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序章

研究の背景
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第一節序論

家S矢f生アミロイドーシスとは

家』矢t'I=アミロイドポリニューロパチー (FamilialAmyloido口cPolyneuropathy ; 

FAP)は 19521f三にポルトガルの Andradeにより初めて報告された全身性アミロ

イドーシスのー磁であり、細胞外へのアミロイド沈活を特徴とする常染色体優

位j立伝病である (1)。

アミロイドとは、福手顕微鏡下で申(~ Rー12nm、長さ 50ー10∞nmの一対のねじ

れた線維の集積をポし、 X 線結晶l口|析像は逆平行 /3シート構造 (amiparallel s-

pleated configuration)を呈するもので、各種溶剤lに'ii1ti容であり、各種酵素による

分解に対し比較的安定な室内貿である (2)。アミロイド沈着部位は、アルカリコ

ンゴーレ ッド染色により亦鐙色に染色され、アルカリコンゴーレ ッド染色後偏

光下で後@折し武緑色の蛍兆を呈することにより同定される (3)。これらのアミ

ロイド線維として沈滞している蛋白伎の前駆体は、疾患毎に特巽的である (2)0

f7~ えば、免疫グロプリン1"1:アミロイドーシスでは免疫グロプリンの light chain 

(AL ffir'J)や heavych剖n(AH 袋1"1)、反応性 AAアミロイドーシスではアミロイ

ドAgxi'l (SAA)、ア jレツハイマー病では 11~ 白 (APP)、透析アミロイドーシスで

は，12マイクログロプリンカマ、それぞれアミロイドの前駆体蛋白質である。つ

まりアミロイドーシスは稜々の疾忠の総材、であり、その共通の特徴はアミロイ

ドのi広務により配官?な組織や務官の機能が績なわれることである。

現街、 FAPは臨床椛;1たから [l日 (Andrad巴 type)、 JI型 (Rukavinatype) 、m

J担 (vanAllen type)、IVIt! (Me陀tojatype)と4型に分鎖されている (4)。そして、

免疫化学的、虫記仁|質化'宇:的解析により 1'.t!と n~~の FAP のアミロイドの主成分

はトランスサイレチン (Transthyretin;廿R) であり (5)、 Ul lí'~では apolipoprotein

AI (6)、IV'盟では gelsoli口(7，8)であることカぎ別らかになっている。このうち、日

本 (9)をはじめ 1ft界q-'の始と.O)4;i'例が I型であり、ポルトガル (10)、スウ ェー

デン (11)、合衆国 (12)などにおいても同様である。
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FAP原因遺伝子の解析

1 !_I;~FAP の分チレベルでの病態解析は、 1 978 年に Cosla らが免疫化学的に FAP

のアミロイドが でTR抗体と交メするという知見から開始された (5)0TrRは分

子ほ 54，980Da (13)で、 127アミノ酸残基の分子量 14，980Daの同一サブユニット

の 4母体からなる l(r[清盛LIf1tである (14)。血清中において甲状腺ホJレモンとレ

チノーlレ結合蛋IIf1t-ピタミン A後合体との結合能を有しており、これらを輸送

する機能を持つ (15，16)0 TTRの名称は、この生昭作用を表したものである。廿R

は jcとして肝臓で発現しており、肝臓以外では脳脈絡叢や網膜において発現し

ていることが明らかになっている (17，18)0 TrR 遺伝子はヒトでは 18骨子染色体

に (19)、マウスでは 4ifi:染色体にイHEし (20)、ゲノム上で4個のエクソンを含

む令長 7kbのセグメントを形成している (21噌 22)。ヒトとマウスの問の相向性は

cDNAレベルで 70%、アミノ鮫レベルでは 80%であり、異なる生物問において

も非常によく保イFされている (18，23，24)。

1983 {ドに Saraivaや Tawaraらの盆白化学的分析により、アミロイド沈着を起

こしている TTRは N...Iミ端から 301存日のパリン (Val)がメチオニン (Mel)に置

換した良型 TTR (hMe!30)であることが明らかになった (9，10)。さらに 1984

年に S品 llkiらによる cDNAクローニングの結来、 lアミノ殴置換に一致する塩

基 fû~換 (GTG->ATG) の存在がI Vi らかにな った (25 ， 26)。 この塩基i置換により忠

符遺伝子ではこの部伎が新たに N.cilとBilJIによる切開rr部位となり、この性質を

利mして発症liIJやIH'I:.llijの遺伝 F診断をおこなうことが可能になった (25)。 こ

れを契機に、 TTRi立伝 fの分析が広範聞にhわれ、 その紡* 1型 FAP忠者は全

員が少なくとも 1つの変異TTR.uI伝子を持っている ことが示され、変異遺伝子

のl'f-1Eが発品~I~の主たる ;fi1.ë.張図と結論された。 現住までに TTRでは 60磁督!の

変災が降s也、されており 、そのうちアミロイド沈希のj京国となる変異は 50棟類

(TableりイT-{Eするが、 MCl30によるものが症例の人ー多放を占めている。

‘当初から、何故 M巴130による変異が向頻度なのか興味が持たれていた。Mel30
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~ 5もによる FAP の症例が多い理由として、 CpG 変異ホットスポット説とポルト

ガlレ人創始者効巣説の 2説が考えられている。前者は、 CpGジヌクレオチドは

DNA メチル化目H~のターゲ γ ト配タIJであり、メチル化された 5 メチルシトシン

(5mC) ，立高頻度に Tに変換されるとする報告 (74，75. 76)を基に、 AJa29 Val30 

をコー lごする GCCQ.TGの逆鎖である CACuGCが高頻度に C→ T変換を起こし、

その結束・コーデイング銀閣IJの配列も変化し Val~Mel 変異を誘発しているとする

説、後者はブラジJレやスウェーデンの FAPがポルトガルに起源していることが

市文献により知られていることから、 16佐紀以降の大航海時代にポルトガルか

らこの変異泣伝子がIH界中に広ま ったとする通説である。 これらの説に関し

Yoshiokaらは、世界各地の FAPに関するハプロタイプを解析し、世界中の Met30

砲の FAPには複数の起ilJ;lがあることを示した (77)。

以 l二のように、 1980年代中頃に FAPの原因j宣伝子が明らかになり、その結来

FAPの DNA診断法が篠立され、FAPの確定診断はもとより出生前診断や発症前

診断も可能になった (25)。しかし、その発症に至るメカニズムは依然、不明であ

り、積身の制約を!下う JH臓移楠 (78，79)を|除くと適切な治療}i法や治療薬がな

いのが現状である。適切な治療法や治療薬開発のために、 FAPアミロイド形成

のプロセスを分fレベルで明らかにすることが強く望まれてきた。

そこでこれまでに発指メカニズムの分子レベルでの解明を日指して様身なア

プローチがなされてきた。その中で、顕著な研究成果をあげたものとして、MeL30

TIR遺伝 fを導入した疾忠モデル動物の作IL¥ (80.81)とMet30TIR蛋白貨の X

線構造解析 (82)があげられる。
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Table 1 Amyloidogenic transthyretin mutations 

Amino acid Predominant 

substitution Clinical feature Geographic kindreds Ref. 

CyslOArg N以lrop US (PA) (27) 
Leu 12Pro Leplomenin UK (28) 
Aspl8Glu Neurop South America (28) 
Aspl8Gly し巴ptomeningeal Hungary (29) 
Val20lle Neurop-CTS Germany， US (30，31) 
Pro24$Cl Neurop-CTS US (32) 
Va130Mel N巴l1rOp Japan. Portugal， Sweden， US (9.lO，ll， 12) 
Val30Ala N巴urop US 。3)
Val30Leu Neurop Japan (34) 
Val30Gly LeptomeningeaJ US (35) 
Phe3JlIe Neurop Israel (36) 
PhcJJLeu Neurop US (37) 
Phe33Val Neurop UK (28) 
Î・g34Thr Neurop LtaJy (38) 
Lys35Asn N巴urop Fraoce (39) 
Ala36Pro Neurop-CTS US (40) 
GI1142Gly Nel1rop Japan (41) 
Ala45Tbr Cardjo US (42) 
Ala45Asp Cardio US (43) 
Gly47Arg Neurop Japa日 (44) 
Gly47Ala Neurop ltaly. Germany (45，46) 
Gly47Val Neurop-CTS Sri Lanka (47) 
Thr49Ala NeuIop-CTS France. [laly (48) 
Ser50Arg Neurop Japan (49) 
Ser50ne Cardio Japan， FrenchlIlalian (50，51) 
Ser52Pro Ne山 op EngJand (48) 
Glu54Gly Neurop England (39.47) 
Leu55Pro NCl1rop US. Taiwan (52) 
Leu58His Neurop-CTS US (53) 
Leu58Arg Neurop-CTS Japan (54) 
Thr59Lys Cardio llaly (55) 
Thr60Ala Cardio US (56.57) 
Glu61しys Neurop Japan (58) 
Phe64Leu Nel1rop-CTS US， rlaly (38) 
lle68Leu Cardio Gennany (59) 
Tyr69His Vilreous US (60) 
Lys70Asn Neurop-CTS US (61) 
Val71 Ala NCl1rop France， Spain (62) 
Ser77Tyr Nel1rop US. France (63) 
lle84S巴r Nel1rop-CTS US.I-lungary (64) 
Ue84Asn Vitreous us (65) 
GI1189Gln Cardio ltaly (48) 
Ala97Gly Nel1rop Japan (66) 
lIel07Val Ncurop-CTS US (67) 
L巴ulllMcl Cardio D巴nmark (68) 
Scrl1211e NCl1rop Italy (69) 
Tyrl14Cys Nel1rop Japan σ0) 
Tyrl14His N巴urop-CTS Japan (71) 
Val1221le Cardio US (72) 
Va1122'" Neurop US (Ecuador) (73) 

Neurop; amytoid neuropalhy; Neurop四CTS:amyloid neuropalhy witn carpal lunnel syndrome; Cardlo: amyloid 
cardiomyopalhy; Vitreous: vitreous amylold; Leplomenin: leplomenlngeal; .， difflciant of DNA 



第二節 FAPの疾患モデル動物の作出

FAPは常染色体優ttのill"fi形式をとることから、マウス個体に FAPの病因と

なるヒト変異でfRj釘云子を導入し発現させることで、 F刈3の疾息モデルマウス

イ乍 I l\ の i可能性が 卜分あると考えられた。 そこで、 1987 年に Waka~ ugi らはヒト

McCiO TrR泣伝子 (hMeI30)をMetalJothionein1 (Mηプロモーターの支配下に置

いたトランスシ、4 ニックマウスを作/JJし (81)、これらのマウスにおいて生後 6

JJでIt.l:初のアミロイド沈おが小l協の血管墜に限局して生じ、 12月齢には心臓、

'i'¥'l縦、小j邸、皮膚のl臥行壁やその広f][)!Iの組織にア ξ ロイド沈着を生じることを

銀特した(83)。 しかし、このマウス(MT-hMeI30)では MTプロモーターのため、

遺伝子発現のパターンがヒト TIR遺伝子の場合と異なり、肝臓以外にも節減や

骨折う筋、 l場管などの広範な組織において導入遺伝子の発現がなされていた (8針。

そこで、 Yamamuraらはヒト T寸Rプロモーターを用いることで、導入遺伝子の

発現がヒトの場令と同線に!J]:I減や悩の脈絡波で行われるトランスジェニックマ

ウスの作tBを試みた。このトランスジェニックマウスの作出に用いられた導入

ill:伝子は、転写開始点の上流 0.6kbまでの領域を含む hMel30遺伝子 (0ふhMet30)

と、 r.ifil: 6.0kbまでを含む 1制 el30泣伝子 t6.0-hMet30)である (85，86)。

作目iされたマウスを解析した結果、O.6kbのヒ トTTR遺伝子プロモータをj羽い

た0.6-hMeI30マウスのj紅m'irR淡度2.1:t1.8mg/dl (mean土S.D.)に比べ6.0kbのプ

ロモータ-JI]いた 6.0-hMeI30マウスのIUL消TTR淡J支は 15.1:t2. 8 mg/dlと高かっ

たことと、マウスのプロモーデー領域に作従しているエンハンサー配9"IJに類似

した配列がヒ トTrRプロモータ-J:. 流4.5kbに鰍fbされている (87)ことから、

O.okbよりもヒ流のプロモーター領域にエンハンサーが存在することが示唆さ

れた。また、これらのマウスの病J史学的解析の結来、O.6-hMet30マウスと 6.0-

hMeL30マウスのいずれにおいてもア ξ ロイド沈着が生じることが篠認された

(85司 86)。すなわち、O.6-hMeI30マウスでは 18月齢に心臓や小腸に最初の沈治が

みられ、 6.0-hMeI30マウスでは O.6-hMeI30マウスよりも 6ヶ月早〈、 12FJ齢で
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心臓、作l減、ノトl断、 J支牌等の組織に最初の沈若がみられた。 しかし、いずれの

マウスにおいても未精神経へのアミロイド沈若はみられず、FAPは発症しなか

った (85‘86)。

このように、末梢神経系にはアミロイド沈活を生じなかったことから、 0.6-

hMel30 <'ウスと 6.0-hMe130マウスは厳格:な意味では FAPの疾患モデJレとはいえ

なL、。しかし、 1寸Rアミロイド沈着を 的vjvoで解析するための有用な系である

ということができる。
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第三節 Met30 TTRの構造解析

TI'RのN末端から 30番円の ValのMelへの lアミノ酸置換がアミロイド形成

に至るかどうかを規定してし必。実際、 l巨常 でTRと変異 ITRが等量存在してい

るへテロ接合体の患者においても、 j忠清するのは大部分が変異 ITRである (9)。

このことから、 FAPのアミロイド形成のプロセスを分子レベルで解析する上で、

is'&eなポイントの つはIE常取と変異型 HR分子の物理化学的性質の相違であ

る。しかし、火、ドの FAP，[l.者は変児 ITR泣伝子に対してヘテロであり、変異型

TTRのみを忠者血液から分離することは困難であった。

このような観点からおkakiらのグループは、正常m とMet30HRを大腸菌

をmいて大11に産生させる実験系を開発した (89)。この:t験系では、大腸菌の

シグナルペプチドに置き換えたヒト TTRcDNAをリポプロテインプロモーター

(/pp)の文配下で効本良く発現させ、大JRの M巴t30TTRを入手可能にした。この

M.ょ，で産生されたMet30ITRの電気的性質は患者 Mel30TIRと同線で、ηlyroXtne

結合能や RetinolBinding PrOlein侭BP)結合能も同様に持ち合わせていた。次に、

この産生された Mel30HR蛋白質を精製後に結晶化し、 Teπyらと協力して X線

結晶解析による構造解析を行なった (82)。

その結果、正常 HR では I~ 鎖 A上にある 10 番 Hのシステイン (Cys 10) 妓基

のjl!l)j員 (-SH)が高次構造の内側でP鎖 D 十の 57{昨日のグリシン (Gly57)の1H1)

鎖との距南I[が3.3A.z0.2Aで水素結合しているのに対して、 hM巴t30では Metの仮1)

鎖が V，~ のそれよりも i長いために高次情造に変化が生じ、 Cys 10 似1)鎖と Gly57 側

鎖問の距離が4.5A:l:O.4Aへ広がり、蛍(1分子内での水点結合が形成不能となる

ことがぷIIjZされた (Fig.1)。

これまでに、FAPのアミロイド蜜1'1には S-S結合が存在していることや、ァfR

には N末端から 10番1-1の Cys以外には Cysが存在しないことなどとあわせて、

Tcrryらはこのアミロイドーシスでは hMet30の Cysl0の側鎖がフリーになり 、

このことがアミロイド蛍円形成の引き金になるとの仮説を提唱した (82)。

10 



a b 

c d 

冶与すhnRJ??"1Y
ず女 子主
ζ;:》《ミ
。-strandD ~-strand A ~-strand D s-strand A 

Native TTR Met 30 TTR 

Fig. 1 Schematlc drawing 01 the subunit structure 01 TTR and the changing 
In Interactlon 01 Cys10 in the hMet30. 

(a) Antiparallel b st.ructure of t.ransthy陪 tin.Eighl b strands are arranged in two paraJlel planes. 
Closed circle indicates residue 10，30 and 57 
(b) (c) The main features of the Met.30廿 Rdifferen印刷Pill the near residue 30 
(d) Schematic drawing of lhe cbaoge io ioteractioll of Cys (0 in the Met.30アfR:
Lett， -SH group of Cys 1 0 interacted with NH grollp of residue 57 (NH57) by hydrogen bond 

formation (3.3 A :f: 0.2 A) in lhe native TTR: 
Right， The hydrogen bond breaking between Cysl0 and NH57 in r.he Met30 TTR 
The slrllclural effect of the Met10 s ~ bslitu li on causes the hydrogen bond of Cys 10 and NH57 to 
increase to 4.5 A士0.4A 



第四節本研究の課題

これまでに述べた知見をもとに、本研究はフリーになった反応性の Cysl0の

アミロイド形成における役割を、トランスジェニックマウスの手法ーによる invivo 

のアミロイド沈ポ系によって検討したものである。

前述したように、すでに Met30変異を持った TIR遺伝子を発現させたトラン

スジ L ニックマウスが山村らにより作出されており、変異 TIRのアミロイド沈

lfが確認、されている。

そこで、これまでに沈着の生じたマウスに関してその特質を車内貸し、日的の

トランスジェニックマウス作/.BII干の条件設定に関して検討を}JIIえた(第一章)。

次に、 CyslOのアミロイド形成への関ワーを検討するために、 10舎自のアミノ

般を Cysと分子機iさが類似しているセリン (Ser)(Fig.2)になるように人工変異

を}JfJえた Met30TIR遺伝子を作成した。この遺伝子と、正常ヒト TIR遺伝子及

びアミロイド原作を持つ Mel30lTR j引云 fーをそれぞれ導入したトランスジェニ

7クマウスを作IHし、これら 3系統rlIJのアミロイド沈着を比較することで、ァ

ミロイドi化活形成における Cys10 11111鎖の役押jについて検討をおこなった(第二

判 。
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章第

ヒトMet30TTR遺伝子導入マウスについて
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第一節 導入遺伝子発現部位とアミロイド沈婚について

+研究第一;併においてmいるためのトランスジェニ yクマウスを新たに作出

するlゅの条1'1・設定について検討することを目的に、これまでにアミロイド沈着

を生じた実績があり、廿Rプロモーター領域0.6kbを持つ0.6-hMet30マウス (85)

と汀寸Rプロモータ ー領域約 6kbを持つ 6.0-hMeI30マウス (86)の2種類のトラ

ンスジェニ γ クマウスの導入泣伝子発現郎位、アミロ イドの沈着音11位、沈着i待

問、沈，，"tの粍ocに|渇して検討した。

まず、導入遺伝子発現古Ilfv:について検討した。既に報告 (85，86) されている

ように、 0.6-hMeI30マウスと 6.0-hMe130マウスのいずれにおいても、肝臓にお

ける導入遺伝子発現がなされていた。しかし免疫組織化学法による追試の結果、

脳脈絡叢における導入 hMet30遺伝子発現は0.6-hMet30マウスにはみられなかっ

たが、6.0・hMel30マウスでは脳脈絡業において遺伝子発現が行われていることが

ぷされた (Fig.3)。すなわち、抗ヒト TIR抗体を用いた免疫組織化学染色により、

脳脈絡i震においてJI;トランスジェニ ァクマウス (Fig.3A)や 0.6-hMet30マウス

(Fig.38)では抗ヒト γrR抗体に反応しなかったが、 6.0-hMet30マウスでは反応

がみられた (Fig.3C)。このことから、上流域 6kb程度を含むヒト TIRプロモー

ター領践を導入遺伝子に使用することで、ヒトの場合と問機に肝臓とJjお!脈絡叢

における遺伝 f発現を得ることが可能であることが判明した。更に、血清 hMet30

1創立をあらためて調べたところ、 0.6h-M巴t30マウスが 2.l:t 1. 8 mg/dl (n= 12)、

6.0-hMeI30マウスが 15.1:t2.8mg/dl (n=13)と、約6kbのプロモーターを使用した

場合の)jが 0.6kbの場作と比べてlfli淡度であった。

次に、 15月日i令の 6.0-hMet30マウスを用いてアミロイド沈着部位とその時期お

よび純度について19t討を加えた。 トランスジェニ yクマウスのアミ ロイド沈着

の同定は、 ApoAllのアミロイドitll"iを除外するけ的で KMnO.による前処理の

後コンゴーレ γ ド染色を行う Wrighl法(90)による染色の後、偏光下で緑色の複屈

折を訂1:認することで行った。
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Fig.4に、特臓の解析結果を示す。コンゴーレッド染色により燈赤色に染色さ

れた部位は偏光下で緑色の複1lfl折を示しており 、アミロイド沈着が生じている

引がrt}確認された (Fig.4a， b)oそして、沈済しているアミロイドがhMet30由来

であるかどうかについて免疫組織化学法により解析した。これまでに、コンゴ

ーレッド染色陽性であった令ての組織において、ヒト 1TRとのみ反応しマウス

γrRとは交叉しない抗ヒト 1TR抗体が反応したことから、 i広務アミロイドはヒ

トルlCl30TrR (hMetJO) dl米であることが既に示されており (83)、再検討によ

っても同級の結果が示された (Pig.4c) 。 さらに他の蛍内~のアミロイド沈着へ

の闘うを倹討するために、tJtマウス SAP(Serurn Amyloid P componel1l)抗体、抗

マウス SAA抗体による検討がおこなわれているが、抗マウス SAP抗体のみ反lち

すると報(与されており (83)、これも再倹討による結果も同線であった (Fig.4d)。

以上の結果を、これまでに報告されているデーターとともに Table2に示す。

アミロイド沈着の主主主・な組織分布は、消化管、腎臓、心臓と甲状腺であり、 i土

Aiの純度に性法はみられなかった。また、いずれのマウスにおいても末崎神経

へのi:tZi'はみられなかった。Table2にみられるように、6.0-hMet30マウスでは

O.6-hMet30 "<ウスに比べて広範凶なアミロイド沈着がみられ、全ての 21rJ齢の

6. 0-hMet30 マウスにおいてアミロイ門左右が{i'{~:æ，された。 しかし O.6-hMet30 マ

ウスでは、 24 月齢においても 3匹中 l匹は沈着を生じていなかった。また、

6.0-hMet30マウスでは心臓とIfJl官:系には不均←なアミロイド沈着が見られ、心臓

では心内IJ英と心筋表!円から心筋深層へとi忠清領域が拡大していた。それに対し

て、 O.6-hMet30マウスでは、心内膜下回にのみ限局して沈蔚が見られた (Table2)。

このように O.6-hMct30マウスに比べて 6.0-hMetJO"<ウスにおいて沈おが広範囲

であったという*'，'[呆は、前lI，'fhMet30がO.6-hMet30マウスの 2.1:t1.8 mg/dlに比べ

て 6.0-hMet30マウスでは 15.1土2.8mg/dlと高波皮であったことに関連すると考

えられる。このこと から、 トランスジェニックマウス作ILJに際しては、hMet30

が耐制支であった 6.0-hMetJOマウスと IfiJじ廿Rのプロモーター領域を用いるこ

とがqiましいと結論した。
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a c 

Fig.3 Immunohistochemical staining of human TTR in choroid 

plexus. 

(a) con汀01mouse (x 100); (b) 0.6-hMe130-62 lransgenic mouse (xl 00); (c)6.0-hMeI30・15
tn1nsgenic mouse (xω0). The epilheli刻 印Ilsof lhe choroid plexus are immunoreactive 
only in Ihe 6.0-hM巴130mice. 

a b 

c d 

Fig.4 Histochemical and immunohistochemical analysis of the 

renal glomeruli i n 6.0・hMet30mouse line. 

Congo-red-posilive deposilS are presem in the glomeruli of k.idney (a) of 6.0・hMet30
mice al 15 months of age. 10 Ib巴草ameones. these sections出 es巴巴nemilting emerald-
green birefring巴ncein polarized lighl (b). Amyloid deposilS in Ihe glomeruli show 
posilive reaclions for anli-hum叩 TTRantibody (c)四 danti-mouse SAP anubody (d) by 
imll1unohistochemical analysis 
a，b，xI00;c.d，x200 



Table 2 Tissue distribution 01 Amyloid deposits in transgenic mice 
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第二節考察

第-1，そでは、第一.主主の実験系で使JiJするトランスジェニックマウス作出時の

条件設定を検討することを主rJ的として、これまでにアミロイド沈着を生じた

尖紛のある 6.0-hMet30マウスと 0.6-hMet30マウスの 2極類のトランスジ 4 ニッ

クマウスについて検討を加えた。

まず、 JIJいるプロモーターによ って導入治伝子発現分布がどのようになるか

について追試をおこなった。免疫組織化学法により JJ品における導入i宣伝子発現

を検討したところ、 0.6kbのヒト Tロミ プロモーターを用いた 0.(rhMeI30マウス

ではIJ尚脈絡殺での遺伝r-発現が見られず肝臓でのみ導入遺伝子が発現していた

のに付して、約 6kbのヒト ITRプロモ ターをmいた 6.0-hMet30マウスではj悩

脈絡設と肝臓のいずれにおいても導入遺伝子発現がみられた (Fig.3)。この結果

は、ヒトの場合と同線に脳脈絡殺と肝臓で導入遺伝子を発現するトランスジェ

ニツクマウス11:iJ¥には、ヒト TIRプロモーター領域約 6kb支配 Fで導入遺伝子

を発現させる必要があることを示している。

次に、各系統ごとに血消 hMel30濃度アミロイド沈着の時期と沈着の程度およ

びi忠治組織分布について検討した。lfiliifhMel30淡皮は 0.6h-MeI30マウスが

2.1土1.8mg/dlであったのにに対し、 6.0-hMct30マウスでは 15.1土2.8m旦jdlと

6.0-hMeI30マウスの)Jカマぬかった。そしてIfrl情 hMet30濃度の高い 6.0-凶 1et30マ

ウスでIJ.0.6-hMeI30マウスよりも早期jに広範聞なアミロイド沈恭を生じていた

(Table 2)0 IflL消 hM巴t30淡皮は 0.6h-Met30マウスの 2.1:t1.8 mg/dlに対し、 6.0-

hMe130マウスでは 15.1士2.8mg!dlと高かったことから、 hMel30の血清レベルが

アミロイド沈着の科J文と関連することが示峻された。

ところで、これまでに総認された 10人椛度の hMet30遺伝チのホモ接合体例

(91，92， 93， 94)では、ヘテロ接合体忠t;.トの約 21古のl血清 hMet30濃度カliili認され

ているにもかかわらず、 FAP発淀H年期やアミロイド沈着の程度にZEは見られて

いない (95)。また、マウスの'夫験系においても、マウス 1TR泣伝子を破壊した
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マウスをmいてマウス内作性の TTR逃伝下の影響を排除 した Met30-TTR遺伝子

導入マウスとマウス内.{Ettの廿 Rを有する 6.0-hMel30マウスにおいて、アミロ

イドi忠清のIJfJ始時期と校皮に授はみられていない (88)。この結果は、アミロ

イドì:t~"fは J(Ji ití' hMet30のある 一定波皮まで比例関係にあるが、それ以上の濃度

ではアミロイド沈屈は加速されないことを示唆している。

従って、作11'，するトランスジェニックマウスの血清中の導入泣伝チi宝物

(hMet30)がお濃度であることがモデル動物としては好 ましく、しかも怪力lIfi

消 ア同 濃度の~H以した系統で比較するのがi[~であると結論できる。 また血清

TTR 波度は、最低でも 0ふhMet30マウスにみられた 2.1:t1.8mg/d1よりも高濃度

の系統を選択すべきであると結論した。

前述のようにがJ6 kbのヒト TTRプロモーターを用いた 6.0-hMet30マウスでは

肝臓とlJi~脈絡叢のいずれにおいても導入泣伝下発現がみられると共に (Fig.3) 、

l(1l消q1の hMel30汲度も 0.6-hMet30マウスより高かった。従って、 U1l清中のヒ ト

Met30TTR濃度が高L、トランスジェニックマウス作市には、 6.0-hMet30マウス同

級のヒト TTRプロモーター領域支配 Fで hMet30遺伝子発現させる導入遺伝寸こ

を111いることが必要と結論した。
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第二章

アミロイド沈着に及ぼす CyslO側鎖の影響について
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第一節 トランスジェニックマウス作出

導入遺伝子の梅築

第てすFでは、Met301TRのN末端から 10欝同のシステイン残基 (Cys10)とア

ミロイドi11¥jとの関連を、 トランスジェニ 7クマウスを作出し検討した結果を

報侍する。すなわち第一章でf号た、これまでにアミロイド沈着の実績のある系

統の トランスジェニ γクマウスの結果を参考に新たなトランスジーエニ ックマウ

スの作十L¥をおこない、Mel30lTRの CyslOとアミロイドi:t活との関連についてf会

討しfニ。

まず、ヒト Mel30TIR (hMet30)のアミロイド原性確認のために 凶i[e130遺伝

Fを導入したマウスと正常ヒト lTR(hTIR)遺伝子を導入したマウスを作出し、

アミロイド沈着について検討した。次に、 CyslOのアミロイド沈若への関連を検

討するために、Met30lTRの中の Cy引 Oを別のアミノ酸に置換した遺伝子を用い

たトランスジェニ ァクマウスを作出し実験に供した。その際、アミノ酸置換に

よる TIR 褒 (I 'l'lの分子十I~造の変化を故小限にするために 、 人工変異には Cys と

分子機逃が類似しているが化学的性質が異な J)、恨1)鎖の反応性が低いセリン

(Ser)を選択した。CysとSerの分子情造の逃いはわずかであり 、Cysでは側鎖

が-SHJ!であるのに対して SerではーOHJ主である (Fig.2)。

以 |ーをまとめると 、導入泣伝-[.(立アミロイドl束性のある hMel30TIR泣伝子、

アミロイド]jj( 1il=.の低い l巨 1'~. h ~rm 泣伝子、 及び検討対象となる hMel301寸R .iÏÌ伝

子の CyslOをSerlOへと 、人I変i鳴を加えた SerlOM巴t30TIR遺伝子であり、合

言l'3純資1のcDNAをJIJいた (Fig.7)。これら 3純類の cDNAは、大l助I笛において

発現させるために作成されたベクター (89)から切り 出して使JHした。しかし、

いずれの cDNAも大腸l椅の発現系でJi)いるために、シグナルペプチド領域が大

Jj品 I~iの配タ1) に i泣 き換えられていた。 そこで、 この大腸菌シグナルペプチド配~I)

をヒ トlTRのシグナルペプチド配列に紺。換えた後、上復基配71Jの{確認をおこない、

ベクターの構築に月jいることにした。次に、cDNA発現ベクターである pLG-I(96， 
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97)から BamHIとXho，lにてウサギFグロビンのゲノム遺伝子を利用した cDNA

，UJi川領域を切りはiした。ウサギ11-グロピン遺伝子による cDNA発現配列の手IJ

mは、 pグロピン遺伝子イントロンにはエンハンサ一線領域がイントロン B/第

3エクソン接令部に存在していること、エクソン イントロン構造を持つことに

よるスプライシングの存住が細胞質での mRNAの安定性に寄うすること、など

の知凡からとヰ人遺伝-f'i]にイントロンを存イEさせることによ って導入遺伝子を

効不良〈発JJ!.させることを JJ1'1むとしている (98，99)。この cDNA発現ベクターに

は、ウサギ〆グロビン泣伝子の第 2エクソン内の BamHI部位から下流のゲノム

泣伝子が含まれている。この第 3エクソンの EcoRI節位に TrRcDNAを挿入し、

これをヒ卜 'TTRプロモーター下流に連結し、プラスミドベクター (pBR322)に

クローニングした。その後、 Kpnlと SaclTにてプラスミド配列を除き、 DNA注

入111遺伝 f憎築を完 fした (Fig，5)。

今!日|の実験で月lし、たヒト TrRプロモーター領域は、 5・側を及:oRT、3'側を

BamHIにて切断しア7ザロースゲル泳動により 6，7kbのハンド(ー7201~-503) と

0，5 kb の川ンド (-503 ~ーりを同収した後に、両者を結合して月1いた (Fig.6)。 こ

れらの{栄作は、 Nagaraらの報告した 6.0-hMeI30トランスジェニ ックマウス作成

H寺(86)と|百j織に行い、全く同じヒト TrRプロモーター領域のクローンの 5'1ft1J

をEcoRIによ って切断してJTiv、た。

TTR足iμ;fのプロモーター領域はヒトでは-24ι-30に TATAボァクス株配列

が、 -95-ー102にCAAT;j{.)'クス様配列が存在し、 -50-ー190はヒ卜とマウスの問

で尚j交に (93%)保イf必されている。この領域には、肝細胞での発現の特異性を持

つ HNF・1，CfEBP， HNF-3， HNF-414-;の結令領域が行:イEしている。さらにマウスで

はー1.85-ー1.96kb領域に肝細胞特異的エンハンサーが存従しており、類似の配列

がヒトの-3.55--3.66 kb領域に存在している (87)(Fig. 6)。吏に、第一軍で示し

たように約 6.0kbのプロモーターをlFlいることで、ヒトと|口l綴に)]必l脈絡J'f4'と肝臓

において導入泣伝子発現が凡られた。今回実験に用いた 7.2kbヒト TTRプロモ

ーターはこれらの領域を合んでおり 、ヒト同級の巡1云チ発現が期待される。
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以上のように、導入ji't伝子は 7.2kbのヒト TTRプロモーター領域にウサギ/1-

グロビン遺伝子を干IJJijした cDNA発現配ダIJを連結し、前述の 3種のヒト TIR

cDNAを組み込むことにより作J>X:した。

まとめると、マウスに導入するヒト TTRj立伝子はそれぞれ、

( 1 ) ヒト央~)\~ .π Rである Cys1 0， Mer30をコードするもの(7.2-hMel30マウス)、

(2) ヒト正常 TTRである Cys1 O. Val30をコードするもの (7.2-hTTRマウスj

(3) 10得1-1の Cysを分r併iEの類似している Serに置き換えた人工変異導入異型

ヒト民生[TTRcDNAであるおrlO，Mel30をコードするもの (7.2-hSerMelマウス)、

の、合計 J.fifiìJ3~である 。
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注入用 DNAの調製

次に、受精卵に導入泣伝子を導入するために注入Jl-JONAの調製をおこなった。

まず、導入遺伝子はプラスミドに併築後 Kpnlと S11clIにより切断し、プラスミ

ド配列を除き、 0.7% アガロースゲルにて泳動し日(Jりのバンド (8947bp)を切り

HJ，した後、 Gene Clean 11 Iくil(BioIOI; CA， USA)により精製した (Fig.S)。プラス

ミド配列の除去は、 i事人遺伝子発現の(11;fを/¥ljぐ目的でおこなった (100)。精製

したn入)TJDNAは200copies/pl相当の 2.0l' g/ml濃度に調製した今

受精卵への遺伝子導入と卵管移植

旅人斤]ONAを桁製した後、受精卵へのマイクロインジェクションをおこなっ

た。 トランスジェニ ックマウス作製にはアミロイド沈着への泣伝的背景の影響

を排除する口的で、 FAPモデルマウスでのアミロイド沈着の実綴のある近交系

の、 CS7BL/6Jマウスを選択した。

まず注入月JDNAを、受精卵あたり約 200コピーの泣伝子をマイクロインジェ

クションした。1f重鎮の注入 DNA ベクターについて 2oo~4oo 個の受精卵に遺伝

子導入をおこない、その後 CO，インキュベーター内で一晩培養した。i立伝子注

入の翌日、偽妊娠させたメスマウス卵管に、 I /~あたり 30 個ずつl任を移植した。

移植 18-19日後、内然分娩によってH.を得た。出生した仔は、 7.2-hMet30が 36

ls:、 7.2-hTTR7うす32匹、 7.2-hSerMet7う守 74/!fであった。

導入遺伝子の同定

生後 4週紛に達したマウスを個体識別の後、そのJ1i，を 1-1.5 crn切断しゲノム

DNAを州|山した。導入したiii:伝子l止、サザンハイブリダイゼーションにより検

定した。ゲノムi町三千は SCiJlまたは ScaJ，M1uIによ る切断後 (Fig.7a)、0.7% ア

ガロースゲルを月]いた泳lJi))後、アルカリ変性をおこない HybondN" positively 

char島氏1nylon rnembraneにトランスフ 7ーした。プレハイブリダイゼーションの

後、l2pでラベルした標識 DNAでハイブリダイゼーションし、その後フィルタ

ーを洗均した。フィルターのシグナルは、ノfイオイメージアナライザ-Bas2000 
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(Fujix; Tokyo. Japan)にて解析 した (Fig.7b)。その結果、それぞれ 14匹、 15匹、

91JCがヒ ト1寸R巡(i7fを持つ トランスジェニ yクマウスであった。サザンハイ

ブリダイゼーションの私一栄から般まにして、名々 10から 25コピー程度の遺伝子導

入が線認された (Table3)。

さらに、個体識別時に耳朱より回収した組織から DNAをhll/出し、 PCRによる

導入.i.l'l伝 Fの同定もおこなった (101)。サザンプロ ット解析の検定結果とマウス

耳染から4111Wしたゲノム DNAの PCRによる検定結来が一致したので、以後の

ヒト 1TRill伝子の検定は PCR法によ っておこな った (Fig.7b， c)。

次に、導入j立伝子が同定されたマウスの眼禽からl血液を採取し SDS-PAGEの

後、ウエスタンプロ ァト法により l血液111の導入法伝チ産物の検定をおこな った

(Fig. 8a)。 トランスジェニ yクマウスのうち、ウエスタンプロ yト法で血液中に

導入j遺伝子産物を確認したのは、それぞれ 10匹 (7.2-hMet30)、4匹 (7.2-hTTR)、

6 I~ (7.2-hSerMet)であった。

28 



古田-

第二節 トランス ジェニッ クマウスの選択

マウスの SPF化および飼育条件

トランスジェニックマウスの lfiL液中の導入遺伝子産物をウエスタンプロット

法により f，'{ljil{!，した後、マウス飼育室の全マウスがマウスJll炎ウイルス (Mouse

hepatitis virus)によ って汚染されていることが判明した。そこで、体外受精によ

りSPF化 (specificpathogcn frce :特定病原体除去)作業をおこなうことにした。

1!;: られたマウスの巾から、導入ヒト TIR 蛋 1~1 't'1の血清濃度が高い順に l 樋類の

導入逃伝子あたり 2なU‘し 3系統を SPF化した。イイド外受精により得られたマウ

スは 8十 JJf，抑制服し、その聞に実験動物中央研究所微生物モニタリングセンタ

- (Kawasaki， Japan)に依頼して lケージ最低 II2!:の凶Li占を倹食するとともにマ

ウスを解剖し肝臓の病変の有無について給公した。検査依頼した特定病原体は

Sendai v町us(HVJ)， Mouse hepatitis vims， Ectromelia virus (Mouse pox)， Mouse 

adenovirus， 11そycopJnsma puJmonis， Tyzzer's organism. SalmoneJJa ryphimurium， 

Corynebaclerium kursch巴げである。

その結-*、実験動物rlJ央研究所に検資を依頼した体外受精後の全てのマウス

が SPFであることが確認された。また、採血時に屠殺したマウスの内臓に肉眼

的な異常はみられず、検査した全てのマウスが SPFであることが確認された。

山村らは SPF条件下ではアミロイド沈請を坐じないと指摘しているので、順次

cOllvcntional な条件 Fに移し実験にJl.Jし、た。なお飼育条件を 定にするために

以後の実験に月lいたマウスは全て 8)=J齢に返する まで SPF原一境下で飼育された

後、 conventionalな条nf" ~こ移し飼育された。

実験には、7.2-hMcI30マウスでは lineCMS. CM29， CM34、7.2・hTTRマウスは

lincCV5， CVI5、7.2-hSerMelマウスは lineSM8， SM25， SM46の各系統を汀jいたG
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血清 h丁了R濃度

次に、実験にJIJいた系統のマウスのl血'1-'hITR i，l!tJ交を決定した。I(ILi古は、ウエ

スタンプロ 7ト後、間f象解析ソフトの NIHImage 1.6.I(Wayne Rぉband，National 

lnslilul同 01'Health. USA)をfIJいて光子:(F，Jに導入ig伝子rJl来のili:内質のバンドの積

分仙ーを求めることによりttlHした。VeclaslainAsCキットをfjJいたウエスタンプ

ロット法ではパックグラウンドがおかったので、実験に用いたマウスのl血清

hアTR7，制度iJlljJEやこれ以後の解析には ECLW~l巴m bloning syslem (んnersham;

Buckioghnmshir巴， UK)を1Il¥-、た(Fig.8b)。

その結果、実験にJ日いたマウスの血泊中ヒト 廿R蛋白質波度は、 lioe CM5， 

CM29. CM34では 4.8土2.2mg/dl (口=8)、5.72:2.4mg/dl (n=4)、5.5:t2.7mg/dl (n=5)、

line CV5， CV 15では 3.8:t 1. 1 mg/dl (n=5)、5.3:f:2.7mg/dl (n=9)、lineSM8， S叩 5，

SM46でそれぞれ、4.5土0.8mg/dl (mean:tS.D・.11=6)、7.8:f:2.0mg/dl (0=13)、5.5:f:3.2

mg/dl (0= 12)であった (Tablc3) このように、今岡の実験に月]いたマウスの血清

'1'のヒト π'Rffi i1 '({は 3.8:t1.1mgfdlから 7.8:t2.0mg/dlの聞である。第一章にお

いて検討した血清変異 ITR波度が 2.1:t1.8mgfd1の 0.6-hMeI30マウスと

15.1:t2.8 mg/dlの 6.0-hMeI30マウスのアミロイド沈着出現時期頻度 ・組織分布

には迷いがよよられたことから、 2mg/d1から 15mgfd1の問では濃度依存性にアミ

ロイド沈おの間支に差がみられる。つまり 、各ライン関のl血清 hTIR濃度に有意

な涯がないことが、アミロイド沈省比較の前提となる。そこで、各ライン間の

ulli古川寸R濃度を FisherのiE<<(ll確率検定法 (Fisher'sexact probabi1ity tesl)にて比

政したところ、名ラインIflJのJoli，'i'hγrR 濃度に有意な差はみられなかった。

さらに、 RT-PCRによる検討の結果、 I，，'Jじプロモーター領域をもちいた 6.0-

hMel30マウス問機に、導入遺伝、[-発現はIl日と lJFI臓において認められた (Fig.8c， 

Tab1c 3)。
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Fig.8 Western blot and RT-PCR analysis of transgenic mice. 
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(c) RT-PCR anaJysis of line CM29 of7.2-hMeI30 transgenie mice. 
lane 1. negative controi; iane 2. iung; lane 3， spleen; lane 4， kidney; lane 5， hraiu: lane 6， liver. 
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第三節 組織病理学的解析

実験にJrJいたマウスは SPF化修正Eの後、生後 8ヶ月日に convemionalな条件下

に移しか;Jffを縦続した。各系統ごとのアミロイド沈着のイミー慨について、生後 9、

16、24ヶJ1に倹討した。1日し、 7.2-hMetJOマウスの 24刀齢群のみは、 24月齢

に到達するIiíT に状態の:ll.H~するマウスがあり、体調のJ思化したものはすみやか

にが~J'Ij!.学的な検討に供したため、 2 1 PU紛から24J'] i始の111]のデーターを積算した。

また、7.2-hTIRマウスの CVIS系統は 4匹を 30刀齢で、 7.2-hSerMetマウスの

SM25系統は 1pt;を 27)J紛において、それぞれ険討を加えた。

アミロイド沈蒜の同定には、 KMnO，による前処理の後コンゴーレッド染色を

行う Wrighi11.ミ(90)による染色と、偏)I;Fで緑色の綾屈折を確認することで行っ

た。この Wright1去による染色では、 2次性のアミロイド沈着は染色されない。

熊本大学医学部附属mí~発生医学研究施設と J十 1:. 実験動物の conventional な粂

f'I:ドで飼育したマウスの 24月齢鮮において、 7.2司hMet30マウスの 3系統会てに

アミロイド沈省がi認められた (Fig.9)0 7.2-hMet30マウスのアミロイド沈着の出

現頻度は、 lineCMSとlineCM29で各々7匹仁1"2匹 (29%)、lineCM34で5匹中 2

U~ (40 %)であった (Table4)。また、これらのj化石アミロイドは免疫組織化学染

色によりヒト アfR抗体との交叉が体認されたことから、ヒト TIR由米であるこ

とが隙認された (fig.IO)。アミロイド沈着の生じた7 ウスは、 lineCM5では 22

月給と 24n齢、 lineCM2では 23Jl齢と 24月齢、 line CM34では 21)J齢と 22

刀紛であった (Table5)。アミロイド沈右組織分布は、 lineCMSでは心臓、甲状

l除、 11"!'1I蔵、行IIt在、 11削減、円七郎、小j揚であり、このうち甲状腺 (Fig.9a， b)、l汗

l段、小lμでは問i'tにかなりの沈着が見られた (Tablc5}0 line CM29では心臓、甲

状l娘、1Ir1減、¥"'fl臓、 FJ上高1I、大IJ品、小jμに沈111が見られ(Table5)、小腸 (Fig.9c，d)、

大l助 (Fig.ge . f) ìt..;~ は村iJ以下組織に観察された。 腎臓には全ての沈着したマウス

に共通してアミロイドがみられた (Fig.10a， b， Tablc 5)。

ー)J、正常ヒト T寸Rを発現している 7.2-hTIRマウスと 、7.2-hMet30-::rウスの

34 



、--ーー←

同腹H-の，Jloトランスジ‘エニツクマウス (Iiuermate: LM)では、アミロイド沈おが

全くみられなかった。さらに、 4匹の 7.2-hTTRマウスを生後 30月齢で検討した

が、アミロイド沈おは全く生じていなかった(Table4)。これまでに変異 TIRと正

常竹R を導入したトランスジェニックマウスの比較はおこなわれていなかった。

しかし、今同この実験によ ってはじめて Met30-汀R導入トランスジェニックマ

ウスにおけるアミロイド沈治の版凶は、ヒトの場合と同様に笈呉 τTR(hMet30) 

の存在であるとはじめて~iEIj).j された

ところで今問実験にJIJ1，'たマウスl止、全て 8ヶ刀間 SPFにて飼育された後、

convemionalな条例:fの熊本大学医学部附属遺伝発生医学研究施設と井上実験動

物の双万で飼育し、アミロイド沈潜が線認された。これまで、全期間 SPF環境

下で剣1'i'したマウスにアミロイド沈者は生じない、つまり SPF環境はアミロイ

ド沈おを抑制するらしいとの指摘がなされている。実際、この実験系において

も24刀齢までの全期間 SPF環境下にて飼育・した7.2-hMeI30マウスではアミロイ

ド沈おを生じなかった (Table4)" しかし、 SPF環境 1'"での飼育期間とアミロイ

ド沈着との|刻述は19Jfi{t(ではない。今回の実験では、これまでとは異なり 8ヶ月

間 SPFにてfioJTl'した後 conventionalなt設境に移している。そこで 8ヶ月間 SPF

にて飼育した影響を検討するために、 14ヶJHlJSPFで飼育した後に conventional 

な環境に移した 7.2-hMeI30"7ウス (lineCM5)のアミロイド沈着について実験を

おこなった。その結巣、 14ヶ月間 SPFで飼育した後に convenlionalな環境に移

した 24JJ齢マウスの 12[JCrl" 1 [!~ (8.3 "k)にアミロイド沈着が生じていた(Table

4)。つまり、 SPF5;k境下での飼育期間が8、14、24ヶ}-jと長期になるのに伴い、

24}j I紛の 7.2-hM巴130マウスにおけるアミロイド沈若出現J原皮は 29%、8%、0%

と低くなる傾向がみられた。このように convenlionalな環境における飼育期間が、

アミロイド沈ポと街接に関係していることが示された。

次に、 TTRにおける CyslOのイFイ1:がアミロイド沈着発症にどのように関与し

ているかIj).Jらかにするために、 Mel30TTRの 10需闘の CysをSerに人ゴ:的にi童

換えた 7.2-hSerMelマウスについて検討を加えた。その結染、 7.2-hSerMelマウ
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ス3系統q-'1系統(IincSM25)において 24)'J齢併 25匹，+， I匹 (4%)に沈后が

見られた。この沈着アミロイドは免疫組織化学染色によりヒト TTRであること

が確認された。 このマウスのアミロイド沈活組織分布は肝臓、行}臓であり、腎

臓への沈おは 7.2-hMet30マウスと同程度であったが、その他の組織には沈着は

みられなかった。

今回の実験に月]し、た科系統I聞のマウス血清ヒト TI'R濃度には、統計学的に有

]J;、な去がみられなかったので、アミロイド沈着の追いにI血清ヒト TI'R濃度は影

符しないと考え られる。そこで CyslOのアミロイドiiA'iへの関与について、

7.2-hSerM巴Iマウス 3系統と 7.2-hMel30マウスの 3系統の間のアミロイド沈若出

現頻度を Fisherの正確確準検定法により比較することにより検討した。その結

果、 7.2-hSerMclマウスと 7.2-hMet30マウスのアミロイド沈着出現頻度の聞には、

危険率 0.5%以下で有意な差 (Pく0.005)がみられた (Table4)。この結果から、

Met30TI'Rにおける CyslOの存伝はアミロイド沈渚に必須ではないが、それを促

進させる役割があると結論した。
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Flg. 9 Histochemical analysis of 7.2・hMet30transgenic mice. 
Congo-red-positive deposits are preseni in Ihe interstitillm of thyroid gland of line CM5 (a). 
in lhe slIbmllcosallayers of smail intestInc (c) and large llltestine (e) of line CM29 
I n the same ones、tllesesectlons are seen emittIl1g emerald-green birefringence in polarized 
light (b， d andηa-d， xlOO 
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a b 

c d 

Flg. 10 Immunohistochemical analysls of kidney in 7.2・hMet30transgenic mice. 
Congo-red-positive deposits are presenl in lhe glomeruli of kidney (a) of 7.2-hル1et30mice 
In the same ones， these sections are seen emilti~o g emera.ld-green birefringe口cein polarized 
ligbl (b). Amyloid deposils in t:he glomeruli show positive reactions for amトhuman1寸R
anlibody (c) and anli-mouse SAP aotibody (data not sbown) by immunohistochemical analysis. 
Amyloid cleposits are absent in the control mice by HE stain(cI). 
a， b，d， x.l∞; c， x2∞ 
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第 四 節 考 察

正常 hTTRとhM巴130の X線結晶解析による高次情造の特徴的な差異は、正常

lliでは/H氏A t.にある 10帯rlのシステイン (Cys10)残基の側鎖 (-SH)が、 3.3

A:!:.O.2AのlI!i南Itで 57番目のグリシン (G1y57)の側鎖と水素結合しているのに対

し、 hMel30では Cys101l1il鎖と GlyS7聞の距離が 4.SA:!:.O.4Aへと広がり、蛋自

分子内での水J号車fi合が形成不能となること (82)である (Fig.1)。その結果、

Cys10の側鎖である-SHtl~が、廿R 防次構造の外側にフリーな状態で存在してい

る可能性が尚いことが示されている。

これまでに、 Mel30)盟 FAP忽者の沈着アミロイドの主成分は変典型 廿Rであ

るhMet30であること (9)、hMet30EI]米のアミロイド蛋白内には S-S結合が存イモ

していること (102，103)や、 陥~el30 は m νítro でアミロイド様線維を形成する

こと(ゆ4)、TTRには N 末端から 10喜子日の Cys以外には Cysが存在しないこと

(19)、TTR四IiH本には Cys10が4悶存在するが、いずれの Cy戸s1ωOも立体構j造主の外

f似仰側!I削1)に存在する(何82勾)なとどeの知知l見がf明列らカか為になつている。こjれLらのことから、 Cy戸s1ω O 

の-SH1倒側n則1雌鉱鎖iの干有T

を介したジスルフイド手結i7古'守I合により四十号註イ休本がアグリゲ一トしやす〈なる、また、

πR高次十位進|村部の水素材i令からフリーになった反応性に寓む-SH制1)鎖が生体

内でがJらかの反応をきたしてアミロイド形成を促進する可能性なとが考えられ

た (82)。

そこで、本研究では CyslOのアミロイド形成への関与を検討するために、 TTR

の N ぷ端から 10啓11の Cysが Scrになるように人工変異を導入した Ser10，

Met30のヒト TTR(hS巴:rMet)を発現するマウス(7.2・hSerMetマウス)、 CyslO， 

M巴130の忠者引ヒト TTR(hMet30)を発現するマウス (7.2-hMeI30マウス)、 Cys10.

Val30の正常ヒト TTR(hTTR)を発現するマウス σ2-hITRマウス)の 3種類の

トランスジェニックマウスを新たに作成し、それらのアミロイドii蔚能につい

て解析し比l絞した。
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作IJ¥されたいずれの系統のマウスもヒト 了fRプロモーター領域 7.2kbをf目い

ることで、ヒトの場合と同級に、脳 と肝臓で導入j遺伝子を発現していた (Fig.8c， 

Tablc 3)。また、 ullirrh1TR i~足度は第一章の実験でアミロイド沈清を生じていた

6.0ーhMet30マウスの 1/2から 1/3程度で、 O.6-hM巳l30マウスのl似iJfi農伎である

2. 1:t:1.8 l11g/dlよりも高波度であり (Table3)、アミロイド沈若をttじさせるに十

分な波皮であることを俗認した。

ところで、これまでに IE'!日'TTRと Me130TTRを発現させたトランスジェニッ

クマウス附でのアミロイド沈清については検討されていない。 ヒトとマウスの

TTRでは、 18筒所のアミノ般に迷いが存イEしている。このことと、 πRのアミ

ノ般置換がアミロイド沈着の}h¥図であるということを4考えると、正常ヒト 廿R

もマウスにと っては変異 TIRということになる。それゆえ、このマウスの系に

おけるアミロイド沈着の原因が Met30変呉{f.(作性であることを証明するために

は、正常ヒト 1寸Rを発現している 7.2-hTIRマウスにおけるアミロイド沈省の有

無を検討しなくてはならなし、そこで正常ヒト TTRを発現してし、る 7.2-h廿 Rマ

ウスを、7.2-hMct30マウスに付するコントロール耐として Mel30変異とアミロイ

ド沈必の凶述ついて検討した。

その結果、7.2-hMet30マウスと 7.2-h廿 Rマウス共に l6月齢までは会ての系統

に沈;i'¥ーがみられなかったが、 24月紛では 7.2-hMet30マウスの 3系統全てにアミ

ロイド沈..{fが認められた (Table4)。しかし 7.2-hTηミマウスでは 30月齢まで全

くi左右は見られなかったことから、マウスの系でもヒトの場合と阿様にアミロ

イド沈;r.fのj瓜凶は TrRにおける Met30変異の存イEであることが、今回はじめて

心された。

しかし 7.2-hMet30マウスのアミロイドj忠清の組織分布を検討すると、今回の

%~免に際して新たに作出された 7.2-hMet30 マウスにおいても、これまでと向様

に末m神経系へは令〈沈請を生じていなかった (Table5)。これまで、いずれの

ケースにおいてもぷ初判l終系におけるアミロイド沈着が見られなかった型的は

不明である。しかし段近、 FAP患者では 凶1et30のアミロイドが末梢神経のミエ
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リンを傍j必しているミエリン P2査内貿と特異的に結合していると報告されてい

る (105)。したがって、ヒ卜 ・ミエリン P2蛋白質の存在が未納神経系への hMet30

アミロイド沈活に必安である可能性が考えられる。もしそうであれば、ヒト ・

ミエリン P2蛋['-1遺伝子を導入した 7.2-hMeI30マウスを作出することで、末梢神

経系への沈;"Vfを'1:.じさせることが可能になるかもしれなし、。

次に、 rfllri守ヒト アT'R波J支とアミロイド沈着の程度や出現頻度ーには相関がある

ことから、作マウス系統/]1]の導入遺伝チ由来 hπR血中波度の比較にした。その

斜:来、統計ヴ:的に有立なだがみられなかったことから、アミロイド沈着出現頻

度の比較がlIJ能であると結論した。その上で、 7ユhMel30マウスのアミロイド沈

A'f出現頗度と 7.2-hSerMelマウスのそれを比較することで、 CyslOのアミロイド

i主将への|羽ワを倹討した。

その結果、7.2引Mel30マウスにおけるアミロイド沈着の出現頻度は精査したマ

ウスの 29-40%であったのに対して、 7.2-hSerMerマウスのそれは 3系統中 l系統

に沈着が生じたのに過ぎず、しかも 25~中わずか II!!:のみ (4%) であった。そ

して、これら 2系統riJJのアミロイド沈着目n見頻度には統計学的に有窓な

(P<0.OO5)aがみられた (Tabl巴4)。しかも、この沈后を生じた 7.2-hSerMelマウス

I I~ は 27 JJ 防と、比I絞した 7.2-hMeI30マウスの 21-24月齢に比べ老齢であった。

さらには沈潜を/.1'じている組織分布も、 7.2-hSerMelマウスの方が少なく沈兼の

F毛皮も z経度で、あった (Table5l。

以 kの結決から、Mel30TTRに起凶する FAPにおいては N末端から 10番目の

アミノ酸のδH側鎖がアミロイドj広務に至る過程において、重要な役割を来たし

ていると考えられる。

ところで、 CyslOがアルギニン (Arg)にiie換された FAP忠者 (ArgIO)が報告

されている (27)。このことは、 CyslOが必ずしもアミロイド形成に必須ではな

いことをぶしている。また、 CyslOが Argに置換することでアミロイド原性.が獲

得されたことを!]~している 。既に 50 磁類以上の変異型 TIR においてアミロイド

原性が線科されており 、TIRの何らかの併造変化がアミロイド形成の誘発因子
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であり 、Arg10もそのーっと考えられる。我々が検討した Met30による FAPに

おける Cys10の役割は、 Mel30変異により誘発されたアミロイド形成反応の促進

119 {-と与ーえるのが妥当と思われる。実際、 FAPの発疲!時期が 30歳前後である

hMel30の場合とは異なり、 Arg10の忠者では発症年齢が高齢 (59歳から 68歳)

であることやアミロイド沈着の程度が経度であること、そして FAPの臨床症状

配限度であるなどのことが報告されている (27)。

ここで問題となるのは、Cys10を Ser10に泣換したことによる TTR分子の構

造変化 とそのアミロイド原性との閣係である。ArgはCysや Serに比べて側鎖が

大きく、また1[怖をもっ何ffEアミノ般であり、この Cys10→ Arg10変異により蚕

(1伎の併造や電気的性質が笈わる可能性が高い。 万我々が今回選択した人工

変良導人民却γfR(Ser10M巴130TTR)では CyslOを Cysと同じ極性アミノ酸であ

る Serに置換しており、この両省の違いは Cys側鎖が Sと Ser側鎖が Sと同じ

6B荻の 0である。また、 Sの電気陰性)交が2.44であるのに対して 0では 3.5と

1窃いことから、 -51-1に比してーOHは反応性が非常に乏しい。 しかも 、Cys10は

TTR分子内部における Cys同仁のジスルフィド結合による立体構造形成に関与

していなし、。これらのことから 、Cys→5erの置換による πRの高次構造への影

響は短めて低いと思われる。実際いくつかの蛋白質において、重苦白質内でジス

ルフイド結合を形成していない Cysの機能を検討するために、 Cysを S巴rに泣

き換えてその抗体術造を倹討しているが、いずれも構造上の変化は報告されて

いない (106. 107)。これらのことから与えると、厳僚には Cys10→ Ser10のみの

折ー換ではアミロイト'原料:に変化がないことを示すべきであるが、hMel30のCys10

の-SH側鎖のアミロイド沈着への|刻 ラ，に関しては、人工的に Cys10をSer10置換

した hMet30を比較対象として用いた今問の実験結束ーから、 Cys10がアミロイド

形成の促進凶子として働いていると考えるのは妥当であると考える。

ところで肢初のアミロイド沈滞が凡られた1l.I-J切だが、第一章で検討した 0ふ

hMel30マウスの 15)J齢や 6.0-hMeI30マウスの 9片齢に比較して 7.2-hMet30マ

ウスでは 21 Jj 怖から 24月齢と遅く、またアミロイド沈着の組織分布も 7.2-
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hMel30マウスの)i;が数少なかった (Table2， Table 5}0 7.2-hMer30マウスにおいて

2 1 -24 )i齢までit~Y1がみられなかヮたJÆ的として、今回実験に庁l いたマウスは全

てがFヒ後 8ヶ}j1M] SPF 環境下で飼育された後、 conventionalな条件下に移し飼育

したことがその内山として考えられる。このことを示唆するデータとして、同

じ7.2-hMeI30マウス (CM5)を生後 14ヶ月間 SPF環境下で飼育した場合、 24

月齢では 121在"1'1 I)~ にのみアミロイド沈潜がみられたこと、また 24 月齢まで

の全JT]I:nSPF 環境下でff.iJi守した 7.2-hM巴80マウス (CM29)17匹の全てにアミロ

イドitli'は生じなかったことがあげられる。すなわち、 SPF環境での飼育期間

がSヶJJ、14ヶ刀、 24ヶnとなるのにともない 24月齢でのアミロイド沈着LB

m頗皮は、それぞれ 29%，8%.0%と低下していた (Table4)。これらのことは、

ある ・定のJYJIilJ以仁 conventionalな条{，1ニ下で飼育することがアミロイド沈着に必

変であることを示している。

conventionalな環境 Fにおけるアミロイド沈着に関']する要因として、 FAPの

アミロイド沈潜には必ず含まれる SAPが考えられる (108)0 SAPは、急性炎痕

により)~現が 1-，昇することがま11 られており、 conventi onal な環境下では何らかの

感染による炎旋が1[.(閣で SAPが上好字する"1'能性があるため、その関与が考えら

れてきた。しかし、バクテリアの lipopolysaccharideを反復投与することで急性炎

症を悲起した MT-hM巴1307ウス (109)やヒ卜 SAP遺伝子を MT-hMe130マウス

に導入したダブルトランスジェニ γクマウス (110，111)においてアミロイド沈

お開始時限]に庄はみられなかったことから、 SAPがアミロイドj広務を誘発して

いるとは~'えられない。

今I司の研究により示された CyslOの-SH1m悶1のアミロイド沈着への関与は、

反応性に出・んだ-SI四l必における般化反応のm要性を I~唆していると考えられる 。

興味深いことに FAP忠析では、般化ストレスの指標の一つである過般化脂質が

健句人に比べて1l11J11していたと報侍 (11わされている。さらに、活性酸素を消

去する傍点である extra'ωlIularsuperoxide dismulase (EC-SOD)滋伝子に変異を有

する FAP}，ど、将において、通常よりも電鰐なアミロイド沈潜を生じていた (113)。
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以 Lと今阿の研究結果とを与え合わせると、-SH基における反応は酸化反応で

あることから生体内環境を滋元状態下におくことや、 CyslOの-SH基の反応性を

奪うことにより、アミロイドーシスの進行を抑制lできる nf能性が考えられる 。

例えば、 N-アセチル，しシステインや、グルタチオン、アスコルビン殿、 αトコ

フエロールとい った、抗般化作用のある薬物を投与し主主体内環境の酸化を抑制

可能な状態にすることにより、アミロイド沈滋を低下させることも可能ではな

いかと考えている。今後、これら薬剤lを投守した 7.2-hMet307'ウスにおけるア

ミロイド沈祈抑制の可能性について検討する必要があると考えている。
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童十一一一第

研究のまとめ
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第一章の予備的実験結果は、ある 一定の附他まではlIIli夜r!JのhMet30濃度が高

いほどアミロイドi;i.:;，vfがよi三じやすいこと、アミロイドi忠清が生じていたマウス

でIfllt，'ihMeL30濃度の最も低いマウスは 2.J:tI.8mg/dlであった。よって可能な限

り尚iJ'"変であり、互いの血清 hMet30il，~皮が類似しているトランスジェニックマ

ウスを川いて実験をおこなう必要があると結論した。

第二市では、 J忍者砲である MeL301TRを発現させた 7.2-hMeL30マウス、 正常

J盟ヒト γfRを免税させた 7.2-hTIRマウス、 Met30TIRのアミロイド沈着への

CyslOの関与を倹討するために Mel30TTRのCyslOをSerに人工的に泣き換え

た7ユhScrMctマウス、の 3系統のトランスジェニ ァクマウスを新たに作出し実

験に供したo

まず、マウスの系におけるアミロイド沈着が Met30変異依存性であるかどう

かについて検討した。その結果、 Met30TIRを発現させた 7.2-hMet30マウスで

はアミロイド沈liを生じたが、正常ヒト 廿Rを発現している 7.2-hTTRマウスで

はアミロイドj記将が'-I~ じなかっ たことから、このトランスジェニックマウスの

実験系におけるアfRアミロイド形成もヒト FAPの場合と同様に、 Met30変異依

存性であることがはじめて示された。さらに、沈必の生じた 7.2-hMeI30マウス

をSPF段境 Fで_fi'iJi'i'したところ、これまでの指摘刷機に 24月齢においてアミロ

イド沈符を全く生じなかった。 しかし、 SPF環段下で剣育した期間を 14ヶ月、

8ヶ)Jと短くすることによ って 24月齢でのアミロイドi注者一出現強度が 8%から

29%-40%へと仁界した。このことは、 convel1lionalな深撹での飼育期間がアミロ

イド沈lfに問主主していることを示している。

次に 7.2-hMet30"'7ウスと 7.2-hSerMelマウスの問の 24)J齢のアミロイド沈着

11'.現頻度を比較したところ、 7.2-hMet30マウスでは 29%，29%， 40%、7.2-hSerMeL

マウスでは 09も.4%.0%とアミロイド沈着I-UJ見顕度に明らかな違いが生じた。

Cys l O を SerlO に慌き換えることで、 Mel30 変~~によって生じるアrR アミロイド

i北沢頻度が人;きく減少したことから、アミロイド形成の促進に CyslOが深くか

かわっていることが川wνo支験系において説明された。
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第四章

実験材料および実験方法
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1 トランスジ工二 ックマウス

第イ去では、 l況に作出されている O.6-hMeI30"7ウス (85)と6.0-hMeI30マウ

ス (86)の 2純績のトランスジェニックマウスをmいた。これらのマウスは、

O.6kbまたは 6.0kbのヒト 1TRプロモーターと Mel30変異を持った γTRゲノム

遺伝子が導入されており、既にアミロイド沈着が報告されている (86，88)。

第て(;1:では 7.2-hMeI30マウス、 7.2-hTIRマウス、 7.2-hSerMelマウスの 3種類

のトランスジェニックマウスを新たに作十Hしアミロイド沈着に及ぼす CysLOの

I移管について倹討した。

2. トランス ジェニックマウスの作出

2-1，導入遺伝子の倦築

マウスに導入する 1TRcDNAはそれぞれ、10各自の Cysを分チ構造の類似し

ている Serにtr，:き換えた人工変異導入奥型 TIRである SerlO.Mel30をコードす

るもの、 異lli!TIRである Cys10. Met30をコードするもの、 正常 TIRである

CyslO. Va130をコードするものとした (Fig.針。アミノ際世換による分守構造の

変化を最小限にするために、人工~JI時には 10 番同の Cys と分子構造の類似して

いる Serを選択した。CysとSer~与に極性アミノ酸に属し、その構造上の違いは

側~tlが-S I-Iか 01-1かのみである (Fig.2)。 これら 3 種類の cDNA は、古谷らによ

って大l湯治ーの発現系仰に作られた cDNA(89)の、 PINTR-I-IO(SerlO、Me(30)、

PINTR-5 (Met30)、P[NTR-6(naliveγrR)とヒト TIRcDNAである PI-IPA27のシグ

ナルペプチド部分を BanJサイ トで組換えて作成した (Fig.7)。おl換えの後、ダ

イレクトシーケンシング (114)によ り極北配列の確認をおこない、コンストラ

クションにJrIいた。消長細胞ではプロモーター領域下vlEに cDNAのみを直接連

結することで銭(1質へ制訳されるが、;，tvivoではエクソン ・イン トロ ン構造が

ないことによる泣伝子発税の低下、またスプライシングを受けらない結巣と し

てm則司A が不安定になるなど、効守主の良〈導入.ifi伝子由米の蛋白質を得ること

が出来ない。そこで今回、エクソン ・イントロン構造を含んだ cDNA合現ベク
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ターをよIh、ることで、この|問題を阿避した。

cDNA 発現ベクターである pLG-1 (97)から B且mHIと Xholにてウサギpグロ

ピン泣伝子のエクソン・イントロン部分のみを取り出し、 cDNAクローニングサ

イトである第 3エクソン内のEcoRIサイトに各砲ヒト了fRcDNAを押入した後、

ヒト γrRプロモーター7.2k.bF流に押入した (Fig.7)。

ヒト 1TRプロモーター配事IJを合むプラスミドは、ヒト 1TRプロモーター内に

作イEする大!動的 ori類似配列のため目的のプラスミドを獲得することが困難であ

った。そこで、 pUC系に比して大腸菌あたりの複製コピー数の少ない pBR322

プラスミドに pBlucScriptのマルチクローニングサイトを移したプラスミドを新

たに作成し、このフラスミド上で導入刑法伝子構築をおこなった。大腸菌への

トランスフォーメーション後は、通常より低い 30度で大腸菌の嶋一養をおこなう

ことで問題を回遊した。

2-2， 注入用 DNAの調製

導入j宣伝 Fはプラスミドベクターに構築後、導入遺伝子発現の低下(114)を

防ぐu的で KpnlとおcJ]により切断することでプラスミド配列を除き、0.7% ア

ガロースグルにてI1k動後口的のバンド (8947bp)を切り出し、 GeneClean J] Kil 

(BioIOI; CA， USA)により精製した。中市製した注入f日DNAは 200copies/pl相当

の 2.0μ g/ml濃度に調製するとともに、ダイレクトシーケンシング (114)によ

りアrRcDNAとcDNA発現ベクターの配列を確認した。

2-3， 受精卵への遺伝子導入

トランスジェニ 1クマウス作山には、アミロイド沈滞への遺伝的背呆の影響

を排除する I1的と、 FAPモデルマウスでのアミロイド沈ポの実績があることを

考I.&.した紡果、近交系の C57BL/6Jマウスを選択した。

トランス ジェニックマウス作製において使胤可能な細胞は、受精卵を含む初

期l泌 (115)と ES細胞であるが、この実験では'豆精卵を斤jいたマイクロインシェ
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クション法による}j法を}日いた (116，117)0 6週齢の採卵)11の C57BL/6Jメスマ

ウスに妊馬lfii.it'fYl:ゴナドトロピン 511.位、その 48時間後にヒト胎盤性ゴナドト

ロピン 5単位をそれぞれ腹腔|付投I〉し、ヒト胎盤性ゴナドトロピンを投与した

翌朝、卵I'l膨大怖を取りだし、 10% ヒアルロニダーゼ/受精卵精養用培養液

(102mM  NaCI， 4.8mM KCI. 1.2mM KH，PO
J、J.2mMMgS04-7H，O， 22.6mM 

nHCOj， 5.6mM Olucose. 1..7ImM Ca-lactate-5H
2
0， 0.23mM Na-Pyruvatβ， O.∞75% 

Penicillin G. 0.005% S問 ptomycin，3% sSA， 0.000 1 % Phenol red)中で未受精卵を採

取した。採取した受精卵のまわりの卵丘細胞が遊離したことを確認の後、キャ

ピラリーチュープをバーナーで熱して作成した採卵用ピペットで受精卵を吸い

収り、あらかじめ 37'Cの CO，インキュベーター|付で保温しておいた培養液中に

移し、 3[lJl洗浄した。その後、形態が正常な受精卵だけをパラフインオイ ル

(Sigma， Embryo grade)中の権益液i簡に移し、 pH変化やj昆度の低下を防ぐため

にすみやかに CO，インキユベーター内に移した。

DNAii人mピベ 7卜は、敏!'i'tガラスキヤピラリーチューブ (01.2， 10 cm，成

茂社)を微小1:fi佳作製機 (MicroelectrodepuJler PN-3，成茂社)によって処理して

作成した。実体顕微鏡でキャピラリー先端を確認しながら、マイクロガラスピ

ペァト光封告のfJ湾機で約 l分、ド研磨した。研磨終了後、キャピラリーを注射器に

媛絞し、蒸t1'1水rl'で空気を抑しだすことでキャピラリー光端が研磨できている

か線認した。!t>i後に、弱いガス炎でキャピラ 1)ー先端から 2cm付近を熱し約 25

1立の角度で1111げた。

受精卵保持mピペットは、硬貨ガラスキャピラリーチュープ (0 1.2. 10 cm， 

l恥交付)を微小泣極作製機(MicroelectrodepuLler PN-3， ]i)U支社)によ って処列し

た後先端を刷新した後、マイクロフォージ (DeFron Brun)でキ Tピラリー先端

を)Lく1JII仁した。その後、 DNA i'i:人月jピベ y 卜問機の角度にした。いずれのピ

ペッ トも、 illu;['導入をおこなう当 |司に作成した。

作成したピペ ットをマニピュレー亨ーに袋若し、パラフィンオイル中の培養

i尚において受精卵の雄性問I核に DNA注入をおこな った。受精卵は受精卵保持m
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ピペッ トの内Ifをわずかに除l正にして雄性 liij伎に焦点が合うように陸l定し、

DNA作人刈 ピペットをこの焦点仁に合わせた後、ピペ 'JトをhJt.性前伎に車1)人し

た。litli1')"苅核に DNAを注入したことによる膨岐を確認した後、すみやかにピペ

ットを受給卵から抜いた。遺伝T-i注入は、 l導入遺伝子につき 200-400個の受精

卵に対して、 l受精卵あたり約 200コピーを注入することでおこなった。

その後、中i1tH占繋雄マウス (ICR)によ って偽妊娠させたレシピエン トマウス

(lCR)のJJtJ岱:に修柚した。1卵管あたり、約 15倒ずつ版を移摘した。

2-4， 精管結紫綬マウス作出

偽妊娠メスマウス作成別に、精管結繋オスマウスを作/llした。 トランスジェ

ニックマウス作成に C57BL/6J マウスを選択しているので、仮に精管結~~手術が

失敗していた場合等にも被モの色で判別できることと、交配能力を考慮して JCR

マウスのオスを選択した。6-7j品l齢のオス [CRマウスに 10%ネンブタールを腹

腔内に投手し麻酔し、被一色を除去した{変性的宣器の上古I1を正rt線に沿って約 1CI11 

切開した。 ピンセ ットで腹腔17']から左布の精巣と精巣ヒ体と精管を取りだし、

精管のl濁りの!漢を分離した後縫令糸で 5-10111111間隔で 2ヶ所結殺し、その間で

精管を切断した。和J耗とキj'i巣上体を11長j陀にj美した後、縫合し手術を終えた。手

術 2 ~ 3 週間後から、 3 IBじのメスマウスと約 l週間同居させ妊娠能)Jの依いこと

を確認した後実験にj日いた。

2-5， 偽妊娠メスマ ウス作出

受精卵l移Mのliirn午後 5JI年同誌に、マウスの外陰部が赤みを，1符びてやや膨らん

だ発情前期のメス ICRマウスを選択した。精?管3

メスを 1P阿E を川!か肘P片7 させた。 移fIIl'~口の 'frìíj 8時半にl院給を線認し、交自己の確認

I1J， 51~た雌マウスを移憾にm し、た 。 その |祭、交配の有無を布~~:結数マウスごとに

記録し、交配状況の泣い、オスマウスを実験にmいないようにした。

l降1'1::を線認できなかったメスマウスは、2週間以上経過した後に拘び偽妊娠マ
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ウス{'rlUに)IJいた。

2-6， 偽妊娠メスマウス卵管への受精卵の移植

乾熱i滅l若したパスツールピペ y トをガス炎で加熱した後左省に伸ばして、卵

1'f移十，[(丹jのピベ γ トを作製した。細<(111ばした毛細管・は、カッターで傷を付け

折った後、毛制u包・の先端ーから 3cI11伎の部分をバーナーで加熱して約 45度の角度

で折り l山げた。 ピペットはシリコンチュープに接続し、マウスピースで口に含

んで使川した。

レシピエントマウスに 10%ネンブタールで麻酔をかけ、背部の被毛を除いた

後に 70% エタノールで消毒し 、 脊+U~部分の繍 5 111mから 8mmの背部を脊推に

沿って切開し、卵巣周囲の脂肪組織を目安に筋層を切開した。卵巣、卵管、子

宮上部を体外に引き l-Uし、クレンメで脂肪組織をはさんで悶定した。次に、血

管を傷つけないようにiになしながら、尖鋭ピンセ ァトで卵巣支をつまんで切開

し卵管采を確認したo移植朋ピペ γ トに少廷の培養液とともに気泡を 2つ入れ

た後に受精卵をl吸入し、気泡を'-'9:.'に卵管采に受精卵を移Mした。卵管・あたり

約 151閣の受粕卵を移他した。

移.ft~.終 f後、クレンメを取り外し、収りだした卵巣、卵管、子宮を腹腔内に

戻し筋l荷を縫合の後、外j支をオートクリ ップにて縫合し移摘を完了した。移傾

後約 20rlで11:'.起するので、出pg予定|司の 2-3n前に細かく裁断したティ ッシ

ユを床敷きに混ぜ最後のケージ交換をおこない、その後はマウスを刺激しない

ように飼育した。出jJg5-6 n後にウージ交換をr'JI非jし、 2週間目からは少量の

餌をケージの小に入れ、縦乳をイj止進させた。
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2-4， マウスの選択

2-4-1，サザンハイブリダイゼーションとPCR

生後 4迎齢にj主したマウスを個体識別の後、導入遺伝チの有無を調べる目的

でその尾を 1・1.5cm切断しゲノム DNAを州UJした。導入した遺伝子は、サザン

ハイプリダイゼーションにより検出した。ゲノムj遺伝子は ScaIのみ、またはScaJ，

MluTによる切断後、 X1 TBE (5001MTtis， 101M Na，EDTA， 4801Mホウ自主)溶液中

で 0.7%アガロースゲJレを111いて泳動した。泳動終 f後、 30分間 0.2MNaOH， 

0.6M NaCI 溶液Ij'でアルカリ変性をおこない、 HybondN+， positively charged nylon 

membrane (Amersham; Buckingha01shire， UK)にトランスファーした。標識 DNAは

Megapけl1leDNA labelling syste01s (Al1lersham; Buckinghal1lshire， UK)を用いて32pで

ラベルした。次に、サケ精子DNAをよ11l、て 4時|苅プレハイプリダイゼーション

をおこなった後、5X SSPE， 0.5% SDS. 5 X Denhardt's solution i容液に標識 DNAを

人れ 65皮でハイブリグイゼーションをおこな った。ハイブリ終 f後、 2XSSPE，

O.I%SDSにて室混で 10分間洗った後、 1x SSPE， 0.1 %SDSにて 65度 15分間、

その後 0.1XSSPE. O.I%SDSにて 65J支で40分間洗伶した。フィルターのシグ

ナルは、パイオイメージアナライザーBas2000(Fujix; Tokyo， Japan)にて解析した。

その際、対照として泳!fOJした導入泣伝子のパンドから、おおよその導入された

治伝子のコピー数をt7-II'，した。

さらに、簡便に短時!日lでトランスジェニックマウスの同定をおこなうために、

個体識別[I'Jに工[采より |司収した組織から DNAを州出し、 PCRによる導入遺伝子

同定もおこなった (101)01C染より阿収した組織は、 350μ g/rnlproteinas巴 K，

50mM KCI， 10mM Tris-HCI (pH 8.4)， 2.5mM MgCI2， 0.45% NP-40. 0.45% Tween 20 

浴液 50μいl'で551Jt1 1時間jインキユベートされた。次に、 96度で 10分間イン

キユベー卜して prOleinaseKを失活させた後、30秒間 150∞向転で遠心 し、上

前を PCRにIIJいた。 ・つの耳:?-たから、 kt09μgの DNAが得られた。
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PCR反応は、 γrRcONA面白IJの似かに外1H1Jの rabbits -globin 遺伝子の配列上

日u(5'-CCTACAGCTCCTGGGCAACGTGCT-3')， 

日d(5にGGCATTGGCCACACCAGCCACCACCAC-3') 

としてプライマーを設定し、何度 l分、 58度 l分、 72度 1分を lサイクルとし

て30サイクル反応をおこなった。これによって、トランスジェニァクマウスで

は 630bpの PCR産物が地申請される (Fig.IOc)o 

2‘4-2，ウ エスタ ンプロッティング

次に、導入遺伝子が!日l定されたマウスの|以禽から f(fl液を係取しウエスタンプ

ロット法により f(lli夜'1'の導入遺伝子産物の検定をおこなった (86)Dマウスの血

液は氷'1'で 30分間格低の後、700回転で 2分間i童心し胤消を得た。このI血清を

2X SOS buffer (4% SOS， 10% b巴ta-merceptoethanol，125mM Tris-HCI (pH 6.8)， 20% 

glys巴rol，1 mgJml Brorno Phenol Blu巴)と2宇佐混合し、100度で 10分間ボイルしサン

プルを調製した。このサンプルを 17.5%ポリアクリルアミドゲJレを用いた sos-

PAGEの後、メタノールに 10秒間、蒸留水に 2分間、転写itf液 (0.1M Tris. O.19M 

glycine， 20% Melhanol)に 5分間lそれぞれ反した HybondN+. posilively charged 

nyfon rnembraneに、定電圧 10Vで 30分!日I転写した。転写終了後、メンプレンを

プロ ッキング溶液 (3%skim milk， 2% felal calf serum)で l時間五建設させた後、抗

ヒト ァrRウサギ抗体E(Behringwerke; Marburg， Germany)をブロ ッキング溶液に

て 1000倍希釈した l次抗体で l時間インキユベートした。インキュベーション

終了後、メンブレンは洗~f'液 (0.02M Tris. 0.01 M N aCI， 0.05% Tween20)にて 5

分間jの洗めを 3101おこない、 VectastainABCキァ ト(Vector)、ま たは ECLWeslem 

blotring systcm (Amersham; Buckinghamshire， UK)付属の2次抗体 (peroxidaseラベ

ルされた抗ウサギヤギ抗体)によるインキユベーションをおこなった (86)02次

抗体によるインキュベーションの後、 1ヰぴ洗節液による洗浄を 3回おこない、

検出に供せられた。
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2-5，体外受精によるマウスの SPF化と飼育環境

q!}lられたトランスジェニツクマウ スは、マウス肝炎ウイルス (Mousehep凶Ils

virlls， MHV)に汚染されていたので、 体外受精により SPF(specific perlhogen 

free :特定病原休除去)化作業をおこなった。

6迎齢の探卵mの C57BL/6Jメスマウスに妊馬1(11情性ゴナドトロピン 5単位、

48時間後にヒ ト)}台雄性ゴナドトロピン 5単位を、それぞれ腹腔内投与した。ヒ

ト}}色‘税1"1:ゴナドトロピンを投与した翌朝、 C57BL/6Jメスマウスの卵管膨大宮[1か

ら未受精卵を採取した。体外受精をおこなうオスのトランスジェニックマウス

の駒栄ヒ体を繍出し、精子を 0.22μ m フィルタでろ過滅菌した HTF培養液

(IOI.60mM NaCI， 4.96mM KcI， 0.20mM MgSO，-7H，0. 0.37mM KH，P0
4・2.04mM

CaCI，-2H20. 25mM NaHCOぃ 2.78mMglucose， 0.33mM Na-Pyruvale， 21.40mM Na-

LaClale， 75mg/ml Penicillin， 50mg/ml streplomycin， 0.00∞08% phenol r凶，4mg/ml 

BSA)内に搾り出し、 37度、 5%CO弓インキユベーターで1.5時間インキュベート

した後、体外受精にllJいた。体外受・務後 0.22μmフィルタでろ過滅菌した受精

卵培長JflJt養液(I02mMNaCI， 4.8mM KCI， 1.2mM KH，PO.， 1.2mM MgS04-7H，0、

22.6mM NaHCOゎ 5.6mMGlucose， 1.71mM Ca-Laclate-5H，O， 0.23mM Na-Pyruvale 

O.ω75% Penicillin G， 0.005% Sireplomycin， 3% BSA. 0.0001 % Phenol r巴d)中へ受

給卵を移し、 37度、 5%CO，インキュベーターで l挽地養した。翌日、正常に 2

釧胞へと分裂した細胞のみを SPFの偽妊娠メスマウス(rCR)卵管へ移摘した。

移他1炎、誕やしたマウスは実験動物'1'央研究所微生物モニタリングセンター

(Kawa，aki. Japan)に依頼して lケージ最低 I匹のI血清を検脅するとともにマウ

スを解削し}jF臓の病変の有無について柿査した。

実験にmいた全ての トランスジェニックマウスは熊本大学医学部附属遺伝発

生.医学研究胞設(熊本県熊本I!-fJL ，W，~.f)と J下仁実験動物 (熊本県主主城郡中央町)

の convcntionalな剣ff条件 |てにおいて、プラスティックケージにより紘持された。

同時に 7.2-hMel30 マウスは、熊本大学:医学，~11 11(1属動物実験総設の SPF 環境下に

おいても維持された。なお、実験にH}いた令ての 7ユhSerMelマウス、7.2-hMel30
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マウスと 7.2-h1寸Rマウスは体外受精による SPF化作業にともない、生後 8ヶ月

間 SPF環境下での飼育の後 conventionalな飼育条件に移された。

飼育環境はいずれも、気温22士2"(;、温度 50-70%、照度 200ルクス、午前 6

1時点灯午後 81断i'i{J ( !!ql珂 1 41時間)を維持した。 マウスの飲料水は浄水~を通

した水道水を使mし、飼料は放射線滅wした CE-2(日本クレア)を使用した。

また、ケージ交換を迎 2阿おこなうことで、清潔な飼育澱境を維持した。

2-6，導入 hTIRの血中濃度

マウス選択時のJ官僚にすることとi飢治濃度とアミロイド沈若の関述を検討す

るために、実験にj日いた系統のマウスの導入遺伝子由来ヒト了間 蛋白質の血清

波皮を測定した。濃度iP.lJ，主lこ汀lいたl血液は似符から採取し、すでに述べたよう

に SDS-PAGEの後、抗ヒト TIR抗体 (B巴hringwerke;Marburg. Germany)、ECL

Western blotling ，ystem (Am回 sham;Buckinghamshire， UK)を用いてPJII.布「した。 ヒト

TIR抗体はマウス了ほ とも右下交3えするため、マウスltll泊中のヒト 廿Rの波度

iP.lJ定に ERISAはJIJいることがIl\~ない。 そこで、ウエスタンプロ ッ テイングの

データは高Wf.像度フラットヘッド型スキャナ (ColorOneScHnner1200β0， Apple 

Cornputer Jnc.) にて取り込んだ後、画像解析ソフトの N旧 Image卜6.1(Wayne 

Ra.sband. National Institutes 01" He剖th.USA)の GelPlotting Macroを用いてマ γキン

トッシュコンピュータ (PowerMacintosh96∞'/350. Apple Compuler lnc.)により導

入村R 蛋白質バンドの積分偵を求めた。 同Il~に、濃度がlijj らかなヒト TIR 蛋白

í~.のバンドの積分111Iを算出し、その比から j炭j交を算出した。 !日j えば、 7. 5mgofdl

fI初 h廿 Rバンドの随分1u自は 19517、3.25mgofdlll与では 9861であったので、濃度

~:Il'oの計算式は(続分他) /2988となる。
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2-7，導入遺伝子の発現部位

導入した hTIR遺伝子の発現を、 RT-PCRによって検討した。j若殺時に、1Ji耳、

iW，1I1¥l臓、肝臓、l降l肢を採取し、 TRIZOLReagem (G[sCO BRし)を用いて会 RNA

を調製した。全 RNAはDeoxyribonuclease(RTGrade， Wako Nippon gen巴)処理Jこよ

り浪人したゲノム DNAの影響を羽1，除した後、 SuperscriplPr巴amplぽieauonSySf聞

(Life lechnologi巴s.Gibco BRL)により 1SI. slrand cDNA合成を行った。 PCR反応

はこの cDNAにあlして、 rabbil/i -globin 遺伝子と hTTRcDNA配列の境界から

cDNA上に、

TIR-UEco (5' -GGACGAA了rCACAGAAGTCCACTCATICJT-3')、

下rR笥 DEco(5' -A TGCGAAアrCGCGアrCACGTCGγrGCTCAG-3')

としてプライマーを設定し、 AmpliTaqDNA Polymerase(Perkin Elmer)を朋いて 94

度 45秒、 581.文25秒、 72f.lU分を 1サイクルとして お サイクル反応をおこな

った。 遺伝子76現がおこなわれている臓器では 510bpの PCR産物として増幅

される。
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3 マウスの解析

3-1，組織病理学的解析

アミロイド沈蔚の(iJ!!f，について検討するために、 コンゴーレッド染色をおこ

なったo まず、フ ェノー Jレ・コンゴーレ ッド溶液を作成した。コンゴーレッド

O.2gとI、JaCIを 199をぷ旬水 100mlに浴j持後、 ωO%El・OHを 100ml加え 10'Cで

保作した。沈殿が'1二じたらろ紙で猪過し、これをフェノール・コンゴーレッド

原液とした。この原液は、約 lヶ月間の室温保存が可能である。フェノール ・

コンゴーレ y ド精液は、実験開始前にこの原被 100mlに対して溶解したフエノ

ール 5mlを))11えた後、聞ニ酸 11111を加えて笑験に汀1~、た 。

0.6-hMer30マウスと 6.0-hMet30マウスは 3ヶ月 lif，にごと後 24ヶ月まで、毎回各

ラインについて 2pcから 6匹を脱.un.により属殺した。7.2-hSerMetマウス、 7.2・

hMct30マウス、 7.2-hTTRマウスは convent:ionalな飼育条件下のものは生後、 9、

16、24ヶ)jに、 SPF環境下の 7.2-hMet30マウスは生後 14月を SPF環境下で飼

育した後 conventionalな環境に移して飼育したものと、 24ヶ月間 SPFにて飼育

したものを、 24JJ齢に属殺し検討を加えた。

全てのトランスジェニックマウスは屠殺の後すみやかに脳、坐骨神経、服、

lli!j 、 j的~jJ阜、 t l' 状IJlR、顎 n娘、食道、同L:.部、 門下部、 小脇、大脇、 Peyer 敏、 勝

[f[j )j英般リンパ節、肝臓、)JlI，~ß段、心臓、 l既 IJ光、阿波、副si守、骨格筋、骨髄、皮膚、

生殖持(メス : 卵巣 ー子7Z、オス : 宅九 ・ 村'i~) を摘出し、 10 %[1'性ホルマリ

ン浴液tj，で1!!t1'tEした後、パラフイン包里Jlをおこなった。その際、同数の同)J!I仔

も処型Rした。アミロイド|百i定時のパラフイン切J"(のコンゴーレ γド染色は、 5%

過マンガン椴カリウム (KMnO.) による処J~lの後に染色を行う Wright 法により

行った(功。

まず、 l悦パラフ インのために流氷で水洗した後、 2.5% KMnO.・0.15% H，SOJ 

溶液で 3分r:u処却 した。経く ifiEJ.k水洗した後、 0.5%HBrO，にて切片が白色にな

るまで反応をおこなった後、同び科く水洗して余分な HBrO可を除きフヰノー

ル・コンゴーレッド溶液中で約 1Ik¥'↑:Ij染色した。111守附後水洗し、ヘマトキシリ
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『守戸

ン浴液で染色した。10分後、 5分間水洗し 20%EI-OH， 0.0001% NH，漆液に 20

秒間反した後、山一ちにAく洗した。その後 100%アルコールにより脱水、透徹、封

入し、パラフィン切片はアミロイド沈おーの同定のために顕微鏡下 (OLYMPUS，

BI-I-2)で検討された。アミロイド陽性はコンゴーレッド染色により燈赤色に染

色され、偏光下で綾J吊折し緑色の蛍光を弔ーするものとした。

3-2，免疫組織化学

アミロイド沈消物質の主要構成成分の同定のために、免疫組織化学的な検討

をおこなった。マウスの組織は 4tで引|寺問、問rtαlileーIysine-parafomlaldehyde(PLP 

同定液.0.0IMNalO，・ 0.075MLysin巴， 0.0375M phosphale， 2% PFA. pH 6.2)により

l司定したo Sucrose を反透させる口的で PBS-Sucro~e 波及ー勾配による処理を、 10%、

15%、20%とSucro，eを徐キに高波度に変えて 5時間ずつおこなった。引き続き、

PBS-20% Sucroe， 10% Gly:，erol (こ l時間浸した後、O.C.T.compound (Sakura Finelek 

U.S.A.， Jnc.， Torranc巴，USA) 'iJで凍結し cryoslal(Bright: H lInling-lon， U K)により

6-8μmの簿切切}';を作成した。薄切切j十はただちにスライドガラス上にて風

乾した後、 4tPBSで5分間 3Ihl洗伶し、パ γクグラウンドを消すために わ1制

過ヨウ本般水溶液"，に 10分、 PBSで洗浄後 3mM水般化ホウ酸ナトリウム中で

30分処JlRして|付|当性ペルオキシダーゼを阻害した (118)。再びPBSにて洗浄し、

組織切j十を下のIflLi/fで 10分間以した後、一次抗体で 1-2II寺間処理した。一次

抗体として月jいた抗体はラ ット抗ヒト TTR(Behringwerke; Marbllrg， Germany)抗

体、ラ ァト抗マウスアミロイド A釘 1(Prof. S. Migala， Cancer R邸側'chInsliLUle， 

Kanazawa UniversilY， Jap加)抗体、 ラγ 卜抗マウス SAP(Behring Diagnosli叫 U

Jolla， USA) JJC体である。11時間後 PBSで洗浄し、 peroxidase傑識一次抗体(下抗

ラY ト抗体， Amer，hllm， Lil1le Chalfolll， UK)で 111寺間反応させた。l時間後に組織

切片は PBSで洗浄し、 3.3'-diuminoben1.idineと過般化水ぷを則いて処理し抗体と

反応したffll伎を発色させた。
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