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研究成果の概要（和文）：家族性認知症である FTDP-17の原因遺伝子はタウであり、タウ蛋白
の凝集・分解過程については不明な点が多い。タウ蛋白の分解過程の検討をおこなったところ、
puromycin sensitive amino peptidase (PSA) が優位にタウ蛋白分解を制御していることが示
唆された。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が、変異
型タウにおいてはリン酸化の亢進が認められた。さらに、Methionin aminopeptidaseを検討し
たところ、PSAの場合と同様にタウ蛋白の分解制御に関わっており、N末端からの分解が重要な
意義を持つことが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： Tau protein is hyperphosphorylated, ubiquitinated and 

accumulated in FTDP-17 brains, however mechanisms of the accumulation is still unclear. 
To understand the involvement of proteases in metabolisms of tau protein, some of protease 
inhibitors were employed in cultured cells. Pulse-chase experiments revealed proteolysis 
of tau protein was attenuated when treated with puromycin. And increased tau protein 
levels were also observed in cells treated with siRNA to puromycin-sensitive 
aminopeptidase (PSA) for inhibition of its expression. Those data suggest that PSA is 
a protease which regulates proteolysis of tau predominantly in cells. The protein 
metabolism of tau containing FTDP-17 mutations was also investigated employing 
pulse-chase experiments and attenuated proteolysis of tau was observed in the cells 
transfected with the mutant tau. Phosphorylation of tau at Thr231, Ser396 and Ser409 was 
increased in the cells transfected with V337M, R406W, and R406W mutant tau gene, 
respectively. These results suggest that attenuated proteolysis of FTDP-17 mutant tau 
might be explained by the increased phosphorylation levels resulting in resistance to 
proteolysis. Furthermore, in cells treated with fumagilin, an inhibitor to methionine 
aminopeptidase, tau protein with N-terminal methionine increased similar to 
puromicin-treated cells, suggesting that aminoterminal processing of tau protein is 
important for tau degradation. 
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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。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))も少なくは

なく、その対応への重要性は増大している。

家族性 FTD では、1998 年に 17 番染色体に存

在するタウ蛋白をコードする遺伝子変異に

よ り FTDP-17(Fronto-Temporal Dementia 

with Parkinsonism, linked to chromosome 

17)が引き起こされることが報告され、この

ことをきっかけとしてタウ蛋白が細胞内に

異常蓄積する疾患をタウオパチーと総称す

るようになった。そして、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。タウオ

パチーにおいて、タウ蛋白は高度なリン酸化

とその自己重合化（線維形成）が認められて

いるが、これらは神経変性における重要なス

テップと考えられている。 

蛋白分解に関する今までの知見を整理す

ると、タウ蛋白については、カルパイン、カ

テプシン、プロテオソーム、カスパーゼなど

の蛋白分解酵素（エンドプロテアーゼ）が in 

vitro でタウ蛋白を分解することが知られて

い る (Johnson GV, et al. BBRC 

163;1505-1511,1989, Kenessey A, et al. J 

Neurochem 69;2026-2038, David DC, et al. 

J Neurochem 83;176-185, 2002.)。また、最

近 の 報 告 か ら puromycin-sensitive 

aminopeptidase (PSA)（エクソプロテアーゼ）

もタウ蛋白の分解に重要であることが報告

されている (Karsten SL, et al. Neuron 

51:549-560,2006.)。個々の分解酵素ではな

く、経路としてはプロテオソーム経路、アー

トファジー/ライソソーム経路などが想定さ

れているが、分解経路の詳細は明らかではな

い。 

 

２．研究の目的 

タウ蛋白の分解過程に関する理解を得る

ために、遺伝子変異・リン酸化の影響、個々

の蛋白分解酵素の関与について検討をおこ

なうことにした。さまざまな分解酵素阻害剤

を添加して検討を加えるとともに、タ

FTDP-17 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った。

さらに、N 末端の分解が重要である可能性を

考慮して、検討を行うことにした。 

３．研究の方法 

変異タウ蛋白の作成 

野生型タウ（４リピート最長型 tau441）コ

ンストラクトをもとに、Quick Change Kit 

(Stratagen)をもちいた PCR 法によって、

V337M、R406Wの 2種類の FTDP-17変異を導入

した。 

遺伝子の細胞への導入 

COS-7細胞を 5% FCSを含む D-MEM (Gibco BRL)

にて培養し、Lipofectamine2000 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)を用いて、トランスフェ

クションを行なった。 

タウ分解過程の解析（ウエスタンブロット） 

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。 

タウ分解過程の解析（パルスチェイス法） 

SH-SY5Y細胞を[35S]methionineでラベルし、

24時間後および 48時間後、RIPAバッファー

（50mM Tris-HCl、 pH7.4、 150mM NaCl、1mM 

EDTA、 1mM EGTA、1% Triton X-100、1% Sodium 

deoxycholate、0.1% Sodium dodecylsulphate、

Protease inhibitor cocktail (Sigma) 

0.5μl/ml、10nM Okadaic acid）にて溶解し、

その lysatesを 4℃、40K x Gにて遠心した。

この supernatantを回収したのちに、抗タウ

蛋白モノクローナル抗体 Tau-5（(Calbiochem, 

San Diego, CA, USA) お よ び Protein 

G–Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, 

Sweden)をもちいた免疫沈降をおこない、ラ

ベルされたタウ蛋白を回収した。このサンプ

ルを用いて電気泳動を行い、オートラジオグ



ラフィーを行って、タウ蛋白の分解過程を検

討した。 

細胞内タウ蛋白リン酸化レベルの検討 

野生型および変異型タウを COS-7細胞に強

制発現させたものからライセートを抽出し、

抗タウ蛋白リン酸化特異抗体 (リン酸化

Thr231、リン酸化 Ser396、リン酸化 Ser409)

を用いたウエスタンブロットにより、タウ蛋

白のそれぞれのリン酸化の程度を検討した。 

タウ蛋白 N末端分解過程の解析 

タウ蛋白アミノ末端分解の解析のために、

タウ N 末端抗体を作成した。ペプチド

MAEPRQEFEVMEDC および AEPRQEFEVMEDHC（ア

ミノ酸 1 文字表記））を作成し、前者のペプ

チドに対する抗血清を得た。2 種類のペプチ

ドをレジンに結合させ、アフィニテカラムを

作成し、作成した抗血清を前者ペプチドの結

合したアフィニテカラムに結合・溶出させ、

さらに得られた抗体を後者ペプチドの結合

したアフィニテカラムに通して吸収させ、N

末端の methionine を含むタウのみに対する

特異的ペプチド抗体を作成した。 

蛋白のN末端の分解に関与するmethionine 

aminopeptidase を阻害する fumagilin を

SH-SY5Y 細胞培養する培地に添加し、上記の

抗体を用いたウエスタンブロットにてタウ

蛋白の N末端の分解を検討した。 

 

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、タウ蛋白の増加などの変化は認め

られなかった。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。 

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

画法によって検討したところ、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。 

さらに、methionine aminopeptidase を阻

害する fumagilinを SH-SY5Y細胞培養する培

地に添加し、タウ蛋白の N末端の分解を検討

したところ、fumagilin 添加によって N末端

mehionine 特異的抗タウ蛋白抗体によって染

色されるタウ蛋白のバンドおよび全タウ蛋

白のバンドは亢進した。 

タウ蛋白の分解過程については、カルパイ

ン、カテプシン、プロテアソーム、カスパー

ゼなどの蛋白分解酵素が in vitro でタウ蛋

白を分解することが知られていた。しかし、

培養細胞内では分解酵素系が様々なフィー

ドバック作用を行なっており、統一した見解

が得られていなかったが、PSA はタウ蛋白の

分解に影響を与えていることが示唆された。

さらに methionine aminopeptidaseを阻害す

る fumagilinを用いた検討からも、タウ蛋白

の N末端の分解がタウ蛋白全体の分解の制御

に関わっていることが示唆された。 

遺伝性認知症 FTDP-17の原因遺伝子と考え

られるタウ遺伝子の変異の影響をパルスチ

ェイス法のもとで検討したが、FTDP-17 変異

型タウの有意な分解遅延が認められた。この

分解遅延の原因を調べるために、プロテアー

ゼ耐性を惹起する可能性が知られているリ

ン酸化に関して検討をおこなったところ、

FTDP-17 変異型タウのリン酸化レベルに関し

ては、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。このことより、FTDP-17 変異型タウの

分解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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