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研究成果の概要（和文）：(1) 新規細胞外シャペロンを探索し、血清アミロイドP成分及びC反応性蛋白質のシャペロン
効果を明らかにした。(2) 滑膜線維芽細胞に対するβ2-ミクログロブリンアミロイド線維の細胞毒性を評価し、アミロ
イド線維が細胞内に取り込まれ、エンドソーム膜、リソソーム膜の破壊を介して壊死及びアポトーシスを引き起こすこ
とを明らかにした。(3) 透析アミロイド沈着部位に共存するグリコサミノグリカン及びプロテオグリカンの免疫組織化
学的検討を行い、各分子の特異的沈着様式を明らかにした。(4) 脳血管アミロイド症における生体分子の役割を検討し
、基底膜構成分子がAβアミロイド線維形成を促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：(1) We found that C-reactive protein (CRP) and serum amyloid P component (SAP) 
may be a member of extracellular chaperones, and the pro- and anti-amyloidogenic activities of SAP are 
not mutually exclusive, but reflect two sides of the same coin. (2) We found that β2-microglobulin 
(β2-m) amyloid fibrils endocytosed by the cultured rabbit synovial fibroblasts induce necrosis and 
apoptosis by disrupting endosomal/lysosomal membranes, proposing a novel mechanism on the cytotoxicity of 
amyloid fibrils. (3) We histopathologically analyzed the distribution of glycosaminoglycans and 
proteoglycans in the β2-m amyloid deposits and found the specific distribution patterns of individual 
molecules. (4) We found that basement membrane components accelerate the initiation of amyloid β-peptide 
fibril growth in vitro, supporting the essential role of vascular basement membranes in the development 
of cerebral amyloid angiopathy.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 
われわれはこれまでに、独自に開発した分光
蛍光定量法及び反応速度論的実験系を駆使
し、アルツハイマー病患者脳に認められる A
βアミロイドーシス、および長期血液透析患
者に発症するβ2-ミクログロブリン (β2-m) 
アミロイドーシスをモデル疾患に選び、アミ
ロイド線維形成過程を説明する重合核依存
性重合モデルを構築（図 1）、様々な生体分子
及び有機化合物の線維形成過程に及ぼす影
響を解析して来た。 

 一方研究分担者の樋口らは、独自にマウス
アミロイドーシスモデルを開発、上記試験管
モデルが動物レベルでも当てはまることを
世 界 に 先 駆 け て 実 証 し 、 ”Inducible 
proteopathies”の概念を生んだ。 
 われわれは最近、(1) リゾフォスファチジ
ン酸 (LPA) など一部のリゾリン脂質、各種
遊離脂肪酸 (NEFAs) など、陰性荷電を有す
る生体界面活性分子が、生理条件下における
β2-m アミロイド線維の試験管内伸長反応を
促進すること、(2) その分子機構として、LPA
及び NEFAがβ2-mの天然構造を部分的にア
ンフォールドさせること、(3) LPA がアミロ
イド線維表面に結合し、線維構造を安定化さ
せることにより脱重合を阻害することを明
らかにすると共に、(4) 代表的ポリフェノー
ル化合物のミリセチンが、Aβ蛋白質モノマ
ーの一次構造ではなく、Aβアミロイド線維
の高次構造（βシート構造）を特異的に認識
し、これに結合することにより抗アミロイド
効果を示すことを明らかにした。 
 一方最近、アミロイド沈着を制御する細胞
外蛋白質品質管理機構の存在が明らかにさ
れ始めた。ごく最近われわれは、品質管理機
構の中心を担う細胞外シャペロンのα2-マク
ログロブリンが、蛋白質が変性・凝集しやす
い環境下で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自ら変化すること
で、疎水性相互作用により変性β2-m との親
和性を高め、β2-m アミロイド線維形成を抑
制することを明らかにした。 
 これらの知見に基づき、われわれは次の様
な作業仮説を構築した（図 2）。β2-mの血中
濃度は血液透析患者で著しく増加し、血中、
あるいは沈着局所に存在する様々な生体分
子と相互作用することにより、β2-m の天然

構造が部分的にアンフォールドする。その結
果β2-m は異常構造を獲得し、重合核依存性
重合モデルに従いアミロイド線維を形成、組
織に沈着する。形成したアミロイド線維表面
にも様々な生体分子が結合し、線維構造を安
定化する。以上の結果、全身関節症状を主症
状とする透析アミロイドーシスを発症する。
一方、一群の細胞外シャペロンが、異常構造
のβ2-m を認識してこれに結合し、アミロイ

ド線維の形成・沈着を抑制する。 
 以上の様にわれわれは、アミロイド前駆蛋
白質（種）の凝集・沈着をもたらす生体分子
環境（畑）の蛋白質科学的解析で世界をリー
ドして来た。21世紀のアミロイド研究におけ
る最重要テーマの一つが“アミロイド沈着の
臓器特異性”である。個々のアミロイド前駆
蛋白質は、なぜ特定の臓器に好んで沈着する
のであろうか？この問いに答える研究は、わ
れわれを始めようやく緒に就いたのが現状
である。 
 つい最近、野生型に比べ不安定で凝集しや
すい変異型β2-m (Asp76Asn) が消化管と末
梢神経に好んで沈着し、家族性アミロイドー
シスを引き起こす事が報告された (Valleix et 
al. N. Engl. J. Med. 366:2276-2283, 2012)。これ
はβ2-m アミロイド沈着の臓器特異性を考え
る上でブレイクスルーとなる知見であり、野
生型及び変異型β2-m のアミロイド線維形
成・沈着をわれわれの実験系で解析すること
により、“アミロイド沈着の臓器特異性”に
迫る事が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ヒト疾患モデルとしてβ2-ミクロ
グロブリン (β2-m) アミロイドーシスを選
び、発症の分子機構を、独自に開発した試験
管内実験系、新たに開発する遺伝子改変マウ
ス、培養細胞系、臨床病理学的解析を有機的
に組み合わせ、総合的に解明する。具体的に
は、(1) 種々の生体分子がβ2-m アミロイド
線維形成を促進・抑制する分子機構、特に細
胞外シャペロンのβ2-m 線維形成抑制機構を
解明すること、(2) β2-m 線維による細胞・
組織傷害機構を解明すること、(3) β2-m 線
維形成・沈着を阻害する有機化合物を探索す
ること、(4) ヒトアミロイドーシスに共通す
る発症機構や治療戦略と共に、アミロイド沈



着の臓器特異性を説明する作業モデルを提
案すること、の４点を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規細胞外シャペロンの探索とβ2-m ア
ミロイド線維形成抑制機構解析： 
α2M やハプトグロビン、クラステリン以外
に、組織に沈着したアミロイド線維と共存す
る血清アミロイド P成分 (SAP) や C反応性
蛋白質 (CRP) などの急性期蛋白質は、アミ
ロイド前駆蛋白質に対するシャペロン活性
を持つ可能性がある。まず初めに、モノクロ
メーター搭載型マイクロプレートリーダー
を用いた high-throughput系により、アミロイ
ド線維形成を抑制する新規細胞外シャペロ
ンを探索した。 
(2) β2-mアミロイド線維の細胞毒性評価： 
β2-m アミロイドーシスの主症状である関節
炎の病態を踏まえ、われわれは既に、β2-m
アミロイド線維が、FCS (-) 培養下滑膜線維
芽細胞の表面に結合することにより、特異
的・濃度依存性に毒性を発揮し、細胞死を引
き起こすことを明らかにしていた。この結果
を基に、細胞毒性の詳細をリポソーム膜破壊
法や種々のアポトーシス評価法により評価
した。また、アミロイド線維による各種プロ
テアーゼや炎症性サイトカインの発現・分泌
を、リアルタイム RT-PCR法や ELISA法を用
いて解析した。 
(3) 透析アミロイド沈着部位に共存するグリ
コサミノグリカン及びプロテオグリカンの
検討 －病理切片を用いた免疫組織化学的
観察とMS解析－： 
6 例の透析アミロイドーシス患者より採取し
た病理切片を用い、免疫組織化学では、一次
抗体として、ヒアルロン酸（HA）、へパラン
硫酸（HS）、コンドロイチン硫酸（CS）及び
ケラタン硫酸（KS）、並びにへパラン硫酸プ
ロテオグリカン（HSPG）、デコリン、バイグ
リカン、ルーミカン及びファイブロモジュリ
ンに対する抗体を用い、SAB-PO 法にて反応
後 DAB発色を行った。質量分析法は、2例の
病理切片よりアミロイド沈着部位を LMD 法
で切り取り、可溶化後 LC-MS/MS法により蛋
白質の検出を行った。 
(4) 脳血管アミロイド症における生体分子の
役割： 
アルツハイマー病に特徴的な病理学的所見
に脳アミロイド血管症がある。電顕観察によ
り、主に Aβ40 がアミロイド線維を形成し、
クモ膜下～穿通枝動脈中膜の平滑筋周囲基
底膜に沈着している。同症の発症機構を説明
するモデルとして、Wellerらのグループによ
り periarterial drainage pathway modelが提唱さ
れている。われわれはまず、様々な実験条件
から生じるノイズを徹底的に排除し、生体分
子の持つ微弱なアミロイド線維形成促進作
用を高感度に測定するため、96ウェルプレー
トにキャップを装着することにより、気液界
面を排除した。次に、基底膜という生体界面

の再現と periarterial drainage flowの模倣を目
指し、アミロイド線維形成を惹起しないセフ
ァローズビーズの表面に基底膜分子を共有
結合させ、96ウェルプレートを 1 rpmという
低速度で回転させることにより、ビーズが沈
む時にビーズ表面の基底膜分子が反応溶液
の相対的流れに曝されるようにした。さらに、
Aβ(1-40)の濃度を自発重合の起こらないレ
ベルまで下げ、間質液を模倣するためアルブ
ミンを添加すると共に、測定を容易にするた
め、反応溶液には予めチオフラビン Tを添加
した。 
(5) ヒト野生型β2-mトランスジェニックマ
ウスの繁殖と病理組織学的解析： 
樋口は既に、ヒト野生型β2-m トランスジェ
ニックマウス（hB2MTg+/+mB2m-/-）を作成し、
血清β2-m 濃度が患者血清の数倍にまで達す
ることを確認した。同マウスの繁殖を行い、
各月齢におけるアミロイドーシス発症の有
無や沈着の臓器分布を病理組織学的に検討
した。 
 
４．研究成果 
(1) 新規細胞外シャペロンの探索とβ2-m ア
ミロイド線維形成抑制機構解析： 
CRP と SAP がいずれも、アルツハイマー病
に関連する Aβ(1-40)、および遺伝性全身性
アミロイドーシスに関連する D76Nβ2-m の
アミロイド線維形成を、濃度依存的かつ
substoichiometric に抑制することを明らかに
した（図 3）。この線維形成抑制作用は Ca2+

非依存的に A face を介して生じ、Aβ(1-40)
や D76Nβ2-m のモノマーやオリゴマーと相
互作用することによりアミロイド線維形成
を抑制することを明らかにした。また、SAP
は線維形成のみならずグルタチオン-S-トラ
ンスフェラーゼの不定形凝集体の形成も抑
制することを示し、SAP や CRP の持つ幅広
い蛋白質凝集抑制活性を明らかにした。さら
に興味深いことに、Ca2+存在下におけるD76N
β2-m線維形成において、SAPは反応初期で
は A faceにより線維形成を抑制する一方、反
応後期ではB faceにより線維形成を促進する
ことを示し、SAPの線維形成に対する抑制お
よび促進効果を 1つの実験系の中で捉えるこ
とに成功した。以上の結果から、CRPと SAP
はともに細胞外シャペロンとして機能し、ア



ミロイド線維形成に代表される蛋白質の異
常凝集を A faceを介して抑制する一方、一度
線維が形成されるとSAPはB faceを介して線
維に結合し、線維を安定化することにより線
維形成を促進するという 2面性を持つことを
明らかにした（Multifaceted antiamyloidogenic 
and proamyloidogenic effects of C-reactive 
protein and serum amyloid P component in vitro. 
Ozawa, D., … Naiki, H. Sci. Rep. 修正版投稿
中）。 
(2) β2-mアミロイド線維の細胞毒性評価： 
ウサギ滑膜線維芽細胞由来株細胞（HIG-82）
をβ2-mアミロイド線維 100 g/ml を含む培
養液でインキュベーションすると、モノマー
添加群、及び陰性対照群と比較して、LDH 
release assay、およびMTT reduction assayで、
有意に viability が低下した。光学顕微鏡観察
では、核濃縮や細胞質の膨化、空胞化などの
壊死性の変化と共に、アポトーシス小体と考
えられる核の断片化を認めた。電子顕微鏡観
察ではアミロイド線維がエンドソーム、ある
いはリソソーム内に取り込まれており、線維
投与 6時間後ではこれらの膜の断裂や融合に
よる細胞質内巨大空胞の形成やアポトーシ
スを示唆するような核の変化が認められた。

TUNEL 法では、線維投与群でアポトーシス
の亢進が認められた。さらに、エンドサイト
ーシスを阻害する Cytochalasin Dは、濃度依
存性にアミロイド線維の毒性を抑制した。β
2-m アミロイド線維は滑膜線維芽細胞内に取
り込まれ、エンドソーム膜、リソソーム膜の
破壊などを介して壊死及びアポトーシスの
両者を引き起こすことで毒性を発揮すると
考えられた（文献 2）。 
(3) 透析アミロイド沈着部位に共存するグリ
コサミノグリカン及びプロテオグリカンの
検討 －病理切片を用いた免疫組織化学的
観察とMS解析－： 
免疫組織化学的観察では、全例でアミロイド
沈着部位に一致して CS陽性であった。HSは
2 例でアミロイドを取り囲むように陽性を示
した。PG に関しては、全例でアミロイド沈
着部位に一致してデコリン及びバイグリカ
ン陽性で、ルーミカン及びファイブロモジュ
リンはアミロイドを取り囲む様に陽性を示
した。HSPG は全例で陰性であった。質量分
析を実施した 2例では、免疫組織化学的に検

出されたデコリン、バイグリカン、ルーミカ
ン及びファイブロモジュリンのコア蛋白質
が検出され、HSPG（パーレカン）のコア蛋
白質は検出されなかった。今回、透析アミロ
イド沈着部位では、CSPG であるデコリン及
びバイグリカン、KSPG であるルーミカンが
高率に共存する一方、その局在は異なること
が明らかになった。デコリン、バイグリカン
及びルーミカンのコア蛋白質は、いずれも 
small leucin-rich proteoglycanに分類されてい
ることから、従来提唱されている GAG の強
い陰性荷電のみならず、これらコア蛋白質の
特異構造が、β2-m アミロイド線維形成・沈
着に何らかの影響を及ぼす可能性が考えら
れた。 
(4) 脳血管アミロイド症における生体分子の
役割： 
基底膜分子の混合物であるマトリゲル、およ
びラミニン、フィブロネクチン、IV型コラー
ゲンなどの基底膜構成分子が、Aβ(1-40)のア
ミロイド線維形成をコントロールに比べ有
意に促進することを明らかにした。Wellerら
のグループにより提唱された periarterial 
drainage pathway modelによれば、大脳皮質神
経細胞により産生された Aβ42 は水に不溶
性のため間質液中を遠くまで拡散できず、大
脳皮質に老人斑を形成して沈着する。一方、
Aβ40はAβ42に比べ可溶性のため間質液中
を遠くまで拡散することが出来、さらに動脈
周囲の間質液流（血流と逆方向であることに
注意）に運ばれて脳外に排出される。この過
程で A40 が動脈壁に沈着し、脳血管アミロ
イド症を発症すると考えられて来た。今回得
られたデータは、当モデルの妥当性を示して
おり、大変興味深い（文献 18）。 
(5) ヒト野生型 2-m トランスジェニックマ
ウスの繁殖と病理組織学的解析： 
同マウスの解析から、血中に高濃度のβ2-m
が存在するだけではβ2-m アミロイドの沈着
が起こらないことが判明し、細胞外マトリク
ス環境の変化や関節炎の存在など、他の因子
の探索が不可欠であることが示唆された。 
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