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研究成果の概要（和文）：アミロイドβ(Aβ)単量体の凝集化はアルツハイマー病の発症との関連性が指摘されている
。このAβ単量体やその凝集体を分離分析する技術はこの病気の発見をするうえで重要と考えられる。本研究では、Aβ
抗体を固定化した膜を用いて、Aβをヒト血漿に添加した試料から選択的に捕獲する方法を構築した。また、この方法
が鼻腔などの微小空間内にあるAβを捕獲するのに有効な技術であることや、捕獲したAβ単量体をプロテアーゼ消化す
ることにより、Aβの凝集化を抑制できることを見出した。さらに、この抗体膜技術と電気泳動技術の組み合わせによ
り、Aβ凝集体を添加した生体試料から凝集体を分離分析できることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The fibrillation of an amyloid β (Aβ) monomer is related to the progression of 
Alzheimer’s disease. For the examination of Aβand its fibrous form, a method of isolation and analysis 
in Aβand its fibrous form is important. In the present study, a method of Aβmonomer isolation from 
human plasma with the Aβ was established using membrane-immobilized anti-Aβantibody (immuneaffinity 
membrane). We indicated that this method could be used to capture and analyze Aβwithin the micro-space 
such as nasal cavity, and the fibrillation of Aβ could be suppressed via protease after Aβ trapping. In 
addition, fibrous form of Aβ could be isolated from the spiked human plasma by a combinational method of 
immuneaffinity membrane and electrophoresis.

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
アミロイド (A)などのタンパク質凝集体の
形成はアルツハイマー病などの疾患と関連
しているため [1, 2]、Aやその凝集体の分離
分析法の構築は疾患の早期発見のために必
要不可欠な技術である。特に、今後ますます
超高齢化社会が加速する日本においては、ア
ルツハイマー病など主として老年期に発病
する疾患の早期発見技術の構築は重要かつ
緊急性の高い課題と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、アルツハイマー病の発症との関
連性が指摘されている A単量体および凝集
体を分離分析する方法を確立し、さらに、こ
の方法をヒト血漿などの生体試料に添加さ
れた Aの分離分析技術に適応できるかを検
討した。また、単離された A単量体の凝集
化を抑制する方法を検討し、生体内で最も毒
性の高いとされる A凝集体の生成を阻害す
る方法を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗体膜の作製：非変性条件の電気泳動法
によりアビジンを分離、膜へ固定化した。膜
を 4×2 mmに切り取り、ビオチン化抗 Aβ
抗体(Aβ抗体)およびビオチン化抗トランス
フェリン抗体(control)を結合させ、抗体膜を
作製した。 
 
(2) 抗体膜による Aβ単量体の捕捉・溶出：A
βに Tris-HCl 緩衝液を加え、さらにヒト血
清を添加し、混合試料を作製した。この試料
を抗体膜に 90 分反応させ、洗浄後、抗体膜
に結合したタンパク質を TFA で溶出し、
MALDI-TOF MSで分析した。 
 
(3) Aβの凝集能の測定：抗体膜で捕捉し、
TFAで溶出したタンパク質を 37 ℃で 2日間
以上保温し、凝集体に結合し蛍光を発する色
素 Thioflavine T(ThT)による Aβの凝集量を
比較した(励起波長：455.0 nm 検出波長：
470～570 nm)。また、動的光散乱法により、
生成する凝集体の粒子サイズの確認を行っ
た。 
 
(4) Aβ凝集体の分離分析：ヒト血清に Aβ凝
集体を添加した生体試料を非変性条件の電
気泳動に添加し、添加させた凝集体以外のタ
ンパク質を除去し、生体試料を回収した。さ
らに、この試料中の Aβ凝集体を抗体膜によ
り分離、溶出した。溶出された Aβ凝集体量
を ThT による蛍光測定法と動的光散乱法に
より調べた。 
 
(5) タンパク質分解酵素による Aβ の凝集化
抑制の検討：捕獲溶出され、中和された Aβ
溶液に種々のタンパク質分解酵素を加え反

応させた後、Aβ がどのように分解されるか
をMALDI-TOF MSで分析した。さらに酵素
分解後の Aβを溶液内で凝集化し、Aβの凝集
量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 独自に作製した A抗体膜により種々の
A単量体を選択的に捕獲する方法を構築
できた。また、この技術とMALDI-TOF MS
による分析法を組み合わせることにより、
ヒト血漿に添加されたA単量体を特異的に
分離分析することが可能となった。さらに、
抗体膜の面積を微小化することにより、鼻
腔などの微小空間内に存在する Aを捕獲、
分析するのに有効な技術であることを示し
た。この分離溶出された Aには凝集化さ
れることが ThT を用いた蛍光測定法と動的
光散乱法により明らかにした。 

 
図：捕獲溶出されたAの凝集化 （*;  P<. 

0.05, Student’s t-test）  
 
(2) 非変性条件の電気泳動法と抗体膜法の組
み合わせにより、Aβ凝集体をヒト血漿から
単離することに成功した。得られた凝集体は
ThTによる蛍光測定により検出し、その粒子
径は動的光散乱法により測定できた。しかし
ながら、得られた Aβ凝集体は生体試料に含
まれる初期量の 29％であった。この点は今後
改善する必要がある。 
 
(3) 捕獲·溶出した A単量体を種々のタン
パク質分解酵素により消化することで、A
凝集化を抑制できることを見出した。この
方法は Aの人工的な抑制技術に繋がると
考えられる。 
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