
滋賀医科大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４２０２

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

アミロイドβオリゴマー顕微解析によるアルツハイマー病薬効候補物質の役割の解明

Microscopic analysis of amyloid beta oligomers to elucidate the function of 
candidate medicinal agents for Alzheimer's disease

３０３５０４０８研究者番号：

成瀬　延康（Naruse, Nobuyasu）

研究期間：

１９Ｋ０５２０７

年 月 日現在  ４   ６ ２０

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、まず、電気泳動実験と、代表的なナノスケール実空間観察法である原子
間力顕微鏡法（AFM）を用いてアミロイドβペプチド（Aβ）の5量体を均一に作製する方法を確立した。続い
て、この5量体と相互作用し、凝集を抑制する化合物候補として、クルクミンとその誘導体に着目し、AFM像で観
察されたAβの5量体との相互作用を統計解析した結果、クルクミンはこの5量体をモノマーにまで分解したが、
クルクミン誘導体の一部は分解しない結果を得た。この違いが生じた理由は、クルクミンがもつケト・エノール
互変異性によるものと考察された。

研究成果の概要（英文）：Using electrophoresis experiments and atomic force microscopy (AFM), a 
typical nanoscale real-space observation method, we established a homogeneous incubation method for 
amyloid β-peptide (Aβ) pentamer.
Statistical analysis of the interaction of curcumin and its derivatives with the pentamer, focusing 
on the height of the pentamer observed in AFM images, showed that curcumin disasembly the pentamer 
to monomers, while some curcumin derivatives did not. This difference can be attributed to the 
keto-enol tautomerism of curcumin.

研究分野： 表面科学

キーワード： アミロイドβ　オリゴマー　走査プローブ顕微鏡　統計解析　クルクミン　クルクミン誘導体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
クルクミンは、Aβの5量体を直接モノマーにまで分解するという証拠を実空間観察手法と電気泳動実験で示した
点と、クルクミン誘導体の一部で5量体の分解が起こらないことを見出した。これらの結果は、5量体の分解にク
ルクミンの互変異性が関連しうることを意味しており、大きな成果である。この成果は、今後のアルツハイマー
病の初期に患者の脳に形成されると想定されているAβのオリゴマーを分解するには、ケト・エノール互変異性
を有する化合物が有用であることを示しており、予防薬開発に繋がりうる成果と言える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
繊維状のアミロイド β（Aβ）の前段階に形成されるオリゴマー（AβO）が、アルツハイマー病

（AD）の引き金となる異常代謝を引き起こす原因物質との説が注目されている。さらに、Aβモ
ノマーの n 量体（n>2）からなる AβO が、強い神経細胞毒性やシナプス機能障害を有するとの報
告がある。そのため、AβO の詳細な構造と、線維形成の初期過程の理解が、AD 治療法確立・薬
剤開発に向けた重要な知見になるはずだが、それは難航している。その理由は、AβO は、1)準安
定構造であり容易に凝集すること、2)神経毒性をもつ線維へと成長する AβO と、成長しないも
のの両方が多種多様に混在すること、さらに、3)溶液中の微量金属・pH・温度・緩衝液などで容
易に構造が変化するからである。ゆえに均一な結晶が作りにくく、構造解析手法で主流の X 線
回折法や核磁気共鳴（NMR）など、平均的構造評価手法では構造評価が難しい。そのため、AβO
の構造モデルは、数々の手法により提唱されているが広く受け入れられてはいない。線維形成の
初期過程の理解や AD の薬剤開発も停滞している。 
最近、プロリン置換法、電子スピン共鳴法、固体 NMR 法を駆使して神経細胞毒性を有する

Aβ40 や Aβ42 の 2 量体の構造モデルが提唱された。主鎖の毒性構造までもマウスに投与して明
らかにしており大きな知見と言える。しかし、その議論は 2、3 量体の構造のみに限られている
上、過去の報告とは C 末端の構造やコンフォメーションが異なっており、これがオリゴマー作
成条件の違いなのか、複数の準安定構造の一つなのか不明である。さらに Aβ42の二量体型線維
の構造モデルとは異なっており、AβO の線維への成長機構を知るためにも追加の別の角度から
の構造知見が必要である。 
研究代表者らは、最近、走査トンネル顕微鏡法（STM）により、水溶性の 5、6、8、9、12 量

体のオリゴマーの高分解能観察に成功し、8、9、12 量体については、3 量体、4 量体の積層構造
に近いという新たな構造モデルを提唱した。過去に報告された Aβ線維の構造モデルによく似て
おり、Aβ線維成長機構の理解に迫る知見といえる。この構造モデルを多角的に検証するために、
実空間観察法を駆使して、水溶性の AβO の構造を 1nm 以下の空間分解能で観察する方法論の確
立が課題である。AβO の構造に関する知見が進展すれば、AβO の構造に直接影響を与える薬効
物質候補のメカニズムの解明に向けた取り組みが可能になる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ナノスケール実空間観察法を駆使することで、水溶性 AβO を 1nm 以下の分解能

で直接観察するための顕微解析法を確立する。そのために、AβO の n 量体の均一試料の作製方
法の確立が最初の到達目標となる。さらに、これらの方法論をベースに、AβO の構造に影響を
与えうる薬効物質候補として注目されているクルクミンおよびその誘導体を用いて、AβO の構
造に影響を与えるメカニズムについて議論する。溶液中で互変異性を有すると示唆されている
いることから、ケト型とエノール型を取るクルクミン誘導体を自ら合成し、1）AβO のどの位置
に結合あるいは影響し、2）その分解・吸着メカニズムは何かを、クルクミン誘導体添加前後の
AβO の詳細な構造変化に注目し、分光法などを用いて多面的に分析する。これにより、AβO の
構造に影響しうる有機化合物の条件を明確にし、AD 薬剤開発への知見とすることを研究目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 
合成 Aβ1-42 ペプチドを用いた in vitro のオリゴマー化では、様々な集合体（オリゴマーと線

維）からなる調製物が得られる。この不均一性は、おそらく一過性のメタ安定性と異なる速度論
的経路によるものであり、このままでは、Aβ1-42 のオリゴマーに対する有機化合物の構造に与
える影響を特徴づけ、評価する試みは困難であると思われる。そこで、Aβ1-42 均一なオリゴマ
ー化をするためのプロトコルを最初に探索することとした。 
過去に、Ahmed らは、温度、pH、塩、初期モノマー濃度などのパラメータを慎重に制御する

と、5 量体の AβO が優勢な集合体を形成することを示した。我々はこれを基に、インキュベー
ション温度や Mica 基板温度を精密に制御することにより、主に 5 量体からなる試料を Mica 基
板上に適切な濃度で滴下する方法論を確立した。また、Aβ1-42 オリゴマー化プロトコルの信頼
性を、ネイティブ（BN）および変性条件下でのポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）を用
いても評価した。また、クルクミンやクルクミン誘導体の AβO の構造への影響については、Photo-
Induced Cross-Linking of Unmodified Proteins (PICUP)も併用した。 
様々な条件でインキュベートした AβO の試料の実空間観察には、原子間力顕微鏡法を用いた。

この理由は、透過電子顕微鏡法（TEM）よりも多数の AβO を後述する方法で種類別に区別して
容易に統計解析できるためである。AFM 像では探針の曲率半径に依存して基板平行方向の空間
解像度は、基板垂直方向の精度に及ばない。そこで、AFM 像に写る AβO と思われる円形コント



ラストのラインプロファイルに対するガウシアンフィッティングにより、垂直方向の高さ（分解
能は 0.1nm 以下）を得てヒストグラム化した。この方法論を用いて、クルクミンなどの添加に伴
う構造への影響を評価した。 
 
４．研究成果 
 
 上記のインキュベーション温度管理に注意して作製した AβO は、変性条件下での Tricine-SDS-
PAGE とウェスタンブロット分析によって評価した。ネイティブゲルでは、20kDa をわずかに超
える分子サイズの強いシャープなバンドが観察され、これは AβO に期待されるサイズと一致し
た。146 kDa 以上のバンドと 20 kDa と 146 kDa の間のスミアも観察された。変性ゲルでは、AβO
は SDS によって分解され、22.5 kDa、14 kDa、10 kDa 以下の分子サイズを持つ 3 つのバンドが
観察された。これらのバンドは、Aβ1-42 の 5 量体、3 量体、単量体に期待されるサイズと一致し
た。BN および Tricine-SDS ゲルでの移動パターンは、以前に報告された文献と一致した。この
ことから、Aβ ペンタマーは BN-PAGE で見られるオリゴマー化の主要な生成物であることが確
認できた。 
 AβO と相互作用する可能性のある化合物の多くは水に溶けない。そのため、アルコールなど
の界面活性剤が溶媒として必要である。いくつかのアルコールは、AβO の 3 次構造および 4 次
構造に作用して効果的に分解することが示されているが、正確な分子メカニズムはまだ不明で
ある。ジメチルスルホキシド（DMSO）が Aβ1-40 および Aβ1-42 のコンフォメーションに影響を
与えることが報告されているが、すでに形成された AβO に対するアルコールの効果は厳密には
わかっていない。そこで、Aβ ペンタマーの構造安定性に影響を与えることなく、溶媒として使
用可能なアルコール、特に DMSO よりも効果が少ないと考えられるエタノール、の最高濃度を
決定した。 

AFM と電気泳動実験を組み合わせて、様々な濃度のエタノール（0 から 7.2M）の Aβ ペンタ
マーの構造安定性の影響を調べた。AFM 画像から得られた高さヒストグラムのガウス解析は、
BN-PAGE 上のバンド強度と相関があり、AβO の定量的な推定が可能であった。その結果、1.4 M 
(8.3%) までのエタノールを添加した溶媒であれば、AβO の安定性に定量的な影響を与えること
なく使用できることがわかった。さらに高濃度のエタノールは AβO を著しく不安定化させ、最
終的には AβO が完全分解した。 
上記の結果を基に、クルクミンを上記のエタノール以下の濃度のリン酸緩衝液に溶かし、これ

を溶媒として、Aβ ペンタマーの構造に与える影響の評価を行った。クルクミンを Aβ と同程度
のモル比で Aβペンタマーの溶液に入れると、AFM 像には、Aβをインキュベートする前のモノ
マーの高さに相当するコントラストが観察されるようになった。この結果は、PICUP の実験から
も支持された。一方、入れない場合には、Aβ ペンタマーの 2 層分の高さをもつ AβO が成長し
た。つまり、クルクミンは、Aβペンタマーを分解するという結果である。 
これらの観察から、クルクミンがどのようにして Aβ ペンタマーの分解を促進するのかという

疑問が生じる。過去の文献から、これらが、クルクミンのケト・エノール互変異性に因るとの議
論があるため、この説に注目した。Shiga-Y51 は、互変異性化できないクルクミンの構造類似体
であり、常にケト型の下にある。Aβペンタマーを含む溶液に Shiga-Y51 を添加した場合の AFM
像は、クルクミンの場合のそれよりも大きなサイズの円形状コントラストを示した。コントラス
トの高さをガウスフィット解析しヒストグラム化したところ、2 つのピークが確認された。クル
クミンと結果と比較すると、このピークは単量体および Aβペンタマーであるとわかった。この
実験から、Shiga-Y51 は Aβ ペンタマーを分解するできないことが示された。この結果は、Aβペ
ンタマーの構造をクルクミンが直接分解するという証拠を得た点で大きな成果である。 
クルクミンのような疎水性化合物は水溶液中でエンタルピー的に不利なため、これらの化合

物は疎水性部位に捕捉される可能性がある。このとき、ケト型の構造は、よりエンタルピー的に
有利なエノール型構造へと変化しうる。エノール型の構造がケト形より平坦な構造であること
から、ペンタマーを構成するモノマーを分離する方向へと力がはたらくと推測される。こうした
分解メカニズムの推測は、今後分子動力学法などでの理論計算などによって確認していく必要
があるが、オリゴマーの分解にクルクミンの互変異性が関係しうる実験的証拠を得た点におい
て、本研究は、今後のアルツハイマー病の治療薬開発に繋がりうる大きな成果といえる。 
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