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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病は、脳内にアミロイドβと呼ばれる物質が蓄積することにより進行
すると考えられている。アミロイドβを単離して、試験管内でその反応を追跡する方法が試みられてきたが、速
やかに進行するため詳細な解析は困難であった。本研究では、セッケン分子が油分子を取り囲む性質を利用し
て、アミロイドβを一分子ずつバラバラにして詳細に解析する方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：It is difficult to analyze the process of oligomerization and fibril 
formation by amyloid-beta peptides, as it proceeds rapid and irreversibly.  We developed the method 
to isolate each amyloid-beta molecule into reverse-micelle formed by AerosolAT (AOT) / n-hexane.  We
 found that covalently-linked dimeric Abeta molecule adopted almost the same structure as that of 
wiled-type Abeta.

研究分野： 生物物理学

キーワード： アミロイドβ　逆ミセル　分子間相互作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病以外にも、「アミロイド線維」という物質が蓄積することにより進行する病気は数多く存在す
る。どのようにして「アミロイド線維」が形成されるのかを明らかにすることは、これらの病気に共通した治療
法の確立に欠かせない。本研究により「アミロイド線維」の形成反応が、分子同士の結合・解離を繰り返しつつ
進行しているという様子が明らかになってきた。アルツハイマー病だけでなく、他の多くのアミロイド線維の形
成機構に共通の反応だと考えられる。

※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 
	 生体内で正常な機能を発揮している水溶性蛋白質が、なんらかの原因によりアミロイド線維
と呼ばれる不溶性の会合体を形成し、様々な疾患の原因となっている例が多数報告されている。
中でも、およそ 40 残基からなるアミロイドβ（Ａβ）ペプチドが患者脳内に蓄積するアルツ
ハイマー病は、老人性認知症の約半数を占め、その原因解明と治療戦略の確立は社会的にも重
要な課題である。 
	 申請者はこれまでに、溶液高分解能ＮＭＲを用いて様々な蛋白質の構造解析を行なってきた。
特に、有機溶媒による可溶化と組み合わせた重水素交換法は、アミロイド線維内部での蛋白質
分子の二次構造を残基分解能で解析する手法として国内外を通じて高い評価を受けている。本
手法はＡβにも適用され、固体 NMR による解析結果とともに、Ｃ末端部分で規則正しい水素
結合を形成した平行型βシート構造からなるアミロイド構造が提唱されている。 
	 その一方で、最近の細胞生物学的研究によると、神経細胞死を引き起こす原因となっている
のは、不溶性のアミロイド線維ではなく、Ａβペプチド数分子からなる「可溶性オリゴマー」
であることが明らかとなりつつある。しかしながら、神経細胞毒性をもつ可溶性オリゴマーが
どのような構造をもつのか、また、本来可溶性のモノマー分子が、どのような機構により可溶
性オリゴマーへと転移するのかといった多くの重要な点が未解明のままである。本研究では、
アルツハイマー病の根幹的原因として現在最も有力視されている「可溶性オリゴマー」の構造
およびその生成の分子機構を明らかにすることを最重要課題として設定し、その解明に挑む。 
 
 
２．研究の目的 
	 アルツハイマー病発症の根幹的原因である可溶性オリゴマーの構造ならびに形成の分子機構
を解明する上での最大の障壁として、線維形成反応の高い協同性が挙げられる（重合核依存性
重合モデル：図１）。本来Ａβ分子は可溶性であり、それ単独では自発的な線維形成は見られな
い。ところが、複数の分子が偶然衝突してオリゴマーが形成されると、それを鋳型（凝集核）
として多数のＡβ分子が速やかに付加重合し、ほぼ不可逆的に不溶性のアミロイド線維へと転
移する。そのため、多数のモノマー分子が共存するなかで、ごく稀に、かつ過渡的にのみ形成
される線維凝集核（可溶性オリゴマー）を再現性よく調製・回収する事は不可能である。 
	 本研究ではこれらの問題点を克服するための画期的な手法として、ある一定数のＡβ分子を
微小空間内に封じ込める「逆ミセル封入法」を提唱する。これは、微小空間内に少数の分子を
封じ込めることにより局所濃度を高め、通常の希薄溶液中ではごくまれにしか起き得ない「凝
集核形成反応」を効率よく引き起こすことが可能である。それと同時に、逆ミセル中には少数
のＡβ分子しか存在しないため、通常の反応の様に溶液中に多数存在する可溶性分子が連続的
かつほぼ不可逆的に凝集核へと付加重合する反応を根本的に抑止することを可能とする。本研
究で提唱する「逆ミセル封入法」をＡβペプチドに適用し、その線維凝集核（可溶性オリゴマ
ー）の構造を、溶液高分解能ＮＭＲを用いて世界に先駆けて解明する。 
 

 
 

図１	 (Ａ)核依存凝集モデルに基づく、Ａβペプチドのアミロイド線維形成反応の模式図。ランダムコイル構造
をもつ可溶性のＡβペプチド数分子が、構造変化を伴って凝集核を形成する。この過程はエネルギー的に非常に

進行しづらく、凝集核はごく稀にしか形成されない。凝集核を鋳型とすることによりエネルギー障壁は低下し、

引き続く線維伸長反応が速やかに、ほぼ不可逆的に進行する。(Ｂ)Ａβペプチドのアミロイド形成過程。高度に
精製された可溶性分子のみの場合、数十時間〜数日の遅延時間ののちに線維形成が観測される(実線)。ごく少量
のアミロイド線維を添加する事により、それが核（鋳型）として作用し、遅延時間の消失と速やかな線維伸長反

応が見られる(破線)。 



 

 

３．研究の方法 
	 野生型ならびに２番目のアラニン残基をシステインに置換した A2C 変異型Ａβ分子は、ユ
ビキチンとの融合タンパク質として大腸菌大量発現系により調製した。Ｎ末端に付加した His6 
タグを用いて NiNTA-アフィニティークロマトグラフィーにより融合タンパク質を精製したの
ち、ユビキチンのＣ末端部で切断する酵素 Yeast Ubiquitin Hydrolylase-1 (YUH1) によりユビキ
チンとＡβを分離し、逆相ＨＰＬＣにより精製した。得られた A2C 変異型Ａβタンパク質を 
95% ジメチルスルフォキシド・2% 酢酸中で一週間インキュベートすることによりシステイン
残基のジスルフィド結合形成反応を行い、A2C-ダイマー型Ａβ分子を作製した。 
	 野生型および A2C-ダイマー型Ａβ分子の水溶液を、エアロゾルＯＴ (AOT) のｎヘキサン溶
液と急速混合し、Ａβ水溶液の AOT/n-hexane 逆ミセルを作製した。 
	 AOT/n-hexane 逆ミセル中における 15N-標識Ａβ分子の 1H-15N HSQC スペクトルは、大阪
大学蛋白質研究所の 950 MHz 超高磁場ＮＭＲ分光器を用いて測定した。（2019-2020年度	 大
阪大学蛋白質研究所	 拠点事業） 
 
 
４．研究成果 
(1) 野生型および A2C-ダイマー型Ａβ分子の自発凝集反応 
	 まずはじめに、野生型および A2C-ダイマー型Ａβ分子のそれぞれについて、アミロイド線維
形成反応をアミロイド特異的な色素チオフラビンＴの蛍光強度を指標として追跡した（図２Ａ）。
その結果、野生型Ａβでは反応開始から３時間経過後も蛍光強度は低く、アミロイド線維の形
成は認められなかったが、より長時間（168 時間＝７日間）経過後には高い蛍光値を示した。
このことから、野生型Ａβにおいて、以前より提唱されている「核依存型重合モデル：図１）」
とよく一致する結果が示された。一方、A2C-ダイマー型Ａβにおいては、反応開始直後からチ
オフラビンＴの蛍光強度が増加し、30分程度で重合反応が完了する結果となった。野生型Ａβ
とは異なり、重合核に依存することなく自発的にかつ速やかに凝集反応が進行することが示さ
れた。 
	 次に、反応直後および長時間経過後の野生型ならびに A2C-ダイマー型Ａβについて、遠視外
部ＣＤスペクトルを測定した（図２ＢＣ）。その結果、両ペプチドともに反応開始直後はほぼラ
ンダムコイル様のスペクトルを示すのに対して、長時間経過後にはβストランドに富む構造へ
と転移していることが明らかとなった。 
	 これらの結果から、野生型Ａβでは長時間のラグタイムの間に「ごく稀に」形成される凝集
核を鋳型としてアミロイド線維への凝集反応が進行するのに対して、A2C-ダイマー型Ａβの重
合反応ではラグタイムは検出されず、A2C-ダイマー分子が「重合可能な構造状態」をはじめか
ら形成している可能性が示唆された。 
 

 
 
 
(2) 野生型および A2C-ダイマー型Ａβ分子のＮＭＲ測定 
	 A2C-ダイマー型ペプチドがはじめから凝集可能な立体構造、すなわちβストランドに富んだ
構造を形成しているのかを明らかにするために、AOT / n-hexane 逆ミセル中にＡβを一分子ず
つ隔離し、そのＮＭＲスペクトルを測定することを試みた。 
 

図２	 (Ａ) チオフラビンＴの蛍光強度変化による、野生型および A2C-ダイマー型Ａβペプチドの重合反応の追
跡。(Ｂ，Ｃ) 野生型および A2C-ダイマー型Ａβペプチドの円偏光二色性スペクトル。両ペプチドともに、反応
開始直後はランダムコイル様のスペクトルであるが、一定時間経過後にはβシートに特徴的なスペクトルを示し

た。 

100

80

60

40

20

0

Th
T 

flu
or

es
ce

nc
e 

(a
.u

.)

43210
time (hr)

   Aβ dimer
 Aβ monomer

 

168

～ ～
～ ～

-10

-5

0

5

10

[θ
]*1

0-3
 (d

eg
 c

m
2  d

m
ol

-1
)

250240230220210200
wavelength (nm)

0 hr

7 d

-10

-5

0

5

10

[θ
]*1

0-3
 (d

eg
 c

m
2  d

m
ol

-1
)

250240230220210200
wavelength (nm)

0 hr

7 d

100

80

60

40

20

0

Th
T 

flu
or

es
ce

nc
e 

(a
.u

.)

43210
time (hr)

168

  Aβ dimer
Aβ monomer

 

～ ～
～ ～

-10

-5

0

5

10

[θ
]*1

0-3
 (d

eg
 c

m
2  d

m
ol

-1
)

250240230220210200
wavelength (nm)

0 hr

6 hr

-10

-5

0

5

10

[θ
]*1

0-3
 (d

eg
 c

m
2  d

m
ol

-1
)

250240230220210200
wavelength (nm)

0 hr

7 d



 

 

	 15N-標識した野生型および A2C-ダイマー型Ａβペプチドを AOT / n-hexane 逆ミセル中に
封入し、1H-15N HSQC スペクトルを測定した結果、両ペプチドともにほぼ同様のスペクトル
を示すことが明らかとなった（図３）。特に 1H の化学シフトの分散が乏しく、ほぼ全てのピ
ークが８〜９ ppm に集中して存在していることから、強固な水素結合を形成することなくほ
ぼランダムコイル様の構造を形成していると考えられる。本研究結果から、Ａβ分子がランダ

ムコイル様の可溶性構造から、βシートに富む不溶性のアミロイド線維へと転移するためには、

二分子以上のペプチドからなるより高次の会合状態必要であることが世界で初めて示された。 
 

 
 
	 アミロイド線維形成の律速段階は反応初期の凝集核形成反応だと考えられている。凝集核形

成のエネルギー障壁は高く、線維形成反応は一般に非常に長いラグタイムを伴う。一方、ひと

たび凝集核が形成されると、その末端への可溶性分子の重合反応は速やかに進行する。そのた

め、あらかじめ形成されたアミロイド線維を超音波破砕したものはアミロイド線維の凝集核と

して作用し、可溶性分子に少量添加することにより長いラグタイムを消失させることが知られ

ている。また、アミロイド線維は「一次元の結晶」とも称されるように、分子間の選択性が高

く、異なる構造をもつタンパク質分子が同一の線維中に共存することはないと考えられている。

このことから、あるタンパク質により形成された線維が別の可溶性タンパク質分子の凝集核と

して作用するかを調べることにより、二種類のタンパク質が同一のアミロイド線維構造を形成

するかを調べることができる（クロスシーディング検査）。 
	 これまでの研究から、A2C-Aβダイマーペプチドにより形成された凝集体は、繊維状構造を
もつものの野生型 Aβ ペプチドの凝集核とはならないことが示されている。一方で、「逆ミセ
ル封入法」により、単離された A2C-Aβダイマーペプチドは野生型 Aβペプチドと同様の溶液
構造をもつことが明らかにされた。A2C-ダイマーペプチドが野生型 Aβとは異なる凝集体を形
成する原因として、A2C-ダイマーの高い疎水性に注目した。すなわち、野生型 Aβが長いラグ
タイムの間に結合・解離を繰り返しているのに対し、疎水性が極めて高い A2Cダイマーペプチ
ドは野生型と同様のアミロイド線維を形成する性質はあるものの、結合・解離のバランスが崩

れることにより「構造の最適化」をすることなく不定形の凝集体を爆発的に形成してしまうの

だと考えた。 
	 このモデルの妥当性を検証するために、A2C−ダイマーペプチドの濃度を 1/100 に下げ、結
合・解離の平衡を解離側へとシフトさせた結果、A2Cダイマーペプチドにおいても野生型と同
様の構造をもつアミロイド線維が形成されることが明らかとなった。さらに、同低濃度条件下

において形成された線維は、野生型 Aβの凝集核となること、すなわち野生型 Aβと同一のア
ミロイド線維を形成することが明らかとなった。 
 
	 本研究により、「一次元の結晶」とも称されるアミロイド線維の形成反応は、ラグタイム中に

個々の分子が幾度となく結合・解離を繰り返し、構造を最適化しつつ比較的ゆっくりと進行す

るものであることが示唆された。今後さらに詳細な解析を進めてゆく予定である。 

図３	 AOT-逆ミセル内に封入された、野生型モノマー(A) および A2C ダイマー(B) Aβ ペプチドの 1H-15N 
HSQC スペクトル。両スペクトルともに 1H 軸における分散が乏しく、ランダムコイル様の構造をもつことが
示唆された。 
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