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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病（ＡＤ）脳に蓄積するアミロイドβタンパク質

（Ａβ）には、Ｎ末端やＣ末端の形状が異なる、様々な分子種が存在する。本研究ではＡ

Ｄ患者脳の、主に血管壁での蓄積が見られたＮ末端の短い分子種であるＡβ5-40/42 に着

目し、その生成機構と物性、ＡＤ発症への寄与について明らかにすることを目的とした。

そこで新しく抗体を作製し、新規の分泌型ＡＰＰを同定した。また変異型Ａβを合成し、

その物性解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Deposition of Amyloid beta protein (Aβ) is the hallmark of 
Alzheimer’s disease (AD) brain. Heterogeneity is observed in the N- and C-termini of Aβ 
species. We have previously reported that N-terminally truncated Aβ, Aβ5-40/42, is 
deposited in pathological legions of AD brain. To elucidate the mechanisms of generation of 
and the effect on amyloid formation of Aβ5-40/42, we generated a novel monoclonal 
antibody specific to C-terminal end of secreted APP (sAPP) and identified a new form of 
sAPP. In addition, we analyzed biochemical and physical property of mutant Aβ peptides. 
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１．研究開始当初の背景	 
	 
（１）Aβの変異によるアミロイド沈着部位
や病態の変化	 
	 いくつかの変異型 Aβが家族性 AD（FAD）
などで見つかっているが、Aβはその変異の
種類により、異なる病理像、とりわけ脳実質
と脳血管との間におけるアミロイド沈着に

違いを示す。その典型例は、Aβの中程（22
位）の変異、E22G 変異が主に脳実質へのアミ
ロイド沈着により ADを発症する一方で、E22Q
変異が著しい脳血管アミロイド沈着により、
AD とは異なる病態になることである。	 
	 
（２）Aβの C 末端の形状は AD 発症やアミロ
イド沈着部位に大きく影響する	 
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	 Aβは均一な構造ではなく、N末端および C
末端で、それぞれ形状の異なる分子種が存在
する。特に、C 末端の形状の異なる Aβ40 と
Aβ42 とでは、より不溶性が高く凝集しやす
い後者が AD 発症に密接に関与している。ま
た、脳血管アミロイドを再現する E22Q 変異
を導入したトランスジェニック（Tg）マウス
を変異型プレセニリン１Tg マウスと交配し、
Aβ42 の生成を亢進させることで、そのアミ
ロイド沈着部位が脳実質へと変化すること
から、C 末端の形状もアミロイド蓄積部位に
影響する。	 
	 
（３）Aβの N 末端の形状とその蓄積部位	 
	 以上のように、Aβの構造は、その蓄積部
位と病態に影響するが、N 末端の形状の違い
についての検討は少ない。一例として、N 末
端の 2 アミノ酸を欠き、3 位の E がピログル
タミル化された分子、AβpE3-40/42 の蓄積が
脳実質の老人斑において見出されている。筆
者らは Aβ1-40/42 とは選択的に生成される、
N 末端の 4 アミノ酸を欠いた Aβ5-40/42 が
AD 脳において、主に血管壁に蓄積しているこ
とを見出した。筆者は、Aβの N 末端の形状
の違いによるアミロイド蓄積部位への影響
を明らかにするため、この Aβ5-40/42 に着
目し、当該分子種を過剰に生成する Tg マウ
スを作製し、解析を行っている。これにより
in	 vivo における Aβ5-40/42 の動態と、AD
発症における役割について明らかにするこ
とを試みている。	 
	 
（４）AβのN末端部の変異によるAβ5-40/42
生成の変化	 
	 近年、Aβの N 末端部に英国型(H6R)および
鳥取型(D7N)変異が見出されている。筆者は、
これらの変異が Aβ5-40/42 生成に影響を与
える事を予測し、培養細胞を用いた系で解析
してきた。その結果、これらの変異が Aβ
5-40/42 生成に異なる効果を持つ結果が得ら
れ、これらの変異は、異なる機序で AD 発症
に寄与している可能性がある。これら変異に
よる Aβの 5 位での切断への影響について直
接検出、定量するためには、その際に生成す
ると予測される分泌型 APP（以下、Longer	 
sAPP-βと呼ぶ。Aβ1-40/42 の生成に伴って
生じる sAPP-βの C 末端に、Aβの N 末端 4 残
基、DAEF が付加している。）に特異的な抗体
の作製が効果的であろうと考えている。	 
	 
（５）変異による AD 発症において、より重
要な分子は Aβ1-40/42 か？それとも Aβ
5-40/42 か？	 
	 英国型、鳥取型変異による Aβの物性変化
については、プロトフィブリル形成ではなく、
線維形成が促進されることが報告されてい
る。しかしながら、これらは N末端が完全に

保持された Aβについての解析であり、筆者
は自身の研究結果から、この変異を伴う Aβ
5-40/42 の物性について検討を加える必要が
あると考えている。	 
	 
	 
２．研究の目的	 
	 
（１）N末端の短い Aβ5-40/42 の生成に伴っ
て細胞外に分泌されると予測される Longer	 
sAPP-βの定量を行うことで、特に、Aβの N
末端部に見いだされた FAD 変異である、英国
型および鳥取型による Aβ5-40/42 の生成へ
の影響と、AD 発症との関係を明らかにする。	 
	 
（２）変異型 Aβ5-40/42 の物性を解析し、
AD 発症における当該分子種の寄与について
明らかにする。	 
	 
	 
３．研究の方法	 
	 
（１）Longer	 sAPP-β特異抗体の作製	 
	 Aβの 5 位での切断により生成する分泌型
APP、Longer	 sAPP-βを特異的に認識するモ
ノクローナル抗体を作製する。	 
	 Aβの 4 位と 5 位の間での切断を特異的に
検出するため、Aβの 4 位までの合成ペプチ
ドを抗原にしてマウスに免疫し、抗体産生の
見られたマウスの脾臓よりハイブリドーマ
を作成する。得られたハイブリドーマより分
泌される抗体について ELISA で検討し、抗原
ペプチドに反応し、Aβの 5 位以降を含むペ
プチドに反応しないものを選別する。	 
	 一方、Longer	 sAPP-βや sAPP-β、sAPP-
αなどを直接発現し、分泌する遺伝子の構築
を同時に行い、これを培養細胞で発現させて、
その細胞溶解液などを試料として用い、
ELISA 法で候補として上がってきたハイブリ
ドーマに対してLonger	 sAPP-βにのみ反応す
る抗体を産生するものを選別する。	 
	 以上のような方法で Longer	 sAPP-βの C末
端断端特異的な抗体を作製する。	 
	 
（２）変異型 Aβ5-40/42 の物性解析	 
	 変異を伴う Aβ5-40/42 の物性を解析する
ため、同ペプチドを合成する。同時に、同変
異型 Aβ1-40/42、野生型 Aβ5-40/42 を合成
して、比較対照とする。野生型 Aβ1-40/42
は既に製品が存在するため、これを購入して
使用する。	 
	 合成したペプチドの凝集能や細胞毒性に
ついて in	 vitro で解析を行い、野生型およ
び変異型 Aβ5-40/42 の AD 発症への寄与につ
いて検討する。	 
	 
	 



４．研究成果	 
	 
（１）新規分泌型 APP に対する抗体の作製	 
	 検出目的タンパク質であるLonger	 sAPP-β
のC末端領域に相当するペプチドを合成し、こ
れを抗原としてマウスに免疫した。その後、
ELISA法にて抗原ペプチドに対する抗体価が
上昇した事を確認して、抗血清を採取した。	 	 	 	 	 	 	 
	 一方、Longer	 sAPP-βに加えて、sAPP-βお
よびsAPP-αの各分泌型APPを培養細胞で直接
発現させる遺伝子を構築した。これらを培養
細胞で発現させ、その細胞溶解液や培養上清
などを試料として、先に免疫したマウスより
得られた抗血清についてウェスタンブロット
法（ＷＢ）で検討した。その結果からLonger	 
sAPP-βを認識する抗体の産生が確認された
マウスを選別し、その脾臓よりハイブリドー
マを作製した。	 
	 得られたハイブリドーマの培養上清につい
て、抗原ペプチドおよび関連ペプチド（Aβペ
プチドなど）を用いてELISAを行い、抗原ペプ
チドのみと反応する抗体を産生しているハイ
ブリドーマを選別した。さらに上記の培養細
胞由来の試料を用いたＷＢ、さらには免疫沈
降法（ＩＰ）にて目的タンパク質のみと反応
する抗体を産生するハイブリドーマを選別し
た。	 
	 上記のようにしてスクリーニングを重ねて
目的抗体を産生するハイブリドーマのクロー
ン化を進め、一次スクリーニング、二次スク
リーニングを経て、最終的に３クローンを選
別した。図１に、本研究において得られたハ
イブリドーマの培養上清（モノクローナル抗
体を含む）を用いて、各種分泌型APPに対する
反応特異性を検討した結果を示す。HEK293細
胞に発現させた各種sAPPをＷＢで解析した結
果、作製した32A抗体はLonger	 sAPP-β（
sAPP+DAEF）のみを検出した（一方、APPのN
末端に対する22C11抗体は、全てのsAPPを検出
した）。また32A抗体は、ＩＰによってLonger	 
sAPP-βのみを回収した。	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

（２）新規モノクローナル抗体を用いた新規
分泌型 APP の解析	 
	 本研究で得られた抗体を用いて、筆者らが
過去に作製した、神経系の培養細胞である
SH-SY5YにAPPを過剰に発現させたクローン、
SH-APP について解析した。その結果を図２に
示す。培養上清についてＩＰ－ＷＢ解析を行
った結果、本研究において存在を予測した
Longer	 sAPP-βを検出した。また Caspase 切
断型であるAPPΔC31を発現させたSH-APPΔC
では、そのバンドは増強した。この結果は
SH-APPΔCでAβ5-40/42の生成が亢進する事
と一致している。またこのバンドは sAPP-α
を認識する抗体では検出されなかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 以上の事から、新規の分泌型 APP、Longer	 
sAPP-βが APP より実際に生成している事が
明らかとなった。	 
	 そこでハイブリドーマを大量培養し、抗原
カラムを作製して特異抗体の大量調製を行
い、現在、さらに試料の解析を進め、また定
量システムの構築を試みている。Aβの N 末
端付近にはいくつか変異が見つかっており、
これら変異がこの新規の分泌型 APP の生成に
与える影響を明らかにすることは、Aβ
5-40/42 生成への影響に加えて、この分子種
と AD や脳アミロイド血管症の発症との関連
を明らかにする事に繋がると期待される。	 
	 
（３）Aβ5-40/42 生成機構の解析	 
	 上記の結果に加えて、Aβ5-40/42 生成にお
いては、N末端の短い APP の C 末端断片、C95
が生成し、これが前駆体となっていることを
明らかにするため、この N末端を特異的に認
識する抗体、Aβ5-x 抗体を用いて SH-APP の
細胞溶解液を解析した。その結果を図３に示
す。APP の C 末端領域に対する抗体とのＩＰ－
ＷＢの結果、C95 に相当するバンドを検出し
た事から、APP より C95 が直接生成し、引き
続いて Aβ5-40/42 が生成する事が明らかと
なった。	 
	 
	 



	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（４）変異型 Aβの物性解析	 
	 Aβ5-40/42 の物性と、FAD 変異が与える影
響について解析を行うため、これらペプチド
を合成した。同時に、同変異型 Aβ1-40/42、
野生型 Aβ5-40/42 を合成して、比較対照と
した。野生型 Aβ1-40/42 は既製品を購入し
て使用した。現在、その凝集・線維化能につ
いてチオフラビンＴや電気泳動法などを用
いて検討中である。その結果、線維化能につ
いては、Aβ5-40/42 は Aβ1-40/42 よりも弱
い傾向が観察されているが、FAD 変異はこれ
を増強する効果が見られている。	 
	 
（５）最後に	 
	 本研究で作製した抗体は、Aβ5-40/42 生成
に伴って分泌される、これまでに検出されて
いなかったLonger	 sAPP-βの定量を可能にす
る。これにより、これまで困難であった英国
型および鳥取型変異による、この部位の切断
活性への影響を直接、明らかにすることが出
来る。また、これまでの研究結果についての
検証も含めて、Aβ5-40/42 について、より多
角的な解析が可能となる。	 
	 また AD 研究における新たなツールの獲得
でもあり、供給の途絶えることのないモノク
ローナル抗体の開発は、他の研究者への抗体、
定量システムの提供を容易にし、Aβ5-40/42
についての研究がさらに発展する可能性が
ある。	 
	 これまでの多くの研究は、N 末端が完全に
保持された Aβについてのみ解析がなされて
おり、N末端の異なる Aβについて、Aβ40 や
Aβ42 のように、その分子種をきちんと特定
したうえで行った比較、検討はほとんどない。
筆者が現在解析している、Aβ5-40/42 を過剰
に生成する Tg マウスによって、当該分子種
の in	 vivoにおける脳アミロイド形成への寄
与が明らかになる。そして本研究計画で、英
国型および鳥取型変異による Aβ5-40/42 生
成への影響と、その物性変化を明らかにする
ことで、少なくとも両 FAD 変異による AD 発
症機序について、これまでにない Aβ5-40/42
の視点から、一つの結論が得られるものと期

待できる。	 
	 現在試みられている AD の免疫療法におい
ては、血管性脳浮腫や脳出血が問題になって
おり、血管アミロイドに対する理解の重要性
が増している。Aβ5-40/42 の動態の解析は、
この分子種を治療標的とするなど、現在の免
疫療法の改善、改良にも大きく貢献すること
が期待される。	 
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