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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアユビキチンリガーゼMITOLはアルツハイマー病のリスク遺伝子の可能
性が示唆されていた。今回、アルツハイマー病モデルマウスと神経特異的MITOL欠損マウスを交配させて、神経
特異的MITOL欠損アルツハイマー病モデルマウスを作製し、病態を解析した結果、毒性の高い可溶性のアミロイ
ドβが増加による症状の増悪が観察された。MITOLはアミロイドβの凝集性を制御することによりアルツハイマ
ー病の増悪を抑制していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although mitochondrial ubiquitin ligase MITOL is suggested as a risk factor 
for Alzheimer's disease (AD), implication of MITOL in the pathology of AD is unknown. Here we 
generated and analyzed neuron-specific MITOL-knockout AD model mice. We found that MITOL knockout 
increases high toxic soluble amyloid-beta, resulting in exacerbation of symptoms of AD. This result 
suggests that MITOL regulates aggregation or conformation of amyloid-beta, thereby attenuating 
cytotoxicity of amyloid-beta.

研究分野： 生化学

キーワード： ユビキチンリガーゼ

  １版
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病の病態理解のため、これま
で大きく二種類のマウスが作製された。一つ
は Amyloid-β 産生を誘発する遺伝子変異を
持つマウス（Aβ マウス）である。しかしな
がら、Aβ マウスは老人斑の形成メカニズム
を解明する上で有用であるが、Tau の過剰リ
ン酸化を示さないため、老人斑以降の病態を
反映していなかった。もう一つは Tau の遺伝
子変異を持つマウス(Tau マウス)である。Tau 
マウスは過剰リン酸化 Tau による神経原線
維変化を示すが、Amyloid-β が産生されない
こと、 又 Tau の遺伝子変異がアルツハイマ
ー病において報告されていないことより、本
来の病態である「Amyloid-β 誘導性の過剰リ
ン酸化 Tau」を検証することができず、その
分子機構の解明・効果的治療法の判定は困難
であった。 
申請者はミトコンドリア外膜に局在するユ
ビキチンリガーゼ MITOL を世界に先駆け
て発見し（EMBO J. 2006）、解析をすす 
め て き た （ Mol Biol Cell. 2009, 
Mitochondrion 2011, Mol Cell.2013 ）。
MITOL はミトコンドリア ROS の産生を制
御して細胞老化を抑制する酵素であり（Park 
YY et al. J Cell Sci. 2010）、実際にケラチノ
サイト特異的 MITOL 欠損マウスにおいて、
テロメア短縮・白髪を含む老化所見が得られ
ている（図 A）。さらに、近年アルツハイマ
ー病のゲノムワイド関連解析より、MITOL 
がリスク遺伝子候補の一つであることが示
唆された（Bartram L etal. Nat Genet. 
2007）。老化によりリン酸化 Tau が増加する
ことから、「老化が Amyloid-β のよる Tau の
過剰リン酸化を促進する」と考え、MITOL 欠
損により新たなモデルマウスの作製できる
のではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
アルツハイマー病の二大病理所見である
「Amyloid-β による老人斑」及び「過剰リン
酸化 Tau による神経原線維変化」の分子機構
解明は根本治療を目指す上で避けて通れな
い重要命題である。 
しかしながら、既存のモデルマウスは
Amyloid-β を産生するものの、Tau の過剰
リン酸化を示さないため、病態における
Amyloid-βとTauの因果関係を検証すること
は困難であった。本研究では過剰リン酸化
Tau が加齢に伴って増加することに着目し、
老化を抑制するミトコンドリアユビキチン
リガーゼ MITOL の欠損により、老化促進ア
ルツハイマー病モデルマウスを作製した。こ
のモデルマウスは Amyloid-β 依存的な Tau 
のリン酸を示すため、「Amyloid-β と Tau の
病理的関係性」の解明が期待でき、アルツハ
イマー病における今後の研究戦略の中核を
担うことが予想される。 
 

 
３．研究の方法 
（初年度） 
新規モデルマウスとしての基盤構築：初年度
は、MITOL の欠損による老化促進によって、
Amyloid-β誘導性の過 
剰リン酸化Tauにどのような影響を及ぼすか
解析し、新規モデルマウスとしての妥当性を
検証する。 
1.老化促進レベルの検証：現在、私たちは
Cre-loxPシステムを利用したMITOL欠損マウ
スを多種、所有している。そこでマウス脳に
お け る 老 化 レ ベ ル を 検 証 す る た め 、
SA-β-Gal 染色を行う。また老化の指標とし
て幹細胞における分裂能の低下が知られて
いるため、BrdU の腹腔内投与や Ki67 染色に
よって幹細胞の分裂能を比較する。 
2.過剰リン酸化 Tau の評価：予備的な実験結
果より、MITOL 欠損マウスとアルツハイマー
病モデルマウスの交配に成功している。ウエ
スタンブロット法・免疫染色法にて過剰リン
酸化 Tau の量的比較を行う。また過剰リン酸
化 Tau は凝集性を持つため、界面活性剤不溶
性の特性を持つ（Kimura T et al. J Biol Chem. 
2010）。そのためマウス海馬を溶解度により
分離し、不溶性 Tau の検出を試みる。さらに
マウスの神経細胞を取り出して初代培養を 
行うことで、Tau の機能不全によるミトコン
ドリア及びエンドソームの輸送障害につい
て、ライブイメージングを用いて検討する。 
（次年度） 
Amyloid-βによるTau過剰リン酸化の分子機
構の解明：前年度の研究が予定通りに進めば、
Amyloid-βによるTau過剰リン酸化機構にお
いて「老化」が重要なファクターであること
が予測される。そのため、老化に伴うどのよ 
うな機能的変化が必要な因子となるか、詳細
な分子機構の解明を目指す。 
1.老化促進因子のスクリーニング：MITOL が
ミトコンドリアに局在することを踏まえる
と、Amyloid-βから Tau の過剰リン酸化を仲
介する重要因子はミトコンドリア機能に関
連を持つ可能性が高い。具体的な原因候補因
子を同定するため、野生型と MITOL 欠損マウ
スにおける遺伝子発現変化をDNAマイクロア
レイ法により網羅的に探索する。ミトコンド
リアを初発とした細胞老化機構について、活
性酸素種を含む多彩な経路が提唱されてい
るが（CuiH et al. J Signal Transduct. 2012）、
MITOL 欠損マウスで誘発される経路がどのよ
うな因子に依存するか解明する。ここで得ら
れた結果の妥当性をqRT-PCR法にて再確認し、
予測される老化経路の検討をウエスタンブ
ロット法を主軸に行う。 
2.神経培養細胞による検証モデルの構築と
スクリーニング：神経培養細胞において、
Amyloid-β処理によるTauの過剰リン酸化が
認められることが知らている（Stancu IC et 
al. Mol Neurodeger. 2014 ）。 そ こ で
CRISPR/Cas9 法を用いて MITOL を欠損したヒ



ト神経培養細胞を樹立し、Amyloid-β処理に
伴う Tau の過剰リン酸化がマウス 
と同様に増加するか検討する。構築された神
経培養細胞の検証モデルに関して、低分子化
合物ライブラリー、及び siRNA ライブラリー
を活用し、過剰リン酸化 Tau への影響と新規
原因候補因子の探索を行う。 
 
 
４．研究成果 
現在の日本社会において、75 歳以上の 4人に
1 人が認知症を罹患しており、今後さらに増
え続けることが予想されるため、その根本的
な治療法の確立が求められている。アルツハ
イマー病は、認知機能障害を呈する神経疾患
であり、アミロイド β の産生および蓄積に
よるアミロイド β の線維化が発症原因だと
考えられてきた。今回私たちは、アルツハイ
マー病のゲノムワイド関連解析よりMITOLが
アルツハイマー病のリスク遺伝子候補とし
て同定されたことから、MITOL の大脳皮質・
海馬・嗅球特異的な欠損マウスを作製し、ア
ル ツ ハイマ ー 病モデ ル マウス で あ る
APPswe/PSEN1dE9 マウスを掛け合わせること
で、アルツハイマー病における MITOL の生理
的役割について検討した。その結果、MITOL
欠損アルツハイマー病モデルマウスにおい
てアミロイドβ線維およびアミロイドβプ
ラークの減少が認められたが、予想に反して、
病態は有意に悪化していた。近年、アミロイ
ド β プラークを形成せずに重篤なアルツハ
イマー病を発症する遺伝子変異(大阪変異)
家系が発見されたことから、凝集中間体であ
るオリゴマーを神経障害の原因とするアミ
ロイド β オリゴマー仮説が提唱された。こ
れまでの結果より、MTIOL 欠損アルツハイマ
ー病モデルマウスではアミロイド β オリゴ
マーが増加することが考えられ、アミロイド
βがプラーク化せず、オリゴマーが蓄積する
ことにより病態悪化を引き起こすと推測さ
れる。このことはミトコンドリアがアミロイ
ド β の凝集メカニズムに関与するというア
ルツハイマー病発症の新しい知見であり、治
療法の開発に期待ができる。 
私たちはアルツハイマー病（AD）における MAM
の役割を中心に解析を行った。AD モデルマウ
スにおいて発症前の早期から MITOL の mRNA
量，タンパク質量が増加することを見出した。
したがって AD における MAM の過形成は，
MITOLの発現増加によるMfn2の過剰活性化が
関与していると推測される。そこで，ADにお
けるMAMの過形成が病態に及ぼす影響を明ら
かにするたに，神経特異的な MITOL 欠損マウ
スと AD モデルマウスを交配することにより
MAM形成が抑制されたADモデルマウスを作製 
した。 
 まず MAMによる Aβの直接的な制御として
報告されているAβの産生と凝集性について
検討した。MITOL 欠損 AD モデルマウスでは
APP 切断による Aβ の産生量に顕著な違いは

認められなかったが，老人斑の形成は顕著な
減少が観察された。この結果は，MAM に Aβ
の凝集を誘導する seed が存在するという仮
説を支持した。最も注目すべきことに，MITOL
欠損 AD モデルマウスでは非凝集性の Aβ が
増加しており，なかでも可溶性の Aβオリゴ
マーの増加が検出された。MITOL 欠損 AD モデ
ルマウスでは老人斑の形成が減少したため，
AD の発症が抑えられると予測されたが，代償
的にAβオリゴマーが蓄積すること，またAβ
オリゴマーが高い神経毒性を示すことを考
慮すると，むしろ AD が早期発症する可能性
も考えられた。実際に MITOL 欠損 AD モデル
マウスでは，AD の早期発症を示唆する結果が
得られている。MAM がどのような分子機構に
よって Aβ seed として機能するかについて
は不明であるが、今後，中枢神経系における
MAMの生理機能やADにおける役割が解明され
れば，AD の新しい病態像が見えてくるだろう。 
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