
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７４０１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

ヒト疾患関連アミロイド線維とＡＡＡ型シャペロンの相互作用

Interaction of AAA chaperones with amyloid fibrils related to human diseases

００１５８８２５研究者番号：

小椋　光（OGURA, Teru）

熊本大学・発生医学研究所・教授

研究期間：

２４６５９４３２

平成 年 月 日現在２６   ６   ３

円     2,800,000 、（間接経費） 円       840,000

研究成果の概要（和文）：AAA型シャペロンVCPの変異により発症する神経変性疾患では、TDP-43の凝集体が蓄積する。
VCP のTDP-43アミロイド線維への特異的結合を生化学的解析及び高速原子間力顕微鏡観察で証明した。疾患関連変異は
TDP-43アミロイド線維との結合能を低下させた。ATP存在下で、VCPはTDP-43凝集体を有意に脱凝集した。線虫のVCPホ
モログCDC-48のN-D1リングが、ATP存在下でD2リングに対してぶるぶると震えるような回転運動をすることを高速AFMで
解析し、その後、ヒトVCPについても同様の結果を得た。VCPの運動が脱凝集に働くモデルについて論じた。

研究成果の概要（英文）：Amyloid fibrils of TDP-43 accumulate in patients of neurodegenerative diseases cau
sed by mutations in the AAA chaperone VCP. Specific interaction of VCP with TDP-43 amyloid fibrils was dem
onstrated biochemically and by high-speed atomic force microscopy. Disease-related mutations reduced inter
action between VCP and TDP-43 amyloid fibrils. VCP showed a significant disaggregation activity of TDP-43 
amyloid fibrils in the presence of ATP. High-speed AFM analysis revealed that the N-D1 ring of CDC-48, a C
. elegans VCP homolog, repeatedly rotates clockwise and resets against the D2 ring. A similar result was o
btained with human VCP. Based on these observations, we have proposed that repeated back and forward rotat
ions of VCP may account for mechanical force in disaggregation.
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図１．VCP の TDP-43 線維への結合過程
の連続 AFM 画像 

１．研究開始当初の背景 
  近年、異常タンパク質が蓄積して発

症する神経変性疾患が多数同定され、タン
パク質のコンフォメーション病あるいは
フォールディング病という一般概念が確
立しつつある。しかしながら、個々の疾患
で蓄積している異常タンパク質やそれを
引き起こす原因因子についての知見にも
かかわらず、それらの疾患を予防・治療す
る戦略はまだ極めて乏しい。神経変性疾患
との関係が注目されている因子として、タ
ンパク質の一生に深く関わる分子シャペ
ロンがある。私たちは AAA 型シャペロン
p97（ヒトでは VCP）に着目し、これがポ
リグルタミンの凝集抑制に働くことを明
らかにしてきた。VCP は、骨パジェット病
と前頭側頭葉型認知症を伴う封入体筋炎
（IBMPFD）及び筋萎縮性側索硬化症（ALS）
の原因因子として同定され、いずれの疾患
においても RNA 結合タンパク質 TDP-43 が
蓄積することから、その関連性が注目され
る。VCP は、その他の神経変性疾患におい
て蓄積している異常タンパク質とも共局
在することが報告され、多くの神経変性疾
患と関わる可能性がある。 

 
２．研究の目的 
  異常タンパク質が蓄積して発症す

る神経変性疾患のうち、ともに RNA 結合タ
ンパク質 TDP-43 の蓄積が認められる筋萎
縮性側索硬化症及び骨パジェット病と前
頭側頭葉型認知症を伴う封入体筋炎の原
因因子としてAAA型シャペロンVCPが同定
されている。VCP が TDP-43 アミロイド線
維を脱凝集する活性をもつという仮説を
検証する。また、Aβ や α-シヌクレイン
など他の種々のアミロイド線維との相互
作用も解析する。 

 
３．研究の方法 
  VCPがTDP-43アミロイド線維を脱凝

集するという仮説を検証するため、以下の
解析を行う。 

(1) VCPのTDP-43凝集体との相互作用： 
 ①種々のTDP-43を調製し、それらの凝集体

形成について、in vitroで凝集の経時変化
等を解析し、凝集体の形状を電子顕微鏡
（TEMとSEM）やAFMで観察する。②種々の
TDP-43凝集体について、VCPが結合するか
どうかをin vitroの系で解析し、結合の様
子を高速AFMで観察する。VCPがTDP-43アミ
ロイド線維の何を認識して結合している
のかについて明らかにするため、欠失変異
や部位特異的変異体を用いた解析を行う。 

(2) VCPによるTDP-43凝集体の脱凝集の解析：  
 VCPがATP依存的にTDP-43アミロイド線維

を脱凝集するという仮説を検証する。
①TDP-43アミロイド線維に及ぼすVCPの効
果をアミロイド線維特異的蛍光色素の蛍
光強度の経時的変化を測定して、解析する。

②VCPによるTDP-43アミロイド線維の脱
凝集過程の詳細を高速AFMにより観察す
る。これにより、VCPの脱凝集反応が、線
維の末端など特定の部位から起こるのか、
あるいはランダムに起こるのか等につい
て明らかにする。VCPについてTDP-43アミ
ロイド線維の脱凝集作用が認められない
場合には、種々のアダプタータンパク質、
HSP70シャペロン系の共同作用、VCPと
Hsp104/ClpBのキメラの脱凝集活性等に
ついて検討を行う。 

(3) 種々のアミロイド線維とVCPの相互作
用： 

 VCPはTDP-43以外にもAβやα-シヌクレ
イン、Sup35などのアミロイド線維に結合
する。しかし、これらのアミロイド線維
との相互作用はTDP-43アミロイド線維と
の相互作用とは性質が異なる。この違い
が何に依るのかを明らかにする。高速AFM
でATP存在下でのアミロイド線維とVCPの
構造変化を観察する。 

 
４．研究成果 
  AAA 型シャペロン VCPの変異によ

り、筋萎縮性側索硬化症や前頭側頭葉
変性症を発症することが分かっており、
患者では RNA 結合タンパク質 TDP-43 の
凝集体の蓄積が認められる。TDP-43 ア
ミロイド線維に VCP が特異的に結合す
ることを生化学的解析で証明し、その
様子を高速原子間力顕微鏡で観察した
（図 1）。筋萎縮性側索硬化症や前頭側
頭葉変性症を発症する VCP 変異体につ
いて TDP-43 アミロイド線維との結合を
調べたところ、これらの変異体では結
合能が大幅に低下することが分かった
（図 2）。これらの変異 VCP を高速 AFM
で観察したところ、野生型に比べイメ
ージが不鮮明であることが分かった。
おそらく N ドメイン等が不安定で揺ら
ぎが大きいものと推察される。また、
VCPのN末端ドメインは多くの基質に対
する基質結合ドメインと考えられてい 



図 4．AAA 型シャペロン p97/CDC-48 の連
続 AFM 画像（左）と対称軸の継時的角度
変化（右） 

るが、Nドメイン欠失変異体は予想したよ
うに結合能が低下した。 

  次に、VCP が TDP-43 アミロイド線維
を脱凝集するかどうかについて検討した。
その結果、ATP存在下で、VCPによるTDP-43
凝集体の有意な脱凝集を認めた（図 3）。
また、ATPγSでもATPよりは弱いながら、
脱凝集活性を認めた。脱凝集活性について
は再現性のある結果を得ているが、現在の
ところ活性は弱く、その効率を上げる条件
（アダプターの探索）や活性を精度よく測
定する条件を検討している。これらの結果
から、VCP は TDP-43 アミロイド線維に結
合し、ATP 依存的に脱凝集する可能性が示
唆された。 

  線虫由来の VCP ホモログ CDC-48 に
ついてATP存在下でN-D1リングのD2リン
グに対する回転運動を高速 AFM で解析し、
その結果をStructure誌に発表した（図4）。
その後、ヒト VCP についても同様の結果を
得た。Structure 誌の論文の中で、VCP の
ぶるぶると震えるような運動がアミロイ
ド線維等凝集体の脱凝集に働くモデルに
ついて論じた。脱凝集反応の高速 AFM によ
る可視化にはまだ成功していない。 

  以上の結果より、筋萎縮性側索硬化
症や前頭側頭葉変性症を発症する VCP 変
異体は、TDP-43 アミロイド線維への結合
能が低下し、これらの疾患を発症する可能

性が示唆された。 
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