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クリックペプチドの開発アルツハイマー病関連アミロイド b ペプチドを
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In a pathological mechanism of Alzheimer's disease (AD), amyloid b peptide (Ab) 142 plays a crucial role.
However, the detailed pathological mechanism remains unclear. This elucidation is hampered by handling di‹culties of
Ab142 due to its poor water-solubility and uncontrollable aggregation. These properties prevent reproducing neurotox-
icity-related assembly events of Ab142 in the experiments, leading to discrepant study outcomes. Namely, such proper-
ties of Ab142 are serious obstacles to establish an experiment system that clariˆes the pathological mechanism of Ab1
42 in AD. To solve these problems, we developed ``click peptide'' of Ab142 based on the ``O-acyl isopeptide method''.
The click peptide, which contains an O-acyl instead of N-acyl residue at Gly25Ser26 of Ab142, is converted to Ab142
via an O-to-N intramolecular acyl migration upon being triggered by pH-change (pH-click) or photo-irradiation (pho-
to-click). The click peptide was 100-fold more water-soluble than Ab142 and clearly adopted a monomeric random coil
structure due to the O-acyl moiety in the peptide backbone. The click peptide was quickly converted to monomer Ab1
42 with a random coil structure under physiological conditions upon an action (click). The obtained Ab142 underwent
both self-assembly and conformational changes with time. Because the in situ production of intact Ab142 from the
water-soluble and non-aggregative precursor could overcome the handling problems of Ab142, this click peptide
strategy would provide a reliable experiment system to investigate the pathological functions of Ab142 in AD.
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1. はじめに

高齢化が急速に進む現在，認知症の克服は急務で

ある．認知症の中でもアルツハイマー病（Alzhei-

mer's disease: AD)1)は大きな注目を集めている．

AD では，特徴的な病理学的所見として患者脳内に

老人斑（アミロイド斑）がみられる．これを構成す

る主要成分は，アミロイド b ペプチド（amyloid b

peptide: Ab）である（Fig. 1).2,3) Ab は神経毒性を

示し，4) AD 発病因子であると考えられている（ア

ミロイド仮説）．5,6) Ab は，アミロイド前駆体タン

パク質（amyloid b precursor protein: APP）が b-セ

クレターゼ及び g-セクレターゼによって順次切断

されることで産生される（Fig. 1）．g-セクレターゼ

の切断部位によって，40 残基からなる Ab140 と

42 残基からなる Ab142 が主要分子種として産生

される．Ab142 は Ab140 より高い凝集性及び神

経毒性を示すため，AD の発病機構において重要な

役割を果たしていると考えられている．7,8)しかし，

その詳細な神経毒性メカニズムはいまだ不明であ

る．この解明の障害となっているものは，Ab142

の低水溶性及び高凝集性に起因するハンドリングの

困難さである．9,10)このために，Ab142 の神経毒性

に深い関連を持つとされる Ab の会合過程を，毒性

実験で再現することが難しく，結果的に研究室間及

び実験間でデータのばらつきや矛盾が生じる．1114)

これは AD 研究において大きな問題となっている．

この問題を克服するため，木曽らの研究グループ
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Fig. 1. Amyloid b Peptides(Abs) in Alzheimer's Disease(AD)
Abs, which form senile plaques, are produced from amyloid precursor proteins(APPs) after cleavages by b- and g-secretases. The predominant forms of Abs

mainly consist of 40- and 42-residue peptides, designated Ab140 and Ab142, respectively.
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は独自の効率的ペプチド合成法“O-アシルイソペ

プチド法”1518)を基盤とした“クリックペプチ

ド”1923)を開発している．本クリックペプチドはそ

れ自身，Ab142 より高い水溶性を示すとともに凝

集を起こさない．一方，まるで「コンピュータのマ

ウスをクリックすると画面が切り替わる」ように，

本クリックペプチドは pH 変化又は光照射の刺激

（“クリック”）に応答して速やかに Ab142 に変換

される．これを Ab の水溶性・非凝集性プレカー

サーとして使用することで，Ab142 のハンドリン

グ問題を克服することができると考えられる．本総

説では，筆者らが取り組んだクリックペプチドの開

発研究について紹介する．

2. O-アシルイソペプチド法1518)

固相ペプチド合成（solid-phase peptide synthesis:

SPPS)24)において，アミノ酸配列によっては，難溶

解性及び凝集性のために合成困難なペプチド

（di‹cult sequence 含有ペプチド)25,26)が知られてい

る．このようなペプチドの効率的合成法として，木

曽らの研究グループは “O-アシルイソペプチド法”

を報告した（Fig. 2).15)本手法ではまず，ヒドロキ

シ基含有アミノ酸残基（セリン，スレオニン）にお

いて，本来の a-アミノ基のアシル化（ペプチド結

合）の代わりに側鎖 b-ヒドロキシ基をアシル化

（エステル結合）した O-アシルイソペプチドを合成

する．本イソペプチドはペプチド主鎖に O-アシル

構造を有することで，本来のペプチドの難溶解性や

凝集性を払拭し，比較的高収率・高純度で得られ

る．続いて，得られたイソペプチドから O-to-N 分

子内アシル転位を経て，目的ペプチドを効率的に得

ることができる（Fig. 2）．

本手法は，di‹cult sequence 含有ペプチドに分類

される Ab14227)の効率的合成において有効性を示

した．16,17)この研究の中で，Ab142 の O-アシルイ

ソペプチドである 26-O-アシルイソ Ab142(26-O-

acyl isoAb142: 26-AIAb42, 1）は，25 位グリシン

-26 位セリン間に O-アシル構造を持つため，Ab1

42 より 100 倍高い水溶性を示すとともに，マイル

ドな pH 7.4 において副反応なく Ab142 に変換さ

れた（Fig. 3）．そこで筆者らは，このような 1 の

特性が，Ab142 の合成上の問題のみならず，物理

化学的・生物学的実験における問題をも解決し得る

と考えた．すなわち，Ab142 の低水溶性・高凝集

性はハンドリングの難しさを招き，Ab の毒性メカ

ニズム解明を妨げているので，この克服に O-アシ

ルイソペプチド法を利用することができると考え

た．本着想は，刺激（クリック）に応答して実験系

内で Ab142 を素早く産生する“クリックペプチド”

の開発につながった．
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Fig. 2. O-Acyl Isopeptide Method
A di‹cult sequence-containing peptide was e‹ciently synthesized from O-acyl isopeptide via an O-to-N intramolecular acyl migration.

Fig. 3. pH Click Peptide
26-AIAb42(pH click peptide 1) was quickly and quantitatively converted to Ab142 via a pH-dependent O-to-N intramolecular acyl migration under physio-

logical conditions (pH 7.4, 37°C).

1229No. 10

3. pH クリックペプチド20,22)

26-AIAb42 ( 1）は， 0.1 ％トリフルオロ酢酸

（tri‰uoroacetic acid: TFA）水溶液中，37°C の酸性

条件下で 24 時間以上安定であった．また，同水溶

液中，室温で 6 日間以上，さらに－80°C で 1 ヵ月

間以上安定に保存することができた．一方，1 の

0.1％ TFA 水溶液を pH7.4 リン酸緩衝液で希釈し

て pH を 7.4 に調整したところ，pH 依存的な O-to-

N 分子内アシル転位を起こし，速やか（t1/2＝～10 s）

かつ定量的に Ab142 へ変換された（Fig. 3）．すな

わち，1 は pH 変化（“pH クリック”）に応答して

Ab142 を産生するので，筆者らはこれを“pH ク

リックペプチド”と命名した．

pH クリックペプチド 1 は 0.1％TFA 水溶液中，

37°C において，オリゴマー及びアミロイド線維を

形成しないとともに，その二次構造はランダムコイ

ル構造を維持した．一方，前述のように酸性条件下

から中性条件下（pH7.4）に変化させたところ，1

はランダムコイル構造を持つモノマー Ab142 を産

生した．さらに引き続き生理的条件下（pH7.4, 37

°C）でインキュベートすると，その産生された

Ab142 はモノマーをスタートとしてオリゴマー及

びアミロイド線維を形成した．また，その Ab142

においてランダムコイル構造から b シート構造に



hon p.4 [100%]

1230

Fig. 4. Photo Click Peptides and Their Water-solubilities
Ab142 was produced from photo click peptide via an O-to-N intramolecular acyl migration upon being triggered by photo-irradiation. 26-BCMACMoc-

AIAb42 (photo click peptide 6) has higher water-solubility than Ab142.
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至る二次構造変化も観察された．一般的に，Ab1

42 はその低水溶性・高凝集性ゆえ，モノマーのみ

を得ることが難しいが，クリックペプチドから系内

で素早く Ab142 を産生させることで，容易にラン

ダムコイル構造のモノマーを得ることができた．さ

らに，その状態をスタートに揃えた Ab142 の会合

過程を再現することができた．

4. 光クリックペプチド19,21)

pH クリックペプチド 1 はクリックの際に中性緩

衝液で希釈する操作が必要である．また，pH クリ

ックでは pH7.4 の生理的条件下でクリックの制御

を行うことができない．そこで，筆者らは光をトリ

ガーとしたクリックペプチドの創製を目指した．一

般的に光トリガーシステムは，実験系内への試薬添

加や pH 調整を要することなく系外からの光照射に

より速やかに活性化することができる，また光照射

のタイミングと位置を任意に調節することで活性化

のタイミングと位置を限定することができるという

利点を持っている．28)

そこで筆者らは，光照射（“光クリック”）に応答

する“光クリックペプチド”を開発するため，1 の

26 位セリンアミノ基に最も汎用されている光解離

性保護基 6-nitroveratryloxycarbonyl (Nvoc）基29)を

導入した 2 を合成した（Fig. 4）．19) pH7.4 緩衝液中，
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2 は非 UV 照射下において安定であった一方，UV

照射（波長：355 nm）によって光反応及びそれに

続く自発的な O-to-N 分子内アシル転位を起こして

Ab142 に変換された（Fig. 4）．

しかしながら，2 は Nvoc 基の疎水性のために

Ab142 より低い水溶性を示した．この性質は光ク

リックペプチドを Ab 実験ツールとして使用する

際，深刻な制約をもたらす．そこで，より実践的に

有用な水溶性光クリックペプチドを開発するために，

Nvoc 基の代わりに Fig. 4 に示すような様々な光解

離性保護基を導入した．21)これらを導入した光クリ

ックペプチド 36 の中で，｛7-[bis(carboxymethyl)

amino]coumarin-4-yl}methyloxycarbonyl(BCMAC-

Moc）基33)を導入した 6 は，その光解離性保護基に

pH7.4 でイオン化しやすいカルボキシ基を有するた

め，Ab142 より 100 倍近く高い水溶性を示した

（Fig. 4）．

この水溶性光クリックペプチド 6 と Ab142 をそ

れぞれ，生理的条件下（pH7.4, 37°C）でインキュ

ベートし，凝集性を比較した．Ab142 はインキュ

ベート時間とともにオリゴマーやアミロイド線維を

形成するのに対して，6 はモノマー状態を保ち，ア

ミロイド線維形成を起こさなかった．また，同様に

インキュベートを行い，それぞれの二次構造を検討

したところ，Ab142 はランダムコイル構造から b

シート構造を形成したのに対し，6 はランダムコイ

ル構造を維持した．このように，クリックペプチド

において，42 残基の Ab142 ペプチド鎖中わずか 1

ヵ所に O- アシル構造を導入することで，Ab142

の強力な凝集性を払拭することができた．これは，

エステル結合とペプチド結合の水素結合様式が異な

ることから，34)クリックペプチドの主鎖におけるエ

ステル結合（O-アシル構造）が本来のペプチド鎖

間水素結合を乱し，凝集の元凶となる高次構造を不

安定化させたためと考えられる．

最後に，光クリックペプチド 6 に pH7.4 緩衝液

中，UV 照射（波長：355 nm）を行ったところ，

BCMACMoc 基は速やかに（2 min）解離した．さ

らに引き続き，37°C で 30 分間インキュベートする

ことによって O-to-N 分子内アシル転位を起こし，

Ab142 に変換された．これは，光クリックペプチ

ドを Ab 実験に用いることで，光照射（光クリック）

による高い時間・空間制御をもって Ab142 を産生

することができる可能性を示唆する．

5. おわりに

Ab142 を用いた実験で大きな障害となっている

ハンドリングの難しさは，Ab142 の低水溶性・高

凝集性に起因する．そこで，このような Ab142 の

望まれない性質を払拭したクリックペプチドを操作

及び保存中で扱い，実験系内でクリックペプチドか

らインタクトな Ab142 を速やかに産生することで，

Ab142 のハンドリング問題を克服することができ

る．このクリックペプチドの使用は AD の発病メ

カニズム解明，ひいては新規創薬ターゲットの発見

につながると期待している．
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