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〈要 約〉

　sorLAはニューロンに豊富に発現している受容体であり，アルツハイマー病の発症リスクに関与すると考えられている．以前に，筆者らは，sorLAがアルツハイマー病の原因物質であるとされるアミロイドβペプチドを細胞において直接に捕捉し，そのままリソソームに輸送することによりその分解を促進していることを報告した．今回，sorLAのVps10pドメインについて，リガンドとなるペプチドとの結合活性を詳細に解析するとともに，アポ体およびアミロイドβペプチドを含む2種のリガンドとなるペプチドとの複合体の結晶構造を決定することに成功した．sorLAのVps10pドメインは中央に貫通したトンネルをもつβプロペラ構造をとっており，リガンドとなるペプチドはトンネルの内部の特定の部位にβシートの拡張により単量体の状態で結合していた．この結合の様式は特定のアミノ酸配列には強く依存しないゆるやかなものであり，sorLAが凝集を起こしやすい性質をもつさまざまなペプチドを幅広く認識して分解系へと輸送する役割をもつことが示唆された．

はじめに

　sorLA（LR11，あるいは，SORL1ともよばれる）はニューロンに高発現している1回膜貫通型の低密度リポタンパク質受容体ファミリーに属するタンパク質であり，多数のドメインから構成される2000残基をこえる巨大な細胞外領域をもつ．sorLAは，アルツハイマー病の患者の脳において発現量が減少していること1)，および，sorLAノックアウトマウスの脳においてアルツハイマー病の有力な原因物質とされるアミロイドβペプチド（アミロイドβタンパク質）の量が増加しておりこのマウスがアルツハイマー病様の症状を示したことから2,3)，アルツハイマー病に対し保護的にはたらいているとして大きな注目をあつめた．2014年，筆者らは，sorLAが産生されたアミロイドβペプチドと直接に結合し，それをそのままリソソームへと輸送することによりその分解を促進していることを発見した4)．この際，sorLAのN末端に位置するVps10pドメインがアミロイドβペプチドの直接の認識を担っていることをつきとめたが，そのくわしい分子機構は不明であった．

　Vps10pドメインは単一のドメインで700残基という非常に大きな構造単位である．哺乳類ではVps10pドメインを含むタンパク質として5種類が知られており，そのひとつであるsortilinの構造解析からVps10pドメインは羽状のβシート10枚から構成されるβプロペラ構造をとることがわかっていた5)．しかしながら，なぜsorLAのVps10pドメインだけがアミロイドβペプチドを特異的に認識し，さらに，これをリソソームへと輸送するのかは不明であったため，結晶構造解析を中心とした構造生物学的な手法によりヒトに由来するsorLAのVps10pドメインの構造-機能相関を明らかにすることを試みた．
1．sorLAのVps10pドメインによるリガンドとなるペプチドの認識

　これまでに，sorLAは複数のペプチドと結合することが報告されていた6-8)．そこで，低密度リポタンパク質受容体ファミリーのうち唯一sorLAのみがもつVps10pドメインに着目し，sorLAのVps10pドメインに対するさまざまなペプチドの結合活性を，目的のペプチドと融合したアルカリホスファターゼを用いて高感度に定量する方法により網羅的に調べた．sorLAのVps10pドメインにはそのN末端側に存在し成熟の過程において切り離されるプロペプチドが結合することが報告されていたが6)，53残基からなるプロペプチドのなかほどの6残基がこの結合において重要であることがわかった．また，Aβ40とよばれる主要なアミロイドβペプチドのうち，N末端側の22残基がやはりsorLAのVps10pドメインに認識されることが見い出された．ただし，それよりも結合領域をせばめることはできず，1残基置換を施した変異ペプチドとの結合実験からは，Aβ40にはただひとつの明確な認識配列が存在するわけではないことが予想された．15Nにより標識したAβ40を用いたNMR実験によりsorLAのVps10pドメインとAβ40との結合を観察したところ，確かに両者のあいだには特異的な相互作用が観測されたものの，結合に関与する残基はAβ40の3箇所にクラスターとして分布し，しかも個々の相互作用は一過性（短寿命）であることが示唆された．

　蛍光標識したペプチドと精製タンパク質を使用した蛍光偏光法により定常状態における結合を定量的に評価したところ，sorLAとAβ40とのあいだの結合は約200 nMのKD値の親和性をもち，Aβ40は約440 nMのKD値のプロペプチドより高い親和性で認識されることがわかった．また，系のpHを変えた結果から，sorLAのVps10pドメインはpH 5.0付近を境界として，それより中性側ではペプチドとの結合活性を示すが，それより酸性側ではタンパク質自体は安定に存在するにもかかわらず結合活性を示さないことが明らかにされた．

2．sorLAのVps10pドメインの結晶構造

　ここまでの実験結果から，sorLAのVps10pドメインは約15残基という比較的短いペプチドを認識することができるが，その認識はペプチドのアミノ酸配列には必ずしも強く依存しないという，ほかのペプチド結合タンパク質ではあまり例をみない結合の様式をもつことがわかった．その結合機構を詳細に理解するため，sorLAのVps10pドメインの結晶構造解析を行った．リガンドとなるペプチドの結合していない状態（アポ体）では，結晶化の条件の広範囲にわたるスクリーニングのなかでも，pH 5.0を下まわる酸性条件でのみ結晶が得られた．pH 4.5において得られた結晶の分解能2.35Åの構造解析の結果から，sorLAのVps10pドメインはsortilinと同様のβプロペラ構造をとり，プロペラ構造の中央には直径約25Åの貫通したトンネル構造があった（PDB ID：3WSX）．ただし，プロペラ構造の上部のいくつかのループは結晶において構造をとっていなかった．プロペラ構造のC末端側の10CCとよばれる約100残基の領域は，プロペラ構造の下部に部分的にまきつくように位置していた．
　また，結合活性のある15残基のプロペプチドの断片を過剰に添加した条件においてsorLAのVps10pドメインの結晶化に成功した．アポ体とは異なり，pH 6.0をこえる中性付近でのみ結晶が得られ，最終的にpH 6.5の条件で得られた結晶から分解能3.1Åの回折データを取得した．結晶構造解析の結果，ドメイン全体の構成に変化はなかったものの，pH 4.5の条件で結晶が得られたアポ体では構造をとっていなかったプロペラ構造の上部のループが構造をとるようになっていた（PDB ID：3WSY，図1a）．プロペラ構造のトンネルの内部の1番目の羽に相当するβシート（ブレード1）の縁には結合したプロペプチドの断片と考えられる電子密度を確認することができ，15残基のプロペプチドの断片のうち11残基のモデルを構築することができた．この結合の様式を詳細に観察すると，プロペプチドはブレード1のβシートをプロペラ構造の内側に拡張する様式で結合していた．さらに，アミロイドβペプチドとsorLAのVps10pドメインとの複合体の結晶の調製を試み，さまざまなアミロイドβペプチドの断片との共結晶化を行った結果，pH 7.8の条件において10残基のアミロイドβペプチドの断片との共結晶化に成功し，分解能3.2Åの結晶構造を得た（PDB ID：3WSZ）．βプロペラ構造の中央のトンネルには，プロペプチドとの複合体と同様に，ブレード1を拡張する様式で長く伸びた電子密度が確認でき，これがsorLAのVps10pドメインに結合したアミロイドβペプチドの断片であると考えられた．

　結合したペプチドは，ブレード1および背面のVps10pドメインの表面にくわえ，L2ループとよばれるトンネルの上部に位置するループと接しており，これによりVps10pドメインの表面に押し付けられるような構造をとっていた．興味深いことに，L2ループ，あるいは，L2ループと接して同じくトンネルの上部に位置しているL1ループを欠失させた変異体ではペプチドとの結合活性がほぼ消失した．また，トンネルの内部のペプチド結合部位の表面に位置するLeu587をArgに置換した変異体でもペプチドとの結合活性が完全に消失することが確かめられた．

　ペプチド結合部位の構造を詳細にみると，sorLAのVps10pドメインはブレード1の内縁部においてリガンドとなるペプチドを特異的に認識していたが，その相互作用はおもに主鎖のあいだの水素結合であり，リガンドとなるペプチドの側鎖はとくに積極的な寄与をしていないことがわかった．つまり，sorLAのVps10pドメインは特定のアミノ酸配列に強く依存せずに複数の種類のペプチドを認識することが可能であることを示唆しており，ペプチド結合アッセイの結果とよく一致した．

3．sorLAのVps10pドメインの構造の変化

　sorLAのVps10pドメインのペプチドとの結合活性はpHに依存していたことから，pHに関連したVps10pドメインの構造の変化がそれ自体の生理活性に重要であると考えられた．pH 4.5でのアポ体の構造とpH 6.5およびpH 7.8でのペプチドとの複合体の構造を比べると，L1ループおよびL2ループの再構成という大きな構造変化が起こっていた（図1b）．中性条件でのsorLAのVps10pドメインとペプチドとの複合体の構造を用い計算時間10 nsにて分子動力学法によるシミュレーションを行ったところ，トンネルの上部の入り口付近に位置するL1ループとL2ループ，および，その対面に位置する1B-1Cループに関しては，結晶学的な温度因子が高いにもかかわらず運動性は比較的少ないという結果が得られた．とくに，L1ループとL2ループは10 nsの計算時間をつうじて協調したような動きをみせており，L1ループ，L2ループ，リガンドとなるペプチドという運動性の高い3者がささえあうようにして互いの構造を安定化させているのではないかと考えられた．

4．家族性アルツハイマー病にみられるsorLAのVps10pドメインにおけるGly511のArgへの置換の効果

　筆者らは，一部の家族性アルツハイマー病において報告されているsorLAのVps10pドメインにおけるGly511のArgへの置換が9)，産生されたアミロイドβペプチドのsorLAによる捕捉と分解という機能を不能にしてしまうことを細胞を用いて証明している5)．そこで，sorLAのVps10pドメインにおいてGly511をArgに置換した変異タンパク質を調製し，蛍光偏光法によりそのペプチドとの結合活性を定量的に評価することで，この変異がsorLAのVps10pドメインにあたえる影響について調べた．その結果，この変異Vps10pドメインはプロペプチドおよびアミロイドβペプチドの両方に対し完全に結合活性を消失していた．Argのほか，Glu，Phe，Lys，Leu，Glnといった比較的大きな側鎖をもつ残基への置換でも同様の機能阻害がみられた．これらの変異タンパク質は正常に発現し分泌されたことから，Gly511はsorLAのVps10pドメインの全体の構造や安定性に影響するのではなく，ペプチドとの結合活性に対しなにか特定の効果をあたえていると考えられた．Gly511はペプチド結合部位から約30Å離れたL2ループの終端に位置する短いβシートに存在する（図1b）．このβシートが分子動力学法によるシミュレーションにおいて非常に運動性の少ない箇所であったことから推測すると，Gly511をかさ高い側鎖をもつ残基へと置換させることによりL2ループの構造もしくは安定性が大きな影響をうけ，結果として，アミロイドβペプチドとの結合活性を消失するのではないかと考えられた．

おわりに

　筆者らは，ペプチド結合アッセイおよびNMR法により，sorLAのVps10pドメインによるペプチドの認識は対象のアミノ酸配列に対する依存性がそれほど高くないゆるやかなものであることを示した．そして，結晶構造解析により，このペプチドの認識モードが“βシート拡張”という通常の分子認識における“鍵と鍵穴”式の厳密な認識機構とは異なるものであることを明らかにした．生体において形成されるアミロイド線維の多くは，いわゆるクロスβ構造をとる単線維の束状の凝集体であると考えられているが，βシート拡張はまさにこのクロスβ構造の構築原理である．今回の結果は，アミロイドβペプチドがアミロイド線維を形成するのと同じ原理を利用して，せまいトンネルの内側に単量体のアミロイドβペプチドを取り込むというsorLAの巧妙な戦略を示唆した．このことはまた，sorLAが産生されたアミロイドβペプチドをつねに分解系へと輸送することによりその蓄積をふせぎアルツハイマー病の発症を遅らせているという仮説と非常によく一致した．また，ペプチドとの結合活性のpH依存性もこの仮説と符合した．すなわち，sorLAはアミロイドβペプチドが産生される中性のエンドソームの環境ではアミロイドβペプチドを捕捉し，酸性（pH 5.5以下）のリソソームの環境になるとアミロイドβペプチドを放出すると考えることができた（図2）．さらに，一部の家族性アルツハイマー病にみられるsorLAのVps10pドメインにおけるGly511のArgへの置換がアミロイドβペプチドとの結合活性を消失させるという結果は，sorLAにおけるVps10pドメインの機能とアルツハイマー病の発症リスクとの直接的な因果関係を証明したことになりたいへん意義深い．

　これまで，アルツハイマー病の予防のためにはアミロイドβペプチドの産生の抑制（セクレターゼの阻害）や集積したアミロイドβペプチドの分解（分解酵素の活性化）などのアプローチが想定されてきたが，いまのところ有効な方法は知られていない．筆者らの結果は，アルツハイマー病の予防の標的としてこれまでに知られていなかったsorLAによる産生されたアミロイドβペプチドの分解という新しい経路を提示したことになる．今後，sorLAの発現や機能そのものを亢進するような方法の開発を期待したい．
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〈図説明〉

図1　sorLAのVps10pドメインの結晶構造
（a）sorLAのVps10pドメインとプロペプチドとの複合体の分子モデル．リガンドとなるペプチドはβプロペラ構造の中心にあるトンネルの内側に結合する．βプロペラ構造の模式図では，羽状のβシートを方形で示した．
（b）アポ体（酸性条件）とペプチドとの複合体（中性条件）の比較．酸性条件ではL1ループは伸びた構造をとりL2ループは構造をとらないが，中性条件ではL1ループとL2ループは互いに接した短いヘリックス構造をとる．

図2　sorLAの細胞において想定される機能

中性条件にあるエンドソームでは産生されたアミロイドβペプチドを補捉しそのままリソソームへと輸送する．リソソームは酸性条件にあるため，補捉されたアミロイドβペプチドは解離し最終的に分解される．
