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研究成果の概要（和文）：家族性アミロイドポリニューロパチー（FAP）患者のアミロイドを生化学的に解析すると、
断片化したトランスサイレチン（TTR）が検出される。試験管内で形成させたTTR凝集物を神経系の培養細胞に添加した
ところ、ヒトで観察されるものと類似したTTRの断片化が観察された。生化学的に解析したところ、TTRのC末端側ペプ
チドが複数観察された。また、断片化部位から、TTRの断片化に関与する酵素の候補が判明し、さらに、TTRのC末端側
がアミロイド形成に重要な役割を果たしていることも判明した。今後は、本知見を基に、新たな診断法や治療法の開発
を行うと共に、本症の病態モデルの作成も行う。

研究成果の概要（英文）：Fragmentations of transthyretin (TTR) were reportedly found in amyloid deposits 
in familial amyloid neuropathy (FAP). However, the mechanism and pathological roles of the TTR 
fragmentations in FAP remain to be determined. To elucidate the mechanism involved in TTR fragmentations, 
we investigated how TTR fragments were formed in cultured cells.
Recombinat TTR was employed in this study. Several kinds of cultured cells were incubated for 24 hours 
with soluble TTR or TTR aggregates formed in vitro by pretreating in an acidic buffer. After incubation, 
cell lysates were examined by SDS-PAGE and amino-acid sequence analysis to detect TTR fragments. TTR 
fragments were detected in lysates of neuron (SH-SY5H) and astrocyte (U87MG) cell lines which were 
incubated with TTR aggregates, but not in those which were incubated with soluble TTR. Amino-acid 
sequence analysis revealed that cleavages of TTR were made at C-terminal portions.

研究分野： 神経内科学、アミロイドーシス

キーワード： トランスサイレチン　アミロイドーシス
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１．研究開始当初の背景 
家族性アミロイドポリニューロパチー

（FAP）は、トランスサイレチン（TTR）遺
伝子変異により生じる代表的な遺伝性全身
性アミロイドーシスであり、末梢神経障害を
中心とした全身の症候を呈し、未治療だと発
症後１０年以内に死に至る難病である。日本
（熊本県と長野県）、ポルトガル、スウェー
デンから本疾患の大きな家系が当初報告さ
れたが、近年、その他の地域からも多くの症
例や家系が報告されている。同一の TTR 遺
伝子変異（Val30Met）を持つ FAP でも、地
域間で発症年齢や浸透率が大きく異なって
おり、TTR 遺伝子変異以外の遺伝的な背景が
両者で異なることも報告されている。近年、
高齢発症のスウェーデン FAP 患者のアミロ
イドを生化学的に解析すると、断片化した
TTR が検出されることが多いことが判明し
た。これらの知見から、TTR の断片化が FAP
の病態に深く関与し、発症の抑制・遅延に何
らかの役割を果たしている可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、断片化 TTR の生成機構

を明らかにし、FAP の発症を規定する重要な
因子を解析すると共に、TTR 断片化機構から
新たな治療法へ開発の糸口を探求すること
である。 

 
３．研究の方法 
（１）リコンビナント TTR の作成および変性 
大腸菌で発現・精製したリコンビナント

TTR（野生型および変異型）を酸性バッファ
ー中で変性させ、細胞培養や酵素反応実験に
用いた。 
（２）細胞培養での断片化 TTR 生成の検討 
各種臓器由来の細胞株に変性したTTRを加

え、FAP 患者から検出されるものと類似した
断片化 TTR が生成されるか検証した。また、
TTR 断片化に関与していると予測される分子
の探索を実施した。 
（３）断片化 TTR のアミロイド形成性の解析 
 リコンビナント断片化 TTR を作成し、in 
vitro でのアミロイド形成性を確認した。 
 
４．研究成果 
断片化 TTR に対する抗体を用いて解析を

行ったところ、本邦の非集積地出身の高齢発
症 FAP 患者のアミロイドから断片化 TTR が
検出されるが、集積地出身で若年発症の FAP
患者のアミロイドからは全長 TTR のみが検
出されることが確認された。本結果は、スウ
ェーデン患者での解析結果（高齢発症患者で
断片化TTRが検出される）と一致している。 
試験管内で形成させた TTR 凝集物を神経

系の培養細胞に添加したところ、ヒトで観察
されるものと類似した TTR の断片化が観察
された。電気泳動後に断片化 TTR をアミノ
酸シークエンスで確認したところ、TTR の C
末端側のペプチドが複数観察された。また、

断片化部位から、TTR の断片化に関与する酵
素の候補が判明した。候補分子を siRNA で
ノックダウンした細胞に TTR 凝集物を加え
ると TTR の断片化が減少したことからも、
本分子が TTR の断片化を担っている可能性
が高いと考えられた。 
観察された TTR フラグメントのリコンビ

ナント蛋白を作成し、試験管内でアミロイド
形成性を確認したところ、全長 TTR と比較
してアミロイド原性が高いことが確認でき
た。 
 TTR の断片化機構は本症の病態に関与して
いる可能性がある。また、TTR の C 末端側は
アミロイド形成に重要な役割を果たしてい
ると考えられた。 
 今後は、本知見を基に、新たな診断法や治
療法の開発を行うと共に、本症の病態モデル
の作成も行う。 
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http://www2.kuh.kumamoto-u.ac.jp/neurol
ogy/index.html 
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