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研究成果の概要（和文）：加齢に伴いアルツハイマー病原因タンパク質アミロイドβ（Aβ）内に存在する３つ
のアスパラギン酸（Asp）は異性化してD-Aspとなる。アルツハイマー病の発症・進行の鍵を握るAβの線維化・
凝集体形成プロセスに異性化したD-Aspが及ぼす影響について、線維・凝集体の構造安定性、微細形態、及びAβ
シード（線維核）の線維形成促進機能の観点から生物物理学的に解析し、加齢により生じるD-AspがAβの線維
化・凝集体形成過程を多角的に促進することを明らかにした。また、AspのD-体異性化に影響を及ぼす外部環境
因子の１つとしてpHが関与することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Amyloid b protein, known as a pathogenic protein for Alzheimer’s disease, 
reportedly contains stereo chemically isomerized Asp (D-Asp) at three positions (residues 1, 7, and 
23) in aged patients: the elevated fibrilization of Amyloid b containing D-Asp is supposed to 
relevant to promote the progression of Alzheimer’s disease. We characterized Amyloid b that 
contains D-Asp residues with biophysical approaches,  in terms of the structural stabilities of its 
fibrils and aggregates, the morphologies, and its cross-seeding abilities to induce amyloid fibrils.
 We found Amyloid b proteins with D-Asp residues elevated fibrilization and aggregation by raising 
rates in each constituting step for the processes. 

研究分野： 生物物理学

キーワード： アルツハイマー病　アミロイドβ　異性化アミノ酸　D-Asp　線維形成　凝集体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病患者の脳の老人斑を構成している疾患原因タンパク質アミロイドβ（Aβ）内に３箇所、存在
するAsp（1位、7位、23位）がD-Aspに異性化していることが見出されたが、これまでその物性・機能の詳細につ
いては不明であった。本研究により、生物物理学的な観点から、異性化D-Asp含有Aβが有する物性や機能に関す
る様々な特性（線維・凝集体構造の安定性と微細形態、及び線維形成プロセス）を明らかにすることができた。
この研究成果はアルツハイマー病の予防、及び治療薬の開発に繋がる重要な分子基盤情報となる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

加齢に伴い生体内タンパク質の代謝は低下し、タンパク質の血中滞留時間が長くなり、非酵
素的にアミノ酸の D-体への異性化が起こる (Orpiszewski, et al., FASEB J. 2017)。アルツ
ハイマー病原因タンパク質の１つで 42 残基のアミノ酸から構成される神経毒性の高いアミロイ
ド（A）は３残基の Asp（1位、7位、23位）を含む。アルツハ
イマー病患者の脳の老人斑において、A中の Asp1、Asp7、 Asp23
が D-Asp に異性化していることが 
報告されており(Roher et al., PNAS 1994、Shimizu, et al.,  
Biol. Pharm. Bull. 2005)、異性化した D-Asp 含有 Aがアルツ 

ハイマー病患者の脳内で生成し、老人斑中に存在していることが 

示されている。 
しかしながら、野生型 A（全構成アミノ酸が L-体）と比較し

て、D-体異性化 Asp含有 Aがどのような物性機能特性（線維の構
造定性、線維・凝集体の形態、線維形成プロセス）を有するかに 

ついて詳細は解明されていない。 

 

２．研究の目的 

(1) これまでに D-Asp 含有 Aが線維化し凝集体形成することを明らかにしている。本研究では
この研究成果をさらに進展させて、1 位、7 位、23 位の Asp が D-体に異性化した D-Asp 含有 A

について、物性機能特性の解析を進める。具体的には線維・凝集体の構造安定性の解析、電子顕
微鏡による A線維・凝集体の微細形態観察、及び Aの線維形成過程におけるシード（線維核）
の線維形成促進機能の解析を行う。得られた結果を野生型 A（全構成アミノ酸が L-体）につい
て得られたデータと比較・解析し、D-Asp含有 Aの物性機能特性を明らかにする。



(2) 次に実際に生体内 Aにおいて 1位、7位、23位の Aspの異性化が確認されていることに基
づき、1位、7位、23位の Aspの D-体異性化が起こる外部環境の条件を追究する。生体内を模し
た系で Aを長時間、試験管内インキュベーションし、その外部環境（溶液条件）に応じて生じ
る D-体異性化 Asp を分離する実験法を確立し、D-体異性化 Asp 含有 Aの生成に係わる外部環境
に関する解析を行う。

 

３．研究の方法 

(1) Thioflavin T (ThT)- assay 法を用いた線維形成の計測 
① 線維化したタンパク質と結合すると蛍光を発する蛍光試薬 Thioflavin T（ThT）を用いてタ 
ンパク質の線維化を計測した。A溶液（20μM、10μL）に ThT 溶液（20μM、800μL）を添加し、 
蛍光光度計(JASCO FP-8300 fluorescence spectrometer)で蛍光強度（励起波長 450nm、蛍光波 
長 482nm）を計測し、Aの線維形成を計測・解析した。 


② 同様に ThT-assay 法を用いて、シード（線維核）の線維形成促進機能の計測実験を行った。 
Aの線維形成は、(a)単量体が重合してプロトフィブリルとなってシードを形成する過程と(b)
シードから線維が伸長する過程から成り立っている。Aのシードは 20μM A（50mMリン酸バッ
ファー溶液(pH7.4)）を 37℃、72時間、インキュベーションし、生成した線維を超音波破砕して
得た。A単体にシードを添加し、ThT-assay法により蛍光強度を経時的に計測することによって
線維形成過程を追跡し、その結果に基づきシードが線維形成を促進する機能を解析した。  
 
(2) タンパク質変性剤であるグアニジン塩酸塩(Gdn-HCl)により惹起される線維変性に対する 
耐性を指標として A線維の構造安定性を解析した。



(3) 透過型電子顕微鏡(Hitachi H-7650 electron microscope）による A線維・凝集体の微細 
形態観察を行った。 
 
(4) CDスペクトル分光器（JASCO J-1500 spectrometer）により CDスペクトルを測定し、規則 
構造であるシート構造転移を計測した。

 
(5) 試験管内インキュベーションにより起こる A内の３つの Asp（1位、7 位、23 位）の D-体 
異性化を検出する下記の方法を確立した。 
①  Aをトリプシン処理すると４つのフラグメント(a) A(1-5)、(b) A(6-16)、(c) A(17-28)、 
(d) A（29－42）が得られる。このうち、フラグメント(a)には 1 位の Asp、(b)には 7位の Asp、 
(c)には 23位の Aspがそれぞれ含まれている。 
 
 



② (a) A(1-5)、(b)A(6-16)、cA(17-28)について、L-Asp、D-Asp、L-isoAsp、D-isoAspの 
各異性化 Aspを含む標準ぺプチドの検出ピークを指標として、LC-MSにて異性化 Aspを分離・検
出できる測定条件（バッファー条件、グラディエント条件、流速等）を決定した。 
 
③ Aを生理的条件下（pH7.4、塩濃度 150ｍM、37℃）で 4週間、試験管内インキュベーション 
し、３箇所の Aspの異性化についてキラルカラムを用いた LC-MSで解析した。 
 
④ 次に様々な外部環境（溶液条件：pH、塩濃度など）でインキュベーションして得られた各 Asp 
の異性化の状況を LC-MSによる測定結果に基づき解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) A線維の構造安定性に異性化 D-Aspが及ぼす影響の解析 
本研究課題の開始前に既に 1 位、7位、23位の各異性化 D-Asp 含有 Aにおいても野生型 A

（全構成アミノ酸が L-体）と同様に線維化・凝集体形成が起こり、特に 23 D-Asp A、7,23 D-
Asp Aは線維化・凝集度が高く、両者と比較して 1,7,23 D-Asp Aは線維化・凝集度は低いこと
などを明らかにしている。

本研究ではさらに詳細な線維の物性機能特性の解析を進展させた。まず、異性化 D-Asp 含有
Aが形成する線維の構造安定性の解析を行った。タンパク質変性剤グアニジン塩酸塩(Gdn-HCl)
を添加し、ThT-assay 法により時間経過に伴う線維形成状況を計測した。図１に示す通り、Gdn-
HClの濃度が高くなるにつれて線維構造を反映する ThT の蛍光強度が低下し、線維構造が崩れて
いくことが明らかになった。野生型 Aは 3MGdn-HCl存在下でも線維構造は約 70%保持されてい
るが、23D-Asp A、7,23D-Asp Aの場合は 50のみ、また 1,7,23 D-Asp Aでは 65％保持されて
いた。 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

上記の結果から、異性化 D-Asp 含有 Aは野生型 Aと比較して、線維の構造安定性が低下し

ていることが明らかとなった。L-Asp が D-Asp に異性化することにより、野生型 Aで形成され

ていた規則構造のシート構造が崩れるため、構造安定性が低下した考えられた。



(2) Aの線維・凝集体形態に異性化 D-Asp が及ぼす影響の観察

次に電子顕微鏡による線維・凝集体の微細形態観察を行った。各種 D-Asp含有 Aのうち、23

位の Asp のみ D 体に異性した 23 D-Asp A、及び 7 位と 23 位の Asp が共に D-体に異性化した

7,23 D-Asp Aは、野生型 Aと比較し、線維の凝集度が極めて高いことが確認された。一方、

1,7,23 D-Asp Aの場合には野生型 Aと同程度の線維凝集度であった。また高解像度で観察し

たところ、23 D-Asp A及び 7,23 D-Asp Aにおいては、凝集体を形成している線維が野生型 A

の線維よりも太いことも確認された。

 Aには Asp が３箇所存在するが、D体異性化する Asp の位置により、線維の太さや凝集度が

異なることが明らかとなった。

           

(3) A線維形成プロセスにおけるシード効果に D-Asp異性化が及ぼす影響の解析

Aの線維形成プロセスは、(a)単量体が重合してプロトフィブリルとなってシード（線維核）
を形成する過程と(b)シードにさらに単量体が重合して線維が伸長する過程から成り立っている。
シードには線維化を速め、線維形成を促進するシード効果があり、A線維・凝集体の脳内伝播
も促進する。
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【図１】ThT-assay による A線維構造安定性の解析 



そこで Aspの D-体異性化が Aのシード効果に及ぼす影響を各種 D-Asp 含有 Aの中で凝集能
がとりわけ高い 23 D-Asp A、及び 7,23 D-Asp Aを対象として解析した結果を図２に示した。
本実験において蛍光強度の増加は線維形成の進行を反映している。シードを全く添加しない場
合は線維形成を開始するまでに時間以上要するが、まず野生型のシード（WT A）を加えた場
合、線維形成はラグタイム無しに進行し始め、シード無しの場合よりも速く線維化が進行した。
次に 23 D-Asp Aシードあるいは 7,23 D-Asp Aシードを添加した場合、添加直後から線維形成
を開始し、線維形成速度は野生型 Aシードよりも有意に速くなることが確認できた。

さらに各シード存在下において形成された線維・凝集体の形態を電子顕微鏡で観察したとこ
ろ、野生型 Aシード、23 D-Asp Aシード、7,23 D-Asp Aシードをそれぞれ添加するとシード
非存在下と比較して、A線維の凝集度は一層、高くなっていた。また、野生型 Aシードと比較
して、23 D-Asp Aシードあるいは 7,23 D-Asp Aシードを添加した場合の方が線維の凝集度は
一層、亢進した。A中の Aspの D-体異性化はシードの線維形成機能を促進することが明らかと
なった。



          【図２】A線維形成に対するシード効果





























(4) シード存在下、シート構造転移に D-Asp異性化が及ぼす影響の解析

上記（3）の結果を受け、Aはまずランダム構造からシート構造に転移した後に、線維形

成を開始することから、各シードが Aのシート構造転移に及ぼす効果を計測した。



          【図３】Aのシート構造転移に対するシード効果
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CD スペクトル計測を行った結果を図３に示した。シート構造をとる場合、CDスペクトルにお
いて波長 218ｎｍで極小値を示す。シードが無い場合には Aのシート構造への転移が終了する
までに６時間を要するが、野生型 Aシードを添加すると４時間でシート構造転移が終了する。
さらに 23 D-Asp Aシードあるいは 7,23 D-Asp Aシードを添加した場合には３時間でシート
構造転移が終了する。

以上の結果から、上述の（3）において明らかにした A中の Asp の D-体異性化によるシード
の線維形成機能の促進は、Asp の D-体異性化により線維形成に先立って起こる Aのシート構
造転移を促進することに起因することを明らかにできた。



 

(5) シード存在下、形成した A線維の構造安定性にシードの D-Asp 異性化が及ぼす影響の解析

各種 Aシード存在下、形成した A線維にタンパク質変性剤グアニジン塩酸塩(Gdn-HCl)を添
加し、ThT-assay法により線維量の減少状況を計測し、A線維の構造安定性を解析した。その結
果、図４に示す通り、実験に用いた各シード存在下、形成された A線維の構造安定性は、シー
ド無しの場合よりは上昇したが、野生型 Aと D-Asp含有 Aシードに関して差異は認められず、
シード内の D-Aspの存在の影響は見られなかった。



         【図４】シード存在下、形成した A線維の構造安定性



































(6) 試験管内インキュベーションにより産生する A内の Asp（1 位、7位、23位）の異性化の 
解析 

① まず、試験管内インキュベーションにより産生する A内の Asp（1 位、7 位、23 位）の D-体
異性化を検出する方法を確立した。確立した方法については３．研究の方法（5）に記載した通
りである。Aを生理的条件下（pH7.4、塩濃度 150ｍM、37℃）で 4週間、インキュベーションし、
LC-MS により各箇所の Asp の異性化を解析したところ、Asp１については D-Asp 及び L-iso-Asp
への異性化が確認され、Asp7 においては L-iso-Aspへの異性化が確認された。Asp23 について、
異性化は確認されなかった。インキュベーションにより惹起され異性化は Aspの A内の位置に
依存することが明らかになった。 


②次に外部環境（溶液条件）を変化させて、異性化の状況を解析した。まず溶液の pH の影響に
ついて検討するために pH5、6、8、或いは 9 に設定し、他の条件は①と同様として 4週間、イン
キュベーションし、LC-MSにより計測した。Asp1の D-Asp異性化は pH5及び pH9で促進し、Asp7
の異性化は pH6 及び pH8で抑制された。次に溶液の塩濃度の影響を調べるために NaCl 0mM或い
は 500ｍM に設定し、他の状況は①と同様として 4 週間、インキュベーションし、LC-MS により
計測したところ、Asp1、Asp７の異性化に塩濃度は影響を及ぼさなかった。以上より、外部環境
の pH は A内の Asp異性化に影響を与えることを明らかにした。 

 

 

本研究により、加齢に伴いアルツハイマー病原因タンパク質 A内の Aspの異性化により生じ

る D-Asp が、アルツハイマー病の発症や進行の鍵を握る Aの線維化・凝集体形成に及ぼす影響

について線維・凝集体の構造安定性、微細形態、及び線維形成過程におけるシード（線維核）の

線維形成促進機能の観点から初めて明らかにすることができた。また、Asp の異性化に影響を及

ぼす外部環境因子の１つとして系の pH が関与することも明らかにした。本研究成果はアルツハ

イマー病の予防や治療薬の開発に繋がる重要な分子基盤情報となる。
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