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研究成果の概要（和文）：ヒト凍結脳組織から、質量分析（MS）解析に使用するためのタウタンパク質の精製手
法を確立した。さらに特殊なMS解析を用いて、健常者およびアルツハイマー病患者脳におけるタウタンパク質の
リン酸化状態を解析した。予測解析の結果から、181個のリン酸化アミノ酸配列を同定した。さらに同定された
ペプチド（アミノ酸を構成するより小さい単位）のリストについて、健常者とアルツハイマー病患者脳との間
で、各ペプチド毎にリン酸化状態の明確な差異を検出するに至った。

研究成果の概要（英文）：We have established a method for purifying tau protein from human frozen 
brain tissue for use in mass spectrometry (MS) analysis. In addition, a specific MS analysis was 
used to analyze the phosphorylation status of tau protein in the brains of healthy subjects and 
Alzheimer's disease patients. From the results of predictive analysis, 181 phosphorylated amino acid
 sequences were identified. For a list of further identified peptides (smaller units that make up 
amino acids), a clear difference in phosphorylation status was detected for each peptide between 
healthy subjects and the brains of Alzheimer's disease patients.

研究分野：神経科学

キーワード： Kii ALS/PDC　tau　phosphorylation　mass spectrometry　pluripotent stem cells

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題において、ヒト凍結脳からの効率的なタウタンパク質の抽出・純化方法、ならびにリン酸化部位解析
法を確立した。その方法を用いて、健常者とアルツハイマー病患者脳におけるタウタンパク質のリン酸化の違い
を、詳細にプロファイリングすることに成功した。
アルツハイマー病を代表としたタウタンパク質に異常を来す疾患は、患者数が非常に多く社会的に重要度の高い
疾患にも関わらず、根本的な治療法が存在しない。本研究結果は、タウ関連疾患の重要な病態産物であるリン酸
化タウタンパク質の疾患毎の形成機序や、リン酸化という現象をターゲットとした治療法への全く新しい側面の
アプローチを提供できる可能性を秘めている。

※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 

アルツハイマー病（AD）、筋萎縮性側索硬化症・パーキンソン・認知症複合（Kii ALS/PDC）、第
17 番染色体に連鎖しパーキンソニズムを伴う家族性前頭側頭型認知症（frontotemporal dementia 

and parkinsonism linked to chromosome 17: FTDP-17）といったタウオパチーでは、側頭葉内側面を
中心としたリン酸化タウタンパク質の蓄積を認めるが、タウのリン酸化の違いと疾患特異性の
関係は不明である。過去の報告では、AD におけるタウタンパク質のリン酸化状態には、健常者
との有意な違いが示されている 1)。さらに、 AD および進行性核上性麻痺患者由来タウの網羅的
リン酸化解析によって、健常者に比べ疾患由来のタウはそれぞれ特異的に高度なリン酸化を受
けていることが報告された 2)3)。しかし、本邦でのみ発症の確認される Kii ALS/PDC において、
タウタンパク質のリン酸化についての詳細な解析の報告はない。 

 

２．研究の目的 

アルツハイマー病や Kii ALS/PDC に特異的なタウタンパク質のリン酸化状態を調べるために、
健常者・患者凍結脳および iPS 細胞由来神経細胞からタウタンパク質を精製し、質量分析法によ
ってリン酸化レベルやリン酸化部位の網羅的解析を行う。また、「同一疾患でもタウタンパク質
のリン酸化状態が異なる」、「脳部位や細胞種特異的に促進されるタウタンパク質のリン酸化状
態が存在する」という仮説を立て、脳内の複数部位・複数細胞のリン酸化状態の検討も目指す。 

 

３．研究の方法 

ヒト脳組織から質量分析（MS）解析を行うためのタウタンパク質の精製手法を確立し、健常者
及び患者脳からタウタンパク質を精製しリン酸化状態を網羅的に解析する。ヒト凍結脳は、当施
設ならびに各試料提供施設の倫理委員会による承認を得た上で、三重大学大学院地域イノベー
ション学研究科紀伊難病研究センターより Kii ALS/PDC 患者剖検脳を、公益財団法人脳血管研
究所美原記念病院より健常者および孤発性 AD 患者剖検脳を入手し、先行論文を参考にタンパ
ク質の可溶性及び不溶性画分を調製する 4)5)。これらの調製画分から、抗タウ抗体を用いた免疫
沈降でタウタンパク質を精製した後、免疫沈降産物を UltrafleXtreme MALDITOF/TOF-MS（Bruker 

Daltonics, Billerica, MA, USA）を用いて MS 解析を行う 6)7)8)。タンパク質における 85 箇所のセリ
ン・スレオニン・チロシンのアミノ酸部位のリン酸化状態を、個々のサンプルで比較検討し、健
常人に比べ AD や Kii ALS/PDC でリン酸化の亢進が起きているエピトープを決定していく。 

慶應義塾大学医学部生理学教室では、健常者及び各疾患由来の全てのヒト iPS 細胞を揃えてお
り、ヒト脳組織でのリン酸化パターンと対比する意味で、AD、Kii ALS/PDC、FTDP-17、健常人
由来 iPS 細胞を用いる。iPS 細胞から大脳皮質ニューロンを分化誘導し、患者病態における早期
ステージの神経細胞サンプルを調製し、ヒト凍結脳のサンプルと同様に、精製したタウタンパク
質のリン酸化状態について MS を用いて解析する。その後、リン酸化部位の違いに起因する細胞
レベルでの分子病態機序を探索する。 

将来的には、配列特異的なキナーゼやリン酸化パスウェイを標的とした創薬に発展させていく。 

 

４．研究成果 

（１）ヒト凍結脳組織から MS

解析に使用するためのタウタ

ンパク質の精製手法を確立し

た。具体的には、健常者３例お

よびAD患者３例の前頭葉と側

頭葉、さらに Kii ALS/PDC 患者

21 例の前頭葉あるいは側頭葉

の凍結サンプルから超遠心法

およびグアニジン塩酸含有緩

衝液等を利用し、可溶性画分お

よび不溶性画分タンパク質を

抽出した。その後、カラムアフ

ィニティークロマトグラフィ

ーの原理を用いた免疫沈降

（IP）の系において、複数の抗

ヒトタウ抗体から最適な抗体

選定を行い（Anti-Tau Mouse monoclonal Ab (TAU-5) (Merck Millipore 社, abcam 社)、Anti-Tau Rabbit 

polyclonal Ab (H-150) (Santa Cruz Biotechnology 社)）、健常者、アルツハイマー病患者、および Kii 

ALS/PDC 患者凍結脳の可溶性および不溶性画分からタウタンパク質を特異的に抽出することに

成功した（図１）。 

図１ ヒト凍結脳におけるタウタンパク質精製（銀染色像） 
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（２）本研究期間において、健常者および AD 患者脳由来免疫沈降産物に対して、Nano-scale liquid 

chromatographic tandem mass spectrometry (nLC-MS/MS) 分析（Q-Exactive HFX)を実施、MS デー

タを Proteome Discoverer（PD）2.4（Thermo Fisher Scientific 社）と MASCOT2.6（MATRIX SCIENCE

社）で同定定量した。PhosphoRS（Protein Chemistry Facility）を用いて予測された結果から、181

個のリン酸化アミノ酸配列を同定した。さらに同定されたペプチドのリスト（4 種類：NCBI の

GI number; 530412235/ 530412233/ 8400715/ 42495386）について、Abundance Ratio: (AD 患者脳可

溶性画分) / (健常者脳可溶性画分)＝3.887/ 100/ 0.095/ 0.487、Abundance Ratio: (AD 患者脳不溶性

画分) / (健常者脳可溶性画分)＝0.01/ NA/ 0.052/ 1.871 と、健常者と AD 患者脳の間で、各ペプチ

ド毎にリン酸化の明確な差異を検出するに至った。このことは、取りも直さずアルツハイマー病

特異的なリン酸化状態の存在を示唆し、今後の展望として、今回の研究課題にて確立した手法を

用いて、Kii ALS/PDC 患者脳内でリン酸化の亢進が起きているタウタンパク質中のエピトープを

決定していく予定である。 

 

（３）MS 解析の結果から、不溶性画分試

料中の IgGの混入が想定以上に多かったた

め、透析による不溶性画分のグアニジン濃

度低減を試みた。もともと 0.4%グアニジン

溶液であったが、Slide-A-Lyzer™ Dialysis 

Cassette（Thermo Fisher Scientific 社）によ

りグアニジンを可能な限り（タンパク質は

析出しない範囲で）除去し、IP 時のグアニ

ジンの影響が逓減される様子が観察され

た（図２）。これによりタウタンパク質の純

度が向上し、MS 解析の精度が上昇するこ

とが期待される。 

 

（４）疾患特異的 iPS 細胞モデルについて

は、当研究室で保有する健常者ならびに

AD 患者（家族性および孤発性）由来 iPS 細

胞のほか、Kii ALS/PDC 患者由来 iPS 細胞

を 6 名の患者より樹立した（これらの細胞

株は、理化学研究所バイオリソース研究センター (RIKEN BRC)に寄託済みである。）。また、当

研究室で確立された大脳皮質ニューロンの分化誘導方法を用いて 9)、安定的に患者由来大脳皮質

ニューロンを供給できる体制まで整った。 

 

（５）Kii ALS/PDC 患者脳におけるトランスクリプトーム解析（Gene Ontology 解析）により、

mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascade の亢進状態が示唆され 10)、Kii ALS/PDC 脳におけ

るリン酸化状態の亢進が後成遺伝学的観点からも改めて示唆されることとなった。 
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