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研究成果の概要（和文）：本課題では，タンパク質の変性現象を包括した“アミロイド形成現象”に対する細胞膜応答
を手本として，『タンパク質の損傷修復機能を有する医療デバイス用バイオインターフェースの設計指針の開発』を目
標とする．リン脂質，界面活性剤，高分子などの広範囲は界面形成用材料を用いて，界面の動的特性を評価し，アミロ
イド性タンパク質の吸着・構造変化・アミロイド形成の分子論的機構を検討した．その結果，医療用デバイスのための
バイオインターフェースの設計指針として，流動性が高く，タンパク質の膜界面内部への配向が可能な程度の運動性が
構成分子に対して担保される必要があることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the noveland medical bio-interfaces with protein 
refolding property, based on the amyloid fibril formation. We used the variety of phospholipids, 
detergents, and polymers to investigate their kinetic interfacial properties such as fluidity and 
interfacial energy. Furthermore, the kinetic parameters including the nucleation time and elongation rate 
constant for the fibril formation were evaluated and its mechanistic detailes was discussed, taking into 
consideration of influence of the prepared interfaces. Consequently, it was suggested that the 
constituent of interfaces should require the molecular fluidity within the interface enough to allow the 
orientation of proteins into the interior of interfaces.

研究分野：生物機能材料設計学

キーワード： バイオインターフェース　アミロイド　生体膜　タンパク質　メンブレンチップ　生体膜晶析
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１．研究開始当初の背景 
アミロイドは特定のタンパク質が構造異
常化に伴い形成する線維性凝集物である．申
請者らは，アミロイドを形成しやすいタンパ
ク質が大きな疎水性を有し (Sensors and 
Materials, 2004)，アミロイド形成の要因の一
つ(Solv. Extr. Res. Dev. Japan, 2010)である事
を報告している．アミロイド形成により発症
すると考えられている疾病として，アルツハ
イマー病，パーキンソン病，透析アミロイド
ーシス症などがあるが，いずれも発症メカニ
ズムや根治療法が確立していない．アルツハ
イマー病では，疾病の原因と考えられている
「老人斑」(原因タンパク質 Aのアミロイド
性球状凝集物) が神経細胞膜の損傷領域で頻
繁に見つかる事から，細胞膜がアミロイド形
成に本質的に関与していると考えらるよう
になった．一方，透析治療において，透析モ
ジュールに多量のタンパク質が吸着し，変性
する事が問題となっている．それゆえ，血液
成分劣化を防ぐ意味もあり，2-メタクリロイ
ル-オキシエチルホスホコリン(MPC)などの
生体親和性材料による表面改質技術の開発
が進められている．しかし，一部のタンパク
質のアミロイド形成により，透析アミロイド
ーシス症になる可能性もあり，単純にタンパ
ク質の変性の抑制を狙うのでは不十分であ
る．それゆえ，申請者らが取り組んできた変
性タンパク質の修復動作 (J.Chromatogra.B, 
2000 など多数)や酸化劣化脂質の検出機能
(Desal.Water Treat., 2010)と除去機能を取り入
れた，細胞膜界面に学ぶ戦略的な界面設計が
必要となる．このような基盤技術の確立は，
アルツハイマー病や透析アミロイドーシス
の病理的進展を抑制できる新規な医療デバ
イスへの展開が期待できる． 
そこで，本申請では，タンパク質の変性現
象を包括した“アミロイド形成現象”に対する
細胞膜応答を手本として，『タンパク質の損
傷修復機能を有する医療デバイス用バイオ
インターフェースの設計指針の開発』を目標
とする． 
 
２．研究の目的 
1. 細胞膜と既往の人工膜の統一的な動的応
答の比較がなされていない．人工細胞膜を作
製し，その界面特性や秩序構造(相分離)形成
のキネティクスを評価し，Aなどのアミロイ
ド性タンパク質に対する応答挙動の支配因
子を検討する． 
2. タンパク質-人工細胞膜間相互作用の連動
性の結果として，タンパク質の修復動作やア
ミロイド形成が誘導するのか，人工細胞膜が
修復動作環境を与えているだけかを検討す
る． 
3. 上記で得られた知見より，アミロイド形成
を抑制する人工細胞膜を血液透析モジュー
ルに修飾し，タンパク質の修復動作が適切に
誘導されるかを検討する．模擬血清を用いて
アミロイド形成や変性の抑制がモジュール

スケールで可能かどうかを検証する． 
 
３．研究の方法 
 
1.試料 
バイオインターフェースへの応用を目的
として，リン脂質や界面活性剤，高分子を用
いた．以下にその一例を示す． 
リン脂質・・・ホスファチジルコリン，ホス
ファチジン酸，ホスファチジルグリセロール，
コレステロール，など． 
界面活性剤・・・Span20, Span40, Span60, 
Span80 (Tween 20-80との混合物)，など. 
高分子・・・ポリビニルピロリドン(PVP)や
ポリメタクリル酸(PMMA)，2-メタクリロイ
ル-オキシエチルホスホコリン(MPC)，など. 
タンパク質としては,インシュリン，A，

2-ミクログロブリン，リゾチウム，-ラクト
グロブリン，などを用いた． 
 
2.評価手法 
2.1 誘電分散解析(DDA)法による界面の動的
状態の評価 電極表面にディップ法などに
より固定化した各種平面膜を測定系に装填
し，インピーダンスアナライザーやネットワ
ークアナライザーを用いて，それぞれ周波数
1 MHzから 1.8 GHz，もしくは 500 MHzから
50 GHzで交流電場を印加し，複素インピーダ
ンスや複素屈折率を測定した．それぞれから
比誘電率や誘電損を算出し，Debye の式に基
づき，緩和周波数を見積もった．観測された
緩和周波数域により，帰属される運動モード
は異なる．我々の既往の成果に基づき，数 10 
MHz 付近がリン脂質頭部の回転ブラウン運
動，数 100 MHz付近が水和水，20～30 GHz
は自由水として議論した． 
 
2.2 水晶振動子マイクロバランス(QCM)法 
BAS 社製の水晶振動子(ALS Model 400)を用
いて電極の振動数の変化を測定した．振動子
として利用する金電極の共鳴振動数は
7.995MHz であり，微小質量変化のモニタリ
ングが可能である．この金電極に既往の方法
により平面膜を固定化した．固定化方法は既
往の手法(H.T.Vu et al., J. Coll. Int’f. Sci., 2009, 
雑誌論文-9)を用いた．その後，タンパク質を
流通させて質量変化を測定し，平面膜へのタ
ンパク質の吸着量を評価した． 
 
2.3 飛行時間型二次イオン質量分析器
(ToF-SIMS) ToF-SIMS に真空乾燥したサン
プルを設置し，表面に Ar 源などのイオン源
を与え，サンプル表面から放出される二次イ
オンを抽出した.この二次イオンを質量分析
用データとして多変量解析や主成分分析を
施し，イメージングを行った(雑誌論文-16)． 
 
2.4 アミロイド形成のモニタリングとその直
接観察 アミロイドの特異的に結合し，蛍光
を発するプローブであるチオフラビン T 



(ThT)を用い，アミロイド形成量を定量化し
た.ThT蛍光強度の時間変化から，アミロイド
形成の動力学的パラメータとして，核形成時
間,伸長速度係数,最大アミロイド形成量を求
めた．次に，アミロイドの直接観察のため，
透過型電子顕微鏡(TEM)，走査型電子顕微鏡
(SEM)，偏光顕微鏡(PM)，全反射蛍光顕微鏡
(TIRFM)を併用した． 
 
４．研究成果 
 
アミロイド形成やそれに類するタンパク
質の構造異常化を誘発しないようなバイオ
インターフェースの設計指針を得るため，２．
研究目的で記述した内容に沿って検討を進
めた． 
 
1.タンパク質に対する人工細胞膜界面の動的
応答挙動の解析 誘電分散解析(DDA)法を用
いた.DDA 法は，永久双極子モーメントの運
動状態の解析のための強力な分析手法であ
る．この方法を用いて人工細胞膜界面の動的
状態を定量的に把握できるとともに，A導入
後の界面の運動状態の時間変化情報を得て，
膜界面の運動性の変化を結びつけて議論す
ることが可能になる.ここでは人工細胞膜界
面として脂質膜や高分子膜を利用した. 
リン脂質分子は頭部がトリメチルアンモ
ニウムであり，永久双極子モーメントを有す
る．それゆえ、DDA法をリン脂質分子からな
る脂質膜界面に適用した結果，脂質膜は数 10
メガヘルツオーダーの脂質頭部の回転ブラ
ウン運動を有するダイナミックな界面であ
る事が示唆された(雑誌論文-4,8,10,15)．この
解析手法を，永久双極子モーメントを有しな
い界面活性剤ベシクルに適用可能であるこ
とを実証した(雑誌論文-10)．そこで，種々の
リン脂質膜，界面活性剤からなる膜，高分子
界面の動的状態を比較検討した．リン脂質が
数 10 メガヘルツオーダー，界面活性剤ベシ
クルの場合，数 100メガヘルツオーダーであ
り，界面活性剤ベシクル膜は非常に揺らぎの
大きな界面であることが示唆された(雑誌論
文-10)．この大きな動的ゆらぎ構造は，傾向
プローブなどの評価手法からも支持された
(雑誌論文-13)．さらに，ポリビニルピロリド
ン(PVP)やポリメタクリル酸(PMMA)などは，
ポリマー骨格のゆらぎがあり，リン脂質膜界
面よりも水和水に富む界面構造であること
が示唆された．一方，リン脂質頭部であるホ
スホコリン基を組み込んだ高分子である 2-
メタクリロイル-オキシエチルホスホコリン
(MPC)ポリマーの場合，水和構造が富むにも
関わらず，リン脂質膜に比べて硬い界面であ
ることが示唆された(データ未発表)． 
 
2.アミロイド形成(核形成・伸長)の分子論的検
討 水晶振動子(QCM)法(既設)によるタンパ
ク質の脂質膜への配向性を検討した.QCM 電
極上に脂質膜群を表面修飾し,タンパク質を

添加すると,その吸着量から脂質膜へのタン
パク質の吸着量を測定可能であった(雑誌論
文-3,4,9,14)．さらに,吸着量がタンパク質の分
子内水素結合安定性と対応している事が分
かり(雑誌論文-3,4,9,14),不安定なタンパク質
ほど脂質膜上における核形成が速くなる傾
向がある事が見出された. (雑誌論文-14)さら
に，脂質膜の相状態などを蛍光プローブ法に
より検討した結果，脂質膜の組成や相状態に
依存してAの蓄積量が変わる事を見出した．
流動状態であればAは内部に配向しやすく，
ゲル状態であれば Aは表面に配向しやすい
事が示唆された．研究協力者である青柳里果
准教授(成蹊大)の協力の下，時間飛行型二次
イオン質量分析計を用いて脂質膜表面にお
ける Aの分布状況の検討を進め，一部は公
表した(雑誌論文-16)．その結果，ゲル状態で
は Aβ は脂質膜表面に，流動状態では内部に
配向する傾向を得た．本結果は水晶振動子の
結果を支持する事が分かった．しかし，現時
点では ToF-SIMS のデータの詳細分析が進め
ば，A分子のいずれのアミノ酸残基が脂質分
子との相互作用に関与するかを特定できる
と期待される． 
アミロイド形成の動的特性として，核形成
挙動とタンパク質の界面への吸着挙動とを
比較した．その結果，膜内部への配向は核形
成には不利であるという傾向を得た．一方，
表面への配向は核形成に有利である事が示
唆された．さらに，Aの核形成時間が短いほ
どその吸着量が多いという強い相関が見出
された(雑誌論文-4)．一方，MPC ポリマーの
場合，Aの核形成時間が通常の脂質に比べて
長時間を要することが分かった(データ未発
表)．また，界面活性剤，PVPや PMMAから
なる平面膜においても同様であった．ただし，
薄膜作製法に依存しており，界面の性質がAβ
の配向性と吸着特性に強く影響することが
示唆された(データ未発表)．以上より，脂質
膜の表面状態と Aの配向性/核形成特性との
関係が明確になった． 
また，形成されるアミロイドの形態につい
ても詳細を検討した．リン脂質からなる平面
膜の場合，線維状，球状，側方凝集などの多
様な形態が観察された(雑誌論文-1,2)．特に，
脂質が酸化劣化状態にある場合や，アミロイ
ド断片が負電荷脂質膜界面上に存在する場
合は，球状のアミロイドが形成された．全反
射蛍光顕微鏡，電子顕微鏡，偏光顕微鏡など
の直接観察ツールを駆使することにより，ア
ミロイド断片が脂質膜を介して凝集し，多く
の成長端を有し，成長した結果として球状ア
ミロイドになるという機構を明らかにでき
た(雑誌論文-2)．この知見は，アルツハイマ
ー病における老人斑形成の機構の詳細に肉
迫する知見として期待される.一方，界面活性
剤や高分子からなる平面膜の場合，いずれも
線維状や側方凝集の形態であり，老人斑様の
球状凝集は見られなかった(データ未発表)． 
このように，Aが脂質膜に配向し,アミロ



イド形成に有利な構造変化を誘起する事が
分かった(雑誌論文 4).それに対して，流動性
の高い脂質膜や高分子界面はアミロイド形
成過程における核形成過程を抑制しうるこ
とが示され，界面の動的状態を高度に制御す
ることにより，アミロイド形成の抑制が原理
的には可能であることが期待される． 
 
3. アミロイド形成を抑制する人工細胞膜を
血液透析モジュールでのタンパク質の修復
動作の誘導 血液中には種々のタンパク質
が溶解しており，それぞれ異なる安定性を示
す．そこで，リゾチウムや2-ミクログロブリ
ンなどのタンパク質の脂質膜への吸着特性
を調べた．その結果，分子内水素結合の安定
性は，インシュリン＜A＜2-ミクログロブ
リン＜リゾチウム＜-ラクトグロブリン，で
あった．この順に脂質膜への吸着量が減少す
る こ と が 実 証 さ れ た ( 雑 誌 論 文
-4,9,10,12,14,15)．この知見は，タンパク質の
配向に伴う膜の機械的強度の変化と膜の変
形挙動とも対応していることが分かった(雑
誌論文-11)．膜の変形にはエネルギーが必要
ゆえ，基板に固定化されている平面膜の場合，
タンパク質分子の構造変化に使用されると
推定される．つまり，分子内水素結合安定性
が低いインシュリンや Aほど構造変化が誘
導され，アミロイド形成が誘導される可能性
が高い．一方，分子内水素結合安定性が高い
ほど，脂質膜への配向後の構造変化やアミロ
イドへの移行は抑制されると推測され，実験
事実と符合する(未発表データ)．この傾向は，
PVPなどのゆらぎの大きな界面（たとえば流
動性の高い脂質膜界面など）において顕著で
あり，アミロド形成の抑制が可能であること
を示唆している．加えて，血液は血清タンパ
ク質に富むので，-ラクトグロブリンが吸着
に不利であり，アミロイド形成が起こりにく
いという結果は，本インターフェース材料へ
の応用にとって有利な性質である．以上より，
血液透析モジュールに使用可能な PVP や
MPCなどが Aを内部配向させることにより，
アミロイド形成に必須な構造変化を抑制す
ることが可能であることが示された．また，
血清タンパク質の吸着抑制に有効であるこ
とが示された． 
 
4. 総括 
医療用デバイスのためのバイオインター
フェースの設計指針として，流動性が高く，
タンパク質の膜界面内部への配向が可能な
程度の運動性が構成分子に対して担保され
たインターフェースの開発が条件の一つと
して重要であると考えられる． 
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