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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病発症の鍵をにぎるアミロイドファイバーの形成過程は、国内外の研
究者によって精力的に研究が進められている。最近では、少数のアミロイドベータペプチド単量体(Ab)からなる
Abオリゴマーが、Abファイバー形成時に比べ高い毒性を持つことが報告されており、単量体からファイバー形成
への中間反応となるオリゴマー形成プロセスの理解が重要かつ緊急な課題となっている。本研究では、オリゴマ
ー形成過程の全容解明に向けた革新的な手法として蛋白質ケージへの内包を利用したAb42オリゴマーの孤立化手
法を確立し、様々なフラグメントをタンパク質ケージ内に集合させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The formation process of amyloid fibers holds the key to the onset of 
Alzheimer's disease. It has been reported that Ab oligomers consisting of a small number of 
amyloid-beta peptide monomers (Ab) have higher toxicity than Ab fiber. In this study, we established
 a method for isolating an Ab-oligomer by using encapsulation in a protein cage.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： ベータアミロイド　タンパク質工学　タンパク質ケージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病やパーキンソン病の克服は高齢化問題の重要な解決策となることから、ベータアミロイドに加
え、それらの原因となるαシヌクレイン、タウ蛋白質の凝集過程の研究は盛んに進められている。特に、凝集体
の高分解能構造決定は機構解明には不可欠であるが、高い凝集性を有するサンプルの調製は困難である。本研究
のオリゴマーの単離・精製と結晶化に蛋白質ケージ機能化を利用する全く新しい発想に基づく手法は、ウイルス
等のサイズや形状の異なる蛋白質ケージに展開することによって、様々なターゲット蛋白質に適用できるばかり
でなく、単一蛋白質の内包等にも発展する。

※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 

アルツハイマー病は超高齢化社会の大きな問題の一つとなっており、生体分子化学分

野でも国内外問わず盛んに研究が進められている。最近では、少数のアミロイドβペプ

チド単量体(Aβ)からなるAβオリゴマーが、Aβファイバー形成時に比べ高い毒性を持

つと報告されており、単量体からファイバー形成への中間反応となるオリゴマー形成過

程の理解が重要かつ緊急な課題となっている。そこで、有限個のAβ42を孤立化し、か

つ構造解析可能な環境を作り出すことができれば、金属イオンや有機分子の添加、アミ

ノ酸置換によって誘起されるオリゴマー形成の変化を精密に追跡できると考えた。本研

究では、Aβ42の凝集化や溶解性の問題を解決するため、蛋白質ケージへの内包を利用

したAβ42オリゴマーの孤立化手法確立の実現を目指す。 

 
２．研究の目的 

アミロイド β 線維はタンパク質の規則

的な超分子重合体であり、その沈着はア

ルツハイマー病に関与している。しか

し、アミロイド β 線維は、難溶性かつ非

結晶性の巨大分子であるため、従来の手

法を用いた解析が困難である。なかでも

近年、線維核が形成される以前の可溶性

オリゴマー状態が強い細胞毒性を有す

るというオリゴマー仮説に注目が集ま

っており、線維形成の初期段階である核

形成反応の解明が強く望まれている（Fig.1）。しかしながら、核形成反応では、生じる

核の量が少ないため解析が遅れている。またオリゴマーのサイズ制御も困難であり、一

旦線維核が形成されると核の持つ構造伝播性により自己触媒的に線維が増殖してしま

うという難点も存在する。そこで、本研究では内部に空洞を有する 24 量体の球状タン

パク質フェリチンに着目し、フェリチンの末端に遺伝子工学的にアミロイド β を融合す

ることにより、フェリチンの内部空間に 24 本のアミロイド β を孤立化させた。本手法

により、アミロイド β の数を 24 個と制御し、アミロイド β の線維形成を防ぎ、かつ局

所的に高濃度のアミロイド β オリゴマーを得ることが可能となる。更に、フェリチンの

pH 2.0 以下の強い酸性条件下で解離する性質を利用することで、球状構造の内部に存在

するアミロイド β の構造を追跡することができる。 
 
３．研究の方法 

遺伝子工学的手法の一つであるギブソン-アセンブリ法を用いて、組み換えウマ由来 L
鎖フェリチンの遺伝子を持つ pMK-2 ベクターのフェリチン末端部分にリンカーを介し

てアミロイド β の全長フラグメントをクローニングした。このプラスミドにより形質転

換した大腸菌を大量培養した後、陰イオン交換カラムおよびゲル濾過カラムを用いて、

アミロイド β とフェリチンの融合体（Fr-Aβ）を単離精製した。透過電子顕微鏡

（Transmission Electron Microscope: TEM）観察により、目的とするケージ構造の確認を

行った。続いて、アミロイド線維形成評価に用いられるチオフラビン T（ThT）との反

 
Fig.1 Schematic image of nucleation-
dependent fibril formation process. 



応を分光蛍光光度計で測定することによって、Fr-Aβ 内のアミロイド β による ThT 蛍

光の確認を行った（ThT アッセイ）。これに加えて、フーリエ変換赤外分光光度計（以

下 Fourier Transform Infrared Spectrometer: FTIR）測定により、Fr-Aβの二次構造評価を

行った。融合体 Fr-Aβの同定を行った後、高速原子間力顕微鏡（High Speed Atomic Force 
Microscope: HS-AFM）を用いてアミロイド β の挙動を追跡した。 

 
４．研究成果 

TEM 観察と X 線結晶構造解析から、得られた融合体（Fr-Aβ）は野生型フェリチン（Fr 
WT）と同様に 24 量体から成る球状構造を保持していることが示唆された。また、ThT
アッセイの結果からは、Fr WT では観察されなかった 485 nm 付近のアミロイド線維結

合に特有の蛍光が観測された。Fr-Aβ の FTIR 測定結果では、Fr WT には存在しない β
シート由来のピークが確認できた。以上のことから、設計通りフェリチンの内部で 24
本のアミロイド β が β シート構造を形成していると考えることができる。HS-AFM でフ

ェリチンの解離反応を追跡することにより、ケージ内部に孤立化させたアミロイド β オ

リゴマーの直接観察に成功した。今後は線維形成の条件の最適化を進めながら HS-AFM
でアミロイド β オリゴマーが伸長していく様子を直接観察していく必要がある。 
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