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研究成果の概要（和文）： 

アルツハイマー病モデルマウスと野生型マウスから調整した培養神経細胞に Aβオリゴマ
ーを投与すると細胞内カルシウム濃度の著明な増加と細胞死が観察された。しかし既存の
カルシウムチャンネル阻害薬ではその抑制効果を認めず、Aβオリゴマー特異的抗体でのみ
両者の顕著な抑制が可能であった。この結果は Aβオリゴマー自体が細胞外からのカルシ
ウム流入をきたす神経細胞膜障害を惹起することで、神経毒性を発揮していると推測され
た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The molecular mechanism of calcium (Ca2+) homeostasis underlying immunotherapy 
targeting Aβ oligomers (AβOs) remains to be determined. We found that AβOs caused 
calcium (Ca2+) overload in the cytosol of viable cells.  The anti-AβO antibody 72D9 
afforded a near blockade of cytosolic Ca2+ overload in cortical neurons obtained from 
either non-Tg or 3x Tg-AD mice, indicating that cytosolic Ca2+ overload originates 
from extracellular Ca2+.  Neither N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) anatagonists nor 
L-type voltage-dependent Ca2+ channel (L-VDDC) blockers also attenuated them, 
suggesting that the impairment of membrane integrity was owing to AβO-depending 
action such as a pore formation for Ca2+.  Thus, in neurons, monoclonal 72D9 acts 
as a modulator of pathological Ca2+-homeostasis via specific control of extracellular 
AβOs. 
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１．研究開始当初の背景 

アルツハイマー病患者脳においては、生理
的に産生された amyloid β (Aβ)は脳外へ
のクリアランスと脳内での分解によりその
恒常レベルが保たれ、脳内蓄積を免れてい
る。しかしアルツハイマー病ではこのバラ
ンスが破綻し、Aβ の脳内蓄積から老人斑

ア ミ ロ イ ド 形 成 、 次 い で 神 経 変 性
(tauopathy)が惹起され、その病態が完成し
発症に至ると考えられている(アミロイド
カスケード仮説)。ところがアルツハイマー
病モデルマウスの開発と最近の免疫療法の
解析報告から、老人斑アミロイドは治療標
的ではなく、アミロイド線維形成して沈
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着・蓄積する前の中間分子(Aβ オリゴマ
ー)こそがシナプス障害・認知機能障害を引
き起こす直接原因であり、治療標的である
ことが明らかとなった。我々もアルツハイ
マー病患者脳で Aβダイマーが特異的に増
加していること(Matsubara E, Neurobiol 
Aging 2004)、アミロイド沈着前のアルツハ
イマー病モデルマウス脳内で記憶障害と同
期して Aβダイマー沈着が始まることを見
いだし(Kawarabayashi T, Matsubara E, J 
Neurosci 2004)、この Aβオリゴマー制御
を標的とした治療法開発を目的にその特異
的抗体作製に着手し、静脈注射にてアルツ
ハイマー病モデルマウスで再現される病態
(記憶障害・神経細胞内 Aβ蓄積)の発症予
防効果を有する治療用モノクローナル抗体
の開発に成功した(日本特願 2008-201058, 
米国特願 12/533,294 & 12/533,348)。細胞
内カルシウム代謝異常はアルツハイマー病
の発症病態への関与は想定されていたが、
記憶障害発症や神経細胞内 Aβ蓄積に起因
した神経細胞変性への観点から、特に Aβ
オリゴマー特異的なカルシウム代謝制御機
構の役割は明らかでなかった。 
 

２．研究の目的 

Aβ オリゴマーはシナプス毒性を持ち、ア
ルツハイマー病における記憶障害発症の分
子基盤と考えられている。このシナプス・
神経変性を惹起する分子メカニズム解明は
アルツハイマー病の治療法開発にきわめて
重要であるものの、その詳細は依然不明で
ある。本研究ではこの Aβオリゴマーと細
胞内カルシウム制御との関連を、その機能
的・構造的解析から施行し、アルツハイマ
ー病における神経細胞変性機構解明と新規
分子標的療法開発を目指す。 
 

３．研究の方法 

（１）Aβ オリゴマーカルシウムチャンネ
ルの局在と特異性検証 
 
 分子量で分画した蛍光標識 Aβペプチド
(Fr.1 < 3kDa, Fr.2 3-10 kDa, Fr.3 10-30 
kDa, Fr.4 30-100 kDa, Fr.5 > 100 kDa)
をマウス大脳皮質神経細胞に添加し、分画
した Aβ ペプチドの神経細胞膜上局在（細
胞体、樹状突起、スパイン、軸索）と細胞
内カルシウム流入の coupling の様子を共
焦点レーザー顕微鏡でリアルタイムに観察
する。細胞内カルシウムイメージングは蛍
光色素 Fluro-8 NWを用いて行う。アルツハ
イマー病モデルマウスと野生型マウス由来
神経細胞間で細胞内カルシウム流入にカッ
プリングした蛍光標識 Aβ分画と細胞内シ
グナル伝達の質的相違を明らかとし、オリ
ゴマー特異的抗体でのみ細胞内カルシウム

流入が阻害可能な分子メカニズムを探索す
る。さらに、Aβ オリゴマー添加による細
胞内カルシウム増加が既存の内因性イオン
チャンネルに由来しないことを各種イオン
チャンネル阻害薬で確認する。また細胞死
と細胞変性判定は LDH assay と Live/dead 
assayを用いる。 
 
（２）Aβ オリゴマーカルシウムチャンネ
ル阻害活性を有する抗体のスクリーニング 
 
これまで取得した様々な Aβオリゴマー特
異的抗体から、細胞内カルシウム流入の阻
害活性を有する抗体と有さぬ抗体をスクリ
ーニングする。 
 
（３）シナプス・神経細胞変性へのカルシ
ウムシグナルカスケード解析 
 
Aβオリゴマー特異的抗体による予防的受
動免疫療法を施行し記憶障害発症予防効果
の得られたマウス脳内で、in vivoシナプ
ス機能および神経細胞変性予防機能にリン
クしたカルシウムカスケード責任分子を、
CaMKIIを中心に免疫沈降法やイムノブロ
ット法、免疫組織化学的手法で実証する。 
 
４．研究成果 
（1）Aβオリゴマーカルシウムチャンネル
の局在と特異性検証 
 
細胞内カルシウムは Aβオリゴマー分画

添加に反応して増加し、その際に細胞死も
惹起されることが明らかとなり、細胞内カ
ルシウム増加と細胞死がリンクしているこ
とが明らかとなった。一方、野生型マウス
脳から調整した培養神経細胞を用いた実験
では、Aβ オリゴマー添加に反応して増加
する細胞内カルシウムの抑制効果は Aβオ
リゴマー抗体>>カルシウムチャンネルブロ
ッカー（MK-801, D-APV, nifedipine）であ
ることが明らかとなり、Aβ オリゴマー依
存的な細胞外からの細胞内カルシウム動員
機構の存在が示唆された。一方、PS1 変異
を有し、細胞内由来のカルシウム増強効果
を有する 3xTg-ADマウス脳から調節した培
養神経細胞でも同様の検討を行った結果、
生理的な定常状態での細胞内カルシウム増
加は MK-801, D-APV, nifedipine で抑止が
かかることなく、Aβ オリゴマー添加に反
応して顕著に増加した細胞内カルシウムに
もその効果は全く無効であった。しかしな
がら、Aβ オリゴマー抗体ではほぼ Aβ オ
リゴマーの存在しない定常状態まで細胞内
カルシウムレベルは抑制され、細胞死も抑
圧された。 
 



 

 

（２）Aβ オリゴマーカルシウムチャンネ
ル阻害活性を有する抗体のスクリーニング 
 

我々が作成した Aβオリゴマー特異的抗
体(1A9, 2C3, 72D9)はすべて上記活性を有
していたが、市販の抗体 A11, 6E10では認
めなかった。 
 

（３）シナプス・神経細胞変性へのカルシ

ウムシグナルカスケード解析 

 

Ca2+/カルモジュリン依存性プロテイン

キナーゼ(CaMKII)は、神経活動制御やシナ

プス可塑性、特に学習・記憶に重要な働き

をしているが、Aβ オリゴマー特異的抗体

による受動免疫療法を施行し記憶障害発症

予防効果の得られたマウス脳内では

CaMKII の自己リン酸化が亢進している一

方で、NMDA 受容体の NR2B のリン酸化には

変化を認めぬことが明らかとなり、NMDA受

容体非依存的なカルシウム流入がアルツハ

イマー病モデルマウスの記憶障害発症に関

与していると考えられた。一方、PSD95   

優位な維持効果が認められる治療マウスで

CREB 自体の変化は明らかでないことから、

Aβ オリゴマー依存的なカルシウム流入の

主座はシナプスと考えられ、Aβ オリゴマ

ーの神経毒性発揮部位として矛盾しないも

のであった。 
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