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研究成果の概要（和文）：血漿中のアミロイドβペプチド（Aβ）の定量によるアルツハイマー病の早期診断を
目指した検出系の開発を行った。
我々が開発したAβの凝集を促進するペプチド（AFPP）を電極上に固定し、そこにAβを集積、銅２価イオンを添
加後、電気化学測定を行うことで試料中のAβの定量を行ったところ、検出限界5 nMで検出することが可能とな
った。また、感度向上のため金ナノ粒子を修飾した電極では、検出感度は向上したが、物理的な脆弱性のため、
洗浄による初期化再利用には問題が残った。現在のところ、血漿中のAβ量を計測する感度には達していないた
め、更なる高感度化を目指して研究を進めている。

研究成果の概要（英文）：We have developed an electrochemical sensor that aspires for early diagnosis
 of Alzheimer’s disease by quantifying plasma amyloid-beta peptide. Amyloid-beta (Abeta) 
fibrillization promoting peptide, AFPP, which we have developed, was immobilized on a gold 
electrode, and then Abeta was added.  After accumulation of Abeta on AFPP, cupper ion was added and 
electrochemical measurements were carried out.  By using this procedure, we succeeded in measuring 
Abeta with the limit of detection, 5 nM.  To improve the sensitivity, we made a golod nanoparticle 
modified electrode.  Although the sensitivity was improved, the physical strength of the modified 
electrode became worth.  Therefore, there is a problem with reusability after initialization by 
washing.  Currently the sensitivity of our method does not reach the plasma Abeta level.  Further 
investigations are now under way. 

研究分野：生物無機化学の医療応用
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１．研究開始当初の背景 
 
	 2010年現在で、我が国の認知症患者数は約
230 万人と見積もられており（厚生労働省の
発表による）、そのうちの約 5割がアルツハイ
マー病(AD)患者だと推測されている。さらに、
今後急速に進む社会の高齢化により、その患
者数はますます増加するものと考えられる。 
	 AD の原因は未だ完全に解明されていない
が、内在性の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（Ab）
の蓄積、線維化により神経細胞死が引き起こ
されるというアミロイドカスケード仮説が有
力視されている。しかし、Abをターゲットに
した薬剤の開発は暗礁に乗り上げるケースが
多く、最近では同じく AD の病理に関係する
と考えられているタウタンパク質をターゲッ
トにした薬剤の開発も盛んに行われている。 
	 現在、AD の診断は対話型問診や核磁気共
鳴画像法、ポジトロン断層法などの画像診断、
髄液中の Ab量の測定などにより行われてい
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の問題も多い。根治薬
も無い現状を考えると、AD の早期診断が強
く望まれている。 
	 Abをターゲットにした薬剤の開発は失敗
に終わるケースが多いものの、最も早く変化
するバイオマーカーとして Abは有力視され
ており（C.R. Jack, Jr. et al., Lancet Neurol., 
9, 119, 2010）、2008年には米国コロンビア大
学メディカルセンターの N. Schupfらによっ
て、AD 発症者らの認知症状が顕著になる 4, 
5年前に血漿中の Abがいったん減少し、再び
増加に転ずることが報告されている（Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 105, 14052, 2008）。 
	 一方、研究代表者らは、ADの症状を更新す
ると考えられていた Abと金属イオンの相互
作用の研究を進める過程で、の凝集を促進す
るペプチド AFPP (Amyloid b Fibrillization 
Promoting Peptide)を開発しており、科学研
究費補助金（基盤 C H23~H25	 23500571）
によって、AFPP を用いた Ab の電気化学的
定量に成功していた。 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究では、１に記載した状況を踏まえ、
血漿中の Ab を低侵襲かつ安価に、また簡便、
高感度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項目として血漿中 Ab量をモ
ニターし、経年変化を追うことにより認知症
状が顕著化する前に AD 発症リスクを評価す
ることが可能になると期待される。 
	 申請期間内には、以下の 5 つのテーマにつ
いて検討する予定であったが、進捗状況の関
係から、実際に行ったのは(1) ~ (4)であった。 
 

(1) 電気化学的検出感度の向上に向けたプロ
テインチップ作製法の探索 
(2) AFPPの Ab線維化促進メカニズムの解明 
(3) 血漿中に含まれる夾雑物質の Ab 検出に
対する影響とその対策 
(4) プロテインチップ初期化の最適化・耐久
性向上の検討 
(5) 血漿を試料とした際に生じる諸問題のあ
ぶり出しと対策 
 
３．研究の方法 
	
	 前項で記した４項目を以下のような方法に
よって検討した。	
	
(1)	 電極表面に固定化された酸化還元種の場
合、その数を増加させることが感度向上につ
ながる。そのためには、AFPP が固定化され
る電極表面の面積を拡げる必要がある。そこ
で、金ナノ粒子(AuNP)を電極表面に修飾し
て、Ab検出を試みた。また、本科学研究費に
て購入した電気化学測定装置を用いて、パル
ステクニックにより感度が向上するかを検討
した。	
	
(2)	 AFPP の線維化促進メカニズムを解明す
るために、AFPP単体、Ab単体、AFPPと Ab 
の混合試料の凝集過程を円二色性（CD）スペ
クトルやアミロイド線維に特異的に吸着する
蛍光試薬 ThioflavinT(ThT)で追跡し、生じた
線維の形状を透過型電子顕微鏡で調べた。	
	
(3) 血漿中には様々な成分が含まれるが、濃
度も高く、最も電気化学的検出に影響を及ぼ
すと考えられるアスコルビン酸（ビタミンC）
共存下での Ab検出を試みた。アスコルビン酸
の酸化還元電流を防ぐために、長さの異なる
アルキルチオールで電極表面を被覆し、銅イ
オンの酸化還元電流を測定した。 
 
(4) 高感度化を狙って作製した AuNP 修飾電
極は物理的に脆く、繰り返し測定に対する耐
久性に欠けることが予想される。そこで、ア
ルカンジチオールで AuNPと電極表面、また
AuNP 同士を連結することで、耐久性が向上
するか検討した。 
	
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)	感度向上について	
	 通常の Au電極（Au面の直径 3 mm）の表
面に、常法により作製した AuNP（直径約 15 
nm）を修飾した電極を作製した（図１）。酸化
還元サイクル（ORC）により表面積の増大を
見積もったところ、約 20〜30 倍になっている
ことがわかったが、作製法の都合上、一定し
た電極を作製することは困難であった。	



	

図１	 AuNP修飾電極の作製	
	
	
通常電極の 27 倍の表面積をもつ AuNP 修飾
電極を用いて Abを測定した（図２）ところ、
約 8 倍の電流値が得られ、感度が上昇するこ
とが分かった（図３）。	
	

	
図 2	 AuNP修飾電極を用いた Ab測定	
（赤い線は Abを青い○は銅イオンを示す）	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図３	 AuNP 修飾電極による Abの検出のサ
イクリックボルタモグラム	
	
	 また、パルステクニックの１つである矩形
波ボルタンメトリー（SWV）により同濃度の
Abを検出したところ、約 1桁の感度向上を達
成できた（従来法の検出限界 18 nM	 →	 5 
nM）。	
	
(2)	 AFPPによる線維化促進メカニズムにつ
いて	
	 AFPP の CD スペクトルの経時変化より、
AFPPは速やかにβシート構造に変化し、1時
間で小さな構造体を 1 日でアミロイド線維を
形成することが分かった。このような速やか
な変化は Abのみを試料とした際には見られ
ないものであった。また、Abと AFPPの混合
試料では、AFPPの変化に合わせて Abも凝集
していく様子が見られたことから、AFPP が
コアとなり、そこに Abがドッキングしていく
ことで、通常 Abの線維化に見られるラグタイ
ムを回避して、線維化が促進されていること
が示唆された。しかし、詳細については不明
な点も多いので、今後も検討を進めていく予
定である。 
 
(3) 夾雑物質による影響について 
	 アスコルビン酸の酸化還元電位(270mV vs 
Ag/AgCl)は Abの検出に用いている銅イオン

の酸化還元電位(250 mV vs. Ag/AgCl)と近接
しており、共存した場合、定量測定に影響を
及ぼすことになる。そこで、アスコルビン酸
が電極表面に接近できないように、さまざま
な長さのアルカンチオールで表面を被覆した
ところ、ドデカンチオール（C12）に電極を 24
時間浸漬させたところ、アスコルビン酸の酸
化還元電流をおさえることができた（図４） 

図４	 オクタンチオール(C8)とドデカンチ
オール（C12）で被覆した電極によるアスコル
ビン酸（150 µM）のサイクリックボルタンメ
トリー測定	
	
ドデカンチオールで電極表面を被覆しても、
銅イオンによる Ab検出の感度には影響は無
かった。さらに、副次的効果として、アスコル
ビン酸が共存すると、Ab検出の感度が若干向
上することが分かった。その理由については、
現在検討を進めている。	
	
(4)	修飾電極の耐久性向上について	
	 AuNP修飾電極は、AuNPが電極表面に吸
着しているだけであるので、Ab測定後に行う
水酸化ナトリウムとエチレンジアミン四酢酸
による洗浄によって剥離していく可能性があ
る。実際、ORCにより電極表面積を測定した
ところ、洗浄を繰り返す毎に、AuNP が剥離
し表面積が減少していくことが分かった。そ
こで、AuNPと電極表面、AuNP同士の接着
力を上げるために、アルキルジチオールで
AuNP間やAuNPと金表面の固定を試みたと
ころ、若干の強度が向上するものの、AuNPの
剥離を防ぐことはできなかった。現在、さら
なる改良を重ねて耐久性の向上を図っている。 
 
(5) まとめ 
	 本研究では、これまでの我々の測定法の検
出限界が 18 nMであったのに対し、測定法の
改良、修飾電極の利用などにより 5 nM と一
桁減少させることに成功した。しかし、最終
目標である血漿中の Abを測定するためには、
さらに１〜２桁の感度向上を図る必要がある。
また、修飾電極により感度は向上したものの、
耐久性に問題が生じている。今後は、様々な
方策による感度の更なる向上と、電極の耐久
性の向上などを中心に研究を進めていく。	
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