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研究成果の概要（和文）：（１）タウ蛋白質の PHF (paired helical filament)形成に重要なマイ
クロチュブリン結合ドメイン（ＭＢＤ）を認識する抗体 Tau2r3 の作成に成功し、その可変領
域である Fab2r3 とＭＢＤのＶＱＩＩＮＫペプチドとの複合体の結晶化、データ測定、初期構
造決定に成功した。（２）当研究室で見出した一連のタングル形成阻害分子とMBDとの相互作
用を 1Ｈ‐ＮＭＲをはじめとする物理化学的手法で解析した。阻害分子がMBDの分子会合
を阻害するための必要な構造要件として、芳香性の平面構造で芳香環上に極性基や極性原

子を有していることを明らかにした。一方、タウのＰＨＦ形成に不可欠な構造要素として

R3 リピート内の３０８番目のイソロイシンと３１０番目のチロシン残基との C-H…π結合

を明らかにした	
 

研究成果の概要（英文）：(1) The microtubule-binding domain (MBD) of tau protein is the 
region responsible for the PHF formation. We succeed in the preparation of an antibody 
Tau2r3, which selectively recognizes the MBD. The X-ray crystal structure analysis of the 
complex crystal of its variable region, Fab2r3, with the VQIINK fragment peptide of MBD 
clarified the overall complex structure. Now, we are investigating the recognition mode of 
MBD by the antibody at the atomic level. (2) The MBD interaction of a series of inhibitors 
we discovered so far were investigated by 1H-NMR and other physicochemical methods, 
and clarified the structural elements necessary for exhibiting the inhibitory activity, i.e., 
inhibitor has a planar aromatic ring including the polar atom (O or N) or polar group (NH 
or OH) on the ring. On the other hand, the PHF formation experiment of a series of tau 
mutants clarified the important of CH…π interaction between Ile308 and Tyr310 residues 
in the third repeat of MBD.  
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・創薬化学 
キーワード：医薬分子設計 
 
１．研究開始当初の背景 
神経変性型痴呆の脳組織に共通する神経病

変としてタングルと呼ばれる不溶性沈着物

の脳内蓄積があり、その主要構成成分はタ

ウ蛋白質である。タウ蛋白の異常リン酸化

やタウ遺伝子の点突然変異がPHF(paired	
 

helical	
 filament)構造のタングル形成を

引き起こすことはよく知られている。タン

グルの数と痴呆の程度は相関することから、

タングル形成機構の解明は痴呆性疾患の発

症メカニズムとそれを治療・予防する手段

を考える上で極めて重要であるが、現在、

不明である。それ故、本来可溶性であるタ

ウ蛋白が病的変化（タウ遺伝子の変異やタ

ウ蛋白の異常なリン酸化等）により構造変

化を受けて不溶性のタングルとして沈着す

る形成機構を分子レベルで解明する目的で、

これまでに、蛍光やＣＤを始めとする分光

学的解析、Ｘ－線、ＮＭＲ、分子動力学計算

による立体構造解析、種々のMBD変換体を用

いたPHF形成能実験と電子顕微鏡測定によ

るトポロジー解析等を精力的に進めてきた。	
 

	
 

その結果、441のアミノ酸残基よりなるタウ

蛋白の全体構造や各機能ドメイン構造、特

にタングル形成に不可欠な３回（R1-R3-R4）

あるいは４回（R1-R2-R3-R4）繰り返し構造

を持つ微小管結合ドメイン（ＭＢＤ）のPHF

形成における役割や形成機構についての重

要な新知見を明らかにした。	
 

	
 
２．研究の目的 
本研究は、これまでの知見を基に、ＰＨＦ形

成開始の引き金となることを明らかにした

MBD	
 R2-R3 の構造を選択特異的に認識・結合

して PHF 形成をブロックする化合物を設計し、

痴呆治療・予防薬の開発へ繋げることを目的

としている。 

３．研究の方法 
シアニジンをはじめとする一連の阻害分

子と MBD ドメインの R2、R3 および R23

構造との相互作用の解明  
(a)1H-NMR 測定による阻害分子と R2、R3、お

よび R23 構造との相互作用解析	
 

(b)分子動力学計算による阻害分子̶リピー

ト分子複合体の立体構造構築	
 

(c)Ｘ線結晶構造解析による阻害分子̶リピ

ート分子複合体の相互作用解析	
 

Ｒ３リピート構造中のチロシン残基を

選択特異的に修飾する化合物の開発	
 

チロシン残基を他の特徴的なアミノ酸残基に

置換したＭＢＤ変換体を作製し、そのＰＨＦ

形成能について蛍光法で調べ、ＣＤ、NMR に

よる溶液中でのコンフォメーション解析を行

い、チロシン残基含有の天然型ＭＢＤとの差

異を明らかにする。	
 

ＭＢＤの R2、R3 あるいは R2-R3 リピー

ト構造を認識する抗体の設計	
 

MBD の R2、R3 あるいは R2-R3 リピート構造

の特定の機能性領域あるいは全体を選択

的に認識する抗体、特に R２,	
 R3 ドメイン

を認識する抗体ならびにＲ３の N-末端６

残基のβシート形成能力が高くMBD 凝集に

関与する VQIVYK を認識する抗体を種々作

成し、タウ蛋白質のタングル形成阻止能を

調べる。さらに、顕著な形成阻害を示した

抗体については、これまで用いてきた物理

化学的手法によりその特異的認識領域を

解明し、その認識部位に選択的に結合する

一連の低分子ペプチドあるいは化合物を

分子設計する。	
 

	
 

４．研究成果	
 
ＭＢＤの R2-R3 リピート構造を認識する抗体

の作成とその認識機構の解明	
 

	
 Tauの R2-R3リピート構造を選択的に認識

する抗体 Tau2r3 の単離精製に成功した。つ

いで、その抗原結合性フラグメント(Fab2r3)

と R2-R3 ペプチドとの結合確認をプル-ダウ

ン法、表面ブラズモン法により確認し、その

結合の核心をなす VQIINK ペプチドとの複合

体の結晶化に成功した。そして、硫黄原子の

異常分散による位相決定に成功し、現在、全
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体構造の８割以上の立体構造を同定してい

る。本年中に精密な構造解析を完成させ、本

目的であるタウ抗体によるタウ MBD の選択

特異的認識機構を原子レベルで解明し、この

情報を基に新規タウ重合阻害剤の開発に取

り組んでいる。	
 

	
 

チオニン、シアニジンをはじめとするＰＨ

Ｆ形成阻害分子とタウＭＢＤドメインと

の相互作用解析と、それに基づく阻害分子

の開発と医薬品への展開	
 
	
 これまで当研究室で見出したチオニン、

シアニジンをはじめとする一連のタウ蛋白

のPHF形成阻害分子のＭＢＤとの相互作用

様式について、1Ｈ‐ＮＭＲ測定による溶液

構造解析および分子動力学計算および分光

化学的手法により解析を行った。その結果、

一連の阻害分子が、R2-R3リピート分子や
MBDの分子会合を阻害するために必要な
構造特徴として、芳香性の平面構造を有し

ているとともにR2-R3リピートやMBDと
水素結合や静電結合が形成できる極性原子

を芳香環中または環に直接結合しているこ

とが不可欠であることを明らかにすると共

に、これにより、MBD分子のβ̶シート構
造の形成を阻害できることを明らかにした。 
 

 
 

この知見に基づき、チオニンより強いＰＨ

Ｆ形成阻害能を示す天然分子ジュグロンお

よびシコニンの発見に成功し、医薬への応

用のための分子改良を試み、現在、鋭意研

究を進めている。 
	
 

Ｒ３ドメイン内チロシン残基を選択特異

的に修飾する化合物の開発	
 

	
 一連のタウ蛋白質の変換体を作成し、変換
体残基の PHF 形成との構造活性相関について
研究した。その結果、タウ蛋白質のＰＨＦ形
成に不可欠な構造要素としてMBD中のR3リピ
ート内の３０８番目のイソロイシンと３１０
番目のチロシン残基との間で形成される
C-H…π結合がPHF形成に不可欠であることを
明らかにした。	
 
一方、これまでに明らかにしてきたＰＨＦ形
成反応を阻害する低分子化合物を用いて、そ
の C-H…π 結合を選択特異的にブロックする
か否かについて NMR をはじめとする分光化学
的奉手法により、C-H…π 結合阻害と PHF 形
成抑制との間に相関性のあることを明らかに
した。	
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