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研究成果の概要（和文）：リン脂質ニ分子膜からなる閉鎖系小胞であるリポソームを生体膜モデ

ルとして用い，リボソーム膜上における Aβ/Cu 錯体の結晶形態(多形)と触媒機能を体系的に解

析した．リポソーム膜の酸化損傷状態がアミロイドの形態に顕著な影響を与えると共に，酸化

反応の触媒活性の制御にも関与している事が明らかになった．ペプチド断片をリポソーム膜上

に提示した触媒材料(LIPOzyme と定義)を比較系とした実験により，Aβ/Cu 錯体の触媒活性の

制御機構を明らかにした．このような機能を透析モジュールと組み合わせる新規なリポソーム

充填法を開発し，生体膜異常化の診断/正常化を制御するシステムの開発が原理的に可能である

事が示された． 

 
研究成果の概要（英文）：We systematically investigated the polymorphism of amyloid Aβ/Cu 

fibrils and their catalytic oxidation activity using the liposome as a model biomembrane. It 

was clarified that the oxidized surface of liposome could affect the catalytic oxidation 

activity of amyloids as well as their morphology. It was revealed that the experiments using 

peptide fragments-displayed liposomes could contribute to the better understanding on the 

regulatory mechanism of catalytic oxidation activity of Aβ/Cu. Besides, we developed the 

novel loading method of liposomes into the module. Those results suggested that a 

recognition system of abnormal / damaged biomembranes for their repairmen could be in 

principle developed, from those results. 
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１．研究開始当初の背景 

Alzheimer病はアミロイドと呼ばれる線維
性凝集物が関連する事が知られている．アイ
ロイドの主成分は，40 ~ 43 残基からなるア

ミロイドβタンパク質(A)である．Aは金属
イオン(Cu2+や Fe3+など)と結合しつつ神経組
織上で蓄積されるが，その生理学的機能や意
義についてはほとんど分かっていない．A
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が形成するアミロイドはドーパミンなどの
カテコールアミン類により分解される事が
報告されている．しかし，その機構はほとん
ど検討されていないのが現状である．ドーパ
ミンなどのカテコールアミン類は神経伝達
物質であり，神経細胞膜周辺には豊富に存在
している．それゆえ，ドーパミン生成経路(変
換反応)が神経細胞膜上に提示された A/金
属錯体やアミロイド形成に何らかの形で関
連していると考えられる． 

一方，アミロイドの形成は神経細胞膜上で
あると考えられている．細胞膜表層のストレ
ス状態が形成されるアミロイドの形態と機
能に関連があるとは予想されているが，その
具体的な検討例は報告されていない．これら
の検討例は，神経細胞膜上におけるアミロイ
ドの形成原理の理解に寄与すると期待され
る． 

 

２．研究の目的 

ドーパミンはアミロイド分解を担う鍵物
質である．本研究課題では，ドーパミンを利
用しつつ,細胞表層のストレス状態に応じて，
ドーパミン変換/アミロイド形成を制御する
生体内反応システムを理解し，アルツハイマ
ー病のもう 1 つの側面を明らかにする事を目
的とする． 

 

３．研究の方法 

上記の目的を達成するため，以下の３領域

に分割して研究を進めた． 

A 班:断片提示された Aβの多機能性につい

ては，久保井，島内ら(大阪大)が中心となっ

て検討を進めた． 

B 班:APP を出発物質とする LIPOzyme 設計

については，馬越(大阪大)が主に進めた．一

定の成果を得た後は，プロセス強化を図った

(山口大・吉本)， 

C 班:AD における生体膜異常化の診断/正常

化プロセスを検討するため，メンブレンチッ

プシステムの開発を進め，透析膜モジュール

へのリポソームの充填とその分離プロセス

への展開を図った(久保井，馬越，島内)．馬

越が外れた後は，塩盛(宮崎大)がモジュール

の高度利用に関する検討を推進した． 

 

４．研究成果 
まず，それぞれの班の研究成果の概要を述

べ，最後に総括する． 

A 班:断片提示された Aβの多機能性の検討 
Aは，金属イオンとの錯体形成による触媒

作用の発現，膜攪乱効果，アミロイド形成，
などの機能を誘導する事が分かった． 
例えば A/Cu はコレステロールの酸化反

応を触媒する事が分かった．特に，脂質膜上
に提示(結合)し，脂質膜中のコレステロール

を酸化する場合，bulk水相系とは異なる挙動
を示す事を見出した(図 1)．酸化反応速度は
脂質膜中のコレステロールの割合に応じて
変化し，脂質膜に結合する水和水の変化と対
応する事が示された．より詳細に検討する事
により，A/Cu により触媒される酸化反応過
程にけるプロトン引き抜き過程を水和水が
促進する事が原因である事が示された．さら
に，水和水は脂質膜界面のダイナミクスを規
定する事を誘電分散解析により詳細に明ら
かにした(原著論文-⑤)． 
 

 
図 1 脂質膜上の A/Cu 錯体によるコレステ

ロール酸化反応速度(○)，重水置換効果(■)，

水和水(●)とコレステロール濃度との関係．

詳細は原著論文-⑩を参照の事． 

 

 
図 2 アミロイド伸長速度と添加 Cu イオン濃

度との関係．DMPC(中性), DMPG(負電荷)，

DMPC/SAPCox( 中 性 / 酸 化 ) ，

DMPG/SAPCox(負電荷/酸化)リポソームを共

存させている．詳細は原著論文-③を参照の事． 

 

上記の A/Cu は脂質膜上のアミロイド形

成に影響を及ぼす事が分かった．図 2 のよう

に，Cu イオンを添加すると濃度依存的にアミ

ロイド伸長が阻害された．注目すべきは，共

存するリポソームの脂質組成により，アミロ

イド伸長阻害効果が異なる点である．詳細な

検討により，A/Cu の二次構造がアミロイド



 

 

のテンプレートとしては不適切なため，伸長

を阻害する事が示唆された．Cu が Aと強固

に結合する(Kd ~ 10
-18

 M)事が要因の一つであ

る事が推察された． 

そこで，リポソーム共存下において，アミ

ロイド形成に及ぼす Cu イオンの影響を検討

した．Thioflavin T(ThT)はアミロイドに特異的

に結合し，青色に染色する事ができるので，

全反射蛍光顕微鏡によりマクロな形態を観

察 す る 事 が 可 能 に な る ． そ こ で ，

DMPG/SAPCox(負電荷/酸化)リポソーム共存

下におけるアミロイドの形態を観察した結

果，図 3 のように多様な形態を得た．リポソ

ームとCuイオンがいずれも存在しない場合，

線維状のアミロイドが観察された．Cu イオン

のみ共存する場合，アミロイドは見られなか

った．これは A/Cu の二次構造がアミロイド

のテンプレートとしては不適切である事に

起因する．DMPG/SAPCox リポソーム共存下

の場合，球状のアミロイドが形成された．し

かし，DMPG/SAPCox リポソームと Cu イオ

ンが共に共存する場合，短いアミロイドのみ

が観察された． 

 

 
図 3 アミロイドの形態に及ぼす DMPG/ 

SAPCox リポソームと Cu イオンの影響．A) 

リポソーム/Cu 非共存，B) Cu 共存，C) リポ

ソーム共存，D) リポソーム/Cu 共存．詳細な

実験条件は原著論文-④を参照の事． 

 

DMPG/SAPCox リポソーム共存条件で観察

された特異な球状アミロイドの形成機構は，

脂質膜に提示された Aの挙動と関連する事

が分かった．具体的には，(i)アミロイドの二

次核化(断片化)と(ii)脂質膜上に提示された断

片同士の凝集をリポソームが介助する事で

ある (原著論文-①)． 

次にドーパミンなどのカテコールアミン

類によるアミロイド形成への影響を検討し

た．図 4 に示すように，ドーパミンがアミロ

イド形成を阻害するだけでなく，形成後のア

ミロイドを可溶化する事が分かった．アミロ

イド形成の阻害・可溶化にはドーパミンだけ

でなく，その酸化体も重要である事が分かっ

た．図１のように，アミロイドに A/Cu が含

まれる場合，ドーパミンの酸化を促進する可

能性がある．実際にアミロイド A/Cu(図 z の

D)による，コレステロール，ドーパミン，ア

スコルビン酸の酸化反応速度を検討した結

果，リポソーム非共存条件(図 3 の B)よりも

反応速度が低い事が分かった(未発表)．リポ

ソームの介在により触媒活性を得る点では，

A/Cuやアミロイド A/Cu断片を提示したリ

ポソームは LIPOzyme と呼ぶことができる．

したがって，A/Cu 断片が提示された脂質膜

上では，神経伝達物質との酸化的触媒作用が

伴う事によりアミロイドの形成とその形態

の制御が可能である事が示された．他方，形

態の違いは細胞毒性の差となって現れた．以

上より，脂質膜に断片提示された Aは多機

能性(酸化反応触媒作用，膜攪乱，細胞毒性)

を誘導する事が示めされた． 

 

 
図 4 (A)ドーパミン共存条件におけるアミロ

イドの成長．(B) ドーパミン共存下における

核からのアミロイド伸長．詳細は原著論文-

⑦を参照の事． 

 
 



 

 

B 班:APP を出発物質とする LIPOzyme 設計 
本研究期間中に，ペプチドをリポソーム膜

に提示し，酵素様機能を誘導する技術体系を
構築した(文献-⑥)． 

Zn/Cu-スーパーオキシドジスムダーゼ
(SOD)は Zn と Cu イオンを活性発現過程で必
要つする酵素である．SOD 断片は SOD 活性
はほとんど見られず，SOD 断片に金属イオン
を添加しても活性が回復しない．そこで，リ
ポソーム膜上への断片提示を検討した．図 5

に示すように，POPC(中性)膜上への単純な断
片提示では SOD 活性の回復は見られなかっ
たが，Zn/Cu イオンの添加により 50%程度の
活性が回復した．Zn/Cu の添加により，膜上
で SOD 断片が活性発現に必須な二次構造
(-helix)を獲得した事に起因する事が円二色
性分光実験から明らかになった． 

 

 
図 5  POPC リポソームへの SOD の断片提示

とその SOD 活性の関係．詳細は原著論文-⑨

を参照の事． 

 

 
図 6 金属配位リガンドを配向させたリポソ
ーム膜に関する模式図 

 

 

我々はさらに断片提示技術を発展させる
べく，活性中心を最小単位としてリポソーム
膜に提示する技術開発も行った．図 6 に示す
ような金属配位が可能な金属錯体を設計し，
脂質膜に配向させ，脂質膜の相転移温度の差
を利用して，金属錯体の離合集散特性を制御

する事とした．図 7 のように，SOD 活性相転
移温度（Tm）より高い温度領域では高い SOD

活性を誘導できる事が分かった．さらに，本
反応で発生する過酸化水素をエタノールに
転換するペルオキシダーゼ(POD)活性も検討
した結果，金属錯体がクラスター化する温度
領域において，POD 活性が顕著に高くなる事
が分かった．したがって，この温度にて反応
を進めれば，効果的な one-pod 反応系の構築
できる事が分かった． 

 

 
図 7 SOD 活性と POD 活性の脂質相転移温度

との関係 

 

このように，脂質膜界面を活用する
LIPOxyme 技術については，H22 年度までに
当初予定の成果を達成したため，担当の馬越 

大(大阪大)は H22 年度を以って研究分担者か
ら外れた．本 LIPOzyme 技術をバイオリアク
ターとしてプロセス強化するため，吉本誠准
教授(山口大)に H23 年度より分担者として加
わっていただき，リポソーム膜界面と内水相
を活用した複数反応の共役化の技術開発を
進めた． 

 
C 班:AD における生体膜異常化の診断/正常
化プロセスの検討 
各種技術とリポソーム固定化技術を組み

合わせた“メンブレンチップシステム”を開発
した(文献-②)． 酸化ストレスによるリポソ
ームの表面状態の変化をライブラリ上で追
跡したところ，表面状態が劇的に変化する事
が分かった(図 8)．ライブラリー上で等価な場
合，それらのリポソームは類似の特性を有し
ていると考えられる．実際，Aとの相互作用
特性や膜流動性などの物理化学的特性が類
似する事が確認された．したがって，酸化損
傷膜の表面状態の詳細な物理化学的検討が
なくても，ある程度の推定が可能であった． 

 



 

 

 
図 8 メンブレンライブラリー空間における
モデル生体膜の酸化劣化過程のモニタリン
グ．図中の番号と A1, A2, B ははリポソーム
の種類やグループ分けを表わしている．それ
ぞれの脂質組成は原著論文-⑧を参照の事． 

 

そこで，図 9 のスキームに従い，透析モジュ
ールへのリポソームの充填を試みた．使用し
たモジュールは非対称膜構造を有しており，
リポソームを間隙に物理的に充填しても
trans 側に漏出する事がないという特長を有
している．さらに cis側への漏出を防ぐため，
キサンタンガム/ポリエチレンイミンによる
ゲルマトリックス化を組み合わせた．カルセ
イン封入リポソームの漏出挙動に基づき，本
充填法の有効性を検討した結果，少なくとも
1 週間は安定に充填されている事が分かった． 

 
図 9 透析モジュールへのリポソーム充填ス

キーム(原著論文-⑪を参照の事) 

 

各班で得られた成果を総括すると，脂質膜

の組成によりアミロイドの形成機構の詳細

を明らかにでき，その多機能性の発現も誘導

できる事が分かった．特にアミロイドの形成

阻害と分解につながるドーパミン酸化反応

の鍵であるプロトン移動が介在する電子移

動が脂質膜の相転移挙動で制御可能である

事が明らかになった．アミロイド形成や分解

を制御し得る LIPOzyme を透析モジュールに

充填する事で，生体膜異常化の診断/正常化を

制御するシステムの開発が原理的に可能で

ある事が示された． 
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