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１．研究実施の概要 
アルツハイマー病（Alzheimer’s disease、AD）の神経病理学的特徴は、老人斑と神経原

線維変化（PHF）である。老人斑は、アミロイド線維塊から成り、その主要成分は分子量

約 4,000 のβタンパク（Aβ）と同定され、PHF の主要成分は微小管結合タンパクの１つ

である tau と同定された。以上の二つの病変の時系列を決めるために、各年齢のダウン症

候群患者の脳が分析され、その結果 Aβ→・・・→tau という病理カスケードが確立してい

る。 

本プロジェクトの目的は細胞外の Aβ沈着と細胞内 tau 沈着の意義を解明することであ

る。Aβは凝集すると in vitro では神経毒性を示すようになる。したがって、Aβが何故脳

内では細胞外に沈着するのかが現在の研究の焦点となっている。本研究ではまずヒトにお

いてどのような経過を経て蓄積してくるのか解析するとともに、これまでに注目されてい

なかった脂質との関連を作業仮説としてとりあげ検証に努めた。神経原線維変化としての

tau の細胞内凝集は神経細胞の脱落と直接的な関係があることが知られている。ここでは、

この tau の細胞内凝集が神経細胞変性の最終段階の結果であるという仮説を検証すること

を試みた。 

βアミロイド沈着は、Aβ特異抗体を用いて免疫組織化学的に鋭敏に検出できるように

なり、老人斑形成は、一般人口ですでに 50 歳台からはじまることが知られるようになった。

さらに最近では、ELISA（enzyme-linked immnosorbant assay）を用いた定量法によって、免

疫組織化学的に老人斑が検出できない時期にすでに Aβが生化学的には蓄積していること

が見出された。これは、老人斑形成はすでに先行する Aβのホメオスタシスの破綻の結果

であることを示唆する。 

20 歳から 80 歳までの（非痴呆患者例の）剖検脳内の Aβの定量をおこなった。その結

果、以下のことが判明した。１）正常脳においても、不溶性画分に Aβが存在し、そのレ

ベルは、Aβ40 は約 5pmol/g、Aβ42 は約 0.5pmol/g であった。したがって、不溶性画分の

Aβは、必ずしも異常な産物ではなく、正常脳における正常な代謝産物である。２）この

不溶性画分の Aβ42 が 40 歳台後半から急激に上昇し、この増加は 70 歳位まで続き、その後

プラトーとなる。３）Aβ40 の上昇程度は低いが、Aβ42 値と強い相関がある。４）ε4 allele

が存在すると、Aβ42 蓄積のカーブが左方にシフトする；すなわち、早期に Aβが立ち上

がる。以上の観察結果から、第１に、脳の不溶性画分に存在する Aβ42 がアミロイド蓄積

のもとになるらしいことが明らかとなった。 

Aβが蓄積を開始した脳の不溶性画分の中には、種々の細胞内コンパートメントが存在

するが、その性質がある程度明らかとなっているのは、低密度膜ドメイン（low-density 

membrane domain, LDM domain）のみであろう。ヒトニューロブラストーマ（SH-SY5Y）

を１％Triton X-100 中でホモジェネートしたものを蔗糖密度勾配法で分画すると、5/35％

界面に低密度膜ドメインが回収され、ここに（Triton-insoluble）Aβの約 50％が存在する。

正常のヒト脳を同様に分画すると、ニューロブラストーマの場合と同じく、低密度膜画分
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に Aβ40、42 が検出される。さらに、脳内で不溶性 Aβ42 が蓄積するにつれ、この画分の

Aβ42 が高値を呈するようになる。多数例で検討すると、低密度ドメインの Aβ42 の量は

細胞外に蓄積した Aβ量と非常によく相関した。さらにこの相関は、PDAPP mice でも確か

められた。このことは、脳内 Aβ42 蓄積の少なくとも一つの pathway は低密度膜ドメイン

を介してということを示唆する。 

PHF の骨格が tau の微小管結合ドメインからなることがすでに 1992 年に示された。これ

によって PHF の謎の１つは明らかになったが、何故 tau 同士が重合するのか、言い替えれ

ばどのような細胞内環境の変化によってこのような tau の重合がおこりえるのかは全く不

明である。またこの点が（PHF は AD 病変の最終的帰結である神経細胞脱落と密接に関係

しているので）AD における神経細胞死を理解する上で非常に重要である。以上を念頭に、

ヒト FTDP-17（Frontotemporal dementia and parkinsonism linked to chromosome 17）脳内の蓄

積物質に関してタンパク化学的解析を試みた。対象として、P301L、R406W 脳を選んだ。

前者の発症年齢は後者に比して早く、経過も後者に比して進行が早い。解析にて得られた

所見は以下のことを示唆すると考えられる。１）Diffuse tangle は早期の神経細胞脱落に、

mature tangle はむしろ神経細胞生存・維持に関係しているかもしれない；２）P301L 脳の

可溶性画分において mutant tau のレベルが低いのは mutant tau の微小官結合能が低いため、

細胞内で分解されやすいためである。一方、沈着が mutant tau からのみ構成されているこ

とは、P301 tau が微小管に結合しない割合が高いこと、また凝集能が高いため、と考えら

れる；３）R406W tau の Ser-396、404（微小管結合領域に近い）におけるリン酸化の程度

が低いのは、Arg が大きな Trp に置き換わったための steric hindrance のためによるもので、

tubulin または微小管が喪失すると、それが解除されて、wild-type tau と同様のランダム構

造になるのでリン酸化される。このことは、リン酸化は、細胞変性の原因ではなく、細胞

変性の結果であることを示唆している。 

柳澤グループは、主に Aβaggregation の機構および ApoE の作用機序に焦点を当てて研

究をすすめた。Aβの凝集開始時点に seed として働くことが想定される GM1 ガングリオ

シド結合型 Aβ（GM1-Aβ）の形成機構について物理化学的検討を加え、GM1 ガングリオ

シドが存在する膜内のコレステロール濃度が高い条件において GM1-Aβの形成が促進さ

れること、また GM1-Aβによる可溶性 Aβの凝集促進作用は抗 GM1-Aβ抗体により特異

的に抑制されることを確認した。 

ApoE の AD 発症促進作用を本蛋白の生理機能であるコレステロール代謝調節の視点か

ら明らかにすることを目指した。リコンビナント ApoE（ApoE2、ApoE3 および ApoE4）

を培養神経細胞に作用させ、その神経細胞コレステロール代謝に及ぼす影響を評価した。

次に、ApoE の神経細胞コレステロール代謝調節に関するアイソフォーム特異性は、細胞

表面からの脂質分子引き出し（efflux）において発揮されることが確認された。また Aβ産

生におけるプレセニリンの役割をγ-セクレターゼ活性調節機構の視点から検討し、これま

でにγsecretase 調節因子スクリーニングシステムを確立し、同酵素活性を修飾する遺伝子
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を複数クローニングすることに成功した。 

岩坪グループは、AD 原因遺伝子のひとつである presenilin (PS) 2 の Aβ分泌への影響を

詳細に調べた。さらに PS がβAPP を切断するγ-セクレターゼとして作用するにはカルボ

キシ末端の特定アミノ酸配列に依存して形成される高分子量複合体を形成することが必要

であることを明らかにし、複合体形成に必須なアミノ酸配列として Pro-Ala-Leu-Pro からな

る高度に保存された PALP 配列を同定した。 

上山グループは、各種アルツハイマー関連遺伝子を導入したトランスジェニック、ノッ

クインマウスを作製、飼育した。 

 

２．研究構想 
アルツハイマー病の病理学的特徴は、老人斑と神経原線維変化（PHF）である。老人斑

は、アミロイド線維の塊から成り、その主要成分は分子量約 4,000 のβタンパク（Aβ）

と同定され、PHF の主要成分は微小管結合タンパクの１つである tau と同定された。以上

の二つの病変の時系列を決めるために、各年齢のダウン症候群患者の脳が分析され、その

結果β→・・・→tau という病理カスケードが確立している。 

本プロジェクト開始時（平成８年 10 月）の目的は、細胞外の Aβ沈着と細胞内 tau 凝集

の意義を解明することであった。Aβは凝集すると試験管内では神経毒性を示すようにな

る。したがって、Aβが何故脳内では細胞外に沈着するのかが研究の焦点となっている。A

βは凝集すると in vitro では神経毒性を示すようになる。したがって、Aβが何故脳内では

細胞外に沈着するのかが現在の研究の焦点となっている。本研究ではまずヒトにおいてど

のような経過を経て Aβが蓄積してくるか解析するとともに、これまでに注目されていな

かった脂質との関連を作業仮説としてとりあげ検証に努めた。Tau 凝集は神経細胞の脱落

と直接的な関係があることが知られている。ここでは、この tau 沈着が神経細胞変性の原

因ではなく、変性の結果であるという仮説を検証することを目指した。 

まず多数のヒト剖検脳を用い、脳内蓄積物をタンパク化学的に分析することによって、

老人斑形成から PHF の形成（さらには神経細胞死）に至る経路を推測する。ついで、得ら

れた推測をトランスジェニックマウスを用いて、in vivo で確認することを考えた。AD 発

症の時間軸（発症に数十年かかる）を考えるとこれら二つのアプローチを用いることが必

要である。 

以下の４つの項目の解明および達成を目指した。 

１ 老人斑（βアミロイド）形成に先行する変化の解明 

２ Aβの intracellular trafficking の解明 

３ PHF 形成の意義の解明 

４ AD のモデルとなりうるトランスジェニックマウスの開発 

１－４それぞれの項目に関しては、本プロジェクトの開始時に以下のように考えた。 
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１．APP（amyloid precursor protein; Aβの前駆体）の点突然変異と AD が連鎖する家系の発

見（1991）以来、APP の intracellular trafficking の解明が最も重視されてきたが、トランス

ジェニックマウスの成功（PDAPP mice; 1995）を除いて AD 発症との関連ではみるべき成

果が得られていない。このことは APP の trafficking と Aβの産生、さらには AD 患者、老

人脳に見られる Aβの沈着とは直接的な関係がないことを示唆している。本プロジェクト

では Aβの沈着にもっと直接的に関係すると思われる Aβtrafficking に焦点をあてた。 

体内のあらゆる細胞が Aβを産生し、それを細胞外へ分泌している。しかしβアミロイ

ド線維が形成され、沈着するのは脳（脳実質および髄膜・血管）のみである。βアミロイ

ド沈着の初期（瀰漫性老人斑）は特異抗体で鋭敏に検出できるようになり、一般人口にお

いてすでに 50 歳台からはじまることが知られている。さらに最近では ELISA を用いた定

量法によって、免疫組織化学的にβアミロイドが検出できない時期にすでに Aβが（生化

学的には）蓄積していることが当研究室で見出された。これはβアミロイド形成はすでに

先行する Aβのホメオスタシスの破綻の結果であることを意味する。この破綻がβアミロ

イド形成にどの程度先行するのかを明らかにするには、多数の、特に 30-60 歳台の、剖検

脳についての Aβの定量が必要である。以上の点はβアミロイド形成の意義付けにもかか

わってくる AD 研究の根幹である。 

 

図１．APP の分解と Aβの産生 

 

APP は、N 末端が細胞外を向いている type 1 membrane protein である。分解過程は２つ

の経路があると考えられている。第１は、α-セクレターゼによるα切断の起こる経路、第
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２は、β-セクレターゼによるβ切断が起こる経路。それぞれがさらに膜内にてγ切断を受

ける。α切断とγ切断によって p3 が生じる。β切断とγ切断によって Aβ1-40 または 1-42

が生じる。Aβ1-40 または Aβ1-42 は脳内に蓄積するが、p3 は蓄積しない。このことから、

α切断を増加させることも治療法として成り立つ。 

 

２．Aβが細胞内のどこのコンパートメントで産生され、いかに輸送され分泌されるかは

未だに不明である。とくに APP の膜貫通ドメイン内でどのように切断されるのか、Aβ40

（Val-40 で終わる Aβ）と Aβ42（Ala-42 で終わる Aβ）の産生機序、trafficking には相違

があるのかどうか、分泌型 Aβの90％以上は Aβ40 であるが、蓄積する Aβは minor species

の Aβ42 であるのは何故か。さらに何故細胞内に Aβが証明出来ないのか（本プロジェク

ト開始時には細胞内の Aβを示す信頼できるデータはなかった）等、疑問が山積している。 

とくに最後の疑問に関連して GM1 ganglioside 結合型 Aβ1-42 の発見は重要であろう

（Yanagisawa et al. Nature Med 1: 1062-1066, 1995）。この Aβには通常の Aβの抗体（多く

は Aβの N 末端側を認識する）が反応しない。これは、GM1 結合型が Aβの細胞内存在

様式であり、そのためこれまで検出できなかったのではないかと疑わせる所見である。申

請時、この GM1 結合型 Aβに関しては、主に柳澤グループが研究をすすめていた。また A

β分泌と原因遺伝子の PS に関しては、すでに岩坪グループが研究をすすめていた。 

以上のことを明らかにするために神経細胞の一次培養またはニューロブラストーマの系

を用い、ELISA を用いて神経細胞のどのコンパートメントに Aβ40 または Aβ42 が存在

するのかを明確にする必要がある。Aβの intracellular trafficking が明らかになれば Aβの蓄

積が細胞にとってどのような意味があるのかが明確になると思われる。 

 

３．PHF の骨格が tau の微小管結合ドメインから成ることが示された。これによって PHF

の謎の１つは明らかになったが、何故 tau 同士が重合するのか、言い替えればどのような

細胞内環境の変化によってこのような tau の重合がおこるのかは全く不明である。またこ

の点が（PHF は AD 病変の最終的帰結である神経細胞脱落と密接に関係しているので）AD

における神経細胞死を理解する上で非常に重要である。 

最近までの PHF の研究は、tau のリン酸化を軸として行われてきたが、平成８年 10 月時

点ですでに、われわれは、異常なリン酸化自体が PHF の形成を促進するという仮説には疑

問をもっていた。実際、in vitro ではリン酸化されていない tau から PHF-like fibril が形成さ

れる。PHF は種々の神経疾患でみられ、特殊な炎症性筋疾患である inclusion body myositis

中にも発見されている。さらに PHF ではないが、沈着または不溶化は他臓器（例えば

chloroquine myopathy およびアルコール性肝疾患で見られる肝細胞内小体、Mallory body）

にも認められる。これらの事実は、tau はこれまで考えられたように神経系特異タンパクで

はなく（Gu et al., J Neurochem 67: 1235-1244, 1996）、その蓄積あるいは PHF の形成は、原

因はともかく、一般の細胞変性と密接に関係していることを示唆する。変性過程でとくに
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細胞内タンパク質分解機構に何等かの障害がおきたときに tau はプロテアーゼに比較的耐

性であるので、選択的に蓄積していく可能性がある。この仮説を確かめる１つの方法は培

養系を用いて種々のプロテアーゼ阻害剤による tau の代謝回転に対する影響を検討するこ

とである。 

 

図２．細胞内 Aβ産生部位と輸送経路 

 

現時点での知識および想定をもとにまとめた。細胞内で産生される APP のごく一部が A
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β産生の経路をたどると考えられている。APP 輸送経路と Aβ産生との関係はまだよくわか

っていないが、考えられる一つの可能性は、APP が細胞膜に輸送されてからエンドサイト

ーシスで再び細胞内にとりこまれた APP がエンドソームでβ切断を受け、生じた CTFβが

ゴルジ体でγ切断を受け、Aβが産生されるという経路である。ゴルジ体で産生された A

βは大部分が分泌されるが、一部は low density membrane domain（LDM）に組み込まれ細

胞膜にとどまる。LDM-Aβの蓄積のレベルは細胞外の Aβ蓄積のレベルと良く相関する

（本文参照）。つまり LDM-Aβは細胞外の不溶性 Aβ蓄積と密接な関係にある。一つの可

能性は、LDM ドメインが細胞外に放出される（shedding）ということであろう。 

 

４．老人斑および神経原線維変化のそれぞれ主要構成成分である Aβ、tau が蓄積していく

過程の解析となると、ヒト剖検脳では種々の制約が出てくる。この点でもし AD のモデル

マウスまたはラットがわが国で開発され、それが希望する研究者に広汎に配布されるなら

ば、日本の AD 研究は飛躍的に進歩するだろう。これまで野生株 APP 遺伝子を導入したト

ランスジェニックマウスが作製されたが、明瞭な病理変化を示すものは得られていない。

変異 APP 遺伝子を導入したマウスで多数の老人斑の出現が示されたが、このマウスは繁殖

力が弱いとされ、研究者間に自由に頒布できるところにまでに至っていない。 

われわれは以上を考慮にいれ、（家族性アルツハイマー病遺伝子である）presenilin (PS) 1

および 2 のトランスジェニックマウスの作製にとりくむ（現在進行中）。その評価は、病理

変化ではなく最も早い変化と考えられる脳組織中の Aβの含量の増加で行いたい（Shinkai 

et al. Ann Neurol 38:421-428, 1995）。これは病理学的な変化が出現する以前に生化学的な

Aβの蓄積時期があるとの観察に基盤をおいたものである。トランスジェニックマウスに

この生化学的変化がみられたら（変異株でみられ、野生株ではみられなかったら）、遺伝背

景の異なるマウスを用いるなどして AD の特徴的病理学的変化を示すマウスモデル、すな

わち真のアルツハイマー病モデルの確立を試みる。 

変異 APP 遺伝子を導入したトランスジェニックマウスでは老人斑の形成は観察された

が、神経原線維変化（PHF）はまだ観察されていない。主な理由はマウスの寿命および tau

の発現量（さらには可塑性）の違いと思われる。ラットおよびマウスでは tau の３リピー

トの最も短い型（胎児型）が生後消失するが、ヒトではこのタイプが生涯を通じて発現し

ている。そこでここではこのヒト胎児型 tau のトランスジェニックマウスまたはラットを

作製し、このマウスまたはラットにたいして脳室内にプロテアーゼ阻害剤である leupeptin

を持続注入を試みる。Leupeptin の脳室内投与は幼若ラット脳内の神経細胞を変性させ、リ

ポフスチン顆粒を大量に産生させる手段として知られている。すでにこの方法によりプル

キンエ細胞内に tau の免疫活性が生じることを確かめている（Ivy et al., Brain Res 498: 

360-365, 1989）。 

 

柳澤グループは、AD 脳内における Aβ沈着開始機序を、Aβと神経細胞膜との interaction
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から解明することを主目標に研究を進めた。実施にあたっては、柳澤らが初期 AD 脳に見

い出した GM1 ガングリオシド結合型 Aβ（GM1-Aβ）の形成機構およびにその seed 作用

の解明に焦点をあてた。また、同時に、AD 発症機構を分子細胞生物学的に明らかにする

ことを目指し、本疾患発症の主遺伝要因であるアポリポ蛋白 E（ApoE）やプレセニリン（PS）

の病的役割について、Aβの産生、重合、毒性発現機構の視点から検討を加えた。その内、

ApoE については本蛋白分子の生理機能であるコレステロール代謝制御について培養神経

細胞を対象に解析を進め、PS については結合蛋白の実態の解明を進めるとともに、Aβ産

生の最終段階であるγ-cleavage に対する PS の調節作用を検討した。 

岩坪グループにおいては、AD において蓄積する異常蛋白質のなかで最も病因的意義の

高いと考えられる Aβに関して、その産生過程の検討に集中し、AD における神経細胞死

の原因解明を最終目的として研究を行う。特に Aβの最終形成段階を担うγ-セクレターゼ、

ならびにγ-セクレターゼと深い関連を有する AD 原因遺伝子プレセニリン（PS）の関係

に焦点を定めて研究を展開した。まず研究開始当初の 96-97 年にかけては、PS の家族性

AD に連鎖する変異が Aβ産生に及ぼす影響を解析した。98 年には PS のフラグメント形

成と Aβ産生の関連を分子細胞生物学的に解析し、99 年から 2000 年にかけて、PS のカル

ボキシ末端部分にきわめて重要な機能ドメインが存在すること、PS の高分子量複合体型分

子種がγ-セクレターゼ機能を有することなどを確証することができた。今後の課題として、

(1) PS とγ-セクレターゼの同一性を検証すること (2) γ-セクレターゼ機能発揮に必須

の PS 結合因子（複合体構成因子）を同定すること、そして (3) Aβ蓄積がいかなる過程

を経て細胞死を招来するのかのを解明すること、がある。 

以上のように、本研究は、井原康夫、柳澤勝彦、岩坪 威、上山義人の４グループの共

同によって行なうことを申請した。井原は、主にヒト剖検脳における蓄積物質のタンパク

化学的解析を担当するとともに、上記の研究推進全体に責任を持ち、柳澤は、Aβ凝集に

おける脂質の関与の可能性を明らかにする点で、岩坪は、原因遺伝子である PS の機能解

析を主に担当することによって、上山はトランスジェニック動物作製を担当することによ

って共同研究体制を組むことを企画した。 
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３．研究実施体制 
 
 

 

ヒト剖検脳の解析を担当 

 

 

 

Aβと脂質の相互作用を担当 

 

 

 

PS の機能解析を担当 

 

 

Transgenic, knockin mice 作製 

 

 

ヒト剖検脳採取・凍結保存 

 

 

ヒト剖検脳採取・凍結保存 
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