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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

  本研究チーム全体では、アミロイドカスケード仮説に基づいたアルツハイマー病の発症機序

の理解と治療戦略として、４つの研究テーマ（１、基質特異的 A産生抑制剤の開発；２、ヒト剖検

脳を用いたγセクレターゼ活性の変化の検討；３、病因アミロイド分子の検証；４、微小管変性を

初期病変としたタウオパチー神経変性経路の解明）で研究に取組んできた。 

 基質特異的 A産生抑制剤の開発では、抗 A療法の基盤的研究として、副作用の少ない基質

特異的なγセクレターゼ活性阻害に取組んだ。A産生の直接の基質である C99 のアミノ末端に

特異的に結合するペプチド（C99 結合ペプチド）を創製し、C99 のγ切断を特異的に抑制するこ

とができた。また、C99 結合ペプチドは APP のβ切断も基質特異的に抑制することがわかり、創

薬の標的としての C99 アミノ末端の有効性を示すことができた。一方で、学術的な成果として、γ

セクレターゼが基質のアミノ末端を捕捉し、細胞外ドメインの短い基質ほど効率良く切断されるこ

とが分かった。 

 ヒト剖検脳を用いたγセクレターゼ活性の変化の検討では、孤発性アルツハイマー病患者剖検

脳から脂質ラフトγセクレターゼを分離し、γセクレターゼ modulator の効果を検討したところ、健

常者由来の脂質ラフトγセクレターゼの場合と比較して、γセクレターゼ modulator の効果が限

定的であることがわかった。この結果は、γセクレターゼ modulator が治療薬として効果が小さい

可能性を暗示している。また、この脳内のγセクレターゼ活性の変化は、A蓄積初期（AD 発症

以前）から起きていることがわかった。 

 アミロイド・オリゴマーに関する総合研究については、種々のモデルマウス作製に成功し

た。まず大阪変異発現マウスでの脳画像所見では、［11Ｃ］標識した PiB をリガンドとしたアミロイド

PET を使用して検討した結果、変異を有する患者脳画像と同じ結果であった。従来の老人斑を

含む混合型モデルよりも、より単純なモデルとして､今後の活用が望まれる。 

 次に、オリゴマーAβである異常 Aβ種の下流に位置すると想定されているタウ病態像を解析

するために、エクソン 10 周辺のイントロン 9、エクソン 10 とイントロン 10 の約 6kb のヒトミニゲノム

構造ｗｐ導入した結果、エクソン10を含むタウアイソフォーム（4R型）と含まないタウアイソフォーム

（3R 型）を発現することを観察した。このマウスは、FTDP-17（Frontotemporal dementia with 

parkinsonism linked with chromosome 17）として知られている前頭側頭葉型認知症モデルとして

の意義もある。異常 Aβ種とタウの病態間相互作用の解析をするために、このマウスと大阪変異

マウスの交配実験が現在進行中であり、予備的な結果で、病態間相互作用を捉えることができた

ので、現在論文作成を目指して精査しているところである。大阪市立大学研究グループによって

構築されたモデルマウスは、同志社大学研究グループによって利用され、同志社大学で開発さ

れた治療薬ペプチドの有効性を検証される計画である。 

 微小管変性を初期病変としたタウオパチー神経変性経路の解明では、チューブリンとタウ発現

比の異常がタウオパチーを惹起するとの仮説に基づいて研究を進めた。チューブリンの発現量コ

ントロールによるタウオパチーの発症抑制の可能性について線虫モデルを用いて検証したが、チ

ューブリン又はチューブリンフラグメントと蛍光タンパク質とのキメラタンパク質などをもちいても生

体内での充分な発現がみられず、充分な検証は出来なかった。また、線虫モデルを用いて、タウ

神経毒性領域の同定をおこなった。タウフラグメントを発現するモデル線虫を作成し、行動障害を

指標に解析した結果、タウの C-末端側に神経機能障害を引き起こす責任配列がある事を見出

した。さらにタウのパラログである MAP2 について検証した。MAP2 の C-末端はタウと極めて

相同性が高く同様な神経障害を引き起こす可能性が考えられるものの、神経変性疾患との関係

は解析されてこなかった。タウと同様にモデル線虫を作成し、その神経障害について検証した結

果、タウと同様に、C-末端側のフラグメントを発現することで神経障害が認められた。アルツハイ

マー病脳における NFT をはじめとするタウ封入体での MAP2 の共存の可能性について、新た

にタウに交叉しない MAP2 C-末端認識抗体を作成し、検討した。その結果組織学的解析、生化

学的解析においても MAP2 がタウと共に不溶性凝集体を形成するという証拠は得られなかった。

ヘパリンによる in vitro 重合系での解析の結果、MAP2 はタウと僅か３残基のアミノ酸配列の違
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いによって重合しないことを確認した。したがって、MAP2 にも神経障害性があるものの、その重

合性に違いによりタウは蓄積、MAP2 は消失すると考えている。これらの結果からアルツハイマー

病などの神経変性はこれまでの認識と異なり、様々な神経骨格タンパク質による変性によっても

たらされている可能性が考えられた。次に、これらタウ関連タンパク質の病理学変化について正

確に捉える手法を検討し、タウ、MAP2 その他骨格タンパク質、神経マーカーについて正確な局

在を決定出来る手法を開発した。今後、疾患モデルマウス、剖検脳への応用を予定している。 

 

（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１． γセクレターゼの基質認識機構の解明 

概要： γセクレターゼの基質認識機構の解明に取組み、この酵素が基質のアミノ末端を捕

捉して切断することを明らかにした。また、細胞外領域の短い基質ほどγセクレターゼとの相

互作用が高まり、結果的にγセクレターゼによる切断を受けやすいことがわかった。本研究に

より、γセクレターゼに基質選択性が存在することがはじめて明らかになった（Nat. Commun. 

2013）。 

 

２． γモヂュレーターの AD 脳への効果 

概要： 孤発性アルツハイマー病患者剖検脳から脂質ラフトγセクレターゼを分離し、γモヂ

ュレーターの効果を検討した。その結果、健常者のそれと比較して、γセクレターゼmodulator

の効果が限定的であることがわかった。これは、γモヂュレーターが治療薬として効果が小さ

いことを示唆している。また、この脳内のγセクレターゼ活性の軽度認知障害の時期から起き

ていることがわかった（Neurobiol. Aging 2013）。 

 

３． 大阪変異をもつモデルマウスを作製した。 

概要： アルツハイマー病の病因解析のための生体モデルとして、とくにオリゴマーAβである

異常 Aβ種の成因機構の解析では、唯一のモデルと言える。アルツハイマー病モデルとして

純粋型モデルとしての位置づけがあり、創薬スクリーニングの対象としての意義がある。デザイ

ンおよび諸性質の観点からも新規性がある。 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１． C99 結合ペプチドによる基質特異的β/γセクレターゼ阻害方法の確立 

概要：A産生の直接の基質である C99 のアミノ末端に特異的に結合するペプチド（C99 結合

ペプチド）を創製し、基質特異的なγセクレターゼ活性阻害を実現した。また、C99 結合ペプ

チドは APP のβ切断も基質特異的に抑制した。本研究では、酵素ではなく、基質を創薬の標

的にすることで、γセクレターゼやβセクレターゼの活性阻害について特異性を高められるこ

とを実証した（PCT/JP2013/50663；Nat. Commun. 2013）。 

 

２． ヒトゲノム型タウマウスの作製 

概要：イントロン内変異を持つマウスと持たないマウスについては、生理的遺伝子発現であり、

産生されるタウタンパク質もすべてアミノ酸置換がない野生型配列となって居る。つまり、本モ

デルマウスは、一般認知症のモデルとしての位置づけがあり、本マウスを使用してスクリーニン

グした薬剤は、ヒトへの高い応用能力が期待できる。 

 

３． 大阪変異をもつノックインマウスモデルの作製 

概要：この KI マウスは、ヒト型配列ではなく、マウス配列に大阪変異を導入したものであり、今

後の異常 Aβ種をターゲットとする治療薬のスクリーニングに貴重な研究資材となると考えら

れます。マウス配列を持つために、産生されるマウス Aβは、アミノ酸配列が異なるが、その特

殊な配列がマウス同種分子間相互作用の解析に有利であり、そこで同定された対象分子のヒ

ト相当分子の基礎研究に有意義である。 
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§２ 研究実施体制 
（１）研究チームの体制について 

 

①「同志社大学（特殊ペプチド評価）」グループ  

研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

井原 康夫 同志社大学生命医科学部 教授 H21.10～ 

舟本 聡 同上 准教授 H21.10～ 

石原 聖子 同上 研究補助員 H21.10～ 

延原 美香 同上 研究補助員 H21.10～ 

 

研究項目 

・ βCTF アミノ末端結合特殊ペプチドの Aβ産生抑制の評価とβCTF 以外のγセクレターゼ基

質の調整 

・ β切断阻害評価のためのβセクレターゼ活性測定系の構築 

・ βセクレターゼ切断機構に着目した特殊ペプチドによる Aβ産生抑制の検討 

・ 膜画分を利用した特殊ペプチドによる Aβ産生抑制の検討 

・ 特殊ペプチドの膜透過性の向上 

・ 生細胞を利用した特殊ペプチドによる Aβ産生抑制の検討 

・ 特殊ペプチドの膜透過性・安定性の向上 

・ モデルマウスへの特殊ペプチド投与と Aβ産生抑制の検討 

・ 特殊ペプチドによる基質—酵素相互作用干渉の検証（ 

 

②「ペプチドリーム（特殊ペプチド創製）」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

佐々木 享 ペプチドリーム株式会社 主任研究員 H21.10～H23.3 

 

研究項目 
・ βCTF アミノ末端結合特殊ペプチドの創製 

・ 特殊ペプチドの膜透過性の向上 

・ 特殊ペプチドの膜透過性・安定性の向上 

 
③「同志社大学ヒト脳組織評価」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

井原 康夫 同志社大学生命医科学部 教授 H21.10～ 

角田 伸人 同上 特別任用研究員 H24.4～H25.8 

 

研究項目 

・ Aβ蓄積量が異なる剖検脳における-secretase の評価 

・ ε2*3, 3*3, 3*4 患者脳における-secretase 活性の評価 

 

④「大阪市立大学」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

森 啓 大阪市立大学大学院・医学

研究科 

教授 H21.10～ 
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富山 貴美 同上 准教授 H21.10～ 

梅田 知宙 同上 助教 H21.10～ 

北島 えりか 同上 D3～D4 H21.10～H23.3 

山本 圭一 同上 D3～D4 H21.10～H23.3 

藤田 有紀 同上 Ｄ1～D2 H21.10～H23.3 

山下 優希 同上 M1～M2 H21.10～H23.3 

小山 惇 同上 M1～M2 H23.4～H25.3 

前川 智美 同上 M1～M2 H23.4～H26.3 

野村 幸子 同上 研究員 H22.10～ 

細谷 暁子 同上 研究補助員 H21.10～H23.3 

坂間 直美 同上 研究補助員 H23.4～ 

藤田 玲奈 同上 研究補助員 H23.4～ 

 

研究項目 

・ 全体の総括及び病因アミロイドオリゴマーの設計・製作 

・ モデルマウスの製作・管理・評価 

・ アミロイドオリゴマーに関する評価 

・ モデルマウス評価のためのデーター収集及び解析 

・ アミロイドオリゴマーに関するデーター収集及び解析 

・ 異常タウ相互作用に関するデーター収集及び解析 

・ 病因アミロイドオリゴマーの解析 

・ タウモデルマウスを使用した生化学実験 

・ モデルマウスの管理及び整理 

 

⑤「同志社大タウ仮説検証」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

井原 康夫 同志社大学生命医科学部 教授 H21.10～ 

宮坂 知宏 同上 助教 H21.10～ 

謝 策 同上 研究員 H22.4～ 

吉村 智美 同上 研究補助員 H21.10～H22.3 

新崎 由紀 同上 研究補助員 H21.10～ 

 

研究項目 

・ 微小管変性を初期病変としたタウオパチー神経変性経路の解明 

・ タウ神経毒性領域の同定 

・ 抗タウオパチーペプチドスクリーニング 

・ タウオパチー脳を用いた神経細胞骨格変性課程の検証 

 
（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

「同志社大学（特殊ペプチド評価）」グループ： 

スモールスケールのペプチド合成については同志社大学生命医科学部の西川喜代孝教

授のグループに、動物実験については理化学研究所の西道隆臣チームリーダーのグル

ープの協力を得た。 
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§３ 研究実施内容及び成果  
 

３．１ 基質特異的 A産生抑制剤の開発（同志社大学 特殊ペプチド評価グループ） 

（１）研究実施内容及び成果 

先行研究によって C99 のアミノ末端を特異抗体で捕捉すると、C99 のγセクレターゼによる切断

が阻害することがわかっていた。本研究では、抗体に替わる化合物を創製し（ペプチドリーム特殊

ペプチド創製グループ担当）、基質特異的な A産生抑制の実現を検討した。A1-28 に結合す

るペプチド（23 アミノ酸）を得て、組換え C99 基質と CHAPSO 可溶化 CHO 膜フラクション（以下、

γセクレターゼフラクション）からなるγセクレターゼ活性評価系に添加して、A産生抑制能を検

討した。その結果、MSIRVCDCYCHGDLCFCYSCINS（#1）、MDTVICDCYCDNYVCFCYSCSHV

（＃２）、MHLVICDCYCTTDICYCYSCTPN（＃４）の３種類のペプチドが、顕著な A産生抑制を

示した（図１）。最も抑制能の高い＃４ペプチドについて、他の基質への結合を検討したところ、

C99 への結合と比較すると、C83 や Notch への結合は極端に低かった。このことから、＃４ペプチ

ドは C99 の１−１６領域に結合すると考えられた。また、ビアコアによって、＃４ペプチドの C99 へ

の解離定数を求めたところ、2.6 M あるのに対して、Notch への解離定数は測定できないほど低

かった。＃４ペプチドについて、C99, C83, Notch のγセクレターゼによる切断抑制能を検討した

ところ、濃度依存的に C99 切断を阻害するが、C83,と Notch 切断に干渉することはなかった（図２

Ｂ）。 

 
図１ C99 結合ペプチド 

得られた C99 結合ペプチド配列（Ａ）。In vitro γセクレターゼ活性評価系における、C99 結合ペプチドによる

A産生抑制（Ｂ）。 

 

 
図２ C99 結合ペプチドによる基質特異的切断抑制 

C99 結合ペプチド＃１と＃４は C99 とγセクレターゼの相互作用を抑制するが、Notch とγセクレターゼの相

互作用には影響を与えない（Ａ）。＃４ペプチドは濃度依存的に C99 の切断を抑制する（Ｂ）。 

 

 一方、C99 のアミノ末端は APP のβ切断部位に位置する。したがって、＃４ペプチドは C99 の１

−１６領域に結合すると考えられたので、APP のβ切断も抑制する可能性が考えられた。これを検

証するために、in vitro βセクレターゼ活性評価系を確立し、APP とシアル酸転移酵素（St6gal）
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の切断抑制能を検討した。その結果、＃４ペプチドは濃度依存的な APPβ切断抑制を示したが、

St6gal 切断には影響を与えなかった（図３）。このことから、今回得られたペプチドはγ切断のみ

ならず、APP のβ切断も抑制できると考えられる。 

 
図３ C99 結合ペプチドによる APP 特異的β切断抑制 

C99 結合ペプチド＃１、＃２、＃４は、St6gal の切断には影響を与えないが、APPβ切断を抑制した。 

 

 得られたペプチドについて、培養細胞レベルでの基質特異的 A産生抑制について検討した。

APP, Notch, St6gal を過剰発現する CHO 細胞を確立し、＃１、＃２、＃４のペプチド存在下で二

日間培養し、これらの分子切断を検討した（図４Ａ）。一方、対照として上記ペプチドの逆配列をも

つペプチドも調製して同様に検討した。その結果、順配列のペプチド存在下で培養した細胞で

は、sAPP, C99, Aの産生が顕著に低下していたが、sAPP産生や Notch 切断、St6gal 切断に

は一切影響がなかった（図４Ａ）。これらの結果は、得られたペプチドが細胞レベルにおいても基

質特異的な A産生抑制能を発揮していることを示した。また、逆配列をもつペプチド存在下で培

養した場合では、A産生や Notch 切断等には影響を示さなかったので、ペプチドによる阻害効

果はペプチドの配列特異的であることがわかった。 

 A産生抑制能が高い＃４ペプチドについて、in vivo での A産生抑制能について検討した。野

生型マウスに＃４ペプチドを３日間腹腔投与（150 mg/kg/day）し、４日後を脳を摘出し大脳皮質

を可溶化し、抗 A抗体 4G8 で全 Aを免疫沈降により回収した。抗マウス A抗体を用いたウエス

タンブロットにより、A量を検討したところ、投与群において有意な A量の低下がみられた（図４

Ｂ）。一方、腹腔投与したペプチドの脳への到達を検討するために、FITC 標識した＃４ペプチド

を同様にマウスに投与し、脳内のペプチド分布を調べた。その結果、個々の神経細胞への明確

なペプチドの取り込みは確認できなかったが、非常にわずかであるが脳全体でFITC由来の蛍光

を確認した。A免疫療法では、投与した 0.1％の抗体が血液脳関門を突破して、脳内に入る報

告があることから、抗体よりも低分子のペプチドもある頻度で脳内に到達し、結果的に A量を減

少させたと考えられる。 
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図４ C99 結合ペプチドによる A産生抑制 

C99 結合ペプチド＃１と＃４を細胞に添加すると濃度依存的に A産生を抑制したが、Notch 切断（NICD 産

生）には影響を与えなかった（Ａ）。＃４ペプチドを野生型マウス腹腔に投与すると脳内 A量が減少した（Ｂ）。 

 

 今回得られたペプチドの切断阻害への作用機序を検討するために、γセクレターゼの基質認

識機構について検討した。その結果、γセクレターゼは基質のアミノ末端を認識していることがわ

かった。これを確認するために、＃１ペプチドや＃４ペプチド存在下で、C99 とγセクレターゼの

相互作用への影響を調べた。その結果、これらのペプチド存在下では C99 とγセクレターゼの相

互作用が低下するが、Notch とγセクレターゼの相互作用は影響を受けないこともわかった（図２

Ａ）。このことがら、今回得られたペプチドは C99 のアミノ末端に結合することで、γセクレターゼと

の相互作用を抑制し、結果的にγセクレターゼによる切断を抑制しているといえる（図５）。 

 

 
図５ γセクレターゼの基質認識モデルと C99 結合ペプチド抑制モデル 

 

 従来の抗 A療法では、酵素を創薬の標的としていたが、本研究が提案するように基質を標的

とすることで、基質特異性を高めることができ、副作用の少ない抗 A療法を実現することができる

と考えられる。 

 

３．２ 基質特異的 A産生抑制剤の開発（ペプチドリーム 特殊ペプチド創製グループ） 
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(1)研究実施内容及び成果 

 A1-28 に結合するペプチドを得るために、23 アミノ酸骨格をもつランダムライブラリーの構築を

行った。この方法はランダムなcDNAを無細胞系で転写・翻訳を行う。通常、翻訳後にはmRNAと

タンパク質が互いに遊離してしまうが、この方法ではピューロマイシンを含むリンカーをもちいるこ

とで、翻訳後でも mRNA とタンパク質が結合したままである。つまり、タンパク質は常に自身の遺

伝情報を保持している状態にある。こうして A1-28 への結合を試み、洗浄後に残ったタンパク質

-mRNA を逆転写し、タンパク質-mRNA-cDNA 複合体を得て、PCR により増幅することで、結合し

たタンパク質の遺伝情報を増幅させる。その後、転写、翻訳、結合のサイクルを数回繰り返すこと

で、最終的に A1-28 に結合性の高いペプチド配列を得ることができる。こうして得られたペプチ

ド に つ い て 、 同 志 社 大 学  特 殊 ペ プ チ ド 評 価 グ ル ー プ が 評 価 す る こ と で 、

MSIRVCDCYCHGDLCFCYSCINS （ #1 ） 、 MDTVICDCYCDNYVCFCYSCSHV （ ＃ ２ ） 、

MHLVICDCYCTTDICYCYSCTPN（＃４）の３種類のペプチドを得ることができた（図１）。 

 

３．３ ヒト剖検脳を用いたγセクレターゼ活性の変化の検討（同志社大ヒト脳組織評価グルー

プ） 

(1)研究実施内容及び成果 

孤発性アルツハイマー病患者剖検脳から脂質ラフトγセクレターゼを分離し、γセクレターゼ

modulator の効果を検討したところ、健常者由来の脂質ラフトγセクレターゼの場合と比較して、

γセクレターゼ modulator の効果が限定的であることがわかった。この結果は、γセクレターゼ

modulator が治療薬として効果が小さい可能性を暗示している。また、この脳内のγセクレターゼ

活性の変化は、A蓄積初期（AD 発症以前）から起きていることがわかった。 

 

 
図６ 脳から抽出したラフトγセクレターゼのγモヂュレーターの効果の比較 

健常者ではγモヂュレーターにより A38/A42 値が増加している（Ａ）。AD 患者では A38/A42 値の増加

が著しくない（Ｂ）。 

 

３．４ アミロイド・オリゴマーの総合的研究（大阪市立大学 アミロイド・オリゴマーグループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

 本研究では、これらの研究知見を背景に、大阪変異発現マウスを作製し、認知症モデルとして

の基準を満たしていることを確認した（図７）。さらに、この異常 Aβ種であるオリゴマーAβが細胞

外に分泌放出され難い結果、細胞名での異常蓄積が生じることを明らかにした。つまり、病因異

常 Aβ種の作用機作が細胞外に加えて細胞内作用を指摘できたと考えている。さらに、［11Ｃ］標

識した PiB をリガンドとしたアミロイド PET では、通常の老人斑モデル動物では陽性シグナルであ
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るが、大阪変異マウスでは陰性シグナルであった。このアミロイド PET 陰性は、大阪変異を持つ

患者でも同様の結果であることを観察している（図７）。つまり、認知症症状に老人斑は、必須で

はないことが結論できたわけである。この大阪変異マウスは、アルツハイマー病上流に位置する

病態の再現をしている点で、従来の老人斑を含む混合型モデルよりも、より単純で有ることがわ

かる。たとえば、生活習慣病のリスクである糖尿病、脂質異常症、高血圧がアルツハイマー病発

症頻度に影響することが報告されているが、このマウスに高脂質を含む食餌を投与すると病態が

進行することを確認している。 

 

 
図７ 家族性認知症における APP E693∆変異の同定 

 

 異常 Aβ種の検出は、世界中で渇望されている最重要課題である。従来の報告によると、Aβ

ダイマー、１２量体、さらなる高分子量体であるが、いずれもアミロイド状線維を形成していないこ

とが条件として求められている。現在、大阪市立大学研究グループでは Aβダイマーおよび１２

量体を検出することができているが、再現性が低く、実験結果を制御する因子が特定できていな

い。 

 次に、オリゴマーAβである異常 Aβ種の下流に位置すると想定されているタウ病態像への影

響について検討するプロジェクトを立ち上げた。従来のタウモデルマウスと異なる新規性を打ち

出す為に、タウタンパク質のアミノ酸変異をもたないモデルマウスを作製した。エクソン 10 周辺の

イントロン 9、エクソン 10 とイントロン 10 の約 6kb のヒトミニゲノム構造により、エクソン 10 を含むタ

ウアイソフォーム（4R 型）と含まないタウアイソフォーム（3R 型）を発現することを観察した。このモ

デルマウスは、3R/（3R+4R）比が 1から0.5になる生理的月齢変化を再現できたことから転写機構

の正常性が確認される。イントロン 10 内の＋16（C→T）変異を導入したマウスも同時に作製した

が 、 こ の マ ウ ス は 、 FTDP-17 （ Frontotemporal dementia with parkinsonism linked with 

chromosome 17）として知られている前頭側頭葉型認知症モデルとしての意義もある。これら 2 種

類のゲノム型モデルマウスでは、イントロン変異があると月齢依存性に異常リン酸化が出現し、神

経原線維変化形成も免疫電子顕微鏡学的手法にて確認した。さらに、シナプス異常を免疫染色

と電気生理学的手法による LTP 異常で家訓している。もっとも基本的な調査として水迷路による

空間認知機能の異常だけ神経脱落も見いだすことが出来た。異常 Aβ種とタウの病態間相互作

用の解析をするために、このマウスと大阪変異マウスの交配実験が現在進行中であり、予備的な

結果で、病態間相互作用を捉えることができたので、現在論文作成を目指して精査しているとこ

ろである。大阪市立大学研究グループによって構築されたモデルマウスは、同志社大学研究グ

ループによって利用され、同志社大学で開発された治療薬ペプチドの有効性を検証される計画

である。 

３．５ 抗タウ治療戦略の検討（同志社大学 タウ仮説検証グループ）  
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(1)研究実施内容及び成果 

 タウ研究については「微小管変性を初期病変としたタウオパチー神経変性経路の解明」という

課題のもと、チューブリンとタウ発現比の異常がタウオパチーを惹起するとの仮説に基づいて研

究を進めた。研究計画当初、タウオパチー変性神経細胞ではタウの蓄積と共に微小管（チューブ

リン）の消失が起きている事、マウス等のモデル生物においてタウの過剰発現により神経機能障

害が惹起される事が知られていた。さらに我々の先行研究により、タウの過剰発現のみならずチ

ューブリンの発現抑制でもタウによる神経障害が惹起される事を見出していた。本研究では、モ

デル生物として線虫を用い、タウとチューブリン発現比の適切なコントロールによる神経障害の制

御に挑んだ。タウ発現線虫にチューブリンまたはチューブリン C-末端配列と蛍光タンパク質との

キメラタンパク質などの線虫神経細胞への過剰発現を試みた。しかし、いかなるコンストラクトであ

ってもターゲットとした配列の過剰発現系が確立されなかった。チューブリンはその発現量が極め

て厳密にコントロールされている。チューブリンフラグメントであっても生体での発現コントロール

システムが健常である場合は、その発現費の自在なコントロールさらにはタウオパチー制御とい

った目的の検証までは至らなかった。現実的には、タウオパチー変性神経細胞ではこの発現に

大きな変動が起きている事から、変性期の神経細胞ではかなり壮大な細胞骨格系の崩壊が起き

ていると予想された。同時に薬物による微小管安定化の試みも行った。Trimethylamine N-Oxide 

(TMAO) は高リン酸化されたタウとチューブリンの会合を促進し、タウの微小管安定可能を増大

させる作用がある（図８）。この化合物の効果を検証した結果、タウオパチーモデル線虫の行動障

害を改善した。これより、微小管の安定化はタウオパチー症状の軽減に有効であると考えてい

る。 

 

 
図８ タウ発現線虫への TMAO の効果 

TMAO は化学的分子シャペロンとして知られている（Ａ）。TMAO 添加（Ｂ）。TMAO はタウ線虫の行動異常を

改善した（Ｃ）。 

 

 次にタウの神経毒性領域の同定を試みた（図９）。タウの分子構造は大きく N-末端側の 

proline rich 領域を含む部分と C-末端側の微小管結合領域からなる部分からなる。これまでの

知見で、タウの重合についてはその C-末端領域がかかわっている事、多くのタウ遺伝子変異が

やはり C-末端領域に集中している事が知られている。しかし、実際の神経機能障害に関係する

領域については諸説あり、これまで決定的ではなかった。本研究ではモデル生物として線虫をも

ちいて、タウの神経機能障害責任領域の同定を試みた。線虫の全神経細胞に発現をもたらす 

unc-119 プロモータの下流に各種コンストラクトを組み込み、安定発現線虫を得た。行動解析、

神経形態学的解析の結果、全長タウと同様にタウ C-末端側のフラグメントを発現することで協調

運動障害、形態異常などの神経障害が認められた。一方、タウ N-末端側フラグメントを発現させ
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た線虫では異常は認められなかった。これより、タウの神経毒性の責任領域は C-末端側にある

と結論付けた。 

 

 
図９ タウ毒性領域の検討 

全長タウ、N 末端、C 末端の断片をそれぞれ線虫の全神経細胞に発現した（Ａ）。各線虫に発現するタウタン

パク質量を比較した（Ｂ）。タウ C 末端発現線虫では協調運動障害（Unc）が観察された（Ｃ）。 

 

 同定されたタウの神経毒性を引き起こす C-末端側のアミノ酸配列と極めて高い配列が、タウの

パラログである MAP2 に存在する。MAP2 はタウと構造上高い類似性を持つ微小管結合タンパ

ク質であり、タウと同様に微小管の安定化に寄与するとされている。しかし、これまでにアルツハイ

マー病をはじめとするタウオパチー脳において明確な関与は認められず、解析対象ともされてこ

なかった。タウと同様に線虫の全神経細胞に全長 MAP2 発現させた結果、タウと同様の神経変

性を呈した（図１０）。また、そのフラグメントの発現により、その責任配列も C-末端側であるとの

結論を得た。以上より、タウと同様に MAP2 の C-末端側にも神経障害性がある事を見出した。 
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図１０ MAP2 毒性領域の検討 

MAP2 の C 末端領域はタウのそれと極めて相同性が高い（Ａ）。全長 MAP2、N 末端、C 末端の断片をそれぞれ

線虫の全神経細胞に発現した（Ｂ）。MAP2 全長、MAP2 C 末端発現線虫では協調運動障害（Unc）が観察され

た（ＣとＤ）。 

 

 次にタウと MAP2 の病理学的封入体形成機構の違いについて検討した（図１１）。これまで 

MAP2 の神経原線維変化 (NFT) をはじめとするタウ封入体への MAP2 局在については諸説

あったが、その原因は用いる抗体の特異性によるものと考えた。タウと MAP2 の相同性から両者

を組織学上完全識別出来る抗体が少なく、MAP2 の特に C-末端側の神経原線維変化への局

在は不明であった。本研究では、はじめに MAP2 とタウの僅かな配列の違いを利用し、タウには

交叉しない抗 MAP2-C 末抗体を作成した。この抗体を用いてアルツハイマー病脳切片を染色し

た結果、NFT への MAP2 の局在は検出出来なかった。同様の結果は生化学的解析において

も確認され、神経原線維変化への MAP2 の共存は認められないと結論付けた。 
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図１１ 脳における MAP2 

Normal control３例、AD３例の脳サルコシル不溶性画分のウエスタンブロット（Ａ）。AD 海馬 NFT の抗タウ

（PHF-1）と抗 MAP2 抗体による二重染色（Ｂ）。抗 MAP2 抗体では NFT は染色されない。 

 

 タウと MAP2 は同様の神経障害性を有し、相同性も高いにもかかわらず、封入体形成への寄

与は全く異なる。この理由として、両タンパク質の重合活性の違いを想定し、in vitro の線維形成

実験を行った。タウ、MAP2c、さらにはそれらの改変体のリコンビナントタンパク質を作成、精製し、

ヘパリンによる重合、線維形成を調べた（図１２）。タウはこれまでの報告の通り、ヘパリンの添加

により重合、不要化し、線維を形成した。一方、MAP2 はヘパリン添加後僅かにチオフラビンT値

の上昇が見られるものの、タウのような重合は起こらなかった。この MAP2 の特性はタウと MAP2 

のキメラタンパク質においても保存されており、MAP2 C-末端の特殊な性質である事が分かった。

さらにこの性質の差異を産む要因として、微小管結合領域中の配列の違いに注目した。その結

果、この重合、線維化に関するタウと MAP2 の性質の違いは、僅か３アミノ酸残基の違いで決定

していることを明らかとした。以上より、MAP2 とタウは同様の神経障害活性を有するにも拘らず、

その僅かなアミノ酸配列の相違によりタウは変性神経細胞内で重合、線維化し封入体を形成す

るのに対し、MAP2 は重合せず消失してゆくと考えている。今後、病理像としての痕跡を残さない 

MAP2 の神経変性への関与についてより詳細な解析が必要と考えている。 
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図１２ 精製タウ、精製 MAP2 による線維形成 

チオフラビン T 蛍光値の時間変化（Ａ）。タウは時間と共にチオフラビン蛍光値（線維形成）が進むのに対して、

MAP2 はほとんど線維形成しない。168 時間インキュベーション後のサルコシル可溶性、不溶性タンパク質

（Ｂ）。 

 

 以上これまでの病理学的知見、および本研究によるモデル線虫を用いた解析から、アルツハイ

マー病における神経変性は単にタウの蓄積が起こる神経細胞死でなく、広く神経細骨格系の異

常であると推察された。このような視点における患者脳由来組織を用いた病理解析例はなく、詳

細な解析が必須であると考えた。しかし現在の病理解析における問題は、異常に蓄積したタウは

容易に検出出来るのに対し、正常なタウがほとんど検出されない事であった。これにより、タウの

正常局在から異常蓄積蓄積への局在解析、あるいは MAP2, チューブリンなど他の関連タンパ

ク質の挙動と組み合わせた組織解析は困難であった。我々はビブラトーム切片と独自で作成した

抗体、新たに導入した共焦点顕微鏡の組み合わせにより、正常タウの高感度な解析を可能にし、



 

 - １６ - 

神経細胞の微細構造であるシナプス、スパインレベルでのタウの局在を可視化した（図１３）。さら

にヒト型タウとマウスタウをそれぞれ特異的に検出する抗体を作成し、タウトランスジェニックマウス

の脳について解析した。その結果、神経障害が起こるよりも遥かに早期から外来性ヒト変異型タウ

は内在性マウスタウとは異なる局在を呈している事を確認した。さらにタウノックインマウスなど多

彩なモデル系を駆使し、タウの局在決定機構、およびタウオパチー神経障害機構の解明につな

げて行く予定である。また、マウスを用いた解析で、タウオパチーに関係する多くの骨格タンパク

質について同手法で高感度に解析が可能である事を確認しており、早急に疾患脳を用いた解析

に応用してゆく予定である。 

 
図１３ 内在性タウの可視化 

小脳分子層におけるカルビンジン抗体、タウ、VGLUT の三重染色（Ａ）。拡大像（Ｂ）。タウはスパインにはなく、

スパイン間にドット状に染色される。 
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マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

基質特異的 A産生抑制剤の開発について： 

平成 25 年 10 月 9 日 共同通信（アルツハイマー抑える物質開発 同志社大、治療に期待） 

平成 25 年 10 月 9 日 時事通信（副作用少ない治療薬へ全身＝ｱﾙﾂﾊｲﾏｰ病で新技術ー同志

社大） 

平成 25 年 10 月 10 日 日本経済新聞（アルツハイマー原因物質抑える 同志社大が開発） 

平成 25 年 10 月 10 日 徳島新聞（アルツハイマー抑える物質開発 同志社大、治療に期

待） 

平成 25 年 10 月 10 日 北海道新聞（アルツハイマー抑える物質開発 同志社大、治療に

期待） 

平成 25 年 10 月 10 日 佐賀新聞（アルツハイマー抑える物質開発 同志社大、治療に期

待） 

平成 25 年 10 月 10 日 朝日新聞（アルツハイマー抑える物質） 

平成 25 年 10 月 10 日 産経新聞（アルツハイマー抑制物質開発 同大、治療への応用期待） 

平成25年10月10日 毎日新聞（ｱﾙﾂﾊｲﾏｰ治療に光 同大ﾁｰﾑ副作用減らし原因物質抑制） 

平成 25 年 10 月 10 日 京都新聞（アルツハイマー病 原因物質だけ抑制） 

平成 25 年 10 月 12 日 NHK 京都放送局ニュース 

［プレスリリース概要］ 

 アルツハイマー病原因物質アミロイドβの産生機序を解明し、それに基づいた副作用の少

ない新しい治療・予防戦略を確立した。 

 

アミロイド・オリゴマーに関する総合研究について： 

新聞報道： 

平成 22 年 4 月  8 日 朝日新聞（朝刊） 

平成 22 年 4 月  8 日 読売新聞（朝刊） 

平成 22 年 4 月  8 日 日本経済新聞（朝刊） 

平成 22 年 4 月  8 日 日経産業新聞（朝刊） 

平成 22 年 4 月 13 日 毎日新聞（夕刊） 

平成 22 年 4 月 16 日 神戸新聞(朝刊) 

［プレスリリース概要］ 

アルツハイマー病モデルとして数種類のマウスモデルが開発されてきた。今回、本研究で、ア

ルツハイマー病病因カスケードの回目ばかりではなく、治療ターゲットとしてのモデルとしての

価値あるモデル動物を開発することができた。 

 

(６)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 

同志社大学（特殊ペプチド評価）グループ：JST「A-STEP」事業に採択され、現在実施中 課

題名「ペプチドアプタマーを用いた基質特異的 A産生抑制方法の開発」（H25） 

 

②社会還元的な展開活動 

仏国パリで開催されたアルツハイマー病国際会議（ＡＡ－ＩＣＡＤ）での基調講演に招聘され、

本研究成果の一部を発表し、今後の治療戦略についての慎重な検討を提言した。 
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§５ 研究期間中の活動 
 

主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

平成 22 年 12

月 14 日 

科学技術振興シンポジ

ウム 

大阪市立大

学医学部セ

ミナー室 

30 人 タウ研究における新潮流 

平成 23 年 8

月 11 日 

新規モデル動物に関す

るセミナー 

大阪市立大

学医学部セ

ミナー室 

30 人 病因アミロイド蛋白分子に関

する新知見 
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§６ 最後に 
 

 基質特異的 A産生抑制剤の開発において、ほぼ当初の計画通りに研究を遂行することができ、

期待通りの研究成果をあげることができた。さらに阻害効果の機序の解明も進むなど、アルツハイ

マー病の予防・治療へ向けた新技術を創出することができたと考えている。今後は、一刻も早く

新規の抗アミロイド療法の実現に励みたい。CREST 支援中では、予期せぬ光学機器の故障があ

り、研究の進展に不安があったが、加速資金等の支援もあり、無事研究を遂行できた。 

 また、Aβオリゴマーに関する研究では、安定的な Aβオリゴマー、特に Aβ*56 に相当する分

子量をもつ Aβ分子種をアルツハイマー病凍結脳組織から抽出する研究は未だ成功していない。

合成ペプチドについては、やや問題が少ないようであるが、この課題をクリアされていない現状は、

そのままアルツハイマー病新薬開発の展望が開けないことと関係すると考えているが、その重要

性は不変であり引き続き挑戦していきたい。 

 本研究ではタウや MAP2 等の微小管結合タンパク質が引き起こす障害について取組んできた

が、一方で、正常なタウの可視化に挑戦するなど、タウ生物学の新しい展開にも取組んだ。今後、

これを進めることで、正常タウと異常タウの理解が進み、神経変性疾患について新しい知見を加

えることができると考えている。 

 

 

 

 


