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Deposition of insoluble amyloid ˆbrils in tissues is a common hallmark of a wide range of human diseases referred
to as amyloidoses, including Alzheimer's disease, type II diabetes mellitus. The amyloid deposits cause cell dysfunction,
death, and subsequently severe impairment in tissues. Elucidation of amyloid formation mechanisms is essential for
prevention of the onset and development of amyloidoses. Accumulated experimental evidence demonstrates that mem-
brane lipids enhance the ˆbril formation of amyloidogenic proteins. Our group demonstrated that amyloid formation by
amyloid b-protein (Ab) was facilitated by gangliosides in lipid raft-like model membranes. Phosphatidylserine and
phosphatidylglycerol were also reported to trigger ˆbril formation by human islet amyloid polypeptide (hIAPP).
However, it is not veriˆed whether the proposed lipid-protein interactions can occur on plasma membranes of live cells.
The author developed a method for visualizing amyloid ˆbrils on live cell membranes and investigated the roles of gan-
gliosides and cholesterol in lipid rafts for amyloid formation. Congo red, an amyloid-speciˆc dye, was found to be a
promising compound for staining amyloids in live cells. Ab was accumulated on cholesterol-dependent ganglioside-rich
domains in PC12 neuronal cells in a time- and concentration-dependent manner, leading to cell death. Nerve growth fac-
tor-induced diŠerentiation of PC12 cells increased both gangliosides and cholesterol and thereby greatly potentiated the
accumulation and cytotoxic eŠect of Ab. Amyloid formation by hIAPP was also facilitated by gangliosides in lipid
rafts. Membrane lipid compositions, in this case, gangliosides in lipid rafts, actually caused striking change in amyloid
formation on cell membranes.
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1. はじめに

アミロイド線維と呼ばれる不溶性のタンパク質凝

集体が組織に沈着する疾患は，アミロイドーシスと

して総称され，代表的な疾患としてアルツハイマー

病・Ⅱ型糖尿病・プリオン病などが挙げられる．い

ずれもアミロイド線維の沈着とともに患者組織の機

能が障害されることが知られており，アミロイドー

シスの発症・進展を防ぐためにはアミロイド線維形

成・沈着機構を解明することが不可欠である．

アミロイド線維形成機構を解明するにあたり注目

すべき点は，生理的条件下ではアミロイド原性タン

パク質の線維化が起こらないことである．つまり，

病態における産生・代謝・排出異常によるタンパク

質の劇的な濃度上昇，若しくは他の病態因子により

誘起される構造変化・局所濃度の上昇などを契機と

して線維化が開始される．後者に関し，細胞膜脂質

が線維形成を促進するという報告が多数なされ，1)

病態における細胞膜脂質構成の変化・異常がアミロ

イドーシスを誘発する可能性が示唆されている．わ

れわれのグループも，◯神経細胞膜中に豊富に存在

する糖脂質・ガングリオシドが，スフィンゴミエリ

ン・コレステロールなどの脂質とともに形成する

「脂質ラフト｣2)と呼ばれるマイクロドメイン中で，
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クラスターを形成すること，◯ガングリオシドクラ

スターの形成を契機としてアルツハイマー病原因タ

ンパク質であるアミロイド b タンパク質（Ab）が

脂質膜へ結合すること，◯膜結合型の Ab が自身の

線維形成を促進することをこれまでに報告し，3)ガ

ングリオシドを介した Ab 凝集モデルとして提唱し

てきた．また，フォスファチジルグリセロール

（PG)4)とフォスファチジルセリン（PS)1)の 2 種類

の脂質がヒト膵島アミロイドポリペプチド

（hIAPP）のアミロイド線維形成を促進されること

も報告されている．しかし，これらの報告は人工モ

デル膜を用いた実験系で明らかにした結果であり，

生細胞膜上でのアミロイド線維形成を観察・検証し

た例はない．そこで本稿では，生細胞膜上でのアミ

ロイド線維形成過程を可視化する方法を確立し，こ

の方法を用いて細胞膜脂質が Ab の線維形成に与え

る影響を調べた結果を紹介する．5)また，同様の方

法により，Ⅱ型糖尿病患者の膵臓ランゲルハンス島

に沈着する hIAPP の線維形成過程に関して解析を

行った結果も併せて紹介する．6)

2. 生細胞膜上でのアミロイド線維可視化法の確

立

これまでに，透過型電子顕微鏡7)や蛍光顕微鏡8,9)

を用いて細胞表面で形成される Ab 線維の観察を試

みた報告がなされているが，いずれも観察前に細胞

の固定やその後の複雑な処理を必要とするものであ

った．細胞の固定処理を行うことで，染色試薬など

の細胞内分布が変化し得ることも報告されてお

り，10)アーティファクトが生じる可能性を極力排除

し，非侵襲的に生細胞膜上で起こるアミロイド線維

形成過程を可視化するためには，複雑な前処理を行

わずに観察を行うことが必須となる．そこで，in

vitro の実験系でアミロイド線維構造を特異的に認

識する色素として汎用されている， thio‰avin T

(ThT), thio‰avin S (ThS), Congo red の 3 つの色

素1113)について，生細胞膜上に蓄積するアミロイド

線維を特異的に染色できるかどうか検討を行った．

3 種の色素をそれぞれ単独で細胞に投与し，共焦

点顕微鏡により観察を行ったところ，ThT, ThS は

細胞内に取り込まれて蛍光を発するのに対し，

Congo red の非特異的結合は観察されなかった

［Figs. 1(a)(f)］．次に，蛍光色素 Fluorescein でラ

ベルした Ab（FL-Ab）を PC12 細胞に投与し，

Congo red により染色を行ったところ，Congo red

の蛍光は FL-Ab の蛍光が非常に強い領域にのみ共

局在した［Figs. 1(g) and (h)］．この結果は FL-Ab

が一定量蓄積し，アミロイド構造をとった時にのみ

認識・結合することを示しており，Congo red を用

いることで，複雑な前処理を必要とせずに生細胞膜

上に蓄積したアミロイド線維を特異的に染色・観察

可能であることが明らかとなった．

3. 細胞膜への Ab アミロイド線維蓄積様式の可

視化

この観察法を用いてアミロイド線維の細胞膜上へ

の蓄積を可視化し，細胞膜脂質の分布と比較を行っ

た．まず，ガングリオシドの特異的プローブである

コレラトキシン B サブユニットの蛍光色素付加体

（CTX-B）を用いて PC12 細胞膜を染色し，その分

布を観察したところ，PC12 細胞膜の染色像は不均

一であり，CTX-B の蛍光が顕著に強い（ガングリ

オシドリッチな）領域が存在することが明らかとな

った［Fig. 2(a)］．また，コレステロールリッチな

領域に特異的に結合するポリエチレングリコール修

飾コレステロールの蛍光色素付加体（fPEG-chol)14)

がこのガングリオシドリッチな領域と共局在する

［Figs. 2(a) and (b)］ことから，ガングリオシドリ

ッチな領域はコレステロールリッチでもあり，脂質

ラフト様の性質を備えることが明らかとなった．

次に，Ab を PC12 細胞とインキュベート後 Con-

go red により染色を行い，そのアミロイド線維形

成を追跡すると，Congo red の蛍光はガングリオシ

ドリッチな領域と完全に一致し，アミロイド線維の

蓄積がガングリオシドリッチな脂質ラフト様領域に

特異的であることが明らかとなった［Figs. 2(e)

and (f)］．ガングリオシド，コレステロールととも

に脂質ラフトを形成していると考えられているスフ

ィンゴミエリンが，固体表面に支持した脂質二分子

膜上で Ab の線維形成を促進するという報告もなさ

れているが，15)われわれのグループがリポソームを

用いて行った実験結果とは相反するものである．16)

しかし，もしスフィンゴミエリンが生細胞膜上でガ

ングリオシドリッチな領域に分布しているとすれ

ば，なんらかの作用により Ab の線維化を促進して

いる可能性も考えられる．
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Fig. 1. Screening of Amyloid Speciˆc Dyes
(a)(f) PC12 cells were incubated with 2.5 mM ThT ((a) and (d)) or 0.05 w/v ％ ThS ((b) and(e)) for 8 min, or 20 mM Congo red ((c) and (f)) for 30 min in

the absence of Ab. (a)(c) and (d)(f) Fluorescence and diŠerential interference contast (DIC) images, respectively. Bar represents 20 mm. (g) and (h) Validation
of Congo red staining for visualizing amyloids on cell membranes. PC12 cells were incubated with 25 mM FL-Ab for 24 h, and subsequently stained with 20 mM Con-
go red for 30 min. FL-Ab and Congo red images are shown in (g) and (h), respectively.

Fig. 2. Distribution of Gangliosides and Accumulated-Ab on Live Cell Membranes
(a)(d) Colocalization of ganglioside-rich domains with cholesterol-rich domains. Untreated ((a) and (b)) or NGF-treated ((c) and (d)) were stained with

10 mg/ml of CTX-B for 20 min and 1 mM fPEG-chol for 5 min. Arrowheads and arrows indicate the colocalization of ganglioside-rich domains with cholesterol-rich
domains in cell bodies and distal neurites, respectively. (e)(h) Selective accumulation of Ab-(142) on ganglioside- and cholesterol-rich domains. Untreated ((e)
and (f)) or NGF-treated cells ((g) and (h)) were incubated with 10 mM Ab-(142) for 24 h or 6 h, respectively and the accumulated Ab-(142) amyloid and cell
surface gangliosides were stained with 20 mM Congo red for 30 min and 10 mg/ml of CTX-B for 20 min, respectively. Arrows show the colocalization of Congo red
‰uorescence with ganglioside-rich domains, in which ganglioside was brightly stained with CTX-B.

1297No. 10
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Table 1. Gangliosides and Cholesterol Contents of PC12
Cells

Untreated NGF-treated
NGF- and
compactin-

treated

Gangliosides a,c

(per cell, a.u.) (1)193±38 (2)981±78 (3)517±120

Cholesterol b

(mg/mg protein) (4)21.7±1.0 (5)48.3±13.4 (6)20.7±2.6

The data shown are the mean±S.D. p(1 versus 2), p(2 versus 3), p(1
versus 3)＜0.003. p(4 versus 5), p(5 versus 6)＜0.02. The statistical analy-
sis was performed by the two sample t-test. a n＝4, b n＝3, c GMI contents
were estimated from CTX-B ‰uorescence intensity. See MATERIALS
AND METHODS for details.

1298 Vol. 130 (2010)

4. 神経分化誘導に伴う細胞膜脂質組成の変化と

Ab 線維蓄積量の増大

Ab が持つ神経細胞特異的な毒性の原因を究明す

るため，神経成長因子（NGF）により交感神経様

細胞へと分化誘導を行った PC12 細胞を用いて同様

の実験を行った．ガングリオシドかつコレステロー

ルリッチな領域は主に突起先端部や細胞体に局在す

ることが観察され［Figs. 2(c) and (d)］, Ab 線維

の蓄積も同様の分布を示した［Figs. 2 ( g ) and

(h)］．神経分化誘導のシグナルは，細胞膜上のガ

ングリオシド量により調節されていることが報告さ

れており，17)ガングリオシドの局所的な分布との関

連が示唆される．また，分化誘導前後の PC12 細胞

に対して蓄積する Ab 線維を，時間変化とともに追

跡した観察像を Figs. 3(a)(h)に示す．分化誘導前

後のどちらの場合においても，インキュベート時間

の延長に伴い Ab 線維の蓄積量は増大し，最終的に

細胞内へと広がる様子が観察される．このような観

察像が死細胞を示すことは以前の筆者らの報告によ

り明らかとなっている．18)さらに，分化誘導後の細

胞においては，まず突起先端部の損傷が起こり，そ

の後に細胞体が破壊される様子がみられる．この結

果は，Ab が培養海馬神経細胞の突起先端部を損傷

させること19)や，培養交感神経細胞のアポトーシス

に先立って遠位軸索の損傷を引き起こすこと20)など

と類似しており，Ab が誘起するシナプスの消失

や，引き続いて起こる神経細胞死と関連していると

考えられる．

ここで注目すべき点は，神経分化誘導により Ab

線維の蓄積量が著しく増大していることである．

Congo red の蛍光強度をもとに細胞あたりの Ab 線

維蓄積量を見積もると，神経分化誘導前後の細胞に

対しそれぞれ，903±48, 3244±586 となり，有意な

差を示した（p＜0.003）．また，Ab が誘導する細

胞毒性を評価したところ，分化誘導前の細胞におい

ては 72 時間のインキュベート後でも 70％程度の細

胞生存率を示したのに対し，分化誘導後の細胞では

24 時間のインキュベートで 56％，72 時間のインキ

ュベートでは 28％と非常に低い生存率へと落ち込

み，分化誘導後の細胞に対して Ab が顕著に強い毒

性を示すことが明らかとなった［Fig. 3( j)］．

この神経分化誘導による Ab 線維蓄積量の増大，

細胞毒性の増強の要因を明らかにするため，分化誘

導前後の PC12 細胞が含有するガングリオシド，コ

レステロール量の比較を行うと，分化誘導後の細胞

において，ガングリオシド量は約 5 倍，コレステ

ロール量は約 2 倍と顕著に増大していることが確認

された（Table 1）．ガングリオシド，コレステロー

ルの両脂質が増加することで，Ab 線維形成を促進

する要因となるガングリオシドクラスターの形成が

促進され，3,16)これに伴って Ab 線維蓄積量の増

大，細胞毒性の増強が引き起こされたと考えられる．

5. Ab のアミロイド線維形成に細胞膜中のコレ

ステロールが与える影響

細胞膜中のコレステロール量が Ab の線維形成に

与える影響をさらに検証するため，分化誘導後にコ

レステロール合成阻害を施した PC12 細胞を用いて

実験を行った．ヒドロキシメチルグルタリル－コエ

ンザイム A（HMG-CoA）還元酵素阻害剤であるコ

ンパクチンを投与することで，コレステロール含有

量が約 43％程度に減少すると同時にガングリオシ

ド量の減少も観察され（Table 1），これに伴い Ab

線維蓄積量の減少，細胞毒性の減弱がみられた

［Figs. 3(i) and ( j)］．ここで，コレステロールとガ

ングリオシドの両脂質の比率には変化がみられなか

った（Table 1）ことや，ガングリオシドリッチな

領域がコレステロールリッチな領域と完全に一致す

る（Fig. 2）ことから，ガングリオシドとコレステ

ロールの生合成になんらかの関連があることが示唆

される．また，コレステロール代謝はスフィンゴ脂

質の輸送や選別などを含む複数の代謝，細胞内輸送

機構に関与することが知られており，21)コンパクチ

ン処理の副次的効果としてガングリオシド量に変化

が生じた可能性も考えられる．
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Fig. 3. Accumulation of Ab Amyloids and the Cytotoxic Effect on NGF-differentiated PC12 Cells
((a)(i)) Enhanced accumulation of Ab-(142) on NGF-diŠerentiated PC12 cell membranes and reduced accumulation by inhibition of cholesterol synthesis.

Untreated ((a)(d)) or NGF-diŠerentiated((e)(h)) PC12 cells were incubated with 10 mM Ab-(142) for 6 ((a) and (e)), 24 ((b) and (f)), 48 ((c) and (g)), or
72 h ((d) and (h)). Arrows indicate disrupted neurites. (i) NGF-diŠerentiated cells were treated with the cholesterol inhibitor compactin (1 mM) for 48 h, and fur-
ther incubated with 10 mM Ab-(142) for 24 h. The cells were subsequently stained with 20 mM Congo red for 30 min. Congo red and DIC images in each set of con-
ditions are shown. Bar represents 20 mm. ( j) Potentiation of Ab-(142)-induced cytotoxicity by NGF-diŠerentiation and reduction by compactin-treatment. NGF-
treated cells (ˆlled column), untreated cells (gray column), and NGF- and compactin-treated cells (open column) were incubated with 10 mM Ab-(142), and
stained with 0.4 mM Calcein-AM (live cells) and 0.4 mM EthiD-1 (dead cells) for 30 min. Stained cells (200500) were counted in 811 images. Data are represented
as mean±S.D. p＜0.001, p＜0.0002and p＜0.005 relative to the Untreated (NGF(－)) groups, #p＜0.001 (two sample t-test).

1299No. 10

このように，コレステロールはガングリオシドの

クラスター形成，3,16)ガングリオシド分子のホメオ

スタシス，さらには Ab 分子の産生2224)に関与する

ことで，Ab のアミロイド線維形成に対して多角的

に効果を及ぼす，アルツハイマー病の重要なリスク

ファクターである．25,26)
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6. Ab の細胞毒性体

神経細胞を傷害する Ab の毒性本体に関しては様

々な議論がなされており，細胞膜脂質非存在下で形

成させたプロトフィブリル（原線維）や Ab-de-

rived diŠusible ligands（ADDLs）と呼ばれるオリゴ

マーが細胞毒性を持つという報告がなされてい

る．2730)しかし，Fig. 3 に示すように，Ab が誘起

する神経突起先端部の損傷，細胞毒性は，線維構造

をとった Ab が細胞膜上にある程度蓄積した後に観

察されるものである．よって，生体内で形成される

毒性体は，細胞膜中のガングリオシドに結合した

Ab を鋳型として Congo red 陽性の線維構造を形成

する過程で生じると考えられる．実際に，ガングリ

オシドを含むリポソームとインキュベートすること

で Ab が毒性体を形成するという報告もなされてい

る．31)

近年，ガングリオシドを含有するリポソームや脂

肪酸といった細胞膜成分の存在下で形成させた可溶

性のオリゴマーや，32,33)高度不飽和脂肪酸により安

定化されるプロトフィブリル構造34)を持つ Ab が毒

性体であるという報告がなされている．一方で，ア

ミロイド線維自体が神経細胞の機能障害や細胞死を

誘起する3540)という報告もなされており，毒性本体

の構造に関しては依然として議論の余地が残る．

7. hIAPP アミロイド線維の蓄積様式

hIAPP はⅡ型糖尿病患者の膵臓ランゲルハンス

島にみられるアミロイド沈着物の主要構成成分とし

て知られている．41,42) hIAPP のアミロイド線維形成

とⅡ型糖尿病の発症との間の因果関係は明らかにさ

れていないが，アミロイド沈着物が細胞機能を障害

することから，病的過程に関与していると考えられ

る．また hIAPP は Ab と同様に生理的濃度では自

己凝集せず，4) PG と1) PS の 2 種類の脂質によりア

ミロイド線維形成が促進されることが，人工モデル

膜を用いた実験により示されている．しかしなが

ら，主要な酸性脂質として知られる PG，PS はど

ちらも哺乳類細胞の細胞膜外葉には発現しておら

ず，生細胞膜上で線維形成を促進しているとは考え

難い．一方，ガングリオシドは細胞膜外葉に発現す

る主要な酸性脂質であり，生細胞膜上での hIAPP

の線維形成を媒介している可能性が十分に考えられ

る．

そこで hIAPP を PC12 細胞に投与後，Congo

red 染色を行い，アミロイド線維の細胞膜上への蓄

積過程を観察した．Congo red 陽性の hIAPP 線維

はガングリオシドリッチな領域に特異的に蓄積する

ことが明らかとなった［Fig. 4(a)］．また，投与濃

度に依存して hIAPP 線維の蓄積量は増加し，25

mM の濃度では微分干渉像（DIC）からも明らかな

細胞毒性を示した［Fig. 4(b)］．hIAPP の細胞毒性

も，アミロイド線維がある程度細胞膜上に蓄積した

後に観察される．よって，生体内で形成される毒性

体は，Ab の場合と同様に，Congo red 陽性の線維

構造を形成する過程で生じると考えられる．さらに，

hIAPP のアミロイド線維形成過程においてオリゴ

マーは形成されないことが報告されており，43)毒性

体は恐らくアミロイド線維と考えられる．また，培

地中でプレインキュベートした hIAPP を PC12 細

胞に投与しても，hIAPP 線維の蓄積は観察されな

いことから，hIAPP 線維も Ab と同様細胞膜を介

して形成されることが明らかとなった［Fig. 4(c)］．

次に，ガングリオシドやコレステロールが hIAPP

の線維形成に必須であるかどうかを確認するために，

D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-

propanol（PDMP），又はコンパクチンを投与する

ことでそれぞれガングリオシド合成，コレステロー

ル合成を阻害した PC12 細胞に対し蓄積する hIAPP

線維を観察した．PDMP 処理により，PC12 細胞膜

中のガングリオシド量は約 43％に減少した［Fig. 5

(a)］．コンパクチン処理により，コレステロール量

と並行してガングリオシド量が減少することは上述

したとおりである（Table 1）．PDMP，コンパクチ

ン処理により hIAPP 線維の蓄積量は顕著に減少し，

Congo red の蛍光強度をもとに見積もった細胞あた

りの線維蓄積量は，未処理の細胞への蓄積量に対し

てそれぞれ約 28％，36％であった［Fig. 5(b)］．ま

た，ガングリオシドを発現していない Chinese ham-

ster ovary（CHO）細胞［Fig. 5(a)］に hIAPP を投

与しても，線維形成は確認されなかった［Fig. 5

(b)］．以上の結果は，ガングリオシド，コレステ

ロールが hIAPP のアミロイド線維形成において重

大な役割を担っていることを示している．膵島にお

いて発現しているガングリオシド量は，膵臓組織の

他の領域に比べて顕著に多く，44)このことが，

hIAPP アミロイド線維の膵島への特異的な沈

着45,46)の要因になっていると考えられる．
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Fig. 4. Accumulation of hIAPP Amyloids on PC12 Cell Membranes
(a) PC12 cells were incubated with 10 mM hIAPP for 24 h and stained with Congo red and CTX-B. (b) PC12 cells were incubated with hIAPP at the indicated

concentrations for 24 h and stained with Congo red. (c) Ten micromolar hIAPP was preincubated in culture medium for 24 h, and then applied to PC12 cells for 30
min.

Fig. 5. Gangliosides- and Cholesterol-dependent Accumulation of hIAPP Amyloids on Plasma Membranes
(a) Cell surface gangliosides of PC12 or CHO cells in the indicated conditions were stained with CTX-B. Ganglioside contents were estimated from CTX-B

‰uorescence intensity. The data shown are the mean±S.D. (n＝4). p (untreatd versus PDMP-treated)＜0.01(two-samle t-test). (b) PC12 or CHO cells in the indi-
cated conditions were incubated with 20 mM hIAPP for 24 h and then stained with Congo red. The amount of accumulated hIAPP amyloid was estimated from Con-
go red ‰uorescence intensity. The data shown are the mean±S.D. (n＝3). p (untreated versus PDMP-treated)＜0.02, p (untreated versus compactin-treated)
＜0.02 (two-samle t-test).
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8. おわりに

アミロイド線維形成過程において脂質分子の関与

が報告されているアミロイド原性タンパク質は多数

あるが，生細胞膜上でその形成過程が解析された例

はなかった．本稿で紹介した方法により，生細胞膜

上でアミロイド線維が蓄積する様子を非侵襲的に観

察することが可能となり，脂質ラフト中のガングリ

オシドが，Ab のみならず，hIAPP のアミロイド線

維形成の足場としても機能していることが明らかと

なった．ガングリオシドが媒介するアミロイド線維

形成機構は，普遍的なメカニズムとして他の複数の

アミロイド原性タンパク質の線維化を引き起こして

いる可能性もあり，今後の重要な研究課題である．

本研究がアミロイドーシス発症機構の解明に向けた

一助となることを期待してやまない．
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