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研究成果の概要（和文）：LC-MS/MSを用いた解析法によりアミロイド原因蛋白質を同定法するため、後ろ向き及び前向
き解析を実施。すでに診断がついている各種アミロイドーシスのホルマリン固定組織を解析したところ、本解析法と臨
床診断の一致率は、97%で、非常に高い一致率を示した。前向き解析として、病型診断に至っていないアミロイドーシ
ス患者21例の組織を解析。結果、本法と臨床診断との一致率は95％であった。以上より新たなアミロイドーシス診断法
として有用な方法であることが判明した。
高齢者の消化管に高率に認められる未知のアミロイドーシスに対して、同方法を駆使し、Ffibrin3が新たなアミロイド
原因物質であることを同定発見した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the usefulness of the analyzing system using LC/ MS MS, both 
prospective and retrospective studies were performed. To make sure the usefulness of this analyzing 
system as the retrospective study, we used the formalin fixed cardiac and nerve samples in amyloidosis 
patients. The coincidence of this analyzing system to the diagnosed type of amyloidosis was 97%. As the 
prospective study, undetermined samples of amyloidosis suspected patients. Coincidence of this method and 
clinical diagnosis was 95%. From those results, this analyzing system was found to be useful method for 
amyloidosis diagnosis. ③To unknown amyloidosis found in the intestine of aged patients, combination of 
laser microdisection and LC/ MS MS system was applied. By the analysis, Fibrin3 was identified as the 
precursor protein of the amyloid. This protein was also found to be the component of amyloid body in the 
brain.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： アミロイドーシス　トランスサイレチン　LC-MS/MS　家族性アミロイドポリニューロパチー　アミロイ
ド原因蛋白質
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１． 研究開始当初の背景 
アミロイドーシスは、通常は可溶性の蛋白質
が各種の原因により重合し、不溶性の線維状
構造物であるアミロイドを形成し、組織に沈
着することで様々な臓器障害を引き起こす
難治性の疾患群である。本疾患には、遺伝的
な要因により発症するタイプと、非遺伝的な
タイプ（炎症、腫瘍、老化など）に大別され
る。また、アミロイドーシスが全身の諸臓器
に生じる全身性のものと、限局した 1臓器（脳、
眼、皮膚など）のみに生じる限局性のものが
ある。臨床症候のみでは、これらの疾患を鑑
別することが困難であるため、アミロイドの
原因蛋白質の特定が診断に必要不可欠であ
る。アミロイドーシスの原因蛋白質は、これ
までの我が国の研究者による多大な貢献も
あり、27 種が同定されている。しかし、未だ
原因蛋白質の同定に至らない症例も少なく
なく、また、新たな原因蛋白質による病型が、
近年も報告され続けている。一方で、本疾患
群の幾つかは、最近の研究の進歩から「治療
可能な」あるいは「進行を遅延しうる」疾患
へと変貌を遂げつつある。具体的には家族性
アミロイドポリニューロパチー（FAP）では
肝移植や蛋白質安定化剤、AL アミロイドー
シスでは化学療法および末梢幹細胞輸血、AA
アミロイドーシスでは抗サイトカイン療法
などで明確な治療効果が得られている。これ
らの治療は病初期に特に効果を示すため、早
期診断が重要となるが、解析が困難であり診
断が遅延する症例が少なくない。また、これ
らの治療法を行った後も、病態が進行し続け
る症例も報告され、本疾患の根治に向け解明
すべき研究課題が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
アミロイドーシスの診療では、まず的確な診
断が迅速に行われることが重要であるが、解
析が困難であり、診断が遅延する場合が少な
くない。また、近年の治療法の進歩により、
本疾患群の幾つかは根治的な治療が実施可
能となってきたため、的確な早期診断がます
ます重要となっている。蛋白質の異常な蓄積
が原因である本疾患群は、最新の蛋白質解析
技術が診断や病態解析に応用可能であり、臨
床的課題に立脚したトランスレーショナル
リサーチを体現することが可能であると確
信する。また、原因不明のアミロイドーシス
の解明、疾患の表現型の多様性、治療後に進
展する新たな病態など、新たな診断マーカー
の確立や疾患根治に向けて解明すべき臨床
的な問題も多く残されており、本研究ではこ
れらの病態解析を実施する。 
 
３．研究の方法 
【1】迅速なアミロイドーシス早期診断シス
テムの構築 
【1-A】病理切片を用いた質量分析によるア
ミロイド原因蛋白質の迅速な同定法の確立 
初年度は、主として、すでに確定診断がな

されている各アミロイドーシス（AL アミロ
イドーシス 20 例（λ 型 10 例、κ 型 10 例）、

AA アミロイドーシス 20 例、FAP 20 例、SSA 
10 例、透析アミロイドーシス 10 例、角膜ア
ミロイドーシス 5 例、限局性アミロイドーシ
ス 10 例（咽頭、皮膚、眼瞼、消化管など）、
ゲルソリンアミロイドーシス 4 例）の病理組
織（ホルマリン固定・パラフィン包埋）検体
を用いて検討を行う。病理組織ブロックを薄
切後にレーザーマイクロダイセクションに
より、顕微鏡下でアミロイド沈着部位のみを
選択的に分取し、新たな蛋白質可溶化試薬で
ある Liquid Tissue®（Expression Pathology 
Inc.）を用い、蛋白質の可溶化とトリプシン
酵素処理を行い、ペプチド断片へ分解する。
このサンプルを LC-MS/MS で解析し、ソフ
トウエアで候補蛋白質の同定を行う。得られ
た候補蛋白質と、従来の手法で得られたアミ
ロイド原因蛋白質を比較し、方法間の違いを
検証する。また、以下に列挙する検体の持つ
性質により、アミロイド原因蛋白質の検出率
に違いが出ることが予測されるため、これら
の要因による検出率の違いを検証し、臨床応
用する時の参考データとする。１．原因蛋白
質の種類（分子量の大きな蛋白質の方が、ト
リプシン処理後のペプチド断片が多いため
検出しやすいと予測される。また、蛋白質の
種類によって、アミロイド線維から可溶化さ
れ易さが異なる可能性がある。）、２．レーザ
ーマイクロダイセクションで分取するアミ
ロイド沈着の量（分取する量が多いほど、検
出率が高くなると予測される。）、３．分取す
る組織部位（組織部位の違いにより、原因蛋
白質と共に検出される他の蛋白質の種類や
量が異なるため、原因蛋白質の同定率に差が
生じると予測される。また、アミロイド沈着
部位の違いにより、原因蛋白質がアミロイド
から可溶化される程度に違いが生じると予
測される。）。また、並行して、新規のアミロ
イドーシス診断時に、従来の免疫組織化学染
色に加えて、本方法による解析も実施し、前
向き研究も開始する。 
 上記の解析法に加えて、従来から本研究室
で検討を行ってきた、プロテインチップを用
いたレーザー脱離イオン化飛行時間型質量
分析計 （SELDI-TOF MS）による血清中の
変異蛋白質のハイスループットな検出法
（Clin Chem, 2009）や、real-time PCR 法
や全自動 SNPs 検査装置(i-densy IS-5310)
などを活用した迅速な遺伝子変異の検出法
や、高感度なアミロイド検出試薬（FSB）な
どの活用を組み合わせ、総合的なアミロイド
ーシス診断システムの構築を模索する。 
【2】新規のアミロイドーシス原因蛋白質の
同定 
 従来の手法（免疫組織化学染色など）では、
アミロイド原因蛋白質の同定が困難であり
確定診断に至っていない症例を対象に、前述
の方法と同様に、病理組織切片の沈着部位か
らレーザーマイクロダイセクションでアミ
ロイドを分取し、可溶化後に LC-MS/MS で
原因蛋白質の同定を試みる。また、同定され
た候補分子に対する抗体を入手し（市販の抗
体もしくは、抗体を受託研究にて作成）、組



織に沈着しているアミロイドとの反応性を
免疫組織化学染色にて検討する。また、候補
原因分子の遺伝子配列を解析し、遺伝子変
異・多型が存在するか検証する。加えて、原
因分子のリコンビナント蛋白質を作製し、変
性条件下でアミロイド線維を形成するか（チ
オフラビンT法による蛍光強度と電子顕微鏡
下で形態学的に解析）検証し、同定された分
子のアミロイド形成性を in vitro でも検討す
る。新たなアミロイド原因蛋白質が同定され
た場合には、他の原因不明の症例を対象に、
多検体を用いてこれらの蛋白質が原因とな
る症例がどの程度存在するか解析する。 
 
４．研究成果 
LC-MS/MS を用いた解析法が、アミロイド原
因蛋白質の同定法として有用であるか検証
するために、後ろ向きおよび前向き解析を実
施した。 
① 本解析法でアミロイド原因蛋白質を同定

できるか検証するために、すでに診断が
ついている各種アミロイドーシス
（AL(κ ,λ )、AA, SSA、FAP、DRA）患
者 25 例のホルマリン固定組織（心臓、神
経など）を解析した。その結果、本解析
法と臨床診断の一致率は、97%で、非常
に高い一致率を示した。解析結果から、
本法は、様々なタイプのアミロイドーシ
ス患者からアミロイド原因蛋白質を同定
できることが明らかとなった。さらに腎
臓、消化管、舌などの様々な臓器でも解
析を行ったが、いずれの臓器からでもア
ミロイド原因蛋白質の検出は可能であっ
た 

② 前向き解析として、病型診断に至ってい
ないアミロイドーシス患者 21 例の組織
を解析した。解析の結果、本法と臨床診
断との一致率は 95％であった。本解析例
には、原因蛋白質が不明であった角膜ア
ミロイドーシス、1 例や従来法の免疫染
色ではアミロイド原因蛋白質を同定でき
なかった AL アミロイドーシス、3 例の
アミロイド沈着量が極わずかであった
FAP、1 例が含まれており、本解析法の
有用性が示された。 

以上より新たなアミロイドーシス診断法と
して有用な方法であることが判明した。 
③ 高齢者の消化管に高率に認められる未知

のアミロイドーシスに対して、 laser 
micro-disection と LC/ MS MS を組み合
わせた方法を駆使し、Ffibrin3 が新たな
アミロイド原因物質であることを同定発
見した。また本タンパク質は脳のアミロ
イド小体の構成タンパク質であることも
併せて明らかにした。 
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