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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病におけるAβオリゴマー生成機構としてよく知られたAβモノマーの
凝集によるオリゴマー形成と、Aβ線維が凝集抑制作用をもつ薬剤や分子シャペロンにより脱凝集することに注
目し、凝集・脱凝集の双方からAβオリゴマーが生じる可能性を評価した。モデル動物の解析により、脳内でア
ミロイドβオリゴマーは膜上で形成しているか、凝集後に膜上に局在する可能性を示した。凝集阻害剤を用いた
脱凝集アッセイの結果、Aβオリゴマーが生じることを明らかにした。以上より、脳内におけるAβオリゴマー形
成過程で、２方向の経路が存在することを示唆することができた。

研究成果の概要（英文）：Amyloid β (Aβ) consists of senile plaques that are pathological hallmarks 
of Alzheimer’s disease (AD). Many studies suggest Aβ oligomers possess toxic effects on the 
neuronal cells. However, it is still unclear what kind of Aβ oligomers arise in vivo and exist in 
the brain. In this study, I investigated generation process of Aβ oligomers in vivo by 
investigation of AD-model mice. As AD-model mice are being aged, aggregated Aβ is gradually 
increased in the brain, so that Aβ oligomers also accumulate in brain of AD-model mice during 
fibrillization.
I found that low-molecular-weight of Aβ oligomers was generated in membrane-enriched fraction of 
AD-model mouse brain. I also showed Aβ oligomers was generated from Aβ fibrils by disaggregation. 
Thus, Aβ oligomers may be processed by aggregation and disaggregation in vivo.

研究分野：生命工学
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１．研究開始当初の背景 
 
タンパク質がアミロイド線維と呼ばれる

凝集物を形成し、組織に沈着することで生じ
る疾病の総称をアミロイドーシスという。ア
ミロイドーシスの一つであるアルツハイマ
ー病では、アミロイドβが形成するアミロイ
ドβ線維の沈着が特徴である。アミロイドβ
は通常モノマーとして存在するが、ひとたび
βシート形成を介した凝集を開始すると、中
間体であるオリゴマーを経てアミロイド線
維を形成することが知られている（図１）。 

 

 
アルツハイマー病研究の初期には、脳に蓄

積するアミロイドβ線維が発症の原因と考
えられていた。しかし、アミロイドβオリゴ
マーに高い細胞毒性が見出されてからは、毒
性の本体はアミロイドβオリゴマーであり、
アミロイドβ線維の形成は一種の防御機構
であるとの考えが主流になった。アミロイド
βオリゴマーの排除や形成抑制は、有用なア
ルツハイマー病予防・治療戦略であるが、in 
vivo でどのようにアミロイドβオリゴマー
が形成されるのか、そのオリゴマー形成機構
は明らかになっていない。 
合成アミロイドβを用いた in vitro凝集実

験により、図１で示す順方向のプロセスにお
いて多様なオリゴマーが生じることがわか
っている。さらに、アミロイドβ線維は凝集
抑制作用をもつ薬剤や、分子シャペロンによ
り脱凝集することが知られている。申請者は、
in vivo におけるアミロイドβオリゴマー生
成機構としても、よく知られた 1) アミロイ
ドβモノマーの凝集によるオリゴマー形成
だけでなく、2) アミロイドβ線維の脱凝集に
よるオリゴマー形成も存在するのではない
かと仮説を立てている。そこで本研究では、
脳内にアミロイドβ線維を蓄積するアルツ
ハイマー病モデルマウスを解析材料とし、順
方向・逆方向それぞれに着目した解析を通し、
in vivo におけるアミロイドβオリゴマー生
成機構を明らかにすることを目的とした。 

 
 

２．研究の目的 
 
	 本研究は生化学的手法と分子生物学的手
法を駆使して、1) in vivoにおけるアミロイ
ドβモノマーの凝集によるオリゴマー形成、
及び、2) アミロイドβ線維の脱凝集によるオ
リゴマー形成能を明らかにすることを目的
とした。1)では水溶性アミロイドβがどのよ

うなオリゴマー分子種から構成されるかを
生化学的・免疫化学的解析により示し、初期
のオリゴマー形成機構を明らかにすること
を目指した。2)ではアミロイドβ線維が脱凝
集した際、アミロイドβオリゴマーが生じる
かどうかを評価した。 
 
 
３．研究の方法 
 
１）解析試料として、主にアミロイドβ１−４２

が脳内に蓄積するアルツハイマー病モデル
マウスの脳を用いた。マウス半脳分の皮質・
海馬に 1 mlの TBS buffer（50 mM Tris-HCl, 
150 mM NaCl, pH7.6）を加え、ホモジナイ
ザーペッスルを用いて破砕した。破砕液を遠
心し、回収した上清を TBS soluble画分とし
た。ペレットに RIPA buffer（ 50 mM 
Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% 
sodium Deoxy Cholate, pH7.6）を加え、懸
濁した後 1時間攪拌した。遠心し、回収した
上清を RIPA soluble画分とした。得られたペ
レットに 0.9%SDSを含む RIPA bufferを加
え、懸濁した後 1時間攪拌した。遠心し、回
収した上清を SDS soluble画分とした。全て
のバッファーにはプロテアーゼ阻害剤カク
テルを加えた。遠心は全て 15,000 rpm, 4℃, 
30 分間で行った。RIPA soluble 画分、SDS 
soluble 画分に含まれるアミロイドβを、抗
アミロイドβ抗体 82E1を用いたウエスタン
ブロッティング(WB)で解析した。 
 
２）解析試料として、合成アミロイドβペプ
チドをHam’s F12 mediumで希釈し、22°
Cで 4日間インキュベートすることで調製し
たアミロイドβ線維を用いた。アミロイドβ
線維と、脱凝集能が報告されている薬剤３種
をリン酸バッファー中で混合し、8〜16時間
インキュベートした。インキュベート後に溶
液を回収し、電気泳動で分離後、銀染色にて
脱凝集によるオリゴマー形成を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
１）18ヶ月齢を超えるモデルマウスの皮質・
海馬全体には、不溶性のアミロイドβ１−４２線
維が蓄積していることがわかっている一方
で、アミロイドβオリゴマーの蓄積について
は不明である。これまでに細胞外液・細胞質
由来のタンパク質を含むと考えられる。TBS 
soluble 画分の WB 解析を行なった結果、ア
ミロイドβモノマーがメインバンドであり、
低分子量のアミロイドβオリゴマーは観察
できなかった。そこで TBS soluble画分を得
た後のペレットから、界面活性剤を含み膜画
分を可溶化できる RIPA bufferを用いてタン
パク質を抽出し、WB解析を行った。 

図１. アミロイドβ凝集形成過程の簡略図 
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結果を図２に示した。RIPA soluble画分に、
モノマー、トリマー、テトラマー、高分子量
オリゴマーが観察された。膜画分にトリマー、
テトラマーが存在する可能性が示唆された。
トリマーと思われるバンドは CTFβである
可能性もある。膜タンパク質であるGABA A 
receptor をマーカーとした WB 解析の結果、
RIPA soluble 画分には細胞膜に含まれるタ
ンパク質が回収されていることを確かめて
いる。よって脳内において、膜画分に分子量
の異なる複数のアミロイドβオリゴマーが
存在することが示唆された。一方、TBS 
soluble 画分ではアミロイドβモノマーがメ
インバンドであったことから、脳内でアミロ
イドβオリゴマーは膜上で形成しているか、
凝集後に膜上に局在する可能性が考えられ
た。 

また不溶性画分を SDS で可溶化し、ウエ
スタンブロッティング解析に供すると、複数
のアミロイドβオリゴマーのバンドが観察
され（図２）、且つペレットにアミロイドβ
線維が含まれることが確認できた。膜画分の
解析で観察された一部のアミロイドβオリ
ゴマーは分子量が大きく、電気泳動で分離さ
れなかったため、660 kDaの分子量まで解析
可能なゲルろ過クロマトグラフィーでの解
析系を立ち上げた。また高感度かつ特異的に
アミロイドβ１−４２を検出する手法の開発に
も着手し、10 0fmol程度の合成アミロイドβ
１−４２を検出できることを確認した（図３）。
そこで、高感度アミロイドβ１−４２検出法によ
り、再度 TBS soluble画分の低分子量アミロ
イドβ１−４２オリゴマーを解析した結果、TBS 
soluble 画分にはアミロイドβ１−４２モノマー

のみが検出され、一方 RIPA soluble画分には
アミロイドβ１−４２ダイマーを検出した（図
４）。以上より、細胞膜がアミロイドβオリ
ゴマー凝集において重要な役割を担うこと
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図２. RIPA soluble 画分に含まれるアミ
ロイドβオリゴマー。NL-F：アルツハイ
マー病モデルマウス。NL：CTFβ観察の
ためのコントロールマウス。WT：野生
型マウス。 

図３. アミロイドβ１−４２特異的な高感度検

出法の結果。開発した手法により（現在投稿

論文準備中）、感度を維持したままアミロイ

ドβ１−４0（凝集能が低いと考えられるアミロ

イドβ）とアミロイドβ１−４２を区別できた

（図３上）。抗アミロイドβ抗体82E1はアミ
ロイドβのN末端を認識するのでC末端側
が異なるバリアントを区別して検出できな

いので、アミロイドβ１−４0も測り込む（図３

下）。 

図４. TBS soluble 画分に対してアミロイ
ドβ１−４２特異的なWB解析を行なった。結
果、アミロイドβ１−４２の低分子量オリゴマ

ーは観察されなかった。 



が示唆された。 
 
２）アミロイドβオリゴマー生成機構として
よく知られたアミロイドβモノマーの凝集
によるオリゴマー形成だけでなく、アミロイ
ドβ線維が凝集抑制作用をもつ薬剤や分子
シャペロンにより脱凝集することに注目し、
脱凝集によりアミロイドβオリゴマーが生
じる可能性を評価した。脱凝集を促すとされ
る薬剤はアミロイド線維の分解が確かめら
れている一方、分解産物としてオリゴマーが
生じるかどうかは検討されていない。そこで
脱凝集能が報告されている薬剤を一定時間
アミロイドβ線維に暴露し、アミロイドβオ
リゴマー形成の有無を検討した。結果、いく
つかの分子量のアミロイドβオリゴマー由
来のバンドがゲル中に観察され、脱凝集によ
ってアミロイドβオリゴマーが生じること
が明らかとなった。以上の結果から、脱凝集
がアミロイドβオリゴマー形成の原因とな
る可能性が示唆された。 
 
本研究より、順方向のアミロイドβオリゴ

マー形成プロセスとして、脳内でアミロイド
βが細胞膜周辺で凝集すること、逆方向のプ
ロセスとしてアミロイドβ線維からの脱凝
集が存在することが示唆された。今後、アル
ツハイマー病モデルマウスから抽出したア
ミロイドβ線維を用い、in vivoにおける脱凝
集を原因とするアミロイドβオリゴマー形
成の解析や、脱凝集産物オリゴマー特異的な
リガンドの作製および染色実験を実施する
ことで、脳内でアミロイドβオリゴマーがア
ミロイドβ線維からの解離で産生される可
能性を検討していくことで、脳内におけるア
ミロイドβオリゴマー生成機構を明らかに
することができると考えられた。 
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