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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の発症原因因子はアミロイドβ(Aβ）オリゴマーである。多様とされる孤
発性アルツハイマー病の発症原因として、どのような機能失調がAβの産生変化を引き起こすのか解明した。まず、Aβ
前駆体APPの神経軸索輸送の破綻がAβの生成変化を引き起こすことが知られているため、この輸送制御機構の解明を行
った。APPがJIP1bを介してキネシンモーターに接続する仕組みを解明した。次に、原因遺伝子の変異に依存しないγセ
クレターゼの切断変化を患者で見いだしていたので、その仕組みを細胞を用いて解析した。発症に重要な役割を果たす
Aβ産生の量的・質的変化を引き起こす原因が多様であることを実験的に示した。

研究成果の概要（英文）：Amyloid beta (Ab) oligomer is a major causative factor of Alzheimer's disease (AD)
. Compared to familialAD (FAD), it remains unclear how neurotoxic Ab species is generated and/or what mech
anism can increase the generation of Ab in sporadic AD (SAD). To reveal this, first I focused on the axona
l transport of APP, which is a precursor protein of Ab and functions as kinesin-1 cargo, because disturbed
 anterograde transport of APP alters Ab generation. We revealed how APP connect with kinesin-1 motor media
ted by JIP1b. Sexond I analyzed gamma-secretase malfunction in SAD patient. In FAD who carry mutations of 
causative gene, gamma-cleavage are altered. We found altered gamma-cleaved peptide in SAD patients, in oth
er words, alcadein fragment in CSF are altered in SAD. These analyses support an idea that SAD is generate
d by several causes to induce a quantitative and/or qualitative change of Ab production, and results are u
seful to develop the tailor-made therapies.
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１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会を迎えている我が国では、認知
症患者数が増加し、その対策が社会的な課題
となっている。認知症患者数は 460万人と言
われ、その最大疾患であるアルツハイマー病
は患者数の 60-70％を占める。1990年代に家
族性アルツハイマー病患者の分子遺伝学的
な解析から原因遺伝子として APP とプレセ
ニリン(PS1, PS2)が同定された。プレセニリ
ンの発症性変異は、凝集性の高い Aβの産生
を亢進し、後に APP から Aβを生成する酵
素γセクレターゼの触媒ユニットである事
が明らかになった。	 家族性アルツハイマー
病の解析から明らかになってきたことは、
APP 遺伝子の変異は Aβの量的増加および
質的変化（凝集性の高い Aβ分子種の産生比
率の増加）をもたらし、PS遺伝子の変異は、
主に質的変化をもたらす事である。しかしな
がら、アルツハイマー病患者の 95％は、原因
遺伝子に変異を持たない孤発性であり、孤発
性アルツハイマー病患者がどのような経過
で Aβ生成の量的・質的変化を起こしている
のかは明らかになっていなかった。 
	  
２．研究の目的 
	 APPは I型の膜タンパク質であり、小胞体
に移行後、膜小胞での細胞内輸送を受け、細
胞膜に達する。一部の APP は、アミロイド
生成的な代謝を受け、生成した Aβが神経細
胞内もしくは、分泌後の細胞外でオリゴマー
を形成し、毒性を示すと理解されている。
APP の細胞質領域は、APP の輸送と代謝を
制御する  (reviewed in J. Biol. Chem. 
[2008] 283, 29633)し、ここに結合するタン
パク質の 1 つが JIP1 である。そこで、研究
目的として、（１）原因遺伝子の変異に依存
しないで Aβの量的変化をもたらす仕組みを
JIP1b を中心に解析した。JIP1b は APP と
kinesin-1 モーターを接続するアダプター分
子として機能する。 
これまで、JIP1b を介した kinesin-1 による
APP 輸送が停滞すると神経機能障害と共に
Aβの生成が亢進することを示してきた
(EMBO J. [2007] 26, 14759)。アルツハイマ
ー病患者の脳では、軸索変性の病理が認めら
れることから、老化に伴う APP 軸索輸送の
失調が Aβの生成増をもたらす可能性が考え
られた。APP と kinesin-1 の結合は、
APP-JIP1 間および、JIP1- KLC (kinesin 
light chain)間で制御されると考えられ、結合
制御機構に解明に取り組んだ。 
	 次に、（２）PSに変異がなくても Aβ生成
に質的変化が生じる可能性を孤発性アルツ
ハイマー病の発症機構に 1つとして解析した。
Aβは凝集性に富むため、γセクレターゼに
よる切断変化が起こった Aβ分子種の変化を
正確に捉えにくい。そこで、APPと相同相似
の切断を受け、アルツハイマー病患者で切断
変化が認められるアルカデイン(Alc)から生
成する p3-Alc の切断変化を起こす要因を探

索することとした（J. Biol. Chem. [2003] 
278, 49448; J. Biol. Chem. [2009] 284, 
36024; Ann. Neurol. [2011] 69, 1026）。 
 
３．研究の方法 
（１）APP と JIP1b および JIP1b と KLC の相
互作用解析。	 
	 APP と JIP1b および JIP1b と KLC の相互作
用制御にこれらタンパク質のリン酸化が関
与している可能性を解析した（図１）。(a)	 細
胞に APP,	 JIP1b,	 KLC をそれぞれ発現させ、
細胞内リン酸化状態を人為的に亢進させた。
この細胞抽出液を混合し、タンパク質を抗体
で回収し、結合タンパク質の変化を解析する。
(b)細胞内リン酸化状態の変化により結合が
変化したタンパク質に関して、リン酸化サイ
トの同定を LC-MS/MS で行う。(c)想定リン酸
化サイトに変異を導入し、結合が変化するか
を解析する。(d)結合制御に関わるリン酸化
が、脳で起こっている事を実証する目的でリ
ン酸化特異抗体を作成する。(e)	 APP,	 JIP1b,	 
KLC のリン酸化が APP 小胞輸送に変化を与え
ることを解析するシステムを開発する。	 

（２）PS 遺伝子変異に依存しない膜タンパク
質のγ切断変化の解析。	 
	 Alc は一次切断の後にγセクレターゼによ
る二次切断を受ける。このとき生成する非凝
集性ペプチド p3-Alc を解析することで、γ
切断の変化を捉えることが出来る（図 2）。(a)	 
Alc のγ切断様式が明らかになっていないた
め、まず、3種類の Alc	 (Alcα,	 Alcβ,	 Alcγ)

の切断様式を決定する。(b)次に PS に変異が
無くてもγ切断が変化する細胞環境変化を
探り、その変化が Aβ生成に影響するかどう
かを検証する。	 



	 
４．研究成果	 
（１）APP と JIP1b および JIP1b と KLC の相
互作用解析。	 
	 KLC1 のリン酸化状態を亢進したときに
JIP1b との結合が低下し、リン酸化を減弱し
たときには結合が回復した。JIP1b のリン酸
化状態を亢進したときは、この現象は認めら
れない。また、APP と JIP1b の結合には、双
方のリン酸化は影響を与えなかった。このこ
とから、APP と kinesi-1 の結合は、JIP1b と
KLC の相互作用によって制御されていること
が明らかになった。KLC1 における Ser,	 Thr,	 
Tyr 残基は 71 あり、このうち JIP1b との結合
に影響を示すサイトを LC-MS/MS および Ala
へのアミノ酸置換により同定・実証した（論
文準備中）。In	 vivo におけるリン酸化を確認
する抗体を作成中である。	 
	 KLC のリン酸化が APP の小胞輸送に及ぼす
影響を詳細に解析する目的で、小胞輸送の定
性を解析する手法を開発した（ Traffic	 
[2014]	 15,	 1）。これまで困難であった小胞
輸送の質的変化（輸送距離、方向性等）を簡
便に解析できる。Aβの生成変化に KLC が関
与している共同研究成果（Proc.	 Natl.	 Acad.	 
Sci.	 USA	 [2014]	 111,	 2638）も報告され、
孤発性アルツハイマー病の発症原因の一つ
として APP と kinesin-1 の接続変化が考えら
れた。	 
	 
（２）PS 遺伝子変異に依存しない膜タンパク
質のγ切断変化の解析。	 
APP は、αおよびβセクレターゼによる一次
切断後、γセクレターゼによる膜内二次切断
を受ける。この膜内での切断は細胞質側に近
いεサイトで切断された後、3-4 残基づつ切
断を受け、最終的にγサイトが決定される。
一般的に APP では、最初のεサイトの位置が
γサイトを決めると理解されてきた（図 3下）。	 

	 しかしながら、Alc ではどのような様式で
γ切断が起こるのかは明らかではなかった。
そこで、3 種類の Alc に関してγセクレター
ゼによる切断様式を解明した（PLoS	 ONE	 
[2013]	 8,	 e62431）。図 3に Alcβの例を APP
と比較して示すが、Alc では最初のε切断の
決定は必ずしもγ切断の位置を決定しない
ことが明らかになった。これは、我々が家族
性 PS 遺伝子変異で、APP と Alc の感受性が異
なることを示した論文（ J.	 Biol.	 Chem.	 
[2009]	 284,	 36024）と一致する。次に PS 遺
伝子変異に依存しないγ切断が生じる細胞
条件を探索した。その結果、膜脂質含量の変

化が Alc や APP のγ切断を変化させることを
明らかにした（論文、投稿準備中）。また、
その感受性は 3種類の Alc および APP で異な
っていた。これらの結果は、孤発性アルツハ
イマー病でもγ切断の変化が起こりうるこ
とを実験的に実証したものであり、患者脳脊
髄液中の p3-Alc からγ切断の変化を報告し
た我々の以前の報告（Ann.	 Neurol.	 [2011]	 69,	 
1026）と一致する。	 
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