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研究成果の概要（和文）：アミロイドは生体膜上で増殖し，細胞毒性を誘導する．しかし，生体

膜上で形成したアミロイドの増殖・毒性発現を防ぐ手段はない．本研究では，リポソームによ

るアミロイドの毒性変換技術（低毒性化・無毒化）の開発にチャレンジした．リポソームのラ

イブラリーからアミロイドの毒性変換が可能な新規な脂質組成のリポソームを選抜でき，アミ

ロイド形成阻害/分解活性を誘導可能な LIPOzyme の調製に成功し，アミロイドの毒性を低減

するプロセスの構築への道筋をつける事に成功した． 
 
研究成果の概要（英文）：Amyloid fibrils is generally propagated on biomembranes to induce 
the cell toxicity. Meanwhile, there is no methodology to stop the aforesaid event. In this 
study, we challenged the development of toxicity control of amyloid fibrils using liposomes. 
It has been demonstrated that liposome library could give (i) the adequate liposome with 
lipid composition advantageous for a control of toxicity of amyloid fibrils and (ii) LIPOzyme 
with the function to promote the inhibitory of fibril formation or disaggregatiojn of fibrils. 
Those results have implied a possibility on the development of detoxic process of amyloid 
fibrils by using liposomes. 
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１．研究開始当初の背景 

Alzheimer 病(認知症)は原因他パク質の線
維性凝集物(アミロイド)による細胞組織の脱
落が原因で起こる疾病であり，狂牛病やパー
キンソン病も同じ疾病機序で起こる．特に
「老人斑」と呼ばれる球状アミロイド凝集物
が強い細胞毒性を有すると考えられている． 

申請者らは，モデル生体膜の表面状態を精
密設計することで，生理学的条件下での老人
斑を人工的に作成することに世界で初めて

成功した(文科省科研費・若手研究(B)・H20~21
年度)．他のグループでは，極端な条件(高濃
度，60℃，pH～2 など)での人工的な作成に成
功しているに過ぎなかった．このモデル老人
斑にレーザーを照射すると破壊できること
を示した(J. Biol. Chem., 285, 19660 (2010))． 

アミロイドには多様な形態 (多形)が存在
する．その意味では老人斑も多形の一つであ
る．モデル生体膜(リポソーム)により，アミ
ロイドがねじれ，低毒性になることを見出し



た(文科省科研費・若手研究(B)・H20~21 年度)． 
もしリポソーム共存条件下においてアミ

ロイドの形態を制御できれば，アミロイドの
毒性制御が可能になり，有効なアミロイド抑
制戦略につながると期待される．そこで以下
の研究計画を立案し，上記の技術的可能性を
検討する． 
 
２．研究の目的 

アミロイド毒性変換技術の構築を目指す

べく，リポソームによる毒性変換を試みる．

さらに，アミロイドの毒性変換だけでなく，

形成環境の改善を図るためにリポソームに

アミロイド形成阻害機能や断片化機能を付

与する研究を開始する(LIPOzyme 設計)．得ら

れた LIPOzyme によるアミロイドの毒性変換

能と細胞毒性を検証する． 
 
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． 

 
毒性変換技術の開発 : 既往の研究成果

(Shimanouchi et al., Membrane, 34, 2009)にさ

らなるリポソームの表面特性の計測結果を

追加し，データベースを拡充する．次に，ア

ミロイドの毒性を示しやすい微視的/巨視的

構造を検討する． 
 
LIPOzyme 開発:アミロイド形成阻害効果や

アミロイド断片実験に対して効果のある脂

質組成を用いてリポソームを調製し，毒性変

換/断片化が可能な活性部位をリポソーム膜

上に提示した LIPOzyme を設計開発する． 
 
毒性実験:アミロイド断片化により得られた
断片 Aβの毒性を検討するため，ヒト神経細
胞の生存率を評価した． 
 
４．研究成果 

1. リポソームによるアミロイドの毒性変換

の基礎検討． 
まずリポソーム固定化技術と各種分析方法

を組み合わせ，リポソーム膜が関与する相互

作用を系統的に分析し，データを蓄積するこ

とにより，ライブラリーの拡充を進める分析

手法を確立した(原著論文-⑧)．このアプロー

チにより，当グループが公表しているメンブ

レンライブラリー(50種類)の拡充を進めた.リ
ン脂質の頭部(headgroup)の軸回転運動が作り

出すダイナミクスによりリポソーム膜界面の

動特性が決まる (原著論文 -⑫ )．そこで，

headgroup間相互作用の違いが膜界面特性に

及ぼす影響を検討するため，リン脂質以外に

Span 80 (ソルビタンモノオリエート)からなる

ベシクルについても系統的に膜特性を検討し

ており，headgroup間相互作用が小さいほどミ

セル様界面になる事が分かっている (K. 
Hayashi et al., Coll. Suf. B, 87, 28-35 (2011))．こ

のような膜界面の極端な変化が膜間相互作用

にいかなる影響を及ぼすかを検討した結果，

混合脂質組成からリポソームが膜間相互作用

に有効であることが分かった(原著論文-①，②

)．これらのベシクルもライブラリーに加え，

新たな膜関与型バイオプロセスの設計に資す

る事を確認できた． 
上記の知見も踏まえて，リポソーム共存条

件におけるアミロイド形成の阻害効果を検討

した．アミロイド形成に影響を及ぼす事が既

報(T. Shimanouchi et al., Desal. Water Treat., 17, 
45-51 (2010))において推定された酸化リポソ

ームを含む数種のリポソーム共存条件下にお

いて，アミロイド形成量の経時変化を追跡し

た．図1のように誘導時間(td)と伸長速度係数

(kapp)が脂質組成に依存する事が分かった(図
1(a))．特に負電荷/酸化脂質混合リポソームで

は，顕著にtdが短くなり，核形成が促進された

事が示唆された(図1(b))． 

 
図1 (a) リポソーム共存条件下におけるアミ

ロイド形成量の経時変化と(b)核形成時間(原
著論文-⑥を参照の事) 
 
各種リポソームが共存する場合，あみろい

どの微視的な形態に違いが見られた．図2(a)
のように，通常はまっすぐな線維状アミロイ

ドであるが，アルデヒド基が脂質に含まれる

場合，顕著なねじれ構造がみられた(未発表)
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．また，まっすぐなアミロイドは毒性が高く

，ねじれ状アミロイドの毒性は低い事が分か

り，リポソームによるアミロイドの微視的構

造を制御する重要性が示唆された． 
一方，アミロイドの巨視的な形態について

はSEM観察や全反射蛍光顕微鏡観察などによ

り検討されてきた．アミロイドの形態は主に

，直線的かつ剛直なType Iアミロイド，球状ア

ミロイド(Type II)，そして，短く成長したアミ

ロイドが側方凝集したもの(Type III)に大きく

分類可能である．リポソーム共存条件におい

ても，図2(b)のようにType I ～IIIが見られた(
原著論文-⑥)．特に，AD患者の脳細胞上で老

人斑がType IIアミロイドが負電荷/酸化脂質混

合リポソーム共存条件において自発的に誘導

される事を原著論文-⑥において世界で初め

て示した．このような形態は二次核化が促進

される必要がある．加えて，人為的に調製し

たアミロイド断片と負電荷リポソームとを混

合する事でもType IIアミロイドを得た(原著

論文-⑦)．したがって，アミロイドの形態に及

ぼす環境条件としては，温度やpH，脂質膜や

固体界面の荷電密度や疎水性，酸化脂質の含

有率である事が分かった(図3(a)～(c)，原著論

文-⑩)． 
アミロイドの形態が毒性に影響する可能性

がある事から，形態制御が可能なリポソーム

はアミロイド毒性変換のための基礎材料とし

て利用可能である事が示唆された． 
 

 
図2 アミロイドの形態．(a) 微視的構造，(b) 
巨視的構造．Type I: 線維状，Type II: 球状，

Type III: 短い線維が側方凝集したもの (詳細

は原著論文-⑥を参照の事) 
 

 
図3 溶液環境や界面物性のアミロイドの形

態に及ぼす影響 (原著論文-⑩を参照の事) 
 
2. LIPOzyme開発  
 アミロイドの微視的構造(ねじれの有無)を
リポソームにより変化させる事が可能かどう

かを検討した．いったん形成したまっすぐな

アミロイドを超音波照射して断片化し，負電

荷/酸化脂質混合リポソームを共存させて伸

長させる操作を繰り返すと，5回の操作により

アミロイドのねじれ構造が誘導できた(図4)．
これはリポソームによる微視的構造の転換が

可能である事を示唆している． 
 

 
図4 リポソームによるアミロイドの微視的構

造の変化 
 
次に，アミロイドの断片化による低毒性化

・無毒化を図る技術についての検討を行った

．α-キモトリプシンの自己消化により得られ

るペプチド断片をリポソームに提示して得ら

れるLIPOzymeの加水分解活性を検討した結

果，nativeなα-キモトリプシンに及ばないもの

の，アミロイドの分解活性を示す事が分かっ

た(データ未掲載，未発表)． 
次に，リポソーム共存条件において，カテ
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コールアミン類によるアミロイドの断片化を

検討した(原著論文-③)．図5(a)のように，リポ

ソームによりドーパミン誘導型アミロイド断

片化が加速する事が明らかになった．さらに

リポソームの種類についても検討した結果，

Aβ(1-40)とAβ(1-42)のいずれにおいても，負電

荷/酸化脂質混合リポソーム(entry 9)による断

片化の促進効果が大きかった(図5(b))．リポソ

ームにAβ(1-40)/Cu錯体を提示したLIPOzyme
の場合，さらに断片化が促進された(データ未

掲載)．以上の検討より，アミロイド断片化機

能を有するLIPOzymeに求められる脂質組成

や断片化促進機構について，ある程度明確に

なったと考えられる． 
 

 
図5 各種リポソーム共存下におけるドーパミ

ンによるアミロイド分解挙動.(a) Aβ/(1-40)ア
ミロイドの断片化過程．(b) アミロイド断片化

速度に及ぼすリポソームの脂質組成の影響．

脂質組成：(1) POPC/SM (7:3); (2) POPC/CH/SM 
(1:1:1); (3) POPC/SM/CH/GM1 (3:3:3:1); (4) 
POPC; (5) POPC/CH (7:3); (6) DMPC; (7) 
DMPC/SA (10:4); (8) DMPC/SAPCox (6:4); (9) 
DMPG/SAPCox (6:4); (10) POPA; (11) DOTAP; 
(12) POPC/DOTAP (7:3) (詳細は原著論文-③を

参照の事)． 

 
図6 Aβ(1-40)の分解過程 (原著論文-③) 
 
アミロイド形成阻害能を有するリポソーム

/銅イオン複合体を調製し，アミロイドや老人

斑形成を検討した．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．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．

したがって，リポソーム膜上の銅イオンはAβ
との相互作用部位として作用し，ドーパミン

が存在すると，アミロイド分解の触媒部位と

しても作用する．つまり，銅イオンを提示し

たリポソームは，アミロイド形成阻害効果と

分解機能を誘導できるLIPOzymeと捉える事

ができる． 
 

 
図7 各種LIPOzymeによるアミロイド形成阻

害効果．阻害定数aが大きいほど，形成阻害効

果が大きい (詳細は原著論文-⑬を参照の事)
． 
 
3. アミロイド断片の細胞毒性の検討． 

リポソーム非共存下ならびに中性・負電荷

リポソーム共存条件で得られたアミロイドは

毒性が高かった．一方，負電荷/酸化リポソー

ム共存下で得られたアミロイドは低毒性であ

る事が分かった．また，図5と6で得られた断

片化アミロイドは通常の超音波処理のアミロ

イド断片よりも毒性が低く，LIPOzymeによる

低毒性化を強く示唆する事が分かった(未発

表)． 
 
以上を総括して，ライブラリーからアミロイ
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ドの毒性変換が可能な新規な脂質組成のリポ

ソームを選抜できた．現時点では，アミロイ

ドの低毒性やアミロイドの断片化による低毒

性化・無毒化には，脂質組成，Cuイオン，ペ

プチド断片，あるいはAβ/Cu錯体提示が鍵で

ある事と考えられる． 
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