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研究成果の概要（和文）：リゾチームアミロイド線維形成コアペプチドの解析により、W62 が

線維形成に重要なアミノ酸であることを確かめ、W62 を含む領域の分子表面への露出により、

W62 を中心に分子会合が起こり、整列した構造を形成して線維化すると結論した。細胞毒性解

析により、線維はネクローシス的な細胞死を誘導することが観察され、一方、ヒト変異体リゾ

チームは分泌障害を起こし、その結果、細胞内に不溶性画分として蓄積することが確認された。 

 
研究成果の概要（英文）：It was confirmed that W62 of lysozyme is a crucial amino acid on 
amyloid fibrils formation by analysis of core peptide It is speculated that the 
fibrillation of lysozyme would occur by exposure to molecular surface of the region 
containing the W62, resulting in causing molecular association by mainly W62, and being 
formed the aligned structure. The cytotoxicity of lysozyme fibrils showed the cell death 
like necrosis. On the other hand, on the case of expression intracellular of the human 
mutant, cells cause impaired secretion, as a result, lysozyme cloud be accumulated as 
an insoluble fraction in cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 アミロイド線維が原因となる多くの疾患

が知られているが、リゾチームもヒトでは遺

伝子変異により、アミノ酸の置換によって全
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身性アミロイドーシスを引き起こす。線維形

成のメカニズムはよく研究されているが、ま

だ本質的には解明されてない。また、線維と

発症との関連、線維の毒性についても不明な

点が多く、未解決なものとなっている。線維

形成のメカニズムにおいては分子内部にあ

るコア領域と呼ばれるものの存在が指摘さ

れているが、詳細な解析は行われてなかった。

毒性についても線維自体なのか、あるいは線

維化する前の分子体なのか、結論が出ておら

ず、毒性の発現機構についてはほとんど解明

されてない。これはリゾチームに限らず他の

アミロイド病を引き起こす多くのタンパク

質についても未解決な問題である。 
 
２．研究の目的 

 タンパク質のミスフォールディングや変

性が原因で生体内にアミロイド線維が蓄積

し、重篤な疾患が発症するアミロイド病は社

会的に重要な問題であり、解決が急がれる。

ヒトの生体に広く分布するリゾチームは遺

伝子の点変異によって異常なタンパク質と

なり、線維を形成し、全身に蓄積してアミロ

イドーシスを引き起こす。遺伝的な変異によ

りタンパク質内のアミノ酸が置換され、構造

変化により会合・凝集しやすい構造となり、

最終的にアミロイド線維を形成するとされ

ている。ヒトではアミロイドーシスを引き起

こす４種類の遺伝子変異が知られ、この変異

タンパク質はいずれもβ—ドメインの周辺

に点在しており、変異によるこの領域の構造

変化によりアミロイド線維形成コア部分の

表面への出現により、分子同士の会合が起こ

り、凝集そして線維化に進むと考えられる。 

 卵白リゾチームとオボアルブミンとの異

種タンパク質同志の相互作用によるアミロ

イド線維形成の過程でリゾチームのアミノ

酸９個から成るアミロイド線維形成コアペ

プチドを同定した。このペプチドはこれまで

発表されていたジスルフィド結合還元リゾ

チームに残る６つの疎水性クラスターの３

番目のもので、非常に疎水性が高く、Ｃ末端

にはトリプトファンを有していた。還元リゾ

チームのこのトリプトファンをグリシンに

変異させたタンパク質ではアミロイド線維

を形成しないことから、リゾチームのアミロ

イド線維形成に最も重要なアミノ酸と考え

られる。 

 アミロイド線維はその毒性により神経系

では、アルツハイマー病、パーキンス病やプ

リオン病などが知られており、他の組織や臓

器にも蓄積により機能低下や不全を招く疾

患がある。これらはいずれもタンパク質の異

常な構造によって起こり、毒性を発揮して長

い期間を経て発症して行くとされる。毒性に

ついてはほとんど解明されてなく、線維自体

より線維形成過程のオリゴマーに強い毒性

があるとの報告が多くなされ、線維と毒性に

ついては疑問も出されている。しかし、異常

タンパク質の細胞内あるいは細胞外での蓄

積が疾患を引き起こすことに疑いはなく、in 

vitro で容易にアミロイド線維を作製するこ

とが出来るリゾチームはこの問題に重要な

サジェスチョンを与えるモデルとして広く

深く研究されている。 

 本研究では見出したリゾチームアミロイ

ド線維形成コアペプチドの解析を進めるこ

とにより、アミロイド線維形成機構を解明す

ると共に、線維の細胞毒性について解析を行

い、アミロイド線維が抱える問題にいくつか

の知見を提供した。 
 
３．研究の方法 

線維形成実験 

 卵白リゾチーム（生化学工業 K.K）および

ヒトリゾチーム（和光純薬工業 K.K）は 5mg/ml

になるように 50 mM Glycine-HCl 緩衝液(pH 

2)に溶解し、58°C でインキュベートした。



 

 

ペプチドは合成品を用い、DMSO（ジメチルス

ルフォキシド）で溶解し、最終濃度 2mg/ml

にし、リゾチームと同じ条件で線維形成を行

った。線維の形成はチオフラビンＴ(ThT)、

CongoRed および透過型電子顕微鏡で確認し

た。タンパク構造の変化はＣＤスペクトル、

トリプトファン蛍光スペクトル、アクリルア

ミドによるトリプトファン消光、表面疎水性

を測定し、評価した。 

細胞毒性実験 

 線維の毒性はヒト Neuroblastoma SH-SY5Y

を使い、予め in  vitro で作製した線維を

細胞に添加し、時間経過で MTT assay、

viability assay, apoptosis assay を行うこ

とで細胞毒性を評価した。 

 
４．研究成果 

 卵白リゾチームからアミロイド線維形成

に必要な９個のアミノ酸から成る最小ペプ

チドを同定した。本ペプチドは自己凝集性に

富み、それ自体でアミロイド線維を形成した

（図１）。これをリゾチームアミロイド線維

形成コアペプチドと結論し、ペプチドのアミ

ノ酸と線維形成との関連を調べた結果、W62

が線維形成に重要なアミノ酸であることを

確かめた(Table 1)。W62 を他のアミノ酸に置

換した場合、線維の形成が低下するかあるい

は全く生じないことが確かめられた。W62 を

含む領域の分子表面への露出により、W62 を

中心に分子会合が起こり、整列した構造を形

成して線維化すると結論した。ヒトリゾチー

ムは W62 が Y63 となっており、両リゾチーム

でのコアペプチドに違いが見られたが、ヒト

コアペプチドでも線維を形成することから、

本ペプチドはリゾチーム共通の線維形成領

域であることが証明できた。この領域はα-

ドメインとβ-ドメインを繋ぐポケット部分

にあり、ヒトのアミロイドーシスを引き起こ

す変異体のタンパク質ではこの付近のアミ

ノ酸が変化しており、この領域の構造変化に

より、タンパク質の会合・凝集が促進され、

線維化して細胞内に蓄積し、アミロイドーシ

スの原因となると推定された。 

 リゾチームの細胞毒性実験により、線維を

細胞培養の培地中に添加した場合、細胞生存

率は濃度依存的に減少し、ネクローシス的細

胞死を引き起こすことが観察された。一方、

分泌型ヒトリゾチーム変異遺伝子を構築し、

細胞に導入した場合、変異体リゾチームは分

泌が阻害され、その結果、細胞内に不溶性画

分として蓄積することが確認された。これら

の細胞は生存率が減少し、毒性が見られた。

以上の結果から、リゾチーム線維は毒性を有

し、ヒトの場合、アミノ酸の変異より構造変

化した線維が細胞外内に蓄積することによ

り疾患が発症することが裏付けられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   図１ リゾチームアミロイド線維  

上、AFM：下、TEM. A, コアペプチド B, リ

ゾチーム 

 

Table 1 Summary of competent peptides on 

fibrils formation 

 

     Peptide         pH2    pH4    pH7   pH9    

 

STDYGILQINSRW    +++    ++      –      –     

GILQINSRW           +     ++      +      – 

A

A 

B 

B 



 

 

GILQINSRG            –     –       –      –  

GILQINSGW          ++     +       –      – 

GILQINSR             –     ±       –      – 

GILQINS              –      –       –      – 

ILQINSRW            ±      +       –     – 

LQINSRW             –      –       –      – 

ILQINSR              –      –       –      –  

 

+++, much; ++, surely; +, somewhat; ±, very few; –, non 
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