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論 文 内 容 要 旨

アルツハ イマー病(AD)は,加 齢 に伴 いア ミロイ ドβ(A)(Fig.1)が 分子 間会合 し,不 溶性 のア ミロイ ド

となるこ とで引 き起 こされる と考 え られ ている。 ア ミロイ ド形成 の原 因 につ いては不明 な点 が多 いが,

Zn(II),Cu(II)お よびFe(Ill)がAD患 者のア ミロイ ドに高濃度で蓄積 されているこ となど,金 属 イオ ンがAβ

の分子 間会合 を引 き起 こす 因子 であるこ とを示す知見 は多 い。本研究で はAD発 症 の分子 メカニズ ムの解

明 を目的 として,Aβ 凝集 における金属 イオンの役割 を主 に分光学的手法 を用い て研 究 した。
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Fig.1Aβ の ア ミノ酸 配 列

まず,凝 集体形成 に対 す るZn(II)濃 度 の効果 を中性 条件下 で調べ た。AβM。 はZn(II)が2等 量以上 になる

と顕著 に凝集 した。Zn(II)一Aβ14Q複 合体の凝集固体の ラマ ンスペ ク トルか ら,ペ プチ ドが ア ミロイ ドに特

徴 的な βシー ト構造 をとるこ と,お よび ヒスチジン(His)側 鎖が金属配位子であ ることが判 ったごHisの イ

ミダゾール側鎖 はq,に 近いN.と 遠 いN,の2個 の窒素原子 をもつが,C4ニC5伸 縮振動 の波数 か ら,Zn(II)で

はN.原 子 のみが配位子 となるこ とがわか った。Aβ14Gは,タ ンパ ク質やペ プチ ドの中で,金 属 配位子 と

して利用 されるこ とが多い ヒスチ ジ ンを3残 基含 み,こ れ らは全 てN末 端 に近い領域 に存在 する(Fig.1)。

その他 の金属配位 子 となる可能性が あるチ ロシン,グ ル タミン酸,ア スパ ラギ ン酸 な どのア ミノ酸残基 も

N末 端側 に集中 している。そ こで,ア ミロイ ド形成過程 の中で,特 に金属 に よるペ プチ ド分子の会合過程

の解 明 に焦点 を絞 るため,Aβ の主 な金属 配位 部位 と想定 されるN末 端側16残 基 に対応 す るペ プチ ド

(Aβ1-16)を用 いて、Zn(II)一Aβ複合体の よ り詳 しい構造解析 を行 った。

Aβ1.16の場合 も,Zn(II)に よる凝集 は顕 著であ り,ラ マ ンスペ ク トルの解析 か ら,Aβ1。 。と同様 にHisの

N,原 子が金属配位部位であ るこ とが わか った。次 に,Zn(II)存 在 下 にお け一る,Aβ1-16の 凝集能 と金属配位

部位のpH依 存性 を調べ た。金属非存在下で は,ど のpHに おいて もAβ1-16の 凝集は起 こ らなか った(Fig。2)。

しか し,Zn(II)が 存在す る と,Aβ1-16はpH5以 下の比較 的強い酸1生条件下で は凝集 しないが,弱 酸性 か ら

アルカ リ性の広いpH範 囲では顕著 に凝集 した(Fig.2)。 凝集が生 じないpHで は,His側 鎖 の窒素原子が プ

ロ トン化 され,Zn(II)一His(N.)結 合が形成 され ない こ とが ラマ ンスペ ク トルに より確認 された。一方,pH

5以 上 ではZn(II)一His(N.)結 合が安定 に形成 され るため,Aβ1-16の 凝集が促進 されるこ とが わか った。従 っ

て,Zn(II)に よる凝集 の原 因はZn(II)が 異 なるAβ 分子 のN.原 子 に同時 に結合 し,分 子 間架橋[His(N。)一

Zn(II)一His(N.)]を 形成す ることによる と考 えられ る(Fig.3)。

Cu(II)の 中性条件下 におけ るAβ1.、。凝集能 はZn(II)と 比 較 して非常 に弱 く,4等 量のCu(II)が 存 在 して も

Aβ14。は凝 集 しなか った。可溶 なcu(II)一Aβ14。複 合体 の ラマ ンスペ ク トルか ら,HisのN。 原子 とペ プチ ド

主鎖 のア ミド基の窒 素原子が配位 子 となってい ることがわか った。他 のペ プチ ドにおいて も,Cuα1)が 同

一分子 内の脱 プロ トン化 した ア ミ ド窒素 とHis(N
。)を配位子 とし,平 面四角形型キ レー トを形 成す る場 合
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Fig.2Zn(II),Cu(H)のAβ1・16に 対 す る

凝 集 能 のpH依 存 性.

が あ る こ とが 知 ら れ て い る 。 お そ ら く,可 溶 なCu(II)一AβM。 複 合 体 も

こ れ に 類 似 す る 構i造[His(N。)/Amide(N')一Cu(II)キ レ ー ト]を 取 っ て い る

と考 え ら れ る(Fig.4)。

次 に,Cu(II)存 在 下 に お け る,Aβ1-16の 凝 集 能 と 金 属 配 位 部 位 のpH

依 存 性 を調 べ た 。Cu(II)はpH6付 近 の 弱 酸1生 条 件 で はAβ ・.16を顕 著 に 凝

集 さ せ た(Fig。2)。 ラ マ ン ス ペ ク トル の 解 析 か ら,凝 集 し たCu(II)一

Aβ1-16複 合 体 に お い て は,可 溶 な 複 合 体 で 形 成 さ れ て い たCu(II)と ア ミ

ド窒 素 原 子 問 の 結 合 が 消 失 し,Hisの 金 属 結 合 部 位 がN。 原 子 か らN,原
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子 に 変 化 して い る こ とが わ か っ た 。 こ のpH領 域 で は,ア ミ ド基 が プ ロ ト ン化 さ れ,His側 鎖 の み がCu(II)

に 配 位 可 能 な た め,Zn(II)の 場 合 と 同 様 に,Cu(II)が 異 な る 分 子 のN,原 子 に 同 時 に 結 合 し分 子 間 架 橋

[His(N。)一cu(II)一His(N.)]を 形 成 す る と考 え ら れ る(Fig.3)。 こ れ に 対 して,中 性,ア ル カ リ 性 条 件 下 で は,

ア ミ ド窒 素 のcu(II)へ の 配 位 に よ り,cu(II)一His(N。)結 合 が 分 子 間 架 橋 に 優 先 す る た め,Aβ の ア ミ ロ イ ド

化 が 誘 起 さ れ な い と思 わ れ'る 。 ま た,AmideIバ ン』ドが 低 波 数 シ フ トす る こ とか ら,可 溶 なCu(II)一Aβ1-16

複 合 体 で は ペ プ チ ドの β シ ー ト含 量 が 減 っ て い る こ と も わ か っ た 。

Fe(III)もAβ を顕 著 に凝 集 させ た 。Fe(III)に よ り凝 集 し たAβ1.16の ラ マ ン ス ペ ク トル は,金 属 非 存 在 下 の

Aβ1-16の ラ マ ンス ペ ク トル と全 く異 な っ て い る 。 凝 集 固 体 の ラ マ ン ス ペ ク トル の 中 で,フ ェ ノ ー ル 酸 素 が

脱 プ ロ ト ン化 しFe(III)に 配 位 した チ ロ シ ネ ー トの ラ マ ンバ ン ドは 非 常 に 強 く観 測 さ れ る が,そ の 他 の ラ マ

ンバ ン ドは と て も弱 い 。 チ ロ シ ネ ー トバ ン ドの 強 度 増 大 は,π 軌 道(フ ェ ノ レ ー ト)か らd軌 道(金 属)へ の

電 荷 移 動 遷 移 と の 共 鳴 効 果 に よ る 。 従 っ て,Fe(III)はHisで は な く,チ ロ シ ン残 基(TyrlO)の フ ェ ノ ー ル 酸

素 に 結 合 す る こ と に よ りAβ1-16を 凝 集 させ る こ とが わ か っ た 。Aβ1.16に 関 し て も同 様 の 結 果 が 得 られ た 。

Zn(II)とCu(II)は,中 性 付 近 で はAβ の 凝 集 に 対 し て 異 な る 作 用 を 示 す が,共 にAβ のHisを 主 な 配 位 子

とす る 。 そ こ で,Cu(II)がZn(II)に よ るAβ 凝 集 を競 合 的 に 阻 害 す る 可 能 性 に つ い て も検 討 を 行 っ た 。 一 定

量 のZn(II)存 在 下 に お け るAβ1-16凝 集 に 対 す るCu(II)濃 度 依 存 性 をFig.5に 示 す 。 十 分 にAβ 、一16を凝 集 させ
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Zn(H)が 誘 起 す るAβ140分 子 間 会 合 のCu(II)に よ る 阻 害 効 果

る濃度のZn(II)が 存在 して も,Cu(II)が 共存す る とAβ 、一16の可溶 な状態が保持 されるこ とが明 らか となった。

Aβ1-16にお いて も,Cu(II)がZn(II)に よるAβ 凝集 を阻害 した。Zn(II),Cu(II)共 存下 の可溶 な金風Aβ.16複 合

体 の ラマ ンスペ ク トルか ら,HisのN。 原子 とペ プチ ド主鎖 のア ミ ド基の窒素原子 が金属配位部位 となって

い るこ とが わかった。従 って,Zn(II)存 在下 で さえ もAβ の高 い溶解性 が維持 され る理 由は,こ の複 合体

が分子内でHis(N。)/Amide(N').Cu(II)キ レー トを形成 している ことによると考 えられ る。Zn(II)よ りも低い

濃 度 で,Cu(II)のAβ 凝 集 阻害効果 が 十分現 れ るこ とは,His(N。)/Amide(N』)一Cu(II)分 子 内 キ レー トが

His(N.)一Zn(II)一His(N.)分 子 間架橋 に優先 して形成 されるこ とを示 してい る。Cu(II)は ヒスチ ジンに対 して

Zn(II)よ りも親和 性が 高 く,さ らにその周 囲の ア ミ ド基 の窒素 原子 に も結合 しやす いた め に,His(N.)

/Amide(N』)一Cu(II)分子内 キレー トがHis(N,)一Zn(II)一His(N。)分 子 間架橋 に優i先して形成 され る と考 えられ る。

また,ラ マ ンスペ ク トルの解析 か ら,Zn(II)がHis(N。)/Amide(N')一Cu(II)キ レー トを破 壊せ ず にCu(II)一

N。配位 したHisのN,原 子 に結合す るこ ともわかった。

以上 の結果 か ら,金 属 の種類 やpHに よって,配 位 子や配位 の様 式が様 々に変化す るこ とが判 った。 さ

らに,そ れ ちの配位様式 がAβ の凝集 に異 な る影響 を及 ぼす ことも明 らか となった。即 ち,生 理 的なpH

環境下では,Zn(II)はHis(N.)を,Fe(III)はTyrの フェノール酸素 を介する分子 問架橋 によ りAβ の会合 を促

進す るが,Cu(II)は ア ミド基の窒素原子 に配位す るこ とがで きるとい う特徴 によ り,分 子 間会合 の原 因 と

なるHis(N。)を 介す る架橋 の形成 を妨 げる。 しか し,`炎 症 な どによ り脳内pHが わずか に酸性側 に傾 くと,

Cu(II)は ア ミド基 に結合 で きな くな り,Zn(II),Fe(III)と 共にAβ のア ミロイ ド形成促 進因子 となる と考 え ら

れ る。以上,本 研究 によ り,ADの 発症 だけで な く,抑 制の面 において も金属 イオンお よびその配位様式

が重要な役割 を演 じてい る可能性が示 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨

アルツハ イマー病は,ア ミロイ ドβペ プチ ド(Aβ)が 分子 間会合 し,不 溶性 のア ミロイ ドを形成 する

ことが一因で発症す ると考 え られている。Aβ の ア ミロイ ド形成機構1については不明 な点が多いが,Zn(II),

Cu(II),Fe(III)な どの金属 イオ ンがAβ の分子 間会合 を引 き起 こす因子 であるこ とを示す知 見 も多 い。本論

文では,Aβ の金属配位様式 と凝集量 を種 々の条件下 で精査 し,金 属配位様式 と凝集 の問には密接 な関連

があるこ とを明 らか にした。

40ア ミノ酸残基 か らなるAβ14Qお よび親水性残基 が集 中 してい るN末 端側 の16ア ミノ酸残基か らなる

Aβ1-16を用 いて,Zn(II)へ の配位様式 と凝集量 との 関係 を調べた結果,弱 酸1生か らアルカ リ性 の広 いpH範

囲で βシー ト構造 を とり顕著 に凝集す るこ と,お よび,Zn(II)はHis側 鎖 のN.原 子 に結合す ることを見 出

し,凝 集の原 因はZn(II)が 異なるAβ 分子のNτ 原子 に同時 に結合 し,分 子間架橋[His(N,)一Zn(II)一His(N,)]

を形成するためであ るとのモデルを提 唱 した。

Cu(II)は,'中 性条件下,Aβ を凝集 させ ない こと,ま た,溶 液 中に存在 する可溶 な複 合体 中では,Hisの

N。原子 とペ プチ ド主鎖のア ミド基の窒素原 子がCu(II)に 対 する配位子 となっている ことを見 出 した。す な

わち,個 々のAβ 分子 がCu(II)に キ レー ト配位す る場合 には凝集 が生 じない こ とを明 らか に した。一方,

pH6付 近の弱酸性条件下では顕 著な凝集が生 じ,凝 集体 中では,Zn(II)の 場合 と同様 に,His側 鎖 のN.原

子がCu(II)に 対す る配位子 となっていた。すなわち,Cu(II)に よる凝集の場合 も,金 属 イオ ンを介 した分子

間会合 が凝集 の原因である と推察 した。

Zn(II)とCu(II)!ま,中 性付 近ではAβ の凝集 に対 して異 なる作 用 を示 すが,共 にHlsを 主 な配位子 とす る。

そ こで,Cu(II)がZn(II)に よるAβ 凝集 を競合 的に阻害 す る可能性 について検討 した結果,Zn(II)が 存在 し

て も,Cu(II)が 共存 する とAβ の可溶 な状 態が保持 され ることを明 らかに した。

Fe(III)もAβ を顕著 に凝集 させ るが,そ の原 因は,His側 鎖で はな くTyr側 鎖のFe(III)へ の配位 による も

のである ことが示 された。す なわ ち,Tyr(0')一Fe(III)一Tyr(0')型 の分子 間架橋が凝集 の原 因である ことを強

く示唆す る結果 を得た。

以上 のように!本 論 文では,Aβ の金属配位様式 は,金 属の種類 やpHに よって様 々に変化す るこ と,ま

た,金 属配位様式がAβ の凝集 と密接 な関連 を有す るこ とを初め て明 らか に した。本論文 で得 られた知見

は,ア ルッハ イマー病 の予 防 と治療 に関す る基 礎的研 究成果 と して高 く評価 され る もの である。 よって,

本論文 は,博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認φる。
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