
                                                          

Amyloid β alters its epitopes by aggregation 
Susumu AOYAMA and Kazuaki YOSHIMUNE 

 

抗体との結合に影響を与えるアミロイド β の凝集 
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1. 緒言 
アルツハイマー型認知症（ Alzheimer’s 

Disease: AD）は、世界で最も一般的な認知症の

一種であり、高齢化の進行に伴って患者数のさ

らなる増加が懸念されている。1）日本では2023
年9月にレカネマブが、2024年9月にはドナネマ

ブが厚生労働省により承認され、ADの根本的

治療を目指す抗体医薬として大きな注目を集

めている。これらの薬剤は、脳内に蓄積したア

ミロイドβ（Aβ）プロトフィブリルや老人斑を

除去し、神経細胞の障害を抑制することで疾患

進行を遅延させることを目的としている。しか

し、すでに失われた神経細胞の再生は困難であ

るため、軽度認知障害（MCI）期など、発症の

早期段階で治療を開始することが極めて重要

とされている。 
ADの発症機構において、アミロイド仮説が

広く支持されている。アミロイド前駆体タンパ

ク質（APP）がβセクレターゼおよびγセクレタ

ーゼによって段階的に切断されることでAβが
生成する。切断部位の違いにより、40残基から

なるAβ1-40や42残基からなるAβ1-42が生成する。

体内で生成されるAβはAβ1-40が約90%を占め、

約10％がAβ1-42とされている。しかし、Aβ1-42は

Aβ1-40よりも疎水性アミノ酸残基を2つ多く持

つことから、疎水性がより強く凝集性および神

経毒性が高い。そのため、Aβ1-42はAD発症の原

因とされているが、AD患者の脳において病的

に生産されるものではなく、健康な人の脳内で

も生産されている。通常は生産されてもすぐに

分解され脳外へ排出されるが、生産と分解のバ

ランスが崩れることで凝集が始まり脳内に蓄

積していくことでAD発症の原因となる。 
水溶液中のAβはモノマー（単量体）からオリ

ゴマー、さらに線維状凝集体や非晶質凝集体へ

と構造変化を経ながら凝集が進行していく。こ

の時、非晶質凝集体へと至る凝集経路をoff-
pathway、線維状凝集体へと至る経路をon-
pathway と呼ぶ。 
線維化が進むと規則的なβシート構造を形成

し、脳内での分解や排出が困難となるため、

凝集状態に応じた抗体の反応性を明らかにす

ることは、病態の理解と治療戦略の設計にお

いて極めて重要である。2) 

本研究では、Aβモノマーおよび静置条件下

で形成された凝集体に対する複数の抗Aβモノ

クローナル抗体の反応性を、酵素免疫測定法

（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA）

により解析した。 
Aβ1-42の凝集過程を再現する実験においては、

凝集性の高いAβ1-42を脳内で生成直後のモノマ

ー状態のまま維持することは困難である。O-
acyl isoAβ1-42は非凝集性のAβ1-42であり、使用直

前に緩衝液で中和することでAβモノマーへと

変換される。このO-acyl isoAβ1-42を用いること

でAβ1-42の凝集過程を再現した実験系を確立す

ることが可能となる。 
ELISAは抗原抗体反応を利用して目的分子

を高感度に検出する方法であり、Aβと抗体の

結合特性を定量的に評価できる。本研究では、

各抗体を固定化したELISAプレートに異なる

Aβペプチドを添加し、抗体が認識するエピト

ープ領域や、モノマー・凝集体といった構造状

態による結合性の差異を解析した。これにより、

Aβの構造変化に応じた抗体反応性の違いを明

らかにすることを目的とした。 
AD患者の脳において、細胞外空間に存在す

る大型の凝集体は、臨床診断上重要な指標であ

る。Aβの凝集形態を解析するために、これまで

に様々な種類のAβを認識するモノクローナル

抗体が使用されている。一部のモノクローナル

抗体は、凝集体をサイズや線維形成の程度に基

づいて識別することができる。これらの抗体は、

集合したAβの表面に形成される特異的な抗原

決定部位を認識する。本研究では、各Aβを調製

し、モノマーおよび凝集体に対する抗Aβモノ

クローナル抗体を用いた。 
抗原としては、Aβ1-42、Aβ1-16、Aβ25-35の3種類

のペプチドを用いた。Aβ1-42は凝集性の高いC
末端領域を含む完全長ペプチドであり、22～23
番目付近のターン構造が凝集に深く関与する

とされる。一方、Aβ1-16は非凝集性のN末端領域

のみからなり、抗体が結合しやすい線形構造を

有する。さらにAβ25-35は中央の疎水性領域を含

み、凝集や細胞毒性に影響を及ぼすと考えられ

ている。これら3種類のペプチドを比較するこ

とで、抗体がAβのどの領域を特異的に認識す

るか、また構造変化が抗体結合に与える影響を

検討した。 
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2. 実験方法 
2-1 Aβ1-42モノマーの作製 
本実験では、ELISAに用いるAβ1-42モノマー

としてO-acyl isoAβ1-42 を使用した。O-acyl 
isoAβ1-42をジメチルスルホキシド（DMSO）に

溶解し、Aβ濃度が886 μMとなるように調製し

た。その後、この溶液をリン酸緩衝溶液（PBS）
などで希釈することにより、O-acyl isoAβ1-42は

Aβ1-42モノマー状態となり、その後凝集が開始

する。 
 

2-2 ELISAによる評価 
各濃度に調製したAβモノマーおよび静置に

より形成された凝集体を抗原としてELISAプ

レートに固定化し、Aβに特異的なモノクロー

ナル抗体との反応性を450 nmにおける吸光度

で測定した。得られた抗体反応性の変化に基づ

き、Aβの表面構造変化を評価した。Aβはそれ

ぞれ100 nMから3 nMの間で濃度を調製し、懸

濁直後、3時間、24時間の3条件において37℃で

静置し、反応の有無を確認した。 
 
3. 実験結果 
各濃度のAβモノマーを懸濁し、懸濁直後、

3時間後、24時間後における各モノクローナル

抗体との反応性を、ELISAを用いて時間経過

および濃度依存性の観点から比較・評価し

た。 
まず、Aβ1-42を用いた結果では、3時間静置

後に多くの抗体で反応性の上昇が認められ、

24時間静置後には多くの抗体で反応性が低下

した。これらの結果は、凝集の進行により一

時的に認識可能な抗原決定部位が増加し、そ

の後さらに凝集が進行したことで、認識可能

な部位が減少したことを示唆している。 
Aβ1-16を用いた実験では、懸濁直後時点にお

いて多くの抗体でAβ1-42よりも高い反応性が認

められた。3時間および24時間静置後の結果で

は、反応性の変動はわずかであり、明確な変

化は観察されなかった。 
一方、Aβ25-35では、0時間から24時間の範囲

において全体的に反応性が低く、濃度依存的

または時間経過による明確な変化も認められ

なかった。 
続いて、各結果を時間経過に沿ってまとめ

たグラフを作成した。縦軸は吸光度、横軸は

各モノマーおよび時間経過を表しており、Aβ
濃度は100 nMとし、抗体79-3を用いて比較を

行った。(Fig. 1) 
 

 
Fig. 1 時間経過に沿ってまとめたグラフ 

 

 
Aβ1-42では、時間の経過に伴い反応性が一

度上昇した後、低下する傾向が確認された。

これは、凝集過程の中間段階において抗体が

認識しやすい構造が一時的に露出する一方

で、凝集が進行するにつれて分子が大きくな

り、規則的な構造により抗体が結合できる部

位が減少したためと考えられる。Aβ1-16では

大きな変化は認められず、凝集や構造変化が

進行しないことが示唆された。Aβ25-35におい

ても時間依存的な変化は小さく、反応性は低

いままで推移した。これは、Aβ25-35が抗体と

結合しにくい疎水性領域を含む配列であるこ

とが原因と考えられる。これらの結果から、

Aβ の配列や二次構造の違いが抗体との反応性

に大きな影響を及ぼすことが示唆された。 

 

4. 考察・まとめ 
Aβ1-42では時間経過に伴い抗体反応性が一時

的に上昇した後に低下する結果が得られ、凝集

に伴う構造変化が示唆された。一方、Aβ1-16お

よびAβ25-35では大きな変化は認められず、Aβの
配列や二次構造の違いが抗体反応性に影響す

ることが明らかとなった。 
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