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研究成果の概要（和文）： 

近年アルツハイマー病・プリオン病などの脳神経障害疾患やアスベストによる健康被害
は、ナノサイズの微粒子を共通の原因としていることが明らかにされている。本研究では、
これらのポリペプチドが形成する毒性ナノ粒子と特異的に結合する蛋白質であるαA クリ
スタリンの基質結合部位を用いて、疾病の予防・診断に利用できる「シャペロン粒子」の
開発を目的とした基礎研究を行なった。このペプチドが有する自己組織化能によって形成
される集合体が毒性を有する蛋白質ナノ凝集体と特異的に結合する機構を調査した。 
 

研究成果の概要（英文）： 
To develop chaperone-bead for detecting toxic nano-particle, the property of the 

chaperone peptide derived from the substrate binding site of the molecular chaperone 
A-crystallin was studied.  Chaperone peptide which corresponds to the residues 
71-75 of A-crystallin self-assemble into nano-scale fibril to efficiently reduce the 
aggregation of the substrate model protein.  The substrate recognition mechanism of 
a the chaperon-peptide was studied.  
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１． 研究開始当初の背景 
 

アルツハイマー病、パーキンソン病、プリ
オン病などの神経変性疾患は、アミロイド線
維と呼ばれる非天然のβシート構造に富む
蛋白質凝集体形成と相関しており、前駆体で
あるナノサイズの集合体が強い細胞毒性が
原因であることが近年明らかにされている。
さらにアスベストや排気ガスによる大気汚
染にともなう健康被害も、気相に形成される
ナノサイズの粒子が体内に蓄積することに
よる細胞毒性が原因であることが明らかに
されている。 

これらのナノ粒子の毒性は、生体内でスト
レスを防御に蛋白質である分子シャペロン
によって抑制されていることが知られてい
る。しかし、分子シャペロンは不安定な巨大
分子であり、疾患の診断や治療に用いるのは
困難である。一方大腸菌由来の分子シャペロ
ン GroEL および Clp に関する詳細な構造研究
により、基質結合部位の相互作用をオリゴマ
ー構造によって集積してシャペロン活性が
発現されることが明らかになっている 
(Tanaka N. et al. Biochemistry, 45, p.8556 
(2006); BBA 1748, p.1 (2005); Protein 
Science 13, p.3214 (2004))。 

一方、分子シャペロンクリスタリンの基
質結合部位に相当する 18 残基のペプチド
FVIFLDVKHFSPEDLTVK (AC ペプチド, Fig. 1)
は単独で蛋白質の熱凝集やアミロイドβ蛋
白質の線維形成抑制するシャペロン活性を
有することが知られている。このAC ペプチ
ドから N 末端の Phe71 ないし C 末端の DTLVK
を削除すると ADHに対するシャペロン活性が
抑制されることも明らかにされている。以上
の知見により、シャペロン活性有するペプチ
ドを集積した微粒子を開発すれば、アミロイ
ド線維形成の抑制、大気中の毒性ナノ粒子の
検知など、生体内のナノ毒性の抑制に利用す
ることができることが期待される。 

 

Fig. 1 Substrate binding site ofA crystalline.



これまでの研究でAC ペプチドは自己組織
化によりアミロイド線維を形成することを
見 出 し た (Fig.2, Tanaka N. et al. 
Biochemistry, 47, p.2961 (2008))。さらに
この線維形成能は Phe71を削除すると失われ
るため、線維形成は FVIFL の領域が核となっ
ていることが示唆されている。以上の結果は
Phe71 がシャペロン活性とアミロイド線維形
成能の双方に影響する重要な残基であるこ
とを示している。 

 

 

Fig. 2 Amide I band of FTIR of ADH heat-treated 

at 60 
o
C 

 

２． 研究の目的 
  

本研究ではこの自己組織化能を有するシ
ャペロンペプチドにより、ナノ毒性を抑制効
率が高い微粒子を簡便に調製する技術を開
発する。AC ペプチドと ADH は高温下におい
て複雑な状態変化を起こすことがわかる。そ
のため凝集を抑制する機構の解明には、ペプ
チドのタンパク質への影響を特定の条件で
調査する必要がある。そこで凝集蛋白質モデ
ルであるアルコールデヒドロゲナーゼ(ADH)
とAC ペプチドのコンフォメーションと会合
状態を調査した上で、ペプチドの活性を正し
く評価できる実験条件を明らかにする。さら
に系統的に設計したペプチドフラグメント
の凝集への効果を調査し、ペプチドの自己組
織化と活性の相関を明らかにする。 
 
３． 研究の方法 

 
酵母由来 ADH はオリエンタル酵母から購入

した。SDS-PAGE において純度は 100 %に近か
った。ペプチドは Genescript から購入した。
すべて 95 %以上の純度であった。 FTIR は
CaF2セルと Spectrum GX (Perkin-Elmer) を
用いて測定した。光散乱測定に DLS2000（大
塚電子）を用いた。AFM 測定は Nanoscope IIIa 
(日本ビーコ)を、CD 測定には J-720（日本電
子）を用いた。 
 



４．研究成果 
 
AC ペプチドと ADH のコンフォメーションの
温度変化 
 
基質である ADH は 48 oC の熱凝集は溶液の

濁度変化によって容易に観測できるため多
くの研究でシャペロン活性の評価に用いら
れてきている。しかしAC ペプチドの蛋白質
の熱凝集に対する効果を解析する場合に、ペ
プチドの凝集が起こるとシャペロン活性の
正確な評価ができない。AC ペプチドはラン
ダム型の構造をとるが、48 oC において CD ス
ペクトルを観測すると凝集してコンフォメ
ーションがβ型に転移することが明らかに
なった。さらに、凝集体の AFM 測定によりア
ミロイド線維を形成していることがわかっ
た。 
以上の結果によりこれまで ADHの熱凝集過

程を観測する際にペプチド自体も構造転移
を起こしていることを意味する。したがって
アミロイド線維形成をしていないペプチド
のシャペロン活性を評価するためにはより
低い温度での実験が必要である。より低い温
度で実験することにした。44℃においてペプ
チドはアミロイド線維を作らなかった。 

ADHは 45℃以下で数日をかけたきわめてゆ
っくりと酵素活性を失うことが報告されて
いる。この低い温度領域において濁度測定が
可能な条件を探索すると、Fig. 3 に示すよう
に ADH の凝集を 2時間以内に観測できること
が判った。 
 

 
Fig. 3  Effects of AC(71-88) on the heat-induced 

aggregation of ADH at 44 oC. ○, ADH; ●, ADH + 

AC(71-88);  x, ADH + AC(71-88) fibril 

 

さらにこの温度で 44℃2時間加熱したのち
に ADH の酵素活性酵素活性を調べると、無処
理の酵素と同じ活性がえられた。これは凝集
体が天然の酵素活性を保つのではなく、凝集
体の酵素活性測定時に溶液を希釈するため、
凝集体が天然構造に戻ったためであると推
測される。同じ条件で１日放置すると、活性

が低下しているのがわかった。このことは、
ADH が失活するまえにかなり凝集をおこすこ
とを意味する。また凝集体後の二次構造の変
化を FTIR によって調べると天然蛋白質の構
造と同一であった(Fig. 4)。以上の結果は 44 
oCにおける ADHの凝集が活性および構造の変
化をともなわない可逆的な過程であること
を示している。 

 

 
Fig. 4 Amide I band of FTIR of ADH heat-treated 

at 48 
o
C 

 

ADHの凝集体のサイズをAFMによって観測す
ると、Fig. 5 に示すように ADH 単独の凝集体
はかなり大きなものが生じていた。DLS 測定
の結果も同様なので AFMの結果は溶液中の凝
集体のサイズを反映したことになる。これは
ADH が天然構造を保ちながら、44 ℃で構造が
揺らぎ、疎水性の領域が露出することで自己
会合のための結合サイトが増えたためであ
るとかんがえられる。 
 

 

Fig. 5 AFM image of the aggregates of ADH 

heat-treated at 44 oC . 

 
AC ペプチドによる ADH の凝集抑制 
 
ADHの会合に対するACペプチドの効果を調

べると、ADH の濁度上昇は抑制されることが
わかった(Fig. 3)。このことはAC ペプチド
が自己会合しない単独の形で ADH の可逆凝集
を抑制することを意味する。このことを確認
するためにAC ペプチドの共存下で熱処理し
て得た ADH 凝集体 AFM を測定すると、Fig.6
に示すようにペプチド共存下で凝集体のサ



イズが縮小されていた。 
 

  
Fig. 6 AFM image of the aggregates of ADH 

ADH heat-treated at 44 
o
C in the presence of  

AC(71-88). 

 
繊維化したAC ペプチドによるＡＤＨの凝集
抑制 
 
次に60 ℃でACペプチドを熱処理して繊維

形成したペプチドのAC ペプチドのシャペロ
ン活性を調べた。あらかじめ ADH の凝集に対
する効果を調べると Fig. 3 に示すように凝
集抑制効果はさらに促進していることが判
った。このことは、線維形成によってシャペ
ロン活性が増幅されることを意味する。以前
Phe71 を削除したAC ペプチドにおいて 48℃
における ADH の凝集に対するシャペロン活性
が抑制されると報告されている。しかし 44℃
におけるこのペプチドの活性は繊維化して
いないAC ペプチドと比較してほぼ同じレベ
ルであった。このことは Phe71 の削除によっ
てペプチドの集合状態に影響を与えなけれ
ば、活性を損なうことはないということを示
唆する。。 
 

 

1m 

 

Fig. 7  TEM image of the aggregates of ADH 

and AC(71-88) in amyloid fibril form. 

 
線維化AC ペプチドを共存させたとき ADH

凝集体を TEM で観測した。Fig. 7 に示すよう
に、凝集した ADH はAC ペプチドが形成した

アミロイド繊維の表面に会合していること
が分かった。これにより Fig. 3 に示した結
果は ADH の凝集抑制によるものではなく、凝
集体が繊維に結合することで見かけの ADHの
凝集にともなう濁度上昇が抑制された結果
であることが分かった。 

一方、 KFVIFLDVKHFSPEDLTVK は熱をかける
とアモルファスの凝集を起こす。この状態で
ＡＤＨに対する効果を調べると、ADH の濁度
を急激に増大させ、目に見える大きな凝集体
を形成し始めた。蛍光標識 ADH の蛍光観測に
より、ADH の会合状態を観測した。すると大
きな会合体が形成されていた。以上にペプチ
ドは会合するだけではシャペロン活性が増
幅せず、規則的なアミロイド線維ができなけ
ればならないことがわかった。 
 
不可逆変性へのペプチドの影響 
 
ADH を 60 oC で熱処理すると、Fig. 8 に示

すように二次構造の変化をともなう凝集が
起こすとともに、酵素活性は不可逆的に失活
する。この条件において繊維化したAC ペプ
チドを混合すると、ADH の濁度上昇はかなり
抑制されていた。しかし、熱処理後の熱失活
にたいてほとんど影響をあたえず、残存活性
は 20%以下程度でしかなかった。したがって、
AC ペプチド共存下では、凝集体のサイズを
小さいままで保持して不可逆凝集が引き起
こされることになる。AC ペプチドは三次構
造のアンフォールディングとそれにともな
う不可逆凝集には何の影響も与えないので
あろう。 
 

 

Fig. 8 Amide I band of FTIR of ADH heat-treated 

at 60 
o
C. 

 
考察 
 
 分子シャペロンの多くは ATPase であるが、
ATPase を切り出した基質結合ドメインだけ
でも活性はある。さらにαクリスタリンが属
する small HSP はファミリーは ATPase を有
していない。これは、分子シャペロンが基質
との弱い相互作用で蛋白質凝集を抑制して
いる機構によって説明できる。したがってα
Ａクリスタリンの基質結合部位のペプチド



がシャペロン活性を有することはこれまで
の結果とは矛盾しない。  
AC ペプチドがアミロイド線維を形成する

現象がαクリスタリンの天然機能と関連し
ているか否かは不明であるが、ペプチドを医
工学の分野に応用するときには重要な意味
をもつ。熱凝集 ADHをモデル基質とした場合、
AC ペプチドがアミロイド線維を形成すると
活性があがり、N 末端の F70 を削除すると活
性がなくなった。これは F70 が基質結合に寄
与するだけでなく、アミロイド線維形成にも
関与するためと考えられる。AC ペプチドが
アミロイド線維を形成すると見かけ上活性
が増幅するのは、基質結合部位が接近して並
ぶため、基質の疎水部位と効率的に結合する
ためであると考えられる。  
同様の現象は分子シャペロンの活性にお

いてもみいだされている関係する。GroEL と 
ClpBはATPなしでも基質結合のみでシャペロ
ン活性がある。基質結合部位単独での弱いシ
ャペロン活性はオリゴマー構造によってか
なり増幅される。これはアピカルドメイン基
質結合が 7員環における Avidity によって増
幅されている。シャペロンペプチド集合体の
活性はこれと同じ機構であるとおもわれる。
AC ペプチドは高い温度において構造変性を
ともなう不可逆変性は抑制しなかった。この
結果はこのペプチドの機構が従来の分子シ
ャペロンミミックと異なることを意味する。 
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