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研究成果の概要（和文）：【１．AA アミロイドーシスに関する研究】AA アミロイドーシス惹起マ

ウスモデルを用いて、血漿中に遊離した形態でアミロイド促進因子である amyloid enhancing 

factor(AEF)が存在することをはじめて確認した。さらに、細胞外分泌膜小胞であるエクソゾー

ムが血漿中に遊離した AEF を運搬する役割を担っていることも明らかにした。本結果は、全身

性アミロイドーシスにおける臓器間の伝搬機構の解明に重要な知見であると考えられた。しか

し、ヒト AA アミロイドーシス患者さんの血漿中には、マウスに対する AEF 効果が確認できなか

った。ヒトとマウスという異なった種間での実験によるため、確認できなかった可能性がある。

【２．TTR アミロイドーシスに関する研究】 

 各種霊長類の病理組織を用いて、アミロイド沈着の有無を検証し、アフリカミドリザルにの

み TTR アミロイドーシスが確認された。本サル種の TTR アミノ酸配列は、他のサル種とは一部

異なることが判明した。また、カニクイザルと比較すると TTR の血中濃度や四量体安定性が低

下していた。特異的な TTR 配列がアミロイド形成に重要な役割を果たしている可能性がある。

本動物種は貴重な TTR アミロイドーシス疾患モデルであると考えられた。また、霊長類内の TTR

配列の多様性と病気を生じるヒト TTR 変異の報告部位とに関連性が観察された。 

 
研究成果の概要（英文）：Systemic AA amyloidosis is one of the most severe complications 
of chronic inflammatory disorders, particularly rheumatoid arthritis.  It is well known 
that, similar to an infectious prion protein, amyloid-enhancing factor (AEF) acts as a 
transmissible agent in AA amyloidosis.  However, how AEF transmits AA amyloidosis in vivo 
remained to be fully elucidated.  In the present study, we focused on finding cell-free 
forms of AEF and its carriers in circulation by using the murine transfer model of AA 
amyloidosis.  We first determined that circulating cell-free AEF existed in blood and 
plasma in mice with systemic AA amyloidosis.  Second, we established that plasma exosomes 
containing AA amyloid oligomers derived from serum amyloid A had AEF activity and could 
transmit systemic AA amyloidosis via a prion-like mechanism.  These novel findings should 
provide insights into the transmission mechanism of systemic amyloidoses.   
 We previously reported that two cases of aged vervet monkeys (Cercopithecus 
aethiops) spontaneously developed TTR amyloidosis and showed clinical symptoms mimicking 
human TTR amyloidosis.  However, the pathogenesis of TTR amyloidosis in vervet monkeys 
and relationship to the human disease remained to be elucidated.  The aims of the present 
study were to elucidate the pathogenesis of TTR amyloidosis in the vervet monkeys, and 
to verify pathological relationship to the human TTR amyloidosis.  First, using over 120 
tissue specimens of various primates and clinical cardiac findings of vervet monkeys and 
crab-eating macaques, we showed that aged vervet monkeys developed TTR amyloidosis mainly 
causing cardiac dysfunction by means of physicochemical examinations, but other non-human 
primates showed neither TTR amyloid deposits nor cardiac dysfunctions.  Next, we 
determined that vervet monkeys had the species-specific TTR allele.  Taken together, we 
propose that the aged vervet monkeys mimic the human TTR amyloidosis and the monkey is 
a precious species as an animal model for this hereditary disease of human.   
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１．研究開始当初の背景 
アミロイドーシスは、種々の原因による濃

度上昇や遺伝子変異などにより、通常は可用
性の蛋白質がアミロイド線維を形成し、臓器
障害を引き起こす難治性の疾患群である。前
駆蛋白質の構造変化がアミロイドの形成要
因であり、パーキンソン病などの多くの難病
と同じくコンフォメーション病に分類され
る。また急性期蛋白質である血清アミロイド
A（SAA）や栄養アセスメント蛋白質である
トランスサイレチン（TTR）など検査医学で
極めて重要な蛋白質がアミロイド前駆蛋白
質となっている。SAA が引き起こす AA アミ
ロイドーシスや、TTRが原因となるFAPや、
アルツハイマー病、プリオン病などがアミロ
イドーシスに分類される。これらの疾患で沈
着するアミロイド線維は類似した構造や性
質を有しており、本疾患群に共通した病態が
存在すると考える。 

 
２．研究の目的 
 最も病態を左右すると思われる因子にし
ぼり、アミロイドーシスの病態解析と新たな
検査法の開発である。研究対象はアミロイド
原因蛋白質（前駆蛋白質）の濃度上昇が要因
の AA アミロイドーシスと前駆蛋白質の遺伝
子変異が原因の家族性アミロイドポリニュ
ーロパチー（FAP）である。以下の代表的な
アミロイド形成過程を持つ２疾患に関連す
る病態解析を行った。 
 AA アミロイドーシスのアミロイド前駆蛋
白質である SAA は、立体構造が変化するこ
とで amyloid enhancing factor (AEF)となり、
一旦、AEF が形成されるとアミロイド線維の
シードとして働くことによって、SAA の重合
が促進され、アミロイド線維が形成されると
考えられている。我々は、血漿中に AEF が
存在するか、存在するのであればどの様な存
在形態で存在するのか検証した。 
 FAP モデル動物として、ヒト TTR 遺伝子

を導入したげっ歯類モデルが開発し、治療法
の開発や病態解析に用いてきたが、詳細な検
討にはヒトの病態により近い動物モデルが
必要である。一方、これまでヒト以外の動物
種で TTR アミロイドーシスを自然発症した
報告はなかったが、高齢のアフリカミドリザ
ルで TTR アミロイドーシスが生じた例が近
年報告された。本研究の目的は、アフリカミ
ドリザルをはじめとした霊長類の TTR アミ
ロイドーシスの発生頻度や発症要因などを
解析し、ヒトにおける病態との関連性やモデ
ル動物としての可能性を検証することであ
る。 
 
３．研究の方法 
【AA アミロイドーシスに関する研究】 
C3H/ HeN マウスの腹腔内に AEF 、背部皮

下に 2％硝酸銀を投与し、AA アミロイドーシ
スモデルマウスを作製した。7日後に血漿を
採取し、超遠心法によりエキソソーム を分
離した。そのエキソソーム を AEF の変わり
に 2％硝酸銀とともに投与し、7 日後に脾臓
などの諸臓器を採取した。これらの諸臓器の
コンゴーレッド染色を施行し、アミロイド沈
着の有無を確認した。分離したエキソソーム 
の解析には電子顕微鏡、ウエスタンブロット
法、質量分析装置である SELDI-TOF MS を用
いた。 
【TTR アミロイドーシスに関する研究】 
各種サルの剖検例（124 例）を用いて TTR

アミロイドの沈着頻度を解析した。アフリカ
ミドリザルとカニクイザルを対象に、脳の A
βアミロイド、膵臓での IAPP アミロイド沈
着の有無を調べた。また、アフリカミドリザ
ル 14 頭、カニクイザル 8頭を対象に、心電
図、心エコー、血中 ANP 値を解析した。また、
血中 TTR 濃度、血中 TTR 四量体構造の安定性
を解析した。これらの霊長類の TTR 遺伝子配
列を解析し、ヒトとの相同性を検証した。ま
た、ヒトにおける病原性変異と霊長類内のア



ミノ酸配列の多様性との比較を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究で実施した動物実験は、本学の倫理
委員会で承認を受け実施した。 
 
４．研究成果 
【AA アミロイドーシスに関する研究】 
(1)本モデルマウスの血漿から超遠心法によ
り分離・精製したエキソソーム分画には、
50-100 nm の小胞が存在することが確認でき、
またウエスタンブロット法で、エキソソーム
マーカーである Tsg-101 陽性を示すること、
血漿からエキソソームを分離することがで
きた。 
 
 

（左図）分離したエ
キソソームの電子顕
微鏡写真、スケール
は 100 nm 
 
 
(2) 硝酸銀のみを投
与した群では全例で

アミロイド沈着は認めなかったが、血漿と硝
酸銀を投与したマウスでは、5例中4例(80％)、
エキソソームと硝酸銀を投与したマウスで
は 15 例中 8 例 (53％) にアミロイド沈着像
を認めた。(3) ウエスタンブロット法と
SELDI-TOF MSによる解析でエキソソーム内に
は、アミロイド前駆蛋白である SAAが存在し、
重合した SAA オリゴマーも観察された。 
【結語】エキソソームはアミロイドのシード
である AEFの運搬を担っている可能性があり、
本疾患の病態に重要な役割を果たしている
可能性がある。 
 
【TTR アミロイドーシスに関する研究】 
高齢アフリカミドリザル７頭中３頭で TTR

アミロイドーシスを確認した。しかし、他の
霊長類では TTRアミロイド沈着は確認できな
かった。しかし、高齢のアフリカミドリザル
とカニクイザルは両種ともにAβとIAPPアミ
ロイドの沈着を高頻度に認めた。 
アフリカミドリザル 14 頭中 7 頭で、不整

脈や心拡大などの異常所見を認め、4 頭は心
エコーで心室壁運動の明らかな低下（EF 55%
未満）を認めた。また、血中 ANP 値の低下所
見も認めた。これらの異常な心症候は高齢の
カニクイザルでは観察されなかった。 
アフリカミドリザルとカニクイザルの血 
TTR の四量体安定性を解析したところ、カ

ニクイザルと比べアフリカミドリザルの TTR
四量体は、単量体へと解離しやすい傾向が認
められた。また、アフリカミドリザルの血中
TTR 濃度は、カニクイザルの血中 TTR 濃度の

約半分に低下していた。 
各種霊長類の TTR遺伝子配列を解析したと

ころ、アフリカミドリザルの TTR のみ、種特
異的な配列を認めた。TTR 遺伝子配列の情報
を基に、TTR 分子の系統樹を作成したところ、
一般的な霊長類の系統樹と同様であった。 
これらの結果から、アフリカミドリザルは

生物種として、TTR アミロイドーシスを発症
しやすい要因を持っていると考えられた。ま
た、アフリカミドリザルはカニクイザルと比
較して、血中 TTR の四量体は単量体へと解離
しやすく、血中 TTR 濃度が低下していたこと
も、TTR の安定性が低下し、蛋白質の品質管
理機構を受け、細胞外への分泌効率が低下し
ているためと想定された。今後さらなる検証
が必要である。本研究で得られたアフリカミ
ドリザルの所見は、ヒト TTR アミロイドーシ
スの所見と類似しており、本サル種はヒト
TTR アミロイドーシスの貴重な疾患モデル動
物であると考えられた。 
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