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研究成果の概要（和文）：我々が以前取得したプリオン蛋白質（PrPC）に強く結合するRNAアプタマーが、溶解
性アミロイドβペプチド（Aβ）による長期記憶の減弱を回復できることを示唆する結果を得た。また、より高
い性能をもつRNAアプタマーを取得した。本研究成果は、記憶や学習障害の発生メカニズムの解明に結びつくこ
とが期待される。また、RNAアプタマーは抗PrPC抗体とは異なる相互作用様式を示すため、新規の創薬モダリテ
ィとなることが強く期待される。他方、本研究で培った試料調製とNMRを使った構造解析及び分子運動解析方法
のノウハウを他の系にも適用し、その成果を複数の国際誌及び学会で報告した。

研究成果の概要（英文）：Our results indicate that the RNA aptamer we previously identified, which 
binds strongly to the prion protein (PrPC), may reverse the reduction in long-term memory caused by 
the soluble amyloid-β peptide (Aβ). Additionally, we developed an RNA aptamer with higher 
performance. We anticipate that these findings will contribute to understanding the mechanisms 
behind memory and learning impairments. Moreover, because RNA aptamers interact with PrPC 
differently than anti-PrPC antibodies, they could provide a novel foundation for creating new 
therapeutic agents. We also utilized our expertise in sample preparation, structural analysis, and 
analysis of molecular motion by NMR to extend this research to other systems.

研究分野：構造生物科学

キーワード： アミロイドβ　プリオン　アプタマー　繊維化　NMR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病に関係するアミロイドβペプチド（Aβ）と狂牛病に関係するプリオン蛋白質（PrPC）の結合
が、記憶や学習の障害を引き起こすと考えられている。本研究では、我々が以前取得したPrPCに強く結合する
RNAアプタマーが、Aβによる長期記憶の減弱を回復できることを示唆する結果を得た。また、より高性能のアプ
タマーも取得した。本研究成果は、記憶や学習障害の発生メカニズムの解明と、創薬研究の発展に今後展開させ
ることが出来る。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病の患者の脳内では、アミロイドβペプチド（Aβ）が蓄積する。しかし、記

憶や学習障害の主要な原因は繊維状ではない溶解性の Aβ であるとの認識が高まりつつあった。
溶解性 Aβ については、神経細胞表面に提示されたプリオン蛋白質（PrP）を受容体とし、記憶
や学習障害を引き起こすシグナルを細胞内に伝える、ということが報告され、その分子機構の解
明が望まれていた。 

PrP は狂牛病の原因因子であり、正常型から異常型に構造変化することが知られていた。我々
は、正常型（PrPC）に強く結合する RNA アプタマーを取得していた[Nucleic Acids Res., 41, 
1355, 2013; Nucleic Acids Res., 42, 6861, 2014]。この RNA アプタマーが、異常型への構造
変化を抑制することも明らかにしていた。当初我々は、より高い性能をもつ RNA アプタマーを取
得するため、この RNA アプタマーを鋳型としたデザインをはじめていた。 
また我々は、RNA アプタマーが結合する PrPC 部位を断片化したペプチドが、Aβに結合して A

βの線維化を阻害することを見出すとともに、RNA アプタマーを加えると阻害が解除され、Aβ
が線維化することも明らかにしていた[FEBS J. 2019, doi: 10.1111/febs]。当初、この分子系
を用いることにより、Aβと PrPC の複合体形成機構や、Aβの線維形成機構を調べることができ
ると考えた。また、試験管内の実験で得られた知見を、細胞を使った機能実験により検証できれ
ば、記憶や学習障害の分子機構解明と創薬開発への一助となると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
我々が取得した、Aβ に結合する PrPC 断片ペプチドと、PrPC に強く結合する RNA アプタマー

を利用して、溶解性 Aβと PrPC との複合体形成及び Aβ繊維形成のメカニズムを立体構造及び
分子運動の観点から明らかにすることを目指した。それに向けて本研究では、Aβや PrPC のよう
に、相分離や線維化するタンパク質及び核酸を取り扱うノウハウの修得と、NMR を使った構造解
析及び分子運動解析の手法を整備、開発し、それらを活用することを目的とした。 
一方、PrPC に強く結合する RNA アプタマーを既に取得していたが、将来生体内に投与するた

めに、さらに高い性能をもつ RNA アプタマーを取得し、立体構造を明らかにすることも目的とし
た。 
また、Aβの記憶と学習に対する影響と、RNA アプタマーを投与したときの効果を調べること

も目的とした（京都大学の中尾章人助教と森泰生教授との共同研究）。以前、神経科学の手法が
適用された例があり、Aβによって減弱した長期記憶が、PrPC に対する抗体を投与することによ
り回復することが示されていた。本研究では、このような神経科学の手法を整備、適用すること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 相分離や線維化するタンパク質及び核酸を取り扱うノウハウの修得と、NMR を使った構造解
析及び分子運動解析の手法の整備と開発 
 Aβに加え、筋萎縮性側索硬化症に関わる FUS、肝癌に関わるウィルスタンパク質 HBx、ヒト染
色体の複製に関わる ORC1 等の天然変性タンパク質の調製方法の検討を行った。溶液組成や温度
条件などを詳細に検討した。特に、NMR や AFM 等で利用するため、精製度高く、沢山の量が得ら
れる条件を探した。 
 NMR によるタンパク質：ペプチド複合体の立体構造解析を行うため（国立感染症研究所の楠英
樹室長との共同研究）、13C, 15N 標識タンパク質：非標識ペプチド複合体、または非標識タンパク
質：13C, 15N 標識ペプチド複合体の効率良い調製方法を整備した。また、リンカーでつなぎ、13C, 
15N 標識したタンパク質－リンカー－ペプチドを調製した。 
 NMR によるタンパク質：ペプチド複合体の立体構造解析では、不均一サンプリング法や超高速
測定法（SOFAST, BEST）を適用した。また、シグナルのピークピックは深層学習を用いる方法を
採用した。シグナル帰属とカップルした構造決定は FLYA 法を利用し、それに伴って、スペクト
ルの種類を最小限に抑えるように工夫した。構造の精密化は CYANA と AMBER（Generalized Born 
model）により行った。（理化学研究所の小林直宏上級研究員との共同研究） 
 
(2) より高い性能をもつ RNA アプタマーの取得 
 既に取得した RNA アプタマーについては、単独における立体構造と PrPC 断片ペプチドとの複
合体の立体構造を明らかにしていた。この RNA アプタマーはホモダイマーを形成するため、まず
2 つをタンデムに連結した。さらに、5’及び 3’末端にいろいろな組み合わせで 1-3 残基付加し
たもの、連結箇所に 1 残基挿入したもの、部分的に DNA に置換したものなど計 25 種類デザイン
した。これらについて、NMR スペクトルを測定し、性質の良いものを選別した。マウス神経細胞
を使って PrPC の異常型への変換抑制活性を調べた。 



 
(3) Aβの記憶と学習に対する影響と、RNA アプタマーを投与したときの効果 
 海馬初代培養細胞を用いて免疫染色を行った。体外培養日数や、溶解性 Aβ、RNA アプタマー
の投与量、溶液条件等を検討した。溶解性 Aβと内在性 PrPC の検出は抗体を用いた。RNA アプタ
マーは蛍光標識を施して検出した。 
 記憶は神経細胞のつなぎ目（シナプス）に蓄えられる。電気信号（学習に相当）により細胞膜
内に生じる正電位（興奮性シナプス後電位）を検出し、それが長期に渡って起こりやすくなる現
象（長期記憶に相当）を調べた。過去の報告では、マウス海馬薄切片に溶解性 Aβを与えると長
期記憶が減弱し、抗 PrPC 抗体を投与すると長期記憶の減弱が回復することが示された。本研究
ではこの実験系を整備し、RNA アプタマーの効果を調べた。 
 
 
４．研究成果 
(1) 相分離や線維化するタンパク質及び核酸を取り扱うノウハウの修得と、NMR を使った構造解
析及び分子運動解析の手法の整備と開発 
① FUS は、液液相分離により高濃度の凝縮相を形成するため、取り扱いが困難である。今回、
FUS が非コード RNA に結合することにより、コンパクトな閉じた形から伸びた形に構造変化する
ことを見出し、AFM によってその様子を直接観察することに成功した。FUS は CBP/p300 に結合し
て遺伝子の転写を抑制する。このように FUS と非コード RNA による転写制御の分子メカニズム
に関する情報が得られた[Chem. Commun., 56, 9134, 2020]。一方、神経変性疾患の患者では凝
集した FUS が見出されている。我々は、ピペッティングによるせん断ストレスが原因で FUS がア
モルファスな凝集状態へ変化することを見出した。さらに、非コード RNA が FUSの凝集体への変
化を抑制することを明らかにした。このように、神経変性疾患発症の分子機構の理解と治療法開
発に向けた有用な知見が得られた[Sci. Rep., 11, 9523, 2021]。 
② HBx はウィルス感染による肝細胞がんの発症に関わっているが、特に HBx の C 末端切断変異
体が頻繁に検出されていた。本研究では、HBx の肝細胞がん責任領域を同定し、結合相手である
Bcl-xL との結合実験を行い、結合が弱いことを見出した。そして、複合体の立体構造を決定す
ることにより、結合様式を明らかにし、どのように弱いながらも特異的な複合体形成が達成され
ているのかを明らかにした[Biochemistry, 63, 632, 2024]。 
③ ヒトではゲノムの複製開始点を ORC1 が認識しているが、複製開始点の DNA 配列の保存性は
非常に低く、近傍にグアニンに富んだ配列があるのみである。このグアニン配列が四重鎖構造を
形成し、そこに ORC1 が結合することが示唆されていた。我々は、ORC1 と四重鎖構造の結合部位
を NMR により同定し、結合様式を明らかにした[Int. J. Mol. Sci., 22, 3481, 2021; Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 683, 149112, 2023]。 
④ NMR を使った分子運動解析の手法の整備と開発については、ヒト生細胞内に導入した二重鎖
核酸及び四重鎖核酸に形成される塩基対の開閉運動の解析を行った。そして、細胞内において、
これらの塩基対は開状態の寿命が長いということを定量的に示すことに成功した[Nature 
Commun., 13, 7143, 2022]。 
 
(2) より高い性能をもつ RNA アプタマーの取得 
 新たにデザインした 25 種類から、より性能の高いものを 2 つ得ることができた。マウス神経
細胞を使った PrPC 正常型→異常型変換の抑制活性は、それぞれ、オリジナルの 20 倍と 100 倍
であった。また、PrPC との結合の強さは、どちらも解離定数で 10-8 オーダーとなり、オリジナ
ルと同じレベルであった。立体構造は、オリジナルと同様、四重鎖構造であったが、2 回対称軸
が互いに 90 度ずれた関係になっていた。PrPC との複合体モデルを構築したところ、結合様式は
オリジナルの場合と同じであることが示唆された。以上より、オリジナルの RNA アプタマーをタ
ンデムに連結したことによる構造安定化が、結合の強さと活性の向上の原動力であることがわ
かった[Sci. Rep., 10, 4943, 2020]。 
 
(3) Aβの記憶と学習に対する影響と、RNA アプタマーを投与したときの効果 
 海馬初代培養細胞を用いた免疫染色により、Aβ が内在性 PrPC と共局在することを確認し
た。また、体外培養日数が 2 週間を越えると Aβがより強く染色された。過去に報告された結
果と一致した。引き続き、RNAアプタマーも内在性 PrPCと共局在することを確認した。 
 マウス海馬薄切片を用いて興奮性シナプス後電位を測定したところ、溶解性 Aβを与えると長
期記憶が減弱した。過去の報告を再現する結果を得た。実験を行う過程で、使用する Aβの
ロットや調製方法等について、細心の注意を払う必要があることが判明した。引き続き、溶
解性 Aβ により長期記憶の減弱が見られたところに、RNA アプタマーを投与した。すると、
長期記憶の減弱が回復するという結果を得た。この結果は、以前報告されていた抗 PrPC抗
体と似た傾向であった。RNA アプタマーは抗 PrPC 抗体とは PrPC との相互作用様式が異な
る。したがって、新規の創薬モダリティとなることが強く期待される。 
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