間接的に他のタンパク

の糖鎖付加を制御することが指摘されている。例えば PS1 欠損細胞では lysosome の pH値の上昇や autophagy関連タン

パクの分解が阻害されるなどの現象が確認されており、これが V-ATPase V0al の糖鎖付加が低下したり ERで捕捉される

ことによるものであると考えられている(Lee et al. 2010)(J. Lee et al., 2015)。しかしながら、PS1 が V0al の糖鎖付加と

autophagyとは無関係だとする報告も挙がっている為、未だ結論には至っていない(Z. Zhang, Garbett et al., 2012)。 

 

1.8.6 細胞内局在 

細胞内で合成されたタンパク質は様々な器官を通じて細胞の各所に輸送されていく。新規に合成されたタンパク質は

COPⅠ、COPⅡ被覆小胞に入って小胞体膜、小胞体の順に通過し、ゴルジ体で糖鎖修飾を受け、その後分泌経路に入る。

ゴルジ体から輸送されるタンパク質の行き先は複数存在する。その内分解経路に進む場合、late endosome に transgolgi 
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networkから clathrin 被覆を持つ輸送小胞によって運ばれ、その後 lysosome へと送り込まれる。lysosome 内は H＋pomp

の影響で pH は 5 付近に保たれており、pH 5 付近で最大活性を示す加水分解酵素によってタンパク質を分解する。一方、

細胞表面から細胞内部の lysosome へと向かう経路の始まりは endocytosis であり、endocytosis は細胞外タンパクを取り

込んだ後 early endosome になる。early endosome に於いて、後に加水分解酵素となる前駆体タンパク zymogen が外部

から送られてくるが、内部 pH が 6 程度であり、不活性状態にある為、endocytosis で取り込んだタンパクの選別が行われ

る。分解経路に進む場合はそのまま endosome 内に残って late endosome の段階に進むが、再利用される場合は recycling 

endosome として early endosome から分離した後細胞膜まで輸送される。また第 3 の経路として trans golgi networkか

ら secretory vesicle を介して細胞膜へと輸送する経路、または特別なシグナル無しに直接細胞膜へ輸送される経路が存在

する。 

免疫染色の結果から、活性型 γ-secretase の多くは late endosome と lysosome に局在することが分かってるが、clathrin 

assembly lymphoid myeloid (CALM)を欠損させると γ-secretase が細胞膜表面に集まってくる (Kanatsu et al. 

2014)(Kanatsu et al., 2016)。また、CALM内の ANTH domainが Nctと相互作用しており、γ-secretase の細胞内局在は

CALM によって制御されていると考えられている。 

PSには 2つの isoform、PS1と PS2 が存在する。PSの分布は広く ERや golgi 体を始め(Annaert et al. 1999)、細胞膜

(Marambaud et al. 2002)、endosome(Vetrivel et al. 2004)、lysosome(Pasternak et al. 2003)、mitochondria(Ankarcrona 

and Hultenby 2002)等に発現が確認されている。内 PS1 は細胞内部の様々な小器官、特に golgi 体や細胞膜、endosome

での局在が最も多く見られる一方、PS2 は late endosome, lysosome に局在する(Sannerud et al. 2016)。これは primary 

neuron 細胞や脳細胞に於いても同じである。PS2 の endosome での局在は 19 番目の serine のリン酸化によってコント

ロールされていることが分かっている他、PS1 は CTF 側の loop、PS2 は NTF 側の loop にリン酸化部位を持つが、後者

2 つの局在への関与はまだ不明な点が多い(Sannerud et al. 2016)(Oikawa and Walter 2019)。更に、PS1 の FAD mutation

の phenocopy を PS2 に導入したところ、PS2 の局在が更に late endosome と lysosome 寄りになったとの報告がある

(Sannerud et al. 2016)。PS2を含む γ-secretase は PS1 の場合より Aβ42 の産生比率が高いことから、late endosome や

lysosome では Aβ42 の産生量が増加するという見解があり、こうした compartmentへの輸送を担う CALMを欠損させる

と Aβ42 の産生比率が減少する(Kanatsu et al. 2014)。late endosome と lysosome は先述の通り pH が低いが、in vitro実

験で pH を下げても Aβ42 産生比率が増加した。また、PS2 は細胞内に、凝集性の高い Aβ42 が集まった Aβ pool が形成さ

れる原因であるとも報告された(Sannerud et al. 2016)。 

 

 

1.9 γ-Secretase inhibitor 

amyloid cascade 仮説に基づいて Aβの蓄積を阻害する為、まず標的となったのは Aβの産生経路である。創薬業界では

当初、Aβの C末端側の切断を行いその凝集性を決定する酵素である γ-secretase に注目し、その活性を阻害する GSI の開

発に躍起になった。開発時系列ごとに第 1 世代、第 2 世代の阻害剤に大別される。 

 

1.9.1 第 1世代の GSI 

1.9.1.1 Transition-state analogue 型 GSI  

transition-state analogue (TSA)型阻害剤はその名の通り、酵素の遷移状態に入り込み、その構造を固定することで阻害

能を示す阻害剤である(図 11A)。その作用メカニズムは酵素の遷移状態によって様々であり、基本的に構造は酵素ベース

で変わってくる。即ち、TSA型阻害剤の嵌まり込んだ状態の酵素は、活性発揮一歩手前であることが伺え、その酵素の性
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質等を議論する上で非常に有用な化合物である。γ-secretase に関して話せば、当初 cysteine protease である calpain の

阻害剤が γ-secretase を阻害し、Aβ分泌を阻害したという報告がなされた(Klafkia et al. 1995)(Higaki et al. 1995)。その

後、プロテアソーム阻害剤やMG132、ALLNといった化合物でも γ-secretase阻害能を示すことが報告された(Abramowski 

1996)(Yamazaki et al. 1997)が、いずれも本来のターゲットより遥かに高濃度側に IC50 を持つことから、これらが γ-

secretase に直接作用するという決定的根拠がないまま数年すぎることになる。さらには、calpain 阻害剤である ALLNに

関しては、高濃度で Aβ産生を減少させるにも関わらず低濃度側では逆に Aβ産生を増加させるという報告も出ており、こ

れは ALLNによる分解経路の阻害で C100 が増加し、結果的に Aβの産生増加につながるという考察がなされ、γ-secretase

との関りは一度途切れることになる(Zhang, Song, and Parker 1999)。 

1998 年に、APP の γ切断部位のアミノ酸配列を元に、aspartic protease の遷移状態を模倣した、difluoketone 構造を

有するMW167 が開発され(Wolfe et al. 1998)、当初これは serine と cysteine protease を阻害すると考えられたが、この

誘導体から γ-secretase は S1ポケットを有しており、特異性の低い aspartic protease であることが示された(Moore et al. 

2000)。その後Merck社の Shearman らはかの有名な L-685,458 の開発に成功する(Shearman et al. 2000) (図 11B)。こ

の化合物は HIV-1 aspartyl protease 阻害剤のエピマーであり、aspartyl protease の遷移状態を模倣する。阻害様式は、

構造中の hydroxyethylene isostere が酵素活性中心の aspartic acid に結合することであるが、その光学異性体は阻害能を

持たない(Shearman et al. 2000)。さらに、L-685,458 の N末端側が PS1 CTFに、C末端側が PS1 NTFへ結合し、活性

型の PSのみへの結合を認めることも既報にある(Li, Xu, et al. 2000)。一方、L-685,458は serine proteaseの trypsinや

cysteine protease の calpainは阻害しない。また、引き続く開発で、hydroxyethylene構造を持つ 31Cや(図 11C)、構造

を異にする BrA-1 などが報告され(Esler et al. 2000)、かつ aspartic proteaseの 1 つ pepsin の TSA型 GSI として開発さ

れた pepstatin が γ-secretase 阻害能を有することより、γ-secretase は新規 aspartic protease であることが 2000 年前半

で結論付けられることになった。 

L-685,458 の属する hydroxyethylene dipeptide 型阻害剤には、hydroxyethylamines 型と hydroxyethylureas 型の 2 種

類がある。L-685,458 自体は前者に属する。hydroxyethylureas 型は hydroxyethylamines 型と非常に似通った基本構造

を有しているが、Esler らは hydroxyethylamines の chiral な炭素原子を achiral な窒素原子に置き換えることで

hydroxyethylureas 型 GSI を初めて創出した(Esler et al. 2004)。さらにその直後、L体よりも D体の方がより potencyの

高いことを発見した(Bakshi and Wolfe 2004)。一般的に hydroxyethylamines 型に比べると hydroxyethylureas 型の方が

化学合成しやすいため、γ-secretase の構造を解析するにあたって様々な GSI がデザインされた。 

 

1.9.1.2 Dipeptide 型 GSI 

dipeptide 型阻害剤の歴史は 2001 年に始まる。Elan 社によって 2 万以上の化合物スクリーニングが行われた結果、新

規の阻害剤として DAPTが報告された(Dovey et al. 2001)。DAPTはその阻害剤種の名前の示す通り、分子内にペプチド

を 2 つもつ(図 12A)。活性には phenylglycine と difruoro phenylacetic acid が必要であることが確かめられており(Dovey 

et al. 2001)、光親和性標識実験の結果によってその標的は PS1 CTF に存在することが分かっている(Morohashi et al. 

2006)。その次に開発されたのは Compound E であろうか(図 12A)。DuPont 社から報告されたこの化合物は DAPT と構

造が類似しており、ペプチドを 2 つ所有する、difluorophenyl 基を保持することが特徴すら共通していた(Seiffert et al. 

2000)。ところが興味深いことに DAPTとは異なり、Compound E、およびその後開発された DBZ については、直接標的

は PS1 NTFである(Fuwa et al. 2007)。これはすなわち活性発揮に必要な構造と結合部分は全く別であり、DAPTのそれ

は PS1 CTFに親和性を持ち、Compound E などは逆に PS1 NTFに親和性を持ったと伺える。また仮に両者ターゲット

とする PS1 の部分(実際に阻害能を示す相手としての)が同じであれば、結合部位もその近傍に位置し、かつそれは PS1 構
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造上 NTF と CTF が近接している場所でもあると言うことである。なお、最近の研究結果より、Compound E は initial 

substrate-binding site に結合することで、酵素の基質との結合を阻害するという作用機序を持つと考えられている(Li et 

al. 2014)。 

一方、一時的に実用性への希望(阻害剤の衰退については後述参考)を初めて持たせてくれた阻害剤もこの種類である。

2003年にEli Lilly社により、Caprolactam骨格を有するLY411575(別名：Compound 1)が開発された(Lewis et al. 2003)。

この誘導体 DBZは LY411575 と共に in vivo で脳内 Aβレベルの低下が観察されたが、残念ながら Notchシグナルの抑制

も認められた(Wong et al. 2004)(Lanz et al. 2004)。しかしmouse への投与実験では、投与量をうまく調節すれば副作用

を抑えつつある程度の Aβ産生阻害効果を発揮出来ることが示され(Hyde et al. 2006)、Aβ産生阻害量域と Notch 切断阻

害量域に差があり、その差が大きければ実用化が可能であることを見出すことになる。その後 LY411575 の誘導体である

LY450139 (図 12A)が semagacestat として臨床治験 PhaseⅠ・Ⅱ試験に進み、CSF中の Aβの有意な変化はなかったもの

の、血漿中と脳脊髄液中の Aβ40 の低下がみられ、副作用として軽度の腹痛、下痢、消化管出血などが報告された。しか

し引き続く PhaseⅢ試験において、投与群に不可逆的な認知機能の低下、および皮膚がんのリスク上昇が認められたこと

から、開発の中止が言い渡された(Extance et al., 2010)(Doody et al. 2013)。GSI は Notch切断も阻害し、それが皮膚が

んのリスク上昇につながると言う認識は、この治験結果から来ている。なおこの認知機能の低下は、C99 の蓄積(Mitani et 

al. 2012)若しくは EphA4 切断の阻害(Inoue et al. 2009b)が関わっていることが考えられている。 

補足であるが、compound Eの結合した γ-secretase は大きな構造変化を起こし、通常は界面活性剤 DDM0.5％で十分可

溶化できる量の γ-secretase が耐性を獲得することが報告されている(Li et al. 2014)。これは Compound E の結合によっ

て複合体の構成因子がより近傍に位置し、締まった構造をとるようになる事によるものだと考えられている。 

 

1.9.1.3 Benzodiazepine 型 GSI 

Merck 社の Churcher らは high throughput screening (HTS)において、強い活性を持つ benzodiazepine 型 GSI を発

見した。この GSI は structure-activity relationship (SAR) study で C-5 carboxamide グループが強い活性発揮に必要な

構造であることを見出している(Churcher, Ashton, et al. 2003)。Castro らは SAR studyにより benzodiazepine 型 GSI

の 354531 を見出した(John' L Castro et al. 2004)。この化合物は C-5 phenyl-cyclopentyl dioxidegun 群を含み、極性を

増大させて in vivo の吸収率を上げている。さらに化合物内に含まれる N-1 carboxamidomethyl の一部の構造が高い

potencyを齎し、バイオアベイラビリティの向上に貢献していると報告され(Owens et al. 2003)、C-4 carboxamide を除

き、C-3 の側鎖に代わりに 4-fluorophenyl 群を導入し、塩素原子をフッ素原子に置き換えた化合物はさらに高い potency

を有し、membrane 透過性も良いとのデータもある(Churcher, Ashton, et al. 2003)。 

全体的に benzodiazepine は非常に高い potency を有し、既存の GSI の中で最も強力なものの 1 つはこの種類に含まれ

ている。Merck 社により報告されている GSI XIX が、培養細胞系における IC50 は驚きの 60pM をたたき出している

(Churcher, Williams, et al. 2003)。 

 

1.9.1.4 Aib peptide 型 GSI 

Das らは、APPの膜内配列で Aβ40、42 の切断部位付近の配列に、α-helixを誘導する α-aminoisobutyric acid(Aib)を複

数導入した pep15 が、GSI の機能を持つことを報告した(Das et al. 2003) (図 12B)。その後 pep15の valineと Isoleucine

を D体に変え、phenylalanine を threonine に置換した pep11 (図 12B)についても γ-secretase 阻害能が観察され、FLIM

を用いた検討から Aib ペプチド存在下で APP と PS との結合が失われていることから、このタイプの GSI は基質結合部

位を標的とすることが考えられた(Das et al. 2003)。一般的に Aib peptide 型 GSI は D 体が L 体に比べて同等以上の
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potencyを有することが多い(Das et al. 2004)。また同じエナンチオマー内ではペプチド鎖数による potencyの違いが報告

されており、ペプチド鎖数が 10 から 16 の間で γ-secretase 阻害能を観察できる。なお、より活性の高い D 体では 13 ア

ミノ酸のものが IC50140pM という高い potency を獲得している(Das et al. 2004)が、Aib ペプチド型 GSI も Notch 切断

の阻害から、臨床治験を行う前に AD治療薬目的の開発は断念されてる。 

Aib peptide 型 GSI は基質結合部位の探索に用いられることが多い。benzophenone を含む非天然アミノ酸 p-benzonyl 

L phenylalanine(Bpa)を導入したプローブが PS NTFを標識すること、およびこの標識が TSA型 GSI の共存下で阻害さ

れないことから、基質結合部位が活性中心とは別に存在することが示された(Kornilova et al. 2006)ことが事の始まりであ

る。また、この pep15 を用いた数々の標識実験の結果で結合部位であると示唆される PS の領域が複数存在することが確

認され、基質はストレートに活性部位に入っていくのではなく、PSの様々な部位を辿って最終的に活性部位に嵌まり込ん

で切断を受けるという説が支持されるようになってきた(Takagi et al. 2010)(Takagi-Niidome et al. 2015)。 

 

1.9.1.5 部分ペプチド型 GSI 

ペプチドを模したという点では、このタイプの GSI も Aibペプチド型 GSI と似ている。AstraZeneca 社の Scottらは、

TMD6 から始まる膜外領域である HL6 にまたがる exon 9領域のうちの 30 アミノ酸ペプチドが、in vitro assay系に於い

て GSI 能を持つことを明らかにした(Knappenberger et al. 2004)。この研究結果で、ペプチドが競合型阻害様式を示し、

かつ TSA型 GSI との結合競合が確認されなかったことから、結合対象が基質結合部位の 1 つであると考えられた。 

さらに似たような研究で Strooper のチームは GST 融合リコンビナントタンパクを用いたところ、基質結合部位として

PS1 の TMD1と TMD2、及び PSの最 C末端が候補に挙がることとなる(Annaert et al. 2001)。 

 

1.9.1.6 第 1 世代の GSI の副作用 

現在まで、γ-secretase の基質として知られている膜タンパクは 90 を超えている(Deyts et al. 2016)。Aβの前駆体タン

パクである APP(C99)以外にも、細胞分化や正常発生にかかわる Notch、細胞接着分子である Cadherin、ニューレグリン

受容体ファミリーで上皮成長因子の ErbB4 などが有名どころである。GSI の AD 治療目的としての利用を一層不可能に

近づけているのは、この基質の多さに由来するところが多く、即ち単純な γ-secretase 阻害は Aβの産生を阻害するだけで

なく、生体維持に必須なその他タンパク分泌やシグナル伝達をも阻害してしまうということである。Notchは神経や造血、

血管や上皮細胞など広く分布する、遺伝子調節を担うタンパクであり、その阻害の結果実に多様性に富んだ副作用を被る

こととなる。報告されているものでは、免疫異常(Hadland et al. 2001)、大腸癌リスク上昇(Vinson et al. 2016)、T細胞胸

腺細胞の分化異常(Doerfler et al. 2001)など、多岐に渡る。実質ヒトで出たものとしては、前述した LY450139 の Phase

Ⅲ相試験の敗北の原因となった、健常者 AD患者無差別的に認められた腹痛、下痢、消化管出血、腸閉塞などが挙げられ、

いずれも Notch切断の抑制によるものであると考えられている(Fleisher et al. 2008)。その為、今後 AD治療薬を使用主

目的とした創薬開発には、APP切断のみを対象とした阻害薬の開発が避けられない。 

 

1.9.2 第 2世代の GSI 

1.9.2.1 Sulfonamido 型 GSI 

GSI の不可避な副作用に希望の光を照らしたのが第 2 世代の GSI 達である。共通の特徴として、APP への選択性があ

る、若しくは APP 特異的である。実は最も初期に APP への選択性を確認した GSI は LY450139 の臨床試験が始まる以

前、2001 年に報告が確認されている。4-chloro-isocoumarin から合成された JLK類(図 13A)は、Aβ40、42 の産生を阻害

するのにも関わらず、Notch の切断による細胞内シグナル分子 NICD への影響、及び E-cadherin 切断への影響は確認で
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きないことが報告されている(Petit et al. 2001)(Petit et al. 2003)。また、sulfonamido 骨格を有する、Bristol-Meyers 

Squibb (BMS)社の BMS-299897(Anderson et al. 2005) (図 13B)は、Aβ産生阻害濃度領域と Notch 切断阻害濃度領域の

間に大きな差があり、実質ほぼ特異的に Aβ産生を阻害できることが in vivo で報告されている。これらの阻害剤は Notch

切断を阻害しないことから、「Notch-Sparing GSI」と呼ばれ、注目を浴びている。sulfonamido 骨格型の GSI らは、BMS-

299897 を基にした光親和性標識プローブの解析結果より、PS1 NTFを結合標的とすることが報告されている(杉本康昭修

士論文)。その他のNotch-Sparing GSIに関しては、元々慢性骨髄性白血病治療薬として用いられている imatinib mesylate

も APP切断のみを阻害することが知られているが(Netzer et al. 2003)、面白いことにその阻害様式は、γ-secretase のヌ

クレオチド結合部位への ATP結合との競合によると報告されている(Fraering et al. 2005)。 

しかし、現在 sulfonamido 骨格を持つこれらの GSI は、臨床試験段階で苦難に直面している。Parker らがデザインし

た BMS-708163 (avagacestat: 図 13B)は、GSI としては久しぶりに臨床試験第Ⅱ相まで進んだ。APP 選択性を有し

(Gillman et al. 2010)、イヌへの長期投与の結果、脳内 Aβを 30%減らし、その時に Notch切断阻害による副作用は観察

されなかった(Albright et al. 2013)。ところが第Ⅱ相試験に於いて、Notch シグナリング阻害による副作用が観察された

(De Strooper 2014)為、開発を中止することとなった。臨床試験失敗の原因として、Crumpらは Notch切断活性をも失っ

ていることを述べている(Crump et al. 2012)。さらに 100mgから 125mgの投与群に於いて、認知機能の悪化も確認され

ている(Coric et al. 2012)。これは非特異的に γ-secretase を阻害する第 1 世代の GSI と同じである。Notchに対する APP

の選択性は百数倍にも見積もられていたにも関らず臨床試験で Notch 阻害様の副作用を観察した原因については、基礎研

究に於いて両方に対する potency を測定する時に全く別の assay を用いたことだと推測されている。事実、εと γ 切断を

シングル assayで測定した時には、両者の potencyは 3 倍も違わなかったという(Bursavich et al., 2016)。 

更に、近年の研究から GSI の長期的な処理によって基質の切断が逆に増加する報告もなされている。第 1 世代 GSI の

DAPTと第 2 世代 GSI の BMS-708163 それぞれ SH-SY5Y細胞に処理すると C99 の増加が観察されるが、ratに 21 日間

投与し続けると、cortexで C99の量が減少することが発見されたというのである(Sogorb-esteve et al. 2017)。この論文で

は Aβ量を直接的に見てはいないが、基質切断の増加を示す結果であると考えられよう。この時、C99 の増加によって PS1

の発現増加が引き起こされており、筆者らはこれが C99 の減少、即ち切断の増加に繋がったとしている。 

なお、近年 BMS-708163 の結合メカニズムが複数のグループから報告された。Somavarapu らは Schrödinger 社開発

プログラムの 1 つ「Glide」を用いたコンピュータ・シミュレーションを行い、その結果 BMS-708163 が 2 つの活性中心

aspartic acid に跨って結合、若しくは TMD2、6 からなる基質侵入ゲートを塞ぐ形で結合するというモデルを打ち立てた

(Somavarapu et al., 2016)。しかし前者のモデルでは、sulfoamido に直結した chlorobenzene－塩素を含む環状構造は

sulfonamido 型 GSI の中心となる構造である－が PS1 との結合に関与していない。一方 Gertsik らは、BMS-708163 を

ベースにした probe 化合物を作成し、MS/MSスペクトル解析を行った結果、L282 を中心として S170、R278、 F283、 

そして G382 が主に結合に関与していると言うモデルを考案している(Gertsik et al. 2017)。これらの残基は主に exon 8

領域に属し、PS1 の自己断片化の起きる場所にも近く、G382 も活性中心 D385 の近くに位置していることから、これら

の機能阻害を通じた阻害効果発揮を行うと考えているようであり、さらに DAPT によって BMS-708163 の probe の結合

量が減少するのだが、これは本領域が DAPT結合部位と報告されている領域(Bai, Rajendra, et al. 2015)と一部被ってい

ることと一致する。何れのモデルもごく最近発表されたものであり、更なる詳細な検討が必要とされるであろう。PAL解

析を行う筆者としては後者のモデルを信じたいところではあるが。 

 

1.9.2.2 Sulfone 型 GSI 
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Merck社の Churcherらは sulfone 構造を持つMRK-560(Barten et al. 2005) (図 13C)を創出した。この化合物は Notch-

Sparing GSI の一種であり、マウスへの長期投与で脳内 Aβ斑が有意に減少し、典型的な Notch 切断阻害による副作用も

観察されなかったが、in vitroでは大した選択性を確認できなかった(Best et al. 2006)。一方引き続く研究に於いて、この

化合物はPS1を含む γ-secretaseを、PS2を含む γ-secretaseに比べてより強力に阻害することも発見され(Lee et al. 2011)、

GSI が保有すべき選択性についての理解の幅が広がり、sulfone型 GSI の実用化に向けての様々な研究が始まる。 

sulfone型 GSI が阻害能を発揮するキーとして最初に報告されたのは、極性に関することであった。MRK-560 を開発し

た Churcherは cyclohexane ring に極性基が直接付いていることが強い potency発揮に必要であり、また水溶性の低さが

経口投与時の吸収率にも影響するとの考えを示した(Churcher et al. 2006)。加え、B-trans 体では sulfone 群が axialに配

置されるため阻害能を失うことも見出し、conformational flipping を抑制するために spirocycle が C-3 に結合し、

difluorophenyl 群が C-2 に結合して新たな環状構造を形成した誘導体を作製することで、active な椅子型構造を持たせる

ことに成功した(Jelley et al. 2006)。 

その後はより強い potencyを持たせるために、cyclohexane ring に結合した環状官能基の修飾を行うことになる。最終

的に IC50が 2nM という強力な 851599 を開発し(図 13C)、幾つかの生化学的 assay で PS1 への強い選択性を確認し、同

時に hERG と CYP2C9 阻害もしないことが報告された(Zhao et al. 2015)。現在ではこの 851599 とその analogue に

Merck社が特許を取得しており、今後の実用化に向けての更なる研究開発が期待されている。 

 

1.9.3 Aβ rise 現象 

以前より、APP 若しくは C99 を過剰発現させた培養細胞に GSI を添加した時、阻害能を示さない低濃度域に於いて、

分泌 Aβ量が微増する現象が確認されていた(Abramowski 1996)(Yamazaki et al. 1997)(Durkin et al. 1999)。これの意味

する所は、AD 治療の際に適切な濃度域を外れると逆に AD 病態を悪化させる可能性を示唆するものであり、原因の解明

が待たれていた。その後 in vivo 系でも、ADモデルマウスに(Lanz et al. 2004)、gunia pigに(Lanz et al. 2006)、そして

ヒトに投与した場合でも plasma の Aβ量の一時的増加を認めた。近年では極低濃度の inhibitor は細胞外の Aβ oligomer

量をも増加させることも明らかとなっている(Agholme et al. 2017)。この oligomer の増加は、低濃度において inhibitor

が PS1 優位に阻害する為に、酸性度の高い late endosomeで切断を行う PS2 による切断(Sannerud et al. 2016)が相対的

増加し、細胞内の Aβ凝集体が増加したとされている。更に、異骨格の GSI にも同様の効果が認められたことにより、こ

の現象は化合物特異的ではなく、γ-secretase に直接影響を与えた結果であることが伺えた。 

Aβ rise 現象はまず培養細胞に発現させる基質の量に逆相関して確認されなくなっていき、in vitro 系では同様の現象は

確認されないことが報告され、続いて GSM には見られないことから Aβ rise 現象は GSI 特異的だと考えられた。そして

基質として APPwt を用いた場合のみに Aβ rise 現象は確認され、APP Swedish Mt を基質として過剰発現した場合と、

C83 を γ-secretase が切断して産生した分泌タンパクである p3 の産生にはそのような効果 を認められないことが立て続

けに報告された(Burton et al. 2008)。この結果の解釈をするに当たって、酵素基質の局在場所と Aβ産生の関係が関与し

てくる。主に APPNLからの Aβ産生や p3 産生は late secretary pathway で起きる(Kuentzel et al. 1993)(Haass et al. 

1995)のに対し、APPwtでは endocytotic pathway で起きることが指示されている(Haass et al. 1995)。つまり、基質濃度

が低い場合には低濃度の GSI による阻害効果により、endocytotic pathway に蓄積した C99 と γ-secretase が相互作用す

る機会が増加し(Zhang et al. 2005)、結果的に Aβ産生の増加に繋がる、ということが考えられた。また、Aβ peptideの長

さに着目した研究では、Aβ34 と Aβ35 にはこうした Aβ rise現象が見られず、極低濃度の inhibitor でも濃度依存的に Aβ

量が減少することも示されている(Agholme et al. 2017)。このメカニズムは不明であるが、Aβ34 は γ-secretase による切

断を経た後に β-secretase によって産生されることが報告されており(Portelius et al. 2014)、若干矛盾を生み出し解釈が
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難しい。しかしながら総じて、これは副作用が甚大な第 1 世代の GSI だけでなく Notch 切断を回避できるとして注目さ

れた第 2 世代の GSI にも当てはまることであり、GSI 実用化の障壁となっている。しかし一方で、脳内化合物濃度が低下

した場合に観察される現象であることも事実なので、投与頻度を引き上げることで極力脳内化合物濃度を一定水準に保つ

ことで Aβ rise 現象を回避できるという考えもある。 

 

 

1.10 γ-Secretase modulator 

γ-secretase を通じた Aβ産生制御には、GSI とは違った別ルートが存在する。それが、GSM による酵素の活性「修飾」

である。これらの化合物は従来の GSI のように γ-secretase の活性を落とし、基質切断を妨げることで Aβ産生の抑制に寄

与するのではなく、γ-secretase の活性を変化させるように「修飾」することで活性を上昇させ、毒性種 Aβ42 をより短い

Aβ38 へ切断することで Aβ42の産生を減らしている。Aβ42 産生を「阻害する」ものではなく、GSI と競合しないことは、

最初に Beherらが発表している(Beher et al. 2004)。このような作用機序から γ-secretase “modulator”と呼ばれている。

なお、GSMには Aβ42 産生比率現象だけなく、真逆の Aβ42 産生比率上昇効果を持つものも存在する。これらを inverse-

GSM(iGSM)と呼ぶ。iGSMは全てのタイプの GSMに存在し、NSAIDs では fenofibrateが例として挙げられる(Uemura 

et al. 2009)。その為 fenofibrate を高脂血症改善薬として用いた時に AD リスクが果たして上昇するのかという議論があ

ったが、培養細胞系で数十～数百 μM オーダーで漸く有意な変化が認められることより、通常の投与範囲内では問題ない

というのが一般的認識となっている。 

GSMはその大きな長所として、APP切断抑制への強い選択性が挙げられる。Nβへの切断効率に多少の影響を与えるク

ラスの GSMは存在するが(Wanngren et al. 2012)。しかし、第 2 世代の GSI と比してもう一つ挙げるとすれば、GSMは

概して Aβ rise 現象を引き起こさない、という点であろうか。この Aβ rise 現象については、GSI の項目で説明済みであ

る。 

γ-secretase の切断様式を変えることは、以下の 2 つの可能性から説明が可能である：1) long Aβの分泌が遅くなる(kbの

低下)、2) さらなる切断の亢進(kcatの増加)。γ-secretase は endopeptidase 活性(ε切断)と carboxypeptidase 活性(γ切断)

を有し、複数回基質を切断する酵素であるが、Chavez-Gutierrez らは GSM によって ε 切断の kcatは変化しないが FAD

の導入によって減少することを見出した(Chavez-Gutierrez et al. 2012)。またその後の研究で γ切断の酵素反応速度定数

を測定したところ、GSM が kcat を増加させて kb を減少させる一方で、FAD は全く逆の反応を示したことが報告された

(Okochi et al. 2012)。これらの報告は、GSMには PSの変異による活性低下を回復させる強い証拠である。 

これは一般論であり全 GSMに当てはまるというわけではないが、GSMの作用機序については当初紆余曲折あったもの

の、少なくともそのターゲット分子は γ-secretase そのものだという説が一般的になっている。この紆余曲折の原因の発端

となったのが、この論文である(Kukar et al. 2008)。筆者らは NSAIDs(後述参照)であり fenofibrate を基にして光標識プ

ローブを添加した fen-Bを用いることにより、GSM分子と APPCTFの結合を観察できたと報告した。そしてその作用機

序は、APPCTFの dimerization、即ち二量体化の形態を変えることにより Aβ42 の産生を調節するのだと考察された。事

実 GxxxG モチーフが APPCTF に存在し、そこに変異を持つ APP は Aβ42 比率の減少が観察されている(Munter et al. 

2007)。ところがその翌年には名指しでその論文に対抗する反論が出版された(Beel et al. 2010)。彼らの言い分では Kukar

らの用いた光標識プローブの濃度が濃すぎること、その濃度では非特異的な膜タンパクへの結合が認められることであり、

さらに高濃度の GSM が凝集し、酵素活性を阻害している可能性があるというものであった。果たして一瞬で主張をを覆

された Kukar らはどんな心境であったであろうか。なお、現在までに sulindac sulfate が APP の膜内配列に存在する二

量体化領域に作用して Aβ42産生をmodulateする(Richter et al. 2010)意見や APPの膜近傍領域の変異によってNSAIDs
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の応答性が変化する(Sagi et al. 2011)などとと主張する 「substrate-targeting」派存在すれば、GSMと PS分子との結合

を観察したり(Ebke et al. 2011)、Richter らに真っ向対抗して NSAIDｓは自己凝集を引き起こすと述べた Barrett ら

(Barrett et al. 2011)「enzyme-target」派など、議論は下火ながら続いている。しかし前述したように、多くの GSM が

PSタンパクとの結合を確認できることから、「enzyme-target」説が今のところ主流である。とは言え、結合ターゲットに

関して言えば同系統の化合物ながら副次的に別タンパクへの結合が見られることは何も不思議なことでない。後述する

phenylimidazole 型 GSMでは、ST1120 が PS1 NTFと Aph-1 への結合を認めたのに対し(Takeo et al. 2014)、Eisai社

の E2012 では Aph-1 への結合が認められない(Cai et al. 2017)。これは活性発揮に必要な基本共通骨格とは別の修飾基に

よる作用が大きいと思われ、今後様々な GSM の解析を進めていくうえで多角的な視点が必要になってくることを示すよ

い例である。 

 

1.10.1 Nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

GSM の歴史は全く無関係な薬剤に端を発する。予てより非ステロイド抗炎症薬(NSAIDs)服用患者が AD 発症リスクを

下げていることが指摘されてきた(England 2001)(Walther et al. 2009)。自分の認知する限りでは、1990 年のMcgeerに

よる(Anti-inflammatory drugs and Alzheimer disease)が初だろうか。数々のNSAIDsのうち、sulindac sulfide、ibuprofen、

indomethacin 等(図 14)が γ-secretase に直接作用し、in vitro や in vivo 両方で Aβ42 産生を優位に阻害し、Aβ38 産生を

上げることが報告され、同時に Notch 切断へ影響しないことも認められた (Weggen et al. 2001)(Morihara et al. 

2002)(Takahashi et al. 2003)。ただし高濃度では Aβ40 産生、及び Notch切断への抑制効果を認められたことから、高濃

度では阻害様式を示すことが示唆されている(Takahashi et al. 2003)。これらの特徴より、NSAIDs 若しくはその誘導体

型 GSMを俗に第 1 世代の GSM と呼ぶこともある。ここから一連の研究報告を受け、瞬く間に NSAIDs の AD治療薬と

しての開発が幕を開けた。しかし、NSAIDs の誘導体の 1 つである R-Flurbiprofen (図 14)について、in vivo で GSM効

果を有することが報告されたにもかかわらず(Eriksen et al. 2003)(Kukar et al. 2007)、米国での PhaseⅢ相試験で有意な

効果が認められなかったことから、開発の終止符を打たれた。これは以下に記述するその他 GSM の多くにも言えること

だが、GSMの臨床試験の失敗のほとんどはヒトでの potencyの低さ、そして脳移行性の低さが主な原因である。少なくと

も NSAIDs 類は元来抗炎症薬であって主用途が AD 治療ではない為、培養細胞系での potency は数十 μM レベルにもな

り、とてもではないが実用的からは程遠い。さらに脳への移行性にも乏しく、かつ COX 阻害効果も確認されている

(Geisslinger and Schaible 1996)(Zettl et al. 2010)。R-Flurbiprofen の場合、in vitroで IC50 = 250 μM 程度しかなかった

上に脳髄液/血漿比が 1.3 %と低いことが実は分かっていた(Morihara et al. 2002)(Peretto et al. 2005)。更に Eriksen らの

前向きな実験結果は全く追試できておらず、Kukarらの結果に於いて各グループから幾つかのマウス個体が意図的に統計

学的分析の対象から除外されている等、手法にも大きな問題があったと報告されている(Imbimbo 2009)。 

NSAIDs の失敗要因として考えられていることとして、microglia の阻害効果が挙げられる。microgliaは AD病理を減

弱する方向に働くと考えられており(Britschgi and Wyss-Coray 2007)、phagocytosis の亢進を経て Aβ斑のクリアランス

を助長する。遺伝子改変マウスを用いた検討では、microglia に欠陥が生じると amyloidogenesis を促進する結果が出てい

る(El Khoury et al. 2007)。特にmicroglia 細胞の数が不変、若しくは増加しているにも関わらず Aβ斑が増加しているケ

ースの多い患者脳では、老化に伴って microglia の Aβクリアランス能が低下していると指摘されている(Hickman et al. 

2008)。つまり、NSAIDs の抗炎症効果によるmicroglia の活性低下により、Aβ斑除去能が大幅に落ち、AD病理が寧ろ悪

化した線が強いのである。その為、引き続く開発で、各製薬会社はより強い potency を有する GSM の開発に奮起し、結

果多種多様な基本骨格を有する GSM の開発を遂行する。それらの GSM を NSAIDs 型と対比させて、第 2 世代の GSM

と一括りで呼ぶこともある。 
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1.10.2 第 2 世代の GSM 

1.10.2.1 Phenylpiperidine 型 GSM 

GSMとして最もよく知られているものの 1 つがMerck社開発の GSM-1 であろう(Page et al. 2008) (図 15A)。GSM-1

も元々は NSAIDs 誘導体型の GSM ではあるが、phenylpiperidine 構造を内部に含むため、phenylpiperidine 型 GSMと

して分類されることもある。培養細胞系で 5 μM の投与で顕著な Aβ 量の変化が観察されるものの、現在知られている中

で最も強力な FAD の 1 つである PS1 の L166P、PS2 の N141I 変異には有意な Aβ42 減少効果を認めることができなか

った。ただなぜかより短い切断断片である Aβ38 の産生上昇は有意な差を認めたことから(Page et al. 2008)、Aβ全体の産

生量を底上げした可能性が残されている。強力な GSM ではあり、類似型の GSM-2 を含め、モデルマウス(Mitani et al. 

2012)やサル(Ling et al. 2015)などの in vivo 系で有意な Aβ42/40 比率減少を確認できたものの、2013 年の時点で既に開

発はストップされている。これは、治療量域での投与時に、ヒトでは全くそのような変化を観察できなかったからである

(Ling et al. 2015)。 

phenylpiperidine 型 GSMの作用の特徴として最たるものは、Aβ42 産生系列のみに影響を与える、即ち Aβ42 から Aβ38

への切断亢進効果はあるものの、Aβ40 の産生量に有意な変化を与えないという点にある。1 μM を超えてくると有意な

Aβ40 産生量減少を示すデータもあるが(Ohki et al. 2011)、これは NSAIDs が高濃度で γ-secretase への阻害効果を呈する

ことを加味すればこれも阻害の 1 つであるという考察と、一方後述の phenylimidazole 型の GSM は切断亢進により Aβ40

を Aβ37 へ切り進める為、純粋に治療量域で有意な差がみられていないだけだという考察も可能である。これに決着をつ

けるには高濃度で Aβ37 や 38などの short Aβの産生量を確認すればよい。  

このタイプの GSM の作用機序を考察する 1 つの重要なポイントが iGSM との構造の差から見えてくる。Merck 社の

GSM-1 と全く同じ基本構造を持つ iGSMの NS-1017 は(図 15A)、細胞系に於いて 1 μMで有意な Aβ42 ratio 上昇を認め

るが、GSM-1 と NS-1017 は上部の構造が carboxylic acid か benzylamido かだけしか違わないのだ。つまり基本骨格に

付随した部分の極性によって Aβ42 の産生に対する影響の方向性が決まるということであり、Aβ産生制御に電子的要因が

関与していることが強く示唆される。 

phenylpiperidine 型 GSMの作用機序についてはある程度まで絞り込みができている。Ohki らは光標識プローブを導入

した GSM-1-BpB を作製してその標識ターゲットを探ったところ、GSM-1 が PS1 NTF の TMD1 を標的とすることが明

らかとなった(Ohki et al. 2011)。また同時により詳細な結合部位として、K80 から D110 までの間に結合することが示唆

されている。これは sulfonamido 型 GSI の BMS-708163 や Aib 型 GSI の pep11、及び後述する phenylimidazole 型 GSM

すらとも結合部位が異なる(Pozdnyakov et al. 2013)。これは、GSI などの阻害能発揮時とは全く別の経路で γ-secretase

の活性を上げていることを示唆する研究結果である。 

 

1.10.2.2 Phenylimidazole 型 GSM 

ここ数年の non-carboxylic acid GSMの多くはこのタイプ所属である。爆発的な開発の起爆剤となったのは、2005 年に

Eisai 社が開発した E2012 である(Hashimoto et al. 2010) (図 15B)。GSM能を発揮する活性は phenylimidazole 環にあ

り、alkenyl 骨格の反対側の修飾基、官能基を変えることで potencyの異なる化合物を開発してきた。このタイプの GSM

の特徴は NSAIDs や phenylpiperidine 型 GSM とは異なり、Aβ40 の産生量をも減少させる。即ち Aβ40 と Aβ42 の切断

両方を亢進し、Aβ37 や Aβ38などの short Aβの産生を増加させる(Lessard et al. 2015)。とは言え、Aβ40 より Aβ42の

減少割合の方が顕著なので、相対的に Aβ42 の比率は下がることになる(Pozdnyakov et al. 2013)。これは先述の通り、

phenylpiperidine 型 GSMと同じく PS1 NTFを結合標的としているが微々たる結合部位の差が生み出す違いであろう。 
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最初に開発されたE2012については in vivoに於いてはイヌのCSFで有意なAβ量の変動を確認できたものの(Portelius 

et al. 2010)、臨床試験 phaseⅠの途中で、マウスでの安全性試験に於いて、薬物投与群で眼球の白濁を確認し、長期投与

で白内障を引き起こしたマウスも現れた。これは E2012 が 24-dehydrocholesterol reductase を阻害することで、

desmosterol の増加と cholesterol の減少を引き起こしたことが原因だと考えられている(Nakano-Ito et al. 2014)。しかし

その後のサルへの 13 週間の投与実験に於いては、経口投与時の毒性も無ければ plasma での desmosterol の増加も見られ

なった為、この副作用は齧歯類特異的であろうと結論付けられた。では、臨床試験はどうなったのか？結果は phaseⅠで

plasma 内の Aβ40、Aβ42 有意な変動を認めたものの(Nagy et al. 2010)、Eisai 側がより強力な potencyを持つ E2212の

開発に成功した為、phaseⅡへの移行は中止となった。しかし、現在のところ E2212 の開発の続報は聞かない。その後の

研究で E2012 をベースに ketone を環化させた oxadiazoline 構造を持つ GSM が開発され、幾つかは E2012 より高い

potencyを獲得することに成功した(Z. Sun et al. 2015)。一連の化合物は高い potencyや能率、そして安全性を兼ね備え

た非常に有用な治療薬候補となったが、高い cLogP 値4や低い multi-parameter optimization (MPO)値5など、drug-like 

properties が乏しいことが悩みの種である(Bursavich et al. 2016)。 

有機化学の分野では、様々に構造を変えてみることでより有用な phenylimidazole 型 GSMの開発を目指した。Janssen 

Research & Development では olefin を窒素鎖に置換し、複素二環構造の導入、そして aniline の benzene 環を pyridine

環に置換するなど様々な変換がなされてきたが、drug-like propertiesの劇的改善には繋がらなかった(Bischoff et al. 2012)。

その後、Bristol-Meyers Squibb社はE2012のベースに改良を加えたBMS-869780とBMS-932481を開発した(Bursavich 

et al. 2016) (図 15B)。前者は olefin を窒素鎖に置換した後にmethylimidazole を chloroimidazole に置き換えたもの、後

者は imidazole 環を triazole 環に置き換えたことが最大の特徴であり、どちらも in vitro での EC50が 5~7 nM レベルの

potency を有することが確認された。BMS-869780 はマウスとラットで顕著な効能を示したが、ヒトへの投与時の安全性

への懸念からさらなる開発は現在中止されている。BMS-932481 はヒトに於いて CSF 内の Aβ42 が有意な減少を示し

(Soares et al. 2016)、臨床試験 phaseⅠでも前向きな結果となった。現在のところ、続報待ちである。 

その他 imidazole 環を持つ GSM に対して行われてきた構造変換の多くは、imidazole 環(若しくはそこに位置するその

他五員環構造)に隣接する aniline の変換を通じたものが多い。Torrey Pines Therapeutics の開発グループは anilineを環

状化し、thiazole 構造を持つ GSM を開発し、その potency を改良した GSM は雌 Tg2576 マウスへの繰り返し経口投与

で脳内 Aβ42 の有意な減少を確認できた(Kounnas et al. 2010)。thiazole を持つ GSM については Wagner のグループが

その後の研究で cLogP値が低く drug-like properties が改善された GSMを開発した(Wagner et al. 2014)が、現在のとこ

ろ in vivoでの結果は聞かない。Merck社の開発チームは anilineの窒素鎖を triazole環に変換することでより有用なGSM

の模索を行い、最初期に導出した lactam 環を持つ GSMはその potencyの高さと hERGに干渉しないこと(Fischer et al. 

2012)、そして優良な drug-like properties とは裏腹に経口投与時に全く効果が出ず、blood to plasma ratio が 0.1 を切っ

ていたことから、薬物動態の改良に踏み切ることとなる(Bursavich et al. 2016)。引き続く研究では lactam 環に

fluorobenzene を直接融合させた 6-fluorobenzazepinon 構造を有する化合物が開発され、そのうちの 1 つは齧歯類とアカ

ゲザル(rhesus monkey)で脳内 Aβ42 の有意な減少を確認した(Fischer et al. 2015)。しかし、アカゲザルに対してはボー

ラス注入では有意な効果が表れたものの経口バイオアベイラビリティは非常に低かった。さらに IC50=32nM で serotonin

 
4 化合物の親油性、脂溶性を示す数値であり、経口投与薬剤の有用性を決める 1つの指標である。炭素鎖を 1つ伸長するごとに値がお

よそ 0.5増加するが、環化するとその値は低下する。炭化しながら環化する前後では cLogP 値はほぼ同じであることが多い。ただ環化

する場所にもよってその値は変動する。創薬に於いて低分子化合物の cLogP値は、膜透過性、溶解度、代謝、CYP 阻害、バイオアベイ

ラビリティ、毒性など複数項目を加味して 1~3の間をとるのがよいとされている(Waring 2010)。 
5 cLogP 値、cLogD値、分子量、pKa値など、化合物を評価する幾つもの値のうちから、対象薬物の評価に必要なパラメーターを選択

し、それを総合的に評価して最適化した値のことである。評価基準は化合物やそれが対象とする疾患により多種多様なので、MPO値、

若しくはその値の幅は実に多岐に渡るが、一般に値が高いほど薬剤として有用であるとされている。 
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再取り込みトランスポーターに対する阻害がかかることも報告され(Bursavich et al. 2016)、同系統の GSMの今後の開発

にはそれらのモニタリングが必要だということが示唆された。なお、imidazole 若しくは類似構造を基本骨格とする GSM

はその他にも様々な方面での開発がなされ、武田薬品工業開発の piperazine を持ち Aβ40 産生には影響を与えない一連の

GSM や(Takai, Koike, et al. 2015) imidazole 環を oxazole環に変えた GSM(Takai, Hoashi, et al. 2015)、大日本住友製薬

開発の piperidine amido 構造を持つ phenylimidazole 型 GSM(Kobayashi et al. 2014)などが発表された。また Pfizer社

はamidoの窒素鎖がpyridine環に結合し二環構造を取るpyridopyrazine-1,6-diones種を開発し(Pettersson et al. 2014)、

その後 PS1 NTFへの結合が示された(Pettersson et al. 2015)。こうした化合物は多くがマウスやラットの in vivo 検証で

脳内や CSF での有意な Aβ42 減少を確認できているが、修飾基によっては CYP 阻害を始めとした副作用が見られること

もあり、また殆どが in vitroの potencyと脂溶性、そして drug-like properties などとの釣り合いが取れず、未だにブレイ

クスルーを起こした化合物は出ていない。CYP 阻害については arylimidazole group、即ち imidazole 環が関与している

ことが示唆されおり、根本的に基本骨格を練り直す必要性があるだろう (Sekioka et al. 2017)。Sekioka et al は

arylimidazole group を潰した上で同等の活性を持つ GSM様化合物の創出に努めている。 

構造学的な作用機序については解明が待たれているが、基本構造が imidazole であろうとその類似構造であろうと、PS1 

NTF への結合が強く示唆されている(Pozdnyakov et al. 2013)(Pettersson et al. 2015)。この結合部位は先述の通り

NSAIDs とも阻害剤らとも場所を異にしており、全く新しい機序での γ-secretase の活性化を引き起こしていると考えら

れる。その後 phenylimidazole 型 GSMの ST1120 を使った解析により、このタイプの GSMが PS1 TMD1 C末端側に伸

びる HL1 の Y106 を始めとした、幾つかの親水性環境に面した残基と相互作用していることが明らかとなった(Takeo et 

al. 2014)(Cai et al., 2017)。現在は周辺構造との関連を探りながらその作用機序の解明が進められている。 

 

1.10.3 GSM様活性を持つ天然化合物 

天然物及び天然物誘導体は古来治療薬として用いられることが多かった。GSMに関しても例外ではなく、幾つかの天然

物から GSM様活性が報告されている。Satori Pharmaceuticals はキンポウゲ科の black cohash (Actaea racemosa)から

triterpene glycoside 構造を有する化合物を見出した(Findeis et al. 2012) (図 16A)。しかし当初見つけた化合物は enol 

ether、glycoside 及び acetate ester 構造の不安定さにより体内のクリアランスが高く、brain exposure が非常に低いこと

が問題であった。その後、enol ether の 2 重結合や morpholine 構造の導入などを経て、クリアランスやバイオアベイラ

ビリティの向上に成功するものの(Fuller et al. 2012)(Loureiro et al. 2013)、2013 年にサルへの投与試験で腎機能障害を

引き起こすリスクが確認されてからは、以後の開発は中止されている。 

またフロリダ大学の研究チームは 170の天然及び人工 steroidをCHO細胞でスクリーニングした結果、幾つかの steroid

に GSM様活性を認めた(Jung et al. 2013)。ただこの時最も活性が高かったのは 5β-cholanic acid という元来体内で生合

成されない胆汁酸であったが、スクリーニングの結果から幾つかの天然胆汁酸にも弱いながらも Aβ42 減少効果を確認で

きた為、引き続く研究で体内合成される steroidのスクリーニングを行った結果、より強い potencyを持つ 3β-hydroxy-5-

cholestenoic acid が見出された(Jung et al. 2015) (図 16B)。とは言え、この化合物の EC50はせいぜい 250 nM であり、

Jungらも炭素鎖を延ばすなどの幾つかの構造置換を行ったが、potencyが 100nMを切ることはなかった。こうした steroid

は GSM 活性に carboxylic acid が重要な役割を果たすと考えられている。Jung らのスクリーニングでは S15 という 5β-

cholanic acid によく似た steroid が高 potencyで Aβ産生比率を変えるが(Jung et al. 2013)、その作用は真逆で Aβ42比

率を上昇させるものである。この 2 つの steroidの最も大きな違いは 5β-cholanic acidの carboxylic acid の部分が S15 で

は ester になっていることであり、carboxylic acid を amido に変えることで Aβ42 産生の挙動が真逆になる

phenylpiperidine 型 GSMとその点でよく似通っている。作用機序は解明が進められていないが、steroid系は膜表面に滞
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在し酵素と基質の結合を間接的に変化させることもあり、その場合は μMオーダー程度の potencyであることが多いこと

から、nMレベルの potency を持つ物については γ-secretase との直接作用が考えられる。なお steroidは低分子化合物と

比較すると高い cLogP値と低いMPO値を持つことが多く、今後実用的な創薬に向けての研究を進めるだけの価値がある

かは議論されている。 

 

 

1.11 BACE1 inhibitor 

β-secretase は α-secretase と並んで APP を最初に切断する 1 回膜貫通型タンパクである。β-secretase は 16 残基ほど

N末端よりを切断する為、凝集力のある Aβが後の γ-secretaseの切断によって産生されることになる(Barão et al. 2016)。

β-secretase による切断は Aβ生産過程の中の律速段階である他、ノックアウトマウスは β-secretase 活性と共に C99 切断

も完全に失われていることが報告されている(Roberds et al. 2001)。Aβを AD病理の主原因とする amyloid cascade 仮説

が主に遺伝学的研究から広く信じられるようになったが、β-secretase 切断部位に近い FAD 変異が β-secretase 切断を亢

進することで FAD発症を促すことや(Fede et al. 2009)(Zhou et al. 2011)、同じ部位の別の変異が β-secretase 切断を阻害

することで ADリスクを有意に下げている等の報告もあり(Jonsson et al. 2012)、γ-secretase より遅れながらも AD治療

の標的の一つとして創薬研究が始まった。 

β-secretase には BACE1 と BACE2 の 2 つの homologue が存在するが、興味深いことに in vivo で BACE2 には APP

切断活性が存在しない(Timmers et al. 2017)。よって以下 APP切断能を有する β-secretase を BACE1 と表記する。とは

言え、初期の BSI は 2 つの BACE に対して選択性をあまり持たなかったことから、GSI と同じように副作用が甚大にな

るケースも多かった(Hsiao et al. 2019)。BACE2 について分かっていることはかなり限られているが、human islet 

amyloid polypeptide (IAPP)を 2 か所で切断することが知られている(Stützer et al. 2013)。それ故、BACE2 阻害によっ

て高アミラーゼ血漿の症状を呈したり(Rulifson et al. 2016)、皮膚や眼球内の PMELの切断が阻害されることによる脱色

素等も見られるようになる(Rochin et al. 2013)。更には、BACE2 は glia 細胞での発現も広く見られ、TNF-αの発現上昇

による神経細胞炎症に反応し、Vcam1 の切断を著しく上昇させることも報告されている(Voytyuk et al. 2018)。 

この為、BACE2の切断を阻害しない選択性の鍵となるポイントを探ることが必要であった。BACE1 の活性中心は 2 つ

の aspartic acid、D32 と D228 であるが、付近に S1-S4 と S’1-S’4 からなる subpockets が存在し、基質の切断部位付近

を包み込む働きを有している(図 17A)。この subpockets の入り口には逆並行の β-sheet のヘアピン構造が居座っており、

S’2 pocket への基質の侵入をコントロールしている。このヘアピンには BACE1 と BACE2 とでアミノ酸残基の違いがあ

るが、BACE1では open な構造時にこのヘアピン構造がより安定している(Kumalo and Soliman 2016)。また S’2 pocket

を構成するアミノ酸残基にも違いがあり、選択性を有する BSI をデザインする上で考慮されるポイントともなっている

(Malamas et al. 2010)。一方、S1 と S3 pocketには通常それぞれ芳香環が当てはまるが、この 2 つの芳香環の間に linker

を導入すると2つの芳香環がとpocketの親和性が上昇し、より強い阻害能と選択性を呈するようになる(Low et al. 2017)。

後者の S3 pocket の直近にはループ構造があることも分かっており、ここも BACE1 と BACE2 の間でアミノ酸残基の違

いがあり、BACE1選択性を発揮させるポイントにもなっている。 

 

1.11.1 第 1 世代の BSI 

最も初めにデザインされた BSI は、APP の BACE1 切断部位のアミノ酸配列が同定された後にそこの部位を模倣した

TSA型 BSI であった(Sinha et al. 1999)(Hong et al. 2002)(Vassar 2014)(Vassar 2016)。ペプチド型阻害剤は in vitroで

強力な阻害効果を示したものの、in vivo では BBB透過性、経口バイオアベイラビリティや半減期で良い値を示さず開発
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はすぐに中断され、非ペプチド型でより強力な BSI 創出に力を注ぐようになった。同時期の研究結果も併せて、細胞膜と

endosome 膜両方を通過して BACE1 の活性中心に行き届くよう、十分な親油性も必要とされるようになった。 

 

1.11.2 第 2 世代の BSI 

その後、BACE1とペプチド型 BSI の複合体の X線結晶構造が解かれると、BSI の開発にも少し前進が見えた(Hong et 

al. 2000)。酵素との結合様式が分かったことで、より drug-like properties が向上した BSI が幾つか誕生した(Probst and 

Xu 2012)。しかし残念ながら、こうした第 2 世代の BSI の殆どが、血液脳関門上で ATP依存的に薬剤排泄を行う P糖タ

ンパク質(Marques et al. 2013)の基質となってしまい、脳内の濃度が理想値に全く届くことは無かった。 

 

1.11.3 第 3 世代の BSI 

これ以降、様々な中心骨格を持つ BSI がデザインされていくことになる。化合物の多様性はかなり高いが、開発時系列

的に第 3 世代の BSI とまとめて呼ぶことがある。 

 

1.11.3.1 1,3-Thiazine 型 BSI 

1,3-Thiazine 型 BSI は最も幅広く創薬研究が行われたタイプの BSI である。Eli Lilly社がデザインした LY-2811376は

BSI の中で最初に臨床試験まで進んだ化合物である(May et al. 2011)。後に BMS社 C6位に dimethylisoxazole 基を導入

することで BACE1 阻害活性を大幅に高めた。結晶構造からは、先述の BACE1 subpockets 付近のヘアピン構造の T72 と

E73 と水素結合をしていることも発見された(Wu, Guernon, Yang, et al. 2016)が、結局のところ in vivo で経口投与で 30 

mg/kg程度の効果しかなく、CNS通過や代謝に対する安定性も低かった(Hsiao et al. 2019)。その後、かねてより発表さ

れていた Eli Lilly社の LY-2886721 をベースにして benzamide を導入したものも創出したが(図 17B)、こちらは経口投与

でマウスの脳内アミロイドが有意に減ったのが確認されている。 

Thiazine 型の中でも、 tetrahydrofuran (THF) 若しくは tetrahydropyran (THP) が thiazine に融合した

aminodihydrothiazine 誘導体という種類があり、これは Eisai 社によって初めて発見されたものである。この化合物をベ

ースにして THF環を様々に弄繰り回すことで多様性を深めていった。Eisai 社は他にも furo[3,2-d][1,3]thiazine 構造を持

つ BSI を開発し、BMS社からは furo[2,3-d][1,3]thiazine 構造を有する BSI が発表された(Wu, Guernon, Rajamani, et al. 

2016)(Hsiao et al. 2019)。Eisai 社は更に THF環のMethyl基の水素にフッ素を 1 つずつ置換し、これらの一連の化合物

は in vivo、in vitroの薬理は良好な状態を保ちつつ BACE1の BACE2に対する選択性が高まったことが報告されている。

一方 BSI の先駆けとなった Eli Lilly社は、THF環のMethyl 基を difluoroethane 基に固定し、もう一端の pyrazine 環の

修飾を行った。その中でも、difluoromethane 基の代わりに triazole 基を結合させた化合物は、BACE1 の BACE2 に対す

る選択性がおよそ 400 倍にもなり(BACE1 IC50 = 1.19 nM: BACE2 IC50 = 479 nM)、大きな話題を呼んだ。 

これに対し、Pfizer 社は benzamide 基を含む下部を切り取った pyrono[3,4-d][1,3]thiazine-2-amines を発表した(図

17B)。こうすることで、benzamide 基が間違って BACE1 の S2’ pocket に入り込むことが無くなる。実は先行していた

LY-2811376 の大きな副作用として Cathepsin D阻害効果による網膜毒性があり(Zuhl et al. 2016)(Ellis et al. 2017)、こ

れは benzamide 基が S3 pocket に入り込まないようにすることで回避できるとわかっていた。X 線結晶構造解析では、

THP官能基が上述 BACE1 活性中心付近のヘアピン構造と強く総合作用するとのことである(Butler et al. 2015)。この化

合物の fluoromethyl 基の代わりに N-methyl pyrazole 基を導入した化合物は薬剤の potency を大幅に引き上げたが

(Brodney et al. 2015)、CYP2D6 阻害効果が強く見られてしまった。この CYP阻害は、1,3-thiazine 基の C6 位を修飾す

ることである程度軽減されており、Pfizer社はここに fluoromethyl を導入している。Pfizer社は他にも 1,3-thiazineの代
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わりに thiazole 基を用いた化合物も創出している。そのうちの 1 つ、PF-06751979 は臨床試験第 1 相まで進んだ。この

thiazole 基は電子吸引性が非常に高く、amidine の pKa を大幅に減少させている(Hsiao et al. 2019)。 

この頃、Eli lilly社はMerck社が発表していた aminodihydropyrimidone 骨格を持つ BSI(Mandal et al. 2012)に近い、

pyrrolidine 環が融合した aminodihydrothazine 型の BSI の創出に取り組んでいた。2013年に最初に特許を取った化合物

は Pfizer 社の物と同様 benzamide が欠落していたが、薬効が低かった為、potency を延ばす為、潜在的な Cathepsin D

阻害効果が出てこないように、S3 pocketに入る尻尾を慎重に伸ばしていった。中でも、中央に fluorophenyl 環を持つ LY-

3202626 は薬効と drug-like properties の両立が良く、臨床試験第 2 相まで進んだ(図 17B)。興味深いことに、ここまで修

飾基を拡張していっても脳透過性に大きな影響は無く、1 mgの経口投与で 50 %、6 mgでは 90 %もの Aβの減少がみら

れたと言う。ちなみに、Eisai社も pyrrolidine 融合骨格を持つ BSI を開発している(Hsiao et al. 2019)。 

その他、Amgen社も(difluoro)cyclopropyl annulated 1,3-thiazine という独自の骨格を作り出し、開発していた。Amgen

社の化合物は Cathepsin Dに対する選択性には優れていたものの、BACE2 に対する選択性を上手く作り出すことが出来

なかった。これに対して詳細な考察はされていないものの、1,3-thiazine に融合した三員環が subpockets 付近のヘアピン

構造に対して強い選択性を発揮できなかったのが原因だと考察している。というのも、先述の通り Pfizer社化合物の THP

はヘアピンと相互作用するので、構造的に同じ位置にある三員環も相互作用することが容易に推定できるからである。一

方、塩野義社は THF や THP 非融合型の thiazine 型 BSI を開発してきた。一連の中でも、thiazine 環の C5 位に

fluorocyclobutyl 環と言う独特な官能基を導入した化合物はヘアピン構造を標的に BACE2 に対する選択性を高めること

に成功している。また BSI 開発に於いて塩野義社と提携している Janssen 社は、独自に tricyclic thiazine 環を開発し、

pyridine 環に 4-tetrahydropyranylmethyl 基を導入することで、薬効を底上げしている。1,3-thiazine 型 BSI は幅広く研

究開発されてきたが、BACE1 選択性に優れているのが大きな特徴である。 

2019 年後半現在臨床試験で生き残っている BSI は皆無である。最後まで戦ったのは Eisai 社開発の 1,3-Thiazine 型

BSI、elenbecestat (E2609)だけである (図 17B)。E2609 は臨床試験第 1 相で頭痛やめまいなどの軽度な副作用はあった

ものの、体内動態は良い結果を示した。また、200 mgの投与で 90 %の脳内 Aβの減少も確認され、2014 年末には Biogen

社との共同開発で臨床試験第 2 相に進めることになった。第 2 相試験には MCI、若しくはアミロイド PET 陽性だが臨床

症状のない被験者が 700 参加し、2018 年の endpoint で統計的に有意ではなかったもののアミロイド PET で減少傾向が

見られた。臨床試験第 3 相は 2020 年に終結する見込みであったが、安全性上の懸念から 2019年 9 月 13 日に中止が発表

された。しかしながら、E2609 は 2019 年には、2020 年から始まる一次予防試験6と二次予防試験の対象に選ばれており、

Aβ産生系に着目した療法は明確に「治療」から「予防」へと変遷している。この予防試験には Alzheimer’s Clinical Trials 

Consortium (ACTC)や United States National Institute on Aging (NIA)等の大御所の組織が多額の資金を出し合ってお

り、各所の本気度が分かる。 

 

1.11.3.2 1,3-Oxazine、1,4-oxazine 型 BSI 

1,3-oxazine 型 BSI は、1,3-thiazine の硫黄を酸素に置き換えた oxazine を中心骨格とする。Oxazine 骨格の導入は、

Eli Lilly社のLy-2886721やJanssen社のatabecestatで報告されていた毒性を懸念してのことだった(Lahiri et al. 2014)。

しかしながら oxazine 導入は同時に pKa値の上昇と potencyの低下を往々にしてもたらした為、このタイプの開発は主に

薬剤の塩基度の最適化と potencyの強化に焦点を当てている。 

 
6 症状を呈している患者対象に治療効果を検証する一般的な臨床試験とは異なり、健康人や軽微な症状の患者に薬剤を投与し、その影
響を長期間に渡ってモニタリングする、薬剤の予防効果を検証する試験である。試験期間が長い為、開発に掛かる金銭が莫大になるこ

とが最大の懸念点である。 
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最も精力的な研究を行っていたのが Roche 社であり、彼らは pKa 値をフッ素化によって調節し(Hilpert et al. 2013)、

その結果 16 もの 1,3-oxazine 骨格を持つ化合物を特許申請した他、RO-550888 を臨床試験に送り出している(図 18A)。

pKa 値の最適化によって P糖タンパクとの相互作用の減少、CYP2D6 阻害効果の減弱を通じて in vivo potencyの改善が

報告された(Woltering et al. 2013)。その他にも Roche 社は様々な試みを行っており、oxazine 環に六員環ないし五員環が

融合した、bicyclic difluoro 1,3-oxazine 化合物も創出している。これらの化合物も比較的良い体内動態と potencyを示す

と同時に CYP2D6 阻害効果が弱いと発表された。更に、5,5-difluoro-修飾や 6-trifluoromethyl 修飾した 1,3-oxazine 環を

据えて、下部の amide linkerを dihydroquinazoline 基や isoxazole 基に変えた化合物も試しており、こちらもなかなか良

い potencyを示した。 

スイスのもう一つの大手製薬企業 Novartis 社は化合物中央の fluorophenyl 環を fluoropyridine 環に置換した化合物を

発表している(Hsiao et al. 2019)。この置換は先行していた Roche 社の化合物に比して in vivo で非常に高い薬効と体内動

態を示している。なお、遅れること 18 か月、Roche 社も同じ中心骨格を持つ化合物を発表した。 

米国では、1,3-thiazine 型 BSI で先陣を切った Eli Lilly社が THFを thiazine 環に融合させるという同じテクニックを

oxazine 環にも適応しようとしていた。残念ながら最初にデザインした化合物は Roche 社の物と potency に大きな差を生

むことは無かったが、その後 BACE1 の BACE2 に対する選択性がおよそ 600 倍 (BACE1 IC50 = 11.9 nM: BACE2 IC50 = 

602 nM)もある化合物の創出に成功している。この化合物はTHF環に defluoroethyl基を導入しており、BACE1とBACE2

の選択性にカギになる上記ヘアピン構造に上手く作用したことが選択性獲得の要因だとされている。なおイヌへの投与実

験では、1 mg/kgの経口投与によって 48 時間で 55 ％もの Aβの低下が CSFで確認できている。 

一方 Amgen 社は cyclopropyl 環を oxazine 環に融合させた骨格の BSI を独自に開発していた(Low et al. 2018)。この

cyclopropyl環も in vitroの薬効と浸透性を向上させている他、興味深いことに cyclopropyl環を amidine環に対して trans

型に配置させた方が、cis型よりもpotencyが4倍程向上した。また、trans型の cyclopropyl fused oxazine環に fluoromethyl

基を導入すると、potencyが nM オーダーを切ることも報告されている。 

塩野義社も thiazine 型と並行して研究を進めてきた。彼らは thiazine 型の時と同様、oxazine 環に spirooxetane や

spirodifluorocyclobutane などの環状構造を置換し、THF 環を直接 oxazine 環に融合させた。これら一連の化合物は程よ

い酵素阻害効果と高い細胞力価を有していた。また、塩野義社は臨床試験第 3 相まで進んだ atabecestat の thiazine環を

そのまま oxazine 環に置き換えた化合物(図 18A)をベースに開発を並行させ(Fuchino et al. 2018)、薬剤の塩基度を低下さ

せることに努めていた。この化合物は残念ながらそのままでは in vivo で Aβ減少は全く見られなかった上に 5 µMの濃度

で hERG阻害効果を呈した。更にこれを改善すべく oxazine 環の二重結合部分に置換基を様々導入してみたが、今度はイ

ヌやサルの体内半減期がおよそ 5 時間程度であることが判明した。そこで今度は oxazine 環の二重結合両端にフッ素や

fluoromethyl 基を導入したところ、良好な pKa 値と薬効を示した他、P 糖タンパクへの結合も見られないようになった

(Nakahara et al. 2018)。なお、下部尻尾の部分を pyrazine環に変えたところ、CYP2D6 阻害効果も減弱したという。 

一方、マイナーではあるが、C4 位に酸素が位置する 1,4-oxazine 型 BSI も存在する。代表的なのが Novartis 社の CNP-

520 である(Neumann et al. 2018) (図 18A)。この化合物は 3 か月の健常者への投与実験に於いて、一日一回 85 mgの投

与で CSF から実に 90 %もの Aβを除くことに成功している。2015 年には Novartis 社と Amgen 社合同で 2 つの臨床試

験第 2/3 相、GENERATION1 と GENERATION2 を始めている。前者には homo で ApoE4を持つ 60 から 75 歳の 1340

名、後者には homo、若しくは hetero で ApoE4 を有する 60 から 75 歳の 2000 名をリクルートしてきたが、一部の認知

機能の指標に於いて薬剤投与群で悪化が確認され、2019 年 7 月に両方ともに中止の宣告を発令した。なお、1,4-oxazine

骨格を持つ化合物として Eli Lilly 社も遅れながら 1 つ発表した。この化合物は，中心骨格ではなく尻尾の部分を 5-

cyano[1,3]-thiazole-[5,4b]-pyridine-2-carboxamide に置換することで高い BACE1 選択性を獲得した珍しい化合物である。 
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1.11.3.3 Thiomorpholine-dioxide、thiadiazine-dioxide 型 BSI 

このタイプの BSI は thiazine環や oxazine 環の代わりに thiomorpholine-dioxide や thiadiazine-dioxide を配置した化

合物であり、代表的な物にMerck社のMK-8931 (verubecestat)がある(図 18B)。2018 年初めにリスク対ベネフィットの

バランスがよろしくないという結論に達し、臨床試験第 3 相が取りやめになった。とは言え、最初期に臨床試験に突入し

た化合物として、このタイプに BSI も幅広く研究開発がなされてきた。特に開発元のMerckは、2014 年から 2018年MK-

8931 を基にした化合物を 21種類特許申請している。 

最初に報告したのが、spiro iminothazine dioxide、及び spiro imino thiadiazine 骨格を有するタイプの BSI であった。

この spiro 環を有する化合物は往々にして iminothiazine dioxide 群の方が imino thiadiazine 群より薬効が高いことが多

かったが、BACE1 選択性に欠けるのが難点であった。また、環状構造を thiomorpholine 環や thiadiazine 環に融合させ

た構造も Merck 社は開発しており、中には Eli Lilly 社の LY-2886721 の sulfonyl anaglogue もあった。他には、中心骨

格と amidine を酸素を含む環状構造でつなぎ、tetrahydro benzoxepine 融合型も発表されている(thiadiazine 環と融合さ

せたものはMerck社のものだが、thiomorpholine 環融合型は Amgen 社の化合物である)。この化合物は thiadiazine 環と

tetraydro benzoxepine 構造の間の水素の向きで trans 型と cis 型の 2 種類があるが、cis 型は trans 型に比べて活性が数

十倍も低下すると報告されている。同時にこの化合物は BACE1 選択性も高く、なかなか drug-like properties は良かっ

たという。一方で Amgen社の thiomorpholine 環融合型は、Cathepsin D阻害が殆ど見られず、更に trans 型と cis型の

間で決定的な potencyの差は無かった。 

一方、sulfoximine や sulfonimidamide 誘導体は特殊な物理化学的な特性を持っていることが知られており(Frings et 

al. 2017)、主にMerck社とRoche社によって様々な修飾が施されてきた。特にRoche社はguanidyl基の窒素が thiadiazine

環の窒素、若しくは thiomorpholine 環で対応する位置の炭素と結合して環状構造を有した bicyclic sulfonimidamide 構造

を持つ一連の化合物を創出した。中でも、guanidyl 基の窒素を thiomorpholine 環の C3 位炭素とリンクし五員環を成し

た化合物が非常に高い potencyを有しており、マウス in vivo 実験では 30 mg/kgの経口投与で 4 時間後には 86 %もの Aβ

が減少したと報告された。なお、一連の化合物は、中央に fluoropyridinyl 環を配置した方が、fluorophenyl 環より potency

が高い。 

マイナーな修飾としては、Amgen 社が行ったフッ素置換がある。これは、中央の amide 環を bioisoster である

fluorotethene に置換したものであり(Choudhary and Raines 2011)、良好な potencyと BACE1 選択性を示していた(1日

1 回の 10 mg/kg経口投与でラット脳内 Aβを 90 %以上取り除いた)。 

 

1.11.3.4 Piperazine、pyrrolidine 型 BSI 

窒素のみを含む複素環化合物の開発は Janssen 社が主に行っていた。彼らは中心骨格となる piperazine 環に

animidazole 環や triazole 環、CHF2-imidazole 環等を融合させたが、いずれもその高い in vitro 活性とは裏腹に in vivo

効果は薄かった。その後 Janssen 社は THF環を融合させる試みも行ったが(Bel Abed et al. 2015)、pKa 値の低下と同時

に薬効の低下も見られ、臨床試験入りすることは無かった。 

また Janssen 社は 2015 年に pyrrolidine 環を中心骨格とする BSI も発表している(Mateu et al. 2015)。一連の化合物

は pKa 値も高く、IC50 が µM オーダー以上になるものも多かった為、結局は深い研究がなされることは無かったが、構

造の中心にある六員環と pyrrolidine 環を spiro 環で結ぶことによって化合物がエネルギー的に安定になって BACE との

間で立体障害が生じなくなることが、薬効を激減させたという興味深い結果を報告する形となった。 
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1.11.3.5 1,3-Oxazoline 型 BSI 

AstraZeneca 社開発の AZD-3293 (lanabecestat)は五員環を有する heteroaryl 環を中心骨格とし、2 つの spiro 環状構

造を導入した BSI であり、2018 年に臨床試験の中止が発表されている(図 18C)。現在では下火になっているが、AZD-3293

の imidazole 環を oxazole 環に置換した 1,3-oxazoline 型 BSI も AstraZeneca 社主体で開発がなされていた。このタイプ

の BSI も創薬方面としてはともかく、BACE1 との共結晶構造の解析を通じて S3 pocket への相互作用やヘアピン構造と

の立体障害を予測し、コンピューター上で効果的に置換基をデザインすることで、AZD-3292 には殆どなかった

BACE1/BACE2 選択性に 50 倍を超える差をつけることに成功したという点から、基礎科学研究への貢献は非常に大きか

ったと言える(Johansson et al. 2018)。 

 

1.11.3.6 Tetrahydropyridine-2-amine 型 BSI 

このマイナーなタイプの BSI は、tetrahydropyridine 環の C2 位に amine 基を置換した構造を中心骨格とする BSI で

あり、デンマークの Lundbeck社が主に開発を進めてきた(Hsiao et al. 2019)。比較的 potencyも高く、P糖タンパクとも

作用しないので CNS 透過性も非常に高いことが長所である。同社は主に tetrahydropyridine 環をフッ素化修飾してきた

が、2017 年に発表された THF環融合型の化合物は in vivoの薬効が最大になり、10 mg/kgと 30 mg/kgの投与でラット

脳内 Aβをそれぞれ 48 %と 64 %減少させている。 

 

 

1.12 研究目標 

ADは全世界で患者数が 4000万人かそれ以上に上り、認知症患者の大部分を占める神経変性疾患である。現時点では 4

つの対症療法薬によって認知機能の低下を抑えるしか AD に対抗する手段が無く、AD 発症の原因となる Aβ42 や tau を

取り除く確固たる原因療法薬の開発が急務である。近年、Biogen 社の Aducanumab が FDA 主導のビックデータの再解

析の結果患者に於ける有意に認知機能低下を遅らせることが判明して FDAへの認可を再申請しており、Aβ病態に基づく

Amyloid 仮説が AD治療に有効だと再評価されている。Aβの産生を決定する γ-secretaseはかつて AD治療の主要な標的

であったが、度重なる γセクレターゼ創薬の失敗の影響で現在は研究開発が下火になっている。確かに γ-secretase の構造

や基質切断の制御法等不明な点はまだまだ多いのは事実だが、前述 Amyloid 仮説の有効性の証明や、GSM という高い選

択性と低い副作用を持つ化合物の研究開発の実績もあることから、AD 治療のターゲットとして筆者は依然魅力的に感じ

ている。加え、低分子化合物は投与法の簡便さやそのコストから患者の負担が一番少ない治療法である上、単剤投与では

なく抗体医薬や再生療法等との併用による工夫でまだまだ有効な治療効果を発揮できると考えている。本研究は γ セクレ

ターゼの特に活性中心サブユニットである PS1 の構造、及び構造活性相関、特に毒性種 Aβ42 の産生を制御する構造活性

相関に迫り、それを解き明かすことで γセクレターゼを標的とした AD治療薬開発に貢献することを目標としている。 
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2. 実験材料と実験手法 

 

 

2.1 発現コンストラクトの作成 

2.1.1 SCAM、Crosslink用 Cys 置換 PS1 

PS1-/-PS2-/- mouse embryonic fibroblast（DKO MEF）に、Retrovirus infection 法(Morita et al., 2000)(Kitamura et 

al. 2003)により遺伝子導入を行い、発現コンストラクトを作製した。SCAMによる解析に用いる変異体は Cys PS1 Mtを

発現させた。野生型 PS1 には、5 つの内因性 cysteine（C92、C158、C263、C410、C419）を保持するため、これらの

cysteineを Serine に置換した Cysless PS1 Mtの cDNAを、Retrovirus ベクターである pMXs-puroのmilticloning site

（MCS）の Hpa1、Xho1 サイトに導入したものを templateとした。この template と primerを用いて、後述の long PCR

により、SCAM 用には 1 アミノ酸だけ、Crosslink 実験には 2 アミノ酸だけ cysteine を持つ PS1 をコードする発現コン

ストラクトを作製した。ただし、Cys PS1 Mtの γ活性を測定する際は、Cysless PS1 Mtではなく PS1wtを Hpa1、Xho1

サイトに導入したものを template とした。用いた primer は以下に記載する。なお、forward の primer のみを記載し、

相補的な配列である reverseの primerは省いた。また、導入 cysteine のコドンには下線を引いた。 

 

Primerの名前 Primerの DNA配列 

G78C 5’-ggaagaagatgaggagctgacattgaaatattgcgccaagcatgtg-3’ 

I100C 5’-gtcgtggctacctgtaagtcagtcagc-3’ 

C158C 5’-gtataaatacaggtgctataaggtcatccatgcc-3’ 

Y159C 5’-gtataaatacaggtgctgtaaggtcatccatgcc-3’ 

K160C 5’-gtataaatacaggtgctattgcgtcatccatgcc-3’ 

V161C 5’-caggtgctataagtgcatccatgcctggc-3’ 

I162C 5’-ggtcctataaggtctgccatgcctggcttattatatcatctc-3’ 

H163C 5’-ggtcctataaggtcatctgtgcctggcttattatatcatctc-3’ 

A164C 5’-ggtcctataaggtcatccattgctggcttattatatcatctc-3’ 

W165C 5’-cctataaggtcatccatgcctgccttattatatcatctc-3’ 

L166C 5’-cctataaggtcatccatgcctggtgtattatatcatctc-3’ 

I167C 5’-ggtcatccatgcctggctttgtatatcatctctattgttgc-3’ 

I168C 5’-ggtcatccatgcctggcttatttgctcatctctattgttgc-3’ 

S169C 5’-ccatgcctggcttattatatgctctctattgttgctgttc-3’ 

S170C 5’-ccatgcctggcttattatatcatgtctattgttgctgttc-3’ 

L171C 5’-ggcttattatatcatcttgcttgttgctgttctttttttcattc-3’ 

L172C 5’-ggcttattatatcatctctatgcttgctgttctttttttcattc-3’ 

L173C 5’-ggcttattatatcatctctattgtgcctgttctttttttcattc-3’ 

L174C 5’-ggcttattatatcatctctattgttgtgcttctttttttcattc-3’ 

F175C 5’-ctctattgttgctgtgctttttttcattcatttacttggggg-3’ 

F176C 5’-ctctattgttgctgttctgtttttcattcatttacttggggg-3’ 

F177C 5’-ctctattgttgctgttcttctgcagcttcatttacttggggg-3’ 

76



S178C 5’-ctattgttgctgttctttttttgtttcatttacttggggg-3’ 

F179C 5’-ctattgttgctgttcttttttagctgcatttacttggggg-3’ 

I180C 5’-gctgttctttttttcattctgttacttgggggaagtg-3’ 

Y181C 5’-gttctttttttcattcatttgcttgggggaagtgtttaaaacc-3’ 

L182C 5’-gttctttttttcattcatttactgcggggaagtgtttaaaacc-3’ 

G183C 5’-gttctttttttcattcatttacttgtgcgaagtgtttaaaacc-3’ 

E184C 5’-cattcatttacttggggtgcgtgtttaaaacctataacg-3’ 

V185C 5’-catttacttgggggaatgctttaaaacctataacgttgc-3’ 

F186C 5’-catttacttgggggaagtgtgtaaaacctataacgttgc-3’ 

K187C 5’-catttacttgggggaagtgttttgcacctataacgttgc-3’ 

L383C 5’-ggaaaggggagtaaaacttggatgcggagatttcattttctacagtg-3’ 

I387C 5’-cttggattgggagatttctgtttctacagtgttctggttgg-3 

L435C 5’-caagaaagcattgccagcttgtccaatctccatcacctttg-3 

 

2.1.2 各種変異体導入型 PS1 

Point mutationの PS1 に対して惹起する構造変化を検出する場合、1 アミノ酸だけ Cys を有する PS1 を発現するコン

ストラクトを template とし、それぞれ primer を用いて FAD 変異を template に導入した。導入変異体が Cys 置換部位

に近い場合、template に合わせて該当残基を予め Cys の配列に変化させた特殊 primer を設計した。使用プライマーは

forward のみ以下に記す。なお、変異体については変異箇所に下線を引いた。 

 

Primerの名前 Primerの DNA配列 

I100C/Y106A 5’-cctgtaagtcagtcagctttgctacccggaaggatgggc-3’ 

Y106A 5’-ccattaagtcagtcagctttgctacccggaaggatgggc-3’ 

P117L 5’-gggcagctaatctataccctattcacagaagataccg-3’ 

M139V 5’-aattctgaatgctgccatcgtgatcagtgtcattgttgtc-3’ 

H163F 5’-caggtgctataaggtcatctttgcctggcttattatatcatc-3’ 

H163A 5’-caggtgctataaggtcatcgctgcctggcttattatatcatc-3’ 

H163L 5’-caggtgctataaggtcatccttgcctggcttattatatcatc-3’ 

H163T 5’-caggtgctataaggtcatcactgcctggcttattatatcatc-3’ 

S169F 5’-catccatgcctggcttattatattttctctattgttgctgttc-3’ 

S169A 5’-catccatgcctggcttattatagcatctctattgttgctgttc-3’ 

S169T 5’-catccatgcctggcttattataacatctctattgttgctgttc-3’ 

S169Y 5’-catccatgcctggcttattatatattctctattgttgctgttc-3’ 

S170A 5’-ccatgcctggcttattatatcagctctattgttgctgttctttttttc-3’ 

S170L 5’-ccatgcctggcttattatatcacttctattgttgctgttctttttttc-3’ 

S170T 5’-ccatgcctggcttattatatcaactctattgttgctgttctttttttc-3’ 

S170Y 5’-ccatgcctggcttattatatcatatctattgttgctgttctttttttc-3’ 
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F176L 5’-catctctattgttgctgttccttttttcattcatttac-3’ 

F177L 5’-catctctattgttgctgttctttttgtcattcatttacttg-3’ 

F177C/F176L 5’-catctctattgttgctgttcctttgcagcttcatttac-3’ 

F177C/Y181A 5’-gctgttcttttgctcattcattgccttgggggaagtgtttaaaac-3’ 

Y181A 5’-gctgttctttttttcattcattgccttgggggaagtgtttaaaac-3’ 

E184D 5’-cattcatttacttgggggacgtgtttaaaacctataac-3’ 

Y195A 5’-cctataacgttgctgtggacgccattactgttgcactcctgatc-3’ 

Q222F 5’-gaaaggtccacttcgactctttcaggcatatctcattatgattag-3’ 

Q222A 5’-gaaaggtccacttcgactcgcgcaggcatatctcattatgattag-3’ 

Q222L 5’-gaaaggtccacttcgactcctgcaggcatatctcattatgattag-3’ 

Q222T 5’-gaaaggtccacttcgactcacgcaggcatatctcattatgattag-3’ 

Q222Y 5’-gaaaggtccacttcgactctaccaggcatatctcattatgattag-3’ 

Q223F 5’-gtccacttcgactccagtttgcatatctcattatgattag-3’ 

Q223A 5’-gtccacttcgactccaggcggcatatctcattatgattag-3’ 

Q223L 5’-gtccacttcgactccagctggcatatctcattatgattag-3’ 

Q223T 5’-gtccacttcgactccagacggcatatctcattatgattag-3’ 

Q223Y 5’-gtccacttcgactccagtacgcatatctcattatgattag-3’ 

V236S 5’-gattagtgccctcatggccctgtcctttatcaagtacc-3’ 

L383C/G384A 5’-ggggagtaaaacttggatgcgcagatttcattttctacagtg-3’ 

G384A 5’-taaaacttggattggcagatttcattttcta-3’ 

I387C/G384A 5’ -taaaacttggattggcagatttctgtttcta-3’ 

 

2.1.3 大腸菌ベクターの作成 

上記 primerを用いて、Quik ChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagane)の原理に従い、Cys 置換型 PS1 を

作製した。Polymerase として Platinum1 Pfx DNA polymerase (Invitrogen)、若しくは KOD-Plus-Neo (TOYOBO)を用

いた。PCRの条件は、Pfx DNA polymerase の場合は 95 ℃ 5 min の denature 後、95 ℃ 1 min の denature、52 ℃ 1 

min、68 ℃ 5 minを 18 cycle 繰り返し、その後 68 ℃ 10 min の extension を行った。KOD-Plus-Neo の場合は 94 ℃ 

2 min の denature 後、98 ℃ 10 sec、68 ℃ 1 min/kb の extensionを 15 cycle 繰り返した。続いて反応液に 1 μLの Dpn1 

(NEB)を加え、37 ℃ 4.5 h の incubate により template プラスミドを分解し、反応後の溶液を大腸菌 DH5αにトランス

フォームし、目的プラスミドを回収した。塩基配列はユーロフィンジェノミクス株式会社シーケンシングサービスにより

解析した。 

 

 

2.2 試薬、Buffer組成 

2.2.1 Cells 

◼ PS1-/-PS2-/- mouse embryonic fibroblast (DKO) (Herreman et al. 2000) 

PS1 と PS2 を DKO した Psen1-/-Psen2-/-マウス胎児の線維芽細胞由来の培養細胞。Dr. Bart De Strooper (KU Leuven) 

よりご供与頂いた。 
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◼ DKONL 

DKO細胞に K670M/N671L Swedish 変異 human APP (APPsw)を過剰発現させた細胞。Stable の維持のため、puromycin 

1 μg/mLを含む培地で培養した。APPswは β-secretase による切断が亢進する為、Aβの産生総量が上昇し、ELISAにて

分泌 Aβの量が測定可能になる。 

 

◼ #1210 (Imamura et al. 2009)(Futai et al. 2016) 

DKO細胞に SPC99-GAL4/VP16-6myc、UAS-Firefly luciferase、NdE-6myc、CSL-Renilla luciferase、CMV-EGFPを

stable に過剰発現させた細胞。Luciferase assay にて APPと Notch の切断活性を同時に測定することが出来る。 

 

◼ HEK293A 

ヒト胎児腎由来 HEK293 細胞より、接着性が高く扁平な細胞としてサブクローニングされた HEK293A 細胞は一條秀憲

先生(東京大学)よりご供与頂いた。 

 

◼ Plat-E (Morita et al., 2000) 

ベクタープラスミドを用いた遺伝子導入によりその遺伝子が細胞染色体 DNA に組み込まれ、転写で生じたベクターRNA

ゲノムをウィルス粒子に取り込み、組み換えレトロウィルスを産生する。HEK293T を改良した細胞。ウィルス産生能の

維持の為、Blastcidin 10 μg/mL、puromycin 1 μg/mLを含む培地で培養した。北村俊雄先生(東京大学)よりご供与頂いた。 

 

2.2.2 Buffers 

◼ Western blotting 

1 × Sample Buffer：2 % SDS、80 mM Tris-HCl pH 6.8、15 % glycerol、Briliant green、CBB-G250、断りが無ければ

1 % 2-mercaptoethanol が常に入っているものとする。 

1 × Running Buffer (Tris-Glycine)：250 mM Tris base、2 M Glycine、1 % SDS 

1 × Running Buffer (Tris-Tricine) (陽極)：0.2 M Tris base pH 8.9 

1 × Running Buffer (Tris-Tricine) (陰極)：0.1 M Tris base、0.1 M Tricine、0.1 % SDS 

1 × Blotting Buffer：25 mM Trizma base、190 mM Glycine、20 % Methanol 

TS：50 mM Trizma base、150 mM NaCl、pH 7.6 

TS-tween：0.1 % Tween20、50 mM Trizma base、150 mM NaCl 

 

◼ SDS-Urea gel Electrophoresis/Western blotting 

Gel Buffer：3 M Tris base、3 % SDS (pH 8.45) 

AA solution：6.75 M Acrylamide、100 mM Bis-Acrylamide 

 

◼ ELISA 

EC Buffer：400 mM NaCl、2 mM EDTA、10 % Block Ace、0.2 % BSA、0.05 % NaN3、0.075 % CHAPS、in 20mM 

phosphate buffer、pH7.0 
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C Buffer：500 mM NaCl、2 mM EDTA、10 % Block Ace、0.2 % BSA、0.1 % Thimerosal、in 20 mM phosphate buffer、

pH 7.0 

Coating Buffer：0.1 M sodium bicarbonate、pH9.5 

Blocking Buffer：25 % Block Ace、0.05 % NaN3、in PBS 

 

◼ SCAM、Crosslink 

1 × D-PBS：2.7 mM KCl、1.5mM KH2PO4、140 mM NaCl、8.0 mM Na2HPO4・12H2O 

1 × PBS：8.0 mM Na2HPO4・12H2O、2 mM NaH2PO4・2H2O、131mM NaCl、pH7.4 

 

◼ Preparing microsomes、Cell free assay、Preparing solubilized fraction、PAL 

1 × HEPES Buffer：10 mM HEPES、150 mM NaCl、pH7.4 

1 × Homogenize Buffer：20 mM HEPES、140 mM KCl、0.25 M Sucrose、1 mM EGTA、complete protease inhibitor 

cocktail 

Solubilization Buffer：1 % CHAPSO、10 mM HEPES、150 mM NaCl 

 

◼ sC99 purification、In vitro assay 

1 × Lysis Buffer：50mM Tris base、150mM NaCl、1% Nonidet P-40、complete protease inhibitor cocktail、pH7.4 

Wash Buffer：50mM Tris base、0.25% n-dodecyl β-D-maltoside、complete protease inhibitor cocktail、pH7.4 

Elution Buffer：100mM Glycine、0.25% n-dodecyl β-D-maltoside、pH2.7 

Neutralization Buffer：1M Tris base、pH8.0 

1 × HEPES Buffer：10mM HEPES、145mM KCl、pH7.6 

 

2.2.3 Antibodies 

82E1：抗原部位 Aβ 1-16 (IBL) 

G1Nr5：抗原部位 PS1 2-70 (Sato et al. 2008) 

G1L3：抗原部位 PS1 297-379 (Tomita et al. 1999) 

PNT3：抗原部位 Pen-2 1-26 (Hayashi et al. 2004) 

APP(C)：抗原部位 human APP CTF (IBL) 

 

 

2.3 実験手法 

2.3.1 細胞の培養条件 

MEF 細胞、Plat-E 細胞何れもリボヌクレオチド及びデオキシリボヌクレオチドを含まず、penicilin (Invitrogen) 50 

unit/mL、streptmysin 50 mg/mL、10 %非働化ウシ胎児血清(Cell Culture Technologies)を含む高グルコースダルベッコ

改変イーグル培地 (DMEM Invitrogen)中、5 % CO2、95 % air、37 ℃湿式インキュベーター内で培養し、70 ～ 90 % 

confluency時に継代した。 

 

2.3.2 DKO細胞への retrovirus infection 
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6 well plate に Plat-E細胞を 2 × 105 cells/well でまいた。37 ℃、5 % CO2 存在下で 24 h培養後、transfection を行っ

た。transfection は、次の要領で行った。Polyethylenimine (PEI)：Opti-MEM = 8 μL：100 μLで混合し 5 min室温で放

置した後、DNAを 1000 ng/well 加え混合した。さらに 25 min 室温で放置し、その溶液のうち 100 μLを 1 mL/wellの培

地と培地交換した Plat-Eに添加し、軽く振って混ぜた。transfection 後、さらに培養し約 24 h 後、培地を 1 mL/well の

新しい培地と交換した。培地交換から 24 h後、上清を 0.45 μm のフィルターに通して virus 溶液とした。一方、6 well ま

たは 24 well plate に DKO MEF 細胞を前者には 2 × 105、後者には 2 × 104 cells/well になるようにまき、24 h培養後、

培地を抜き 3 倍に希釈し virus 溶液と final 5.0 μg/mLとなるよう polybrene 溶液を添加した。co-infection を行う場合、

2 種類の virus 溶液を半分ずつ足し合わせ、合計で通常 infection 時の溶液量と等しくなるようにした。その後 6 wellの場

合は 24 h後、24 well の場合は 6 h後、培地交換を行った。pMXs-puro ベクターを Plat-Eに transfection し DKO細胞

に infection した後 stable 細胞を作製した際は、puromycin 2.5 μg/mLを含む培地で selection をかけ、selection 後は 1.0 

μg/mLに濃度を落として発現維持した。 

 

2.3.3 ELISA 

サンプルの Aβ濃度の測定は、Human/Rat β Amyloud (40) ELISA Kit Ⅱ、若しくはHuman/Rat β Amyloud (42) ELISA 

Kit Ⅱ (和光純薬)を用い、説明書に従って発色後、プレートリーダーで 450 nm の吸光度を測定した。 

 

2.3.4 SDS-PAGE、Western Blotting 解析 

サンプルと分子量マーカーPrecision Plus ProteinTM Dual Xtra Standards (BIO-RAD)を SDS-PAGEで泳動した。こ

のマーカーは、250、150、100、75、50、37、25、20、15、10、5、2 kDa の分子量に検出される。staking時の泳動条

件は 50 V、500 mA、30 minで行い、running時の泳動条件は 120 V、500mA、40 min (夏)若しくは 45 min (春秋)若し

くは 50 min (冬)で行った。泳動後、ゲルを取り出し、methanolにさらしてBlotting bufferで浸透したPVDF膜(membrane)

と重ね、転写した。転写は、1000 V、250 mA、120 min もしくは 60 V、500 mA 、90 min電流を流して行った。転写後

membrane を、5 % skimmilk (BD)含む TS-Tween で 30 min 振盪し、その後 TS-Tweenで軽く wash した。次に、一次

抗体を 82E1ならば Immuno-enhancer Reagent A (Wako)、その他一次抗体は 2.5 % skimmilk/TS-tween 若しくはで適度

な濃度に希釈し、その中にmembrane を入れ、4 ℃で O/N振盪した。その後、一次抗体を回収し membrane を TS-Tween

で 10 min × 3 wash し、二次抗体を Aβ 観察時には Immuno-enhancer Reagent B (Wako)、その他の場合は 2.5 % 

skimmilk/TS-Tweenで 10000 倍希釈し、その中に membrane を入れ、室温で 2 h振盪した。その後、再び TS-Tween で

10 min ×3 washし、調製した発色液 ImmunoStarTM Kit (Wako)若しくは ImmunoStarBasic (Wako)若しくはSuper Signal 

(Thermo)に浸し、LAS-4000 (FUJI FILM、GE)で検出した。 

 

2.3.5 SDS-Urea gel 電気泳動/Western Blotting 

Aβ40、Aβ42 以外の Aβ分子種を検出するため、Aβ37 から Aβ42 までの分子種を分離できる Urea を加えたアクリルア

ミドゲルを用いて電気泳動を行った。Urea 2.40 g、AA solution 1.01 mL、Gel buffer 1.67 mL、DW 0.45 mL、10 % APS 

25 μL、TEMED 7.5 μLで separating gel を作製し、AAsolution 125 μL、Gel buffer 390 μL、DW 1.05 mL、10 % APS 

7.5 μL、TEMED 3.75 μLで stacking gel を作製した。低温で Urea が析出するため、Western Blotting は 1000 V、250 

mA、120 min の条件で室温で行った。Blotting後、1 × PBSでmembrane を 5 min boilした。 

 

2.3.6 BCA assay 
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各種 in vitro のタンパク実験ではタンパク濃度を揃える必要がある為、以下の手順で BCA assayを行い、タンパク濃度

を測定した。96 穴プレートに 1 × HEPES Bufferで希釈したスタンダードを 10 μL、若しくは 2-melcaptoethanol を含ま

ない 1 × Sample Bufferで 10 倍希釈したタンパク溶液 10 μLを添加し、そこに Pierce○R BCA Protein Assay Kit を用い

て作成した酵素基質液を 200 μL加え、37 ℃で 20 ~ 30 minインキュベートした。その後、プレートリーダーで 562 nm

の吸光度を測定し、タンパク濃度を計測した。 

 

2.3.7 SCAM (intact cells) 

Retrovirus infection 法により各種変異 PS1 を stable に DKO MEF 細胞で発現させた。それぞれの変異 PS1 を発現し

た細胞を 1 × 106 cells/well になるように 12 well plate に撒き、12 h 後に confluentになるようにした。GSI と GSMの

競合実験の場合、5000 倍希釈で化合物をこの段階で添加する。12 h後、培地を抜いて 1 × PBSで 1 回 wash した後、50

倍希釈した MTSEA-biotin を終濃度 1 mM で添加した DMEM (Cys-)を 450 μL ずつ入れ、遮光して 4 ℃で 30 min、

incubate した。薬物を添加する実験の場合、MTSEA-biotin の incubation の前に各種薬剤を 1000 倍希釈で適切な濃度に

希釈した DMEM (Cys-)を 500 μL加え、遮光して 4 ℃で予め 30 min incubate し、薬物との結合を保持する為 washはし

なかった。MTS 競合剤による競合実験の場合、MTSEA-biotin の incubation の前に MTS 競合剤を終濃度 2 mM に希釈

した DMEM (Cys-)を 500 μL加え、遮光して 4 ℃で予め 30 min incubate し、薬物との結合を保持する為 wash はしなか

った。MTSEA-biotin incubation後 PBSによるWashを 2回行い、過剰分のMTSEA-biotin を除き、用時調整した 1 % 

SDS/PBSで細胞を回収し、amplify 35 %で 2 min 30 sec sonication を行った。うち Input用にサンプルをとり、1/4 量の

5×Sample Buffer を加えた。残りに、予め 1 × D-PBS で溶媒を置換した SepharoseTM High Performance beads (GE 

Healthcare)を 30 μL加え、3 h Rotate した。その後用時調整した 1 % SDS/PBSで × 5 wash し、1 × sample bufferを

加え、input用の sample と同時に 1 min 100 ℃で boil した。それらのサンプルで、Western Blotting により PS1 NTF

を検出した。 

 

2.3.8 Preparing microsomes 

Retrovirus infection 法により変異 PS1 を stable に DKO 若しくは DKONL 細胞で発現させ、15 cm dish にまいた。

90 % confluency 到達後、それぞれの細胞を 1 × PBSで wash 後、1 × D-PBS 5 mL/plate を加えてスクレイパーで剥ぎ

取り、回収した。15 cm dish 2 枚分を 1 サンプルとし、750 × g 10 minで centrifuge し上清を除去し、ペレットを得た。

そのペレットに 1 × Homogenize Buffer 2 mL/sampleを加え 27 G針で数回 suspendし、Strength 4で 1 min homogenize

した。1400 × gで 10 min centrifuge し、上清をとった。ペレットにはもう一度 1 × Homogenize Buffer 2 mL/sample を

加え、同様に homogenize、遠心し、上清をとった。2 つの上清を併せ、今度は 29000 × gで 40 min centrifuge し、上清

を破棄した。このペレットをmicrosome 画分とし、使用時までは-80℃で保存した。 

 

2.3.9 SCAM (microsomes) 

2.3.8 の手法で得たmicrosome 画分に 200 μLの 1 × D-PBSを加え、BCA assayでタンパク濃度測定した後に 1 × D-

PBSで 1 mg/mLまでタンパク溶液を希釈した。反応には終濃度 1 mM になるようMTSEA-biotin を加え、遮光して 4 ℃

で 5 min incubate した。薬物を添加する実験の場合、MTSEA-biotin の incubation の前に各種薬剤を適当濃度になるよ

う加え、遮光して 4 ℃で予め 30 min incubate してある。Incubation 後、12900 × g、5 min、4 ℃で遠心してmicrosome

画分を沈殿させ、上清を 200 μLの 1 × D-PBSに置換して優しくピペッティングし、同様の操作をもう一度繰り返した。

その後上清を 500 μLの 1 % SDS/PBSに置換し、室温で 30 min Rotate して可溶化した。可溶化後は一部を inputとして
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取得し、残りは予め 1 × D-PBSで溶媒を置換した SepharoseTM High Performance beads (GE Healthcare)を 30 μL加え、

室温、3 h Rotate した。その後は intact cell の場合と同じように wash し、western blottingで解析した。 

 

2.3.10 Crosslink 

2.3.8 の手法で得たmicrosome 画分に 200 μLの 1 × D-PBSを加え、比較群の間でタンパク濃度量が同じになるように

調整した。27 Gシリンジで優しくピペッティングした後、DMSOで 8 mM の濃度に調整したMTSクロスリンカーを 40

倍希釈で終濃度 0.2 mM になるように加え、37 ℃ 30 min incubate した。MTS クロスリンカーの代わりに Copper-

phenanthroline (Cu-PNT)を使用する場合は、DMSOに溶かした 120 mM の CuSO4 と 500 mMの phenanthroline をそ

れぞれ終濃度 3 mMと 15 mM になるように加え、室温にて 2 h incubate した。薬物を添加する実験の場合、クロスリン

カーや Cu-PNTの incubation の前に各種薬剤を適当濃度になるよう加え、遮光して 4 ℃で予め 30 min incubate してあ

る。その後、5M の N-Ethylmaleimide を終濃度 10 mM になるように加えて crosslink の反応を止めた後、2-

mercaptoethanol を含まない 5 × sample buffer を 1/4 量加えて即日 western blotting で解析した。 

 

2.3.11 Cell free assay 

Double Cys 変異 PS1 を過剰発現させた DKONL細胞のmicrosome 画分は 2.3.8 の方法で取得された。Cell free assay

にあたっては、終濃度で 0.5 mM diisopropylfluorophosphate、0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride、1 μg/mL tosyl-

L-lysyl-chloromethane hydrochloride、1μg/m L antipain、1 μg/mL leupeptine、10 μg/mL phosphoramidon、1 mM EGTA、 

5 mM EDTA、5 mM phenanthroline を含む 1 × Homogenize buffer でタンパク濃度を 2.5 mg/mL に調整し、microsome

溶液 40 μLに 8 mM のクロスリンカーを終濃度 0.2 mM になるように加え、適切な長さ incubation した。その後、5Mの

N-Ethylmaleimide を終濃度 10 mM になるように加えてクロスリンクの反応を止めた。薬剤による構造変化の有無を検

出する際はその後適切な濃度と時間で incubation を行った。反応後のサンプルは PS1 NTFと PS1 CTF解析用、及び Aβ

測定用に分割した。前者は 2-mercaptoethanol を含まない 5 × Sample buffer を 1/4 量加えて boil をせずに western 

blotting で解析した。後者は以下のクロメタ沈殿によってタンパクを不要な脂質と分離し、SDS-Urea gel 電気泳動にて解

析した。まず chloroform：methanol = 2：1 溶液をタンパク液の 4 倍量加えて転倒混和した後、タンパク液の 10 倍量の

methanol を加えて分離する。不溶性のタンパクは 4 ℃ 5700 × g 20 min の遠心で沈殿させた後に上清を破棄して風乾さ

せ、25 μLの 1 × Sample bufferに溶けきるまで 100 ℃で boil した。 

 

2.3.12 Preparing solubilized fraction 

2.3.8 で記述した方法により得られた microsome 画分 4 サンプルを 500 μL の Solubilization Buffer に溶かし込み、

140000 × g 60 min で centrifuge した。この時得られた上清を可溶化画分とし、残ったペレットは同様に半分量 250 μLの

Solubilization Buffer に溶かし込み、centrifuge して上清を取得、これを再可溶化画分とし、長期保存は避けすぐ実験に

使用した。 

 

2.3.13 Photoaffinity Labeling (PAL) 

2.3.12 の手順で得られた可溶化画分のタンパク濃度を BCA assay で測定し、タンパク終濃度が 1 mg/mL、CHAPSO 

0.25 %になるよう、Solubilization Buffer と 1 × HEPES Bufferを用いて希釈した。ここから一部 inputとしてサンプル

を取得した。Cu-PNTによる構造固定時にはまず 333 倍希釈で 1 M CuSO4を、33.3 倍希釈で 0.5 M phenanthroline を終

濃度それぞれ 3 mMと 15 mM になるように加え、室温で 2 h incubation した。その後 500 倍希釈で 5 M NEM を終濃度

83



10 mM になるように加え crosslink反応を停止させた。標識にはプローブ化合物を 1000倍で終濃度 20 µMになるよう希

釈し、遮光して on ice で 5 min incubation した。Incubation後、溶液を 6 well plate に移し、UVランプ(XX-15BLB lamp)

を 90 min 照射した。その後 20 % SDS/HEPESを 52.6 μL加え、予め 1 × D-PBSで溶媒を置換した SepharoseTM High 

Performance bead (GE Healthcare)を 40 μL加え、室温、O/Nで Rotate した。翌日、1 % SDS/PBSで wash × 5 し、1 

× sample bufferを加え、input用の sample と同時に 1 min 100 ℃で boil した。それらのサンプルはWestern Blotting

で解析された。 

 

2.3.14 sC99 purification 

sC99の精製には、DKO細胞とは別の方法で transfectionし一過性に発現させたHEK293A細胞を使った。Transfection 

2 日前にまず 10 cm dish 半分量の HEK293A細胞を 15 cm dish にまいた。2 日後 penicilin (Invitrogen) 50 unit/mL、

streptmysin 50 mg/mLのみを含み 10 %非働化ウシ胎児血清(Cell Culture Technologies)を含有しない高グルコースダル

ベッコ改変イーグル培地 (DMEM Invitrogen) 1825 μLに PEI 125 μL を混ぜて 5 min incubationした後 25000 ng/well

の sC99-3 3× FLAG の DNA を加えて室温にて 20 min incubate した。静置後は培地交換した HEK293A の培地中に 2 

mL の DNA 溶液を加えてインキュベーター内で 8 h incubation した。8 h 後、産生される sC99 の切断を阻害する為に

25000 倍希釈で Compound Eを終濃度 2 μM で、5000 倍希釈で GM6001 を終濃度 10 μM で含む培地と交換し、更に 16 

h incubation を続けた。第 2 incubation 終了後は 2.3.8 の手順通りに HEK293Aのペレットをとり、ペレットのごく一部

を TLC画分として 1 × sample buffer に溶かして取得した。TLC画分は amplify 35 %で 2 min 30 sec sonication して

DNAを破断し、精製度合いの確認に用いた。1 × Lysis buffer 6mL を加えて 4 ℃にて 2 h rotation して可溶化した。この

時の画分は NP画分として取り分け、精製度合いの確認に用いた。可溶化したサンプルは 4 ℃下で 253500 × g 20 min で

超遠心し、得られた上清は予め 1 × Lysis buffer で置換したM2-agarose (Sigma-Aldrich) 400 μL を加えた後 4 ℃ O/Nで

rotation して sC99-3 × FLAG に結合させた。超遠心で残ったペレットには 1 % SDS/PBS を入れて懸濁した後室温にて

30 min rotation して更に可溶化した。可溶化後は同様に 4 ℃下で 253500 × g 20 min で超遠心し、2 度目の上清は SDS

画分として取り分け、精製度合いの確認に用いた。翌日、反応後の溶液を一部 FL 画分として精製度合いの確認用に取り

分けた後、4 ℃下で 335 × g 5 min で wash bufferを用いてM2-agarose を洗浄した。その後 200 μL の Elution bufferを

加えて室温で 10 min rotation してタンパクを溶出し、4 ℃ 5700 × g 1 min で沈殿物と分離した。上清はすぐさま

Neutralization buffer 8 μL で中和され、Elu1 画分として精製度合いを確認した。残ったペレットにも同様の溶出作業を

行い、得られた上清は Elu2画分として同じく精製度合いを確認した。 

 

2.3.15 In vitro assay 

2.3.12 の手順で得られた可溶化画分のタンパク濃度を BCA assay で測定し、タンパク終濃度が 1 mg/mL、CHAPSO 

0.25 %になるよう、Solubilization Bufferと 1 × HEPES Bufferを用いて希釈し、更に終濃度で 0.05 % phosphatidylcholine、

5 mM phenanthroline、10 μg/mL phosphoramidon、5 mM EDTA、そして 1 × Complete になるよう各化合物を調整し

た。まず構造固定の為に 8 mM のクロスリンカーを終濃度 0.2 mM で、若しくは 120 mM の CuSO4 と 500 mM の

phenanthroline を終濃度それぞれ 3 mM と 15 mM で添加し、37 ℃で 6 h incubation した。その後、5M の N-

Ethylmaleimide を終濃度 10 mM になるように加えて crosslinkの反応を止め後、50 mM の E2012 を終濃度で 100 μM

になるように、そして 2.3.14で精製した sC99 150 μM を 10 倍希釈で終濃度 15 μMになるように加えて 37 ℃で 15 h基

質切断反応を続けた。反応後のサンプルは ELISAにて基質を定量した。 
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2.3.16 Luciferase assay 

前日に 2 × 105 cells/well 量で撒いた#1210 細胞に、virus 溶液を infection、若しくは co-infection した。24 h incubation

後、細胞を 1 × PBSで washして-80 ℃と 37 ℃にて 30 min ずつ計 3 cycle incubation を繰り返し、細胞を破砕した。細

胞の完全な溶解には 1 × PicaGene Dual Cell Lysis Reagent を 560 μL/well 加えて室温にて 30 min shaking した。その

後、説明書に従ってMithras LB940 (Berthold Technologies)を用いて Luciferase assayを行い、蛍光タンパクの発光量

を測定した。 

 

2.3.17 統計学的処理 

得られた定量データに関して、2 群間の比較には Student t-test、若しくは Student paired t-testで有意差の検討を行

い、多群間比較には Tukey test を用いた。検定は Kyplot、若しくは Excel の分析ツールにて行った。特に断りが無い限

り、*: p < 0.05、**: p < 0.01、***: p < 0.001 を表す。 
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3. 結果 

 

 

3.1 TMD3の topology解析 

3.1.1 TMD3 single Cys PS1 Mt の活性評価 

本研究で PS1 の構造活性相関を解き明かすにあたり、PS1 の TMD3に着目している。TMD3 は II 型の配向性で細胞膜

を貫通するドメインで、Cryo-EM による解析の結果 TMD3は活性中心 Aspartic acidから離れた場所に位置していること

が明らかとなっており、付近の TMD2 や TMD4、TMD5との間に大きな空洞がある構造が報告されている(Bai, Rajendra, 

et al. 2015) (図 19A)。後に実際に基質が内包される部位であると分かることになるが(Zhou et al. 2019)、基質が recruit

されその後に切断を受けるであろう部位として筆頭候補であると考えて差し支えないであろう。また、TMD3は凡そ PS1

のアミノ酸残基配列の 5 %程度の部位であるにも関わらず(図 20A)、30 以上の FAD 変異が同定されている部位でもある

(図 20B)。この数は既知の FAD 変異の実に 15％近くを占めている (出典 : AD & FTD Mutation Database; 

http://www.molgen.ua.ac.be/admutations/)。この FAD変異の中には、20 代後半での発症が報告されている強力な L166P

変異(Moehlmann et al. 2002)も含まれている。こうした背景から、TMD3は毒性種 Aβ42 の産生制御に重要な部位である

と考え、研究対象に設定した。なお、本研究では TMD3 とその周辺領域である C158 から K187 までの 30 残基を解析し

ている(図 19B)。 

本研究では、構造解析や機能解析を手段として SCAM を導入した(Karlin and Akabas 1998)(Tomita 2017)(Cai and 

Tomita 2018)。SCAM は methanethosulfonate 基を有する MTSEA-biotin (図 21A)を用いた標識実験であり、この

methanethosulfonate 基が水分子存在下でのみ cysteine の thiol と反応して新たに disulfide 結合を形成することが可能

である。その為、標的 cysteine が膜内活性中心ポアや膜外親水性環境に位置している場合にのみ MTSEA-biotin が結合

し、biotin 基を通じて沈降したタンパクを western blotting で検出することが出来るのである(図 21B)。言い換えれば

western blotting のバンドの強弱は標的 cysteine がどれだけ強い親水性環境に面しているかを反映しているとも言え、バ

ンドが強いほど広く accessible な親水性環境に面しているということになる(図 21C)。しかしながら、SCAM のデメリッ

トは解析対象の cysteine への置換、及び内因性 cysteine の Serine への置換による避けられない構造変化と酵素活性の変

化が挙げられる。解析対象の PS1 は内部に 5 か所の cysteine を保有しており(図 19B)、本研究では全て Serine に置換し

た Cysless PS1 Mtを用いており、更に標的残基を cysteine に置換した single Cys PS1 Mt はこの時点で 6 重変異体であ

る。その為、single Cys PS1 Mt は完全に PS1wtの構造や活性を保持しているわけではなく、実際に発現が失われる事例

も存在する(Sato et al. 2006)(Takagi et al. 2010)。本研究ではまず作成した single Cys PS1 Mt の機能確認を行った。PS1

は酵素活性発揮時に NTFと CTFに自己断片化し、基質 C99から Aβを切断することが知られている。これを踏まえ、本

研究では single Cys PS1 Mtの機能や活性を以下の基準により評価し、2 ないし 3 項目を満たす single Cys PS1 Mtのみ

機能や活性を保持しているとし、解析対象とした。 

1) single Cys PS1 Mt の発現が確認され、且つ断片化が western blottingで確認されること。 

2) single Cys PS1 Mt を含む γ-secretase が Aβ40 と Aβ42 を産生し、ELISAで確認されること。 

3) (薬剤処理実験に於いて) GSI や GSMによる Aβ産生変動が ELISAで確認されること。 

まず TMD3及び周辺領域の各残基をそれぞれ cysteine に置換した single Cys PS1 Mt を DKONL細胞に transientに

過剰発現させ、その Aβ分泌量を ELISAで測定した。その結果、極少数の single Cys PS1 Mt が Cysless PS1 Mtと同等

の Aβ 産生量を保持していたものの、大多数が特に Aβ42 産生量を大幅に増加させた(図 22)。しかしながら、Aβ は γ-
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secretase の酵素活性によって産生されている為、Aβ 産生が確認されたと言うことは酵素活性が大幅に変動するような甚

大な構造変化は起きていないと考えた。 

続いて上記 single Cys PS1 Mt を DKO細胞に stable に過剰発現させ、その発現を western blotting で検出した。その

結果、程度の差はあれ全ての single Cys PS1 Mt に於いて自己断片化産物である PS1 NTF の発現が確認された(図 23A 

input)ことから、γ-secretase の酵素活性は失われていないとされた。以上の結果より、本研究では C158 から K187 まで

全ての single Cys PS1 Mt を以降の構造機能解析の対象とした。 

 

3.1.2 TMD3周囲の親水性環境 

先述の通り、cryo-EMの検討により TMD3の周辺に活性中心ポアが面していることが示唆される。そこで、まず TMD3

周辺に親水性環境に面している残基が存在するかどうかを、intact cell を用いた SCAM による検出を試みた。MTSEA-

biotin は細胞膜非透過性の化合物である為、内腔側の膜外親水性環境、及び活性中心ポアを含む内腔から access 出来る膜

内親水性環境が標識されると考えられる。その結果、複数の残基に於いて標識が確認された(図 23A)。更にこうした残基を

helix モデル上にマッピングしたところ、殆ど全ての残基が helix の片面に集中することも明らかとなった(図 23B、C)。

この段階では膜内親水性環境と膜外親水性環境の区別はついていないが、cryo-EM構造上で明らかに膜内に位置している

と推測される残基や、複数の二次構造予測ソフトによる解析で細胞膜内領域であると推測された残基(森島果南 学士論文)

で強い標識が確認されたことなどを踏まえ、この結果より TMD3 は片面が膜内親水性活性中心ポアに面するドメインであ

ることが示唆された。 

続いて、TMD3の膜内配列の特定を試みた。この目的は TMD3 の topologyをより詳細に知る為、特に先述の SCAM解

析によって同定された残基が面する親水性環境が膜内なのか膜外なのかを正確に確定する為である他、この後の TMD3の

機能や構造の解析で TMD3 の内腔側と細胞質側両方から網羅的に解析する為である。まず TMD3 細胞質側の境界残基を

特定する為、各種 single Cys PS1 Mt を stable に過剰発現する DKO細胞のmicrosome画分を用いた SCAMを行った。

Microsome 画分は right-side-out と inside-outの両配向性が混合する為、intact cell とは異なり通常は access 不可能な細

胞質側親水性環境に面する cysteine も標識することが可能になる(図 24)。その結果、K160C から大幅な標識の減少が確

認された(図 25A)。実際 K160Cは Cysless PS1 Mtに比して多少のラベルが確認されており、構造的には部分的に細胞膜

内に埋もれていると考えられ、K160 が TMD3細胞質側末端残基であるとされる(図 25B)。 

一方、TMD3 内腔側の境界面の特定には、MTS 試薬を用いた競合実験を行った。MTS 試薬は MTSEA-biotin 同様

methanethiosulfonate 基を有しており親水性環境下で cysteine と結合するが、嵩高い官能基や電荷を有する為、それぞ

れ膜内親水性環境への入り込みやすさが異なる(図 26A)。特に MTSET や MTS-TEAE は脂質二重膜内の閉じた親水性環

境には入り込めず、膜外のオープンな親水性環境下の cysteine にのみ結合するとされている(Seal et al., 1998)。そこで

MTS競合剤による incubation 後にMTSEA-biotin で標識することで、標的 cysteine が広い親水性環境に面している場合

にのみ MTS 競合剤と MTSEA-biotin の間で競合が発生し、標識の減弱が確認される(図 26B)。その結果、I180C では最

小の MTSES による標識の競合が確認されたものの、G183C 以降で全 3 種類の競合剤による標識の減弱が観察された(図

27A)。即ち、G183C以降が膜外親水性環境に面する部位であると推測された。これらの結果を総括すると、TMD3の膜内

領域は K160 から L182 までで構成されており、L166、I167、F176、F177、F179、I180 が膜内親水性環境である活性中

心ポアに面する部位で、C158と Y159 は少なくとも親水性環境に、G183、E184と K187 は内腔側膜外親水性環境に面し

ていることが分かった(図 27B)。 

 

3.1.3 Crosslinkerによる TMD3 の topology解析 
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続いて TMD3の詳細な topologyの解析を行う為、crosslink実験を行い、TMD3とその他のドメインや領域との距離の

測定を行った。Crosslink は crosslinker と呼ばれる化合物を用いて親水性環境に面する 2 つの cysteine を架橋する実験

であり(Loo and Clarke 2001) (図 28A)、互いの cysteine 間の距離の測定や構造の固定等に応用が出来る。PS1 は酵素活

性発揮時に自己断片化して NTF と CTF に分かれるが、この 2 つの断片の間位に disulfide 結合は存在しない為、非還元

状態の SDS-PAGEを行っても行わなくても、boil 操作を行っても行わなくても、同じ位置にタンパクが分離される。その

為、内因性 cysteine を全て潰した PS1 の NTF と CTF それぞれに cysteine を 1 つずつ導入すると、仮に crosslink が成

されている場合、互いの monomer タンパクのバンドが減少し、それに反して互いが crosslink された heterodimer のバ

ンドが増加することを確認できる(図 28B)。Crosslinker には 2 種類の形態が存在する(図 29)。1 つは炭素鎖の両端に

methanethiosulfonate 基が加わった鎖状化合物で、親水性環境下の cysteine 2 つを架橋するものである。もう 1 つは

cupperと phenanthroline (Cu-PNT)を触媒として用い、2つの cysteine 残基の間に直接 disulfide 結合を生じさせるもの

である。前者は炭素鎖の距離以下の cysteine であれば架橋出来るのに対し、後者は凡そ 2.1 Å 以下の距離で無ければ

disulfide 結合を生じさせることが出来ない。本研究では、NTF 側の残基として TMD3 に位置する L166、L172、F177、

I180、G183 を選定し、一方で CTF側の残基として活性中心 Aspartic acid に近い L383と I387、そして活性中心ポアを

構成するとされる PALP motif(Tomita et al. 2001)内部の L435 の 3 つを選び、それぞれを掛け合わせて架橋し、TMD3と

活性中心との距離を調査した(図 30)。なお、本検討で用いた CTF 側の 3 つの残基は全て親水性環境に面していることが

明らかとなっており(Takagi et al. 2010)、この 3 つの残基の single Cys PS1 Mt と crosslinker との incubation でバンド

の移動が見られないのも確認済みである(Sato et al. 2006)。 

まずデザインした double Cys PS1 Mt が酵素活性を保持しているかを確認する為、各 double Cys PS1 Mt を DKONL

細胞に transientに過剰発現させ、Aβ切断活性を ELISAにて測定した。その結果、全ての double Cys PS1 Mt に於いて

Aβ産生活性が確認された(図 31)ことから、酵素活性は保持していると判断した。更に、各 double Cys PS1 Mt の断片化

についても確認したところ、いずれも自己断片化後の PS1 NTFと CTFが見られた(図 32、33、34 DMSO群参照)ことも

併せ、全ての double Cys PS1 Mt は機能保持型であるとし、以降の crosslink検討に用いることにした。 

Crosslinkの結果は図表の通りで(図 32、33、34)、それぞれのまとめイラストも掲載した(図 35、36、37)。以下にも小

括を記載する。 

1) L166C/L383Cは Cu-PNT、及びM2M-M11Mで crosslinkされた(M14M 及びM17Mは未検証)。 

2) L172C/L383CはM8M-M17M で crosslinkされた。 

3) F177C/L383CはM8M-M17M で crosslinkされた。 

4) I180C/L383CはM8M-M17M で crosslinkされた。 

5) G183C/L383Cは crosslinkされなかった。 

6) F177C/I387CはM8M-M17M で crosslinkされた。 

7) I180C/I387CはM17Mで crosslinkされた。 

8) G183C/I387Cは crosslinkされなかった。 

9) L166C/L435CはM17Mで crosslinkされた。 

10) L172C/L435CはM8M-M17M で crosslinkされた。 

11) F177C/L435CはM8M-M17M で crosslinkされた。 

12) I180C/L435Cは crosslinkされなかった。 

13) G183C/L383Cは crosslinkされなかった。 
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これらの結果は TMD3と活性中心の topologyについて詳細な情報を与えると共に、先行の SCAM による解析で TMD3

が活性中心ポアに面することを支持するものとなる。また、L166 と L383 間が最短で 2.1 Å程度まで近づくことが示され

た。なお、cryo-EMで得られた γ-secretaseの構造の中に於ける各残基間の距離とも比較できるよう、表にまとめた(図 38)。 

 

 

3.2 TMD3の面する活性中心ポアの解析 

3.2.1 酵素活性化状態の活性中心ポアの変動 

γ-secretase は酵素活性が増加し基質の切断が亢進すると Aβ42 をより短く切り進めて Aβ38 の産生を亢進させ、逆に酵

素活性が低下すると Aβ38 への切断が抑えられることでその直接的な前駆体である Aβ42 の産生量が増加する。本研究の

大きな目標の一つは、γ-secretase の活性促進と活性抑制状態の構造解析を通じて Aβ42 の産生を制御する上で重要な構造

活性相関を解明することである。γ-secretase に於いて基質は最終的に親水性の活性中心ポアに入り込んで切断を受ける為、

活性中心ポアの変動を理解するのは重要である。本研究ではまず手始めに L-685,458 に引き起こされる活性中心ポアの変

化を検出した。L-685,458 は基質を模倣した構造を持つ TSA型 GSI であり(図 11B)、酵素の活性中心 Aspartic acidに直

線的に入り込んで結合することで酵素活性を阻害する(Li, Xu, et al. 2000)(Shearman et al. 2000)。その為、γ-secretaseは

この時活性化状態に近い遷移状態の構造を取っているとされており、L-685,458 によるポアの変動は活性化状態の活性中

心ポアを反映していると考えた。 

まず、TMD3内部に位置する L166、L172、F176、F177、F179、I180 に cysteine を導入した single Cys PS1 Mt を

DKO 細胞に stable に過剰発現させ、予め L-685,458 で incubation した後 SCAM で各残基周囲の活性中心ポアの変動を

確認した。その結果、L166Cから F177Cの標識が有意に増加し、一方で F179Cの標識が有意に減少するのが観察された

(図 39A)。このことから、TMD3 周囲の活性中心ポアは細胞質側及びドメイン中腹部で全体的に広がり、親水性が増強し

たことが示唆された(図 39B)。更に、この時に生じる構造変化を検出する為、TMD3の F177 と活性中心 Aspartic acid付

近の I387 を crosslinkで結び(図 40A)、L-685,458 の有無で生じる互いの距離の変動を検出した。その結果、元々M8M以

上の長さの crosslinker で架橋されていた F177C/I387C が全 crosslink されなくなった(図 40B)。以上の結果から、L-

685,458が活性中心に入り込んで γ-secretaseの活性化状態の構造を誘導すると TMD3と活性中心の距離を押し広げられ、

その結果 TMD3周囲の活性中心ポアが広がって親水性環境が増強すると考えられた。 

 

3.2.2 Aβ42産生増加時の活性中心ポアの変動 

3.2.2.1 FAD変異による活性中心ポアの変動 

続いて、実際に Aβ42産生が増加時に生じる TMD3周囲の活性中心ポアの変動を調べた。解析対象は TMD3内部の L166

と F177の 2か所を選んだ。この 2 か所を選択した理由は以下の 3 つである。 

1) TMD3の内腔側と細胞質側両方から全体的に解析する為。 

2) SCAM検討で比較的強い標識が確認されたことから活性中心ポアへの寄与が大きいと考えた為。 

3) TSA型 GSI による標識の変動が大きく、構造変化に対して sensitive な部位であると考えた為。 

Aβ42 産生を上昇させるものとして FAD 変異が挙げられ、本研究では 6 つの FAD 変異を導入した(図 41A)。まず PS1 

NTFで TMD3領域外に位置する変異として P117L (Wisniewski et al. 1998)とM139V (Larner and Du Plessis 2003)を

選定し、PS1 NTFで TMD3領域内に位置する変異として F176L (Müller et al., 2013)、F177L (Rogaeva et al. 2001)と

E184D (Yasuda et al. 1997)を選択し、そしてPS1 CTF側からは活性中心Aspartic acidの隣に位置するG384A (Tanahashi 

et al. 1996)を選んだ(図 41B)。これらの FAD変異は F176Lを除いて全て既報通り Aβ42 産生比率を PS1wtに比して有意
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に増加させた(図 42)。また酵素活性保持の確認の為、各 FAD 変異を発現させた single Cys PS1 Mt の Aβ 切断活性も

ELISAで測定した。その結果、全ての single Cys PS1 Mtに於いて FAD変異が有意に Aβ42 産生比率を増加させていた

(図 43、44)。G384A変異のみ single Cys PS1 Mtに導入すると Aβ産生総量を著しく落とすことを確認した。しかしなが

ら、G384A変異は元来 Aβ42比率のみならず Aβ産生の総量も大幅に落とすことが知られており、luciferase assay による

細胞内 AICDの量の測定の結果 G384A 変異は他の FAD変異と比べて AICDの産生量が特に少ない(図 46A)。さらに、内

因性の cysteine を全て置換した Cysless PS1 Mtが PS1wtに比して活性がある程度落ちている(Sato et al. 2006)ことを加

味すると、G384Aを含む single Cys PS1 Mt は活性を失ったのではなく活性を著しく落としていると考えられる。それを

支持するかのように他の FAD 変異と同様、G384A変異を含む single Cys PS1 Mt は自己断片化産物である PS1 NTFが

確認されている(図 49A input)。従って、本研究では Aβ42 産生を上昇させる FAD変異として G384A 変異を引き続く解析

に用いている。一方 PS1wtに比して Aβ42 を有意に上昇させなかった F176L変異(図 42B)は、L166C single Cys PS1 Mt

に導入すると Aβ42 産生を有意に上昇させたものの、F177C single Cys PS1 Mt に導入すると Aβ42 比率を逆に有意に減

少させることが明らかとなった(図 45)。そこで、L166C/F176L single Cys PS1 Mt を Aβ42 産生を増加させる変異として、

F177C/F176L single Cys PS1 Mt を Aβ42 産生を減少させる変異として用いた。最終的に解析に用いた変異は、#1210 細

胞に transientに過剰発現させ、AICDと NICDの切断活性を luciferase assay で測定した。その結果、殆ど全ての FAD

変異で有意な AICD/NICD切断活性の減少が確認された(図 46A、B)。 

実際の活性中心ポアの変動について、各 FAD変異を保持する各 single Cys PS1 Mt を stable に発現させた DKO細胞

を作成し、intact cell を用いて SCAM を行った。その結果、まず TMD3 領域外に位置する P117L とM139V変異は L166C

の標識を変えず、F177 の標識のみを有意に減弱させた(図 47A)。このことから、Aβ42 産生が増加する時には活性中心ポ

アの特に内腔側に於いてポアの縮小、親水性の低下が起きていることが示唆された(図 47C)。一方で TMD3領域内に位置

する 2 つの FAD 変異である F177L と E184D は、F177C のみならず L166C の標識も減弱させた(図 47B)。また F176L

変異に関しては L166Cのみの検証だが、標識の減弱が確認された(図 48A)。即ち、この場合内腔側に加えて細胞質側の活

性中心ポアの減衰、親水性の低下が発生していると考えられる(図 47C、48B)。以上の結果を併せると、TMD3内腔側の活

性中心ポアの縮小が Aβ42 産生増加時に共通して起こる変動であり、内腔側のポアの縮小は TMD3 内部の変異によるロー

カルな構造変化の可能性が考えられた。 

しかしながら、G384A変異を保持する各種 single Cys PS1 Mt を用いて G384A変異の TMD3 周囲の活性中心ポアへの

影響を調べた結果、G384A によって L166C と F177C 何れにも標識の変化が見られなかった(図 49A)。このことから、

PS1 CTF側の変異である G384Aは TMD3周囲の活性中心ポアの変化を通さずに(図 49B) Aβ42 産生比率を上昇させるこ

とが示唆された。 

 

3.2.2.2 Pen-2 N末端伸長よる活性中心ポアの変動 

γ-secretase の構成因子である Pen-2 の N 末端を伸長すると、伸長に用いた配列非依存的に Aβ42 産生比率が上昇する

ことが報告されている(Isoo et al. 2007)。そこで本研究では Pen-2 のN末端(図 50A)に FLAG配列を導入した FLAG-Pen-

2を作成し(図 50B)、Pen-2wt を持つ γ-secretaseの PS1の活性中心ポアと FLAG-Pen-2を組み込んだ γ-secretaseの PS1

の活性中心ポアの違いを調べた。まず FLAG-Pen-2 を組み込んだ γ-secretase の Aβ切断活性を ELISAで測定した。その

結果、Pen-2wt を持つ γ-secretase に比べ、FLAG-Pen-2 は既報通り Aβ42 産生比率を有意に増加させた(図 50C)。また、

FAD変異と同様に#1210 細胞に transient に PS1 と共に共発現させ、AICDと NICDの切断活性を luciferase assayで測

定した。その結果、有意な AICD/NICD切断活性の変化は確認されず(図 46A、B)、FLAG-Pen-2 は Aβ総量を変化させる

ことなく Aβ42 の比率だけを変動させることが分かった。 
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実際の活性中心ポアの変動について、各 single Cys PS1 Mtと FLAG-Pen-2 を stable に共発現させた DKO細胞を作成

し、intact cell を用いて SCAMを行った。その結果、FLAG-Pen-2 による L166C及び F177Cの標識の有意な変動は確認

されなかった(図 51A)。このことより、Pen-2 の N 末端の伸長による Aβ42 産生比率の上昇は活性中心ポアの変動とは別

の機構を通じて制御されているものだと推測される(図 51B)。 

 

3.2.3 Aβ42産生低下時の活性中心ポアの変動 

3.2.3.1 V236S変異による活性中心ポアの変動 

数ある Aβの最終産物の中でも AD発症の寄与が大きいのは Aβ42 であること(Burdick et al. 1992)、そして先述の検討

で Aβ42 産生増加時の活性中心ポアの変動を調べたことから、本研究では引き続き Aβ42 の産生減少時に伴う活性中心ポ

アの変動を調査した。ここで本研究では V236S 変異を導入した。V236S 変異は TMD5 内腔に位置する人為的な point 

mutation であり(図 52A)、Aβ42 の切断を亢進してより短い short Aβに切り進めさせることで Aβ42 産生比率を減少させ

る効果を持つ(Cai, Morishima, et al. 2019) (図 52B)。検討に用いた、V236S変異を有する L166C 若しくは F177C single 

Cys PS1 Mt についても V236S変異を持たない各 single Cys PS1 Mt に比べ有意に Aβ42産生比率を低下させることを確

認している他(図 53)、酵素活性発揮に伴う PS1 の自己断片化も見られている(図 54A input)。 

実際の活性中心ポアの変動について、V236S変異を保持する各 single Cys PS1 Mt を stable に発現させた DKO細胞を

作成し、intact cell を用いて SCAM を行った。その結果、V236S 変異によって L166C 及び F177C の標識の有意な増加

が観察された(図 54A)。このことより、V236S変異によって TMD3 が面する活性中心ポア全体的に拡大し、親水性が増強

することが示唆された(図 54B)。 

 

3.2.3.2 GSM による活性中心ポアの変動 

V236S 変異に続き、Aβ42 産生比率を低下させるものとして本研究では GSM を用いた。GSM は元々AD の治療薬の候

補として開発されてきた低分子化合物の総称であり、非常に高い特異性をもって Aβ42 産生比率を濃度依存的に低下させ

ることが知られている(Bursavich et al. 2016)。本研究で用いた GSM は Eisai 社開発の E2012 (Pozdnyakov et al. 

2013)(Cai et al. 2017)、過去に GSM として報告の上がっている ST1120 (Takeo et al. 2014)、そして E2012と ST1120 と

同じ phenylimidazole 骨格を有する HK1138 の 3 種類である。いずれも PS1wtを保有する γ-secretase の産生する Aβ42

の比率を低下させる(図 55)。更に、本研究で用いた L166C若しくは F177C single Cys PS1 Mt への濃度依存的な Aβ42

減少効果も同様に確認している(図 56、57、58)。 

実際の活性中心ポアの変動について、各 single Cys PS1 Mt を stable に発現させた DKO細胞を作成し、intact cellを

用いて SCAM を行った。その結果、各 GSM の incubation によって L166C 及び F177C の標識の有意な増加が観察され

た(図 59A)。この結果は、先述の V236S変異を用いた検討結果と一致するものである。先ほどの結果と合わせると、Aβ42

産生減少時には、PS1 の TMD3 が面する活性中心ポアが全体的に拡大し、親水性が増加することが考えられる(図 59B)。 

 

3.2.3.3 F176L 変異による活性中心ポアの変動 

最後に、F176L変異の導入によって Aβ42 産生比率が低下すると判明した F177C/F176L single Cys PS1 Mt を用いて、

intact cell を用いて SCAMを行い、F176L変異導入時の F177 周囲の活性中心ポアの変動を確認した。その結果、F177C

の標識に有意な増加は見られなかった(図 60A)。即ち、F176L変異は V236S変異や GSMとは異なり、活性中心ポアの内

腔側を変化させることなく(図 60B) Aβ42 産生比率を低下させることが示唆された。 
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3.2.4 遷移状態の活性中心ポアの比較 

3.2.4.1 V236S変異による活性中心ポアの変動との比較 

これまでの検討で、TMD3の面する活性中心ポアの拡大及び親水性の増強を引き起こすのは、以下の 2 つの場合である

ことが明らかとなった。 

1) L-685,458 によって遷移状態構造を誘導した時(図 39)。 

2) 変異や化合物によって Aβ42 産生が減少した時(図 54、59)。 

V236S変異や GSM類によって Aβ42 産生が減少するのは Aβ42 の切断を亢進する「活性化効果」を通じたものであり、

Aβ42 への切断を抑制する「阻害効果」によるものではない。従って、V236S変異や GSMによって Aβ42 の切断が亢進す

る時にも γ-secretase は遷移状態の構造を取ることが考えられ、1)と 2)によって観察された活性中心ポアの変動は類似す

るものであることが推察される。これを確かめる為、V236S 変異や GSM によって増強した TMD3 周囲の親水性が L-

685,458 によって更に増加するか否か検証した。仮に両者が別機構であり、Aβ42 の切断亢進が遷移状態構造を通じたもの

ではないのであれば、ここで L-685,458 による活性中心ポアの更なる拡大が観察されると考えられる。 

まず、V236S変異を保持する L166C 若しくは F177C single Cys PS1 Mt を stable に発現させた DKO細胞を作成し、

intact cell を用いて予め L-685,458 を incubation した後 SCAM を行った。各 single Cys PS1 Mt に対する L-685,458 の

薬理効果は実証してあり、Aβ産生を止めることを確認した(図 61)。その結果、L166Cと F177C 共に L-685,458 による標

識増加が見られていたところ、V236S変異の導入によって上昇した以上に L-685,458 が標識を有意に増加させることは無

かった(図 62A)。即ち、V236Sによる活性中心ポアの拡大に上乗せして L-685,458 が活性中心ポアに影響を与えることは

無いと示唆された(図 62B)。 

 

3.2.4.2 GSM による活性中心ポアの変動との比較 

引き続き、V236S変異と同様 Aβ42 の切断を亢進させてその産生比率を下げる GSMについても同様の検討を行った。 

ここで、L166C single Cys PS1 Mt を stable に発現させた DKO細胞を作成し、予め各種 GSM を一晩 incubation した

intact cell を用い、L-685,458をその後 incubation した後 SCAM を行った。その結果、L-685,458 による標識増加が見ら

れていたところ、予め GSM によって上昇した以上に L-685,458 が標識を有意に増加させることは無かった(図 63A)。即

ち、GSMの場合も V236S変異と同様に L-685,458 が GSMによる活性中心ポアの拡大とは別に影響を与えることは無い

と考えられ(図 63B)、L-685,458 による活性中心ポアの拡大と V236S 変異や GSM による活性中心ポアの拡大は類似の機

構であり、V236S変異や GSMは PS1 の遷移状態の構造を誘導することで Aβ42 の切断を亢進させその産生量を減少させ

る可能性が存在することが示唆された。 

 

 

3.3 Aβ42産生を制御する TMD3の構造変化の解析 

3.3.1 Crosslinkerによる距離の変動の検出 

これまでの検討で、Aβ42 産生の変動と TMD3 の面する活性中心ポアの関係性を明らかにした。しかしながら、SCAM

で用いたMTSEA-biotin は水分子の存在下で cysteine の thiol 基と反応することから、標識率増加は正確には活性中心ポ

アの増大ではなく水分子の存在量の増加、及び親水性の増強を反映しているに過ぎない。加え、活性中心ポアは TMD3 の

みならず活性中心の存在する TMD6や 7 (Sato et al. 2006)、PALP motifの存在する TMD8細胞質末端(Sato et al. 2008)、

膜内親水性環境に面することが明らかとなっている TMD1 (Takagi et al. 2010)など、複数のドメインによって構成されて

おり、TMD3の構造変化が無くともその他の構成ドメインの構造変化によっても活性中心ポアの形や広さに影響が出る可
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能性がある。そこで本研究では続いて Aβ42 の産生を制御する TMD3 の構造変化そのものに焦点を当て、検討した。TMD3

の構造変化の検出に TMD3から SCAMによる検討でも用いた細胞質側の L166と内腔側の F177を選択し、それぞれ PS1 

CTF側の活性中心 Asp近傍の L383 と I387 と crosslinkerで結ぶことを考えた(図 64A)。仮に TMD3に活性中心 Aspに

近づくような構造変化が生じているならば定常状態より短い crosslinkerでも結合が可能になるか、同じ crosslinkerでも

より強固に結合できると考えられ、一方 TMD3 が活性中心 aspartic acid から離れる構造変化を起こしているのであれば

定常状態で結合できた crosslinkerが結合できなくなることが予想される(図 64B)。 

まず、Aβ42 産生が増加する時の TMD3 の構造変化を解析する為、P117L と G384A の 2 種類の FAD 変異を用いた。

P117L若しくはG384Aを有する L166C/L383Cを stableに過剰発現するDKO細胞のmicrosome画分を用いて crosslink

を行ったところ、FAD 変異の導入によって Cu-PNT による S-S 結合の量に差が見られることは無く(図 65A)、また

crosslinkerによる 2 つの cysteine の crosslinkにも変動は見られなかった(図 65B、C、D)。一方 P117L若しくは G384A

を有する F177C/I387 変異についても同様の crosslink の検証を行ったところ、G384A の導入によって M8M 以上の

crosslinker全てのバンドが消失したが(図 66A、C)、P117Lについては F177C/I387Cの crosslinkに変化を与えなかった

(図 66A、B)。以上の結果より、G384A 変異の TMD3内腔側への影響を除き、Aβ42 産生増加時に TMD3の構造変化は起

きていないと推察される。 

続いて Aβ42 産生が減少する時の TMD3の構造変化を解析する為、GSMである E2012を用いた。なお、本検討に用い

る L166C/L383C及び F177C/I387C double Cys PS1 Mt を含む γ-secretase の Aβ42 切断量を E2012 が濃度依存的に減少

させることは検証済みである(図 67)。各 double Cys PS1 Mt を stable に過剰発現する DKO細胞のmicrosome 画分を用

い、予め E2012 を incubation した後 crosslinkを行ったところ、薬物の有無によって crosslinkのバンドパターンに変化

は無く(図 68)、E2012 による Aβ42 産生変動は TMD3 の構造変化を通じたものではないことが示唆された。FAD 変異を

用いた検討結果と合わせると、G384A 変異の TMD3 内腔側への影響を除き、Aβ42 の産生変動は TMD3 の構造変化によ

るものではない可能性が浮上した。 

 

3.3.2 Crosslinkerを構造固定剤として用いた検討 

しかしながら、crosslinkの検出限界を考えた時、上記の方法では正確に構造変化を検出できない可能性がある。そもそ

もタンパクは親水性環境下や細胞膜内等で揺らぎをもって動く分子である。しかしながら crosslink はタンパク内の 2 つ

の領域が揺れ動く中で取り得る最短の距離を捕捉し、結合してしまう。その為、生じた構造変化の中でターゲットとなる

領域の間の最短距離に変動が無ければ、同じ長さの crosslinkerで結合できてしまうので、構造変化が検出できないことに

なる(図 69A)。そこで、crosslinkerを長さの測定を行う定規としてではなく、2 つの cysteine 間を最短距離で結ぶ構造固

定剤として用いることを考えた。仮に化合物などが特定の 2 つのドメインの拡張を通じて Aβ42 産生を制御しているので

あれば、最短距離にドメインを予め固定しておくことでその化合物の惹起する構造変化が阻害される為、Aβ42 の変動が観

察されなくなると考えられる(図 69B)。Crosslinkでドメインを固定した後に PS1 の構造変化を起こすスキーム上 PS1 の

point mutation は使えないので、以降の検討は全て化合物 E2012 に絞った。なお、解析対象は引き続き L166C/L383Cと

F177C/I387C である。 

 

3.3.2.1 Cell free assayによる検討 

本検討ではまず各 double Cys PS1 Mt を stable に過剰発現させた intact cellに crosslinkerを添加して構造固定を試み

たが、crosslinkerの長さ非依存的に細胞毒性を呈した為(データ未掲載)、各 double Cys PS1 Mt を過剰発現する DKONL

細胞由来のmicrosome画分を用いた cell free assayによる検討を試みた。まず F177C/I387Cを用いて条件検討を行った。
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Crosslink による構造固定の有無による E2012 の Aβ42 産生減少の有無を明確に検討する為、本検討ではまず Aβ 非産生

条件下で構造固定を施し、その後に化合物による Aβ42 産生制御を行うのが理想である。その為、最初に通常 37 ℃で行

う crosslinkerの incubationを 4 ℃に下げ、Aβの産生が行われない一方で crosslinkが成される条件検討を行った。その

結果、4 ℃で F177C/I387Cの crosslink が確認された(図 70A)。しかしながら、4 ℃に於いても Aβ42 の産生が見られる

ことが分かった(図 70B)。そこで、続いて crosslinkerの incubation 時の温度を-80 ℃まで下げて検討した。しかし、今度

は-80 ℃で crosslinkによる western blotting のバンドシフトすら確認できなかった(図 70C)。以上より、検討に必要な理

想条件を達成できないと断定し、cell free assayによる検討を諦めた。 

 

3.3.2.2 In vitro assayによる検討 

そこで、cell free assayの代わりに In vitro assayによる検討を行った。In vitro assayでは精製した基質を、酵素を含

む可溶化画分と混ぜ合わせて酵素による基質切断活性を測定する為、基質無添加状態で crosslinker による構造固定を行

った後に基質と共に化合物を添加し、化合物の基質切断に与える影響を検討することが可能になる。本検討では基質とし

て sC99 3×FLAGを精製した(図 71A)。sC99 3×FLAGは γ-secretase の基質で Aβの直接の前駆体タンパクである C99の

C 末端側に精製用の 3×FLAG タグが結合したものである(図 71B)。検討法のスキームとしては、まず γ-secretase を含む

可溶化画分を適切な時間最短距離を結ぶ crosslinker と incubation し、NEM によってその反応を止めた後基質 sC99 

3×FLAGと E2012 を同時に添加し、化合物の存在下で Aβの産生を行った。 

その結果、元々E2012 の添加によって有意に Aβ42 産生比率が減少していたところ L166C/L383C 間を Cu-PNTによっ

て直接結合させると Aβ42 減少効果が失われることを確認した(図 72)。ところが、F177C/I387C の間を最短距離の M8M

で crosslinkしても、crosslinkしない場合と比べて E2012は同等の Aβ42 産生減少効果を呈した(図 73)。この 2 つの結果

より、TMD3の細胞質側が活性中心から離れる動きをすることが、Aβ42 産生減少に繋がることが示唆された。 

しかしながら、crosslinkした時の L166C/L383Cへの E2012 応答性低下が構造固定によるものではなく、crosslinkに

よる何かしらの pathway で E2012 の結合量が低下した為である可能性がある。そこで、その可能性を探る為、引き続き

PAL を行った。PAL は薬効を示す化合物と biotin 基を benzophenone で結んだ probe と呼ばれる化合物を用いて化合物

とタンパクの結合量を測定する実験である(図 74A)。化合物の部分で標的部位に結合した後、十分近傍(~ 3.0 Å)であるな

らば benzophenone がタンパクとの間でラジカル反応を起こして共有結合を形成する。この為、タンパクとの結合強度は

western blotting のバンドの強度に反映される。なお、化合物を除いた benzophenoneと biotin 基だけではタンパクとの

結合が見られないことは検証済みである(竹尾浩史 博士論文)。また、PALの検討では化合物の incubation は 4 ℃で行っ

ているが、Cu-PNT による L166C/L383C 間の crosslink が多少見られる(データ未掲載)。そこで、本検討では PS1 NTF

のバンドのみで正確な定量を行う為、western blotting直前に 100 ℃で boil し、生じた disulfide 結合を全て切断し、PS1 

NTF と CTF の heterodimer を分離させた。Western blotting のバンド定量の結果、Cu-PNT の有無で L166C/L383C 

double Cys PS1 Mt への probe の標識率に変化は見られなかった(図 74B、C)。これらの結果より、L166C/L383C double 

Cys PS1 Mt に Cu-PNT を添加した際に E2012 による Aβ42 産生減少効果が見られなくなったのは、crosslink によって

E2012 が結合出来なくなったからではなく、L166Cと L383Cを架橋したことによるものであると分かった。 

 

 

3.4 水分子保持候補残基の検討 

これまでの検討で明らかとなったこととして、大きく分けて以下の二つに分けられる。 

1) TMD3周囲の活性中心ポアは Aβ42 の産生変動に関連し、特に Aβ42 産生が減少する時は活性中心ポアが拡大する。 
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2) TMD3の特に細胞質側が活性中心から離れるような動きをすることで Aβ42 の産生が減少する。 

これらの動きが Aβ42 産生に影響を与えるメカニズムの検討を本研究では行うことにした。 

γ-secretase と同じ膜内配列切断酵素として、EGFR シグナルなどに関わる rhomboid が存在する(Strisovsky 2013)。

Rhomboid は X線結晶構造解析が成された際に内部の空洞に水分子が存在することが明らかとなっている(Y. Wang et al. 

2006)。Rhomboid family である大腸菌 rhomboid について MD シミュレーションを行った報告の中で、4 つの残基(i.e. 

H141、S181、S185、Q189)から構成される部位に於いて水分子が保持されており、酵素活性化に伴う構造変化の中で活

性中心に水分子を受け渡している可能性が示唆されている(Zhou et al. 2012)。そこで本研究では、これらのアミノ酸残基

に焦点を当て、その特性を解析した。PS1 内部に於いて histidine、serine、glutamine は複数存在するが、TMD3 内部、

或いは3次元的にその近傍に位置し、TMD3の構造変化や活性中心ポアの変動の影響を受ける可能性がある残基はH163、

S169、S170、Q222、Q223の 5 つである(図 75A)。 

 

3.4.1 水分子保持候補残基の変異体解析 

まずは候補となる 5 つの残基に変異を導入し、それが Aβ 切断活性に与える影響を評価した。本研究で用いたのは、嵩

高い側鎖を持ち大きな立体障害を生じさせる phenylalanine と tyrosine、疎水性アミノ酸である alanine と leucine、そ

してヒト細胞で水分子の保持機能を有するとされている threonine の 5 種類である。これらを 5 つの候補残基と掛け合わ

せた PS1 Mt のうち、性質や大きさの全く異なる threonine 以外の残基に置換することで大幅な Aβ 切断活性が低下し、

一方水分子の保持機能があるとされる threonineへの置換では機能が損なわれないので PS1wtと同等のAβ42切断比率を

有すると考えた。また、既に FAD変異として報告の上がっている変異[H163Y (Murayama et al. 1999)、S169L (Taddei 

et al. 1998)、S170F (Piccini et al. 2007)]は解析対象から除外した。 

各 PS1 Mtを DKONL細胞に transient に過剰発現させ、培養上清中に分泌した Aβの量を ELISAにて測定した。その

結果、仮説通り 5 つの threonine 変異は全て PS1wtと比べ Aβ42 の産生に有意な差を示さなかった(図 75B、76、77)。ま

た、その他の 4 種類のアミノ酸残基への変異は、Q222L 変異を除き全て PS1wt と比べて有意な Aβ42 産生比率の上昇が

見られた(図 75B、76、77)。これらの結果は元々の仮説に沿うものであり、検討した 5 つの残基が水分子の保持に関わっ

ている可能性を示唆するものである。 

 

3.4.2 水分子保持候補残基周囲の親水性の検出 

水分子の保持に関与しているのであるならば、その残基の周囲には水分子が存在する。SCAM 解析で用いる MTSEA-

biotin は水分子存在下で cysteineの thiol 基と disulfide 結合を形成することから、水分子保持残基への標識が入ることが

考えられる。本検討の対象である 5 つの残基のうち H163、S169、S170 は SCAMによる解析で予め親水性の活性中心ポ

アに面さないことが明らかとなっており(図 23)、また既報より Q222 と Q223 も疎水性環境に面していることが分かって

いる(Tominaga et al. 2016)。しかしながら、変異や化合物によって活性化した状態で構造が変わる可能性を考え、E2012

による構造変化によって生ずる、各候補残基の親水性の変化を検出することにした。 

各候補残基を cysteine に置換した single Cys PS1 Mt を DKO 細胞に stable に過剰発現させ、intact cell を用いて

SCAM を行った。その結果、E2012 による構造変化の下では S169C の標識のみが有意に増加し、親水性が凡そ 4 倍にな

ることを確認した(図 78A)。この結果より、E2012 によって γ-secretase が活性化し、Aβ42 の切断が更に亢進する時には

S169 の親水性が増加することが明らかとなった(図 78B)。 
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3.5 TMD3の構造変化と TMD1の構造変化の関連性の検討 

Aβ42 産生制御を司る PS1 の一連の構造変化の流れ、及びこれまでに明らかとなった TMD3の細胞質側の構造変化の重

要性の検討として、続いて Aβ42 の産生に関連した既存の他部位の構造変化との関連性を調べた。化合物などによって基

質の産生が変動する時、タンパクはアロステリックに構造変化し、結合部位とは 3 次元的に離れた場所の構造変化を順々

に引き起こすことで最終的に基質切断への影響が顕現する。筆者の修士課程の研究で、Aβ42 の産生の変動に呼応して PS1

の TMD1が垂直運動を行うことを明らかにしており(Cai et al. 2017)、本研究では TMD1 と TMD3 の構造変化の関連性

を解き明かす。TMD1 と TMD3 どちらがどちらの構造変化に影響するのかを解析することで TMD3 の構造変化の重要性

を担保できると考えた。 

検討にあたり、変異を用いて TMD1 と TMD3 いずれか片方の構造変化を阻害した際にもう片方に観察されていた構造

変化や親水性の変動を観察することを考えた。構造変化を惹起させる化合物として、本検討でも E2012 を用いたが、E2012

は PS1 の HL1 に位置する Y106 を結合部位とすることが報告されており(Cai et al. 2017)、また TMD3 内の Y181 と

TMD4 付近の Y195 を結合部位とすると示されている ST1120 と化合物の中心骨格とその結合部位と共にするとも報告さ

れていることから(Takeo et al. 2014)(Cai et al. 2017)、Y106、Y181、Y195 を E2012 の主要な結合部位だと考えた(図

79A)。これらの alanine に置換した変異体のうち、Y106A及び Y181A PS1 Mt は PS1wt に比べて E2012 への応答性が

低下した(図 79B、80)が、Y195A PS1 Mtは PS1wtと同等の応答性を示すことを確認した(図 81A)。なお、この tyrosine

二か所に alanine を置換した Y181A/Y195A PS1 Mt は E2012 への応答性を完全に失った(図 81B)。よって、それぞれの

位置を考え、Y106Aを E2012が TMD1に与える影響を阻害し、Y181Aを E2012 が TMD3 に与える影響を阻害する変異

として仮定した。検出に際し、TMD3 にあたる影響としてこれまでの検討より TMD3 周辺の活性中心ポアの増大と親水

性の増強を指標とした。一方、TMD1 の構造変化に関しては過去の検討を習って TMD1 細胞質側末端残基である G78 と

内腔側末端残基である I100 周囲の親水性の変動を指標とした(Cai et al. 2017) (図 82)。 

まず、Y106A変異及び Y181A変異の導入によってそれぞれ E2012が TMD1と TMD3に与える影響が失われるかを検

証した。Y106Aを持つ G78C若しくは I100C single Cys PS1 Mt を stable に DKO細胞に過剰発現させて SCAMを行っ

たところ、E2012 の添加で見られていた G78Cの標識減少と I100 の標識増加が Y106A変異の導入によって観察されなく

なることが示された(図 83A)。この結果より、E2012 によって引き起こされていた TMD1の内腔側への垂直運動が Y106A

変異によって阻害されたことが示される(図 83B)。一方、Y181A を持つ L166C 若しくは F177C single Cys PS1 Mt を

stable に DKO細胞に過剰発現させ、intact cell を用いて SCAM を行ったところ、E2012 の添加で見られていた両部位で

の標識増加が Y181A変異の導入によって観察されなくなることが示された(図 84A)。この結果より、E2012 によって引き

起こされていた TMD3 周囲の活性中心ポアの拡大が Y181A 変異によって阻害されたことが示される(図 84B)。以上を以

って、Y106Aと Y181Aはそれぞれ E2012 による TMD1と TMD3 への影響を阻害する変異であるという仮定が立証され

た。なお、E2012への応答性を失わなかった Y195A変異については、E2012による L166Cの標識増加は見られるが F177C

の標識増加を失わせたことも確認された(図 85A)。即ち、Y195A変異の導入後でも E2012 によって L166 周囲の活性中心

ポアは拡大することが示唆される(図 85B)。 

続いて、TMD1 と TMD3 の構造変化の阻害時に互いに与える影響を調査した。まず TMD3 周囲の活性中心ポアの拡大

を阻害した際の TMD1 の動きの有無を調べる為、Y181A 変異を保有する G78C 若しくは I100C single Cys PS1 Mt を

stable に DKO細胞に過剰発現させて SCAMを行った。その結果、E2012 の添加で見られていた G78Cの標識減少と I100

の標識増加が Y181A変異導入後でも同様に観察された(図 83A、86A)。この結果より、Y181Aによる活性中心ポア拡大の

阻害とは無関係に TMD1 が垂直運動とすると考えられる(図 86B)。一方、TMD1 の垂直運動を阻害した場合の TMD3 周

囲の活性中心ポアの変動を調べる為、Y106Aを持つ L166C若しくは F177C single Cys PS1 Mt を stable に DKO細胞に
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過剰発現させ、intact cellを用いて SCAMを行った。その結果、E2012の添加で見られていた両部位での標識増加が Y106A

変異の導入によって観察されなくなることが示された(図 84A、87A)。この結果より、Y106Aによって E2012 に誘起され

る TMD1の内腔側への垂直運動が阻害されると TMD3周囲の活性中心ポアが拡大しなくなることが示唆された(図 87B)。

更に、本検討で用いた single Cys PS1 Mt について、Y181A変異を導入すると G78C及び I100C single Cys PS1 Mtの

E2012 への応答性(図 88)、Y106A変異を導入すると L166C及び F177C single Cys PS1 Mt の E2012 への応答性(図 89)

がそれぞれ失われることが示された。更に、Aβ42 産生比率を減少させる V236S変異(図 52B)を導入した際の TMD1の垂

直運動についても調査した。V236S 変異は TMD3 周囲の活性中心ポアの拡大を通じて Aβ42 産生を低下させることは既

に検討済みである(図 54)。ここでは、V236S変異を保有する G78C若しくは I100C single Cys PS1 Mt を stable に DKO

細胞に過剰発現させて SCAM を行った。その結果、同じ Aβ42 低下効果を持つ E2012 の添加で見られていた G78C の標

識減少と I100 の標識増加が V236S 変異によって誘導されることは無いことが明らかとなった(図 83A、90A)。この結果

は、V236S 変異は TMD1 の構造変化を引き起こさないことを示している(図 90B)。これらの結果を併せると、Y106A 変

異導入時には E2012 によって惹起されるはずの TMD1の内腔側への垂直運動が阻害され、その為に TMD3周囲の活性中

心ポアの拡大が起こらず Aβ42 の産生に変動が見られなかったこと、また Y181A変異導入時には E2012 によって TMD1

の内腔側への垂直運動は発生するものの Y181A 変異によって TMD3 周囲の活性中心ポアの拡大が起こらず、Aβ42 の産

生が変動しなかったというメカニズムがそれぞれ推察される。即ち、Aβ42 産生を低下させる一連の構造変化の中で TMD1

の垂直運動が先立って発生し、その後に TMD3 周囲の活性中心ポアの拡大が起こると考えられた。V236S 変異について

は、より下流に位置する TMD3の構造変化に作用していると考えられる。 

ここで一つの懸念として、TMD1 の垂直運動の消失、及び TMD3 周囲の活性中心ポアの変動の消失が、各 PS1 Mtへの

E2012 の結合力の差に由来している可能性がある。そこで、Y106Aと Y181A変異を持つ PS1 Mt を発現させた DKO細

胞由来の可溶化画分を用いた PALを行い、それぞれの PS1 Mtへ E2012 の結合能の差を測定した。その結果、PS1wtに

比して Y106A PS1 Mtと Y181A PS1 Mt への E2012 の結合力は何れも弱まっているものの、Y106A PS1 Mt と Y181A 

PS1 Mt の間では結合力に差は無かったことが分かった(図 91)。寧ろ Y106A PS1 Mtへの結合力より Y181A PS1 Mtへの

結合力の方が弱い傾向にあるようにも見える。この結果より、Y106A や Y181A 変異による TMD1 の垂直運動の消失や

TMD3 周囲の活性中心ポアの変動が消失したのは、E2012が各 PS1 Mtへの結合力を弱めたことが原因では無いことが示

された。尚、TMD3に位置する Y181A 変異、及び TMD4に位置する Y195A変異をそれぞれ若しくは両方保有する Y181A 

PS1 Mt、Y195A PS1 Mt、Y181A/Y195A PS1 Mt について E2012 の結合能を確認したところ、いずれの PS1 Mtも全て

PS1wtと比べて有意に E2012 の結合能が低下していたが、Y181A PS1 Mt と Y181A/Y195A PS1 Mt に比べて Y195A PS1 

Mtへの結合能はまだ有意に高かったことも分かった(図 92)。 
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4. 考察 

 

 

本研究では TMD3について以下のことが明らかとなった(図 93、94)。 

1) PS1 TMD3は、基質切断の場である親水性活性中心ポアに面する。 

2) PS1 TMD3の面する活性中心ポアは Aβ42 産生に応じて変動し、Aβ42 産生増加時はポアの内腔側が縮小する。 

3) PS1 TMD3 の面する活性中心ポアは Aβ42 産生に応じて変動し、Aβ42 産生減少時はポアが全体的に拡大する。 

4) PS1 TMD3 の細胞質側が活性中心から離れる構造変化を起こすことで、Aβ42 産生が減少する。 

5) Aβ42 産生を減少させる構造変化の中で PS1 TMD3 周囲の活性中心ポアの拡大は TMD1の垂直運動の後に起こる。 

本項目では、これら主要な判明事項を含めた研究結果、及び本研究で用いた実験系の妥当性に関して議論する。 

 

 

4.1 実験系の妥当性に関する考察 

4.1.1 各 PS1 Mt活性評価法の妥当性に関する考察 

本研究では point mutation を軸とした解析を多く行っていることから、各 PS1 Mtの活性の評価が不可欠である。本研

究では以下の 3 つのポイントを評価基準としている。 

1) single Cys PS1 Mt の発現が確認され、且つ断片化が western blotting で確認されること。 

2) single Cys PS1 Mt を含む γ-secretase が Aβ40 と Aβ42 を産生し、ELISAで確認されること。 

3) (薬剤処理実験に於いて) GSI や GSMによる Aβ産生変動が ELISAで確認されること。 

γ-secretase の複合体形成過程の最終段階で PS1 が自己断片化することで酵素活性が発揮されることから、自己断片化

が活性発揮の必要条件とされている。しかしながら、これは完全に相関するわけではない。例えば、PS1 の自己断片化部

位の FAD変異であるM292DやM292E PS1 Mt は断片化した PS1 NTFが観察されず、自己断片化しない Mtであると

されているが、Aβ産生は確認されることが報告されている(Steiner, Romig, Pesold, et al. 1999)(Anne L Brunkan et al. 

2005)。本研究では Aβ42 の産生変動に応じた構造変化や活性中心ポアの変動に重点を当てた解析を行っている為、評価基

準 1)に加え 2)を併せて考察することが重要になると考えている。しかしながら、評価基準 2)も γ-secretase の酵素活性評

価としては完璧なものではない。γ-secretase は ε-cleavage によって Aβ48 若しくは Aβ49 を産生した後、3 ないし 4 残基

毎に切断を行う為、中途産物として Aβ45 や Aβ46、Aβ43 等も産生される他、Aβ40 や Aβ42 の切断が進んだ産物である

Aβ37 や Aβ38 も産生される。その為、Aβ42 の減少が酵素活性の増強による Aβ42 切断の亢進によるものなのか、若しく

は酵素活性の低下によって Aβ42 への切り出し自体が減少した結果ものなのかを、Aβ40や Aβ42 以外の分子種でも評価す

る必要がある。しかしながら、本研究で用いた V236S 変異と GSM 類は全て γ-secretase の酵素活性を増強させて Aβ42

を減らすことが知られており、一方各種 FAD変異は全て酵素活性の減弱によって Aβ42の切断を減らすものであることが

報告されていることから、本研究に於いて Aβ42 の減少を酵素活性増加、Aβ42 の増加を酵素活性減少の指標として用いる

のは妥当であると考えている。L166C 若しくは F177C single Cys PS1 Mt に G384A 変異を導入した L166C 若しくは

F177C/G384A single Cys PS1 Mt は Aβ40と Aβ42 産生が殆ど観察されなかった(図 43)が、各 single Cys PS1 Mt の自己

断片化産物が確認されており、また Aβ42への切断を殆ど阻害し Aβ45までの切断で止めてしまっている可能性を考慮し、

本研究では検討に用いたが、本来ならば特に Aβ42 以上の長い分子種の産生も観察すべき対象ではあった。 

一方、γ-secretase は実に 100もの基質の切断に関与していることが明らかとなっている(Beel and Sanders 2008)。こ

れらの基質の切断回数には差があり、また変異や化合物によって基質特異的に切断を阻害、若しく変化させる事例は数多
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く報告されている(Gong et al. 2010)(Bursavich et al. 2016)。その為、作成した PS1 Mtが Aβの産生を特異的に阻害する

ようなものであった場合、これらの評価系では正しく活性評価がされない可能性がある。こういった観点では、作成した

PS1 Mt について C99以外の基質、例えば Notch等の切断活性も全て確認することが望ましい。しかしながら、本研究で

はあくまでも Aβの産生の変動に関与する構造変化の検出を念頭に置いており、また作成した PS1 Mt で原則全て Aβの切

断が観察されていることから、本研究では大きな問題点ではないと結論付けた。 

 

4.1.2 Cysless PS1 Mtを構造解析に用いる妥当性に関する考察 

本研究では構造解析に MTS 試薬を用いた手法を用いている。MTS 試薬は thiol 基と特異的に反応する為、標的部位へ

特異的に結合させる為に原則内因性の cysteine を全て別アミノ酸残基に置換する必要がある。ところが、タンパクはその

機能を部分的に一次構造に依存させている側面があり、例えば cysteine に関して言えば唯一 thiol 基を所持していること

もあり、S-palmitoylation や S-nitrosylation によるシグナル伝達等への関与が挙げられる(Jones 2004)(Anand and 

Stamler 2012)。その為、単一のアミノ酸残基の置換でも機能に大きな欠陥が生じる可能性は否定できない。本研究では

PS1 の内因性の 5 つの cysteine を側鎖の大きさの近い serine に置換した Cysless PS1 Mt をベースに用いているが、

Cysless PS1 Mtも PS1wtに比して Aβ42 産生が数倍増加している(Sato et al. 2006)。更に、FAD変異等酵素活性を低下

させる変異を用いた検討では Aβ42 産生上昇時に γ-secretase が”closed”な構造を採ることが報告されている背景もあり

(Elad et al. 2015)、PS1wtと Cysless PS1 Mtの間で大幅な構造の違いが生じている可能性は大いにある。しかし、既報

の SCAMによる検討では酵素活性は保持されていると報告されている(Bogdanov et al. 2005)他、本研究の各検討に於い

て Aβ 産生が確認されている場合は少なくとも活性を発揮する為のクリティカルな構造変化は起きていると考えられる。

更に、薬剤処理実験に於いて評価基準 3) GSI や GSM による Aβ産生変動が ELISA で確認されること、を満たしていれ

ば、薬剤に対する応答性は残されており、Aβ42 産生を変動させる為に重要な構造変化は保持されていると考えられるの

で、本研究では評価基準 1) ~ 3)を満たしていれば Cysless PS1 Mt をベースにした PS1 Mtは PS1wtに於ける Aβ42 産生

制御に重要な構造変化は凡そ反映していると考えて解析している。 

とは言え、MTS試薬を用いた検討の特徴を考えれば、そもそも全ての cysteine を置換する必要は無いとも考えられる。

SCAM で用いられる MTSEA-biotin は水分子存在下のみ cysteine と反応し、また細胞膜非透過性の化合物である。この

為、完全に疎水性環境下にあると明らかになっている残基については cysteine のまま保持させてもMTSEA-biotin による

標識に影響は出ないと推測され、更に intact cell を用いた検討では細胞質側の cysteineも置換する必要性は低い。例えば

PS1 の TMD8 には C410 と C419 の 2 つが存在するが、何れも細胞膜内に存在する cysteine であり、intact cell でも

microsome を用いた SCAMでも標識はされない(Sato et al. 2008)。無論、全ての cysteine を置換した cysless Mt と該当

cysteine を戻したMtと SCAMによる標識の有意な差が無いことが保証されることが前提となるが、cysteine の置換によ

る構造変化や機能の欠損が著しい場合、こうした負の影響を最低限に留める最終手段として用いることが出来ると考えら

れる。 

 

4.1.3 Intact cell とmicrosome を用いた SCAMの標識率の違いに関する考察 

本研究では細胞質側の親水性環境に面する残基の検出の為にmicrosome を用いた SCAMを行っている。Microsome画

分には right-side-out型と inside-out型の画分が混在している(図 24)ことから、intact cellで標識された残基もmicrosome

画分では標識される。本検討では L166Cと I167Cの 2 つが intact cellとmicrosome 画分いずれでも標識されたが、intact 

cell では L166Cに対して I167Cの標識が少なかったのに対し、microsome 画分ではどちらも同程度の標識率であった(図

23A、25A)。そもそも内腔側、細胞質側からの標識はmicrosome 画分の中に含まれる right-side-out型と inside-out型の
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microsome 画分の割合に依存するが、right-side-out 型と inside-out 型の比率が同じでないのであれば L166C と I167C

いずれにも影響が出るので、本検討の結果では重要な要因ではないと考えている。これを説明しうることとして、以下の

2 つを考えている。 

1) 内腔側と細胞質側からの access のしやすさの違い。現時点で PS1 の活性中心ポアの詳細な構造や形、水分子の分布

は不明である。しかしながら、cryo-EM やシミュレーションの結果から推察するに綺麗な円柱型では勿論無く、各 TMD

の形に合わせて凹凸が存在すると考えられる(Bai, Rajendra, et al. 2015)(Lee et al. 2017)(Zhou et al. 2019)。その為、標

識される cysteine の付近に別の TMDが物理的に近い位置にある、活性中心ポアの形がねじれている等の理由により、内

腔側からは access しにくい、若しくはその逆の場合が発生することは何ら不思議ではない。しかしながら本研究の生化学

的な検討からのみでは判断は出来ない為、cryo-EM等による 3 次元構造上に親水性環境に面する残基をマッピングするな

どして複合的に解釈する必要がある。 

2) 細胞内局在部位による PS1 の構造の違い。PS1 は細胞膜表面から endosomes、golgi 体、lysosome まで広く分布し

ている。その中で intact cell を用いた検討では細胞表面膜にある PS1 しか認識しない。一方で microsome 画分は細胞を

破砕する為、細胞膜だけでなく細胞内膜系も含まれており、細胞内小器官に局在している PS1 への標識も一定割合存在す

ると考えて差し支えないだろう。しかしながら、近年の報告では PS1 の H131が pH センサーとして機能していることが

報告され、late endosomeや lysosome 内腔の低 pH 環境下で構造変化を引き起こして Aβ42 の産生比率を変動させる可能

性が示唆されている(Cai, Hatano, et al. 2019)。この為、細胞内膜系を含むmicrosome 画分では細胞膜に存在する PS1 と

は異なる構造を持つ PS1 への標識もなされてしまい、標識率への違いが現れる原因となっていることが考えられる。この

懸念点に対しては、Optiprep や glycerol 密度勾配遠心法等によって microsome 画分を更に細かく分画した上で標識実験

を行うことで対処が出来る。 

 

4.1.4 SCAM/crosslinkによる標識の解釈の妥当性に関する考察 

本研究では SCAMや crosslinkによる標識の増減、及び化合物や変異体存在下での標識の増減によって活性中心ポアの

変動や 2 つの cysteine の距離を議論している。標識のそれぞれの変化の基本的な解釈、及びその妥当性に関して以下に列

挙する。 

1) SCAM で標識が増加した場合。SCAM では活性中心ポアの変化を検出しており、標識の増加によって活性中心ポア

の拡大を意味すると解釈した。しかしながら、MTSEA-biotin は水分子存在下で cysteine の thiol 基と結合できることを

考えると、標識の増加が直接的に意味するところは水分子量の増加及び標的 cysteine 周囲の親水性の増加であり、活性中

心ポアの構造変化ではない。本検討の中で L166C と F177C はいずれも Aβ42 産生減少時には両者の標識が増加し親水性

が増したと示唆されたが(図 54A、59A)、活性中心 aspartic acid との距離の変動が検出できたのは L166 だけであったこ

とからも(図 72、73)、SCAMの標識増加とその部位の構造変化は必ずしも一致しないことが理解できる。この誤差に関し

ては後述する各項目の考察の中で逐一議論していく。とは言え、標的 cysteine に水分子が access しやすくなった裏には、

標的 cysteine そのものでは無いにせよ、どこかしらの部位での構造変化によるものであるとは考えられるので、SCAMで

の標識増加について本研究の中では広義な意味で活性中心ポアの拡大を指し示すものとする。 

2) SCAMで標識が減少した場合。本研究では、1)とは反対に活性中心ポアの縮小を意味すると解釈している。しかしな

がら、実際に親水性が低下して MTSEA-biotin が反応しづらくなったこと以外にも、TMD3 とは別のドメインが標的

cysteine に近づき、物理的に MTSEA-biotin が access する経路を遮断したことによって標識率が低下した可能性も十分

考えられる。この懸念点は本研究で用いた生化学的手法では検証出来ない為、cryo-EM等によるマクロな構造解析結果と
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併せ、多角的に議論する必要がある。この可能性も上記と同様、後述する各項目の考察の中で必要に応じて個別に議論す

る。 

3) crosslinkerによる crosslinkが減少した場合。ある特定長さの鎖状化合物でドメイン同士を結ぶことが出来なくなる

ことは、一般的にドメイン同士が鎖状化合物以上の距離に伸長した為であると考えるのが最も妥当であり、筆者も基本的

には同意見である。しかしながら、SCAM で標識が減少した場合と同様、PS1 のいずれかのドメインが crosslinker の結

合領域に侵入するような構造変化を引き起こしたが為に crosslinker の結合が物理的に阻害され、crosslink のバンドが観

察されなかった可能性もあり得る。この可能性についても、cryo-EM等の結果と併せて考察し、個別の結果の中で多角的

に逐一議論していく。 

 

 

4.2 TMD3の topologyに関する考察 

4.2.1 TMD3の面する活性中心ポアについて既報との整合性に関する考察 

本研究の結果、TMD3の膜内配列の中で複数の残基が SCAM で標識され(図 23A)、更に標識された残基が helixモデル

上で殆ど一面に集中する(図 23C)ことから、TMD3 は膜内活性中心ポアに面していると考察した。このことは 2015 年に

上がった cryo-EM による 3 次元構造上にマッピングしても、同様に helix の片面を向くことが分かる(図 23B)。しかしな

がら、cryo-EMによって解かれた構造上ではこれらの残基が PS1 膜内の活性中心ポアに面しているようには見えず、齟齬

が生じているように思える。この点について、以下の 2 つの基準から考察を加える。 

1) TMD3の回転運動。回転運動自体は膜タンパクに普遍的に見られる構造変化の 1 つである。例えば rhomboid タンパ

クは TMD の内の 1 つが回転運動を行うことで基質切断活性が制御されている可能性が示唆されており(Wang and Ha 

2007)(Strisovsky 2013)、電位依存性イオンチャネルのドメインがチャネルの開閉に伴って回転運動するとも考えられて

いる(Tombola et al., 2006)。PS1 に関しても TMD1がそれぞれ別の面で Aβ40 と Aβ42 を認識している報告(Ohki et al. 

2014)より何かしらに起因して TMD1 が回転運動を行う可能性も考えられることから、TMD3が回転運動したとしても何

ら不思議ではない。ここで仮に TMD3 が回転運動を行うとした時に TMD3 の各残基の親水性の変動を考えると、円柱型

の TMD の表面は一様に移動する為、親水性が増加、減少する残基は規則性をもって helix モデル上にマッピング出来る

はずである(蔡哲夫 修士論文参照)。しかしながら、本研究の中で TSA型 GSI である L-685,458 による TMD3周囲の活性

中心ポアの変動を調べたところ、多くの残基で親水性の上昇が確認された(図 39)。特に、アミノ酸残基配列上近傍に位置

するが helixの表面上では離れた位置に分布する L172、F176、F177 の親水性が一様に増加している。勿論、回転運動と

共に活性中心ポアが拡大した為に回転運動を反映させた SCAM 標識の規則的な変化がマスキングされてしまった可能性

も考えられるが、本研究ではより詳細には検討できず、また 2015 年に cryo-EM を用いて発表された γ-secretase の 3 つ

の安定な構造(Bai, Rajendra, et al. 2015)の間で TMD3の顕著な回転運動は見られないことから、TMD3の回転運動によ

る差であるとは考えにくい。 

2) Cryo-EM の手技上の問題。SCAM は細胞膜に埋もれた γ-secretase をそのままの状態で解析する手法である。一方、

cryo-EMは細胞膜に発現した膜タンパク分子を amphipol等の界面活性剤(Popot et al. 2011)に置き換えてミセルに包み込

み、極低温で急速冷凍してサンプルを作成する(Lu et al. 2014)(Bai, Yan, et al. 2015)。このように解析までに複数の過程

を踏む中で例えば細胞膜からミセルへの移し替え、極低温という生理条件からかけ離れた環境への暴露を通じて γ-

secretase の大幅な構造変化が生じた可能性が高い。また、γ-secretase は phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate や

phosphatidylcholine等の組成の比率で Aβ産生に変化が起きることが報告されており(Landman et al. 2006)(Osawa et al. 

2008)、γ-secretase は周囲の脂質二重膜と相互作用しておりその構成成分の違いから構造変化が起き Aβ 産生を変動させ
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ることが考えられる。Amphipol は cryo-EM において γ-secretase の分解能を大幅に改善したが、この観点から考えると

amphipol のミセルに γ-secretase を包み込んだ時点で生理条件下では見られない構造変化が起きた可能性もあり得る。事

実、基質と PS1 の間で crosslinkをさせることで達成し得た γ-secretase と APPの複合体の cryo-EM構造の中では、活性

中心ポアに面すると本研究で判断し TMD3の各残基が基質を格納する PS1 の空洞に面していることが分かる(Zhou et al. 

2019)。こうした背景から、2015 年に報告された cryo-EM による γ-secretase の安定構造は完璧には生理条件下の構造を

反映出来ていないと考えている。 

以上、本研究で観察した通り、TMD3は活性中心ポアに面していると判断できる。また、SCAM は生理条件を保つ膜タ

ンパクの構造を簡便に解析できる手法であることが改めて示された他、cryo-EMで各ドメインや残基の正確な向きや周辺

構造との関係性等、overall な構造情報以上を的確に検出するには、細胞膜に埋没している段階等膜タンパクの精製段階前

に於いて crosslink等生理条件下の構造を固定出来る何かしらの方法を予め処理する必要があることが示唆された。 

 

4.2.2 TMD3 の膜内境界残基に関する考察 

SCAM 及び MTS 試薬を用いた競合実験を行うことで、TMD3 の膜内配列が K160 から L182 であることを突き止めた

(図 27B)。本項目では、この解釈の妥当性について以下の 3 つのポイントから考察を加える。 

1) 予測プログラムとの違いについて。複数の二次構造予測プログラムを使った以前の検討では、TMD3の内腔側境界残

基について多くは L172 であると予測しているが、細胞質側の境界残基は I162、若しくは A164 であるという結果に落ち

着いている(森島果南 学士論文)(Viklund and Elofsson 2004)(Bernsel et al. 2008)(Viklund and Elofsson 2008)(Bernsel 

et al. 2009)。こうした予測プログラムはデータベースの照らし合わせを基にしたアルゴリズムによって実行されているが、

膜内に親水性環境が存在するタンパクのデータベースは親水性タンパクやより単純な膜貫通タンパクに比べて乏しく、精

度の高い予想はしにくい。本検討では基本的に K160 が細胞質側の境界残基であると言う結果を支持するが、これについ

ての妥当性を以下の 2 項目で更に議論する。 

2) 細胞質側の競合実験について。TMD3の膜内配列と膜外配列の正確に決定する為、本検討ではMTS試薬を用いた競

合実験を内腔側に対して実施したが、細胞質側については実行していない。これは既に過去の報告内で行われているから

である(高木穏香 博士論文)。その検討の中で MTS-TEAE による競合実験が行われたが、MTS-TEAE は MTSEA-biotin

の標識と競合することは無かった。MTS-TEAEの有する headgroup は 8 Å程度あることが知られており(McNally et al. 

2009)、この競合剤による競合が見られなかったことより C158 と Y159の 2 残基は 8 Åより小さい親水性の空洞に位置し

ていることが分かる。Cryo-EMによる 3 次元構造の中でこの 2 残基の付近には γ-secretase に所属するタンパクの何かし

らのドメインや構造が何も位置しないことや TMD3 が斜めに膜に差し込まれていることを加味すると、C158 と Y159 の

2 残基は細胞膜内親水性環境下に存在する残基であることが強く伺える。つまり、C158と Y159 から構成される短いHL2

は膜を完全に貫通せずに細胞膜内で loopを形成していることになるわけだが、例えば PS1 の HL1 の S104 から SCAMに

よる標識率が激減したことから HL1 は部分的に細胞膜に埋もれている可能性がある(蔡哲夫 修士論文)他、HL1 の後半の

標識率の規則的な減少よりHL1後半部分は helix構造を採りながら細胞膜に埋もれていることが示唆されている(Takagi-

Niidome et al. 2015)、cryo-EM の構造解析より γ-secretase を構成する Pen-2 が細胞膜内で loop を形成しスパンしてい

る(Bai, Yan, et al. 2015)、X線結晶構造解析によって膜を貫通せず途中で折り返して第 2 の TMDを形成するタンパクが

知られている(Shinoda et al. 2009)等と言った過去の報告を考えると、この解釈は何らおかしくは無いと考えられる。 

3) 細胞質側の境界残基について。本検討によって K160 が TMD3 の細胞質側末端残基であると示されたが、これは興

味深い結果である。と言うのも lysine は塩基性アミノ酸であり、通常ならば細胞膜外に位置する残基であると考えるのが

普通だからである。実際、lysine は serine や threonine に並んでリン酸化を受けることのあるアミノ酸残基であることも
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知られており(Cozzone 1988)(Stock et al., 1989)、また同じ膜内配列切断酵素である rhomboidでは細胞膜外領域に位置す

る塩基性アミノ酸残基が脂質二重膜と酵素の相互作用の仲介役として機能している可能性も示されている (Bondar et 

al.,2009)(Urban 2010)ことから、lysine は細胞外領域に出ることで機能を発揮するアミノ酸残基であると考えられる。本

研究では K160 を cysteine に置換した上で SCAM を行っている為、cysteine への置換によって電荷が失われ、細胞膜内

にうずもれた可能性は払拭出来ない。実際、K160 の標識は C158 と Y159 より圧倒的に弱く、しかし確かに観察されてお

り、これは nativeな lysineが通常なら親水性環境下に位置していることを示している可能性もある。 

 

4.2.3 TMD3の topologyについて既報との整合性に関する考察 

本研究では crosslinkerを用いて 2 つの任意に置換した cysteine 間の距離を測定することで、TMD3の topologyを解析

した(図 32、33、34、35、36、37)。一方、cryo-EMによってよりマクロな視点でも γ-secretase の構造解析が成されてお

り、40 万の γ-secretase 分子を解析した結果 3 つの安定な構造(Apo-Class 1、2、3)を見出している(Bai, Rajendra, et al. 

2015)。これらの安定構造中の各残基間の距離と本研究で得られた topology を比較した結果(図 38)、以下の 3 つのグルー

プに分けることが可能である。 

1) Cryo-EMの報告より短く crosslinkされた：L166-L383、F177-L383、I180-L383、L172-L435、F177-L435 (図 32A、

32C、32D、34B、34C) 

2) Cryo-EMの報告と同じ長さで crosslinkされた：L172-L383、F177-I387、L166-L435、I180-L435、G183-L435 (図

32B、33A、34A、34D、34E) 

3) Cryo-EMの報告より長く crosslink、若しくは crosslinkされなかった：G183-L383、I180-I387、G183-I387 (図 32E、

33B、33C) 

本項目では、それぞれの結果について crosslink による結果と cryo-EM で得られた結果の相違について、以下の通り議

論する。 

 

4.2.3.1 L383Cとの距離に関する考察 

Cryo-EM の報告より短く crosslink された距離の内、L166-L383、F177-L383、I180-L383 に共通するのが活性中心

aspartic acid 付近の L383 である。L383 は活性中心 D385 を含む GxGD motif の残基の一つであり、ここの領域は種続

間で保存性が非常に高い(Smolarkiewicz et al. 2014)。実際この領域で発見されている FAD変異は G384Aと言う最小の

残基がそれより一回り大きい残基に置き換わったものただ一つであり(Tanahashi et al. 1996)、また cysless PS1 Mt の

G382 と G384 に cysteine を導入すると PS1 の発現が失われることから(Sato et al. 2006)、このmotifのアミノ酸残基配

列の保存の重要性は明白である。GxGD motif の直接的な機能は未だ不明ではあるが、cryo-EM の検討から GxGD motif

は TMD7の末端に位置することや(Bai, Rajendra, et al. 2015)、R377 から L381 までの領域が基質切断時に新たに β-sheet

構造を採り基質と相互作用すること(Zhou et al. 2019)から、非常に高い可動性を持ち周辺部位の構造変化やその維持に関

与している可能性がある。この時、側鎖の小さい glycineはその可動性の高さに貢献するとされる。Crosslinkerによって

cryo-EM による 3 次元構造以下の距離で crosslink 出来たのは、この可動性の高さに由来するところが大きいと考えてい

る。TMD7 の構造状態と γ-secretase の活性状態との関連性は本研究では検討していないが、cryo-EM では基質を含まな

い γ-secretase を単離し解析していることに加え安定構造を優先的に取得し解析することから、L383 周囲の可動性が発揮

されるのは遷移状態や基質切断時等であると推測される。 

 

4.2.3.2 L435Cとの距離に関する考察 
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Cryo-EMの報告より短く crosslinkされた距離の内、L172-L435、F177-L435 に共通するのが活性中心 aspartic acid付

近の L435 である。L435 は TMD8 と TMD9 を繋ぐ領域に存在する保存性の高い PALP motif 内の残基であり、PS の断

片化や γ-secretase 活性に必要であることが示されている(Tomita et al. 2001)(J. Wang et al., 2004)(J. Wang et al. 2006)。

この領域は helix構造を破壊する proline (Nilsson et al. 1998)が 2 つも含まれていることから可動性が高いことが示唆さ

れており、実際 cryo-EMの構造上で PALPは完全な loop様構造を採ることが分かっている(Bai, Rajendra, et al. 2015)。

ちなみに、この時活性中心 aspartic acid 付近の L250 と L435 の距離は cryo-EM 構造上で凡そ 9 ~ 15 Å である。この

PALP motif 周辺は細胞質側から access 出来る親水性環境に面しており、MTS試薬を用いた crosslinkでは L250 と L435

はM2M crosslinkerで強固な架橋が観察され、その距離は 5.2 Å以下であると判明している(Sato et al. 2008)。生化学的

解析とコンピューター解析との間に距離にして凡そ 2 倍の誤差があることから、この時点で PALP motif が大きな可動性

を持っている可能性高い。機能的及び構造的解析を併せると、L435 を含む PALP motif は γ-secretase 活性発揮時に伴っ

てダイナミックな構造変化を起こし得ると考えて良いだろう。こうした背景を複合的に考えると、L172-L435 間および

F177-L435 間の距離は主に L435 の可動性の高さによって cryo-EM による報告より短く架橋されたのだろうと考えられ

る。 

 

4.2.3.3 TMD3の内腔側末端との距離に関する考察 

ここで TMD3に焦点を当てた議論をしたい。Cryo-EMの報告より長く crosslinkされた、若しくは crosslinkされなか

った G183-L383、I180-I387、G183-I387 に共通するのが、TMD3 の内腔側末端(I180、G183)との距離である。Cryo-EM

の構造を参考にすると、TMD3 の近傍には TMD5 が存在することが分かるが、実はこの TMD5 は TMD3 と TMD7 の間

に切り込むようにして膜を貫通しているのである(Bai, Rajendra, et al. 2015)。Cryo-EMによる γ-secretase の 3 次元構造

上で測定した距離は勿論両残基の直線最短距離である。この構造上の特徴を考えると、TMD3内腔側末端残基と TMD7活

性中心付近を結ぶ最短直線上に TMD5 が横たわっているが故に crosslinker は TMD5 を迂回して回り込むようにして

crosslinkすることになった結果、cryo-EMによる報告より長めに crosslink、若しくは crosslinkが出来なかったと考えら

れよう。 

興味深いのは、TMD3 の内腔側末端と TMD7 との crosslink の中でも I180-L383 間の距離は cryo-EM による報告より

短く crosslinkされていることである。この特殊な crosslinkを説明しうるポイントは 2つある。1 つ目は上記で説明した

通り、L383 を含む GxGD motif の可動性の高さによって TMD7 側がダイナミックな構造変化を起こし、cryo-EMでの報

告距離以上に TMD3に近づく為である。そして 2 つ目は、I180 と L383 は何れも G183と I387 に比べて細胞質側の残基

であるので、TMD5 による物理的な crosslink 阻害の影響を受けることなく crosslinker が両 cysteine の間に入り込めた

からだと考えている。 

 

4.2.3.4 TMD3の可動性に関する考察 

上記の項目の中で TMD3と様々な部位との距離、及び cryo-EM による結果との差異を考察したが、全て TMD3では無

い領域の可動性に起因したものとして説明を行った。ここで、TMD3 そのものが構造変化し得る可能性について考えるこ

とにする。しかしながら、crosslink はあくまでも 2 つの cysteine の間を測定する距離であり、その距離が変動したから

と言って TMD3 が構造変化をする保証にはならない。相棒 cysteine が所属する領域の構造変化に起因する可能性だって

あり得るからだ。その為、過去の研究結果と併せた多角的考察が必須である。 

結果から述べると、TMD3に可動性はあると考える。これについて支持する理由は以下の通りである。 
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1) Cryo-EMによる報告から。Cryo-EMによって報告された 3 つの γ-secretase の安定構造(Apo-Class 1、2、3)の中の

それぞれの解析残基間の距離の違いをまとめた(図 38)が、この中で L166-L383間及びL166-L435間の距離のみApo-Class

間に於ける差が激しいことが分かる。先述の検討で L383 と L435 何れも高い可動性を有していると考察した。しかし、

L383 と L435 を含むその他の 2 残基間の Apo-Class 間に必ずしも大きな距離の隔たりがあるわけではない。また、L166-

L383 間に関しては、本検討で 2.1 Å以下になり得る程接近し得ることから、L166 周辺構造の高い可動性無くしては達成

し得ないと考えている。尚、本研究では検討していないが、L166-I387 間の距離について Apo-Class 1、2、3 毎にそれぞ

れ 12 ~ 18 Å、15 ~ 21 Å、17 ~ 23 Å であった。このことからも L166 周囲に可動性があると考えられる。 

2) シミュレーションによる報告から。シミュレーションを用いた最近の検討から、γ-secretase の構造は”closed”、”semi-

open”、”fully-open”の 3 つに分類出来、その中で特に TMD3の細胞質側がダイナミックな構造変化を起こしていると報告

されている(Somavarapu and Kepp 2017)。L166 は TMD3の細胞質側に位置する残基である為、シミュレーションの結

果からも L166 付近は高い可動性があると考えることが出来る。 

以上より、TMD3 の特に細胞質側に可動性があり、本研究の topology 解析の結果と cryo-EM による結果の相違を生み

出す一端を担っていると考える。 

 

 

4.3 TMD3の面する活性中心ポアに関する考察 

4.3.1 遷移状態の活性中心ポアに関する考察 

本検討で L-685,458 の添加によって TMD3 の多くの残基で SCAM の標識が変化した(図 39A)。このことより、酵素が

遷移状態構造を採る時に TMD3の面する親水性活性中心ポアに大きな変動が生じたことが示唆された(図 39B)。標識が増

加した残基、及び標識が減少した残基について以下の通り周辺構造との関連性を吟味する。 

 

4.3.1.1 親水性が減少した部位に関する考察 

本研究で調査した残基の内、F179 の標識が L-685,458 によって有意に減弱した。SCAM による標識の減少は標的部位

の親水性の減少を意味する為、一般的に何かしらの構造変化が引き起こされて活性中心ポアが縮小した可能性が高い。し

かしながら、本検討では化合物 L-685,458 を予め incubation してあることから、L-685,458 が F179 に直接結合した為に

MTSEA-biotin の標識が競合され減少した可能性も残されている。過去の検討により、TMD6の A246 と L250、TMD7の

L381 と L383、PALP motif 付近の L432、A434、L435、I437、S438 と I439、及び TMD9 の L443 に於ける SCAM の

標識が L-685,458の preincubation によって減弱したことが報告されている(Sato et al. 2006)(Sato et al. 2008)。一方 L-

685,458 の阻害様式は構造中の hydroxyethylene isostere が酵素活性中心の aspartic acid に結合することだとされてい

る。さらに、L-685,458 の N末端側が PS1 CTFに、C末端側が PS1 NTFへ結合し、活性型の PSのみへの結合を認める

ことも既報にある(Li, Xu, et al. 2000)。L-685,458 の詳細な結合様式はまだ不明であるが、こうした背景から活性中心

aspartic acid を始め、Sato らが見出した上記の残基の何れか複数に結合するものだと推測される。更に、L-685,458は凡

そ 17 ~ 18 Å程度の化合物であるが、cryo-EMの構造上で F179-D257 と F179-D385 間の距離はそれぞれ 30 ~ 35 Åと 26 

~ 31 Å であること、及び本検討で I180 と L383 若しくは I387 の crosslinkの距離が L-685,458 化合物一つ分以上である

ことを考えると、F179 への L-685,458 の結合はほぼ不可能であり、本検討で F179Cの標識が減少したのは L-685,458の

結合による標識の競合の所為では無いと考えるのが妥当であろう。 

よって、F179C の標識の減少は F179 を中心とする構造変化によるものであると考えられる。しかしながら、それが

TMD3 の構造変化によるものなのか、活性中心ポアの縮小によって生ずるものなのかは本研究では明らかに出来ない。事
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実、TMD3 の内腔末端側は TMD5 の内腔末端側と距離が近く、TMD5 の内腔末端側自体 V236S 変異や複数の FAD 変異

を保有しており、ある程度の可動性もあることから(Aguayo-ortiz and Dominguez 2018)、L-685,458 の結合に伴って

TMD5の構造変化が発生し、F179に近づくことで水分子の侵入する余地がなくなり、標識が減少した可能性もある。F179C 

single Cys PS1 Mt で置換した cyteine は極性官能基を持つ残基であり、S-π 結合の形成や、proton の供与を通じて水素

結合を形成することが知られている(Pal and Chakrabarti 1998)(Chakrabarti and Bhattacharyya 2007)(Alauddin et al. 

2015)。3 次元的に近傍に位置する S230、M233、F237 等といった極性残基や芳香環側鎖を有する残基との相互作用が理

論上可能である。F179C の置換元は元々phenylalanine であり、元から側鎖が相互作用に関わっている可能性もあるが、

L-685,458 による構造変化の中で TMD5 に位置するこれらの残基と F179C が新たに相互作用し、結果的に親水性が下が

ったとも考えられ得る。本研究結果では F179 から 1 残基しか離れていない I180 で親水性の変化が見られず、一方で 2 残

基離れている F177 では親水性が増加しており、TMD3内腔側の親水性の変動に統一性が無い。その為、TMD3のダイナ

ミックな構造変化や複数残基を巻き込んだ活性中心ポアの変動より、F179Cと付近の残基との相互作用という特異的な原

因が F179Cの L-685,458 incubation 後の標識減少に関与していると考えている。 

 

4.3.1.2 親水性が増加した部位に関する考察 

本研究で調査した残基の内、L166、L172、F176、F177 の標識が L-685,458 によって有意に増強された。続く crosslink

の結果 F177C/I387 が L-685,458 の incubation によって crosslink されなくなった(図 40B)ことから、F177-I387 間の距

離が増大したことが考えられ、基本的には TMD3と PS1 CTF側の距離が離れることによって活性中心ポアの構造が拡大

し、水分子が流入して標識が増加したと考えるのが妥当である。しかしながら、F177-I387 間の距離の増大が直接的な原

因であることに筆者は懐疑的である。その根拠は以下の通り。 

1) 実測値の信憑性。Cryo-EM の結果から F177-I387 間の距離は凡そ 13 Å前後であり、本研究の crosslinkの結果もそ

れを支持している(図 38)。一方 L-685,458 によって crosslink が全て消失しことから、化合物添加後に距離が伸長してい

るならば 24.7 Å以上に、実に 2 倍近くも距離が伸びていることになる。これはダイナミックな構造変化を起こすと考察し

た L166-L383 間の cryo-EM 構造の中に於ける最大距離(19 Å)よりも長いことから、TMD3 内腔側の F177 が同程度以上

の構造変化を起こした可能性は皆無に等しいと考えられよう。 

2) G384A変異との整合性。先述の通り I387 は直接的な L-685,458 の結合部位ではないとされているが、L-685,458 の

incubationによって標識が減弱した L381や L383に L-685,458が結合していれば、活性中心 aspartic acidや PALP motif

構造等との距離が固定され、TMD3 から距離が離れるような構造変化を起こす可能性もあるだろう。本検討で後に G384A

変異を含む F177C/I387C double Cys PS1 Mtの crosslinkを行っているが、G384A変異が crosslinkを消失させることも

明らかにしている(図 66C)。その為、L381 ~ L383 当たり、活性中心 aspartic acid D385 の細胞質側の loop様構造の可動

性が欠落することで D385 より内腔側の構造変化が惹起されると考えれば、L-685,458 による変化との整合性は高く見え

る。しかしながら、G384A変異によって L166 及び F177両部位の親水性に有意な変動は来さなかった(図 49)ことから、

実際のところ L-685,458 の引き起こす構造変化と活性中心ポアの変動と G384A 変異が誘導する構造変化は別物であるこ

とが示唆される。 

以上の 2 点から、F177C/I387C double Cys PS1 Mt の crosslinkは距離の伸長ではない場所に原因が存在すると考えら

れる。可能性としては周辺構造によって F177-I387 直線距離上への物理的な干渉による crosslink 阻害や、L-685,458 結

合時に発生する TMD7 の回転運動等が考えられよう。しかしながら、本研究ではこれ以上追及できない。近年 DAPT 処

理時の γ-secretaseを単離してくることでDAPT結合時の γ-secretaseの構造が解析された(Bai, Rajendra, et al. 2015)が、
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L-685,458 についても同じ解析を行うことで、L-685,458 結合時に生じる構造変化をマクロな視点で知ることが出来るだ

ろう。 

実際に L-685,458 の添加によって引き起こされる活性中心ポアの増大や親水性の増加について本研究では詳細に検討は

出来ていないが、PALP motifの関与が高いと推察される。先述の通り PALP motifは活性中心ポアを形成する部位である

と考えられているが、活性中心 aspartic acid との距離も非常に近い。上記 L-685,458 の結合部位の候補残基と活性中心

aspartic acid の距離について cryo-EMの 3 次元構造上では、Apo-Class 1、2、3 毎に例えば D385-L435 間は 4 ~ 8 Å、4 

~ 7 Å、6 ~ 10 Åであり、D385-I437 間は 8 ~ 13 Å、9 ~ 13 Å、13 ~ 17 Åであり、L-685,458 1 分子以下のサイズである。

こうした残基間に L-685,458 が入り込み、PALP motif を押し広げることで活性中心ポアを拡張した結果、TMD3 周囲の

親水性が増大した可能性もある。TMD3 の特に細胞質側から中腹までの L166、L172、F176、F177 残基のみで親水性の

増大が確認され、I180 では SCAM 標識が変化しなかったことも、この仮説を支持していよう。 

 

4.3.2 Aβ42産生増加時の活性中心ポアに関する考察 

本検討の中で FAD 等を保有する single Cys PS1 Mt を解析した結果、L166 と F177 周囲の親水性、特に内腔側 F177

側の親水性が減弱する場合が多く、TMD3 周囲の活性中心ポアが特に内腔側で縮小していることが示唆された(図 47B、

48B)。G384A 変異や FLAG-Pen-2 等の例外は後述し、まずは活性中心ポアの縮小、親水性の減弱と Aβ42 産生の増加の

関連性を論じる。 

γ-secretase のマクロな構造と Aβ42 産生の間には相関があることが複数の研究によって報告されている。Fluorescence 

lifetime imaging microscopy (FILM)を用いた検討では、Aβ42 産生を増加させる FAD変異の導入によって γ-secretaseが

閉じた”closed”な構造を採ることが報告されている(Berezovska et al. 2005)(Uemura et al. 2009)。その後、FAD変異の中

でも γ-secretase を”open”な構造にするものも報告され(Elad et al. 2015)Aβ42 産生増加と γ-secretase の構造との間の統

一された構造変化の存在が疑問視されかけたが、直後にシミュレーションを用いた解析から γ-secretase には”closed”

と”semi open”、そして”fully open”の 3 種類の構造が存在し、Aβペプチドとの親和性は須らく”semi open”型 γ-secretase

が高かった(Somavarapu and Kepp 2017)。これらの報告は全て γ-secretase 全体の構造変化を報告したものであるので、

PS1 自体が γ-secretase に合わせて”closed”や”open”な構造を採ることと直結はしないものの、少なくとも Somavarapuら

のシミュレーションでは、”semi open”や”open”な構造時には PS1が開いて内部に基質が入り込むモデルを提唱しており、

γ-secretase の拡大に伴って PS1 の構造拡大も起きている考えて良いだろう。FAD変異類を導入すると TMD3周囲の親水

性が減弱し、活性中心ポアが縮小することを見出した本研究は、こうした既報と一致していると言え、FAD変異を導入す

ると PS1 が”closed”な構造に誘導され、活性中心ポアが縮小し、Aβ42 産生が増加するというモデルが立てられる。 

ここで考察すべき事項が、どこの構造が親水性の減少に直接的に寄与しているか、である。本研究では、P117L変異を

導入した L166C/L383C、及び F177C/I387C double Cys PS1 Mt の crosslinkを行っており、その結果 P117L変異は L166-

L383 間、F177-I387 間の距離を何れも変化させることは無かった(図 65A、B、C、図 66A、B)。P117L変異によって L166

周囲の活性中心ポアは変動していないので crosslinkとのコンセンサスは取れているように見える。しかし F177 周囲の活

性中心ポアの減少は少なくとも TMD3 と活性中心の距離の変動によって生ずるものではないことが考えられる。本研究で

は構造変化を SCAMと crosslinkで検出し考察しているが、この 2 つの手法は特定残基の周囲の変化と 2 残基間の距離の

変動を検出する方法であり、得られる構造情報は 0 次元的、そして 1 次元的である。片や活性中心ポアの変動は水分子の

流入口や空洞の変化によって生じるので、2 次元的及び 3 次元的な情報を基に考察する必要がある。この観点から、SCAM

や crosslinkだけでは全てを語ることが出来ない。実際、親水性環境か疎水性環境下に関わらず、基質を最終的に内包する

活性中心ポアを構成するのは TMD3 だけではなく、活性中心 aspartic acid の存在する TMD6 や TMD7、また近傍の
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TMD2 や 5 等も活性中心ポアに面するドメインであることから、TMD3 とこれらのドメイン、若しくは TMD3 の内腔側

領域は全く関係せずに別のドメイン同士の距離が狭まったが為に水分子の流入が減少して TMD3 の内腔側の親水性が間

接的に減少した可能性も高いだろう。Cryo-EMによって解かれた γ-secretase の複数の安定構造の間で F177-I387 間の距

離に大きな変動が無く、本研究の crosslink もそれに近い値を示したことから(図 38)、そもそも F177-I387 間は大きな構

造変化を起こす部位では無いとも考えられる。今後は TMD3 とその他のドメイン同士、若しくは TMD3 を除く他のドメ

イン同士の crosslink を PS1 内腔側で網羅的に解析することで、内腔側活性中心ポアの縮小に直接関与する部位の特定が

可能であると考えられる。 

また、活性中心ポアの縮小、TMD3 周囲の親水性の減弱が Aβ42 産生増加にどのような寄与を与えているのかも、考察

すべき疑問である。一般的に helix は水分子の存在下で容易に解かれる(Soman et al., 1991)為、親水性の減弱を通して

helixがより強固に保持され、結果的に切断が起こりにくくなるが為にAβ切断活性がAβ42の切断までで止まってしまい、

Aβ42 の産生量が増加する可能性がもっともらしいように思える。特に γ-secretase は基質切断時に基質の helix 構造を解

くことが分かっている他、FAD 変異間で高い相同性を以って変化した TMD3 内腔側に位置する F177 は基質と非常に近

傍に位置する(Zhou et al. 2019)為、F177 周囲の親水性の変動は直に基質へ影響を与えると推測される。しかしながら本

研究では FAD変異を用いた解析を行っていることから、単一残基の置換自体が直接的な原因なのか、或いは置換によって

引き起こされた活性中心ポアの縮小、親水性の減弱が直接的な原因なのか、結論を出すことは出来ない。例えば M139 と

F177 は基質との相互作用が可能な距離に存在することが示唆されている他(Zhou et al. 2019)、M139V、F176L、F177L

は全て leucine と valine への変異である。Valine は β-branched アミノ酸残基であり、helix-helix相互作用を促進する効

果を持つとされている(K. R. MacKenzie and Engelman 1998)他、leucine は tyrosineとの相互作用によって非極性表面

から水分子を除外する効果を持つと考えられている(Padmanabhan and Baldwin 1994)。Phenylalanineも tyrosine と同

様に芳香環を持つ為 leucineとの相互作用が可能だと思われるが、TMD3の内腔側には多くの phenylalanine が並んでお

り、変異先の leucine と新たに相互作用を形成することで疎水性を高めたかもしれない。しかしながら、後述する G384A

変異や FLAG-Pen-2 の伸長では TMD3 周囲の活性中心ポアの変動が確認されない(図 49、51)にも関わらず Aβ42 産生増

加が確認されていることから、活性中心ポアの縮小は Aβ42 産生増加の要因の一端に過ぎない、若しくは FAD変異がもた

らした付属の構造変化で Aβ42 産生増加そのものには寄与しない可能性も高い。今後は iGSM を用いた検討を行いたいと

考えているが、何かしら point mutation や化合物に頼らない方法で TMD3 内腔側親水性環境を減弱させる方法を以って

Aβ42 の産生量の変化を確認することが理想的ではある。 

 

4.3.2.1 F176L変異に関する考察 

F176L変異は、元々最初の AD患者である Auguste Deterの脳内で見つかった変異であり(Graeber 1999)、PSEN1 の

176 番目のコドンに T > C 変異が入っていたことから AD 病態への関連がある FAD 変異だと推察された(Müller et al. 

2013)。しかしながら、この時の sequence の精度が非常に低いことも同時に問題となっており、実際元々の thymineと変

異後の cytosine の spectrum 強度がほぼ同程度であったことから、別の研究グループが追試した結果、より高い精度の

sequenceで Auguste Deter脳内に F176L変異など無かったと言う結論に落ち着いた(Rupp et al. 2014)。その為、現在一

般的にこの変異が AD病態へ関与しているかどうかは疑わしいとされている。本研究結果でも F176L変異を含む PS1 Mt

と PS1wt を組み込んだ γ-secretase の Aβ42 産生比率に変動が無かった(図 42B)ことから、FAD 変異ではない説を支持す

る。 

しかしながら、興味深いことに L166C single Cys PS1 Mt に組み込むと Aβ42 産生が FAD変異と同様に増加し、反対

に F177C single Cys PS1 Mtに組み込むと Aβ42 産生が減弱することも発見している(図 45)。その為、本研究では F176L
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を保有する L166C single Cys PS1 Mt を、Aβ42 産生を増加させるMtとして用い、結果的に F177Lや E184D等と同じ

ように L166 周囲の親水性環境を減弱させることが明らかとなった(図 48)。ここで興味深いのは、PS1wt に F176L 変異

を導入しても Aβ42 の産生に変化は無いが、L166C single Cys PS1 Mt に導入すると Aβ42 産生比率が有意に上がり、

F177C single Cys PS1 Mt に導入すると Aβ42 産生比率が有意に下がることである。まず Aβ42 産生比率に有意な差をも

たらしたのは何れも Cysless PS1 Mt であることから、PS1wtの内因性 cysteine 5 つを serine に置換したことで Aβ産生

の F176Lに対する応答性が獲得されたと考えるのが妥当である。5 つの内因性 cyteine の内、膜内でスパンしている HL2

に位置する C158 は TMD3 の細胞質側末端にも近い。具体的にどのような機構によって F176L 変異への応答性を獲得す

るかは不明であるが、PS1wt の 5 つの内因性 cysteine を 1 つずつ、若しくは 2 つ 3 つ組み合わせて serine に置換した

PS1 Mt を作成し、そこに F176L 変異を導入して Aβ42 産生量を測定することで、更なる考察が可能になると考えられる。

一方、L166C/F176L single Cys PS1 Mt と F177C/F176L single Cys PS1 Mt の違いは、L166C/F176L と F177C/F176L

それぞれの 2 つの変異の組み合わせによって生ずるものであると考えられる。この 2 つの single Cys PS1 Mt の TMD3 の

変異の中で用いられている残基の中で、まず phenylalanine 同士による π-π相互作用(Hunter et al., 1991)、そして thiol

基と芳香環の間で生ずる S-H/π相互作用(Forbes et al. 2017)が働いていると考えられる。Phenylalanine 同士の π-π相互

作用は、互いの芳香環が平行に面する face-to-faceの向きより、片方の芳香環の平面がもう片方の芳香環の端に面する edge-

to-face の向きが安定であり、最大で 8 Å離れても相互作用するとされている。一方、芳香環と thiol 基を持つ化合物の結

晶構造を調べた研究では、芳香環と thiol 基の距離は 2 ~ 3 Å の距離であるとしている。こうした背景を踏まえ、

L166C/F176L single Cys PS1 Mt と F177C/F176L single Cys PS1 Mtの変異導入毎の Aβ42 産生比率の変動、及び残基

毎の潜在的な相互作用の変化を以下にまとめる。 

1) Cysless PS1 Mt → L166C single Cys PS1 Mt: Aβ42 産生比率上昇(L166C変異による、機序は不明)、L166C single 

Cys PS1 Mt → L166C/F176L single Cys PS1 Mt: Aβ42 産生比率上昇(F176 と F175/F177/F179 の π-π相互作用の消失) 

2) Cysless PS1 Mt → F177C single Cys PS1 Mt: Aβ42産生比率上昇(F177と F175/F176/F179の π-π相互作用の消失、

及び C177 と F175/F176/F179 の S-H/π相互作用の獲得)、F177C single Cys PS1 Mt → F177C/F176L single Cys PS1 

Mt: Aβ42 産生比率減少(C177と F176の S-H/π相互作用の消失) 

上記を加味すると、TMD3 の内腔側で phenylalanine 同士の π-π 相互作用の消失が Aβ42 産生比率上昇に関わってお

り、S-H/π 相互作用の少なくとも部分的な消失が Aβ42 産生比率減少に関与すると推測される。本研究ではより詳細な検

討はしていないが、この理論が正しければ F175L変異も F176C single Cys PS1 Mt の Aβ42 産生比率を減少させること

が予想される。また、F177C変異と F176L変異が local に TMD3 内腔側に直接影響して、或いは TMD3細胞質側の構造

変化を引き起こして Aβ42 産生を変動させるかは不明だが、この結果は TMD3が Aβ42産生比率の変動に影響を与える部

位であることを大きく支持する研究結果であると考えている。 

 

4.3.2.2 G384A変異に関する考察 

G384A 変異は TMD3 周囲の親水性の減弱、活性中心ポアの縮小を通さずして Aβ42 産生比率を増加させた(図 49)。近

年の cryo-EMを用いた構造解析の中で、G384は基質と相互作用する部位であることが報告されている(Zhou et al. 2019)。

この為、glycine から alanineへの変化によって基質のポジショニングが変化した可能性が考えられる。特に Aβは最初の

切断部位が 1 つずれることで Aβ49 と Aβ48 に切り分けられ、最終的に Aβ42 比率の決定に繋がることから、G384A 変異

によって基質が Aβ42 切断系列配向性に固定されやすくなったこと、若しくは G384A 変異によって TMD7 の構造変化が

起き、活性中心 aspartic acidの場所が変化し、Aβ42 切断系列で切られやすくなったこと、或いはその両方の可能性が考

えられる。本研究では基質についての検討は行っていないが、G384Aを導入することで TMD3 と活性中心 aspartic acid
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付近との crosslink が変動することを見出している。特に、G384A 導入によって L166-L383 間の距離は変動が無かった

(図 65A、B、D)のに対し、F177-I387 間の距離は全く crosslinkされなくなっている(図 66A、C)。変異体特異的な表現型

な可能性もあるが、G384Aを含む L166C若しくは F177C single Cys PS1 Mt は Aβ40と Aβ42 の産生量が著しく減少し

ている(図 43)ことから、一見するとそもそも基質が捕捉できずに切断が不可能になる程度まで距離が広がっているように

も思える。しかしながら、この crosslinkの結果は L166-L383 間の距離は 2.1 Å以下、F177-I387 間の距離は 24.7 Å以上

であることを示しているのだが、L166-F177 間の直線距離が平均 15 Å 程度、また L383-I387 間の直線距離が平均 5.5 Å

程度であることを加味すると、幾何学的に crosslink 通りの値をとるのは不可能である。つまり、先述した考察と同様、

G384A 変異によって F177-I387 間の crosslink が見られなくなったのは距離が伸長したのではなく、構造変化によって

F177-I387 間の crosslinkが妨害されたからであると考えるのが妥当である。こうした考察から、G384A変異は TMD7 の

回転運動等によって活性中心の構造を変え、結果的に Aβ42 産生系列へシフトさせたことが考えられる。 

 

4.3.2.3 FLAG-Pen-2 に関する考察 

G384A 変異に引き続き、FLAG 配列による Pen-2 N 末端の伸長も TMD3 周辺の活性中心ポアの変動を来すこと無く

Aβ42 産生を上昇させることが分かった(図 51)。過去の検討より Pen-2 の N 末端を伸長すると活性中心付近の A246 と

L250 の親水性が減少することが報告されており、Pen-2 の N 末端は活性中心構造に直接影響を与えて Aβ42 産生を変動

させる可能性がある(Isoo et al. 2007)。他の FAD変異では検証していないが、多くの FAD変異は TMD3周囲の親水性の

減少を通じて、そして Pen-2 N末端の伸長は活性中心への直接的な影響を通じて Aβ42産生を増加させるものであるとす

るならば、両者は別の機構を持つことになる。事実、使用した point mutation は全て AICD と NICD 産生を減弱させて

いるのに対し、FLAG-Pen-2 はどちらも変化させない結果が出ている(図 46A、B)。また、PALを用いた検討では C99 の

細胞質側が PS1 CTFと、内腔側が PS1 NTFと強い相互作用があること(Fukumori and Steiner 2016)、TMD3と TMD6

は基質を挟んで活性中心ポアの真反対側に位置しており、PS1 CTF側に結合する Aph-1 の親水性ポアから PS1 活性中心

に水分子が流入してきている可能性があること(Aguayo-ortiz and Dominguez 2019)等から、A246 と L250 の面する活性

中心ポアは Aβ産生の最初のステップである ε切断に影響を与えず、その後の Aβ42 産生比率を決定する γ切断のみに関与

する場所であり、Pen-2 のN末端伸長はその機構特異的に影響を与えたことが考えられる。 

 

4.3.3 Aβ42産生低下時の活性中心ポアに関する考察 

本研究に於いて V236S変異と GSM 3 種類を用いた検討より、Aβ42 産生減少時には TMD3 の面する活性中心ポアが全

体的に増加することが示唆された(図 54、59)。先述した通り、γ-secretase には”closed”、”semi-open”、”open”の構造が存

在することが示されており、過去の検討で Aβ42 産生を下げる NSAIDs 等を加えた時には γ-secretase が openな構造を採

ることが知られている(Lleó et al. 2004)(Uemura et al. 2009)(Ohki et al. 2011)。こうした背景より、PS1 の構造が全体的

に広がり、それに伴って活性中心ポアが拡大し、親水性が増加し、Aβ42 産生比率が低下したモデルが立てられる。本研究

で用いた ST1120 は過去の検討で Km 値を減少させることが知られている(Takeo et al. 2014)ことから、本研究で見出し

た活性中心ポアが増大した時の構造は、基質との親和性が最も高い”semi open”な構造を反映していると考えられる

(Somavarapu and Kepp 2017)。ただし、Eladらによって一部 FAD変異が γ-secretase の”open”な構造をとらせることも

報告されており(Elad et al. 2015)、”open”構造を採らせる FAD変異の TMD3周囲の活性中心ポアに与える影響を調べる

必要性もあると考えられる。 

この活性中心ポアの拡大、及び TMD3 周囲の親水性の増大に直接寄与する PS1 の構造変化について議論する必要があ

る。本研究では V236S 変異と 3 つの GSM が全て TMD3 周囲の活性中心ポアを拡大する結果となったが、これら全てが
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同じ構造変化を通じて親水性の増大を引き起こすかどうかは懐疑的である。V236S は TMD5 の内腔側末端に位置する人

為的な point mutation である。この領域も大きく構造変化を起こす可能性を秘めている部位であり、実際 cryo-EM によ

る γ-secretase の構造上で、Apo-Class 1、2、3 毎に F177-V236 間は 10 ~ 14 Å、4 ~ 8 Å、3 ~ 8 Å 程度である。このこと

から、構造変化に伴って内腔側親水性領域から水分子が流入し、F177 周囲の親水性を増加させた可能性が考えられる。更

に、intact cellを用いたSCAMによる検討から内腔側よりMTSEA-biotinがL166Cを標識することが出来たので(図 23A)、

内腔より水分子が L166 まで到達した結果、細胞質側の親水性も増大した可能性が高い。その一方で、GSMの結合部位は

TMD1 内腔側から伸びる HL1 に位置する Y106 (Cai et al. 2017)、及び TMD3内の Y181 と TMD4 付近の Y195(竹尾浩

史 博士論文)である。この為、本検討で用いた GSM は全て同じ中心骨格を持っていることから全て同じ部位を標的とす

ることが考えられ(Cai et al. 2017)、主に TMD3 への関与によって構造変化を引き起こすことが考えられる(TMD1 と

TMD3 の関係性は後述)。勿論、V236S 変異が近傍の TMD3 内腔側に作用して TMD3 の構造変化を引き起こすことや、

PS1 TMD5 の Y239 への作用(Takeo et al. 2014)によって TMD5 の構造変化を引き起こす可能性も考えられるが、E2012

は TMD3 細胞質側と活性中心 aspartic acid の距離の増加を通じて Aβ42 産生を下げることを本研究で明らかにしている

(図 72、93)こともあり、両者が必ずしも同じ機構を以ってして TMD3 周辺の活性中心ポアの増大を引き起こしているとは

限らない。 

以下 TMD3の細胞質側と内腔側の親水性の増加の違い、また活性中心ポアが増大することの意義について考察する。 

 

4.3.3.1 TMD3 内腔側の活性中心ポアに関する考察 

V236S変異と 3 種類の GSMによって、本検討では L166と F177 両方の標識が増加したことから、Aβ42 産生が減少す

る時には活性中心ポアが細胞質側と内腔側両方で拡大することが示唆された。しかしながら、こうした動きが Aβ42 産生

減少をもたらす原因なのか、Aβ42産生が減少した結果引き起こされるものなのかは不明である。そこで、本研究ではSCAM

による標識実験以外による検証でこの疑問の答えを探した。 

結論から述べると、TMD3の内腔側の親水性の変化は基質の切断に影響を与えないと考えている。その根拠は以下の通

りである。 

1) Crosslinkの結果からの考察。TMD3周囲の活性中心ポアの拡大を引き起こす構造変化を検出する為、本研究ではま

ず TMD3と活性中心 aspartic acid 付近の残基を結び、E2012 による構造変化によって距離の変動の有無を調べた。その

結果、L166-L383 間と F177-I387 間の距離何れも E2012 によって変動することは無かった(図 68)。しかしながら、先述

した考察より TMD3 と両残基の最短距離に変動が無ければ crosslink でその差を検出することが出来ない(図 69)ことか

ら、in vitro assay による検討も行った。すると、F177-I387 間を結んでも E2012 は Aβ42 産生減少効果を保持したまま

であることが明らかとなった(図 73)。即ち、Aβ42 産生は TMD3 内腔側と活性中心 aspartic acid の距離によって制御され

ているわけではないということである。とは言え、複数のドメインで構成されている活性中心ポアの変動を 1 ペアのドメ

イン間の距離の変動で議論することは不可能である。 

2) SCAMの結果からの考察。もう少し決定的なのが SCAMによる反例の発見である。F177C single PS1 Mtに F176L

変異を入れると Aβ42 産生が減少することが確認された(図 45)が、この時 TMD3内腔側の活性中心ポアは変動していない

(図 60)。即ち、F177C single PS1 Mt に於いて F176L変異は内腔側活性中心ポアを変動させることなく Aβ42 産生を減少

させることが示唆されたことになる。似たような現象は Y195A変異を入れた場合でも確認され、Y195A PS1 Mtは PS1wt

とほぼ同程度 E2012 への応答性を示す(図 80、81A)が、Y195A変異は TMD3の内腔側の活性中心ポアに影響を与えず、

細胞質側のみ活性中心ポアの拡大を引き起こすことが明らかとなった(図 85)。つまり、Y195A変異は内腔側活性中心ポア

を変動させることなく、Aβ42 産生を減少させる E2012 に応答していることを指し示している。 
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これらの研究結果より、内腔側活性中心ポアの拡大、親水性の増加は Aβ42 産生比率を変動させるのに無関係な構造変

化であると考えられる。しかしながら、内腔側の親水性の増大が何らかの機能を有しているかは依然として議論の余地は

ある。 

 

4.3.3.2 TMD3 細胞質側の活性中心ポアに関する考察 

本研究で V236S 及び 3 つの GSM によって L166 周辺の親水性が増大し、活性中心ポアが増加したことが示された(図

54、59)。F176L変異を L166C single Cys PS1 Mt に入れると Aβ42 産生が増加した為(図 45)、F176L変異によって Aβ42

産生が減少する時の TMD3細胞質側の活性中心ポアの変動は調査できないが、本研究で用いた変異と化合物では全て同じ

結果を齎した。この時、代表して E2012 による TMD3 の構造変化を検出したところ E2012 による L166-L383 間の距離

の変動は見られなかったものの(図 68A)、L166-L383 を最短距離に固定した時に E2012による Aβ42 産生減少効果が消失

したことが確認された(図 72)。これら一連の研究結果より、Aβ42 産生減少に TMD3 細胞質側の活性中心ポアの変動が関

与しており、特に TMD3 細胞質側と活性中心が離れるような動きをする時に活性中心ポアが増大し、Aβ42 産生が減少す

ることが示唆された。以下、細胞質側の活性中心ポアの拡大、親水性の増加について考察する。 

まず、膜内配列切断酵素は疎水性膜内で加水分解を行うことで基質を切断する。その為、親水性の活性中心ポアに基質

を取り込んでその内部で切断を行う。即ち、活性中心ポアの増大、親水性の増大の意義一つは取り込んだ水分子を用いて

加水分解を行うことである可能性がある。例えば γ-secretase と同じ膜内配列切断酵素である rhomboid は内部の空洞に水

分子が存在することが明らかとなっている他(Y. Wang et al. 2006)、rhomboid familyである大腸菌 rhomboidについては

4 つの水分子保持残基が、酵素活性化に伴う構造変化の中で活性中心に水分子を受け渡している可能性が示唆されている

(Zhou et al. 2012)。活性中心ポアの増大、親水性の増大のもう一つの意義は基質の不安定化である可能性がある。Helix構

造は膜内等の疎水性環境下では安定的に形成されるが、親水性環境下では非常に不安定であり、水分子によって容易に解

かれることが分かっている(Soman et al. 1991)。γ-secretase に於いても切断を受ける際に切断部位付近のアミノ酸残基の

helixが形成と崩壊の平衡にあることが NMRで示されており(Takeshi Sato et al. 2009)、cryo-EMによる解析でも切断時

に helix構造が解かれることが分かっている(Zhou et al. 2019)。このどちらに寄与しているかを本研究では明確には出来

ないが、以下に示すいくつかのデータから、後者であると考えている。 

1) 活性中心との位置関係。活性中心ポアは TMD3 のみならず TMD2 や TMD6、TMD7 等複数のドメインから成る空

洞であるが、親水性環境下にある残基は TMD3の L166 や F177 だけでは無く、例えば活性中心 aspartic acid D257 に近

い A246 や L250、PALP motifの A434や L435 も SCAMで標識されており、付近に水分子が存在することが明らかとな

っている(Sato et al. 2006)(Sato et al. 2008)。これらの部位は TMD3 に比べて活性中心 aspartic acid に圧倒的に近い位置

に存在しており、更に Aph-1 の結合部位にも近い。尚、Aph-1 は内部に親水性の空洞を有すると報告があり、そこから活

性中心へ水を供与している可能性が示されているのは先述した通りである(Aguayo-ortiz and Dominguez 2019)。一方

TMD3 は cryo-EMの 3 次元構造上で基質を挟んで活性中心 aspartic acid の真反対側に位置していることが示されている

(Zhou et al. 2019)。無論、TMD3 周囲の水分子がそのまま活性中心まで回り込む可能性もあるが、物理的な距離を考える

と、TMD3が直接的に基質の加水分解に関与する水分子を制御しているとは考えにくい。 

2) 基質との位置関係。近年の cryo-EMによる解析結果から、基質切断時に TMD3は基質と非常に近づくことが報告さ

れており、特に S169 は基質の I712 と直接的に相互作用し得る距離まで近づくとされている(Zhou et al. 2019)。本研究で

も E2012 の添加によって S169Cの標識が有意に増加したことを示しており(図 78)、Aβ42産生低下時に S169 付近の親水

性が増加することが示唆される。この基質の I712 は Aβ40や Aβ42 の切断部位に近い(Xu 2009)。この為、V236Sや GSM
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等によって Aβ42 の産生比率が減少するのは、S169 周囲の親水性が上昇したことで水分子による基質不安定化が一層進

み、更なる切断が亢進して Aβ38 等の short Aβが増加したからだというモデルが提唱される(図 94)。 

3) ε切断と γ切断への関与。既に述べた通り、Aβは漸次的切断を受け、AICD と Aβ48 若しくは Aβ49 が産生する切断

を ε切断と呼び、2 回目を ζ切断、3 回目以降を γ切断と一般的に呼ぶ。GSM類等は原則 Aβ総量を変えずに Aβ42 産生比

率を減少させること、C99 の AICD 側は PS1 CTF と相互作用する一方で Aβ 側は PS1 NTF との相互作用が強いこと

(Fukumori and Steiner 2016)、DAPTは ζ切断産物の Aβ46 の細胞内蓄積を促すこと(Zhao et al. 2004)等から、これらの

切断は別機構で制御されているとするのが一般的である。本研究では活性中心ポアの変動を来す FAD等の AICDやNICD

切断量を定量したが、V236S変異を含むPS1 MtはPS1wtに比べてAICDとNICD産生量が有意に低下していた(図 46A、

B)。一方、本研究で用いた E2012 は C99 の切断に変化を与えない、つまり AICD 産生に影響を与えないことが示されて

おり(Cai et al. 2017)、また ST1120 についても同様の報告がある(Takeo et al. 2014)。これら ε切断に与える影響がバラ

バラである V236S と GSM 類が全て活性中心ポアを増大させたことを考えると、今回見出した TMD3 周辺の活性中心ポ

アの拡大は ε 切断に関与するメカニズムではないと推測される。ε 切断も γ 切断も制御を受ける機構は別々であるされて

いるが何れも同じ活性中心 aspartic acid によって加水分解受けることから、活性中心への水分子の供与はどの段階でも同

様の機構によって制御されていると考えられるので、本研究で見出した TMD3周囲の活性中心ポアの増大は基質の加水分

解に直接関わるものでは無いであろう。 

以上の考察より、本研究では TMD3 周囲の活性中心ポアの拡大、親水性の増加は基質の不安定化に関わっている仮説を

支持する。 

またここで、本研究で行った評価系の妥当性についても議論する必要がある。本研究ではまず、PS1 に於ける水分子保

持候補残基として H163、S169 、S170、Q222、Q223 に着目し、それぞれを別の置換した PS1 Mt を作成してそれらの

Aβ切断活性を測定した(図 75B、76、77)。この時、側鎖の大きい残基として phenylalanineと tyrosine、疎水性アミノ酸

残基として leucineと alanine、そして水分子保持機能があるとされる threonine に分けて評価した。その結果、どの PS1 

Mt でも threonine に置換した場合に PS1wt と比べて有意な Aβ42 産生比率の変動を見せず、これらの候補残基が水分子

を保持する可能性があると議論した。しかしながらこれは非常に不十分な議論である。そもそもタンパクの機能にアミノ

酸残基が影響を与える方法としてはその側鎖の有する特性も然り、その側鎖の大きさによるタンパク全体の構造保持に関

与することも挙げられる。特に本研究結果の中で例えるならば、serine と threonine はどちらも性質の似通った側鎖を持

つものの、その嵩高さにも大きな差は無く、S169Tと S170T PS1 Mt が PS1wtの切断活性に近かったのはその機能が同

じである以外にも側鎖の大きさが近かった為に PS1 の構造に大きな影響を与えなかった為である可能性も払拭できない。

この為、本研究では引き続き、Aβ42 産生低下時の各候補残基周囲の親水性の変化を SCAMで検出した。その結果、S169

のみ約 4 倍もの標識の増加が見られ(図 78)、γ-secretase 活性化時には S169 周囲に水分子が流れ込むことが示唆された。

このことから S169 周囲の親水性が基質不安定化に関わっていると考察したのは先述の通りである。この S169 について

は、cryo-EMを用いた研究報告の中では基質と直接相互作用する部位であると記載されている(Zhou et al. 2019)。しかし

ながら、Zhouらの研究の中では crosslinkを使って基質と酵素を固定したり活性中心に変異を入れて基質の切断の阻害を

したりしてはいるものの、原則酵素活性を修飾する point mutation や化合物は何も導入していない native な酵素の構造

を観察している。本研究では γ-secretase を活性化させ、Aβ42 産生を低下させる E2012 を導入した時の構造を観察してい

る点に於いて異なることは留意すべきである。このことから、定常時では S169 は基質その相互作用と関わっているかも

しれないが、化合物等によって Aβ42 産生が低下する時には S169 の部位に水分子が流入し、基質との相互作用の代わり

に基質の不安定化に関わるようになる、と考えても何ら矛盾は無いと言える。今後は、シミュレーションによって γ-

secretase 活性化時の水分子の流動を調べる、若しくは安定な試料作成を確立させて中性子線を用いた中性子タンパク質構
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造解析によって酵素活性化時の水分子の分布を調べる、等と言った構造学的手法で水分子を実際に観察することで、そし

て in vitro 系でリコンビナント Aβ45 や Aβ46 を用い、Aβ40 や Aβ42、Aβ38 への切断効率の変動を算出する等と言った生

化学的手法を組み合わせ、更に詳細に調べていきたい。 

 

4.3.4 遷移状態と Aβ42 産生低下時の活性中心ポアの違いに関する考察 

本研究にて L-685,485 と V236S 変異、及び GSM を使った検討により、それぞれによる TMD3 周辺の親水性の増加に

有意な差は無く、また L-685,458 は V236S変異や GSMによって上昇した親水性を更に引き上げることは無いことが分か

った(図 62、63)。この結果より、V236 変異や GSM類は遷移状態を形成することで酵素活性を引き上げ、Aβ42 産生を低

下させていることが考えられた。本項ではこの議論の妥当性について考える。 

本検討で用いた化合物の対、ST1120 は過去の検討によって L-685,458 と同じ TSA 型 GSI である 31C の結合を増加さ

せることが報告されている(Takeo et al. 2014)。また、基質が存在しない状態では GSMによって PS1 の構造変化が誘導

されることが無いとされていることから(Uemura et al. 2010)、GSMは遷移状態そのものでは無く、遷移状態を取り易く

するような構造変化を誘導していることが考察される。しかしながら、本研究に於いて V236S 変異と GSM 類、及び L-

685,458 は全て TMD3周辺の活性中心ポアを等しく増大させており、互いに効果を上乗せることは無かったという結果が

出ている。この点に関して、まず本研究ではMTSEA-biotin の反応を親水性の強度に対して線形性を持った濃度で行って

いるか未検証である点に問題がある。即ち、例えば標的残基付近の水分子の量に対して標識剤が圧倒的に少ないような場

合、MTSEA-biotin の反応が飽和してしまい、親水性の強度に比例した標識量が得られなくなる。この点に関して、例え

ば rhomboid のような、X 線結晶構造解析やシミュレーション等で活性中心ポアの広さや水分子の分布がある程度分かっ

ている酵素を標識し、水分子の量と MTSEA-biotin の標識効率の相関関係を明らかにした上で本研究の SCAM protocolを

再デザインする必要があるとも言える。 

もし線形性が保たれた状態で検討が行われているとすれば、この齟齬は構造変化の違いに起因するものであると考えら

れよう。まず本研究では TMD3 周囲の親水性に着目した解析を行っている。TMD3 は活性中心付近とは離れていつつも

親水性環境下に広く面している特殊な部位ではある。しかし、活性中心ポアは TMD3以外にも複数のドメインによって構

成されており、TMD3と活性中心aspartic acidの間には完全疎水性のTMD2とTMD5が存在している(Zhou et al. 2019)。

その為、活性中心ポアには一様に水分子が分布しているのではなく、TMD3周辺と活性中心ポア周辺の親水性環境は完全

に独立したものであると推測される。その為、GSM 類が TMD3 と TMD6 両方に影響を与え、TMD3 には上記考察で述

べた通り基質不安定化に関与する構造変化を引き起こし、TMD6 の活性中心 aspartic acid 付近に対しては遷移状態に移

行しやすいような構造変化を引き起こす可能性がある。今後は V236S 変異や GSM 等が TMD6 や PALP motif が面する

活性中心ポアに与える影響を調べることでより詳細に検討出来る。また、L-685,458 の添加によって F177-I387 間が

crosslink出来なくなった(図 40B)一方で、E2012 は F177-I387 間の距離に変動を与えない(図 68B)ことも本研究で実証済

みである。即ち、遷移状態をとりやすくさせるような GSMによる構造変化は TMD3内腔側と活性中心の距離に依存しな

いが、PS1 が遷移状態をとる時には活性中心 aspartic acid付近が大きな構造変化を起こす(先述の考察参照)ことが考えら

れ、GSM が直接的に遷移状態そのものを形成するわけではない説を支持している。とは言え、L-685,458 が TMD3 周辺

の活性中心ポアを変動させる機構については依然不明であるが、形の違う容器が同量の水を内包出来るのと同じように、

TMD3 と活性中心の構造関係を異にしても部分的な親水性の強度は同程度である可能性も高い。以上の考察より、遷移状

態と Aβ42 産生低下時の活性中心ポアは異なるものであると考えることが出来よう。 
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4.4 TMD3の構造変化を引き起こす構造変化に関する考察 

4.4.1 TMD1と TMD3の関係性に関する考察 

Aβ42 産生減少時に引き起こされる一連の構造変化の中に於ける TMD3 の構造変化、活性中心ポアの変動の重要性を位

置づける為、TMD1と TMD3の関連性に関する検討を行った。その結果、TMD1の垂直運動が TMD3周辺の活性中心ポ

アの変動に先んじて起こることが示唆された。これらの研究結果に関する妥当性を考察していきたい。 

妥当性に関して筆者は以下の 3 点から議論する。 

1) TMD3 解析について。本研究では TMD1 の構造変化と TMD3 周囲の親水性の変化の紐づけと行う研究を遂行した。

しかしながら、既に議論したように、活性中心ポアは複数のドメインによって構成されており、ある 2 か所の構造変化に

よる活性中心ポアの変化が全く無関係な部位の親水性に現れる可能性は依然としてある。即ち、TMD1の垂直運動によっ

て TMD3 以外のドメインの構造が実は引き起こされており、TMD3 周辺の親水性の増加はそれに付随した変化に過ぎな

い可能性があるということである。この懸念点を拭う為には、TMD3 の構造変化を阻害した上で TMD1 の垂直運動の有

無を検出する必要がある。今後、TMD3と活性中心 aspartic acid 付近を crosslinkした条件下で E2012 による TMD1 の

垂直運動が依然として引き起こされるかどうかを確かめていきたい。 

2) 導入変異体について。本検討では Y106A変異を TMD1の垂直運動を阻害する変異、Y181A 変異を TMD3周囲の活

性中心ポアの増大を阻害する変異として扱った。TMD1 の垂直運動が TMD3 周囲の親水性増大を引き起こす検討結果が

真であるならば、理論上 TMD1 の垂直運動が阻害されている状態でも TMD3 の活性中心ポアの増大が引き起こされれば

Aβ42 の産生が減少することになる。本検討では当初 Y106A 変異をそのような point mutation として考えてはいたが、

結果的に TMD3周辺の活性中心ポアにも影響を与えることが判明した(図 87)。また、Y106 と Y181 の 2 か所は E2012等

の phenylimidazole 型 GSM の結合部位であることが判明している。PAL による検討から、Y106A 変異、Y181A 変異そ

れぞれが TMD1 と TMD3 に与える影響の差は E2012 の結合力によるものでは無いことが推測されてはいる(図 91)が、

alanine への置換で E2012 の効果が TMD1 や TMD3 に伝達しなくなってしまった可能性を完全に捨てきることは出来な

い。この懸念点を一度に払拭するのが V236S変異を用いた検討結果であり、V236S変異は TMD3 周囲の活性中心ポアの

拡大を引き起こす(図 54)が TMD1 の構造変化には影響を与えないことが判明した(図 90)。即ち、TMD1 の構造変化が無

くとも V236S 変異は TMD3 の構造変化を通じて Aβ42 の産生比率を低下させており、Y181A 変異存在下の E2012 の検

討結果と対を成すものと言える。つまり、TMD3の構造変化、活性中心ポアの拡大は TMD1の垂直運動の下流に位置する

ことを示唆するものである。 

3) ELISAと SCAMの結果の齟齬について。本検討結果の中でも、Y181A変異は E2012 による TMD3周囲の活性中心

ポアの拡大を阻害する(図 84)が、Y181A PS1 Mt の E2012に対する応答性は明確に低下してはいるものの高濃度で Aβ42

産生の有意な減少が認められる(図 80) (Aβ42 の減少が見られることについての考察は後述参照)。この差は、ELISA は

PS1wtベースで、SCAMは single Cys PS1 Mt ベースで解析したことに起因すると考えられる。PS1 を含む γ-secretase

は活性発揮時に大きな構造変化を伴い、伸縮することが一般的に知られている(Lee et al. 2017)(Somavarapu and Kepp 

2017)。PS1の内因性 cysteine を全て serine に置換した Cysless PS1 Mt は PS1wtに比べると Aβ42 産生比率が有意に上

昇しており(Sato et al. 2006)、この変動は FAD変異と同じであることから、Cysless PS1 Mtはより”closed”な構造をとっ

ており、PS1wtに比べて flexibilityに乏しいことが推測される。つまり、Y181A変異を導入した single Cys PS1 Mtで活

性中心ポアに変動が見られなかったのは、Y181A変異による構造変化の阻害と Cysless PS1 Mt ベースが E2012 への応答

性を低下させたことの 2 つに起因しているのではないかと考えている。この点に案しては、Y181A を保持する L166C 若

しくは F177C single Cys PS1 Mt の E2012 への濃度依存的な応答性を測定すれば瞬時に判別のつくことではある。 
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以上の考察から、本研究では TMD1 の垂直運動が TMD3周囲の親水性ポアの増大、及び TMD3 の構造変化に先立つこ

とを完璧に証明できたわけではないとは言え、Y181A変異によって TMD1の垂直運動が関される一方で TMD3周囲の活

性中心ポアの拡大が抑制され、Aβ42 の産生減少が観察されなくなること、及び V236S変異が TMD1 の垂直運動に影響を

与えずに TMD3 周囲の活性中心ポアの拡大を通じて Aβ42 の産生減少を誘導する結果は、TMD1 の垂直運動が TMD3 周

りの活性中心ポアの拡大に先んじて起こることを示唆するのに十分な結果であると考えている。 

 

4.4.2 TMD1と TMD4の関係性に関する考察 

興味深いことに Y181A PS1 Mt は E2012 に対する応答性を完全には失っておらず、Y181A/Y195A PS1 Mt になって初

めて E2012 への応答性を完全に喪失する(図 80、81B)。一方 Y195A PS1 Mt は PS1wt とほぼ同程度 E2012 に応答する

(図 80、81A)。これらの PS1 Mt に対して E2012 の結合力を PALで測定したが、Y195A PS1 Mt への結合力だけ有意に

高く(図 92)、ELISA による結果とよく相関していると言える。即ち、E2012 を始めとする phenylimidazole 型 GSM は

Y181 と Y195 何れにも結合するが、Y181 の方が主要な結合部位であるということが推測される。また、Y181 に結合が

出来なくても代わりに Y195に結合することで Aβ42 産生減少効果を呈することが出来ることも示唆された。 

Y181 は TMD3 に位置する残基であり、一方 Y195 は TMD4 に位置する。TMD4 は近年発表された cryo-EM による 3

次元構造の中で TMD3 の細胞質側と作用していることが報告され、G206 や G209 を含む TMD4 の細胞質側領域は FAD

変異の hotspotでもある(Zhou et al. 2019)。実際この部位の glycine はその可動性の高さが重要であると考察されており、

また Aβ42 の産生変動に伴って構造変化を起こす部位でもあることが示されている(Tominaga et al. 2016)。この報告の中

で TMD4 細胞質側は Aβ42 産生低下時に活性中心に近づくという、TMD3 とは逆のモデルを提唱しているが、TMD4 は

TMD3 を引っ張るような構造変化を起こすのではなく、スライドさせるようにして TMD3 の構造変化を引き起こしてい

るとも考えられる。即ち、Y181A変異によって TMD3に生じるはずであった構造変化などが阻害されても、Y195 への代

替的な結合でかろうじてAβ42産生の減少を引き起こすことが可能である、というメカニズムが立てられる。Y181A/Y195A 

PS1 Mt の E2012 への完全な応答性の欠如は、何れの結合部位にも結合できなくなった為に引き起こされた結果であると

考えられ、Aβ42 産生制御に於いて TMD3 の構造変化が重要であることが再確認されたと言えよう。しかしながら、上記

で考察した通り Y106A 変異が TMD1 の構造変化及び TMD3 の活性中心ポアの変動の両方を阻害することから、Y106A 

PS1 Mt が E2012 への応答性を完全に失ったこと(図 79B)が TMD1 の垂直運動の阻害によるものなのか TMD3 の構造変

化を間接的に妨害したことによるものなのか、と言う点については本研究で明らかになっておらず、やはり E2012 の結合

部位に依らずにそれぞれの構造変化を阻害する変異を用いた検討が必要である。 

 

 

4.5 結語 

本研究で、筆者は MTS 試薬を用いた SCAM や crosslink を行い、PS1 NTF の TMD3 が親水性の活性中心ポアに面し

ており、TMD3の細胞質側が活性中心 aspartic acidから離れるような動きをすることで Aβ42 産生を減少させることを明

らかにした。更に、TMD3は Aβ42 の産生変動時に構造変化を起こすと判明している TMD1や TMD4と比べ、Aβ42 産生

減少により直結していることを示唆し、そして TMD3の構造変化とその周辺の活性中心ポアの拡大は基質の不安定化を介

して Aβ42 産生を減少させるモデルを提唱した。 

GSMは一部の基質を除き(Wanngren et al. 2012)、高い特異性を以って Aβ42 の産生量を減少させることが出来る化合

物であり、かつては副作用の少ない γ-secretase の治療薬の候補として開発が進められてきた背景を持つ。しかしながら、

現在その開発は殆ど行われていない。その理由として GSM 本体の in vivo での薬効の低さ、そして脂溶性、バイオアベイ
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ラビリティ、脳移行性、毒性等その他の drug properties とのバランスの取れにくさがまず挙げられる(Bursavich et al. 

2016)。現行の GSMはその結合部位が TMD1周辺にあることが知られているが、本研究で TMD3 がより Aβ42 の産生制

御に直接関わっていると推測される。今後、全く新しい中心骨格を持つ GSMをデザインする中で TMD3の構造に直接的

に影響を与える化合物を創出出来れば、より薬効が高く、in vivo でも強い効果を持つ化合物として AD治療に貢献できる

と考えられる。 

また、近年の創薬のトレンドとして、標的タンパクの立体構造に基づいて薬剤設計を行うインシリコ創薬が用いられて

きている。インシリコ創薬自体は数十年前から登場している概念であるが、当時はシミュレーション精度が 5 %程度と、

実用には程遠いものであった。ところが、スーパーコンピューター「京」の登場によって、タンパクを剛体ではなく揺ら

ぎのある分子としてとらえ、水分子や脂質二重膜が存在する環境下で、アミノ酸残基間原子間の相互作用があるものとし

て高度なシミュレーションが可能になり、その精度が 70 %まで飛躍的に向上した背景を持つ。本研究では γ-secretaseの

活性、及び Aβ42 の産生制御に重要な構造活性相関情報を明らかにした。今後、このような構造活性相関に関する詳細な

情報を更に突き詰めていくことで、更に精度の高い薬剤設計シミュレーションが可能となるだけで無く、γ-secretaseの自

由な活性制御が可能になると考えている。 

今後、γ-secretase による毒性種 Aβ42 産生の制御に関わる構造活性相関解析を通して、γ-secretase を標的とした AD治

療薬、予防薬の開発に向け、研究を続けていきたい。 
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6. 図表 
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図1. AD発症に関与する各病態の形成時期
Aβ病態形成が最初期に発生する。この時Amyloid PETによるイメージングで強いシグナ
ルが観察されると共にCSFや血漿中のAβ42の減少も確認される。その後に観察されるのが
PK11195 PETなどによって検出されるmicrogliaの活性化である。tau病態はその後に起こ
り、tau異常リン酸化の延長線上に確認されるNFTの蓄積が進んでいく。一般的にAβ病態
はtau病態とよく相関しており、神経細胞死や認知機能の低下はtau病態から直結するとさ
れている。

(Long et al., 2019)
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図2. AD治療戦略一覧
現行のAD治療薬のうち、donepezil、rivastigmineそしてgalantamineはAChEの阻害を
通じて神経内ACh濃度を上げるChE inhibitorである。残る1つはNMDA receptorの活性化
を抑えるNMDA receptor antagonistのmemantineである。これら4つの治療薬は全て対症
療法薬であり、且つ時間経過で患者の応答性が鈍くなる。執筆当時にFDAへの再申請を試
みているAducanumabはAβの代謝を促進する抗体医薬であるが、それ以外の治療戦略は未
だ薬剤創出の成果を出せていない。

(Hung et al., 2017)
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図3. α-とβ-secretaseによる2つのAPP切断経路
APPの代謝には、α-secretaseの切断を受けるAβ非産生経路と、β-secretaseの切断を受
けるAβ産生経路の2つが存在する。

N
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sAPPα
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Aβ産生経路

γ-secretase

195



図4. γ-secretaseによるAβの産生、切断
A. γ-secretaseによるAβの産生機構。まずε-切断によってAICDを産生した後、ζ-切断で
一度切断し、続くγ-切断によってAβ40/Aβ42が産生する。生体内での産生量、凝集性、
細胞毒性を加味すると、Aβ42種の危険性が最も高い。

B. Aβの膜内配列と、各切断部位。
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図5.ピログルタミル化
Aβの第3の残基はグルタミン酸であり、第1、第2とN末端の切断を受けたAβは更にピロ

グルタミル化される経路が存在する。ピログルタミル化は脳内のglutaminyl cyclase (QC)

によって反応が進むが、QCは脳内炎症で誘導される可能性があり、AD脳でpE型Aβの増
加が確認されることの説明になることが示唆されている。
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図6. Aβの凝集
A. MorimotoらによるAβの凝集モデル。左がAβ42、右がAβ40。
B. Aβ42の毒性conformerではY10とM35が近い位置にあり、MetのS原子をラジカル化
した後に、C末端のcarboxylic acidとの間で安定化作用が働くことで、凝集性が高まる。
この為、長さのあるAβ42がより安定化されやすく、凝集性が高い原因であると考えら
れている。
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図7. Glutamate cycleの模式図
神経伝達物質としてのglutamateの合成、分泌、そして放出の一連の流れ。

(Revett et al., 2013)
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図8. γ-secretase複合体
A. γ-secretase複合体4因子の模式図。PSは活性中心を有し、Nctは成熟に伴い細胞外ド
メインが糖鎖付加を受ける。

B. 最新の単粒子構造解析で明らかとなったγ-secretase複合体の実態。Nctの細胞外側
ドメインが蓋のようにTMDに被さり、またPen-2はTMD2の途中が膜内で折れ曲がり、
TMD3を形成していることが分かった。

Nct

Pen-2

PS1/PS2

Aph-1aL/Aph-1aS/Aph-1bA

B

活性中心Asp

(Bai et al., 2015)
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図9. PS1の3D図
A. Cryo-EMによるPS1の3D画像。
B. PALP motif付近のcryo-EM画像。PALP motifはTMD8と9の間に位置するが、活性
中心の非常に近傍に位置しており、酵素活性に影響を与えることが示唆されている。
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図10. PS1のアミノ酸配列
PS1は9回膜貫通型タンパク質であり、γ-secretaseの活性中心を担う。活性中心のaspは

黄色の星印に位置する。親水性環境にある残基は青く塗りつぶされている(ループ構造は除
く)。
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Asp
Asp

TSA型GSI

図11. TSA型GSI
A. 結合様式(Esler et al., 2000)。hydroxy groupのO原子H原子それぞれが2つの活性中心

Aspと水素結合を作って結合し、阻害能を発揮する。
B. L-685,458の化学構造。
C. 31Cの化学構造。

A

B

C

L-685,458

Aβ IC50 = ~17 nM

31C
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図12. その他第1世代のGSI
A. dipeptide型GSIの化学構造
B. Aib peptide型GSIの化学構造

A

B
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Compound E
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図13. 第2世代のGSI
A. JLKの一つ、JLK2の化学構造。
B. sulfonamido型GSIの化学構造。
C. sulfone型GSIの化学構造。
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C
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B
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図14. NSAIDs
GSM開発のきっかけとなったNSAIDsの化学構造。

sulindac sulfide
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R-flubiprofen
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図15.第2世代のGSM
A. phenylpiperidine型GSMの化学構造。
B. phenylimidazole型GSMの化学構造。
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B
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Aβ42 IC50 = ~90 nM
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GSM-1
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図16. GSM活性を持つ化合物
A. black cohashから単離された、GSM活性を持つsteroidの化学構造。
B. 胆汁酸の基本骨格を持つ、GSM活性を持つsteroidの化学構造。

A

B

24-O-Acetylhydroshengmanol 

3-O-β-D-Xylopyranoside-

Δ16,17-enol Ether

Aβ42 IC50 = ~100 nM
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図17. 1,3-Thazine型BSI
A. BACE1活性中心付近とBSIファーマコフォアの模式図。Flapと示したヘアピン構造
や、S2’ pocket、S1、S3 pocketのアミノ酸残基の違いでBACE1とBACE2の選択性を
創出する。

B. 様々な1.3-Thiazine型BSIの化学構造。

A

B

(Hsiao et al., 2019)

LY-2811376ベースの
BMS社化合物

BACE1 IC50 = 8 nM

pyrono[3,4-d][1,3]-

thiazine-2-amines

BACE1 IC50 = 77 nM

E2609

BACE1 IC50 = 7 nM

LY-3202626

BACE1 IC50 = 0.615 nM
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図18. その他第3世代のBSI
A. 1,3-Oxazine、1,4-Oazine型BSI

B. Thiadiazine-dioxide型BSIであるMK-8931 (verubecestat)の構造。
C. 1,3-Oxazoline型BSIであるAZD-3293 (lanabecestat)の構造。

A

B
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BACE1 IC50 = 11 nM

BACE2 IC50 = 30 nM

RO-550888

BACE1 IC50 = 23 nM

atabecestatベースの
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BACE1 IC50 = 218 nM

AZD-3293
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C
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図19. TMD3の構造
A. クライオ電子顕微鏡によるPS1構造。赤い領域がTMD3及びその付近の配列である。
活性中心Asp(i.e. D257とD385)は黒色で示してある。

B. TMD3のアミノ酸残基配列。本研究ではC158からK187までを解析した。内因性Cys

残基は黒で、活性中心Aspは黄色で示してある。

A

B

活性中心Asp

K187

C158
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図20. PS1のアミノ酸残基配列及びTMD3領域の既知のFAD変異
A. human PS1のアミノ酸残基全配列。本研究で解析したC158からK187までは黄色の
網掛けで強調してある。

B. 本研究で解析したTMD3領域内に報告されているFAD変異一覧(出典: ALZFORUM;

https://www.alzforum.org/mutations/psen-1)。
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図21. SCAMの原理
A. MTSEA-ビオチンの構造。メタンチオスルフォネート基で親水性環境下のCys基を認
識し、ビオチン基を通じてStreptAvidinビーズによる結合タンパクの沈殿分離を行う。

B. MTSEA-ビオチンは水分子存在下においてのみthiol基特異的に結合する為、膜外親
水性環境下(左)や活性中心ポア等の膜内親水性環境下(中)でのみCys基との結合が可能
である。しかしMTSEA-ビオチンは膜非透過性でもある為、疎水性環境下(右)ではCys

基と結合できない。
C. ターゲット残基の面する親水性環境の強さや広さはwestern blottingによるタンパク
バンドのintensityに比例する。図表の場合、バンドが最も強いCが最も広い親水性環
境下に存在し、バンドが一番薄いAが疎水性環境下に位置していることが分かる。

MTSEA-ビオチン

ビオチン基

メタンチオスルフォネート基

(一部 Cai and Tomita, 2018)

A

B

親水性の強さ、広さ

C > B > A

C
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図22. Single Cys PS1 Mtを含むγ-secretaseのAβ切断活性測定
DKONL細胞に各種single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及
びAβ42量をELISAによって測定した。内因性Cys基を全てSer基に変えたコントロール群
Cysless細胞のAβ分泌量によって規格化してある(n = 3~4)。
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図23. intact cellsを用いたTMD3のSCAM解析
A. TMD3領域の残基をCys基に置換し、intact cellsを用いてSCAM解析を行った。青い
太文字でハイライトした残基が標識された箇所であり、親水性環境に面している部位
である。Anti-PS1抗体にはG1Nr5を使用した。

B. 最初に報告されたCryo-EMによるPS1の構造(Bai et al., 2015)上に、親水性に面する
残基を青色でマッピングした。赤いドメインがTMD3領域である。

C. Helixモデル上に標識された残基をマッピングすると、殆どがhelixの片面に集中するこ
とが分かる。
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(intact cells)
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PS1NTFInput
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図24. microsomeを用いたSCAMの原理
細胞を破砕すると細胞膜が分断され、intact cellsと同じように内腔側と細胞質側がそれ
ぞれ内側と外側を向くright-side-out型のvesicle (左)と、intact cellsとは逆に内腔側と細胞
質側がそれぞれ外側と内側を向くinside-out型のvesicle (右)の2種類が存在する。その為、
内腔側膜外親水性環境下は勿論、intact cellsでは認識されない細胞質側膜外親水性環境下
に位置するCys基もSCAMによる標識が可能となる。

(一部 Cai and Tomita, 2018)

Right-side-out Inside-out

MTSEA-ビオチン MTSEA-ビオチン
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図25. TMD3細胞質側の境界残基の決定
A. TMD3領域の残基をCys基に置換し、microsomeを用いてSCAM解析を行った。青い太文
字でハイライトした残基が標識された箇所であり、親水性環境に面している部位である。
Anti-PS1抗体にはG1Nr5を使用した。

B. TMD3の模式図。膜外親水性環境を青、膜内親水性環境を水色で示した。

PS1NTF
Pulldown
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図26. SCAM競合実験の原理
A. 本実験で用いた3種のMTS競合剤(i.e. MTSES、MTSET、MTS-TEAE)の構造。電荷や
官能基のサイズによって嵩高さが異なり、MTSES < MTSET < MTS-TEAEの順に狭い親
水性環境下に入り込みづらくなっていく。特にMTS-TEAEは一般的に膜外親水性環境の
Cys基のみに結合できるとされている。

B. MTS競合剤によるMTSEA-ビオチンの標識の競合模式図。狭い親水性環境下に競合剤は
入り込めないのでMTSEA-ビオチンの標識に変動はない(C2)。膜外などの広い親水性環境
下では競合剤による競合が確認される(C3)。また、競合剤の嵩高さによって標識の競合率
が変わり、MTSESの方がより狭い環境下に入り込めるのでMTSETよりバンドの低下が顕
著に見られる場合もある(C1)。
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嵩高さ

大小

MTSEA-ビオチン

MTSET

MTSES

C3

C2

C1

MTSET - +

MTSES

C3

C2

C1

-
++-

218



図27. TMD3内腔側の境界残基の決定
A. TMD3領域内で親水性環境下に面すると判明した残基に対し、intact cellsを用いて

SCAM競合実験を行った。青い太字で示したG183以降の残基より全ての競合剤による競合
が見られたことから、L182までが膜内領域だと考えられる。Anti-PS1抗体にはG1Nr5を使
用した。

B. TMD3の模式図。膜外親水性環境を青、膜内親水性環境を水色で示した。
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図28. Crosslinkの原理
A. MTS crosslinkerは親水性に位置する2つのCys基を結び、両者の間の距離を測る手法で
ある。

B. PS1が活性化に伴って自己断片化することを利用し、PS1NTFとCTFそれぞれにCys基を
導入すると、crosslinkが成されてる場合はそれぞれのモノマーが減少し、crosslinkされた
ヘテロダイマーのバンドがwestern blottingで観察できる。
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図29. Crosslinker一覧
本研究で使用したcrosslinkerの一覧。Copper-phenanthroline (Cu-PNT)は2つのCys基同士

が2.1Å以下である場合にジスルフィド結合を形成して直接結合させる。その他crosslinker (i.e.

M2M ~ M17M)はMTS試薬の一種であり、両端のメタンチオスルフォネート基によってそれぞ
れ該当距離以下の場合に2つのCys基を結ぶ。

 

 

Cu-PNT 2.1Å

S-S結合形成

リンカー
架橋

名称 架橋最長距離 構造

221



図30. Topology解析で用いたCys基変異箇所
本研究では、PS1NTF側TMD3から5つの残基(i.e. L166、F172、F177、I180、G183)を選択

し、それぞれPS1CTF側の活性中心Aspに近いL383とI387、若しくはPALP motifのL435の3つ
の残基とcrosslinkし、距離の測定を行った。
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図31. Topology解析で用いたCys PS1 Mtを含むγ-secretaseのAβ切断活性測定
DKONL細胞に各種single/double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌した

Aβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。内因性Cys基を全てSer基に変えたコント
ロール群Cysless細胞のAβ分泌量によって規格化してある(n = 4)。
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図32. L383をベースにしたdouble Cys PS1 Mtのcrosslink
A-E. DKO細胞に各種double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、microsomeを取得して

crosslinkを行った。Crosslinkされたものは赤い太字で示してある。灰色と黒色の矢
印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。白色と赤色の矢印はそれぞれPS1FL、及
びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、
anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。
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図33. I387をベースにしたdouble Cys PS1 Mtのcrosslink
A-C. DKO細胞に各種double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、microsomeを取得して

crosslinkを行った。Crosslinkされたものは赤い太字で示してある。灰色と黒色の矢
印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。白色と赤色の矢印はそれぞれPS1FL、及
びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、
anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。
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図34. L435をベースにしたdouble Cys PS1 Mtのcrosslink
A-E. DKO細胞に各種double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、microsomeを取得して

crosslinkを行った。Crosslinkされたものは赤い太字で示してある。灰色と黒色の矢
印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。白色と赤色の矢印はそれぞれPS1FL、及
びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、
anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。
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図35. TMD3とL383の距離
Crosslinkされたものは実線で結び、取りうる最短距離を記載した。Crosslinkされな

かったものは点線で結んだ。なお、Crosslinkが見られなかった組み合わせについては、最
短距離が24.7Åより遠いと推測される。
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図36. TMD3とI387の距離
Crosslinkされたものは実線で結び、取りうる最短距離を記載した。Crosslinkされな

かったものは点線で結んだ。なお、Crosslinkが見られなかった組み合わせについては、最
短距離が24.7Åより遠いと推測される。
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図37. TMD3とL435の距離
Crosslinkされたものは実線で結び、取りうる最短距離を記載した。Crosslinkされな

かったものは点線で結んだ。なお、Crosslinkが見られなかった組み合わせについては、最
短距離が24.7Åより遠いと推測される。
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図38.本研究で明らかとなったTMD3のtopologyとcryo-EMによる報告のまとめ
本研究の中で解き明かした、TMD3とL383、I387、L435の距離の範囲と、cryo-EMに

よるγ-secretaseの3つの安定構造(Apo-Class 1、2、3)内での各2残基間の距離をまとめた
もの。Crosslinkされなかった2残基間は24.7 Åより長く、―で示した。

残基 Apo-Class 1 Apo-Class 2 Apo-Class 3 Crosslink

L166-L383 10 ~ 15 Å 12 ~ 17 Å 14 ~ 19 Å 2.1 Å ~

L172-L383 13 ~18 Å 13 ~ 19 Å 14 ~ 20Å 13.0 Å ~

F177-L383 14 ~ 18 Å 14 ~ 18 Å 14 ~ 18 Å 10.4 Å ~

I180-L383 19 ~ 23 Å 18 ~ 22 Å 17 ~ 22 Å 13.0 Å ~

G183-L383 22 ~ 27 Å 22 ~ 28 Å 22 ~ 27 Å ー (24.7 Å <)

F177-I387 11 ~ 15 Å 10 ~ 15 Å 11 ~ 16 Å 13.0 Å ~

I180-I387 16 ~ 20 Å 15 ~ 19 Å 15 ~ 19 Å 24.7 Å ~

G183-I387 20 ~ 23 Å 20 ~ 22 Å 20 ~ 23 Å ー (24.7 Å <)

L166-L435 19 ~ 24 Å 21 ~ 26 Å 25 ~ 30 Å 24.7 Å ~

L172-L435 24 ~ 29 Å 24 ~ 28 Å 25 ~ 32 Å 13.0 Å ~

F177-L435 21 ~ 26 Å 20 ~ 25 Å 21 ~ 27 Å 13.0 Å ~

I180-L435 27 ~ 31 Å 25 ~ 29 Å 26 ~ 30 Å ー (24.7 Å <)

G183-L435 30 ~ 34 Å 30 ~ 32 Å 30 ~ 34 Å ー (24.7 Å <)
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図39. TSA型GSI、L-685,458によるTMD3周囲の親水性環境の変化
A. DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、intact cellsを用いてL-685,458

によるSCAM標識の変化を調べた(n = 3; mean ± SEM; by Student t-test)。Anti-

PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図40. TSA型GSI、L-685,458によるTMD3の構造変化
A. L-685,458によるTMD3の構造変化を調べる為、TMD3からF177、PS1CTFから

I387を選択し、crosslinkで結合させた。
B. DKO細胞に各種double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、microsomeを取得してL-

685,458によるincubation後にcrosslinkを行った。Crosslinkされたものは赤い太字で
示してある。灰色と黒色の矢印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。結果、L-

685,458によってcrosslinkが大幅に減少した。白色と赤色の矢印はそれぞれPS1FL、
及びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、
anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。
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図41. Aβ42産生変動時のTMD3周囲の活性中心ポアの解析に用いたFAD変異一覧
A. 本検討では部位別に6つの変異を導入した。PS1NTF側よりまずHL1に位置するP117L、

TMD2内腔側に位置するM139V、TMD3内部と周辺からF176L、F177L、及びE184D、そ
してPS1CTF側より活性中心Aspの隣のG384Aを選択した。

B. 6つのFAD変異の位置をcryo-EM構造上にマッピングしたもの。TMD3の膜内領域は赤色
で示した。橙色、及び黒色はそれぞれ導入FAD変異と活性中心Aspを示す。

A

B

P117L HL1 Wisniewski, 1998

M139V TMD2 Larner, 2003

F176L TMD3 Müller, 2013

F177L TMD3 Rogaeva, 2001

E184D HL3 Yasuda, 1997

G384A TMD7 Tanahashi, 1996
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図42. Aβ42産生変動時のTMD3周囲の活性中心ポアの解析に用いたFAD変異の活性評価
A. P117LとM139V、G384Aの活性評価。DKONL細胞に各種PS1 Mtを過剰発現させ、培
養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40

+ Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM; compared with wt by Tukey test for P117L and

M139V and by Student t-test for G384A)。
B. F176L、F177LとE184Dの活性評価。DKONL細胞に各種PS1 Mtを過剰発現させ、培養
上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 +

Aβ42)で算出した(n = 4; mean± SEM; compared with wt by Tukey test)。
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図43. Aβ42産生変動時のTMD3周囲の活性中心ポアの解析に用いたsingle Cys PS1 Mt

with FAD変異の活性評価 1
A. L166CベースのPS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種single Cys PS1 Mtを過剰発現
させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio =

Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM; compared with L166C by Tukey

test)。
B. F177CベースのPS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種single Cys PS1 Mtを過剰発現
させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio =

Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM; compared with F177C by Tukey

test)。
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図44. Aβ42産生変動時のTMD3周囲の活性中心ポアの解析に用いたsingle Cys PS1 Mt

with FAD変異の活性評価 2
L166C、及びF177CにF177L若しくはE184D変異を導入したPS1 Mtの活性評価。 DKONL

細胞に各種single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量を
ELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM;

compared with each control group by Tukey test for L166C single PS1 Mt and Student t-

test for F177C single PS1 Mt)。
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図45. L166C or F177C/F176L single Cys PS1 Mtの活性評価
L166C、及びF177CにF176L変異を導入したPS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種single

Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定し
た。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM; compared with each

control group by Student t-test)。
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図46. Aβ42産生変動時のTMD3周囲の活性中心ポアの解析に用いたFAD変異、及びFLAG-

Pen-2のAICD/NICD切断活性評価
A. AICD切断活性評価。#1210細胞に各種PS1 Mtを過剰発現させ、細胞内に産生された

AICD量をLuciferase assayによって測定した。測定量は各種PS1の発現量毎に値を調整し、
wtで規格化してある(n = 3 ~ 4; mean ± SEM; compared with wt by Student t-test for

G384A and Tukey test for others)。
B. NICD切断活性評価。#1210細胞に各種PS1 Mtを過剰発現させ、細胞内に産生された

NICD量をLuciferase assayによって測定した。測定量は各種PS1の発現量毎に値を調整し、
wtで規格化してある(n = 3 ~ 4; mean ± SEM; compared with wt by Student t-test for

G384A and Tukey test for others)。
C. 各種PS1の#1210細胞での発現量。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
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図47. FAD変異によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. P117LとM139Vによる活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtを

stableに過剰発現させ、SCAMでL166CとF177Cの親水性の変化を検出した。定量結果は
各control群で規格化してある(n = 3; mean± SEM; compared with each control group by

Tukey test)。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. F177LとE184Dによる活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstable

に過剰発現させ、SCAMでL166CとF177Cの親水性の変化を検出した。定量結果は各
control群で規格化してある(n = 3; mean ± SEM; compared with each control group by

Tukey test)。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
C. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図48. F176L変異によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. F176Lによる活性中心ポアの変化。DKO細胞にL166C single Cys PS1 Mtをstableに過
剰発現させ、SCAMでL166Cの親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規格化
してある(n = 3; mean ± SEM; compared with control group by Tukey test)。Anti-

PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図49. G384A変異によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. G384Aによる活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過剰
発現させ、SCAMでL166CとF177Cの親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で
規格化してある(n = 3; mean ± SEM; compared with each control group by Tukey test)。
Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。

B. 活性中心ポアの変動の模式図。

B

定常状態

G384A

G384A有り

A

PS1NTF

0

0.25

0.5

0.75

1

1.25

R
e
la

ti
v
e
 

la
b

e
li

n
g
 e

ff
ic

ie
n

ci
e
s

0

0.5

1

1.5

PS1NTF

Pulldown 

Input

241



図50. FLAG-Pen-2のAβ42産生への影響
A. γ-Secretaseの構造。白色がPS1、赤色がPS1TMD3、マゼンタがPen-2を示す。Nct、
若しくはAph-1は黄緑色で示している。また、活性中心Aspは黒色で塗った。

B. FLAG-Pen-2の模式図。
C. FLAG-Pen-2を導入したPS1の活性評価。DKONL細胞に各種PS1wtとFLAG-Pen-2

を両方過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定
した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM; compared

with wt by Student t-test)。
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図51. FLAG-Pen-2によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. Pen-2 N末端伸長による活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtと

FLAG-Pen-2をstableに過剰発現させ、SCAMでL166CとF177Cの親水性の変化を検出した。
定量結果は各control群で規格化してある(n = 4; mean ± SEM; compared with each

control group by paired Student t-test)。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、anti-Pen-2抗体
にはPNT3抗体を用いた。

B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図52. V236S変異のAβ42産生への影響
A. V236S変異の位置をcryo-EM構造上にマッピングしたもの。TMD3の膜内領域は赤色で
示した。青色、及び黒色はそれぞれV236S変異と活性中心Aspを示す。

B. V236Sの活性評価。DKONL細胞に各種PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌した
Aβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出し、
wtで規格化してある(n = 6; mean± SEM; compared with wt by Student t-test)。
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図53. L166C or F177C/V236S single Cys PS1 Mtの活性評価
A. L166CにV236S変異を導入したPS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種single Cys PS1

Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。
Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean± SEM; compared with L166C by

Student t-test)。
B. F177CにV236S変異を導入したPS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種single Cys PS1

Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。
Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean± SEM; compared with F177C by

Student t-test)。
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図54. V236S変異によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. V236Sによる活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過剰発
現させ、SCAMでL166CとF177Cの親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規
格化してある(n = 3; mean ± SEM; compared with each control group by Tukey test)。
Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。

B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図55. E2012、ST1120、HK1138の薬理効果(PS1wt)
本検討で用いた3種類のGSM (i.e. E2012、ST1120、HK1138)の構造と野生型PS1に対する

薬理効果。
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図56. E2012の薬理効果(L166C single Cys PS1 Mt)
本検討で用いたE2012の構造とL166C single Cys PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細胞

にL166C single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量を
ELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM;

compared with control group by Tukey test)。
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図57. ST1120、HK1138の薬理効果(L166C single Cys PS1 Mt)
A. 本検討で用いたST1120の構造とL166C single Cys PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL

細胞にL166C single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量
をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ±
SEM; compared with control group by Tukey test)。

B. 本検討で用いたHK1138の構造とL166C single Cys PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL

細胞にL166C single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量
をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ±
SEM; compared with control group by Tukey test)。

0

50

100

150

200

250

300
Aβ40

Aβ42

S
e
cr

e
te

d
 A

β
 (

p
M

)

Aβ ratio (%)

有意差

17.7

1.4
±

28.4

5.2
±

1.5

0.85
±

0.99

0.63
±

2.1

0.78
±

P=0.0508

***

P=1.70E-05

***

P=1.10E-05

***

P=1.32E-05

puro 0 0.01 0.1 1 10ST1120 (uM)

ST1120
A

0

100

200

300

400

HK1138

Aβ40

Aβ42

S
e
cr

e
te

d
 A

β
 (

p
M

)

Aβ ratio (%)

有意差

22.8

1.6
±

28.4

5.2
±

4.8

1.5
±

6.2

0.98
±

14.8

2.1
±

puro 0 0.01 0.1 1 10HK1138 (uM)

B

P=0.607

*

P=0.0281

***

P=0.000307

***

P=0.000160

249



0

50

100

150

200

図58. ST1120の薬理効果(F177C single Cys PS1 Mt)
本検討で用いたST1120の構造とF177C single Cys PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細胞

にF177C single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量を
ELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM;

compared with control group by Tukey test)。
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図59. GSMによるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. 3種類のGSMによる活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに
過剰発現させ、SCAMでL166CとF177Cの親水性の変化を検出した。定量結果は各control

群で規格化してある(n = 3; mean ± SEM; compared with each control group by Tukey

test)。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図60. F176L変異によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. F176Lによる活性中心ポアの変化。DKO細胞にF177C single Cys PS1 Mtをstableに過
剰発現させ、SCAMでとF177Cの親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規格
化してある(n = 3; mean ± SEM; compared with control group by Tukey test)。Anti-

PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図61. L-685,458の薬理効果(L166C or F177C single Cys PS1 Mt)
A. 本検討で用いたL-685,458のV236S変異を持つL166C single Cys PS1 Mtに対する薬理効
果。DKONL細胞に各single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及び
Aβ42量をELISAによって測定した。L-685,458を入れていない比較群については、図53A

を参照のこと。
B. 本検討で用いたL-685,458のV236S変異を持つF177C single Cys PS1 Mtに対する薬理効
果。DKONL細胞に各single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及び
Aβ42量をELISAによって測定した。L-685,458を入れていない比較群については、図53B

を参照のこと。
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図62. V236S変異存在下でのL-685,458によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. L-685,458による活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過
剰発現させ、SCAMでL166CとF177Cの親水性の変化を検出した。定量結果は各control群
で規格化してある(n = 3; mean ± SEM; compared with each control group by Tukey

test)。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図63. GSM存在下でのL-685,458によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. L-685,458による活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過
剰発現させて予め一晩GSMとincubationし、SCAMでL166Cの親水性の変化を検出した。
定量結果は各control群で規格化してある(n = 3; mean ± SEM; compared with each

control group by Tukey test)。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図64. Crosslinkによる構造変化の検出
A. TMD3と活性中心Aspの距離を近似的に測定する為、D385付近のL383をL166に、

I387をF177に対応させ、crosslinkで距離を測定した。
B. 構造変化検出の模式図。距離の変動によってcrosslinkerの結合の有無に違いが生じ
ることを期待し、western blottingで検出する。
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図65. FAD変異を含むL166C/L383C double Cys PS1 Mtのcrosslink
A-D. DKO細胞に各種double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、microsomeを取得して

crosslinkを行った。Crosslinkされたものは赤い太字で示してある。灰色と黒色の矢
印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。白色と赤色の矢印はそれぞれPS1FL、及
びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、
anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。
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図66. FAD変異を含むF177C/I387C double Cys PS1 Mtのcrosslink
A-C. DKO細胞に各種double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、microsomeを取得して

crosslinkを行った。Crosslinkされたものは赤い太字で示してある。灰色と黒色の矢
印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。白色と赤色の矢印はそれぞれPS1FL、及
びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、
anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。
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図67. E2012の薬理効果(L166C/L383C、F177C/I387C double Cys PS1 Mt)
A. 本検討で用いたE2012のL166C/L383C double Cys PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL

細胞にL166C/L383C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及
びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4;

mean± SEM; compared with control group by Tukey test)。
B. 本検討で用いたE2012のF177C/I387C double Cys PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL

細胞にF177C/I387C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及び
Aβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4;

mean± SEM; compared with control group by Tukey test)。
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図68. GSM存在下のL166C/L383C or F177C/I387C double Cys PS1 Mtのcrosslink
A-B. DKO細胞に各種double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、microsomeを取得して

crosslinkを行った。Crosslinkされたものは赤い太字で示してある。灰色と黒色の矢
印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。白色と赤色の矢印はそれぞれPS1FL、及
びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、
anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。
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図69. Crosslinkによる構造固定
A. Crosslinkerは揺らぎのあるタンパクの構造の、瞬間的に取り得る最短距離を捕捉す
る。その為構造変化後の最短距離が不変であるならば、crosslinkでの検出は不可能で
ある。

B. Crosslinkerを構造固定剤として用いる代替案。2ドメイン間の距離の拡大がAβ42産
生減少に直結するならば、化合物による構造変化が阻害されてAβ42の産生変動が無く
なると考えられる。
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図70. Cell free assayによる構造固定時のAβ42産生検出条件検討
A. DKONL細胞にF177C/I387C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、microsomeを取
得して各条件でcrosslinkを行った。Crosslinkされたものは赤い太字で示してある。灰
色と黒色の矢印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。白色と赤色の矢印はそれぞれ
PS1FL、及びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。Anti-PS1NTF抗体には
G1Nr5、anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。

B. DKONL細胞にF177C/I387C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、cell free assayで
分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。

C. DKONL細胞にF177C/I387C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、microsomeを取
得して各条件でcrosslinkを行った。Crosslinkされたものは赤い太字で示してある。灰
色と黒色の矢印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。白色と赤色の矢印はそれぞれ
PS1FL、及びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。Anti-PS1NTF抗体には
G1Nr5、anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。
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図71. sC99の精製
A. In vitro assayで用いたsC99 3×FLAG精製結果。
B. sC99 3×FLAGの模式図。
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図72. In vitro assayによるL166C/L383C間固定時のAβ42産生変動
A. DKO細胞にL166C/L383C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、可溶化画分を取得
してcrosslinkした後、精製sC99の切断をin vitro assayを行った。Crosslinkされたも
のは赤い太字で示してある。灰色と黒色の矢印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。
白色と赤色の矢印はそれぞれPS1FL、及びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。
Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。

B. DKO細胞にL166C/L383C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、in vitro assayで分
泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)

で算出した(n = 7; mean ± SEM; compared with each non-compound-treated group

by Tukey test)。
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図73. In vitro assayによるF177C/I387C間固定時のAβ42産生変動
A. DKO細胞にF177C/I387C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、可溶化画分を取得し
てcrosslinkした後、精製sC99の切断をin vitro assayを行った。Crosslinkされたもの
は赤い太字で示してある。灰色と黒色の矢印はそれぞれPS1NTFとPS1CTFを示す。
白色と赤色の矢印はそれぞれPS1FL、及びPS1NTFとPS1CTFのcrosslink産物を示す。
Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5、anti-PS1CTF抗体にはG1L3抗体を用いた。

B. DKO細胞にF177C/I387C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、in vitro assayで分
泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)

で算出した(n = 7; mean ± SEM; compared with each non-compound-treated group

by Tukey test)。
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図74. PALによるL166C/L383C double Cys PS1 MtへのE2012結合能の測定
A. E2012のprobeであるER-000390411の構造。
B. DKO細胞にL166C/L383C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、可溶化画分を取得
してcrosslinkした後、PALを行った。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。

C. DKO細胞にL166C/L383C double Cys PS1 Mtを過剰発現させ、可溶化画分を取得
して行ったPALのバンド強度を定量した (n = 5; mean ± SEM; compared with non-

crosslinked group by Student t-test)。
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図75. H163各PS1 Mtの活性評価
A. 各水分子保持候補残基をcryo-EM構造上にマッピングしたもの。TMD3の膜内領域は赤
色で示した。水色、及び黒色はそれぞれ候補残基と活性中心Aspを示す。

B. H163 PS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種H163 PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清
中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 +

Aβ42)で算出した(n = 7; mean± SEM; compared with wt by Tukey test)。
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図76. S169及びS170各PS1 Mtの活性評価
A. S169 PS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種S169 PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清
中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 +

Aβ42)で算出した(n = 4; mean± SEM; compared with wt by Tukey test)。
B. S170 PS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種S170 PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清
中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 +

Aβ42)で算出した(n = 4; mean± SEM; compared with wt by Tukey test)。
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図77. Q222及びQ223各PS1 Mtの活性評価
A. Q222 PS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種Q222 PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清
中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 +

Aβ42)で算出した(n = 4; mean± SEM; compared with wt by Tukey test)。
B. Q223 PS1 Mtの活性評価。DKONL細胞に各種Q223 PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清
中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 +

Aβ42)で算出した(n = 4; mean± SEM; compared with wt by Tukey test)。
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図78. GSM存在下での水分子保持候補残基周囲の親水性の変動
A. E2012による活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過剰発
現させ、SCAMで各部位の親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規格化して
ある(n = 4; mean ± SEM; compared with each control group by Student t-test)。Anti-

PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図79. E2012の薬理効果(Y106A PS1 Mt)
A. GSM結合残基をcryo-EM構造上にマッピングしたもの。TMD3の膜内領域は赤色で示し
た。緑色、及び黒色はそれぞれGSM結合残基と活性中心Aspを示す。

B. 本検討で用いたE2012のY106A PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細胞にY106A PS1

Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。
Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM; compared with each

control group by Tukey test)。
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図80. E2012の薬理効果(Y181A PS1 Mt)
本検討で用いたE2012のY181A PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細胞にY181A PS1 Mtを

過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。Aβ ratio =

Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM; compared with each control group by

Tukey test)。
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図81. E2012の薬理効果(Y195A、Y181A/Y195A PS1 Mt)
A. 本検討で用いたE2012のY195A PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細胞にY195A PS1

Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISAによって測定した。
Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM; compared with control

group by Tukey test)。PS1wtとの比較は図76Bを参照。
B. 本検討で用いたE2012のY181A/Y195A PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細胞に

Y181A/Y195A PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量をELISA

によって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ± SEM;

compared with each control group by Tukey test)。
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図82. TMD1の垂直運動の模式図
細胞膜内でTMD1が垂直運動する模式図。細胞質側へ移動した場合、細胞質末端残基である

G78の親水性が上がり、内腔側末端残基であるI100の親水性が低下する。一方、内腔側へ移動
した場合、細胞質末端残基であるG78の親水性が下がり、内腔側末端残基であるI100の親水性
が増加する。
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図83. Y106A変異存在下でのE2012によるTMD1の垂直運動の検出
A. E2012による垂直運動の変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過剰発現さ
せ、SCAMで各部位の親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規格化してある
(n = 3; mean ± SEM; compared with each control group by Student t-test)。Anti-

PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. 垂直運動の変化の模式図。
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図84. Y181A変異存在下でのE2012によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. E2012による活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過剰発
現させ、SCAMで各部位の親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規格化して
ある(n = 3 ~ 4; mean ± SEM; compared with each control group by Student t-test)。
Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。

B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図85. Y195A変異存在下でのE2012によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. E2012による活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過剰発
現させ、SCAMで各部位の親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規格化して
ある(n = 3 ~ 4; mean ± SEM; compared with each control group by Student t-test)。
Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。

B. 活性中心ポアの変動の模式図。
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図86. Y181A変異存在下でのE2012によるTMD1の垂直運動の検出
A. E2012による垂直運動の変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過剰発現さ
せ、SCAMで各部位の親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規格化してある
(n = 3 ~ 5; mean± SEM; compared with each control group by paired Student t-test for

G78C/Y181A and Student t-test for I100C/Y181A)。Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用い
た。

B. 垂直運動の変化の模式図。
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図87. Y106A変異存在下でのE2012によるTMD3周囲の活性中心ポアの変動
A. E2012による活性中心ポアの変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過剰発
現させ、SCAMで各部位の親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規格化して
ある(n = 3; mean ± SEM; compared with each control group by Student t-test)。Anti-

PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
B. 活性中心ポアの変動の模式図。

Y106A有り + E2012

279



0

10

20

30

40

50

Aβ40

Aβ42

puro G78C G78C/Y181A

S
e
cr

e
te

d
 A

β
 (

p
M

)

Aβ ratio (%)
23.4

2.0
±

20.0

3.0
±

17.8

3.5
±

28.5

1.4
±

26.0

1.2
±

*

P=0.014有意差 P=0.58

A

18.3

0.92
±

10.7

3.7
±

1.8

0.68
±

24.7

3.3
±

23.0

0.94
±

P=0.853

***

P=0.000101 P=0.994P=0.883 P=0.147P=0.939

E2012 (μM) 0 0.01 0.1 1 10 0 0.01 0.1 1 10

図88. E2012の薬理効果(G78C、G78C/Y181A、I100C、I100C/Y181A PS1 Mt)
A. 本検討で用いたE2012のG78C、G78C/Y181A PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細胞
に各種G78C single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量
をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ±
SEM; compared with each control group by Tukey test)。

B. 本検討で用いたE2012のI100C、I100C/Y181A PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細胞
に各種I100C single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42量
をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ±
SEM; compared with each control group by Tukey test)。
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図89. E2012の薬理効果(L166C、L166C/Y106A、F177C、F177C/Y106A PS1 Mt)
A. 本検討で用いたE2012のL166C、L166C/Y106A PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細
胞に各種L166C single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42

量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ±
SEM; compared with each control group by Tukey test)。

B. 本検討で用いたE2012のF177C、F177C/Y106A PS1 Mtに対する薬理効果。DKONL細
胞に各種F177C single Cys PS1 Mtを過剰発現させ、培養上清中に分泌したAβ40及びAβ42

量をELISAによって測定した。Aβ ratio = Aβ42/(Aβ40 + Aβ42)で算出した(n = 4; mean ±
SEM; compared with each control group by Tukey test)。
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図90. V236S変異存在下でのTMD1の垂直運動の検出
A. V236S変異よる垂直運動の変化。DKO細胞に各種single Cys PS1 Mtをstableに過剰発現
させ、SCAMで各部位の親水性の変化を検出した。定量結果は各control群で規格化してあ
る(n = 3; mean ± SEM; compared with each control group by paired Student t-test)。
Anti-PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。

B. 垂直運動の変化の模式図。
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図91. PALによるY106A、Y181A PS1 MtへのE2012結合能の測定
DKO細胞に各種PS1 Mtを過剰発現させ、可溶化画分を取得してcrosslinkした後、 PAL

のバンド強度を定量した(n = 3 ~ 8; mean ± SEM; compared by Tukey test)。Anti-

PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
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図92. PALによるY181A、Y195A、Y181A/Y195A PS1 MtへのE2012結合能の測定
DKO細胞に各種PS1 Mtを過剰発現させ、可溶化画分を取得してcrosslinkした後、 PAL

のバンド強度を定量した(n = 4 ~ 8; mean ± SEM; compared by Tukey test)。Anti-

PS1NTF抗体にはG1Nr5を用いた。
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定常状態

図93. Aβ42産生変動時に引き起こされる構造変化
Aβ42の産生変動とTMD3の構造変化の関連の模式図。一部を除き、Aβ42産生が増加する時

にTMD3周囲の特に内腔側の活性中心ポアが縮小し、親水性が減少する。Aβ42産生が減少する
時にTMD3周辺の活性中心が原則的に全体的に拡大し、親水性が増加する。なお、この時細胞
質側のポアの変動はTMD3と活性中心Aspの距離が増大することで制御されている。

Aβ42産生増加時 Aβ42産生減少時

Aβ42↑ Aβ42↓
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図94. TMD3周囲の親水性増大による基質不安定化
TMD3細胞質側の活性中心ポアの拡大による基質不安定化、及びAβ42産生低下メカニズムの

模式図。TMD3と活性中心Aspの距離が広がるとS169を含むTMD3細胞質側の親水性が増加し、
基質のhelix構造を不安定化して解き、Aβ42を更に切り進める。
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巣学士、三谷学士、宗藤学士、鵜川君、竹本君、長井さん、中村君、山根君）に心より感謝いたします。先輩後輩問わず

皆さんから研究に対する重要なアドバイスとご指摘をたくさん頂けたこと、そしてこれだけ優秀な人材に囲まれた 6年間

を過ごすことが出来ましたこと、大変幸せに思います。 

そして、共に苦しみ、支えてくれた同期の菊池一徳修士、木村美咲修士、そして松﨑将也学士に感謝致します。菊池修

士からはサイエンスに対する柔軟な姿勢を、木村修士からは研究に対する不断の努力の姿勢を、そして松﨑学士からは人

間的な成長を学ぶことが出来ました。心より感謝します。 

 

最後に、如何なる時も支えてくれた父、母、弟、祖母、そして天国の祖父に感謝いたします。 
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