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研究成果の概要（和文）： 

 TTR標品と自家合成したシステイン-Ｓ-スルホン酸を弱アルカリ性下にて共存させ凝集体誘

導化反応を惹起させ、in vitro異常修飾TTR分子をSDS−PAGEにて分離／PVDF膜転写／抗TTR抗体

（４種類：FL-147; C-20;N-19;C-15）／ECL検出し、単量体および２〜４量体の分子量に相当す

るTTRバンドと、それ以外に複数の抗TTR抗体と反応する陽性バンドを見出した。この事実は、DTT

存在下においてもTTR多量体などが存在し、更にそれら分子は、抗TTR抗体が認識する構造を有す

る事を示唆する。この事は、本異常修飾TTR分子が還元剤抵抗性を有し、かつTTR類似構造を持つ

事を意味する。FAP／SSA患者血清解析およびTTR標品を用いた予備実験を踏まえ、我々がin vitro

実験で得られたアミロイド原性を有する種々の翻訳後修飾TTRなどの分子プロフィルを明らかにし、アミ

ロイド原性獲得やその生成/阻止機序など我々の仮説を分子レベルで立証した。更に、上記TTRプロフ

ィルをFTMSにて詳細に明らかにし、アミロイド線維化の重要な第一反応が「S-sulfonation化」であり、そ

の反応によって誘導されたデヒドロアミノ酸(α-acryl amino acid)がランダムポリマー形成→アミロイド線

維化に重要な役割を果たしていることを明らかにし、結果を公表した（Amyloids: Composition, 

Functions and Pathology. NOVA Publisher2012）。 
 このアミロイド線維化形成に重要な第一反応であるラジカル生成反応を追跡するため、
ESR(JEOL 社製)による活性酸素種の解析を試みた。標品による活性酸素種の時間毎の追跡は可
能である事が判ったが、本反応は非常に短時間に進行する反応であり、実際の試料を用いた解
析には高感度の工夫が必要と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Senile systemic amyloidosis and familial amyloid polyneuropathy are caused by 

oxidative deposition of conformationally altered transthyretin (TTR). We identified 

oxidative modification of the 10th cysteine of TTR through S-sulfonation in vitro. Based on 

mass spectrometric analysis, we determined the spectrophotometric, western blotting, and 

fluorescent microscopic properties of TTR incubated with and without cysteine-S-sulfonate 

in acidic (pH 4) and alkaline (pH 8) conditions at 37 degrees. The absorption of the 

aggregated TTR molecules increased more with incubation time and the concentration of 

cysteine-S-sulfonate at pH 4 than at pH 8. The Congo red binding to the S-sulfonated TTR 

at pH 4 was saturated with an apparent Bmax of 2.01 mol per mole of the S-sulfonated 

TTR and apparent KD of 7.75x10(-6) M. On the other hand, the Bmax of cysteinyl TTR was 

1.38, and its KD was 3.52x10(-6) M while the Bmax of reduced TTR was 0.86, and its KD 

was 2.86x10(-6) M. Moreover, we detected positive amyloid fibril staining using Thioflavin 

T and Congo red with the S-sulfonated TTR but not with untreated or reduced TTR by 

microscopic fluorescent analysis. After modification of TTR in vitro, oligomers resisted 

reduction and denaturation was irreversibly induced, and which contributed differences in 

the Western blotting patterns obtained with four anti-TTR antibodies. In conclusion, this 
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study showed that the formation of S-sulfonation of TTR through oxidative modifications of 

the thiol residue on the 10th cysteine of TTR is an important trigger step in the formation 

of transthyretin-related amyloid fibril. 
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１．研究開始当初の背景 

TTR は遺伝性（FAP）／老人性アミロイ

ドーシス（SSA）の起因タンパク質であり、

アミノ酸変異によって 4 量体構造が崩れ、

単量体となりアミロイド凝集形成を誘導

し発症する事が明らかになった。また、高

次構造の安定化に寄与し in vitro アミロイ

ド化阻止作用を有する低分子化合物

（NS.Green et.al.,2005、Y.Sekijima 

et.al.,2006）などが見出され、薬物療法と

して国際的治験がスタートするなど、変異

TTR の高次構造の“安定化”を焦点にした

研究が展開されている。しかし、SSA にお

いては TTR 分子のアミノ酸変異は認めら

れず、その発症機序についても未だ不明な

点が多いのが現状である。 我が国は世界

各国に比較して急速に超高齢化社会に移

行しつつある現状を考えると、社会生活・

医療現場での予想を超えた混乱・弊害に直

面することが予想される。そういう社会情

勢からも老人特有の難治性／原因不明疾

患＝アミロイドーシスを始めとする老人

性痴呆症の発症機序の解明・その治療法／

予防薬の開発が切望される。 

我々は、FAP／SSA 診断及び in vitro 研

究から TTR の異常修飾構造（＝S-亜硫酸

化）とアミロイド原性獲得の関連性につい

て研究を続けて来た（M.Kishikawa et 

al.,1999／T.Nakanshi et al., 2004／中西

豊文ら,2008）。つまりアミロイド凝集体形

成はラジカル反応を含む一連の反応結果

と捉え、その凝集体形成の分子機構を解明

しようとする今回の研究は、他のアミロイ

ド起因タンパク質にも発展する。更に、画

像解析に構造解析を融合させた最新イメ

ージング質量分析法を用い、アミロイド組

織切片を直接解析し沈着タンパク質の構

造異常を解析する方法はこれまでに無く、

新しい観点からアミロイド原性獲得機序

や治療薬の開発に寄与する新知見が得ら

れることが期待される。 

FAP／SSA 診断を通してアミロイド原

性を有する S-亜硫酸化 TTR を初めて明ら

かにした。そこで、TTR をモデルタンパク

質とし、S-亜硫酸化誘導試薬として Cys-S-

スルホン酸を合成し、TTR の酸化／β脱離

／S-亜硫酸化に続くラジカル反応によっ

て生成した αアクリルアミノ酸由来ランダ

ム凝集体形成の分子機構を証明出来れば、

TTR 分子と類似の他の高 βシート構造を

有するタンパク質のアミロイド線維化機

序の解明に繋がって行くのではないか、ま

た、本一連反応を阻止する化合物の基本構

造を明らかにすることによってアミロイ



ドーシス発症阻止薬の開発に繋がって行

く可能性を有するのではと考え計画を立

案した。 

 
２．研究の目的 

トランスサイレチン（TTR）のアミロイド

原性獲得機序として、システイン（Cys）SH

残基の亜硫酸化に着目し、S-亜硫酸化 TTR

の自己凝集能・コンゴレッド染色染色能獲得

等を証明した。今回、更に化学反応論的な観

点から不可逆的 β脱離／ラジカル反応による

高反応性 αアクリルアミノ酸生成→ランダム

凝集体形成反応の分子機構を解明し、他のア

ミロイドーシス起因タンパク質の線維化機

序解明へ展開する。つまり、この一連の凝集

形成反応は、TTR をはじめタンパク質のアミ

ロイド原性獲得に共通する第一反応と考え、

TTR 標品／アミロイドーシス剖検組織等を

用い、TTR 分子内に起こるラジカル反応生成

物と凝集体形成の分子機構を解明し、更に他

のアミロイドーシス起因タンパク質を用い

て、アミロイド凝集形成機序としての普遍性

を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 TTR 標品、市販正常組織を用い、in vitro

誘導化試薬として Cys-S-スルホン酸を共存

下、実験的アミロイド凝集体形成反応を惹起

させ、経時的にその反応生成体の TTR 構造

解析、アミロイド染色能、電気泳動学的解析、

免疫組織学的解析によって、一連のアミロイ

ド凝集体形成の反応機序を解明する。同時に、

反応生成体の異常構造TTR分子をPC上で再

現し、高次構造変化を明らかにする。また、

FAP／SSA 患者剖検組織グアニジン抽出物

を解析し、in vitro 誘導化実験結果との関連

性を検証する。更に、実験的アミロイド組織

及び FAP／SSA 組織切片を質量イメージン

グにて直接解析し、マスイメージング、組織

内局在及び TTR 抗体などアミロイド関連抗

体による組織免疫学的解析にて研究結果を

検証する。組織切片での誘導化反応は市販品

を代用する事も考慮し、マスイメージングに

ついては、研究協力者・連携研究者に委託。 

 

４．研究成果 

TTR標品と自家合成したシステイン-Ｓ-スル

ホン酸を弱アルカリ性下にて共存させ凝集体

誘導化反応を惹起させ、in vitro異常修飾TTR

分子をSDS−PAGEにて分離／PVDF膜転写

／抗TTR抗体（４種類：FL-147; C-20; N-19; 

C-15）／ECL検出し、単量体および２〜４量

体の分子量に相当するTTRバンドと、それ以

外に複数の抗TTR抗体と反応する陽性バンド

を見出した。この事実は、DTT存在下におい

てもTTR多量体などが存在し、更にそれら分

子は、抗TTR抗体が認識する構造を有する事

を示唆する。この事は、本異常修飾TTR分子

が還元剤抵抗性を有し、かつTTR類似構造を

持つ事を意味する。 

 FAP／SSA患者血清解析およびTTR標品を

用いた予備実験を踏まえ、我々がin vitro実験

で得られたアミロイド原性を有する種々の翻訳後

修飾TTRなどの分子プロフィルを明らかにし、ア

ミロイド原性獲得やその生成/阻止機序など我々

の仮説を分子レベルで立証した。更に、上記

TTRプロフィルをFTMSにて詳細に明らかにし、

アミロイド線維化の重要な第一反応が

「S-sulfonation化」であり、その反応によって誘

導されたデヒドロアミノ酸(α-acryl amino acid)が

ランダムポリマー形成→アミロイド線維化に重要

な役割を果たしていることを明らかにし、結果を

公表した（Amyloids: Composition, Functions 

and Pathology. NOVA Publisher2012）。 

 このアミロイド線維化形成に重要な第一

反応であるラジカル生成反応を追跡するた

め、ESR(JEOL 社製)による活性酸素種の解



析を試みた。標品による活性酸素種の時間毎

の追跡は可能である事が判ったが、本反応は

非常に短時間に進行する反応であり、実際の

試料を用いた解析には高感度の工夫が必要

と考えられた。 
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