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研究成果の概要（和文）：本研究では、「流動＝機械的仕事」と捉えるメカノケミストリー（超分子・高分子
系）およびメカノバイオロジー（細胞・組織）を、「流動＝熱力学的仕事」と捉える非平衡自己組織化の学問と
融合し、流動による機械的・熱力学的作用が「分子⇒分子集合体⇒生命システム機能」へと時空間的に伝播する
現象を包括的にとらえる学問分野「メカノモレキュラーサイエンス」を開拓することを目的に行った。その目的
へ向け、特にAβペプチドの非平衡自己組織化への流動作用と神経疾患との関係について検証を行った。その結
果、開放系流動が作用することにより、Aβペプチド分子同士のクラスター化ならびに組織化が促進されること
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to integrate mechanochemistry (supramolecular 
and macromolecular systems) and mechanobiology (cells and tissues), which consider "flow = 
mechanical work," with the study of non-equilibrium self-organization, which considers "flow = 
thermodynamic work. The goal of this project is to develop "mechanomolecular science," an academic 
field that comprehensively captures the phenomena of the spatio-temporal propagation of mechanical 
and thermodynamic effects of flow from molecules to molecular assemblies to biological system 
functions. To achieve this goal, we examined the relationship between the flow of Aβ peptide into 
non-equilibrium self-organization and neurological diseases. We found that the clustering and 
assembling of Aβ peptide molecules were promoted under the open and flowing system.

研究分野： 非平衡分子科学

キーワード： 非平衡　アルツハイマー　アミロイドβ　神経変性疾患　アミロイドーシス　メカノケミストリー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本での認知症患者数は予備軍も含め1000万人弱にも上ると言われている。その中で最も多いアミロイドーシス
（神経変性疾患）であるアルツハイマー病は、アミロイドβペプチド（Aβ）の神経細胞膜上での線維化・沈着
が関与している。超高齢化社会を迎える現代社会において、神経変性疾患の発現機構の全貌解明と予防・治療法
の開発は地球規模での喫緊の課題としてとらえられている。そのためAβの神経細胞膜上での線維化・沈着に関
しては世界中で多くの研究が行われているが、そのほぼすべてが、生命システムの本質である非平衡開放系条件
を無視したものである。本研究は、その本質に焦点を当て、Aβの新しい毒性制御機構を発見した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー型認知症（AD）は、脳内のアミロイド斑を特徴とする進行性の神経変性疾患

で、記憶や認知能力に影響を及ぼす。アミロイド斑の主成分は、アミロイド前駆体タンパク質
（APP）が切断されてできるアミロイド β（Aβ）ペプチドである。Aβペプチドは脳脊髄液（CSF）
内で Aβ ペプチドの核形成、オリゴマー形成、プロトフィブリル形成を経て、不溶性の Aβ フィ
ブリルを神経細胞膜上にプラークとして沈着させる。Aβ の細胞毒性は、Aβ オリゴマーが CSF
中の濃度でシナプスに作用することに起因すると考えられている。しかし、ほとんどの実験では、
CSF の流動性や非平衡性を考慮していないため、その基礎となる分子メカニズムは不明のまま
である。すなわち、Aβ の細胞毒性の理解、さらにはアルツハイマー型認知症の発症機構解明に
は、CSF の流動性や非平衡性を考慮した実験系での検証が必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
以上の背景の中、本研究では CSF の流動性や非平衡性を考慮した実験系における Aβ の組織

化ならびに細胞膜との相互作用についての検証を行った。 
Aβ フィブリル形成の各段階（一次核形成，伸長，二次核形成）の速度は，速度定数(k)と Aβ

モノマー濃度([Aβmon])の関数として記述される。フィブリル形成により溶液中のモノマーが消費
されると、Aβモノマーが供給されない系では当然のごとく[Aβmon]は減少する。つまり、フィブ
リル成長中は反応速度が低下する。これは、CSF によって輸送された APP から Aβモノマーが
継続的に供給され[Aβmon]が APP からの供給速度で決まる濃度に維持される in vivo の速度論と
は完全に異なる。したがって、in vivo においては溶液相の[Aβmon]を減少させることなくフィブ
リル成長が進むため、[Aβmon]が時間とともに低下する閉鎖系よりも高いフィブリル化速度を維
持していることが予想される。in vitro の実験において、生理的条件よりもはるかに高い[Aβmon]
を用いた実験条件が必要とされるのはそのためである。 

[Aβmon]以外にも、Aβフィブリル形成の各ステップの速度定数(k)は、流れによっても影響を受
ける。Aβは高分子であるため、流れに起因する機械的な力(例えば、せん断力)によって分子内お
よび分子間の構造が変化し、ネイティブな構造と変性した構造の間で構造が変化し、生体高分子
の二次構造を不可逆的に変化させる。さらに、流れは分子間配向性を増加させ、核生成のエネル
ギー障壁を減少させる。これらの分子的効果は、Aβ やその他の生体高分子の核生成、フィブリ
ル成長、その他の分子内・分子間プロセスを流れに依存して制御されることが確認されている。 
しかし、これらの研究は、細胞膜のない状態（すなわち、攪拌または振とう槽）でのものであり、
Aβ と脂質の相互作用や流れが引き金となる細胞毒性に対する流れの状態の役割を評価していな
い。したがって、フィブリル形成や Aβの毒性が、非平衡状態の流動状態によって細胞膜上でど
のように制御されるかを理解することは極めて重要である。そこで本研究では、生物学的に適切
な流れの条件下で、Aβ と脂質の相互作用とそれに伴う細胞毒性を評価するためのマイクロ流体
デバイスを構築した。マイクロチャネルをシリンジポンプに接続し，Aβ溶液を 10 μm/s の一定
速度で 24 時間供給し，静止状態（無流）と流動状態（有流）の両方で，1,2-ジミリストイル-sn-
グリセロ-3-ホスホコリン（DMPC）膜の表面に生じる形態変化を観察した。このマイクロチャ
ネルは，一定の[Aβmon]と生物学的に適切なせん断力の下で，Aβと脂質の相互作用を評価するこ
とを可能にした。以上の実験を行うことで，流れによる Aβ-脂質相互作用の変調を in vitro で実
証し，in vivo での流れの分子効果を解明することを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
 図 1 に本研究で使用した実験システムの写真を示
した。オリンパス社製正立顕微鏡 BX53 に温度可変
ステージを設置し、その上に PDMS 製マイクロ流路
を置いている。マイクロ流路にはガラス基板が設置
されており、あらかじめ DMPC あるいは DOPC 二
重膜をベシクルフュージョン法により製膜されてい
る。このマイクロ流路には超微量シリンジポンプが
接続されており、所定の流量（0 – 10 μm/s）となる
よう Aβ溶液を連続的に供給することができる。 
  
４．研究成果 
 上記の実験方法により、流動状態のある条件とな
い条件で 24 時間経過した後のプラーク状の凝集体
のサイズ分布を検証した（図 2）。静止状態ではほと
んどが面積 104 μm2 以下の微小な凝集体を形成して
いるが、流動状態では面積 104 μm2の凝集体の形成が顕著に促進されることが明らかになった。 

図 1．本研究で構築したマイクロ流路実
験システム． 



 
 
Aβ を含まない緩衝液を流しても膜の巨視的な構造
には影響を与えないことから（図 3）、静止状態と流
動状態でそれぞれ観察される微小な凝集体と大き
な凝集体の形成は、膜と Aβ の相互作用によって引
き起こされたものと考えられる。しかし、この 2 つ
の条件の間で凝集体の大きさが決定的に異なるこ
とから、脂質と Aβ からなるプラーク状の凝集体の
形成には、流動状態と非平衡状態が重要な役割を果
たしていることが明らかになった。さらに、これら
の凝集体の形成は、膜の流動性に異なる影響を与え
た。Aβ を添加した静止状態でインキュベートした
場合、 Aβ を添加しなかった場合に比べて、蛍光の
回復がわずかに遅れた（図 2b）。この結果は、微小
な凝集体の形成が膜の流動性をわずかに低下させ
ていることを示唆している。おそらく、微小な凝集
体が不動の拡散障害物として脂質分子の長距離拡
散性を低下させているためと考えられる。両条件で
の DMPC 二重膜の流動性の違いを考慮すると、流
動条件は、膜の微視的構造だけでなく、Aβ 凝集体
の微視的構造にも影響を与えていると結論づけら
れた。 
非静止状態での効果が、大きな Aβ 凝集体の形成

を促進することを確認するために、DOPC 二重層を
用いた追加実験を行った（図 4a）。6 時間後には
DOPC 二重層で Aβ の凝集体（約 5 μm）が形成さ
れ、12 時間後にはより大きな凝集体（10 μm 以上）
が形成された。各条件で 100 枚近くの画像が得ら
れたので、非静止状態で培養している間の小（0～10 μm2）、中（10～20 μm2）、大（20μm2以
上）の凝集体の存在比の時間経過を考察することができた（図 4b）。24 時間後の静止状態では、
ほとんどの凝集体（96％）が＜104 m2 であり、DMPC を用いた結果と同様であった。しかし、
静止していない状態では、6 時間後に中程度の凝集体と大きな凝集体の割合が 12％に増加し、
24 時間後まで増加し続け、中程度の凝集体と大きな凝集体の割合はそれぞれ 12％と 22％に増
加した。DOPC へは Aβ はあまり蓄積しない者との報告が多いが、我々の実験結果に基づけば、
その様な結果は従来の閉鎖系条件で実験を行っていることに起因するものであり、実際の生命
システムを想定した開放系（非静止状態）では Aβ の凝集と膜上への蓄積が促進されることが明
らかになった。 
 

図 2．(a) Aβ 凝集体のサイズヒストグラムと、(b)
各条件下での FRAP 曲線． 

図 3．（A）製膜直後、（B）24 時間流動を加えずに
バッファー内で保管した後、（C）24 時間バッファ
ーを流動させ続けた後の蛍光顕微鏡写真と FRAP
曲線．いずれにも Aβは加えられていない。 

図 4．（a）流動条件下における DOPC 膜状
の Aβ．（b）静止条件 24 時間後、流動条件
6～24 時間後における各サイズの凝集体の
存在分布． 
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