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Alcadeinぱ切断産物による脳内APPの代謝制御機構

学位論文内容の要旨

  Alcadein (Ale)は中枢神経系に強く発現するI型膜タンパク質であり、3つの独立した遺
伝子がコードするAlca，Alcp，Alcyの三種の相同分子として存在する。Alcは細胞質タンパク

質であるXllLを介してアルツハイマー病(AD)発症の原因因子のーっであるアミロイド前
駆体タンパク質(APP)と複合体を形成する分子として、当研究室で単離・同定された。APP

とAlcはXllLが解離することで協調的に代謝を受け、APPはa-secretaseあるいは

p-secretaseにより、Alcaはa-secretaseにより、一次切断を受け、それぞれsAPPa/p，sAlc
を分泌する。さらにそれぞれのカルボキシル基末端断片(CTF)はy-secretaseによる膜内切

断を受け、APP CTFからはAロおよびp3、Alc CTFからはp3-Alcが産生、分泌する。Ap
(A[340、Ap42)はADの脳病理学的特徴である老人斑の主要構成成分であり、Ap生成の量

的・質的変化に伴うOligomer形成がAD発症の初期要因と考えられている。p3-Alca,は、

AD患者脳脊髄液(CSF)中においてAp生成の量的・質的変化を反映して変動することが明
らかになっており、Alcaの代謝産物がADのサロゲートマーカーとして利用できる可能性が

示唆されている。
AlcとAPPは発現と代謝様式が相同・相似であることに加え、面vitroの解析から、細胞内

小胞輸送に関与するkinesin-lのカーゴ分子として機能すること、Alca ICDがAPPの順行

性輸送を阻害し、AB産生を亢進することが明らかになっている。しかし、生体内における
Alcおよびその代謝産物がAPP代謝を制御する仕組みは明らかになっていない。

  本研究では、Alca切断産物によるAPP代謝制御機構を面wvoで解明する事を目的とし、
kinesin-lとの結合ドメインを有し、y-secretaseの基質となるAlca,一次切断産物Alcoc CTF

を脳神経細胞特異的に発現するトランスジェニックマウス(Tgマウス）を作製し、Alca, CTF

のAPP代謝への影響、Alca CTFおよびその切断産物p3-Alca,とAlca ICDの機能を解析し
た。

  まず、Tgマウス作製に用いるconstructとして、神経細胞で特異的に機能する血小板由来

増殖因子p (PDGFp)プロモーター下流に、ヒトAlca CTF cDNA，SV40 polyAを配置した。

初めに、signal peptidaseによる切断を受け、正常なN末端を有するAlca, CTFを発現する

constructを作製する為に、APP CTFにおける報告を元に、3種のconstruct作製し、細胞

に発現させた。発現したAlca CTF船よび切断産物p3-AlcaをWestern Blot法とマススペク
トロメトリーにより解析した。その結果、正しい代謝産物を生成した全長Alca由来のsignal

peptideにAlccc CTFを直接付加したconstructを用いてTgマウスを作製し、6Lineの
founderを得た。Western Blot法により、全脳でAlca CTFの発現量を定量した結果、wild

type (WT)マウスに比べ、3Lineで約1.4倍から1.7倍程度の増加が認められた。そこで、

最も発現の高い54Lを用いて、脳に韜ける発現部位を解析した結果、大脳皮質および海馬に
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おいて約4倍の顕著なAlca CTFの発現量増加が認められた。また、Alca CTFの代謝産物

であるp3-Alcaの産生量を定量した結果、約8倍の産生増加が認められた。以上の結果から、

Alca CTFを過剰発現し、かっ内在性Alcaと同じ切断を受けp3-Alcaを産生するAlca CTF Tg

マウスを樹立した。

  そこで、APPの一次切断産物であるAPP CTFの定量をWTマウスおよびTgマウスの脳

組織（大脳皮質および海馬）を用いたWestern Blot法により行った。APP CTFには
a―secretaseで切断され生じるCTFa(C83)、p-secretaseで切断され生じるCTFp(C99，C89)

が存在する。結果、Tgマウスにおいて全てのAPP CTF分子種で有意な減少を認め、その減
少は加齢に伴い増加する傾向が認められた。次に、y-secretaseによる切断により、APP CTF

から産生されるA1340、Ap42をsELISA法で定量した。その結果、Ap40、Ap42ともにTg

マウスで有意な増加を認めた。全長APP (APP FL)およびsAPP量に変化は認められてい
ない。以上の結果から、Alca CTFの過剰発現はAPP代謝におけるAPP CTFのy-secretase
による切断を亢進することが考えられた。

  次に、Alca CTF TgマウスにおけるAPP代謝変化の分子機構を解明する為に、まず他の

y-secretase基質でAPPと同様の変化が認められるか、APLP1，Alcp，N-Cadherinそれぞれ
のCTF量を定量することで検証した。その結果、これらタンパクのCTF量に、変化は認め

られなかった。この結果よりAlca CTFの発現によるAPP代謝変化はAPP CTFに特異的な

事象であると考えられた。次に、本事象がp3-AlcaおよびAlca ICDのいずれの機能による
ものかを神経細胞株であるCAD cellを用い検討した。その結果、p3-Alcaを添加した群では

Ap産生に変化は認められないのに対し、Alca ICDを発現した群ではAp産生の有意な亢進を

認めた。よって、AlcocによるAPPの代謝変化はAlca CTFと代謝産物Alca ICDの作用によ
るものと考えられた。そこで、kinesin-lとの結合領域を有するAlca CTFが、APP代謝に

影響する可能性を考え、CAD cellにAlca CTFおよびkinesin-lとの結合を阻害する変異
Alca CTF AWAAを導入し、Ap産生量をsELISA法により定量した。結果、Alca CTFでは

Ap産生が亢進したのに対し、Alca CTF AWAAではApの産生亢進は認められなかった。

以上の結果より、Alca CTF TgマウスにおけるAPP代謝変化はAlca CTFの過剰発現によ
りAPPとkinesin-lの結合が阻害され、APPの輸送に変化が生じた結果であると考え、APP

CTFの細胞内局在を生化学的な分画により検証した。APPのアミロイド生成的代謝はラフ
トで起こることが報告されている。そこで、Alca CTF TgマウスでAPP CTFのY－secretase

による切断が亢進していることから、ラフトへのAPPまたはAPP CTFの局在が増加してい

る可能性を考え、大脳皮質および海馬より調製した膜画分をショ糖密度勾配遠心法により分
画し、生化学的にラフトに相当する界面活性剤不溶性の膜領域(DRM)を調製し、DRM画

分，non-DRM画分におけるAPP CTF量をWB法により解析した。その結果、Tgマウスの
DRM画分においてAPP CTFの有意な増加が、non-DRM画分では有意な減少が認められた。

このことから、Alca CTFの過剰発現により、DRMへのAPP CTFの局在が増加することで

'y-secretaseによるAPP CTFの切断が亢進し、Ap産生が増加する可能性が示唆された。

  以上の結果より、脳内におけるAlca代謝産物のAPP代謝に及ばす影響が明らかになり、

協調的な代謝を受けるAlcaとAPPにおいて、Alcの代謝変化がAPPの代謝に影響を与え、

Ap産 生 の 亢 進 を 介 し て 、 AD発 症 に っ な が る 可 能 性 を 面Vl VOで示 した 。
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学 位 論 文 題 名

Alcadeind切断産物による脳内APPの代謝制御機構

  Alcadeinは、神経で強く発現するI型膜夕ンバク質ファミリーであり、3つの独立する遺伝子が

コードするAlcadeina (AICa,)，Alcadeinp (Alcp)およびAlcadei叫(Al州からなる。同様なI型

膜夕ンバク質である家族性アルツハイマー病の原因遺伝子産物、アミロイドロタンバク質前駆体

(APP)と脳内局在、代謝様式、細胞内機能が相同・相似であることが明らかになっている。これまで

に、神経細胞内で細胞質XllL夕ンパク質を介してAlcはAPPと複合体を形成している鹹別々のカ

ーゴで同じキネシン一1による順行輸送を受ける事が明らかになっている。特にAlcは直接キネシン

－1と高親和性結合を行うカーゴ受容体であることから、Alcの代謝を含む細胞内動態はAPPの輸送

に影響を与え、結果としてAPPの代謝を変えることで神経毒性を示すAロの産生にも影響を与える

ことが細胞を用いたin vitroの解析から明らかになっていた。しかしながら、このようなAlcadein

代謝および代謝産物がAPPの代謝に影響を与える事は脳内in vivoでは証明されていなかった。

  本研究は、ヒト型AICaの一次切断産物(APPdセクレターゼにより切断を受けたC末膜結合断片）

であるAICaCTFをコードするcDNAを脳神経細胞特異的に発現させるトランスジェニック(Tg)マウス

を作製し、Invivoa齢におけるAICaCTF代謝産物（アセクレターゼによる膜内切断により、Alca,

から分泌J陸p3-Alcaと細胞質に遊離したAlcICDを構成的に生成する）によるAPP代謝を解析したも

のである。解析結果から、APPCTF (APPdおよびBセクレターゼ切断を受けたC末膜結合断片）は減

少しているが、邨(APPCTFのァセクレターゼによる切断産物）生成は増加していることを明らかに

した。AICa,CTFの代謝産物p3-AlcaもしくはAICaICDのどちらがAPP代謝に影響してしゝるのかを解

析し、郎生成を増加させるのはp3-AICocではなくAlcaICDであることを見いだした。アセクレター

ゼの活性は膜ラフト分画で高いことから、AlcorICDがAPPICDの膜局在を変化させる可肯旨阯を解析し

たところTgマウスではAPPCTFがラフト分画に多く回収されることを見しゝだした。本研究は、AlcICD

が非ラフト分画のAPP―XllL-Alc（またはAlcCTF)複合体に作用し、APPを複合体から放出すること

でAPPをロおよびァセクレターゼ活性が活’幽ヒしてしゝるラフト領域に搬入させる分子機構を示唆す

る先端的な研究であるといえる。

  これは、ようするに、著者はAlcadeinの新たな機能を脳in vivoで証明し、郎の生成制御機構に

新たな知見を見いだしたもので、発症原因が不明な孤発性アルツハイマー病の発症機構の解明に貢

献 し 、 新 た な 創 薬 夕 ー ゲ ッ ト の 創 出 に 貢 献 す る と こ ろ 大 な る も の があ る 。

  よって著者は、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。


