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研究成果の概要（和文）：本研究は新しい中性子小角散乱の測定法を開発し、通常の測定では解析できない、不
規則構造中の個々の蛋白質の構造解析を行うことを目的としている。そのために、様々な難病発症と関係する蛋
白質の線維状異常凝集体（アミロイド線維）、特にパーキンソン病発症に関係する蛋白質α-シヌクレインのア
ミロイド線維について、これまで困難であった線維中のα-シヌクレインの構造解析を行った。この方法による
実験から得られた散乱曲線のふるまいが理論と一致したことを確認し、この方法の実用性を実証した。得られた
曲線の解析の結果、α-シヌクレインは線維中でも伸びた構造を取ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a new method of small-angle neutron 
scattering (SANS) for analyzing the structure of individual proteins with eliminating the effects of
 the inter-protein interferences. This enables one to analyze the structure of proteins within 
disordered aggregates. Using this method, we analyzed the structure of the protein, alpha-synuclein 
(aSyn), within amyloid fibrils. This system is important because formation of amyloid fibrils of 
aSyn is closely related to the pathogenesis of Parkinson's disease. This new method employs 
deuterated proteins, so we deuterated aSyn, and verified that this deuterated protein has similar 
characteristics to the usual hydrogenated proteins. We carried out the SANS measurements on amyloid 
fibrils of aSyn using the new method. Comparison of the observed SANS curves with the theory 
indicated the feasibility of this method. Analysis of the curves obtained suggested that in the 
fibrils, aSyn adopts extended structures. 

研究分野： 生物物理学、量子ビーム科学

キーワード： 中性子小角散乱　重水素化蛋白質　アミロイド線維　シヌクレイン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、中性子小角散乱の新しい測定法を開発する。この方法により小角散乱曲線を歪める粒子間干渉効果
を分離して個々の蛋白質の散乱曲線を解析することができる。この方法により初めてアミロイド線維のような配
列の乱れた蛋白質凝集体中の個々の蛋白質の構造解析が可能となる。このように、この新しい測定法により、こ
れまで解析することができなかった様々な不規則構造系の構造解析が可能となり、中性子小角散乱の有用性がさ
らに大きく広がるとともに、不規則構造系の研究の大きな進展が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 小角散乱法は、近年の解析法の発展とも相まって、溶液中の蛋白質の構造解析の手法とし

て重要となっている。しかしながら小角散乱は基本的に単分散の希薄溶液を仮定するため、解

析の際、散乱曲線を歪める粒子間干渉効果の除去が問題となる。通常は、試料濃度シリーズの

測定による濃度ゼロへの外挿により除去しているが、粒子間干渉が強い不規則凝集体構造等に

対しては、干渉効果を解析的に記述する一般式が存在しないため、干渉効果を除去して蛋白質

構造を解析することができない。 

(2) アミロイド線維は、蛋白質の線維状異常凝集体であり、パーキンソン病やアルツハイマー

病など種々の疾病発症と密接に関連している。疾病発症機構解明には、関連蛋白質のアミロイ

ド線維形成機構解明が重要であるが、そのためには、線維中の蛋白質の構造解析を行わなけれ

ばならない。アミロイド線維は、線維中の蛋白質の配列の大きな乱れや粒子間干渉のため、結

晶解析や繊維回折、電子顕微鏡、また通常の小角散乱や溶液 NMR が適用できず、固体 NMR

も、2 次構造の同定あるいはコア領域の解析に留まっているため、個々の蛋白質の全体構造は

明らかとなっていない。 

(3) 粒子間干渉を除去しうる中性子小角散乱法が、いくつか提案されている(Hoppe, J. Mol. Biol. 

1973; Pavlov & Serdyuk, J. Appl. Cryst. 1987; Fujiwara & Mendelson, J. Appl. Cryst. 1994)が、いずれ

も特殊な方法であり、実用化されたとは言えない。一般的な適用が可能な測定法の開発が必要

である。研究代表者は、こうした方法を検討する中で、重水素化蛋白質を用いて粒子間干渉効

果を除去しうる、簡便な、新しい中性子小角散乱測定法に思い至った。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、重水素化蛋白質を利用して、粒子間干渉を除去した形で個々の蛋白質の構造解

析を可能とする新しい中性子小角散乱測定法を提案し、アミロイド線維中の蛋白質の構造解析

に適用することにより、その方法を確立することを目的とする。 

(2) 試料として、パーキンソン病発症と密接に関連する蛋白質α−シヌクレイン(αSyn)を用いる。

αSyn のアミロイド線維形成がパーキンソン病発症と密接に関係するといわれており、発症機構

解明の上で、線維形成機構の研究は重要である。その線維形成機構解明の手掛かりとして、線

維中のαSyn の構造情報が重要である。本研究では、この新しい方法によるαSyn のアミロイド

線維の中性子小角散乱測定を行い、線維中のαSyn の全体構造を解析する。 

 
３．研究の方法 
(1) 本研究で提案する新しい測定法は、目的とする蛋白質を重水素化し、その重水素化蛋白質

と通常の蛋白質とを様々な量比で混合した混合系の中性子小角散乱を行い、得られた曲線を混

合比の関数として統一的に解析することで、粒子間干渉効果と個々の蛋白質からの散乱を分離

するという方法である。この方法の基盤となっているのは、重水素化蛋白質の性質が、通常の

蛋白質と同様で、混合系を調製したとき、ランダムに混ざり合うということである。 

(2) 従って、本研究遂行には、(a) αSyn の重水素化を行い、(b) 重水素化αSyn が通常の軽水素

を持つαSyn と同様の性質であることを確認し、その上で (c) 重水素化αSyn と通常のαSyn の混

合系を調製し、その混合系のアミロイド線維についての中性子小角散乱実験を行う、という段

階が必要である。 

(3) (a)については、研究代表者の研究室で確立した蛋白質重水素化の手法を用いて、αSyn の重

水素化を行った。(b) については、重水素化αSyn 及び通常のαSyn のそれぞれについて X 線小

角散乱実験（X 線は重水素と水素を区別しない）を実施し、同様の散乱曲線が得られるかどう



かを調べることで、同様の性質を持つことを確認した。X 線小角散乱実験は、あいちシンクロ

トロン光センターの小角散乱装置 BL8S3 を用いて実施した。(c)の中性子小角散乱実験は、

J-PARC センターの小角散乱装置 BL15 TAIKAN を用いて実施した。 
 
４．研究成果 

(1) 本研究提案の新しい中性子小角散乱測定法を実施するためには、蛋白質重水素化が必須で

ある。そこで、まず蛋白質重水素化をルーチンで行えるように実験室を整備し、研究対象であ

るαSyn の重水素化を行った。重水素化は研究代表者の実験室で確立した方法（重水中で光独立

栄養条件下で培養した緑藻から得られた重水素化緑藻ペプトンを栄養源として、大腸菌を重水

中で培養し、蛋白質を発現させることで重水素化を行う）を用いて、重水素化αSyn を得た。質

量分析により、98%重水素化が達成されたことが確認された。 

(2) 得られた重水素化αSyn が通常のαSyn と同様の構

造を持つかどうかを確認するために、X 線小角散乱実

験を実施した。単量体状態及びアミロイド線維状態の

αSyn それぞれについて測定を行った。図 1 に、通常の

αSyn (H-Syn)と重水素化αSyn (D-Syn)の Kratky プロッ

トを示す。それぞれの散乱曲線はよく一致しており、

D-Syn は、H-Syn と同様の構造を取っていることを示

している。 

(3) さらに D-Syn のアミロイド線維形成の時間経過を H-syn の場合と比較し、同様の時間経過

でアミロイド線維が形成されることを確認した。また、D-Syn のアミロイド線維の小角散乱測

定から、D-Syn のアミロイド線維も H-Syn のアミロイド線維と同様の構造を持つことを確認し

た。これらの結果から、D-Syn は H-Syn と同様の性質を持つことが確認された。従って、H-Syn

と D-Syn の混合系においてアミロイド線維を形成させる場合でも、H-Syn の線維と D-Syn の線

維が分離して形成されることはないと考えてよい。このことは本研究の新しい測定法が実験可

能であることを示している。 

 (4) 蛋白質試料の妥当性が確認されたので、実際に、様々

な割合で混合した H-Syn と D-Syn の混合溶液でアミロイド

線維を形成させ、それらの試料についての中性子小角散乱

実験を実施した。混合比 (D-Syn / H-Syn) 0% (H-Syn 溶液), 

5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 100% (D-Syn 溶液)の溶液の

それぞれについて、中性子小角散乱測定を行った。図２に、

それぞれの散乱曲線（散乱ベクトルの絶対値 Q (= 4πsinθ/λ, 

但し 2θ は散乱角、λ は入射中性子の波長)の関数となる） 

を示す。混合比に応じて散乱曲線が変化することがわかる。 

(5) これらの散乱曲線を混合比の関数として記述し、その理

論式を各 Q においてフィッティングすることで、αSyn 単

量体の構造情報を抽出することができる。図 3 に、そのフ

ィットの例を示す。混合比の小さいところで、実験データ

が理論式でよくフィットできることがわかる。混合比が大

きいところでの理論式からのずれは、D-Syn の量が多くな

るために、重水素化蛋白質はランダムに分布するという基

 
図１．重水素化αSyn (H-Syn)と通常の

αSyn (D-Syn)の X 線小角散乱曲線の

Kratky (Q-Q2I(Q)) プロット 

 
図 2．様々な混合比の H-Syn/D-Syn
混合溶液の中性子小角散乱曲線 

 
図 3.混合比の関数としての散乱曲線

への理論式のフィット 



本的仮定が成立しなくなるためと考えられる。溶液中でαSyn 単量体は伸びた構造を取っている

(Fujiwara et al. J. Mol. Biol., in press) が、これらのフィットの結果から、アミロイド線維中にお

いても、溶液中と同様の構造を取っていることが示唆された。これは、線維中のクロスβ構造

でαSyn 同士が直接会合している領域以外の領域には、蛋白質間に多くの空間が存在し、多くの

水和水が存在することを示唆する。線維中のαSyn のダイナミクスを考えるうえで重要な情報で

ある。このように、アミロイド線維のような乱れた巨大凝集体中でも単量体の構造情報の抽出

が可能であり、本研究提案の新しい中性子小角散乱測定法の有用性が示された。本方法は中性

子小角散乱の可能性をさらに大きく拡げる成果である。現在、本方法についての投稿準備中で

ある。 
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