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研究成果の概要（和文）：動物アミロイドの新たな同定手法としてレーザーマイクロダイセクション-質量分析
法を確立した。同法を用いて、犬の乳腺腫瘍随伴アミロイドーシス、ツシマヤマネコの全身性アミロイドーシ
ス、犬の毛包腫瘍随伴アミロイドーシス、ニホンリスの全身性アミロイドーシスの原因蛋白質としてそれぞれα
-S1-casein、EFEMP1、keratin 5、フィブリノゲンを同定し、その詳細な病理発生メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Laser microdissection-mass spectrometry was established as a new 
identification method for animal amyloid. Using this method, we identified α-S1-casein, EFEMP1, 
keratin 5, and fibrinogen as amyloidogenic proteins of mammary tumor-associated amyloidosis in dogs,
 systemic amyloidosis in Tsushima leopard cats, hair follicle tumor-associated amyloidosis in dogs, 
and systemic amyloidosis in Japanese squirrels, respectively. Furthermore, the detailed pathological
 mechanism of these amyloidosis were elucidated.

研究分野： 獣医学

キーワード： アミロイド　アミロイドーシス　プロテオミクス　質量分析　病理学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究開始時には、動物で同定されているアミロイドーシスは10種類のみで、最近10年間で動物の新規アミロイ
ド蛋白質は発見されていなかったが、研究代表者は本研究期間の2年間で5種類の新規アミロイド蛋白質を同定し
た。これらの中には人で未発見のものも含まれており、これを元に人での発生予測を行うことで疾患の発生を未
然に防ぐことが可能となる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
アミロイドとは、生体由来のタンパクの誤った折りたたみによって生じる異常型の線維タン

パクであり、局所あるいは全身に蓄積することによってアミロイドーシスを生じる。 
アミロイドーシスは人や動物の進行性の難治性疾患であり、アルツハイマー病やパーキンソ

ン病など多くの病型が存在し、その患者数は年々増加傾向にある。各病型は原因となるアミロイ
ドの種類によって分類され、人では 36 種が同定されている一方、動物で同定されているのは 10
種のみである。アミロイドーシスの病態研究は主に動物モデル（実験的発症モデル又は自然発症
モデル）を用いて実施されるが、人の病態に対応する十分な自然発症モデル動物が確立出来てい
ない状況にあった。 
 
２．研究の目的 
比較病理学的研究により人の病態解析に貢献することは獣医病理学者の使命であるにも関わ

らず、動物アミロイドーシスの解析手段が限られていることは大きな課題であり、「従来法で同
定できない未知のアミロイドは何者なのか？」は本研究課題の核心をなすシンプルかつ重要な
学術的「問い」である。 
本研究では、免疫組織化学が抱える問題を克服するため、新たな動物アミロイドーシス同定手

法としてレーザーマイクロダイセクション-質量分析（LMD-MS）法を確立する。さらに、LMD-
MS 法を用いて、応募者がこれまで同定出来なかった多様な動物種のアミロイドーシスを解析し、
動物における未分類（人で発見されているが、動物では未発見のもの）及び新規（人と動物の双
方で未発見のもの）アミロイドーシスを探索する。 
 
３．研究の方法 
 
1. LMD-MS 法の確立：LMD により選択的に回収したアミロイドを、可溶化・トリプシン消化し、

LC-MS/MS を用いた質量分析によりアミロイドタンパク候補を選抜し、免疫組織化学による
確認にてアミロイドを同定する。初年度は LMD-MS 法による動物アミロイド解析の最適化の
ため、アミロイドの可溶化・消化方法や特異的な定性評価に必要な回収量、LC/MS/MS の測
定条件、質量分析データの解析ソフトウェア（MASCOT, Protein pilot など）、使用するデ
ータベース（Swiss-Prot, NCBI など）について比較検討を実施する。 

2. 動物における Amyloid signature protein (ASP) の決定：人では Apolipoprotein E や
Clusterin 等の ASP が病型に関係なくアミロイドと共沈着することが知られている。LMD-MS
法による ASP の検出は、LMD によりアミロイドが確実に回収できている指標となり、評価の
信頼性を高める上で有効となるが、動物における ASP は不明である。本研究ではまず、イヌ
とネコにおける複数病型のアミロイドーシス症例を用いて LMD-MS を実施し、アミロイド以
外の沈着成分を解析する。その中で病型に関係なく検出されたタンパクについて各種動物
のアミロイドーシス症例を用いた免疫組織化学を実施し、アミロイド沈着部位との共局在
を証明することで各動物種の ASP を決定する。 

3. 未分類動物アミロイドーシスの解析：歯原性腫瘍や C 細胞腫瘍、毛包腫瘍に随伴するアミ
ロイドーシスは人ではそれぞれアミロイドタンパクが同定されている（それぞれ ODAM, 
Calcitonin, cytokeratin-5）。一方、動物では同様の病態が確認されているにも関わらずア
ミロイドタンパクは同定されていない。そこで、上記の腫瘍に相当する動物症例を用いて
LMD-MS を実施し、アミロイドタンパクを同定する。解析に用いる症例は既に十分数を確保
済みである。 

4. 新規アミロイドーシスの解析：獣医学領域において、免疫組織化学では同定出来ないアミ
ロイドーシス症例がしばしば報告されている。応募者も現在、イヌの乳腺腫瘍随伴性アミロ
イドーシスやツシマヤマネコの全身性アミロイドーシスを経験し、それぞれ免疫組織化学
では同定出来ないことを確認した上で、アミロイドタンパクの候補を絞りつつある。本研究
ではこれらの症例に加え、未同定の症例を収集し、LMD-MS による同定を試みる。LMD-MS の
結果、新規アミロイドタンパクが疑われた場合、免疫電子顕微鏡法、遺伝子解析、in vitro
での線維形成能評価を実施し、新規アミロイドタンパクであることを証明する。 

 
４．研究成果 
 
LMD-MS 法を動物アミロイドーシス診断手技として完全に確立した。LMD-MS 法に基づき、ネコ

の Amyloid signature protein として、Apolipoprotein E, Apolipoprotein AI, Apolipoprotein 
AIV を決定し、人における主要な ASP である Serum amyloid P component が動物において発現し
ないことを発見した。さらに、犬猫の AL アミロイドーシス診断において、LMD-MS 法が有効であ
ることを見いだした。ALアミロイドーシスの原因蛋白である Immunoglobulin light chain は可
変領域を有し、免疫学的手法での検出が困難であることから、本法は新たな診断法のスタンダー



ドとして期待される。 
さらに LMD-MS 法を用いて、犬の乳腺アミロイドーシスの原因蛋白質としてα-S1-casein を、

ツシマヤマネコの全身性アミロイドーシスの原因蛋白質として EFEMP1 を、犬の毛包腫瘍随伴ア
ミロイドーシスの原因蛋白質として keratin 5 を同定し、その詳細な病理発生メカニズムを明
らかにした。犬の乳腺においてα-S1-casein は発現上昇と N 末端の切除によってアミロイドを
形成することが明らかとなった。ツシマヤマネコでは、猫科に特異的な EFEMP1 のアミノ酸変異
がアミロイド形成に寄与することが示唆された。犬の毛包腫瘍では、アミロイド沈着にいくつか
パターンが存在すること、パターン毎に keratin 5 の断片化の部位が異なること、柴犬では有意
に発生率が高く、それが柴犬特有のアミノ酸変異に由来することを明らかにした。α-S1-casein 
および keratin 5 は人でも未同定のアミロイド蛋白質であるが、in vitro でのペプチド伸長実
験の結果から、人でも十分にアミロイドーシスの原因となり得ることが示唆された。さらに、
LMD-MS 法を用いてカスリハタの全身性アミロイドーシスおよびニホンリスの腎アミロイドーシ
スのアミロイド原因蛋白質としてフィブロネクチン、フィブリノゲンを同定した。本研究開始時
には、動物で同定されているアミロイドーシスは 10種類のみで、最近 10年間で動物の新規アミ
ロイド蛋白質は発見されていなかったが、研究代表者は本研究期間の 2 年間で 5 種類の新規ア
ミロイド蛋白質を発見・同定した。 
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