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研究成果の概要（和文）：　若齢から老齢に至るマウスからアミロイド線維／凝集体を分取し、網羅的プロテオーム解
析を行った。 マウスを２ヶ月齡～28ヶ月齡で屠殺し、肝臓、脳、心臓及び筋肉を採取した。またマウスにアミロイド
線維を投与しアミロイドーシスを誘発して4～10ヶ月後に臓器を採取した。これらの臓器よりアミロイド線維／凝集体
を分取し、LC/MS/MSシステムで蛋白質の網羅的同定と定量を行った。
1. 老齢マウス脳で有意に増加する凝集体蛋白質は全部で40 種同定された。 
2. アミロイドの肝臓への沈着に伴い出現するアミロイド線維以外の蛋白質を同定した（ApoE， Clusterin，Vitronect
inなど）。

研究成果の概要（英文）： Comprehensive and quantitative proteome analysis using LS/MS/MS system was perfor
med  to amyloid fibrils /amyloid like aggregates protein fractions  which  were isolated form 1) the brain
, liver, heart and muscle of young and old mice, and 2)  the livers of mice induced  amyloidosis  with the
  injection of amyloid fibrils.
1) Over 40 proteins which were increased significantly in the old mouse brain were identified in amyloid f
ibrils/amyloid like aggregates fractions.  
2) Apolipoprotein E, clusterin, vetronectin and polyubiquitin  were  increased in amyloid fractions  assoc
iated with AApoAII amyloid deposition in the lever.
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質の恒常性 (proteostasis)の維持は
最も基本的な生命現象である。その破綻によ
る蛋白質の異常凝集／不溶化蛋白質蓄積は
蛋白質の機能低下や細胞毒性の獲得を招き、
多様な変性性疾患の原因となる。特に加齢に
伴う異常構造蛋白質の増加は、老化の進行を
促進し、癌、心・血管系疾患、糖尿病に続く
次世代の加齢性疾患「蛋白質構造異常病」を
引き起こすと考えられている。中でも『アミ
ロイド線維／凝集体』は急速に知識の集積が
なされた異常凝集体のグループであり、1) β
シート構造に富んだ規則的なアミロイド線
維の形成と 2)線維核を seed にした「伝播」
によって急速に自己と同一な異常構造が増
殖し、細胞に障害を与えるのが特徴である。
一方で典型的なアミロイド線維は毒性の強
い中間凝集体（オリゴマーなど）の無毒化や、
コンパクトで安定な構造から生理活性物質
の貯蔵や、伝播を利用した情報伝達に重要な
役割を果たしていると考えられているが、体
系的解析は行われていない。研究代表者は長
年に渡りマウスの全身性老化アミロイドー
シスを用いてアミロイド蛋白質の解析シス
テムを構築した経験を活かし、加齢に伴う
『アミロイド線維／凝集体』の変動を網羅的
に解析し、加齢における proteostasis の変
動の俯瞰的理解から、疾患予防に関する画期
的な情報を得ることが目的である。 
 
２．研究の目的 
 アミロイド線維／凝集体は、異常構造を持
つ蛋白質が線維状に集合したもので、蛋白質
恒常性(proteostasis)の破綻を引き起こす
が、一方では生理的及び防御的役割も果たす
と考えられている。研究代表者はユニークな
アミロイド線維抽出法を用いて、若齢から老
齢に至るモデルマウスからアミロイド線維
／凝集体を採取し、網羅的プロテオーム解析
を試みる。若年、壮年、中年、老年の①標準
系統 C57BL/6、②老化アミロイドーシスを発
症する Apoa2c 過剰発現マウス、③Apoa2 欠損
マウス、の心臓、筋肉、脳、肝臓を解析する。
同定された蛋白質の量的加齢変化、アミロイ
ド線維形成能、細胞内分布、さらに機能の解
析を行う。成功すれば、加齢と疾患における、
アミロイド線維／凝集体の時間的、空間的変
遷（生々流転）が果たすダイナミックな役割
に関する多大な情報が得られ、加齢研究に大
きな貢献をもたらす。 
 
３．研究の方法 
 加齢に伴うアミロイド線維・凝集体のダイ
ナミックスを解析するために、ユニークなマ
ウス系統群を使用して以下のような研究を
行う。系統 a) 老化研究の標準系統である
C57BL/6、系統 b) 老化アミロイドーシスのモ
デルマウス Apoa2c トランスジェニックマウ
ス、系統 c) Apoa2 欠損マウスを使用する。
各系統マウスの若年、壮年、中年、老年 (2, 

12, 18, 24 ヶ月齢) の心臓、筋肉、脳、肝臓 
を採取し、生理的食塩水可溶性蛋白質を除去
した後に、蒸留水懸濁ミセルとして抽出され
るアミロイド線維／凝集体分画について可
溶化処置とトリプシン消化後に、プロテオー
ム解析を行う。蛋白質の同定と各マウス系統、
各臓器における月齢による量的変動は信州
大学に設置されたナノフローLC/MS/MS 解析
システムを用いて行う。同定された蛋白質に
関して、抗体を用いた細胞内・組織分布や機
能の解析を行う。 
 
４．研究成果 
1) プ口テオームの加齢依存的な変化を追
う為に、若齢(2ヶ月齢)、中齢(12ヶ月齢)、
高齢(24-26ヶ月齢) の3 群のマウスを用
意した。マウス系統は C57BL/6J とマウス
の主要なアミロイド蛋白質である
ApoA-II の欠損（Apoa2-/-）マウスを用い
た。Apoa2-/-の 2 カ月齡若齢群(8 匹) と
24-26 ヶ月齡高齢群( 4 匹) の全脳(半球) 
から抽出したアミロイド分画について LC 
/MS/MS (信州大学 AB SC IEX TOF/TOF 5800 
システム：Waters)を用いて解析を行い、若
齢、高齢の両群間で特異的な蛋白質や加齢
依存的に増減する蛋白質の探索を行った。  
1)-1. 加齢依存的に増加するタンパクの同
定：データの解析には Waters のソフトウェ
ア PL GS 2.5 を用い、マウスの蛋白質デー
タベースとして”uniprot-10090 mouse 
_120313"の一部を改変したもの(各種アミ
ロイド線維蛋白質や isoform を追加)を用
いた。加齢に伴い増加する蛋白質は全部で
40 個同定されたが、大半は高齢群で 10 
-30%増加する程度の違いであった。それら
の蛋白質の機能的な分類を解析したところ、
3つの分類(group1: intermediate filament, 
group2: ATP metabolic process，group3: 
calmodulin-dependent protein kinase 
activity)が同定された。特に同定された中
間系フィラメント蛋白質(Nefl, Nefm，Nefh，
Ina，Gfap)に注目して、western blot 解析
等で、研究を継続中である(表１)。 
 
表１.加齢に伴い増加するアミロイド粗分画蛋白
質 



 さらに、これらの相互作用ネットワークに
加齢依存的に減少する蛋白質を加えたとこ
ろ、減少する蛋白質群単独で強く相互作用を
示すことに加え、増加する蛋白質群のノード
間を繋ぐ蛋白質(Dnm1: dynamin ，Cltc: 
clathrin ，Tub: tubulin等) が同定された。 
1)-2. 若齢および高齢群に特異的な蛋白
質：アミロイドーシスとして発症はしない
が、潜在的にアミロイド線維形成能を持つ
新規蛋白質を検索するために、高齢群特異
的な蛋白質を同定した。これらの蛋白質群
では機能的な分類はほとんど見られず、分
画中の量としても比較的少量のものが大半
であった。高齢群のアミロイド分画につい
てアミロイド線維量を定量する ThT assay
では若齢群と変化が見られず、電顕による
線維の発見にも成功していないため、現状
では新規アミロイドタンパク同定を目指し
たプロテオーム解析には成功していない。
逆に若齢群特異的に同定された蛋白質群を
抽出したところ、高齢群と比較して多くの
蛋白質が同定された。 
2)アミ口イド沈着部位にはアミ口イド原性
蛋白質以外に、種々のアミ口イドーシスに
共通した幾つかの蛋白質の共沈着が認めら
れている。これらの蛋白質の生体内におけ
る共沈着の過程、またアミ口イド線維形成
への関与に対しての明確な答えは見出され
ていない。 
2)-1.肝臓での AApoAII アミロイド沈着に伴
い増大する蛋白質の同定：我々はマウス
AApoAII アミロイドーシス誘発モデルを用
い、誘発後の様々な沈着程度の肝臓より採
取されたアミ口イド粗分画について、
LC/MS/MS による関連蛋白質の網羅的な解析
を行った。沈着前のアミ口イド粗分画から
は細抱骨格系蛋白質や histone が多量に同
定された。門脈周辺部でアミロイド線維の
沈着が進行した中度の沈着状態では、ApoE
がそれらの含有量を上回り、加えて少量の
clusterin が同定された。多くの肝細胞が
アミ口イドに置換されたような重度の沈着
状態においては、clusterin の含有量が細
胞骨格蛋白質に匹敵し、それに次いで
vitronectin ， CD81 が同定された。また
ubiquitin は沈着前からアミ口イド粗分画
中に存在したが、沈着増大に伴って増加が
確認された。組織学的な観察から、ApoE の
染色部位は沈着の初期状態からアミロイド
沈着部位との完全な一致が見られたのに対
し、clusterin は中度の沈着部位では共染
色されず、重度な沈着状態のアミロイドで
のみ部分的に共染色された。これまで多く
のアミロイドーシスで、共沈着が報告され
た ApoE, clusterin は、AApoAII アミ口イ
ドーシスにおいても沈着が重度に進行した
際に共に沈着が認められたが、その前段階
ではそれぞれで局在が異なることが観察さ
れた。 
2)-2.Westernblotでの解析：ApoE, clusterin  

vitronectin, ubiquitin 等のアミロイド
沈着に伴う増加が、western blot 解析等で
も確認された（図１）。  

図 1. アミロイド沈着に伴い増加するアミロイド
粗分画中の ApoE, Clusterin 蛋白質 
 
 種々のアミロイドーシスにおける沈着過
程のメカニズムを解明するために、研究代
表者らの解析システムを駆使して、これら
の共沈着蛋白質が果たす役割を明らかにす
る必要があると考えている。 
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