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研究成果の概要（和文）：C反応性蛋白質（CRP）と血清アミロイドP成分（SAP）は、古典的なペントラキシンで自然免
疫系を制御する分子であるが、そのシャペロン活性については未だに良く分かっていない。申請者は、CRPとSAPが、ア
ミロイドβ(1-40)とD76N β2ミクログロブリンアミロイド線維形成を抑制することを明らかにした。興味深いことに、
カルシウム存在下では、SAPは、反応初期はD76N β2ミクログロブリン線維形成を抑制し、反応後期では線維形成を促
進することが明らかになった。これらの結果から、CRPとSAPは、生体内で細胞外シャペロンとして機能していることが
示唆される。

研究成果の概要（英文）：C-reactive protein (CRP) and serum amyloid P component (SAP), two major classical 
pentraxins in humans, are soluble pattern recognition molecules that regulate the innate immune system, 
but their chaperone activities remain poorly understood. CRP and SAP dose-dependently and 
substoichiometrically inhibited both amyloid β (1-40) and D76N β2-microglobulin fibril formation in a 
Ca2+-independent manner. Interestingly, in the presence of Ca2+, SAP first inhibited, then significantly 
accelerated D76N β2-m fibril formation. In conclusion, we obtained new insight into the chaperone 
activity of pentraxins, proposing that classical pentraxins (CRP, SAP) may be a member of extracellular 
chaperones.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 

 アルツハイマー病を初めとするアミロイ
ド関連疾患は、細胞外における蛋白質の異常
凝集体（アミロイド線維）の組織への沈着を
伴うことから、近年、蛋白質の異常凝集を抑
制する細胞外の蛋白質品質管理機構が注目
されている。本研究は、細胞外の恒常性維持
の一翼を担う細胞外シャペロンによる細胞
外蛋白質品質管理機構の包括的解明を目指
し研究を行っている。特に、細胞外シャペロ
ンの高次構造と機能の関係性に着目し、蛋白
質科学的手法を中心に研究を行ってきた。 

 申請者は、これまでの研究から、血中に存
在し自然免疫系制御を担う古典的なペント
ラキシンファミリーである C 反応性蛋白質 

(C-reactive protein, CRP) および血清アミロイ
ド P 成分 (serum amyloid P component, SAP) 

が、生体内で新規細胞外シャペロンとしてそ
の機能を発揮していることが予想される研
究成果を得た。 

CRP と SAP は、生体内では環状 5 量体構
造を持つ（図１）。CRP は、免疫組織化学的
研究からアルツハイマー病の老人斑周辺で
検出されている。SAP は、その名の由来通り
アミロイド沈着の非線維性蛋白質成分とし
て同定され、様々なタイプのアミロイド沈着
部位に共通して共存する。このことから、CRP、
SAP ともに、アミロイド線維形成機構との関
係性が注目されてきた。SAP の環状 5量体構
造の片側の B面が、Ca

2+依存的にアミロイド
線維に結合することで線維を安定化し、その
結果アミロイド線維形成並びに沈着を促進
するという報告がある。一方で、SAP のもう
片側の A面が、変性蛋白質のリフォールディ
ング活性を持つという一見相反する報告も
あり、SAP の生理機能に関しては現在も意見
が二分している。 

 

 

図１．CRP と SAP の環状 5 量体構造 
 

２．研究の目的 

 本研究では、以前の研究で得られた CRP

と SAP のアミロイド線維形成抑制効果の結
果を踏まえて、さらに詳細にその分子機構を
明らかにするために、CRP と SAP の高次構
造に注目し、シャペロン機能との関係性を明
らかにすることを目的にした。 

 特に、SAP は、in vitro では安定な 10量体

構造を保持するが、生体内では 5量体として、
その機能を発揮すると考えられているため、
SAPが安定な 5量体構造を保持する条件を確
立し、その条件における SAP の機能を評価し
た。 

 

３．研究の方法 

(1)ゲルろ過クロマトグラフィーにより、CRP

と SAP の構造状態を評価した。 

 
(2)チオフラビン T による分光蛍光定量法を
用いて、CRP と SAP のアミロイド（A）ア
ミロイド線維形成への影響を評価した。また、
電子顕微鏡において線維形成を確認した。 
 
(3)チオフラビン T による分光蛍光定量法を
用いて、CRP と SAP の D76N 2ミクログロ
ブリン(2-m)アミロイド線維形成への影響を
評価した。また、電子顕微鏡において線維形
成を確認した。 

 
(4)EDTA添加による、SAP の D76N 2-mア
ミロイド線維形成促進効果の消失を、チオフ
ラビン T 分光蛍光定量法により評価した。 
 
(5)ELISA 法や架橋剤とウエスタンブロット
法により、CRPおよび SAPと Aおよび D76N 

2-mの相互作用を測定した。 

 
(6)濁度測定により、CRP と SAP のグルタチ
オン-S-トランスフェラーゼの熱変性による
不定形凝集体形成への影響を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)まず初めに、Tris-EDTA buffer (50 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl and 10 mM 

EDTA)と Tris-Ca buffer (50 mM Tris-HCl (pH 

7.5), 150 mM NaCl and 2 mM CaCl2)条件下で、
CRPは 5量体として存在することが明らかに
なった。次に、Tris-EDTA buffer 条件下で、SAP

は B 面同士がスタックした 10 量体として存
在することが明らかになった（図２）。また、
条件検討の結果、SAP が安定な 5量体構造を
保持する MES-Ca buffer (50 mM MES-NaOH 

(pH 7.0), 500 mM NaCl and 2 mM CaCl2)条件
を確立した（図２）。以降の実験は、この 3

種類の溶液条件下で研究を行った。 

 

 
図２．ゲルろ過クロマトグラフィーによる
Tris-EDTA bufferとMES-Ca buffer条件下にお
ける SAP の構造状態の評価 
 



(2)CRP と SAP が、アルツハイマー病関連
A(1-40)アミロイド線維形成を、濃度依存的
かつ substoichiometric に抑制することを明ら
かにした（図３）。この線維形成抑制作用は、
Ca

2+非依存的に起きることを見出した。SAP

は、10 量体構造においても線維形成抑制効果
が見られることから、Ca

2+非依存的な A面を
介したアミロイド原生蛋白質と相互作用が
考えられる。 
 

 
図３．Tris-EDTA buffer 条件下における CRP

と SAP の A(1-40)アミロイド線維形成抑制
効果 
 
(3)CRP と SAP は、Tris-EDTA buffer 条件下に
おける遺伝性全身性アミロイドーシス関連
D76N 2-m アミロイド線維形成もまた抑制
することを明らかにした。最も興味深いこと
に、MES-Ca buffer条件下における D76N 2-m

線維形成において、SAP は初期段階では線維
形成を抑制し、一度線維が形成されると線維
と結合し、線維を安定化することで線維形成
を促進することが明らかになった（図４）。
SAP のアミロイド線維形成に対する促進と
阻害の 2 面性を、1 つの実験系から明らかに
した今までに類を見ない非常に画期的な結
果であり、これまでの相反する効果の両面を
捉えることができた。 

 

図４．MES-Ca buffer 条件下における SAP の
D76N 2-m アミロイド線維形成抑制および
促進効果と線維の側面に結合した SAP の電
子顕微鏡像 
 
(4)上記の SAPのD76N 2-mアミロイド線維
形成促進効果が、Ca

2+依存的なアミロイド線
維との相互作用によるものかを検討するた
めに、線維形成反応の途中に、EDTA を加え
た。すると、SAP の D76N 2-mアミロイド線
維形成促進効果は消失した（図５）。したが
って、SAP は、Ca

2+依存的に線維と結合し、
線維を安定化することで、線維形成が促進さ
れたのではないかと考えられる。 
 

 
図５．EDTA 添加による SAP の D76N 2-m

アミロイド線維形成促進効果の消失 
 
(5)ELISA 法や架橋剤とウエスタンブロット
法による相互作用解析から、Aと D76N 2-m

のモノマーおよびオリゴマーとの結合が示
唆され、CRP と SAP はこれらの分子種との
相互作用によりアミロイド線維形成を抑制
することが考えられる（図６）。 

 

 
図６．ELISA 法を用いた CRP および SAP と



D76N 2-m の相互作用解析（f: fresh D76N 

2-m, ag: aggregated D76N 2-m） 

 
(6)SAP はアミロイド線維形成のような秩序
立った凝集のみならず、グルタチオン-S-トラ
ンスフェラーゼの無秩序な不定形凝集体の
形成も抑制することが確認され、細胞外シャ
ペロンとしての幅広い蛋白質凝集抑制活性
が示された（図７）。 

 

 

図７．SAP によるグルタチオン-S-トランスフ
ェラーゼの不定形凝集体形成の抑制 
 

以上の結果から、CRP と SAP は生体内で、
細胞外シャペロンとして、細胞外の蛋白質品
質管理を行っている可能性が考えられる。一
方、一度線維が形成されると、SAP は線維と
結合して線維を安定化することから、線維形
成を促進してしまうことが明らかになった。 
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