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研究成果の概要（和文）：本研究課題の目的は、アルツハイマー病の原因物質とされるアミロイドβ(Aβ)産生
に関わる切断酵素BACE1の細胞内輸送機構と活性機構を明らかにすることである。生化学・分子生物学的実験を
行い検討した結果、BACE1は、クラスリン非依存性エンドサイトーシス経路のカーゴ分子であることが示唆され
た。またBACE1は小胞輸送関連分子であるγ-Taxilinによるチューブ様リサイクリングエンドソーム(Tubular 
recycling endosome: TRE)への輸送制御を受けていることが示唆され、その輸送制御がAβ産生に影響を及ぼす
可能性が見出された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the intracellular vesicle transport of BACE1
(Beta-site Amyloid precursor protein Cleaving Enzyme 1) and its regulatory mechanism. We performed 
biochemical and molecular biological experiments and found that BACE1 may be a cargo protein 
regulated by the Clathrin-independent endocytosis pathway. We also found that BACE1 may be sorted to
 tubular recycling endosomes (TREs) by γ-Taxilin, a vesicular transport-related protein and that 
the regulation of sorting to TRE may affect Aβ production.

研究分野： 細胞内小胞輸送

キーワード： アルツハイマー　アミロイドβ　BACE1　クラスリン非依存性エンドサイトーシス　Taxilin　細胞内小
胞輸送
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会である日本には約100万人以上もの認知症の高齢者がいると考えられ、その約半分がアルツハイマー
病患者であるとされている。そのため、有効な治療薬の早期開発が求められている。そのような状況下でBACE１
が標的分子として着目され、BACE1阻害剤の開発が進められている。一方で、BACE1の細胞内動態についての詳細
は不明であった。本研究はそのBACE１の細胞内動態と制御候補分子を見出すとともにAβ産生との関係性などの
基礎的な知見を提供することができたと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢化人口の増大によってアルツハイマー病患者が急激に増加しているが、根本的な治療法は
未だ開発されていない。その原因として発症までに非常に長い年数を要し、発病メカニズムが複
雑である点が挙げられている。特にアルツハイマー病の原因とされるアミロイドβ(Aβ)の蓄積
はアルツハイマー病発症の 20 年以上前から起きていることから、発症後の対応では遅く、Aβの
蓄積が始まる初期段階での治療への介入が重要であると考えられている。そのため、アルツハイ
マー病発症前の診断・治療を実現する上で、アルツハイマー病の初期段階に関わる Aβ産生のメ
カニズムの解明は重要な課題となっている。Aβ産生は、細胞膜上の前駆体である APP（Amyloidβ 
precursor protein）がクラスリン依存性エンドサイトーシス（CME: Clathrin Mediated 
Endocytosis）により細胞内に取り込まれたのちに、βサイト切断酵素である BACE1 による切断
を受け、さらにγ-secretase による切断によって生じる(図１)。近年、BACE1 がクラスリン非依
存性エンドサイトーシス（CIE: Clathrin Independent Endocytosis）によって細胞内に取り込
まれることが報告された(図２)。しかしながら、取り込み後の細胞内動態については不明な点が
多い。BACE1 は、Aβ産生を直接的に制御している律速酵素であるため、BACE１阻害剤がアルツ
ハイマー病治療薬として着目されている。そのため、BACE１の細胞内小胞輸送と Aβ産生の詳細
な機構の解明が望まれている。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、Aβ産生機構における細胞内小胞輸送に焦点をあて、Aβ産生を直接的に制御してい
る律速酵素である BACE1 の細胞内輸送機構の解明を目指す。前述の通り、BACE1 は CIE カーゴ分
子であることが報告されているが、近年、CIE カーゴ分子は CME とは異なる Tubular recycling 
endosome（TRE）を介した独自のリサイクリング機構が存在することが明らかとなっている。し
かし、BACE1 については CIE独自の機構によって細胞膜上にリサイクリングされるかについては
明らかにされていない。申請者は、小胞輸送関連分子であるγ-Taxilin がこの TRE 形成に関与
していることや Aβ産生に関与していることを見出している。そこで、本研究では、これらの知
見に基づき、γ-Taxilin が制御している CIE カーゴ分子のリサイクリング経路によって BACE1
が輸送されるという仮説の検証を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト子宮頸がん細胞株 HeLa 細胞やマウス神経芽腫細胞株 Neuro2A 細胞を用いてg-Taxilin の遺
伝子抑制(knock-down:KD)細胞や遺伝子欠損(knock-out:KO)細胞等を作製し、以下の解析を行っ
た。 
 
(1) γ-Taxilin と Aβ産生の関係 

APP を過剰発現させた HeLa 細胞および Neuro2A 細胞に対してγ-Taxilin KDおよび KOを行
い、培養上清中の Aβ40 と Aβ42量を ELISA 法によって測定した。 
 

(2) γ-Taxilin と APP 切断の関係 
APP を過剰発現させた HeLa 細胞に対してγ-Taxilin KDを行い、sAPPβ、CTFβ量を Western 
blotting法によって測定した。 
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図1. APP切断機構
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図2. APPとBACE1の細胞内輸送経路



(3) BACE1 の Tubular recycling endosome (TRE)への局在化 
HeLa 細胞を用いて下記の方法で検証を行った。 
① 細胞外ドメインにエピトープを持つ BACE1抗体を培地に添加し細胞膜上の BACE をラベ

ルし、一定時間培養することで細胞内に抗体ラベル化 BACE1 を取り込ませる。細胞表面
の抗体ラベル化 BACE1 を Low pH solution (0.5% acetic acid, 0.5 M NaCl)で洗浄す
ることで BACE1 から抗体を外し、免疫蛍光細胞染色法によって細胞内に取り込まれた
BACE1 のみを染色し TRE形成を観察する。 

② 細胞に GFP融合 BACE1 plasmid を遺伝子導入し、Time-lapse imaging法により、BACE1
の局在を観察する。 

③ GFP融合 BACE1 plasmid と既知の CIE カーゴ分子である CD98および CD147 抗体を用い
た免疫蛍光細胞染色法によって BACE1 と CIE カーゴ分子の TRE での共局在を観察する。 

 
(4) γ-Taxilin による CIE カーゴ分子の制御 
HeLa 細胞を用い、既知の CIE カーゴ分子である CD98 や CD147に対して下記の方法で検証を
行った。 
① TRE形成実験 

CD98および CD147 抗体を用いて(3)①と同様の手法で測定した。 
② リサイクリング実験 

γ-Taxilin KDおよびコントロール KD HeLa 細胞を用いて、CD98 抗体を用いて(3)①と
同様の方法で細胞内に取り込まれた CD98をラベル化し、一定時間ごとに細胞内の CD98
と細胞膜上の CD98 を免疫蛍光細胞染色法によって検出することで、細胞膜上へのリサ
イクリング効率を測定した。 

③ cell spreading実験 
γ-Taxilin KD、CD147 KDおよびコントロール KD HeLa 細胞をそれぞれ培養 dish から
回収し、再度培養 dish 上に播種し、免疫蛍光細胞染色法を用いて接着細胞を経時的に
測定した。 

④ Time-lapse imaging法を用いた TRE形成実験 
γ-Taxilin KDおよびコントロール KD HeLa 細胞に蛍光ラベルした CD98 抗体を細胞内
に取り込ませた後に、形成される TRE を経時的に観察した。 

 
(5) γ-Taxilin による BACE1 の TRE形成の制御 

γ-Taxilin KDおよびコントロール KD HeLa 細胞にそれぞれ GFP-BACE1 を遺伝子導入し、
GFP-BACE1陽性の TRE を Time-lapse imaging法により観察した。 
 

 
４．研究成果 
(1) γ-Taxilin と Aβ産生の関係 
これまでに、Aβの前駆体タンパク質である APP を過剰発現させたγ-Taxilin KD HeLa 細胞にお
いて培養上清中の Aβ40、42量がコントロール KD細胞と比較して減少することを ELISA測定に
よって見出している。Neuro2A 細胞においてγ-Taxilin KDを行い同様の実験を行った結果、培
養上清中の Aβ40、42量がコントロール KD細胞と比較して減少していた。さらに APP を過剰発
現させたγ-Taxilin KO HeLa 細胞を作製し同様の実験を行った結果、培養上清中の Aβ40、42
量が親株細胞と比較して減少していた。これらの結果から、g-Taxilin が Aβ産生に関与してい
ることが示唆された。 
 
(2) γ-Taxilin と APP 切断の関係 
(1)において観察された γ-Taxilin KD/KO細胞での Aβ 産生の減少がγ-Taxilin による BACE1
制御を介して引き起こされているのかを検証するためにBACE1切断産物であるsAPPβ、CTFβ(図
1 参照)の量を測定した。その結果、γ-Taxilin KD 細胞ではコントロール KD 細胞と比較して
sAPPβ、CTFβがともに減少していた。これらの結果から、γ-Taxilin は BACE１を介した Aβ
産生に関与していることが示唆された。 
 
(3) BACE1 の Tubular recycling endosome (TRE)への局在化 
細胞内に取り込まれた CIE カーゴ分子は初期エンドソームから特徴的な細長いチューブ様構造
である TRE へ輸送されることが知られている。そこで、BACE１抗体を用いて BACE1 の TRE への
局在を調べたが、明確なチューブ構造を観察することができなかった。その理由として、BACE1
は主に後期 Golgi/TGNに局在し、一部が細胞膜表面とエンドソーム間を循環しているため、TRE
への局在が少なく観察が困難であると考えられた。そこで GFP融合 BACE1 plasmidを作製し HeLa
細胞に発現させて、新たに生細胞イメージングシステムを構築し観察した結果、GFP-BACE1 のチ
ューブ構造への局在が観察された(図３)。この Tube 構造が TRE かどうかを検証するために、既
知のCIEカーゴ分子で TREに局在することが報告されているCD98がBACE１と共局在するかを検
証した結果、TRE において BACE1 と CD98の共局在が確認された(図 4)。また、CD98と同じ経路
で TRE に輸送されるカーゴ分子である CD147においても同様の結果が得られた。 



 
(4) g-Taxilin による CIE カーゴ分子の制御 
CIE カーゴ分子の解析に使用可能な BACE1抗体が入手できなかったため、代替的に TRE において
BACE1 と共局在を示した CD98 および CD147 を用いて、g-Taxilin による CIE カーゴ分子の制御
機構について解析を行った。CD98 抗体および CD147 抗体を用いて、免疫蛍光細胞染色を応用し
た TRE形成実験、リサイクリング実験および細胞接着実験を行った。その結果、g-Taxilin KD細
胞では、CD98および CD147 陽性の TRE の形成が亢進していた。また CD98の細胞膜上へのリサイ
クリングおよび CD147のリサイクリングを介した細胞接着が亢進していた。さらに、γ-Taxilin 
KD細胞で確認された TRE形成の亢進については Time-lapse imaging法により TRE へのソーティ
ングが亢進した結果であることが確認できた。これらの結果から、g-Taxilin は CD98 および
CD147 の TRE へのソーティングを負に制御することによって細胞膜上へのリサイクリングを制
御していることが明らかになった。解析可能な BACE1 抗体の取得が可能になった場合は同様の
実験を行い、g-Taxilin による BACE1 の輸送制御の検証を行いたい。 
 
(5) g-Taxilin による BACE1 の TRE形成の制御 
(4)の結果においてγ-Taxilin KD細胞でみられた CD98 や CD147 陽性 TRE形成の亢進は、これら
分子の TRE へのソーティングが亢進した結果であるが、BACE1 においても同様の結果が得られる
かを、(3)で用いた GFP-BACE1 を使用した実験系において検証を行った。その結果、γ-Taxilin 
KD細胞ではコントロール細胞と比較して GFP-BACE1陽性の TRE形成の亢進が確認された。この
ことから、BACE1 は、CD98 や CD147と同様にγ-Taxilin によって TRE への輸送が制御されてい
る可能性が考えられるとともに、BACE1 の細胞内輸送制御が Aβ産生に影響を及ぼす可能性も示
唆された。 
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