
熊本大学・大学院生命科学研究部（保）・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７４０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2017

高齢者の消化管出血を来す新疾患EFEMP1アミロイドーシスの病態解明と発症予測

Investigation of the pathogenesis and diagnostic method of age-related EFEMP1 
amyloidosis

５０６１３４０２研究者番号：

田崎　雅義（Tasaki, Masayoshi）

研究期間：

１７Ｋ０８９８７

年 月 日現在  ３   ５ １９

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：アミロイドーシスはタンパク質がアミロイド線維へと変化し、諸臓器に沈着すること
で臓器障害を引き起こす疾患群である。我々は、新規アミロイド原因タンパク質、EFEMP1を同定したが、本アミ
ロイドーシスの病態は不明なままである。本研究では、EFEMP1アミロイドーシスの病態の一端を明らかにした。
①EFEMP1アミロイドの沈着頻度・沈着量は加齢とともに増加する。特に消化管や肺で高頻度に認める。②EFEMP1
のC末端領域がアミロイド形成能が高い。③本アミロイド沈着部位に多数の分泌タンパク質が存在する。④本ア
ミロイドはコンゴーレッド染色での染色性が乏しく、FSB染色と免疫染色が病理診断に有用である。

研究成果の概要（英文）：Amyloidosis is a group of disorders characterized by the deposition of 
amyloid fibrils in extracellular space. We newly identified EGF-containing fibulin-like 
extracellular matrix protein 1（EFEMP1）as a novel amyloid precursor protein. However, the 
pathogenesis is not fully understood. In this study, we investigated the pathogenesis of novel 
EFEMP1 amyloidosis. Our study revealed the following findings. 1) The occurrence and amount of 
EFEMP1 amyloid increased with age in GI tract, lung and bladder. 2) C-terminal region of EFEMP1 
formed nonbranching fibrils. 3) Many proteins were identified from amyloid-laden tissues by mass 
spectrometry. 4) FSB staining and immunohistochemistry with anti EFEMP1 antibodies are superior to 
detect EFEMP1 amyloid deposits in tissues. 

研究分野： 検査医学、老年医学、脳神経内科学

キーワード： アミロイドーシス　アミロイド　老化　EFEMP1　静脈

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、新規アミロイド原因タンパク質としてEFEMP1を同定し、本アミロイドーシスの病態の一端を明らか
にした。これまで、長年見過ごされていた病態を解明できたことで、本研究の成果は、今後の治療法や検査法の
開発に繋がると考えられる。また、本研究成果が評価され、EFEMP1は新型のアミロイド原因タンパク質として、
国際アミロイドーシス学会のアミロイド分類委員会より承認を得た（*Benson et al., Amyloid 2020）。アミロ
イドーシス研究において、新たなアミロイド原因タンパク質を見出したことは極めて重要な成果であり、アミロ
イド形成メカニズムを明らかにするのに役立つことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
アミロイドーシスは可溶性のタンパク質がアミロイド線維へと変化し、諸臓器に沈着するこ

とで臓器障害を引き起こす疾患群の総称である。これまでに、アミロイドを形成するタンパク質
は、35 種以上報告されている。しかしながら、今尚、原因タンパク質が不明のアミロイドも存
在する。我々は、原因不明の消化管出血を来し、消化管に重度のアミロイド沈着を認める高齢患
者を経験した。質量分析装置を用いて、本アミロイドの構成成分を解析した結果、EGF-
containing fibulin-like extracellular matrix protein 1（EFEMP1）由来のペプチドが多量に検
出された。EFEMP1 は過去にアミロイド原因タンパク質としての報告はなく、新規のアミロイ
ド原因タンパク質であることが明らかとなった。しかしながら、これまで見逃されていたアミロ
イドーシスであるため、本 EFEMP1 アミロイドーシスの病態は不明のままである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、EFEMP1 アミロイドーシスの病態を明らかにすること、および診断マーカーの

開発に繋がる知見を得ることを目的とし、研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
（1）EFEMP1 アミロイドーシスの病理学的解析 
①60歳以上の全身剖検組織（心臓、腎臓、消化管、肺、膀胱など）を対象に、コンゴーレッド染
色および抗 EFEMP1 抗体を用いた免疫組織化学染色を用いて、EFEMP1 アミロイドの沈着頻度およ
び沈着量を検討した。加えて、下肢静脈瘤患者の静脈組織を対象に、同様に、EFEMP1 アミロイ
ドの沈着頻度を検討した。 
②EFEMP1 アミロイド沈着組織を対象に、コンゴーレッド染色、FSB 染色、チオフラビン T染色を
行い、各種アミロイド染色法の検査法としての有用性を検討した。 
 
（2）EFEMP1 アミロイドの線維形成能および毒性の評価 
①EFEMP1 由来ペプチド（N末端領域、C末端領域）を作成し、in vitro におけるアミロイド線維
形成能を電子顕微鏡下で評価した。 
②作成した EFEMP1 の C 末端由来のアミロイド線維をヒト臍帯静脈内皮細胞株（HUVEC）に添加
し、MTS アッセイや Tube formation assay により、EFEMP1 アミロイドの細胞へ与える影響を評
価した。 
 
（3）EFEMP1 アミロイドーシスのバイオマーカー探索 
EFEMP1 アミロイドの沈着部位に含まれる構成成分を明らかにするために、ホルマリン固定組

織切片をコンゴーレッド染色後、laser microdissectionによりアミロイド陽性部位を分取した。
その後、トリプシン消化によるペプチド化を行い、LC-MS/MS を用いて測定、解析した。コント
ロールとして、EFEMP1 アミロイド沈着を認めない病理組織を用いた。 
 

（4）EFEMP1 アミロイドの沈着様式の検討 
ホルマリン固定病理組織切片からアミロイドを抽出し、各種抗 EFEMP1 抗体（N末端、C末端）

を用いたウエスタンブロッティングによりアミロイドの沈着様式を解析した。さらに、これら各
種抗 EFEMP1 抗体を用いた免疫組織化学染色も実施した。 
 
４．研究成果 
(1)EFEMP1 アミロイドーシスの病理学的解析 
①60歳以上の剖検組織を用いた EFEMP1 アミロイドの沈着頻度の検討において、大腸、小腸、胃、
肺および膀胱の静脈に高頻度に EFEMP1 アミロイドの沈着を認めることを明らかにした。さらに、
その沈着頻度は、年齢とともに増加することが明らかとなった。また、EFEMP1 アミロイドの沈
着量も、年齢とともに増加することがわかった。EFEMP1 アミロイドを認めた患者においては、
前述の臓器以外に膵臓、脾臓などの静脈にも EFEMP1 アミロイドが沈着することを突き止めた。 
②一方で、下肢静脈瘤を発症した患者の下肢静脈組織において、EFEMP1 アミロイドの沈着を検
討した結果、消化管や肺などに比べ、沈着頻度は低く、かつ沈着量もわずかであることがわかっ
た。 
③EFEMP1 アミロイドーシス症例を蓄積する中で、結腸癌患者の手術病理組織から偶発的に
EFEMP1 アミロイドを同定し、国際英文誌に報告した（Tasaki et al., Amyloid 2021）。 
④本アミロイドのコンゴーレッド染色像は、他のアミロイドーシスのアミロイドと比べ弱陽性
であり、これまで本アミロイドが同定されなかった一因と考えられた。 
⑤EFEMP1 アミロイドーシスにおける病理学的な診断精度の向上を目指し、各種アミロイド染色
法の検討を実施した。その結果、コンゴーレッド染色やチオフラビン T染色に比べ、FSB 染色が
本アミロイドの検出に優れることがわかった。抗 EFEMP1 モノクローナル抗体を用いた免疫組織
化学染色を併用することでさらに EFEMP1 アミロイドを検出しやすくなることがわかった。 
 
 
（2）EFEMP1 アミロイドの線維形成能および毒性の評価 



①EFEMP1 由来の各種領域のペプチド(N末端、C末端)を作製し、in vitro でアミロイド形成能
を評価した結果、C末端由来ペプチドが高いアミロイド形成能を有していた。 
②EFEMP1 C 末端ペプチドから作成したアミロイドは、HUVEC に対して濃度依存的に毒性を誘導
した。 
 
（3）EFEMP1 アミロイドーシスのバイオマーカー探索 
アミロイド沈着部位の LC-MS/MS を用いた解析の結果、アミロイド共存蛋白質として知られてい
る apolipoprotein E、 serum amyloid P、apolipoprotein AIV や vitronectin に加え、多数の
候補蛋白質が同定できた。バイオマーカーの候補として、組織沈着可溶性タンパク質に着目し、
コントロール群と比較した結果、apolipoprotein E、apolipoprotein AIV、clusterin、補体群、
AMBP などが多く患者組織から検出された。 
 
（4）EFEMP1 アミロイドの沈着様式の検討 
①病理組織から EFEMP1 アミロイドを抽出し、LC-MS/MS で解析した結果、EFEMP1 の C 末端領域
由来ペプチドが多数検出された。 
②EFEMP1 アミロイドを病理組織から抽出し、各種 EFEMP1 抗体(N 末端認識抗体、C 末端認識抗
体)を用いたウエスタンブロッティングを実施した結果、10kDa 付近に C 末端認識抗体に反応す
る EFEMP1 由来のバンドが認められた。EFEMP1 は約 55kDa の蛋白質であることから、断片化した
C末端領域の EFEMP1 が主体となりアミロイドを形成している可能性が高いことがわかった。 
③各種 EFEMP1 抗体を用いた免疫組織化学染色の結果、C 末端認識抗体や市販のモノクローナル
抗体がアミロイドと良好な反応性を持つことがわかった。 
本研究で得られた EFEMP1 アミロイドーシスの知見をまとめて、英文誌に報告した（Tasaki et 

al., J Pathol 2019）。 
 
(5) EFEMP1 アミロイドを探索する過程で得られた新たな知見 
①EFEMP1 アミロイドの全身分布を調べる中で、腰部脊柱管狭窄症患者の黄色靭帯では、EFEMP1
アミロイドの沈着は認めなかったものの、Apolipoprotein AI 由来のアミロイドが沈着している
ことを明らかにし、本疾患との関連をまとめ、国際英文誌に報告した（Tasaki et al., Amyloid 
2021）。 
②EFEMP1 アミロイドの LC-MS/MS 解析を実施する中で、、複数の症例において、過去に報告のな
い、新規アミロイドの候補タンパク質を同定した。さらに、新規アミロイド候補タンパク質が試
験管内でアミロイド線維様構造をとることが明らかとなった。本蛋白質は、EFEMP1 に次ぐ、新
規アミロイド原因タンパク質として考えられるため、引き続き検討を行う予定である。 
③本研究で得られた EFEMP1 アミロイドーシスに関する知見をまとめ、他の老化関連アミロイド
ーシスとあわせて考察した総説を国際英文誌に投稿中である。 
 
（6）その他 
本研究により、EFEMP1 アミロイドーシスの病態の一端を明らかにした。本成果が認められ、
EFEMP1 は新型のアミロイド原因タンパク質として、国際アミロイドーシス学会のアミロイド分
類委員会より承認を得た（*Benson et al., Amyloid 2020）。 
 
*Benson MD, Buxbaum JN, Eisenberg DS, Merlini G, Saraiva MJM, Sekijima Y, Sipe JD, 
Westermark P. Amyloid nomenclature 2020: update and recommendations by the 
International Society of Amyloidosis (ISA) nomenclature committee. Amyloid. 
2020;27:217-222. 
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