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研究成果の概要（和文）：高度にリン酸化したタウ蛋白はアルツハイマー病(AD)の主たる病因となる。我々は脂
質異常症治療薬pitavastatinがリン酸化タウを減少させること、この効果はROCK阻害を介することを報告した。
ROCKはアクチン細胞骨格構成に重要な役割を有する疾患治療のターゲットである。今回ROCK阻害薬のタウ蛋白重
合抑制機構につき詳細に検討した。ROCK阻害薬によりリン酸化タウは減少し、タウリン酸化酵素が不活性化して
いた。さらにタウ分解経路であるオートファジーの活性化も示唆された。タウオリゴマー量も減少していた。以
上より、ROCK阻害薬はADをはじめとするタウオパチーの治療に有効である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neurofibrillary tangles (NFTs), pathological hallmarks of Alzheimer’s 
disease (AD), consist of highly phosphorylated tau.  We previously reported that pitavastatin 
decreases the total and phosphorylated tau.  The reduction of tau was considered to be due to 
Rho-associated coiled coil protein kinase (ROCK) inhibition by pitavastatin.  ROCK plays important 
roles to organize the actin cytoskeleton, an expected therapeutic target of human disorders.  We 
have examined the effects of ROCK inhibitors on tau phosphorylation in detail by using cell culture 
model of tauopathy,and a mouse model of tauopathy .  The levels of phosphorylated tau, and 
oligomeric tau were reduced by the ROCK inhibitors.  ROCK inhibitor inactivated tau kinases 
(GSK3beta, Cdk5). Autophagy, which is important for the degradation of tau was activated.  
Collectively, these results suggest that ROCK inhibitors represent a viable therapeutic route to 
reduce the pathogenic tau protein in tauopathies, including AD.

研究分野：アルツハイマー病

キーワード： アルツハイマー病　タウ蛋白　オートファジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、ROCK阻害薬はアルツハイマー病でみられる高度にリン酸化し、重合したタウ蛋白を減少させる
可能性が示された。またこの効果はタウ蛋白リン酸化酵素(GSK3β、Cdk5)の不活性化、およびタウ蛋白分解経路
であるオートファジーの活性化による可能性がしめされた。
　本研究はアルツハイマー病をはじめとするタウオパチーの新しい治療法を提示する可能性があり、トランスレ
ーショナルリサーチへの応用が期待され、学術的、および社会的に極めて重要である。
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１． 研究開始当初の背景 

 
超高齢化社会の進展とともに、認知症患者数は急増している。全認知症患者の半数以上をアル
ツハイマー病(AD)が占めるが、未だ日常臨床ではアセチルコリンエステラーゼ阻害薬と、グル
タミン酸 NMDA 受容体拮抗薬による対症療法のみで、有効な根本治療薬は全く開発されてい
ない。AD の主たる病理所見は、老人斑(SP)と神経原線維変化（NFT)である。SP の構成要素
はアミロイド β 蛋白(A)である。一方 NFT の主たる構成要素は高度にリン酸化され、重合し
たタウ蛋白である。タウ蛋白は微小管に結合し、安定化させる重要な生理的作用を有するが、
GSK3β をはじめとするタウのリン酸化酵素の働きにより、リン酸化が亢進すると、タウの重
合が促進し、オリゴマー形成→NFT 形成→神経細胞死に結びつく。また、アポトーシスのシグ
ナル、カスパーゼの活性化により、タウの C 末端が切断し、タウの重合が開始する。微小管結
合部位には β シート構造を形成させやすくする特性があり、一方 C 末端領域にはタウ凝集を
抑制する機能が存在する。なお、タウ蛋白のリン酸化、重合は AD のみならず、他の頻度の高
い認知症疾患（前頭側頭葉変性症、嗜銀顆粒性認知症、慢性外傷性脳症）でも出現するため、
Aより普遍性が高い。さて、以前から糖尿病、脂質異常症をはじめとする生活習慣病が AD の
危険因子であることが注目されてきた。AD の神経病理学的特徴と、コレステロール代謝の変
化を結びつけるエビデンスは豊富に存在し、APOEε4 対立遺伝子は遅発性 AD の強力な危険因
子であり、脳のリポタンパクおよびコレステロール輸送を調節する経路が AD の発症に影響を
およぼすと示唆されている。AD 患者脳の Aβ ペプチドの分解は、脂質付加された ApoE によ
って促進されることから、コレステロールの ApoE への効率的な輸送により、SP の沈着が予
防されることが示唆される。また NFT (Distil et al2003)や SP へのコレステロールの蓄積も報告
されている。興味深いことに、血漿 HDL 値が高いほど、AD の発症リスクが低下することが
明らかにされた（Reitz et al. 2010）。脂質異常症治療薬スタチンを服用している患者に AD をは
じめとする認知症の発症が有意に少ないという報告がある（Haag et al., 2009）。そこで、我々は、
HDL 上昇効果が期待できるスタチン:pitavastatin を野生型タウを発現する神経細胞株に投与し
タウ重合抑制効果について検討を行った。その結果、①タウの重合量、およびリン酸化が
pitavastatin により著しく減少すること、さらに、②これらの効果は、コレステロール代謝過程
で生ずる GGPP 投与で打ち消されること、また③低分子 G 蛋白 Rho のキナーゼ(ROCK)の阻
害により全く同一の結果が得られることが明らかになった。以上より、pitavastatin によるタウ
重合、リン酸化抑制作用は Rho-キナーゼ ROCK (Rho-associated coild coil protein kinase)阻害を介
するものであることが示唆された(Hamano et al., Neurobiol Aging 2012)。TetOff 誘導系を導入し
た神経系細胞に対する ROCK 阻害薬による、タウ蛋白リン酸化に及ぼす影響につき検討する。
一方脳虚血はタウ蛋白リン酸化の悪化因子として注目されている。我々はすでに頸動脈コイル
を用いた慢性脳虚血マウスではタウ蛋白のリン酸化が亢進していることを示している（Fujita Y, 
Hamano t et al., AAIC 2014）。このマウスモデルに対する ROCK 阻害薬のタウ蛋白リン酸化抑制
についても詳細に検討を加える。 
 
２．研究の目的 
アルツハイマー病(AD)の主要な病理所見である神経減線維変化(NFT)は、タウ蛋白のリン酸化、
オリゴマー形成を介した重合促進により形成されることが知られている。さらにタウオリゴマ
ーは NFTよりも細胞毒性が強いことが明らかである。我々は脂質異常症治療薬 pitavastatinがタ
ウ蛋白リン酸化、重合を阻害すること、さらにこの現象は Rho-キナーゼ(ROCK)阻害効果に起
因するという可能性を見出した(Hamano et al., Neurobiol Aging 33:2306, 2012)。今回、TET-OFF
誘導系を導入した神経細胞株を用いて、ROCK阻害薬によるタウ蛋白オリゴマー形成抑制機構
につき詳細に解析する。同時に変異型タウモデルマウス(P301L)に ROCK 阻害薬を投与するこ
とによるタウオリゴマー形成抑制機構についても in vivoで解明する。 
 
３．研究の方法 
1)ROCK阻害薬によるタウ蛋白リン酸化抑制機構の検討 
Rho-キナーゼ(ROCK)阻害薬(H1152: Calbiochem, Y-27632: WAKO)によるタウ蛋白リン酸化の減
少については、リン酸化タウに対する抗体として monoclonal抗体 PHF-1, CP13（Albert Einstein
大 Davies教授より供与)、および AT270, AT180 (Thermo Scientific)  を用いたWB法により検討
する。タウのリン酸化酵素活性については、抗 GSK3β抗体、抗 cylcine dependent kinase (Cdk)5
抗体、抗 SAPK/JNK 抗体(Cell Signaling)を用い、検討する。さらにタウの脱リン酸化酵素につ
いては、protein phosphatase 2A(PP2A)抗体（Santa Cruz）を用いて検討する。分担研究者の吉田
はタウ蛋白リン酸化酵素活性の検討に精通している（Yoshida, Goedert J. Neurochem 120: 165, 
2012; Yoshida et al., J Neurochem 90: 352, 2004）。 
2) ROCK阻害薬によるタウオリゴマー形成抑制機構の解明 
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画分法により NFT形成に関与するサルコシル不溶性画分、およびトリス不溶性、サルコシ
ル可溶性画分のタウに関し総タウ抗体(P44, Mayo Clinic Jacksonville, Yen教授より供与)、各
種リン酸化タウ抗体 (PHF-1, CP13)、ならびにタウオリゴマー特異的抗体 TOC1(Tau 
Oligomer Complex1)（J Biol Chem 286, 23063, 2011; Michigan大学 Kaanan博士より供与)を用
いてWB法により検討する。 
3) ROCK阻害薬による caspase不活性化による caspase切断タウの減少機構の検討 
caspase不活性化については、抗 cleaved caspase3抗体 (Cell Signalling)を用いたWBにより
検討する。さらに、caspaseにより切断されたタウについては抗 TauC3抗体（Santa Cruiz）
により検討する。我々の予備的検討では Caspaseにより C末端が切断したタウの減少が示
された。ROCK阻害薬投与による細胞毒性の有無については、ATP assay(Promega)、および
細胞の形態学的観察により検証する。 
4)ROCK阻害薬によるオートファジー活性に及ぼす影響の検討 
我々の予備的検討では、ROCK阻害薬によりリン酸化タウのみならず、総タウも減少する
ことが示された。タウ分解に重要な影響を持つオートファジー（Hamano et al., Eur J 
Neurosci 27:119, 2008）の活性について抗 LC3抗体（Novus）、および抗 P62抗体(Progen)を
用いて検討する。 
5)変異型タウを発現するマウス(P301L)に対する ROCK 阻害薬のタウオリゴマー形成抑制
機構につきWB法、ならびに免疫組織化学法により検討し、共焦点レーザー顕微鏡(Leica)
を用い検討する。 
 
４．研究成果 
細胞モデルを用いた検討では、ROCK阻害薬(H1152, Y27632)投与により総タウ、およびリン酸
化タウは減少していた。タウリン酸化酵素である GSK3βと Cdk5の不活性化がみられた。同時
に caspase3 の不活性化、および caspase 切断タウの減少をともなっていた。サルコシル不溶性
画分の重合したタウも減少していた。さらにタウの重要な分解経路であるオートファジー、お
よびプロテアソームの活性化も示唆された。最終的にタウオリゴマー特異的な TOC1抗体陽性
のタウオリゴマーの減少もドットブロット、およびウエスタンブロットにより示された。タウ
オリゴマーの量も減少していた。同様に変異型タウ(P301L)を過剰発現するマウスモデルに対し
fasudilを投与したところ、同様にリン酸化タウ、およびオリゴマータウが減少していた。以上
の結果より、ROCK阻害薬は ADをはじめとするタウオパチーの治療に有効である可能性が示
唆された。 
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