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研究成果の概要（和文）：ユビキチンリガーぜXIAPによるタウ蛋白ユビキチン化のリン酸化による影響を検討した。野
生型タウまたはΔMetタウをリン酸化し、XIAPのタウ蛋白への結合の影響をpulll-downアッセイを用いて行い、さらに
、in vitroにおけるユビキチン化へのリン酸化のを検討したが影響は認められえなかった。TDP-43はSer409およびSer4
10が病態脳においてリン酸化されているが、この部位の非リン酸化ペプチド、Ser409/Ser410リン酸化ペプチドを作成
してリン酸化ペプチドに対する結合物を検討したところ、35kDaおよび50kDaの特異的結合蛋白が抽出された。

研究成果の概要（英文）：The effects of phosphorylation on interaction of tau with ubiquitin conjyugating 
enzyme XIAP (X-linked Inhibitor to apoptosis protein) were analayzed. Wild typed tau and Met-deleted tau 
were prepared and pull-down assay was caried out using XIAP after phophorylation of both tau and both tau 
proteins were incubated with ubiquitination enzyme sources togather with XIAP, and the effects of 
phosphorylation on ubiquitinaation were evaluated. No signifivcant difference was observed between 
non-phosphorylated samples and phosphorylated ones. Then binding partner to phosphorylated TDP-43 was 
invesytigated employing phosphorylated and non-phosphorylated peptides coresponding to Ser409/Ser410 of 
TDP-43. Then specigfic binding proteins were purified.

研究分野：老年精神医学、認知症、神経化学
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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。神経変性

性認知症の中ではアルツハイマー病 

(Alzheimer disease : AD) に次いで前頭側頭

型認知症 (Frontotemporal 

dementia :FTD) も数は多く、その対応への

重要性は増大している。遺伝性FTDでは、

1998年に17番染色体に存在するタウ遺伝子

変異によりFTDP-17 

(Fronto-TemporalDementiawith 

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。 

しかし、FTDの中には変性神経細胞内にタ

ウ陰性ユビキチン陽性の封入体を有する症例

が存在し、その正体は長い間不明であったが、

実はFTD および筋萎縮性側索硬化症

(Amyotrophic lateral sclerosis:ALS) 患者脳

内に蓄積するユビキチン化蛋白質の主成分が

TDP-43であることが報告された(Neumann 

M, et al. Science. 314:130-133,2006.、Arai T, 

et al. BBRC.351:602-611,2006.)。さらに、遺

伝性ALS/FTD原因遺伝子としてもこの

TDP-43 (Sreedharan J,etal. Science 

319:1668- 1672, 2008)と、加えてFUS 

(Kwiatkowski TJ Jr, etal. Science 

323:1205-1208, 2009, Vance C, etal. Science 

323:1208-1211, 2009)の遺伝子変異も報告さ

れた。このTDP-43およびFUSはDNAおよび

RNAに結合し、スプライシング調節機能を有

することなどが知られ、何らかの機序で核酸

との結合性が病態形成に関与していることが

推測される。また、タウ蛋白とともにどちら

の蛋白も神経細胞内にリン酸化されユビキチ

ン化された状態で多量に蓄積するという点で

共通する。 
 
 
２．研究の目的 
前述の背景を総括すると、FTDにおける神

経変性過程には、リン酸化およびユビキチン

化される蛋白そのもの、ユビキチン化された

蛋白との結合・制御に関わる蛋白が病態に深

く関わっていると言える。そこで、今回我々

は、リン酸化タウの蓄積を防ぐためのプロテ

オソーム系分解に至る第一段階であるユビキ

チン化過程を検討し、またTDP-43蛋白蓄積の

プロセスを解明すべく、リン酸化TDP-43蛋白

と結合する因子を探索することにした。 

本研究第一の目的としてタウ蛋白の細胞内蓄積

を防ぐための分解のための第一段階のユビキ

チン化過程を検討し、リン酸化によってどの

ように影響を受けるか検討を加える。次に、

我々がリン酸化による14-3-3蛋白との結合性

の変化を見出したように、TDP-43に関しても

同様にリン酸化によって結合性の変化する蛋

白を見出す。リン酸化はシグナル伝達や神経

変性過程において何らかのシグナルになって

いる可能性が高く、今まで不明であった

TDP-43の重合や分解メカニズムに関して知

見を与えてくれる可能性が高いと考えられる。 
 
３．研究の方法 
タウ蛋白とユビキチンリガーゼ XIAPとの結

合親和性およびユビキチン化の検討 

タウ蛋白はリン酸化を受けると

HSP70/CHIP複合体と結合し、ユビキチン化

を受けることが報告されている。我々はタウ

蛋白のユビキチン化過程として、ユビキチン

リガーゼXIAPによる作用を見いだしてきた

が、タウ蛋白のリン酸化によってどのような

影響を受けるかは明らかではない。そこで、

タウ蛋白ユビキチン化のリン酸化による影響

を調べることにした。 

 



XIAPとタウ蛋白の結合にはタウ蛋白のN

末端が部分分解されているという蛋白修飾が

必要であることを我々は予備的実験から確認

していたので、Tag-free 組換え蛋白質精製シ

ステムProfinia システム eXact (BIO-RAD)

を用いて、リコンビナントの野生型タウと第

１Metの切断されたΔMet タウを精製し、ま

たXIAPの欠損変異体（XIAP1-351）コンスト

ラクトを作成し、精製した。野生型タウおよ

びΔMet タウとXIAPおよびXIAP1-351との

間の結合性をpull-downアッセイによって検

討した。また、XIAPおよびXIAP1-351のカス

パーゼ抑制機能を有するが、これに対する機

能抑制に関して検討を行った。SH-SY5Y細胞

にスタウロスポリンを添加し、アポトーシス

を誘導した状態の細胞ライセートを調整し、

これにXIAPのみ、XIAP1-351のみ、XIAPと

野生型タウまたはΔMet タウ、XIAP1-351と

野生型タウまたはΔMet タウを細胞ライセー

トに添加してカスパーゼ活性を測定した。 

次に、タウ蛋白はいくつかのキナーゼによ

ってリン酸化されるが、Protein Kinase A 

(PKA)または Glycogen Synthase Kinase-3 

(GSK-3)によって野生型タウまたは ΔMet タ

ウ白のリン酸化をおこない、XIAP のタウ蛋

白への結合の影響を pulll-down アッセイを

用いて行った。 

さらに、野生型タウおよびΔMet タウの

XIAPによるin vitroのユビキチン化を検討し

た。野生型タウおよびΔMet タウを、ユビキ

チン化酵素E1、E2 (UbcH5c)、E3(XIAP)、と

共にATP存在下37℃でインキュベートをおこ

ない、サンプルをウエスタンブロットするこ

とによって、高分子量のタウ蛋白を検出し、

ユビキチン化の検討をおこなった。同じシス

テムで、PKAまたはGSK-3 などであらかじ

めリン酸化したタウ蛋白を用い、リン酸化の

有無によるタウ蛋白のユビキチン化効率を比

較した。 
 

リン酸化TDP-43対する結合蛋白の探索 

タウ蛋白に対してはリン酸化Ser214 部位

に特異的に結合し、タウの重合を制御する 

14-3-3蛋白を我々は報告してきた。TDP-43 

もCK-1によりリン酸化されることが報告さ

れており、その部位はSer409 およびSer410 

である。リン酸化されてターゲットと結合す

る場合はコンセンサス配列を形成している場

合があり、タウ蛋白中のリン酸化Ser214 部

位はコンセンサス配列を形成して14-3-3蛋白

と結合している。TDP-43 の場合409 

S(p)-S(p)-G-W 412（S(p)はリン酸化Ser）と

いう配列は既知のリン酸化結合モチーフの中

に存在しないが、リン酸化Ser をAsp に置換

したものに相当するD-D-G-W という配列は

インテグリンリガンド中に見出され、インテ

グリンとの親和性が極めて高いことが報告さ

れている(Stefanidakis M, et al. J Biol. 

Chem. 278: 34674- 34864, 2003.)。そこで、

これらこのリン酸化部位に特異的に結合する

蛋白を検索することにした。蛋白リン酸化

TDP-43に関しては、3つのペプチド

（DSKSSGWGC）、（DSKDDGWGC）、

（DSKS(p)S(p)GWGC）を作成し、それぞれ

をアフィにティカラムに結合させて、結合す

る蛋白を溶出させ、結合蛋白を抽出する。特

に、非リン酸化ペプチド（DSKSSGWGC）

に親和性が低く、他の2 者に親和性の高い蛋

白を溶出し、電気泳動を行った。 
 
４．研究成果 
タウ蛋白とユビキチンリガーゼ XIAPとの結

合親和性およびユビキチン化の検討 

タウ蛋白の重合・分解過程は未解明の部分

が多いが、我々はタウ蛋白とタウ蛋白に対す

る結合蛋白との関係から研究を行ってきた。

まず、神経細胞内に豊富に存在する14-3-3蛋

白に注目し、14-3-3蛋白はタウ蛋白を自己重

合させることが可能であること、タウ蛋白と

14-3-3蛋白との結合親和性はSer214リン酸化

によって著しく亢進すること、しかしタウ蛋



白の自己重合はタウ蛋白のSer214リン酸化

によって阻害されることなどを報告してきた。

今回は、内因性アポトーシス抑性因子XIAPに

注目し、XIAP はタウ蛋白と結合すること、

タウ蛋白はXIAPのカスパーゼ抑制機能を低

下させること、タウ蛋白をユビキチン化する

ことを詳しく検証した。 

野生型タウおよびΔMet タウとXIAPおよ

びXIAP1-351との間の結合性を検討したとこ

ろ、ΔMet タウとXIAPおよびXIAP1-351との

間の結合性は確認されたが、野生型タウと

XIAPおよびXIAP1-351との間の結合性は認

められなかった。また、XIAPおよび

XIAP1-351のカスパーゼ抑制機能はΔMetタ

ウによって抑制されたが、野生型タウには認

められなかった。そして、タウのユビキチン

化に関しては、XIAPとΔMetタウとの組み合

わせにおいてのみ認められた。 

さらに、タウ蛋白のリン酸化とXIAPとの結

合性に関して検証をおこなった。タウ蛋白を

PKAおよびGSK-3によって充分リン酸化し、

非リン酸化タウ蛋白とリン酸化タウ蛋白をそ

れぞれXIAPとインキュベートしたのちに

pull-downアッセイを行ったところ、結合性に

おいてリン酸化による変化は認められなかっ

た。さらに、タウ蛋白のリン酸化とユビキチ

ン化の相互関係において検討した。タウ蛋白

を同様にリン酸化し、非リン酸化タウ蛋白と

リン酸化タウ蛋白をそれぞれユビキチン化酵

素E1、E2、XIAP，ATP，ユビキチンととも

にインキュベートして比較をしたところ、両

群のユビキチン化には大きな変化は認められ

ず、タウ蛋白のユビキチン化にはリン酸化は

影響を与えなかった。 

リン酸化TDP-43対する結合蛋白の探索 

 さらに、別の前頭側頭型認知症関連分子

としてTDP-43に関しても検討をおこなった。

TDP-43はSer409およびSer410が病態脳にお

いてリン酸化されているが、この部位のペプ

チドを作成し、非リン酸化ペプチド、

Ser409/Ser410リン酸化ペプチド、

Ser409/Ser410をAspに置換したペプチドを

作成し、これをアガロースに結合させて、神

経系培養細胞ホモジネートとインキュベート

し、結合物を抽出した。そして、非リン酸化

ペプチド付きアガロースには結合せずにリン

酸化ペプチド付きアガロースおよびAsp置換

ペプチド付きアがロースに特異的に結合する

35kDaおよび50kDaの蛋白を抽出した。 
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