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研究成果の概要（和文）：　プリオン蛋白質由来のフラグメントペプチド(hPrP)を用いて、二次構造と凝集性の
関連と Cu2+とpHの影響を検討した。
hPrP180-192 はCu2＋非存在下で相互の結合量が多く、pH7.5において添加直後から経時的にβシート構造へ変化
するとともに結合性と凝集性を示すことが明らかとなった。さらに、変異体のhPrP180-192 V/I は、
hPrP180-192と比較して凝集性が高く、Cu2+ の非存在下で 不可逆的にβシートへ二次構造変化を起こすことが
明らかとなった。本研究により、プリオン蛋白質の凝集にC-端領域、特にhPrP180-192が深く関与している可能
性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the correlation between secondary structure and 
aggregation, and effect of Cu2+ and pH by using prion fragment peptides. As a result, hPrP180-192 
bound each other in the absence of Cu2+. The secondary structure immediately changed to b-sheet in 
pH7.5 and binding affinity and aggregation ration were increased. In addition, point mutated 
peptide, hPrP180-192 V/I show the higher aggregation ratio than hPrP180-192 and irreversible 
conformational change. These results strongly suggest that C-terminal fragment takes part in 
aggregation of Prion Protein.     

研究分野： 分析化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
プリオン病は、ヒトプリオンタンパク質 
(hPrPC) が凝集性の高い変異体 (hPrPSc) に
立体構造が変化することで発症し、感染性で
致死的な神経変性疾患の一群である。ヒトプ
リオンタンパク質は、1分子あたりOP-repeat
領域に 4原子、中間領域に 2原子の銅が結合
しており、銅の生体内における恒常性の維持
に関与していることが報告されている。また、
金属が凝集に関与しているとの仮説もある。
しかしながら、その発祥機構は解明されては
おらず、その原因の一つにプリオンタンパク
質の取り扱いの難しさがある。本研究室では、 
hPrPC から hPrPSC への構造変化に銅などの生
体内微量金属が関与しているという「金属関
与説」に基づき研究を行っている。小嶋らは、
取り扱いの容易なフラグメントペプチドを
用いた実験により、C 末端領域も銅と結合す
ることを見出し、さらに、C 末端領域である 
PrP180-192 は、Cu2+ の添加、pH の変化によ
り二次構造変化が認められることを報告し
ている。これらの結果は、hPrPC から hPrPSc

への構造変化にC末端領域が関与している可
能性を示唆している。 
２．研究の目的 
本研究では プリオンタンパク質の C-末端由
来のフラグメントペプチドを用いてプリオ
ンタンパク質の凝集メカニズムを解明する
ことを目的とする。 
３．研究の方法 
フラグメントペプチドは固相法により合成
を行い、HPLC を用いて精製した後、質量分析
を用いて目的ペプチドの分子量を確認した。
立体構造の解析には Tris 緩衝液を用いて 
CD スペクトルにより検討した。ペプチド同士
の結合は PrP180-192 固体化レジンを用い
た Pulldown assay 及び PrP180-192 を固定
化させ、分子間相互作用装置 (AFFINIX QNμ)
を用いて行った。また、凝集性の検討は
Thioflavin T の蛍光強度の上昇を指標とし
て評価した。 
４．研究成果 
 2015 年度の研究では、4 種類の hPrP の 
C-端領域由来のフラグメントペプチド
（hPrP169-192、hPrP169-183、hPrP175-183、
hPrP180-192）(Fig. 1)を使用し、hPrP180-192
との相互作用を Pull down assay と分子間相
互作用装置 (AFFINIX QNμ) により検討を行
った。その結果、Pull down assay では 
PrP180-192 の結合量が多いことが明らかと
なった。また AFFINIX QNμ を用いた検討で
は、hPrP180-192 同士の結合について、Cu2＋

非存在下では振動数が PrP180-192 を固定化
していない (破線) と固定化したもの (実
線) を比較すると固定化時で振動が低下し
ており、Cu2＋存在下では振動に差はなかった 
(Fig. 2)。これらの結果から、PrP180-192 は 
Cu2＋非存在下で相互作用を示し、非存在下で
は相互作用を示さないことが明らかとなっ

た。（日本薬学会第 136 年会発表済み） 

 
 

 
Fig. 1 フラグメントペプチドのアミノ酸配
列 
 

 
Fig. 2 分子間相互作用 
 
 2016 年度は、hPrP180-192 の二次構造と凝
集性の関連と Cu2+ の影響を検討した。その
結果、hPrP180-192 は溶液調製直後では全て
の pH5〜9 において全てランダムコイル構造
となっていることが判明した。引き続き、
37℃で 7日間インキュベートを行うと、pH7、
8、9 で βシート構造へ変化しており、pH7
においてその変化が顕著であった。さらに、
Cu2＋をペプチドに対して2等量添加し37℃で
7 日間インキュベートを行うと、pH7 でのみ
ランダムコイル構造へ戻ることが確認でき
た。 このことから pH7 での PrP180-192 の
凝集は可逆的であることが明らかとなった。
一方、Cu2＋存在下では、溶液調製直後におい
ては Cu2＋非存在下と同様に全てランダムコ
イル構造となっていたが、37℃で 7日間イン
キュベートを行うと、pH9 の溶液のみβシー
ト構造へ変化した。そこで、生体内条件に近
い pH7.5 で、hPrP180-192 の経時的な二次構
造変化と Cu2+ の影響を経時的に検討した結
果、経過時にランダム構造からβシート構造
へ変化しすることが明らかとなった。49 時
間以降に変化が見られなかったので、68時間
後に Cu2＋を添加し同様に解析した結果、添加
直後ではβシート構造を保持していたが、Cu2

＋ 添加 2 時間後、8 時間後とランダムコイル
構造に戻る傾向が見られ 22 時間後では 8 
時間後と同様のスペクトルを示した (Fig. 
3)。これらの結果から PrP180-192 はβシー
ト構造への変化後 Cu2＋ 添加 によりランダ
ムコイル構造へと復帰することが明らかと
なった。 
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Fig. 3 CD スペクトルの経時的変化 
 
Thioflavin T を用いた凝集性の検討（pH7.5）
では、Cu2＋の非存在下では、1 日目以降、経
時的に蛍光強度の上昇がみられ、4 日目以降
で一定となった。また、目視においても白色
浮遊物が確認された。加えて、分子間相互作
用の検討においても、Cu2＋非存在下で結合性
が確認された。一方、Cu2＋の存在下ではこの
ような変化は観察されなかった(Fig. 4)。 
 PrP180-192 は、AFFINIX で相互作用を確認
した溶液調製直後ではランダムコイル構造
をとっており、その後 CD スペクトル測定に
おいて1日目で経時的にβシート構造への変
化と、 HPLC において可溶性ペプチドの減少
が確認できた。4日目で Thioflavin T の蛍光
強度が最大となった。以上より、PrP180-192
は、相互作用が起きた結果、経時的にβシー
トへ構造変化し、凝集していると考えられた。
（日本薬学会第 137 年会発表済み） 
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Fig. 4 凝集性の検討 
 
 2017 年度は、hPrP180-192 の凝集性に対す
る 1 アミノ酸変異の影響を検討した、
hPrP180-192 と遺伝的変異として報告されて
いる hPrP180-192 V180I（INITIKQHTTT）のフ
ラグメントペプチドを合成し、二次構造変化
と溶液中のhPrP180-192の溶解量、相互作用、
凝集性の違いをpH 7.5で確認した(Fig. 5)。
Cu2＋非存在下においては、CD スペクトル解析
では、hPrP180-192 及び hPrP180-192/V180I
ともに、ランダムコイル構造から経時的にβ
シート構造へ変化し、HPLC 分析ではともに
可溶性ペプチドが減少していることが判明
した。この溶液に Cu2 ＋を添加すると、

hPrP180-192 はランダムコイル構造へ戻ると
ともに、可溶性 hPrP180-192 が増加したが、
変異体のhPrP180-192/V180Iではランダムコ
イル構造へ戻らずβシート構造を保持して
おり、可溶性 hPrP180-192/V180I の増加も認
め ら れ な か っ た 。 分 子 間 相 互 作 用 は
PrP180-192 と同様に PrP180-192/V180I 同
士 に お い て も 認 め ら れ た 。 ま た 、
hPrP180-192/V180I は hPrP180-192 と比較し
て、Thioflavin T で高い凝集性を示した。以
上より、hPrP180-192 V/I は、hPrP180-192
と比較して凝集性が高く、 Cu2+ の非存在下
で βシートへ二次構造変化を起こすと Cu2+ 
の添加によってもランダムコイルへ戻らな
いことが明らかとなった。hPrP180-192 V/I 
の凝集が、プリオン病の発症に関与している
可能性がある。また、Cu2+ の非存在下で二次
構造変化や凝集性がみとめられたことから、
Cu2+ の不足がプリオン病発症の要因となっ
ている可能性も示唆された。（日本薬学会第
138 年会発表済み） 
 

 
Fig. 5 hPrP180-192 の凝集メカニズム 
 
 次 に 、 6 種 類 の 生 体 内 微 量 金 属 の
hPrP180-192 凝集性に対する影響を検討した
(Fig. 6)。その結果、Cu2＋のみが凝集抑制作
用を示し、他の金属イオン（ Ni2+, Co2+, Mn2+, 
Ca2+, Zn2+）は抑制作用を示さなかった。 
 以上の検討により、プリオンタンパクの凝
集には C-端側が関与している可能性が高い
ことが判明した。また、凝集に際しては、 ラ
ンダム構造からβ- シートへの構造変化が
関与しており、Cu2+による影響は少ないと考
えられる。さらに、バリンがイソロイシンに
変化することで凝集性が高まることが明ら
かとなった。 
 加えて、Cu2+ が凝集抑制作用を示すことよ
り、生体内 Cu2+濃度がプリオンタンパク質の
凝集性に関与していることが示唆されたこ
とより、Cu2+のホメオスタシスの維持が重要
であることが推測される。 
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Fig. 6 生体内微量金属イオンのhPrP180-192 
に対する凝集抑制 
 
 

我々は、本研究とは別のプロジェクトと
して、Tob/BTG ファミリータンパク質由来
の合成フラグメントペプチドが酵素活性を
有することを見出し、Catalytide 呼ぶこと
を提唱している。構造活性相関を検討した
結果、数十種類の catalytide を同定し、
さらにその内の数種類はアミロイド-β を
切断することを明らかとしている。そこで、
Catalytide の PrP180-192 に対する切断活
性の検討及び凝集性への影響を検討した。 
まず、切断活性の検討では、反応液を HPLC
により分析し MS により切断点の同定を行
ったところ、数種類の Catalytide が 
PrP180-192 を分解することが明らかとな
った。次に凝集性の検討では、35 種類の 
Catalytide 候補を用いて ThT の上昇を指
標に行った。その結果、1種類が PrP180-192 
の凝集による単独と比較し、 ThT の上昇を
有意に抑制することが明らかとなった。こ
の１種類について切断活性を検討したとこ
ろ、 PrP180-192 に対する切断活性は有し
ていないことが明らかとなった。 
以上の結果から、Catalytide はアミロイ

ドの切断活性のみでなくプリオンに対する
切断活性も有していることが明らかとなっ
た。また切断活性のみでなく凝集抑制に働
く低分子ペプチドの存在が明らかとなった。
今後、Catalytide のプリオンタンパク質分
解作用について詳細に検討していく予定で
ある。 
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