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研究成果の概要（和文）：ヒト神経芽腫細胞由来のSH-SY5Y細胞やスウェーデン型のAPP変異を発現したSH-SY5Y
細胞において、成熟型Aβ前駆体（APP）、BACE1、γセクレターゼ複合体の構成成分（特にpresenilin1と
PEN-2）は、リソゾーム画分に比べてミトコンドリア画分にはほとんど検出できなかった。
TFEBのみ過剰発現させた神経細胞では、Aβ分泌量は対照よりも減少し、これはADAM10レベルの増加によるため
と考えられた。APPまたはβ-CTFを過剰発現させた神経細胞では、TFEB過剰発現によりAβ分泌量は有意に増加し
ていた。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether Amyloid β-protein (Aβ) is generated locally from 
amyloid precursor protein (APP) within mitochondria by analyzing the expression patterns of APP and 
related molecules in mitochondria separated from human neuroblastoma SH-SY5Y cells and those 
expressing Swedish mutant APP.  In view of the particularly low expression levels of BACE1, γ
-secretase complex proteins, and β-CTF in mitochondria, we propose that it is unlikely that Aβ 
generation from APP occurs locally within this organelle. On the other hand, abnormalities of the 
autophagy-lysosomal pathway (ALP) have been implicated in the pathology of AD. Activation of TFEB 
(transcription factor EB), a master regulator of the ALP, leads to ALP facilitation. The present 
study sought to clarify whether TFEB-mediated ALP facilitation influences the process of Aβ 
generation in neurons, indicating that TFEB-mediated ALP enhancement appears to have dual, but 
opposite, effects on Aβ production in neurons.

研究分野： 神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ADではAβのフリーラジカル化した毒性構造体が増加している事やAβオリゴマーがミトコンドリア障害性に作用
する事が示されて来た。本研究では、AD発症における病因関連分子であるAβがAD発症を促進する機序に関し
て、特にミトコンドリアとの関係を中心に解析した。SH-SY5Y細胞を用いた実験により、APPよりのAβの産生
は、ミトコンドリアにおいては生じていないものと考えられた。また、APPの細胞内代謝を解析では、TFEBによ
るALP促進がAβ分泌量に与える影響は、主にβ-CTFレベルの変化によるものと考えられた。今後は、酸化ストレ
スやミトコンドリア障害とALPやTFEBとの関係を解析する必要がある。　



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病（Alzheimer's disease; AD）の病因関連分子は脳血管や老人斑に沈着する
アミロイド β 蛋白（amyloid β protein; Aβ）であるが、Aβ がシナプス障害や神経細胞死をきた
す機序に関しては未だ解明されていない。また、AD では Aβ のフリーラジカル化した毒性構造
体（毒性 Aβ）が増加している事や Aβ オリゴマーがミトコンドリア障害性に作用する事が示さ
れて来た。更にまた、AD 最大の遺伝的危険因子はアポリポ蛋白Ｅ（apolipoprotein E: APOE）
の ε4 であり、APOE は AD の疾患感受性遺伝子と考えられている。APOE-ε4 が AD を促進す
る機序としては、Aβ の凝集促進やクリアランス抑制作用の他に、抗酸化作用の減弱が示唆され
ている。本研究では、Aβ オリゴマーや毒性 Aβ、APOE-ε4 の AD 発症における病因関連分子が
AD 発症を促進する機序に関して、特にミトコンドリアとの関係を中心に解析することを目的
とする。AD 脳ミトコンドリアにおける Aβ や APOE の分子種依存的な分子病態（Aβ モノマー
対 Aβ オリゴマー、通常 Aβ 対毒性 Aβ、APOE-E3 対 APOE-E4）を明らかにすることは、AD
の予防や治療法の開発にも結び付く可能性があり、臨床的意義は極めて大きい。 
 また、AD の病態においては、オートファジー・リソソーム経路（ALP）の異常が示唆され
ている一方、転写因子 EB（TFEB）は ALP の主要な調節機能を有しており、その活性化によ
り ALP の機能が亢進することが報告されている。TFEB によって誘導される ALP の促進が神
経細胞の Aβ 産生過程に及ぼす影響を明らかにすることも、Aβ の分子病態を明らかにする上で
重要である。 
 
２．研究の目的 
 AD の病態にはミトコンドリア機能障害が関与している可能性があり、AD の病因関連物質で
ある Aβ とミトコンドリアとの関係を解析することを目的とした。また、オートファジー・リ
ソソーム経路の活性化による Aβ 産生への影響も検討した。 
  
３．研究の方法 
 まず、ヒト神経芽腫細胞由来の SH-SY5Y 細胞やスウェーデン型の APP 変異を発現した
SH-SY5Y 細胞を用いて、ウェスタンブロットにより発現パターンを調べた。 
 次に、APP の細胞内代謝を解析するために、オートファジー・リソソーム経路（ALP）の活
性化による Aβ 産生への影響を検討した。AD の病態においては、ALP の異常が示唆されてお
り、転写因子 EB（TFEB）はその活性化により ALP の機能が亢進する。ラットの大脳皮質初
代培養神経細胞を１４日間培養し、１５日目に対照細胞と野生型 Aβ 前駆体蛋白（APP）を強
制発現させた細胞に TFEB を強制発現させた。１８日目に培養細胞をウエスタンブロットにて
解析し、培養上清中の Aβ を測定した。 
 
４．研究成果 
 ヒト神経芽腫細胞由来の SH-SY5Y 細胞やスウェーデン型の APP 変異を発現した SH-SY5Y
細胞において、成熟型 Aβ 前駆体（APP）、BACE1、γ セクレターゼ複合体の構成成分（特に
presenilin1 と PEN-2）は、リソゾーム画分に比べてミトコンドリア画分にはほとんど検出で
きなかった。従って、APP よりの Aβ の産生は、ミトコンドリアにおいては生じていないもの
と考えられた。 
 APP の細胞内代謝を解析では、TFEB のみ過剰発現させた場合には、Aβ 分泌量は対照より
も減少し、これは ADAM10 レベルの増加によるためと考えられた。APP または β-CTF を過剰
発現させた神経細胞では、TFEB 過剰発現により Aβ 分泌量は有意に増加していた。 
 Aβ 産生において、この β-CTF 増加の影響が ADAM10 増加の影響を上回るため、Aβ の分泌
量は増加するものと推測される。本実験系においては、TFEB による ALP 促進が Aβ 分泌量に
与える影響は、主に β-CTF レベルの変化によるものと考えられた。今後は、酸化ストレスやミ
トコンドリア障害と ALP や TFEB との関係を解析する必要がある。  
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