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研究成果の概要（和文）：部位特異的スピンラベル法による 2 点間距離計測技術をプリオン

凝集体の構造解析を明らかにする目的で研究を行った。実験は家族性プリオン病の変異体

D178Nの C末端側のヘリックス構造を持つ領域にスピンプローブ（R1）を導入し、酸性下で１M

塩酸グアニジン処理により凝集体構造を形成させ、CW-ESR ならびに電子スピン二重共鳴法

（DEER）によりスピン間距離を計測した。その結果、凝集に関与している構造体は C 末端領域

の構造が凝集体形成に重要であり、N 末端領域は一定の構造を取っておらず、凝集体の形成に

も関与していないことが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, to obtain the structural information for this 
pathological fibrous form of PrPSc, we measured the intermolecular distance in the 
pathological fibrous form with D178N mutation by the site-directed spin labeling (SDSL) 
with continuous wave (CW) ESR (X-band) and pulsed ESR (Q-band). After the formation of 
the fibrous structure by exposure to 1M of guanidine hydrochloride in pH4.0, the ESR 
spectra were measured by CW-ESR. The interspin-distances in pathological fibrous form 
were measured by continuous wave ESR (CW-ESR) and the four-pulse double electron-electron 
resonance (DEER) technique. The information of intermolecular distances will be useful 
to estimate the pathogenic fibrous structure of the familial prion disease, since it is 
difficult to analyze the macromolecules such as the fibrous protein by NMR or X-ray 
crystallography. 
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１．研究開始当初の背景 
 構造生物学の分野では古くは、X 線解析法、
X 線や中性子を用いた小角散乱法（SAX）や
多波長異常分散（MAD）X 線解析などの方法
が、金属イオン周辺の構造はＸ線吸収端微細
構造解析法（EXAFS）、二次構造では Far-UV、
円二色性分光法などが用いられてきている。
1990 年代から核磁気共鳴分光法（NMR）によ
る構造解析法の発展が大きな力を発揮して
きた。特に NMR ではそのパルス発生技術、積
算技術やオーバーハウザー効果の利用は大
きな力を発揮し、TROSY 法や NOESY 法によっ
て 20ｋから 30ｋダルトンのタンパク質の構
造解析が可能となってきている。しかしなが
ら、これらの方法にも 30ｋダルトンを超える
高分子タンパク質や糖タンパク質、別のタン
パク質のドメイン、脂質や核酸などと相互作
用した際の、微細なタンパク質分子の構造、
リン酸化に伴う微少な構造変化や数十ナノ
秒程度の速い揺らぎ運動などの構造解析は
不可能である。 
また、結晶化が全く不可能なタンパク質も数
が多い。そこで、目的とするタンパク質の調
べたい任意のアミノ酸残基にシステイン残
基を導入し、チオール特異的な安定ラジカル
であるニトロオキシドプローブを導入し、電
子スピン共鳴法（ESR）により測定する方法
が Hubbell らにより考案された。ESR スペク
トルを解析する事により、その局所の構造を
反映した情報を得ることが可能となる。初期
の研究では既に他の NMR 等の方法で構造解
析が明確にされている T4 リゾチームをモデ
ルに精力的に行われ、プローブの運動性（回
転相関時間τ）と構造との相関性、８Å～２
５Å までのプローブ間の距離の計測が
CW-ESR 装置で可能となった（Mchaourab et 
al., Motion of spin-labeledside chains in 
T4 lysozyme. Biochemistry. 35:7692 
(1996)）。その後、ナノ秒レベルのパルス発
生装置の開発、パルス波を用いた二重共鳴電
子スピン ESR 装置が安価に用いる事が出来
るようになり、25Å～80Å(2.5 nm～8 nm)ま
での距離まで測定することが可能となった
（Jeschke G et al., Direct conversion of 
EPR dipolar time evolution data to 
distance distributions. J Magn Reson. 
155:72 (2002)）。ちなみに NMR での核オーバ
ーハウザーを利用した距離は 5Å以内の距離
しか測定出来ないことから比較するとドメ
イン間以上の長距離の測定に非常に有用で
あるといえる。特に、この方法では、次の優
位点が挙げられる。 
１） 測定原理が特異的に二カ所にラベルさ
れたスピンプローブ間の双極子－双極子相
互作用（dipole-dipole interaction）を利
用するために、ドメイン間、分子間の長距離
の二点測定が可能であること 

２） 均一なタンパク質溶液でなくとも、ラ
ベルさえ出来れば異種タンパク質や異種分
子（例えばタンパク質と核酸）の距離計測が
可能。また、溶液が濁っていても測定可能で
あること 
３） 測定時のタンパク質の存在様式に拘ら
ないこと。つまり、膜タンパク質でも凝集体
になっていても測定が可能である。 
４） 金属タンパク質の金属イオン結合部位
近傍にスピンプローブを導入できれば金属
イオンが銅イオンやマンガンイオンなどの
常磁性体金属イオンであれば、金属イオンと
プローブとの距離計測が可能。 
 こうした優位点に着目して、申請者は BSE、
CJD やスクレーピーなどのプリオン関連病
はタンパク質の凝集体状態が病原体である
ことから、本法を適応することにより今まで
にはない構造情報が得られると考え、マ 
ウスプリオンタンパク質を用いて、定常状態
での運動性が非常に NMR で得られた構造情
報と一致するこ
と、ｐH に構造
変化を起こしや
すい領域がβシ
ート２、α ヘリ
ックス１の埋没
した部位、α ヘ
リックスの末端
の三カ所存在す
ること（右の図
の赤いα炭素の
部位）。さらには
ヒトの致死性家
族性不眠症（fatal familial insomnia；FFI）
で見られるアスパラギン酸 178 のアスパラ
ギンへの変異（D178N）が、より pH による構
造変化を引き起こし易くなることが明らか
となり、1 アミノ酸変異が病原性の構造変化
の引き金となることを示唆した。また、H186 
に銅イオンが結合する事も見いだし、現在、
国際誌に投稿中である。また、パルス ESR を
用いた距離計測も低ｐH により形成された
プリオン凝集体の分子間距離の計測を開始
しており、凝集体は β シート２を中心とし
て分子間相互作用に関与し凝集し、N 末端の
非構造領域やヘリックス領域は分子間相互
作用には関与する可能性が低いことを見い
だした。これは下図に示す DeMarco らが提唱
した分子シュミレーション（MD）で報告され
ている構造体（DeMarcoand Gagett, PNAS 101: 



2293 (2004)）を実験的に示したものであり、
より詳細な検討が今後の研究に求められて
いる。 
 
 申請者らは平成 19 年－平成 20 年の期間、
科学研究費基盤研究（B）として採択された
「プリオン蛋白質構造の原子間力顕微鏡と
磁気共鳴法を用いた新たな分子イメージン
グ」において、プリオンタンパク質は高分子
重合体を形成し、銅イオンとの結合構造を形
成する複雑なタンパク質であることから、そ
の高次構造解析において、NMR や X 線解析よ
りも、電子スピン共鳴法が有用であることを
示し、プリオンの銅イオンとの結合部位構造
やｐH に感受性のドメインの同定、遺伝性
CJD の変異体プリオンタンパク質の安定性
などを明らかにしてきた（J Clin Biochem 
Nutr. 2008Sep;43(2):51-7.Biochem Biophys 
Res Commun. 366:244 (2008), Biochem 
Biophys Res Commun.350:549 (2006), 
Biochem Biophys Res Commun. 335:785 
(2005)）。この方法は、目的のタンパク質の
構造変化を検出したい任意の場所、あるいは
分子間距離を測定したいアミノ酸残基の二
カ所にニトロオキサイドプローブを特異的
に導入し、その運動性を持続波－電子スピン
共鳴法（CW-ESR）やパルス条のマイクロ波を
用いた電子スピン二重共鳴法（pulse-ESR）
を用いて、その近傍の構造情報を得るという
方法であり、NMR のような分子の大きさに制
限されず、X 線解析では不可能な結晶化出来
ないタンパク質でも構造情報を得ることが
出来るという利点を持っている（Hubbell et 
al., Nat Struct Biol. 7:735 (2000)）。申
請者らは、この方法をプリオンのみならず、
人獣共通感染症に関連するタンパク質に適
用し、人獣共通感染症関連タンパク質の会合
状態、RNA との相互作用や脂質膜への融合な
どの複雑な、構造情報を得ることにより、感
染のメカニズム、創薬の分子機構の基礎的知
見を得ることができると予想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的はこの ESR技術を用いた新た
な距離測定法を用いることにより、プリオン
を始め、人獣共通感染症に関連するタンパク
質の構造解析に適用できる技術を確立し、人
獣共通感染症関連タンパク質の会合状態、
RNA との相互作用や脂質膜への融合などの
複雑な、構造情報を得ることにより、感染の
メカニズム、創薬の分子機構の基礎的知見を
得る技術を確立することを目的とする。具体
的には引き続きプリオン重合機構の解明を
中心に進め、病原性プリオンの凝集体の構造
を明らかにする事を目的とする。 
 
３．研究の方法 

 第一にプローブの導入のための目的の場
所にシステイン残基を導入したタンパク質
あるいはペプチドを作製、第二に次の図のよ
うにチオール特異的に反応する thio—
sulfonate spin label 剤（MTSSL）と反応

させ、透析あるいはＨＰＬＣによって未反応
なラベル剤を取り除き、生成する、第三に下
図のパルスシークエンスを用いパルスＥＳ
Ｒ測定を行い、スピンエコーを積算する。最
終的に得られたシグナルをガウス関数にフ
ィティングし、得られた関数をフーリエ変換
する事により距離情報に依存する Pake 
function curveに変換し、dipolar evolution 
frequency（ωdd）からスピン間距離を計算

する。 
 
具体的には下の図に示した D178Nの家族性プ
リオン変異体の組み替えタンパク質上の 6個
のアミノ酸残基をシステイン残基に変異を
入れ、MTSSLスピンラベル剤を導入した。 
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スピンプローブ（R1）を導入後、pH 4.0の低
pH条件で、１M塩酸グアニジン処理すること
で凝集体を形成させ、ESR 法により距離計測
を行った。 
 
４．研究成果 
 部位特異的スピンラベル法による 2点間距
離計測技術をプリオン凝集体の構造解析を
明らかにする目的で研究を推進した。実験は
家族性プリオン病の変異体 D178Nの C末端側
のヘリックス構造を持つ領域にスピンプロ
ーブ（R1）を導入し、酸性下で１M 塩酸グア
ニジン処理すると凝集体構造を形成させた。
凝集体が形成されたか否かは下図の AFM像よ
り明らかにされた。 

 
次に CW-ESR ならびに電子スピン二重共鳴法
（DEER）によりスピン間距離を計測した。そ
の結果、どの場所でも凝集体のスピン間の距
離は 2.0 nm 以上の値が持続波 ESR 法で検出
された。パルス ESR法でも計測範囲の短距離
限界を示し、周期的で規則正しい構造ではな
く、凝集体中の同じアミノ酸残基の分子間の
距離は 2.0 nm 程度の間隔を持つ凝集体を形
成している可能性を示していると類推され
た。 

 
  
 
さらに N 末端の D178N/S36R1 と D178N/S97R1
の２点の点数を増やし正確な測定を行った
が、この２点からは持続波 ESRでは測定が困
難であった。QバンドパルスESR装置を用い、
より長距離の２点間距離計測を行ったとこ
ろ、持続波 ESR で計測困難であった凝集体
D178N/K204R1で 2.7 nm、D178N/Y225R1で 3.0 
nm を示した。次のページの上の図に
D178N/K204R1の測定の一例を示した。 

 
 
 
 また、D178N/S36R1 と D178N/S97R1 では Q
バンドパルス ESRでも緩和時間が早いことが
原因と考えられるが、計測できなかった。以
上のことから凝集に関与している構造体は C
末端領域の構造が凝集体形成に重要であり、
N 末端領域は一定の構造を取っておらず、凝
集体の形成にも関与していないことが示さ
れた。 
 以上の結果から、以前の DeMarcoらのシミ
ュレーションの結果を合わせて考えると下
図に示した様なプリオンタンパク質がディ
スク上に重層した凝集体モデルがモデルと
して考えられた。 
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