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研究成果の概要（和文）：近年、アミロイド線維と呼ばれる線維状の凝集がアミロイドーシスと呼ばれる一連の
疾患の原因となることから、その構造や形成機構の研究が盛んに行われている。他方、別の代表的な凝集である
アモルファス凝集については、その形成機構や、アミロイド線維との関係は明らかではない。本研究では、さま
ざまな蛋白質の凝集状態の構造・物性・構造転移反応を、熱力学的、速度論的に解析し、それらが「溶解度」、
「過飽和」、「結晶性およびガラス性状態の区別」によって、原理的かつ包括的に理解できることを示した。蛋
白質凝集を原理的に理解することにより、蛋白質研究の基盤を大きく広げることができた。

研究成果の概要（英文）：Understanding the mechanisms of protein aggregation is important for 
advancing our knowledge of proteins. Amyloid fibrils are fibrillar aggregates associated with 
various amyloidoses. On the other hand, the term amorphous aggregate has been used for other types 
of aggregates. However, the relationship between amyloid fibrils and amorphous aggregates has not 
yet been elucidated. We studied the aggregation of various proteins with a focus on distinguishing 
amyloid fibrils and amorphous aggregates. The results indicated that amyloid fibrils and amorphous 
aggregates correspond to crystals and glasses of solutes, respectively, and that solubility and 
supersaturation are two of the most important factors determining protein aggregation. Further 
understanding the role of supersaturation in determining aggregation-based phase transitions of 
denatured proteins will provide an important complementary point of view to structural studies of 
protein aggregates.

研究分野：蛋白質科学

キーワード： 蛋白質　脳神経変性疾患　生体分子　凝集　変性　アミロイド線維　溶解度　過飽和

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
1940 年代、生体の重要な構成要素として
蛋白質が認識された頃、蛋白質の特徴は凝集
であった。ゆで卵の白身の日常の直観的な凝
集と同じである。50年代にＸ線結晶解析がは
じまり、構造に基づく蛋白質機能の理解が研
究の中心となると、凝集は研究をむしろ妨げ
るものと考えられた。しかしながら、1990
年以降、組み換え蛋白質や化学合成蛋白質の
凝集、プリオン病やアルツハイマー病におけ
る凝集など、凝集は重要な研究課題となって
いった。現在、高齢化に伴う疾患のほとんど
に蛋白質凝集が関わると言っても過言では
ない。 
代表者は 2000 年頃からアミロイド線維の
研究を開始した。当初、アミロイド線維は曖
昧な構造状態と考えられていたが、研究を進
める内にその構造や物性のユニークさに圧
倒されるに至った。アミロイド線維は変性蛋
白質の形成する結晶性の秩序構造であった。 

2000 年以降、アミロイド線維の構造生物
学研究が世界的に発展し、「アミロイド構造
生物学」が台頭し、現在に至っている。代表
者もその進展にいくつかの貢献をした。代表
者は水素・重水素交換と多次元 NMR測定を
用いてアミロイド線維の構造安定性を残基
レベルで評価する方法を開発した。その後、
β２ミクログロブリンの断片ペプチドの立
体構造を明らかにした。 
代表者は 2004 年頃からアミロイド線維の
熱測定に関する研究を開始した。等温滴定型
熱量計でアミロイド線維のシーディング反
応の熱測定に成功した。他方、示差走査熱量
計では、興味深い結果が得られるものの解釈
はむずかしかった。しかしながら、今年遂に
自発的なアミロイド線維形成の熱測定に成
功した。2010年頃より、代表者は「過飽和」
という概念の重要性を国内外に発信し続け
てきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、(1)蛋白質のさまざまな凝集状
態の物性と構造転移反応を、熱力学、速度論
的に解析し、凝集の原理的理解を達成する。
また、(2)アミロイドとアモルファス凝集の選
択的・制御を目指すと共に、(3)天然構造の結
晶化や機能的構造形成にも研究を広げるこ
とを目指す。 
(1)蛋白質凝集の原理的理解： 
アミロイド線維と物質凝の結晶化との対
比：蛋白質の天然状態は単結晶を形成する一
方、硫安沈殿で見られるようなアモルファス
凝集（ガラス状態）を形成する。全く同じ状
況が変性蛋白質においても起きる。結晶性の
析出がアミロイド線維であり、それ以外の凝
集はガラス状態に相当する。本研究では、ア
ミロイド凝集とアモルファス凝集に注目し、
これらの違いや、さまざまな手法によって解
析する。 
アミロイド線維の形成を決める因子：直観

的に大きな蛋白質は規則的なアミロイドを
形成することは困難と予想される。実際、分
子量が２万以上の蛋白質がそのままアミロ
イド線維を形成した例はほとんどない。他方、
アミロイドβをはじめ、ペプチド断片がアミ
ロイド線維を形成する例は数多い。本研究で
は蛋白質の大きさをはじめとするアミロイ
ド線維形成を決める内的因子、あるいは溶媒
や温度などの外的因子を系統的・網羅的に明
らかにする。 
(2)アミロイド線維形成の制御： 
アミロイド線維やアモルファス凝集の形
成機構を理解することによって、それらの形
成を阻害し、ひいてはアミロイドーシス発症
の予防・治療の基盤を達成することが可能で
ある。現在、アミロイド線維形成の阻害剤と
しては、ポリフェノール類（エピガロカテキ
ン、テトラサイクリンなど）が注目されてい
るが、その作用機構は不明である。これらの
作用を研究することにより、アミロイド阻害
剤の作用機構を明らかにすることが期待で
きる。 
 
３．研究の方法 
(1)蛋白質凝集の原理的理解： 
蛋白質の変性状態が形成するアミロイド
線維とアモルファス凝集を区別しながら、そ
れらの形成機構の違いを、熱力学的、速度論
的に解析する。これにより、蛋白質の凝集機
構を原理的に示す。 

 
(2)蛋白質凝集の制御： 
アミロイド線維とアモルファス凝集の形
成機構は異なる。溶媒条件や環境を調節する
ことにより、両者を区別して形成し、さらに
抑制・促進する方法を達成する。 
 
４．研究成果 
(1)熱力学的機構：β２ミクログロブリンや
ニワトリ卵白リゾチームなどを材料として、
フォールディングとアミロイド凝集、アモル
ファス凝集を包括する蛋白質の構造安定性
の熱力学的機構の一般性を確立することを
目指した。この際、へパリンがアミロイド線
維やアモルファス凝集を促進する効果に着
目して、その作用機構に迫った。β２ミクロ
グロブリンとリゾチームについて、ヘパリン
に依存した相図を作成した。これらの相図を、
電荷に基づく作用と、一般的な塩の効果に区
別してヘパリンの作用を理解することに成
功した。 
さらにβ２ミクログロブリンについては、
塩濃度と温度効果を詳細に調べた。室温付近、
高塩濃度の条件下ではアモルファス凝集を
形成したが高温にすることによりアミロイ
ド線維を形成した。さらに高温では凝集は溶
解した。これらをもとに塩濃度と温度に依存
した構造状態の相図を作成した。アミロイド
線維とアモルファス凝集は、一般的な結晶と
ガラス状態の関係にあり、溶解度以下になる



と、まずアミロイド線維が析出し、さらに析
出力が強まるとアモルファス凝集の析出す
ることを示した。これにより、蛋白質凝集の
包括的な機構を提唱した。 
 
(2)速度論的機構：プレートリーダを用いる
HANABI および、通常の蛍光光度計のセルに直
接超音波を照射するシステムを利用して、β
２ミクログロブリンやニワトリ卵白リゾチ
ームのアミロイド線維とアモルファス凝集
の競争的形成を速度論的に詳細に調べた。添
加剤としてへパリンを用いた。へパリンは、
条件に依存してアミロイド形成を促進ある
いは抑制した。このような複雑な現象は、へ
パリンによって過渡的に形成される凝集体
の安定性に依存し、「オストワルトの成熟則」
によって理解できた。また、興味深いことに、
微量のアモルファス凝集は過飽和状態の解
消、アミロイド線維の形成の促進を担うこと
を示した。 
 
(3)ポリリン酸による蛋白質凝集とアミロイ
ド線維形成の促進：ポリリン酸は強く負に帯
電した高分子であり、生体内においてはリン
酸基の備蓄に使われると共に、添加物として、
さまざまな食品に含まれる。ポリリン酸が、
蛋白質の凝集、ひいてはアミロイド線維形成
を強く促進することを見出した。蛋白質とし
ては、β２ミクログロブリンやαシヌクレイ
ンを用いた実験を行い、これらの蛋白質の生
理的条件におけるアミロイド形成を強く促
進することを示すと共に、静電的な機構と、
塩析効果の2種類の機構によって起きること
を示した。 
 
(4)ThT サイレントな線維中間体による主鎖
支配的線維構造：アミロイド線維に強力な超
音波を照射することにより、アミロイド線維
に特異的に結合するチオフラビンTの蛍光強
度が減少した。β2 ミクログロブリンとイン
スリンを用いて、強力な超音波照射によって、
線維の二次構造は変化していないが、三次構
造が変化した中間体の形成することを明ら
かにした。 
 
(5)断片ペプチドのアミロイド線維形成：β
２ミクログロブリンの断片ペプチド K3 の線
維形成に対する他のペプチドや全長β２ミ
クログロブリンの効果を検討した。その結果、
他の蛋白質やペプチドが混在すると K3 ペプ
チドのアミロイド線維形成や抑制されるこ
と、そしてこの抑制が主に疎水的相互作用に
基づく非特異的な相互作用によって起きる
ことを明らかにした。細胞内夾雑系のモデル
として興味深い結果である。 
 
(6)オバルブミンの凝集機構：ニワトリ・オ
バルブミンをトリプシン分解することによ
り 23 アミノ酸残基からなるアミロイド性ペ
プチド pOVA を得た。pOVA を化学合成したと

ころ極めて強いアミロイド性を示した。オバ
ルブミンはセルピンファミリーの属するが、
pOVA 領域の高いアミロイド性は、セルピンフ
ァミリーに一般的なことを示した。セルピン
ファミリー蛋白質は、ドメインスワップによ
りポリマーを形成することが知られており、
アミロイドとセルピンポリマーとが関係す
ることが示唆された。 
 
以上をもとに蛋白質凝集が、「溶解度」、「過
飽和」、「結晶性およびガラス性状態の区別」
によって、原理的かつ包括的に理解できるこ
とをまとめた。 
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