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研究成果の概要： 
 アミロイドβペプチド（Aβ）の集合化・オリゴマー生成は、アルツハイマー病の発症と密接

に関連している。本研究では、バレル構造を有する緑色蛍光タンパク質（GFP）中のβシート上

にAβ配列を挿入したGFP変異体（Aβ埋込GFP）を基に蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）型センサ

ータンパク質を構築した。この構築したセンサータンパク質を用いることで、試験管内において

Aβの集合体形成過程をFRETにより検出できることが示された。 
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  年度  
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質のミスフォールディングは様々

な疾患の発症に関与している。アルツハイマ

ー病はアミロイドβペプチド(Aβ)のミスフォ

ールディングがその発症に強く関連している

と考えられている。特に42残基からなる

Aβ1-42は凝集性が高く、試験管内において容

易に不溶性のアミロイド線維を形成する。こ

のAβが10〜数10分子程度に会合した可溶性

オリゴマーが最も高い細胞毒性を示すことが

分かってきており、現在アルツハイマー病を

引き起こす原因物質として最も有力視されて

いる。しかしながら生体内におけるAβの毒性

発現のメカニズムは、Aβの可溶性オリゴマー

の生成を含めて未だ完全には理解されていな

い。 
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 一方申請者はこれまでに、A・に結合する人

工分子として、・バレル構造から構成される

緑色蛍光タンパク質(GFP)の表面にA・の一部

を提示した人工タンパク質（A・埋込GFP）を

構築してきている。A・の集合化・凝集体形成

は、自己の配列認識に基づいており、かつ・

シート構造の形成が鍵となっている。申請者

が構築したA・埋込GFPは、その表面にA・様ア

ミロイド構造を模倣した部位をもつため、こ

の部分を認識場としてA・と相互作用すると

考えている。さらにこのタンパク質はGFP様の

蛍光特性も保持している。このような背景か

ら、このA・埋込GFPを土台として、A・の集合

化・凝集体形成を検出できる分子を構築でき

ると考えた。 

 

２．研究の目的 
 アルツハイマー病の発症に強く関係してい

るA・の集合化・凝集体形成を検出できる系の

構築を目的として、申請者がこれまでに構築

したタンパク質表面にA・様アミロイド構造

をもつA・埋込GFPを改変し、蛍光共鳴エネル

ギー移動（FRET）型センサータンパク質を構

築した。緑色の蛍光を発するGFPの発色団およ

びその近傍のアミノ酸置換を施し、シアン色

および黄色蛍光を発するA・埋込蛍光タンパ

ク質を構築し、それらをリンカー配列で連結

することで、FRET型センサーが構築できると

考えた。構築したセンサータンパク質を用い

て、試験管内でA・の集合体形成に対する検出

能力を解析した。 

 

３．研究の方法 

(1) ４本の擬 A・ ・シートを提示した A・埋

込 GFP の構築 

 申請者はこれまでに、安定な・バレル構造

をもつ GFP の表面上に A・由来のアミノ酸配

列を２本挿入したA・埋込GFPを複数構築し、

それと A・との相互作用について評価してき

た。その結果、GFP 中の平行・シートを形成

しているストランド I, VI に A・由来のアミ

ノ酸配列を挿入した A・埋込 GFP P13H は A・

に対して解離定数 260 nM で結合することが 

分かった。また逆平行・シートを形成してい

るストランド IX, IV に A・由来のアミノ酸配

列を挿入した AP93Q は A・に解離定数 420 nM

で結合した。そこで、この２つの A・埋込タ

ンパク質を組み合わせ、GFP バレル表面に４

本の擬 A・ ・シートを提示した新規 A・埋込

GFP SFAB4 タンパク質を構築した(図 1)。こ

の構築した SFAB４は、表面プラズモン共鳴法

による実験から、A・に対して強く結合し、

その解離定数が 100 nM と見積もられた。こ

の結果は、P13H と AP93Q 変異体を組み合わせ

ることで、A・に対する結合能が向上したこ

とを示している。また構築した SFAB4 タンパ

ク質は、集合化していない単量体の A・より

もある程度集合化したオリゴマーA・により

強く結合することも明らかとなった。 

(2) A・埋込 GFP P13H および SFAB4 の発色団

の改変 

 P13Hおよび上記で作成したSFAB4タンパク

質中の発色団およびその近傍のアミノ酸置

換を施し、シアン色蛍光を発する A・埋込 CFP 

P13H および黄色蛍光を発する A・埋込 YFP 

SFAB4 を構築した。構築したタンパク質はそ

れぞれ大腸菌を用いて発現を行い、純度よく

精製できることを確認した。 

 次に、N 末端側に CFP P13H を配置し、20

残基程度の aヘリックスをとるよう設計した

リンカー配列を介して YFP SFAB4 を C末端側

に配置したFRET型センサータンパク質CYAB6

を設計した(図 1)。CYAB6 中の P13H 部位と

SFAB4 部位がそれぞれ A・と相互作用できる

ため、ある程度集合化したオリゴマーA・が

系内に存在すると、それに CYAB6 が結合し、



2 つのドメイン間の距離が変化する。FRET 効

率は蛍光共鳴エネルギードナーとアクセプ

ター間距離に鋭敏に反応するため、オリゴマ

ーA・の大きさまで検出すると期待した。構

築した CYAB6 は大腸菌を用いて発現し、C 末

端に配置した His タグ配列を使って、Ni-NTA

カラムによるアフィニティー精製を行った。

獲得したタンパク質の純度や会合状態につ

いて SDS-PAGE やゲル濾過クロマトグラフィ

ー法により確認したところ、CYAB6 が純度良

く単量体として獲得できたことが分かった。 

(3) CYAB6 を用いた A・の集合化・凝集体形

成の検出 

 構築した CFAB6タンパク質の蛍光特性を評

価した。比較として構築した Aβ配列を挿入

していない蛍光タンパク質に対して若干蛍

光強度が低いものの、CYAB6 中の CFP 部位か

ら YFP 部位への効率的な FRET が観測された。

次に、CFAB6 存在下にて Aβをインキュベー

トし、A・の集合化に伴う FRET 効率の変化に

ついて評価した。実験は凝集化能の高い

A・1-42 を用い、数 10 mM の濃度に調製し、

その溶液中に CYAB6 を 50 nM の低濃度で混在

させてインキュベートし、一定時間ごとに

CYAB6 の蛍光スペクトル測定を行った。その

結果、A・の集合化に伴い FRET 効率がわずか

ながら上昇し、さらにインキュベートするこ

とで、FRET 効率が劇的に減少することが分か

った（図２）。透過型電子顕微鏡観察やアミ

ロイド線維を特異的に染色する蛍光色素を

用いたアッセイ等と合わせた議論から、この

FRET の変化は、Aβのオリゴマー形成（FRET

効率の上昇）と Aβのアミロイド線維形成

（FRET 効率の減少）に対応している可能性が

示唆された。 

 

４．研究成果 

 本研究では、アルツハイマー病発症に強く

関連している A・の集合化・凝集体形成に着

目し、A・と相互作用する人工タンパク質と

して構築した A・埋込 GFP を基に A・の集合

化を検出できる FRET 型センサータンパク質

を構築した。構築したタンパク質 CYAB6 を用

いた蛍光測定から、A・が単量体から可溶性

オリゴマーを経て不溶性のアミロイド線維

へと集合化する過程において、CYAB6 の FRET

効率が変化することが明らかとなった。今後

はこの FRET 変化の詳細を明らかにし、より

鋭敏に Aβの集合体の大きさに依存して FRET

シグナルが変化するセンサータンパク質の

構築に繋げるとともに、試験管内だけでなく

生物内でも使えるようなセンサータンパク

質構築につなげる。 
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