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研究成果の概要（和文）：アミロイド線維はタンパク質の異常凝集体であり、全身性アミロイドーシスなど難病
疾患の原因と考えれている物質である。本研究ではアミロイド線維形成メカニズム解明のために、線維周辺に存
在する水、すなわち水和水に焦点を当て、その動的挙動（ダイナミクス）をギガヘルツからテラヘルツ領域にお
いて評価した。温度依存性の複素誘電率スペクトルを用いて、特にギガヘルツ領域に存在する水和水の回転緩和
成分に着目してスペクトルの解析をおこなったところ、モデルタンパク質インスリンにおいて、線維状態では正
常状態よりも早い回転緩和を示す一方、線維形成中間体状態は線維と同等のダイナミクスであることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Protein misfolding sometimes results in formation of abnormal aggregation, 
or amyloid fibril, which are thought to be causes of specified diseases such as generalized 
amyloidoses. In order to understand the underlying mechanism of the amyloid fibril formation, we 
scrutinized the dynamics of water around proteins or amyloid fibrils, i.e. hydration water, at 
gigahertz and terahertz regions. We performed temperature-dependent broadband dielectric 
spectroscopy in the frequency region by obtaining the complex dielectric spectra. We found that the 
rotational relaxational mode of hydration water became faster in the fibril state compared to the 
monomeric normal state while the relaxation time was similar between a prefibrillar intermedaite 
state and the fibril state.

研究分野： 生物物理化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）アミロイド線維とは 
アミロイド線維はタンパク質やペプチドの
異常蓄積により形成され、アルツハイマー病
や関節リウマチなどの重い疾患、すなわちア
ミロイドーシスを引き起こす原因物質であ
る。従ってアミロイド線維形成メカニズムの
解明はそれら重篤疾患を根本的に治療する、
あるいは予防する上で必要不可欠である。現
在主に考えられている形成機構を図1に示す。
まず単量体タンパク質が会合することによ
り初期会合体を形成し、その初期会合体がア
ミロイド線維伸長の元となる核を形成する。
一旦この核が形成されると、その核にモノマ
ーが構造を変化させながら次々と積層して
いき、速やかにアミロイド線維形成が引き起
こされる。つまり、初期会合体は線維形成の
引き金となる重要因子であり、初期会合体の
性質の理解はアミロイド線維形成機構解明
にとって重要な課題である。 

 
（２）線維前駆中間体の特徴 
申請者が所属するグループでは近年、血糖値
調節ホルモンタンパク質インスリンのB鎖に
おいて線維前駆中間体が安定に蓄積される
ことを発見した。様々な分光学的手法により、
B 鎖は定まった立体構造を持たないにも関わ
らず、100 nm 程度の会合体を形成しているこ
とを明らかにした。アミロイド線維を形成す
る場合、βシートを形成し、それらが隙間無
く、硬く相互作用する。一方 B鎖の線維前駆
中間体は、溶媒である水分子と相互作用しつ
つゆるい相互作用で会合体を形成している
と考えられ、この特異な性質は核形成機構の
鍵を握っていることが予想される。 
（３）申請者のこれまでの研究と本研究課題
の関連性 
タンパク質表面と相互作用している水、すな
わち水和水は、３次元的な水素結合ネットワ
ークを形成し、時々刻々と揺らいでいる。こ
のダイナミクスは、ギガヘルツ（109 Hz; GHz）
からテラヘルツ（1012 Hz; THz）において、
ナノ秒からピコ秒の時間領域にわたる回転
緩和や水分子間の低振動運動に反映される。
申請者はこれまで世界に先駆けて、誘電分光
（GHz 帯）およびテラヘルツ分光(THz 帯)を
組み合わせた広帯域分光法をモデル球状タ
ンパク質や脂質二重膜等の生体分子におい

て測定してきた。その結果、水和水はバルク
水と比較して遅いダイナミクスを示すこと
を明らかし、広帯域分光の有用性を実証した。
そこでこの広帯域分光を用いて、Ｂ鎖の線維
前駆中間体形成のメカニズムを、水和水ダイ
ナミクスの違いを通して明らかにしたいと
考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、アミロイド線維形成過程の各段
階における水和水ダイナミクスを明らかに
し、特に線維前駆中間体における水和水ダイ
ナミクスの特異的性質を探ることを目標と
する。手法として GHz-THz 帯における広帯域
分光法を用いる。以下に達成すべき点を述べ
る。 
（１）試料としてインスリンから分離される
ペプチド鎖のＢ鎖を用いる。申請者が所属す
る研究室において、インスリンＢ鎖は線維前
駆中間体が安定に蓄積することを見出して
いる。誘電分光およびテラヘルツ時間領域分
光を用いて、初期段階、核形成期、および線
維伸長期における水和状態の複素誘電率ス
ペクトル得る。測定は液体窒素温度（-195℃）
から室温にかけての温度変化測定を行い、温
度依存性スペクトルを得る。 
（２）温度依存性複素誘電率スペクトルをモ
デル関数でカーブフィッティングすること
により、水和水の回転緩和成分および振動成
分を抽出し、その温度依存性を明らかにする。
特に回転緩和時定数の温度依存性より、水和
水ダイナミクスに関する詳細な情報を取得
できる。 
（３）カーブフィッティングにより抽出した
成分の強度や時定数といった物理量、および
その温度変化特性に基づき、アミロイド線維
形成の各段階での水和水ダイナミクスの特
徴づけを行う。特に、線維前駆中間体とその
他の状態（単量体、アミロイド線維）とで決
定的に異なる物理量の抽出を行いつつ、その
違いに基づいて水和水が線維前駆中間体形
成に果たす役割について論ずる。その結果を
踏まえ、単量体-線維前駆中間体-線維核-ア
ミロイド線維という一連の線維形成過程に
おいて水和水のダイナミクスがどのように
変遷していくか、その分子論的描像を明らか
にし、アミロイド線維形成メカニズムを水と
の相互作用の観点から再構築する。 
 
３．研究の方法 
（１）まず、ネットワークアナライザを用い
て、0.5～20GHz 領域における複素誘電率スペ
クトルの温度変化測定を行った。まず水分蒸
発防止目的の試料ホルダを設計および作製
する。次にこの試料ホルダを用いて、233K か
ら室温までの温度変化測定を行った。なお、
温度変化測定については、モデル球状タンパ
ク質であるリゾチームや、モデル膜タンパク
質であるバクテリオロドプシンを用いた測
定を行い、温度変化測定が正常におこなえて

図１.アミロイド線維化スキームの概略 



いるかどうかを評価した。 
（２）次に、テラヘルツ時間領域分光計を用
いて、THz 領域の複素誘電率スペクトルを、
温度および水和依存的に行った。得られたス
ペクトルをGHz領域スペクトルとつなぎ合わ
せて解析することにより、水和水のダイナミ
クスに関する情報を抽出した。解析結果を元
に、アミロイド線維形成過程における水和水
ダイナミクスの性質を、特に線維前駆中間体
に注目しつつ議論した。 
 
４．研究成果 
（１）ネットワークアナライザの温度変化測
定用セルの作製 
溶液実験等に用いるプラスチック製のチュ
ーブを加工し、Oリングと組み合わせる事で、
図２に示すような測定セルを、予想よりも安
価に製作することが出来た。モデル球状タン
パク質リゾチームを用いて測定をおこなっ
たところ、233K から 293K において、問題な
く温度変化測定をおこなえることを確認し
た。 

 
（２）モデル膜タンパク質バクテリオロドプ
シンを含む紫膜の温度依存性複素誘電率ス
ペクトル測定 
ネットワークアナライザにより、233-293K の
温度範囲において、乾燥試料および水和試料
の複素誘電率スペクトル測定をおこなった。
その結果、水和水に由来する回転緩和成分の
温度依存性を明瞭に観測することが出来た。
また、テラヘルツ時間領域分光計を用いて、
同様の試料について83-293Kの温度範囲で複
素誘電率スペクトル測定を行い、ネットワー
クアナライザの結果と合わせて、以下の式を
用いてスペクトルのカーブフィッティング

をおこなった。 

ここで、ν は周波数をあらわす。右辺第１項
はイオン伝導に由来する項で、283K 以上で虚
部スペクトルにのみ寄与する。第２項目が
GHz 領域に存在する水和水の回転緩和に寄与
する項であり、Δε、τ、β がそれぞれ 緩和
強度、緩和時間、およびスペクトル成分の拡
がりパラメータである。第３項目は THz 領域
の低振動成分であり、２個のローレンツ型関
数で記述している。第４項は実部のみに寄与
する定数項である。結果を図３に示す。フィ
ッティングの結果、水和水に由来する回転緩
和の大きな成分（図３、青色の成分）が GHz
領域に存在し、かつ 233K より THz 領域にブ
ルーシフトにより侵入してくることがわか
った。興味深いことに、バクテリオロドプシ
ンのプロトンポンプ機能は、水和した状態で
230K 以上でないと発現しないことがわかっ
ている。従って、本研究により得られた結果
は、水和水に由来する回転緩和成分が THz 領
域に存在すると考えられる、機能に関連する
振動モードを熱的に誘起し、その結果機能が
発現されると言うことを示唆している。この
研究結果は、アメリカ化学会が発行する物理
化学系雑誌である、Journal of Physical 
Chemistry B にて報告した。 

 
（３）アミロイド線維前駆中間体およびアミ
ロイド線維の水和水ダイナミクス測定 
 インスリンの正常状態、およびアミロイド
線維を用意し、GHz-THz 領域において広帯域
誘電分光測定をおこなった。ネットワークア
ナライザとTHz時間領域分光計それぞれに用
いたサンプルで水和量が異なり、それぞれ独

図３.水和紫膜の GHz-THz 領域における
温度依存性広帯域複素誘電率スペクト
ル 
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図２．ネットワークアナライザ温度依
存性測定のために作製した試料セル。
プローブ（金属の棒部分）の先端に効
率よく試料を押しあてられるように設
計されている。右側の模式図が、試料
（赤色で示す）にプローブが押し当て
られている様子を示している。 



立して温度依存性を評価した。その結果、GHz
領域に存在する水和水の回転緩和時定数が、
アミロイド線維形成時に１．５倍程度速くな
る事象を見出した。一方、インスリンを還元
剤処理して得られるインスリン Bchain を用
いて作製した、アミロイド線維前駆中間体は、
アミロイド線維形成状態と比較して水和水
回転緩和はほとんど変化しなかった。これら
の結果は、正常状態のタンパク質がアミロイ
ド線維前駆中間体を形成すると、疎水性度合
いの増大などによって水和水の水素結合ダ
イナミクスが速くなる一方、線維前駆中間体
は成熟アミロイド線維と同様の表面性質を
持っていることを示唆している。これらの実
験は再現性を確認する必要があり、一通り実
験が終了次第、学術論文としてまとめる予定
である。 
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