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研究成果の概要（和文）：ドミノ肝移植における最大の問題点である医原性（伝播性）アミロイドーシスの沈着
の早期段階における分子病態について病理学的・生化学的解析を行った。ドミノレシピエント8名の早期アミロ
イド病変を、laser microdissection (LMD)を用いたプロテオーム解析法で解析した。沈着アミロイドの多くが
変異型トランスサイレチンで構成されていた。また我々の解析では、通常の病理検査では、ドミノ関連アミロイ
ドーシスの早期病変が見逃されている可能性も明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The most serious issue in domino liver transplantation using graft liver 
from patients with familial amyloid polyneuropathy (FAP) is transmission of transthyretin-related 
amyloidosis to recipients. In this study, to elucidate pathophysiology of early-stage amyloid 
deposits in domino related FAP, we carried out pathological and biochemical evaluations on 
gastroduodenal amyloid of 8 domino recipients. Deposited amyloid was extracted using laser 
micro-dissection system and analyzed by tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). In most patients, 
variant TTR was main component of early-stage amyloid proteins. By detailed pathological 
re-examination, it was revealed that early stage amyloid deposition may often be overlooked on 
routine histopathological examinations.

研究分野：神経内科学

キーワード： アミロイドーシス　トランスサイレチン　家族性アミロイドポリニューロパチー　ドミノ肝移植

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、従来のアミロイド抽出法では解析できなかったドミノ移植関連アミロイドーシスの沈着
超早期段階でのアミロイド蛋白とその付随蛋白を、LMDを用いて解析し、経時的なアミロイド沈着動態を早期段
階から明らかにしたこと、また予想通りの結果であったが、変異型TTRがまず最初に核としてアミロイドを形成
する点を明らかにしたことである。FAP患者や、老化に伴い野生型TTRが沈着する老人性全身性アミロイドーシス
(SSA)では、発症前に組織生検をする機会は皆無であり、実際のヒト組織における沈着（超）早期段階での解析
では、本研究は世界初となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

FAP（家族性アミロイドポリニューロパチー）は、血清蛋白である TTR（トランスサイレチン）
の遺伝子変異に起因する遺伝性疾患で、アミロイド線維が全身臓器に沈着し、臓器不全を引き起
こす予後不良な疾患である。TTR の 30 番目の Val が Met に変異する V30M 変異が最も多い。TTR
は血清中では四量体で存在するが、患者では四量体に変異型 TTR が組み込まれることで、四量体
高次構造が不安定になり、単量体へ解離後、アミロイド線維となるものと考えられている。生体
内のほとんどの TTR は、肝臓で産生されるため、肝移植療法が有効である。FAP 患者の肝臓は、
変異 TTR を産生する以外は機能的に異常がないため、1995 年から移植時に摘出された FAP 患者
の肝臓は、脳死ドナーの出現を待機する余裕のない肝癌などの重症肝疾患患者に対して移植さ
れるようになり（ドミノ移植）、これまで本邦含めて 1，000 例以上の患者に施行されている。こ
の FAP 肝を移植されたドミノレシピエントの最も深刻な問題点は、移植肝が産生する変異型 TTR
に由来すると考えられる医原性（伝播性）アミロイドーシスの発症である。 

一般的に FAP 患者の自然経過では、30 歳以降に発症することが多いため、少なくとも 20 年近
くは新規のアミロイドーシスの発症はないものと予想され、ドミノ移植療法は開始された。しか
し実際には、移植後 5-6 年目から、アミロイドーシスによる神経障害を発症する患者が増加して
いる。我々は過去に、移植後 4 年で胃粘膜組織にアミロイド沈着が認められた患者を同定し、ア
ミロイド沈着は、移植後かなり早期から始まっていることを警鐘した(Takei et al. Liver 
Transpl 2007)。また最近驚くべきことに、肝移植後 1 年で、すでに十二指腸粘膜にアミロイド
沈着を認めた患者も同定した（Yoshiaga, et al. J Pathol Clin Res 2016）。FAP 患者では、変
異型 TTR の産生は、胎児期から始まっているのにも関わらず、20 歳未満の未発症患者（V30M 変
異）には、アミロイド沈着は認められていない。これらの結果は、ドミノ移植後のアミロイド沈
着は、当初の予想よりかなり早い段階で起こりうることを示しており、ドミノ移植関連アミロイ
ドーシス発症に関して、FAP 患者の発症とは異なる分子病態が働いている可能性が示唆されてい
るが、未だ明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ドミノ移植関連アミロイドーシスにおけるアミロイド沈着の、特に早期段階にお
ける分子病態を、LMD によるプロテオーム解析法で明らかにする。 

 

３．研究の方法 

FAP 患者の肝臓を委嘱されたドミノレシピエント 9 名（DLT１～9、男性 5 名、女性 4 名、移植
時平均年齢 52 歳）の胃十二指腸生検組織を病理学的・組織学的に解析した。 
（1）組織病理学的検討：コンゴーレッド染色でアミロイド沈着の有無を確認し、前駆蛋白が TTR
であるか確認するために抗 TTR 抗体による免疫染色を施行した。 
（2）沈着アミロイド蛋白の生化学的検索：コンゴーレッド染色した標本から沈着アミロイドを
レーザーマイクロダイゼクション（Laser microdissection system；LMD）で高純度に抽出し（図
1）、Twittergent 50μℓを入れたチューブの蓋に集め、1500rpm・1 分間遠心した。その後、加熱
器で 98℃・90 分間加熱し、超音波で 60 分溶解することで、タンパクを変性させた。その後トリ
プシン消化を行い、TTR22-34 のペプチドを取り出した。変異型 TTR は 30 番目のバリンがメチオ
ニンに変化しているので、このペプチド鎖の質量を LC-MS/MS で測定することで、変異型 TTR と
野生型 TTR の割合を解析した。また、移植後短期・長期のアミロイド蛋白中の変異型 TTR 比率に
差があるのかを検討するため、全患者における移植後アミロイド蛋白中の変異型 TTR 比率を 5 年
以内と 5 年以降に分け、Mann-Whitney U 検定によって検討した。 
(3)詳細なアミロイド沈着の検討：ルーチンの病理検査でアミロイド陽性と判断された前後の年
で、アミロイド沈着陰性と判断された検体や、移植後まだ陽性と判断されておらずルーチンの病
理検査で陰性と判断された検体について、100 枚の連続切片(4μm 厚)を作製し、コンゴレッド染
色を施行後、アミロイドの有無について検討し、アミロイド沈着の早期病変を見逃していないか
検討した。 
 
４．研究成果 
（1）組織病理学的検討：8 名のドミノレシピエントで、胃あるいは十二指腸粘膜下にアミロイ
ド沈着が認められた。肝移植後からアミロイド陽性になるまでの期間は最短で 1 年であった。こ
の 8 名に検体について、LMD と LC-MS/MS を用いた解析を施行した。 
（2）沈着アミロイド蛋白の生化学的検索：LC-MS/MSで解析を行った 8 名のドミノレシピエント
について、移植後経過年数と変異型 TTR 比率を表にしたものを以下に示すが（図 2）、多くの患
者でアミロイド蛋白中の変異型 TTR 比率が極めて高い結果となった（約 80％以上）。また、移植
後短期・長期のアミロイド蛋白中の変異型 TTR 比率に差があるのかを検討するため、全患者にお
ける移植後のアミロイド蛋白中の変異型 TTR 比率を、移植後 5 年以内の 7 検体と、移植後 5 年
以降の 21 検体に分けて平均値を出し比較した。5 年以内の変異型 TTR 比率の平均値±SD は、
86.9±10.45、5 年以降では 84.6±8.26 となり、今回の検索では有意差は認められなかった。 
(3)詳細なアミロイド沈着の検討：病理学的検索結果として、移植後アミロイド沈着時期を示す
（図 3）。ルーチンの病理検査では、4~5 年でアミロイド沈着を発見する場合が多いが、1,2 年と
いう超早期で沈着が見られる場合もあった。また、ルーチンの病理検査でアミロイド沈着陽性と



判断された前後の年で陰性と判断されている DLT1 の移植後 6 年目、DLT4 の移植後 11,13,14

年目、DLT7 の移植後 2 年目、まだアミロイド沈着陽性と判断されていない DLT9 の移植後 2,3

年目に着目し、パラフィンブロック 100 枚の連続切片による詳細な分析を行った。結果は DLT1

の移植後６年目、DLT4 の移植後 13,14 年目、DLT7 の移植後 2 年目で陽性となり、ルーチンの
病理検査だけでは偽陰性と成りうる可能性があることが示唆された。 

 
研究総括：ドミノ肝移植関連伝播性アミロイドーシスにおける早期病変は主に、変異型 TTR がシ
ードを形成することから 始まっている可能性が示唆された。また移植後アミロイドの早期病変
は、通常の病理検査では見逃されている可能性があり、治療開始時期を決定する上でも注意が必
要と考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1：LMD におけるアミロイドの抽出 
コンゴレッドで赤色に染色された部をレーザーで切削・回収（矢印）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：移植後経過年数と変異型 TTR 比率 
 多くの検体で変異型 TTR比率が高かった。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3：病理検査における移植後アミロイド同定時期（年数） 

赤で示す部分は、ルーチン検査でアミロイド陰性と診断され、 

連続切片検索で陽性と判断した検体。 
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