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 アミロイドは、クロス β シート構造を有する不溶性線維状蛋白質の総称であ

り、全身諸臓器の細胞外にアミロイドが沈着してその機能障害を引き起こす疾

患群をアミロイド症と呼ぶ。アミロイドおよびアミロイド症という疾患概念は

1853 年に Virchow によってなされた。それから 150 年以上経た今もアミロイド

症の根本的な治療方法は確立しておらず、それどころか、異なる病態における、

異なる臓器に、異なるアミロイドが新たに見つかり、現在では 31 種類のアミロ

イド蛋白質が生化学的に同定され、またその前駆体蛋白質についても明らかに

なっている[73]。日本では、全身性アミロイド症のうち AL アミロイド症、家族

性アミロイドポリニューロパチー、老人性全身性アミロイド症が指定難病とし

て医療費助成の対象疾患となっている。また、限局性アミロイドーシスである

AD の患者数は 2015 年の時点で 250 万人を超え、更なる高齢化社会を迎えるに

あたり増加の一途をたどると考えられている。アミロイド症は古くて新しい病

態であり、今なお盛んにその病態や治療法が研究されている。本研究は、犬と

猫のアミロイド症の病理発生を研究することで、ヒトのアミロイド症の病態解

明の一助をなることを目的として行った。 

 アミロイドは、それぞれ異なる前駆体蛋白質に由来するにも関わらず、いず

れもヘマトキシリン・エオジン (HE)染色で薄桃色の無構造物として観察され、

コンゴレッド色素により赤桃色に染色され、これを偏光顕微鏡で観察すると黄

緑色の複屈折光を呈する領域として同定される。また、アミロイドは電子顕微

鏡では幅 7～13 nm の細長い線維が錯綜状に認められる。コンゴレッド色素はフ

ェノール環を 6 つ有するポリフェノール化合物で、化学構造的にアミロイドの

クロス β シート構造に親和性を有すると考えられている[35]。一方クルクミンは

コンゴレッドと類似のポリフェノール構造を有する天然化合物であり、アルツ
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ハイマー病 (AD)の原因とされているアミロイド β (Aβ)と結合することが報告さ

れている[40, 50]。疫学的調査では、カレーの消費頻度と認知機能レベルに有意

な正の相関があることが報告されており[53]、in vitro では Aβ の線維伸長を抑制

するという実験結果も得られている[97]。ヒトのアミロイド症は、アミロイド蛋

白質が全身諸臓器に沈着する全身性アミロイド症と、特定の臓器に限局して沈

着する限局性アミロイド症に大別されるが、動物においても全身性と限局性の

いずれも発生が報告されており (Table 0)、いくつかの自然発症例がヒトアミロ

イド症の病態モデルとして用いられている [24, 57]。アミロイドの最大の特徴は、

異なるアミノ酸配列を有する様々な前駆体蛋白質が、同様のクロス β シート構

造に変化して不溶化し、各組織に沈着する点にある。コンゴレッドはアミロイ

ドに共通するクロス β シート構造を特異的に認識し結合することから、アミロ

イド染色として汎用されている。以上のことから、コンゴレッドと類似の構造

を有するフェノール化合物であるクルクミンも、Aβ に加えて他の各種アミロイ

ドとも特異的に結合すると考えた。そこで第 1 章では、犬および猫の様々なア

ミロイド蛋白質とクルクミンの結合性を検証し、クルクミンのアミロイド線維

形成阻害の可能性を検討した。また、酸化還元処理を加えた各種アミロイドと

コンゴレッドまたはクルクミンの結合性の相違について検討し、アミロイドの

アミノ酸組成の相違が立体構造に与える影響について考察した。 

 1991 年、Namba ら[52]は AD 患者の脳においてアミロイド沈着部位に

Apolipoprotein E (ApoE)が共沈着していることを明らかにした。ApoE は中枢神経

のコレステロール代謝に必須の因子である。ApoE 遺伝子には ε2, ε3, ε4 の 3 つの

対立遺伝子（アリル）があり、ApoEε4 アリルが AD の人種を超えた最大の遺伝

的リスク因子であることが明らかとなっている[16]。近年では全ゲノム関連解析 
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(GWAS)により、ApoE 遺伝子以外の AD リスク遺伝子も明らかになっているが

[25, 56]、これらのうちのいくつかは ApoE と同様に脂質代謝と密接に関連する。

ApoE は Very low density lipoprotein (VLDL)、Low density lipoprotein (LDL)、High 

density lipoprotein (HDL)などのリポ蛋白と結合して脂質を輸送することで脳機

能を正常に維持すると考えられており[9]、ApoE のアイソフォームの違いが脳に

おける脂質代謝能に反映される。ApoEε4 アリルを有する個体では、ApoE レセ

プターである Low density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP1)を介した血

管平滑筋による Aβ の取り込みと中枢神経系からの排泄が妨げられると推測さ

れている[88]。また、神経細胞およびアストロサイトは LRP1 を介した Aβ の取

り込みと分解の役割を担っているが、ApoEε4 のアリルを有する個体ではこれら

の細胞のライソゾームに Aβ 断片が蓄積しやすく、これにより細胞が傷害される

と報告されている[30]。このように、Aβ と ApoE に関する研究はこれまで数多

くあり、その二つの蛋白質をつなぐ分子として現在 LRP1 が注目されている[9]。 

 これまで Aβ 沈着以外のアミロイド症に対する ApoE や LRP1 分子の働きはあ

まり調べられていない。AA アミロイド (AA)や AL アミロイド (AL)の沈着好発

部位である腎臓、肝臓においても ApoE および LRP1 の発現が認められているこ

とから、各臓器に沈着するアミロイド症の病理発生にも関与すると考えられる。

動物では、犬と猫の AA および AL アミロイド症、脳 Aβ アミロイド沈着[78, 84]、

犬の乳腺アミロイド (Acas) [82]、猫の膵島アミロイド (AIAPP) [46]などが知ら

れているが、いずれにおいてもその病態への ApoE および LRP1 の関与は調べら

れていない。そこで、第 2 章では、様々なアミロイド症の病理発生における ApoE

と LRP1 の関与を明らかにする目的で、AA, AL, Aβ, Acas および AIAPP が沈着し

た犬と猫の組織における ApoE と LRP1 の局在を免疫組織学的に検索した。 
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 前述したように動物においても多種のアミロイド症が知られているが、中で

も AA アミロイド症は様々な動物で発生し[22]、ヒトにおける AA アミロイド症

のカウンターパートに位置づけられている。AA の前駆体蛋白質は急性期炎症蛋

白質である Serum amyloid A (SAA)である。AA アミロイド症は、炎症状態が長き

血清 SAA の濃度が持続的に高い病態において発症する[39, 62]。日本におけるヒ

トのAAアミロイド症の基礎疾患は、ほとんどが関節リウマチ (RA)であり[67]、

そのほかPyrinをコードするMEFV遺伝子の変異によって生じる家族性地中海熱 

(FMF) [58]や、結核 [91]、炎症性腸疾患[68]にも続発することが知られている。

これに対し、動物では結核[5, 71]、慢性化膿性炎症[94]、水禽類の趾瘤症[80]に

続発するものが大半を占める。いずれにおいても、消化管粘膜や腎糸球体に AA

が重度に沈着し予後不良となることから、臨床的に大きな問題となっている[67]。

AA アミロイド症の治療法としては、①SAA の産生抑制、②AA 沈着阻害、③沈

着AAの溶出、が考えられるが、今のところ③の沈着AAを溶出する薬剤はなく、

メトトレキサート、タクロリムスなどによる強力な免疫抑制療法[85]、TNF 阻害

療法[51]、IL-6 阻害療法[38]など SAA 産生抑制作用を有する薬剤が第一選択肢と

なっている。しかし、上記の治療を行っても十分な臨床効果が得られない症例

が存在し、かつ感染症を併発しやすいという問題があるため、SAA 産生抑制以

外の治療法の開発が急務である。 

 前述したように、AA アミロイド症の発症には前駆体蛋白質である SAA の持

続的高値が必須と考えられているが、慢性炎症状態が持続しても必ずしも発症

するわけではなく[47]、生体内におけるアミロイド線維形成のメカニズムは依然

として不明である。このことから、SAA のアミロイド原性に個体差があるので

はないかと考えた。日本人の SAA1 遺伝子型には exon 3 の多型により、3 種の
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SAA1 アレル（SAA1.1: 52Val/57Ala, SAA1.5: 52Ala/57Val, SAA1.3: 52Ala/57Ala）が存

在し、そのうち SAA1.3 を有することが AA アミロイド症の発症を促進すること

が明らかとなっている[2]。獣医学領域では、アビシニアン種、シャム種の猫に

おいて家族性 AA アミロイド症の発生が知られている [8, 86]。アビシニアンで

は腎臓がアミロイド沈着の主な標的臓器であるのに対し、シャムでは主に肝臓

と消化管に AA が沈着し、この相違は SAA 遺伝子の多型によるものとされてい

る [54]。2014 年現在日本で飼育されている猫は日本猫（雑種）が約 8 割を占め

て い る （ 日 本 ペ ッ ト フ ー ド 協 会 調 査

http://www.petfood.or.jp/data/chart2014/01.html）。日本猫でも AA アミロイド症が散

発的に発生しているが、本猫種の SAA 遺伝子について未だ詳細な検討はなされ

ておらず、その遺伝子多型についてもわかっていない。そこで第 3 章では、AA

アミロイド症を発症した日本猫と未発症の日本猫の SAA 遺伝子からアミノ酸配

列を決定し、アミロイド症発症との関連および組織沈着パターンとの関連につ

いて検討した。 

 また、SAA のアミロイド原性を規定する遺伝的素因以外の因子として AA ア

ミロイドを構成する SAA 分子の部分 (moiety)の相違が挙げられる。ヒトの AA

は、104 個のアミノ酸から成る SAA が 76 番目のアミノ酸残基と 77 番目のアミ

ノ酸残基の間で切断されたN末端部分の SAAで主に構成されていることがわか

っている[95]。各種動物においても C 末端側に近い様々な部分で切断された N

末側の部分が AA の主な構成分子であることが報告されている[7, 36]。第 3 章で

は、さらに加えて、散発的に発生している日本猫の AA アミロイド症について

ネコ SAA の N 末端側、中央部分、C 末端側のそれぞれと反応する 3 種類の抗血

清を用いて、ネコ AA を構成する SAA 分子の部分についても検索した。 
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 本研究は上述したように、3 章より構成される。まず第 1 章では、クルクミン

と犬と猫の各種アミロイドとの結合性を検討することにより、その結合部位と

各種アミロイドの立体構造について考察し、アミロイド形成阻害剤としての可

能性を検討した。第 2 章では、アミロイド線維の形成には「その構造変化およ

び凝集・線維化を促進する分子機序」が作用するという観点から、ApoE と LRP1

についてアミロイド形成との関連を検索した。そして第 3 章では、アミロイド

線維形成能は「原因蛋白質自体の構造的性質（アミロイド原性）」が規定すると

いう観点から、日本猫の SAA 遺伝子の配列を決定し、AA を構成する SAA の分

子種部分を検索することにより SAA のアミロイド原性を考察した。本研究は、

犬および猫の多種のアミロイドについて分子病理学的に比較することで、その

形成に共通する因子あるいは各アミロイドに特有の因子を明らかにし、アミロ

イド線維形成の分子機構解明の一端となることを目的とする。 
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 Table 0. 動物で報告されているアミロイド症

報告された
動物種

疾患名／略称 前駆蛋白
全身性／
限局性

主な沈着臓器 ヒトでの疾患名

各種
続発性AAアミロイドーシス／

AA 血清アミロイドA (SAA) S, L CNSを除く全臓器
続発性AAアミロイド症・

家族性地中海熱

犬、猫、牛等 形質細胞腫／AL 免疫グロブリン軽鎖 S CNSを除く全臓器 骨髄腫性ALアミロイド症

犬 加齢性変化／AApoAI アポリポ蛋白AI S 心臓、腎臓、肝臓等
家族性アミロイドポリニュー
ロパチーIII

マウス 加齢性変化／AApoAII アポリポ蛋白AII S 腎臓 （遺伝子改変マウスのみ）

ベルベットモンキー 加齢性変化／ATTR 変異型トランスサイレチン S 心臓、眼、髄膜等

家族性アミロイドポリニュー
ロパチーI・
老人性全身性アミロイド症

ムナジロテン 特発性／AFib フィブリノーゲン S 腎臓 家族性腎アミロイド症

多種 加齢性変化／Aβ Aβ前駆蛋白 L CNS アルツハイマー病・
脳血管アミロイド症

猫、アライグマ
インスリノーマあるいは
加齢性変化／AIAPP アミリン L 膵島 膵島アミロイド症

デグー 加齢性変化／AIns インスリン L 膵島 医原性皮膚アミロイド症

牛、山羊、鹿等 BSE、スクレイピー／APrP 変異型プリオン L CNS クロイツフェルトヤコブ病

(CJD)

牛 乳腺アミロイドーシス／Acas カゼイン L 乳腺 該当なし

出典； Nomenclature 2014: Amyloid fibril proteins and clinical classification of the amyloidosis. (Sipe, J.D. et al. Amyloid 2014 )

S：Systemic（全身性）、L：Localized（限局性）、CNS: 中枢神経系  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 1 章 

犬と猫の各種アミロイドとクルクミンの結合性 

に関する研究
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序 

 クルクミンはウコン（ターメリック）から抽出されるフェノール化合物で、

古くから香辛料や伝統薬としてインドなどで用いられてきた[64]。近年、クルク

ミンの生体に対する様々な作用が科学的に明らかとなってきており、盛んに研

究がなされている。主な作用として、フリーラジカル除去による抗酸化作用、

NF-κB の活性化を抑制することによる抗炎症作用などが知られている[37]。また、

in vivo および in vitro でアルツハイマー病 (AD)の原因物質であるアミロイド β 

(Aβ)のオリゴマーや線維の形成を阻害し、それらの凝集までも阻害することが報

告されている[97]。ヒトでは AL アミロイド症患者にクルクミンを投与したとこ

ろ、その病態の進行が抑制されたという報告[21]や、老齢性全身性アミロイド症

におけるトランスサイレチンアミロイドや家族性アミロイドポリニューロパチ

ーにおけるゲルソリンアミロイドと結合し、線維化を阻害するとの報告もある

[17, 75]。このようなアミロイド線維の形成阻害作用が、クルクミンの抗炎症作

用、抗酸化作用[23]、コレステロール低下作用[92]、または、これらが組み合わ

さった結果なのか、あるいはアミロイド線維との直接的な結合によるものなの

かは明らかではない。アミロイド症は現在でも根本的な治療法が確立していな

い難治性疾患であり、治療薬の開発が望まれている。クルクミンを主成分とす

るウコンは古くから食用・薬用に用いられてきた経緯から安全性は高いと考え

られ、科学的根拠に基づいた実用化が期待されている。 

 AD 患者と AD モデルマウスである Tg2576 マウスの脳には多量の Aβ が沈着

するが、これらの脳切片とクルクミン水溶液を反応させる（クルクミン染色）

と、クルクミンがβアミロイド斑に特異的に結合することが知られている[40, 50]。

また、AD モデルマウスではクルクミンの摂取により β アミロイド斑の形成が減
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少することも報告されている[89]。このように、クルクミンと Aβ との結合に関

する研究は数多くあるが、AA、AL など Aβ 以外のアミロイドとの結合に関する

研究はあまり行われていない。クルクミンはアミロイド染色に汎用されている

コンゴレッド色素と同様のフェノール環を含む化学構造を有する (Fig. 1-1)こと

から、Aβ 以外の様々な種類のアミロイド蛋白質とも結合するのではないかと考

えた。 

 そこで本章では、犬および猫の AA、AL、犬の乳腺アミロイド (Acas), 猫の

膵島アミロイド (AIAPP)が沈着している組織標本についてクルクミン染色 

(0.009%)を行い、クルクミンの自家蛍光（蛍光極大 550 nm）[29]を共焦点レー

ザー顕微鏡により検出し、アミロイドとクルクミンとの結合性を調べた。また、

各アミロイド蛋白質に過マンガン酸カリウムとシュウ酸による酸化還元処理を

加えてその構造を変化させたのちにアルカリ・コンゴレッド (ACR)染色および

クルクミン染色を行って染色性の変化を比較し、両色素のアミロイドに対する

結合部位を検討し、各種アミロイドのアミノ酸組成による立体構造の相違につ

いて考察した。 
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材料と方法 

症例・材料、病理組織 

 犬と猫の AA、AL、犬の Acas、猫の AIAPP が沈着した組織を 10%中性緩衝ホ

ルマリン液で固定し、常法に従い 4 μm 厚のパラフィン切片を作製し、ヘマトキ

シリン・エオジン（HE）染色、ACR 染色[61]およびクルクミン染色を行った。

また、過マンガン酸カリウムおよびシュウ酸による酸化還元処理（以下酸化還

元処理と記す）をした後に ACR 染色およびクルクミン染色を行った。各症例の

概要は Table 1-1 に示した。 

 

クルクミン染色 

 脱パラフィンした切片を80%エタノールに浸漬した後、0.3% トリトンX100、

3% bovine serum albumin (BSA)および 0.5% Tween20 を含む 0.1 M tris- buffered 

saline (TBS)にそれぞれ 10 分ずつ漬けた。次いで、3% BSA および 0.5 % Tween20

を含む 0.1 M TBS に 0.0245 μM のクルクミン (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

USA)を溶かしたクルクミン溶液（クルクミン濃度 0.009%）を作製し、このクル

クミン溶液に切片を 37℃で 1 時間浸漬した。TBS で洗浄し、蒸留水 (DW)に浸

し蛍光染色用封入剤で封入した後、Carl Zeiss LSM700 共焦点レーザー顕微鏡 

(Carl Zeiss Micro Imaging, Tokyo, Japan)を用いて観察し、波長 505 から 550 nm の

蛍光を緑色、650nm 以上の蛍光を赤色で描出した。 

 

免疫組織化学 

 用いた一次抗体を Table 1-2 に示した。脱パラフィンした切片について、3%過

酸化水素・メタノール溶液で室温 5 分間処理して内因性ペルオキシダーゼを不
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活化し、ブロッキング溶液（8%スキムミルク・TBS）で 37℃、40 分間処理して

非特異反応を抑制した後、TBS で希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させた。

TBS で洗浄した後、EnVision polymer (Dako, Kyoto, Japan)法により EnVision 

horseradish peroxidase-labeled polymer anti-mouse IgG あるいは anti-rabbit IgG 

(Dako)と 37℃で 40 分間反応させた。発色には 0.5% DAB (Dojindo Laboratories, 

Kumamoto)に 0.1%になるように H2O2 (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, 

Japan)を添加して使用した。核染色にはヘマトキシリンを用いた。 
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結果 

病理組織・免疫組織化学 

 各アミロイドについて、Table 1-2 に示した抗体を用いた免疫組織化学法（免

疫染色）によりアミロイド種を同定した。代表的な症例の染色像を Figs. 1-2 に

示した。 

 犬の腎糸球体に巣状に沈着したアミロイド (AA)は、抗 AA 抗体を用いた免疫

染色で陽性を示した (Fig. 1-2a)。ACR 染色を行うと赤桃色に染色され (Fig. 

1-3-1a)、同部を偏光観察すると黄緑色の複屈折光が認められた (Fig. 1-3-1b)。し

かし、酸化還元処理により複屈折光は失われた (Fig. 1-3-1c)。クルクミン染色で

は 650 nm 以上の波長の蛍光を示した (Fig. 1-3-1d)が、酸化還元処理によりその

蛍光は失われた (Fig. 1-3-1e)。猫の肝臓に沈着したアミロイドはディッセ腔にび

まん性に沈着し、抗 AA 抗体を用いた免疫染色で陽性を示した (Fig. 1-2b)。同部

は ACR 染色により赤桃色に染色され (Fig. 1-3-2a)、偏光観察すると黄緑色の複

屈折光が認められた (Fig. 1-3-2b)。複屈折光は酸化還元処理により失われた (Fig. 

1-3-2c)。クルクミン染色では650 nm以上の波長の蛍光を示した (Fig. 1-3-2d)が、

酸化還元処理により蛍光は失われた (Fig. 1-3-2e)。 

 犬、猫の形質細胞腫に随伴して沈着したアミロイド (AL)は、ともに抗

lambda-light chain 抗体を用いた免疫染色で陽性を示した (Figs. 1-2c, 2d)。アミロ

イドは ACR 染色で赤桃色に染色され (Figs. 1-3-3a, 4a)、偏光観察により黄緑色

の複屈折光を認めた (Figs. 1-3-3b, 4b)。犬、猫いずれの症例も、酸化還元処理を

行っても複屈折光は失われなかった (Figs. 1-3-3c, 4c)。クルクミン染色では、ア

ミロイドはともに 650 nm 以上の波長の蛍光を示した (Figs. 1-3-3d, 4d)が、酸化

還元処理によりその蛍光は失われた (Figs. 1-3-3e, 4e)。 
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 犬の多脂肪乳腺癌において、間質に認められたアミロイド (Acas)は抗 β-casein

抗体を用いた免疫染色で陽性を示した(Fig. 1-2e)。同部は ACR 染色により赤桃色

に染色され (Fig. 1-3-5a)、偏光観察により黄緑色の複屈折光を認めた (Fig. 

1-3-5b)。同アミロイドに酸化還元処理をした後に ACR 染色を行っても複屈折光

は失われなかった (Fig. 1-3-5c)。クルクミン染色では、アミロイドは 650 nm 以

上の波長の蛍光を示した (Fig. 1-3-5d)が、酸化還元処理によりその蛍光は観察さ

れなくなった (Fig. 1-3-5e)。 

 猫の膵島に観察されたアミロイド (AIAPP)は、抗 IAPP 抗体を用いた免疫染色

で陽性を示した (Fig. 1-2f）。同部は ACR 染色により赤桃色に染色され (Fig. 

1-3-6a)、偏光観察により黄緑色の複屈折光を認めた (Fig. 1-3-6b)。また、酸化還

元処理をしたのちに ACR 染色を行っても、複屈折光は失われなかった (Fig. 

1-3-6c)。クルクミン染色を行うと、アミロイドは 650 nm 以上の波長の蛍光を示

し (Fig. 1-3-6d)、酸化還元処理をした後にクルクミン染色を行っても、蛍光は観

察された (Fig. 1-3-6e)。 

 以上の結果は Table 1-3 にまとめた。 
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考察 

 アミロイド蛋白質は現在までにヒトで31種類あることが知られているが[73]、

動物で主にみられるのは AA である。AL は、犬および猫で皮膚形質細胞腫に随

伴して沈着することが知られている[60]。ヒトの乳腺組織に沈着するアミロイド

は大半が AL であるとされているが[66]、牛および犬では乳蛋白質であるカゼイ

ンに由来するアミロイドAcasが沈着することが知られている[15, 81, 82]。また、

猫の膵島アミロイド AIAPP はヒトと同様に Islet amyloid polypeptide (IAPP)に由

来する[46]。猫では基礎疾患の有無に関わらず AIAPP の沈着が認められ、高齢

でより重度に沈着すると報告されている[45]。 

 本章の結果から、クルクミンはコンゴレッドと同様に AA、AL、犬の Acas お

よび猫の AIAPP と特異的に結合することが示された。異なるアミノ酸配列を有

する前駆体蛋白質から構成されるアミロイド蛋白質と結合したことから、クル

クミンはこれらのアミロイド蛋白質に共通する特徴的な立体構造である、クロ

ス β シート構造を特異的に認識することが推察された。 

 アミロイド蛋白質では β ストランド同士が水素結合により逆並行に並び β シ

ートを形成し、これが線維軸と直行する方向に積み重なることで、クロス β シ

ート構造をとる (Fig. 1-4)。芳香族アミノ酸であるフェニルアラニン、トリプト

ファンに富む配列を多く含む蛋白質はアミロイド原性が高く、これらのアミノ

酸の芳香環同士がπ-stackingにより積み重なって線維軸が形成されると考えられ

ている[18] (Fig. 1-4)。アミロイドとコンゴレッドは、アミロイドの芳香族アミノ

酸とコンゴレッドのフェノール環の相互作用により結合すると考えられており、

分子動力学的 (MD)シミュレーションにより、アミロイド線維軸に垂直方向およ

び水平方向の二種類の様式で結合することが予測されている[35, 63]。このうち、
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アミロイド線維軸に水平方向の結合が線維の伸長を妨げると考えられている

[63]。プリオンに由来するペプチドとコンゴレッドとの結合性に関する MD シミ

ュレーション研究から、コンゴレッドはアミロイド線維軸に水平方向に約 78%、

垂直方向に約 11%が結合しており、水平方向に結合しやすいことが示されてい

る[93]。 

 過マンガン酸カリウム・シュウ酸酸化還元処理によりアミロイドを構成する

アミノ酸は様々な酸化修飾を受けるため、規則正しいクロス β シート構造が失

われた結果、コンゴレッドやクルクミンの結合部位の構造が変化すると考えら

れる。酸化によりクロス β シート構造を変化させる原因となるアミノ酸として、

疎水性相互作用を有する中性アミノ酸が考えられるが、中でも芳香族アミノ酸

であるトリプトファン、Aβ と α シヌクレインにおいてその酸化によりアミロイ

ド形成が抑制されると報告されているメチオニン[13]、およびジスルフィド結合

を形成するシステインが重要と考えられる。トリプトファンは酸化されるとそ

の芳香環が切断され[11]、蛋白質の立体構造の変化を招く。メチオニンは酸化さ

れてメチオニルスルホンに変化するが、これにより Aβ が β シート構造を形成し

にくくなることが報告されている[28]。また、システインは容易に酸化されてジ

スルフィド結合を形成するが、これは還元剤により切断され元の構造に戻る可

逆的な反応である。AA はトリプトファンに富むことから、酸化されると芳香環

が切断され、モノマーの構造さえ維持されず、コンゴレッド、クルクミンとも

に結合できなくなると考えられる (Fig. 1-5)。Acas はメチオニンに富み、またメ

チオニンは疎水性アミノ酸であることから線維の内部に存在すると考えられる。

メチオニンは酸化されると疎水性が低下するために、線維軸方向の β シート同

士のスタッキングが崩壊した結果、クルクミンとの結合性がなくなったと推測
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される (Fig. 1-6)。AIAPP はトリプトファン、メチオニンを含まずシステインに

富むことから、システインの酸化還元により構造が維持されたために、コンゴ

レッド、クルクミンともに染色性が変化しなかったと考えられる (Fig. 1-7)。こ

のように、今回検索した AA、AL、犬の Acas, 猫の AIAPP は、それぞれ異なる

一次アミノ酸配列を持つために、過マンガン酸カリウム・シュウ酸酸化還元処

理によりコンゴレッドとクルクミンの各種アミロイドに対する結合性が異なっ

たと考えられた。コンゴレッドはアミロイドの線維軸と水平方向に、クルクミ

ンは垂直方向により結合しやすいと推察された (Figs. 1-5, 6, 7, 8)。 

 コンゴレッドによるアミロイドの染色性は、アミロイドの種類や沈着量によ

って異なる。また、コンゴレッドは膠原線維や弾性線維とも結合しやすいため、

膠原線維が豊富に存在する皮膚組織等を染色した際には慎重な判断が必要であ

る。一方、本章の結果から、クルクミンはコンゴレッドよりも共染が少なく、

より特異的にアミロイドと結合したため、アミロイドをより鋭敏に検出するこ

とが可能であると考えられた。また、生体内で成熟線維が形成される前のアミ

ロイド蛋白質にクルクミンが結合した場合、線維の伸長を阻害する可能性が高

い。コンゴレッドと異なり生体に対しての毒性が低いクルクミン[19]は、アミロ

イドの線維化抑制剤の有力な候補となると考えられた。 
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要約 

 共通するクロス β シート構造を有する各種アミロイドに酸化還元処理を加え

てその構造を変化させた場合のコンゴレッドとクルクミンの結合性の相違から、

各種アミロイドのアミノ酸組成の相違が立体構造に与える影響について考察し

た。 

 クルクミンは、コンゴレッドと同様、犬と猫の AA、AL、犬の Acas、猫の AIAPP

と結合した。これらのアミロイドにその化学構造を変化させる過マンガン酸カ

リウム・シュウ酸による酸化還元処理をしたところ、コンゴレッドでは AA の

染色性のみが失われたのに対し、クルクミンでは AA、AL、犬の Acas の染色性

が失われた。すなわち、コンゴレッドとクルクミンはクロス β シート構造を特

異的に認識して結合するが、それぞれアミロイド蛋白質の異なる部位に結合す

ることが示唆された。この結合性の相違は、各種アミロイドの一次アミノ酸配

列の相違を反映していると考えられた。また、両色素の染色性の相違から、ク

ルクミンはアミロイド線維伸長方向に結合すると考えられ、アミロイド線維の

伸長阻害に有用であると考えられた。
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Figure 1-1: Chemical structures of Curcumin and Congo red. 
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Figure 1-2: Immunohistochemistry of amyloid of dogs and cats examined. 
a. Dog, No. 1, Renal glomeruli, AA deposited severely in mesangial region. Bar, 40 μm. 
b. Cat, No. 2, Liver, AA, AA deposited mainly in the space of Disse. Bar, 40 μm. c. Dog, 
No. 9, Dermis, Lambda-light chain, AL deposited between neoplastic plasma cells. Bar, 
40 μm. d. Cat, No. 11, Dermis, Lambda- light chain, AL deposited between neoplastic 
plasma cells. Bar, 40 μm. e. Dog, No. 12, Mammary gland, β-casein, Acas deposited 
focally between neoplastic mammary epithelial cells. Bar, 80 μm. f. Cat, No. 13, 
Pancreatic islet, AIAPP deposited in pancreatic islet and normal islet cells are 
disappeared. Bar, 80 μm. 
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Figure 1-3: CR staining and Curcumin staining. 
1. Dog, No. 1, Renal glomerulus, AA deposition. bar, 40 μm. 2. Cat, No. 2, Liver, AA 
deposition. Bar, 80 μm. 3. Dog, No. 9, Dermis, AL deposition. Bar, 80 μm. (a)ACR 
staining, (b)ACR staining examined by polarized light microscopy, (c)ACR staining 
with redox treatment examined by polarized light microscopy, (d)Curcumin staining 
examined by confocal laser microscopy, (e)Curcumin staining with redox treatment 
examined by confocal laser microscopy. 
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Figure 1-3 (cont.): CR staining and Curcumin staining. 
4. Cat, No. 11, Dermis, AL deposition. Bar, 80 μm. 5. Dog, No. 12, Mammary gland, 
Acas deposition. Bar, 40 μm. 6. Cat, No. 13, Pancreatic islet, AIAPP deposition. Bar, 40 
μm. (a)ACR staining, (b)ACR staining examined by polarized light microscopy, 
(c)ACR staining with redox treatment examined by polarized light microscopy, 
(d)Curcumin staining examined by confocal laser microscopy, (e)Curcumin staining 
with redox treatment examined by confocal laser microscopy. Although ACR and 
curcumin binded every amyloid examined, AA lost the characteristic polarization of 
ACR and AL and Acas lost the fluorescence of Curcumin with redox treatment. AIAPP 
kept its polarization of ACR and fluorescence of Curcumin even after redox treatment. 
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Figure 1-4: A model for possible arrangement of amyloid fibril. The fibril is made of a 
stack of β-strands. β-sheets are held together by hydrogen-bonding.
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  Figure 1-5: Predicted  
conformational change of AA by   

  redox reaction. 

 

 

 

 

 

 

 

  Figure 1-6: Predicted   
conformational change of Acas by  
redox reaction. 

 

 

 

 

 

 

  Figure 1-7: Predicted  
conformational change of AIAPP  
by redox reaction. 
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Figure 1-8: Predicted binding of Congo red and curcumin to the β-sheet structure. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 2 章 

犬と猫の各種アミロイド沈着における ApoE および LRP1 の関与
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序 

 ApoE は、リポ蛋白質を構成する主要なアポリポ蛋白質の一つであり、細胞表

面の ApoE 受容体である LRP1 との相互作用を介してリポ蛋白質の細胞内取り込

みおよび代謝に関与する。1991 年、Namba ら[52]により AD 患者の脳の Aβ 沈着

部位に ApoE が共局在していることが報告された。また、家族性および孤発性

AD 患者では、ApoE の対立遺伝子のうち ApoEε4 の割合が健常者と比較して有

意に高いことが明らかとなった[69]。ヒトの ApoE 遺伝子には ε2, ε3, ε4 の 3 つの

対立遺伝子（アリル）があり、ApoEε4 が AD の最大の遺伝的リスク因子である

ことが明らかとなっている[16]。ApoE は中枢神経のコレステロール代謝に必須

の因子である。近年では全ゲノム関連解析 (GWAS)により、ApoE 遺伝子以外の

AD リスク遺伝子も明らかとなっており[25, 56]、これらのうちのいくつかは脂質

代謝と密接に関連することから、脳における脂質代謝異常と AD の病理発生と

の関連が疑われている。ApoE は脳では主にアストロサイトで産生され、コレス

テロールを神経細胞へ輸送することで脳機能を正常に維持する[9]。ApoE はその

アイソフォームの違いにより脂質結合能が異なるため、脳におけるコレステロ

ールの輸送および代謝能に違いが生じると考えられている。また、ApoE が可溶

性 Aβ と直接結合し LRP1 を介して Aβ の細胞内への取り込みを調節している可

能性[77]や、ApoE と LRP1 が結合し、LRP1 を介した Aβ のクリアランスが調節

される可能性[88]が示されている。 

 ApoE および LRP1 は、脳だけでなく全身の脂質代謝を調節する分子であり、

AA や AL の沈着好発部位である腎臓や肝臓においても発現が認められる。しか

し、末梢組織におけるアミロイド沈着とこれらの分子との関連についてはほと

んど調べられていない。AA の前駆体蛋白質である SAA は、血中では HDL およ
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び LDL と結合して存在していることから、AA アミロイド線維形成のシャペロ

ン蛋白質として ApoE が関与するのではないかと考えた[55]。ApoE アイソフォ

ームの立体構造の相違がアミロイド蛋白質との結合能に影響することから、

ApoE は Aβ、AA のみならず、共通の立体構造を有する様々なアミロイド線維の

形成にシャペロン分子として関与することが疑われる。 

 動物では、犬と猫の AA、AL アミロイド症[32]、脳アミロイド症[78, 84]、犬

の乳腺アミロイド Acas [82]、猫の膵島アミロイド AIAPP [46]等の発生が知られ

ているが、いずれにおいてもその病態への ApoE および LRP1 の関与は調べられ

ていない。そこで、本章では様々なアミロイド症の病理発生における ApoE と

LRP1 の影響を明らかにする目的で、AA, AL, Aβ, Acas, AIAPP が沈着した犬と猫

の組織における ApoE, LRP1 の局在を免疫組織学的に検索した。
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材料と方法 

症例・材料、病理組織 

 犬と猫の AA、AL、Aβ、犬の Acas および猫の AIAPP が沈着した組織および

アミロイド沈着がない対照組織を 10%中性緩衝ホルマリン液で固定し、常法に

従い 4 μm 厚のパラフィン切片を作製、HE 染色、ACR 染色[61]を行った。AA, AL, 

犬の Acas、猫の AIAPP の症例は第一章で用いたものと同一であり、これに Aβ

が沈着した犬および猫の脳組織を一例ずつと、それぞれのアミロイドの対照組

織を加えた (Table 2-1)。 

 

免疫組織化学、蛍光免疫コンゴレッド二重染色 

 用いた抗体を Table 2-2 に示した。脱パラフィンした切片について、3%過酸化

水素・メタノール溶液で室温 5 分間処理して内因性ペルオキシダーゼを不活化

し、ブロッキング溶液（8%スキムミルク・TBS）で 37℃、40 分間処理して非特

異反応を抑制した後、TBS で希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させた。TBS

で 洗 浄 し た 後 、 EnVision polymer (Dako) 法 に よ り EnVision horseradish 

peroxidase-labeled polymer anti-mouse IgG あるいは anti-rabbit IgG (Dako)と 37℃で

40 分間反応させた。発色には 0.5% DAB (Dojindo Laboratories)に 0.1%になるよう

に H2O2 (Wako Pure Chemical Industries)を添加して使用した。核染色にはヘマトキ

シリンを用いた。 

 

 次いで、抗ApoE抗体を用いた蛍光免疫染色とACR染色の二重染色を行った。

Table 2-2に示した条件で抗原賦活化を行い組織切片を一次抗体と反応させた後、

TBST を用いて洗浄し、TBST で希釈した Alexa Fluor 488 標識抗ウサギ IgG 抗体 
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(1:200 希釈、Life Technologies, Carlsbad, CA)と室温で 37℃、1 時間反応させた。

その後切片を 1% CR 水溶液と 10 分間反応させ後、飽和炭酸リチウム溶液で洗浄

した。非特異的な結合を切断するため 80%エタノールに 5 分間浸漬した後、流

水水洗を行った。封入後、Carl Zeiss LSM700 共焦点レーザー顕微鏡 (Carl Zeiss 

Micro Imaging)を用いて観察した。ACR の蛍光観察には 596 nm の励起波長を用

い、発光極大 620 nm の波長を赤色で検出した[12]。 
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結果 

 犬と猫の AA、AL、犬の Acas、猫の AIAPP (Figs. 2-1-a)、犬の Aβ42 血管アミ

ロイド (Fig. 2-2-1a)、猫の Aβ42 血管アミロイド (Fig. 2-2-2a)および Aβ42 びまん

斑 (Fig. 2-2-2e)が免疫染色で ApoE に陽性を示した。犬と猫の AA、AL、犬の

Acas および猫の AIAPP については蛍光免疫染色と蛍光 CR の二重染色を行った

ところ、ApoE 陽性部と CR 陽性部が共局在した（Figs. 2-1-b, c, d）。犬の Aβ 沈

着脳では、ApoE は主に皮質の小血管壁および髄膜血管壁において Aβ42 と共局

在していたが（Figs. 2-2-1b,1c, 1d）、CR 陰性の Aβ42 びまん斑に局在しなかった 

(Figs. 2-2-1f, 1g, 1h)。一方、猫の Aβ 沈着脳では、血管壁および皮質びまん斑の

いずれにおいても Aβ42 と ApoE の共局在が認められた (Figs. 2-2-2)。 

 LRP1 は、犬の腎糸球体では沈着 AA およびメサンギウム細胞に発現が認めら

れた(Fig. 2-3a)が、AA が沈着していない腎糸球体ではメサンギウム細胞にわず

かに発現が認められるのみであった (Fig. 2-3e)。退形成性形質細胞腫に伴う AL

沈着が認められた犬の皮膚組織では、アミロイド周囲の樹状細胞が LRP1 陽性で

あった(Fig. 2-3b)が、正常の犬皮膚組織では LRP1 陽性細胞は観察されなかった 

(Fig. 2-3f)。Acas が沈着した犬の多脂肪乳腺癌組織では、アミロイド周囲の樹状

細胞に LRP1 陽性像が観察された (Fig. 2-3c)が、Acas 沈着を伴わない犬の乳腺癌

組織には LRP1 陽性細胞は観察されなかった (Fig. 2-3g)。また、Aβ が沈着した

犬の脳では、ミクログリア、アストログリアおよび血管周皮細胞が LRP1 陽性で

あった (Fig. 2-3d)が、Aβ が沈着していない若齢犬の脳では LRP1 陽性細胞は認

められなかった。これに対し、猫では正常組織とアミロイド沈着組織のいずれ

においても LRP1 陽性所見は認められなかった（結果は示していない）。
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考察 

 ヒトにおいて、ApoE は種々のアミロイド沈着部位に共局在することが知られ

ているが、今回犬および猫の種々のアミロイドも同様に ApoE が共局在すること

が確認された。ApoE は VLDL や LDL、HDL などの血漿リポ蛋白質の構成成分

で、リポ蛋白質受容体のリガンドとして働き、脂質の輸送および再分布に関与

する。さらに、そもそも AD 患者では ApoE 対立遺伝子のうち ApoEε4 の頻度が

非 AD の者の約 3 倍であることが報告され、AD における遺伝的リスク因子とし

て、注目されている。また、ApoEノックアウトマウスに変異APPとヒト型ApoEε4

の遺伝子を導入したトランスジェニックマウスでは、若齢では ApoE は Aβ の除

去に働き[27]、加齢により Aβ 除去作用が弱まるとともに、Aβ の線維化を促進し

たと報告されている[26]。このことから、アミロイド蛋白質に対する ApoE の作

用を考える場合、加齢に伴う ApoE 分子の脂質代謝の変化を加味する必要がある

と考えられる。 

 ApoE はその受容体である LRP1 を介して Aβ を除去すると考えられるが、三

者が相互にどのように作用し合っているか未だ明らかではない。近年、ApoE と

Aβ が LRP1 のリガンドとして競合することにより、脳内の Aβ 濃度が調節され

る可能性が報告されている。このことから、LRP1 のリガンドとして機能するア

ミロイド蛋白質は、ApoE を介した同様の機構により沈着が調節される可能性が

ある。 

 今回の検索では、犬の AA 沈着腎臓組織、AL 沈着皮膚組織、Acas 沈着乳腺組

織および Aβ 沈着脳組織において ApoE の共沈着と LRP1 の発現が認められた一

方、アミロイド沈着がない犬の腎臓、皮膚、乳腺および脳組織で ApoE および

LRP1 は認められなかった。このことから、AA、AL アミロイド症においても、
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脳における Aβ 沈着と同様に、ApoE が LRP1 を介してアミロイドの取り込み・

分解に影響を与える可能性が示唆された。今回、犬の脳組織において Aβ42 びま

ん斑と ApoE が共局在しなかったこと、および猫の脳組織において皮質の小血管

壁と髄膜血管壁の Aβ42 陽性部位と ApoE が共局在しなかった理由として、ホル

マリン固定パラフィン包埋切片を用いた免疫染色における抗 ApoE 抗体の安定

性が担保されなかった可能性が考えられる[84]。また、猫では Aβ びまん斑にも

ApoE が共沈着していたことから、ApoE はアミロイド線維のクロス β シート構

造と結合するのではなく、アミロイドの前駆体蛋白質がアミロイド化する過程

に関連することが示唆された。 

 LRP1は末梢組織においてApoEだけでなく 40以上の異なるリガンドと結合す

ることが知られており、脂質代謝、蛋白分解酵素の恒常性維持や細胞分化等様々

な生理反応に関与する[42]。また、ディフェンシンにより活性化されることで、

様々な疾病、感染症においてスカベンジャー受容体として働くことも知られて

おり[10]、不溶性沈着物であるアミロイドに対しても樹状細胞における発現を介

して免疫応答を惹起する可能性が考えられる。今回、犬ではアミロイド沈着組

織で LRP1 陽性細胞が観察されたのに対し、猫では正常組織およびアミロイド沈

着組織のいずれにおいても LRP1 陽性所見は認められなかった。用いた抗体は、

ヒト LRP1 の細胞外ドメインを標識する抗体であったが、この抗原ドメインはヒ

トと犬で 97.7%、ヒトと猫で 97.5%と、高い相同性を有することから、犬と猫で

の結果の違いを抗体の交叉性に求めることはできない。今回検索した犬の脳で

は、Aβ42 陽性びまん斑と一致した ApoE 陽性像が認められなかったのに対し、

猫ではほぼすべてのびまん斑に一致して ApoE 陽性像が認められたことから、猫

では犬と比較して脳内 ApoE 濃度が高い可能性がある。これは、LRP1 の発現が
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犬よりも低いために ApoE がより多く脳内に蓄積するためと考えられる 

 本章の結果から、各種アミロイドに共沈着した ApoE がリガンドとして LRP1

と結合し、アミロイド除去に働く免疫反応を誘導する可能性が示唆された。 
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要約 

 犬と猫の各種アミロイド沈着組織およびアミロイド非沈着対照組織について、

Aβ のシャペロン蛋白質と考えられている ApoE の沈着および ApoE 受容体であ

る LRP1 の発現を免疫組織学的に検索した。その結果、検索した全てのアミロイ

ドと ApoE の共局在が認められた。また、犬の AA、AL、Acas 沈着組織では、

アミロイド周囲の樹状細胞に LRP1 の陽性像が確認された。また、Aβ が沈着し

た脳組織では沈着部位周囲のミクログリア、アストロサイトおよび血管周皮細

胞に LRP1 の陽性像が認められた。アミロイド沈着のない対照組織ではいずれも

LRP1 は発現しておらず、アミロイドの沈着が LRP1 の発現レベルを上昇させた

と考えられた。ApoEはAβの線維化促進あるいは安定化に働くこと、およびLRP1

はミクログリアによる Aβ の分解と排泄に関わると考えられていることから、ア

ミロイドと共局在した ApoE が、樹状細胞に発現した LRP1 にリガンドとして結

合し、アミロイドの分解に関与すると推察された。
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Figure 2-1: Immunohistochemistry and immunofluorescence for ApoE and CR stain. 
1. Dog, No. 1, Renal glomerulus, AA deposition. Bar, 40 μm. 2. Cat, No. 6, liver, AA 
deposition. Bar, 80 μm. 3. Dog, No. 9, Dermis, AL deposition. Bar, 80 μm. 4. Cat, No. 
11, Dermis, AL deposition. Bar, 80 μm. 5. Dog, No. 12, Acas deposition. Bar, 80 μm. 6. 
Cat, No. 17, Pancreatic islet, AIAPP deposition. Bar, 40 μm. (a)Immunohistochemistry 
for ApoE. (b)CR stain (red). (c)Immunofluorescence for ApoE (green). (d)Merged 
(yellow). All amyloids examined colocalized with ApoE. 
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Figure 2-2: Immunohistochemistry and immunofluorescence for ApoE and Aβ42. 
1. Dog, No. 18, Brain, ApoE was detected around the meningeal vessel and the vessel 
walls of the brain parenchyma (a, b, c and d). Bar, 40 μm. ApoE was not detected in 
Aβ42-positive diffuse senile plaque (e, f, g and h). Bar, 80 μm. 2. Cat, No. 19, Brain, 
ApoE was positive around the vessel walls (a, b, c and d). Bar, 80 μm. ApoE also 
detected in Aβ42-positive diffuse senile plaques (e, f, g and h). Bar, 40 μm. (a) 
Immunohistochemistry for ApoE, (b) Immunofluorescence for Aβ42 (red), (c) 
Immunofluorescence for ApoE (green), (d) merged (yellow). 
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Figure 2-3: Immunohistochemistry for LRP1 in (a)AA-, (b)AL- , (c)Acas- and (d)Aβ- 
deposited tissues and control tissues of dogs (e, f, g and h, respectively). 
(a)No. 1, Renal glomerulus. AA deposited in the mesangial region and mesangial cells 
are immunopositive for LRP1. Bar, 20 μm. (b)No. 9, Dermis. AL deposited severely in 
the dermis and dendritic cells around amyloid are positive for LRP1. Bar, 40 μm. (c)No. 
12, Mammary lipid rich carcinoma, Acas deposited among neoplastic cells and dendritic 
cells in the amyloid region are positive for LRP1. Bar, 20 μm. (d)No. 18, Brain. 
Cerebral cortex with diffuse senile plaques and vascular amyloid deposition. Microglia 
(black arrows), astrocytes (red arrows) and vascular pericytes (arrow heads) are positive 
for LRP1. Bar, 20 μm. (e)No. 20, Renal glomerulus. No amyloid deposition. Few 
mesangial cells were positive for LRP1. Bar, 20 μm. (f)No. 21, Dermis. No amyloid 
deposition. No LRP1-positive for LRP1. Bar, 40 μm. (g)No. 22, Mammary gland 
adenocarcinoma. No amyloid deposition. No LRP1-positive cells. Bar, 20 μm. (h)No. 
23, Brain. No amyloid deposition. No expression of LRP1 on microglia (black arrows), 
astrocytes (red arrows) and vascular pericytes (arrow heads). Bar, 20 μm. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 3 章 

日本猫の SAA 遺伝子および 

沈着 AA アミロイドを構成する SAA 分子種の検索
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序 

 AA アミロイド症は慢性炎症性疾患に併発し、致死的経過をたどることもある

難病である。AA の前駆蛋白質は急性期炎症蛋白質の SAA であり、SAA の持続

的高値が AA アミロイド症の発症の必要条件であることは、SAA 抑制療法が有

効であることから明らかとなっている[20]。しかし AA アミロイド症は SAA 高

値の患者の一部にしか発症しないことから、SAA 以外の因子の関与が想定され

ている。ヒトの SAA遺伝子は少なくとも 4種類 (SAA1, SAA2, SAA3, SAA4)があり、

そのうち SAA1 遺伝子が AA アミロイド症の原因遺伝子である[41]。日本人の

SAA1遺伝子には exon 3の多型により、3種のアレルが存在し（SAA1.1: 52Val/57Ala, 

SAA1.5: 52Ala/57Val, SAA1.3: 52Ala/57Ala）、アミロイド症患者で SAA1.3 の頻度が

高く正のリスクファクターである一方、SAA1.1 はアミロイド症に防御的である

ことが疫学的に明らかとなっている[3, 49, 96]。しかし、これらの遺伝子多型が

アミロイド症の発症に影響するメカニズムはまだ不明である。 

 獣医学領域では、豚、犬、猫、マウス等で SAA 遺伝子の検索が行われている

が[48, 72, 74, 87]、その遺伝子多型とアミロイド症の関連についてはほとんど調

べられていない。猫ではアビシニアン種、シャム種において家族性の AA アミ

ロイド症の発生が知られており、これらの種にそれぞれ特異的な SAA 遺伝子配

列が明らかとなっている[87]。また、アビシニアンでは主に腎臓に、シャムでは

主に肝臓と消化管に AA が沈着することから、SAA のアミノ酸配列が組織沈着

パターンと関連すると考えられている[54]。日本ではこれらの種の飼育頭数は少

なく日本猫（雑種）が圧倒的多数を占めるが、日本猫においても AA アミロイ

ド症は散発的に発生している。その原因として、長期にわたる感染あるいは腫

瘍による慢性炎症の存在が考えられているが、ヒトと同様、慢性炎症を患う日
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本猫のすべてが AA アミロイド症を発症するわけではないと考えられる。そこ

で本章では、猫における AA アミロイド症の発症要因の一つとして SAA 遺伝子

の変異を想定し、症例および対照例の日本猫について SAA 遺伝子を検索し、AA

アミロイド症の発症および組織沈着パターンとの関連について検討した。 

 また、ヒトで組織に沈着した AA は SAA の 76 と 77 番目のアミノ酸残基の間

で切断された N 末端側で構成されることが明らかとなっている[65]。このことか

ら過剰に産生された SAA は血中あるいは組織局所で切断されることにより安定

性を失い、クロス β シート構造へと変化しアミロイド線維が形成されると考え

られている。しかし、この切断はアミロイド線維が形成された後に起こるとい

う報告[34]もあり、切断がアミロイド線維形成に必須かどうかは依然として不明

である。マウスでは全長 SAA がアミロイド線維を形成することがわかっている

が、それ以外の動物では切断部位について様々な報告があり、切断部位とアミ

ロイド形成の関連については十分に調べられていない。そこで、本章では SAA

の N 末端ペプチド、中央部分ペプチド、C 末端ペプチドに対する抗血清を作製

し、これらを用いた免疫組織化学法により、猫の組織沈着 AA を構成する SAA

分子種について検索した。 
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材料と方法 

 症例・材料および病理組織学 

 病理組織学的に AA アミロイド症と診断された日本猫 4 例と、アミロイドの

沈着が認められなった日本猫 5例を用いた。各症例の概要はTable 3-1に示した。

採材組織は 10%中性緩衝ホルマリンにて固定し、常法に従い 4 μm 厚のホルマリ

ン固定パラフィン切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色、アル

カリ・コンゴレッド (ACR)染色[61] 、各種抗体を用いた免疫染色に使用した。

ACR 染色を行った切片は偏光顕微鏡で観察し黄緑色の複屈折光を確認すること

で、アミロイド沈着の有無を判定した。 

 

 DNA 抽出とポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)による増幅 

 ゲノム DNA は、新鮮凍結肝臓組織から DNeasy® Blood and Tissue Kit (QIAGEN, 

Limburg, Netherlands)を用いて、メーカーのプロトコルに従い抽出した。SAA 遺

伝子配列は PrimeSTAR® Max DNA polymerase (TaKaRa Bio, Otsu, Shiga, Japan)を

用いて、メーカーのプロトコルに従い PCR 法により増幅した。ネコ SAA 遺伝子

の exon 2, 3 および 4 に特異的なプライマー配列は以下の通りである。 

 Exon 2 forward: 5’-CAA CTG CCC TCT TCC TCC AT-3’, reverse: 5’-GAC GGA 

CAC AAA TCC TCT GGT-3’ 

 Exon 3 forward: 5’-CTG GAG TCG GTG GCA GAT TT-3’, reverse: 5’-CCT TGC 

TCT GAC CCC ATC AG-3’ 

 Exon 4 forward: 5’-ACC CAG TAA GGG ATC AGC CT-3’, reverse: 5’-CAC CCC 

TGG GAA CGA ACA AA-3’ 

 PCR 条件は、変性を 98℃, 10 秒、アニーリングを 57℃, 5 秒、伸長を 72℃, 3
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秒で、35 サイクル行った。次に、PCR 産物のアガロースゲル電気泳動を行い切

り出したバンドゲルからメーカーのプロトコルに従って QIAquick PCR 

purification kit (QIAGEN)を用いて目的増幅産物の抽出を行った。抽出物は

BigDye Terminator 3.1 mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) および ABI 

Prism 3030 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)を用いて、その遺伝子配列を解析

した。 

 

 抗ネコ SAA ポリクローナル抗体の作製 

 ネコ SAA の N 末端領域 (MREANYIGAD)、中央領域 (QRGPGGAWAAKV)、

C 末端領域 (EWGRSGKDPNHFRP)の合成ペプチド (Eurofins Genomics, Tokyo, 

Japan)をウサギ 3 羽にそれぞれに注射し、各ペプチドに対する抗血清 AS-No.1, 

AS-No. 2, AS-No. 3 を得た （Fig. 3-1）。各抗血清の特異性については、リコンビ

ナントネコ SAA 蛋白質およびそれぞれの合成ペプチドに対するウエスタンブロ

ット法により確認した （Fig. 3-2）。リコンビナントネコ SAA 蛋白質は、東京大

学大学院獣医内科学研究室の大野耕一准教授、玉本隆司博士により供与を受け

た[79]。 

 

 免疫組織化学法 

 用いた抗体を Table 3-2 に示した。脱パラフィンした切片について、3%過酸化

水素・メタノール溶液で室温 5 分間処理して内因性ペルオキシダーゼを不活化

し、ブロッキング溶液（8%スキムミルク・TBS）で 37℃、40 分間処理して非特

異反応を抑制した後、TBS で希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させた。TBS

で 洗 浄 し た 後 、 EnVision polymer (Dako) 法 に よ り Envision horseradish 
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peroxidase-labeled polymer anti-mouse IgG あるいは anti-rabbit IgG (Dako)と 37℃で

40 分間反応させた。発色には 0.5% DAB (Dojindo Laboratories)に 0.1%になるよう

に H2O2 (Wako Pure Chemical Industries)を添加して使用した。核染色にはヘマト

キシリンを用いた。 

 

 蛍光免疫－コンゴレッド二重染色 

 上述した免疫組織化学法と同様に抗原賦活化を行った後、切片を一次抗体と

反応させ、TBST で洗浄し、TBST で希釈した Alexa Fluor 488 抗ウサギ IgG 抗体 

(1:200 希釈、Life Technologies)と室温で 37℃、1 時間反応させた。蛍光免疫染色

を行った切片を 1% CR 水溶液と 10 分間反応させ後、飽和炭酸リチウム溶液で洗

浄した。非特異的な結合を切断するため 80%エタノールと 5 分間反応させた後、

流水水洗を行った。蛍光染色用封入剤で封入後、Carl Zeiss LSM700 共焦点レー

ザー顕微鏡 (Carl Zeiss Micro Imaging)を用いて観察した。ACR 染色切片の蛍光観

察には 596 nmの励起波長を用い、発光極大 620 nmの波長を赤色で検出した[12]。
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結果 

 病理組織学 

 各症例における AA の組織分布およびその程度を Table 3-3 に示した。沈着ア

ミロイドは、検索したすべての猫において抗 AA 抗体および作製した SAA 部分

ペプチドに対する抗血清を用いた免疫組織化学法の結果、陽性であった。全身

性 AA アミロイド症の日本猫、7 頭中 4 頭で重度の、2 頭で中程度の AA 沈着が

肝臓に認められた。AA はグリソン鞘では血管壁に、また中心静脈周囲およびデ

ィッセ腔において肝細胞索に沿って沈着が認められた（Fig. 3-3）。AA が重度に

沈着する箇所では、肝細胞の萎縮が観察された。AA が主に腎臓の糸球体に認め

られた症例では髄質間質への沈着は軽度であり（Case No. 1 と Case No. 3）、逆に

糸球体への沈着が軽度の症例では髄質間質への沈着が重度であった（Case No. 4

と Case. No. 6）。糸球体ではメサンギウム領域において巣状のアミロイド沈着が

認められた（Fig. 3-4）。Case No. 4 では肝臓への沈着は認められず、腎髄質間質

に重度の沈着が認められた（Fig. 3-5）。肝臓および腎臓以外では、甲状腺、消化

管粘膜固有層、副腎および舌に AA の沈着が観察された。甲状腺では間質への

アミロイド沈着による濾胞の萎縮が認められた（Fig. 3-6）。 

 

日本猫の SAA 遺伝子およびアミノ酸配列解析 

 Case No. 1 から Case No. 4、Case No. 8 から Case No. 12 の 9 例の肝臓から抽出

した DNA について直接シークエンス法により塩基配列を決定し、SAA 蛋白質の

アミノ酸配列へ変換し比較したところ、1 残基目、45 残基目、51 残基目に多型

が認められた (Table 3-4)。全ての非 AA アミロイド症例（Case No. 8 から Case No. 

12）と 2 頭の AA 症例（Case No. 1 と 4）は、45R（アルギニン）、51A（アラニ
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ン）のアミノ酸を有していた。Case No. 2 では、主に腎臓に AA が沈着していた

アビシニアンの症例と同様の 45Q（グルタミン）、51A（アラニン）の組み合わ

せを有していたが、AA の沈着は肝臓で重度に認められ腎臓ではわずかであった。

また、Case No. 1, Case No. 2 および Case No. 3 では肝臓に重度のアミロイド沈着

がみられたが、主に肝臓および消化管にアミロイドが沈着していたシャムと同

一の配列（45R-51V（バリン））を有する症例は存在しなかった。1 残基目につ

いては、AA の沈着の有無および組織沈着パターンとの間に関連性はなかった。 

 

抗ネコ SAA 部分配列血清を用いた免疫組織化学法 

 ネコ SAA 蛋白質のアミノ酸残基 23-32, 45-56, 91-104 の各ペプチド配列に対す

る抗血清、AS-No. 1, AS-No. 2, AS-No. 3 を作製した（Fig. 3-1）。また、ウエスタ

ンブロット法により各抗血清とリコンビナントネコ SAA 蛋白質およびそれぞれ

の抗原ペプチドに対する特異性を確認した（Fig. 3-2）。各症例の肝臓、腎臓に沈

着した AA はいずれの抗血清とも免疫組織化学的に反応した（Figs. 3-7, 3-8）。 

 また、ACR 染色と各抗血清を用いた蛍光免疫染色の重染色の結果、ACR 陽性

アミロイドはいずれの抗血清とも共局在した（Fig. 3-9）。このことから、ヒトと

異なり猫の沈着 AA には SAA の 23 から 104番目までのアミノ酸残基が含まれ、

AA 形成に SAA の C 末端が必ずしも切断・代謝される必要がないことが示唆さ

れた。



 

55 
 

考察 

 本研究では日本猫 9 頭の SAA 遺伝子を解析し、1, 45, 51 番目のアミノ酸残基

に多型を認めた。解析された配列のうち、45R と 51A の組み合わせは哺乳類で

他に見つかっておらず、鶏と同一の組み合わせであった (Table 3-5)。鶏におけ

る AA アミロイド症は Enterococcus faecalis の感染に伴って発生し、主にアミロ

イド関節症を呈する[76]。ネコ SAA に関するいくつかの先行研究では、SAA 遺

伝子変異とアミロイド症発症について明らかな関連性はみつかっていない[31, 

54]。本研究においてネコ SAA の新たな多型としてみつかった 45R-51A がアミ

ロイド原性を有するかどうかは残念ながら不明のままである。 

 近年、ヒト SAA1.1 の立体構造が明らかとなり、45 番目と 51 番目のアミノ酸

残基はそれぞれ隣り合った異なる α ヘリックス部分に含まれることがわかった

[44]。また、ヒト SAA1.1 の N 末端側はアミロイド原性が高いこともすでに報告

されていたる[43, 90]。また、SAA1.1 の立体構造に関する先行研究においても 1-7

番目と 51-58 番目のペプチドがアミロイド原性とされている。このことから、今

回猫で確認された 51A-Vというアミノ酸一つの変化がネコSAAの立体構造を変

化させた結果、AAアミロイドを形成した可能性が考えられた。51Aあるいは 51V

のアミノ酸残基を含むネコ SAA ペプチドのアミロイド原性に関するさらなる研

究が必要不可欠である。 

 アビシニアンの家族性 AA アミロイド症は、臨床的、病理組織学的にヒトの

家族性地中海熱 (FMF)と類似する[14]。FMF およびアビシニアンの家族性 AA

アミロイド症では AA が主に腎髄質に沈着する。FMF の原因遺伝子は SAA では

なく Pyrin 蛋白質をコードする MEFV 遺伝子である[58]が、猫の MEFV 遺伝子に

ついての詳細な検討はなされていない。Pyrin は、炎症において中心的な役割を
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果たしているシグナル伝達複合体（インフラマソーム）を構成する分子である。

そのため FMF では、MEFV 遺伝子の変異により Pyrin 蛋白質の機能に異常が生

じ、自己炎症が惹起される。アビシニアンとシャムの家族性 AA アミロイド症

に関する先行研究において、これらの品種の SAA アミノ酸配列と AA の沈着パ

ターンの間に関連があると報告されている[54]。しかし本研究において日本猫で

見出した各 SAA アミノ酸配列と、AA の組織沈着パターンとの間に関連はなか

った。今回免疫組織化学的に検索した日本猫の AA アミロイド症では、7 例中 6

例で肝臓に重度の沈着が認められ、肝臓が沈着好発組織であった。その他の組

織については、慢性炎症性疾患あるいは腫瘍などの基礎疾患の罹患期間が長引

くにつれ腎糸球体、消化管に順次沈着していくと考えられた。しかし、Cat No. 4

では肝臓に AA が沈着せず、腎髄質に重度の沈着が認められた (Table 3-3)。先行

文献において、血縁関係にあるアムールトラ 4 頭の腎髄質 AA アミロイド症が

報告されており[70]、沈着好発組織には遺伝的要因が関係すると考えられる。今

回の検索では SAA 遺伝子多型と組織沈着パターンに関連性は見いだせなかった

が、AA が主に腎髄質に沈着する症例については SAA 遺伝子以外の遺伝的要因

（例えば上述の MEFV 遺伝子など）の関与が疑われる。 

 ヒトでは血清 SAA の持続的高値が AA アミロイド症発症の必要条件であり、

さらに SAA1.3 のアレルを有することがリスク因子と考えられている[6]。猫でも

ヒトと同様に血清 SAA の持続的高値がアミロイド症の発症に必要かどうかは明

らかではないが、今回の結果から SAA の遺伝子変異は重要なリスク因子ではな

いと考えられた。そのため、リスク要因と考えられる MEFV 遺伝子、あるいは

アポリポ蛋白 E、血清アミロイド P コンポーネント、グリコサミノグリカンなど
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のシャペロン蛋白質の病態への関与についてさらなる検索が必要である[1, 33, 

83]。 

 AA アミロイド症の病理発生に影響する因子として、SAA 蛋白質の切断部位

が挙げられる。質量分析法による解析で、ヒトでは SAA の N 末端から 76 番目

と 77 番目のアミノ酸残基の間で切断された N 末端断片が主な AA アミロイド構

成分子であることがわかっている[65]。このことから、SAA の切断によりその N

末端断片の立体構造が変化し、アミロイド線維形成が開始されると考えられて

いる。一方、ネコの AA に関する先行研究においても、AA は SAA の N 末端側

の配列で構成されていることが報告されている[54]。本研究では、ネコ SAA の

部分ペプチド（N 末端側 23-32 残基、中央部分 45-56 残基、C 末端側 91-104 残基）

に対して作製された抗血清を用いた免疫組織化学的検索により、いずれの部分

ペプチドも AA アミロイド内にと存在することを示した。このことから、ヒト

やそのほかの哺乳類と異なり、ネコ AA は SAA の C 末端断片を広く含むことが

示唆された。先行研究[54]で、猫の AA アミロイドの解析に用いたエドマン分解

法では、アミノ酸は N 末端側から 1 残基ずつ同定されるが、何らかの修飾を受

けている場合は、反応が先に進まず解析不能となる[4]。そのため、ネコ AA の

解析においても、C 末端側が解読不能であった可能性が考えられる。Patke ら[59]

は、マウス SAA において C 末端側が失われると線維化効率が有意に下がること

から、C 末端側が SAA の線維化になんらかの働きをすると報告している。今回

の検索によりネコ AA は C 末端断片を含むことが明らかとなったが、このこと

は Patke らの報告と矛盾しない。 

 以上、日本猫の SAA 遺伝子を同定した結果、3 カ所のアミノ酸多型箇所と、4

種類のアミノ酸配列の組み合わせを見出した。そのうち 45R-51A の組み合わせ
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は哺乳類で新規にみつかったものであった。しかし、その配列がアミロイド線

維形成に促進的に働くのかどうかはまだ不明である。ヒトとは異なり、ネコ AA

は SAA の C 末端を含むことから、猫では SAA の切断と C 末端断片の代謝が AA

線維形成の必要条件ではないことが示唆された。 
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要約 

 AA アミロイド症に罹患した 4 頭の日本猫と、罹患していない 5 頭の日本猫の

SAA 遺伝子をダイレクトシークエンス法により検索した結果、3 箇所の多型が同

定され、これらの塩基配列をアミノ酸配列に翻訳すると、3 つのアミノ酸多型箇

所が示された。これらアミノ酸多型のうち、アミロイド症の日本猫 1 頭と非ア

ミロイド症の日本猫 5 頭が有していた 45R-51A の組み合わせは、哺乳類で初め

て報告されたものであった。しかし、これらのアミノ酸多型と AA アミロイド

の組織沈着パターンとの間に関連は認められなかった。したがって、SAA のア

ミノ酸配列の相違は AA アミロイド症の病態発生に寄与しないと考えられた。 

 次いで行った SAA 蛋白質の N 末端側 (23-32)、中央部分(45-56)、C 末端側 

(91-104)を抗原として作製した抗血清を用いた免疫染色の結果から、ヒトと異な

りネコ AA には C 末端側が含まれることが示された。したがって、SAA 蛋白質

の C 末端側の切断はアミロイド線維形成に必須のイベントではないと考えられ

た。 
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Figure 3-1: Amino acid sequence of feline SAA. AS-No. 1 to No. 3 are oligopeptide 
used as immunogens. 
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Figure 3-2: Western blot analysis. Antisera used were AS-No. 1 (lanes 2 to 5), AS-No. 2 
(lanes 6 to 9) and AS-No. 3 (lanes 10 to 13). Electrophoresed antigens were rb feline 
SAA (lanes 2, 6 and 10), SAA 23-32 (lanes 3, 7 and 11) SAA 45-56 (lanes 4, 8 and 12) 
and SAA 91-194 (lanes 5, 9 and 13). Lane 1 represents a size marker. AS-No. 1, No. 2 
and No. 3 immunoreacted with rb feline SAA protein (Lanes 2, 6 and10). Each antisera 
immunoreacted only with their own antigen peptides (lane 3, lane 8, lane 13). 
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Figures 3-3: Liver, Cat No. 1, AA deposited around the central vein and in the space of 
Disse. HE (a), CR (b) and CR with a polarized light (c). Bar, 50 μm. 
Figures 3-4: Kidney, Cat No. 6, AA deposited segmentally in the renal glomerulus. HE 
(a), CR (b), CR with a polarized light (c). Bar, 25 μm. 
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Figures 3-5: Kidney, Cat No. 4, AA deposited in the interstitium of the medulla. HE (a), 
CR (b), CR with a polarized light (c). Bar, 50 μm. 
Figures 3-6: Thyroid gland, Cat, No. 6, AA deposited in the interfollicular interstitium. 
HE (a), CR (b), CR with a polarized light (c). Bar, 25 μm. 
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Figures 3-7: Liver, No. 5, AA deposited mainly in the space of Disse. CR (a) and 
immuostained with AS-No.1 (b), AS-No. 2 (c) and AS-No. 3 (d), respectively. Bar, 50 
μm. 
Figures 3-8: Kidney, No. 6, AA deposited in the glomerulus and in the wall of the 
arterioles. CR (a) and immunostained with AS-No.1 (b), AS-No. 2 (c) and AS-No. 3 (d), 
respectively. Bar, 25 μm. 
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Figures 3-9: ACR-stained liver sections observed with a confocal laser microscope (a, d 
and g), and those immunostained with AS-No. 1 (b), No. 2 (e) and No. 3 (h), 
respectively. ACR-positive AA deposits immuoreacted also with AS-No. 1 (c), AS-No. 2 
(f) and AS-No. 3 (i). Bar, 50 μm. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

総括
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 アミロイド症は、それぞれの前駆体蛋白質の三次立体構造（コンフォメーシ

ョン）への折りたたみ異常（ミスフォールディング）が原因であり、コンフォ

メーション病あるいは蛋白ミスフォールディング病とも呼ばれる。細胞内で翻

訳された蛋白質は、そのアミノ酸配列に応じて固有の立体構造に折りたたまれ

て機能を有するようになる。すなわち、蛋白質は自発的に、熱力学的に最も安

定な立体構造をとる。しかし、そのフォールディング過程で起こる様々な生体

内現象により異常なフォールディングが生じ、不溶性の凝集物としてアミロイ

ドが沈着し、臓器に機能障害を引き起こす。 

 第 1 章では、各種アミロイドのアミノ酸組成と生化学的特性の関連を考察す

る目的で、犬と猫の AA、AL、犬の Acas、猫の AIAPP に ACR 染色とクルクミ

ン染色を行い、さらに過マンガン酸カリウムによる酸化還元処理を加えてその

染色性の変化を検討することで、クルクミンとアミロイドとの結合性を検証し

た。クルクミンは検索した全てのアミロイドと結合し、アミロイド沈着部位と

一致してクルクミンの自家蛍光が検出された。ACR 染色はアミロイドの染色法

として確立されているが、アミロイドの種類によって染色性に差があり、また、

膠原線維を共染しやすいなどの問題点がある。本章においてクルクミン染色は

簡便に行うことが可能で、かつクルクミンはコンゴレッドよりも鋭敏に各種ア

ミロイドと結合したことから、アミロイドの染色として有用であると考えられ

た。また、各種アミロイドに過マンガン酸カリウムおよびシュウ酸による酸化

還元処理を施して、その立体構造を変化させることにより、ACR とクルクミン

による染色性の変化を検討した。その結果、ACR 染色では AA のみ染色性が失

われ、クルクミン染色では AA、AL、Acas の染色性が失われた。この現象は、

各種アミロイドのアミノ酸配列の相違により生じると考えられ、コンゴレッド
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はアミロイド線維と水平方向に、クルクミンはアミロイド線維軸に垂直方向に

より結合しやすいと推察さた。また、クルクミンのアミロイド線維形成阻害剤

としての可能性が示唆された。 

 第 2 章では、犬と猫の各種アミロイド沈着組織における ApoE およびそのレセ

プターである LRP1 の局在を免疫組織化学的に検索した。その結果、ApoE は犬

と猫の AA、AL、Aβ、犬の Acas および猫の AIAPP と共局在すること、および

ApoE のレセプターであり、脳で Aβ の分解および排出に関わると考えられてい

る LRP1 は、犬と猫の AA、AL、犬の Acas、猫の AIAPP 沈着組織周囲の樹状細

胞に発現することが明らかになった。犬の Aβ 沈着脳組織では、ミクログリア、

アストロサイトおよび血管周皮細胞に LRP1 の発現が認められた。また、アミロ

イド沈着のない対照組織では、いずれも LRP1 陽性細胞は観察されなかった。以

上のことから、Aβ のみならず AA、AL、Acas および AIAPP の沈着においても、

ApoE および LRP1 がその病態に関与することが示唆された。 

 第 3 章では、AA アミロイド症に罹患した 4 頭の日本猫と罹患していない 5 頭

の日本猫の SAA 遺伝子の塩基配列をダイレクトシークエンス法により決定し、

それから翻訳されるアミノ酸配列について、他の品種の配列と比較した。その

結果、猫の SAA には 1 残基目、45 残基目、51 残基目の 3 カ所に多型が存在す

ることが明らかとなった。45 残基目がアルギニン、51 残基目がアラニンの SAA

蛋白質は哺乳類で現在まで報告がなく、新たな配列であった。しかし、この配

列は AA アミロイド症に罹患していない対照例 5 例中全例と、アミロイド症 4

例中 1 例で認められたことから、アミロイド症の遺伝的リスク因子あるいは防

御的因子としての意義は不明であった。さらに、SAA のアミノ酸多型とアミロ

イドの組織沈着パターンとの関連性も見出すことができなかった。また、日本
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猫の SAA アミノ酸配列の N 末端側、中央部分、C 末端側のそれぞれを抗原とし

て作製した 3 種類の抗血清を用いて、組織に沈着した AA を免疫組織学的に検

索したところ、いずれの SAA 部分配列も沈着 AA に含まれていた。したがって、

猫の AA アミロイド症では、SAA の切断が AA 線維形成の必要条件ではないこ

とが示唆された。 

 本研究の結果から、ApoE が内因性因子としてアミロイド線維形成促進的に、

またクルクミンは外因性因子として、LRP1 は内因性因子としてにアミロイド線

維形成防御的に働くことが推測された。また、とくに AA アミロイド症につい

ては、ミスフォールディングの要因と考えられる前駆体蛋白質 SAA の遺伝子多

型を決定し、SAA の一次アミノ酸配列の相違の病態への関与を検証したが、関

連は見いだせなかった。しかし、ヒトでミスフォールディングのきっかけにな

ると考えられている SAA の C 末端側の切断が日本猫では生じておらず、猫の

AA アミロイド症では SAA の C 末端側の切断がアミロイド症の病理発生の本質

ではないと考えられた。今回の一連の研究結果から、アミロイド症の病態には、

一次アミノ酸配列の多型ではなく、そのフォールディングの過程における ApoE

をはじめとするシャペロン蛋白による立体構造の変化と安定化が重要であるこ

とが示唆された (Fig. 4-1)。 

 アミロイドには、動物種や前駆体蛋白質の特性を超えた共通の性質が存在し、

その多くは難治性疾患の原因となりうる。本研究の一連の結果は動物のみなら

ず、ヒトのアミロイド症の病態解明および治療法の開発の一助となると考えら

れる。 
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Figure 4-1: Schema of the study. Pathological cascade of AA amyloidosis. In cat, 
truncation of C-terminus of the SAA protein does not occur. 
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