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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー型認知症（AD）の原因物質となるアミロイドβペプチド（Aβ）はAD発症リ
スクを評価できるバイオマーカーである。本研究では血漿中に含まれる極微量のAβを高感度、簡便、迅速、安価に測
定することができる検出系を構築し、ADの早期診断装置の開発を目的とした。我々が開発したAβの線維化を促進する
ペプチドを用いて、1時間以内に数十nMのAβを定量的に検出することができた。今後さらなる高感度化を図り、実用化
を実現させたい。

研究成果の概要（英文）：Amyloid beta peptide (A beta) is a potential biomarker to evaluate the risk of 
Alzheimer's disease. Our purpose in this study was to develop a preclinical diagnostic device for 
Alzheimer's disease with ultra high sensitivity, ease, and high-through put, and at low cost. Using an A 
beta aggregation promoting peptide which was developed by us, we can detect ~10 nM of A beta 
quantitatively within 1 hour. We are now trying to improve the sensitivity to detect plasma A beta and 
put it to practical use.

研究分野： 総合領域

キーワード： アルツハイマー型認知症　アミロイドβ　プロテインチップ　電気化学　センサー　水晶振動子マイク
ロバランス法
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１．研究開始当初の背景 
 

 2010 年現在、我が国において認知症に苦
しむ患者数は約200万人と見積もられており、
今後社会の高齢化が進むにつれ、ますますそ
の数は増加していくことが予想されている。
中でもアルツハイマー型認知症(AD)は加齢
が大きな危険因子であり、患者数の急増が危
惧される。 
 AD の原因は完全に解明されたわけではな
いが、内在性であるアミロイド前駆体タンパ
ク質から切り出されたアミロイドβペプチ
ド(A)の蓄積、線維化が有力視されている。
現在、対話型問診や核磁気共鳴画像法やポジ
トロン断層法等の画像診断、髄液中の A量
の検出などの方法により、AD の診断が行わ
れているが、ある程度病態の進行が進まない
と判断できない、高額な検査費用が必要、検
体の採取にリスクが伴う、など問題も多い。
また、現状では AD の根治薬はなく、処方さ
れるのは認知症状の進行を遅延させる薬剤
であり、AD を早期に診断する方法の開発が
望まれている。 
 そのような状況下、2008 年に米国コロン
ビア大学メディカルセンターの N. Schupf ら
によって、AD 発症者認知症状が顕著になる
年前に血漿中の Aが一旦減少し再び増
加に転ずることが報告された。 
 一方、研究代表者らは、AD の症状を亢進
すると考えられていた Aと金属イオンの相
互作用の研究を進める過程で、Aの凝集を
非常に促進するペプチド AFPP (Amyloid  
Fibrillization Promoting Peptide)を開発し
ていた。 
 
 
２．研究の目的 

 
 本研究では、１に記載した状況を踏まえて、
血漿中の Aを低侵襲かつ安価に、また簡便
に測定することが可能なシステムを開発し、
AD の早期診断につながる装置の開発を目的
とした。このような装置が開発できれば、健
康診断の１科目として血漿中 A量をモニタ
ーし、経年変化を追うことで症状が顕著にな
る前に AD 発症リスクを評価することが可能
になると期待できる。 
 申請期間内には以下の 4 つのテーマについ
て検討する予定であった。 
(1) 血漿中に含まれる他成分の A線維化に

及ぼす影響
(2) 血漿中の A濃度を測定できる測定法の

探索 
(3) AFPP の基板上への固定化の最適条件の

検討 
(4) 使用済みチップの再生過程の最適化・繰

り返し利用可能性の検討 
 
 
 

３．研究の方法 
 
 前項で記した4項目を以下の様な方法にて
検討した。 
 
(1) 血漿中に含まれる他成分の A線維化に

及ぼす影響
 血漿中の Aをできるだけ簡便かつ安価に
測定するためには、特別な処理を施さずに
Aを測定に用いることが望ましい。そこで、
血漿中に比較的多量に含まれるタンパク質
や少量ではあるがアミロイド線維を形成し
やすいタンパク質が A線維化・定量に及ぼ
す影響を検討する。 
 
(2) 血漿中の濃度を測定できる測定法の探

索
 通常の実験室レベルでは、数十程度の
濃度の Aを用い、蛍光測定により定量する
が、血漿中の Aは数十〜数百 pM であり、
通常の蛍光測定では感度が不足しており検
出できない。そこで、表面プラズモン共鳴法
（Surface Plasmon Resonance : SPR）や水
晶振動子マイクロバランス法（Quartz 
Crystal Microbalance : QCM）などと AFPP
を用いて、高感度に Aを測定できる方法を
探る。

(3) AFPP の基板上への固定化の最適条件の

検討
 SPR や QCM で Aを測定する際、金など
の薄膜上に AFPP を固定化する必要がある。
Aを高感度かつ特異的に測定するためには、
AFPP の固定化量や固定化法を最適化し、ま
た非特異吸着などを防ぐ対策をとる必要が
ある。そこで、AFPP の固定化量や固定化法、
非特異吸着を防ぐための被覆材の有無や種
類を検討した。 

(4) 使用済みチップの再生過程の最適化・繰

り返し利用可能性の検討
 安価に Aを測定するためには、A検出に
利用する固定化チップを繰り返し測定でき
ることが望ましい。そこで一度 AFPP 上に凝
集させた Aのみを洗浄し、チップを初期化
する方法の最適化を洗浄液の条件を変化さ
せながら検討し、再利用時の測定値の再現性
を調べた。


 
４．研究成果 
  
 ３．に記載した内容を複合的に進めていっ
た結果、次のような成果を得た。 
 
(1) Aの高感度検出について 
 AFPP を固定したチップを用いて SPR、
QCM、反射干渉分光法(RIfS)などにより A
の検出を試みたところ、SPR、RIfS について
は、非特異吸着の影響や AFPP への Aの凝



集がうまく起こらないなど、高感度検出は困
難であった。しかし、本科学研究費で購入し
た QCM については、1 時間以内に Aを凝集
させ、約 100 ng の Aが測定可能であったも
のの、血漿中 Aの検出には絶対的な感度が
不足していることが分かった。 
 そこで、本 QCM 装置は電気化学測定も可
能であったので、Aの凝集を電気化学的に検
出することも試みた。その結果、AFPP の効
果により QCM 同様 1 時間以内に Aを凝集
させ、そこに金属イオンを加えた電気化学測
定により、0.1〜5 M の範囲で Aを定量で
きることがわかった（図 1）。検出自体は 50 
nM でも可能であったが（図 2）、用いた装置
の限界（EQCM 用の測定装置で感度はそれほ
ど高くない）もあって、その濃度では定量性
は失われてしまった。 
 

    図１ A濃度と電流値の関係 
 
図２ 50 nM の Aを検出したときのボルタ

   モグラム 
 
 
(2) A線維化に及ぼす他成分の影響
 AFPP による A線維化に対する他成分の
影響を調べるために、Aと相互作用すること
が報告されている Amylin (Islet Amyloid 
Polypeptide, IAPP とも呼ばれる)を用いて、
蛍光法と電気化学的手法により検討した。蛍
光法では、AFPP の有無により Amylin の線
維化に変化が無いことがわかった。これは
Amylinそのものの線維化がAよりも非常に
早く 1 時間程度で完了することもあって、そ

の効果を正しく評価できていない可能性も
ある。しかし、QCM 法、電気化学的手法に
おいても、Amylin の共存下で Aの定量的検
出には影響しないことがわかった（図 3）。今
後、他のアミロイド性タンパク質なども検討
する必要があるが、現状のところ AFPP の
A凝集にはある程度特異性があると考えら
れる。


図３ Amylin を試料としたときのボルタモ 
   グラム 

(3) AFPP の基板上への固定化方法の最適化  
 QCM の場合、A凝集量は MHA(16-メル
カプトヘキサデカン酸)をSAM膜として形成
した後、AFPP を修飾したものが最も Aの
凝集量が多かったが、AFPP あたりの A凝
集量は AFPP を直接金薄膜に固定化した場
合であった。ただし、最大でも添加した A
の 1.5 %程度しか凝集させることができてお
らず、凝集を効率良く起こさせる反応条件を
さらに追求する必要がある。 
 電気化学測定の場合、3 通りの固定化法（図
４）で検出を行ったが、AFPP を直接金電極
に固定した場合の応答が最も高感度であっ
た。 

   (A) MHA による固定化法 

      (B) 直接固定化法 
 
 
 
 
 
 



   (C) AET による固定化法 
 
  図４ AFPP の電極への固定化法 
 
(4) 使用済みチップの再生過程の最適化・繰

り返し利用可能性の検討 
 QCM 法及び電気化学測定法ともに、一度
使用して Aが凝集したチップを洗浄するこ
とにより、10 分で初期化することが可能であ
った。また、初期化されたチップを再度測定
に利用した際、良好な再現性を示した（図 5）。
耐久性の限界までは検討できていないが、少
なくとも数十回は信頼性のあるデータを得
ることができるので、一測定あたりの費用を
軽減することが可能であると考えられる。 
 
 

図５ 同一電極による繰り返し測定の結果 
 
(5) 得られた成果の国内外における位置づけ

とインパクト、今後の展望 
 本研究において、血漿中の Aを測定すべ
く、様々な手法により Aの高感度、迅速、
簡便、安価な測定法の開発に取り組んだ。実
試料の Aを測定できるほどの高感度化はま
だ実現できていないが、電気化学的手法をさ
らにブラッシュアップしていくことにより、
実試料中の Aを測定できる可能性を見いだ
せた。また、我々が開発した AFPP を使用す
ることにより、迅速化についても 1 時間以内
に測定を完了させることが可能となってい
る。さらに、測定に使用したチップを洗浄す
ることで、繰り返し利用可能なシステムを構
築できることが示唆されている。 
 Aの測定法はこれまで様々なものが報告
され、実用化されているものもあるが、測定
費用が高額、測定時間が長い、試料採取にリ

スクが伴う、などの問題点もあった。本研究
で開発を目指すシステムは、これらの問題点
を解決できるものであり、今回得られた結果
を活用し、明らかになった問題点をクリアし
ながら、今後も研究を展開していく。 
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