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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病でみられる神経原線維変化(NFT)にZn2+、Cu2+を含むバイオメタル
が蓄積するとNFTの構成要素タウのリン酸化・重合を促進する。クリオキノール(CQ)はBBBを通過するバイオメタ
ルキレート薬である。CQがタウ蛋白のリン酸化、およびオリゴマー形成に及ぼす影響につき野生型タウ
（４R0N）を発現する神経系細胞を用いて検討したところ、2μMのCQによりタウを発現させた細胞内のCu+が著し
く減少し、さらにCQはタウリン酸化酵素JNK、P38MAPキナーゼを不活性化し、リン酸化タウを減少させること、
プロテアソーム、オートファジーを活性化し重合タウを減少させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Neurofibrillary tangles (NFTs) which is pathological hallmarks of 
Alzheimer’s disease (AD) is composed of highly phosphorylated tau protein.  Accumulation of 
biometals including Zn2+ and Cu2+ in NFTs promotes phosphorylation and aggregation of tau. 
Clioquinol (CQ) is a biometal chelator that passes through the blood brain barrier. The effects of 
CQ on tau phosphorylation and oligomer formation were examined in neuroblastoma cell line expressing
 wild-type tau (4R0N) via Tetracycline off induction. Two uM of CQ significantly reduced Cu+ in 
tau-expressing cells. Cu+ in tau-expressing cells was significantly reduced. Furthermore, CQ 
decreased phosphorylated tau via inactivating tau kinases, NK and P38MAP kinase.  CQ decreased 
oligomeric tau by activating proteasomes and autophagy.  Biometal chelator, such as CQ can be the 
therapeutic target of AD.

研究分野： 脳神経内科学

キーワード： バイオメタル　アルツハイマー病　タウ蛋白　リン酸化　オートファジー　プロテアソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオメタルキレート薬　クリオキノールは細胞内のCu+を減少させた。また10μM以下であれば細胞毒性を示す
ことはなかった。さらに、タウリン酸化酵素を阻害することによるリン酸化タウの減少、ならびにオートファジ
ー・プロテアソームを活性化し、重合した分子を含むタウを減少させることが明らかとなった。剖検脳でのバイ
オメタルの確認やマウスを用いた検討を行った後に、臨床研究を介して臨床応用するなどトランスレーショナル
リサーチに応用できる可能性があり、今後の発展性が期待される。

※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 
超高齢社会の進展とともに、急増し続けるアルツハイマー病(AD)の主たる病理所見は、高度にリ

ン酸化し、重合したタウ蛋白から形成される神経原線維変化(NFT)とアミロイド蛋白より形成され
る老人斑(SP)である。タウ蛋白は微小管を安定化させる重要な生理作用を有するが、GSK3などの
リン酸化酵素により高度にリン酸化されると、重合が促進し、オリゴマー形成→NFT 形成→神経細
胞死に至る。また、アポトーシスのシグナル・caspase 活性化により、タウの C 末端が切断すると、
タウ重合が促進する。 

NFT の前段階のタウオリゴマーはシナプス変性、記憶障害をきたす (J Biol Chem 
286:23063,2011)。変異タウ(P301L)を発現するマウスでは、神経変性の程度とタウオリゴマー量は
相関し、NFT 量とは相関しない(J Neurosci 27: 3650, 2007)。 

Zn, Cu, Fe, Mg などは生体必須微量元素（バイオメタル）である。AD 脳の SP には、健常 
者の 9.1～10.7 倍の量の Cu, Zn が蓄積する。NFT にも Zn2+を含むバイオメタルが蓄積し(Ann 
Neurol 31:286, 1992)、タウのリン酸化・重合を促進する可能性が示唆されている(J Biol Chem 284: 
34648, 2009)。また、Zn のタウへの結合自体がリン酸化とは独自にタウ毒性を高めることも示唆さ
れている (Cell Rep 8: 831, 2014）。抗アメーバ薬クリオキノール (CQ)(5-chloro-7-iodo-8-
hydroxyquinoline)は metal protein attenuating compounds (MPACs)であり、キレート薬として
Zn2+ や Cu2+に選択的に結合し、血液脳関門を通過する。バイオメタル（Cu, Zn）がタウオリゴマ
ー形成に重要な役割を果たすか、Cu, Zn のキレート剤がタウオリゴマー形成を抑制しうるか、とい
う疑問が本研究の核心となる問いである。 
 
２．研究の目的 

TET-OFF 誘導系を導入した神経系細胞モデルを用い、バイオメタル(Cu, Zn)によるタウ重合促進
の機構の検討、ならびに Zn, Cu のキレート薬によるタウ蛋白重合抑制機序につき詳細に検討する
ことを本研究の目的とする。 
タウ蛋白リン酸化、オリゴマー形成機序は未だ完全には解明されていない。さらにバイオメタル

やキレート剤がタウ重合に及ぼす影響についての検討は皆無に等しい。TET-OFF 誘導系を導入し
た神経細胞株は、AD の原因物質である野生型タウを短期間で，また発現量も自在に調節させるこ
とができ、薬剤スクリーニングのツールとして利用できる、新規性のある研究開発である。本研究
で、キレート剤の有効性が確認された場合、より安全性の高いキレート剤の選択により、トランス
レーショナルリサーチとしての発展性が極めて高くなり、本研究による社会的貢献度は極めて高い
ものと思われる。 
 
３．研究の方法 
申請者らはタウオリゴマー形成促進機構、および抑制機構につき科学研究費補助金（19K07909、

16K09235、15K08904）により一連の検討をおこなってきた。今回バイオメタルがタウリン酸化、お
よびオリゴマー形成する機序を TET-OFF 誘導系を導入し、野生型タウ蛋白を発現する神経系細胞を
用いて Western blot 法、および免疫組織化学法により検討することを研究の主たる目的とする。ま
た、バイオメタルが caspase 活性におよぼす影響や、細胞毒性についても検討する。また、タウの
主要な分解径路であるオートファジー（Hamano et al., Eur J Neurosci 27:119, 2008）活性に及
ぼす影響についても同様に検討する。同様に Cu,Zn のキレート剤がタウオリゴマー形成を抑制する
かについても検討を加える。変異型タウ(P301L)を発現するマウスモデルに対し、Cu, Zn の過剰摂
取によるタウオリゴマー形成促進機構、キレート剤によるオリゴマー抑制機構についても in vivo
で詳細に検討する。ブレインバンク剖検脳を用い、AD患者脳におけるバイオメタル（Zn, Cu）とオ
リゴマータウ、リン酸化タウ、タウリン酸化酵素との共存についても研究協力者の村山とともに検
討を加える。 
 
４．研究成果 



まず、タウを発現させた神経系細胞内での Cu+の発現につき検討したところ、細胞内に多量の Cu＋
が存在することが明らかとなった。バイオメタルキレート薬であるクリオキノール(CQ)を 2M 投与
したところ、細胞内の Cu+の量が著しく減少した（図 1）。 
                             
                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また ATP アッセーを用いた検討では、少なくとも 10 までの CQ では明らかな細胞毒性はみられ
なかった。野生型タウ(4R0N)を発現した細胞では、1～5μM の CQ の投与により、総タウ(図 2)、お
よびリン酸化タウ(図 3)が用量依存性に減少していた。画分法では NFT の形成に重要なサルコシル
不溶性画分のタウが著しく減少する(図 4)とともに、オリゴマータウの減少も示された(図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 
図 2 

図 3 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、タウのリン酸化酵素 JNK、および P38MAP キナーゼ活性の低下が示された。さらに脱リン酸化
酵素 PP2A の活性化も示された(図 6)。ユビキチン化タウ、および P62 の減少、LC3II の割合の増加
(図 7)が示され、CQ によるプロテアソーム・オートファジーの活性化が示唆された。以上の結果か
ら、CQ はタウ蛋白のリン酸化酵素 JNK、P38MAP キナーゼを不活性化することによりリン酸化タウを
減少させること、プロテアソーム、オートファジーを活性化することによりタウオリゴマー、およ
びサルコシル不溶性画分の線維化したタウを減少させることが明らかとなった。以上のごとくキレ
ート剤は AD 治療へ応用できる可能性が示唆された。                             
 
 
                                                       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今後剖検脳を用いた検討、ならびにマウスモデルを用いた検討を継続して行う予定である。 
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