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研究成果の概要（和文）：アミロイド形成ペプチドとして知られる膵島アミロイドポリペプチドとアミロイドβペプチ
ドを平面モデル脂質膜上に吸着させ、脂質膜界面で起こるアミロイド凝集と膜動態を観察する実験系を構築した。実験
系において、ペプチドの膜吸着と膜上でのアミロイド凝集反応を検出し、各反応に対して膜の流動性変化を定量化した
。更に、アミロイド凝集体の膜界面への沈着に対して、ラフト成分が凝集体に取り込まれること、この取り込みに対し
てラフト成分の相分離挙動が関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We created the experimental methodology using supported planner lipid bilayers to 
observe the membrane binding of two peptides (islet amyloid polypeptide and amyloid beta-peptide) and 
their membrane-mediated amyloid aggregation. In the experimental system, the changes of membrane fluidity 
were quantitatively estimated for the membrane binding and subsequent aggregation of the peptides. 
Furthermore, it was found that the raft components of lipids were incorporated into the aggregates that 
deposited into the membranes in which phase separation of the raft components were involved.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
近年、生体内でタンパク質が微細な線維構
造(アミロイド凝集体)を形成し、病気の引き
起こされる例が多く報告されてきた。アミロ
イド凝集体の沈着する疾患をアミロイド病
と総称し、アルツハイマー病、2 型糖尿病、
パーキンソン病、プリオン病など、現在、約
30 種類が知られている。タンパク質がアミロ
イド凝集体へと構造転移し、アミロイド病が
発症又は進行する機構の解明は、蛋白質科学
及び医学の分野で重要な研究テーマである。
これまでの研究から、アミロイド凝集体は、
１）脂質膜存在下でその凝集核形成が促進さ
れる、２）脂質膜の機能障害や破壊を起こす
ことによって細胞毒性を示す、３）脂質成分、
特にラフト成分と会合体を形成する、などが
報告されている。これらの結果は、生体系で
のアミロイド凝集体形成に脂質膜が大きく
関与していることを示す。 
生体膜は、側方拡散で特徴づけられる流動
性を持つ二重膜を構成し、ラフト形成、非対
称性配向などの特性を活かして、膜タンパク
質などの生体分子とダイナミックな活動を
している(動的な膜の特性・挙動をここでは
“膜動態”という言葉で表わす)。脂質膜上
でアミロイド凝集体が形成されるとき、膜の
流動性やラフト成分（コレステロール、スフ
ィンゴ脂質）のドメイン形成といった膜動態
が受ける影響についてこれまでほとんど報
告がなかった。その理由として、アミロイド
凝集に伴う膜の動的特性や挙動の変化、更に
は膜界面で起こる生体分子間相互作用を高
感度に検出するあるいは観察する手法の導
入が困難であったことがあげられる。この問
題を解決するため、平面モデル脂質膜を導入
して、アミロイド凝集体による膜の機能喪失
及び構造破壊機構を“膜動態”に焦点を当て
解明する着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ガラス基板上に生体膜のラフト
構造を模した平面脂質二分子膜（平面モデル
脂質膜）を形成し、その脂質膜上でアミロイ
ド凝集及びそれに伴う膜動態変化を観察す
る実験系を構築する。アミロイド形成ペプチ
ドとしてアミロイドβペプチド(42 残基、A
βと略す)と 膵島アミロイドポリペプチド
(37 残基、IAPP と略す)を用いる。Aβはアル
ツハイマー病患者脳内でアミロイド凝集体 
(老人班)を形成し、神経細胞に対して毒性を
示す。IAPP は、２型糖尿病患者の膵臓内でア
ミロイド凝集体を形成し、インスリンを分泌
するβ細胞に対して毒性を示す。これらのペ
プチドのアミロイド凝集が、膜の動的な性質
である流動性やラフト成分による膜ドメイ
ン形成といった“膜動態”に及ぼす影響を明
らかにする。結果をアミロイド凝集阻害研究
へと発展させる。 
 
３．研究の方法 

本研究で用いるガラス基盤上の二分子膜
は、グリセロリン脂質 DOPC(ホスファチジル
コリン)と DOPS(ホスファチジルセリン)にラ
フト成分としてコレステロール、スフィンゴ
ミエリン、糖脂質ガングリオシドを加えて調
製した脂質ベシクルをガラス基板上に滴下
し、脂質分子の自己組織化反応を利用して形
成した(ベシクル融合法)。形成された平面脂
質二分子膜は、ガラス基板との間に 1-2nm の
水の層を含むため、脂質分子の側方拡散を高
精度で測定できる、更に膜の形態・構造変化
の動的過程を、様々な界面計測手法・顕微鏡
観察によって高分解・高感度で検出・観測で
きるという利点がある。ペプチドの膜結合、
結合の速度論的挙動を水晶発振子質量分析
装置(QCM-D)で解析した。ペプチドの膜結合
と膜界面上でのアミロイド凝集に伴う膜流
動性変化を、FRAP(Fluorescence recovery 
after photobleaching)法から脂質の側方の
拡散係数を求め定量化した。アミロイド凝集
に伴う膜形態変化を、各種蛍光色素（脂質に
標識された蛍光色素、アミロイド凝集体やラ
フト成分のマーカーとなる蛍光色素）を用い
蛍光顕微鏡で観察した（下図参照）。 

 
４． 研究成果 
(１)アミロイド凝集体の脂質ベシクルへの
会合反応 
IAPP、Aβアミロイド凝集体と(脂質組成の
ことなる)脂質ベシクルとの会合体形成を混
合溶液の濁度の経時変化から速度論的に解
析できることを見出した。生理的溶液条件下
で IAPP アミロイド凝集体は、Aβアミロイド
凝集体より脂質膜との会合性が高いことが
わかった。本研究で見出した濁度測定は、各
種アミロイド凝集体の脂質膜親和性を評価
する簡便な手法として利用される。 

 
(２)IAPP と Aβの平面モデル脂質膜への結
合とアミロイド凝集 



モノマー状態にある IAPP と Aβのラフト
成分含有・非含有二分子膜結合の速度論的挙
動を QCM-D で解析し、ペプチドの膜結合量が
ラフト成分含有膜において増加することを
明らかにした。更に、ペプチドの膜結合状態
から生理的溶液条件下において膜界面上で
アミロイド凝集反応を起こし、凝集成長を顕
微鏡で観察する実験系を構築した。 
IAPP アミロイド凝集体は、凝集体形成後す
みやかに脂質分子と会合体を形成し脂質膜
内に沈着した。この沈着挙動は、ラフト成分
含有量が増加するにつれて顕著になった。A
βアミロイド凝集体は、IAPP アミロイド凝集
体より脂質膜との親和性は低く、膜外の水相
で凝集反応を示す傾向を示した。しかし、膜
中のラフト成分含有量の増加に伴い Aβアミ
ロイド凝集体は膜上で形成し、その後膜内に
沈着した。IAPP と Aβアミロイド凝集体の脂
質膜への沈着は、(１)の溶液濁度変化から求
めた脂質膜親和性の結果と一致した。 
 
(３)アミロイド凝集による脂質膜流動性変
化 
IAPP と Aβの平面脂質膜結合、膜界面上で
のアミロイド凝集反応に対して、それぞれの
反応の前後で FRAP 法により脂質分子の側方
拡散係数を求め、膜流動性変化を定量化した。
ペプチドの膜結合、アミロイド凝集に伴い膜
流動性が、脂質膜特有の値から 1/10 程度に
大きく減少することを明らかにした。膜流動
性低下の程度は、AβよりIAPPの方が大きく、
この結果は、膜上で IAPP の方が Aβよりアミ
ロイド凝集体を形成する顕微鏡観察の結果
と対応した。脂質膜上でのアミロイド凝集と
膜流動性の低下には相関性があり、膜流動性
の観点から、膜動態への影響を明らかにした。 
 
(４) Aβアミロイド凝集によるラフト成分の
異常凝集と膜破壊 
アミロイド凝集による膜破壊機構として、
膜ドメインとしてのラフトの動的形成機能
がアミロイド凝集により喪失し、マクロなド
メイン(ラフト成分の異常凝集)となり、最終
的にアミロイド凝集に取り込まれると仮定
した。この仮定を証明するために、脂質膜中
のラフト成分含有量・組成を変えることで、
アミロイド凝集反応によるラフト成分のマ
クロなドメイン形成と局在化、更に膜流動性
の喪失、ラフト成分のアミロイド凝集体への
取り込み、膜構造破壊を包括的に観察できる
実験系を構築した。 
ラフト成分内の糖脂質ガングリオシドに
特異的に吸着する蛍光色素を用いた観察か
ら、膜界面上での Aβアミロイド凝集に伴い
ラフト成分がマクロな集積を起こし（相分
離）、最終的にアミロイド凝集体に取り込ま
れることを明らかにした。 
更に、ラフト成分が Aβアミロイド凝集体
に取り込まれた直後の脂質膜の不均一性
（membrane heterogeneity）を観察すること

に成功し、ラフト成分が取り込まれた脂質領
域は、その周辺の領域と比べて、ラフト成分
以外のグリセロ脂質に富んでいる状態
(liquid disordered region)であることを明
らかにした。 

 
 (５)インスリンのIAPPアミロイド凝集阻害
効果 
生体内においてインスリンは、IAPP ととも
にβ細胞から分泌され、血糖値をコントロー
ルする。これまでの研究から、Ⅱ型糖尿病患
者のインスリンIAPP 比は、健常者と比べて
大きく低下することが知られている（インス
リン分泌量の低下）。本研究で構築した実験
系から、脂質膜上での IAPP アミロイド凝集
（沈着）は、インスリンが存在すると著しく
阻害されることを明らかにした。この結果は、
インスリンは、IAPP アミロイド凝集に対して
阻害効果を示し、生体系においてインスリン
IAPP 比と IAPP 凝集の関連性を示唆する。 
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