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研究成果の概要（和文）：アミロイド線維形成は結晶化現象との類似性がある。事前に形成した

アミロイドを超音波処理して得た断片は種晶(seeds)の役割を担う．seeds はモデル生体膜であ

るリポソームの共存条件において多様な伸長挙動を示した．特に，酸化ストレスやそれによっ

て生成する酸化脂質が共存する場合，星状の球状アミロイド(スフェルライト)が形成されるこ

とが分かった．したがって，リポソーム膜がアミロイドの多形を決めていることが示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：Amyloid firbril formation is similar to a crystallization. The amyloid fibrils 
fragmented in advance has been reported to play a role for a seeds. The seeds showed the variety of their 
growth behavior in the presence of the model biomembranes (liposomes). The addition of oxidative 
stress could lead to the formation of radiated amyloid fibrils (spherulite) and as well as the oxidized 
liposome could. It is, therefore, suggested that the liposome membranes determined the polymorphism 
of the amyloid. 
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１．研究開始当初の背景 
(１) アミロイド性タンパク質の結晶化と
疾病 特定のタンパク質は自身の水素結合
不安定性が原因で剛直な線維性凝集物(アミ
ロイド)を形成する．アミロイドは結晶成長
に類似した現象であるが，未だにアミロイ

ド形成機構が不明瞭である．アミロイド形
成機構を曖昧なまま放置できないのは，ア
ミロイドがAlzheimer症(認知症; AD)や狂牛
病，ハンチントン病などの重篤な疾病を引
き起こす共通のメカニズムだからである．
本申請課題では特にAlzheimer症に着目する． 



 ４．研究成果 
(２) Alzheimer症(AD)と結晶多形 ADは脳
の神経細胞に沈着したアミロイドタンパク
質による細胞毒性の結果誘導されると考え
られている疾病である(アミロイド仮説)．ゲ
ノム・プロテオーム解析によりアミロイドβ
タンパク質(Aβ)が関与している事が報告さ
れている．基礎的知見として，患者の脳神
経細胞上で同定されている老人斑はAβのア
ミロイド線維からなる星状線維性凝集物(ス
フェルライト)であると見られている．しか
し，『何故単一のタンパク質が生体内で異
なる線維性凝集物(結晶多形)を形成するの
か』については研究されていない． 

まず，モデルタンパク質として，

Alzheimer病原因タンパク質であるアミ

ロイドβ (Aβ)を用いた．40アミノ酸残基

を持つタンパク質である．  
（１）seedの調製 (論文実績④ ) まず、アミ

ロイドを形成した。SEM(図1(a))、全反

射顕微鏡 (TIRFM)(図1(b))、TEM(図1(c))
のいずれの観察結果からも、アミロイド

形成を示唆する結果を得た。得られたア

ミロイドは平均8 μmの線維長を持つこ

とが分かった (図1(e))。次に、アミロイド

超音波処理 (1 min間 )をしたところ、図

1(d)のような短い線維状の断片が見られ

た。それらの構造は図1(c)と類似してお

り、円二色性分光実験からも同一の二次

構造を有することが示された (data not 
shown)。Seedは長さが高々100 nm程度

の短い線維群であることが分かった (図
1(f))。  

(＊結晶多形･･･同一物質からなる物質が
異なる結晶構造を持つ現象のこと．ダイヤ
モンドとグラファイトなど) 

 
（３）ADの新側面：生体膜がAβ結晶多形の
鍵 Aβは本来アミロイド前駆体タンパク質
と呼ばれる膜タンパク質から切り出された
分解生成物であり，生体膜と深い関係を持っ
ている．また，生体膜上で構造異常化しアミ
ロイド線維を形成するという事が判明して
いる．しかし，生体膜とAβの結晶多形の関係
性についての研究はほとんどなされていな
い．  

 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は，(i)生体膜による Aβの多形
性の発現機構の解明と(ii)(モデル)生体膜(リ
ポソーム)による多形制御方法の検討である． 
 
３．研究の方法 
（１）各種脂質膜(リポソーム)の調製 数種
の中性リン脂質PC, Sphingomyeline (SM), 中
性脂質ジアシルグリセロール (DAG), コレ
ステロール (Chol)，脂肪酸(Stearic acid:SA, 
etc)を主な成分とし，所定の組成で混合して
各種リポソームを調製した．所定の組成から
成る脂質薄膜を緩衝液で水和し，凍結融解に
よりリポソームを調製し，Extrusion法により
粒径を 100nmに調整した．不飽和脂質SAPC
は，H2O2(2mM) /CuSO4(200μM)により酸化処
理した． 

図1 アミロイド線維の (a) SEM像、 (b) 
TIRFM像、 (c) TEM像、および (d) seed
のTEM像．(e) アミロイドと (f) seedの線

維長さ分布 (論文実績④ )．  
 
（２）Aβとそのアミロイドの表面特性の

解析 (論文実績④ ) アミロイド形成はAβの凝

集反応の一つと考えると、その疎水性が

反応進行の鍵を握る。しかし、従来の報

告では、Aβモノマーの表面特性は報告さ

れているが (R. Kuboi, H. Umakoshi, Solv. Extr. 
Res. Dev. Japan, 13, 9 (2006))、アミロイドや

そのseedの表面特性は報告されていな

い。そこで、水性二相分配法により、そ

れぞれの局所的疎水性を検討した (図2)
。Seedはモノマーやアミロイドに比べて

（２）ThT蛍光分析によるアミロイド形成挙
動の評価  NaCl 100mM, 37℃, pH7.4 の条件
下で各種リポソームを添加， Aβ(1-40)モノマ
ー(5μM)をインキュベーションし，線維検出
プローブであるThioflavin-T(ThT)の蛍光強度
(Ex=444nm,Em=485nm)の経時変化を測定した． 
ThT蛍光強度の経時変化のグラフの傾きから，
見かけの線維伸長速度も求めた． 
（３）表面特性の解析 タンパク質の局所的
疎水性(LHpr)については水性二相分配法によ
り求めた．リポソームの局所的疎水性は疎水
性蛍光プローブANSを用いて評価した． 
 



、顕著に大きな局所的疎水性 (LHpr)を示

した。また、seedは他の多くのタンパク

質よりもより大きなLHpr値を示した。タ

ンパク質や中間状態のときに高いLHpr

値を示すので、seedがアミロイド形成（

凝集反応）の中間体的位置づけと解釈で

きる。逆にアミロイドはLHpr値が低く、

安定な凝集物である。これは従来のタン

パク質の凝集に伴うLHpr変化と対応し

ており、アミロイドをタンパク質の凝集

過程とみなせる証左である。  

 
図2 各種タンパク質の局所的疎水性  

 
（３）伸長機構 (論文実績③ ,④ ) 次にseedか
らのアミロイド伸長を検討した。Seedに
Triton X-100を添加すると顕著なアミロ

イド伸長の抑制効果が見られた (図3)。  

 
図 3 アミロイド伸長．○: 自発的伸長、●: 
seed からの伸長．▲: Triton X-100 共存下

における伸長 (論文実績④ )．  
 
疎水性プローブである Trion X-100 が

seed が有する局所的に疎水性の高い部位

に結合することと、伸長に関わるモノマ

ーの seed への部位とが同一の可能性が

高いことを示唆している。したがって、

伸長過程が疎水性相互作用により進行し

ていることも示唆している。このことか

ら、モノマーからの自発的伸長には、seed
様の局所的疎水性の高い中間体の生成が

必須であることが予想され、その形成過

程に対応する lag-time が見られた (図 3 の

○)。例えば、モノマーと Schiff 塩基形成

して、seed 形成に不利な二次構造に変化

させることが、dopamine 添加条件下での

アミロイド伸長実験より明らかになって

いる。図 4(A)のように、dopamine を過剰

量添加すると、 lag-time が実験時間を超

える結果となった。また、seed にモノマ

ーと dopamine を添加した場合は、伸長

速度はほとんど同じであった (図 4(B))。
その後、線維量が減少するのは、dopamine
によるアミロイド可溶化によるものであ

る。しかし、本論とは異なるので、詳細

な説明は省く。  
したがって、 lag-time において、モノ

マーが seed 様会合体を形成しているこ

とが示唆された。  
 

 
図 4 dopamine 共存下におけるアミロイ

ドの (A)自発形成と (B)seed からの伸長 (論
文実績③ )．  
 
（４）アミロイド多形の誘導 (論文実績① ,④ ) 

seedsの局所的疎水性が高いという実験

事実は、seeds間の会合体の形成のしやす

さを示唆している。実際、図 5 のように、

自然に放射状線維が形成され (図中矢印

2) (論文実績④ )、単一線維の成長 (矢印 1)
とは異なる多形を示す。  
 

 
図 5 seed からのアミロイド伸長の TIRFM 像

(論文実績④ )．  
 
Seed の会合体が必須であるかを検討するため、

共同実験(蛋白研・後藤祐児教授)として、単一



線維をレーザーで断片化し、その後の伸長挙

動を TIRFM により可視化した。その結果、図

6 に示すように、断片化するとスフェルライ

ト様構造が誘導されることが分かった(論文

実績①)。 
 

 
図 6 レーザー照射に伴う酸化ストレスにより

誘導されるアミロイドのスフェルライト形成

(後藤祐児教授との共同研究、論文実績①)． 
 
（５）アミロイド性タンパク質-リポソーム間

相互作用の評価(論文実績③ ,⑤ ) 4.3~4.4 より、seed
様構造の形成過程を制御することが、アミロ

イド多形の制御につながる。Lag-timeではモノ

マーのα→β転移が起こる。したがって、こ

の構造変化の制御が鍵である。従来の研究で

は、タンパク質の構造形成にリポソームが有

用であることが報告されている。そこで、リ

ポソーム共存下におけるアミロイド伸長を検

討した。中性のDPPC、ドメイン性のDMPC/SA、

POPC/Chリポソーム共存下におけるアミロイ

ドの形成を検討した結果、伸長のkineticに変

化が認められた(論文実績③,⑤)。 
 

 
図 7 各種リポソームと Aβとの相互作用と膜

流動性． No.8: DMPC/SA, 23:DMPC/SAPC, 
24:DMPC/SAPCox(ラジカル酸化処理 ), 25: 
DMPC/SAPCox (透析酸化処理) (論文実績②) 
 
 これは、モノマーと各種リポソームの相互

作用が強く、脂質膜上での濃縮による seed 様

構造形成の促進が原因であると考えられる。

そこで、Membrane Chip System（論文実績②,
⑦-⑯）で探った。その結果、図 7 に示すよう

に、DMPC./SA や酸化劣化脂質含有リポソー

ム DMPC/SAPCox がモノマーと強く相互作用

することが示唆された(論文実績②,⑤)。 
さらに、リポソームと Aβとの相互作用とア

ミロイド形成が協調して起こることを、野田

実教授(京都工芸繊維大)との共同研究により

開発した新規バイオセンサー(論文実績⑤,

⑮)により確認した(論文実績⑤)。 

 

（６）アミロイド多形誘導におけるリポソー

ムの効果 負電荷リポソーム共存下でseedの
成長を観察した。その結果、図 8 のように、

スフェルライトが多数形成していることを観

察した。さらに，負電荷脂質と酸化脂質を混

合したリポソームでは、seedではなくモノマ

ーからの自発的成長によりスフェルライトが

形成されることが分かった(data not shown)。 
 

 
図 8 負電荷リポソーム共存下におけるスフェ

ルライト形成. (a) SEM 像, (b) TIRFM 像(投稿

準備中)。 
 
（７）アミロイド多形の誘導機構 リポソー

ム-seeds間相互作用により会合体が形成する

(step1～2)。この会合体は伸長端を多く有する。

そこにモノマーが結合することでスフェルラ

イトに形成する(Scheme 1)。このメカニズムは、

生体内での老人斑形成の解明に役立つ知見で

ある(投稿準備中)。 
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