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研究成果の概要（和文）：本研究は、試験管内でアミロイドbの線維化を促進することを確認しているカゼイ
ン、フィブロイン、セリシン、アクチンなどの食品あるいは化粧品由来のペプチドが、生体内でもアミロイドb
の線維化を促進するかを検討することを目的としている。試験管内で線維化したカゼイン、アクチンの線維をモ
デルマウスの脳および腹腔内に接種し、接種1年後に解剖して脳へのアミロイドbの沈着程度を検討した。カゼイ
ン線維を脳内に接種したマウスの一部では、脳血管にアミロイドbの沈着を認めた。

研究成果の概要（英文）：We reported that casein, fibroin, siren, and actin, which are contained in 
foods or cosmetics, could promote amyloid b protein fibril formation in vitro. The objective of this
 study is to investigate whether the fibrils of these peptides can promote cerebral b-amyloidosis in
 vivo. We made the fibrils of casein and actin in vitro, and injected them into Alzheimer's disease 
(AD) model mouse brain. Furthermore, intraperitoneal injection was also performed. One year after 
the injections, we evaluated amyloid b protein (Ab) deposition in the mice brain. We found a little 
Ab deposition on the blood vessels in AD model mice injected casein into the brain. We will continue
 to evaluate Ab deposition of the mice brains.

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
	
 Alzheimer病（Alzheimer’s disease: AD）
の発症には、アミロイドβ蛋白（amyloid β: 
Aβ）が凝集線維化し、脳に沈着することが大
きな役割を果たしている。Aβは全ての人が持
っている蛋白であるが、その Aβが凝集線維
化して脳に沈着する原因は現在のところ分

かっていない。試験管内の Aβの凝集線維化
メカニズムは、他のアミロイドを形成する蛋

白と同様に、核依存性重合モデルによって説

明できる 1, 2。このモデルは、Aβモノマーの
中に核となる少量の線維化された Aβが入る
と、自然に Aβモノマーが線維化していくと
いうものである。この核依存性重合モデルに

よる凝集線維化は、モノマーと核となる少量

の線維化された蛋白が異なるでも起こるこ

とが報告されており、異なる蛋白が互いに反

応して試験管内 3-6や生体内 7で凝集線維化が

起こることが報告されている。申請者を含む

研究グループはこれまで、この核依存性重合

モデルを用いて試験管内で Aβが凝集線維化
を起こす実験系を確立し、Aβが脳に沈着する
原因を解明することを目的に様々な研究を

行い、Aβの凝集を阻害する様々な物質を報告
してきた 8-11。それらの研究を進めていくう

ちに、食品や化粧品に含まれる、カゼイン、

フィブロイン、セリシン、アクチンといった

アミロイド形成可能な蛋白が、試験管内にて

Aβ凝集を促進することを見出した 12。カゼイ

ンはほ乳類の母乳に含まれる蛋白で、牛乳に

は 80%、ヒト母乳には 20-45%含まれている。
フィブロインおよびセリシンは絹に含まれ

る蛋白で、補助食品や化粧品といったヒトが

摂取するものに含まれている。アクチンは筋

肉に含まれる蛋白で、食肉に含まれている。

これらの蛋白を摂取することによって、脳へ

の Aβ沈着が促進されるとすると、食品や化
粧品が AD発症や症状進行の原因となってい
る可能性があり、社会的にも非常に大きな問

題となる可能性がある。 

	
 近年、脳に沈着した Aβをマウスの脳内や
腹腔内に接種すると、プリオン病におけるプ

リオン蛋白と同様に、脳への Aβ沈着が促進
されるということが報告されている 13-15。申

請者はこの実験系の第一人者である Jucker
教授のもとで研究を行い、マウスを用いた研

究にて、脳内に Aβを注入すると、脳への Aβ

沈着を促進し、その Aβ沈着が脳全体に広が

ることを報告した 13-15。 

 
２．研究の目的 
	
 試験管内で Aβの線維化を促進することを

報告しているカゼイン、アクチン、フィブロ

イン、セリシンといった食品や化粧品由来の

蛋白質のアミロイド線維が、生体内でも脳へ

の Aβ沈着を促進するかについて検討を行う

こと。 

 
３．研究の方法 
(1) ペプチドの線維化 

	
 カゼイン、フィブロイン、セリシン、アク

チンのペプチドを 37°Cの PBS内に 4週間振

盪し、線維化を行った。線維化の程度につい

ては、1週毎にチオフラビン T法にて線維化

の程度を定量し、4 週後には電子顕微鏡で線

維化について評価を行った。線維化されたそ

れぞれのペプチドは、超音波にて破砕し、使

用するまで-80 ℃にて保存した。 
(2) ADモデルマウス 

	
 今回の研究は内因性の Aβ沈着が 13-15 ヶ

月で始まる APP 遺伝子改変マウスである

R1.40 マウスを用いて実験を行った。R1.40
マウスは、申請者が現在金沢大学で繁殖中で

ある。申請者は、この R1.40 マウスの脳に
Aβを含む脳ホモジネートを注入し、1年後に
Aβ沈着が脳皮質および海馬全体に広がって
いたことを報告した 15。更に、腹腔内に投与

したところ投与 10ヶ月後には脳Aβ沈着が始

まることを確認した 16。 
(3) 作成したペプチドの線維または PBS（コ

ントロール）の R1.40マウス脳への注入 



	
 麻酔が十分にかかった R1.40マウスをマウ

ス脳固定器に固定し、ハミルトンシリンジを

用いて作成したペプチドの線維または PBS

（コントロール）を両側の海馬（2.5 µl）およ

びその上部の皮質（1.0 µl）にゆっくりと注入

した。注入した傷口は縫合し、麻酔から覚醒

するまで観察をした。 

(4) 作成したペプチドの線維または PBS（コ

ントロール）の R1.40マウス腹腔内への注入 

	
 R1.40マウスの腹腔内に 1mlの作成したペ

プチドの線維または PBS（コントロール）を

1週間おきに 4回注入した。 

(5) 結果の解析 

	
 脳および腹腔内への注入の 1 年後に R1.40

マウスの脳を解析した。採取した脳を半切し、

左半球は病理学的検討に、右半球は生化学的

検討に用いた。病理学的検索を行うためにパ

ラフィンに包埋した左半球は、5 µmの厚さに

薄切し Aβに対する抗体である 4G8 を用いて

免疫組織化学的検討を行った。免疫組織学的

検討では脳実質への Aβ沈着程度や脳血管へ

の Aβ沈着程度を光学顕微鏡にて観察した。

また、凍結した右半球については ホモジネ

ートし、その上清に含まれる Aβをウェスタ

ンブロットにて検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) ペプチドの線維化 

	
 チオフラビン T法では、カゼインは週毎に

チオフラビン T 蛍光値の上昇を認めた（図

1A）。アクチンもチオフラビン T 蛍光値の上

昇を認めたが、2週目をピークに低下した（図

1B）。セリシンとフィブロインは、チオフラ

ビン T蛍光値の上昇を認めなかった。電子顕

微鏡による観察では、カゼインおよびアクチ

ンについてはアミロイド線維が豊富に観察

できた。しかし、セリシンとフィブロインに

ついてはアミロイド線維を観察できず、今回

の条件では線維化されなかったと考えた。 
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(2)作成したペプチドの線維のADモデルマウ

ス脳内および腹腔内への注入 

	
 カゼインとアクチンについて、AD モデル

マウスの脳内および腹腔内に注入を行った。

コントロールとしての溶媒注入も含めると、

脳内は 30匹、腹腔内は 17匹のマウスに行っ

た。年齢・性別を揃えた多くのマウスを必要

としたため、AD モデルマウスの繁殖に少し

時間を要した。 

(3) ADモデルマウス脳の解析 

	
 AD モデルマウスの繁殖に少し時間を要し

たため、計画は少し遅れ気味となったが、脳

内投与・腹腔内投与ともに予定通り注入から

1 年後に AD モデルマウスを解剖してその脳

の評価を行った。現在、カゼインの脳内投与

を行った ADモデルマウスの結果が出始めて

いるが、脳実質への Aβ沈着は認めないが、

脳血管への Aβ沈着を認めている。今後、解

剖したマウスの免疫染色を更に進めて検討

を行っていく予定である。 
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