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研究成果の概要：血清アミロイド A 蛋白（SAA）の代謝機構の解明のため、種々の SAA 親和

性物質との結合様式を表面プラズモン解析機種、ビアコアを用いて解析した。親和性物質とし

てまず、SAA が生体内でアポ蛋白として存在する HDL を用いた。rSAA のセンサーチップへ

の固定法、HDL の添加条件などの検討に１年を要した。２年目に、定められた条件で３種の

SAA1 ア イ ソ タ イ プ と HDL の 親 和 性 を 検 討 し た と こ ろ 、 親 和 性 の 強 さ は

SAA1.5>SAA1.1=SAA1.3 という結果になった。SAA1.5 保有者において血中 SAA 濃度が高く

なるという観察が、HDL 中で安定であるという今回の実験で裏付けられた（論文印刷中）。３

年目は、SAA をチップ上に固相化した実験系で分析物にヒト末梢リンパ球、単球、単球様株化

細胞である THP-1 を使用して検討した。程度の差こそあれ、これら細胞間に SAA への結合性

の差異はなかった。用いた SAA についてはマウスリコンビナント intact SAA とヒト組織から

抽出した AA 蛋白はこれら細胞への結合性を示したが、ヒトリコンビナント intact SAA はどの

アイソタイプでも有意な結合性を示さなかった。SAA のアミロイド線維化において細胞の関与

が必須であることから、ヒト SAA が線維化するには C 末端の除去が必要であり、このことは

ヒト臨床材料のアミロイド組織中に intact SAA が存在せず、マウスアミロイド組織では存在

するという事実を裏付けるものである。 
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１．研究開始当初の背景 

 血清アミロイド A（SAA）は２次性アミロイ
ドーシス沈着物質の前駆蛋白であり、炎症で
その血中濃度が著明に増加する鋭敏な急性
期反応物質である。血中においては HDL中の
アポ蛋白として存在する。 
 この SAAの生物学的機能、アミロイド形成
メカニズムを理解する上で、SAA とその親和
性物質、例えば先の HDL・細胞・組織外マト
リックス、などの同定、結合様式は重要な研
究課題である。実際、これまでのところ、SAA
溶液を使って当該物質と反応させたものを
フローサイトメトリや免疫沈降法などで解
析することで、種々細胞、ウイルス、細菌と
SAA との親和性が報告されてきた。しかし、
私の長年の SAA 研究の経験から、本物質は極
めて疎水性が高く、溶液状態にすること自体
が困難であり、かつ溶液状態になったとして
も、ほかの物質との混合により非特異吸着を
示しやすいことが判明しており、これまでの
報告の信頼性を疑問視している。 
 そこで今回は、より特異的な SAA とほか物
質の親和性を検討する系として装置ビアコ
アを用い、まず HDL を最初のターゲットに方
法論の確立から研究を始めた。 
 
２．研究の目的 

 SAA とその親和性物質を同定するための
信頼性の高い方法としてビアコアを応用し
た系を確立する。その方法を用い、HDL・細
胞・組織外マトリックス、などとの親和性を
検討する。その系において、SAA アイソタイ
間での比較を行い、臨床的に観察されている、
SAA1 多型の機能であるアミロイドーシス感
受性、血中濃度への影響の裏づけとなるメカ
ニズムを探る。 

 

３．研究の方法 

 SAA は既に報告している大腸菌の発現系
を使用して調整した。今回の研究ではヒト型
として、SAA1.1, SAA1.3, SAA1.5 を、マウ
ス型として saa1 と saa2 を用意した。 

 機器として、分子間相互作用解析装置、ビ
アコア 2000 を用いた。概要は以下のとおり
である。センサーチップと呼ばれる固相にリ
ガンドを固定化し、親和性物質を流路にアプ
ライされる。リガンドと親和性物質の結合は
表面プラズモン解析（SPR）と呼ばれる独特
の光学的手法により解析される。結合と解離
がリアルタイムでモニターできる点が最大
の特徴である。システムには結合と解離を勘
案した親和性定数（KD）を算出するソフト
も組み込まれている。 

４．研究成果 
 ビアコアの条件設定に難渋したが、その経
験からいくつかの有意義な知見を得た。 

センサーチップに SAA を固定化する際に
通常使われる酸性条件で行うと、HDL に満
足な結合を示さなかった。このことは酸性で
SAA が凝集傾向を示し、アミロイド線維化も
同じ環境で起こることから、アミロイド形成
傾向のSAAはHDLに結合できないことが想
定された。固定化量を増やしていくと、HDL

との反応が２相性になり、すなわち一旦 SAA

に結合して解離した HDLがまた近傍の SAA

に結合していると推測された。そこで SAA

を少量でアルカリ側で固定する条件を設定
した。 

流路の HDL については HDL が自家凝集
を起こすことから、低濃度でかつ反応緩衝液
に界面活性剤を使用する条件を設定した。 

以上の定められた条件が、限りなく１:１に
近いSAAとHDLの反応を見ていると想定し
て実際の SAA１アイソタイプと HDL の親和
性実験を行った。反応は解離の非常に速い反
応で、結合と解離を同時に解析するいわゆる
kinetic analysis のモデルに適合しなかった
ため、反応がプラトーになった部分を利用す
る affinity analysis モデルを当てはめた（下
図）。各 SAA1 アイソタイプと HDL の結合親
和性は SAA1.5>SAA1.1=SAA1.3 となった。 

 

 

 SAA1.5アレル保因者は血中SAA濃度が高
めになることを既に見いだしており、今回の
知見は、SAA1.5 は HDL と親和性が高いこ
とで血中でより安定である、そのことが血中
濃度を高めにするよう影響していると裏付
けるものである。 

また。アミロイドーシス感受性としては
SAA1.3 で正のリスクであることが私たちの
これまでの研究で明らかになっている。今回
の知見は SAA1.3 が HDL から解離しやすい
ことを示していて、そのことが組織への移行
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性が高いことになり、アミロイド線維化しや
すい性質に関連しているのではないかと想
定された。しかし、アミロイドーシス感受性
として負のリスクである SAA1.1 との間に特
徴的な差異はなく、アミロイドーシス感受性
に関してはさらなる因子の考慮が必要と思
われた。 

HDL との結合実験で確立された条件はほ
かの SAA 親和性物質の探索に応用可能であ
る。ここでは SAA とアミロイド線維形成に
不可欠な細胞成分（マクロファージなど）と
の親和性実験に応用した。 

マウス intact saa とヒト組織から抽出した
AA 蛋白（intact SAA の C 末端が除去された
もの）はヒト末梢血単球への特異的な結合性
を示したが、ヒト intact SAA はどのアイソ
タイプでも有意な結合性を示さなかった。マ
ウスでは intact SAA も実際の沈着中にあり
（すなわち線維形成能がある）、ヒトの場合
は沈着中に intact SAA が殆どないことから、
ヒト SAA のアミロイド線維化においては C

末端の除去が必要であり、線維化そのものに
対する影響だけでなく、線維化前段階の細胞
との interaction にもこの部分分解が必要で
あることが示唆された。現在は、人工的に作
られた SAA の限定分解産物と細胞の親和性
を検討している。 

HDL との結合安定性、細胞との結合性が
おそらくアミロイド線維化になんらかの役
割を果たしていると示唆され、その制御の研
究がアミロイドーシスの予防や治療につな
がるものと確信する。 
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