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研究成果の概要（和文）：血中や脳内での細胞外脂質輸送を制御しているアポリポタンパク質の

遺伝子変異や多型は、脂質異常症やアミロイドーシスなどの疾患発症を引き起こす。その構造

的機序解明を目的として、ヘリックス型アポリポタンパク質であるアポ A-I 及びアポ E 変異体

の高次構造、安定性、脂質結合性並びにタンパク質凝集性などを調査した結果、変異による N
末ヘリックスバンドル並びにC末ヘリックス構造の破壊が疾患発症の構造的基盤であることが

示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：To probe the structural effects of naturally occurring mutations of 
apolipoproteins that lead to hypolipoproteinemia and systemic amyloidosis, we examined 
the tertiary structure, stability, lipid-binding property, and aggregation propensity of 
apolipoprotein A-I and E variants. The results indicate that the disruption of the 
N-terminal helix bundle and the C-terminal helical structure in apolipoproteins caused by 
the mutations leads to the critical outcomes of diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
 アポリポタンパク質は、細胞外脂質輸送シ
ステムである血漿リポタンパク質代謝を制
御しているタンパク質群であるが、それらの
遺伝子変異や多型による疾患発症機序とし
て、アミノ酸変異によるタンパク質のフォー
ルディング構造変化との関連が指摘されて
いる。例えば、高密度リポタンパク質（HDL）
の主要構成タンパク質としてその抗動脈硬
化作用を担うアポ A-I では、遺伝的なアミノ

酸変異や欠失が、低 HDL 血症にみられる顕著
な脂質代謝異常やアミロイド線維化による
全身性アミロイドーシスなどの重篤な疾患
を引き起こすことが知られている。また、ア
ルツハイマー病発症危険因子として知られ
るアポ E4（C112R）は、野生型であるアポ E3
の 112番目のシステインがアルギニンに置換
された多型の一つであるが、その不安定なフ
ォールディング構造が、リソソーム膜破壊作
用やフラグメント化による神経細胞毒性発
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アポ A-I アミロイド線維の

原子間力顕微鏡像 

現、さらには脳内 HDL コレステロール代謝調
節異常などの原因であると考えられている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、血中や中枢神経系でのコレステ
ロール代謝平衡を調節しているヘリックス
型アポリポタンパク質であるアポ A-Iやアポ
E について、それらの遺伝子変異や多型が原
因で引き起こされる脂質代謝恒常性の破綻
と、それによる脂質異常症やアルツハイマー
病などの重篤な疾患発症の分子メカニズム
を、アポリポタンパク質の脂質非結合-結合
型構造間の動的コンフォメーション平衡の
解析、並びに変異による高次構造変化と機能
異常との相関解析という物理化学的側面か
らの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 遺伝性低 HDL 血症やアミロイドーシス、ア
ルツハイマー病の原因となる変異アポリポ
タンパク質をターゲットとして、遺伝子工学
による変異の導入と大腸菌 BL21(DE3)株を用
いた大量発現系による変異体の作製、並びに
Fmoc 固相合成法による機能部位フラグメン
トペプチドの作製を行った。 

得られたタンパク質やペプチドについて、
円偏光二色性、赤外分光、定常光・時間分解
ナノ秒蛍光測定などの主に分光学的手法を
併用することで、変異によるドメイン構造や
脂質非結合-結合型間の動的平衡構造の変化
を解析した。 

変異体の HDL 形成能の評価としては、人工
細胞脂質膜に対する結合・可溶化特性や、 
培養細胞からのコレステロール搬出作用な
どを行い、変異による高次構造変化と脂質輸
送機能異常との相関を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 低 HDL 血症でみられるヒトアポ A-I 変異
体のなかで、N 末と C 末ドメインにそれぞれ
変異のある apoA-I Milano (R173C) と apoA-I 
Nichinan (E235) をターゲットとした。変
異による N末ヘリックスバンドル構造の安定
性や C末ドメインヘリックス構造の変化、さ
らには、それらの構造変化による細胞脂質膜
可溶化･HDL 粒子形成作用への影響の解析を
行った結果、 

① N末ドメインアミノ酸の変異・欠失によ

るアポA-Iのヘリックスバンドル構造の不安

定化が、タンパク質疎水性領域の露出を誘起

することで脂質膜との相互作用を促進する 

② C末ヘリックス領域アミノ酸の変異・欠

失は、C末端ヘリックス構造の部分的破壊によ

る脂質結合性・細胞膜可溶化能の低下を引き

起こすことで、HDL粒子形成異常の原因となる 
③ アポ A-Iの種差間のホモロジー解析に基
づいた部位特異的アミノ酸改変により、ヒト

の C 末端に多く存在する芳香族アミノ酸は、
両親媒性ヘリックス疎水面の疎水性度の増
大によって C末ドメインの高親和性脂質結合
を担うとともに、N末-C 末ドメイン間の疎水
的相互作用に関与している可能性がある 
ことなどが明らかとなった。 
 
(2) 血中や脳内でのコレステロール代謝調
節異常を引き起こすアポ E4 アイソフォーム
をターゲットとして、野生型であるアポ E3
との脂質結合構造の差異の検出を行う目的
で、 
 ① アポ E タンパク内への環境感受性蛍光
プローブであるピレンやアクリロダン分子
を導入するため、新たな変異体の設計を行っ
た。アポ Eの N末と C末ドメインにおける標
識位置として、94 番目のセリンと 264 番目の
トリプトファン、290 番目のセリン残基を選
択し、それぞれをシステイン残基に置換した
変異体を作製したところ、いずれの変異によ
ってもアポ E構造に大きな摂動を与えていな
いことが確認された。 
 ② 上記で設計した蛍光標識アポ E 分子を
用いた脂質結合に伴うピレン蛍光強度変化
のリアルタイム解析や、分子内トリプトファ
ン残基－アクリロダン分子間の蛍光共鳴エ
ネルギー移動測定などから、人工脂質粒子や
HDL 粒子に対するアポ E の結合挙動の解析を
行った。その結果、HDL 粒子結合に伴うアポ
E の N 末ドメインコンフォメーション変化が
アポ Eアイソフォーム間で異なることが示さ
れ、HDL 代謝調節挙動との関連が示唆された。 
 
(3) 全身性アミロイドーシスの原因となる
ヒト変異アポ A-I として Iowa (G26R)を取り
上げ、そのフォールディング構造とアミロイ
ド線維形成性との相関を解析することで、ア
ポリポタンパク質構造異常によるアミロイ
ドーシス発症の分子メカニズム解明を試み
た。 
 G26R 変異体の全長タンパクや組織沈着領
域である N末フラグメントを大腸菌発現系に
よって作製し、そ
れらのアミロイド
線維形成能や線維
形態の評価を行っ
た。その結果、G26R
変異がアポ A-I ヘ
リックスバンドル
構造を不安定化す
るとともに、N 末
1-83 残基フラグメ
ントの生理的中性
環境下でのアミロイド線維化を促進すると
いう二元的な役割を有していることを世界
で初めて見出した（発表論文 4）。また、構造
モデル予測により、R26 が D24 及び D28 との
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塩橋形成によってβシート構造を安定化し
ていることが示唆された。 
 今後の展開として、生体環境を模倣した不
均一膜系や細胞外マトリックスでのアポ A-I
アミロイド線維形成機構の物理化学的解析、
細胞膜やリポタンパク質環境下におけるア
ポ A-Iアミロイドのタンパク質超分子構造や
線維凝集体の組織障害作用の解析などを進
めていく予定である。 
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