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研究成果の概要（和文）：脳タンパク質老化に起因する神経変性疾患の治療法を開発する上で、神経細胞の変性
及び神経細胞死に至る機構の解明が直近の課題である。本研究では、タウR406W変異患者よりiPS細胞の樹立し、
神経細胞への分化誘導を行った。これらの細胞を用いて解析を行ったところ、タウR406W変異患者iPS細胞由来神
経細胞タウのリン酸化や局在異常、軸索変性などの異常を認めた。
また、治療法の臨床応用を目指す際には、よりヒトに近い霊長類における動物モデルが望まれる。そこで、変異
タウを発現するトランスジェニックマーモセットの作出を試みたが、個体作出には至らず、内在性遺伝子のゲノ
ム編集など異なるアプローチの必要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：For the potential development of novel therapeutic strategies for 
tauopathies, our group established a tauopathy model bearing tau mutations associated with 
frontotemporal dementia with parkinsonism-17 (FTDP-17) for investigating tau pathology and for usage
 in drug screening.
For this purpose, we generated iPSCs from 2 frontotemporal dementia patients of a Japanese pedigree 
bearing the tau R406W mutation. To examine the phenotypes in neurons, we developed efficient 
cortical neural differentiation methods for iPSCs using small molecules. In this neuronal culture, 
the mutant tau exhibited reduced phosphorylation levels and was increasingly fragmented by calpain. 
Furthermore, the mutant tau protein was mislocalized and the axons of the patient-derived neurons 
displayed morphological and functional abnormalities, which were rescued by microtubule 
stabilization. Collectively, our findings provide new mechanistic insight into tau pathology and a 
potential for therapeutic intervention.

研究分野： 神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
認知症を始めとする神経変性疾患は人口の高齢化に伴い増加の一途を辿っており、その克服は人類が直面してい
る最も重要な課題の１つと言える。本研究では、様々な神経変性疾患の原因となるタウタンパク質に着目し、こ
のタンパク質をコードする遺伝子の変異によって起こる家族性前頭側頭型認知症患者からiPS細胞を樹立し、神
経細胞へと分化させた。この神経細胞を健常なコントロールと比較することで、その病態の一端を明らかにし
た。本研究によって確立したモデルを用いることで、タウタンパク質を起因とする神経変性疾患の治療薬や発症
を抑える化合物のスクリーニングなど、創薬や新たな治療法の開発への発展が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
世界保健機関（WHO）の推計では、世界の認知症患者数はおよそ 3560 万人とされ、その治療
や介護を含めた社会コストは年間に約 60 兆円とされる。世界的な高齢化に伴い患者数は増加
し続けており、2050 年には１億人を突破すると予想されている。この認知症の克服は、人類が
直面している最も重要な課題の１つと言える。 
認知症を始めとする神経変性疾患の多くは、脳においてタンパク質が本来の生理機能を失い、
毒性を獲得した異常タンパク質によって引き起こされる。このような「脳タンパク質老化」に
起因する神経変性疾患の治療法を開発する上で、神経細胞の変性及び神経細胞死に至るメカニ
ズムを解明することが直近の課題である。 
これまで、神経変性疾患の病態解明及び治療開発を目的として、様々な疾患モデルマウスが作
出されてきた。これらのマウスは、重要な研究資源として広く用いられ、極めて多くの知見を
供給してきた。その一方で、マウスとヒトでは中枢神経系における種差があまりに大きく、ヒ
トの病態を充分に再現できないことも同時に明らかにされてきた。更に、マウスでは行動や認
知機能等の解析においても受ける制約が大きく、モデルとして充分とは言い難い。このことは、
高次脳機能が解析対象となる神経変性疾患研究における本質的な問題の１つである。 
 
２．研究の目的 
(1) 患者由来 iPS 細胞を用いたモデルは、分化を誘導することで、通常は得られない患者本人
の生きた神経細胞を in vitro において再現することが可能であるため、神経変性疾患の研究に
おいて極めて優れたツールであると言える。事実、我々の研究グループでは家族性パーキンソ
ン病やアルツハイマー病といった神経変性疾患患者の iPS 細胞を樹立、神経系へ分化させるこ
とでその病態を再現し、発症メカニズムの一端を明らかにしてきた。本研究では、認知症の一
つである家族性前頭側頭型認知症（FTDP-17）患者から iPS 細胞を樹立し、神経細胞へと分化
することでその病態発症機序を解明することを試みる。 
(2) 治療法の臨床応用を目指す際には、よりヒトに近い霊長類における動物モデルが望まれる。
我々は、小型の霊長類であるマーモセットにおいて、独自の遺伝子改変技術を開発した。この
技術を駆使し、変異型タウを過剰発現するトランスジェニックマーモセットを開発し、タウオ
パチーを発症するモデルマーモセットの作出を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究ではタウタンパク質をコードする MAPT 遺伝子に R406W 変異を持つ FTDP-17 患
者からの iPS 細胞樹立を試みた。この変異は FTDP-17 の中でも、アルツハイマー病に極めて
近い病態及び症状を示す特異な変異である。倫理審査委員会による承認を受けた上で患者血液
を入手し、iPS 細胞の樹立を行った。具体的には、T 細胞を増幅し、エレクトロポレーション
法によりリプログラミング因子を含むエピソーマルベクターを導入した。導入後、フィーダー
細胞上に播種し、出現した iPS 細胞様コロニーを増幅し実験に用いた。また、コントロールと
して、CRISPR-Cas9 によるゲノム編集により、変異部位を野生型に修復した isogenic コント
ロール株を樹立した。更に、野生型アリルに変異を導入することでホモ型変異株の樹立を行っ
た。 
これらの細胞を、脳オルガノイドへと分化させ、得られた神経細胞を用いその表現型の解析を
行った。具体的には、ウェスタン解析によりバンドパターンの変化及びリン酸化抗体を用いた
リン酸化パターンの変化について解析を行った。また、ハイコンテンツイメージアナライザー
を用い、タウタンパク質の局在変化と軸索変性の定量評価を行った。加えて、軸索におけるミ
トコンドリア輸送について、ライブイメージングにより解析を行った。 
(2) 我々の研究グループは、マーモセットにおける発生工学技術の開発に取り組み、レンチウ
イルスベクターを初期胚に感染させる方法で世界初のトランスジェニック霊長類の作出に成功
した。この技術を駆使し、本研究では変異型タウを過剰発現するトランスジェニックマーモセ
ットを開発し、タウオパチーを発症するモデルマーモセットの作出を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究により、MAPT 遺伝子 R406W 変異 iPS 細胞の樹立に成功した。加えて、isogenic コ
ントロール細胞及びホモ型変異株を作出した。更に、脳オルガノイドを経由する神経細胞の分
化系を確立した。この手法を用いることで、純度の高い神経細胞を効率的に得ることが可能に
なった。 
得られた R406W 変異神経細胞においては、リン酸化状態の有意な低下が認められることが、ウ
ェスタン解析により明らかになった。特に、T181, S404 及び S409 のリン酸化部位における低
下が認められた。加えて、変異型の神経細胞においては低分子量の領域に断片化したタウのバ
ンドが有意に増加することが明らかになった。各種のタンパク分解酵素の阻害剤を用いた解析
から、これらの断片はカルパインによって切断された断片であることが明らかになった。 
また、免疫染色による画像解析から、本来軸索に局在するタウタンパク質が、細胞体及び樹状
突起へと移行していることが明らかになり、局在異常が起こっていると考えられた。 
加えて、粒状に変性した軸索が有意に増加しており、軸索変性が起こっていると考えられる。



この表現型は微小管の安定化剤であるEpothilone Dを投与することでレスキューされることか
ら、R406W による微小管不安定化に起因するものと考えられた。更に、Mito-Tracker を用いた
ライブイメージングによりミトコンドリアの輸送において、逆行性輸送が有意に増加し、軸索
上のミトコンドリアが減少していることが明らかになった。この表現型も Epothilone D を接種
することで改善することから、微小管の不安定化によるものと考えられた。 
本研究成果から、MAPT 遺伝子 R406W 変異による神経細胞の病態発症に至るメカニズムの一
端を解明したといえ、タウタンパク質を標的とした創薬研究へとつながることが期待される。 
 
(2) 変異型タウの過剰発現による胎生期での毒性を避ける為、当初、本研究ではドキシサイク
リン誘導性に変異型タウを発現する構築とし、胎生期の発現を薬剤により抑制、生後の任意の
時期からトランスジーンを発現させることを計画した。マーモセット初期胚へ感染させた後、
変異型タウと 2A配列で繋げた Kusabira Orange（KO）の蛍光発現を外来遺伝子導入の指標とし
たが、このレンチウイルス系では蛍光が確認された初期胚は得られなかった。したがって、発
現調節の様式を変更し、変異型タウを恒常的に発現するレンチウイルスベクターを再構築した。
このレンチウイルスを産生し、マーモセット初期胚への感染を行ったところ、KOの蛍光を示す
外来遺伝子の導入のみられた初期胚が複数得られた。これらの胚を仮親となるマーモセットの
子宮に移植したものの産仔は得られず、過剰発現による毒性が示唆された。そこで、CRISPR-Cas9
を用いたゲノム編集により内在性 MAPT 遺伝子へ変異の導入を行うことで、内在レベルの変異型
タウ発現によるモデル作成を検討した。ガイド RNA 及びドナーベクターを複数設計し、培養細
胞での検証により有効な組み合わせを見出したものの、個体作出には至らなかった。 
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