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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病を含むタウオパチーの病理的特徴は異常リン酸化タウを含む凝集体
である。タウの部位特異的なリン酸化の役割は、生理的にも病理的にも明らかになっていない。本研究ではリン
酸化を定量的かつ組み合わせ可能なPhos-tag法を用い、病理モデルとして有用性の高い、ヒトに類似した霊長類
であるマーモセットでのタウのリン酸化の詳細な解析を行った。これは、非ヒト霊長類での応用研究に適応でき
ると考えられる。また、複数のタウオパチー神経変性疾患患者における凝集性タウのリン酸化を詳しく解析し、
各タウオパチー特異的なリン酸化アイソタイプを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Tauopathy is a group of neurodegenerative diseases, including Alzheimer's 
disease (AD), characterized by aggregates containing abnormally phosphorylated tau. The role of tau 
site-specific phosphorylation has not been clarified physiologically or pathologically. In this 
study, we used the Phos-tag method, which can quantitatively and combine phosphorylation, to perform
 a detailed analysis of tau phosphorylation in marmosets, which are primates similar to humans and 
are highly useful as pathological models. This may be applicable to applied research in non-human 
primates. In addition, the phosphorylation of aggregated tau in patients with multiple tauopathy 
neurodegenerative diseases was analyzed in detail, and the phosphor specific tau isotype to each 
tauopathy was clarified.

研究分野： 神経化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在日本では高齢化が急速に進み、2025年には認知症患者数が700万人を超えると予測されている。そのため認 
知症の予防、診断、治療の開発が急務な課題となっている。アルツハイマー病(AD)など神経変性疾患では、発病
 原因に関わる病理変化は死後脳における確定診断として用いられているが、それらの臨床診断への応用は確立
していなかった。本研究は、各タウオパチー神経変性疾患における凝集性タウのリン酸 化状態を詳しく解析
し、各タウオパチー特異的なリン酸化アイソタイプを同定する。そしてその形成メカニズムを探索し、リン酸化
の制御を標的とした各タウオパチー特異的な治療開発に近づけるのではないかと考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
現在、高齢者の認知症予防や治療が急務となっている。主な認知症であるアルツハイマー病(AD)の特

徴は神経原線維変化と呼ばれる神経細胞内沈着物であり、その主要成分は異常にリン酸化されたタウで

ある。異常リン酸化タウの蓄積が見られる疾患は他にも数多く知られており、それらは総称してタウオ

パチーと呼ばれている。AD の他に皮質基底核変性症(CBD)、進行性核上性麻痺(PSP)、ピック病(PiD) 

嗜銀顆粒性認知症(AGD) などがある。また近年、スポーツ選手が受ける脳外傷による慢性外傷性脳損傷

(CTE)もその一つとなっている。また、家族性の前頭側頭葉型認知症(FTDP-17)ではタウの変異が原因と

なり、異常リン酸化、蓄積、そして神経変性が引き起こされることが明らかになっている。 

異なるタウオパチーでは発病時期、病態に違いがあるが、これらはタウの蓄積箇所やリン酸化の違いに

よるものと考えられる。即ちタウオパチーを引き起こす理由を明らかにするためにはタウの異常リン酸

化が起きる仕組みを解析することが重要と考えられる。 

研究代表者は以前の研究により、リン酸化の組合せとリン酸化の総量を定量可能なPhos-Tag法を用い、

タウのリン酸化解析に応用した (Kimura et al., 2018 Front Neurosci)。In vitro、培養細胞を用い

た実験系から、タウリン酸化部位の全組み合わせを同定することで、主なアイソタイプの定量的リン酸

化解析を可能にした。そしてタウには 12 の異なるリン酸化アイソタイプが存在し、主な部位は Thr181, 

Ser202, Thr231, Ser235,Ser404 であることを見出した(kimura et al., 2016 Sci Rep)。そして、この

基盤を、マウス脳のリン酸化タウに適応させ、in vivo タウのリン酸化も明らかにした。また、一部の

タウオパチー患者におけるタウのリン酸化を、Phos-Tag による解析を行い、患者間で特徴的なリン酸化

が起きていることを明らかにした(kimura et al., 2016 Am J Pathol)。 

近年ヒトに類似した非ヒト霊長類での神経変性疾患研究がタウオパチー解明に向け、より良いモデル

として考えられている。たとえば、コモンマーモセットは、加齢に伴う神経変性疾患の病因を調査する

ための非ヒト霊長類モデルとして使用されてきている。しかしマーモセット脳でのタウの生化学的研究

は行われていなかった。そこで、マーモセットの脳におけるさまざまなタウアイソフォームの発現とそ

のリン酸化状態を含む、タウのいくつかの重要な側面を調査した。また今回、以前の研究で解析しきれ

なかった様々なタウオパチー患者脳について、Phos-Tag 解析、そしてリン酸化抗体を駆使し特徴だっ

たタウリン酸化を明らかにした。 

 

２．研究の目的 

タウオパチーはタウの凝集体を病理とする一群の神経変性疾患である。タウの毒性が疾患の原因とな

っていると考えられるが、その実体は不明である。凝集タウは異常リン酸化されており、異常リン酸化

を解明することはその毒性及び病理の解明につながると考えられる。これまでのタウのリン酸化研究は

主としてリン酸化抗体により行われてきた。しかし、リン酸化抗体による解析では特定のリン酸化部位

の相対的なリン酸化量の比較しか出来ず、全体のリン酸化量は評価出来なかった。本研究ではタウの異

常リン酸化の実体を明らかにするため、リン酸化の組合せとリン酸化の総量を定量可能な Phos-Tag 法

を用いて、タウオパチーにおけるタウのリン酸化解析を行うことで異常リン酸化の実態を明らかにする

ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

非ヒト霊長類モデルとして、週齢の異なる 6匹のコモンマーモセットを慶應義塾大学、理化学研究所



脳科学センターにて提供いただいた。生後 0 日目(P0)の新生児マーモセット 3匹、1歳 11 か月と 5年 7

か月の成体雌 2匹、4年 8か月の成体雄 1匹を使用した。また、各ヒトタウオパチー(AD, CBD, PSP,AGD, 

PiD)脳は東京都健康長寿医療センターから提供していただき、側頭葉部位を Phos-tag 法を用いて解析

を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 非ヒト霊長類モデルであるコモンマーモセットタウのリン酸化解析 
① マーモセットタウの発現様式 
哺乳類のタウは、N 末端の 11 アミノ酸の挿入が、チンパンジーとマカクでは見られるが、ウシ、ヤ

ギ、ネコ、げっ歯類では見られないことから、「霊長類特有のモチーフ」と定義されている（Stefanoska 
et al., 2018）。マーモセットについて調べたところ、霊長類特有のモチーフ配列は存在しなかった。さ
らに、脳の発達とともに変化するタウアイソフォームの発現についても調べた。一般的にタウは、2 つ
の N 末端挿入部位の有無と、微小管結合領域を 3 つ (3R)、４つ含むもの(4R)が存在している。ヒトと
マウスの両方で、胚および出生後早期に 3R タウが発現し、ヒトの成体の脳では 3R と 4R の両方が発現
される。それに対して、成体のマウスの脳では 4R アイソフォームのみが発現している（Takuma et al., 
2003）。マーモセットの脳で発現するタウアイソフォームを明らかにするために、新生児および成体の
マーモセット脳タウの mRNA 逆転写産物の cDNA を、N 末端挿入と微小管結合部位の繰り返しを含む
プライマーを使用し、RT-PCR 法により調べた。結果、新生児マーモセットの脳では 0N3R のアイソフ
ォームと、少量の 0N4Rタウのアイソフォームが存在すること。成人マーモセット脳では 0N4Rと 2N4R
のアイソフォームが mRNA レベルで発現していることが明らかとなった。ここから、マーモセットの
タウアイソフォームの発現パターンはヒトよりもマウスの発現パターンに類似していることが明らか
となった。 
② マーモセットタウの Phos-Tag 解析 
マーモセットタウのリン酸化を解析するにあたり、ヒト、マウスタウとの比較を培養細胞発現系にて

Phos-Tag SDS-PAGE により解析した。マーモセット、ヒト、およびマウスのタウは、9 つのアイソタ
イプが見られ、デンシトメトリースキャンにより、それらのバンドパターンはほぼ同一であることが確
認された。したがって、培養細胞によるマーモセットタウは、ヒトまたはマウスタウと同じ部位で同程
度にリン酸化されることが示唆された。 
次に、マーモセット脳でのリン酸化について、ヒト AD 患者タウとの比較を行った。タウの主要リン酸
化部位を認識する抗体を使用したところ、成人マーモセットタウの Ser202 はヒトと同程度、Ser404 で
はヒトよりは低量であるが、同様にリン酸化されていた。また、Thr231 と Ser235、そして S396 のリ
ン酸化は、ヒトの脳では微量反応しか検出されなかったが、成人マーモセットではより検出された。タ
ウは出生後早期に高度にリン酸化されていることが知られており、病理を呈するリン酸化と同程度であ
ると考えられている。生後 5 日目（P5）マウスタウと生後 0 日目(P0)マーモセットを比較したところ、
Ser202 でマウスの約 60〜70％、Ser404 で 45〜55％の割合でリン酸化されていることがわかった。こ
れらの結果は、神経変性疾患の潜在的に有用な非ヒト霊長類モデルであるマーモセット脳におけるタウ
の発現およびリン酸化の重要な特徴を明らかにした。これらの内容は 2019 年に J Biol Chem に掲載さ
れた。 

 

(2) タウオパチー患者におけるタウのリン酸化解析とその意義 
① タウオパチータウの Phos-Tag 解析 

さまざまなタウオパチーにおけるタウリン酸化のパターンを解析するために、Phos-tag SDS-PAGE

による分離バンドのデンシトメトリースキャンを行った。その結果、AD、PiD、AGD、および CBD 患

者ごとに、ピークの異なる特徴だったバンドパターンを示した。これらの結果は、タウオパチーに疾患

特異的なリン酸化パターンがあることを示唆した。次に、タウリン酸化の部位特異性を知るために、

Ser202、Thr205、Thr231、Ser235、Ser396、および Ser404 リン酸化抗体を用いた解析を行った。PiD

および AD 患者で、Ser202 が、健常者(NC)に比べて有意に高くリン酸化された。Thr205 では、AD 患



者で他の疾患患者よりも高リン酸化傾向であった。また、他のタウオパチー患者と比較して、AD 患者

脳の Thr231 と Ser235 でより強い反応が検出された。AGD では Ser396 のリン酸化が、NC および

CBD 患者よりも高度にリン酸化されていた。 また、Ser404 でのリン酸化レベルは、タウオパチー患者

と同じくらい NC で高かった。これらの結果は、各タウオパチーが異なるリン酸化プロファイルによっ

て特徴付けられることを示した。 

 

② タウオパチーにおける cis p-タウと Pin1 

タウのリン酸化の制御因子として、Pin1 という cis-trans イソメラーゼが知られている。これはタウ

のリン酸化 Thr231 に結合し、後ろのプロリンのペプチド結合を cis から trans に変えることで、脱リ

ン酸酵素が働きやすくなるというものである。研究代表者の以前の論文で、タウオパチーの１つである

FTDP-17 型変異タウと Pin1 の結合が落ちるという結果も報告している (Kimura et al., 2013)。また、

AD では Pin1 の発現減少を伴う cis p(Thr231)-タウの増加が見られ、脱リン酸化の低下が起きていると

報告されている(Kondo et al., 2015)。したがって cis p-タウが毒性初期ドライバーであると示唆されて

いる。今回、さまざまなタウオパチーにおける Thr231 の病理学的リン酸化を検出するために、抗 cis p-

タウ抗体を用いて免疫ブロットした。 結果、cis p-タウ抗体は AD と AGD 脳で強い反応があり、PiD

脳では検出されたが、NC と有意差はなかった。次に、タウオパチー患者の脳内の Pin1 の量を調べた。 

AD 患者は NC よりも抗 Pin1 抗体に対して有意に低い反応性を示し、これは以前の報告（Lu et al., 

1999）と一致していた。そして予想通り、cis p-タウ量に関連して、AGD 患者では他の患者よりも Pin1

量が低く検出された。対照的に、CBD および PiD 患者の脳は NC 脳と同じくらい Pin1 を含んでいた。

これらの結果は、AD および AGD 患者における高レベルの cis p-タウが Pin1 の発現低下によって引き

起こされることを示唆している。これらの結果は、タウがさまざまなタウオパチーで異なってリン酸化

されることを示し、AGD および AD における高レベルの cis p-タウは、これらの疾患における病理学的

メカニズムを示唆した。これらの内容は Neurobiology of aging の投稿に向け、リバイス中である。 

 

研究代表者は、Phos-tag SDS-PAGE 法を用いることで生体内でのタウのリン酸化部位や組み合わせを
定量的に解析する手法を独自に開発し、この手法を非ヒト霊長類モデルのコモンマーモセット、そして
タウオパチーヒト疾患に適用することで、異なる種、そしてタウオパチー間で特有なタウリン酸化アイ
ソタイプを明らかにした。これは非ヒト霊長類モデルを用いた疾患モデルでの解析の基盤を作り、また
タウオパチーリン酸化解析により異なる病理原因の手がかりとなる結果であった。 
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