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学位論文内容の要旨

【序論］

Alcadein (Alc)は主に神経系に発現するI型膜夕ンパク質であり、細胞質夕ンバク質X11Lを介

して、アルツハイマー病(AD)原因因子のーつであるアミロイド前駆体夕ンパク質(APP)

と複合体を形成する。APPはp‐または伍‐セクレターゼによる一次切断後、Y―セクレターゼに

よる二次切断を受けることで、Apまたはp3ペプチドを分泌する。ApはADの病理学的特徴

である老人斑の主要構成成分であり、Pセクレターゼの切断部位の違いによりAp40とAp42

が主に生成する。特に、凝集性や神経毒性が高いAp42がアルツハイマー病発症に関与してい

ると考えられているが、その凝集性の高さからAD患者におけるApの質的な変化をとらえる

ことは難しい。Alcは伍一セクレターゼによる一次切断を受けた後vセクレターゼによる二次切

断されるというAPP様の代謝を受けることにより、細胞外にp3-Alcを分泌する。APPと

Alcは代謝様式の類似性を持ち、AD病態脳においてAPPとAlcが共局在することが明らかに

なっていることから、Alcの代謝を解析することにより、AD発症機構の解明や新規パイオマ

ーカーの開発にっながる可能性があると考えられる。本研究では、Alcの二段階切断産物p3-Alc

のY切断サイトの解析を行った。

【結果と考察】

創垈圭△巴巴QY塑断の相関性

培養細胞の上清中に分泌されたp3-Alcを免疫沈降後、MALDIT○F/MS解析を行い、p3-Alcの

アミノ酸配列の決定を行った。その結果、Yセクレターゼ切断サイトの異なる複数のぺプチド

が分泌されていることが明らかとなった。

家族性AD患者において、Yセクレターゼの触媒サプュニットであるPS1に遺伝子変異が見つ

かっており、その多くはAPPのY切断に変化を弓｜き起こしご病原性や神経毒性の高いA[342の

生成量増加をもたらす。これらの変異体がAlcのY切断に対する影響を検討した。その結果こ

れらの変異体はAlcのY切断の変化も引き起こすことを明らかとした。この変化はAPPとAlc
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さらにはAlcファミリー間でまったく同じではなかったことから、AlcファミリーのY切断変化

を検出することによってさまざまなy切断機能変化を捉えることができることが示唆した。

ヒト生体内でのAlc cDy9J断

AD患者の脳で見られる老人斑のAp42は凝集性が高く、生体内での正味の質的変化は捉えに

くい。凝集性のないp3-Alcが生体内でのy切断の質的変化を検出できれぱYセクレターゼの機

能変化をとらえることができる診断マーカーとなる。

ヒトの脳脊髄液(CSF)から、p3-Alcを免疫沈降によって回収し、MALDI TOF/MSで検出を

行った。その結果、培養細胞と同じY切断サイトで二次切断を受けるp3-Alcベプチドの存在を

確認できた。またPS1遺伝子変異を持つヒトのCSF中からのp3-Alcを解析した結果、ヒト

生体内においても、p3-Alcは培養細胞と同様のY切断変化を捉えることができることを示した。

孤発性AD患者におけるp3-AlcQY塑断の変化

次に孤発性アルツハイマー病患者のCSF中のp3-AlcのY切断サイトにどのような変化がみら

れるのかを検証した。国際的な認知症の評価基準であるCDR (Clinical Dementia Rating)は、

正常の0から，重症度の3までの5段階で行われ，CDR 0.5は，最軽度アルツハイマー型認

知症と位置づけられている。

私はCDROと、CDR 0.5とCDR1、他の神経疾患群のCSFサンプル(n=158)につしゝてp3-Alca

のY切断サイトについての解析を行った。p3－Alcaを｜P-TOF/MSにより検出し、Ap40とAp42

はそれぞれsELISAにより定量した。培養細胞を用いた実験においてA[342/40との相関性が最

も高かったp3-Alca 38/35のピーク比を求めて、それぞれをAp42/40比に対してプ口ットした

結果、CDR 0.5とCDR1の軽度AD患者群において、p3-Alca38/35とAp42/40の間に正の相

関がみられた。この傾向は、PS1変異体を発現させた培養細胞から分泌されたp3－AICaと同じ

傾向であった。一方、コントロール群(CDR0）と他の神経疾患群においては、軽度のAD群

とは異なる相関傾向がみられた。AD群と、コント口ール郡および他の神経疾患群の傾きには

統計的に有意差があった。

これらのことより、PS遺伝子に変異を持たない一定数の孤発性アルツハイマー病患者におい

ても、発症初期からYセクレターゼの切断が変化している可能性があることを示唆した。

【まとめ】

本研究では、一定数の孤発性AD患者の発症機構として、PSに遺伝子変異がなくてもYセクレ

ターゼの機能変化が関与することを示唆し、またp3-Alcがyセクレターゼの機能変化を検出す

るマーカーとなりうることを示した。

- 1404―



学位論文審査の要旨

主査  教授  鈴木利治
副査  教授  有賀寛芳
副査  准教授  山本  融
副査  講師  米田  宏

学 位 論 文 題 名

Alcadein代謝産物p3－Alcのァ切断サイトの解析による

    孤発 性 アル ツハ イマー 病発症機構の解明

  Alcadeinファミルーは、進化的に保存され神経で強く発現するI型膜夕ンバク質であり、ヒトおよび

マウスでは独立の遺伝子がコードするAlcadeinoc (Alca)，Alcadeinp (Alcp)およびAlcadeirry（甜めの3

種類からなる。Alcade泣は、脳神経細胞で細胞質アダプター分子Xn・m【e岱11L）との結合を介して、家

族陸アルツハイマー病田AD）原因遺伝子であるアミロイド前駆体夕ンバク質APPと三量体を形成する。

APPとA1cは、脳内分布と神経細胞におけるキネシン―1カーゴとしての機能が相同もしくは相似である。

また、A1cはアルツハイマー病（AD）患者脳内の老人斑周辺部に存在する腫大神経突起部にAPPと集積し

て共局右することから、AD発症に関わるタンパク質であると考えられている。これまでに、A1cはAPP

と同じ代謝制御を受けることが明らかになってしゝたが、その代謝様式の詳細は未解明であった。本論文の

前半では、3種類のA1c（以下、A1cs）がAPPのaセクレターゼであるAnAM10およびADAM17で一

次切断を受け、さらに・アセクレターゼによる膜内切断を受ける事を実証し、その切断サイトを

MALDI．MS爪｛S解析により決定した。2回の連続する切断によりAPPのp3分子に相当するp3．Alcが

生成する事を見いだし、尚鰍由来のp3・A1弧、Alcp由来のp31Alcp、」岫由来のp3．Abの全一次構造を

決定した。さらに、FAD原因遺伝子である7．セクレターゼの活陸ユニットプレセニリン1¢S1）の発病性

変異がAlcの切断サイトを変化させるが、その変化の度合いは変異の場所とAlcファミリーにより様々な

程度で表れることを示した。変化した切断部位を全て同定した。PS1遺伝子変異により生成した面nor

p3・Alc分子種のmajor分子種に対する割合は、同じく変異によりAPPから生成量が変わる発痘陸nuHor

A脚ニ2のmajor邯40に対する比率（Ap4ガ40比）と強い相関性を示した。これは、アセクレターゼの機

能変化が、基質夕ンバク質の切断変化に及ぽす感受陸が一様では無いことを示し、かつAlcがァセクレタ

ーゼ の 様 々な 機 能 変 化を 検 出しやす い基質 であるこ とを示し た初め ての成果 である 。

  論文の後半では、この成果を受けて各p3、A1c分子種に対する様々な特異抗体を作製し、ヒト脳脊髄液

（CSDを用いたp3ヽ Alc微量成分の解析に取り組んだ。158検体のヒトCSFより抗体を用いて回収した

p3・AhをMAIDIーTOF／MS法で解析し、p31Alcdのmibor／Iuajor分子種比率を解析したところ、AD患

者（（mR0．5および1）では、PS1変異を細胞に発現させた場合と同様にA94眦0比率と正の相関を示

した、これに対し、同年齢健常人および他の神経疾患の患者では負の相関を示し、統計学的に相関性が

AD患者に特徴的であることを明らかにした。これは、PS遺伝子に変異を持たなしゝ孤発性AD患者で丁―

セクレターゼの機能変化を示した初めての例である。すなわち、本研究は、一定の割合の孤発陸AD患者

の発症原因として、PS遺伝子の変異に依存しないァセクレターゼの機能変化があることが初めて示した。
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本論文の成果は、発症原因が不明（おそらく多様）である孤発陸ADの患者群に対して、一つの発症原因

を示し、生化学的診断法と適切な薬物療法を確立する道を拓いた極めて独創的かつ先進的な研究であり、

創薬過程における効果の検定を合む患者の治療法や病気の予防法の開発に大きく貢献する、薬学領域の博

士号に相当する価値の高い研究である。

  これは、ようするに、著者はp3-Alcの生成機購を生化学的に解明し、その物性を明らかにした上で、

p3-Alcカ韃譜陞陸を示さなしゝ特陸を利用してヒトCSF中のp3-Alc分子種を詳細に解析することにより、

発症原因が不明であった孤発性AD患者の一定割合の発症原因が遺伝子変異に依存しないァセクレター

ゼによる膜内切断変化であることを示唆した。その成果は、7゙ セクレターゼの機能変化によって発病する

AD患者を同定し、これまで、発症原因が不明の孤発陸AD患者で行われて、一定した効果が得にくかっ

た薬物の治験を、発症原因別に分けて行う事で再評価が得られることが可能であることを示唆したなど、

診断・創薬に貢献することが大いなるものがある。

  よって著者は、薬学領域の大学院課程である生命医薬科学コース博士課程を修了し、北海道大学博士（生

命科学）の学位を授与される資格があるものと認める。
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