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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

和文 

アルツハイマー病(AD)のアミロイド病態を修飾、増強する諸因子として代謝ストレス、炎症性ストレ

ス、HMGB-1 などの細胞障害因子に着目し、分子病態の解析、障害因子の中和による治療法開発を行う

とともに、アミロイド病態を反映する血液バイオマーカーの樹立を行った。 

岩坪らは AD モデルマウス脳のインスリンシグナル応答性を継時的に解析し、高脂肪食負荷開始 2 ヶ

月後の 5 ヶ月齢で Aβ レベルの変化に先行して脳インスリン応答性の低下が生じ、Aβ レベルの上昇が認

められる 9 ヶ月齢でも応答性低下は持続することを見出した。このとき 5 ヶ月齢の早期から XBP1s の亢

進を認め、小胞体ストレスの関与が示唆された。IRS-2 欠損 AD モデルマウスにおいて、アミロイド蓄積

開始前の 9 か月齢から Aβ の有意な減少が見られたが、急性脳スライスからの Aβ 産生ならびに in vivo
マイクロダイアリシスから算出した Aβ 半減期にも変化は見出されなかったことから、Aβ の凝集・蓄積

過程に抑制が生じたことが示唆された。さらに IRS-2 欠損マウスに長期間代謝ストレスを加えると、脳

アミロイド蓄積は有意に増加したことから、代謝負荷に伴うストレス、炎症は、脳インスリン抵抗性とは

独立に、アミロイド蓄積促進に関わることが示唆された。富田らは脳におけるアストロサイト由来新規
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Aβ分解酵素として単量体、多量体そして線維型Aβのいずれも分解する分泌型プロテアーゼであるKLK7

を見出した。AD モデルマウスと KLK7 ノックアウトマウスを交配することにより、アミロイド蓄積お

よび神経変性病態が顕著に亢進した。また Aβ により惹起される炎症性応答が KLK7 発現を促進するこ

と、一方で AD 脳において KLK7 レベルが抑制されていることを見出した。 

 田川らは、既に確立した前臨床レベルの POC に基づいて、『アルツハイマー病の HMGB1 抗体治療』

に関する特許申請を行い、抗体医薬開発企業（Precision Antibody 社）と、抗 HMGB1 モノクローナル抗

体のヒト化に関する共同研究契約および委託契約を締結し、委託経費による GMP 基準ヒト化 HMGB1

抗体作製を開始した。抗 HMGB1 抗体産生ハイブリドーマ 2000 クローンをスクリーニングし、高産生

株 3 クローンを取得し、抗体のヒト化が完了した。またコンパニオン診断法となりうる髄液中 HMGB1

の ELISA による測定法の開発と AD モデルマウスを用いた病態進展と髄液 HMGB1 の相関の検討を進め

た。AD モデルマウス(5xFAD)の髄液を採取し、市販の ELISA（シノテスト）を用いて測定したが、信頼

に足る測定値は得られなかったため、当初計画通り HMGB1 の高感度 ELISA の開発を行った。シノテス

トに対して約 10 倍感度を上昇させ、5xFAD マウス髄液を測定したが、さらなる感度向上を進めてい

る。 

 大河内らは血漿中 APL1β 値の安定性を検討し、血漿中 APL1β 値は日差・日間変動、採血後の条件、

凍結融解の影響を殆ど受けず、唯一食事の影響を受けることを見出し、食前採血か食後２時間後採血を行

えば、測定値は変動しないことを明確にした。次いで、血漿中 APL1β の AD バイオマーカー（髄液中

Aβ42 減少とタウ上昇）陽性群との関連について検討を行った。前年度に測定を終えた 44 症例の血漿と

CSF のペアサンプルに加えて、今年度はさらに 80 症例の血漿と髄液のペアサンプルを測定し、血漿

APL1β 総量は AD バイオマーカー陽性群において有意に低いとの結果を得た。 
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英文 
Our group focused on the modifier or accelerating factors of the amyloid pathology of Alzheimer’s disease (AD), 

i.e., metabolic stress, inflammatory stress and cell-damaging factors, especially HMGB-1. We analyzed the 

molecular pathophysiology and developed therapeutic strategies neutralizing the damaging factors. We also 

aimed at establishing blood biomarkers reflecting the amyloid pathology. 

Iwatsubo group analyzed the responsiveness of insulin signaling in a longitudinal cohort of AD model mice, and 

found that insulin response of the brain is decreased at 5 months age (2 months after challenge of high fat diet) 

prior to an increase in Aβ levels, which is maintained until 9 months of age when Aβ levels was increased. Brain 

XBP1s levels were upregulated as early as 5 months of age, implicating ER stress in this process. IRS-2 deficient 

AD model mice showed significant reduction in Aβ levels at 9 months age prior to Aβ deposition, whereas Aβ 

production from acute brain slice preparations, as well as the half-life of Aβ calculated by in vivo microdialysis 

were altogether unaltered, suggesting inhibition in the aggregation and deposition of Aβ. Prolonged exposure to 

metabolic stress in IRS-2 deficient mice elicited a significant increase in brain amyloid deposition, supporting 

the notion that stress and inflammation caused by metabolic overload accelerates amyloid deposition 

independent of brain insulin resistance. Tomita subgroup identified KLK7 as a novel Aβ degrading enzyme 

derived from astrocytes, which degrades monomeric, multimeric and fibrillar forms of Aβ. Crossing AD model 

mice with KLK7 KO mice resulted in marked increase in amyloid deposition and degenerative changes. 

Inflammatory response caused by Aβ upregulated expression of KLK7, whereas KLK7 levels were 

downregulated in AD brains. 

Tagawa group applied for patents on “anti-HMGB1 antibody therapy of AD” based on the preclinical POC, and 

contracted with Precision Antibody inc., an immunopharma company, regarding humanization of anti-HMGB1 

antibody, and started the production humanized anti-HMGB1 antibodies of GMP grade. Humanization of the 

antibody was completed by obtaining three high-titer clones by screening ~2000 clones. Quantitation of CSF 

HMGB1 by ELISA as a candidate companion diagnostics, as well as correlation analysis of pathological 

progression and CSF HMGB1 was performed. Quantitation by commercially available ELISA (Sino-test) of 

CSF from 5xFAD AD model mice did not provide reliable results, prompting us to further develop highly 

sensitive ELISAs, yielding ~x10 higher sensitivity compared with Sino-test, still requiring higher sensitivities. 

Okochi group examined the stability of plasma APL1β levels, and confirmed its consistency over time, condition 

after blood sampling and freeze-thaw; the only confounding factor was the effect of meals, leading them to 

conclude that blood sampling should be conducted prior to or >2 hours after the breakfast, to ensure the stability 

of quantitation. Correlation between plasma APL1β and positivity in AD biomarkers (reduction in CSF Aβ42 

and increase in tau) also was examined in paired samples of plasma and CSF (44 existing data and 80 novel 

additional samples), yielding preliminary results suggesting that plasma total APL1β levels were decreased in 

AD biomarker-positive individuals. 

 
 
 
 

 
III. 成果の外部への発表 
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