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略語表 
 
αCTF        α-secretase cleaved carboxyl-terminal fragment 
βCTF        β-secretase cleaved carboxyl-terminal fragment 
AD       Alzheimer’s disease 
AICD       APP intracellular domain 
APP       Amyloid precursor protein 
APS  Ammonium Persulfate 
APP-CTF     APP carboxyl-terminal fragment 
Aβ        Amyloid beta  
BACE1       β-site APP cleaving enzyme 1 
BCA  Bicinchoninic acid 
BSA       Bovine serum albumin 
BPB  Bromophenol Blue 
CAA      Cerebral amyloid angiopathy 
cDNA  Complementary deoxyribonucleic acid 
CO2             Carbon dioxide 
DAPI       4,6-diamidino-2-phenylindole 
DAPT            N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester 
ddH2O  Deionized-distilled H2O 
D-MEM       Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO       Dimethylsulfoxide 
DNA       Deoxyribonucleic acid 
EDTA      Ethylenediamine-N,N,N’ ,N’-tetraacetic acid epidermal     
EtBr  Ethidium bromide 
EtOH  Ethanol 
FBS       Fatal bovine serum 
FL       Full length 
GFP  Green fluorescent protein 
HRP  Horseradish peroxidase 
IgG       Immunoglobulin G 
KD  Knockdown 
LgBiT       Large BiT 
MF       Membrane fraction 
NaCl       Sodium chloride 
PBS       Phosphate bufferd saline 
PBS-T       Phosphate bufferd saline-tween (0.05%) 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
PFA  Paraformaldehyde 
PNS       Post nuclear supernatant 
PI  Protease inhibitor 
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PS       Phosphatidylserine 
PVDF       Polyvinylidene difluoride 
P4-ATPase Type 4 P-type ATPase 
RA                All-trans Retinoic Acid 
rpm       Revolution per minute 
RIPA  Radioimmunoprecipitation assay 
RNA  Ribonucleic acid 
RT-PCR  Reverse transcription polymerase chain reaction 
sAPPα       Secreted form of APPα 
sAPPβ          Secreted form of APPβ 
SDS       Sodium dodecylsulfate 
SDS-PAGE  Sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SmBiT       Small BiT 
Swe       APP-Swedish mutation 
TAT  Trans-activator of transcription protein 
TBS-T         Tris buffered saline-tween 
TCA         Trichloroacetic acid 
TEMED  N,N,N’ ,N’-Tetramethyl ethylenediamine 
Tg  Transgenic 
TMEM30A     Transmembrane protein 30a 
Tris         Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
T-RAP  TMEM30A related amyloid-beta interacting peptide 
Tween20         Polyoxyethylene(20)solbitan monolaurate 
WB         Western blotting 
WCL         Whole cell lysate 
WT         Wild type 
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使用薬物・材料一覧 
 
2-mercaptoethanol Merck Millipore 
2-propanol 富士フィルム和光純薬 
Acrylamide ナカライテスク 
Agarose S ニッポンジーン 
Age1                                 New England Biolab 
Alamar Blue  Bio-Rad 
All-trans Retinoic Acid 富士フィルム和光純薬 
Ampicillin sodium 富士フィルム和光純薬 
Antifade Mounting Medium with DAPI                     Vector Laboratories, Inc 
APS 富士フィルム和光純薬 
BactoTM agarBD  BD (Becton，Dickinson and Company) 
BactoTM tryptone BD (Becton，Dickinson and Company) 
BactoTM yeast extract BD (Becton，Dickinson and Company) 
BamHI New England Biolab 
Bbs1                                New England Biolab 
BCA reagent A TAKARA Bio 
BCA reagent B TAKARA Bio 
BPB 富士フィルム和光純薬 
BSA Sigma Aldrich 
β-secretase inhibitor IV Cayman chemical 
Can Get Signal TOYOBO 
CHAPS Bio Vision 
CHAPSO                            同仁化学 
Chloroform 富士フィルム和光純薬 
cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (PI)         Roche 
DAPT Cayman chemical 
D-MEM 富士フィルム和光純薬 
D-MEM/Ham’s F12 富士フィルム和光純薬 
DMSO PIERCE 
EcoR1                                New England Biolab 
EDTA 同仁化学 
EmeraldAmp Max PCR Master Mix            TAKARA Bio 
EtBr amresco 
Ethanol 富士フィルム和光純薬 
Favorgen Plasmid Midiprep Kit Favorgen 
Favorgen Plasmid Miniprep Kit Favorgen 
FBS Biosera 
Glycerol 富士フィルム和光純薬 
Glycine 富士フィルム和光純薬 
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HCl 富士フィルム和光純薬 
HEPES 同仁化学 
Hygromycin 東京化生工業 
ImmunoStar® LD 富士フィルム和光純薬 
ImmunoStar® Zeta 富士フィルム和光純薬 
Iodixanol (60%) コスモ・バイオ 
KCl 富士フィルム和光純薬 
KH2PO4 富士フィルム和光純薬 
Large BiT                            Promega 
Lipofectamine 2000 reagent Thermo Fisher Scientific 
Lipofectamine 3000 reagent                    Thermo Fisher Scientific 
Lipofectamine RNAiMAX Thermo Fisher Scientific 
Methanol 富士フィルム和光純薬 
Mighty TA-cloning kit TAKARA Bio  
NaCl 富士フィルム和光純薬 
Na2HPO4・12H2O 富士フィルム和光純薬 
Nano-Glo live cell assay kit Promega 
NaOH 富士フィルム和光純薬 
NEBuilder HiFi  DNA assembly mix New England Biolab 
Normal mouse IgG  SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY 
Normal rabbit IgG  SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY 
NotI New England Biolab 
Opti-MEM GIBCO 
pcDNA4-TO Thermo Fisher Scientific 
pEB Multi-Hyg 富士フィルム和光純薬 
pEB Multi-Puro 富士フィルム和光純薬 
Penicillin-Streptomycin Solution (x100) 富士フィルム和光純薬 
PEI-MAX Polysciences,Inc 
PFA 富士フィルム和光純薬 
pMD20-T ベクター TAKARA Bio 
pMx-Puro-BACE1 Dr. Gopal Thinakaran 
 USF Neuroscience Institute 
Poly-L-Lysine Sigma Aldrich 
PrimeSTAR DNA polymerase TAKARA Bio 
Protein G Sepharose 4 Fast Flow GE Healthcare Life Sciences 
Protein A/G agarose beads SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY 
pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)          Addgene 
p3×FLAG CMV10 九州大学生体防御医科学研究所 
 佐々木裕之教授 
Puromycin 富士フィルム和光純薬 
PVDF (Immobilon-P) Merck Millipores 
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PVDF (0.2 µm) PALL Life Science 
SalI New England Biolab 
SDS 富士フィルム和光純薬 
Skim milk 雪印乳業 
Small BiT Promega 
SnaBI New England Biolab 
Sucrose  富士フィルム和光純薬 
Synthetic Aβ40  Peptide Institute 
Synthetic Aβ42  Peptide Institute 
Taq DNA polymerase                  New England Biolab 
TCA                                                                       富士フィルム和光純薬 
TEMED 富士フィルム和光純薬 
T-RAP                           GenScript 
(NFYQNHRRYVKSRDDSQLNGDPSAL)  
TAT-GG-T-RAP                          GenScript 
(YGRKKRRQRRRGGNFYQNHRRYVKSRDDSQLNGDPSAL) 
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit        Roche 
Tricine                                                                     SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY 
TRI reagent                                 Sigma Aldrich 
Triton X-100         Sigma Aldrich 
Trizma base                                 Sigma Aldrich 
Tween20                       Bio-Rad 
VECTASHIELD Vibrance                                          Vector Laboratories 
Antifade Mounting Medium with DAPI  
Wizard Genomic DNA Purification kit                         Promega 
XhoI                                            New England Biolab 
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使用抗体一覧 
＊下記に，使用した抗体，抗体の宿主，提供源，カタログ No または，クローン名，

そして各実験（western blot, immunoprecipitation, immunofluorescence）における抗体の

希釈条件を記載している 

Antibody Supplier Identifier Diluted condition

β3-tubulin (mouse) Proteintech Cat# 66375-1-Ig 1:5000, Can Get Signal

mouse anti-β-amyloid (1-16) BioLegend M3.2 (clone) 1:1000, Can Get Signal

APP-N terminal (mouse) MBL 3E9 (clone) 1:200, Can Get Signal

ATP8A1 (rabbit) Proteintech Cat# 21565-1-AP 1:1000, Can Get Signal
PLEKHB2
(Evectin-2) (rabbit) Novus Biologicals Cat# NBP1-56835 1:1000, Can Get Signal

Na+/K+-ATPase
α-subunit (mouse)

Developmental Studies
Hybridoma Bank a5 1:2500, Can Get Signal

LAMP2 (mouse) Santa Cruz
Biotechnologies H4B4 (clone) 1:1000, Can Get Signal

Calreticulin (mouse) Stressgen FMC75 (clone) 1:3000, Can Get Signal
Rab5A (mouse)
(immunofluorescence)

Cell Signaling
Technology Cat# E6N8S 1:200, 1% BSA/PBS

Rab5A (rabbit) (western blot) Proteintech Cat# 11947-1-AP 1:2000, Can Get Signal

Rab4 (rabbit) Cell Signaling
Technology Cat# 2167 1:100, 1%BSA/PBS

anti-human Amyloid β (N)
(mouse)

Immuno-Biological
Laboratories 82E1 (clone) 1:1000, Can Get Signal

anti-β-Amyloid 17-24 (mouse) BioLegend 4G8 (clone) 4 μg/sample

anti-β-Amyloid 1-16 (mouse) BioLegend 6E10 (clone) 1:1000, Can Get Signal

anti-human BACE1 (C) (rabbit)  Immuno-Biological
Laboratories Cat# 18711 1:500, Can Get Signal

anti-human sAPPβ-wild type
(rabbit)

Immuno-Biological
Laboratories Cat# 18957 1:100, Can Get Signal

normal rabbit IgG Fujifilm Wako Pure
Chemical Corporation Cat# 148-09551 1 μg/sample

normal mouse IgG Santa Cruz
Biotechnologies Cat# sc-2025 1 μg/sample

GFP monoclonal antibody
(mouse) Invitrogen 3E6 (clone) 1 μg/sample

mouse monoclonal anti FLAG
peroxidase (HRP) Sigma Aldrich M2 (clone) 1:50000, 5% skim milk/TBS-T

HA tag mouse monoclonal
antibody (immunofluorescence)

Cell Signaling
Technology 6E2 (clone) 1:200, 1% BSA/PBS

HA tag rabbit polyclonal
antibody (western blot) Proteintech Cat# 51064-2-AP 1:3000, 5% BSA/TBS-T

α-tubulin (mouse) Fujifilm Wako Pure
Chemical Corporation 10G10 (clone) 1:1000, Can Get Signal

anti-tubulin hFAB Rhodamine Bio-Rad Cat# 12004165 1:1000, TBS-T

APP-C terminal (C15) (rabbit) gift from Dr. T. Sakurai Takasugi et al., PLoS One 2018 1:1000, Can Get Signal

TMEM30A-C terminal (rabbit) gift from Dr. T. Sakurai Takasugi et al., PLoS One 2018 1:1000, Can Get Signal
HRP linked anti rabbit IgG
(2nd antibody) (western blot) Invitrogen Cat# NA9340V 1:25000, TBS-T

HRP linked anti mouse IgG
(2nd antibody) (western blot) Invitrogen Cat# NA9310V 1:25000, TBS-T

HRP linked anti rabbit IgG,
light chain specific (western blot) Jackson ImmunoResearch Cat# 211-032-171 1:25000, TBS-T

Goat anti-rabbit IgG (H+L)
conjugated with Alexa Fluor 488
(immunofluorescence)

Invitrogen Cat# A11008 1:400, 1% BSA/PBS

Goat anti-mouse IgG (H+L)
conjugated with Alexa Fluor 594
(immunofluorescence)

Invitrogen Cat# A11005 1:400, 1% BSA/PBS
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要約 
 

アルツハイマー病（AD）は，脳内で凝集した Amyloid β（Aβ）が発症因子であると

提唱されており（アミロイド仮説），Aβ を標的とした治療薬が開発されてきた．しか

し，有効な治療効果が得られておらず，アミロイド仮説を補完する新たな治療標的の

同定が望まれる．  
アミロイド前駆体タンパク質（APP）は小胞輸送（エンドサイトーシス）される過

程で，β-セクレターゼ（BACE1）及び γ-セクレターゼによる連続的な切断を受け APP
カルボキシ末端断片 βCTF，そして Aβを産生する．近年，Aβ非依存的な病態形成に，

APP や βCTF を含む APP 代謝物が関与することが指摘されており，アミロイド仮説を

補完する現象として注目されているが，その病態形成メカニズムについては未だ明ら

かでない．本研究では特に，APP 及び βCTF について，AD 初期病態への関与機構を明

らかにし、根本的な治療標的を同定することを目的として研究を行なった． 
初めに，APP の機能変化を解析するため，家族性 AD 変異が豊富に存在する領域

（Aβ 配列を含む）に注目し，ゲノム編集による変異体を作製した．その結果，Aβ 配
列がAPPの代謝を介して神経分化に対する機能を制御することが明らかとなり，ADに

おける神経分化の抑制に寄与することが考えられた (Kaneshiro et al., 2018)． 
続いて，Aβ配列を含み APP 代謝物である βCTF の病態形成メカニズムについて解析

を行なった．当研究室ではこれまで，Aβ 配列を介し βCTF と結合する因子として

TMEM30A を同定しており (Takasugi et al., 2018)，βCTF の蓄積に伴い両者が結合し，エ

ンドソームの肥大化など小胞輸送障害を引き起こす可能性を示していた． 
TMEM30Aは，活性サブユニットである P4-ATPaseファミリータンパク質と結合しリ

ピッドフリッパーゼを構成する．リピッドフリッパーゼは，脂質二重層においてホス

ファチジルセリン（PS）などのリン脂質を細胞質側に輸送する酵素である (Andersen et 
al., 2016)．エンドソームにおける細胞質側 PS の分布は，PS に特異性が高い P4-ATPase
の一つである ATP8A1 により制御されており (Wang et al., 2018)，膜の屈曲や分離に必

要な PS 結合タンパク質のリクルートを促進することから小胞輸送に必須である 
(Arumugam and Kaur, 2017)．  
本研究では，孤発性 AD患者脳内で発現・活性が上昇している BACE1 (Ahmed et al., 

2010) 恒常発現細胞（βCTF が増加するモデル細胞）及び，AD モデル動物において，

βCTF の増加により TMEM30A と βCTF が結合し，TMEM30A と ATP8A1 によるリピッ

ドフリッパーゼの形成・活性が低下することが明らかとなった．また，

TMEM30A/βCTF 複合体形成に伴うリピッドフリッパーゼの機能不全は，Aβ 蓄積以前

に生じることが示唆された． 
さらに，所属研究グループで見出された TMEM30A由来の βCTF結合性ペプチド “T-

RAP”は，リピッドフリッパーゼの機能を回復させる可能性が認められた．同時に，

T-RAP は βCTF を減少させ，エンドソームの肥大化も改善することが明らかとなった 
(Kaneshiro et al., 2022)． 
 以上本研究により，リピッドフリッパーゼの機能低下は，βCTF の蓄積による小胞輸

送障害に関与することが示唆され，AD 初期病態の改善を目的とした新規治療標的とな

ることが期待される． 
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序論（第１章） 
 

高齢化が進む先進国では，認知症患者の増加が大きな社会問題となっている．実際

に厚生労働省の調査によれば，日本では 2025 年までに約 700万人，65歳以上では 5人
に 1人が認知症を発症すると示唆されており（厚生労働省 HP: https://www.mhlw.go.jp/k
okoro/know/disease_recog.html），根本的治療法の開発が喫緊の課題である．認知症とは，

脳内神経細胞が変性することで日常生活に支障をきたすほどの記憶障害や，認知機能

の低下を主徴とする疾患のことである．認知症の中でもアルツハイマー型認知症（AD）

は最も多く，そのほとんどが加齢に伴って発症する孤発性で（一部分は家族性），未だ

根本的治療法が確立されていない神経変性疾患である (Scheltens et al., 2021)．AD の病

理所見として，脳内神経細胞の変性に伴う大脳の萎縮，脳内で老人斑と呼ばれる斑点

状構造物の沈着，そして神経細胞内における線維状凝集物の蓄積（神経原線維変化）

が報告されている (DeTure and Dickson, 2019)．老人斑はアミロイド β（Aβ）ペプチドが，

神経原線維は微小管結合タンパク質タウの異常なリン酸化体が主要構成因子である (La
ne, Hardy and Schott, 2018)． 
これまで ，認知機能を呈する約 20 年以上前から Aβ が蓄積し，その後のタウの異常

なリン酸化や神経細胞死に寄与することが示唆されている (Bateman et al., 2012)．また，

家族性 AD 変異は Aβ 代謝に関与する遺伝子に多いことから (Alzforum HP: https://www.a
lzforum.org/mutations)，AD では脳内における Aβ の凝集が発症要因であると提唱されて

きた（アミロイド仮説：Hardy and Selkoe, 2002）．一方で，Aβ 標的治療薬の多くは有効

な効果が得られにくいと考えられている (Huang, Chao and Hu, 2020)．その理由として，

AD 初期に Aβ以外の分子による病態形成が存在することが指摘されている (Herrup, 201
5)．そのため ADの根本的な治療を目指すには，アミロイド仮説を補完する新たな治療

標的の同定が必要である． 
  Aβ は，1 回膜貫通型のアミロイド前駆体タンパク質（APP）により産生される．

APP はタンパク質として合成された後，小胞体やゴルジ体を経て糖鎖修飾を受け，成

熟型のみが細胞表面やエンドソームなどの輸送小胞に局在する (Zhang and Song, 2013)．
そして細胞表面や，エンドサイトーシスされる過程で，α-セクレターゼ (SS Sisodia, 
1992) または β-セクレターゼ (Vassar et al., 1999) による切断を受ける．α-セクレターゼ

は主に細胞表面に存在する APP を切断し，αCTF・sAPPα を産生する (Zhang and Song, 
2013)．一方で，β-セクレターゼは主にエンドソームに存在する APP を切断し，2 種類
の切断箇所の違いから β1CTF または β11CTF，そして sAPPβ を産生する (Deng et al., 
2013)．続いて，αCTF，βCTF は γ-セクレターゼ (Takasugi et al., 2003) による切断を受け

それぞれ，p3ペプチドまたは Aβ，そして AICD を産生する（Fig. 1）． 
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Fig. 1 APP の代謝 

 
近年，APP による神経発達の抑制や (Kwak et al., 2006)，APP カルボキシ末端断片 βC

TF の蓄積による小胞輸送障害 (Kim et al., 2016) などが報告されており，アミロイド仮

説を補完する現象として注目されている．しかし，その詳細なメカニズムは明らかで

なかった．そこで本論文では，APP及び βCTFがどのように AD病態に寄与するのか明

らかにし，新規治療標的の同定を目指して研究を行なった．まず第 1章では APP の機

能変化について，次に第２〜５章では βCTF の病態形成について解析を行なった． 
APP の膜近傍・膜貫通領域（Aβ配列を含む）は家族性 AD 変異が多く，各種セクレ

ターゼにより切断を受ける領域である（Alzforum HP: https://www.alzforum.org/mutation
s）．本領域はこれまで，コレステロールなど脂質との結合 (Nierzwicki and Czub, 2015) 
や，APP，代謝産物 βCTF のダイマー化を介して (Kienlen-Campard et al., 2008)，セクレ

ターゼの切断に影響を及ぼすことが報告されている．また，APP のダイマー化は細胞

表面における APP の局在や細胞内への輸送にも関与し (Deyts, Thinakaran and Parent, 201
6)，本領域は APP の細胞内動態と深く関与することが指摘されている． 
以上の知見から，膜近傍・膜貫通領域は APP による AD 病態への寄与に重要である

と考えられているが，詳細なメカニズムは明らかでない．そこで，第１章では APP の

膜近傍・膜貫通領域に着目し，APP の代謝や機能に及ぼす影響について解析すること

で，ADにおける APPの病態形成機構について明らかにすることを目的とした（Fig. 2）． 
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Fig. 2 APP の膜近傍・膜貫通配列の解析 

（Saito et al., Nat Neurosci, 2014 より改変、赤枠：家族性 AD 変異の一例） 
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第 1 章 APP 代謝及びその機能に対する Aβ 配列・膜近傍
配列の解析 

 
 
1-1. 目的 
遺伝的 ADリスク因子である APP は，Aβ配列を含む膜貫通・膜近傍領域における連

続的な切断を受け Aβ を産生する．家族性 AD 変異の多くはこれらの部位に存在するた

め（Alzforum HP: https://www.alzforum.org/mutations），APP の膜貫通・膜近傍配列にお

ける変異は AD 発症と深く関与することが示唆されている (Deyts, Thinakaran and Parent, 
2016)．しかし，膜近傍・膜貫通領域領域がどのように AD に寄与するのか，またどの

領域が重要であるかは明らかでない． 
そこで本章では，標的配列にランダムな変異を起こす CRISPR/Cas9 によるゲノム編

集を利用して，Aβ配列を含む膜貫通・膜近傍領域（Exon 16, 17 に相当）が APP 及びそ

の代謝産物にどのような影響を及ぼすのか明らかにすることを目指した． 
 

1-2. 実験方法 
1-2-1．細胞培養 
マウス神経芽細胞腫 Neuro2A（N2a）細胞（ATCC® CCL-131™）は，56℃，30 分間

非働化処理した 10%FBS 及び 1% ペニシリン/ストレプトマイシンを含む D-MEM (High 
Glucose) を用いて 37℃，95% air-5% CO2の条件下で培養した． 

 
1-2-2．ゲノム編集 
マウス APP Exon16 / Exon17（Ex16 / Ex17: Fig. 3）をターゲットとする forward・

reverse オリゴ DNA は，CHOPCHOP（ソフトウェア HP: https://chopchop.cbu.uib.no/）を

用いオフターゲットが最小になるよう設計した (Montague et al., 2014)．そしてオリゴ

DNA を 95℃で融解し，30 分かけて 30℃に段階的に冷却することによりアニーリング

を行なった．アニーリング産物を Bbs1 で切断した pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) 
plasmid にライゲーションし，目的の CRISPR-Cas9 plasmid を得た（Table 1；オリゴの

配列）．なお，本項の PX459 を含め，本研究に使用した全ての plasmid はサンガーシー

ケンス法によりシーケンスを確認している． 

 
Fig. 3 マウス APP Ex16/17 ターゲット配列 
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Table 1．PX459 cloning ターゲットオリゴ DNA 配列 

 
 
1-2-3．APP 変異体の選択 

1-2-2 で得られた plasmid（1 µg）と Lipofectamine 2000 reagent (3 µl)を Opti-MEM 100 
µl 内で混合し 20分静置した後，さらに 1×105個の N2a細胞を添加し，5分間静置した

後播種した（Reverse法）．遺伝子導入 24時間後に，抗生物質 Puromycin を最終 1 µg/ml
になるよう添加し，その後ベクターを導入していない N2a 細胞が完全に死滅する期間

として 2 日間培養し，遺伝子導入細胞を選択した．持続的に抗生物質選択を行うと

PX459 自体がゲノムに挿入されたクローンを選択する可能性が高くなるため，その後

は抗生物質を加えず培養を行なった．生存した細胞から限界希釈法により単一クロー

ンを得た． 
 
1-2-4．変異の同定 
 それぞれのクローンから Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega) を用いてゲノ

ム DNA を抽出した．PrimeSTAR Max を用い目的の配列を PCR法で増幅後（Table 2；
primer 配列），Taq DNA polymerase を加えアデニンを付加した．得られた PCR 産物を

Mighty TA-cloning kit を用いて pMD20-T ベクターに挿入した．各クローンの変異部位は

DNA シーケンス解析によって同定した．対立遺伝子の導入のため n=6~8個/クローンの

解析を行なった． 
 

Table 2．Ex16 / Ex17 領域増幅プライマー配列 

 
 
1-2-5．トランスフェクション，RNA干渉及び分化誘導 

3.5 cm dish に N2a細胞を翌日に 50～70%の割合になるよう播種し，分化誘導試薬で

あるレチノイン酸（RA）（10 µM）in D-MEM / 1% FBS を細胞に処理し，分化を誘導し

た．また，pDEST-APP-Venus (今岡亮介 修士 論文, 2017) の導入は，2.5 μg DNA と 
plasmid導入試薬である Lipofectamine 3000 reagent (3.75 μl) を 250 μl の Opti-MEM に溶解

後，reverse 法に則り行なった．トランスフェクション 24時間後に上記と同様に RA を

処理した．APPノックダウン実験については APPの Ex18領域をターゲットとするオリ

ゴ（Sigma Genosys: Table3）を使用した．RNA 干渉のプロトコルは文献に従い 
(Takasugi et al., 2011)，Lipofectamine RNAiMAX (7.5 μl) に対し 25 pmol の siRNA を用い

て reverse法に則り行なった． 
 

 

forward reverse
Exon 16 5’-CAC CGT GAA GAT GGA TGC AGA ATT-3’ 5’-AAA CAA TTC TGC ATC CAT CTT CAC-3’
Exon 17 5’-CAC CGC CAT CAT CGG ACT CAT GGT-3’ 5’-AAA CAC CAT GAG TCC GAT GAT GGC-3’

forward reverse
Exon 16 target 5'-GCC AAG AGA GAA CTT TAA GGC A-3' 5'-ACT GGG ACC ACC TCT AAA TGA A-3'
Exon 17 target 5'-TGA ACG TCT AGG TTC CGT TTT T-3' 5'-TCT TGC GCT TAC AGA CCT TTT-3'
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Table 3．APP Ex18 領域ターゲット siRNA 配列 
 

 

 

1-2-6．RT-PCR法  
N2a細胞を 24時間後回収時に confluent になるよう 6 cm dish に播種した．24時間後

に PBS で 2回洗浄し，1 ml の TRI reagent を加え細胞から RNA抽出を行なった．200 µl
の Chloroform を加え vortex により混合し，室温（RT）で 3 min静置した．その後遠心

（12000 g, 15 min, 4℃）により DNA，タンパク質，RNA層を分離した．RNA層（水層）

のみを回収し，500 µl の 2-propanol を加え混合，RT, 10 min静置し，遠心（12000g, 10 
min, 4℃）により RNAの沈殿サンプルを得た．RNAペレットに対し，75%の EtOH 1 ml
を処理し，遠心（15000 rpm, 5 min, 4℃）（Rotor No: MA-2024, KUBOTA）により 2-
propanol を除去した．RNAペレットを乾燥後，滅菌MilliQ (ddH2O) 40 µl で溶かした．

その後 cDNA合成を行なった． 
 cDNA は，Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche)を用いて，kit のプロト

コルに従い，Random hexamer プライマーにより合成した．β-actin 及び APP のターゲッ

ト配列は，Table 4 に示す primer を用いて，EmeraldAmp Max PCR Master Mix により増

幅した． 
 

Table 4．β-actin 及びマウス APP の primer 配列  

 
 
 
 
 
 
 
                      
 
 

合成した cDNA は 1~2%のアガロース電気泳動（100 V, 20 min）により解析した．泳動

後のゲルは EtBr溶液と RT, 20 min で反応させ，Gel Doc Ez Imager (Bio-Rad) により検出

forward reverse

β-actin 5’-TCA CCC ACA CTG 
TGC CCA TCT ACG A-3' 

5'-CAG CGG AAC CGC 
TCA TTG CCA ATG G-3' 

APP 
(増幅領域：Ex 6-11 ）

5′-TGA AGA CAA AGT 
AGT AGA AGT-3′ 

5′-ACC TGG GAC ATT 
CTC TCT CGG TGC 
TTG GC-3′ 

5'-UCA AAG AAC UUG UAA GUU GAA-3'
5'-CAA CUU ACA AGU UCU UUG AGC-3'

APP siRNA pairs

増幅条件：β-actin 
1. 95℃ 2 min 
2. 95℃ 2 min 
3. 65℃ 30 s 
4. 72℃ 30 s 
Step 2~4 を 18 cycles 
5. 72℃ 7 min 
6. 4℃ ~	
 

増幅条件：APP 
1. 94℃ 5 min 
2. 94℃ 30 s 
3. 56℃ 30 s 
4. 72℃ 1 min  
Step 2~4 を 25 cycles 
5. 72℃ 7 min 
6. 4℃ ~ 
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した． 
 
1-2-7．試薬処理 
 3.5 cm dish に WT の N2a 及び変異クローン細胞を 50~70%の割合で播種し，翌日

vehicle である DMSO または，γ-セクレターゼ阻害薬（DAPT）（10 µM）を処理した．

その 24 時間後に，細胞を回収し WB に供した． 
 
1-2-8．ウェスタンブロット（Western Blot: WB） 
細胞を 100 μl以上の RIPA buffer（50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% 

Triton X-100, 1% Sodium deoxycholate, protease inhibitor: PI）で溶解し，細胞溶解液

（whole cell lysate: WCL）の粘りがなくなるまで， 超音波破砕機（VP-5S, TAITEC）に 
よる sonication (hand pulse: 4~6) を行いタンパク質の抽出を行なった．その後 2 x sample 
buffer (125 mM Tris-HCl pH 6.8, 10% 2-mercaptoethanol, 4% SDS, 10% glycerol, 0.01% BPB) 
を加え，95℃，3 min熱処理を行なった．全てのサンプルで同じタンパク量になるよう

SDS-PAGE を行なった．泳動は，Tris-Glycine ゲルの場合は 80 V, 30 分行い，続けて 130 
V, 60 分行なった．0.75 mm，17x15 cm の大きさの Tris-Tricine ゲル（16.5%）の場合は，

70 V, 60 min, 100 V, 60 min, 140 V (70 mA), 6 時間行なった．ゲルをポアサイズ 0.45 µm の 
PVDF membrane に転写し（100 V, 60 min, 4℃），membrane を 5% milk/TBS-T (TBS-T: 10 
mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.1% tween20) で 30分ブロッキングした．APP-CTF
を含めた小分子は，ポアサイズの小さい 0.2 µm の PVDF membrane に転写した（30 mA, 
15h 20 min, 4℃）．Membrane を TBS-T で洗浄し，目的タンパク質に対する特異的 1次抗

体，そして Horseradish peroxidase (HRP) 標識の 2 次抗体（1 次抗体の宿主に対する抗

体；使用抗体一覧参照）を反応させ， HRP 基質（ImmunoStar LD/zeta）を加えた後，

ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad) により目的タンパク質のバンドを検出した．定

量化は，ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad) を用いて行なった．具体的には，

membrane のバックグラウンドを除いた各バンドのシグナル強度 (Densitometric intensity) 
を絶対量として表示し，Figureに示した各実験のコントロールに対する割合を 100分率
（%値）として算出し，統計処理に供した． 
 
1-2-9．統計解析  
 本章における全てのデータは、平均値（mean） ± s.e.m で表示した．統計解析は，

GraphPad Prism8 ソフトウェアを用いて Two-tailed Student’s t test または，One-way 
ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test を適用した． *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001． 
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1-3. 実験結果 
1-3-1．同定された変異 
初めに，APP と APP 代謝物の発現様式に着目し，Aβ配列を含むマウス Ex16 / 17部
位について CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を行なうことで，特徴的な変異株を選定す

ることを目的とした．その結果，複数の変異が同定された（Fig. 4A）．このうち青色の

四角で囲まれていない変異は，シーケンシング，膜貫通配列予測ソフトウェア（TMH
MM server v2.0；http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/），そしてWBによる初期的検討

の結果，可溶性タンパク質として発現することが示唆された（Fig. 4A）．一方で，青色

で囲まれた 2 種類の変異は膜貫通配列が存在し，WT の APP と異なる代謝を示すこと

が予想された（Fig. 4A）．実際の代謝様式については Fig. 6A で後述する．以上から，

異なる APP代謝の表現型ごとに（可溶性タンパク質または，WTと異なる APP代謝），

代表的な変異クローンとして C8, CA, CE を選別した（Fig. 4B）．具体的には， C8，CE
各クローンにおいてそれぞれ，673番目のアラニンを欠損した Δ673A 変異（欠失変異），

705番目と 706番目のロイシン，メチオニンを欠損した ΔLM 変異（欠失変異）の他，

対立遺伝子変異として膜貫通部位を欠損した可溶性タンパク質として発現する変異

（フレームシフト変異）を同定した（TMHMM server v2）（Fig. 4B）．また CA に関して

は，対立遺伝子はどちらも Aβ配列の途中でストップコドンが挿入された，膜貫通部位

を欠損した可溶性タンパク質となる変異であった（Fig. 4B）．  

 
 

anti-APP nt (22C11)

anti-APP ct (APPC15) FL-APP

N2
a-

W
T

Ex16 mutation
(juxta-membrane)

Ex17 mutation
(intra-membrane)

C2-1: ~VKMDADIRT*
C2-2: ~VKMDSDMIQDLKSAIKNWCSLLKMWVRTKAPSSDSWWAALS*
C7-1: ~VKMDADIRT*
C7-2: ~VKMDSDMIQDLKSAIKNWCSLLKMWVRTKAPSSDSWWAALS*
C8-1: ~VKMD EFEGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVT~
C8-2: ~VKMDAESDMIQDLKSAIKNW*
C9-1: ~VKMDAEFDSDHGF*
C9-2: ~VKMDADIRT*

VKMDAEFEGHDSGFEVRHQKL

VFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVT
CA-1: ~SNKGAIIGLMAALS*
CA-2: ~SNKGAIIGLMWAVLS*
CB-1: ~SNKGAIIGLNGGRRCHSNRDCHHPGDVEEETVHIHPSWRGGGRRRRDPRGAPSLQDAAERI*
CB-2: ~SNKGAIIGLMAALS*
CD-1: ~SNKGAIIGLNGGRRCHSNRDCHHPGDVEEETVHIHPSWRGGGRRRRDPRGAPSLQDAAERI*
CD-2: ~SNKGAIIGLMAALS*
CE-1: ~SNKGAIIG__VGGVVIATVIT~
CE-2: ~SNKGAIIGLNGGRRCHSNRDCHHPGDVEEETVHIHPSWRGGGRRRRDPRGAPSLQDAAERI*

≈ ≈

≈ ≈

WT:

Exon16 
target

WT

Exon 17 
target

A

B C

D

Figure 1.

以外膜貫通配列欠損

WTと異なるAPP代謝

A
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Fig. 4 同定された変異配列と α/β/γ-セクレターゼ切断部位との位置関係 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A：Ex 16, 17 を標的として同定された変異を示す．各クローンにつき，ゲノ

ム抽出を行い，シーケンス解析後 ClustalWで WT と比較した．青色で囲

んだ変異は WT と異なる APP 代謝を示し，それ以外は全て膜貫通配列を

欠損した可溶性タンパク質であった． 
B：上記 3種類の表現型を示す代表的な変異を示す（上: 塩基配列，下: アミ

ノ酸配列）．＊数字は各セクレターゼ切断部位のアミノ酸番号を示す．  

gtgaagatggatgcagaattcggacatgattcaggatttgaagtccgccatcaaaaactg

gtgaagatggat gaattcggacatgattcaggatttgaagtccgccatcaaaaactg

tcggacatgattcaggatttgaagtccgccatcaaaaactggtgaagatggatgca

WT

C8-1

C8-2

tcgaacaaaggcgccatcatcggactcatggtgggcggcgttgtcatagcaaccgtg

tcgaacaaaggcgccatcatcggactcatg gcggcgttgtcatagcaaccgtg

WT

tcgaacaaaggcgccatcatcggactcatgg cggcgttgtcatagcaaccgtg

CE-1

CA-2

tcgaacaaaggcgccatcatcggactcatggtgggcggcgttgtcatagcaaccgtgWT

tcgaacaaaggcgccatcatcgga gtgggcggcgttgtcatagcaaccgtg

CA-1

tcgaacaaaggcgccatcatcggactcaatggtgggcggcgttgtcatagcaaccgtgCE-2

B

Ex16

WT VKMDAEFEGHDSGFEVRHQKL

C8-1 VKMD EFEGHDSGFEVRHQKL

C8-2 VKMDAESDMIQDLKSAIKNW*

CA-1

WT
Ex17

~SNKGAIIGLMAALS*

CA-2 ~SNKGAIIGLMWAVLS*

~SNKGAIIG__VGGVVIATVIT~CE-1

CE-2 ~SNKGAIIGLNGGRRCHSNRDCHHPGDVEEETVHIHPSWRGGGRRRRDPRGAPSLQDAAERI

β α

γ

膜貫通領域欠損型可溶性タンパク質

γセクレターゼ切断部位直前でストップコドンの挿入

膜貫通領域欠損型可溶性タンパク質

671-672 689-690

711-713
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1-3-2．同定された変異が APP 代謝に及ぼす影響 
  Fig. 5 に用いた抗体の抗原部位、及び各 APP 代謝物との対応を示す．これらの抗体

を用いて 1-3-1 で同定された変異クローンにおける，FL-APP・APP 代謝物の産生量に

ついて検討した． 
C8 は M3.2認識部位を持たない sAPP様産物，及び ΔA 変異を持つ APP の発現が予想

された（Fig. 4）．C8 では FL-APP の発現（＜20%）及び APP-C 末端断片・APP-CTF
（αCTF）の産生量がわずかであり（約 25%），sAPP分泌物の産生は M3.2，3E9 の両抗

体で殆ど認められなかった（Fig. 5, 6A, C, E）． 
CE は sAPP様産物，さらに膜貫通部位に ΔLM の変異を持つ APP の発現が予想され

た．CE では FL-APP の発現がわずかに減少したものの，APP-CTF は顕著に（＞50%）

減少し，さらに，分子量の減少も認められた（Fig. 5, 6A, C）．おそらく 2 アミノ酸欠損

による影響であると推察する．一方で，sAPPα様産物は顕著に増加した（Fig. 5, 6E）． 
CAに関しては sAPPα様産物のみの発現が予想され，実際に FL-APPの発現及びAPP-

CTF の産生は認められなかった（Fig. 5, 6A, C, E）．また，FL-APP の発現が顕著に減少

している CA や C8 に関して，mRNA 発現における変化は認められなかったため（Fig. 
6B），これらの結果は APP の代謝様式の変化を示すと予想された．なお，RT-PCR は変

異箇所でない APP-mRNA領域を標的として増幅しており，増幅効率は変異の影響を受

けないと考えられる． 
以上の結果から，膜貫通部位/C末端部分を持つ APPについて，C8では ΔA，CEでは

ΔLM 変異体の動態が反映されており，細胞外に分泌された sAPP 様産物に関しては対

立遺伝子の変異も関与すると予測し，C8 の ΔA 変異は APP の安定性，CE の ΔLM 変異

は APP のセクレターゼ切断等の代謝に影響すると予想した． 
そこでまず，これら変異（ΔAやΔLM）がγ-セクレターゼによる切断に影響するか，

γ-セクレターゼ阻害薬（DAPT）処理により検討した．その結果，DAPT 処理により

WT では APP-CTF が 2.5倍と蓄積するのに対し，C8 では 4倍，CE では約 7倍増加して

いたが，C8，CE いずれもWT に比べ低いままであった（Fig. 5, 6A, D）．この結果から，

CA，CE 変異は γ-セクレターゼによる切断を受けやすい可能性もあるが，実際に切断

活性に影響を及ぼすかを明らかにするためには，in vitro による直接的な活性測定や Aβ，
AICD 量なども検討する必要がある．また ΔLM 変異は，sAPPα 様産物の分泌が増加し

ていた事から，膜貫通欠損変異による sAPPα 用産物の分泌増加に加え，α-セクレター

ゼによる切断が増加していることが示唆された（Fig. 5, 6E）．  
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Fig. 5 C8，CE クローン変異部位と抗体認識部位 
（α/β/γは各セクレターゼの切断部位である） 

 
 
 

 
 

 

3E9: sAPPα/β を認識 
APP-C (C15): FL-APP, APP-CTF, AICD を認識 
M3.2: sAPPα のみ認識 
＊各種セクレターゼ切断部位，変異部位，抗体認識部位のアミノ酸番号を示

す． 

α

β
γ

C8（673ΔA）

CE（705/706ΔLM）

671-672

689-690

711-713

18-38
756-770

672-688
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Fig. 6 C8，CA，CE クローン別 APP 及びその代謝物の発現変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A： WT と各クローンに DMSO / DAPT (10 μM) を処理し，24時間後にその

WCL を WB に供し，APP C 末端抗体を用いて FL-APP 及び APP-CTF
（αCTF），M3.2 抗体を用いて sAPPα を検出した．Loading control: α-
tubulin. 

注）通常 APP-CTFは αCTF が主に産生され，βCTF の産生量はそれと比較し

て殆ど認められない (Mathews et al., 2002）． 
B： CA，C8 クローンにおける mRNA レベルを RT-PCR 法により検出した．

APP695 は神経細胞で多く発現する FL-APP のアイソフォームである．
Loading control: β-actin 

C： A における FL-APP，APP-CTF（αCTF）について各変異体と WT をそれ
ぞれ比較・定量化した．One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple 
comparisons test (n=3) *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. data mean ± s.e.m. 

D： WT と各クローンについて DAPT を処理した際の APP-CTF（αCTF）を定

量化した．Two-tailed Student’s t test (n=3). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
data mean ± s.e.m. 

E： 各クローンの medium を回収後 WB に供し，M3.2 抗体（sAPPα のみ認

識）と 3E9 抗体（sAPPα/β を認識）を用いて検出した．  
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1-3-3．各変異体が突起伸長へ及ぼす影響 
FL-APP 及びその代謝物は神経細胞において突起伸長や軸索の伸長など神経細胞の分

化に関与することがこれまでに報告されている (Young-Pearse et al., 2007)．一方でこれ

までの知見では，FL-APP 及び，APP 代謝物を含んだ解析がなされており，各因子の神

経分化に対する正確な機能は明らかでなかったため，本研究で得られたクローンがそ

の解析に用いる事が出来るのではないかと考えた．そこで次に，同定された変異クロ

ーン（C8，CA，CE）の神経分化に対する影響を，神経分化マーカーとして知られる

β3-tubulin の発現量，及び位相差顕微鏡観察によって検討した．その結果分化誘導以前

から，CA及び C8クローンでは WTに比べ β3-tubulinの発現が増加することが明らかと

なった（Fig. 7A, B）．さらに RA処理により分化誘導を行なった結果，CA 及び C8 クロ

ーンにおいて，突起の伸長が促進した（Fig. 7C）．一方で，CEクローンに関しては WT
に比べ，β3-tubulin の発現量及び，突起の伸長に変化は認められなかった（Fig. 7A-C）． 
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Fig. 7 各変異体の β3-tubulin 発現及び突起伸長に対する影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A： WT 及び各変異体における神経分化マーカー・β3-tubulin の発現変化を

WB に供し， FL-APPは APP C末端抗体により，それ以外のタンパク質

は特異的抗体により検出した．Loading control: α-tubulin. 
B： A を定量化した．One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons 

test (n=3) *p<0.05. data mean ± s.e.m.（左） 
Two-tailed Student’s t test (n=3). *p<0.05. data mean ± s.e.m.（右） 

C： N2a 細胞を播種した翌日に RA（10 µM）を処理し，その 24時間後に位

相差観察を行なった．神経突起に焦点を当てるため，コントラスト調整

を行なった．なお，WT~C8まで同じコントラストである．Scale: 100 µm 
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1-3-4．APP 及びその代謝物が突起伸長へ及ぼす影響 
同定された変異クローンの内，C8 及び CE はそれぞれ FL-APP や APP-CTF の発現が

ほとんど認められない（Fig. 6A）．また C8 及び CA は，WT や CE と比べ突起伸長が促

進していた事（Fig. 7C）を考慮すると，FL-APP や APP-CTF の発現は神経の分化に抑

制的である事が示唆された．そこで次に，CA に APP を過剰発現した場合において β3-
tubulinの発現と突起伸長への影響を検討した．その結果，APP-Venusを過剰発現させる

事で β3-tubulin の発現が有意に減少し，RA 処理による突起伸長が抑制される事が認め

られた（Fig. 8A~C）．さらに，その他 APP 代謝物（APP-CTF, Aβ, AICD）の関与を調べ

るため，野生型に DAPT（APP-CTF は増加，AICD・Aβ は減少）を処理し β3-tubulin の

発現変化を検討した．その結果， DAPT を処理しても β3-tubulin の発現に変化は認めら

れなかったことから，FL-APP が突起伸長に関与している可能性が強く示唆された

（Fig. 8D, E）． 
一方で，本研究でゲノム編集により作製された変異クローンは，オフターゲット効

果を示す可能性 (Zhang et al., 2015)，及び人工的な変異によって sAPPα/β様産物量も変

化したことから，これらの変異が突起伸長に影響した可能性を完全には否定できない．

そこで次に，RNA 干渉法を用いて APP のノックダウンを行い，β3-tubulin の発現に対

する影響を検討した．その結果，野生型及び CE で APPノックダウンにより β3-tubulin
の発現が増加した（Fig. 8F）．以上より，FL-APP が β3-tubulin の発現及び突起伸長を抑

制する事が示唆された． 
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Fig. 8 APP 及びその代謝物による β3-tubulin の発現・突起伸長への影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A： CAに APP-Venusをトランスフェクションし 24時間後に WCLを WBに供

した．APP-Venus は APP C 末端抗体により，それ以外のタンパク質は特

異的抗体により検出した．Loading control: α-tubulin. 
B： A を定量化した．Two-tailed Student’s t test (n=3). *p<0.05. data mean ± s.e.m. 
C： CA に APP-Venus をトランスフェクションし 24時間後に RA を処理し，

位相差観察を行なった．神経突起に焦点を当てるため，コントラスト調

整を行なった．なお，control と APP-Venus は同じコントラストである．

Scale: 100 µm 
D： WT に DAPT を処理し 24時間後に WCL を WB に供し，特異的抗体によ

り検出した．αCTFは APP C末端抗体により検出した．Loading control: α-
tubulin. 

E： D を定量化した．Two-tailed Student’s t test (n=3). *p<0.05. data mean ± s.e.m. 
F： WT と CE に siRNA による APP のノックダウンを行い，その WCL を WB

に供した．N：None，A：Added. FL-APPは APP C末端抗体により，それ

以外のタンパク質は特異的抗体により検出した．Loading control: α-
tubulin. 
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1-4．考察 
本章では，APPの Aβ配列を含む膜貫通・膜近傍部位に CRISPR/Cas9によるゲノム編

集を行い，種々の APP 代謝を示す変異を同定した．また，変異ごとに得られる突起伸

長や β3-tubulin の発現量変化などから， 変異による APP の代謝変化と神経分化との関

連性が示唆された（Table 5）． 
 

Table 5．変異別の APP 代謝，β3-tubulin，突起伸長に対する影響 

 
尚，今回同定された変異はヘテロ変異であり，単に遺伝子のコピー数や内在的発現

変動が FL-APPの発現，その代謝物の産生量に影響を及ぼした可能性を完全に否定でき

ない．しかし，C8 で FL-APP・APP-CTF が 50%以上，CE で APP-CTF が 50%以上減少
していた（Fig. 6A）．つまり単純に片側遺伝子の完全な遺伝子発現欠損がおこったと考

えても，その影響による発現量の減少は 50％に留まるはずだが，50%以上減少したと

いうことから，得られた変異が表現型（APP の代謝変化）に大きく影響している可能

性が高い．また全ゲノムシーケンス解析により，CRISPR/Cas9 のオフターゲット効果

について検証する必要はあるが，今回用いた標的配列は，オフターゲット効果を最小

限にするソフトウェアCHOPCHOPを用いて設計しており，標的配列以外が編集される

可能性は低いと予想される． 
APP は AD だけでなく，アミロイドアンギオパチー（CAA）にも関与することが知

られており，FL-APP やその代謝物の機能は注目されている (Herrup, 2015)．特に APP
の膜近傍・膜貫通部位は家族性 AD や CAA 関連変異が多く，また，受容体や切断酵素

が APP ファミリータンパク質を認識する上で重要な部位である (Deyts, Thinakaran and 
Parent, 2016)．本研究では，APP の膜近傍・膜貫通部位に異なる APP 代謝を示す変異を

同定した（Fig. 4, 6）． 
C8 クローンは 673番目のアラニンが欠損した変異（ΔA）と，膜貫通領域が欠損した

変異を有しており，FL-APP はほとんど確認されず，APP-CTF はわずかに認められた

（Fig. 4, 6）．また，sAPP 分泌量はほとんど検出されなかった（Fig. 6）．これらのこと

から，ΔA 変異は主に APP の安定性に影響を及ぼすことが示唆された． 
CE クローンは 705番目のロイシンと 706番目のメチオニンが欠損した変異（ΔLM）

と膜貫通部位が欠損した変異を有しており，細胞内では APP-CTF のみ顕著に減少し，

細胞外では sAPPα様産物の顕著な増加が認められた（Fig. 4, 6）．この結果から，ΔLM
変異は α又は γ-セクレターゼの活性に影響を及ぼす可能性が予想された．α-セクレター

ゼは形質膜で切断活性を有し，そのひとつ TACE は膜貫通ドメインに基質認識部位を

持つと考えられている (Li et al., 2007)．そのため，CE クローンの膜貫通領域における

LM部位は，α-セクレターゼの基質認識又は，APP の細胞表面における存在量，つまり

WTと比較 APP発現量 
APP-CTF

（αCTF)産生量 sAPP分泌量 
β3-tubulin 
発現量 

RA処理による
突起伸長 

C8 ↓↓（<20%） ↓↓（25%） ほとんどなし ↑ ↑ 

CA 検出不可 検出不可 WTと同程度の
sAPPα様産物 ↑ ↑ 

CE ↓（70%） ↓↓（<10%） sAPPα様産物↑ − − 
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その輸送に影響を及ぼす可能性が考えられた．また，対立遺伝子の膜貫通領域欠損変

異により（Fig. 4），sAPPα 様産物が増加したことも考えられる．一方で，DAPT（γ-セ
クレターゼ阻害薬）を処理した際に APP-CTF の蓄積量が WT において約 2.5倍，CE で

は約 7倍増加していたことから，ΔLM は γ-セクレターゼによる切断活性変化にも関与

する可能性はあるが，WT と比べその存在量は低いままであった（Fig. 6）．そのため，

ΔLMが γ-セクレターゼの切断活性に影響を及ぼすのかを明らかにするには，今後Aβ・
AICD の産生量や，in vitro による直接的な活性変化を検討する必要があると考える．ま

た 705番目のロイシンは CAA と関連する変異部位である事が報告されており (Obici et 
al., 2005)，今後 ΔLM 変異による APP の代謝変化と CAA との関連が注目される． 
これまで，APP の発現増加は神経細胞の突起伸長を抑制し，反対に，APP の欠失で

は促進されるという報告があり，APP は神経の発達・分化を抑制する機能を有してい

ることが示唆されてきた (Young-Pearse et al., 2007)．また，FL-APP 以外に sAPPα・
AICD・APP-CTF についても突起伸長に影響を及ぼす事が示されている (Wirths, 2017)．
しかし，これまでの FL-APP や APP 代謝物を含んだ解析では，各因子の神経分化に対

する正確な作用は不明であった． 
本章で同定された変異クローンは様々な APP 代謝を示す事で β3-tubulin や突起伸長

に影響を及ぼした．C8（FL-APP顕著に減少・APP代謝産物僅かに存在）及びCA（FL-
APP の欠失）は，β3-tubulin の発現増加及び RA処理による突起伸長の促進が認められ

た（Fig. 7）．CE（APP-CTF のみ顕著に減少）は WT と同様の結果であった（Fig. 7）．
さらに，CA において APP-Venus を過剰発現した際，β3-tublin の発現減少及び突起伸長

の抑制が認められ（Fig. 8A-C），WT及び CEにおいて FL-APPをノックダウンした際，

β3-tubulin の発現増加が示された（Fig. 8F）．また他の APP 代謝物の関与についても，

DAPT（APP-CTF増加, Aβ・AICD減少）を処理する事で β3-tubulinの発現に対する影響

を検討した結果，変化は認められなかった（Fig. 8D, E）．これらの結果は，APP 代謝物

ではなく，FL-APP自体が神経の分化に抑制的に機能する事を強く示唆している． 
APP がどのように神経分化に関与するかについては，先行研究において神経成長因

子（NGF）の受容体であるチロシンキナーゼ（Trk）と，APP の膜近傍・膜貫通配列が

細胞表面において結合することで，NGF の取り込みが阻害されることが報告されてい

る (Zhang et al., 2013)．そのため，今回得られた ΔLM などの変異により APP の構造変

化や細胞表面における局在の増加が起こることで，神経分化を抑制することが予想さ

れ，ビオチン標識による細胞表面の APP 存在量などについて検証する必要がある． 
本研究では人工的なヘテロ変異を解析している点に大きな欠点があるが，APP の膜

近傍・膜貫通配列（Aβ 配列を含む）変異の網羅的解析により，これまでにあまり解析

が進んでいなかった部位の機能解明につながると考えている．また，得られたクロー

ンは今後 FL-APP 及び APP 代謝物の機能を解析する上で有用なツールとなることが期

待される． 
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終章（第１章） 
 
 

APP の膜近傍・膜貫通配列は各種セクレターゼにより切断を受ける領域で，家族性

AD変異が多く報告されている．これらのことから，本領域は APPによる AD病態への

寄与に重要であると示唆されていたが，詳細なメカニズムは明らかでなかった． 
本章では，Aβ配列を含む膜貫通・膜近傍配列（Exon 16, 17 に相当）が APP の代謝・

機能にどのような影響を及ぼすのか解析することで，APP による AD 病態への関与を

明らかにすることを目指した．また，膜近傍・膜貫通配列のどの領域が APP 代謝に重

要であるのか明らかにすることも目的とし，標的配列にランダムな変異を起こす

CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を利用して解析した． 
得られた変異について，3 種類の変異株を選定し APP の代謝・機能を調べた結果，

以下のことが示唆された． 
 

1．膜近傍・膜貫通配列の中でも，Aβ配列が APP の代謝に重要である 
2．全長 APP は主として神経分化を抑制する 
3．APP-CTF がほとんど産生されない変異（ΔLM）が新たに同定された 
 
 これらのことから，Aβ 配列が APP の代謝に影響を及ぼし，全長 APP による神経分

化を制御することが示唆された（Fig. 9）．  

APP は慢性・急性ストレスにより，その発現が増加すること (Rosa et al., 2005)，また

AD 初期において神経新生が抑制されることが報告されており(Scopa et al., 2020)，全長
APP による神経分化の抑制は AD 病態に寄与する可能性が考えられた． 

一方で，本研究で得られた変異が，どのような機構で AD における APP の代謝・機

能に影響を及ぼすのかは明らかでない．今後は，APP の構造や局在に着目し，変異に

よる APP の代謝・機能変化のメカニズムを解析していく必要があるのではないかと考

察する． 
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Fig. 9 Graphical abstract 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

CRISPR/Cas9

APP代謝に対する表現型を基に
3種類の変異株を選定

Aβ配列がAPPの代謝に重要である
全長APPは神経分化を抑制し，Aβ配列がAPPによる神経分化を制御する
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序論（第２章〜５章） 
 

 アミロイド仮説を補完する病態として，βCTF の蓄積による小胞輸送障害も報告され

ている (Kim et al., 2016)．そこで，第２章以降では βCTF による病態形成に着目した． 
小胞輸送とは，膜の分離（出芽）や融合により，オルガネラ同士やオルガネラ膜と

形質膜との間で，輸送小胞を介し，物質の運搬を行う経路である．小胞輸送障害とは，

輸送小胞を介した物質の運搬経路が障害されることを指し，オルガネラ小胞であるエ

ンドソームの肥大化を主徴とする (Lauritzen et al., 2012; Kim et al., 2016) （Fig. 10）．  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig. 10 小胞輸送障害とエンドソームの肥大化 
 
これまで，AD患者において Aβ が沈着していない段階から，脳内でのエンドソーム

の蓄積が観察されており，Aβ蓄積以前の初期病態として注目されてきた (Cataldo et al., 
2000)．また，GWAS (genome-wide association studies) 解析により，BACE1（β-セクレタ

ーゼ）の輸送を制御する BIN1 や (Miyagawa et al., 2016)，APP，γ-セクレターゼの輸送

を制御する PICALM (Xiao et al., 2012; Kanatsu et al., 2014) などの小胞輸送関連因子が，

遺伝的 ADリスク因子として報告されており，小胞輸送障害は AD発症と密接に関与す

ることが示唆されている (Van Acker, Bretou and Annaert, 2019)． 
近年，AD初期に生じる小胞輸送障害はAβではなく，βCTFが蓄積することが引き金

であると指摘されている (Lauritzen et al., 2012; Kwart et al., 2019)．具体的には，ヒト iPS
由来の神経細胞に，γ-セクレターゼ阻害薬を処理すると（Aβ 産生低下・βCTF など

APPC 末端断片の産生増加），エンドソームの肥大化が観察されることことや (Kwart et 
al., 2019)，モデルマウスにおいて Aβ の沈着以前に βCTF の蓄積やエンドソームの肥大

化が生じることが示されている (Lauritzen et al., 2012)． 
βCTF は，APP がエンドサイトーシスされる過程で， BACE1 切断により産生される 

(Haass et al., 1992)，その後 γ-セクレターゼによる切断を受け (Takasugi et al., 2003)，Aβ
が産生される．βCTF の蓄積により小胞輸送障害が生じると，エンドサイトーシスなど

の細胞内取り込み経路は増加する一方で，細胞内の分解経路は抑制され，Aβ を含む

リソソーム

形質膜

エンドソーム

エンドソームの
肥⼤化

⼩胞輸送障害（簡略図）

ゴルジ体

輸送⼩胞
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様々な物質が蓄積する可能性が提示されており，βCTF による小胞輸送障害は AD 発症

の根幹に関与することが示唆されている（Traffic jam 仮説: Kimura and Yanagisawa, 2018）．
実際に，βCTF の過剰発現マウスや (Oster-Granite et al., 1996; Berger-Sweeney et al., 1999)，
βCTF が増加し Aβ が減少する BACE1 過剰発現マウスは (Rockenstein et al., 2005)，加齢
依存的な神経変性・シナプス変性，そして認知機能の低下を示すことが報告されてお

り，βCTF自体の毒性がAD病態に寄与する可能性が指摘されている．しかし，βCTFの
蓄積による小胞輸送障害の分子機構は明らかでなく，小胞輸送障害を定量化する有効

な測定系もないため，治療薬の開発は困難であった． 
私たちは以前，Aβ配列を介し APP・βCTF と結合する因子として TMEM30A を同定

している (Takasugi et al., 2018)．これまで一過性の過剰発現系において，TMEM30A と

APP・βCTF の結合によりエンドソームの肥大化を誘導する可能性を示したが（Fig. 11），
内因性 TMEM30A による結合と AD における小胞輸送障害との関連性及び，そのメカ

ニズムについては明らかでなかった． 

Fig. 11 TMEM30A と APP・βCTF の結合に伴う肥大化小胞の形成 
 
TMEM30Aは 2回膜貫通タンパク質で，活性中心である P4-ATPaseファミリータンパ

ク質と結合しリピッドフリッパーゼを構成することで，脂質二重層におけるリン脂質

の非対称性を制御する (Andersen et al., 2016)．特にその細胞外領域は P4-ATPase酵素活
性の維持に重要であると報告されている (Segawa, Kurota, and Nagata, 2017)．リン脂質の

一つ，ホスファチジルセリン（PS）は脂質二重層の細胞質側に分布し，エンドソーム

において小胞膜の屈曲や切断に関与する PS結合タンパク質を集積させることで，小胞

輸送に関与する (Lee et al., 2015; Arumugam and Kaur, 2017)．エンドソームにおける PS 
の分布を担う P4-ATPase として ATP8A1 や ATP8A2 などが知られ (Lee et al., 2015; 
Coleman and Molday, 2011)，これらの P4-ATPase は PS 特異性が高く，その局在・活性に

は TMEM30A との結合が必要とされる (Andersen et al., 2016) (Fig. 12)．  

Fig. 12 エンドソームにおける TMEM30A の生理機能 
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これまで ATP8A1 のノックアウトマウス や (Levano et al., 2012)，ATP8A2 の機能喪失

変異体を発現するマウスでは (Zhu et al., 2016)，神経細胞において PS が細胞外に露出さ

れ，細胞死を伴わない学習能力やシナプス機能の低下，軸索変性など AD 様病態が認

められている．さらに，その他の P4-ATPase である ATP8B4 の機能喪失変異が ADリス

クバリアントとして同定されるなど (Holstege et al., 2020)，リピッドフリッパーゼの機

能不全が AD 病態に寄与する可能性が提示されている． 
そこでまず培養細胞を用い，第２章では内因性 TMEM30Aと APP・βCTFの複合体形

成が小胞輸送障害に関与するのか検討し，第３章ではリピッドフリッパーゼの機能変

化に着目しメカニズムの解明を目指した．第４章ではTMEM30A/βCTF複合体形成によ

り，リピッドフリッパーゼの機能変化が AD 初期の病態形成に関与するのかを明らか

にすること及び，培養細胞で得られた現象が，モデル動物でも生じうるのか明らかに

することを目指して，Aβ 沈着以前の月齢のモデルマウスを用いた解析も行なった

（Fig. 13） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
Fig. 13 複合体形成による小胞輸送障害の分子機構及び 

AD初期病態との関連性を解析 
  
これまで AD では初期病態を標的とした治療薬は開発されておらず，本課題を解決

することは当該分野において大きな進歩となりうる． 
当研究室では，TMEM30A細胞外領域の配列，’T-RAP’ が βCTF の Aβ配列と結合す

ることを見出している (Takasugi et al., 2018; 今岡亮介 修士論文, 2017)．最後に，第５章

ではその領域を合成したT-RAPペプチドがTMEM30AとβCTFの複合体形成を阻害し，

小胞輸送障害（エンドソームの肥大化）を改善するのか初期的な解析を行なうことで，

新規治療候補分子の同定につなげることを目指した（Fig. 14）． 
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Fig. 14 βCTF 結合性ペプチド T-RAP の効果を検討 
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第２章 内因性 TMEM30A と βCTF の結合に伴う 
エンドソームの異常 

 
 
2-1. 目的 
近年，AD初期病態として Aβの直接的前駆体である βCTFが AD患者脳内で蓄積し，

小胞輸送障害を引き起こすことが注目されている (Kim et al., 2016)．しかし，その詳細

な分子機構は明らかでない．当研究室ではこれまで，アフリカミドリザル腎臓由来

COS-7細胞を用い，一過性の過剰発現系において APP・βCTF に結合し，小胞輸送障害

を引き起こすパートナー分子として TMEM30A を同定した (Takasugi et al., 2018)．本章

では，ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞において，内因性 TMEM30A が APP・βCTF と

結合するか否かを検討し，これら複合体と小胞輸送障害との関連を明らかにすること

を目的とした． 
 
2-2. 実験方法 
2-2-1．Plasmid DNA コンストラクトの作製（増幅に用いた primer配列は Table 6 に示す） 

pEB-Hyg-BACE1: pMx-Puro-BACE1 (Vetrivel et al., 2009) を鋳型として，PrimeSTAR 
Max DNA Polymerase を用いて製品のプロトコルに従い，BACE1配列を増幅した．得ら

れた PCR 産物を SalI と BamHI酵素で切断後（37℃, 3 h），同様の酵素で切断されたエ

ピソーマルベクター pEB-Hyg (Tanaka et al., 1999) と混合し，16℃，o/n でライゲーショ

ン反応を行なった． 
pEB-Hyg-TO-SC100: SC100（artificial βCTF）配列は pcDNA3.1/Hygromycin-SC100 

(Iwata et al., 2001) を鋳型として増幅した．PCR 産物は，NEBuilder HiFi  DNA assembly 
mix (New England Biolab) を用いて製品のプロトコルに従い，XhoI と NotI酵素で切断さ

れた pEB-Hyg に導入した．その後，pEB-Hyg-SC100 と pcDNA4-TO (Thermo Fisher) 両
方を SnaBI と XhoI酵素で切断しライゲーション反応を行なった． 
pEB-Hyg-TO-SC89: pEB-Hyg-TO-SC100 を鋳型として，PrimeSTAR Max DNA Polymerase
を用い PCR 変異導入により作製した． 

Table 6. BACE1, SC100, SC89 配列の増幅に用いた primer 配列 

 

Plasmids Primer (forward) Primer (reverse) 
pEB-Hyg-BACE1 5’-CCC GTC GAC CAC CAT 

GGC CCC AGC GCT GCA 
CTG G-3’ 

5’-GGG GGA TCC CTT 
GAG CAG GGA GAT GTC 
ATC-3’ 

pEB-Hyg-TO-SC100 5’-TAC CGG GCC CCC CCT 
CGA GGC ACC ATG GCG 
CAG TTC CTG-3’ 

5’-TGA TTA TGA TCT AGA 
GTC GCG GCC GCT AGT 
TCT GCA TCT GCT CAA 
AGA AC-3’ 

pEB-Hyg-TO-SC89 5’-TGG CTA CAG TGC 
AGG CAG AAG TTC A-3’ 

5’-ATT TTT GAT GAT GAA 
CTT CTG CCT GC-3’ 
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2-2-2．細胞培養 
ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞は，10% FBS 及び 1% ペニシリン/ストレプトマイシ

ンを含む D-MEM/Ham’s-F12 を用いて 37℃，95% air-5% CO2 の条件下で培養した．ま

た，アフリカミドリザル腎臓由来 COS-7 細胞，及びヒト胎児腎臓由来 HEK293T 細胞

は，10%FBS 及び 1% ペニシリン/ストレプトマイシンを含む D-MEM (High Glucose)を
用いて上記と同様の条件で培養した．恒常発現細胞の作製については，初めに 3.5 cm 
dish のスケールにおいて，エピソーマルベクター である pEB Multi-Hyg，pEB Multi-
Hyg-BACE1 又は pEB Multi-Hyg-TO-SC100 の恒常発現用 plasmid 2.5 μg と plasmid 導入
試薬 Lipofectamine 3000 reagent (3.75 μl) を 250 μl の Opti-MEM に溶解後，SH-SY5Y 細胞

及び COS-7 細胞に reverse transfection により導入した． 24 時間後に Hygromycin (50 
mg/ml) を最終 250 μg/ml になるように加え，陽性細胞を選択した．その後は上記と同様

の条件で培養し，10 cm dish までスケールアップして生存が認められた細胞を選択した．

以降恒常発現細胞においては，SH-control, SH-BACE1, SH-SC100, COS-control, COS-
BACE1 と表記する． 
 
2-2-3．4G8 抗体を用いた Aβ の免疫沈降法 
 10 cm dish で培養した SH-control，SH-BACE1細胞の培養上清（24・48時間）及び，

SH-Swe細胞（pEB-Hyg-APPswe を用いて作成した APP Swedish 変異体の恒常発現細胞: 
高杉展正 准教授より供与）の培養上清（48 時間）を回収し，遠心（3000 rpm, 4℃, 10 
min）（Rotor No: MA-2024, KUBOTA）により死細胞を除去した．遠心後の上清に PMSF
（最終 0.1 mM）を加え，Triton X-100（最終 0.01%），4G8 抗体（4 μg），protein A/G 
agarose beads（20 μl）を加え，4℃，o/n でインキュベーションした．翌日，4000 rpm，

4℃，3 min遠心後，4G8 wash buffer (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.6, 0.01% Triton X-
100)を 700 μl加え，4℃で 20分インキュベーションした．次に，4000 rpm，4℃，3 min
で遠心し上清を除いた後，100 μl の 4G8 wash buffer を加えた懸濁サンプルを 1 ml の 1 
M Sucrose/4G8 wash buffer 上に静かにアプライした．そして 10000 rpm，4℃，1 min遠
心後，上清を除いた．続いて，200 μl の 10 mM Tris-HCl (pH 7.6)を加え懸濁後，4000 
rpm, 4℃，3 min遠心し上清を除いた．最後に 2 x sample buffer を加え，WB に供した．

また，免疫沈降反応のポジティブコントロールとして，合成 Aβ (0.1μM)を PBS または

10% FBS入りの培地で調製し．上記と同様に 4G8 抗体による免疫沈降を行なった． 
 
2-2-4．共免疫沈降法 
 Fig. 16C：10 cm dish に SH-control，SH-BACE1細胞を 70%の割合で播種した翌日，

DMSO，DAPT（10 µM），BACE1阻害薬（β-secretase inhibitor IV：BACE1の活性部位に

結合し切断を抑制）（10 µM）を処理した．24 時間後に細胞を PBS で 2 回洗浄後，IP 
buffer（20 mM HEPES-NaOH pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1% CHAPS, protease 
inhibitor）1 ml で scrape により回収した．4℃，30 分インキュベーションにより可溶化

後，15000 rpm, 1 min, 4℃で遠心（Rotor No: MA-2024, KUBOTA）し，不溶物を除去し

た．その上清を新しい 1.5 ml チューブに移し，Input サンプルを回収した．残ったサン

プルに抗体を 1 µg/sample 加え，4℃で 2 時間反応させた．その後，予め平衡化した

protein G Sepharose beads を 20～30 µl ずつ各サンプルと 4℃，o/n で反応させた．翌日 2 
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x sample buffer を加えタンパク質を抽出後，WB に供した． 
Fig. 16D：3.5 cm dish に HEK293T細胞を 60%の割合で播種した．翌日，plasmid 導入 
試薬である PEI-MAX (5 μl) 及び，pDEST-CFP-TMEM30A (Takasugi et al., 2018) と pEB 
Multi-Hyg-TO-SC100 または pEB Multi-Hyg-TO-SC89 を total DNA 量 2 μg になるよう 1: 
1 で 500 μl の Opti-MEM に溶解後細胞に導入し，6時間後に培地を交換した．トランス

フェクションから 48時間後に，細胞を PBS で 2回洗浄し，500 μl の IP buffer で scrape
により回収した．以降は上記と同様の方法で行なった． 
 
2-2-5．イオジキサノール密度勾配遠心によるオルガネラの分画 
 24時間後に confluent になるよう 15 cm dish に細胞を播種した．そして播種した 24時
間後に PBSで 2回洗浄し，Homogenize buffer（250 mM sucrose，20 mM Tris-HCl pH 7.4，
1 mM EDTA，1 mM EGTA，protease inhibitor）1 ml で回収し，氷上でダウンス型ホモジ

ナイザー（20 strokes），21 G 注射針をつけたシリンジ（20 strokes）に通す事で細胞を破

砕した．遠心（3000 rpm，15 min，4℃）（Rotor No: MA-2024, KUBOTA）により，核画

分及び未破砕細胞を除去し，その上清から 10% Input サンプルを回収した．残った細胞

溶解液に同量の 50%イオジキサノールを加え，超遠心専用チューブに移した．その上

に順に 20%，18.5%，16.5%，14.5%，12.5%，10.5%，8.5%，6.5%，5%のイオジキサノ

ール溶液を上層し，密度勾配を作製した．その後 SW41Ti スウィングローター

（Beckman Coulter）を用いて，超遠心（27000 rpm，20 h，4℃）に供した．超遠心後，

チューブの最上端から 500 µl ずつサンプルを回収し，全てのサンプルに TCA（final 
15%）を加え，転倒混和により TCAを攪拌させた．その後，氷上で 30分インキュベー

ションしたのち遠心（15000 rpm, 4℃, 15 min）によりタンパク質を濃縮した．得られた

沈殿に RIPA 15 µl，2 x sample buffer 15 µl を加え vortex し，50℃，30 分熱処理する事で

可溶化したサンプル（溶解した上清のみ）を WB に供した． 
 
2-2-6．免疫染色 
 初めに，カバーガラス（C013001, Matsunami）を 0.001% Poly-L-Lysine/ddH2O に浸し，

4℃，o/n でコーティングした．PBS で 10回洗浄後，コーティグしたカバーガラスを 12 
well plate に入れ，COS-control，COS-BACE1細胞を 40~50%の confluent で播種した．24
時間後に PBS で 2回洗浄後，4% paraformaldehyde/PBS (4% PFA)を使用し，室温で 20分
固定した．その後 PBS で 5~10回洗浄した．次に 0.1% Triton X-100/PBS で 4℃，10分細
胞を透過後，PBSで洗浄し，1% BSA/PBSにより室温で１時間ブロッキング処理を行な

った．続いて，Rab5 に対する一次抗体をブロッキング溶液に 1:200 の割合で希釈し，

4℃，o/n で反応させた．翌日，カバーガラスを PBS-T で 5 分，3 回洗浄後，2 次抗体

（使用抗体一覧参照）を 1:400 の割合で希釈し室温で 30分反応させた．その後 PBS-T
で同様に洗浄後，核染色色素 DAPIが含まれた VECTASHIELD Mounting Mediumで封入

した．撮像は BZ-X810 (Keyence) の顕微鏡を使用し，全てのサンプルにおいて同じ露光

時間で行なった．Rab5陽性粒子の解析については，粒子の解像度を上げるために 60倍
の対物油浸レンズを用いて，z 軸に沿って 0.1 μm 間隔で z-stack 画像を撮像後，BZ-X 
Analyzerソフトウェアを用いて 25枚の z-stack画像を 1枚のフルフォーカス画像に統合

した．各サンプルにおいて，10 枚の z-stack 画像をランダムに選択し，BZ-X Analyzer 
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Hybrid Cell Count and Macro Cell Countソフトウェア（Keyence）を用いて，画像を 2値
化後，全ての画像において Rab5陽性粒子のサイズ・その分布に関して同一条件で測定

した． 
 
2-2-7．ウェスタンブロット（Western blot: WB） 

Vehicleである DMSOを処理した SH-control，SH-BACE1細胞及び BACE1阻害薬（10 
μM）を 48時間処理した SH-BACE1細胞の WCL は，1-2-8 と同様に細胞を 100 μl以上
の RIPA buffer で溶解し調製した．そして WCL，免疫沈降（IP）サンプル，密度勾配遠

心サンプルを，それぞれ 1-2-6と同様に SDS-PAGEに供し，目的タンパク質に対する特

異的 1次抗体，そして Horseradish peroxidase (HRP) 標識の 2次抗体（1次抗体の宿主に

対する抗体；使用抗体一覧参照）を反応させ， HRP基質（ImmunoStar LD/zeta）を加え

た後，ChemiDoc (Bio-Rad) により検出した．定量法は，1-2-8 と同様である． 
 

2-2-8．統計解析  
Rab5陽性 puncta の面積については box plot で示しており，中央値（median），最小値

（min），最大値（max）を表示した．それ以外のデータについては，mean ± s.e.m で表

示した．統計解析は，GraphPad Prism8ソフトウェアを用い，Two-tailed Student’s t testを
適用した． *p< 0.05, **p< 0.01, ***p < 0.001． 
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2-3. 実験結果 
2-3-1．BACE1恒常発現細胞の樹立  
 AD の初期病態として βCTF の蓄積に加え，その産生酵素である BACE1 の発現・活

性も上昇することが知られている (Zetterberg et al., 2008; Ahmed et al., 2010)．そこで，

病態初期に準じたモデルを作製するため，ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を用いて

BACE1恒常発現細胞系を樹立した．BACE1はその切断部位から β1又は β1より N末端

領域が短い β11CTF を産生する（Fig. 1参照）．初めに，本モデル細胞における APP の

代謝や BACE1 のタンパク質発現量を検討した（TMEM30A については後述する）．そ

の結果，BACE1恒常発現細胞ではBACE1の発現増加が確認されると共に，β1（10 kDa
より上側）・β11CTF（10 kDa付近）が増加し，αCTFはほとんど認められなかった（Fig. 
15A)．一方で，BACE1阻害薬処理により βCTFのみが減少し，αCTFの産生が増加した

（Fig. 15A）．このことから，以前の報告通り BACE1恒常発現により，APP の代謝につ

いて α-セクレターゼによる切断よりも，β-セクレターゼによる切断が増加しているこ

とが確認された (Vetrivel et al., 2011)．実際に，BACE1恒常発現細胞において，異なる

糖鎖修飾により 100 kDa付近に 3 本観察される APP シグナルのうち，一番上のシグナ

ル（成熟型: Jämsä et al., 2011）が減少し，BACE1 阻害薬処理により回復した（Fig. 
15A）．成熟型 APP や BACE1 はエンドソームに局在するため (Zhang and Song, 2013)，
成熟型 APP の減少は，BACE1 による切断を受け βCTF が増加したことを示唆している． 
さらに， medium（培養上清）中の Aβ 量を測定するため，ヒト Aβ を認識する 4G8

抗体により免疫沈降を行なった．初めに，PBS 及び，10% FBS を含む培地に合成 Aβ を

混合したサンプルでは，強いシグナルが検出されたことから，免疫沈降における抗体

の反応性が確認された（Fig. 15B）．また，ポジティブコントロールとして，BACE1 の

切断が増加し，Aβ 産生が増加する家族性 AD 変異を持つ APP を恒常発現する SH-Swe
細胞でも (Ancolio et al., 1999)，control 細胞に比べ，シグナルが増加することを確認し

ている（Fig. 15B）．次に，ネガティブコントロールである IgG処理では Aβ のシグナル

が検出されず， 4G8 抗体処理では，control細胞に比べ，BACE1恒常発現細胞において，

そのシグナルが顕著に増加した（Fig. 15B）．そのため，Aβ に関しても BACE1 恒常発

現細胞で増加することが確認された (Vetrivel et al., 2011)． 
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Fig. 15 BACE1 恒常発現による APP 代謝の変化 
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た．βCTFの上側のバンドは β1を，下側のバンドは β11を示す．sAPPβの
検出については medium を WB に供している．BACE1 inhibitor は SH-
BACE1 細胞に処理した．Loading control: α-tubulin． 

B： SH-control，SH-BACE1 細胞の medium を 24時間，48時間後に回収し，

4G8抗体を用いて免疫沈降を行い，82E1抗体でAβを検出した．尚，PBS
や FBSを含んだmediumに合成 Aβを溶解したサンプルは，免疫沈降のポ

ジティブコントロールとして用いた．また，SH-Sweは Aβ が増加するポ

ジティブコントロールとして使用した． 
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2-3-2．TMEM30A と βCTF の結合  
本モデル細胞系を用いて，内因性 TMEM30Aと APP・βCTFの結合を共免疫沈降によ

り検討した．初めに，βCTF の可溶性について検討したところ，SDS などの界面活性剤

を含む RIPA で溶解した WCL では，BACE1恒常発現細胞において βCTF のシグナルが

増加し，細胞の膜画分を比較的マイルドな界面活性剤である CHAPS により可溶化した

際には control細胞と比べシグナルが増加しなかった（Fig. 16A，B）．通常，βCTF はエ

ンドソーム膜などの膜画分で産生され (Haass et al., 1992），BACE1恒常発現によりWCL
と同様膜画分においても，βCTF のシグナルが増加する．これらのことから，BACE1
恒常発現細胞において，CHAPS により膜画分に局在する βCTF が十分に可溶化できな

かった可能性が考えられた．実際に，βCTF が lubrol などのマイルドな界面活性剤に溶

けにくいことが示唆されている (Sakurai et al., 2008)． 
そこで，共免疫沈降の検出感度を上げるため，APP-CTF（αCTF，βCTF）を蓄積さ

せる γ-セクレターゼ阻害薬 DAPT (Morohashi et al., 2006) (10 μM) を処理し，TMEM30A
と APP 又は βCTF の結合を検討した．その結果，ネガティブコントロールである IgG
処理では，APP，βCTF が両方とも共沈せず，TMEM30A 抗体処理では，BACE1恒常発

現細胞において，βCTF のみが共沈した（Fig. 16C）．また，BACE1 阻害薬処理により

βCTF の産生が減少した際，TMEM30A 抗体と共沈降された βCTF は認められなかった

（Fig. 16C）．以上の結果から，APP-CTF が蓄積した際，内因性 TMEM30A は APP と結

合せず，βCTF と結合することが示唆された．なお，TMEM30A のタンパク質量は変化

しなかったことから（Fig. 15A），両者の結合は TMEM30A のタンパク質発現量の違い

による影響ではないことが示唆された． 
続いて，TMEM30A が β1，β11CTF のどちらと結合するのかを明らかにするため，

HEK 293細胞に人工的な β1 (SC100)，または β11 (SC89) を CFP-TMEM30A と共発現さ

せ， control IgG または GFP 抗体を用いて共免疫沈降法により検討した．その結果，ネ

ガティブコントロールである IgG処理では β1，β11CTF が共に共沈しなかったが，GFP
抗体処理では，いずれも CFP-TMEM30A と共沈した（Fig. 16D）．このことから，

TMEM30A は β1 及び，β11CTF両方と結合することが示唆された． 
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Fig. 16 BACE1 恒常発現による TMEM30A と βCTF (β1, β11) の結合  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A： SH-control，SH-BACE1 細胞の WCL を RIPAで溶解しWB に供した．Fig. 
15A と同じ図で，B と比較するために示している． 

B： SH-control，SH-BACE1 細胞の膜画分を 1%CHAPS を含んだ溶液 (膜画分

の共免疫沈降法を参照)で溶解しWB に供した．αCTF，βCTFは APP C末
端抗体により検出した． 

C： SH-control，SH-BACE1 細胞に DAPT (10 μM)，または BACE1 inhibitor (10 
μM) との共処理を行い，その 24 時間後に TMEM30A 抗体又は，control 
IgGで共免疫沈降を行なった．*は IgG の dimerであると考える．各タン

パク質は特異的抗体により検出した．Loading control: α-tubulin． 
D： HEK293T 細胞に CFP-TMEM30A 及び，SC100 (β1CTF）又は SC89 

(β11CTF)を共発現させ，その 48時間後に GFP 抗体又は，control IgGで共

免疫沈降を行なった．CFP-TMEM30A は TMEM30A 抗体により，

SC100 ・SC89は APP C末端抗体により検出した． 
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2-3-3． TMEM30A と βCTF の局在変化 
続いて，TMEM30Aと βCTFの結合により両者の局在が変化するのか，イオジキサノ

ール密度勾配遠心によるオルガネラの分画を行い検討した．その結果，リソソームマ

ーカーである LAMP2 や小胞体（ER）マーカーである Calreticulin の分布については，

SH-control・SH-BACE1細胞ともに変化しなかった（Fig. 17A）．一方で，初期エンドソ

ームマーカーである Rab5A は，SH-control において Fraction (Fr) 7~12 に分布し，SH-
BACE1 ではさらに，重い画分である Fraction (Fr) 14~16 においても認められた（Fig. 
17B）．なお，Rab5A のタンパク質量は変化しなかったことから（Fig.17B），分布の違

いはタンパク質発現量の違いによる影響ではないと考えられる．βCTF に関しては， 
SH-control において Fr 6~9 に分布し，SH-BACE1 においては Rab5A と同様 Fr 14~16 に

分布していた（Fig. 17B）．これに伴って，BACE1は SH-controlにおいて Fr 6~10に分布
し，SH-BACE1 において Fr 14~16 に認められ（Fig. 17A），βCTF と同様の分布を示した．

さらに，TMEM30A の分布に関しては，SH-control において Fr 7~12 に分布していたが，

SH-BACE1 において顕著に変化し，重い画分である Fr 14~16 に豊富に存在していた

（Fig. 17B）．以上の結果から，BACE1 恒常発現により，TMEM30A 及び βCTF の分布

が変化し，通常とは異なるエンドソーム画分に局在することが示唆された． 
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Fig. 17 BACE1 恒常発現による TMEM30A と βCTF の局在変化 
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に供し，オルガネラの分画を行なった．BACE1，小胞体（ER）マーカ

ーである Calreticulin，リソソームマーカーである LAMP2 は，それぞれ

特異的抗体により検出した．フラクション（Fr）が右にいくにつれて，

重い画分を表している．  
B： A と同様，SH-control と SH-BACE1 の細胞溶解液をオルガネラの分画に

供した（左）．Rab5A はエンドソームマーカーとして使用した．各タン

パク質は特異的抗体により検出した．αCTF，βCTFは APP C末端抗体に

より検出した．また SH-control と SH-BACE1 細胞の WCL を WB に供

し，Rab5Aを特異的抗体により検出した（右）．Loading control: α-tubulin.  
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2-3-4．エンドソームの形態変化 
オルガネラの分画により，通常とは異なるエンドソームの存在が推察されたため，

その形態変化について COS-7細胞を用いて観察した．COS細胞は，細胞の形が扁平状

で細胞面積が広いため，SH-SY5Y 細胞に比べ，オルガネラの形態変化を観察しやすく

広く用いられている (Takasugi et al., 2018; Lee et al., 2015; Matsudaira et al., 2017)．初め

に，Rab5A に対する免疫蛍光染色の結果，以前の報告通り (Takasugi et al., 2018)，核
（青色）の周囲に dot 状の Rab5A の蛍光シグナル（赤色）が検出され，既知のエンド

ソームの染色と一致することを確認した（Fig. 18A）．次に，Rab5A 陽性エンドソーム

の形態変化を解析したところ，BACE1恒常発現細胞において，その平均面積及び（Fig. 
18A，B），肥大化したエンドソーム（0.5~3.0 μm2）の割合が有意に増加していた(Fig. 
18A，C)．一方で， BACE1恒常発現細胞において， Rab5A陽性エンドソームの輝度が

増加している傾向が観察されたが，Rab5A のタンパク質発現量は変化しなかった（Fig. 
18A，D）． 
続いて，エンドソームの肥大化が BACE1 の活性に依存するのかを検討するため，

BACE1 阻害薬処理により，同様にエンドソームの形態変化を観察した（ただし，上記

と異なり試行回数は 1 回である）．その結果，BACE1 恒常発現細胞で増加した Rab5A
陽性エンドソームの平均面積が減少する傾向が得られた（Fig. 18E）．このことから，

BACE1 による βCTF の産生が低下し，エンドソームの肥大化が改善する可能性が考え

られた． 
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Fig. 18 BACE1 恒常発現によるエンドソームの肥大化 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

A： COS-control，COS-BACE1 細胞において，Rab5A に対する免疫染色を行

なった．図は 60倍の油浸対物レンズで撮影し，2.6倍に拡大したもので

ある．青色（DAPI）は核を示す．Scale: 10 μm．  
B： Aにおいて，各サンプルにつき解析した全視野（n=30; 10 fields x 3 trials）

における，単一 Rab5A 陽性 puncta の平均面積を定量化した．Two-tailed 
Student’s t test (n=30: 10 fields x 3trials). ***p<0.001. The bar in the box: 
median; whiskers: Min to Max．  

C： A における Rab5A陽性 puncta について，サイズごとの存在割合を表して

いる．縦軸は，全体の puncta数に対する各サイズ puncta の割合を示す．

矢印の下は，0.5~3 μm2 の面積の割合について図を拡大したものであ

る．Two-tailed Student’s t test (n=3). *p<0.05, **p<0.01. data mean ± s.e.m.  
D： COS-control 及び COS-BACE1 細胞の WCL を WB に供し，Rab5A のタン

パク質量を特異的抗体により検出した．Loading control: α-tubulin 
E： BACE1 inhibitor (10 μM) を処理し，48時間後に Rab5A に対する免疫染色

を行なった．グラフは，各サンプルにつき解析した全視野（n=10; 10 
fields x 1 trial）における，単一 Rab5A陽性 punctaの平均面積を示す．The 
bar in the box: median; whiskers: Min to Max．＊試行回数は 1回であるた

め，統計解析は行っていない． 
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2-4. 考察 
 当研究室では以前，一過性の過剰発現系において TMEM30A と APP・βCTF が結合

し，エンドソームに蓄積すること及び，エンドソームの肥大化を引き起こすことを示

した．一方で，内在的な発現量で TMEM30A が APP や βCTF と結合するのか及び，エ

ンドソームの肥大化に関与するのかは明らかでなかった．本章では，より AD 初期病

態に近いモデル細胞系を樹立することで，内因性 TMEM30Aに関してもAPP・βCTFと

結合し，エンドソームの肥大化に寄与するのか明らかにすることを試みた． 
そこで，病態初期で発現・活性が上昇する BACE1 に注目し，SH-SY5Y 細胞におけ

る BACE1恒常発現系を樹立した結果，DAPT処理により αCTF及び，βCTFが蓄積した

際，内因性 TMEM30Aは βCTFと結合し，APPや αCTFと結合しないことが示唆された

Fig.16C）．実際には，10 kDa付近で観察される αCTF と βCTF を正確に区別できていな

いため，βCTF の N 末端側のみを認識する抗体（82E1 や 6E10）を用いてさらに検証す

る必要はある．しかし，BACE1 阻害薬処理により βCTF が減少した際，TMEM30A と

βCTF の結合は顕著に抑制されたことから，TMEM30A と βCTF の結合は αCTF ではな

く，βCTF の蓄積に依存する可能性が高いと考える．さらに，TMEM30A は β1・
β11CTF の両者と結合する可能性が示された（Fig.16D）．APP や αCTF と，βCTF の

TMEM30A に対する結合の違いとして，局在とアフィニティーの違い，2 つの可能性が

考えられる． 
 APP は細胞表面にも存在し，主に α-セクレターゼにより切断され αCTF を産生する 
(SS Sisodia, 1992)．βCTF は，APP が細胞内に取り込まれることで，BACE1 による切断

を受け，エンドソームで主に産生される (Haass et al., 1992）．そのため，エンドソーム

において βCTF が TMEM30A と結合しやすいのではないかと考える． 
一方で，以前の知見において，βCTF の細胞外 N 末端領域は loop 構造及び helix 構造

を有し，コレステロールなどの脂質と結合しやすいなど機能的な領域であることが報

告されている (Barrett et al., 2012)．この βCTF の N 末端側が露出することで，APP や

αCTF と異なるアフィニティーを示す可能性も予想された． 
本解析では， BACE1 恒常発現細胞において膜画分における βCTF のシグナルが，

control 細胞に比べ増加しなかった（Fig．16B）．上記で述べたように，βCTF は通常，

細胞質ではなくエンドソームで主に産生され，膜画分に多く存在する (Haass et al., 
1992)．それにもかかわらず，膜画分における βCTF のシグナルが弱かったのは，

CHAPSに可溶化しにくい可能性が考えられた．おそらく，BACE1恒常発現細胞におけ

る βCTF の周囲の環境が，βCTF の可溶性を変化させ，エンドソームにおける

TMEM30A との結合実験（共免疫沈降法）に影響を及ぼしたのではないかと予想する．

実際に，βCTF が培養細胞において，lubrol などの弱い界面活性剤に耐性を持つ画分

（コレステロールなどが豊富に存在するラフト画分など）に局在することで，BACE1
による切断が増加し，Aβ 産生増加に寄与する仮説が提唱されている (Sakurai et al., 
2008)．そのため相互作用の検出感度を上げることを目的に DAPT を処理したが（Fig. 
16C），実際の AD患者における βCTFの蓄積量を反映しているかは明らかでない．今後

は，共免疫沈降法以外の手法により，DAPT非処理下の SH-BACE1における βCTFレベ

ルでも TMEM30A との結合を検討する必要がある． 
 続いて，TMEM30A/βCTF 複合体形成によるこれらタンパク質の局在及び，エンドソ
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ームに対する影響をオルガネラ分画・免疫染色により検討した．初めに，オルガネラ

分画の結果 SH-BACE1 において，エンドソームマーカーである Rab5 の分布が SH-
control における画分よりも重い画分（Fr 14~16）で認められた（Fig. 17B）．また，

TMEM30A，βCTF，さらには BACE1 がこれら異常なエンドソーム画分（Fr 14~16）に

局在することが明らかとなった（Fig. 17A, B）．  
オルガネラ分画の結果観察された，通常とは異なるエンドソーム画分が肥大化した

エンドソーム画分であるのか，あるいはオートファゴソームやその他のオルガネラ画

分であるのかを明らかにするためには，スクロースなどを用いたより分離の高い密度

勾配遠心を行うことで解決できる可能性はある．しかし，オルガネラ分画では密度で

しか分離できないため，肥大化エンドソームとその他のオルガネラなどを区別するこ

とが困難である．そこで，エンドソームの性質について，免疫染色による形態観察を

行なった結果，COS-BACE1 において Rab5 陽性エンドソームの平均面積及び，肥大化

しているエンドソームの割合が COS-control と比較して有意に増加していたことから，

BACE1 恒常発現によりエンドソームが肥大化することが示唆された（Fig. 18A-C）．さ

らに，BACE1阻害薬処理により，Rab5陽性エンドソームの平均面積が減少する傾向が

得られ，エンドソームの肥大化は BACE1 の活性に依存することが考えられた（Fig. 
18E）． 
免疫染色の結果から，BACE1 恒常発現により βCTF が増加することで，エンドソー

ムが肥大化することが示唆された．実際に，ラットのプライマリーニューロン（コリ

ン作動性ニューロン）において，βCTF を過剰発現すると，Rab5 陽性エンドソームが

肥大化することが報告されている (Xu et al., 2016)．また以前，COS 細胞における共免

疫染色の結果，肥大化したエンドソームに TMEM30A と βCTF が共局在していた知見

を考慮すると (Takasugi et al., 2018)，Fr 14〜16 で認められた異常なエンドソーム画分は

肥大化エンドソームを含む可能性が高いと考える．なお，免疫染色の実験では COS 細
胞を用いて解析を行なったが，その由来であるサルと SH-SY5Y細胞由来のヒトにおけ

る APP は相同性が非常に高く，特に C 末端領域は保存されている (Podlisny, Tolan and 
Selkoe, 1991)．そのため，サルのAPPはヒトと類似したAPP代謝を示すと考えられる．

また，サル（カニクイザル）を用いて加齢依存的なエンドソームの肥大化や，認知機

能の低下を解析できるモデル系も確立されている (Kimura et al., 2009)．これらのことか

ら，COS-7細胞で観察されたエンドソームの肥大化は， SH-SY5Y細胞でも生じている

可能性が高い． 
本章では，BACE1恒常発現による βCTF の増加が TMEM30A との結合，エンドソー

ムの肥大化を引き起こすこと，そしてこれらタンパク質が肥大化したエンドソームに

局在することが示唆された．また，以前の報告から TMEM30A との結合条件下で，

βCTF が蓄積することも考慮すると (Takasugi et al., 2018)， BACE1 の異常な分布

（Fr14~16, Fig. 17A）がさらなる βCTF の増加を誘導し，エンドソーム異常を促進する

悪循環が考えられる．しかし本章では，神経芽細胞腫において BACE1 を過剰発現して

いるため，実際の AD患者の病態を完全に反映しているとは言えない．今後は，AD 初

期病態であるエンドソームの肥大化が同様に観察される AD患者や DS患者の iPS細胞

を神経に分化させ， TMEM30A/βCTF複合体形成を介した AD 病態への寄与を明らかに

する必要がある． 
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第３章 βCTF の増加によるリピッドフリッパーゼ機能不全 
 
 
3-1. 目的 
第２章では，TMEM30A/βCTF 複合体形成により，両者の局在が変化し，エンドソー

ムの肥大化が生じることが示唆された．本章では，TMEM30A/βCTF 複合体形成がどの

ようにエンドソームの肥大化を引き起こすのか，TMEM30A の機能変化に注目し，詳

細な分子機構の解明を試みた． 
2回膜貫通タンパク質である TMEM30A は，P4-ATPase ファミリータンパク質と結合

しリピッドフリッパーゼを構成する．リピッドフリッパーゼの活性中心は P4-ATPase
であるが，TMEM30A はその安定性，小胞体から成熟型糖鎖修飾が行なわれるゴルジ

体への局在，さらには活性維持に重要である (Coleman and Molday, 2011)．そのため，

TMEM30Aが βCTFと結合することで，リピッドフリッパーゼの形成・機能に影響を及

ぼすことが想定された（Fig. 19）． 
リピッドフリッパーゼは，脂質二重層においてホスファチジルセリン（PS）などの

リン脂質を細胞質側に輸送し，リン脂質の非対称性を制御する (Andersen et al., 2016)．
これまで，エンドソームにおいて細胞質側に分布した PS は，膜の屈曲，切断などを行

う因子と結合し，小胞の出芽を促進することで小胞輸送に関与することが示唆されて

いる (Arumugam and Kaur, 2017) (Fig. 12参照)．そこで本章では，TMEM30A/βCTF複合
体形成による小胞輸送障害（エンドソームの肥大化）が，リピッドフリッパーゼの機

能を介して生じるのか明らかにすることを目指した．またこれまで，小胞輸送障害を

免疫染色などで定性的に評価することは可能でも，定量的に測定できる有効なツール

は開発されていなかった．本章ではさらに，将来的な小胞輸送障害の定量測定系開発

に貢献することを目指した． 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Fig. 19 TMEM30A/βCTF 複合体によるリピッドフリッパーゼへの影響 
 
 
 
 

P4-ATPase TMEM30A βCTF

リピッドフリッパーゼ機能低下？

リピッドフリッパーゼ
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3-2. 実験方法 
3-2-1．膜画分の調製 
 BACE1阻害薬処理による影響については，SH-control，SH-BACE1細胞を 10 cm dish 
3 枚分に 60~70%で播種し，翌日 BACE1 inhibitor (10 μM) を処理した．試薬処理 48時間
後に細胞を PBS で洗浄後，scrape そして遠心（3000 rpm, 5 min, 4℃）（Rotor No: MA-
2024, KUBOTA）により回収した．TMEM30A のノックダウンによる影響については，

plasmid 導入試薬 である Lipofectamine 3000 reagent (30 μl) と，shTMEM30A (pENTR-U6 
に TMEM30A オリ ゴ DNA 配列を組み込んだ plasmid: 高杉展正 准教授より供与) 20 μg 
を 2.5 ml の Opti-MEM に溶解後，WT の SH-SY5Y細胞に reverse transfection により導入

した．TMEM30A のノックダウンから 72 時間後に上記と同様の方法で細胞を回収した．

TMEM30A のオリゴ DNA 配列は Table 7 に示す. 
細胞ペレットをHomogenize buffer （HB：10 mM HEPES-NaOH (pH 7.4)，150 mM NaCl，

10% glycerol，protease inhibitor）で懸濁し，ダウンスホモジナイザー（10 strokes），さ

らに，21 G 注射針をつけたシリンジ（20 strokes）に通し細胞を破砕後，遠心（1500 g，
10 min，4℃）により核画分を除去した．得られたペレットに対しシリンジに通す工程

を繰り返した後に，その上清から post nuclear supernatant（PNS）を回収後，SW41Ti ス
ウィングローター（Beckman Coulter）を用いて超遠心（25000 rpm，1 h，4℃）により

粗膜画分を得た．Evectin-2 の膜移行性に関しては，RIPA で膜画分を可溶化後，WB に

供した．膜画分の共免疫沈降に関しては下記に述べている． 

Table 7. shTMEM30A オリゴ DNA 配列 

shTMEM30A 
oligo pairs 

5’-CCG GGC CTC ATC TTC ATT 
CCC ATT GCT CGA GCA ATG GGA 
ATG AAG ATG AGG CTT TTT G-3’ 

5’-AAT TCA AAA AGC CTC ATC 
TTC ATT CCC ATT GCT CGA GCA 
ATG GGA ATG AAG ATG AGG C-3’ 

 
3-2-2．膜画分を用いた共免疫沈降法 

3-2-1 で得られた粗膜画分について，1% CHAPS を含んだ HB で懸濁後 21 G 注射針を

つけたシリンジに通し（20 strokes），さらに 4℃，1 h，rotate で可溶化した．最後に遠

心（15000 rpm，1 min，4℃）（Rotor No: MA-2024, KUBOTA）により不溶化物を除去後，

その上清から Inputサンプルを得た．残ったサンプルを共免疫沈降実験に供した（2-2-4
参照）．多回膜貫通タンパク質の解析では 50℃, 30 分間熱処理を行なった． 
 
3-2-3．共免疫染色法 
 初めに，カバーガラス（C013001, Matsunami）を 0.001% Poly-L-Lysine /ddH2O に浸し，

4℃，o/n でコーティングした．PBS で 10回洗浄後，コーティグしたカバーガラスを 12 
well plate に入れ，COS-7細胞を 40~50%になるように播種した．翌日，LgBiT-HA-Rab5 
または control vector 1μg と plasmid 導入試薬である Lipofectamine 3000 reagent (1.5 μl) を 
100 μl の Opti-MEM に溶解後，細胞に導入した．その 24時間後に 2-2-6 と同様の方法で

免疫染色を行なった．なお 1次抗体は， HA抗体を 1：200，Rab4抗体を 1：100で希釈

し，反応させた．撮像は，2-2-6 と同様，BZ-X810 (Keyence) の顕微鏡を使用し，60 倍
の対物油浸レンズを用いた．ただし z-stack処理は行っていない． 
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3-2-4．Nano-Glo live cell assay (NanoBiT法) 
NanoBiT法は，大小 2 つの Nanoluc®断片の相補性を利用したタンパク質間相互作用

の解析ツールである（Promega HP: https://www.promega.co.jp/products/tech/nanoluc_tech/）．
大きな断片を Large BiT（LgBiT），小さな断片を Small BiT（SmBiT）とし，両者が結合

する事で基質を加えると発光する．その発光強度を測定しタンパク質間相互作用を定

量化できる仕組みである (Dixon et al., 2016)．そこで, Evectin-2 のエンドソーム移行性

を検討するために，LgBiT，SmBiT をそれぞれ Rab5，Evectin-2 に融合し，両者が接近

することで発光する仕組みを利用した（Fig. 20）． 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 20 NanoBiT 法を利用した Evectin-2 のエンドソーム移行性 

 
具体的には LgBiT-HA-Rab5 (pEB Multi-Puro に LgBiT，HA タグ，Rab5 を組み込んだ

plasmid) 及び，SmBiT-Evectin-2 (p3xFLAG CMV10 に SmBiT，Evectin-2 を組み込んだ

plasmid) を用いて細胞に発現させ，ルシフェラーゼ再構成による発光を測定した．

pEB-Puro-HA-LgBiT-Rab5，p3xFLAG CMV10-SmBiT-Evectin-2 (WT/K20E) の作製につい

ては下記の通りで，用いたプライマー配列を Table 8 に示す． 
pEB-Puro-HA-LgBiT-Rab5: 初めに CMV HaloTag-LgBiT (Promega)を鋳型として，

PrimeSTAR Max DNA Polymerase を用いて製品のプロトコルに従い，LgBiT配列を増幅

した（1st PCR）．得られた PCR 産物を鋳型として，HA タグを N 末端に融合した HA-
LgBiT配列を増幅した（2nd PCR）．続いて， Rab5A は pDEST40-CFP-Rab5A (Rab5A) を
鋳型として増幅した．PCR 産物 HA-LgBiT と Rab5A を，NEBuilder HiFi  DNA assembly 
mix を用いて製品のプロトコルに従い，XhoI と BamHI酵素で切断された（37℃, 3 h）
pEB-Puro に導入した． 

p3xFLAG CMV10-SmBiT-Evectin-2: 初めにヒト Evectin-2 が組み込まれた pEGFP-N1-
Evectin-2（高杉展正 准教授より供与）を鋳型として，PrimeSTAR Max DNA Polymerase
を用いて製品のプロトコルに従い，SmBiT 配列（Promega）を N 末端に融合した

SmBiT-Evectin-2 配列を増幅した（1st PCR）．次に得られた PCR 産物を鋳型として，

3xFLAG-SmBiT-Evectin-2 を増幅した（2nd PCR）．2nd PCR 産物は NEBuilder HiFi   DNA 
assembly mixを用いて，EcoRIと NotI酵素で切断された p3xFLAG CMV10に導入した． 

p3xFLAG CMV10-SmBiT-Evectin-2 (K20E): p3xFLAG CMV10-SmBiT-Evectin-2 を鋳型と

して，PrimeSTAR Max DNA Polymerase を用い PCR 変異導入により作製した． 
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Table 8. 増幅に用いたプライマー配列 

本解析では全ての実験において24 well plateに細胞を播種した．Luciferase subunits（L
gBiT-HA-Rab5, 3xFLAG-SmBiT-Evectin-2）などの plasmid DNA は，siRNA を除く total pl
asmid DNA 量 1 μg（各 plasmid 同比率）と導入試薬である Lipofectamine 3000 reagent (1.
 5 μl) を 100 μl の Opti-MEM に溶解後，細胞に導入した. 

BACE1阻害薬処理による影響については，luciferase subunits を reverse transfection に

より導入後，24 時間後に BACE1 inhibitor (10 μM) を処理し，その 48 時間後に培地を

Opti-MEM に交換した．その後，Nano-Glo live cell assay kit (N2011, Promega)を用いて，

kit の使用方法に従い，基質と LCS dilution buffer の混合液を 125 μl/well 加え，15 s 間穏
やかに plate を揺らし酵素と基質を反応させた．測定機器 GloMax® Discover (Promega) 
の使用方法（簡易測定モード）に従い，integration time（測定時間）0.5 s，RT の条件下

で luciferase activity を測定した．最終的に検出シグナルは integration time 1s あたりの積

算値として表示される．TMEM30A のノックダウンに関しては，reverse transfection に

より luciferase subunits 及び，shTMEM30A を同時に発現させ（各 plasmid 1：1：2），
transfection から 72時間後に上記と同様の方法により，integration time 0.3 s，RT の条件

下で luciferase activity を測定した．APP のノックダウンに関しては，siRNA導入試薬で

ある RNAiMAX (1 μl) と siRNA (50 nM) を 100 μl の Opti-MEM に溶解後，reverse 
transfection により細胞に導入し，24時間後に luciferase subunits を forward transfection に

より導入した．そしてノックダウンから 72 時間後に上記と同様の方法により，

integration time 0.3 s または 1 s，RT の条件下で luciferase activity を測定した．尚 APPノ
ックダウンのターゲット配列（Sigma Aldrich: SASI_Hs01_00185800）は Table. 9 に示す．

Plasmids Primer (forward) Primer (reverse) 
pEB-Puro-HA-LgBiT-Rab5   
HA-LgBiT (1st PCR) 5’-TAC CCA TAC GAT GTT 

CCA GAT TAC GCT GTC 
TTC ACA CTC GAA GAT 
TTC GTT GGG GAC-3’ 

5’-CTT TTT TGT ACA AGC 
TGT TGA TGG TTA CTC G-
3’ 

(2nd PCR) 5’-AAG GGG TAC CGG 
GCC CCC CCC ACC ATG 
TAC CCA TAC GAT G-3’ 

5’-CTT TTT TGT ACA AGC 
TGT TGA TGG TTA CTC G-
3’ 

Rab5A (Rab5A) 5’-CAT CAA CAG CTT GTA 
CAA AAA AGC AGG C-3’ 

5’-CGG CCG CTC TAG AAC 
TAG TGG TAC AAG AAA 
GCT GGG TC-3’ 

p3xFLAG CMV10-SmBiT-
Evectin-2 

  

SmBiT-Evectin-2 5’-GTG ACC GGC TAC CGG 
CTG TTC GAG GAG ATT 
CTG ATG GCG TTT GTG 
AAG AGT GGC TGG TTG-3’ 

5’-CTA GAG CGG ATC CAC 
AAT TAA GAC CCA AAA-3’ 

3xFLAG-SmBiT-Evectin-2 5’-AAG CTT GCG GCC GCG 
GTG ACC GGC TAC CGG-3’ 

5’-ATC TAT CGA TGA ATT 
CTA GAG CGG ATC CAC-3’ 

p3xFLAG CMV10-SmBiT-
Evectin-2 (K20E) 

5’-GCG CTG GGA GAA 
GAA CTG GTT TGA TC-3’ 

5’-TTC TTC TCC CAG CGC 
TTC AAA ATA GT-3’ 
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SH-SC100（人工的な βCTF 恒常発現細胞）の luciferase activity については，reverse 
transfection により luciferase subunits を導入後 48 時間後に上記と同様の方法により，

integration time 1 s，RT の条件下で luciferase activity を測定した．Evectin-2 の変異体

（K20E）による luciferase activity への影響については，reverse transfection により，

LgBiT-HA-Rab5 と 3xFLAG-SmBiT-Evectin-2 (WT)ま た は 3xFLAG-SmBiT-Evectin-2 
(K20E) を共発現させ（各 plasmid 1：1），その 48 時間後に上記と同様の方法により，

integration time 1 s，RT の条件下で luciferase activity を測定した． 
測定後，PBS で 2回洗浄，RIPA buffer 100 μl以上で細胞を溶解し，BCA法によりタ

ンパク定量を行なった．バックグラウンドサンプル（pEB Multi-Puro, p3xFLAG-CMV10
を発現した細胞）を除く RLU（Relative Light Unit）は以下のように設定した（Formula. 
1）．まずトランスフェクションのストレスを最小限にするため，バックグラウンドの

サンプルを基準に，他のサンプルの RLU をタンパク質濃度で規格化した．次に，これ

らの値を各 Figure に示すコントロールサンプルに対するトランスフェクションの比率

（Bio-Rad ソフトウェアで定量した SmBiT-Evectin-2 のタンパク質量）で規格化した． 
バックグラウンド RLU は、得られたシグナルである．統計解析では、バックグラウン

ドを差し引いた RLU を適用した．  

Formula１．RLU の算出方法 

 
Table 9． APP siRNA ターゲット配列 

APP siRNA 5’-GAAGAUGUGGGUUCAAACA-3’ 5’-UGUUUGAACCCACAUCUUC-3’ 
 
3-2-5．ウェスタンブロット（WB）  

WCL 及び，膜画分における Evectin-2 の解析については，100 μl 以上の RIPA buffer で
溶解後， sonication (hand pulse: 4~6)を行い，タンパク質を抽出した．その後，2 x sample 
buffer を加え，95℃，3 min，熱処理を行なった．膜画分の共免疫沈降サンプルについ

ては，2 x sample buffer を加え，50℃，30  min，熱処理を行なった．1-2-8 と同様に，全

てのサンプルは SDS-PAGE に供した後，目的タンパク質に対する特異的 1 次抗体，そ

して Horseradish peroxidase (HRP) 標識の 2次抗体（1次抗体の宿主に対する抗体；使用

抗体一覧参照）を反応させ， HRP 基質（ImmunoStar LD/zeta）を加えた後，ChemiDoc 
(Bio-Rad) により検出した．定量法は，1-2-8 と同様である． 
 
3-2-6．統計解析  
本章における全てのデータは、平均値（mean） ± s.e.m で表示した．統計解析は，

GraphPad Prism8 ソフトウェアを用いて Two-tailed Student’s t test または，One-way 
ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test を適用した． *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 
0.001, ****p< 0.0001． 

RLU= Obtained signal 
Background (empty vectors)

SmBiT-Evectin-2 level in each sample

SmBiT-Evectin-2 level in control 

Ratio of transfectionRatio of protein concentration

Other samples (luciferase subunits)

//
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3-3. 実験結果 
3-3-1．リピッドフリッパーゼの形成不全 

TMEM30A は，P4-ATPase ファミリータンパク質と結合することでリピッドフリッパ

ーゼを構成し，P4-ATPase の活性維持に重要である (Coleman and Molday, 2011)．そこで，

TMEM30A が βCTF と結合することで，P4-ATPase との結合が阻害されることを予想し

た．特に，脳内で多く発現し，エンドソームに局在する P4-ATPaseとして ATP8A1が知
られており (Wang et al., 2018)，両者によるリピッドフリッパーゼ形成について膜画分

の共免疫共沈降法により検討した．その結果，ネガティブコントロールである IgG 処
理では，ATP8A1 が共沈せず，TMEM30A 抗体処理では ATP8A1 が共沈することが確認

された（Fig. 21A）．一方で BACE1 恒常発現細胞においてそのシグナルは減少し，

BACE1 阻害薬処理により有意に回復した（Fig. 21A, B）．なお，膜に局在する

Calreticulin が膜画分で濃縮されていること及び，細胞質に存在する α-tubulin が膜画分

で減少していることから（Fig. 21C），膜画分は精製できていると考える．以上の結果

から，BACE1恒常発現により，TMEM30A と ATP8A1 の結合が減少し，両者によるリ

ピッドフリッパーゼの形成は，BACE1活性依存的に変化することが示唆された． 
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Fig. 21 リピッドフリッパーゼの形成不全 
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A： SH-control，SH-BACE1及び BACE1 inhibitor (10 μM) を 48時間処理した SH-
BACE1 の膜画分に対し，control IgG 又は TMEM30A 抗体により共免疫沈

降を行なった後，WB に供した．各タンパク質は特異的抗体により検出し

た． Calreticulin は膜画分の loading control として使用した．  
B： A における ATP8A1 のタンパク質量を定量化した．One-way ANOVA with 

Bonferroni’s multiple comparisons test (n=3). *p<0.05, **p<0.01. data mean ± 
s.e.m. 

C： Calreticulin，α-tubulin をそれぞれ膜画分，細胞質画分のマーカーとして用

い，A における膜画分の精製を確認した．検出は各タンパク質の特異的抗

体を用いた．PNS: post nuclear supernatant, MF: membrane fraction. 
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3-3-2．リピッドフリッパーゼの活性変化 
 続いて，エンドソームにおけるリピッドフリッパーゼ活性の測定を試みた．ATP8A1
を含むリピッドフリッパーゼは，エンドソームにおいて，ホスファチジルセリン（PS）
などのリン脂質を細胞質側に輸送する (Andersen et al., 2016)．Evectin-2 などの膜の

budding（屈曲）を行うタンパク質は，細胞質側PSに結合し，膜の切断・出芽を促進す

ることで小胞輸送に関与する (Arumugam and Kaur, 2017)．このことから，ATP8A1 の活

性が低下すると，Evectin-2 による膜画分やエンドソームへの移行が減少することが予

想された．そこで，エンドソームにおけるリピッドフリッパーゼの活性を測定する方

法として，膜画分及びエンドソームにおける Evectin-2 の局在量について解析すること

を利用した．   
初めに， TMEM30A をノックダウンすることにより（Fig. 22A, B），リピッドフリッ

パーゼ活性の低下が予想される場合において，膜画分における Evectin-2 の局在が有意

に減少することを確認した（Fig. 22A，C）．この時，TMEM30A ノックダウンにより

Evectin-2のタンパク質量は変化しなかった（Fig. 22A，C）．これらの結果から，リピッ

ドフリッパーゼの活性低下により， Evectin-2 の膜移行性が減少することが示唆された．

次に，SH-control，SH-BACE1において，膜画分における Evectin-2の存在量を検討した

結果，BACE1恒常発現細胞において低下し，さらに，BACE1阻害薬処理により有意に

回復した（Fig. 22D, E）．尚，SH-control，SH-BACE1における Evectin-2のタンパク質量

は変化しなかった（Fig. 22D, E）．このことから， Evectin-2 の膜移行性は BACE1恒常
発現により減少し， BACE1活性依存的に変化することが示唆された． 
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Fig. 22 Evectin-2 膜移行性の変化 

A： SH-SY5Y（WT）において TMEM30A のノックダウン（KD）を行い，

72時間後に WCL（total lysate，左）又は膜画分（MF, 右）を回収し，

WB に供した．各タンパク質は特異的抗体により検出した．Loading 
control (WCL): α-tubulin; MF: Calreticulin 

B： A における TMEM30A のタンパク質量を定量化した．Two-tailed 
Student’s t test (n=3). *p<0.05. data mean ± s.e.m. 

C： A における total Evectin-2 及び，膜画分における Evectin-2 のタンパク

質量を定量化した．Two-tailed Student’s t test (n=3). *p<0.05. data mean ± 
s.e.m. 

D： SH-control，SH-BACE1 及び BACE1 inhibitor (10 μM) を 48時間処理し

た SH-BACE1の WCL（total lysate，左）又は膜画分（MF，右）を WB
に供した．各タンパク質は特異的抗体により検出した．Loading 
control (WCL): α-tubulin; MF: Calreticulin. 

E： D における total Evectin-2 及び，膜画分における Evectin-2 のタンパク

質量を 定量化した ．One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple 
comparisons test (n=3). *p<0.05, **p<0.01. data mean ± s.e.m. 
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ここまで，Evectin-2 の膜移行性について検討したが，この評価系の問題として，エ

ンドソーム以外の膜画分を含むことである．そこでよりエンドソーム特異的な局在を

検討するため，luciferase subunits である LgBiT，SmBiT を Rab5，Evectin-2 に融合し，

両者の接近による luciferase activity を測定した（3-2-4参照）．初めに，LgBiT-Rab5（赤）

の蛍光シグナルとエンドソームマーカーである Rab4（緑）の蛍光シグナルが一致し，

黄色の蛍光シグナルが検出されたことから，両者が共局在することが確認された（Fig. 
23A）．このことから，LgBiT-Rab5 がエンドソームに移行することが示唆された．次に，

TMEM30A をノックダウンすることにより，リピッドフリッパーゼの活性が低下する

場合において，luciferase activity の変化を検討した．初めに，TMEM30A のノックダウ

ンを確認した（Fig. 23B，C）．その結果，LgBiT と SmBiT の結合による luciferase 
activity が有意に減少した（Fig. 23B，D）．このことから，リピッドフリッパーゼの活

性が低下すると，SmBiT-Evectin-2 の LgBiT-Rab5陽性エンドソームへの移行が減少する

ことが示唆された．さらに，ホスファチジルセリン（PS）結合性が低下する Evectin-2
の脂質結合ドメインの変異体（K20E）(Matsudaira et al., 2017) を発現させ，WT と比較

した結果，luciferase activity が K20E 変異体において有意に減少した（Fig. 23E, F）．こ

のことから，Evectin-2と PSの結合に依存して，LgBiTと SmBiTの結合が生じることが

示唆された．以上のことから，本測定系はリピッドフリッパーゼの活性変化に伴う

Evectin-2 のエンドソーム移行性を評価し，間接的にリピッドフリッパーゼの活性を測

定するツールとして用いることができるのではないかと考えた． 
実際に本評価系を適用したところ，SH-BACE1 細胞において，luciferase activity が減

少し（Fig. 23G, H），Evectin-2 のエンドソーム移行性が減少することが示唆された．ま

た，BACE1阻害薬処理により luciferase activity が有意に回復し（Fig. 23G, H），Evectin-
2 のエンドソーム移行性は BACE1 の活性に依存することが示唆された．BACE1 の基質

は APP以外も存在するため，次に，Evectin-2 のエンドソーム移行性が APP に依存して

いるかを検討するため，APP ノックダウンによる影響を解析した．その結果，BACE1
恒常発現により減少した luciferase activityは， APPノックダウンにより有意に回復した

（Fig. 23I, J）．一方で，SH-control細胞における luciferase activity は，APPノックダウン

により変化しなかった（Fig. 23K）．なおAPPノックダウンによる，APP，βCTF，αCTF
量が有意に減少することを確認している（Fig. 23L）．以上の結果から，BACE1 恒常発

現により APP の切断が増加することで， Evectin-2 のエンドソーム移行性が減少するこ

とが示唆された．さらに，人工的な βCTF である SC100 恒常発現細胞においては，

luciferase activity が有意に減少した（Fig. 23M, N）． 以上 Evectin-2 の膜移行性及びエン

ドソーム移行性の結果から，βCTF の増加により，Evectin-2 のエンドソーム移行性が減

少することが明らかとなり，リピッドフリッパーゼによる細胞質側への PS の輸送が低

下することが示唆された． 
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Fig. 23 Split-luciferase を利用した Evectin-2 エンドソーム移行性の変化 
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A： COS-7に LgBiT-HA-Rab5を発現させ，その 24時間に後に HA抗体，Rab4
抗体を用いて共免疫染色を行なった．青色（DAPI）は核を示す．画像は

1.7倍拡大したものである．Scale: 10 μm 
B： SH-SY5Y において shTMEM30A，luciferase subunits を発現させ，48時間
後に luciferase activity を測定し，cell lysate を WB に供した．LgBiTは HA
抗体，SmBiTは FLAG-HRP 抗体により，TMEM30Aは特異的抗体により

検出した．Loading control: α-tubulin 
C： B における TMEM30A のタンパク質量について定量化した．Two-tailed 

Student’s t test (n=3). *p<0.05. data mean ± s.e.m. 
D： B における luciferase activity（LgBiT-Rab5 と SmBiT-Evectin-2 の結合）に

ついて定量化した．Two-tailed Student’s t test (n=3). *p<0.05. data mean ± 
s.e.m. 

E： COS-7 に WT-SmBiT-Evectin-2又は，K20E-SmBiT-Evectin-2 を LgBiT-Rab5
と発現させ，48時間後に luciferase activity を測定し，cell lysate を WB に

供した．検出は B と同様．Loading control: α-tubulin 
F： E における luciferase activity について定量化した．Two-tailed Student’s t test 

(n=3). *p<0.05. data mean ± s.e.m. 
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G： SH-control，SH-BACE1 に luciferase subunits を発現させ，24 時間後に

BACE1 inhibitor (10 μM)を処理し，その 48時間後に luciferase activity を

測定した．その cell lysate を WB に供した．LgBiT, SmBiTは B と同様

に，αCTF，βCTFは APP C末端抗体により検出した．Loading control: 
α-tubulin 

H： Gにおける luciferase activityについて定量化した．One-way ANOVA with 
Bonferroni’s multiple comparisons test (n=3). *p<0.05, ****p<0.0001. data 
mean ± s.e.m.  

I： SH-control，SH-BACE1 に APP siRNA を導入し，24時間後に luciferase 
subunitsを発現させ，ノックダウンから 72時間後に luciferase activityを
測定し，cell lysate を WB に供した．LgBiT, SmBiT は B と同様に，

APP，αCTF，βCTFはAPP C末端抗体により検出した．Loading control: 
α-tubulin. 

J： I における luciferase activity について定量化した．One-way ANOVA with 
Bonferroni’s multiple comparisons test (n=4). *p<0.05. data mean ± s.e.m.  

K：SH-control において，APP ノックダウン（KD）による luciferase activity
を定量化した．Two-tailed Student’s t test (n=3). data mean ± s.e.m. 

L：I における APP，βCTF，αCTF のタンパク質量について定量化した．

One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test (n=4). *p<0.05, 
**p<0.01. data mean ± s.e.m. 

M：SH-control，SH-SC100 に luciferase subunits を発現させ，48 時間後に

luciferase activity を測定し，cell lysate を WB に供した．LgBiT, SmBiT
は B と同様に，SC100 (βCTF) は APP C 末端抗体により検出した．

Loading control: α-tubulin. 
N：M における luciferase activity について定量化した．Two-tailed Student’s t 

test (n=3). **p<0.01. data mean ± s.e.m. 
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3-4. 考察 
本章では，TMEM30A/βCTF 複合体形成による小胞輸送障害のメカニズムを解析する

ため，TMEM30Aの機能変化に着目した．TMEM30Aは P4-ATPaseファミリータンパク

質と結合し，リピッドフリッパーゼを構成する．P4-ATPase の中でも脳内で多く発現し，

エンドソームに局在する P4-ATPase として ATP8A1 が知られている．本解析により，

BACE1恒常発現細胞において，TMEM30A と ATP8A1 の結合が減少し，BACE1阻害薬

処理により，その結合は有意に回復した（Fig. 21A, B）．このことから，BACE1 の活性

依存的に，リピッドフリッパーゼの形成が阻害されることが示唆された．TMEM30A
と ATP8A1 の結合は，ATP8A1 の活性維持に必須である (Andersen et al., 2016)．ATP8A1
を含むリピッドフリッパーゼは，エンドソームにおいて，ホスファチジルセリン（PS）
などのリン脂質を細胞質側に輸送する．そのため，TMEM30AとATP8A1の結合が低下

した，BACE1 恒常発現細胞においては，リピッドフリッパーゼの活性が低下すること

が予想された．リピッドフリッパーゼの活性測定には，いくつか既知の方法が存在す

る．例えば，蛍光標識色素 nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole (NBD)を融合したリン脂質（PL）
を細胞に処理し，細胞内に取り込まれた NBD-PL の蛍光強度を測定することで評価で

きる (Takada et al., 2018)．しかし，培養細胞における従来の方法は，形質膜のリピッド

フリッパーゼ活性を標的としており，エンドソームにおける評価は困難であった．  
そこで，エンドソームにおけるリピッドフリッパーゼの機能，細胞質側 PS量を測定

するため，細胞質側 PS 依存的にエンドソームに移行する Evectin-2 に着目した．

Evectin-2 は細胞質側 PS と結合し，膜の budding（屈曲）を誘導することで，膜の切

断・出芽を促進し，小胞輸送に関与する (Arumugam and Kaur, 2017)．実際に TMEM30A
をノックダウンすることで，リピッドフリッパーゼの活性を低下させると，膜画分に

おける Evectin-2 の局在が有意に減少した（Fig. 22A-C）．このことから，リピッドフリ

ッパーゼの活性が低下すると，Evectin-2 の膜移行性が減少することが考えられた．実

際に BACE1 恒常発現細胞においても，膜画分における Evectin-2 の局在が減少し，リ

ピッドフリッパーゼの活性が低下している可能性が示された（Fig. 22D, E）．さらに，

BACE1阻害薬処理により Evectin-2のエンドソーム移行性が有意に回復したことから，

BACE1の活性依存的に Evectin-2の膜移行性が減少することが示唆された（Fig. 22D, E）．
なおこれら膜画分における Evectin-2 の局在減少は，そのタンパク質発現量が減少した

影響によるものではないことが考えられた（Fig. 22A-E）．しかし，膜画分における

Evectin-2 の局在解析についてはいくつか欠点がある．一つ目として，細胞を破砕後超

遠心法により膜画分を WB に供しているが，膜画分の精製過程において，全てのエン

ドソームが二重膜を保持したまま単離されているかについては不明であるため，正確

に細胞質側 PSとEvectin-2の結合を反映しているとは言えない．二つ目として，膜画分

は小胞体など，エンドソーム以外の膜成分を含むことから，正確にエンドソーム膜に

おける局在を反映していない．本章では異なる実験系からエンドソームにおける

Evectin-2 の局在をさらに検証した． 
NanoBiT 法はスプリットルシフェラーゼの原理を利用しており，ルシフェラーゼの

部分構造が接近することで，結合し発光する仕組みである．本章で用いた LgBiT 及び

SmBiT は，深海エビ（Oplophorus gracilirostris）由来のルシフェラーゼをもとに開発さ

れた分子量約 19kDa のルシフェラーゼ部分構造である (Dixon et al., 2016)．このルシフ
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ェラーゼはホタルやウミシイタケのものより高感度で，より持続的な発光を可能とす

る基質を用いている (Dixon et al., 2016)． 
本章では Evectin-2 を SmBiT，Rab5（エンドソームマーカータンパク質）を LgBiT と

融合し，エンドソームにおける Evectin-2 の局在変化を解析した．本系は，LgBiT と

SmBiT の結合が可逆的で，親和性が低いため（Kd=190 μM），過剰発現のみでは両者が

結合して発光する可能性が低く，Evectin-2 がエンドソームに移行した時に，両者が接

近し発光することが予想された．さらに生細胞のまま解析できるため，エンドソーム

構造を大きく変化させることなく，細胞質側 PSとEvectin-2の局在を検討できると考え

た． 
初めに，LgBiT-Rab5 がエンドソームに移行することが確認された（Fig. 23A）．次に，

リピッドフリッパーゼの活性低下を伴うと考えられる TMEM30A のノックダウンによ

り，luciferase activity は有意に減少した（Fig. 23B-D）．さらに，PS との結合性が低下す

る変異体（K20E）では，luciferase activity が有意に減少したことから（Fig. 23E, F），本

系は，Evectin-2 と細胞質側 PS の結合変化を反映しており，リピッドフリッパーゼの活

性変化に伴う細胞質側 PS の局在を間接的に測定できることが示唆された． 
実際に本系を用いた結果，BACE1 恒常発現細胞において発光強度が減少し，BACE1
阻害薬処理により有意に回復したことから（Fig. 23G, H），Evectin-2 のエンドソーム移

行性は BACE1 の活性に依存することが示唆された．一方で，有意な回復ではあったも

のの顕著でなかったことに関しては，BACE1 阻害薬によるリピッドフリッパーゼの活

性回復は時間を要する可能性が予想される．或いは，BACE1 切断における基質選択性

の問題が挙げられる．BACE1 の基質として APP以外に Neuregulin-1 (NRG1) などが存

在し，これら基質に作用する可能性は否定できない． 
そこで，Evectin-2 のエンドソーム移行性が APP の切断に依存するのか，APP ノック

ダウン実験で検討した結果，BACE1 恒常発現細胞において発光強度が有意に回復した

（Fig. 23I, J, L）．一方で，βCTF の発現レベルが低い control細胞においては APPノック

ダウンによる luciferase activity が変化しなかった（Fig. 23I, K）．これらの結果は，

Evectin-2 のエンドソーム移行性が BACE1 による APP 切断に強く依存することを示唆

している．さらに，βCTF を過剰発現した場合においては，Evectin-2 のエンドソーム移

行性が有意に減少し，BACE1 による APP 代謝物の中で βCTF の蓄積量に依存している

と考えられた（Fig. 23M, N）． 
以上，膜画分における Evectin-2 の局在解析及び，NanoBiT 法によるエンドソーム移

行性の解析の結果，BACE1 恒常発現細胞において，βCTF が蓄積することで，リピッ

ドフリッパーゼの活性が低下し，細胞質側 PS の局在が減少することが示唆された． 
本解析では，リピッドフリッパーゼの活性評価として Evectin-2 の膜及び，エンドソ

ーム移行性に着目しているが，いずれも間接的にリピッドフリッパーゼの活性を測定

しているため，今後は人工リポソームにリピッドフリッパーゼを組み込み，in vitro に

よる直接的な活性測定系 (Coleman, Kwok and Molday, 2009) を用いて評価する必要があ

る．また，PS の局在変化は細胞内 PS量にも依存することが考えられ，total PS量を薄

層クロマトグラフィー（TLC）などの従来の手法により測定することも，本研究結果

を補強するためには重要であると考える．     
本章及び第２章の結果から，TMEM30A/βCTF 複合体形成に伴うエンドソームの肥大
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化は，リピッドフリッパーゼの活性低下を介していることが示唆された． 
実際にこれまで，線虫において TMEM30A ファミリータンパク質である CHAT-1 や

P4-ATPase ファミリータンパク質である TAT-1 の機能低下型変異体では，膜の出芽を低

下し，Rab5陽性 puncta の肥大化が観察されている (Chen et al., 2010; Ruaud et al., 2009)．
さらに，COS-1 細胞における ATP8A1 のノックダウンにより，膜の切断・出芽が抑制

されることも示されている (Lee et al., 2015)．これらの知見は，リピッドフリッパーゼ

の機能不全が，直接エンドソームの肥大化に寄与する我々の仮説を支持していると考

える． 
一方で，βCTF の蓄積によりエンドソームが肥大化するメカニズムとして，Rab5 の

異常な活性化が関与することも考えられる．これまで， Rab5 の常時活性型（Q79L: 
Wegener et al., 2010) をマウス脳内神経細胞や (Pensalfini et al., 2020)，培養細胞 (Dinneen 
and Ceresa, 2004; Aikawa et al., 2006) に発現させると，エンドソームの肥大化を示すこと

が報告されている．また AD 患者脳内では，βCTF が Rab5 のエフェクタータンパク質

APPL1 と結合し，Rab5 の活性化を介してエンドソームの肥大化に寄与することが示唆

されている (Kim et al., 2016)．本研究第２章においても，BACE1恒常発現により Rab5
と βCTF が通常とは異なる画分で共局在し，Rab5 陽性エンドソームの形態変化が観察

されていた（Fig. 17B，18A）．これらのことから，エンドソーム肥大化のメカニズム

として，リピッドフリッパーゼの機能不全に加え，βCTF とエフェクタータンパク質の

結合による Rab5 の異常な活性化を介しているかどうかを解析する必要がある．具体的

には，活性型 Rab5（GTP結合型）を認識する抗体や，エフェクタータンパク質を用い

た Pull-down法 (Qi et al., 2015) を利用し，活性型 Rab5 の検出を行うことが有効である

と考える． 
本章で用いた NanoBiT 法は，小分子のルシフェラーゼ部分構造を用いており，これ

らを融合したタンパク質は元来の局在に大きな影響を及ぼさないことが予想される．

そのため，Rab5 だけでなく，Rab7（後期エンドソームマーカー）や Rab11（リサイク

リングエンドソームマーカー）など種々のオルガネラマーカーにも応用できる可能性

があり，今後小胞輸送を定量的に測定できるツールとして利用できる可能性が考えら

れる． 
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第４章 AD モデルマウスの解析 
 
 
4-1. 目的 
第３章では，TMEM30A/βCTF の複合体形成によるエンドソーム肥大化のメカニズム

を解析した．その結果，両者の結合により，エンドソームにおけるリピッドフリッパ

ーゼの活性が低下し，細胞質側ホスファチジルセリン（PS）の局在が減少することが

示唆された． 本章ではまず，AD モデルマウスを用いて，前章までのモデル細胞にお

ける解析結果が再現されるかどうかを明らかにすることを目指した． 
エンドソームの肥大化は，Aβ の沈着が認められていない AD 初期の患者において報

告されており，小胞輸送障害はAβ蓄積以前の初期病態として指摘されている（Cataldo 
et al., 2002）．そのため二つ目の目的として，リピッドフリッパーゼの機能低下が， Aβ
蓄積以前に生じるのかどうか及び，加齢依存的な病態形成を解析することを目指した．

多くの AD モデル動物は家族性 AD 変異を持つ APP を過剰発現しており早い月齢から

Aβ の沈着を認める（Alzforum HP: https://www.alzforum.org/research-models/alzheimers-
disease）．そのため，Aβ沈着と βCTF蓄積の時期が近く，両者による病態形成の差別化

が困難である．そこで，本章では，比較的遅い月齢から（約 9 ヶ月〜12 ヶ月にかけて）

Aβ が大脳皮質で沈着する AD モデル動物 (Yamada et al., 2009) を用いた． 
A7 は他のモデルマウスに比べ，APP の発現レベルが低いマウスではあるが（ヒト

APP が内在性マウス APP に対し 1.4倍），過剰発現によるアーチファクトが表現型に影

響する可能性は完全に否定できない．近年，マウス APP の Aβ 配列をヒト化し，家族

性 AD 変異を導入したモデルマウスが作成され，内因性と同レベルの発現により，こ

れまで問題となっていたアーチファクトを克服できるモデルとして広く使用されてい

る (Saito et al., 2014)．そこで本章ではさらに，APPノックインマウスの解析も行なった． 
 

4-2. 実験方法 
4-2-1．AD モデルマウス 
 A7マウスは神経細胞において，家族性 AD変異（K670N、M671L、T714I）を有する

ヒト APP695 を Thy1.2 プロモーターの制御下で過剰発現するモデルマウスである 
(Yamada et al., 2009)． AppNL-G-F/NL-G-Fは，ヒトの家族性 AD 変異（K670N, M671L, I716F, 
E693G）をマウス遺伝子に knock-inし，Aβ配列をヒト化したモデルマウスである (Saito 
et al., 2014)．なお，モデル動物は，東京大学医学系（A7）及び，薬学系研究科

（AppNL-G-F/NL-G-F）倫理委員会の承認のもと（A7: 18-P-108; AppNL-G-F/NL-G-F: P31-11），適
切な環境下で飼育されたマウスを使用した（A7: Hashimoto et al., 2020; AppNL-G-F/NL-G-F: 
Kidana et al., 2018）． 
 
4-2-2．マウス脳における膜画分の調製 

-80℃で凍結したマウスの半球（小脳は除く）にHomogenize buffer (HB: 0.32 M sucrose, 
10 mM HEPES pH 7.4, 1 mM EDTA, PI）を 1g あたり 8 ml 加え，ダウンスホモジナイザ

ー（15 strokes）で破砕後，遠心（1500 g，10 min，4℃）を 2回行なった．得られたペ

レットに対し，ホモジェナイズから遠心までのステップを繰り返した後，その上清を



 71 

post nuclear supernatant（PNS）として回収した．PNS から，3-2-1 と同様の方法により

粗膜画分を得た後，膜画分の共免疫沈降を行なった． 
 
4-2-3．膜画分を用いた共免疫沈降法  
脳の膜画分を，lysis buffer (50mM HEPES pH 7.4, 150mM NaCl, 1% CHAPSO, PI) 50 μl
で懸濁し，21G syringe x 20 strokes 及び 4℃, 1 h, rotate により可溶化した．その後遠心

（15000 rpm, 4℃, 1 min）（Rotor No: MA-2024, KUBOTA） により不溶性画分を除いた．

得られた上清は，20 μl の Protein G Sepharose beads と混合し，4℃, 1 h, rotate により非

特異的な吸着を除いた．遠心（15000 rpm, 4℃, 1 min）により得られた上清を回収し，

BCA 法によりタンパク定量を行なった．そして各サンプルのタンパク質濃度を同一

になるよう調製し，Input sample を回収した．残った上清に，1 μg の TMEM30A 抗体

または，control IgG 抗体を加え，4℃, 2 h, rotate により反応させた．その後，予め 1% 
BSA/PBSでブロッキングした Protein G Sepharose beadsを，抗体が含まれているサンプ

ルに等量ずつ加え，4℃, o/n で反応させた．翌日，lysis buffer 800 μl を用いて，遠心

（15000 rpm, 4℃, 1 min）により 5回 beads を洗浄した．得られた beads に 2x sample 
buffer を加え，PNS サンプルと共に 50℃, 30 min により熱処理を行なった後，WB に供

した． 
 
4-2-4．ウェスタンブロット（WB） 
 上記で得られた PNS，膜画分の Input 及び免疫沈降（IP）サンプル（20~40 μg）をそ

れぞれ 1-2-8 と同様の手法で SDS-PAGE に供し，目的タンパク質に対する特異的 1次抗

体，そして Horseradish peroxidase (HRP) 標識の 2 次抗体（1 次抗体の宿主に対する抗

体；使用抗体一覧参照）を反応させ， HRP基質（ImmunoStar LD/zeta）を加えた後，C
hemiDoc (Bio-Rad) により検出した．Fig. 24E では，内因性 Evectin-2 より分子量が約 5 k
Da（3xFLAG-SmBiT分）大きい 3xFLAG-SmBiT-Evectin-2 をトランスフェクションした

サンプルを分子量マーカーとして用い，分子量の違いから内因性 Evectin-2 のバンドを

判断した．なお，内因性 Evectin-2 と 3xFLAG-SmBiT-Evectin-2 の分子量が近い理由か

ら，トランスフェクションサンプルにおいては 3xFLAG-SmBiT-Evectin-2 のみを検出す

るため，内在性 Evectin-2 が検出できない程度の少量（2~8 μg）をアプライした．そし

て，1-2-8 と同様の方法で転写したメンブレンを Evectin-2 に対する 1次抗体，2次抗体

と反応させた後 TBS-T で洗浄，ブロッキング後，さらに FLAG-HRP 抗体（2次抗体不

要）と反応させ，TBS-T による洗浄の後，検出を行なった．（＊Evectin-2 は rabbit由来，

FLAG-HRP 抗体は mouse 由来であり，認識配列も内因性由来及び外因性由来で異なる

ため，互いの反応に影響を及ぼさないと考える；https://www.cytivalifesciences.co.jp/new
sletter/protein_sciences/faq/faq0802.html）．定量法は 1-2-8 と同様である．  
 
4-2-5．統計解析 
本章における全てのデータは、平均値（mean） ± s.e.m で表示した．また N数は解析

した動物の数を示す．統計解析は，GraphPad Prism8 ソフトウェアを用いて Two-tailed 
Student’s t test または，One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test を適用

した． *p< 0.05, **p< 0.01, ****p< 0.0001． 
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4-3. 実験結果 
4-3-1． 3ヶ月齢の A7 マウスにおける解析 
 TMEM30A/βCTF 複合体形成によるリピッドフリッパーゼの機能不全が Aβ 蓄積以前

に生じるのかを検討するため，初めに 3 ヶ月齢のモデルマウスにおいて脳の膜画分を

精製し，TMEM30A 抗体または control IgG により共免疫沈降を行なった．その結果，

ネガティブコントロールである IgG処理では，WT，A7（Tg）マウスにおいて βCTF が

共沈しなかったが，TMEM30A 抗体処理では，A7 マウスにおいて，βCTF のシグナル

が顕著に増加し，TMEM30A と βCTF の共沈降が確認された（Fig. 24A, B）．同様に，

ATP8A1 についても IgG処理では共沈しなかった（Fig. 24A）．一方で，TMEM30A 抗体

処理で，WT と A7 マウスにおいて共沈降された ATP8A1 のシグナル強度に変化は認め

られなかった（Fig. 24A, C）．またリピッドフリッパーゼの機能変化を調べるため， 
Evectin-2 の膜移行性について検討した．その結果，WT と A7 マウスにおいて，膜画分

における Evectin-2 のシグナルは変化しなかったことから（Fig. 24A, D），その膜移行性

は変化しないことが示唆された．尚，内在性 Evectin-2 のバンドの位置を検討するため，

約 5kDa の 3 x FLAG-SmBiT を融合した 3 x FLAG-SmBiT-Evectin-2 を発現させ，分子量

マーカーとして用いた．そして，動物サンプルについては内在性 Evectin-2 を，トラン

スフェクションサンプルにおいては 3xFLAG-SmBiT-Evectin-2 のみを検出するため，ト

ランスフェクションサンプルを内在性 Evectin-2 が検出できない程度少量（2~8 μg）ア

プライし，Evectin-2 抗体で反応後続けて FLAG 抗体で反応させた．その結果，内在性

Evectin-2 のバンドは，35 kDa よりも約 5 kDa 小さい分子量の位置のバンドであること

が確認された（Fig. 24E）．さらに，後述する APPノックインマウスにおいて，Evectin-
2 は 35 kDa より小さい分子量の位置に一本のバンドとして検出され，A7 マウス同様そ

の膜移行性が低下している．そのため，Fig. 24E で示す Evectin-2 に関して，35 kDa よ

り小さい分子量の位置のバンドは内在性である可能性が高い．一方で，A7 マウスにお

ける 35k Da付近のバンドについては，ノックインマウスで認められなかったため，非

特異的シグナルの可能性が高いと考えるが，修飾や isoform の可能性もあるため，異な

る抗原認識部位を有する Evectin-2 抗体により明らかにする必要がある．  
以上の結果から，3ヶ月齢の時点で TMEM30A と βCTF の結合は形成されるが，リピ

ッドフリッパーゼの形成・機能は変化しないと考えられた． 
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Fig. 24 3 ヶ月における TMEM30A/βCTF 複合体形 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A： 3ヶ月齢の WT及び A7マウスにおいて，脳の膜画分を精製し TMEM30A
抗体または control IgG により共免疫沈降を行い，WB に供した．各タン

パク質のバンドは特異的抗体により検出した．αCTF，βCTFは APP C末
端抗体により検出した．Na+/K+-ATPase は膜画分，α-tubulin は細胞質画

分のマーカーとして使用し，共に膜画分の精製を示すコントロールであ

る． 
B： A における βCTF のタンパク質量を定量化した．Two-tailed Student’s t test 

(N=3). *p<0.05. data mean ± s.e.m. 
C： A における ATP8A1 のタンパク質量について定量化した．Two-tailed 

Student’s t test (N=3). data mean ± s.e.m. 
D： A における Evectin-2 のタンパク質量について定量化した．Two-tailed 

Student’s t test (N=3). data mean ± s.e.m．MF: membrane fraction 
E： 3xFLAG-SmBiT-Evectin-2（35 kDa）を分子量マーカーとして利用し，分

子量の違いからマウスにおける内在性Evectin-2のバンドの位置を確かめ

た．Evectin-2 及び 3xFLAG-SmBiT-Evectin-2は内在性 Evectin-2 の特異的

抗体 (rabbit) 及び，FLAG-HRP (mouse) 抗体により同時に検出した（4-2-
4 参照）． PNS: post nuclear supernatant, MF: membrane fraction. 
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4-3-2． 6ヶ月齢の A7 マウスにおける解析 
次に，6ヶ月齢のモデルマウスについて同様の解析を行なった．その結果，ネガティ

ブコントロールである IgG処理では，WT，A7（Tg）マウスにおいて βCTF が共沈しな

かったが，TMEM30A 抗体処理では，3ヶ月同様 A7 マウスにおいて，TMEM30A 及び

βCTF の共沈降が確認された（Fig. 25A, B）．ATP8A1 についても IgG処理では共沈せず

（Fig. 25A），TMEM30A 抗体処理により，A7 マウスにおいて共沈降された ATP8A1 の

シグナルが WT と比べ有意に減少した（Fig. 25A, C）．このことから，TMEM30A と

ATP8A1の結合が減少し，リピッドフリッパーゼの形成が抑制されることが示唆された．

これに伴い，A7マウスにおいて膜画分における Evectin-2の存在量も有意に減少したこ

とから（Fig. 25A, D），6ヶ月齢においては TMEM30A/βCTF複合体形成により，リピッ

ドフリッパーゼの機能が低下することが示唆された． 
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Fig. 25 6 ヶ月におけるリピッドフリッパーゼの機能変化 
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A：3 ヶ月齢と同様に，6 ヶ月齢の WT 及び A7 マウスにおいても，脳の膜画

分を精製し TMEM30A 抗体または control IgG により共免疫沈降を行い，

WB に供した．検出は Fig. 24A と同様．Na+/K+-ATPase は膜画分，α-
tubulin は細胞質画分のマーカーとして使用し，共に膜画分の精製を示す

コントロールである． 
B： A における βCTF のタンパク質量を定量化した．Two-tailed Student’s t test 

(N=3). **p<0.01. data mean ± s.e.m. 
C： A における ATP8A1 のタンパク質量について定量化した．Two-tailed 

Student’s t test (N=3). *p<0.05. data mean ± s.e.m. 
D： A における Evectin-2 のタンパク質量について定量化した．Two-tailed 

Student’s t test (N=3). **p<0.01. data mean ± s.e.m．MF: membrane fraction  
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リピッドフリッパーゼの形成・機能について，3ヶ月及び 6ヶ月齢間の違いに関して

は，各月齢のタンパク質発現量（リピッドフリッパーゼ構成因子及び Evectin-2）の違

いや，βCTF の蓄積量の変化によるものであるかを調べたが，A7 マウスにおいて 3 ヶ
月及び，6ヶ月との間で有意な変化は認められなかった（Fig. 26A-E）．  
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Fig. 26 3 ヶ月及び 6 ヶ月におけるタンパク質発現量  

 
 
 
 
 

A： 3 ヶ月・6 ヶ月齢の WT 及び A7 マウスにおける脳の Homogenate (PNS)を
WB に供し，各タンパク質発現量について特異的抗体を用い確認した．

Loading control: α-tubulin 
B：Aにおける αCTF及び βCTFのタンパク質量について定量化した．One-way 

ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test (N=3). *p<0.05, 
****p<0.0001. data mean ± s.e.m. 

C：A において αCTF に対する βCTF のタンパク質量の比率を定量化した．

One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test (N=3). **p<0.01. 
data mean ± s.e.m.   

D：A における TMEM30A と ATP8A1 のタンパク質量について定量化した．

One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test (N=3). data mean 
± s.e.m. 

E：A における Evectin-2 のタンパク質量について定量化した．One-way 
ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test (N=3). data mean ± s.e.m. 
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さらに，以前の知見において，小胞輸送障害に関与する因子として βCTF 以外に，

APP や Aβ オリゴマー（細胞内 Aβ 凝集体）の関与が指摘されており (Xu et al., 2016; 
Umeda et al., 2015)，6ヶ月齢において TMEM30A と APP 及び Aβ オリゴマーとの結合を

調べた結果，A7 マウスにおいていずれの場合についても，TMEM30A との共沈降は認

められなかった（Fig. 27A, B）．このことから，6 ヶ月齢において TMEM30A は主に

βCTF と結合することが示唆された． 
 

 
 
 
 
 
  
 

 
Fig. 27 APP 及び Aβ oligomer と TMEM30A の結合解析 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

A, B：6 ヶ月齢の WT 及び A7 マウスにおいて，F と同様に TMEM30A 抗体また

は control IgG により共免疫沈降を行い，WB に供した．APP，Aβ モノマ

ー，オリゴマーは 6E10 抗体により検出した．TMEM30A は特異的抗体に

より検出した．Synthetic Aβ oligomer サンプル (Mamada et al., 2015) は Aβ
モノマー及びオリゴマー検出のポジティブコントロールとして用いた． 
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4-3-3． AppNL-G-F/NL-G-Fマウスにおける解析 
 続いて，他の AD モデルマウス（AppNL-G-F/NL-G-F knock-in）についても同様の解析を行

なった．AppNL-G-F/NL-G-F は，マウス APP 遺伝子について，Aβ 配列をヒト型に変換し，

さらに APP695 の家族性 AD 変異（K670N, M671L,  I716F, E693G）を knock-in したマウ

スである．本モデルは野生型と同程度の APP 発現量を示すため，過剰発現によるアー

チファクトを除外できると考えた．3ヶ月齢の本モデルマウスを用いて A7 マウスと同

様の解析を行なった．その結果，ノックインマウスにおいても，TMEM30Aと βCTFの

共沈降が観察され（Fig. 28A, B），両者が結合することが示唆された．これに付随して，

TMEM30A と共沈降された ATP8A1 量はノックインマウスにおいて減少し（Fig. 28A, 
C），リピッドフリッパーゼの形成が抑制されることも再現された．さらに，統計的に

有意な差として認められなかったものの，ノックインマウスにおいて膜画分における

Evectin-2 の存在量も減少する傾向が得られた（Fig. 28A, D）．  
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Fig. 28 AppNL-G-F/NL-G-Fマウスでの TMEM30A/βCTF 複合体形成及び 

リピッドフリッパーゼの機能不全 
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る． 
B： A における βCTF のタンパク質量を定量化した．Two-tailed Student’s t test 

(N=3). ***p<0.001. data mean ± s.e.m. 
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Student’s t test (N=3). p=0.08. data mean ± s.e.m. MF: membrane fraction.  
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4-4. 考察 
 本章では，TMEM30A/βCTF 複合体形成によるリピッドフリッパーゼの機能不全が

Aβ 蓄積以前の現象であるかを検証した．そこで，AD モデルマウスの中でも比較的遅

い月齢（9 ヶ月〜12 ヶ月）から Aβ が沈着する A7 マウスに着目した．その結果，

TMEM30Aと βCTFが結合することで，加齢依存的にリピッドフリッパーゼの機能が低

下することが示唆され（Fig. 24, 25），モデル細胞における解析結果がモデル動物にお

いても確認された．またTMEM30A/βCTF複合体形成によるリピッドフリッパーゼの機

能低下は，脳内で Aβ が沈着する以前の月齢で認められたことから，Aβ 沈着に先行し

て生じる可能性が考えられた． 3ヶ月と 6ヶ月におけるリピッドフリッパーゼの形成，

Evectin-2 の膜移行性の加齢依存的な変化については，関連タンパク質の発現量に有意

な変化は認められず（Fig. 26），その発現量変化による影響は少ないと考える．βCTF
の蓄積量に関しても変化は認められなかったが（Fig. 26），２章の考察で述べたように，

ラフト画分への移行によりホモジェナイズバッファーで可溶化しきれていない可能性

もあるため，RIPA など強い界面活性剤を用いて今後さらに解析する必要はあると考え

る． 
他の可能性として，βCTF の蓄積により，TMEM30A/βCTF 複合体も蓄積することで，

長期的に ATP8A1 の結合に必要な TMEM30A が不足し，リピッドフリッパーゼの機能

低下につながったのではないかと考察する．一方で，3 ヶ月と 6 ヶ月における，

TMEM30A/βCTF 複合体形成の量的な変化が関与している可能性も考えられる．今後は，

3ヶ月と 6ヶ月における両者の結合量の違いについて，共免疫沈降法のみならず，近接

ライゲーションアッセイ(Kuwahara et al., 2020) など，より感度が高く，定量性のある実

験系も用いて解析する必要がある． 
また A7 マウス 6ヶ月において，リピッドフリッパーゼの形成に比べ，膜画分におけ

る Evectin-2 の存在量が顕著に減少したことについては（Fig. 25C, D），ATP8A1以外の

P4-ATPase の関与も推察される．ATP8A2 は ATP8A1 と同じ Class 1 P4-ATPase であり，

脳内で多く発現し，エンドソームに局在する (Wang et al., 2018)．またその活性維持に

は TMEM30A との結合が必要である (Coleman et al., 2011)．そのため 6ヶ月において，

ATP8A2とTMEM30Aによるリピッドフリッパーゼの形成も減少することで，膜画分に

おける Evectin-2局在が顕著に減少したのではないかと考える．今後は， ATP8A2 をは

じめとした TMEM30A に結合する他の P4-ATPase に関しても，βCTF が蓄積した際，

TMEM30A との結合を検証する必要がある． 
本章では A7マウス以外に，APPのノックインマウスについても解析を行なった．ノ

ックインマウスは APP を過剰発現していないため，より内在的な発現レベルでの APP
由来の変化を捉えることが可能である (Saito et al., 2014)．本解析の結果，APPノックイ

ンマウスにおいても，TMEM30Aと βCTFの結合が観察され，さらに，リピッドフリッ

パーゼの形成が抑制されることが示唆された（Fig. 28A-C）．一方で，Evectin-2 の膜移

行性については統計的に有意な差として認められなかったが，減少する傾向が得られ

た（Fig. 28A, D）．本結果に関しては，今回用いた月齢が 3ヶ月であったため，より高

齢のマウスで解析を行うことで加齢依存的な変化を観察する必要があると考える．以

上A7マウス及び，AppNL-G-F/NL-G-Fマウスの解析から，リピッドフリッパーゼの機能不全

は APP の過剰発現による影響ではなく，蓄積した βCTF と TMEM30A の結合による影
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響であることが示唆された． 
一方で，本章におけるリピッドフリッパーゼの活性評価については懸念点がある．

それは，リピッドフリッパーゼの機能変化として Evectin-2 の膜移行性を評価する際，

膜画分がエンドソーム膜以外の膜成分も含んでいることである．そのため今後はエン

ドソーム画分を精製し，Evectin-2 の存在量を解析する必要があるだろう． 
これまで小胞輸送障害の原因として，βCTF の蓄積以外に APP や Aβ オリゴマーの蓄

積も報告されている (Xu et al., 2016; Umeda et al., 2015)．しかし，これらは TMEM30A
と結合しなかった（Fig. 27）．また，AD患者由来の iPS細胞から分化した神経における

解析では， Aβ ではなく βCTF の蓄積がエンドソームの肥大化に寄与することが示され

ている (Kwart et al., 2019)．もちろん病態の進行とともに APP や Aβ オリゴマーが小胞

輸送障害に関与する可能性は残されているが，AD 病態初期の小胞輸送障害に関与する

因子としては TMEM30A と βCTF の寄与が高い可能性がある． 
本章では，リピッドフリッパーゼの機能不全が Aβ蓄積以前に生じる可能性を示した

が，実際にエンドソームの肥大化に寄与するのかについては，免疫組織染色や電子顕

微鏡などにより，エンドソームの形態変化を観察する必要がある．また，これまで

Rab5 の異常な活性化（GTP 型 Rab5 の増加）はエンドソーム肥大化のマーカーとして

用いられており (Kim et al., 2016)，活性型 Rab5 の検出を行うなど，異なる実験系から

エンドソームの肥大化を評価する必要がある． 
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第５章 Aβ/βCTF 結合性ペプチド T-RAP による 
エンドソーム肥大化の改善 

 
 
5-1．目的 
第４章までの解析から， Aβ蓄積以前に TMEM30A/βCTF複合体形成によるリピッド

フリッパーゼの機能不全が示唆され，初期病態であるエンドソームの肥大化に寄与す

る可能性が示された．このことから， TMEM30A と βCTF の結合を阻害することで，

リピッドフリッパーゼの機能低下及び，初期病態であるエンドソームの肥大化を改善

できることが予想された． 
当研究室では，TMEM30A がその細胞外領域を介して βCTF の Aβ配列と結合するこ

とを見出している (Takasugi et al., 2018)．また，βCTF との結合部位をさらに探索するた

め，TMEM30A の細胞外領域を段階的に切断した変異体を作製し，βCTF との結合を検

討した．その結果，種間で保存され，機能的な構造（α-helix, β-sheet; Raptor X 解析）を

持つ T-RAP配列が重要であることを見出した（高杉展正 准教授 指針; Fig. 29A）．実際

に，T-RAP は Aβ配列を介して βCTF と結合することが示されている（今岡亮介 修士論

文, 2017; Fig. 29B）．そのため，合成 T-RAPペプチドは，TMEM30A と βCTF の結合を

阻害できるのではないかと考え，T-RAP ペプチドによるリピッドフリッパーゼの機能

不全及び，エンドソームの肥大化に対する影響を解析した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 29 T-RAP 配列の同定及び βCTF との結合 
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A：TMEM30A の細胞外領域を段階的に切断した変異体と T-RAP 配列を示す

概略図である．TmExは TMEM30A の細胞外領域である．  
B：βCTF の Aβ 配列と T-RAP の結合（模式図） 
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5-2. 実験方法 
5-2-1．T-RAP，TAT-T-RAP によるリピッドフリッパーゼ活性への影響 
 T-RAP，TAT-T-RAP の合成は Genscript社に委託した．また，ペプチドは MilliQ に溶

かした． TAT はヒト免疫不全ウイルス（HIV）由来のタンパク質，Trans-Activator of 
Transcription（TAT）のことで，細胞膜を透過する性質がある (Richard et al., 2003)．本

解析では以前の知見を参考に (Shoji-Kawata et al., 2013)，TAT の後ろにリンカー領域と

して 2 アミノ酸（GG）を融合した，TAT-GG-T-RAP（TAT-T-RAP）を使用した．24 well 
plate に SH-control と SH-BACE1 細胞を翌日 60%の割合になるよう播種後，luciferase 
subunits（各 plasmid 1：1）を total DNA量 1 μg になるよう導入した．その 6時間後に

MilliQ（vehicle），T-RAP（10 μM）または，TAT-T-RAP (50 μM) を処理した． 各ペプチ
ドを処理した 48 時間後に Nano-Glo live cell assay kit (N2011, Promega)を用いて，3-2-4 と

同様の方法により，integration time 0.3 s または 0.5 s，RT の条件下で luciferase activity を

測定し，RLU を算出した． 
 

5-2-2．T-RAP によるエンドソーム形態変化の観察 
 COS-control と COS-BACE1細胞を播種した翌日に MilliQ または，T-RAP (10 μM)を処
理し，その 48時間後に 2-2-6 と同様の方法で免疫蛍光染色を行なった． 
 
5-2-3．T-RAP による細胞毒性への影響 

SH-SY5Y 細胞に T-RAP (10 μM)，vehicle である MilliQ を処理し，また細胞死のポジ

ティブコントロールとして純度 100% EtOH を処理した．48時間後に Alamar blue を

最終濃度 1/10 倍になるよう加えた培地で，37℃，1 時間インキュベーションした．ま

た、Alamar blue を含む培地のみで同様のインキュベーション操作を行いバックグラウ

ンドサンプルとした．その後培地を回収し，GloMax®-Multi+ Detection System
（Promega）を用いて，励起波長（excitation）530 nm，蛍光波長（emission）590 nm で

測定した．得られた数値についてバックグラウンドサンプルの値を減算して測定値と

して解析した． 
 

5-2-4．ウェスタンブロット（WB） 
 細胞を 100 μl以上の RIPA buffer で溶解し， sonication (hand pulse: 4~6)を行い，タン

パク質の抽出を行なった．その後 2 x sample buffer を加え，95℃，3 min間熱処理を行

なった．サンプルを 1-2-8と同様の方法で SDS-PAGEに供し，目的タンパク質に対する

特異的 1次抗体，そして Horseradish peroxidase (HRP) 標識の 2次抗体（1次抗体の宿主

に対する抗体；使用抗体一覧参照）を反応させ， HRP基質（ImmunoStar LD/zeta）を加

えた後，ChemiDoc (Bio-Rad) により検出した．定量法は，1-2-8 と同様である． 
 
5-2-5．統計解析  
 Rab5陽性 puncta の面積については box plot で示しており，中央値（median），最小値

（min），最大値（max）を表示した．それ以外のデータについては，mean ± s.e.m で表

示した．統計解析は，GraphPad Prism8 ソフトウェアを用い，パラメトリック検定とし

て One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test を，ノンパラメトリック検
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定として Mann-Whitney U test または，Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple comparisons test
を適用した． *p< 0.05, **p< 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001． 
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5-3. 実験結果 
5-3-1．T-RAP によるリピッドフリッパーゼ活性に対する影響 
 初めに，T-RAP によるリピッドフリッパーゼ活性への影響を調べるために，3-2-4 の 
NanoBiT法を用いて，Evetin-2 のエンドソーム移行性を検討した．その結果 SH-BACE1
細胞において，T-RAP（10 μM）処理により LgBiT と SmBiT の結合による luciferase 
activity が増加する傾向が得られた（Fig. 30A）．このことから，T-RAP 処理により

Evectin-2のエンドソーム移行性が増加する可能性が考えられた．一方で，SH-control細
胞では T-RAP 処理によりルシフェラーゼ活性が変化しなかったことから（Fig. 30B），
Evectin-2 のエンドソーム移行性は変化しないことが示唆された．なお，今回用いてい

る濃度（10 μM）において，Alamar blue測定法を用い細胞生存性を評価した結果（Fig. 
30C），T-RAP による毒性は認められなかった．また，Evectin-2 のエンドソーム移行性

について，膜透過ペプチドである Trans-Activator of Transcription Protein (TAT) を融合し

た T-RAP（50 μM）処理では， Evectin-2 のエンドソーム移行性が有意に回復したこと

から（Fig. 30D），細胞内に高濃度で取り込まれると，安定的にリピッドフリッパーゼ

の活性が回復することが考えられた． 
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Fig. 30 T-RAP によるリピッドフリッパーゼ活性の回復 
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A：SH-control，SH-BACE1 に luciferase subunits を発現させ，6 時間後に MilliQ 
(vehicle) または，T-RAP (10 μM) を処理し，その 48時間後に luciferase activity
を測定した．その cell lysateをWBに供した（左）．SmBiT-Evectin-2はFLAG-
HRP 抗体を，LgBiT-Rab5 は HA 抗体を用いて検出した．Loading control; α-
tubulin. また，luciferase activity について定量化した（右）．Kruskal-Wallis 
with Dunn’s multiple comparisons test (n=10), data mean as ± s.e.m.  

 SH-control vs SH-BACE1: p=0.17; SH-BACE1 vs SH-BACE1 (T-RAP): p=0.1. 
B： SH-controlにおいてAと同様に T-RAPを処理後，luciferase activityを測定し，

定量化した．Mann-Whitney U test (n=10). data mean ± s.e.m. 
C： SH-SY5Y 細胞に， vehicle，100%EtOH（細胞死のポジティブコントロール）

または T-RAPを処理し 48 時間後に Alamar blueを用いて細胞毒性を検証し，

定量化した．One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test (n=4). 
***p<0.001，data mean ± s.e.m. 

D： A と同様の方法で TAT-T-RAP（50 μM）を処理後，luciferase activity を測定

し，定量化した．One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test 
(n=3). **p<0.01, data mean ± s.e.m. 
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5-3-2．T-RAP によるエンドソームの肥大化，βCTF の蓄積に対する影響 
次に，T-RAP によるエンドソームの形態変化を観察するため，Rab5A について免疫

蛍光染色を行なった．その結果，COS-BACE1 細胞で増加した Rab5 陽性エンドソーム

の平均面積は，T-RAP 処理により有意に減少した（Fig. 31A, B）．また，肥大化したエ

ンドソーム（1.0~5.0 μm2）の割合も有意に減少した（Fig. 31C）．一方で，T-RAP 処理
により，輝度が変化している傾向が観察されたため，発現量の減少による影響である

かを検討した結果，そのタンパク質発現量は変化しなかった（Fig. 31D）．また，エン

ドソーム肥大化の原因分子である βCTFのタンパク質量について WBにより解析した結

果，T-RAP 処理により有意に減少することが明らかとなった（Fig. 31E, F）．さらに，

BACE1 による APP の N 末端切断物である sAPPβ のタンパク質量も有意に減少した

（Fig. 31E, G）．一方で，βCTFの直接的前駆体である APP及び，TMEM30Aのタンパク

質量に有意な変化は認められなかった（Fig. 31E, H, I）． 
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Fig. 31 T-RAP によるエンドソーム肥大化の改善及び βCTF量の減少 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A： COS-control，COS-BACE1 において，T-RAP（10 μM）を処理し 48 時間
後に Rab5Aに対する特異的抗体を用いて，免疫蛍光染色を行なった．図

は 60倍の油浸対物レンズで撮影し，2.6倍に拡大したものである．Scale: 
10 μm．  

B： A において，各サンプルにつき解析した全視野（n=40; 10 fields x 4trials）
における，単一 Rab5A 陽性 puncta の平均面積を定量化した．One-way 
ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test. ***p<0.001. The bar in the 
box: median; whiskers: Min to Max． 

C： A における Rab5A陽性 puncta について，サイズごとの存在割合を表して

いる．縦軸は，全体の puncta数に対する各サイズ puncta の割合を示す．

矢印の下は，1~5 μm2の面積の割合について図を拡大したものである． 
  One-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test (n=4). *p<0.05, 

***p<0.001，data mean ± s.e.m. 
D： T-RAP 処理 (10 μM) による WCL を WB に供し，Rab5A のタンパク質量

を特異的抗体により検出し（左），定量化した（右）．One-way ANOVA 
with Bonferroni’s multiple comparisons test (n=3). data mean ± s.e.m. Loading 
control: α-tubulin 

E： SH-control，SH-BACE1 に T-RAP（10 μM）を処理し，48 時間後に WCL
または medium を WB に供し，各タンパク質に対する特異的抗体により

検出した．APP，αCTF，βCTF は APP C 末端抗体により検出した．

Loading control: α-tubulin 
F-I：E における βCTF, sAPPβ, APP, TMEM30A 量を定量化した．One-way 

ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test (n=3). *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001. data mean ± s.e.m. 
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5-4．考察 
 本章では，βCTF に結合するペプチド T-RAP が（Fig. 29），TMEM30A/βCTF複合体形

成を阻害することで，リピッドフリッパーゼの機能不全及び，エンドソームの肥大化

を改善するのかについて検討した．その結果，T-RAP ペプチドは，リピッドフリッパ

ーゼの機能を回復させる可能性が示された（Fig. 30A, B）．一方で，コントロール細胞

では T-RAP 処理によるリピッドフリッパーゼの活性が変化しなかったため（Fig. 30B），
βCTF の蓄積がない通常状態では，T-RAP はリピッドフリッパーゼ活性に影響を与えな

いことが示唆された．本解析で，T-RAP はリピッドフリッパーゼの活性回復傾向を示

したが、統計的に有意ではなかった．その理由として，細胞内導入効率や安定性が十

分に担保されていない可能性が考えられる．そのため，本章での BACE1恒常発現細胞

における 48 時間処理時には，一度回復したリピッドフリッパーゼの活性が，T-RAP の

効果消失により再び失われ始めているかもしれない．今後は，T-RAP を繰り返し処理

することや恒常発現系の構築など，安定的かつ持続的に効果が期待できる条件を検討

する必要があると考える．また実際に，T-RAP が細胞内に導入されているのかについ

て，T-RAPに対する特異的抗体や，FLAGなどのタグを融合した精製ペプチドを利用す

ることで明らかにする必要がある．一方で，膜透過ペプチドを融合した TAT-T-RAP の

高濃度処理において，リピッドフリッパーゼの活性が有意に回復した（Fig. 30D）．そ

のため，T-RAP も高濃度で細胞内に導入すれば，安定的にリピッドフリッパーゼの活

性を回復できる可能性がある．  
また，T-RAP は BACE1恒常発現細胞におけるエンドソームの肥大化を改善すると共

に（Fig. 31A, B），肥大化したエンドソームの数も有意に減少させた（Fig. 31C）．T-
RAP処理により， Rab5A のタンパク質発現量に変化はなく（Fig. 31D），面積の測定時

に撮像画像を 2 値化しているため，これらエンドソーム面積の増大は，発現量の違い

や輝度の影響を受けにくいと考える． 
さらに，エンドソーム肥大化の原因分子である βCTF量や BACE1 切断による APP の

分泌物 sAPPβ量についても，T-RAP処理により有意に減少した（Fig. 31E-G）．βCTF や

sAPPβ が減少した理由として，二つの可能性が考えられる． 
一つは，小胞輸送障害に伴うエンドソームの肥大化が改善され，小胞輸送が促進す

ることで，APP や BACE1 など基質と酵素の集積がなくなり，βCTF，sAPPβ の産生が

低下することによると考えられる．実際に，小胞輸送を非選択的に促進し，APP のエ

ンドソームからゴルジ体への輸送を促進する薬理学的シャペロンと呼ばれる化合物群

をプライマリーニューロンに処理すると，エンドソームにおける BACE1 切断が抑制さ

れ，βCTF，Aβ 産生が減少することが報告されている (Mecozzi et al., 2014)．また，小胞

輸送が促進すると，βCTF，sAPPβ がリソソームへ輸送され，分解される可能性も考え

られる． 
もう一つの可能性としては，T-RAP が BACE1 の切断活性を阻害することである．例

えば T-RAPが Aβ配列を有する APPに結合し，BACE1による APPの切断を阻害する場

合や，BACE1 の活性を直接制御する場合がある．今後は T-RAP 存在下において，in 
vitro による BACE1活性の測定や，BACE1 の他の基質である Neuregulin-1 (NRG1)につ

いても解析していく必要がある． 
βCTF による小胞輸送障害は AD 初期病態として注目されているため，小胞輸送障害
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を治療標的とすることは，当該分野において重要な位置づけとなりうる．そのため， 
BACE1 阻害薬は，βCTF の産生を抑制するという点において，初期病態を改善し得る

治療薬候補であるが，これまでの知見から，副作用の問題が指摘されている．実際に，

BACE1 のノックアウトマウスなどにおいては，基質の一つである NRG1 の切断が起き

ず，NRG1 を介したシグナルによる抑制性神経のシナプス形成が阻害され，統合失調

症様の表現型が観察されている (Vassar, 2014; Savonenko et al., 2008)．一方で，T-RAP は，

親和性の検証などさらなる解析は必要だが，βCTF に結合することで，

TMEM30A/βCTF 複合体形成という病態特異的な標的を阻害する可能性がある．そのた

め，今後は AD モデル動物に応用し同様の改善効果及び，認知機能の改善効果を検討

することで，治療候補分子として利用できるかを検証していく必要がある．また，T-
RAP のように βCTF と結合する化合物なども βCTF による毒性を抑制する可能性があ

る．例えば，ウコンの成分であるクルクミンは，Aβ 配列と結合することが報告されて

おり (Tang and Taghibiglou, 2017)，実際に Aβ 配列を介して βCTF と結合し，βCTF と

TMEM30A の結合を阻害することを当研究グループでは見出している（特許 6391318: 
アルツハイマー病予防治療薬のスクリーニング法）．将来的には，第３章の NanoBiT法
を利用して，その他の βCTF結合性化合物によるリピッドフリッパーゼの活性変化をス

クリーニングする際，T-RAP を指標として利用できることも期待される． 
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終章（第２章〜５章） 
 

第２章〜５章では AD 初期病態である小胞輸送障害のメカニズム解明を目的に研究

を行い，以下の知見を得た． 

BACE1 の活性化により，βCTF が増加することで， 
1．内因性 TMEM30A と βCTF が結合し，両者が通常とは異なるエンドソーム画分で共

局在する 
2．リピッドフリッパーゼの活性が低下し，細胞質側ホスファチジルセリン（PS）の局

在が減少する 
3． エンドソームが肥大化する 

AD モデルマウスにおいて，脳内 Aβ が沈着する以前に， 
1． TMEM30A と βCTF が結合する 
2．加齢依存的にリピッドフリッパーゼの機能が低下する 

Aβ/βCTF結合性ペプチド T-RAP は， 
1．リピッドフリッパーゼの機能を回復する可能性がある 
2．エンドソームの肥大化，βCTF の蓄積を改善する 
  
これまで，AD 初期において βCTF の蓄積が小胞輸送障害（エンドソームの肥大化）

を引き起こすメカニズムは明らかでなく，小胞輸送障害に対する有効な測定系も存在

していなかったことから，治療薬の開発が困難であった． 
本研究から，TMEM30Aと βCTFの複合体形成により，リピッドフリッパーゼの機能

が低下し，エンドソームにおける細胞質側 PS の局在が減少することが示唆された．そ

の結果，小胞輸送に必要なタンパク質が PS に結合できず，小胞輸送障害を引き起こす

可能性が示された（Fig. 32）．また，AD モデル動物において，Aβ 蓄積以前に

TMEM30A/βCTF 複合体形成により，リピッドフリッパーゼの機能不全が示され，AD
初期病態形成に関与することが示唆された．さらに， T-RAPペプチドは，Aβ配列を介

して βCTF と結合することで，TMEM30A/βCTF複合体形成を抑制することが推察され

た．その結果，リピッドフリッパーゼの活性が回復し，エンドソームの肥大化が改善

することが示唆された（Fig. 32）． 
 本研究は，今後 AD患者由来の iPS細胞や脳サンプルなどを利用し，より AD 病態に

即した小胞輸送障害の解析を行う必要があると考える．そして，間接的なリピッドフ

リッパーゼの活性測定系として用いた NanoBiT 法は，さらなる検証の上，輸送障害を

定量できるツールとして確立するとともに，今後 T-RAP など βCTF 結合性分子に着目

し，輸送障害を改善出来る候補化合物のスクリーニングに応用できるのではないかと

考える．以上のことを実現することで，将来的に輸送障害を標的とした新規治療薬の

開発が期待される． 
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Fig. 32 Hypothetic model 
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