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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー型認知症（AD）は人類が克服すべき疾患の一つである。AD発症には、
アミロイドβ（Aβ）の蓄積が関与するが、Aβが脳内に過剰蓄積する機構は不明である。本研究では、軸索輸送
による新規神経細胞内シグナル伝達制御がAβ産生を制御することを見出した。さらに、この機構の破綻がAD発
症と関係する可能性を見出した。以上から本研究は、AD発症の予測や予防につながる基盤となることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer's disease (AD) is one of the neurodegenerative diseases that we 
must find a way to cure. Toxic aggregation of amyloid β (Aβ) in neurons is implicated in AD 
pathology. However, the mechanisms that induce accumulation of Aβ in the brain remain unclear. In 
this study, we newly identified an axonal transport dependent neuronal signaling that controls Aβ 
production. Moreover, we found that disruption of this signaling may be related to the onset of AD. 
Our study therefore provides a basis for predicting and preventing the onset of AD.

研究分野：神経生物学、神経病態学

キーワード： 軸索輸送　逆行性シグナル　トランスサイトーシス　アルツハイマー病
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
人類がADを克服するためには、その発症の引き金となりうるAβの蓄積を引き起こす要因を明らかにする必要が
ある。本研究では、軸索輸送と呼ばれる神経細胞の生存に関わる機構の新たな役割を見出した。さらに、発見し
た機構の破綻がAβ蓄積を引き起こしてAD発症に関わる可能性を突き止めた。従って、本研究には、神経細胞の
発達や機能の制御における基本原理の解明にとどまらず、AD発症に関わる新しい機構の発見につながる可能性が
ある。ここに、得られた成果の学術的意義と社会的意義が存在する。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 神経発生過程において、神経成長因子（NGF）は軸索先端の成長円錐に局在する受容体（TrkA）
により受容され、神経栄養作用を発揮する。この時、NGF/TrkA複合体は成長円錐内へ取り込ま
れ、形成されたエンドソームの逆行性軸索輸送により、情報を細胞体へ逆行性に伝達する
（Yamashita and Kuruvilla, Curr Opin Neurobiol., 2016）。研究代表者は、細胞体へ軸索輸送
された成長円錐 TrkAが、細胞体で合成され、細胞体膜上に局在していた細胞体膜 TrkAに作用
し、その成長円錐への順行性軸索輸送（トランスサイトーシス）を促進するポジティブフィード
バック機構を明らかにした（Yamashita et al., Dev Cell, 2017）。しかしながら、細胞膜 TrkAと
ともに、軸索の伸長や成熟、ならびに、その機能制御に関わる膜タンパク質が同期して輸送され
るかについては明らかにされていなかった。 
 神経細胞において、細胞体から軸索へトランスサイトーシスされる分子は数分子しか報告さ
れていない。その中の一つであるアミロイドβ前駆タンパク質（APP）は、TrkAと相互作用す
ることが示されている。APPはアルツハイマー型認知症（AD）の原因分子として考えられてい
るアミロイドβ（Aβ）の前駆体であるが、APP自体は、軸索に対して栄養作用があることが示
唆されている（van der Kant and Goldstein, Dev Cell. 2015）。これはNGFの生理機能と一致
するが、NGF-APP の機能連関や、APP の生理的意義を明らかにした報告は存在しなかった。
興味深いことに、TrkA-APPの相互作用は、AD 患者において減弱し、TrkAと相互作用できな
い APPを発現する変異マウスは AD様の表現型を示す（Canu et al., Int J Mol Sci. 2017）。従
って、TrkA-APP複合体が NGF依存的にトランスサイトーシスされるのであれば、この複合体
は、NGF による神経細胞への栄養作用に寄与するばかりでなく、APP の異常切断を回避して
AD発症を抑制する可能性が考えられる。しかしながら、このような仮説を支持する事象は明ら
かにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
（１） NGF依存的に細胞体から軸索へトランスサイトーシスされる TrkAが、タンパク質間
相互作用を介して APPもトランスサイトーシスし、軸索の伸長や成熟を制御することを明らか
にすること。 
 
（２） APPが AD発症に関わる Aβの前駆体であることに着目し、TrkA-APPトランスサイ
トーシスが AD発症を制御する可能性を明らかにすること。 
 TrkA-APPトランスサイトーシスと AD発症との関係を明らかにするにあたり、NGFとは相
反する役割を持つセマフォリン 3A（Sema3A）にも着目した。Sema3Aは AD発症を増悪する
分子である可能性が示唆さているが、その詳細は不明である。Sema3Aは、NGFと同様に受容
体の軸索輸送を介した逆行性シグナルを制御する（Yamashita et al., Nat Commun. 2014）。興
味深いことに、Sema3A逆行性シグナルは、Sema3A受容体（PlexA4）のみならず、その相互
作用分子である TrkAも軸索輸送する（Yamashita et al., J Cell Sci. 2016）。一方、NGFは TrkA
のみを軸索輸送するため、Sema3Aシグナルが過剰となると、PlexA4が細胞体へ過剰蓄積する
と考えられる。そこで、NGF・Sema3Aシグナルのバランス異常が PlexA4を介して TrkA-APP
トランスサイトーシスを破綻させ、AD発症を引き起こすという仮説の立案とその実証を試みる
ことも目指した。 
 
（３）本研究の成果が AD 発症の早期診断法の確立につながる基盤となる可能性を明らかにす
ること。 
 以上の目的が達成された場合、本研究は AD 発症を引き起こす新しい経路の解明に繋がる発
展性が考えられる。そこで、本研究と AD発症とをつなげる鍵分子として Sema3Aに着目した。
Sema3A は以前から AD 発症時に発現が上昇することが報告されていたが（Good et al., J 
Neurochem. 2004）、その後の検証は進んでいない。研究が進展しない原因として、脳内 Sema3A
量を正確に測定できる実験系がないことが挙げられたため、この実験系を構築することも目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１） TrkA-APP 複合体が軸索への NGF 刺激依存的に細胞体から軸索へトランスサイトーシス
されることを明らかにするため、細胞体と軸索を異なる環境にて培養できる特殊なチャンバー
を用いた神経細胞の初代培養（Yamashita et al., Dev Cell, 2017）を行った。この培養系を用い
て細胞体膜由来の TrkA と APP のみを抗体にて標識し、その軸索への移行を蛍光顕微鏡にて観察
した。さらに、TrkA-APP トランスサイトーシスが NGF による神経栄養作用に関わることを明ら
かにするための検討も行った。まず、TrkA-APP の相互作用に関わる機能ドメインをそれぞれ同
定した。さらに、同定した機能ドメインの情報を活用し、細胞体膜上における TrkA-APP 複合体
形成を特異的に抑制できる実験系を構築し、この実験系において、NGF による軸索伸長促進作用



が抑制されるかを検討した。 
 
（２） TrkA-APP トランスサイトーシスと AD 発症との関係を明らかにするため、TrkA-APP トラ
ンスサイトーシスによる抗 AD 発症作用を抑制する可能性が考えられる Sema3A シグナルにも着
目し、NGF・Sema3Aシグナルのバランスと AD 発症との関係を調べた。まず、免疫沈降法を
用い、Sema3A受容体の構成因子である PlexA4が APPと相互作用するかを調べた。同様の実
験系を用いて、PlexA4が、TrkA-APP相互作用を抑制するかを検討した。さらに、神経細胞の
初代培養を用い、培養神経細胞への Sema3Aの過量投与が、NGFによる抗 AD発症作用（APP
から Aβへの切断を抑制する作用）を抑制するかを検討した。 
 
（３） 脳内Sema3Aを定量できる実験系を確立するため、研究代表者らが以前に樹立した抗Sema
３A 抗体（Yamashita et al., Int Immunol. 2015）を利用した ELISA システムを構築した。ま
ず、リコンビナント Sema3A を用い、確立した ELISA システムの感度を調べた。さらに、成体な
らびに胎児由来のマウス脳サンプルを用い、生体脳サンプルにおいても Sema3A 量を測定できる
かを調べた。 
 
４．研究成果 
 まず、「研究の方法」に記した（１）～（３）の研究から得られた主な成果について記載する。 
 
（１） 特殊チャンバーを用いた神経細胞の初代培養を用い、軸索への NGF 刺激により TrkA-APP
複合体が細胞体から軸索へトランスサイトーシスされることが分かった。そこで、TrkA-APP 複
合体に関わる機能ドメインの同定を試みた結果、TrkA 側、ならびに、APP 側ともに、相互作用に
関わる機能ドメインを 50 アミノ酸以下まで絞り込むことに成功した。そこで、TrkA 側の相互作
用ドメインを GST（グルタチオン S-トランスフェラーゼ）と融合させたリコンビナントタンパ
ク質として発現・精製し、これを特殊チャンバーの細胞体領域にのみ添加したところ、軸索への
NGF 刺激により認められる軸索伸長の促進が抑制されることが分かった。以上から、軸索への NGF
刺激は、細胞体膜由来の TrkA と APP を相互作用させ、これらを軸索へトランスサイトーシスす
ることで、軸索を伸長させる機構があることが分かった。 
 
（２） APP が PlexA4 と相互作用することが分かった。そこで、PlexA4 と TrkA-APP 相互作用と
の関係を調べた結果、PlexA4 が TrkA-APP 相互作用を抑制することが分かった。以上から、Sema3A
シグナルが過剰になると、TrkA-APP 相互作用が抑制されることが示唆されたため、Sema3A の過
量投与が NGF シグナルを抑制するかを調べた。その結果、神経細胞の初代培養に NGF とともに
Sema3A を投与すると、NGF による抗 AD 発症作用が解除されることが分かった。さらに、PlexA4-
APP 相互作用に関わる機能ドメインも同定できたことから、今後は、この情報を活用した実験系
の構築を進める予定である。 
 
（３） リコンビナント Sema3A を用いた検証から、確立した Sema3A ELISA システムは、10 – 
100 pM の範囲において Sema3A を定量できることが分かった。さらに本 ELISA システムは、リコ
ンビナント Sema3A だけでなく、Sema3A 発現が高い、マウス胎児脳においてもシグナルが検出で
きることが分かるとともに、検出されるシグナルは、Sema3A 遺伝子欠損マウスでは認められな
いことが明らかとなり、本システムにより生体 Sema3A を特異的に検出できることが分かった。
そこで、AD 発症との関連を検討する上で、胎児脳に比べて発現量が低下していると考えられて
いる成体においてもシグナルが検出できるかを検討したところ、成体マウス脳由来のサンプル
においてシグナルの検出に成功した。 
 
 以上の研究成果から、TrkA-APP 複合体がトランスサイトーシスされる機構の存在が見出され
るとともに、その生理機能の一端が明らかになった。神経発生過程において、種々の因子が軸索
の伸長を促進する。しかしながら、これらの因子により軸索伸長が促進される時、どのようにし
て軸索伸長に必要な材料が軸索の先端まで供給されるかは不明である。神経細胞におけるタン
パク質合成は、主に細胞体で行われる。そして、合成された膜タンパク質の多くは細胞体膜上に
局在すると考えられている。本研究から、細胞体膜上に局在していた膜タンパク質のうち、軸索
の伸長や機能制御に必要な分子のみが選択的にトランスサイトーシスされる可能性が示唆され
た。今後、さらなるトランスサイトーシス分子が同定されることで、軸索伸長に必要な分子が作
用点まで供給される基本原理の解明が期待される。 
 本研究の成果は、生命が有する基本原理の解明にとどまらず、未だ不明な点が多い AD 発症を
引き起こす要因の一端を解明する可能性を秘めている。なかでも、本研究で着目した Sema3A シ
グナルは、いくつかの神経疾患との関連が示唆されているものの、その詳細は不明である。本研
究では、研究の進展を阻害する要因の一つとして考えられてきた、Sema3A の発現量を高精度に
定量できる手法が存在しない問題を解消するため、新たな ELISA システムを構築し、生体試料で
の高精度測定にも成功した。今後は、種々の検体を用いた測定を進め、Sema3A を疾患発症予測



のバイオマーカーとして位置付けられる可能性についての検証を進めることが期待できる。な
かでも AD 発症との関係においては、Sema3A 受容体の PlexA4 が APP の相互作用分子であること
を突き止めた。すでに相互作用に関わる機能ドメインの同定も進めており、PlexA4-APP を作用
点とした、AD 発症の予防を目指した手法の確立が期待される。 
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