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研究成果の概要（和文）： 
本研究の目的は、人の健康やタンパク質の生産の上で深刻な問題となっているタンパク質の凝

集の問題を解決するために、タンパク質の解離・会合を制御する技術を開発することである。

そのため本研究では、下記の 4つの項目の研究を進め、高圧力および低分子化合物による凝集

制御の有効性を示した。1. 高圧 NMR 法を用い、高圧下で凝集を抑制した条件で、タンパク質リ

ゾチームの変性初期過程を観測し、準安定状態および変性中間体を平衡条件下で初めて観測す

ることに成功した(Kamatari et al., Biophys Chem. 156, 24-30, 2011)。2. 大容量高圧装置

の構築と巻き戻し実験を行った。3. 高圧蛍光装置の構築とアミロイド繊維解離実験を行った。

4. 我々は凝集抑制のために、圧力だけではなく低分子化合物の効果も検討した。新たにプリオ

ン病の凝集を抑制する複数の新規化合物を発見した(Hosokawa-Muto et al., Antimicrob. 

Agents Chemother., 53, 765-771, 2009)。また、抗プリオン化合物 GN8 の最適化を行い、より

効果の高い化合物を報告した(Kimura et al., Bioorg Med Chem Lett. 21, 1502-1507, 2011)。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Protein aggregation is one of the serious problems for human health and production of 
recombinant proteins. Purpose of this study is development of controlling technology for 
protein dissociation and aggregation using high pressure. In this study, we did following 
four topics. 1. We observed denaturation process of hen lysozyme using high pressure NMR 
spectroscopy, in which high pressure suppress protein aggregation. We succeed to observe 
low-lying excited states and unfolding intermediates at equilibrium condition (Kamatari et 
al., Biophys Chem. 156, 24-30, 2011). 2. We made a high-volume high pressure apparatus 
and did refolding experiments from inclusion bodies. 3. We made a high pressure apparatus 
for fluorescence spectroscopy and observed dissociation process of amyloid fibrils. 4. We 
used chemical compounds to suppress aggregation in addition to high pressure. We found 
several new anti-prion compounds (Hosokawa-Muto et al., Antimicrob. Agents Chemother., 
53, 765-771, 2009). We optimized a anti-prion compound, GN8, and found higher efficiency 
compound than GN8 (Kimura et al., Bioorg Med Chem Lett. 21, 1502-1507, 2011). 
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１．研究開始当初の背景 

 タンパク質の凝集は、人の健康やタンパク

質の生産の上で深刻な問題となっている。た

とえば、プリオン病やアルツハイマー病をは

じめとする"コンフォメーション病"の原因

となっているのはアミロイド線維とよばれ

るタンパク質の規則的な凝集体である。また、

組み換えタンパク質生産の際に機能を持つ

天然状態のタンパク質の生産を困難として

いるのは封入体とよばれる凝集体である。い

ったん生成した凝集やアミロイド線維を天

然状態に戻すことは難しいため、凝集・アミ

ロイド形成反応はこれまで不可逆の過程と

して扱われることが多かった。最近、我々は、

高圧 NMR 法を用いて、リゾチーム変異体のア

ミロイドプロトフィブリルが高圧下では解

離し、常圧下は会合する過程を直接観測する

ことに世界で初めて成功した (Kamatari et 

al., J. Mol. Biol., 349, 916, 2005)。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、人の健康やタンパク質の

生産の上で深刻な問題となっているタンパ

ク質の凝集の問題を解決するために、タンパ

ク質の解離・会合を制御する技術を開発する

ことである。圧力はタンパク質の解離・会合

を制御する一つの有力な手法となりうるた

め、本研究では、高圧力を用い、1. 凝集等

のためこれまで困難であった天然状態・変性

中間体の構造を観測可能にする条件、2. 凝

集体・封入体からの巻き戻し条件、3. アミ

ロイドの圧力解離の条件等を検索する。さら

に、我々は凝集抑制のために、圧力だけでは

なく、4.低分子化合物の効果も検討する。そ

してこれらの研究を通じて、制御の基盤とな

る一般的法則を見出すことを目指している。 

 
３．研究の方法 
 高圧下で凝集を抑制した条件で、タンパク

質の変性初期過程の直接観測するためには、

高圧 NMR 法(Kamatari et al., Methods 34, 

133-143, 2004)を用いた。タンパク質調製の

際の封入体の巻き戻しには大容量の高圧容

器が必要であるため、これを作成し、封入体

の巻き戻し反応を行った。アミロイド線維の

圧力解離のためには、高圧蛍光装置を作成し、

これを用いた。低分子化合物を用いた凝集抑

制には、抗プリオン化合物アッセイ系

(Kuwata et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 

104, 11921-11926, 2007)を用い、新規化合

物の探索、最適化を行った。凝集抑制機構の

解明には、NMR および SPR 等を用いた。 

 

４．研究成果 

1). リゾチームの変性初期過程を観測 

 本研究では、高圧 NMR 法を用い、高圧下で

凝集を抑制した条件で、タンパク質リゾチー

ムの変性初期過程を観測し、準安定状態およ

び変性中間体を平衡条件下で初めて観測す

ることに成功した(Kamatari et al., Biophys 

Chem. 2011)。そして、初期過程に水がタン

パク質分子内のキャビティーに入り込んで

いくことを示した。また、種の異なるリゾチ

ーム間でキャビティーの位置が保存されて

いることを明らかにし、キャビティーが準安

定状態の出現やタンパク質の機能発現にと

って重要な役割を果たしていることを示し

た。 

2). 大容量高圧装置の構築と巻き戻し実験 

 タンパク質調製の際の封入体の巻き戻し

には大容量の高圧容器が必要である。大容量

のサンプルに対して利用可能な、または、溶

媒条件を変えた複数のサンプルに対しての

圧力実験を可能とする大容量の高圧容器の

作成をした。これにより 130ml の体積のサン

プルに対して 4000 気圧までの圧力実験が可

能となった。そしてこの大容量高圧装置を用

い、全長および C末ドメインのプリオンタン

パク質の封入体、およびリゾチームの封入体

の巻き戻り実験を行っている。解離・会合に

ともなう物理学的パラメータを正しく評価

するため、処理圧力、処理時間、タンパク濃

度等を系統的に変え、効率の高い条件を検索

中である。  

3). 高圧蛍光装置の構築とアミロイド繊維

解離実験 

 4000 気圧まで制御可能な高圧蛍光装置を

完成させ、リゾチームおよびプリオンタンパ

ク質を用いてアミロイド繊維の圧力解離実

験を行っている。現在条件の最適化中である

が、すでに他のグループがこれらのタンパク

質のアミロイド繊維の解離について報告(El 

Moustaine et al., J Biol Chem. 286, 

13448-59, 2011; Shah et al., Biophys J. 102, 

121-126, 2012)を行ったため、我々は、株の

違いによる圧力応答の違い等の新たな知見

を追加し、発表予定である。 

4). 低分子化合物によるプリオンタンパク

質の凝集抑制 

 我々は凝集抑制のために、圧力だけではな



 

 

く低分子化合物の効果も検討した。これまで

に、タンパク質の凝集により起こるアミロイ

ド病の一つであるプリオン病に対して、低分

子化合物を用いた制御が有効であることを

示してきた。そして本研究では、新たにプリ

オン病の凝集を抑制する複数の新規化合物

を 発 見 し た (Hosokawa-Muto et al., 

Antimicrob. Agents Chemother., 53, 

765-771, 2009)。また、最初に発見した抗プ

リオン化合物 GN8 の最適化を行い、より効果

の高い化合物を見いだした(Kimura et al., 

Bioorg Med Chem Lett. 21, 1502-1507, 2011)。

また、これらの化合物の凝集抑制機構につい

て詳細に調べ、効果を発揮するために重要な

部位を同定し、さらに、その作用機構につい

ても推定した(論文執筆中)。 
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