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研究成果の概要（和文）：認知症は高齢社会に伴って患者数が増加している。その内、アルツハイマー病や前頭側頭葉
変性症の一部の疾患はタウ蛋白質が脳内に沈着することから、タウオパチーで総称される。従って、タウは疾患を超え
て認知症病態に関与すると考えられ、タウ標的薬剤は認知症治療薬として有望である。そこで、本研究ではタウを標的
とした化合物の探索研究を行った。その結果、タウによる毒性を抑制する新規タウ凝集阻害剤の同定およびその凝集阻
害機構の解明をすることができた。これらの成果より、現在では臨床試験およびその阻害機構を元にした創薬研究が始
まりつつある。以上より、本研究は認知症治療薬の開発の一助となる基礎研究成果の提供に寄与した。

研究成果の概要（英文）：In an aging society, the number of people with dementia has increased. Since Alzhe
imer's disease and a part of frontotemporal lober degeneration (FTLD-tau) have abnormal tau pathology in b
rain, these are called Tauopathy. Previously results showed that abnormal tau has been involved in develop
ment of cognitive dysfunction suggesting that tau-focused drug might be valuable in therapy for Tauopathy.
 This study screened low molecular compounds that were targeted to tau, and obtained two evidences. First,
 novel compounds were identified as tau aggregation inhibitor, and inhibited tau cytotoxicity. Second, inh
ibitory mechanism of tau aggregation by the compounds was elucidated. These data will initiate clinical st
udy and research for drug discovery based on the mechanism. Thus, the study provided scientific basic outc
omes, which may be contributed to development of cognitive therapies for dementia.
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１．研究開始当初の背景 
 我が国の認知症患者は高齢社会に伴って
増加しており、2025 年には約 445 万人が認知
症を発症すると推定されている。その内、半
分以上を占めるアルツハイマー病 (AD)や前
頭側頭葉変性症の一部の疾患 (ピック病な
ど)は、タウ蛋白質の凝集体が脳内に異常蓄
積する「タウオパチー」で総称される疾患で
ある。従って、タウは疾患を超えて、認知機
能障害を誘発する鍵分子であると考えられ
ている。その具体的な例として、AD をあげる。
AD 脳内では、アミロイド凝集体 (老人斑)
が最も初期から観察され、それに引き続いて
タウ凝集体 (神経原線維変化)や神経脱落が
出現する。従って、アミロイドを AD 病態の
原因の最上流とするアミロイド仮説が提唱
されている。しかし、AD 患者にアミロイド
抗体を利用したワクチン療法を行い老人斑
を消失させても、認知機能障害は改善されな
かった (Holmes et al., Lancet 2008)。従
って、アミロイドは AD の原因であるが、そ
の認知機能障害には他の因子が重要な役割
を有している可能性がある。一方、タウは配
列中に微少管結合領域を有しており、生理的
条件においては微小管の安定化に関与する
が、AD 病態においては、タウは過剰リン酸化
を受け、微少管から解離される。この微少管
から解離したタウはタウ同士で結合し、凝集
することで細胞毒性を示すと考えられてい
る。また、AD病態ではタウの分解機構が障害
されるため、タウの総量が増加することで結
果として凝集が亢進することも知られてい
る。 
 従って、タウの異常は AD における神経脱
落や認知機能障害の発症・進展に深く関与す
ると考えられるため、タウを標的とした治療
戦略は、タウオパチーの認知機能障害の改善
に有効であることが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 タウの毒性発現には、タウ凝集が関与する
と考えられている。その凝集はモノマー → 
オリゴマー → フィラメントの過程で形成
が進み、その中でもオリゴマーまでの凝集過
程が毒性発現には重要であることが報告さ
れている。そのため、オリゴマー以前の凝集
体と結合できる化合物はタウの毒性を除去
する可能性が期待される。これまでの研究に
おいて、私が所属する研究グループではリコ
ンビナントタウを凝集化させた後、スクロー
ス密度勾配遠心法でモノマー、オリゴマーお
よびフィラメントに分離することに成功し
ている。そこで、6600 個の低分子化合物 (理
化学研究所の化合物バンクが保有)とこれら
のタウとの結合能を表面プラズモン共鳴法
で検討した。その結果、タウのモノマー、オ
リゴマーおよびフィラメントと結合できる
化合物をそれぞれ、86、42 および 25 個発見
した。本研究では、これらのタウ結合能を有
する化合物を用いて、タウの毒性を改善する

新規化合物を発見するため、以下の(1)およ
び(2)の実験を遂行した。 
(1)タウ蛋白凝集を抑制する化合物の探索 
 以 前 、 い く つ か の タ ウ凝 集 抑 制 剤 
(phenothiazineおよびpolyphenolなど)が報
告されたが (Brunden. Nat Rev Drug Discov 
8:783-793, 2009)、その多くはタウオリゴマ
ーからNFTが形成される際の凝集反応のみを
抑制するため、シナプス脱落および神経細胞
死を改善することが出来ないと考えられる。
そこで、タウの凝集に加えてタウによる細胞
毒性も抑制できる化合物を発見するため、タ
ウモノマーと結合できる化合物がタウの凝
集を抑制するかどうかをリコンビナント蛋
白、培養細胞および動物を用いた実験系で検
討した。 
(2)凝集タウ蛋白を分解する化合物の探索 
 現在までに、タウの分解亢進剤として、
heat shock protein (HSP) 90 の阻害剤が報
告されている。そのメカニズムは、HSP90 が
タウ分解酵素を抑制しており、その阻害がタ
ウの分解を亢進するためと考えられている。
しかし、HSP90 阻害剤は生理的機能を有する
タウも分解してしまう可能性があることか
ら、副作用発現が予想される。そこで本研究
では、毒性が低いタウ分解亢進剤を探索する
ため、タウオリゴマーのみに結合できる化合
物が、タウの分解を亢進するかどうかを検討
した。 
 
３．研究の方法 
(1)in vitro におけるタウ凝集アッセイ 
① チオフラビン T アッセイ: 蛍光色素のチ
オフラビン Tは、タウが凝集する際に生成さ
れるシート構造と反応することで蛍光強度
が変化するため、タウ凝集を定量的にモニタ
ーすることに応用できる。そこで、タウ (10 
M)、化合物 (1-100 M)およびチオフラビン
T (10 M)を混合した後、凝集インデューサ
ーとしてヘパリンを加え、インキュベート
(37 ℃)した後、チオフラビン T 活性の変化
を測定・定量化する。 
② ペレッティングアッセイ: チフラビン T
法はタウ凝集によって生じるチオフラビン T
蛍光の変化を検出するため、化合物の「色」
によっては見た目上チオフラビンT活性を低
下させる擬陽性を引き起こすことがある。こ
の可能性を除去するため、チオフラビン T法
で使用したサンプルを超遠心し、ペレットに
ある不溶性のタウ凝集体の量を SDS-PAGE ウ
ェスタンブロット法で検討する。 
(2)培養神経細胞におけるタウ凝集アッセイ 
 ヒト P301L変異体のタウを恒常的に発現さ
せた培養神経細胞(Neuro2a 細胞)に化合物
(10-1000 nM)を 48 時間処置する。その後、
細胞を回収し、RIPA バッファーで細胞を溶解
し、遠心することでRIPA可溶性画分を得た。
その後、ペレットを SDS で溶解し、遠心する
ことで SDS 不溶性画分を得た。これらの画分
のタウの量の変化を SDS-PAGE ウェスタンブ



ロット法で解析した。 
(3)in vivoにおける化合物投与の効果の検討 
 in vivo における化合物の効果を検討する
た め 、 ヒ ト の P301L 変 異 体 タ ウ 
(P301Ltau-Tg) ま た は 野 生 型 タ ウ 
(WTtau-Tg)を過剰発現するマウスに化合物
を 2-3 ヶ月間投与した後、①-④の実験を遂
行した。 
① タウ凝集アッセイ: 化合物を投与したマ
ウスから海馬を採取し、TBS バッファーで細
胞を溶解し、遠心することで TBS 可溶性画分
を得た。その後、ペレットをサルコシルで溶
解し、遠心することでサルコシル不溶性画分
を得た。これらの画分のタウの量の変化を
SDS-PAGE ウェスタンブロット法で解析した。 
② 脳神経細胞数の測定: 化合物を投与した
P301Ltau-Tg から、4 m のコロナル切片を作
製し、0.1%クレシルバイオレットでニッスル
染色を行った。その後、Neurolucida を用い
て、切片上の細胞数を測定した。 
③  脳活動の測定: 化合物を投与した
P301Ltau-Tg の脳活動の変化を計測するため、
ME-MRI を遂行した。ME-MRI は、Ca イオンと
原子番号が近く、細胞内へ流入できる Mn イ
オンを利用しており、神経活動依存的な脳活
動の変化を計測できる。そこで、化合物を投
与したマウスに MnCl を投与し、新規環境を
学習させた後、MRI のシグナルを計測した。 
④ 行動実験: 化合物を投与したマウスの情
動行動の変化を計測するため、オープンフィ
ールドテストを遂行した。マウスを 50 x 50 x 
40 cm (縦 x横 x高さ)のボックスに入れ、30
分間の行動量を解析した。 
(4)Fg-bead を用いた結合実験 
 タウと化合物との結合を検出するため、磁
性ビーズであるFg-beadを用いて結合実験を
行った。Fg-bead はストレプトアビジンが付
加されているため、アビジン-ビオチン結合
反応が利用できる。そこで、化合物にビオチ
ンを付加した後、タウおよび FG-beads と混
合・インキュベーションし、アビジン-ビオ
チン-タウの複合体を形成する。その後、洗
浄と遠心を繰り返し、複合体を精製した。解
析には non-reducing 条件下の SDS-PAGE ウェ
スタンブロット法を利用し、タウを検出した。 
 
４．研究成果 
(1)タウを標的とした化合物の探索 
① タウ凝集を標的とした化合物の探索: 
我々が以前に発見したタウのモノマーと結
合できる 86 化合物を用いて、タウの凝集抑
制作用を in vitro (チオフラビン Tアッセイ
およびペレッティングアッセイ)で検討した。
その結果、タウに対して 10 分の 1の濃度 (1 
M)でチオフラビン T 抑制作用を示す 9 化合
物を発見した。チフラビン T法は化合物の色
によっては擬陽性を引き起こすことがある。
この可能性を除去するため、sedimentation 
assay であるペレッティングアッセイを遂行
した。その結果、9 化合物のうち、3 化合物

が濃度依存
性に不溶性
タウの量を
減少させる
ことを見出
した。この 3
化合物のう
ち 2 つにつ
いては、共
通の骨格と
して、カテ
コ ー ル 核 
(1,2-dihyd
roxybenzen
e)を有して
いた。そこ
で 次 に 、
1,2-dihydr
oxybenzene
の骨格を有
する化合物 (L-ドパ、ドパミン、ノルエピネ
フリン、エピネフリンおよびイソプロテレノ
ール)と 1-dihydroxybenzeneの骨格を有する
化合物 (オクトパミン)を用意し、タウ凝集
阻害作用を検討した。その結果、カテコール
核から-OH 基が１つ抜けたオクトパミンはチ
オフラビン T 活性を抑制しないのに対し、
1,2-dihydroxybenzene の骨格を有する化合
物は顕著にチオフラビン T 活性を抑制した 
(図 1)。従って、タウ凝集阻害にはカテコー
ル核の構造が重要な役割を果たしているこ
とが示唆された。なお、本研究はタウオパチ
ー治療薬の発見を最終目標としており、その
リード化合物は血液脳関門を透過すること
が少なくとも要求される。そこで、上述の化
合物の特性を検討したところ、比較的脂溶性
が高いものとしてイソプロテレノール 
(ISO)が挙げられたため、今後は ISO を中心
とした実験を遂行した。まず、ISO がタウ凝
集のどの段階を抑制するかを検討するため、
ISO、タウおよびヘパリンを混合し、短時間
インキュベーションした後、DTT を含まない
non-reducing 条件下でタウオリゴマーを検
出した。その結果、ISO はオリゴマーの段階
からタウ凝集を抑制することを見出した 
(図 2)。 
 次に、培養神経細胞において ISO がタウ凝
集抑制作用を示すかを検討した。タウ凝集が
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図2; イソプロテレノールのタウオリゴマー形成抑制作用  
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図1; イソプロテレノールとオクトパミン 
        のタウ凝集阻害作用  



細胞内で観察されるP301L変異体タウを過剰
発現した Neuro2a 細胞に ISO を 48 時間処置
した後、RIPA 可溶性画分および SDS 不溶性画
分のタウ量の変化を解析した。その結果、ISO
は RIPA可溶性タウに影響を与えることなく、
濃度依存性にSDS不溶性タウを減少させるこ
と、および 10 nM といった低濃度においても
50%以上 SDS 不溶性タウを減少させることを
見出した。 
② タウ凝集体を分解する化合物の探索: タ
ウ凝集体のみに結合できる化合物 67 個を用
いて、in vitro におけるタウ凝集抑制作用を
検討した。その結果、15 個の化合物がチオフ
ラビン T 活性を抑制した。しかし、
sedimentation assay であるペレテッィング
アッセイにおいてはタウ凝集阻害作用を示
さなかった。従って、本研究で使用した化合
物はタウ凝集体を分解しないことが明らか
となった。 
 このように本研究では、in vitro および培
養細胞において、タウ凝集を強力に阻害でき
る ISO を同定することに成功した一方、タウ
凝集を分解できる化合物については有望な
化合物は得られなかった。そこで、これ以降
の研究ではISOのタウ凝集阻害作用に焦点を
絞り、実験を遂行した。 
(3)in vivo における検討 
 in vivo における ISO のタウ凝集およびタ
ウによる毒性抑制作用を検討するため、脳内
でタウ凝集体が観察される P301Ltau-Tg に
ISO (1.5 mg/kg chow)を投与し、①-③の解
析を行った。 
① ISO のタウ凝集阻害作用: ISO のタウ凝集
阻害作用を検討するため、ISO を投与したマ
ウスの脳からTBS可溶性画分およびサルコシ
ル不溶性画分を採取し、タウの量の変化を検
討した。その結果、ISO は TBS 可溶性タウに
は影響を与えず、サルコシル不溶性タウを低
下させた (図 3)。 

② ISO の神経保護作用の検討: P301Ltau-Tg
はタウ凝集に伴って脳神経細胞数の低下が
観察される。従って、タウ凝集を阻害する ISO
は神経保護作用を示す可能性がある。そこで、
ISO を投与したマウスから脳スライスを作製
し、神経細胞数を測定した。その結果、
P301Ltau-Tg の嗅内野および扁桃体で観察さ

れる神経
細胞数の
低 下 は
ISO の処
置によっ
て抑制さ
れた (図
4)。従っ
て 、 ISO
はタウ凝
集を抑制
すること
で神経保
護作用を示したと考えられる。 
③ ISO の脳活動および行動異常に対する改
善作用の検討: 認知症治療薬の開発のため
には、動物を用いた行動実験のデータが必要
である。しかし、本研究で使用している
P301Ltau-Tg はモリス水迷路試験に異常は観
察されず、記憶・学習能力の低下は観察され
な い  (Kimura T et al., J Biol Chem 
285:38692-38699, 2010) 。 そ こ で 、
P301Ltau-Tg が示す行動異常を明らかにしつ
つ、ISO の効果を検討する実験を行う。しか
し、P301Ltau-Tg が示す行動異常を検出する
ための網羅的な行動実験を行う時間や設備
は保有していない。そこでまず、動物の行動
変化を反映する指標として脳活動の変化を
ME-MRI を用いて検討した。その結果、野生型
マウス(non-Tg)と比較し、P301Ltau-Tg では、
prelimbic cortexを含む前脳領域において脳
活動の低下が観察される一方、ISO を処置し
たP301Ltau-Tgではこの脳活動の低下が抑制
された。Plelimbic cortex は扁桃体に投射し
ており、情動を司る上位ニューロンである。
従って、P301Ltau-Tg では情動系に変化が出
ている可能性があり、さらに ISO はそれを改
善できる可能性がある。そこで、ISO を処置
したマウスを使用し、open field test を行
った。その結果、P301Ltau-Tg では non-Tg と
比較し、新規環境に入ったときの行動量の低
下が観察され、この低下は ISO の処置により
抑制された。従って、P301Ltau-Tg で観察さ
れる情動障害はISOにより改善できることが
示唆された。 
④ ISO のタウ毒性改善作用のメカニズム: 
上述の通り、ISO はタウ凝集阻害作用を介し
てタウによる毒性を改善できると考えられ
る。その一方、タウ毒性にはタウ過剰リン酸
化も関与することが知られている。そこで、
ISO のタウ毒性抑制作用のメカニズムを解析
するため、タウ凝集体が観察されず、タウ過
剰リン酸化を介してシナプスロスを誘発す
る WTtau-Tg に ISO の投与実験を行ったが、
ISO による改善効果はなかった。従って、ISO
のタウ毒性抑制作用はタウ凝集阻害作用に
起因する可能性が示唆された。 
 以上より、ISO はタウのリン酸化には影響
を与えずにタウ凝集を阻害することで、タウ
による毒性を抑制していると考えられる。 
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図4; P301Ltau-Tgにおけるイソプロテレノール 
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(4) D-IS0 のタウ凝集阻害作用の検討 
ISO はアドレナジックアゴニストとして広
く知られており、心機能亢進剤として臨床応
用されている。従って、ISO はタウ凝集標的
薬剤としては特異性の面で改善できる可能
性が残されている。そこで、ISO の光学異性
体の１つでアドレナジック作用がほぼない
D-ISO を単離し、タウ凝集阻害作用を検討し
た。 
① in vitro におけるタウ凝集阻害作用: リ
コンビナントタウを用いて、D-ISO のタウ凝
集阻害作用を検討した結果、ISO と同様、チ
オフラビン T活性の抑制、およびタウオリゴ
マー形成の抑制が観察された。 
② in vivo におけるタウ凝集阻害作用: 
D-ISO は ISO と比べて、アドレナジック作用
が低いため、心機能への影響は少ないことが
期待される。そこで、高濃度の D-ISO を
P301Ltau-Tg に投与し (1.5, 4.5, 7.5 mg/g 
chow)、タウ凝集阻害と安全性を検討した。
その結果、D-ISO は濃度依存性に脳内のサル
コシル不溶性タウの量を低下させる一方、目
立った副作用は観察されなかった。 
 以上より、ISO と比べ、より安全と考えら
れるタウ凝集阻害剤として、D-ISO を発見す
ることが出来た。 
 (5)ISO のタウ凝集阻害機構の解明 
 低分子化合物がタウ凝集阻害作用を示す
には、タウと結合する必要がある。従って、
化合物のタウ結合様式を解明することはそ
のタウ凝集阻害機構の解明に繋がると考え
られる。そこで、ISO のタウ結合部位を同定
するため、Fg-bead と ISO にビオチンを導入
した probe 1 を用意し、結合実験を行った。
その結果、probe 1 はモノマータウと結合す
ることが確認できた。タウの凝集にはタウの
微少管結合領域 (MTBR)が重要な役割を有し
ており、その配列は R1-4 で構成されている 
(図 5)。従って、化合物がタウ凝集を阻害す
る際には、この MTBR と相互作用する可能性
が高い。そこで、MTBR を欠損したリコンビナ
ントタウを作製し、同様の結合実験を行った。
その結果、probe1 は MTBR を欠損したタウに
は全く結合しなかった。従って、ISO はタウ
のMTBRに結合することが見出された。次に、
ISO が MTBR のうち、どの領域に結合するかを
検討するため、R1, R2, R3 および R4 の配列
を有するペプチドを作製し、probe1 とタウと
の結合を阻害するかどうかを検討すること
でISOのタウ結合部位を同定した。その結果、
R2 または R3 の領域を有するペプチドが存在
すると probe 1 とタウとの結合は完全に消失
した。従って、ISO は MTBR の R2 および R3 に
結合することを見出した。R2 および R3 には

タウ凝集に重要な役割を有する共通配列が
ある (図 5)。１つは VQIXXK といった 6 アミ
ノ酸配列であり、R2 領域では PHF6*、R3 領域
では PHF6 で呼称されている。もう１つはシ
ステイン残基である。そこで、これらの配列
を欠損またはアミノ酸置換したリコンビナ
ントタウを作製し  (C291&322A, C322A, 
PHF6, PHF6*-tau)、同様の結合実験を行っ
た。その結果、probe 1 はPHF6 および
PHF6*-tau には結合するが、 C291&322A お
よび C322A-tauには結合しないことが観察さ
れた (図 6)。従って、ISO はタウの R2 およ
び R3 領域にあるシステイン残基に結合する
ことを見出した。 

 以上より、ISO はタウのシステイン残基に
結合することでタウ同士が結合する際に生
じるジスルフィド結合を抑制することで凝
集を抑制していると考えられる。 
(6)本研究のまとめ 
 本研究の成果は大きく分けて以下の2つで
ある。 
① タウ毒性を改善できるタウ凝集阻害剤の
同定: タウの毒性を抑制できるタウ凝集阻
害剤として、ISO を発見した。さらに、より
安全性が高いタウ凝集阻害剤としてD-ISOを
同定した。 
② ISO のタウ凝集阻害機構の解明: ISO はタ
ウモノマーのシステイン残基に結合するこ
とでタウ間のジスルフィド結合を抑制し、タ
ウ凝集を阻害している可能性が示唆された。 
 以上より、本研究は AD を始めとしたタウ
オパチー治療薬開発の発展に寄与できたと
考えられる。なお、これらの成果を受けて、
現在では臨床試験およびその阻害機構を元
にした創薬研究が始まりつつある。このよう
な本研究の成果を元にした実験は今後も進
展させる予定である。 
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