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研究成果の概要（和文）：アミロイドを作る蛋白質は36種類あり、その種類により各疾患に分類され、治療法も
異なる。そのため、本疾患群の診断には、正確にアミロイド原因蛋白質を同定することが重要である。本研究で
は、アミロイドに特異性の高い新たな抽出法を開発し、正確にアミロイド原因蛋白質を同定できるシステムを確
立するとともに、質量分析装置を用いて、ALアミロイドーシスの予後予測マーカーの開発、病態解析を行う。プ
ロテイナーゼKを用いた解析法は、アミロイドの検出率を増加させることが明らかとなった。ALアミロイドーシ
スにおいて質量分析による解析で、多種のL鎖由来ペプチドを検出でき、予後予測マーカーとなりうる候補ペプ
チドを同定した。

研究成果の概要（英文）：There are 36 kinds of amyloid precursor proteins that make amyloid　fibrils.
 Amyloidosis is classified as each disease according to type of amyloid precursor protein, and the 
treatment is different. For this reason, it is extremely important to accurately identify the 
amyloid precursor protein for typing of amyloidosis. In this study, we developed a new extraction 
method for amyloid and establish a system that can accurately identify amyloid precursor protein. In
 addition, we tried to pick up candidates as prognostic markers using mass spectrometry for AL 
amyloidosis. 
It revealed that the analytical method using proteinase K increased the detection rate of amyloid 
precursor protein. In AL amyloidosis, many type of peptides derived from L chain could be detected 
by using mass spectrometry. In addition, candidate peptides may become a prognostic marker for AL 
amyloidosis.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
アミロイドーシスは、可溶性の蛋白質が難
溶性アミロイド線維へと変化し、諸臓器に沈
着することで重度の臓器障害を引き起こす
難治性の疾患群である。アミロイドを作る蛋
白質は、36 種類報告され、その種類により治
療法が異なる。そのため、本疾患群の診断は、
患者病理組織から正確にアミロイド蛋白質
を同定することが極めて重要である。近年、
LC-MS/MS（質量分析装置）を用いたアミロイ
ド沈着ホルマリン固定組織の診断法が、アミ
ロイド原因蛋白質の同定法として、有用であ
ることが明らかとなった。申請者も、本手法
を用い、アミロイド沈着組織を解析し、診断
してきた。しかし、本システムでは、アミロ
イド原因蛋白質以外の蛋白質も数多く検出
されるため、アミロイド原因蛋白質を見誤る
可能性があり、アミロイドに特化した解析手
法の開発が急務である。 
AL アミロイドーシスは、免疫グロブリン L
鎖がアミロイドを形成し、臓器不全を引き起
こす、極めて予後の悪い難治性アミロイドー
シスである。本疾患患者における stage Ⅲの
平均生存率は 3.5 ヶ月と極端に短い。患者の
中には、急激に病態が進行し、死に至るケー
スも存在するため、早期に予後を予測できる
マーカーの開発が急務である。また、根治的
な治療法は、未だ開発されておらず、新規治
療法を開発するためにもL鎖アミロイド線維
形成機構の解明が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、アミロイドに特異性の高い新
たな抽出法を開発し、これまでに我々が構築
してきたプロテオームの技術を応用したア
ミロイド組織診断システムに組み込むこと
で、より正確な診断が可能なシステムの構築
を行うとともに、AL アミロイドーシスの予後
予測マーカーの同定および病態解析を目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) アミロイドに特異性の高い蛋白質抽出
法の開発 
各種アミロイドーシス (FAP、SSA、AL、AA、
原因不明アミロイドーシスなど)のホルマリ
ン固定組織切片を用いて検討した。コンゴー
レッド染色後のホルマリン固定病理組織切
片からレーザーマイクロダイセクションを
用いてアミロイドを採取した。その後、各種
界面活性剤 (SDS、Zwittergent、CHAPS) や
変性剤 (尿素や GnHCl)、酵素 (プロテイナー
ゼ K) を用いて蛋白質を抽出し、トリプシン
でペプチド化した。得られた溶液を LC-MS/MS 
(質量分析装置) で解析することで、検出さ
れる蛋白質に占めるアミロイドの割合を検
討した。銀染色、ウエスタンブロッティング
により、プロテイナーゼ K処理後のサンプル
の性状を評価した。 
 

(2) ALアミロイドーシスの予後予測マーカー
の探索および病態解析 
 AL アミロイドーシス患者のアミロイド沈
着病理組織切片を用いた。コンゴーレッド染
色後の組織切片から、レーザーマイクロダイ
セクションによりアミロイドを採取した。そ
の後、トリプシン消化により、ペプチドを抽
出し、LC-MS/MS により解析した。L鎖の検出
率を検討するために、従来のデータベースに
免疫グロブリンのデータが充実した
Immunogenetics を統合させたデータベース
を作成し、従来のデータベースと比較検討し
た。また、データベースマッチングにより、
アミロイドを構成しているL鎖由来のペプチ
ドのプロファイリングを実施するとともに、
予後を予測できるペプチドの探索を行った。
解析結果から同定できたL鎖のリコンビナン
ト蛋白質を作成し、チオフラビン Tを用いア
ミロイド線維形成能を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 各種蛋白質抽出法を検討した結果、プロ
テイナーゼKをアミロイド原因蛋白質の抽出
過程で用いることで、質量分析装置で検出さ
れる蛋白質に占めるアミロイド原因蛋白質
の割合が増加することが明らかとなった。本
解析法は、いずれのアミロイドーシス (FAP、
SSA、AL、AA) の原因蛋白質同定にも有用で
あることがわかった。プロテイナーゼ Kを処
理することで、アルブミンやアポリポ蛋白質
E などアミロイド沈着部位に存在する非特異
的な蛋白質の検出ペプチド数が有意に減少
することがわかった。銀染色やウエスタンブ
ロッティングを用いた解析により、アミロイ
ドは、他の蛋白質に比べプロテイナーゼ Kに
抵抗性を示すことがわかった。質量分析装置
を用いた解析法の開発を行う中で、原因不明
の角膜アミロイドーシスのアミロイド原因
蛋白質を同定でき、その診断に有用であった
ことを海外英文誌に報告した(業績参照)。さ
らに、複数の原因不明のアミロイド沈着症例
から、過去に報告の無い、新規アミロイド原
因蛋白質を同定し、現在、論文投稿に向け準
備中である。 
(2) 質量分析装置を用いて、AL アミロイドー
シスの病理組織切片を解析した結果、従来の
データベースにImmnogeneticsを統合させる
ことで、L 鎖の検出ペプチド数が増加するこ
とが明らかとなった。これにより、従来法で
は検出できなかった領域のL鎖由来ペプチド
を検出することが可能となり、診断にも有用
である。本データベースを用いて解析した結
果、定常領域の検出頻度としては、IGLC3、
IGKC4 が比較的多く、可変領域は、λ型では、
IGLV3、IGLV6 が多く認められることが明らか
となった。さらに、アミロイド沈着臓器に着
目すると消化管や心臓では、λ型がκ型より
多く検出された。これら L鎖のプロファイリ
ングは、AL アミロイドーシスの病態を紐解く
一助となると考えられ、国内和文誌に報告し



た（業績参照）。また、予後不良患者では、
複数の症例で IGLC2 が認められ、予後予測マ
ーカーとなる可能性が示された。さらに、症
例数を増やし検討中である。質量分析装置で
同定できたL鎖の配列からペプチドを作製し、
チオフラビン Tにより解析したところ、本ペ
プチドのアミロイド形成能が確認され病態
の一因を明らかにした。 
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