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研究成果の概要（和文）：　プリオン蛋白質(PrP)は、正常型から異常型に遷移すると、クロイツフェルトヤコ
ブ病等を引き起こす。我々は正常型のPrPに強く結合して安定化する事で、PrPの異常型への遷移を阻害するRNA
分子(RNAアプタマー)を見出し、立体構造とプリオンタンパク質との相互作用様式を決定した(岐阜大の桑田教
授・鎌足助教との共同研究)。これによって、このRNAアプタマーがPrPの異常型への遷移を阻害する仕組みを解
明する事ができた。また、RNAアプタマーが、PrPの受容体能に及ぼす影響に関する知見を得た(京大の森教授、
中尾助教との共同研究)。さらに、核酸のインセルNMR法の技術開発も併せて行った。

研究成果の概要（英文）：We identified an RNA molecule (RNA aptamer) that binds strongly to a normal 
form of prion protein and thus inhibits the conversion to a pathological abnormal form of the prion 
protein. The mechanism of this inhibition was elucidated by the structural analysis. Development of 
in-cell NMR for nucleic acids was also carried out.

研究分野： 構造生命科学

キーワード： プリオンタンパク質　アミロイドβタンパク質　RNAアプタマー　立体構造　NMR　相互作用

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　病気との関係が知られているタンパク質の異常型への遷移を、RNA分子によって阻害できる事を示した。また
立体構造の解析に基づいて、この阻害メカニズムも合理的に理解する事にも成功した。これらは、RNA分子を薬
として活用できる可能性を示す成果である。さらに核酸のインセルNMR法の技術開発によって、ヒトの生細胞中
における核酸分子の挙動を直接的に観測する手法が確立された。これは、核酸が関与した基本的な生命現象の理
解に役立つ成果である。

※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 
プリオン蛋白質(PrP)は、正常型から異常型に遷移すると、ヒトクロイツフェルトヤコブ病等

を引き起こす。我々は、正常型の PrP に強く結合して安定化する事で、PrP の異常型への遷移を
阻害する RNA 分子(RNA アプタマー)r(GGAGGAGGAGGA) (以下 R12)を見出した(①-③)。さらに、よ
り強い結合能を有する RNA分子 r(GGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGA) (以下 R24)及び r(GGAGGAGGAGGA-
A-GGAGGAGGAGGA)(以下 R12-A-R12)を獲得した。 
 一方、細胞表面に繋留された PrP が、オリゴマー化したアミロイドβ蛋白質(Aβ)の受容体と
して機能して、アルツハイマー病の引き金となる事が提唱されている。そして PrP に対する抗
体を用いて PrP をマスクして、PrP と Aβオリゴマーとの相互作用を遮断すると、アルツハイ
マー病に特徴的と考えられる長期増強(LTP)が消失してしまった状態から回復する事が、海馬切
片を用いた実験で報告された。 
 
２．研究の目的 
R24 及び R12-A-R12 による PrP の異常型への遷移(有毒化)の阻害を神経細胞を用いて検証す

る。また、R12-A-R12 と PrP の複合体の構造解析を行い、PrP に対して高い結合能、ひいては高
い有毒化阻害能を示すメカニズムを、分子・原子レベルの分解能で解明する。さらに、R12/R24
が PrP の受容体能に及ぼす影響を研究する。生細胞中における核酸の構造・挙動に関する情報を
得る為に、核酸の in-cell NMR シグナルを検出する手法の確立も行う。 
 
３．研究の方法 
(i) RNA 分子 R24 及び R12-A-R12 によるプリオンタンパク質(PrP)の有毒化の阻害の神経細胞を
用いた検証 
マウス神経細胞 GT+FK を用いて、R24 及び R12-A-R12 の添加によって異常型 PrP(有毒)の生成

が阻害される事を確認した。これによって、RNA アプタマーによって、PrP の有毒化を阻害する
事を検証した。本実験は岐阜大の桑田一夫教授・鎌足雄司助教との共同研究で行った。 
(ii) R12-A-R12 による PrP の有毒化の阻害メカニズムの構造学的な解析による解明 
R12-A-R12 と PrP の複合体に関して最新の NMR 技法を駆使した構造解析を行い、PrP に対する

高い結合能、ひいては高い有毒化阻害能を示すメカニズムを、分子・原子レベルの分解能で解明
した。なお R12 に関する構造解析の実績を有するので、これを生かした解析を行った。 
(iii) R12/R24 が受容体 PrP に及ぼす影響の研究 
細胞表面に繋留された PrP に R12/R24 を作用させて、その受容体能への影響を解析した。本実

験は、神経生理学的な計測系を有している京大の森泰生教授・中尾章人助教との共同研究で行っ
た。 
(iv)ヒト生細胞中における核酸の in-cell NMR シグナルの検出 
 毒素タンパク質 SLO を用いて核酸を導入したヒト生細胞を NMR 試料管に入れ、核酸の NMR シ
グナルを検出する事を試みた。 
 
４．研究成果 
(i) RNA 分子 R24 及び R12-A-R12 によるプリオンタンパク質(PrP)の有毒化の阻害の神経細胞を
用いた検証 
 マウス神経細胞 GT+FK を用いた解析によって、R24 の添加によって異常型 PrP(有毒)の生成が
阻害される事を確認する事ができた。異常型 PrP の生成を半分まで抑制するのに必要とされる
R24 の濃度(IC50)は、97 nM であった(④)。以前の我々の研究で R12 の IC50は 10 μMであったの
で(②)、R24 は R12 より 100 倍強い阻害活性を有する事が示された(④)。また、R12-A-R12 に関
しても R12 より強い阻害活性が見出された。 
(ii) R12-A-R12 及び R24 による PrP の有毒化の阻害メカニズムの構造学的な解析による解明 
 R12-A-R12 の立体構造を NMR 法によって決定する事に成功した(④)。さらに、PrP 中の核酸結
合部位ペプチドと R12-A-R12 の複合体に関するモデルを構築した(図 1)。なおモデルの構築にあ
たっては、以前我々が決定した核酸結合部位ペプチドと R12 の複合体の構造(②)を参考として
用いた。核酸結合部位ペプチドと R12-A-R12 の複合体モデルに基づいて、R12-A-R12 及び R24 が
非常に高い阻害活性を有するメカニズムを合理的に説明する事ができた(④)。 
(iii) R12/R24 が PrP の受容体能に及ぼす影響の研究 
R12 が PrP の受容体能に及ぼす影響を調べた。影響を及ぼす事を示唆する結果が得られたが、

試行数をさらに増やして再現性を検証する必要があると考えられた。 
(iv)ヒト生細胞中における核酸の in-cell NMR シグナルの検出 
 ヒト生細胞に導入した核酸に由来する NMR シグナルを観測する事に、初めて成功した(⑤)。 
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図 1 NMR 法に基づいて構築された PrP
中の核酸結合部位ペプチドと R12-A-R12
の複合体のモデル構造. 
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