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研究成果の概要（和文）：　申請者は、アルツハイマーのバイオマーカとして知られるタウタンパク質を迅速で低コス
トに検出する方法について研究を行った。
　まず、キネシン・微小管の移動機構を土台としたタウタンパク質を検出する４チャネル集積マイクロチップを開発し
た。これにより、異なる濃度のタウタンパク質の同時検出が可能となった。また、このマイクロチップを用いて、異性
体タウタンパク質も検出できることを示した。さらに、微量濃度の変性タウタンパク質の検出のために新しいプロトコ
ルを開発した。本研究で開発した手法は、感度のさらなる向上、最適化ののちに、クリニカルサンプルを用いた試験に
も適用できると考える。

研究成果の概要（英文）：This study shows that development novel tau detection method in an on-chip 
format. The proposed detection system is based on kinesin-coated bead motion along immobilized MTs. 
Chemically stabilized MTs (without tau) are used as the rail for kinesin motion. Kinesin molecules work 
collectively to move a bead along MTs. Kinesin molecule encountering a tau protein on the MT surface 
stops/detaches. Motion continues when another kinesin molecule starts moving. Such “switching” 
decreases bead velocity. Results could be achieved with the chip in a time and cost efficient way due to 
parallel processing. Moreover, a demonstration of an additional pre-incubation technique was introduced, 
which can solve the existing issues on detecting mutated tau. This novel technique can be used to amplify 
the sensitivity reaching the physiological levels. After necessary optimizations, clinical samples should 
be used to test the performance for demonstrating the diagnostic capabilities.

研究分野： バイオMEMS

キーワード： Protein detection　On-chip detection　Tau protein　Microtubules　Kinesin
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1. 研究開発当初の背景 

 高齢化社会への移行と共に、アルツハイマー

疾患や認知症に対する効果的な治療法の開発

が望まれている。かつて、アルツハイマー疾患の

治療の多くは、脳に不可逆的な収縮が起きてし

まった後に、記憶テストなどの精神的退化を観

察する方法などに限られていた。近年では、生

体内イメージングと検出技術の発展により、顕著

かつ信頼性の高い、タウタンパク質のようなアル

ツハイマー疾患のバイオマーカーの存在が明ら

かになっている。リン酸化タウタンパク質は、神

経原繊維変化を生じさせ、神経伝達の機能障

害を引き起こす。それゆえ、変性タウタンパク質

の検出は、早期アルツハイマー疾患の治療にお

いて重要である。多くの患者に迅速な対応・治

療をほどこすために、低コストかつ迅速な検出方

法が望まれる。 

 

2. 研究の目的 

 本研究では、生体の神経内にも存在する、微

小管-キネシンモータタンパク質のシステムを土

台とし、低コストで迅速なタウタンパク質の検出

方法を提案する。キネシンには、観察のために

ポリスチレンビーズを付加し、基板上に化学的

に固定した微小管の上を、移動するキネシンの

挙動を、ビーズを観察することにより検出する。

健常な状態では、微小管表面にはタウタンパク

質が付着しており、結果的にキネシンの移動の

障害物となる。そのため、キネシンの動きが停止

したり、キネシンが微小管から離れる場合もある

が、ビーズに付加した他のキネシン分子が微小

管と反応し、移動を始める。このようなスイッチン

グ動作により、一定距離におけるビーズの移動

速度は、低下する（図 1）。 

 

3. 研究の方法 

 研究代表者はこれまで、フローセルを用いたタ

ウタンパク質の検出方法について研究を行って

きた [1]。フローセルとは、カバーガラス 2 枚の

間にスペーサーを挟んだ、バイオ実験における

簡便なテスト方法で、カバーガラスの隙間に試

料を導入して実験に用いる。タウタンパク質異性

体を使った濃度影響の評価により、仮説は検証

できたが、フローセルの実験系では、複数の実

験条件を同時に試すことができないなどの限界

がある。 

 

図 1: ビーズ付加キネシンの微小管上の移動に

おいて、タウタンパク質が与える影響。一定距離

を移動する場合、キネシンの平均移動速度は低

下する。 

 

そこで本研究では、１つのマイクロチップ内で並

行して複数条件を試験する方法を実施する。ま

た、マイクロチップを土台とした実験系は、小型

かつ低コストで作製可能でり、将来の医療診断

へ応用できる可能性を持つ。 

 マイクロチップには、幅 400µm の４本のチャネ

ルを集積し、同時に異なる 4 つの条件を評価す

できるものとした。チャネルのアウトレット側にシリ

コーンチューブを接続し、吸引により送液する。

試料の調整は以下の通りである。あらかじめタウ

タンパク質と微小管を混合し、30 分間 6rpm の条

件で振とうしながら 30℃一定環境で培養する。

また、不活性化したキネシン 30µg/mL をチャネ

ル内に導入し、10 分間培養する。表面に不活性

化キネシンが固定されたチャネルに、培養したタ

ウタンパク質/微小管混合溶液を導入し、チャネ

ル内に固定する。固定されなかった余剰な微小

管を洗浄したのち、ポリスチレンビーズを付加し

たキネシンをチャネル内に導入する。ここに、



 

 

1mM の ATP 溶液を加えて、キネシンの移動を開

始させる。４チャネル内の計測のためには、駆動

をプログラムした電動ステージを利用した。ビー

ズの移動量（距離と移動時間）を統計的に解析

した。 

 

4. 研究成果 

 4 チャネル集積マイクロチップを用いて、タウタ

ンパク質濃度がキネシンの移動に与える影響を

評価した。タウタンパク質が低濃度の場合、タウ

を含まないコントロール実験と比較して、移動速

度の減少（低下）量は小さい結果となった。チャ

ネル内の微小管の配置密度が高いと、結果的

にタウタンパク質が高濃度となり、この場合、コン

トロール実験と比較した速度減少量は、より大き

いものとなった（図 2）。 

 

 

図 2: ビーズ付加キネシンの微小管上の移動に

おけるタウタンパク質の影響。ビーズの平均速

度を算出することにより求めた。タウタンパク質

濃度は、0.4nM-0.4µM の範囲である。（ANOBA

試験： p<0.001）高濃度タウタンパク質の場合は、

タウが微小管に付加する量が多く、キネシンの

移動を阻害する確率が増加する。その結果、高

濃度タウタンパク質の場合は、キネシンの移動

速度が低下する。 

 

 また、フローセルの実験系を用いて、タウ異性

体の検出を行った（図 3）。その結果、(1) 微小

管に対して、高濃度にタウタンパク質が付加した

場合は付加量が少ない場合よりも、キネシンの

移動速度は低下した。(2) プロジェクションドメイ

ン（タウがキネシンと相互作用する部分）の短い

タウタンパク質の場合、長いものと比較して、移

動速度は低下した。 

 

図 3: タウタンパク質異性体の種類（タウタンパク

質とキネシンの相互作用に関わる）によるキネシ

ンの移動速度。プロジェクションドメインの短いタ

ウほど速度が遅い（2N4R, 1N4R, 0N4R の 3 点、

2N3R, 1N3R, 0N3R の 3 点をそれぞれ比較した

結果．N の前の数字が大きいほどプロジェクショ

ンドメインが長い）。 

 

 

図 4: タウタンパク質異性体の種類（タウタンパク

質と微小管の相互作用に関する）によるキネシ

ンの移動速度。青： 3R異性体, 赤: 4R異性体。



 

 

タウと微小管の相互作用に関わる構造部分につ

いて、4R 異性体の方が 3R 異性体よりも長い。4R

異性体は、より微小管に強固に付加し、キネシ

ンの移動を阻害すると考えられる。一方で、タウ

タンパク質が持つ電気特性(電気的に負に帯電)

は、タウと微小管の相互作用に寄与しており、こ

れがキネシンの移動に影響する。 

 

 さらに、変性タウタンパク質を検出する方法とし

て新しいプロトコルを考案した。変性タウタンパク

質は、もともと微小管に付加しにくい性質を持っ

ているために、検出は困難である。そこで、あら

かじめ健常タウタンパク質と変性タウを混合して、

6 rmp の振とうを加えながら 37℃において 8 時間

培養し、これを試験試料とした。タウタンパク質

は、プリオンと類似した特徴を持つことが報告さ

れているため、混合溶液中の変性タウは、健常

タウに影響を与え、全体の健常タウの濃度を下

げる。混合溶液の変性タウ濃度は、もとの変性タ

ウ濃度と相関を有する。図 5 は、健常タウ濃度を

一定にして、濃度の異なる変性タウを加えた試

料を測定した実験結果である。変性タウタンパク

質の濃度ごとに、顕著な差が表れている。 

 

図 5: あらかじめ培養する手法を用いた実験、変

性タウタンパク質濃度と移動速度の関係。事前

に培養することにより、検出不可能であった変性

タウタンパク質を検出した。 

 

 本研究では、これまで用いていたフローセルに

よるタウタンパク質の検出を、小型かつ汎用性の

高いマイクロチップに集積し、複数試料を同時

に測定することが可能となった。これは測定時間

の短縮にも寄与する。さらに、初期のマイクロチ

ップを用いた手法では測定不可能であった変性

タウタンパク質の検出について、試料をチップに

導入する前に培養する手順を加えることで、検

出が可能となった。さらに感度を向上させること

ができれば、生理学的レベルの研究に応用でき

ると考える。また、最適化により、脳脊髄液など

のクリニカルサンプルを試験できる可能性もあ

る。 
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