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研究成果の概要（和文）：本研究では透析アミロイドーシス(β2-ミクログロブリン(β2-m)アミロ
イド)の発症の分子機構の解明を試みた。α2-マクログロブリンが細胞外分子シャペロンとして
β2-m 線維形成を抑制する機構を明らかにし、遺伝子改変マウスを用いて線維の蓄積に β2-m 濃
度増加以外の因子の必要性を示し、培養細胞系を用いて線維の毒性発揮機構を解析し、β2-m 線
維形成を阻害する化合物を探索する為の新規反応系の構築を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In order to clarify the molecular pathogenesis of amyloidoses including dialysis-related amyloidosis or 

β2-microglobulin (β2-m) amyloidosis, we constructed experimental amyloid fibril formation systems in 

vivo and in vitro, and then evaluated the roles of the various biological molecules on the amyloid fibril 

formation. The key findings of this study are as follows: (1) The detailed molecular mechanism of 

α2-macroglobulin as an extracellular molecular chaperon in the inhibition of β2-microglobulin amyloid 

fibril formation was clarified. (2) Human β2-m transgenic mice expressing excess amount of β2-m did 

not showed the amyloid symptom, indicating unknown intrinsic factors are required for the deposition of 

amyloid fibril in vivo. (3) Toxic effect of the β2-m amyloid fibril on the cultured synovial fibroblast cells 

was evaluated. (4) We improved the in vitro fibril formation system to investigate the effect of various 

biological molecules and organic compounds on the fibrillogenesis at near physiological conditions. 
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性重合モデル、および線維伸長過程を説明す
る一次反応速度論モデルを構築  (Naiki, H., 

Nagai, Y. 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
を解析して来た。 

 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, B.et al., 

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 

105(20):7263-7268, 2008 他）。 

 われわれは最近、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、生理条件下における
β2-m アミロイド線維の試験管内伸長反応を
促進すること (Hasegawa, K., et al., Biochem. J. 

416(2):307-315, 2008 他)、② その分子機構と
して、LPA 及び NEFA が β2-m の天然構造を
部分的にアンフォールドさせること、③ LPA

がアミロイド線維表面に結合し、線維構造を
安定化させることにより脱重合を阻害する
ことを明らかにすると共に、④ 代表的ポリ
フェノール化合物のミリセチンが、Aβ タン
パク質モノマーの一次構造ではなく、Aβ ア
ミロイド線維の高次構造（β シート構造）を
特異的に認識し、これに結合することにより
抗アミロイド効果を示すこと (Hirohata, M., 

et al., Biochemistry 46(7):1888-1899, 2007) を
明らかにした。これらの知見に基づき、現在
われわれは以下の作業仮説を構築している。
β2-m の血中濃度は血液透析患者で著しく増
加し、血中、あるいは関節軟骨、腱組織など
に存在する様々な生体分子と相互作用する
ことにより、β2-m の天然構造が部分的にアン
フォールドする。その結果 β2-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ことによ
りアミロイド線維沈着を促進する。以上の結
果、手根管症候群、破壊性脊椎関節症などの
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。 

 一方で、部分的にアンフォールドした β2-m

に結合し、構造を安定化することによりアミ
ロイド線維形成を阻害する生体分子群も存
在すると考えられるが、その実態はほとんど
解明されていない。最近、細胞外タンパク質
品 質 管 理 機 構 の 存 在 が 明 ら か に な り 

(Yerbury et al. Biochemistry 44:10914-10925, 

2005)、ごく最近、Aβ アミロイド線維形成に
対する抑制効果も報告された (Yerbury et al. J. 

Biol. Chem. 284:4246-4254, 2009)。一方、品質
管理機構の中心を担う細胞外分子シャペロ
ンの α2-マクログロブリン(α2-M)が、血液透

析患者血清中で β2-m と複合体を形成してい
ることも報告されている  (Motomiya et al. 

Kidney Int. 64:2244-2252, 2003)。 

 アミロイド線維形成過程における前駆タ
ンパク質、あるいはアミロイド線維と種々の
生体分子との複雑な相互作用解明に向けた
研究は、われわれを始めとしてようやく緒に
就いたのが現状である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、ヒトアミロイドーシスのモデル疾
患として透析アミロイドーシスを選び、発症
の分子機構を、独自に開発する試験管内実験
系、新たに開発する遺伝子改変マウス、培養
細胞系、および臨床病態解析を有機的に組み
合わせ、総合的に解明する。具体的には、① 

種々の生体分子が β2-m アミロイド線維形成
を促進・抑制する分子機構、特に細胞外分子
シャペロンの β2-m 線維形成抑制機構を解明
すること、② β2-m 線維による細胞・組織傷
害機構を解明すること、③ β2-m 線維形成・
沈着を阻害する有機化合物を探索すること、
および 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の作業モデルを提案す
ること、の４点を目的とする。本研究で得ら
れる新知見や実験パラダイム・ツールは、他
のヒトアミロイドーシス研究にも普遍的に
活用することが出来、学術的波及効果は大き
い。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞外シャペロンによる β2-m アミロイ
ド線維形成抑制機構の解明：2-m アミロイド
線維形成はチオフラビンTによる分光蛍光定
量法や電子顕微鏡を用いて確認した。2M と
2-m の相互作用は Dot blot 法や ELISA 法、
ウエスタンブロット法を用いて検討した。
2M と2-m の構造は円二色性測定、超遠心
分析、ANS 蛍光測定により解析した。 

(2) モデルマウスを用いた生体分子の機能解
明：透析アミロイドーシスモデルマウスとし
て、マウス β2-m をノックアウトした上で、
ヒト β2-m を過剰発現するトランスジェニッ
クマウス(hB2MTg

+/+
mB2m

-/-
)を作成し、病理学

的解析を行った。 

(3) β2-ミクログロブリンアミロイド線維の細
胞毒性に関する検討：ウサギ滑膜線維芽細胞
由来の株細胞(HIG-82)を 24 穴プレートに培
養し、β2-m アミロイド線維、あるいは β2-m

モノマーを種々の濃度で培養液に添加した。
一定時間のインキュベーションの後、LDH 

release assay 及び MTT reduction assay を行い、
アミロイド線維の培養細胞に対する毒性の
有無と程度を評価するとともに、培養細胞染
色キットによる染色を行い形態学的な評価
を行った。さらに、アミロイド線維によるア
ポトーシス誘導の有無、程度を評価するため



 

 

に、DAPI 染色、TUNEL 染色の二重染色を行
い、アポトーシス率を測定した。また、
Congo-red 染色を行い共焦点レーザー顕微鏡
で観察することで、添加したアミロイド線維
が細胞に付着しているのか、細胞内に取り込
まれているのかを検討した。 

(4) 試験管内アミロイド線維伸長反応系の検
討：ビーズ状担体(攪拌子)に各種生体成分蛋
白質を固定した。0-5 μM の A(1-40)溶液を
攪拌子と共に 96 ウエルマイクロプレート中
に気液界面を排除し封入した。マイクロプレ
ートを上下方向に回転させることで担体を
沈降させて攪拌した。アミロイド線維形成を
チオフラビン T 蛍光によりモニターした。ま
た、蛍光実体顕微鏡を用いてアミロイドの凝
集状態を観察した。 

 

 

４．研究成果 
 

(1) 細胞外シャペロンによる β2-ミクログロ
ブリンアミロイド線維形成抑制機構の解明
（雑誌論文(7)）： 

透析アミロイドーシス患者の血清中では、
細胞外シャペロンである2M とアミロイド
線維を形成する2-m との複合体が検出され
るが、その形成機構や生物学的意義について
検討した。中性 pH、ドデシル硫酸ナトリウ
ム(SDS)存在下での2-m アミロイド線維形成
に お い て 、 2M は 濃 度 依 存 的 に 、
substoichiometric に2-m アミロイド線維形成
を抑制した。Dot blot 法や ELISA 法による親
和性解析から、2Mと2-mの相互作用はSDS

非存在下よりも SDS 存在下で強くなること
が示された。円二色性測定、超遠心分析、ANS

蛍光測定を用いて 0.5 mM SDS 存在下での
2M の構造を解析したところ、天然状態では
テトラマーとして存在する2M は SDS 存在
下では一部がダイマーに解離し、疎水性領域
をより露出することが明らかになった。ウエ
スタンブロット法により、2-m は2M のテ
トラマーとダイマー両方と結合し、ダイマー
に強く結合していることが明らかになった。
さらに SDS 存在下のみならず、ヘパリン存在
下、pH を下げることによっても、同様に2M

の2-m アミロイド線維形成抑制やダイマー
化、2-m との親和性変化が見られた。以上の
結果から、2-m が変性するような環境下では、
2M の一部はダイマーに解離し疎水性領域
を露出することによって変性した2-m と疎
水性相互作用により強く結合することで蛋
白質品質管理を行っているのではないかと
考えられる。生体内では2M は2-m アミロ
イド線維形成抑制に関与していると示唆さ
れる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) モデルマウスを用いた生体分子の機能
解明（雑誌論文(2)）： 

透析アミロイドーシスモデルマウスとし
て、マウス β2-m をノックアウトした上で、
ヒト β2-m を過剰発現するトランスジェニッ
クマウスを開発した。このマウスは、自発的
にも、合成あるいは患者組織から抽出した
β2-m アミロイド線維をシードとして投与し
ても、β2-m アミロイドの蓄積が認められなか
った。この結果は血中 β2-m 濃度が増加する
だけではアミロイド線維形成には不十分で
あることを示している。我々は既に、試験管
内線維形成系においても、β2-m は天然構造の
ままではアミロイド線維に組み込まれず、リ
ゾリン脂質等により部分変性する必要があ
ることを示しており、マウスでの in vivo 実験
結果と矛盾しない。以上の結果は、リゾリン
脂質等の炎症関連因子による促進や、本研究
で明らかにした細胞外分子シャペロンによ
る抑制機構の破綻など、反応機構の様々な段
階の発症因子が重複してはじめてアミロイ
ドーシスを発症する可能性を示唆している。
発症のトリガーになる因子を同定すること
は、予防・治療のターゲットとして重要であ
り、本トランスジェニックマウスはこの誘起
因子を探索するために適切なモデルである
と考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

今後、誘起因子を体外から投与することや、
別の遺伝子改変マウスとの掛け合わせによ
る遺伝子導入などにより、誘起因子の同定を
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アミロイド線維形成を引き起こす変
性環境（脂質存在下、酸性域など）

β2-mオリゴマーβ2-mオリゴマー

天然β2-m天然β2-m 天然α2M

変性β2-m変性β2-m 変性α2M

α2M による中性pHでのβ2-mアミロイド線維の伸長反応抑制

血
清
β

2
-m

濃
度

(m
g
/l
)

0

150

300

健常
人

透析
患者

マウス
C57BL/6

pCAGGS

hB2M
micro-

injection

pAATBG

hB2M
micro-

injection

pCAGGS

hB2M
electro-
poration

Transgenic mouse 
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作成：血清中β2-m濃度の比較
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透析アミロイドーシスモデルマウス (hB2MTg+/+mB2m-/-) の
作成：血清中β2-m濃度の比較



 

 

試みることが可能となった。現在、変異遺伝
子を導入したヒト β2-m トランスジェニック
モデルマウスの作成を行い、当該遺伝子の影
響の解析を試みている。 

 

(3) β2‐ミクログロブリンアミロイド線維の
細胞毒性に関する検討： 

2-mアミロイド線維を100 g/ml含む培養
液でインキュベーションした群は、モノマー
(100 g/ml)添加群、及びコントロール群と比
較して、LDH release assay、MTT reduction 

assayのいずれの方法でも有意にviabilityが低
下していた。光学顕微鏡で観察すると、アミ
ロイド線維を添加した群では、生細胞は尐な
く、核濃縮や細胞質の膨化、空胞化などの壊
死性の変化がみられると共に、アポトーシス
小体と考えられる核の断片化も認められた。
DAPI/TUNEL二重染色による検討では、アミ
ロイド線維投与群では陰性対照、及びモノマ
ー投与群に比して多くのTUNEL陽性像が認
められた。また、Congo-red染色を行い、アミ
ロイド線維が細胞表面に付着していること
を確認した。2-mアミロイド線維は細胞表面
に付着し、壊死及びアポトーシスの両者を引
き起こすことで毒性を発揮すると考えられ
た。成書には壊死とアポトーシスは互いに背
反する事象ではなく、種々の病的状態におい
て、同時に、あるいは連続して起こると記載
されており、矛盾しないと思われる。本研究
の結果は、2-mアミロイド沈着による骨・関
節破壊の病態に、2-mアミロイド線維による
直接の細胞傷害効果が関与している可能性
を示唆している。 

 

(4) 試験管内 2-mアミロイド線維伸長反応
系の検討： 

Alzheimer 病 Aアミロイドの重合反応につ
いて、Aが自発的に核形成を行わない濃度に
まで低下させ、核形成を強く誘起する気液界
面を無くした容器に封入した状態で、セファ
ロースビーズを攪拌子とすると線維形成が
長時間起きないことを見いだした。このビー
ズに、基底膜のモデル物質であり collagen, 

lamininなどを含んでいるMatrigelを結合させ、
反応液に添加し攪拌反応したところ有意に
重合反応を促進することが示された。従来、
laminin などの基底膜蛋白質は、Aの重合を
阻害するとの報告がなされていた。しかし本
研究で、より生理条件に近い重合反応系を構
築したことにより、脳アミロイドアンギオパ
チーにおいて血管平滑筋細胞の基底膜に A

アミロイドが蓄積する病理学的観察と一致
する説明がなされたと考える。（雑誌論文
(18)）。この反応系を応用し、強い蛋白質変性
作用を有する可能性のある気液界面を排除
した β2-m アミロイド線維形成反応系の構築
を試みている。この反応系を用いて、気液界

面や疎水性表面などの線維形成誘起能の評
価や、さらには、生体成分・有機物等のアミ
ロイド線維重合への効果の評価を行う予定
である。 
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