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研究成果の概要（和文）：トランスサイレチンの中性子結晶構造解析に向けてトランスサイレチ

ンの大型結晶化、中性子回折データ収集を行い、中性子結晶構造解析に成功した。それによっ

て結晶中におけるトランスサイレチンのプロトン化状態と水和構造を明らかにした。それらの

情報からトランスサイレチンのアミロイド繊維化に関わる構造安定性と pH 感受性の分子メカ

ニズムを解明することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Towards to the neutron crytallographic analysis, crystallization of 
large crytals and neutron diffraction data collection were carried out, and we succeeded to 
determine the neutron crystal structure of transthyretin. Neutron structure revealed the 
structural stability and molecular pH sensitivity, related to the amyloid fibril formation.  
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１．研究開始当初の背景 
 アミロイドーシスは、アミロイドと呼ばれ
る繊維状の異常タンパク質が沈着して臓器
の機能障害を起こす病気の総称であり、難治
性特定疾患として厚生労働省に指定されて
いる。血液中でサイロキシンを運搬する役割
を持つトランスサイレチン(TTR)は、アミロ
イドーシス原因タンパク質として知られて
いる。特に TTR遺伝子変異による家族性アミ
ロイドポリニューロパシー(FAP)は自律神経
障害や腎・心不全等の症状を引き起こす。 
 TTRはβ-シートを多く含む 127アミノ酸残

基からなるサブユニットが 4 分子会合し、ホ
モ 4量体を形成している。単量体の分子量は
約 14kDa で、A-H と名付けられた 8 つのβス
トランドと 1つの短いα－ヘリックスからな
る。それぞれの 2量体では二つの単量体間の
相互作用は水素結合と疎水結合からなる。こ
の 2つの単量体はそれぞれの H-ストランド同
士で多くの水素結合を形成し、いわゆる単量
体－単量体界面を形成している。この 2 量体
が会合することによって 4量体が形成される。
2 量体－2 量体相互作用に特に重要とされて
いるのは AB-ループ、GH-ループであり、2量
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体－2 量体相互作用はこれらのループ間で形
成される水素結合と疎水結合からなる。 
 TTR がアミロイド繊維を形成する過程で最
も重要であると考えられているのが 4量体の
解離であり、イン・ビトロ実験によって証明
されている。また、TTRは pH に対して感受性
を持つ。pH が低下すると 4量体が解離し、ア
ミロイド繊維形成が促進される事が知られ
ている。 
 
２．研究の目的 
 近年、低 pH で作成した TTR 結晶の構造解
析がなされ、pH低下が及ぼす立体構造変化等
の知見が得られてきた。しかし、これらの研
究は全てＸ線を利用して構造解析されたも
のであり、本来 pH の主役である水素原子に
ついての議論は困難であった。したがって根
本的にその構造変化がどのようにして TTR4
量体を不安定化し、アミロイド繊維化を促進
するのかは解明できていない。タンパク質に
おける pHに依存した振る舞いは、主に酸性・
塩基性アミノ酸残基のプロトン化状態の変
化に起因する。TTRの pH感受性を構造生物学
的に追及するには、水素原子やプロトン化状
態等の情報が必要不可欠である。水素原子の
X 線原子構造因子は他の原子に比べて非常に
小さく、X 線を用いてプロトン化状態を観測
することは困難である。一方で中性子結晶構
造解析において、水素原子の中性子散乱長（X
線の原子散乱因子に相当）は他の原子と大き
な差は無く、生体高分子の水素結合、プロト
ン化状態、水和状態等を決定する手法として
用いられている。 
 本研究では TTRの中性子結晶構造解析を目
指し、大型結晶作成、中性子回折データ収集、
構造解析を行うことによって、TTR における
水素結合やプロトン化状態を決定する。これ
らの情報を元に TTR の pH 感受性と 4 量体安
定性、そしてアミロイド繊維化の関係を構造
生物学的に解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 まず、中性子回折測定に用いる結晶を作成
した。一般的に中性子は X線と比べて強度が
弱く、X線結晶構造解析に用いられる 1000倍
程度の結晶体積が必要である（1mm3以上）。そ
こで、立体構造を保持していない N末端（1-10
残基）を削除した、結晶化しやすい変異体を
用いて結晶化を行った。結晶化条件は結晶化
スクリーニングによって探索し、見つかった
結晶化条件を最適化することによって大型
結晶作成に成功した。結晶化条件を最適化し
た結果、最も大きな結晶が析出した条件は、
タンパク質溶液：[9.5mg/ml TTR、1.0M クエ
ン酸三アンモニウム pD 7.4、0.2M 塩化マグ
ネシウム]と沈殿剤溶液：[1.85M クエン酸三
アンモニウム pD 7.4]であり、シッティング

ドロップ蒸気拡散法を用いたものであった。
結晶は約三週間後に析出し、その後 3～4 ヶ
月間成長し続け、約 2.5mm3（2.6×1.2×0.8mm)
程度まで成長した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 中性子回折測定は大強度陽子加速器施設
（J-PARC)の物質・生命科学実験施設(MLF)に
建設された BL-03茨城県生命物質構造解析装
置(iBIX)を用いて行った。J-PARC では飛行時
間型(TOF 型）パルス中性子を供給しており、
従来の原子炉線源よりも効率良く回折デー
タを収集できる。データ収集時の波長範囲は
2.7-6.7Åであり、41セット（結晶方位数）
を 13 台の検出器を用いてデータ収集した。
１セット当たりの照射時間は J-PARC加速器
の出力が 120kW 時に 20時間、220kW時には
12 時間とし、2010年 10月～2011年１月の間
のマシンタイム約 30日間を利用した。図 2
は 2θ角が約 50°付近（分解能領域：3.16～
5.03Åを表示）に配置された検出器の回折像
を示している。回折点は比較的弱いが鋭く観
測出来ており、質の良い結晶であると共に、
十分に構造解析が可能であることが伺える。 
 
図 2．3.16～5.03Å分解能領域の中性子回折
像。3 組の数字はミラー指数を表している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 回折データ処理は主に iBIX 用に開発され
た STARGazerを用い、適宜イン・ハウス・ス
クリプトを作成して計算を行った。高分解能
領域でも比較的明瞭に回折点が観測でき(図
３）、結晶データも良好であったので（表 1）、
2.0Å分解能までの回折点を用いて解析を行
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った。構造精密化は常温で測定した X線結晶
構造（PDB ID:3U2I)を初期モデルとして、
PHENIX.REFINEを用いて行った。分子表示ソ
フトウェア COOTで手動での構造修正を行い、
PHENIX.REFINEによる構造精密化を繰り返す
ことによって、最終的な R因子が 23.4%、freeR
因子が 27.2%になった。精密化された構造デ
ータと構造因子データは Protein Data Bank
に登録した（PDB ID:3U2J)。回折データと構
造精密化データを表１にまとめる。 
 
図 3．2θ=118°、2.44～2.74Å分解能領域の
中性子回折像。3組の数字はミラー指数を表
している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1．回折データと構造精密化データ 
 

 
４．研究成果 
 まず、プロトン化状態の決定を試みた。ヒ
スチジン側鎖を除外した差フーリエ図を計
算し、（重）水素原子位置のピークの高さか
ら、His31はダブルプロトン化、His56、His88、

His90は Nε2のみがプロトン化されていること
がわかった。また、同様の方法を水分子にも
適用し、観測された水 55 分子の内、14 分子
を D-O-D として同定することができた。これ
らの中でとりわけ興味深いのが His88とその
近傍の水分子で水素結合ネットワークを形
成していたことである（図 4）。この水素結合
ネットワークは Thr75、Trp79、His88、Ser112、
Pro113、Thr118(B)と 4 つの水分子による計
10 個の水素結合から形成されており、TTRの
構造安定性に寄与していることがわかる。ま
た、His88 の Nδ1はプロトン化されておらず、
水分子と形成している水素結合においてア
クセプターとして機能していることから、酸
性 pH 下では His88 の Nδ1はプロトン化され、
この水素結合ネットワークを維持できず構
造が不安定化することが示唆される。 
 
図 4．His88 近傍の水素結合ネットワークの
立体図（並行法）。サブユニット A と B のリ
ボンモデルはそれぞれ青・マゼンタで表示し
ている。また、炭素、酸素、窒素、水素、重
水素原子はそれぞれ黄、赤、青、茶、白色で
表示し、水素結合は赤点線で表している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 酸性 pHでは、TTRは構造不安定化し、単量
体化とアミロイド繊維形成が促進されるこ
とがわかっている。本研究で発見した水素結
合ネットワークは 2量体間相互作用、つまり
4 量体形成においても重要な役割を果たして
いると考えられる。TTR4量体はサブユニット
A の Ser112 と Tyr114 がそれぞれサブユニッ
ト D の Ser112 と Ala19 と水素結合を形成し
て 4 量体を維持しているが、その領域の
Ser112 と Pro113 は His88 を中心とした水素
結合ネットワークの一角を担っている（図 5）。
つまり、酸性条件下で His88 がダブルプロト
ン化されると水素結合ネットワークを維持
できなくなり、Ser112,Tyr114 を含む領域の
構造が不安定化、サブユニット Dとの水素結
合が形成できず、4 量体構造が不安定化する
ことがわかった。このように pH 低下と 4 量
体解離の関係が明らかになった。 

結晶データ 

空間群 P21212 

格子定数 (Å) a=44.3, b=86.4, c=66.7 

分解能 (Å) 12.1-2.00 (2.07-2.00) 

観測反射点 39,815 (2,080) 

独立反射点 15,307 (1,443) 

完全性 (%) 86.4 (72.5) 

Rsym (%) 19.1 (30.6) 

I/σ(I) 4.3 (1.5) 

精密化データ 
非対称単位 2 量体 

分解能 (Å) 12.1 - 2.00 

Rfactor (%) 23.4 

Rfree (%) 27.2 

水分子の数 55 

理想結合との誤差 

距離 (Å) 0.010 

角度 (°) 1.207 



 

 

 
図 5．水素結合ネットワークと二量体相互作
用領域の立体図（並行法）。サブユニット A、
B、D のリボンモデルはそれぞれ水色・緑、マ
ゼンタで表示している。また、炭素はリボン
モデルと同じ色で、酸素、窒素、水素、重水
素原子はそれぞれ黄、赤、青、茶、白色で表
示し、水素結合は黄色の点線で表している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、pHが低下すると、どの部位にプロト

ンが結合するのかを検証するため、pH4.0 の
X 線結晶構造(PDB ID: 3D7P)と中性子モデル
を比較した。本研究で用いた結晶はほぼ中性
の pD7.4 で作成しており、この結晶における
プロトン化状態と酸性 pH における構造変化
を吟味することで、プロトン結合部位を特定
することができる。中性子モデルにおけるプ
ロトン化状態と相互作用、そして pH4.0にお
ける相互作用を検証した結果、中性子構造で
は、Asp74 は Ser77 と水素結合を、His88 は
巨大な水素結合ネットワークを、Glu89 は
Lys76 と塩橋を形成しているが、pH4.0 の結
晶構造ではこれらの結合が消失しているこ
とがわかった。このことから、中性から pH4.0
に低下すると、Asp74、His88、Glu89 にプロ
トンが結合し、相互作用を消失、構造が不安
定化することが強く示唆される。特に His88
のプロトン化状態は計 10 個の水素結合から
なる水素結合ネットワークの形成に関わる
ため、TTRの pH依存性に最も重要であること
がわかる。また、これらのアミノ酸残基は同
じ領域（EF-ヘリックス）のアミノ酸残基と
相互作用している。この EF-ヘリックスは低
pH 下で構造変化が顕著に現れることが知ら
れており、中性子解析の結果から pH の低下
と構造変化の関係を説明することができた。 
最後に、水素原子を含めた立体構造を注意

深く観測して得ることができた、CH…O 水素
結合に関する重要な知見について報告する。
CH…O 水素結合はタンパク質立体構造におい
てしばしば見られ、生体高分子の立体構造安
定化やその機能に重要な役割を果たしてお
り、近年では水素結合の一種として認識され
ている。過去の研究によるモデル計算による
と、一般的な水素結合の結合エネルギーは
-5.5 kJ/molで C…O距離が 2.8Åである一方、

CH…O 水素結合では-1.9kJ/mol で C…O 距離
が 3.3Åであった。この計算結果を参考に、
二量体間相互作用領域（サブユニット A-D間）
について調べた。表２は二量体間相互作用領
域で形成されていた水素結合と CH…O水素結
合をまとめたものである。 
 
表２．二量体間相互作用領域で形成されてい
る水素結合と CH∙∙∙O 水素結合のリスト。 
 

アクセプター ドナー 距離 (Å) 

水素結合 O…O,N (O…D) 
A19(A) - O Y114(D) - D 3.0 (2.2) 
S112(A) - Oγ S112(D) - Dγ 2.5 (1.9) 
A19(D) - O Y114(A) - D 3.0 (2.2) 

CH∙∙∙O 水素結合 O…C (O…H) 
A19(A) - O Y114(D) - Hβ2 3.4 (2.6) 
V20(A) - O P113(D) - Hβ2 3.6 (2.8) 
V20(A) - O Y114(D) - Hδ1 3.4 (2.8) 
A19(A) - O S112(D) - Hβ3 3.6 (2.9) 
A19(D) - O S112(A) - Hβ3 3.6 (2.9) 
V20(D) - O P113(A) - Hβ2 3.6 (2.7) 
A19(D) - O Y114(A) - Hβ2 3.4 (2.6) 
V20(D) - O Y114(A) - Hδ1 3.4 (2.8) 

 
サブユニット A-D間で形成されている水素結
合は 3つであった。一方で同領域で形成され
ている CH…O水素結合は 8つであった。これ
を先のシミュレーション計算結果と照らし
合わせると、CH…O 水素結合の総結合エネル
ギーは水素結合のものと比べて無視できな
いことがわかる。この結果は 2 量体―2 量体
相互作用において CH…O水素結合も重要な役
割を果たしていることを示している。また、
Tyr114の側鎖は CH…O水素結合の半数（4本）
に関わっている。このアミノ酸残基が His に
変異した変異体 TTRはアミロイド性変異体と
して知られており、この変異によって TTR の
四次構造の安定性が損なわれることからも、
この領域における CH…O水素結合の重要性が
伺える。 
 本研究課題を遂行することによって TTRア
ミロイド繊維化に関わる pH 感受性、プロト
ン化状態、構造安定性など多くの知見を得る
ことができた。他の手法では観測が難しい水
素原子の貴重な情報を入手できる中性子結
晶構造解析の有用性を改めて示すことがで
きた。これらの情報は、今後のアミロイド性
変異体の研究や、アミロイドーシス抑制薬の
開発に活用されるだろう。 
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