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アミロイド線維は、タンパク質のミスフォールディングによって形成される超分子重合体であ

り、数多くの変性疾患に関わることから注目を集めている。中でも、アミロイド線維が自らの

末端構造を鋳型としてモノマー体が結合し、線維構造を複製する「核依存性伸長反応」が疾病

の感染や伝播の分子基盤として重要視されているが、詳細な機構は明らかにされていない。そ

こで、本研究では、インスリンを題材として、線維形成初期に形成する線維前駆中間体構造を

捉え、詳細な構造特徴の解析を行い、伝播に関与するアミノ酸配列領域を推定した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Protein misfolding occasionally leads to the formation of supramolecular assemblies known as amyloid 
fibrils, the deposition of which is associated with numerous diseases. One of the most unique and 
essential properties of amyloid fibrils is their template-dependent growth, which underlies the 
propagation of pathology of amyloidoses. In this study, we trapped a prefibrillar intermediate of insulin 
formed transiently in the early stage of fibrillation reaction and from detailed structural properties 
analyzed by using AFM, FTIR, and proteolytic digestion, several regions have proved to be essential for 
the amyloid propagation. 
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１． 研究開始当初の背景 
 

(１) アミロイド線維について 

 

アミロイド線維は、タンパク質の誤った折

りたたみによって形成される超分子集合体で

ある。これまでに、プリオン病やアルツハイ

マー病、透析アミロイドーシスなどに関わる

30種類以上のアミロイド線維が報告されてい

る。さらに最近では、パーキンソン病やハン

チントン病に代表される神経変性疾患に見ら

れる沈着物もアミロイド線維に類似した特徴

を示すことが明らかになり、アミロイド線維

の構造形成原理は解明すべき重要な課題と考

えられている。 
 

アミロイド線維は、自らの末端構造を鋳型

としてモノマー体が順次に結合し、成長して



いくことによって線維軸に沿って自己の構造

を複製し、伝播させることができる。この反

応様式を「核依存性伸長」というが、鋳型構

造をどのように認識し再現してゆくのかの分

子機構は明らかにされていない。そこで本研

究では、アミロイド線維の末端で構造が複製

し、構造伝播する分子機構をアミノ酸残基レ

ベルで解明することを目的とした。 
 
（２） これまでの経緯 

 
アミロイド線維の伝播機構解明のための第

一の研究として、研究代表者らは、透析アミ

ロイドーシスの原因タンパク質であるβ2ミク

ログロブリンを用いて、アミロイド線維伸長

反応にて経由することが予想される「伸長中

間体」を捉え特性を明らかにする研究を進め

てきた（図 1）。 

 
β2ミクログロブリンは、酸性条件下でアミ

ロイド線維の断片（シード）を核として添加

すると、アミロイド線維の伸長が速やかに進

行するが、アミロイド線維の伸長過程に対す

る中間体の構造観察例は、一例も存在してい

なかった。しかし、理論的には、シードの末

端にモノマー分子が結合した伸長中間体を経

由することが予想される。さらに、伸長反応

を酵素反応に見立てると、過剰量の線維（酵

素）に少量のモノマー（基質）を添加すれば、

酵素反応の前定常状態のように伸長中間体

（酵素・基質複合中間体）が過渡的に蓄積す

る可能性が考えられる。 
 
そこで、トリプトファン蛍光をプローブに

用いて、一定濃度の希薄モノマー溶液に様々

な濃度でシードを加えて測定を行った結果、

過渡的な中間体の蓄積を確認することに成功

した（Chatani et al., J. Mol. Biol. (2010)）。続い

て、より詳細な伸長中間体の構造特徴を明ら

かにするため、タンパク質フォールディング

における中間体の解析を飛躍的に進めた画期

的手法である水素／重水素（H/D）標識-NMR

法を用いての構造解析を試みた。中間体を蓄

積させた直後に試料のpHを瞬時に変化させ

て、ごく短いH/D交換パルスを与え、各アミ

ノ酸残基の交換程度を1H-15N HSQCスペク

トルをもちいて調べた。その結果、中間体構

造では、新たに付着したモノマー体はほぼほ

どけた状態で弱く線維と結合していることが

明らかとなった。さらに、酸変性構造に存在

する疎水性クラスターまでがほどけていると

いう興味深い特徴もわかり、ほどけて露出し

た疎水性クラスター領域が伸長時に線維との

相互作用に貢献していることが示唆された

（発表論文 2, 3）。 
 

２． 研究の目的 
 
以上の結果から、アミロイド線維の構造伝

播には、限られた領域のみが線維末端の認識

に関与している可能性が考えられた。そこで、

伝播性に重要な役割を果たす配列領域を具

体的に特定するために、本課題では、「アミ

ロイド線維前駆中間体」を新たに捕捉し構造

解析することを試みた。 

 

自発的なアミロイド線維形成反応では、そ

の初期過程に、オリゴマーやプロトフィブリ

ルなどの線維前駆中間体を形成することがし

ばしば観察される（図 2）。興味深いことに、

これらの前駆中間体では、シート構造に富ん

だ立体構造（クロス構造）が完全には構築さ

れておらず、伝播性も発現していないことが

多い。そこで、この中間体を捕捉して成熟ア

ミロイド線維と構造比較することで、伝播性

が発現するために必要なクロス構造の領域

を明らかにできるのではないかと考え、本中

間体の捕捉を検討した。 
 

３． 研究の方法 
 
本研究では、ウシ由来インスリンをモデル

タンパク質として選択した。まず、線維前駆

中間体を過渡的に蓄積する経路の探索を行っ

た。インスリンは、酸性条件下で加熱するだ

+
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これまでの研究：
過渡的に蓄積したものを構造解析

図１．アミロイド線維の核依存性伸長反応（アミロイ

ド線維の構造伝播）とこれまでの研究内容の概略 
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図 2．線維形成反応途中で形成される線維前駆中間

体の概略図 



けで容易に核形成し、自発的な線維形成が進

行する。これを基本条件としたうえで、アミ

ロイド線維形成反応の溶媒条件や反応温度を

変化させながら、線維前駆中間体が形成し、

安定に捕捉が可能な条件を調べた。 
 
得られた線維前駆中間体については、原子

間力顕微鏡による形状観察および、FTIR を用

いたクロス β構造の性質、含量の解析を行い、

成熟型アミロイド線維との違いを解析した。

さらに、捕捉した線維前駆中間体のクロス β
構造形成部位を明らかにするために、プロテ

アーゼ消化による構造解析を行った。線維前

駆中間体と成熟線維にトリプシンを一定時間

作用させて切断し、生成したペプチドフラグ

メントを MALDI-TOF 解析により同定した。

前駆体と成熟型アミロイド線維の間で酵素消

化の感受性の違いを評価し、中間体のみにお

いて特に切断されやすい領域の有無を解析し

た。 
 
４． 研究成果 

 

（１） 凝集中間体を過渡的に蓄積する経路

の探索 

 

線維形成反応は、アミロイド線維の検出に

頻用されているチオフラビン T 蛍光を用いて

追跡した。様々な形成条件を検討した結果、

高濃度の塩添加と高温条件の組み合わせで線

維形成反応を進行させると、反応開始直後に

著しいチオフラビン T 蛍光の上昇が確認され、

その後低い値へと収束するという、通常の S
字状とは異なるパターンが確認された（図 3）。
原子間力顕微鏡観察と赤外吸収スペクトル解

析を行ったところ、高いチオフラビン T 蛍光

を示す時間領域では、クロス β 構造が未成熟

で微細なアミロイド線維が形成しており、そ

の後、これらが会合してさらにクロス β 構造

を発達させ、太く成熟したアミロイド線維に

なることが分かった（図 3）。さらに、得られ

た中間体および成熟線維を超音波破砕により

断片化し、新たなインスリン水溶液に添加し

てシーディング反応を行った結果、後半のク

ロス β 構造の形成が形成するまでアミロイド

線維の伝播性も発揮されておらず、反応開始

直後に形成される微細なアミロイド線維は、

オリゴマーやプロトフィブリルに相当するア

ミロイド線維前駆中間体に相当することが考

えられた。 
 

（２） 中間体および成熟アミロイド線維の構

造解析 
 
線維前駆中間体の構造特徴を明らかにする

ために、FTIR スペクトル測定を行った。その

結果、線維前駆中間体ではクロス β 構造が未

成熟であり、一部のクロス β 構造のみが形成

されていた。さらに、成熟化が進むにつれて、

クロス β 構造がさらに発達する様子が確認さ

れた（図 4）。このことより、段階的にクロス

β 構造が発達することが実証され、アミロイ

ド線維の自己触媒的複製には特定のクロス β
構造領域が関与する可能性が考えられた。 

図４. 線維前駆中間体と成熟型線維の FTIR 二次微分

スペクトル 

 
そこで、得られた前駆中間体についてプロ

テアーゼ消化による構造解析を行い、クロス

β 構造形成部位を明らかにしようとした。線

維前駆中間体および成熟したアミロイド線維

をそれぞれトリプシン処理し、切断されたア

ミノ酸配列領域を決定した。その結果、前駆体

のみで酵素消化されやすい領域が存在すること

が確認された（図 5、緑色部分）。 

 
図３．インスリンの線維前駆体の過渡的な蓄積

 
線維前駆中間体で構造化していない領域は、

中間体からアミロイド線維へと成熟化する際にク

ロス β 構造を形成する領域であることに留意する

と、前駆体のみで酵素消化されやすい領域は、

アミロイド線維の伝播に貢献する部位に相当す

ると考えられる。このように、アミロイド線維の伝播

性に関わる可能性の高い配列領域が初めて実

験的に提案された。本研究成果については、学

会発表をおこなった。論文投稿については近日



中に行う予定である。 

 

以上の結果から、アミロイド線維末端でモ

ノマー分子が結合し構造変化する際に関わる

のは、全アミノ酸配列のうちの限られた領域

に限定されていることが考えられた。これは、

構造複製の基本原理をアミノ酸残基レベルで

理解するために重要な知見であると考えてい

る。今後、当該領域について、アミノ酸置換

効果の解析を行いアミロイドーシスの感染や

伝播の根底にある分子機構を解明し、最終的

に高効率な線維化の阻害手法の確立を目指し

たいと考えている。さらに、アルコール共存

下でβ2ミクログロブリン線維の構造多形が

濃度依存的に生成することを見つけ、β2ミ

クログロブリン線維の多形線維では伸長速度

が異なることが示された（発表論文1）。今後、

アミロイド線維の多形構造についても上記の

解析を行うことにより、構造伝播反応に関わ

る相互作用がより具体的に明らかになると期

待される。 
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