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研究成果の概要（和文）：Aβオリゴマーは，アルツハイマー型認知症発症にとって真の病態分子であり，根治
療法の標的分子である．申請者らが独自に開発したAβオリゴマー特異的抗体を基軸として，本研究ではこの発
明抗体に対する抗イディオタイプ抗体の開発に取り組み，そこからアルツハイマー型認知症に対する能動的ワク
チン療法の開発を企図した．その結果，in vitroでそれ自身に毒性がなく，発明抗体に対する中和活性をもつご
く少数の抗イディオタイプ抗体をスクリーニングし得たが，in vivoでの活性を確認するには至らなかった．今
後，この抗体の構造をさらに絞り込んで有効なワクチン開発につなげる必要がある．

研究成果の概要（英文）：Aβ oligomers have been recognized as the true pathogenic molecules and the 
therapeutic target for Alzheimer's disease. This study aimed to develop a novel anti-idiotypic 
vaccine therapy for Alzheimer's disease using the anti-Aβ oligomer antibody that we have developed 
independently. Through the hybridoma technique, we obtained a few novel antibodies in vitro to 
neutralize the anti-Aβ oligomer antibody without neurotoxicity themselves, but  we couldn't prove 
the activities as vaccines in vivo. Further study to reveal  these antibodies structure will be need
 to design analogues with vaccine-like action.

研究分野： アルツハイマー型認知症

キーワード： ワクチン　アルツハイマー型認知症　アミロイドベータオリゴマー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー型認知症の原因であるAβオリゴマーに似せた分子を免疫学的手法で作り出し，１回投与でアル
ツハイマー型認知症を予防できるワクチンの開発を目指した．独自に開発したAβオリゴマーの特異的抗体をマ
ウスに免疫し，そのリンパ節の細胞を取り出して，抗体を作る能力を持つがん細胞（骨髄腫細胞）と融合させ，
もとの抗体と結合する新しい抗体を選び出した（スクリーニング）．その結果，それ自身は毒性がなく，もとの
抗体の機能を中和する，ごく少数の新規抗体が得られたが，安定して得ることは困難で，それが生体内で機能す
ることは確認できなかった．今後はこの新規抗体の構造を検討し，生体内での有効性を確認する必要がある．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

アルツハイマー型認知症(AD)の真の病態分子は，老人斑として蓄積したアミロイドβ(Aβ)線維

ではなく，可溶性の Aβオリゴマーであるとする仮説(Aβオリゴマー仮説)が多くの先行研究に

よって広く支持されるようになり，Aβオリゴマーを治療標的分子とした根治療法の開発競争が

世界中で激化している．申請者等は AD モデルマウス脳内の神経細胞内外 Aβ オリゴマー蓄積

抑制とシナプス蛋白保護効果,記憶障害発症予防効果を有し先制医療にも応用可能なモノクロ

ーナル抗体(日本特願 2008-201058, USP 9085614, USP 9090680, Mol Neurodegener 2011, J 

Neurosci Res 2011, J Gerontol Geriat Res 2012)と,いったん発症した記憶障害の回復と神経

原線維変化形成阻止を可能とする根本的治療用抗体(日本特願 2008-201058, USP 9085614, USP 

9090680, Life Sci 2012, Biomed Res Int 2013)の開発に成功した. しかしながら抗体療法は

頻回投与が必要であり，医療経済の面から予防を旨とする ADの先制医療への使用は非現実的で

あり，AD 発症の予防を目的とする安全かつ有効なワクチン療法の開発が急がれる． 

 
２．研究の目的 
本研究では，上記抗 Aβオリゴマー抗体をマウスに免疫し，この抗体の超可変部を認識する抗

イディオタイプ抗体の作製を目的とする．得られた抗イディオタイプ抗体は，Aβオリゴマーの

立体構造を模倣することが期待され，それ自身が Aβオリゴマーのような毒性を持たない，安

全な能動的ワクチン療法となりうるかどうかを検証する．さらに抗イディオタイプ抗体が安定

して得られた場合には，その CDR 領域をクローニングすることで DNA ワクチンあるいはペプチ

ドワクチンを設計・作成し，その有効性の検証も同時に試みる． 

 
３．研究の方法 
(1) 72D9 抗イディオタイプ抗体作製 

IgG2bκ型である抗 Aβオリゴマー特異的抗体 72D9（日本特願 2008-201058, 米国特願 

12/533,294 & 12/533,348) 1mg/ml PBS を完全フロイントアジュバントと 1:1 で混和し，Balb/c

マウスに合計 0.2ml 皮下投与(100μg/body)し免疫した．2 週間後，1 ヶ月後，2 ヶ月後, 3 ヶ

月後に尾静脈投与により計 5回，同量を追加免疫した．免疫マウスより得られた鼠径リンパ節

細胞(1x108個)と，同数のマウスミエローマ細胞を，ポリエチレングリコール(PEG)法を用いて

細胞融合させ，ハイブリドーマを作成・培養した．抗 Aβオリゴマー抗体 72D9 および対照とし

て抗原特異性の異なるマウス IgG2bκ抗体(HY123)を，それぞれ固相化したプレートを作成し，

ハイブリドーマの培養上清を分注して抗イディオタイプ抗体をスクリーニングし，72D9/123HY 

のシグナル比 1.3 以上を陽性として，ハイブリドーマを選択した．得られたハイブリドーマか

らプロテイン Aあるいは Gにて抗イディオタイプ抗体を精製した．これら抗体のアイソタイプ

は Serotec(Oxford, UK) マウスモノクローナル抗体アイソタイプ判定キットを用いて行った．

同様の検討を，IgG2bκ(123HY)で免疫寛容を誘導した Balb/c マウスを用いて行った． 

 

(2)得られたイディオタイプ抗体の毒性スクリーニング 

SH-SY5Y ヒト神経芽細胞腫細胞を用いて，得られたイディオタイプ抗体が細胞毒性を有するか

否かについて，LDH assay および Live/dead assay にて検証した． 

 

(3) 72D9 抗体の Aβオリゴマー毒性抑制活性を指標としたイディオタイプ抗体の中和活性スク

リーニング 

SH-SY5Y ヒト神経芽細胞腫細胞を用いて，Aβオリゴマーの細胞毒性に対する 72D9 抗体の抑制



効果を指標とし，得られたイディオタイプ抗体が 72D9 による細胞毒性抑制効果を中和できるか

否かを検討した． 

４．研究成果 

(1) 予備実験においてすでに２種類の親抗体への抗イディオタイプ抗体を得ていたが，今回の

検討ではこの２種類以外に親抗体に強く結合する抗イディオタイプ抗体を得ることはできなか

った．免疫寛容誘導マウスを用いても同様であった． 

(2) 得られた抗イディオタイプ抗体は，免疫マウスの血液中には同定できなかった． 

(3) この２種類の抗イディオタイプ抗体は，Aβオリゴマーの構造を内在していると考えられる

が，これらを SH−SY5Y ヒト神経芽細胞腫細胞に添加しても毒性は認められなかった． 

(4) Aβオリゴマーを SH-SY5Y ヒト神経芽細胞腫細胞に添加すると，Aβオリゴマーの細胞毒性

が LDH assay にて確認された．この系に 72D9 抗体を添加しておくと，その毒性は完全に中和さ

れた．さらに上記２抗体を添加すると，72D9 抗体の毒性中和活性はキャンセルされ，Aβオリ

ゴマーの細胞毒性が再現された．以上のことから，得られた２種類の抗イディオタイプ抗体は

それ自身で毒性を有さず，72D9 抗体の Aβオリゴマー毒性中和活性を阻害したことから，72D9

の超可変部の構造を認識し，結合して親抗体の中和活性を発現している可能性が示唆された． 

(5) これら２種類の抗イディオタイプ抗体の安定した産生と精製を目指したが，収量が不安定

で十分な量が得られず，その超可変部領域の塩基配列決定や，動物への投与が可能となる量を

得ることができなかった． 

(6) (2)の結果から，この抗イディオタイプ自体の投与ではワクチン活性を発現できる可能性は

極めて低いと考えた． 

 

総括と課題 

独自開発した抗 Aβオリゴマー特異的抗体に対する中和活性をもち，それ自体は毒性を持たな

い有力な抗イディオタイプ抗体を少数ながら得ることができたが，それらを安定に産生できる

系の確立には至らず，また既存の系においても収率を上げることができなかった．そのため，

本研究で予定されていた能動ワクチン活性の検証や，同抗体の超可変部の塩基配列の決定によ

る DNA ワクチン，あるいはペプチドワクチンの作成を行うことができなかった．今後はこれら

抗体をさらに安定して産生できる系の確立を継続していく必要がある． 
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