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審査 の 結果の 要旨

氏名 角田 聡子

本研究は ､ ア ル ツ ハ イ マ
ー 病に お い て み られ る 老人斑 の 主 要構成成分で あ る ア ミ ロ イ ドβタ ン バ ク

( Aβ) を産生す る酵素 ､ T セク レタ
-

ゼ ､
の特性を解明す べ く ､ 膜画分に お け る A β産生 に つ い て 検

討 し たも の で あり､ 以下 の結果を得たc

l . 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 st 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 1I を安定的に 共発現さ せ た ( 1 i O

細胞 か ら調製した全膜画分を用 い て ､ 膜 コ レ ス テ ロ
ー ル含量 を減少さ せ た場合 の 7

-

セク レ タ

-ーゼ 活性に つ い て 検討 したD M e t h y l- /3 - c y cl o d e x t ri n ( M i3 C D ) 処 理 に より ､ 約 4 0 % の コ レ

ス テ ロ
ー

ルが除去 されたが､ A β の 産生量 ならび に A /3 4 0 と A β4 2 の 産生比 は変化 し なか っ

た
｡

2 . ラ フ ト と よばれ る 低密度膜画分を W T P S 2 細胞 ならび に M T P S 2 細胞か ら 1 % C H A P S () を

用 い て シ ョ 糖 密度勾配 遠心法 に よ っ て 調 製した ｡ 各画 分を調 べ た と こ ろ ､ こ の 低密度膜画分

に γ セク レ タ - ゼ の 各構成成分が 局在 し て い る こ と がわか っ た ｡ さら に ､ 活 性型 の ニ カ ス ト

リ ン の は と ん どが低密度膜画分に存在 した の で ､ 活性 型 の γ セク レ タ -ーゼ が ラ フ ト に 局在 す

る の で はな い か と思 われた｡

3 . 低密度膜画分で は γ セ クレタ
-

ゼ依存的な A /3 の 産生が み られ た｡ また ､ W T P S 2 細 胞 で は

主 に A i3 4 0 が ､

一 方 ､ M T P S 2 細胞で は主 に A β 4 2 が産生された ｡
こ れは

､ 全膜画分に お

ける 結果 と 同 じで あ っ た
,

4 ･ 低 密度膜画 分に お い て ､ コ レ ス テ ロ
ー ル の 低下 に よ る 影響を み た ｡ M /3 C D に よ り ､ 約 5(〕%

の コ レ ス テ ロ - ルが 除去さ れたが ､
A β の産生量 に は影響がみ られず 1

′ セク レ タ - - ゼ活性は

保持された｡. また A β4 0 と A β4 2 の産生比 も影響を受けなか っ た ｡
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5 . さ ら に コ レ ス テ ロ
ー

ル含量 を低くした場合 の γ セク レタ
ー ゼ活性 へ の 影響 に つ も1 て 調 べ 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 が除去された ｡
しか しなが ら､ A i3

産生量な らびに A β4 0 と 4 2 の 産生比 に は影響がみ られなか っ た ｡. よ っ て ､ T セク レ タ
-ーゼ

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.｡

6 . 次 に ､
A β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 ､ ラ フ ト の特異的プ ロ
ー ブと考えら れ て い る B C O を用 い て ラ フ ト 画分

をさ ら に精製した . そ の 結果､ ラ フ ト の マ
ー

カ
ー

で あ る フ ロ チリ ンや カ ベ オリ ン の大部分が

B C O 結合画分に 分画 され ､ ラ フ トをさら に精製す る こ とが で きた c -T セ ク レタ
-

ゼ の 構成

成分で あ る P S 2 C T F および p S 2 N T F も B C ∂ 結合画分に 分画された｡

7 . 精製 ラ フ ト画分の γ セ ク レ タ
←

ゼ活性 を検討 した と こ ろ ､ A /3 の 産生 が み られ ､ また精製前

と 同様 . 主 に A β4 0 が産生された G また ､ こ の 精製 ラ フ ト画分に おけ る A /3 産生は ､ T セ ク

レタ -ーゼ の 特 異的阻害剤を添加す る こ と に より抑 制され たo よ っ て 確か に γ セ ク レ タ
-

-I- ゼ活

性が ラ フ ト に存在す る こ とが示された｡

8 . 低密度映画分 で の γ セク レ タ
ー 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 た o 不飽和 レベ ル の 基 質濃度 に よ る 変動 をさ け る ため ､ C H O 細胞 よ り調 製 した低密

度膜画分もしくは全膜画分 に ､ 外来性基質で あ る C 9 9 - F L A G を充分量加 え､
A /3 の 産生 を測

定 し た ｡. そ の結果､ 全膜画分 の γ セク レタ
← ゼ活性の 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
､ 本論文は ､ ラ フ トに は ､ γ セク レタ - ゼ の構成要 素が 局在 し て お り ､ そ の 酵素活 性も非

常に 高 い こ と を示 した o しか しそ の 7
, セク レ タ

- ゼ活 性は コ レ ス テ ロ
ー

ル に は依存し て い な い こ と

を明 らか に し た｡ 本研究は ､ ラ フ ト に お け る γ セ ク レ タ
-

ゼ の 予想外 の 性質をは じめ て 明 らか に し

たも の で あり . 学位の 授与に値す る も の と考 えられ る
c

つ
_ つ




