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１．序 論 
アルツハイマー型認知症（AD）は認知症全体の半分以上を占める神経変性疾患であ

る．AD は，脳内にアミロイド β（Aβ）タンパク質が凝集・蓄積した⽼⼈斑の形成を特
徴としている．近年，複数の抗 Aβ 抗体薬が脳内の Aβ 凝集体を除去することにより，

認知機能低下の遅延に成功している．Aβ の凝集過程で生成する準安定なオリゴマーが

シナプスや細胞を障害すると考えられており，特に 42 残基の Aβ42 が高い凝集性と細

胞毒性を示すことが知られている．しかしながら，毒性を示す Aβ42 オリゴマーの構造

やその作用機序には不明な点が多い. 入江らは系統的なプロリン置換や固体 NMR 法な

どを用いて，Aβ42 が Glu22 および Asp23 におけるターン構造（毒性ターン）を特徴と

する毒性配座をとることによって，きわめて高い凝集性と細胞毒性を示すことを明らか

にした 1)．毒性ターン構造が形成されると，金属イオン存在下で生じた Tyr10 のフェノ

キシラジカルが Met35 の硫黄原子を酸化して硫黄ラジカルカチオンを生成し，これが C
末端の分子内 β シート構造によって安定化されることで，疎水性の高い C 末端コアが

形成されて凝集が促進すると考えられている 1)（図 1）． 
毒性配座をとりやすい E22P-Aβ9–35 をハプテンとして開発された 24B3 抗体を用い

た複数の研究により，毒性配座をもつ Aβ の Aβ42 に対する比率が AD 発症を予測する

バイオマーカーになりうることが示唆されている 1)．一方でプロリン置換は，野生型 Aβ
の毒性配座に対する抗体の反応性に影響を与える可能性があるため, 毒性配座を標的

として AD の診断・治療に用いるに

は, 毒性ターン部分に野生型の配列

を保持した毒性配座固定 Aβ アナロ

グを抗原とするのが望ましい. 本研

究では，野生型 Aβ42 の毒性配座に

対する反応性の高い抗体の開発を

目的として，毒性ターン部分の配列

を野生型に保持したまま分子内ジ

スルフィド結合により架橋した各

種配座固定 Aβ42誘導体を合成した.  
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図 1 Aβ42の毒性配座理論 1). 
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２．分子内ジスルフィド架橋による Aβ42配座固定アナログの合成と活性評価 2,3) 

分子内ジスルフィド架橋による Aβ
の構造–機能解析は，複数のグループに

より報告されているが 4–6)，毒性ターン

構造の固定を目的として系統的に分子

内ジスルフィド架橋を行った例はなか

った．本研究では Aβ42 の 2 残基をシ

ステイン（Cys）またはホモシステイン

（hCys）に置換したペプチドを Fmoc固
相合成法により調製し，ジメチルスル

ホキシドを用いた酸化反応により分子

内ジスルフィド結合を形成させた（図

2A）．まず 22位，23位でのターン構造

を強固に固定することを目的として隣

接する 21位と 24位で架橋した 1を合

成した．一方，2015–2016年にかけて 3
つの研究グループから報告された

Aβ42 のフィブリル構造の解析結果は，

いずれも 22 位，23 位においてターン

構造をとっていた．そこで Wälti らに

よる構造解析結果において近接してい

た 19位と 30位を架橋した 2を合成し

た 7)（図 2B）．さらに毒性配座において近接する Tyr10 と Met35 の位置で架橋した 3と，

その近傍で架橋した 11および 12を合成した．これらの架橋体について凝集性とヒト神

経芽腫細胞 SH-SY5Y に対する毒性を評価したところ，ターン構造を強固に固定した 1
が最も高い凝集性と細胞毒性を示した．Wälti らのフィブリル構造 7) を模した 2は凝集

速度が遅く細胞毒性もやや低かったが，透過型電子顕微鏡下で野生型と同様のフィブリ

ルの形成が観察された．凝集過程において重要と考えられる残基同士またはその近傍で

架橋した 3, 11, 12はいずれも凝集性，神経細胞毒性ともに極めて低かった．  
22位，23位でのターン構造の固定により毒性が保持されたことから，この 2 残基を

中心として系統的にジスルフィド架橋したアナログ 7–10を合成した．その結果，17位
と28位で架橋した8が野生型Aβ42よりも顕著に高い凝集性と神経細胞毒性を示した．

そこで，架橋長を最適化するため 17位と 28位における Cys と hCys の組み合わせの異

なる架橋体 8, 13–15を合成し活性を比較したところ，最も架橋長の長い hCys同士で架

橋した 15を除く 8, 13, 14がほぼ同等の高い凝集性（図 3A）と神経細胞毒性を示した．

これらの配座固定アナログはマクロファージ（ミクログリア）のモデルである THP-1 細

胞に対して，10 nM という低濃度で細胞毒性を示した（図 3B）． 
Aβ オリゴマーはシナプス機能を障害することが知られていることから，シナプス可

塑性のモデルである長期増強（LTP）に対するアナログ 8, 9, 12, 15の影響を評価した．

その結果，8および 12は 20 nM で顕著に LTP を抑制した一方で，9および 15はほとん

ど抑制しなかった．高い凝集性と細胞毒性を示す 8とともに，いずれの活性もほとんど 

図 2（A）各種配座固定アナログ 2,3) と（B）固体 
NMR法による Aβ42凝集体の構造解析 7)． 
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示さない 12 がシナプス毒性を示したことは，細胞毒性とシナプス毒性に対して寄与す

る立体構造またはオリゴマーサイズが異なることを示唆している． 
 
３．毒性配座固定アナログに対する抗体の作製と機能解析 

毒性ターン部分に野生型の配列をもつ新規毒性配座固定アナログである 8, 13, 14 を

抗原として抗体を作製した．その結果，8を抗原として得られた抗体の中からアナログ

8, 13, 14に対して結合選択性を示すモノクローナル抗体 TxCo-1 が得られた（図 4A）．

これら以外の各種配座固定アナログに対する選択性についても enzyme immunoassay
（EIA）により評価したところ，TxCo-1 は凝集性・細胞毒性を示さないがシナプス毒性

を示す 12に対しても比較的高い結合能を示した. 一方で，TxCo-1 は既存の抗毒性配座

抗体 24B3 が結合する毒性配座固定アナログ E22P-Aβ42 には結合しなかった． 
TxCo-1 が認識する立体構造を明らかにするため，TxCo-1 の Fab 領域と L17C,K28C-

SS-Aβ10–30 との複合体に対する中性条件下での X線結晶構造解析を実施した．その結

果，TxCo-1 は Glu22 を含む Gln15–Val24 の領域を認識することが判明した（図 4B）．
Aβ の Glu22側鎖と TxCo-1 Fab の Tyr98側鎖との間で水素結合の存在が推定されたこと

から，TxCo-1 が E22P-Aβ42 に反応性を示さない一因として Glu22 のプロリン置換であ

る可能性が考えられる．また TxCo-1 は，EIA では野生型 Aβ に対してほとんど結合し

なかった一方で，AD 患者剖検脳の免疫組織化学的染色において Aβ 凝集体を顕著に染

色したことから，TxCo-1 は AD 患者脳に蓄積した Aβ 凝集体中の毒性配座を認識する

新規抗体であることが示唆された 8)．  
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図 4（A）EIAによる TxCo-1に対する各種配座固定アナログの反応性の解析． 
（B）TxCo-1 Fabと L17C,K28C-SS-Aβ10–30との複合体の X線結晶構造解析． 
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reported by Kageyama et al. though there are some differences in the detailed interatomic 
interactions.225 In addition, interaction between the side chain of Glu22 in Aβ and Tyr98 in the 
Fab was observed by the X-ray crystallographic analyses under both neutral (Figure 4.2) and 
acidic condition.225 This could also account for the inactivity of TxCo-1 against E22P-Aβ42, 
whose Glu22 was substituted to a proline residue. 
 
Immunoreactivity of TxCo-1 Antibody on Human Brain Sample 

Finally, immunohistochemical staining using TxCo-1 antibody was performed on a 
postmortem human AD brain sample and age-matched non-neurological disease control. TxCo-
1 stained senile plaques of the brain of AD patient, while it did not react with that of control. This 
data clearly shows that TxCo-1 recognizes a certain structure in human Aβ aggregates. Given that 
it showed minimal reactivity to WT-Aβ42 and WT-Aβ40 in EIA, the toxic conformer should exist 
in the Aβ aggregates of AD patient. It is also possible that interaction with other molecules is 
crucial to the formation of the toxic conformer for WT-Aβ under the physiological conditions, 
which does not occur in vitro. 
 
 

 

 
Figure 4.2 
The binding sites of L17C,K28C-SS-Aβ10–30 in complex with TxCo-1 Fab crystalized in 0.1M Hepes  
(pH 7.2), 0.2 M MgCl2, 25% PEG 3,350. The ribbon models in green and cyan stand for Fab chains of H 
and L, and the stick models in magenta stand for L17C,K28C-SS-Aβ10–30. The black dashed lines stand 
for the predicted interactions. The wat1 shown in the center of the complex stands for the interaction with 
a water molecule. Predicted interactions between side chains are also summarized in the box chart. 
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 41 

 
Figure 3.2 
(A), (B) Th-T fluorescence assay. Analogs 8, 13–17, and WT-Aβ42 (10 μM) in the presence of Th-T (20 
μM) were incubated at room temperature (23 °C), and the fluorescence was measured automatically every 
10 min. Data are presented as the mean ± SD (n = 4). (C) Morphology of Aβ aggregates attached on cover 
glass in PBS observed by confocal microscopy, taken by ×63 objective lens with ×3 zoom, after 24 h 
incubation of each Aβ derivative (1 μM) at 37 °C. WT-Aβ42 gave fibrils in size over 20 μm. Fine aggregates 
were detected in 8 and 13–17. Scale bar = 5 mm. (D) TEM analyses of the aggregates of 8 and 13–15 (10 
μM) after 24 h incubation at room temperature (23 °C). Scale bar = 50 nm (magnification: 50 k). Before 
use, the peptides for (C) and (D) analyses were treated with 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP). 
 

In order to identify the optimal toxic conformer model, we compared the analogs cross-
linked at positions 17/28 with different combinations of cysteine and homocysteine (8, 13–15) 
using the Th-T assay. The analogs 8, 13, and 14 aggregated more rapidly than WT-Aβ42, while 
only the double homocysteine analog 15 aggregated more slowly than WT-Aβ42. The 
morphology of these aggregates was almost similar to each other after 24 h incubation; numerous 
fine thread and bead-like aggregates formed. Transmission electron microscopy (TEM) analyses 
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図 3 各種配座固定アナログの（A）凝集性（Th-T試験）と（B）THP-1細胞に対する毒性. 

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120 WT 1 2 3 4 5 6

Concentration (nM)

1 10 100
0

30

40

50

60

70

80

90

100

110 WT-Aβ42 1 5 6

50

60

70

80

90

100

110 WT-Aβ42 1 2 3 4

(A)

0.2 1 5

C
el

l v
ia

bi
lit

y
(%

 o
f v

eh
ic

le
 g

ro
up

)

(B)

C
el

l v
ia

bi
lit

y
(%

 o
f v

eh
ic

le
 g

ro
up

)

0.04 0.2 1
Concentration (μM) Concentration (μM)

(C)

0 0

*†

†

†

†
†

†

† †
†
†

†

†

†

†
† †

†
†

†
† †

†

†

†
† † †

†

C
el

l v
ia

bi
lit

y
(%

 o
f v

eh
ic

le
 g

ro
up

)

8 16 17 8 13 14 15

16151413WT-Aβ42 8

0

C
el

l v
ia

bi
lit

y
(%

 o
f v

eh
ic

le
 g

ro
up

)

Concentration (nM)
1 10 100

†

†
†

†

†

† *

17
(B) (A) 



 

 - 4 - 

   
４．各種配座固定 Aβ誘導体に対する抗毒性配座抗体 24B3の反応性の解析 9) 

毒性ターンをとりやすい E22P-Aβ を抗原として開発された 24B3 抗体は，E22P-Aβ42
に高い反応性を示し，脳脊髄液を用いた複数の研究で AD 診断に有用であることが示唆

されているが，24B3 が認識する Aβ オリゴマー中の立体構造は不明であった．そこでま

ず，24B3 の Fab領域と E22P-Aβ11–34 との複合体に対する X線結晶構造解析を実施し

た結果，24B3 は毒性ターンを構成する 22 位，23 位を含む領域に結合することが明ら

かになった（図 5A）．さらに，24B3 が認識する野生型 Aβ42 の立体構造を明らかにする

ため，24B3 が結合する配座固定 Aβ 誘導体のスクリーニングを実施した．その結果，

24B3 は TxCo-1 の抗原ペプチドである 8ではなく，Aβ42 のフィブリル構造 7) を模した

2に対して選択的に結合した（図 5B）．このフィブリル構造において 22位，23位がタ

ーン構造を形成していたことを考慮すると，24B3 は野生型 Aβ42 の毒性配座の一部を

認識している可能性が高い．一方で，24B3 と TxCo-1 とでは認識する Aβ の毒性配座の

部位が異なることも明らかになった． 
 

５．結 語 
本研究では，野生型 Aβ42 の毒性ターン構造を選択的に認識する抗体の開発を目的と

して，Aβ42 の様々な位置で分子内ジスルフィド架橋を形成させることにより，毒性タ

ーン部分の配列を野生型に保持した各種配座固定 Aβ42誘導体の合成を試みた．その結

果， 17位と 28位を Cys同士，または Cys と hCys の組み合わせで置換してジスルフィ

ド架橋したアナログ 8, 13, 14が，野生型 Aβ42 よりも顕著に高い凝集性と細胞毒性を示

すことが明らかになった．これらのうち 8を抗原として得られた抗体 TxCo-1 が，8, 13, 
14 に対して選択的に結合した．抗原ペプチドフラグメントとの X線共結晶構造解析に

おいて，TxCo-1 は Glu22 を中心とする緩やかなターン構造を認識することが判明し，

AD 患者剖検脳のアミロイド凝集体を選択的に染色した 8)．これより本抗体は，Aβ 凝集

体中の毒性配座を認識する新規抗体であり，ヒト脳組織中に存在する毒性 Aβ 凝集体の

研究に役立つものである．一方で，既存の抗毒性配座抗体である 24B3 抗体は，抗原ペ

プチドとの X線共結晶構造解析では TxCo-1 と同様に 22位を中心とした領域を認識し

ていることが示されたものの 8には結合せず，Aβ42 フィブリル構造を模した 2に選択
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the positions 24 and 31 in 19 had homocysteine (hC) residues, which we employed to retain the 
inter-residue distances in the wild-type fibril (Figure 5.3).  
 

Figure 5.2 
Crystal structure of 24B3 Fab in complex with E22P-Aβ11–34. Pictures were prepared using the program 
PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.3 Schrödinger, LLC.). (A) Front view of the 
crystal structure: heavy and light chains are represented by ribbon models in orange and cyan, respectively. 
E22P-Aβ11–34 is shown as a stick model in green. (B) E22P-Aβ11–34 binding site in the complex. E22P-
Aβ11–34 is drawn in a stick model with the molecular surfaces of 24B3. The residues in 24B3 Fab which 
can interact with those of Aβ are also drawn in the stick model. The colors are the same as those of (A). 
The possible interactions between 24B3 Fab and E22P-Aβ11–34 are shown in black dashed lines, and 
summarized in the box chart. 
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図 5（A）24B3 Fabと E22P-Aβ11–34との複合体の X線結晶構造解析． 
（B）EIAによる 24B3に対する各種配座固定アナログの反応性の解析． 

 

(A) (B) 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

Ab
so

rb
an

ce
 (4

92
 n

m
)

Aβ peptide
(2.5 μg/well)

WT-Aβ42 E22P-
Aβ42 2 8 18 19

24B3
(ng/mL)

62
.5

12
5

25
0

50
0

F19C,A30hC (2)
L17C,K28C (8)
F20hC,V24hC (18)
V24hC,I31hC (19)



 

 - 5 - 

的に結合したことから，TxCo-1 とは認識する毒性配座の部位が異なることが明らかと

なった．以上より，分子内ジスルフィド結合による Aβ42 の系統的な配座固定は，Aβ42
の構造–機能解析ならびに毒性立体構造に特異的な抗体の作製において有用であること

が示された． 
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