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研究成果の概要（和文）：神経変性過程における蛋白と RNA の相互作用の関与を明らかにする

目的で、培養細胞の rRNA を酸化させてリボトキシックストレス負荷をかけ、タウ蛋白のリン

酸化亢進と JNK および p38 MAPK の関与を明らかにした。また、RNA と結合する自然免疫

受容体 TLR-3 の病態脳における動態を解析し、アルツハイマー病脳およびアミロイド高発現ト

ランスジェニックマウス Tg2576 において TLR-3 発現が亢進していることを明らかにした。神

経変性における酸化ストレスおよびアミロイド負荷によって神経病像が形成される過程に、何

らかの形で RNA が関与する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：To elucidate involvement of interaction between RNA and protein in 
neurodegenerative processes, ribotoxic stress was added by oxidative stress, and 
phosphorylation of tau and activation of JNK and p38 MAPK were revealed.  And, TLR-3, 
an innate immune receptor that can bind to double stranded RNA, was also investigated in 
disease brain, including Alzheimer disease and amyloid-transgenic mice Tg2576. 
Expression of TLR-3 was significantly increased in Alzheimer disease and Tg2576, and 
TLR-3 positive cells were distributed in and around amyloid plaques. In these 
neurodegenerative processes, oxidation of rRNA or release of RNA from dead cells, might 
be involved. 
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１．研究開始当初の背景 
神経変性性認知症の中で、アルツハイマー

病(Alzheimer Disease:AD)は最も頻度が高

く、前頭側頭型認知症 (Frontotemporal 

dementia:FTD)も頻度は少なくない。AD の

神経病理学的変化としては神経原線維変化、

老人斑、炎症性変化、神経細胞およびシナプ

スの喪失が知られている。神経原線維変化は

リン酸化されたタウ蛋白から構成されてい

るが、glycosaminoglycan や RNA、14-3-3



蛋白などの物質はタウ蛋白と結合し、タウ蛋

白の自己重合を促進させるはたらきがある。

このタウ蛋白をコードする遺伝子変異によ

る家族性認知症 FTDP-17 が報告され、これ

をきっかけとしてタウ蛋白の重要性が再確

認された。さらに、タウ蛋白以外のユビキチ

ン化蛋白が神経細胞内に蓄積する FTD の存

在も明らかとなり、蓄積成分は TDP-43 であ

ることが報告された。この TDP-43 は核酸に

結合し、hnRNP の一種として機能し、RNA

の安定化や選択的スプライシングを調節す

ることなどが知られている。このようにRNA

に結合する蛋白が神経変性に関与している

証拠が集まりつつある。 

我々は以前の検討から anisomycine や

tricothecene micotoxin 等の蛋白合成阻害剤

で神経系細胞を処理するとタウ蛋白のリン

酸化が誘導されると同時にアポトーシス非

依存性細胞死を起こすことを見出し、これら

薬剤はリボトキシックストレス（蛋白合成の

場であるリボソームが翻訳阻害を受けると

生じるストレス）を誘導して MAP キナーゼ

のメンバーである JNK や p38 を活性化して

タウ蛋白をリン酸化することとを示し、さら

に AD 脳ではこのリボソームを構成する

rRNA も異常に酸化されていることを見出し

た。そこで、培養細胞内の核酸を酸化させて

リボトキシックストレス負荷をかけること

により、タウ蛋白のリン酸化亢進をともなう

神経細胞死モデルを構成する可能性が考え

られていた。 

また、他方 AD 脳内ではミクログリアの活

性化および補体やサイトカインの分泌など

の炎症性変化が以前より指摘されているが、

近年免疫学においては自然免疫システムの

メカニズムが明らかにされ、 Toll-like 

receptors (TLRs)が注目を浴びている。中枢

神経系においても TLRs は広範囲に発現し、

自然免疫を活性化すると神経変性を惹起す

ることや、ミクログリアでの TLR-2 の活性化

によりアミロイドβが貪食されることなど

も報告されている。この TLRs のシグナルの

下流には炎症のメディエーターである

NF-kB や MAP キナーゼのメンバーである

JNK や p38MAPK が存在する。我々は、AD

の炎症性変化とタウ蛋白のリン酸化がこの

メカニズムを通して関連しているのではな

いかと想定して検討をおこない、人工的２本

鎖 RNA である polyinosinic-polycytidylic 

acid (pIpC)をヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y に

添加すると、これをリガンドとする TLR-3

を介してタウ蛋白のリン酸化が亢進するこ

とを見いだした(Nessa BN., Psychiatry Clin 

Neurosci. 60 Suppl 1:S27-33,2006.)。さらに、

アミロイド β を培地に添加すると TLR-3 の

発現が亢進するという結果も得ている。脳内

での細胞外の TLR-3 のリガンドとしては、ネ

クローシスになった細胞などから放出され

た mRNA などが考えられ、RNA の変化は

TLR-3 を通しても AD の炎症性変化、アミロ

イドβ、タウ蛋白リン酸化が結びつけられる

可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的としてタウ蛋白を中心とし

た神経変性過程における RNA の関与を明ら

かにすることとし、核酸の酸化を誘導する細

胞モデルによってタウ蛋白のリン酸化への

影響を検討することとした。 

さらに、RNA 結合能を有する TLR-3 を中

心とした自然免疫の神経変性過程における

関与を明らかにすることとし、AD 脳におけ

る TLR-3 の発現レベルを検討し、AD 脳内で

のその発現分布と神経原線維変化および老

人斑との関係を明らかにし、アミロイド高発

現のトランスジェニックマウスにおける

TLR-3 の発現レベルを検討することにした。 



３．研究の方法 
核酸の酸化誘導細胞モデルにおけるタウ

蛋白の変化を解析するために、ヒト神経芽細

胞腫 SH-SY5Y に 100nM-1μM Rose Bengal

を添加し、光を照射した後の細胞を回収した。

そして、抗タウ蛋白リン酸化特異抗体を用い

て、タウ蛋白の変化をウェスタンブロットに

て検討した。また、タウ蛋白をリン酸化する

酵素として、JNK および p38 MAPK のリン

酸化レベルを検討した。 

次に、TLR-3 を中心とした自然免疫の神経

変性過程における関与を明らかにするため

に、正常脳および AD 脳における TLR-3 の発

現 レ ベ ル を Real-Time Quantitative 

RT-PCR (ABI prism 7900 Sequence 
detection system)によって定量し、比較検討

をおこなった。 

さらに、正常脳および AD 脳における

TLR-3 の発現分布を検討するために、抗

TLR-3 抗体、抗タウ蛋白抗体、抗アミロイド

β抗体を用いた免疫染色をおこなった。 

そして、アミロイド高発現トランスジェニ

ックマウス Tg2576 を用いて、同様に

Real-Time Quantitative RT-PCR による

TLR-3 発現の定量と、抗 TLR-3 抗体、抗ア

ミロイド β抗体を用いた免疫組織学的検討を

おこなった。 

 
４．研究成果 

ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 SH-SY5Y に

100nM-1μM Rose Bengal を添加し、光を照

射した後の細胞ライセートからタウ蛋白の

変化を解析したところ、PHF-1 抗体(リン酸

化 Ser396/404 を認識)に対する染色性が亢進

しており、リン酸化の亢進が示唆された。ま

た、タウ蛋白リン酸化酵素である JNK およ

び p38 MAPK のリン酸化レベルを同様にリ

ン酸化特異抗体にて検討したところ、両者と

もに染色性が亢進しており、両キナーゼの活

性化が示唆された。さらに、p38 MAPK のイ

ンヒビターである SB20358 を事前に添加し

ておいた場合、タウ蛋白のリン酸化は減弱し

ており、ここでも p38 MAPK の関与が示唆

された。また、酸化ストレスの一つである一

重項酸素のクエンチャ―である NaN3をを事

前に添加しておいた場合もタウ蛋白のリン

酸化は減弱しており、このタイプの酸化スト

レスの関与が示唆された。よって、酸化スト

レスによって誘導された JNK および p38 

MAPK の活性化によってタウ蛋白のリン酸

化が亢進し、AD を含む神経変性過程にこの

ような機序が関わっている可能性が示唆さ

れた。 

次に、TLR-3 を中心とした自然免疫の神経

変性過程における関与を明らかにするため

に、正常脳および AD 脳における TLR-3 の発

現 レ ベ ル を Real-Time Quantitative 

RT-PCR によって定量したところ、AD 脳に

おいて TLR-3 は有意に発現亢進しているこ

とが認められた。さらに、免疫組織化学的に

AD 脳内でのその発現分布の検討（神経原線

維変化および老人斑との関係）の検討をおこ

なったところ、抗アミロイド β抗体によって

染色される老人斑内にいくつかの TLR-3 陽

性細胞が認められたが、抗タウ蛋白抗体によ

って染色される神経原線維変化と TLR-3 陽

性細胞との共在は認められなかった。 

さらに、アミロイド高発現トランスジェニ

ックマウスTg2576におけるTLR-3の発現レ

ベルの検討を行ったところ、コントロールマ

ウスに比べアミロイド高発現トランスジェ

ニックマウスにおいて TLR-3 は有意に発現

亢進しており、アミロイド高発現トランスジ

ェニックマウスにおいては老人斑内および

老人斑の外にも数多くの TLR-3 陽性細胞が

認められた。このことは、アミロイド産生過

剰からオリゴマーレベルでの可溶性アミロ



イド βの刺激によって、TLR-3 の発現が活性

化され、それを通して AD の炎症性変化に関

与している可能性が示唆された。 
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