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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病患者脳内におけるアミロイドβタンパク質（Aβ）の凝集・沈着および毒
性体の形成は、疾患の発症メカニズムにおいて重要な過程であると考えられている。近年、脂質膜がAβをその表面へ
集積させ、構造変化を誘導することでAβ凝集を促進することが報告されている。本研究では、Aβ-脂質膜間結合、脂
質膜上のAβ構造変化およびアミロイド線維形成を、高い正の曲率を持つ脂質ベシクルが促進することを明らかにした
。また、脂質膜の物理化学的性質の違いにより、脂質膜上のAβ構造が異なることが明らかとなった。

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 observed that a high positive 
curvature of lipid vesicles with diameters of ~30 nm enhanced the binding of Aβ with anionic membranes 
in the liquid crystalline phase and with zwitterionic membranes in the gel phase. The binding modes of 
Aβ to these membranes differ in terms of the depth of the protein in the membrane and of the protein 
structure. Amyloid fibril formation of Aβ was accelerated in the presence of the vesicles. Our findings 
suggest that packing defects on membranes with high curvatures might result in the accumulation of toxic 
protein aggregates.

研究分野： 生物物理化学

キーワード： アミロイド　脂質膜　膜曲率
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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、脂質膜上に形成される A
βの凝集体構造や分子間相互作用の詳細に
ついては、明らかではない。また、近年新た
に、脂質膜曲率が Aβの凝集過程に影響を与
えているとの報告がされたが、その相互作用
メカニズムは未だ明らかではない。 
 
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複合体構造を解析することを目的として
研究をおこなった。特に、本研究では膜環境
因子の一つである膜曲率に着目して Aβと脂
質膜の相互作用の評価を行った。 
 
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。 
 
（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。PC の脂質薄膜に
は 150 mM NaCl, 1mM EDTA を含む 10 mM の
Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.0) を加え、PG の脂
質薄膜に 1 mM EDTA を含む 10 mM の Tris-HCl
緩衝液 (pH 7.0) を加え、vortex をすること
で脂質を水和させた後、凍結融解を 7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。ま
た、脂質懸濁液に対して水上、N2 気流下で 3 
分間の超音波処理と3分間の冷却のサイクル
を複数回行い、湾曲膜のモデルである粒径約 
30 nmの small unilamellar vesicle (SUV) を
調製し、チタン屑を 12 000 rpm 、10 min の
遠心で沈殿させ取り除いた。それぞれの粒子
を調製後、粒子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、PC の濃度は、Phospholipids C-テスト 
(Wako)、PG の濃度はリン酸モリブデン法によ
り定量した。 
 
（３）トリプトファン蛍光測定 
 蛍光測定は F-4500 蛍光分光光度計 
(HITACHI)により行った。測定条件は、スリ
ット幅 励起 2.5 nm、蛍光 5.0 nm、励起波
長 280 nm、蛍光波長 280-450 nm、フォトマ
ル電圧 700 V とした。恒温槽の温度は、DMPC
ベシクルでは 4℃、POPC および POPG ベシク
ルでは 25 ℃とした。四面透過石英セルに、
全量 2 mL、Aβ[Y10W]または Aβ[Y10W/H13K] 
(2.5 μM)溶液を Tris-HCl緩衝液を用いて調
製した。緩衝液として脂質懸濁液と同様のも
のを用いた。光度計にセルを設置し、温度一
定になるまで 10 分間静置後、蛍光スペクト
ルを測定した。セルを取り出し、ベシクル添
加後、十分に撹拌を行い、Aβとベシクルの
結合が平衡に達するまで3分間静置した後測
定した。以下、同様にベシクルを滴定するこ
とで Lipid/Protein (L/P) 比を上げていき、
蛍光スペクトルを測定した。ブランクとして
サンプルと同濃度のベシクル懸濁液を測定
した。散乱光の補正のコントロールとして、
トリプトファン溶液(2.5 μM)で同様に測定
した。実測スペクトルからブランクを引き、
300-450 nmにおけるコントロールの蛍光強度
の積分値で規格化した。 
 
（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。Aβ(2.5 μＭ)に対して、PC ベ
シクルが L/P 比= 0、64、120、240、640 とな
る溶液をそれぞれ調製し、光路長 5 mm、4℃、
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懸濁液である
ブランクを差し引いた値を測定値として使
用した。塩化物イオンのスペクトルへの影響
を除くために、NaCl を NaF に置き換えて測定
を行った。POPG-SUV が L/P 比 = 0、12、16、
20、60、96となる溶液を調製し、光路長 5 mm、
25℃で測定を行った。 
 
（５）チオフラビン-T (ThT) アッセイ 
 Wild-type Aβ-(1-40)の濃度が 15 μM と
なるようにベシクルと混合した溶液を調製
し、静置した状態で 4℃または 37℃において



インキュベーションした。インキュベーショ
ン時間 0、3、8、7、14、21 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 で、A
β濃度 0.5 μM、Th-T 濃度 5 μMとなる溶液
を調製した。5 mM ThT 溶液は ThT をエタノー
ルに溶かして、吸光度を測定することで作製
した。これをスリット幅 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 秒間の時間変化測定し、強度の平均値を得
た。 
 
（６）透過型電子顕微鏡観察(TEM) 
 チオフラビン T 蛍光により線維形成が確
認されたサンプルを、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）結合に対する膜曲率の影響の評価 
 Aβ[Y10W]と脂質膜の結合に対する脂質膜
の大きさや膜曲率の影響を評価するために、
粒径約 30 nm の SUV と粒径 100 nm 以上の LUV 
を用いて測定を行った。ベシクルを形成する
脂質として、静電的に中性な PC と陰イオン
性の PG を用いた。中性でゲル相を形成する
脂質膜と負電荷を持ち液晶相を形成する脂
質膜とは Aβ が相互作用するが、中性で液晶
相を形成する脂質膜とは相互作用しないと
の報告がある。今回の実験条件では、DMPC を
中性でゲル相を形成する脂質、POPC を中性
で液晶相を形成する脂質、POPG を陰イオン性
で液晶相を形成する脂質として用いた。トリ
プトファン残基が脂質膜の疎水性領域に埋
め込まれることによって、その蛍光強度の増
大と最大蛍光波長のブルーシフトが起こる
ことから、Aβ[Y10W]は Aβ と脂質膜との相
互作用を評価するのに用いることができ、A
β[Y10W]も Aβ-(1-40)と同様のアミロイド
線維を形成するため、Aβの挙動を調べるた
めの良いモデルである。Aβ-膜結合を定量的
に評価するために、相対的蛍光強度増加（R
値）を定義した。それぞれの系において、蛍
光強度変化をR値と最大蛍光波長の変化から
評価を行った。DMPC-SUVs を Aβ[Y10W]溶液
に添加したところ、脂質濃度の増加に伴い蛍
光強度の増大とブルーシフトが見られた。一
方、DMPC-LUVs または POPC-SUVs、POPC-LUVs 
を Aβ[Y10W]に加えてもスペクトルに変化は
見られなかった。また、 Aβ [Y10W] に
POPG-SUVs を添加したところ、蛍光スペクト
ルに変化が見られたが、POPG-LUVs では見ら
れなかった。以上の結果から、今回用いた脂
質膜では、Aβ[Y10W]がゲル相にあるまたは
負電荷を持つ曲率の高い膜に選択的に結合
することが示された。興味深いことに、

DMPC-SUVs では L/P 比の増大に伴い R 値が上
昇し続けたが、POPG-SUVs では L/P 比の増大
に伴い R値が増加した後、減少に転じた。こ
の違いは2つの系で結合様式が異なることか
ら生じているのではないかと推測した。Aβ
がDMPC-SUVs に結合しPOPC-SUVsには結合し
なかったことから、膜の流動性が結合に影響
を与えていると考え、POPC にコレステロール
を加えて膜の流動性を低下させた SUVs を用
いて結合実験を行ったが、結合は見られなか
った。 
 
（２）二次構造変化に対する膜曲率の影響 
 Aβの脂質膜上での二次構造変化をCDスペ
クトル測定により評価した。DMPC-SUVs と
POPG-SUVs を Aβ[Y10W]溶液に加えることに
よりスペクトルの変化が観察されたことか
ら、膜結合に伴い Aβ[Y10W]の構造が変化し
たことが分かった。一方、DMPC-LUVs と
POPG-LUVs、POPC-SUVs を加えた場合ではスペ
クトルの変化が観察されなかったこれらの
結 果 は 結 合 実 験 の 結 果 と 一 致 し た 。
DMPC-SUVs 存在下では、208 nm と 220 nm 付
近に負の極大が観察されたことから、Aβ
[Y10W]が DMPC-SUVsと結合することでαヘリ
ックス構造を形成することが分かった。
POPG-SUVs 存在下では、L/P 比が 20 以下と脂
質が少ない条件だと 218 nm 付近に負の極大
を示すβシートリッチな構造を形成し、L/P
比が 64 以上と脂質が多くなるとαヘリック
ス構造を形成することが分かった。以上の結
果から、結合実験において POPG-SUVs を添加
した場合に高いL/Pの領域で蛍光強度が減少
したのは、Aβ[Y10W]の構造がβストランド
構造からαヘリックス構造へと変化するこ
とで、13 番目のヒスチジン残基(H13）と 10
番目のトリプトファン残基(W10)との距離が
近くなり、H13 が持つイミダゾール基の影響
でトリプトファンの蛍光が消光されたこと
が原因であると仮説を立てた。H13 の影響を
評価するために、H13 をヒスチジンと同じ塩
基性アミノ酸であるリジンに置換した Aβ
[Y10W/H13K]を用いて、トリプトファン蛍光
測定を POPG-SUVs に関して行った。すると、
Aβ[Y10W]とは異なり、L/P 比が大きい領域で
の R値の減少が見られなくなった。また、CD
スペクトルの変化は Aβ[Y10W]と類似してお
り、同様の構造変化が起こることが分かった。
以上の結果から、POPG-SUVs 存在下において、
β ストランド構造からαヘリックス構造へ
と変化することで H13と W10 の距離が近くな
り、イミダゾール基の影響でトリプトファン
蛍光が消光されたことが示唆された。一方、
Aβ[Y10W/H13K]を DMPC-SUVsに添加した際の
蛍光スペクトル変化は Aβ[Y10W]と同様であ
った。これらの結果から、DMPC-SUVs 上では
Aβがαヘリックスリッチな構造を形成する
が、H13K 変異により R値が増大しなかったこ
とから、W10 と H13 を含む領域はαヘリック
ス構造を形成していないことが示唆された。



したがって、DMPC-SUVs 上と POPG-SUVs 上で
形成する Aβのαヘリックスの構造は異なる
ことが明らかになった。 
 
（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、アミロイドに特
異的に結合することで蛍光強度が増大する
色素である ThT を用いて評価した。SUVs 非存
在下または POPC-SUVs 存在下(L/P 比 4-50)、
37℃の条件で Aβ をインキュベーションし
た場合、21 日間蛍光強度が増大しなかったこ
とから、アミロイド線維が形成していないこ
とが分かった。POPC-SUVs 存在下、L/P 比 200 
の場合はわずかに蛍光強度が増大した。
DMPC-SUVs（Tm: 24℃）存在下、4℃の条件で
は 14 日間で wild-type の Aβの線維形成が
見られなかった。そこで、37℃においてゲル
相を形成する DSPC-SUVs（Tm: 55℃）を
DMPC-SUVs の代わりに用いることにした。
DSPC-SUVs 存在下では、時間経過と共に蛍光
強度が増大したことから、線維が形成したこ
とが示された。L/P 比 50 において、他の L/P
比 4、20、200 と比べて線維形成がより促進
された。DSPC-SUVs と同様に、37℃で L/P 比
4 においてPOPG-SUVsでも線維形成の促進が
顕著に見られたが、L/P 比 20-200 では見られ
なかった。また、4℃では DMPC-SUVs または
POPG-SUVs が存在しても、21 日間で線維形
成は見られなかった。結合実験から 4℃でも
DMPC-SUVs または POPG-SUVs と相互作用す
ることは明らかになっていることから、低温
であることが線維形成の障害となっている
と考えられる。以上の結果から、膜上の結合
サイトが飽和し、Aβが膜上で高密度に存在
することで核形成や凝集が促進され、線維形
成が生じることが分かった。電子顕微鏡観察
下、Aβアミロイド線維形成が確認された。 
 
（４）考察 
本研究では、Aβ-(1-40)の 10 番目のチロシ
ンをトリプトファンに置換した Aβ[Y10W]の
トリプトファン蛍光を用いて、Aβと脂質膜
の結合に対する膜曲率の影響を評価した。A
βが、DMPC-SUVs と POPG-SUVs には結合した
が、それぞれの LUVs と POPC-SUVs には結合
しなかったことから、Aβが結合するには、
膜曲率が高いことに加え、ゲル相を形成する
か負電荷を持つ必要があることが示唆され
た。高い曲率を持つことで、脂質分子の充填
密度が低くなり、疎水性アシル鎖の溶媒への
露出や側方圧の低下が生じること(packing 
defects)が、Aβと脂質膜の相互作用に対し
て重要な役割を果たすと考えられる。
POPC-SUVs には Aβが結合しなかったことか
ら、液晶相の packing defects の効果だけで
は、Aβが結合するのに十分ではないことが
示唆された。DMPC-SUVs と POPG-SUVs とで、R
値の最大値を比較すると、DMPC-SUVs は
POPG-SUVs の約 4 倍で、かつ最大蛍光波長が

よりブルーシフトしていることが分かる。こ
れは、Aβが DMPC-SUVs と結合することで、
POPG-SUVs に比べて、膜中のより深く、疎水
性の強い環境にトリプトファンが移行する
ことを示している。 
 ラングミュアの吸着等温式を用いて
DMPC-SUVs と POPG-SUVs に対する Aβの結合
パラメーターを算出した。DMPC-SUVs と
POPG-SUVs との間で、結合サイト数について
は差が見られたが、結合定数については明ら
かな差が見られなかった。Cryo-TEM 画像から、
ゲル相を形成する小さな脂質膜は、多数の微
小な平面膜が屈曲して形成された多面体構
造を有しているとの報告がある。DMPC-SUVs
では、この膜上の屈曲している限られた領域
のみが結合サイトを形成しているのに対し、
POPG-SUVs では脂質膜の外葉全体が結合サイ
トを形成していることが、結合サイト数に差
が見られた理由として考えられる。また、ゲ
ル相の屈曲した領域ではアシル鎖が溶媒へ
大きく露出しており、Aβが膜のより深い位
置へ挿入されていることが推測される。この
ことは、Aβが DMPC-SUVsと結合することで、
POPG-SUVs に比べてより疎水性の強い環境に
移行する結果と一致する。液晶相の packing 
defects の効果だけでは Aβが POPG-SUVs と
結合できないことから、POPG-SUVs において
は、Aβが膜の浅い位置に存在し、脂質頭部
の負電荷と静電相互作用する必要があると
考えられる。 
 CD スペクトルとトリプトファン蛍光測定
から、DMPC-SUVs 上と POPG-SUVs 上では、A
βが形成する構造が異なることが分かった。
この違いは、膜の硬さや膜表面の静電ポテン
シャルなどの物理化学的性質の違いにより
生じていると考えられる。高い L/P 比におい
て、POPG-SUVs 上では W10 と H13 の領域がα
ヘリックスを形成するのに対し、DMPC-SUVs
ではその領域がαヘリックスを形成しなか
った。この領域は、sodium dodecyl sulfate
や lyso-GM1 ガングリオシドを用いて作製し
た負電荷のミセル上ではαヘリックスを形
成しないことから、負電荷の存在だけでは膜
上で形成する構造の違いを説明するのに十
分ではないことが示された。37℃で 14 日間
のインキュベーションにより、DSPC-SUVs ま
たは POPG-SUVs の低い L/P比での存在下にお
いて、15μMの Aβの線維形成が確認された。
lag time が見られなくなったことから、核形
成の段階が加速されたことが示された。
DSPC-SUVs または POPG-SUVs で測定された結
合親和性は POPC-SUVs の約 1000 倍であるこ
とから、Aβの凝集は膜上で起こっているこ
とが示唆される。低い L/P 比では、膜上の結
合サイトがほぼ飽和しており、分子間の接触
が起こりやすくなることが、Aβの凝集を引
き起こしている。膜上のその凝集した核に溶
媒中の Aβが結合することで、線維が伸長す
ると考えられる。一方、高い L/P 比では、膜
上で Aβ分子が低密度で分布することによっ



て、非凝集状態の Aβの方が安定化されてい
ると考えられる。 
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