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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病アミロイドβタンパク質が脂質膜に結合し、凝集・毒性体形成を起
こす過程において、初期会合体の形成はターニングポイントである。しかし、初期会合体の詳細な構造と凝集に
おける機能は明らかでない。そこで、脂質ナノ粒子上にアミロイドβを隔離することで、凝集初期の自己会合状
態を制御し、会合体を解析することを試みた。その結果、調製したナノ粒子の脂質二重層の直径によって結合し
たアミロイドβの構造および凝集能が変化することが明らかとなり、ナノ粒子上に凝集中間体を捕捉できる可能
性が示された。

研究成果の概要（英文）：Conversion of amyloid-β (Aβ protein from a non-toxic monomer into the 
toxic aggregates is the possible pathogenic pathways in Alzheimer’s disease. Recent studies have 
suggested that lipid membranes play key roles in protein aggregation. However, the binding modes and
 the mechanisms of Aβ aggregation on lipid vesicles are not fully understood. Here, we prepared a 
size-controlled lipid nanoparticles in order to control the number of Aβ molecules on the lipid 
bilayer surfaces of the particles. We have found that the secondary structure and the aggregation 
propensity of Aβ depended on the size of nanoparticles, suggesting the formation of intermediate 
species in the aggregation pathway.
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病は、進行性の神経変性疾
患であり、その病理学的特徴は、患者脳内に
蓄積する老人斑と神経原線維変化である。ア
ミロイドβタンパク質（Aβ）は、老人斑の
主要構成成分である。Aβの単量体は毒性を
示さず、抗酸化作用と、神経保護作用を持つ。
毒性を持たない可溶性の Aβは決まった構造
を持たないが、βシート構造を形成してオリ
ゴマーやアミロイド線維などの凝集物へと
変換することで細胞毒性を発揮することが、
AD 発症の重要な段階であると考えられてい
る。近年の研究で、Aβの構造変化・凝集に
生体膜を構成している脂質二重膜が関与す
る可能性が指摘されている。加えて、脂質膜
存在下で形成された Aβ凝集体が神経モデル
細胞に対して高い毒性を示すことも報告さ
れている。しかし、 脂質膜上で形成される A
βの凝集核やオリゴマーは一過性の中間体
であるため、その性質を詳細に比べることは
困難である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Aβ-脂質膜間相互作用の詳細
を明らかにするとともに、膜上に形成される
Aβ複合体の構造、凝集における役割を解明
することを目的として研究をおこなった。自
己重合性両親媒性ペプチドとリン脂質膜か
らなる脂質ナノ粒子（ナノディスク）を利用
する。粒子径の異なるナノディスクを用いる
ことで、結合した Aβの分子数を制御するこ
とで、凝集中間体を安定化した上で解析でき
ると仮説を立てた。 
 
３．研究の方法 
（１）ペプチド溶液作製 
 40残基からなるAβ-(1-40)およびAβ変異
体はFmocペプチド固相合成法により合成し、
逆相 HPLC で精製した。精製ペプチドは、氷
上で 0.02 % NH3 aq に溶かした。凝集核を取
り除くために、ポリカーボネートチューブ 
( 4 mm) に入れて、卓上超遠心機 Optima TLX
により、527 000 g、3 時間、4℃の条件で遠
心し、上清を分注した。液体窒素で凍らせ、
実験で使用するまで-80℃で保存した。上清
の濃度はMicro BCA タンパク質分析により決
定した。 
 ナノディスク形成に用いるペプチドとし
て、自己重合性両親媒性ペプチド ASPP1 を
Fmoc 固相合成法により合成した。逆相 HPLC
による精製後、ペプチド凍結乾燥粉末を 1 mM
塩酸に溶解した。 
 
（２）脂質膜調製 
 脂質はメタノール:クロロホルム（体積比
=1:2) に溶解し、溶液をナス型フラスコに入
れ、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒
を減圧留去し、フラスコ底部ガラス壁面に脂
質薄膜を形成した。その後、一晩の真空乾燥
にて完全に溶媒を除去した。脂質薄膜に 1mM 

EDTA を含む 20 mM の MOPS 緩衝液を加え、
vortex をすることで脂質を水和させた後、凍
結融解を 5サイクル行った。その脂質懸濁液
を孔径 100 nm のポリカーボネートメンブレ
ンフィルターを用いたエクストルージョン
法によって、平面膜のモデルである粒径約
100 nm の large unilamellar vesicle (LUV) 
を調製した。脂質ベシクルの直径は動的光散
乱法 (FRAP-1000、大塚電子)によって確認し
た。また、脂質濃度は、リン酸モリブデン法
により定量した。 
 
（４）円偏光二色性スペクトル測定 
 測定には円二色性分光計 J-805(日本分
光)を用いた。光路長 5 mm、195-250 nm の範
囲で測定した。測定前に 5 分間セルを静置し
た。8 回測定した平均値から、サンプルと同
濃度のベシクルまたはナノディスク溶液の
ブランクを差し引いた値を測定値として使
用した。 
 
（５）チオフラビン-T (ThT) アッセイ 
 Aβ-(1-40)の濃度が 15 μM となるように
ベシクルまたはナノディスクと混合した溶
液を調製し、静置条件下 37℃でインキュベー
ションした。インキュベーション時間 0、3
日 の溶液を一部取り出し、その溶液と 5 mM 
ThT 溶液を 50 mM グリシンバッファー (pH 
8.5) で希釈することで、四面透過石英セル
に全量 2 mL、Aβ濃度 0.5 μM、Th-T 濃度 5 
μMとなる溶液を調製した。スリット幅 励起 
2.5 nm、蛍光 5.0 nm 、励起波長 446 nm、
蛍光波長 490 nm、フォトマル電圧 700 V、
恒温槽 25℃の条件で、F-4500 蛍光分光光度
計(HITACHI)により 60秒間蛍光強度を測定し、
強度の平均値を得た。 
 
（６）透過型電子顕微鏡観察(TEM) 
 試料を、2 %リンタングステン酸でネガテ
ィブ染色し、透過電子顕微鏡 (JEM-1400TC、
JEOL) で観察した。 
 
４．研究成果 
（１）Aβと脂質膜間の結合の評価 
Aβと脂質膜間の結合を確認するために、

CD スペクトルを測定した。電気的中性のリン
脂質 POPC と陰イオン性の POPG を用いて LUV
を作成した。また、pH は 6.0 とした。CD ス
ペクトルより、POPG 存在下では 218nm に極小
値を示すスペクトルが得られ、Aβがβ-シー
ト構造を形成することが示唆された。一方、
POPC 存在下または脂質ベシクル非存在下で
はランダムコイル構造に特徴的なスペクト
ルを示した。以上の結果から Aβは POPG 膜と
静電相互作用により結合し、β-シート構造
を持つ会合体を形成することが確認された。 
 

（２）ナノディスク形成の評価 

膜上 Aβの会合状態を制御するために用い
る、ASPP1-POPG ナノディスクを作成した。



ASPP1 は POPC LUV と混合することでナノディ
スクを形成し、混合する脂質/ペプチドモル
比を調節することでそのサイズ（脂質二重層
の直径）を制御できる。そこで、POPG に対し
ても同様にナノディスクを形成するか光散
乱強度測定、動的光散乱（DLS）測定と CD 測
定より確認した。ASPP1 の添加より、POPG ベ
シクル可溶化による散乱光強度の減少が1日
後まで観察された。また DLS 測定により、液
体力学的直径が約 10nm の粒子の形成が確認
された。加えて、CD スペクトルより、脂質存
在下では208, 222 nmの負の楕円率が増大し、
α-へリックス含量の増大が示された。これ
らの結果より、ASPP1 は POPC だけでなく POPG
とナノディスク形成が可能であることが示
された。一方、コール酸透析法により両親媒
性α-へリックスタンパク質であるapoA-Iと
POPG からなるナノディスクの作成を試みた
ところ、巨視的な凝集物が生じた。このこと
から、安定な POPG ナノディスクを作成する
には、ASPP1 がより適していると示唆された。
次に、ASPP1-POPG ナノディスクのサイズ評価
を行った。リン脂質と ASPP1 を脂質/ペプチ
ドモル比2で混合することで粒子径の小さな
ナノディスクを作成し、脂質/ペプチドモル
比 16 で大きなナノディスクを作成した。透
析処理後の脂質/ペプチドモル比はそれぞれ
3.4 および 15.2 と見積もられた。TEM より、
小さなナノディスク（20.6±3.3 nm）と大き
なナノディスク（30.0±4.1 nm）のどちらの
粒子も単峰性の粒径分布が得られた。また、
POPGナノディスクはTEM画像でスタック像が
観察されなかった。これは、POPG 脂質頭部間
の負電荷の静電反発によるものと考えられ
る。 
 
（３）脂質膜存在下におけるアミロイド線維
形成 
アミロイド線維の形成を、アミロイド線維

に選択的に結合し蛍光強度の上昇を示す色
素である Th-T を用いて評価した[54]。Aβと
サイズの大小異なる 2 つの ASPP1-POPG ナノ
ディスクまたはLUVと37℃でインキュベーシ
ョンした時の Th-T 蛍光強度を測定した。小
さなナノディスク共存下では、蛍光強度上昇
が 1 日でほぼプラトーに達しており、Aβの
線維形成が著しく促進されていることが確
認された。一方、大きなナノディスクまたは
LUV 共存下では、ほとんど線維形成が進行し
ていないことが確認された。小さなナノディ
スクの二重膜上で凝集活性の高い Aβの会合
状態が生じている可能性が示唆された。しか
し、Aβの凝集活性がナノディスクの縁に存
在しているASPP1に影響を受けている可能性
も考えられる。そこで、Aβを小さな POPG ナ
ノディスクまたは小さな POPC ナノディスク
と共存させ、Th-T 蛍光強度の時間変化を測定
した。小さな POPC ナノディスク共存下の強
度変化は脂質非存在下の強度変化と同等で
あり、ナノディスクの縁にある ASPP1 は Aβ

凝集に寄与しないことが示唆された。また、
小さな POPG ナノディスク共存下では線維形
成がすぐに始まることが観察された。以上の
ことから Aβの線維形成は膜結合および二重
層のサイズによって大きく制御されること
が分かった。 
 
（４）ナノディスク上の Aβ二次構造変化 
ナノディスク膜上の Aβ会合体の二次構造を
評価するため、CD スペクトルを測定した。こ
の際、ASPP1 由来のシグナルが測定を阻害す
ることが考えられたため、D アミノ酸由来の
ASPP1（D-ASPP1）を作成し、ナノディスクを
POPG と形成した。D-ASPP1 ナノディスクと
L-ASPP1 ナノディスクを等量混合することで、
ナノディスク由来の CD シグナルを消去する
ことに成功した。大きな POPG ナノディスク
並びに POPG LUV 上では Aβはβ-シート構造
を示した。また、小さなナノディスク上でも
短波長側におけるノイズは大きいものの LUV、
大きなナノディスク存在下とスペクトルに
有意な違いが見られなかったことから、Aβ
の二次構造に大きな違いはないことが示唆
された。この結果から膜上 Aβはナノディス
クのサイズに依らず、二次構造レベルでは同
様の会合状態を取っていることが考えられ
る。Aβを小さいナノディスク上に捕獲する
ことで、その会合物は準安定な会合体となり、
凝集活性が高くなっている可能性が示唆さ
れた。 
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