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1. 研究実施の概要 

 

本研究プロジェクトは、アルツハイマー病 の分子病態の理解に基づく、有効な 根本治

療・予防法の開発を目標とし、 の病因タンパク質βアミロイドの産生、凝集、クリアランスの分子

機構を解明し、各ステップを特異的にブロックないし改善する新機軸の治療薬リードを、低分子化

合物を中心に創出することを目標とする。 β産生については、γセクレターゼの構造・機能連関

の解析を、阻害薬の作動機序解明に主眼を置いて、ケミカルバイオロジー的手法を駆使しつつ行

う。 βについては、重合体の形成・毒性機構、ならびにβアミロイドに結合しその凝集に影響を

与える などの結合蛋白質の病的機能について解析する。抗βアミロイド治療法とし

て最も進んでいる「 β免疫療法」のメカニズム、ことに脳から血中への βペプチドの排出クリア

ランスの分子メカニズムにつき、遺伝子改変マウスやモデル細胞を用いて解明する。 の根本

治療実現にむけて、 の初期病態を鋭敏に反映するバイオマーカーの同定をめざし、ヒト脳に

おいて、アミロイドイメージングによる脳内アミロイド蓄積の検出と血液バイオマーカーとの対比に

つなげる。本年度はシステイン化学を用いた 法により、プレセニリン１の第 膜貫通部位が

基質進入サイトとして重要な役割を果たすことを実証し、さらに第 、 膜貫通部位が基質結合部

位である可能性を示した。へリックスを形成するβペプチドからなる“フォルダマー”がγセクレター

ゼ阻害能を有することを示した。γセクレターゼ構成因子であるニカストリンに対するモノクローナ

ル抗体を基にした フラグメントが、γセクレターゼ中和活性を有することを見出した。神経細

胞において、細胞内スフィンゴシン リン酸濃度がβセクレターゼ活性を直接規定していることを

明らかにした。 が で βのプロトフィブリルに対して、アイソフォーム特異的な維持作

用を有することを示し、 の検討を開始した。血液脳関門培養細胞 を用いて、 β

の取り込み輸送に が関与することを示した。また血中に投与した抗 β抗体が脳内 βに

作用する機序について検討を加え、脳内抗体結合型 βを増加させることを示した。今後γセク

レターゼの構造・機能連関につき、 の全長にわたる解明を進め、阻害薬・モジュレータ薬の作

動機序を明らかにするとともに、 βの凝集と細胞毒性の関連を解明、免疫療法とクリアランスの

の分子機構についても解明し、治療方策の開発に繋げる。

平成 20 年度

実績報告 



2. 研究実施内容（文中にある参照番号は 4.(1)に対応する） 

 

アルツハイマー病における病因タンパク質 βの産生、凝集、毒性、排出機構について、分

子・細胞生化学的手法、ケミカルバイオロジー的手法を結集して解析し、その結果を有効な治療

法の開発とその作用メカニズムの実証に繋げることを目的として第２年目の研究を行った。 β産

生プロテアーゼについては、γセクレターゼの構造・活性連関につき集中的に研究を行った。γ

セクレターゼはプレセニリンを活性中心とする膜タンパク質複合体であり、γセクレターゼ阻害薬

が のどの部位を標的とし、いかなる作用機序で阻害作用を発揮するかの解明は、阻害薬開

発の上でも重要である。 （ ）を用いて、γセクレター

ゼの活性中心サブユニットである 回膜貫通型タンパク質 の第 膜貫通部位からカルボキシ

末端までの構造を解析した結果、 の第 膜貫通部位は疎水性環境にあること、それに引き続

く モチーフ周辺は親水性環境にあることを見出した。また第 膜貫通部位にシステインを置

換した変異体のいくつかが親水性を示し、陽性を示す位置が周期性を示したことから、第 膜貫

通部位はαヘリックスを形成し、その一面が親水性環境に面していることが推定された。各膜貫通

部位の間の位置関係を調べるため、 の２つの膜貫通部位にそれぞれ１個のシステインを置換

した変異体にクロスリンク実験を行ったところ、 モチーフならびに第 膜貫通部位のそれぞれ

が、活性中心アスパラギン酸を含む第 膜貫通部位と近接していることが示された。以上の結果

から、 モチーフと第 膜貫通部位が活性中心ポアの形成に加わるものと考えられた。異なる

作動機序の予想される３種のγセクレターゼ阻害薬の存在下で を行い、遷移状態模倣型

γセクレターゼ阻害薬が モチーフと第 膜貫通部位の一部に結合することを示し、これらが

触媒部位を構成することを示唆した。これらの結果を総合し、γセクレターゼの基質はまず の

第 膜貫通部位に結合し、その後 モチーフと第 膜貫通部位の一部を含む活性中心ポア

に移動し、切断されるというメカニズムを提唱した 。さらに第１膜貫通部位をはじめとする ア

ミノ末端側の解析に着手し、第１膜貫通部位も触媒部位の構成に関与する予備的知見を得た。

γセクレターゼによる基質認識に関わる「基質結合部位」の同定を目指し、 の各膜貫通領

域を置換・改変した各種キメラタンパクを解析した。これまで本手法を用いて第 膜貫通部位が

との結合部位であることを見出している。全 膜貫通部位について検討を進めた結果、

の第１、 、 、 膜貫通部位は、γセクレターゼの安定性にも関与していることを示した。またケミカ

ルバイオロジー的手法である光親和性標識実験を併用することにより、膜貫通部位がγセクレタ

ーゼの基質結合部位の形成に関わっていることが示された（投稿準備中）。

基質特異的な阻害活性を示す低分子γセクレターゼ阻害薬の作動機序解明と化合物のラショ

ナルデザインを目指し、へリックスを形成するβペプチドからなる“フォルダマー”を利用することで、

ヘリックス面をデザイン可能な新規γセクレターゼ阻害薬の開発に着手し、シクロペンタンを含む

βアミノ酸 によって形成される ヘリックスβペプチドが、 オーダーの を持

つ強力なγセクレターゼ阻害薬となることを見出した。さらに光親和性標識実験を併用することで、

このフォルダマーがγセクレターゼの基質結合部位を標的とすることを見出した（投稿中）。

γセクレターゼ複合体の基質認識ユニット・ニカストリンの細胞外領域は、複合体形成過程にお

いて糖鎖付加を受けると同時に大きな構造変化を生じる。ニカストリン細胞外領域に対するモノク

ローナル抗体を樹立し、ハイブリドーマより フラグメントを樹立した。その１つ を培養細



胞に直接「 」として発現させたところ、小胞体においてニカストリンと結合、糖鎖付加およ

び構造変化を阻害し、γセクレターゼ複合体の不安定化を介して活性を抑制することを見出した。

この過程でニカストリンは小胞体内でγセクレターゼ複合体としてアセンブリーされた後に、様々

な糖タンパクのフォールディングに関わるカルネキシンに結合すること、 との結合はカルネキ

シンサイクルからγセクレターゼを遊離させ、不安定化することを示した。この結果は、ニカストリン

細胞外領域の新規γセクレターゼ阻害標的としての有用性を示唆するものである（投稿中）。また

γセクレターゼに含まれるニカストリンのパルミトイル化を示した 。

スフィンゴシン１リン酸 はリゾリン脂質メディエーターとして様々な生体反応に関与する。昨

年度 の産生に関わるスフィンゴシンリン酸化酵素 の阻害剤が β産生を抑制すること

を見出したので、その作用点を検討した。細胞内 量に応じて β産生量が低下すること、そ

の低下はβセクレターゼ活性の特異的な低下によること、この現象は神経細胞特異的に生じるこ

とを見出した。 阻害を行った細胞破砕液中でもβセクレターゼ活性が減弱することから、

は受容体を介さない経路でβセクレターゼ活性を制御することが示唆された（投稿準備中）。

遺伝多型が の発症リスクに関与する が βの凝集中間体であるプロトフィブリルに結

合すること、 の３種の遺伝多型アイソフォームのうち、 はプロトフィブリルから線維への転

換を抑制するが、 発症リスクの高い はその作用を有さず、線維形成過程を促進させることを

実証した。 トランスジェニックマウス の脳内に β線維あるいはプロトフィブリルを注入する

と、アミロイド蓄積の として作用し、蓄積が促進されることを見出した（投稿準備中）。 β毒性

の実体と、その標的分子の同定に向けて、尾藤・奥野らは、 βプロトフィブリルが神経細胞・シナ

プス伝達に及ぼす長期的影響を、初代培養神経細胞系を用いてモニターするための条件検討と、

初代培養神経細胞系を用いたアッセイ系の構築を行った。シナプス 流入に前後する可塑的シ

グナルの障害が予想されたため、 βプロトフィブリルの長時間にわたる暴露中の 測定を可能

にする 測定系を開発した。さらに神経細胞発現により長時間の神経活動に伴う 活性、

プロモーター活性、 プロモーター活性など神経活動依存的転写を測定するレポーター

系を構築した 。 βプロトフィブリルが 活性を抑制することを示唆するデータを得た。また

受容体制御へのプレセニリンの関与を示した 。

βの脳内からの排出・除去に、血液脳関門を構成する血管内皮細胞が重要な役割を果たす

可能性を考え、脳毛細血管内皮から不死化された 細胞を用いて、 βの取り込み実験

を行い、本細胞が放射性ラベル βを急速に取り込み、排出すること、この取り込みが 阻害

タンパク質 ならびに 中和抗体、 に対する ノックダウンにて抑制されること

から、 の関与を示した 。血管内皮特異的 ノックアウトマウスを作出、放射標識 βの

脳内注入により、 β排出には影響が生じないことを見出し、 では 以外のレスキュー

系が作動する可能性を示唆した（投稿準備中）。抗 βモノクローナル抗体 を全身投与した

トランスジェニックマウス脳において、脳内における抗体結合モノマー型 βの逆説的増加を

見出し、抗体非結合型 βの減尐を介して、抗体療法が作動する可能性を見出した（投稿準備

中）。

抗 β療法が臨床的に奏功するためには、ニューロンに不可逆的障害が生じ、認知症が発症

する以前にアミロイド蓄積を検出し、治療を開始することが理想的である。東北大学グループ・荒

井らは、現在臨床的に最も感度の高い非侵襲的アミロイド検出法である「アミロイドイメージング」



を、自身の開発した国産プローブ の 誘導体を用いてヒト臨床応用し、 の約半数に

陽性を見出した。 誘導体 のヒトにおける検討も開始し、 誘導体と同等のアミロイド結

合性を有することを確認した。神経疾患の治療に用いられてきた漢方方剤の構成生薬に含まれ

ている生理活性物質で化学構造の解明されている化合物７５種について、 β凝集抑制作用お

よび凝集脱重合作用について検討し、 や （ともにオウゴンに含有）など９種の化

合物に、用量依存的な凝集抑制作用および凝集脱重合作用を認めた 。

第２年度には、このようにβアミロイドを標的とする治療原理の解明と治療薬候補の同定・解析

が大きく進んだ。次年度は、次節で触れる β 特異的γセクレターゼモジュレータの作動原理

解明、 β毒性の分子機構解析、脳内 β動態の解明と抗体療法のメカニズム解明を主な目標

として、さらにプロジェクトを充実・進捗できる見込みである。

 

3. 研究実施体制 

 

（１）東京大学グループ

① 研究分担グループ長：岩坪 威 （東京大学、教授）

② 研究項目

γセクレターゼ複合体の膜内構造・機能相関の substituted Cys accessibility method 

(SCAM)法による解析。 

γセクレターゼ複合体の構成因子ニカストリンの細胞外部分に対する機能抗体・ScFv 断片

作出と、γセクレターゼ阻害抗体療法の検討。 

ショウジョウバエ S2 細胞におけるγセクレターゼ活性を阻害・増強する遺伝子の探索。 

sphingosine 代謝物のβセクレターゼ活性に対する効果の解析。 

apoE のアイソフォームごとの中間凝集体の形成に対する効果の in vitro/in vivo 解析。 

Aβ凝集体がシナプスに及ぼす影響の、カルシウムイメージングによる検証。 

AD 脳老人斑アミロイド結合成分CLAC の機能に関する、遺伝子改変マウスを用いた検討。 

脳毛細血管内皮細胞不死化細胞を用いた、Aβ輸送モデルの確立。 

脳血液関門特異的LRP-1 ノックアウトマウス確立と、Aβ免疫療法作動原理の in vivo 検証。 

 

（２）東北大学グループ 

① 研究分担グループ長：荒井 啓行（東北大学、教授） 

② 研究項目 

ヒト脳アミロイドの画像診断による検出、バイオマーカーの創出、天然物をシードと

する抗アミロイド薬の同定 

 

4. 研究成果の発表等 

（1）論文発表（原著論文） 
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（2）特許出願 

平成 20 年度 国内特許出願件数：0 件（CREST 研究期間累積件数：0 件） 


