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研究成果の概要： 
 アルツハイマー病に対する抗 Aβ抗体による受動免疫療法を確立するため、ヒト抗体を産生

するヒト抗体遺伝子トランスジェニックマウスを用いて、ヒトモノクローナル抗 Aβ抗体を作

製した。また、抗 Aβ抗体の作用機序を、培養神経細胞株に抗 Aβ抗体を加えて培養し、細胞の

分子レベルでの変化を、蛍光色素を用いた定量的 2次元電気泳動法で解析した。その結果、抗
体投与により増加または減少する複数の分子を、プロテオミクス解析でペプチド部分配列を決

定して同定した。 
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病の発症にはアミロイド

β（Aβ）蛋白の沈着が重要であると考えら
れている。1999 年に Schenk らは、アミロイ
ド前駆蛋白を過剰発現するアルツハイマー
病モデルマウスをAβ42で免疫すると脳内の
Aβ沈着量が減少することを報告し、その後
他施設からもこのワクチン療法の有効性が
報告された。さらには抗 Aβ抗体を投与して

も有効性が認められ、最近の研究成果から A
β蛋白のＮ末端が抗体認識部位として重要
であることが示された。2001 年より Aβワク
チンによる臨床試験が行われ、ワクチン療法
開始後髄膜脳炎をきたす症例が多数報告さ
れるに至り、この副作用克服のためにその発
症メカニズムの解明が急がれている状態で
あった。一方、抗 Aβ抗体投与による受動免
疫療法は脳炎発症の心配がなく、アルツハイ
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マー病モデルマウスを用いた実験では、ワク
チン療法と同様に脳内の Aβ沈着量が減少す
ることが報告され、その臨床応用が期待され
ていた。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、これまでの研究代表者の
多発性硬化症研究における抗体作製技術を
活かしてヒト抗 Aβモノクローナル抗体をヒ
ト抗体遺伝子改変マウス（マウス由来の抗体
をまったく産生しないマウス）を用いて直接
作製する。このマウスは内在性マウス抗体産
生遺伝子がノックアウトされているため、免
疫したマウスより直接ヒト抗体を産生する
ハイブリドーマを得られる利点があり、キメ
ラ抗体やヒト化(humanized)抗体作製の必
要がまったくないという利点がある。さらに、
これらの抗体の脳内アミロイド斑除去能を
ex vivo、in vivo で検討して、アルツハイマ
ー病治療への応用（受動免疫療法確立）を目
的とする。 
 
（２）また、抗 Aβ抗体の神経細胞に及ぼす
影響を細胞レベルで解析するため、作製した
ヒト抗 Aβ抗体やすでに市販されているヒト
以外の動物種で作製された抗 Aβ抗体による
培養神経細胞におけるリン酸化シグナルを
解析することにより、種々の抗 Aβ抗体の細
胞内シグナル伝達に及ぼす影響を検討する。
さらに、最近の研究では脳内に蓄積する$E
蛋白は、lipid raftで産生されることが示され
ていることから、lipid raft内の Aβ代謝や糖
脂質代謝に及ぼす影響を検討し、細胞レベル
での抗 Aβ抗体の作用機序の解明および受動
免疫を効率よく行える抗体のスクリーニン
グ法の確立を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト AβＮ末端合成ペプチド（Aβ3-9
および Aβ5-11）にウシサイログロブリンを
conjugate したものを抗原としてヒト抗体遺
伝子トランスジェニックマウス（ＫＭマウ
ス）を免疫する。抗体価の上昇したマウスの
脾細胞を X63 Ag8.653 ミエローマ細胞と細胞
融合を行い、ハイブリドーマを作製する。得
られたハイブリドーマ上清を用いて、免疫抗
原との反応性をELISAによりスクリーニング
を行い、陽性細胞は１次および２次クローニ
ング・スクリーニングを行う。陽性クローン
は、Aβ����あるいは Aβ1-42 の合成ペプチ
ドとの反応性を調べ、さらにアルツハイマー
病患者の脳切片を用いて免疫組織染色を行
い最終的に陽性のクローンを得る。また、得
られたクローンより mRNA を分離して cDNAを
合成して RACE 法により、これら陽性クロー
ンの cDNA をクローニングし、可変領域の全

塩基配列を決定する。 
 
（２）作製したヒトモノクローナル抗 Aβ抗
体と市販のヒト以外の抗 Aβ抗体を、神経成
長因子（NGF）の受容体である Trkを過剰発
現している培養神経細胞株(PCtrk)に加えて、
抗 Aβ抗体による培養神経細胞におけるリン
酸化シグナル、即ちチロシンリン酸化、セリ
ン・スレオニンリン酸化をウエスタンブロッ
ト法で解析する。 
さらに、Trk受容体リン酸化を抗 Trk抗体
を用いて免疫沈降した後、抗チロシンリン酸
化抗体を用いたウエスタンブロット法によ
り解析する。 
 
（３）リン酸化に影響を及ぼすことが判明し
た抗 Aβ抗体を用いて PCtrk 細胞を培養し、
これらの細胞の lysate を蛍光色素を用いた
定量的２次元電気泳動法により解析し、抗 A
β抗体投与により発現が変化する細胞内分
子を蛍光強度の変化から同定する。同定され
た 2 次元電気泳動上の spot より蛋白を分離
し、プロテオミクス解析により、ペプチドの
部分配列を決定し、その分子を同定する。 
 
（４）抗 Aβ抗体を加えて培養した細胞に界
面活性剤を加えた後細胞を破砕し、sucrose 
gradientによる超遠心により lipid raft画分
を精製する。精製した画分を用いて lipid raft
内の Aβ蛋白や糖脂質の組成変化を解析する。
ことにより、種々の抗 Aβ抗体の lipid raft
での Aβ産生や糖脂質代謝に及ぼす影響を検
討し、抗体の作用機序の解明および受動免疫
を効率よく行える抗体のスクリーニング法
の確立を試みる。 
 
 
４．研究成果 
（１）ヒト AβＮ末端合成ペプチド（Aβ3-9
および Aβ5-11）を抗原として、ヒト抗体遺
伝子トランスジェニックマウスを免疫して、
ハイブリドーマを複数個作製し、クローニン
グの結果、最終的に免疫抗原である Aβ3-9
およびAβ5-11ペプチドと強く反応するクロ
ーンが 1つ得られた。 
得られたハイブリドーマより mRNA を分離
し RACE 法により可変領域の全塩基配列を決
定し、IgG2 サブクラスに属する抗体であるこ
とが判明した。 
この抗体は ELISA で Aβ1-40、Aβ1-42 と
も強く反応し、アルツハイマー病患者の脳切
片を用いた免疫染色でも老人斑を染色する
ことが確認された。 
 
（２）得られたAβ蛋白のN末端に対するヒト
モノクローナル抗体だけでなく、Aβ蛋白のC
末端や中間部分、あるいはAβ蛋白全体を認



識する市販の各種抗Aβ抗体をPCtrk神経細
胞株に加えて培養し、この細胞におけるチロ
シンリン酸化とセリン・スレオニンリン酸化
を各々特異抗体を用いてウエスタンブロッ
ト法により解析した。その結果、これらの抗
Aβ抗体のうち、Aβ蛋白N末端を認識する抗
体１つと、Aβ蛋白中間部分を認識する抗体
１つで、それら抗体投与によりチロシンリン
酸化が促進される分子や抑制される分子が
あることが判明した。一方、セリン・スレオ
ニンリン酸化は抗Aβ抗体投与によってまっ
たく影響を受けなかった。 
 また、抗Aβ抗体によるPCtrk培養神経細胞
におけるTrk受容体リン酸化をウエスタンブ
ロット法により解析し、細胞内シグナル伝達
に及ぼす影響を調べたが、Trk受容体リン酸
化を促進する抗体は認められず、Trk受容体
リン酸化に変化を及ぼさないものと抑制す
る２種類の抗体が認められた。 
 
（３）チロシンリン酸化に影響を及ぼす抗A
β抗体のうち、Aβ蛋白N末端に対する抗体を
投与して培養したPCtrk細胞から経時的に蛋
白を抽出した。これらの蛋白を蛍光色素でラ
ベルした後、2次元電気泳動法でその発現を
定量的に解析した。対照の抗体では変化が認
められないが、抗Aβ抗体投与によりその発
現が増加する蛋白と発現が低下する蛋白が
認められた。これらの蛋白を、ゲルより直接
分離して、ペプチド部分配列をプロテオミク
ス解析により決定した。 
その結果、以下に示すような複数の分子が

同定された。 
 

①発現が増加する分子 
1. cAMP-dependent protein kinase 

catalytic subunit alpha 
2. reticulocalbin 1 
3. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 

5-monooxygenase activation protein 
4. aldehyde reductase 1 
5. lectin, galactose binding, soluble 1 
6. S100 calcium binding protein A6 

(calcyclin) 
7. heat shock protein 8 
 
②発現が低下する分子 
1. chaperonin containing TCP1, subunit 2 

(beta) 
2. histidyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 
3. tublin alpha chain 
4. eukaryotic translation elongation 

factor 1 alpha 1 
5. methionine adenosyltransferase II, 

alpha 
6. aldehyde reductase 1 
7. ubiquitin-conjugating enzyme E2N 

 
これら同定された分子の抗Aβ抗体投与に
おける生理学的な意義については現在検討
中である。 
 
（４）抗 Aβ抗体を経時的に投与した PCtrk
培養細胞から lipid raft を超遠心により精製
し、lipid raft内の Aβ代謝や糖脂質組成に及
ぼす影響を検討している。これまでのところ、
種々の抗 Aβ抗体のうち、lipid raftの糖脂質
組成に変化を及ぼすものは見いだされては
いない。 
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