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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー認知症（AD）の脳において、アミロイドβタンパク（Aβ）の生成に必須な
プロテアーゼであるβセクレターゼ（BACE1）の異常な発現増加がみられる。また、AβオリゴマーがAD病態の誘導因子
であることが示唆されている。本研究では、初代培養神経細胞のモデル系を用いて、BACE1とAβの関連性を検討した。
その結果、Aβオリゴマーは翻訳後メカニズムを介して、BACE1を神経突起内に増加させ、発現亢進を引き起こすことを
明らかにした。さらに、BACE1の分子制御に関する研究において、LRP1がBACE1のエンドソーム輸送、リソソーム分解の
調節を介して、BACE1発現を抑制することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The β-secretase BACE1 is an essential protease for production of amyloid 
β-protein (Aβ), whose expression is aberrantly increased in Alzheimer's disease (AD) brains. Aβ 
oligomers are suggested to be an inducer of AD pathology. In the present study, we investigated the 
relationship between BACE1 and Aβ, using a primary neuron model system. We have demonstrated that Aβ 
oligomers induce BACE1 upregulation through a post-translational mechanism involving its augmentation in 
neuritic compartments. Our study on the molecular regulation of BACE1 has also revealed that LDL 
receptor-related protein 1 (LRP1) downregulates BACE1 through modulation of its endosomal transport and 
lysosomal degradation.

研究分野：神経分子病態学

キーワード： アルツハイマー病　認知症　アミロイド　βセクレターゼ　オリゴマー
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー認知症（AD）は最も頻度の
高い神経変性認知症疾患であり、その分子病

態において、神経毒性を持つアミロイドβペ

プチド（Aβ）の脳内蓄積が発症の一次的な
原因と考えられている。Aβは、アミロイド
前駆体タンパク（APP）が膜結合プロテアー
ゼであるβセクレターゼBACE1（Beta-site 
APP cleaving enzyme 1）及びγセクレターゼ複
合体により切断を受けて生成する。BACE1は
重要な治療標的の一つであり、その阻害は有

望な治療戦略と考えられている。 
AD脳において、BACE1の発現が増強してい
ることから、BCAE1は病態機序にも関与して
いると推定される。BACE1は転写、転写後
（mRNAの安定性）、翻訳、翻訳後の各レ
ベルでの制御がなされていることが知られ

ている。しかし、AD脳におけるBACE1発現
増強のメカニズムは明らかではなかった。 
最近の研究から、Aβの可溶性集合体であ
るAβオリゴマーが、神経・シナプス障害の
病原的因子として重要視されており、タウ

異常を含めた神経変性誘導作用を持つこと

が示唆されている。しかし、その神経障害

作用のメカニズムについては、まだ十分な

解明はなされていない。また、AD脳にみら
れる病的なBACE1発現増加の要因としてA
βが関与している可能性がある。 
一方、我々はこれまでの研究で、

BACE1の活性や発現がその相互作用タ
ンパクにより制御されることを見出し

ており、その制御に関わるタンパクとし

ては、膜タンパクReticulon 3 (RTN3)及び
LDL receptor-related protein 1 (LRP1)を同
定してきていた。特に、前者については

、マウスモデルを用いた研究で、RTN3
発現がAPPマウス脳のAβ蓄積を軽減す
る効果を持つことを明らかにしていた

（Arakiら、2013）。  
 
２．研究の目的 
上記のような背景を考慮し、本研究で

は、AD病態におけるBACE1発現の異常
亢進に着目し、神経細胞モデル系を用い

てAβと BACE1発現の関連性について
明らかにすることを主な目的とした。さ

らに、Aβ神経障害作用の特性について
も検討した。  

また、BACE1 の関連タンパクである RTN3、
LRP1に焦点を当てて、BACE1の成熟化後の
分子制御について、培養神経細胞を用いて解

析するとともに、動物モデルを用いて検証す

ることを試みた。 

 
３．研究の方法 
（1）BACE1の異常発現亢進のメカニズム 
ラット初代培養大脳皮質神経細胞は既報

に従い、無血清培地で培養した。 
Aβ1-42ペプチド（Peptide Inst）を用いて、
既報に従い、Aβオリゴマー、Aβフィブリル
（100μM）を調整した。 
培養 9 日目に、調整した Aβオリゴマー、
フィブリルを、培養液で 2.5μM に希釈し、
神経細胞に添加した。2~3 日後に細胞を回
収・固定して、ウエスタンブロット、RT-PCR、
免疫細胞化学などで解析した。細胞生存は

CCK8アッセイで評価した。 
また、外因性 BACE1 の発現に対する Aβ
の影響を調べるため、培養 8 日目に BACE1
の組換えアデノウイルスを感染させた神経

細胞を用いて、同様の実験を行った。 
BACE1、APP、ADAM10などのタンパク発
現は、ウエスタンブロットで評価した。APP 
C 末断片は APP 抗体による免疫沈降-ウエス
タンブロットで調べた。 
細胞内 BACE1、APP の局在は、特異的抗
体を用いた免疫細胞化学で解析した。 
（2）Aβオリゴマーによる神経細胞障害
メカニズム  
Caspase 3、 eIF2αの活性化は cleaved 
caspase 3 抗体、リン酸化 eIF2α抗体、
eIF2α抗体によるウエスタンブロット
で評価した。小胞体ストレス反応の指標

として、GRP78 を用いた。  
Aβとタウの関連について、総タウ抗体、
リン酸化タウ抗体（AT8、 PHF1）、非
リン酸化タウ抗体（Tau-1） cleaved tau
抗体を用いた免疫細胞化学で分析した。 
（3）BACE1の分子制御に関する研究 
①生体におけるRTN3による BACE1機能
制御に関する研究  
共同研究施設 大塚製薬 Qs’研究所より提
供された APP トランスジェニック(Tg)マ
ウス、及び独自に作製した RTN3 Tgマウ
ス（Araki ら、2013）の交配により、ダブ
ル Tg マウスを作出した。それらのマウス



（8~9ヶ月令）を用いて、バーンズ迷路試
験を実施した。 
②LRP1 による BACE1 発現制御メカニ
ズム（継続研究）  
2012 年度までの研究で、HEK293 細胞、
ラット初代培養神経細胞の両細胞で、

LRP1 と 同等の機能を保持する短縮型
LRP-L4 の過剰発現が BACE1 タンパク
の発現を抑制することを見出した。その

メカニズムを明らかにするため、上記実

験系において、LRP-L4 の発現が BACE1
の細胞内局在に及ぼす影響について、主

に免疫細胞化学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）BACE1の異常発現亢進のメカニズム 
この系において、2~3日間の Aβオリゴマー
処理により、内因性 BACE1タンパク発現が
有意に増加するが、APP、αセクレターゼ
（ADAM10）のレベルは変化しないこと、
BACE1 の mRNA レベルに有意な変化がな
いこと、アデノウイルスベクターで発現させ

た外因性 BACE1のレベルも同様に増加する
ことが判明した。従って、Aβオリゴマーは
翻訳後レベルの調節を介して BACE1発現亢
進を引き起こすと考えられた。次いで、その

機序に関して、BACE1 特異抗体を用いる免
疫細胞化学的検討の結果、Aβオリゴマーに
より BACE1の免疫反応性の有意な増加が認
められた。MAP2との 2重染色の結果、軸索、
樹状突起でともに BACE1免疫反応性が増強
していた。従って、Aβオリゴマーにより、
BACE1 の神経突起内蓄積が起こることが推
定された（下図）。さらに、APP C末断片の
解析から、Aβオリゴマーは APPのアミロイ
ド産生性プロセシングの増加を引き起こす

ことが示唆された。 
 

 

以上から、Aβオリゴマー刺激により、
BACE1の増加を介して、Aβ産生の増幅が起
こること、この悪循環が AD病態に関与して
いることが示唆される。 
以上の研究成果は、下記(2)の結果の一部と
合わせて、Mol Brain誌に発表した。 

 
（2）Aβオリゴマーによる神経細胞障害
メカニズムの特性  
2~3 日間の Aβオリゴマー処理により
cleaved caspase3、リン酸化 eIF2αが有
意に増加したが、Aβフィブリル処理で
は増加しなかった。Aβオリゴマーによ
りアポトーシス活性化などのストレス

応答が惹起されたが、細胞生存の低下は

軽度であった。Aβオリゴマー処理細胞
では、GRP78 レベルは不変であったこ
とから、典型的な小胞体ストレス反応は

寄 与 し て い な い こ と が 示 唆 さ れ た

（Mamada ら、Mol Brain 2015）。  
また、Aβとタウの関連についての検
討から、Aβオリゴマー処理により、タ
ウのリン酸化及びカスパーゼ切断の有意な

増加が起こることが示された。 
以上に加えて、Aβオリゴマーによる神経
細胞障害の防御作用を持つ物質の探索的研

究も実施した。 
今後、Aβオリゴマーの神経障害作用
の特質や防御についての研究を継続する

予定である。 
 
（3）BACE1の分子制御に関する研究 
①生体におけるRTN3による BACE1機能
制御に関する研究  

RTN3の生体における BACE1活性、Aβ産
生抑制が認知機能障害に及ぼす影響を明ら

かにするため、APP Tg、RTN3 Tg、
APP/RTN3 Tg、non-Tg マウスを用いて、
バーンズ迷路試験を実施したが、明確な結

論を得るには至らなかった。 
②LRP1 による BACE1 発現制御メカニ
ズム  
BACE1 と LRP-L4 を共発現させた細胞、
BACE1のみを発現させた細胞を、二重または
三重免疫蛍光染色し比較した結果などから、

LRP1 は神経細胞・非神経細胞において、相
互作用を介して BACE1 の初期エンドソーム
から後期エンドソームへの細胞内輸送を促
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進し、そのリソソーム分解を誘導することで

BACE1 を抑制的に制御していることが示唆
された。この研究成果は eNeuro誌に発表した。 
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