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研究成果の概要（和文）：ある種の蛋白質は、アミロイド線維を形成してアミロイドーシスの発症に関わる。他
方、多くの蛋白質はアミロイド線維を形成しない。そこで通常アミロイド線維を形成しないと考えられている蛋
白質にアミロイド線維を形成させることができれば、アミロイド線維形成の理解の進展につながる。
代表的な食品蛋白質である卵白アルブミンは、385アミノ酸残基から構成され、アミロイド線維を容易には形成
しない。卵白アルブミンをトリプシン分解して得られる混合物に、アミロイド原性の高いペプチドが含まれるこ
とがわかった。このペプチドを単離精製すると共に、化学合成して、その特徴を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Various proteins form amyloid fibrils and are responsible for amyloidosis. 
On the other hand, other proteins do not form amyloid fibrils. If we could form amyloid fibrils with
 those non-amyloid proteins, we can advance our understanding of the mechanism of amyloid formation.
 
Ovalbumin consisting of 385 amino acid residues is one of the most popular food proteins and does 
not form amyloid fibrils. We found that a peptide mixture of ovalbumin produced by tryptic digestion
 contains an amyloidogenic peptide. We purified and determine the amino acid sequence of the 
amyloidogenic peptide. We also chemically synthesized the peptide and characterized its 
amyloidogenic properties. The results showed that even ovalbumin contains highly amyloidogenic 
sequence, although its amyloidogenicity is hidden by the suppressing effects of surrounding 
sequences.

研究分野：蛋白質科学
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１．研究開始当初の背景 
アミロイド線維は変性蛋白質が重合して
形成する細線維であり、アルツハイマー病や
透析アミロイドーシスをはじめとするさま
ざまな疾患に関わる。他方、病気とは関係な
いさまざまな蛋白質も、溶媒条件に依存して
アミロイド線維を形成することが示された。
従来、変性蛋白質の凝集は蛋白質の構造と機
能研究の障害と考えられてきたが、1990 年
代以降、アミロイド線維を中心に、蛋白質凝
集は蛋白質研究の重要な課題となっていっ
た。 
病気との関係に関わらずさまざまな蛋白
質がアミロイド線維を形成するが、全てがア
ミロイドを形成するわけではない。他方、変
性蛋白質の代表的な凝集はアモルファス凝
集であるが、アミロイド線維とアモルファス
凝集の区別や、形成機構の違いはいまだに曖
昧である。 
代表者は、アミロイドとアモルファス凝集
の関係が、一般の物質の結晶化における結晶
とガラス状態の関係にあることを提唱して
きた[後藤祐児、領域融合レビュー, 2, e002 
(2013)]。これに基づくと、アモルファス凝
集（＝ガラス状態）を形成して、アミロイド
を形成しない蛋白質も、酵素消化などによっ
て小さくなるとアミロイドを形成する可能
性がある。 
実際、アミロイドβをはじめ、大きな前駆
体から生じた比較的小さなペプチドがアミ
ロイドを形成し、病気に関わっていることが
知られているが、詳細は不明である。 

 
２．研究の目的 
本研究では蛋白質の大きさとアミロイド
性の関係を、日常的な蛋白質を対象として研
究する。これまでアミロイド線維とは全く関
係ないと考えられてきた蛋白質が、特定の条
件下においてアミロイド線維を形成するこ
とを示す。これにより、アミロイド線維の普
遍性や形成機構の原理を更に深めると共に、
身近な蛋白質の危険性の有無についても蛋
白質科学的な見地から、検証する。アミロイ
ド線維の構造物性研究を、より一般的なもの
とすると共に、蛋白質科学の関連分野に大き
なインパクトを与えることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 一般にアミロイドを形成しないと見な
されている蛋白質について、酵素限定分解を
行い、アミロイド原性の変化を調べる。アミ
ロイド原性の検出には、代表者が展開してき
た超音波による促進効果を利用する。具体的
には日常的な食品蛋白質である卵白アルブ
ミン（385アミノ酸残基）を対象として、ト
リプシンで分解した断片ペプチドのアミロ
イド形成反応を検証する。また、精製したペ
プチドと、元の混合系における反応を比較し
て、夾雑系の効果を調べる。 
 

(2) 複雑系におけるアミロイド原性の発現
機構については、卵白アルブミンとともに、
透析アミロイドーシスの原因蛋白質である、
β２ミクログロブリンを用いる。β２ミクロ
グロブリンとその断片ペプチドについては、
研究代表者らによって多次元NMRによる帰属
と解析が進んでいる。β２ミクログロブリン
はリシン特異的なプロテアーゼによって9つ
の断片に分解されるが、このうち K3 と呼ば
れるペプチドは単独でもアミロイド線維を
形成することが知られている。分解直後の混
合物や全長のβ２ミクログロブリンが K3 ペ
プチドのアミロイド線維形成に及ぼす効果
を検討する。 
  
４．研究成果 
(1)卵白アルブミンフラグメントのアミロイ
ド線維形成反応 
・卵白アルブミンをトリプシン分解し、ペプ
チド断片のアミロイド線維形成反応を調べ
た。まず、トリプシン分解混合物を用いて、
さまざまな温度でアミロイド線維形成反応
を調べたところ、40℃付近で極めて強くアミ
ロイド線維が形成された（図１）。アミロイ
ド線維形成は、アミロイドに特異的なチオフ
ラビン T(ThT)による蛍光アッセイ、電顕や原
子間力顕微鏡による形態観察で行った。 

 
・次に、アミロイドを形成するペプチドを
HPLC、マススペクトルなどによって同定し、
単離・精製した。ペプチドは 23 アミノ酸残
基 か ら な り 、 そ の 配 列 は 、
159NVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK181 であった。
つまり卵白アルブミンの159-181残基の領域
に相当し、OVA ペプチドと呼んだ。 
・23 残基からなる OVA ペプチドを化学合成し
た。合成したペプチドのアミロイド線維形成
反応を、ThT 蛍光アッセイ、形態観察によっ
て行い、OVA ペプチドがアミロイド線維を形
成することを検証した。 
・以上より、全長の卵白アルブミンはアミロ
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図１：卵白アルブミンのトリプシン分解混合物
のアミロイド線維形成反応（A）と温度依存性
（B）。混合物が形成したアミロイド線維の原子
間力顕微鏡画像（C）とコントールのβ２ミクロ
グロブリンのアミロイド線維。 



イド線維を形成しないか、あるいは、極めて
形成しにくいが、断片ペプチドはアミロイド
を容易に形成することが明らかになった。つ
まり、全長卵白アルブミンは、断片ペプチド
の強いアミロイド性を隠しているとみなす
ことができる。 
 
(2)トリプシン分解物による OVA ペプチドの
アミロイド線維形成の抑制 
・卵白アルブミンのトリプシン分解混合物に
おけるアミロイド線維形成反応は比較的ゆ
っくりと進行した。また、アミロイド線維形
成を促進する界面活性剤SDSを添加すること
が必要であった。他方、単離した OVA ペプチ
ドや、合成した OVA ペプチドのアミロイド線
維形成は、迅速に進んだ。以上より、トリプ
シン分解混合物の系では、他のペプチドが
OVA ペプチドのアミロイド線維形成を阻害し
ていることが明らかとなった。 
 
(3) β２ミクログロブリン断片のアミロイ
ド線維形成と夾雑系の効果 
・リシン特異的なプロテアーゼによってβ２
ミクログロブリンを分解して生じる9つのペ
プチドの混合物を作成し、アミロイド線維形
成反応を、ThT 蛍光アッセイ、二次元 NMR な
どによって調べた。その結果、混合物の中で
は、K3 ペプチドが特異的にアミロイド形成を
することが明らかとなった。ただし、凝集性
の極めて高い K6 ペプチドの挙動については
不明な点が残された。 
・単離した K3 ペプチドは、混合物に比べる
と迅速にアミロイド線維を形成した。単離し
た K3 ペプチドと混合物の量比を変えて、高
貝の効果を詳細に調べた。その結果、酵素分
解ペプチド混合物は K3 ペプチドのアミロイ
ド線維形成を、濃度依存的に抑制しているこ
とが示された。 

・同様の阻害実験を、K3 ペプチドと全長のβ
２ミクログロブリンを用いて調べた。全長の
β２ミクログロブリン自身もアミロイド線
維を形成するが、反応は遅い。両者の量比を
変化させた実験から、全長β２ミクログロブ
リンは、濃度依存的に、K3ペプチドのアミロ
イド線維形成を阻害することが明らかとな
った。 
・K3 ペプチドにはシステイン残基が１つ存在
する。このシステイン残基を電子あきスピン
共鳴(ESR)試薬によって標識し、全長β2ミク
ログロブリンの二次元NMRスペクトルを測定
して、相互作用位置を残基レベルで明らかに
することを試みた。現在のところ、特異的な
部位は明らかとなっていない。 
 
以上に加え、以下の実験を行った。 
(4) ヘパリンのアミロイド線維形成に及ぼ
す効果 
 代表的なグリコサミノグリカンであるヘ
パリンはアミロイド線維形成を促進するこ
とが知られている。ヘパリンのアミロイド線
維形成に対する効果を、β２ミクログロブリ
ン、ニワトリ卵白リゾチームなどを用いて調
べた。ヘパリンは濃度に依存して、アミロイ
ド線維の促進とともに、抑制を引き起こすこ
とを明らかにした。さらに、強い負電荷のも
たらす静電的な反発力の抑制によってアミ
ロイド線維形成を促進する効果とともに、ヘ
パリンの高濃度においては、ヘパリンの硫酸
基のもたらす塩析効果が重要であることを
明らかにした。 
 
(5) ポリリン酸のアミロイド線維形成に及
ぼす効果 
 一般的な蛋白質凝集の例として、インター
ネットなどでよく知られている「コーラに少
量の牛乳を添加すると、牛乳が凝集する現
象」に注目した。これを蛋白質の構造物性の
視点から調べ、コーラに含まれるポリリン酸
が、牛乳を強く凝集させる原因物質であるこ
とを明らかにした。さらにポリリン酸は、一
般的にアミロイド線維形成反応を促進する
ことを明らかにした。以上の結果は、一般的
な蛋白質の凝集反応と、アミロイド線維形成
反応の関係を考える上でも重要な成果であ
る。 
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