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長寿医療研究開発費 平成２７年度 総括研究報告 

 

アルツハイマー病におけるエンドサイトーシス障害の意義： 

家族性アルツハイマー病病態解明への展開（２５－２０） 

 

主任研究者 木村 展之 国立長寿医療研究センター 室長 

 

 研究要旨 

 ３年間全体について 

アルツハイマー病（AD）患者の神経細胞では、老人斑や神経原線維変化という主病変の

形性に先立ち、肥大化したエンドソームの細胞内蓄積やライソゾームの異所局在など、エ

ンドサイトーシス系の障害を示唆する病変（エンドサイトーシス障害）が初期病態として

確認される。また、木村らは AD 発症の原因因子であると考えられているβアミロイド蛋

白（Aβ）が、エンドサイトーシス系の障害に伴い時間依存性に神経細胞内に蓄積すること

を発見したことから（Kimura et al., JBC 2009）、エンドサイトーシス障害が AD 発症メ

カニズムに深く関与している可能性が示唆された。 

 そこで本研究は、エンドサイトーシス障害という独自の新たな観点から AD の病理学的

変化を見つめ直し、新規治療薬の開発につながる AD 病態メカニズムを解明するため、エ

ンドサイトーシス障害が Aβ代謝を変化させるメカニズムについて病理学的および細胞生

物学的アプローチによる検索を行った。また、エンドサイトーシス障害は孤発性・家族性

を問わず AD 患者の神経細胞において確認される病変であることから、未だ謎の多い変異

型 Presenilin-1（PS1）に代表される家族性 ADの病態解明に向け、PS1とエンドサイトー

シス障害との関係についても検索を行った。  

平成２７年度について 

 昨年度の研究成果により、PS1 はエンドサイトーシス障害が生じている環境下において

もエンドソーム局在量と細胞内レベルが一定に保持されることが明らかとなった。そこで、

各種培養細胞とマウス脳組織を用いて PS1 の細胞内局在性保持機構のメカニズム解明に向

けた検索を行った。また、エンドサイトーシス障害の増悪性が見られたⅡ型糖尿病カニク

イザルの脳組織を用いて、近年 AD 病態とも大きな関係性が示唆されているインスリンシ

グナル系の変化について検索を行った。さらに、昨年度作出した遺伝子改変マウスを用い

てエンドサイトーシス障害誘発モデル動物としての評価を行った。 



 2 

 

 主任研究者 

  木村 展之  国立長寿医療研究センター         室長 

 分担研究者 

  保富 康宏  医薬基盤研究所・霊長類医科学研究センター センター長 

  松田 潤一郎 医薬基盤研究所              研究リーダー 

  高橋 一朗  医薬基盤研究所              主任研究員 

 

 

研究期間 平成２５年４月１日～平成２８年３月３１日 

 

Ａ．研究目的 

 これまでの研究成果により、神経細胞のエンドサイトーシス障害は Aβの細胞内蓄積やシ

ナプス小胞の輸送障害を引き起こす要因となることを明らかにしたが、その詳細な分子メ

カニズムは不明な点が多く、同障害が認知機能障害に代表される AD 病態そのものに及ぼ

す直接的・間接的影響の全容も未だ不明である。 

 そこで本研究は、既に確立したエンドサイトーシス障害の細胞モデル、およびヒトに近

縁な霊長類であるカニクイザル脳組織を用いて Aβ の前駆体であるアミロイド前駆体蛋白

質（APP）の細胞内動態を検索し、エンドサイトーシス障害が Aβ蓄積を引き起こすメカニ

ズムの解明に向けた検索を行う（木村）。 

 近年の疫学調査研究により、日本における生活習慣病の代表格とも言えるⅡ型糖尿病が

老年期におけるアルツハイマー病発症のリスクを約 1.5〜2倍にも高めるということが明ら

かとなった。ヒトに近縁な霊長類であり、老人斑や神経原線維変化という AD 二大病変を

老年性に再現できるカニクイザルは、老化に伴う AD 病変形成機構を探る上で非常に有用

なモデル動物である。成熟齢を迎えたカニクイザルの中には、肥満等に由来するⅡ型糖尿

病を自然発症するものが存在する。そこで、これら糖尿病を自然発症したカニクイザルの

脳組織を用いて、糖尿病病態が AD 病変の形成にどのような影響を与えるのかを病理組織

が雨滴に明らかにし、エンドサイトーシス障害との関係についても詳細に検索する（保富）。 

 一方、エンドサイトーシス障害はシナプス機能障害を介して、直接的に脳神経系の機能

低下に関与する可能性が過去の研究成果によって明らかとなっている（Kimura et al., Am 

J Pathol 2012）。そこで、エンドサイトーシス障害が認知機能に及ぼす影響について in vivo

で検証を行うため、人為的にエンドサイトーシス障害を誘発する動物モデルの開発を試み

る（松田、高橋）。 
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Ｂ．研究方法 

３年間全体について 

（木村） 

 過去の研究成果により、エンドサイトーシス障害は APPの代謝系を変化させることで A

βの細胞内蓄積を引き起こすことが明らかとなったが、その詳細なメカニズムは不明のま

まである。近年、AD患者を対象とする大規模なゲノムワイド解析（GWAS）により、エン

ドソームからトランスゴルジネットワーク（TGN）へと膜蛋白を回収する輸送経路（レト

ロマー輸送と呼ばれる）に必要なレトロマー複合体のコア蛋白である VPS35が AD発症リ

スクとの相関性が認められた。そこで、老化に伴うレトロマー輸送系の変化を明らかにす

るため、若齢から老齢までのカニクイザル脳組織を用いて検索を行うとともに、初代培養

神経細胞を含む各種培養細胞を用いて軸索輸送モーター蛋白質dyneinの機能低下との関係

性を明らかにする。また、家族性 AD の最も主要な原因因子である PS1 についても、各種

培養細胞やカニクイザルおよびマウス脳組織を用いてエンドサイトーシス系との関係を明

らかにする。 

（保富） 

 近年、Ⅱ型糖尿病が老年期における AD 発症率を高めるという疫学調査研究結果に注目

が集まっているが、その詳細な分子メカニズムは不明である。ヒトに近縁な霊長類である

カニクイザルは、妊娠等によって中年期にⅡ型糖尿病を発症する個体がまれに確認される。

そこで、それらⅡ型糖尿病発症カニクイザルの脳組織を用いて老人斑や神経原線維変化に

代表される AD 主病変の病理組織学的検索を行い、Ⅱ型糖尿病が AD 病態の進行性に及ぼ

す影響やエンドサイトーシス障害との関連性についても検索を行う。 

（松田、高橋） 

 過去の研究成果により、エンドサイトーシス障害は Aβの細胞内蓄積を引き起こすのみ

ならず、神経伝達物質の放出や取り込みをも阻害することが明らかとなっている。このこ

とから、エンドサイトーシス障害そのものが認知機能障害の原因となる可能性も示唆され

ており、AD発症メカニズムの解明に向けて両者の関係性を in vivoで明らかにする必要が

ある。エンドサイトーシス障害は、エンドソームの輸送に重要な働きをする低分子量

GTPaseである Rab GHTPaseの異常活性化と密接な関係がある。とりわけ、後期エンドソ

ームの輸送に関わるRab7は、dyneinの機能低下によって早期に影響を受けるRab GTPase

であると同時に、GWAS でも AD 発症リスクとの関係性が指摘されている。そこで、まず

は Rab7をターゲットとする遺伝子改変マウスを開発し、エンドサイトーシス障害モデルマ
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ウスとしての評価を行う。 

平成２７年度について 

（木村） 

 神経系株化細胞であるNeuro2a細胞を用いて初期エンドソーム以降の輸送経路をそれぞ

れ阻害した状態でエンドサイトーシス障害を誘発し、PS1 の細胞内レベルやエンドソーム

局在に変化が見られるか否かを検索する。変化が見られた経路ついてはラット胎仔由来初

代培養神経細胞やマウス脳組織を用いて検証を行い、PS1 の細胞内局在性がどのようなメ

カニズムでコントロールされているのかを明らかにするとともに、家族性 AD に由来する

変異型 PS1を安定的に発現する細胞株を用いて、家族性 AD変異が PS1の細胞内局在性維

持機構に及ぼす影響を検索した。 

 （保富）  

 医薬基盤・健康・栄養研究所・霊長類医科学研究センターには、Ⅱ型糖尿病を発症して

死亡したカニクイザルの脳組織サンプルが保存されている。近年、Ⅱ型糖尿病のみならず

AD患者の脳内においてもインスリンシグナル系の破綻が確認されており、AD病態との関

係性に注目が集まっている。そこで、Ⅱ型糖尿病発症カニクイザルの脳組織サンプルを用

いて、AD 病態との関連性が特に高いと考えられている Akt/GSK3β/mTOR などのインス

リンシグナル系における変化を検索し、AD病態との関連性を明らかにする。 

（松田） 

 後期エンドソーム輸送関連因子である Rab7 の過剰活性型を海馬神経細胞特異的に発現

するトランスジェニックマウスを用いて行動学的および病理学的解析を行い、エンドサイ

トーシス障害誘発モデルとしての評価を行う。 

（高橋） 

 Neuro2a 細胞を用いて野生型、過剰活性型、および不活型 Rab7 を遺伝子導入し、各種

Rab7 の発現亢進によるエンドサイトーシス系への影響を APP 代謝系の変化を指標として

検証する。 

 

（倫理面への配慮） 

３年間全体について 

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。 

平成２７年度について 
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 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 

３年間全体について 

（木村） 

カニクイザル脳組織を用いた検索により、脳内では老化に伴い VPS35や SORL1といっ

たAPPのレトロマー輸送に関わるレトロマー複合体蛋白がエンドソームに著しく蓄積する

ことが明らかとなった。また、培養細胞を用いた検索により、これらレトロマー蛋白のエ

ンドソーム内蓄積は dynein の機能障害によって再現されることが明らかとなった。一方、

初期エンドソーム以降の各輸送経路を単独阻害した場合は、APP や Aβの細胞内レベルに

大きな変化は見られないことが明らかとなった。 

APP やβセクレターゼである BACE1 と異なり、PS1 はエンドサイトーシス障害が生じ

ている環境下においてもエンドソーム内での顕著な蓄積が生じないことが明らかとなった。

そこで、培養細胞を用いて各種エンドソームの輸送経路をそれぞれ個別に阻害して PS1 の

細胞内動態を検索したところ、エンドサイトーシス障害が生じている環境下においてのみ、

PS1は VPS35 の働きによって TGN へと回収され、その後 Rab2依存性経路によって小胞

体（ER）に運ばれて ER 関連ユビキチン・プロテアソーム分解系（ERAD）によって代謝

を受けることを発見した。また、VPS35をノックダウンしてレトロマー輸送を阻害すると、

Aβの細胞内蓄積はエンドサイトーシス障害を単独で引き起こした場合に比べて有意に増

加することを発見した。 

（保富） 

Ⅱ型糖尿病発症カニクイザルの脳内では老年性エンドサイトーシス障害の著しい増悪化

が確認され、それに比例して Aβ凝集が加速化していることが明らかとなった。これまで、

カニクイザルの脳内で老人斑が形成されるのは早くても 20歳以上の個体であったが、今回

の研究成果により、Ⅱ型糖尿病発症カニクイザルでは 17歳以上の個体で老人斑様の Aβ凝

集病変が認められた。また、これら Aβ病理が加速化しているカニクイザルの脳内では、

不溶性 Aβの総量には大きな変化はなく、内因性凝集シード分子である GM1ガングリオシ

ド結合型 Aβが優位に増加していることが明らかとなった。さらに、Ⅱ型糖尿病発症カニ

クイザルの脳内ではライソゾームの代謝機能低下を示す所見とともに、インスリンシグナ
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ル系の過剰な亢進を示唆する結果が得られた。 

（松田、高橋） 

海馬神経細胞特異的かつテトラサイクリン応答性に導入遺伝子を発現させる遺伝子コン

ストラクトを用いて、Rab7ノックダウンマウスおよび過剰活性型 Rab7トランスジェニッ

クマウスの開発を行った。残念ながら Rab7ノックダウンは産仔を得ることができなかった

が、過剰活性型 Rab7トランスジェニックマウスについては 1ラインの系統を確保すること

ができた。得られた産仔にドキシサイクリンを経口投与（給水を介した自然摂取）して行

動学的解析を行ったところ、残念ながら Y 迷路試験では優位な変化が見られなかった。安

楽殺解剖後に海馬組織を摘出して病理学的検索を行ったところ、Rab7の有意な発現上昇は

確認できたものの、エンドサイトーシス障害の再現性は認められなかった。 

また、培養細胞に野生型、過剰活性型、および不活型 Rab7を遺伝子導入したところ、い

ずれの場合においても Rab5 の発現レベル上昇が認められたが、APP 代謝系の変化は確認

されなかった。 

平成２７年度について 

（木村） 

 Neuro2a 細胞を用いたノックダウン解析により、エンドサイトーシス障害が生じている

環境下においてのみ、PS1はレトロマー複合体によってトランスゴルジネットワーク（TGN）

へと回収されることが明らかとなった。その後、PS1 は Rab2 依存性経路によって小胞体

（ER）へと輸送され、ER 関連ユビキチン・プロテアソーム分解系（ERAD）によって代

謝を受けることにより、エンドソーム局在量のみならず細胞内レベルそのものもコントロ

ールされていることが明らかとなった。一方、家族性 AD 変異型 PS1 を安定的に発現する

細胞株を用いた検索では、PS1の細胞内局在性維持機構に変化は認められなかった。 

（保富） 

 Ⅱ型糖尿病カニクイザルの脳組織では、Akt/GSK3β/mTOR 系の有意なリン酸化亢進が

確認され、インスリンシグナル系が過剰に刺激されている可能性が示唆された。さらに、

脳内因性コレステロール合成に重要な SREBPIIの活性化も亢進しており、Ⅱ型糖尿病発症

カニクイザルの脳内では脂質合成系においても変化が生じていることが明らかとなった。 

（松田） 

 今回作成した過剰活性型 Rab7 を発現するトランスジェニックマウスでは認知機能の明

らかな障害は確認されず、病理学的にもエンドサイトーシス障害の再現性は認められなか

った。 

（高橋） 

 各種Rab7の発現により初期エンドソームの輸送に重要なRab5の発現レベル上昇は確認
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されたが、APP代謝系における明らかな変化は認められなかった。 

 

 

Ｄ．考察と結論 

３年間全体について 

カニクイザル脳組織および培養細胞を用いた研究成果により、老化に伴う軸索輸送モー

ター蛋白質 dynein の機能障害は、レトロマー輸送経路を停滞させることによって不要な

APPのエンドソーム内蓄積を引き起こし、その結果として APP代謝系を Aβ産生へと促す

可能性があることが示唆された。また、初期エンドソーム以降の輸送経路を単独に阻害し

た場合は APPや Aβの細胞内蓄積が認められなかったことから、APP代謝系の変化を引き

起こすエンドサイトーシス障害とは、ある特定の輸送経路における輸送障害ではなく、エ

ンドサイトーシスというシステム全体の破綻が必要条件であることが明らかとなった。 

培養細胞を用いたノックダウン解析により、PS1はレトロマー複合体と ERADの共役機

構によって細胞内局在性が厳密にコントロールされていることが明らかとなった。このこ

とから、エンドサイトーシス障害そのものによる Aβの細胞内蓄積は、ガンマセクレター

ゼによる Aβの切断産生が亢進しているのではなくライソゾームにおける代謝が阻害され

ることに起因する可能性が高いことが示された。その一方で、VPS35 をノックダウンした

場合はエンドサイトーシス障害を単独で誘導した場合に比べて有意に Aβの細胞内蓄積が

増加したことから、VPS35の機能障害に伴うレトロマー輸送経路の低下は、APPのみなら

ず PS1 をも不要にエンドソームに局在させることで不要な Aβ産生を促している可能性が

示唆された。今後は、PS1 の変異が同輸送経路に及ぼす影響についてさらに検索を続ける

予定である。 

Ⅱ型糖尿病発症カニクイザルを用いた病理組織学的検索により、Ⅱ型糖尿病は老年性エ

ンドサイトーシス障害を増悪させることで Aβ病理を加速化することが明らかとなった。

これまで、遺伝子改変マウスにⅡ型糖尿病を誘導することで AD 病態の進行について検索

した研究報告は数多くあるが、内因性 Aβ病理がⅡ型糖尿病によって増悪化することを明

らかにした報告はこれが初めてであると思われる。また、Ⅱ型糖尿病発症カニクイザルの

脳内ではライソゾームの代謝機能低下を示唆する所見が得られたことから、今後はその分

子メカニズムについて明らかにしたいと考えている。また近年、インスリンシグナル系の

変化が糖尿病のみならず AD とも関連性があることが次々と明らかになり、大きな注目を

集めるようになった。これまでの研究成果では、Ⅱ型糖尿病がインスリンシグナル系を亢

進させるというデータと低下させるというデータが混在しているが、Ⅱ型糖尿病発症カニ

クイザルの脳組織を用いた検索では少なくともAkt/GSK3β/mTOR系の亢進が確認された
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ことから、それらシグナル系の過剰な亢進とエンドサイトーシス障害増悪化メカニズムと

の関係性について、今後さらに検討を重ねたい。 

残念ながら、今回作出した過剰活性型 Rab7トランスジェニックマウスでは認知機能変化

やエンドサイトーシス障害の再現性が認められなかった。これは、今回用いた遺伝子発現

プロモーターによって導入遺伝子の発現量が低く抑えられてしまったことに起因する可能

性もであるが、ある特定のエンドソーム輸送経路を障礙しても APP代謝に変化をもたらす

ほどのエンドサイトーシス障害は生じないという培養細胞での結果を裏付けるものでもあ

ると言える。このことから、エンドサイトーシス障害を再現するためには dyneinなどのモ

ーター蛋白質をターゲットとする戦略に切り替える必要性があると考えられる。一方、培

養細胞を用いた検索により、野生型、過剰活性型、および不活型 Rab7の遺伝子導入は全て

Rab5の発現レベル上昇を引き起こすことかが明らかとなったことから、エンドサイトーシ

ス障害は単なる輸送の低下に起因するものではなく、過剰な活性化も含めた Rab GTPase

の恒常性（＝活性型と不活型のバランス）破綻に起因する可能性が示唆された。 

平成２７年度について 

 本研究の成果により、PS1はレトロマー複合体と ERADの共役機構によって細胞内レベ

ルとエンドソーム局在量がコントロールされていることが明らかとなった。これまでの先

行研究により、レトロマー複合体のコア蛋白である VPS35 の機能障害は APP の不要なエ

ンドソーム内蓄積を誘導することで Aβ産生を促進すると考えられてきたが、今回の検索

によって VPS35 の機能障害はγセクレターゼの主要構成因子である PS1 のエンドソーム

内蓄積をも誘導することが明らかとなり、これら２つの現象が相まって Aβ産生の促進に

寄与している可能性が示唆された。一方、今回の検索では家族性 AD 変異による PS1 の細

胞内局在性維持機構における変化は確認されなかったが、マウス脳組織を用いた検索によ

り PS1 が VPS35 と相互作用していることが明らかとなったため、PS1 の変異がレトロマ

ー複合体の機能に影響を及ぼす可能性も考えられ、今後さらに両者の関係性を深く追求す

る必要があると考えられる。 

 Ⅱ型糖尿病発症カニクイザルの脳内ではAkt/GSK3β/mTOR系の有意なリン酸化亢進が

認められ、インスリンシグナル系が亢進している可能性が示唆された。インスリンシグナ

ルは、エンドサイトーシスの進行に重要な役割を果たすフォスフォイノシチド（PI）のリ

ン酸化にも重要な機構である。また、Ⅱ型糖尿病発症カニクイザルの脳内では脳内因性コ

レステロール合成に重要な SREBPIIの活性化亢進も確認されたことから、Ⅱ型糖尿病は脂

質合成・代謝系を変化させることで老年性エンドサイトーシスを増悪化させている可能性

が示唆された。 

 残念ながら今回作出したトランスジェニックマウスではエンドサイトーシス障害の誘発
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が確認されなかったが、用いたプロモーターの導入遺伝子発現機能が要因である可能性が

高い。今後はより強い導入遺伝子の発現機能が期待できるプロモーターを用いるなど、更

なる改良を行ってエンドサイトーシス障害の誘発モデルを作成し、認知機能障害との関係

性を明らかにしたい。 

 Rab7の遺伝子導入は野生型、過剰活性型、不活型によらず Rab5の発現レベル上昇を誘

導したことから、後期エンドソームにおける変化はその内容（亢進、または阻害）によら

ず上流の初期エンドソームに影響を及ぼす可能性が示唆された。このことから、エンドサ

イトーシス障害は単なる輸送の障害・低下に起因するという理解のみならず、過剰な活性

化もまた障害を引き起こす原因となる可能性が示唆された。一方、Rab7の遺伝子導入のみ

では APP の代謝系に変化が確認されなかったため、Aβの蓄積を促すエンドサイトーシス

障害の誘発にはライソゾームの代謝障害が重要なリスク因子であることが示唆された。 
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