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研究成果の概要（和文）：AAアミロイドーシス発症には血清アミロイドA（SAA）の血中濃度上昇のほか、SAAと
他の生体成分との相互作用が寄与する。しかしながら、これら相互作用と疾患の発症とを直接結びつける分子基
盤は不明であった。本研究では、グリコサミノグリカンや高密度リポタンパク質（HDL）の構成脂質が同症の発
症に与える影響を明らかにすることを目的とした。その結果、ヘパラン硫酸の高硫酸化ドメインやHDL中のホス
ファチジン酸濃度が影響を与えることを明らかにした。今後も引き続き、SAAが形成する凝集体の細胞毒性など
について評価することで、AAアミロイドーシスの発症機構を分子レベルで解明することを目指す。

研究成果の概要（英文）：Human serum amyloid A (SAA) is a precursor protein of AA amyloidosis. 
Besides an increase in blood levels of SAA, interactions between SAA and other biological components
 contribute to the onset of AA amyloidosis. However, the molecular basis that directly links these 
interactions with the onset of disease has not been fully elucidated. In the present study, we aimed
 to clarify the influence of glycosaminoglycans and lipid constituents in high-density lipoproteins 
(HDLs) on the pathogenesis of AA amyloidosis. Our research revealed that the highly sulfated domains
 in heparan sulfate and the concentration of phosphatidic acid in HDLs affect the onset of AA 
amyloidosis. In the future, we will continue to evaluate the underlying mechanism of AA amyloidosis 
at the molecular level by evaluating the cytotoxicity of aggregates formed by SAA.

研究分野： 生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質がアミロイド線維とよばれる

凝集体を形成し、臓器に沈着することで機能
障害をもたらす疾患をアミロイドーシスと
いう。AA アミロイドーシスにおいては血清
アミロイド A（SAA）由来のアミロイド線維
が沈着する。SAA は炎症や感染時にその濃度
が急激に増加する急性相反応タンパク質の
一種で、血中濃度が高値になることが AA ア
ミロイドーシス発症の危険因子の一つであ
ると考えられている。しかしながら、SAA 血
中濃度が高値を示す炎症性疾患の患者の
5-10％が AA アミロイドーシスを発症するに
すぎない。すなわち、SAA の血中濃度以外に、
AA アミロイドーシスに対する感受性を制御
する因子が存在すると考えられる。 
アミロイド線維は細胞外マトリックスに

沈着する。SAA を含め、多くのアミロイド線
維形成タンパク質がヘパラン硫酸などのグ
リコサミノグリカン（GAG）と共沈着してい
ることから、GAG がアミロイド線維の形成
に関与していると推察される。一方で、GAG
は全身に遍在しているにもかかわらず線維
が沈着する臓器は限られており、アミロイド
線維の沈着には臓器特異性があるといえる。
また、生体内で大部分の SAA は脂質ととも
に複合体を形成し、高密度リポタンパク質
（HDL）として存在することが知られている。
一方で、臓器に沈着したアミロイド線維は脂
質を含んでおらず、SAA が HDL から解離す
る過程がアミロイド線維の形成に必要であ
るといえる。以上のことから、SAA と GAG
や脂質との相互作用が AA アミロイドーシス
に対する感受性を制御する可能性が示唆さ
れる。しかしながら、その詳細な分子基盤に
関してはあまり明らかになっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 

AAアミロイドーシス発症にはSAAの血中
濃度上昇のほか、SAA と細胞外マトリックス
や HDL との相互作用が寄与することが示唆
されている。しかしながら、これら相互作用
と疾患の発症とを直接結びつける分子基盤
は十分に解明されていない。そこで本研究で
は、細胞外マトリックス構成 GAG や HDL
構成脂質の炎症などに伴う組成変化を調べ
ることで、それらの変化が AA アミロイドー
シス発症に与える影響を明らかにすること
を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
①臓器由来 GAG の組成解析 
炎症を惹起したマウスにアミロイドーシ

スを誘発する AEF（amyloid enhancing factor）
を与え、AA アミロイドーシスモデルマウス
を作製した。アミロイド沈着した臓器の凍結
切片をコンゴレッドで染色し、陽性部位（ア
ミロイド沈着部位）と陰性部位（アミロイド

非沈着部位）とをレーザーマイクロダイセク
ション（LMD）によりそれぞれ回収した。酵
素によりタンパク質消化を行い、ゲルろ過や
イオン交換クロマトグラフィー等により
GAG を抽出した。抽出した GAG の一部を酵
素で二糖単位まで分解した後、蛍光標識を行
い、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
を用いて硫酸基含有量および二糖単位にお
ける硫酸化部位を解析した。 
また、AA アミロイドーシスモデルマウス

より肝臓切片を作製し、パラホルムアルデヒ
ドで固定化後、透過処理を行った。ヘパラン
硫 酸 の 高 硫 酸 化 部 位 を 認 識 す る 抗 体
（HepSS-1）をビオチン化し、切片に対して
反応させた後、ストレプトアビジン R-PE を
反応させ、共焦点顕微鏡で観察した。 
 
②HDL構成脂質の組成解析とSAA-HDLモデ
ル粒子の物性評価 
正常および炎症マウスより血液を採取し

た後、超遠心により HDL を分離し、酵素定
量法や液体クロマトグラフィー／タンデム
質量分析装置を用いて構成脂質組成の解析
を試みた。また、生体内の脂質組成を模倣し
た SAA-HDL モデル粒子を再構成により作製
し、SAA 二次構造の安定性を円二色性分散計
（CD）により評価した。また、SAA がアミ
ロイド線維として沈着する際にC末端領域が
切断されることから、酵素による切断に対す
る安定性を解析した。 
 
③SAA 分子 C 末端切断の影響 

AA アミロイドーシスの沈着部位には、
SAA（104 残基）の N 末端断片（主に 76 残
基）が検出される。そこで、２つのペプチド
ブロックのライゲーション反応と脱硫反応
の組み合わせにより、SAA（1－76）ペプチ
ドを化学合成し、線維形成を評価した。具体
的には、アミロイド線維に特異的に結合する
蛍光色素（ThT）を用いた蛍光測定、CD や赤
外吸収（IR）スペクトル測定による二次構造
解析、透過型電子顕微鏡による形態観察など
を行った。 
 
 
４．研究成果 
①臓器由来 GAG の組成解析 
まず、臓器切片より抽出される超微量の

GAG から、その組成を HPLC によって解析
が可能であるかを調べた。１枚の臓器切片よ
り GAG を抽出し、酵素により二糖に分解し
た後、蛍光標識を行った。その結果、抽出方
法や用いる酵素などに工夫や注意が必要で
あるが、超微量の GAG でも解析できる可能
性が示された。 
そこで、アミロイドーシスモデルマウスを

作製し、アミロイド沈着した臓器（肝臓）の
凍結切片を得た。切片をアミロイド蛍光染色
剤であるチオフラビンＳで染色し、アミロイ
ド沈着および非沈着部位を LMD によりそれ



ぞれ回収し、GAG の組成解析を行った。その
結果、非沈着部位と比較して、沈着部位にお
いては硫酸化されていない GAG の割合が有
意に低く、予想通り GAG の硫酸基含有量が
AA アミロイドーシス発症を制御し得ること
が示された。しかしながら、別個体を用いた
解析では再現性が確認されず、作業工程の煩
雑さを考慮し、解析を一旦中断することにし
た。 
 

 

 
そこで次に、HepSS-1 を用いた組織染色に

より、アミロイド沈着部位と硫酸化度の高い
ヘパラン硫酸の局在との関連性を調べた。AA
アミロイドーシスモデルマウスより作製し
た肝臓切片に対し、ビオチン化した HepSS-1
を反応させ、R-PE 標識ストレプトアビジンに
より染色し、共焦点顕微鏡で観察した。その
結果、チオフラビンＳで染色されるアミロイ
ド沈着部位の周辺に、ヘパラン硫酸の高硫酸
化ドメインが存在していることが示された。 
 

 
②HDL構成脂質の組成解析とSAA-HDLモデ
ル粒子の物性評価 
酵素定量法や液体クロマトグラフィー／

タンデム質量分析装置を用いて炎症に伴う
HDL構成脂質の組成変化の解析を行ったが、
いずれの方法でも上手くいかなかった。その
過程で、炎症に伴い HDL 中のホスファチジ
ン 酸 の 濃 度 が 上 昇 す る と い う 報 告
（Atherosclerosis 2014; 237: 652–60.）を発見し

た。そこで、ホスファチジン酸を含む
SAA-HDL モデル粒子を再構成により作製し
た。その結果、ホスファチジルコリンのみか
らなる SAA-HDL モデル粒子と比較して、粒
子自体のサイズや安定性および SAA の二次
構造や熱安定性などに大きな差異はなかっ
たが、酵素消化に対する安定性の差異が認め
られ、SAA の局所構造に違いがあることが示
唆された。 
 

 
③SAA 分子 C 末端切断の影響 
中性条件において、日本人で AA アミロイ

ドーシスのリスクファクターとされるアイ
ソフォームである SAA1.3（1－76）ペプチド
にヘパラン硫酸を添加した場合、ThT 蛍光強
度の経時的な増加が認められた。このとき、
CD 測定からは典型的なβシート構造を示す
スペクトルは得られなかったが、IR 測定によ
りβシート構造の形成が明確に示され、原子
間力顕微鏡で線維状の凝集体が観察された。
この結果は、中性条件では ThT 蛍光強度の増
加や線維状の凝集体の形成が認められなか
った全長 SAA1.3 の場合とは異なるものとな
った。すなわち、SAA 分子の C 末端部分（77
－104 残基）の切断が、中性条件でのアミロ
イド線維の形成を促進する可能性が示され
た。 

 

 
そこで次に、AA アミロイドーシスに関連

する主なアイソフォームに相当する SAA（1
－76）ペプチドを化学合成し、それらの線維
形成能を比較した。ThT 蛍光測定の結果、
SAA1.1（1－76）ペプチドではほとんど蛍光
強度の増大は認められず、SAA1.1 が日本人



において最も罹患率の低いアイソフォーム
であることを反映する結果であると考えら
れた。しかしながら、SAA1.3 よりも寧ろ
SAA1.5 においてより高い蛍光強度を示した。
すなわち、ThT蛍光強度の増大が必ずしもAA
アミロイドーシスの発症と相関しないこと
が示された。さらに３つのアイソフォームに
相当する SAA（1－76）ペプチドが形成する
凝集体の形態を比較したところ、いずれのア
イソフォームにおいても線維状の凝集体が
観察されたが、長さや太さなどの点で明らか
に異なる形態をもつことが明らかとなった。
ただし、ThT 蛍光強度の増大を示さなかった
SAA1.1（1－76）ペプチドでも線維状の凝集
体が観察されるなど不明な点も多く、再現性
の確認が必要である。 
 

 
以上、AA アミロイドーシス発症に与える

ヘパラン硫酸の高硫酸化ドメインや HDL 中
のホスファチジン酸濃度の影響について明
らかにした。また、SAA 分子 C 末端の切断が
アミロイド線維の形成を促進する可能性を
示した。しかしながら、AA アミロイドーシ
スの罹患率を決定する SAA アイソフォーム
の影響については未解明である。例えば、C
末端領域の切断に対する感受性がアイソフ
ォーム間で異なる可能性も考えられる。さら
には、凝集体の形態は、細胞に対するその毒
性と密接に関連することが知られているた
め、これら凝集体の細胞毒性が異なる可能性
も考えられる。今後引き続き、これらについ
ても評価することで、AA アミロイドーシス
の発症機構を分子レベルで解明することを
目指す。 
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