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研究成果の概要（和文）：アミロイド線維はアルツハイマー病を代表とする神経変性疾患の原因物質である。こ
れまでに、これらの疾患発症の前兆として微量な線維核が血中に存在することが示唆されており、これを検出す
ることが早期診断につながると考えられている。この研究では、超音波照射法がこの線維核検出過程において及
ぼす影響を調査した。独自の超音波照射装置を構築して得られた実験結果は、超音波照射法がこれまでに使用さ
れてきた振とう法と比べて優れた線維核検出能を示すことを明らかにした。またその機構に関しても議論を行
い、超音波により水中に発生する小さな気泡が重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Amyloid fibrils are causative matters of neurodegenerative diseases 
represented by Alzheimer's disease. Since recent studies revealed that patients with early-stage 
neurodegenerative diseases possess an ultra-trace amount of seeds in their body, detecting those 
amyloid seeds can provide an early-stage diagnosis method for neurodegenerative diseases. In this 
study, the effects of ultrasonic irradiation on amyloid seed detection were investigated 
experimentally. The experimental results suggested that ultrasonic irradiation can detect amyloid 
seeds more sensitive than a conventional shaking method and revealed that ultrasonic cavitation 
plays a crucial role in the mechanism.

研究分野： 超音波化学

キーワード： アミロイド線維　超音波化学

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、独自の超音波アミロイド装置の構築と超音波がアミロイド線維核検出過程に及ぼす影響を明らかに
した。本研究で得られた成果は、パーキンソン病やアルツハイマー病などのアミロイド線維核検出に着目した早
期診断法の確立に貢献すると期待される。

※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 

現在の高齢社会において、アルツハイマー病に代表

される神経変性疾患が問題視され、根本的解決が急

務となっている。神経変性疾患は、特定の蛋白質凝

集体が原因物質である。アルツハイマー病ではアミ

ロイドが原因蛋白質である。通常、アミロイドは生体内において、

モノマー(単量体)の状態で血液や脳髄液に溶解し存在するが、疾患

発症時には凝集体を形成する。その凝集反応は大別すると、核生成

反応とそれに続く伸長反応からなる(図 1)。凝集核を形成するまでの

エネルギー障壁は高いため、生体内での核生成反応には数十年とい

う長い時間を要する。ところが、反応の起点となる凝集核がひとた

び形成されると、伸長反応は急速に進行する。凝集反応が進むと、

凝集体が脳組織に蓄積され、神経毒性を発し、認知機能低下などの症

状を示す。死滅した脳組織を回復させることは困難であるため、予防

可能な早期に診断し、治療を行うことがアルツハイマー病の解決に不可欠である(図 2)。凝集体の形成が認

知機能低下の 20 年以上も前から起こることが明らかとなっており、早期確定診断の重要性は極めて高い。

神経変性疾患では凝集核の形成が発症の引き金となるため、生体中に核があるかを診断することが有効で

あると考えられる。しかし、生体中の凝集体濃度は極めて低く、検出が困難である。また、凝集体を構成す

る蛋白質分子が同一でも、その構造によって様々な性質を示すことが知られており、検出された凝集体が

核としての活性を有するかを見極める必要がある。 

 

２．研究の目的 

本研究では生体中の微量な活性を有する凝集核のみを特異的に増幅する方法を確立し、早期診断に応用す

ることを目指す。その手法として蛋白質溶液

への超音波照射を用いる。応募者は先行研究

において、アミロイド水溶液に対して、超音

波を照射すると凝集体形成反応を劇的に加速

できることを明らかにした。超音波の照射条

件を最適化することにより、凝集核生成反応

速度を 1,000 倍上昇させることに成功した。

また、超音波による凝集加速が、超音波キャビ

テーションの圧壊時の蛋白質分子の局所濃縮

と局所加熱によって引き起こされることを解明した。超音波により形成されるアミロイド凝集体はアルツ

ハイマー患者のものと類似しており、生体内で起きる凝集反応を試験管の中で加速的に再現できる可能性

がある。 

上記の成果を発展させ、超音波を蛋白質凝集体の特異的増幅に用いる。提案する手法を図 3 に示す。まず、

標的となる疾患原因蛋白質の過飽和溶液を準備し、そこに検体溶液を添加する。検体溶液に活性な核が存

在すると、それを起点に蛋白質分子が析出し、迅速に凝集反応が完了する。これは、金属の過飽和溶液に

結晶核を投入すると瞬時に結晶化が起きる反応と類似している。そのため、検体中に様々な凝集体が含ま

図 2. アルツハイマー病の発症：
発症後の根治は困難なため、予防
可能な早期にアミロイドを診断
する方法が求められる． 

図 1. アミロイドの凝集反応 

図 3. 超音波照射法と過飽和現象に着目した微量アミロ
イド線維核検出 



れていても、活性核由来の凝集体のみを特異的に増幅することがで

きる。微量な核からの凝集体伸長には時間を要するので、超音波照

射により反応を促進する。その後、形成した凝集体を超音波により

分断する。神経変性疾患患者では、図 4(左)に示すような線維状凝集

体がよく見られる。線維状凝集体はその末端が凝集の起点となるた

め、超音波で断片化(図 4(右))することにより、新たな起点を増やす

ことができる。そして新たなに過飽和溶液を添加し、伸長用超音波

を照射する。この超音波による伸長と分断のサイクルにより、活性

核特異的に短時間での爆発的増幅を狙うのが本研究の独自性である。 

 

３．研究の方法 

 まず初めに，図 3 に示した微量アミロイド各検出法を実現するための超音波照射システムを構築する．

構築する超音波照射システムは、超音波照射部の他にアミロイド線維形成反応をモニタするための蛍光測

定機能を有する。実験に用いる蛋白質は研究室において、大腸菌を用いて発現し、各種クロマトグラフィ

ーで精製したものを用いる。β2 ミクログロブリンを中心として実験を実施する。線維核検出実験におい

ては、人工的に合成した蛋白質溶液を用いて超音波照射条件を実験的に探索する。そして、その超音波照

射条件により、増幅可能な活性核の濃度を検証する。蛍光色素を用いて活性核由来の凝集体を検出し、そ

の検出限界が神経変性疾患の早期診断を実現可能な検出限界(濃度: ~10 pM)を有するかを実験的に検証す

る。また、凝集体量の経時変化曲線から検体に含まれる初期の活性核濃度を推定することができるかどう

かを明らかにする。これらが明らかになった段階で、超音波を用いた増幅法が実際の神経変性疾患患者の

血液・髄液の活性核を増幅できるかどうかを見極める。 

 

４．研究成果 

(i) 超音波照射システムの構築と超音波照射が線維核検出過程に及ぼす影響 

【K. Nakajima et al., Ultrasonics Sonochemistry 73, 105508 (2021)として発表済】 

 図 5に示すような超音波照射シス

テムを構築した。市販の 96 ウェルプレート

に封入された蛋白質溶液上に PZT 超音波素

子を配置し、超音波を照射する。溶液中の超

音波音場を調整するためにウェルの下方に

マイクロフォンを設置し、音場計測を行っ

た。また、試料のアミロイド線維形成反応を

モニタするために、下方から蛍光測定を行

った。 

 構築した超音波照射システムを用いて、2 ミクログロブリンのアミロイド線維核検出実験を実

施した。図 6 に代表的な結果を示す。ここではまず、あらかじめ作製したアミロイド線維を核とし、検出

対象として使用した。結果として、超音波は加速的にごく微量のアミロイド線維核を検出できることが明

らかになった。また、サンプル溶液がアミロイド線維を形成するまでに要する時間は溶液中に含まれるア

ミロイド線維シードの濃度と対数相関があり、検量線を用いることで反応時間よりサンプルに含まれるア

ミロイド線維核の濃度を定量することができる可能性が示唆された。 

 次に、超音波がアミロイド線維核検出を促進するメカニズムについて反応速度論に基づく考察

を行った。図 7(a), (b)には、静置条件下と超音波照射条件下で取得したアミロイド線維形成反応のアミロ

図 4. 超音波による凝集体の分断
(E.Chatani et al.,PNAS (2009)，
左：分断前。右：分断後)。線維状凝
集体はその末端が新たな凝集反応
の起点になるため、分断により爆発
的増幅が期待できる。 

図 5. 構築した超音波アミロイド形成加速装置の(a) 外観
図と(b) システムブロック図． 



イド線維核濃度依存的な変化を示す。こ

こで、中抜き丸プロットは実験結果を示

し，実線は，図 7(c)に示す反応スキーム

の各工程を考慮した反応速度論に基づく

理論モデルによるフィッティング曲線で

ある。理論モデルによる解析結果より超

音波照射は静置条件と比べて、初期核形

成反応と線維分断反応を加速しているこ

とが明らかになった。線維核検出の観点

からいうと、初期核形成過程の加速は線

維核非依存的な線維形成反応を促進して

しまい、線維核の検出能を悪化させてし

まう。一方で、線維分断反応は線維核検

出に要する時間を効果的に短縮する効果

がある。この結果から、超音波照射法を

線維核検出に効果的に適用するために

は、初期核形成反応を抑制しつつ、線維

分断反応を加速することができる超音波

照射条件を特定することが重要であるこ

とが示唆された。以上の研究成果を超音

波化学の専門誌である Ultrasonics 

Sonochemistry に投稿し、発表済であ

る。 

 

(ii) 超音波照射がアミロイド線維形成反

応の速度と凝集形態に及ぼす影響の包括

的研究 

【K. Nakajima et al., ACS Chem. Neurosci. 12 (18), 3456-3466 (2021)として発表済】 

アミロイド線維形成反応を加速するためのアジテーションとして一般的に用いられる振とう法

と本研究で着目する超音波照射法がアミロイド線維形成反応に及ぼす影響の違いを線維形成反応の速度と

形成される凝集体の形態を調査し、議論した。凝集体の二次構造の解析には円二色性スペクトル測定法を，

凝集形態の観察には，原子間力顕微鏡観察を適用した。蛋白質濃度と溶液に添加する塩濃度を系統的に変

化させることで蛋白質溶液の過飽和度を変化させ、その際の凝集体の差異を上記の手法で評価した。実験

結果から、超音波照射条件下においては、静置・振とう条件下では非晶質(アモルファス)凝集体が形成され

る溶液条件においても、結晶性のアミロイド線維が形成されることが観察結果から示唆された。また、超

音波照射条件下において形成された線維は細かく分断されており、これは先行研究の結果と一致するもの

であった。 

 次に、蛋白質濃度と塩濃度を系統的に変化させた溶液に対し、静置・振とう・超音波照射条件下

でアミロイド線維形成反応を観察した際に形成に要する時間を評価した。結果を図 8 に示す。得られた線

維形成速度のヒートマップに実験的に決定した2ミクログロブリン蛋白質モノマーの溶解度曲線を重ね合

わせることにより、過飽和状態を含めた相転移の相図を各条件下において作製した。この相図は 4 つの領

域からなる。モノマー濃度がその溶解度を下回り、溶解して存在する溶解領域。モノマー濃度がその溶解

図 6.超音波照射装置を用いて実施したアミロイド核検出実
験の結果．(a) 10 nM, (b) 100 pM, (c) 100 fM のシードを含
む溶液の ThT 蛍光強度の経時変化と(d)シードを含まない比
較対象溶液の ThT 蛍光強度変化。超音波を照射したサンプ
ル(図中赤線)で静置サンプル(図中黒線)と比較して有意な加
速効果が確認された。(e) シード濃度と反応時間の関係。 

図 7. (a)静置条件下と(b)超音波照射条件下における2 ミクロ
グロブリンのアミロイド線維形成反応のシード濃度依存性の
実験結果(中抜き丸)と理論モデルによるフィッティング結果
(実線)。図中の kn, k+, k-はグローバルフィッティングから求
めた、初期核形成、線維伸長、線維分断反応の反応速度定数
である。(c) 超音波照射条件下において加速されるアミロイ
ド線維形成反応経路(赤矢印)。 



度を上回っているが、結晶性

の析出を起こさない準安定領

域、結晶性のアミロイド線維

が自発的に析出する不安定領

域、析出の駆動力が高く非晶

質の凝集体が析出するアモ

ルファス領域である。子の相

図に対し、振とうのアジテー

ションは準安定－不安定領域の境界を下方に移動させ、

準安定領域の溶液条件の過飽和溶液からの結晶性のア

ミロイド線維の析出を促す。これに対して超音波は振と

うと同様に過飽和溶液からのアミロイド線維形成を促

進し、その程度は振とうアジテーションと比して高かっ

た。また、不安定—非晶質領域の境界線を上方に移動さ

せることも明らかになった。これは、形成速度的に優位

な非晶質凝集体を分解し、その溶液条件下で真に安定な

アミロイド線維を形成させる能力があったためだと考

えられる。また、アミロイド線維核の検出能力の比較を

静置・振とう・超音波照射条件下で比較したところ、図

9 に示すように超音波照射条件下においては、他の 2 条

件と比して、シード検出能が 2 桁以上向上することが分

かった。 

 最後に得られた結果より、超音波照

射がアミロイド線維形成の自由エネルギー地

形に及ぼす影響に関する考察を行った (図

10)。アミロイド線維形成は蛋白質濃度と塩濃

度に応じて敏感に変化する(図 10(a))。低塩濃

度条件下においては、アモルファス凝集体は

不安定であり、熱力学的に安定な結晶性のア

ミロイド線維が蛋白質の析出形態として現れ

る。しかし、高塩濃度条件下では、アモルファ

ス凝集体の安定性もアミロイド線維と同等になり、形成のエネルギー障壁が低い分、静置条件下ではアモ

ルファス凝集体が選択される。しかし超音波音場下では、キャビテーションバブルが発生し、この擾乱効

果により不安定な非晶質凝集体は分解され、真に安定なアミロイド線維の形成が誘発されたと考えられる。

この過程でキャビテーションバブルは気液界面の導入によりアミロイド線維の核形成のエネルギー障壁を

低下させる触媒のような働きを果たす。また、形成されたアミロイド線維に対しては、気泡の圧壊現象に

伴う線維の分断を引き起こす。これらの効果は、超音波音場下における特異的な効果であり、機構を理解

して超音波照射を有効活用することにより、アミロイド線維に関連するアッセイへの適用範囲を広げるこ

とができる可能性がある。上記の成果は米国科学会の神経科学の専門誌 ACS Chemical Neuroscience から

発表済である。 

  

図 8. 凝集体形成に要する反応時間より推定して作製した(a) 静置条件
下、(b) 振とう条件下、(c) 超音波照射条件下における2 ミクログロブリ
ンの凝集形態の相図とそれに及ぼすアジテーションの影響。 

図 9. (a) 静置条件下、(b) 振とう条件下、(c) 超
音波照射条件下におけるアミロイド線維形成
反応のシード濃度依存性。(d) シード濃度と線
維形成に要する時間の関係。 

図 10. (a) 静置条件下におけるアミロイド線維形成反応
の自由エネルギー地形に及ぼす塩濃度の影響。(b) 自由
エネルギー地形の超音波照射が及ぼす特異的影響。準安
定状態であるアモルファス凝集体の分解、超音波キャビ
テーションによる核形成エネルギー障壁の現象、線維の
分断が顕著であった。 
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