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研究成果の概要（和文）：Aβオリゴマーはシナプス毒性を持ち、アルツハイマー型認知症（AD）における記憶
障害発症の分子基盤となり、創薬の標的分子と考えられている。血液中から脳内神経細胞へと選択的にデリバリ
ーされた後、生理的Aβモノマーを回避し、最初期病変である細胞内Aβオリゴマーのみを標的とする低分子化抗
体を産生する改変型アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターの構築に向け、低分子化抗体作製を行った。哺乳細胞か
らの作製したプラスミドベクターからの抗体発現を試みるも、十分な産生量が得られず、様々な原因究明にもか
かわらず、その取得には至らなかった。今後引き続き低分子抗体の取得法確立での、新たな治療概念の提唱・確
立が求められる。

研究成果の概要（英文）：Synaptotoxic Aβ Oligomers represent a molecular basis of memory impairment 
in Alzheimer's dementia (AD), which is considered as a therapeutic target.  A modified Adeno 
associated virus (AAV) vector selectively reaching neurons after intravenous injection allow us to 
develop low-molecular weight antibodies selectively targeting the intracellular Aβ Oligomers.  In 
spite of our extensive efforts, we failed to obtain the enough amounts of antibodies, owing to 
unknown lower expression of antibodies from plasmid vector transfected into the mammalian cells.  In
 the future, anyhow, it is necessary to make it work for their acquisition to propose and establish 
a new therapeutic concept. 

研究分野： 神経内科学、神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 生理的に産生された amyloid β (Aβ)分子
の立体構造変化の結果形成されるAβオリゴ
マーが AD のシナプス障害・認知機能障害を
引き起こす直接原因で治療標的であると考
えられている。現在、申請者等の Aβオリゴ
マー特異的な発明抗体(特許第 5113853 号、
USP 8378081)がヒト化され(KHK6640)、欧州
と日本において、前駆期、軽度、中等度 AD
を対象とした第Ｉ相臨床試験が展開されて
いる。抗体は経済負担が重くかつ頻回投与が
避けられない故に先制医療への使用は非現
実的と考えられているが、その高い選択性と
有効性を考慮すれば、予防を念頭に置いた抗
体自体による根本的先制医療構築が必須で
ある。 
 
２．研究の目的 
Aβ オリゴマーはシナプス毒性を持ち、ア

ルツハイマー型認知症（AD）における記憶障
害発症の分子基盤となり、創薬の標的分子と
考えられている。特に、神経細胞内に蓄積す
る Aβ オリゴマーは AD 最初期病変と考えら
れるが、この分子を標的とした予防的創薬は
依然未開発である。本研究では遺伝子治療に
よる予防特化型細胞内抗体療法を開発する
ことで、抗体医療自体のパラダイムシフトに
挑戦する。ADにおける根本的な先制医療とし
ての有用性を前臨床試験で実証し、抗体医療
が preclinical AD のさらに pre-stage に対
応した予防的根本治療へと変貌しうるとの、
新たな治療概念の提唱・確立を目指す。 
 

３．研究の方法 
 ２種類のAβオリゴマー特異的一本鎖抗体
を設計し、哺乳類細胞で作成後（外注）、改
変型 AAV ベクター(血中投与で神経細胞に
特異的に移行が可能)への組み込みを、その
発明者である自治医科大学の村松慎一教授
(連携研究者)の協力を得て遂行し、アルツ
ハイマー病モデルマウスで記憶障害発症予
防効果を検証する。 
 
４．研究成果 
１）scFv 抗体遺伝子調整： 

 
申請者らが発明したマウスモノクローナ

ル抗体(Mol Neurodegener 2011, J Neurosci 
Res 2011, J Gerontol Geriat Res 2012)か
ら行い、その遺伝子構造は 5’側に VH遺伝子

断片、3’ 側に VL遺伝子断片を配置したもの
をリンカーで連結（左図）、もしくは 5’ 側
に VL遺伝子断片、3’ 側に VH遺伝子断片を配
置したものをリンカーで連結した２種類を
作製した（下図）。 
 

 
２）scFv 抗体の哺乳類細胞における発現： 
 CHO及びHEK293細胞での発言と回収確認を
行った。両細胞にトランスフェクション後、
培養、上清の回収、細胞ペレットの粉砕と抗
His タグ抗体によるウエスタンブロットを行
った。 
 
①CHO細胞では培養上清中にscFvが検出され
ず、細胞粉砕液中に scFv に由来するバンド
が非常に薄く検出ができたが、発現量が小量
すぎるため発現系としては不適と判断した。 
 
②HEK293 細胞（下図）でも、培養上清中には
scFv が検出されなかった。同一構成のベクタ
ーの陽性コントロールでは上清中に検出が
可能であり、ベクターの問題ではないと判断
した。一方、細胞溶液中に scFv のバンド
（30kDa 付近）を検出したが、より高分子側
にも複数の濃いバンドを検出しており、アグ
リゲーションを起こしている可能性が考え
られた。 
 

scFv の安定性は発現効率とも相関があるた
め、配列の安定性に起因して発現効率及びア
グリゲーションの問題が生じていると推測
した。 
 HEK293 細胞破砕液中の scFv 精製も試みた
が、Wash 以外のフラクションに scFv に由来
すると思われるたんぱく質は検出されず、ア
グリゲーションを支持する所見と考えた。 
  
以上は VL-VH 配向の結果であるが、VH-VL

配向は全く機能しなかった。今回の検討では
CHO細胞よりHEK293細胞が発現に適している

 

 

 



こと、scFv 分子間でアグリゲーションを起こ
していることが原因と考えられ、scFv 取得に
向けては今後以下のような対応が必要と考
えられた（下図）。 
 

 
３）改変型 AAV ベクターへの組み込み 
 本研究で scFv を取得できなかったため、
両者の検証には至らなかった。 
 
４）前臨床試験 
本研究で scFv を取得できなかったため、

両者の検証には至らなかった。 
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