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研究成果の概要：アルツハイマー病の原因物質である 42残基のアミロイド β タンパク (Aβ42) 
の凝集体中に存在する複数のコンホマーのうち，22, 23番目及び 38, 39番目の 2箇所にターン
構造を有する「毒性コンホマー」が，ラジカル化を介した神経細胞毒性発現において重要であ

ることを明らかにした．本結果に基づき，毒性コンホマーを特異的に認識・排除する抗体の作

成を試みるとともに，Aβ42 の凝集を阻害する化合物を広く天然に求め，ポリフェノールの一
種であるタキシフォリンに顕著な活性を認めた． 
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病 (AD) は，神経変性疾患
の一種であり，パーキンソン病やプリオン病

などがその類似疾患として知られている．現

時点で有効な治療法はほとんどなく，本疾患

の発症メカニズムの解明ならびに根本的治

療法の確立が強く望まれている． 
 AD の原因物質であるアミロイド β タン
パク (Aβ) は，アミロイド前駆タンパク質の
膜貫通部分がプロテアーゼによって切断さ

れることにより産生される．Aβ には主とし

て，アミノ酸 42残基の Aβ42とその C末端が 
2 残基短い Aβ40 の 2 種類が存在する．これ
らのうち Aβ42 の過剰産生が，遺伝性のアル
ツハイマー病において共通に見られること，

また Aβ42 の凝集能ならびに神経細胞毒性が
特に高いことから，Aβ42 がアルツハイマー
病の発症に重要な役割を果たしていると考

えられている．しかし本ペプチドは，C 末端
側に嵩高い疎水性アミノ酸を連続して有す

るため合成難度が高く，また酸性条件下での

精製が困難であるため，Aβ42 凝集体の立体
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構造ならびに神経細胞毒性発現機構の解析

はほとんどなされていなかった． 
 
２．研究の目的 
 本研究代表者らは，Aβ42 を高収率かつ高
純度で合成する方法を確立し，そのプロリン

置換を網羅的に行なうことによって，Aβ42
の新しい凝集体モデルを提唱した (図 1a)．本
研究は，本研究代表者らが提唱する Aβ42 の
新しい凝集体モデルを，核磁気共鳴法 (NMR) 
および電子スピン共鳴法 (ESR) を駆使して
精密化し，その結果に基づき，Aβ42 の凝集
および神経細胞毒性を阻害する抗体や低分

子化合物を設計・開発することを目的とした．

アルツハイマー病は，治療と同時に予防する

ことが急務の課題であることから，Aβ42 の
凝集を阻害する低分子化合物としては，特に

食品成分を含む天然有機化合物に注目した． 
 

 
図 1 (a) 本研究代表者らの Aβ42の凝集体モデル． 

(b) Williamsらの Aβ40の凝集体モデル．22, 23番目
におけるターン構造は共通であるが，C 末端の 
β-sheet 構造は，Aβ42 に特異的に見られるものであ
り，本構造が Aβ42 の高い神経細胞毒性の原因にな
っていると推定される．点線は分子間 β-sheet 構造
を示す． 

 
３．研究の方法 
(1) Aβ42凝集体のターン部位の固体 NMRを
用いた立体構造解析 

 本研究分担者である竹腰らが独自に開発

した 13C-13C二次元距離相関固体 NMR法（溶
液 NMR における NOESY に相当）である
DARR 法  (13C-1H dipolar-assisted rotational 
resonance) を用いて解析した． 特に，Aβ42
の凝集の鍵を握っていると推定された 22, 23
番目のターン構造に注目した．これらのター

ン構造それぞれにおいて，13C でフルラベル
した野生型 Aβ42 および凝集能が特に高い
E22K-Aβ42（Italian変異）をそれぞれ合成し，
DARR法によって核間距離を測定した．次に，
Aβ42 の高い凝集能の原因と考えられる C 末
端のターン構造については，Met-35と Ala-42
との空間距離を rotational resonance法 (R2法) 
で測定することにより解析した． 

(2) Aβ42の ESRを用いた立体構造解析 
 β アミロイドのような結晶化が困難な試料
の場合，固体 NMR が有効な立体構造解析手
段になっている．しかしながら，本法を用い

て測定できる核間距離は最大 6 Å程度までで
あり，それ以上の距離を測定する手段として，

ESRが最近注目されている．ESRによる構造
解析は，結晶化および分子量の制限がなく，

しかも長い距離 (5~15 Å) の測定ができるこ
とから，NMR による構造解析と相補的な方
法と言える． 
 図 1 に示した Aβ42 の凝集体モデルにおい
て最も重要な点は，22 及び 23 番目でターン
構造をとることによって，Aβ42 の毒性発現
において重要と考えられている Tyr-10 と
Met-35が空間的に近づくことである．このこ
とを証明するため，10 番目及び 35 番目のア
ミノ酸残基をシステイン残基に改変し，それ

らを足がかりとしてスピンラベルを導入し

た．両スピンラベル間の双極子－双極子相互

作用は，連続波およびパルス ESRにより解析
した．これらの測定は，ブルカーバイオスピ

ンの原 英之氏にご協力いただいた． 
 
(3) Aβ42 の毒性コンホマーに見られる 22 及
び 23 番目におけるターン構造を認識する
モノクローナル抗体の作成 

 Glu-22 をプロリン置換することにより， 
22 及び 23 番目においてターン構造をとりや
すくした E22P-Aβ10-35 の N 末端にシステイ
ン残基を導入し，その SH 基を介して bovine 
thyroglobulin に結合させたものを抗原として
モノクローナル抗体を作成した．本モノクロ

ーナル抗体を使ってヒト AD脳を免疫組織染
色し，市販の N末端抗体による染色結果と比
較した．なお，AD 患者脳を用いた実験計画
は，東京都健康長寿医療センター研究所・村

山繁雄研究部長と本研究分担者である清水

孝彦が連名で当研究所の倫理委員会に申請

し，承認を得た研究計画である． 
 
(4) Aβ42の凝集を阻害する低分子有機化合物
の探索 

 食品の機能性成分を含む天然物 20 種
（hesperidin, quercetin, caffeine, rutin, gallic 
acid, 13-hydroxy-10-oxo-trans-11-octadecenoic 
acid, turmerone, zerumbone, luteolin, silymarin, 
genistein, ursolic acid, ferulic acid, vitamin C, 
tangeretin, benzyl isothiocyanate, bergamottin, 
1'-acetoxychavicol acetate, nobiletin, curcumin）
について，Aβ42凝集阻害活性を，遠沈法 (遠
心分離後，上清の HPLC による定量) ならび
にチオフラビン-T法 (Th-T法) により評価し
た． 
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４．研究成果 
(1) Aβ42凝集体のターン部位の固体 NMRを
用いた立体構造解析 

 野生型 Aβ42 及び凝集能のきわめて高い変
異体である E22K-Aβ42 (Italian 型) のそれぞ
れの凝集体中に，22 及び 23 番目にターン構
造を有するコンホマーと 25及び 26番目にタ
ーン構造を有するコンホマーが存在するこ

と，また C末端の 38及び 39番目にもターン
構造が存在することを固体 NMR によって明
らかにした． 
 22 及び 23 番目の側鎖間でラクタム環を形
成させることによりターン構造を固定した

アナログは，野生型 Aβ42 よりも顕著に高い
凝集能及び神経細胞毒性を示した．一方，25
及び 26 番目においてターン構造を固定した
アナログの凝集能及び神経細胞毒性は低か

った．以上の結果より，22 及び 23 番目にタ
ーン構造を有するコンホマーが「毒性コンホ

マー」であると考えられた．また，E22K-Aβ42 
では，Lys-22と Asp-23の静電的相互作用が，
毒性コンホマーの割合を増大させているも

のと推定される． 
 (2) Aβ42の ESRを用いた立体構造解析 
 Aβ42 の 10 番目と 35 番目にスピンラベル
を導入し，ESRにより距離測定を行なったと
ころ，Tyr-10及び Met-35の側鎖は，15 Å以
内にあることが判明した．一方，凝集能なら

びに神経細胞毒性の低い Aβ40 においては，
これらの側鎖間の距離は約 30 Åであった． 

 
図 2 ラジカル化を介したAβ42の凝集ならびに神経細胞

毒性発現機構． 
 
 以上の結果と固体 NMR の結果は，金属イ
オン存在下で生じた Tyr-10 のフェノキシラ
ジカルが，22 及び 23 番目におけるターン形
成によって Met-35に近づき，硫黄ラジカルカ
チオンが効率的に産生されること，また生成

した硫黄ラジカルカチオンは，C 末端のカル
ボキシルアニオンによって安定化されると

同時に疎水性コアの形成により凝集が促進

されることを強く示唆している (図 2)．これ

は，Aβ42と Aβ40の凝集能ならびに神経細胞
毒性の違いを明快に説明できる初めてのモ

デルである． 
 
(3) Aβ42の毒性コンホマーに見られる 22, 23
番目におけるターン構造を認識するモノ

クローナル抗体の作成 
 E22P-Aβ10-35 をハプテンとして得られた
モノクローナル抗体は，野生型 Aβ 及び
E22P-Aβ42を強く認識した一方で，22, 23番
目においてターン構造をとりにくい

E22V-Aβ42に対する結合能は低かった．また，
Aβ の 18 ~ 22 番目のアミノ酸残基をエピト
ープとした市販の抗体 (4G8) は，E22P-Aβ42
を認識しなかった．以上の結果より，今回得

られた抗体は，Aβ42 の 22, 23 番目付近のタ
ーン構造を認識している可能性が示唆され

た．本抗体は，4G8抗体によって染色されな
い AD脳の神経細胞内物質を染色することを
見いだした．毒性コンホマーをハプテンとす

ることにより新しい抗体の開発につながる

可能性を期待させる成果である． 
 
(4) Aβ42の凝集を阻害する低分子有機化合物
の探索 

 スクリーニングの結果，マリアアザミに含

まれるポリフェノール (silymarin) の一種で
あるタキシフォリンに顕著な Aβ42 凝集阻害
活性と神経細胞毒性抑制活性を見いだした．

タキシフォリンは，o-ヒドロキシフェノール
構造を有し，容易に o-キノン体に酸化される．
そこで，タキシフォリン酸化体の Aβ42 凝集
阻害活性を調べることを目的して，タンパク

質とはほとんど反応しないことが知られて

いる酸化剤・NaIO4を用いて Aβ42存在下タキ
シフォリンを酸化し，その凝集阻害活性を評

価した．その結果，NaIO4 の濃度依存的にタ

キシフォリンの Aβ42 凝集阻害活性が顕著に
上昇することが明らかになった．一方，NaIO4

単独ではまったく Aβ42 の凝集を阻害しなか
った．さらにフェニレンジアミンによって，

o-キノン体を捕捉することにも成功した． 
 
 

 
 
図 3 タキシフォリン及びその酸化体の構造 
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 以上の結果より，タキシフォリンの酸化

によって生じた o-キノン体が Aβ42の求核
性アミノ酸残基と不可逆的に結合すること

により，Aβ42 の凝集を阻害している可能
性が示唆された． 
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