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研究要旨 

微小管結合タンパク質 (MAPs) にはタウタンパク質をはじめ多数が知られており、それぞれ微小管

の安定性や機能調節に寄与していると考えられている。このうち、タウは病理学的、遺伝学的にも認

知症と強い関連が認められるものの、他の MAPs については疾患との関わりを示唆する報告は無い。

本研究では、MAPs に特化したゲノムバリアント情報と認知症との関係を再検証し、新たに見出された

バリアントについて MAPs の機能解析を行い、その生理機能への影響についての解明を目指した。 

2020 年度の成果として新潟大学脳研究所が保有する J-ADNI のエクソームデータから選出した２

つの MAPs レアバリアントを有するリコンビナント MAP2 の高度精製を行い、機能および凝集への

影響について解析した。また、MAP2 機能欠損モデルとして MAP2-KO マウスの機能及び形態解析

を行った。 MAP2WT、tau-KO、MAP2-KO、double-KO マウス (n = 4) の脳幹より精製した total 
RNA をもとに RNA-seq 解析を行った。得られたデータベースについての主成分分析、および組織

病理学的検討から double-KO マウスの表現型についての解析を進めた。 
 

A.研究目的 

微小管結合タンパク質 (MAPs) にはタウタン

パク質、Microtubule associated protein2 (MAP2)、

MAP1B、MAP1A、MAP6 など多数知られており、そ

れぞれ微小管の安定性や機能調節に寄与してい

ると考えられている。このうち、タウタンパク質

はアルツハイマー病をはじめとする認知症の主

要病理を形成するとともに、家族性認知症 

(FTDP-17) の原因遺伝子としても知られている。

これに対し、タウ以外の MAPs については脳神経

疾患との明確な関わりを示唆する報告は無い。最

近の同志社大学神経病理学研究室における遺伝

子改変動物を用いた研究の成果として、これら 

MAPs 欠損でそれぞれ特徴的な表現型が確認され

ている。とくに MAP2 欠損 (MAP2-KO) マウス

の解析から、生体の機械的刺激受容にかかわる機

能に障害が起こることを見出している。これらの

結果は、これまで微小管への相補的な安定化とし

て信じられてきた一部 MAPs の分子機能に対し、

固有の生理機能が期待される事、個々の MAPs の

変異や SNP の加算が特定の疾患に対する責任遺

伝子となり得る可能性を意味している。 

本研究では MAPs に特化したゲノムバリアント

の解析と臨床症状との関係を再検証し、ヒト脳に

おける MAPs の個々、あるいは複合的な神経機能

への影響について検証するものである。はじめに 

2020 年度に同定した複数の MAP2 レアバリアン

トについて、MAP2 のタンパク質機能に対する影響

について検証した。さらに解析中の tau/MAP2 欠

損 (double-KO) マウスの表現型を説明すべくメ

カニズムの解明を目指した RNA-seq による発現

解析を行った。同時に行った組織学的解析ととも

にタウ欠損、および MAP2 欠損が神経機能に与え

る影響について検証した。 



本研究の成果は、神経機能を支える微小管およ

びその機能を調節するタンパク質群についての

臨床的意義を明確にするとともに、翻って認知症

にかかわるタウタンパク質の特異的な機能を明

らかとするものである。 

 

B.研究方法（倫理面への配慮を含む） 

新潟大学脳研究所遺伝子機能解析学分野にお

いて、これまでに解析した J-ADNI ゲノムサンプ

ルより得られたバリアント情報をもとに、同志社

大学にて変異型リコンビナント MAP2 を精製した。

2020 年度に達成した精製度では精密な機能解析

に至らないと判断したため、さらに精製度の向上

を目指し、逆相 HPLC での精製を行った。これに

より 95% 以上高純度のリコンビナント MAP2 の

精製に成功した。 

各種リコンビナント MAP2 について in vitro 

tubulin polymerization assay (Cytoskeleton 

Inc) を行った。既報に従い、精製チューブリン

と MAP2 を混和し、37°C で加温、経時的な微小

管の形成についてプローブの蛍光で解析した。さ

らに重合反応後の微小管について遠心分離し、

SDS-PAGE により定量した。 

精製リコンビナント MAP2 タンパク質につい

て、ヘパリンによる in vitro 凝集解析を行った。

規定濃度の各種 MAP2 に対し、Thioflavin-T お

よびヘパリンを添加し、37°C での経時的なタン

パク質凝集について評価した。168 時間のインキ

ュベーション後、１％ Sarkosyl 含有バッファー

で処理した後、遠心分離することにより凝集した

MAP2 について分画した。得られた不溶性画分に

ついて SDS-PAGE を行い、凝集 MAP2 について定

量した。 

MAP2-KO マウスで認められる聴覚障害の病理解

析を目的に蝸牛のホールマウント染色を試みた。

マウスを灌流固定し、蝸牛を含む側頭骨を採取し

た。後固定後、脱灰した後に実体顕微鏡下で蝸牛

から内有毛細胞、外有毛細胞を含む部位について

頂部、中部、基底部に分けて採取した。得られた

標本について、ホールマウント免疫染色を試みた。

また、出産直後の WT, tau-KO, MAP2-KO, double-KO 

マウスより脳幹ビブラトーム切片を作成し、抗 

c-fos 抗体、抗 oxytocin 抗体を用いた免疫染色

を行った。染色結果については共焦点顕微鏡で解

析し、ImageJ をもちいて定量化した。 

本研究は同志社大学動物実験委員会 (A21039

号) および同志社大学組換えＤＮＡ実験安全管

理委員会 (D21028号)の承認を得て行った。 

 

C.研究結果 

J-ADNI で集積された健常 147例、MCI 221例、

AD 140 例を対象に行った Whole exome sequence 

データをもとに、２つの注目すべき MAP2 遺伝子

のバリアント (X, Y) を同定した。それぞれの変

異アミノ酸部位およびこれまでに同志社大学で

おこなってきた MAP2 の生理機能に対するドメ

イン解析の結果から、これらの変異は MAP2 の神

経細胞内局在、あるいは微小管への機能に影響を

与える可能性が示唆された。 

 得られたバリアント X, Y の MAP2 機能への影

響について検証する目的で、リコンビナント 

MAP2 を精製し、チューブリン重合促進活性につ

いて検証した。その結果、バリアント X につい

ては野性型に比べて有意に微小管重合活性は低

下していた。これより、X を含む領域が微小管重

合促進に必須であること、このレアバリアントは 

MAP2 タンパク質に対して重大な機能障害を引き

起こすことが明らかとなった。 

 これまでの解析から Tau-KO では明確な発達

障害、形態学的異常はおこらないものの、様々な

表現型が報告されている。一方、同志社大学によ

る先行研究において、MAP2-KO マウスにおける特

徴的な聴覚障害が認められている。 ABR 解析の

結果からこの機能障害の責任病巣がコルチ器に

おける感覚受容の低下の可能性が疑われている。 

MAP2 欠損によるコルチ器発生障害の有無につい

て解析する目的で、蝸牛のホールマウント染色法

についての確立を試みた。現在、マウス蝸牛のホ

ールマウント標本の作製、および免疫組織染色の

ための条件検討を終えており、今後蝸牛各部位に

おける有毛細胞の形成、有毛細胞における MAP2 

の局在解析、感覚毛の形態解析を進める予定であ

る。 

Tau-KO と MAP2-KO の交配により産生された 

double-KO マウスは、目立った脳の形態形成異常

は認められなかったものの、雌マウスにおいて出

産後の育児行動に障害が認められた。はじめに

double-KO マウスの発現異常について解析する



目的で WT, tau-KO, MAP2-KO, double-KO より調

製した RNA をもちいた RNA-seq 解析を行った。

その結果、 double-KO マウスでは  tau-KO, 

MAP2-KO で認められた発現異常が加算的に起き

ていることが明らかとなった。さらに、double-KO 

マウスの行動障害についてオキシトシンの分泌

能の異常が想定されたため、周産期におけるオキ

シトシンの投与を行った。その結果、オキシトシ

ンの経鼻与党により double-KO マウスの育児行

動に有意な改善が認められた。さらに上記４系統

のマウスを対象にオキシトシン分泌神経細胞の

機能について免疫組織学的解析を行った。その結

果、MAP2-KO マウスでは c-fos で検出されるオ

シキトシン神経細胞の発火が低下すること、

tau-KO マウスではオキシトシン分泌能の低下に

起因すると思われる細胞体におけるオキシトシ

ンの滞留が認められた。さらに double-KO では

双方の異常が認められ、tau および MAP2 それぞ

れの欠損による表現型の加算が double-KO マウ

スにおけるオキシトシン分泌障害に繋がってい

る可能性を見出した。 

 

D.考察 

2021 年度成果として、実際に臨床 WES データ

の解析から見出したレアバリアントについてタ

ンパク質の機能解析を行い、機能低下に繋がる候

補を同定した。この成果はまさに発案当初目指し

ていた「エクソームデータからタンパク質の機能

異常同定に至るモデルケース」を体現したもので

あり、本研究戦略の今後の発展性を示すとともに、

本研究戦略についての概念実証に至ったと考え

ている。さらに、用いるデータベースを拡張する

ことで、新たなレアバリアントの同定と機能解析

が可能と考えている。また、tau-KO, MAP2-KO お

よびその交配による double-KO マウスについて

の解析から、少なくとも tau と MAP2 について

その表現型は独立したものであり、それぞれの表

現型は加算的に出現しうることを明らかとした。

Tau と MAP2 は脊椎動物の出現から遺伝子重複

により生じたパラログとされている。得られた結

果から、一般的に想定さされる直接的な機能相補

とは異なり、それぞれの遺伝子産物が独自に機能

するなかで、特定の生理機能に対して間接的に機

能補完している一例と考えている。 

E.結論 

データベースから同定した MAP2 レアバリアン

トの一部について、確かに機能障害にかかわるこ

とを明らかとした。また、tau および MAP2 欠損

の影響は独立したものであるにもかかわらず、両

事象が重なる場合新たな生理機能障害を呈する

可能性があることを見出した。 
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現在準備中。 
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