
1. はじめに

　神経細胞に異常な線維状のタンパク質凝集体（アミロイド）が蓄積することは，アルツハイマー

病やパーキンソン病などの神経変性疾患の共通した病理学的特徴である [1]．そのため，アミロ

イドの形成や蓄積は，神経変性疾患の発症や進行に関連していると考えられている [2]．アミロ

イド形成の最も特徴的な点は，タンパク質の構造変化を伴う複数の反応によって進行する点で

あり，結果として，アミロイド形成がほとんど見られないフェーズ（ラグフェーズ），指数関数

的に形成が進行するフェーズ（ログフェーズ），そして形成が止まるフェーズ（プラトーフェー

ズ）が観察される [3]．これまで，複雑なアミロイド形成の分子メカニズムを理解するために様々

な速度論的モデルが提案されてきたが [4,5]，アミロイド形成中に起こる反応（モノマーからオ

リゴマー，オリゴマーから線維への状態変化）に関する原子レベルの構造的知見は依然として不

足している．

　アミロイド形成におけるタンパク質の過渡的な構造変化をその場かつ原子分解能で捉える方

法としてレオロジー NMR 法が挙げられる．レオロジー NMR 法は 1990 年に高分子化学分野で

確立された方法論であり [6]，剪断ストレスを試料に加えながら NMR 測定ができる手法である．

しかし，生物学的研究は数例あるものの [7,8]，従来法では NMR 感度が低いためタンパク質科

学にほとんど利用されてこなかった．この NMR 感度の問題を克服するため，2017 年に我々は

極低温プローブ（プリアンプが約 20 K まで冷やされたプローブ）を利用した新規のレオロジー

NMR 法を確立した [9]．ポリユビキチン鎖（ヘキサユビキチン）およびスーパーオキシドジスム

ターゼ 1（SOD1）は剪断ストレスを加えない生理条件（pH，温度，イオン強度組成など）ではア

ミロイドを形成しないタンパク質であるが，構築したレオロジー NMR 法によって剪断ストレ
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スを加えることにより，これらのタンパク質のアミロイド形成を誘導することができ，その形

成過程を NMR 測定により追跡することに成功した [9,10]．また，興味深いことに，レオロジー

NMR 法を用いて SOD1 のアミロイド形成過程における過渡的な構造変化も捉え，線維形成中間

状態の構造特性も明らかにすることが可能になった [11]．本稿では，新しく構築したレオロジー

NMR 法とそれによって得られたアミロイド形成に関する原子レベルの構造学的知見について解

説する．

2. 新規レオロジー NMR 法の実施方法

　従来のレオロジー NMR 法は [7,12-15]，インナーロッドを取り付けた NMR サンプル管を電磁

波照射とシグナル検出を担うプローブに直接挿入する必要があり，測定ごとに NMR マグネット

からプローブを脱着する必要があった．しかし，極低温プローブの場合，コストや時間の観点

から測定ごとのプローブの脱着は現実的ではない．実際，プローブの脱着が不要なレオロジー

NMR ハードウェアが開発されているが [8,16,17]，極低温プローブ搭載の NMR 装置への導入実

績は報告されていない．その中で我々は，通常の方法（リフトエアー）で NMR サンプル管を極

低温プローブ搭載 NMR 装置に入れ，その後インナーロッドを挿入するという，プローブ脱着を

必要としない簡便なレオロジー NMR 法を開発した（図 1a）．外径 3 mm のガラス棒を NMR サ

図 1.  開発したレオロジー NMR 法の模式図．

a, クライオプローブを用いたレオロジー NMR 法では，長さ調節ダイヤル（上），樹脂製ロッド（中），

固定棒ホルダ（下）からなるインナーロッドを NMR サンプル管に挿入する．固定棒ユニットの下端に

は外径 3 mm のガラス棒が接続されており，ガラス棒は NMR サンプル管の中心に位置する．b, 3 mm
のガラス棒を外径 5 mm の NMR サンプル管（内径 4.1 mm）に挿入する．NMR サンプル管はスピナース

ピニングにより回転させ，ガラス棒は静止させる（上）．スピナースピニングによりサンプル溶液中に

剪断流が発生する（下）．図は D. Morimoto et al., Curr. Protoc. 2, 1–15, (2022)[18] を改変したものである．
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ンプル管（外径 5 mm，内径 4.1 mm）に挿入することによって二重同心円管（クエットセル）が構

成できる（図 1b 上）．NMR サンプル管（外管）を NMR 装置デフォルト機能であるスピナースピ

ニングによって回転させることで，クエットセルのギャップ（0.55 mm）内に入れた試料溶液に

剪断流を発生させることができる（図 1b 下）．スピナースピニングの回転周波数は 7 Hz から 50 

Hz の整数値に設定することができる．このレオロジー NMR 法のインナーロッドの扱い方はエ

アープロ株式会社のホームページ（https://urheoe.airpro-net.com/wp-content/uploads/2020/06/uRheo_

guide.pdf）にも記載されている．ここでは，タンパク質 NMR 研究者の立場からレオロジー NMR

実験に関する詳細を解説する．

2-1.  NMR 装置にサンプル投入

2-1-1.  NMR 装置の目標測定温度を設定する．高温（40 ℃以上）になると，アッパーシムスタッ

クが膨張し始めるためインナーロッドの固定が不十分になる場合があるため注意が必要である．

2-1-2.  外径 5 mm のシゲミ社製 NMR サンプル管（一般的に使用されるシゲミチューブの外管の

み）に 5–10% D2O を含む 300 μL のサンプル溶液を入れる（図 2a 左）．300 μL を大きく下回ると

プローブコイルの検出可能範囲に気液界面があるため磁場の均一性が不十分になり S/N が悪く

なる．他社製の NMR サンプル管も代用可能であるが，クエットセルを構成するために内側のガ

ラス底面は平らである必要がある．

2-1-3.  NMR サンプル管内のサンプル溶液を脱気する（図 2a 左から中）．NMR 測定時に気泡が発

生するのを防ぐため，NMR 装置に投入前に 5–10 分程度の脱気処理を行う．

2-1-4.  NMR サンプル管にセラミックスピナーを深さ 2 cm のところで装着する（図 2a 中）．スピ

ナー回転中の NMR サンプル管の振動を軽減するため，比較的重いスピナーを使用する．また，

挿入するインナーロッドの長さを一定にするためすべての実験で NMR サンプル管の深さは 2 

cm に固定する．

2-1-5.  リフトエアーで NMR サンプル管を NMR 装置に投入する（図 2a 左）．投入後，ロックディ

スプレイには比較的弱い（添加した D2O による）ロックシグナルが観測されるが，これは NMR

サンプル溶液の一部がプローブの検出可能範囲外に位置しているためである．ガラス棒が挿入

されることを想定しており，挿入されるとサンプル管内（つまり NMR プローブコイル内）のサ

ンプル溶液レベルが上昇し，ロックシグナルの強度が上昇する．

2-1-6.  スピナースピニングが適切に動作するか確認する（図 3c）．この時点におけるスピナース

ピニングがうまくいかない場合は，NMR 装置のエンジニアに問い合わせる必要がある．

2-2.  NMR 装置にインナーロッドを挿入

2-2-1.  固定棒ユニット（3 mm ガラス棒付き）を樹脂製ロッドに接続する（図 2b 左，中）．ガラス

棒は蒸留水またはエタノールで軽く洗浄し，実験用ティッシュで軽く拭き完全に乾燥させる．

2-2-2.  インナーロッド（樹脂製ロッドに接続された固定棒ユニット）を NMR 装置に挿入する前

に，挿入する部分（ガラス棒の下端から長さ調節ユニットの底までの領域）の長さを NMR サン

プル管の底から NMR 装置のアッパーシムスタックの上までの高さに合わせる（図 3b）．エアー

プロ株式会社のマニュアルに詳しく記載されているようにアッパーシムスタックの長さは NMR

装置の種類によって異なり，ガラス棒の端が NMR サンプル管の底面に密着することを防ぐため

にインナーロッドの挿入領域をわずかに短く（～ 1 cm）調整する必要がある．
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2-2-3.  インナーロッドを NMR 装置内に慎重に挿入する．安全に挿入するため，固定棒ユニッ

トには 2 つのゴム製 O リングがあり，樹脂製ロッドには複数（2–4 個）の位置決めガイドがある．

固定棒ユニットと位置決めガイドの直径はアッパーシムスタックの穴の直径よりわずかに小さ

く設計されているが，2 つのゴム製 O リングの直径はわずかに大きく，ゴムの弾性によりインナー

ロッドを装置に固定できる．ただし，インナーロッドの約 22 cm の下部領域（ガラス棒の先端か

ら固定棒ユニットの最初のゴムリングまで）にはアシストがなく，この領域を抜き挿しする際に

は細心の注意が必要である．

2-2-4.  長さ調節ユニット（樹脂製ロッドの上端部に装備）をアッパーシムスタックに装着する．

アッパーシムスタック上面には数カ所突起があり，長さ調節ユニットにはその突起に合う穴が

開いているので長さ調節ユニットの向きを調整してから挿入する．ガラス棒を NMR サンプル管

に挿入し終わると，強いロックシグナルが得られる（図 2b 右）．

図 2.  レオロジー NMR 測定のセットアップ．

a, NMR 装置へのサンプル管の投入方法．左，外径 5 mm のサンプル管に 5–10% D2O を含む 300 μL の

試料溶液を入れる．NMR 測定中に気泡が発生するのを防ぐため 5–10 分間脱気する．中央，サンプル

管にはセラミックスピナーを装着する．サンプル管の底は 2 cm の位置にセットする．右，リフトエ

アーでサンプル管を NMR 装置に投入する．サンプル溶液の一部がプローブの検出範囲外に位置する

ためこの段階ではまだ比較的弱いロックシグナルが観測される．b, インナーロッドの挿入方法．左，

樹脂製ロッドに外径 3 mm のガラス棒を接続した固定棒ユニットを取り付ける．ガラス棒は毎回使用

前に洗浄する．中央，インナーロッドを NMR 装置に慎重に挿入する．適切かつ安全に挿入するため

に，固定棒ユニットには 2 つのゴム製 O リングが装着されており，樹脂製ロッドには複数の位置決め

ガイドが備え付けてある．ガラス棒が正しく挿入されるとサンプル管内（つまり NMR プローブコイル

内）のサンプル溶液レベルが上昇し，ロックシグナルの強度が上昇する．図は D. Morimoto et al., Curr. 
Protoc. 2, 1–15 (2022)[18] を改変したものである．
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3. SOD1 のアミロイド形成における多状態同時構造解析

　新規に構築したレオロジー NMR 法を用いて，筋委縮性側索硬化症（ALS）関連タンパク質であ

る SOD1 のアミロイド形成過程を原子レベルで解析した．一般的に，アミロイドを形成する球状

のタンパク質はオリゴマー化や線維形成する前に，その三次構造をアンフォールディングする [19]．

したがって，アンフォールド状態の挙動（フォールド状態からの形成とオリゴマー状態への移行）

を追跡することはアミロイド形成における核形成メカニズムを理解する上で重要である．しかし，

アンフォールド状態自体は生理的条件下（中性 pH，室温付近）では非常に限られた割合しか存在

しないため直接解析することは困難である．実際，アンフォールドした SOD1 は生理的条件下に

おいて 0.5% しか存在しなかった [11]．そこで，我々はタンパク質のアンフォールディングを誘導

する尿素を用いた中程度の変性条件下で，SOD1 のフォールド状態とアンフォールド状態の NMR

シグナルを同時に追跡した（図 3a）．2 M 尿素存在下ではフォールド状態とアンフォールド状態は
1H–15N HSQC スペクトルのクロスピーク強度比からそれぞれ 65% と 35% と見積もられた．つまり，

この条件において両状態を同時かつ十分な NMR 感度で追跡することができる．

図 3.  レオロジー NMR 法による SOD1 のアミロイド形成過程の追跡．

a, 尿素存在下における SOD1 のアミロイド形成の模式図．アンフォールディングされた SOD1 はアミ

ロイドオリゴマーや線維の前駆体であるため，尿素によるアンフォールディングは SOD1 のアミロイ

ド形成を促進する．尿素による中程度の変性条件下では，SOD1 のフォールド状態とアンフォールド

状態の両方の NMR シグナルが検出可能である．b, 剪断流によるアミロイド形成過程における SOD1
のフォールド状態（左）とアンフォールド状態（右）のクロスピークの強度変化．c, ピーク強度減衰プ

ロファイルを修正シグモイド関数でデータフィッティングして得られた減衰カーブの非対称性因子 α
（左上）と定数 C（右上）の残基に対するプロット．顕著に大きな値を示した残基をフォールド状態（左

下，赤），アンフォールド状態（右下，緑）にマッピングしている．
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　この尿素存在下でレオロジー NMR 法を用いて溶液中に剪断流を発生させ，連続的に 1H-15N HSQC 

スペクトルを測定すると，SOD1 のフォールド状態とアンフォールド状態由来の NMR シグナル

はいずれもシグモイド曲線様に減衰することが観察された（図 3b）．実際，レオロジー NMR 実

験後の溶液を透過型電子顕微鏡で観察するとアミロイド線維が形成されていることが確かめら

れた [11]．興味深いことに，状態および残基によって異なる減衰プロファイルを示すことがわかっ

た（図 3b）．そこで，定量的に減衰プロファイルの違いを解析するために修正シグモイド関数で

データフィッティングし，減衰カーブの非対称性因子 αと定数Cという二つのパラメータを得た．

　アンフォールド状態の非対称性因子 α は全体的に小さな値を示し，残基間で大きな差異がな

かった（図 3c 左上）．それに対し，フォールド状態の Gly78，Asp79，His80 は比較的大きな非対

称性因子 α を示した（図 3c 左上）．これは，これらの残基の NMR シグナルが他の残基に比べて

減衰が速かったこと意味する．フォールド状態では，これらの残基は 310 ヘリックスを形成する．

つまり，310 ヘリックスが全体的なアンフォールディングよりも前にアンフォールディングする

ことが示唆された（図 3c 左下）．

　また，フォールド状態のいずれの残基も定数 C はほぼゼロの値を示したが，アンフォールド

状態の N 末端と C 末端にある残基でのみ大きな定数 C を示した（図 3c 右上）．つまり，これら

の残基の NMR シグナルがオリゴマーや線維状態においても検出されたことを意味しており，N

末端と C 末端にある残基はオリゴマーや線維状態でも柔軟に動くことができたと考えられる（図

3c 右下）．

　これらの解析から，SOD1 のアミロイド形成過程において，全体的なアンフォールディングの

前に 310 ヘリックスのアンフォールディングが引き起こることがわかり，オリゴマー状態や線維

状態における柔軟な領域を特定することができた．次に，どのようにアンフォールド状態がオ

リゴマーを形成するかを調べるため，ほぼ完全にアンフォールディングする条件（4 M 尿素存在

下）で水素交換実験（CLEANEX-PM）を行った．タンパク質のアミドプロトンと水との間の水素

交換は溶媒への露出または保護の程度に依存する．したがって，水素交換プロファイルはオリ

ゴマー形成におけるモノマー分子同士の相互作用を知るために有用な情報となる．オリゴマー

はアンフォールド状態の分子が段階的に分子間相互作用することによって形成され，結果的に

水素交換プロファイルは絶えず変化すると考えられる．

　実際，実験開始時とラグフェーズにおける水素交換度（100 ミリ秒水素交換をさせた時のアミ

ド水素のクロスピークのピーク強度と水素交換をさせていない時の強度との比）を比較したとこ

ろ，50 番付近の残基において相対的に水素交換度が減少していた（図 4a 右上）．水素交換度が

減少した残基は実験開始時に比べてラグフェーズでより溶媒から保護されていることを意味す

る．さらに，二種類のログフェーズで水素交換度を測定し，比較したところ，28 番から 50 番に

存在する残基でアミロイド形成が進むにつれて水素交換度が減少していることが観察された（図

4a 右中央，右下）．これらの水素交換度が減少した残基は，過去の研究で特定した線維コア構

造を形成する残基と一致しており [20]，アミロイド形成においてこれらの同定した残基を介し

て分子間で相互作用し，オリゴマーのコア構造を形成することが示唆された．

　このように新規レオロジー NMR 法を用いて，SOD1 のアミロイド形成過程における構造変化

を，その場かつ原子分解能，そして複数の状態について同時に追跡することができた（図 4b）．

このような時空間分解能の高い構造解析をおこなうことで複雑なアミロイドの形成機構のさら

なる理解に役立つことを期待する．
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4. おわりに

　クライオプローブを用いたレオロジー NMR 法は，蛍光や円二色性などの他の方法では困難

であったタンパク質凝集におけるアミノ酸および状態特異的な構造情報を原子分解能で追跡す

ることが可能である．そのため，アミロイド β，α- シヌクレイン，タウなど多くの神経変性疾

患関連タンパク質の凝集をその場かつ高分解能で解明することに貢献できると考える．さらに，

タンパク質凝集だけでなく，von Willebrand 因子 [21] や FimH [22] などの非凝集性タンパク質の

剪断流による構造変化を解析することにも役立つことができるであろう．また，剪断流は高分

子複合体溶液の粘度上昇 [23] や無機・有機化合物の結晶化促進 [24,25] にも関係していることか

ら幅広い研究分野に貢献する可能性がある．

　現在，本レオロジー NMR 法は NMR 感度ならびに分解能で世界最高を達成している．しかし，

スピナー回転の回転数が制限されている点や，使用する NMR 試料管が開放系になり試料の蒸発

が問題になる点など，改善点が幾つも存在する．今後，より改良したレオロジー NMR 法の開発

図 4.  アミロイド形成のフェーズ依存的な水素交換プロファイル．

a, アミロイド形成の異なるフェーズにおける SOD1 のアミドプロトンと水の間の水素交換度の変化．

4 M 尿素が存在する条件下では SOD1 はほぼ完全にアンフォールド状態にある．左，レオロジー NMR
実験におけるすべてのクロスピークのピーク強度の和の時間変化．中央，実験開始時とラグフェーズ

（青），ログフェーズ 1（緑），ログフェーズ 2（赤）との水素交換度（100 ミリ秒水素交換をさせた時の

アミド水素のクロスピークのピーク強度と水素交換をさせていない時の強度との比）の差．右，顕著

に水素交換度が実験前と比べて減少している残基を SOD1のアンフォールド状態の構造にマッピング．

b, レオロジー NMR 実験に基づいた SOD1 のアミロイド形成モデル．全体的なアンフォールディング

の前に 310 ヘリックスがアンフォールディングし（赤），50 番付近の残基を中心にオリゴマーの核を形

成し（青），N 末端と C 末端の領域はオリゴマー状態や線維状態において柔軟に動いている（緑）．
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に従事したいと考える．
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