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研究成果の概要（和文）：高齢化社会に突入した我が国において、アミロイド病の原因物質といわれるアミロイドペプ
チド・タンパク質（アミロイド）に関する研究は、各方面で重要になってきている。アミロイドは自己で集合した凝集
体が毒性を示したり、線維などのナノ構造体を形成したりするため、凝集体に関する研究が数多く行われている。しか
しながら、凝集体の形成条件が各研究で異なっているのが現状で、アミロイド研究の進展を妨げている。本研究では、
従来の手法では難しかったアミロイドの凝集プロトコルを規格化することで、いつでも誰でも同条件で、物理化学的ア
ッセイや細胞アッセイが行えるシステムの構築を行った。

研究成果の概要（英文）：Protein misfolding diseases are increasingly common in aging populations. These 
diseases involve the systematic or tissue-localized deposition of fibrillar, β-sheet rich protein 
assemblies (amyloids). To date, many scientists have investigated amyloid aggregation, but their 
monomerization protocols and aggregation protocols for amyloids have not been unified nor standardized. 
Consequently, we attempted to establish an effective method for monomerization and aggregation of amyloid 
peptides using peptide-immobilized microbeads. This system would be one of the most promising method for 
monomerization and aggregation of amyloids toward medicinal and biochemical research fields.

研究分野： 生体高分子工学
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会に突入した我が国において、ア
ルツハイマー病やパーキンソン病といった
ペプチド・タンパク質のミスフォールディン
グであるアミロイドによる重大疾病（アミロ
イド病）が社会問題化しており、様々な方面
で研究がなされている。しかしながら、未だ
にどのようなペプチド配列が凝集し、細胞毒
性を示すのか、さらにどのような毒性発現機
構なのか、といった根本的かつ基礎的な知見
は見出されていない。また、治療や診断に役
立つと考えられるアミロイド凝集を促進・抑
制するようなペプチド配列も体系的には見
出せていない。以上のような知見が体系的・
網羅的に得られれば、これら疾病の原因究明
や診断薬、治療薬の開発につながるだけでな
く、タンパク質の構造予測や、線維という構
造特徴を生かした材料応用など、バイオから
ナノに至るまでの幅広い分野での応用開発
の基礎となり、その学術的意義は大きい。し
かしながら、現在のアミロイド研究では、単
発的成果は多数得られるものの、遅々として
統一的かつ体系的な成果による大きな進展
が見られないのが現状である。その最大の要
因として、アミロイド研究において最も基本
的かつ重要な段階過程である、凝集体調製の
難しさが挙げられる。これらペプチド・タン
パク質が毒性を示す状態は、凝集過程の途上
である分子がオリゴマーを形成している段
階といわれ、まず分子をその状態に維持する
ことが難しい。さらに、その過程の出発点で
ある均一な一分子状態、モノマー状態を作成
する方法が統一されておらず、各研究で様々
となっている（Fezoui Y, et al. (2000) 
Amyloid 7, 166、 Hoshino, M, et al. (2002) 
Nat. Struct. Biol. 9, 332、J. Sato, et al. 
(2007) Chem. Eur. J. 13, 7745, K. Usui, et 
al. (2009) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 106, 
18563 など）。このモノマー化条件が研究に
より異なることが致命的で、それに付随して
モノマー化後の凝集条件も多種多様となっ
てしまい、他人が同実験を行うと再現性がと
れない事象が多く、結果としてアミロイド研
究の停滞を生み出している。そこで、本研究
ではアミロイドペプチド・タンパク質の凝集
プロトコルを統一（規格化）でき、その上で
一連の細胞アッセイをいつでも誰でも同条
件で、網羅的体系的に行えるシステムの構築
を目指すことにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、従来の手法では難しかったこ
れらペプチド・タンパク質の凝集プロトコル
を規格化することで、いつでも誰でも、同条
件で、物理化学的アッセイや細胞アッセイな
どが行えるシステムの構築を目指す。本研究
で解決しようとする課題は以下のとおりで
ある（図１）。 
（１）モノマー化されたペプチドを基板上に
簡便に配置する方法の確立 

（２）測定時に、（１）で配置したペプチド
をいつでも誰でも同条件で凝集できる方法
の確立 
（３）（１）で作成した基板上で細胞培養が
可能で、測定時に細胞存在下で（２）が行え
ることの検証 
（４）以上で構築できたシステムを用いたア
ミロイド凝集の挙動解析と有用性の証明 

     図１ 本研究の概要 
 
３．研究の方法 
 （１）において、これまで、タンパク質や
細胞などを検出・解析できるペプチドアレイ
の構築において使用してきた、96-well マイ
クロプレートを用いた構築を検討した。また
ポリスチレン樹脂ビーズを用いた本システ
ムの構築も試みた。 
 次に、（２）の固相担体からの遊離方法を
検討した。まずは光照射による遊離方法を行
い、最適な条件を見出した。さらにより簡便
な方法として、塩基処理で遊離する方法を検
討した。 
 （３）においては、光照射による遊離方法
にて、樹脂自体の毒性評価や、細胞と樹脂共
存下での光照射などを行った。 
 （４）においては、光照射による遊離方法
を用いて、DMSO 法との比較を詳細に行った。 
 
４．研究成果 
（１）モノマー化されたペプチドを基板上に
簡便に配置する方法の確立 
 光切断リンカーにはこれまでと同様のも
のを用いて96-wellマイクロプレート上に構
築をまず行った。この際のペプチドの固定化
方法は、方法論として Methods in Molecular 
Biology 誌の招待論文としてまとめ、発表し
た（雑誌論文①）。さらに、ポリスチレン樹
脂を用いた構築も行った。本法はペプチド合
成用のマイクロビーズをそのまま用いる方
法であり、ペプチド合成の要領で、直接ペプ
チドを配置する手法である。その際、光切断



リンカー人工アミノ酸もペプチド合成と同
様の手法で導入しておく。こうすれば高純度
合成が必要ではあるものの、ペプチドの精
製・固定化を省略でき、合成し脱保護をした
ペプチドは全て必ずモノマー化されている
ことになる。その後、ビーズに光を照射する
ことにより、ビーズからペプチドを遊離（脱
樹脂）させ、線維化を起こさせる。ビーズの
細胞への添加量や、ペプチドのビーズへの導
入率は容易にコントロールできるために、プ
レート上で行う方法よりも数段、効果的かつ
簡便な方法となることが判明し、以降、ポリ
スチレン樹脂ビーズを利用することにした。
以上の成果は、特許出願（産業財産権①、②）
などに大きく貢献している。 

 図２ ポリスチレン樹脂ビーズを用いる 
       本手法の概要 
 
（２）測定時に、（１）で配置したペプチド
をいつでも誰でも同条件で凝集できる方法
の確立 
 樹脂を用いた構築法において、光照射によ
る遊離方法を行い、最適な条件を見出した。
こ の 際 の 条 件 は 、 前 述 の Methods in 
Molecular Biology 誌の論文にも一部まとめ
てある（雑誌論文①）。 
 さらにより確実かつ簡便な方法として、塩
基条件で遊離する方法を検討した。塩基によ
る化学処理ならば、反応効率の向上や反応時
間の短縮を図れるほか、アミロイドβペプチ
ドなどは、塩基性条件下ではモノマー状態を
維持しやすいことなどが利点として挙げら
れ、実際非常に収率よく簡便にペプチドが遊
離できる方法であることを見出した。以上の
成果も特許出願（産業財産権①、②）に大き
く貢献している。 
 
（３）（１）で作成した基板上で細胞培養が
可能で、測定時に細胞存在下で（２）が行え
ることの検証 
 細胞毒性を有するペプチドを固定化した
プレートでの培養は通常培養と同じように
細胞が生育することがこれまでの我々の知
見で明らかになっているが、アミロイドペプ
チドを固定化したマイクロビーズを共存さ
せた状態で、HeLa 細胞を用いて、通常培養と
同様の培養が可能であることも今回の研究
で明らかとなった。この成果は、学会発表①
などで発表を行っている。 
 また、ビーズを共存させた状態で光照射を
行い、リアルタイムの線維化毒性実験を試み

たが、今回の条件では照射した光の強度が強
すぎて、細胞が死んでしまうことが判明した。
今後は、照射する光の強度を下げて実験を行
う必要があり、その条件でも効率的にペプチ
ドが遊離できるようにマイクロビーズへの
ペプチドの導入率などをここでも検討する
必要がある。また、塩基処理での遊離方法で
は細胞存在下で樹脂を共存させる方法は不
可能であるため、別バッチでモノマー化、オ
リゴマー化、線維化して細胞に加える方法が
シンプルでよいと考えた。さらにアミロイド
の細胞毒性の最適な評価方法の確立も目指
し検討を行っている。 
  
４）以上で構築できたシステムを用いたアミ
ロイド凝集の挙動解析と有用性の証明 
 光切断リンカーとマイクロビーズを利用
した方法において、遊離した直後のペプチド
が完全にモノマー化されている状態である
ことを確認した。比較のために、DMSO 法によ
るモノマー化を行ったが、完全にはモノマー
化されていないことが分かった。さらに、
DMSO 法においては DMSO を取り除くために測
定前に簡易のゲルろ過も行わなければいけ
ないことから、簡便さにおいても本法は優れ
ているといえる。次に遊離したペプチドのオ
リゴマー化、線維化を観察することにした。
その結果、本法においては、モノマー化から
オリゴマー化までには時間がかかりそこか
ら一気に線維化がはじまる、理想的な線維化
過程であるシグモイダルな経時変化の線維
化反応が見られた。一方、DMSO 法では、すで
に、一部凝集が始まってしまっている結果が
得られた。このことから、本法は、モノマー
化が簡便に行え、かつ線維化測定の調製も容
易であり、線維化過程も理想的な挙動を示す
ことがわかった。以上の成果は、学会発表（学
会発表①、⑥、⑨）を行っており、現在論文
にまとめている。 
 
 以上のように、本研究期間において研究の
目的の大半において成果が得られたことか
ら、十分に目標の達成ができたと考えられる。
今後、本研究成果が広く関連研究で用いられ
るよう、さらなる最適化を行っていく。 
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