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研究成果の概要（和文）：本研究で、高Hcy血症がタウの重合を促進し、アルツハイマー病の原因となる神経原
線維変化形成に傾くことを明らかにした。GSK3β、cdk5活性化またはPP2A不活性化を介してタウのリン酸化レベ
ルを増加させ、カスパーゼ3の活性化によりC末端が切断されるタウを増加させた。Hcyが20Sプロテアソーム活性
を低下させ、タウの分解を阻害し、総タウ量が増加させた。リン酸化・C末端切断型タウの増加は、タウの立体
構造変化をきたし、神経細胞死、および神経原線維変化を促進した。このことから、ホモシステインを低下させ
ることが、アルツハイマー病におけるタウオパチーの異常な神経細胞障害作用を緩和させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Hcy activated glycogen synthase kinase 3, a major tau phosphokinase, and 
inactivated protein phosphatase 2A, a main tau phosphatase. Hcy exhibited cytotoxic effects 
associated with enhanced activation of caspase. Truncation of tau in the C-terminus, the cleavage 
site of caspase3 (i.e., D421, detected by the TauC3 antibody) also was increased. Total tau, 
phosphorylated tau, as well as C-terminal cleaved tau were increased in the sarkosyl insoluble tau 
fraction. Hcy also increased the level of tau oligomers, as indicated by the tau oligomer complex 1 
(TOC1) antibody that specifically identifies oligomeric tau species, in the tris insoluble, sarkosyl
 soluble fraction.The levels of TOC1-positive oligomeric tau were increased in brain lysate from 
HHCy mice.
 These observations suggest that Hcy increases the levels of phosphorylated tau as well as truncated
 tau species via caspase3 activation, and enhanced tau oligomerization and aggregation.

研究分野： 脳神経内科　認知症

キーワード： ホモシステイン　タウ蛋白　神経原線維変化　タウオパチー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

アルツハイマー病(AD)、進行性核上性麻痺、

大脳皮質基底核変性症、嗜銀顆粒性認知症、

Pick 病、第 17 染色体に関連するパーキン

ソ ニ ズ ム を 伴 う 前 頭 側 頭 型 痴 呆 、

Niemann-Pick 病 C 型、および慢性外傷性脳

症は、タウオパチー群として知られている

障害群である。それらは病理学的に修飾さ

れたタウタンパク質の蓄積によって特徴付

けられるからである。Hcy はシステインの

同族体であり、メチオニン代謝の過程にお

ける中間体である。最近の証拠によれば、

Hcy の上昇は、AD やパーキンソン病を含む

神経変性疾患を引き起こす可能性を示唆し

ている。高 HCy 血症は、ヒトにおける灰白

質の萎縮の原因でもあり得る。高 HCy 血症

はまた、脳卒中、および心筋梗塞の危険因

子でもある。実際に、高 HCy 血症は、DNA

破壊、内皮機能障害、酸化窒素活性の障害、

酸化ストレス、アポトーシス、脳微小血管

症のリスクとなっている。 
 
２．研究の目的 

高 HCy 血症は、AD および血管性認知症を

はじめとする認知症の危険因子である。し

かしながら、高 HCy 血症がどうして認知症

のリスクを増加させるか機序は不明である。

また、AD の病理学的特徴は、高度にリン酸

化されたタウ蛋白の凝集体からなる神経原

線維変化(NFT)である。Hcy とタウのリン酸

化との間にこれらの関係があるにも関わら

ず、Hcy がタウのオリゴマー化およびタウ

の切断を促進するかどうかは不明である。

タウのリン酸化および切断はタウ凝集体の

形成を促進することができる。実際に、キ

ナーゼおよびホスファターゼの調節障害は、

神経変性を伴うタウオパチーおよび他の疾

患の主要な影響因子として提唱されている。

Hcy がタウ蛋白の重合化に及ぼす影響につ

いてヒト野生型タウ(4R0N)を発現するヒト

神経芽細胞腫細胞(M1C 細胞)、およびマウ

スのニューロンの初代培養を使用し検討し

た。さらに、タウオパチーモデルマウス

(P301L)に高 HCy 血症を誘導した検討も行

った。 
 
３．研究の方法 

ヒト神経芽細胞腫細胞(M1C 細胞)を用いて、

Tet-off 誘導系により、ヒト野生型タウ蛋

白(4R0N)を発現させた。Tet-off 誘導系に

よるタウを有する M1C 細胞のスケジュール

は、0 日目に培地中のテトラサイクリン濃

度を 2,000〜1ng/ml に低下させることによ

ってタウ発現の誘導を開始した。4 日目に

L-Hcy(以下 Hcy)処理を開始し、5日目に細

胞を採取した。採取した細胞を、プロテア

ーゼ阻害剤および脱リン酸化酵素阻害剤を

含むトリス緩衝液中で homogenize し、1μM

エチレンジアミンテトラ酢酸（EDTA）で洗

浄し、1800 回転で 15 分間遠心分離して核

および残屑を除去した。得られたサンプル

に対して総タウ、リン酸化タウの変化をウ

ェスタンブロット法、免疫組織化学法によ

り検討を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

リン酸化タウは、リン酸化タウ抗体（PHF-1、

CP13、AT270 および AT180）を用いて検討を

行った。また、同様にタウ蛋白リン酸化酵

素(グリコーゲン合成酵素キナーゼ 3β：

GSK-3β、サイクリン依存性タンパク質キナ

ーゼ 5：cdk5)および脱リン酸化酵素(プロ

テインホスファターゼ 2A：PP2A)の活性に

ついても検討した。 

タウ蛋白はカスパーゼ 3により C末端が



切断されると、凝集しやすくなる性質を有

する。そこで Hcy 投与によるカスパーゼ 3

の活性化につき検討した。同時にカスパー

ゼ 3による C末端切断タウ(D421)の変化に

つき特異的抗体(TauC3)を用いて検討した。 

タウ蛋白は高分子量オリゴマーを経て、

ポリマーとなり NFT を形成する。タウオリ

ゴマーはトリス不溶性・サルコシル可溶性

画分(SN2)に存在し、タウポリマーはサルコ

シル不溶性画分(S/P)に認められる。そこで

画分法を用いて、SN2 および S/P のタウ蛋

白を抽出し、その変化を検討した。さらに

SN2 に関してタウオリゴマー特異的抗体

(TOC1)を用いたドットブロット法により検

討した。Hcy がタウ蛋白の分解経路である

ユビキチン-プロテアソーム系に及ぼす影

響についても検討した。 

M1C 細胞と初代培養マウスニューロン

(SLC 会社の ICR マウス)を用いて、Hcy 投与

による細胞の形態学的変化を位相差顕微鏡

で確認した。ATP assay による細胞生存率

も検討した。また、Tet-off 誘導系を用い

ない M1C 細胞での内因性タウに対する Hcy

の効果に関しても同様に検討した。 

タウオパチーのモデルとしてよく特徴付

けられた rTg4510 マウス（Jackson Lab、Bar 

Harbor、USA）を利用した実験を行った。変

異型タウ(P301L)を発現するタウオパチー

モデルマウス(rTg4510)に対し、ビタミンを

含まない餌を摂取させた(B6<0.1mg/kg、

B12<0.001mg/kg、葉酸<0.2mg/kg)。ビタミ

ン B12および葉酸欠乏は、Hcy からメチオニ

ンへの代謝を阻害し、高 HCy 血症を引き起

こす。ビタミン B6欠乏症はまた、Hcy のシ

スタチオニンへの変換を阻害し、過剰な高

HCy 血症を引き起こす。ビタミン欠乏食餌

を投与することで高 HCy 血症を誘導し

(HHCy マウス)、タウオリゴマー量とカスパ

ーゼ 3活性について検討した。また、Hcy

の中間代謝産物である SAM(S-adenosylme- 

thionine)を投与し、Hcy の効果を打ち消す

かについても検討した。同様に M1C 細胞に

対する Hcy の効果が、葉酸投与により打ち

消されるかについても検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 

10〜1,000μM の Hcy 投与で、総タウおよ

びリン酸化タウはウェスタンブロット法に

おいて用量依存性に増加した。免疫組織化

学法でも同様の結果が得られた。Hcy は主

要なタウリン酸化酵素 GSK-3β、cdk5 を活

性化させた。同時にタウの脱リン酸化酵素

である PP2A を不活性化させた。Hcy 投与に

よりタウ mRNA 量には変化がみられなかっ

たため、Hcy は Tet-off 誘導系自体には影

響を及ぼしていないことが証明された。 

Hcy はカスパーゼ 3を活性化するととも

に、カスパーゼ 3により切断された C末端

切断タウを増加させた。また Hcy 投与によ

る経時的な変化に関し、1～4日間投与群で

それぞれ比較したところ、リン酸化タウは

4日間投与群で最も増加していた。一方 C

末端切断タウは 2日間投与群で最大量とな

り、4日間投与群でも高値を維持していた。 

Hcy 投与により総タウ、リン酸化タウ、

および C末端切断タウ量は、トリス不溶性

サルコシル可溶性画分(SN2)、およびサルコ

シル不溶性画分(S/P)の両者において増加

していた。Hcy は SN2 のタウオリゴマー量

も増加させた。TOC1 陽性オリゴマータウの

増加は、免疫組織化学法でも確認された。

Hcy 投与により、ユビキチンの増加が認め



られ、かつ 20S プロテアソーム活性(キモト

リプシン様活性)の低下が認められた。 

M1C 細胞と初代培養マウスニューロンで

は、Hcy 投与による細胞障害作用(細胞の収

縮、細胞の不健全な形態、体面積減少、ATP 

assay 低下)が示された。 

rTg4510マウスであるHHCyマウス脳では、

TOC1 抗体陽性オリゴマータウ、およびカス

パーゼ 3の増加が認められたが、SAM の投

与により、その効果は打ち消された。また

M1C 細胞に対し Hcy を投与することにより

増加した総タウは、葉酸投与により投与前

の値まで回復した。 

本研究で、高 HCy 血症がタウの重合を促

進し、AD の原因となる NFT 形成に傾くこと

を明らかにした。Hcy がタウの重合をもた

らす機序として以下の経路が推察された。

①GSK3β、cdk5 活性化または PP2A 不活性

化を介してタウのリン酸化レベルを増加さ

せた。②カスパーゼ 3の活性化とともに、

カスパーゼ 3により C末端が切断されるタ

ウを増加させ、タウオリゴマー化を促進さ

せた。③Hcy が 20S プロテアソーム活性を

低下させ、タウの分解自体が阻害され、総

タウ量が増加した。④リン酸化タウ・C末

端切断型タウの増加は、タウの立体構造変

化をきたし、総タウ量の増加とあいまって

タウオリゴマー化を加速させ、神経細胞死、

および NFT 形成を促進した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

高Hcy血症によりADに罹患しやすくなる

機序の一つとして、Hcy がタウの分解経路

を阻害するとともに、リン酸化タウ・C末

端切断タウを増加させることにより、タウ

のオリゴマー化、および重合を促進するこ

とが関与している可能性が推察された。こ

のことから、Hcy を低下させることが、AD

におけるタウオパチーの異常な神経細胞障

害作用を緩和させることが示唆された。本

研究者の結果は、葉酸、ビタミン B6または

B12欠乏によって誘導され得る高HCy血症が、

タウ、カスパーゼ活性化およびプロテアソ

ーム機能の障害に影響するキナーゼおよび

ホスファターゼの誤調節を引き起こすこと

を示唆した。したがって、タウの蓄積が起

こり、タウのリン酸化が増加し、カスパー

ゼ切断タウが出現し、タウオリゴマーが形

成され、これらの全てが細胞毒性と関連す

る。我々の実験では、Hcy 値を低下させる

ことで、タウオパチーにおける異常な毒性

タウ種の影響を緩和することができること

を示した。 
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