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研究成果の概要： 

タウ蛋白分解機構にユビキチンシステムがどのように関与しているかに関して検討をおこな

うため、培養細胞にプロテアーゼに対する各阻害剤を添加してタウ蛋白の分解過程の検討をお

こなったところ、ピューロマイシンのみに分解抑制効果が認められた。さらに、FTDP-17 にて

報告された V337M と R406W 変異タウに関して検討をおこなったところ、分解の遅延が認められ

た。ピューロマイシン感受性ペプチダーゼと強制発現タウはどちらも細胞質内に局在し、変異

タウ蛋白はリン酸化が亢進していたことより、変異タウの分解遅延はリン酸化亢進にともなう

プロテアーゼ抵抗性によることが示唆された。 
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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。近年は脳

血管性認知症は減少し、神経変性性認知症が

増大している。その中で、アルツハイマー病

(Alzheimer Disease:AD)は最も頻度が高いが、

前 頭 側 頭 型 認 知 症 (Frontotemporal 

dementia:FTD))およびレビー小体型認知症 

(Lewy Body Disease; LBD)も頻度は少なく

ないことが判明し、その対応への重要性は増

大している。ADでは 1991年にアミロイド前

駆体蛋白(Amiloid precursor protein; APP)遺

伝 子 や 1995 年 に プ レ セ ニ リ ン

(Presenilin;PS)-1または-2遺伝子の遺伝子変

異が家族性 AD の原因となることが判明した

ことから、以後精力的にその遺伝子と翻訳さ

れた蛋白質の機能が解析され、AD の病態解
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明に大きく寄与してきた経緯がある。一方、

FTD では 1998 年に 17 番染色体に関連する

疾患はタウ遺伝子変異によって発症している

ことが判明してから (Hutton M, et al. 

Nature 393:702-5, 1998) 、 FTDP-17 

(frontotemporal dementia and 
parkinsonism linked to chromosome 17)と

名づけられ、AD におけるアミロイド中心の

病態仮説から広い意味での神経変性性認知症

疾患の原因としてタウ蛋白の重要性があらた

めて位置づけられた。 
 
２．研究の目的 
神経原線維変化はアルツハイマー病を含

むタウオパチーの神経病理学的な特徴であ

り、タウ蛋白はその神経原線維変化の主要構

成成分である。遺伝性認知症として知られる

FTDP-17 は、タウ蛋白をコードする遺伝子

の変異がその原因であることも知られてい

る。タウオパチーにおいてタウ蛋白は異常リ

ン酸化、ユビキチン化しているが、そのタウ

蛋白の分解過程については不明な点が多い。

そのため、今回の実験では培養細胞にて種々

の蛋白分解酵素（ユビキチン依存性分解酵素

を含む）に対する阻害剤や in vitroにおいてタ

ウ蛋白を分解する可能性を示唆されている

puromycin-sensitive aminopeptidase(PSA)
に対して阻害作用を有する puromycin を用

いて検討をおこなうことにした。また、変異

型タウ遺伝子を細胞に導入し、タウ蛋白の分

解過程に関する検討を行うことにした。 

 
３．研究の方法 
まずin vivoにおいてタウ蛋白を分解する

と既に報告されているプロテアソーム（ユビ

キチン依存性分解酵素）に対する阻害剤

(MG132、Lactacystin)およびカテプシンに対

する阻害剤(CA-074Me)、またPSAに対して
阻害作用を有するpuromycinをSH-SY5Y細

胞培養する培地に添加し、タウ蛋白をウェス

タンブロットにて検討した。また野生型タウ

蛋白（最長型 tau441）を強制発現させた

COS-7 細胞に同様の実験を行った。さらに、

パルスチェイス法を使用し[35S]methionine

でラベルされたSH-SY5Y細胞中のタウ蛋白

を免疫沈降により回収し、その分解過程を詳

細に検討した。加えて、SH-SY5Y細胞におけ

るPSAに対してsiRNAによる発現抑制を施

行して、タウ蛋白の発現レベルの検討をおこ

なった。 

次に FTDP-17 において報告された変異型

タウ （V337M、 R406W）を用いて野生型

タウとの分解過程の差異を、前述のパルスチ

ェイス法を用いて検討し、PSAとタウ蛋白の

細胞内局在の関係を細胞分画法および免疫

蛍光染色によって解析した。さらに、

FTDP-17 変異型タウのリン酸化レベルにつ

いてリン酸化特異抗体を用いたウエスタン

ブロットにより検討した。 
 
４．研究成果 

プロテアソーム（ユビキチン依存性分解酵

素）に対する阻害剤(MG132、Lactacystin)

お よ び カ テ プ シ ン に 対 す る 阻 害 剤

(CA-074Me)、またPSAに対して阻害作用を
有するpuromycinをSH-SY5Y細胞培養する

培地に添加し、タウ蛋白をウェスタンブロッ

トにて検討したが、ユビキチン化と指定され

高分子量のタウ蛋白の出現や通常の分子量

のタウ蛋白の増加などの変化は認められな

かった。さらに野生型タウ蛋白を強制発現さ

せたCOS-7 細胞に同様の実験を行ったとこ

ろ、puromycinのみにタウ蛋白発現レベルを

増加させる傾向が認められたが有意なもの

ではなかった。パルスチェイス法による

SH-SY5Y細胞中のタウ蛋白分解過程の検討

では、200 nMのpuromycinを添加した際にタ

ウ蛋白分解の有意な遅延が認められた。加え



て、SH-SY5Y細胞におけるPSAに対して

siRNAによる発現抑制を施行したところ、タ

ウ蛋白の発現レベルの増加が認められた。以

上より、培養細胞上においてタウ蛋白の代謝

分解過程にPSAが関与していることが示唆

された。 

次に 2種類の FTDP-17変異型タウと野生

型タウとを強制発現させた COS-7 細胞にお

いて パルスチェイス法を用いてタウ蛋白の

分解過程を検討したところ、ラベルから 48

時間後に野生型 タウ と比較して FTDP-17

変異型タウの有意な分解遅延が認められた。

そして PSA とタウ蛋白の細胞内局在の関係

を細胞分画法および免疫蛍光染色によって

検討したところ、どちらも細胞質内に存在し

共在していることが分かったが、FTDP-17

変異によるタウ蛋白の局在の変化は特に認

められなかった。さらに、FTDP-17 変異型

タウのリン酸化レベルについて検討をおこ

なったところ、V337M 変異型タウにおいて

Thr231のリン酸化が、R406W変異型タウに

おいて Ser396 および Ser409 のリン酸化が

有意に亢進していた。 

今回の研究では未解明な部分が多いタウ

蛋白の分解経路について種々の阻害剤を用

いた実験を行った。ここでは in vitroにおい

て分解されるとの報告のあった PSA が培養

細胞上でもタウ蛋白の代謝分解過程に深く

関わることが示唆された。また、タウ蛋白と

PSAはどちらも細胞質内に共在し、局在論的

に十分機能することが示唆された。FTDP17

に変異型タウの検討では、タウ蛋白の分解が

有意に遅延しており、かついくつかの部位に

てタウ蛋白のリン酸化の亢進が起こってい

ることが判明したが、分解の遅延の原因とし

てこのリン酸化の亢進が示唆された。 
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