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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の原因遺伝子として知られているアミロイド前駆蛋白質(APP)の細胞内領
域（AICD）59アミノ酸残基をクローニングし，AICD強制発現系を構築した。このAICDプラスミドを一過性に導入したマ
ウス胚性腫細胞P19細胞株において，レチノイン酸誘導下におけるAICD領域の神経分化への影響を，神経分化マーカー
として知られているTuJ1ならびにMAP2遺伝子の発現量の差を定量PCR法により検討したところ，AICD導入細胞においてT
uj1，MAP2が減少することを明らかにし，その途中過程において，幹細胞マーカーであるOct4 の発現上昇による可能性
を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer's disease(AD)is a neurodegenerative disease and the most common form of 
dementia. Amyloid precursor protein(APP)plays a central role in the pathogenesis of AD. APP is type I tran
smembrane protein with a large extracellular domain and a short cytoplasmic domain(AICD59, AICD). AICD neg
atively modulates neurogenesis in neural precursor cells. However, the molecular mechanism of AICD have no
t been identified yet. In this study, we investigated the role of AICD in neuronal cell differentiation of
 P19 embryonic carcinoma cells. We have shown that P19 cells with induction Retinoic acid(RA) and transien
t overexpression of AICD could inhibit neural differentiation using qunantitative RT-PCR. Oct4, pluripoten
cy stem cell marker was upregulated during the RA aggregated stage of AICD overexpressing P19 cells.Our da
ta suggest that AICD may be involved in inhibited effect of neural differentiation during developmental br
ain.
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１． 研究開始当初の背景 

アルツハイマー型認知症【アルツハイマー

病：Alzheimer’s disease, AD】は，急速な

高齢化に伴い，現在国内および世界中に多く

の患者がいる神経変性疾患の一つであり，増

加傾向にある。その原因物質の一つとして，

アミロイド前駆蛋白質（amyloid precursor 

protein, APP）が知られている。APP は膜一

回貫通型タンパク質であり，種々のセクレタ

ーゼによるプロセッシングを受ける。AD患者

の脳では，APP からセクレターゼによる過剰

なプロセッシングにより産生されたベータ

アミロイド（Aβ）が遊離し，加齢とともに

海馬や皮質領域に異常に蓄積して凝集体（老

人斑）を形成すると考えられており，現在，

老人斑の形成抑制を治療上のターゲットと

してワクチン療法などの新規治療法の開発

が進められている。これまで，老人斑の原因

となる Aβの産生・蓄積機構の解明が AD 治療

の鍵であると考えられてきた。そのためこれ

までの AD 研究は Aβ産生・蓄積機構の解明を

主眼として展開されてきた。   

2008 年 Ma らにより，免疫グロブリン様接着

分子であるコンタクチンファミリーの一つ

であるTAG-1(GPIアンカー型の神経接着分子

で，ミエリン形成に関与する分子)がアミロ

イド前駆体タンパク質 APP と相互作用し，切

り出された APP 細胞内部分（AICD）がマウス

神経新生を負に調節していることが報告さ

れた（Ma 2008）。また 2009 年 Ghosal らによ

り，AD 患者脳での蓄積が報告され AICD も AD

の病理的特徴を引き起こす可能性があるこ

とが示唆された（Ghosal 2009）。このような

背景から，AICD を分子標的とした創薬を目指

した研究を展開させていく過程において，ま

ず初めに AICD の神経分化への影響ならびに

メカニズムを検討することは非常に有益で

あると考えられた。 

1.Ma, Q.H. Nature Cell Biol. 10: 283-294, 

2008. 

2.Ghosal, K. PNAS 106: 18367-18372, 2009. 

 

２． 研究の目的 

AICD は，APP がβセクレターゼ及びγセク

レターゼという酵素のプロセッシングによ

り切り出されることにより Aβと共に産生さ

れる。 

本研究では，これらの 2つの酵素により切

り出された AICD の生理的機能の解明を目指

し，マウス胚性細胞腫である P19 細胞株を用

いて，神経分化過程における各種分化関連遺

伝子の発現との関連性を検討することを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)ヒト APP 遺伝子（770 アミノ酸残基）から

遊離される AICD（C 末端部 59 アミノ酸）部

分をコードする 177bp の領域を，ヒト APP 遺

伝子を鋳型に増幅し，cDNA のクローニングを

行い，pCDNA4 発現ベクターへサブクローニン

グする。構築したプラスミドを P19 細胞株に

一過性に導入し，AICD 強制発現系を構築する

（hAICD-pCDNA4）。 

 

(2) P19 細胞株はマウス胚生腫瘍由来の未分

化でマルチポテンシャルな分化能を持つ細

胞種であり，レチノイン酸（RA）などの薬剤

により，神経やグリア細胞（オリゴデンドロ

サイト，アストロサイト）に分化する特徴を

持つ。まず初めに P19 細胞株を RA にて処理

し，神経分化過程が再現できるかを確認する

ために RA 誘導培養方法を構築する。具体的

には，RA 処理分化過程での神経細胞の遺伝子

マーカーの発現変化を RT-PCR 法を用いて確

認を行う。 

 

(3) P19 細胞株に構築した hAICD-pCDNA4 を

RA 存在下において一過性に導入し，AICD が

RA 誘導による分化過程にどのような影響を

及ぼすかを定量的 PCR 法および RT-PCR 法を

用いて検討する。 

 

(4) P19細胞株をRA存在下にて4日間培養し，

sphere 様の細胞塊を作成する。この段階での

細胞増殖にかかわる遺伝子（Oct4, Sox2 等）

の発現について real-time PCR 法および

RT-PCR 法を用いて検討する。 

 

(5) MTT アッセイ法を用いて，AICD の細胞増

殖能への影響を検討する。 



 

４．研究成果 

（1）P19 細胞株における RA 誘導分化系の構

築を行い，神経分化マーカー遺伝子の一つで

あるmash-1の発現上昇を確認した（Fig.1）。 

 

（2）AICD 遺伝子を導入した細胞とベクター

のみを導入した細胞の神経分化における効

果を real-time PCR 法により比較検討したと

ころ，AICD 導入細胞において神経マーカーで

あるTuj1（neuron-specific β-III tubulin），

MAP2（microtubule-associated protein 2）

mRNA が減少した。（Fig.2） 

 

（3）定量的 RT-PCR 法の結果，AICD 導入細胞

およびコントロール細胞をRA処理し,sphere

様の細胞塊を形成させたところ，AICD 導入細

胞がコントロール細胞と比較して幹細胞マ

ーカーであるOct4, Sox2のmRNAが増加した。

RT-PCR 法により同様の結果を得た。（Fig.3） 

 

（4）MTT アッセイ法により細胞増殖能を検討

した結果，AICD 導入細胞の方が，コントロー

ル細胞より増殖能が高かった(Fig.4)。 

 

 これらの検討で，AICD の効果として，P19

細胞において神経分化を抑制する傾向にあ

り，その効果の原因として，AICD が神経幹細

胞の維持に関与する Oct4 の発現調節を行う

ことで，神経分化抑制に差が見られた可能性

が考えられる。今回得られた結果を踏まえて

今後，他の手法を用いた詳細な検討が必要で

あり，AICD が関わる神経分化の細胞内シグナ

ル伝達機構の全貌を明らかにしていきたい

と考えている。 
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