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研究成果の概要：

SELDI-TOF MS を用い、異型 TTR を迅速に検出できることを明らかにした。アミノ酸変異に由来

する理論的な質量差と SELDI-TOF MS 実測値の差は良好に相関した。本システムは FAP の診断に

有効と考えられる。しかし、一部の TTR 変異型の FAP で異型 TTR が検出困難であることも判明

した。その理由として、(1) 野生型 TTR と質量差がわずか（15 Da 未満）である場合と、(2) 異

型 TTR の産生が低下している場合があった。これらの変異型 TTR を持つ FAP は稀であるが注意

が必要である。
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１．研究開始当初の背景
アミロイドーシスは、可溶性である蛋白質
が様々な原因（濃度の増加、遺伝子変異など）
により、不溶性の線維状蛋白質であるアミロ
イドに形態を変え、細胞外に沈着し臓器障害
を引き起こす難治性の疾患群であり確立さ
れた治療法はない。原因蛋白質（前駆蛋白質）
の立体構造変化がアミロイド線維形成の引
き金となるため、アミロイドーシスは、パー
キンソン病などの多くの難病が属するコン
フォメーション病の一つと位置づけられて
いる。また急性期蛋白質である血清アミロイ
ド A（SAA）や栄養アセスメント蛋白質である

トランスサイレチン（TTR）など検査医学で
極めて重要な蛋白質がアミロイド前駆蛋白
質となっている。SAA を前駆蛋白質として生
じる AA アミロイドーシスや、TTR を前駆蛋白
質として生じる家族性アミロイドポリニュ
ーロパチー（FAP）に加えて、アルツハイマ
ー病、プリオン病などがアミロイドーシスに
分類される。これらのアミロイド前駆蛋白質
の構造やアミノ酸配列に共通した傾向は認
識されていないが、形成されるアミロイド線
維は類似した構造や性質を有している。
本疾患の診断、治療後の経過観察や病態解
析などにアミロイド前駆蛋白質の解析が必
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須であるが、多大な労力が必要でありハイス
ループットな解析法の開発が必要である。

２．研究の目的
前駆蛋白質の濃度上昇が発症の基本的な
要因である AA アミロイドーシスと、前駆蛋
白質の遺伝子変異が基本的な原因である FAP
の病態解析と診断および治療法の開発であ
る。

３．研究の方法
（１）SELDI-TOF MS を用いたアミロイド前駆
蛋白質のハイスループットな質量分析
FAP患者とAAアミロイドーシス患者および
AA アミロイドーシスモデルマウスの血清を
用いて解析を行った。
陰イオン交換体がプロテインチップのス
ポット表面にコーティングされた Q10チップ
と陽イオン交換体がコーティングされた
CM10 チップを用いて、pH3～9 のバッファー
で検体を希釈し、SELDI-TOF MS で測定を行っ
た。
（２）DNA マイクロアレイによる遺伝子発現
の網羅的解析
FAP 凍結組織（心臓、腎臓）と AA アミロイ
ドーシス惹起マウス凍結組織（肝臓、脾臓）
から RNA を抽出し、Hitachi のオリゴ DNA チ
ップである Acegene で遺伝子発現を網羅的に
解析した。また、候補遺伝子の発現をリアル
PCR 法で確認した。
（３）細胞培養モデルを用いたアミロイド前
駆蛋白質の代謝動態解析
平滑筋由来の細胞株（Glomotel）と神経由
来の細胞株（SH-SY5Y）、マクロファージ由来
の細胞株（J774.1）を用いて、TTR と SAA の
挙動を解析する。

４．研究成果

SELDI-TOF MS プロテインチップを用い、FAP

の病原蛋白質である異型 TTR を迅速に検出で

きることを明らかにした。野生型と異型 TTR

（V30M）は、Q10 チップを用いて pH 7.0 の

50 mM リン酸バッファーで検体を希釈した場

合に最も明瞭に観察できた。アミノ酸変異に

由来する理論的な質量差と SELDI-TOF MS 実

測値の差は良好に相関した（右図）。

本システムは迅速な FAP診断に有効である

と考えられる。しかし、一部の TTR 変異型の

FAP で異型 TTR が血中より検出しにくいこと

も判明した。検出困難な理由として、(1) 野

生型 TTR と質量差がわずか（15 Da 未満）で

ある場合と、(2) 異型 TTR の産生が低下して

いる場合があった（右図）。

これらの変異型 TTR を持つ FAP は稀である

ものの、本システムを用いた診断時には注意

が必要である。FAP の大部分をしめる変異型

である V30M は、本システムで良好に検出で

きるため、FAP のスクリーニングとして有用

と考えられる。また、TTR 遺伝子の DNA シー

クエンスとあわせて実施することで、より確

実な遺伝学的解析が可能と考える。

本システムを用いて、眼房水と髄液からも

異型 TTR が検出できた。また、野生型 TTR と

等電点が異なる Y114C は、CM10 チップを用い

て pH 3.0 の 50 mM グリシンバッファーで検

体を希釈した場合にはじめて観察できた。野

生型と異型 TTRの等電点の違いを利用して検



出しにくい変異型を解析できる点も本シス

テムの利点の一つと考えられる。

AAアミロイドーシス患者血清からSAAを解

析したが、SAA のアミノ酸が１～２つ欠落し

たものが混在して観察された。また、SAA 遺

伝子多型やアイソタイプの存在により、血清

の SAA 由来のピークが多く混在したため、複

雑なピーク群となることが確認できた。

AA アミロイドーシスモデルマウスの血清

から、従来の解析法の主体である抗体を用い

た解析（ELISA など）では分離検出が困難で

あった Saa1 と Saa2 が、SELDI-TOF MS で検出

できることも確認した。

AA アミロイドーシスモデルマウスと炎症

のみ惹起したマウスの２群で、SELDI-TOF MS

で得られた血清のピークパターンを分析し、

濃度が変動しているいくつかのピークが確

認できたが、由来蛋白質の同定までには至ら

なかった。今後のさらなる解析が必要である。

アミロイド形成に関連した因子の網羅的

遺伝子発現解析を行った。

具体的には、マウスに AA アミロイドーシ

スを惹起させ、これまでにモデルマウスでア

ミロイド抑制効果を確認し新規の治療薬候

補であるタクロリムス投与後に肝臓を採取

し RNA を抽出した。タクロリムスによるアミ

ロイド抑制効果に関与すると予測される遺

伝子発現を解析するために、DNA マイクロア

レイで網羅的に発現変動を解析し、Saa3 遺伝

子の発現が著明に抑制されていることを明

らかにした。リアルタイム PCR 法で確認した

ところ、Saa3 の mRNA レベルが確かに減少し

ていることを確認した。抗マウス Saa3 抗体

を用いて免疫染色を行ったところ、アミロイ

ド沈着部位と一致して Saa3 の陽性像が得ら

れた。しかし、ウエスタンブロットの結果か

ら、アミロイド線維抽出物には Saa3 が含ま

れないと考えられた。本アミロイドーシスに

Saa3 がどの様に関与するのか、更なる検討が

必要である（右図）。

FAP 剖検時凍結組織（心臓、腎臓）から RNA

を抽出し、DNA マイクロアレイを行ったが、

良質な RNA が抽出困難であったため、結果に

ばらつきが生じ、リアルタイム PCR 法で確認

した mRNA レベルとの整合性が得られなかっ

た。剖検時に凍結組織として保存した時点で

mRNA の分解がかなり進行していたものと考

えられる。

平滑筋由来、神経由来、マクロファージ由
来の各細胞株にアミロイド前駆蛋白質であ
る TTR と SAA を加えて、細胞に対する影響を
解析した。本システムを用いて、in vitro で
アミロイド形成を評価できるモデルの開発
が目標であるが、本研究期間内でアミロイド
形成を生じる条件の確立までには至らなか
った。今後、更なる条件設定を行い検討をす
すめる。
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