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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病（AD）と非ADタウオパチーにおける病態の違いについて、ADに関連
する病的蛋白（Ａβ、タウ）の産生、細胞外分泌、神経細胞興奮の相互の関係性について着目し、神経系培養細
胞を用いて検証をすすめた。①アミロイド前駆体蛋白（APP）からAβ産生について、グルタミン酸濃度に依存し
てAPP processingが変化すること、②細胞外へのタウ分泌がAβ量に依存し、このAβ産生の抑制によってタウ分
泌が抑制されること、③変異型タウ導入により、アミロイド産生経路が抑制されることを示した。APP 
processingがADと非ADタウオパチーで異なる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on the differences in pathogenesis between Alzheimer's disease 
(AD) and non-AD tauopathy, examining the interrelationships between the production, extracellular 
secretion, and neuronal excitotoxicity of pathological proteins associated with AD (Aβ, tau), and 
proceeded to verify using neuronal culture cells. We demonstrated: ① that APP processing varies 
depending on glutamate concentration for Aβ production, ② that extracellular tau secretion depends
 on Aβ levels and is inhibited by suppressing Aβ production, and ③ that introduction of mutant 
tau suppresses the amyloid production pathway. The possibility that APP processing differs between 
AD and non-AD tauopathy was suggested.

研究分野：脳神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ADに関連した病的蛋白（Aβ，タウ）の産生や細胞外放出の機序を細胞実験レベルで検証した。本研究において
は、Aβ産生にかかわる、APP processingがADと非ADタウオパチーで異なることが示唆された。今後、この機序
を明らかにすることが、タウオパチーの病態解明について新たな着想点となる可能性がある。

※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 
超高齢社会において，認知症性疾患の分子病態の解明とこれに基づく疾患修飾薬の開発は急務
である。アルツハイマー病（AD）をはじめ，脳内にタウが異常蓄積する疾患をタウオパチーと呼
ぶ。タウは複数の分子種があるが，疾患によって優位に蓄積する分子種が異なる。AD では神経
活動亢進によって産生が増加したβ-アミロイド（Aβ）も共存し，タウ伝播は助長される。一方，
非ADタウオパチーではAβに依存せずタウ伝播が進行する。この中には進行性核上性麻痺（PSP）
など AD よりも症状進行が急速である疾患も存在する。背景にはタウ分子種による細胞間伝播に
おける挙動の違いが存在している可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は主に，神経細胞興奮に依存した AD 関連蛋白質（Aβ，タウ）の挙動をもとに，Aβに依
存したタウの細胞外分泌，またタウ分子種による細胞外分泌の違いについて神経系培養細胞を
用いて検証し，AD や非 AD タウオパチーの分子メカニズムを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）マウス神経芽細胞腫由来の Neuro2a（N2a）細胞及びラット初代培養神経細胞を用いて遺
伝子導入や薬剤添加の実験系を構築した。 
（２）薬剤添加後に、ターゲットとする蛋白の細胞内及び培養液中の発現を解析した。この解析
ではウエスタンブロッティング法や ELISA を用いた。 
 
 
４． 研究成果 
 
（１）グルタミン酸濃度に依存した APP processing の変化 
ラット大脳皮質由来神経細胞（胎生 17 日）を用いて、グルタミン酸による神経細胞興奮による
APP processing の変化を解析した。高濃度グルタミン酸（100μM）刺激では APP processing の
β切断が抑制される一方、低濃度グルタミン酸（0.1μM）刺激では APP processing のβ切断が
亢進し Aβ産生が増加することが示された。すなわち、グルタミン酸濃度に依存して APP 
processing が変化した。両者の検証を 2 時間の短時間刺激で検証したのち、低濃度グルタミン
酸刺激においては 24 時間刺激においても検証した。2 時間後刺激において APP のβ切断後の C
末端断片の増加を、24 時間刺激では Aβの増加及び APP のβ切断後の可溶性成分である sAPPβ
の増加を確認した。つまり、β切断が増加していることが示された。また、24 時間刺激におい
ては NMDA 受容体阻害薬の添加の検証により、本実験系における Aβ産生の増加は NMDA 受容体活
性化を介していることが示唆された。 
 
 
（２）Aβ依存性の tau の細胞外分泌 
Tau の細胞外への分泌について、細胞外の Aβ量に依存するかを検証した。ここでヒト wild type 
4R1N タウを発現する MAPT プラスミド DNA を安定導入させた Neuro2a 細胞（N2a-MAPT）を作成、
使用した。この培養細胞から培養液中に放出されるタウは N末端抗体（Tau12）によりウエスタ
ンブロッティング法により検出した。ヒト APP を一過性に導入することで、Aβ産生を過剰させ
ることで、細胞外での Aβ濃度を上昇させた。この条件下において、Aβ量に依存した細胞外へ
のタウ分泌を検証した。ここで導入する APP は wild type と遺伝性 AD の原因遺伝子変異の一つ
である，Sweden 変異を用いた。wild type よりも Sweden 変異の方が Aβ過剰産生状態となるこ
とを利用し，Aβ量
を段階的に変化さ
せた。これらのプ
ラスミド DNA を
lipofection 法に
より一過性に導入
し検証した。この
検証により，Aβ過
剰産生によって細
胞外へ放出される
tau は細胞外への
Aβ量に依存した
（図１）。 



 
 
（３）γ-secretase 阻害剤によるタウの細胞外分泌の抑制 
細胞外の Aβ量に依存してタウの細胞外分泌が増加することが予想されたため，②で作成した実
験系において Aβ産生を抑制することで，タウ分泌が減少するかを検証した。γ-セクレターゼ
阻害剤（DAPT）を用いて
Aβ産生を抑制した。こ
れにより，培養液中の A
βはほぼ完全に抑制さ
れた。この条件下で培
養液中のタウを検出し
たところ，コントロー
ルと同様のレベルまで
抑制されていた（図
２）。 
 
 
（４）タウオパチーの原因遺伝子変異をもつヒト MAPT 導入による Aβ産生の変化 
PSP は AD とは異なり，Aβ非依存性にタウ病理が進展する。同じタウオパチーでありながら蓄積
する病的タウが異なる。すなわち，PSP では主に 4リピートであるが，AD は 3 及び 4リピートタ
ウが蓄積する。脳脊髄液中で検出される Aβやタウ分子の挙動も異なっている。例えば，AD では
Aβの脳内沈着を反映して脳脊髄液中の Aβは低下する。 
 
タウの分子種，特にヒトのタウが Aβの
産生に影響するのかを検証した。遺伝性
タウオパチーの原因遺伝子であるヒト
MAPT N279K 変異プラスミドを作成，これ
を一過性に導入することで Aβの産生に
影響があるかを検証した。 
導入する MAPT はヒト野生型と N279K を
用いて，これをヒト APP Sweden 変異を
安定発現する Neuro2a 細胞を作成，ここ
へ一過性に導入し，APP processing の変
化を検証した。 
N279K 変異を導入した細胞では，内在性
のマウス APP のβ切断後の C 末端断片
（β-CTF）の発現が低下しており（図
３），Aβ産生が低下していることが示唆
された。 
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