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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病における老人斑の主要構成成分であるアミロイド

（A）は、アミロイド前駆体タンパク質（APP）から産生される。本研究ではコレステロール

の脳特異的酸化物である 24S-酸化ステロールで細胞を処理すると、APP の細胞内輸送が阻害

され、小胞体に留まることを見出した。また A産生量が減尐することも見出した。さらに 24S-

酸化ステロール存在時に APP との結合が増加するタンパク質を複数同定した。 

 
研究成果の概要（英文）：A major pathological hallmark of Alzheimer’s disease is the 

accumulation of Amyloid  (A) in senile plaques. A is generated from Amyloid precursor 

protein (APP). In this study, I found that the treatment with 24S-hydroxycholesterol, which 

is the brain-specific oxysterol, caused the inhibition of intracellular APP trafficking from 

endoplasmic reticulum to Golgi, resulting the reduction of A production. In addition, 

several candidate proteins, which were associated with APP in the presence of 

24S-hydroxycholesterol, were indentified. 
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１．研究開始当初の背景 

 アルツハイマー病（Alzheimer’s disease、
AD）において老人斑の主要構成成分である
アミロイド（amyloid- peptide、A）の蓄
積は AD 患者脳の初期の病変である。Aの凝
集と蓄積が引き金となって神経原線維変化
を起こし、痴呆の原因となる神経細胞死が起
こるとするアミロイド仮説は最も有力な病
態仮説として考えられている。Aはアミロイ

ド前駆体タンパク質（amyloid precursor 

protein、APP）からセクレターゼおよび

セクレターゼと呼ばれるプロテアーゼ群に
よる切断により産生される。APP は各種セク
レターゼによる切断を受ける前に、小胞体及
びゴルジ体において N 型と O 型の糖鎖修飾
を受ける。糖鎖修飾を受け未成熟型から成熟
型となった APP はセクレターゼまたはセ
クレターゼによる切断後、トランスゴルジネ
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ットワークやエンドソーム等においてセク
レターゼによる切断を受ける。すなわち細胞
内における APP や各プロテアーゼの局在や
輸送は、APP の代謝経路において重要な役割
を果たしている。 

 近年 AD の発症とコレステロール代謝の関
連を示唆する多くの論文が報告されている。
高脂血症の治療薬である HMG-CoA 還元酵
素阻害剤のスタチンは、コレステロールの生
合成を抑制するが、スタチン投与により A

産生が抑制されることが知られている。コレ
ステロールの増加はセクレターゼ活性を増
強し、コレステロールとそのエステル体の比
は Aの産生に影響を与える。さらに
Dartmouth 大学の TY Chang 教授らは、コ
レステロールのエステル化酵素である
Acyl-CoA:cholesterol acyltransferase 1 

(ACAT1)のノックアウトマウスは、記憶力の
改善や Aの産生が減尐することを報告して
いる。これはコレステロールのエステル化が
抑制されたことで酸化コレステロールであ
る 24S-hydroxycholesterol（24S-OHC）の産
生が促され、APP の初期輸送を変化させたた
めと考えているが､その詳しいメカニズムは
明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、Aの前駆体タンパク質である
APP の細胞内輸送と脂質代謝の関係に着目
し、APP の小胞体からゴルジ体までの細胞内
輸送に対する脂質代謝の影響について明ら
かにするための in vitro vesicle transport 

assay の構築を目的とする。またこの系を用
いて、APP の細胞内輸送におけるコレステロ
ールおよび酸化型コレステロールの影響を
解析することで、コレステロール代謝の変化
が Aの産生に及ぼすメカニズムを明らかに
することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）APP の細胞内輸送の再構築系である in 
vitro vesicle transport assay は、ヒト APP

が安定的に発現している CHO 細胞株を用い
て行った。細胞をジギトニンで処理を行うこ
とにより、細胞膜に穴のあいたセミインタク
トな状態にした。この状態の細胞にラット肝
細胞質や ATP 再構成系/GTP などを加え、
37℃で 15 分から 1 時間インキュベートし、
小胞輸送の再構成を行った。反応後、超遠心
により出芽した小胞を回収し Immunoblot法
により評価した。 

 

（２）A40、42 の定量は、Human Amyloid 

Assay Kit（IBL）によるサンドイッチ ELISA

により定量した。 

 

（３）APP と結合するタンパク質を単離する

方法として、共免疫沈降法を行った。APP に
対する抗体と磁気ビーズ（Dynabeads）を用
いて、全タンパク質溶出画分から免疫沈降を
行い APP の精製を行った。SDS-PAGE によ
る分離後、銀染色法によりゲルを染色し、抗
APP 抗体と共沈したタンパク質について、検
出されたバンドを LC-MS 質量分析法により
同定した。 
 
４．研究成果 
（１）小胞体からゴルジ体への順行輸送は、
主に COP-II と呼ばれる輸送小胞を介して行
われる。APP においても新生 APP は COP-II

を介して小胞体からゴルジ体に輸送される
ことが報告されている。そこで APP の小胞
体からゴルジ体までの細胞内輸送について
in vitro vesicle transport assay を立ち上げ、
再構築を試みた（図 1）。界面活性剤であるジ
ギトニンを用いて、セミインタクト細胞を調
整し、ラット肝細胞質や ATP 再構成系を加
え、1 時間まで反応を行うと COP-II によっ
て輸送されることが知られているERGIC-53

や SNARE タンパク質である sec22b は、時
間依存的に小胞画分に回収されていた。一方
で 、 小 胞体 局 在膜 タン パ ク質 で ある
Ribophorin I は小胞画分には観察されず、反
応中に小胞体の分解は起きていないことを
確認した。この結果から、本条件下において
小胞体からの COP-II 小胞の出芽が再構成さ
れていることが確認された。この条件下で
APP の小胞への移行を解析したところ、小胞
体に存在していたと考えられる未成熟な
APP が時間依存的に小胞画分に回収される
ことが確認された。また APPやERGIC-53、
sec22b を含む小胞の出芽は ATP および細胞
質に含まれる可溶性タンパク質依存的であ
った。 

  

図 1.  APP の in vitro vesicle transport 

assay の再構築 

 

 次 に こ の 構 築 し た in vitro vesicle 

transport assay を用いて、脳特異的に産生
さ れ る オ キ シ ス テ ロ ー ル で あ る
24S-hydroxycholesterol（24S-OHC）の効果
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を検討した。24S-OHC は主に神経細胞で
cholesterol 24-hydroxylase（CYP46）によ
ってコレステロールが酸化されて産生され
る。血液脳関門によって末梢と隔てられた脳
からのコレステロール排出において、血液脳
関門を通過できる 24S-OHC は脳内のコレス
テロール代謝に重要な役割を果たしている
が、CYP46 の多型や活性と AD の発症との
関係も示唆されている。そこで APP の初期
輸送における 24S-OHC の影響を検討するた
めに、細胞を各濃度の 24S-OHC で 24 時間
処理した後、セミインタクト細胞を調製し、
反応を行った。その結果、ERGIC-53 や
sec22bは24S-OHC処理後の細胞でも小胞画
分にシグナルが観察された（図 2）。一方、
COP-II 小胞への APP の移行は 24S-OHC 濃
度依存的に阻害された。また別のオキシステ
ロールである 25-OHC や 27-OHC でも同様
の阻害効果が確認された。24S-OHC は核内
受容体である Liver X Receptor（LXR）のリ
ガンドであることが知られているが、LXR 合
成リガンドである T0901317 は APP の小胞
への移行を阻害しなかった。 

 

 

図 2. 24S-OHC 処理による APP の COP-II

小胞への移行阻害 

 

（２）そこで 24S-OHC 処理後、細胞から培
地中に分泌された A40、42 量を ELISA 法
により測定したところ、24S-OHC 濃度依存
的に A40、42 産生量が減尐することが確認
された（図 3）。また 25-OHC や 27-OHC で
処理した細胞でも A40、42 は減尐していた
が、T0901317 では減尐していなかった。一
方、全長 APP は 24S-OHC 濃度依存的に増
加していた。以上の結果から 24S-OHC など
のオキシステロールは、APP の COP-II 小胞
を介した小胞体からゴルジ体への輸送を阻
害した結果、A産生酵素が存在するゴルジ体
以降のオルガネラに APP が到達せず、A産
生量が減尐する可能性が示唆された。また、
その効果は 24S-OHC が持つ LXR のリガン
ドとしての作用以外の効果によると考えら
れた。 

図3. 24S-OHC濃度依存的なA産生量の
減尐 

 

（３）24S-OHC 処理時に APP と直接結合す
る、または結合が外れるタンパク質を同定す
ることを目的として、抗 APP 抗体を用いた
免疫沈降法を行った。24S-OHC で 24 時間処
理した細胞または未処理の細胞から NP-40

を含む溶解液により全タンパク質画分を調
製し、抗 APP 抗体と磁気ビーズを用いた免
疫沈降により全長 APP が回収されているこ
とを確認した。さらに抗 APP 抗体と共沈し
たタンパク質を SDS-PAGE および銀染色法
によりバンドを確認した。24S-OHC 処理に
より変化の見られたタンパク質について
LC-MS 質量分析法により同定した。その結
果 24S-OHC 存在下で APP との結合が増加
するタンパク質を複数同定した。今後これら
の候補タンパク質について解析を進めてい
く予定である。 
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