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研究成果の概要： 

本研究の目的は、β2ミクログロブリン（β2m）アミロイド線維の形成中間体の構造の知見を、
パルスラベル重水素交換をはじめとしたNMRの手法を用いて得ることである。19年度にはパル
スラベルなしの重水素交換実験を行い、線維末端中間体が存在することを示唆する結果を得た。
20年度にはパルスラベル実験とその他数種類の実験を行った。これらの結果から、過渡的な線維
末端中間体では、モノマーβ2mと線維が非特異的な相互作用を形成するが、最終的には線維の形
態に変化していくものと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
 

近年、アミロイド線維の形成機構を研究し

た論文が多数報告されている。それらの中に

は、アミロイド形成反応が二段階で進むとい

うモデルを提唱している報告がある。その２

つの段階とは、原因タンパク質が線維核の成

長末端に結合し中間体構造（以下、成長末端

中間体）をとる段階と、一度結合したタンパ

ク質が完全なアミロイド線維構造に変化する

段階と説明される。この成長末端中間体は反

応開始種のモノマー状態、反応生成物の線維

状態と異なり、過渡的に存在するものである。

そのため、モノマー状態、線維状態の構造解

析が既に報告されているのに対し、この成長

末端中間体の原子構造に関する報告はいまだ

少ない。しかし、この線維末端中間体の構造

の理解は、線維伸長機構の理解に重要である。 
 
 
２．研究の目的 
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本計画で目指すのは、重水素交換法を利用

した、成長末端中間体の構造のキャラクタリ

ゼーションである。本計画の目的は①この重

水素交換法を用いた線維末端中間体の解析の

実験条件を確立すること、②線維末端中間体

の構造に関する知見を得、そこから線維伸長

の機構を解明することである。 
 
 
３．研究の方法 
 

１．の項で述べたとおり、アミロイド形成

反応は、原因タンパク質が線維核の成長末端

に結合し線維末端中間体をとる段階と、一度

結合したタンパク質が完全なアミロイド線維

構造に変化する段階の二段階で進むと考えら

れている。このモデルに従うと、この二つの

段階は酵素反応のミカエリス複合体形成、お

よび反応物生成の段階に対応しており、酵素

反応と同じ速度論でアミロイド形成反応も扱

うことができると考えられる。つまり、以下

のような反応機構となる。 
 
 E + S  ⇄  ES  →  E + P  
 
ここで、E は線維核、S はモノマータンパク質、

ES は成長末端中間体、P は線維に取り込まれ

たモノマータンパク質と置き換えて読むこと

ができる。 
ここで、少量のモノマータンパク質（基質

に相当）に対し過剰量のアミロイド線維核（酵

素に相当）を添加すると、成長末端中間体か

ら完全なアミロイド線維になる反応を１ター

ンオーバーだけ起こすことができる。これは

酵素反応の遷移相の速度論に基づく実験と同

じ発想である。この実験から一度線維末端に

結合したモノマータンパク質がどのような中

間状態をとるのか、およびどのようにアミロ

イド線維構造に変化していくかを追跡するこ

とができる。 
我々はこのモデルに基づき、β２ミクログロ

ブリン（β2m）アミロイド線維の成長末端中

間体構造を解析することにした。というのも、

既に我々は、β2m モノマーが線維に結合した

状態から線維構造へ変化していく様子を分光

蛍光光度計を用いた実験で観測しており、上

記の二段階反応のモデルが妥当であることを

確認しているからである。 
さらに我々は、線維末端中間体の構造解析

を行う方法としてパルスラベル法とDMSO法

の組み合わせを採用した。まずパルスラベル

法とは、経時的に進行する反応の各時点で重

水素交換ラベルを施す方法であり、分子のど

の部分が溶媒に露出しているかが分かる。こ

の重水素化パターンから、各時点での存在す

るタンパク質分子のコンフォメーションが推

測できる。元来、タンパク質のフォールディ

ング研究のために開発された方法だが、これ

を過渡的に表れる線維末端中間体の構造解析

に利用する。つづいて DMSO 法とは、重水素

化ラベルされた情報を効率よく取得するため

の手法である。この DMSO 法は当研究室で考

案された方法である。DMSO 法の特徴は①不

溶性のアミロイド線維を NMR で測定可能に

する、②back exchange を抑え、より高い時間

分解能でタンパク質の構造変化を観測できる、

という点が挙げられ、過渡的なアミロイド線

維中間体のパルスラベル実験に必須の方法で

ある。 
 
 
４．研究成果 
 

19年度にはパルスラベル実験のための予備

的な実験を行うために、①トリプトファン欠

損変異体β2mを用いた反応過程の蛍光観察と

②パルスラベルなしの重水素交換実験を行っ

た。これらの結果から線維末端中間体が存在

することが確認された。しかし、データ解析

を行い線維末端中間体の保護部位を決定しよ

うとしたものの結果に不明瞭な部分があった

ため、より高い時間分解能の実験が必要とな

った。 
そこで20年度には当初予定していた③パル

スラベル法／DMSO法実験を行った。また補

足の実験として④モノマーと線維共存下にお

ける重水素交換実験、⑤アミロイド線維の直

接スペクトル観察などの実験も行った。これ

らの結果を総合すると以下のような反応過程

が提案された。まず、伸長した線維内では、

モノマーβ2mの中央部全体が線維の内部に取

り込まれており、N末端とC末端のみが線維の

表面に露出している。しかし、過渡的に形成

する線維末端中間体においては、N末端やC末
端も線末端β2m分子と相互作用しているので

ある。（図１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から、モノマーβ2mが線維と

相互作用する際、非特異的な相互作用の形成

を繰り返すうちに、線維伸長に繋がる相互作

用を形成し、そういった結合種のみが最終的

な線維の形態に変化していくものと考えられ

る。（図２） 
 

 

 
 
 
 
 

今回の実験から、研究の途上ではあるが興

味深い結果を得ることができた。まずは、今

回の基本的な理解の報告を科学雑誌に投稿し

たいと考えている。そして今後は、今回得ら

れた線維伸長機構に更に新たな実験結果を加

え、モデルを詳細にしていきたいと思ってい

る。 
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図 1.  アミロイド線維成長末端中間体のパルスラベ

ル実験．それぞれ上と下の図は線維とモノマーの参

照実験。中段の図は伸長反応中にパルスラベル実験

を行った時の結果。線維とモノマーの交換パターン

から中断のパターンは再現できないため（図中○）、

中間体の交換パターンを示していると考えられる。

図 2．実験から提案するアミロイド線維伸長モデル
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