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1. 緒言 

近年、日本の老年期痴呆症患者が増加してい

る。その主な症例として脳血管障害によるもの

や Alzheimer’s Disease(AD)によるものがある。

AD は、老年期痴呆症のうち約 60%であり、脳

内で Aβ が凝集して神経細胞に付着することで

老人斑となる。この老人斑が神経細胞に作用す

ることにより神経細胞死を引き起こすといわれ

ている。Aβ は、Aβ 前駆体タンパク質から β セ

クレターゼ、γ セクレターゼによって切断され

ることで産生され、γ セクレターゼの切断位置

の違いから 40 残基の Aβ1-40 と 42 残基の Aβ1-42

がある。AD 患者の脳において Aβ1-42 は、Aβ 存

在率のうち約 70%を占めている 1)。 

現在、AD の治療薬として対症療法用のもの

があるが、この治療薬では、AD の進行を遅ら

せるだけで根本的な治療は出来ない。そこで、

原因物質に特異的に結合する抗体を用いた抗体

医療が注目されており、実用化に向けた研究が

行われている。マウスで作製したモノクローナ

ル抗体を抗体医薬としてそのままヒトに投与し

た場合、抗マウス抗体はマウスの抗体であるた

め、ヒトの体内に入ると異物と認識されて効果

が弱まる。また、動物種が異なるため、拒絶反

応や炎症反応が起こる可能性があり人体に安全

な医薬品とはいえない。さらに抗体が誘導され

て不活化され除去されてしまうことがある。抗

体医薬作製の一つの方法として抗体のヒト型化

がある。ヒト型抗体には抗体の一部をヒト型化

したキメラ抗体と、抗体の超可変領域以外ほぼ 

 

 

 

 

すべてをヒト型にしたヒト化抗体がある。いず

れの抗体も可変領域以外の遺伝子をヒト型遺伝

子に変換することにより作製可能であるが、遺

伝子を操作するため高い技術と知識が必要にな

る。 

本研究では、抗体医薬の作製を目指しファー

ジディスプレイ法を用いてアルツハイマー病の

ヒト化抗体を作製することを目的とする。 

 

2. 実験方法 

2.1 凝集 Aβ1-42(Aβ1-42+Aβ16-20)の作製 

Aβ1-42 1 mg を超純水 500 µl に溶解し、10 mol

過剰の Aβ16-20 加えた。さらに超純水と同量のダ

ルベッコ PBS(-)を加え 37℃約 16 時間撹拌した

2)。Aβ16-20を 10 mol 過剰加えていないものであ

る線維状 Aβ1-42 (Aβ1-42 のみ)も作製した。作製し

た凝集 Aβ1-42 の確認をするため SDS-PAGE と原

子間力顕微鏡(AFM)の画像解析を行った。 

2.2 モノクローナル抗体の作製 

作製した凝集 Aβ1-42 を抗原としてマウスに免

疫を行い、脾臓細胞を摘出しミエローマ細胞と

細胞融合させてハイブリドーマを作製した。そ

の後、スクリーニングし培養することでモノク

ローナル抗体産生細胞を樹立した。 

2.3 モノクローナル抗体の評価 

作製した抗体確認のため ELISA 法を行った。

固相抗原として 2.1 で作製した Aβ16-20 添加凝集

Aβ1-42 と Aβ16-20 非添加 Aβ1-42 を用いた。1 次抗体

は作製したモノクローナル抗体を用い、2 次抗

体としてPeroxidase標識抗体(SIGMA)を用いた。 
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抗原は 1 µg/ ml-1 ng/ ml の濃度に調製し、1 次抗

体は 2 µg/ ml で行った。基質液を入れた後にマ

イクロプレートリーダーを用いて吸光度 (492 

nm)を測定した。 

2.4 樹立細胞からの cDNA の作製 

上記より作製した樹立細胞 4 Clone(31-2、

37-11、45-6、51-2)の培養を行い、RNA 抽出キ

ット(QIAGEN)を用いてそれぞれの RNA の抽出

を行った。 

抽出した RNA を逆転写キット(TOYOBO)で

逆転写を行い、DNA 量の測定を行った。 

 

3. 結果・考察 

 凝集 Aβ1-42 の SDS-PAGE の結果、凝集 Aβ1-42

はバンドが 20 kDa と 6.5 kDa 付近に見られた。

したがって、凝集 Aβ1-42 のバンドが 20 kDa 付近

のものであることが分かり、凝集体が確認でき

た。 

また、AFM で凝集 Aβ1-42 と線維状 Aβ1-42 の画

像解析の結果を Fig. 1に示した。画像から、Aβ1-42

のみでは、0 時間で多尐丸い凝集体が見られる

が、16 時間後には線維状を形成していることが

わかる。一方、Aβ16-20 を加えた凝集 Aβ1-42 では 0

時間では線維状と比較して丸く凝集したものが

あまり見られないが、16 時間後には多くの丸い

オリゴマー状の凝集体が確認できた。 

SDS-PAGE および AFM で確認した凝集 Aβ1-42

を抗原として免疫しマウスモノクローナル抗体

を作製して、ELISA によって抗体の反応性を抗

原抗体反応を利用して測定した結果、反応性の

見られた 4 Clone において、凝集 Aβ1-42 と線維

状 Aβ1-42 での濃度との相関性が見られた。Fig. 2

は、Clone No. 37-11 の結果を示した。抗原濃度

500 ng/ ml において、凝集 Aβ1-42 の吸光度が約

1.3 であり、線維状 Aβ1-42 では約 0.1 であった。

また、直前に調製した線維状 Aβ1-42 では約 0.3

であった。したがって、凝集 Aβ1-42 の吸光度を

100 としたとき、交差反応性が線維状 Aβ1-42 にお

いて約 5%であった。 

ELISA で反応性が高かった樹立細胞 4 Clone

を培養し、細胞が 7 割程度コンフルエントにな

ったところで RNA を抽出し、逆転写後に DNA

測定した結果を Table 1 に示した。4 Clone とも

DNA量が約 210 μg/ mlであることが検出できた

ため、樹立細胞から cDNA が作製できたことが

確認できた。 
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Fig. 2 Clone No. 37-11 の ELISA の結果 

結果 
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抗原濃度( ng/ ml)

Aβ1-42＋Aβ16-20

Aβ1-42のみ

DNA濃度(μg/ ml)

Clone No.31-2 209.03

Clone No.37-11 209.79

Clone No.45-6 220.63

Clone No.51-2 214.77

Table 1 DNA 濃度 

Fig. 1 AFM の結果 
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