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研究成果の概要（和文）： 
本研究は、アミロイド-β 産生亢進に関与する分子機構を解明し、アルツハイマー病の新規

治療薬および予防法開発の基盤となる知見を得ることを目的に実施し、以下の成果を得た。 
(1) マウス加齢脳におけるオートファジー関連タンパク質の発現の変化をウェスタンブロ

ット法にて明らかにした。 
(2) アミロイド-β産生亢進の分子機構として、オートファジー機能低下に伴う細胞内アミ

ノ酸バランス異常とアミノ酸センサーシグナルの活性化の関与を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To explore novel therapeutic and preventive interventions for Alzheimer’s disease, I investigated the 

molecular mechanism of amyloid-β production. I found that (1) the expression of proteins related to 

signaling molecules for autophagy was dynamically changed in the mouse brain during ageing, (2) 

GCN2-eIF2α phosphorylation-ATF4 cascade was a molecular mechanism for the upregulation of 

amyloid-β production through affecting γ-secretase activity. 
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１．研究開始当初の背景 
高齢化社会の現代において、認知症の発症

率は高く、日本における発症者は約 160 万人
と推定されている。その中で、アルツハイマ
ー病は 120万人を超え、急速に増加している。
しかし、治療法や予防法が確立していないた
め、介護による経済的および人的負担が増大

し、社会問題になっている。 
食物から摂取されたアミノ酸はタンパク質

合成に使われ、残りは貯蔵されずに代謝され
ると考えられていた。しかし、American 
Society for Nutritional Sciences 主催によ
る、“Leucine as a Nutritional Signal”の
シンポジウムが 2000 年に開催され、分枝ア
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ミノ酸であるロイシンがシグナル分子とし
て注目されるようになった。すなわち、ロイ
シンの生理的役割として、 
 
(1) 脳の梨状葉皮質において、ロイシン欠

乏時にuncharged tRNAが細胞内に存在
し、アミノ酸センサーとして食物の選
択に関与する（Hao et al., Science 
2005）。 

(2) 視床下部において、ロイシンは mTOR
を刺激し、食物摂取を調節する（Cota 
et al., Science 2006）。 

(3) 膵臓・細胞において、ロイシンは、ア
ロステリックエフェクターとして、グ
ルタミン酸デヒドロゲナーゼを活性化
し、インスリンの分泌を促す（Haigis 
et al., Cell 2006）。 

 
である。 
 研究代表者らは、(4) ロイシン欠乏に伴

い特異的に翻訳された転写因子 ATF4 がプレ
セニリン遺伝子のプロモーター領域に結合
し、(5) プレセニリン遺伝子の発現が増加す
ること、（6）それによりアミロイド-β産生
が亢進することを明らかにした（Mitsuda et 
al., BBRC 2007）。本研究は、この先行研究
を発展させるものである。 
 

２．研究の目的 
アルツハイマー病の病態として、アミロイ

ド説が有力であり、アミロイド-βは神経毒
性を示す。しかし、明らかな遺伝子変異を伴
わないアルツハイマー病が 90％以上である
ことから、アミロイド-β産生亢進に関与す
る分子機構の解明を目指した研究が、世界中
で進められている。そこで、 

研究代表者らは、必須アミノ酸バランスの
乱れにより、ストレス応答シグナルが活性化
され、アミロイド-βの産生が亢進すること
を明らかにした（BBRC 2007）。 

本研究では、これら学術的背景と新知見を
踏まえ、細胞内アミノ酸バランスに関与する
オートファジー機能とアミロイド-β産生と
の関連性を解明し、新規の治療薬および予防
法開発の基盤となる知見を得ることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 加齢によるアミノ酸センサーシグナル分

子の発現解析－生後 0日から 2年までの
マウス脳におけるオートファジー関連タ
ンパク質（atg5、LC3, p62）の発現を解
析する。 
① 免疫染色による解析：マウス脳にお

ける発現解析を行う。 
② ウェスタンブロットによる解析：正

常餌で飼育したマウスの加齢によ
るタンパク質の変化を梨状葉皮質

において解析する。 
(2)  アミノ酸センサーとオートファジー関

連分子のノックダウン細胞の樹立－アミ
ロイド前駆体タンパク質の膜貫通領域よ
りC末領域を安定に発現するHEK293細胞
（SC100/HEK293 細胞）に、siRNA/pSuper
プラスミドを遺伝子導入することにより、
目的の遺伝子発現を抑制する。さらに、
ELISA法にてアミロイド-β産生への影響
を解析する。 
① オートファジーの抑制：オートファ

ゴゾーム形成に関与し、オートファ
ジーの進行に重要な atg5 のノック
ダ ウ ン 細 胞 を 樹 立 す る
（atg5KD-SC100/HEK293 細胞）。 

② アミノ酸センサーシグナル経路の
抑制：翻訳開始因子 eIF2αのリン酸
化 酵 素 で あ る GCN2 に 対 す る
siRNA/pSuper プ ラ ス ミ ド を
SC100/HEK293 細胞に遺伝子導入し、
GCN2 ノックダウン細胞を樹立する
（GCN2KD-SC100/HEK293 細胞）。 

③ ノックダウン細胞によるアミロイ
ド-β産生の解析：アミノ酸センサ
ーシグナル経路におけるオートフ
ァジーの役割を解析する。 

④ 正常培養条件下およびオートファ
ジーを活性化する食品成分（レスベ
ラトロール）投与におけるアミロイ
ド-β産生の変化を解析する。 
♦ atg5KD-SC100/HEK293 および 

GCN2KD-SC100/HEK293細胞にお
いて、プレセニリンの発現誘導
とアミロイド-β産生の変化に
ついて解析する。 

 
４．研究成果 
 
(1) –① 生後 28 日齢のマウス脳において、梨

状葉皮質および海馬におけるGCN2の発現
を確認した。 
–② 海馬（生後 0日から 2年まで）では、
オートファジー関連タンパク質 atg-5 の
発現と活性の指標であるLC3-IIの有意な
減少（p<0.02）を認め、アミノ酸センサ
ーの指標である ATF4 の増加を認めた。 

 
(2) atg5 ノックダウン細胞では、正常培養条

件下においてアミノ酸飢餓と同様にプレ
セニリンの発現が増加した。この増加は
非必須アミノ酸を培養液に添加すること
により消失した（図１）。また、正常細胞
において、オートファジー-リソゾーム経
路を阻害するクロロキン処理により、
atg5ノックダウン細胞と同様にプレセニ
リンの発現増加を認めた（図２）。一方、
GCN2（eIF2αリン酸化酵素）ノックダウン
細胞ではプレセニリンの発現増加を認め



 

 

なかった（図２）。以上のことから、オー
トファジーが細胞内アミノ酸レベルを介
して間接的に GCN2 の活性を制御してい
ることが明らかとなった。さらに、atg5
ノックダウン細胞では、アミロイド-β産
生の亢進（図３）と Notch シグナルの活
性化（図４）を認めた。興味あることに、
レスベラトロール処理によりオートファ
ジーの活性化を認め、atg5 ノックダウン
細胞において観察されたアミロイド-β
産生亢進と Notch シグナルの活性化が抑
制された。以上のことから、γ-セクレタ
ーゼの活性は、オートファジー機能によ
り制御されると結論した（図５）。 
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性アルツハイマー病におけるプレセニリン
の遺伝子変異がリソゾームとオートファジ
ー機能を阻害し、病態と深く関与することが
報告された（Lee JH et al., Cell 141, 1-13, 
2010）。オートファジー-リソゾーム経路とア
ルツハイマー病との関連性を示唆する本研
究成果は、家族性アルツハイマー病発症およ
び予防法開発の基盤的知見となり得ると示
唆される。 

一方、我々は、既にアミロイド-β産生の

主要酵素γ-セクレターゼの活性中心である

ヒトプレセニリン-1 遺伝子のプロモーター

領域において、転写因子 ATF4 の結合領域を

同定し、ストレス状況下において、ATF4 がプ

レセニリン-1 遺伝子の発現増加とγ-セクレ

ターゼの活性化に関与することを明らかに

した（Mitsuda T, Hayakawa Y, Itoh M, Ohta 

K, Nakagawa T. ATF4 regulates 

gamma-secretase activity during amino 

acid imbalance. Biochem Biophys Res Commun. 

352:722-727, 2007）。転写因子 ATF4 は、小

胞体ストレスなどのストレス刺激による

eIF2αのリン酸化により、特異的に翻訳後活

性化する。eIF2αのリン酸化酵素として、GCN2

を含め 4つの酵素（PERK, PKR, HRI）が存在

する。すなわち、様々なストレス刺激が eIF2α

のリン酸化-転写因子 ATF4シグナルを活性化

する。小胞体ストレスは研究代表者らの報告

（Nakagawa T et al., Nature 403, 98-103, 

2000）以来、アルツハイマー病などの神経変

性疾患や糖尿病、肥満などのメタボリック症

候群の病態として注目されるようになって

いる(Hotamisligil GS, Cell 140, 900-917, 

2010)。加齢と糖尿病はアルツハイマー病の

危険因子である。オートファジー機能は加齢

と共に低下すること、また糖尿病において小

胞体ストレスの活性化が存在することから、

今後、eIF2αのリン酸化-転写因子 ATF4 シグ

ナルとアルツハイマー病の病態との関連性

を明らかにすることは遺伝子変異を認めな

いアルツハイマー病において、危険因子のア

ミロイド-β産生に対する分子機構解明に繋

がり、さらに予防法開発の知見を得ることが

できると考えられる。 
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