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研究成果の概要（和文）：　神経細胞の表面にアンカリングされたプリオン蛋白質(PrP)は、オリゴマー化した
アミロイドβ(Aβ)蛋白質の受容体として機能し、アルツハイマー病と密接に関連するAβオリゴマーの病因性シ
グナルを細胞内に伝達する事が報告された。本研究ではPrPに高い親和性で結合するRNA分子(RNAアプタマー)を
用い、これによってPrPをマスクする事でPrPが受容体として機能できないようにし、Aβオリゴマーの病因性シ
グナルが細胞内に伝達するのを阻害する事を、京都大学工学研究科の森泰生教授・中尾章人助教との共同研究に
より試みた。その結果、RNAアプタマーがPrPの受容体としての働きを阻害する事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It was reported that prion protein (PrP) functions as a receptor of 
oligomerized amyloid b protein (Ab), which is related to Alzheimers’s disease, and transmits a 
pathological signal into cells. We attempted to mask PrP by an RMA aptamer toward PrP and thus block
 the transmission of the pathological signal. Collaborative study with Professors Mori and Nakao, 
Kyoto University, implied that the RNA aptamer could repress the transmission of the signal.

研究分野：生物物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アミロイドβ(Aβ)蛋白質の病因性シグナルが、細胞表面の受容体であるプリオンタンパク質を介して細胞内に
伝達される事を、プリオンタンパク質に対するRNAアプタマーによって遮断できる事が示唆されたことは、アル
ツハイマー病の治療に向けた新たな基盤となる可能性を有する新知見であり、学術的及び社会的に意義がある。

※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 
 応募者はプリオン蛋白質(PrP)に高い親和性を有する RNA 分子(RNA アプタマー)を探索・取得
し、これを用いて PrP が正常型から異常型に遷移するのを阻害する事で、プリオン病の治療を目
指す研究を行ってきた。その結果、有望なRNAアプタマーの取得に成功し(片平他, 2013, Nucleic 
Acids Res.; 片平他, 2014, Nucleic Acids Res.)、その後の研究によってより活性が高い RNA
アプタマーの探索・取得にも成功しつつあった。 
しかし PrP がアミロイドβ(Aβ)オリゴマーの受容体として機能し、アルツハイマー病に関連
したAβオリゴマーの病因性シグナルを細胞内に伝達している事が報告され(Lauren等, Nature , 
2009)、応募者のこれまでの研究にはもう一つ別の重要な意義がある事に気付いた。即ち、上記
の RNA アプタマーによって PrP と Aβオリゴマーの間の蛋白質－蛋白質相互作用を阻害すれば、
Aβオリゴマーの病因性シグナルの細胞内への伝達を遮断でき、アルツハイマー病の治療に役立
つ可能性があると思い至った。 
 このアイディアの有効性を実証する第一歩として、PrP と Aβオリゴマーの間の蛋白質－蛋白
質相互作用を RNA アプタマーが本当に阻害できるのかを、まず in vitro で物理化学的な実験で
検証する事とした。その結果、RNA アプタマーは確かに期待した効果を in vitro で発揮できる
事を示せた(片平他、FEBS J., 2019)。この結果に力を得て、本研究では海馬切片を用いた電気
生理学的な実験で、我々のアイディアの有効性の検証を行う事とした。生体の系に近いここでも
ポジティブな結果が得られれば、アルツハイマー病の治療へ応用という事が現実味を帯びてく
る。 
 
 
２．研究の目的 
 神経細胞の表面にアンカリングされたプリオン蛋白質(PrP)は、オリゴマー化したアミロイド
β(Aβ)蛋白質の受容体として機能し、アルツハイマー病と密接に関連する Aβオリゴマーの病
因性シグナルを細胞内に伝達する事が報告された(Lauren 等, Nature , 2009)。PrP に対する抗
体で PrP をマスクして受容体として機能できないようにすると、Aβオリゴマーの病因性シグナ
ルは、細胞内に伝達されない事も報告された。本研究では抗体ではなく、PrP に高い親和性で結
合する RNA 分子(RNA アプタマー)を用い、これによって PrP をマスクする事で PrP が受容体とし
て機能できないようにし、Aβオリゴマーの病因性シグナルが細胞内に伝達するのを阻害する事
を試みる。本研究は、PrP と Aβオリゴマー間の蛋白質－蛋白質相互作用を RNA 分子によって阻
害する事で、アルツハイマー病の治療に向けた新たな道筋を拓く事に挑戦するものである。 
 また、上記の戦略には PrP に高い親和性で結合する RNA アプタマーの探索・獲得が必須であ
る。これまでに既にこのような RNA アプタマーを獲得する事に成功しているが、獲得した RNA ア
プタマーよりさらに高い親和性を示す RNA アプタマーの探索・獲得も並行して行う。より高性能
の RNA アプタマーの獲得に成功した場合は、その立体構造を NMR 法によって決定する。得られた
立体構造に基づいて、高い結合能がもたらされているメカニズムを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) プリオン蛋白質(PrP)に高い親和性を示す RNA 分子の探索・取得 
 正常型の PrP に高い親和性を有し、これにより PrP が異常型に遷移する事を阻害する活性(抗
プリオン活性)が生細胞において確認された RNA 分子(RNA アプタマー)を応募者は見出した。こ
の RNA アプタマーの塩基配列をベースにして、より高い活性を有する事が期待される RNA アプ
タマーの塩基配列をデザインした。具体的には、二つの RNA アプタマーを連結して 1つの RNA 分
子にする事で、PrP に結合した際の安定化のエネルギーを 2倍にして、結合能の飛躍的な上昇を
目指した。さらに、二つの RNA アプタマーを連結する際に、アプタマー間にいくつかの残基を挿
入した。これによって、PrP に結合した際に二つのアプタマー間に生じるテンションを解消する
事を目指した。このようにして新たにデザインした RNA アプタマーの活性をアッセイし、その結
果を塩基配列のデザインにフィードバックする。これを繰り返す事で、抗プリオン活性が高い
RNA 分子を探索・取得する事を行った。 
 
(2) 正常な電気生理学的なシグナルのアミロイドβ(Aβ)オリゴマーによる消失とその RNA アプ
タマーによる復活の検証 
 細胞表面の PrP によって Aβオリゴマーの病因性シグナルが細胞内に伝達されると、正常な電
気生理学的なシグナルが消失する事が、海馬切片を用いた解析から示された。一方あらかじめ
PrP に対する抗体を作用させると、正常な電気生理学的なシグナルは消失しなかった(共に上記
の Lauren 等の論文)。そこで第一に海馬切片を Aβオリゴマーとプレインキュベートし、正常な
電気生理学的なシグナルの消失が再現するかを検証する。第二に海馬切片をまず初めに RNA ア



プタマーとプレインキュベートし、次に Aβオリゴマーとプレインキュベートした場合には、正
常な電気生理学的なシグナルの消失を免れるのかを調べる。 
上記(2)の第二の実験は、PrP を先に RNA アプタマーでマスクしておく事で、PrP が Aβオリゴ
マーと相互作用する事を阻害して正常な電気生理学的なシグナルの消失を免れる事を目指すも
のである。抗体がこの効果を発揮できる事が、先述の論文で示されている。 
(1)は、片平が研究協力者である山置博士研究員、永田崇准教授及び研究補助員と協力して行
った。(2)は片平と山置が、研究協力者である京大工学研究科の森泰生教授・中尾章人助教と協
力して行った。 
 
 
４．研究成果 
（1）これまでに得ていた RNA アプタマーの塩基配列を基にして、これよりはるかに高い抗プリ
オン活性を示す RNA 分子を取得する事に成功した。従来の RNA アプタマーと比較して、抗プリオ
ン活性は 100 倍程度向上した。次にこの RNA アプタマーの立体構造を NMR 法によって決定した。
得られた立体構造に基づいて、プリオンタンパク質中の RNA アプタマー結合部位ペプチドとの
複合体の立体構造のモデリングを行った。これによって、今回得られた RNA アプタマーと PrP と
の結合様式・相互作用様式の推定が可能となり、高い抗プリオン活性が発揮される理由を解明す
る事ができた。 
上記の核酸アプタマーは 4重鎖構造を形成するが、4重鎖構造を形成する核酸分子一般の構造
―機能相関を解析する為に、複製に関与するタンパク質 ORC1 と 4重鎖構造を形成する核酸分子
との相互作用の解析も行った。ORC1 は、2重鎖構造を形成する核酸分子よりも、4重鎖構造を形
成する核酸分子により強く結合する事が、蛍光異方性を用いた実験によって示された。4重鎖構
造のどの部位が、ORC1 との特異的な相互作用に関与しているのかも、NMR のケミカルシフトパー
タベーション法により決定された。これをプリオンタンパク質と 4 重鎖構造を形成する核酸ア
プタマーとの相互作用様式と比較したところ、4重鎖を形成する核酸分子とタンパク質との相互
作用様式には、共通項がある事が示唆された。 
 
(2) 細胞表面の PrP によって Aβオリゴマーの病因性シグナルが細胞内に伝達されると、正常な
電気生理学的なシグナルが消失する事が、海馬切片を用いた解析から示された。一方あらかじめ
PrP に対する抗体を作用させると、正常な電気生理学的なシグナルは消失しない事が報告されて
いる(Lauren et al., 2009)。そこで、京都大学工学研究科の森泰生教授・中尾章人助教との共
同研究で、海馬切片をまず初めに RNA アプタマーとプレインキュベートし、次に Aβオリゴマー
とプレインキュベートしたところ、正常な電気生理学的なシグナルの消失を免れる事が示唆さ
れた。これは、Aβオリゴマーの病因性シグナルが受容体であるプリオンタンパク質を介して細
胞内に伝達される事を、RNA アプタマーによってブロックできる可能性を示すものである。即ち
上述した PrP に対する抗体が示した機能を、RNA アプタマーも発揮できる事を示唆する実験結果
である。これは、アルツハイマー病の治療法の開発に向けた新たな基盤となり得る知見である。 
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