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研究成果の概要： 

 パーキンソン病では、脳細胞内にシヌクレインタンパク質が繊維化したものを主成分とする

異常な凝集体が見られる。正常なシヌクレインタンパク質と、遺伝子疾患患者から見つかった

A53T 変異体の凝集機構を動的光散乱で測定した。従来推測されていたのとは逆に、A53T 変異体

の方が異常な凝集をおこしにくいことが判明した。凝集の初期状態の測定に適している小角散

乱よりは大きな角度の散乱が測定可能な中性子の中間領域散乱実験装置を建設した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 この申請を提出した当時の研究代表者は

高エネルギー加速器研究機構・物質構造科学

研究所の内藤幸雄特任教授であった。内藤特

任教授は平成 19 年度に病気療養が必要にな

り、最終年度は研究代表者が現在の古坂道弘

に引き継がれた。当初の申請代表者であった

内藤は、それまで幾つかの民間の研究所にお

いて研究活動を行って来た。その経験の中か

ら、医学―生理学―物理学の研究者ネットワ

ークを作る事により、従来の学術的なアプロ

ーチとは全く異なった視点から、生物学、医

学に貢献できると考えていた。その第一ステ

ップとして申請者らは、パーキンソン病、ア

ルツハイマー病などの脳疾患に関連した蛋

白質の会合と凝集に焦点を当て、蛋白質水溶

液構造を明らかにしようとしていた。タンパ

ク質の希薄溶液を中性子小角散乱、あるいは

通常の小角散乱よりは運動量変化 Qの大きな

領域まで拡大した中間領域での散乱実験お

よび、動的光散乱、AFM などによる測定を行

っ て い た 。 こ こ で 中 間 領 域 散 乱

（Intermediate-Angle Scattering）とは申
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請者等の造語であり、適当な術語が無いため、

ここでは小角散乱と単結晶回折あるいは粉

末結晶回折の測定の間の中間領域（角度）の

散乱という意味で使っている。 

 パーキンソン病を初めとする種々の脳疾

患には、タンパク質の異常な凝集による細胞

死が関係していることは良く知られている

ことである。脳疾患の結果としてβ-アミロ

イドによる老人斑形成、α-シヌクレインを

主成分とする Lewy 小体の形成、タウの線維

化等が見られる。この研究を始めた時にはこ

れらの線維化自体が病因であり、関連タンパ

ク質の異常な凝集、線維化（異常な凝集現象

の最終過程）を阻止することがこれらの脳疾

患を治療するための戦略であるというのが

通説であった。例えばチオフラビン等を用い

たβシート構造の増加を伴う線維化を抑制

する剤が提案されていた。 

 しかし一方で、凝集体の形成は、タンパク

質の異常な凝集プロセスで生じる毒性の高

いオリゴマーによる脳神経細胞の死を救う

ためのシステムではないかとする考えが提

唱されていた。すなわち、毒性の高い、タン

パク質が何個か会合した水溶性のオリゴマ

ーを水不溶性の生理活性の低い凝集体とし

て細胞内外に隔離しているのではないか、と

する考えである。もしこれが正しいとすれば、

先に述べた線維化を抑制する方法は、有毒で

あるタンパク質のオリゴマーを線維化して

無毒化する過程を阻害し、病気の症状の進行

をかえって促進するという可能性をもつこ

とになる。 

 このような情勢の中で、我々は問題となる

タンパク質がどのように会合してオリゴマ

ーになり、さらに線維化して行くのか、どの

ような条件でそのようなことが進行するの

かを明確にすることが不可欠であると考え

ていた。また、現在もその重要性は変わらな

いと考えている。一方、パーキンソン病に関

連するタンパク質の一つである UCH-L1 の希

薄溶液を中性子小角散乱で研究していく過

程で、溶液の PH、塩濃度などの微妙な変化で

タンパク質の会合状態が大きく変化するこ

とが分かって来ていた。通常は会合状態にな

んの影響も無いと思われているような操作

でも、会合、線維化を起こしてしまい、状態

が全く変化してしまうなどの経験をしたこ

ともある。 

 このような状況の中では、タンパク質溶液

の中性子、あるいは X線の小角散乱がもっと

も強力な手段になる。X 線小角散乱、あるい

は放射光の小角散乱装置は中性子のそれに

比較し、数桁も強度が強い。そのため、圧倒

的に計測時間が短く、数秒で 1測定が完了す

る。これに対し、中性子小角散乱では、1 測

定に数時間がかかる。しかし、その強度故に、

X 線では試料に対する損傷が問題になる。今

のように、会合のような非常に微妙な相互作

用を問題にする場合、そのような損傷の問題

は避けて通れないため、中性子での測定には

利点がある。 

 さて、UCH-L1 たんぱくであるが、wild の

タンパク質と、パーキンソン病になりやすい

家系の DNA から再構成したものでは、アミノ

酸シークエンスが 1ヶ所違うだけである。そ

のような試料で中性子小角散乱を行うと、そ

れぞれのタンパク質で形状がわずかに異な

っていることが我々の研究で明らかになっ

て来ていた。このような形状変化を測定する

ためには、会合の状態がほとんど変化しない

ような希薄溶液で、さらに、実空間で小さな

スケールに対応した情報が取れる、運動量変

化の大きな領域、Q ≥ 2nm-1の測定が不可欠で

ある。X 線の小角散乱では、通常この領域で

は窓材からのバックグランドが無視出来な

いこと、溶媒である水の散乱断面積が大きく、

良好な S/N が取れないなどの困難が有る。中

性子小角散乱では、X 線に比較して断面積の

差が大きく、S/N を良く出来る可能性が高く、

X 線に比較すればまだ測定が容易になる可能

性が高い。 

 しかしながら、中性子小角散乱を行うため

の装置は現在国内に 2台しか無く、マシンタ

イムが十分には取れない状況である。このた

ま、そのような領域の中性子小角散乱を十分

なマシンタイムで測定出来るような装置は、

国内はもとより、海外にもほとんど無いと言

ってよい状況であったし、現在もそのような

状況は変化していない。 

 
２．研究の目的 
 
 パーキンソン病に罹病したヒトの脳では、

神経細胞死の亢進がおこり、ドーパミン産生

細胞が減少する。ドーパミンの現象でパーキ

ンソン病になると考えられている。このよう

な病気にかかったヒトの脳では Lewy 小体と

呼ばれる、シヌクレインを主成分とする異常

なタンパク質の凝集体が見られる。最初に述

べたようにこのようなタンパク質の線維化、

凝集体を作ることは、毒性の高いタンパク質

のオリゴマーによる細胞死を防ぐための機

構なのではないかという仮説がある。そこで、

wild なシヌクレインと、遺伝子疾患患者から

見つかった A53T 変異体との動的光散乱実験

による会合状態の研究を行うことを目的と



した。また、このような研究を行うためには

中性子の中間領域散乱が強力な手段となる

ため、そのような測定が可能になる装置の建

設を行うこととした。しかし、中性子散乱実

験装置を建設するのはそれほど容易なこと

ではないため、また、中性子小角、中間領域

散乱を取る上で必要なデータを取るという

意味も含め、平行して動的光散乱法によって

シヌクレインの会合過程、高分子化の過程の

測定を行うこととした。 

 
３．研究の方法 
 パーキンソン病の原因タンパク質である、

α−シヌクレインの wild-type と遺伝子疾患

患者から見つかった A53T 変異体を、大腸菌

を用いて、酸化的雰囲気下で合成・精製した

試料の中性水溶液中でのモノマー、オリゴマ

ー構造を動的光散乱法で測定をおこなった。 

 また、中間領域中性子散乱装置に関しては、

研究用原子炉 JRR-3 の C1-3 冷中性子ガイド

管に設置された極小角中性子散乱実験装置

（ULS）のモノクロメータ遮蔽の位置に設置

することとした。 

 

４．研究成果 

 wild のα−シヌクレイン、遺伝子疾患患者

から見つかった A53T 変異体試料について動

的光散乱測定を行った結果を図 1に示す。双

方ともこの状態ではまだモノマーが存在し、

wild type, A53T 両者ともに似たような凝集

プロセスを経ることが分かる。しかし、wild 

type の方が A53T に比べて比較的初期の段階

から高分子凝集体を形成し易いという結果

が得られた。 

 次に、4°C で 12 時間撹拌溶解したそれぞ

れの試料、及び、凝集し難いと言われている

凍結乾燥品β−シヌクレインの可溶物につい

て動的光散乱の実験を行った結果を図 2に示

した。これをみると、凝集し難いと言われて

いる凍結乾燥品β−シヌクレインの可溶物に

はモノマーが見られず、Γ-1=1ms より少し長

い時間のところにピークが見られ、凝集中間

体を作っているのが分かる。しかし、これは

溶解性も高く、高分子凝集体ではない。これ

に対し、wild-type のα−シヌクレインには 

Γ-1=30 ms の付近に大きなピークがあり、高

分子凝集体が見られるが、凝集中間体は見ら

れない。また、wild-type より線維化し易い

とされる A53T 変異体であるが、Γ-1=8 ms の

付近に高分子凝集体が見られるが、それとと

もに溶解性の高い凝集中間体も見られる。 

 結果をまとめると、wild type, A53T 両者

ともにランダムコイル状であり、wild type, 

A53T 両者ともに同様な凝集プロセスを経る

ことが分かる。さらに、ランダム凝集ではな

く、もし一定の大きさの凝集中間体を経て凝

集すると仮定すると、凝集体は何らかの構造

をとる可能性があることが示唆される。 

 これまでの多くの研究者が行ってきたよ

うな、チオフラビンを用いたシヌクレインの

凝集（β-sheet 構造依存）とは異なり、凝集

の初期過程においては、A53T 変異体は wild 

type より凝集し難く、凝集中間体として長く

水中に存在することが示唆された。 

 

図 2 wild のα−シヌクレイン（黒色白抜き）、

A53T 変異体（黒丸）及び、乾燥凍結品を溶

解したβ−シヌクレイン（青色白抜き）に対

する動的光散乱の実験結果。 

 

図 1 α−シヌクレイン及び A53T 変異体

試料の動的光散乱による初期的な凝集

過程における分子サイズ分布。 



 A53T はパーキンソン病患者から同定され

た変異体であり、細胞毒性（細胞死をもたら

す）が強いとすれば、今後、モノマーからの、

凝集機構がどうなっているのかを知ること

が非常に重要となる。 

 シヌクレインの研究と平行して、中間領域

散乱（ Intermediate-Angle Scattering 、

iANS）実験装置の製作／設置を行った。この

装置は日本原子力研究開発機構（JAEA）の研

究用原子炉 JRR-3 の C1-3 冷中性子ガイド管

に設置された極小角中性子散乱実験装置

（ULS）のモノクロメータ遮蔽の位置に設置

した。モノクロメータとしては湾曲化シリコ

ン完全結晶を用い、5.8A の中性子を取り出し

た。 

 中間領域散乱の測定を行うためには広い

立体角をカバーする検出器が不可欠であり、

これまで高エネルギー加速器研究機構物質

構造科学研究所中性子科学研究施設の小角

散乱装置SWANで用いていた直径1/2 インチ、

有効長 607mm を持ったチューブ型の 1次元位

置敏感型 PSD を 48 本並べて 2 次元検出器に

したものを再利用している。この様子を図に

示した。この装置で測定出来る Q範囲はほぼ

0.6 nm-1から 6 nm-1の領域となる。また、最

小角での Q 分解能は約 30%であり、このよう

な高強度低分解能の測定には十分な分解能

を持っている。図 3に PSD ユニットの装置へ

の設置状況の写真を示した。 

 この装置と相補的に利用出来る小型集束

型中性子小角散乱装置（mfSANS）があり、通

常の小角散乱領域、5×10-2 nm-1から 0.6 nm-1

が測定出来る仕様となっている。このため、

この PSDのデータ収集エレクトロニクスは同

じ計算機、同じ National Instrument 社製

LabView ソフトウエアで制御出来るようにソ

フトウエアを整備した。また、生データを読

み込み、データ解析を行い、様々な表示をす

るソフトウエアの基本部分については

Walfram Research 社製の Mathematica で開発

した。このような中間領域散乱装置を用い、

直接ビームの測定、標準試料の測定を行い、

Q=6nm-1 までの測定が出来ることが確認され

た。 

 モノクロメータへビームを供給するガイ

ド管は Ni製膜した冷中性子ガイド管であり、

その口径は幅 20mm 高さ 50mm である。このビ

ームの直下には別の装置へのガイド管／コ

リメータが設置されており、このビームの下

側 15mm はほとんどビームが来ない状況であ

り、また、上側 10mm のビーム強度は弱いこ

とが判明した。また、単結晶の湾曲化装置の

機構により、結晶の一部分しか湾曲せず結晶

での中性子反射強度が弱いことが判明した。 

 この湾曲化結晶モノクロメータでの測定

を行う過程で、結晶を出たビームがある限ら

れたアパーチャーを通過する必要がある場

合には、入射中性子のビーム発散角に比例し

て強度が増すことが分かった。逆に結晶の湾

極度を大きくしても、ガイド管から出てくる

中性子の発散角が小さい場合には強度を上

げることは出来ない。つまり、中性子強度を

上げるためには結晶の湾曲度を通常より一

桁以上上げるとともに、それに見合った発散

角の大きな中性子を入射する必要がある。 
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図 3 中間領域散乱測定装置に設置された

一次元位置敏感検出器（PSD）ユニット。1

ユニットに 8本の PSD が設置されている。 
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