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APP軸索順行性輸送におけるJIP1の機能

学位論文内容の要旨

  神経細胞では細胞体で合成されたタンバク質を樹状突起や遠く離れた軸索末
端まで正確に運ぶ必要がある。そのため、長距離にわたる軸索中での効率的な
小胞輸送、すなわち軸索輸送が神経細胞の生存や機能維持においてきわめて重
要な役割を果たしていると考えられる。
  アルツハイマー病(AD)原因因子のひとつであるアミ口イド前駆体夕ンパク
質(APP)も神経細胞内で軸索順行性輸送を受けるタンバク質として報告され
た。その後に輸送を担うmotorがkinesin-lであることとAPPは細胞内輸送過
程でAD発症にっながるアミ口イド産生的代謝を受けている可能性が示唆され、
APP輸送機構を理解することはAD発症メカニズムを解明する上で重要な手掛
かりとなると考えられている。
  これまで 当研究室では APPがc-Jun NH2-terminal kinase (JNK)
Interacting Proteinl(JIP1）を介してkinesin-l構成因子KLCに結合し、高速
な軸索順行性輸送を受けることを明らかにしている。しかしながら現在までに
APPはKLCと直接相互作用するという報告やJIPlbはりン酸化状態のAPPの
みと相互作用するといった報告もあるなど議論は続いており結論には至ってい
ない。そこで本研究では、JIP1がkinesin-lによるAPPの神経軸索高速輸送
に果たす役割を明らかにすることを目的とレて、JIPl Knock-out (KO)マウス
を用いて解析を行った。

ヱ空丞脳E APP-JIPl-kinesin-l複金笠Q捻出
  これまでAPP-JIPl-kinesin-l複合体の形成は培養細胞での過剰発現系にお
いて共役免疫沈降で示唆されていたものの、生体内における複合体形成は確認
されていなかったのでマウス脳内で複合体が形成されているか確認することと
した。2か月齢と14か月齢の野生型マウス脳をsampleとしてlysateを調製し、
KHC抗体による共役免疫沈降を行った。その結果、2か月齢のマウス脳におい
てKHCとAPP、JIP1、KLC1、2の結合が確認された。それに対し14か月齢
のマウス脳においてはKHCとKLC1、2の結合は2か月齢と同程度に認められ
たものの、JIP1およびAPPとの結合は2か月齢と比較して減弱していた。以
上の結果よりAPPおよびJIP1はマウス成体脳でkinesin-lと複合体を形成し
ていること、そしてその結合が加齢によって減弱することが示された。このこ
とは加齢が主要因とされている非遺伝性の孤発性ADとの相関性を示唆する結
果と考えられる。
袿経軸塞内APP4ニ胞蠱よびAlca/Jx亀塗i蓋観塞
  APP小胞輸送過程を他のcargo小胞と比較する目的で、APPと同じくI型膜
夕ンパク質でkinesin-lに運ばれるAlcadeina (Alca)小胞の初代培養神経細胞
における軸索輸送を解析した。その結果、APP小胞の順行輸送速度ははAlca
小胞よりも高速になっていることが明らかになった。これまで一般的にmotor
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はそのmotor固有の速度で動くと考えられており、kinesin-lの速度はねvitro
の実験等ではAlca小胞のように2pLm/sを超えることはほとんどないとされて
おり、APP小胞がとりわけ高速な順行性輸送を受けていることがわかった。

JIPl KO控経細胞！三壷吐るAP£坐胞輸送観塞
  APPとkinesin－1のアダプ夕一夕ンバク質であるJIP1のAPP高速順行性輸
送への必要性を検証する目的でJIPl KO神経細胞におけるAPP小胞輸送を解
析した。その結果、順行性輸送速度が野生型に比べて低下し、また逆行性輸送
が多く観察されることが明らかになった。さらにJIP1が存在しないときのAPP
小胞輸送が低速かつ逆行性が増加するとしゝう現象がJIP1の欠失によることを
明らかにする目的で、JIPl KO神経細胞にAPP-EGFPとともにJIPlbを導入
し、APP小胞輸送活性の回復実験を行った。その結果、JIPlbを導入したJIP1
KO神経細胞では3ym/sを超えるAPPの高速な順行性輸送が回復した。これに
より、JIPlbがAPPの速度を規定している因子であることが明らかとなった。

JIP1筮 損 迭 態 ！ 三 お け る APP輸 送 堕 kinesin-l筮 在 性 Q捻 誕
  JIP1が存在しないときの低速なAPP輸送を担うmotorがkinesin-lかどう
かを免疫染色とknockdown実験により検証した。実験の結果、APPとKLC1
の共局在は変化がなく、JIP1とkin esin -1の同時knockdownでAPP輸送は停
滞したことからkinesin-lによって輸送されていることが示された。

JIPl KO盈経細胞ヒAPP坐胞輸送捲能回復塞鑒
  JIP1がAPPの軸索高速輸送に果たす機能を明らかにすることを目的として、
JIP1が各結合分子と結合できない変異体を作製し、JIPl KO神経にAPP-EGFP
とともに共発現させてAPPの順行性かつ高速な輸送が回復されるかどうか検
証することとした。その結果、まずAPPの高速順行性輸送にはAPPとJIP1
の結合は必要であることおよびJNKとの結合は必須ではないことが示された。
またAPP自身のりン酸化も影響しない可能性が高いと考えられた。そしてJIP1
とkinesin-lの結合については351から514番目のアミノ酸領域は必要である
がC末端11アミノ酸領域とTPR motifの結合は高速化には必須であるが順行
性割合には影響を与えないことが示唆された。

JIP1がAPP岱謝t三皇盞歪彪醤cD捻誕
  APP神経軸索内輸送とAPP代謝には関連性が示唆されていることからAPP
輸送が変化しているJIPl KOマウス神経細胞内においてAPP代謝が変化して
いる可能性が考えられたので老齢マウス脳および初代培養神経細胞における
APP代謝を解析した。
  その結果、老齢JIPl KOマウス脳内におけるAPP代謝産物の量は野生型マ
ウス脳と比較して有意な差は認められなかった。しかしながら初代培養神経細
胞においてAPP代謝分解速度を解析する実験ではJIPl KO神経細胞のほうが
野生型と比較して有意に分解速度が上昇しているという結果が得られた。

以上より、本研究ではJIP1が神経軸索内においてAPPがkinesin-lによる高
速な順行性輸送を受けるために必須の分子であることを示し、kinesin-lとの
結合様式によって速度と方向性を制御しうる可能性を示唆した。
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APP軸索順行性輸送におけるJIP1の機能

  キネシン-1はモ一夕ー活性を持つ重鎖(KHC，kinesin heavy chain)とカーゴ結合部位を持つ軽鎖

(KLC，kinesin lightchain)が2っづつ結合した4量体として機能している。キネシン1は、イカの巨

大軸索から最小に精製・同定された順行性輸送モータータンバク質であり、微小管上を移動する仕

組みは生物物理学的に良く解析されている。しかしながら、カーゴの結合解離を制御する機構やモ

ーター機能が制御される仕組みは、ほとんど解明されていない。荒関が所属する研究室では、アル

ツハイマー病の発症因子であるアミ口イドロベプチド(AB）の前駆体夕ンパク質APPの細胞質ドメ

インに結合するタンバク質としてnPlを単離し、nPlがKLCと結合する事めゝらキネシン-1による

膜小胞順行輸送にJIP1が果たす機能を探索していた(TaruH．，et甜【2002]J．BW Chem. 277，20070)。

荒関は、nPl遺伝子破襲(nPl-lく．o）マウスの初代培養神経細胞に、心，P・GFPを発現させ、順行輸送

速度およ翻嚼行輸送頻度を全反射顕微鏡卩IRDを用いて解析し、JIPlがキネシン｜1モーターの活性

を制御する事を、世界で初めて実証した。これまでキネシン‐1は、カーゴの種類によらず同じ速度

で動くという通説に対して、Jm1がカーゴとキネシン‐1モーターの間に介在した場合は、高速で輸

送されること（A旧MY．，ef乱，に00刀EM日りJ．26，1475）を見いだしていたが、その仕組みは明らかで

はなかった。荒関は、この仕組みの解明を行った。荒関は、高速輸送と順行輸送の頻度は、独立し

たJm1、の機能であることをJIP1機能欠失変異体を発現した補棚胞におけるAPP輸送の解析から

証明し、JIPlの活性領域の解析を行った。心’Pの軸索輸送障害は神経毒性を示すAロの生成増加を

促進し、腫大神経突起など神経変性病理の形成に関与すると考えられている。従って、JIP1がAPP

の軸索順行輸送の質と量を糾御する仕組みの解明は、発症原因が多様であると理解されている孤発

性アルツハイマー病の発症機構の解明に貢献する。

  すなわち、荒関の発見は、キネシン－1によるカーゴ輸送を制御するJIP1の分子機構を解明し、

細胞生物学的にカーゴ輸送の機能糾御機構を解明する事に大きな貢献をしただけでなく、孤発性ア

ルツハイマー病の発症機構と治療薬の新たな標的を開発するために貢献する薬学的な知見を含み、

薬学領域の博士号に相当する極めて重要な研究である。

  これは、ようするに、著者は神経細胞の軸索小胞輸送に関わる新たな制御機構を解明し、その制

御異常による神経変性の分子機構の解明に迫る解析を行い、孤発性アルツハイマー病の発症機構の

解明に貢献するもので、APP膜小胞輸送制御に基づぃた創薬開発という観点で貢献するところ大な

るものがある。

  よって著者は、北海道大学博士（薬科学）の学位を授与される資格があるものと認める。
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