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1. 緒言 
 現在、日本の老年人口（65 歳以上）が総人

口に占める割合は、2010 年の 23.1 ％から上

昇を続けて、2045 年には 38.2 ％に達すると

されている。認知症高齢者数は、2010 年で約

200 万人、2045 年には、約 400 万人となると

予測されている。高齢化が進むにつれて患者

が益々増加するため、認知症の早期発見およ

び早期治療が求められており、認知症に関す

る研究が行われている。 

Alzheimer’s disease(AD)患者は、老人斑と神

経原線維変化が脳の組織中に見られる特徴を

もち、老人班は、AD 発症の最も早期に現れ、

主要構成成分の Aβ の沈着によって生じる。

更に Aβ が脳内で蓄積することにより、神経

細胞が壊死し、AD が発症すると考えられて

いる。近年、脳内で生成される Aβ について

研究され、AD 患者は Aβ1-42の比率が高いこと

が明らかとなっている。Aβ1-42は Aβ1-40より凝

集しやすく数分子から数十分子が会合し、強

い神経毒性を持つといわれているオリゴマー

状の繊維構造を形成すると報告している 1)。 

 近年までの AD に関する研究では、Aβの凝

集や毒性などについての報告はされているが、

Aβが作用する特異的遺伝子の発現に関する 

報告が少ない。よって自身の研究では、

NerveGrowth Facter(NGF)を添加することによ

り神経細胞のように分化をするとされている

ラット副腎髄質由来の褐色腫(PC-12)を用い

て 3)、前述の解析を行うことを目的とする。 

2. 実験方法 
2.1 凝集 Aβ1-42の作製および確認 

2.0 mg/ml Aβ1-42水溶液 500 μl を調整し、4℃

で 30 分間インキュベートした。Dulbecoo PBS

で 2 倍希釈し、1.0 mg/ml に調整したものに反

応促進性を持つ Aβ16-20 を 10 mol 過剰(718μl)

加え 37℃で 16 時間攪拌させた。また、Aβ16-20

非添加状態も同様に攪拌し反応させた。凝集

体の確認のために SDS-PAGE および Tht 法 2)

による分子量および構造の評価を行った。 

2.2 PC-12 細胞の分化確認 

Poly-L-Lysine コーティングした 96 well

プレートに 200 μl/well(3.0×104 cells/ml)の

NGF ストック液(50 ng/ml)と PC-12 細胞の

懸濁液を撒き、7 日間インキューベーター

で培養した。Neurite Outgrowth Kit(Thermo 

Scientific) を用いて免疫染色を行い、

ArrayScan(Cellomics)により、分化の確認を

行った。 

2.3 凝集 Aβ1-42の細胞毒性の確認 

100 mm Tissue Culture Dishを用い実験 2.2

同様に PC-12 細胞を神経細胞に分化させた。

分化後に凝集 Aβ1-42 を添加し、細胞毒性を

顕微鏡による目視により確認した。 

3. 結果および考察 
3.1 凝集 Aβ1-42の作製および確認 

SDS-PAGE による分子量測定の結果を

Fig. 1 に示す。この図より、単量体の分子量
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が 4.5 kDa であることから 14 kDa, 21 kDa

付近のバンドが凝集体であると考えられる。 

チオフラビン T(Tht)法による結果が Fig. 2, 

Fig. 3 である。Aβ16-20を添加してない Aβ1-42

は経時変化による蛍光強度が増加している

ことにより、線維状であるということが考

えられる。また、Aβ16-20 添加したものは、

経時変化による蛍光強度が減少しているこ

とにより、構造の異なる凝集体が作製でき

たと考えられる。 
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 M : 分子量マーカー 

  1 : Aβ1-42 

 3.2 PC-12 細胞の分化確認 

  ArrayScan による観察の結果、樹状突起

が確認できた。よって PC-12 細胞が神経細

胞に分化したことがいえる。 

 

 

 3.3 凝集 Aβ1-42の細胞毒性の確認 

 凝集 Aβ1-42の細胞毒性の結果を Fig. 4 に

示す。凝集 Aβ1-42 を添加したものは、細胞

が破壊されている様子がわかる。これによ

り、凝集 Aβ1-42 による細胞毒性が確認でき

た。 
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4. 今後の展開 
 凝集 Aβ1-42 による毒性が確認できたの

で特異的遺伝子の発現を解析して行いた

い。また、同実験をラットの海馬神経細

胞を用いて PC-12 細胞と比較検討を行い

たい。 
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 2 : Aβ1-42 (Aβ16-20添加)

Fig. 3 Tht 法による Aβ1-42の蛍光強度変化(Aβ16-20添加) 

Fig. 2 Tht 法による Aβ1-42の蛍光強度変化(Aβ16-20未添加)

Fig. 1 SDS-PAGE による分子量の測定
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Fig. 4 細胞毒性の確認 凝集 Aβ1-42 未添加(左) 添加(右)
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