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研究成果の概要（和文）：複数の神経変性疾患において、タウタンパク質の線維状の凝集体が脳内に沈着する。
線維形成前に生じる中間凝集体は多様な構造を持つが、その解明は十分に進んでいない。本研究では、タウ中間
凝集体の病的意義を解明できるツールの開発を試みた。まず、アプタマーという一本鎖核酸に着目したが、期待
するようなポジティブな結果は得られなかった。そこで、バックアップの抗体を用いて検討を行った結果、タウ
中間凝集体に強く結合する抗体を同定した。さらに、細胞内で中間凝集体である顆粒状タウオリゴマーが形成す
る培養細胞を確立した。これらのツールを用いて今後は中間凝集体の病態意義の解明に取り組む。

研究成果の概要（英文）：Fibrillar aggregates of tau protein are deposited in the brain in several 
neurodegenerative diseases. The tau aggregation intermediates that form prior to fibril formation 
have diverse structures, but their characteristics have not been well understood. In this study, I 
attempted to develop tools that elucidate the pathological significance of the tau aggregate 
intermediates. Initially, I focused on single-stranded nucleic acids known as aptamers, but did not 
obtain positive results. Therefore, I identified an antibody that binds strongly to the tau 
aggregation intermediates. Further, I have established the cultured cells that form granular tau 
oligomers, a tau aggregation intermediate, within the cells. Using these tools, I will now focus on 
elucidating the pathological significance of the tau aggregation intermediates.

研究分野：神経病態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢社会に伴ってアルツハイマー病等の神経変性型認知症は増加している。最近では、アミロイドβを標的とし
たアルツハイマー病疾患修飾薬が上市されたことが大きなニュースになっており、この分野の高い社会的関心を
反映している。本研究では、もう１つの認知症原因主要タンパク質であるタウに着目した。その上で、タウによ
る病態形成メカニズムの解明を行うため、中間凝集体に着目して、毒性との関わりを解明しうるツールの開発を
行った。このように、この研究は、社会課題の枠組みの１つである認知症を示す病気の病態メカニズムに迫れる
ツールを開発しているという点で社会的意義と学術的意義を有していると考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
多くの神経変性疾患においてタウタンパク質が凝集し、線維化したものが明確な病理変化とし

て観察される。様々のグループの解析から線維形成前に中間凝集体があることが存在し、線維よ

り高い毒性を示すことが報告されてきた。一方、中間凝集体にも多様な構造があるが、多様な構

造体と毒性の関わりは十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
一方、中間凝集体にも多様な構造があるが、本研究の核心をなす学術的「問い」は多様なタウ中

間凝集体のうちどれが毒性を示すか？である。アプタマーは、一本鎖の核酸であり、複雑な立体

構造をとることで標的分子に結合することで立体構造の阻害や機能阻害を発揮するとされる。

私は多様な構造を持つタウ中間凝集体の特定のコンフォメーションを認識できるアプタマーが

あると考え、アプタマーを用いて多様な構造体と毒性の関わりについて検討した。また、バック

アップとして、抗体も用いた解析も併せて実施した。 
 
３．研究の方法 
（１）アプタマーの作製 

これまでの研究ではアプタマーとして RNA が用いられることが多いが、最近の研究ではこれま

で考えられていたほど両者に違いはなく、一本鎖の DNA も RNA と同じ程度の機能性構造をとる

ことが報告されている（Int J Mol Sci. 2018;19. pii: E470）。DNA は RNA と比較して安定性な

ど多くの点で利点が多い。そこで、本研究では DNA アプタマーを使用するために 1 本鎖 DNA ラ

ンダムプールを調整した。 

（２）タウ凝集阻害効果の検討 

アプタマーや抗体によるタウ凝集効果を検討するため、チオフラビン Tアッセイを行った。リコ

ンビナントタウは凝集誘導剤としてポリアニオンであるヘパリンを加えることで凝集させるこ

とができ、凝集の程度はチオフラビン T蛍光の増強に基づき判定することができる。そこで、こ

れらの試薬とアプタマーや抗体を混合し、チオフラビン T 活性を観察することで凝集阻害効果

を検討した。 

（３）タウ凝集抗体による解析方法 

タウ中間凝集体を抗原としてモノクローナル抗体を作製した。リコンビナントタウから調整し

た中間凝集体との結合を dot blot 法で検討した。 

（４）細胞の解析方法 

タウにオリゴマー形成ツールを融合させたタウ cDNA コンストラクトを作製した。培養細胞にこ

のコンストラクトを発現させ、生化学的な手法等を用いて凝集体形成能を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）アプタマーを用いた検討 

アプタマーは標的の特定形状にフィットして結合する。タウは凝集に伴ってコンフォメーシ

ョン変化が起き、特定の配列が露出する。このことは アプタマー作製には、中間凝集体に共通

の配列を標的にすれば良いことを示している。そこでまず本研究では、ある程度の幅を持たせた 

中間凝集体を抗原とした複数のタウ凝集抗体を作製し、さらにそのエピトープを同定した。その

結果、タウ C末端部位（370-441 アミノ酸残基）が中間凝集体のエピトープであることを見出し

た。アルツハイマー病等の神経変性疾患で観察されるタウ線維のコア構造もタウ C 末端部位を

含む(Nature 547, 185-190; Cell 180, 633-644.e612)。そこで次に C末端ペプチド及び 1本鎖

DNA ランダムプールを調整したし、その結合を観察したが、結合できる条件は見出せなかった。

その一因として、この 実験に使用した 370-441 残基は 72 アミノ酸から構成され、複雑な立体構

造になり得り、アプタマーとの結合に負の影響を与えている可能性、またランダムプールに含ま

れる DNA が少なかったため、検出限界以下になってしまった可能性が考えられた。 

そこで次に上述のような直接的な方法ではなく、間接的にアプタマーと凝集タウとの結合を観



察するため、アプタマー候補物質のタウ凝集阻害作用を検討した。その結果、アプタマーの候補

物質はタウ凝集を阻害しないことが見出された。したがって、今回作製した候補物質の中にタウ

と結合できるアプタマーは含まれていない可能性が示唆された。 

 

（２）抗体を用いた検討 

タウ凝集抗体の実験はアプタマーのバックアッ

プとして確実に進めていた。具体的には、リコンビ

ナントタウタンパク質を用いてタウを凝集させ、そ

の後ショ糖密度勾配遠心法により様々な形態のタ

ウ中間凝集体を得た。この中間凝集体それぞれとタ

ウ凝集抗体との結合を観察した。その結果、小さい

オリゴマーや線維に比べ、顆粒状タウオリゴマーと

いう大きい中間凝集体に結合しやすいタウ凝集抗

体（以下抗体と略す）を見出した（図１）。この抗体

も使用して、研究を進めた。リコンビナントタウ凝

集体を細胞に暴露すると、細胞毒性が起こることが

知られている（J Neurosci. 2015;35(42):14234-

50）。つまり、リコンビナントタウと抗体を混合し

た後、凝集反応をさせた反応物を細胞に暴露し、毒

性を観察すれば、毒性に関わる中間凝集体を解明で

きると考えた。そこでまず、抗体処理によってリコンビナントタウが作る凝集体形成を抑制する

かを検討した。しかし、抗体は凝集体の形成を抑制できなかった。したがってこのようなアプロ

ーチではない方法を今後は選択し、検討を進める。抗体がタンパク質を排除するには必ずしもタ

ウ凝集形成を阻害する必要はなく、タウ凝集体への結合をすれば良いと考えた。 

 

（３）タウ中間凝集体を観察できる細胞の作製 

上述の結果を受け、タウ凝集体を細胞内で強制的に

作らせる細胞の作製を試みた。これまでに、Neuro2A 

細胞に様々なダブル変異体タウを一過性に発現させ

る実験を行い、P301L,S320F-タウの発現後にタウ凝集

及び細胞死が観察される in cellulo の系があったた

め、その細胞を使用して実験を続けたが、凝集体形成

の再現性があまり高くなかった。そこで、オリゴマー

を形成するツールをタウに結合させ、強制的に細胞内

で凝集させた。その結果、細胞内において界面活性剤

に不溶性の凝集体が観察され（図 2）、それは顆粒状タ

ウオリゴマーという中間凝集体であった。これまでの

研究から、顆粒状タウオリゴマーは神経細胞死に関わる可能性が示唆されており、本課題では初

めて人工的な操作によって細胞内に顆粒状タウオリゴマーの形成をさせることに成功した。今

後は細胞死との検討を上記の抗体を使って検討し、中間凝集体とタウとの関わりを解明する。 

 
このように、本研究では、多様なタウ中間凝集体のうちどれが毒性を示すかの解明まで到達す

ることはできなかった。しかし、その解明を行うためのツールの開発には一定の成果を得ること

ができた。また、アルツハイマー病を含む神経変性疾患では、タウの中間凝集体が異常に関わっ

ていることが繰り返し報告されているが、そのメカニズムは不明であり、今一歩創薬ターゲット

になるという決定的な因子になりきっていなかった。本研究の遂行はこのような分野の知識蓄

積の一助になっており、これから神経変性疾患治療薬の創薬を行う上で重要な一知見となった

と考える。 
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図 1;タウ中間凝集体を認識する抗体の
dot blot 

図 2;中間凝集体が観察される培養細胞 
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