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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー型認知症(AD)の根治療法の開発を目指し，我々は独自にADの原因分子
（Aβオリゴマー;AβOs）を認識する最小フラグメント抗体を創製した．本研究では，ADモデル動物を用いて，
この抗体の脳内での立ち振る舞いと，記憶障害に対する効果を検証した．その結果，この抗体は末梢からの投与
で容易に脳内に移行し，海馬や大脳皮質に分布することを見出した．また，モデル動物の記憶障害を，正常マウ
スと同程度まで改善させた．今後はより詳細な作用機序や臨床応用に向けた製剤開発に向けて研究を進める．

研究成果の概要（英文）：Aiming to develop a curative therapy for Alzheimer's disease (AD), we have 
independently developed "minimal fragment antibodies" that recognize the molecules responsible for 
AD (Aβoligomers). In this study, we examined the pharmacokinetics of these antibodies in the brain 
and their effects on memory impairment using an animal model of AD. We found that the antibodies 
were easily transferred into the brain by peripheral administration and distributed in the 
hippocampus and cerebral cortex. The antibodies also improved memory impairment in model mice to the
 same level as in normal mice. Since these antibodies have been found to be inexpensive and highly 
effective, we will continue our research to elucidate the action mechanism in detail and to develop 
a formulation for clinical application in human.

研究分野： 神経内科学，認知症，行動薬理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が新規開発した最小フラグメント抗体は，優れた脳内移行性を持ち，抗Aβオリゴマーフルボディ抗体に匹
敵する記憶障害予防効果を持つだけでなく，従来の抗Aβオリゴマー抗体と異なり神経細胞内にも作用点を持つ
可能性を見出した．以上より，本抗体が細胞内Aβオリゴマーの挙動の理解や制御を通してADの病態解明に大き
く貢献することが期待できる．社会的には，急速な高齢社会の大きな問題であるADに対して，安価で効果的な根
治療法の開発に道を開き，以って医療介護における人的経済的負担の軽減に貢献できると考える．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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 AD の根治療法の開発
が喫緊の課題となっている．申請者等はいち早く Aβオリゴマーの重要性を，認識し，すでにそ
れらを特異的に認識するモノクローナル抗体の開発に独自に成功している(日本特願 2008-
201058, USP 9085614, USP 9090680, Mol Neurodegener 2011, J Neurosci Res 2011, J Gerontol 
Geriat Res 2012 および日本特願 2008-201058, USP 9085614, USP 9090680, Life Sci 2012, 
Biomed Res Int 2013)．現在までこの発明抗体 (特許第 5113853 号,USP 8378081)はヒト化さ
れ(KHK6640),欧州と日本において,前駆期～中等度 AD を対象とした第 I相臨床試験を終えるな
ど治験が進行中である． しかしながら抗体療法は ① 医療経済への負担の大きさと ② 抗体
の中枢神経移行率の低さ を本質的な弱点として有し，発症予防を一義とすべき AD 予防・先制
医療への使用は非現実的であり，より安価で優れた中枢神経移行性を持つ次世代標的分子医療
の開発が強く望まれている． 
 
２．研究の目的 
我々のグループは，AD 根治における抗体療法が本質的に抱える上記弱点を克服した新しい抗体
医薬品の開発を期して，前述の発明抗体を起点とする機能的 CDR ペプチドからなる最小フラグ
メント抗体を作成した(特願 2016-016407)．本研究の目的は，この新規抗体の AD モデル動物に
おける脳内動態を，高分子マイクロダイアリシス法により解明し，新規抗体の投与経路，投与量
を最適化することである．さらにこの新規抗体の薬効の有無を，行動学習試験を含めて薬理学的
に評価し，併せて AD の疾患標的分子である Aβオリゴマーの挙動に，この新規抗体がいかなる
影響を与えるかを調査する．  
 
３．研究の方法 
序：最小フラグメント抗体の作成 
我々のグループが独自に開発した Aβオリゴマーに対する特異的抗体を産生するハイブリドー
マの全 RNA から逆転写にて cDNA ライブラリーを作成し，その中から可変領域を含む配列を
5’-RACE PCR 法により増幅した．得られた PCR 産物をベクターに挿入してクローニングして
これらのアミノ酸配列を決定して複数の CDR ペプチドを得た．これらから，Aβオリゴマーの
神経毒性に対する保護効果を持つものを選択し，最終的に２種類の CDR ペプチド（最小フラグ
メント抗体 A, B）を得た．  
 
（１）急性投与した最小フラグメント抗体の血中動態 
10-14 週齢の C57B6 マウスを麻酔し，蛍光標識した最小フラグメント抗体を PBS に溶解し，① 
尾静脈内 ② 皮下 および ③ 経鼻 にて投与した．各個体は，抗体投与前，投与後 15 分か
ら 24 時間までのタイムポイントで尾静脈から採血を行った．得られた血清の蛍光強度を求め，
同時に作成した検量線からフラグメント抗体の濃度を算出した． 
 
（２）急性投与した最小フラグメント抗体の脳室内および海馬内濃度 
若齢の野生型マウス C57B6 および 高齢の ADモデルマウス(APP-NL-G-F-KI マウス) の雄性マウ
スを用いた．動物は投与実験約 1 週間前に脳室あるいは海馬にガイドカニューレ埋め込み手術
を行なった．実験当日は動物を麻酔し，マイクロダイアリシス 回路に接続し自由行動下で透析
液を回収した．回収したサンプルの蛍光強度を測定し，同時に作成した検量線からそれぞれのサ
ンプル内のフラグメント抗体の濃度を算出した． 
 
（３）急性投与した最小フラグメント抗体の脳内 Aβオリゴマーへの効果 
上記（３）と同様に最小フラグメント抗体を急性投与した後に 24 時間に渡り回収した透析液内
の Aβオリゴマーの，ELISA 法による検出し，その継時的変化の解明を試みた． 
 
（４）急性投与した最小フラグメント抗体の脳内分布 
高齢の野生型 C57B6 マウスおよび ADモデル動物に対して，Alexa488 で標識した最小フラグメン
ト抗体あるいは PBS を皮下投与ならびに経鼻投与し，投与後に時間を振って灌流固定・抜脳し
た．脳は 4%パラホルムアルデヒドで保存した後にスライスし，免疫組織化学的にフラグメント
化抗体の脳内分布を検討した． 
 
（５）長期反復投与した最小フラグメント抗体の記憶障害予防に対する効果 
記憶障害発症前の AD モデル動物(APP-NL-G-F-KI マウス)を 3 群に分け，それぞれ最小フラグメ
ント抗体 A, B あるいは PBS のみを経鼻的に長期反復投与し，記憶障害が発症するとされる月齢



まで継続した．コントロールとして，同月齢の野生型マウスに PBS を同じ投与スケジュールで投
与したものを用いた．投与終了からモリス水迷路試験により学習記憶機能を評価した． 
 
（６）長期反復投与した最小フラグメント抗体の作用機序についての免疫化学的検討 
上記(6)で用いた動物は，実験終了後に灌流固定・抜脳して，生化学的あるいは免疫組織化学的
検討に用いた． 
 
４．研究成果 
（１）急性投与した最小フラグメント抗体の血中動態 
最小フラグメント抗体 A,B とも，ほぼ変わらない血中半減期を得た．皮下投与および経鼻投与で
のバイオアベイラビリティは抗体 Aにおいてやや良好な結果であった． 
 
（２）急性投与した最小フラグメント抗体の脳室内および海馬内濃度 
高分子マイクロダイアリシス 法を用いた検討を行なった．３つの用量で検討し，安定して濃度
時間曲線が得られる濃度を決定した．結果，野生型若年マウスでは最小フラグメント抗体 A,B は
両者とも皮下投与で血液脳関門を通過し，脳室内，海馬内ともほぼ同様の濃度時間曲線を示した．
最高濃度は抗体 Bでやや高値となった．経鼻投与では，両者とも皮下投与に比べて長い脳内滞留
時間と高い脳内最高濃度を示した．高齢 AD モデルマウスでの検討では，野生型と比較してやや
体内貯留時間が長い傾向があったものの，脳内濃度自体には大きな変化がなかった． 
 
（３）急性投与した最小フラグメント抗体の脳内 Aβオリゴマーへの効果 
上記（２）の実験同様に in vivo マイクロダイアリシス によってサンプリングした透析液中の
Aβオリゴマーの，フラグメント抗体投与からの濃度変化を ELISA 法で検出しようと試みた．結
果，有意な時間曲線を得られず，これは Aβオリゴマー濃度が透析液中では極めて低かったため
検出限界であったためと考えた． 
 
（４）急性投与した最小フラグメント抗体の脳内分布 
最小フラグメント抗体投与後に，時間をふって灌流固定，抜脳したサンプルを用いて，免疫組織
学的検討を行なった．結果，抗体 A,B とも大脳皮質，海馬など脳全体にびまん性に分布すること
がわかった．高倍率の観察では，フラグメント抗体が細胞外のみならず，細胞内に認められ，A
βオリゴマーと共局在していることがわかった．さらに，マイクロダイアリシス 法でにて脳内
からウォッシュアウトされていると判断される時点を超えて，神経細胞内に抗体が観察された．  
 
（５）長期反復投与した最小フラグメント抗体の記憶障害予防に対する効果 
上記実験より得られた結果を元に，最適化した投与ルート，用量，投与間隔を用いて，学習記憶
障害に対する最小フラグメント抗体の効果を検討した．正常コントロールである野生型マウス
と比較して，PBS のみ反復投与した AD モデルマウス群では，有意な学習獲得の障害が見られた
一方で，フラグメント抗体 Aおよび抗体 Bの反復経鼻投与群は，両者とも有意に AD モデルマウ
スの学習記憶障害を改善し，野生型と同水準の成績を示した．この実験により，この２種の最小
フラグメント抗体はいずれも，フルボディ型抗体に匹敵する学習記憶障害の改善効果を持つこ
とが明らかとなった． 
 
（６）長期反復投与した最小フラグメント抗体の作用機序についての免疫化学的検討 
上記（５）で得られた学習記憶に対する著明な改善効果の機序を探るべく，反復投与実験後の動
物は全て灌流固定・抜脳し生化学的・免疫組織化学的な検討を行なった．その結果，神経細胞毒
性につながるいつかの細胞内キナーゼの活性低下が確認された．これらの結果は，本抗体が細胞
内で Aβオリゴマーの細胞障害性に対して保護的に作用している可能性を裏付けるものと考え
る． 
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