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研究成果の概要（和文）：トランスサイレチン型家族性アミロイドポリニューロパチー(I型FAP)は原因タンパク
質である変異型トランスサイレチン(TTR)が異常に凝集することによりアミロイドと呼ばれる線維状の不溶性物
質を形成し、それが様々な臓器に沈着することによって引き起こされる難治性の疾患である。本研究では、TTR
の異常な凝集に関与し得る生体分子としてグリコサミノグリカンに着目し、その一種であるヘパラン硫酸とその
多硫酸化アナログヘパリンについて、TTRの凝集ならびに細胞取り込みおよびI型FAP病態に関与する可能性を発
見した。

研究成果の概要（英文）：Transthyretin familial amyloid polyneuropathy (TTR-FAP) is characterized by 
transthyretin (TTR) deposition in various tissues, including the kidneys. Amyloid depositions in 
vivo contain protein components and non-protein constituents besides the main protein fibrils. The 
non-protein constituents include glycosaminoglycans (GAGs), and are thought to be involved in the 
pathogenesis and pathology of protein aggregation diseases, such as protein aggregation and protein 
aggregate-induced tissue/organ damages.Here, we showed that heparan sulfate and heparin, members of 
naturally occuring GAGs, promoted the aggregation of TTR and mediated the cellular interaction of 
TTR fibrils. Furthermore, heparan sulfate were accumulated in the kidneys of patients having 
TTR-FAP. Our results will assist in the design of anti-amyloid agents.  

研究分野：医化学一般
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１．研究開始当初の背景 

アミロイドーシスとは、前駆体タンパク質

が凝集して形成されるアミロイドと呼ばれ

る線維状の不溶性物質が様々な臓器に沈着

することにより引き起こされる難治性疾患

である。家族性アミロイドポリニューロパチ

ー（FAP）は遺伝性アミロイドーシスであり、

変異型のトランスサイレチン（TTR）やアポ

リポタンパク質 A-Iを原因タンパク質とする

ものが知られている(Koike H, Expert. Opin. 

Med. Diagn., 2010)。このうち、TTRを原因

タンパク質とする I型FAPは日本国内で最も

患者数が多く、長野県と熊本県に集積地が存

在する（Ando Y, Arch. Neurol., 2005、Ikeda 

S., Neurology, 2002）。TTRは肝臓で産生さ

れるため主な治療法は肝移植であるが、原因

となる異常タンパク質の産生を抑制するこ

とはできてもアミロイドの沈着とそれによ

り引き起こされる臓器障害の改善には至っ

ていないのが現状である。 

グリコサミノグリカンは種々の細胞が合

成する直鎖状の細胞外糖鎖であり、主要な部

分はアミノ糖とウロン酸の二糖が数十回繰

り返す二糖繰り返し領域によって構成され

る。グリコサミノグリカンは構成単糖の種類

や硫酸化パターンなどの違いにより、ヘパラ

ン硫酸やコンドロイチン硫酸などに分類さ

れる。グリコサミノグリカンは様々なアミロ

イドーシス患者組織においてアミロイドと

共沈着することが報告されており（Snow AD, 

Lab. Invest., 1987）、アミロイドーシスの発

症や病態に関与することが示唆されている。

我々はこれまで、限局性アミロイドーシスの

一種であるアルツハイマー病の原因タンパ

ク質アミロイド β（Aβ）の細胞取込みが細胞

表面上のグリコサミノグリカンにより仲介

されること（Nishitsuji, J. Biol. Chem., 

2011）、アルツハイマー病患者脳やモデルマ

ウス脳にヘパラン硫酸が蓄積していること

を明らかにした（Hosono-Fukao, Am. J. 

Pathol., 2012）。これらの結果から、I型 FAP

においてもグリコサミノグリカンは重要な

役割を果たすことが考えられた。 

 

２．研究の目的 

I型FAPの病態におけるグリコサミノグリ

カン、特にヘパラン硫酸の役割はまだよく分

っていない。本研究では、TTRの不溶性線維

形成や TTR線維-細胞間相互作用に対するヘ

パラン硫酸の影響を明らかにすることによ

り、I型 FAPのアミロイドーシス病態に対す

るヘパラン硫酸の関与を検索することを目

指した。 

 

３．研究の方法 

（１）TTR線維化の評価 

 Fmoc 固相合成法もしくは大腸菌由来の野

生型あるいは V30M型（最も頻繁にみられる

変異型）TTR12-35、105-123、81-127 アミ

ノ酸残基の各断片を用いた。12-35断片は N

末端側に位置し、ヘパリン結合部位を有する

ことが報告されており（Noborn, PNAS, 

2011）、105-123及び 81-127断片は C末端側

で 患 者 組 織 に 沈 着 が 多 く み ら れ る

（Bergström, JPathol, 2005）。ヘパラン硫酸

の多硫酸化アナログであるヘパリンをヘパ

ラン硫酸のモデルとして用い、線維の形成は

線維/アミロイド構造を特異的に認識するチ

オフラビン T(ThT)の蛍光モニタリングによ

り評価した。 

（２）培養細胞を用いた実験系 

 TTR断片を 37℃で 7日間インキュベート

することにより得られたTTR線維を用いた。

線維-細胞間の相互作用に対するヘパラン硫

酸の影響を調べるため、CHO（Chinese 

Hamster Ovary）細胞とそのヘパラン硫酸欠

損株 pgsD-677細胞を用いた。培養した細胞

を蛍光標識した線維と共にインキュベート

CHO
pgsD-677

HS欠損株

ヘパラン硫酸（HS）

コア蛋白

アミロイド

アミロイド-細胞間相互作用

図 1 培養実験系の概念図。 



し、共焦点顕微鏡により TTR 線維陽性細胞

を観察した。概要を図 1に示した。 

 

４．研究成果 

 ヘパラン硫酸の多硫酸化アナログである

ヘパリンの存在下において、TTRの線維形成

は大幅に促進されることが分かった（図 2）。 

また、ヘパラン硫酸欠損株では TTR 線維と

相互作用した TTR 線維陽性細胞数が大きく

減少あるいは消失していた（図３）。 

以上の結果から予想されるヘパラン硫酸

の I型FAPにおける役割の概念を図4に示す。

当初の仮説通り、細胞表面上のヘパラン硫酸

はTTR線維の形成及びTTR線維-細胞間相互

作用を制御することにより、I型 FAPのアミ

ロイドーシス病態に寄与している可能性が

示唆された。ヘパラン硫酸は硫酸化修飾を受

けることが知られており、その度合いにより

ヘパラン硫酸糖鎖内部に硫酸化が多い、ある

いは少ないドメインが形成される。これらの

ドメインを標的にしたさらなる研究の発展

が期待された。 
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