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研究成果の概要（和文）：さまざまな疾病に関与するアミロイド線維の分子機構の解明は、疾患

の治療や予防方法を開発する上で重要なことである。本研究は、アミロイド線維の分子機構を

明らかにするために、全反射蛍光顕微鏡を用いてアミロイド線維形成反応を可視化した。この

方法により、アミロイド線維とそれ以外の凝集物との区別することに成功した。次に、アミロ

イド線維の伸長に着目した。すでに形成したアミロイド線維に異なる蛍光色素で標識したペプ

チドを添加して、伸長する様子を観察した。その結果、アミロイド線維は線維末端だけでなく

線維側面からも伸長することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Understanding the molecular mechanisms of amyloid formation is 
important to prevent various amyloidosis. In this study, to elucidate the molecular 
mechanisms of amyloid fibril formation, we visualized the reaction of amyloid fibril 
growth by total internal reflection fluorescence microscopy. Using this method, we 
succeeded in distinguishing between the amyloid fibrils and amorphous aggregates. Then, 
we focused on amyloid fibril growth. We added Alexa-532 labeled peptides to preformed 
fibrils and then observed the fibril growth. Our results suggested that the growth of 
fibrils occurred in not only the terminal of fibrils but also the side surface of fibrils. 
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１．研究開始当初の背景 
アミロイドーシスはシートに富んだ不溶

性の凝集物（アミロイド線維）が細胞内外で
蓄積し、さまざまな症状を引き起こす疾患で

ある。アルツハイマー病などを代表とする脳
の神経変性疾患もアミロイドーシスに含ま
れる。それぞれの疾患には固有の原因タンパ
ク質が存在しているにもかかわらず、すべて
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の原因蛋白質がアミロイド線維を形成する
共通の機構が知られている。さらにアミロイ
ドーシスは現在も疾患の数が増加している
(Westermark, P. et al. Amyloid (2005))。 
 アミロイド研究は、蛋白質の構造的特徴を
知る上で欠かせない X線結晶構造解析や溶液
NMR 等の手法を用いることができない。アミ
ロイド線維が結晶化しない不溶性の凝集体
かつ高分子量であるためである。現在、凝集
体でも測定が可能な固体 NMRを用いたアミロ
イド線維の構造解析が行われているが短い
ペプチドに限られている（Sawaya, MR. et al. 
Nature (2007)）。また、一番の問題として、
in vitroの研究で得られた知見から、生体内
で生じるアミロイド線維形成の仕組みを理
解することが重要であるが、実験条件の問題
等から in vitro と in vivo の研究を結びつ
けるにはまだ深い溝が存在することである。 
 アミロイド線維はプロトフィラメントと
呼ばれる細線維が数本束なることによって
線維を形成するが、プロトフィラメントの数
による形態の多様性が存在する。生体内にお
いても、組織特異的にアミロイド線維同士に
よる超分子複合体を形成し、脂質膜などの外
的環境の影響が強く示唆されるが、その詳細
な機構は明らかにされていない。細胞内外の
環境の複雑さがその理解を妨げていると考
えられる。よって、アミロイド線維の分子基
盤を理解するためには in vitro と in vivo
研究のそれぞれの要素を取り入れた融合的
な実験手法が必須である。その一つとしてア
ミロイド線維のさまざまな現象を可視化す
ることである。申請者はこれまでにアミロイ
ド線維の形成分子機構、物性に関する研究を
タンパク質科学的、生物物理学的手法を用い
て研究を行ってきた。アミロイドーシスの発
症機構を解明するためには、アミロイド線維
形成の分子基盤を理解することが重要であ
る。そのためには、蛋白質科学的、生物物理
学的手法を組み合わせて、原因ペプチド、蛋
白質そのものの物性を理解することが近道
である。 
 
２．研究の目的 
多くの蛋白質は、機能的な天然構造を形成

し生命活動を担っているが、さまざまな要因
により、天然構造とは全く異なる「アミロイ
ド線維」と呼ばれる異常凝集体を形成するこ
とが知られている。アルツハイマー病、透析
アミロイドーシス、II型糖尿病などを含むア
ミロイドーシスは、このアミロイド線維の形
成・沈着が発症の原因と考えられているが、
詳細な分子機構の全容は明らかになってい
ない。本研究は、全反射蛍光顕微鏡を用いて
分光学的手法では明らかにすることができ
ない線維と無定形な凝集の区別およびアミ
ロイド線維形成途中の線維側面、線維末端で

生じる局所的な反応を一線維レベルで視覚
的にとらえ、また外部環境（特に脂質膜）と
の相互作用をリアルタイムで解析する。そし
て線維形成の分子基盤を生物物理学的視点
から理解することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
  本研究は、１）線維形成機構と無定形な凝
集の形成機構の区別、２）線維伸長末端で生
じる反応の可視化、の二つに重点をおき、そ
の機構を全反射蛍光顕微鏡にて明らかにす
る。具体的に、数種類のアミロイド形成タン
パク質・ペプチドを用いて、さまざまな線維
形成条件で線維を形成させ、分子間相互作用
と溶媒との相互作用のバランスを探る。二種
類の蛍光色素、チオフラビン Tとナイルレッ
ドを組み合わせることより、今まで困難であ
った溶液中に共存する線維と無定形な凝集
を区別し、その機構を解析する。また、線維
の分子機構の解明において、一番重要である、
線維末端におけるモノマー分子との相互作
用について、異なる蛍光色素で修飾したペプ
チドを用い、高感度カメラを組み合わせるこ
とで、一線維末端レベルかつリアルタイムで
解析する。全体的な反応と、一線維レベルで
の反応を組み合わせることより、線維形成機
構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)「アミロイド線維形成機構と無定形な凝
集の形成機構の区別」 
アルコール存在下におけるアミロイド線

維形成の挙動について詳細に調べた。当研究
室で独自に組み立てた全反射蛍光顕微鏡 
( TIRFM ) と、 モデルペプチドとして、II 型
糖尿病の発症に関係するとされている 
Islet amyloid polypeptide ( IAPP ) を用
いた。TIRFM によるアミロイド線維伸長リア
ルタイム観察は、アミロイド線維形成機構お
よびアミロイド線維の特性を可視化するこ
とが可能である。アミロイド線維形成反応を
直接観察することは、まだ明らかされていな
い線維形成分子機構の手掛かりや、現在提唱
されている分子機構の直接的な証明となる。
また、 II 型糖尿病の発症機構に関する知見
を得て、将来的に新たな治療方法の開発に貢
献することも期待できる。 
 IAPP は疎水性に富んだアミノ酸からなり、
非常に凝集性が高い。IAPP の粉末を水系の
溶液で溶解させるとすぐに白濁した。これに
対し、様々な濃度のヘキサフロロイソプロパ
ノール ( HFIP ) を添加した溶液では、白濁
することなくアミロイド線維を形成した。ア
ミロイド線維と不定形な凝集を区別するた
めの蛍光色素（NileRed）を用いて観察する
と、水系の溶液では線維と不定形な凝集の両
方が形成されたが、HFIP 存在下ではアミロ



 

 

イド線維のみを形成したことが明らかにな
った。図１はアミロイド線維と不定形な凝集
体を区別するために NileRedを加え、アミロ
イド線維に特異的に結合する蛍光色素、チオ
フラビン Tとの二重染色を行った結果である。
HFIP存在下では、酸性でも中性条件でもチオ
フラビンＴと NileRedは共局在し重ね合わせ
ると一致した（図１ＡとＣ）。他方、水系の
溶液中ではチオフラビンＴと NileRedの一部
は共局在せず、重ね合わせても一致しなかっ
た（図１Ｂ）。このことから水系の溶液では
アミロイド線維と不定形な凝集の両方が存
在することがわかった。さらに蛋白質・ペプ
チドの二次構造を調べる円二色性分散測定
を行ったところ、線維を形成する初期の段階
で IAPP の二次構造が HFIP の有無で異な
っていることがわかった。HFIP は水系の溶
液に添加するとクラスターを形成する。この
クラスターは細胞表面の環境と似ており、今
後より詳細な線維形成の分子機構に関する
知見を得ることもできる。 

 図１．TIRFM 二重染色観察から得られたさ
まざまな条件下で形成した IAPP のアミロ
イド線維と不定形な凝集体。Ａ、酸性条件、
HFIP存在下でのアミロイド線維。Ｂ、中性
条件、HFIP非存在下でのアミロイド線維と
不定形な凝集体。Ｃ、中性条件、HFIP存在
下でのアミロイド線維。 

 
(2)「線維伸長末端で生じる反応の可視化」
（１）と同様にアルコール存在下におけるア
ミロイド線維形成について詳細に調べた。 
 IAPP は疎水性に富んだアミノ酸からなり、
非常に凝集性が高いために、初年度に行った
「線維形成機構と無定形な凝集の形成機構
の区別」で得られた IAPP がアミロイド線維
を形成する最適な条件を用いて研究を行っ
た。具体的には、すでに形成した未修飾のア
ミロイド線維に対して、蛍光色素 Alexa532
で修飾した IAPP（Alexa532-IAPP）のモノマ
ーを添加した。加えた Alexa532-IAPPモノマ
ーがすでに形成したアミロイド線維に対し
て、どのような相互作用をするかをリアルタ

イムで観察した。その結果、Alexa532-IAPP
モノマーはアミロイド線維末端のみだけで
なく、線維側面にも結合して新たな線維を形
成している模様が観察された（図２）。この
結果は、これまで線維の末端にモノマー分子
が反応することより線維伸長が生じると考
えられてきたことが、線維の側面にも着目し
て線維の形成機構を考えなければならない
という新たな知見を得ることに成功した。現
在さらに詳細な知見を得るために、対物型の
TIRFM の観察システムを構築中であり、その
観察から得られた結果をふまえて投稿論文
としてまとめる予定である。 

 
図２．すでに形成した IAPP 線維に対して
Alexa-532で標識したIAPPモノマーを添加
した IAPP のアミロイド線維伸長観察。赤
色は新たに結合または伸長した Alexa-532 
IAPPの線維を示す。 
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