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研究成果の概要（和文）：脳内の領域特異的なアミロイドベータ蛋白質(Aß)蓄積は当該領域の神
経細胞膜を形成する脂質分子の構成に依存することが、剖検脳より調製した神経細胞膜の再構

成実験により示された。一方、神経細胞膜上にあって Aß重合を誘導するガングリオシドと Aß
との分子レベルでの相互作用について、ガングリオシドを組み込んだ小型の人工的脂質膜での

蛋白質と糖脂質の結合特異性に関する体系的な NMR計測が実施可能であることが実証された。 
 
研究成果の概要（英文）：We demonstrated that brain region-specific deposition of amyloid 
ß-protein (Aß) exclusively depends on the nature of lipid molecules consisting of the 
neuronal membrane of the given brain region. We also established a system to explore 
molecular mechanism underlying interaction between Aß and ganglioside, leading to 
generation of ganglioside-bound Aß, an endogenous seed for amyloid in AD brains. 
 
 
交付決定額 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
２０１０年度 6,000,000	
 1,800,000	
 7,800,000	
 

２０１１年度 4,000,000	
 1,200,000	
 5,200,000	
 

２０１２年度 4,000,000	
 1,200,000	
 5,200,000	
 

総	
 計 14,000,000	
 4,200,000	
 18,200,000	
 

 
 
研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：脳神経科学、神経解剖学・神経病理学 
キーワード：神経変性疾患 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 アミロイドベータ蛋白質（Aß）の異常な重
合体がアルツハイマー病（AD）発症の物質
的基盤であることは、様々な実験的事実によ
り示されている。脳内で Aß が重合を開始す
る分子機構に関して不明であったが、本研究
代表者は Aß は神経細胞膜に発現されるガン
グリオシドに結合しガングリオシド結合型
Aß（GAß）となって、これが可溶性 Aßの重
合を「種」として促進するとの仮説をたてた。
GAß仮説は種々の in vitroならびに in vivo
の実験により支持されているが、その形成機

序、特に脳領域特異的なアミロイド形成との
連関は解明されておらず、AD 発症機序に関
する根本的な理解には重要な課題となって
いた。 
 
２．研究の目的 
(1)脳領域特異的なアミロイド形成に焦点を
あて、GAß形成の神経脂質化学的背景を明ら
かにすること。 
 
(2) GAß形成の分子機序を Aßとガングリオ
シドとの相互作用から明らかにすること。 
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(3) GAß依存性の Aß重合体の神経生物学的
作用を検討すること。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 剖検脳の神経生化学的解析：AD 病変の有
無を詳細に評価した剖検脳より、アミロイド
蓄積好発部位及びアミロイド蓄積回避部位
の大脳皮質を採取し、シナプトゾームを単離
し、神経細胞膜さらにマイクロドメインを調
製する。得られた神経細胞膜試料を対象に、
液体クロマトグラフィー・質量分析等の神経
生化学的解析を実施する。	
 
	
 
(2)	
 原子間力顕微鏡観察：(1)で調製された
神経細胞膜試料から脂質を抽出し、原子間力
顕微鏡基盤の上で再構成し、膜表面構造を解
析するとともに、可溶性 Aß を作用させ膜上
における Aß 重合誘導の如何についても観察
する。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(3)	
 膜上における Aß 構造変化の NMR 解析：
Aß とガングリオシドとの分子レベルでの相
互作用を Aß び構造変化に焦点をあて、ナノ
ディスク等の核磁気共鳴（NMR）解析に適し
た人工脂質膜を構築し、超高磁場 NMR で観察
する。	
 
	
 
(4)	
 GAß 依存性 Aß重合体の神経細胞毒性の解
析：GAß により形成が誘導される Aß 重合体、
特に可溶性オリゴマーの神経細胞毒性を観
察するため、ガングリオシド含有リポソーム
存在下で Aß を重合させ、その毒性を培養神
経細胞を対象に評価する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 アミロイド蓄積好発部とアミロイド蓄
積回避部位との間では、大脳皮質を構成する
神経細胞膜構成脂質分子（コレステロール、
スフィンゴミエリン、セラミドおよびガング
リオシド）の組成比を解析した結果、ガング
リオシド等において部位特異的な変化が観
察された。解析は平成 25 年 5 月現在継続中
である。	
 
	
 

(2)	
 シナプトゾームの脂質成分を用いて二
分子膜の再構成を行い、原子間力顕微鏡にて
膜の表面構造解析を行ったところ、アミロイ
ド蓄積好発部位脂質による再構成膜で濃度
依存的に顕著な Aß 重合誘導が観察された。
これらの Aß 重合誘導は、神経細胞膜のガン
グリオシドならびに GAß形成に依存すること
を示す結果も得られた。	
 
	
 
(3)	
 様々なガングリオシドを組み込んだナ
ノディスク等の人工的な小型の脂質膜を利
用することにより、Aß 等の蛋白質分子とガン
グリオシド等の糖脂質との結合特異性に関
する体系的な NMR計測が実施可能であること
を実証され、両者の相互作用の初期過程を捉
えることに成功した。	
 
	
 

	
 

	
 
(4)	
 Aß のなかでも凝集性が高く、先の本研究
代表者による AD 剖検脳の解析においてガン
グリオシドとの結合が確認された Aß42 を対
象に、ガングリオシドとの相互作用による神
経細胞毒性体の形成を、反応液中の神経細胞
毒性活性を培養神経細胞を対象に解析した。
さらに、このガングリオシド依存性の神経細
胞毒性体の物性を明らかにすることを目的
に特異抗体の作製へ展開した。	
 

	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 

脂抽出物から再構成脂質二分子膜を調製し、Aß と相互作

用させた後（20μM, 15 min）、PBS中で AFM観察を行った。 

ガングリオシドを組み込んだ小型の脂質膜（バイセル）上に

おけるＡßとガングリオシドとの相互作用に関するNMR計測 

 

可溶性のアミロイドβ蛋白（Aß）42 は、高密度GM1ガングリ

オシド（GM1）存在下においては、線維体を形成する。 

一方、中密度 GM1 では、Aß42 は結合もしくは反応すること

によって神経細胞死を誘導する Aß42 毒性体を形成する。 

現在、この Aß42 毒性体に対する抗体を、 in vitro 

immunizaition 法を用いて作製中である。 



	
 以上の結果はヒト脳内におけるアミロイ
ド形成にガングリオシドが関わることにさ
らなる支持を与えた。また、本研究により、
これまで解明されていなかった脳領域特異
的なアミロイド形成に当該領域の神経細胞
膜脂質が重要な役割を果たすことが明らか
にされたことの意義が大きい。本研究成果は、
今後の AD 発症機序の解明ならびに予防法・
治療法の開発に有用な情報を提供したと考
えられる。	
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