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研究成果の概要（和文）：　細胞外マトリックスがアミロイドーシスの病態の鍵を握る極めて重要な組織環境で
あることから、線維芽細胞の細胞老化によるTTR分解除去能、アミロイド形成阻止能の変化を解析するために、
生体内のECMを模したコラーゲンゲルおよび線維芽細胞株による三次元培養系での解析を行った。凝集体化させ
たTTRおよび断片化TTRが線維芽細胞内部に多量のアミロイド線維の取り込まれ、アミロイドとリソソームマーカ
ーの一部の共局在が認められた。アミロイドが大量に取り込まれた線維芽細胞においてはリソソームマーカーの
減少、線維芽細胞内構造の著明な老化関連の変化が認められた。

研究成果の概要（英文）：　Extracellular matrix is an extremely important tissue environment that on 
the pathogenesis of amyloidosis.  In order to analyze changes in TTR degradation-removing ability 
and amyloid formation-inhibiting ability due to cell aging of fibroblasts, we performed analysis in 
a three-dimensional culture system using collagen gel and fibroblast lines that imitated ECM in 
vivo. Large amount of amyloid fibrils, aggregated TTR,  and fragmented TTR were deposited inside 
fibroblasts, and co-localization of amyloid and lysosomal markers was observed. Decreased lysosomal 
markers and marked aging-related changes in intracellular structure were observed in fibroblasts 
with a large amount of amyloid uptake.

研究分野：アミロイドーシスの病態解析
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　トランスサイレチンアミロイドーシスにおいてアミロイド線維形成と除去がダイナミックに起こっている細胞
外マトリックスの主要な構成細胞である線維芽細胞は 非線維性トランスサイレチン凝集体を細胞内に取り込み
分解し保護的に働くが、既にアミロイド線維となったトランスサイレチンは分解し難く、細胞内蓄積および細胞
老化および細胞障害を誘導することか示唆され、アミロイドーシスの病態解明に有用な知見が得られた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 アミロイドーシスは、種々の前駆蛋白質がその本来の構造を失って重合し、不溶性のアミロイ
ド線維を形成して機能障害を引き起こす疾患群である。トランサイレチン型家族性アミロイド
ポリニューロパチーおよび老人性全身性アミロイドーシスは、それぞれ変異型および野生型ト
ランスサイレチンがアミロイド化して全身臓器を障害する致死的疾患であり、高齢者人口の増
加に伴い両疾患の臨床的重要性は急速に高まっている。  
 トランスサイレチンは主に肝臓で産生され、四量体を形成してレチノールおよびサイロキシ
ン（T4）の輸送を担う血清蛋白質であるが、両疾患においてトランスサイレチンは老化に伴って
アミロイド化し、細胞外マトリックスに沈着する。 
 トランサイレチン型家族性アミロイドポリニューロパチーでは遺伝子変異によりトランスサ
イレチンの四量体構造が不安定化し、単量体への解離、重合（アミロイド線維形成）が促進され、
末梢神経、心臓、消化管、腎臓、腱・靭帯を中心に沈着して多臓器障害を引き起こす。変異型ト
ランスサイレチンは野生型トランスサイレチン同様に生下時より血中に存在し機能し続けるが、
成人期以降（平均約 50 歳）にアミロイド化するようになる。 
 一方、老人性全身性アミロイドーシスにおいては、遺伝子変異のない野生型トランスサイレチ
ンが主に高齢男性の心筋組織を中心に沈着し、致死的心不全を生じる。本来は安定な四量体構造
をとる野生型トランスサイレチンがなぜアミロイド線維を形成するかは不明である。 
 老化がトランスサイレチンアミロイドーシスの発症において極めて重要な因子であることは
明らかであるが、老化による如何なる病態が本症の発症を決定づけているのか、そのメカニズム
は未だ解明されていない。 
 細胞外マトリックスなどの組織環境はトランスサイレチンアミロイドーシスにおいて重要な
役割を果たしていると考えられる。トランサイレチン型家族性アミロイドポリニューロパチー
においては肝移植療法により、異型トランサイレチンの産生を遮断すると、臓器・組織に沈着し
たアミロイドが経時的に減少し、変異型トランサイレチンの野生型トランスサイレチンに対す
る比率が経時的に減少することから、アミロイド沈着部位である細胞外マトリックスでは、アミ
ロイド線維形成と除去がダイナミックに起こっているものと推定されている。 
 細胞外マトリックスは、線維芽細胞、マクロファージをはじめとする間質系細胞によって絶え
ずリモデリングされ、恒常性が維持されていることから、トランスサイレチンアミロイドーシス
の病態におけるアミロイド線維形成、除去においてはこれらの細胞が重要な役割を果たしてい
ると考えられるがその詳細な機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、トランスサイレチンアミロイドーシスにおいて、老化が決定的な発症規定因子であ
ること、両疾患において細胞外マトリックスがアミロイド形成、分解において重要な組織環境で
あるという臨床病理学的根拠に立脚し、細胞外マトリックスの老化とアミロイド線維形成の関
連を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 野生型トランスサイレチンおよび変異型（V30M）トランスサイレチンは、緩衝液に溶解させた
後、酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.0）による酸性条件下でインキュベートして非線維性凝集体化
させた。断片化トランスサイレチン(TTR81-127)は中性条件下でアミロイド線維形成した。 
 ヒト線維芽細胞をコラーゲン酸性溶液を使用した三次元培養下で、可溶性および非線維性凝
集体化させた野生型トランスサイレチンおよび変異型（V30M）トランスサイレチン、アミロイド
線維化させた断片化トランスサイレチン(TTR81-127)を加えて培養し、経時的に回収した。 
 コンゴ・レッド染色、免疫組織化学染色、蛍光免疫組織化学染色、電子顕微鏡、ウエスタンブ
ロッティングにより線維芽細胞によるトランスサイレチンの分解除去能を解析した。また、各種
トランスサイレチンによる線維芽細胞老化の評価を行った。 
 
４．研究成果 
（1）可溶性トランスサイレチンに対する線維芽細胞の分解除去能 
 可溶性トランスサイレチン（野生型および変異型）をコラーゲンゲル内に添加し、線維芽細胞
三次元培養を行い、10 日間経時的にゲルを回収し、コンゴ・レッド染色、抗トランスサイレチ
ン抗体を用いたウエスタンブロッティングによる解析では、三次元培養ゲル内トランスサイレ
チンの凝集体やアミロイド線維化や、蛋白量変化は認められなかったことから、線維芽細胞は可
溶性のトランスサイレチンの分解・除去への関与は有意ではないことが示唆された。 
 
 
（2）非線維性トランスサイレチン凝集体に対する線維芽細胞の分解除去能 



非線維性凝集体化させたトランスサイレチン（野生型および変異型）をコラーゲンゲル内に添加
し、線維芽細胞三次元培養を行い、10 日間経時的にゲルを回収後に解析を行い、三次元培養ゲ
ル内トランスサイレチンの凝集体が線維芽細胞に多量に取り込まれ、多くはリソソームと共局
在し(図 1)、トランスサイレチン蛋白量は経時的に減少した（図 2）ことから、線維芽細胞は非
線維性トランスサイレチン凝集体を細胞内での分解・除去することが示唆された。 

 
図 1. 非線維性凝集体化させたトランスサイレチン(V30M)を添付したゲルの蛍光二重免疫染色 

図 2. 非線維性凝集体化させたトランスサイレチン(V30M)を添付したゲルのウエスタンブロッ
ティング 
 
 
（3）トランスサイレチンアミロイド線維に対する線維芽細胞の分解除去能 
 
アミロイド線維化させた断片化トランスサイレチン(TTR81-127)をコラーゲンゲル内に添加し、
線維芽細胞三次元培養を行い、10 日間経時的にゲルを回収後に解析を行い、三次元培養ゲル内
トランスサイレチンアミロイド線維は線維芽細胞に多量に取り込まれるものの（図 3）、リソソ
ームとは共局在せず、細胞は老化性変化を示し、トランスサイレチン蛋白量は経時的に有意な変
化を示さず（図 4）ことから、トランスサイレチンアミロイド線維の大部分は線維芽細胞により
分解・除去されず、線維芽細胞の老化を誘導することが示唆された。 

図 3. トランスサイレチンアミロイド線維を添付したゲルの蛍光二重免疫染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

図 4. トランスサイレチンアミロイド線維(TTR81-127)を添付したゲルのウエスタンブロッティ
ング 
 
 
 以上、線維芽細胞は 非線維性トランスサイレチン凝集体を細胞内に取り込み分解し保護的に
働くが、既にアミロイド線維となったトランスサイレチンは分解し難く、細胞内蓄積および細胞
老化および細胞障害を誘導することか示唆され、アミロイドーシスの病態解明に有用な知見が
得られた。 
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