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1. 緒言 

神経変性疾患の一種であるアルツハイマー

病(AD)は，脳内のアミロイド β(Aβ)タンパ

ク質の凝集体が神経細胞に蓄積することで発

症する 1)．当該疾患の詳細な病理機構を解明

するためには病状の進行に伴い発現量が変化

する，会合度が異なる凝集体の種類と量を網

羅的かつ高精度に解析出来る分析法が必要で

ある．これまで本研究室では，高速液体クロ

マトグラフィー(HPLC)を利用してアミロイ

ド線維の分離・検出について検討を重ねた結

果，分離場をポリテトラフルオロエチレン

(PTFE)チューブ，検出試薬としては蛍光色

素のチオフラビン T(ThT)を用いることでア

ミロイド線維をほぼ損壊することなく分離・

検出することに成功している 2, 3)． 

一般に，断面積が一定の円管内における低

レイノルズ数領域では回転放物面の流速分布

を持つ層流となる．このような管内の流体中

におかれた粒子は Magnus 効果により管の中

心方法に向かって移動する．層流条件下では

Magnus 効果と逆向きの力が働くため，粒子

はその粒径に応じた釣り合いの位置に停滞

し，流れの中で年輪状の高濃度環を形成する

(図 1)．この現象は Tubular pinch 効果と呼ば

れ，半径の増加に伴いその分布が管の中心方

向へ移行する 4) ．すなわち，粒子の半径に

応じて溶出時間が変化する可能性がある． 

本研究では，樹脂チューブの内径や流速，

さらには素材の違いが再現性並びに分離プロ

ファイルに与える影響について検討した．さ

らに，得られたクロマトグラムのピーク画分

について，フラクションコレクター(図 2)を

用いて精密に分取し，検出されたそれぞれの

Aβ 凝集体の実際の会合度や分子量を明らかす

ることで，本法の精度を詳細に検証する． 

2. 実験 

図 3にHPLCシステムの流路図を示す(図 3)． 

フラクションコレクターは，液体を一定体積あ

るいは一定時間ごとに分けて採取する自動装

置である． 

図 1．Tubular pinch 効果による粒径の異なる

粒子の分布 
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図 2． フラクションコレクターCHF122SC 
（アドバンテック東洋株式会社） 
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アミロイド線維の分離場として各樹脂のチュ

ーブのサイズは長さ 10 m に統一した．今回は

PTFE チューブとテトラフルオロエチレンエチ

レン共重合体(ETFE)チューブを用いた．また

PTFE の内径は 0.25，0.33，0.5 mm，ETFE の内

径は 0.25 mm とした．試料は Amyloid β protein 

fragment 1-42 をリン酸緩衝液(pH7.0)に溶解

し，37℃で 20 時間インキュベートしたものを

アミロイド線維の試料溶液として使用した．移

動相には 0.1 M リン酸緩衝液溶液(pH 7.0)で調

製した 50 mM ThT を用い，0.01 mL/min から

0.05 mL/min で送液した．検出器には蛍光分光

光度計を用い，励起波長は 435 nm，蛍光波長

は 490 nm と設定した．フラクションコレクタ

ーにはアドバンテック東洋株式会社の

CHF122SC を用いた． 

 

3. 結果と考察 

先行研究で用いた PTFE チューブの内径を

0.50 mm から 0.33 mm に変更して測定した．

その結果，良好な分離は達成したものの，再

現性は向上しなかった．そこで，内径 0.25 

mm の PTFE チューブに変更したところ，日

内再現性と日間再現性が高くなった(図 4)．

また同条件下でチューブの素材のみを ETFE

に変更して検討したところ，シグナル強度が

PTFE チューブより数十倍以上のピークが得

られた．しかし，一部でピークの重複がみら

れた．これより，同条件下では PTFE チュー

ブのほうが ETFE チューブより高い分離効率

を示すことがわかった 5)．そこで図 4で得ら

れたクロマトグラムの測定条件（PTFE チュ

ーブ）においてフラクションコレクターを用

いて各ピーク画分の自動分取を試みた．本講

演では自動分取のために各種条件設定と合わ

せて分子量測定の方法についても報告する。 
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図 4．PTFE チューブを分離場として得られた

Aβ 凝集体のクロマトグラム:上部と下

部は異なる測定日に得られたクロマト

グラムを示す． 
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図 3．本分析で用いた HPLC システムの流路図 
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