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概要  

本研究では、脳脊髄液流動を模倣したマイクロ流路システムを構築し、Aβ 線維化挙動

に対する流動の役割 を検証し、アルツハイマー病を非平衡 分子科学という独自の視 点

からとらえ、Aβ 線維化に対する脳脊髄液流動の微小流動効果の明確化議論を目指し

た。この目的へ向け構築した非平衡マイクロ流路内にて人工細胞膜上での Aβ 線維化

挙動を観察した結果、微小流動が Aβ の線維化および凝集体形成を促進することが明

らかとなった。更に、微小流動下では Aβ の線維化および凝集体形成にともない細胞膜

が破壊されることも実験的に確認された。以上の結果は、流動作用による Aβ 線維化の

促進に加え、carpet model に基づいて Aβ が細胞膜内の脂質分子との間で水溶性ミ

セルを形 成し、このミセルが微 小 流 動 によるせん断 応 力 により細 胞 膜 から脱 離し、その

後、細胞膜上で集合化し細胞膜へ再付着する機構によるものであることが提案された。 

 

 

abstract 

The self -assembly of  amyloid-β (Aβ)  peptides and l ip ids  in  

non -equil ibrium and non -quiescent cerebrospinal  f luid  (CSF) f low is  

associated with the  pathogenesis o f  Alzheimer ’s d isease (AD).  

Although the  macroscopic  role  of  CSF f low in  remov ing  Aβ has been 

revealed,  the molecular mechanism through which it  modulates 

Aβ - l ipid  interactions and f low -tr iggered cytotoxici ty  has not  yet  been 

clarif ied.  Unlike  most  reports on  Aβ - l ipid  interactions in  equil ibrium 
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systems,  this study  examined  the role  of  bio logical ly -relevant ,  

non -equil ibrium, non -quiescent f low in  the desorption ,  dif fusion,  

and integrat ion of  Aβ - l ipid assemblies at the membrane surface .  We 

propose that non -equil ibrium and non -quiescent  f low manifolds 

inf luence the inter-  and intra-molecular process of  Aβ f ibri l  

formation at  a molecular scale  and trigger the formation of  

amyloid-plaques at  a  macroscopic  scale .  Understanding the  

interactions between Aβ and ce l l  membranes under bio logically  

relevant  f low conditions could  c lar ify  the molecular  orig in of  

f low -coupled Aβ peptide cytotoxic ity  associated with  AD. 

 

 

研究内容  

背景  

長寿高齢化社会を迎える日本に重くのしかかるアルツハイマー病患者数増加の抑制へ向け、

その発症予防は喫緊の課題である。発症にはアミロイド β ペプチド（ Αβ）の神経細胞上で

の線維化が関与しているが、この Αβ 線維化に関し脳内を満たす脳脊髄液の「微小流動」が

Aβ 線維化を「抑制」する、または「促進」するという相反する結果が示され、発症予防へ

むけ混乱を極めている。この矛盾は、脳脊髄液の「微小流動」が線維化に関与しているこ

との実験的証明が困難であることを示す一方、その明確化は脳脊髄液流動の正常化を基軸

とした新規治療法・薬剤設計を期待させる。そこで本研究では、超精密シリンジ、アクテ

ィブ除振台、マイクロマニピュレーション単一分子観察顕微鏡を融合させた脳脊髄液流動

模倣システムを独自に設計・開発し、流速を 1 μm/s の速度分解能にて制御・再現した脳

脊髄液流動模倣マイクロ流路システムを構築する。そして、Αβ 線維化に対する流動の役割

を配向性制御（エントロピー項）と分子間相互作用（エンタルピー項）から議論する。本

実 験 ・ 議 論よ り 、 アル ツ ハ イ マー 病 を 非平 衡 分 子 科学 と い う独 自 の 視 点か ら と らえ 、 Aβ

線維化に対する脳脊髄液流動の微小流動効果の明確化議論を目指す。この研究目的を立案

した背景には、近年の実験・理論研究により明らかとされつつある微小流動下での分子自

己組織化の促進機構がある。すなわち、ペプチドなどの高分子化合物は、媒体の流れ（流

束）下では分子配向性が揃い、エントロピー（Δ S f ）の低下並びに自由エネルギー（Δ G f *）
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の増加が引き起こされる（図 1）。その結果、これら化

合物の核形成速度が増加し、線維化等の自己組織化が

促進される。生体内では血液・リンパ液・間質液など

様々な体液が流動しており、正常な流動は物質・エネ

ルギー代謝に重要な役割を果たしている一方、流動条

件の乱れが生体高分子の自己組織化を促進・抑制し

神経疾患等を誘発している可能性が示唆されている。

具体的には、脊髄液流動の異常により、オリゴマー

状態で Aβ ペプチドの配向が揃い核形成が促進される可能性である。そこで本研究では、

自作の脳脊髄液流動模倣システムを駆使し、脳脊髄液流動異常性と Aβ ペプチド線維化異

常性を定量的に評価することを目的とした。特に、流動による配向性制御（エントロピー

項）と分子間相互作用（エンタルピー項）について検討することで Aβ ペプチド線維化と

流動効果に関する分子科学的解明を目指し、アルツハイマー病の発症予防へ向けた分子機

序解明などの基礎的知見を得ることを目指す。  

 

結果  

 Aβ ペプ チド線維 化なら びに細胞 膜との相 互

作用における流動作用の解明へ向け、本研究室

では、超微量シリンジポンプ、温度可変ステー

ジ、マイクロ流路、高感度カラー CCD カメラを

組み込んだ蛍光顕微鏡を設計した（図 2）。具体

的な実験では、まず、洗浄済みのマイクロ流路

へガラス基板を固定し、温度可変ステージへと

セットした。その後、シリンジポンプを用いて

DMPC リポソームを流路へ導入し、ベシクルフュ

ージョンによりガラス基板上へ DMPC 二重膜を

構築した。その後、超微量シリンジポンプを

用 い て 蛍 光 標 識 Aβ(1 -42)水 溶 液 を 流 路 へ 導

入する。蛍光標識 Aβ(1 -42)水溶液で流路が満たされたのちにシリンジポンプからの供給を

停止し 24 時間静置し、その後の細胞膜および Aβ ペプチド線維化を蛍光顕微鏡にて観察し

図 1． 流 動 に よ る 線 維 化 エ ネ ル ギ

ー の 変 調 ( Wa n g  e t  a l . ,  M a c ro m o l .  
2 0 1 6 )に よる、核 形成・線 維化速度

の 増加．  

図 2． (a )  微小流動下での Aβ 線維化の
実験システムの写真および (b )模式図．  
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たものを、「無流動系」実験とする。一方、蛍光標識 Aβ(1 -42)水溶液で流路が満たされた

のちも、流路内での平均流動速度が 10 μm/s となるように超微量シリンジポンプで流入を

継続し同様の観察を行った場合を「流動系」実験とした。以上の二つの条件での線維化お

よび細胞膜構造の差異を検証した。  

 その結果が図 3 である。図 3A および 3C に

は無流動系で 24 時間経過後の DMPC 膜の構造

を示しているが、サブミクロンスケールの構

造体が多数形成していることが確認された一

方、 Aβ 線維を染色している ThT に由来する

青色蛍光は明瞭には観測されていなかった。

また、細胞膜においてもサブミクロンスケー

ルのポアが形成していることも確認された。一

方、図 3B および 3D の流動系 24 時間後において

は、 10 μm を超す巨視的な凝集体が形成すると

ともに、細胞膜にも同様のサイズのポアが形成

していることが確認された。更に、この巨視的

な凝集体には Aβ 線維を染色している ThT に由来する青色蛍光が観測されており、流動条

件下では Aβ 線維化および巨視的凝集体の形成が促進されていることが確認された。本結

果は、流動作用による Aβ 線維化の促進に加え、carpet model に基づいて Aβ が細胞膜内の脂

質分子との間で水溶 性 ミセルを形成し、このミセルが微 小流動 によるせん断応力 により細 胞膜 から

脱離し、その後、細胞膜上で集合化し細胞膜へ再付着する機構によるものであることが提案された。  
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図 3． Aβ線維化 挙動・細 胞膜破壊 に対す

る 流動作用 ．（ A）と（ C）は 無流動系 、（ B）
と（ D）は流 動系．流 動は 1 0μ m /s となる

よ う に 設 定 し 、 無 流 動 系 ・ 流 動 系 の い ず

れ も Aβ導入か ら 2 4 時間 後の蛍光 顕微鏡

画 像．（ A）と（ B）は細胞 膜のみを 染色し

た 画像であ り、（ C）と（ D）はそ の画像に

Aβ 線 維 の青色蛍 光も重ね 合わせて ある．  
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