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研究成果の概要（和文）：疾患により異なるタウ沈着病態を反映するD279-4Rタウを髄液中で定量するELISA系を
確立し臨床応用することを目指す。Ｄ279エピトープ発現がAD脳に豊富で、PSPに乏しいことを明らかにし、特許
申請して論文発表し2021年には特許が成立した。D279-4R特異的モノクローナル抗体作成を試みたが、N279-4Rに
も反応性のあるクローンが得られた段階で研究期間は終了した。このクローンを安定的に発現させて特性を明確
にする。標準となっている4Rタウ抗体RD4は N279-4Rのみに親和性を呈するが、D279にも反応する本クローンと
比較すれば疾患特異的な反応性を有すると期待できる。

研究成果の概要（英文）：This project is aimed at establishing ELISA quantification of CSF tau 
protein D279-4R, that is abundant in AD but not in PSP brains.  This difference is now patented as a
 potential marker to distinguish AD and PSP.  However, trials to establish an IgG clone with 
exclusive affinity to D279-4R were not successful but yielded a clone with affinity to both D279-4R 
and N279-4R.  We are now characterizing this clone in comparison with RD4 with exclusive affinity to
 N279-4R. It is possible that this comparison will provide a tool to distinguish AD and PSP based on
 their difference in 4R tau species.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
髄液中のタウは脳内に沈着したタウを反映しているが、現在実用化されている髄液中のタウ定量法はタウ全体を
測定するので疾患の質を区別できていない。我々が同定したD279-4Rタウはアルツハイマー病脳に豊富だがPSP脳
では検出されない。ADに特異的なD279-4Rタウを髄液中に検出できれば、ADタウ病変が脳に存在することが示唆
され、従来とは異なる画期的診断法となると期待される。さらにこの抗体を免疫療法に用いるとAD病変選択的な
親和性が期待され、特異度の高い治療法につながる可能性がある。

※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。



 
１． 研究開始当初の背景 
神経変性疾患脳に沈着するタウタンパクは微小管結合部位の繰り返しをもち、その繰り返し回
数が 4 回の 4 リピート(4R)タウは進行性核上性麻痺(PSP)脳に沈着する。一方アルツハイマー病
(AD)脳では繰り返し回数 3 回の 3 リピート(3R)タウも 4R タウと共に沈着するが AD と PSP の
4R タウの異同については、不明の点が多い。4R タウは 279 位がアスパラギン（N279）として
翻訳される。その一部は AD 脳で脱アミド化されアスパラギン酸(D279)に変化しているとの報
告があるが、その意義や同様の変化が PSP 脳にも同
様にみられるかは明らかでない。4R タウに対する抗
体は N279 特異的な monoclonal 抗体(RD4)と、D279
を免疫原とするが N279 にも交差する polyclonal 抗
体 (4R tau)が市販されている。両者はいずれも
AD/PSP のタウ陽性構造に対する親和性を示し、両
疾患を区別できない。 
我々はこの市販の 4R tau 抗体から免疫沈降法によ
り D279-4R 分画を抽出したところ、予想通り AD 脳
病変を染めるが、PSP 脳病変は染色しないという特
異性を見いだした。すなわち AD 脳にも PSP 脳に
も存在する 4R tau はアミノ酸一残基の違いがあり、
それを基に両者の質を区別できると考えられる。総
タウ濃度、リン酸化タウ濃度を測定する従来の測定
系では、疾患相互の重なりが大きく、臨床的に診断
に寄与できる部分は限定的であった。髄液中で
D279-4R タウを検出できれば、脳内の疾患特異的違いを反映した質的違いとなり、疾患の区別
に役立つと期待される。抗体を用いた神経変性疾患の治療も盛んに試みられているが、D279-4R
抗体は ADtau に特異的な親和性を有する点で類がなく、治療薬の候補としても期待される。 
 
２．研究の目的 
D279-4R 特異的なモノクローナル抗体が得られれば、髄液診断の特性を飛躍的に向上させ、 AD
を PSP と区別できると期待される。本研究はこうしたモノクローナル抗体を作製して病態解析
を行い、それを基盤に臨床応用へ結びつけようとする試みである。病態解析には生化学、免疫
組織化学、免疫電顕等の多角的な解析が必要で、D279-4R 抗体はそれぞれの局面で従来とらえ
きれなかった新たな所見を提示すると期待される。特に 3R, 4R の両者から構成される神経原線
維変化の超微構造と両エピトープの空間的な関係を知ることが病態解明に不可欠の情報となる。 
 
３．研究の方法 
A:D279 とその近傍を含む合成ペプチドで免疫した動物から IgG 産生クローンの確立 
①免疫マウス B リンパ球からハイブリドーマを作製する。 
②免疫家兎脾臓 B 細胞から mRNA を抽出して cDNA library とし、 IgG variable region に特異的
primer で得られた PCR 産物 library を、大腸菌で発現させて目的の IgG D279-4R に反応するク
ローンを選別する。 
③免疫家兎脾臓 B 細胞のうち表面に D279-4R に親和性のある IgG を発現している細胞を 
Flowcytometryで選別し、その IgG 遺伝子 variable region を含め direct cloning-sequence を行う。 
 
B:複数のエピトープの超微局在を検出する二重免疫電顕法の確立 
様々な病変が混在するヒト脳で、対象病変の超微構造を捉えるには、光学顕微鏡で同定した目
的病変をそのまま電子顕微鏡で観察する Correlative Light and Electron Microscopy (CLEM)法が
有効だが、ヒト脳での応用例は極めて乏しい。蛍光を発し、電子密度の高い Nanocrystal Quantum 
Dot (QD)を免疫標識に用いて、その蛍光像でとらえた同一病変を免疫電顕としてもとらえ両者
を直接比較することに我々は成功し論文発表してきた。今回標本内の二つの異なる分子を異な
る QD で二重染色し、蛍光像と免疫電顕像を直接比較することを目指す。 
 
 
４．研究成果 
市販 4R tau ポリクローナル抗体から D279-4R 分画を抽出し AD 脳特異的な陽性像が得られるこ
とを論文発表し(Ebashi et al. Detection of AD-specific four repeat tau with deamidated asparagines 
residue 279-specific fraction purified from 4R tau polyclonal antibody. Acta Neuropathol 
2019:138:163-166)、研究代表者を単独の発明者且つ特許権者とする特許「特開 2018-194451：4
リピートタウの質的違いを検出する特異的結合試薬、これを用いた検査方法、検査キット、お
よび医薬のスクリーニング方法」として成立した。 
 
A:D279 とその近傍を含む合成ペプチドで免疫した動物から IgG 産生クローンの確立 
① 免疫マウス B リンパ球からハイブリドーマ作製を試みたが、D279 に親和性のある IgG は得



 
 

られなかった。 
② 免疫家兎血清で抗原ペプチドに対する抗体産生を確認し、その脾臓から mRNA を抽出して 

cDNA library とし、 IgG variable region に特異的 primer で得られた PCR 産物 library を、大
腸菌で膜上に発現させたが目的の IgG D279-4Rに反応する抗体産生クローンは得られなか
った。 

③ ②同様に得られた脾臓 B 細胞から Flowcytometry で D279 に反応する細胞を選別し、IgG 遺
伝子の variable region を direct cloning した。1 回目は失敗し、2 回目で D279 および N279 の
両者に反応する IgG を発現するクローン 1 個が得られた。安定的な発現系でその IgG を発
現させ、生化学的、組織学的検討を今後行う。並行して D279-4R のみに反応する別のクロ
ーニングに挑み当初の目的を達成したい。 

 
B:複数のエピトープの超微局在を検出する二重免疫電顕法 Double-labeling CLEM の確立 
小さな球形の QD565 と桿状の QD655 を蛍光標識にヒト脳切片をリン酸化タウ(AT8)と GFAP に
て二重標識すればAT8陽性の神経原線維変化(NFTs)とアストロサイト(GFAP)を蛍光顕微鏡で区
別できる。二重蛍光像を撮像した浮遊切片をグルタールで後固定し、銀液で増感して QDs の視
認性を高めたのちエポンで平板包埋した。増感後も QD565 の球状と QD655 の桿状の形態は電
顕標本上で区別でき、それぞれの蛍光像と直接対比できた。増感後の切片を実体顕微鏡で観察
すると QD 陽性部位が確認でき、対象病変の的確なトリミングが可能である。異なる QD の二
重標識標本の蛍光像を撮像後、銀増感するというこの新たなプロトコールは、Double-labeling 
CLEM をヒト脳でも安定的に実現できる。(Uematsu et al. Parallel gold enhancement of QDs 
565/655 for double-labelling correlative light and electron microscopy on human autopsied brain 
samples. Sci Rep 2022:12;6113)。今後は NFT 超微形態のなかで 279D-4R が 3Rtau とどのような
位置関係にあるかを明らかにして、NFT 形成過程を解明する。 
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