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研究成果の概要（和文）：本研究においては当初、Alzheimer病(AD)の原因タンパクとされるTauの異常凝集体の
細胞間伝播とPICALMの関係について、細胞にTauとPICALMを共発現させるモデルを用いて解析していた。その過
程で、tauの353-368の配列がAD由来のtauを核とする凝集のプロセスに特異的に関わっているという想定外の発
見をした。その後、配列における重要部分の絞り込みと他のtauopathy由来のtauを用いた検証を行い、最終的に
368番目のAsparagine残基がAD-tauにおいて見られる特有の線維構造の形成に必要であることを発見した。

研究成果の概要（英文）：In this study, initially we have analyzed the molecular relationship between
 cell-to-cell propagation of tau aggregates and PICALM using tau/PICALM co-expression cellular 
model. During the series of experiments, unexpectedly we found that 353-368 aa sequence of tau is 
specifically involved in the AD-tau seeded tau aggregation. Subsequently, we tried to narrowing-down
 the important sites within 353-368 aa sequence and verified the AD-tau specificity using tau from 
other tauopathy cases. Finally, we found that Asparagine 368 residue of tau plays important role on 
the formation of AD-tau specific fibril core structure.   

研究分野： 生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Tauタンパクの蓄積を特徴とするtauopathyにおいて、tauの蓄積する部位や凝集tauの取る高次構造などに疾患ご
との差異があり、その分子病態については十分理解されていない。本研究ではAsn368という特定のアミノ酸の側
鎖の構造が僅かに変わるだけで、AD-typeのtau凝集のみが選択的に阻害されることを示した。このアミノ酸の
tau凝集における分子動態を解析することで、疾患ごとのtauの違いに関する新たな知見の獲得が期待される。ま
た、本研究で見出した、AD-tau特異的な変異を応用することで、tauopathyの分子病型診断法の開発に繋げるこ
とも考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
Alzheimer 病(AD) 患者の脳では、微小管結合蛋白であるタウ蛋白(Tau)が構造に異常をきたし
凝集、不溶化して脳の細胞内への蓄積が常にみられる（タウオパチー）。異常リン酸化された Tau 
が互いに凝集し、神経原線維変化(NFT)と呼ばれる病理構造物を形成して病変部位に蓄積するこ
とが知られている。しかし、Tau が如何なる機構で凝集するのか、また NFT 形成と神経細胞死
との繋がりなど、疾患の詳細な発症・進行メカニズムについては、未だに明らかになっていない。 
最近行われたゲノムワイド関連解析(GWAS)により、Phosphatidylinositol-binding clathrin 
assembly protein (PICALM)が、Alzheimer 病(AD) の危険因子であるとの報告がなされた。
PICALM は clathrin と相互作用することで被覆ピット構造の形成を制御し、エンドサイトー
シスの過程に関わるタンパクであり、これまでに、AD 患者脳で発現が上昇していることや、オ
ートファジーの活性を調節することで Tau のターンオーバーに影響することなどが報告されて
いる。 
 
２．研究の目的 
 
(1)申請者は当初、PICALM がエンドサイトーシスの制御を通して Tau 凝集体の取込みに関与
することで、病変の拡大に繋がる「Tau 凝集体の伝播」の過程に影響している可能性を考えた。 
以上のことから本研究では当初、培養細胞及びマウスモデルを用いることで、Tau 凝集体の伝
播における PICALM の関与およびその役割を明らかにすることを目指した。 
 
(2)PICALM と Tau との相互作用部位の同定を目的として作成した Tau の部分欠損変異体の中にあ
った 353-368aa 欠損体において、AD seed では凝集が低下するが、構造の違う Recombinant 
(Rec)-tau seed では低下しないという予想外の性質が見いだされた。この現象を分子的に考察す
るという形で、PICALM とは一旦切り離し、当初のテーマを軌道修正した。 
 
３．研究の方法 
 
(1)Tau 凝集体伝播の細胞モデルに対して PICALM の過剰発現を行い、Tau 凝集体の取り込みと、
それによって引き起こされる Tau の細胞内凝集に与える影響を検討する。具体的には[1]細胞ラ
イセートの界面活性剤不溶性画分のウェスタンブロット、[2]蛍光免疫染色による Tau 凝集と局
在の確認、[3]Tau 凝集体蓄積による細胞毒性の LDH assay による測定を各条件で行い、比較す
る。また PICALM はオートファジーにも関与し、形成された Tau 凝集体の分解に関わるという
報告から、必要に応じて chloroquine, Bafilomycin A1 等のオートファジー阻害剤を培養系に
添加して、オートファジーの影響を排除した実験系の構築を行う。 
 
(2)Tau の 353-368 配列の一部を欠損した部分欠損変異体の系列を作成して SH-SY5Y 細胞に発現
させた後、AD 患者脳由来の tau を seed として投与し、AD-tau による seeding が起こらない変
異体を特定する。その後、その変異体が欠損している配列により小さな欠損部位を設計し、同様
に AD-tau seeding を行うことで、seeding に不可欠なアミノ酸残基を特定する。 
 その後、特定されたアミノ酸残基を別のアミノ酸に置換し、側鎖の性質によって AD-tau 
seeding に影響が出るかどうかを確かめる。また、AD以外の各種 tauopathy(CBD、PSP、FTDP-17)
由来の tau も用いて、配列およびアミノ酸残基の AD-tau seeding 特異性を検証する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)Tau 発現細胞に「凝集核(Seed)」として試験管内で凝集させた Recombinant Tau の線維を導
入する AD細胞モデルに対して、PICALM を共発現させたところ、発現なしのものと比較して異常
凝集 Tau の量が低下することが明らかになった。この結果を詳細に検討するため、PICALM の N
末端(PIC-NT: 1-413)および C 末端(PIC-CT: 414-652)の発現コンストラクトを作成して上記の
細胞モデルに発現させ、全長(PIC-FL: 1-652)発現時の結果と比較した。その結果、PIC-FL 発 
現時と同程度の異常凝集 Tau の低下が PIC-CT 発現細胞において観察された。PIC-NT を発現させ
た細胞においては、異常凝集 Tau の低下は見られなかった。以上のことから、AD 細胞モデルに
おける異常凝集 Tau の減少には、PICALM の C末端側が働いていることが示唆された。 
 
(2) Tauの細胞内への取り込みを観察するため、蛍光標識Recombinant Tau線維の調製を行った。
その後、線維を培養上清に添加してインキュベートした後に細胞を固定することで、蛍光顕微鏡
で Tau 線維を観察することができる。しかし、PICALM 発現細胞に対して蛍光標識線維を加えて



観察を行ったところ、発現の有無で Tau 線維の取り込み量の差は認められなかった。以上のこと
から、PICALM が Tau 線維の取り込みを阻害するという仮説については、もう一度様々な視点か
ら検討する必要がある。 
 
(3) SH-SY5Y に発現させた tau-CTF24 (243-441)を tau seed で凝集させる系において、tau-CTF24
の欠損体系列を用いて凝集責任部位を Asn368 と同定した。加えて、Asn368 の変異は Rec-tau だ
けでなく、CBD、PSPおよびFTDP-17(N279K)といった他種のたTauopathy由来 seedによるseeding
には影響せず、AD 由来 seed で処理した時のみ tau の凝集能を低下させたことから、異種
tauopathy 間に見られる tau の seed 能の差異 (tau strain)への関与が示唆された。また、AD-
tau の cryo-EM 構造において Asn368 の対側に位置する Ser320 の変異も、同様に AD 由来 seed 特
異的な凝集低下を示した。Tau の Asn368 残基は AD 由来 seed 依存性の異常凝集に重要な役割を
果たしていることが示唆された。以上の結果は The Journal of Biological Chemistry 誌に掲
載された。本研究の結果は、症状や病理の異なる各種 tauopahty の分子的な相違点が生じる機構
を解く鍵となり得る。 
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