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研究成果の概要（和文）：近年アルツハイマー病に代表される、ミスフォールディングタンパク

質が凝集することが原因で引き起こされる疾病が社会的問題となっている．本研究では生体内

でタンパク質凝集を抑制する働きをしている分子シャペロンタンパク質の１つであるプレフォ

ルディンがアミロイドβタンパク質やポリグルタミンタンパク質などの疾病タンパク質凝集に

どのような働きをしているかを調べたところ、凝集が抑制されることを見出した． 

 
研究成果の概要（英文）：Protein misfolding disease, such as Alzheimer’s’ disease (AD), 
is caused by misfolded protein aggregates that induce molecular stress and interfere with 
cellular function. We examined effect of molecular chaperone prefoldin (PFD) on 
aggregation of amyloid beta and poly glutamine protein that cause AD and Huntington 
disease, respectively. We found that PFD could inhibit their aggregation in vitro. 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、タンパク質ミスフォールディング病

とよばれる、天然構造が壊れ、間違ったフォ
ールディング（ミスフォールディング）をし
たタンパク質が凝集することが原因で病気

が引き起こされる例が多く見つかり、社会的
問題となっている．代表的な疾病であるアル
ツハイマー病においては、アミロイドβタン
パク質（Aβ）などの凝集体が主な病因と考
えられている．特に、Aβの凝集形成中間体
である可溶性オリゴマーは毒性が高いこと
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から、近年は病気発症の主要因の一つと考え
られているが、その形成機構はまだ明らかで
はない． 
一方、生体内では、分子シャペロンタンパ

ク質がタンパク質の凝集抑制に関与してい
ることが知られている．申請者はこれまで、
プレフォルディン(PFD)と呼ばれる分子シャ
ペロンにより、Aβの幅広い重合度（３～数
十量体）の可溶性オリゴマーが生成すること
を発見した（Sakono and Zako et al. FEBS J. 
2008）．生成した可溶性オリゴマーは高毒性
を有し、アポトーシスによる細胞死を誘導し
たことから、プレフォルディンがアルツハイ
マー病発症に関与している可能性が初めて
示唆された． 
プレフォルディンはクラゲ状のきわめて

ユニークな構造を有し、様々なタンパク質や
のフォールディングに関与すると考えられ
ている分子シャペロンの１つである．申請者
はこれまでにプレフォルディンが他の分子
シャペロンであるシャペロニンとともにタ
ンパク質のフォールディングを促進するメ
カニズムの一端を明らかにしてきた(J. Biol. 
Chem. 2004, 2004, FEBS Lett. 2005, J. Biol. 
Chem. 2005, Zako et al. J. Mol. Biol. 2006, 
Proteins 2008, J. Biol. Chem. 2008)．分
子シャペロンは本来凝集を抑制し、細胞には
有利に働くと考えられていたので、プレフォ
ルディンによる毒性オリゴマーの生成は予
想外の結果であった． 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、プレフォルディンがミスフォ

ールディング病の原因とされているタンパ
ク質凝集にどのような働きをしているかを
明らかにすることを目的としている．特にア
ミロイドβやポリグルタミンタンパク質な
どのタンパク質凝集における分子シャペロ
ンの働きを明らかにすることを目指す．特に
本研究ではヒト由来のプレフォルディンを
用いることとし、これまでの古細菌由来のプ
レフォルディンを用いた場合と比較する． 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、分子シャペロンタンパク質の

ひとつであるプレフォルディンがミスフォ
ールディング病の原因とされているタンパ
ク質凝集にどのような働きをしているかを
明らかにするために、ヒト由来プレフォルデ
ィンのアミロイドβ（Aβ）およびポリグル
タミンタンパク質凝集への影響を調べた．ヒ
ト由来プレフォルディンは６つのサブユニ
ットからなり、それぞれを大腸菌にて発現・

精製後、既報の方法（Simons et al. JBC 2004）
によりアセンブルした．その後 Aβ (1-42)
ペプチドもしくはポリグルタミンタンパク
質と 37℃でインキュベートし、ポリアクリル
アミド電気泳動(PAGE)-ウェスタンブロット
などによる構造解析、細胞毒性検討などを行
った． 
 ポリグルタミンタンパク質はハンチント
ン病とよばれる脳神経疾患の原因タンパク
質と考えられている．本研究では一般的に用
いられているポリグルタミンモデルタンパ
ク質 GST-(myc)-Htt PolyQ を使用した．こ
こで Q はグルタミンを表しており、 正常型
のモデルとして Q が 23 個連なったもの、異
常型のモデルとして 53 個連なったものを用
いた．myc エピトープは、抗体検出のために
付加された配列である．GST はアフィニティ
精製を容易にするために付加されたタンパ
ク質であるが、一方で polyQ の凝集を抑制す
る効果を有する．GST と myc の間にはプロテ
アーゼ切断部位が存在し、プロテアーゼによ
り GST と(myc)-Htt polyQ とが切れることで
凝集が始まる． 
 
 
４．研究成果 
 
(1) プレフォルディンの Aβ凝集への影響 
 
ヒトプレフォルディンと Aβをインキュベ

ートすると、Aβの凝集が抑制され、可溶性
のオリゴマー構造が生成した（図１）．プレ
フォルディンによる Aβの凝集抑制効果は
TEM によっても確認された．プレフォルディ
ンは Aβ濃度の 0.02倍量でも充分に凝集抑制
効果があり、結合が非常に強いことが分かっ
た．さらに免疫沈降法などによりオリゴマー
がプレフォルディンと Aβの複合体であるこ
とを明らかにした．この Aβオリゴマーのラ
ット副腎髄質由来褐色細胞腫（PC12細胞）に
対する細胞毒性は非常に低く、プレフォルデ
ィンは Aβ凝集を抑制するとともに無毒化し
ている可能性が示唆された．さらにオリゴマ
ーの細胞毒性はマウス神経細胞においても
低いことを示した．これらの結果により、ヒ
トプレフォルディンにより低毒性の Aβオリ
ゴマーが生成することが分かった． 

我々はこれまでに古細菌由来のプレフォ
ルディンを用いた場合にも Aβの凝集が抑制
され、可溶性オリゴマーが生成することを見
出している．しかしこの可溶性オリゴマーの
毒性は非常に強かった．これらの結果を考え
合わせると、可溶性オリゴマーでも高毒性の
ものと無毒性のものがあることが示唆され
る．近年アルツハイマー病では毒性の高い可
溶性オリゴマーが主病因の 1つと考えられて
いるが、サイズや構造が異なる様々な可溶性



 

 

オリゴマーが報告されており、未だに病因オ
リゴマーの特定には至っていない．本研究の
成果をさらに発展させることにより可溶性
オリゴマーの毒性原因について重要な知見
が得られることが期待できる． 
 

 
(2) プレフォルディンのポリグルタミンタ
ンパク質凝集への影響 
 
プレフォルディンのポリグルタミンタン

パク質凝集への効果をフィルタートラップ
法により調べたところ、プレフォルディン非
存在下では、異常型ポリグルタミンタンパク
質のモデルである Htt PolyQ53にのみ凝集が
検出された。一方、プレフォルディン存在下
では、Htt PolyQ53 の凝集はプレフォルディ
ン濃度依存的に抑制された。また、プレフォ
ルディンによる Htt PolyQ53 の凝集抑制効果
は TEM によっても確認された． これらの結
果は、プレフォルディンが Aβ以外にも疾患
性ミスフォールディングタンパク質凝集を
抑制できることを示唆している． 
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