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研究成果の概要（和文）：1型シャルコー・マリー・トゥース病（CMT1）の分子メカニズムの解明を目的とし
て、８個のCMT1関連アミノ酸残基置換が、MPZの細胞外ドメイン（ECD）の活性および物理化学的性状に及ぼす影
響について解析した。この結果、CMT1関連ECDバリアントが、（１）多量体化異常および膜接着活性異常を示す
バリアント群と、（２）熱安定性低下・フォールディング異常を示すバリアント群の２タイプに分類されること
を見出した。

研究成果の概要（英文）：Myelin protein zero (MPZ) is an essential protein to form peripheral myelin 
where it plays a role to form membrane layers by gluing membranes. Intermembrane adhesion is 
mediated by homophilic interactions between the extracellular domains (ECDs) of MPZ. Single amino 
acid substitutions in an ECD cause demyelinating neuropathy, Type 1 Charcot-Marie-Tooth disease 
(CMT1), with unknown mechanisms. In this study, by using an assay system named nanomyelin, we 
revealed that a CMT-related N87H substitution at the cis interface of the ECD 8-mer abolished the 
8-mer-forming and membrane-adhesion activities. On the other hand, the CMT-related D32G and E68V 
substitutions did not affect membrane-stacking activity of ECD. However, the temperature-dependent 
changes in the CD signals of the ECD-variants revealed that the substitutions reduced the thermal 
stability of ECD. Reduced thermal stability may lead to impairment of the long-term stability of ECD
 and the layered membranes of myelin.

研究分野：構造生物学

キーワード： シャルコー・マリー・トゥース病　ミエリンタンパク質ゼロ　MPZ　CMT1　NMR
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、MPZのアミノ酸残基置換に起因するCMT1に対する創薬アプローチの指針が示された。N87H置換な
ど、MPZ-ECDの多量体化・膜接着活性に対する異常を引き起こすバリアント群に対してはECD間相互作用部位を標
的とした多量体化制御薬の探索が必要と考えられる。一方、E68V置換など、ECDの安定性・フォールディングの
異常を引き起こすバリアント群に対しては薬理学的シャペロンのデザインが有効であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

1 型シャルコー・マリー・トゥース病（CMT1）は、四肢の筋力低下、感覚障害等を主症状と
する遺伝性の末梢神経疾患であり、有効な治療方法・治療薬が存在しない難病である。CMT1は、
末梢ミエリンタンパク質 22（PMP22）遺伝子の倍化、またはミエリンタンパク質ゼロ（MPZ）
遺伝子の点変異により誘起されることが多い。これらの遺伝子異常を有する患者の末梢神経で
は、ミエリンの本体である脂質二重膜の多重層が形成されず、膜と膜が解離した異常構造が現れ、
神経伝達速度が低下する。CMT1を治療するためには、遺伝子異常に伴う PMP22・MPZの変化
が膜重層を阻害する分子メカニズムを明らかにし、ミエリンの正常形成を促す薬物の標的部位
を見出す必要があると考えられる。 

MPZはミエリンの膜上に大量に（全ミエリンタンパク質の 50-70%）発現する膜タンパク質で
あり、向かい合った膜上のMPZの細胞外ドメイン（MPZ-ECD）が多量体を形成することにより、
膜と膜を接着する。ECD 多量体化による膜接着については、結晶構造を基にした膜接着モデル
が提唱されている（研究代表者らのモデルおよび Shapiroらのモデル）。CMT1関連アミノ酸残基
変異部位（Shy, 2004）は、多量体化部位にも、多量体化部位から離れた領域にも存在しており、
複数の疾患誘起メカニズムの存在が推定される。一方、研究代表者らは、MPZ-ECDが溶液中に
おいて結晶中とは異なるホモ相互作用（S 相互作用）を形成し、この S 相互作用部位に複数の
CMT1 関連変異部位が存在することを見出している。これらの CMT1 関連変異が MPZ-ECD の
多量体化や膜接着活性に及ぼす影響は、未だに明らかにされていない。 

PMP22 はミエリン膜中に比較的多く（2-5%）発現する機能・構造未知のタンパク質である。
PMP22 は MPZ-ECD と結合すると報告されており（Hasse, 2004）、この結合が MPZ の多量体化
と競合することにより膜重層を阻害する可能性が考えられるが、その詳細は解明されていない。
PMP22を起点とした CMT1の疾患メカニズムを解明し創薬に結び付けるためには、PMP22-MPZ
間相互作用を原子レベルで解明することが必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、遺伝子異常に伴うMPZのアミノ酸残基置換および PMP22の発現量増加が、CMT1
の根幹と考えられるミエリンの脂質膜多重層の形成を阻害するメカニズムを明らかにすること
を目的とする。具体的には（１）MPZ上の CMT1関連アミノ酸残基置換が膜重層に及ぼす影響、
および（２）PMP22がMPZ依存的な膜重層に及ぼす影響、を解明することを目的として研究を
行った。 
 
３．研究の方法 
（１）リコンビナント hMPZ-ECDの調製 
ヒト由来MPZの細胞外ドメイン（hMPZ-ECD）のリコンビナントタンパク質（野生型・CMT1
関連バリアントのそれぞれについて、His-tag付 ECD（hMPZ-ECD-His）と Tag無し ECD（hMPZ-
ECD）の発現系を構築した）は、大腸菌により発現させた。大腸菌の不溶性画分中に発現した目
的タンパク質を、変性剤（尿素）を用いて可溶化した後、透析により巻き戻し、陰イオン交換ク
ロマトグラフィーおよびサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）により精製した。 
（２）ナノミエリン法を用いた ECDの膜接着活性の解析 
脂質として、DOGS-NTA-Ni2+と DMPCを含むナノディスク（ND）を調製し、その脂質膜表面
に hMPZ-ECD-Hisを固定化した。得られた hMPZ-ECD固定化 NLPの多量体化状態を、SECによ
り解析した。さらに、サイズ排除カラムから溶出した hMPZ-ECD固定化 ND（多量体）の構造状
態を、電子顕微鏡（日本電子社製 JEM-1230）を用いて観測した。 
（３）CDを用いた ECDの二次構造解析及び熱安定性解析 
各 hMPZ-ECD-Hisバリアントの二次構造を、CD（Jasco J-720/J-1100）を用いて 20 °Cの条件に
おいて解析した。さらに、217 nmにおける CDシグナル強度を 20 °Cから 90 °Cまで、1 °Cずつ
温度を上昇させて測定した。得られた変性曲線から、ソフトウェア（CDpal）を用いて、熱変性
温度（Tm）を決定した。 
（４）NMRを用いた ECDの多量体化状態の解析 

HMPZ-ECDの NMR解析は、Bruker社製 Avance III HD 500を用いて、pH 6.4、25または 37 ºC
の条件下において行った。 
（５）リコンビナント PMP22の調製 
ヒト由来 PMP22 の N 末端に BRIL を融合した融合タンパク質（BRIL-PMP22）の発現用プラ
スミドを構築し、酵母 Pichia pastoris を用いて発現を行った。30 ºC の最小培地中で初期培養を
行い、菌が増殖した後、ファーメンター中、20 ºC下で目的タンパク質の発現を誘導した。約 24
時間後に菌体を回収した。菌の膜画分を抽出した後、膜画分中の PMP22を界面活性剤 DDMに
より可溶化し、Ni2+-NTAレジンおよびサイズ排除クロマトグラフィーにより精製した。 
 
４．研究成果 



（１）ECD上の８量体形成界面における CMT1関連アミノ酸残基置換の解析 
研究代表者は先行研究において、ECD が 2 種類の ECD 間ホモ相互作用（cis および head-to-

head相互作用）を形成することにより、２枚の脂質膜の接着に寄与することを見出している。本
研究では cis・head-to-head相互作用に加えて、ECDの結晶中において観測された trans相互作用
部位上における CMT1関連アミノ酸残基置換（D32G, D46V, A47V, E68V, N87H）が ECDの性状
に及ぼす影響を解析した。 
①  ECDの多量体化・膜接着活性に及ぼす影響の解析 

CMT関連アミノ酸残基置換であるD32G, D46V, A47V, E68V, N87H置換を導入した hMPZ-ECD-
His をそれぞれ調製した。これらのバリアント ECD の二次構造を、CD を用いて解析した結果、
いずれのバリアント ECD についても、野生型 ECD と同様の β-シート構造を示すスペクトルパ
ターンが得られた。この結果から、上記 CMT1関連 ECDバリアントは、いずれも野生型 ECDと
同様の免疫グロブリンフォールドを形成していることが示唆された。 
次に、各バリアントの多量体化状態を SECにより解析した。この結果、N87Hバリアントにつ
いは単量体のみが、他のバリアントについては 8量体と単量体の両方が観測された。これらの結
果は、N87H 置換は ECD の多量体化を阻害し、他の置換は多量体化に影響を及ぼさないことを
示す。 
さらに、各 ECD バリアン
トの膜接着活性を、ナノミエ
リン法により解析した（図
１）。この結果、N87Hバリア
ントを固定化した NDは分散
した粒子として観測され、
N87H置換によりECDの膜接
着活性が失われたことが明
らかとなった。他の４個のバ
リアントについては、野生型
と同様のナノミエリン構造
（NDが ECD８量体により連
結された多量体構造）が観測
され、これらのアミノ酸置換
が ECD の膜接着活性に影響
を与えないことが示された。 

N87は ECDがリング状の４
量体を形成するための cis相互
作用部位に位置し、隣り合っ
た ECD 分子の V2 と近接して
いる。N87の Cβと V2の Cγ2の
距離は 4.2 Åであり、これらの
原子は van der Waals相互作用
を形成していると考えられ
る。87 位のアミノ酸がアスパ
ラギンから嵩高いヒスチジン
に置換されることにより立体
障害が生じ、ECD 分子間の嚙
み合わせが悪くなるため、４
量体形成が阻害されたと考え
られる（図２）。 
② ECDの熱安定性に及ぼす影響 
①の解析を行った５個の ECDバリアントのうちの４個（D32G, D46V, A47V, E68V）は ECDの
膜接着活性に影響を与えなかった。従って、これらのバリアントと疾患との関連性は、ECD の
膜接着活性の観点からは説明できない。一方、タンパク質の不安定化も、小胞体ストレス誘起や
活性タンパク質の失活速度の上昇などにより、CMT1と関係し得る。そこで、５個の ECDバリ
アントの二次構造の熱安定性を、CDシグナルの温度依存性を解析することにより決定した。得
られた結果を図３および表 1に示す。D32Gおよび E68Vバリアントの熱変性温度（Tm）は、そ
れぞれ野生型より 6 ºCおよび 11 ºC低く、D32Gおよび E68V置換が、ECDの熱安定性を有意に
低下させることが明らかとなった。他のバリアントについては、野生型 ECD と同等の Tm値が
観測された。 

D32は ECD８量体の結晶構造における head-to-head相互作用部位に位置し、同一 ECD分子の
K55と塩橋を形成している。当初、この塩橋により形成される疎水性ポケットの壁が、隣り合っ
た ECD 分子の W28 との相互作用に重要と予想していたが、塩橋が形成されないと考えられる
D32Gバリアントにおいて ECDが８量体形成能を保持していたことから、W28との相互作用に
おける D32の重要性は低いと考えられる。一方、D32は β-ストランド Cの N末端に、K55は β-
ストランド C’の C末端に位置し、D32-K55間の塩橋はこれら２本の β-ストランドの安定化に寄



与していると考えられ
る。D32G置換に伴うTm

の低下は、β-ストランド
C と β-ストランド C’の
解離とそれに伴う ECD
の部分的、あるいは全
体的な unfoldingを反映
している可能性があ
る。 

E68は ECD８量体の結晶構造における cis相互作用部位に位置し、隣り合った ECD分子の S26
と近接している。E68の Cαと S26の Cβは 3.7 Åの距離に位置しており、van der Waals相互作用
を形成していると考えられる。E68Vバリアントにおいてこの van der Waals相互作用は維持され
ると考えられ、実際に E68Vバリアントは８量体形成能を維持している。一方、E68は C’’-Dル
ープの先端に位置しており、E68V置換は、疎水的なバリンの側鎖を溶媒中に露出させる。この
結果 ECDが部分的に不安定化され、Tmの低下を引き起こすと考えられる。 

 
（２）ECD上の S相互作用界面における CMT1関連アミノ酸残基置換の解析 
研究代表者は先行研究において、溶液中の ECD が、結晶構造において観測された 3 種類の

ECD間ホモ相互作用部位とは異なる分子表面領域において、ホモ相互作用（S相互作用）を形成
することを見出している。S相互作用部位は、ECDの結晶構造において、リング状の４量体構造
の内側表面を形成しており、分子表面ではあるものの、他分子と相互作用を形成することは困難
と考えられる領域である。しかし、この S 相互作用部位上に CMT1 関連アミノ酸残基置換サイ
トが複数存在していることから、S相互作用は、ミエリン形成・CMT1発症において何らかの役
割を果たすと予想される。本研究では S 相互作用部位上における 3 個の CMT1 関連アミノ酸残
基置換（W72C, D80N, V84F）に焦点を絞り、これらのアミノ酸残基置換が ECDの性状および膜
接着活性に及ぼす影響を解析した。 
① W72Cバリアントの解析 

W72C置換を導入した ECDを変性巻き戻し法により調製し、リフォールディング後の ECDの
存在状態を SECにより解析した。この結果、ECDの大部分が凝集体として存在していることが
明らかとなった。一方、リフォールディング後の ECDの一部はジスルフィド結合により連結さ
れた二量体として存在していた。 
次に、二量体化 W72C バリアントの膜接着活性を、ナノミエリン法により解析した。この結
果、二量体化W72Cバリアントを固定化した NDは分散した粒子として観測され、W72Cの二量
体化 ECDバリアントは膜接着活性を有していないことが明らかとなった。 
さらに、凝集体、および二量体を形成したW72Cバリアントについて、CDを用いた二次構造
解析を行った。凝集体・二量体のいずれについても、β-シートを含むタンパク質に特徴的なスペ
クトルパターンが得られたが、二量体化W72Cバリアントの CDシグナル強度は野生型 ECDと
比較して弱く、β-ストランドの含有率が低いことが示唆された。一方、二量体化W72Cバリアン
トの立体構造状態を評価するため、NMRスペクトルの解析を行った。二量体化W72Cバリアン
トの 1H-15N HSQCスペクトルにおいて、ほとんどのシグナルが、1H の化学シフトが 7.5-8.5 ppm
の範囲内に縮重して出現したことから、二量体化 W72C バリアントが変性状態で存在している
ことが示唆された。 
以上の解析から、W72C アミノ酸置換は、ECD のフォールディング異常を引き起こすことに
より、ECD の凝集を誘起することが示唆された。フォールディング異常により引き起こされる
と考えられる小胞体ストレス、または ECDの凝集体が細胞毒性を示すことが CMT1発症に寄与
する可能性が考えられる。 
② D80Nバリアントの解析 



D80Nバリアントは、SECチャートにおいて３個の溶出ピークを与えた。このうち最初のピー
クは 8量体、他の２ピークは単量体に対応することが SEC-MALS解析により明らかとなった。
8量体化 D80Nバリアントは膜接着活性を有していた。 

D80N 置換が S 相互作用に及ぼす影響を明らかにするために、NMR を用いた D80N バリアン
トの解析を行った。まず、D80Nバリアントの 1H-15N HSQCスペクトルの ECD濃度依存性を解
析した。この結果、S 相互作用部位を形成する残基において、野生型 ECD よりも大きな濃度依
存的化学シフト変化が観測された。この結果は、D80N置換型 ECDが野生型 ECDと比較して S
相互作用を形成しやすいことを示すと考えられる。次に、D80N 置換が ECD の立体構造に及ぼ
す影響を明らかにするために、D80N バリアントと野生型 ECD の化学シフトの比較を行った。
この結果、S相互作用部位周辺に存在する残基由来シグナルにおいて、0.04 ppm以上の化学シフ
ト差が観測された。この結果は、D80N置換が S相互作用部位に構造変化を誘起したことを示す
と考えられる。ECD の結晶構造において、D80 の δ 位の酸素原子は、隣接する β-ストランド上
に位置する H20 の δ 位の窒素原子から 3.9 Å 離れた位置に存在し、これらの原子は静電相互作
用を形成していると考えられる。結晶構造において H20 の側鎖のイミダゾール環は二型構造を
示しており、これらの構造は χ1 角が約 180°異なる。D80 から離れた位置に存在するもう一方
のイミダゾール環の δ 位の窒素原子は D6 の δ 位の酸素原子から 5.8 Å 離れた距離に位置して
おり、両者は静電相互作用を形成している。D80-H20間の静電相互作用は、β-ストランド Bと β-
ストランド E の結合、D6-H20 間の静電相互作用は、β-ストランド A と β-ストランド Bの結合
を増強していると考えられる。D80N 置換に伴う負電荷の消失に伴い、D80N-H20間の静電相互
作用が失われた場合、H20 が D6 と静電相互作用を形成するコンフォメーションの存在比率が
高くなると考えられる。このような構造多型の収束と、それに伴う表面構造の変化、および負電
荷の消失（D80 または D6）が、S 相互作用面を介した 2 量体形成に有利に働く可能性が考えら
れる。 

S 相互作用により連結した二量体と推定される ECD 多量体が膜接着活性を有しているか否か
は不明である。この二量体が不活性体であると仮定すると、D80N変異に伴い、S相互作用によ
り連結された二量体が増加し、膜結合活性を有する８量体が相対的に減少すると考えられ、これ
がミエリン形成不全および CMT1 に寄与する可能性が考えられる。一方、二量体が膜接着活性
を有する場合、二量体形成能の亢進がミエリン形成不全を招くと考えられるが、そのメカニズム
は不明である。 
③ V84Fバリアントの解析 

V84F置換型 ECDは、SECにおいて単量体として溶出した。また、ナノミエリン解析の結果、
V84F置換型 ECDが膜接着活性を有していないことが示された。 

V84F置換により ECDの８量体化能が失われるメカニズムを明らかにするため、V84F置換型
ECDの NMRスペクトルを測定し、野生型 ECDの NMRスペクトルと比較した。この結果、V84
に近接する H86 について、化学シフトの違いが観測された。H86 は、８量体形成界面の一つで
ある cis相互作用の中心に位置しており、隣接する ECDのW24と πスタッキング相互作用を形
成する。V84F置換に伴う H86の化学シフト変化は、V84F置換に伴い H86のイミダゾール環の
配向が変化し、W24 との相互作用形成、および８量体形成が阻害されたことを示唆すると考え
られる。 
 
（３）PMP22の解析 

PMP22 が MPZ の機能に及ぼす影響を明らかにするための基盤情報を得ることを目的として、
PMP22の結晶構造解析を試みた。 

PMP22 は細胞内側の膜外領域が小さく、結晶化に必要な分子間接触が不十分であると予想さ
れた。このため、PMP22の N末端に、膜タンパク質の結晶化促進に有効であることが報告され
ている BRIL を付加した BRIL-PMP22 の酵母発現系を構築した。酵母の膜中に発現した BRIL-
PMP22を精製し、結晶化を試みたが、構造決定可能な質の結晶は得られなかった。 
 
（４）研究の総括 
本研究では研究期間全体を通じて、計８個の CMT1 関連アミノ酸残基置換型 MPZ-ECD の機
能構造解析を行い、CMT1 関連アミノ酸残基置換の影響が、（１）多量体化・膜接着活性に対す
る異常、（２）Folding・安定性に対する異常の２タイプに分類されることを見出した。ECDの多
量体化異常を治療するためには、ECD 間相互作用部位を標的とした８量体形成促進薬、あるい
は二量体形成阻害薬の創製が有効と考えられる。一方、Folding・安定性異常の治療戦略としては、
薬理学的シャペロンのデザインなどが考えられるが、このような薬物デザインを行うためには、
今後 ECDのフォールディングメカニズムの解明が必要と考えられる。 
本研究成果の一部は、学術論文として報告した（Sakakura, Structure, 2023）。 
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