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研究成果の概要（和文）：近年、アルツハイマー病患者の脳の老人斑を構成するアミロイドペ

プチド（A）の中に通常の L-体から異性化した D-アスパラギン酸（D-Asp）が確認されている。

Aはアミノ酸残基より成り、、、位に Asp が存在する。Asp が D-体に異性化した各種

D-Asp 含有 Aについて、構造と線維化、凝集体形成について解析し、 [D-Asp23]Aは線維化・

凝集体形成速度が顕著に大きくなることを明らかにした。また、老人斑中では正常型 Aと各

種 D-Asp 含有 Aが混在しているが、互いに線維化や凝集体形成の速度や進行度に影響を及ぼ

すことはないことも解明した。さらに D-Asp 含有 N 末端フラグメント Aは全長 Aの線維

化・凝集体形成を促進することを見出した。以上の結果より、アルツハイマー病発症に関わる

A凝集現象の制御において、A －部位が重要な鍵を握っていることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Amyloid  proteins (A) extracted from the amyloid cores of 

neutritic plaques are considerably isomerized at their Asp residues. To asseses the impact 

of D-Asp on Aconformationand on initiation of amyloid fibril formation, I used wild type    

Aand D-Asp-containing Awhich D-Aspwas substituted for L-Asp at residues 1, 7, 23. 

Amyloid fibril formation was enhanced by D-Asp23. Moreover, I demonstrated that D-Asp 

containing Ashowed no effect on fibril formation of wild-type A. Lastly, I showed that A 

fragment 1-23 promoted formation of fibrils and aggregates of wild-type A
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１．研究開始当初の背景 

（１）アルツハイマー病の主要病原因子とし
てアミロイドβペプチド（A）が見出された。
Aが凝集体を形成して、神経細胞膜に沈着す

る現象が神経細胞死を引き起こし、アルツハ
イマー病の発症に至る。



（２）近年、加齢に伴い生体内のタンパク質

機関番号：３２６８０ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：２１５９００８０ 

研究課題名（和文） D－アミノ酸により誘導されるアミロイド凝集機構の解明と抗アルツハ

イマー病薬の開発 

研究課題名（英文） The mechanism of amyloid fibril formation induced by D-amino acids 

 

研究代表者 

  楯 直子（TATE NAOKO） 

武蔵野大学・薬学研究所・教授 

 研究者番号：００２０１９５５ 

 

 



 

 

を構成するアミノ酸がＤ－体からＬ－体に
異性化する現象が確認された。A中には１、
７、位の箇所にアスパラギン酸(Aspが存
在し、それぞれがＤ－体に異性化した各種Ｄ
－Asp 含有 Aが見出されている。アルツハ
イマー病患者の脳の老人斑を形成する A中
にも D-Asp 含有 A が確認されている。



（３）そこで、上記（１）、（２）の背景から、
Aの構造、線維形成および凝集体形成にＤ－
アミノ酸（D-Asp）が与える影響を解明し、
アルツハイマー病治療薬開発に役立つ Aの
構造・物性に関する物理化学的な分子基盤情
報を集積する研究を進めたいと考えた。



２．研究の目的 

上記の研究の背景（１）より、アルツハイマ
ー病の主要病原因子である Aが会合し凝集
体を形成する現象を抑制することが、アルツ
ハイマー病の予防・治療の１つの方策と考え
られる。また、上記の研究背景（２）の記述
のように、加齢とともに生体内にＤアミノ
酸が生成することが見出され、アルツハイマ
ー病患者の脳の老人斑を構成する A中にも
加齢と共に生成するＤ体の Asp が確認され
ている。そこで、D-Asp と Aの線維化・凝集
体形成現象との関連性を軸として、Aの構
造・物性に関する構造生物学的研究を行い、
アルツハイマー病の予防および治療薬開発
に結びつく分子基盤情報を集積することを
本研究の目的とする。

 

３．研究の方法 

各種 D-Asp 含有 Aを合成し、A の構造・物
性について、分光学および物理化学的手法に
より計測した。 



（１）各種 A の構造については、円偏光二
色性分光法(CD)により計測した。

 各種 Aは％に一度、溶解後、
リン酸緩衝生理食塩水(PBS)に最終濃度
となるように溶解し、フィルターろ過
後、円偏光二色性分光器(Jasco 820)による測
定を行った。その際、走査速度は 100nm/min 

とした。 


（２）A の線維化については、チオフラビ
ンＴと蛍光光度法を組み合わせたアッセイ
法を用いた。

 各種 A は円二色性測定時と同様に％
に一度、溶解後、リン酸緩衝生理食
塩水(PBS)に最終濃度となるように溶
解した。各種 A溶液L を 5のチオフラ
ビンＴ溶液L に加えて、蛍光強度を励起
波長 450nm、蛍光波長 482nm で計測した。
測定には Hitachi F2500 fluorescence 

spectrometer を用いた。



（３）凝集体の形態については電子顕微鏡に
より観測した。各種 A は上述の実験と同様
に％に一度、溶解後、リン酸緩衝生
理食塩水(PBS)に最終濃度となるよう
に溶解した。時間、度でインキュベート
した-mesh colodion-coated copper grid

上に載せて、乾かし、2% phosphotungstic 

acid で negative 染色して、透過型電子顕微
鏡（Hitachi H-7650 electron microscope）
で観察した。 

 
４．研究成果 
（１）各種 D-Asp 含有 A の構造を円偏光二
色性分光法により計測した。その結果、全て
の Aがシート型の構造を示した。特に位
の AspがＤ－体に異性化した Aは速やかに

シート型の構造を形成した。



（２）まず、アミノ酸残基よりなる全長の
D-Asp 含有 A について、シート型構造形成
に続いて起こる線維化現象と凝集体形成現
象について解析した。線維化についてはチオ
フラビンＴアッセイ法を用いて計測し、凝集
体形成については電子顕微鏡により観測し
た。

 Aには位、位、位に Asp が存在し、そ
れぞれが D-体に異性化する。3 箇所に存在す
る Asp がそれぞれ D-体に異性化した各種 

D-Asp 含有 Aについて、線維化の進行度を
調べた。D-Asp23 Aは正常型 A（全てのア
ミノ酸が L-体）と比べて、線維形成速度が著
しく上昇した。また、位に加えて位の Asp

も D-化した[D-Asp23,7] Aにおいては、さら
に線維化速度は増した。一方、位に加えて
位の Asp も D-化した[D-Asp23,１] Aにおい
ては線維化速度は正常型 Aの場合と同様の
速度まで減少した。次に凝集体形成について
電子顕微鏡で観察したところ、D-Asp23 A

は正常型 Aに比べて凝集度が高く、さらに

位も D-化すると凝集度もさらに上昇した。一
方、位に加えて 1 位も D-化した場合は、凝
集度は正常型 Aと同程度まで減少した。 

 

（３）アルツハイマー病患者の脳内の老人斑
には正常型 Aと D-Asp 含有 Aが混在して
いる。この状況に着目し、両タイプの Aが
混在しているときの各タイプの Aの線維
化・凝集体形成の実態について計測・観察を
行い、互いに与える影響について検討した。
D-Asp 含有 A としては最も典型的な物性を
示すD-Asp23 Aを用いた。線維化現象につ
いてはチオフラビンＴアッセイ法および
Congo Red binding アッセイ法を用いて解析
した。また、凝集体形成については透過型電
子顕微鏡を用いて形態観察を行った。その結
果、凝集体中には正常型 AとD-Asp23 A



 

 

が混在していることが確認された。一方、線
維化については両タイプのAが混在しても、
D-Asp23 Aが正常型 Aの線維化に全く影
響を与えることはなく、正常型 Aの線維化
の促進は認められなかった。また、正常型 A 

によって、D-Asp23 A の線維化が促進ある
いは抑制されることもなかった。以上の実験
結果より、老人斑中に正常型 A とD-Asp23 

Aが混在していても、互いに線維形成現象に
ついて影響を及ぼし合うことはないことが
明らかとなった。

 凝集体形成においても正常型 Aと
D-Asp23 Aが互いに影響を及ぼし合うこと
はなかった。



（４）次に位のspのD-体への異性化が線

維化・凝集体形成を促進する現象に1位と7位

のspがそれぞれ抑制と促進という異なる影

響を与えることに着目し、AのD-Asp含有

末端フラグメント（A、A）の添加

が全長Aの物性に及ぼす影響を解析し

た。

 実験に用いたAの末端フラグメントはア

ミノ酸残基より成るAおよび残基よ

り成るAである。それぞれのフラグメン

ト中の位、位、位にD-Aspを含有する

末端Aフラグメントをデザインし合成して

実験の試料とした。各種Aの末端フラグメ

ントが全長のAの線維化に与える影響

について、チオフラビンＴアッセイ法により

計測した。その結果、各種フラグメントA

は全長の正常型Aの線維形成に影響を

及ぼさなかった。一方、各種フラグメント

Aは正常型Aの線維化を促進し、高

濃度においてはその促進効果が増強した。ま

た、電子顕微鏡による凝集体の形態観察を行

ったところ、フラグメントAは正常型

Aの凝集体形成を促進することを見出

した。これらの実験結果より、アルツハイマ

ー病発症に関わるA凝集現象の制御におい

て、A部位が重要な鍵を握っていること

が明らかになった。 

 D-Asp と Aの線維化・凝集体形成現象との
関連性を軸とした構造生物学的な研究は独
自性が高く、研究成果も高く評価されている。
今後は構造化学の観点から行ってきた本研
究にさらに各種 D-Asp 含有 Aの神経細胞毒
性の強弱と構造・物性特性との関連性をさら
に追究していきたいと考えている。
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