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研究成果の概要（和文）：異常に線維化したタンパク質が細胞内に蓄積する細胞内凝集体は、神経変性の原因で
あると考えられている。加えて近年、凝集した異常タンパク質が細胞間を移動し正常細胞を病変細胞に変える
「細胞間伝播」が注目されている。申請者はこれまでに開発した、光照射下で凝集タンパク質を酸素化し無毒化
する光酸素化触媒を利用し、アルツハイマー病において蓄積しているタウをモデルタンパク質として解析を行
い、光酸素化によってタウの凝集が抑制されること、また酸素化されたタウ線維は細胞間伝播能を失っているこ
とを明らかにし、この化合物を用いることで細胞内凝集体を時空間的に制御できる可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Several lines of evidence suggest that the intracellular aggregates 
comprised of fibrillized proteins are involved in the pathogenesis of neurodegenerative diseases. In
 addition, recently intercellular propagation mechanism of aggregated protein that transform the 
normal cells to the pathological cells has been highlighted. In this research, applicants examined 
the effect of photo-oxygenation catalyst, which detoxifies the aggregated proteins by oxygenation 
reaction under light, on the tau protein aggregation and propagation. Tau is deposited in the brains
 of Alzheimer disease. We found that the photo-oxygenation inhibited the tau aggregation and the 
propagation activity of tau fibril. These results indicated that the dynamics of intracellular 
aggregates can be regulated by these small compounds.

研究分野：病態生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
様々な神経変性疾患発症の原因となる細胞内凝集体の動態機構の解明は、多くの疾患治療を考える上で重要な研
究課題である。しかし現在までに時空間的にその動態を解析した例はなく、光酸素化触媒による細胞内凝集体の
時空間的制御は、神経変性疾患発症メカニズム研究においてインパクトのある実験系を提示できたと言える。さ
らに光酸素化触媒の応用は時空間的に制御された画期的治療法の開発に繋がる可能性があり、我が国の科学技術
イノベーションに大きく資するものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまでに申請者は、神経変性疾患の病理学的特徴であり疾患発症の原因であると考えられ
ている細胞内凝集体に着目し、その形成における普遍的な分子機構を明らかにするために、
CRISPR/Cas9システムによる細胞内タンパク質凝集・乖離に関与する遺伝子のゲノムワイドス
クリーニングを行ってきた（H28年度挑戦的萌芽研究において採択）。しかし一方で、ヒト病変
においても培養細胞を用いた細胞内凝集体形成モデルにおいても、凝集体の形態や数、凝集体
が形成される場所などに違いがあり、一言で細胞内凝集体と言っても一様ではないことが知ら
れている（Sanders et al., Neuron, 2014）。このことは、細胞内凝集を引き起こす普遍的な分子機
構以外に、「いつ」「どこで」「どのように」形成されるのかを規定するメカニズムがあることを
示唆しているが、その詳細な機構は明らかではなく、そもそも細胞内凝集体の動態を時空間的
に制御可能な実験系も確立されていない。 
一方で申請者は、タンパク質の凝集抑制及び無毒化を可能とする光酸素化触媒の開発に成功
している（Taniguchi et al., Angew. Chem. Int. Ed., 2014; Taniguchi et al., Nat. Chem., 2016）。この触
媒は、光エネルギーを利用することで凝集タンパク質を酸素化する低分子化合物である。実際
に、これまでの研究で申請者は、アルツハイマー病患者脳において細胞外に蓄積するアミロイ
ド β タンパク質（Aβ）に対して用い、酸素化による凝集抑制および無毒化の proof of concept
を確立した。そこで、さらにこの触媒が光エネルギーを利用することに着目し、レーザー顕微
鏡を利用したイメージングおよび光操作技術を組み合わせて本触媒を応用することにより、細
胞内凝集体を構成するタンパク質の凝集プロセスを時空間的に制御することが可能ではないか
と考えた。 
 
２．研究の目的 
様々な神経変性疾患における病理学的特徴の一つである、異常に線維化したタンパク質が細
胞内に蓄積する細胞内凝集体は、神経変性の原因であると考えられている。加えて近年、病態
の進行（広がり）を説明するものとして細胞内凝集体を構成する異常タンパク質が細胞間を移
動し正常細胞を病変細胞に変える「細胞間伝播」が提唱されており、細胞内凝集体動態の分子
機構およびその病的役割を解明することの重要性が示唆されている。しかし、細胞内凝集が「い
つ」、「どこで」形成され、「どのように」細胞間伝播するのか、その凝集体形成のタイミングと
場所が「どのような」細胞応答をひきおこすのかという、細胞内凝集体の細胞内における時空
間的な動態変化に関する詳細な知見は未だ不明のままであり、またその解析のためには適切な
新規実験系の構築が必須である。 
そこで本研究において申請者は、細胞内凝集体動態の時空間的な制御法を新規に確立し、そ
の制御によって引き起こされる細胞応答を検証することを目的に研究を行う。 
 
３．研究の方法 
これまでに申請者が見出していた Aβ を光酸素化する触媒を利用し、アルツハイマー病患者
脳内で神経細胞内に凝集体として蓄積するタウタンパク質の凝集及び伝播が光酸素化反応で制
御可能であるかどうかについて検討する目的で、以下の実験を行った。 

 
１）リコンビナントタウタンパク質の凝集過程に対する光酸素化反応の影響の検討 

大腸菌に発現させたリコンビナントタウタンパク質を精製し、ヘパリン存在下で線
維化反応を起こす。その際に光酸素化触媒の有無、光照射の有無によって線維化が影
響を受けるかどうかについて検討する。 

２）リコンビナントシードタウの線維化誘導能に対する光酸素化反応の影響の検討 
タウを始めとする異常凝集タンパク質の線維化プロセスにおいては、初めに短い線
維が形成され、その短い線維をシード（種）として更にモノマーが加わっていく、シ
ード依存性凝集過程が想定されている。そこで線維化したタウを超音波破砕し得られ
たシードを酸素化し、さらなる線維化誘導能が存在化するかどうかについて検討した。 

３）リコンビナントシードタウによる細胞間伝播に対する光酸素化反応の影響の検討 
線維化したタンパク質の細胞内凝集体病理が伝播していく過程において、短い線維
が凝集体保持細胞から放出され、隣接した細胞に取り込まれた後にシードとして新た
な凝集を誘導することが想定されている。そこで酸素化したリコンビナントシードタ
ウが細胞間伝播能を示すかどうか、タウ恒常的発現細胞を用いてプロテイントランス
フェクションにより検討を行った。 

 
４．研究成果 
タウに対する光酸素化触媒による選択的酸素化がタウの凝集およびシード能、伝播能にどの
ように影響を与えるかについて、上記３．に記載された方法により検討を行い、以下の結果を
得た。 

 
１）リコンビナントタウタンパク質の凝集過程に対する光酸素化反応の影響の検討 

ヘパリン存在下で凝集させたリコンビナントタウに対し光酸素化触媒を加え 660 nm
の光照射を行い、MALDI-TOF MSにて解析したところ、酸素付加が確認された。光酸



素化部位は主に、凝集体構成に重要なヒスチジン残基、メチオニン残基であった。そ
してタウ凝集に対する光酸素化の効果を検証したところ、酸素化反応によりタウの線
維化が抑制されることが明らかになった。 

 
２）リコンビナントシードタウの線維化誘導能に対する光酸素化反応の影響の検討 

次に凝集したタウのシード能に対する酸素化の影響を検討する目的で、リコンビナ
ントタウを凝集、線維化させたものを超音波破砕しシードとした後に、光酸素化反応
を行った。その後更にリコンビナントタウを加え、更にタウ凝集が誘導されるかどう
かについて検討した。その結果、光酸素化反応を行ったシードタウでは有意に線維形
成が阻害されていることが明らかとなった。 

 
３）リコンビナントシードタウによる細胞間伝播に対する光酸素化反応の影響の検討 

タウの恒常的発現細胞ではタウの凝集体は観察されないが、凝集タウ由来のシード
をプロテイントランスフェクションにより導入することで、タウ凝集体形成が誘導さ
れることが示されており、タウ病態の細胞間伝播モデルとして広く使用されている。
そこで酸素化されたシードに細胞内タウ凝集体誘導形成能が存在するかどうかについ
て検討を行った。その結果、光酸素化反応を行ったシードタウには凝集体を誘導する
能力が失われていることが明らかとなり、タウの酸素化は細胞内タウ凝集体伝播を抑
制する可能性が示された。 

 
本研究を通じ、アルツハイマー病や
様々な神経変性疾患の原因と考えら
れているタウタンパク質の凝集およ
び細胞間伝播機構は光酸素化反応に
より抑制できることが示唆された。こ
のように様々な神経変性疾患発症の
原因となる細胞内凝集体の動態機構
の解明は、多くの疾患治療を考える上
で重要な研究課題である。しかし現在
までに時空間的にその動態を解析し
た例はなく、光酸素化触媒による細胞
内凝集体の時空間的制御は、神経変性
疾患発症メカニズム研究においてイ
ンパクトのある実験系を提示できたと言える。さらに光酸素化触媒の応用は時空間的に制御さ
れた画期的治療法の開発に繋がる可能性があり、我が国の科学技術イノベーションに大きく資
するものと考えられる。 
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