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研究成果の概要：アミロイド線維に対して高い親和性を持つアゾ色素であるコンゴーレッドの

共鳴ラマン散乱を用いて、タンパク質が細胞に結合している状態でアミロイド線維に変化する

過程を追跡することが可能な新規手法を開発した。本手法を用いることにより、1 個の細胞の

膜表面でのアミロイド形成を観察することが初めて可能となった。アルツハイマー病などの発

症メカニズム解明のために、本手法は有用かつユニークな情報を与えると期待される。 
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１．研究開始当初の背景 

プリオン病は、脳内においてタンパク

質が本来の構造とは異なるβシート構造

に富む異常タンパク質に転移することに

より引き起こされる神経変性疾患である。

近年の研究により示された、（1）細胞膜

のカベオラと呼ばれる領域（ラフトの一

種と考えられるミクロドメイン）にプリ

オンタンパク質が局在していること、お

よび（2）細胞膜のモデルであるリポソー

ムがプリオンタンパク質のβシートに富

む構造への転移を促進すること、の 2 点

を主な根拠として、タンパク質の病原型

への構造転移は細胞膜上の特定部位で進

行すると考えられている。アルツハイマ

ー病を引き起こすアミロイドβに関して

も同様の知見が得られており、細胞膜が

タンパク質の構造に与える影響を詳細に

探ることは、神経変性疾患の発症機構解



明への鍵になると考えられる。 
近年、格段の進歩を遂げている、蛍光

プローブなどを用いたバイオイメージン

グ技術は、タンパク質や金属イオンなど

の細胞における分布や動態を解析するた

めの強力な道具になりつつあり、上記（1）
の根拠はイメージング手法により得られ

た。従来のイメージング手法により、病

原性タンパク質の細胞内における分布を

調べることが可能であるが、正常型と病

原型の違いは同一のタンパク質のコンホ

メーションの違いのみであるため、これ

らを厳密に識別することは困難である。

即ち、バイオイメージングはタンパク質

の存在を知るための優れた手法であるが、

構造の変化の追跡には適さない。一方、

（2）の根拠は円偏光二色性（CD）のよ

うな分光学的構造解析手法を用いて得ら

れた。一般に、CD や NMR などの分光手

法はタンパク質構造解析の手段として有

用であるが、種々の制約から細胞に結合

した状態のタンパク質を解析の対象とす

ることは困難である。 
 
２．研究の目的 

上述の背景から、神経変性疾患の発症

メカニズムを解明するためには、タンパ

ク質の構造変化を追跡するための新しい

手法を開発する必要がある。タンパク質

の「存在を見る」ことができるバイオイ

メージングの利点と「構造を解析する」

ことができる分光手法の利点を融合し、

細胞の中でタンパク質の「構造を見る」

ことができるようになれば、最も強力な

手法となり得る。本研究代表者は、過去

に行った研究により、色素分子コンゴー

レッド（CR）がタンパク質のβシート構

造領域に結合すると、非結合時とは異な

る特徴的なラマンスペクトルを与えるこ

とを明らかにした。測定対象を破壊せず

に高い空間分解能で構造情報を得ること

ができるというラマン分光法の利点とCR
のような構造プローブを組み合わせるこ

とにより、従来にはなかったタンパク質

構造のイメージングが実現されると期待

される。本研究では、構造プローブとタ

ンパク質の相互作用様式の解明を行うこ

とにより有用な構造プローブを見出し、

細胞内においてタンパク質の構造を可視

化する新規手法を開発することを目的と

する。 

 
３．研究の方法 

（１）リポソームの調製 

  脂質を秤量して CHCl3 / CH3OH 混合溶

媒 (1/1 ; v/v) に溶解した。室温で溶けにくい

脂質の場合 (特に相転移温度が 36 ℃以上

の脂質) は 45～50 ℃ に加温することで溶

解した。これを 50 mL ナス型フラスコに移し、

エバポレータで溶媒を減圧留去して壁面に脂

質薄膜を形成させ、さらに一晩真空乾燥した。

脂質薄膜に 5 mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) 
を添加してボルテックスミキサーで撹拌し、懸

濁液がほぼ透明になるまでプローブ型超音

波破砕機で超音波処理を施した。これを遠心 

(2500 rpm, 20 min, 室温) し、上清をリポソー

ム溶液として得た。 

（2）細胞培養 

東北大学加齢医学研究所医用細胞資源

センターより提供された、ラット副腎褐色細胞

腫由来細胞 (PC12 cell) 1 × 106 個/mL 入り

の凍結チューブを - 80 ℃ の冷凍庫から取り

出し、一旦蓋を緩めて閉め直した後、36 ℃ 

の温水に浸し急速に解凍し、すぐに氷冷した。

これを遠心 (1200 rpm, 5 min, 室温) し、

dimethyl sulfoxide (DMSO) 入りの培地を除

いた後、800 μL の培地を加えて懸濁した。

細胞懸濁液は poly-D-lysine コートした 2 
個の小型シャーレに 200 μL ずつ、残りを大

型シャーレに加えて軽く攪拌し、37 ℃, 5% 
CO2 で培養した。 

 （3）スペクトル測定 

吸収スペクトルは、角型石英セル (セル長 

1 cm) を用い、U-3300 型分光光度計 (日
立) で測定した。 

ラマンスペクトルの測定には、Ar+ レーザー 

(Coherent, Innova 70) の 488 nm 線を励起

光として用いた。分光器は NR-1800 ラマン

分光システム (日本分光) を用い、マルチチ

ャネル検出器として液体窒素冷却 CCD 
(Princeton Instruments) を用いた。波数較正

には indene のラマンスペクトルを用いた。試



料 20 μL をキャピラリーに入れ、中心波数 

1450 または 1150 cm-1 、レーザーパワー 

100 mW、積算時間 10 s × 12 回で測定を行

った。 

細胞の顕微ラマンスペクトルの測定には、

Cyan レーザー (Spectra-Physics, 40 mW) の 

488 nm 線を励起光として用いた。分光器は 

CCD マルチチャネル検出器付き NRS-3100 
AR ラマン分光システム (日本分光) を用い

た 。 対 物 レ ン ズ は 、 20 倍 対 物 レ ン ズ 

(UMPlanFI, Olympus) を 用 い た 。 試 料 を 

4 ℃に冷却し、レーザーパワー 1 mW (試料

位置) 、積算時間 10 s × 2 回 / point で測

定を行った。 

 
４．研究成果 

（１） Aβ のアミロイド線維形成マーカー

となる CR のラマンバンドの探索 

  CR の可視部の吸収極大波長は、アミロイド

線維との結合により長波長シフトすることが知

られている。この性質はアミロイドβペプチド

（Aβ） などのアミロイド線維形成の追跡に利

用されている。そこで、 CR の可視吸収の変

化を Aβのアミロイド線維化の確認のために

用い、並行して 488 nm 励起共鳴ラマンスペ

クトルを測定した。Aβ-CR 混合溶液は、Aβ
溶液に CR を添加し、測定まで 37 ℃で所定

の時間インキュベートした。 

  CR の吸収スペクトル (図１) は、調製 12 時

間後までは極大波長、形状共に変化しなかっ

た。24 時間後から、495 nm の吸収極大が長

波長シフトし始め、36 時間後にはさらに 535 
nm 付近に新たなバンドが現れ、強度増大し

た。 

  一方、CR のラマンスペクトル (図２) も、吸

収スペクトルと同様に調製 12 時間後までは

変化しないが、24 時間後から徐々に 1404 
cm-1 バンドに対する 1378 cm-1 バンドの強度

比 (I1378 / I1404) が、時間の経過に伴い増大

した。このことから、CR のラマンバンド強度比 

I1378 / I1404 は、アミロイド線維形成のマーカー

となりうることが示された。 

吸収スペクトルの変化は 48 時間後には終

了しているが、ラマンバンド強度比は 48 時間

後以降も増大し続けている。したがって、ラマ

ンスペクトルからは 48 時間後以降も Aβの線

維形成が進行していると考えられる。 

 
   図１．Aβ存在下の CR 可視吸収スペク

トルの経時変化 
 

 
  図２．Aβ存在下の CR ラマンスペクトル

の経時変化 
 
 

（２） リポソーム 存在下での Aβのアミロ

イド線維化に伴う CR のスペクトル変化 

脂質膜上での Aβのアミロイド線維形成を 

CR のラマンバンド強度比 I1378 / I1404 をマー

カーとして追跡できるかを確認するために、リ

ポソーム存在下 CR-Aβ混合溶液の吸収ス

ペクトルおよび 488 nm 励起共鳴ラマンスペ

クトルを測定した。リポソーム-Aβ混合溶液

に CR を添加し、測定まで 37 ℃ でインキュ

ベートした。 

   リポソーム存在下における CR-Aβ混合

溶液の吸収スペクトルの吸収極大は、CR 単



独での 496 nm と比べて調製直後から 7 nm 
長波長シフトしていた。これは、CR と脂質膜

との相互作用によると考えられる。 

   一方、CR のラマンスペクトルは、脂質膜と

の相互作用の影響を受けず、調製直後のラ

マンバンド強度比 I1378 / I1404 は脂質膜非存

在下での値から変化していなかった。インキュ

ベーションを続けると 24 時間後あたりから

徐々に I1378 / I1404 が増大し始めた。脂質膜

非存在下の場合と同様に、吸収スペクトルで

の変化が終了しても I1378 / I1404 の増大は続

いた。 

   以上の結果から、CR のラマンバンド強度

比 I1378 / I1404 をモニターすることで、脂質膜

上での Aβ1-40 のアミロイド線維形成を追跡で

きることが確認された。 

 

（３） PC12 細胞膜上での Aβのアミロイド

線維化に伴う CR のスペクトル変化 

   2 時間培養した PC12 細胞に Aβを添加

し、10 分後および 26、48、72 時間後に、スラ

イドガラス上に滴下した CR と混合し、488 
nm 励起顕微ラマンスペクトルを測定した。図

３ に各培養時間あたり 10 個の細胞から得

られたスペクトルの和を示した。得られたスペ

クトルには、細胞由来のタンパク質、脂質など

の妨害を受けずに、CR の共鳴ラマン散乱に

よるバンドのみが観測された。時間の経過に

伴い I1378 / I1404 が増大することから、Aβのア

ミロイド線維形成を CR の共鳴ラマン散乱お

よび顕微ラマン分光法を用いて細胞膜上に

おいても追跡できることが示された。 

   72 時間後に、異なる細胞から得られた顕

微ラマンスペクトルは互いに異なる I1378 / I1404 

値を示した。従って、細胞により、またはレー

ザー照射部位によりアミロイド線維化の進行

度が異なると考えられる。使用した 20 倍の対

物レンズでは、レーザー光を 10 μm 程度ま

でにしか集光できないため、レーザー照射部

位の脂質組成により I1378 / I1404 値の違いを生

じたのかどうかを判断できなかった。今後、対

物レンズの倍率を上げレーザー光線を集光

するなど、さらに局所的な情報を得るための

検討が望まれる。 

本研究で開発した手法を用いることに

より、1 個の細胞の膜表面でのアミロイド

形成を観察することが初めて可能となっ

た。今後、アルツハイマー病などの神経変

性疾患の発症メカニズム解明のために、本

手法は有用かつユニークな情報を与える

と期待される。 
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  図３． Aβと共に培養した PC12 細胞を

CR で染色した後に個々の細胞から得ら
れたラマンスペクトル 
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