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疾患関連タンパク質の液‒液相分離と 
アミロイドの生成・脱凝集

野村 高志，田中 元雅

多くのタンパク質やRNAが可逆的な液‒液相分離を生じることによって2～5 µmほどの小さ
な粒子，液滴を形成する．特に凝集性が高く，神経変性疾患に関わるようなタンパク質は
液‒液相分離を起こしやすく，また，相分離は細胞内環境の変化や遺伝子変異によって不可
逆的に凝集形成へと移行しうる．その不可逆的な凝集産物として，線維状のタンパク質凝
集体であるアミロイドの生成があげられる．細胞内環境の違いによってさまざまな大きさ
や性質を持つ液滴が生成し，それが最終的に生じるアミロイドの構造多型，ひいては異な
る病的影響をもたらすことも示唆される．本稿では神経変性疾患に関連するタンパク質の
液‒液相分離現象や，その平衡状態が偏った結果として生じるアミロイドについて，液‒液
相分離の広がりという観点から最近の知見を紹介したい．

1. はじめに

近年，タンパク質やRNAが示す液‒液相分離現象が注目
を集めている．それは，液‒液相分離による液滴の形成が
さまざまな生命現象を制御していることがわかってきたこ
とに起因している．一方で，本来可逆的に生成する液滴が
強く凝集してしまうことで不可逆的な凝集体，なかでも線
維状の凝集体であるアミロイドの生成を導く可能性が示唆
されている．このように，液‒液相分離による液滴の形成
は，可逆的な細胞機能制御というポジティブな面がある一
方で，脳内に沈着し，界面活性剤やプロテアーゼに対して
抵抗性のあるアミロイドの前駆体を導くというネガティブ
な面も指摘されている．本稿では，液‒液相分離による液
滴形成を示す疾患関連タンパク質として，翻訳終結に関わ
る酵母プリオンタンパク質Sup35, RNA結合タンパク質で

あり転写・翻訳制御，スプライシング制御などのRNAに
関わる多様な機能を持つTDP-43，さらに，微小管結合タ
ンパク質であり神経軸索の機能に重要なタウに関する最近
の知見を紹介する．

2. 酵母プリオンSup35の液‒液相分離

Sup35タンパク質は，現在約10個ほど知られている酵母
プリオンタンパク質の一つであり，ヒトのプリオンタンパ
ク質のようにその凝集体が鋳型となって次々に単量体（モ
ノマー）を鋳型と同じ凝集構造に転換させ，それを娘細胞
へと伝播する．これまで，酵母プリオンタンパク質は，多
くの神経変性疾患関連タンパク質の凝集体が示す“プリオ
ン様伝播”の分子メカニズムの解明に多大な貢献をしてき
ている．Sup35は685アミノ酸からなり，アミノ末端領域
にグルタミン・アスパラギンに富む配列があるため凝集性
が高く，線維状のタンパク質凝集体であるアミロイドを
容易に形成する．著者らは2010年に，Sup35のプリオンド
メインを含み，アミロイド線維の生成に十分なSup35の一
部であるSup35NMを用いて研究を進めていたところ，興
味深いことに，精製したSup35NMは試験管内で4°Cなど
の低温下でオリゴマーを生成することを見いだした 1）．さ
らに驚くべきことに，そのオリゴマーの形成は可逆的であ
り，温度を上げて37°Cにすると完全にモノマーに解離し，
また4°Cに戻すとオリゴマーを再形成したことから，その
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オリゴマー‒モノマー間の平衡が温度で容易に変化するこ
とを見いだした 1）．また，その平衡は温度だけでなく，緩
衝液中の塩濃度などの構成成分によっても変化した．重
要なことに，そのオリゴマーは，アミロイド形成のオンパ
スウェイにあり，アミロイド形成を促進する構造体であっ
た．この構造体はアミロイドの前駆体またはアミロイド伸
長時にSup35モノマーがアミロイド末端に付加する際の足
場であることが示唆された．
一方で，Albertiらは，2018年に，酵母の細胞の中でも

Sup35が可逆的に液滴を形成し，それが酵母を培養する培
地のグルコースやpHの変化によって制御を受けることを
示した 2）．とりわけ，中性よりもやや酸性のpH 6で，ま
た，より低い塩濃度やストレス下でSup35が酵母内で顕著
な液滴形成を示し，それがゲル様の構造をとること，その
生成はストレスの解除によって消失することから，可逆的
な生成であることを示した（図1）．さらに興味深いこと
に，Sup35NMよりカルボキシ末端に存在し，翻訳終結の
機能を果たすSup35-Cだけを用いて同様の実験を行うと，
不可逆的なSup35-Cの凝集が起こってしまいストレスから
の回復も遅くなることがわかり，液滴の生成は凝集性の高
いプリオンドメインを含むSup35NMドメインによって媒
介されていることを示した．つまりSup35はプリオンドメ
インがあることで，液‒液相分離した際に可逆性のある液
滴を形成し，ストレスからの回復過程を早めていることを
示している．このように，Sup35の液滴形成は，ストレス
下でも，そのあとのストレス解除に備えた準備をしている
とも考えられ，可逆的に液滴を形成することでタンパク質
機能を潜在的に維持しつつも，ストレスが解除されたあと
にすばやく液滴を解放してSup35モノマーが翻訳終結機能
を首尾よく果たすことができるようにしている，という意
味合いを持つ．このような液滴形成を利用した細胞のスト
レス対処戦略は，著者らがMod5という別の酵母プリオン
タンパク質や［KIL-d］というタンパク質性の遺伝因子で
も見つけている 3, 4）．これはタンパク質の可逆的な凝集形
成を利用した細胞のストレスへの対処法として，長い年月

を要するゲノムの変異を必要とせずに迅速に機能スイッチ
ングを行うことができる優れた戦略であると思われる．

3. ALSやFTLDに関わるTDP-43の液‒液相分離

414アミノ酸からなりRNA結合タンパク質であるTDP-
43は，筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis：
ALS）や前頭側頭葉変性症（frontotemporal lobar degenera-
tion：FTLD）の原因タンパク質として広く知られており，
その神経細胞内での凝集形成はこれら疾患の発症に深く関
わっている．TDP-43はアミロイド様の凝集体を形成する
一方で，これまでの研究から可逆的に液‒液相分離し，液
滴を生成することも見いだされている．特に低複雑性ド
メイン（low complex domain：LCD）と呼ばれる約270か
ら414番目までのアミノ酸領域は，グリシン，セリン，ア
スパラギンなど，その領域を構成するアミノ酸の種類が少
なく，高い凝集性を示す．TDP-43-LCDは試験管内で容易
に液滴形成をすることが知られており，それはアミロイド
形成の前駆体になる可能性も示唆されている．興味深い
ことに，最近，テキサス大学サウスウエスタン校の加藤ら
によって，TDP-43-LCDの液滴形成に，メチオニン残基の
酸化によるスルホキシド化が深く関与していることが指摘
された（図1）5）．実際に，TDP-43-LCDのアミノ酸配列を
みると全プロテオームでみられるよりも高い比率でメチ
オニン残基を含むという特徴に気づく．興味深いことに，
TDP-43-LCDの液滴形成はメチオニンを酸化する過酸化水
素の処理によって消失し，その後，メチオニンスルホキシ
ドの還元酵素であるMsrA/MsrBで処理することで液滴が
再形成される．
このような液滴の形成は全長のTDP-43ではみられない

ため，生体内でそのような生成機序は起こりうるのだろ
うかという疑問が生じる．ALSやFTLDの患者では，TDP-
43はアミノ末端部分が細胞内で切断されており，TDP-43-
LCDに比較的近いアミノ酸配列を含むドメインが神経細
胞内で生じていることが知られている．したがって，生体

図1 神経変性疾患に関与する凝集性タンパク質の液‒液相分離とアミロイド生成
疾患に関与する凝集性タンパク質は，細胞内環境（塩濃度やpHや分子クラウディング効果など）やタンパク質の
翻訳後修飾（スルホキシド化やリン酸化）をトリガーとし，液‒液相分離を示す．その生成は可逆的であり，生じ
た液滴は周りの同じモノマーのタンパク質と容易に置き換わることができ，流動性を持っている．一方で，そのモ
ノマー‒液滴間の動的平衡に摂動が加わり，液滴が不可逆的にアモルファスな凝集体またはアミロイド線維へと構
造が変化することがあり，結果として生じた凝集産物が細胞毒性を誘発するなどの病的な影響をもたらすことが示
唆されている．
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内においてもTDP-43-LCDによって可逆的に液滴が生成し
ている可能性や，その液滴の生成が不可逆性になり，シー
ド（たね）となってアミロイドが形成していく可能性が十
分に考えられる．一方で，このような液滴形成が細胞内お
よび個体の中でどれだけ起こっているのか，またその生理
的，病的な影響は不明である．さらに，TDP-43-LCDによ
るこのような液滴形成がTDP-43の本来持つスプライシン
グ活性やその他の細胞機能にどのような変化をもたらすの
か，その液滴形成の生理的意義は十分には理解されていな
いため，今後の研究が待たれる．

4. 認知症に関わるタウの液‒液相分離

スルホキシド化以外にも液‒液相分離に関わる翻訳後修
飾としてよく知られているものにユビキチン化やリン酸化
がある．なかでも本稿では神経変性疾患にも深く関わるリ
ン酸化について以下に述べる．タンパク質はリン酸化に
よってSDS-PAGEの移動度が変わるほどに極性が大きく変
わることが知られているため，リン酸化が液‒液相分離や
液滴生成に関わる可能性が示唆され，その影響が精力的に
調べられている（図1）．その一例として，微小管結合タ
ンパク質であるタウタンパク質はアルツハイマー病やピッ
ク病，大脳皮質基底核変性症などの認知症に広く関わり，
液‒液相分離を示すことが知られている．試験管内で，タ
ウタンパク質は，細胞内を模倣した分子クラウディング試
薬（ポリエチレングリコールなど）の存在下で，光退色後
蛍光回復法（FRAP）で速い蛍光の回復を示すという典型
的な液滴を形成する 6）．また，液滴の形成が塩濃度に依存
すること，タウには芳香族アミノ酸があまりないこと，疎
水的相互作用を壊すヘキサンジオールへの感受性が弱いこ
とから，タウの液‒液相分離には静電的な相互作用が寄与
すると示唆されている 7）．特に，分子クラウディングの存
在が液滴の形成を顕著に促進する一方で，液‒液相分離の
制御因子の一つであるATPの濃度には依存しないことが
指摘されている．タウのアミロイド構造は，微小管結合ド
メイン領域が中心になって形成されていることが最近のク
ライオ電子顕微鏡による解析から明らかにされているが，
意外なことに，タウの液滴形成は全長（1～441）もしくは，
アミノ末端から微小管結合ドメインに至るまでのアミノ末
端領域で生じ，凝集性が高いと思われる微小管結合ドメイ
ンだけでは液滴は形成しない．このことは，液滴の形成が
タウタンパク質の自己会合を促進させ，将来，微小管結合
ドメインが中心となってアミロイド形成を誘導するための
足場としての構造体になっている可能性を想起させる．
一方で，タウの液‒液相分離は家族性の前頭側頭型認知

症パーキンソニズム（FTDP-17）に関与するP301L変異で
顕著に促進される 6, 8）．つまり，P301L変異によって，タ
ウがより低濃度で液滴を形成できるようになり，また液
滴のサイズも大きくなる．さらに，野生型タウの液滴に
比べて，FRAPでの蛍光分子の蛍光回復が遅くなったこと

から，液滴の不可逆性が増大していることが示唆された．
この液滴は，オリゴマーを認識するTOC1抗体や，S202お
よびT205のリン酸化を認識するAT8抗体で認識される 6）．
また，タウのリン酸化が液滴形成に必要であるという報
告 9）もある一方で，リン酸化のない全長タウでも液‒液相
分離が生じるという報告 6）もあり，タウの液‒液相分離に
リン酸化が必須かどうかはまだ十分に理解されていない．
タウの液滴を比較的長い間放置しておくと，βシート構

造に富んだアミロイドに結合する蛍光分子チオフラビン
Sの蛍光で染まるため，アミロイド線維の生成が示唆され
る 8）．一方で，電子顕微鏡の観察から，線維状ではないア
モルファス（無秩序）な凝集体が生成するという報告も
あり 6），タウの液‒液相分離がアミロイド線維の前駆体と
いうよりはTOC1抗体で認識されるアモルファスなオリゴ
マーの生成を導くことも示唆されている．さらに，タウ
の液滴は，アミノ末端の露出した病的なPAD（phosphatase-
activating domain）構造を認識するTNT2抗体でも認識され
る．これらの結果は，液‒液相分離による液滴形成が長時
間続くことで，別のタイプの凝集体構造へと不可逆的に移
行し，PAD構造が露出する病的なコンホメーションを持つ
液滴が生じる可能性が指摘されている．このように，特異
的な抗体を用いて液滴の構造タイピングを行うことは，液
‒液相分離現象の理解を深めると考えられる．
以上のことから，タウの液滴が，ある一定時間の経過後
にアミロイド線維かアモルファスな凝集体を導くかの違い
は，液滴が最初に生成する際の緩衝液の成分や液滴生成後
の放置時間など，さまざまな条件の違いによって生じると
考えられる．また，亜鉛やヘパリン，RNAなどの陰イオ
ン性の補因子がタウの液‒液相分離に影響を及ぼすことか
らも 7），タウの液滴には構造および物性の異なる多型が生
じうると考えられる．さらには，そのような液滴の構造多
型が最終的に生じる凝集体構造の多型を導く可能性も容易
に示唆される（図1）．このように，液‒液相分離でどのよ
うな液滴を生じるか，それが不可逆的な変化によって線維
状のアミロイドかアモルファスな凝集体を導くかは，その
緩衝液や細胞内環境の違いおよび翻訳後修飾などを含むタ
ンパク質自身によっても大きく異なる．可逆的な液‒液相
分離現象は動的な平衡下にあり，タンパク質構造ひいては
細胞機能に多様性を生み出す源になっている可能性が示唆
される．試験管内での現象にとどまらず，生理的条件下の
細胞や個体の中で同様な液‒液相分離がみられるか，また，
その液滴形成の生理的意義の解明は今後の課題であろう．
次の章では，液‒液相分離が不可逆的に移行した結果と
して生じる病理的影響の具体例として，Sup35のアミロイ
ド線維，特にアミロイドの伝播効率に深く関わるアミロイ
ドの脱凝集過程について最新の知見もふまえて概説する．

5. アミロイドの脱凝集

タンパク質が線維状に凝集したアミロイドは，アルツハ
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イマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患の原因とさ
れている．モノマーから核（シード，たねとも呼ばれる）
が最初に生成し，それを鋳型としてモノマーが順次結合
し，構造変化して線維状に伸長する．成長したアミロイド
は自発的もしくは細胞内因子によって分断され，それが再
びシードとなることでアミロイドは伸長していく（図2）．
これまでの研究では，アミロイドの核形成や伸長の過程に
着目したものが中心であり，アミロイドの分断や脱凝集に
注目した研究は，それを調べるための実験系がなかったた
め，かなり限られている．しかし，アミロイドの分断・脱
凝集は新たなシードを作り出すという点で非常に重要な反
応である上，細胞内でも脱凝集は起こっており，それはタ
ンパク質の恒常性（プロテオスタシス）の維持に影響を与
えることが示唆されている．また，小さく断片化されたア
ミロイドはエンドサイトーシスやエキソサイトーシスの経
路に入って細胞内外に輸送されやすいと考えられるため，
アミロイドの脱凝集は，アミロイドの細胞間伝播の効率に
も非常に深く関わっていると考えられる．
これまでに酵母の系では実際に，アミロイドの分断速度

は成長速度に比べて，細胞表現型に与える影響が大きいこ
とが実験および数理モデルの解析から明らかになってい
る 9）．さらに，脱凝集活性の低下はアミロイドの細胞間伝
播の効率を減少させることがわかっている 10）．これらの
ことから，アミロイドの分断・脱凝集は，アミロイドが脳
内で広がり伝播する多くの神経変性疾患の発症や進行に深
く関わると示唆される．
しかし，アミロイドの脱凝集過程を解析するための実験

系や手法が十分に確立されていないため，その詳細なメカ
ニズムには不明な点が多い．そのためには，細胞内で生じ
る脱凝集過程を試験管内で再現するための in vitro再構成
実験系の開発と，アミロイドの脱凝集過程を計測する手法
の開発が不可欠である．本稿では，酵母のアミロイドの脱
凝集を再現する in vitro再構成実験系と，クライオ電子顕
微鏡単粒子解析によるアミロイドの構造解析に関する最新
の脱凝集研究を紹介する．これらの研究が発展すること
で，液‒液相分離との類似性や差異の理解も深まり，神経
変性疾患の予防や治療に対する新しい知見が得られると期
待される．

6. 酵母プリオンにおける脱凝集研究

酵母ではアミロイドの生成・脱凝集を制御する因子が
示唆されているため，アミロイドの脱凝集メカニズムの解
明に関して，酵母プリオンタンパク質Sup35に着目した研
究が進んでいる．酵母におけるアミロイドの脱凝集制御
メカニズムが明らかになれば，それを応用して哺乳類の
アミロイド性タンパク質を制御し，神経変性疾患の抑制
に貢献できる可能性も示唆される．2004年，Shorterらは
Sup35NMによって形成されるアミロイドがAAA＋ATPase
ファミリーに属するHsp104のみによって脱凝集されるこ
とを見いだした 11）．しかし，Hsp104以外の細胞内因子も
脱凝集に関与するという複数の in vivoおよび in vitroの結
果と一致していない．さらに，酵母を用いた研究では，
Hsp70, Hsp40の機能喪失によりSup35アミロイドの伝播が

図2 Hsp104, Ssa1, Sis1によるSup35NMアミロイドの脱凝集モデル
（A） Sup35モノマーからシード（たね）が形成されると，それを鋳型としてSup35モノマーが構造変換を伴って
次々と順番に結合していく．長く成長したアミロイド線維はシャペロンなどの細胞内の脱凝集因子によって分断さ
れる．小さくなったシードはまた鋳型として働くだけでなく，細胞間を伝播しやすくなる．（B） Sup35NMアミロイ
ドの脱凝集過程では，Ssa1/Sis1シャペロン複合体が同時にアミロイドへ結合し，Hsp104がその部位へ誘導される．
Hsp104はその同じ場所での結合・解離を繰り返すことでアミロイドを脱凝集する．Ssa1/Sis1がSup35NMアミロイ
ドへ結合してからHsp104が結合するまでには待機時間があり，この間にSsa1/Sis1は硬いSup35NMアミロイドを柔
らかくほぐし，それによってHsp104による認識も向上させている可能性が考えられる．
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抑制されることが見いだされているため，Hsp70, Hsp40
もSup35アミロイドの脱凝集に関わると考えられている．
我々は，酵母のアミロイドの脱凝集を3種類のシャペロン
［Hsp104, Ssa1（Hsp70）, Sis1（Hsp40）］によって in vitroで
再現する“再構成系”を開発してきた．
中川らは，その in vitro再構成系を用いて全反射照明蛍
光顕微鏡（total internal reflection fluorescence microscope：
TIRF）の手法からSup35アミロイドの脱凝集過程を詳細に
調べた 12）．蛍光ラベルしたアミロイドおよび各シャペロ
ンの挙動を同時にリアルタイムで観察することで，次のよ
うな反応機構を提案した．まず，アミロイドにSsa1およ
びSis1が同時に結合する．次にSsa1/Sis1が結合した部位
にHsp104が結合し，脱凝集反応が開始する．Hsp104はそ
のアミロイドの同一部位へ結合・解離を繰り返しながらア
ミロイドを脱凝集する（図2）．興味深いことに，Ssa1/Sis1
のアミロイドへの結合からHsp104の結合まで一定の待機
時間（～73秒）が観測された．この待機時間にSup35アミ
ロイドの構造変化が起こり，Hsp104によって認識されや
すい構造へと変化するのではないかと考えられる．
一方で，アミロイドの構造には，線維の中心を形成す

る静的な部位（コア領域）と特定の構造を持たずに線維
の外側で揺らいでいる領域が存在するが，コア領域の構造
の違いにより，脱凝集のようすが異なることも明らかに
なった．コア構造の異なる2種類のアミロイド（Sc4およ
びSc37）の脱凝集反応をTIRFによって比較したところ，
アミノ末端から2～42番目までとコア構造の領域が小さい
Sc4アミロイドでは線維が細かく切り刻まれて「分断」さ
れるのに対して，2～72番目までとコア領域が大きなSc37
ではSsa1/Sis1シャペロンがアミロイドの全体を覆うよう
に結合し，Hsp104によってSc37アミロイドの蛍光が全体
的に徐々に均一に消えていく「溶解」を示した．さらに，
各シャペロンとの親和性にも違いが現れ，Sc37アミロイ
ドの方がより親和性が高いことが示された．このような違
いはSup35NMが形成するSc4およびSc37アミロイドの構
造の差異に由来すると考えられる．

TIRFではリアルタイム観察が可能である一方で構造情
報の分解能が低いため，分子レベルでのタンパク質の構造
変化を計測することができない．今後，より分解能が高い
構造解析手法を用いて脱凝集過程を観測することができれ
ば，脱凝集のより詳細なメカニズムを明らかにできると期
待される．

7. 哺乳類におけるアミロイドの脱凝集研究

哺乳類などの後生生物ではHsp104のホモログが失われ
ており，酵母のようなHsp104, Hsp70, Hsp40によるアミロ
イドの強力な脱凝集システムがない．そのため，Hsp104
によらない別の脱凝集機構が存在すると考えられている．
2015年にGaoらは，Hsp110, Hsc70, Hsp40の3種のシャペ
ロンがパーキンソン病の原因とされるα-シヌクレイン線

維の脱凝集に関わっていることを見いだした 13）．さらに
最近Wentinkらは，核磁気共鳴法とアミロイドに特異的に
結合する蛍光色素（チオフラビンT）を用いた脱凝集活
性測定により，その脱凝集メカニズムを明らかにした 14）．
Hsp40ファミリーに属するDNAJB1がアミロイドに結合
するとHsc70がアミロイド上に誘導される．これにより
Hsc70がDNAJB1付近に蓄積されて密度が増し，entropic 
pullingと呼ばれる分子どうしの反発効果によってアミロイ
ドが分断される．このとき，ヌクレオチド交換因子である
Hsp110は分子サイズが大きく，密になったHsc70には接近
できないため，Hsc70が高密度でアミロイドに結合してい
る部位から離れた位置に結合してしまったHsc70に対して
より効率的にATP交換反応を行う．それによってHsc70が
さらに局所密度を高め，entropic pullingが効率よく起こる
ように誘導することで，Hsp110はアミロイドの分断効率
の増大に寄与していると説明した．一方で，Schneiderら
は，マイクロ流体を用いて分子拡散から分子のサイズが変
化していくようすを観測し，α-シヌクレイン線維の脱凝集
過程を調べた 15）．脱凝集反応中，アミロイドが時間ととも
に徐々に小さくなっていく際に，オリゴマーは観察されず
にα-シヌクレインのモノマーが検出されるだけであったた
め，脱凝集反応はα-シヌクレイン線維の端から徐々に進行
していき，分断は起きないとし，DNAJB1によって誘導さ
れたHsc70がα-シヌクレインのモノマーを端から次々と脱
凝集させるメカニズムを提案した．
いずれにせよ，これらの反応は直接的に脱凝集する分子
の振る舞いを観測したわけではなく，その詳細なメカニズ
ムは不明なままである．また，Hsc70を中心とするentropic 
pullingによる脱凝集反応と，Hsp104を中心とするpower 
strokeによるモノマー引き抜きによる脱凝集反応との違い
の詳細は不明である．今後の研究の発展による，これら二
つの脱凝集反応の解明に期待したい．

8. アミロイドの構造研究

タンパク質の機能を説明するためには，その構造を明ら
かにすることが重要である．タンパク質は個々のアミノ酸
残基どうしの化学結合によって形づくられている．特にア
ミロイドは，同じタンパク質であっても多様な構造（構造
多型）（図3）を示し，それは，それぞれの細胞毒性や伝播
効率，関連する疾患表現型に大きな差異が現れる分子基盤
になっている．つまり，アミロイドの性質と病的影響を理
解するためには，その構造情報を得ることが重要である．
さまざまな形のアミロイドの脱凝集過程を観測・比較する
ことで，どのような構造がアミロイドの分断および脱凝集
のトリガーになるかを明らかにできると期待される．
タンパク質の構造を観測する手法として，X線結晶構造
解析があげられる．この手法では，タンパク質を結晶化し
た試料にX線を照射することで得られるX線の回折像から
タンパク質の三次元構造を再構成する．X線結晶構造解析
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は，これまでに多くのタンパク質の構造を明らかにしてお
り，タンパク質の構造解析において不可欠な技術となって
いる．しかしアミロイドは，結晶化が困難なためX線結晶
構造解析によって構造を観測することは難しい．そのた
め，X線結晶構造解析によるアミロイドの構造研究は一部
の短いペプチド鎖で形成される部分構造での構造解析にと
どまっていた．
しかし近年，クライオ電子顕微鏡（クライオ電顕）技術

の発達により，アミロイドの構造研究は飛躍的に進歩し
た．クライオ電子顕微鏡単粒子解析は急速凍結したタンパ
ク質溶液を透過型電子顕微鏡で観測し，その投影像からタ
ンパク質の三次元構造を再構成する手法である．試料中に
存在するさまざまな角度のタンパク質粒子の二次元投影像
を大量に収集し，方向ごとに分類・平均化して三次元構造
を再構成する．この手法ではタンパク質の結晶化が不要で
あるため生理条件下でタンパク質をそのまま観測できる点
でアミロイドの構造研究には最適である．実際に，神経変
性疾患の患者の脳から取り出したアミロイドでも，純度が
高ければその構造は決定されており，現在ではアミロイド
研究に必須の手法となっている（図3）．
アミロイドはβシートにより形成されたタンパク質モノ
マーが規則正しく積層した構造を持つ．アミロイドの線維
軸方向はβストランド間の主鎖の水素結合や側鎖の相互作
用（芳香族側鎖のπ‒π相互作用やpolar zipper）によって安
定化されている 16）．クライオ電顕を中心とした構造研究
により，多くのアミロイドタンパク質のさまざまな構造が
明らかになり，そのアトラスができることで，各アミロイ
ドの構造と性質との関係性や対比がより明確になりつつあ
る．たとえば最近の計算の研究では，βストランドの形状
によりアミロイドの可逆性が変化しうることが示唆され

ている 16）．ひとくちにβストランドといっても主鎖が形成
する形はさまざまであり，アミロイドでは主に3種のβス
トランド構造が観測されている．液‒液相分離の章でも紹
介したTDP-43やFUS（fused in sarcoma）では可逆的に形
成するような弱い構造のアミロイドを形成することがわ
かっている．これらのアミロイドはねじれたβストランド
構造や伸び切った直線的なβストランド構造が豊富に含ま
れている．これらのβストランド構造は標準的な，不可逆
なアミロイドを構成するひだ状のβストランド構造に比べ
るとエネルギー的に不安定であることがわかってきた．こ
のように，アミロイドの構造を観測する手法が発達したこ
とで，アミロイドの構造と性質との相関性が明らかになっ
てきている．一方で，同じタンパク質でも環境の違いで
さまざまなコンホメーションをとることも明らかになり
（図3），いかにして「試験管内で，意味のある（生命現象
に関連する）構造のアミロイドを均一に作り出すか」はク
ライオ電顕による構造解析においては重要な課題である．
一方で，クライオ電顕で明らかにされる構造がすべてで
はない．アミロイドの構造において，クライオ電顕で観察
される部位はアミロイドのコア領域のみであることが多
く，それは静的な構造でもあり，特定の決まった構造を持
たない動的に揺らいでいる部位（fuzzy coatまたはflanking 
regionとも呼ばれる）はクライオ電顕では観測できない．
しかし，その動的に揺らいでいる部分は機能性アミロイド
において生理的に重要な役割を担っている他，細胞にとっ
て有害なアミロイドにおいてもシャペロンなどの細胞内因
子や膜との結合に深く関与していると考えられている．そ
のため，アミロイドのコア構造と同様に，動的に揺らいで
いるアミノ酸領域の構造解析は，アミロイドの性質を明ら
かにする上できわめて重要である．

図3 タウアミロイドの構造多型
左：アルツハイマー病（PDB ID：6HRE），右：ピック病（PDB ID：6GX5）の患者の脳内にみられるタウアミロイ
ドの構造．いずれもヒト患者脳から抽出した高純度なアミロイドをクライオ電子顕微鏡で観察し，原子レベルで
各アミロイドの構造を決定した．両者では線維の基本構造といえるプロトフィラメントの構造がまったく異なり，
タウアミロイドのコア領域を形成しているアミノ酸領域も大きく異なっている．また，ピック病では1本のプロト
フィラメントであるが，アルツハイマー病では2本のプロトフィラメントが対になっている．
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こうした揺らぎ領域の構造を調べる研究は赤外分光法が
有用であろうと考えられる．赤外分光法では，観察対象に
赤外光を照射し，その透過光や反射光から分子構造を調べ
る手法である．赤外分光法で得られる赤外シグナルは，分
子振動を反映しており，タンパク質の二次構造やアミノ酸
側鎖の電子状態やプロトン化状態を鋭敏に反映する．X線
結晶構造解析やクライオ電顕のように，タンパク質の三次
元構造を明らかにすることはできないが，赤外シグナルの
位置を示す振動数は原子間の結合強度（結合距離）を反映
し，X線結晶構造解析でも観測できないような小さな構造
変化も検出可能である．また，観測できる試料は粉末，乾
燥フィルム，水溶液など制約がほとんどなく，さまざまな
試料に柔軟に対応できる．測定アプリケーションも豊富
で，時間分解測定によるタンパク質の動的構造解析や原子
間力顕微鏡など他の手法との組合わせも行われている．実
際にRuggeriらは，赤外分光法と原子間力顕微鏡を組み合
わせて，アミロイドβの凝集阻害剤の分子メカニズムを明
らかにしている 17）．
しかしながら，タンパク質の赤外シグナルは非常に弱

く，それは水や水蒸気のシグナルによって埋もれてしま
うために，一般的には，赤外分光の測定には高濃度（通
常，mMレベル）のタンパク質試料が必要である．このこ
とから，これまで，脱凝集反応にみられるような生理条件
下（数μMレベル）での赤外分光測定は難しいとされてい
た．最近，野村らはそれを克服し，一般的な測定濃度から
1000倍ほど低い数μMのタンパク質試料を用いて高いSN
比で分子振動を測定できる時間分解赤外分光システムを独
自に開発してきた．このシステムを用いることで，アミロ
イドの脱凝集過程を観察し，TIRFでは観測できなかった
脱凝集反応中間体の存在を明らかにしている（野村ら，未
発表）．このように，赤外分光法ではクライオ電顕では観
測できない凝集構造体を観測でき，高い精度で時間依存的
なタンパク質の構造変化を解明できる可能性がある．重要
なことに，液‒液相分離によって生じるタンパク質の二次
構造変化にはいまだ不明な点は多い．特に，液‒液相分離
の研究では，数μMのタンパク質で液滴形成を生じさせる
ことが多く，mMレベルのタンパク質濃度が必要な通常の
赤外分光装置では測定が困難である．つまり，そのような
高濃度のタンパク質を用いてしまうと，液滴の構造を調べ
たいにもかかわらず不可逆に凝集体へとすぐに移行してし
まう可能性が危惧される．したがって，液‒液相分離現象
の解明には，低濃度のタンパク質を用いて高いSN比で二
次構造解析を行うための新たな技術開発は急務であり，こ
のような時間分解赤外分光システムは今後の液‒液相分離
研究においても大きな貢献を果たすと期待される．

9. 今後の展望

近年，クロマチンの制御やシナプスの可塑性を含むさま
ざまな生命現象に液‒液相分離現象が関わることが見いだ

されている．本稿では疾患関連タンパク質を中心に，液‒
液相分離とその不可逆的な凝集形成への移行により生じる
アミロイドの諸問題，特に未解明な問題が多く残されてい
る脱凝集過程について概説した．今後，液‒液相分離が実
際に細胞の中でどのようなポジティブまたはネガティブな
役割を果たしているのかを明らかにするため，生細胞や
個体の中での液‒液相分離の解析を行うことがより重要に
なってくると思われる．また，液‒液相分離の過程や液滴
の構造をより詳しく調べるための新規な技術開発は重要で
あろう．引き続き，再構成系のように試験管内できれいに
液滴を作る研究はそのタンパク質の構造変化や生成・解離
の制御機構を調べる上でも必須であり，今後このような in 
vitroと in vivoの両方での研究の進展によって，液‒液相分
離現象の原理，生理的意義がより理解されることを期待し
たい．
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