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【はじめに】

  アルツハイマー病(AD)は認知機能障害を伴う神経変性疾患であり、一度発症すると持続的に進

行して、確実に死亡にいたる予後不良の疾患である。急速な高齢化が進む日本において、アルツ

ハイマー病の予防および治療法の確立は重要な課題であり、その発症機構の解明と治療法の開発

が望まれている。AD患者の脳には特徴的な病理的所見として老人斑が認められる。老人斑の主

成分Apは一回膜貫通型夕ンパク質であるアミロイド前駆体夕ンパク質(APP)が細胞内で二段階

の切断を受けることで生じる。Apの産生と蓄積は、アルツハイマー病発症に深く関与しているこ

とから、Ap産生機構の解明はアルツハイマー病発症機構の解明とその治療法開発に重要である。

  当研究室で独自に単離・同定した四回膜貫通型夕ンパク質AIDは、DHHC-Cysteine Rich

DomainをもつDHHCファミリー分子のーつである。DHHCファミリー分子はタンパク質のパ

ルミトイル化(C16脂肪酸の付加）を担う酵素であり、夕ンバク質の細胞内局在制御に関与するこ

とが報告されている。

  これまでに私は、培養細胞にAPPとAIDを共発現するとAPPの代謝が抑制され、Ap産生量

が減少することを示してきた。私はさらに、AIDによるAPP代謝抑制機構の詳細なメカニズム

を解明する研究を行った。

【結果・考察】

1． AIDによるAPP趨胞鹵輸送Q抑制

APPは1回膜貫通型のタンバク質であり、小胞体でN型糖鎖修飾を受けた後、early-Golgi、

late-Golgiを経る過程でさらに0型糖鎖修飾を受けて細胞膜へと輸送される。APPはこの糖鎖修

飾の違しゝによりimmature APP (imAPP）とmatureAPP（皿APP）が存在する。APPは細胞膜上で

ADAMに、TGN輸送過程やェンドソームでBACEによるー段階目の切断を受けるが、これらの

酵素による切断を受けてABを産生するのはmAPPである。これまでに、培養細胞においてAJD

共発現によりAPPの代謝が抑制されると同時に、IYu廿Pが減少してimAPPが増加する傾向があ

ることを見出していた。そこで、AIDがAPPの細胞内輸送に影響を与えている可能性を考え、

AJD共発現時のAPPの細胞内局在を観察した結果、ゴルジ体以降のTGNなどに局在するAPP

が観察されなくなった。これらの結果から、甜DはAPPの後期分泌経路への輸送を抑制してお

    ー1374一



り、その結果APPの切断が抑制され、Apを含む代謝産物の産生量が減少していることを示した。

2． AIDとAPPの担亘佐思壷＆僮塑よびAIDQ機能鍾璽の同定

APPとAIDの相互作用部位を検証するために、APPの細胞質ドメインを欠失したAPP△cytお

よびAIDの各種欠失変異体を用いて共役免疫沈降を行った。その結果、APPとAIDの結合には、

APP側は細胞質ドメインが必要であることを明らかにした。一方、AID側は△DHHCを除くい

ずれの欠失変異体においてもAPPとの結合が確認され、詳細な結合部位の同定には至らなかった。

AIDは複数回膜貫通型夕ンバク質であることから、膜貫通部位を含めた複数の部位でAPPと相

互作用している可能性が考えられた。また、AIDによるAPP代謝抑制に必要な部位の検証する

ために各種AID欠失変異体共発現時のAPP代謝産物産生量の変化を検証したが、APPとの結合

と同様に詳細な部位の同定には至らなかった。

3． APP塑齬醸塞至あ歪BACEおよびADAM仝QAID cD影饗

  APPの一段階目の切断酵素であるADAMおよびBACEはともにAPP同様のI回膜貫通型夕

ンバク質であることから、AIDによってAPP同様に輸送制御を受けている可能性が考えられた

ので、これを検証した。まず、BACE (q-site amyloid precursor protein cleaving enzyme)につ

いてAIDとの結合やAIDによる細胞内局在変化、APP切断への影響を検証した結果、AIDは

BACEの局在に影響を与えているものの、BACEによるAPPの切断自体には影響を与えてしゝな

いことが示された。

  ADAM（adisintegrin and metalloproteinase)ファミリーはdisintegrinドメインと

metalloproteinaseドメインを持つ膜夕ンバク質の総称で、APPの切断を担うa-セクレターゼは

主にADAM10およびADAM17である。そこで、ADAM17に対するAIDの影響を検証した。

ADAM17はproADAM17として合成され、proドメインが切断を受けてmature ADAM17とな

って細胞膜上で切断活性をもつことが知られている。AID WT共発現時にはADAM17の細胞内

局在に変化は認められなかったが、これまでにAPPとAID AAHS変異体を共発現させると、

sAPPocの増加が認められていたことからAID AAHS変異体共発現により細胞膜上のADAM17が

増加している可能性を考え、ピオチンラベルによりAID共発現時の細胞膜上のADAM17を検出

した。その結果、AID AAHS変異体共発現時には細胞膜上のmature ADAM17が増加している

ことが示された。AID WT共発現時にはこのような現象はほとんど認められないことから、AID

は 酵素活性依 存的にADAM17の細胞 内局在を制 御している 可能性が示唆された。

【まとめ】

  以上、本研究をまとめると、AID WTは、APPの後期分泌経路への輸送を抑制しており、結果

としてAPP代謝が抑制されていることを明らかにした。また、この機能にAIDのバルミトイル

化酵素活性は関与しておらず、AIDはバルミトイル化転移酵素でありながらAPPの輸送に制御

に関しては酵素活性非依存的に機能していることを示した。一方、AIDは酵素活性依存的に

ADMA17のmaturationを制御している可能性を示した。これまで、ADMA17は数多くの基質

を切断することが報告されているが、ADAM17自身の活性化機構については未だ不明な点が多く

残 され て おり 、 AIDがADAM17の活性 を制御する 分子である 可能性を見 出した。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

DHHCフんミリータンノヾク質AIDによる

APP代謝抑制機構の解明

  アルツハイマー病(AD)の発症因子であるアミロイドロタンバク質(AB）は、I型膜夕ンバク質APPが

細胞外でロ・セクレターゼ、膜内で丁セクレターゼで切断を受ける際に生成・分泌する。APPの切断は

APPの細胞内輸送系と密接に関わっており、AB生成機構を明らかにしAD発症機構を理解するために

はAPPの細胞内輸送・分泌経路を制御する仕組みの理解が重要である。著者は、APPの細胞内輸送・代

謝を制御するタンパク質としてDHHCドメインを含む新規膜夕ンバク質AIコ匸）を単離し、その機能解析

を行った。DHHCドメインを持つタンバク質はタンパク質パルミトイルイヒ酵素であることが判明し、AID

はDHHC12と分類されたが、APPの輸送・代謝制御機購においてAIDは酵素濳陸中心であるDHHC

ドメイン依存的、夢E依存的な異なる作三用を表すことを明らかにし、DHHC夕ンパク質カシVレミトイ´レイヒ

酵素以外の機能を持つことを初めて示した。AIDはABの生成を含むAPPの細胞内代謝全般を抑制する

が、そのメカニズムとしてDHHCドメイン非依存的にゴルジ体からのAPP膜小胞の形成を制御してい

ることを明らかにした。これはAPPが切断を受けるTGN以降の後期分泌経路にAPP小胞がどのように

送り込まれているかを解明した成果であり、AD発症機構を分子レベルで理解する上で重要な知見をもた

らした。さらに、著者はAIDがDHHCドメイン依存的にAPPを非アミロイド生成的に切断する活性（a

．セクレターゼの活I生イ匕）を示すことを見いだした。主要なaセクレターゼはAD．AM17であることが知

られているが、ADAM17の活陸制御機構はほとんど解明されてしゝない。著者は、ADAM17の活J｜生イヒが

タンバク質パルミトイル化を介する可能陸があることを初めて示し、AD甜江17の活性化制御機構解明へ

の道を拓いた。

  本論文の成果は、（1）APPをゴルジ錐から′IBNなど後期分泌経路に搬入する機構にmDが酵素反

応非三依存的に関わっていることを見しゝだし、（2）さらにADが酵素反応依存的にAPPdセクレターゼ

であるADAM17の活J陸化を制御していることを示した。本研究は、アルツハイマー病の原因分子である

Aロの前駆体夕ンバク質APPの輸送と代謝制御にかかわる新たな分子の関与を実証した先端的な研究で、

ADの発症機構の解明と新しい創薬夕ーゲットの開発に大きく貢献するものである。よって著者は、北海

道 大学 欄吐 （生 命科 学・・／薬学）の学位を接を 与される資麓勁ゞあるものと認める。
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