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研究成果の概要（和文）：  パーキンソン病の原因蛋白質であるαシヌクレインをはじめとす

るアミロイドを形成する蛋白質、アミロイド蛋白質のアミロイド線維形成を選択的に抑制する

低分子化合物として、ピロロキノリンキノン（PQQ）で修飾されたそれらの蛋白質の特定の配

列を含む部分ペプチドを見出した。例えば PQQ で修飾されたαシヌクレインの N 末近辺の配

列はαシヌクレインの線維化を阻害するがβアミロイドやプリオンの線維形成は阻害せず、そ

の選択性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： The development of small molecules inhibiting amyloid formation 
of various proteins, such as alpha synuclein, the causative protein of Parkinson’s disease, 
were investigated. The partial peptides modified with pyrroloquinoline quinone (PQQ) 
were found to specifically inhibit the amyloid formation of parental protein, but not other 
amyloid forming proteins.  
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質の異常なフォールディングにより

様々な疾患が引きこされることが報告され

てきた。アルツハイマー病、プリオン病ある

いはパーキンソン病といった神経変性疾患

においてはそれぞれの原因蛋白質のフォー

ルディング異常によって形成される線維核

ならびにアミロイド様線維が細胞毒性を示

す結果であると考えられている。したがって、

これらの疾患の進行を阻止するためにこの

ようなアミロイド形成能力を有する蛋白質

の線維核ならびにアミロイド線維形成を抑

制する戦略開発が求められてきた。例えば、

α シヌクレインのフォールディングﾞ異常は

パーキソン病をはじめとする各種神経変性
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疾患の原因となる。アメリカの Fink らが 2004

年にフラボノイド化合物が α シヌクレインの

凝集線維化を抑制することを報告したこと

がきっかけとなり、各国にて、アミロイド線

維形成を抑制する化合物の検索が進められ

てきた。しかし、これまでの特定の化合物・

ストラテジーが特定のアミロイド蛋白質の

凝集線維化を選択的抑制できたという報告

はない。また、これらの化合物はアミノ酸側

鎖、とくに Lys 残基などのアミノ基との反応

性が高いことから、非選択的に蛋白質と結合

することによる生体内での影響も課題とな

っている。すなわち、特定のアミロイド蛋白

質を標的として選択的にそれらの高次構想

形成を制御し、凝集線維化を抑制する化合物

の開発戦略が提案されることが今後の薬剤

開発におけるブレークスルーであると考え

られている。 
２．研究の目的 
本研究で神経変性疾患の原因物質である３

種の蛋白質、パーキンソン病の原因蛋白質で

ある α シヌクレイン、アルツハイマー病原因

蛋白質である β アミロイドおよびプリオン病

の原因蛋白質であるプリオンに対し、凝集線

維化を選択的に抑制する PQQ 修飾ペプチド

を開発することを目的としている。本研究の

コンセプトは酸化還元酵素の補酵素である

ピ ロ ロ キ ノ リ ン キ ノ ン（ Pyrroquinoline 

quinone;PQQ）が α シヌクレインの凝集線維

化を阻害するという申請者らが発見した事

実にもとづいており、抗凝集線維化薬剤開発、

ひいては抗神経変性疾患薬剤開発への貢献

を目指している。 
３．研究の方法 
本研究ではこれまでの申請者の研究実績に

もとづき、また情報が豊富である α シヌクレ

イン対象とした研究を機軸として PQQ と結

合した α シヌクレイン部分ぺプチドによる全

長 α シヌクレインの凝集線維化抑制の評価を

通して本研究ストラテジーの骨格を形成す

る。さらに、本研究の特徴である選択的に凝

集線維化を抑制することを PQQ 修飾 α シヌ

クレイン部分ペプチドを用いて β アミロイド

およびプリオン（マウス）を対象として評価

する。その上で β アミロイドに対して選択的

に凝集線維化を抑制する PQQ 修飾 β アミロ

イド部分ペプチドおよびプリオン(マウス)に

対して選択的に凝集線維化を抑制する PQQ

修飾プリオン部分ペプチドを開発し、設計し

た PQQ 修飾ペプチドを用いるアミロイド形

成蛋白質に選択的な凝集線維化の抑制につ

いて総合的に評価する。 

４．研究成果 

（１） PQQ によるαシヌクレイン線維化阻

害と結合部位 

当研究室では、アミロイド線維形成阻害

物質として、PQQ を報告している。PQQ を

α シヌクレインに添加することでその線維形

成を抑制し、PQQ 修飾した全長 α シヌクレ

インが、未修飾 α シヌクレインの線維形成を

抑制することを示している。 
そこでまず、α シヌクレインの全長配列の

中から、阻害能を有する PQQ 修飾部分ペプ

チド領域を見出すために、PQQ 修飾した全

長 αシヌクレインをプロテアーゼ消化により

断片化し、その中から阻害効果を有する PQQ
修飾ペプチド断片を探索することを目的と

した。PQQ とともに一定時間インキュベー

ションした全長αシヌクレイン試料および

未修飾の全長αシヌクレインをそれぞれプ

ロテアーゼ（GluC）により限定加水分解し、

得られた試料を逆相クロマトグラフィーに

より分画した。得られた画分をそれぞれ全長

αシヌクレインとともにインキュベートす

ることで、阻害活性を示す PQQ で修飾され

たαシヌクレインプロテアーゼ限定消化産

物の同定を試みた。その結果、コントロール



 

 

である未修飾αシヌクレイン限定加水分解

画分と明らかに異なる高い線維形成阻害を

示す３つの画分が見出された。得られた画分

に相当する未修飾画分を質量分析機によっ

て解析、その配列を求めた。これらの配列に

は複数の Lys 残基が含まれており、Lys 残基

が PQQ とのシッフ塩基を形成することで修

飾されていることが示唆された（これらの配

列については現在論文を準備中であり、本報

告書においては公開を控える）。 

（２） PQQ 修飾αシヌクレインの限定加水

分解産物による全長αシヌクレイン線維化

阻害 

 全長αシヌクレインにおいて PQQ によっ

て修飾され、線維凝集能力を阻害している箇

所が（１）において明らかにされたことを受

けて、同配列に相当する合成ペプチドを PQQ

で修飾することで、全長αシヌクレインの線

維化阻害活性を検討した。本研究では前項で

同定した３つの配列に相当する 10 残基程度

のペプチドを合成し、これを PQQ で修飾す

ることでその活性を検討した。その結果、い

ずれの PQQ 修飾ペプチドにおいても全長α

シヌクレインの線維化阻害が観察されたが、

その中でも際立って高い活性を示す配列が

αシヌクレイン N 末端近傍の領域に相当す

る配列において観察された。本 PQQ 修飾ペ

プチドがαシヌクレインに対して高い阻害

活性を示し、かつ、選択的であることが期待

された。 

（３） PQQ 結合αシヌクレイン部分ペプチ

ドによる全長αシヌクレインの線維化阻害 

 （１）、（２）の検討とは別に、これまでの

αシヌクレインに関する、研究者および他の

研究者の知見からαシヌクレインの線維化

に影響を及ぼしていると考えられているペ

プチド配列が報告されている。本研究ではそ

の中でも Non-Amyloid β Component of 

Alzheimer’s disease amyloid 領域(NAC 領

域)を対象とした。NAC 領域はαシヌクレイ

ンの中央部の非極性残基に富む領域であり、

線維を形成する際に相互作用を司っている

と予測されている。この領域を含む 66～82
番目までの残基を含むペプチドとして、野生

型（WT）、我々が線維化能力を低下すること

を見出した２種のαシヌクレインから２変

異を含む DM 型、さらに繰り返し配列に変異

が導入された Rep 型の３種の合成ペプチド

を PQQ で修飾することにより、これらの全

長αシヌクレインの線維阻害能力を検討し

た。その結果、いずれの未修飾ペプチドでは

全長αシヌクレインの線維化阻害活性は観

察されなかったのに対して、DM 型および

Rep型において顕著な阻害能力が観察された。

このように線維化の中核を担う配列におい

てもそこに変異が導入されていることで

PQQ を修飾することで、線維化を抑制する

ペプチドとなることが明らかとなった。 

（４） PQQ 結合αシヌクレイン部分ペプチ

ドのアミロイド阻害能力の選択性 

 以上のように得られた PQQ 結合αシヌク

レイン部分配列のαシヌクレイン線維化阻

害能力についてその選択性を検討した。 

 まず、全長αシヌクレインとともに BSA

が試料に混在しているときの PQQ による阻

害能力について検討した。PQQ 単独ではαシ

ヌクレインと等モル程度でも十分な線維形

成阻害能が観察されたが、BSA が存在するこ

とで PQQ による阻害が大幅に減少した。こ

れは PQQ 自身がαシヌクレインに対して阻

害を示す機構を考察する上で大変重要な知

見である。PQQ はαシヌクレインとシッフ塩

基を形成し、その修飾された場所が全長αシ

ヌクレインが相互作用を示す領域との相互

作用に影響を与え、線維形成を阻害している

と予測される。しかし、PQQ のシッフ塩基形



 

 

成能は非選択的であり、αシヌクレイン以外

の蛋白質の Lys 残基が存在すれば、同様に結

合するものと予想される。BSA の表面には

Lys 残基が豊富であることから、試料液中に

存在する PQQ が過剰に存在する BSA の Lys

残基とシッフ塩基を形成し結合したことで、

αシヌクレインに対する線維抑制活性が低

下したものと考察される。これに対して、DM

型および Rep 型の PQQ 修飾αシヌクレイン

部分配列は BSA 存在下においてもその活性

の抑制は少なく、顕著に線維化の抑制活性を

示した。これは PQQ は既にこれらの部分配

列ペプチドと結合しており、BSA によって競

合することはないためと考えられる。この結

果は、PQQ 等のアミロイド形成蛋白質の線維

形成抑制効果を有する低分子化合物の非選

択的な蛋白質に対する結合能力を、標的蛋白

質と特異的に相互作用するペプチド配列に

予め結合させておくことにより、その対象へ

の抑制効果を選択的にすることを示した最

初の例である。この知見は今後のアミロイド

形成阻害剤開発において、選択的な阻害剤デ

ザインの基盤となる指針を与える。 

 次に PQQ で修飾されたαシヌクレインお

よび部分ペプチドの他のアミロイド形成蛋

白質に対する選択性について検討した。まず、

PQQ で修飾された全長αシヌクレインの A

βの線維形成に与える影響を検討した。本研

究の一貫として、PQQ が Aβの線維化を抑制

することも見出している。本検討の結果、

PQQ 修飾全長αシヌクレインの濃度依存的

に Aβの線維化を抑制していることが見出さ

れた。すなわち、PQQ 修飾全長αシヌクレイ

ンの線維抑制効果はαシヌクレイン選択的

ではなく Aβに対しても効果があった。 

この知見を踏まえ、PQQ 修飾αシヌクレイ

ン部分ペプチドの Aβ線維化形成に与える影

響を検討した。まず NAC 配列を含む DM 型

および Rep 型の PQQ 修飾ペプチドの効果を

検討したところ、Rep 型は抑制するものの、

DM 型は抑制効果がなかった。このことから、

配列特異的に PQQ 修飾αシヌクレイン部分

ペプチドは Aβの線維化を阻害できることが

わかった。 

次に、PQQ 修飾全長αシヌクレインのプロ

テーゼ限定分解によって見出された、αシヌ

クレインの線維化を阻害する PQQ 修飾部分

配列についても Aβならびにプリオンの線維

化阻害を検討した。その結果、PQQ 修飾αシ

ヌクレイン部分ペプチドは全長αシヌクレ

インの線維化を阻害するものの、Aβおよび

マウスプリオンの線維化（in vitro conversion

系）のいずれも阻害しないことが観察された。

すなわち、我々が見出したαシヌクレインと

PQQ のインキュベーションよって PQQ が結

合する部位を含む合成ペプチドは、全長αシ

ヌクレインの線維化を選択的に阻害できる

ことを示した。この結果は先の BSA による抑

制効果の低減を回避する手段も含め、PQQ に

よって修飾されたαシヌクレインを選択的

に認識する配列を用いることで、生体内で選

択的にαシヌクレインの線維化を阻害でき

ることが示された。この結果は我々が提唱し

た研究戦略の正当性を示す最も重要な結果

である。 

（５） PQQ 結合プリオン部分ペプチドによ

る全長プリオン線維化阻害 

 本研究ではこれまでに当研究室にて検討

を進めてきた大腸菌を用いて組み換え生産

しているマウスプリオンを用いてきた。マウ

スプリオンは大腸菌において発現させるこ

とで不溶性の顆粒封入体として生産される

が、これをリフォールディングすることで、

水溶性の正常型プリオンとして調製できる。

これを特定の変性剤存在下でインキュベー

トすることでプリオンのアミロイド線維を



 

 

形成させる「in vitro conversion」系が報告さ

れている。本研究でのマウスプリオンの線維

形成はこの in vitro conversion 系での結果を示

す。本研究において PQQ と予めインキュベ

ートしたマウスプリオンは in vitro conversion

系において線維形成しないことが見出され、

プリオンの線維形成能力も PQQ によって阻

害できることが示された。そこで、プリオン

の部分配列を PQQ で修飾することでその線

維形成能力阻害活性を検討した。これまでの

知見から線維形成に影響を与えると推察さ

れる３種のプリオン部分ペプチドを合成し、

これらを PQQ で修飾することで全長プリオ

ンへの阻害能力を in vitro conversion 系で検討

した。しかし、いずれの PQQ 修飾プリオン

部分ペプチドも線維形成阻害活性は観察さ

れなかった。これはおそらく、線維形成を行

う場の問題であると考えられた。すなわち本

研究でのプリオンの線維形成は in vitro 

conversion 系でおこなっていることから、プ

リオン自身が高次構造を形成しておらず、ま

た部分ペプチドが相互作用を行う場として

も本来の相互作用が発揮できていないと推

察された。本検討は今後、新たなプリオンの

線維形成系が構築とともに再検討を行う予

定である。 

（６） PQQ 結合 Aβ部分ペプチドによる全

長 Aβ線維化阻害 

 本研究では Aβの大腸菌での組み換え生産

系の確立をまず試みた。種々の配列（N 末）

および宿主などを検討したが、Aβは顆粒封

入体として生産され、その水溶化が極めて困

難であった。その結果、PQQ で修飾した同部

分ペプチドを用いた Aβの線維化阻害の実験

系を構築することができなかった。今後、A

β調製系を再検討することで、本課題を推進

していく予定である。 

（７）アミロイド形成蛋白質細胞毒性評価系 

 これまで、アミロイド形成蛋白質に起因す

る神経変性疾患の治療薬開発に向け、アミロ

イド形成蛋白質の線維形成阻害剤の検索・開

発が進められてきた。しかし、近年の研究成

果からアミロイド形成蛋白質が神経変性疾

患の原因蛋白質としての役割においてそれ

が形成するオリゴマ構造の細胞毒性が重要

視されるようになった。すなわち、アミロイ

ド形成蛋白質が構成するアミロイド線維で

はなく、その途中段階で形成されるオリゴマ

構造が細胞毒性を示すという考え方である。

したがって、今後の医薬品開発においては線

維形成をメルクマークとしてもその細胞毒

性を評価することが重要であることが示唆

された。本研究では多様な阻害剤を評価する

ことが今後も想定されることから迅速な細

胞毒性評価系を構築することとした。これま

でのアミロイド形成蛋白質の細胞毒性評価

は、これらのアミロイド形成蛋白質を一定期

間インキュベートした試料を培養細胞に添

加し、添加後数日の後の生細胞数を計測し、

その細胞毒性を評価する方法である。この従

来法に代わり、本研究ではアミロイド形成蛋

白質が細胞毒性を示す初期の段階において

形成が想定されるオリゴマが細胞膜で構成

する非選択的なチャネル構造による膜電位

変化を蛍光色素で検出ことを考案した。本方

法により試料添加後、１時間以内でアミロイ

ド形成蛋白質の細胞毒性が評価できるよう

になった。本方法を用いて、PQQ をはじめと

するこれまでの線維形成阻害剤は線維形成

だけでなく、細胞毒性も低減していることが

示された。 
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