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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病患者の脳内には、アミロイドβ（Aβ）の不溶性線維を主成分とす
る老人斑が見つかる。近年の研究より、Aβが不溶性線維に変化する前段階の可溶性オリゴマーが、強い神経毒
性をもたらすという説が広く受け入れられている。本研究は、Aβオリゴマーの最小単位であるAβダイマーの分
子間相互作用様式を、NMR、光架橋反応、質量分析を駆使して明らかにすることを目的とした。質量分析におけ
る検出フラグメントの強度を比較した結果、平行型および逆平行型の量比は２：１と見積もられた。本解析よ
り、Aβダイマーは平行型と逆平行型のいずれも含み、逆平行型より平行型の方が好んで形成されることが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：Amyloid beta (Abeta) is often bound　in　the　brain　of　patients　with　
Alzheimer　disease　as　insoluble　aggregates.　It is generally asumed that soluble ogligomer that 
occur before the aggregates exerts strong neurotoxicty. In this study, we explored the interaction 
mode of two monomers comprisng the Abeta dimer that is the minimal component of Abeta oligoemrs, 
using NMR, photo-induced cross coupling and mass analyses.  The results showed that the two monomers
 aling in both parallel and anti-parallel manner in a 2:1 ratio, indicating that both the two forms 
exist, but the parallel one is more preferred.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）高齢化社会の到来とともに、認知症患
者は増加の一途をたどっている。現在、主要
な認知症の一つであるアルツハイマー病患
者は、世界で 1800 万人に達しており、予防・
診断・治療法の確立が急務である。しかし、
未だにアルツハイマー病については、その進
行を遅らせることは出来ても、根本的な治療
薬は開発されていないのが現状である。 
 
（２）アルツハイマー病患者の脳内には、ア
ミロイドβ（Aβ）の不溶性線維を主成分と
する老人斑が見つかる。近年の研究より、A
βの不溶性線維は毒性を持たず、Aβが不溶
性線維に変化する前段階の可溶性オリゴマ
ーが、強い神経毒性をもたらすというオリゴ
マー仮説が広く受け入れられている(参考文
献１)。そのため、Aβオリゴマーは、認知症
治療における分子標的薬の重要なターゲッ
ト分子と考えられる 
 
（３）Aβオリゴマーは、溶液中において結
合・解離平衡にあり存在寿命が短く、直接そ
の立体構造を解析することは難しい。Aβの
不溶性線維について、固体 NMR により 3 次
元立体構造が解明されている(参考文献２)。
解明された一つの Aβの不溶性線維は平行型
βシート構造を形成しているが、逆平行型β
シート構造の形成も報告されている。そのた
め、Aβオリゴマーはβシート構造を形成す
ると想定されているが、平行型か、あるいは
逆平行型かは明らかでない。 
 
（４）研究代表者のグループは、Aβオリゴ
マーの構造を明らかにするため、NMR、光
架橋反応（参考文献３）、質量分析を組み合
わせたタンパク質化学・構造生物学的手法に
基づいた Aβの解析法の開発を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
Aβオリゴマーの最小単位であるAβダイマー
の分子間相互作用様式を、NMR、光架橋反
応、質量分析を駆使して明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）解析に用いる Aβ(1-42)タンパク質を
調製するため、N 末端側にユビキチンを融合
した Aβ(1-42)タンパク質を大腸菌により大
量発現した。ユビキチンタグを利用して発現
した Aβ(1-42)を夾雑物から分離した後、ユ
ビキチンタグを切断した。また、15N 塩化ア
ンモニウムを唯一の窒素源として含む M9 最
少培地において Aβ(1-42)を発現させること
で、１５N 標識を施した Aβ(1-42)タンパクを
調製した。 

 
（２）光架橋反応による解析に用いる Aβ
(1-42)変異体を構築した。野生型 Aβ(1-42)
においてはトリプシンによる切断箇所が３
つ含まれており、トリプシンによる切断を受
けると [１―５]、[６―１６]、[1７―２８]、
[２９－４２]の４つの断片が生じる。また、
光架橋を形成するチロシン残基は１０番目
に一つ含まれるのみである。Aβダイマー中
の２つのモノマーの相対配向が平行型か逆
平行型か、またその相対位置の情報を得るた
め、10 番目のチロシン残基をフェニルアラニ
ンに置換し、新たに４番目と２１番目に含ま
れる２つのフェニルアラニン残基をチロシ
ン残基に置換した変異体を遺伝子操作によ
り構築した。 
 
（３）光架橋反応および架橋産物の限定分
解・質量分析を組み合わせて、Aβ(1-42)ダ
イマーの構造を解析した。ルテニウム試薬と
タンパク質溶液の混合溶液に 452 nm の光
を当てると、空間的に近接した２つのチロシ
ン残基間に瞬時に架橋が生じる。Aβは溶液
中において、モノマーとダイマーとの間の平
衡状態にあるが、Aβダイマーにおいて 2 つ
のモノマーに含まれるチロシン残基どうし
が近接すれば、光架橋反応により分子間に架
橋を形成できると考えられる。本研究では、
野生型にかわり上述した2残基のチロシン残
基を含む変異体を用いて、光架橋反応を行っ
た。反応産物の SDS 電気泳動を行い、架橋に
より生じたダイマーおよび高次のオリゴマ
ーの生成を調べた。また、生じたダイマーに
ついてそのバンドのゲルを切りだし、ゲル状
態のままトリプシンによる消化を行った。生
じた消化断片をイオンスプレー型液体クロ
マトグラフィー質量分析法により解析する
ことで架橋位置を同定した。また、分子内、
分子間の光架橋産物を区別するため、非標識
Aβと 15N 標識した Aβを混合した試料を用
いた解析も行った。非標識体断片と 15N 標
識体断片との架橋産物は、分子内のチロシン
間相互作用では生じず、異なる分子のチロシ
ンどうしが結合した場合のみ生じることを
利用している。 
 
（４）Aβ(1-42)溶液の濃度を変化させて、
ＮＭＲ緩和解析を行うことで、ダイマー化に
関与する残基の同定を試みた。極低温プロー
ブを備えた 600 MHz の NMR マシンを用い
て 15N 標識 Aβ(1-42)の測定を行った。Aβ
(1-42)の濃度を増加させると、モノマーとダ
イマーとの平衡がダイマー側に偏る。その際、
モノマーとダイマーとの間で化学環境が異
なる残基においては、化学シフトやスピン緩
和速度等が変化する。また、モノマーとダイ



マーとの間の交換が化学シフト差に近い場
合は、化学交換による T2緩和も促進される。
そこで、15N 標識 Aβ(1-42)の濃度を変えな
がら、1H-15N HSQC スペクトルを測定しそ
の線幅を調べた。また 15N の T1, T2 緩和測
定も行うことで、濃度変化によるそれらの値
の変化を残基ごとに調べた。 
 
４．研究成果 
（１）N 末端にユビキチンを融合した Aβ
(1-42)タンパク質を大腸菌により大量発現
させて、ユビキチンタグの切断および精製を
行った。15N 塩化アンモニウムを唯一の窒素
源とする M9 最小培地において Aβ(1-42)タ
ンパク質をエンコードするプラスミドを形
質転換した大腸菌を培養することで、15N 標識
ユビキチンを発現し精製した。 
 
（２）野生型 Aβ(1-42)に含まれる１０番目
のチロシン残基をフェニルアラニン残基に
置換して、４番目、２１番目のフェニルアラ
ニン残基をチロシン残基に置換した Aβ
(1-42)の変異体を構築した。 
 
（３）Aβ変異体のモノマー溶液を調製し光
架橋反応を行った。まず、非標識 Aβを用い
て本解析を行った。生じた架橋産物を SDS ゲ
ル電気泳動に流すことで、架橋ダイマーおよ
びトライマー以上の架橋産物が生じている
ことを確認した。流したゲルからダイマーの
バンドを切り出して、ゲル状態のままトリプ
シンによる消化を行った。架橋断片をイオン
スプレー型クロマトグラフィー質量分析に
より調べた。その結果、４番目のチロシン残
基を介した ２つの[１―５]断片の架橋産物、
および２１番目のチロシン残基を介した２
つの[1７―２８]断片の架橋産物が検出され
た。この結果は、Aβ ダイマーに平行型が含
まれることを示す。さらに、４番目と２１番
目のチロシンが架橋した[１―５]断片と[1
７―２８]断片の架橋産物も検出された。こ
の架橋産物は、モノマー分子内で架橋されて
生じる場合と、異なるモノマー間で架橋され
て生じる場合が考えられた。分子内と分子間
架橋とを区別するため、非標識体と 15N 標識
体を混合した Aβ(1-42)を用いて、光架橋反
応を再度行い、限定分解、質量分析を行った。
その結果、[１―５]断片と[1７―２８]断片
の架橋産物には、分子間で架橋されたものが
含まれることが明らかとなった。この結果は、
Aβダイマーに逆平行型ダイマーも含まれる
ことを示す。また、質量分析における検出フ
ラグメントの強度を比較した結果、平行型お
よび逆平行型の量比は２：１と見積もられた。
本解析より、Aβダイマーは平行型と逆平行
型のいずれも含み、逆平行型より平行型の方

が好んで形成されることが明らかとなった。
固体 NMR により解明された Aβ(1-42)の不
溶性線維が平行型βシート構造をとるので、
平行型ダイマーが不溶性線維へと変化する
可能性が考えられる。 
 
（３）15N 標識 Aβ(1-42)タンパク質の濃度
を変化させて 1H-15N HSQC 測定、および 主
鎖 15N 緩和測定を行った。Aβ(1-42)の濃度
変化により、15N T2値が変化する残基を調べ
ることで、Aβのダイマー形成に関与する残
基を同定した。 
 
（４）本研究により得られる Aβダイマーの
構造情報は、Aβオリゴマーの実像解明に貢
献するとともに、Aβオリゴマーを標的とし
た創薬基盤技術の開発にも利用できると考
えられる。 
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