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研究成果の概要（和文）：異なる温度（298、310、323、333、343K）でアルファシヌクレインのアミロイド線維
を作製し、低温あるいは高温側への温度変化に対するアミロイド線維の構造安定性を調べた。異なる温度で形成
された線維は、類似の二次構造およびコア領域を示す一方、線維の太さに違いが見られた。線維を含む溶液を
383Kまで昇温させることで、線維は高温変性した。273Kまで温度を低下させることで、線維の低温変性が見られ
た。さらに、高温条件で形成した線維ほど、構造安定性が高く、変性速度も遅いことが分かった。以上から、ア
ミロイド線維の構造安定性は、二次構造ではなく線維の太さなど高次構造によって調節されることが分かった。

研究成果の概要（英文）：I examined cold and heat denaturation of amyloid fibrils of intrinsically 
disordered alpha-synuclein (aSN) prepared at various temperatures (298, 310, 323, 333, and 343 K). 
Despite differences in temperature for aSN amyloidogenesis, all fibrils showed similar core regions 
and secondary structures with the distinct width. As temperature increased from 298 to 383 K, all 
types of aSN fibrils heat-denatured to monomers from approximately 343 K. Decreasing temperature 
from 298 to 273 K caused cold denaturation of fibrils to monomers. Intriguingly, the stability of 
aSN fibrils depended on temperature for preparing fibrils. aSN fibrils generated at higher 
temperature showed higher stability at high and low temperature as well as slower denaturation 
kinetics than fibrils formed at lower temperature. Taken together, the stability of aSN amyloid 
fibrils depended on growing temperature of fibrils which produced differences in higher order 
structures of amyloid fibrils.

研究分野： 蛋白質科学、生物物理、生化学
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１．研究開始当初の背景 
周辺の刺激により不安定になった可溶化

蛋白質は不溶性の異常凝集体を形成する。特
異的な構造や形態がない不定形凝集が形成
される反面、ある条件下ではアミロイド線維
のような線維状の規則正しい蛋白質の凝集
体が形成される。蛋白質の凝集形成反応そし
て凝集体の沈着は、蛋白質の失活および 40
種類以上の深刻な病気を引き起こす。代表的
な病気にアルツハイマー病やパキンソン病
のような神経疾患および透析アミロイド―
シスのようなアミロイド―シスが挙げられ
る。 
 近年、アミロイド線維の形成機構および構
造の特徴が、原子レベルから分子レベルまで
明らかになりつつある。しかし、アミロイド
線維の構造安定性に関する研究はほとんど
ない。我々は、10 種類以上の様々なアミロイ
ド線維の温度に対する構造安定性を網羅的
に調べた（Ikenoue and Lee et al. (2014) PNAS）。
アミロイド線維の種類によらずに 55℃以上
の高温で線維の構造安定性が低下し、モノマ
ーに脱重合（高温変性）することが見出され
た。20℃より低い低温側では、アルファシヌ
クレインアミロイド線維のみが不安定にな
り、モノマーに脱重合（低温変性）すること
が明らかになった。そこで、0℃から 110℃ま
での温度域におけるアルファシヌクレイン
アミロイド線維の安定性のカーブを作成す
ることができた。 

この安定性のカーブから、アルファシヌク
レインアミロイド線維は 0℃～20℃の温度域
で低温変性し、55℃以上では高温変性をする
ことが分かった。また、20℃から 55℃までの
温度域では安定に存在することも分かった。
しかし、20℃以下の低温そして 55℃以上の高
温でもアルファシヌクレインはアミロイド
線維を形成する報告がある。そこで、アルフ
ァシヌクレインは異なる温度で異なる構造
安定性をもつアミロイド線維を形成する可
能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 

パキンソン病の原因蛋白質であるアルフ
ァシヌクレインに着目し、異なる温度で形成
されるアルファシヌクレインアミロイド線
維の温度変化に対する構造安定性を調べ、ア
ミロイド線維の構造と構造安定性間の関連
性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
円二色性分光法 
蛍光分光法 
核磁気共鳴分光法 
原子間力顕微鏡法 
電子顕微鏡法 
プロテオリシス 
質量分析法 
フーリエ変換赤外分光法 

 
４．研究成果 
異なる温度（25℃、37℃、50℃、60℃、70℃）

でアルファシヌクレインのアミロイド線維
を作製し、0℃の低温から 110℃の高温までの
温度変化に対するアルファシヌクレインア
ミロイド線維の構造安定性を調べた。 

異なる温度で形成された線維は、類似の二
次構造およびコア領域を示す一方、線維の太
さに違いが見られた。線維を含む溶液を
110℃まで昇温させることで、線維は高温変
性した。0℃まで温度を低下させることで、
線維の低温変性が見られた。さらに、高温条
件で形成した線維ほど、構造安定性が高く、
変性速度も遅いことが分かった（図 1）。以上
から、アミロイド線維の構造安定性は、二次
構造ではなく線維の太さなど高次構造によ
って調節されることが分かった。 
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図 1. 異なる温度で形成された線維の安定性カーブ 
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