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トランスサイレチンの構造変化と細胞毒性

１． は じ め に

タンパク質が凝集して線維状になった物質はアミロイド

線維とよばれ，異常なアミロイド沈着が個々の臓器に障害

を与える．アミロイド線維は βシート構造に富んだ構造
を有し，幅が１０～２０nmで長さは数 µmにも達する．ま

た，コンゴレッド色素に染色され，偏光顕微鏡下で黄緑色

の偏光を示す．アミロイド沈着が原因と考えられる疾患は

アミロイドーシスと呼ばれ，原因となるタンパク質やペプ

チドは現在までに２０種類以上知られている．ところが一

方で，アミロイドーシスとは直接関係のないタンパク質で

も実験条件によっては凝集してアミロイド線維になること

から，アミロイド線維はタンパク質がとりうる一般的な構

造の一つであると考えられている．ここでは，代表的なア

ミロイドタンパク質であるトランスサイレチン（TTR）に

関する近年の研究を紹介したい．

２． トランスサイレチンとアミロイドーシス

TTRは，１２７アミノ酸残基からなる分子量１４kDaのタ

ンパク質で，四量体として血中に存在しチロキシンとレチ

ノール結合タンパク質の輸送を行う．TTRの血中濃度は

０．２～０．３mg／mlであり，９０％以上が肝臓で産生されるが，

脳室脈絡叢，網膜，膵臓などにおいても産生される．TTR

遺伝子は変異を受けやすい遺伝子で，これまでに１００種類

以上の変異体が発見されており，その大部分がアミロイ

ドーシスを引き起こす１）．TTRが原因のアミロイドーシス

は TTRアミロイドーシスとよばれ，変異型 TTRが蓄積す

るタイプと野生型 TTRが蓄積するタイプがある．変異が

ない場合は高齢で発症するが，変異型 TTRが蓄積する場

合は２０歳代～３０歳代で発症するのが一般的である．

３． トランスサイレチンの立体構造

TTRの X線結晶構造解析の歴史は古く，１９７１年には

Blakeらによって結晶構造が報告されている２）．その構造

は，βリッチなサブユニットがホモ四量体を形成してお
り，四量体の中央にチロキシンが結合するポケットが位置

している（図１）．トランスサイレチンの単量体分子は，

A～Hの８本の βストランドと１本の短い αヘリックスか
らなり，βストランド D，A，G，Hと C，B，E，Fから

成る βシートがギリシャキーバレル様のトポロジーを形
成している．単量体同士の結合は水素結合によって安定化

されており，Hストランドが別の単量体の H′ストランド

と６本の水素結合で連結され，Fストランドと F′ストラン

ドが２本の水素結合で連結されている．水素結合は二量体

と二量体をつなぎとめるためにも重要で，A１９，G２２，

Y１１４，V１２２が８本の水素結合を形成し二量体同士を連結

させている（図１）．

野生型 TTRの立体構造に加えて，アミロイドーシスの

原因となる変異型 TTRの立体構造も多数報告されており，

病原性アミノ酸変異は TTRの立体構造を変化させると提

案されている．しかし，アミノ酸変異による立体構造変化

はわずかであり，その変化は変異体によって異なってい

た．Hornbergらは，２３種類の変異型 TTRの立体構造と野
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生型 TTRの立体構造を詳しく比較し，これらのわずかな

立体構造変化は有意な変化ではなく，基本的には野生型と

変異型で立体構造は同じであると結論している３）．しかし，

TTRの病原性変異は全てアミロイドーシスを引き起こし

ているので，病原性変異は TTR分子に対して何か共通し

た効果をもたらしていると予想される．一方，これまでに

行われた in vitro の研究は，変異型 TTRは野生型 TTRよ

りも不安定であることを明らかにしている４）．それでは，

病原性アミノ酸変異は，TTR分子のどこをどのように不

安定化させているのであろうか．

４． 病原性変異による動的構造の変化

著者らは，重水素交換と二次元 NMRを組み合わせた方

法を使って，病原性変異が TTRの立体構造に及ぼす影響

を調べた５）．タンパク質の主鎖アミド水素は溶媒の水素と

交換するため，溶媒を重水に変えると主鎖アミド水素は重

水素に交換される．しかし，水素結合を形成しているアミ

ド水素は重水素に交換されにくい．また，大きく揺らいで

いる変性ポリペプチド鎖の場合にはアミド水素はすばやく

重水素に交換される．我々は，野生型 TTRと４種類の変

異型 TTR（L５８H，L５８R，T５９K，E６１K）について，各ア

ミノ酸残基の重水素交換速度を測定しプロテクションファ

クターを求めた．これらの変異型 TTRは，すべて TTRア

ミロイドーシスの原因となる変異体であり，ストランド D

と Eの間のループで変異が起きている．プロテクション

ファクターは，変性したポリペプチド鎖中でのアミノ酸残

基の交換速度とタンパク質中での交換速度の比で表され，

プロテクションファクターの値が大きい場合にはアミド水

素が重水素交換から保護されていることを示している．

たった一つのアミノ酸変異であるが，プロテクション

ファクターは野生型 TTRと変異型で大きく異なっていた．

変異体では，TTR分子のさまざまな部位でプロテクショ

ンファクターが小さくなっていたが，特に Gストランド

と A，Bストランド間のループ領域で低下していることが

示された．A１９，G２２，Y１１４，V１２２は二量体と二量体を

水素結合によって連結しているが，変異体では V１２２のプ

ロテクションファクターが著しく低下していた．G２２と

Y１１４については，野生型では大きなプロテクションファ

クターを示すが，変異体では重水素交換から保護されてい

なかった（図１）．これらの結果は，病原性のアミノ酸変

異は二量体と二量体のインターフェースの構造を不安定化

していることを示している．一方，単量体と単量体を水素

結合によって結びつけている E８９，V９４，Y１１６，T１１８，

A１２０は，野生型と変異体のどちらの場合でも重水素交換

から保護されていなかった．したがって，いったん二量体

に解離してしまうと，単量体への解離は頻繁に起きている

と予想される５）．

５． TTR変異体による神経細胞死

TTRアミロイドーシスの病原性変異は二量体構造への

解離を促進すると考えられたので，次に，生理的条件下で

二量体として存在する S１１２I変異体について研究した．そ

の結果，S１１２I変異体は不安定であり生理的条件下で凝集

図１ TTRの四量体構造と二量体構造
二量体では A～Hの βストランドをラベルし，アミノ酸変異を
導入した L５８，T５９，E６１を球で示した．四量体構造では，二
量体と二量体を水素結合で連結しているアミノ酸残基を球で表
示した．
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しやすいことがわかった．また，S１１２Iは線維状ではなく

球状の凝集物になることもわかった６）．近年の研究によっ

て，アルツハイマー病などいくつかのアミロイドーシスで

は，神経細胞死を起こすのはアミロイド線維ではなく未成

熟の線維や球状凝集体であると提案されている７）．した

がって，S１１２I変異体の球状凝集体も神経細胞死を起こす

のではないかと予想された．著者らは，神経芽細胞腫

（IMR３２細胞）を使って S１１２I変異体の球状凝集体が細胞

死を誘導することを示した．一方，野生型 TTRは IMR３２

細胞の生存に影響を与えなかった．また，S１１２I変異体に

よる神経細胞死がアポトーシス様の細胞死であることもわ

かった６）．

TTR変異体による神経細胞死はいくつかのグループに

よって研究され，細胞死誘導の分子メカニズムやアミロイ

ドーシスとの関連が報告されている．Anderssonらは，

TTRによるアポトーシス様の神経細胞死は，アミロイド

線維形成過程の初期段階にある未成熟の線維 TTRによっ

て起こり，成熟したアミロイド線維は細胞死を起こさない

と報告している８）．また，カタラーゼによって阻害される

ことから，TTRによる神経細胞死はフリーラジカルが関

与していると提案している．TTRアミロイドーシス患者

の生検試料でも，脂質の過酸化反応や DNAの酸化的損傷

が増加しており，酸化ストレスの関与が指摘されている９）．

一方で，直径が１００nm以下のオリゴマー化した TTRを培

養神経細胞に加えると，電位依存性カルシウムチャネルを

介してカルシウムイオンが細胞外から流入し，細胞内のカ

ルシウムイオン濃度が上昇していることも明らかにされて

いる（図２）１０）．また，変異型 TTRは脂質ラフトに強く結

合し生体膜の流動性を増加させると報告されている．した

がって，オリゴマー TTRが脂質ラフトに結合すると，電

位依存性カルシウムチャネルの活性に影響を与えて細胞内

カルシウムイオン濃度が上昇し神経細胞死が誘導されてい

るのかもしれない１０）．アルツハイマー病においても，アミ

ロイド βが電位依存性カルシウムチャネルを介してカル
シウムイオン濃度を上昇させることでアポトーシス様の神

経細胞死を誘導すると提案されている１１）．これは，TTRア

ミロイドーシスとアルツハイマー病が共通の発症機序に

よって起きている可能性を示唆しており興味深い結果であ

る．

Sousaらは TTRの組織沈着が TTRアミロイドーシスの

進行とどのような関係があるのかについて，進行度の異な

る患者の生検試料を収集し詳細に調べて報告している１２）．

彼らは TTRを免疫染色で検出し，アミロイド線維はコン

ゴレッド染色することで，蓄積した TTRの形態を免疫電

子顕微鏡で調べている．その結果，アミロイドーシスの症

状が表れる前の段階で，すでに TTRが蓄積しており，炎

症性サイトカインとして知られるマクロファージコロニー

刺激因子が神経細胞とその周辺で発現していることが明ら

かになった．興味深いことに，初期段階での凝集物は球状

の凝集物であり，コンゴレッドで染色されないためアミロ

イド線維とは異なると考えられる．さらに，TTRがアミ

ロイド線維になって蓄積するのは，アミロイドーシスの症

状がかなり進んだ段階であると報告されている（図２）．

これらの結果から考えると，TTRアミロイドーシスの症

状が表れる前の段階において，すでに TTRは線維とは異

なる球状の凝集物となって蓄積し，神経細胞死を引き起こ

していると考えられる１２）．

６． お わ り に

TTRの動的構造を詳細に調べることは，天然構造が壊

れて凝集体になる過程を明らかにして，アミロイドーシス

の病態を解明するために重要である．また，TTRの凝集

図２ TTRの様々な構造状態と TTRアミロイドーシスの関係
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体が細胞や組織へ及ぼす影響も in vitro と in vivo の両面か

ら研究され，アミロイド線維になる前の未成熟な線維や球

状凝集体が神経細胞死を起こしていることがわかった．し

かし，近年の研究で提案されている未成熟な線維や球状凝

集体の詳細について，例えば，これらの凝集体の中での

TTRの立体構造については詳細な情報がほとんど得られ

ていない．TTRアミロイドーシスに関する研究が今後さ

らに進展し，予防薬や治療薬の開発に結びつくことを期待

したい．
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Relaxation Dispersion法の生化学への応用

は じ め に

Protein Data Bank（PDB）に登録されているタンパク質

の立体構造を眺めていると，それらがあたかも静止してい

るかのような印象を受けるときがある．しかし，実際のタ

ンパク質は，機能を発揮する際に柔軟に構造を変化させ

る．例えば，酵素では，触媒反応において基質結合部位を

大きく変化させる．また天然変性タンパク質では，遊離状

態はランダムコイルであるが，ターゲットと結合すると特

定の構造に折りたたまれる．タンパク質の機能を解明する

ためには，構造変化に対する理解が不可欠と言える．しか

し，先述したように PDBに登録された立体構造は，静止

した絵であるため，それから構造変化の速度や大きさは求

められない．さらに構造変化における中間状態は，往々に

して存在比が低すぎるため，従来の手法では感知すること

すらできない．

このような状況の中，緩和分散法（relaxation dispersion

spectroscopy）と呼ばれる NMR緩和解析法が開発され１），

いくつかのタンパク質の動的な構造情報と機能との相関が

明らかにされ始めた．緩和分散法を用いると，マイクロ

秒―ミリ秒オーダーの構造変化を解析できるが，この時間

領域には生体分子の機能と関連した重要な過程が多く含ま

れるため，その手法と得られた結果は広い分野から注目を

浴びている．緩和分散法の優れた点は，存在比が１％ほど

の状態でも，その状態の化学シフトを決定できるというこ

とである．化学シフトは立体構造に敏感であるため，緩和

分散法により大まかな立体構造まで明らかにできる．すな

わち，従来法では観測できない低存在比の状態でも，緩和

分散法を用いれば，その化学シフトが得られ，そこから構

造情報まで得られるというわけである．本稿では，緩和分

散法の原理の本質である「化学交換」を概説し，次いで，

応用例として「酵素反応」と「天然変性タンパク質の共役

した折りたたみと結合」について述べる．

１． 化 学 交 換

緩和分散法は化学交換と呼ばれる現象を定量化するため

の測定法である．測定の詳細は文献２，３に譲ることにし

て，本稿では原理の本質となる化学交換について概説す
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みにれびゆう


