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研究成果の概要（和文）：孤発性アルツハイマー病(AD)の発症機構のうち、原因タンパク質APPの神経細胞内輸
送機構と、それに伴う代謝変化に着目して、発症機構の解明を行った。ADの原因因子アミロイドβ(Aβ）はAPP
から産生されるが、APPの主要機能は神経細胞で物質の輸送を担うモーター分子と輸送小胞を接続するカーゴ受
容体である。これまでにAPP膜小胞の輸送の停滞がAβの産生増加を引き起こすことを示してきた。APPはアダプ
タータンパク質を介してモーター分子に接続すると高効率高速輸送をおこなうが、今回、直接結合が起こり低速
の輸送となる場合がある事を見いだした。接続の違いとAD発症との関係性の解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：Our aim is to reveal a molecular mechanism of sporadic Alzheimer’s disease 
(AD). We focused our analysis on the relationship APP function and metabolism. In neurons, APP 
serves a cargo receptor of molecular motor. When APP connects with motor molecule by mediation of 
adaptor protein JIP1, the membrane vesicle of APP is transported with high efficiency, which tends 
to suppress the neurotoxic amiloid-beta (Ab) generation from APP (our previous reports). In this 
study, we found that APP can directly associate with molecular motor when adaptor protein is 
defective. In such case, transport efficiency of APP vesicles reduced, which can induce increased 
generation of Ab. In aged brain, we explore whether altered transport of APP vesicles occurs along 
with increased Abeta generation. 

研究分野： 生物系薬学、生化学

キーワード： アルツハイマー病　認知症　アミロイドβ　軸索輸送　キネシン－1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国では500万人以上の認知症患者が存在し、その70%はアルツハイマー病であるが、根本治療薬は無く予防と
対処療法が中心となっている。高齢者の増加に伴い根本治療薬の開発は社会的な要請である。根本治療薬開発を
妨げている要因は、孤発性のADの発症機構が多様で、発症メカニズムがよく理解されていない点である。研究代
表者は、発症原因因子アミロイドβの前駆体APPの機能が、神経細胞内の軸索輸送を担うカーゴ受容体分子であ
ることを世界に先駆けて示してきた。このAPPの機能とAβを生み出す代謝との関係を解明する研究は、根本治療
薬の開発に必要となる新たな創薬標的を生み出す意義を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
高度高齢化社会を迎えた我が国では、認知症患者は約 500 万人に達し、その 60％以上はアルツ
ハイマー病(AD)である(2012 年厚労省)。さらに患者と同数以上の発症予備群である軽度認知障
害(MCI)や前臨床段階(preclinical stage)対象者が存在し、AD 発症機構の解明と予防・根本治療薬
の開発は社会的に喫緊な要請となっている。AD は、前駆体 APP から生成する Abの可溶性オリ
ゴマー(AbO)がシナプス傷害と神経毒性を現すことで発症する。原因遺伝子である App と APP
の二段階目の切断酵素γセクレターゼの触媒ユニット、プレセニリン(PS)遺伝子に変異を持つ家
族性 AD の解析から、発症性（高凝集性）Ab の生成増加の仕組みが解明されてきたが、患者の
95%以上を占め遺伝子変異を持たない孤発性 AD の発症過程は未解明な点が多く、多様な根本発
症分子機構の解明と発症機構別の創薬開発に必要な薬剤標的の同定が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 多数の報告がある APP の機能の中で、最も重要な機能は神経軸索で微小管上の物質輸送に関
わる主要分子モーターであるキネシン-1 のカーゴ受容体としての役割である。キネシン-1 は 2
本の重鎖(KHC)と 2 本の軽鎖(KLC)からなるヘテロ 4量体であり、KLC がカーゴ小胞に、KHC が微
小管に結合する事で様々な分子を神経末端へ順行輸送している。研究代表者と分担者は、APP は
単にキネシン-1 によって輸送される積荷ではなく、アダプター分子 JIP1bを介して KLC と機能
的に接続し、JIP1 はキネシン-1 の機能を制御する事を実証してきた。さらに APP は他のキネシ
ン-1 カーゴ(研究代表者が発見した Alcadeinα/Alcαなど)よりも高速で輸送される事を見いだ
し、高速化には JIP1bと KLC の結合制御が重要である事を報告した (Mol. Biol. Cell [2014] 
25, 3569)。APP の輸送障害は Aβの生成増加を引き起こす (EMBO J. [2007] 26, 1475)ため、
神経細胞で高効率な APP 輸送を維持する仕組みと破綻の原因を解明することは、Aβ誘導性の神
経変性を理解し、治療薬の標的を探索する上で重要である。さらに、本研究では APPおよび Alc
αが輸送する分子の同定に取り組み、AD発症との関連性を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1)APPおよび Alcαカーゴが輸送している物質の同定と AD発症との関連性解析 
  APP カーゴと Alcαカーゴは、それぞれ独自の積荷を輸送することが示唆されていたが、一
方のカーゴ受容体を機能不全にした場合、もう一方のカーゴが他方のカーゴ受容体を搭載して
いることから両カーゴ受容体の相互補償効果が考えられた。代表的積荷分子の神経機能におけ
る役割の探索を行い、AD発症との相関性を解析する。野生型、APP-KO、Alcα-KO,マウスから生
化学的に輸送小胞分画を単離し、カーゴ受容体 APP と Alcαの特異抗体を用いて、APP カーゴお
よび Alcαカーゴを単離した。それぞれのカーゴの積載タンパク質を LC-MS/MSで解析、同定し、
特徴的な分子に関しては抗体を用いたイムノブロット法で解析し定量を行った。同定した分子
が神経軸索末端まで輸送されていることを野生型マウスと APP/Alcα-DKO マウスの神経細胞を
免疫染色することで解析した。 
 
(2)APP とキネシン-1接続の多様性解析 
 神経細胞ではAPPは JIP1bを介したキネシン-1への結合により、高速化した順行輸送を行う。
これは通常のキネシン-1 が輸送する他のカーゴと比較して極めて効率の良い順行輸送システム
であり、神経機能の維持に重要であると考えられる。一方、JIP1-KOマウスでもキネシンー1 に
よる APP 小胞の輸送は行われており、その分子機構は明らかで無かったため、本研究で解析を行
った。H鎖と L鎖の四量体であるキネシン-1 はサブタイプが存在するため、サブタイプ別の APP
結合活性を共役免疫沈降法等を用いて生化学的に解析した。 
 
４．研究成果   
(1)APPおよびAlcαカーゴが輸送している物質の同定と
AD発症との関連性解析 
APP および Alcαカーゴの積荷として同定したタンパク
質のうち、アルツハイマー病との関係が示唆される
protein A（論文執筆中のため仮名）に関して解析を進
めた(図 1)。Protein A は神経成熟や機能維持に必要な
因子の受容体タンパク質である。加齢に伴い Protein A
を介した神経細胞内シグナル伝達が減少することが報
告されており、アルツハイマー病(AD)の発症との関わり
が示唆される。野生型マウス神経細胞の軸索で、protein 
A が APP および Alcαと共局在しているかを免疫染色に
より確認した（data not shown）。次に野生型マウスお

積み荷タンパク質の同定
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(図1）単離したAPPカーゴおよびAlcαカーゴに含ま
れる積荷、 Protein AとB（論文投稿中のため仮名)。



 

 

よび APP/Alcα-DKOマウス神経細胞の軸索末端（成長円錐）における protein A の分布を比較し
た（図 2）。一般的に輸送小胞カーゴは、微小管が分布する成長円錐の内部まではキネシンモー
ターによる輸送を受ける、その後アクチンが局在する軸索末端の膜と融合することにより、
protein A積荷膜タンパク質を局在させる。図 2 は、右端示した軸索末端の成長円錐部をい拡大
した免疫染色を示す。抗体染色で認められる protein A の分布が野生型神経（上段）と比較し
て、APP/Alcα-DKO 神経では減少している。これは、APP と Alcαカーゴ受容体を欠失している
ため、積荷である protein A が十分な軸索輸送を受けなかったことが原因と考えられる。DKOマ
ウスの神経細胞は、軸索末端の受容体が少ないことが明らかになったため、リガンド分子を作用
させることでシグナル伝達に変化が起こるかどうか解析した。この実験では、リガンドが軸先末
端だけに作用するように軸索末端を分離して培養できるチェンバーを用いた（図 3）。その結果、
シグナル伝達分子の活性化が低くなる傾向が認められたが、神経細胞の成熟度によるバラツキ
も考えられるため、詳細な解析を行っている。 
 

 

 
 
 
 

 
 
(2)APP とキネシン-1接続の多様性解析 
これまでに神経細胞における APP の高速・効率的軸索輸送
は JIP1 を介したキネシン-1 への結合によって担われてい
ることを報告してきた（EMBO J. [2007] 26, 1475；Mol. 
Biol. Cell [2014] 25, 3569；Mol. Biol. Cell [2017] 
28, 3857）。一方 Alcαは、キネシン−1 の軽鎖（KLC）に高
親和性を持って直接結合することを明らかにしてきた
（Traffic [2012] 13, 834; Mol. Biol. Cell [2017] 
28,3844）。しかしながら、JIP1-KO マウスの神経において
も APP は JIP1よりも低速であるがキネシン-1 による輸送を受ける。加齢に伴い KLC はリン酸化
修飾を受け、JIP1 との結合が低下することから、加齢脳の神経では APP は主に低速輸送を受け
る可能性が示唆された。そこで、JIP1 非依存的な APP 輸送の仕組みの解明を行った。四量体キ
ネシン-1 は様々なサブユニット構造を取る。カーゴ受容体と結合する KLC は神経細胞では主に
KLC1 と KLC2 の 2種類が発現している（図 4）。APP と KLC1, KLC2 の結合を詳細に解析したとこ
ろ、KLC1 はこれまでの解析通り APP には直接結合しなかったが、KLC2 は結合することが明らか
になった(図 5)。APP の細胞質領域欠失変異体を作成して、KLC2 と直接結合する領域を決定した
（論文執筆中のため data not shown）。神経細胞では、KLC1 と KLC2 が存在するが、JIP1 の存在
下では、KLC1 が JIP1 を介してキネシン-1 に優先的に結合し、APP カーゴは効率的な輸送を受け
る。APP が順当に輸送されているときは Aβの産生は低下している(EMBO J. [2007] 26, 1475)。
加齢したマウスの脳では KLC1 のリン酸化が増加し、JIP1 と KLC1 の結合は低下する（Mol. Biol. 
Cell [2017] 28, 3857）ため、Aβの生成増加に関わる可能性が考えられた。KLC1 のリン酸化を
in vitro で再現することは難しい
が、リン酸化サイトに酸性アミノ酸
を導入した KLC1 では輸送速度が低
下したことから、加齢脳における
APP輸送はKLC2が多くになっている
可能性が高い。KLC アイソフォーム
と Aβ産生は患者脳の omics 解析か
ら示唆されており、現在生化学的な
解析からさらなる実証実験を計画
し て い る （ Proc. Natl. Acad. 
Sci.USA [2014] 111, 2638）。 
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(図2）APPとAlcaの二重遺伝子欠損マウス由来の神経細胞の成長円錐で観察されたカーゴ搭載分子
protein Aの減少。

リガンド投与
シグナル伝達
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（図3）軸索の神経末端を分離するチェンバーを用いた、
末端に分布するする受容体の機能変化解析実験。
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（図4）キネシン−1の構造。2分子のKHCと2分子のKLCが四量
体を形成する。KLCは主にKLC1とKLC2の2種類が存在する。
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（図5）KLCとカーゴ受容体の結合実験。共役免疫沈降法。KLC1はAPPに直
接結合できない（JIP1bを介して結合する）が、KLC2はAPPと直接結合する。
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