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研究成果の概要（和文）： E22Δ型 Aやピログルタミン酸含有 A11-42 における O-アシルイ

ソペプチドを合成することにより、水溶性を顕著に改善し、凝集や毒性に関わる種々の性質に

ついて明らかにすることができた。また、O-アシルイソペプチドおよび Gly25-Ser26 配列を修

飾したいくつかのペプチド誘導体が、Aの凝集に対する阻害活性を有することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Studies with the O-acyl isopeptides of A mutants and pyroGlu-A 
enabled us to identify new functions of amyloid beta peptides. In addition, the O-acyl 
isopeptide of A1–42 with an ester bond at the Gly25–Ser26 moiety had a capability of 
inhibiting fibril formation of A1–42 at equimolar ratio. 
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病は、我が国における認知症
の半数以上を占める難治性疾患であり、その
発症にはアミロイドβペプチド（Ａβ）が深
く関わっていると推察されているものの、治
療薬開発に繋がる病態機構の解明は暗中模
索状態で、病状の進行を止める治療薬は存在
しないのが現状である。Ａβは水溶性が極端
に低くしかも高頻度に自己会合・凝集化する
ために研究上取り扱いが大変難しく、そのた
めＡβの分子形態と毒性との関連を解析し
病因を特定することが困難である。 
 

２．研究の目的 
アルツハイマー病原因ペプチドであるアミ
ロイドβペプチド（Ａβ）は水溶性が低く凝
集性が高いために研究上取り扱いが難しい。
本研究ではＡβの会合化・凝集化過程をラン
ダム構造の単量体状態から再現できる化学
基盤ツールを利用してアルツハイマー病発
症の分子機構解明に貢献する。さらに、病原
性Ａβ分子種の形成を阻害するペプチド性
化合物をデザイン・合成・活性評価すること
により、アルツハイマー病治療薬としての候
補化合物探索を行う。 
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３．研究の方法 
本研究では「クリックペプチド」という化学
基盤ツールを利用することで、Ａβの凝集機
構に新規な知見を提供するとともに、Ａβの
凝集発現を抑えることのできる新規化合物
を創製する。クリックペプチドとは、Ａβの
O-アシルイソペプチド（25 位グリシンが 26
位セリン側鎖のβ-ヒドロキシル基にアシル
化された構造）を合成し、これを pH 変換な
どによりin situ でＡβへと変換（クリック）
する手法である。本Ａβクリックペプチドは、
水溶性・非凝集性のプレカーサー分子であり
望むタイミングで単量体のＡβを産生可能
であるため、Ａβの病的な凝集過程を、自然
界と同様に単量体状態から再現できる可能
性がある。 

本研究においては、①Ａβクリックペプチ
ドを利用し、Ａβの病的な凝集過程を再現し
た実験システムを確立し、毒性発現機構解明
に貢献する。蛍光ラベル標識化した誘導体を
作成し細胞実験に供することで、Aβの局在
についても調べる。これらを総合してＡβの
細胞毒性機構を精査する。②毒性型Ａβの形
成に対して阻害活性を有するペプチド性化
合物を獲得する。分子レベルでの作用機序解
明・構造—活性相関などを進め、高活性阻害
剤の創出を目指した。 
 
４．研究成果 
（ １ ） 今 回 、 A1–40(E22) お よ び
A1–42(E22)における O-アシルイソペプチ
ドを Fmoc 型ペプチド固相合成法により合成
した。得られた O-アシルイソペプチドはネイ
ティブの A1–40(E22)、A1–42(E22) と比
べそれぞれ高い水溶性を示した。また、円二
色性スペクトル (CD) による二次構造評価
より、O-アシルイソペプチドは酸性溶液中、
ランダムコイル構造を維持することが示唆
された。これは、イソペプチド部分での主鎖
N-H に起因する水素結合が存在せず、その結
果、凝集の元凶なる-シート形成が抑制され
たためと考えられる。一方、O-アシルイソペ
プチドは生理的 pH 条件下、O-to-N 分子内ア
シ ル 転 位 を 経 て 、 半 減 期 約 10 秒 で
A1–40(E22) および A1–42(E22) へそれ
ぞれ変換された。 

A1–40(E22) および A1–42(E22)の
O-アシルイソペプチド（0.1%TFA 水溶液）を
pH 7.4 のリン酸緩衝液で希釈し、得られた中
性溶液を 37˚C でインキュベート後、経時的
に各種測定に供した。A1–40(E22) はイン
キュベート数分後（O-to-N転位直後）のCD ス
ペクトル解析において -シート構造が
predominant に観察された。Western blot の
結果と照らし合わせ、A1–40(E22∆)はモノマ
ーあるいは低分子量オリゴマー状態におい
て素早くランダムコイルからシート構造へ

と変換し、その後徐々にオリゴマー化するこ
とが示唆された。同様の実験から、野生型
A1–40 の場合はランダムコイル状態を維持
しながらオリゴマー化することが示され、両
者の会合中の二次構造変換には顕著な差が
観察された。一方、チオフラビン T 蛍光ア
ッセイによる評価では、蛍光強度（アミロイ
ド線維量に相関）に差は見られなかった。ま
た、神経成長因子（NGF）により分化した PC12
細胞に対する毒性の評価では、両者ともに有
意な細胞毒性は認められなかった。 

A1–42(E22)においても野生型 A1–42
と比べ、インキュベート後のすみやかなシ
ート形成が観察された。さらに、Western blot
解析においても A1–42(E22)と野生型
A1–42 の間に顕著な違いが観察された。野生
型 A1–42 の場合は経時的にオリゴマー由来
のバンドが増加したのに対し、A1–42(E22) 
においてはインキュベート直後からオリゴ
マーのバンドが観察された。また本バンドの
サイズ（kDa）にも差が見られた。チオフラ
ビ ン  T 蛍 光 ア ッ セ イ に お い て は
A1–42(E22) は野生型 A1–42 と同程度ま
たは若干低い蛍光強度を示した。また、
A1–42 (E22) は野生型 A1–42 と比べ
NGF-PC12 細胞に対して顕著に低い細胞毒性
を示した。これは A1–42 (E22)が野生型と
は異なる機構でシナプス毒性を発現してい
る可能性を支持している。 
（２）Islet amyloid polypeptide（IAPP、
別名アミリン）は、膵臓ランゲルハンス島β
細胞からインスリンと共に放出される 37 残
基のペプチドホルモンである。IAPP は高い凝
集性を持ち、Ⅱ型糖尿病患者などの膵島にお
いてアミロイド沈着を形成する。その凝集過
程で形成されるオリゴマーやアミロイド線
維はβ細胞に対して毒性を持ち、Ⅱ型糖尿病
の進行段階におけるβ細胞の機能不全や壊
死に関与すると考えられている。また IAPP
を用いた生物学的・物理化学的実験において
は、その高い自己会合性のためにペプチドの
保存中・操作中にさえも凝集が起こり実験に
悪影響を及ぼすため、均一なモノマー状態の
IAPP を調製することは難しいと考えられる。 
そこで、クリックペプチド戦略を IAPP に対
して応用した。すなわち、IAPP の 8 位アラニ
ン-9 位スレオニンおよび 19 位セリン-20 位
セリンにおいてエステル構造を導入した O-
アシルイソペプチドを、2 段階のセグメント
縮合法により合成した。まず Ser19-Ser20間に
イソペプチド構造を有する[Gln10-Ser20]を、
塩基存在下、ウロニウム型縮合剤である HATU
により[Asn21-Tyr37]-樹脂と反応させた。さら
に Ala8-Thr9 にイソペプチド構造、Cys2-Cys7

にジスルフィド結合を有する[Lys1-Thr9]を
反応させた後、TFA による脱樹脂・脱保護を
経て IAPP の O-アシルイソペプチドを得た。 



 

 

次に、合成したイソペプチドについて、CD
スペクトル測定による二次構造評価および
チオフラビン Tアッセイによるアミロイド線
維形成能評価を行った。イソペプチドは、酸
性条件下において特定の二次構造を示さず、
チオフラビン Tの蛍光強度は上昇しなかった。
一方 IAPP においては、同条件下、二次構造
形成およびチオフラビン T蛍光強度の上昇が
観察された。このことから、本イソペプチド
はネイティブの IAPP と比べてアミロイド線
維形成能や二次構造形成能が低いことが示
された。さらに、中性条件下、本イソペプチ
ドは O-to-N 分子内アシル基転位反応により
ほぼ定量的に IAPP に変換された。In Situ に
て産生した IAPP は、ランダムコイル構造か
らα-ヘリックス/β-シートへと経時的に変
化し、アミロイド線維量の増加が観察された。 
（３）蛋白質合成化学においては、ケミカル
ライゲーション法（化学選択的な反応により
無保護のペプチド鎖同士を縮合する方法）に
よりポリペプチド鎖を構築する手法が頻繁
に用いられるが、膜蛋白質など、極端に疎水
性の高い蛋白質由来のポリペプチドにおい
てはライゲーション後の HPLC 精製が極めて
厄介である。すなわち、この手のポリペプチ
ドは極性溶媒に対する溶解性が極端に低く、
また逆相カラム固定相との相互作用が過剰
に強固なため、HPLC 精製によって純度の高い
ポリペプチドを得ることが極めて困難とな
る。 

膜貫通領域ペプチドをモデル配列として、
DMF 中、塩基存在下、ペプチドチオエステル
と Cys-ペプチドとの間でネイティブケミカ
ルライゲーションを行った。結果、O-to-N ア
シル基転位反応を伴うことなく O-アシルイ
ソペプチド構造を維持したまま、効率良くペ
プチド鎖同士を縮合することが可能であっ
た。逆相 HPLC による精製について検討した
ところ、ライゲーション後の O-アシルイソペ
プチドは、ODS (octadecylsilyl) カラムか
らの回収率が顕著に優れていた。O-アシルイ
ソペプチドを利用した本合成戦略はアミロ
イド蛋白質などの疎水性蛋白質における効
率的合成に貢献するものと期待される。 
（４）O-アシルイソペプチド法を基盤とし、
N 末端に 蛍光基である FAM および Biotin- 
linker を結合した A イソペプチドを合成
した。FAM-A および Biotin-A は、wt-A 
と同程度の細胞毒性を示した。また、FAM-A 
が細胞に局在する様子を観察した。一方、
Biotin-A が、 A と相互作用するタンパク
質を同定するにあたり有用なツールとなり
うる事が示唆された。 
（５）極端に水溶性の低いピログルタミン酸
含有 A11-42 において、O-アシルイソペプチ
ドを利用することにより、水溶性を実験可能
な水準にまで押し上げることにより、種々の

生化学的実験を行うことができた。例えば、
チオフラビン T 蛍光アッセイによるアミロ
イド線維量評価では、pyroGlu-A11–42 の蛍
光強度は A1–42 より低く、pyroGlu-A11–42
が形成する繊維は A1–42 よりも微細である
ことが示唆された。原子間力顕微鏡の結果か
らも同様の結論が支持された。また、
pyroGlu-A11–42 の毒性は A1–42 と比べや
や低い傾向であった。尚、A11–42 との比較
から、N 末端のピログルタミン酸は毒性の発
現に必須ではないことが明らかとなった。こ
れら一連の結果は、Aの凝集機構解明に有用
な知見を与えるものと期待される。 
（６）Aの Gly25-Ser26配列をコアとした一連
のペプチド誘導体を、ペプチド固相合成法に
より調製し、得られたペプチドを O-アシルイ
ソペプチドを利用した原子間力顕微鏡に供
した。O-アシルイソペプチド自身が凝集性を
持たないことから、Gly25-Ser26 間のアミド結
合が Aβの凝集において重要な役割を果たし
ていると仮定し、Gly25-Ser26 領域を修飾した
Aβ の新規凝集調整分子に焦点を当て構造—
活性相関を行った。結果、長鎖ペプチド性分
子ではあるものの、Aβ の繊維形成を有意に
阻害することのできる分子を発見した。 
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