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研究成果の概要（和文）：神経変性病を引き起こすタンパク質（αシヌクレイン，SOD1，Aβペプチド）のアミロイド
線維形成メカニズムや特徴をアミノ酸レベルで明らかにするとともに，その過程で生じる凝集分子種の細胞毒性につい
て評価した。また，アミロイド線維凝集形成を抑制するアントシアニンの作用機作や特徴について分子論的に明らかに
した。アントシアニンは細胞毒性を有しない非アミロイド性の凝集体に導く働きをしていることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We clarified the characteristics and mechanism of amyloid fibril formation of 
neurodegenerative disease causative proteins, such as alpha-synuclein, SOD1, and A-beta peptide, at amino 
acid level. We also evaluated cytotoxicity of the molecular species during amyloid fibril or aggregates 
formation process in the presence or absence of anthocyanins. We found that anthocyanins suppressed 
amyloid fibril formation by bypassing the protein molecules to mediate formation of amorphous aggregates 
that are not harmful for cells.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子がコードしている酵素・タンパク質
は細胞内で合成され，正しい場所で活性を発
揮するために，それぞれの特異的な立体構造
をとることが必須である，とこれまでは考え
られてきた。しかし，ヒトゲノム解析がなさ
れた後，様々なタンパク質産物の実態が分か
ってきた結果，固有の立体構造を必ずしも形
成せずに機能を果たすタンパク質も多く存
在していることが明らかになってきた。これ
らのタンパク質は総称して天然変性タンパ
ク質と呼ばれている。天然変性タンパク質は，
その結合すべき相手分子に対応して形を作
り，多様な標的の認識を可能にしていると考
えられている。これは，タンパク質による分
子認識の古典的描像である“鍵と鍵穴”モデ
ルを否定し，誘導適合の概念の大幅な変更を
促すものであった。これらの天然変性タンパ
ク質は遺伝子発現調節タンパク質や DNA と
相互作用するものが多いが，脳神経細胞内に
多量に存在しているものもある。その一つに
αシヌクレインタンパク質がある。このαシ
ヌクレインは天然変性タンパク質でありな
がら，アミロイド線維を形成し，パーキンソ
ン病の発症と密接に関連しているが，その本
来の生物学的機能の役割や，どのような形の
分子種が細胞毒性を示すのかはまったく分
かっていなかった。   
 一方，申請者らは，固有の特異的立体構造
を形成しているタンパク質でさえも，変性さ
せると天然変性タンパク質と同様な性質を
示し，典型的なアミロイド線維を形成するこ
とを，分子シャペロンの一つであるコシャペ
ロニン GroES を用いて世界で初めて示し，
その分子論的機構を明らかにした。また，筋
萎縮性側索硬化症(ALS 病)に関連している
SOD1タンパク質は，構造が不安定化するこ
とでアミロイド線維を形成することを発見
した。天然変性タンパク質であるαシヌクレ
インはパーキンソン病原因タンパク質であ
り，GroESは正しい構造を作らせる働きをす
る分子シャペロンタンパク質，SOD1は酵素
の一つであり，ALS病原因タンパク質である。 
 これらの結果と実験事実から，元来変性し
ているタンパク質であるαシヌクレインと
構造が不安定化して変性した GroES や
SOD1タンパク質の間に，何が共通していて，
何が異なっているのかを分子論的に明らか
にすることができれば，細胞内でのタンパク
質の本来の機能についても明らかになるこ
とが予想されると考えられた。また，病気を
発症させる細胞毒性作用がどの分子種かを
見極め，それらを制御する方法を明らかにす
ることが重要であった。 
 
２．研究の目的 
 上記に示した背景と研究経緯に基づいた
着想から，本研究では，天然変性タンパク質
を含めた変性タンパク質の構造ダイナミク
スの特性を明らかにし，アミロイド線維凝集

機構を細胞毒性という観点から明らかにす
るとともに，その制御方法の解明を行うこと
を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 天然変性タンパク質として代表的なパー
キンソン病原因タンパク質であるαシヌク
レインや SOD1 を中心にしたアミロイド線
維形成メカニズムについて遺伝子変異手法
を駆使して，in vitro 基盤研究を詳細に行っ
た（in vitro 研究）。また，アミロイド線維
凝集過程で示す毒性分子種の構造特性を培
養細胞を用いて探り，生物学的意義を探った
（ex-vivo 研究）。さらに，アルツハイマー病
を発症するトランスジェニックマウスを用
いた，ポリフェノール，アントシアニンによ
る発症抑制効果を研究した（in vivo 研究）。
in vitro から ex-vivo，in vivo 研究に渡る
幅広い手法によって，タンパク質のアミロイ
ド線維凝集メカニズム，細胞毒性を示す構造
特性の解明とマウス動物での発症抑制・メカ
ニズムを明らかにし，神経変性病に関わる基
盤研究を推進した。 
 
４．研究成果 
 【in vitro 研究におけるアミロイド線維形
成メカニズム】 
(1) αシヌクレインタンパク質 
 パーキンソン病発症原因であるαシヌクレ
インタンパク質を用いたアミロイド線維形成
機構について，蛋白質工学的手法を駆使して
研究を行い，その核部位周辺の負電荷と正電
荷のバランスの重要性を明らかにした。αシ
ヌクレインタンパク質は本来立体構造を有し
ておらず，溶液中では非常に柔軟性に富む，
いわゆる天然変性タンパク質である。このタ
ンパク質を試験管内で長時間インキュベーシ
ョンするとアミロイド線維凝集を形成するが
このときアミロイド核を形成する疎水性に富
むアミノ酸残基領域とその前後周辺に存在し
ている正電荷と負電荷アミノ酸残基は，アミ
ロイド線維凝集形成に重要な因子となり得る
ことを蛋白質工学的変異導入法によって明ら
かにした。また，アミロイド線維の熱安定性
にもこの電荷が効いていることが明らかにな
った。すなわち，アミロイド線維は熱をかけ
ることによっても壊れるが，低温にすること
でもいわゆる低温変性が起こり，アミロイド
線維は壊れることを明らかにした。さらに，
アミロイド線維の形成と溶解に超音波照射が
効果的であることも分かった。αシヌクレイ
ンのアミロイド線維は超音波照射によって分
解されるが，培養細胞を用いた毒性評価の実
験ではかえって細胞毒性が高くなることが分
かった。 



 

 

(2) SOD1タンパク質 
 筋側索硬化症発症原因タンパク質である
SOD1のin vitroでのアミロイド線維形成と
その制御メカニズムに関しても分子内部のジ
スルフィド結合が重要であることを明らかに
した。すなわち，SOD1のアミロイド線維形
成メカニズムについて蛋白質の構造安定性と
関連させて詳細に調べたところ，銅と亜鉛が
脱離したアポ体のSOD1の分子内部に位置す
るSS結合がさらに還元されるとアミロイド線
維がすみやかに形成されることが明らかにな
った。このアミロイド線維の中心部位(核)を
担っている領域をペプチドマッピングで検
索した結果，SOD1のN末端領域と中央領域
，C末端領域の３カ所に相当する部位を同定
することができた。その同定したアミロイ
ド線維の核部位の合成ペプチドを用いてア
ミロイド線維形成を試みた結果，それぞれ
のペプチド単独でも，さらに２つ，３つの
どのペプチドの組み合わせでもアミロイド
線維形成が起こることを明らかにした。 
 一方，家族性変異体であるSOD1の場合で
はアポ体自体がかなり不安定化されており，
生体内の還元環境下でその変異体SOD1のSS
結合が還元されやすいのでアミロイド線維形
成が早く起こることが明らかになった。この
結果は家族性ALSの早期発症原因が蛋白質科
学的に解釈できることを示している。 

 
 
【ex-vivo 研究における細胞毒性評価とポリ
フェノールアントシアニンによるアミロイド
線維形成制御研究】 
 アミロイド線維形成反応過程で生じる分子

種の細胞毒性について，培養細胞Neuro2Aを用
いて調べ，以下について明らかにした。 
 すなわち，病気とは関連性のないものの，
変性条件下では典型的なアミロイド線維を形
成することを我々が独自に見出しているコシ
ャペロニンGroESを用いて，その凝集過程に
生じる分子種やアミロイド線維自体の細胞毒
性を調べた。その結果，GroESアミロイド線
維形成途中の中間体分子種に高い細胞毒性が
あることを世界で初めて明らかにした。また
ポリフェノールの一種であるアントシアニン
によって，このアミロイド線維形成がほぼ完
全に抑制されるとともに，すでに形成された
アミロイド線維も可溶化されることを明らか
にした。さらに，途中に生じた細胞毒性を示
す分子種の形成もアントシアニンの添加によ
って抑制され，その結果，無毒化されること
が判明した。アントシアニン添加によってア
ミロイド線維ではなく，アモルファスな凝集
体が形成されるがそれには細胞毒性は見られ
なかった。 

 
 
【アントシアニンを用いたアミロイド線維
凝集制御の in vivo 研究】 
 神経変性疾患の発症原因の一つにはタンパ
ク質の凝集が関与しており，β構造に富んだ
アミロイド線維形成中に細胞毒性を示す分子
種が生じることが問題であり，その分子種の
形成抑制がin vitroだけではなく，in vivo
でも制御できることが望ましい。前述したよ
うに，アントシアニンはアミロイド線維形成
を抑制し，培養細胞に対する毒性緩和効果が
あることが分かったので，アルツハイマー病
発症モデルマウスを用いたin vivo研究を行
った。 
 Aβ1-42 ペプチドは凝集性が非常に高く，数
時間でアミロイド線維を形成し，そのアミロ
イド線維形成反応中に生じるオリゴマー分
子種がマウス神経細胞であるNeuro2Aに対し
て毒性を示すことが分かった。しかし，ここ
にアントシアニンを共存させると不定形の
凝集体はできるものの，アミロイド線維は形
成されず，細胞毒性も観測されないことが分
かった。このアントシアニンの効果をin vivo 
で確かめるため，アルツハイマー病モデルマ
ウスにアントシアニンを豊富に含むビルベ
リーエキス(VMA)を食餌に混ぜて摂取させた
ところ，摂取させていないマウスに比べて Y
字迷路試験による短期記憶力の低下が抑制



されることが明らかになった。すなわち，マ
ウスを用いた in vivo においてもアントシア
ニンによる効果が認められたということで
ある。脳細胞の病理学的解析においては，ア
ントシアニンを与えた場合，Aβペプチドの
沈着量は予想に反して現象は見られず，むし
ろ増加気味であったが，これは in vitro の
結果と同様に毒性には関与しないアモルフ
ァスな凝集体形成であるものと予想された。
このモデルマウスを用いた in vivo 研究から
アルツハイマー病の発症予防にアントシア
ニンが有効であることを示唆している。 
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