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研究成果の概要（和文）：高比重リポ蛋白質（HDL）はアミロイド病原蛋白質を多数含む血液成分である。本研
究は、培養細胞系を用いてHDLの代謝過程やアミロイドとの相互作用を検討することで、アミロイドーシス病態
における蛋白質の病原性獲得の分子機序の解明を目指す研究課題である。マウスマクロファージ細胞にHDLを添
加することで、細胞内に脂質の蓄積とともにアポリポ蛋白質群を含む凝集体が形成された。また、マクロファー
ジはアミロイドを細胞内で分解する作用を示し、これはライソゾーム経路の阻害剤により抑制された。以上の成
果から、アミロイドーシス病態においてマクロファージ細胞はアミロイド形成と除去の両方に関与することが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：High-density lipoprotein (HDL) is a circulating particle composed of various
 kinds of amyloidogenic proteins. To reveal a molecular mechanism of the pathogenic protein in the 
amyloidosis pathology, we analyzed metabolic processes of HDL in a macrophage and interaction 
between HDLs and amyloid fibrils. Addition of the HDL fraction to murine macrophage cells leads to 
intracellular accumulation of lipids and apolipoproteins positive materials. The macrophage cells 
also showed amyloid degradation activity in cytoplasm, and it was suppressed by inhibition of 
endosomal or lysosomal function. These results suggest that macrophage cells could play important 
roles in both amyloid formation and clearance.

研究分野： 実験病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アミロイドーシスは様々な病原蛋白質に起因する加齢性疾患であり、その病態機序の解明と治療戦略の開発は喫
緊の課題である。本研究により、アポリポ蛋白質群や脂質などのアミロイドと共沈着する分子が多数含まれる高
比重リポ蛋白質（HDL）は、アミロイドの分解を阻害する作用や、マクロファージ細胞内のアポリポ蛋白質群陽
性の凝集体の形成を誘導することを明らかとした。これらの成果は、正常な蛋白質の代謝過程において、アミロ
イドに変性する区画が細胞内に存在する可能性を示唆する。また、生体にはマクロファージ細胞によってアミロ
イドを分解する機構が備わっていることが分かり、食細胞の機能維持による新たな治療戦略が示唆された。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 アミロイドーシスは疾患特異的な病原蛋白質が線維状構造に凝集し、組織に沈着する変性疾
患群である。高比重リポ蛋白質（HDL）はアポリポ蛋白質 A-I, A-II, A-IV, C-II, C-III, SAA な
どのアミロイド病原蛋白質と、アポリポ蛋白質 E やクラステリンなどのアミロイドと共沈着す
る蛋白質が多数含まれる血漿成分である。これまでに、アポリポ蛋白質群で共通する両親媒性
α ヘリックス領域に高いアミロイド原性を持つことや（Das, Adv Exp Med Biol, 2015）、ゲノ
ムワイド相関解析によってアポリポ蛋白質Eやクラステリンの遺伝子多型が遅発性アルツハイ
マー病の強力な危険因子であることが報告されている（Lambart,Nat Genet, 2013）。しかしな
がら、これらのアポリポ蛋白質群の病原性獲得の分子機序というアミロイドーシス発症の根本
の分子基盤については明らかとなっていない。 
 これまでに研究代表者らは、血液中のアポリポ蛋白質 A-II（ApoA-II）が加齢に伴ってアミ
ロイド線維（AApoAII）として沈着するマウス老化アミロイドーシスを発見し、アミロイドー
シス好発系の Apoa2 遺伝子の導入による病態モデルマウスの開発、ならびにアミロイド抽出物
の投与や糞尿を介したアミロイドのプリオン病様の伝播現象を報告した。また、AApoAII 沈着
組織のプロテオミクス解析結果から、脂質代謝関連因子とアミロイドーシス病態の関係を見出
し、リポ蛋白質の代謝過程が病態機序に関与するという仮説を構築するに至った（Miyahara, J 
Proteomics, 2018）。 
 アミロイドは病理組織学的には古典的に細胞外の沈着と定義され、前駆蛋白質の細胞内代謝
と病変形成との関係は着目されてこなかった。しかしながら、近年の研究から前駆蛋白質を細
胞に代謝させることでアミロイド凝集体の形成に成功し（Claus, EMBO Rep, 2017）、にわか
に細胞内でのアミロイド形成の重要性が指摘されだした。特に、前駆蛋白質を積極的に代謝す
る細胞種や、ライソゾームのような酸性環境かつ高濃度の蛋白質溶液区画は、変性蛋白質が生
じやすい場として注目されている。一方で、沈着後のアミロイドに対する細胞の応答として、
病理組織学的にアミロイド沈着周囲でマクロファージ細胞やミクログリアなどの食細胞が観察
される。食細胞の活性化がアミロイドの隔離やクリアランスに寄与すると考えられているが、
その病理変化の意義は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
 前駆蛋白質が生体内で代謝プロセスを経て病原性を獲得するのか、逆に既に形成されてしま
ったアミロイドに対する細胞の作用という問題は、アミロイドーシスの発症や病態の進展を抑
制するうえで解明すべき課題である。本研究では、マウス AApoAII アミロイドーシスをモデ
ルに、培養細胞系を用いて HDL の代謝過程におけるアミロイド形成について検討することで、
アミロイドーシス発症の分子基盤を明らかにすることを目的とする。また、生体由来のアミロ
イドと細胞への影響を解析することで、病態の進展や組織障害の機序について検討する。 
 
３．研究の方法 
 マウスマクロファージ様細胞株（J774A.1）に、AApoAII アミロイドーシスモデルマウス

（SAMR1C マウス、2~10 ヶ月齢）の血清から分画した HDL を添加することで AApoAII
沈着の形成反応を検討した。HDLは、プール血清から 3種類の比重液（A：ρ=1.006 g/mL, 
B：ρ=1.182 g/mL, C：ρ=1.478 g/mL）を用いた超遠心分画法により分画し、脱塩および濃縮
ののち、最終濃度 1.0 mg/mL（総蛋白質）に調整し培地へ添加した。 

 抗アポリポ蛋白質抗体（ApoA-II, ApoA-I, ApoE）やアミロイド特異的な蛍光染色（コンゴ
レッド染色、チオフラビン T染色）により、前駆蛋白質の細胞内動態やアミロイド線維形
成の有無を検討した。 

 マウス AApoAII アミロイド（AApoAII アミロイドーシスを発症したマウスの肝臓からの
Pras法による抽出物）を J774A.1細胞へ添加し、細胞を介したアミロイド分解作用と細胞
毒性について検討した。 

 
４．研究成果 
①HDL 代謝過程におけるアポリポ蛋白質群陽性の細胞内区画の形成 
 70%コンフルエント（1.0×105 cells/mL の細胞液を播種した 2 日後）に達した J774A.1 細胞に
HDL 分画を 1.0 mg/mL で添加し、その後 48 時間培養した。マクロファージ細胞内にオイルレ
ッド O 陽性の脂質蓄積が認められ（図 1）、アポリポ蛋白質群陽性の細胞内凝集体の形成が観察
された（図 2）。細胞内凝集体は、アミロイドの線維構造に対して特異的に結合する蛍光色素で
あるチオフラビン T では染色されなかったことから、アミロイド構造体ではないことが示唆さ
れた。我々は、AApoAIIアミロイドが試験管内および生体内でアミロイド形成を促進すること、
いわゆるプリオン病様の伝播現象を報告している。これを踏まえ、細胞内凝集体を形成した細
胞にマウス AApoAII アミロイドを継続投与することで培養細胞系におけるアミロイド沈着モ
デルの確立を目指したが、添加した AApoAII の付着が観察されるのみで細胞による新規アミロ
イド形成は観察できなかった。また、最長 2 週間の長期の HDL 投与においてもアミロイド沈
着形成には至らなかった。 
 以上の結果から、マクロファージ細胞による HDL の代謝過程において、細胞内にアポリポ
蛋白質群が密に存在する区画が生じることを明らかとした。生体内のアミロイド沈着は、アミ



図 1. HDL の採取と J774A.1 細胞への添加 
(A) SAMR1Cマウスのプール血清から超遠心分離したリポ
蛋白質分画（左から VLDL, LDL, HDL）の SDS-PAGE。
HDL分画は主に ApoA-I, A-II, C-III, Eを含む。(B) HDLを
添加したマクロファージでは脂質の蓄積が認められた。 

図 2. HDL 投与によるアポリポ蛋白質群陽性の凝集体形成 
HDL 添加培地で 48 時間培養することで、細胞内に ApoA-II
陽性の凝集体の形成が観察された。ApoA-I, ApoEも含むこと
が認められた。 

図 3. J774A.1細胞へのマウス AApoAIIアミロイド投与 
投与した AApoAIIのマクロファージ細胞の表面への付着し
細胞塊の形成が観察された。 

図 4. 細胞の存在下における培地中の AApoAII の消失 
培地中の AApoAII は時間経過とともに消失した。培地の
み（Non cell）やパラホルムアルデヒドで処理した細胞のウ
ェル（Fixed cell）では、蛍光の減少は見られなかった。 

ロイド線維蛋白質の他に、アポリポ蛋白質群をはじめとする関連蛋白質、脂質、細胞外マトリ
ックスで構成される。本試験で観察された、これらの一部を内包する細胞内凝集体は、更なる
細胞内外での断片化や重合化などの代謝プロセスを経てアミロイドに至る可能性が考えられる。
なお本研究において、極微小領域を単離可能な改良型レーザーマイクロダイセクション装置に
よる細胞内凝集体の回収にも取り組んだが、期間中の実現は叶わなかった。細胞内凝集体の共
存分子の同定や微細構造解析などの体系的な解析システムの構築は、細胞内のアミロイド形成
機構の解明を目指す上で実現すべき課題である。 
 また興味深いことに、対照とした HDL で処理していない J774.1 細胞では、細胞に付着した
AApoAII が時間経過とともに減少した。この結果から、マクロファージ細胞によるアミロイド
分解機構が存在すると推察し、以下の検証を実施した。 

 

 
 
 
②マクロファージ細胞によるアミロイド分解作用の検証 
 70%コンフルエントに達した J774A.1 細胞に AApoAII 線維分画 4 µM を添加し、その後 24 時
間培養した。チオフラビン T 染色により、投与したアミロイドは細胞周囲へ付着とともに細胞
の凝集が観察された（図 3）。付着したアミロイドは、コンゴレッド染色（病理診断に用いるア
ミロイド染色法）によっても染色され、偏光下で緑色蛍光を呈した。また、電子顕微鏡による
観察像から、細胞周囲への線維状構造物の付着が観察された。チオフラビン T を用いた蛍光測
定法により培地中の AApoAII 量を測定したところ、投与した AApoAII は時間経過に伴って減
少した（図 4）。この現象は、細胞の非存在下および固定細胞では観察されなかったことから、
培地中からのアミロイドの消失には何らかの細胞を介した機序が関与することが示唆された。
AApoAII の濃度依存的に細胞生存率の有意な減少と増殖の抑制が認められた。また、アポトー
シス抑制遺伝子の Bcl2 遺伝子にも有意な発現量の減少が認められ、細胞毒性としてアポトーシ
スが誘導される可能性が示唆された。 
 

 

 
 
 その後、培地を交換し、AApoAII を含まない培地で更に培養を続けた結果、時間経過ととも
に細胞周囲のアミロイドは細胞内へ移行し、12 時間後にはチオフラビン T の蛍光は大きく減少



図 5. エンドソーム-ライソゾーム経路を介した AApoAII 分解機構 
(A) マクロファージ細胞表面に付着した AApoAII（緑色蛍光）は、細胞
内へと移行しライソゾームへ輸送された（黄色蛍光）。(B) ライソゾーム
の酸性化阻害剤（バフィロマイシン A1）またはエンドソーム形成阻害剤
（VPS34-IN1）により培地からのAApoAII消失が阻害された。(C) バフ
ィロマイシンA1で処理した細胞付着性のAApoAII増加が認められた。 

した。そこで、取り込んだアミロイドの分解経路として、細胞内の様々な生体高分子の分解を
担うライソゾームに着目し、ライソゾーム機能とアミロイド分解作用の関係を検証した。
LysoTracker (Invitrogen)を用いたライソゾームの染色により、細胞質の AApoAII はライソゾーム
に局在することが観察された。また、バフィロマイシン A1（ライソゾームの酸性化阻害剤）ま
たは VPS34-IN1（エンドソーム膜のリン脂質生合成阻害剤）によりエンドソーム-ライソゾーム
経路を阻害した上で AApoAII を投与したところ、培地中からの AApoAII の消失は有意に阻害
された。バフィロマイシン A1 により処理した細胞では、投与 24 時間後に細胞に付着した
AApoAII が分解されずに滞留することが観察された（図 5）。以上の結果に基づいて、Apoa2 ノ
ックアウトマウスに AApoAII アミロイドを投与したところ、投与 2 時間後に肝臓の抗 F4/80 抗
体陽性のクッパー細胞によって貪食され、24 時間後にはほぼ消失することが認められた。 

 
 本研究により、生体にはマクロファージ細胞を介したアミロイド分解機構が備わっている可
能性が示唆された。今回の研究成果は、前駆蛋白質の発現や安定性に干渉する治療薬と並行し
たアミロイドーシスの新しい治療戦略として、食細胞の機能維持によるアミロイド分解機構の
保護が有効である可能性を示唆するものである。 
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