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研究成果の概要（和文）：アミロイドβペプチド（Ａβ）の能動免疫ワクチンは、Ａβに反応するＴ細胞を活性化し自
己免疫性脳炎を惹起した。このことはＡβ反応性Ｔ細胞が末梢血中に存在し、脳炎を起こさないまでも絶えず免疫サー
ベイランスを行っており、脳に侵入して炎症を惹起している可能性を示唆している。これを証明するためにはＡＤモデ
ルマウスをＡβで免疫し、Ａβ反応性脳炎惹起性Ｔ細胞株を樹立し、ＡＤモデルマウスに移入することで可能となる。
そこでインターフェロンガンママウスを用いて、Ａβ反応性Ｔ細胞集団を得ることができた。これをさらに株化して移
入実験を行う予定であったが、マイコプラズマの感染事故があり研究は中断したままとなっている。

研究成果の概要（英文）：Active immunization with amyloid beta peptide (Abeta) induced autoimmune 
encephalitis in humans, suggesting that Abeta-reactive encephalitogenic T cells exist in the peripheral 
blood and are involved in chronic inflammation of AD brain. In order to prove this, we tried to establish 
Abeta-reactive encephalitogenic T cell clones. After immunization of interferon-gamma mice with Abeta and 
Freund’s complete adjuvant, lymphocytes were obtained from popliteal lymph nodes and the spleen, and 
repeatedly stimulated with Abeta in the presence of interleukin-12. We could observe significantly higher 
proliferative responses against Abeta. However, while we are enriching Abeta-reactive T cells in vitro, 
we had mycoplasma infection in the laboratory, and this project is suspended.

研究分野：神経内科学、神経免疫学、アルツハイマー病
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病（ＡＤ）は高齢者の認知
症で最も多い疾患であり、我が国では 320万
人の患者がいると推計されている。ＡＤはア
ミロイドβタンパク（Ａβ）が何らかの機序
で凝集体を形成し、神経細胞を傷害する結果
生じる変性疾患であると考えられる。しかし、
最近の研究により脳の炎症反応が深く関わ
っていることが分かってきた。 
 脳の炎症反応といってもウイルスや細菌
感染が直接関わっているのではなく、凝集し
たＡβによって引き起こされる免疫反応に
より引き起こされるものである。免疫反応に
は原始免疫反応と獲得免疫反応がある。原始
免疫反応は好中球やマクロファージなどが
異物を認識して引き起こされる炎症反応で
あり、ＡＤの場合は脳のミクログリアが凝集
Ａβにより活性化され、炎症を引き起こすも
のである。これには多くの研究があり、炎症
を抑える新規治療薬の開発が鋭意行われて
いる。 
 一方、ＡＤの病態形成に獲得免疫の関与も
あると考えられる。獲得免疫はＴ細胞を介す
る細胞性免疫と抗体産生細胞であるＢ細胞
を介する液性免疫が関与する。これを利用し
たＡＤの治療法の開発が行われており、Ａβ
に対するモノクローナル抗体やＡβペプチ
ドあるいは DNA を用いた能動免疫法が開発
されている。一方ＡＤの発症機序にＡβ反応
性のＴ細胞の関与があるのではないかと思
われる。その理由は以下の通りである。 
 ①Ａβは自己のタンパク質である。本来自
己に反応するＴ細胞は発生段階で除去され
るが、Ａβに反応するＴ細胞は除去されてお
らず、末梢血中に証明される。その頻度は若
年者より高齢者で高く、ＡＤ患者ではさらに
高いという（１）。 
 ② Ａ β を 接 種 す る ワ ク チ ン 療 法
（AN-1792）の治験に於いて、脳炎が多発し
たため治験が中止になった（２）。その脳炎
ではウイルスや細菌の感染は証明されず、Ｔ
細胞の浸潤が認められたことから、Ａβに反
応するＴ細胞が活性化されて引き起こされ
たものと考えられる。 
 ③実際、マウスをＡβで免疫すると、脳炎
を引き起こすことができる（３）。そのとき
インターフェロンガンマ（IFN-）を強発現
するマウスを用いると炎症反応が起こりや
すい（４）。IFN-はＴヘルパー１型（Th1）
のＴ細胞を活性化するので、Th1 Ｔ細胞がそ
の炎症に関与していると考えられる。 
 抗原特異的脳炎惹起性 Th1 Ｔ細胞は抗原
刺激を繰り返すことで株化することができ
る。そこで、Ａβに反応し脳炎を惹起するＴ
細胞株を作れば、ＡＤのモデルマウスにおけ
るＴ細胞の関与を詳細に解析できると考え、
本研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 Ａβ反応性脳炎惹起性 Th1 Ｔ細胞株を樹

立する。このＴ細胞をＡＤのモデルマウスに
移入し、ＡＤの発症機序にＴ細胞がどのよう
に関与しているかを詳細に明らかにする。 
 次いで、インターロイキン１０刺激を繰り
返しながら同様にしてＴヘルパー2型（Th2）
Ｔ細胞株を樹立する。このＴ細胞をＡＤのモ
デルマウスに移入し、炎症反応を起こすこと
なく凝集アミロイドの除去が可能になるこ
とを証明する。 
 この研究がうまくいけば、より安全なワク
チン療法の開発に向けた貴重なデータを提
供することができると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 １）動物の種類 
   ＡＤのモデルマウスの多くが B6
（H-2b）の遺伝的背景を有するので、B6 マ
ウスを用いるほうが後の研究に利用しやす
い。しかし、B6 マウスはＡβに対し免疫寛
容が強く、うまくＴ細胞株が作れない可能性
がある。その時は B6 の遺伝的背景をもつ
IFN-遺伝子トランスジェニックマウス
（IFN-マウス）を用いる。どうしても作れ
ないときは SJL（H-2s）マウスを用いる。 
   IFN-マウスは T. Owenらにより樹立
されたもので（５）、クリーニング後本学動
物実験施設に納入された。繁殖効率が悪かっ
たため IVFにより作り直し、B6マウスと交
配を繰り返した。 
 
 ２）Ｔ細胞株の樹立 
   Ａβ反応性脳炎惹起Ｔ細胞株の樹立
は本研究者らがプロテオリピッド反応性脳
炎惹起性Ｔ細胞株を樹立したときの方法に
順じて行った（６）。マウスの足蹠にＡβ1-42
と H37Ra を加えた Freund 完全アジュバント
で免疫した後、百日咳菌毒素を当日と 1週間
後に注射した。4 週後鼠径リンパ節と脾臓か
らリンパ球を採取し、RPMI 1640 で 5 日間培
養し、Abeta40 と IL-12, 正常 B6 マウス血清
とフィーダー細胞を加えて抗原刺激を行っ
た。2 週ごとに抗原刺激を繰り返し、最後の
抗原刺激から2週後にＴ細胞のＡβに対する
増殖反応を WST-1 法により調べた。Ａβ反応
性Ｔ細胞ラインが樹立されたら、抗原刺激後
のＴ細胞をマウスに注射し、脳炎惹起性のあ
るものを選択することとした。その後脳炎惹
起性Ｔ細胞ラインを１細胞／ウエルで培養
し、Ｔ細胞クローンを樹立することとした。   
次いで、同様にマウスをＡβ1-42 で免疫し、
IL-12の代わりに IL-10を加えてリンパ球を
培養し、Th2株を樹立することとした。 
 
３）Ｔ細胞株のＡＤ病態に対する影響の検証 
   得られた Th1 タイプの脳炎惹起性Ｔ
細胞株と Th2 タイプの脳炎制御性Ｔ細胞株
をＡＤモデルマウスに注射し、ＡＤの病態形
成（老人斑、学習記憶障害）に対するＡβ反
応性Ｔ細胞の影響を調べる。 
 



４）Ｔ細胞受容体解析と遺伝子発現マウスの
作成 
   Ａβ反応性脳炎惹起性Ｔ細胞クロー
ンのＴ細胞受容体の遺伝子配列を明らかに
し、その受容体遺伝子を強発現するトランス
ジェニックマウスを樹立する。このマウスは
脳炎を自然発症すると予想される。このマウ
スとＡＤモデルマウスを掛け合わせ、Ａβ反
応性脳炎惹起性Ｔ細胞の影響を強く示す新
しいＡＤモデルマウスを樹立する。 
 
４．研究成果 
１）B6 マウスを用いた研究 
   初年度は C57BL6 マウスを用いた研究
を行った。B6 マウスをＡβ42 と H37Ra を加
えたフロインド完全アジュバントで免疫し
た後、百日咳菌毒素を当日と 1週間後に注射
した。4 週後鼠径リンパ節と脾臓からリンパ
球を採取し、RPMI 1640 で 5 日間培養し、Ａ
β40 と IL-12, 正常 B6 マウス血清とフィー
ダー細胞を加えて抗原刺激を行った。2 週後
抗原刺激を繰り返し、その 2週後にＴ細胞の
Ａβ40に対する増殖反応をWST-1法により調
べた。しかし有意な増殖反応は見られなかっ
た。やはり B6 マウスは免疫寛容性が高いも
のと思われた。 
 
２）IFN-マウスを用いた研究 
   2 年目には IFN-マウスを用いて研究
を行った。IFN-マウスを同様に免疫し、同様
にリンパ球の増殖反応を調べた。その結果抗
原を加えた細胞の増殖反応は抗原を加えな
いもののそれに比し 1.43 倍であり、Ａβ反
応性Ｔ細胞の存在が示唆された（図１）。 

 

 

 

Ａβ反応性Ｔ細胞を enrich するためにＡ
β40 で再度抗原刺激を行い、これを繰り返す
ことでＡβ反応性Ｔ細胞ラインを樹立する
作業を行っていたが、研究室内でマイコプラ
スマ感染が発生し、調べたところ本研究者ら
の細胞も感染が確認されたので除菌作業を
行った。マイコプラスマ感染が陰性となった
ことを確認したところで、研究室全体が落ち
着くまで凍結保存することにした。 
研究を再開するに当たり凍結保存した細

胞からマイコプラズマが再び広がる恐れも
あり、除菌作業が細胞に影響を及ぼしている
ことを考え、新たに IFN-マウスを免疫して
もう一度初めからやり直すことにした。しか
し今度は IFN-マウスが高齢になっており実
験にふさわしくないとのことで、新たに若齢
の IFN-マウスを得て免疫することを試みた。
しかし、IFN-マウスは繁殖効率が悪く、子供
を得ることができず、研究を遂行することが
できなかった。 
 
【考察】 
 アルツハイマー病の免疫療法は自己免疫
性脳炎が起こったため、その可能性が低い抗
体療法が先行している。すでにＡβに対する
モノクローナル抗体２つの第III相試験が終
了した。その一つ bapineuzumab はＡβのＮ
末端側を認識する抗体で老人斑除去効果に
優れているが、無効であった。もう一つの抗
体solanezumabはＡβのモノマーを認識する
抗体で、老人斑除去効果は有しない。この抗
体は primary endpoint は無効であったが、
サブ解析の結果、軽症例での有効性が認めら
れたので、現在世界規模で軽症例を対象に治
験が進められている。1－2年以内に結果が得
られる予定で、もし有効性が認められればＡ
Ｄに対する初の病態修飾薬になるであろう。 
抗体療法で予防・治療が可能であることが
分かれば、高価な抗体療法から安全な能動免
疫療法に代わるであろう。能動免疫療法では
Ａβを抗原とする自己免疫性脳炎が最も大
きな問題となる。残念ながら本研究は当初の
目的であったＡβ反応性脳炎惹起性Ｔ細胞
株を得るところまで行かなかったので、ＡＤ
の病態形成にどの程度Ｔ細胞が関与するか
について詳細な解析をすることができなか
った。理論的にはこの方法で行けることが分
かったので、機会があったら再挑戦したい。 
本研究者らはアデノ随伴ウイルスベクタ
ーを用いた組換えＡβワクチンを開発しマ
ウス、サルで有効性を示した。このワクチン
は経口投与するもので、Th2 反応優位である
腸管免疫を利用するので脳炎惹起性は低い
と予想される。しかし、今回ワクチンを投与
したサルの脳を詳細に解析したところ、老人
斑は減少したが、可溶性Ａβやオリゴマーが
有意に増加していることが分かった。従って、
脳炎だけではなくアミロイド融解により生
じるオリゴマー対策を講じる必要があるこ
とが分かった。Bapineuzumab は老人斑アミロ
イドを融解する作用が強く、オリゴマー除去
効果がないために有効性が得られなかった
可能性がある。一方、solanezumab は老人斑
アミロイドの融解作用がないのでオリゴマ
ーが形成されることはなく、モノマーを認識
するのでむしろオリゴマー形成を阻止する
と考えられ、その差が出たものと思われる。  
我々は以前にＡβに対するモノクローナ
ル抗体 3.4A10 を樹立し、12 マーをよく認識
することを示した（７）。今回この抗体は



dimer その他のオリゴマーをよく認識するこ
とが分かり、特許出願に至った。我々のワク
チンは老人斑が形成される前に投与するか、
老人斑形成後であればワクチン投与後に
3.4A10 のような抗体をカップルさせる必要
があると思われる。 
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