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研究成果の概要（和文）：認知症関連細胞内異常蓄積蛋白の分解に関してはいまだ明らかでない部分が多いが、
我々はその蓄積蛋白のリン酸化が分解過程に与える影響を検討した。タウ蛋白のUPS分解、およびTDP-43の
Caspaseによる分解においてはリン酸化は影響を与えなかった。しかし、タウ蛋白のCMA分解においては、タウが
PKAによりリン酸化されるとライソゾームへの取り込みが増加した。また、アセチルコリンエステラーゼ阻害剤
を添加するとタウ蛋白の一部の部位でリン酸化が亢進することが認められた。統一的に解釈することはできない
が、タウ蛋白においては、ある部位のリン酸化が一部の分解過程を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Degradative processes of abnormally accumulated intracellular protein in 
dementia, are still unknown. We studied effects of phosphorylation of the protein on the degradative
 processes. Ubiquitination and its priming proteolysis of tau was not affected by phosphorylation.  
Proteolysis of TDP-43 by caspase was not affected by phosphorylation.  However incorporation of tau 
into lysosome in chaperone-mediated autophagy was increased by PKA-phosphorylation. It is suggested 
that some of degradative processes of tau might be affected by its phosphorylation.
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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 
高齢化社会を迎えた現在、認知症の病態

メカニズムの解明とそれにもとづく早期診

断・治療法の開発は緊急の課題である。神

経変性性認知症の中ではアルツハイマー病 

(Alzheimer disease : AD) が最も多く、レ

ビー小体型認知症および前頭側頭型認知症 

(Frontotemporal dementia : FTD)がそれ

に次いでいる。家族性FTDでは、1998年に

17番染色体に存在するタウ遺伝子変異によ

りFTDP-17 

(Fronto-TemporalDementiawith 

Parkinsonism, linked to chromosome 17) 

が引き起こされることが報告され、タウ蛋

白が細胞内に異常蓄積するタウオパチーの

重要性が指摘されてきた。また、FTDの中

には変性神経細胞内にタウ陰性ユビキチン

陽性の封入体を有する症例が存在したが、

FTD および筋萎縮性側索硬化症 

(Amyotrophic lateral sclerosis:ALS) 患者

脳内に蓄積するユビキチン化蛋白質の主成

分がTDP-43であることが報告されたこの

タウ蛋白とTDP-43はどちらも神経細胞内

に高度にリン酸化されユビキチン化された

状態で多量に蓄積するという点で共通する。 

ところで、これらの認知症・神経変性疾

患における異常蓄積蛋白の分解過程に関す

る知見を整理すると、タウ蛋白については、

カルパイン、カテプシン、プロテオソーム、

カスパーゼなどの蛋白分解酵素（エンドプ

ロテアーゼ）がin vitroでタウ蛋白を分解す

ることが知られている。細胞内の分解経路

としてはユビキチン・プロテアソームシス

テム (UPS; Ubiquitin proteasome 

system )、シャペロン依存性オートファジ

ー(CMA; Chaperone-mediated 

autophagy) などが想定されているが、タウ

蛋白の分解経路の詳細は明らかではない。

今まで我々のおこなった各種プロテアーゼ

阻害剤を培養細胞に添加する実験からは、

タウ蛋白分解酵素の中でもPuromycin- 

sensitive aminopeptidase (PSA)が重要で

あるということを明らかにしてきた。この

PSAはペプチドのアミノ末端からアミノ酸

を切り出す酵素の一つである。我々はPSA

によるタウの分解が、次の蛋白分解システ

ムを誘導することを見出した。また、

TDP-43の場合は、FTD脳内のTDP-43は部

分切断を受けており、そのC端フラグメント

は42kDa、35kDa、25kDaと3種類ある。そ

こで、タウ蛋白およびTDP-43をさまざまな

リン酸化酵素でリン酸化することによって、

タウ蛋白のPSAによるN末端部分分解過程、

TDP-43のCaspaseによる部分分解過程、お

よびその後のユビキチン化とプロテアソー

ムによる分解を検討することにした。 

また、我々は今まで抗認知症薬の神経薬

理作用を検討する過程で、細胞内の不溶性

画分に存在するタウ蛋白がアセチルコリン

エステラーゼ阻害剤の添加によって減少す

ることも確認している。この時、可溶性画

分に存在するタウ蛋白量に大きな変化はな

く、重合形態のタウ蛋白が減少しているこ

とが示唆された。この過程にもリン酸化が

影響を与えていないかを検討することにし

た。 

 
２．研究の目的 
認知症に関連して神経細胞内に異常蓄積

するタウ蛋白とTDP-43は病態脳において

はどちらも高度にリン酸化され、ユビキチ

ン化されていることが知られている。一般

にこれらの蛋白はUPSおよびCMAによっ

て分解されるが、その詳細は未だよく理解

されていない。我々はPSAによる分解がト

リガーとなってタウ蛋白がユビキチンリガ

ーゼと結合してユビキチン化される経路を

見出しており、またTDP-43がCaspaseによ

って切断されることが知られている。さら

に、アセチルコリンエステラーゼ阻害剤に



よって細胞内の不溶性タウ蛋白量が減少す

ることも確認されている。 そこで、これら

UPSおよびCMAの経路が重要な蛋白修飾

であるリン酸化によって影響を受けるかど

うかに関して検討を行い、アセチルコリン

エステラーゼ阻害剤による分解亢進に関し

て解析を行うことにした。 
 
３．研究の方法 
I  タウ蛋白のUPSによる分解とリン酸

化の影響 

タウ蛋白をin vitroにおいてPSAにより

分解するとN末端のみが分解される。この

ことは第1 Metを含むタウN末端を認識す

る抗体とタウ全体を認識する抗体によって

今までに明らかにした。そこで、あらかじ

め各種キナーゼによりリン酸化したタウ蛋

白をPSAとともにインキュベートし、その

分解速度をウエスタンブロットにて評価す

る。さらに、部分分解されたタウ蛋白をE1、

E2(UbcH5)、XIAP、ユビキチン、ATPとと

もにインキュベートし、ユビキチン化レベ

ルを検討する。 

II   TDP-43のUPSによる分解とリン酸化

の影響   

TDP-43をin vitroにおいてCaspaseによ

り分解すると42kDa、35kDa、25kDaのフ

ラグメントが出現する。その中の35kDaフ

ラグメントはXIAPと結合するので、あらか

じめCK-1によりリン酸化したTDP-43を

Caspaseとともにインキュベートし、出現

するフラグメントをウエスタンブロットに

て評価する。次に、部分分解されたTDP-43

をE1、E2(UbcH5)、XIAP、ユビキチン、

ATPとともにインキュベートし、ユビキチ

ン化レベルを検討する。 

III  タウ蛋白のCMAによる分解の解析  

タウ蛋白の336-340 QVEVQ配列および

347-351 KDRVQ配列がタウのCMA分解に

必須と考えられている。そこでまずこの部

位を欠損した変異タウ蛋白（Δ226-351）を

作成する。そして、ラット肝臓よりライソ

ゾームを抽出し、これにリコンビナントタ

ウ蛋白（野生型および変異型）を添加して

インキュベートし、取り込まれたタウおよ

び分解レベルに関して評価する。この両者

の差がCMAによるタウの取り込みと分解

と考えられる。そして、あらかじめ各種キ

ナーゼによりリン酸化したタウ蛋白を添加

して、同様の評価を行う。 

IV アセチルコリンエステラーゼ阻害剤に

よるシャペロン発現量の変化   

今までの報告ではシャペロン量の変化が

CMAの速度を規定しているという報告が

多い。そこで、培養細胞にアセチルコリン

エステラーゼ阻害剤を添加し、さまざまな

HSPsの発現量をブロット法にて検討する。 

V アセチルコリンエステラーゼ阻害剤に

よるタウ蛋白リン酸化の変化 

培養細胞にアセチルコリンエステラーゼ

阻害剤を添加することそのもので、タウの

リン酸化レベルが変化しその影響で分解に

影響を与える可能性を考慮し、タウ高発現

HEK293T 細胞とリン酸化特異抗体を用い

て、タウのリン酸化の変化を評価する。 

 
４．研究成果 

I  タウ蛋白のUPSによる分解とリン酸

化の影響 

タウ蛋白のPSAによる切断、それに続く

ユビキチン化、におけるリン酸化の影響を

検討した。4リピートの野生型タウ蛋白を

PKAおよびGSK-3 によってリン酸化し、

このリン酸化タウ蛋白と非リン酸化タウ蛋

白を同時にPSAによって切断したところ、

それぞれN末端は分解されたが、その程度

に際は認められなかった。さらにそれを、

E1、E2 (UbcH5)、E3 (IAPs)、ユビキチン、

ATPとともにインキュベートし、ユビキチ

ン化の程度を検討したところ、これも有意

な差は認められなかった。 



II   TDP-43のUPSによる分解とリン酸化

の影響 

TDP-43をin vitroにおいてCaspaseによ

り分解するといくつかのフラグメントが出

現するが、CK-1によりリン酸化した

TDP-43をCaspaseによって切断して変化

を見たところ、リン酸化の影響は認められ

なかった。また、部分分解されたTDP-43

のその後のユビキチン化過程を検討したが、

リン酸化による影響は確認できなかった。 

III  タウ蛋白のCMAによる分解の解析 

また、タウ蛋白のCMAについても検討を

行った。タウ蛋白の336-340 QVEVQ配列お

よび347-351 KDRVQ配列がタウのCMA分

解に必須と考えられているので、この部位

を欠損した変異タウ蛋白 (Δ336-351) を

作成することができた。そして、ラット肝

臓由来のライソゾームにリコンビナントタ

ウ蛋白（野生型および変異型）を添加して

インキュベートし、取り込まれたタウレベ

ルを検討したところ、野生型タウはライソ

ゾームに取り込まれ、変異タウ蛋白

（Δ336-351）は少量しか取り込まれなかっ

た。そして、PKAおよびGSK-3によってそ

れぞれの蛋白をリン酸化したところ、PKA

によってリン酸化された野生型タウのライ

ソゾームへの取り込みは亢進した。 

IV アセチルコリンエステラーゼ阻害剤に

よるシャペロン発現量の変化 

さらに、アセチルコリンエステラーゼ阻

害剤による不溶性タウ蛋白の減少効果のメ

カニズムに関しても検討を行った。今まで

の報告ではシャペロン量の変化が CMA の

速度を規定しているというものが多かった

ので、培養細胞に薬剤を添加し、数多くの

HSPs の発現量に関してブロット解析を行

ったところ、HSP10 の発現亢進が認められ

た。そこで、タウ蛋白をライソゾームへ取

り込みさせる過程で HSP10 を過剰に添加

したところ、タウ蛋白の取り込みは増加し

た。 

V アセチルコリンエステラーゼ阻害剤に

よるタウ蛋白リン酸化の変化 

タウ高発現HEK293T細胞にアセチルコ

リンエステラーゼ阻害剤を添加し、抗リン

酸化タウ抗体を用いてタウ蛋白のリン酸化

レベルを検討したところ Ser214 部位、

Thr231 部位、Ser396/404 部位ではリン酸

化レベルの変化は認められなかったが、

Ser202 部位ではリン酸化が亢進している

ことがわかった。 

 

結果をまとめて考えると、タウ蛋白の

UPS 分解においてリン酸化は影響を与え

なかった。また、TDP-43 においても

Caspaseによる分解においてリン酸化は影

響を与えなかった。しかし、タウ蛋白の

CMAによる分解においてはPKAによりリ

ン酸化されるとライソゾームへの取り込み

が亢進した。また、アセチルコリンエステ

ラーゼ阻害剤を添加するとタウ蛋白の一部

の部位でリン酸化が亢進することが認めら

れた。全てを統一的に解釈することはでき

ないが、タウ蛋白においてはある部位のリ

ン酸化が CMA などによる一部の分解過程

を促進することが示唆された。 
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