
神戸大学・理学研究科・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

挑戦的研究（萌芽）

2022～2020

病態診断を指向したアミロイド構造多形の簡便かつ迅速な評価法の構築

Establishment of a simple and rapid method for assessing amyloid polymorphism 
for pathophysiological diagnosis

００４３２４９３研究者番号：

茶谷　絵理（Chatani, Eri）

研究期間：

２０Ｋ２１３９６

年 月 日現在  ５   ５ ３１

円     4,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、ヨウ素分子をプローブとして、アミロイド多形を簡便かつ迅速に評価す
る方法の構築を目指した。インスリンアミロイド線維が呈する色調を解析し、ヨウ素染色が多形の識別法として
有用性であることを明らかするとともに、メカニズムの解明を行った。さらに、本手法の活用例としてアミロイ
ド線維が伝播する際の構造の保存や変化の追跡を行った。また複数種類のアミロイド線維のヨウ素染色も試み本
手法の拡張性を確認した。

研究成果の概要（英文）：This study has been conducted aiming to construct a simple and rapid method 
for identifying amyloid polymorphism. Through the analysis of insulin amyloid fibrils, we have 
demonstrated that iodine staining is useful for distinguishing amyloid polymorphs. Furthermore, as 
an application example of this method, we tracked the preservation and changes of the structure of 
amyloid fibrils during seeding reactions. We also tried iodine staining of multiple types of amyloid
 fibrils and confirmed the applicability of iodine staining to a wide range of proteins.

研究分野： タンパク質科学、生物物理学

キーワード： 蛋白質　ミスフォールディング　アミロイド　多形

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アミロイド多形は、異なる病態や感染性をもたらす構造的な要因であることが指摘されているものの、迅速かつ
鋭敏に識別する方法は見出されていなかった。ヨウ素染色はアミロイド線維の構造多形を幅広く識別することが
示されたことから、現状を打開し、アミロイド研究での活用だけでなく新たな病態診断法への展開が期待され
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
アミロイド線維は、タンパク質の異常凝集体の一種である。アミロイド線維は不定形な凝集と

は異なり、線維状の形状と β シート構造に富んだ内部構造（クロス β 構造）を特徴的に示す。こ

れまでの研究で、アルツハイマー型認知症やパーキンソン病、筋委縮性側索硬化症などに代表さ

れるアミロイドーシスや神経変性疾患にアミロイド線維の形成が関与することが判明している。 
アミロイド線維は、単純なクロス β 構造が基本構造であるにも関わらず、細部のポリペプチド

鎖構造には多様性が見られる。さらには、同じタンパク質であっても構造多形と呼ばれる分子レ

ベルでの微細な構造の違いが存在している。アミロイド線維の構造多形（本研究では『アミロイ

ド多形』と呼称する）は、疾患の潜伏期間や症状に関与している可能性が提唱されているため、

アミロイド病の分子的メカニズムの解明には、線維構造の詳細な解明が重要である。 
ところが、アミロイド多形を簡便かつ迅速に識別できる手法は確立されていない。最近、クラ

イオ電子顕微鏡と固体 NMR 解析が大きく進展したことにより、アミロイド多形が原子レベルで

明らかにされるようになったが、これらの解析技術には高度な設備が必要なうえに一つの構造

解析当たりに要する時間が長い。このため、同手法の適用だけではアミロイド多形を逐一識別す

ることが困難なのが実情である。 
 
 

２．研究の目的 
 
上述の背景を踏まえ、本研究ではアミロイド線維がヨウ素で染まる性質に注目し、ヨウ素染色

の色調を利用してアミロイド多形を簡便かつ迅速に評価する方法を構築することを目的とした。

チオフラビン T はアミロイド線維に結合すると高い蛍光強度を示すため、アミロイド線維の有

用な検出手段として頻繁に用いられている。しかし、チオフラビン T の蛍光スペクトル形状に

は顕著な多様性が見られないため、アミロイド線維の構造的な違いには鋭敏でないというのが

一般見解であり、他の呈色法を探す必要がある。本研究では、その候補としてヨウ素染色に注目

し、インスリンをモデルとしてアミロイド線維が呈する色調を評価することで、多形の識別法と

しての有用性を評価した。続いて、本手法の活用例として、アミロイド線維が伝播する際の構造

の保存性や変化が可能なことを示した。さらに、インスリン以外のタンパク質から成るアミロイ

ド線維のヨウ素染色も試み、本手法の拡張性を確認した。 
また、アミロイド線維もデンプンと同様にヨウ素で染色されることは一世紀以上も前に確認

されていたものの、その分子メカニズムは解明されることなく現在に至る。そこで、呈色機構の

解明を行うことも目的とし、ヨウ素染色による呈色を担うポリヨウ素イオンの同定や電子状態

の解析を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
アミロイド多形に応じてヨウ素染色の色調が変わること、およびヨウ素染色の基本的な呈色

機構に取り組む際には、ヒトインスリンをモデルタンパク質として選択し解析を行った。まず数

種類の溶液条件で線維化させることでアミロイド多形を誘導した。アミロイド線維の形成確認

や構造的特徴の解析は、原子間力顕微鏡あるいは透過型電子顕微鏡、チオフラビン T 蛍光、フー

リエ変換遠紫外スペクトル、遠視外部の円偏光二色性スペクトルを用いて行った。アミロイド線

維の形成を確認した後は、各種線維溶液をヨウ素溶液と混合し紫外可視吸収スペクトル測定を

行うことで呈色と色調の確認を行い、ヨウ素染色によりアミロイド多形を識別できるか否かを

検証した。さらに呈色メカニズムを明らかにするために、アミロイド線維のヨウ素滴定共鳴ラマ

ン分光法や偏光顕微鏡を用いて線維に結合したポリヨウ素分子種の同定や線維に結合する際の



配向性の評価を試みた。続いて、ヨウ素染色の色調の違いをプローブとして、アミロイド線維の

構造伝播性の追跡を行い、ウシ由来インスリンとヒト由来インスリンのシーディングに見られ

る線維構造の保存あるいは変化の様子を解析することにより、ヨウ素染色法の有用性を実証し

た。また、インスリン以外のアミロイド線維がヨウ素染色により呈色することを確認するために、

実際の疾病に関わるいくつかのアミロイド原性タンパク質の線維を作製してヨウ素染色し、紫

外可視吸収スペクトルを測定した。 
本研究は、神戸大学大学院理学研究科の大学院生と共同で行い、紫外可視吸収スペクトルの解

析は自治医科大学医学部山本直樹博士の協力を得た。また、アミロイド線維表面に形成したポリ

ヨウ化物イオン種の同定のためのラマン散乱測定は、関西学院大学の尾崎幸洋博士、安田充博士、

石垣美歌博士との共同研究として実施した。密度汎関数理論計算は、国立台湾大学林倫年博士、

神戸大学理学研究科の富永圭介博士、奥田真紀博士との共同研究として実施した。また、本研究

では、ヨウ素染色と並行してチオフラビン T の蛍光寿命測定も行った。本検討は、浜松ホトニク

ス株式会社中央研究所の里園浩博士と小田明典氏との共同研究として実施した。 
 

 

４．研究成果 

 

（１）新規アミロイド構造プローブとしてのヨウ素染色

の有用性評価 

ヨウ素染色がアミロイド構造を識別する良好なプロ

ーブとして機能可能なことを示すため、インスリンのア

ミロイド線維を用いた検討を行った。インスリンアミロ

イド線維をヨウ素で染色すると、多形に応じて異なる色

調を示した。呈色は基本的に 400－750 nm の可視領域の

3 つの吸収バンドの総和として表され（図１の I~III）、線

維構造の違いに応じてこれらのバンドの位置及び強度

が変化することが明らかになった。さらにヨウ素滴定を

行った結果、吸収バンドはヨウ素に対して異なる滴定曲

線を示した。すなわち、線維にはおもに 3 つの特異的な

ヨウ素結合部位が存在すること、さらにその結合部位の

性質は線維の種類に応じて異なることが明らかになっ

た。 
続いて、呈色に寄与する分子種の同定を行うために、

共鳴ラマンスペクトル測定を行った。その結果、107 cm-1と 160 cm-1付近に 2 本の鋭いメインピ

ークが見られ、前者は I3
-、後者は I2・I3

-であると帰属された。スフェルライト構造の偏光顕微鏡

観察も行い、得られた偏光像を含め考察すると、少なくとも 2 種類のポリヨウ化物イオン種がア

ミロイド線維に結合することで呈色するというメカニズムが明らかとなった。ヨウ素溶液には I-、

I2、I3
-が含まれる。ヨウ素溶液単独ではポリヨウ

化物イオンを形成することはできないが、アミロ

イド線維が共存すると、プリーツ状の β シート構

造の溝または端を足場として(I3
-)nや(I2・I3

-)nのポ

リヨウ化物イオンを形成し、呈色に至ることが考

えられる（図２）。このとき、形成されるポリヨ

ウ化物の種類と立体構造はアミロイド原線維の

表面構造によって決定され、結果として色調の違

いが生じると推測される。以上の解析を通して、

ヨウ素染色の色調を用いたアミロイド多形の識

別方法の骨格を築いた。 
 

（２）密度汎関数計算によるヨウ素染色による呈

 
図１．インスリンのアミロイド多
形が示した吸収スペクトルの違い 

 
図２．一連の解析から推測された線維表
面でのポリヨウ化物イオンの形成モデ
ル。(I2

-)2と I2・I3
-の形成例を表示 



色メカニズムの解明 
さらにヨウ素による呈色メカニズムの基本を理解す

るために、計算科学的手法を用いてポリヨウ素の電子

遷移状態を調べた。現状では、アミロイド線維上で形

成するポリヨウ化物イオンの原子レベル構造は実験的

に解明されていないため、本解析では、研究の比較的

進んだ α シクロデキストリン中に生成するポリヨウ化

物イオンをモデルとし、メカニズム解明を試みた。X 線

結晶構造解析により既に明らかにされている α シクロ

デキストリンのヨウ素錯体構造を初期構造として、I5
–

と α シクロデキストリンからなる錯体の分子モデルを

構築した。続いてこれを結晶軸に沿って n 個並べ、QM 
(ヨウ素) / MM (α-CD) 計算を用いて構造を最適化する

ことでポリヨウ化物イオン (I5-)nの構造モデルを得た。

その後、時間依存密度汎関数理論 (TD-DFT) によって

得られたモデル構造の電子吸収スペクトルを計算し、

I5-内部の電子遷移が可視領域の呈色の基本であること

を示した。さらに、I5-が連結して(I5–)n が形成される場

合には、電子遷移が非局在化することも確かめ、色調

の違いはポリヨウ素イオンの鎖長に由来することを示

した（図３）。 
 
（３）シーディング反応により生成する 
アミロイド線維の構造追跡 
続いて、ヨウ素染色を活用し、ウシと

ヒトという異種由来インスリンの線維

構造の違いと、シーディング反応によっ

て伸長する際に生成する線維構造の特

徴を明らかにした。シーディング反応と

は、アミロイド線維の断片をシードとし

てタンパク質溶液に添加することによ

り進行する線維伸長のことである。シー

ディング反応において、シード構造は基

本的に伸長後にも保存されるとされて

いるが、詳細は明らかにされていない。

そこで解析対象として、ウシ由来および

ヒト由来の 2 種のインスリンを用いて、

同種のシードとタンパク質間で行うセ

ルフシーディングと異種のシードとタ

ンパク質間で生じるクロスシーディン

グを行い、生成するアミロイド線維の構

造を追跡した。 
まず自発的なアミロイド線維形成を

誘導しヨウ素染色したところ、ウシとヒ

ト由来では僅か 3 残基の配列の違いも

関わらず、異なる紫外可視吸収スペクト

ル、即ち異なる線維構造が判明した。続

いてこれらのアミロイド線維をシード

したシーディング反応を追跡したとこ

ろ、セルフシーディングでは、アミロイ

 

図４．セルフシーディングとクロスシーディング
によって形成したインスリンアミロイド線維の紫
外可視吸収スペクトルと、クロスシーディングの
結果を特異値分解解析した結果得られた特異ベク
トルのスコアプロット 

 
図３．計算により明らかになった、
ポリヨウ化物イオンの鎖長依存的
な吸収スペクトルのシフト 



ド線維構造が強固に複製されることが確認されたが、クロスシーディングでは、吸収スペクトル

の形状がシーディングの繰り返しに伴い次第に変化する様子が観察され、アミロイド線維構造

が変化していることが明らかになった（図４の上段と中段）。 
さらに、一連の吸収スペクトルを特異値分解解析によって調べると 2 つの主要な特異ベクト

ルが得られ、シーディングの繰り返しに伴ってスコアプロットが非直線的な変化を示した（図４

の下段）。この結果は、ヨウ素染色により得られる吸収スペクトルはアミロイド線維の構造変化

を追跡するための良いプローブとして機能していることを示している。本解析からは、クロスシ

ーディングにおいて異種のシードを添加すると、いくつかの構造を経ながら段階的に構造変化

すること、さらには、最終的に到達する構造は必ずしも自発的に形成するアミロイド線維構造に

なるとは限らずより強い細胞毒性を示す新種のアミロイド線維構造が形成するという興味深い

知見も得られた。 
 
（４）様々なタンパク質のアミロイド線維のヨウ素染色の検討 
さらに、インスリン以外のタンパク質への拡張性を検討するために、アミロイド β、トランス

サイレチンなどの数種類のアミロイド線維のヨウ素染色を試みた。その結果、インスリンに比べ

呈色が全体的に弱いものの、酸性条件下にすることによって可視吸収領域に有意な吸収バンド

を認めた。さらに予備検討の段階ではあるものの、試料中に呈色を妨げる物質が含まれる場合に

おいても、メンブレンに試料を固定化して不要物を洗い流すことで改善できる可能性を見出し

た。これらのアミロイド線維については、多形の識別やシーディング反応の解析を研究期間内に

達成することができなかったが、ヨウ素染色は多様なアミロイド線維構造に適用可能であるこ

とが期待される。 
 
以上の結果より、アミロイド線維の構造を識別するプローブとしてヨウ素染色を有効活用す

るための基礎土台が確立した。さらに実際の適用によって、シーディング反応でのアミロイド線

維の構造伝播について、細胞毒性や感染性の異なる様々なアミロイド線維構造が生体内で生成

するメカニズムの一端を解き明かすことができた。今後は解析対象を様々な病原タンパク質に

拡張し、アミロイド多形およびそれらの構造伝播の様子をより詳細に観察した事例を増やすこ

とで本手法の普及を進め、最終的には、広範囲の診断サンプルにおけるアミロイド多形の検出方

法へと発展させる計画である。 
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