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第 1 章 本研究の背景と目的 

 

1-1  アルツハイマー病の現状と病態および治療法 

 総務省の統計によると，2013年現在我が国の 65歳以上の老年人口が全人口に占める割合は 25%

であるが，2020 年には 29.4%にまで上昇することが予測されている 1)。このような日本の高齢化

に伴い，認知症患者数も年々増加傾向にある。認知症患者数は，厚生労働省の調査によると，2010

年現在約 200 万人であり，今後高齢者人口の増加とともに認知症患者数も増加することが予想さ

れ，2020 年には 325 万人にまで達すると報告されている 2)。 

 認知症には，アルツハイマー型，脳血管性，レビー小体型の 3 つがあるが，アルツハイマー型

が患者の約半数(約 80 万人)を占めている。アルツハイマー病は，1905 年にドイツの精神科医 A.

アルツハイマー博士が初めて報告した痴呆症状である 3, 4)。その症状は認知障害・記憶障害・注意

障害・睡眠障害・妄想等である。アルツハイマー病は，老齢になると徐々に痴呆症状が進行して

いくが，一般の加齢による物忘れとは違い，特徴的な脳細胞の減少と脳内構造を伴う疾患である。

多くは 65 歳以上になって発症するが，家族性アルツハイマー病という遺伝性疾患もある。 

 現在，アルツハイマー病の症状緩和薬としては，塩酸ドネペジル(商品名アリセプト)などの抗

コリンエステラーゼ阻害薬が知られている。抗コリンエステラーゼ阻害薬は，アセチルコリン分

解酵素を阻害することにより，アルツハイマー病患者に見られる脳内アセチルコリンの低下を防

ぐ効果を示す 5)。これは，病気の進行を多少遅らせる対症療法という意味では有効と言われてい

る。一方，NMDA (N-methyl-D-aspartate) 受容体拮抗薬メマンチン塩酸塩(商品名メマリー)は，脳

内の NMDA 受容体と結合することにより，神経伝達物質グルタミン酸の過剰放出を阻止し，脳

活動の異常を軽減する効果があるとされ，中等度から高度のアルツハイマー病患者に処方される

ことがある 6) が，この療法の評価は定まっていない。いずれにせよ，どちらの薬物もアルツハイ

マー病の根本的な治療には結びついていない。 

 このように効果的な薬物療法がない現状では，心理的・社会的な治療法が中心となっている。
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しかし，これも初期症状であれば改善が可能であるが，症状が進行した後では改善が期待できな

い。したがって，認知症の早期発見は，薬物療法・非薬物療法の双方にとって重要であり，発見

が早ければ早いほど対処ができ，症状の進行を遅らせることができる。  

  

1-2  アルツハイマー病の病因研究 

アルツハイマー病発症のメカニズムとして現在考えられているのは，老人斑(アミロイドの生成，

沈着および組織の崩壊と炎症反応)の形成，神経原線維変化(神経細胞内構造タンパク質の異常，

リン酸化タウタンパク質の出現)，神経細胞消失というプロセスである。これまで，アルツハイマ

ー病の病因解明研究は，神経原線維変化を中心に進められてきた 7,8)。神経原線維変化の主原因は，

リン酸化タウタンパク質であり，老人斑にアポリポタンパク質 E (ApoE) などのアルツハイマー

因子が作用することにより発現して，神経細胞内に蓄積することが明らかになっている。 

一方，神経原線維変化は Amyloid beta protein (Aβ)の沈着，神経細胞の脱落の後に現れることか

ら，Aβ を主原因とする発症メカニズム研究もさかんに行われている 9-12)。1980 年代に，老人斑の

タンパク質主成分が Aβ タンパク質であることが発見され，その前駆体である amyloid β-protein 

precursor (APP) が同定された。家族性アルツハイマー病の遺伝的研究 13)からも，APP がその病因

遺伝子(21 番染色体上)であることが明らかになった。また，その後家族性アルツハイマー病の原

因遺伝子として同定されたプレセニリン(Presenilin; PS)１(14 番染色体上)が，APP を切断し Aβ の

産生に関与する酵素の一部(詳細は後述)であったことなどから，近年は Aβ の形成，特に神経毒性

を示す凝集体形成が，アルツハイマー病の発症に強く関わっているとする「アミロイド仮説」14)

が支持されている。 

さらに，「アミロイド仮説」とは別に，脳内で生成される α-シヌクレイン(α-Synuclein)というタ

ンパク質も半数以上のアルツハイマー病患者の脳内で蓄積が確認されている。α-シヌクレインは，

神経細胞のシナプスで働くタンパク質で，パーキンソン病とアルツハイマー病の両方の特徴をも

つレビー小体認知症患者の脳内黒質ニューロンに見られるレビー小体の成分である 15)。α-シヌク
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レインは主にパーキンソン病で研究され，家系調査の結果，パーキンソン病になりやすい家系で

は，アミノ酸配列に異常があることがわかっている。この異常な α-シヌクレインは Aβ やタウタ

ンパク質とも相乗作用して凝集体が蓄積する度合いが増すと考えられている 16)。 

以上のように，アルツハイマー病の原因については，これまで多くの研究がなされてきたが，

Aβ がその中で主要な役割を持つことは確かである。 

 

1-3  Amyloid beta protein (Aβ)について 

 Aβ は，ニューロン，アストロサイト細胞，ミクログリア細胞など脳内のさまざまな細胞におい

て，Aβ の前駆体である APP から β-セクレターゼおよび γ-セクレターゼという酵素によって切断

され(Fig. 1-1)生成される 17,18)。β-セクレターゼは，APP の 671 番目のアミノ酸部位を切断し，γ-

セクレターゼは APP の 711 あるいは 713 番目のアミノ酸部位を切断する。よって，Aβ は，γ-セ

クレターゼが切断する位置の違いによりアミノ酸残基が 40 のもの(Aβ1-40)と 42のもの(Aβ1-42)に大

別される 19-21)。Aβ1-40の分子量は 4331.4，Aβ1-42の分子量は，4510.4 である。その他にα-セクレタ

ーゼと呼ばれる酵素も存在し，APP の細胞膜貫通部位の 687 番目のアミノ酸部位を切断するため，

α-セクレターゼによって切断された場合には Aβ は生成されない。脳内における Aβ1-40 および

Aβ1-42の生成割合は，Aβ1-40が約 90%で，Aβ1-42 は約 10%である 22)。Aβ1-42は生成割合は低いが凝

集性は高く，また神経細胞に対する毒性も Aβ1-40に比べて強いことが報告されている 23-25)。Aβ1-42

は，脳内で生成された時点ではアミノ酸 42 残基の単量体であり，健常者でも生成されているが，

蓄積は見られず代謝されている。しかし，アルツハイマー病患者では，何らかの原因により，脳

内で Aβ1-42凝集体が形成されることがわかっている。 
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前述の家族性アルツハイマー病の原因遺伝子として同定されたプレセニリン(Presenilin; PS)１(14

番染色体上)は，γ-セクレターゼの複合体の中心タンパク質であり，アルツハイマー病患者では，

このプレセニリン 1 の変異により，γ-セクレターゼは APP の 313 番目のアミノ酸を切断し，細胞

毒性の強い Aβ1-42が生成すると考えられている 11)。Fig. 1-2 に示したように，Aβ1-42はさらに脳内

で凝集蓄積して老人斑を形成，毒性を惹起して神経細胞を死滅させる 26)。 

さらに，Aβ1-42は前述したアポリポタンパク質 E (ApoE) などの影響により，神経原線維変化で

あるタウタンパク質のリン酸化を引き起こす。その結果，シナプスからシナプスへの情報伝達が

困難となり，記憶障害などの症状が引き起こされると考えられている。 

Aβ1-42の凝集過程には主として２つの経路が報告されている 27)。1 つ目の経路は monomer から

dimer，spherical 構造を経て fibril 構造へと変化する過程である。2 つ目の経路は，monomer 同士

が凝集し，さまざまな大きさの球状凝集体である aggregate を形成する経路であり，aggregate 中
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には，oligomer 状，さらに巨大な球状凝集体も存在する(Fig. 1-2)。Aβ1-42は，aggregate の方が fibril

に比べ神経細胞毒性が強いことが報告されており 27)，凝集体の構造やサイズの違いによっても細

胞毒性に差があると考えられている。これ以外に 3 つ目の経路として dimer から tetramer となり，

ring 状の構造を形成する例も知られている 28)。 

 

 

1-4  アルツハイマー病の診断法 

 現在，アルツハイマー病の診断法として一般に行われているのは，記憶や知能に関する心理テ

スト，およびコンピューター断層撮影法(CT; Computed Tomography)・磁気共鳴画像(MRI; Magnetic 

Resonance Imaging)・ 脳血流検査(SPECT; Single Photon Emission Computed Tomography)などの画像

検査である。心理テストの診断基準のひとつが，アメリカ精神医学会による Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV)で，精神障害の判断指針である 2)。しかし，この方
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法は患者への問診で診断が行われるため，正確な判断が難しい。また，この診断基準を満たす認

知症は，かなり進行した状況であり，治療には結びつきにくい。 

  一方，画像検査では，特に MRI を用いた海馬(記憶に関係する脳内部位)の萎縮検査，脳血流

SPECT を用いた側頭頭頂葉や後部帯状回の血流低下検査により，比較的早期のアルツハイマー病

診断が可能である。 最近では，放射能を含む薬剤を用いるポジトロン断層法 (PET; Positron 

Emission Tomography)を利用した画像診断も開発されている 29)。PET とは，陽電子検出を利用し

たコンピューター断層撮影であり，生体機能の検査に用いられている。放射性トレーサーを静脈

注射により体内に取り込ませ，脳組織に集まったトレーサーから放出される陽電子をガンマ線検

出器でとらえることにより，脳内活動(代謝や血液流量)を検出する。アルツハイマー病診断の場

合，アミロイドの β シート構造に親和性のある低分子物質，例えばチオフラビン T(後述 ThT)や

コンゴーレッドの類似化合物を 11C や 18F などの放射性元素で標識し，それを静脈内投与により脳

内に取り込ませ，脳内におけるアミロイドの分布画像を捉える。アミロイド PET は，アルツハイ

マー病を発症する前のアミロイド陽性健常者も検出できるので，今後の適用拡大が期待されてい

るが，アルツハイマー病診断に関して感度はきわめて高いが，パーキンソン病等にも反応する可

能性があるので，アルツハイマー病に対する特異性には問題がある。正しい診断には，他の診断

法との併用が必要である。 

 

1-5  免疫学的手法を用いたアルツハイマー病の検査法 

 生体内における抗原抗体反応は特異的な反応性を示すので，抗体を利用した検査は，生体内の

物質の構造や機構を解明していく上で非常に有効な手法である。近年，免疫学的検出法により Aβ

を定量し，アルツハイマー病の診断を行うための研究が行われている 30)。脳内で生成された Aβ

は髄液中に流出するため，患者から採取した髄液中の Aβ を Aβ1-42 に対する抗体を用いて検出，

測定することにより，アルツハイマー病の診断を行おうとするものである。 しかし，この方法

では患者から髄液を直接採取する必要があるため，苦痛を伴い，患者への負担が大きい。 
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 このような負担を軽減する方法として，血液を採取して血漿中の Aβ を検出，測定する方法が

求められている。脳内から髄液中に流出した Aβ は，低分子の場合，さらに血液中にも微量に流

出すると考えられている。血液中の Aβ 検査の実施例として，Aβ の monomer に対するモノクロ

ーナル抗体の作製と利用が報告されている 32)。この報告では，血液中の微量な Aβ を抗原抗体反

応により検出，測定することでアルツハイマー病の診断薬に応用する研究を行っている。また他

の例として，Aβ-derived diffusible ligands (ADDLs)と呼ばれる Aβ1-42凝集体(17-42 kDa の分子量を

もつ oligomer Aβ1-42 )に対するモノクローナル抗体 6E10 の作製が報告されている 33)。128 kDa の分

子量を持つ Aβ1-42 凝集体(amylospheroids；ASPDs)に対するモノクローナル抗体の作製も報告され

ている 34)。以上のように，Aβ monomer および分子量の小さい凝集体に対してはモノクローナル

抗体作製の報告はいくつかあるが，128 kDa よりも大きい Aβ1-42凝集体に対するモノクローナル抗

体の報告はまだない。 

  一方，血液と脳脊髄の間には，血液脳関門と呼ばれる物質交換を制限する機構が存在し，通常，

物質は低分子を除いてこの関門を通過することはできないと考えられているので，分子量の大き

い Aβ1-42 凝集体はそもそも血中に出てこない可能性がある。しかし，マウスを用いて，レセプタ

ータンパク質による Aβ の血液脳関門通過のメカニズムについて研究した例がある 31)。この論文

では，Aβ が血液脳関門を通過する際，リポタンパク受容体(LRP1)とグリケーション最終産物

(RAGE)の 2 種類の受容体が関与するとされている。脳内の Aβ もしくは抗体と反応した Aβ が

LRP1 と反応すると，血液脳関門を通過し，血管側に移動する。血管側に移動した後，LRP1 は可

溶性の sLRP1 となり，Aβ は分離される。一方，RAGE は，血管側の Aβ と反応し，血液脳関門を

通過し，通過後，Aβ は分離される。このようなメカニズムにより Aβ は血液脳関門を通過し，血

液中に流出すると著者らは主張している。従って，脳内から髄液中に流出した Aβ1-42 凝集体も血

中に存在する可能性がある。 

 モノクローナル抗体を用いた臨床血液診断は，非侵襲的に簡便に行うことができる利点がある

が，その検出感度が問題となる。Aβ の血中濃度に関しては，血漿中の monomer 濃度の測定に関
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する報告がある 35)。この報告では，被験者の年齢が増加するに従い，血漿中の Aβ1-42は約 10 pmol/L

まで上昇することが確認されている。しかし，アルツハイマー病患者と健常者の血漿中の Aβ1-42

の濃度の差は，ほとんど見られず，両者ともに約 7 pmol/L であった 35)。また，2 量体，3 量体，5

量体の凝集 Aβ1-42を捉える 7A1a ポリクローナル抗体を用いて，血漿中の Aβ を測定した論文が報

告されている 36)。この論文では，AD 患者の血漿中の Aβ の平均濃度は 642.5 ng/ml であった。た

だし，7A1a ポリクローナル抗体は，N-末端に特異的な抗体であるため，血漿中の Aβ1-40もとらえ

ていて，特異性は低い可能性がある。他の臨床データとして，アルツハイマー病患者の血清中の

Aβ monomer および 50-100 nm の soluble oligomer に対する抗体レベルを ELISA ( Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay) で測定した報告がある 37)。どちらの形状の Aβ に対する血清中の抗体濃度

も約 0.5 μg/ml 程度であった。この報告は，アルツハイマー病患者の血清中に Aβ monomer だけで

なく，50-100 nm のサイズの凝集 Aβ1-42が存在する可能性を示唆している。 

 以上に述べたように，モノクローナル抗体を用いた免疫学的 Aβ1-42 凝集体診断法は，実際に応

用されつつあるが，現状は monomer および oligomer に対する検査が主であり，128 kDa よりも大

きい Aβ1-42凝集体を対象とした検査はまだ行われていない。しかし，血液中に 50-100 nm のサイ

ズの凝集 Aβ1-42が存在する可能性も示唆されていることから，もし，様々な形状とサイズの Aβ1-42

凝集体に対するモノクローナル抗体を種々とりそろえることができれば，脳の病理診断のみなら

ず，血液を用いた診断に利用できると考えられる。アルツハイマーの症状が進行すると，Aβ の多

くは脳内の老人斑に集まり，血中の monomer Aβ が減ると言われている 38)。髄液中や血清中にど

のくらいのサイズの Aβ1-42凝集体が，どのくらいの濃度で存在するのかを詳細に把握することで，

アルツハイマー病の症状の進行を知り，適切な治療の選択に役立てることができるであろう。 

 

1-6  本研究の目的 

 本論文は，アルツハイマー病の診断法の開発を目標とし，アルツハイマー病の病因の１つとさ

れている Aβ1-42 凝集体について，その形状および凝集過程を免疫学的手法により評価することを
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目的とする。具体的には，まず基礎的知見を得るために，oligomer よりも大きいサイズの Aβ1-42

凝集体の作製法について検討し，生成した各凝集体の形状とサイズを分析する。次に，これらの

Aβ1-42 凝集体に対するモノクローナル抗体を複数作製して，それぞれの凝集形態への反応特異性

について評価する。さらに，実際に抗体を診断に応用する場合を想定して，各凝集体に対する検

出感度と反応特異性を向上させる方法について検討する。このように，抗原の作製から抗体の作

製，反応特異性の向上，そして検出感度増強法の探求までの一貫した研究を行い，アルツハイマ

ー病早期診断への応用を目指す。 

 

1-7  本論文の構成 

本論文は，5 章から構成されている。以下に第 2 章以降の構成を記す。 

 第 2 章では，Aβ1-42の多様な凝集体である aggregate Aβ1-42，fibril Aβ1-42，可溶化 Aβ1-42を作製し，

さらには可溶化 Aβ1-42から monomer Aβ1-42を調製した。aggregate Aβ1-42をサイズ分画し，0.22 μm

以上の large oval aggregates (LOA) とそれ以下の amorphous Aβ1-42に分離した。可溶化 Aβ1-42を超

音波処理して monomer Aβ1-42を調製した。これらの Aβ1-42の形状とサイズを原子間力顕微鏡(AFM, 

JSPM-5200; JEOL Ltd.)により画像解析し，Thioflavin T (ThT)との反応性を蛍光強度測定により

LOA および fibril の β シート構造について分析した(ThT 法)。また，aggregate Aβ1-42および fibril 

Aβ1-42の，ラット胎児海馬由来初代培養神経細胞に対する毒性について検討した。 

 第 3 章では，免疫学的検出法による Aβ1-42凝集体の検出を目的として，第 2 章で述べた aggregate 

Aβ1-42，可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体を作製し，その反応性と特異性の検討を行った。 

まず，aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体を作製し，その反応性と特異性について，ELISA

を用いて検討した。凝集体形成過程における，Aβ1-42 とモノクローナル抗体との反応性の変化に

ついて分析した。さらに aggregate Aβ1-42をサイズと分子量によって分画し，作製したモノクロー

ナル抗体がどのような大きさの凝集体に特異的に反応するかについて，ELISAによって解析した。

次に，可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体を作製し，その反応性と特異性について，ELISA
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を用いて検討した。さらに可溶化 Aβ1-42 をサイズと分子量によって分画し，作製したモノクロー

ナル抗体がどのような大きさの凝集体に特異的に反応するかについて，ELISAによって解析した。 

 第 4 章では，第 3 章で作製した Aβ1-42凝集体に対するモノクローナル抗体を用い，実際に臨床

応用することをめざして，より感度と特異性の高い ELISA について検討した。まず，aggregate 

Aβ1-42 に対するモノクローナル抗体を用いて, 化学発光基質を利用した ELISA により，検出感度

増強および使用抗体量の節約について検討した。次に，可溶化 Aβ1-42 に対するモノクローナル抗

体を組み合せたサンドウィッチ ELISA によって，可溶化 Aβ1-42に対する反応特異性の向上を図っ

た。一方，血清中では，Aβ1-42凝集体は他のタンパク質と混在していることから，Aβ1-42凝集体と

ウシ血清アルブミンとの混合物を抗原とし，可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体を用いた, 

化学発光 ELISA により検討を行った。 

 第 5 章では，総括として本研究で得られた知見をまとめ，それらをアルツハイマー病の早期診

断に役立てるために，今後必要な研究開発と展望について述べた。 
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第 2 章 Aβ1-42凝集体の作製とその形状評価および細胞毒性試験 

 

2-1 緒論 

Aβ は，アルツハイマー病の原因 8-11)と考えられている老人斑の主要構成成分である。脳内で生

成されるタンパク質であり，APPから β-セクレターゼおよび γ-セクレターゼにより切断されAβ1-42 

monomer として生成される 15-19)。健常者では，生成された Aβ1-42は血液脳関門を通過することで

代謝され，凝集は起こらないが，アルツハイマー病患者では，脳内で Aβ1-42 の凝集が促進され，

さらに蓄積する。また，水溶液中に存在する高濃度の Aβ1-42 は，凝集性が高く，分子間相互作用

により凝集反応が促進すると考えられている 39)。 

これまでに報告されているAβ1-42の凝集過程については，1章 Fig. 1-2に示したが，主として fibril

形成と aggregate 形成が挙げられる。fibril 構造は monomer が平行状に並んだ構造であり，β シー

ト構造を持つ。内部に存在する β シート構造は，積層構造を形成している場合が多く，クロス β

構造と呼ばれる。ThT と呼ばれる蛍光色素は，fibril の表面あるいは内部に存在する β シートと相

互作用を持つことが知られており 40)，fibril 形成の確認として ThT 検出法が用いられている。 一

方，aggregate 中には，作製方法によっても異なるが，oligomer 状や巨大な球状凝集体など，様々

な形状の凝集体が混在していると考えられる。 

実験的に Aβ1-42を凝集させる方法として，Aβ16-20を添加する方法がある。Aβ16-20は Aβ1-42の 16-20

番目に位置するペプチドであり(Fig. 1-1)，この 5 残基，Lys-Leu-Val-Phe-Phe (KLVFF)は β シート

構造に結合し，fibril 形成を阻害する働きを持つ 41,42)。Aβ16-20の C-末端側の 4 残基 LVFF は疎水性

アミノ酸であり，特に疎水性が強いフェニルアラニンが連続した構造である(Fig. 1-1)ことから，

KLVFF を中心に凝集体が形成されていると考えられている 43)。 

Aβ1-42は水溶液中で凝集性が高く，溶解が非常に困難であるといわれているため，Aβ1-42を溶解

させるために 1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロパノールやエタノールなどの有機溶媒を用いるこ

とが多い。可溶化 Aβ1-42は，水溶液中で溶解した状態の Aβ1-42であるが，oligomer や fibril 状の前
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段階である protofibril などが混在し，monomer 状態ではないことが示唆され，細胞に対する毒性

を有することが報告されている 44,45)。 

本研究で作製した Aβ1-42の多様な形態と凝集過程を Fig. 2-1 に示す 27)。 

 アルツハイマー病では，脳内において記憶をつかさどる部位である海馬体の一部，嗅内皮質で

最も初期に病変が現れ，その後海馬全体に影響して，海馬が委縮するといわれている 25)。凝集，

蓄積された Aβ1-42 は毒性を惹起し，海馬神経細胞を死滅させ記憶障害を引き起こす。fibril Aβ1-42

よりも aggregate Aβ1-42の方が毒性が強いとされており，3，4 量体の oligomer 構造の Aβ1-42がマウ

スの記憶を阻害する報告や 46)，神経細胞内において Aβ1-42 32 量体の細胞毒性が強いという報告も

ある 47)。 

細胞の毒性試験について，本研究では，細胞の DNA や膜を抗体や色素を用いて染色し，蛍光

強度から生細胞数，死細胞数を判別する方法を用いた。細胞イメージアナライザーArrayScan HCS 
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Reader (Thermo Fisher Scientific)は Carl Zeiss 光学系，白色光源，12-ビット冷却 CCD カメラ，制御

ソフトウェアからなり，ハイコンテントスクリーニング/ハイコンテントアナリシスのために開発

された全自動細胞イメージアナライザーである。この装置とイメージ解析ソフトウェア 

(BioApplications)を使用して，リアルタイム-アナリシス機能により，イメージ取得と同時に自動

的にイメージから細胞サイズ，形状，個数，比率，蛍光強度など多種の数値データを出力するこ

とができ，細胞毒性のスクリーニングなどに利用されている。 

Aβ 凝集体の構造を画像により解析する方法として，本研究では AFM を用いた。AFM は，プ

ローブにレーザー光を当て，その反射から表面形状を解析する走査型顕微鏡であり，タンパク質

や粒子などの表面形状の観察を行う装置であり，カンチレバーの先端の探針が，試料表面を感知

することにより表面形状を画像として観察することができる 48)。 

本章では，各種 Aβ1-42 凝集体を作製し，その評価を行った。凝集反応促進作用を持つ Aβ16-20 

(KLVFF) を凝集体作成時に添加することにより，aggregate Aβ1-42を作製した。aggregate Aβ1-42を

0.22 μm フィルターを用い，サイズによって分画した。また，可溶化 Aβ1-42を作製し，可溶化 Aβ1-42

から monomer Aβ1-42への作製を試みた。Aβ1-42の凝集過程を時間経過ごとに ThT 法により分析す

ることで，aggregate Aβ1-42凝集体および fibril Aβ1-42形成過程の β シート構造の変化を明らかにし

た。上記により作製した Aβ1-42凝集体の表面形状を AFM により観察し，その形状と大きさについ

て解析した。さらに，aggregate Aβ1-42，fibril Aβ1-42の神経細胞に対する毒性を調べるためラット胎

児海馬神経細胞を使用し，ArrayScan HCS Reader により蛍光強度から死細胞数の割合を算出し，

毒性試験を行った。 

 

2-2 実験材料および実験方法 

2-2-1 未処理 Aβ1-42の作製 

 Aβ1-42(純度 84％；HPLC 逆相クロマトグラフィによる検定)は，AnyGen Co., Ltd. Korea より購入

した。Aβ1-42 水溶液(0.44 mM；分子量約 4500 なので 2 mg/ml)を 4 ℃で 30 分間保温した後， 
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Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (生理食塩水 PBS)(Ca2+，Mg2+不含，和光純薬，大阪)で 2 倍希

釈し 0.22 mM に調製した。この溶液中に存在する Aβ1-42を「未処理 Aβ1-42」とした。 

 

2-2-2 fibril Aβ1-42の作製 

 「未処理 Aβ1-42」0.22 mM 溶液を 37 ℃で 16 時間保温し 46)，線維状の凝集体 Aβ1-42である「fibril 

Aβ1-42」を作製した。  

 

2-2-3 aggregate Aβ1-42の作製 

 「未処理 Aβ1-42」 0.22 mM 溶液(1ml)に，fibril 形成を阻害する Aβ16-20 (KLVFF, AnyGen Co. Ltd., 

Korea) を，Aβ1-42の 10 倍濃度 (2.2 mM) になるように添加し，37 ℃で 16 時間，shaking rotor に

より 7rpm の速度で撹拌すると球状の凝集体を形成した 44, 48, 49) 。本論文ではこの Aβ1-42 を

「aggregate Aβ1-42」とした。 

 

2-2-4  LOA (Large Oval Aggregates) および amorphous Aβ1-42の調製  

 「aggregate Aβ1-42」を 0.22 μm のフィルター，アトプレップ MF (AE-1171 型，polyethersulfone 

membrane)でろ過して分画した。0.22 μm 残渣であるサイズの大きい凝集体を「LOA」(Large Oval 

Aggregates) (長径 369 ± 81 nm 短径 224 ± 92 nm の楕円形)と呼ぶ。逆に 0.22 μm のフィルターろ過

画分の小さいサイズの凝集体を「amorphous Aβ1-42」とした。 

 

2-2-5 可溶化 Aβ1-42の作製 

 Aβ1-42 (AnyGen Co., Ltd. Korea) 100 μg を 1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロパノール 200 μl に溶

解し，この溶液を 4 ℃で 16 時間保温し，さらに 37 ℃で 3 時間保温した後 44)，凍結乾燥した。

この操作を 2 回繰り返し，最終的に得られた凍結乾燥 Aβ1-42 を超純水 100 μl で溶解し，0.22 mM

の Aβ1-42溶液を調製した 46)。本論文ではこの Aβ1-42を「可溶化 Aβ1-42」とした。 
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2-2-6 monomer Aβ1-42の作製 

 「可溶化 Aβ1-42」を超純水で 1000 倍希釈し，0.22 μM の Aβ1-42溶液を調製した後 49)，25℃で 16

時間超音波処理し，「monomer Aβ1-42」溶液を得た。 

 

2-2-7  AFM による Aβ1-42凝集体の形状観察とサイズ測定 

 表面構造が均一状態の安定した mica 上に，2-2-1 から 2-2-5 の Aβ1-42溶液(0.22ｍM)を 10 倍希釈

した液(22 μM)10 μl を滴下し，物理吸着させた。monomer Aβ1-42については，0.22 μM monomer Aβ1-42

溶液を 10 μl を滴下し，物理吸着させた。その後，デシケータ中でそれぞれの溶媒を蒸発させた

後，AFM により画像解析した 50)。解析は空気中で，AC モードにより行った。190 kHz から 200 kHz

の共鳴周波数，および 4.5 N/m のスプリングコンスタントを用いた 51-53)。各サンプルを 6 回以上

解析し，画像から凝集体のサイズ平均値および標準偏差を計測した。 

 

2-2-8 Thioflavin T (ThT) 法による Aβ1-42凝集体の β シート構造解析 

 Aβ1-42凝集体表面の β シート構造について，ThT 法により解析した。Thioflavine T (ThT；分子

量 318.86)と呼ばれる蛍光色素は，fibril の表面あるいは内部に存在する β シートと相互作用を持

つので 34), fibril 形成の指標として用いられている。濃度 100 μM になるように ThT を超純水に溶

解し，25 ℃で 16 時間攪拌後，反応に使用した。aggregate Aβ1-42または fibril Aβ1-42溶液の最終濃

度が 0.22 mM，ThT の最終濃度が 10 μM になるように溶液を超純水で調製した。それぞれの溶液

100 μl を 96 well 黒プレート(Coster)に入れ，吸光光度計 Micro plate reader (SPECTRA Max M2, 

Molecular Devices, USA)を使用して，1 時間ごとに 16 時間まで蛍光強度を測定(測定波長は，励起

波長 444 nm，蛍光測定波長 485 nm を使用)した 54-56)。 

 

2-2-9  ラット胎児海馬由来初代培養神経細胞を用いた Aβ1-42の細胞毒性試験 

実験操作 2-2 で作製した凝集 Aβ1-42の毒性を調べるために，ラット胎児海馬由来初代培養神経
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細胞を用い，ArrayScan による毒性定量試験を行った 57-59)。 

 本研究では海馬神経細胞を必要とするためラット胎児を用いたが，ラットを用いる実験は，(株)

イムノ・プローブにおいて，同社の動物倫理規定とプロトコルに基づいて行われた。胎生 20 日

目の妊娠ラットの胎児から全脳を摘出し，Leibovitz’s 15 (L-15)培養液(GIBCO)入りのシャーレに移

した。大脳から海馬組織を切り出し，L-15 培養液で洗浄した。細胞培養を行うために，細胞分散

用酵素パパイン溶液を用いた。パパイン溶液は，Dulbecco’s PBS 10 ml に，DL-Cystein 塩酸塩

(WAKO) 20mg，BSA (SIGMA-ALDRICH) 50 mg およびグルコース 50 mg をそれぞれ加え溶解した

混合液に，純水に溶解させた 1.7 μg/μl のパパイン(WAKO)水溶液 100 μl を加え，37 ℃で 15 分間

保温した。その後，氷冷し，1% DNase(WAKO)100 μl を加え，フィルター滅菌(pore size:0.45 μm)

して調製した。洗浄した海馬組織にパパイン溶液を添加し，ウォーターバス中で振とうさせた(88 

rpm, 37 ℃ 15 分間)。パパイン酵素反応の停止には，パパイン溶液の 30％相当のウシ胎児血清

(Fetal Calf Serum；FCS)〈過剰なタンパク質〉を加えた。遠心分離(1000 rpm, 3 分間) により解離

した細胞を集め，10% FCS を含む Minimum Essential Medium (MEM)培養液(GIBCO)10 ml を添加

し，10～15 回ピペッティングを行って細胞を分散した。さらにメッシュを用いて単細胞化し，血

球計算盤で細胞数を算出した。ポリリジンコートした 96 well plate (Iwaki) の各 well に，10% FCS

を含む MEM 培養液を 100 μl ずつ入れ，あらかじめ炭酸ガス培養器(37 ℃，5% CO2)内で 24 時間

保温後，各 well に神経細胞が 1000-2500 個ずつになるように調製し播種した。 

 播種したラット胎児海馬神経細胞が入っている各 well 200 μl に 2-2-1 および 2-2-3 で作製した

aggregate Aβ1-42 および fibril Aβ1-42をそれぞれ 0.22 μM になるように(0.22 mM を 1000 分の 1)添加

し，炭酸ガス培養器(37 ℃，5% CO2)内で培養した。培養開始時(0h)および Aβ1-42添加 5 時間後(5h)

に，その形態を顕微鏡観察し，細胞毒性を定量化するため，細胞染色を行った。  

 細胞染色は，培養液を取り除き，MEM 培養液で洗浄後，200 μl の調製した VitalDye / DeadDye 

Solution (Thermo Scientific 社) をそれぞれの well に添加し，炭酸ガス培養器(37 ℃，5% CO2)内で

30 分間反応させた。Dye Solution を除去し，200 μl の MEM 培養液を各 well に添加し，炭酸ガス
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培養器(37 ℃，5% CO2)内で 30 分間保温して，未反応の Dye を完全に除去した。次に，200 μl の

Fixation / Hoechst Solution (Thermo Scientific 社)をそれぞれの well に添加し，室温で 10 分間反応さ

せた。その後 Fixation / Hoechst Solution を除去し，キット付属の Wash Buffer で 2 回洗浄し，固定

液と未反応の Hoechst を除去した。最後の洗浄液を well 中に残して plate を密封し，Cellomics Array 

Scan (Thermo Scientific 社) にて生細胞/死細胞/核(VitalDye: 励起波長：492 nm，蛍光波長：516 nm， 

DeadDye: 励起波長：535 nm，蛍光波長：617 nm, HoechstDye: 励起波長：350 nm，蛍光波長：461 

nm)の蛍光強度を測定し，付属ソフトウェアにより，各 well 当たりの生細胞比率，死細胞比率を

算出することで，毒性の有無を評価した 60)。 

 

2-3 結果 

2-3-1 各 Aβ1-42凝集体の形状とサイズ 

 Aβ1-42 凝集体である未処理 Aβ1-42，fibril Aβ1-42，aggregate Aβ1-42，LOA，可溶化 Aβ1-42，および 

monomer Aβ1-42の構造を確認するために，AFM による表面形状の解析を行った。Aβ1-42の凝集過

程における変化を Fig. 2-2 に示す。2-2-1 で作製した未処理 Aβ1-42 (Fig. 2-2-1A)は凝集していること

がわかった。また，Aβ16-20を添加した未処理 Aβ1-42は，37 ℃で撹拌混和 8 時間 (Fig. 2-2-1 B)およ

び 16 時間後 (Fig. 2-2-1 C)に aggregate Aβ1-42を形成することが確認された。一方，Aβ16-20を添加し

ない Aβ1-42は，37 ℃で撹拌 8 時間 (Fig. 2-2-1 D)および 16 時間後 (Fig. 2-2-1 E) に fibril Aβ1-42を

形成することが確認できた。また，aggregate Aβ1-42のうち，0.22 μm フィルターろ過残渣の LOA 

(Fig. 2-2-2 A) は，楕円形の球状形態を呈し，0.22 μm フィルターを通過した amorphous Aβ1-42 (Fig. 

2-2-2 B)は，同じく楕円形だが，LOA よりもサイズが小さかった。可溶化 Aβ1-42溶液では，多様

な形状の凝集体を形成していることが確認できた (Fig. 2-2F)が，monomer Aβ1-42 (Fig. 2-2G)につい

ては，AFM では形状が確認できなかった。 

 次に，各凝集体のサイズによる比較を行った。 aggregate Aβ1-42サイズの最大値と最小値の標準

偏差と平均値はそれぞれ 277±34 nm，162±33 nm であった(Fig. 2-2-1 C)。LOA は，最大幅と最小
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幅の標準偏差と平均値 369 ± 81 nm，224 ± 92 nm の楕円形であった(Fig. 2-2-2 A)。0.22 μm フィル

ターを通過した amorphous Aβ1-42 (Fig. 2-2-2 B) の凝集体のサイズは平均約 100 nm であり，その表

面形状は楕円形であった。作製した fibril Aβ1-42の直径の標準偏差と平均値は，30.7±10.9 nm であ

った(Fig. 2-2-1 E)。また，可溶化 Aβ1-42の粒径は，50-300 nm の凝集体が混合していることが確認

された(Fig. 2-2-1 F)。 

 以上の結果より，本研究では Aβ1-42 は凝集体の作製方法により，様々な大きさと形状になるこ

とを示し，その性質を AFM および ThT 法により評価することができた。結果を Table 2-1 にまと

めた。 
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2-3-2 ThT 法を用いた凝集過程における Aβ1-42の構造変化の解析 

2-3-1では，AFMによりAβ1-42の凝集過程を観察した。さらに，凝集過程における aggregate Aβ1-42，

fibril Aβ1-42のそれぞれの形状変化を確認するために ThT 法を用いて蛍光強度を時間経過により測

定した。前述したように ThT は，β シートと強い反応性を持つ蛍光色素であり，蛍光強度が高く

なるに従い，β シートが増加したことを示す。未処理 Aβ1-42を Aβ16-20存在下または Aβ16-20非存在

下で混和保温し，それぞれの ThT に対する反応性の時間変化を蛍光強度により測定した(Fig. 2-3)。

Aβ16-20 存在下(○)では，時間経過に従い，蛍光強度が減少した。この結果より，表面の β シート

構造が減少し，aggregate Aβ1-42が形成されたと考えられる。一方，Aβ16-20無添加 (●)では，時間

経過とともに蛍光強度の緩やかな増加がみられることから，β シートが増加することにより fibril 

Aβ1-42の形成が示唆された。この結果は，2-3-1 の AFM による画像解析結果と一致した。 
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2-3-3  ラット胎児海馬由来初代培養神経細胞を用いた Aβ1-42の細胞毒性試験 

ラット胎児脳由来の海馬神経細胞を 96 well plate 上で培養した。培養開始時の神経細胞の光学

顕微鏡の画像を Fig. 2-4A，培養 6 日後の神経細胞の光学顕微鏡画像の画像を Fig. 2-4B に示す。

これらの画像から細胞培養の経過に伴い，樹状突起の伸長により神経細胞が成長していることが

観察された。 

 ラット胎児海馬神経細胞に第 2章で作製した aggreggate Aβ1-42および fibril Aβ1-42を 1 wellあたり

の終濃度が 0.2 μM になるように 96 well plate に添加し，5 時間後の細胞形態を光学顕微鏡で観察

した(Fig. 2-5)ところ，樹状突起の形成への障害が確認できた。 
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  次に，蛍光顕微鏡 ArrayScan による観察および細胞毒性の定量解析を行った。ラット胎児海馬

神経細胞による毒性試験は，Cell Viability Kit (Cellomics)を用いて測定した。Cell Viability Kit は蛍

光波長の異なる 3 種類の蛍光色素(Vital Dye™ Fluorescent probe，Dead Dye™ Fluorescent probe，

Hoechst Dye)であり，生細胞数と死細胞数の比率を算出することで，毒性を判定する試薬である。

Vital Dye™ Fluorescent probe の主成分は，5-chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA)であり，細胞

膜を緑色に染色する。Dead Dye™ Fluorescent probe の主成分は，propidium iodide であり，細胞質

を赤色に染色する。Hoechst Dye の主成分は，Hoechst staining であり，核を青色に染色する。なお，
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Hoechst staining (核染色)および Casein AM (膜染色)は生細胞を，propidium iodide は死細胞(核から

露出した DNA を染色)を染色する。本研究では，蛍光強度を ArrayScan HCS Reader で測定するこ

とにより，付属ソフトウェアを利用して生細胞/死細胞比率 cell viability を解析した。aggregate 

Aβ1-42 のラット神経細胞に対する毒性の蛍光顕微鏡の画像を Fig. 2-6 に示した。Fig. 2-6A は

aggregate Aβ1-42非存在下での培養 24 時間後の蛍光顕微鏡画像である。青色が核，緑色が細胞膜を

染色していることから生細胞であることを表している。一方，Fig. 2-6B は 0.2 μM aggregate Aβ1-42

を添加 24 時間後の蛍光顕微鏡の画像であり，緑色の蛍光色素はほとんど確認されず，赤色の蛍

光色素が認められたことから，死細胞が多数存在していることを表している。 

   また，この画像の蛍光強度から aggregate Aβ1-42および fibril Aβ1-42それぞれをラット胎児海馬神

経細胞に添加した後 24 時間における死細胞率を, 細胞イメージアナライザーArrayScan HCS 

Readerにより定量解析した結果を Fig. 2-7に示す。0.2 μMの aggregate Aβ1-42を添加した場合では，

死細胞率は 50.50%であったが, 0.2 μM の fibril Aβ1-42を添加した場合では，死細胞率は 17.23%であ

った。この結果より，aggregate Aβ1-42による細胞毒性は fibril Aβ1-42よりも 3 倍ほど強いことが示

唆された。 
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2-4 考察 

 本実験では，様々な反応条件下で Aβ1-42 の凝集体を作製し，形状の観察および凝集体のサイズ

の測定を AFM により行った。 

 まず，Aβ1-42水溶液を Dulbecco’s PBS で 2 倍希釈した状態である未処理 Aβ1-42 (Fig. 2-2-1 A)にお

いて，すでに凝集が進行していることがわかった。この未処理 Aβ1-42 溶液を 37℃で保温すると，

8 時間後(Fig. 2-2-1 D)には凝集体が集合し，16 時間後(Fig. 2-2-1 E)には線維状に凝集した fibril 

Aβ1-42が生成した。つまり，最初に凝集していた Aβ1-42は時間経過とともに構造が Fig. 2-1 で示し

たような Spherical 構造を経て fibril になることが AFM の画像から推察された。fibril Aβ1-42の直径

の標準偏差と平均値は，30.7±10.9 nm で，これまでに報告されている 1.6-8.5 nm よりも 1.5-2 倍大

きいことが明らかとなった 44, 61)。 

 一方，未処理 Aβ1-42 (Fig. 2-2-1 A)に Aβ16-20を添加すると，8 時間後(Fig. 2-2-1 B)には球状の凝集

体 aggregate Aβ1-42が多数観察され，16 時間後(Fig. 2-2-1 C)ではサイズの大きい凝集体がみられる

ことがわかった。また，aggregate Aβ1-42のうち，0.22 μm 以上の LOA(Fig. 2-2-2 A)は，楕円形の球

×20 
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状形態を呈し，最大幅と最小幅の標準偏差と平均値 369 ± 81 nm，224 ± 92 nm の楕円形であ

った。これまでの報告では凝集体は 100 nm 程度とされていたので 44)，これは大きいサイズの凝

集体 LOA の作製法として，初めての報告である。0.22 μm フィルターでろ過される大きさの

amorphous Aβ1-42
 48) (Fig. 2-2-2 B)も楕円形だが，平均 100 nm 程度と，LOA よりもサイズが小さか

った(Fig. 2-2)。 

 一方，前述のように，Aβ1-42 は水溶液中で凝集性が高く，溶解が非常に困難であるといわれて

いるため，Aβ1-42 を溶解させるために 1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロパノールやエタノールな

どの有機溶媒を用いる場合が多い。本研究では，1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロパノールを用

いて Aβ1-42を溶解させ，可溶化 Aβ1-42とした(Fig. 2-2-1 F)。しかし，AFM 観察により，この条件

でも完全に monomer 状態ではないことがわかった。これは，Aβ1-42表面の極性が非常に高く，ま

た濃度も高いため完全に溶解できなかったためと考えた。そこで，可溶化 Aβ1-42 溶液を超純水で

1000 倍希釈し，25 ℃で 16 時間超音波処理を行って，完全に溶解させることを試みた。このサン

プル(Fig. 2-2-1 G)では AFM の画像から，Aβ1-42 凝集体の存在が確認されなかったことから，

monomer Aβ1-42状態であると推測された。ただし，他のサンプルに比べて濃度が 1/100 であるため

に，検出できない可能性も否定できない。 以上のように，AFM 観察により，Aβ1-42凝集体の様々

な形状とサイズ，そして aggregate Aβ1-42および fibril Aβ1-42への凝集過程を明らかにすることがで

きた(Fig. 2-2；Table 2-1)。 

 また，ThT 法により，凝集過程における aggregate Aβ1-42および fibril Aβ1-42表面の β シート構造

について検討した(Fig. 2-3)。aggregate Aβ1-42形成過程におけるにおける ThT の蛍光強度は，時間

経過とともに低下したが，反応開始時の未処理 Aβ1-42で蛍光強度が高いことがわかった。これは，

超純水に溶解した段階で，Aβ1-42 が若干凝集し，すでに β シート構造を有していることを示して

いる。Aβ1-42が fibril を形成する過程で β シート構造が増加し，ThT との反応性が高くなることが

報告されている 56)。未処理 Aβ1-42に Aβ16-20を添加し，16 時間凝集反応を行った後の aggregate Aβ1-42

は，蛍光強度の低下が見られることから，β シート構造が減少していると考えられた。 
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本章では，ラット胎児海馬初代培養細胞(Fig. 2-4)に対する aggregate Aβ1-42および fibril Aβ1-42の

細胞毒性を形態観察(Fig. 2-5)および ArrayScan (Cellomics) による定量解析(Fig. 2-6; Fig. 2-7)にて

評価した。その結果，fibril Aβ1-42よりも aggregate Aβ1-42の方が高い毒性を示すことがわかった。

ラット胎児海馬神経細胞を用いた凝集 Aβ1-42 の毒性試験については，第 1 章背景で記述した

ADDLs や ASPDs などに関する報告がある 27,62) 。ADDLs，ASPDs の分子量はそれぞれ 17-42 kDa，

約 128 kDa であり，本章で使用した aggregate Aβ1-42よりも小さいと予測される。Klein らが行った

ラット胎児海馬由来神経細胞に対する毒性試験でも，2-5 nm の Aβ1-42凝集体および fibril Aβ1-42を

用いている 62)。このように，これまでにサイズの小さい Aβ1-42凝集体のラット胎児海馬神経細胞

に対する細胞毒性試験は行われているが，本研究で作製したような大きいサイズの aggregate 

Aβ1-42に対する毒性試験は報告されていないという点で，本研究は新規性がある。 

 

2-5 結論 

本章では，aggregate Aβ1-42(LOA および amprphous)，fibril Aβ1-42，可溶化 Aβ1-42など，それぞれ

サイズ，形状の異なる Aβ1-42凝集体の作製を行った。これら凝集体の形状およびサイズを，AFM

によって解析した。その結果，凝集体の作製方法によって凝集体の形状もサイズも異なること，

特に aggregate Aβ1-42および fibril Aβ1-42では形状が全く異なることが明らかとなった。一方 ThT 法

による蛍光測定結果より，aggregate Aβ1-42および fibril Aβ1-42の凝集過程における β シート構造形

成の変化が数値として示された。aggregate Aβ1-42および fibril Aβ1-42のラット胎児海馬神経細胞に

対する毒性試験を行った結果，fibril Aβ1-42に比べ aggregate Aβ1-42の方が高い毒性を有することが

明らかとなった。このように多様な形態の Aβ1-42 凝集体の作製に成功したので，次に凝集体のう

ち，aggregtae Aβ1-42，可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体の作製へと研究を進めた。 

 

 

 



 

 

29 

第 3 章 各種 Aβ1-42凝集体に対するモノクローナル抗体の作製と反応特異性の検討 

 

3-1 緒論 

 生体内に病原菌などの異物が侵入すると，B リンパ球からその病原菌に対する「抗体

(Immunoglobulin)」が産生される。抗体は病原菌と特異的に結合して病原菌が生物に感染するのを

抑制し，さらにマクロファージなどの白血球と協同して病原菌を生体内から効率良く除去するこ

とが知られている。このように抗体がその対応する物質(抗原)と結合する反応を抗原抗体反応と

言う。抗体イムノグロブリン分子は 2 本の H 鎖(重鎖)と 2 本の L 鎖(軽鎖)が Y 字型に結合した基

本構造から成るが，H 鎖の一部の配列(定常領域)の違いにより IgG，IgM，IgA，IgE，IgD の五つ

のクラスに分類される 63)。IgMは基本の 4本鎖構造が 5つ結合した構造をとる(分子量約 970kDa)。

マウスでは，IgG クラスの抗体(分子量約 170kDa)はさらに IgG1，IgG2a，IgG2b，IgG3の 4 つのサブ

クラスに分けられている。抗原抗体反応を利用した抗原もしくは抗体の測定法を免疫学的検定法

(Immunoassay)と呼び臨床診断薬や研究に利用されている 32, 64)。抗原抗体反応における抗原と抗体

は，共有結合以外の力である水素結合，クーロン力，ファンデルワールス力などの力で結合して

いる。結合の強さは，親和性と結合活性で表される。親和性は抗原と抗体の 1:1 での結合の強さ

であり，結合活性は結合している抗原と抗体すべての結合力である。 

 モノクローナル抗体作製については，1975 年に Köhler と Milstein が細胞融合法を用いた方法を

発見した 65)。1975 年以降この細胞融合法によるモノクローナル抗体作製法が主流であり，

Immunoassay を用いたさまざまな検出に利用されている 66)。これは，抗原で免疫したマウスの脾

臓細胞とがん細胞であるミエローマ細胞を細胞融合して，1 種類の抗体のみを産生し，かつ高い

細胞増職能をもつハイブリドーマを作製する技術である。 

 これまでの Aβ1-42に対するモノクローナル抗体の作製の報告を以下に記す。monomer Aβ1-42に

対するモノクローナル抗体として，Aβ1-42 の N-末端に特異的に反応する抗体 BA27 (Takeda 

Chemical Industries, Osaka, Japan)が報告されている 26）。また，比較的小さな oligomer Aβ1-42 (~64 kDa)
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に対する抗体として，6E10 モノクローナル抗体の作製例がある 67)。しかし，サイズの大きい凝集

体に対するモノクローナル抗体の作製例はほとんどなく，その構造についてはまだ詳細に解明が

なされていない。したがって，今後凝集体の構造解析の上でもサイズの大きい凝集体に対するモ

ノクローナル抗体が重要となる。抗体が認識する抗原部位であるエピトープの解析研究も行われ

ている。Aβ1-42におけるエピトープの解析例としては，Aβ1-42の一部である 22 と 23 の折り返し部

位を認識する 11A1 (Immuno-Biological Laboratories Inc.) モノクローナル抗体を用いて，oligomer

状の Aβ1-42の構造を解析した報告がある 68)。ただし，この報告では認識サイズの検討までは行わ

れていない。 

 第 3 章では，第 2 章で述べた各種 Aβ1-42 凝集体に対するモノクローナル抗体を作製し，

Immunoassay による各種凝集 Aβ1-42の検出を目的とし，その特異性の検討を行った。特に aggregate 

Aβ1-42 に対するモノクローナル抗体を作製し，その反応性と特異性について，ELISA 法を用いて

検討した。凝集体形成過程における，Aβ1-42 とモノクローナル抗体との反応性の変化について分

析した。さらに aggregate Aβ1-42をサイズと分子量によって分画し，作製したモノクローナル抗体

の認識する凝集体の特性について, ELISA を用いて解析した。また，可溶化 Aβ1-42に対するモノク

ローナル抗体を作製し，その反応性と特異性について，ELISA を用いて検討した。さらに可溶化

Aβ1-42 をサイズと分子量によって分画し，作製したモノクローナル抗体の認識する凝集体の特性

について，ELISA を用いて解析した。 

 

3-2 実験材料および実験方法 

3-2-1 モノクローナル抗体の作製 

以下のモノクローナル抗体作製における動物実験は日本大学生産工学部動物実験委員会の審

査，認証を経て行った。本実験計画は平成 23 年 1 月 12 日に認証され，その認証番号は，第

AP10IT001 号である。 

第 2 章で作製した aggregate Aβ1-42および可溶化 Aβ1-42を抗原としてマウス(BALB/c 8 週齢(雌))
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に免疫した。抗原 0.1mg とアジュバント (complete または  incomplete Freund’s adjuvant；

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)を 100 μl ずつ混合し，20 分間振とうし，エマルジョンを作製し

た。作製したエマルジョン(抗原 30 μg/回)をマウスの皮下へ注射し免疫した。この操作を 2 週間

間隔で 3 回行った。 

 マウスに 3 回免疫を行った後，マウスに麻酔し，尾静脈採血を行い血中抗体価の上昇を ELISA

により確認した。血中抗体価の上昇を確認したのち，抗原 30 μg を追加免疫した。2 日後，免疫

したマウスに麻酔し，心臓から血液を採取し，さらに麻酔剤を投与し，安楽死させた。クリーン

ベンチ内でマウスの脾臓を摘出し，無血清培地により 3 回洗浄した。洗浄した脾臓からメッシュ

により細胞を分離し，浮遊細胞に適した RPMI  (Invitrogen) 培養液に浸した。この脾臓細胞とマ

ウスミエローマ細胞 P3U1 細胞株を，脾臓細胞：マウスミエローマ細胞=5:1 になるように混合し，

ポリエチレングリコール 1500 (50% w/v polyethylene glycol 1500 in 75 mM Hepes; Roche) を用いて

細胞融合を行った 65,66)。細胞融合後，5 分間炭酸ガス培養器(37 ℃，5% CO2)でインキュベートを

行った後，遠心分離により細胞を回収した。細胞に，ヒポキサンチン-アミノプテリン-チミジン

培地(HAT; Invitrogen)を含む RPMI (10％FCS 添加) 培養液を加えて懸濁し，5 cell/100 μl になるよ

うに細胞濃度を調整し，96 wellプレートの各wellに 200 μlずつ播種した。炭酸ガス培養器(37 ℃，

5% CO2)中で培養し，約 10 日後，各 well にコロニーを確認した後，各 well の培養上清について，

下記のとおり，ELISA 法によるスクリーニング(3-2-2 参照)を行った。 

 スクリーニングで陽性の well については，さらに細胞を限界希釈法によりクローニングを行っ

た。細胞を 96 well プレートから体積の大きい 24well プレートに移動させ，コロニー形成を確認

した。その後，24 well 中のコロニーを 1 コロニー/well となるように 96 well プレートに撒いた。

各 well のコロニーが１つであることを確かめた上で，その培養上清をとり，ELISA により抗原と

の反応を確かめた。得られた抗体産生株をハイブリドーマの樹立株とした 60,62)。 
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3-2-2 抗体産生融合細胞株の ELISA ( Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)によるスクリーニン

グ 

 ELISA とは，免疫検定法の一つで，抗原を 96 穴マイクロプレートなどの固相に固定し，抗体

と反応後，酵素を結合した 2 次抗体と反応させて，最後に酵素反応による発色・発光で抗体との

反応性を定量化する方法である。定量性および感度が良好なので，微量タンパク質抗原の検出や

定量に用いられている 69)。直接法，間接法，サンドウィッチ法などがあり，測定する物質の性質

や量によって方法を選択する。 

 本実験では，96 穴マイクロプレート固相に固定する抗原として，免疫に使用したものと同じ

aggregate Aβ1-42および可溶化 Aβ1-42抗原を使用した。比較対象として，fibril Aβ1-42，monomer Aβ1-42

も固定化抗原として使用した。2-2 で作製した各種 Aβ (0.22 mM)をダルベッコ PBS で希釈して 

0.22 μM (1 μg/ml)に調製し，96 well ELISA プレート (F96 MAXISORP NUNC-IMMUNO PLATE; 

Thermo Fisher Scientific Inc., Rochester, NY,USA) の各 well に 100 μl (22 pmol)添加して固定化し，

4 ℃で 16 時間保温して各 well に抗原を吸着させた。抗原を吸引により除去し PBS-T(0.05% 

Tween20 を含む PBS)を 200 μl/well 添加して洗浄を行った後，PBS-T を除去しブロッキングバッフ

ァー(イムノブロック，DS ファーマバイオメディカル)を 200 μl/well 添加し，37 ℃で 2 時間保温

した。再び PBS-T (0.1% Tween を含む PBS)  (200 μl/well)により 3 回洗浄を行い，1 次抗体として

ハイブリドーマ細胞培養上清を 100 μl/well 添加 (ネガティブコントロールとして培養液のみ 100 

μl/well 添加)し，37 ℃，2 時間反応させた。PBS-T (200 μl/well)により 3 回洗浄を行った後，2 次

抗体として，horseradish peroxidase (HRP)標識した抗マウス IgG ヤギ由来抗体(SIGMA-ALDRICH)

を 100 μl/well (0.164 μg/ml)添加し，37 ℃，2 時間反応させた。2 次抗体を除去した後 PBS-T (200 

μl/well)にて well を 5 回洗浄した。基質液としてリン酸—クエン酸緩衝液(phosphate-citrate buffer, pH 

5.0) 25 ml に o-フェニレンジアミンジヒドロクロライド (OPD, SIGMA-ALDRICH) 10 mg，30%過

酸化水素水 5 μl を添加した溶液を作製し，これを 100 μl ずつ各 well に添加した。25 ℃，20 分間

遮光して反応させた後，0.5 Ｍ硫酸 50 μl/well を添加し酵素反応を停止させた。その後，マイクロ
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プレートリーダーにより各 well の波長 492 nm における吸光度を測定した。 

 

3-2-3 モノクローナル抗体のサブクラス解析 

 培養上清中のモノクローナル抗体のクラスおよびサブクラスの確認を行った。確認には IsoStrip 

Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit (Roche)および BIO-RAD＃172-2055 Mouse-Typer Isotyping 

Panel (BIO RAD)を用いた。クラスおよびサブクラスの確認は間接法 ELISA で行い，1 次抗体とし

て各培養上清，2 次抗体としてクラスおよびサブクラスチェック試薬(ウサギ抗体)，3 次抗体とし

て抗ウサギ IgG-HRP 標識抗体を使用し，波長 492 nm で吸光度を測定した。 

 

3-2-4  ハイブリドーマ株のマウス腹腔内培養による抗体の増産 

 次に，ハイブリドーマ株のマウス腹腔内培養を行った。この腹水中には，培養上清に比べて

100~1000 倍高い濃度の抗体が含まれているので，抗体を増産する際にはよく用いられる方法であ

る。マウス(BALB/c 10 週齢雄)に腹水中でのモノクローナル抗体産生時にアジュバント(免疫賦活

剤)として使用されるプリスタン (2,6,10,14-テトラメチルペンタデカン，SIGMA-ALDRICH) 0.5 ml

を投与し，免疫系を活性化させた。10 日後，このマウスの腹腔内に，PBS で洗浄したハイブリド

ーマ細胞約 1×108 cell/0.5 ml を移植した。腹腔内でハイブリドーマ細胞を増殖させ(1 週間から 2

週間)，Aβ1-42モノクローナル抗体を含む腹水を得た。 

 

3-2-5  セルロースアセテート膜電気泳動によるマウス腹水中抗体タンパク質の確認 

 マウス腹水内でモノクローナル抗体の増産を行った後，マウス腹水内の IgG タンパク質の確認

を行うためにセルロースアセテート膜電気泳動を行った 70)。腹水 1 μl をとり，セルロースアセテ

ート膜上に塗布し，バルビタール緩衝液(pH8.6)を用いて電気泳動した。泳動後に 0.1 Ｍニグロシ

ン(アシッドブラック)により 2 時間以上染色し，2％酢酸溶液で脱色して，IgG のバンドを確認し

た。 
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3-2-6  腹水からの抗体〈イムノグロブリン〉精製 

 マウス腹水中で増産したモノクローナル抗体を，イムノグロブリン IgG に特異的に結合するプ

ロテイン G を用いたアフィニティクロマトグラフィーにより精製した。Protein Ｇは，黄色ブド

ウ球菌の細胞膜より単離されたタンパク質であり，IgG の Fc 領域(抗原結合部位とは異なるＹ字

構造の根元部位)と特異的に結合する。同様に性質をもつ Protein A もよく用いられるが，IgG のサ

ブタイプにより結合性が異なり，マウスでは IgG1は Protein A との結合性は低く，Protein G との

結合性が高い。IgG2はどちらにも同じく高い結合性を示す。IgG を含むタンパク質液と Protein G

を反応させ，洗浄後，結合した IgG を溶液の pH を変化させて溶出させ，回収する精製方法であ

る。 

注射器を用いてマウス腹水 10 ml を回収し，これに 0.2 M リン酸ナトリウム水溶液(pH7.0) 1.0 

ml を加え，攪拌した。次に，この溶液に飽和硫酸アンモニウム水溶液(50%) 10 ml を氷上でゆっ

くりと加え，1 時間攪拌後，遠心分離(4 ℃，10,000 rpm，10 分間)を行って沈殿を得た。沈殿を

PBS で洗浄後，少量の 20 mM リン酸ナトリウム緩衝液(pH7.0)で沈殿物を溶解させ，20 mM リン

酸ナトリウム緩衝液(pH 7.0)に対して一晩透析した。透析後，フィルターろ過(0.45 μm，東洋濾紙)

により不溶物を除き，プロテイン G Sepharose カラム (1 ml，GE Healthcare,  Buckinghamshire, UK)

を用いたアフィニティクロマトグラフィーにより，モノクローナル抗体の精製を行った 60,61)。20 

mM リン酸ナトリウム緩衝液(pH 7.0)でカラムを平衡化し，透析したサンプル溶液をカラムに添

加した。20 mM リン酸ナトリウム緩衝液(pH 7.0)でカラムを洗浄し，0.1 M グリシン-HCl 緩衝液

(pH 2.7-3.0)で IgG を溶出した。溶出液は，あらかじめ中和液 1.0 M Tris-HCl 緩衝液(pH9.0) を 100 

μl ずつ添加したチューブに 1 ml ずつ分画し，合計 10 ml を回収した。各分画のタンパク質濃度を，

波長 280 nm の吸光度から計算し，最も濃度の高い分画を回収し，再度一晩 PBS に対して透析し

た。 
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3-2-7 SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動による抗体精製の確認 

 3-2-5 で精製したモノクローナル抗体の確認を，SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動により

行った。12.5%ポリアクリルアミドゲルを調製し，Tris-Glycine-SDS 泳動バッファー(pH 8.3)を用い

て電気泳動を行った。抗体をゲルにアプライする際，処理液として，2-メルカプトエタノール(10%)

を含む 2 倍濃縮電気泳動サンプル用バッファー(0.125 M Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 20% Glycerol, 

0.01% BPB)と 2-メルカプトエタノールを含まない 2倍濃縮電気泳動サンプル用バッファーを使用

した。メルカプトエタノールは還元作用があり，抗体の S-S 結合を切断する働きを持つ。電気泳

動時にサンプルバッファーとモノクローナル抗体溶液を体積比 1:1 で希釈し，2-メルカプトエタ

ノールを添加したサンプルは，泳動前に 95 ℃で 3 分間熱処理し，2-メルカプトエタノールを添

加しないサンプルは熱処理せずに，各レーンに注入した。泳動後にクマシーブリリアントブルー

によるゲル染色を行った。 

 

3-2-8  ELISA によるモノクローナル抗体反応性の比較検討 

 アフィニティークロマトグラフィーにより精製済みの，腹水由来のモノクローナル抗体を用い

て ELISA を行い，各抗体の反応特異性を比較検討した。 

 抗原として 2-2 で作製した aggregate Aβ1-42，LOA，amorphous Aβ1-42，可溶化 Aβ1-42，fibril Aβ1-42，

monomer Aβ1-42，Aβ16-20の各形状 Aβ を用いた。濃度依存的反応を検出する実験(Fig. 3-4, Fig. 3-11) 

以外においては，各種 Aβ (0.22 mM) をダルベッコ PBS で希釈し，0.22 μM (1 μg/ml) に調製し，

96 well ELISA プレートの各 well に 100 μl (22 pmol) 添加して固定化し，3-2-2 に示した方法で反

応および検出を行った。1 次抗体であるモノクローナル抗体は，特に指定がない場合は 0.2 μg/well

で使用した。 
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3-3 結果 

3-3-1 aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体の作製とその反応性の検討 

 aggregate Aβ1-42をマウスに免疫し，脾臓細胞とミエローマ細胞の細胞融合を行った後，960 well

に融合細胞を播種した。ELISA によるスクリーニングで抗原と反応した well の細胞について，限

界希釈法により細胞クローニングをして，ハイブリドーマを樹立した。その後，それぞれのハイ

ブリドーマ株の産生した抗体(細胞培養上清)を用いて再び ELISA を行い，モノクローナル抗体を

抗原 aggregate Aβ1-42，22 pmol/well (濃度 1 μg/ml を 100 μl/well 分注)，抗体濃度 2 μg/ml の条件で，

抗原との反応性について確認した(Fig. 3-1 )。ネガティブコントロールの培養液のみの場合と比較

して，aggregate Aβ1-42に対して反応性 (波長 492 nm 吸光度)の高い 4 クローンのハイブリドーマ株

31-2，37-11，42-5，51-6-2 が得られた。これらのモノクローナル抗体のサブクラスを IsoStrip Mouse 

Monoclonal Antibody Isotyping Kit により確認したところ 4 クローンすべて IgG1クラスであった。

3-2-6 で述べたように，IgG1の場合は Protein G によるアフィニティ精製が適している。 

 マウス腹腔中培養の後，その腹水を用いてセルロースアセテート膜電気泳動によりモノクロー

ナル抗体 IgG の各バンドを確認した(Fig. 3-2)。4 クローンすべてにおいてモノクローナル抗体部
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位にバンドが確認された。硫酸アンモニウムによる塩析後，Protein G カラムによるアフィニティ

ークロマトグラフィーを用いてモノクローナル抗体を精製し，得られたモノクローナル抗体を還 

元処理下および非還元処理下で，SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)によりバンド

を確認した。サンプルの還元処理とは，2-メルカプトエタノールを加えて熱処理することで，こ

の処理により内部の S-S 結合が還元されて，抗体イムノグロブリンは，分子量約 50 kDa の H 鎖

と分子量約 25 kDa の L 鎖に分かれる。Fig. 3-3 の Lane 2-5 は還元処理下，6-9 は非還元処理下に，

おける SDS-PAGE の結果であり，Lane 1 は分子量マーカー，Lane 2，6 は 31-2，Lane 3，7 は 37-11，

Lane 4，8 は 42-5，Lane 5，9 は 51-6-2 クローンの産生抗体を示す。非還元処理下(Lane 6-9) では，

いずれの抗体も抗体全体の分子量である 200 kDa 付近にバンドが，還元処理下(Lane2-5)では 50 

kDa と 25 kDa のバンドが確認できた。還元処理下，非還元処理下ともに抗体の分子量と一致して

おり，腹水中に存在していた他のタンパク質のバンドが現れていないことから，モノクローナル

抗体の精製が確かめられた。 
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3-3-2 aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体の特異性の検討 

 aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体 31-2，37-11，42-5，51-6-2 を精製し，それらのモ

ノクローナル抗体の aggregate Aβ1-42に対する反応性および特異性を，ELISA によって調べた。抗

原としては，第 2 章で作製した aggregate Aβ1-42を用いた。また，比較として fibril Aβ1-42， monomer 

Aβ1-42，Aβ16-20に対する反応性も検討した。さらに対照実験として市販のモノクローナル抗体 82E1 

(Immuno-Biological Laboratories Inc.，Minneapolis，MN)を用い，本研究で作製したモノクローナル

抗体との比較を行った。 

 様々な形状の Aβ1-42凝集体抗原に対する各モノクローナル抗体の ELISA 反応性(波長 492 nm 吸

光度)を Fig. 3-4 に示した。各抗原のタンパク質量 0-11 pmol(横軸)の範囲で測定したところ，31-2，

37-11，42-5，51-6-2（それぞれ Fig.3-4 A, B, C, D）いずれの抗体においても aggregate Aβ1-42に対し

て反応した。一方，monomer Aβ1-42，fibril Aβ1-42に対しては高濃度側でも反応性は低かった。した

がって，これらのモノクローナル抗体は，aggregate Aβ1-42 に対して特異的な反応性を示すことが

明らかとなった。11 pmol における fibril Aβ1-42および monomer Aβ1-42への反応性(aggregate Aβ1-42

への反応性を 100％としたときの比率)を Table 3-1 に示す。31-2，37-11，42-5 抗体の monomer Aβ1-42

に対する反応性は aggregate Aβ1-42に対する反応の 10%以下であり非常に低かった。一方，対照と

して市販のモノクローナル抗体 82E1 モノクローナル抗体を用いた場合には，aggregate Aβ1-42，

monomer Aβ1-42，fibril Aβ1-42すべてに対してほぼ同程度の反応性がみられた(Fig. 3-4 E)。したがっ

て，本研究では aggregate Aβ1-42に対する特異性の高いモノクローナル抗体が作製できたと言える。 

次に，本研究で得られた抗体が，aggregate Aβ1-42のうちどのサイズの aggregate と反応するかにつ

いて検討した。aggregate Aβ1-42を 0.22 μm のフィルターで限外ろ過(遠心 500 rpm，5 分間)し，こ

のフィルターを通過した画分 amorphous Aβ1-42を，順次 1000 kDa，300 kDa，100 kDa，30 kDa，10 

kDa のフィルターを用いて限外ろ過(遠心 500 rpm，5 分間)を行った。各分画の amorphous Aβ1-42

の濃度を吸光度(波長：280 nm における吸収 A280=1 を 1 mg/ml として計算)から求め，1 μg/ml に調

製して各 well あたり 100 μl 撒いた。すなわち各 well あたりのタンパク質量は 22 pmol となるよ 
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うに調製した。Fig. 3-5 に示すように，各分子量分画について，モノクローナル抗体各クローン 

(31-2, 37-11, 42-5, 51-6-2) 対する反応性を ELISA により測定した (波長 492 nm 吸光度) 。モノク

ローナル抗体はいずれも，0.22 μm フィルター以上のサイズの，LOA Aβ1-42 (0.22 μm 残渣; 2 章参

照)に対して高い反応特異性を持つが，それ以下のサイズの amorphous Aβ1-42とは反応性が低いこ

とが示唆された。中でもクローン 31-2はLOAに対する反応性が特に高いことが示唆されたので，
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aggregate Aβ1-42形成過程におけるモノクローナル抗体の反応性の変化へ実験を進めた。 

 aggregate Aβ1-42および fibril Aβ1-42の形成過程における抗 aggregate Aβ1-42抗体 31-2 に対する反応

性の時間変化を，ELISA により測定した(Fig. 3-6)。未処理 Aβ1-42に Aβ16-20を添加した場合(aggregate 

Aβ1-42形成)と添加しない場合(fibril Aβ1-42形成)について，調べたところ，Aβ16-20を添加した場合は，

凝集反応開始直後で反応性が高く，時間変化とともに吸光度の変化が見られなかった。一方，

Aβ16-20 を添加しない場合は，抗体の反応性は，反応開始時で添加した場合の反応性の 1/2 程度で

あり，さらに時間経過とともに反応が低下していることから，時間経過とともに，31-2 抗体と反

応性の低い fibril 状に形状が変化したことが示唆された。 
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3-3-3 可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体の作製とその反応性の検討 

 可溶化 Aβ1-42 をマウスに免疫し，脾臓細胞とミエローマ細胞の細胞融合を行った後，960 well

に融合細胞を播種した。それぞれのハイブリドーマ株の細胞培養上清を用いて，可溶化 Aβ1-42  22 

pmol/well(濃度 1 μg/ml を 100 μl/well 分注)を抗原とし，抗体濃度 2 μg/ml の条件で，ELISA による

スクリーニングを行った。抗原と反応した well の細胞を選出し，細胞が複数クローンから成る可

能性もあるので，限界希釈法(1well あたり 1 細胞になるように細胞を撒く)によりクローニングを

行って，ハイブリドーマクローンを樹立した。それぞれのハイブリドーマ株の細胞培養上清を用

いて上記条件で ELISA を行い，抗原との反応性を確認した。その結果を Fig. 3-7 に示した。ELISA

の結果，ネガティブコントロールである培養液のみの場合と比較して，可溶化 Aβ1-42 溶液に対し

て高い反応性(発色 492 nm 吸光度)を示す 9 クローンのハイブリドーマ株，72-10，73-1，76-3，78-6，
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80-4，75-2，77-3，79-3，83-3 が得られた。これらのモノクローナル抗体のサブクラスを BIO-RAD

＃172-2055 Mouse-Typer Isotyping Panel により確認したところ 9 クローンすべて IgG2クラスであ

った。 

 マウス腹腔中培養の後，その腹水を用いてセルロースアセテート膜電気泳動によりモノクロー

ナル抗体 IgG の各バンドを確認した(Fig. 3-8)。9 つのハイブリドーマ株すべてにおいて，イムノ

グロブリン(抗体)サイズにバンドが確認された。硫酸アンモニウムによる塩析後，Protein G カラ 
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ムによるアフィニティークロマトグラフィーを用いてモノクローナル抗体を精製し，得られたモ

ノクローナル抗体を還元処理下および非還元処理下で，SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動

(SDS-PAGE)によりバンドを確認した(3-3-1 参照)(Fig. 3-9)。いずれの抗体においても抗体，イムノ

グロブリン(抗体)の分子量である 200 kDa 付近にバンドが現れており，腹水中に存在していた他

のタンパク質も現れていないことからモノクローナル抗体の精製に成功した。 

 

3-3-4  可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体の特異性の検討 

 第 3 章で作製した可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体の反応性を評価するため，ELISA

を行った。抗原として可溶化 Aβ1-42溶液，fibril Aβ1-42，monomer Aβ1-42に対するモノクローナル抗

体の反応性を ELISA により確認した(Fig. 3-10)。各 Aβ1-42の濃度を吸光度(波長：280 nm における

吸収 A280=1 を 1 mg/ml として計算)から求め，1 μg/ml に調製して各 well あたりタンパク質量 22 
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pmol となるように入れた。可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体 9 クローンは，可溶化 Aβ1-42

に対する反応性 (波長 492 nm 吸光度)は高いが，monomer，fibril に対しては反応性が低いことが

わかった。monomer Aβ1-42および fibril Aβ1-42に対する反応性(可溶化 Aβ1-42に対する反応を 100％

としたときの反応比)を Table 3-2 にまとめた。 

 Table 3-2 より monomer Aβ1-42に対する反応性では，76-3 抗体で 21.1%と最も高く，79-3 抗体で

9.8%と最も低い値となった。また，fibril に対しての反応性はすべてのクローンにおいて可溶化

Aβ1-42に対する反応の 10%以下であった。したがって，得られた 9 クローンのモノクローナル抗

体は，可溶化 Aβ1-42に特異的に高い反応性を示すことがわかった。 

次に，可溶化 Aβ1-42に対するこれら 9 クローンのモノクローナル抗体の可溶化 Aβ1-42抗原量ご

との反応性を調べるために ELISA により検討を行った(Fig. 3-11)。すべての抗体において，可溶

化 Aβ1-42の量に比例して吸光度が増加した。また 78-6 および 75-2 が最も可溶化 Aβ1-42に対して反

応性が高いことが示唆された。 
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 さらに他の凝集Aβ1-42との反応性を調べるため，aggregate Aβ1-42，LOA，amorphous aggregate Aβ1-42

それぞれの凝集体を抗原とし，9 クローンに対する反応性を ELISA により検討した(Fig. 3-12)。各

Aβ1-42の濃度を吸光度(波長：280 nm における吸収 A280=1 を 1 mg/ml として計算)から求め，1 μg/ml

に調製して各 well あたりタンパク質量 22 pmol となるように入れた。79-3 を除くクローンは，

aggregate Aβ1-42 に対しても反応性を示すことがわかった。aggregate に対する反応性は，可溶化

Aβ1-42に対する反応性(Fig. 3-10)と比較して，約 50%の値を示したが，LOA に対する反応性はさら

に低かった。これらの結果より，特に 79-3 抗体は，可溶化 Aβ1-42に対して特異性の高いモノクロ

ーナル抗体であるということが示唆された。 
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 Fig.2-2 に示したように，可溶化 Aβ1-42 にも多様な大きさの凝集体が混在している。そのため，

可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体が，どの大きさの可溶化 Aβ1-42と反応するのかについ

て検討した。可溶化 Aβ1-42溶液を 0.22 μm，300 kDa，100 kDa フィルターにより限外濾過を行い，

各分画に対する反応性を ELISA により検討した(Fig. 3-13)。各分画のタンパク量は波長：280 nm

における吸収 A280=1 を 1 mg/ml として計算から求め，1 μg/ml に調製して各 well あたりタンパク

質量 22 pmol となるように入れた。この結果から，これらの抗体は，少しずつ反応性に違いはあ

るものの，0.22 μm のフィルターは通過しかつ 300 kDa 以上の画分の Aβ1-42に対する特異性が高い

ことが示唆された。 

    

3-4 考察 

  本章では，Aβ1-42凝集体に対するモノクローナル抗体の作製を行った。モノクローナル抗体の

作製は，1975 年に Köhler と Milstein による細胞融合による方法 65)が確立されて以来，一般的な抗

体作製法として用いられている。 

 第 2 章で作製した aggregate Aβ1-42または可溶化 Aβ1-42を抗原として，マウス(BALB/c 8 週齢/雌)

に免疫した。脾臓細胞とマウスミエローマ細胞を細胞融合し，HAT 培地で融合細胞を選択し，ハ

イブリドーマを作製した。培養上清を用いたスクリーニングの後，aggregate Aβ1-42 または可溶化

Aβ1-42 に対する反応性の高い細胞を選択した。陽性の細胞についてはさらに細胞クローニングを

行い，モノクローナル抗体を産生するクローンを得た。モノクローナル抗体を大量に得るために, 

各クローンをマウス腹腔中に注入し，得られた腹水から，プロテイン G によるアフィニティ・ク

ロマトグラフィーを用いて，抗体 IgG を精製した。腹水中の抗体 IgG の存在についてはアセテー

ト膜電気泳動により(Fig. 3-2, Fig.3-8)，抗体 IgG の精製については SDS ポリアクリルアミド電気

泳動により(Fig. 3-3, Fig. 3-9) 確認した。抗体のクラス・サブクラスは，キットを用いて判定した。

最初のスクリーニングでは 5 量体の IgM 抗体を産生するクローンも含まれていたが，定量的な免

疫検定法には 2 量体の IgG が適しているので，IgG 抗体を産生するクローンを選んで用いた。 
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  aggregate Aβ1-42に対して反応性の高い 4 クローンのハイブリドーマ株由来の精製モノクローナ

ル抗体 31-2，37-11，42-5，51-6-2 について，詳細に ELISA 解析した(Fig. 3-1)。いずれの抗体にお

いても monomer Aβ1-42，fibril Aβ1-42 に対する交差反応性は低く，31-2 および 37-11 に関しては

monomer Aβ1-42，fibril Aβ1-42ともに交差反応性は 10%以下であった。(Fig. 3-4, Table 3-1)。aggregate 

Aβ1-42をポアサイズ 0.22 μmのフィルターで分画してフィルターに残る残渣(LOA)と通過する画分

amorphous Aβ1-42に分け，さらに amorphous Aβ1-42を，分子量フィルターで分画したところ，モノ

クローナル抗体はいずれも，0.22 μm フィルター以上のサイズ(LOA)に対して高い反応特異性を持

つが，0.22 μm 通過分のサイズの amorphous Aβ1-42とは反応性が低いことが示唆された(Fig.3-5)。

本研究では，サイズの大きい Aβ1-42 凝集体を作製し，それに対するモノクローナル抗体を作製し

た。その理由として，レビー小体認知症患者の脳内において 20-40 μm の非常に大きい Aβ の存在

が示されている 65)こと，また，Aβ1-42が主成分である老人斑も数 10 nm の塊であることが挙げら

れる。したがって，脳内にはサイズの大きい Aβ1-42 凝集体の存在も十分に考えられ，本研究で得

られた aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体をアルツハイマー病の病因研究や診断に応用

できる可能性がある。aggregate Aβ1-42，fibril Aβ1-42の形成過程における抗体反応性の変化について

調べたところ，31-2 との反応性は fibril Aβ1-42形成に伴って低下することが示唆された(Fig. 3-6)。 

 一方，可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体 72-10，73-1，76-3，78-6，80-4，75-2，77-3，

79-3，83-3 について，詳細に ELISA 解析することにより，その反応特異性を評価した(Fig. 3-7)。

可溶化 Aβ1-42 は，2 章で述べたとおり，Aβ1-42 を 1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロパノールに溶

解し，4 ℃で 16 時間さらに 37 ℃で 3 時間保温，凍結乾燥後超純水で溶解して得られた Aβ1-42 で

あり，粒径は 50-300 nm であることが，AFM 解析により明らかになっている。いずれの抗体にお

いても可溶化 Aβ1-42に対する反応性が高く，monomer Aβ1-42，fibril Aβ1-42，に対する反応性は低か

った(Fig. 3-10, Table 3-2)。これらの抗体は，可溶化 Aβ1-42量に比例した反応性を示した(Fig. 3-11)。

抗可溶化 Aβ1-42抗体は，aggregate Aβ1-42 (および LOA，amorphous Aβ1-42) とも反応したが(Fig. 3-12)，

その反応性(波長 492 nm 吸光度値)は，可溶化 Aβ1-42に対する反応の値(Fig. 3-10)に比べて約 50％
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程度であり，中には aggregate Aβ1-42とはほとんど反応しない(可溶化 Aβ1-42に特異性の高い)抗体ク

ローン(79-3)もあった(Fig. 3-12)。可溶化 Aβ1-42をポアサイズ 0.22 μm のフィルターで分画してフ

ィルターに残る残渣と通過する画分に分け，さらにフィルター通過画分を分子量で分画したとこ

ろ，いずれのクローンのモノクローナル抗体も，0.22 μm フィルター通過画分の 300 kDa 以上の大

きさの Aβ1-42凝集体に対して高い反応特異性を持つことが示唆された(Fig.3-13)。 

 

3-5 結論 

 本章では第 2 章で作製した aggregate Aβ1-42および可溶化 Aβ1-42に対する特異的モノクローナル

抗体を作製した。aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体 31-2，37-11，42-5，51-6-2 各クロ

ーンが得られた。これらの抗体について ELISA を用いた反応特異性検討結果より，この 4 クロー

ンは aggregate Aβ1-42にの中でも特にサイズの大きい LOA に対する反応性が高いことが示唆され，

fibril や monomer との反応性は低いことがわかった。また，モノクローナル抗体との反応性の変

化により，凝集過程での経時変化を識別できることが明らかとなった。  

 可溶化 Aβ1-42 に対するモノクローナル抗体 72-10，73-1，76-3，78-6，80-4，75-2，77-3，79-3，

83-3 が得られた。これらの抗体は，fibril Aβ1-42, monomerAβ1-42に対する反応性は低かった。フィル

ター分離によりサイズの検討を行った結果，0.22 μm フィルター通過画分の 300 kDa のサイズの

Aβ1-42凝集体に最も高い反応性を示すことが示唆された。 

  本章で作製したモノクローナル抗体は，第 2 章で作製した aggregate Aβ1-42凝集体，可溶化 Aβ1-42

の構造をそれぞれ認識し，判別することが可能であるので，これを用いて病理診断および髄液・

血液検査を行うことにより，アルツハイマー病の病因解明や診断に応用展開できる可能性がある。 
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第 4 章 化学発光基質およびサンドウィッチ ELISA を用いた検出感度と反応特異性の向上 

 

4-1 緒論 

 3 章では aggregate Aβ1-42 および可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体を作成し，その反応

性と特異性について詳細に解析したが，作製した Aβ1-42 凝集体に対するモノクローナル抗体を，

実際にアルツハイマー病の臨床診断に応用するためには，血中の微量のアミロイドを検出する必

要があり，検出感度および特異性の高い検査法が求められている。そこで本章では，化学発光基

質を用いた ELISA およびサンドイッチ ELISA を用い，検出感度と反応特異性を向上させる手法

について検討した。 

 ELISA の検出感度を上げる方法として良く用いられるのが，化学発光基質である。２次抗体に

結合させる酵素の種類によって基質も異なるが，よく用いられるのは HRP の基質で，いろいろな

化合物がある。本研究で用いたのは SuperSignal ® ELISA Femto Maxmum Sensitivity Substrate 

(Thermo Scientific)であるが，これは 425 nm の測定波長で 0.17 pg/well のタンパク質抗原を検出可

能であるとされている。化学発光基質は，一般的に用いられる発色基質よりは検出感度が高いが，

化学発光を検出可能なプレートリーダーが必要である。 

 サンドウィッチ ELISA の原理を Fig. 4-1 に示す。まず，プレートなどの固相化支持体に抗体を

固定させた後，抗原を結合させ，さらにこの抗原に対する酵素標識した抗体を 2 次抗体として反

応させる。その後，酵素基質液を加えることにより，発色あるいは発光させ，マイクロプレート

リーダーにより定量的に反応性を測定する。2 次抗体に標識する酵素および基質液の種類により，

異なる吸光波長あるいは発光波長を選ぶことができる。検体として血清等を用いる場合，多くの

タンパク質の混合液中から目的タンパク質のみを 1 次抗体が捕らえてプレートに固定するので，

この時点で目的タンパク質抗原が濃縮され，2 次抗体による酵素抗体法の検出感度が上がること

になる。臨床診断を目的としたサンドウィッチ ELISA を用いた Aβ1-42の検出は，これまでにいく

つかの報告例がある。Aβ11-28に対するモノクローナル抗体 BNT77 と Aβ1-40および Aβ1-42に対する
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モノクローナル抗体，それぞれ BA27，BC05 を用いて，アルツハイマー病患者の血漿中の Aβ の

測定をサンドウィッチ ELISA により行った論文が報告されている 35)。 

 また，6E10 モノクローナル抗体を用いて，血漿中の Aβ1-40 と Aβ1-42 の濃度の割合をサンドウィ

ッチ ELISA により測定し，アルツハイマー病の罹患リスクを判定する試みが行われている 70)。こ

れらの報告は，monomer Aβ1-42あるいは凝集 Aβ1-42がアルツハイマー病患者の血液中に存在してい

ることを示しており，血液中の Aβ の状態を検出することにより，アルツハイマー病の診断につ

ながると考えられる。 

  

4-2 実験材料および実験方法 

4-2-1 本実験に使用したモノクローナル抗体および抗原 

 モノクローナル抗体の作製法および ELISA 等の詳細は 3 章に記載した通りである。本章ではま

ず，aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体クローン 37-11 を用いて，化学発光基質による感

度増感を試みた。また，可溶化 Aβ1-42に対する抗体 8 クローン，72-10，73-1，76-3，78-6，80-4，

75-2，77-3，83-3，と可溶化 Aβ1-42に特に特異性の高いモノクローナル抗体 79-3 を組み合わせた
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サンドウィッチ ELISA について検討した。生体内や血液中では，Aβ1-42凝集体は単独では存在せ

ず，他のタンパク質と混在していることから，特異性および感度増強の試験系として，Aβ1-42 凝

集体とウシ血清アルブミンとの混合物を抗原とした ELISA およびサンドウィッチ ELISA を行い，

その反応感度について比較検討した。 

 

4-2-2 化学発光基質を用いた ELISA 感度増強 

  本章では，aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体の測定感度を上げるため，化学発光基

質を用いて ELISA を行った。化学発光基質は，SuperSignal ® ELISA Femto Maxmum Sensitivity 

Substrate (Thermo Scientific)を使用し，その成分はルミノール，過酸化水素である。ルミノールは，

HRP の触媒作用により，過酸化水素と反応すると中間体Ⅰが生成する。中間体Ⅰにエンハンサー

を加えると中間体Ⅱが生成され，その後 3-アミノフタレイトジアニオンが生成し，化学発光が引

き起こされる。 

  96 well ELISA プレートに，aggregate Aβ1-42を 0-22 pmol/well 添加し，37 ℃，1 時間保温して

各 well 表面に固定化した。その後，溶液を除去し PBS-T 200 μl/well で洗浄し，ブロッキングバッ

ファーとしてイムノブロックを 200 μl/well 添加した。37 ℃，2 時間保温し，溶液を除去した後，

再びPBS-T 200 μl/wellで 3回洗浄した。一次抗体として aggregate Aβ1-42のうちサイズの大きいLOA

に反応性の高かった 37-11 モノクローナル抗体を 0-2 μg/ml 加え，37 ℃で 1 時間反応させた。溶

液を除去し，2 次抗体として，HRP を標識したヤギ由来の抗マウス IgG を 100 μl/well (0.164 μg/ml)

添加し，37 ℃，1 時間反応させた。2 次抗体を除去した後 PBS-T (200 μl/well)にて well を 5 回洗

浄した。化学発光基質である SuperSignal® ELISA Femto Maximum Sensitivity Substrate を 100 μl/well

加え，室温で 1 分間反応させた後，マイクロプレートリーダーを用いて 425 nm の波長で発光強

度を測定した。 
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4-2-3  サンドウィッチ ELISA  

 1 次抗体として，可溶化 Aβ1-42 に対するモノクローナル抗体 72-10，73-1，76-3，78-6，80-4，

75-2，77-3，79-3，83-3(濃度 2 μg/ml)を 96 well plate に 100 μl/well 入れて 37℃，1 時間保温し，抗

体をプレートに結合させた。抗体溶液を除去し，PBS-T で 5 回洗浄した後，抗原として可溶化 Aβ1-42 

(0.22 μM)を 100 μl/well (22 pmol) 添加した。37℃，1 時間反応させた後，抗原溶液を除去し，PBS-T 

200 μl/well で 5 回洗浄した。2 次抗体として，HRP 標識したモノクローナル抗体 79-3 クローンを

(濃度 0.144 μg/ml)を 100 μl/well 添加した。37℃，1 時間反応させた後， PBS-T 200 μl/well で 5 回

洗浄した。クエン酸バッファー25 ml に OPD 10 mg，過酸化水素水 5 μl を添加し，基質液とした。

この溶液を 100 μ/well 加え，25℃，20 分間遮光した状態で反応させた。酵素反応を停止するため，

0.5 Ｍ 硫酸 50 μl/well を添加した。その後，各 well の吸光度を 492 nm の波長でマイクロプレー

トリーダーにより測定した 71)。 

 

4-2-4 タンパク質混合液中の可溶化 Aβ1-42の検出 

 血清中の微量抗原検出のモデルとして，可溶化 Aβ1-42 とウシ血清アルブミンとの混合物を抗原

とした化学発光 ELISA を行った。96 well プレートの各 well に総タンパク質量が 500 ng/ml となる

ように混合比率を変えて調整し，各穴には 100 μl 入れた。具体的比率は以下の通りである。Aβ

が全体の 100％ (11pmol/well)，50％ (5.5 pmol/well)，20% (2.2 pmol/well)，10% (1.1 pmol/well)，5%    

(0.55 pmol/well)，2% (0.22 pmol/well)，1% (0.11 pmol/well)，0% (0 pmol/well)となるようにし，残り

をアルブミン溶液で調整して，トータル 50 ng/well になるようにして，プレートに固定した。別

に対照実験として，アルブミンを入れずに可溶化 Aβ1-42 の希釈シリーズを作って同様にプレート

に固定した。その後は 4-2-2 に示した方法で化学発光 ELISA を行い，マイクロプレートリーダー

を用いて 425 nm の波長で発光強度を測定した。 
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4-3 結果 

4-3-1  化学発光基質を用いた aggregtae Aβ1-42に対する ELISA 感度増強の検討 

 aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体の高感度化を，化学発光を利用した ELISA 検出法

を用いて行った。抗体は 37-11 モノクローナル抗体を用いた。抗原である LOA (aggregate Aβ1-42

のうち 0.22 μmフィルター残渣)のタンパク量は 0-11 pmol/wellと Fig. 3-4と同程度の量の範囲で測

定を行い，抗体濃度は 2 μg/ml(0.2 μg/well)で反応性を評価した。この結果，1.1 pmol/well 以上の抗

原濃度で，検出可能な化学発光度(カウント 2000 以上)が得られた(Fig. 4-2)。したがって，化学発

光基質を用いた ELISA では LOA に対しての抗原濃度の検出限界が 1.1 pmol であり，従来の発色

法(5.5 pmol/well, Fig. 3-4)に比べて 1/5 程度の抗原量を検出可能であることを示している。この結

果は，微量抗原を検出するための感度増強に化学発光基質による ELISA が有効であることを示し

ている。 
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4-3-2 化学発光基質 ELISA による aggregtae Aβ1-42に対する抗体使用量の削減 

 実際に血中 Aβ1-42 体凝集体の検査をする際には，抗体が多量に必要となるため，検査コスト削

減の上からも抗体使用量の削減が望まれる。化学発光基質を利用した高感度化によって，使用す

るモノクローナル抗体を削減できる可能性について検討した。 

 抗体は 37-11 モノクローナル抗体を用いた。抗原である LOA (aggregate Aβ1-42のうち 0.22 μm フ

ィルター残渣)のタンパク量は 22 pmol/well で測定を行い，抗体濃度は 0-2 μg/ml (0-0.2 μg/well)の

範囲で反応性を評価した。抗体量を 0.001-0.002 μg/well (0.01-0.02 μg/ml)まで減らしても検出可能

(化学発光カウント 2000-5000 以上)であり，従来法の ELISA(発色)(0.2 μg/well)に比べて，

1/100-1/200 程度の抗体量で検出可能であることがわかった(Fig. 4-3)。この結果は検査に使用する

抗体を節約する上で有用なデータとなる。 

 

 

4-3-3 サンドウィッチ ELISA による可溶化 Aβ1-42に対する ELISA 反応特異性向上の検討 

 3-3-4より，79-3モノクローナル抗体が可溶化Aβ1-42に特異性の高い抗体であることがわかった。

さらなる特異性と感度向上のために，サンドウィッチ ELISA について検討した 71)。1 次抗体とし
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て可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体，72-10，73-1，76-3，78-6，80-4，75-2，77-3，83-3，

82-5 の 8 クローンを用い，マイクロプレートに固定した。次に抗原として，2-2 で作製した可溶

化 Aβ1-42または amorpphous Aβ1-42を用いた。2 次抗体は，HRP 標識した 79-3 モノクローナル抗体

を用いた。1 次抗体濃度は，2 μg/ml，2 次抗体濃度は，0.144 μg/ml，抗原濃度は，1 μg/ml とした。

通常の発色基質によるELISA結果をFig. 4-4に示す。どの 1次抗体を用いた場合でも，可溶化Aβ1-42

に対して高い反応性がみられ，aggregate Aβ1-42 に対しては低い反応性を示した。この実験結果か

らも，79-3 モノクローナル抗体が可溶化 Aβ1-42 に対して高い特異性を持つこと，aggregate Aβ1-42

に対しては低い反応性であることが確認できた。また，79-3 モノクローナル抗体は，73-1 モノク

ローナル抗体との組合せにおいて反応性が最も高いことがわかった。以上の結果から，複数のモ

ノクローナル抗体を組み合わせることにより，可溶化 Aβ1-42 に対する高い感度および特異性をも

つ測定系を開発できる可能性が示唆された。 
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4-3-4 タンパク質混合液中の可溶化 Aβ1-42の化学発光 ELISA による検出 

 生体内や血液中では，Aβ1-42 凝集体は単独では存在せず，他のタンパク質と混在していること

から，特異性および感度増強の試験系として，Aβ1-42 凝集体とウシ血清アルブミンとの混合物を

抗原とした化学発光 ELISA を行い，アルブミンの有無による反応感度について比較検討した。抗

原として可溶化 Aβ1-42を用い， Aβ が全体の 100％から 0％ (11-0 pmol/well)となるようにし，残

りをアルブミン溶液で調整して，トータル 50 ng/well にしてプレートに固定した。別に対照実験

として，アルブミンを入れずに可溶化 Aβ1-42の希釈シリーズを作って同様にプレートに固定した。

それぞれの条件で HRP 標識 79-3 モノクローナル抗体との反応性を化学発光 ELISA により評価し

た(Fig. 4-5)。この結果，アルブミンの有無にかかわらず，Aβ が全体の 10％即ち 1.1 pmol/well 以

上で検出が可能であることが判明した。この値は，Fig. 4-2 に示した aggregate Aβ1-42に対するモノ

クローナル抗体 37-11 の LOA に対する検出限界と同じ結果であった。また，血清中で他のタンパ

ク質と Aβ1-42が混在していても，高い感度で検出することができることが明らかとなった。 
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4-4  考察 

 第 4 章では，抗原抗体反応の検出感度を高め，特異性を上げることで，Aβ1-42 凝集体の ELISA

診断に役立つ手法について検討した。 

 化学発光基質を用いると，LOA (Fig. 4-2) および可溶化 Aβ1-42 (Fig. 4-5)について ELISA 検出限

界が 1.1 pmol となり，従来の発色法(5.5 pmol/well, Fig. 3-4)に比べて 5 倍の検出感度を示すことが

明らかとなった。この結果は，微量抗原を検出するための感度増強に化学発光基質による ELISA

が有効であることを示している。また，22 pmol/well の LOA 抗原濃度で，0.001-0.002 μg/well 

(0.01-0.02 μg/ml)以上の抗体濃度があれば，化学発光 ELISA により検出可能であることが判明し，

従来法の ELISA(発色)(0.2 μg/well)に比べて，1/100-1/200 程度の抗体量で済むことがわかった(Fig. 

4-3)。この結果は検査に使用する抗体量を削減する上で有用なデータとなる。化学発光基質につ
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いてより発光度の高いものを選定し，アビジンービオチン系を用いるなどして増感させることに

より，さらに感度の高い検出法を開発できる可能性がある。 

 可溶化 Aβ1-42 に対する各モノクローナル抗体を組み合せたサンドウィッチ ELISA 法を用いて，

各種凝集 Aβ1-42に対する反応特異性を検討した。まず，1 次抗体として可溶化 Aβ1-42に対するモノ

クローナル抗体 72-10，73-1，76-3，78-6，80-4，75-2，77-3，83-3，82-5 を用い，可溶化 Aβ1-42

または aggregate Aβ1-42を抗原とし，2 次抗体は，HRP 標識した 79-3 モノクローナル抗体(可溶化

Aβ1-42に特異性の高い)を用いたサンドウィッチ ELISA の結果を行った。その結果，どの 1 次抗体

を用いた場合でも，可溶化 Aβ1-42に対しての高い反応性を示し，aggregate Aβ1-42に対しては低い反

応性を示した(Fig. 4-3)。79-3 モノクローナル抗体は，73-1 モノクローナル抗体との組合せにおい

て反応性が最も高いことがわかった。以上の結果から，可溶化 Aβ1-42 に対する反応特異性の高い

抗体の組合せを見つけることができた。 

  次に，モノクローナル抗体におけるエピトープ(抗体の認識部位)の考察について述べる。4G8

と 82E1モノクローナル抗体は，AβのN末端に対して特異的なモノクローナル抗体である 27)。11A1

モノクローナル抗体は Aβ1-42オリゴマーの 22 と 23 のアミノ酸残基にエピトープを持つモノクロ

ーナル抗体である 65)。このように Aβ1-42に対するエピトープに関するいくつかの報告があるが，

これらは立体構造を認識するのではなく特定のアミノ酸残基を認識する考えに基づく研究であ

る。本研究で用いた可溶化 Aβ1-42 に対する抗体は，他の形状の凝集体には反応特異性が低いこと

から，Aβ1-42 の特定のアミノ酸配列を認識するのではなく，表面の立体構造を認識していると考

えられる。また，サンドウィッチ ELISA で 1 次抗体として使用した 8 クローンのモノクローナル

抗体，特に 73-1 は，79-3 モノクローナル抗体とは異なるエピトープを持つので，この組み合わせ

の反応性が最も高かったのではないかと推察された。 

 実際に血液を用いた診断を行うことを想定すると，血清中では，Aβ1-42 凝集体は単独では存在

せず，アルブミン等のタンパク質と混在していることから，特異性および感度増強の試験系とし

て，Aβ1-42凝集体とウシ血清アルブミンとの混合物を抗原とした化学発光 ELISA を行い，その反



 

 

62 

応感度について比較検討した。この結果，アルブミンの有無にかかわらず，可溶化 Aβ1-42 が 1.1 

pmol/well 以上で検出が可能であることが判明した。従って，血清中で他のタンパク質と Aβ1-42が

混在していても，高い感度で検出することができることが明らかとなった。このモデル測定での

Aβ1-42 濃度およびアルブミンとの比率は，実際に想定される血中での濃度および比率よりもずっ

と緩い条件であるので，今後はさらにアルブミン濃度が高く Aβ1-42 比率が低い条件下で検討する

必要がある。 

 

4-5  結論 

 本章では，実際に臨床応用することをめざして，Aβ1-42凝集体に対する ELISA 反応の検出感度

と特異性を上げるための手法を検討した。 

 まず，化学発光基質を利用した ELISA により，従来の発色基質に比べ，約 5 倍の感度の検出が

可能であることがわかった。また，従来法の発色法に比べて，1/100-1/200 程度の抗体量で検出可

能であることも示された。この結果は検査に使用する抗体量を削減する上で有用なデータとなる。

また，サンドウィッチ ELISA で可溶化 Aβ1-42に対するモノクローナル抗体を組み合わせることに

より，より抗原特異的な反応を得ることができた。一方，Aβ1-42 凝集体とウシ血清アルブミンと

の混合物を抗原とした ELISA を行ったところ，アルブミンの有無に関わらず，同じ Aβ1-42量を検

出可能であることが明らかになった。実際に血中診断に応用するために，さらなる感度および特

異性の向上をめざして，化学発光基質の選択，アビジンービオチン系による感度増強などの検討

を行っている。 
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第 5 章  総括 

 

 本論文は，アルツハイマー病の病因の１つとされている Aβ1-42 凝集体を，免疫学的手法により

評価することを目的とする。 

 本研究で得られた成果および結論を各章ごとに以下に示す。 

 第 2 章では，Aβ1-42の多様な形状の凝集体を調整した。aggregate Aβ1-42は，Aβ1-42の水溶液であ

る未処理 Aβ1-42に，Aβ16-20を添加し，37℃で 16 時間インキュベートすることによって得られた楕

円形の凝集体(277±34 nm-162±33 nm)である。 aggregate Aβ1-42のうちサイズが 0.22 μm 以上である

凝集体を large oval aggregates (LOA; 長径 369 ± 81 nm 短径 224 ± 92 nm)，それ以下のものを

amorphous Aβ1-42 (平均約 100 nm)と定義した。一方，未処理 Aβ1-42に，Aβ16-20を添加せずに 37℃16

時間インキュベートすることによって得られる線維状の凝集体(直径 30.7±10.9 nm)が fibril Aβ1-42

である。また，Aβ1-42 を 1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロパノールに溶解し，4 ℃で 16 時間さ

らに 37 ℃で 3 時間インキュベート，凍結乾燥後超純水で溶解して得られる可溶化 Aβ1-42 (粒径

50-300nm)，可溶化 Aβ1-42を 25 ℃で 16 時間超音波処理して得られる monomer Aβ1-42も調整した。

これら凝集体の形状およびサイズを，AFM によって解析し，ThT 法によって LOA および fibril

の β シート構造について分析した。また，aggregate Aβ1-42および fibril Aβ1-42のラット胎児海馬神

経細胞に対する毒性を調べた。その結果，aggregate Aβ1-42，fibril Aβ1-42ともに毒性が見られたが， 

fibril Aβ1-42に比べ aggregate Aβ1-42の方が高い毒性を有することが確認できた。 

 第 3 章では，第 2 章で作製した Aβ1-42 凝集体に対するモノクローナル抗体の作製を行った。

aggregate Aβ1-42または可溶化 Aβ1-42で免疫したマウスの脾臓細胞と，ミエローマ細胞を細胞融合し，

HAT 培地で融合細胞を選択した。目的の Aβ1-42凝集体と反応する融合細胞を，培養上清を用いた

ELISA によってスクリーニングした。陽性の細胞についてはさらに細胞クローニングを行い，モ

ノクローナル抗体を産生するクローンが得られた。アセテート膜電気泳動および SDS—PAGE によ

り，抗体の確認を行った。aggregate Aβ1-42に対するモノクローナル抗体 4 クローンの反応特異性
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を調べた結果，LOA に特異性が高く amorphous Aβ1-42および monomer Aβ1-42，fibril Aβ1-42とは反応

性の低い抗体であることがわかった。これらのモノクローナル抗体は，Aβ1-42 の凝集過程におい

て反応性が変化することから，凝集形成時の Aβ1-42 の分析が可能となった。また，可溶化 Aβ1-42

に対するモノクローナル抗体 9 クローンの反応特異性を調べた結果，0.22 μm フィルターろ過残

渣でかつ 300 kDa 以上のサイズの Aβ1-42凝集体に最も高い反応性がみられた。 

  第 4 章では，実際に臨床応用することをめざして，Aβ1-42凝集体に対する ELISA 反応の検出感

度と特異性向上のための手法について検討した。化学発光基質を用いることにより，検出感度を

5 倍上げることができた。血清中では，Aβ1-42凝集体はアルブミン等のタンパク質と混在している

ことから，可溶化 Aβ1-42とウシ血清アルブミンとの混合物を抗原とした化学発光 ELISA を行った

ところ，アルブミンの有無に関わらず，同じ Aβ1-42 量を検出可能であることが明らかになった。

実際に血中診断に応用するために，さらなる感度および特異性の向上をめざして，化学発光基質

の選択，アビジンービオチン系による感度増強などの検討を行っている。 

本研究では，Aβ1-42 凝集体の各形状に対する特異的なモノクローナル抗体を作製し，異なる形

状の Aβ1-42凝集体を見分けることに成功した。また，Aβ1-42凝集体を，凝集過程を通じて認識する

抗体も得られた。 

 1-5 に示した通り，血漿中の凝集 Aβ の濃度は，624.5 ng/ml という報告 36) ，およびアルツハイ

マー病患者の血清中では，可溶化 Aβ1-42に対する抗体が約 0.5 ng/ml 存在している 37) という報告

がある。これらの報告は，抗原である Aβ1-42 凝集体あるいはそれに対するモノクローナル抗体を

利用することにより，アルツハイマー病の診断が可能であることを示している。本研究で作製し

たモノクローナル抗体を，実際に血液を用いた臨床診断に用いるためには，さらに検出感度を上

げる必要がある。今後は，サンドウィッチ法にアビジン-ビオチン感度増幅系や発光効率のよい化

学発光基質を併用し，さらに高感度化を行うことによって，アルツハイマー病の臨床診断法の開

発をめざしたい。 

 一方，最近，国立長寿医療研究センター等より，半導体イメージセンサーを用いたアルツハイ
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マー病診断機器の開発に関する発表があった。この機器でもマイクロビーズに抗体を結合させた

センシング部を用いており，診断システムを実用化するためには，多様なサイズの凝集体に対す

る反応特異性が高い抗体が求められている。そういう意味で，本研究で作製した多様な形態の凝

集体とそれに対するモノクローナル抗体は有用であると考えられる。 

 また，本研究で作製したモノクローナル抗体を利用して凝集体の形成過程および構造分析をさ

らに進め，アルツハイマー病発症のメカニズムを解明したいと考えている。さらにこれらの抗体

を抗体医薬として用い，アルツハイマー病の治療や予防に貢献することを希望している。 
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