
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２４０９

若手研究(B)

2013～2011

アルツハイマー病モデルマウスにおける記憶学習障害の分子メカニズムの解明

Molecular mechanism of memory impairment in Alzheimer's disease mice model

３０５８５５９２研究者番号：

柳下　聡介（YAGISHITA, Sosuke）

埼玉医科大学・医学部・助教

研究期間：

２３７００４２９

平成 年 月 日現在２６   ５ １５

円     3,300,000 、（間接経費） 円       990,000

研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病を始めとする神経変性疾患に関与するタウに着目した研究を実施した。タ
ウのリン酸化は，疾患の発症と密接な関連があると考えられているため，内在性タウのリン酸化が亢進した新規モデル
マウスの開発を実施した。
　また，近年，タウはシナプスにも存在し，神経細胞の情報伝達に対して何かしらの役割を持っていることが分かって
いるため，情報伝達制御に関与するタンパク質についての解析を実施し，新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, I focused on tau protein, which is related to tauopathy including A
lzheimer's disease. Especially, tau phosphorylation is thought to relate to onset of neurodegenerative dis
ease, I established a new mice model with accelerated phosphorylation of tau. Moreover, recent studies sug
gest the presence of tau in synaptic region. I focused on a receptor-related synaptic protein and suggeste
d a new mechanism on the regulation of receptor trafficking.
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 アルツハイマー病では，脳内にアミロイド
βタンパク質および過剰にリン酸化された
タウの蓄積が認められる。両者がアルツハイ
マー病の発症や進行に関与していることが
示唆されているが，その詳細なメカニズムは
不明である。 
	
 アミロイドβタンパク質の蓄積は，マウス
において記憶障害を引き起こす。しかし，そ
の記憶障害には，タウの存在が必要であるこ
とが明らかにされている。よって，タウは，
アミロイドβタンパク質の下流において，記
憶障害を直接的に引き起こすと考えられる。 
	
 しかし，タウに関して，その詳細なメカニ
ズムは不明であり，生理機能解明が求められ
ている。 
	
 ところで，神経細胞は，シナプスという構
造を介し，神経伝達物質の授受により，情報
伝達を行っている。神経伝達物質を放出する
側を前シナプスと呼び，神経伝達物質受容体
によりそれを受容する側を後シナプスと呼
ぶ。最近，後シナプスにもタウが存在し，何
かしらの役割を果たしていることが示唆さ
れている。繰り返し情報入力があったシナプ
スでは，受容体の量の増減により，情報伝達
強度の調整を行っている。受容体の量が増え
る現象を長期増強，減る現象を長期抑制とい
う。近年，タウは，長期抑制に必要であるこ
とが分かった。よって長期抑制機構の解明も
タウの機能を明らかにする上で重要な課題
である。 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究は，タウに関する上記の背景を踏ま
え，タウの生理機能解明を目指したものであ
る。 
	
 
(1)従来，タウ研究のためのモデル動物と言
えば，タウの過剰発現マウスが主流であった。
これまでに，それらを用いた研究により有用
な知見が多く得られている。しかし，一方で，
過剰発現による影響を無視することができ
ないのも事実である。ある程度，知見が蓄積
してきた今だからこそ，内在性タウに着目し
た解析が必要であり，それに相応しいモデル
の作製が望まれている。そこで，本研究では
新しいタウ研究用ツールの作製，そしてその
提供を目指した研究を実施することにした。 
	
 
(2)先行研究でタウがシナプスに存在するこ
と，そこで神経細胞間の情報伝達を調節して
いることが明らかにされている。しかし，そ
の詳細なメカニズムは不明である。タウが関
与するのは，特に，神経伝達物質受容体が減
少する「長期抑制」という現象であり，タウ
は長期抑制に必要であることが分かってい
る。	
 
	
 よって，タウの生理機能解明のためには，

まず長期抑制のメカニズムの詳細を明らか
にすることが必要である。そこで，本研究で
は，受容体に結合するタンパク質に着目し，
受容体の動態制御機構の解明，またそれに対
するタウの影響について考察することとし
た。	
 
 
３．研究の方法 
	
 
(1)野生型マウスに軽度な刺激を施し，内在
性タウのリン酸化状態を生化学的手法によ
り検討した。また，認知機能への影響を観察
するため，行動解析を実施した。また，刺激
に依ってどのようなカスケードが影響を受
けているのかを解析する目的で，遺伝子発現
解析を実施した。	
 
	
 
(2)グルタミン酸受容体のサブユニットの一
つ GluA2 とそれに結合するタンパク質に着目
した。両者の結合・乖離に関して，検討を実
施した。結合・乖離の評価は，	
 COS7 細胞を
主に用い，共免疫沈降法およびウェスタンブ
ロッティング法に依った。適宜，変異体を作
製して実験を行った。また，GFP 融合タンパ
ク質を作製し，リアルタイムイメージング法
により，細胞内でのタンパク質の挙動を観察
した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
(1)野生型マウスに軽度な刺激を継続的に施
した結果，脳組織（海馬・大脳皮質）におい
て，内在性タウのリン酸化が顕著に亢進する
ことを見出した。タウにはリン酸化部位が多
数存在し，それぞれの部位に特異的な抗体が
作製されているため，それらを用いてリン酸
化部位の同定が可能である。生化学的解析に
よって，各部位のリン酸化レベルを検討した
が，調べたうちのほとんどの部位でリン酸化
が亢進していることが分かり，刺激によるリ
ン酸化の増加は，タウ分子全体に渡ることが
分かった。	
 
	
 刺激に関しては，短期間（5 日程度）実施
したものと長期間（1 ヶ月程度）実施したも
のとを比較した。多少，タウのリン酸化を受
ける部位に差異は認められたが，概ね同等で
あることを確認した。	
 
	
 結果の一部を図 1に示す。これは 1ヶ月間
刺激を実施したものであり，いくつかのリン
酸化部位について，そのリン酸化の程度を検
討した結果である。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 



	
 	
 	
 図 1	
 タウのリン酸化の検討例	
 
	
 
	
 よって，実験の種類にも依るが，タウのリ
ン酸化を観察するためには，5 日間の刺激で
十分であろうとの結論を得た。より短い期間
についても検討したが，顕著な差を得る上で，
5 日間という実験条件が比較的安定している
と考えられた。	
 
	
 また，5 日間刺激を続けた後，しばらく通
常環境で飼育したところ，内在位タウのリン
酸化程度が，対照群レベルまで低下していた。
よって，このリン酸化は刺激依存性であるこ
とが確かめられるとともに，脱リン酸化酵素
の関与が考えられた。	
 
	
 従来，タウ研究モデルと言えば，遺伝子改
変動物が主流であった。その中でも，前頭側
頭型認知症において見つかった変異型タウ
を導入したマウスが広く用いられている。表
現型が顕著であるため，これまでに様々な有
用な知見が得られてきており，タウ研究の進
捗に多大な貢献をしてきた。	
 
	
 しかし，その一方で，タウの過剰発現に依
る影響を無視することはできず，例えば，そ
れによって軸索輸送障害が起きていること
なども報告されている。よって，タウの生理
機能解明のためには，内在性のタウを解析す
ることが可能な新規のモデルマウスが必要
とされてきた。	
 
	
 現在までに，その条件を満たすモデルとし
て，麻酔モデルなどが知られている。しかし，
行動実験ができないという点において，改良
の余地があった。	
 
	
 本研究で新たに作製したモデルは，内在性
タウのリン酸化を容易に検出できること，一
週間程度で作製可能であること，作製にかか

る費用が安価であること，刺激が非侵襲的，
軽微で，比較的生理的条件に近いため行動解
析や長期にわたった観察が可能であること，
など様々な利点がある画期的なモデルであ
る。特に，行動解析が可能であることや作製
費用が安価であることは，産業的な有用性も
高いと考えられる。	
 
	
 このモデルを利用して薬効評価を行うこ
とや，タウのリン酸化に至るカスケードの解
析を行うことは，アルツハイマー病を始めと
するタウオパチーのメカニズム解明の一助
となることが期待される。	
 
	
 実際に，行動解析が可能であるかを確かめ
るため，	
 Y-maze 試験および高架式十字迷路
を実施した。双方の試験とも，対照群と同様
の結果を得ており，顕著な記憶障害等は観察
されていない。刺激期間の延長等を今後検討
する必要がある。一方で，体重や活動量に対
する顕著な影響もなく，ここで実施した行動
解析が，きちんと実験として成立したことは
意義深い。本モデルが他のモデルとの差別化
を図る上で重要な要素である。	
 
	
 最後に，タウのリン酸化に至る経路の検討
を実施した。現在までに，ERK というリン酸
化酵素の活性において，多少の変動を同定し
ている。しかし，JNK，GSK3β，CDK5 等につ
いては顕著な変化は認められない。また，
neuroinflammation のマーカーとして，GFAP
や Iba-1 の発現量をリアルタイム PCR 法で検
討したが，こちらについても有意な変化は認
められなかった。また，最初期遺伝子の発現
状態についても，解析を実施した。今後は，
網羅的解析なども視野に，タウのリン酸化に
至る経路の同定を行っていきたいと考えて
いる。	
 
	
 
(2)長期抑制の主体とも考えられている
GluA2 に結合するタンパク質 X に着目した解
析を実施した。特に，両者の結合・乖離を決
める要因について検討した。その結果，タン
パク質 X において，GluA2 との結合に重要な
役割を果たしている部位を同定した。これは，
今までの報告にない新たな部位であった。	
 
	
 この部位に変異を導入すると，GluA2 との結
合強度が著しく減少することを見出した。し
かし，この部位を欠損させても結合部位には
変化が認められなかった。このメカニズムを
明らかにするため，蛍光タンパク質 GFP と融
合させたタンパク質 Xを作製し，培養細胞に
導入，その際の細胞内局在をリアルタイムイ
メージング法により観察した。	
 
	
 タンパク質 X は，X どうしで結合する性質
を持ち，可視化によって結合の度合いを評価
することができる。検討の結果，本研究で同
定した部位は，タンパク質 Xどうしが結合す
るのに必須の部位であることが分かった。	
 
	
 本研究の成果は，GluA2 とタンパク質 X と
の結合に関して新しいメカニズムを提供す
るものであり，今後の記憶の分子メカニズム
解明の基盤の一つとなることが期待される。	
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