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研究成果の概要（和文）：我々はプリオン蛋白質の正常型から異常型への構造変換及び進化メカニズムを解明するため
、カイネティック蛍光分光装置、カイネティックCD、カイネティック光散乱装置、及びカイネティックNMR(800MHz)を
開発した。これらの装置を用い凝集前の早期のプリオン蛋白質の構造変換を見出すことが出来た。カイネティック光散
乱装置では、アミロイドの規則的構造を形成する前に不規則な集合体形成が一過性に生ずることが分かった。カイネテ
ィックNMRでは、超音波照射により徐々にペプチド結合が部位特異的に切断されることが判明した。これらの現象はプ
リオンの異常化及びその進化メカニズムの解明の重要な手がかりになると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the conformational conversion process of a prion protein fro
m its cellular form to the pathogenic one and the prion's evolution mechanism, we created a series of nove
l apparatuses, i.e. kinetic fluorescence, kinetic CD, kinetic DLS, and kinetic NMR (800 MHz). Using these 
novel analytical systems, we could detect the early conformational changes in a prion protein prior to the
 aggregation formation. Using the kinetic DLS, we detected the transient formation of disordered assembly 
before the stable amyloid-like aggregate formation. Using the kinetic NMR, we could detect the region spec
ific degradation of the peptide bonds by imposing the ultrasonication. Those phenomena would give us impor
tant clues for understanding the mechanism of conformational conversion as well as that of evolution.
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１． 研究開始当初の背景 
 プリオンは、UCSF の S.B.Prusiner（1997

年ノーベル賞）によって、CJD や BSE の感染
性タンパク質として見出された。Prusiner が
提出したプリオン仮説によれば、正常型プリ
オン（PrPC）が、異常型プリオン（PrPSc）に
立体構造変化し、PrPScが脳内で増えることに
より、神経細胞が死滅してゆく。 
近年、PrPCを PrPScと共存させることにより、

PrPCが極めて遅いタイムスケールで構造変化
することを、独自のカイネティック NMR を用
いて見出し、同変化に関わる分子内部位の原
子群を同定することに成功した。 
 この実験を通じて、プリオンを NMR チュー
ブ内で進化させることが可能であることが
分かった。この新規手法を用いて、プリオン
の立体構造進化の過程を原子レベルで解き
明かすことにより、生物学の基本概念に根本
的な修正を迫る実験的証拠を提示すること
ができる。 
 
２．研究の目的 
 我々は、独自に開発中の「カイネティッ

ク NMR」装置により、PrPCと PrPScとの共存下
における PrPC の立体構造変化を解析するこ
とに成功している。本研究では、この研究を
さらに発展させ、「カイネティック NMR」とし
て完成することにより、プリオンの立体構造
進化過程に迫る。 
 
３．研究の方法 
 まず、カイネティック NMR に先立ち、カイ
ネティック蛍光、カイネティック光散乱、カ
イネティック CD、ストップトフローNMR、及
び高圧 NMR を立ち上げた。 
(1)カイネティック NMR 

 カイネティック NMR は、上記のカイネティ
ック蛍光装置、カイネティック動的光散乱装
置、及びカイネティック CD による反応のキ
ネティクスを、原子レベルかつ時間分解能で
観測できる最上位の装置であり、世界でも、
岐阜大学にしかない画期的な装置である。こ
れにより、タンパク質の活性化に伴う立体構
造の進化過程を、解明することが出来る。特
徴的な点は、感染性プリオンを扱うことの出
来る P3 封じ込め施設に隣接しており、感染
性タンパク質をNMRチューブ内に封じ込めた
ままで、原理的に観測可能である点である。
感染性を封じ込めるためのNMRチューブの設
計がテーマのひとつではあるが、超音波照射
に伴う非感染性のタンパク質の進化過程を、
原始レベルで観測することが可能になった。 
 
Ⅱ 現在までの観測結果 
(1)超音波照射 

 超音波照射により、異常プリオンを増幅し、
検出感度を上げることは、一般によく行われ
ている。これにより、感染性を得ることはで
きないが、一旦できたオリゴマーを複製する
ことが可能である。従って、既に存在する感

染性のオリゴマーをある程度、増幅すること
も可能とされている。しかし、超音波照射に
伴うオリゴマー複製のメカニズムは必ずし
も良くわかっていない。 
その原因の一つは、超音波の吸収エネルギ

ーを定量することが困難であったためであ
る。そこで我々はまず、超音波照射強度を定
量的に測定する手法を確立した（Yamaguchi 
et al., Biochemistry）。その結果、超音波
照射強度の関数として、オリゴマー生成速度
などを定量的に議論することが可能となっ
た。特に、超音波照射強度に比例して、凝集
体形成のラグタイムが減少することなど、当
該現象の本質にかかわる一般的特性を明ら
かにすることが出来た。 
(2)オリゴマー形成のｐＨ依存性 

 超音波を用いて、Lysozyme 凝集におけるｐ
Ｈ依存性、及び濃度依存性を調べた。その結
果、ｐＨが低いほど凝集が速く、また凝集体
のサイズが大きくなる傾向が認められた。ま
た、奇妙なことに、濃度が低いほど、凝集が
早く起こることが分かった。この原因は十分
解明されていないが、濃度が薄い方が、凝集
する前に、モノマーで滞在する時間が長く、
より異常な核形成を起こす確率が高くなる
ため、と考えられる。しかし、このことは、
更に、理論・実験の両面から調べる必要があ
る。 
(3)尿素と塩濃度依存性（カイネティック

蛍光とカイネティックＣＤによる） 
 mPrP(90-231)アミロイド線維形成反応に
おける尿素及び塩濃度依存性を調べた。その
結果、尿素濃度が１Ｍ位で最も凝集体形成が
起こりやすく、また、塩濃度に関しては、一
般に高い方が凝集体形成が促進する傾向に
あった。しかし、その傾向は必ずしも一様で
はなく、ＣＤでは、１Ｍ尿素、200ｍＭ NaCl
で、大きな変化が観測された。一方、ThT で
は、より鋭敏に、構造変化が観測された。特
に、尿素非存在下でも、凝集体形成が観測さ
れた。 
(4)前オリゴマー状態の存在 
カイネティック蛍光測定、カイネティック

DLS、カイネティック NMR を組み合わせるこ
とにより、更に興味深いことが分かった。両
者をプロットすると、DLS の方が蛍光変化よ
りも早いことが分かる。このことは、凝集に
よる構造変化を示す蛍光変化が観測される
以前に、蛋白質が一時的に集合していること
を示している。タンパク質の離合集散が、構
造変化の前に起きる。プリオンの感染性がア
ミロイドのような集合状態とは必ずしも関
連性がない、という事実は、プリオンの感染
性がこのような離合集散状態の中で、たまた
ま選ばれた特殊構造である可能性を示唆し
ている。 
次にカイネティック NMR 測定を行った。そ

の結果、カイネティック蛍光に先んじて、NMR
スペクトルの変化が見られた。このことは、
やはり、凝集体形成以前に、前凝集状態が存



在することを示唆している。 
 本基盤研究事業により、前凝集状態の存在
を確認することが出来た。現在、当該状態の
構造解析とより詳細なキネティクスの測定
を行っているところである。 
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