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研究成果の概要：本研究では、全長マウスプリオン mPrP(23-231)とプリオンの部分ペプチド

Helix2 と Helix3 のアミロイド線維形成条件を確立した。次に、アミロイド線維に結合する芳

香族環を含む化合物の探索を行った。しかし現時点では、mPrP(23-231)線維に強く結合する化

合物は見つかっていない。また、化合物の結合には線維の形態が関与している可能性が示唆さ

れた。芳香族環を複数含む化合物に注目して、今後も引き続き研究を行う必要がある。 
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１．研究開始当初の背景 

プリオン病には、孤発性、遺伝性、そして

感染によるものがある。感染によるものとし

て、英国で大発生した狂牛病に汚染された牛

肉をヒトが食したことが原因で、変異型ヤコ

ブ病が発生した。このようにプリオン病はウ

シからヒトへ、種を越えて感染する。プリオ

ン病の感染物質の高感度な検出試薬の開発

は、食生活を守るうえで重要な研究課題であ

る。 
ウシの伝達性海綿状脳症を引き起こす物

質は、当初はウイルスではないかと考えられ

ていた。しかし現在のところ、プリオン病の

感染機構においては、プルシナー博士らが提

唱した核酸を媒介としない蛋白質オンリー

仮説が支流となりつつある。その分子機構と

しては、βシート構造に富んだ異常プリオン

蛋白質が鋳型となり、αへリックスに富む正

常プリオンをβシート構造に変換して異常型

にしていくというモデルである。近年、プリ

オン病がβシート構造に富むアミロイド線維

によって引き起こされることが示された。よ

って、アミロイド線維はプリオン病の感染物

質の一つであり、アミロイド線維によるプリ

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：2007-2008 

課題番号：19790091 

研究課題名（和文） プリオンのアミロイド線維に選択的に結合する低分子化合物の探索とそ

の作用機構の解明  

研究課題名（英文） Search of a low molecular compound selectively binding to amyloid 

 fibrils of prion and the elucidation of its binding mechanism 

研究代表者 

山口 圭一(YAMAGUCHI KEIICHI) 

岐阜大学・人獣感染防御研究センター・学術研究補佐員 

 研究者番号：90432187 



 

 

オン病の伝播が受け入れられつつある。 

アミロイド線維とは、プリオン蛋白質の他、

アルツハイマーAβペプチドやαシヌクレイン

をはじめ数多くの蛋白質やペプチドで知ら

れており、それらが関連する疾患の原因と考

えられている。また、アミロイド線維では大

部分がβシート構造を形成しており、高いプ

ロテアーゼ耐性があるなど天然構造とは状

態が大きく異なる。しかし、この特殊な性質

を認識してアミロイド線維に選択的に結合

する化合物の開発はほとんどなされていな

い。通常、アミロイド線維は長い年月をかけ

て、体内の様々な場所に沈着していく。よっ

て、アミロイド線維の検出試薬の開発は、プ

リオン病や他のアミロイド病の早期発見に

つながる可能性がある。 

 
 
２．研究の目的 

プリオン病はウシからヒトへ、種を越

えて感染する。プリオン病の感染物質の

高感度な検出試薬の開発は、食生活を守

るうえで重要な研究課題である。本研究

では、プリオン病の感染物質の一つであ

るアミロイド線維やβオリゴマーなどの凝

集体に選択的に結合する低分子化合物

の探索とその作用機構を解明すること

を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（1）全長プリオンと部分ペプチドのアミロイ

ド線維形成 

 全長プリオン蛋白質mPrP(23-231)またはプ

リオンの部分ペプチドを用いて、アミロイド

線維とβオリゴマーの作製を行う。プリオン蛋

白質としては、種の障壁がありヒトへの感染

性が低いマウス由来のプリオンを用いる。ま

た、部分ペプチドとしては、約20アミノ酸残

基のペプチドをプリオン蛋白質の全領域にわ

たって作製し、アミロイド線維形成について

調べる。 

作製したアミロイド線維は、円二色性や赤

外吸収、電子顕微鏡を用いて二次構造や形態

について調べる。プリオン蛋白質は様々な形

態の凝集体を形成する。また、その形態の違

いにより、毒性や感染性が異なると考えられ

ている。よって、アミロイド線維だけでなく、

βオリゴマーなど形態の異なる凝集体も作製

する。 

 
（2）芳香族環をもつ低分子化合物の探索 

アミロイド線維に結合する既知化合物に

は、染料として使われ芳香族環を含むものが

多い。よって、芳香族環などの蛍光団に注目

して低分子化合物の探索を行う。化合物の検

出は蛍光で行い、高感度な検出試薬の開発を

目指す。 

 

（3）他のアミロイド線維への応用 

 低分子化合物がプリオン以外のアミロイ

ド線維に結合するか調べる。アルツハイマー

病の原因蛋白質であるアルツハイマーAβペ
プチドや透析アミロイド病の原因蛋白質で

あるβ2ミクログロブリンが形成するアミロ

イド線維との結合について調べる。 

 
（4）低分子化合物とアミロイド線維の結合様

式の解明 

蛍光測定により、化合物とアミロイド線維

の結合について調べる。線維表面は水溶液中

とは環境が異なり、線維に結合することによ

り蛍光スペクトルならびその量子収率が変化

すると考えられる。 

 また、流れによりアミロイド線維を配向さ

せ、直線偏光二色性を測定してアミロイド線

維と低分子化合物の結合様式を調べる。 

 
 
４．研究成果 

（1）全長プリオンと部分ペプチドのアミロイ

ド線維形成 

組 み 換 え マ ウ ス プ リ オ ン 蛋 白 質

mPrP(23-231)を用いてアミロイド線維形成

実験を行った。線維形成は超音波照射または

攪拌下で行った。その結果、強力な超音波照

射により、mPrP(23-231)は効率良くアミロイ

ド線維を形成した（図 1(a))。攪拌下では線

維ではなく凝集体様の線維が多数形成され

た（図 1(b)）。また、シーディングによって

線維形成は促進され、mPrP(23-231)はより剛

直な線維を形成した（図 1(c)）。 

一方、N 末を削除した mPrP(120-231)は全

長プリオン mPrP(23-231)線維によるシーデ

ィングよって速やかにアモルファス状の凝

集体を形成した。mPrP(120-231)については

剛直な線維作製のため、今後さらに条件検討

が必要である。 
また、プリオンの部分ペプチドについては、

プリオンの全領域のうち C 末側の Helix2 と

Helix3 領域の部分ペプチドがアミロイド線

維を形成することが分かった。特に、Helix2

ペプチドはアミロイド線維を形成しやすく、

mPrP(23-231)の線維形成において重要な領

域であると考えられる。 

以上の研究により、全長プリオンまたは部



 

 

図 2 蛍光によるチオフラビン T（ThT）と
アミロイド線維の結合実験. 

分ペプチドのアミロイド線維形成条件を制

御することにより、形態の異なる様々なアミ

ロイド線維作製が可能になった。 

 
（2）芳香族環をもつ低分子化合物の探索 

 まず、既知の化合物であるチオフラビンT

を用いてmPrP(23-231)アミロイド線維との結

合実験を行った。その結果、線維への結合に

伴い蛍光強度の増加が見られた（図2）。 

アミロイド線維に結合する既知の化合物に

は、染料として使われ芳香族環を含むものが

いくつか知られている。そこで、Acid Red 52, 

Allura Red, Amaranth（Bordeaux S）, 

Brilliant Blue FCF, Carmine, (+)-Catechin 

n-Hydrate, CBB G-250, CBB R-250, Curcumin, 

Erythrosine B, Indigo Carmine, Methyl 

Orange, Methyl Red, New Coccine, Quercetin 

Dihydrate, Sunset Yellow FCF, Tartrazine

などの芳香族環を含む化合物を購入し、アミ

ロイド線維との結合実験を行った。しかし現

在のところ、mPrP(23-231)線維と強く結合す

るか化合物は見つかっていない。今後、結合

実験の条件検討と詳細な解析が必要である。 

 

（3）他のアミロイド線維への応用 

アミロイド線維は蛋白質の種類によらず、

共通した構造をもつ。よって、プリオンのア

ミロイド線維に結合する化合物は、他のアミ

ロイド線維にも結合する可能性が高い。そこ

で、透析アミロイド病の原因蛋白質であるβ2
ミクログロブリン（β2m）を用いて剛直な線

維 を 作 製 し て 、 既 知 の 化 合 物 で あ る

1-Bromo-2,5-bis(3-carboxy-4-hydroxystyr

yl)benzene（BSB）との結合実験を行った（図

3）。その結果、アミロイド線維との結合に

よって、化合物BSBの蛍光強度が増加した。 

BSBはβ2m線維とmPrP線維の両方に結合し

ている可能性が高い（図3）。しかし、化合

物の蛍光変化には線維の形態が関与してお

り、剛直な線維に結合すると蛍光強度が高く

なる傾向にあると考えられる。今後、

mPrP(23-231)またはmPrP(120-231)を用いて

剛直な線維を作製して、化合物の解離定数、

そして線維の形態との関連を調べる必要が

ある。 
 

（4）低分子化合物とアミロイド線維の結合

様式の解明 

コンゴーレッドやチオフラビン Tは、アミ

ロイド線維に選択的に結合することが知ら

れている。しかし、これらの化合物が、どの

ようにアミロイド線維に結合しているのか、

その結合様式についてはよく分かっていな

図 1 (a)超音波照射，(b)攪拌，(c)シーデ
ィングによって形成された mPrP(23-231)
アミロイド線維の電子顕微鏡画像. 

図 3 アミロイド線維との結合に伴う BSB の蛍
光スペクトル変化. (1)β2m 線維，(2)mPrP 線
維，(3)線維なし，(4)mPrP 凝集体様線維.



 

 

い。結合様式を明らかにすることで、新規化

合物の構造最適化、またはアミロイド線維の

特性理解につながると考えられる。 

アミロイド線維との結合により化合物の

蛍光強度が増加した場合（図 3(1)）、化合物

の環境はより疎水的になったと考えられる。

蛍光強度が減少した場合（図 3(4)）、化合物

は線維に結合しているが、その結合状態の詳

細について理解するのは難しい。 

また、流れによりアミロイド線維を配向さ

せ、直線偏光二色性によりアミロイド線維と

化合物の結合様式を調べるため、予備実験と

して以下の実験を行った。プリオンの部分ペ

プチド Helix1 は界面活性剤である SDS 溶液

中で、アミロイド線維を形成した。Helix1 線

維溶液を流しながら、円二色性（CD）スペク

トルを測定すると、アミロイド線維の配向に

よって、CD スペクトルが大きく変化した（図

4）。現在のところ、アミロイド線維に結合

した化合物の直線偏光二色性測定は行えて

いない。今後、線維を流しながら直線偏光二

色性を測定して、アミロイド線維の内部構造

や化合物との結合様式を明らかにしていき

たい。 
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図 4 プリオンの Helix1 線維の配向. (a)
流しながら測定したHelix1線維のCDスペ
クトル. (b)流した条件から静置条件を差
し引いた差 CD スペクトル. 


