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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)の発症原因はアミロイドβ(Aβ)の生成とオリゴ
マー形成による神経毒性の発現と考えられている。Aβは前駆体タンパク質APPが二回のタンパク
質分解を受けて生成する。基質であるAPPを始め切断酵素は全て膜タンパク質であり、APPは膜小
胞輸送においてキネシン－１のカーゴ受容体として機能するため、APP小胞輸送とAPP代謝は密接
に関わっている。APP小胞輸送の変調は、APPのアミロイド生成的な代謝を引き起こす。本研究で
は、APPがどの様な仕組みで小胞輸送を受け、輸送システムの破綻がAβ生成の質的・量的変化を
引き起こす仕組みの解明に取り組んだ。本研究から、APPがJIP1を介してキネシンモータに接続
する分子機構の一端が明らかになった。これまで、キネシン軽鎖(KLC)のC末端とJIPが結合する
と報告されていたが、詳細なKLC遺伝子変異導入と解析を行うことから、複数のKLC領域がJIPと
の結合に必要であることが明らかになった。さらにその結合はリン酸化によって制御されていた
。また、これまで、APPは他のキネシン-1カーゴよりも高速で順行輸送を受けている事を我々は
明らかにしていたが、その分子機構の解明に取り組み、仕組みを明らかにしつつある。これらの
解析は、APPが神経細胞で小胞輸送に果たす役割とどのような制御を受けているかを解明するた
めに重要な知見をもたらし、その破綻とAD発症との関連性を解明する上で重要である。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Major cause of Alzheimer's disease is production of β-amyloid (Aβ) 
and neurotoxic oligomer formation of Aβ. Aβ is a metabolic product generated by cleavage 
of the amyloid β-protein precursor (APP) by the successive action of β- and γ-secretases. 
Mutation in the presenilin component of γ-secretase can cause alternative intramembrane 
processing of APP, leading to aberrant speciation of Aβ, which, in turn, can lead to familial 
AD (FAD). In contrast to FAD, the primary cause of sporadic type of AD remains unclear. 
Several membrane and trnasmembrane proteins have been associated with AD, and the 
disruption of the vesicular transport system is observed in AD brains, suggesting that 
defects in the membrane trafficking system, including axonal vesicular transport, may be a 
primitive cause of AD pathogenesis. I focused this research on the analysis of APP vesicular 
trafficking. APP is known to cargo-receptor of kinesin-1. Our previous studies revealed that 
APP is associated to KLC through JIP1 mediation. Furthermore, disruption of APP 
vesicular transprort increased the generation of neurotoxic Aβ. However, the molecular 
mechanism how APP and kinesin-1 association is regulated remains unclear in detail. We 
revealed the association between JIP1 and KLC in detail and proposed how the association 
is regulated. 
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病(AD)の最も有力な発症原
因は、脳内β-アミロイド(Aβ）の生成と凝集
である。Aβは前駆体 I型膜タンパク質 APP
が連続する二回の限定分解を受けることで
生成し、細胞外に分泌された Aβ凝集体（オ
リゴマー）が神経毒性を示す。従って、AD
発症原因を解明するには、APP の代謝機構、
凝集体（オリゴマー）形成機構、凝集体（オ
リゴマー）の神経細胞への作用機構を解析す
る必要がある。 
 研究代表者は、APPが発見されて以来、20
年にわたり米国・日本で APP の基礎代謝機
構、生理機構の解明に取り組み続け、独創性
の高い研究を展開し、この分野で一定の評価
を得てきた APP のアミロイド生成的代謝
は、膜タンパク質の細胞内輸送機構と深く関
わっている事が多くの科学者に指摘されて
きた。通常の分泌経路(ER→Golgi→細胞膜）
を経る多くの APP はアミロイド分解的な代
謝を受け、一定量の Aβしか生成しない。A
β生成酵素であるβ-セクレターゼが多く存
在し、かつ、二回目の膜内切断を行うγセク
レターゼの活性が高いとされるアミロイド
生成的経路へより多くの APP が搬入される
と、Aβの生成が増加すると考えられている
が、APPをアミロイド生成的な経路へ導く要
因は未解明であった。 
 
２．研究の目的 
（目的１）APPとキネシン-1モーターへの接
続分子機構と輸送制御機構の解明。APPと協
調的代謝を受ける Alcadein (Alc)の代謝産物
AlcICD が APP の軸索輸送を阻害するを明
らかにしてきた。Alcは直接キネシン-1に接
続するが、APP はアダプタータンパク質
JIP1bを介して kinesinn -1に結合する。従
って、APP の JIP1b への接続および JIP1b
のKLCへの接続障害がAPP輸送に影響を与
える可能性が考えられる（図 1）。本研究で
は主に、APPが JIP1bを介して KLCへ結合
し解離する分子機構の解明に取り組む。（目
的２）輸送障害を受けた APP 小胞の代謝経
路の解析。神経細胞で軸索順行輸送が阻害さ
れた APP 小胞は、細胞体のエンドソーム経
路へ運搬され、Aβの生成が増加すると考え
られるが、証明は不十分である。細胞内に滞
留した APP 小胞がエンドソーム等アミロイ
ド生成的経路に入ることを実証する。また、

研究代表者は APP 小胞の細胞内制御に関わ
る分子として X11-like (X11L)を見いだして
おり、X11Lが APP小胞輸送制御に関わる仕
組みを解明する。（目的 3）患者脳における
Alc 代謝の変化と輸送制御因子の解析。AD
患者脳および脳脊髄液 (CSF)を用いて、
AlcICDを含む Alc代謝産物および“目的 1”
で解析する APP とキネシン-1 の結合解離を
制御する因子の量的・質的変化（異常）を検
証する。これらの変化が APPの代謝変化や A
β生成増加に関連することを実証する。（目
的 4）APPおよび Alc小胞が運ぶ物質の同定。
APPおよびAlcがキネシン-1のカーゴである
とすると、その輸送障害により“積み荷分子”
も運ばれなくなる。これが、神経変性を助長
する可能性も考えられるため、“積み荷分子”
の同定に取り組む。 

 
３． 

 

 
3.研究の方法 
研究目的（１）は、APPとキネシン-1モータ
ーへの接続分子機構と輸送制御機構の解明
である。APP が JIP1b を介して KLC へ結
合・解離する制御機構を明らかにした。APP, 
JIP1b および KLC のドメイン欠失体を用い
た結合領域・結合制御領域の同定を行う。領
域の機能は、GFP-APP 小胞輸送を全反射顕
微鏡で解析する。JIP1ーKOマウスの初代神
経培養細胞等を材料に用いる。 
研究目的（２）は、軸索輸送障害により細胞
体に滞留した APP 小胞の“運命”を解析す
る。生化学的解析とライブイメージングによ
る光学解析に取り組んだ。APP小胞の細胞内
輸送を制御する分子である X11Lおよび X11
の KOマウスを用いた解析を行う。 
研究目的（３）は、APP小胞の輸送に影響を
与える Alcの代謝産物および、APP輸送に関
わる因子群の AD患者における量的・質的変
化を解析し、疾患との関連性を探索した。Alc



は APP と同様の代謝制御を受けるが、その
他医者産物は APP よりも安定であり、APP
代謝変化を解析する surrogate markerとし
て有用である。Alc 代謝産物を検出する各種
特異抗体を作製し、疾患モデルマウスおよび
ヒトの Alc代謝産物の同行を解析し、発症原
因の解明に取り組む。 
研究目的（４）は、キネシン-1のカーゴとし
て機能する APP 小胞および Alc 小胞が運搬
するタンパク質の同定に取り組んだ。APPと
Alc は独立の小胞として輸送制御を受ける事
を明らかにしている。カーゴ分子も異なるこ
とが想定されており、両膜小胞の解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 生 化学的な解析から APP-JIP1b と
JIP1b-KLC のどちらの結合が、APP 小胞とキ
ネシン-1 モーターの接続制御に重要である
かを解析した。APP と JIP1b の結合領域は、
すでに研究代表者が明らかにしており(J. 
Biol. Chem. [2002] 277, 20070-20078; J. 
Biol. Chem. [2002] 277,27567-27574)、今
回、主に JIP1b と KLC の結合制御領域の解明
に取り組んだ。JIP1b および KLC1 のドメイン
欠失変異体を多数作製し、細胞に共発現後、
共役免疫沈降法をおこない、結合領域を詳細
に解明した。結合領域は in vitro pull down
アッセイにより確認した。また、細胞内のホ
スファターゼ活性を抑制した状況下で、KLC
および JIP1b のリン酸化状態が亢進し、両タ
ンパク質の結合が阻害された。どちらのタン
パク質のリン酸化が重要かを検討した）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 2）リン酸化による KLC と JIP1b の
結合制御 
 
(2)APP と Alcadein は、同じキネシン-1 モー
ターで順行輸送される。研究代表者は
Alcadein を過剰発現する実験系で、キネシン
－1 から APP を競合的に奪い取ると、APP の輸
送が停滞し、結果として Aβの生成量が増加
することを示してきた(EMBO J. [2007] 26, 
1475-1486)。軸索輸送障害時に APP を含む膜
小胞がどこへ輸送されるか光学的に解析し
た。生化学的な予備的解析から、輸送中の APP
小胞はアミロイド生成的代謝酵素とは一緒
に輸送されていない事が示唆されている。
APP小胞の細胞内輸送を制御するX11Lの機能

解析を行った。X11L には、主に二通りの機能
があることを明らかにした。１つは、セクレ
ターゼの基質となりうる mature APP に結合
して、活性化セクレターゼが存在する膜ラフ
トへの APPの侵入を制御している機構である 
(J. Biol. Chem. [2008] 283, 35763-35771)。
ヒト型 APP を発現する Tg マウスと X11LーKO
マウスを交配させた Tg/KO マウスでは、アミ
ロイドプラークが早期に多く観察された
(Mol. Neurodgen. [2010] 5:35)。この成果
は、孤発性 AD の発症機構の 1 つとして X11L
の機能変化があることを示唆した。 
 (3)AD 患者の脳脊髄液(CSF)中の Aβおよび
Alcadein代謝産物p3-Alcの変動を解析した。
Alcadein の代謝変化は、APP の小胞輸送に影
響を及ぼすことが細胞を用いた解析から明
らかになっている。Alcadein のγセクレター
ゼ切断産物の p3-Alc を CSF 中から免疫沈降
し MALDI-TOF/MS で解析した。AD 患者では、
p3-Alc の生成が変化している事が明らかに
なった(Ann. Neurol. [2011] in press)（図
3）。p3-Alc の生成変化は、AD に特徴的であ
る可能性があり、今後診断マーカーとしての
有用性を検証してゆく。 
 
 

（図 3）認知症の疑い(CDR 0.5)および軽
度認知障害(MCI;CDR 1) の患者 CSF 中の
主要 p3-Alcαである p3-Alcα35 とγセ
クレターゼの切断サイトが異なるマイナ
ー分子種の p3-Alcα38 を定量し、比を出
した結果。MCI で有意に、マイナー分子種
が増加している。同じ結果は US cohort
からも得られている。 
 
 (4)APP および Alc 小胞は、キネシン－１のカ
ーゴ受容体であり、それぞれ独立した小胞と
して輸送制御されている。全体の研究を通し
て明らかになったことは、孤発性 AD の発症
原因は多様であり、主な原因として、小胞輸
送の変調とγセクレターゼの機能変化が考
えられた。孤発性 AD の発症機構は良く分か
って織らず、患者を一括して同じ治療法を行
わざるを得ない。患者を発症機構別に群分け
し、最も適する治療法を行うことが AD を克
服する上で重要であると考えられた。 
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