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研究成果の概要： 
神経変性の共通の分子メカニズムを明らかにすることを目的として、患者脳に蓄積する蛋白質
の解析、リコンビナント蛋白質を用いた解析を行った。その結果、同じ４リピートタウが蓄積
する PSPと CBDにおいて、蓄積するタウの線維構造が異なっている可能性が示唆された。ま
た、FTLD、ALS に蓄積するユビキチン陽性封入体の構成タンパク質としてリン酸化 TDP-43
を同定した。さらにαシヌクレインの部位特異抗体を用いて、αシヌクレインのモノマーから
線維化への構造変化をとらえることに成功した。 
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研究分野：分子神経生物学、病理生化学 
科研費の分科・細目：神経科学・神経解剖学・神経病理学 
キーワード：タウ、αシヌクレイン、TDP-43、アルツハイマー、パーキンソン 
 
１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病やパーキンソン病など、多
くの神経変性疾患には、変性部位に特定の蛋
白質の異常蓄積を伴う病変が観察される。
個々の変性疾患における病態は多様である
が、蛋白質の異常蓄積という視点から見ると、
蛋白質の構造変化、いくつかの翻訳後修飾、
及びその蛋白質の蓄積と神経変性の間には
共通の法則、共通の分子メカニズムが存在す
るようにみえる。 
 
２．研究の目的 

様々な疾患における蓄積蛋白質を生化学的、
蛋白化学的、また形態学的側面から総合的に
解析し、この神経変性の共通の分子メカニズ
ムを明らかにすることを目的とする。具体的
には、(1)患者脳に蓄積する蛋白質を精製し、
質量分析などの手法で蛋白質の翻訳後修飾
やプロセッシングを明らかにすると共に、構
造変化やコンンホメーション変化について
電子顕微鏡観察、プロテアーゼに対する感受
性、耐性部位の同定、抗体による免疫反応性
の相違などを組あせて調べる。(2)前頭側頭型
認知症、ALS認知症などの疾患脳に見いださ
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れる正体不明の異常病理構造物の構成蛋白
質の同定、翻訳後修飾の解明を試みる。(3) リ
コンビナント蛋白を用いて蛋白質の構造変
化を再現し、線維化した蛋白質の構造、線維
への移行状態の構造を生化学的手法、NMR
などの蛋白質の構造解析法と組み合わせて
調べる。 
 
３．研究の方法 
(１) 疾患患者脳に蓄積する異常蛋白の解析。 
  ピック病、PSP、CBD、FTDP-17、AD、
レビー小体型認知症、多系統萎縮症について
検討を行う。脳に蓄積するタウ、αシヌクレ
インをトリプシンなどのプロテアーゼで消
化し、分解される部分と耐性を示して分解を
受けない部分を質量分析や各種抗体を用い
たイムノブロットで明らかにする。 
(２) 前頭側頭葉変性症(FTLD)のユビキチン
陽性封入体構成蛋白質の解析。 
  FTLDとして分類される中には、タウ陰性
のユビキチン封入体が病変領域に多発する
疾患群があり、同様の封入体が認知障害を伴
う筋萎縮性側索硬化症（ALS）にも共通して
出現がみられる。また、ALSの skein-like封
入体も同じ分子で構成されている可能性が
あり、神経病理学的にこれらの疾患は一つの
蛋白質の蓄積によって神経病理学的には括
られる可能性もある。そこでこの FTLD 患
者脳から封入体を濃縮し、プロテオミクス的
手法を用いて解析することを試みる。 
(３）蛋白質構造変化の解析。 
  リコンビナント蛋白を用いて脳内で起こ
る変化と同じような蛋白質の構造変化を再
現し、線維化した蛋白質の構造、線維への移
行状態の構造などを解析する。重合状態の異
なる分子種をゲル濾過や遠心法を用いて分
離、調製し、コンフォメーション特異的抗体
や部位特異的な様々な抗体を用いて、蛋白質
の構造変化を解析する。 
 
４．研究成果 
(１) 疾患患者脳に蓄積する異常蛋白の解析。 
  ピック病、PSP、CBD、FTDP-17、AD患
者脳に蓄積するタウについて、イムノブロッ
ト解析やプロテアーゼ耐性バンドの解析を
行った結果、ピック病では３リピートタウ、
PSP, CBD では４リピートタウ、AD ではす
べてのタウアイソフォームが蓄積している
ことが明らかとなった。また PSPと CBDで
は、同じ４リピートタウが蓄積するにも関わ
らず、そのプロテアーゼ耐性バンドのパター
ンが異なることから、蓄積しているタウの構
造が異なる可能性が示唆された。 
(２) FTLDのユビキチン陽性封入体構成蛋白
質の解析。 
  FTLD, AD, DLB患者脳、及び対照脳から
Sarkosyl 不溶性画分を調製し、電気泳動後、

分子量ごとにバンドを切り出し、ゲル内消化
を行って、LC/MS/MS解析を行った。その結
果、ADに Aβとタウ、DLBにαシヌクレイ
ンが検出され、FTLDの約 25kDの分子量の
領域では TDP-43が特徴的に検出された。対
照脳や他の疾患では検出されなかいことか
ら、TDP-43 の抗体を入手し、FTLD 脳を染
色したところ、TDP-43 抗体がユビキチン陽
性封入体を強く染色することが判明し、その
構成成分であることが同定された。また、
ALS に特徴的なユキチン陽性構造物も
TDP-43 抗体で強く染色された。イムノブロ
ット解析から患者脳に蓄積する TDP-43が異
常リン酸化されていることが示唆され、候補
部位の抗体を網羅的に作製してリン酸化部
位を解析した結果、最 C 末端の Ser409/410
が主要リン酸化部位として同定された。また
この抗体を用いたイムノブロット解析から、
患者組織に蓄積している TDP-43は全長の他、
C末端断片が多いこと、また C末端バンドの
バンドパターンは疾患や病理によって異な
ることが判明した。 
(３)蛋白質構造変化の解析。 
  リコンビナントαシヌクレインを線維形
成し、αシヌクレインの部位特異抗体を用い
て検討した。その結果、モノマー状態ではα
シヌクレインの C 末端領域が強く反応する
が、N末端や中央部の抗体はあまり反応しな
かった。一方、線維化したαシヌクレインは
N末端からC末端までいずれの抗体にも強く
反応することが明らかとなった。この結果は
αシヌクレインが線維化に伴って構造変化
することを示唆する。また、線維化阻害剤を
添加することによって得られたαシヌクレ
インの二量体はモノマーと線維の中間の反
応様式を示した。この結果は、線維化阻害剤
が線維形成の中間段階にある二量体に結合
してそれを安定化することによって線維形
成を抑制することを強く示唆する。 
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