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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病 (AD) の原因物質である42残基のアミロイドβペプチド (Aβ42) の毒性
オリゴマー（2 ~ 4量体）に特徴的なターン構造に着目し，毒性オリゴマーを特異的に認識する抗体 (11A1) を開発し
た．本抗体は，老人斑のみならず従来の市販抗体では染色できなかった細胞内Aβに対しても反応するとともに，AD患
者の脳抽出物中の3量体オリゴマーを選択的に検出した．従って，本抗体は診断薬としての応用が期待される．一方，A
β42の凝集を抑制するフラボノイド類の作用機構の一つとして，カテコール構造の自動酸化によって生じた不飽和ケト
ンに対するAβ42のリシン残基のマイケル付加を提唱できた．

研究成果の概要（英文）：Aggregation of the 42-mer amyloid beta peptide (Abeta42) plays a critical role in 
the pathogenesis of Alzheimer's disease (AD).  We have recently identified the toxic turn at Glu-22 and As
p-23 of Abeta42.  Based on the toxic turn, we developed a new antibody 11A1 that selectively recognized th
e toxic trimer as well as the intracellular Abeta which could not be detected by commercially available Ab
eta antibodies.  Therefore, 11A1 might become a diagnostic drug for AD.  By contrast, we found that catech
ol-type flavonoids could specifically suppress Abeta42 aggregation by targeting the Lys-residues.   
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病 (AD) は，認知症の中

で最も患者数の多い疾患であり，その発症
メカニズムの解明とそれに基づく治療法及
び予防法の確立が急務の課題となっている．
脳内で産生される 42 残基のアミロイド β 
ペプチド（Aβ42, 図 1）は，凝集することに
より神経細胞毒性を示すことから，ADの原
因物質であると考えられている．しかしな
がら，本ペプチドは合成難度が非常に高い
ため，Aβ42の凝集ならびに毒性発現機構の
解析はほとんどなされていなかった． 
本研究代表者らは，長鎖ペプチドを高収

率かつ高純度で合成する簡便な方法を確立
し (K. Irie et al., J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 
9159), Aβ42 の系統的プロリン置換と固体
の核磁気共鳴法 (NMR) による構造解析の
結果から，Aβ42凝集体中に存在する複数の
コンホマーのうち，Glu22, Asp23でのター
ン構造を特徴とした「毒性コンホマー」と，
Gly25, Ser26 でのターン構造をもつ非毒性
コンホマーを明らかにし，この毒性コンホ
マーがオリゴマー化して細胞毒性を示すと
いう，独自の毒性配座理論を提唱した (Y. 
Masuda et al., ChemBioChem 2009, 10, 287)．  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1	 Aβ42のラジカル化を介した細胞毒性発現

機構とオリゴマーの推定部分構造 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
図 2	 (a) 毒性コンホメーション配座固定アナ
ログである Aβ42-lactam(22K-23E) の構造． 
(b) PBSバッファー (pH 7.4) 溶解直後の Aβ42誘
導体の SDS-PAGE のウェスタンブロッティング．
左から野生型 Aβ42, E22K-Aβ42, E22P-Aβ42, 
Aβ42-lactam(22K-23E), Aβ42-lactam(25K-26E)（コ
ントロール）．特に Aβ42-lactam(22K-23E) におい
て，3量体が顕著に生成している． 

また，電子スピン共鳴法 (ESR) を用いた
研究により，ラジカル化を介した Aβ42 の
毒性発現機構を，この毒性コンホマーによ
って明快に説明した（図 1: K. Murakami et 
al., J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 15168; 
ChemBioChem 2007, 8, 2308）． 

 
２．研究の目的 

Glu-22, Asp-23 残基においてターン構造を
とりやすい Aβ42 誘導体は，毒性オリゴマー
（特に 3量体）を形成しやすいことが明らか
になっている（図 2）．従って，本毒性ターン
構造を特異的に認識する抗体や低分子化合
物は，AD の予防薬や診断薬になる可能性が
ある．本研究では，本毒性ターン構造を特異
的に認識する抗体の開発と応用，ならびに
Aβ42 の凝集（オリゴマー形成）を抑制する
天然フラボノイドの同定とその凝集抑制機
構の解明を目的とした． 
近年，Aβ42 のワクチン療法や抗体投与療

法が注目されているが，重篤な副作用が報告
されている．本研究のように，毒性コンホマ
ーのみを除去できる抗体が開発できれば，有
望な AD予防薬ならびに診断薬になる可能性
が期待される． 

 
３．研究の方法 
(1) 抗毒性ターン抗体 (11A1) の作製 

Aβ42の Glu-22を，ターン構造を取りやす
いプロリン残基で置換した配座固定ペプチ
ドを設計した（図 3）．本ペプチドの N 末端
の SH基を介して bovine thyroglobulinに結合
させたものを抗原として，BALB/c マウスに
投与することによりモノクローナル抗体を
作成した．抗体のスクリーニングでは，Glu-22, 
Asp-23 においてターン構造を取りやすい
E22P-Aβ42に対して強く反応し，ターン構造
を取りにくい E22V-Aβ42 にほとんど反応し
ないモノクローンを選抜した．その結果 11A1
抗体の取得に成功した． 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 3	 抗毒性ターン抗体の作製戦略 
 
(2) 11A1を用いたヒト AD脳の免疫組織染色 

11A1抗体を用いて，ヒト AD脳を免疫組織
染色した．対照として用いた市販の 4G8抗体
は，Aβ42の Glu-22, Asp-23を含む配列特異的



な抗体である．なお，AD 患者脳を用いた実
験計画は，東京都健康長寿医療センター研究
所・村山繁雄研究部長と本研究分担者・清水
孝彦が連名で当センターの倫理委員会に申
請し，承諾を受けている． 
 
(3) ADモデル動物を用いたシリマリン（マリ
アアザミ由来のフラボノイド）による治療
効果 

	 In vitroにおける Aβ42の凝集抑制能を指標
として，既に製剤化されている天然物を中心
にスクリーニングを行った．その結果，高い
抗凝集活性を示したシリマリンを 6ヶ月齢の
ADマウス（J20系統）に対して半年間経口摂
取させた  (0.2 g/kg/day)．治療効果に関して
は，老人斑を免疫染色法にて，認知機能を Y
迷路で，脳内 Aβ42 量を ELISA 法を用いて，
それぞれ評価した． 
 
(4) シリマリンに含まれる Aβ42 凝集抑制物
質・タキシフォリンならびに関連フラボ
ノイドの凝集抑制機構の解析 

 
・(+)-タキシフォリンの合成 
タキシフォリンおよびその安定同位体標

識体は，Roschek らの方法に準じて合成した 
(B. Roschek et al., Phytochemistry 2009, 70, 
1255)．得られたラセミ体タキシフォリンを光
学活性カラム  (CHIRALCEL OJ-RH, Daicel 
Corporation, Osaka, Japan) により光学分割し
た．(+)-タキシフォリンの安定同位体標識は，
13C6-vanillinを用いて同様に行った． 
 
・Aβ42の凝集試験 

Aβ42の凝集は，チオフラビン T (Th-T) 蛍
光法によって評価した (H. Naiki and F. Gejyo, 
Methods Enzymol. 1999, 305)． 
 
・Aβ42変異体（Nle置換体）の合成 
各種 Aβ42変異体は，Pioneerペプチド合成

機 (Applied Biosystems, Foster City, CA) を用
いて Fmoc 法により行った (K. Irie et al., J. 
Am. Chem. Soc. 1998, 120, 9159)． 
 
・固体 NMR法による相互作用解析 

Ala-2, Ser-8, Lys-16, Val-18, Phe-19, 20を 13C
及び 15Nによって標識した Aβ42と B環を 13C
標識したタキシフォリン（約 10 倍量）をイ
ンキュベートし，得られた凝集体を固体NMR
によって解析した．本研究分担者の竹腰らが
独自開発した 13C-13C 二次元距離相関固体
NMR 法 で あ る DARR 法  (13C-1H 
dipolar-assisted rotational resonance, 溶液 NMR
における NOESYに相当，K. Takegoshi et al., 
Chem. Phys. Lett. 2001, 344, 631) を用いて解
析した． 
	 

４．研究成果	 

(1) 抗毒性ターン抗体 (11A1) の特性 
Aβ42 の 22, 23 番目においてターン構造を

取りやすい E22P 変異を有するハプテンの投
与によって得られた 11A1 抗体は，予想通り
E22P-Aβ42に対して強く反応したのに対して，
ターンを取りにくい E22V-Aβ42 にはほとん
ど反応しなかった（図 4）．また，Aβ42の 22, 
23 番目のアミノ酸残基の側鎖を架橋した
Aβ42-lactam(K22-E23) (Y. Masuda et al., 
ChemBioChem 2009, 10, 287) も，11A1に強く
反応した． 
一方，22, 23番目付近の一次配列をエピト

ープとした市販抗体 4G8 について同様に調
べた結果，E22P-Aβ42にはほとんど反応せず，
逆に E22V-Aβ42に強く反応した．また，11A1
の野生型Aβ42に対する解離定数 Kdを表面プ
ラズモン共鳴により測定したところ，10.3 nM
という高い結合能を示した．さらに本抗体を
用いて，Aβ42 をドットブロットすることに
より，経時的に毒性オリゴマー形成過程を検
出することに初めて成功した（図 5）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 11A1及び 4G8の Aβ42変異体に対する結合能 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5	 11A1 抗体による野生型 Aβ42 の経時的なド

ットブロット（6E10及び 4G8は一次配列特
異抗体）	 

	 
次に，Aβ42 のラット脳由来初代培養神経

細胞に対する 11A1 の保護作用を検討した．
その結果，Aβ42 とほぼ等量で有意に保護作
用を示した．一方で，市販抗体 4G8及び 6E10
（Aβ42 の N 末端抗体）にはこのような保護
作用は認められなかった（図 6）．これより，
毒性オリゴマー特異抗体は，毒性オリゴマー
を強く認識することによって，Aβ42 の神経
細胞毒性を緩和している可能性が強く示唆
された． 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6	 11A1の Aβ42ならびに E22P-Aβ42によるラ

ット脳初代神経細胞毒性に対する緩和作用 
 

(2) 11A1を用いたヒト AD脳の免疫組織染色 
AD 患者の剖検脳（海馬ならびに前頭葉領

域）に対する免疫組織染色を行ったところ，
細胞外のアミロイド（老人斑）に加えて，4G8
などの従来抗体では染色されない細胞内 Aβ
に対しても，11A1は反応することが判明した
（図 7）．また 11A1 は，AD 患者脳の抽出物
中の Aβ モノマーとともに 3量体にも強く反
応したのに対して，4G8はモノマーにのみ反
応した．11A1によって染色される細胞内 Aβ 
は，非 AD患者脳にも一部認められたことか
ら，11A1は AD発症の前段階を捉えている可
能性がある． 
ごく最近，11A1を用いた国内外の複数の研

究グループとの共同研究によって，細胞内
Aβ オリゴマーや AD 病態を反映した染色像
（AD患者の iPS由来神経細胞，AD患者脳切
片，AD モデルマウス）が報告され，世界的
に注目を集めている（T. Kondo et al., Cell Stem 
Cell 2013, 12, 487など）．11A1は国際特許出
願されるとともに  (PCT/JP2010/006162), 
2012年 3月免疫生物研究所より販売が開始さ
れた．発売開始から約 2年間で，既に 100本
以上を売り上げている． 
以上より，11A1は Glu-22, Asp-23でターン

を有する Aβ42 の毒性オリゴマーを認識して
いることが強く示唆され，今後 ADの診断な
らびに治療へ応用が期待される． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7	 AD 患者脳を用いた (a) 免疫組織染色（矢

頭：細胞外 Aβ, 老人斑）ならびに (b) ウェ
スタンブロッティング 

(3) ADモデル動物を用いたシリマリンによる
治療効果 

AD モデル動物のシリマリン摂取によって
老人斑の面積は顕著に減少するとともに，マ
イクログリアの異常炎症も緩和された．また，
Y迷路試験において多動行動が，高架式十字
迷路試験において不安行動が，それぞれシリ
マリン摂餌群において緩和された．これらの
異常行動と密接に関係しているAβ オリゴマ
ー量をサンドイッチ ELISA で評価した結果，
オリゴマー量は約 30% 減少していることが
判明した．一方，Aβ 産生に関わっている酵
素 (BACE1) の活性も調べたところ，シリマ
リン摂取によってほとんど変化していなか
った．以上の結果より，シリマリンは Aβ の
凝集あるいはオリゴマー形成を直接抑制す
ることによって，種々の AD症状を緩和して
いることが示唆された． 
 
(4) シリマリンに含まれる Aβ42 凝集抑制物
質・タキシフォリンならびに関連フラボ
ノイドの凝集抑制機構の解析 
高い AD治療効果を示したシリマリンは，

フラボノイドの混合物であることから，活性
本体を同定し，その Aβ42 凝集抑制機構を調
べた．各種カラムクロマトグラフィーより，
シリマリンに含まれるポリフェノール 6種を
同定し，その中でカテコール構造をもつ (+)-
タキシフォリンが強い Aβ42 凝集抑制活性を
示した．カテコールは，空気酸化されて o-キ
ノン体を形成しやすいことから，タキシフォ
リンに酸化剤 (NaIO4) を添加したところ，抑
制活性は顕著に増大した．一方，減圧条件下
では抑制活性が消失したことから，タキシフ
ォリンの酸化による o-キノン体の形成が
Aβ42 の凝集抑制に重要であることが示唆さ
れた．次に，Aβ42 にタキシフォリン及び
NaIO4を添加した反応液をLC-MSで分析した
ところ，Aβ42 の塩基性アミノ酸残基と酸化
型タキシフォリンのマイケル付加体と考え
られるピークが検出された．さらに，これら
塩基性アミノ酸残基のノルロイシン変異体
を用いた実験より，Lys16 が凝集抑制の主な
標的であることが明らかになった．以上より，
タキシフォリン等のカテコール系フラボノ
イドは空気酸化により o-キノン体を形成し，
Lys 残基との共有結合を介して，分子間 β シ
ート構造を取りにくくすることで Aβ42 の凝
集を抑制するメカニズムが提唱された． 
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