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研究成果の概要（和文）：アミロイド線維に共存する蛋白質は、アミロイドーシスの病態に深く関与していることが知
られている。本研究では、質量分析装置を用いて、早期の診断マーカーや治療分子となりうる新規アミロイド共存蛋白
質を同定することを目的とした。本解析の結果、アミロイド沈着組織のLC-MS/MSを用いた解析で、クラスタリンやビト
ロネクチンをはじめとするいくつかの候補蛋白質を同定した。家族性アミロイドポリニューロパチー(FAP)患者では、
健常者に比べ、有意な血清クラスタリン濃度の増加を認めた。さらに、FAPの心臓において、ビトロネクチンの沈着量
とTTRの沈着量に有意な相関を認めた。

研究成果の概要（英文）：It is well known that some co-localized proteins with amyloid fibrils, which are c
alled amyloid associated proteins, may play important roles in amyloidosis.  Then, we tried to pick up the
 strong candidates as early diagnostic markers and/or therapeutic molecules of amyloidosis in this study. 
 As the results of our studies, we could detect some strong candidates, such as clusterin and vitronectin.
  Serum clusterin levels of familial amyloidotic polyneuropathy (FAP) patients was significantly higher th
an that of healthy volunteers. Moreover, significant higher correlation between vitronectin and TTR deposi
tion was observed in the cardiac tissues of FAP patients.
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１．研究開始当初の背景 
アミロイドーシスは、遺伝子変異や血中濃
度上昇などにより可溶性の蛋白質が難溶性
アミロイド線維へと変化し、重度の臓器障害
を引き起こす難治性の疾患群である。 
アミロイドーシスの診断は、臨床症状や遺
伝子診断、病理所見を組み合わせ、総合的に
判断している。本疾患群は、病態が進行する
と治療効果が乏しいため、早期診断が極めて
重要であるが、本疾患の特殊性からこれらの
診断法を駆使しても、診断に苦慮するケース
も少なくない。このため、アミロイドーシス
を発症早期で特定できる新たな早期診断マ
ーカーが必要である。 
本疾患群は、未だに根治的な治療法がなく、
新規治療法の開発が急務とされている。治療
法の開発には、まず、アミロイド沈着機構を
解明する必要がある。アミロイド沈着機構の
解析の一つの方向性として、近年、注目され
ているのが、アミロイド沈着の鍵を握るアミ
ロイド線維に共存する蛋白質（アミロイド共
存蛋白質）の解析である。これまでに、血清
アミロイド P（SAP）や Apo E などがアミロイ
ド共存蛋白質として報告され、特に、SAP は
アミロイド線維形成を促進する因子として
働くことが明らかとなってきた。このように、
アミロイド共存蛋白質は、アミロイド沈着機
構において極めて重要な役割を担っている。
上述のように、共存蛋白質の解析の重要性が
高まっているが、組織からの解析が困難であ
ることから、研究は進まず、未だに早期診断
マーカーの開発および治療分子の探索には
至っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、アミロイド線維に共存する蛋白
質に着目し、質量分析装置を駆使して、各種
アミロイドーシス患者のアミロイド沈着組
織から、新規アミロイド共存蛋白質を網羅的
に同定する。さらに、同定された共存蛋白質
の機能を解析し、治療分子や早期診断マーカ
ーの開発を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)アミロイド沈着部位に存在するアミロイ
ド共存蛋白質の探索 
各種全身性アミロイドーシス患者(AL アミロ
イドーシス、AA アミロイドーシス、老人性全
身性アミロイドーシス(SSA)、家族性アミロ
イドポリニューロパチー(FAP))のホルマリ
ン固定組織切片をコンゴーレッド染色後、ア
ミロイド陽性部位を Laser microdissection
で採取し、蛋白質抽出およびペプチド消化し
たのち、LC-MS/MS でアミロイド共存蛋白質の
網羅的解析を実施した。 
(2)アミロイド共存蛋白質による早期診断法
の開発および機能解析 
①ELISA 法を用いて FAP 患者および健常者の

血清クラスタリン濃度を測定した。 
②アミロイド共存蛋白質のアミロイド沈着
組織での局在を免疫組織化学染色により評
価した。 
③チオフラビン Tを用いた検討により、アミ
ロイド共存蛋白質のアミロイド線維形成に
与える影響を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) アミロイド沈着組織の網羅的解析の結
果、治療分子や早期診断マーカーとなりうる
蛋白質が多数同定された。同定された蛋白質
の中には、クラスタリンなどの細胞外分子シ
ャペロン、ビトロネクチンなどの細胞外マト
リックスやマトリックスメタロプロテアー
ゼ（MMP）などの蛋白質が多数含まれていた。 
(2)  
① クラスタリンの新規早期診断マーカーと
しての可能性を探索するために、FAP 患者血
清のクラスタリン濃度を測定した。その結果、
FAP では、健常者に比べ、有意に血清クラス
タリン濃度の増加を認めた(P < 0.05)。また、
FAP キャリアでも血清クラスタリン濃度が上
昇している傾向が示され、早期診断マーカー
となり得る可能性が示された。クラスタリン
の早期診断法の開発を目指した迅速測定法
については、現在も検討中である。 
② FAP 患者組織を用いた免疫組織化学解析
において、クラスタリンおよびビトロネクチ
ンがアミロイドと共局在することが明らか
となった。FAP 患者の心臓を用いた解析にお
いて、ビトロネクチンの組織への沈着量は、
アミロイドの沈着量と有意な相関を示すこ
とが明らかとなった。ビトロネクチンのアミ
ロイド線維形成機構への関与が示唆された。 
③ チオフラビン T を用いたアミロイドの形
成抑制実験では、ビトロネクチンなどがアミ
ロイド線維形成を抑制するというデータは
出ず、治療標的分子の特定には至らなかった。
(1)で同定された蛋白質リストから、治療標
的分子となり得る候補蛋白質を再度検討中
である。 
アミロイド沈着組織を質量分析装置で解析
していく過程で、副産物として、FAP におい
て、性差や年齢によって組織に沈着するアミ
ロイドの構成成分が変化するという病態を
見出し、本研究は、これまでに明らかとなっ
ていないアミロイド形成メカニズムを紐解
く一助となった（業績参照）。 
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