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研究成果の概要（和文）：本研究では、小型球状蛋白質の複雑な熱変性過程に注目し、熱凝集の初期段階で生じ
る可逆的なオリゴマー（RO）を一残基置換によって阻害することで、細胞毒性や神経変性疾患の原因とされるア
ミロイド線維の効果的な抑制を目指した。その結果、シナプス後肥厚の足場蛋白質を由来とするPSD95-PDZ3で
は、結晶構造中のオリゴマー接触面に存在する疎水性アミノ酸がRO形成に重要と判明した。そこでF340AやL342A
など親水性アミノ酸に一残基置換すると、ROが阻害されたことで間接的にアミロイド線維の成熟も抑制された。
以上のように最小限のアミノ酸置換によって、モデル蛋白質の熱凝集傾向性を有意に低下させることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the complex thermal denaturation process of small globular 
proteins was examined to precisely inhibit amyloid fibrils, which are known to cause cytotoxicity 
and neurodegenerative diseases. Detailed calorimetric studies have revealed that reversible oligomer
 (RO) formation is the early stage of thermal aggregation. Surprisingly, RO was significantly 
inhibited by single-residue substitution. In the case of PSD95-PDZ3, which is derived from a 
scaffold protein of postsynaptic thickening, hydrophobic amino acids located at the interface of 
crystallographic oligomers were determined to play a key role in RO formation. Furthermore, single 
substitutions with hydrophilic amino acids (F340A and L342A) resulted in significant inhibition of 
RO at high temperatures, as confirmed by simplified DSC thermograms, and the suppression of amyloid 
fibril maturation was confirmed by TEM observation.

研究分野：蛋白質工学

キーワード： 蛋白質工学　アミロイド線維　蛋白質凝集　DSC測定　一残基置換

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で考案した一残基置換による分子設計法では、モデル蛋白質の本来の構造・機能に殆ど影響することな
く、高温でのRO形成だけを阻害することで、アミロイド線維をはじめとする蛋白質の熱凝集を効果的に抑制でき
ることが示された。今後はより多くのモデル蛋白質で同様の傾向を示せれば、蛋白質凝集を人工的に抑制するた
めの汎用的な手法としての活躍が期待される。また本研究では、逆に疎水性アミノ酸へ一残基置換することで、
アミロイド線維が人工的に形成されることも発見した。よってRO形成には、一残基レベルの局所的な疎水性相互
作用が駆動力となる仮説が立てられ、蛋白質凝集のメカニズム解明に向けた学術的意義も見出された。

※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 
 アミロイド線維は蛋白質凝集の一種で、非天然の cross-β構造を形成し、細胞内に蓄積される
ことで細胞毒性を示すだけでなく、アルツハイマー病・パーキンソン病・筋萎縮性側索硬化症な
ど神経変性疾患の原因とされている。そのため、アミロイド線維の形成メカニズムの解明、およ
び効果的な阻害方法の開発は、臨床学的・学術的にも非常に価値が高い。またアミロイド線維形
成のプロセスは、核形成と線維伸長の 2 段階に大別され、凝集核が一定のサイズまで成長する
とアミロイド線維の形成速度は急激に増大する。よってアミロイド線維の形成には、初期段階で
見られる凝集核の存在が重要と考えられる。 
 
その一方で、申請者の先行研究では、一部の小型球状蛋白質がシンプルな立体構造に反して複
雑な熱転移をしており、熱変性した蛋白質が高温で可逆的なオリゴマー（RO; Reversible 
Oligomer）を形成したのが原因であると特定した。例えば示差走査型熱量計（DSC; Differential 
Scanning Calorimetry）のサーモグラムでは、2本の吸熱ピークが観測されたことから、少なく
とも 2 段階で熱変性が進行していると考えられる。さらに結晶構造中のオリゴマー接触面に存
在する疎水性アミノ酸を親水性アミノ酸に一残基置換することで、野生型の構造や機能に殆ど
影響することなく、ROの阻害に成功した。以上の結果から、僅か一残基のアミノ酸置換によっ
て、小型球状蛋白質の複雑な熱転移を制御可能であると示唆された。そこで申請者は、高温で形
成された RO がアミロイド線維の初期段階で生じる凝集核ではないかと仮説を立て、僅か一残
基のアミノ酸置換によって RO を不安定化することで、間接的にアミロイド線維の抑制を試み
た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、様々な種類の小型球状蛋白質に対して、アミロイド線維形成を効果的に抑制する
ための分子設計法の開発を目指した。このとき ROに関する先行研究で獲得した知見を基に、結
晶構造中のオリゴマー接触面に存在する疎水性アミノ酸が RO 形成に重要であると考え、親水
性アミノ酸へと一残基置換する手法をとった。 
 
 また本研究では、脳の神経細胞のシナプス後肥厚に存在する足場蛋白質を由来とする PSD95-
PDZ3 をモデル蛋白質とした（以降、PDZ3 とする）。PDZ3 は分子量 11 kDa の単一ドメインから成
る小型球状蛋白質で、60℃で熱変性したときに半径 2.6 nm のオリゴマーを形成しており、さら
に 60℃で加熱し続けると最終的にアミロイド線維へと成長することが判明している。したがっ
て RO がアミロイド線維の前駆体であれば、RO を阻害するためのアミノ酸置換によって、同時に
アミロイド線維も抑制できると予想される。 
 
 
３．研究の方法 
（１）変異体設計 
 はじめに PDZ3 の X 線結晶構造を調べ、分子表面に露出した 7種類の疎水性アミノ酸をターゲ
ットにし、どれか 1つを親水性のアラニンに一残基置換することで 7種類の変異体を設計した。
またターゲットに選んだ 7 種類の疎水性アミノ酸のうち、V328・F340・L342・I389 はグループ
１（オリゴマー接触面に存在する）、V315・L349・V365 はグループ２（オリゴマー接触面から離
れている）へそれぞれ分類した。 
 
（２）示差走査熱量計（DSC; Differential Scanning Calorimetry） 
 凍結乾燥した目的蛋白質を純水に溶かした後、50 mM K-Phosphate buffer（pH 7.5）を外液に
用いて 4℃で一晩透析し、限外濾過で蛋白質凝集を除去した後、分光光度計で蛋白質濃度を 0.50-
1.0 mg/mL に調整した。次にサンプルの超音波脱気を行ってから、VP-DSC 装置（Microcal, USA）
の内部セルにサンプル 500 µLをインジェクトし、温度範囲 20-110℃、昇温速度+1.0℃/min でセ
ル内部の温度を上昇させていった。そして観測された DSC サーモグラムの低温および高温のベ
ースラインをとって非線形最小二乗フィッティングを行い、変性中点温度（Tm）、変性エンタル
ピー（ΔH(Tm)）などの熱力学的パラメーターを算出した。 
 
（３）透過型電子顕微鏡（TEM; Transmission Electron Microscope） 
 DSC 測定と同じ条件のサンプルを 60℃で 1週間インキュベートし、純水で 10 倍希釈してから
酢酸ウラニルでネガティブ染色した。そのサンプル 5 µLを銅グリッドの上にスポットしてから
脱水処理を済ませ、JEM-1400（JEOL, Japan）でアミロイド線維の画像撮影を行った。 
 
 



４．研究成果 
（１）DSC 測定 
PDZ3野生型では2本の吸熱ピークが観測されており、非線形最小二乗フィッティングの結果、
その熱転移モデルは 4N-I4-4D となった。つまり低温側のピークではモノマーが熱変性してテト
ラマーを形成しており、高温側のピークではテトラマーがさらに高温でモノマーへと解離した
とみなせる。このように PDZ3 野生型では、高温での RO 形成を原因とする複雑な熱転移が起きた
と考えられる。 
ところが 7種類の PDZ3 変異体のうち、2種類の変異体（F340A と L342A）では、1本の吸熱ピ
ークが観測され、Tmの値に蛋白質濃度依存性が見られないことから、その熱転移モデルは N-D と
解析された。つまり熱変性反応は 1段階で進行し、モノマーが熱変性してもモノマーのままだと
みなせる。したがって 2種類の変異体では、高温での RO 形成を阻害できたと考えられる。 
 またグループ 1に属する F340 と L342 を一残基置換すると劇的な変化が見られたのに対して、
グループ 2 に属する疎水性アミノ酸を一残基置換しても、PDZ3 野生型と同様に DSC サーモグラ
ムの吸熱ピークは 2本のままであった。したがって RO 形成に重要なのは、分子表面に露出した
疎水性アミノ酸の位置であり、表面積の大部分がオリゴマー接触面に埋もれている疎水性アミ
ノ酸をターゲットにすることで、僅か一残基のアミノ酸置換であっても RO 形成に大きな影響を
及ぼすものと推測される。 
 
（２）TEM 測定 
 PDZ3 野生型と 2種類の変異体（F340A と L342A）に注目し、TEM で撮影した画像を比較した。
その結果、PDZ3 野生型では紐状につながった線維が見られ、60℃で 1 週間インキュベートした
ことでアミロイド線維が十分に成熟したと考えられる。一方、F340A と L342A では断片化された
線維や不定形のアモルファス凝集が見られ、アミロイド線維の形成は不十分であった。以上の結
果から、RO 形成が阻害された 2種類の PDZ3 変異体では、同様にアミロイド線維形成も十分に抑
制できると分かった。 
 
（３）リバースエンジニアリング 
 ここまでの研究では、疎水性アミノ酸を一残基置換してアミロイド線維を抑制することを目
指してきた。そこで発想を転換させ、RO の阻害に成功した変異体（F340A）をモデルとし、オリ
ゴマー接触面に存在する親水性アミノ酸を、疎水性アミノ酸に一残基置換した。その結果、N326L
の変異を新たに導入することで、DSC サーモグラムで再び 2本目の吸熱ピークが観測されるよう
になった。またアミロイド線維を特異的に標識する Thioflavin T 蛍光を測定したところ、PDZ3-
F340A N326L では PDZ3 野生型の 5倍以上高い値が得られ、アミロイド線維を人工的に形成する
ことが可能となった。アミロイド線維を人工的に形成することに応用的価値は見出しづらいが、
「オリゴマー接触面に存在するアミノ酸の疎水性が強いほど、RO およびアミロイド線維は形成
しやすくなる」と判明し、これまで行ってきた一残基置換による分子設計法の方向性が確立され
た。 
 
（４）総括 
 これまでアミロイド線維の形成メカニズムに関する研究は国内外で数多く実施されてきたが、
本研究のように「高温での RO 形成」という珍しい物理化学的現象を踏まえながら、「疎水性アミ
ノ酸の一残基置換」のように系統的な変異体設計法を確立した例はまだ報告されていない。した
がって本研究で獲得した知見は、僅か一残基のアミノ酸置換で本来の構造・機能を変えずに熱凝
集傾向性だけを低下出来る新規分子設計法としての応用性だけでなく、アミロイド線維の前駆
体とされる RO の物性を明らかにした点で、蛋白質科学の研究における独自性・有効性を見出さ
せたと考えている。 
 
 
 
 
 
 



図１．PSD95-PDZ3 の一残基置換による変異体設計（A）および DSC サーモグラム（B） 
[熱測定、50(3) 103-109 2023] 
 
 

図２．PSD95-PDZ3 野生型を 60℃で 1週間インキュベートした後の ThioflavinT 蛍光スペクトル
（A）および TEM 測定で撮影した写真（B） [熱測定、50(3) 103-109 2023] 
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