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研究成果の概要（和文）：アミロイドA（AA）アミロイド症は、血清アミロイドＡが構造変換して形成されるAA
アミロイドの臓器沈着により発症する疾患であり、同種動物および異種動物に伝播する、本研究では、ウシおよ
びニワトリ由来のAAアミロイドをマウスに接種することにより、その病態や熱に対する抵抗性について解析し
た。ニワトリおよびウシのAAアミロイドのマウスへの伝播は、マウスに比べて低率であった。マウスでのAAアミ
ロイドの沈着は、時間の経過と共に消失し、再接種により増加した。AAアミロイド症の初期ではIL-6の発現が増
加し,その後IL-10が増加した。また、動物由来AAアミロイドは、熱に極めて抵抗性を示すことが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：Amyloid A (AA) amyloidosis is induced with protein misfolding of serum 
amyloid protein A, and characterized by extracellular deposition of AA fibrils in several organs. 
The AA amyloidosis is also transmitted to intra- and cross-species animals. In this study, 
heterologous (bovine and poultry) as well as homologous (murine) AA fibrils were injected 
intraperitoneally to mice, and the transmission mechanism and heat stability of the AA fibrils were 
histologically examined.  Severity of AA amyloidosis was low in mice inoculated with heterologous AA
 fibrils than homologous AA fibrils. Clearance of AA fibrils in spleen was gradually observed after 
first inoculation, but the deposition of AA fibrils was rapidly increased after the second stimulus.
 The level of IL-6 was increased after first inoculation, while the level of IL-10 was increased 
after second inoculation of AA fibrils. The AA fibrils isolated from animal amyloidosis appear to be
 relatively resistant to several heat treatments. 

研究分野：獣医学
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質が構造変換して不可逆的構造とな
る現象をミスフォールデング（構造変換）と
言う。その原因は、蛋白質のαへリックス構
造がβシートに変換することに起因するが、
原因は不明である。ミスフォールデングした
蛋白質はアミロイドを形成して蓄積し、組織
の機能障害をもたらす。人では、構造変換す
る蛋白質として20種類以上が知られている。
動物では急性期炎症蛋白質である血清アミ
ロイド A蛋白質 (Serum Amyloid A: SAA) が
構造変換して致死的な AA アミロイドを形成
しアミロイド症を誘発する。また、動物由来
の AA アミロイドは、同種および異種動物に
伝播してアミロイド症を引き起こすことか
ら、新たな公衆衛生上の問題として注目され
ていた。 
 
２．研究の目的 
 蛋白質のミスフォールデングに起因する
動物の疾患として、プリオン病やアミロイド
症が知られているが、AA アミロイドによる同
種および異種動物への伝播性については、不
明な点が多い。特に、ウシおよびニワトリに
多く発症するアミロイド症の AA アミロイド
は、食肉を解してヒトに影響することが危惧
される。本研究では、こうした背景に基づき、
ウシおよびニワトリ由来の AA アミロイドの
異種動物（マウス）への伝播性、長期間にお
ける宿主組織での AA アミロイドの蓄積性と
分解性、動物由来 AA アミロイドの熱に対す
る抵抗性などを検討した。主な検討項目は以
下の通りである。 
（１）ウシおよびニワトリの SAA-1 に対する
モノクローナル抗体(mAb)の作製 
（２）ウシ、ニワトリ、マウス由来の動物由
来 AA アミロイドのマウスへの伝播実験
と免疫組織化学検査 
（３）疾患モデル動物を用いた AA アミロイ
ド症の伝播実験 
（４）培養細胞を用いた AA アミロイドの形
成と蓄積性の解析 
（５）AA アミロイド症の病態に伴う宿主側の
応答機構の解析 
（６）ウシ、ニワトリ、マウス由来の AA ア
ミロイドの熱抵抗性試験 

 
３．研究の方法 
（１）ウシおよびニワトリ SAA-1 に特異的な
mAb抗体の作成：ウシおよびニワトリのSAA-1
のアミノ酸配列でエピトープと予測される
アミノ酸領域についてペプチドを合成し、マ
ウスに免疫して常法に従ってmAbを作成した。 
 
（２）マウス、ウシ、ニワトリ由来 AA アミ
ロイドの精製：アミロイド症に罹患している
マウス、ウシ、ニワトリの肝臓から AA アミ
ロイドを Pras ら（J. Clin. Invest.47:924- 
933,1968）の方法に従って精製した。 
 

（３）同種動物および異種動物への AA アミ
ロイド症の伝播実験：同種動物間での AA ア
ミロイド症の伝播実験として、マウスからマ
ウスへ、また、ニワトリからニワトリへの伝
播実験を行った。マウスにおいては硝酸銀を、
ニワトリにおいては LPS を、AA アミロイド接
種前に炎症起爆剤として投与した。 
 
（４）疾患モデル動物への AA アミロイド症
の伝播実験：自己免疫疾患マウスとして
C57BLlpr/lpr マウスを、2型糖尿病疾患マウ
スとして C57BLHamob/ob マウスを用いた。 
 
（５）AA アミロイド分子の検査と組織中での
蓄積度の解析：精製した AA アミロイドの確
認は、クマシーブルー染色とウエスタンブロ
ット解析により行った。また、組織中の AA
アミロイドの蓄積動態は、免疫組織化学検査
とコンゴレッド染色により検査した。 
 
（６）培養細胞を用いた AA アミロイドの反
応性検査：免疫系細胞 Raw 株と、腸管系細胞
CMT-93 に AA アミロイドを添加して、細胞周
辺での AA アミロイドの蓄積やその反応性に
ついて検査した。 
 
（７）宿主側の反応性の解析：AA アミロイド
の蓄積に対する宿主側の反応性を、各種サイ
トカイン(IL-2,IL-4,IL-6,IL-10,IL-17A, 
TNF-α,IFN-γ）の発現動態で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ウシおよびニワトリの SAA-1 に特異的
な mAb の作成と有用性：これまでに、ウシ
SAA-1に特異的なmAbとして25BF12を分離し
た。また、ウシ SAA-3 に特異的な 231G7 およ
び SAA-4 に特異的な 30FD3 を分離したが、ニ
ワトリの SAA-1 に対する mAbは得られなかっ
た。AA アミロイドの蓄積を評価する免疫組織
化学検査では、ウシの場合は、25BF12 を、ニ
ワトリの場合は、免疫マウス血清を用いた。 
 
（２）ニワトリの個体間での AA アミロイド
の伝播性について：ニワトリの胸筋内にサル
モネラワクチンを接種するとアミロイド症
を誘発する恐れのあることがわかった。さら
に、AA アミロイドを経口投与するとアミロイ
ド症の発症が増加することが明らかとなっ
た。このことは、同種動物間でアミロイド症
が伝播することを強く示唆している(発表論
文番号⑪)。また、採卵系 197 サンプルおよ
びブロイラー100サンプルの肝臓についてAA
アミロイドの蓄積を検査したが、僅かに採卵
系の 1 サンプルからしか AA アミロイドの沈
着は検出できなかった（発表論文番号⑨）。
一般的に、ワクチン接種により誘発されるニ
ワトリの AA アミロイドの沈着は、時間の経
過に伴い消退することが明らかとなった(発
表論文番号⑤)。 
 



 
（３）同種動物および異種動物への AA アミ
ロイド症の伝播実験 
①マウスの AA アミロイド症の誘発と経時的
な AA アミロイド沈着の動態：C57BL/6j マウ
スに炎症刺激剤として硝酸銀を投与した後
に、AA アミロイドを腹腔内投与して経時的に
AA アミロイドの蓄積を観察した。その結果、
投与後 20日で脾臓での AAアミロイドの蓄積
は最大となり、その後、消衰した。初回投与
後、330 日と 440 日に再度、硝酸銀と AA アミ
ロイドを投与したところ、脾臓での AA アミ
ロイドの蓄積は、初回時より増大した。特に、
硝酸銀のみの投与より、硝酸銀と AA アミロ
イドを投与したグループでは AA アミロイド
の蓄積が増大した。また、AA アミロイドの蓄
積は、腎臓にも観察されるなど全身的な蓄積
が免疫組織化学検査とコンゴレット染色に
より明らかとなった。440 日に 2 回目を投与
したマウスの各グループでの AA アミロイド
の蓄積スコアーを図１に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
図１．2回目の AA アミロイド投与後のマウス
脾臓での AA アミロイドの蓄積スコアー 
         1 回目投与   2 回目投与 
GroupH: Amyloid/AgNO3     None 
GroupI: Amyloid/AgNO3        AgNO3 
GruopJ: Amyloid/AgNO3     Amyloid/AgNO3 
GroupK:    AgNO3        Amyloid/AgNO3 
 
硝酸銀や AA アミロイドを投与したマウスで
は、SAA と IL-6 の上昇が顕著であった。しか
し、2回目の投与後では IL-6 より IL-10 の発
現が有意に増加していた。これらの結果より、
AA アミロイドの投与により形成されたアミ
ロイド沈着は、徐々に減少するが、再度、炎
症刺激が加わることにより急速に増大する
ことが明らかとなった（発表論文番号⑥）。 
 
②異種動物（マウス）へのウシ AA アミロイ
ドの投与実験と経時的な動態解析：ウシおよ
びマウスの AA アミロイドを用いて、同種お
よび異種動物への伝播実験を実施した。その
結果、マウス AA アミロイドをマウスに投与
した場合に比べて、ウシ AA アミロイドをマ
ウスに接種した方が、脾臓での AA アミロイ
ドの沈着は少なかった。さらに、2 回目の投
与に際して、投与する AA アミロイドをさま
ざまに組み合わせて投与した結果、初回時に
マウス AA アミロイドをマウスに投与したグ
ループが最も脾臓での AA アミロイドの蓄積
が多く、ウシ由来の AA アミロイドを投与し
たグループでは、僅かであった。また、同種
の AA アミロイドを投与されたグループでの

AA アミロイドの蓄積は、全身的であり、脾臓
以外に、肝臓、腎臓、小腸で AA アミロイド
の沈着が免疫組織化学検査およびコンゴレ
ッド染色で確認された。初回時の投与では
IL-6 の発現は顕著であったが、2回目の投与
では、IL10 の発現が有意に高かった。以上の
結果より、異種の AA アミロイドより同種の
AA アミロイドの方が、AA アミロイド症を誘
発しやすいことが明らかとなった（発表論文
番号②）。 
 
③リスザルへのウシおよびニワトリ由来 AA
アミロイドの投与実験：8 匹のリスザルにウ
シおよびニワトリ由来の AA アミロイドを静
脈内投与して AA アミロイドの蓄積を検査し
たが、どの臓器にも AA アミロイドの蓄積は
見られなかった。このことは、動物由来の AA
アミロイド症は霊長類には伝播しづらいこ
とを示している（発表論文番号⑩） 
 
（４） 疾患モデルマウスを用いた AA アミ
ロイドの伝播実験：C57BL マウス系の自己免
疫モデルマウス C57BLlpr/lpr と 2 型糖尿病
モデルマウスC57BLHamob/obを用いて基礎疾
患を有する動物での AA アミロイド症の伝播
について解析した。両疾患モデルマウスとも
マウス AA アミロイドを投与した場合、正常
なマウスに比べて、AA アミロイド症の伝播は
低率であった。また、ウシおよびニワトリ由
来の AA アミロイドの伝播は、マウス AA アミ
ロイドに比べて低かった。C57BLlpr/lpr と
C57BLHamob/obマウス間でのAAアミロイドの
蓄積に差は、見られなかった。特に
C57BLlpr/lpr マウスでは、IL-10 の発現が顕
著であった。これにより、自己免疫状態にあ
る動物では、AA アミロイドの伝播と蓄積は抑
制されることが明らかとなった（発表論文番
号①）。 
 
（５）培養細胞を用いた AA アミロイドの蓄
積性と分解性の解析：AA アミロイドは宿主の
SAA-1 が過剰に産生される時、脾臓、肝臓、
腎臓で SAA-1 が構造変換して形成される。本
研究では、AA アミロイドの形成を in vitro
で解析すべく、免疫系の培養細胞 Raw 株を用
いて解析した。その結果、SAA-1 のみや AA ア
ミロイド単独では AA アミロイドを形成しな
かったが、SAA-1 と AA アミロイドの共存によ
り、Raw 細胞の周辺に AA アミロイドがコンゴ
レット染色で確認された。これにより、AA ア
ミロイド形成には、免疫系細胞が重要な役割
を果たすことが示された。 
 
（６）AA アミロイド症の病態に伴う宿主側の
反応要因の解析： 
①AA アミロイドの形成に伴い、IL-6 や TNF-
αの発現の上昇が確認された。一方、アミロ
イド症の病態が長期化するにつれて、IL-6 の
発現が減少し、IL-10 の発現が顕著に上昇し
た（発表論文番号①、②）。 
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②腸管系細胞 CMT-93 細胞を用いて、腸管で
の細菌の LPS に対する宿主側の反応性を SAA
の動態で解析した。その結果、LPS の添加に
伴い SAA-1 に比べて SAA-3 の発現上昇が観察
された。また、SAA-3 の発現上昇は MUC2 の発
現を誘発した。このことは、SAA-3 は、宿主
の自然免疫に関与することが明らかとなっ
た（発表論文番号⑧） 
 
（７）ウシ、ニワトリ、マウス由来 AA アミ
ロイドの熱抵抗性試験：各種動物由来の AA
アミロイドの熱抵抗性について、加熱処理後
のマウスへの伝播性を指標に評価した。その
結果、121℃処理では、マウスへの伝播性を
減少させ、135℃処理では、伝播が見られな
かったのに比べて、60℃と 100℃では伝播性
が増加した。AA アミロイドの伝播性を完全に
消失させるには、135℃処理が必要であった。
ウシやニワトリ由来の AA アミロイドではマ
ウスへの伝播性が低いが、60℃や 100℃にて
処理することにより、マウスへの伝播性が増
加した。この結果は、各種動物由来の AA ア
ミロイドは、熱処理に比較的抵抗性を有して
いることを示している。熱処理したウシ由来
の AA アミロイド分子の形状を図２に示した
（発表論文番号④）。 
 
 
 
 
 
 
 図２．ウシ由来 AA アミロイドを熱処理し
た時の AA アミロイド分子の形状 
  a:非加熱（線維分子）  
  b:100℃ 5 分処理（線維分子の小型化） 
   c:135℃ 30 分処理（線維分子の消失） 
 
（８）総説の執筆：これまでの動物由来の AA
アミロイド症に関する研究成果を2報の総説
として公表した。特に、動物由来の AA アミ
ロイド症は、動物プリオン病と同様な病態を
示すことから prion-like disorder として認
知されており、公衆衛生上の課題も多く含ん
でいる（発表論文番号③、⑦）。 
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