
上原記念生命科学財団研究報告集, 37（2023） 
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【【目目的的】】本課題では、独自の安定同位体標識NMR法を駆使して、相分離過程を介したαシヌクレイン蛋白質（αSyn）
のアミロイド線維形成機構を原子分解能で解明することを目的とする。αSyn を種々の溶液条件下において NMR 測

定を行い、相分離および線維形成に伴う構造変化を原子分解能で解析する。その際に、独自に開発を進めてきた立体整

列安定同位体標識（Stereo Array Isotope Labeling：SAIL）法も活用し、種々の神経変性疾患に関与する線維形成機構

の解明を目指す。 
【【方方法法】】均一に２H、１５N標識したαSynを、大腸菌生合成系を用いて調製し、各種溶液条件にてNMR測定を行った。

特に、塩濃度とリン脂質を添加した際にNMR測定を行い、αSynの線維形成および相分離形成に伴う構造変化を、各

アミノ酸残基のアミド基を対象に解析した。その後、αSynのTyr残基を特異的にNMRで観測するために、改良型の

SAIL-Tyr残基（SAIL-Tyr）を設計し、合成を依頼した。合成されたSAIL-Tyrを大腸菌の培養培地に添加することで、

SAIL-Tyr 標識αSyn を調製した。この標識体を用いて、Tyr 残基の芳香環δ位に由来する１３C-１H ならびに１２C-１H 

信号をNMRにて特異的に観測し、αSynの線維形成・相分離過程におけるTyr残基の変化を原子分解能で解析した。 
【【結結果果】】著者らは、αSyn単量体がNaClおよびCaCl２の濃度に依存して、そのコンフォメーションが変化し、パーキ

ンソン病（PD）等にみられる rod型のαSyn線維が形成されることを見出した。実際に、２H、１５N標識したαSynに

ついて１H-１５N HSQCスペクトルを確認したところ、おもにαSynのC末端領域と中央部（NAC）領域において、ア

ミド基由来のNMRシグナルに変化が見られた。また著者らは、αSynとリン脂質との相互作用がPDにみられる rod
型線維およびレビー小体といった凝集体形成を促進していることを示し、２H、１５N標識αSynを利用した同様のNMR
実験より、αSyn の N 末端領域が中心となり、PI-3,4,5-P３と強く結合していることを明らかにした。これらの結果か

ら、αSynが単量体から特定のコンフォメーションを形成し、rod型線維の形成を促進することが示唆された。一方で、

これらアミド基を対象としたNMR実験では、そのコンフォメーション形成過程を高い分解能で明らかにすることは困

難であり、コンフォメーション形成や線維形成のカギとなるアミノ酸残基や相互作用様式を明らかにすることができな

かった。そこで、観測対象をαSyn のチロシン残基（Tyr）に限定し、Tyr の芳香環側鎖由来のNMR 信号を高感度か

つ高分解能に捉える手法を確立した。具体的には、独自の安定同位体標識技術であるSAIL法を活用し、芳香環δ位CH
基に由来するNMRシグナルを高感度かつ高分解能に観測することに成功した。その結果、従来法では捉えることがで

きなかったαSyn の Tyr 芳香環を介したコンフォメーション変化を直接的に捉えることに成功した。本手法は粘性の

高い溶液条件下でも NMR シグナルを高感度に検出することが可能であり、相分離状態のおけるαSyn の相互作用様

式を詳細に解明することが期待できる。 
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