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研究成果の概要（和文）：狂牛病やクロイツフェルト・ヤコブ病は、プリオンタンパク質の正常型から異常型へ
の構造変換が原因と考えられている。我々は過去にプリオンタンパク質の構造変換を抑制する能力(抗プリオン
活性)を有するRNAアプタマーとプリオンタンパク質の結合様式を決定している。この結合様式を基に新規アプタ
マーを設計し、設計したアプタマーの抗プリオン活性を調べたところ、R12よりも遥かに活性の高いアプタマー
であることがわかった。さらにこのアプタマーの立体構造を核磁気共鳴法によって解析し、高い抗プリオン活性
を示すメカニズムを解明した。

研究成果の概要（英文）：Prion diseases are neurodegenerative disorders caused by the conversion of 
cellular prion protein to pathological isoform. Previously, we obtained an RNA aptamer, R12, that 
possesses anti-prion activity. We also revealed that R12 folds into a unique G-quadruplex structure 
and two R12 molecules form a homodimer. Here, we developed new prion aptamers, R24 and R12-A-R12, 
based on the structure of R12 homodimer. The assay with prion-infected cells showed that both 
aptamers exhibited much higher anti-prion activity than R12. Our NMR studies showed that the 
structure of a single R12-A-R12 molecule resembled that of the R12 homodimer. R24 is supposed to 
unimolecularly form a similar structure of R12 homodimer because the sequence of R24 is almost the 
same as that of R12-A-R12. The quadruplex structure of either R24 or R12-A-R12 formed by one 
molecule could be stable when they are administered to a prion-infected cell culture. This may be 
the reason they possess high anti-prion activity.

研究分野：構造生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プリオン病は重篤な神経変性疾患であるが、根治できる治療法がなく、効果的な治療薬の開発が望まれている。
今回我々が開発したアプタマーは、ある種の抗体などを除き、これまでの抗プリオン物質の中で最も高い効率で
プリオンタンパク質の異常化を抑制する。よって治療薬への応用が期待されるため、社会的意義がある。
核酸、特に四重鎖構造を有する核酸は一塩基を置換・付加しただけで大きくそのトポロジーが変わることがあ
り、その原理は不明である。本研究では新規アプタマーを設計し、その立体構造が意図した通りであるかを確認
し、さらに活性を大きく向上させることに成功したため、学術的にも意義がある。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
プリオンタンパク質はαヘリックスに富む正常型プリオンタンパク質(PrPC)と、βシートに富
む異常型プリオンタンパク質(PrPSc)が存在することが知られている。プリオン病(ウシの狂牛病、
羊のスクレイピー、ヒトのクロイツフェルトヤコブ病等)は、 PrPCから PrPScへと構造が遷移し、
その PrPScの蓄積が原因で生じると考えられている。現在プリオン病には根治できる治療法が無
く、効果的な治療薬の開発が望まれている。 
我々は、試験管内分子進化法によって、PrPC に強く結合する RNA アプタマー(配列
r(GGAGGAGGAGGA)、以後 R12)を取得した。そして NMR 法による立体構造の解析により、R12 は
G:G:G:G テトラッド構造と G(:A):G:G(:A):G ヘキサッド構造を有する特異な四重鎖構造を形成
し、さらに 2分子の R12 が tail-to-tail 型のホモダイマーを形成することを明らかにした。ま
た R12 と PrPCの複合体の解析により、R12 ホモダイマーの各単量体が、PrPCの離れた 2ヶ所の結
合部位と同時に結合することで、高い親和性をもたらすことを明らかにした。 
我々は恒常的に PrPScを産生するマウス神経細胞を用いることで、R12 がプリオンタンパク質
の構造遷移を抑制できる活性(抗プリオン活性)を有するかどうかを検証した。その結果、R12 の
細胞への添加によって、PrPScの産生量が有意に減少していることから、R12 は抗プリオン活性を
有することを見出した 
 
２．研究の目的 
我々がこれまでに明らかにしてきた R12 ホモダイマーの特異な立体構造、そして PrPCとの相互
作用の情報を活かして、より抗プリオン活性の高い核酸分子の創製を目指した。R12 はホモダイ
マーを形成し、各単量体の四重鎖構造が PrPC中の 2 ヶ所の結合部位と同時に相互作用する。こ
の構造および標的認識機構に着目し、R12 配列を 2 回繰り返す RNA 分子(配列 r(GGAGGAGGAGGA 
GGAGGAGGAGGA)、以後 R24)ならば 1 分子で R12 ホモダイマーと同様の四重鎖構造を形成して、
PrPC中の 2 ヶ所の結合部位と同時に相互作用するのではないかと思い至った。そして 1 分子で
あれば細胞培養液中でも安定に R12 ホモダイマーと同様の四重鎖構造を形成することで、高い
抗プリオン活性を期待できると予想した。本研究では R24 および後述する R24 類似配列(配列
r(GGAGGAGGAGGAAGGAGGAGGAGGA)、以後 R12-A-R12)の抗プリオン活性を検証し、構造解析により
R24およびR12-A-R12が我々の意図した通りに1分子でR12ホモダイマーと同様の立体構造を形
成しているのかを明らかにし、高い抗プリオン活性を示す原動力の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗プリオン活性の検証 
PrPScを恒常的に産生するマウス神経細胞由来の GT+FK 細胞株に R24 および R12-A-R12 をそれ
ぞれ添加後に培養し、細胞抽出液中の PrPSc量を測定することで、抗プリオン活性を評価した。 
 
(2) 立体構造の解析に適した R24 類似配列のスクリーニング 
R24、R12-A-R12 および後述する各種 R24 類似配列を核酸濃度 50-100 μM 程度となるように 10 
mM 塩化カリウム、10 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 6.2)、 1 mM 2,2-dimethyl-2-silapentane-
5-sulfonate (DSS)を含む溶液に溶解させた。1H NMR スペクトルを測定してシグナルの本数やシ
グナルの分離の良さを指標として、構造解析に適した配列のスクリーニングを行った。 
 
(3) 立体構造の解析 
R12-A-R12 を濃度 1 mM となるように上述の溶液に溶解させた。このサンプルを AVANCE III HD 
600 MHz および同 950 MHz (ブルカー・バイオスピン社)を用いて、1H NMR スペクトル、1H-1H 
NOESY スペクトル、DQF-COSY スペクトル、TOCSY スペクトル、1H-13C HSQC スペクトル、JRHMBC ス
ペクトルおよび 1H-15N HSQC スペクトルの測定と解析を行った。NOE に基づく原子間距離の拘束
条件、カップリング定数に基づいた糖のパッカリングの拘束条件、テトラッド構造およびヘキサ
ッド構造の平面性と水素結合の拘束条件等を用いて、Xplor-NIH による構造計算を行った。100
個の構造を計算したうち、エネルギーの低い 10 個の構造について、AMBER による水分子を考慮
した拘束条件つき分子動力学計算によって、R12-A-R12 の構造をリファインメントした。 
 
４．研究成果 
(1) R24 および R12-A-R12 は R12 より遥かに高い抗プリオン活性を有する 
PrPScを恒常的に産生する GT+KF 細胞株を用いたアッセイにより、R24 および R12-A-R12 の抗プ
リオン活性を検証した。異常型プリオンタンパク質の生成を 50%阻害する濃度(IC50)はそれぞれ
97 nM、560 nM であった。過去に同様の方法で検証した R12 の IC50は 10 μM程であり、R24 お
よび R12-A-R12 は R12 より遥かに高い抗プリオン活性を有することが見出された。 
 
(2) R12-A-R12 は 1 分子で R12 ホモダイマーと同様の立体構造を形成する 
R24 は非常に高い抗プリオン活性を示したため、高濃度 (1 mM)の NMR 実験用のサンプルを調
製し、NMR 法による構造解析を試みた。しかしその NMR スペクトルは複雑であり、解析が不可能
なレベルであった。これは高度に濃縮されたため、R24 が重合してしまったことが原因であると
考えられる。そこでこの問題を解決するため、高濃度でも重合されにくい、構造解析に適した R24



類似配列のスクリーニングを行った。各 R24 類似配列を研究の方法(2)に記述した溶液に溶解さ
せて、1H NMR スペクトルを測定したところ、2 つの R12 配列の間にアデニン残基を挿入した配
列、R12-A-R12 が最も分離の良いスペクトルを示した。また研究成果(1)の通り、R12-A-R12 は
R12 よりも遥かに高い抗プリオン活性を示すことから、本 RNA を代表として立体構造の解析を行
った。 
NMR スペクトルの測定・解析を行い、共鳴線の帰属と NOE の帰属を行った。残基間のグアニン
イミノプロトン(GNH)とグアニン H8 (GH8)、グアニンアミノプロトン(GNH2)と GH8 および GNH と
GNH などの G:G:G:G テトラッド構造に特徴的な NOE のセットが 4つあることから、R12-A-R12 は
4 つの G:G:G:G テトラッド構造を有することが明らかになった。またこの 4つのテトラッド構造
のうち、2つについては残基間の GNH とアデニン H8 (AH8)および GNH2と AH8 などの sheared 型
G:A 塩基対を形成した際に特徴的な NOE が観測されたことから、G(:A):G:G(:A):G のヘキサッド
構造を 2 つ有することが分かった。これらの構造体における平面性の拘束条件および水素結合
の情報と、NOE に基づく原子間距離の拘束条件、カップリング定数に基づいた糖のパッカリング
の拘束条件等を用いて、Xplor-NIH による構造計算を行った。さらに AMBER による構造のリファ
インメントを施し、最終的に得られた R12-A-R12 の立体構造を図に示す。R12-A-R12 は配列の前
半部分(G1 残基から G11 残基)と後半部
分(G14残基からG24残基)が立体構造的
に独立しており、それぞれが 1つのテト
ラッド構造と 1 つのヘキサッド構造か
らなる平行型四重鎖構造を形成してい
た。A12 および A13 残基が 2つの四重鎖
構造を繋ぐリンカーの役割を果たし、各
四重鎖構造はヘキサッド構造同士でス
タッキングする tail-to-tail 様の構造
を示した。R12-A-R12 の四重鎖構造のト
ポロジーは、R12 ホモダイマーとよく似
ており、R12-A-R12 は我々の設計した通
りに 1分子で R12 と同様の立体構造を形成した。 
 
(3) 高い抗プリオン活性を示す原動力の推測 
我々が過去に決定したR12ホモダイマーとウシPrPCの結合部分ペプチド(配列(GQWNKPSKPKTN)、
以後 P16)との複合体を基に、R12-A-R12 と P16 の複合体モデルを構築した。その結果、R12 と P16
複合体に見られた静電相互作用およびスタッキング相互作用が、R12-A-R12 と P16 の複合体モデ
ルにもよく保存されていた。すなわち、R12-A-R12 は R12 ホモダイマーと同様の相互作用様式で
PrPCと高い親和性で結合することが推測された。また R24 は R12-A-R12 とほぼ同一の配列のた
め、高濃度で重合することが無ければ、恐らく R12-A-R12 と同様の立体構造かつ同様の相互作用
様式で PrPCと結合すると考えられる。実際に R24 と PrPCの解離定数を実験的に求めたところ、
R12 ホモダイマーと PrPCの解離定数と同程度のオーダーであることからも、相互作用様式が保
存されていることが示唆された。 
R24 と PrPCの相互作用様式および解離定数が、R12 ホモダイマーと PrPCの相互作用様式および
解離定数と近似しているのであれば、何が R24(および R12-A-R12)の高い抗プリオン活性の原動
力となっているのか。以下のように推測した。R12 は細胞実験で扱う濃度(10 μM)では十分に二
量体として存在し、高い親和性で PrPCと結合できる。しかし細胞培養液中には様々な成分があ
り、何らかの成分によって R12 ホモダイマーの構造が不安定になると、二量体構造が一過的に解
離する。解離した一分子の R12 は四重鎖構造が維持できず、ヌクレアーゼによって分解されやす
い一本鎖になるため、抗プリオン活性が低下する。一方、R24 および R12-A-R12 は 2つの四重鎖
構造が共有結合によって繋がれているため、一過的に各四重鎖構造のヘキサッド-ヘキサッド間
の相互作用が解離されても、すぐに元の R12 ホモダイマー様のトポロジーに戻るため、ヌクレア
ーゼによる分解に耐性がある。よって分解による抗プリオン活性の低下を招きにくいため、R12
と比べて高い抗プリオン活性を発揮すると推測した。 
 
 
 
 
 

図 R12-A-R12 の立体構造 
左:リファインメント後の 10個の構造 
右:模式図 
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