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Identification　 of　essential　 amino　 acids　 in　Humanin,　 a　neuroprotective　 factor　 against

Alzheimer's　 disease-relevant　 insults.

(ア ル ツハ イマー病関 連侵 害刺激 に よる神経 細胞 死 を抑 制 す るHumaninに お け る必須 な ア ミノ酸 のIli1定)

山　岸 洋 　一

内容の要旨

　Humanin(HN)は24ア ミノ酸残基 からなる分泌ペプチ ドで、全種

頽の家族性 アルツハ イマー病原閃遺伝r、 抗 ア ミロ イ ド前駆体蛋 白

質(APP1抗 体お よび細胞障害性Aβペ ブテ ドによる神繰細胞死 を抑

制す る。私達 は これ までに【.cu9をArBに 置換 する と細胞外へ 分泌 さ

れな くなる ことを明 らかに した。今 回、私達 はHNの 分}gi3よ び神繕

細胞 死抑 制活性 における構造 上の必 妾条件 を完 全艮のHNを 用いて調

べた。N二ににHNを 散合 したEGFP(HN-EGFP)を 細胞 内に発現 させ

る とEGFPあ るい13HNの 一部が欠 如 したHN・EGFPと して細胞外 に分

泌 された。.・方、EGFPお よび(LgR}HN・EGFPは 分泌 されなかった。

したが って、HNは ・次 撫造依存的 にC末 に融 合 させたECFPを 分泌 さ

せる ことが わか った。 これ らのこ とは、C端 側に結 合 したEGFP程 度

に大 きな分子に靖 し、N端 側のHN配 列は シグナルペブチ ドとしてra

能する ことを示 し,他 方、C端 側 に結合 した分子がFLAG程 度 に小 さ

い場 合は、HN配 列 をN瑚 側に持 つ分r一の全 民が 切断 されず に分泌 さ

れる とい うことを示 している。すなわ ち、HN13、 　C端 開 に結合 する

分子によ って、シグナルベ ブチ ドと して機能 した1)、HN臼 身 を分 泌

させ る機 能を発揮 した りす る。後 者の場 合が 起 こるのは 、C端 側 に

W6n　tる 分Fが ないか、　FLAG程 度 に小 さい場 合 と考 えられ る。

　次 に、 この よ うに して明 らかとなったHN自 身の分泌 に及ぼす各ア

ミノ酸残基の役割 を明 らかにする為 に、HMの 各残基 を置換 した変異

体の分泌能を調査 した。 闘Nの 各ア ミノ酸 をAlaに 殿換 してGNN自 身

の分泌1二は影響 をおよぼ さなかった。Arg置 換 したHN変 異体 の うち.

LgR、　LIUR、　LIIR,　 P]YR}3よ びV20R変 異体は分 泌 されなか った。

これ らの結 果か ら.2つ の ドメイ ン、す な わ ちLcu9・Lcullお よび

Prol9・Val20がHN自 身の 分泌 におい て重 要であ るこ とが わか った。

さらに.こ れ らのア ミノ酸の うち、Leugf3よ びLeu1巳をAspに 置換 し

たHN変 異体は分泌 さitた が、　Leu10をAsptc置 換 したHN変 異体 は分

泌 されな かった。 したが って、Leu1013HN　 身の分泌 にお いて中心

的 な役割 を損 っている と考 えられ た。 次に 、Ala・scanningしたHN　k

利用 して、完gl'xHNの 神経細胞 死抑 制活 性にお ける構造 活性相 関 を

調べ た。その縞果、P3A,　S7A.　 CNA,し9A,　 L12A、　T13A,$14A33

よぴP19A変 異体はV6421　APP{よ って誘導 される細 胞死 を柳制 で き

なか った。 したが って、Pro3.　Ser7,　CysB,　 Leu9、 しeu12,丁hrl3,

Serl4i3よ びPro1913HNの 神経細 胞死抑 制活性 に重要であ ることが 明

らか となった。 さらに、S7A、 お よび 、　LgA変 異 体J32駐 体 化で き

なかったこ とか ら、Scr?、 および、　Leu91は闘Nの2猛 体化 に重要 であ

る ことが明 らか となった。 また、細胞死抑 鮒活性 はあるが2量 体 化

で きない変異体 は存在 しなか った。

　以.量=のことから、HN13シ グナルペブチ ド様の活性があ り、この活

性には ドメイン』eu9・Leul1が重要で、特 にLeulOが 中心的 な役割 を担

ってい ることが示 された。 さらに、HNの2量 体化 はHNが 神経細胞

死抑 制活性 を発現す る上で必 須 な過程 である ことが 示唆 された。 ま

た,Lcu9は 分泌 、2母 体化お よび神経細胞 死抑創活性 に重 要であ る

こ とが明 らか となった。

輪文審査の要旨

　 Humanin(HN〕{324ア ミノ酸 幾基 からなる分泌性の ポ リベ ブチ ド

で、その遺伝 壬 を細 胞 に導人す る と細胞 か ら分泌 され拙胞 外 か ら作

用 し、apを は じめ とす るアルツハ イマー病 に関連す る全ての 因子 が

誘導する細胞 死に特 異的 に拮抗 する事が知 られてい る。本研究 では、

HNの 特微 を明 らかにす るために 、分泌お よび神経細胞 死抑制 活性 に

おける構造.Lの 必要条 件 を完4kのHNを 用 いて調べ た。 その結 果、

uHNに は シ グナルペ プチ ド様 の活 性があ り、この活性 には ドメイ

ンLeu9・Lcullと ドメインProlY.　Val20のzつ の ドメインが重要 であ

7.特 にLcu10が 中心 的役捌 を拠 って いる こと、2)HNの 神経細胞死

抑制 活性 には2量 体 化が必刎 である こと、3)Leu9は 分泌,2債 体化

および細胞 死抑制活 性に重要であ るこ とが明 らかに された。

　審査 で13,ま ずHNに 関す る研究 におけ るぶ研 究の 位置づ けにつ い

て質問が なY}1た 。 アル ツハ イマ ー病の根 治療法 を確 疏す るこ とを

目的に、HNの 作用機序 の解 明 とともに早期 の臨床応 用 を突現すべ く、

よq安 定 で活性の高いHN厨 導体 の探 索 を行 ってお り、その ・環 とし

て本研究が行 われ、 また、臨床 で応用 され るため には　 hな 薬理 試

験 、安全性 試験な ど検討す べ き点は多 い、HNの 生体 内での生理的 な

存在意義 について も検対 す る必 　jj5ありその為の 基礎的 な研 究 とし

ての意義が ある との回答 がな され た。次 に、 神経細胞 死抑 制活性 に

ついて 、細胞 に導入 された 神経細胞 死誘 導因子の発 現は細胞 集団 と

しては確aし てい るが 、その細胞 と生 存 してい る細 胞が 同.・の細胞

である ことを確認すべ きであ った との揃摘 がな され た。 さらに、HN

の2量 体形 成の様式 につい て、Scr7・Lcu12に おけ る各 ア ミノ酸の役

割 の推察 とその解析 方法 につ いての助.aが あ った。 また、生体 にお

ける剛 の遺伝 子発現 の調節機構 について質開が あ り、今後の検討謀

題であ る と回答 され た。最後 に、分泌 に閲す る結 果で 、複数 のバ ン

ドが鼠察 さitた 理 由 を質問 され 、　HN-EGFPI_fiけ るEGFPの 検出 は

使 用 した抗 体の特 性 に よる もの であ る、 また 、HN・FLAGに おけ る

FLAGの 検出 はHNの 凝 集 しや すい とい う物 性 を反 映 して いる可能性

が考え られるfit,詳 細は不明であ る との 回答 され た。

　 以 上の ように、本研 究 には今 後の課 題が 幾 されて はい る ものの 、

HNの 様 々な機 能におけ るア ミノ酸 の必要条件が 明 らかに された こと

は、剛 の活性 や代 謝の機柵 を明 らか とす ることにつ なが るものであ

るのみな らず、臨床にお いて最 も有効 なHN誘 導体 を開発す るため の

霞要な知見 となnwる もので ある と考 え られ た点 で、有 意義 な研究

である と評価 された。
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