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研究成果の概要（和文）：デスミンミオパチーの様に、心筋や骨格筋の異常をきたす疾患がある。本研究課題で
は、その原因遺伝子であるDesminという中間径フィラメントの解析を行った。DesminのHeadドメインに変異導入
を行うことで、cross-βポリマーの形成能に影響を与える知見を得た。また、中間径フィラメントのHeadドメイ
ンによって形成されるcross-βポリマーのNMRシグナルを検出することに成功した。さらに、Intein反応の効率
化を行い収率の上昇を実現した。

研究成果の概要（英文）：Protein segments of low sequence complexity/intrinsic disorder (LC domains) 
are now recognized to play roles in the basis of the membrane-less organelles through cross-β 
polymerization. Desmin myopathy is a disease associated with mutations in desmin gene, presenting 
skeletal myopathy combined with cardiomyopathy. Desmin is a type of intermediate filaments, one of 
the cytoskeletal proteins. All intermediate filaments contain LC domains on both the amino- and 
carboxyl-terminal sides of the central coiled coil domain. The amino-terminal LC sequences of 
intermediate filament proteins are referred to as head domains, the carboxyl-terminal LC sequences 
are termed tail domains. Introducing patient-derived mutations accelerates cross-β polymerization. 
We detected signals by solid-state NMR, and with intein technology we successfully obtained the NMR 
signal out of segmentally labeled intermediate filaments. 

研究分野：生化学、蛋白質科学、細胞生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今後さらに、中間径フィラメントのHeadドメインによって形成されるcross-βポリマーの構造を明らかにするこ
とで、中間径フィラメントによる細胞形態のより詳細な知見につながる。中間径フィラメントのHeadドメインの
cross-βポリマー形成に着目した本研究は、他に類を見ない独創的な研究であり、本研究によってもたらされる
成果は、細胞の形態のさらなる理解につながり、様々な生命科学領域に大きな影響を与えるであろう。これらの
研究成果から、ミオパチーの疾患治療法の開発につながることが期待される。
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図 1：cross-β ポリマーの模式図。 

１．研究開始当初の背景 
従来、結晶構造（α ヘリックスや β シート等の 2 次元構造）を持たないドメインやタンパ

ク質は、その構造自体が不詳なため、機能解析がそもそも不可能とされてきた。ところが、近
年これらの LCドメインが実はタンパク質の機能において、構造を持つ領域と同じくらい重要な
機能を有していることが少しずつ明らかになってきた。 

研究代表者はこれまでに、LC ドメインが cross-β ポリマー（β シート構造を介して形成さ
れたポリマー）を形成することによって機能していること（図 1）、また筋萎縮性側索硬化症
（ALS）において発現している PR ポリペプチドが cross-β ポリマーに選択的に結合することで
LC ドメインの生理的機能を阻害していることを明らかにしてきた［Cell 2016・PNAS 2017］。
また、LC ドメインによる cross-β ポリマーは、病的アミロイドと形態学的には類似している
が、化学的に安定な病的アミロイドと異なり、翻訳後修飾などによる動的調節が生物学的に機
能する際に重要である可能性を示唆する結果を得てき
た。 

細胞骨格を構成するタンパク質は、3 種類（アクチ
ン、チュブリン、中間径フィラメント）に大別される。
研究代表者は、LCドメインを有する中間径フィラメン
トに着目した。中間径フィラメントは、3 つのドメイ
ン（Head、Rod、Tail）に分類される。中央に位置する
Rod ドメインは、α ヘリックス構造を有する。一方、
Headドメインと Tailドメインは、LCドメインである。
これまでに、研究代表者は、Neurofilaments（Heavy、
Medium、Light）、Vimentin や Peripherin では、Head
ドメインが cross-β ポリマーを形成することを明らかにした［Cell 2016］。 
 
 
２．研究の目的 
研究目的 I：化学的 Footprint 法を用いた中間径フィラメント・LCドメインによるポリマー構
造の解明 
 中間径フィラメントの LC ドメインのうち、Head ドメインが cross-β ポリマーを形成するこ
とはこれまで明らかにしてきたが、その構造は未解明である。本研究では、化学的 Footprint
法［PNAS 2017］を用いて、cross-β ポリマーのコアとなる領域の配列とループと非コアとな
る領域を識別する。 
研究目的 II：変異導入法を用いた中間径フィラメント・LC ドメインによるポリマーの安定性
への影響解明 
 化学的Footprint法によって明らかになったcross-βポリマーにおけるコア領域に変異導入
を行うことで、ポリマー形成能、ポリマーへの結合能、ポリマーの安定性を評価することで、
中間径フィラメントの Head ドメインによって形成される cross-β ポリマーの化学的な性質を
明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
研究計画 I：化学的 Footprint 法を用いた中間径フィラメント・LCドメインによるポリマー構
造の解明 
 本研究計画では、研究代表者らが中心となって開発した化学的 Footprint 法［PNAS 2017］を
用いて、中間径フィラメントの LCドメインによって形成される cross-β ポリマーの構造を解
明に取り組む。まずは、中間径フィラメントの Headドメイン（LC ドメイン）を大腸菌発現後、
精製し、生理的条件下でポリマー形成させる。一方で、同位体でラベルした特定のアミノ酸を
含んだ培養条件で発現した中間径フィラメントの Head ドメインは、変性条件下で精製する。こ
れらポリマー（light サンプル）とモノマー（HEAVY サンプル）を化学的アセチル化処理し、混
合後に質量分析を行うことで、ポリマー構造のコア領域と非コア領域とを識別する。 
研究計画 II：変異導入法を用いた中間径フィラメント・LC ドメインによるポリマーの安定性
への影響解明 
 化学的 Footprint 法（研究計画 I）によって明らかになった構造情報を元に、変異導入を行
う。SDD-AGE 法を行うことで、変異導入されたポリマーの化学的な安定性を評価する。具体的
には、強力な変性剤である SDSに対して、ポリマーが溶解されるかどうかを、濃度ごとに電気
泳動を行い評価する。このことで、構造の中のどのアミノ酸残基がポリマー構造の中でどのよ
うな役割を果たしているのかを詳細に調べる。 
 
 
４．研究成果 

Desmin の Headドメインに変異導入を行うことで、cross-β ポリマーの形成能に影響を与え
る知見を得た（図 2）。事実、ミオパチーや心筋症を生じさせる Desmin の変異を導入すると、
Thioflavin-Tによる cross-β ポリマーの形成が促進され（図 3）、逆に F/Y などのアミノ酸に



変異を導入すると、形成過程が抑制されることが明らかになった。 

 
本課題の研究計画 I で提唱していた化学的 Footprint 法を用いた際、hnRNPA2 や Nup54 の場

合は Footprint が得られたが、逆に FUS では Footprint を得られないことがあった。逆に、FUS
の場合は、固体 NMR（solid-state Nuclear Magnetic Resonance）法を用いたポリマー構造の
解析に研究協力者である Masato Kato（University of Texas Southwestern Medical Center）
が成功した［Cell 2017］。2018年度は、この固体 NMR法を用いることによって、ポリマーの核
となる構造をシグナルとして同定することを目指した。中間径フィラメントの Head ドメインに
よって形成されるcross-βポリマーのNMRシグナルを検出することに成功した。さらに、Intein
技術を用いることで全長タンパク質における部分標識の実現を進めている。これまでに、Intein
反応の効率化を行い、収率の上昇を実現した（図 4）。結果として、Head ドメインによる cross-β
ポリマーと全長の中間径フィラメントとで、同様のシグナルを得ることに成功した［未発表］。
現在、これらの得られたシグナルと元に、構造解析を進めている。 
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図 3：Desmin ミオパチー患者由来の変異に

よる cross-β ポリマー形成の増強。 
図 2：Desmin・Head ドメインは cross-β ポリ

マーを形成する。 

図 4：Intein 反応による Head ドメイン選択的標識技術の確立。 
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