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研究成果の概要（和文）：分子シャペロンタンパク質がアルツハイマー病などの疾病の原因とされるアミロイド凝集に
与える影響を検証した。分子シャペロンの１種であるプレフォルディンはアミロイドβ(Aβ)やポリグルタミンタンパ
ク質の凝集を抑制した。得られた可溶性オリゴマーは低毒性であり、高毒性オリゴマーと比較して表面構造が異なるこ
とが示唆された。また別の分子シャペロンであるスモールヒートショックプロテインはアミロイド凝集体の低毒性化に
寄与することが分かった。

研究成果の概要（英文）：We investigated effect of molecular chaperone protein on aggregation of misfolded 
proteins, which is considered to cause various diseases including Alzheimer’s disease (AD). Prefoldin 
(PFD) is a chaperone that captures unfolded proteins and delivers them to chaperonin for functional 
folding. We found that human PFD (hPFD) inhibited amyloidβ (Aβ) fibrillation and induced formation of 
soluble Aβ oligomers, which showed lower cell toxicity and different surface structure compared with 
toxic oligomers. These results suggest a relation between cytotoxicity of Aβ oligomers and structure.
 We also demonstrated that hPFD could prevent aggregation of polyglutamine (polyQ) that causes Huntington 
disease, and could protect neuronal cells from polyQ toxicity. It was also found that small heat shock 
protein (sHsp) from yeast could induce formation of less-toxic Aβ aggregates, suggesting a possible 
protective role of sHsp in disease pathology.

研究分野： 生物科学・構造生物化学

キーワード： アミロイド凝集　分子シャペロンタンパク質　アルツハイマー病　一分子蛍光イメージング　プレフォ
ルディン　スモールヒートショックプロテイン

  ３版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

 

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
から、近年は主な病因の一つと考えられてい
るが、その形成機構・毒性メカニズムはまだ
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。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。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、これは予想外の
結果であった。そこで本研究では、まずこの
発見をさらに発展させ、プレフォルディンに
よるオリゴマー形成メカニズムを詳細に分
析するともに、ポリグルタミンタンパク質な
ど疾病の原因とされる他のタンパク質凝集
における分子シャペロンの働きを明らかに
することを目的とした。 
	 分子シャペロンには様々な種類があり、こ
れまでにもシャペロニン、スモールヒートシ
ョックプロテインなど、他の分子シャペロン
タンパク質もミスフォールディングタンパ
ク質の凝集を抑制し、疾病に関与することが
知られている。一方で、これらの分子シャペ
ロンはダイナミックな構造変化をおこす。申
請者はこれまでにスモールヒートショック
プロテインの熱などのストレス依存的な会
合状態変化などのダイナミックな構造変化
が分子シャペロンとしての機能発現に重要
なことを明らかにしてきた。そこで本研究課
題では、これまで明らかでなかった、これら
分子シャペロンと疾病の関与メカニズムを
明らかにすることを目指した。 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究では、分子シャペロンタンパク質がア
ミロイド凝集に与える影響を明らかにする
ために、以下の項目について研究を行った。 
 
①	 分子シャペロンプレフォルディンによ

る Aβ凝集への影響 
②	 ポリグルタミンタンパク質など、Aβ以

外の凝集形成への関与の解明 
③	 スモールヒートショックプロテインな

ど他の分子シャペロンタンパク質のア
ミロイド凝集への関与の解明 

 
 
３．研究の方法 
	 
生化学的手法や 1分子蛍光イメージング法な
どを用いてプレフォルディンが Aβやポリグ
ルタミンタンパク質などのアミロイドタン
パク質の凝集に与える影響を調べた。	 
	 
①では、まずヒト由来プレフォルディンが A
β凝集に与える影響を検証する。これまで古
細菌由来のプレフォルディン存在下で Aβ凝
集の可溶性オリゴマーが生成することを見
出だしたが、ヒト由来プレフォルディンで同
様の現象がおこるかを調べる。生成した可溶
性オリゴマーに関しては、細胞毒性や抗体反
応性などにより、その性質を明らかにする。 
 
②ではヒトポリグルタミンタンパク質（ハン
チントン病）など、疾患の原因とされる代表
的なタンパク質にも同様の働きをし得るか
を明らかにする．アミロイドタンパク質は凝
集形成過程で様々な分子量のオリゴマーを
形成するが、1 分子レベルで観察することに
より可能となる。さらにアミロイドタンパク
質発現細胞において、プレフォルディンをノ
ックダウンしたときの細胞内凝集体の量変
化や細胞の生存に与える影響を生化学的手
法により明らかにする。	 
	 
③ではスモールヒートショックプロテイン
など、他の分子シャペロンの凝集性タンパク
質への関与機構を明らかにする。とくに申請
者がこれまでにあきらかにしたダイナミッ
クな構造変化と凝集抑制効果との相関を明
らかにする。スモールヒートショックプロテ
インは熱などのストレスに応じて会合状態
を変えることでタンパク質凝集を抑制する
シャペロン活性を発揮すると考えられてい
るが、この構造ダイナミクスの Aβ凝集への
影響は明らかでなかった．我々はこれまでに
酵母由来のスモールヒートショックプロテ
イン(SpHsp)が温度によりオリゴマー・ダイ
マーの会合状態を変えることを見出だして
いるおり、SpHsp をモデル sHsp として会合状
態の Aβ凝集への影響を調べた。	 
	 



 

 

	 
	 
４．研究成果	 

	 

① 分子シャペロンプレフォルディンによる
Aβ凝集への影響	 

	 

分子シャペロンの一つであるヒト由来プレフ

ォルディン(hPFD)がAβ凝集に与える影響を

調べた。hPFDが脳内で発現していることは分

かっていたが、本研究で、アルツハイマー病

モデルマウスの脳内でPFDが通常マウスより

多く発現していることが分かった。さらに、

本研究によりhPFDがAβ凝集を抑制している

ことが明らかとなった。これらは可溶性オリ

ゴマー構造をとっていたが、興味深いことに

細胞毒性を示さなかった。特にAβオリゴマー

に関しては毒性の高いオリゴマーと比較して

、異なる抗体認識を示したことから、可溶性

オリゴマーの毒性と表面構造に相関があるこ

とが明らかとなった。	 

	 

② ポリグルタミンタンパク質など、Aβ以外
の凝集形成への関与の解明	 

	 

進行性神経変性疾患の一つであるハンチント

ン病の原因とされる、ポリグルタミンタンパ

ク質(polyQ)凝集に対するヒト由来プレフォ

ルディン(hPFD)の与える影響を調べた。今回

hPFDがpolyQ凝集を抑制していることが明ら

かとなった。またPFDノックダウン細胞内では

可溶性PolyQ凝集が増加しており、PFDがオリ

ゴマー形成の段階で凝集抑制することが示唆

された。またhPFDノックダウン細胞では、

PolyQ凝集による細胞死が増加しており、hPFD

の神経保護作用が示唆された。また、一分子

解析の結果、hPFD存在下では数量体以内の低

分子量オリゴマー構造をとることが示唆され

た。これらの結果は、プレフォルディンがポ

リグルタミンタンパク質の凝集を抑制し、低

毒性の低分子量オリゴマー状態で安定化して

いることを示唆している。	 

	 

③ スモールヒートショックプロテインのア
ミロイド凝集への関与の解明	 

	 

分子シャペロンの一つであるスモールヒート

ショックプロテイン(sHsp)のAβ凝集への影

響を調べた。sHspはアルツハイマー病患者脳

で見つかっており、Aβ凝集への関与が考えら

れる。sHspは熱などのストレスに応じて会合

状態を変えることでタンパク質凝集を抑制す

るシャペロン活性を発揮すると考えられてい

るが、この構造ダイナミクスのAβ凝集への影

響は明らかでなかった。我々はこれまでに酵

母由来のsHsp(SpHsp)が温度によりオリゴマ

ー・ダイマーの会合状態を変えることを見出

だしているおり、SpHspをモデルsHspとして会

合状態のAβ凝集への影響を調べた。その結果

オリゴマー状態のSpHspはAβ凝集を抑制し、

ダイマー状態ではAβ凝集を抑制はしないが、

無毒性のAβ凝集形成に貢献していることを

見出だした。これらはsHspが異なる構造状態

において、異なるメカニズムによりAβ凝集の

抑制もしくは低毒性化に貢献していることを

示している。	 

	 さらにヒト由来のスモールヒートショック

プロテイン(hsHsp)がAβ凝集に与える影響を

調べた。今回リン酸化により会合状態を制御

したhsHspを用いてAβ凝集への影響を調べた

ところ、会合状態であっても解離状態であっ

てもAβ凝集を抑制することが示された。さら

にhsHsp	 存在下ではAβサンプルの毒性も低

減していた。これらの結果はヒト由来sHspで

は構造状態に関わらずAβ凝集および毒性を

抑制していることを示している。	 

	 

④ Aβ凝集を高感度に検出する手法の開発	 
	 
さらに金ナノ粒子を用いてアミロイド凝集
を超高感度に検出する手法を開発した。Aβ
抗体を修飾した金ナノ粒子が Aβ凝集に結合
して生成するナノ粒子凝集を暗視野顕微鏡
により単一クラスターレベルで観察するこ
とで、40	 pM の Aβ凝集を検出することに成
功した。	 
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