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研究成果の概要（和文）：　アミロイド前駆体蛋白（APP）を過剰発現する細胞を用いて、APP、BACE1、γ-secretase
複合体の発現量を評価した。Swedish変異型のAPPを過剰発現するヒト神経芽細胞腫（SH-SY5Y）細胞を、細胞下分画法
によりCrude mitochondria（CM）画分・Microsome(MS)画分に分離した．CM画分内のlysosomeをさらに分離するため，I
odixanol 密度勾配遠心分離を追加した。
　精製ミトコンドリア画分内にはBACE1およびγ-secretase複合体が少ないことより、ミトコンドリア内でAPPからAβ
が産生されている可能性は低いと考えられた。

研究成果の概要（英文）： Mitochondrial dysfunction is implicated in the neurodegeneration in Alzheimer’s 
disease. Accumulation of amyloid β protein (Aβ) in mitochondria is suggested to be responsible for 
mitochondrial dysfunction. Then, we investigated processing of amyloid precursor protein (APP) in 
mitochondria in vitro studies.
 Microsome and crude mitochondria fractions were obtained from human neuroblastoma SH-SY5Y cells 
overexpressing Swedish mutant APP by homogenization and centrifugation. By Western blot analysis. 
components of γ-secretase complex were similarly recovered in microsome and crude mitochondria 
fractions, and BACE1 was enriched in microsome fraction. After iodixanol gradient fractionation, 
γ-secretase complex components were recovered mainly in lysosome-enriched fractions. Taking these 
findings into consideration, it is unlikely that Aβ is generated from APP locally in mitochondria.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 

 アルツハイマー病(AD)の病態にミトコン

ドリアの機能異常が関与していることが示唆

されている。また、AD 病患者脳および AD

モデルマウスの脳において、アミロイドβ蛋

白（Aβ）がミトコンドリア内に蓄積してい

ることが報告されており、ミトコンドリア内

に蓄積した Aβが、ミトコンドリアの機能不

全を引き起こす可能性が考えられている。し

かし、ミトコンドリアへの Aβ蓄積のメカニ

ズムについては不明な点が多く、ミトコンド

リア内での Aβ産生の関与についても明らか

ではない。 

 

２．研究の目的 

 AD の病態にミトコンドリアの機能異常が

関与していることが示唆されている。その機

序として、Aβがミトコンドリア内に蓄積し、

ミトコンドリア外膜における蛋白輸送の阻

害、TCA cycle にかかわる酵素の減少 , 

cytochrome oxidase の減少、呼吸鎖の阻害、

ROS 産生などを介して、ミトコンドリア機能

不全をきたし、ATP 産生が低下し、シナプス

障害を来たすと考えられている。しかし、ミ

トコンドリアへの Aβ蓄積のメカニズムにつ

いては不明な点が多く、ミトコンドリア内で

の Aβ産生の関与についても明らかではない。

今回我々は、アミロイド前駆体蛋白（APP）

を過剰発現する細胞を用いて、ミトコンドリ

アおよびマイクロゾームにおける APP、

BACE1、ADAM10、γ-secretase 複合体構

成蛋白の発現量を評価し、ミトコンドリア内

における APP 代謝について検討した。 

 

３．研究の方法 

 Swedish 変異型の APP を過剰発現するヒ

ト神経芽細胞腫（SH-SY5Y）細胞を材料とし

て用いた。細胞を、遠心分離を用いた細胞下

分画法により粗ミトコンドリア画分・マイク

ロゾーム画分に分離した。さらに粗ミトコン

ドリア画分からライソゾームを分離するた

め、 

Iodixanol 密度勾配遠心を用いた分離法を追

加した。得られた画分に対して分離を確認し

た後、BACE1、γ-secretase 複合体因子、

APP、ADAM10 などの発現をウェスタンブ

ロッティングで解析し、比較した。 

（倫理面への配慮）特に問題なし。 

 

４．研究成果 

（１）結果 

 ミトコンドリア画分の分離は TOMM20，

TOMM40，Cytochrome C を用いて確認した。

マイクロゾーム画分はγ 1 Adaptin 、

Calnexin 、Cathepsin D などで評価したが、

Cathepsin Dはミトコンドリア画分内にもマ

イクロゾーム画分と同程度に存在しており、

ライソゾームが一部ミトコンドリア画分に

含まれている可能性が示唆された。 

 粗ミトコンドリア・マイクロゾーム画分の

検討では APP はミトコンドリア・マイクロ

ゾーム画分に同程度分布していた。BACE1

はマイクロゾーム画分優位、Presenilin1、

Nicastrin、APH-1aL は粗ミトコンドリア画

分優位に分布していた。 

 粗ミトコンドリア画分にライソゾームが

混入している可能性が示唆されたため、ライ

ソゾームを除去するためさらに Iodixanol 

density gradient を用いた分離法を追加した。

得 ら れ た 画 分 に つ い て Cathepsin D, 

Tomm40 で分離を確認し、ミトコンドリアを

多く含む画分とライソゾームを多く含む画

分について検討を行った。 

 その結果、γ-secretase 複合体構成蛋白は

精製ミトコンドリアよりもライソソームを

多く含む画分に多く回収された。精製ミトコ

ンドリアにはADAM10と未熟型APPはある

が、成熟型 APP、BACE1、γ-secretase 複

合体は乏しかった。 

 



（２）考察 

 精製ミトコンドリア画分について検討し

たところ、ミトコンドリア内には未熟型 APP、

ADAM10 は存在するものの、成熟型 APP，

γ-secretase 複合体構成蛋白、BACE1 は乏

しかった。以上の結果から、ミトコンドリア

内において APP の代謝、Aβ産生が行われて

いる可能性は低いと考えられた。 

 

（３）結論 

 精製ミトコンドリア画分内には BACE1 お

よびγ-secretase 複合体は少なく、ミトコン

ドリア内での Aβ産生はあったとしても他の

細胞内小器官と比較し非常に少ないと考え

られる。 
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