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研究成果の概要（和文）：固体NMR法を用いて、リン脂質膜および糖脂質クラスターに結合したアミロイドβ(A
β)の構造解析を行った。その結果、脂質膜上において、AβのN末端領域は特定の二次構造をとらないが、C末端
領域はβストランドを形成していることが明らかとなった。この構造は、Aβがαへリックス構造からクロスβ
シート構造へと至るα-β転移の過程で一過的に生じる中間体構造であると考えられる。また、家族性変異型Aβ
について、NMR解析および速度論的解析を実施した。その結果、1アミノ酸残基の置換によって引き起こされるA
βのガングリオシドクラスターへの結合特性の変化が、アミロイド凝集核の構造形成に影響を与えることが示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In this study, solid-state nuclear magnetic resonance spectroscopy has 
elucidated the membrane-induced conformation of amyloid  (Aβ), in which the disordered N-terminal 
segment is followed by the stable C-terminal β strand. The data obtained in this project provides 
insights into the molecular processes of the conformational transition of Aβ coupled with its 
assembly into parallel β structures.
Structural and kinetic analyses of the Flemish-type mutant (A21G) of Aβ(1-40) peptide were also 
performed in comparison with the wild type to examine the possible effects of the A21G mutation on 
the conformation of the Aβ(1-40) isoform. These findings suggest that the mutational perturbation 
to the membrane binding properties is coupled with the changes in nucleation behavior of Aβ during 
its fibril formation.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患関連タンパク質の凝集体構

造の形成には、神経細胞膜上の糖脂質の存在
が深く関わっていることが明らかにされつ
つある。しかしながら、神経細胞膜とタンパ
ク質の相互作用様式および神経細胞膜上で
誘起されるタンパク質の構造変化の詳細は
未解明であった。それは、このようなタンパ
ク質と糖脂質膜からなる複雑かつ動的な超
分子複合体の詳細な構造解析は通常の構造
生物学的アプローチでは困難であったため
である。 
我々はこれまで、Aβ の異常会合は神経系

に豊富に存在する GM1 ガングリオシドと Aβ
の複合体形成を契機として促進されるとい
う知見に基づき、GM1クラスターと野生型Aβ
を対象に、構造生物学・生物物理学的研究を
展開してきた。超高磁場 NMR 法と安定同位体
標識技術を駆使することにより、通常の構造
解析手法では困難であったAβ-GM1複合体の
高分解能NMR計測に初めて成功した。さらに、
GM1 クラスター界面に結合した Aβ のトポロ
ジーおよび空間配置を精密に決定した。これ
らの成果により、GM1 がクラスター化した環
境場こそが、Aβの特異的な結合・構造変化・
アミロイド線維形成を促す舞台となり、アル
ツハイマー病の発症に関与していることを
明らかとしてきた。 
一方、これまでの研究では、GM1 ミセル上

に安定に結合した状態のAβを対象としてき
たため、膜上で α ヘリックス構造を形成し
た Aβ 分子が協調して最終的に β シート構
造と変化していく過程に関する構造情報は
得られていなかった。我々のこれまでの研究
より、Aβ のアミロイド線維の形成過程は多
段階からなっており、ガングリオシドクラス
ターの組成・サイズ・曲率などが Aβとの相
互作用を規定していることがわかってきて
いる。しかし一方では、現在までの検討にお
いて、溶液 NMR 解析に適した小型のミセルや
ナノディスクではAβの構造変化を十分誘起
できないことが判明している。そこで、本研
究では発想を転換し、より生体膜に近い膜モ
デルを利用した固体NMR解析を実施すること
ができれば、Aβ の α ヘリックスから β シ
ート構造形成へと至る構造変化の過程につ
いて精密な構造情報を抽出できるとの着想
に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、NMR 法を用いて Aβ と環境場
との相互作用の構造情報を蓄積することに
より、構造変化から神経機能の破綻へと至る
分子病態のメカニズムを理解することを目
的とした。 
(1) ガングリオシド膜上におけるAβの構造
変換過程の解明：これまで培ってきた溶液
NMR 解析をベースに固体 NMR 手法へと拡張・
応用することにより、膜上での α ヘリック
ス形成の先に繰り広げられるイベント、すな

わち、特徴的なトポロジーにより規定される
Aβ- Aβ分子間の過渡的な相互作用を詳細に
捉えることを目指した。 
(2) 家族性アルツハイマー病における変異
型Aβの糖脂質認識の特異性の構造基盤の解
明： 一連の変異型 Aβ を対象に糖脂質膜環
境との相互作用の分子構造基盤を解析する
ことにより、変異型 Aβ によるガングリオシ
ド認識の特異性を解明するともに、糖脂質ク
ラスター環境に応じた Aβの構造変化の過程
を捉えることを目指した。 
 
３．研究の方法 
固体NMR法を用いて、リン脂質膜およびGM1

クラスターに結合したAβの構造解析を行っ
た。安定同位体標識を施した Aβペプチドを
調製し、脂質膜に対する Aβの配向情報を抽
出するとともに、Aβ の分子内相互および分
子間相互作用に関わる残基を同定した。その
際、糖脂質とリン脂質を組み込んだリポソー
ムを調製し、糖脂質の含量や膜構成要素との
割合を系統的に変化させることにより生じ
る Aβ側の構造変化を NMR解析により捉えた。
また、家族性変異型 Aβのうち Flemish 変異
型 Aβ（A21G）に関して、溶液 NMR 解析およ
び速度論解析を実施し、ガングリオシドとの
相互作用に関する構造情報を得た。 
 
４．研究成果 
(1) ガングリオシド膜上におけるAβの構造
変換過程の解明： 脂質膜に結合した Aβ の
固体 NMR 解析を実施した。その結果、平面性
の高いリン脂質膜上において、Aβ の N 末端
領域は特定の二次構造をとらないが、C 末端
領域は安定な β ストランドを形成している
ことが明らかとなった。また、C 末端領域の
β ストランドは分子間で相互作用しており、
平行 β シート構造を形成していることが示
された。さらに、ガングリオシドの濃度を変
化させたリポソームを作製し、固体 NMR 法を
用いてガングリオシド含有膜上に結合した
Aβ の構造解析を行い、ガングリオシドの含
有量に依存してAβの二次構造が変化するこ
とが明らかとなった。これらの構造は、Aβ
がαへリックス構造からクロスβシート構
造へと至るα-β転移の過程で一過的に生じ
る中間体構造であると考えられる。 
(2) 家族性アルツハイマー病における変異
型Aβの糖脂質認識の特異性の構造基盤の解
明：Flemish 変異型 Aβ（A21G）および野生
型 Aβ について、NMR 解析および速度論的解
析を実施した。チオフラビン T蛍光を用いた
速度論的解析の結果、A21G 変異はアミロイド
線維の伸長過程よりも核形成過程に大きな
影響を及ぼすことが明らかとなった。また、
NMR 解析の結果、GM1 ガングリオシドミセル
に結合した Flemish 型 Aβは、C末端側のα
へリックスは野生型と同様に保持されてい
るが、N末端側のαへリックスが野生型に比
べて非常に緩まっていることが明らかとな



った。これらの結果から、1 アミノ酸残基の
置換によって引き起こされる Aβの GM1ガン
グリオシドクラスター上での構造変化が、ア
ミロイド凝集核の構造形成に影響を与える
ことが示された。 
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