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研究成果の概要（和文）：　アルツハイマー病脳では，不溶性タンパクの凝集により老人斑と神経原線維変化が形成さ
れる。老人斑は，アミロイドβ（Aβ）から成り，神経原線維変化はリン酸化タウを主成分とする。Aβ蓄積からリン酸
化タウが誘導される機序は未解明である。本研究は，Aβ依存性にタウリン酸化を誘導する分子群を同定することを目
的とした。Aβを産生するドナー細胞と，内在性タウを発現する初代神経培養細胞（レシピエント細胞）の共培養を行
い，レシピエント細胞の全RNAを回収した。RNA発現解析チップを用いた網羅的解析を行い，発現が変動する分子群を同
定し，パスウェイ解析によりをインスリンシグナルに関与する経路の障害を見出した。

研究成果の概要（英文）：Senile plaque and neurofibrillary tangle are pathological hallmarks of brains of A
lzheimer's disease. Senile plaque consists of amyloid-beta (Abeta) and neurofibrillary tangle is composed 
of hyperphosphorylated tau. The mechanism by which Abeta induces hyperphosphorylation of tau remains uncle
ar. In this study, we addressed this question by establishing coculture system in which Abeta-induced hype
rphosphorylation of tau is recapitulated. Total RNA was extracted from primary cultured neurons in which h
yperphosphorylation of tau is induced by physiologically secreted Abeta by coculture system. By conducting
 unbiased examination using RNA expression array, we found that expressions in several genes are altred in
 condition where hyperphosphorylation of tau occurred in primary neurons. Bioinformatics analysis revealed
 that genes of altered expression affect insulin signaling.
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病患者脳では，不溶性タン
パクの凝集により老人斑と神経原線維変化
が形成され，大脳皮質に広範な神経細胞脱落
が生じる。老人斑はアミロイド（A）から
成り，神経原線維変化はリン酸化タウを主要
成分とする。アルツハイマー病を臨床的に発
症する以前から，病理学的には老人斑および
神経原線維変化はほぼ完成していることが
最近の研究により明らかにされている。アル
ツハイマー病の分子病態機序として，最初に
Aが凝集することで老人斑を形成し，それに
引き続いて異常リン酸化タウが蓄積（神経原
線維変化）し，神経細胞死に至るというアミ
ロイドカスケード仮説が提唱されている。 
 アミロイド仮説の初期イベントとして A
の重要性を支持する所見として，A産生亢進
および A42産生増加が生じる遺伝子変異が
家族性アルツハイマー病で同定されている
ことがある。数多くの研究により A蓄積が
生じる機序の理解は近年著しく進んだ。また
Aを標的とした病態修飾薬の開発も進んで
いる。一方，過剰な Aが異常リン酸化タウ
を引き起こすメカニズムは現在まで未解決
である。Aを標的とした臨床治験の成績が芳
しくない現状を考えると，過剰 Aと異常リ
ン酸化タウを結びつける病態に関与する標
的分子の同定はアルツハイマー病研究の中
でも重要な課題の一つと認識されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は，過剰 A→異常リン酸化タウを
再現する共培養システムを構築し，この過程
において変化する分子群を明らかにするこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 共培養システムの構築 
 ホスト細胞にアミロイド前駆体タンパク
（APP）を過剰発現する HEK293 細胞と，
レシピエント細胞に内在性タウを発現する
ラット初代神経培養細胞とを共培養するア
ッセイ系を構築した。共培養後にレシピエン
ト細胞の細胞ライセイトを回収し，リン酸化
タウ抗体（AT8），非リン酸化タウ抗体
（Tau-1），非リン酸化タウ抗体（Tau-5）を
用いて内在性タウを免疫ブロットにより検
討した。また，培養液中の Aは抗 A抗体
（82E1）およびサンドイッチ ELISAを用い
て定量化した。 
(2) 網羅的 RNA解析 
 共培養の後，レシピエント細胞から
RNeasy Mini Kit（Qauiagen）を用い全 RNA
を抽出した。抽出した RNA の品質を
Bioanalyzer 2100（Agilent Technologies）
を用い RNA integrity number: RINを決定
した。RNA 品質が担保されていることを確
認の上，マイクロアレイ（ Affymetrix 
MG-430nPM Array ）を 用 い た解 析 を
GeneAtlas（Affymetrix）により解析した。 

(3) バイオインフォマティクス解析 
 A依存性異常リン酸化タウ誘導に伴って
挙動する分子群については，個々の分子の検
討に加え，タンパク－タンパク相互作用の面
から検討を加える。タンパク－タンパクの相
互作用に関するデータベースBioGRIDを用い
特定の分子の変動がタンパク－タンパク相
互作用と連動して挙動しているか否かを検
討する。さらに，DAVID (Data base for 
annotation, visualization and integrated 
discovery）による変動分子をパスウェイと
してとらえる試みを行う。 
 
４．研究成果 
(1) 過剰 Aが異常リン酸化に及ぼす影響 
 ドナー細胞が産生する Aの効果について
３つのモデルを構築し検討した。過剰 A産生
モデル（スウェーデン型変異），過剰 A42 産
生（PSEN1 変異），オリゴマーA産生（APP 
E693）を産生するドナー細胞をレシピエン
ト細胞である初代神経培養細胞と共培養を
行った。過剰 Aを産生するドナー細胞と共培
養させると，レシピエント細胞の内在性タウ
の異常リン酸化が誘導された。γセクレター
ゼ阻害剤で A産生を抑制するとレシピエン
ト細胞のタウ・異常リン酸化への誘導は消失
するので，この異常リン酸化タウの誘導は A
依存性であることが示唆される。一方，レシ
ピエント細胞の非リン酸化タウ（Tau-1 抗体
で検出）は過剰 Aによる影響を受けないので，
過剰 Aはタウのリン酸化状態に直接影響を
及ぼすことが推測された。 
 次に過剰A42を産生させるモデルとして，
PSEN1 L166P を安定発現するドナー細胞を用
いてレシピエント細胞のリン酸化タウの検
討を行った。過剰 A産生ドナー細胞と同様に，
レシピエント細胞の内在性タウのリン酸化
が過剰 A42 により誘導された。さらに，オ
リゴマーA産生モデルとして，APP E693 変
異をドナー細胞に発現させ，レシピエント細
胞のリン酸化タウに対する効果を検討し，同
様に内在性タウのリン酸化促進を確認した。 
(2) 網羅的 RNA解析 
 共培養の後，レシピエント細胞から RNA を
抽出した。RNA 品質を反映する RIN 値は，い
ずれのサンプルも 8.0 以上を示した。RNA を
用い Affymetrix MG-430nPM Arrayにより
網羅的な解析を行った。この解析により A
依存性にタウが誘導される時に変動する分
子群を同定した。それらの分子の挙動をパス
ウェイ解析を実施したところ，インスリン受
容体を含むインスリンシグナルに関与する
パスウェイが障害していることを見出した。 
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