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研究成果の概要（和文）：タンパク質が凝集して生成するβシート構造に富んだ線維状凝集体であるアミロイド
は多くの神経変性疾患に関与している。特に、アミロイドの脱凝集過程は疾患の発症や進行を制御し得ることが
示唆されている。しかし、これまで技術的な制約もあり、アミロイドの凝集過程に比べて、脱凝集過程の解析は
大きく立ち遅れていた。我々は様々な生物物理学的手法と新規な「in vitro最小数再構成系」を用いてアミロイ
ドの脱凝集過程を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Disaggregation of amyloid fibrils is a fundamental biological process 
required for amyloid propagation. However, due to the lack of experimental systems, the molecular 
mechanism of how amyloid is disaggregated by cellular factors remains poorly understood. Here, we 
established a robust in vitro reconstituted system of yeast prion propagation and found that 
heat-shock protein 104 (Hsp104), Ssa1 and Sis1 chaperones are essential for efficient disaggregation
 of Sup35 amyloid. Real-time imaging of single-molecule fluorescence coupled with the reconstitution
 system revealed that amyloid disaggregation is achieved by ordered, timely binding of the 
chaperones to amyloid. Remarkably, we uncovered two distinct prion strain conformation-dependent 
modes of disaggregation, fragmentation and dissolution. We characterized distinct chaperone dynamics
 in each mode and found that transient, repeated binding of Hsp104 to the same site of amyloid 
results in fragmentation. 

研究分野： 構造神経科学

キーワード： アミロイド　脱凝集　酵母プリオン　伝播

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アミロイドの脱凝集は凝集体を失わせるため、本研究の成果はアミロイドが関わる多くの神経変性疾患の治療に
結びつく知見を与える。一方で、全ての凝集体を完全にモノマーにまで脱凝集できればよいのだが、もしそうで
なければ、中途半端なアミロイドの脱凝集は細胞内にシードを多く産み出すため、それは細胞にとっては逆効果
になることも考えられる。したがって今後は、本研究の成果をもとに、アミロイドの脱凝集をより深く理解する
こに加え、アミロイドの選択的な分解をも指向した研究を進めることで、神経変性疾患の予防や治療に役立つと
考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

アミロイドが脱凝集していく速度は、アミロイドが生成する時の速度よりも、細胞の表現型

（機能など）により大きな影響を与える(1)。つまり、モノマーからアミロイドが生じる際の速

度も細胞へ与える影響として重要であるものの、一旦生じたアミロイドが脱凝集され、小さな断

片（シード）を生じさせる速度の方が細胞の表現型に与える影響が大きい。実際に、アミロイド

の脱凝集（分断）では、近隣の細胞に移ってモノマーを次々に凝集化させるための“アミロイド

断片（シード）”が倍々で増えていくため、脱凝集速度が細胞全体へもたらす影響の重要性が理

解できる。しかし、一旦生じたアミロイドが脱凝集されて“シード”を産み出す過程の解析は、

これまで十分に行われていなかった。これまでの研究では(2)、酵母プリオン Sup35 のアミロイ

ドが、Hsp104 という六量体をなす AAA+ ATPase であるシャペロンのみによって脱凝集されると

示唆されているが、in vitro の実験では Hsp104 以外の細胞内因子が Sup35 アミロイドの脱凝集

に必要であることや(3)、酵母の細胞を用いた in vivo の実験では、Hsp104 とは別の細胞内因子

の発現量を変化させたり、その遺伝子に変異を導入すると、Sup35 アミロイドの伝播能が低下す

ることが指摘されていた(4-7)。したがって、Hsp104 だけでなく他の細胞内因子も Sup35 アミロ

イドの脱凝集に深く関わっている可能性を示唆する(8, 9)ものの、Sup35 アミロイドの脱凝集機

構を調べるための技術や優れた実験系が存在しなかったために、アミロイドの脱凝集に必要な

因子およびそのメカニズムについては長い間、理解が進んでいなかった。 

 
２．研究の目的 
 

Sup35 アミロイドを高効率に、再現性よく脱凝集させることができる in vitro（試験管内）の再

構成系の開発を行い、Sup35 アミロイドの脱凝集分子機構の解明を目的とした。 

 
３．研究の方法 
 

Hsp104 だけでなく、過去の文献から脱凝集に関わると予想されたシャペロンである Hsp70 ファ

ミリーの Ssa1 や Hsp40 ファミリーの Sis1 に着目する。Hsp104 と併せてそれら三つのタンパク

質を高純度に精製した。さらに、その品質や物性についても、生物物理学的手法を用いて厳密な

評価、検査を行う。それらの確認できたシャペロン群を用いて、チオフラビン T の蛍光や全反射

照明蛍光顕微鏡による解析などから、三つのシャペロン群がどのようにアミロイドに結合し、脱

凝集させるのかを明らかにする。 

 
４．研究成果 
 

Hsp104 だけではなく、三つのシャペロン、Hsp104/Ssa1/Sis1 が Sup35 アミロイドの脱凝集に

は必須であることを明らかにした。つまり、一つ、または二つのシャペロンだけでは Sup35 アミ

ロイドに対して脱凝集活性をもたず、三つのシャペロンが存在しても ATP 非存在下や、ATPase

活性のない Hsp104 KT 変異体ではアミロイドの脱凝集は観察されなかった(10)。ATP 存在下で

Hsp104/Ssa1/Sis1 の三つのシャペロンが存在するときだけ、Sup35 アミロイドを脱凝集させた。 

このような新規な再構成系を開発できたため、次に、アミロイドの脱凝集過程を詳しく調べる

ためには、各シャペロンがどのような順序で、どれだけの時間だけアミロイド上に滞在している

のか調べた。そのため、バックグラウンドの蛍光を極力抑えた全反射照明蛍光顕微鏡(TIRF)の実



験系を立ち上げた。その結果、Ssa1 と Sis1 が予め複合体を作り、その複合体がまず Sup35 アミ

ロイドに結合し、約 70 秒経ってから、Ssa1/Sis1 が結合した場所と同じ場所に Hsp104 が結合し

た。さらに、Hsp104 はその同じ部位において結合と解離を何度も繰り返すことが明らかになっ

た。 

一方で興味深いことに、Sup35 アミロイドの線維内には、各シャペロンは結合するものの、分

断までは至らない箇所も観察できた。そこで、アミロイドが最終的に分断された部位と、最終的

に分断には至らなかった部位との間でシャペロンの結合・解離の動態を比較した。その結果、最

終的に分断された部位においては、Hsp104 が頻繁に繰り返し結合することによってアミロイド

が分断されることが示唆された。 

上記の研究は Sc4 と我々が呼んでいる Sup35 アミロイドを用いて行ったものである。Sc4 アミ

ロイドとは、Sup35 のアミノ末端の約 40 アミノ酸がアミロイドのコアとなる領域を形成し、比

較的脆弱な構造をしていることが我々の過去の研究から明らかになっている(11-13)。そこで、

別の構造をしたアミロイドの脱凝集機構は異なるのではないかという仮説のもと、Sup35 のアミ

ノ末端の約 70 アミノ酸がコア構造を形成するため、Sc4 よりも硬い構造である Sc37 と呼ぶアミ

ロイドを用いて(1, 11, 14)、同様に TIRF を用いた脱凝集過程の解析を行った。その結果、興味

深いことに、アミロイド線維に対して次々に穴ができて分断されるような現象がほとんど観察

されず、Sc37 アミロイド全体が均一に解けてなくなっていく様子が観察され、その脱凝集様式

を「溶解」と定義することにした。Sc37 アミロイドの脱凝集では、Hsp104 は結合・解離を繰り

返すのではなく、Sc37 アミロイド上での Hsp104 の滞在時間は Sc4 の時に比べて長くなった。し

たがって、Sc37 アミロイド線維上では、Hsp104 がロックされた構造を取ってしまったことが示

唆された。 

以上から、本研究では、新規な再構成系を開発し、Sup35 アミロイドを効率的に、再現性よく

脱凝集できる実験系を開発した。Sc4 と Sc37 という Sup35 アミロイドの構造の違いによって、

脱凝集過程が大きく異なることを見出した。各シャペロンのアミロイドへの結合動態も Sc4 と

Sc37 アミロイドでは異なっていた。アミロイド線維の構造をさらに詳しく調べたところ、アミ

ロイド線維の形態が、Sc4 では波状を、Sc37 では直線状を示したことから両者で異なっており、

それら構造の差異がシャペロンとの異なる結合をもたらし、ひいては異なる脱凝集様式を導い

たと考えられた。 
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