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研究成果の概要（和文）：光ピンセット法を用いて酵母プリオンタンパク質Sup35NMのコンフォメーションスペーズを
測定解析した。強いアミロイド性を示す野生型Sup35NMと弱いアミロイド性を示す17番目のセリンをアルギニンに変え
たS17R変異体では一部共通の構造を持つが、異なるコンフォメーションスペースを持つことが解った。また、S17Rに加
えアミノ酸配列139番目から142番目のセリンをグルタミン酸に変えた変異体S17R＋EPEEはS17Rのみの変異体のコンフォ
メーションスペースとは異なり、野生型に近いことが解った。

研究成果の概要（英文）：I investigated the conformational space of a yeast prion protein Sup35NM using 
optical tweezers.Sup35NM S17R mutant had a part of common structure, but to different confomational space 
from Sup35NM wild type. Sup35NM S17R with EPEE mutant had similar confomational space to Sup35NM wild 
type.

研究分野：生物物理

キーワード： 光ピンセット　タンパク質一分子
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の異常凝集は、アルツハイマー
病やハンチントン病など多くの神経変性疾
患の要因となる重要な現象である。脳内に生
じる原因蛋白質の線維状凝集体（アミロイ
ド）には構造の多様性があり、それは細胞毒
性や感染性と深い関係がある。また、高凝集
性タンパク質には天然変性タンパク質が多
く、その不均一性がアミロイドの形成やアミ
ロイド構造の多様性にも関わると考えられ
ているが、技術的な難しさから、その相関に
は不明な点が多い。当研究室で、酵母プリオ
ンSup35NMのオリゴマー構造がアミロイド
の性質を決定することを解明していた。オリ
ゴマーの構造はモノマーのコンフォメーシ
ョンによって決定されると考えられている
が、溶液中でのモノマーは、様々なコンフォ
メーションの平衡状態にあり、一種類のモノ
マーのみを解析することは難しく、アミロイ
ド形成に与える影響を不明であった。 
２．研究の目的 
 天然変性タンパク質は多様な構造を取り
得るため、そのコンフォメーション空間は
機能と深くかかわると考えられるが、技術
的な難しさから、天然変性などの柔らかい
タンパク質の構造多様性には不明な点が多
い。それらを克服するため、本研究では、
Sup35NM に対して、光ピンセット法を用
いた力学計測（図１）を新規に構築し、
Sup35NM のモノマーのコンフォメーショ
ン空間を解明し、アミロイド遷移の形成・
成長メカニズムを解明する。 

そえにより、モノマーの不均一な集合の中
で、どのような構造のモノマーがどのよう
なオリゴマーを形成し、アミロイドを生成
させるか、また、それらがもたらす細胞表

現型を明らかにする事で、「モノマー－オリ
ゴマー－アミロイド－細胞表現型」の相関
関係の全容解明を目指す。 
３．研究の方法 
 光ピンセット法を用いて、Sup35NM-DNA の
片端から張力を加えて力学的応答を計測す
る。 具体的には、１００を超える異なる一
分子を引っ張ることで得られたフォースカ
ーブを解析し、Unfolding や Folding に対す
る自由エネルギーなどの熱力学パラメータ
ーを求め、モノマーのタンパク質のコンフォ
メーション空間を構築する。これまでの二次
構造が基地のタンパク質のフォースカーブ
の知見を参考に、光ピンセット法で１００以
上のSup35NMのフォースカーブを解析するこ
とで、Sup35NM モノマーがどのような構造の
不均一な複合体であるのかを実測定する。さ
らに、システイン残基の導入個所を変えた
Sup35NM を用いて、異なる二ヵ所からタンパ
ク質を引っ張って Unfolding や Folding の
一分子力学計測を行い、Sup35NM タンパク質
内のドメイン間の、Unfolding や Folding に
おける協調性を調べる。これらの実験を、異
なるアミロイド構造を導くことがこれまで
当研究室で明らかにしている S17R や S17E 変
異体を用いて行い、野生型の Sup35NM モノマ
ーとのコンフォメーション空間を比較、検討
するとともに、点変異によってどのような特
異な（新たな）モノマー構造が出現している
か、Sup35NM タンパク質内のドメイン間の相
互作用がどのように変化しているか、検討を
行う。 
 野生型 Sup35NMと変異体のモノマーのコン
フォメーションの違いがアミロイド構造に
与える影響を、当研究室で開発したタンパク
質凝集体感染法により細胞表現系にて解析
する。光ピンセット法による解析結果および
アミロイド構造の解析結果をもとに、特異的
なモノマー条件下で作製したアミロイドを
酵母へ感染させることで、プリオン感染力の
強さや細胞表現型を細胞のコロニーの色か
ら短期間で判別できる。これにより、どのよ
うなコンフォメーションをしたSup35NMモノ
マーが感染性の高いアミロイド構造を導く
かを明らかにする。さらに、アミロイドをプ
ロテアーゼ Kで切断し、質量分析装置にてア
ミロイドのコアを解析することで、様々な条
件下で作製したアミロイドのコア領域の違
いから、アミロイド性と構造の関係を明らか
にする。 
４．研究成果 
 光ピンセット法を用いて、野生型 Sup35NM
一分子を N末および C末の両端から引っ張っ
た結果、Sup35NM は天然変性タンパク質では
あるが、４つのコンパクト構造があることが
分かった（図２）。 

 

図１．光ピンセット法を用いた一分子力

学計測 



さらに、N 末から 150 番目のアミノ酸までを
引っ張った結果、トランケートでは小さく
（45 アミノ酸以下）、強いフォースを与えた
時に（15 pN 以上）見られる構造のみが見ら
れたが、全長を含んだものでは、小さく強い
フォースで得られた構造に加え、70－100 ア
ミノ酸の大きさで弱いフォース（15 pN 以下）
で見られる構造が見られた。さらに、150 番
目のアミノ酸から C末を引っ張った結果、驚
いたことに N 末端を引っ張った時と同様に、
小さく強いフォースの構造がみられ、全長を
含んだ分子のみで70－100アミノ酸の弱いフ
ォースで見られる構造が見られた。このこと
から、70－100 アミノ酸の構造は、Sup35NM
の N末と C末の領域の間での相互作用がある
ことが示唆された。 
 次に、アミロイド性が異なることが解って
いる変異体S17R とS17Eを引っ張ったところ、
野生型Sup35NMのコンフォメーションスペー
スとは異なり、S17R 変異体のほとんどが 70
－100 アミノ酸の弱いフォースの構造であっ
た。一方、S17E 変異体は小さくフォースの強
い構造の他に70－100アミノ酸の大きさの構
造が見られたが、弱いフォースではなく、強
いフォースの構造であった。この 70－100 ア
ミノ酸の強いフォースの構造は、１M NaCl の
存在下で弱いフォースへと変化した。このこ
とは、70－100 アミノ酸の構造は静電気的な
結合による構造であることが示唆された。次
にこの静電気的な結合がどのあたりのアミ
ノ酸と結合しているかを検討した。Sup35NM
は 130アミノ酸以降にリジンの多い領域があ
り、このリジンをグルミン酸に変えた変異体
を作製してそのコンフォメーションスペー
スを解析した。S17R 変異体に 139 番目から
142 番目のリジンをグルタミン酸にかえた
EPEE変異体はS17R変異体のみとはことなり、
野生型と似たコンフォメーションスペース
を示した。 
 細胞表現系を用いた解析の結果、S17R＋
EPEE 変異体は野生型に近いアミロイド性を

示した。さらに、そのアミロイドコアは野生
型Sup35NMと同じであった。これらの結果は、
17番目のアミノ酸と139番目のアミノ酸との
間での相互作用があることが解った。 
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図２．野生型 Sup35NMの unfolding ポ
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