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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の原因物質であるアミロイドβ(Aβ42)は，オリゴマー化すること
で神経細胞毒性を示す．予防効果が指摘されている生薬由来のウンカリン酸Cは，28位のカルボキシ基を介してA
β42の2~4量体とイオン結合することで毒性オリゴマー化を阻害していることをSOFAST NMRやIM-MS法で明らかに
した．また約1,000種の天然物ライブラリーから，オリゴマー化阻害物質の迅速スクリーニング法を確立した．
一方で，人工RNAライブラリーからオリゴマー化を抑制するアプタマー3種を単離し，病態脳の染色ツールに応用
した．その他，大阪変異やMet35に係るオリゴマー形成機構の知見を得た．

研究成果の概要（英文）：Aggregation of amyloid β42 (Aβ42) is one of the hallmarks of Alzheimer’s 
disease (AD). The mechanism of Aβ42 aggregation mainly consists of two phases, nucleation and 
elongation. Aβ42 oligomerization related to the elongation induces the neurotoxicity in AD 
pathogenesis. Herein we report that a preferable inhibition of toxic oligomer formation of Aβ42 by 
uncarinic acid C (UA-C), a triterpenoid from medicinal herbs, originates from a salt bridge of their
 carboxy groups with Aβ42-Lys16. We also proposed a method of classifying compounds into 9 groups 
based on their ability to modulate the nucleation and/or elongation phases. By screening natural 
product and shoyaku libraries or metabolomics, several compounds such as warfarin and quercetin 
3-O-glucuronide that prevented Aβ42-induced neurotoxicity were identified. Moreover, we developed 
RNA aptamers with higher affinity toward Aβ42 oligomers, which strongly recognized brain oligomers.

研究分野：生物有機化学

キーワード： 脳神経疾患　アルツハイマー病　有機合成化学　漢方生薬　オリゴマー　アミロイドβ　NMR　質量分析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって，生薬由来のウンカリン酸Cおよびワルファリン，RNAアプタマーがAβ42のオリゴマー化阻害能
を示すことを初めて見いだした点において学術的意義があると考えている．また社会的意義としては，オリゴマ
ー選択的な阻害物質の迅速スクリーニング法を提案し，既存薬であるワルファリンや身近な食品由来成分に治療
薬としての可能性を見いだした点が挙げられる．今後，RNAアプタマーを用いた体外診断法に基づいた，オリゴ
マー化阻害剤による疾患予防が期待できる．これらの成果は，国際アルツハイマー病学会や日本食品科学工学会
で招待講演などを行い，広く社会への還元を試みた．

※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。



 

 

様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	 	 *文献番号は項目 5 「主な発表論文等」 に対応する． 

	 アルツハイマー病（AD）の最も初期に現れる病理学的特徴として老人斑が知られている．そ
の構成成分である 40, 42残基のアミロイド b タンパク質（Ab40, Ab42）は，2あるいは 3量体
を基本構成単位としてオリゴマー化（2~24量体，2 or 3 x n-mer）することによって神経細胞毒性
を示す（オリゴマー仮説）．従って，Ab42の 2あるいは 3量体に結合し，毒性オリゴマー化を阻
害する化合物は AD の予防・治療薬として有望である．しかしながら，既存の阻害剤の多くは，
平面構造を有するフラボノイドや色素であり，Ab42 の分子間 b シート形成に関与する領域を
標的とすることから，毒性オリゴマーと非毒性の単量体やアミロイド線維を明確に区別できな

かった．Ab42の単量体には，神経細胞の保護等の生理的に必要な役割も指摘されていることか
ら，毒性オリゴマー特異的な薬剤の開発が強く望まれている．一般に，Ab42の凝集過程は，凝
集核が時間をかけて生成する「核形成過程」と，凝集核が連鎖的に伸長する「線維伸長過程」か

らなる（図 1）．これまで本研究代表者らは，Ab42の凝集阻害に不可欠な構造因子として，①カ
テコール構造（溶存酸素によって酸化された o-キノンが Lys16,28 とマイケル付加する）および
②平面性（縮環構造と芳香環に共役したa,b-不飽和カルボニル構造が Ph19,20の側鎖芳香環とp/p
スタッキングする）を明らかにしていた（図 2）[文献①,③].  

	 研究開始当初（平成 25-26年度の若手研究 B終了頃），所属研究室の山口，入江らは，Ab42の
凝集を阻害する物質として，伝統的な生薬であるチョウトウコウのアセトン抽出物からウンカ

リン酸 A~Dを同定した．その後の詳細な研究により，ウンカリン酸 C (図 2左：UA-C) がオリ
ゴマー形成の初期段階である核形成過程を選択的に阻害することが明らかになった (Yoshioka, 
T., et al., J. Nat. Prod. 2016, 79, 2521)．UA-Cの誘導体 5種を合成し，構造活性相関を調べた結果，
27位フェルラ酸エステルおよび 28位カルボキシ基は，いずれも核形成阻害に不可欠な構造因子
であることが判明したことから，さらなる作用機構に興味が持たれた．一方で，老人斑の存在が

初めて報告された頃，Ab への付着物として mRNAが検出されている (Ginsberg, S. D., et al., Ann. 
Neurol. 1999, 45, 174等). これより, Ab に対する人工 RNA結合分子として核酸アプタマーの開
発事例がいくつか報告されたが, いずれも毒性の低いアミロイド線維やオリゴマー形成能が低
い Ab40の凝集体に対するものであり，Ab42オリゴマーに対するものは皆無であった． 

２．研究の目的 

	 上述した研究背景より，本研究は，Ab42 と UA-C との結合様式を NMR および質量分析法を
それぞれ駆使して明らかにし，類似のトリテルペン骨格あるいはアントラキノン骨格をもつ化

合物にその適用を広げることで，その作用機序を分子レベルで詳細に検討することを目的とし

た．さらに，よりオリゴマー形成阻害能が強力な化合物を探索するために，Ab42の「核形成過
程」と「線維伸長過程」への影響に着目した凝集阻害剤の新しい分類法を考案し，複数の天然物

ライブラリーからオリゴマー化阻害剤をスクリーニングした．また多様な高次構造を取ること

で標的分子に対して高い選択性と結合性を示す 1 本鎖の RNA アプタマーに着目し，Ab42 の安
定なオリゴマーモデルに対する RNAアプタマーの開発を行った．                                                                            
図 1  Ab42の核形成依存型凝集モデル             図 2  Ab42凝集阻害剤に関する 3つの構造的特徴  



 

 

３．研究の方法 

(1) Ab42の凝集能およびオリゴマー形成能の解析 

	 凝集能はチオフラビン Tあるいはチオフラビン S蛍光法で 24時間連続的に調べた．凝集体の
形態は，電子顕微鏡で観察した．オリゴマー形成能の解析は抗 Ab 抗体（抗 N末 82E1あるいは
抗オリゴマーA11）を用いたWestern blotあるいは dot blotでそれぞれ実施した． 

(2) Ab42と化合物との作用部位に関する NMR解析 

	 天然物と相互作用している Ab42 単量体のアミノ酸残基を同定するために，2 次元 1H-15N 
SOFAST-HMQCを用いた NMR実験によって化学シフトの摂動を調べた． 

(3) Ab42オリゴマーと化合物との相互作用に関する質量分析 

	 天然物の核形成阻害能について，標的であるAβ42オリゴマーの分子量を明らかにするために，
イオンモビリティー質量分析（IM-MS）を行った．IM-MS では，電荷が等しい 2 つのイオンの
ドリフトチューブ内の移動時間（ドリフトタイム）を比較した場合，分子の衝突断面積が大きい

ほど，抵抗を強く受けることから，ドリフトタイムが大きくなる． 

(4) 化合物による Ab42の二次構造への影響 

	 Ab42の二次構造変化は CDスペクトルおよび ATR-FTIR法で評価した． 

(5) 化合物による Ab42の神経細胞毒性への影響 

	 ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Yあるいはマウス神経芽細胞腫 Neuro-2aを用いた MTT試験によっ
て，24時間培養後の Ab42の神経細胞毒性を調べた． 

(6) Ab42オリゴマーに対する RNAアプタマーの作製 

	 Aβ42 の安定なオリゴマーモデルとして，所属研究室の入江らが提唱している Ab42 の毒性オ
リゴマーを形成しやすい E22P-Aβ42に着目して，オリゴマー化に重要な C末端の 40番目を L,L-
2,6-diaminopimelic acid (DAP) で架橋した 2量体モデル（図 7左）を合成した (Murakami, K. et al., 
Sci. Rep. 2016, 6, 29038)．本モデルはインキュベーションすると準安定なオリゴマーであるプロ
トフィブリル (PF) を形成することで，神経細胞毒性を示すことから，PFに対する RNAアプタ
マーを試験管内人工進化実験（図 6：SELEX法）で作製した． 

(7) Ab42に対する RNAアプタマーの結合試験 

	 RNA をセンサーチップに固定化し，Aβ を液相側にしたバイオレイヤー干渉 (BLI) 測定を行
い，結合定数を算出した． 

(8) RNAアプタマーによる ADモデルマウスの脳組織染色 

	 ADモデルである Tg2576/PS2マウス（6か月齢）および AppNL-G-F/NL-G-Fマウス（4か月齢）
の脳切片を用いて，RNAアプタマーによるアミロイド染色を調べた．                                                                                              
図 3  UA-Cによる Ab42の核形成的阻害 (A) 1H-15N SOFAST-HMQCを用いた NMR実験 (B) IM-MS測定 
     におけるドリフトタイム比較 (C)トリテルペノイドのカルボキシ基を介した核形成選択的阻害機構    



 

 

４．研究成果 
(1) 生薬由来成分による Ab42オリゴマー阻害機構の構造解析 
	 通常 Ab42オリゴマーの質量分析では，イオン化過程や有機溶媒との接触によってオリゴマー
構造が保持されずに，測定が難航することが多い．Ab42の IM-MS測定では，2~3量体が観測さ
れたが，UA-C存在下ではこれらのオリゴマーと UA-Cとの付加体が検出されるとともに，オリ
ゴマーのシグナル強度が大きく低下した．しかしながら，UA-C の 27 位フェルラ酸エステルお
よび 28位カルボキシ基の各種誘導体を用いると，オリゴマー形成阻害は起こらなかった．また
Ab42の単量体および 2量体と UA-Cとの結合体のドリフトタイムをそれぞれ測定したところ，
いずれの結合体も非結合体と比べて遅れており，その傾向は 2量体でより顕著であった（図 3B）．
次に，UA-C存在下の Ab42の 2次元 1H-15N SOFAST-HMQCを測定した結果，His13,14，Lys16,28，
Arg5の化学シフトが大きく変化するとともに，その周辺の Gln15 ~ Leu17を含む分子間 βシート
形成に関与する領域の化学シフトの変動が認められた（図 3A）．本結果は，UA-C存在下の Ab42
の CD測定において，βシート形成速度が遅れていたこととよく一致する．さらに，UA-Cは Ab42
の細胞毒性を顕著に緩和するだけでなく細胞保護作用も示した． 

	 さらに，トリテルペンカルボン酸のアシアチン酸とトリテルペンアルコールの α-アミリンを
比較したところ、カルボキシ基の重要性が明らかになった。アントラキノイド骨格をもつレイン

（カルボキシ基あり）とクリソファン酸（カルボキシ基なし）の比較からもカルボキシ基は高い

平面性を有する骨格に結合した場合、核形成抑制だけでなく線維伸長抑制にも一部寄与してい

ることが判明した．以上より，これまでに解明したフェルラ酸部分由来の②平面性に加えて，第

3の構造要因として③カルボキシ基を同定した（図 3C）．なお，カルボキシ基は主として核形成
阻害に関与しているが，その強さや特異性は各々の母核構造に依存しているものと考えられる．

本研究で得られた知見は，生薬成分による AD緩和機序の解明だけでなく，Ab42のオリゴマー
化を効率的に抑制する新規阻害剤を開発する上で基礎となるものである [文献②,④]． 

	 オリゴマー形成阻害剤を生薬以外にも広く天然物から探索することを目的として，理研

NPDepo のパイロットライブラリー400 種およびアルプル薬品工業から供与いただいた生薬ライ
ブラリー400 種について凝集阻害能のスクリーニングを行った．Ab42 の「核形成過程」と「線
維伸長過程」への影響に着目した凝集阻害剤の 9 つの分類法（図 4）に基づいて分類した結果，
核形成過程を阻害し，細胞毒性への寄与が低い線維伸長過程を促進するユニークな活性をもつ

化合物を複数見いだした．活性が顕著であった薬用植物ムラサキウマゴヤシを由来とするワル

ファリンは，Ab42の神経細胞毒性およびオリゴマー形成能も阻害した．ヒット化合物の構造的
特徴として，クマリン骨格（2-ピロン）あるいはクロモン骨格（4-ピロン）がオリゴマー抑制に
関与していることが示唆された（図 5）．阻害活性を示した生薬抽出物のメタボロミクスからも，
ケルセチンのグルクロン酸抱合体を活性本体として見いだした．さらに，青ジソに含まれるオリ

ゴマー阻害物質として DDCを同定し，代謝された酸化体がその活性本体であることが判明した．
そこで，推定される代謝物候補 3種およびその抱合体をすべて化学合成した結果，真の活性本体
をつきとめることができた．以上より，有機化学的な手法を駆使することによって，Ab42のオ
リゴマー形成阻害剤の同定ならびにその作用機構を明らかにすることに成功した．                                                                        
      図 4  凝集阻害剤の 9分類                 図 5  天然物ライブラリーのスクリーニング 



 

 

(2) Ab42オリゴマーに対する RNAアプタマーの開発 

	 まず，N末端をビオチン化した 2量体モデルに対して DNAアプタマーの選抜をカラム法（固
相—液相反応）で行った．しかしながら，DNA プールの濃縮が少し見られたが，モノクローン
の樹立には至らなかった．濃縮率の低さの原因として，ビオチン標識されている N 末が構造内
部に埋もれているため，結合 DNA が十分に回収されなかった可能性が考えられる．そこで，2
量体モデルを溶液状態で核酸と反応させるために，ビオチン標識せずにプレインキュベーショ

ンすることで PFを調製し，結合した RNAと非結合 RNAの分子量の違いに着目して，メンブレ
ンフィルター法（図 6：液相—液相反応）で分離を試みた．その結果，7ラウンド後に結合活性
の顕著な増大が見られ，クローニングの結果，フィブリルにはほとんど結合せず，PF に強く結
合する 3種の RNAアプタマー (E22P-AbD4, -AbD31, -AbD43) を得た．PFに対する結合能が最
も強かった E22P-AbD43 (KD = 150 nM) に着目し，各種 Aβに対する結合試験を行ったところ，
WT-Aβ42と E22P-Aβ42のモノマー (KD = 80, 50 nM) と比べて，2量体モデル (KD = 20 nM) に対
して強い結合活性を示した．一方で，WT-Aβ42 から作成したフィブリルにはまったく結合しな
かった．さらに，これらの結合能は対応するWT-Aβ40のモノマーおよび PF (KD = 130, 300 nM) 
に対しても，強いことが明らかになった．同様に，WT-Aβ40のフィブリルには結合しなかった． 

	 E22P-AbD43の CD測定で 240 nm付近に負ピークを，265 nm付近に正ピークを示したことか
ら，G四重鎖構造を形成している可能性が示唆された．さらに ATR-FTIRにおいても，G四重鎖
構造を示唆する 1650 cm-1付近に強いピークを示した．本結果は，QGRS Mapperによる計算予測
の結果とも概ね一致した．E22P-AbD43 存在下では，Aβ42 のアミロイド線維がほとんど形成さ
れず，断片的な構造体が観察された．チオフラビン S蛍光試験では，2量体モデルの PF形成速
度が遅れた．さらに SH-SY5Yを用いたMTT試験において，2量体モデルの神経細胞毒性は E22P-
AbD43によって濃度依存的に改善した．最後に，大脳皮質ならびに海馬の領域において，PFに
由来するオリゴマー蓄積物が検出されたのに対して，アミロイド線維からなる老人斑は染まら

なかった．一方，Aβ42の N末端を認識する市販抗体 (82E1) では老人斑が染まった．PF形成能
が高いArctic変異 (E22G) をもつノックインマウス (AppNL-G-F/NL-G-F) の病態脳でもオリゴマー蓄
積物が認められた（図 7）[文献⑤,⑦]． 

(3) その他の関連する成果 

	 RNA アプタマーの核酸医薬としての応用を目指して，分解しにくい修飾核酸の合成研究を展
開した．モデル化合物として，インスリン分泌阻害酵素のアンチセンス核酸による選択的な抑制

作用に着目し，ミスマッチ認識と生体内における安定性の低さを改善したペプチド核酸 (PNA) 
を設計した．長らく長鎖 PNAの合成は困難であったが，固相合成機における縮合剤や洗浄条件
を改善することで，20残基以上の長鎖 PNAおよびステロイドとの複合体を高純度・高収率で得
た．これらの PNA はエキソヌクレアーゼに対する高い分解耐性および DNA 相補鎖との高い熱
安定性を示した [文献⑧]．その他，Aβ42の毒性発現への寄与が大きい Met35のパースルフィ
ド化とオリゴマー形成能に関する知見についても明らかにした [文献⑥]．                                                                                  
図 6  RNAアプタマーのメンブレン液相分離法         図 7 RNAアプタマーのオリゴマーへの作用機序 
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