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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の病態形成に重要であるAβ43がチャネル活性を有する可能性が示唆され
た。また、ペルオキソ二硫酸アンモニウムとルテニウム触媒を使用した光化学反応であるPICUP(photo-induced cross-
linking of unmodified proteins)法により、Aβオリゴマーを作製し、高速液体クロマトグラフィーによる精製法を確
立した。

研究成果の概要（英文）：We showed the possibility that Aβ43, an essential molecule for pathological 
process of Alzheimer’s disease, could induce channel activity. Also, we successfully prepared Aβ 
oligomers by PICUP (photo-induced cross-linking of unmodified proteins) method and established the 
purification procedure with HPLC.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
アミロイドβペプチド（Aβ）の蓄積はアル
ツハイマー病（AD）発症までの過程で最初に
認められる病理的特徴であるが、Aβがどの
ように AD を引き起こすのかについては十分
に明らかにされていない。近年、Aβが複数
集合したオリゴマーが Aβ単量体や繊維化 A
βよりも神経毒性が高いとする「オリゴマー
仮説」が提唱され、徐々に認知されている。
Aβオリゴマーの作用機序は未解明な部分が
多いが、Aβオリゴマー自体がカルシウムチ
ャネルを形成するという「アミロイドチャネ
ル仮説」が提唱されている。本仮説は、「Aβ
の蓄積」と AD モデルマウスや AD 脳で生じる
「神経細胞内カルシウム濃度の破綻」を結び
つける魅力的な説であり、その立証は AD に
対する新たな創薬標的の創出につながるこ
とが期待される。しかし、先行研究では限ら
れた Aβ分子種しか扱われていない。加えて、
チャネル活性の確認も人工脂質膜や培養細
胞レベルでの検証にとどまっている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は Aβオリゴマー自体がカルシ
ウムチャネルを形成するという「アミロイド
チャネル仮説」を検証することである。Aβ
オリゴマーは神経病理学的に AD発症機構の
早い段階から存在するとされている。そのた
め、Aβオリゴマーがどのようにして AD 発
症に関与しているのか、その作用機序を明ら
かにすれば、予防的治療の観点から優れた創
薬ターゲットとなる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
（1） AD 患者の脳内に多量に存在するアミ
ロイドβペプチドには Aβ1-40、Aβ1-42、A
β1-43、Aβ3(pE)-40（pE:ピログルタミン酸）、
Aβ3(pE)-42、Aβ3(pE)-43 の 6 種類が存在す
る。本研究では Aβ3(pE)-43 を除く 5種類を
使用した。Aβオリゴマーはペルオキソ二硫
酸アンモニウムとルテニウム触媒を使用し
た光化学反応であるPICUP法により作製した。
作製した Aβオリゴマーは分画範囲の異なる
2 種類のゲルろ過カラム、あるいはゲルろ過
カラムと逆相カラムを使用した高速液体ク
ロマトグラフィーにより精製した。 
 
（2） イオンチャネル活性は人工脂質膜を
用いて測定した。人工脂質膜の形成には
folding 法を用いた。同一サイズの 2 つの小
型チャンバー間に60μm程度の小孔を有する
テフロンフィルムを設置し、穴の両側面に
DOPE、DOPS の 2種類の脂質で構成される人工
脂質膜を形成した。チャンバー内は適切なバ
ッファーで満たした。電圧を印加後にベース
ラインのシフトが生じないこと、グラミシジ
ンの添加によりチャネル活性が認められる
こと、の 2点の指標から適切に膜が形成され
ているかを評価した。膜の形成を確認後、A
βを添加し、波形の変化を検出した。 

 
４．研究成果 
（1） チャネル形成能を調べるために、安
定性・精製度の高い Aβオリゴマーの作製に
取り組んだ。PICUP 法により作製した Aβオ
リゴマー混合物の電気泳動後の銀染色像を
図 1に示した。約 5kDa である Aβモノマーに
加えて、ダイマー、トリマー、テトラマーを
含む複数種類の Aβオリゴマーの存在が確認
できた。 
 
 

 
 
 
 
単一 Aβオリゴマーは、作製した Aβオリゴ
マー混合物をゲルろ過カラムと逆相カラム
を使用することで精製した。ゲルろ過カラム
を使用したAβオリゴマー混合物のHPLCチャ
ートを図 2 に示した。Aβオリゴマーは難溶
性かつカラムへの吸着性が高いため、調製が
困難であったが、作製・精製操作を複数回行
うことで問題を解決した。本研究により確立
した Aβオリゴマー調整法は、オリゴマーの
機能的意義の検討に有用であると考えられ
る。また、AD モデルマウス脳内の Aβオリゴ
マーの分離同定にも応用できる可能性があ
る。 



 
 
 
 
（2） 人工脂質膜の系が上手く構築されて
いるか、を確認するためポジティブコントロ
ールであるグラミシジンを用いて実験を行
った。グラミシジンは土壌細菌が産生するペ
プチド性の猛毒である。グラミシジン自体が
細胞膜にチャネルを形成することで一価の
陽イオンを通過させ、毒性を発揮する。人工
脂質膜が形成されていれば、グラミシジンが
イオンを通す小孔をあけることで、チャンバ
ー間をイオンが移動し電気的な変化が検出
されることになる。1ng/ml のグラミシジンを
5ul 添加し、添加後の一定時間の電気的な活
動を測定した。添加後数分の後に、持続時間
数百ミリ秒〜数秒、2pA の矩形波が複数観察
された（図 3）。特徴的な矩形波は同様の脂質
膜を使ったグラミシジンの先行研究と類似
したものであり、構築した人工脂質膜の系が
正しく機能していることが確認された。 
 
 

 
 

 
先行研究により Aβ40、Aβ42 がチャネル活
性を有することが報告されている。一方、A
β43は神経毒性や凝集性が他のAβ分子種よ
りも高く、アルツハイマー病の病態形成に重
要であることが知られているが、チャネル活
性をもつかどうかは明らかでなかった。Aβ
43 をチャンバー内に添加したところ、数分後
からスパイク状の波形が多数検出された（図
4）。この結果より、Aβ43 がイオンチャネル
形成能を有する可能性が示唆された。 
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