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研究成果の概要（和文）：タウ分子のアミロイド型凝集におけるリン酸化効果を分子レベルで明 
らかにするため、タウ由来部分ペプチドとリン酸化を含む種々の修飾体の凝集特性と凝集体構

造を詳細に研究した。そのために用いる様々な手法（正確な凝集臨界濃度決定法や、X 線回折

法と計算機シミュレーションの併用）を確立した。その結果として、リン酸基上の電荷やペプ

チド上での位置、凝集体内での特定の分子内・分子間の相互作用の重要性が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to elucidate molecualr mechanisms of phosphorylation 
effects on tau amyloidgenesis, their aggregation properties and amyloid stuctures were 
analyzed in detail. A varity of methods used for the analaysis such as a precise 
determination method of critical concentration of amyloidgenesis and a combination of 
X-ray fiber diffraction and computer simulation methods were established here. The 
analysis found critical roles of charges on phosphate residues, position of phosphate on the 
peptides, and specipic intra- and inter-molecular interaction within the aggregate. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００８年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

２００９年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

２０１０年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度  

  年度  

総 計 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学 
キーワード：タンパク質・核酸の構造・動態・機能 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) タウ蛋白分子は、分子量約５万、高等動
物の神経軸策内にある微小管結合タンパク
質である。細胞骨格形成や細胞内輸送に関与
し、とりわけ、アルツハイマー病との関連で
注目されている。アルツハイマー病患者の脳
細胞内では、微小管から解離したタウ蛋白が
会合して Paired helical filament（PHF）と
呼ばれる繊維性凝集体を形成し、その沈着が
脳細胞死の原因の１つとなる。この PHF は、

近年研究の進むアミロイド凝集に分類され
るものである。アルツハイマー病の診断・治
療のため、PHF 形成の分子メカニズムの早急
かつ詳細な解明が望まれている。 
 この問題について過去の研究が明らかに
した重要なポイントは、本来凝集性に乏しい
タウ蛋白分子が生体内で PHFを形成する際に
は、①生体環境にある分子群（有機イオン・
脂質など）との相互作用（Goedert ら、Nature、
1996 など）、②リン酸化などのタウ蛋白の生
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化学修飾（Lee ら、Science、1991 など）、の
両者が重大な関与をする点である。 
 
２．研究の目的 
(1) 材料分子の人工合成、原子構造レベル
での分子科学実験、理論解釈のための分子
シミュレーションの３分野の協力によって、
具体的には、次の４項目を明らかにするこ
とを目指した。原子・分子のレベルで、物
理化学の言葉で、満足行く説明を与えるこ
とに力点を置いた。(a) 全長タウ分子の各
部位が、PHF 凝集において、それぞれどの
ような役割を果たすか、(b) タウ分子の各
部位の様々な生化学修飾が、どのように
PHF 凝集に影響を与えるか、(c) PHF 凝集
を制御する環境分子が、タウ分子のどの部
位と相互作用するのか、(d) タウ分子上の各
部位の生化学修飾が、環境分子との相互作用
をどう変化させるか 
 
(2) しかし、本研究は、単にアミロイド型凝
集のメカニズムを探る分子科学研究ではな
い。我々が注目するのは、生体内での分子修
飾や環境分子との相互作用が、どのように干
渉しあい協調しあって凝集を制御するかで
あり、この立場に立って、生理・病理的な視
点と分子・物理化学的な視点を密接に絡ませ
つつ研究を導いてゆくことにあった。 
 
(3) また、目標達成により、アルツハイマー
病の病態の主要部分が、詳しい原子・分子レ
ベルで明らかになるので、実際の診断・治療
にも役立つことも期待した。（例えば、タウ
凝集体を検出する分子プローブや特異的な
凝集阻害剤の開発につなげるなど）。さらに、
アミロイド様の凝集が関わる他のケース、例
えばパーキンソン病におけるαシヌクレイ
ン凝集などでも、本件と酷似した生化学修飾
や環境相互作用の関与が知られており、本研
究の成果は、これらの類縁疾患の解明にも寄
与できると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 被修飾タウ分子のデザイン・作成：タウ
分子の中間に位置する「４リピートドメイ
ン」が PHF 凝集が起こるための必須部分なの
で、まず、ここに由来の幾つかの部分配列を
利用して、野生株・リン酸化体などをin vitro
合成した。これらの配列を持つペプチドの幾
つかは、単独でも PHFに似た凝集体を形成し、
さらに複数の生化学修飾部位も含むため、
様々な組み合わせの修飾分子も作成できる。
他方、凝集力を持たない配列は、凝集の制御
機能を有する可能性があるので、凝集性ペプ
チドと混ぜたり繋いだりして効果を検討し
た。 

 
(2) 構造・物性の解析：凝集過程・凝集体の
解析は、(a)各分子種単独、(b)複数のペプチ
ド種の混合、(c)ペプチド種と全長タウ分子
種の混合の３つの場合について、次の 2群ｂ
の解析を個別に行った。 
①凝集特性の解析：凝集の平衡、速度過程の
双方を、定量的に解析する。よく確立されて
いる多くの手法（蛍光・赤外分光法、光・X
線散乱法、クロマト法、etc）を利用し、さ
らにそれらの洗練化をも試みた。 
②凝集体構造の解析：ナノレベルの構造：電
子顕微鏡・原子間力顕微鏡により、凝集体の
形状と集合状態を観察した。分子レベルでの
情報を得るためには、凝集体の X線回折を行
い、さらに後述の計算機シミュレーションで
構築した予測分子構造から計算された回折
像とを詳細に比較検討した。 
 
(3) 計算機シミュレーション：少なくとも
PHF6 ペプチド（研究成果の項を参照）につい
ては、凝集体の原子座標が解かれている。本
研究で行う他のペプチド種の場合の X線構造
解析が成功すれば、さらに多くの原子座標が
利用できる。それらの構造情報に基づき、分
子動力学法などの分子シミュレーションを
行い、まず、凝集構造の安定化因子をアミノ
酸残基レベル、原子レベルで抽出した。その
上で、リン酸化等の修飾を加えた場合のアミ
ロイド構造の変異と安定性の変化を、理論的
に予測した。これらの計算結果を実験データ
と比較して、実験結果の背景にある物理的因
子を決定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 部分ペプチドを用いた研究では、タウ分
子由来の PHF6、SPHF6、CORE1S（下図）など
と呼ばれる配列と、それに含まれる Sや Y残
基のリン酸化体や他の修飾体を合成した。 

 
 まず、PHF6 とその Y修飾体について、その
凝集特性を詳細に比較検討した。凝集体の安
定性、凝集速度、凝集構造などを、臨界濃度
測定、蛍光法による凝集過程解析、電子顕微
鏡法によって検討した。次に、その変化の分
子メカニズムがペプチド上の電荷配置に依
存することを証明する為に、リン酸化以外の
変異体ペプチドを作成し同様の実験を行っ
た。また、凝集体内部でのペプチド分子間の
相互作用を検討するために、異種類のペプチ



ドの混合溶液を用いて、その凝集特性を検討
した。また溶液のイオン強度を変えた検討も
行った。その結果、リン酸化 PHF6 の凝集は
少なくとも２段階で進み、各段階での速度は
周囲環境に敏感に影響されることが明らか
になった。特に、凝集速度及び凝集体の安定
性は、中性 pH よりも酸性 pH でより大きく、
この傾向は非リン酸化 PHF6 の場合と全く逆
転していた。これらの結果に、他の修飾ペプ
チド群の解析結果を組み合わせることで、ペ
プチド鎖上におけるリン酸基の荷電状態が、
リン酸化効果の決定因子であることがわか
った。さらに、ごく微量のリン酸化分子が非
リン酸化分子と共存した場合、PHF6 の凝集が
強く促進されることも明らかとなった。その
成果は、論文として公表した（下図）。 

 

(2) 次に、リン酸化の効果が、ペプチド上の

位置によってどのように影響されるかを検

討するため、PHF6 より拡張された配列 SPHF6

について、(1)と同様の解析を進めた（下表）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その際、特に、凝集体の安定性評価を改善す

るために、新しい臨界濃度の測定手法を確立

し、半定量的な蛍光法と詳細に比較した。 

 さらに以下の(3)-(4)の構造解析の成果を

も合わせて総合的な解釈を進め、その結果、

凝集を左右する因子として個別の分子間力

がどのように寄与するかを提案することが

でき（下図）、それら個々の分子内・分子間相互

作用のリン酸化による変化が、アミロイド構造の

安定性と単位繊維の集合形態に大きな影響を与え

ることが明らかになった。これらの成果の詳細

は論文に公表した。CORE1S 部分のペプチド

とそのリン酸化体の凝集特性についても、PH

F6、SPHF6 と同様な解析を進めているところ

である。 
 

(3)(1)や(2)の研究を構造面で詳細に明らか

にするため、リン酸化体を含む様々な変異体

ペプチドの形成する凝集体の構造を、まずナ

ノスケールでの形態を電子顕微鏡と原子間

力顕微鏡で詳細に記述した。また、凝集体上

でのリン酸化部位を同定するために、リン酸

プローブと電子顕微鏡観察を併用する手法

も試み、部分的に実現した。 

 続いてより微細な規則構造をＸ線繊維性

回折で解析した。ここでは、凝集体繊維を一

定方向に配向させる様々な試みを行うこと

で、繊維軸方向の規則性とそれに垂直な方向

のものとを分離して解析をおこなった。その

データの解釈のためは、後述(4)の計算機シ

ミュレーションと、分子構造から X線回折像

を予測する計算手法を併用し、両者の結果を

比較検討することで（下図）、アミロイドの

分子構造レベルでの知見をえることに成功

した。 

 

 

また、我々の用いたペプチド種の形成する凝

集体の原子レベルでの構造を直接解明する

目的でＸ線結晶構造解析を計画し、その第一

段階として、ある典型的なペプチド種につい

て微結晶作成を進め、部分的に成功した。 
 
(4) 過去に報告されたアミロイドの原子レ
ベルでの構造を骨格として、計算機シミュレ
ーションの手法を用いて、上記(1), (2)の場



合に用いたペプチド種の場合に予想される
凝集構造を理論的に構築した（下図）。(2)にお

ける実験結果を解釈するために、コンピュータ上

で作成した様々な分子モデル構造をもとにして、

理論的に予測されるＸ線回折パターンをも計算し、

それを実験結果と比較した。これによって、被修

飾タウのアミロイド凝集体内部で、様々な残基や

リン酸基がどのような原子間の相互作用をなし、

それが凝集体の安定化や凝集過程にどのような影

響を与えるかを詳しく議論することが可能となっ

た。例えば、リン酸化が影響を与えるのは、基本

繊維内部での原子間の相互作用だけでなく、基本

繊維同士の界面でのそれにも寄与することが明ら

かとなった。この繊維間相互作用は、電子顕微鏡

などで観察されたナノスケールでの形態変化を生

み出していることも浮き彫りにされた。 
 
 
(5)全長タウ分子の細胞環境下での凝集特性
を解析するため、蛍光タンパク質 YFP と融合

したタウの酵母発現系を構築した。これは、
(1), (2)で行った部分ペプチド群での凝集解
析を全長かつ細胞内環境下での解析に拡張
するための準備段階に一つと位置づけられ
る。 
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