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研究成果の概要（和文）：アミロイドの伝播機構を解明する目的で、酵母プリオンタンパク質Sup35のモノマー
の構造を調べたところ、局所的にコンパクトな構造をもつことをNMRから明らかにし、その局所構造や揺らぎが
アミロイドの構造に大きな影響を与えることを明らかにした。さらには、Sup35アミロイドの構造や物理的性質
に依存して、分子シャペロン群のリモデリング活性が異なることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Self-propagating β-sheet-rich fibrillar protein aggregates, amyloid fibers,
 are often associated with cellular dysfunction and disease. Distinct amyloid conformations dictate 
different physiological consequences, such as cellular toxicity. However, the origin of the 
diversity of amyloid conformation remains unknown. Here, we suggest that altered conformational 
equilibrium in natively disordered monomeric proteins leads to the adaptation of alternate amyloid 
conformations that have different phenotypic effects. We performed a comprehensive high-resolution 
structural analysis of Sup35NM, an N-terminal fragment of the Sup35 yeast prion protein, and found 
that monomeric Sup35NM harbored latent local compact structures despite its overall disordered 
conformation. In addition, we found that the chaperone machinery has distinct remodeling activity to
 different prion strain conformations of Sup35. 

研究分野：構造神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
βシート構造に富んだ線維状のタンパク

質凝集体であるアミロイドは様々なヒト疾

患の関与しているため重要な研究対象であ

る。特に、モノマー（単量体）のタンパク

質からアミロイドが生成する時のタンパク

質の動的構造変化を原子レベルで解明する

ことは、アミロイドによる細胞障害機構を

理解する上で必須である。 
しかし、アミロイド性のタンパク質は凝

集性が極めて高く、取扱いが容易ではない

ため、そのタンパク質構造の解析は難しく、

例えば、そのためのNMRの帰属情報の獲得
は極めて難しい。また、たとえ構造情報が

得られても、そのアミロイドが細胞内でど

のような毒性や細胞機能障害をもたらすか

をより直接的に調べる実験系がなければ、

その構造解析したアミロイドの生理的意義

を理解することはできない。実際に、これ

までその相関には多くの疑問が残されてい

る。 
一方で、アミロイドの生成・脱凝集機構

を理解する上で、３つのシャペロン

Hsp104/Hsp70 /Hsp40システムの機能の理解
は欠かせない。なぜなら、これらのシャペ

ロンは、モノマーからアミロイドを生成し

ていく凝集反応を加速させ、一方では、出

来上がったアミロイドを細かく断片化し、

モノマーにまで脱凝集させるという、一見

相反する二つのステップの両方に中心的な

役割を果たすからである。しかし、アミロ

イドの生成だけでなく、この脱凝集の分子

機構にも不明な点が多い。 
 

２．研究の目的 
 
多くのヒト神経変性疾患では、その原因タ

ンパク質が細胞内のストレスなどでミスフォ

ールドし、線維状タンパク質凝集体であるア

ミロイドが脳内に生成する。また、酵母や哺

乳動物細胞において、一定の条件下で、アミ

ロイドはモノマーにまで脱凝集できることが

示唆されている。アミロイドの生成および脱

凝集のどちらの過程にも、Hsp104/Hsp70 
/Hsp40が関与すると考えられているが、そ
の詳細には不明な点が多い。 
本研究では、申請者がこれまでに構築して

きた独自の酵母プリオンSup35NM（Sup35タン

パク質におけるアミロイドの伝播に必須なド

メイン）およびHsp104/Hsp70 /Hsp40の分子シ
ャペロン実験系を用いる。それによって、ア

ミロイドの生成、脱凝集分子機構を調べるた

めの新規な実験系を構築するとともに、NMR

（核磁気共鳴）などの構造生物学的手法を用

いて、異なる構造をもつSup35NMアミロイドの

生成機構および脱凝集の分子機構の解明を目

指す。 
 
３．研究の方法 
 

Sup35NM の異なるアミロイド構造の生
成機構を明らかにするため、Sup35NMモノ
マーの構造をアミノ酸、原子レベルで知る

必要がある。そこで NMRによる Sup35NM
の解析を行うため、NMR 測定条件の最適
化を行った。さらに、Sup35NMの主鎖アミ
ドプロトンの帰属を行い、その情報をもと

に、各アミノ酸について、常磁性緩和促進

効果や溶媒の水との交換速度を調べるため

の実験などを行った。また、アミロイドの

コア領域を同定するために、各種アミロイ

ドのコア領域由来のペプチドを調製し、そ

れに対する質量解析を行った。 
さらに、これらの構造情報をもとにして、

アミロイド生成時における Sup35NM とシ
ャペロンの関係を調べるため、アミロイド

に特異的な蛍光色素であるチオフラビンＴ

を用いた蛍光測定や、アミロイド線維およ

びその生成途中に生じるオリゴマーの形態

を調べることのできる原子間力顕微鏡を用

いて、シャペロン存在下での Sup35NM の
アミロイド生成機構の解析を行った。 
一方、Sup35NMのアミロイドの脱凝集過
程をアミノ酸レベルで調べるために、NMR
による構造解析を行うための測定条件およ

び、本実験に用いるための各種タンパク質

の最適化を行った。さらに、チオフラビン

Ｔを用いた蛍光測定やイムノブロッティン

グ、各種遠心実験などの生化学的、分子生

物学的手法から、異なる構造をもつ

Sup35NM ア ミ ロ イ ド と

Hsp104/Hsp70/Hsp40 シャペロンを用いて
脱凝集実験を行い、その脱凝集過程を追跡

した。 
 
４．研究成果 
 



酵母プリオンタンパク質Sup35のモノマーが

局所的にコンパクトな構造をもつことをNMR

から明らかにした。さらに、Sup35のモノマー

において露出しているアミノ酸を同定した。

これらの解析から、モノマーにおけるその局

所構造や揺らぎが最終的に生じるアミロイド

の構造に大きな影響を与えることを明らかに

した。 

さらに、特徴的なセクタリングを示し、ピ

ンク色を呈する弱いプリオン株を引き出す

S17R変異体の解析を行ったところ、S17R変異

体はプリオンドメインのカルボキシル末端に

コア領域をもつアミロイドを生成すること、

つまり野生型とは大きく異なる構造をもつア

ミロイドを生成することを見出した。さらに、

NMRの詳細な構造解析から、野生型とS17R変異

体のアミロイド構造の差異が、モノマー状態

における局所構造や揺らぎの違いに起因する

ことを明らかにした（図１）。 

 

図１ Sup35NMのWTとS17R 変異体のモノマー、

オリゴマー構造の相違点 

 

一方で、Ser17のアミノ酸をトリプトファン

やチロシンなどの体積が大きなアミノ酸に置

換した変異体を作成し、そのアミロイドを作

成した。その結果、これらの変異体のアミロ

イドは、野生型のアミロイド構造と同様に、

プリオンドメインのアミノ末端領域にコアに

もつアミロイド構造を生成することが明らか

になった。 

したがって、Ser17の位置のアミノ酸の立体

障害によって、アミロイド線維内のパッキン

グに問題が生じたためにS17R変異体のアミロ

イドのコア領域がプリオンドメインのカルボ

キシル末端へと変化したわけではなく、むし

ろSup35NMモノマーの構造の揺らぎの違いに

よってアミロイドのコア構造が大きく変化し

たことが示唆された（図２）。 

 

図２ Sup35NMのWTとS17R 変異体のアミロイ

ド形成過程のモデル 

 

Sup35とHsp104/Hsp70 /Hsp40シャペロン
の相互作用に関して、NMRなどによってアミノ

酸レベルで構造解析を行うための実験系を

確立した。これら両者の相互作用をNMRおよ

び蛍光などの生物物理的手法で明らかにし

た。さらに、その相互作用に関して、解離

定数などのパラメーターを得ることができ

た。また、各種シャペロンの存在下でSup35

の凝集過程を詳しく追跡したところ、Sup35

の凝集速度に著しい変化を与えることを見出

した。さらに、各種シャペロンの組み合わせ

の違いによる、凝集加速効果の差異を明ら

かにした。また、シャペロンが存在するこ

とによって、最終的に生じるSup35アミロイ

ドの構造に変化が生じることが明らかになっ

た。 

さらには、シャペロンによるSup35アミロ
イドの脱凝集過程を調べるための実験系を

確立するとともに、その反応条件の最適化

を行った。その反応条件下で、Sc4, Sc37な
どの異なる温度下で生成させ、異なる構造

をしたSup35アミロイドを基質に用いて、シ
ャペロンによる脱凝集実験を行った。その

結果、アミロイドの構造に依存して脱凝集

効率が異なることが明らかになった。以上

から、Sup35アミロイドの構造や物理的性質に

依存して、各シャペロンのリモデリング活性

が異なることが明らかになった。 
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