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研究成果の概要（和文）： 
ヒト認知症防御リン脂質プラズマローゲン(Plasmalogens; 以降Pls) が本研究代表者らに

よりヒト口腔内細菌Selenomonas sputigenaに発見された。我々は、アルツハイマー型認知症
（AD）患者脳内で Plsが減少するという知見から、 AD の発症に関わるアミロイドβタンパク
質 （Aβ) を生産する膜酵素γ-セクレターゼ （γS) の活性に、膜のリン脂質組成に Pls の
存在が関与を検討した。酵母のミクロソーム膜画分を利用したγSのin vitroアッセイ系を駆
使してPlsとγS活性との関係を以下のことを明らかにした。（１）フォスファチジールコリン
（PC）はAβ活性を高める。（２) PC とPL型フォスファチジールエタノールアミン（EPls）の
混合脂質での再構成実験から、 PE の割合が高くなるとγS活性が極めて強く抑制される。以
上のことから、我々は、AD 患者脳内でγSが存在する膜系のEPPlsの割合が減少したことでγS
活性が亢進し、 Aβの産生および蓄積が促進された可能性があると結論した。以上の発見は世
界で初めてである。 
 

研究成果の概要（英文）：We found plasmalogen phospholipids (Pls), which are known to prevente 

Alzheimer disease (AD), in a human oral bacteria, Selenomonas sputigena. It has been known that Pls 

decrease in brain of AD patient. γ-Secretase（γS） is known to cleave amyloid precursor protein to 

produce amyloid β peptides (Aβ) that is deposited in the brain of Alzheimer disease. Here we examined 

a relationship between phospholipid composition and production of γ-secretase in human brain, by in 

vitro assay system using Saccharomyces cerevisiae, which was established by Futai et al. The 

followings are evident, (1) Aβ-production is enhanced by the addition of phosphatidyl choline (PC), and 

(2) addition of phosphatidyl ethanolamine Pls (EPPls) to in vitro assay system prevented γS activity. 

Thus we concluded that the reduction of EPPls in the phospholipid fraction in human brain enhances the 

γS activity and causes Aβ-production and/or accumulation in AD patient. This is a first report in the 

world. 
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１．研究開始当初の背景： 

プラズマローゲン（ Pls ） は哺乳動物の脳、

心筋細胞をはじめ、動物や一部の嫌気性細菌

に存在するが、その生合成経路や生理機能は

不明な部分が多い。Pls は細胞膜構成リン脂

質のひとつであることから、細胞膜酵素に対

して何らかの役割を担っていると考えた。本

研究代表者らはアルツハイマー型認知症

（AD）患者脳内で Pls が減少するという知

見から、AD の発症に関わるアミロイド β タ

ンパク質（Aβ）を生産する膜酵素γ-セクレ

ターゼの活性に、膜のリン脂質組成および 

Pls の存在が関与すると予想した。これを明

らかにできれば、AD の発症機構の一端を明

らかにできる。 

 

２．研究の目的 

Pls の新たな生理機能の解明を目的とし

て、γ-セクレターゼをモデルとして Pls を

含む膜リン脂質の組成が本酵素に与える影

響を解析した。今回、γ-セクレターゼおよ

び基質を酵母ミクロソームで発現させ、脂質

で再構成した無細胞アッセイ系を導入し膜

脂質組成の影響を評価した（ Yagishita et 

al., 2008 ）。その結果、生体膜におけるプ

ラズマローゲン型リン脂質の存在が、膜酵素

の活性に影響することを見いだした。さらに、

細菌由来の Pls も同様の現象を起こすこと

を見いだし、細胞膜における Pls の存在意

義について考察した。 

 

３．研究の方法： 

（１）γ-セクレターゼ複合体および基質

を共発現する酵母の作製：γ-セクレターゼ

アッセイに用いる酵母ミクロソームは、出芽

酵母(Saccharomyces cerevisiae）PJ-69-4A

ΔPEP4 株（ 遺伝子型：MATa, trp1-901, 

leu2-3,112, ura3-52, his3-200, gal4D, 

gal80D, GAL2-ADE2, LYS2::- GAL1-HIS3, 

met2::GAL7-lacZ, pep4::kanMX ）を形質転

換して得られた、γ-セクレターゼ複合体

（Presenilin、Nicastrin、Aph-1、Pen-2 ）

と基質 C55 または C99 を共発現する株を

用いて調製した（Futai et al.,2009 ）。酵 

母の形質転換は、酢酸リチウム法によって行

った。 

（２）酵母の培養及び酵母の調製: SD−LWU

培地を用いて行った。前培養液は OD600 = 1.0 

を超えるまで、約 24 時間培養した。本培養

は、前培養液を本培養用培地 2 L に、培養

開始時の OD600 = 0.01 となるように植菌し

16 〜 18 時間振盪培養した。OD600 が 1.0 〜 

1.5  に達した後、4 ℃、4,500 × g で 5 分

遠心集菌した。 

（３）γ-セクレターゼアッセイに使用す

る酵母ミクロソーム画分の調製：基本的なプ

ロトコールは Futai らの方法（Y. Futai et 

al., 2009 ）に従い、適宜改良して行った。 

（４）γ-セクレターゼアッセイ（再構成

プロテオリポソーム法）：再構成プロテオリ

ポソームを用いた Aβ 産生反応は次のよう

に行った。すなわち 1.5 ml 容のエッペンド

ルフチューブに、タンパク質重量で 40 μg 

または 80 μg を含む酵母ミクロソーム画分

にγバッファーを加えて合計 12.5 μl とし、

2 % CHAPSO /γバッファーを 12.5 μl 加え

てボルテックスで混ぜ、氷中に置いた。その

後、1 % 脂質溶液または 1 % CHAPSO /γバ

ッファーを計 20 μl 加え、ボルテックスで

混和した。さらにγバッファー 135 μl を

添加してボルテックスし、CHAPSO 濃度を臨

界ミセル濃度（ 0.25 % ）以下に希釈した。

この状態で、添加した脂質によって再構成さ

れたプロテオリポソームとなる。調製した反

応 mixture （ 180 μl / 1.5 ml tube ）は、

以下のようにして 37 ℃ で 24 時間インキ

ュベートし、添加した脂質組成で包埋された

γ-セクレターゼと基質を反応させた。再構

成プロテオリポソームは、まずブロックイン

キュベーターで 37 ℃ で 10 分間インキュ

ベートした後、気相インキュベーターに移し

て 37 ℃ で 24 時間インキュベートした。

また、調製後すぐに − 80 ℃ のフリーザー

に入れたものを未反応（ 0 時間インキュベ

ート ）サンプルとし、次の作業まで 24 時

間保存した。 

 24 時間インキュベート終了後、以下の操

作で反応産物であるアミロイドβペプチド

を含むタンパク質画分を抽出した。なお、24 

時間インキュベート終了に合わせて 0時間サ

ンプルも −80 ℃ フリーザーから取り出し、

溶解した。これらプロテオリポソームのサン

プルにクロロホルム：メタノール（ 2 : 1、

v / v ）を 0.5 ml 入れ、フタをしてすぐに

ボルテックスで激しく撹拌した。この時、チ
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ューブ内の液全体が 2 層に分離することな

く均一に白濁したことを確認した。これを室

温で 30 分間放置した後、マイクロチューブ

用遠心機で約 5 〜 10 秒室温で遠心し、タ

ンパク質を上層と下層の界面に凝縮させた。

これにメタノール 0.9 ml を加え、フタをし

て 2 層に分離していた溶液が完全に 1 層

となるまで手で穏やかに混和して、タンパク

質を沈殿させた。これを 4 ℃、18,000 × g 

で 25 分間遠心しペレットを得た。次にペレ

ットにクロロホルム：メタノール：MilliQ 水

（ 1 : 2 : 0.8、v / v / v ）を 0.5 ml 加

えてボルテックスし、ペレットを洗浄した。

これを 4 ℃、18,000 × g で 25 分間遠心

し、沈殿を回収した。ペレットに 2 × サン

プルバッファー（ 2-メルカプトエタノール

添加 ）を 20 μl 加え撹拌した。その後、

100 ℃ で 10 分間ボイルした。ボルテック

スで撹拌し、最後にもう一度軽く遠心して 

SDS-PAGE 用サンプルとした。 

（５）アクリルアミドゲルを用いた 

Tris-Tricine PAGE による全 Aβ の解析： 

 16.5 % ポリアクリルアミドゲルにより、

SDS 化したサンプル（20 μg）アプライした。

電気泳動終了後、ゲルをウエスタンブロッテ

ィングに供した。Aβ の検出は、抗 Aβ 抗

体によるウエスタンブロッティングにより

検出した。バンドの強度の定量化は、Multi 

Gauge Version 3.11 で行った。 

（６）γ-セクレターゼアッセイに使用し

た脂質：市販品としてホスファチジルコリン

（PC）、ホスファチジルエタノールアミン

（PE）、ホスファチジルグリセロール（PG）、

ホスファチジルセリン（PS）、スフィンゴミ

エリン（SM）、ホスファチジルエタノールア

ミンプラズマローゲン（PEPls）、ホスファチ

ジルコリンプラズマローゲン（PCPls）を使

用した。それぞれの詳細は表 2-36 にまとめ

た。クロロホルムに溶解してあるものはその

まま、それ以外は指示された溶媒に溶解して、

− 20 ℃ で遮光保存した。 

（７）γ-セクレターゼアッセイに用いる

脂質サンプルの調製：γ-セクレターゼアッ

セイには、 1 % CHAPSO を含むγバッファー

に脂質を濃度 10 mg/ml（1 %）となるように

分散したものを使用した。 

 （８）アミロイドβ（ Aβ ）スタンダー

ドの調製：アミロイドβ（Aβ）のスタンダ

ードとして、Aβ40〔Amyloid β-Protein

（Human,1-40）〕（ ペプチド研究所、4307-v）、

Aβ42 〔Amyloid β-Protein（Human,1-42）〕

（ペプチド研究所、4349-v）、Aβ43〔Amyloid 

β-Protein（Human,1-43）〕（ペプチド研究所、

4370-v ）を使用した。スタンダードの調製

法は、上記の合成 Aβ の入ったバイアル瓶

に、DMSO（ 原液 ）を Aβ の濃度が 1 mg/ ml 

となるように加えた。これに DMSO（ 原液 ） 

998 μl と 各種 1 mg / ml Aβ 溶液 2μl を

それぞれ入れて十分に混和した（ 2 μg / ml 
= 2 ng / μl Aβ 溶液 ）。さらにこれを 2 × 

サンプルバッファー + 2-メルカプトエタノ

ールを 200 μl 入れて十分に混和した。こ

れを 95 ℃ で 10 分間煮沸した。Aβ 溶液は 

− 20 ℃ で保存した。 

（９）大腸菌発現系による lyticase（粗

酵素液 ）の調製：γ-セクレターゼアッセイ

に使用する酵母ミクロソームの調製には、大

腸菌で発現させた lyticase を調製して使

用した(Futai,J. Biol. Chem., 284, 

13013-13022 (2009)）。  

（１０）浸透圧ショック法による lyticase

（粗酵素液）の調製:lyticase 遺伝子を形質

転換させた大腸菌を IPTG 誘導後、集菌した。 

次に、浸透圧ショックにより lyticase を含

むペリプラズム画分を回収した。       

（１１）Lyticase の活性測定：Lyticase 

の活性測定に使用する酵母は、出芽酵母 

PJ69-4A 株を使用した。酵母培養液（ OD600 = 

1.39 ）を 1.5 ml 容のエッペンドルフチュ

ーブに 0.6 ml ずつ 6 本分注し、4 ℃、

18,000 × g で 3 分遠心集菌した〔 遠心機、

MRX-150（ TOMY ）; 15,000 rpm 〕。上清を

除き、これに 1 × assay buffer〔 50 mM 

Tris-HCl（ pH 7.4 ）、40 mM 2-メルカプト

エタノール 〕（ 用時調製 ）を 1 ml、lyticase 

液を 0、10、20、30、40、50 μl ずつ添加

し、混和した。ウォーターバスで 30 ℃ で 

30 分間インキュベート後、OD600 を測定し、

lyticase 添加量が 0μl のサンプルの OD600 

の値を基準として、次式により、各サンプル

の測定結果をもとに lyticase の unit を

算出した。なお、1 unit はサンプルを 30 ℃ 

で 30 分インキュベートした後の OD600 の値

を 10 % 減少させる量と定義し、lyticase 液 

1 ml あたりの unit を算出した。 

unit =｛ 100 −（ 各サンプルの OD600 値 / 

lyticase 0 μl の OD600 値 × 100 ）｝÷ 10  
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４．研究成果: 

（１）膜脂質によるγ-セクレターゼアッ

セイ： 

 はじめに、生体膜に含まれる種々の膜脂質

が、膜酵素γ-セクレターゼのアミロイドβ

（ 以下、Aβ と呼ぶ ）産生活性にどのよう

な影響を与えるのかを検討した。 

 実験は、Yagishita らの系（Yagishita et 

al., 2008 ）を用い、基質 C55 とγ-セクレ

ターゼ複合体を共発現させた酵母ミクロソ

ーム画分のリン脂質を、任意のリン脂質で置

き換えた再構成プロテオリポソームを作製

し、再構成された脂質環境におけるアミロイ

ドβペプチドの産生量をモニターすること

でγ-セクレターゼ活性への影響を検証した。

具体的には再構成プロテオリポソームを 

37 ℃ で 24 時間反応させた後、有機溶媒で

再構成プロテオリポソーム中の脂質を抽

出・除去することで酵素反応を停止し、反応

系からタンパク質画分を調製して、抗 Aβ 

抗体を用いたウエスタンブロッティングに

よって全 Aβ 産生量を解析した。置換する

リン脂質としては、ヒト細胞の主要な生体膜

脂質であるホスファチジルコリン（PC）、ホ

スファチジルエタノールアミン（PE）、ホス

ファチジルセリン（PS）、スフィンゴミエリ

ン（SM）、ミトコンドリアや原核生物の細胞

膜を形成するホスファチジルグリセロール

（ PG ）、およびプラズマローゲンとしてホ

スファチジルエタノールアミンプラズマロ

ーゲン（PEPls）、ホスファチジルコリンプラ

ズマローゲン（PCPls）を用いた。これらを

単独で、あるいは組み合わせてリポソーム形

成に用いた。 

 本実験では、調製した酵母ミクロソームを

通常タンパク質量で 40 μg 含む反応系に 

100 μg のリン脂質を添加して再構成した。

このリン脂質の量がミクロソーム由来のリ

ン脂質を完全に置き換えうるか検証するた

め、今回調製したミクロソーム画分における

リン脂質を定量した。その結果、酵母ミクロ

ソームのタンパク質 1μg あたりのリン量

は 0.0094μgと算出された。酵母ミクロソー

ム膜の脂質組成を PC：PE = 7.3 とし、それ

ぞれのリン脂質分子量として Avanti の鶏

卵由来 PC（MW = 770.123）、PE（MW = 746.608）

を使用して換算すると、リン 0.0094μgにあ

たるリン脂質量は約 0.23μgとなる。従って

実験系に用いるタンパク質 40μg あたりで

は約 9.2μg となり、再構成の反応系に加え

るリン脂質 100μg はその 10 倍にあたるた

め、十分に置き換えられると判断した。 

 酵母ミクロソームの脂質を PC のみで置き

換えるとγ-セクレターゼ活性が亢進するこ

とが知られている（Yagishita et al., 2008）。

そこで PC のみで置換して上昇した活性を

基準とし、PC 以外のリン脂質を添加してγ-

セクレターゼ活性への影響を調査した。その

結果、γ-セクレターセ活性は PE 添加によ

って強く抑えられた。PC：PE の比を 10：0、

9：1、8：2、7：3、6：4、5：5 と段階的に

変化させたところ、アミロイドβ（ Aβ ）

産生量は PC：PE = 7：3 までは減少し、PC：

PE = 6：4 と 5：5 では検出されなかった。

そこで、各リン脂質間のγ-セクレターゼ活

性抑制効果を比較するにあたり、産生した 

Aβ の定量が可能で、かつ抑制効果が確実に

検出できる混合比として PC : 各リン脂質 = 

80：20 の条件を採用した。 

 PC：PE、PC：PEPls の全 Aβ 産生量減少

は大きく、それぞれ PC 24 h の 32.6 ％、

30.2 ％ であった。一方、PC：PG、PC：SM、

PC：PCPls を含む系では、PC 24 h と比較し

て全 Aβ 産生量の有意な減少は見られなか

った。以上の結果は、γ-セクレターゼを包

埋するリン脂質中の PE および PEPls の存

在が、強いγ-セクレターゼの Aβ 産生活性

抑制効果を持つことを示している。 

一方、プラズマローゲン型脂質の影響は、

PC：PCPls は PC 24 とほぼ同じ全 Aβ 産生

量であったのに対し、PC：PEPls の全 Aβ 産

生量は PC：PE の 92.6 % にあたり、わずか

に低かった。 

（２）PE と PEPls の比のγ-セクレター

ゼ活性に対する影響： 

 ここまで PE および PEPls が強いγ-セク

レターゼの Aβ 産生活性抑制効果を持つこ

とを見いだした。その際、PEPls は PE に比

べてγ-セクレターゼ活性の抑制効果が高い

傾向が見られた。今回使用した市販の牛脳由

来 PEPls 標品（ LFC、39-0200 ）は、PEPls 

と PE の混合物であり、全体の 60 % が PEPls、

40 % が PE である。これより、エタノールア

ミン型リン脂質によるγ-セクレターゼ活性

の抑制は、酵素複合体が包埋されている膜脂

質における PE と PEPls の比によって変化す

ると予想した。そこで PC と PE または 

PEPls の量比を変化させ、γ-セクレターゼ
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活性抑制効果を詳細に解析した。まず、γ-

セクレターゼ複合体と基質として C55 およ

びより本来の APP のβセクレターゼ分解物

に近い C99 を共発現する酵母ミクロソーム

画分を用い、再構成するリン脂質の PC：PE 

あるいは PEPls の比率を 90：10 から 70：

30 まで変化させ、Aβ 産生に対する影響を

検討した。いずれの APP 基質を用いた場合

も PC に PEPls 標品を添加したリン脂質で

再構成した場合、PEPls 標品の添加量が増加

するに従い、Aβ 産生量は低下した。一方、

PE を添加した場合、Aβ 産生は減少するが 

PEPls に比べ高い添加量が必要であった。例

えば、PC : PE = 80 : 20 の系では C55、C99 

のいずれの場合にも PC 24 h に比べ有意な全 

Aβ 産生量の減少は見られなかったのに対

し、PC : PEPls = 80 : 20 の系では、C55、

C99 とも、PC 24h および PC : PE = 80 : 20 

に比べ、全 Aβ 産生量は有意に減少した。

これは、同じ割合で PE 型リン脂質を含む 

PC との混合リン脂質で再構成した場合、PE 

型リン脂質に PEPls を含む場合に、より強

いγ-セクレターゼ活性抑制効果があること

を示している。  

（３）PE 型リン脂質における PEPls 含量

のγ-セクレターゼ活性抑制に対する影響： 

 前述の通り、PEPls を含む場合に、より強

いγ-セクレターゼ活性抑制効果があること

を明らかにしたが、次に PC：エタノールア

ミン型リン脂質の比を 80 : 20 とし、エタ

ノールアミン型リン脂質の中の  PE と 

PEPls の比を変化させ、γ- セクレターゼ活

性抑制効果を検討した。ここでは、基質 C55 

を用い、卵由来の PE およびウシ脳由来の 

PEPls 標品を用いて PC : PE : PEPls = 80 : 

20 : 0、80 : 12：8、80 : 8 : 12 となるよ

うに混合したリン脂質で再構成したプロテ

オリポソームでの Aβ 産生量の変化を検討

した。その結果、エタノールアミン型リン脂

質を加えた場合、PC 24 h に比べ、いずれも 

Aβ 産生は有意に減少した。さらに、PEPls

を含む方が高抑制効果を示すことは、これま

での結果を支持するものである。さらに PC : 

PE : PEPls = 80 : 12 : 8 の場合に対して PC : 

PE : PEPls = 80 : 8 : 12 で全 Aβ 産生量

が約 66 ％ に有意に減少していることは注

目すべき点である。 

（４）Aβ 分子種の解析： 

 これまでの結果から、エタノールアミン型

リン脂質、特に PEPls はγ-セクレターゼに

よる Aβ 産生を有意に抑制することを見い

だした。先に Aβ には複数の分子種がある

と述べたが、PE および PEPls による抑制が

特定の分子種の産生を抑えている可能性が

ある。そこで 8 M 尿素を含むポリアクリル

アミドゲルを用いて、Tris-Tricine SDS-PAGE 

を行い、産生された Aβ40、42、43 の 3 つ

の分子種の分離を試みた。基質は C 55 を用

い、2.3.2 と同様に PC と PE あるいは 

PEPls の量比を変化させて再構成したプロ

テオリポソームで産生した Aβ 分子種を解

析した。この条件では、Aβ は分子量と逆転

して泳動され、泳動の先端に近いところに基

質 C55 が、それから上に向かって Aβ43、

42、40 の順で検出される。Aβ40 は PE / 

PEPls の増加に伴いバンド強度は明らかに

低下した。基質 C55 と Aβ43、42 の位置が

近く、C55 のバンドのテーリングがあるため

に Aβ43、42 の定量は困難であったが、こ

れら分子種のバンド強度の減少する傾向が

見られた。すなわち、PEPls の含量が増える

と、特定の Aβ 分子種のみが優先的に減少

することはなく、全 Aβ が減少すると結論

した。 

 （５）Selenomonas 由来 PEPls を含むリン

脂質画分によるγ-セクレターゼアッセイ： 

 これまでの牛脳由来 PEPls 標品および卵

由来の PE を用いた解析から、PE / PEPls に

よってγ-セクレターゼ活性が抑制されるこ

とを明らかにしてきた。これらはいずれも真

核生物由来の炭素数偶数の尾部を持つ。一方、

S.ruminantium の内膜のリン脂質組成は PE 

を主成分とし、PEPls を豊富に含む。さらに、

Pls 含量（ A / P 比 ）および尾部の炭素数

が培養条件によって異なるという特徴があ

る。そこで PEPls の分離源を問わずγ-セク

レターゼの活性の抑制効果があるのかを、S. 

ruminantium 由来の内膜リン脂質画分を用

いて検討した。本菌体由来のリン脂質画分を

用いて、PC : S. ruminantium 由来リン脂質

画分の混合比を段階的に変えた脂質で再構

成したプロテオリポソームを用いた結果 PC : 

S. ruminantium 由来リン脂質画分（ 70 : 

30 ）の系において、PC 24 h と比較して有

意に全 Aβ 量が減少した。さらに、より Pls 

含量の多い（A/P比が高い ）TYL+Bio 培養の

内膜リン脂質画分で、全 Aβ 量がより減少

した。 
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