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研究成果の概要（和文）：アミロイド線維は、蛋白質のミスフォールディングによって形成さ
れる超分子重合体であり、数多くの変性疾患に関わることから注目を集めている。中でも、アミ
ロイド線維が自らの末端構造を鋳型としてモノマー体が順次重合し、線維構造を複製する「核依存性伸
長反応」が疾病の感染および伝播の分子基盤として重要視されているが、詳細な機構はまったく明
らかになっていない。そこで、本研究では、トリプトファン蛍光および重水素交換-NMRを用いて、伸長
過程に経由する中間体構造を捉え、構造特徴の詳細な解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Protein misfolding occasionally leads to the formation of supramolecular 
assemblies known as amyloid fibrils, the deposition of which is associated with over 30 degenerative 
diseases. One of the most unique and essential properties of amyloid fibrils is their template-dependent 
growth, which underlies the propagation of pathology of amyloidoses. We have investigated a 
monomer-fibril complex of β2-microglobulin formed transiently during the fibril growth by using Trp 
fluorescence and hydrogen/deuterium (H/D) exchange-NMR methods.   
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１．研究開始当初の背景 

アミロイド線維は、タンパク質の誤った

折りたたみによって形成される立体構造であ

るが、数々の深刻な疾病に関わることから、

その形成原理が解明すべき重要な課題とされ

ている。特に、アミロイド線維は、自らの末

端構造を鋳型としてモノマー体が順次結合し、

成長してゆくことによって、新たにアミロイ

ド構造を複製し、疾病の伝播を引き起こす性

質をもつことが知られている。この反応様式

を「核依存性伸長」というが、アミロイド構造
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がどのように線維末端を認識し、自己の構造を

複製してゆくのかの分子機構はまったく明らかに

されていない。 

２．研究の目的 

上述の線維複製機構を明らかにするには、

アミロイド線維の伸長過程で経由する速度論

的中間体を捉え観察することが大変重要であ

る。そこで、本研究では、核依存性伸長反応

中に経由する中間体構造を捉え特性を明らかに

しようとした（図１）。 

 
図 1 核依存性伸長のスキームと本研究の目的 

核依存性伸長反応は、シード（アミロイド線維断

片）とモノマーの 2分子反応であることを考えると、
図１のように、核線維の末端にモノマー分子が結

合した中間体を経由することが予想される。アミ

ロイド線維の伸長過程に対する中間体の構造

解析例は、現在のところ一例も存在していな

い。今回、アミロイド線維中間体の重水素交

換パターンを解析することによって、アミロ

イド形成機構の理解につながる具体的な構造

イメージを明らにしようとした。 

３．研究の方法 

本研究では、透析アミロイドーシスの原因タン

パク質である β2ミクログロブリンのアミロイド線維に

おける核依存性伸長反応に着目した。これまで、

β2 ミクログロブリンのアミロイド線維の核依

存性伸長過程では、中間体の存在は報告されて

いなかった。しかし、従来の伸長反応条件は、

モノマー溶液にごく少量のシードを添加する

方法であり、解析条件が限られている。図１の

スキームにおいて、もし、過剰量のシードをモ

ノマーに添加することができれば、反応開始時

にモノマーとして添加したタンパク質が全て

シード末端に結合し、シード・モノマー複合中

間体を過渡的に蓄積できることが予想される。 

上記の考えに基づき、まず蛍光スペクトル

による速度論的解析によってアミロイド線維

形成中間体が蓄積する様子を捉えることとし

た。シード濃度を少しずつ変えながら伸長反

応速度を解析し、過渡的な中間体の蓄積を捉

えることができるかどうかを調べ、実際に高

シード濃度において中間体の蓄積を確認する

ことができた（後述）。その後、トリプトファ

ンを１残基のみ持つ数種類の変異体について

同様の解析を行い、中間体構造の特徴を解明

した。また、高シード濃度までのアミロイド

線維伸長の定量解析を実施するには、サイズ

が揃った微細かつ末端数の多い高活性アミロ

イド粒子をシードとして添加することが重要

である。そこで、超音波処理によって、微細

で均質な線維を作製する方法の開発も行った。 

さらに、核依存性伸長反応の最中に重水素

交換反応を行い、中間体構造の重水素交換プ

ロファイルを構築した（図２）。重水素交換の

方法としては以下の 2通りを用いた。 

競合的重水素交換： 重水中のシードに軽水

中の同位体標識モノマーを小容量添加するこ

とによって、伸長反応と重水素交換反応を競

合的に開始した。アミロイド線維の巨大な分

子サイズのためにモノマーに対してシードが

過剰な場合には、モノマーとアミロイド線維

の 2 状態反応では説明できない重水素交換パ
ターンが現れてくる筈であるので、このパタ

ーンから中間体構造の構造特性を評価した。 

クエンチトフロー重水素パルス標識： 反応

条件である弱酸性に比べて、弱塩基性では 5
桁以上はやい時間スケールでアミドプロトン

が交換することを利用して pH ジャンプによ
る重水素パルス標識を試みた。中間体の蓄積

量が最大となる時点で、瞬時に数十ミリ秒程

度のパルス標識を入れ、中間体の重水素交換

パターンを直接的に観察し、中間体における

構造形成の程度および領域を詳細に評価した。 

重水素交換後のサンプルは溶液 NMR で直
接的に観測することは困難であるが、近年、

星野らによって、反応後の余剰の交換を抑え

ながらモノマー状態まで解離させて測定する

方法が考案されて以来（Hoshino et al., Nat. 
Struct. Biol. (2003)）、アミロイド線維構造の解
析において非常に有効な手法となっている。

今回の解析にも本手法を導入し、1H-15N HSQC 
NMR測定を行った。 

 

 
図２．重水素交換実験の概略 



 

 

４．研究成果 

（１）超音波処理による微細で均質なアミロ

イド粒子の作製方法の確立 

アミロイド線維に対する超音波効果でよく

知られているのは破砕効果である。線維核を

作製する方法として広く利用されているが、

近年、大橋らによって超音波によってアミロ

イド線維形成も同時に誘導されることが明ら

かにされた (Ohhashi et al., J. Biol. Chem. 
(2005))。面白いことに、超音波照射下でアミ
ロイド線維を形成すると、先述の破砕効果が

加わり、得られる線維サイズは小さくなる。

この結果を踏まえ、超音波によるアミロイド

線維の「形成誘導」と「破砕」をうまく組み

合わせると、互いに競合し、最終的に平衡状

態としてある一定のサイズに収束するのでは

ないかと考え、β２ミクログロブリン水溶液に
1 分間の超音波パルスを 9 分から 6 秒の間の
さまざまな時間間隔で繰り返し与え、形成さ

れたアミロイド線維のサイズ分布を超遠心分

析（沈降速度法）により調べた。 

その結果、いずれの条件でも超音波によっ

てアミロイド線維の形成が誘導された（図３）。

パルス間隔を短くするにつれ、より小さな線

維が形成され、さらに、一旦長い線維が形成

されてから小さくなるオーバーシュートの傾

向が弱まり、より直接的に微細サイズに収束

するようになった。得られた線維は、クロス

β 構造も伝播能も保持していた。微細均質線
維は、沈降平衡法による分子量測定も可能に

し、図３のアミロイド線維の場合、１線維あ

たりの分子量は約 170万（約 140量体）であ
った。 

 

図３ 超音波により形成した β２ミクログロ
ブリンの微細均質線維の AFM 画像（左）と電

子顕微鏡画像（右） 

以上のように、超音波によって微細で均質

なアミロイド線維が生成することがわかった

。超音波照射条件では、図４の赤線のように

、核形成相の遷移状態自由エネルギー障壁が

下がり、且つ、大きなサイズ側の自由エネル

ギーが上昇することで自由エネルギー極小が

形成され、サイズ収束がおきると考えられる

。以降、超音波によって得られた、末端数を

多く持った微細な高活性アミロイド線維を用

いて、以降の中間体捕捉を試みた。 

 

 

図４ 微細均質アミロイド線維の形成機構を説明

するエネルギー地形図 

（２）トリプトファン蛍光をもちいた伸長過

程の線維・モノマー複合中間体の観察 

β2 ミクログロブリンは、トリプトファンを

60 と 95 位に 2 残基持つ。まず、これらのト
リプトファン残基をすべてフェニルアラニン

に置換した無蛍光性の変異体で線維を形成し、

超音波による処理を行うことによってシード

を作製した。これに少量の野生型タンパク質

を添加することによって、反応開始時点にモ

ノマーとして添加したタンパク質由来の蛍光

のみを観測することが可能になり、これまで

困難であった高シード濃度条件でのトリプト

ファン蛍光スペクトル変化の追跡が可能とな

った（図５A-C）。 

 
図５ (A,B)アミロイド線維伸長反応にとも

なうトリプトファン蛍光スペクトル変化（(A) 

0.1 mg/ml, (B）0.4 mg/ml);(C)蛍光強度をも

ちいた伸長反応プロット; (D)速度定数のシ

ード濃度依存性 

従来解析されてきた低シード濃度の条件下

では、みかけの伸長速度定数はシード濃度に

比例し、偽一次反応様式で進行することが報

告されているのみで、中間体は見出されてい

なかった。ところが、一定のモノマー濃度に

対して、シードの濃度比を変えていきながら



 

 

反応を観察した結果、高シード濃度において

伸長速度が飽和する現象が見られた（図５D）。
これは、いわば酵素反応の前定常状態に相

当するような速度論的挙動が見られたことを

意味し、過渡的に中間体が蓄積したことにな

る。興味深いことに、速度定数が一定になる

のはシードとモノマーの濃度比が約 10 程度
であった。すなわち、線維の末端には、モノ

マーが 1 分子ではなく複数同時に結合してい
るようであり、アミロイド線維形成に関わる

新たな構造イメージを捉えたと考えられる。 

さらにトリプトファン残基を 60 位あるい
は 95 位のどちらか一方のみにもつ変異体を
モノマーとして用いて同様の解析を行い、中

間体における蛍光スペクトルを解析したとこ

ろ、両残基とも溶媒に露出していることが判

明し、中間体構造の構造形成レベルは低いこ

とが示唆された。 

（３）重水素交換-NMR によるシード・モノ
マー複合中間体の構造解析 

さらに、中間体構造について残基レベルの

詳細な構造情報を得るために、水素－重水素

（H/D）交換-NMR法による解析を試みた。ま
ず、重水中のシードに軽水中の同位体標識モ

ノマーを小容量添加することにより、伸長反

応と重水素交換反応を同時に開始した。その

後、一定時間放置し、伸長反応過程に起きた

構造変化の累積的な情報を記録した（図６）。

さまざまなシード濃度で解析をおこなった結

果、低シード濃度では、モノマーの重水素交

換とアミロイド線維の重水素交換の加算的な

パターンが得られるいっぽう（図６B）、高シ
ード濃度では、いわば酵素反応における前定

常状態に相当する状態に至り、2 状態反応で
は説明できない重水素交換パターンが現れる

ことが判明した（図６C）。 

このことは、速度論的な中間体が一時的に

蓄積したことを意味するものであり、蛍光実

験と同様に速度論的中間体を確認するこ

とができた。しかしながら、反応条件の

酸性では、伸長速度に対して重水素交換

速度が十分に速くないため、中間体自体

の詳細な水素占有パターンの抽出までに

は至ることができなかった。  

そこで、中間体が蓄積した時点でクエン

チトフロー重水素パルス標識を適用すること

により、中間体の重水素交換パターンを解

析することにした。現在、パルス標識の諸

条件をセッティングした後、実際の測定を行

っている最中である。これまでの解析結果よ

り、モノマー構造にかなり近い一方でよりほ

どけた領域をもつ様子が分かりつつあり、間

もなく中間体特有の構造特徴を明らかにでき

ると考えている。最終的に、中間体における

構造形成の程度および領域が具体的に明らか

となることが期待される。 

 
図６ アミロイド線維（A）、重水素交換反応と競

合した伸長反応（B,C）と酸変性モノマー（D）の

水素占有率。低いシード濃度（B）では線維とモノ

マーの二状態モデル（○）で説明できるが、高シ

ード濃度(C)ではずれが見られた 
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