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研究成果の概要（和文）：アミロイドβ（Aβ）の蓄積と凝集は、アルツハイマー病の病態形成における重要な
要因である。我々は、アミロイドペプチドであるAβ1-29がCu2+存在下で立体構造を変化させ、神経細胞毒性を
示すことを以前に明らかにした。今回、我々はAβ1-29がCu2+と結合するのに重要なHis残基をAla残基に改変し
たペプチドを用いてCDスペクトル分析を行ったところ、神経細胞に対して毒性を示すアミロイドペプチドに共通
な二次構造が存在することがわかった。さらに、糖尿病の発症に関連するヒト膵島アミロイドポリペプチド 
(Amylin)も同様の二次構造を取ることで神経細胞毒性を発揮している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Amyloid-β (Aβ) accumulation and aggregation are important factors in the 
pathogenesis of Alzheimer's disease (AD), and several studies have shown that metal ions such as Cu2
+ and Zn2+ play important roles in the formation and stabilization of neurotoxic Aβ aggregates, but
 the molecular mechanisms of Aβ cytotoxicity Aβ cytotoxicity has not yet been fully elucidated. We
 have previously shown that the amyloid peptide Aβ1-29 undergoes a conformational change in the 
presence of Cu2+ and exhibits neurotoxicity. In the present study, we performed CD spectroscopic 
analysis using peptides in which the His residue, which is important for Aβ1-29 to bind Cu2+, was 
modified to an Ala residue, and found that there is a secondary structure common to amyloid peptides
 that show toxicity against neurons. Furthermore, human islet amyloid polypeptide (hIAPP, Amylin), 
which is associated with the development of diabetes mellitus, may exhibit neurotoxicity by adopting
 a similar secondary structure.

研究分野：分析化学

キーワード： アルツハイマー病　アミロイドβ　金属イオン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Aβと金属イオンに関する研究は全世界で精力的に行われているが、in vitro研究におけるAβの実験的な取扱い
が困難なために、保存状態や実験条件・方法がわずかに異なることによる影響が大きく、Cu2+がAβの繊維形成
を促進するという報告と、Aβの繊維形成を抑制するという報告が多数混在しており、Aβの凝集過程における金
属イオンの具体的な役割については未だ理解されていない。本研究結果は、アミロイドペプチドが神経細胞細胞
毒性を示すために一定の構造を取ることが必要であることを示すものであり、アルツハイマー病の発症原因の解
明に資することが期待される。

※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 

アルツハイマー病(AD)は、記憶などの認知機能の異常を主症状とする疾患であり特徴的

な病理学的所見として老人斑が見られる。老人斑は 40~42 個のアミノ酸から構成されるア

ミロイド β (Aβ)を主要成分とする。Aβはアミロイド前駆体タンパク質 (APP) から酵素によ

り切断され、脳内で繊維化した Aβの蓄積による神経細胞死が ADの発症に関与すると考え

られてきた 1)（アミロイド仮説）。また、近年の研究により可溶性の Aβオリゴマーがアミロ

イド繊維よりも高い細胞毒性を示すことやシナプスの可塑性を低下させることが報告され、

AD の神経細胞障害が Aβ オリゴマーによって惹起されることが示唆されている (オリゴマ

ー仮説)。老人斑には銅や亜鉛などの金属が高濃度に含まれていることが報告されており、

これらの金属が Aβの凝集プロセスにおいて重要な役割を果たすと考えられている 2)。しか

しながら、Cu2+が Aβ の繊維形成を促進するという報告と、Aβ の繊維形成を抑制するとい

う報告が多数混在しており Aβ の凝集過程における金属イオンの具体的な役割については

未だ理解されていない。このような相反する結果は、in vitro研究における Aβの実験的な取

扱いが困難なために、保存状態や実験条件・方法がわずかに異なることによる影響が大きい

ことを示している。そこで我々は、Aβ42 の特性を推測するために取り扱いの容易な Aβ 由

来のフラグメントペプチド (=FrP) を創成した。これまでに我々は Aβ1-29が Cu2+と結合す

ると構造変化と凝集を起こし、神経細胞毒性を示すことや、Aβ1-29が Zn2+と結合すると Cu2+

と結合したときよりも大きな構造変化と凝集を引き起こすが、神経細胞毒性は示さないこ

とを明らかにしている。これらのことから Aβ1-29が神経細胞毒性を発現するために、金属

イオンが配位できる 3つの His残基が重要な役割を果たしている可能性が考えられた。 

 
２．研究の目的 

本研究では、Aβ1-29が結合する金属イオンにより性質の異なる凝集体を形成するかを明ら

かにすることを目的として、種々の検討を行った。Aβ1-29に含まれる 3つのヒスチジン残

基（6His, 13His, および 14His）をそれぞれアラニン残基に置換した改変体ペプチドを合

成し、金属イオンとの結合能の比較（HPLC分析）、金属結合によるペプチドの二次構造変

化の検討（CD スペクトル分析）、およびヒト神経芽腫由来 SH-SY5Y 細胞に対するアポト

ーシス誘導能の検討（ウエスタンブロッティング）を行った。また、糖尿病とアルツハイマ

ー病の関連性を研究する目的で、糖尿病において膵臓細胞から分泌される凝集性ペプチド

であるヒト膵島アミロイドポリペプチド (hIAPP, Amylin) に着目し、Amylin 由来短鎖ペ

プチド（Am1-30）を新たに合成し、凝集性と SH-SY5Y細胞に対するアポトーシス誘導能

の検討を行った。 

 
３．研究の方法 

(1) 合成アミロイドペプチドのモノマー化 

本研究の実施に必要な合成アミロイドペプチドは全て GenScript 社のペプチド合成受託サ

ービスを利用し合成した。本研究では、in vitro 実験においてヘキサフルオロイソプロパノ

ール (HFIP) 1 mLに 1 μmol の合成アミロイドペプチドを溶かし、37 ℃で一晩インキュ

ベートした後、5本に分注して凍結乾燥し、200 nmolのペプチドストックとした。これを

実験に用いる緩衝液もしくは細胞培養用の培地 1 mLで溶解することで 200 mMのペプチ

ドモノマー溶液として使用した。 



(2) 金属結合能の評価 

金属キレート樹脂 (50 % スラリー) 100 μLに 10 mM Tris-HCl, pH 7.5 緩衝液で溶解した 2 

mM 金属塩化物溶液 200 μLを加え 37 ℃で 1時間インキュベートした後、上澄みを除去し

て Tris-HCl緩衝液で 2回洗浄した。次いで、Tris-HCl緩衝液で溶解した 0.1 mM Aβペプチ

ド溶液 100 μLを加えて 37 ℃で 1時間インキュベートした後、上澄みを除去し Tris-HCl緩

衝液で 2回洗浄した。その後、0.5 M HClを 75 μL加え 10分間振り混ぜて溶出し、上澄みを

回収したものを「結合量分析用試料」とした。また、金属イオンを金属キレート樹脂に結合

させず同様の操作を行ったものを「全量分析用試料」とした。作製した試料をフォトダイオ

ードアレイ検出器付 HPLC にて分析し、結合量分析全量分析に対する結合量分析のピーク

面積の比率を比較することで金属結合能を評価した。 

(3) 構造変化の評価 

200 μmolのアミロイドペプチドを 10 mM Tris-HCl, pH 7.5緩衝液 10 mLで溶解して 20 μM

のペプチド溶液とした。また、最終濃度 20 μMとなるように 100 mM CuCl2溶液または ZnCl2

溶液を 0.4 μL 加えた試料を調製した。円二色性分散計 (J-805)を用いてそれぞれの試料の

CDスペクトルを経時的に測定し、金属結合による CDスペクトル変化を評価した。 

(4) 凝集性の評価 

200 μmolのアミロイドペプチドを 10 mM Tris-HCl, pH 7.5緩衝液 1 mLで溶解して 200 μM

のペプチド溶液とした。Thioflavin T (ThT) は最終濃度 1mM、金属塩化物溶液は最終濃度 200 

μMとなるように、それぞれ添加した。試料を 37℃でインキュベートしながら、プレートリ

ーダー（FP-8500）で蛍光強度を 7日間経時的に測定した。 

(5) 神経細胞毒性の評価 

実験には、ヒト神経芽細胞腫由来の SH-SY5Y 細胞株を用いた。細胞は 10% ウシ胎児血

清（FBS）を含む Dulbecco’s Modified Eagle Medium:F12 (DMEM/F12) 培地を用い、37 ℃、

5% CO2 の条件下で維持した。SH-SY5Y 細胞を 6 well plate に 5.0×105 cellsで播種し、最終

濃度が 200 μMとなるようにアミロイドペプチドを DMEM/F12培地で溶解し、元の培地と

交換し、200 μMの金属イオン存在下/非存在下で 48時間培養した。その後、細胞を Phosphate 

buffered saline ( PBS(-) ) 500 μL で洗浄し、6 M Ureaを含む 1×SDS sample buffer 100 μLに溶

解した後、95 ℃で 10分間加熱処理を行ったものを試料とした。同様の手順で細胞に 50 μM 

Etoposideを添加し、24時間培養した試料を調製し、ポジティブコントロールとした。調製

した試料を SDS-PAGE により分離してウエスタンブロッティングを行った。1 次抗体とし

て、anti-PARP(F-2) anitibody (Santa Cruz)、aniti-cleaved Caspase-3 antibody (CST)を用いて検出

した。 
 
４．研究成果 
(1) 金属結合能の評価 

Aβ1-29 (DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKG)、Aβ1-29/13, 14HA (DAEFRHDSG 

YEVAAQKLVFFAEDVGSNKG)、および Aβ1-29/6HA (DAEFRADSGYEVHHQKLVFFAEDVG 

SNKG) を用いて Cu2+および Zn2+との結合能を測定した。 (図 1-a, b, c)。各アミロイドペプ

チドと Cu2+および Zn2+ は全ての組み合わせにおいて、全量分析と同じ保持時間に結合量分

析のピークが確認できたため、各アミロイドペプチドは Cu2+および Zn2+ に対する結合能を

有することがわかった。また、Aβ1-29/13, 14HAと Zn2+, Aβ1-29/6HAと Cu2+の組み合わせで

はある程度の金属結合量の減少が見られたことから、金属イオンによって結合する His残基



の優位性が異なる可能性が示唆された。 

(2) アミロイドペプチドの構造変化の評価 

図 2に Aβ1-29、Aβ1-29/13, 14HA、お

よび Aβ1-29/6HA の CD スペクトル

を示した。Aβ1-29は Cu2+との結合に

より二次構造の変化を示し、Zn2+と

の結合時には、より大きな構造変化

を示した (図 2-a)。Aβ1-29/13,14HA

は Cu2+との結合では構造変化が見ら

れず、Zn2+との結合時に構造変化を

示した (図 2-b)。Aβ1-29/6HAは Cu2+

と Zn2+との両方の金属イオンとの結

合時に大きな構造変化が見られた 

(図 2-c)。 

(3) 凝集性の評価 

図 3に ThT assayにより得られた

各アミロイドペプチドの経時的な

蛍光強度変化を示した。Aβ1-29は

Cu2+との結合によりわずかに凝集

性が増大し、Zn2+との結合時には、

より顕著な凝集性の増大が観察さ

れた (図 3-a)。Aβ1-29/13,14HA は

Cu2+ 結合時は凝集を示さなかった

が、Zn2+ 結合時にはわずかな凝集

の促進を示した  (図 3-b)。Aβ1-

29/6HA は Aβ-FrP 単体でわずかに

凝集性を示し、Cu2+および Zn2+が

結合すると著しい凝集性の増大を示した (図 3-c)。 

(4) 神経細胞毒性の評価 

SH-SY5Y細胞にアミロイドペプチドと

金属イオンを添加し培養し、Caspase-3の

活性化と PARPの断片化から神経細胞毒

性を評価した。Aβ1-29 は Cu2+の共存下

においてのみ Caspase-3 の活性化と

PARP の断片化を示し、Zn2+共存下では

示さなかった (図 4-a レーン 3)。また、

Aβ1-29/13,14HA は Zn2+結合時のみ、 

(図.4-a レーン 7)。Aβ1-29/6HAは金属イ

オン非結合時のみにおいてアポトーシ

ス誘導を示した (図 4-b レーン 5)。 

 

(5) 考察 

図 2 各アミロイドペプチドの CDスペクトル 

青: 未処理、緑: Cu2+存在下、赤 Zn2+存在下 

図 3 アミロイドペプチドの凝集による ThTの蛍光強度の変化 

青: 未処理、緑: Cu2+存在下、赤 Zn2+存在下 

図 1 各アミロイドペプチドの金属結合性の HPLC分析 



図 5にそれぞれのアミロイドペプチドの CDスペクトルを重ね合わせたものを示す。実践

で記されたスペクトルは SH-SY5Y細胞に対して細胞毒性を示した組み合わせ (Aβ1-29 + 

Cu2+、Aβ1-29/13,14HA + 

Zn2+、および未処理の Aβ1-

29/6HA) である。このこと

から、神経細胞に対してア

ポトーシス誘導を発揮する

ためには、アミロイドペプ

チドが一定の二次構造を示

す必要があることが考えら

れた。 

また、ThTの蛍光強度による凝集性の評価においても、SH-SY5Y細胞に毒性を発現した

組み合わせ (Aβ1-29 + Cu2+、Aβ1-

29/13,14HA + Zn2+、および未処理の Aβ1-

29/6HA) は全て、わずかな凝集性の増大

を示していたことがわかった（図 6 実

線）。 
(6) ヒト膵島アミロイドポリペプチド 
(hIAPP, Amylin)の検討 
糖尿病とアルツハイマー病の相互病態修
飾およびアミロイドペプチドの関連性を研究する目的で、糖尿病において膵臓細胞から分泌
される凝集性ペプチドであるヒト膵島アミロイドポリペプチド (hIAPP, Amylin) に着目
し、Amylin由来短鎖ペプチド
（Am1-30）の構造変化、凝集性と
SH-SY5Y細胞に対するアポトーシ
ス誘導能の検討を行った。 

Aβ1-29と同様に、Cu2+の共存下
において SH-SY5Y細胞に対してア
ポトーシス誘導を示した (図 7-a)。
一方で、Amy1-30は金属イオン非
存在下で著しく凝集し、Cu2+の存
在によって、凝集性が抑制され、
わずかな凝集を起こすようになる
ことがわかった (図 7-b）。さら
に、Amy1-30自身が 3時間程度で二次
構造の変化を起こすのに対し、Cu2+存在
下においては 48時間後に非存在下とは
異なる構造への変化を起こした（図 7-
c）。 
Cu2+存在下における Amy1-30の二次構
造は、Aβ1-29が細胞毒性を示した際の
二次構造にスペクトルパターンが類似
していることから、Amy1-30も一体の
二次構造を取ることで細胞毒性を発揮
している可能性が示唆された。 図 7 Amylin由来短鎖ペプチド Amy1-30の検討 

図 5 アミロイドペプチドの CDスペクトル（重ね合わせ） 

青: 未処理、緑: Cu2+存在下、赤 Zn2+存在下 

図 6 アミロイドペプチドの凝集による ThTの蛍光強度の変化（重ね合わせ） 
青: 未処理、緑: Cu2+存在下、赤 Zn2+存在下 

図 4 アミロイドペプチドによる Caspase-3の活性化と PARPの断片化 
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