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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患は、特定の神経系が侵され、神経細胞を中心に退行性変化を呈する疾患
群である。その原因は異常蛋白の蓄積にあり、正常には分解されずに凝集体を形成する。生体材料から異常蛋白
を検出できれば、新たな診断法となりえる。本研究では、異常蛋白増幅法を利用して神経変性疾患患者の生体材
料から疾患特異的な異常蛋白を検出することを目指した。シヌクレインQUIC法を用いて脳組織や髄液中のαシヌ
クレイン、TDP-43 QUIC法でTDP-43の検出に成功した。一方、3Rタウと4Rタウを鑑別検出する系の確立を試みた
が、成功していない。生体材料からの異常蛋白検出には実用化に向けてはさらなる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：Neurodegenerative diseases involve progressive neurodegeneration due to 
abnormal protein accumulation. This study explored diagnostic approaches by developing amplification
 techniques to detect disease-specific abnormal proteins in patient samples. Quantitative assays 
measuring pathological α-synuclein in brain/cerebrospinal fluid (synuclein QUIC) and abnormal 
TDP-43 (TDP-43 QUIC) were successfully established. In parallel, efforts focused on differentiating 
3R/4R tau isoforms, key in tauopathies, but discriminating them proved challenging despite using 
recombinant tau proteins and assessing amyloid formation. While promising for diagnosis, further 
optimization and validation are needed before clinical implementation of detecting abnormal protein 
conformers in biofluids. Reliably identifying disease-specific proteinopathies could complement 
symptom-based and imaging diagnostics.

研究分野： 神経変性疾患

キーワード： 神経変性疾患　QUIC　シヌクレイン　TDP-43　タウ蛋白
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の症状や画像所見に加え、異常蛋白を検出できればより早期の段階で神経変性疾患を診断できる。早期診断
により、症状の進行を遅らせたり、QOLを維持したりできる。又異常蛋白の種類や蓄積レベルを定量評価できれ
ば、個々の疾患の発症メカニズムや病態をより深く理解できる。これは新しい治療法の開発につながる。さら
に、異常蛋白をバイオマーカーとして用いれば、新薬の有効性評価が正確になり、有望な治療法の臨床開発が促
進される。生体材料からの検査は比較的侵襲が少なく簡便であり、検出法が実用化されれば広く普及する。この
ように異常蛋白検出技術の確立は神経変性疾患の診断・治療の向上に寄与し、その社会的意義は大きい。

※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 

 

神経変性疾患とは、それぞれ特有の領域の神経系統が侵され、神経細胞を中心とする様々な

退行性変化を呈する疾患群であり、その多くは神経変性疾患で蓄積するタンパク質が構造異常

をおこしている。通常はタンパク質が正しい立体構造をとる過程を折りたたみ（いわゆるフォ

ールディング）と呼ばれているが、神経変性疾患で異常な構造のタンパク質が原因となる一群

の疾患をコンフォメーション病と名づけられた。異常なタンパク質は不溶性となり，塊をつく

り，沈殿する。これは封入体形成タンパク質の性質そのものであり，神経変性疾患は代表的な

コンフォメーション病といえる。異常蛋白はタンパク分解酵素で分解されずにミスフォールド

タンパク質として凝集を形成する（図 1）。この凝集はアミロイドと呼ばれるが，凝集はランダ

ムではなく， 規則的にミスフォールドタンパク質が集合してアミロイド線維を形成する。典型

的にアミロイドβ（Aβ）ペプチドやプリオン蛋白でみられるように，ミスフォールドタンパク

質がβシート構造をとることがアミロイド線維形成の鍵である。神経変性疾患の原因であるア

ミロイド繊維を検出することが診断に有用であり、このアミロイド繊維の形成阻害やアミロイ

ド繊維の分解が治療につながる。すでにこの理論に基づきいろいろな診断法や治療法の開発が

試みられている。 

現在まで神経変性疾患の診断法は臨床症状と画像診断のみである。しかし髄液を含めた生体

材料から異常蛋白を検出する事が可能となれば第 3の神経変性疾患の診断法となりえる。 

 

２．研究の目的 

本研究課題は神経変性疾患患者の髄液を含んだ生体材料からの原因物質の検出を目的とす

る。パーキンソン病（PD）及びレビー小体型認知症（DLB）の原因であるα-シヌクレイン蛋白、

筋萎縮性側索硬化症やピック病の原因である TDP-43 蛋白、神経変性疾患の一部であるタウオ

パチーの原因であるタウ蛋白（3R タウと 4R タウ）の 4 つの蛋白検出の開発を主体とする。 

 

３．研究の方法 

本研究の方法で成功する上でキーポイントはリコビナント蛋白の精製と QUIC する条件（PH、

温度、NaCl 濃度）である。まずは 2 年間でリコビナント蛋白の精製法の確立に当てる。具体的

には、以下の 3つの方針に沿って進める。 

1. αシヌクレインを用いた異常シヌクレイン検出法の確立  

ヒトシヌクレイン遺伝子のクローニングを行い、大腸菌発現ベクターに組み入れる。次に大腸

菌での大量合成と蛋白精製を行う。種々の条件下でシヌクレイン蛋白の構造変換、アミロイド形

成を観察する。レビー小体存在下、非存在下でのアミロイド形成反応を比較し、異常シヌクレイ

ン検出系を完成する。申請者はすでにプリオン病を含む多様な認知症状を呈する神経疾患の髄

液検体を 5000 人分以上保管しており、本検査を当教室にて施行する。 

2. TDP-43を用いた異常型TDP-43検出法の確立 

ヒト TDP-43 遺伝子のクローニングを行い、大腸菌発現ベクターに組み入れる。大腸菌での大

量合成と蛋白精製を行う。又 TDP-43 患者脳を brain bank より入手し、超遠心法により異常型

TDP-43 の精製を行う。さらに種々の条件下で TDP-43 蛋白の構造変換、アミロイド形成を観察す



る。TDP-43 存在下・非存在下でのアミロイド形成反応を比較し、異常 TDP-43 検出系を完成する。 

3. タウ蛋白を用いた3Rタウ蛋白と4Rタウ蛋白の検出法の確立と鑑別 

ヒトタウ遺伝子のクローニングを行い、大腸菌発現ベクターに組み替えを行う。腸菌での大量

合成と蛋白精製を行う。精製したヒトタウ蛋白の構造を解析する。3R タウ検出用のリコンビナ

ント蛋白と 4R タウ検出用のリコンビナント蛋白は構造と蛋白発現が全く異なる。そのため 2種

類のタウ蛋白の精製が必要である。種々の条件下でタウ蛋白の構造変換、アミロイド形成を観察

する。タウ蛋白存在下、非存在下でのアミロイド形成反応を比較し、異常化した 3R タウ蛋白と

4R タウ蛋白検出系を完成する。 

 

４．研究成果 

シヌクレイン QUIC 法を利用し、脳組織におけるαシヌクレイン QUIC 法の定量法の確立を

行い、成功した。一方髄液についてもαシヌクレイン QUIC 法の定量法の確立を行い、成功し

た。 

又ヒト TDP-43 QUIC 法を利用し、TDP-43 プロテイノパシー脳組織における TDP-43 QUIC

法の定量法の確立を行い、成功した。一方髄液についても DP-43 QUIC 法の定量法の確立を行

い、成功した。 

一方タウ蛋白を用いた 3R タウ蛋白と 4R タウ蛋白の検出法の確立と鑑別する系の確立を行

った。ヒトタウ遺伝子のクローニングを行い、大腸菌発現ベクターに組み替えを行った。大

腸菌での大量合成と蛋白精製を行った。Rタウ検出用のリコンビナント蛋白と 4R タウ検出用

のリコンビナント蛋白は構造と蛋白発現が全く異なるため 2種類のタウ蛋白の精製が必要で

あった。タウ蛋白存在下、非存在下でのアミロイド形成反応を比較し、異常化した 3R タウ蛋

白と 4R タウ蛋白検出系を行った。しかしながらこの系の確立は極めて難しく確立には至らな

った。 

この研究により、αシヌクレイン、TDP-43、タウ蛋白など、様々な異常蛋白の高精度な検

出法が確立された。これらの検出法は、レビー小体型認知症、TDP-43 プロテイノパチー、タ

ウオパチーといった疾患の早期発見と適切な治療介入を可能にすると期待される。さらに、

疾患の発症から進行に至る分子メカニズムの解明にも役立ち、新規治療薬の効率的な探索を

促進するだろう。また、疾患モデル動物における病態評価や前臨床試験にも活用される。加

えて、複数の異常たんぱく質が関与する複合型認知症の正確な病態把握と、症状に応じた層

別化治療の実現にも道を拓くことができるはずである。 

今後の課題としては、検出系のさらなる高感度化、複数の異常たんぱく質を同時に定量す

る手法の確立、3R タウと 4R タウを識別する検出法の開発などが挙げられる。しかし、これ

らの着実な研究の進展により、認知症における革新的な診断法と治療法の確立に大きく貢献

できると強く期待される。 
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