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研究成果の概要（和文）：当グループでは，アルツハイマー病脳で蓄積するβCTFとリピッドフリッパーゼの構
成因子TMEM30Aが結合し，小胞輸送障害を引き起こすことを明らかにしていた． 
さらにβCTF産生酵素，βセクレターゼ（BACE1）を過剰に発現するADモデル細胞系を樹立して解析を進めた．そ
の結果，BACE1活性依存的にリピッドフリッパーゼの機能低下が起こり，小胞輸送障害が誘引される可能性が示
された．さらにADモデルマウス脳では，初期からTMEM30AとβCTFの複合体が形成され，リピッドフリッパーゼ活
性が低下することを明らかにした．本研究の成果は，発症仮説として交通渋滞仮説を支持し、新規治療標的を提
唱している．

研究成果の概要（英文）：Although Amyloid beta (Aβ) peptide, which accumulates in Alzheimer disease 
(AD) brain, is focused attention as a therapeutic target, most clinical trials are failed. 
Interestingly, endocytic dysfunction is the early pathogenic event by the accumulation of Aβ 
precursor protein (APP) metabolites, β-carboxyl-terminal fragment (βCTF). We identified TMEM30A, a
 subcomponent of lipid flippase, as a candidate partner for βCTF. Moreover, stably overexpression 
of β-site APP cleaving enzyme 1 (BACE1) accumulated βCTF to increase the complex with TMEM30A. 
Intriguingly, upregulated BACE1 activity reduced both the lipid flippase formation and activity, 
which was accompanied by the abnormally enlarged endosomes. We confirmed the complex formation of 
TMEM30A and βCTF, and lipid flippase dysfunction in AD model mice before Aβ deposition. Our 
results shed light on the unidentified correlation between βCTF and lipid flippase activity and 
suggest a novel therapeutic strategy for AD.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病では小胞輸送障害は最初期病態の一つであり，その予防・根本治療法開発の鍵を握る．一方
で，小胞輸送の状態について，定量的かつ網羅的な解析を行う手段は限られており，詳細な分子メカニズムの解
明，小胞輸送障害を標的とした根治療法の開発がこれまで困難であった．
　本研究ではアルツハイマー病における小胞輸送障害の制御因子としてリピッドフリッパーゼを同定しており，
小胞輸送を標的とした根本治療薬の開発という新しい分野を開拓の短所となることが期待される．また本研究に
より樹立された解析系は，タンパク質の局在の定量的な解析に応用でき，当該分野の研究発展に応用可能であ
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。
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病（AD）は進行性の認知機能低下を主訴とする神経変性疾患である．病理学
的な特徴として，Amyloid-β（Aβ）を主な構成成分とする老人斑の形成や，高度にリン酸化を受
けた微小管結合タンパク質タウからなる神経原線維変化などの異常構造物の蓄積が挙げられる．
特に老人斑はより早期から観察されるため，Aβ の増加・凝集が AD 発症の中心的な分子である
とする【アミロイド仮説】が提唱されている．Aβは Aβ前駆体タンパク質（APP）が，二種のア
スパルチルプロテアーゼ，β及び γセクレターゼによる 2 段階の切断を受け産生され，各プロテ
アーゼ活性は AD 発症に関連することが報告されている．一方で，産生酵素などを標的としたア
ミロイド仮説に基づく創薬開発は頓挫を続けており，アミロイド仮説を補完する病態メカニズ
ムの解明が期待されていた． 
近年，Aβ 蓄積以前の初期に，輸送小胞（エンドソーム）の巨大化を病態とする小胞輸送障害

が存在することが示唆されており，小胞輸送障害をAD発症の引き金とする交通渋滞仮説（Traffic 
jam）仮説が提唱されている． 
神経は独特の長い構造を有しており，タンパク質の産生部位である細胞質からその構造の末

端へ物資を輸送するには多大なコストがかかる．とくに神経細胞に長期のストレスがかかる神
経変性疾患ではその発症メカニズムに関与すると考えられており，実際，各疾患の遺伝的リスク
ファクターには多くの小胞輸送関連因子が同定されている． 
興味深いことに， 

A) Aβの前駆物質であり，AD 患者脳に蓄積する βCTF（βセクレターゼ切断性カルボキシ末端
フラグメント）の蓄積が小胞輸送障害を誘導する（Kim et al., Mol psychiatry, 2015）こと 

B) 小胞輸送を安定化する薬剤は Aβ産生を抑制する（Mecozzi et al., Nat Chem Biol, 2014）こと 

が報告され，アミロイド仮説の根幹
となる Aβ 産生機構と Traffic jam 仮
説に強い相関性が認められ（図１），
有力な治療標的として注目されてい
る． 
一方で，これまでに小胞輸送を安

定化すると報告された薬物には特異
性が少なく，生理機能に重要な働き
を持つ小胞輸送全般の機能修飾に影
響すると考えられるため，副作用が
懸念されている．  
βCTF による小胞輸送障害を標的

にすることで、AD 特異的かつ副作用
の少ない治療薬を開発できることが
予想されたが，一方で，その詳細なメ
カニズムは不明であった． 
 

２．研究の目的 
当グループにおいて βCTF と特異的に結合する因子として TMEM30A を同定した．βCTF と

TMEM30A の複合体形成は輸送小胞の肥大化を誘発するなど病態に関与する可能性が考えられ
た．TMEM30A は，小胞輸送の制御に関わる膜リン脂質輸送酵素フリッパーゼの構成分子であ
り，これまでに明らかでなかったAβ産生機構と小胞輸送障害をつなぐメカニズムであると考え，
βCTF の蓄積がフリッパーゼ活性を制御している可能性を想起した． 
本研究では βCTF による制御機構に注目して，フリッパーゼ活性と AD 発症機構との関わりを

明らかにすること，そして，AD における小胞輸送障害を改善できる新規予防・治療法の開発を
目指した． 
 
３．研究の方法 
 本グループで作成した AD 特異的小胞輸送障害モデル，および，共同研究者である橋本 唯史
准教授（東京大学医学部）から提供を受けた Aβの蓄積開始が比較的遅く初期病態が解析できる
A7 モデルマウスを利用した．細胞系においては，新たな活性測定法の樹立，及び生化学的手法
により βCTF がリピッドフリッパーゼ活性に与える影響を解析した．培養細胞系の結果を踏ま
え，AD モデル脳の生化学的解析を行い，Aβ 蓄積以前において、リピッドフリッパーゼ活性が
変化しているか検証を行った． 
  
４．研究成果 
 これまでに，AD における輸送障害を再現できるモデル細胞系の樹立に成功し，AD 特異的な
小胞輸送を評価できるモデル系として特許を得ていた（特開 2016-011849）．本研究期間に，その
研究をさらに進め，Aβの前駆体であるβCTFが蓄積することで小胞輸送障害が誘導されること，
さらにその結合因子として TMEM30A を同定し，その成果を論文発表した（図 2，Takasugi et al., 
PLoS ONE 2018）． 



 TMEM30A はホスファチジル
セリン（PS）などの脂質の膜内輸
送に関与する「リピッドフリッパ
ーゼ」の構成因子であり，その活
性は小胞輸送を制御する．AD 病
態では PS の異所性局在も報告さ
れており，その活性低下は発症機
構に深く関与すると予想した． 
そこで，AD 発症におけるリピ

ッドフリッパーゼ活性変化の影
響を検討するため，新規活性測定
系を考案した． 

PS 結合性タンパク質 Evectin-2
はエンドソームのホスファチジ
ルセリンと結合し，リピッドフリ
ッパーゼ活性依存的にエンドソ
ームに局在する（ Lee et al., 
EMBO 2012）．この性質を Split 
luciferase法の応用であるNanoBit
法に適用し，リピッドフリッパー
ゼ活性測定系を構築した．この測
定系により TMEM30A のノック
ダウン，または βCTF の増加によ
って Evectin-2 のエンドソーム移
行，つまりリピッドフリッパーゼ
の活性が低下することを明らか
にした．すなわち，小胞輸送障害
改善のターゲットとしてリピッ
ドフリッパーゼを同定し，
NanoBit 法を用いその活性を定量
的に測定できることを示した（図
３：論文投稿準備中）． 
 さらに AD モデル細胞系を使
用した生化学的解析による評価
を進め，βCTF と TMEM30A 複合
体形成の促進とともに，リピッド
フリッパーゼ複合体の形成不全，
エンドソームマーカータンパク
質の局在変化などが誘導される
ことが明らかになった． 
 次に動物モデル系での検証を
行うため，Aβ が蓄積する以前の
A7 モデルマウス脳を用いて，生
化学的な解析をおこなった．その
結果，βCTF の蓄積とともにその
TMEM30A との複合体形成が促
進し，さらにリピッドフリッパー
ゼの形成，及びその活性低下が起
こっていることが明らかになっ
ている． 
本研究成果は AD の初期病態

における小胞輸送障害機構につ
いて βCTF によるリピッドフリ
ッパーゼ活性阻害が重要である
ことを示す初めての知見であり，
副作用の少ない小胞輸送障害改
善標的として期待できると考え
ている（図４）． 
さらに，TMEM30A と βCTF の

結合部位の探索から，βCTF の Aβ
配列に強固に結合する TRAP
（TMEM30A related amyloid beta 
binding peptide）配列を同定した



（図５）．本ペプチド配列は①βCTF と TMEM30A の結合による小胞輸送障害の改善，②Aβ配列
との結合による Aβ 凝集作用や毒性発揮の抑制，③Aβ 産生の抑制など，複数の治療効果を持つ
新規 AD 治療薬として期待される．現在，TRAP の効果検討，初期的スクリーニングで明らかに
なった薬物の治療効果を検討している． 
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