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研究成果の概要（和文）：ATTRアミロイドーシスは野生型および変異型トランスサイレチン（TTR）が加齢に伴
いアミロイドを形成して発症する難治性疾患であるが、加齢による発症の分子メカニズムは不明である。本研究
では、細胞外環境の酸化還元バランス変化がTTRの加齢依存的な凝集体形成を制御するか線虫をモデル生物とし
て明らかにすることした。TTR凝集体の形成を発光測定または蛍光測定によって評価する線虫株を樹立して検討
を行い，加齢に伴いTTRがジスルフィド結合二量体を形成して凝集化し，体内に蓄積することで毒性を示すこと
を明らかにした。本研究により、加齢に伴う酸化ストレスが本疾患の引き金となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：ATTR amyloidosis is an incurable disease, as it is triggered by the 
accumulation of amyloid derived from normal or mutant transthyretin. Although aging is a risk factor
 for the disease, the molecular mechanism underlying age-related amyloid formation remains largely 
elusive. In this study, we utilized C. elegans as a model organism to explore the potential link 
between changes in the extracellular redox balance and the formation of amyloid in aging 
individuals. We have developed new strains of ATTR amyloidosis models that enable the monitoring of 
amyloid formation through luminescence or fluorescence measurements. As a result, we found that TTR 
can form a dimer through a disulfide bond as it ages, producing toxic protein aggregates in the 
body. These results suggest that oxidative stress associated with aging might be a key trigger for 
amyloidosis.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ATTRアミロイドーシスの発症を制御する環境要因の同定は長年の懸案であったが、発症に至るまでの分子的背景
の全容が未解明であったため研究が進んでいなかった。本研究は，申請者がこれまでに同定していたTTRのジス
ルフィド結合二量体形成を介した凝集化に着想を得て，加齢に伴うレドックス恒常性の破綻がアミロイド形成を
誘導する分子メカニズムをモデル生物を用いて明らかにした点に本研究の学術的意義がある。本研究の成果はレ
ドックスバランスの正常化を標的としたATTRアミロイドーシスの発症予防法の開発へと発展する点で重要であ
り、健康寿命の延伸に貢献することが期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

超高齢化社会の到来とともに神経疾患関連のアミロイドーシスの重要性はさらに増しており，
治療薬の開発のみならず，健康寿命を延ばすために予防戦略の構築が切望されている．ATTR ア
ミロイドーシスは血清タンパク質であるトランスサイレチン（TTR）が細胞外で変性および凝集
して神経系および心臓を中心とした全身臓器に沈着する難治性疾患である．TTR 遺伝子の変異に
より発症する遺伝性 ATTR アミロイドーシスは指定難病であり，障害発生率と死亡率は極めて高
い．興味深いことに，変異型 TTR は生後から産生され続けるのにも関わらず，TTR の凝集体形成
およびアミロイド沈着は一般的に壮年期以降にしか起こらない．また，変異型 TTR のみならず，
野生型 TTR も加齢に伴いアミロイド線維を形成して野生型 ATTR アミロイドーシスを発症する．
診断技術の向上により，本症は従来想定されていたより頻度が高いことが近年明らかになり，発
症予防や治療薬開発のために加齢による発症機構の解明が急務となっている．このように，ATTR
アミロイドーシスは TTR 遺伝子変異以外に加齢による環境要因の変化が発症に深く関与してい
ると考えられており，その環境要因の同定が切望されている．本研究では，ATTR アミロイドー
シスの加齢依存性の発症機序に基づいた予防薬および治療薬の開発に向けた基盤を構築するた
めに，「加齢に伴って変化するどの環境要因がどのように TTR のアミロイド形成を制御するの
か？」を学術的「問い」とした． 

TTR は主に肝臓で産生されるタンパク質であり，血液中では四量体として存在する．TTR のア
ミロイド形成機構は「四量体から単量体への解離」と「単量体の変性・凝集体形成」の２つの過
程に大別される．これまでに，申請者は詳細な機構が不明であった「単量体の変性・凝集体形成」
過程について解析を行ってきた．その結果，TTR 単量体はシステイン残基の遊離チオール基を介
して分子間でジスルフィド結合した二量体（S-S dimer）を変性依存的に形成した後に，細胞毒
性を示す凝集体へと構造変化することを明らかにした．一般的に，タンパク質のジスルフィド結
合形成は酸化還元（レドックス）環境により制御される．これまでの研究により，加齢によりレ
ドックス恒常性の破綻が生じて，血液中（細胞外環境）のレドックスバランスが酸化方向に過度
に偏った状態になることが報告されている (Go YM and Jones DP, Clin Sci. 2017)．そこで，
「加齢に伴う細胞外環境のレドックスバランス変化が TTR の S-S dimer 形成を誘導して ATTR ア
ミロイドーシスの発症を制御するのではないか？」と仮説を立てた． 
 
２．研究の目的 

本研究では，加齢に伴って変化する環境要因として細胞外環境のレドックスバランスに着目
して，TTR の S-S dimer および凝集体形成がレドックスバランスの変化により制御されるかをモ
デル生物として線虫を用いて解析する．最終的には，ATTR アミロイドーシスの加齢依存的な発
症機構における TTR のレドックス制御の役割を解明することを目的とする． 
 
３．研究の方法 

（１）S-S dimer および TTR 凝集体を検出するレポータータンパク質の作製および機能評価 
S-S dimer 形成を評価するレポータータンパク質には，NanoLuc Binary Technology 

(NanoBiT) システムを採用した．LgBiT または SmBiT と TTR を連結するリンカー鎖長が異なる
組換えタンパク質を大腸菌発現系を用いて調製し，溶液中の酸化還元電位変化に応じて形成さ
れる S-S dimer 量を発光測定および SDS-PAGE により解析してレポーターとしての有用性を評価
した． 
TTR 凝集体形成を評価するレポータータンパク質には，蛍光タンパク質（GFP，TagRFP）融合

TTR を採用した．蛍光タンパク質と TTR を連結するリンカー配列が異なる組換えタンパク質を大
腸菌発現系を用いて調製し，溶液中の酸化還元電位変化に応じて形成される S-S dimer および
TTR 凝集体を SDS-PAGE，Native-PAGE により解析して蛍光タンパク質の融合が S-S dimer や TTR
凝集体形成を妨げないリンカー配列を探索した． 

（２）S-S dimer および TTR 凝集体を検出するレポータータンパク質の培養細胞系での機能評価 
上記で作製した各種レポーター融合 TTR の発現プラスミドを HEK293 細胞に遺伝子導入して，

各種レポーター融合 TTR が細胞外環境へと分泌されるか，細胞外環境のレドックスバランス変
化により S-S dimer および TTR 凝集体を形成するかを発光測定，蛍光測定，Western blotting
により評価した． 

（３）各種レポータータンパク質を発現する線虫を用いた加齢依存性の S-S dimer および TTR 凝
集体の形成評価 
細胞外環境における加齢依存性の S-S dimer 形成を評価するために，異なる器官（咽頭筋，体

壁筋）に LgBiT 融合 TTR，SmBiT 融合 TTR をそれぞれ発現する線虫株を樹立した．本線虫株は各
器官から分泌された LgBiT 融合 TTR および SmBiT 融合 TTR が偽体腔（細胞外環境）において S-



S dimer を形成することを企図したモデルである．各日齢の線虫からライセートを調製して S-S 
dimer 量を発光測定により評価した． 
細胞外環境における加齢依存性の TTR 凝集体形成を評価するために，蛍光タンパク質融合 TTR

を体壁筋に発現する線虫株を樹立した．変異型 TTR の細胞外分泌促進を企図して TagRFP 融合野
生型 TTR と GFP 融合変異型 TTR を共発現するヘテロ接合体モデルを作製し，比較対照として
TagRFP 融合野生型 TTR と GFP 融合野生型 TTR を共発現する野生型ホモ接合体モデル，TagRFP 融
合変異型 TTR と GFP 融合変異型 TTR を共発現する変異型ホモ接合体モデルを作製した．各日齢
の線虫を蛍光顕微鏡により観察し，個体当たりの GFP 陽性凝集体数を計測した．さらに，各線虫
株の寿命を測定した． 
 
４．研究成果 

（１）S-S dimer および TTR 凝集体を検出するレポータータンパク質の作製および機能評価 
LgBiT またはSmBiTと TTRの間に6残基または15残基のflexible リンカーを挿入した組換え

タンパク質を調製し，物性評価を行ったところ，LgBiT 融合 TTR ではリンカー6 残基の方が安定
性が高く，リンカー15 残基の場合は不安定であり凝集化しやすいことが明らかになった．
AlphaFold2 を用いた構造予測により，リンカー長が長くなると LgBiT と TTR が相互作用するた
め構造が不安定化することが示唆された．SmBiT 融合 TTR ではリンカー長に関わらず安定な構造
を保持した．リンカー長が 6 残基の LgBiT 融合 TTR と SmBiT 融合 TTR 組換えタンパク質を用い
てレドックス変化による S-S dimer 形成を評価し，酸化的環境での S-S dimer 形成により LgBiT
と SmBiT の構造相補性が促進され，発光酵素となることを確認した．この相補反応は還元剤存在
下または S-S dimer 形成に関わるシステイン残基（Cys）への変異導入により抑制されたことか
ら，構造相補性による発光シグナルは S-S dimer 量を反映することが示された． 
蛍光タンパク質融合 TTR にはリンカー鎖長の異なる flexible リンカーまたは rigid リンカー

を挿入した組換えタンパク質を調製した．flexible リンカー型は大部分が不溶性画分に存在し
ており，可溶性画分からの精製が困難であった．一方，rigid リンカー型は可溶性画分での発現
量が増加し，生化学的解析に必要な量を精製できた．蛍光タンパク質融合 TTR 組換えタンパク質
を用いてレドックス変化による S-S dimer 形成を評価し，rigid リンカー型では蛍光タンパク質
の融合が S-S dimer および TTR 凝集体形成の妨げにならないことを明らかにした． 

（２）S-S dimer および TTR 凝集体を検出するレポータータンパク質の培養細胞系での機能評価 
野生型またはCys変異型LgBiT融合 TTRと SmBiT融合 TTR（両方ともリンカー6残基）をHEK293

細胞に発現させ，細胞外（培地中）および細胞内の発光量を測定したところ，細胞内外に関わら
ず Cys 変異型に比べて野生型では発光量が高かった．したがって，培養細胞の環境下においても
NanoBiT システムが S-S dimer 形成評価に利用できることが示された．一方，細胞内外で発光量
を比較したところ，細胞内の発光量が細胞外の発光量よりも 2-3 倍高いことが明らかになり，S-
S dimer は細胞外だけでなく，細胞内においても形成されることが示された．本研究では線虫の
細胞外環境で形成された S-S dimer を特異的に検出する手法を開発したいため，細胞内におい
て LgBiT 融合 TTR と SmBiT 融合 TTR の S-S dimer 形成が起こらないように，異なる器官から
LgBiT 融合 TTR と SmBiT 融合 TTR をそれぞれ発現させる工夫が必要であることが示唆された． 
リンカータイプおよび鎖長が異なる蛍光タンパク質融合 TTR を HEK293 細胞に発現させ，培地

中の蛍光タンパク質融合 TTR の分泌量を評価したところ，flexible リンカーに比べて rigid リ
ンカーの方が分泌量が多く，rigid リンカー鎖長が長いほど分泌量が増加することが明らかにな
った．本結果は大腸菌発現系での可溶性画分発現の結果と相関しており，flexible リンカーを
介して融合した蛍光タンパク質が TTR 四量体構造を不安定化するために分泌量が低下すると推
察した．次に，培地中に分泌された蛍光タンパク質融合 TTR が細胞外環境のレドックスバランス
変化によって S-S dimer および TTR 凝集体を形成するかを解析した．シスチンの細胞内取り込
みを担うトランスポーターxCT を過剰発現した HEK293 細胞に対して xCT 選択的阻害剤である
Erastin を処理することでシステイン/シスチン量比が変化した細胞外環境を構築した．本細胞
株に rigid リンカー型蛍光タンパク質融合 TTR を発現させたところ，Erastin 処理群（より酸化
的環境）では Erastin 未処理群と比較して S-S dimer 量および TTR 凝集体量が増加したことか
ら，rigid リンカー型蛍光タンパク質融合 TTR はノンタグ TTR と同様にレドックスバランス変化
に応じて S-S dimer を形成することが明らかになった． 

（３）各種レポータータンパク質を発現する線虫を用いた加齢依存性の S-S dimer および TTR 凝
集体の形成評価 
LgBiT 融合 TTR を咽頭筋から分泌し，SmBiT 融合 TTR を体壁筋から分泌する線虫株を細胞外 S-

S dimer 検出線虫として作製した．各日齢における S-S dimer 形成を発光測定により評価したと
ころ，発光量は加齢依存的に増加した．S-S dimer 形成に関わるシステイン残基に変異を導入し
た Cys 変異型 TTR を発現する線虫株では，加齢依存的な発光量の増加が認められなかったこと
から，発光量変化は S-S dimer 形成によるものであることが示された．興味深いことに，線虫ラ
イセート中の発光成分は大部分が線虫破砕後の不溶性画分に存在していたことから，S-S dimer
は不溶性凝集体として加齢に伴い蓄積することが示唆された． 
蛍光タンパク質融合 TTR を体壁筋から分泌する線虫株を細胞外環境における TTR 凝集体検出



線虫として作製した．蛍光顕微鏡観察の結果，野生型ホモ接合体，ヘテロ接合体モデルでは偽体
腔に分泌されたGFP融合野生型TTR，GFP融合変異型TTRの蛍光シグナルがそれぞれ観察された．
一方，変異型ホモ接合体モデルでは GFP 融合変異型 TTR の蛍光シグナルが偽体腔では観察され
ず，体壁筋内においてのみ観察された．したがって，線虫においても野生型 TTR との共発現によ
り変異型 TTR の分泌が促進されることが示された．次に，各日齢の線虫１個体当たりの GFP 陽性
凝集体数を計測したところ，ヘテロ接合体モデルでは変異型 TTR 凝集体数が加齢に伴い大きく
増加した．一方，野生型ホモ接合体では加齢に伴って野生型 TTR の凝集体数がわずかに増加した
が，その増加率はヘテロ接合体モデルの約 1/3 程度であった．また，加齢に伴う変異型 TTR 凝集
体数の増加は S-S dimer 形成に関わるシステイン残基への変異導入により抑制されたことから，
S-S dimer 形成を介した TTR 凝集化が in vivo においても生じることが明らかになった．最後
に，TTR 凝集体の蓄積による線虫寿命への影響を検討したところ、ヘテロ接合体モデルの平均寿
命は野生型ホモ接合体の平均寿命に比べて短縮し，変異型 TTR に Cys 変異を導入した線虫では
平均寿命が野生型ホモ接合体と同程度まで回復した．以上の結果より，線虫では加齢に伴い TTR
が S-S dimer を形成して凝集化し，体内に蓄積することで毒性を発揮することが示唆された。 
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