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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病 (AD) の原因物質と考えられているアミロイドβタンパク質 (Aβ
42) は，凝集することにより神経細胞毒性を示す．Aβ42の毒性コンホマーに特徴的なターン構造を特異的に認
識する抗体・24B3を用いて，AD患者の脳脊髄液を分析したところ，毒性コンホマー量がADでない人と比べて有意
に高いことが判明した．同時に24B3による受動免疫をADモデルマウスに対して行なったところ，認知機能障害が
緩和された．一方，毒性2及び3量体モデルを合成し，12 ~ 24量体の準安定なオリゴマーを形成することを明ら
かにした．さらに，フラボノイド類のAβ42凝集抑制に関わる3つの構造要因を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Aggregation (oligomerization) of amyloid β42 (Aβ42) is considered to cause
 the pathogenesis of Alzheimer's disease. We identified the toxic turn at positions 22 and 23 of Aβ
42 which could play an important role in the pathogenesis of AD, and developed a new anti-toxic turn
 antibody 24B3. Using 24B3, we proposed a new diagnostic method against AD by measuring the amount 
of the toxic conformer in cerebrospinal fluid. Moreover, administration of 24B3 to AD model mice 
mitigated their cognitive impairment. 
Based on the significance of the toxic turn, we synthesized the toxic dimer and trimer models with a
 linker at the C-terminal region of Aβ, and showed that these models existed as quasi-stable 
oligomers with significant neurotoxicity. Cumulative investigations suggested the usefulness of 
flavonoids in AD prevention, thereby offering three structural features involved in the suppression 
of Aβ42 aggregation.

研究分野：生物有機化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究代表者らが提唱した「毒性配座理論」に基づき，Aβ42の準安定な2及び3量体モデルを初めて合成した点
において学術的意義があると考えている．また社会的意義としては，抗原構造が明確な抗毒性オリゴマー抗体・
24B3を用いて，ヒト脳脊髄液による新しいAD診断法を提案したことが挙げられる．今後，デジタルELISA法
（SimoaTM装置）と今回新たに作成した抗毒性2量体特異抗体・48D4を用いて検出感度を上げることにより，ADの
早期血液診断につながる可能性がある．さらに，24B3ならびに48D4抗体はAβ42による神経細胞毒性を低濃度で
抑制したことから，ヒト化することにより治療薬への応用も期待できる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病 (AD) の病理学的特徴として老人斑が知られている．AD は，40 代から始ま
るアミロイド b タンパク質 (Ab) の蓄積（老人斑の形成），タウタンパク質のリン酸化（神経原
線維変化），神経細胞の脱落の順序で進行するとされる（図 1A）．老人斑の構成成分は，主とし
て 42 及び 40 残基からなるアミロイド b タンパク質 (Ab42, Ab40) であり，これらは凝集（オリ
ゴマー化）することによって神経細胞毒性を示す．近年，Ab の毒性本体は，高分子量の凝集体
（老人斑）ではなく，準安定なオリゴマーであることが指摘されている．したがって，AD の正
確な診断薬や治療薬を開発するためには，毒性を示す Ab オリゴマーの立体構造を明らかにし，
それらに対する抗体などの薬剤を合理的に設計する必要がある． 
 Ab に対する抗体（抗 Ab 抗体）は，AD モデルマウスにおいて老人斑を完全に消失させたこ
とから，抗体医薬としての開発が 1999 年以降世界中で鎬を削って行われてきた．しかしながら
2010 年以降，メガファーマが抗 Ab 抗体医薬の開発から相次いで撤退している．その理由は，
Ab が治療標的にならない（アミロイド仮説が間違っている）ということではなく，毒性を示す
Ab オリゴマーの形成は 40 代から始まっており，AD が発症する 70 代以降での治療がきわめて
困難であることを意味している．すなわち，AD への対策としては，超早期の診断法の確立と食
事や運動等の生活習慣による予防が，最も現実的な対応の一つとして考えられている． 
 AD を早期診断する上で留意すべき点は，Ab42 の立体構造の多様性である．本研究代表者ら
は，毒性の高い 42 残基の Ab (Ab42) の系統的なプロリン置換法，電子スピン共鳴 (ESR) 法，
固体の核磁気共鳴 (NMR) 法などの有機化学的手法を駆使して，「Ab42 の Glu22 および Asp23
付近でのターン（毒性ターン）形成が引き金となり，Met35 の酸化を経て毒性オリゴマーを形成
する」という毒性配座理論を提唱した (図 2：Morimoto, A. et al., J. Biol. Chem. 2004, 279, 52781; 
Irie, K. et al., J. Biosci. Bioeng. 2005, 99, 437; Murakami, K. et al., J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 15168; 
Murakami, K. et al., ChemBioChem 2007, 8, 2308; Masuda, Y. et al., ChemBioChem 2009, 10, 287)． 
 さらに本研究代表者らは，この毒性コンホマーを認識する立体構造特異抗体 (11A1) の作製に
成功した (図 3：Murakami, K. et al., ACS Chem. Neurosci. 2010, 1, 747)．11A1 抗体は，既製の抗 Ab 
抗体とは異なり，AD 病態の初期段階に見られる細胞内 Ab と強く反応するとともに，AD 脳抽
出物中のオリゴマー（主に 3 量体）に結合した．従って，Ab42 の毒性配座理論に基づいて開発
した抗体は，停滞している Ab 研究にブレークスルーを与える可能性がある． 
２．研究の目的 
 本研究は，Ab42 の毒性配座理論に基づいた新しい AD 診断法を確立することを主たる目的と
している．「毒性オリゴマー」の形成には，2 及び 3 量体を最小基本単位とした 2 種類の経路（図
1B：2 or 3 x n-mer）が考えられることから，それぞれを特異的に認識する抗体が AD の迅速診断
には不可欠である．研究開始時に，3 量体を認識する 11A1 抗体と同時に得られた 24B3 抗体の
毒性ターン構造に対する結合選択性が，11A1 と比べてはるかに高いことを見いだしていた (図
3)．本研究ではまず，市販の N 末抗体・82E1 と 24B3 抗体を組み合わせたサンドイッチ ELISA
を構築し，ヒト脳脊髄液を用いた新規 AD 診断法を開発する．また，毒性ターン構造をもつ Ab42 
(E22P- Ab42) の各種 2 量体モデルを合成し，最も毒性の高いモデルを抗原として毒性 2 量体を特
異的に認識する抗体ならびに核酸アプタマーを開発する． 
 

 
 
 
 
 

図 1 (A) AD の病理学的特徴と年齢の相関 (B) オリゴマー仮説における Ab42 の凝集過程 

 

図 2 Ab42 の毒性配座理論によるオリゴマーの生成  図 3 抗毒性オリゴマー抗体・11A1, 24B3 の作製 
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 一方，ワクチン療法は，最も有望視されている AD 治療法の一つであり，進行中の臨床試験の
ほぼ半分を占めている．方法論として期待されているにもかかわらず，成功に至っていない原因
の一つとして，抗体評価のための動物実験で，ヒト型 Ab42 を過剰産生させたトランスジェニッ
クマウスを使用している点が挙げられる．本研究では，Ab42 の毒性コンホマーを形成しやすい
ヒト型 E22P-Ab のノックインマウスを作出し，毒性コンホマーの AD 病態における役割につい
て調べる．同時に，この新規 AD モデルマウスを用いて，抗毒性オリゴマー抗体によるワクチン
予防効果を検証する．さらに食品中の機能性成分による AD 予防の基礎研究として，Ab42 の凝
集を抑制するフラボノイド類の作用機構を in vitro で系統的に調べるとともに，野生型マウスを
用いて体内動態を解析する． 
３．研究の方法 
(1) 抗毒性ターン特異抗体・24B3 を用いた AD の脳脊髄液診断と治療効果の検証 

市販の N 末抗体・82E1 と 24B3 を組み合わせたサンドイッチ ELISA を構築し，ヒト脳脊髄液
中の毒性コンホマー量を定量する．AD モデルマウス (Tg2576) に 3 ヶ月齢より 3 ヶ月間 24B3
を腹腔内投与 (10 mg/kg/week) 後，高架式十字迷路ならびに巣作りスコアによって認知機能改善
効果を評価する． 
(2) 毒性配座をもつ Ab の 2 及び 3 量体モデルの合成と機能解析 

2 価性の Fmoc アミノ酸である L,L-2,6-diaminopimeric acid (DAP) あるいは L,L-2,8-
diaminoazelaic acid (DAZ) をリンカーとして E22P-Ab40 の 30 番目あるいは 38 番目に，E22P-
Ab42 の 34 番目あるいは 40 番目にそれぞれ導入することにより，目的とする各種 2 量体モデル
を固相合成する（PioneerTM, Applied Biosystems を使用）．3 量体モデルは，1,3,5-phenyltris-L-alanyl 
linker を用いて同様に固相合成する（Initiator+ AlstraTM, Biotage を使用）．これらのモデルペプチ
ドの凝集能はチオフラビン T 蛍光法で，2 次構造は円 2 色性スペクトル (CD) で，SH-SY5Y 細
胞に対する神経細胞毒性は MTT 法でそれぞれ評価する． 
(3) 毒性 2 量体モデルに特異的に結合する抗体の作製 

免疫生物研究所（IBL 社）にご協力いただき，最も毒性の高い 2 量体モデルをマウスあるいは
ラットに免疫することにより，この 2 量体モデルに特異的なモノクローナル抗体を選抜する． 
(4) 毒性 2 量体モデルに特異的に結合する核酸アプタマーの作製 

最も毒性の高い 2 量体モデルを 48 hr インキュベーションすることによって調製したプロトフ
ィブリルに対して SELEX 法を適用し，RNA アプタマーを作製する． 
(5) ヒト型 E22P-Ab のノックインマウスの作出と病態解析 

ES 細胞での相同組換えによって遺伝子改変したキメラマウスを樹立する方法を用いて，目的
とするヒト型 E22P-Ab のノックインマウス（ホモ）を作出する．得られたホモマウスについて
病態解析を行う． 
(6) フラボノイド類の Ab42 凝集抑制機構と in vivo での体内動態の解析 
核磁気共鳴法 (NMR) とイオンモビリティー質量分析法 (IM-MS) 等により解析する．代表的

なフラボノイド類について，野生型マウスにおいて吸収ならびに脳への移行形態を検討する． 
４．研究成果 
(1) 抗毒性ターン特異抗体・24B3 を用いた AD の脳脊髄液診断と治療効果の検証 

24B3 抗体の毒性コンホマー固定アナログ (E22P-Ab42) に対する結合能が，野生型 Ab42 に対
する結合能と比べてはるかに高いことが明らかになった．そこで，市販の N 末抗体 (82E1) を固
相に担持し，24B3 を検出抗体として用いたサンドイッチ ELISA を IBL 社と共同開発し，ヒト脳
脊髄液を解析した．その結果，AD 患者において毒性コンホマー量の全 Ab42 量に対する割合が，
AD でない人と比べて有意に高いことが明らかになった（図 4，雑誌論文 9, 11，産業財産権）．
また，特発性正常圧水頭症患者においてもこの割合が高い傾向にあることが判明するとともに，
AD への移行を判断する指標になりうることが示唆された（雑誌論文 5）．さらに 24B3 は，Ab42
の神経細胞毒性を数種の市販抗体や 11A1 よりも強く抑制したことから，AD モデルマウス 
(Tg2576) に対する治療効果を検討した．その結果，高架式十字迷路ならびに巣作り試験におい
て，認知機能改善効果が認められた（雑誌論文 6）．今後 24B3 をヒト配列に作り換えることによ
り有望な治療薬になる可能性がある． 

図 4 ヒト脳脊髄液による AD 診断     図 5 IM-MS による毒性 2 量体モデルのオリゴマー解析 

To
xi

c 
A

b4
2/

A
b4

2

AD (n
=1

3)

Con
tro

l (n
=1

2)
0.0

0.5

1.0

1.5

Mann Whitney test P=0.0135

To
xi

c 
A

b4
2/

A
b4

2

AD (n
=1

3)

Con
tro

l (n
=1

2)
0.0

0.5

1.0

1.5

Mann Whitney test P=0.0135

�
�
�
�
	
�
�
�

0.5

1

1.5

0
AD 患者群 非 AD 対照群

p = 0.0135

�N����82E1�

HRP-24B3

����	��


�
���ELISA



(2) 毒性配座をもつ Ab の 2 及び 3 量体モデルの合成と機能解析 
毒性配座をもつ E22P-Ab40 及び E22P-Ab42 の各種 2 量体モデルを合成したところ，特に C 末
端付近 (G38,V40) でそれぞれ架橋した 2 量体モデルが SH-SY5Y 細胞に対して高い毒性を示す
とともに，12 ~ 24 量体の準安定なオリゴマーを形成することを IM-MS 解析により初めて明らか
にした（図 5，雑誌論文 7）．各種 3 量体モデルも同様に合成したところ，C 末端付近 (G38,V40) 
で架橋したモデルが神経細胞毒性を示したが，2 量体モデルの毒性の方が高かった（雑誌論文 2）． 
(3) 毒性 2 量体モデルに特異的に結合する抗体の作製 

最も高い毒性を示した E22P-Ab42-V40DAP dimer をラットに免疫することにより，抗毒性 2 量
体モデル特異抗体・48D4 を作製できた．本抗体は 24B3 と類似した毒性ターン選択性を示すだ
けでなく，オリゴマーのみが蓄積する AD モデルマウス（大阪変異型）に対して 24B3 を凌ぐ顕
著な認知機能改善効果を示した． 
(4) 毒性 2 量体モデルに特異的に結合する核酸アプタマーの作製 

最も高い毒性を示した E22P-Ab42-V40DAP dimer を，48 hr インキュベーションすることによ
って調製したプロトフィブリルに対して SELEX 法を適用することにより，E22P-Ab42 フィブリ
ルや E22P-Ab42 モノマーよりもこの 2 量体モデルに選択的に結合する RNA アプタマー・E22P-
AbD43 の作製に成功した．AD モデルマウス (Tg2576/PS2) の脳切片を E22P-AbD43 で染色する
と，プロトフィブリルに由来する diffuse aggregates が検出されたのに対して，フィブリルからな
る老人斑はほとんど染色されなかった．毒性オリゴマーに対する初めての核酸アプタマーであ
る本クローンは，AD マウス脳切片中の Ab オリゴマーを捉えたことから AD 診断及び治療にお
ける医薬品シーズとしての展開が期待される． 
(5) ヒト型 E22P-Ab のノックインマウスの作出と病態解析 
ヒト型 E22P-Ab 配列をノックインしたキメラマウスの交配によって，ホモのノックインマウ

ス 12 匹を作出することに成功した．本マウスは，6 ヶ月齢において野生型マウスと比べて新規
物体認識試験において異常行動を示すとともに，脳切片の抽出物中に Ab 3 量体が検出された一
方で，単量体はほとんど検出されなかった．これより，本ノックインマウスは，毒性オリゴマー
による異常行動のメカニズムを解明するための有用なモデルになりうる（雑誌論文 1）． 
(6) フラボノイド類の Ab42 凝集抑制機構と in vivo での体内動態の解析 

各種フラボノイド類の Ab42 凝集抑制メカニズムを，NMR 及び IM-MS 法等により解析した結
果，① カテコール構造，② 平面性，③ カルボキシ基などから，Ab42 の凝集抑制活性の有無と
その作用機構（リシン残基との付加体やイオン結合の形成，π-πスタッキング）の予測が可能に
なった（図 6, 雑誌論文 4, 8, 10）．また，青ジソに含まれる 2′,3′-dihydroxy-4′,6′-dimethoxy-chalcone 
(DDC) や赤玉ねぎなどに含まれるタキシフォリンをマウスに経口投与することにより，吸収な
らびに脳への移行形態を調べた．その結果，タキシフォリンは主に抱合体として，一方 DDC は
活性をもつ分解物として脳に移行することが判明した． 

図 6 食品・生薬に含まれるフラボノイドの Ab42 凝集抑制機構 
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