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研究成果の概要（和文）：高齢者に見られる認知症の大多数は、タウオパチーと呼ばれる特徴的

な病理像を呈する。タウオパチーの発症機構については諸説有るものの、実際の病理変化を十

分に説明できるものは無かった。本研究において、主要な細胞骨格である微小管を構成するタ

ンパク質・チューブリンの消失を起点と考えることにより、タウオパチーの病理変化をよどみ

なく説明できることがわかった。これは認知症の解明、または新たな治療法開発につながるも

のである。 

 
研究成果の概要（英文）：Tauopathy is a major category of age-dependent neurodegenerative 

disease, which defined by numerous neuron-loss associated with filamentous phospho-tau 

inclusions and microtubule loss in affected neurons. In this study, we found that the both of 

over expression of tau and/or down regulation of tubulin can induce tauopathy-like 

neuronal dysfunction in C. elegans. Thus, we concluded that the imbalanced expression of 

tau and tubulin is an essential step for pathogenesis of tauopathy. 
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１．研究開始当初の背景 

 タウオパチーとは、変性神経細胞内にリン
酸化タウからなる封入体を形成する疾患の
総称である。高齢者にみられる認知症の大多
数はタウオパチーであり、アルツハイマー病
はその代表といえる。タウオパチー変性神経

細胞の重要な病理学的特徴のひとつに、微小
管（チューブリン）の消失がある。神経機能
障害を説明する中心的異常所見であると考
えられるものの、そのメカニズム、タウオパ
チーにおける重要性については不明であっ
た。 
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２．研究の目的 

 研究代表者によるこれまでの研究から、ア
ルツハイマー病脳に見られるタウ陽性変性
神経細胞では、ほぼ完全にチューブリン染色
性の低下が認められることを見出している。
さらにこのタウとチューブリンの逆相関は
マウス、線虫などの実験動物を用いたタウオ
パチーモデル生物系においても再現される
ことを見出している。これら前駆的研究から、
チューブリンの発現低下によるタウ／チュ
ーブリン比の上昇がタウオパチー発症の鍵
であるとの仮説を導いた。本研究では、（１）
チューブリンとタウの量的変化と神経機能
障害の関係について解明すること（２）チュ
ーブリンとのバランスにかかわる、タウの分
子種を決定すること（３）本仮説の検証とと
もに、新たなタウオパチー治療方針の提示を
することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 実験には動物モデルとしてタウオパチー
モデル線虫を作成し、用いた。線虫発現用プ
ラスミド pFXneo をベースに神経細胞に特
異的な unc-119 プロモータの下流にタウ 
cDNA を組み込み、定法にしたがい安定発現
型遺伝子導入株 (integrant) を構築した。
これらのラインでは unc-119 プロモータの
影響により、全神経細胞でタウが発現するこ
とを確認している。（１）タウ／チューブリ
ンバランスについては、遺伝子導入・発現系
と feeding RNAi による knockdown システ
ムを併用した。Mec-12 RNAi の神経機能への
影響については touch assay により判定し
た。一方、K07H8.1 RNAi については協調運
動障害の程度を判定した。（２）分子種の決
定については、モデル動物を用いた生化学的
手法により解析した。（３）タウ結合タンパ
クの構築については精製タンパク質を用い
た in vitro 解析、および培養細胞を用いた
強制発現系により解析した。また、チューブ
リンによるタウ重合阻害の可能性について
は、精製リコンビナントタウとブタ脳由来精
製チューブリンをもちいた。タウの重合は 
heparin を用いた in vitro aggregation 法
によりおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）はじめに神経系にヒト野生型タウを発
現する線虫ラインを多数作成し、その発現量
と神経機能異常の関係について、解析した。
本研究で用いたラインはいずれも全神経細
胞にタウを発現させたものであり、神経機能
異常は協調運動障害 (unc) として容易に判
定できる。解析の結果、タウの発現量に依存
して、神経機能障害が強く現れることを見出
した（図１）。一方、vector のみ、DsRed、 EGFP 
等を発現させた個体では高い発現量を維持

しているにもかかわらず、運動障害は認めら
れなかった。これより、本研究で用いたタウ
線虫の行動異常は特異的であり、タウの発現
量に厳密に依存していた。次に、チューブリ
ン発現低下の影響について RNAi 法による
検討を試みた。線虫は相補的な mRNA を発現
する大腸菌を餌とすることで、容易に RNAi 
による発現抑制が可能である  (Feeding 
RNAi)。一方、線虫の接触応答を司る神経 
(mec neuron) に は 特 異 的 に 発 現 す る 
-tubulin (mec-12) が知られている。Mec-12 
は接触応答には必須であるものの、個体発生
に関与しないことがわかっており、本実験に
は極めて適した系と考えられる。Mec-12 に
対する RNAi system を構築し、タウ発現線
虫への影響について検討した。その結果、
Mock-Tg では mec-12 の knockdown により
中程度の神経機能障害が確認された。これに
対し、タウ発現線虫ではこの機能障害がとく
に強く表れた（図２）。これはタウの毒性が
チューブリン発現抑制により惹起された事
を意味している。チューブリンシャペロンの
１つである K07H8.1 gene に対する RNAi に
おいても同様な結果が得られたことから 
(data not shown)、タウ／チューブリン発現
比の異常な上昇が神経機能障害を引き起こ
すと結論づけた。 

図１ タウの発現量 (A) と神経機能異常 (B) の比較 
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（２）次に、タウオパチー線虫に発現するタ
ウの性状について生化学的な検討をすすめ
た。はじめに、本研究で用いているモデルで
発現するタウの存在様式について検討した。
線虫を回収し、taxol, GTP を含んだ buffer 
でホモジナイズし、超遠心することにより、
可溶性のチューブリンダイマーと微小管を
分離回収することができる。このとき、発現
させたタウはその微小管結合能に応じて沈
殿の微小管画分に回収される（microtubule 
binding assay）。本検討の結果、タウ線虫に
発現させたタウは全量、可溶性チューブリン
画分に回収された。また、多種類の抗リン酸
化タウ抗体を用いたウエスタンブロットの
結果、これらのタウは高度にリン酸化されて
いることを見出した。したがって用いたモデ
ル線虫ではタウが高度にリン酸化されてい
るため、微小管に結合していない事が明らか
となった。次に、タウとチューブリンの接点
について可溶性画分における複合体の形成
を仮定し、免疫沈降法による解析をおこなっ
た。上記可溶性チューブリン画分から抗タウ
抗体により免疫沈降を行った結果、タウの回
収量に応じてチューブリンの回収が確認さ
れた（図３）。マウス脳、精製タンパクを用
いた解析においても同様に可溶性タウとチ
ューブリンの結合が確認されており、神経細
胞内において微小管非結合型タウはチュー
ブリンダイマーと複合体を形成していると
結論づけた。以上より、タウ／チューブリン
比の上昇はこの複合体の崩壊を促し、タウを 
free にすることが予想され、この free の
タウが神経毒性を有すると考えている。 

 
 
（３）（２）の解析結果から free タウに結
合するタンパク質を発現させることにより、
毒性が中和できる可能性が考えられた。しか
し、チューブリン自体はその厳密な発現調節

機構のため、過剰発現系の構築は困難であっ
た。そこで、蛍光タンパク質 mCherry とチ
ューブリンのタウ結合領域である C-末端領
域を融合させたタンパク質の構築を試みた。
In vitro、HEK293 細胞、およびリコンビナ
ント精製タンパクを用いた解析により、タウ
と結合し、且つ十分な発現量を確保できるコ
ンストラクトとして mCherry の C-末端側に 
-tubulin の C 末端５１アミノ酸のフラグ
メントを融合させた mCherry-C51 の構築に
成功した。現在、線虫神経発現用のベクター
を作成し、タウオパチー神経変性への影響に
ついて解析を進めている。 

 
図４ in vitro tau aggregation. (A) heparin によるタウ

の重合は、チューブリンの共存によって抑制される。

(B) 凝集したタウは Sarkosyl などの界面活性剤に対

する不溶性を獲得する。 

 
 タウは C 末端側に特徴的なリピート構造
を有し、ここで微小管と結合している。これ
は微小管結合領域と呼ばれており、可溶性チ
ューブリンとタウの結合も恐らくこの領域
を介していると考えられる。また、微小管結
合領域は病理学的なタウ凝集のコアと考え
られている。これらの知見から、通常チュー
ブリンダイマーとの結合により隠されてい
た微小管結合領域がタウオパチーでは露出
し、そこをコアとしてタウが重合すると考え
られる。言い換えると、チューブリンの存在
はタウの重合、恐らくそれに続く神経毒性を
抑えている可能性がある。本研究では、この
チューブリンによるタウ重合抑制効果につ
いてリコンビナント精製タンパクを用いた 
in vitro 凝集系により解析した。タウはヘ
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パリンなど陰性電荷に富む分子の存在下で
容易に重合し、チオフラビンＳなどの蛍光色
素で認識されるようになる。本研究における
実験条件下では、ヘパリンとの混合と同時に
タウの重合が促進し、２時間にわたって不溶
性凝集体の形成が観察された（図４）。また、
この凝集はチューブリンの添加により濃度
依存的に抑制された。以上より、チューブリ
ンの存在はタウの凝集を阻害することが明
らかとなった。 
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