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略語一覧 

 

Aβ  amyloid β protein  アミロイドβタンパク質 
AD  Alzheimer’s disease  アルツハイマー病 
APP  amyloid precursor protein アミロイド前駆体タンパク質 
APS  ammonium persulfate  過硫酸アンモニウム 
AICD  APP intracellular domain  APP細胞内ドメイン 
Aph-1  anterior pharynx-1 
BACE1  β-site APP-cleaving enzyme 1 
CHAPSO 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-2 

-hydroxy-1-propanesulfonic acid 
CTF  C-terminal fragment  C末端断片 
DAPT  N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester 
DMSO  dimethyl sulfoxide  ジメチルスルホキシド 
DNA  deoxyribo nucleic acid  デオキシリボ核酸 
DTT  dithiothreitol   ジチオスレイトール 
FAD  familial Alzheimer’s disease 家族性アルツハイマー病 
HRP  horseradish peroxidase 
L-685,458 5S)-(tert-Butoxycarbonylamino)-6-phenyl-(4R)-hydroxy- 

(2R)-benzylhexanoyl)-L-leucyl-L-phenylalaninamide 
NCT  nicastrin   ニカストリン 
NSAIDs  non-steroidal anti-inflammatory drugs 非ステロイド性抗炎症薬 
NTF  N-terminal fragment  N末端断片 
ONPG  o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside 
PBS  phosphate-buffered saline リン酸緩衝生理食塩水 
PC  phosphatidyl choline  ホスファチジルコリン 
PCR  polymerase chain reaction ポリメラーゼ連鎖反応 
Pen-2  presenilin enhancer-2 
PEG  polyethylene glycol  ポリエチレングリコール 
PS  presenilin   プレセニリン 
RNA  ribonucleic acid   リボ核酸 
SDS  sodium dodecyl sulfate  ドデシル硫酸ナトリウム 
TBS  Tris-buffered saline  トリス緩衝生理食塩水 
TEMED  tetramethylethylene diamine テトラメチルエチレンジアミン 
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1. 序論序論序論序論 

 
アルツハイマー病アルツハイマー病アルツハイマー病アルツハイマー病 
アルツハイマー型認知症（AD）は認知機能低下や人格障害などの症状を呈する認知

症のひとつである。この病気は 1906年アロイス・アルツハイマー博士が、初老期型認

知症と診断されていたアウグステ D という患者の剖検脳を観察し、後に老人斑、神経

原繊維変化（NFT）と呼ばれる病変について報告したのが最初である。この老人斑と神

経原繊維変化という 2つがアルツハイマー病の病理学的特徴とされている。電子顕微鏡

を用いた解析や生化学的解析が進み、老人斑を構成するタンパク質はアミロイドβペプ

チド（Aβ）であることが明らかとなった(1-4)。また NFTは神経細胞内に Paired Helical 
filament (PHF) と呼ばれる繊維状成分の凝集体をつくっていることがわかり、これら

は高度にリン酸化されたタウタンパク質であることが明らかにされた(5-8)。Aβは前駆

体タンパク質 APP（Amyloid precursor protein）がβ-セクレターゼ(β-site APP-cleaving 
enzyme 1: BACE1)によって切断され、C末端側の 99アミノ酸（C99）がγ-セクレター

ゼによる切断を受けて産生されることが明らかになった（図 1. Aβ産生経路）(9)。Aβは
γ-セクレターゼの切断部位によって長さ（アミノ酸残基数）の異なるさまざまな Aβを
産生するが、主にアミノ酸 40個の Aβ40と 42個の Aβ42を 9:1で産生する（詳しくは

後述する）。APP はα-セクレターゼによる切断も受け、この場合続いてγ-セクレターゼ

による切断の結果、Aβではなく、毒性のない p3 を産生する（図 1. 非 Aβ産生経路）

(9)。 
アルツハイマー病のうち 1～5％以下といわれる家族性アルツハイマー病（FAD: 

Familial AD）は常染色体優性遺伝であり、発症年齢が 60～65 歳以下と比較的若いの

が特徴である。FAD を引き起こす変異は APP に 24 ヶ、γ-セクレターゼの活性中心で

あるプレセニリン 1（PS1）に約 160ヶ、PS1のホモログ PS2に約 10ヶ所報告されて

いる(10)。APPの Swedish型変異はβ-セクレターゼ(3)による切断サイト付近に存在し、

β-セクレターゼによる切断が亢進する結果、Aβの産生量が増加することが知られてい

る。また APP の London 型変異や Indiana型変異は Aβ46 付近に変異があり Aβ42 産

生が亢進される(11)。PS の変異は特定の部位ではなく広く全体にみられる（図 2）。ほ

とんどの FAD 変異型 PS をもつ人では Aβ42 の Aβ40 に対する割合（Aβ42 産生比率）

の上昇が確認されている(12-15)が、Aβ42 産生比率の上昇には 3 つのタイプが存在す

る。それは、Aβ40が減少するタイプ、Aβ42 産生が上昇するタイプ、Aβ40が減少し、

Aβ42が上昇するタイプである(16)。 
これに対してADのほとんどを占めるのは孤発性であり、60～65歳以上に発症する。

危険因子として APOEε4 が知られている(17)。また最近の大規模ゲノムワイド解析か

らアルツハイマー病発症と関連のある遺伝子が新たにいくつか報告された(18)。これら
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の遺伝子がどのようにアルツハイマー病を引き起こしているのか調べることで FAD と

孤発性 ADとの詳細な違いが明らかになってくると考えられる。 
 
 
アミロイド仮説アミロイド仮説アミロイド仮説アミロイド仮説 
アルツハイマー病の発症機序として有力な説はアミロイド仮説と呼ばれる説である

(19)。これは、脳でアミロイドβの凝集・蓄積が先行して起こり、その後にタウの過剰リ

ン酸化が起こって、神経細胞死を招き、記憶障害などの症状を呈するようになるという

ものである。過去には、線維化した Aβによって神経細胞死などが引き起こされると考

えられていたが、老人斑と神経細胞死の程度が一致しないことが報告され(20)、2002年

には Aβオリゴマーがシナプス可塑性を阻害することが病因であるとする説が登場した

(21,22)。毒性を持つ Aβオリゴマーの大きさについては 2量体、12量体などさまざまな

報告がある(23-26)。また近年、老人斑を形成しない 693 番目のグルタミン酸が欠損し

た FAD 変異型 APP（E693∆）が見つかった。この変異型 APP のトランスジェニック

マウスは 8 ヶ月齢でオリゴマーAβの蓄積がニューロン内でみられる一方、老人斑の蓄

積は 24 ヶ月齢でも認められなかった。また 8 か月齢より行動テストで異常がみられ、

タウの異常リン酸化など AD でみられる病理変化がオリゴマーAβだけで観察された

(27)。こういったことから、現在は繊維化する前のオリゴマーAβに神経毒性があると考

えられている。 
Aβを標的とした抗 Aβ抗体療法の治験で、Aβを取り除くことでは症状を改善できなか

ったことから、Aβが発症の原因ではないのではないかという見方も出てきた。しかし、

最近アイスランド人のアルツハイマー病を発症していない高齢者から新たに見つかっ

た APPの変異（A673T）では APPの BACE1による切断が起こりにくくなっており、

in vitro では 40%の Aβ産生の低下がみられたとの報告がある(28)。またα-セクレター

ゼのひとつである ADAM10過剰発現マウスと ADモデルマウス Tg2576をかけあわせ

ると、Aβ産生が減少し、海馬での神経再生も進んだという報告もある(29)。これらはア

ミロイド仮説を支持する結果であり、Aβの産生によって AD が引き起こされるのはほ

ぼ間違いないであろう。重要なのは、治療あるいは予防を開始する時期であるというこ

とがわかってきた。 
 
Aβ分子種分子種分子種分子種 

アルツハイマー病の脳では、Αβは主に40アミノ酸のΑβ40と42アミノ酸のΑβ42がおよ

そ9:1の割合で産生されるといわれている。Αβ42はΑβ40よりも凝集性が高く(30)、FAD
変異ではΑβ42の産生比率（Αβ42/Αβ40）が上昇することなどから、主にΑβ40とΑβ42が
注目されてきた。しかし、これら2つのΑβに加えて、近年、Αβ43の存在と、その重要性

が指摘された(31)。この論文において斉藤らは、Αβ43特異的な抗体を用いてΑβ43が老人
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斑の中心にあって凝集の核となっていることを示した。またΑβ43は、これまで凝集が

Αβ40に比べて速いといわれてきたΑβ42よりも速く凝集することも明らかにした。細胞

毒性についても検討しており、Αβ43はΑβ42よりも毒性が高いことがわかった。今後の

研究においては、Αβ40、Αβ42に加えてΑβ43についても注意していく必要があることが

示唆された。 
 各Αβ分子種はトリペプチド仮説と呼ばれる仮説に基づいて産生されると考えられて

いる。この仮説では C99がまずε切断と呼ばれる切断を受け、Αβ49またはΑβ48とこれに

対応する APP Intracellular Domain (AICD)を産生する（図 3）。つづいてΑβ49、Αβ48
は 3 または 4 残基ずつγ-セクレターゼによる切断を受けて最終的に Aβ37～Aβ43 を産

生すると考えられている(32)（図 3）。 
 
γ-セクレターゼと各サブユニットの機能セクレターゼと各サブユニットの機能セクレターゼと各サブユニットの機能セクレターゼと各サブユニットの機能 

γ-セクレターゼは、活性中心であるプレセニリン（PS）、ニカストリン（NCT）、Aph1、
Pen2の4つを最小構成因子とし機能を有することが2003年に明らかとなった(33-35)。
その後、2007 年に共免疫沈降による実験で活性をもつγ-セクレターゼ複合体中に含ま

れる 4 つのタンパク質は 1:1:1:1 の比率であると報告された(36)。また PS1 と PS2 が

同じ複合体中に存在しないこと、Aph1aL、Aph1aS、Aph1b が互いに同じ複合体中に

存在しないことも示された(36)。 
PS は、PS1 と PS2 の 2 つのホモログが存在する 9回膜貫通タンパク質である(37)。

活性中心のアスパラギン酸は、第 6 と第 7 膜貫通ドメインに存在する(38,39)。PS1、
PS2ともに脳を含む全身に発現している(40)が、脳でどちらが多く発現しているかにつ

いては報告がない。上述のとおり、FAD 変異型 PS の過剰発現はΑβ42の産生比率の上

昇と結びついており、Αβ42/Αβ40の上昇が AD の発症と深く関わっていると考えられて

いる。 
Aph1は 7回膜貫通タンパク質(41)で Aph1aと Aph1bが存在する。マウス脳におけ

る Aph1a、bの発現は海馬では同等であることがわかっている(42)。Aph1aのノックダ

ウンは PS のタンパクレベルの低下、などが観察されており、γ-セクレターゼ構成タン

パク質の安定化に寄与することを示唆するデータが報告されている(43)。一方 Aph1b
のノックダウンは PS、NCT、Aph1a、Pen2 の量に影響をほとんど与えないことが報

告されている(43)。2009年には Aph1bをもつγ-セクレターゼは Aph1aをもつγ-セクレ

ターゼに比べて Aβ42(43)を多く産生する一方、γ-セクレターゼの基質のひとつで細胞の

分化に関連がある Notch1の切断にはあまり関わらないとする報告がされた(42)。 
NCT は一回膜貫通タンパク質で、大きな細胞外ドメインがγ-セクレターゼの基質を

認識し活性中心に運び入れる役割を持っているという報告がなされた(44)が、酵母再構

成系を用いた当研究室の先行研究で特定の PS1二重変異では NCTがなくても APPや

Notch切断活性を有することを発見した(45)。 
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Pen2 は二回膜貫通タンパク質で、PS の第 6 膜貫通領域と第 7 膜貫通領域の間で自

己消化を促す役割を持つと考えられ、Pen2のノックダウンにより全長のPSが蓄積し、

N末側断片（NTF）と C末側断片（CTF）が減少する(35)(46)。 
 
γ-セクレターゼ複合体の形成過程セクレターゼ複合体の形成過程セクレターゼ複合体の形成過程セクレターゼ複合体の形成過程 

γ-セクレターゼがどういう順番で複合体形成をしていくのかについては 2つの考え方

がある。NCTと Aph1のサブコンプレックスが始めに形成され、ここに PSが加わり、

最後に Pen2が結合してγ-セクレターゼ複合体が出来上がる(47,48)。または、NCT/Aph1
に PS/Pen2 が結合することでγ-セクレターゼが完成すると考えられている(49)。PS は

Pen2と結合することで自己消化を起こして N末側断片（NTF）と C末側断片（CTF）
となり安定化し、活性をもつようになる。 
 
γ-セクレターゼの立体構造セクレターゼの立体構造セクレターゼの立体構造セクレターゼの立体構造 

γ-セクレターゼが基質を切断する際、膜内においてどのように水分子を取り込んで加

水分解を起こすのかという問題があったが、SCAM（substituted cysteine accessibility 
method）という、親水性環境でチオール基と反応するMTS試薬を用いたシステイン導

入部位の親水性環境を評価する実験により、第 1膜貫通領域、第 6膜貫通領域、GXGD
モチーフのある第 7 膜貫通領域、PAL モチーフ周辺と 9 膜貫通領域が親水性ポアを形

成していることが明らかとなっており(50-52)、このポアで膜内切断が起きていると考

えられている。 
また Aβ42 の産生の亢進と PS の N 末側断片（NTF）と C 末側断片（CTF）の立体

構造の変化の報告もなされている。これによると PSの NTFと CTFの距離が小さくな

る（closed型）と、大きいとき（open型）に比べて Aβ42の産生が亢進する(53) (54)。
Pen2の N末端側にタグを付加することで、活性中心ポアの構造変化と Aβ42の産生上

昇がみられたという報告もあり(55)、これもNTFと CTFによって形成される活性中心

ポアの構造の変化によって産生される Aβ分子種が変わってくることを裏付ける結果で

ある。 
 
γ-セクレターゼ活性の調節因子セクレターゼ活性の調節因子セクレターゼ活性の調節因子セクレターゼ活性の調節因子 

γ-セクレターゼは 4 つのタンパク質から構成される複合体プロテアーゼであると述べ

てきたが、活性や基質選択性などの機能に影響を与える結合タンパク質の存在がいくつ

か報告されている。CD147（basiginとも呼ばれる）は、がん細胞に高発現している膜糖

タンパク質で、CD147のノックダウンによってγ-セクレターゼは Aβ産生を上昇させるこ

とが報告されている(56)。TMP21（p24 cargo ファミリー）はε切断には影響を与えない

がγ切断活性を抑制することが報告された(57)。GSAP（gamma-secretase activating 
protein）は 2010 年に報告された調節因子で、APP とγ-セクレターゼの両方に結合する
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ことでγ-セクレターゼの APP切断活性を上昇させるが、Notchの切断には影響を与えな

い(58)。しかし、最近になって GSAP の効果が再現できないという報告がなされており

(59)、議論の余地があるといえる。GSAPのようにNotchの切断に影響を及ぼさずに APP
の切断活性を変えることが示唆されている調節因子の報告はあるが、現在までにこの逆

の活性を示す調節タンパク質、つまり APP切断に影響を与えず、Notch切断活性を変え

るものについては報告がないものの、存在しても不思議ではない。このように調節タン

パク質によってγセクレターゼは 60 以上あるといわれる基質を選択しているのかもしれ

ない。 
 
γ-セクレターゼをターゲットとした治療セクレターゼをターゲットとした治療セクレターゼをターゲットとした治療セクレターゼをターゲットとした治療 

γ-セクレターゼ活性を抑制することで Aβ産生の抑制は可能であるが、細胞分化や運命

決定に重要な役割を果たす Notchシグナルの阻害による副作用が問題視されている。こ

れらの問題を避けるものとして、Notch1切断活性、Aβ産生量は変えずに産生される Aβ
の分子種だけを変える（Aβ42産生比率を下げる）というγ-セクレターゼモジュレーター

や、Notchの切断活性は保ったまま APPの切断を抑制する Notch-sparingタイプの化合

物が治療薬として期待されている。 
 
本研究の目的本研究の目的本研究の目的本研究の目的 

γ-セクレターゼは Aβ産生過程の最終段階にかかわるプロテアーゼであり、この切断

によって毒性の高い Aβ42 または 43 となるか、そうでない 40 となるのかが決定され

る。したがって、この酵素についての詳細な解析はアルツハイマー病の予防や治療を考

えるにあたって最も重要な研究と考えられる。それにもかかわらず、γ-セクレターゼに

ついて得られてきた知見のなかで PS、Aph1 の両方の違いに着目したものはこれまで

になかった。 
γ-セクレターゼは異なる 6 種類の組み合わせが存在し、どの組み合わせでも Aβを産

生することについてはわかっていた(43)が、これらのγ-セクレターゼの基質の選択性や

Aβ分子種の違いについては調べられてこなかった。現在までに行われた先行研究では、

Aph1 ダブルノックダウン細胞に任意の Aph1 分子を過剰発現し、Aph1 による違いを

見た研究(43)とマウスの Aph1ノックアウト細胞に Aph1a、bのいずれかを過剰発現し

た研究がある(42)。また PS1、PS2の違いについての先行研究もいくつかあるが、これ

ら PS、Aph1の両方の違いによるγ-セクレターゼへの影響を見たものはこれまでになか

った。私は、γ-セクレターゼホモログを持たない酵母を用いてひとつひとつのγ-セクレ

ターゼを再構成することで、これらのγ-セクレターゼの違いを明らかにできると考えた。

当研究室で立ち上がった酵母を用いたγ-セクレターゼの再構成系は次の点で優れてい

る。まず、容易に任意の組み合わせでγ-セクレターゼを酵母内で再構成できること。遺

伝子導入されたことの確認が栄養要求性を利用することで簡単にでき、さらに酵母転写
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因子 Gal4 融合基質を共発現させることで、再構成γ-セクレターゼによる切断活性を

Gal4 下流の遺伝子発現でモニターできること。さらに、酵母形質転換体の膜画分を用

いたγ-セクレターゼの in vitro アッセイが確立されていることである。この膜画分を用

いた in vitro アッセイ系は、哺乳類細胞の膜画分を用いたγ-セクレターゼの in vitro ア

ッセイ系で見られた結果を再現しており(60)、哺乳類細胞と共通の、あるいは哺乳類細

胞と近い機構でγ-セクレターゼが働くことを示唆していると考えられる。この酵母再構

成系を用いて、ひとつひとつのγ-セクレターゼの違いを明らかにすること、明らかにな

った違いによって新たなアルツハイマー病予防治療の戦略が考えられるのかどうか検

討することを、本研究の目的とした。 
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APP C99

γ-セクレターゼセクレターゼセクレターゼセクレターゼ

β-セクレターゼセクレターゼセクレターゼセクレターゼ

(BACE1) 凝集

AD

APP

α-セクレターゼセクレターゼセクレターゼセクレターゼ

γ-セクレターゼセクレターゼセクレターゼセクレターゼ

C83

図1. APPの代謝経路

APPの代謝経路はAβを産生する経路と、産生しない経路がある。Aβ産生
経路では、APPはβ-セクレターゼによる切断を受け、続いてγ-セクレターゼ
がC99を切断することでAβが産生される。非Aβ産生経路ではα-セクレター
ゼによってAPPが切断され、この切断によって生じるC83をγ-セクレターゼが
切断する。このときAβではなく毒性のないp3が産生される。

非非非非Aβ産生経路産生経路産生経路産生経路 Aβ産生経路産生経路産生経路産生経路

p3

毒性・凝集性毒性・凝集性毒性・凝集性毒性・凝集性

Aβ42＞Aβ40Aβ
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図2. PSのFAD変異の部位

PS1とPS2におけるFAD変異の部位が赤で示されている。変異は特定の部
位ではなく全体に散らばっている。図はAlzforumより抜粋。PS1は2006年時
点のデータ、PS2は2003年時点のデータである。

PS1
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図3. トリペプチド仮説

C99はまずγ-セクレターゼによるε切断を受け、そこから3アミノ酸ずつ切
断されて、Αβ40またはΑβ42を産生するという説。はじめのε切断の位置に
よって産生されるΑβ分子種が異なる。C99のC末端側にはε切断の位置二
応じてC50-99またはC49-99のAICDが生じる。

D……MVGGVV

D……MVGGVVIA

D……MVGGVVIA

D……MVGGVV

Aβ42

Aβ40

Aβ40産生経路

Aβ42産生経路

β-セクレターゼ
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C99

C99
4238

ε

ε

40 43 46 49

4845

37
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2. 材料 
キット類 
キット類は以下の会社のものを用いた 

・プラスミド抽出キット（Sigma） 
・ラピッド DNAライゲーションキット（Roche） 
・ゲル抽出キット（Sigma） 
・各種制限酵素 
・Aβ ELISA kit （IBL社) 
 Human Aβ40 (1−40) Assay kit,27718 

 Human Aβ42 (1−42)  Assay kit,27719 
 Human Aβ43 (1−43)  Assay kit,27710 
・GenElute Mammalian Total RNA Purification Kit（Sigma） 

 
酵母（S. cerevisiae） 
使用した酵母株は以下のものである 

・PJ69-4A (61)  
(MATa, trp1-901, leu2-3, 112 ura3-52, his3-200, gal4⊿ gal80⊿LYS2::GAL1-HIS3, 
GAL2-ADE2, met2::GAL7-lacZ) 

 
 ・PJ69-4A⊿pep4 
  (MATa, trp1-901, leu2–3, 112,ura3-52, his3-200, gal4⊿ gal80⊿ LYS2:: GAL1-

HIS3,  GAL2-ADE2, met2::GAL7-lacZ, pep4::kanMX) 
 
細胞 
  用いた細胞は以下のとおりである。 

・Human Embryonic Kidney (HEK) 293細胞 (62) 
  ・BACE1安定発現HEK293 (63) 
  ・Swedish変異型 APP安定発現 SH-SY5Y (64) 

SH-SY5Y細胞…ヒト神経芽腫細胞 
 
siRNA 
 PS1用：Silencer Select Validated siRNA (Ambion ID: s111) 
 PS2用：Silencer Select Validated siRNA (Ambion ID: s11294) 
 
 Aph1a用：Silencer Select Pre-designed siRNA (ID:s27451) 
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 Aph1b用：Silencer Select Pre-designed siRNA (ID:s224902) 
 
プラスミド 
プラスミドは以下のものを用いた。 
酵母形質転換用 
pBEVY-T PS1 または PS2 を pBEVY-T ベクターの KpnⅠサイトに、NCT を Xba

Ⅰサイトにクローニングしたものを使用した。 
pBEVY-L Flag-Pen2を pBEVY-Lベクターの KpnⅠサイトに、Aph1aL(aS, b)-HA

を XbaIサイトにクローニングしたものを用いた。 
p426ADH p426ADHベクターのBamHI、EcoRIサイトにC55-Gal4、Notch1-Gal4、

C55、C99 がクローニングされてあるものを用いた。基質には酵母イン

ベルターゼ（SUC2）のシグナル配列を付加し、膜へ局在するようにして

ある。 
 
細胞へのトランスフェクション用 
pCSmNotch1-Myc (65) 

γ-セクレターゼの直接の基質となるマウス Notch1の部分配列で、C末端

側にはMycタグが融合してある(Raphael Kopan博士よりご供与いただ

いた) 
 
抗体 

一次抗体には以下のものを使った。 
・マウスモノクローナル抗 Aβ抗体 82E1 (IBL) 
・マウスモノクローナル抗HA抗体 12CA5 (Roche) 
・マウスモノクローナル抗 FLAG抗体 M2 (Sigma) 
・ラビットモノクローナル抗 NICD抗体 #4147 (Cell Signaling) 
・ラビットポリクローナル抗 PS1CTF抗体 G1L3*  
・ラビットポリクローナル抗 PS2CTF抗体 G2L*  
・ラビットポリクローナル抗 Pen2抗体  PNT3*  
・モルモットポリクローナル抗 NCT抗体 AB5890 (Chemicon) 
・ラビットポリクローナル抗 Aph1aL抗体 O2C2 (Covance) 
・ラビットポリクローナル抗 Actin抗体  A2066 (Sigma) 

  
  * G1L3、G2L、PNT3は東京大学医学部岩坪威教授よりご供与いただいた 
 

二次抗体として次のものを使用した。 
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 ・ウマ抗マウス抗体（HRP標識） #7076 （Cell Signaling） 
 ・ヤギ抗ラビット抗体 （HRP標識） #7074 （Cell Signaling） 
 ・ロバ抗モルモット抗体（HRP標識） AP193P （Chemicon） 
 
試薬 
 
SDS-PAGE、ウェスタンブロット関連試薬、ウェスタンブロット関連試薬、ウェスタンブロット関連試薬、ウェスタンブロット関連試薬 

49.5%T/3%C Acrylamide mix 
アクリルアミド 48 g 
ビスアクリルアミド 1.5 g 
Milli Qで 100 mlメスアップした。 

 
40%T/3.3%C Acrylamide mix (nacalai tesque) 

 
30%T/3.3%C Acrylamide mix (nacalai tesque) 

 
ゲルバッファー（pH 8.45） 

Tris 363.3 g 
SDS 3 g 
Milli Qで 1 lにし、25℃で pH 8.45に合わせた。 

 
40％(v/v) Glycerol 
 
Lowerバッファー Tris/Cl（pH 8.8） 1.5 M  
 SDS  1.6 % 
 
Upperバッファー Tris/Cl（pH 6.8） 0.5 M  
 SDS 1.6 %  
 
10% (w/v) APS  

 
TEMED  

 
10×Anode Buffer 
 Tris 242.2 gを 1 lとなるようにMilli Q水に溶かし、HClで pH 8.9にした。 
 使用時はMilli Q水で 10倍希釈して使用した。 
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10×Cathode Buffer 
 Tris 121.1 g、Tricine179.17 g、SDS10 gをMilli Q水に溶かし、1 lにメスアップし

た。使用時はMilli Q水で 10倍希釈して使用した。 
 
10×Runing buffer 

Tris 30.3 g、Glycine 144.13 g、SDS 10 gを水に溶かし、1 lにメスアップした。使

用時にMilli Q水で 10倍希釈して使用した。 
 
Blotting buffer 
  Tris 30.28 gと Glycine 146.39 gをMilli Q水に溶かし 1 lにし、10×Blotting buffer

とした。使用時は Milli Q 水:メタノール:10×Blotting buffer が 7:2:1 となるように

希釈して使った。 
 
検出試薬 

次の試薬を検出するタンパク質に応じて使い分けた。 
ECL Plus、ECL Advance、ECL Prime、ECL Select（GE Healthcare） 
Luminata Forte (Millipore) 
 

10×PBS 
 NaCl 80 g 
 Na₂HPO₄・12H₂O 29 g 
 KCl                 2 g 
 KH₂PO₄       2 g 

Milli Q水で 1lにする。 
 
1×PBS  10×PBSをMilli Q水で 10倍に希釈して使用した。 
 
20×TBS Tris 121.14 g 

NaCl 175.32 g 
Milli Qで 1lにメスアップした。 

 
TBST 
 20×TBS 50 ml 
 Milli Q水 945 ml 
 20% Tween 5 ml 
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2×SDSサンプルバッファー 

SDS 2 g 
Glycerol 10 ml 
1M Tris/Cl（pH6.8） 8 ml 
Milli Qで 50 mlにし、フェノールレッドを 20 mg加えた。 

 
 
 
免疫沈降関連試薬免疫沈降関連試薬免疫沈降関連試薬免疫沈降関連試薬 
IPバッファー HEPES(pH 7.4) 50 mM 
 NaCl 150 mM 
 EDTA 2 mM 
 
 
酵母膜画分調製関連試薬酵母膜画分調製関連試薬酵母膜画分調製関連試薬酵母膜画分調製関連試薬 
γバッファー PIPES（pH 7.0） 50 mM 

Sucrose 250 mM 
EGTA 1 mM 

 
B88 HEPES（pH6.8） 20 mM  

Sorbitol  250 mM  
KOAc 150 mM  
Mg(OAc)₂ 5 mM  

 
Sucrose solution   
 HEPES (pH 7.4) 20 mM  
 KOAc 50 mM  
 EDTA 2 mM 
 1.2M または 1.5M sucrose 
 
Tris＋DTT Tris/Cl (pH 9.4)  100 mM  

DTT  10 mM 
 （DTTは使用前に加えた） 
 
Lyticaseバッファー  
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Sorbitol 0.7 M 
Yeast extrct 1%(w/v) 
Peptone 2%(w/v) 
Glucose 0.5%(w/v)  

 Tris/Cl（pH7.4） 10 mM  
DTT  1 mM  

 
2×JRバッファー  

Sorbitol 0.4 M  
KOAc 100 mM  
HEPES（pH7.4） 40 mM  
EDTA 40 mM  

 
βガラクトシダーゼアッセイ関連試薬ガラクトシダーゼアッセイ関連試薬ガラクトシダーゼアッセイ関連試薬ガラクトシダーゼアッセイ関連試薬 
Dバッファー Tris/Cl（pH 8.0） 20 mM  

MgCl₂ 10 mM  
KCl  50 mM  
EDTA  1 mM 
Glycerol  5% (v/v)  
ろ過滅菌し、使用する直前に DTT を加え最終濃度 1mM とした。ま

た、プロテアーゼインヒビターmix（Sigma、P8340）を 1%となるよ

うに加えて使用した。 
 
Zバッファー Na₂HPO₄ 60 mM  

NaH₂PO₄-2H₂O 40 mM  
KCl 10 mM  
MgSO₄-7H₂O 1 mM  
ろ過滅菌し、使用の直前に 100mlの Zバッファー当たり、270µlの 2-
メルカプトエタノールを加えて使用した。 

 
1M Na₂CO₃  ろ過滅菌して使用 
 
0.4%(w/v) ONPG 溶液  
  Zバッファーに ONPGを溶かし、その日のうちに使用した。 
 
2％(w/v)CHAPSO/γバッファー 
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プロテアーゼインヒビターミックス 
DIFP      0.5 mM 
PMSF     0.5 mM 
TLCK     1 µg/ml 
Antipain   1 µg/ml 
Leupeptin  1 µg/ml 
EGTA      1 mM 

 
100 mM Thiorphan 
 
50 mM phenanthroline 
 
1%(w/v) phosphatidyl choline 
 
クロロホルム：メタノール（2:1） 
 
クロロホルム：メタノール：水（1:2:0.8） 
 
メタノール 
 
10％(w/v) SDS 
 
2 M Tris/HCl（pH 6.8） 
 
2 M Tris/HCl（pH 8.8） 
 
酵母形質転換関連試薬酵母形質転換関連試薬酵母形質転換関連試薬酵母形質転換関連試薬 
1M LiOAc 
 
0.1M LiOAc 
 
50% (w/v) PEG 濾過滅菌して使用した。 
 
変性 ssDNA（2 mg/ml） 
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SD-LWHUAde培地（プレート） 
 Yeast Nitrogen base w/o aa 6.7 g   
  Glucose 20 g   
  Agar 20 g    
  3M NaOH 1 ml 
 Milli Q水 450 ml  
    オートクレーブにかけた後、50mlの 10×dropout 溶液を加えた。さらに、必要に

応じて 100×濃度の栄養素を加え、SD-LWUなどの培地を作製した。 
 
SD-LWHUAde培地 
  10×YNB    10 ml 
    50% (w/v) Glucose     4 ml 
    10×dropout溶液 10 ml 
    滅菌水      76 ml 
    必要に応じて 100×濃度の栄養素を加え、SD-LWUなどの培地を作製した。 
  
10×dropout 溶液 
 5.9 gの CSM    (Complete Supplement Mixture)-L, W, H, U, Ade（MP Biomedical 

4550-122）をMilli Q水 1 lに溶解しオートクレーブして使用した。 
 
100×栄養素溶液 100 mlのMilli Q水に以下の量を溶解し、ろ過滅菌して使用した。 
 100×H（ヒスチジン） L-ヒスチジン塩酸塩  1 g 
 100×Ade（アデニン） アデニン硫酸塩    0.2 g  
 100×L（ロイシン） L-ロイシン  1 g 
 100×W（トリプトファン）L-トリプトファン  1 g 
 
10×YNB  

33.5gYNB（Yeast Nitrogen Base without amino acids、Difco）をMilii Qで溶か 
し 500mlとし、濾過滅菌して使用した。 

 
YP 
 1% (w/v) Yeast extrct、2% (w/v) Peptone 
YPD 
 1% (w/v) Yeast extrct、2% (w/v) Peptone、2% (w/v) Glucose 
 
細胞ライセート調製試薬細胞ライセート調製試薬細胞ライセート調製試薬細胞ライセート調製試薬 
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RIPAバッファー 
 Tris/Cl（pH 8.0） 50 mM  

NaCl 150 mM  
NP40  1% (v/v)  

 
 
装置 
PCR装置 
Mastercycler gradient (Eppendorf) 

DNAシークエンサー 
CEQTM8000 Genetic Analysis System  (BECKMAN COULTER) 

ルミノイメージアナライザー 
 LAS3000 （FUJIFILM） 
 
吸光光度計 
 U-2000spectrophotometer （日立工機） 
超遠心機 
 CP70WX （日立工機） 
 ローター P40ST 
卓上超遠心機 Optima MAX-E Ultracentrifuge  （Beckman Coulter） 
ローター TLA 100.3 
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3. 方法 

 
コンストラクション 
PS2-pBEVY-T-NCT、PS2N141I-pBEVY-T-NCTコンストラクトの作製 

東北大学農学研究科二井勇人准教授が用意した pCR-Blunt に組み込まれていた PS2、 
FAD変異型 PS2N141Iを制限酵素 KpnⅠで切り出し、KpnⅠ処理した酵母発現ベクタ

ーpBEVY-T-NCTに組み込んだ。 
  
Aph1b-HA-pBEVY-L-FlagPen2の作成 

理研バイオリソースセンターから頂いたAph1bクローン（Clone ID IRAL037F15 ）
をテンプレートにして PCRによって C末端側にHAタグを付加した。 

用いたプライマーは次の 2つである。 
Aph1B-HA-S 

GCTCTAGAA AAAATGACTGCGGCCGTGTTCTTC 
Aph1B-HA-AS 

GCTCTAGACTACGCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTATCTGGAGCGC
TGGTTGTAAA 

 
PCR産物は電気泳動後ゲルから回収後、pCR-Blunt ベクターにクローニングした。

このベクターから XbaⅠで切り出し、XbaⅠ処理した pBEVY-L-FlagPen2 とライゲー

ションし、Aph1b-HA-pBEVY-L-FlagPen2コンストラクトを得た。 
得られたコンストラクトはシークエンサーで塩基配列の確認を行った。Aph1とNCT

は GPDプロモーターで、Pen2と PSは ADH1プロモーターで発現される。 
 
その他のコンストラクションは上記二井准教授が作製したものを用いた(45)。 
 
酵母の形質転換 
 YPAD培地に酵母（PJ69-4Aまたは PJ69-4A⊿pep4）を植菌して 30℃で一晩培養し

た。翌日 OD600 0.2となるように YPAD培地で希釈し全体の量を 50 mlとした。約 4時

間 30℃で培養したあと、3000 ×gで 5分遠心し酵母を回収した。酵母を一度滅菌水で

懸濁し再び遠心して、上清の滅菌水を捨て、100 mM 酢酸リチウム 1 mlに懸濁し 1.5 
mlチューブに移した。Max speed で遠心し、酢酸リチウムをピペットマンで除き、100 
mM 酢酸リチウムを約 400 µl加え、懸濁した。この懸濁液のうち 50 µlを新しいチュ

ーブにとり、遠心して酵母を沈殿させ酢酸リチウムを取り除いた。この酵母に、50% 
PEG 240 µl、1.0 M酢酸リチウム 36 µl、ssDNA 25 µl、各プラスミド DNA溶液(0.1~10 
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µg) 50 µlの順番でゆっくり加え、完全に混ざるまで約 1分ボルテックスした。30℃で

30分間インキュベートし、42℃で 25分間ヒートショックをかけた。卓上遠心機で 7000 
rpmで 1分遠心して上清を除き、滅菌水 1.0 mlで懸濁し 200 µlを選択培地 SD-LWU
にまいた。30℃で 3日インキュベートした。 
 
酵母生育によるγ-セクレターゼ活性評価 

基質は C99 の C 末端側の 44 アミノ酸を除いた C55（ヒト APP770 の 672-726 部

位）を用いた。C55の C末端側に酵母転写因子 Gal4pを融合した C55-Gal4pもしくは

Notch膜貫通領域（マウス Notch-1の 1703-1754部位）とその C末端側に Gal4pを融

合した Notch TM-Gal4pを発現させた酵母を用いた。再構成したγ-セクレターゼがこの

基質を切断すると Gal4p が核に移行し HIS3 と ADE2 を活性化することを利用して、

ヒスチジンとアデニンを抜いた培地での生育によってγ-セクレターゼ活性を評価した

（図 4）。 
形質転換した酵母から任意の 3 つを選び、SD-LWU の培地に一部ストリークした。

残りを SD-LWHUAdeにストリークした。酵母を 30℃で 3日間インキュベート後、生

育具合を観察し写真で記録した。 
 
βガラクトシダーゼアッセイ 
C55-Gal4p または Notch TM-Gal4p が再構成γ-セクレターゼで切断されると核移行

する Gal4pは lacZ も活性化するので、βガラクトシダーゼ活性を測定することでγ-セク

レターゼ活性を定量した。 
形質転換した酵母を SD-LWU の液体培地で培養 OD600 0.8～1.0 まで培養した。ガ

ラスビーズによる酵母の破砕で得られたライセートを 10 分間 15,000×g で遠心分離

し、上清をアッセイに供した。上清と ONPG を混ぜて 30℃でインキュベーションし、

黄色くなったところで１M NA₂CO₃で反応を止め、OD420を測定した。活性は総タン

パク質量と反応時間で割って、unitとして求めた。 
  
酵母膜画分の調製 
PS、NCT、Aph1、Pen2と C55または C99を発現させた酵母を OD600 1.0まで培養

した。Tris＋DTTで洗浄し、5000rpm、5分遠心を行った。ペレットを Lyticase バッ

ファーで懸濁後、Lyticase または zymolyase で処理した。その後 JR バッファーで 2
度洗浄した。これを水で 2倍希釈し、ホモジナイザーにかけた。その後 1,000×g、5分

の遠心で、核や破壊されなかった細胞を除き、上清を 27,000×gで遠心し、そのペレッ

トを B88で懸濁した。これを 1.5Mと 1.2Mのスクロース溶液の上にのせ、200,000×
g、3時間遠心した後、液胞画分（ゴルジ画分も含まれる）を注意深く除き、1.2Mと 1.5M
の中間にくる膜画分を採取し、γバッファーに懸濁して本実験で用いる膜画分とした。 
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膜画分を用いた in vitro での Aβ産生 

酵母膜画分 80 µg と等量の 2％CHAPSO・γバッファーを加えて、氷上で 60 分イン

キュベートする。プロテアーゼインヒビターミックス、100mM Thiorphan、500mM 
phenanthroline を 1/1000 量加えた後、タンパク質濃度 400 µg/ml、CHAPSO 濃度

0.25％になるように 2％CHAPSO・γバッファー、γバッファーで調整した。20 µl の

phosphatidyl cholineを添加し 37℃、24時間インキュベートする。これをクロロホル

ム・メタノール沈殿により濃縮し、SDSサンプルバッファーに溶解させ、100℃で 5分

ほど煮沸した。また Aβ産生の至適 pH を求める目的でγバッファーの pH を pH 5.5～
8.0にして、in vitro Aβ産生実験を行った。 
 
抗 Aβ 抗体 82E1による免疫沈降 
回収した培地 500 µlに 10倍希釈した抗 Aβ 抗体 82E1を 0.5 µl加え、一晩 4℃で転

倒混和した。翌日、IP バッファーで 3回洗ったプロテイン G ビーズ 50%slurry を 30 
µl加えて、2時間 4℃で転倒混和した。3回 IPバッファーで洗浄した後 1×SDS-PAGE
サンプルバッファーを加えて 100℃、5 分インキュベートし SDS-PAGE サンプルとし

た。 
 
siRNAトランスフェクション 
 Forward transfection または Reverse transfectionで行った。 
 Forward transfection 
 6wellディッシュに細胞が 30-50%コンフルエントになったところで siRNAの導入を

行った。1 well当たり、250 µlの Opti-MEM培地に最終濃度 10 nMまたは 5 nMとな

るように 10 µM の siRNA を 2.5 µl または 1.25 µl 加えて希釈した溶液と 5 µl の

RNAiMAX（siRNA用トランスフェクション試薬）を 250 µlの Opti-MEM培地で希釈

した溶液を混ぜて約 500 µlとした混合溶液を 20分間室温でインキュベートした後、各

well に加えてよく混ぜた。導入後 36 時間、48 時間、72 時間後に細胞を回収し解析し

た。 
 Reverse transfection 
6well ディッシュの 1 well 当たり、500 µl の Opti-MEM 培地を加えた。そこに 10 

µMの各 siRNAを 2.5 µlまたは 1.25 µl加えてよく混ぜた。続いて RNAiMAXを 5 µl
加えてよく混ぜ、室温で 20 分インキュベートした後、各 well に細胞を翌日 30%とな

るように加えて、細胞が均等に広がるように混ぜた。導入後 36 時間、48 時間、72 時

間後に細胞を回収し解析した。 
 
RNA調製 
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 GenElute Mammalian Total RNA Purification Kit（Sigma）のマニュアルに従って

行った。 

  
RT-PCR 

 調製した RNAから PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kitを用いて

cDNAを合成し、次のプライマーを用いて PCRを行った。 
Aph1aRT-S 
CATTTGCCTGTCCTGGTCAGG 

Aph1aRT-AS 
CACTGTCCAGAACTGGAGATG 

Aph1bRT-S 
TTTCCGCGGTGGCCATGACT 

Aph1bRT-AS 
GAAGTGCTGGTTCCCTGAGG 

BactinRT-S 
GCCAGCTCACCATGGATGATG 

BactinRT-AS 
TTCTCCAGGGAGGAGCTGGAA 

 
 
ライセート調製 

細胞量に応じて RIPAバッファーを 70-150 ul加えて、30回ピペッティング後、氷上

で 30 分間インキュベートした。その後max speed で 4℃、30 分間遠心した。上清を

新しいチューブにとり、ライセートとした。ライセートはDCプロテインアッセイキッ

ト（Bio-Rad）で濃度測定後、サンプルバッファーを加え、65℃で 10分処理して SDS-
PAGEサンプルとした。 
 
SDS-PAGE 
 
Aβの検出用のゲル 
Separating gel 
49.5%T/3%C Acrylamide mix 2 ml 
ゲルバッファー（pH 8.45） 2 ml 
40％ Glycerol 2 ml 
10%APS 20 µl 
TEMED 2 µl 
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Stacking gel 
49.5%T/3%C Acrylamide mix 0.2 ml 
ゲルバッファー（pH 8.45） 0.62 ml 
水 1.68 ml 
10%APS 20 µl 
TEMED 2 µl 
 
Aβ分離用8Μ尿素ゲル 
Separating gel 
49.5%T/3%C Acrylamide mix 4.04 ml 
ゲルバッファー（pH 8.45） 6.67 ml 
40％ Glycerol 2.21 ml 
尿素 9.63 g 
10%APS 60 µl 
TEMED 6 µl 
 
Stacking gel 
49.5%T/3%C Acrylamide mix 0.5 ml 
ゲルバッファー（pH 8.45） 1.55 ml 
水 4.2 ml 
10%APS 50 µl 
TEMED 5 µl 
 
Aβ以外のタンパク質検出用のゲル 
Separation gel (7.5%~15%) 
Lower バッファー 1.5 ml 
30% T/3.3%Cアクリルアミド溶 1.5~3.0 ml 
水 3.0~1.5 ml 
10%APS 50 µl 
TEMED 10 µl 
 
Stacking gel   
Upperバッファー 1 ml 
30% T/3.3%Cアクリルアミド溶液 0.6 ml 
水 2.4 ml 
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10%APS 30 µl 
TEMED 6 µl 
 
ELISA 
Aβ40の測定のときは回収した培地を10倍希釈して用いた。Aβ42、Aβ43検出のときは

希釈せずに培地を用いた。 

各 wellに 100 µlの培地または希釈した培地を加えて、一晩 4℃でインキュベートし

た。翌日培地を除き、キット付属の洗浄バッファー250 µlを各 wellに加えて 20〜30秒
経過したらバッファーを除き、よく水分を切って、再び洗浄バッファーを加えて同様の

操作を計 7回繰り返した。洗浄後、希釈した抗体を各 wellに加え、60分室温でインキ

ュベートした。洗浄液で９回洗浄後、TMB基質を加え、30分後に Stop Solutionで反

応を止めて、吸光度を測定した。 
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図4. レポーターアッセイによるγ-セクレターゼ活性評価

Gal4融合基質が再構成されたγ-セクレターゼによる切断を受けると、Gal4
の核への移行により、HIS3、ADE2、lacZが活性化される。このシステムでは、
γ-セクレターゼも切断活性をヒスチジン、アデニンを欠いた選択培地で評価
することができる。またβガラクトシダーゼ活性の測定によっても切断活性
の評価ができる。
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4. 結果結果結果結果 
 
1. 酵母再構成系におけるレポーターアッセイによる酵母再構成系におけるレポーターアッセイによる酵母再構成系におけるレポーターアッセイによる酵母再構成系におけるレポーターアッセイによるγ-セクレターゼ活性評価セクレターゼ活性評価セクレターゼ活性評価セクレターゼ活性評価 
Notch-Gal4 を基質としたときを基質としたときを基質としたときを基質としたとき 
    酵母に mNotch1-Gal4 とともに、PS1/Aph1aL、PS1/Aph1aS、PS1/Aph1b、
PS2/Aph1aL、PS2/Aph1aS、PS2/Aph1b、の各γ-セクレターゼを 3 つのプラスミドを
導入することで発現させた。酢酸リチウム法による形質転換を行い、ロイシン（L）、ト
リプトファン（W）、ウラシル（U）を欠いた寒天培地（SD-LWU）に形質転換体を撒い
た。形質転換が成功し、3 つのプラスミドが導入されていることは SD-LWU プレート
で生育することによって確認した。生えてきたコロニーのうち 1つをピックアップし、
SD-LWU、SD-LWHUAdeプレート（ヒスチジンとアデニンを SD-LWUからさらに抜
いた培地）にストリークした。この操作を合計 3回繰り返し、1種類の形質転換体あた
り独立した 3 つのコロニーについて調べた。30℃での 3 日間の培養後、酵母の生育を
記録した。SD-LWHUAde プレートではγ-セクレターゼによる Gal4融合基質の切断に
より、核へ移行する Gal4によってヒスチジンとアデニンの合成が促進され、生育可能
となる。この結果、PS1のγ-セクレターゼを発現した酵母の生育に比べて、PS2のγ-セ
クレターゼを発現した酵母の生育は悪かった（図 5）。PS1 を発現した酵母は Aph1 の
違いによる生育の差はほとんど見られなかったが、PS2 では PS2/Aph1aL を発現した
酵母がとりわけ生育が悪かった（図 5）。次に、SD-LWUに画線培養しておいた酵母（図
5左）の一部を SD-LWUの液体培地に移し、一晩培養した。翌朝、OD6000.2となるよ
うに希釈しさらに、4 時間培養した後、これらの酵母からライセートを調製し、βガラ
クトシダーゼ活性の測定を行った。PS1と PS2のγ-セクレターゼを比較すると PS1の
方が、βガラクトシダーゼ活性が高かった。PS1 のγ-セクレターゼは Aph1 の違いによ
るβガラクトシダーゼ活性への影響はみられなかった（図 6）。PS2のγ-セクレターゼは
Aph1aLのときよりも Aph1aSのときに活性が高かったが、Aph1aSと Aph1bでは違
いが見られなかった（図 6）。プレート上での酵母の生育の様子と酵母ライセートを用
いて測定したβガラクトシダーゼ活性の結果は、ほぼ相関するような結果となった（図
5、6）。 
 
C55-Gal4 を基質としたときを基質としたときを基質としたときを基質としたとき 
    基質を APP 由来の基質である C55-Gal4に変えてレポーターアッセイを行った。本
来γ-セクレターゼの基質となるのは APPが BACE1で切断されて生じる C99であるた
め、レポーターアッセイの基質は C99-Gal4 とするべきである。しかし、C99-Gal4が
基質のときγ-セクレターゼによらないC99-Gal4の切断により、常にGal4によるHIS3、
Ade2、lacZの活性化が起こった。そのため C99の C末端側 44アミノ酸を除いた C55
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に Gal4を融合して C99-Gal4の代わりの基質とした。膜画分を用いた in vitro Aβ産生
アッセイでは、γ-セクレターゼの切断の結果、C55は C99と同程度の Aβ産生が確認さ
れ（図 7）、C99の代わりに C55を用いることは大きな問題はないと考えられた。C55-
Gal4を基質としたとき、PS1のγ-セクレターゼを発現した酵母は SD-LWHUAdeプレ
ートでよく生育し、Notchのときと同様に Aph1の違いによる生育の差はみられなかっ
た（図 8）。これに対し、PS2のγ-セクレターゼを発現した酵母では、Aph1分子種によ
る生育の違いがはっきりとみられた。Aph1aL では SD-LWHUAde 培地上でほとんど
生育できないがAph1aSのときはAph1aLと比較するとより生育できるようになった。
さらに Aph1b のときは、PS1 を発現した酵母に近い生育具合を示した（図 8）。また、
これらの酵母からライセートを調製し、βガラクトシダーゼ活性を測定したところ、PS1
のγ-セクレターゼはどの Aph1が発現しているときもほとんど同じ活性を示した。これ
に対し PS2のγ-セクレターゼは Aph1の違いによってβガラクトシダーゼ活性は大きく
異なり、特に Aph1bのときは PS1のγ-セクレターゼを発現した酵母が示す値に近い活
性を示した（図 9）。 
    この実験では、ネガティブコントロールとして PS、NCT、Aph1、Pen2のうちいず
れかひとつを欠いた酵母を作製した。これらの酵母は SD-LWHUAde プレート上で生
育できないこと、及び、ライセートを用いたβガラクトシダーゼアッセイでβガラクトシ
ダーゼ活性がほとんどないことは確かめた（data not shown）。 
 
2. 酵母膜画分を用いたアッセイ酵母膜画分を用いたアッセイ酵母膜画分を用いたアッセイ酵母膜画分を用いたアッセイ 
    異なる 6 つのγ-セクレターゼの Aβ産生について調べる目的で、これらを発現させた
酵母のミクロソーム画分を調製した。酵母の液胞プロテアーゼによるγ-セクレターゼ構
成タンパク質の分解を抑えるため、液胞プロテアーゼの成熟を担うプロテイナーゼAを
コードする Pep4の欠損株(60)に各γ-セクレターゼと基質 C55を導入した形質転換体を
作製し実験を行った。目的のγ-セクレターゼと基質を導入した酵母を SD-LWU 培地で
培養し、OD600が 0.8～1 となったところで回収し、精製した lyticase で細胞壁を除い
た後、ショ糖密度勾配で液胞画分を除く画分（ミクロソーム画分、主に小胞体膜、細胞

膜を含む）を回収した。得られた膜画分を用いて in vitro Aβ産生アッセイを行った。先
行研究(60,66)で PS1/Aph1a、PS2/Aph1aのγ-セクレターゼは pH 7.0付近で Aβ産生が
最大となることがわかっていたため、まず pH 7.0 のγバッファーを用いて Aβ産生アッ
セイを行った。このサンプルを SDS-PAGE にかけ、抗 Aβ抗体（82E1）で Aβの検出を

試みた結果、Gal4 レポーターアッセイの結果とは異なり、PS2/Aph1b のγ-セクレター
ゼによる Aβの産生はほとんどみられなかった（図 10A）。また、レポーターアッセイの
ときの基質 C55-Gal4を Pep4欠損株にγ-セクレターゼとともに発現させ in vitroアッ
セイを行ったが、C55-Gal4からは Aβ産生がみられなかった（図 10A）。PS2/Aph1bの
γ-セクレターゼによる Aβの産生はほとんどみられなかったことから、Aph1b のγ-セク
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レターゼは Aβ産生の至適 pHが Aph1aと異なるのではないかと考え、pH5.5～8.0の
各γバッファーを用いてアッセイを行った。結果は、PS1/Aph1b のγ-セクレターゼはや

や酸性よりの pH6.0、pH6.5で Aβ産生が大きくなることが示唆された（図 10B）。また
感度の高い検出試薬の使用と長時間の露出により、微量の Aβが検出可能となった

PS2/Aph1bについては pH6.0～pH7.5の広い pH 範囲にわたってAβ産生がほぼ等しく

みられた（図 10C）。 
次に、酵母ミクロソーム画分中のγ-セクレターゼ構成タンパク質がどのくらい含まれ

ているかを調べるため、ミクロソーム画分中の PS、NCT、Aph1、Pen2の発現量を各

抗体で調べた。酵母ミクロソーム画分にサンプルバッファーを添加し、サンプルとした

後 SDS-PAGEに供し、ウェスタンブロットによって確認した。その結果、PS1のγ-セ
クレターゼや PS2/Aph1a のγ-セクレターゼを発現した酵母ミクロソーム画分に、PS、
NCT、Aph1 などは量の違いがみられたものの検出可能であった。これに対し、

PS2/Aph1b のγ-セクレターゼを発現させた酵母ミクロソーム中には Pen2 をほとんど
検出することができなかった（図 11）。 
 調製した膜画分中のタンパク質が少ないことに invitroアッセイがうまくいかない原

因があると考え、液胞画分を含む膜画分全体を採取し SDS-PAGE、ウェスタンブロッ

トによって Pen2 量を確認したところ、Pen2 のバンドは検出されたが、この膜画分全

体を用いた invitro アッセイでは Aβ産生が見られなかった。PS2/Aph1b のγ-セクレタ
ーゼを発現する酵母の膜画分を用いたアッセイを成功させるためには、なんらかの工夫

が必要と考えられるがその条件は見いだすことができなかった。 
 
3. 培養細胞を用いた培養細胞を用いた培養細胞を用いた培養細胞を用いたγ-セクレターゼの解析セクレターゼの解析セクレターゼの解析セクレターゼの解析 
細胞種の検討細胞種の検討細胞種の検討細胞種の検討 

Aβの産生量を確認する目的で家族性アルツハイマー病Swedish変異型APP（APPswe）

を安定発現する SH-SY5Y 細胞、HEK293 細胞、BACE1 安定発現 HEK293 細胞を培
養した。培地を回収し培地中に放出された Aβを SDS-PAGE、ウェスタンブロットによ

って確認した結果、HEK293 細胞が培地中に放出した Aβ量はほとんど検出することが

できなかった（data not shown）。そのため、PS、Aph1のノックダウンによる Aβ産生
への効果を確認するのにはHEK細胞を用いて実験を行うのは不適当と考えられた。一

方、APPswe を安定発現した SHSY5Y や BACE1 安定発現 HEK293 細胞由来の Aβは
豊富に存在することがわかり（data not shown）、ノックダウンによる Aβ産生への影響
の解析にも適当と考えられた。 
そこで、まず APPswe 安定発現 SHSY5Y細胞に siRNAを導入し PS、Aph1のノッ

クダウンを試みた。siRNA導入後 48時間後に細胞からライセートを回収した。ライセ
ートを SDS-PAGEにかけ、ウェスタンブロッティングで PSのノックダウンを確認し
たが、ノックダウンが確認できなかった（data not shown）。次に、Aβ産生が豊富にみ

30



られた、もう一方の細胞である BACE1 安定発現HEK293細胞に siRNAを導入しノッ
クダウンを行うこととした。siRNAを導入し、導入から 48時間後の細胞のライセート
を調製し SDS-PAGE、ウェスタンブロットを行なった。その結果、PS1、PS2 のノッ
クダウンが確認できた（図 12A）。また Aph1については抗体の反応性の問題で検出で

きなかったため、RNA 抽出後 RT-PCRでノックダウンの確認をし、Aph1a、Aph1bと
もにノックダウンされていることがわかった（図 12B）。以上の結果から、BACE1 安定

発現HEK細胞を用いて siRNAによるノックダウンの解析を進めることとした。 
 
PS、、、、Aph1 のノックダウン効果が見られる時間の検討のノックダウン効果が見られる時間の検討のノックダウン効果が見られる時間の検討のノックダウン効果が見られる時間の検討 
 siRNA導入後 48時間、72時間で細胞を回収し、RNA 抽出用とライセート抽出用に

分けた。ライセートの抽出用に分けておいた細胞からライセートバッファーで懸濁して

ライセートを調製した。ライセート中の PS、Aph1を SDS-PAGE、ウェスタンブロッ

トで確認した結果、PS1、PS2ともに 48時間と 72時間でノックダウンが確認された。
内在性の Aph1a を検出する抗体については、Aph1aL 特異的に認識する抗体を用いた

ため、Aph1aSがタンパクレベルでどの程度存在するのかについて正確なところは不明

である。また抗 Aph1b 抗体は HEK のライセート中の Aph1b を認識できなかったた

め、内在性の Aph1bをタンパクレベルで確認することはできなかった。そこで、total 
RNA 抽出キットにより RNAを抽出し、RT-PCRによって siRNAによる Aph1bのノ
ックダウンの効果を検証した結果、Aph1bも siRNAによるノックダウンが確認された。
Aph1aについても同様に RT-PCRを行った結果、Aph1aについても RT-PCRでノック
ダウンが確認できた(data not shown)。 
 
各各各各γ-セクレターゼによるセクレターゼによるセクレターゼによるセクレターゼによる NICD の産生の産生の産生の産生 
 γ-セクレターゼによる内在性 Notch1 の切断断片（NICD）が検出できるかどうか調

べるため、BACE1 安定発現 HEK293 細胞をγ-セクレターゼ阻害剤である DAPT 処理

したものと、していないもののライセートを調製し、SDS-PAGE、ウェスタンブロット

で NICDの検出を試みた。DAPT 処理した細胞ライセートには NICDのバンドが検出

されず、DAPT 処理しない細胞ライセートでは NICD と考えられるバンドが検出され

ると考えたが、どちらのレーンにもバンドが検出されなかった。内在性 NotchのNICD
の検出は困難であると考え、γ-セクレターゼの直接の基質となるmNotch1-Mycコンス
トラクトを細胞にトランスフェクションしてγ-セクレターゼの切断による産生される
NICD の検出を試みた。その結果、DAPT 処理したものでは現れないバンドが DAPT
処理しないライセートに検出された。 
そこで以下の実験を行った。各 siRNA 導入後 48 時間後に Lipofectamin LTX で

mNotch1-Mycを過剰発現させた。同時に NICDの分解を防ぐために、プロテアソーム

阻害剤 lactacystinを最終濃度 10 µMとなるように加えて、その 24時間後（siRNA導
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入から 72時間後）に細胞を回収しライセートを調製した。このライセート SDS-PAGE
し、ウェスタンブロットによって PS1、PS2、Aph1a のノックダウンを確認した（図
13）。また回収した細胞の一部から RNA を抽出し RT-PCR による Aph1b のノックダ
ウンも確認した（図 13）。 
ノックダウンが確認された細胞が産生した NICD を Notch1 の断端抗体を用いて検

出した。酵母再構成系では PS1のγ-セクレターゼは Notchの切断を行うが PS2のγ-セ
クレターゼはあまり切断しないという結果であったが、酵母で見られた結果とは異なり、

PS1、PS2 ともに Aph1a の存在下で NICD レベルが高く、Aph1b が存在するときは

NICDの産生量は少なかった（図 13）。また、DAPT 処理した細胞由来のライセートか

らは NICDの検出が認められなかった（図 13）。基質の C末端側に付加されたMycを
認識する抗体で検出してみることで、過剰発現させた基質の量がほぼそろっていること

も確認できた（図 14）。     
 

Aβ産生量の比較産生量の比較産生量の比較産生量の比較 
    PSと Aph1の組み合わせの異なるそれぞれのγ-セクレターゼごとの Aβ産生について
調べるために siRNAを導入した後、48時間経過してから 24時間（siRNA導入から 72

時間後）に培地中に放出される Aβを SDSウェスタンブロットで調べた。まず、siRNA
導入後 72時間で細胞を回収しウェスタンブロットとRT-PCRによってノックダウンが
行われていることを確認した（図 15）。またこのとき NCT、Pen2についてもウェスタ

ンブロットによる検出を試みたが、NCT、Pen2 もノックダウンによる影響が見られ、
Aph1a のノックダウンによって、Pen2 発現量の低下と糖鎖修飾を受けた成熟型 NCT
が減少した。 
培地を回収し、抗 Aβ抗体（82Ε1）で免疫沈降後、サンプルとした。このサンプルを

Tris/Tricine ゲルで電気泳動し、Aβを82Ε1で検出した。その結果、PS1のγ-セクレターゼ
は Aph1 の違いによる Aβ産生量の違いは見られなかったが、PS2 のγ-セクレターゼで
は Aph1bのほうが Aph1aに比べて多くの Aβを産生する傾向にあった（図 16A、B）。
この変化が siRNA によるものであることを示す目的で、siRNA 導入から 0-36 時間の
培地中の Aβと 36-48 時間の培地中の Aβを比較した。Aβ産生量は0−36時間では各サン
プル間で差はみられなかった（図 16C）が、siRNA導入後36−48時間に産生した Aβ量に
は差がみられ、PS2のγ-セクレターゼは PS1に比べて Aβ産生量が少なかった（図 16C）。
よって、これらの変化は siRNAによるノックダウンの結果と考えられた。 
  
Aβ分子種の電気泳動による比較分子種の電気泳動による比較分子種の電気泳動による比較分子種の電気泳動による比較 
    Aβは産生される量の問題というよりも、近年ではΑβの質が重要と考えられている。

産生された Aβについてさらに詳しく調べるために、8M の尿素を含むゲルを用いて電

気泳動を行った。この尿素を含むゲルで電気泳動を行うと、Aβ42と Aβ43の分離は難し
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いが、Aβを分子種ごとに分離できるので6種類のγ-セクレターゼが産生する Aβ分子の違
いについて調べることができる。その結果、PS2を含むγ-セクレターゼは Aβ42（Aβ43）
の産生がやや多いようにみえた（図17）。 
  
ELISA 法による法による法による法による Aβ分子種の違いの定量分子種の違いの定量分子種の違いの定量分子種の違いの定量 

8Μ尿素を含むゲルを用いた電気泳動による Aβの分離をした場合、Aβ42と Aβ43をは
っきりと分離することは非常に困難であった。したがって、Aβ42 や Aβ43の産生量に

違いが生じている場合でも、8Μ尿素ゲルの電気泳動による分離では正しく評価するこ

とができない。またバンド強度の定量化による評価よりも ELISA アッセイの方がより

正確な測定が行えると考えられるため、ELISAでも Aβ40、Aβ42、 Aβ43を定量するこ

ととした。Αβ分子種特異的 ELISA は特異的抗体と Aβの N 末端特異的抗体の組み合わ

せによるサンドイッチ ELISA の系の立ち上げを試みたが、検出感度が低く、特に産生

量が低い Aβ42、Aβ43の検出は困難と考えられた。従って、Aβ40、Aβ42、Aβ43を特異
的かつ高感度で検出可能な ELISA キットを用いて培地中に含まれる Aβの検出を試み

た。その結果、PS2をノックダウンしたものと PS1/Aph1aをノックダウンした細胞の産

生する Aβ40の濃度は同程度であった（図 18）。これは PS1/Aph1bをノックダウンした
細胞及び、コントロール siRNAを導入した細胞と比べて多くの Aβ40を産生したことを
示している。Aβ42についてはコントロール siRNA 導入細胞と比較して PS1/Aph1a の
ノックダウンをした細胞だけが有意に産生量が上昇した（図 18）。また Aβ43は全ての

サンプルで検出限界以下であった。 
Aβ42 /Aβ40の比率を計算した結果、PS2のノックダウンにより、コントロール siRNA

を導入した細胞（つまり、PS1/Aph1a、PS1/Aph1b、PS2/Aph1a、PS2/Aph1bの全て

の組み合わせをもつ）に比べて、Aβ42 /Aβ40の値が有意に低下した。また PS1のノッ
クダウンはコントロールと比較して有意な変化を引き起こさなかったが、PS2 ノック
ダウンの細胞と比べるとAβ42 /Aβ40の値は上昇するという結果を示した。このように、

PS/Aph1ダブルノックダウンによって産生された Aβは Aβ総量だけではなく、Aβの分
子種にも変化が見られた。酵母再構成系による Gal4レポーターアッセイの実験結果と
HEK293 細胞を用いた siRNA による各γ-セクレターゼによる Notch、APP の切断活
性、産生される Aβ42の Aβ40に対する割合（Aβ42/Aβ40）の違いを表 1にまとめた。 
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図5. 選択培地上での生育によるNotch1-Gal4の切断活性評価
PS1/Aph1a-L、 PS1/Aph1a-S、 PS1/Aph1b、 PS2/Aph1a-L、 PS2/Aph1a-S、

PS2/Aph1bの各γ-セクレターゼとNotch1-Gal4を発現させた酵母をプレート
にストリークした。最も右に示した図に描かれているように各γ-セクレターゼ
を発現した酵母がプレートに区切られている。3つのプラスミドが導入され
たことは-LWUプレート上で生育することによって確認された（左）。さらにヒ
スチジンとアデニンを欠いた-LWHUAdeプレート上での生育によってそれぞ
れのγ-セクレターゼの切断活性がおおよそ判断できる（中央）。-LWHUAde
プレート上でよく生育する酵母内ではγ-セクレターゼの切断が起こっている
と考えられる。
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図6. βガラクトシダーゼアッセイによるNotch1-Gal4の切断活性評価
PS1/Aph1aL 、 PS1/Aph1aS 、 PS1/Aph1b 、 PS2/Aph1aL 、 PS2/Aph1aS 、
PS2/Aph1bの各γ-セクレターゼとNotch1-Gal4を発現させた酵母をSD-LWUの
液体培地で培養し、ライセートを調製した。ライセートを用いたβガラクトシ
ダーゼ活性の測定を行い、発現させた各γ-セクレターゼによるGal4融合基
質Notch1-Gal4の切断活性を評価した。n=3。エラーバーは標準偏差を示し
ている。

un
it
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図7. 基質C55とC99から産生されるAβの比較
PS1/Aph1aL、PS1/Aph1aS、PS2/Aph1aL、PS2/Aph1aS、の各γ-セクレターゼ
とC55（左から2〜5レーン）またはC99（左から6〜9レーン）を発現させた酵母
から膜画分を調製してin vitroAβ産生アッセイを行った。膜画分(80 µg)は
37℃で24時間インキュベートした後、クロロホルム・メタノール濃縮しサンプ
ルバッファーに溶かした。最も左のレーンには、ポジティブコントロールとして

Aβ（30 pg）を泳動した。

36



-LWU -LWHUAde PS1 PS2

a-La-L
a-Sa-S

bb

図8. 選択培地での生育によるC55-Gal4の切断活性測定
PS1/Aph1aL 、 PS1/Aph1aS 、 PS1/Aph1b 、 PS2/Aph1aL 、 PS2/Aph1aS 、

PS2/Aph1bの各γ-セクレターゼとC５５-Gal4を発現させた酵母をプレートにス
トリークした。最も右に示した図に描かれているように各γ-セクレターゼを
発現した酵母が区切られている。3つのプラスミドが導入されたことは-LWU
プレート上で生育することによって確認された（左）。さらにヒスチジンとア

デニンを欠いた-LWHUAdeプレート上での生育によってそれぞれのγ-セクレ
ターゼの切断活性が推定された（中央）。
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図9. βガラクトシダーゼアッセイによるC55-Gal4の切断活性評価
PS1/Aph1aL 、 PS1/Aph1aS 、 PS1/Aph1b 、 PS2/Aph1aL 、 PS2/Aph1aS 、

PS2/Aph1bの各γ-セクレターゼとC55-Gal4を発現させた酵母をSD-LWUの液体
培地で培養し、ライセートを調製した。ライセートを用いてβガラクトシダーゼ
活性の測定を行い、発現させた各γ-セクレターゼによるGal4融合基質の切断
活性を評価した。n=3。エラーバーは標準偏差を示している。
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図10. 酵母膜画分を用いたin vitro Aβ産生アッセイ
A. 基質C55またはC55-Gal4と表示されたPS、Aph1の組み合わせのγ-セクレターゼを
発現した酵母から膜画分を調製し、pH7.0のバッファーで37℃、24時間インキュベート
してAβを産生させた。クロロホルム・メタノール濃縮後SDS-PAGE、ウェスタンブロットで
Aβを検出した。ポジティブコントロールとして合成Aβ40ペプチドを30 µg泳動した。
B. PS1/Aph1b、C. PS2/Aph1bのγ-セクレターゼとC55 を発現した酵母の膜画分を用い
て、pH5.5~8.0のバッファーで37℃、24時間インキュベートしてAβを産生させた。クロロ
ホルム・メタノール濃縮後SDS-PAGE、ウェスタンブロットでAβを検出した。ポジティブコ
ントロールとして合成Aβペプチドを約30 µg泳動した。CはA、Bより検出感度の高い試
薬を用い、長時間反応させ、微量のAβを検出した。
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図11. 酵母膜画分中のγ-セクレターゼ構成タンパク質
表示されたPSとAph1の組み合わせでγ-セクレターゼが発現している酵母
の膜画分をSDS-PAGEにかけ、ウェスタンブロットによりPS、NCT、Aph1、
Pen2をそれぞれの抗体で検出した。
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図12. BACE1安定発現HEK293細胞でのsiRNAによるノックダウン確認

表示してあるPS、Aph1の組み合わせでsiRNA(10 nM)を導入して48時間後
の細胞の一部からライセートを調製し、SDS-PAGE、ウェスタンブロットでPS1、
PS2を検出しノックダウンを確認した（A） 。残りの細胞からはRNAを抽出し
RT-PCRでAph1a、Aph1bのノックダウンを確認した（B）。
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図13. siRNAによるNotchの切断活性の変化
siRNAを表示の組み合わせでそれぞれ10 nMとなるように導入し、48時

間後にmNotch1をトランスフェクションした。同時にlactacystinを10 µMとな
るように培地に加え、24時間後（siRNA導入後72時間）に細胞を回収した。
回収した細胞から、ライセートの抽出とRNAの抽出を行い、それぞれウェス
タンブロットとRT-PCRを行った。DAPTを加えた細胞ライセートをネガティブコ
ントロールとして泳動した。切断端のみを認識するV1744抗体はNICDだけ
に反応する。
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図14. 過剰発現させたmNotch-Myc量の確認
図13で泳動したライセートと同じサンプルをSDS-PAGE、ウェスタン
ブロットに供し、抗Myc抗体でmNotch-Mycの量を比較した。mNotch-
Mycよりも分子量が小さいNICDも検出されている。
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図15. siRNA導入後72時間後のノックダウンの確認
siRNAを表示の組み合わせでそれぞれ10 nMとなるように導入し、72時間
後に細胞を回収した。回収した細胞から、ライセートの抽出とRNAの抽出を
行い、それぞれウェスタンブロットとRT-PCRでノックダウンの確認を行った。ま
たγ-セクレターゼ構成因子のタンパク質の検出も行い、PS、Aph1ノックダウン
による影響をみた。
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図16. PS、Aph1ノックダウンによるAβ産生量の変化
A. siRNA導入後48-72時間の間に培地中に放出されたAβ量の比較を行っ
た。B. Aのバンド強度をcontrol siRNA導入サンプルを100として定量した。エ
ラーバーは標準偏差を示す。C. siRNA導入後36-48時間に培地に放出され
たAβ量の違い。ネガティブコントロールとしてsiRNA導入後0-36時間に放出
されたAβ量の違いを確認した。 メンブレン写真の上にはsiRNAの組み合わ
せを、下には残っていると考えられるγ-セクレターゼの組成を記した。
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図17. 8M尿素入りゲルによるAβの分離
siRNA導入後48-72時間の間に培地中に放出されたAβの分子種の違い

を見るために、8M尿素入りゲルで電気泳動しAβを分離した。両サイドに
はそれぞれ表示してある合成Aβペプチド30 pgを泳動した。導入したsiRNA
をメンブレン写真の上側に、下には残っているγ-セクレターゼを記してある。
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図18. ELISAによる培地中のAβ分子種の測定
Aβ40、Aβ42特異的ELISAキットを用いて、siRNA導入後48-72時間に培地中に

放出されたAβ分子種について解析した。Aβ40濃度を上段に、Aβ42は中段に
Aβ42/Aβ40を下段に示した。グラフの横軸にはsiRNAの結果、残るγ-セクレター
ゼを示している。例えば、左端のPS1/aというのはPS2/Aph1bのノックダウンを
行った細胞という意味である。Dunnet法による多重比較を行った。*p<0.05。n=3。
エラーバーは標準偏差を示している。

γ-secretase0
0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08
0.09

PS1/a PS1/b PS2/a PS2/b negative
control

Aβ
42

/A
β4

0 

all (n=3)

(n=3)

(n=3)

* *

*

47



表1.本研究で得られたγ-セクレターゼの性質の違い

Notch-Gal4 C55-Gal4 NICD産生 Aβ産生 Aβ42/Aβ40
PS1/ /Aph1a-L/Pen2 ○○○○ ○○○○

○○○○ ○○○○ ↓
PS1/ /Aph1a-S/Pen2 ○○○○ ○○○○

PS1/ /Aph1b /Pen2 ○○○○ ○○○○ △△△△ ○○○○ ↓
PS2/ /Aph1a-L/Pen2 ×××× ××××

○○○○ △△△△ ↑
PS2/ /Aph1a-S/Pen2 ×××× ××××

PS2/ /Aph1b /Pen2 ×××× ○○○○ △△△△ ○○○○ ↑
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5. 考察考察考察考察 
 
私は異なるγ-セクレターゼのもつ機能の違いを明らかにする目的で、γ-セクレターゼ

の酵母再構成系による機能解析を行った。その結果、レポーターアッセイで PS2/Aph1b
のγ-セクレターゼは Notch1 と APP の 2 つの異なる基質に対して切断活性が異なると
いうことを見出した。この結果を、培養細胞を用いた PS、Aph1のノックダウンによっ
て確認して、酵母でみられた PS2/Aph1bのγ-セクレターゼは PS2/Aph1aのγ-セクレタ
ーゼよりも APP切断活性が高く、また PS2のγ-セクレターゼはNotch切断活性が低い
という結果と同様の結果が得られた一方で、いくつか異なる結果が得られた。これらに

ついて考察していく。 
 

γ-セクレターゼの酵母再構成系の結果セクレターゼの酵母再構成系の結果セクレターゼの酵母再構成系の結果セクレターゼの酵母再構成系の結果 
C55 を基質としたとき酵母再構成系におけるレポーターアッセイの結果と in vitro 

Aβ産生アッセイの結果が一致しなかった。特に、PS2/Aph1b のγ-セクレターゼのこれ
ら 2つの系での結果の違いは大きかった。Gal4融合基質が切断されることを利用した
Gal4のレポーターアッセイは、本当にγ-セクレターゼ活性を反映していたのだろうか。 
酵母が選択培地 SD-LWHUAdeで生育することや、酵母ライセートに含まれるβガラ

クトシダーゼ活性が高いことがγ-セクレターゼによる切断の結果であることを確かめ
る目的で、酵母の培地（液体培地、寒天培地）にγ-セクレターゼ阻害剤を添加する実験
を試みた。まずは液体培地にγ-セクレターゼ阻害剤である DAPT、L-685,458を添加し
たが、コントロールとして添加した DMSOと生育速度に変化が見られず、阻害剤によ
る効果は見られなかった。過去の文献(67)を参考にして SDS を培地に加えることで酵
母への薬剤の浸透を高め、阻害剤の効果を確認しようとしたが、これも効果が見られな

かった(data not shown)。どうやら酵母は薬剤耐性が高く、これは酵母がもつ ABC 

（ATP Binding Cassette）トランスポーターによって薬剤が排出されているためと考
えられている。この酵母の薬剤排出機構のためγ-セクレターゼ阻害剤の添加による効果
を確認することはできなかったと考えられた。主要な ABC トランスポーター遺伝子
pdr5を欠損させた変異体を用いることで阻害剤が効くことがわかれば、PS2/Aph1bを
導入した酵母が示した選択培地での生育やβガラクトシダーゼ活性が再構成されたγ-セ
クレターゼによるものであると証明できるであろう。またトランスポーターノックアウ

トによる薬剤耐性の低い変異体が得られればγ-セクレターゼ阻害剤のハイスループッ
トスクリーニングができるようになる。これが可能になれば、Notchの切断活性は保っ
たまま APPの切断を抑えるような新たな化合物の発見が期待できる。 

γ-セクレターゼ阻害剤による確認ができなかったため、ネガティブコントロールとし
て PS なし/Aph1b や、活性が極端に低いことが多くの研究者によって確認されている
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FAD変異型 PS2N141I/Aph1bなどの組み合わせでγ-セクレターゼを再構成した。これ
らのコントロールでは選択培地で酵母の生育が見られず、PS2/Aph1b の組み合わせの
ときにみられる選択培地上での生育は再構成されたγ-セクレターゼによる切断の結果
であると考えられた。 
 
in vitro Aβ産生アッセイ産生アッセイ産生アッセイ産生アッセイ 

in vitro アッセイで Aβの産生が見られなかった原因は 2 つ考えられる。1 つは至適
pHの違いによるものである。in vitroアッセイでは pHを 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、
8.0のうち pH7.0を選んで比較した。Aph1aでは pH7.0付近で Aβ産生が最も多いが、
Aph1b では酸性側で多く産生したり、Aβ産生の至適 pH が広い範囲にわたっているこ
とがわかった。pH5.5~8.0 の異なるすべてのバッファーでアッセイし少量ずつ混ぜて
SDS-PAGE、ウェスタンブロットで評価するという実験が正確な活性評価に必要であ
る。2つ目は、酵母から調製した膜画分の問題である。酵母からの膜画分中に含まれる
γ-セクレターゼ構成タンパク質の発現量が、発現させる PS、Aph1の違いによってバラ
バラであった。先行研究では、Aph1aのノックダウンやノックアウトによる PS、NCT、
Pen2 のタンパク質レベルの低下が報告されている(43)。酵母再構成系ではこれらの先
行研究と同様に Aph1a を発現させないときに、Aph1a を発現させた酵母と比べて PS
や Pen2 のタンパクレベルでの低下がみられた。この結果が Aph1a が存在しないこと
で引き起こされているのであれば、同時に Aph1a も発現させた上で目的の組み合わせ
だけ免疫沈降法などで回収し、in vitro アッセイに用いることで正確な評価ができると
考えられる。また、こちらのほうがより実際の複合体の状態を反映しているということ

も考えられる。培養細胞に siRNA の導入をすることによるノックダウンや、酵母に１

種類のγ-セクレターゼだけを発現させるというのは制約のある状態でつくられた複合

体で生体内での本来の姿とは違う可能性も否定できない。 
 
培養細胞系と酵母再構成系で得られた結果の違い培養細胞系と酵母再構成系で得られた結果の違い培養細胞系と酵母再構成系で得られた結果の違い培養細胞系と酵母再構成系で得られた結果の違い 
 どちらか一方の PSのノックダウン時にノックダウンされなかった方の PS量がコン
トロール siRNA 導入した細胞ライセート中にある量と比較して増加するという結果が

見られた。これは、過去に報告があった、膜に存在できる PSCTF量が一定であるため

ノックダウンによって減少した分をもう一方の PSが補っていると考えられる(68)。し
かし、Aph1a 非存在下では安定化できずに分解していると考えられる。 
 
（1）Notchの切断について 
酵母再構成系と培養細胞を用いたノックダウンの系で、γ-セクレターゼによる Notch

の切断効率の違いが存在することが示唆された。酵母再構成系におけるレポーターアッ

セイの結果、PS1が PS2に比べて切断活性が圧倒的に高く、PS２はほとんど切断しな
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いと考えられる結果を示したが、培養細胞の系で siRNA によるノックダウンを用いて
PS1のγ-セクレターゼを残し、PS1が産生する NICDを調べると、Aph1aのときは産
生が見られたが、Aph1bのときは産生量が低下していた。PS2のγ-セクレターゼを残し

たときも Aph1の違いによって同様の結果となった。つまりノックダウンを用いた培養
細胞系での結果は、酵母再構成系で見られた結果を再現しなかった。培養細胞系では、

PS1か PS2かではなく Aph1aか Aph1bかによって産生されるNICD量が決定されて

いるような結果を示した。PS2 のノックダウンは十分されており、ほとんど PS1 のみ
という状況でPS1/Aph1bの組み合わせはNICD産生が低いという結果はとても興味深

い。一方 PS1 のノックダウンは十分とはいえず、PS1 ノックダウン細胞が産生した
NICDは PS1と PS2が産生したものの両方が含まれている可能性が考えられる。 
 
（2）APPの切断について 

APP を基質とした場合に酵母で再構成した各γ-セクレターゼによる切断活性をレポ
ーターアッセイで評価した結果と、BACE1安定発現HEK293細胞にsiRNAを導入し、
PS、Aph1 のノックダウンによって特定のγ-セクレターゼに Aβを産生させた結果は、
PS1は Aph1a、Aph1bともに Aβを産生し、PS2では PS2/Aph1aより PS2/Aph1bの
ほうが多く Aβ産生が見られたという結果になった。尿素を含むゲルで電気泳動した結

果、Aβ38、Aβ40、Aβ42(43)などが検出できた。また ELISA による定量では Aβ40、
Aβ42がそれぞれ検出されたが Aβ43は検出されなかった。検出された Aβの Aβ42の産
生比率を計算してみると PS2 のγ-セクレターゼのほうが PS1 に比べて Aβ42産生比率

が高く、アルツハイマー病発症に寄与していると考えられた。先行研究では Aβ42産生
が亢進することと PSNTFと PSCTF 間の距離が近いことが相関があることが知られて

おり、PS2 のγ-セクレターゼでどうなっているのか気になるところである。また FAD
変異型の PSにおいては、Aph1の違いによる影響がないかどうかについてもほとんど

報告がない。今回の実験では PS2は PS1と比べて Aβ42/Aβ40が約 2 倍となっていた

が、Strooper 研究室の報告によると Aβ42/Aβ40 の比率が 1:9（0.1）から 2:8（0.25）
となると毒性が出てくることが報告されており、生体内でどのくらい PS2による Aβ産
生がおきているかはわからないが、PS2による Aβ産生を抑えることである程度は毒性

のある Aβ産生が抑えられそうである。 
 
 酵母では膜画分のインキュベーションによって産生される Aβ分子の中で最も多いの
が Aβ43であるという結果が得られている(60)、一方で培養細胞の系では Aβ40が最も
多く、Aβ43は Aβ42よりも少ないことが報告されている(31)。精製したγ-セクレターゼ
をさまざまな組成のリポソームに戻すと産生される Aβ分子種が異なる結果が得られて

おり、産生される Aβ分子種の違いをもたらす原因のひとつは膜の組成の違いによると

考えられる。今後、酵母を用いたγ-セクレターゼの機能解析を行い Aβ分子種まで詳細
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に調べる場合はここに注意が必要であろう。また、酵母再構成系ではひとつひとつのγ-
セクレターゼについて解析できる点が最大の魅力であるが、哺乳類細胞系で報告されて

いるγ-セクレターゼ結合タンパク質が存在するかどうかも注意する必要がある。CD147、
GSAPなどは酵母に存在しないが、γ-セクレターゼ活性の抑制する機能が報告されてい

る。哺乳類細胞の系との違いをなるべく小さくするためには、酵母に存在しないタンパ

ク質を補うような工夫が必要と考えられる。また、これらの調節タンパク質は複数そろ

ってはじめて機能するのかどうかについてはまだ明らかになっておらず、酵母の系を使

えば明らかにすることができ、酵母再構成系では調節タンパク質の機能をより深く解析

できるかもしれない。 
 APPswe 過剰発現細胞を用いた siRNA 実験をすることができなかったが、APPswe
は APPの輸送が APPwtと異なることが報告されている(64)。Aph1の局在が異なるの

であれば今回とは異なる結果が得られるだろう。 
酵母再構成系、ノックダウンを用いた培養細胞系の両方の結果から、PS2/Aph1b の

γ-セクレターゼ複合体は Notch1 の切断活性は低いが APP の切断は PS1 のγ-セクレタ
ーゼと同程度か、少なくとも PS2/Aph1aよりは高い活性で行っていることが示唆され

た。さらに、PS2/Aph1bは Aβ42の産生比率（Aβ42/Aβ40）も高いことが示唆された。

これまで、Aβ産生を抑制する目的のγ-セクレターゼ阻害の副作用として Notch シグナ

リングをも阻害してしまうことが挙げられてきた。しかし、ひとつひとつのγ-セクレタ
ーゼの違いについて酵母再構成系、培養細胞系で検討した結果、PS2/Aph1bのγ-セクレ
ターゼは Notch1 の切断活性は低く Aβ42 産生比率は PS1 に比べて高いことがわかっ
た。PS2/Aph1b に親和性のある阻害剤などの開発により、アルツハイマー病発症に深

い Aβ42産生比率を抑制しつつ、Notch シグナリングはそれほど阻害しないという戦略

がとれるかもしれない。さらに詳しい解析には in vitroのアッセイも必要であるが、今

回、γ-セクレターゼが組み合わせによって異なる性質を持つということが明らかになっ

たことは非常に大きな発見である。 
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