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 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タンパク質の超分子

集合体であり、アミロイドーシスをはじめとする疾病に関わる立体構造として高い関心を集めて

いる。本研究では、モデルタンパク質であるインスリンに注目し、小角 X線散乱を用いてアミロ
イド線維構造の形成過程におけるタンパク質の集合機構の解明を試みた。塩濃度依存的に観察さ

れる 2 種類の異なる形成経路をそれぞれ解析した結果、両経路ともに初期段階での規則だった集
合体形成を観測することができ、アミロイド線維形成初期イベントに関する新しい知見を得るこ

とができた。 
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背景と研究目的：  
	
 アミロイド線維は、クロス β 構造を基本構造としたタンパク質の超分子集合体である。アルツ
ハイマー病やプリオン病、透析アミロイドーシスを代表としたアミロイドーシスと総称される疾

病や、神経変性疾患など数々の深刻な疾病に関わる構造として高い関心を集めている。疾病根治

にむけた創薬研究のための分子論的基盤の確立のためには、ネイティブ構造とは異なると予想さ

れるアミロイド線維特有の構造形成原理を解明することが極めて重要である。 
	
 しかしながら、アミロイド線維は、多数のタンパク質分子によって構成される非常に巨大で不

溶であるため、その立体構造及び形成過程の解明には X 線結晶構造解析や溶液 NMR 解析といっ
たタンパク質科学分野で用いられてきた有効な手法の適用が著しく制限されるという問題に直面

している。そこで我々は、合成高分子のゲルや結晶などに適用され、それらの階層構造やその構

造形成過程の解明に多大な貢献をしてきた小角 X
線散乱法（SAXS）をアミロイド線維に適用するこ
とを試みた。本研究では、インスリンをモデルタ

ンパク質として選択し、ネイティブタンパク質が

アミロイド線維の構成要素としてどのように集合

し、クロス β 構造を発達させていくのかという情
報を時分割で詳細に得ることを目標として、時分

割 SAXS測定を行った。 
	
 

実験：  
インスリンは、酸性条件で加熱するとアミロイ

ド線維が容易に形成されることが知られている。

最近、我々は NaCl濃度を変化させると、線維前駆
中間体を経由した別の経路で線維が形成されるこ

とを見つけた[1]。通常、チオフラビン T 蛍光色素
（ThT）の蛍光強度を用いて、アミロイド線維形成
反応を追跡すると、一定期間の誘導期とこれに続

く急速なアミロイド線維形成により、シグモイド

様のパターンが確認される。ところが、高塩濃度

 

 
図 1．ThT 蛍光強度を用いて追跡したインス

リンのアミロイド線維形成反応の塩濃度依

存性．マジェンタは 0.05	
 M	
 NaCl 存在下、

水色は 0.5	
 M	
 NaCl 存在下での結果を表す。	
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図 3．(a)	
 0.5	
 M	
 NaCl 条件下で観察された積分散乱強度

の時間発展（青色）。ThT 蛍光強度のプロットも重ねて示

している（水色）。(b)	
 0.05	
 M	
 NaCl 条件下で観察された

積分散乱強度の時間発展（赤色）。ThT 蛍光強度のプロッ

トも重ねて示している（マジェンタ）。	
 

条件下では線維化経路が変わり、反応開始直後

に極めて高い ThT蛍光強度が確認され、その後
に減衰するという異なるパターンが観測され

た。 
	
 そこで、はじめに今回の SAXS解析で用いる
インスリン濃度（5 mg/ml）において、ThT 蛍
光強度の経時変化の NaCl 濃度依存性を確認し
た。線維化をより効率よく誘導するためにイン

スリンは 0.05もしくは 0.5 Mの NaClを含んだ
25 mM HClに溶解した。最終的な pHは約 1.6
であった。加熱により線維化反応を開始した結

果、0.05 M NaClではシグモイド状のタイムコ
ースが見られたのに対して、0.5 M NaClでは反
応開始直後から著しい ThT 蛍光強度を示すと
いう特徴が確認された（図 1）。この結果に基づ
き、0.05 Mと 0.5 M NaCl濃度で 2通りの異な
る線維化経路を辿ることができると判断し、そ

れぞれの線維化過程の追跡を試みた。 
時分割 SAXS測定は、波長及びカメラ長はそ

れぞれ 1.0 Å、2183 mmの条件下で BL40B2を用いて行った。検出器は CCDとイメージングイン
テンシファイアを組み合わせた II+CCDを用いた。5 mg/mlのインスリン酸性水溶液を上述の ThT
蛍光測定と同一の組成で調製して 1 mm 光路長をもつ石英セルに封入し、温度コントローラーで
80°C に温度ジャンプさせることでアミロイド線維形成反応を誘導した。これに同期させて小角 X
線散乱同時測定を開始した。その後、4秒間隔の測定を連続的に行い、各測定の露光時間は 5秒間
とした。検出器により得られた二次元画像を Fit2Dにより円環平均を行い一次元プロファイルに変
換した後に、溶媒からの一次元プロファイルを透過率で補正した値を差し引くことでサンプル由

来の一次元プロファイルを得た。なお、今回の測定においては散乱強度の絶対強度化は行ってい

ない。 
 
結果および考察：  
特異なアミロイド線維化形成過程

が観測された0.5 M NaCl条件下で時
分割SAXS測定を行ったところ、時間
経過に伴いlow Q (Q = 4πsinθ / λ、λは
波長、2θは散乱角に対応する。)での
散乱強度の増加が観測されたことか

ら、アミロイド線維形成反応が進行

していると考えられる（図2）。散乱
強度の時間依存性を概観するために、

0.008-0.15 Å-1の範囲の散乱強度を積

分し、反応時間に対してプロットし

たところ、100-200秒後に急激な強度
の増大が起きていることが分かった

（図3a）。この時間領域は、非常に高
いThT蛍光強度が示される領域に相
当し、以前の研究結果[1]に基づくと

線維前駆中間体が蓄積していること

が予想される。 
したがって、散乱強度の増大は線

維前駆中間体の形成を捉えたと示唆

される。なお、同一の反応試料及び

セルを使用して反応を進行させなが

 
図 2．0.5	
 M	
 NaCl 存在条件でのインスリン線維

化解析で得られた時分割 SAXS のプロファイル

変化。	
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ら、632.8 nmのレーザー光源を用いた光散乱の時分割測定も行ったが、上述のSAXSによる散乱強
度の増加が見られたのとほぼ同じタイミングで散乱強度の増加が見られたことから、本凝集は放

射線損傷誘起によるものではなく、線維化反応に伴う凝集そのものを観察したと考えられる。ま

た興味深いことに、線維前駆中間体は800秒あたりまで安定に蓄積しており、約1000秒後にはThT
蛍光強度の減少と連動してさらなる積分散乱強度が増加した。この時間領域の変化は線維前駆中

間体構造を経由したon-pathwayのアミロイド線維構造への成熟化を捉えたのではないかと考えて
いる。 
さらに興味深いことに、通常の線維化過程を経由する0.05 M NaCl条件下においても100秒あたり

から顕著な散乱強度の増加が見られることが分かった（図3b）。この時間帯はThT蛍光強度がネガ
ティブな誘導期の最中であることを考慮すると、通常の誘導期を示すタイプの線維化経路におい

てもアミロイド線維形成初期にはタンパク質の集合化が進行していると考えられる。 
 
今後の課題：  

SPring-8放射光を利用することによって、アミロイド線維の初期集合過程を秒オーダーで時分割
測定することができ、アミロイド線維へのタンパク質集合化の様子を観測することができた。現

在、各散乱プロファイルの経時変化をより詳細に捉えるために形状因子を仮定することでモデル

フィッティングを試みているところであるが、反応開始直後にかなり秩序だったタンパク質集合

体が形成され、その後徐々に伸長し肥大成長する傾向が確認されつつある。今後、引き続き解析

を進め、核形成からクロス β 構造の成熟化までの幅広い時間スケールでの構造変化を明らかにし
ていきたいと考えている。 
さらに我々は、各塩濃度条件で生成したアミロイド線維構造を詳細に解明するために、超小角

散乱（USAXS）測定を組み合わせた解析も行っており、アミロイド線維の階層構造に差異を確認
している[2]。この結果も併せて考えると、2つの経路で見られたタンパク質初期集合構造間の差異
がアミロイド線維の多形を生み出している可能性も考えられる。今後、タンパク質初期集合体を

比較することで構造多形も視野に含めた議論を行い、アミロイド線維形成に必要なタンパク質会

合の実態を明らかにしたいと考えている。 
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