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研究成果の概要：抗 ALS 及び抗アルツハイマー活性を有する神経保護因子コリベリン
（ADNF-HN誘導体）の高活性（fM）のメカニズム解明をめざして、構成成分である ADNF、
AGAC8R-HNG17 と共にキャラクタライゼーションを実施した。CD、分析用超遠心によるキ
ャラクタライゼーションの結果は今までの２量体化説に反し、コリベリン、ADNF、
AGAC8R-HNG17とも単量体である事が、CD及び、分析用超遠心の測定から強く示唆された。 
またターゲット分子の１つとして FPRL－１が考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
VIP で刺激されたアストロサイトの培養液か
ら発見された ADNF は極めて低い濃度 fM で
Abeta による神経細胞死抑制機能を発揮した
が、高濃度ではその作用が消失するといった
ユニークな性質が欠点となり実用化が断念
されていた。一方、我々が発見したヒューマ
ニン（HN）を ADNF と比較試験中、ADNF が ALS
関連の神経細胞死を抑制する事がわかり、そ
の活性は濃度依存性があり、欠点であった高
濃度での活性低下は消失していた。
G93R-SOD1Tg マウス（ALS マウス）による in 
vivo実験ではADNFは運動機能を改善するが、

延命効果はなかった。しかし、ADNF に HN 最
強誘導体 AGAC8R-HNG17 を融合させたコリベ
リンはALS マウスの運動機能改善のみならず、
延命効果をももたらした。Vitro での神経細
胞死抑制効果は ADNF と同様 fM という高活性
を有し、HN 誘導体の活性を上昇させる結果と
なった。この fM 活性にたいするメカニズム
は不明である。 
 
２．研究の目的 
上述のように、ADNF を HN 誘導体の N 末
端に融合させることにより活性を ADNF と
同じレベルまで上昇させる ADNF に特異的
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な機能に注目し（１）ADNF、コリベリンの
ターゲット分子を探索する。また ADNF、コ
リベリンの fM での神経細胞死抑制機能のメ
カニズムおよび、安定性、DDS探求のための
（２）キャラクタライゼーションからペプチ
ドの構造的情報を得る。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）コリベリンターゲット分子の探索 
HEK293 あるいは NSC34 細胞に FPRL－１
を導入しコリベリン、HN と反応させ、Erk
活性をみる 
 
 
（２）コリベリン、ADNF、HN 誘導体につ
いて CD（円偏光２色性）スペクトル、分析
用超遠心機によりモノマーであるかダイマ
ーであるかを決定する 
 
 
４．研究成果 
 
HNの神経細胞死抑制機能はHN分子が二量
体化すると報告されている。コリベリンの活
性が構成分子の HN 誘導体より約 100 倍上昇
することの機序を説明するため、コリベリン
の二量体化を仮定し、 HN 誘導体部分の２量
体化を ADNF 部分が２量体化することにより
強化すると考えていた。これを確認するため、
CD(円偏光２色性)、及び、分析用超遠心機に
より探索したところ、ADNF、AGAC8R-HNG17 及
びコリベリンも予想に反しモノマーであっ
た。更に他の HN、HN 誘導体である HNG もモ
ノマーの様である。確認のため、ダイマー能
欠損 HN とされている S７A-HN で上記実験を
行ったところ、これは予想どおりモノマーで
あった。これらより、ADNF,AGAC8R-HNG17, 
コリベリン、HNG、HN とすべてモノマーであ
ることを示す結果となった。また ADNF を他
のペプチドの N末端に融合させその活性が上
昇するかどうかを確認するためにエポミメ
ティクスを考えていたが、より短いペプチド
で活性が ADNF と同様の NAP という７個のア
ミノ酸からなる ADNF-NAP を合成してキャラ
クタライゼーションを実施中である。 
各ファクターのErk活性についてはHNGの
活性を対照に種々の結果が得られ、発表段階
にある。 
 
以下に結果の一部を示す。 
図１は各因子の CD スペクトルであるが、赤
のコリベリンと黒点の ADNF はほとんど重な
っている。一番上のブルーはコリベリンの C
末部分の AGAC8R-HNG17 のスペクトルで、コ
リベリンが単に構成因子同士の混合物のス

ペクトル（理論値）であるグリーンとは異な
り ADNF に近い構造を取っている事を示して
いる。図２の分析用超遠心の結果はコリベリ
ンがモノマーである事を強く示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ PBS 中におけるコリベリンと ADNF, 
AGAC8R-HNG17 の CD スペクトル理論値と実験
値の比較 
   赤：コリベリン 黒点線：ADNF      
   緑：理論値 ADNF+AGAC8R-HNG17 
   水色：AGAC8R-HNG17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ PBS 中のコリベリン分析用超遠心
(4000rpm, 0.25mg/ml) 
Sedimentation velocity, 0.386S(96%), 
0.872S(4%) (A) and equilibrium analysis 
(B) of Colivelin in PBS   
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