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研究成果の概要（和文）：アミロイド線維は数種の疾病に関わる不溶性の蛋白質凝集体である。線維形成中にオ
リゴマー中間体が現れる。これらの状態の熱力学的性質の知識は、線維形成反応の全容を理解するうえで重要で
ある。我々は圧力と温度を調節することで、アミロイド線維や中間体の形成量を制御し、各種分光法にてその構
造や熱力学的性質を同定できると考えた。しかし期間初期に、線維形成の可逆性が認められず熱力学的理論的解
析が難しいと判断されたため、線維中間体の現れる条件の同定と、その中間体の構造情報の取得を目指した。具
体的にはβ2m、αSyn、Aβの溶媒条件依存的な構造変化を調べ、アミロイド線維形成に対する各状態の寄与を考
察した。

研究成果の概要（英文）：Amyloid fibrils are insoluble proteinaceous aggregates, related with several
 diseases. During their formation reactions, oligomeric intermediates were known to appear. 
Knowledge of thermodynamics of such intermediate states are relevant to understanding the mechanism 
of fibrillogenesis. We planned to control the population of the fibril and intermediate states by 
adjusting the pressure and temperature conditions, then spectroscopically characterize the targeted 
states. Unfortunately, since irreversibility of fibrillogenesis was confirmed, ideal thermodynamic 
analysis was considered to be inappropriate. Therefore, we focused our efforts on finding the 
conditions where the intermediate states will dominantly populate and characterizations of 
structural properties of such states. According to this aim, we investigated condition-dependent 
structural changes of β2m、αSyn、Aβ and discussed the contributions of these intermediate state 
to the fibrillogenesis based on the obtained results.

研究分野：蛋白質物理化学
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１．研究開始当初の背景 
アミロイド線維とはアルツハイマー病やプリオ
ン病などの患者体内で見られる不溶性の凝集
体である。蛋白質分子の全体もしくは一部が変
性し形成される。2000 年代初めころにアミロイド
線維の物理化学的研究がはじめられ、アミロイド
線維形成には複数の状態が関わっていることが
分かってきた。特に線維形成中にオリゴマーと
いう少数の分子の会合中間体が現れることも報
告されており、このような状態が線維形成や疾病
発症に強く関わっていると考えられている。 
これらの状態の熱力学的性質の知見を得るこ
とは、線維形成反応の全容を理解するうえで重
要だと考えられるようになり、様々な研究者が中
間状態のキャラクタリゼーションに着手している
状況である。 
 
２．研究の目的 
我々は試料溶液の圧力(P)と温度(T)を調節
することで、アミロイド線維や中間体の形成量を
制御し、各種分光法にてその構造や熱力学的
性質を同定できると考えた。 
 そもそもPとTは物質の各状態の化学ポテンシ
ャルを決定する基本的な状態量である。蛋白質
の天然状態の安定性のPとT依存性も理論的に
記述されている。そこで我々は、この理論をアミ
ロイド線維や中間体といった異常凝集状態の解
析にも適用することを考えた。線維構造状態の
PT 依存性を熱力学的な理論式で解析すること
で、線維状態やオリゴマー状態の熱力学的性質
についての知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
上の目的を果たすため以下のような基本方針
を掲げた。(i)：圧力蛍光装置を用いアミロイド線
維の構造状態の P（圧力）T（温度）状態図を同
定する、(ii)：各状態の PT依存性を解析すること
で、ΔVやΔCpなどの熱力学的パラメータを決定
する、(iii)：(i)で見出した線維もしくはオリゴマー
が有意に蓄積する条件で分光測定し、これらの
構造情報を得る、(iv)：(ii)と(iii)の結果に基づき、
中間体の構造と熱力学的性質の関連性を議論
するという流れである。 
しかしながら期間初期に、熱力学的解析の大
前提である線維形成の可逆性が認められず(ii)
の理論的解析が難しいと判断された。そのため、
(i)線維中間体の現れる条件の同定と、(iii)その
中間体の構造情報の取得を中心的な目標に再
設定し、研究を継続した。なお、当初の予定で
は特に蛋白質の状態の摂動方法として P と Tを
考えていたが、様々な中間状態の検出のために、
さらに異なる条件依存性（pH や塩、膜分子など
の添加剤濃度）も検討した。具体的な測定手法
として蛍光、CD、NMR、熱量計、AFM などを用
いた。 
実験の主な対象として、それぞれパーキンソ
ン病、透析アミロイドーシス、アルツハイマー病
の発症に関わる α シヌクレイン（αSyn）、β2 ミクロ
グロブリン（β2m）やアミロイド β（Aβ）を用いた。 

 

４．研究成果 
(1)本課題の研究の遂行過程 
 上で述べた通り、研究期間の初期にアミロイド
線維の圧力変性が可逆的に進むことを前提とし、
αSyn のアミロイド線維の圧力変性の温度・圧力
依存性を測定し、状態図の作成を行うことを目
指した。しかし、圧力解離した αSyn 線維は除圧
後再形成されない、圧力解離の挙動が線維の
構造の成熟度によって異なる、といった、この想
定から外れる挙動を示すことが観測された。そこ
で、当初の方針に修正を要することとなった。 
しかし、一定の時間内で状態が可逆性を示さ
ないのはヒステリシスがあるからであり、線維形成
条件では多くの状態を実質上不可逆的にとるこ
とを示している。この性質が線維の多型の原因
であると考えられる。そこで、圧力や温度、その
他の条件を改変し蛋白質の構造変化を引き起こ
し、その多型状態のそれぞれの構造の特性を理
解することが重要と方針転換をし、以下に挙げる
ような種々の実験を行った。 

 
(2)圧力変性実験による β2m の折り畳み中間体
のキャラクタリゼーション 
2mの折りたたみ過程に現れる IT中間体がア
ミロイド線維形成の前駆体であると考えられてい
る。圧力変性状態からの折りたたみを観察する
ことで、この状態の性質を知ることを目指した。
測定の結果、中間体形成を示す速い相と、32番
目のプロリンのシス-トランス異性化による遅い相
からなる折り畳み挙動が観測された。得られた
蛍光の圧力依存性データを解析することにより
変性状態、天然状態、遷移状態間の ΔG、ΔVの
値を得た。（図１上）その結果、IT 状態は非天然
の構造を含み、折りたたみの過程で一度ほどけ
る必要があることが示唆された。（図１下） 

β2m には D76N という家族性病原変異体が
存在する。この変異体でも同様の測定と解析を
行ったところ、IT 状態がより蓄積しやすく、かつ
疎水性が高いことが示された。これがより高い線
維形成能を持つ理由であると考えられる。 

 

 

 
図１ (上)高圧変性状態からの折りたたみ過程
の観察データ（黒線）理論曲線（赤線）。(下)本
解析から提案された、2mの折りたたみ過程。 
 



 (3)β2mモノマー構造の圧力と塩濃度依存性 
2mは酸性 pH、中程度の濃度の塩の存在下
でもアミロイド線維を形成する。種々の NMR 実
験から、β2m は部分的に構造をもつ状態から疎
水性残基が露出する「活性化」状態になり、線維
核または他のモノマーと会合すると示唆されて
いる。さらなる構造情報を得るために、我々は、
これらの条件における圧力および塩濃度依存性
を詳細に調べた。 
圧力は蛋白質の構造に、（i）機械的圧縮と
（ii）熱力学的転移の2通りの変化を引き起こす。
我々はCS-PCAという解析法を使用し、得られた
化学シフトデータを、（i）、（ii）、および塩濃度依
存的なコンフォメーション変化の寄与に分解した
（図２）。 （ii）の構造変化は、残存構造の崩壊を
反映する。塩の添加は、圧力とは異なる構造変
化を引き起こし、疎水性クラスターの形成を促進
し、アミロイド線維形成能を上昇させていることが
示された。 

 
図２ 圧力と塩濃度依化学シフトデータを主成
分解析した結果。(A)力学的圧縮、(B)熱力学的
転移、(C)塩の効果に伴う化学シフトの寄与。 
 
 (4) αSynモノマー構造の pH依存性 

αSynは中性 pHでは剛直な、酸性 pHでは短
く不定形なアミロイド線維を形成する。そこで、中
性から酸性への pH変化に伴う αSynモノマー構
造変化と、アミロイド線維の形態の関連を理解す
ることを目ざした。 

pH 7.4-2.0 の各 pHにおいて NMR測定を行
い、得られた化学シフトデータを CS-PCA法によ
って解析した。するとA～Dの4状態の構造変化
を経由していることが分かった。各状態間 AB, 
BC, CDの pKaは 6.84, 4.61, 3.37であり、それぞ
れN末端アミノ基、側鎖カルボキシル基、C末端
カルボキシル基の pKa に近い値であった(図３
上)。実際、ABではN末端、BCでは酸性残基、
CDではC末端残基の化学シフト差が大きいこと
が分かり、それぞれ該当する解離基のプロトネ
ーションによる変化に伴う構造変化に対応して
いることが示された(図３下)。モノマーの疎水性
は pH2.5付近で最大になることから、C末端のカ
ルボキシル基のプロトン化が不定形凝集形成に
重要であることが示唆された。 

 

 
図３ （上）αSyn 構造の pH 依存化学シフトデー
タの理論曲線に対する回帰分析の結果。（下）
解析によって得られた、各状態転移に関与する
アミノ酸残基の位置。青、橙、赤の三角は該当
する解離基の位置を示す。 
 
 (5) αSynや Aβの膜分子誘起線維形成 
脂質膜存在下における前駆体蛋白質の構造
状態がアミロイド線維形成にどのように寄与する
か理解するために、野生型 αSyn および C末端
の負電荷領域を切断した変異体（αSN103）とシ
ナプス前小胞を模したモデル膜に対する線維形
成との関係を調べた。野生型、変異体共に膜と
相互作用する際に αヘリックス構造を形成し、ア
ミロイド原線維を形成した。興味深いことに、モ
デル膜の濃度増加に伴い、野生型の線維形成
の促進と阻害が観察された（図４左）。低脂質濃
度では、膜結合 αSyn の局所濃度を増加させる
一方、高脂質濃度では、モデル膜の数の増加
による希釈によって線維形成が阻害されたと考
えられる。一方変異体は、どの濃度でもモデル
膜上でアミロイド原線維を形成した（図４右）。こ
の結果から、N末端領域の αヘリックス形成が線
維形成に必須であり、C 末端領域がその線維形
成能を制御していることを示した。（発表論文 2
参照） 

 

 
図４ 野生型 αSyn（左）と変異体（右）の線維形
成量のモデル膜分子濃度依存性。 
 



また我々は、POPC という脂質分子からなる小
型（SUV）および大型単層ベシクル（LUV）上で
の Aβ1-40と Aβ1-42ペプチドのアミロイド形成につ
いても調べた。Aβ1-42は SUV上で POPC濃度に
依存して様々な形態の線維を形成した。一方
LUV上では低 POPC濃度で線維化に影響は見
られなかったものの高濃度下では線維化は抑制
された。 
これらの結果から、以下のようなベシクルサイ
ズ依存的 Aβ アミロイド形成のモデルを提案した。
（図５）つまり、 SUV には不均質な膜構造の欠
陥があり、その局所構造の違いにより様々な形
態の線維核生成を誘導することで多型を生じさ
せていると考えられる。一方LUVの方はそのよう
な局所構造の差異はなく、LUV増加により αSyn
の時のような希釈効果を引き起こしていることが
考えられる。（発表論文 6参照） 

 

図５ 本実験から提案された、SUV 上の構造多
型の機構(左)と LUV 上の線維形成阻害機構
（右）の模式図。 
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