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The conversion of soluble, nontoxic amyloid b-peptide (Ab) to aggregated, toxic Ab rich in b-sheet structures by
seeded polymerization is considered to be the key step in the development of Alzheimer's disease. Accumulated evidence
suggests that lipid rafts (microdomains) in membranes mainly composed of sphingolipids (gangliosides and sphin-
gomyelin) and cholesterol play a pivotal role in this process. Our model membrane studies revealed the following
mechanism of Ab aggregation in membranes. Soluble Ab with unordered structures speciˆcally binds to raft-like mem-
branes containing a ganglioside cluster, the formation of which is facilitated by cholesterol. The membrane-bound Ab
forms an a-helix-rich structure at lower densities. At higher densities, Ab undergoes a conformational transition to a b-
sheet-rich structure that can serve as a seed for amyloid ˆbril formation. This model was conˆrmed at a cellar level using
rat pheochromocytoma PC12 cells. Amyloid ˆbrils formed in lipid rafts were cytotoxic, whereas ˆbrils formed in solu-
tion were almost nontoxic and had diŠerent morphologies. Thus, the role of membranes in Ab ˆbrillization is not merely
the acceleration of Ab aggregation but the generation of toxic ˆbrils. Furthermore, nordihydroguaiaretic acid was found
to eŠectively inhibit the ganglioside-induced amyloidogenesis by preventing the binding of Ab to the membrane.

Key words―Alzheimer's disease; amyloid b-peptide; ganglioside cluster; lipid raft; cytotoxicity

1. はじめに

アルツハイマー病（AD）は老人性認知症の約半

数を占める主要な認知症疾患であり，その発症機序

として最も有力なのは b アミロイドカスケード仮

説である．1)これは一回膜貫通タンパク質であるア

ミロイド前駆体タンパク質から b セクレターゼ，g

セクレターゼという 2 種類の酵素によって切り出さ

れてくるアミロイド b ペプチド（Ab）が，b シート

構造に富んだ凝集体を形成し神経細胞に沈着して神

経毒性を示すというものである．Ab の主要分子種

は Ab（142）（DAEFRHDSGY10EVHHQKLVFF20

AEDVGSNKGA30IIGLMVGGVV40IA）とこれより

C 末端側が 2 残基少ない Ab（140）である．AD

の病理学的特徴の一つである老人斑の主要構成成分

は，アミロイド線維を形成した Ab である．神経毒

性を示す凝集体の正体に関しては，このアミロイド

線維のほか，可溶性のオリゴマーが近年注目を集め

ている．2) AD 発症機構の解明と治療法の開発にと

って，Ab の凝集メカニズムの解明は極めて重要で

ある．

しかし，生理的な Ab は自発的な凝集が起こるの

に必要な濃度（数十 mM）よりはるかに低い 10 nM

以下で存在し，可溶性である．したがって， in

vivo で凝集が起こるためには，病的状態に特有な

凝集メカニズムを考える必要がある．

2. 脂質ラフトを介した Ab の凝集メカニズム

1995 年に柳澤らは AD 初期病変であるびまん性

老人斑と量的相関をもって糖脂質 GM1 ガングリオ

シドを結合した Ab が検出されることを見い出し，

これが核（seed）となって Ab の凝集沈着が促進さ

れる可能性を指摘した．3)近年，ガングリオシドは
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Fig. 1. Binding of DAC-Ab to Liposomes of Various Lipid
Compositions5,6)

Relative ‰uorescence enhancement is plotted as a function of the lipid-
to-peptide molar ratio. Lipids: ●, GM1/sphingomyelin/cholesterol (2/4/
4); ○, GM1/phosphatidylcholine (2/8), △, sphingomyelin; □, phos-
phatidylcholine; ■, phosphatidylcholine/cholesterol (2/1); ◇, phos-
phatidylserine.

Fig. 2. Secondary Structures of Ab(140)5)
Circular dichroism spectra of the peptide were measured in the presence

of GM1/sphingomyelin/cholesterol (4/3/3) liosomes at GM1-to-Ab ratios
of 40 (dotted line) and 10 (solid line). The former spectrum with double
minima around 208 nm and 222 nm is typical of an a-helix, whereas the latter
with a minimum around 218 nm is characteristic of a b-sheet.
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細胞膜中で，スフィンゴミエリンやコレステロール

などとともに脂質ラフトと呼ばれる脂質ドメインを

形成し，情報伝達に重要な役割を果たしていると考

えられている．4)そこでわれわれは，脂質ラフト構

成脂質を始めとして，種々の膜脂質と Ab との相互

作用を検討した．5,6)

膜への結合を容易に検出するため，Ab（140）

の N 末端に蛍光色素ジエチルアミノクマリンを結

合させた DAC-Ab をデザインした．DAC-Ab は，

水中では弱い蛍光しか発しないが，膜に結合し疎水

的な環境に移行すると，蛍光強度がおよそ 10 倍に

増大する．Figure 1 に示すように，DAC-Ab は生

理的条件で，ホスファチジルコリン，コレステロー

ル，スフィンゴミエリン，ホスファチジルセリンな

どの主要な膜構成リン脂質には結合しないが，脂質

ラフト様の GM1/スフィンゴミエリン/コレステ

ロール（2/4/4）リポソーム（脂質小胞）には結合

した．興味深いことに，同じ GM1 を 20％含む膜で

も，残り 80％がホスファチジルコリンである場

合，結合性は消失した．このことは，GM1 がある

存在状態にある場合のみ Ab を結合できることを示

している．蛍光ラベル GM1 のエキシマー形成を利

用した実験から，Ab は GM1 のクラスターを認識

していることを明らかにした．このクラスター形成

はコレステロールにより促進された．また，Ab は

GM1 以外の糖脂質にも結合し，結合性は糖鎖が大

きいほど強くなることがわかった．6,7)

ガングリオシドクラスターに結合した Ab は，結

合量が少ないとき，a ヘリックスに富んだ構造をと

るが，結合量の増大に伴い，b シート構造に転移し

（Fig. 2），b シート構造をとる条件で，アミロイド

線維を形成する．5,6)この凝集過程では，可溶性のオ

リゴマーは検出されなかった．8)

上記のリポソームを用いて得られた結果が細胞レ

ベルでも当てはまるのかを検証するため，神経モデ

ルであるラット褐色細胞腫 PC12 細胞を用いた実験

系を構築した．9,10)まず，N 末端を蛍光色素フルオ

レセインでラベルした Ab（140）を PC12 細胞に

添加すると，濃度・時間依存的に細胞膜に Ab が蓄

積する様子が観測できた．膜上のガングリオシドの

分布を蛍光標識コレラトキシン B サブユニットで

可視化すると，Ab はガングリオシドに富んだドメ

インに蓄積していることが明らかとなった．また，

この領域はフルオレセインラベルしたポリオキシエ

チレンコレステロールでも染色されたことから，コ

レステロールにも富んでいることがわかった．次

に，蛍光標識していない Ab の線維形成を可視化す

るため，アミロイド染色色素をスクリーニングした
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Fig. 3. Amyloid Formation by Ab(142) on PC12 cell
mebranes10)

PC12 cells were incubated with 10 mM Ab(142) at 37°C for 24 h, and
stained with Alexa Fluor 647-conjugated cholera toxin subunit B (ganglio-
sides) and Congo red (amyloids). The arrows indicate ganglioside-rich
domains, on which Ab selectively accumulated.

Fig. 4. Negative-stain Transmission Electron Micrographs of
Ab(140) Fibrils Formed in GM1/Sphingomyelin/Choles-
terol (2/4/4) Liposomes (A) and Aqueous Solution (B)8)
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ところ，コンゴレッドが好適であることを見い出し

た．Figure 3 に示すように，Ab（142）はガング

リオシドに富んだラフト様ドメインに選択的に蓄積

してアミロイドを形成することが明らかとなり，リ

ポソーム実験の結果を裏付けた．ラフト様ドメイン

は，Ab のみならず，human islet amyloid peptide

（Amylin）のアミロイド形成も促進することを見い

出した．11)

3. 脂質ラフトで形成されたアミロイド線維の性

質

最近，アミロイド線維の調製方法によって線維の

構造や毒性が異なるという polymorphism の問題が

にわかにクローズアップされてきている．12)果たし

て，脂質ラフトで形成されたアミロイド線維は，水

中で形成されたものと同一であろうか？ われわれ

は，GM1 クラスターを含むリポソーム共存下に形

成された Ab（140）のアミロイド線維と水中で形

成された線維の性質を比較検討した（Fig. 4）．8)線

維の形態を電子顕微鏡で比較してみると，ラフト中

線維が太い傾向にあった．また，細胞毒性に関して

は，25 mM で水中線維はほとんど示さなかったのに

対し，ラフト中線維は約半数の細胞を死滅させる毒

性を有した．線維表面の疎水性の疎水性を蛍光色素

8-anilinonaphthalensulfonate（ANS）の結合性で評

価したところ，ラフト中線維の方がより疎水性であ

ることがわかった．また，この高い疎水性のため，

細胞への親和性も高かった．こうした性質の差異

が，細胞毒性と関連すると考えられる．毒性を示す

線維は，GM1 クラスターを含むリポソームのみな

らず，GM1 ミセル共存下でも形成される．13)現

在，脂質ラフト中線維と水中線維の構造の違いを詳

細に検討している．

4. 低分子化合物による脂質ラフトでのアミロイ

ド形成阻害

Ab の凝集阻害は，AD の治療薬開発にとって重

要な戦略である．14)われわれは，水中でのアミロイ

ド形成阻害が報告されている代表的な化合物 8 種

（ノルジヒドログアヤレチン酸，リファンピシン，

ケルセチン，タンニン酸，ルチン，テトラサイクリ

ン，インドメタシン，アスピリン）について，GM1

クラスターを含むリポソーム共存下・非共存下にお

ける Ab のアミロイド形成阻害能力を比較したとこ

ろ，両者はかならずしも相関せず，水中とラフト中

で形成される線維は異なるという上記の結果を支持

した．15)ラフト中での線維形成に対し最も強い阻害

効果を示したノルジヒドログアヤレチン酸につい

て，阻害メカニズムを検討したところ，Ab の膜結

合を阻害することが明らかとなった．ノルジヒドロ

グアヤレチン酸の NMR スペクトルが Ab の共存に

よって変化したことから，両者の間に直接的な相互

作用があると考えられる．本化合物を Ab（142）

と等モル共存させると，Ab の PC12 細胞への蓄積

及び毒性はほぼ完全に阻害された（Fig. 5）．

5. おわりに

b アミロイドカスケード仮説に基づき，Ab アミ

ロイドの形成機構や構造，アミロイド形成阻害剤な

どについて，おびただしい数の報告がなされてき

た．しかし，これらの大部分は水中で形成された線

維に関するものである．一方，われわれはガングリ

オシド結合型 Ab の AD 患者脳からの発見に基づ

き，3)生体膜中の脂質ラフトにおいて，ガングリオ

シドクラスターを介して Ab アミロイドの形成が起

こるとの独自の理論を展開してきた（Fig. 6）．す

なわち，健康な状態では，ガングリオシドはクラス
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Fig. 5. Inhibitory EŠect of Nordihydroguaiaretic Acid
(NDGA) on Amyloidogenesis by Ab(142)15)

PC12 cells diŠerentiated with nerve growth factor were incubated with
10 mM Ab(142) at 37°C for 24 h in the absence (A and B) or the presence (C
and D) of equimolar NDGA. Amyloids were stained with Congo red (A and
C). Corresponding diŠerential interference images (B and D) are also
shown.

Fig. 6. Summary of Ab Aggregation Induced by Ganglioside
Clusters

Ab is essentially soluble, and takes an unordered structure in solution.
Once ganglioside clusters are generated, Ab binds to the clusters, forming an
a-helix-rich structure at lower protein-to-ganglioside ratios, whereas the pro-
tein changed its conformation to a b-sheet at higher ratios. The b-sheet form
facilitates the aggregation (ˆbrillization) of Ab, leading to cytotoxicity.
NDGA can eŠectively inhibit the ˆbrillogenesis by preventing the peptide
from binding to the cluster through a direct Ab-NDGA interaction.
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ターを形成しておらず，したがって Ab は膜と相互

作用せず可溶性を保っている．一方，病的な状態で

はガングリオシドはクラスターを形成し，これを認

識して Ab が膜（恐らくシナプス膜）に結合する．

最近，柳澤らは，late endocytic dysfunction によっ

てこのクラスター形成が起こると報告している．16)

膜に結合した Ab は a ヘリックスから b シートへと

構造変化し，アミロイド線維を形成する．このアミ

ロイド線維は，水中で形成された線維とは構造的に

異なり，細胞毒性を有する．脂質ラフトを介したア

ミロイド線維形成は，低分子化合物で阻害すること

ができる．

以上のように，AD の発症には膜におけるペプチ

ド脂質間の複雑な物理化学的相互作用がかわって

いると推定される．この一連のカスケードをもとに，

AD の有力な予防・治療法が開発されることを願っ

てやまない．
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