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研究成果の概要（和文）：神経細胞のエンドソームにおける輸送障害はアルツハイマー病及び共通病態を示すダ
ウン症候群の初期変化である。これにはアミロイド前駆体蛋白質のβ切断産物であるC末端断片(βCTF)が関与し
ているが、その詳細は明らかではない。我々はβCTF 依存性エンドソーム障害に関わるタンパク質候補として
TMEM30aを報告した。TMEM30aはエンドソームにおいてβCTFに結合し、その肥大化、輸送障害を引き起こす。神
経細胞におけるTMEM30aの関与を明らかにするため、ダウン症候群iPS細胞由来神経細胞を用いて解析を試みた。
先行して確立した海馬スライス培養系を用いた病態モデルと合わせて解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：Endosomal traffic dysfunction in neurons is known as the earliest pathogenic
 event both in Alzheimer’s disease and Down syndrome. Recent evidence suggests that one of the 
amyloid-β precursor protein metabolites, beta-carboxyl-terminus fragment (βCTF), accumulates in 
endosomes and would be responsible for the impairment of endocytic trafficking, but the mechanistic 
details remain unclear. We identified TMEM30a, a subcomponent of lipid flippase that translocates 
phospholipids from the outer to inner leaflet of the lipid bilayer, as a candidate partner for βCTF
 toxicity. TMEM30a interacts with βCTF in endosomes, and this complex impaired retrograde 
trafficking, leading to abnormally enlarged endosomes. We tried to demonstrate that the complex 
formation between TMEM30a and βCTF would be involved in the endosomal traffic dysfunction in Down 
syndrome iPSC-derived neurons and an organotypic hippocampal slice culture model of Alzheimer’s 
disease.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 脳神経疾患　認知症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病においては、細胞外のアミロイドβの産生過剰、分解・排出低下を背景とした凝集体形成が、
細胞内のタウ凝集促進・伝搬、神経細胞死を惹起すると考えられている。しかし、大多数を占める孤発例におい
ては、初期病変のエンドソーム障害がどのように凝集体形成につながるか明らかではない。また、アミロイド仮
説にもとづく疾患修飾薬が期待されているが、アミロイド病理は発症の20年程前から始まっており、早期介入や
効果判定のためのバイオマーカーが求められている。現在解明されていない初期病態の進展メカニズムを明らか
にすることは、今後の予防、早期介入のために重要な知見となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 厚生労働省研究班の推計では、65 歳以上の認知症は 2025 年には 700 万人以上に増加し、65歳
以上の 5人に 1人が認知症を発症するとされている。介護者の精神的・肉体的負担も大きいが、
認知症の医療・介護に関する社会的コストが今後急増すると予想される。中でもアルツハイマー
病は、認知症の原因の 50%以上を占めており、その予防、早期診断・治療効果判定のためのバイ
オマーカーの確立、治療法の開発は社会的急務となっている。 
 アルツハイマー病脳において、老人斑と呼ばれる細胞外沈着の主要構成成分であるアミロイ
ドβ(Aβ)は、アルツハイマー病の病理に中心的な役割を果たすと考えられている。Aβは、1回
膜貫通タンパク質であるアミロイド前駆体タンパク質（amyloid precursor protein, APP）が細
胞外の膜貫通部位近傍に位置するβサイト, 引き続いて膜貫通領域のγサイトで２段階切断を
受けることにより産生される。それぞれ、膜結合型のプロテアーゼである BACE1、γセクレター
ゼが切断を行う。Aβはγ切断部位の違いによる 38-43 程度のアミノ酸からなるが、特に 42アミ
ノ酸からなる Aβ42は凝集しやすい。若年発症の家族性アルツハイマー病では、APP またはγセ
クレターゼの活性中心を形成するプレセニリンに変異が見られるが、その多くは主要な産物で
ある Aβ40に対する Aβ42の産生比率が増加する変異であることが知られており、Aβ凝集体形
成が病態発現に重要と考えられる。一方、大部分を占める孤発性アルツハイマー病においては、
加齢に伴う Aβ分解・排出の低下や酸化ストレスに伴う BACE1 発現亢進による Aβ産生増加等を
背景に凝集体が形成されると考えられている。Aβ凝集体形成後の共通病態として、タウタンパ
ク質の異常リン酸化、神経細胞内凝集体形成、神経回路に沿ったタウ凝集体の伝搬とそれに対応
した広がりを見せる神経細胞死に至るとするアミロイド仮説が有力視されている。 
 ダウン症候群の脳においては、30 歳代以降アルツハイマー病と同様の脳病理を呈することが
知られている。21トリソミーのため、21番染色体上に存在する APP 遺伝子の発現が 1.5 倍とな
っていることが、ダウン症候群脳における病態発現に重要な役割を果たしているとされており、
ダウン症候群脳の解析がアルツハイマー病早期病態の解明に有用と考えられている。ダウン症
候群の脳においては、最初期変化としてエンドソームの拡大が報告されており、アルツハイマー
病脳における初期変化と共通している。この背景にはエンドソームの輸送障害があり、この障害
は Aβではなく、APP のβ切断産物であるβCTF のエンドソーム蓄積が原因であることが Nixon
らのグループにより示された。さらに、ダウン症患者由来の iPS 細胞から誘導した神経細胞が、
アルツハイマー病と同様のフェノタイプを示し、初期病態解明に有用であることが示されてい
た。 
 我々はβ切断のコレステロール依存性に注目し、細胞膜のミクロドメインが Aβ産生の場であ
るとの仮説に基づいて APP 及び BACE1 が局在するミクロドメインを解析した。低温下の界面活
性剤による可溶性の違いを利用してミクロドメインに相当する膜分画を調製し、特異的抗体を
用いた免疫沈降により APP、BACE1 局在ミクロドメインを単離した。質量分析を用いた各ミクロ
ドメイン局在タンパク質の同定により Aβ産生制御タンパク質候補の探索を進めてきた。神経細
胞においては、細胞体における合成後、APP、BACE1 は主に軸索中を順行性に輸送されるが、APP
と BACE1 は異なる膜ミクロドメインに存在し、軸索 輸送中の切断は抑制されている可能性を
示した。一旦、軸索終末の細胞膜表面まで輸送され、細胞膜からエンドサイトーシスされた後、
APP と BACE1 は初期エンドソーム中にて会合すると考えられている。至適 pHが酸性である BACE1
はエンドソーム内で APP を切断し、Aβの直接の前駆体となるβCTF を生じる。しかしながら、
APP の発現増加によりβCTF のエンドソーム蓄積と輸送障害を引き起こすメカニズムは明らかで
なかった。我々は、その過程に関わるタンパク質候補探索のため、APP 局在ミクロドメイン中に
同定されたタンパク質からシナプス前部に局在し、小胞輸送、エンドサイトーシスの制御に関与
しうるタンパク質を選び、APP 切断に与える効果について検討を進めていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の解析過程で見出したリン脂質フリッパーゼ P4-ATPase のサブユニットで
ある TMEM30a の神経細胞におけるβCTF のエンドソーム蓄積・輸送障害と Aβ産生に与える効果
を解析することを目指した。フリッパーゼは、リン脂質を ATP 依存性に脂質二重層の外層から内
層へと転移させる膜タンパク質であり、輸送小胞の出芽にも関わることが示されている。また、
TMEM30a は直接 Aβ と結合し、細胞膜上で Aβ の受容体として機能する可能性が示唆されてい
る。TMEM30a の APP 輸送や代謝制御、エンドソーム障害との関連を解析し、アルツハイマー病初
期病態への関与を明らかにすることを目的として解析を行った。 
 神経細胞における TMEM30a のエンドソーム輸送障害への関与を明らかにするため、iPS 細胞か
ら分化させた神経細胞を利用することとした。また、神経活動により Aβ産生が亢進することが
示されているが、シナプス前終末におけるエンドサイトーシスの促進がその機序とされている。
このように、神経細胞における APP 切断、Aβ産生は神経細胞の構造・機能およびその基盤とな
る小胞輸送に密接に関連しており、シナプスの形成・維持に関わるグリア細胞と合わせて、シナ
プス・回路・組織構築を維持した環境でなければ解析が難しいと考えられる。これらの条件を満
たし、Aβ産生や輸送障害の結果引き起こされるシナプス機能障害の解析も可能な実験系として、
組織構築や回路を維持したまま数ヶ月維持可能である海馬のスライス培養系が有用であると考
え、並行して解析を試みた。 
 



３．研究の方法 
(1) TMEM30a の発現抑制、各種変異体発現、APP 相互作用阻害ペプチドの作製 
 ラット及びヒト TMEM30a の cDNA clone をもとに、各種変異を導入し、発現用プラスミドを調
製した。数種類のノックダウン用 siRNA を合成し、導入による発現抑制効果を確認した。C末端
細胞内ドメインに相当するペプチドを合成し、キャリアタンパク質にコンジュゲーション後に
ウサギに免疫して抗体を得た。固定化したペプチドを用いてアフィニティー精製を行い、特異性
を確認した後、解析に用いた。変異体発現、内在性発現レベルの低下による APP 切断、細胞内局
在・輸送の変化をウエスタンブロット法および蛍光抗体法を用いて解析した。 
 2回膜貫通タンパク質であるTMEM30aは細胞外ドメインを介してAPPと結合することが想定さ
れたことから、大腸菌にて細胞外ドメインを発現、精製し、APP および Aβとの結合を検討した．
結合部位をさらに絞り込むために短いペプチドを発現させ、同様に解析を行った。 
 
(2) 特異的抗体を用いた APP-TMEM30a 複合体の免疫共沈による解析 
 培養細胞に TMEM30a, APP 等のタンパク質を発現させ、界面活性剤を用いて細胞のライセート
を調製した。あらかじめ磁気ビーズに固定化した特異抗体を用いて、TMEM30a または APP の免疫
沈降を行った。SDS による可溶化後にウエスタンブロットを行い、共沈するタンパク質を解析し
た。 
 
(3) iPS 細胞の培養と神経細胞への直接誘導法 
 連携研究者である iPS 細胞細胞研究所 井上治久教授より iPS 細胞の分与を受け、近藤らの方
法 1)に従い神経細胞への直接分化誘導を行った。分化させた細胞について、神経細胞マーカー及
び APP の発現について確認を行い、固定後にエンドソーム関連タンパク質の染色を行った。 
 
(4) 海馬スライス培養法 
生後 7-8 日のラット脳から海馬を摘出し、ティシューチョッパーにて厚み 400μm のスライスを
作製して多孔膜上に広げ、25%ウマ血清を含む培養液と気相の界面で培養を行った(Kamikubo, 
2017)。経時的に培養上清、スライスを回収し、ELISA による Aβの定量、ウエスタンブロット法
による APP 及び切断産物、BACE1 の発現量の検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) TMEM30a の APP 切断・エンドソーム輸送に与える影響について 
TEME30a について、APP,TMEM30a の変異体、BACE1 等の発現による APP 切断の変化、産物の局在

解析を行った結果、以下が明らかとなった。 
・P4-ATPase の分子シャペロンとして機能する 2 回膜貫通型の TMEM30a が細胞外ドメインを介
して APP と直接結合する。βCTF と TMEM30a は結合を示す一方、Aβの N末端領域を欠くαCTF と
は結合が弱いことから、Aβ領域を介した相互作用が関わることが示唆された。大腸菌で発現し
た TMEM30a の細胞外ドメインと Aβおよび APP との結合が in vitro でも確認され、さらに結合
部位を絞り込むことに成功した。これは、結合阻害ペプチドとして機能することが期待される。 
・TMEM30a を APP と共発現させることによりエンドソームの肥大化が引き起こされる。rab5 だ
けでなく rab11,rab7 も陽性であることから、肥大化したエンドソームは小胞輸送障害の結果
と考えられた。また、βCTF だけでなく、APP 及びαCTF の細胞内蓄積が見られることから、初
期エンドソームからライソゾームへの輸送が障害されている可能性がある。 

・TMEM30a と APP の共発現により、エンドソームを介して細胞膜とトランスゴルジネットワーク
間を小胞輸送により循環している TGN38 の肥大化エンドソームへの蓄積が引き起こされた。エ
ンドソームからトランスゴルジネットワークへの輸送の障害が想定された。 
・TMEM30a と APP の共発現により、エンドソーム肥大化が起こった状態に BACE1 を追加発現する
ことにより、TMEM30a-βCTF が集積した輸送障害部位に BACE1 が蓄積し、Aβ産生が増大するこ
とが示された（Takasugi, 2018）。APP とβCTF 相互作用によるエンドソーム障害とβCTF の蓄積
が Aβ産生の亢進につながる可能性が示された。 
 
(2) iPS 細胞由来神経細胞におけるエンドソーム解析について 
iPS 細胞を直接神経細胞へ分化させる iN 法を用いて誘導された神経細胞の形態及び分化マー

カーの発現、細胞内局在を解析した。さらに、内在性の rab5, rab7, rab11 の抗体染色を実施
し、エンドソームの形態解析を行った。 
 タグを細胞外に導入した APP を発現させ、抗タグ抗体の細胞表面における結合により、エンド
サイトーシスを可視化、評価する手法を初代培養神経細胞において検討し、確立した。 
 
(3) 培養海馬スライスを用いた APP 切断産物及び TMEM30a の解析について 
 海馬スライス培養系における解析により、培養開始当初は一過性の神経細胞死およびシナプ
スの変化が起こるが、その後回復し、2 カ月以上にわたり組織構築、シナプス・神経回路だけで
なく、APP, BACE1 の発現、分布がほぼ維持されており、一定量の APP 切断産物が培養上清中に
遊離されることが明らかになった。TMEM30a による APP 切断制御、輸送障害およびその制御機序
を解明するために有用な実験系であることが示された。 



海馬スライスに APP トランスジェニックマウス脳由来の Aβ凝集シード及び化学合成 Aβを添
加することにより、Aβ凝集体を形成し、プラーク近傍における神経細胞内輸送障害を引き起こ
すモデルを確立した。 
 
 今後、上記モデル系を用い Aβ産生・凝集、輸送障害への TMEM30a の関与の解析を進めること
が可能であることが示された。 
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