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研究成果の概要（和文）：FFPE組織を用いたイメージング質量分析(IMS)でアミロイドーシス原因タンパク質の
同定を目指した。まず、心臓を用い、アミロイドーシス症例、対象症例で、比較プロテオーム解析を実施した。
全部で2324個のタンパク質が同定された。アミロイドーシス症例で有意に増加していた678種類のタンパク質を
用いた多変量解析では、アミロイドーシス症例と対照症例は明瞭に群分けされることが確認された。更に、アミ
ロイド症例にユニークな発現を示す12種類のタンパク質について、Tissue Microarrayスライドを作成し、特異
的なMSスペクトルをターゲットしたIMSを行ったところ、有望なピークを同定することができた。

研究成果の概要（英文）：We aimed to identify amyloidosis-causing proteins by imaging mass 
spectrometry (IMS) using FFPE tissue. First, a comparative proteomic analysis was performed in 
hearts, in amyloidosis cases, and in target cases. A total of 2324 proteins were identified. 
Multivariate analysis using 678 proteins, which were significantly increased in amyloidosis cases, 
showed that amyloidosis and control cases were clearly divided into groups. Furthermore, Tissue 
Microarray slides were prepared for 12 proteins uniquely expressed in amyloidosis cases, and IMS 
targeting specific MS spectra identified promising peaks.

研究分野： 臨床検査

キーワード： アミロイド　プロテオミクス　FFPE

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、近年増加傾向にあり、新規治療薬が登場しているアミロイドーシス患者の早期診断、適切な治療法選
択に大いに寄与し、有望かつ有効な治療戦略創出のための重要な知見となりうる。本研究により得られる知見の
蓄積と発信は、IMSによる in situ proteome analysis とでも言うべき、全く新しい次元の病態理解、診断技術
開発への嚆矢となる。また、研究を進める中で、原因物質不明のアミロイドーシス症例をプロテオーム解析する
ことで、最近になり報告された全身性APOA4アミロイドーシスであることが判明し、論文として報告している。
アミロイドーシスにおけるプロテオーム解析の有用性が示唆された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

質量分析法は、近年の技術革新に伴い医療分野での実用化が急速に進んでいる。中でも、 臨

床検査領域の現場では、先天代謝異常症等の高精度・先進的検査法の推進に広く貢献してきた。

イメージング MS（IMS）は、組織切片上で質量分析を行い、生体分子(低分子代謝産物、脂質、ペ

プチドや蛋白質など)や投薬剤に由来するマススペクトルを直接検出し、組織上における目的物

質の分布を二次元的に可視化する技術である。これにより、抗体や染色剤などの標識なしに、一

度の測定で複数の標的物質の局在情報を半定量的に取得できる。 

アミロイドーシスとは、可溶性の前駆蛋白質が難容性のアミロイド線維を形成し、組織に沈着す

ることで重度の臓器障害を起こす難治性疾患である。対応する原因蛋白質（Immunoglobulin 

Light Chain（AL）、 Amyloid A（AA）、異型 transthyretin（ATTR）、β2 microglobulin（Aβ2M）

など）により、ALアミロイドーシス、AAアミロイドーシス、遺伝性／野生型 ATTR アミロイドー

シスおよび透析関連アミロイドーシスなどの病型に分類される。 アミロイドが複数臓器に沈着

する全身性アミロイドーシスは、進行性の経過をたどり、治療 抵抗性で予後不良である。原因

蛋白質によってアミロイドの形成・沈着機序は異なり、近年 では抗体療法や安定化剤など原因

に応じた治療方法が開発されてきており、適切な治療法決定のため、病早期での正確な診断が求

められている。 

アミロイドーシスの確定診断には、アミロイド沈着を病理組織学的に証明する必要がある。 一

般医療施設では、組織標本を Congo red 染色でアミロイド沈着を確認し、原因蛋白質に対する抗

体を用いた免疫染色で間接的に原因蛋白質の同定を行っている。アミロイド原因蛋白質の同定

は免疫染色に強く依存しているが、抗体の種類や蛋白質との反応性に限界があり、多彩な原因蛋

白質（30 種類以上）、アミロイド線維の複雑な束状構造、新規病型の存在から、日本ではアミロ

イドーシス患者の 1/4 で原因蛋白質が同定されていない。 

以上のように、アミロイドーシスの病型診断精度はいまだに低く、発症機序の理解や適切な治療

法選択の妨げになっている。病因・病態に則した適切な治療選択、病型に応じた新たな治療法の

開発のためには、アミロイドーシス原因蛋白質の同定を含む正確な病型診断と新規病型の発見

は極めて重要であり、これまでに確立された古典的な手法とは独立し、かつ補完しうる新たな診

断技術が求められる。 
 
２．研究の目的 

以上の背景より、本研究ではアミロイドーシス原因蛋白質の直接的な同定が可能となる新規

技術開発を目指す。これにより、近年増加傾向にあるアミロイドーシス患者の早期診断、適切な

治療法の選択、新たな治療戦略創出に寄与することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

これまでの背景と申請者らの研究成果を踏まえ、本研究では以下の方法で研究を進めた。 

(1) アミロイドーシスの FFPE 組織を用いた比較プロテオミクス 

① アミロイドーシス症例と対照症例の FFPE 組織から、LC-MS/MS による比較プロテオ

ミクスを行う。アミロイドーシス症例では、DFS 染色陽性領域をレーザーマイクロダ

イセクションで切り出して解析する。 

② アミロイドーシスの症例ごとに異常蓄積蛋白質を同定する。アミロイドーシスの病

型ごとに、得られたペプチドのマススペクトルをデータベース化する。 

③ 異常蓄積蛋白質候補の抗体を用いた免疫染色にて、プロテオミクスの結果を検証す

る。 

(2) アミロイドーシスの FFPE 組織を用いた IMS 

① FFPE 組織を用いて、トリプシン処理条件、マトリックスの選定、IMS 測定条件など、

IMS の基礎的な条件検討を行う。 



② アミロイドーシス症例と対照症例の Tissue Microarray（TMA）ブロックを作成する。

TMA スライドで IMS を行い、検出されたピーク分布を比較する。 

(3) 比較プロテオミクスを元にした IMS による蓄積蛋白質の同定 

比較プロテオミクスで同定された原因蛋白質由来ペプチドのマススペクトルデータと 

IMS で得られたマススペクトルデータを統合解析する。 

(4) IMS データの蓄積とパターン分類によるアミロイドーシス病型診断の試み 

① 多くの症例で LC-MS/MS による比較プロテオミクス、IMS 解析およびデータの蓄積を

行う。 

② 蓄積されたデータをもとに、 IMS のみでアミロイドーシスにおける異常蓄積蛋白質

の同定と病型診断を可能とするシステムの構築を目指す。 
 
４．研究成果 

(1) アミロイドーシスの FFPE 組織を用いた比較プロテオミクス 

アミロイド症 11例、対照 10 例の FFPE 組織を用いた比較プロテオミクスにより、2324

個のタンパク質を同定した。次に、2324 個のタンパク質の中から、今回検出された既存

のアミロイド関連タンパク質と正の相関を示し、筋肉組織と関連したタンパク質と正の

相関を示さないタンパク質 670 個を抽出した。これら中からさらに、質量分析における

半定量法の指標であるAbundancesの値を用い、候補タンパク質の選別を行った。つまり、

Abundances について「対照症例の平均値」をカットオフ値とし、それ以上で検出された

対照症例がなく、複数のアミロイド症例からカットオフ値以上で検出されたタンパク質

12 個を最終的な候補タンパク質として選別した。これらのタンパク質を用い、クラスタ

ー解析、主成分分析を行ったところ、アミロイド症例と対照症例が明瞭に異なる分布とな

り、両者を区別することができた。 

(2) 全身性 APOA-IV アミロイドーシスの同定 

病理診断で原因物質の同定に難渋した（免疫染色でκ chain, γ chain, Amyloid A, 

β2-microglobulin, transthyretin の全てが陰性）全身性アミロイドーシスの剖検症例

の FFPE 組織を用いたプロテオーム解析を行ったところ、Apolipoprotein A4（APOA-IV）

が本症例の組織中に高度に沈着していた。また、抗 APOA-IV 抗体を用いた免疫組織化学

では、対象症例組織と比較して本症例で APOA-IV のびまん性陽性像が確認された。以上

より、本症例は APOA-IV アミロイドーシスであることが確認された（図 1、発表論文 4）。 

(3) 比較プロテオミクスの結果を元にした IMS 

研究成果 1 で得られた、アミロイドーシスで特異的に蓄積していることが示唆された

タンパク質群のペプチドの MS ピークを標的とした IMS を実施した。まずは、同一切片上

の組織で比較解析する必要があると考え、アミロイドーシス症例、非アミロイド―シス症

例の同一組織由来の Tissue Microarray（TMA）ブロックを作成した。TMA より作成した

スライド標本を用いて、複数の条件で IMS の測定を行った結果、IMS でアミロイドーシス



を判別しうる有望なペプチドピークが同定された（図 2）。 今後、これらのタンパク質、

特に検出されたペプチド由来抗体を作製し、それらを用いた免疫組織化学、質量分析で得

られた m/z をターゲットとした IMS の検討をさらに行い、FFPE 組織切片を用いた IMS に

よるアミロイドの検出技術の確立を目指す。 
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