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ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 ( A I z h eilrl e r

'

s d i s e a s e , A D ) は老年期 に 発症す る 進 行性 の 痴呆 の代表的疾患 で

あり ､ 神経原 線維変化 ､ 老人斑 の 出現お よび神経細胞 の 脱落が主 な病理学的特徴 で あ る ｡ ア ミ ロ イ ド

/3 タ ン バ ク ( A /,
'

) は こ の 老人斑 の 主 要構成成分で あり ､ 1 型膜タ ン パ ク で あ る ア ミ ロ イ ド前駆体タ

ン パ ク( /3 a m y lo i d p r e c u r s o r p r o t e in
,

A P P) より切 り 出さ れ産生さ れ たも の で あ る
｡

そ の A Pl-二,

め

切 断 に はセク レ タ
-

ゼ とよばれ る プ ロ テ ア ー ゼが関与し て い る ｡ セ ク レ タ ー ゼ に は ct
,

､ ∫

,

3
, T め 3 種

類の セク レ タ
-

ゼがあ る
｡
A β非産生経路 に お い て は､ A P P は α セク レタ

-ーゼ に より切断され ､
I

_
1

J- (二T I T

( C - t e r m i n al f r a g m e n t) ならび に A P P s α が産生 され る o また A /3 産室経路 に お い て は､ まず N 末側

で 13 セ ク レ タ
-

ゼ に より切 断を受け/ ト C T F が生 じ､ つ い で そ の 膜貫通 領域 に お い て γ 切断およ び E

切断がお こ り ､ それぞれ A j3 ､ γ- C T F が産 生され る
｡

こ の γ お よび E 切断は 7
′

セク レ タ
ー ゼが担う =

7
'

セ ク レタ -ーゼ は現在 4 種類の タ ン ハ ク( プ レ セ ニ リ ン 1 または 2 ､ ニ カ ス トリ ン ､ ヘ ン 2 および ア ブ

1 ) か ら成 る高分子 量複合体と考えられ て い る G

以 前から細胞 内の コ レ ス テ ロ
-ール を減少させ る と A iヨ の 分泌や細胞 内 A βが減少する と い う報告が

数多くなされ て い る
｡ さら に 高コ レ ス テ ロ

ー ル血症治療薬で あ る ス タチ ン の 服用 と ｡斗D 発症率 の低~F

に関す る疫学調査が報告 され､
コ レ ス テ ロ

ー

ル の A D 発症 へ の関与は臨床的 に も注目され て い る 亡 試

1



験管 内 で は､
コ レ ス テ ロ

←

ル の低下 に伴い
､ A /3 の減少 と と も に α- C T F の 増加な らび に /3 - C T F の 減

少が み られ る
o よ っ て ､

α 切断が促進し ､ 同時 に β切断が抑制され る こ と に より､ 産生され る ノ1 /3 が

減少す る の で はな い か と考えられ て い る ｡ しか しなが ら ､
コ レス テ ロ ー ル減少が γ 切 断に与え る影響

に つ い て は未だ不 明 で あ る
D γ セク レ タ

-

ゼは膜タ ン パ ク で あり ､ そ の A P P の 切断は膜内深く行わ

れ る ため ､ 膜 コ レ ス テ ロ
-

ル がそ の γ セク レ タ
-

ゼ の コ ン フ ォ メ
- シ ョ ン に 影響を及ぼし

､ そ の 結 果

酵素活性が阻害され る 可能性が考えられ た ｡ よ っ て 私は無細胞系をもち い
､ 膜 コ レ ス テ ロ

ー

ル含量 を

減少させた場合 の γ セク レ タ
←

ゼ活性 に つ い て 検討した
｡

細胞は
､ 野生型 プレセ ニ リ ン 2 ( W T P S 2) 細胞 として A P P 7 5 1 と W T P S 2 を安定 的に 共発現さ

せ た C hi n e s e h a m s t e r o v a r y (C H O ) 細胞､ ならび に ､ 変異型 プレセ ニ リ ン 2 ( M T P S 2) 細胞 とし て

A P P 7 5 1 と家族性変異型プ レセ ニ リ ン 2 で あ る N 1 4 1 I を安定的に 共発現さ せ た C ri( ) 細胞を用 い た〔二

全膜画分を 3 0 m M の m et h yl- /3 - c y cl o d e x t ri n (M βC D ) で処理 した と こ ろ ､ 約 4 O % の コ レ ス テ

ロ
- ール が除去 され た ｡ そ の 画分 を 3 7 ℃ で イ ン キ ュ ベ

-

卜し A /3 の 産生 をみたが ､ 予想外 に も変化は み

られなか っ た
c. また A β4 0 と A /3 4 2 の 産生比も W T P S 2 細胞､ M T P S 2 細胞 と も に影響をうけな か

っ たこ
､ し か し ながら全膜画分 に お ける検討 で は ､

コ レ ス テ ロ
ー

ル が A /3 産 生部位 に お い て 有効的 に 引

き抜 かれ て い る かわ か らず , A /3 産生部位で の結果 を反 映 し て い な い 可能性 も考 えられ る ｡ よ っ て コ

レ ス テ ロ--･ ル 含量 が高く ､ また A /3 産生部位の ひ と つ で はな い かと推刺さ れ で い る 低 密度 膜画分に お

い て ､ 同様 の実験を行 っ た ｡

ラ フ ト と よばれ る 低密度膜 画分は
､

コ レ ス テ ロ
ー

ル なら び に ス フ ィ ン ゴリ ン脂質 に 富む 映 ド メ イ

ン で - 物質輸送 ､ シ グナル伝達等多く の 役割を担 っ て い る と 考 えられ て い る
｡ ラ フ トは不 溶性 の

.

こ1 ;3

が蓄積し て い る こ と な どから ､
A D 発症 に関わ っ て い る 重要 な場所 で はな い か と 近年注 目 を集め て い

る
rJ 今 回 ､

1 % C H ▲ 1 P S O 処理 および シ ョ 糖密度 勾配遠心 法 に より調製 し て きた 各画分 で の タ ン パ ク分

布を調 べ た と こ ろ ､ こ の低密度膜画分 に γ セク レ タ
- ゼ の 各構成要素が局在 して い る こ とがわか っ た

=

特筆す べ きは､ 活性型 の ニ カ ス トリ ン は は と ん どが低密度 膜画 分に存在 した こ と で あ る ｡ 以 上 よ り､

活性 型 の 7
′

セ ク レ タ
- ゼが ラ フ ト に集ま っ て い る こ とが考 えられ ､ まずラ フ ト に おけ る 7

- セク レタ
-ー

ゼ活性 の特性に つ い て 調 べ た
o

細胞か ら調製し て きた低密度膜画分 は 3 7
c

C で イ ン キ ュ ベ ←- 卜す る こ と に より ､ 7
-

セ ク レタ - ーゼ依

存的な A I3 の 産 生がみられ る こ と がわか っ た. また ､ W T P S 2 細胞 で は主 に A /3 i () が ､ -一一

方 ､ M T P S 2

細胞 で は主 に A /3 4 2 が産生された=. こ れは､ 全膜画分に お け る 結果 と
一

致 した′′

そ して 低密度 膜画分に お い て ､
コ レ ス テ ロ

ー

ル の低下 に よ る 7
′

セ ク レ タ ← ゼ 活 性 へ の 影 響を み

た c･ 低密度膜画 分は M /3 C D に より ､ 約 5 0 % の コ レ ス テ ロ ー ルが除去されたが ､
:pI /3 の 産 生量 に は

影響がみ られず 7
-

セク レタ
-

ゼ活性 は保持され た
｡ また A J3 4 0 と A /3 4 2 の 産生比 も W T P S 2 細胞. ､

M T P S 2 細胞 と も に影響をうけなか っ た
c

以 上 の結果よ り 5 0 % 程度 の コ レ ス テ ロ
ー

ル を除去し た場合で も 7
,

セク レ タ
-

ゼ活性 に 対す る 影

つ



響は み られ なか っ た
｡ 細胞が生命を維持す る の に はあ る 程度 の コ レ ス テ ロ

ー ル は必要 で あ る ため ､

コ レス テ ロ ー ル の 5 0 % の 減少 と い う の は生体内 に おけ る 7
, セク レ タ

- ゼ活性 へ の影響を検討 す る の

に充分で あ る と思われ る
｡

しか しな がら､
わ たしはさら に膜 コ レス テ ロ

ー

ルが γ セク レ タ
-ーゼ活性

発現に 必要 で あ る かどう かを確かめ た い と考えた ｡ そ こ で ､ コ レ ス テ ロ
ー ル含量を極め て 低く した

場合 の 7
,

セク レタ
ー

ゼ活性 へ の影響 に つ い て 調 べ る こ と に した (
)

連続 2 回 の M βC D 処理 により約 9 0 % の コ レス テ ロ
ー

ルが低密度膜画分より除去され た(: 次 に

そ の 画分 の A β産生量 へ の影響をみ たが､
1 V T P S 2 細胞､ M T P S 2 細胞から調製した低密度膜画分

と も に 9 0 % の コ レ ス テ ロ
ー ルを除去 した に も関わ らず､ A β産生量ならび に A i3 4 0 と 4 2 の 産 生比

に は影 響が み られなか っ た
｡. よ っ て ､ 7

′

セ ク レ タ
-

ゼ活 性 は膜 コ レ ス テ ロ
ー

ル含量低 下 で 全 く影響

を受 けない こ とが示され た｡

次 に ‥ A /3 産生が確か に コ レ ス テ ロ
ー

ル に 富む 膜画分 ( ラ フ トそ の も の) で 行われ て い る こ とを

確かめ る ため に ､ B C O を用 い て ラ フ ト画分の精製を試み ､ γ セク レ タ
- ゼ活性を検討す る こ と に L

た
｡

B C O は コ レ ス テ ロ
ー

ル濃度依存的 に膜コ レ ス テ ロ
ー

ル と結合 し ､ ラ フ トの 特異的 プ ロ
ー

ブ と し

て 有効 で あ る と 考えられ て い る も の で あ る ｡

W T P S 2 細胞 よ り調製した低密度膜画分を B C O と イ ン キ ュ ベ -ー卜 し た｡ 続 い て ､ ア ピジ ン マ グ

ネ テ ィ ツ ク ビ ー ズ を用 い
､

B C O 非結合画分と B C O 結 合画分に 分 け精製 ラ フ トを調製した , J そ の 結

莱 . ラ フ トの マ
-

ー

カ
-

で あ る フ ロ チ リ ンや カ ベ オリ ン の 大部分 が B C 8 結合画分に 分 画され た [l ま

た ラ フ トに存在す る他の タ ン パ ク マ
-

カ
ー

で あ る s r c ､ G /ヨ ､ f y n も同様 に
､ 大部分 が B C O 結 合画

分に 分画された ｡ また ､ T セク レ タ
-

ーゼ の構成要素で あ る P S 2 C T F お よび p s 2 N T F も B C fヲ結

合画分 に 分画され た｡

次 に B C O が膜 の コ レ ス テ ロ -
ー

ル 濃度依存的 に 結合す る こ と を確かめ る ため に ､ 膜か ら コ レ ス テ

ロ ー~ )i/ を 減少さ せ た場合 の B C O に よ る ラ フ ト精製 へ の効果 を み た
o 低密度膜画分 を M j3 C r:) 処理

し､ そ の後 B C O に よ る ラ フ ト精製を行 っ たo そ の 結果 ､ フ ロ チリ ン やカ ベ オリ ン は B C O 非結合 画

分 に分画され ､ B C ∂結合 画分に お い て はみられなく な っ た ｡ よ っ て 確か に B C ∂ は膜 の コ レ ス テ ロ

-ール と 濃度依存的 に結合 し､ ラ フ トが精製され て い る こ とが確かめられた.ご

続 い て ､ B C O に より ラ フ ト精製をお こ な っ た各画分を 3 7 ℃ で イ ン キ ュ ベ -ー卜した ｡ B C O 結合

画分 に お い て A i3 の 産生がみられ ､ また精製前の低密度膜画分と同 嵐 主 に A /3 4 () が産生された.

また ､ ニ の B C O 結合画分に お け る A /3 産生は ､ γ セク レ タ
- - ゼ の 特異的阻害剤を添加 す る こ と

に より抑制された ｡ よ っ て B C ∂ 結合画分に おけ る A β産 生 は γ セク レ タ
･- ゼ依存的 に 起 こ っ て お

り､ 確か に γ セク レタ
-

ゼ活性はラ フ トに存在す る こ と が示 され た ｡.

次 に
､ 低密度膜画分で の γ セク レ タ

-

ゼ活性が ､ 細胞全体の 活性の うち どれく ら い を 占めて い

る か を調 べ る こ と に した ｡ 不飽和 レ ベ ル の基質濃度 に よ る A β産生量 へ の 影響をさ け る ため ､ C f-i O

細胞 より調製し て きた低密度膜画分に 外来性の基質 で ある C 9 9 - F･L A G を充分量加 え ､ A i3 の 産生 を
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み る こ と に し た
c 最初 に ､ 外来性基 質 を加 えた際の低密度膜画分に お け る 7

. セク レ タ
-ーゼ活性の 特

性 を 調 べ た ｡

C H () 細胞 の 膜画 分か ら低密度膜画分を調製し､ A β産生反応 をお こ な っ た｡ 加え る C 9 9 - F u (二i

基質 の濃度を増加さ せ る と
､

A β の 産生量 は直線的 に増加 したが ､ 5 0 0 n M 以 上 で は産生さ れ る A

βは ほ とんど増加 せ ず､ 基質が飽和 量 に達したと考えられた ｡
A β産生 の樫時的変化 に つ い て は

､
1

時間後から徐々 に 産生速度 の低下がみ られ たc また低密度膜画分の タ ンパ ク 質濃度 に よ る A /3 産生

量 の 違 い を み た と こ ろ ､ 1 0 0 LI E / m l で も っ ともタ ン パ クあたり の A β産 生量が高か っ たo 以 上 の 観

察結 果に 基 づき全映画分 と低密度映画分の A β産生 を比 較したと こ ろ ､ 全膜画分 の 活性 の うち約

8 0
o

｡ が 低密度膜画分に 存在す る と算出された ｡

以 上 の結果より ､ 低 密度膜画分 ､
つ まり ラ フ ト に は ､ γ セ ク レ タ

ー

ゼ の 構成要 素が局 在 して お

り､ 夏たそ の 酵 素活性 も非常に 高い こ と がわか っ た ｡ しか しながらそ の 活性は コ レ ス テ ロ
-ール に は

依存し て おらず､ ラ フ トに 7
, セ ク レタ

←

ゼが局在 す る 意味は ､
コ レ ス テ ロ ー ル に よ る 活 性制御をう

ける べ く ､ と い うわ けで はな い よう だ｡. 本研究で A β の 産生場所 で あ る こ と が示された ラ フ トで あ

る が ､ 産 生され る A /3 と 蓄積す る A /3 との 関係は未だわか っ て い な い
｡ 今後ます ます A O 発症 に お

け る ラ フ ト の機能の解明は鍵 とな る で あろうc ,
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