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研究成果の概要（和文）：チオフラビンT（ThT）分析及び高速原子間力顕微鏡観察によりオートクレーブ（AC）
はアミロイドβ蛋白（Aβ）凝集体のseeding効果を低下させることを明らかにした。高温、長時間またはAβ凝
集体濃度が低い条件でACした場合にAβ凝集体のseeding効果は低下しやすく、同じAC条件ではAβ40凝集体の
seeding効果はAβ42凝集体のそれよりも低下しやすかった。ThT分析、円偏光二色性スペクトル測定及び電子顕
微鏡の結果より、ACはAβ凝集体に含まれるβシート構造を減少させ、線維長を短縮させることを解明した。一
方、γ線照射はAβ凝集体のseeding効果や構造には影響を与えなかった。

研究成果の概要（英文）：Studies with thioflavin T (ThT) assays and high-speed atomic force 
microscopy revealed that seeding effect of amyloid β-protein (Aβ) aggregates was inactivated by 
autoclave (AC), depending on different temperatures, exposure times, and concentrations of Aβ 
aggregates at the treatment with AC. Seeding activity of Aβ40 aggregates was more easily 
inactivated by AC at the same conditions compared to that of Aβ42 aggregates. Results of ThT 
fluorescence and circular dichroism spectral patterns of autoclaved Aβ aggregates indicated that AC
 reduced β-sheet-rich structures in Aβ aggregates. Electron microscopy images demonstrated that 
lengths of autoclaved Aβ aggregates with fibril-like structures was significantly shorter than 
those of non-treated ones. Gamma-ray irradiation for Aβ aggregates did not inactivate Aβ seeding 
effect or induce structural changes of Aβ aggregates significantly.

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病の中心的病理所見の1つである老人斑を構成するアミロイドβ蛋白（Aβ）は、動物実験レベル
で個体間を伝播することが明らかになっている。また、硬膜移植やヒト下垂体由来成長ホルモン製剤投与といっ
た医療行為を介してAβ病理が個体間を伝播し、時間を経て症候性の脳アミロイドアンギオパチー関連脳出血を
引き起こす可能性も示唆されている。本研究では、オートクレーブ（AC）がAβ凝集体のβシート構造を減少さ
せ、seeding効果を低下させることを明らかにした。この結果は、ACがAβ凝集体の個体間伝播を予防しうる可能
性を示唆し、本研究成果はAβ凝集体の個体間伝播を抑制する不活化法の開発につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病やパーキンソン病といった多くの神経変性疾患においてアミロイドβ蛋白

（Aβ）やα-シヌクレインといった様々なミスフォールドタンパク質が脳内に蓄積する現象は
共通した病理学的変化であり、近年、様々なミスフォールドタンパク質が異常プリオンタンパク
質と同様に個体間を伝播しうることが動物実験レベルで明らかになってきた。アルツハイマー
病の中心的な病理学的変化の 1 つである老人斑を構成する Aβ病理も動物実験レベルで個体間
を伝播することが明らかになっている。また、医原性クロイツフェルト・ヤコブ病の剖検例の病
理学的検討において、硬膜移植やヒト下垂体由来成長ホルモン製剤の投与といった医療行為を
介して Aβ病理が個体間を伝播する可能性も示唆されている。さらに、医療行為によって個体間
を伝播した Aβ病理は、時間を経て症候性の脳アミロイドアンギオパチー関連脳出血を引き起こ
しうることも報告されている。医療行為による Aβ病理の個体間伝播を防ぐ不活化法の開発は急
務の課題となっている。 
これまで蟻酸処理や過酸化水素ガスプラズマ滅菌は、動物実験レベルで Aβ病理を不活化する

と報告されているが、オートクレーブ（AC）及びγ線照射による Aβ凝集体の不活化を検討した
既報告はない。AC 処理やγ線照射は、多くの医療機関において医療器具を滅菌する方法として
使用されている。特に AC 処理は、異常プリオンタンパク質やα-シヌクレインの不活化に有効で
あることが動物実験レベルで示されている。しかし、AC 処理によって Aβ凝集体の seeding 活性
が不活化されるのか、どのようなメカニズムで不活化されるかはよくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、過去に報告されている蟻酸処理や過酸化水素ガスプラズマ滅菌以外の方法で Aβ

病理の個体間伝播を予防する不活化法を開発するため、現在、医療現場で広く使用されている 2
つの滅菌法（AC、γ線照射）を用いて、Aβ凝集体の不活化効果をチオフラビン T（ThT）分析及
び世界最速の高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）を用いて評価した。また、AC 処理またはγ線照射
前後での Aβ凝集体の構造変化の有無を明らかにするため、ThT 分析、円偏光二色性スペクトル
測定、電子顕微鏡（EM）を用いて Aβ凝集体の形態学的特徴を比較・検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）様々な条件で不活化処理（AC処理またはγ線照射）した Aβ凝集体と Aβモノマーを混和

したサンプルにおける Aβ凝集体の凝集過程の経時的解析（ThT 分析） 
合成 Aβ40及び Aβ42 ペプチドから Aβ40 及び Aβ42モノマー（25μM）を作成し、そこか

ら Aβ40 及び Aβ42凝集体（25μM）を作成した。Aβ40 及び Aβ42凝集体を様々な条件で AC
処理またはγ線照射した。AC 処理は、Aβ40凝集体の場合、温度を 105、110、115 または 120℃
に、処理時間を 5、15、30 または 60 分に変化させ、Aβ42 凝集体の場合、温度を 105、110、
115、120、125、130 または 135℃に、処理時間を 5、15、30、60、90 または 120 分に変化させ
て処理した。γ線照射は Aβ40及び Aβ42 凝集体ともに 25 または 50kGy で照射した。未処理
及び不活化処理（AC処理またはγ線照射）を実施した各種 Aβ凝集体を Aβモノマーと 1対 9
の割合で混和し、37℃で 7日間（Aβ40）または 12時間（Aβ42）インキュベーションし、ThT
吸光度を経時的に測定した。 

 
（２）様々な濃度条件で AC処理した Aβ凝集体と Aβモノマーを混和したサンプルにおける Aβ

凝集体の凝集過程の経時的解析（ThT 分析） 
合成 Aβ40 及び Aβ42 ペプチドから濃度が異なる Aβ40 及び Aβ42 凝集体（0.25μM、2.5

μM、25μM または 250μM）を作成し、それらを AC 処理（Aβ40 凝集体は 105℃-5 分、Aβ42
凝集体は 120℃-30 分）した。未処理及び AC 処理した各種 Aβ凝集体を 10mM リン酸バッファ
ーで 0.25μM に希釈した。0.25μM の Aβ凝集体（500μl）と 25μM の Aβモノマー（45μl）
を混和し、37℃で 9日間（Aβ40）または 2日間（Aβ42）インキュベーションし、ThT 吸光度
を経時的に測定した。 
 

（３）様々な処理条件で AC 処理した Aβ42凝集体と Aβ42 モノマーを混和したサンプルにおけ
る Aβ42 凝集体の凝集過程の連続的モニタリング（HS-AFM） 
合成 Aβ42 ペプチドから作成した Aβ42 凝集体（25μM）を AC 処理（120℃-30 分または

135℃-120 分）した。未処理及び AC処理した Aβ42凝集体を HS-AFM のマイカ上にのせ、室温
で 20 分間静置した。10mM リン酸バッファーでマイカ上を洗浄後、HS-AFM にセッティングし、
マイカ表面をイメージングした。マイカ上に Aβ42凝集体が付着していることを確認した後、
HS-AFM のチャンバー内に Aβ42モノマーを注入し、観察される Aβ42凝集体の伸長過程を HS-
AFM を用いて単一線維レベルで連続的にイメージングした。 
 

（４）様々な処理条件で AC 処理した直後の Aβ凝集体の ThT 吸光度の測定（ThT 分析） 
合成 Aβ40 及び Aβ42 ペプチドから作成した Aβ40 及び Aβ42 凝集体（25μM）を AC 処理



（Aβ40は 120℃-5 分、Aβ42 は 135℃-120 分）またはγ線照射（50kGy）した。未処理、AC 処
理後またはγ線照射後の Aβ40 及び Aβ42 凝集体と 10mM リン酸バッファーの ThT 吸光度を
ThT 分析を用いて測定した。 

 
（５）様々な処理条件で不活化処理（AC処理またはγ線照射）した Aβ凝集体を構成する 2次構

造の解析（円偏光二色性スペクトル測定） 
合成 Aβ40 及び Aβ42 ペプチドから作成した Aβ40 及び Aβ42 凝集体（25μM）を AC 処理

またはγ線照射した。AC 処理は、Aβ40凝集体の場合、温度を 105、110、115 または 120℃に、
処理時間を 5、15、30 または 60 分に変化させ、Aβ42凝集体の場合、温度を 120、125、130 ま
たは 135℃に、処理時間を 30、60、90 または 120 分に変化させて処理した。γ線照射は Aβ40
及び Aβ42凝集体ともに 25 または 50kGy で照射した。未処理、AC処理後またはγ線照射後の
Aβ凝集体と Aβモノマーを円偏光二色性スペクトル測定で解析し、AC処理またはγ線照射前
後での各 Aβ凝集体を構成する 2次構造の割合の変化を評価した。 
 

（６）様々な処理条件で AC 処理した Aβ凝集体の線維構造の形態学的解析（EM） 
合成 Aβ40 及び Aβ42 ペプチドから作成した Aβ40 及び Aβ42 凝集体（25μM）を AC 処理

（Aβ40は 120℃-5 分、Aβ42 は 135℃-120 分）した。未処理及び AC処理後の Aβ40 及び Aβ
42 凝集体サンプルを 10mM リン酸バッファーで 2 倍希釈し、EM 用のグリッドにのせ、2.5%グ
ルタールアルデヒド及び 1%酢酸ウラニルで固定した。線維構造を示す未処理及び AC 処理後の
Aβ凝集体を 30 本ずつ抽出し、その線維幅と線維長を測定し、AC 処理前後での構造変化を比
較・検討した。 

 
４．研究成果 
（１）様々な条件で不活化処理（AC処理またはγ線照射）した Aβ凝集体と Aβモノマーを混和

したサンプルにおける Aβ凝集体の凝集過程の経時的解析（ThT 分析） 
AC 処理した Aβ凝集体と Aβモノマーを混和したサンプルにおける Aβ凝集体の凝集過程を

ThT 吸光度で経時的に測定したところ、その ThT 吸光度の上昇速度は未処理の Aβ凝集体と A
βモノマーを混和したサンプルの結果と比較して遅くなっていた。また、AC処理した Aβ凝集
体の seeding 効果は未処理の Aβ凝集体の seeding 効果と比較して低下していた。高温または
長時間の AC 条件で処理した場合、AC 処理した Aβ凝集体と Aβモノマーを混和させたサンプ
ルにおける ThT 吸光度の上昇速度は緩徐になった。さらに、Aβ40及び Aβ42凝集体を同じ AC
条件で処理した場合、Aβ40 凝集体の seeding 効果は Aβ42 凝集体の seeding 効果よりも大き
く低下した。 
一方、γ線照射した Aβ凝集体と Aβモノマーを混和したサンプルにおける Aβ凝集体の凝

集過程を ThT 吸光度で経時的に測定したところ、ThT 吸光度の上昇速度は、未処理の Aβ凝集
体と Aβモノマーを含むサンプルの結果と比較して著変はなく、Aβ凝集体の seeding 効果は
低下しなかった。 
一般的にたんぱく質を含む様々な化合物を AC 処理すると、化合物を構成する 2 次構造や 3

次構造に関わる水素結合や疎水性相互作用が障害されうることが知られている。その結果、本
来備わっている化合物独自の特徴や性質が失われることが知られている（熱変性）。Aβ凝集体
においても、AC処理により Aβ凝集体に構造変化が生じた結果、Aβ凝集体の seeding 効果が
低下した可能性がある。また、Aβ40及び Aβ42凝集体を比較した場合、Aβ42凝集体の方が
Aβ40 凝集体よりも凝集しやすく神経毒性も強いことが知られている。同じ AC 条件で処理し
た場合に Aβ凝集体の seeding 効果の低下の仕方に違いが生じたのは、Aβ40 及び Aβ42 凝集
体の凝集過程における特徴の違いが関連している可能性がある。 
一方、AC 処理と比較してγ線照射は、Aβ凝集体の seeding 効果に影響を与えなかったが、

γ線照射は元々細胞核に含まれる DNA 破壊による細胞死が滅菌作用をもたらすと考えられて
いる。Aβ凝集体は核酸を有していないため、滅菌作用が発揮されず、Aβ凝集体の seeding 効
果は変化しなかったと推察した。 

 
（２）様々な濃度条件で AC処理した Aβ凝集体と Aβモノマーを混和したサンプルにおける Aβ

凝集体の凝集過程の経時的解析（ThT 分析） 
オートクレーブ処理した Aβ凝集体と Aβモノマーを混和したサンプルにおける Aβ凝集体

の凝集過程を ThT 吸光度で経時的に測定したところ、AC 処理時の Aβ凝集体濃度が低いほど
ThT 吸光度の上昇速度は緩徐になった。また、AC処理時の Aβ凝集体濃度が低いほど Aβ凝集
体の seeding 効果は低下しやすかった。 

 
（３）様々な処理条件で AC 処理した Aβ42凝集体と Aβ42 モノマーを混和したサンプルにおけ

る Aβ42 凝集体の凝集過程の連続的モニタリング（HS-AFM） 
未処理の Aβ42 凝集体は、HS-AFM でイメージングを開始した直後から急速な伸長反応を認

めた。一方、AC 処理した Aβ42 凝集体では目立った伸長反応は見られなかった。モニター上
で観察される Aβ42 凝集体の累積数の推移を経時的に解析したところ、未処理の Aβ42 凝集
体と Aβ42 モノマーを混和したサンプル中では、急速に Aβ42 凝集体が形成され、累積数は



増加したが、AC処理した Aβ42凝集体と Aβ42モノマーを混和したサンプル中では、Aβ42凝
集体数の増加スピードは緩徐であった。また、未処理の Aβ42 凝集体の伸長速度は AC 処理し
た Aβ42 凝集体の伸長速度よりも有意に速いことを明らかにした。上記結果は、ThT 分析の結
果同様、AC処理が Aβ42凝集体の seeding 効果を低下させていることを示唆している。 

 
（４）様々な処理条件で AC 処理した直後の Aβ凝集体の ThT 吸光度の測定（ThT 分析） 

10mM リン酸バッファーの ThT 吸光度はほとんど上昇しなかったが、未処理の Aβ凝集体の
ThT 吸光度は著明な高値を示した。AC 処理した Aβ凝集体の ThT 吸光度は、未処理の Aβ凝集
体の ThT 吸光度と比較すると有意に低値を示した。一方、γ線照射した Aβ凝集体の ThT 吸光
度は高値を示し、未処理の Aβ凝集体の ThT 吸光度との間には有意な差は認めなかった。 
ThT は Aβ凝集体のβシート構造と結合するたんぱく質で、Aβ凝集体の定量的評価で用い

られる化合物である。AC 処理前後で Aβ凝集体の ThT 吸光度が低下したことは、AC 処理が A
β凝集体内のβシート構造を減少させたことを示唆している。一方、γ線照射前後で Aβ凝集
体の ThT 吸光度が低下していないことは、γ線照射には Aβ凝集体内のβシート構造を減少さ
せる作用がないことを示唆している。 

 
（５）様々な処理条件で不活化処理（AC 処理またはγ線照射）した Aβ 凝集体を構成する 2 次

構造の解析（円偏光二色性スペクトル測定） 
円偏光二色性スペクトル測定を用いて各 Aβサンプル内に含まれる Aβ凝集体の 2次構造を

解析したところ、Aβモノマーのサンプルはランダムコイル構造を多く含み、未処理の Aβ凝
集体のサンプルはβシート構造を多く含んでいた。一方、AC処理した Aβ凝集体は、未処理の
Aβ凝集体と比較してβシート構造の割合が減少していること、AC処理条件が高温であるほど、
また処理時間が長いほど AC 処理した Aβ凝集体のサンプル中に含まれるβシート構造の割合
は減少することを明らかにした。 
モノマー状態の Aβはランダムコイル構造を呈し、Aβが凝集する過程でαヘリックス構造、

βシート構造が増加していくことが知られている。円偏光二色性スペクトル測定の結果は、AC
処理が Aβ凝集体内のβシート構造を減少させたことを示唆している。 

 
（６）様々な処理条件で AC 処理した Aβ凝集体の線維構造の形態学的解析（EM） 

未処理及び AC 処理後の Aβ凝集体のうち、線維状の構造を示す Aβ凝集体は、共に枝分か
れのない線維構造を示した。線維状の Aβ凝集体における線維幅は未処理と AC 処理後の Aβ
凝集体との間で有意な差は認めなかった。一方、AC 処理をした線維状の Aβ凝集体における線
維長は未処理の Aβ凝集体の線維長と比較して有意に短くなっていることを明らかにした。 
断片化された Aβ凝集体の seeding 効果は、通常増大することが知られている。しかし、本

研究の実験結果は、Aβ凝集体が断片化されたにも関わらず、その seeding 効果が低下したこ
とを示した。ThT 分析や円偏光二色性スペクトル測定の結果で認められた AC 処理した Aβ凝
集体内のβシート構造の減少が Aβ凝集体の seeding 効果の変化に関与している可能性を推
定した。 
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