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研究成果の概要（和文）：細胞外シャペロンによる蛋白質凝集抑制機構を明らかにするため、新規細胞外シャペロンの
探索とその機能を評価した。ペントラキシンファミリーである環状５量体の血清アミロイドP成分やC反応性蛋白質は、
カルシウム存在下および非存在下における数種のアミロイド線維形成を抑制した。また、血清アミロイドP成分はアミ
ロイド線維と結合し、線維の細胞毒性を弱めた。以上の結果から、血清アミロイドP成分とC反応性蛋白質は、生体内で
細胞外シャペロンとして機能し、蛋白質の凝集を抑制していることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：To reveal the inhibition mechanism of protein aggregation by extracellular chapero
ne, we searched for new extracellular chaperone and examined its function. Serum amyloid P component and C
-reactive protein are members of the pentraxin family of cyclic pentameric protein. These proteins inhibit
ed various amyloid fibril formations in the presence and absence of calcium. Moreover, serum amyloid P com
ponent bound to amyloid fibrils and suppressed the cytotoxicity induced by amyloid fibrils. These results 
suggest that serum amyloid P component and C reactive protein play an important role as new extracellular 
chaperones that inhibit protein aggregation in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質の秩序を安定した状態に保つこと
は、生命活動を行う上で最も重要な事項の一
つである。そのため、すべての生物は蛋白質
の恒常性を維持する様々な調節機構を備え
ている。細胞内における蛋白質の品質管理機
構については、分子レベルでその詳細が明ら
かにされつつある。一方、細胞外における蛋
白質品質管理機構については、未だ不明な点
が数多く存在する。アルツハイマー病やプリ
オン病、透析アミロイドーシスなどの疾患で
は、細胞外の蛋白質品質管理機構が正常に機
能しないために、アミロイド線維などの蛋白
質の異常凝集体が生体組織に沈着するので
はないかと推測されている。そのため、細胞
外蛋白質品質管理機構の詳細に迫ることは、
これらの疾患や予防法の開発を目指す上で
も重要である。 
 近年、主に国外で細胞外における蛋白質品
質管理機構の研究が進められており、細胞外
シャペロンがその一翼を担うことが示され
つつある。代表的な細胞外シャペロンとして
2-マクログロブリン（2M）やハプトグロ
ビン、クラステリンが知られており、これら
の細胞外シャペロンは炎症に関連のある急
性期蛋白質に属する。３つの細胞外シャペロ
ンはいずれも生体内でアミロイド線維に結
合し共に組織内に沈着していることから、ア
ミロイド線維との関係性が示唆されてきた。
実際、細胞外シャペロンは、アミロイド線維
をはじめとする数種の蛋白質の凝集を抑制
することが明らかにされている。このことか
ら、生体内では細胞外シャペロンによる蛋白
質の品質管理機構が働き、細胞外シャペロン
が細胞外の異常な蛋白質を認識して、アミロ
イド線維など蛋白質の凝集を抑制している
と考えられる。しかしながら、細胞外シャペ
ロンがどのような機構で異常蛋白質を認識
し凝集を抑制しているかは不明である。 
 透析アミロイドーシス患者の2-ミクログ
ロブリン（2-m）アミロイド線維沈着部位で
は、線維と共に2M が共存していることが示
されており、血液透析患者の血清中では2M
と2-m の複合体形成が報告されている。申請
者はこれまで、2M の2-m アミロイド線維
形成に及ぼす影響を検討すると共に、2M と
2-m の複合体形成に着目し、2M が2-m と
どのように相互作用し複合体を形成するの
か詳細に理解することで、細胞外シャペロン
の異常蛋白質認識及び凝集抑制機構に迫っ
た。その結果、蛋白質が変性し凝集しやすい
環境下では、2M は自ら変性蛋白質と相互作
用するために有利な構造、つまりダイマー化
し疎水性領域をより露出した構造に変化す
ることで、疎水性相互作用により変性蛋白質
との親和性を高め、2-m などの蛋白質の凝集
抑制を行っているのではないかと考えられ
る知見を得た。しかしながら、2M 以外の細
胞外シャペロンがどのような機構で異常蛋
白質を認識し、凝集を抑制するのかは分かっ

ていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、細胞外シャペロンによる蛋白質
品質管理機構の詳細に迫り、細胞外で蛋白質
の異常凝集が起きるアミロイドーシスなど
の疾患の治療・予防法開発に向けた端緒を掴
むことを目的とする。具体的には、新規細胞
外シャペロンの探索を行い、細胞外シャペロ
ンによる蛋白質凝集抑制機構の包括的解明
を目指す。 
 これまで得られた2M の研究結果を基に、
申請者は新たな細胞外シャペロンの候補と
して、ペントラキシンファミリーである C 反
応性蛋白質（CRP）と血清アミロイド P 成分
（SAP）に注目した。これらの蛋白質もまた
急性期蛋白質に分類され、CRP はアルツハイ
マー病老人斑内での局在、SAP は古くから多
くのアミロイド線維との結合が見出されて
おり、既知細胞外シャペロンとの共通点が存
在する。従って、CRP と SAP のアミロイド
線維形成に及ぼす影響を検討しその機序を
調べた。 
 
３．研究の方法 
(1)チオフラビン T による分光蛍光定量法を
用いて、CRP と SAP のアミロイド線維形成
への影響を評価した。 
 
(2)SAP のターゲットとなる蛋白質の構造状
態を明らかにするために、アミロイド線維形
成の各時間をサンプリングし、Dot-Blot 法か
ら SAP との相互作用を検出した。 
 
(3)ANS 蛍光測定により、pH 変化に対する
CRP と SAP の分子表面の疎水性度を評価し
た。 
 
(4)CRP と SAP をアミロイド線維溶液に添加
し、ANS 蛍光変化の有無を測定した。 
 
(5)アミロイド線維の細胞毒性に対する CRP
と SAP の影響を MTT アッセイにより評価し
た。 
 
４．研究成果 
(1)CRP、SAP はともにカルシウム依存的な
リガンドとの結合が知られており、カルシウ
ムを介して DNA や糖質と結合することで、
細菌や障害された細胞成分の除去などの生
理機能を果たす。また、SAP はカルシウム依
存的なアミロイド線維との結合が報告され
ているため、まず初めにカルシウム存在下で
の透析アミロイドーシス関連2-m 線維とア
ルツハイマー病関連アミロイド線維の２種
のアミロイド線維形成に対する CRP、SAP の
効果を、チオフラビン T 蛍光分光測定法によ
り調べた。コントロールと比較し、両蛋白質
とも濃度依存的に substoichiometric にアミロ
イド線維形成を抑制することが明らかにな



った（図１）。 
 

 
図１．カルシウム存在下における CRP と SAP
のアミロイド線維形成抑制効果 
 
 
次に、カルシウム非存在下で同様の実験を行
ったところ、CRP、SAP はカルシウム非存在
下でも2-m とアミロイドのアミロイド線維
形成を抑制した。また、Ⅱ型糖尿病関連 IAPP
アミロイド線維形成においてもカルシウム
非依存的な抑制効果が見られた。従って、CRP、
SAP はカルシウムの有無に関わらず、数種の
アミロイド線維を効果的に抑制する能力を
有する（図２）。 
 

 
図２．カルシウム存在下における CRP と SAP
のアミロイド線維形成抑制効果 
 
 
(2)2-m モノマーからのアミロイド線維形成
反応溶液の各時間をサンプリングしてニト
ロセルロース膜に固定し、次に SAP 溶液と反
応させ、抗 SAP 抗体とケミルミネッセンスに
より相互作用を検出したところ、電子顕微鏡
でアミロイド線維が観察され始める８時間
以降に SAP との相互作用が見られた（図３）。
この結果から、線維形成を抑制する一つの要
因として、アミロイド線維と SAP の結合が関
与していることが示唆される。一方、モノマ
ーやオリゴマーと SAP との反応は今回の
Dot-Blot 法では検出されなかった。 
 

図３．2-m アミロイド線維形成の各時間にお
ける SAP との相互作用 
 
 
(3)pH の酸性化は炎症部位で見られる。これ
までの2M の研究結果から、pH の酸性化は
2M の構造変化（疎水性領域の露出）を引き
起こし、疎水性相互作用による変性蛋白質と
の親和性の増加をもたらすことが示された。
従って、CRP、SAP の pH 変化による疎水性
領域の評価を行った。CRP と比較し、SAP は
2M と同様 pH の酸性化により ANS 蛍光が
顕著に増加し、疎水性領域の露出が見られた
（図４）。 
 

図４．pH の酸性化による CRP、SAP の ANS
蛍光変化 
 
 
(4)CRPとSAPを2-mアミロイド線維と反応
させたのち ANS 蛍光測定を行うと、SAP と
2-m アミロイド線維の反応溶液中では、ANS
蛍光の減少が見られた。これは、SAP と2-m
アミロイド線維の結合により、ANS 蛍光色素
が結合できる疎水性領域が埋もれたことが
考えられる。つまり、疎水性相互作用の関与
が示唆される。（図５）。 

 
図５．CRP、SAP と2-m アミロイド線維の反
応液中の ANS 蛍光変化 
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(5)2-m アミロイド線維の細胞毒性に対する
CRP と SAP の影響を MTT アッセイ用いて評
価した。2-m アミロイド線維を HeLa 細胞に
投与する前に SAP と反応させると、SAP の濃
度依存的に2-m アミロイド線維の細胞毒性
効果は減弱された（図６）。CRP では細胞毒
性抑制効果は見られなかった。 
 

 
図６．2-m アミロイド線維の細胞毒性に対す
る SAP の抑制効果 
 
 
以上の結果より、CRP、SAP はカルシウムの
有無に関わらずアミロイド線維形成を抑制
することが明らかになった。これらの蛋白質
は生体内で細胞外シャペロンとして蛋白質
の凝集を抑制している可能性がある。特に、
SAP はアミロイド線維と疎水性相互作用に
より結合することで、アミロイド線維形成抑
制効果のみならずアミロイド線維の細胞毒
性を阻害する能力も示された。SAP は2M と
共通する特徴も持つことからも有力な新規
細胞外シャペロンであると考えられる。今後、
さらに構造生物学的手法を駆使し、分子レベ
ルで細胞外シャペロンの蛋白質凝集抑制機
構を明らかにしていく予定である。 
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