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研究成果の概要（和文）：	 アミロイドーシスとは蛋白質がアミロイド線維に異常凝集し、

生体に傷害を与える疾患群である。アミロイド線維による伝播現象に注目して、合成ペプ

チドを用いた新たな線維形成解析システムと新規のアミロイドーシスモデルマウスの開発

を行い、アミロイドーシスの発症機構や治療方法に関して体系的な解析を行った。その結

果、1) 糞や骨格筋を介した新たな伝播経路の発見、2) 線維形成阻害ペプチド、熱ショッ
ク転写因子(HSF1)、アポリポプロテイン A-I (apoA-I) 等の治療ターゲットの発見、3) 今
後アミロイドーシス研究者が利用可能なモデルマウスの開発、などの成果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：	 Amyloidoses	 are	 protein	 structural	 disorders	 characterized	 
by	 the	 extracellular	 deposition	 of	 insoluble	 amyloid	 fibrils	 resulting	 from	 abnormal	 
conformational	 changes.	 We	 have	 developed	 a	 new	 analytical	 system	 for	 amyloid	 fibril	 
formation	 from	 synthetic	 peptides	 in	 test	 tubes	 and	 several	 new	 mouse	 strains	 for	 
studying	 various	 kinds	 of	 amyloidoses.	 Using	 these	 in	 vitro	 and	 in	 vivo	 systems,	 
systemic	 analysis	 of	 amyloidosis	 was	 performed	 to	 elucidate	 the	 pathogenesis	 of	 
transmission	 of	 amyloidosis.	 We	 found	 1)	 new	 transmission	 routes	 through	 feces	 and	 
skeletal	 muscle,	 2)	 new	 therapeutic	 targets	 including	 peptides	 inhibiting	 fibril	 
formation,	 heat	 shock	 transcription	 factor	 1	 (HSF1)	 and	 apolipoprotein	 A-I,	 and	 
3)several	 newly	 developed	 mouse	 strains	 variable	 for	 amyloidosis	 researches.	 	 	 	 
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研究分野：疾患モデル動物 
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１．研究開始当初の背景 
 
	 我々は老化促進モデルマウス(SAMP1)に

発症するマウス老化アミロイドーシス
(AApoAII)を発見し、これを用いてアミロイ
ドーシスの遺伝学的、病理学的解析システム



を構築し、様々な知見を得てきた。アミロイ
ドーシスとはアミロイド線維と呼ばれる幅
~10 nmの微細な線維が細胞外に沈着する病
態で、ヒトでは 1860年代、マウスでは 1940
年代に発見されたが、長らくその実態は不明
であった。近年、線維蛋白質が明らかになり、
蛋白質が正常（機能的）構造からβシートに
富んだ異常（線維）構造へ変換し凝集する『蛋
白質構造異常病』として、多くの研究者の注
目を集めている。現在までに老化アミロイド
ーシス、アルツハイマー病、プリオン病、炎
症性アミロイドーシスなど、25種類以上が報
告されている。患者数が多い難病であり、ま
た高齢化社会では患者数が急増しているた
め、病態の解明と治療法の開発が希求されて
いる。しかし、一部（アルツハイマー病、プ
リオン病）を除いて適切な動物モデルが存在
しないことが、研究の進展の大きな妨げとな
っている。我々は AApoAII アミロイドーシ
スを用いて、(a)プリオン病における『異常構
造蛋白質の伝播』と類似した『アミロイド線
維の伝播』がアミロイドーシス発症の重要な
原因である。 (b)アミロイド蛋白質である
apoA-II（血清高密度リポ蛋白質 HDLのアポ
蛋白質）にはマウス系統間に 7つ以上の対立
遺伝子(allele)が存在し、アミロイドーシスの
発症・病態に密接に関与する。(c)アミロイド
ーシスの発症には飼育条件など環境要因と
遺伝要因が関与する。等を示してきた。特に
(a)の知見は国内、国外で高く評価されてお
り、”Inducible proteopathies”（誘発性異常
蛋白質病）の概念を生むにいたっている。 
	 新たな疾患概念である『蛋白質構造異常
病』としての各種アミロイドーシスに共通す
る発症機構と各種アミロイドーシスに特異
的な病態を明らかにするためには、それぞれ
のアミロイドーシスの適切なモデルマウス
を開発することが最も重要である。主要なア
ミロイドーシスに関して、我々が開発した既
存のモデルマウスと、新たに作成するアミロ
イドーシスのモデルマウス及びその他の動
物モデルを駆使して、試験管でのアミロイド
線維形成から、生体でのアミロイドーシスの
病態解析までの総合的なアミロイドーシス
研究を行い、アミロイドーシスの体系的把握
を達成し、各アミロイドーシスに最適な治療、
予防法の開発を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
 
(１）AApoAII アミロイドーシスを中心とし
た解析：	 AApoAII アミロイドーシスは、
1940 年代からラボマウスで報告されてきた
アミロイドーシスであり apoA-IIがアミロイ
ド線維を形成する。またプリオン以外で伝播
性が初めて証明されたアミロイドーシスの

１つである。マウス AApoAII アミロイドー
シスの体系的解析システムを構築する。 
①我々が発見した７つの Apoa2 allele 
(Apoa2a ~ f) を詳細に解析し、蛋白質の１次
構造とアミロイド蛋白質代謝、アミロイド線
維の立体構造、微細形態そしてアミロイドー
シスの病態や伝播との関連を総合的に解析
する。 
② 環境条件がアミロイドーシス発症に及ぼ
す効果を解析する。AApoAIIアミロイドーシ
スは普通飼育(conventional)条件では加齢に
伴い発症するが、 SPF条件では発症しない。
これまでに水平及び垂直伝播（母乳）が報告
されているが、他の伝播経路を探す。また炎
症など、環境と発症の関連を解析する。 
③アミロイドーシスの発症とマウス系統の
遺伝的背景の関係を解析する。Apoa2a を異
なったマウス系統に導入し(congenic マウス)、
アミロイドーシス発症や伝播の特性を解析
し、関連遺伝子の同定を目指す。AApoAII
アミロイドーシスは他のアミロイドーシス
のモデルマウスの妨げとなるためApoA-IIを
持たないモデルマウスを作成する。 
④ ほとんどのアミロイドーシスでは加齢が
最も重要な危険因子である。加齢が及ぼす効
果を解析する。 
⑤生体でのアミロイド線維のダイナミック
な動態を解析する為、Apoa2c-GFP Tg マウ
ス等を用いてラベルし、可視化を目指す。 
 
（２）他のアミロイドーシスのモデルマウス
を中心とした解析： 
	 AApoAII アミロイドーシスで得られた知
見が他のアミロイドーシスでも成り立つ
か？を検証するのは非常に重要である。主要
な全身性アミロイドーシスのモデルマウス
を作成して検討する。 
①炎症性(AA)アミロイドーシスは患者数（関
節リューマチ等）が多く、実験的にアミロイ
ド線維による伝播が報告されている。新たな
モデル動物を作製して解析する。 
②長期透析患者での透析(Aß2M)アミロイド
ーシスのモデルマウスを作成し、アミロイド
ーシス発症を解析する。 
③家族性アミロイドポリニューロパチー
(FAP)のモデルマウスを用いてアミロイドー
シスの発症を解析する。 
④アミロイドーシス発症に関与すると考え
られる遺伝子改変マウスを用いて解析を行
う。 
 
 
３．研究の方法 
	 
（１）AApoAII アミロイドーシスを中心とし
た解析：	 
①Apoa2a(C57BL/6),	 Apoa2b(SAMR1),	 Apoa2c	 



(SAMP1),	 Apoa2f	 (Mus	 spretus)	 を C57BL/6
と SAMR1 マウスに戻し交配した congenic	 系
統を作成してアミロイド線維(AApoAII)を投
与してアミロイドーシスを誘発すし、アミロ
イドーシスの病態（伝播性や沈着程度）を観
察する。また各 apoA-II の合成ペプチドを用
いて試験管内線維形成系を確立し、アミロイ
ド線維の立体構造や微細形態関連を総合的
に解析する。一次構造や立体構造解析は亀谷
（分担研究者）や内木（連携研究者）が行う。	 
②アミロイド線維の伝播がアミロイドーシ
ス発症に果たす役割を解析するために、我々
が開発した Apoa2c	 transgenic	 (Tg)マウスを
利用して糞、腸管、唾液、食餌中のアミロイ
ドーシス誘発性物質の検出を行う。また飼育
環境の相違として、炎症反応が考えられ、ア
ミロイドーシスの発症との関連を解析する。	 
③	 アミロイドーシスの発症にはマウス系統
の遺伝的背景が関与すると考えられている。	 
Apoa2a及び Apoa2cを C57BL/6 と SAMR1 に導
入し、AApoAII アミロイド線維を投与してア
ミロイドーシス発症を解析する。発症程度に
差が観察された場合は系統間で交配実験を
行い、感受性遺伝子の同定を行う。また
AApoAII アミロイドーシスの発症は他のアミ
ロイドーシスのモデルマウスの作成／解析
の妨げとなる。最近供給が可能となった
B6/129S4-Apoa2tm1Bres/J マウスを他のアミ
ロイドーシスのモデルマウスと交雑してよ
り適切なモデルマウスを作成する。	 
④加齢が及ぼす効果を解析するため、高齢の
マウスを準備し、アミロイド線維投与による
誘発を行いアミロイドーシスの発症と病態
を解析する。	 
⑤マウス体内でのアミロイド蛋白質の動き
を可視化する為に、ヒト Myc 蛋白質ペプチド
でラベルした Apoa2c蛋白質を発現するTg	 マ
ウスを作成する。(Apoa2c-MycTagTg)	 このマ
ウスや細胞を用いて、Myc で標識された
apoA-II 蛋白質の動態の解析を行う。	 
	 
（２）他のアミロイドーシスのモデルマウス
を中心とした解析:	 
①ウシ内臓、フォアグラ等の食品中に AA ア
ミロイド線維が発見されており、ヒトへの伝
播を検証する必要がある。マウスの実験的ア
ミロイドーシスのシステムで解析するとと
もに、アミロイド原性の高いヒト SAA1	 遺伝
子の Tg マウスを作成し、ヒト型の AA アミロ
イドーシスモデルマウスを作成する。その他
伝播性が示唆されたチーターの AA アミロイ
ドーシスの解析を行う。	 
②透析アミロイドーシス(Aß2M)のモデルマ
ウス	 (hß2MTg,mß2m-/-)	 を作成し自然発症
とアミロイド線維による誘発を試みる。さら
に関節アミロイドーシスを誘発する為に II
型コラーゲン抗体カクテルを用いた関節炎

を誘導する。	 
③FAP のモデルマウスを	 (hTTRMet30Tg.	 
mTtr-/-)を導入し（山梨大、前田教授）、メ
カニズムの解明を目指すとともに、炎症モデ
ルマウス等との交配を行う。	 	 
④Hsf1-/-マウス(熱ショック蛋白質転写因
子のノックアウト（KO）マウスで Hsp90,	 40,	 
27 等の熱ショック蛋白質や IL-6 等の誘発が
欠如する；山口大、中井教授より導入済み)
で、アミロイドーシスモデルマウスと交配し
て解析を行う。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
（１）AApoAII アミロイドーシスを中心とし
た解析：	 
①試験管から生体まで体系的なアミロイド
ーシスの解析システムの構築の第一歩とし
て、apoA-II 蛋白質の合成ペプチドを用いた
試験管内線維形成機構の解析システムを開
発した。apoA-II 蛋白質の N 末端（第 6-16 ア
ミノ酸）と C 末端（第 48-65 アミノ酸）ペプ
チドが、アミロイド線維形成に必要であるこ
とを明らかにした。pH.2.5 の変性条件で２つ
のペプチド相互作用し、構造変換した中間体
が形成され、アミロイド線維の核形成、線維
伸張反応が速やかに進行することが明らか
になった（Sawashita	 et	 al	 BBA	 2009）。こ
の解析システムの開発は、蛋白質化学的解析
と生体での解析の統合を可能とし、体系的ア
ミロイドーシス研究にとり、非常に重要な進
捗であった	 (下図)。	 

この解析系を用いて、f 型 apoA-II の C 末端
ペプチドが強いアミロイド線維形成抵抗性
を示すことが示され、congenic	 マウスを用
いた生体での解析でも同様な結果が確認さ
れた。この f	 型 C末端ペプチドがアミロドー
シスの伝播や進行を抑制できる可能性を確
かめるために、マウスへアミロイド線維を投
与し、アミロイドーシスを誘発すると同時に
ペプチドを投与して、その抑制効果を検討し
ている。また温度等の反応条件を調整して、
マウスでの伝播性を持つアミロイド線維を
作成することに成功している。	 



②またアミロイドーシスの伝播の新たな経
路として、骨格筋に沈着したアミロイド線維
を介する経路を明らかにし（Quan	 et	 al	 PLoS	 
Pathogen	 2010）、食品を介した伝搬の可能性
を示唆した。また糞中に伝播性の強いアミロ
イド線維が存在することを明らかにした
（Wang	 論文準備中）。	 
③アミロイドーシスの発症に関与する要因
として、飼料中の脂肪酸組成（Umezawa	 et	 al	 
J	 Grontol	 2009）や apoA-I	 (Wang	 et	 al	 J	 Lipid	 
Res	 Revised)を新たに明らかにした。特に
apoA-I の欠失はアミロイドーシスの発症を
促進したので、他のアミロイドーシスのモデ
ルマウスと交配して、新たなモデルマウスの
作成を進めている。	 
④アミロイドーシスと熱ショック蛋白質
(HSP)等の分子シャペロンとの関連を調べる
為に R1.P1-Apoa2c	 マウスへ Hsf1の KO や Tg
を導入してアミロイドーシスの発症を解析
した。従来細胞質での反応とされていた HSF1
を介した熱ストレス反応(HSR)が AApoAII ア
ミロイド線維の細胞外への沈着で誘発され
ること、Hsf1 の KO マウスでは HSR が抑制さ
れ、特に心臓でアミロイド沈着が促進され、
心臓の肥大や、機能不全が起きること、さら
に Hsf1Tg マウスではアミロイド沈着が抑制
されることを明らかにした。これらの結果は
HSF1 がアミロイドーシスの進行や治療に重
要な役割を果たしていることを示し、今後の
病態解明や、新たな治療法の開発への多大な
貢献をすると考えている。	 

	 
⑤アミロイドーシスの発症を調節する遺伝
的因子を解析するために、apoA-II の４種の
対立遺伝子(Apoa2a,Apoa2b,Apoa2c,	 
Apoa2f	 )	 を C57BL/6 と SAMR1 系統に導入し
た congenic	 mouse 系統を作成し、アミロイ
ドーシスを誘発した。現在の所、遺伝的背景
による発症の違いは確認されていない。また
高月齢（~２年齢）の R1.P1-Apoa2cを作成
しアミロイドーシスの誘発を行い、若齢マウ
スと比較している。（現在解析中）。アミロイ
ド線維の伝播やアミロイド産生細胞の標識

のために Apoa2c-MycTg マウスを作製した。
現在 SAMR1-Apoa2-/-に戻し交配中である。こ
のマウスの開発が完成すれば、アミロイド線
や、アミロイド産生細胞を Myc でラベルして、
内在性のアミロイド蛋白質（apoA-II）や細
胞と区別することが可能となるためアミロ
イドーシスの伝播経路やアミロイド蛋白質
の動態の解析が著しく容易かつ詳細に解析
することができると期待している。	 
	 
（２）他のアミロイドーシスのモデルマウス
を中心とした解析:	 
①反応性	 (AA)アミロイドーシスの解析では、
国際保護動物であるチーターの AA アミロイ
ド蛋白質の詳細な解析を行い、糞中の伝播性
の強い AA アミロイド線維を介した伝播の可
能性を示した(Zhang	 et	 al	 Proc	 Nat	 Acad	 Sci	 
USA	 2008,	 Zhang	 et	 al	 J	 Hered	 2008))。ま
た高齢牛の腎臓や筋肉に AA アミロイド沈着
を認め、マウス AA アミロイドーシスのシス
テムで伝播性を認めた（Yoshida	 et 	 al	 
Amyloid	 2009）。これらの結果は慢性炎症等
の前病条件を持つ動物や患者でアミロドイ
ド線維を含んだ食品による伝播の可能性を
示唆した点で意義がある。	 
②血清 ß2m 濃度が患者血清の３倍以上である
透析アミロイドーシス(Aß2M)のモデルマウ
ス	 (hß2MTg,mß2m-/-)	 を作成し自然発症と
アミロイド線維による誘発を試みた。しかし
Aß2M アミロイド線維の沈着は観察されず、ア
ミロイド沈着には高濃度の ß2m とアミロイド
線維の伝播以外の要因が必要であることが
明らかになった（Zhang	 et	 al	 Amyloid	 2010）。
さらに関節アミロイドーシスを誘発する為
に II 型コラーゲン抗体カクテルを用いた関
節炎を誘導したが、まだアミロイド沈着には
至っていない。	 
③	 FAP のモデルマウスを	 (hTTRMet30Tg.	 
mTtr-/-)を導入し、交雑で Apoa2-/-,	 
Apoa1-/-や Hsf1-/-を導入したマウスにアミ
ロイド線維を投与して発症を誘発したが、現
在のところアミロイド線維の沈着には至っ
ていない。	 
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