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研究成果の概要（和文）：これまで不明であった全身性アミロイドーシスを引き起こすヒトリゾチーム変異体の毒性に
ついて細胞レベルと生体レベルで検証できた。リゾチーム変異体は分子シャペロンGRP78/BiPと結合したまま小胞体内
に蓄積し、IRE1-XBP1-GRP78/BiPを活性化させ、小胞体ストレスを誘導することを明らかにした。蓄積したタンパク質
は細胞内でアミロイド線維を形成し、これが長期間影響し、細胞傷害を与えることで組織機能の不全となり、重篤な疾
患になると推定した。分泌性タンパク質で起こるいくつかのアミロイドーシスは分子シャペロンとの異常な相互作用が
原因となり、疾患を引き起こすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The toxicity of the human lysozyme mutants that cause a systemic amyloidosis 
could be verified at the cellular level and the biological level. Lysozyme mutants accumulate in the 
endoplasmic reticulum, remaining bound to molecular chaperone GRP78 / BiP. The accumulation of both 
proteins result in activating the IRE1-XBP1-GRP78 / BiP pathway, which induces endoplasmic reticulum 
stress. Transthyretin mutants accumulated in the endoplasmic reticulum and activated the IRE1-XBP1-GRP78 
/ BiP pathway and induced ER stress as well as lysozyme. Furthermore, transthyretin mutants remained 
bound to GRP78 / BiP. Amyloidosis caused by abnormal secreted proteins might have in common. Aggregating 
proteins tend to form amyloid fibrils and accumulate in the endoplasmic reticulum and provide damage for 
cell. Cell damage lead to loss of the cell function and cell death. In conclusion, amyloidosis of 
lysozyme is assumed to be caused by the accumulation of abnormal protein in the cell over long period.

研究分野：生化学

キーワード： リゾチーム　アミロイド線維　分子シャペロン　小胞体ストレス　GRP78/BiP　トランスサイレチン　ト
ランスジェニックマウス

  ３版



１．研究開始当初の背景 
	
 アルツハイマー病、パーキンス病やプ

リオン病をはじめとする神経変性疾患お

よびトランスサイレチン(TTR)やリゾチ

ーム(Lz)などの家族性非神経性全身性ア

ミロイドーシスは細胞内外に異常なタン

パク質が蓄積し、それが原因となって組

織の機能不全を招く重篤な症状をきたし

最終的には死を齎すことから治療・予防

法の開発が喫緊の課題となっている。こ

れらの病気の原因となる異常タンパク質

は分解されずに共通してアミロイド線維

を形成しており、線維形成機構やその細

胞毒性は多くの先端的研究が行われてい

るが、不明な点が多く、未解決である。 

	
 リゾチームは分子量１万４千の分泌タ

ンパク質であり、機能としてはムラミダ

ーゼ活性を有し、抗菌タンパク質として

タンパク化学的に詳しく研究されている。

また、いくつかの条件下でアミロイド線

維を形成することからアミロイド線維形

成モデルタンパク質として取り上げられ、

ニワトリ卵白リゾチーム（HEWL）の研

究が進んでいる。HEWLのヒトホモログ

であるヒトリゾチームには実際、遺伝的

変異によるアミノ酸の置換で全身性アミ

ロイドーシスを引き起こす患者が知られ、

タンパク質の構造形成と線維形成のメカ

ニズムについて議論されているが、解決

に至ってない。リゾチームはα－ヘリック

スからなるα－ドメインとβ－シートから

成るβ－ドメインから構成されているが、

アミロイド線維形成コア領域はβ－ドメ

インにあり、アミロイドーシス変異はこ

の領域あるいはその周辺に集中している。 

	
 アミロイドジェニックリゾチーム

（A-Lz）の毒性についての研究は少なく、

A-Lz の全身への蓄積は観察されるもの

のアミロイドーシスの原因は不明であっ

た。Lz や TTR のような分泌タンパク質

の異常が引き起こすアミロイドーシスに

は共通性が認められる報告があり、小胞

体との関連が論議されていた。 
 
２．研究の目的 

	
 A-Lz の細胞毒性と全身性アミロイド

ーシス機構の解明を行うために、A-Lz

のヒト細胞およびマウスで発現を行い、

主として細胞および個体に及ぼす影響を

細胞生物学手法を用いて追究した。具体

的には４種類の A-LZ 遺伝子をヒト細胞

HEK293およびマウスに導入し、生体内

で A-Lz をチェイスし、会合・凝集を観

察する。A-LZ のアミロイド線維形成機

構を追究する。 

 

３．研究の方法 

	
 リゾチーム遺伝子はヒト白血球 cDNA

ライブラリーから単離、 site-directed 

mutagenesis により変異体を作製し、

pEBMulti-Neo ベクターに組み込み、

HEK293に導入した。72時間培養後、細

胞を回収し、A-Lzの局在を観察した。ト

ランスジェニック（TG）マウスの作製は

同様に得た A-LZ-CMV ベクターをマウ

スの受精卵に導入し、組み込まれたマウ



スをセレクションし、A-Lzの発現を観察

した。さらに、肝臓に特異的に発現する

pLIVEに A-LZを組み込んだものをマウ

スに導入し、肝臓での発現、蓄積を追跡

した。 

	
 

４．研究成果	
 

	
 A-LZ を過剰発現させた細胞は小胞体

（ER）ストレスを引き起こすことが明ら

かになった。A-Lzの分泌効率が落ち、培

地中では野生型に比べ 80~90％しか見

られなかった。細胞可溶成分（ライセー

ト）では野生型と変異体群では量的には

大きな差はなかったが、細胞不溶成分に

は大量の A-Lz が見られ、これらは小胞

体に凝集体として蓄積が観察され、A-Lz

の多くはフォールディングされずに小胞

体に留まることが示唆された（図１A）。

その結果、細胞は小胞体ストレスを晒さ

れていた。リゾチーム変異体のフォール

ディングは分子シャペロン GRP78/BiP に

よって受けると考えられるが、両者はフ

ォールディング過程で解離することなく

会合したまま不溶化して小胞体に蓄積す

ることが確認された（図１B）。大量の

A-Lz	
 タンパク質の発現は特異的に

IRE1-XBP1-GRP78/BiP を活性化させ、

GRP78/BiP の動員を亢進させ（図２）、細

胞内に大量の GRP78/BiP を増やすことに

なるが、フォールディングの失敗で両者

の凝集による不溶化を招くと結論された。

LzにはGRP78/BiPからフォールディング

を受けるためのポケットと考えられる領

域があり、ここの構造が非常に重要であ

ることが明確になった。ポケットから内

部にはアミロイド線維形成領域があり、

ここにアミノ酸変異があると GRP78/BiP

との相互作用が阻害され、会合したまま

フォールディングの失敗を招くと推定さ

れる。このように A-Lz によるアミロイ

ドーシスの１つの原因は A-Lz のタンパ

ク質としての不安定さと分子シャペロン

との異常な相互作用が ER ストレスを誘

発し、細胞に障害を与えることであると

推測された。	
 

	
 野生型 Lz および４種類の A-Lzの	
 TG

マウスを作製した。いずれの TG マウスに

も Lz 遺伝子は導入されたことからその

発現を見た。mRNAの発現は確認された

が、Lzタンパク質のシグナルはいずれの

導入マウスでも弱いものであった。その

原因は不明であるが、より強いプロモー

ターを用いることが推奨された。そこで

pLIVE ベクターを用いた肝臓に特異的

に発現するマウスを作製した。野生型 Lz 

および４種類の A-Lzの肝臓で Lzタンパ

ク質の発現を確認できた。野生型 Lzは血

漿にも見られ、分泌が確認された。しか

し、A-Lzは血漿中には極めて少量しか確

認できず、分泌効率の低下が観察された。

その一方、細胞実験結果と同様に細胞不

溶成分に見られ、GRP78/BiP と共に小胞

体に蓄積して、ER ストレスが個体レベ

ルで確認された（図３）。A-Lz の毒性は

不良タンパク質の長期に渡る小胞体内で

の蓄積による ER ストレスが原因と推定



された。	
 

	
 遺伝的変異で発生する異常タンパク質

の細胞内蓄積が原因で起こる家族性アミ

ロイド病のうち、A-Lz の他に TTR 変異

体も小胞体分子シャペロン GRP78/BiP と

会合したまま小胞体内に蓄積しているこ

とが観察された。このように異常分泌タ

ンパク質の凝集は、最終的にはアミロイ

ド線維となり、細胞傷害、細胞壊死を起

こし、アミロイドーシスの病症となると

考えられる。本研究は小胞体アミロイド

ーシスとして定義できる Lz疾患の原因、

過程を明らかにすることが出来た。 
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 図１	
 リゾチーム変異体の HEK293	
  

	
 	
 細胞における発現と小胞体内蓄積  

	
 （Mock,	
 ベクターのみ；Wild, 野生型 ; 	
 

I56T,F56I,W64R, D67H, アミロイドジェニ

ックリゾチーム）A, HEK293細胞における発

現	
 B,細胞局在性 

 

	
 	
 	
 	
  
	
 	
 図２	
 リゾチーム変異体蓄積による	
  

	
 	
 小胞体ストレス  
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図３	
 ｐLIVE –vector 導入マウスにお

けるリゾチームの細胞内蓄積  
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