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研究成果の概要（和文）：アミロイド物質の構造と伝播性の解析のために、画期的なレーザーマイクロダイセク
ター(ALMD)を使用して、アミロイド沈着の時間的、部位的微小空間を切り取り、プロテオーム解析とマウスを用
いた伝播性解析を目指した研究を行った。①マウス肝臓アミロイド線維分画のプロテオーム解析ではアミロイド
関連蛋白質として脂質代謝関連分子が集積することを示した。②ALMDで採取した試料を用いたプロテオーム解析
では検出感度が十分でなく詳細な解析には改善が必要であった。③切り出した切片によるアミロイドーシス誘発
に成功したが、より詳細な解析が今後の課題である。③ALMDを用いて患者微量沈着アミロイドの同定に成功し
た。

研究成果の概要（英文）：Proteomic analysis and determination of amyloid inducing activity of fine 
and small parts of tissue sections were performed using Advanced Laser Microdissection (ALMD) system
 which were developed recently. Small parts with or without AApoAII amyloid deposition were removed 
from mouse liver sections with ALMD and contained proteins were extracted. Proteomic analysis with  
LC-MS/MS system detected major amyloid related proteins. Extracted proteins were injected into 
recipient  mice and induced amyloidosis. In addition, proteomic analysis of amyloid fibril factions 
of mouse liver indicated the involvement of lipoproteins in the pathogenesis of amyloidosis. 
Proteomic analysis of small parts of tissue sections of patients containing amyloid deposits 
collected with ALMD successfuly determined amyloid proteins.
We need further improvement in detection sensitivity and more thorough analysis for elucidating the 
relationship between protein profiles and seeding activity in amyloidosis.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 蛋白質恒常性(proteostasis)の維持は基本
的な生命現象であり、その破綻による蛋白質
の異常凝集は機能低下や細胞毒性の獲得を
招き、様々な変性疾患の原因となる。アミロ
イドーシスは急速に知識の集積がなされて
いる異常構造蛋白質疾患の代表的な疾患群
であり、βシート構造に富んだアミロイド線
維を seed にした「伝播」(seeding/伝播)現象
によって急速に自己と同一な異常構造が増
殖し、組織・細胞に障害を与えるのが特徴で
ある。特にマウス老化(AApoAII)アミロイド
ーシス、炎症性(AA)アミロイドーシス、アル
ツハイマー病、パーキンソン病などでは
「seeding/伝播」現象が疾患進行の基本原理
とされている。最近、アミロイド蛋白質・線
維質構造の多様性が注目され、伝播や毒性に
寄与する構造の解明が重大な課題となって
いるが、体系的解析は行われていない。 
(2) 研究代表者がマウス AApoAII アミロイ
ドーシスを用いて蓄積して来た「seeding/伝
播」の解析システムと八谷（研究分担者）が
開発した画期的なレーザーマイクロダイセ
ク タ ー （ 図 1 。 Advance Laser Micro- 
dissection: ALMD）1）を用いて、生体におけ
るアミロイド沈着の極小空間を打ち抜き、ア
ミロイド線維の構成蛋白質の同定やそれら
の構造、共存分子と伝播性、毒性等の機能と
の関連を直接的、合理的に理解することが可
能であると考えた。 
(3) アミロイドーシス患者の診断と治療およ
び研究には沈着したアミロイド蛋白質の同
定が最も需要である。ごく微量、小範囲に沈
着したアミロイド部位のみを切り抜いて質
量解析を行うには ALMD が最適である。 

 
２．研究の目的 
	 アミロイド物質とは、線維状に集合した異
常構造蛋白質が主要成分であり、組織に傷害
を与えると共に、その多くが『seeding/伝播
性』を示すという特徴を持つ。最近アミロイ
ド物質は、周囲のミクロな環境を含めて極め
て多様、多機能であると認識されている。ア
ミロイド物質の構造と機能の解析のために、
ユニークなアミロイドーシスモデルマウス
と画期的なレーザーマイクロダイセクター
システム (ALMD) を駆使して、生体のアミ
ロイド沈着の時間的、部位的微小空間を切り
取り、プロテオーム解析とマウスを用いた伝

播性解析に焦点を当てた研究を行った。 
(1) AApoAII アミロイドーシスのシステム
を用いてアミロイドーシスの進行程度が異
なる肝臓から ALMD を用いて部分切片を切
り出し、プロテオーム（質量分析）解析を行
う。また切り出した切片をマウスに投与して、
アミロイドーシス誘発能を解析して、アミロ
イド物質沈着と伝播といった病態と蛋白質
構造や共存分子等の物質動態との関連を可
能な限り微小な生体空間で把握することを
目指した。 
(2) アミロイドーシス患者の組織切片を用い
て、微小なアミロイド沈着部位のみを切り出
して、質量分析を行うことによって、沈着蛋
白質に関してより明確な同定を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) アミロイド物質の空間的、時間的構造の
変遷と伝播等の機能との関連を直接的、合理
的に解析するために、ユニークなマウス系統
群と革新的超微細レーザーカッター(ALMD)
を使用して以下のような研究を行った。なお
Seeding/伝播現象	 が確定し、時間的経過が
把握できている AApoAII アミロイドーシスの
解析は研究代表者の樋口と研究分担者の澤
下が担当した。またアミロイド線維蛋白質や
伝播性が明らかでないヒトアミロイドーシ
スは研究分担者の矢崎と研究協力者の亀谷
が担当した。また ALMD に関しては研究分担
者の八谷の所属施設で操作を実施した。 
(2) AApoAII アミロイドーシスを発症しやす
い C 型 ApoA-II を持つ SAMR1C マウスに
AApoAII アミロイド線維を投与して、アミロ
イドーシスを誘発し、継時的（0,1,2,4,7,10
ヶ月後）に臓器を採取して、-70℃で保存し
た。またホルマリン固定及び凍結組織を作成
した。アミロイドーシス患者のアミロイド沈
着部位の組織切片を作成した。	 
(3) マウス肝臓からPrasらの水抽出法によっ
てアミロイド線維関連蛋白質を分取した。ま
た免疫染色法や Congo	 red 染色でアミロイド
沈着部位を同定し、ALMD を用いて沈着部位お
よび、その周囲の組織を採取し、アミロイド
関連蛋白質を抽出した。	 
(4) 採取した検体は、トリプシン処理を行い,
①信州大学基盤研究支援センター機器分析
支援部門に設置されたナノフローLC-MS/MS
システム（nanoACQUITY	 UPLC	 Xevo	 Q-TOF	 、
Waters	 Corporation）,	 
②東京都医学総合研究所の解析システム
(Nano	 LC 	 DiNa;	 KYA	 Technologies	 Co.	 
Tokyo,	 Japan	 and	 QExactive;	 Thermo	 Fisher	 
Scientific	 Inc.,	 Waltham,MA)	 
を用いた網羅的プロテオーム解析を行った。	 
(5) マウスの凍結切片からアミロイド沈着部
位とその周辺部位を採取し、SAMR1C マウスの
腹腔内へ投与、4 ヶ月後に屠殺して各臓器の
アミロイド沈着を解析した。	 
	 
４．研究成果	 



(1)	 AApoAII アミロイドーシスの継時的プロ
テオーム解析	 
①マウス AApoAII アミロイドーシスでの肝臓
アミロイド線維分画のプロテオーム解析（信
州大学 LC/MS/MS システム）では、アミロイ
ド沈着に特異的な主要なアミロイド関連蛋
白質として、ApoA-II,	 ApoE,	 Clusterin,	 
Vitronectin,	 CD81 を同定した(図 2)。これ
らの蛋白質はアミロイド沈着の進展ととも
に、含有量が増大した(図 3)。機能的には脂
質代謝（リポ蛋白質）関連分子がアミロイド
関連蛋白質として集積することを見出した。
このことは、アミロイドーシスの発症機構に
おけるリポ蛋白質の関与を示し、アテローム
性動脈硬化症や加齢黄斑変性といった加齢
性変性疾患においても同様な沈着メカニズ
ムが関与するという仮説を提唱した。（発表
論文	 1,	 2018）。なおこの結果を ALMD を用い
た解析の対照とすることができた。  

②ALMD を用いたアミロイド沈着組織の解析。
まず、ホルマリン固定したマウス組織切片を
ApoA-II 抗体で染色し、ALMD で周辺部位を焼
き切り、目的部分をマイクロピペットで回収
した。回収した部分切片から蛋白質を抽出し、
質量解析（信州大学 LC/MS/MS システム）を
行った。その結果は、アミロイド線維分画の
解析と同様な結果（図 2）が得られたが、回
収効率が十分でなく、主要な蛋白質（ApoA-II
や ApoE など）しか同定できなかった。さら
に、ホルマリン固定では蛋白質の変性が起こ
っていると考えられたため、新たに無固定の
凍結切片を作成して、コンゴーレッド染色で
アミロイド沈着部位を可視化して、ALMD を用
いてアミロイドが沈着部位とその周辺部位
を採取した（図 4）。図 4 右図のレーザーで焼

き切った残りの四角形（中央部）の一片は 33
μm である。採取した組織片 20 個（20,000
μm2）を用いて質量分析を行った結果、感度
がある程度上昇したが、やはり試料量が少な
いため、まだ十分な情報が得られていない。	 
（2）アミロイド沈着部位、およびその周辺
の沈着が見られない部位から ALMD で採集し
た切片（各 20 個）を滅菌蒸留水中で撹拌し、
回収された蛋白質を含む溶液を、2 ヶ月齢の
SAMR1C マウスの腹腔内へ投与した。4 ヶ月後
に屠殺し、全身のアミロイド沈着を解析した。
その結果、どの切片も、アミロイドーシスを
誘発したが、部位によるアミロイドーシス誘
発程度に差は観察されなかった。	 
（3）ALMD を用いたヒトアミロイドーシス患
者組織切片からのアミロイド沈着蛋白質の
同定：	 
①家族性アミロイドポリニューロパチー患
者肝臓のドミノ移植を受けた 2人の患者の胃
及び十二指腸の生検を実施した結果、移植後
14 ヶ月で非常に微細なアミロイド沈着を観
察した。アミロイド沈着を認めた患者組織切
片から、ALMD を用いてアミロイド線維蛋白質
を抽出し、質量分析を行った（東京都医学総
合研究所の解析システム）。その結果、FAP 患
者に由来する変異型 TTR 蛋白質の沈着である
ことを明らかにし、移植後 2 年では正常
(wild)型の TTR も沈着することを明らかにし
た。この結果からドミノ移植 recipient 患者
でのアミロイド沈着には donor	 肝臓の変異
型 ATTR アミロイド線維の seeding/伝播現象
が重要な役割を果たすことを明らかにした
（発表論文	 11、2016）。	 	 
②	 腎臓にアミロイド沈着を認めた 40歳のア
ミロイドーシス患者の腎生検切片よりアミ
ロイド沈着部位を切り出し、質量分析を行っ
た結果、フィブリノーゲン Aα鎖の C 末端部
分のペプチドが同定され、患者の同意を得た
後に遺伝子解析を行った結果、フィブリノー
ゲ ン A α 鎖 の フ レ ー ム シ フ ト 変 異
（c.4899_4902delAGTG）をヘテロで持つこと
が明らかになった。これは本邦初の家族性フ
ィブリノーゲンアミロイドーシスの報告で
あった。（発表論文,	 16、2015）。	 
(4)考察と今後の展開	 	 
ALMD は切片上の微小な空間を切り取るには

大変すぐれた装置である。本研究では患者組
織切片から微小な切片を切り抜き、高感度な
LC-MS/MS 解析で沈着アミロイド蛋白を同定
するのに成功した。しかしマウスではホルマ
リン固定切片からの蛋白質抽出とその後の
質量分析は分析感度が十分でなく、主要なア
ミロイド関連蛋白質の同定にとどまり、網羅
的な解析には至らなかった。この問題を解決
し、また生体内での蛋白質構造を壊さないよ
うにする目的で、新たに凍結切片を用いた解
析を行った。新たに採取した切片を用いて
LC-MS/MS 解析を行ったが、目標とした 20,000
μm2での解析では、まだ十分な解析結果が得
られず、今後はより高感度な解析システムを
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開発するか、より多量の試料を用いる必要が
ある。切り出した切片を用いたアミロイドー
シス誘発は十分可能であったが、より詳細な
解析が必要であり、今後継続していく予定で
ある。	 
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