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研究成果の概要（和文）：高速混合をNMR内で行い、蛋白質の構造形成反応、あるいは凝集反応の超早期過程を
原子分解能で観測する装置を作成した。２液（変性蛋白質溶液、及び巻き戻り溶液）をNMRチューブ内で混合
し、連続フローで観測するための装置を作成した。廃液は、３本目のチューブから除去するため、連続観測が可
能となった。磁化率を均一にした混合用のチューブを独自に作成したため、磁場の不均一性に起因すると思われ
るピークを取り除くことが可能となった。また、A状態が細胞型プリオン（PrPC）とプリオン凝集体との分岐点
を形成することを明らかにし、プリオン蛋白質の凝集体（アミロイド）形成を天然構造が非競合的に抑制するこ
とを見出した。

研究成果の概要（英文）：To perform the rapid mixing in the NMR magnet and to observe the folding or 
aggregation reaction of a protein in the atomic resolution, we devised an apparatus for the mixing 
of two solutions. Denatured protein solution goes through a first tubing and refolding buffer second
 tubing, and both tubing are connected to a carefully designed mixer in a NMR tube in the magnet. 
Waste solution is removed from the third tubing thereby enabling the observation in a continuous 
flow in the NMR tube. We reformed the apparatus used for in cell NMR using the glass material with 
homogeneous magnetic susceptibility with the aqueous solution. Thus we could remove the false peaks 
originated from the inhomogeneous magnetic susceptibility that was observed in the previous version 
of the apparatus. Also we found the ‘A-state’ which corresponds to the branching point between the
 cellular form and the aggregate, and that the cellular form itself inhibits the aggregate formation
 uncompetitively.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 独自に開発したカイネティック NMR を用

い、これまでプリオン立体構造の進化過程を

原子分解能で観測してきた結果、感染性プリ

オンはオリゴマーとして感染個体内に存在

するが、オリゴマーに至る前の「プレ凝集状

態」として、モノマーの形でも一時的に存在

することが、分かった。このプレ凝集構造に

あるモノマー同士が、極めて特異的な分子間

相互作用による自己複製を行う。 

 我々は、この状態におけるプリオン蛋白質

の立体構造を原子分解能で調べるため、「超

高速パルス NMR 装置」を開発し、プリオンの

自己複製過程を解明しようと考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究では「マイクロ流路超高速パルスラ

ベル NMR 装置」を開発し、「プレ凝集状態」

おける特異的分子間相互作用をアミノ酸レ

ベルで解析し、自己複製のメカニズムを解明

することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
高速混合を NMR マグネット内で行い、蛋

白質の構造形成反応、あるいは凝集反応の超

早期過程を原子分解能で観測する装置を作

成する。これを実現するため、最終年度は２

液（変性蛋白質溶液、及び巻き戻り溶液）を

NMR チューブ内で混合し、連続フローで観

測するための装置を作成した。廃液は、３本

目のチューブから除去するため、連続観測が

可能となった。2 年目で使用した既存の

MICCS 装置と異なり、In Cell NMR 装置を

改変し、磁化率を均一にした混合用のチュー

ブを独自に作成したため、磁場の不均一性に

起因すると思われるピークを取り除くこと

が可能となった。 
 

４．研究成果 

プリオン蛋白質のフォールディング・凝集

実験においては、プリオン蛋白質にモルテ

ングロビュール状態（A 状態）が存在し、

それが細胞型プリオン（PrPC）とプリオン

凝集体との分岐点を形成することを明らか

にした（Honda et al., Structure,2015; 

Honda et al., J. Biol. Chem. 2014）。 

また、CD スットップト・フローを用い、

プリオン蛋白質の凝集体（アミロイド）形成

をプリオン蛋白質の天然構造が非競合的に

抑制することを見出した（Honda & Kuwata, 
Sci. Rep. 2017）。 
また、独自に開発したカイネティック

NMR 装置を用い、プリオン蛋白質の凝集体

形成反応速度が、ミカエリス・メンテン式で、

記述できることが分かった（論文投稿中）。 
また、キネティックＮＭＲ装置を用い、プ

リオンタンパク質の異常化反応が開始され

る部位を解明することができた（論文投稿

中）。また、現在開発中の抗プリオン物質が、

異常化反応のどの段階で、どの部位に、どの

ような作用機序で、作用するのかを明らかに

した（論文投稿中）。 
天然構造と凝集体とのこのような相互作

用は、プリオン感染の基盤をなすものであり、

超高速パルス NMR 装置を用い、プリオン感

染現象を原子レベルで観測する計画である。 
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GMP 製造へ 日本薬学会東海支部 特別

講演会 2014 4 月 16 日 岐阜薬科大

学・本部 

 

〔図書〕（計 3 件） 

1. 桑田一夫：プリオン病治験体制の整備 

臨床評価 Cllinical Evaluation 2016 

Vol.44, No.4, Feb. p680-687 

2. 桑田一夫：研究と臨床をつなぐ―プリオ

ン病治療薬開発における基礎から前臨

床まで― 医薬品医療機器レギュラト

リーサイエンス 2015 Vol.46 No.7 

p428-432 

3. 桑田一夫：神経変性疾患と‘かたち’の

制御. Clinical Neuroscience 月刊 臨

床神経科学 言語の起源と脳の進化 

2015 Vol.33 8 p962-963 

 

1. 〔産業財産権〕 

○出願状況（計 0 件） 

○取得状況（計 0 件） 

 

〔その他〕 

【報道】 

1. （学内取材、新聞掲載）「プリオン病新

薬開発桑田シニア教授着々」朝日新聞朝

刊 2017 年 5月 4日 

2. （新聞掲載）「認知症起こす「プリオン

病」 岐阜大が新薬治験へ」毎日新聞

2015 年 2月 22 日 

3. （学内取材、新聞掲載）「プリオン病薬、

治験段階に 岐阜大が医薬品製造施設

を公開」中日新聞 2015 年 2月 13 日 

4. （学内取材、新聞掲載）「プリオン病治

験体制テーマ 岐阜大が 14 日シンポ」

岐阜新聞 2月 12 日 

5. （学内取材、新聞掲載）「プリオン病抑

制新薬、岐阜大が世界初の治験」読売新

聞 2015 年 2月 11 日 

6. （学内取材、新聞掲載）「岐阜大、治験

薬製造へ ヤコブ病、来月に設備完成」

岐阜新聞朝刊 2015 年 2月 3日 

7. （学内事前取材及び当日番組出演）「“先

制医療”で防げ！ アルツハイマー病に

挑む」 2014 年 8月 1日 NHK 総合「ナビ

ゲーション」 

ホームページ 

http://www1.gifu-u.ac.jp/~ceid/ 

 

６．研究組織 

(1)研究代表者 

桑田 一夫（KUWATA, Kazuo） 

岐阜大学・大学院連合創薬医療情報研究
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(2)研究分担者 

鎌足 雄司（KAMATARI, Yuji） 

 岐阜大学・生命科学総合研究支援センタ

ー・助教 

 研究者番号： 70342772 

 

(3)連携研究者 

福岡 万佑子（FUKUOKA, Mayuko） 

 岐阜大学・大学院連合創薬医療情報研究

科・特任助教 

研究者番号： 60790988 

 

(4)研究協力者 

本田 諒（HONDA, Ryo） 

Ferdausi Ali 

Kabir Aurangazeb 


