
福井大学・学術研究院医学系部門・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３４０１

基盤研究(B)（一般）

2019～2016

アミロイドーシス発症の分子機構解明：蛋白質科学・マウスモデル・臨床病理学の融合

Molecular pathogenesis of amyloidosis: Integration of protein chemistry, mouse 
models and clinical pathology

１０２２７７０４研究者番号：

内木　宏延（Naiki, Hironobu）

研究期間：

１６Ｈ０５１７０

年 月 日現在  ２   ６ １６

円    13,700,000

研究成果の概要（和文）：新たな細胞外シャペロンとして血清アミロイドP成分（SAP）とC反応性蛋白質（CRP）
を同定した。また、Aβ脳アミロイド血管症に特徴的な細胞外シャペロンとして、クラステリンとアポEを同定し
た。一方、β2-mアミロイド線維形成を促進する生体分子として、ポリリン酸およびclass I small 
leucine-rich proteoglycansを同定した。β2-mアミロイドーシスの生体モデルとして、変異型β2-m (D76N)ト
ランスジェニックマウスの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：We first showed that C-reactive protein and serum amyloid P component 
dose-dependently inhibited both Aβ and D76N c2-m fibril formation in vitro, indicating a possible 
role of pentraxins to maintain extracellular proteostasis. We next showed that in a simple yet 
powerful in vitro model of cerebral amyloid angiopathy (CAA), apolipoprotein E (apoE) and clusterin 
(CLU) inhibited amyloid growth dose-dependently, indicating that apoE and CLU may act as 
extracellular chaperones to inhibit Aβ amyloid deposition in CAA. Third, we showed that small 
leucine-rich proteoglycans (SLRPs) were detected in all tissues removed from β2-m-related 
amyloidosis patients, suggesting that SLRPs could enhance the deposition of β2-m amyloid fibrils in
 vivo. Finally, we showed that under neutral pH, long polyphosphate (polyP) induced the amyloid 
formation of β2-m at a similar concentration range to that in vivo, suggesting that polyPs play an 
important role in the development of β2-m-related amyloidosis.

研究分野：病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で得られた上記成果は、単にb2-mアミロイドーシスのみならず、ヒトアミロイドーシスに共通する発症
機構や治療戦略と共に、アミロイド沈着の臓器特異性を説明する作業モデルの構築に向け、有益な示唆をもたら
した。また、本研究で得られた新たな実験ツールは、他のヒトアミロイドーシス発症機構解明に向けた研究にも
普遍的に活用することが出来、本研究の学術的波及効果は大きいと考える。さらに、厚労省指定難病である全身
性アミロイドーシスの治療法開発にも貢献し、社会的意義も大きいと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
われわれは研究開始当初までに、独自に開発した分光蛍光定量法及び反応速度論的実験系
（Naiki et al. Anal. Biochem. 1989; Naiki, & Nakakuki. Lab. Invest. 1996）を駆使し、アルツ
ハイマー病患者脳に認められる A アミロイドーシス、および長期血液透析患者に発症する 2-
ミクログロブリン（2-m）アミロイドーシスをモデル疾患に選び、アミロイド線維形成過程を
説明する重合核依存性重合モデルを構築（Naiki & Nagai. J. Biochem. 2009）、様々な生体分子
及び有機化合物の線維形成過程に及ぼす影響を解析してきた。 
一方研究分担者の樋口らは、独自にマウスアミロイドーシスモデルを開発、上記試験管モデル
が動物レベルでも当てはまることを世界に先駆けて実証し、”Inducible proteopathies”の概念を
生んだ（Zhang, … & Higuchi. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2008）。 
 われわれは研究開始当初までに、① リゾフォスファチジン酸（LPA）など一部のリゾリン脂
質、各種遊離脂肪酸（NEFAs）など、陰性荷電を有する生体界面活性分子が、2-mの天然構造
を部分的にアンフォールドさせることにより、生理条件下における 2-mアミロイド線維の試験
管内伸長反応を促進すること（Ookoshi, … & Naiki. Nephrol. Dial. Transplant. 2008）、② 脳
血管アミロイド症の分子病態モデルとして、くも膜下腔～穿通動脈の中膜を構成する様々な基
底膜分子が、生理条件を模倣した試験管内で A ペプチドと相互作用することにより、アミロイ
ド線維形成を惹起すること（Hasegawa, … & Naiki. Biochim. Biophys. Acta 2013）を明らか
にすると共に、③ ウサギ滑膜線維芽細胞を用いた細胞生物学的実験から、2-mアミロイド線維
がエンドサイトーシスされた後、エンドソーム／リソソーム膜を傷害し、細胞質に漏出してミト
コンドリア等と相互作用することにより、ネクローシスとアポトーシスの両者を引き起こすこ
とを明らかにし、アミロイド線維の新規細胞傷害機構を提案した（Okoshi, … & Naiki. PLoS 
ONE 2015）。 
一方研究開始当初、アミロイド沈着を制御する細胞外蛋白質品質管理機構の存在が明らかに
され始めた（Wyatt et al. Annu. Rev. Biochem. 2013）。当時われわれは、品質管理機構の中心
を担う細胞外シャペロンの 2-マクログロブリンが、蛋白質が変性・凝集しやすい環境下で変性
蛋白質と相互作用するために有利な構造、つまりダイマー化し疎水性領域をより露出した構造
に自ら変化することで、疎水性相互作用により変性 2-mとの親和性を高め、2-mアミロイド
線維形成を抑制することを明らかにした（Ozawa, … & Naiki. J. Biol. Chem. 2011）。 
 これらの知見に基づき、当時われわれは以下の作業仮説を構築していた。2-mの血中濃度は
血液透析患者で著しく増加し、血中、あるいは沈着局所に存在する様々な生体分子と相互作用す
ることにより、2-mの天然構造が部分的にアンフォールドする。その結果 2-mは異常構造を
獲得し、重合核依存性重合モデルに従いアミロイド線維を形成、組織に沈着する。形成したアミ
ロイド線維表面にも様々な生体分子が結合し、線維構造を安定化する。以上の結果、全身関節症
状を主症状とする透析アミロイドーシスを発症する。一方、一群の細胞外シャペロンが、異常構
造の 2-mを認識してこれに結合し、アミロイド線維の形成・沈着を抑制する。 
 以上のようにわれわれは、アミロイド前駆蛋白質（種）の凝集・沈着をもたらす生体分子環境
（畑）の蛋白質科学的解析で世界をリードしていた（Naiki & Nagai. J. Biochem. 2009）。21世
紀のアミロイド研究における最重要テーマの一つが“アミロイド沈着の臓器特異性”である。
個々のアミロイド前駆蛋白質は、なぜ特定の臓器に好んで沈着するのであろうか？この問いに
答える研究は、われわれを始めようやく緒に就いたのが現状であった（Noborn et al. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A. 2011）。 
 当時、野生型に比べ不安定で凝集しやすい変異型 2-m（D76N）が消化管と末梢神経に好ん
で沈着し、家族性アミロイドーシスを引き起こす事が報告された（Valleix et al. N. Engl. J. Med. 
2012）。これは 2-mアミロイド沈着の臓器特異性を考える上でブレイクスルーとなる知見であ
り、野生型及び変異型 2-mのアミロイド線維形成・沈着をわれわれの実験系で解析することに
より、“アミロイド沈着の臓器特異性”に迫る事が期待できた。 
 
２．研究の目的 
われわれは、試験管レベルでの分子機構解明に止まらず、遺伝子改変マウスモデルを新たに開
発し、さらに細胞実験や臨床病理学的解析も加え、① 種々の生体分子が 2-m アミロイド線維
形成を促進・抑制する分子機構、特に細胞外シャペロンの 2-m線維形成抑制機構を解明するこ
と、② 2-m線維による細胞・組織傷害機構を解明すること、③ 2-m線維形成・沈着を阻害す
る有機化合物を探索すること、④ ヒトアミロイドーシスに共通する発症機構や治療戦略と共に、
アミロイド沈着の臓器特異性を説明する作業モデルを提案すること、の４点を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 変異型 2-m（Asp76Asn = D76N）アミロイド線維形成を促進・抑制する細胞外マトリク
ス分子や細胞外シャペロンの探索と分子機構解析： 
 D76N 2-m が消化管と末梢神経に好んで沈着することを踏まえ、消化管基底膜や末梢神経鞘
を構成する多彩な細胞外マトリクス分子、および 2-マクログロブリンを始めとする細胞外シ
ャペロンの D76N 2-m アミロイド線維形成に及ぼす効果を、野生型 2-m と比較しながら、
チオフラビン T法、電顕、原子間力顕微鏡、円二色性分散計、ビアコアなどを用いて多角的に解
析する。 



 新規細胞外シャペロンに関しては、2-マクログロブリンやハプトグロビン、クラステリン以
外に、血清アミロイド P成分（SAP）や代表的急性期蛋白質の C反応性蛋白質（CRP）など、
組織に沈着したアミロイド線維と共存する蛋白質を中心に、モノクロメーター搭載型マイクロ
プレートリーダーを用いた high-throughput系により探索する。 
 
(2) ヒト野生型 2-mトランスジェニックマウスを用いたアミロイドーシス発症促進実験： 
 ヒト野生型 2-mトランスジェニックマウス（hB2MTg+/+mB2m-/-）の尾静脈などから2-m
アミロイド線維を投与し、アミロイドーシスの発症が促進されるか検討する。また、2-mアミ
ロイドーシスの主症状である関節炎の病態を踏まえ、アジュバント関節炎を惹起し、アミロイ
ドーシスの発症が促進されるか検討する。 
 
(3) ヒト変異型 2-m（D76N）トランスジェニックマウスの作成と繁殖： 
 D76N 2-mトランスジェニックマウス（hB2M.D76NTg）を作成し、C57BL/6Jマウスへの
6回目の戻し交配を行った後、マウス内因性 2-mノックアウトマウス（mB2m-/-）と交配後繁
殖を行い、各月齢におけるアミロイドーシス発症の有無や沈着の臓器分布を病理組織学的に検
討する。また、アミロイド線維投与によりアミロイドーシスの発症が促進されるか検討する。 
 
(4) 2-mアミロイド線維の細胞傷害機構解析： 
 2-mアミロイド線維が培養滑膜線維芽細胞に貪食された後、リソソーム膜を傷害して細胞質
内に漏出し、細胞死を引き起こす機構の詳細を、主にアミロイド線維によるミトコンドリア機
能障害の観点から解析する。また、アミロイド線維による各種プロテアーゼや炎症性サイトカ
インの発現・分泌を、リアルタイム RT-PCR法や ELISA法を用いて解析する。 
 
(5) 2-mアミロイド線維形成を促進する生体分子群の探索： 
① チオフラビン T法、電顕観察、原子間力顕微鏡などを駆使し、リン脂質や遊離脂肪酸など様々
な脂質分子の 2-mアミロイド線維形成促進効果及び安定化効果を網羅的に解析する。また、多
様な血清蛋白質や細胞外マトリクス分子、患者血漿についても解析すると共に、これらの分子群
が線維形成・安定化に及ぼす相乗効果を検討する。 
② 上記生体分子の 2-m及びアミロイド線維への親和性を、ビアコアを用いて網羅解析すると
共に、2-mの立体構造に及ぼす効果を円二色性分散計により解析する。 
 
(6) モデルマウスを用いた生体分子の機能及び臓器特異的アミロイド沈着機構の解明： 
① 上記実験で示唆された種々の生体分子の役割を個体レベルで検証するため、野生型・変異
型 2-mトランスジェニックマウスに、生体分子を経静脈的に全身投与、あるいはマイクロイ
ンフュージョンポンプを用いて皮下組織、腹腔、あるいは関節腔などに局所投与し、アミロイ
ド沈着の程度、および組織に沈着した 2-m線維と投与した生体分子の共存の有無を、炎症反
応や細胞・組織傷害の程度と合わせ、病理組織学的に比較検討する。 
② 野生型・変異型 2-mトランスジェニックマウスを細胞外シャペロンノックアウトマウス
と交配し、アミロイド沈着の程度を病理組織学的に検討する。 
 
(7) 2-mアミロイド沈着をもたらす細胞外マトリクス環境の臨床病理学的解析： 
 2-mアミロイドの沈着した黄色靭帯肥厚症症例を集積し、通常の黄色靭帯肥厚症症例との比
較解析を行う。加齢やmechanical stressによる細胞外マトリクスの変化、特に陰性荷電糖鎖の
増加する軟骨細胞化生に注目し、2-m アミロイド沈着の土壌となる細胞外マトリクス環境を、
種々の生体分子に対する免疫染色を駆使し解析する。 
 
(8) 2-mアミロイド線維形成阻害・脱凝集をもたらす有機化合物の探索とモデルマウスを用い
た評価： 
 2-mアミロイド線維形成を阻害するのみならず、既に存在する線維を脱凝集する有機化合物
を探索する。また、上記モデルマウスに種々の濃度の有機化合物を経口あるいは経静脈的に投
与し、アミロイド沈着の程度を病理組織学的に比較検討する。 
 
(9) データの統合、モデルの構築： 
 上記データを統合し、2-mアミロイド線維形成、および野生型・変異型 2-mそれぞれの臓
器特異的沈着の分子機構を統一的に説明するモデルを構築、同時に治療戦略を提案する。また、
これらのモデルや治療戦略を拡張し、ヒトアミロイドーシスに共通する発症機構や治療戦略の
作業モデルを提案する。 
 
４．研究成果 
(1) CRP と SAP が、Aと D76N 2-m のアミロイド線維形成を、濃度依存的かつ
substoichiometric に抑制することを示し、細胞外シャペロンとして機能することを明らかにし
た。また、D76N 2-mのアミロイド線維形成において、SAPが反応初期では線維形成を抑制し、
反応後期では線維形成を促進することを明らかにし、SAP の線維形成に対する抑制および促進



効果を 1つの実験系で捉えることに成功した。（Ozawa, … & Naiki. Sci. Rep. 2016） 
 
(2) 透析アミロイドーシス患者より得られた手術標本を、プロテオーム解析、各種抗体を用いた
免疫組織化学染色により検討した。その結果、class I small leucine-rich proteoglycans (SLRPs) 
が2-mアミロイドと共沈着し、SLRPsのコア蛋白質が2-mアミロイド線維形成、沈着を促進
する可能性を示した。（Yamaguchi, … & Naiki. Amyloid 2019） 
 
(3) 脳血管アミロイド症患者より得られた手術標本のプロテオーム解析を行い、細胞外シャペロ
ンのクラステリン、アポリポ蛋白質 E が Aアミロイドと共沈着していることを明らかにした。
また、独自の試験管内実験より、これらのシャペロン分子が Aアミロイド線維形成を阻害する
ことを明らかにした。これらのシャペロン分子は2-mアミロイドとも共沈着しており、ヒトア
ミロイドーシスに共通するシャペロン分子として機能する可能性を示した。（Endo, … & Naiki. 
Acta Neuropathol. Commun. 2019） 
 
(4) 生体分子のポリリン酸が、数Mの生理的濃度で、中性 pHにおける2-m線維形成を促進す
ることを見出した。またその分子機構として、ポリリン酸が、天然構造の崩れた2-m分子表面
の水分子と結合しこれを奪うことにより、水和面積の小さいアミロイド線維形成に向かう反応
を促進することを見出した。（Zhang, … Naiki & Goto. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2019） 
 
(5) 2-m アミロイドーシスを含ヒトアミロイドーシスに共通する発症機構、すなわちアミロイ
ド前駆蛋白質の部分的アンフォールディングを前提とするアミロイド線維形成・沈着機構（重合
核依存性重合モデル）を提案し、これを踏まえた各病型の最新治療を紹介する総説を執筆した。
（Naiki et al. Pathol. Int. 2020） 
 
(6) 変異型2-m (D76N) トランスジェニックマウスの開発を行った。作成した 5 系統のコンジ
ェニック化が完了し、2系統（Tg69と Tg82）ではトランスジーンのホモ化が完了した。現在、
Tg82系統 13か月齢～17か月齢の雌雄マウスを屠殺し、アミロイド沈着の有無を検討している。
また、内在性 B2m遺伝子ノックアウトヘテロマウスを Tg69, Tg82系統マウスと交配し、内在
性 B2m-KO/hB2M-D76ダブルミュータントマウスの作製を進めている。 
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