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研究成果の概要（和文）：　アミロイド線維は、タンパク質のミスフォールディングにより形成される凝集体の一種で
あり、数多くの疾患に関わる。アミロイド線維の持つ「伝播性」は、アミロイド線維の異常増殖、ひいては疾病の発症
を担う重要な性質であるが、分子論的な実体は解明されていない。
　そこで本研究では、インスリンとインスリン由来のペプチド断片について線維前駆中間体を捉え解析した。さらにイ
ンスリンについてはSAXSによる時分割測定を実施し、線維前駆中間体を経由したインスリン線維化プロセスを明らかに
し、周囲の水分子にも着目するために、近赤外分光法を用いて核形成時の水の吸収スペクトルの変化観察も行った。

研究成果の概要（英文）： Amyloid fibrils are a form of protein aggregates associated with numerous 
diseases. One of the most unique and essential properties is their ability to self-propagate, which leads 
to the explosive amplification of amyloid fibrils and then the onset of the diseases; however, much 
remains to be elucidated regarding its molecular details how and when the propagating nuclei initially 
emerge.
 In this study, we have trapped and characterized structural properties of prefibrillar intermediate 
species of insulin and an insulin-derived short peptide, and as for insulin, we have clarified 
time-dependent formation and evolution of the prefibrillar intermediates by time-resolved small angle 
X-ray scattering measurement. We also performed time-resolved NIR spectral measurement to clarify more 
details of the water molecular system dynamics during the nucleation.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）アミロイド線維とは 
アミロイド線維は、数多くの重篤な疾病

に関与するタンパク質凝集体である。こ
れまでにプリオン病やアルツハイマー病など
に関わる 30 種類以上のアミロイド線維が報
告されている。さらに最近では、パーキンソ
ン病やハンチントン病に代表される神経変性
疾患に見られる沈着物もアミロイド線維であ
ると認識されたことで、その構造形成原理に
は強い関心が寄せられている。 
 
アミロイド線維の形成反応は、おもに核生

成とそれに続く成長の 2 段階から構成される
が、核生成は、基本的に起こりにくくアミロ
イド線維形成反応全体の律速となっている。
しかし、一旦核が生成すると、核の持つ伝播
性により自己触媒的に成長・増殖し高確率で
発病に至る。このように、アミロイド線維の
伝播性は、アミロイド線維の異常増殖、ひい
ては疾病の発症を担う重要な性質であると
考えられるが、その分子論的な実体は十分に
理解されていない。 
 
（２）これまでの経緯 
研究代表者らは、これまでにアミロイド線

維の伝播性を担う構造上の特性を明らかにし、
さらに伝播性が発現するまでのタンパク質の
構造変化について、アミノ酸残基レベルで解
明することを目標とした研究を行ってきた。 
 
まず、アミロイド線維の伸長過程に存在す

ることが予想される線維・モノマー複合中間
体を捉え、核依存性伸長に伴うタンパク質の
構造変化を明らかにする研究に取り組んでき
た。β2 ミクログロブリンを解析した結果、シ
ード末端と相互作用しているモノマーの構造
形成レベルは非常に小さく、限られた領域の
なかにアミロイド線維の構造伝播に重要な役
割を果たすアミノ酸残基が含まれている可能
性が示唆された。 
 
さらに、伝播性が発現する以前のオリゴマ

ー様線維前駆中間体を新たに捕捉する試みを
行った。その結果、インスリンについて線維
前駆中間体の安定捕捉に成功し、成熟アミロ
イド線維との構造比較により、伝播に深く関
与するアミノ酸配列領域の存在を特定できる
可能性を見出した。 
 
 
２．研究の目的 
 
以上の研究成果を踏まえ、本研究では、ア

ミロイド線維の伝播機構をタンパク質構造の
見地から解明することを目指した。これを達

成するために、先ず、これまで安定捕捉に成
功したインスリンの線維前駆中間体の解析を
進め、アミロイド構造伝播に必要な領域の特
定および線維前駆中間体を経由する線維化機
構の解明を行った。 
 
さらに、ほかのタンパク質分子においても

線維前駆中間体の観察が実現可能であるのか
否かを検証するため、インスリン以外の分子
について線維前駆中間体の捕捉を検討した。
また、伝播性の発現段階として重要である核
形成反応における水分子の動態は明らかにさ
れていない。そこで、近赤外吸収スペクトル
を用いた水構造変化の追跡も試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、インスリンを主要なモデルタ

ンパク質として選択し、さらにインスリンを
構成する二本鎖のうち、30 アミノ酸残基から
なる B 鎖も新たな解析対象に加えた。インス
リンの線維前駆中間体については、先述の通
りこれまでに捕捉に成功しており、FTIR やプ
ロテアーゼ消化をもちいた構造解析の結果、
伝播に関与するアミノ酸配列領域の存在の提
案に辿り着きつつあった。そこで、さらに解
析を進めたうえで得られたデータを総合的に
解釈することにより、線維前駆中間体の構造
特徴および本中間体を経由した線維化プロセ
スを解明した。このほか、インスリン B 鎖の
線維化反応をさまざまな条件で解析し、線維
前駆中間体を安定に捕捉する試みを実施した。 
 
さらに、この線維前駆中間体を経由する反

応経路を解析対象として、小角 X 線散乱
（SAXS）プロファイルの時分割測定を行い、
線維形成反応初期におけるタンパク質の集
合プロセスをリアルタイムで追跡した。
SAXS は、合成高分子のゲルや結晶の解析な
どに適用され、それらの階層構造や構造形成
過程の解明に多大な貢献をしてきており、線
維化過程の追跡にも有用であることが期待
される。高濃度の塩を含んだインスリン水溶
液を石英セルに封入し、温度コントローラー
で高温ジャンプさせた。これにより、線維形
成反応をセル内で開始し、これに同期させて
SAXS プロファイルを一定時間間隔で測定し
た。 
 
また、タンパク質だけでなく、周囲の水分

子にも着目するために、近赤外分光法を用い
てインスリンアミロイド線維形成反応におけ
る水の吸収スペクトルの観察を行った。1300 
nm－1600 nm の水の第一倍音波長領域の吸収
スペクトルを時分割で測定したのち主成分分



析を行ない、モニタリング時間の経過に伴う
スコア値の推移を観察した。 

 
 
４．研究成果 
 
（１）線維前駆中間体を経由したアミロイド
線維化経路の解析 
はじめに、これまでに見出した線維前駆中

間体を経由するインスリンアミロイド線維化
経路の詳細な解明を進めた。過去に明らかに
した点も含め、得られた成果の概要としては、
先ず、高濃度の塩を添加すると線維化経路が
変わり、クロス β 構造が未熟でなおかつ会合
数の比較的少ない線維前駆中間体が過渡的に
大量蓄積することを確認した。伝播性は線維
前駆中間体が成熟する段階で発現した。プロ
テアーゼ消化を用いて線維前駆中間体におい
てクロス β 構造が未完成のアミノ酸配列領域
を調べたところ、数か所見つかり、段階的な
構造発達の様子が明らかとなった（図１）。 
 
 

 
 
 
図1：線維前駆中間体を経たインスリンの線維
形成のスキームと、線維前駆中間体および成
熟線維のプロテアーゼ消化による切断部位の
概略。緑色に着色したアミノ酸配列領域が核
構造の構築に深く関与すると考えられた。 

 
 
上記の結果より、線維前駆中間体の観察は、

アミロイド線維の伝播核が形成されるまでの
途中段階を理解するために有用であると考え
た。そこで、これまでのインスリンでの捕捉
実績を踏まえ、インスリンB鎖を用いた中間体
捕捉の可否を検討した。その結果、本ペプチ
ドの場合は、pH条件を調節することにより線
維構造が一部形成した中間体構造が長寿命で
蓄積し、その後成熟化してアミロイド線維が
出現することが明らかになった。今後、本プ
ロセスの詳細な解析を行うとともに、さらに
数種類のタンパク質を解析対象に追加し、線

維前駆中間体捕捉の可否を検証したいと考え
ている。 
 
（２）小角 X 線散乱測定による線維前駆中
間体の形成過程の追跡 
温度ジャンプにより、セル内でのインスリ

ンアミロイド線維形成反応を開始させたと
ころ、100-200 秒後には低い散乱ベクトル領
域での急激な散乱強度の増大が見られ、線維
前駆中間体の形成が確認された。このときの
散乱プロファイルをモデルフィッティング
すると、線維前駆中間体は柱状の構造である
ことが判明した。続いて、アミロイド線維構
造への成熟化を意味する散乱プロファイル
の変化も見ることができた。チオフラビン T
蛍光、FTIR、小角光散乱（SALS）の解析結
果と組み合わせることで、最終的に、部分的
なクロス β 構造形成を伴った柱状の線維前駆
中間体の形成→中間体のさらなる集合化→
クロス β 構造の発達によるアミロイド線維の
完成、というスキームが提案された（図 2）。 

 
 

 
 
 
図 2：(a) SAXS による集合体のサイズ発達の
追跡によるインスリンの線維前駆中間体蓄
積の確認。(b) 一連の解析結果より提案され
たタンパク質の初期集合および構造発達の
スキーム。 

 
 

（３）アミロイド核形成相に見られる水の構
造変化 
さらに、タンパク質を取り巻く水分子にも

着目し、近赤外分光法を用いてインスリンア
ミロイド線維形成反応における水の吸収ス
ペクトルの観察を行った。主成分分析をもち
いた解析を実施した結果、1417 nm（水素結合
の少ない水：ここでは自由水と呼称した）およ
び 1458 nm（水素結合した水）のピークが核形
成相の最中に変動することが確認され、核形成
相の最中に水分子間の水素結合が過渡的に形成
することが示唆された（図 3）。 
 



 

 
 
 
図 3：NIR 分光による水構造変化の観察。多
変量解析によるスペクトル解析を行った結
果、核生成反応の前半に自由水が生成し、そ
の後に水素結合ネットワークが発達すると
いうような水構造の動きが見出された。 
 
 
以上の結果から、線維前駆中間体の捕捉観

察は、アミロイド線維形成初期のタンパク質
の構造形成について具体的なイメージを与
えることがわかった。さらに SAXS 解析を実
施することにより、線維前駆中間体の形状や、
アミロイド線維への構造発達のし方につい
ても明らかとなった。さらに、B 鎖でも線維
前駆中間体を経由した線維化の様子が確認
されたことより、他のタンパク質においても、
線維前駆中間体の解析は伝播性の獲得過程
を知るための有用な手段として活用できる
ことが期待される。また、アミロイド線維の
伝播性を担う核が形成する際には水分子が関
与するという新たな面も判明した。 
 
上記で得られた成果をもとに、今後は、線

維前駆中間体の生成やその後の成熟化によ
る伝播性の発現に関わるアミノ酸配列領域
に着目し、これらの領域の任意の箇所にアミ
ノ酸変異を導入したタンパク質を系統的に
作製することを考え、インスリンの発現系の
構築を進めている。同時に、アルツハイマー
病に関与するアミロイド β ペプチドについて
も伝播性に重要な配列領域を特定したいと
考え、当ペプチドの発現および精製系を準備
した。そのほかにも、ヨウ素の吸着様式によ
りアミロイド線維構造の形成過程を追跡で
きる可能性を見出しつつあるので、今後も複
数の解析手法を検討しながら多面的に伝播
性の分子機構を明らかにしたいと考えてい
る。 
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