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緒言 アルツハイマー病等に代表される神経変性

疾患において、タンパク質やペプチドから形成さ

れるアミロイド凝集体の組織への蓄積が病因とな

ることが知られている。アミロイド凝集体の構造

として線維状構造が広く知られている。一般に線

維状構造体は、それを形成するモノマー状態と比

較して極めて高い細胞毒性を有していることが多

い。我々はこれまでに、アミロイド凝集を起こす

ペプチドとして代表的に知られるインスリンを用

いて、毒性の異なる線維状凝集体を作製すること

に成功している 1。本研究では、これらの線維状凝

集体を細胞接着の足場として用いた細胞培養系を

開発することを目的とした。低毒性のアミロイド

線維を細胞外マトリックスとして模倣することに

より、組織再生の基板としての役割が期待され、

また神経変性疾患の新たな治療法としての可能性

を持つと考えられる。 

実験 既報１にしたがい、高毒性及び低毒性インス

リンアミロイド線維を作製した。イオン交換水を

用いて、アミロイド線維水溶液が 0－200 μg/mL の

濃度になるように希釈し、PS 製の 96 ウェルプレー

トに 150 μL/well ずつ滴下した。これを 35 ℃のイ

ンキュベータ内に入れ、24 時間かけて乾燥させる

ことでプレート上にアミロイド線維をコーティン

グした。このプレートにマウス由来頭蓋冠細胞

(MC3T3-E1 細胞)を含む MEM-α培地(10 % FBS, 

Antibiotic-Antimycotic 含有)を、細胞数が 1×104 

cells/well になるように添加して 37 ℃, 5 % CO2
の雰囲気下で 8 時間培養した。各種分析法を用い

て、プレートへの細胞の接着性及び細胞増殖性を

調べた。 

結果及び考察 アミロイド線維上に接着している

細胞の数を WST-8 assay により定量して、二種類

の形状のアミロイド線維上における細胞接着数を

比較した（Fig.1）。100 μg/mL の低毒性アミロイド

線維をコーティングしたところ、細胞接着数が非

添加に比べて約 8 倍増加した。しかし、高毒性ア

ミロイド線維では非添加に比べて約 2 倍強と接着

数が減少した。このことから、アミロイド線維を

コーティングすることで細胞接着性が向上し、ま

た低毒性凝集体を用いることでさらに接着性が増

すことが明らかになった。次に、接着細胞とプレ

ート上に固定したアミロイド線維の相互作用を調

べた。全反射顕微鏡を用いてプレート上に固定し

たアミロイド線維を観察し、同一ステージ上の細

胞の透過像を重ね合わせた（Fig.2）。どちらのア

ミロイドにおいても、全反射顕微鏡でアミロイド

線維の蛍光像が見られたことからアミロイドはプ

レート上に固定化されていることが示された。ま

た、細胞が固定化されたアミロイドに重なる形で

接着していることが透過像より示された。さらに、

接着した細胞は伸展していることから、極めて良

好に細胞の接着が実現できていることが示唆され

た。 

 
Figure 1 添加したインスリン凝集体量に対する接

着した細胞の割合（control は非添加） 

  
Figure 2 アミロイド線維（青）上における細胞の

接着伸展（(a)高毒性(b)低毒性アミロイド） 

 

結言 低毒性アミロイド線維コートプレートは優

れた細胞接着性を示し、またアミロイド上におけ

る細胞の伸展も観測された。よって、このプレー

トは細胞の機能性足場材料として有用であること

がわかった。 
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