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研究成果の概要（和文）：申請者は，Alzheimer病(AD)でtauとBRCA1の共凝集によるDNA傷害の蓄積が神経細胞の
機能低下の直接的な原因であることを明らかにした(Mano, et al., PNAS, 2017)．一方で，DNA傷害を生じるメ
カニズム，生じたDNA傷害がどのようにゲノムDNAを変化させるのか，神経細胞におけるBRCA1のDNA修復機構は不
明であり，それらを明らかにするために以下の様な目標を立案した．
1)AβがDNA傷害を惹起するメカニズムを解明する
2)AβによるDNA傷害がゲノム構造変化と遺伝子発現に与える影響を明らかにする

研究成果の概要（英文）：The applicant revealed that the accumulation of DNA damage caused by the 
co-aggregation of tau and BRCA1 in Alzheimer's disease (AD) is the direct cause of neuronal 
functional decline (Mano, et al., PNAS, 2017). On the other hand, the mechanisms by which DNA damage
 occurs, how the resulting DNA damage alters genomic DNA, and the DNA repair mechanism of BRCA1 in 
neurons are unknown, and the following goals were formulated to clarify them.1) Elucidate the 
mechanisms by which Aβ induces DNA damage.2) To elucidate the effects of Aβ-induced DNA damage on 
genomic structural changes and gene expression.

研究分野： 臨床神経内科学

キーワード： アルツハイマー病　BRCA1　tau

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ADの神経細胞機能の直接的な原因が，BRCA1の機能障害によるDNA傷害の蓄積であるとすれば，tauが蓄積した進
行期ADに対して抗Aβ薬は有効ではないことをよく説明する．一方でこの結果は，DNA傷害の蓄積という神経変性
の直接的な原因を，BRCA1の機能回復もしくは代償によって治療可能な可能性も示している．このことを検証す
るため，神経細胞のゲノムDNAにおけるDNA傷害の蓄積の本態は何か，また，このようなゲノムDNA恒常性のリス
クに対するBRCA1を中心とした修復機構は何かを問うこととした．

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病(AD)は、認知機能の低下を主症状とする神経変性疾患であり、世界中で患者数が増
加の一途をたどっている。AD の病態形成において、アミロイドβ(Aβ)の蓄積とリン酸化タウの凝集体形
成が重要な役割を果たすことはこれまでの研究で明らかになっていたが、これらの因子がどのような機
序で神経細胞の機能障害を引き起こすのかについては不明な点が多く残されていた。 
このような背景の中、申請者らは、AD の神経細胞特異的なエピゲノム解析を行い、AD では DNA 損傷
修復に関わる BRCA1 遺伝子のプロモーター領域の低メチル化とそれに伴う BRCA1 の発現上昇が生じ
ていることを見出した。さらに、AD 脳の免疫組織化学的解析により、BRCA1 がリン酸化タウの凝集体と
共凝集し、DNA 損傷修復機能を喪失していることを明らかにした(Mano, et al., PNAS, 2017)。この結果
は、AD の初期段階では Aβの蓄積によって誘発される DNA 二重鎖切断に対して、BRCA1 の発現上
昇によって DNA 修復が行われ、神経細胞の機能が維持されるが、病態が進行しリン酸化タウの凝集体
が形成されるに伴って、BRCA1 がタウと共凝集することで DNA 修復機能が障害され、DNA 損傷の蓄積
と神経細胞死が引き起こされることを示唆するものであった。 
申請者らの研究成果は、AD の病態形成における DNA 損傷の役割と BRCA1-タウ共凝集による DNA
修復機能の障害という新たな知見を提供するものであり、タウ凝集体の蓄積が進行した段階の AD にお
いて Aβを標的とした治療法が奏功しない理由を説明するものであった。同時に、DNA 損傷の蓄積とい
う神経細胞機能障害の直接的な原因に対して、BRCA1 機能の回復や代償によって治療できる可能性
をも示唆するものであった。 
申請者らの発見とほぼ同時期に、米国の研究グループから AD における BRCA1 機能障害に関する報
告がなされた (Suberbielle, et al. Nat Neuroscience, 2017)。一見すると申請者らとは対照的な結果であ
るが、申請者らは BRCA１の不溶化が機能性 BRCA１の減少をもたらすことを示したものであり，機能的
な BRCA1 の量を減少させることと，その帰結として DNA 損傷の蓄積を引き起こすことを示唆していると
考えられる。これらの研究は、AD の神経細胞における BRCA1 機能と、DNA 損傷蓄積の重要性を示す
ものと考えられた。したがって、タウ凝集体による BRCA1 機能障害の分子機序の解明と、それに立脚し
た治療法の開発を目指す申請者らの研究は、AD の病態解明と治療法開発において意義を有するもの
と考え、以下の研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、アルツハイマー病(AD)の病態形成における DNA 損傷の役割と BRCA1-タウ共凝集による
DNA 修復機能の障害に着目し、以下の点を明らかにすることを目的とする。 
 
(1) AD における神経細胞のエピゲノム変化の解明 
AD の発症および進行に伴う神経細胞のエピゲノム変化を明らかにするために、AD 脳由来の神経細胞
を対象とした網羅的なエピゲノム解析を行う。具体的には、ATAC-seq によるクロマチンアクセシビリティ
の変化や、ChIP-seq によるヒストン修飾の変化を解析する。特に、Aβの産生および分解に関連する遺
伝子領域に着目し、それらの領域におけるエピゲノム変化と AD 病態との関連性を明らかにする。これら
の解析を通じて、AD における神経細胞のエピゲノム変化の全容を明らかにし、その病態形成における
役割を解明する。また、DNA 損傷蓄積の結果としてゲノム構造がどのように変化するのかを，Hi-C によ
って明らかにする。 
 
(2) 神経活動に伴う DNA 損傷の分子メカニズムの解明 
神経活動に伴う DNA 損傷の分子メカニズムを解明するために、ヒト神経前駆細胞の分化培養系を用い
た解析を行う。まず、NMDA 刺激によって誘導される神経活動と DNA 損傷の関連性を検討し、DNA 損
傷マーカーであるγ-H2ax の発現変化と、FOS 発現の変化との時間的な関係を明らかにする。次に、
DNA 損傷応答に関与する BRCA1 や 53BP1 のゲノムワイドな結合部位の変化を、CUT&Tag 法を用い
て解析するための実験系を確立する。これらの解析を通じて、神経活動に伴う DNA 損傷の分子メカニ
ズムの解明に向けた基盤を構築する。 
 
(3) BRCA1-タウ共凝集による DNA 修復機能障害の普遍性の検証 
BRCA1-タウ共凝集による DNA 修復機能障害が AD 特異的な現象なのか、それともタウオパチー全般
に共通する病態なのかを明らかにするために、AD 以外のタウオパチーであるピック病や PSP の剖検脳
を用いた解析を行う。これらの疾患脳において、BRCA1 とタウの共凝集の有無を免疫組織化学的手法
や生化学的手法により検討する。さらに、タウ凝集体の構造的な違いが BRCA1 との共凝集に影響を与
えるかどうかについても明らかにする。これらの解析を通じて、BRCA1-タウ共凝集による DNA 修復機能
障害の普遍性を検証し、タウオパチーの病態形成における役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、アルツハイマー病(AD)および他のタウオパチーの病態形成における DNA 損傷と BRCA1-



タウ共凝集の役割を明らかにするために、ヒト剖検脳および培養細胞モデルを用いた多角的な解析を
行う。 
 
(1) ヒト剖検脳を用いた解析 
AD における神経細胞のエピゲノム変化を網羅的に理解するために、AD 脳および非 AD 対照脳から、
フローサイトメトリー(FACS)を用いて神経細胞核を単離する。単離した神経細胞核を用いて、クロマチン
アクセシビリティの変化を ATAC-seq により、ヒストン修飾(H3K4me3, H3K27ac)の変化を ChIP-seq によ
り、クロマチン立体構造の変化を Hi-C によりそれぞれ解析する。これらの解析を通じて、AD 神経細胞
において生じているエピゲノム変化を網羅的に捉え、その全容と病態への関与を明らかにする。 
また、BRCA1-タウ共凝集による DNA 修復機能障害の普遍性を検証するために、AD 脳に加えて、ピッ
ク病や PSP 等の他のタウオパチー脳についても同様の解析を行い、疾患間での比較解析を行う。これ
により、BRCA1-タウ共凝集が AD に特異的な現象なのか、あるいはタウオパチー全般に共通する病態
なのかを明らかにする。 
 
(2) 培養細胞モデルを用いた解析 
神経活動に伴う DNA 損傷の分子メカニズムを解明するために、ヒト神経前駆細胞(ReNcell)の分化培養
系を用いて解析を行う。まず、NMDA 刺激による神経活動の誘導と DNA 損傷の関連性を評価するため
に、DNA 損傷マーカー(γ-H2ax)の発現変化と FOS 発現変化の時間的関係を明らかにする。これによ
り、神経活動が DNA 損傷を引き起こすタイミングと、その後の遺伝子発現変化への影響を明らかにす
る。 
次に、神経活動誘導前後での BRCA1、53BP1、RNA polymerase II のゲノムワイドな結合部位の変化を、
CUT&Tag 法および CUT&Tag/CUTAC 法を用いて解析する。これにより、神経活動に伴う DNA 損傷の
分子メカニズムにおける、これらの因子の動態変化を明らかにする。 
 
４．研究成果 
本研究では、アルツハイマー病(AD)の病態形成における DNA 損傷の役割と BRCA1-タウ共凝集による
DNA 修復機能の障害について、ヒト剖検脳および培養細胞モデルを用いた多角的なアプローチから検
討を行い、いくつかの重要な知見が得られた。 
(1) AD における神経細胞のエピゲノム変化 
剖検脳を用いた解析では、まず AD 脳由来の神経細胞を対象として ATAC-seq を行い、エピゲノム変
化の探索を行った。Footprint 解析による転写因子スクリーニングでは、AD 神経細胞では FOS 関連の
転写因子の結合が増加していることが明らかになった。このことは、AD 神経細胞では正常脳と比較して
より多くの神経活動が誘導されていることを示唆しており、過去に報告されていた Aβによる異常な興奮
性神経活動の亢進を裏付ける結果であると考えられる。また、AD 脳の神経細胞において、ヒストン修飾
の変化を調べるために、神経細胞特異的な ChIP-seq を行った。その結果、Aβの産生および分解に関
連する遺伝子領域において、活性型のヒストン修飾である H3K4me3 および H3K27ac の変化が認めら
れた。この知見は、AD における神経細胞での Aβ代謝の異常とエピゲノム変化の関連性を示唆するも
のである。一方、HiC 解析では AD 特異的なグローバルなクロマチン構造の変化は認められなかったが、
局所的なエピゲノム変化の有無については今後のさらなる検討が必要である。これらの剖検脳を用いた
一連の解析は、AD における実際の神経細胞で生じているエピゲノム変化を捉えることを可能にし、
disease relevance の高い知見を提供するものと期待される。 
 
(2) 神経活動に伴う DNA 損傷の分子メカニズムの解明 
培養細胞モデルを用いた解析では、まず神経活動による DNA 損傷について、ヒト神経前駆細胞の分
化培養系を用いて NMDA 刺激を行った。その結果、FOS 発現誘導に先行して DNA 傷害・修復マーカ
ーであるγ-H2ax の上昇が確認された。このことから、神経活動に伴う DNA 損傷が FOS 発現の制御に
関与している可能性が示唆された。さらに、この過程における RNA ポリメラーゼの挙動を評価するため、
CUT&Tag および CUTAC による RNA polymerase II 解析の実験系を確立した。また、BRCA1 および
53BP1 のゲノムワイドな結合領域を解析するための実験系も CUT&Tag を用いて構築した。これらの培
養細胞モデルを用いた解析は、神経活動と DNA 損傷の関連性を分子レベルで解明する上で重要なツ
ールを提供するものであり、ヒト脳では検討が難しい詳細なメカニズムの解析を可能にすると期待される。 
 
(3) BRCA1-タウ共凝集による DNA 修復機能障害の普遍性の検証 
また、AD 以外のタウ蓄積を伴う神経変性疾患であるピック病と PSP の剖検脳サンプルを用いて、タウと
BRCA1 の共凝集の有無を検討した。その結果、3R タウオパチーである Pick 病、4R タウオパチーであ
る PSP のいずれにおいても、タウ依存的な BRCA1 の共凝集が生じている可能性が示された。このこと
から、BRCA1 の機能喪失は AD 特異的な現象ではなく、タウオパチー全般に共通して生じうる可能性
が浮上した。また、タウ凝集体の疾患特異的な構造の違いは BRCA1 の共凝集には影響しないことも示
唆された。剖検脳を用いたこれらの解析は、ヒトの神経変性疾患の脳内で実際に起こっている病態を反
映したデータを提供するものであり、タウ蓄積と BRCA1 機能障害の関連性を示す重要な知見であると
考えられる。 
 
 



以上の研究成果は、ヒト剖検脳を用いた解析により、AD および他のタウオパチーにおける神経細胞の
エピゲノム変化や BRCA1-タウ共凝集の実態を明らかにするとともに、培養細胞モデルを用いた解析に
より、神経活動と DNA 損傷の関連性を分子レベルで解明するための実験系の確立に成功した。特に、
AD 脳の神経細胞において、Aβ代謝関連遺伝子のヒストン修飾変化を見出したことは、AD の病態形
成におけるエピゲノム変化の重要性を示す新たな知見として注目される。剖検脳と培養細胞モデルの
それぞれの長所を活かしたこれらのアプローチを組み合わせることで、AD における DNA 損傷と
BRCA1-タウ共凝集の役割について多角的な理解が深まることが期待される。 
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