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研究成果の概要（和文）：本研究では、毒性タウオリゴマー伝播・蓄積能力を獲得する「シンギュラリティ細
胞」は、いつ、どこで、生じるのか？　シンギュラリティ細胞から放出されたタウオリゴマーがいつ、どのよう
に、急激に大脳皮質に伝播するのか？という課題に答えることを目指した。 タウオリゴマーやタウ凝集のよう
なタウ超分子複合体を光照射により誘導する技術を確立し、タウオリゴマー検出プローブの候補を見出した。細
胞内外のタウが神経細胞のシナプスに与える影響を特定し、細胞内タウオリゴマーのダイナミクスを１分子解像
度で解析する技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to answer two questions: (1) When and where do "
singularity cells," which acquire the ability to propagate and accumulate toxic tau oligomers, 
arise?　(2) When, how, and how rapidly do tau oligomers released from singularity cells propagate to
 the cerebral cortex? 
We established a technique to induce tau supramolecular complexes such as tau oligomers and tau 
aggregates by light irradiation. We also found candidate probes for the detection of tau oligomers. 
We identified the effects of intracellular and extracellular tau on neuronal synapses. We 
established a technique to analyze the dynamics of intracellular tau oligomers at single molecule 
resolution.

研究分野：生物物理学

キーワード： シンギュラリティ　タウ　光遺伝学　アルツハイマー病　脳神経疾患　１分子イメージング　プローブ
開発

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タウが毒性を持つオリゴマー・凝集核へと変化する過程を可視化ようとする本研究は、アルツハイマー病の始ま
りの瞬間におこっている現象を明らかにするという意義がある。タンパク質の凝集を原因とする脳神経疾患は、
パーキンソン病、ALS、プリオン病、ポリグルタミン病など数多く存在する。本研究の成果を受けて将来的にタ
ウが細胞内で超分子複合体を形成する過程を明らかにできれば、同様にタンパク質凝集を出発点とする脳神経疾
患の発症機構を理解するための新しい研究戦略を創生できると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
「タウオパチー」とは、本来無害な微小管結合タンパク

質タウが変性し、毒性を持つことを特徴とする神経変性

疾患の総称である。その代表例であるアルツハイマー病

では、脳幹の青斑核のごく少数個の細胞において発生し

た毒性のあるタウオリゴマーが、脳の別の領域へと伝播

し、最終的には大脳皮質の 50％にも及ぶ神経細胞の細胞

死を引き起こす（右図）。病理解剖と動物実験の結果を統

合すると、タウ変性はごく少数の神経細胞の変性に始ま

るが、ある時点で急激に脳全体に病変が拡大する。この

現象は、まさに本領域が対象とするシンギュラリティ現

象と考えられ、変性タウを最初に蓄積し、伝播能力を獲

得した神経細胞は「シンギュラリティ細胞」と捉えるこ

とができる。アルツハイマー病の発生機序を理解しその

予防と治療につなげるためには、タウの変性がシンギュ 

図１：本研究が対象とるすシン

ギュラリティ現象 

 

 

ラリティ細胞を生み出し、神経細胞と脳全体にダメージを与えていく過程を、分子-細胞-組織と

いう階層を超えてシームレスに解析する必要がある。 
 
２．研究の目的 

本研究計画では、❶ 毒性タウオリゴマー伝播・蓄積能力を獲得する「シンギュラリティ細胞」

は、いつ、どこで、生じるのか？ ❷ シンギュラリティ細胞から放出されたタウオリゴマー

がいつ、どのように、急激に大脳皮質に伝播するのか？という生物学的課題に答えることを目

的とした。この目的を達成するために、(1)タウオリゴマーやタウ凝集を人為的に誘導する技

術の確立、(2)タウオリゴマー検出プローブの開発、(3) 細胞内外のタウが神経細胞に与える

影響の検証、(4)細胞内タウオリゴマーと膜分子のダイナミクスの解明を行なった。 

 

３．研究の方法 

(1) タウオリゴマーやタウ凝集を人為的に誘導する技術の確立 

人為的にタウオリゴマーや凝集を作成する技術

は、シンギュラリティ細胞がどのような波及効果

を持つかを検証するために必要不可欠である。

A01-2班吉村、A03-1班分担者・高島、研究協力

者・添田と共同で、青色光依存的に凝集する Cry2
ファミリータンパク質にタウを融合した

「OptoTau」を作成した。A03-1班坂内、研究協

力者・櫻木らはゲノム編集技術によりこの

OptoTau をノックインした Neuro2a 細胞を作製

し、様々な青色光照射条件により生成される 

図２：OptoTau の模式図 

 

液液相分離(LLPS)液滴、アグリソーム、βシート構を持つ凝集など、多様な超分子複合体の

誘導を確認した。 
 
(2) タウオリゴマー検出プローブの開発 

A03-1班分担者・高島、研究協力者・添田のタウオリゴマー構造の知見（Journal of Alzheimer's 
Disease 2019; Adv. Exp. Med. Biol. 2019）に基づき、A01-2班永井と共同で、タウオリゴマー

の誕生を高感度で検出できる高光度化学発光性プローブ、同一個体内でタウオリゴマーを蓄

積・放出能を獲得する最初の神経（シンギュラリティ細胞）とタウオリゴマー伝播を検出で

きる新規プローブの開発を行なった。A01-2班がデザインした複数のプローブ候補について、

A03-1班坂内らがスクリーニングを行った。 
 

 



(3) 細胞内外のタウが神経細胞に与える影響の検証 

A03-1 班坂内らは、細胞外に投与したタウ、および細胞内に過剰発現したタウがシナプスに

どのような影響を与えるかを、ラット海馬由来の初代培養神経細胞を用いて検証した。細胞

外には A03-1班分担者・高島、研究協力者・添田らが作製したリコンビナントタウ(2N4R型)
を投与し、細胞内にはアデノ随伴ウイルスを用いて野生型ヒトタウ、および、P301S 変異を

持つヒトのタウを過剰発現させた。シナプスへの影響は免疫蛍光染色法、スパインへの影響

は Actin可視化ツールである LifeAct を用いて定量的に検討した。 
 

(4) 細胞内タウオリゴマーと膜分子ダイナミクスの解明 

上記 OptoTauKI を発現する細胞において、分担者の廣島は全自動１分子イメージング装置を

用いて、細胞内タウの１分子イメージングおよび細胞膜分子の１分子イメージングを行った。

青色光照射によりタウの超分子複合体を融合した時、上皮成長因子受容体(EGFR)のダイナミ

クスに影響がおこるかどうかを検討した。 
 

４．研究成果 

(1) タウオリゴマーやタウ凝集を人為的に誘導する技術の確立 

OptoTau をゲノム編集でノックインした Neuro2a 細胞（OptoTauKI 細胞）に様々な条件で青色

光を照射することにより、LLPS液滴、アグリソーム様構造、β シートを含む凝集体を細胞内で

誘導することができた（図３）。また、OptoTauKI 細胞への青色光照射は、細胞外から投与し

たタウシードによる凝集体形成効果を高めることが明らかになった。A03-1班研究分担者・松

本が超解像顕微鏡法による観察から、免疫蛍光染色法によりタウと微小管をラベルした細胞を

超解像顕微鏡法(SIM)により観察したところ、光照射による Tau の集積は最初は微小管に沿って

線状におこることがわかった。この OptoTau を、アデノ随伴ウイルスを用いて神経細胞に導入

し、タウの凝集が誘導されるかを検討した。青色光照射により凝集体様構造 が確認された。青

色光非照射の細胞においても数は少ないながらも凝集体様構造ができていたことから、神経細

胞においてはタウ過剰発現による効果も凝集に関わる可能性も考えられる。OptoTau プローブ

の大脳皮質への発現システムについては研究期間中には終了しなかったが、A03-1班分担者・

松田と坂内が研究期間終了後も別の研究テーマとして引き続き検討を行っていく。 
 
 図３：OptoTau により誘導された様々なタウの超分子複合体（矢印） 
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(2) タウオリゴマー検出プローブの開発 

A01-2 班永井・服部は、凝集時のタウに生じる

立体構造変化を受けて発光するデザインのタ

ウオリゴマー検出プローブを設計した。C端と

N 端に分割した発光酵素 Akaluc あるいは

NanoKaz をタウ配列に融合し、タウが凝集した

ときに発光酵素が再構成する意図のプローブ

のプロトタイプを設計した。A03-1班坂内らは、

前述の OptTauKI 細胞において、青色光照射時、

タウ凝集核導入時の発光強度を測定し、プロー

ブがタウの凝集状態を反映しているかの検証 

図４：細胞にタウ凝集核を入れた時(Seed(+))
に発光が増加するプローブ候補 



を行なった。OptTauKI 細胞にタウの凝集核を導入した時に、発光強度が増加するプローブのプ

ロトタイプが見出された。一方で、青色光の照射により顕著に発光強度が増すプローブ候補は現

段階では見つかっていない。また、タウタンパク質の発現量によってバックグラウンドの発光が

生じる可能性が否定できていない。これらの課題については、今後別の研究テーマで追求してい

く。 

 

(3) 細胞内外のタウが神経細胞に与える影響の検証 

A03-1班坂内らは、ラット海馬初代培養神経細胞において、細胞外と細胞内の過剰なタウが神経

細胞のシナプス構造に与える影響を検討した。細胞外タウをラット海馬初代培養細胞に 1 時間

又は 1日曝露し、AMPA受容体(AMPAR)と GABAA受容体(GABAAR)のクラスターサイズをを免

疫細胞化学法で定量化した。その結果、53 nM の細胞外タウを投与した場合、GluA1 クラスター

サイズには影響がなかったが、GluA2 クラスターサイズは有意に縮小し、GABAAR クラスター

サイズは有意に増大した。0.36 nM の細胞外タウ存在下でも、シナプスの GluA1 クラスターサイ

ズには影響がなかったが、シナプスの GluA2 クラスターサイズは有意に縮小し、シナプスの

GABAAR クラスターサイズは有意に増大した。また、細胞内にタウを過剰発現させると、細胞

体近傍のスパイン密度が激しく低下した一方で（図５）、シナプスの GluA1 クラスターサイズは

変化しなかった。これらの結果は、細胞外タウの存在が AMPA作動性及び GABAA作動性シナプ

スに集積する受容体の数を変化させることを示しており、細胞外タウ投与が興奮性及び抑制性

の神経伝達の両方に影響を与える可能性を示唆している。 
 
図５タウを過剰発現させた時のスパインの染色画像 

 
 

(4) 細胞内タウオリゴマーと膜分子ダイナミクスの解明 

 

A03-1班坂内、廣島、高島、添田と、A01-2班分

担者の吉村は、全反射顕微鏡（TIRFM）を用いて

細胞内でのタウのダイナミクス１分子イメージ

ング系の立ち上げを行なった。OptoTauKI 細胞、

および SNAP-tag 融合タウを過剰発現させた

COS7 細胞において、タウの１蛍光をビデオレー

トで追跡することに成功した。しかし現段階で

は、このタウがモノマーなのかオリゴマーなのか

凝集体なのかは判別できない。今後は別の研究課

題で、１分子イメージングによりタウのストイキ

オメトリーを判定しながらダイナミクスの解析

をする計画である。また、廣島の全自動１分子 

 

図６ TIRFM を用いた COS7 細胞における 
タウの１分子イメージングデータ 

 

イメージングシステムを用いて、青色光を照射してタウの LLPS を誘導した OptoTauKI 細胞にお

いて、細胞膜分子 EGFR のダイナミクス解析を行なった。その結果、slow-mobile fraction という

パターンに分類される分子運動の範囲と拡散係数が増加していることがわかった。この結果は、

タウの超分子複合体生成は、細胞膜の分子運動に影響を与えていることを示唆している。今後は

LLPSだけでなく、多様なタウ超分子複合体を生成させ、その条件下で神経生存や神経活動に関

わるタンパク質のダイナミクスに及ぼす影響を引き続き明らかにしていく計画である。 

Control WT P301S

40 µm
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Kawase Naoyuki、Sugihara Atsuya、Kajiwara Kentaro、Hiroshima Michio、Akamatsu Kanako、Nada
Shigeyuki、Matsumoto Kunio、Ueda Masahiro、Okada Masato

298
 １．著者名



2021年

2022年

2022年

2020年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Dendritic distribution of CDK5 mRNA and p35 mRNA, and a glutamate-responsive increase of
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Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects 130135～130135

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －
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Tanaka Toru、Ohashi Sachiyo、Takashima Akihiko、Kobayashi Shunsuke 1866
 １．著者名
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
β-Lactolin Reduces Age-Related Inflammation and Cognitive Decline

Frontiers in Nutrition 724134

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Ano Yasuhisa、Ohya Rena、Takashima Akihiko、Uchida Kazuyuki、Nakayama Hiroyuki 8
 １．著者名
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2020年

2020年
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 １．著者名
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 オープンアクセス  国際共著
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β-Lactolin, a Whey-Derived Lacto-Tetrapeptide, Prevents Alzheimer’s Disease Pathologies and
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Dysregulation of autophagy and stress granule-related proteins in stress-driven Tau pathology
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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