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研究成果の概要（和文）： 

アルツハイマー病の病因物質の一つとされるアミロイド蛋白（Aβ）を、末梢血中から短時間に

急速に除去することで脳内濃度を下げることにより、認知機能を改善する治療システムの構築

を目指し、ラットを用いて血中 Aβ の動態と認知機能に与える影響を検討した。 

1.麻酔下ラットの大槽内に投与したヒト Aβの末梢血中へ移行が確認された。 

2.ラットを用いた血液浄化の実験系および認知機能評価系が確立された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
We intend to develop the extracorporeal system for Alzheimer’s disease by removal of 
whole blood amyloid beta (Aβ) which may reduce brain Aβ.In this study, we tried to 
reveal the effect of improving the recognition by extracorporeal system in rats. 
1. In rat model, the synthetic Aβ that injected into the cisternal was detected in 

rat whole blood. 
2. The extracorporeal system for removal Aβ in rats and cognitive evaluation system was 

established. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)アルツハイマー病患者の脳には易凝集性 

の Aβ（アミロイドβ蛋白）と呼ばれる蛋
白による老人斑が多数見られ、このうち A
βモノマーが凝集したオリゴマーが強い
神経毒性を有することが明らかになって
きた。 

(2)欧米にて Aβ に対する抗体投与や Aβ ワ
クチン投与の臨床試験を実施したところ、
認知症の改善がみられたことと、アルツハ
イマー病患者の剖検例から老人斑の消失
やAβ蓄積量が減少していることが報告さ
れた。これらの現象の原因として脳内の
Aβ が末梢血中に移行し脳内 Aβ 濃度が低
下するという「引き抜き仮説」（sink 仮説）
が提唱されている。 

(3)抗体やワクチン以外の非免疫性物質
（GM-1-Ganglioside,gelsolin など）の投
与 でも脳内 Aβの減少がみられたことが
報告された。 

(4)我々は透析患者において、血液透析など
の血液浄化療法により血中Aβが除去され
ることを見出した。またその除去材料とし
て既存の医用材料の中から複数（セルロー
ス・ビーズなど）を見出し in vitro にお
いても除去能を確認した。 

 
２．研究の目的 
 本研究の最終目的 
 アルツハイマー病の病因物質とされるア
ミロイド蛋白（Aβ）を血液浄化により血
中Aβ濃度を短時間に急速に除去すること
により、脳内 Aβ の末梢血中への移行を促
進させ認知機能を改善させる治療システ
ムの構築を目指している。（図１） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１：血液浄化によるアルツハイマー病 
   治療システムの概念図 

 
今回の応募では、 
(1) ラットを対象として脳内 Aβが血中へ

移行する現象を確認する。 
 

(2)アルツハイマー病モデル動物に対して、 

体外循環による血液浄化を施行し血中 Aβ
を除去することによる認知機能の改善を
検証する。（図２） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２：血液浄化による認知機能改善効果に対

する実験・概念図 
 
３．研究の方法 

 (1)ラットに対する血液浄化技術の確立 

①体外循環回路の設計・製作 

７週齢♂Wistarラット（約250g）とヒト（

60Kg）との体重比からAβ吸着材（セルロー

ス・ビーズ）量を約2mlと設定した。次に、

この吸着材を充填するカラム容器を製作し

た。注射用シリンジ（2.5ml）を用いて後端

をあらかじめ切断し、先端部には吸着材が

回路内に漏出しないように、シリンジ内径

に合わせた不織布を切り取ったものを留置

しフィルターとした。その上で吸着材を充

填し内筒のゴム部分にI型パーツを通して

封入し、シリコンチューブを接続してAβ吸

着材カラムを作成した。 

②血液浄化の条件設定 

【麻酔条件】気化式麻酔器を用いてイソフ

ルランを麻酔薬として麻酔を行った。濃

度目盛り３、送気流量：0.7Lの条件で施

行することにより、血液浄化施行中およ

び手術時間全体にわたって安定した吸入

麻酔が可能となった。 

【ブラッド・アクセス】血液浄化時の脱血

側はラット右胸部より縦切開したのち右

内頸静脈を選択し、24Gカニューラ針で穿

刺し外筒を留置した。また返血側として

尾静脈にも26Gカニューラ針を同様に穿

刺の後、留置した。 



③血液浄化施行時の体外循環条件 

この血液浄化システムの臨床応用を想定

すると、非透析患者のためブラッド・ア

クセスは静脈（脱血）-静脈（返血）が妥

当であり、その場合の血流速度は

50ml/minが上限と考えられた。このため

ラット対ヒト体重比（1:200）より、ポン

プスピードは0.25ml/min(15ml/h)と設定

した。抗凝固剤にはヘパリンを用いたが

プライミングボリュームを抑えるために

、持続投与用回路は設置せずカニュレー

ション時に15U/Bodyのbolusでの投与を

行うことに加えて、回路内およびカラム

内をヘパリン加・生理食塩水にてプライ

ミングしておくことにより血液凝固の少

ない安定した血液浄化を行う実験系を確

立した。 
この条件下で、正常ラットWhistar:♂ 

7週齢（Aβ非投与）に対して血液浄化を 

施行したところ、セルロース・ビーズは 

開始後60分の時点でカラム前後では95% 

以上の除去率を有していた。 

 

 (2)ラット脳内へのAβ投与法の確立 

（Bolus法） 
Aβ溶液投与量は 10μl と微量となるた
め、マイクロシリンジを用いた投与法を
検討した。液体クロマトグラフィー用マ
イクロシリンジ付属の針では針の内径
と長さがラットへの穿刺には適さなか
ったため、専用穿刺針を作成した。24G・
注射針をカットダウンした針を加工し、
大槽内で穿刺針が止まり脳実質には損
傷を与えないように、穿刺針先端より
5mm の位置に内径 50μm のポリエチレン
製チューブを接着・固定した。これをマ
イクロシリンジ・注入針と接続して専用
穿刺針とした。マイクロシリンジ針と穿
刺・注射針との間をチューブで接続した
構造としたため、穿刺針がある程度フレ
キシブルに動かせることができ、安定し
た穿刺が可能となった。投与法は大槽内
に穿刺し、髄液の吸引が確認された後に
シリンジのみを外し、ヒト Aβ溶液の入
ったマイクロシリンジに付け替えて Aβ
を注入した。これによりラットへの侵襲
を最小限に抑えつつ安定して定量的に
大槽内にヒト Aβを投与できる方法を確
立した。 

 
 
 
 
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 

 
図３：大槽内投与用穿刺針 
 

(3)認知機能評価法 

 新奇物体認識試験を用いて評価した。 

 [測定法]数回のハンドリングで評価者に馴

化させ、第１日目に測定用フィールドで10

分間慣れさせた。（Habitation） 

 第２日目には、二つのオブジェクトをフィ

ールド内に入れ、それぞれのオブジェクト

に対して、直接向かっていき興味を示すな

どした接触時間を計測した。（Training） 

 第３日目には前日のオブジェクトのうち、 

 一方だけを異なるオブジェクトに変更して

同様の測定を行った。 

 [評価法]第２日目でオブジェクトそれぞれ

に対して興味を示した時間数の比が 

 およそ50：50であればTraining成立とし 

 Retentionでは、新しいオブジェクトに対し

て興味を示した時間数比が前日と同じオブ

ジェクトに対して60～70:40～30となれば 

 Trainingで用いたオブジェクトを記憶して

いると評価した。 

 
(4)Aβ測定法 

Aβ1-40、Aβ1-42濃度は、和光純薬製ELISA Kit 

WAKO IIを用いて測定した。 

 

(5) 統計計算 

 Microsoft Excel 2007、JMP8にて解析を 

行った。 

 

４．研究成果 
(1).脳から血液中へのヒトAβの移行の確認 

 ①ELISAによるヒトAβの特異的検出 

 脳内にヒトAβを投与してもラット血中に

存在するAβと交差することなく、特異的に

高感度ELISA法により定量できることを添

加回収試験にて見出した。（図４） 
   
 



 
 

  

 

 

 

 

 
（図４：Aβ1-40添加回収試験(pg/ml)） 

 

➁ 投与Aβ溶液の検討 

 １．溶媒の検討 

 Aβは非常に凝集しやすい性質を持つた

めにin vitroの実験ではDMSOを溶媒とし

て用いてきたが、DMSOによる脳脊髄関門

(blood brain barrier)への影響を懸念し

、蒸留水を溶媒とした場合とDMSOを溶媒

とした場合とで血中への移行の差を検討

した。400ngAβ1-42・40%DMSO/PBS/head 

 もしくは400ngAβ1-42・DW/headをラット 

 大槽内に投与し、投与後５，１５，３０

，６０分後に採血しELISAにてAβ濃度を 

 測定した。（図５）蒸留水を溶媒とした

場合にはほとんど血中濃度の上昇がみら

れず、脳内で急速にオリゴマー化した可

能性なども考えられた。いずれにせよ、

血液浄化により血中Aβを急速に除去し、

脳内Aβの血中への移行を促進させる実

験にはDMSOを溶媒とした方が適すると考

えられた。 

 
（図５：DMSOまたは蒸留水を溶媒としたAβ

の脳内から血中への移行） 

 

また、DMSOそのものによるBBBへの影響の

程度をみるために、ラット内頸静脈へ同

濃度のAβ1-42・40%DMSO/PBS溶液を投与し

たところ、投与開始後5分では大槽内投与

群に比し約170倍の高濃度を示し、60分後

でも4倍程度であったことから、40％DMSO

はBBBにある程度影響を及ぼしている可

能性は否定できないが、一方で全く機能

していないわけではないと考えられた。

（図６） 

  
 ２．投与Aβ溶液濃度の検討 

脳内投与後の血中Aβ濃度推移 

それぞれ 0.4,4,40,400ng/headとなるよ
うにそれぞれヒト Aβ1-40,1-42(100µg/ml) 
DMSO・原液から PBS にて４０％に希釈調
整し、ラット大槽内に Bolus にて 10μl
注入後、5,15,30,60 分後に尾静脈より採
血を行い高感度 ELISA により血中 Aβ

1-40,1-42濃度を測定した。（図７,８）
4ng/headの Aβ溶液では血中への移行が
確認されず、40ng/head で検出されたも
のの、最大でも 3.8pg/ml（投与後 30 分
値）と低かった。それに対して
400ng/head では 82.7pg/ml と、脳内投与
したAβ1-42の血中へのAβ1-40と同様に濃
度依存性に移行することが確認された。
この実験結果より血中に移行してきた A
βに対して血液浄化を施行し短時間に
急速除去することにより、Aβの脳内か
ら血中への移行を促進させることが目
的とした実験に適する条件として、
400ng/head 程度が必要であることが考
察された。また、ラット脳内に投与する
Aβ はより神経毒性の強いとされる Aβ

1-42を選択した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６：大槽内・内頸静脈へのAβ投与による

血中濃度の推移 

 

 
図７：脳内から血中への移行（Aβ1-40） 

 



 
図８：脳内から血中への移行（Aβ1-42） 

 

(2)血液浄化による認知機能改善効果に

対する検討 

①浸透圧ポンプによるヒトAβ脳内投与

モデルに対する血液浄化と認知機能評価 

名城大学にて外科的手術により浸透圧ポ

ンプとカニューレを留置し、ヒトAβ1-42

・30%アセトニトリル水溶300pmol/L(1.35

μg/day)が持続注入されるように設定し

た。投与開始後５日目に１時間の血液浄

化を行い、翌日にTraining、翌々日に

Retentionを行った。対照群についてはA

β1-42-1(リバース・ペプチド)を用いて同

様な実験を行った。また、麻酔と手術侵

襲による影響をみるために、浸透圧ポン

プの植え込みとAβ注入は同様に施行し、

その後の血液浄化開始時の内頸静脈穿刺

と皮膚切開（穿刺採血も含む）も行うがA

β除去は行わないSham群についても検討

した。この結果、Aβ1-42投与群とAβ1-42-1

投与群、Aβ1-42投与+血液浄化群とAβ1-42

投与+Sham群間では差がみられなかった。

また、血中Aβ1-42濃度は血液浄化開始後

30分のピーク値で5pg/ml程度と検出限界

に近い低濃度であった。このためAβ1-42

濃度を1500pmol/L(6.75μg/day)に増量

したが血中濃度はほとんど上昇せず、

300pmol/Lを投与した場合よりも低値で

あった。浸透圧ポンプにより緩徐に脳か

ら血液にAβが移行する場合には、Aβが

ラット体内の代謝系で速やかに代謝され

るために血中濃度は上がりにくいと考え

られたため、脳内へのAβの投与法をラッ

ト大槽内へのBolus投与に変更した。 

②ヒトAβBolus投与モデルに対する血液 

浄化と認知機能に対する影響 

1.認知機能評価系の移行と確立 

浸透圧ポンプによるヒトAβ1-42の脳内投

与からBolus投与による大槽内投与への、

投与法の変更に伴い、ラットに対する血

液浄化および新奇物体認識試験を藤田保

健衛生大学で施行するため、評価系の条

件設定のうち馴化期間、ハンドリング回

数、試験室の照度などを変更した。この

後、正常ラットにて行った新奇物体認識

試験の結果、新奇物体に対して興味をも

った接触時間が有意に増加していたため

、適切な条件設定が確立されたと考えら

れた。また、脳内に投与されたAβは血中

へ移行すると極めて急速に代謝され血中

濃度が低下していくことから、

habitation施行直後に大槽内へAβ1-42を

投与し、約１５分後に血液浄化を開始し

血中Aβの除去を１時間施行するプロト

コルに変更した。 

 2.Aβ・Bolus投与モデルの認知機能障害 

Aβ1-42・40%DMSO/PBS(400ng/head)を大槽

内投与した群とPBS投与群とについて新

奇物体認識試験を行ったところPBS群に

対して有意な認知機能低下を認めた。（

p<0.05）また、Bolusによる大槽内投与群

に対しては、血液浄化を行った後の認知

機能評価まで至らなかった。 
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