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研究テーマ： 

アルツハイマー病治療を目指す基質結合機構の解明 

 

 

研究期間： 

 2020 年 4 月 1 日 ～ 2022 年 3 月 31 日 

 

研究担当者： 

＜本学＞ 

 研究代表者 福森 亮雄（大阪医科薬科大学・薬学部・教授） 

 研究分担者 柳田 寛太（大阪医科薬科大学・薬学部・講師） 

 研究分担者 岡田 健（大阪医科薬科大学・薬学部・特任研究員） 

 研究分担者 丸山 理気（大阪医科薬科大学・薬学部・研究補助員） 

 

＜共同研究機関＞ 

 研究分担者 ハラルド・シュタイナー（ミュンヘン大学・医学部・教授） 

 研究分担者 渡邉 淳（国立長寿医療研究センター・研究推進基盤センター・室長） 

 

 

研究目的： 

本研究の目的は γ セクレターゼのエクソサイトと呼ばれる基質結合部位への結合機構を解明し、

副作用の少ないアルツハイマー病（AD）治療薬開発につなげることである。 

アルツハイマー病の病原物質アミロイド β(Aβ)を産生する酵素である γ セクレターゼには、多

くの生理的な基質が存在する。そのため、通常の蛋白分解酵素のように酵素触媒部位を標的とし、酵

素阻害すると、Aβ 産生を抑制することで AD に対して治療となるものの、他の基質が有する生理的

機能をも阻害してしまい、副作用が起こる（図 1）。申請者らが発見したエクソサイトは基質を選別
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する部位であることから、その選別を制御できれば、Aβ産生のみを抑制できる可能性があると考え

ている（図 2）。本研究課題では、そのエクソサイトへの多様な基質の結合メカニズムを調べること

で、その阻害法開発へ向けた基盤構築を行う。 

 

 

研究内容および研究成果： 

アミロイド前駆体基質(APP-C99 および APP-C83)の

γセクレターゼのエクソサイトへの結合の可視化は、

ケミカルバイオロジーの技術のひとつである部位特異

的光親和性クロスリンク法（図 3）を用いた。 この

手法により、分子の相互作用をアミノ酸レベルで検出

できる。 具体的には非天然アミノ酸（para benzoyl 

phenylalanine）の遺伝的取り込み法（図 4）を用いて、

分子中の任意の 1 アミノ酸をクロスリンク可能な側鎖

を持つ非天然アミノ酸に置き換えたアミロイド前駆体

基質を大腸菌に発現させ C 末端に HIS タグにより精製

する。 その精製基質をγセクレターゼを含む細胞溶解

液と混合し、インタクトな結合状態で、光照射しクロ

スリンクさせる。 その後、変性条件で、複合体を解

離し、HIS タグを用いてプルダウンし、ウェスタンブロ

ットする。 基質と共有結合した酵素分子は分子量が

増加する（黄矢頭が赤矢頭となる。図 5）。 このように

して、基質分子中の各アミノ酸に接触する酵素分子を検

出した。  

今回はγセクレターゼの代表的な基質 APP-C83に絞り、

APP-C83 のエクソサイト結合の検出系を確立した。

APP-C83は、Aβの直接の前駆体であるAPP-C99と同じく、

アミロイド前駆体蛋白(APP)由来のγセクレターゼの基

質であるが、APP-C99 とは異なり、アミノ末端の 16アミ

ノ酸が欠けている。この欠損 16 アミノ酸残基には、APP-C99 がエクソサイトと相互作用する主要な

アミノ酸が含まれており、エクソサイトへの結合メカニズムについてなんらかの洞察が得られると考

え、APP-C83 に焦点を当て解析した（図 6）。APP-C83 の部位特異的光クロスリンク法を用いて、単一

アミノ酸レベルでのγセクレターゼとの相互作用を直接調べた。図 7はその代表的結合部位 X番残基

と X+1 番残基における結合を示した。γセクレターゼのサブユニット蛋白である PEN-2 は X番残基が

強く相互作用した。それに対して、APP-C99 の PEN-2 との相互作用は X+1 番残基で強かった。このよ

うに、相互作用アミノ酸残基が異なっていた。また、本報告書の図には示していないが、その他の残

基でも結合強度の違いがみられた。 

今回、APP-C83 もエクソサイト構成蛋白と相互作用することを示した。また、その相互作用するア

ミノ酸は、APP-C99 とは異なることを明らかにした。これらのことから、エクソサイトの結合にはア

ミノ酸配列の異なる基質を認識する柔軟性がある事がわかった。今後この柔軟性を回避できるような

エクソサイト阻害剤を探す必要がある。 
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