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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ(RA)に合併するAAアミロイドーシスは腎臓に沈着し進行すると腎不全、
血液透析にいたる。腎のアミロイドの沈着は通常腎生検で証明されるが、RA症例においては生検が困難な場合が
多い。非侵襲的な診断法として尿を用いたアミロイドーシスの診断法を開発した。アミロイドーシス症例の尿沈
渣を可溶化しイムノブロットで重合能を持つアミロイド前駆蛋白(AA76)を60％の症例で検出した。アミロイドの
ない症例では検出されなかった。さらに尿沈渣のCongo-red染色と腎組織の表面マーカーの二重染色によって糸
球体、尿細管、集合管などの腎組織とアミロイド蛋白の共存が確認され、沈着領域の質的診断も可能であった。

研究成果の概要（英文）：Diagnosis of amyloidois is made by evaluation of biopsy specimens. Biopsy 
collection is an invasive procedure and, poses risk to the patient. We have developed a new 
diagnostic method of AA amyloidosis. We developed diagnostic procedure of the amyloidosis using the 
urine as noninvasive diagnostic procedure. We solubilized the urinary sediment of the amyloidosis 
case and detected AA76 in 60% of cases in immunoblot. It was not detected in the case without 
amyloidosis. Furthermore, some of the renal tissues, such as glomerulus, renal tubules, and 
collecting duct were coexisted with amyloid deposits confirmed in the urinary sediment.  Coexistence
 of the amyloid protein were confirmed by Congo-red staining and the double stain with the surface 
marker of the renal tissue, and the qualitative diagnosis of the deposition region was possible. We 
have developed a non-invasive method for diagnosing AA amyloidosis. This method represents as an 
alternative approach to evaluation of tissue biopsies.

研究分野：腎・膠原病
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ(RA)の合併症である AA アミロ
イドーシスは予後不良である。本邦の RA 患
者数は約 70 万人と推定されアミロイドの合
併はこのうち約 10%である。これらの症例で
は腎不全が死因の上位を占めている。前駆蛋
白であるSAAが高濃度で長期間存在すること
によりアミロイド蛋白が生成する。生成機序
は、SAA はタンパク分解酵素により切断され、
AA 蛋白となりはじめて組織に沈着する性質
を帯びるが、一次構造は 76 番目の Ser と 77
番目の Leuの間で切断された SAAポリペプチ
ド鎖の N末端側と同一である。申請者は、か
ねてより RAにおける AAアミロイドーシスの、
基礎的、臨床的病態検討を行ってきた。診断
に関して現在、胃・十二指腸粘膜生検、腎生
検が行われているが、胃・十二指腸粘膜生検
と腎生検の極めて高い相関を報告し（Clin 
Rheumatol  2002; 21: 123-128）このスクリ
ーニング法は広く用いられている。予後の改
善を図るため頻度、RA 発症からの期間、年間
死亡率、死因、年間透析導入率につき疫学的
調 査 を 行 っ た （ Clin Rheumatol 
2006;25:498-505）。診断からの年間透析導入
率は約 15%であり血液透析導入時の早期死亡
が予後を悪化させていた。血液透析に関する
問 題 点 を 提 起 し （ Rheumatol Int. 
2006;26:1147-53）、透析導入時のトラブルを
回避するために、安全な血液透析導入法を提
唱し確立した（Rheumatol Int. 2011; 31:1177
–1182）。一方、腎アミロイド－シスの組織学
的評価法は、臨床的な重症度と良い相関を示
すものがなかったが申請者はアミロイドの
沈着量を画像解析技術を用い検討し、生検組
織の沈着面積と臨床的なパラメーターの相
関 を 示 し た  (Rheumatol Int. 
2012,32:3155-3162,BMC Nephrol.2012;13 
:118)。生物学的製剤による治療が RA ではス
タンダードな治療になり、強力な抗炎症作用、
骨破壊抑制、破壊された骨の再生等の作用が
報告されている。申請者らは抗 TNF 療法によ
り胃・十二指腸粘膜生検での血管周囲のアミ
ロイドが除去され、腎機能の改善や、蛋白尿
の 減 少 を 報 告 し た （ Rheumatol Int 
2008;28:1155-1159）。更に抗 TNF 療法により
胃・十二指腸粘膜生検のアミロイドは減少す
るが胃粘膜生検の組織上の減衰率により治
療効果を判定可能となった(J Rheumatol. 
36;2409-2415:2009)。生物学的製剤の治療で
アミロイドが消化管組織より消失すること
より、生命予後への影響が注目されているが、
生物学的製剤の治療による生命予後の延長
効果に関しても明らかにした(J Rheumatol. 
2012;39:1517–1523)。腎アミロイドーシスは
腎生検により診断されるが RA では関節拘縮
や変形により腎生検が困難な場合も多く非
侵襲的な腎アミロイドーシスの診断法が必
要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 

本研究では尿検査による新たなスクリーニ
ング法を開発し低侵襲、迅速で特異度の高い
診断法を開発し、この方法を用い腎組織への
治療効果を直接検討する方法を開発するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究計画ではアミロイドーシス症例の尿
サンプルを用いて 
１）尿上清および沈渣を可溶化したサンプル
のアミロイド蛋白を構成するSAAポリペプチ
ド鎖の N末端側の検出。 
２）尿沈査に付着した SAA ポリペプチド鎖の
N末端側の検出と沈渣の成分の同定。 
３）腎障害のマーカーを探る。 
 
４．研究成果 

(1) 尿によるアミロイドの検出 

尿中におけるアミロイドの検出の可能性を
検討した。AAアミロイドーシスの尿を上清と
沈渣に遠心分離し、沈渣を可溶化したサンプ
ルを、重合能を持ちアミロイド蛋白となる
AA76 の N-terminal に反応する抗体でイムノ
ブロットを行った。尿サンプルは、RA で胃十
二指腸粘膜生検によりアミロイドの沈着が
認められた 16 例と認められなかった 5 例で
検討した。アミロイドの沈着が認められた 16
例中、イムノブロットで Common AA サイズの
SAA と AA76 が陽性であったのは 9 例であり、
うち 1 例は上清でも AA76 が陽性であった。
陰性であった 7 例中 2 例は RA の治療として
生物学的製剤が使用されていた。一方、胃十
二指腸粘膜生検でアミロイドの沈着が認め
られなかった 5 例は、全例で AA76 の陽性者
は認められず上清でも検出されなかった。 
 
(2) 尿沈渣による腎アミロイドーシスの質
的診断 
尿沈渣の可溶化によるイムノブロットでア
ミロイドが検出されたことより、沈渣中にア
ミロイドが直接検出できる可能性が示唆さ
れた。尿沈渣のサイトスポットを作成し
Congo-red 染色を行ない、抗 SAA 抗体と腎組
織の表面マーカーとの二重染色を行った。イ
ムノブロットで AA76 が陽性であった症例の
尿沈渣中にCongo-red染色が陽性である粒子
が認められ、偏光顕微鏡で緑色偏光を呈した
事によりアミロイドと確認された(図 1)。 

図１：尿沈渣中のアミロイド粒子 
イムノブロットで AA76 が陽性であった尿沈



渣を用いサイトスポットを作成し Congo-red
染色を行った。沈渣中に Congo-red 染色陽性
の粒子を認め(矢印)、偏光顕微鏡で緑色偏光
を呈した。 
 
また抗 SAA抗体による免疫染色でもアミロイ
ド陽性の症例では沈渣が染色され、症例によ
っては抗メガリン抗体 (近位尿細管と反応)、
抗アクアポリン１抗体 (近位尿細管と反応)、
抗 TAL 抗体（遠位尿細管と反応）、抗アクア
ポリン２抗体 (集合管と反応) 、抗ポドカリ
キシン抗体 (糸球体と反応) などとの二重
染色でも抗SAA抗体と各種の腎組織のマーカ
ーと同じ位置に確認される症例を認めた。以
上より抗体認識部位へのアミロイドの沈着
が示唆された(図 2)。 

図 2:尿沈渣の二重染色（抗 AA 抗体：茶, 抗
メガリン抗体：青） 
アミロイドーシス症例（左）では尿沈渣中に
抗 AA 抗体が陽性の粒子（矢印）が存在し、
抗メガリン抗体がほぼ同じ部位に発現して
いる。アミロイドーシスのないコントロール
症例(右)では、メガリンは発現しているが抗
AA 抗体が陽性の粒子は認められない。 
 
以上の結果より、AA アミロイドーシスを合併
した RA 症例の尿中に Common AA (AA76)サイ
ズのSAAとintact SAAが検出可能であった。
また、尿沈渣のサイトスポットによる解析で
は、沈渣中にコンゴレッド染色陽性、偏光顕
微鏡で緑色偏光を呈するアミロイドの粒子
が認められた。抗 SAA 抗体と尿細管のマーカ
ーによる二重染色により尿細管のアミロイ
ドの局在診断が可能であると考えられた。 
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