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研究成果の概要（和文）：ユビキチンは構造安定性が高く可溶性も高いタンパク質であるが、ポリマー化したポ
リユビキチン鎖は熱や流体力学的応力により、アルツハイマー病をはじめとする神経変性疾患に関与する線維状
凝集体を形成する。本研究はポリユビキチン線維の構造と形成機序を核磁気共鳴法により原子分解能で解析し
た。線維反応中間体の作製や重水素交換実験による表面構造解析を通じて、線維形成において重要な構造変化や
分子間相互作用部位を特定した。また、新規レオロジー核磁気共鳴法を開発し、線維形成下におけるリアルタイ
ム構造解析を行なった。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitin is a protein with high structural stability and solubility. 
However, upon thermal and hydrodynamic stress, its polymerized form, a polyubiquitin chain, forms 
fibrillar aggregates that are associated with neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s 
disease. In this study, we investigated the structure and formation mechanism of polyubiquitin 
fibrils at atomic resolution by using nuclear magnetic resonance. In our analysis of fibril 
intermediates and hydrogen-deuterium exchange experiments of fibrils, we identified important 
structural changes and inter-molecular interactions in the formation of polyubiquitin fibrils. 
Furthermore, we established a new rheological nuclear magnetic resonance to monitor fibril formation
 in situ and detected conformational changes of side chains in polyubiquitin chains during their 
fibril formation.

研究分野： 構造生物学

キーワード： ポリユビキチン　アミロイド線維　重水素交換　反応中間体　レオロジーNMR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
長年多くの病理学者たちが抱いてきた不思議は、神経変性疾患で観察される異常タンパク質凝集体（封入体）の
ほとんどにユビキチンが含まれていることである。本研究は、どのようにしてポリユビキチン鎖が線維状凝集体
を形成するかを原子分解能で解析したものであり、得られた研究成果は封入体の形成機構の理解、つまり神経変
性疾患の発症機構の理解の一助となると考える。また、得られた構造学的情報は、熱や流体力学的応力によるマ
ルチドメインタンパク質の構造変化や分子間相互作用を理解する上で重要な知見となり得ると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 高齢化が深刻化する現代社会において、アルツハイマー病をはじめとする神経変性疾患患者
の増加は社会問題である。長年、発症機構解明のため国内外で研究が行われているが不明な点が
多く残されている。その中でも最大の不思議は、これらの疾患で共通して確認されるユビキチン
陽性の脳内封入体（異常タンパク質凝集体）である。ユビキチンはタンパク質に鎖状に結合し、
機能や寿命を制御する翻訳後修飾因子の一つであり、極めて物理的・化学的に非常に安定なタン
パク質である。したがって、細胞内でユビキチンが凝集体を形成することは長年謎であった。 
 
２．研究の目的 
 先行研究において、ユビキチンがポリマー（ポリユビキチン鎖）を形成することで構造不安定
化し、神経変性疾患の発症に関与するアミロイド線維を形成することが分かった[1]。加えて、ポ
リユビキチン鎖の線維状凝集体は、細胞内で選択的オートファジーにより分解されることも見
出した[1]。しかし、どのようにポリユビキチン線維が形成されるのか不明である。本研究では、
核磁気共鳴法（NMR）を用いて、ポリユビキチン線維の形成機序を原子分解能で解析した。 
 
３．研究の方法 
 ポリユビキチン線維の特徴は熱や撹拌により形成されることである。そこで本研究では、まず
(1)試料を撹拌しながら NMR 測定ができるレオロジーNMR を用いて線維形成下におけるリアルタ
イム構造解析を行なった。次に、(2)システイン導入変異体を用いて熱変性で作製したポリユビ
キチン線維の解離過程を調べることで線維形成機序を解析した。さらに、(3)重水素交換実験に
より、ポリユビキチン線維の表面構造解析を行なった。 
 
４．研究成果 
（1）新規レオロジーNMR によるポリユビキチン線維形成のリアルタイム構造解析 
 如何にポリユビキチン鎖は線維を形成するのか知るため、撹拌でポリユビキチン鎖が線維を
形成することに着目し、本研究では撹拌しながら原子分解能の構造情報を取得できるレオロジ
ーNMR 法を新たに開発した[2]。新規レオロジーNMR 法は、NMR 管の中に固定されたガラス棒を挿
入し、NMR 管を回転させることで、挟まれた空間に存在する溶液を撹拌するものである（図 1）。
開発した手法により、M1 結合型のヘキサユビキチン（6鎖長のポリユビキチン鎖）を 35 Hz（平
均剪断速度 680 s-1）の回転数で撹拌したところ、白色沈殿ができ、透過型電子顕微鏡で観察す
るとタンパク質線維が形成していることが分かった。さらに、アミロイド線維染色色素チオフラ
ビン-T の蛍光解析によりアミロイド線維であることが分かった。線維形成中にタンパク質の側
鎖の化学的環境の変化を調べることの出来る 1H-13C 相関スペクトルを連続的に測定したところ、
多くの部分では変化が観察されず、ポリユビキチン鎖が線維を形成する際、大きな構造変化が起
こっていないことが示された。ポリユビキチン線維や神経変性疾患で見つかる細胞内ユビキチ
ン陽性タンパク質凝集体は、一般的なユビキチ
ン抗体で染色できることから、ポリユビキチン
鎖が形成する凝集体内のユビキチンは天然状態
の静的構造を大きく変化させていないことが示
唆される。一方、プロリン側鎖やリジン側鎖など
の二次構造を繋ぐ比較的柔軟な領域で変化が検
出された。この結果は、線維形成に伴って構造的
に柔軟な領域にあるアミノ酸側鎖が互いに相互
作用し、β 構造が連続した規則的な構造を形成
することを示唆する。特に、プロリン残基のシス
-トランス異性化がアミロイド線維形成におい
て重要な役割を担っていることが報告されてい
るため、ポリユビキチン鎖のアミロイド線維形
成においても、プロリン残基のシス-トランス異
性化が深く関わっていることが考えられる。 
 
（2）ポリユビキチン線維解離実験による線維反応中間体の作製と構造解析 
 一般的なアミロイド線維は酸変性で作製
され、形成には長時間を要することが多い。
一方、ポリユビキチン線維は熱変性により
ごく短時間で形成する。従って、線維の高
次構造情報を取得するために有用な反応中
間体の検出が困難である。そこで、本研究
ではモノユビキチンは線維化しないという
性質を利用した反応中間体作製方法を考案
した（図 2）。まず、ジスルフィド結合を介
したダイユビキチンを作製し、これを熱変
性により線維形成させた。その後、還元処

図 1 新規レオロジーNMR 法. 
a, 平面概略図; b, 設置する様子. 

460 480 500 520 540
0

50

100

150

200

250

Wavelength /nm

Th
T 

flu
or

es
ce

nc
e 

/ a
.u

.

400 450 500 550 600
0

50

100

150

200

Wavelength /nm

AN
S 

flu
or

es
ce

nc
e 

/ a
.u

.

a b

c d

UbSH

S
S Heat DTT

Dissociation
intermediatesUb2

S-S UbSHUb2
S-S fibrils

Dissociation intermediates
Ub2

S-S fibrils

Ub2
S-S

UbSH

Dissociation intermediates
Ub2

S-S fibrils

Ub2
S-S

UbSH

60 70 80 90 100
0

10

20

30

40

Elution volume / ml

Ab
so

rb
an

ce
 a

t 2
80

 n
m

 / 
a.

u.

Dissociation
intermediates

図 2 線維反応中間体作製ストラテジー. 
Ub2

S-S, ジスルフィド結合で形成したダイユビ
キチン; UbSH, ユビキチン G76C 変異体. 



理によって、線維中のジスルフィド結合を開裂させ、徐々に線維を解離させた。生成物として、
主にモノユビキチンが得られ、ダイユビキチンと同等の水和半径を持つ分子も少量得ることが
できた。還元処理で十分量の還元剤を加えており、ダイユビキチンが残存していたとしてもジス
ルフィド結合は即座に開裂するため、得られた分子はダイユビキチンではない。事実、この分子
は低温では長時間安定であった。しかし、熱力学的に準安定状態にあり、温度依存的に不可逆的
にモノユビキチンに変化することを観察した。つまり、得られた分子は線維が解離する際の反応
中間体であると考えられる。また、この反応中間体はモノユビキチンに比べ、チオフラビン-T に
より強く結合した。さらに、三次元 NMR 測定で反応中間体はモノユビキチンと異なる化学シフト
を持つピークを有していることが分かった。特に、βシートの端やαヘリクッスの中央で構造不
安定化が起こっていることが示唆された（図 3）。これらの結果から、反応中間体はポリユビキ

チン線維の構造情報を
反映する最小単位の分
子であることが示唆さ
れた。 
 
 
図 3 線維反応中間体
からモノユビキチンへ
の不可逆的遷移. 

 
（3）重水素交換実験によるポリユビキチン線維の表面構造解析 
 ポリユビキチン線維の重水素交
換実験を行ない、線維形成に用いら
れるポリユビキチン分子表面・部位
の特定を行なった。重水素交換実験
において、タンパク質試料を重水に
曝すと、溶媒に接しているアミド軽
水素は溶媒中の重水素に交換され
やすく、構造内部にあるもしくは水
素結合を形成しているアミド軽水
素は溶媒中の重水素に交換されに
くい。この性質を利用し、重水で交
換したポリユビキチン線維中のア
ミド軽水素を溶液 NMR により、定量
的かつアミノ酸レベルで取得する。
これにより、線維の表面構造ならび
に線維の単位構造の情報を得るこ
とができる。しかし線維は水に不溶
で、試料中のアミド軽水素を溶液
NMR で検出するためには線維を DMSO
に溶解させる必要がある。DMSO 中の水素は非交換性であるとともに、線維は完全変性した状態
となり定量的解析が可能である。よって、ポリユビキチン線維を重水素交換した後、DMSO 中で
変性させ、溶液 NMR 測定をし、重水素交換の度合いを定量化した。線維形成前に高次構造を形成
していないループ領域が、線維状態では重水素交換から保護されていることが分かった（図 4）。
これは、線維形成時にこれらの領域が構造変化を引き起こし、溶媒と接することが少ない線維の
コアを形成していることが考えられる。このように線維の重水素交換実験により、ポリユビキチ
ン線維のコア構造を形成する領域を特定することができた。 
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図 4 重水素交換実験により特定した線維のコア構造
を形成する領域と線維形成モデル. 
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