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 研究要旨 
アミロイドß蛋白質（Aß）の重合によるアミロイド形成は、アルツハイマー病（AD）の

起点で生じる異常事象である。従ってAß重合の分子機序を解明し、それを抑止する手法を
開発することは、ADの根本的な予防ならびに治療への確かな路程といえる。柳澤らは、脳
内においてAßは神経細胞膜上でガングリオシドに結合し、特異なガングリオシド結合型Aß
（ganglioside-bound Aß,GAß）が形成され、これがアミロイド形成の内因性seedとして働
くことを示してきた（下図参照）。本研究はGAßに焦点をあて、GAß形成の背景にある神
経細胞膜脂質組成の変化、GAßの超分子構造、ガングリオシド依存性アミロイド線維の毒
性発現機序等を、NMR、質量分析、原子間力顕微鏡等を用いて解析する。同時に、GAßを
標的とするアミロイド形成阻害薬の開発研究を実施する。 
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Ａ．研究目的	
 

アルツハイマー病（AD）において神経細胞傷害を誘導するアミロイド ß蛋白質（Aß）重
合体の形成機構を解明し、それを抑止する手法の開発により、ADの本質的な予防法ならび
に治療法（先制治療法）を確立することを目的とする。 
《必要性》アルツハイマー病患者数は我が国で 200万人、世界で 3200万人を超えたと推定
され、今後さらなら増加が懸念されている。本疾患病態生理への理解は深まってはいるも

のの、依然、分子病理学的発症機序の詳細は不明であり、根治的な治療薬（疾患修飾薬）

の開では不成功が相次いでいる。このような状況において、AD発症機構を分子レベルで解
明し、その理解に基づく先制治療法を確立することは喫緊の課題である。 
《特色・独創的な点》本研究は、主任研究者の柳澤がヒト脳内で見出したアミロイド形成

の内因性の「種」であるガングリオシド結合型 Aß(GAß)に焦点をあて研究を進めるもので
あり、際立った特色と高い独創性を有している。 
	
 

Ｂ．研究方法	
 

（柳澤）ショウジョウバエを対象にヒト Aß の産生とガングリオシド発現の誘導による新規

のアルツハイマー病病態モデルを作製し、GAß の脳内における病態解明を進める。	
 

（加藤）線維伸長の末端に現れる特異構造を保持しつつ線維伸長を抑止する実験系を設

計・作出し、立体構造解析を実施する。	
 

（松崎）ラフト膜での Aβ凝集過程を分子動力学シミュレーションする。また、毒性型アミ

ロイド線維の構造をケミカルクロスリンクにより推定する。神経細胞に Aβを添加し、凝集

に伴う膜流動性変化と細胞死の関係を調べる。また、マイクロアレイを用い、タンパク質

発現プロファイル変化を網羅的に調べる。	
 

（鈴木）中性糖脂質の分析のためのサンプル前処理法を確立する。ガングリオシド、スフ

ィンゴミエリンの解析を行い、それらの定量法を検討する。	
 

（松原）脳から抽出した脂質の単分子膜を作製し、累積して再構成膜を作製した後、脂質

膜面の表面形状を AFM により観察して Aß 形状の経時変化を画像化する。この実験により Aß

重合とガングリオシドのナノスケールでの膜内分布の関係を明らかにする。	
 

（河合）GAß 結合性低分子化合物の創出を目指し、GAß 構造情報をもとに低分子化合物をデ

ザインし、活性、薬物動態ならびに安全性等を評価し、最適化を進める。	
 

	
 

（倫理面への配慮）	
 

	
 本研究課題の遂行にあたってマウス等のモデル動物を対象とする実験が必要となる場合

には、国立長寿医療研究センター動物実験委員会での承認を受け、また同センターが定め

る動物実験指針に従い、動物愛護に十分留意する。本研究の一部においては、平成 24 年度

までにヒト脳より分離精製した神経細胞膜標品を使用するが、これは東京都健康長寿医療

センターにおいて、同センターが定める規程に沿って遺族の同意のもとに実施された剖検

により得られた脳より調製された試料である。これらの使用にあたっては、研究代表者が

所属する国立長寿医療センターにおいて厚生労働省が定めた臨床研究に関する倫理指針の

もとに審議される倫理委員会での承認が得られており、また当該分担研究者の所属機関に

おいても、その解析が実施されることに関しての承認が得られている。	
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Ｃ．研究結果	
 

	
 脳内におけるアミロイド形成における内因性の”種”分子である GAßの病的役割をさらに
確認するべく新規アルツハイマー病病態モデル動物の作出を目指し、ショウジョウバエ神

経系からの脂質抽出ならびに質量分析法による脂質組成解析の手法を確立した。あわせて、

ショウジョウバエ神経系における複合糖脂質の発現様式等を詳細に検討し、同種には生理

的に形成されていないガングリオシド（GM3）の発現誘導に向けた基本的操作手順を確認
し、最終年度に向けた解析の準備を整えた。 
	
 NMRを GAß構造の解析においては、抗 GAβ抗体の Fabドメインと Aβの複合体の X線

結晶構造解析を行うため、抗 GAβ抗体および Aβペプチドを混合し、約 300種類の結晶化

条件スクリーニングを実施するも良質な結晶は得ることはできなかった。一方、タンデム

型 Aβのキャラクタライズに関しては、Aβ(1-40)を 2分子連結させたタンデム型 Aβの NMR

スペクトル取得に成功した。その結果、このタンデム型 Aβは可溶性の多量体を溶液中で安
定に形成していることが判明し、アミロイド線維断端の最小モデルとして有用であること

が示された。 
	
 ガングリオシドに依存して形成されるアミロイド線維の神経細胞毒性に関する検討にお

いては、NAマイクロアレイチップを用いた解析により、Aß非添加群と比較して Aß添加
群において有意に変動が認められた蛍光プローブが約二千個あった。さらに Aß線維が及ぼ
す細胞毒性の発現機構を調べるために、Aß以外の化合物の細胞毒性発現機構を調べている
マイクロアレイの解析データを十数種類、データベース上より検索した。その結果、興味

深いことに、細胞死（アポトーシス）に関連する遺伝子発現の変動が観察された。 
	
 また、細胞膜上におけるガングリオシド依存性の Aß重合開始過程の詳細な解明に向けた
原子間力顕微鏡（AFM）による解析の結果、ガングリオシド（GM1）クラスターの重要性、
さらにはクラスター上で形成されるガングリオシド糖鎖構造を認識するペプチドの有用性

があらためて確認された。 
	
 最後に、GAßと特異的に結合する低分子化合物の創成においては、これまでの探索で獲
得されたヒット化合物の周辺化合物を多数デザインし、有機合成し、それらの Aß重合阻害
活性、薬物動態ならびに安全性等に関する評価を実施し、リード化合物の獲得、さらにそ

れらの最適化へと進めた。 
	
  
Ｄ．考察と結論	
 

	
 GAßの発見から 20年が経過した。この間、我々を含め、国内外の多くの研究グループに
より研究が展開され、それらの結果、GAßがヒト脳内におけるアミロイド形成の内因性の”
種”であることを支持する多くの検証結果が得られている。本研究班では、これまでの研究
では十分に解明されていないGAß関連の課題をとりあげ、研究活動を展開している。幸い、
これまでの 2年間に、研究は期待通りの進捗を示している。最終年度には、アルツハイマ
ー病の中核病理であるアミロイド形成とアミロイドによる神経細胞傷害の分子機構の理解

に資する成果をあげ、あわせて、アミロイドの形成を先制的に抑止しうる薬剤開発を鋭意
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推進したいと考える。 
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