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研究成果の概要（和文）：いくつかのアミロイド蛋白質を材料として、全反射蛍光顕微鏡による
一線維・リアルタイム解析を行い、アミロイド線維の形成機構を探った。また、重水素交換-
溶液 NMR 解析によって、β２ミクログロブリンの線維形成中間体の解析を進めた。マイクロプ
レートリーダと超音波処理と組み合わせたアミロイドアッセイ法を開発して、アミロイド形成
反応を解析した。以上より、アミロイドは、過飽和条件下でペプチドや蛋白質が析出すること
によって形成する固体構造であること、過飽和が全体の反応を支配する重要な因子であること
を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：We studied the mechanism of amyloid fibrillation with a unique 
technique in which total internal reflection fluorescence microscopy is combined with 
amyloid-specific ThT. To gain insights into the possible kinetic intermediates, we 
performed hydrogen/deuterium exchange of amide protons during fibril elongation. 
Combining the use of ultrasonication and a microplate reader, we propose an efficient 
approach to studying the potential of proteins to form amyloid fibrils. Taken all results 
together, we propose that the amyloid fibrils formed via a nucleation-dependent 
mechanism in a supersaturated solution, analogous to crystallization.  
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１．研究開始当初の背景 
アミロイド線維は、蛋白質がミスフォール

ディング・重合して形成する細線維であり、

その沈着を伴う約 20 種類の疾患はアミロイ

ドーシスと呼ばれる。プリオン病、アルツハ

イマー病、透析アミロイドーシスなど、社会

問題となっている深刻な疾病が含まれる。

個々のアミロイドーシスに固有の原因蛋白

質が見出されているが、それらは、本来、重

要な生命機能を果たすものが多い。他方、病

気とは関係しない蛋白質もアミロイド線維

を形成することが明らかとなり、「アミロイ

ド線維は蛋白質のとる基本構造」という考え

が定着しつつある。 

研究代表者は、長期透析患者に多発する透

析アミロイドーシスをモデル疾患として、そ
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の原因となるβ２ミクログロブリンの形成

するアミロイド線維の形成機構や線維の構

造と物性を研究した。また、アルツハイマー

病に関わるアミロイドβについても研究を

展開した。この中で、重水素交換を用いた線

維の構造物性の解析、全反射蛍光顕微鏡を用

いた一線維・リアルタイム観察法の開発、さ

らには、固体 NMRを用いた線維の原子構造の

解明(業績 14)などを通じて、世界的なアミロ

イド研究進展の推進力を担った。 
 
２．研究の目的 
これまでの一連の研究の中でも特に研究

領域に対するインパクトが強かったのは、ア
ミロイド線維の一線維、リアルタイム画像で
ある。線維の伸長画像をみていると、線維形
成機構の解明が、手の届くところまできてい
ることを実感する。本研究では、正にこれを
達成することを目指す。 

 
(1)本研究の第一の目標は、線維形成の実態
を、蛋白質の原子構造レベル、リアルタイム
で明らかにすることである。β２ミクログロ
ブリンとアミロイドβを用いて、全反射蛍光
顕微鏡を用いた一線維・リアルタイム解析を
進める。並行して、「重水素交換-NMR 解析」
により、線維形成中間体の立体構造を残基・
原子レベルで解析する。 
 
(2)次に、アミロイド線維と天然構造と比較
して、それらの構造物性を研究する。これに
より、線維形成やその伝播機構を、蛋白質の
フォールディングと対比して明らかにする。 
 
(3)更に、アミロイド線維の特異的な構造物
性を検出・活用する手法を開発し、ナノ材料
としての可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
(1)全反射蛍光顕微鏡によるアミロイド線維
形成反応の一線維・リアルタイム観察 
全反射蛍光顕微鏡を用いて、表面や環境に

依存したアミロイド超分子構造形成の分子
機構を研究する。アミロイド線維形成は、脂
質膜やコラゲンなどの生体内因子の影響を
大きく受けることが示唆されている。これら
の効果を全反射蛍光顕微鏡によって観察し、
その仕組みを探る。 
線維形成の直接観察をさらに進める。光刺

激によって、アミロイド形成が抑制、あるい
は爆発的に加速されることを見出した。全く
予想しなかった現象であり、これを手がかり
として、アミロイド線維形成機構の理解を飛
躍的に進めることが期待できる。さらには、
アミロイドーシスの治療法開発に進展する
可能性があり、徹底的な解析を進める。 

また、注目するのは、アミロイド中間体の
直接観察である。アミロイド原因蛋白質に特
異的蛍光色素を導入する。「蛍光色素の自己
消光」、「チオフラビン Tとの蛍光エネルギー
移動」を利用して、線維の伸長末端のみが検
出できるようにする。これにより、線維伸長
の方向性、中間体の寿命などの未知の問題を
明らかにする。 
 
(2) 重水素交換-溶液 NMR 解析は我々が開発
した方法であり、世界的に広く普及してきて
いるが、これまでは全て出来上がった線維の
構造解析に使用されてきた。本研究では新た
にこれを線維形成中間体の解析に適用する。
アミロイドシードにモノマーを加えてシー
ド依存伸長反応を開始させるが、この際、超
音波破砕によって微細均質化したシードを
使用する。これによりシード濃度を高めて、
中間体が最大量で蓄積する条件を選択する。
直ちに重水素交換を行うことにより、中間体
を重水素交換する。中間体を選択的に観測す
るために、15N 標識したモノマーと、15N 標識
していないシードを用いる。本実験により、
リアルタイムで伸長していくアミロイド線
維の先端で起きている構造変化の実体を、残
基レベルで明らかにすることが期待できる。 
 
(3)溶液 NMR を用いた微細均質アミロイド線
維の直接測定 
既に述べたようにアミロイド線維は高分

子量の重合体であるために、直接溶液 NMRを
測定することは困難である。しかしながら、
分子量を 200万程度に抑えることができれば、
溶液 NMRを直接適用することが可能と期待さ
れる。我々は、超音波処理によって、比較的
低分子量でかつ均質なアミロイド線維を調
製できることを見出した。このようなアミロ
イド線維断片は分析用超遠心機による解析
が可能であり、β２ミクログロブリンの微細
線維については分子量約 200～300 万程度と
推定している。これを蛋白質研究所の 800 MHz
溶液 NMR装置によって直接解析する。アミロ
イド線維は小さな蛋白質が同じ構造に重合
したものであるので、観測されるピークの数
は多くはないと予想される。 
 
４．研究成果 
いくつかのアミロイド原性蛋白質、ペプチ

ドを材料として、全反射蛍光顕微鏡による一
線維・リアルタイム解析を行い、アミロイド
超分子構造の形成機構を探った。これと並行
して、溶液 NMRと重水素交換反応を組み合わ
せた構造解析を行い、アミロイド中間体の立
体構造を解析した。その結果、溶解度と過飽
和が、アミロイド形成の考える上で特に重要
な因子であることを提唱した。なお、本研究
で用いた蛋白質は、透析アミロイドーシスの



 

 

原因となるβ２ミクログロブリン、アルツハ
イマー病の原因となるアミロイドβ、Ⅱ型糖
尿 病 の 原 因 と な る Islet Amyloid 
Polypeptide (IAPP)、角膜変性症の原因とな
るケラトエピセリンの断片ペプチドなどで
ある。 

 
(1)全反射蛍光顕微鏡によるアミロイド線維
形成反応の一線維・リアルタイム観察 
全反射蛍光顕微鏡を用いて、アミロイド超

分子構造形成の分子機構に関する研究を進
めた。特にケラトエピセリンの部分ペプチド
を用いて、レーザー光によるアミロイドの損
傷の直接観察を進めた。レーザーによるアミ
ロイドの破壊を利用することによって、アミ
ロイドーシスの新たな治療方法を開発でき
ることを示唆した。 
また、２種類の蛍光試薬を用いることによ

って、アミロイド蛋白質が、既存のアミロイ
ド線維の側面に結合した中間体を検出でき
ることを示した。 

 

(2)溶液 NMRによる線維中間体の解析 
超音波処理を利用によって分子量 200万の

微細均質アミロイド線維を作製する方法を
開発した。特にβ２ミクログロブリンのアミ
ロイド線維に適用して、アミロイド線維の構
造と揺らぎの解析をおこなった。その結果、
N 末端領域は、アミロイド線維のコア領域に
含まれず、壊れた構造をとっていることを明
らかにした。 

 

重水素交換-溶液 NMR 解析によって、アミ
ロイド線維形成中間体の構造を解析する手
法を開発した。これを用いて、β２ミクログ
ロブリンの線維形成中間体の解析を進めた。
溶液状態では比較的コンパクトな前駆体が、
より広がった変性構造を形成することによ
って、アミロイド線維の側面に結合すること
を示した。 
 
(3)超音波によるアミロイド線維形成 
マイクロプレートリーダと超音波処理と

組み合わせたアミロイドアッセイ法を開発
した。これにより、少量のアミロイド蛋白質
を用いて、高速、高感度でアミロイド形成反
応を解析できるようになった。β２ミクログ
ロブリンのアミロイド線維形成が、超音波の
強度と相関することを示した。 

 
(4)アミロイド線維形成の統一的原理 
アミロイド線維は、過飽和条件下で比較的

短いペプチドや蛋白質が析出することによ
って形成する固体構造であること、また、過
飽和が全体の反応を支配する重要な因子で
あることを提唱した。過飽和は、物理化学的
な基本現象である。これに対して、生体では
個体・組織・病態によって異なる生物学的因
子が存在し、これが過飽和を維持あるいは解
消する役割を果たすと考えられる。物理化学
的な過飽和現象と生物学的な因子が相互作
用することがアミロイドーシス発症を決定
していると考えられる。 

図２．アミロイド線維形成中間体の構造。 

図１．ケラトエピセリンの部分ペプチドの形成し

たアミロイド線維を用いた、レーザー光による損

傷の直接観察。 

図３．マイクロプレートリーダと超音波処理と組

み合わせたアミロイドアッセイ法の開発。 

 
図４．蛋白質結晶、アミロイド線維、不定形凝集

を含む構造状態の相図。構造のユニークさと濃度

によって安定な構造状態が変わる。また、過飽和

が相転移を支配する。 
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