
����������������������
� ���������������������

�
�

１． は じ め に

生体膜は，細胞あるいは細胞小器官などにおいて，外側

と内側を区画化し，外部からの情報や刺激を内部へ伝達可

能な形に変換したり，外部と内部とでの物質輸送の制御を

行うなど，生命秩序の形成に大きな役割を果たしている．

このような生体膜上での事象において中心的役割を果たし

ているのは膜タンパク質である．膜タンパク質は膜貫通部

位を有することによって特徴づけられ，最近のヒトプロテ

オームの解析結果１）では，生体内に存在するタンパク質の

２７％が膜貫通部位として αヘリックスを有するタンパク
質であることが示唆されている．

筆者らは膜タンパク質が生体膜上でどのように構造を変

え，どのように他のタンパク質や機能性脂質分子と相互作

用することによって一つの生物学的現象を引き起こしてい

るのかを，構造を基盤として捉えることを目的として研究

を行っている．このような研究において，対象としている

膜タンパク質の構造情報は重要である．しかしながら，膜

タンパク質の構造解析は困難であり，構造に関する報告は

指数関数的に増加しているものの，２００８年時点では，２００

程度の膜タンパク質構造解析が達成されているにすぎな

い２）．生体における膜タンパク質の機能的重要性や種類を

考えると，決して満足のいく数字ではない．また，例えば

全体構造に関する報告が存在していても，生体膜という

様々な機能性分子が存在する環境下では，脂質などの組成

が変化するとタンパク質の構造も変化してしまう可能性も

否定できない．脂質二重膜の組成を変化させ，個々に全長

タンパク質を用いて解析していくのは，途方もない労力を

必要とし，現時点ではあまり現実的なアプローチではなさ

そうである．そこで，筆者らは合成ペプチドを用いた比較

的シンプルな系で，生体膜上での現象の分子化学的理解を

試みることとし，その第一歩として，膜タンパク質の膜貫

通―膜近傍部位の脂質二重膜中における構造や挙動の解析

を行っている．膜タンパク質における膜貫通―膜近傍部位

は，生体膜からの影響を最も大きく受け，膜タンパク質の

解析を困難とさせる原因となっている．しかし，膜タンパ

ク質の機能発現機構を明らかにするうえで，この部位がブ

ラックボックス的存在であり，生体膜上での生物学的事象

を理解するには，当該部位の解析が必須である．筆者ら

は，受容体型チロシンキナーゼの機能発現機構や生体膜中

における膜タンパク質のプロセシング機構に注目し，関連
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膜タンパク質の膜貫通―膜近傍部位配列ペプチドを合成化

学的に調製し，固体 NMRを中心とした各種分光学的手法

により解析を行っている．

本稿では，筆者らが最近行った，アミロイド β前駆体
タンパク質（amyloid precursor protein: APP）の膜貫通―膜

近傍部位の脂質二重膜中における構造解析研究３）を例とし

て，膜貫通ぺプチドを用いた生体膜上での生物学的現象の

解析について紹介する．

２． APP膜貫通―膜近傍配列ペプチドの化学合成

本研究における試料調製について述べる前に，膜タンパ

ク質や膜貫通部位を有するペプチドがなぜ扱いにくいのか

を考えてみる．大きな原因の一つには，膜貫通部位のアミ

ノ酸組成や配列に起因する物性が挙げられる．膜貫通部位

には Leuの含有率が最も高く，以下 Ala，Val，Phe，Ile，

Gly，Thrが続く４）．Leu，Ile，Val，Pheは疎水性の高いア

ミノ酸であり，これらアミノ酸の含有率が高くなれば，分

子全体の疎水性は高くなり水系溶媒には難溶となる．ま

た，Glyは膜貫通へリックス中にてヘリックス―ヘリック

ス間のパッキングに関与する５）ことが知られている一方で，

アミロイド線維構造にみられるシート―シート間のパッキ

ング（βサンドイッチ構造）にも関与することが知られて
いる６，７）．Glyや Alaは βサンドイッチ構造によくみられる
こと，Ile，Val，Thrなど側鎖に枝分かれを有するアミノ

酸は βシート構造によく見出されることから，膜貫通へ
リックスを構成するアミノ酸配列は難溶性のアミロイド線

維様構造を形成しやすい性質を有しているということも示

唆されている６）．つまり，膜タンパク質の構造解析を進め

ていくには，疎水性の高さや会合を起こしやすい性質と

戦って行かねばならないということになる．

ペプチドの化学合成は固相法の登場８），HPLC装置の普

及とともに，大きく発展した．アミノ酸４０～５０残基から

構成されるぺプチドは比較的容易に調製することができ

る．しかし，ペプチド合成分野で言われる“difficult se-

quence”を含んだ配列のペプチドの合成は容易ではない．

Kentの定義に基づくと Ile，Thr，Val等の側鎖に枝分かれ

を有するアミノ酸が多く含まれる配列が difficult sequence

に相当する．このようなアミノ酸は，ペプチド鎖伸長にお

けるアミノ酸縮合反応効率が低く９），さらに，それらアミ

ノ酸が連続している場合，伸長途中のペプチド鎖が樹脂上

で会合してしまう．膜貫通部位のアミノ酸配列は difficult

sequenceの連続であると言っても過言ではない．APPの膜

貫通―膜近傍部位のアミノ酸配列を図１に示す．典型的な

difficult sequenceであり，それ自身に会合体（アミロイド

線維）を形成するアミロイド βタンパク質（Aβ）の配列
が含まれる．合成途上にてペプチド鎖の伸長そのものが困

難であることが予想された．先に述べた通り，difficult se-

quenceを含んだペプチド鎖の伸長における困難な点は，

アミノ酸縮合効率が低いこと，樹脂上においてペプチド鎖

が会合してしまうことである．これらの問題に対して，筆

者らはより高い縮合効率が期待できる１-hydroxy-７-

azabenzotriazole（HOAt）, O -（７-azabenzotriazole-１-yl）-１，１，３，

３-tetramethyluronium hexafluorophosphate（HATU）１０）を縮合

剤として用いること，さらに伸長途中のペプチド鎖の会合

を抑制することにおいて効果があると考えられている疑似

プロリン（pseudoproline）１１）を用いることによって対処し，

目的物である APP膜貫通―膜近傍部位配列ペプチドの合成

を達成した．

図１ C９９と実験に用いた APP膜貫通―膜近傍部位配列ペプチドのアミノ
酸配列

γ-セクレターゼの基質である C９９と本研究で用いた APP，APP３L，APP３G
変異体の膜貫通―膜近傍部位配列を合わせて示す．膜貫通部位と考えられ
る配列はイタリックで示し，矢印は，γ-セクレターゼによる切断部位を
示す．下線部は導入した変異配列を示す．
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合成ぺプチドの精製は，一般的には逆相 HPLCを用い

て行われ，溶離液にはトリフルオロ酢酸を含んだ水／アセ

トニトリルの混合溶媒，分離用担体には ODS（C１８）カラ

ムという組み合わせで用いられることが多い．しかし，膜

貫通ペプチドは，含水アセトニトリルに難溶であることも

珍しくなく，より溶解力の高い溶媒を用いる必要がある．

筆者らは先の研究において，逆相 HPLCによる膜貫通ペ

プチドの精製法の検討を行い１２），そこで見出された知見を

もとに，溶離液には水／１-プロパノール／アセトニトリ

ル，または水／ギ酸／１-プロパノールの混合溶媒，分離用

担体には C４カラムを用いることで今回の目的物の単離，

精製に成功した．

３． APPの細胞膜中におけるプロセシング

アルツハイマー病は記憶障害等の認知機能障害を主な症

状とする疾患である．アルツハイマー病の脳では老人斑と

呼ばれる蓄積物が初期段階で出現する１３）．この老人斑の主

な構成要素が Aβである．生体では複数の長さの Aβの生
成が知られているが，そのほとんどはアミノ酸４０残基か

らなる Aβ４０である．老人斑で見出されるのは，それより
２残基長い Aβ４２である１３）．この Aβ４２はアミロイド線維を
形成し，その凝集性は Aβ４０と比べて高く１４），Aβ４２の分泌
割合増加がアルツハイマー病発症につながると考えられて

いる．

アルツハイマー病の原因物質となる Aβの生成機構を図
２にまとめた．Aβは APPが生体膜上において各種セクレ

ターゼと呼ばれる酵素によりプロセシングされることで生

成する．１回膜貫通型タンパク質である APPは，まず，β-

セクレターゼにより，その細胞外部位においてプロセシン

グを受ける．その結果，細胞膜上には C９９と呼ばれる９９

残基からなるタンパク質断片が残る．この C９９はγ-セク

レターゼと呼ばれるタンパク質複合体によって引き続きプ

ロセシングを受け，その結果，アミロイドを形成する Aβ

が生成する．Aβの配列は APPの膜貫通部位配列を含み，

C９９はその膜貫通部位においてγ-セクレターゼによりプ

ロセシングを受けるということになる．これは，細胞膜と

いう疎水的環境において水分子を必要とする加水分解反応

が生じているということを意味するのだろうか？ また，

先に述べた複数の長さの Aβが存在するということに関し
て，C９９の切断は膜貫通部位の C末端側から，N末端方

向に順次切断されていくと考えられている１５，１６）．このプロ

セシング機構を理解するには登場する役者の構造に関する

情報が有効である．γ-セクレターゼの構造に関しては，低

分解能のものの報告がある１７）．また，APPについてはこの

プロセシングを受ける部位に関する報告はない．生体膜中

でのプロセシングの分子機構をイメージするには十分な構

造情報は存在しない．そこで筆者らはこのプロセシング機

構を理解することを目指し，APPの膜貫通―膜近傍部位の

脂質二重膜中における構造解析を行うこととした．

APPは１回膜貫通型タンパク質であり，細胞膜上にお

いて二量体を形成するということが複数報告されてい

る１８，１９）．さらに，その膜貫通部位配列もそれ自身脂質二重

膜上において二量体を形成すること２０）が報告されている．

また，APPの膜貫通部位には，膜貫通ヘリックスの会合

部位によく見出される GxxxG様モチーフが２組存在する

（図１）．G６２５-G６２９-G６３３における Glyは αヘリックスを
形成した場合，同じ側面に存在し，実質一つの GxxxG様

モチーフと考えられる．もう１組は G６３４-A６３８の配列で

ある．筆者ら，そして他のグループは，先の研究におい

て，G６２５-G６２９-G６３３に見られる GxxxG配列は Aβの生成
に必要であることを見出した２０，２１）．Aβの生成において，こ
の GxxxG配列がどのように関与しているのかを探るべく，

筆者らは，まず，CHIという molecular dynamics計算プロ

グラム２２）を用いることにより，APPの膜貫通部位の二量体

構造における会合面に関する情報を得ることとした．その

結果，二つの安定な構造が算出され，それらは，G６２５-

図２ Aβの生成機構
APPはその膜外部位において β-セクレターゼによってプロセシングを受
け，その結果，膜上には C９９が残る．引き続き C９９は，その膜貫通部位に
おいて，γ-セクレターゼによる複数のプロセシングを受け，異なる長さの
Aβが生成する．

〔生化学 第８２巻 第６号５００



G６２９-G６３３，あるいは G６３４-A６３８を介しての二量体構造

であった．G６２５-G６２９-G６３３に関しては，この部位が Aβ
の生成に何らかの形で関わっている２１）ということが示唆さ

れている．一方，G６３４-A６３８は，Gormanらにより，グリ

コホリン Aとの配列の比較から，APPの二量体会合面に

位置することが推察されている２３）．膜貫通部位の構造が，

どのようにしてプロセシングに影響を与えるのか，解析を

行うこととした．

４． APPタンパク質膜貫通―膜近傍部位の構造解析

APPが加水分解される部位周辺の構造と膜貫通部位の

二量体会合面に関する情報を固体 NMRを用いることに

よって得ることとした．

まず，APP膜貫通―膜近傍部位の脂質二重膜中における

二次構造の解析を行った．実験は，部位特異的に１-１３C標

識されたアミノ酸を導入した APP膜貫通―膜近傍部位配列

ペプチドを数種類化学合成し，脂質二重膜に挿入の後，固

体 NMR，CP-MAS法にて，一次元の１３Cスペクトルを得る

というものである．１-１３Cのケミカルシフトが，その二次

構造を反映する２４）ことを利用した実験である．なお，脂質

二重膜としてはホスファチジルコリン（ここでは DMPC）

とホスファチジルグリセロール（ここでは DMPG）から

構成されるものを用いた．その結果，今回の系において，

APP膜貫通―膜近傍部位配列ペプチドは，その膜貫通部位

では αヘリックスを形成し，C末端側の膜近傍部位配列

はランダムな構造を有していることがわかった．この α
ヘリカル構造からランダム構造への structural transition（構

造の変移）は脂質二重膜の表面付近で生じている（図３）．

また，Notch１という別の γ-セクレターゼの基質に関して

も，その膜貫通―細胞質内膜近傍部位に関して同様の実験

を行ったところ，APPと類似の構造がみられた．筆者ら

は，この構造の変移と γ-セクレターゼによるプロセシング

の因果関係を細胞を用いた実験で調べることとした．

実験は，膜貫通部位と細胞質内膜近傍部位の境界に存在

する KKKという配列の N末端側にそれぞれ，LLL，また

は GGGの３残基を挿入した APP（図１）を細胞に発現さ

せ，実際に γ-セクレターゼによるプロセシングを観察する

というものである．一般的には Leuは「ヘリックスプロ

モーター」として，Glyは「ヘリックスブレーカー」とし

ての性質が知られている２５～２８）．ここでは LLLの挿入によ

り αヘリックスを１巻き長くし，一方 GGGの挿入は野生

型配列において αヘリックスがほどける部位に構造変化
を与えないことを想定した．調製した変異体が細胞膜の上

で，意図した通りの構造を形成しているかどうか定かでは

ないが，LLL，GGGをそれぞれ挿入した膜貫通―膜近傍部

位配列ペプチドを化学合成し，脂質二重膜へ包埋して，注

目部位の二次構造を固体 NMRにて解析したところ，狙い

通りの構造が形成されていることを確認した．

LLLを挿入した APP（APP３L）と GGGを挿入した（APP

３G）を，それぞれ CHO細胞に発現させ，実際に γ-セクレ

ターゼによるプロセシングの生成物を観察したところ，

APP３Lにおいては Aβの生成が抑えられ，さらには Aβの
生成に伴って，細胞質内に放出される APP細胞質内ドメ

イン（APP intracellular domain: AICD）の生成も抑えられ

ることがわかった．これは γ-セクレターゼによるプロセシ

ングが生じていないことを示している．一方，APP３Gの

切断に関しては，野生型と大きな差は見られなかった．つ

まり，細胞質内膜近傍部位における αヘリカル構造から
ランダム構造への構造の変移が APPの γ-セクレターゼに

よるプロセシングにおいては重要であることが示唆された

と考えることができる．

次に，膜貫部位二量体構造における会合面についての知

見を得るべく，１３C-１３C間の距離情報が得られる dipolar as-

sisted rotational resonance（DARR）のパルスプログラムを

用いて実験を行った．その結果，APP膜貫通部位は G６２５-

G６２９-G６３３の GxxxGモチーフを介して二量体を形成する

ことがわかった（図３）．

５． APP膜貫通―膜近傍部位の構造解析の考察

本研究では APPの膜貫通―膜近傍部位配列ペプチドを合

成化学的に調製し，これらの脂質二重膜中での構造解析を

固体 NMRを用いて行い，二つの重要な生物学的知見が得

られたものと考えている．

まず，APPの膜貫通部位と細胞質内膜近傍部位の境界

において，αヘリカル構造からランダム構造への構造の変
移が生じており（図３），これが γ-セクレターゼによる一

連のプロセシングには必要である可能性が見出されたこと

である．図３ APP膜貫通―膜近傍部位の脂質二重膜中での構造モデル
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一般的に，タンパク質加水分解酵素の基質において，そ

の切断部位付近の配列はほどけた構造を有していると考え

られている．APPと同様，その膜貫通部位でプロセシン

グを受ける sterol regulatory element binding protein（SREBP）

という膜タンパク質では，その膜貫通部位中の Asn-Proと

いう配列が，切断部位付近の配列をほどけた形にするのに

必要であり，この Asn-Pro配列を変異させてしまうとプロ

セシングが生じないことが示されている２９）．APPの場合，

その膜貫通部位相当配列は脂質二重膜中で安定した αヘ
リックスを形成しているが，その C末端膜近傍では，α
ヘリックスがほどけた構造をとっている．この部分が γ-セ

クレターゼの活性部位に入り込み，最初の加水分解反応が

Leu６４５-Val６４６位（ε-site）で生じ，Aβ４９が生成する．こ
の可能性を本実験結果が示している．その後は，順次，複

数箇所での加水分解反応が生じ，短い Aβを生成していく
と考えられているが，ここでもほどけた構造の形成（helix

unwinding）が鍵となると考えている．Aβ４０を生成する加
水分解反応は V６３６-I６３７位で生じるが，その C末端側の

アミノ酸配列は Ala-Thr-Val-Ile-Val-Ile-The-Leuであり（図

１），一般的に αヘリックスを不安定化させる性質を有す
るアミノ酸２５～２８）である Val，Ile，Thrが多く並ぶ．つまり

γ-セクレターゼによる加水分解反応が生じた後，αヘリッ
クスがほどけ，さらに次の加水分解反応が生じるというサ

イクルが繰り返されていると考えている．これが筆者らの

考えている progressive cleavage modelである（図４）．

本実験によって見出された重要な二つ目のポイントは，

APPの膜貫通部位は G６２５-G６２９-G６３３の GxxxGモチーフ

を介して二量体を形成するという結果である．筆者らは先

の研究において，G６２５と G６２９を同時に Leuに置換した

APP変異体（GG６２５／６２９LL）を細胞に発現させ，γ-セクレ

ターゼによる切断を解析した．その結果，AICD（APP in-

tracellular domain）に関しては，野生型 APPと同程度の生

成量が確認されたが，Aβの生成量は著しく減少するとい
う結果を得た．さらに興味深いことに，GG６２５／６２９LLは

SDS存在下においても二量体を形成することがわかった．

これは野生型配列よりも安定で強固な二量体を形成するこ

とを示唆する．また，GG６２５／６２９LLの膜貫通部位配列に

ついて，CHIにより二量体会合面の予測計算を行ったとこ

ろ，G６３４-A６３８を介した二量体構造が最も安定な構造とし

て算出された２１）．この結果は，先に述べた野生型配列に関

して Gormanらが予測した会合面に一致する２３）．これらの

結果から，γ-セクレターゼによる膜中でのプロセシングと

いう現象において，基質である APPは特異な二量体構造

を形成していることが必要であり，その二量体は G６２５-

G６２９-G６３３を会合面としていることが示唆される．

６． 展 望

以上，APPの膜貫通―膜近傍部位の脂質二重膜上におけ

る構造解析を例として，合成ペプチドと固体 NMRを用い

ることによる，筆者らの膜タンパク質の構造生物学的研究

を示した．膜貫通―膜近傍部位ペプチドの合成から固体

NMRによる測定，構造解析は十分現実的であり，さらに

細胞生物学的手法と組み合わせることにより，様々な生体

膜上での事象の解析が行えるものと考えている．ペプチド

化学を専門分野としてきた筆者らが，生体膜上での現象の

解析に関して，どのような研究を展開していくことが可能

かを二つの点から考えてみる．

まず，膜タンパク質における膜貫通―膜近傍部位の機能

構造解析についてである．筆者は，膜タンパク質が生体膜

上において，どのように構造を変え，他のタンパク質や機

能性脂質分子と，どのように相互作用することによって，

一つの生物学的現象が生じているのかをイメージとして捉

えることを目的とした研究を行っている．当該部位の機能

は，理想的には全長タンパク質構造，または，膜外部位も

含んだ形の標品で評価されるべきである．そのために，筆

者らは，タンパク質断片同士を縮合させることによって，

長鎖のタンパク質を合成する方法であるライゲーション法

を用いた膜タンパク質の機能構造解析研究の準備を行って

いる．その概念図を図５に示す．一般的に，ライゲーショ

ンの合成ブロックには C末端にチオエステルを有するタ

ンパク質断片を用いる．合成化学的３０），生物学的３１）にも，

チオエステルを有するタンパク質断片の調製法は確立され

図４ 本研究結果から提唱した APPの progressive cleavageモデル
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ている．従って，注目している膜貫通―膜近傍部位のみに

安定同位体標識を導入し，固体 NMRにより測定すること

が可能である．つまり，膜外部位が膜貫通部位に与える影

響も合わせて解析することが可能となる．例えば，１回膜

貫通型受容体の活性化メカニズムの解明においては，リガ

ンド結合に伴った受容体膜貫通部位の構造変化を捉えるこ

とも可能となる．

次に，膜タンパク質と生体膜を構成する機能性脂質分子

との相互作用の解析である．生体膜における生物学的現象

はタンパク質の構造解析によってのみで理解が達成される

ことはなく，そのタンパク質と脂質分子との相互作用の解

析も必要である．自らの系において安定であると考えてい

るタンパク質構造であっても，脂質二重膜の組成が異なる

と全く異なった構造を形成する可能性も否定できない．理

想的には，膜タンパク質の機能が再現される再構成系にお

ける構造解析が望ましい．そのような系を構築していくに

は，生体膜を構成している個々の機能性脂質分子と膜タン

パク質の相互作用を詳細に解析していく必要がある．この

ような解析には，脂質からの影響を最も大きく受ける膜貫

通―膜近傍部位配列ペプチドを用いた実験が有効であると

考える．シンプルな系において特異的な相互作用が見出さ

れることが期待できる．

これらプロジェクトが始まろうとしている．成果に期待

したい．
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