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研究成果の概要（和文）：長さの均一なポリグルタミンペプチドを固相法により合成し、アミロ

イド染色試薬チオフラビン T を用いた染色実験に供した結果、チオフラビン T 被染色性凝集体

を形成する最短のポリグルタミンは 7 残基であることが明らかとなった。また、重水素標識チ

オフラビン T と 13C および 15N 標識グルタミンを合成し、固体 NMR によるポリグルタミン－

チオフラビン T 複合体の構造解析を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）：Uniform length short polyglutamine peptides (Q5~Q10) were 
synthesized and subjected to thioflavin T (ThT) stainning.  Formation of ThT-stainable 
aggregate were observed for polyglutamines longer than 7 residues.  Solid-state NMR 
showed short polyglutamine peptides adopts β-sheet structures. 
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会への移行に伴い患者数が増加
している神経変性疾患は、現在も有効な治療
法がない不治の病であり、病理機構の解明と
有効な医薬の開発が急務となっている。その
中でハンチントン病に代表されるポリグル
タミン病は、遺伝子上の CAG リピートの変
異伸長により、コードされるタンパク質のポ
リグルタミン領域が異常延長することで発

症する。ポリグルタミン病の CAG リピート
長には閾値があり、健常者では 30 前後であ
るが、患者では約 40 以上になっている。異
常伸長したポリグルタミンを有する変異タ
ンパク質は、正常なコンフォメーションを安
定に取れなくなり、凝集してβシート構造の
一種とされる封入体を生成する。封入体自体
は細胞に害を及ぼさないが、その生成過程で
強力な毒性を有する中間体が形成され、神経
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細胞に障害を与えると考えられている。以上
の特徴から、ポリグルタミン病はプリオン病
と同様にコンフォメーション病の一つとさ
れ、毒性コンフォマーの生成阻止および排除
が治療の標的となる。 
 現在までに、ポリグルタミンペプチドはそ
れ自体がイオンチャネル活性を有すること
が報告されている。また、主に計算科学的手
法によりポリグルタミンチャネルの推定構
造が提案され、ポリグルタミンが形成するイ
オンチャネルが病理毒性の本体である可能
性が指摘されている。しかし、i) 容易に凝集
する毒性構造の不安定性と ii) X 線結晶解析
や溶液 NMR といった高分解能分光法の適用
が難しい試料の不均一性から、分光学的手法
よる直接的な構造解析はほとんど手付かず
の状態であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、有機合成的にポリグルタミン
凝集体を調製し、固体 NMR によりそれらの精
密構造を解析することで、ポリグルタミン病
の分子機構解を解明することを目的として
いる。 
 
３．研究の方法 
  固体 NMR測定には 10 mg 前後の非標識試料
を調製する必要があるが、水、有機溶媒に不
溶な凝集体を形成しやすいポリグルタミン
を数十 mg スケールで合成、精製することは
困難であった。そこで、まず初めに、ポリグ
ルタミンの効率的合成と精製法を確立した。 
 次に、アミロイド凝集体蛍光染色試薬チオ
フラビン T（ThT）を用いた蛍光染色実験に
より、合成ポリグルタミンペプチド（5～10
残基）の中から、ThT 被染色凝集体形成能を
有する最短のポリグルタミンペプチドを同
定した。 
  精密な三次元構造を明らかにするために、
短鎖ポリグルタミンペプチドを用いて、固体
NMR による構造研究を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) ポリグルタミンペプチドの効率的合成 
  固体 NMR 測定には試料を約 10 mg 調製す
る必要があるが、水、有機溶媒に不溶な凝集
体を形成しやすいポリグルタミンを数十 mg
スケールで合成、精製することは困難であっ
た。そこで、まず初めに、ポリグルタミンの
効率的合成と精製の検討をおこなった。 
  ポリグルタミンの合成には自動固相合成
法を用いた。5 から 20 残基のポリグルタミン
の調製と、その精製法の検討を行なった。無
保護のポリグルタミンは容易に凝集し、ほと
んどの溶媒に溶解性を示さなくなるが、側鎖
アミドをトリチル基、主鎖末端アミンを Fmoc  
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図１ 縮合数の均一なポリグルタミンの調製 

基で保護したポリグルタミン保護体は、クロ
ロホルム-メタノールなどの有機溶媒に非常
に良い溶解性を示す。この性質を利用し、順
相高速液体クロマトグラフィーを用いて保
護体を精製した。この条件により、長さの均
一なポリグルタミン保護体の調製が容易に
実現できるようになった。得られた保護体は、
ピペリジンによる脱 Fmoc 化、続いてトリフ
ルオロ酢酸による脱 Trt 化に供し、単一の長
さを有するポリグルタミン試料とした。 
 
(2) 合成ポリグルタミンの凝集体形成 
  合成ポリグルタミンペプチド（5～10 残基）
とアミロイド蛍光染色試薬チオフラビン T
（ThT）を用いた蛍光染色実験から、ThT 被
染色凝集体形成能を有する最短のポリグル
タミンペプチドは 7 残基であることを明らか
にした。得られた知見をもとに、以降、短鎖
ポリグルタミンペプチドを用いた凝集体構
造解析を行った。 

 
 
 
 
 
図 2 ポリグルタミンペプチドの凝集体染色実験 

 
(3) 天然存在比 13C NMR 測定  
 5～10 残基の合成ポリグルタミンの固体
13C NMR を図 1 に示す。13C NMR の感度向上
のため、CP-MAS 法を用いた。グルタミン残
基 Cαの化学シフトは、ランダム構造（54.0 
ppm）とアミロイド凝集体中のβ-sheet 構造
（52.3 ppm）の間で異なることが報告されて
いる。この文献値と、本研究で調製したポリ
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グルタミンの固体 13C NMR 化学シフトを比
較したところ、全ての試料において�-sheet
構造に相当するシグナルが、50%以上の含有
率で確認された。この結果から、短鎖ポリグ
ルタミンは主にβ-sheet 構造を取っているこ
とが予想され、アミロイド凝集体構造の単純
化モデルとして有用であると考えられた。以
降の詳細な構造研究には、ThT 被染色構造を
形成できる最短のペプチドである 7 残基ポリ
グルタミンを用いることとした。 
 

 

図 3 ポリグルタミンペプチドの 13C CPMAS 
 
(4) 13C{2H}REDOR 実験のための標識化合物
の合成 
  我々が得たポリグルタミン凝集体は、非結
晶性の不均一固体試料である。この中から、
ThT により認識されるアミロイド様構造を解
析するためには、ThT 結合部位周辺構造のみ
を抽出する固体 NMR の方法論が必要となる。
そこで 2H 標識 ThT を合成してポリグルタミ
ンに結合させ、13C{2H}REDOR により 2H 標
識 ThT 周辺部のポリグルタミン 13C NMR シ 

図 4 標識化合物の合成 

グナルのみを選択観測して、原子間距離測定
に用いることを計画した。 図 4 に示した標
識化合物を合成した。ThT-d3と 7 残基ポリグ
ルタミンを用いて複合体を形成し、 13C 
CP-MAS スペクトルを測定したところ、1.で
得られたポリグルタミンのみの場合の 13C 
CP-MAS と同じスペクトルの特徴が見られた。
このことから ThT-d3 の添加によりポリグル
タミンの立体構造は破壊されないことが分
った。現在、チオフラビンとポリグルタミン
分子間の 2H-13C 原子間距離を蓄積している。 
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