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研究成果の概要（和文）：本研究は、申請者らが独自に獲得してきた知見と技術に立脚し、患者脳から見出した
異常凝集体ASPDの立体構造を理解し、それに基づくASPD選択的な新たなPETプローブを開発すること、さらに抗
ASPD抗体を組み合わせASPD選択的な血液・脳脊髄液に対する診断方法を確立することを目指した。抗ASPD抗体と
ASPD相互作用の構造基盤の一部を解明し、ASPD結合4残基ペプチド由来で血中安定性が高いPETプローブ候補を見
出した、さらに、ASPD選択的高感度CLEIAを用いたヒト髄液と血漿測定法を確立し、一部でASPD陽性検体を検出
した。上記のとおり概ね予定通りに順調に研究を進めることが出来た。

研究成果の概要（英文）：Based on the knowledge and technology that the applicants have independently
 acquired, this research aimed to understand the three-dimensional structure of ASPD, a highly toxic
 assembly derived from Alzheimer's disease patient brains, and to develop a new ASPD-selective PET 
probe based on this understanding. Furthermore, we aimed to establish an ASPD-selective diagnostic 
method for blood or cerebrospinal fluid by combining anti-ASPD antibodies. We elucidated part of the
 structural basis of the interaction between anti-ASPD antibodies and ASPD, and found a PET probe 
candidate derived from an ASPD-binding 4-residue peptide with high blood stability. CSF and plasma 
assays were established, and some ASPD-positive specimens were detected. As mentioned above, the 
research progressed smoothly as planned.

研究分野： 病態医科学

キーワード： ナトリウムポンプ　神経変性疾患　神経細胞死　アルツハイマー病　コンパニオン診断薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により、患者脳に実際に存在するAβ凝集体を脳で検出するためのPETプローブとなり得る候補を得
て、さらに、体外診断法のプロトタイプも構築し、実際に一部の検体で検出に成功出来た。これによって、今ま
で殆ど不明である、神経毒性のあるAβ凝集体が脳のどこで最初に形成され、それがどう伝搬するのか、さら
に、臨床的病態の進行とどう相関するのかをヒトで検証していくことが将来的に可能になると考えられ、アルツ
ハイマー病の発症の正しい理解に繋がると期待される。これによって、より安全で有効な治療法開発も促進する
と考えられる。

※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 
「アルツハイマー病（AD）のトリガーが患者脳内で形成されるアミロイドβ（Ab）に

由来する凝集体である」ということは治療薬開発が失敗に終わった当時でも引き続

き支持されていた。しかし、２量体から数百量体に渡る様々な分子サイズの凝集体

の中で、これまで治療対象とされてきた Ab凝集体は、シナプス結合は阻害するが

神経細胞死を起こす毒性は持たないタイプのものであった（Shankar, Nat Med 
2008）。さらに、我々が患者脳から見出し単離に成功した Ab凝集体｢アミロスフェロ

イド（ASPD）｣（右図：PNAS 100: 6370, 2003; CI=358; JBC 284: 32895, 2009; CI=106; PNAS 112: E4465, 
2015; CI=43）以外は、実際に患者脳から単離され神経毒性が証明されたものはなかった。ASPD は、

Abが約３０個集合することで特異的な立体構造を形成しており、これまで創薬開発に用いられてきた抗

Ab抗体や Abに対する PET プローブでは、ASPD 毒性の阻害も出来ず、その検出も出来ない（JBC 
284: 32895, 2009; CI=106）。そこで、本研究では、ASPD の立体構造を理解し、その理解に基づいて

ASPD 選択的な PET プローブを開発すること、さらに抗 ASPD 抗体を組み合わせ ASPD に選択的な血

液・脳脊髄液に対する診断方法を確立することで、神経細胞死活性を持つ Ab異常凝集体が AD 発症

過程のいつ形成されるのか、発症あるいは進行と本当に相関するのかどうかという、今後の基礎応用両

面に関わる問いに答えるための技術的基盤を整えることを目指した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、申請者らが独自に獲得してきた知見と技術である、①抗 ASPD ヒト化抗体の樹立、②

ASPD 結合４残基ペプチドの発見、③ASPD 選択的高感度 CLEIA 測定法の確立、④血液脳関門

（BBB）通過促進配列の発見、などに立脚し（１）AD の病因物質に対する PET プローブ開発と（２）高感

度 CLEIA 法による体外診断法の開発を行った（図１参照）。これにより、Ab異常凝集体が本当に AD 発

症と関わるかどうか、いつどこで形成されるのか、という今後の基礎応用両面に関わる問いにヒトで答え

ることが出来る基盤を作ることが目的である。 
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３．研究の方法 

ASPDの発見者としてこれまで研究を主導してきた星の統括の下に、ASPD結合４残基ペプチドの開

発を星と共に進めてきた笹原智也研究員、構造研究の第一人者である豊島近教授（東京大学）、遺伝

子治療の第一人者でありサルなどを用いた解析に造詣が深い村松慎一教授（自治医科大学）によるチ

ームを構築し、倫理面に配慮し以下を推進した。 
 
１：ASPDと抗体あるいはASPD結合4残基ペプチドの相互作用の構造生物学的な理解 



ASPDと抗体あるいはペプチドの相互作用について、クライオ電子顕微鏡法などにより、どのアミノ酸残

基が選択的相互作用に関与するかを理解し、PETプローブの性能向上にその情報を用いる。（豊島、

星が担当） 
２：ASPD結合4残基ペプチド-BBB通過促進配列キメラ分子のPETプローブへの展開  
(2-1) 基本となる4残基ペプチド（PNAS 112: E4465, 2015; CI=43）の各アミノ酸残基を他の19種アミノ

酸に各々変更したライブラリーを構築した。その中から、上記の構造的情報とASPDに対する結合能を

指標に最適なアミノ酸配列を選ぶ。最適化したペプチドにBBB通過促進配列を付加したキメラ分子を

化学合成し、ASPD結合能に影響を与えないことを確認する。次に、蛍光を付加し、キメラ分子が細胞

膜を透過し、細胞内ASPDを検出出来るかどうかを解析する。（笹原、星が担当） 
(2-2)肝ミクロソームを使った安定性試験を実施し、次に動物個体を使った血中安定性試験と脳内移行

性の検証を行う。これについては外部に委託する予定である。この結果を踏まえて、次にASPDを蓄積

するマウスモデルでの検証を進める。最近、４ヶ月齢より大脳皮質の深層などにASPDを蓄積し、その

近傍に顕著な神経細胞脱落が認められる5ｘFADマウス個体を見出した（星ら、未発表データ）。この

ASPDモデルマウスを用いて、放射能ラベルした最適化4残基ペプチド-BBB通過促進配列キメラ分子

の体内動態、脳への移行、半減期等を解析する。また、脳画像を解析し、PETプローブとしての可能性

を検討する。PETプローブ製造企業とも連携し放射能ラベルを適切に入れる設計などは委託する予定

である。（星、村松、一部企業に委託） 
(2-3) 次に、ASPDを蓄積する老齢サル（筑波霊長類センターなど）に投与し、マウスと同様にPETプロ

ーブとしての妥当性を検討する。実験終了後に剖検脳を抗ASPD抗体で染色し、PETで得られた量及

び分布と比較することで、プローブとしての信頼性について評価する。上記の結果に基づき、ペプチド

配列を用いた上記プロトタイプを低分子化合物に展開するなど開発企業での産業化を検討していく。

（星、村松、一部企業に委託） 
３：ASPD選択的高感度CLEIAを用いたASPDの体外診断法の開発 
(3-1)過去の研究により、0.3 pMから定量的にASPDを検出出来る極めて高感度なCLEIAシステムの構

築に成功した（iScience 13: 452-477, 2019）。この系はS／N比が高く、AD患者剖検脳に蓄積する

ASPD量を定量出来ることが解っており、死後脳の診断には既に活用できる。上述のとおり血液、脳脊

髄液にASPDが存在する可能性があるため、次の課題は脳脊髄液、あるいは血液中のASPD量の測定

である。上記CLEIAシステムは充分高感度化されているので、血漿成分によるCLEIA反応への阻害効

果の有無、Fab-HRPによるバックグラウンドの低減、血液用希釈液や使用バッファーの最適化などを検

討し、脳脊髄液や血液に最適化したプロトコルを確立する。また治療効果の判定には血中の抗ASPD
抗体価の測定が必要であり、測定系を構築する。（星が担当、一部企業委託） 
 (3-2)次の課題は脳脊髄液、あるいは血液中のASPD量の実際の測定であり、AD患者の血液、脳脊

髄液を用いて、ASPD量と重症度の相関を解析する。患者由来検体については新潟大学と鳥取大学よ

り一部既に供与されているが、新たに東北大学、欧州では検体の質と量で定評があるUniversity of 
Göteborgから検体の供与を受ける。 
 
４．研究成果 
上記それぞれの課題について、以下の成果を得た。 

１：ASPDと抗体あるいはASPD結合4残基ペプチドの相互作用の構造生物学的な理解 
抗体のCDR部分についてX線結晶構造解析を実施し解析を行った。その結果、抗ASPD抗体の強い

相互作用についての構造基盤の一部を理解するに至った。（豊島、星が担当） 
２：ASPD結合4残基ペプチド-BBB通過促進配列キメラ分子のPETプローブへの展開  
(2-1) 基本となる4残基ペプチド（PNAS 112: E4465, 2015; CI=43）の各アミノ酸残基を他の19種アミノ

酸に各々変更したライブラリーを構築した。その中から、上記の構造的情報とASPDに対する結合能を

指標に最適なアミノ酸配列を選んだ。最適化したペプチドにBBB通過促進配列を付加したキメラ分子

を化学合成し、ASPD結合能に影響を与えないことをELISAにより確認した。また、４残基ペプチドを構

造展開することで、より代謝安定性が高い物質を得ることが出来た。（笹原、星が担当） 
(2-2)上記について、肝ミクロソームを使った安定性試験を実施し、次に動物個体を使った血中安定性



試験と脳内移行性の検証を行った。予想されたことだが、やはり４残基ペプチドそのものは血中安定性

が悪いことがわかった。そこで、新たに得られた４残基ペプチド由来物質について安定性試験を行った

ところ、こちらは安定性が高いことがわかった。この結果を踏まえて、次にASPDを蓄積するマウスモデ

ルでの検証を進めた。最近、４ヶ月齢より大脳皮質の深層などにASPDを蓄積し、その近傍に顕著な神

経細胞脱落が認められる5ｘFADマウス個体を見出した（星ら、未発表データ）。このASPDモデルマウ

スを用いて、まず脳実質内に投与し、実際に病態に影響を与えるかどうかの検証を進めた。有望な手

応えを得たため、今、再現性の試験を実施している。（星、村松、一部企業に委託） 
(2-3) PETプローブのプロトタイプとなる上記物質について、安全性の検証を進め、安全性は問題ない

ことを確認した。プローブとしての信頼性については、脳透過型に変える必要があり、現在、開発企業

との協議を進めているところである。（星、村松、一部企業に委託） 
 
３：ASPD選択的高感度CLEIAを用いたASPDの体外診断法の開発 
(3-1)確立した系を用いて、ヒト由来脳脊髄液及び血漿を用いて測定するために、血漿成分による

CLEIA反応への阻害効果の有無、Fab-HRPによるバックグラウンドの低減、血液用希釈液や使用バッ

ファーの最適化などを検討し、脳脊髄液や血液に最適化したプロトコルを確立した。（星が担当、一部

企業委託） 
 (3-2)上記の系を用いて各種患者由来検体を用いた測定を行い、一部の検体において ASPD 陽性と
なることを見出した。ヒト検体由来のノイズが問題となると考え、現在、その点をカバーできる企業との共
同研究を開始したところである。 
 
上記のとおり、順調に研究を進め、目的通りの成果を得た。 
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