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研究成果の概要（和文）：Tauタンパクはどのような機構で凝集し、疾患ごとに異なる構造・性質を持った凝集
体となるのかを理解することが、神経変性疾患の発症機構の解明及び創薬において重要である。申請者はtauの
Asn-368残基が、アルツハイマー病(AD)に特有のtau凝集体構造の形成に重要であることを突き止めた。この残基
の変異は、皮質基底核変性症(CBD)などの非AD tauopathyにおいてはほとんど影響を及ぼさず、よってAsn-368は
AD-tau凝集に特異的に働く部位であると言える。Asn-368のAD-tau凝集における役割の解明が、凝集体構造に疾
患ごとの差異が生じる機構の解明につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：It is important to understand how tau protein forms aggregate with different
 structures and properties in different tauopathy in order to elucidate the pathogenesis of 
neurodegenerative diseases and to develop new drugs. We found that Asn-368 residue of tau is 
important for the formation of tau aggregate structure, which is unique to Alzheimer's disease (AD).
 Mutations in this residue have little effect in non-AD tauopathies such as corticobasal 
degeneration (CBD), thus Asn-368 is a specific site for AD-tau aggregation. Elucidation of the role 
of Asn-368 in AD-tau aggregation may lead to a better understanding of the molecular mechanisms of 
disease-specific differences in tau aggregate structure.

研究分野：生化学

キーワード： tau　tauopathy　tau凝集　strain
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Tauが疾患ごとに異なる構造を取りながら凝集する分子機構は未だに不明である。しかし本研究では、ADにおけ
るtau凝集においてのみ重要な役割を果たしているtauの部位としてAsn-368を初めて同定した。今後、Asn-368が
AD-tau凝集においてどのように働き、また非AD tau凝集においてはなぜ積極的な役割を持たないかを解明するこ
とが、tauの凝集多型形成の分子機構の理解へとつながるところに学術的意義がある。加えて、こうしたtau凝集
の分子機構の解明は、tau凝集阻害薬のデザインにも資するものであり、認知症克服のための創薬基盤としての
社会的意義も持つ。

※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 
 
アルツハイマー病(AD)を始めとする、進行性核上性麻痺(PSP)、皮質基底核変性症(CBD)とい
った神経変性疾患は、脳の病変部位に異常凝集したタウ蛋白(tau)の蓄積が認められることから
「Tauopathy」と総称される。Tauの蓄積は、まず正常 tauが構造異常を起こして互いに凝集した
後、これが凝集核(seed)となってさらに他の正常 tauの凝集を誘発するという prion-likeな様式で
起こるとされている。近年、tau凝集に関わる新たな知見として、病理も臨床症状も異なる 
異種 tauopathy 間では異常凝集 tau の高次構造に差異があり、患者脳由来の tau seed の疾患モデ
ルへの導入により、tauopathyごとに特有のパターンを受け継いだ tau凝集体の形成が報告されて
いる。このことから「Tauはどのような機構で凝集し、異種 tauopathy間で見られるような構造・
性質の異なる凝集体となるのか」という問いに取り組むことが、病理や臨床症状が異なる各種
tauopathyの発症機構の総合的な理解と、tauの異常凝集という疾患の根本原因を標的にした創薬
において重要である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では tau 異常凝集の機序を解明するため、tau の 353-368 配列に焦点を当てる。この配
列中の各種 tau seedを識別する責任部位を同定し、seed依存性凝集における機能の解明を目的と
する。申請者の先行研究で同定された 353-368 配列は新規の凝集責任配列であるだけでなく、
seed を凝集の鋳型とする際に seed の種類を識別(AD tau か Rec tau か)する役割が確認されてい
る。本研究において、seed依存性凝集に必要な責任配列を 353-368配列から絞り込み、こうして
同定した責任部位が凝集だけでなく鋳型となる seed の識別にも機能していることを証明するこ
とが学術的独自性となる。 
 
３．研究の方法 
 

(1) Tauの 353-368配列における凝集及び seed識別に関わる部位の絞り込みと同定 
Tauの 353-368中の、凝集と seed識別に必要な最小部位の絞り込みを行う。353-368配列を 3等
分し、それぞれを Ala置換した 3変異体 tau-CTF24 A1 (353-358 Ala), A2 (358-363 Ala), A3 (363-368 
Ala)の発現 constructを作成する。作成した plasmidを SH-SY5Y細胞に transfectionして tauを発
現させ、Rec (大腸菌に発現させ、精製した recombinant tauを heparin存在下で in vitroで凝集さ
せたもの) および tauopathy患者脳由来 seed (AD, PSP, CBD)を加え、細胞 lysateの界面活性剤不
溶性画分に回収された凝集 tauを western blottingにより定量することで、どの配列を Ala置換す
ると seed依存性凝集が減少するかを検証する 
 

(2) 同定された責任部位に変異を持つ遺伝子改変マウスの作出 
細胞モデルにおいて同定された責任部位が tau 凝集の動物モデルでも意味を持つかを確認する
為に、CRISPER/Cas9システムを用いて責任部位に変異を導入した遺伝子改変マウスを作成する。
部位のターゲッティングの為のガイド RNA および相同組み換えによる変異導入の為のドナー
DNA を設計、調製し、C57BL/6J 系統の野生型マウスの受精卵にインジェクションする(順天堂
大学大学院疾患モデルセンターに委託) 。その後、目的の変異の入っているラインを選択する。 
 

(3) Peptide、抗体による、同定された責任部位のブロック効果の検証 
Tau のある部位が凝集および seed 認識に働くとすれば、そこをブロックすることで、seed 依存
性凝集を抑制することができると考えられる。この仮説に基づいて、前年度までに作成した、同
定された責任部位を含む peptide、および部位を認識する抗体を、tau凝集の細胞モデルに投与す
る。 
 
４．研究成果 
 

(1) Tau353-368配列における凝集及び seed識別に関わる部位の絞り込みと同定 
結果として、Asn-368 の 1 残基欠損及び Ala 置換により、AD 患者脳由来 seed 添加による発現
tau の細胞内凝集が著しく減少することが明らかになった(図 1)。非常に興味深いことに、tau 凝
集の減少は AD seeding時のみに見られ、Recおよび CBD、PSP患者脳由来 seed添加時には Asn-
368変異 tauは野生型 tauと同程度の凝集を示した。このことは、Asn-368変異が seedの strainに
対して特異性を持つことを示している。さらに、Asn-368を側鎖の炭素骨格の似た別のアミノ酸 
(Asp、Gln、Leu)に置換した場合にも、Δ368 および N368A と同様の結果が得られたことから、
AD seed凝集には、Asn-368の側鎖のアミド基が適切な位置に存在することが重要であることが
示唆された。ここまでの成果は査読付き論文において発表済みである(Shimonaka et al., J Biol 



Chem, 2020)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 同定された責任部位に変異を持つ遺伝子改変マウスの作出 
 マウス tauにおいては、ヒトでいう Asn-368は Asn-357に相当する。よって、マウスゲノム上
のMAPT遺伝子の Asn-357をコードする 3塩基を欠損させた人工配列をドナーDNAとし、ター
ゲッティングの為のガイド RNA を適切に設計した。その後、CRISPER/Cas9 システムを用いて
Δ357 変異のノックインを行った(順天堂大学大学院疾患モデルセンターに委託)。目的の変異を
持ったマウスを確認した後、交配を行って Δ357 変異をホモで持つマウスを得た。Δ357 ホモマ
ウスと野生型マウスの線条体に AD seed を脳定位固定装置を用いて注入し、その 3 ヵ月後に脳
のパラフィン切片を作成、抗異常リン酸化抗体である AT8 で染色した。結果として、野生型マ
ウスの線条体および外包領域には AT8 陽性の tau 病理が見られたが、Δ357 マウスにおいて tau
病理はほぼ認められなかった。結果として、Asn-368は in vivoでも AD seedingにおいて重要な
役割を果たしていることが示された。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Peptide、抗体による、同定された責任部位のブロック効果の検証 
 Asn-368を含む領域 353-368 aaが AD凝集に重要であると明らかになったことを受けて、353-
368 aaの peptideを免疫したウサギの抗血清および 353-368 aaの peptideそのものを用いてその領
域をブロックし、凝集阻害が可能かどうかを細胞モデルで検証した。Tau発現細胞に AD seedを
加えた後、353-368 aa抗血清および 353-368 aa peptideを添加し、western blottingで tau凝集を定
量した。結果として、抗血清および peptideは、tau凝集の阻害にはほとんど効果がないことが示
された。 
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