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研究成果の概要：アミロイドβ（ベータ）タンパク質の重合沈着によるアルツハイマー病発症

を抑制する方法を探索するために、卵白タンパク質、オボアルブミンの重合機構の解明を試み

た。オボアルブミンがアミロイド線維を形成することを確認し、分子内に重合核となり得る内

在配列を見出した。更に、オボアルブミンと類縁のセリンプロテアーゼインヒビターとの連関

から、上記重合核以外の内在配列ペプチドによる重合体形成抑制の可能性を検討した。 
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１．研究開始当初の背景 

 プリオン病（狂牛病、クロイツフェルト・

ヤコブ病）や、アルツハイマー病は、生体の

持つ正常タンパク質がコンフォメーション

変化を起こして病態を呈することから、コン

フォメーション病と呼ばれている。これらに

共通する特徴としては、特定のタンパク質が

コンフォメーション変化を起こし、別の分子

とβシート構造を形成して重合することに

より凝集体を形成して組織への沈着を起こ

すことがあげられる。これらの病態を治療、

予防するには、このコンフォメーション変化

の原因を明らかにすることが重要であるが、

実際の病理変化は長期間にわたるものであ
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り観察が難しいため、タンパク質科学的なア

プローチが必要とされている。 

 血液中で、血栓溶解や、血液凝固の調節を

担っているセリンプロテアーゼインヒビタ

ー類がそのインヒビター活性を発現すると

き、プロテアーゼにより切断部位が切断され

ると、その近傍のループが分子中央のβシー

ト Aの中央（ストランド５Aとストランド３A

の間）に割り込む”ループ挿入”というコン

フォメーション変化が起こることが知られ

ている。分子異常をきたしたセリンプロテア

ーゼインヒビターでは、切断部位近傍のルー

プが、他の分子のβシート Aに挿入し、新た

なβストランドとして、安定な二量体を形成

し、これが重合体形成の引き金となり、組織

沈着などを経て、重篤な病態に至るとされて

いる。家族性若年型痴呆症（FENIB）の原因

タンパク質ニューロセルピンもこのインヒ

ビターの一群に属しており、同様の機構によ

る重合体の沈着が、神経細胞の損傷に関わる

ことが示唆されている。 

 

２．研究の目的 

 この分子間β構造形成（ループ挿入）の制

御を目指し、セリンプロテアーゼインヒビタ

ーとアミノ酸配列の類似性が高く、同一スー

パーファミリーに分類される卵白タンパク

質、オボアルブミンをモデルとして、分子重

合の機構に迫ることができると考えた。オボ

アルブミンについては、熱変性過程で、アミ

ロイド様の線状凝集体を生じることが報告

されており、この凝集体の形成過程における

コンフォメーション変化を調べることによ

り、アミロイド形成抑制の分子論的基盤を確

立できるものと考えた。 

 一般的に、通常可溶性の球状タンパク質が

重合凝集する過程では、タンパク質分子の立

体構造が部分的に壊れた状態で、分子内部に

埋もれていた疎水性領域が分子表面に現れ、

この部分を他の分子と共有することにより

安定化する機構が考えられる。アルツハイマ

ー病で見られるアミロイド線維など、神経組

織を損傷する分子重合体は、ほとんどが規則

的な構造体を形成しており、重合に関わるア

ミノ酸配列は、特定の部分に限定されている

可能性が高い。 

 この性質を利用して、Serrano L.ら（欧州

分子生物学研究所・EMBL）は、タンパク質の

一次構造から、各アミノ酸残基の重合体形成

確率を予測するプログラム(TANGO)を開発し、

インターネット上で公開した。本研究では、

このプログラムにより、オボアルブミンの重

合核形成部分を予測し、これに対応するペプ

チド断片の挙動を調べることにより、オボア

ルブミンの重合体形成機構に迫ることを目

的とした。 

さらに、先に述べたタンパク質分子の立体

構造が部分的に壊れた状態が、重合体形成の

中間状態として重要であるという考えにつ

いて、オボアルブミンの各種分子種について、

変性状態から構造を回復させる実験を行い、

オボアルブミンの構造形成経路の詳細を解

明し、重合体形成の中間状態を捉え、これを

阻止する方策に関する知見を得ることを目

的としている。 

 

３．研究の方法 

 セリンプロテアーゼインヒビターがそ

のインヒビター活性を発現するとき、プロテ

アーゼにより切断部位が切断されると、その

近傍のループが分子中央のβシート Aの中央

（ストランド５A とストランド３A の間）に

割り込む”ループ挿入”というコンフォメ

ーション変化が起こることが知られている

（分子内ループ挿入）。分子異常をきたした

セリンプロテアーゼインヒビターでは、切断



 

 

部位近傍のループが、他の分子のβシート A

に挿入し、新たなβストランドとして、安定

な二量体を形成し、これが重合体形成の引き

金となり、組織沈着などを経て、重篤な病態

に至るとされている。本研究では、この分子

間β構造形成（分子間ループ挿入）の制御を

目指し、セリンプロテアーゼインヒビターの

スーパーファミリーに属する卵白タンパク

質、オボアルブミンをモデルとして、分子重

合の機構を明らかにしたいと考えた。オボア

ルブミンについては、熱変性過程で、アミロ

イド様の線状凝集体を生じることが報告さ

れており、この凝集体の形成過程におけるコ

ンフォメーション変化を調べることにより、

アミロイド形成抑制を実現することを目的

とした。以上の目的のために、(1)定速昇温

過程におけるコンフォメーション変化の解

析、(2)加熱に伴うオボアルブミン重合体形

成における内在性ペプチドの添加効果の検

討、(3)オボアルブミン変性状態からの構造

回復実験による、重合体形成中間状態の解析、

を行った。 

 

４．研究成果 

(1)定速昇温過程におけるコンフォメーショ

ン変化の解析 ①オボアルブミン及び組換

体、変異体オボアルブミンについて、一定速

度で、昇温させ、この過程での CD スペクト

ルの変化を解析したところ、分子種によって

変曲点が異なり、各分子種の熱変性温度に対

応することが示唆されたが、温度に対してα

へリックス含量を反映する 222nmでのシグナ

ルをプロットすると、変曲点の前後で、挙動

が異なることが明らかとなり、変曲点より高

い温度では、重合体の形成による分子間相互

作用等の増加により、変曲点より低い温度で

のコンフォメーション変化と同一に比較で

きないことがわかった。②DSC による分析で

は、定速昇温過程における吸熱ピークの前後

で、著しい挙動の違いは見られず、単量体分

子のコンフォメーション変化に応じて熱吸

収挙動を反映していると考えられた。③変異

体を含む各オボアルブミン分子種の CD スペ

クトルと DSC解析の結果を比較検討したとこ

ろ、各変異体の単量体分子の熱変性挙動と、

重合による CD シグナルの変化は、ほぼ同期

しており、各分子種の重合は、概ね同一の機

構によることが示唆された。 

(2)加熱に伴うオボアルブミン重合体形成に

おける内在性ペプチドの添加効果 ①EMBL

で開発された、重合体形成能予測プログラム、

TANGO を用いて、オボアルブミンの内在配列

中、アミロイド形成の核となり得る領域を推

定したところ、3種のペプチド断片（I-、 L-、 

M-ペプチド：アミノ酸残基番号 32-37、38-43、

172-181 に相当)が候補に上がった。これらを

化学合成し、単独、もしくはオボアルブミン

と混在させて加熱し、重合体の形成と、β構

造の形成を調べたところ、これら単独では、

重合体形成能を見出せなかったが、オボアル

ブミンのβ構造形成、および、線状重合体形

成に及ぼす影響は、それぞれ異なっているこ

とがわかった。②I-、L-ペプチドは、オボア

ルブミンの分子内部に位置するへリックス B

に対応しており、化学合成したペプチドの溶
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解性が低く、I-ペプチドについては、実際上

水溶液中での操作が行えなかった。L-、M-ペ

プチド、および、いくつかのコントロールペ

プチド（いずれも、オボアルブミン内在配列

に対応）について、加熱実験をおこなったが、

これらのペプチドについては、加熱による重

合体形成は観察されなかった。③そこで、オ

ボアルブミンの加熱重合体形成過程にこれ

らのペプチドを混在させ、添加効果を調べた

ところ、コントロールペプチドと L-ペプチド

は、オボアルブミンの重合体形成に影響を与

えなかったが、M-ペプチドは、オボアルブミ

ンの重合体形成をさらに促進する傾向が観

察された。④TANGO プログラムにより、重合

体形成能が高いと推測された配列について、

相当するペプチドは、オボアルブミンの重合

核に結合することにより、さらなる重合体形

成を抑制する効果があるのではないかと予

想していたが、M-ペプチドについては、むし

ろ、重合体形成を促進する結果が得られた。

このことから、M-ペプチドの配列は、重合核

となる性質が強く、構造が壊れた状態では、

2 分子以上の分子間で、結合を促進している

可能性が考えられた。この分子について、規

則的な構造を取り得るか、現在のところ、明

らかではないので、今後の検討課題としたい。

また、本実験でコントロールとして用いたペ

プチド s4A上のバリン残基をアラニンに置換

した変異体を作成したところ、予想外に重合

体形成が促進され、この領域も重合核として

の可能性を秘めていることが明らかとなっ

た。 

 

(3)オボアルブミン変性状態からの構造回復

実験による、重合体形成中間状態の解析 オ

ボアルブミンも他のセリンプロテアーゼイ

ンヒビター同様に、エラスターゼ等のプロテ

アーゼにより、偽基質部位が切断されるが、

それらインヒビター類のような構造変化、ル

ープ挿入を起こさないため、セリンプロテア

ーゼインヒビターとしての活性を示さない

と考えられている。我々は、すでにこのルー

図 2．内在性ペプチドのオボアルブミン

重合体形成に対する添加効果 

図 3．オボアルブミンの加熱による線状凝集体形成（上：卵白オ

ボアルブミン、下：組み換え型オボアルブミン野生型） 



 

 

プ挿入のヒンジとなる領域に部位特異的ア

ミノ酸置換を導入した変異体が、セリンプロ

テアーゼインヒビター類と同様、ループ挿入

を示すことを発見した。この分子について、

変性剤尿素により、立体構造を壊し、尿素を

希釈することにより、構造の回復を促したと

ころ、2 本のポリペプチドが分子として別々

になっているにも拘らず、相互作用を回復し、

元のオボアルブミン同様の高次構造を有す

るようになった。このことから、オボアルブ

ミンの部分的変性状態は、未変性状態に非常

に近いもので、内在性ペプチドの実験で見出

された M-ペプチドのような領域が、わずかに

露出することが、重合の引き金となっている

ことが示唆された。なお、本研究について、

平成 20 年 7 月にベルギーで開催された第 5

回国際セルピンシンポジウムにおいて発表

を行ったが、発表内容について基調講演に取

り上げられ、オボアルブミンの重合とセリン

プロテアーゼインヒビターの重合機構を関

連付けた成果について、高く評価された。 
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図 4．オボアルブミン変性状態からの構造回復実験

図 ボ ブ 変性状態 ら 構造 復実験


