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長寿医療研究開発費 ２０１９年度 総括研究報告 

 

細胞内輸送障害とアルツハイマー病：神経活動の変化に着目した 

アルツハイマー病の発症・進行メカニズム解明を目的とする研究（１９－１７） 

 

主任研究者 木村 展之 国立長寿医療研究センター 病因遺伝子研究室長 

 

 研究要旨 

 これまでの研究成果により、エンドサイトーシスと呼ばれる細胞内輸送系の障害が老化

に伴うβアミロイド蛋白質（Aβ）の神経細胞内蓄積を引き起こす要因であることを明ら

かにしたが、細胞内に蓄積した Aβがどのようなメカニズムで細胞外へ出て老人斑を形成

するのかは未だ不明である。また、Aβ病理（老人斑）から Tau 病理（神経原線維変化）

への移行プロセスや、それら病変の進行・拡大がどのように認知症の発症につながるのか

についても不明な点が多く、認知症発症を予防・抑制する薬剤を開発するためには一刻も

早い真相解明が望まれている。 

近年、アルツハイマー病（AD）患者の脳内では認知症を発症する以前から神経活動に

変化が見られることや、NMDA 受容体（NMDAR）を介したシナプス抑制（LTD）が

Tau のリン酸化を促すことなどが次々と報告され、Tau 病理の形成や認知症の発症に神経

活動の変化が関わっている可能性が示唆されている。エンドサイトーシスは神経伝達物質

の放出や取込に必須の細胞機能であることから、老化に伴うエンドサイトーシスの障害は

神経活動を変化させることで AD 病理の移行や認知症発症に関与している可能性が高い。 

そこで本研究は、細胞内のみならず細胞外も含めた総合的な膜輸送系の変化に着目し、

エンドサイトーシスの障害が AD 病変の形成や神経活動に及ぼす影響を明らかにすること

で、AD の発症・進行メカニズムの解明につなげることを目指す。 

 

 主任研究者 

  木村 展之 国立長寿医療研究センター 病因遺伝子研究室長 

 分担研究者 

  木村 哲也 国立長寿医療研究センター 病態モデル動物解析室長 

  多田 敬典 国立長寿医療研究センター 神経内分泌研究室長 

   

 

 

Ａ．研究目的 

AD 患者の脳組織には老人斑（Aβ病理）と神経原線維変化（Tau 病理）という特徴的な
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二大病変が形成され、病変の進行・拡大とともに認知症の発症に至ると考えられている。

このため、Aβや Tau といった病変蛋白質の排除を目的とする AD 治療・予防薬の開発が

続けられているが、残念ながら現時点では好ましい結果は得られていない。一方、これら

AD の二大病変はヒト以外の動物の脳組織でも老年性に形成されるため、それら病変自体

は脳の老化や機能障害の程度を示す指標とも考えられ、老化に伴う病変形成メカニズムを

明らかにすることは、脳の老化を食い止めて認知症発症を予防する新しい薬剤ターゲット

の同定につながる可能性が期待できる。 

研究代表者・木村はこれまでの研究成果により、エンドサイトーシスと呼ばれる細胞内

輸送系の障害が老化に伴う Aβの神経細胞内蓄積を引き起こす要因であることを明らかに

したが、細胞内に蓄積した Aβがどのようなメカニズムで細胞外病変である老人斑形成に

至るのか、また、エンドサイトーシスの障害と Tau 病理形成との関係性については不明な

点が多い。AD 患者の脳では認知症発症以前から神経活動に変化が見られることが知られ

ているが、近年の研究報告により、Aβが NMDA 受容体（NMDAR）に結合してその機能

を障害することや、シナプス外 NMDAR の刺激によるシナプス長期抑制（LTD）が Tau

のリン酸化や蓄積を引き起こすことなどが相次いで明らかとなり、神経活動の変化はアル

ツハイマー病理の移行と認知症発症の双方に関わっている可能性が示唆されている。  

そこで本研究は、細胞内のみならず細胞外も含めた総合的な膜輸送系の変化に着目し、

エンドサイトーシスの障害が AD 病変の形成や神経活動に及ぼす影響などを明らかにする

ことで、老化に伴う AD の発症・進行メカニズムの解明につなげることを目指す。 

 

 

Ｂ．研究方法 

（木村（展）） 

 現在までの先行研究により、AD 病変の形成にはオートファジーの変化が関与するという

報告が多数寄せられている。そこでまず、若齢（10 歳以下）、中等齢（11 歳以上 25 歳未満）、

および老人斑の形成が認められる老齢（25 歳以上）カニクイザルから採取した脳組織を用

いて、オートファジー関連因子の蛋白質発現レベルを生化学的に検索した。 

 マウス神経芽細胞種 Neuro2a 細胞、および培養 21 日目の十分に成熟したラット初代培

養神経細胞を用いて、カニクイザル脳組織で確認されたオートファジーの変化が AD 病変

蛋白質の動態に及ぼす影響を検証した。 

（木村（哲））  

 軸索輸送モーター蛋白質 Dynein の特異的阻害剤である ciliobrevin D（CbD）を処理し

た培養 21 日目のラット初代培養神経細胞を用いて、シナプス NMDAR、およびシナプス外

NMDAR を刺激した際のシグナル伝達アウトプットに Dynein の機能障害が及ぼす影響を

検索した。 

（多田） 



3 
 

 培養 21 日目のラット初代培養神経細胞を用いて、CbD 処理による Dynein の機能抑制が

シナプス活動にどのような影響を及ぼすのか、パッチクランプ法を用いて電気生理学的に

検索した。 

 

（倫理面への配慮） 

  実験動物を用いた研究については、「動物の愛護及び管理に関する法律」に基づいた動

物福祉規定に則り、実験動物の飼育・安楽殺・実験作業を遂行した。具体的には、動物を飼

育する場所・ケージ・管理方法に配慮し、可能な限り動物の使用数減少と被る苦痛の減退に

努め、所属機関の動物実験規定を遵守して研究を行った。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 （木村（展）） 

 カニクイザル脳組織を用いた生化学的検索により、中等齢期を境として ATG5 や LC3 と

いったオートファゴソーム形成を制御する因子の蛋白質発現レベルが明らかに低下するこ

とが明らかとなった。中等齢期は細胞内 Aβの蓄積が確認され始める時期であり、細胞外病

変である老人斑はまだ形成されない。そこで、あらかじめ siRNA を用いて Dynein をノッ

クダウンした Neuro2a 細胞にラパマイシンを用いてオートファゴソーム形成を誘導したと

ころ、細胞内 Aβの蓄積が有意に増悪し、細胞外への Aβ排出が著しく減少することが明ら

かとなった。一方、逆に siRNA を用いてオートファゴソーム形成の制御因子である ATG5

をノックダウンしたところ、細胞外への Aβ排出が有意に増加し、Dynein のノックダウン

による細胞内 Aβの蓄積が顕著に改善されることが明らかとなった。 

細胞外への Aβ排出機構には諸説あるが、オートファゴソームは多胞体（内部に微小胞を

内包し、細胞膜と融合することで細胞外へ放出された微小胞はエクソソームと呼ばれる）と

も融合することが知られている。そこで、オートファゴソーム形成の促進および阻害がエク

ソソーム放出に及ぼす影響について Neuro2a 細胞を用いて検索したところ、オートファゴ

ソームの形成はエクソソームの細胞外排出を著しく阻害することが明らかとなった。また、

ラット初代培養神経細胞を用いた検証実験においても、オートファゴソーム形成の促進は

エクソソームの細胞外排出を阻害して Dynein の機能障害に伴う細胞内 Aβの蓄積を増悪

化することが明らかとなった。一方、フィルターろ過法とショ糖濃度勾配法を組み合わせて

カニクイザルの脳実質からエクソソームを抽出し、エクソソーム局在性蛋白質の生化学的

検索を行った結果、老人斑形成期のカニクイザル脳から抽出したエクソソームには多量の A

βが存在することが明らかとなった。 

（木村（哲）） 

 ラット初代培養神経細胞を用いた検索により、シナプス NMDAR の刺激に伴う LTP 様

シグナル伝達の結果として生じる核内転写因子 CREB のリン酸化（活性化）は、Dynein に
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よる逆行性軸索輸送が必須であることが判明した。また免疫細胞染色により、LTP シグナ

ル伝達分子の１つであるPKAは小胞輸送によって樹状突起から核近傍へ輸送されている可

能性が示唆された。一方、シナプス外 NMDAR の刺激に伴う LTD 様の細胞応答には Dynein

の輸送機能は必要ではないことが明らかとなった。 

（多田） 

 ラット初代培養神経細胞を用いた電気生理学的検索により、Dynein の機能低下は

amplitude（シナプス後細胞での伝達物質に対する感受性：一つのシナプス小胞から放出さ

れた伝達物質による応答）と frequency（シナプス前終末までの伝達物質放出確率の推定：

シナプス活動の発生頻度）を減弱させることが明らかとなり、とりわけ後者は対照群の 50％

近くまで減弱させることが明らかとなった。 

 

 

Ｄ．考察と結論 

 カニクイザル脳組織および各種培養系を用いた検索により、老化に伴うオートファジー

の低下は、エクソソームを介した細胞外への Aβ排出を促進するための代償性機構である

可能性が示唆された。また、老人斑はエクソソームのマーカー蛋白質に対する抗体を用いた

免疫染色により陽性を示すことから、エンドサイトーシス障害によって細胞内に蓄積した A

βはエクソソームを介して細胞外へ排出されることで老人斑形成に至るという病態メカニ

ズムの存在が大いに示唆された。一方、これまでの先行研究により、オートファジーはリン

酸化 Tau の分解機構として重要であることが指摘されていることから、細胞外への Aβ排

出を促進するためにオートファゴソームの形成が低下することは、結果的に Tau の病変形

成を促進する諸刃の剣となる可能性が考えられ、Aβ病理から Tau 病理への移行における

オートファジーの新たな重要性が示された。 

ラット初代培養神経細胞を用いた検索により、シナプス NMDAR を介した LTP 様シグ

ナルの伝達に Dynein の輸送機能が必須であることが明らかとなったことから、老化に伴う

Dyneinの機能低下は神経活動の発生・維持にも直接的な影響を及ぼす可能性が示唆された。

一方、LTD 様の細胞応答（例：ERK や CREB のリン酸化低下など）に Dynein の機能阻害

は影響を及ぼさなかったことから、LTD は逆行性細胞内輸送系を必要としない細胞応答で

あることが示唆された。今後は、Tau のリン酸化や不溶化に対するエンドサイトーシス障害

の影響について引き続き検索を行う予定である。 

ラット初代培養神経細胞を用いた電気生理学的検索により、Dynein の機能障害はポスト

シナプスの応答のみならずプレシナプスからのシナプス小胞分泌をも著しく減弱させるこ

とが明らかとなった。これまでの研究成果により、Dynein の機能障害は初期エンドソーム

の肥大化を引き起こし、細胞体から運ばれてきた神経伝達物質を含む輸送小胞とシナプス

小胞がプレシナプスの細胞膜と融合して内包する神経伝達物質を分泌した後、局所の細胞

膜はエンドサイトーシスによってプレシナプス側へ取り込まれ、細胞体から輸送されてき
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た神経伝達物質を含む輸送小胞と融合することで再びシナプス小胞として機能する。この

ため、Dynein の機能低下に伴うエンドサイトーシス障害はプレシナプス細胞膜局所におけ

るエンドサイトーシスを障害することで、プレシナプスにおけるシナプス小胞の再利用を

阻害した結果、シナプス小胞分泌を減弱させている可能性が示唆された。 
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