
１． はじめに

プロテアーゼはさまざまな生理現象に深く関与している
ペプチドやタンパク質のペプチド結合の加水分解を担う酵
素である．触媒部位に存在する活性中心残基の違いに基づ
き，セリン，システイン，メタロそしてアスパラギン酸プ
ロテアーゼの４種類に大別されているが，近年はグルタミ
ン酸やアスパラギンなどを活性中心アミノ酸とするプロテ
アーゼも同定されている．その切断特性についても，タン
パク質をアミノ酸にまで非選択的に分解するものや，基質
の特定のアミノ酸配列や立体構造を認識して限定的に切断
するものなど，多様である．しかし基本的にプロテアーゼ
によるペプチド鎖の切断は加水分解反応であり，その反応
機構に水分子を必要とする．したがって膜タンパク質の膜
貫通領域のように，脂質二重膜内に埋没し，かつ ヘ
リックス構造をとっている部分はプロテアーゼによる切断
を受けないものとされていた．その一方で，１９９０年代初
頭から，膜貫通領域を持った転写因子が存在し，シグナル
依存性に膜内配列に相当するペプチド結合において切断を
受け，核へと移行するという現象が報告されるようになっ
た１）．さらに並行してアルツハイマー病（Alzheimer dis-

ease：AD）の研究からも，膜内配列の切断が示唆されて
いた２）．しかし「膜貫通領域は加水分解されない」という
誤った理解により，酵素学的なアプローチはほとんどなさ
れていなかった．これらの責任酵素は，１９９０年代後半か
ら２０００年前後に大きく進み始めていたゲノム計画と分子
遺伝学的な解析，そして低分子化合物を利用するケミカル
バイオロジーによって同定され，大きな広がりを見せるこ
ととなった．

２． セクレターゼとアルツハイマー病

AD患者脳に蓄積する老人斑，神経原線維変化の主要構
成成分はアミロイド タンパク質（amyloid- peptide：A）
および，タウである．遺伝学・生化学的解析から，A産
生および蓄積の過程が AD発症の契機となりうること，一
方タウタンパク質蓄積が神経変性過程に深く関与している
ことが示唆され，AD発症機序におけるアミロイド仮説と
して広く受け入れられている３）．Aは前駆体タンパク質
（amyloid precursor protein：APP）の一部分であり，BACE１
（セクレターゼ）および セクレターゼにより神経細胞
から常に産生・細胞外に分泌される（図１）．Aには大き
く分けて C末端長が２アミノ酸異なる A４０と，A４２の
二つの分子種が知られており，特に A４２の凝集性が著し
く高いこと，また AD患者脳において A４２が優位に早期
から蓄積を開始することが明らかとなっていた４）．この C
末端長を決定するのが セクレターゼと呼ばれるプロテ
アーゼである．遺伝学的な解析により，大部分の優性遺伝
形式を示す家族性 AD（familial AD：FAD）が，プレセニ
リン（presenilin：PS）１遺伝子上の点突然変異に連鎖する
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こと５），またほぼすべての変異が A４２産生を促進し，患
者においても血中 A４２量の上昇や老人斑蓄積が亢進して
いること，そして A４２産生量と発症年齢の間に相関があ
ることなどが明らかとなった６～１２）．その後 PS１のファミ
リー分子である PS２も FAD遺伝子として同定され１３，１４），
PS１同様に A４２産生を上昇させることが示された１５）．す
なわち PS遺伝子上の変異により セクレターゼによる切
断が変化し，その結果生じる A４２産生上昇が FAD発症
の原因であることが強く示唆された．しかし PS１ノック
アウトマウスにおいては A産生が９割程度消失すると同
時に１６，１７），切断によって生じる C末端断片の蓄積が観察
され，セクレターゼ活性が抑制されていることが示され
た．興味深いことに，PS２ノックアウトマウスではこのよ
うな影響はほとんど観察されなかったが１８～２０），PS１および
PS２をともに欠失した細胞においては完全に セクレター
ゼ活性が失われていた２１，２２）．すなわち，PSは セクレター
ゼ活性に必須な分子であるが，FAD変異は機能欠失型変
異ではないこと，また哺乳類においては PS１が主要な セ
クレターゼ必須分子であると考えられた．
さらにノックアウトマウスの解析は，PSの機能につい

て新たな一面を導き出した．マウス２３，２４）のみならず線
虫２５，２６），ショウジョウバエ２７，２８）における PS遺伝子欠損個体
において，いずれも Notchシグナリングの欠損による発生
異常が検出されたのである．はからずも前後してワシント
ン大学セントルイス校の Raphael Kopanが，１回膜貫通型
タンパク質である Notchがシェディングと呼ばれる細胞外
領域の切断をリガンドとの結合依存性に受け，続いて膜に
残存する C末端断片が膜内配列中で切断を受け，細胞膜
から放出された細胞質内領域（Notch intracellular domain：

NICD）が直接核へ移行して転写因子として機能すること
を報告し２９～３１），そのシグナル活性化にタンパク質限定分解
が必要であることを示していた（図１）．当時このような
考え方はシグナル伝達，特に転写因子の機能としてはきわ
めて異例であったが，後述する SREBPシグナル経路の解
析とあいまって，徐々に受け入れられるようになった１）．
そして PSの欠損によって APP同様 Notchの切断も阻害さ
れること３２），また膜内配列中に存在する切断部位に変異を
導入したノックインマウスでは Notchシグナルが抑制され
ることが相次いで報告され３３），PSは Notchシグナリング
の必須コンポーネントであり，膜内配列切断によってシグ
ナルを伝えていることが明らかとなった．しかし PSがい
わゆる典型的なアスパラギン酸プロテアーゼモチーフであ
る D（S／T）Gモチーフを持っていないことから，プロテ
アーゼとしての機能はまったく想定されていなかった３４）．

３． セクレターゼのケミカルバイオロジー研究

一方，並行して進められていた セクレターゼ阻害剤
（-secretase inhibitor：GSI）の同定とケミカルバイオロジー
研究により，セクレターゼ研究は急速な展開を遂げた．
AD治療薬という観点から，多くの製薬企業が細胞レベル
での GSIスクリーニングを行っていた．そしてMerck社
により L-６８５，４５８（図２A）が強力な GSIとして報告され
た３５）．L-６８５，４５８はアスパラギン酸プロテアーゼ阻害剤と
して特徴的なヒドロキシエチレン同配体（hydroxyethylene
isostere）構造を持つことから，セクレターゼ活性を担う
酵素はアスパラギン酸プロテアーゼであると考えられた．
またほぼ同時期にハーバード大学のグループはやはりペプ

図１ セクレターゼによる膜内配列切断システム
ほぼすべての セクレターゼ基質は１回膜貫通型タンパク質であり，細胞外
領域でシェディングを受けて生じる C末端断片が セクレターゼによって切
断を受ける．その結果 A様ペプチドが細胞外へ，細胞質内領域が膜から放
出され，分解もしくは生理機能を発揮する．セクレターゼはプレセニリン，
ニカストリン，Aph-１，Pen-２の四つの膜タンパク質を基本構成因子とする膜
タンパク質複合体である．活性中心のアスパラギン酸を星印で示した．
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チド性 GSIの開発に成功して同様の結論に達し３６），PSの
一次配列を丹念に検討したところ，第６および第７膜貫通
領域に存在する二つのアスパラギン酸とその近傍のアミノ
酸配列が高度に保存されていることに気がついた．そこで
これらのアスパラギン酸に変異を導入したところ，セク
レターゼ活性が失われたこと１８，３７）から，PSが新規膜結合型
アスパラギン酸プロテアーゼであるという，大胆な仮説を
提唱するに至った．この考え方は多くの議論を呼び起こし
たが，上記阻害剤を用いたケミカルバイオロジー解析が決
定的な結論を導いた．両グループは独自に阻害剤の改変を
行い，光親和性標識とストレプトアビジン・ビオチン
キャッチ法３８）を用いて阻害剤の標的分子の同定を進め，い
ずれも PSとの直接結合が確認されたのである３９，４０）．その
後我々も同様のストラテジーにより，異なる骨格を持つジ
ペプチド型 GSIである DAPT（図２B）や Compound Eも
PSに直接結合することを報告した４１，４２）．ひき続いて膜タン
パク質型プロテアーゼである type４prepilin／preflagellin
peptidase（TFPP）ファミリーが細菌から同定された４３）．
TFPPは PSとの一次配列やトポロジーの類似性は認めら
れないが，やはり膜内に存在する疎水性ペプチドである
リーダーペプチドを切断する．変異体解析から，TFPPが
アスパラギン酸プロテアーゼであること，さらにその活性
に必要なアスパラギン酸近傍のアミノ酸配列の類似性か
ら，TFPPと PSは「GxGDプロテアーゼ」ファミリーに
属しているのではないかと考えられるようになった４４～４６）．
PSがプロテアーゼであるという仮説に対しては，PS単

独の過剰発現が A産生に大きな影響を与えないこともあ
り，大きな議論点となった．しかし生化学的解析により 

セクレターゼ活性が PSとともに高分子量画分に分画され
たこと４０），変異体解析からこの PSの高分子量化が セク
レターゼ活性発揮に必須であることが明らかとなったこと
から４７～５１），PSがさまざまな構成因子と結合して機能して
いることが示唆された．そこで酵母２ハイブリッド法やプ
ロテオミクスなどが進められ，さまざまな PS結合タンパ
ク質が同定された．しかし膜タンパク質複合体を扱う困難
さ，そして界面活性剤に対する感受性などさまざまな問題
点があり，最終的に最も大きな力を発揮したのは，主に線
虫を用いた Notchシグナリング関連分子のスクリーニン
グ，すなわち機能・活性を指標としたアッセイであった．
そしてこれらの手法から同定されたニカストリン５２，５３），
Aph-１５４，５５），Pen-２５４）を PSと同時に発現させることで セク
レターゼ活性が再構成されたことから５６～５９），この膜タンパ
ク質複合体が セクレターゼそのものであることが示され
た（図１）．これら４分子は基本構成因子であり，いずれ
も生体内で Notchシグナル経路における NICD産生，すな
わち セクレターゼ活性に必要であることが遺伝学的に示
された．以上より，セクレターゼ複合体は膜貫通領域を
切断する新奇アスパラギン酸プロテアーゼであり，そのな
かでも PSは触媒サブユニットであることが予測された．
そして，ニカストリンは セクレターゼの中で唯一巨大な
細胞外領域を持ち，この領域が基質分子のアミノ末端と結
合し，基質結合部位として機能していると考えられてい
る６０～６２）．また Aph-１は セクレターゼ複合体の足場タンパ
ク質としてその安定性や基質選択性に寄与している可能性
が示唆されている６３～６５）．さらに Pen-２は セクレターゼ複
合体形成過程において最終的に必要とされる分子であり，

図２ セクレターゼ阻害剤（GSI）の化学構造式
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PSの第４膜貫通領域に直接結合して酵素活性を制御する
因子として考えられている５６，６６，６７）．引き続き，さまざまな
膜タンパク質由来のシグナル配列を基質とする酵素 signal
peptide peptidase（SPP）が，特異的阻害剤を固相化したビー
ズを用いて精製・同定され，やはり GxGDモチーフを持
つことが示された６８）（図３）．興味深いことに，PSと SPPの
間では活性中心モチーフと考えられる YD，GxGDそして
PALモチーフ６９）が完全に保存され，遷移状態模倣型 GSIが
SPP活性に対して交叉抑制を示す７０～７２）．しかし全体の膜貫
通トポロジーは PSと真逆で，さらに基質となるシグナル
配列も セクレターゼ基質と反対のトポロジーを持つ（図
３）．これらの結果は，PS／セクレターゼと SPPは非常に
類似した活性中心構造を有するにも関わらず，基質の膜配
向性を見分けているがゆえにまったく異なる生理的機能を
持つプロテアーゼとして働いていることを示しており，こ
れらタンパク質が膜内配列切断活性に必要な GxGDモ
チーフを持つアスパラギン酸プロテアーゼファミリーとし
て認識されるようになった．さらに最近では，PS分子単
独でも可溶化された状態であれば短い疎水性ペプチドを切
断することができることが示された（Takeoら，投稿準備
中）７３）．以上のように，膜内配列を切断するというこれま
でのプロテアーゼ反応における非常識を打ち破る経緯にお
いては，阻害剤を単なる「薬」としてだけみるのではなく，
タンパク質の機能を検討する「分子標的プローブ」として，
ケミカルバイオロジー的に利用がなされたことが大きな力
を発揮したといえよう．

４． site２proteaseと Rhomboid

セクレターゼ研究と相まって膜内配列切断酵素の研究
を大きく展開させた分子は，site２protease（S２P）と Rhom-
boidであった７４）（図３）．S２Pは膜結合型転写因子である

sterol regulatory element-binding protein（SREBP）のシグナ
ル経路において必須コンポーネントとして同定された膜内
配列を切断するメタロプロテアーゼである７５）．SREBPは
通常小胞体膜上に存在するが，細胞内コレステロール量が
低下するとゴルジ体へと輸送され，連続した二段階の限定
分解を受け，転写因子領域を細胞質に放出する．この二段
階目の切断を担っているのが S２Pであり，典型的なメタ
ロプロテアーゼ活性中心モチーフである HEXXHを持つ，
複数回膜貫通型タンパク質である７６）．一方，Rhomboidは
ショウジョウバエ EGFである Spitzの分泌に関わる分子と
して同定された複数回膜貫通型セリンプロテアーゼであ
る７７）． Spitzは膜貫通領域を含んだ状態で生合成されるが，
膜内配列において Rhomboidによる切断を受けて細胞外に
分泌される７８）．そして大腸菌 Rhomboidホモログ GlpGの
構造解析により膜貫通領域中の GASGモチーフが触媒部
位を形作っていること，さらにこれらの活性中心残基が膜
内親水性キャビティ構造に面して存在していることが明ら
かとなった７９，８０）．すなわち，膜内配列切断は脂質二重膜内
ではなく，酵素そのものが作り出す脂質内の親水性環境で
行われていることが明示されたのである．このような構造
はその後，メタン生成古細菌の S２Pホモログにおいても
見いだされ８１），膜内配列切断酵素に共通する構造的性質と
考えられた８２）．しかしそれぞれが明確に異なる基質特異性
を持ち，遺伝学的にも別個のシグナルに関わる酵素であ
り， 特に S２Pや Rhomboidは APPを切断することはなく，
セクレターゼがこれらの基質を切断することもない８３，８４）．
すなわち，「膜内配列を切断する」活性を持つプロテアー
ゼは複数種類存在し，通常のプロテアーゼと同様に，活性
中心残基の違いによって分類されること，またこれらのプ
ロテアーゼ活性は広くほぼすべての生物にみられ，関与す
る生物現象は実に多様であることが確定的となった．

図３ 膜内配列切断酵素群
現在までに知られている膜内配列切断酵素ファミリーの模式図．星印は活性中
心残基の位置を，四角内は活性中心モチーフを示す．黒丸は糖鎖修飾を表す．

３１

生化学 第８６巻第１号（２０１４）



５． 膜内配列切断酵素の活性制御機構

この切断システムでは，膜結合型の基質が何らかの刺激
に応じて切断を受けることで機能発揮（エフェクター）ド
メインである細胞外もしくは細胞内領域が膜から放出さ
れ，新たな生体応答を惹起する，もしくは基質の分解を導
く，という流れが基本的である．特に Notchの場合は，隣
接する細胞に発現しているリガンドが Notchと結合してエ
ンドサイトーシスされることにより Notchの膜近傍領域が
構造変化し，まず細胞表面膜上で膜結合型メタロプロテ
アーゼの一つ ADAM１０によって細胞外領域がシェディン
グを受け，後に残った膜結合型 C末端断片 NEXTがエン
ドソームもしくはリソソーム近傍で セクレターゼによっ
て切断されて NICD放出に至る，というシステムが考えら
れている８５）．S２Pや Rhomboidにおいても基質の細胞内小
胞輸送が切断反応に重要であることが明らかとなってい
る．すなわち基質が膜内配列切断酵素の存在する膜オルガ
ネラへ輸送されることで切断反応を起こす，という点で細
胞内小胞輸送と共役した限定分解・シグナル伝達機構とい
える８６）．そのため特殊な輸送制御を受けない基質の場合に
は，恒常的に膜内配列切断を受けることが多い．特に
APPは産生後分泌経路によって表面膜へ輸送され，エン
ドサイトーシスによって取り込まれた後にある程度リサイ
クリングを受けてリソソームで分解されることがわかって
いる８７）．この輸送形態の中で A産生過程の第一段階であ
る 切断が初期エンドソームで BACE１によって行われる
と，ひき続いて C末端断片がエンドソームからリソソー
ム近辺で セクレターゼにより切断を受け，Aが産生さ
れると考えられている．いずれにせよ，どの膜内配列酵素
も切断を行うオルガネラにおいては基本的にはアクティブ
である．しかし セクレターゼの切断活性はその微妙な細
胞内局在の違いによって変化し８８），細胞表面に近いほど
A４０産生優位の活性を示し，リソソームに近いほど
A４２産生が増加すること，遺伝学的 ADリスク因子で
ある phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein
（PICALM）がこのプロセスを制御していることを我々は
見いだしている（Kanatsuら，in press）．また セクレター
ゼと Rhomboidについては，酵素周辺の脂質環境が酵素そ
のものの活性に影響することも示されている８９，９０）．さらに
最近神経細胞においては神経活動に連動して PSの構造変
化が生じ，A４０／４２産生比率が変化することも報告さ
れ９１），活性制御システム機構の全容解明が待たれている．

６． 膜内配列切断酵素の神経系における機能

セクレターゼについては元来 AD関連分子として解析
が進められたこと，非常に多くの膜タンパク質が基質とし
て同定されたこともあり，非常にさまざまな生理的意義が
示唆されている．特に セクレターゼの主要な基質である

Notchは，ショウジョウバエにおいて「Neurogenic」遺伝
子として同定された神経幹細胞の維持に必要な分子であ
り，非対称分裂において娘細胞の運命を決定する９２）．その
ため，Notch遺伝子に変異がある個体においては発生初期
における神経細胞数の亢進と，引き続く異常神経細胞死の
増加が観察される．同様の表現型は PSやほかの セクレ
ターゼ構成因子を欠損したショウジョウバエやマウスの神
経系においても観察され２３，９３，９４），セクレターゼが Notchシ
グナルに必須な因子であることを明示している．またコン
ディショナルノックアウトマウスを用いた解析から，
Notchシグナルは発生が終了した個体においてもさまざま
な臓器における幹細胞維持や細胞運命決定に必要なシグナ
ル経路であることが明らかとなっている．特に血球系細胞
の分化に大きく寄与しており，セクレターゼ構成因子の
ノックアウトマウスにおいても脾臓などで異常が観察され
ているほか，ヘテロノックアウトマウスにおいても，１２～
１５か月齢以上の個体では脾腫（splenomegaly）などが観察
されることが報告されている９５）．
一方，発生終了後の個体における神経系機能という観点

では，CamKII-Creマウスなどを用いた神経細胞特異的コ
ンディショナル PSノックアウトマウスにおいてシナプス
可塑性の低下や認知機能の障害，そして加齢依存性の神経
変性が観察されている．また同モデルを用いて，PSがシ
ナプスにおいて神経伝達物質の放出に必要であることも示
された９６～９８）．しかし Notchの神経細胞特異的ノックアウト
を行っても類似した表現型は認められていない９９）．した
がって Notch以外の セクレターゼ基質がこれらの神経機
能に重要である可能性が考えられる．これまでにシナプス
に関連する セクレターゼ基質だけでもすでに５０を超え，
さまざまな生理機能に関与していることが示唆されてい
る１００）．興味深いのは，ほぼすべての セクレターゼ基質は
I型膜貫通タンパク質のトポロジーを有し，多くの場合リ
ガンドが膜結合型分子であり，接着分子としての機能が示
されている分子である．その中には N-cadherinのようにホ
モフィリック（同種親和性）な接着分子が基質である場合
もあれば，EphB２や EphA４のようにリガンドが異なる分
子（これらの場合は ephrin B）であることもある．しかし
いずれの分子も セクレターゼで切断を受けるためには
Notchのように細胞外領域でシェディングを受けることが
必要であり（図１），シェディングの可否の段階で制御を
受けている．一方，セクレターゼ切断そのものにはリガ
ンド依存・非依存性などの特質は観察されない．この接着
分子の切断に関わるという特徴は，ほかの膜内配列切断酵
素と異なり，セクレターゼが異細胞間相互作用を必要と
する多細胞生物においてのみ観察されることと関係がある
のかもしれない．我々はこれらの共通性に注目してスク
リーニングを行い，ephrin B１１０１）や Neuroligin１０２）が セクレ
ターゼ基質となることを報告している．特に Neuroligin１
は ADAM１０によるシェディングを受けた後に セクレ
ターゼによる切断を受けること，特に興奮性刺激に応じて
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切断を受け，シナプス膜からの Neuroligin１タンパク質の
消失に必要なこと，この切断プロセスを抑制することでシ
ナプス形成が亢進することなどを報告した．この場合は 

セクレターゼによる切断は Neuroligin１機能の抑制に関与
していると考えられる．Neuroligin１の機能亢進は自閉症
との関連が示唆されており１０３），ADAM１０／セクレターゼ
による切断異常が自閉症と関連する可能性がある．また 

セクレターゼ活性の変化によるシナプス可塑性異常が
Neuroliginの切断様式の変化によって説明できる可能性が
あり，検討を進めている．いずれにせよ多くの セクレ
ターゼ基質が神経機能に複合的に関係しており，今後も各
基質の神経細胞における機能を明確にすることは重要であ
ろう．

７． セクレターゼ活性を制御する低分子化合物

このようにこれら Notchシグナルを介した セクレター
ゼ活性の分化への影響から単純な GSIに関しては副作用
が予見され，実際に GSIを投与したマウスやラットにお
いて血球系分化障害や腸管への影響が観察されてい
た１０４～１０７）．そのためできるだけ末梢臓器に大きな影響を与
えない化合物の探索が進められ，Eli Lilly社によって Se-
magacestat（図２C）の開発に至り，第三相治験まで行われ
た．しかし残念なことに副作用がみられたことから２０１０
年に中止となった１０８）．主たる副作用は高濃度投与群におけ
る認知機能の低下と，皮膚がんなどの発症率の亢進と報告
されている．特に認知機能の低下については，投与終了後
も回復しなかったことから，慢性的な GSI投与は中枢神
経系に不可逆的な障害を与えたと考えられている．いずれ
にせよ，慢性的な セクレターゼ活性の抑制が生体にもた
らす異常の分子的解明は重要であると考えられる．そこで
さまざまなライブラリーから多様な骨格を持つ GSIの探
索が行われ１０９），特に Notchシグナルを抑制せずに A産生
のみを抑制する，Notch-sparing GSIと呼ばれる化合物の開
発が進められた１０７，１１０，１１１）．特にスルホンアミド骨格を含んだ
化合物がそのような特性を持っていたことから精力的に開
発され１０５），その一つである Avagacestat（図２E）は第二相
臨床治験にまで至った．興味深いことに，細胞レベルの検
討においてはこれらの化合物には Notch-sparing効果があ
まりみられないが１１２，１１３），個体においては末梢臓器での
Notchシグナル抑制はあまり観察されない．その理由とし
ては薬物動態による影響のほか，Notch-sparing GSIは PS１
を含む セクレターゼに優位に阻害活性を示すことが明ら
かとなっており，PS２活性が残存するためにこれらの副作
用が生じない可能性が考えられている１１４，１１５）．しかしヒトに
おいては，高濃度群においては Semagacestatと類似した副
作用をみせ，中～低濃度群においては薬効が観察されな
かったことから，開発は中止された．
そのような経緯から，現在は AD治療薬としての セク

レターゼ活性制御法は セクレターゼモジュレーター（-

secretase modulator：GSM）へと移行している１０７，１１６）．そも
そも GSMの発見は，AD発症リスクを低下させる非ステ
ロイド性抗炎症剤（NSAIDs）の一部が，セクレターゼ
活性を直接制御し，特に凝集性の高い A４２産生のみを特
異的に阻害する一方で，C末端長の短い A３８の産生を上
昇させ，NICD産生に影響を与えない，すなわち Notchシ
グナルを遮断しないことが報告されたことに端緒を発す
る１１７，１１８）．特に NSAIDsのカルボン酸が重要であり，この部
分の改変は逆に A４２産生上昇・A３８産生低下を招く，
inverse GSMとなることも示されている１１９）．その後
NSAIDsの誘導体である Tarenflurbil（図４A）が治験に至っ
たが，第 III相治験において有意な治療効果がみられず，
開発中止となった．その原因としては脳移行性が著しく悪
かったためと予測されている．しかしこの NSAIDs型
GSMの発見は，「低分子化合物によって凝集性の高い
A４２産生を特異的に制御できる」，という新しいパラダイ
ムをもたらした．最近では強力な薬理活性を示し脳へも十
分移行する GSMとして，フェニルピペリジン型 GSMで
ある GSM-１１２０，１２１）（図４B）に加え，NGX化合物１２２）（図４C），
E２０１２１２３，１２４）（図４D）や RO-５７１２５）（図４E）などが開発されて
いる．興味深いことに，図４C～Eの GSMはフェニルイミ
ダゾール骨格を持つことを特徴とし，A４２のみならず
A４０産生も低下させ，同時に A３７と A３８産生を亢進
させる．すなわち，現在見いだされる GSMとしては，大
きく分けて，NSAIDsに始まる A３８／４２に影響を与える
フェニルピペリジン型 GSMシリーズと，A３７／３８／４０／４２
に影響を与えるフェニルイミダゾール型 GSMに分類され
る．これらの化合物の投与は少なくとも ADモデルマウス
のアミロイド斑蓄積を抑制することが示されており，一部
のフェニルイミダゾール型 GSMについては治験へと開発
が進められている．

８． プレセニリンの構造機能連関

PSがプロテアーゼそのものだとしても，依然として疎
水性の高い膜内配列を加水分解する分子機構については謎
であった．特に S２Pや Rhomboidが基質の膜貫通領域の比
較的親水性領域に近いペプチド結合を切断するのに対し
て，セクレターゼによる切断部位に相当する Aの C末
端はほぼ膜内配列の中央に相当する．また活性中心とされ
るアスパラギン酸も膜貫通領域のほぼ中央に存在すると予
測されていた．そこでチャンネルやポアのような構造を仮
定し，その中央部に活性中心アスパラギン酸が面し，触媒
構造を作っている，という仮説を考えた．その検証のた
め，我々は substituted cysteine accessibility method（SCAM）
もしくは cysteine scanning mutagenesisと呼ばれる生化学的
構造解析を行った１２６，１２７）．この方法はスルフヒドリル（-SH）
基を持つアミノ酸がシステインのみであるということ，そ
してこのスルフヒドリル基に特異的に反応するマレイミド
やメタンチオスルホン酸を利用してアミノ酸レベルで特異
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的に標識を入れることが可能であることを利用し，ビオチ
ン基やポリエチレングリコールなどの部位特異的導入や，
クロスリンク実験によってトポロジーや親水性環境，アミ
ノ酸間距離を推定する解析手法である．特に膜タンパク質
に関しては，親水性環境においてのみこれらの試薬が反応
することを利用し，バクテリオロドプシンやアセチルコリ
ン受容体において先駆的に用いられ１２８），その後カリフォル
ニア大学ロサンゼルス校の Ronald Kabackによる大腸菌の
Lacパーミアーゼ１２９），トロント大学の David M. Clarkeに
よる P-糖タンパク質１３０）の解析に利用されるなど，さまざ
まな膜タンパク質のトポロジー解析に用いられている．
我々はこの手法を用いて PSの各残基についてシステイン
変異体を作製しMTS試薬との反応性を観察すると同時
に， 遷移状態模倣型 GSIによる競合実験を加えることで，
活性中心構造を作っているアミノ酸残基のマッピングを試
みた．その結果，PSの複数の膜貫通領域によって脂質二
重膜内に親水性環境を含むポア様構造が形成され，その環
境に第６および第７膜貫通領域のアスパラギン酸が直接面
し加水分解を行う「活性中心ポア構造」モデルを提唱する
に至った１２６，１３１，１３２）（図５）．類似した結果は，ほかのグループ
からも報告された１３３，１３４）．
SCAMの優れている点は，標識の変化によってそのア

ミノ酸残基近傍の構造変化を検出できることである．我々
はこの手法を適用し，GSMの作用機序について検討し
た５９）．GSMは基質である APPに直接作用する可能性が示
されていたが，その結合は非特異的ではないかという指摘
もなされていた１３５，１３６）．また蛍光顕微鏡を用いた分子イメー
ジング解析から各種 GSMが PSの全体構造を変化させる
ことも示されていた１３７）．我々は IC５０として nMオーダー

の高い活性を示すフェニルピペリジン型化合物 GSM-１に
ついて各種改変体を作製し，光親和性標識プローブ化を
行った１２１）．そしてこのプローブが PSの N末端側の第１膜
貫通領域（TMD１）に直接結合し，活性中心構造を変化さ
せることを見いだし，GSM-１の薬理効果は直接結合を介
した PSの構造変化によるものであることを明らかにした
（図５）．TMD１の細胞質側領域は触媒構造の一部を形成
し１３２），切断過程においてピストン様の構造変化を引き起こ
し１３８），活性中心ポアの一部を形成する重要な膜貫通領域
（TMD）の一つである．また最近，フェニルイミダゾール
型 GSMについても同様の解析を行い，これらの化合物が
PSの細胞外に存在する第一ループに結合し，やはりポア
構造に影響を与えていることを明らかにした（Takeoら，
投稿中）．いずれにせよ PSの活性中心ポア構造は，A産

図４ セクレターゼモジュレーター（GSM）の化学構造式

図５ 活性中心ポア構造
SCAMの結果から推測される PSの活性中心ポア構造と GSM-１
による構造変化の模式図．
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生過程においてその C末端長の制御に直接的に関係して
いることが明らかとなった．
また GSI，GSMを用いた酵素学的解析は，セクレター

ゼによる膜内配列切断プロセスについてさらに多くの示唆
を与えた．まず ヘリックス構造をとる膜貫通領域を基
質とすることに注目し，Wolfeらは APPのアミノ酸配列
内に２-アミノイソ酪酸を挿入してヘリックス構造を固定
化したペプチドが強力な GSIとなること１３９），またその結
合部位が PS内ではあるが活性中心部位と異なることを見
いだし，セクレターゼには initial substrate binding siteと
呼ばれる基質認識部位が存在することを明らかにした１４０）．
近年，DNAのらせん構造のようにモノマー間の分子間相
互作用で自律的に高次構造を形成するオリゴマーは「フォ
ルダマー」と呼ばれ注目を集めている．我々は膜貫通領域
が ヘリックス構造をとる天然のフォルダマーであるこ
とに着目し，固定化されたヘリックス構造を自律的に形成
する アミノ酸である trans-２-アミノシクロペンタンカル
ボン酸からなるフォルダマーがやはり GSIとなることを
明らかにした１４１）（図２F）．一方膜貫通領域の ヘリックス
構造はアミノ酸配列に依存するため側鎖の改変は容易では
ないが，このフォルダマーは主鎖上の相互作用によってヘ
リックス構造をとるためヘリックス面に存在する側鎖を改
変することが可能である．そこで我々は種々の アミノ
酸を挿入，検討することで APPを優位に阻害するペプチ
ドの開発に成功した１４２）．また initial substrate binding siteに
は第１ループ，第２，第６膜貫通領域と C末端が関連して
いることを見いだしている１４３）（Takagi，Sasakiら，投稿準
備中）．
基質が捕捉された後の切断機構については，まず APP

の膜貫通領域の細胞質近傍においてエンドプロテアーゼ活
性によって 切断が行われ，Aよりも C末端長の長い
Aが生じた後に，カルボキシペプチダーゼ活性によって
C末端側から３～４アミノ酸ごとにトリミング（，切断
と呼ばれている）を受ける形で Aが生じる，Processive／
Successive cleavageモデルが井原らにより提唱されてい
る１４４）（図６）．この ，，切断のいずれも セクレターゼに
よって行われている．またこのプロセシングは初めの 切
断の位置に応じてその後に続く切断産物の種類が決定づけ
られており，主要には A４９→A４６→A４３→A４０→A３７
の産生経路が起き，マイナーな切断経路として A４８→
A４５→A４２→A３９／３８が生じることが示されている１４５）．
これは基質となる膜貫通領域のヘリックス面に沿って連続
した切断が起こっているためであると考えられている．こ
のモデルは分泌 Aの C末端長に多様性が存在しているこ
とや，APPの細胞質側断片の N末端のアミノ酸が Aと
合致しないこと，また GSMによっては A４０産生には影
響を与えず，A３８や A４２産生のみ変化させる化合物が
存在することなどを説明できるモデルとなっている．そし
て GSMはこの Processive cleavageの効率を亢進させるこ
とで，短い A分子種の作製を促進していると考えられて

いる．

９． GxGDプロテアーゼの X線結晶構造解析

現在までに，我々を含めた複数のグループが精製 セク
レターゼ複合体の単粒子構造解析を報告している１４６～１４９）．
しかし残念ながら，その解像度はまだ切断メカニズムの理
解に至るものではない．最近になり二つの GxGDプロテ
アーゼ，FlaKおよび presenilin／SPP homologue（PSH）の
X線結晶構造解析が報告され，大きな注目を浴びてい
る１５０，１５１）．S２Pと同様いずれもメタン生成古細菌由来のプロ
テアーゼであり，ゲノム解析技術と膜タンパク質構造解析
技術の革新的進歩が大きく寄与しているといえよう．特に
PSHは PSと同様に９回膜貫通型タンパク質であり，その
構造はヒト PSに類似している可能性が示唆されている
（図７）．共に GxGDモチーフを持ち，二つのアスパラギン
酸がプロテアーゼ活性に必要であること，そして脂質二重
層内に相当する位置に親水性環境を構成し，これらのアス
パラギン酸が直接面していることが推測された．すなわ

図６ セクレターゼによるProcessive／Successive cleavageモデル
セクレターゼによる連続した膜内配列切断様式．Aに概略を，
Bに APPの一次配列に基づいた切断パターンを示す．

図７ FlaKおよび PSHの X線結晶構造
FlaK（Protein Data Bank code３S０X, molecule A）および PSH（code
４HYG, molecule A）の構造と活性中心アスパラギン酸（Sphere），
膜内親水性キャビティへのアクセス（矢印）を示す．本モデル
は Pymolにて作成した．

３５
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ち，先の S２Pや Rhomboidと同様の脂質内親水性キャビ
ティがまったく異なる膜内配列切断酵素である GxGDプ
ロテアーゼにも存在することが明らかとなった．一方で
我々がヒト PS１で示唆したようなポア構造のような，細
胞内外をつなぐ親水性構造は見いだされていない．これに
はいくつかの可能性が残されている．まず現在報告されて
いる FlaK，PSHの構造は二つのアスパラギン酸が離れた
不活性型構造であるため，活性発揮時には異なる構造をと
る可能性がある．そして FlaK，PSHともに単独で酵素活
性を発揮するプロテアーゼであるのに対して，PS／セク
レターゼはほかの構成因子を必要とするプロテアーゼであ
ることも大きく異なる．実際，我々は PSが セクレター
ゼ複合体を形成する過程において，活性中心ポア構造に大
きな構造変化が生じることを見いだしており１５２），複合体で
あるがゆえに特殊な構造をしている可能性がある．さらに
セクレターゼのような から 切断に至る連続した切断
様式は FlaKや PSH，そして S２P，Rhomboidにおいても認
められない．すなわち セクレターゼの切断機構は非常に
巧妙かつ複雑なプロセスによって行われており，それに
伴った構造が存在すると考えられている．これらのメカニ
ズムの完全な理解のためには，やはり PSそのものの構造
の理解と，GSIや GSM存在下での PS／セクレターゼ複
合体の構造を理解することが必須であろう．

１０． おわりに

Alois Alzheimerが最初の患者を報告してから１００年を経
て，AD発症機序において Aが深く関与していると広く
認識されるようになった．その過程においては FAD遺伝
子としての PSの同定と A４２産生への寄与，そして セ
クレターゼとしての機能の発見は大きいものであった．し
かし セクレターゼ活性を直接抑制する薬剤 Semagaestat，
Avagacestatの治験が失敗に終わるなど，残念な結果と
なった．最近では大規模臨床観察研究の解析から，抗 A
療法については早期診断に基づく先制医療としての利用が
適切であると考えられており，長期にわたる服用の必要性
が推測される．そのような意味でも，今後の AD治療薬と
しての GSM開発に大いに期待がかかっている．また セ
クレターゼ研究により，「膜貫通領域を加水分解する」と
いう新しい膜内配列切断酵素パラダイムの確立と，膜結合
型エフェクターの生物学的意義の解明が一気に進んだ．
我々も含めて多くの研究者が「ヘリックス構造をとる膜
貫通領域は安定である」「プロテアーゼのモチーフ配列を
持たない PSは酵素ではない」という誤った方向性を頑な
に信じていた中で，モデル生物を用いた遺伝学と，ケミカ
ルバイオロジーを利用した阻害剤の活用は大きな衝撃を与
えた．しかし最終的には膜タンパク質に対するハードコア
な生化学と酵素学によって実証され，特異的な阻害剤の開
発と X線結晶構造解析によってそのメカニズムに迫りつ
つある．セクレターゼ研究とほぼ同時期にメタロプロテ

アーゼである S２Pとセリンプロテアーゼである Rhomboid
が同定されたことは決して偶然ではなく，それぞれの分野
における技術革新と，複数の分野にまたがって俯瞰する，
学際的な研究姿勢が実を結んだといえよう．さらに最近で
は，セクレターゼの非プロテアーゼ機能としてのカルシ
ウムイオン濃度調節１５３），プロテアーゼ活性が存在しない
Rhomboidファミリー分子 iRhomの機能解明１５４）など，多様
な展開が進みつつある．このように疾患・創薬研究を契機
とした セクレターゼ研究は，古典的な酵素学から分子生
物学，遺伝学そしてケミカルバイオロジーを包含しながら
新たなバイオロジーの世界をもたらしてきた．今後ますま
す新しい酵素学としての展開が期待される．
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