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アミロイドーシスは、蛋白質の立体構造が変化しβシートに富む線維状蛋白

のアミロイドとして細胞外に沈着することで、多様な臓器に機能障害をおこす

疾患の総称である。ヒトにおけるアミロイドーシスはその前駆蛋白により現在

約 31 種に分類されており、そのうちの 9 種については動物でも報告がある（表

1）79。アミロイドーシスは、全身へのアミロイド沈着を伴う全身性アミロイド

ーシスと、局所にのみ沈着する限局性アミロイドーシスとに分類される。 

AA アミロイドーシスは急性期炎症蛋白である serum amyloid A (SAA)を前

駆蛋白とする全身性アミロイドーシスであり 100、主に慢性炎症疾患に続発する

41, 70。ヒトの AA アミロイドーシスでは、ピリンをコードする MEFV 遺伝子の

変異によって生じる家族性地中海熱に続発するもの 59、結核や関節リウマチな

どの慢性の炎症性疾患に続発するものが大半を占める 40。AA アミロイドーシス

発症の背景には前駆蛋白である SAA の持続的高値が必須とされているが、生体

内において AA アミロイドが形成される機序は依然として解明されていない。

また、基礎疾患のコントロールにより病状の進行を遅らせることは可能になっ

たものの 51、根本的な治療法は確立されていない。AA アミロイドーシスはヒト

以外の様々な動物種でも発生が報告されており、結核 75、重度の慢性化膿性炎

症 17, 42、水禽類の趾瘤症 93などに続発することが知られている。自然例の AA

アミロイドーシスでは肝臓・腎臓・消化管・甲状腺など、特定の臓器にアミロ

イドが沈着しやすい傾向がみられ、特に糸球体や消化管粘膜下織への重度のア

ミロイド沈着は患者の予後に影響することから、臨床的意義の大きな病変であ

る 73。 

アミロイドーシスは硝酸銀 12やアゾカゼイン 80、フロイント完全アジュバン

ト（FCA）68を皮下投与することで人為的に急性炎症を惹起し、血中 SAA 濃度

を高めることで誘発することが可能である。実験的に作出された AA アミロイ

ドーシスでは、アミロイド沈着は主に脾臓や肝臓に限局し、自然例の病態を忠

実に再現することは極めて困難であることから、病態モデルとしての有用性が
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疑問視されている。そのため、この実験モデルは主に生物アッセイのツールと

して用いられる事が多く 12, 77、その病態に関する考察は殆どなされていなかっ

た。 

Westermerk らは、このモデルにおいて AA アミロイド沈着臓器から抽出した

AA アミロイド線維を別の動物に投与することにより、発症までの期間を劇的に

短縮できることを見出した（図 1）47。AA アミロイド沈着臓器から抽出した AA

アミロイド線維を含む分画を amyloid enhancing factor (AEF) と称し、微量の

AEF によって AA アミロイドーシスが惹起できること、静脈内投与、腹腔内投

与、経口投与など、様々な経路によって投与された AEF が AA アミロイドーシ

スを誘発しうること 13、AEF は熱処理や酵素処理してもアミロイドーシス誘発

活性を失わないことなどが明らかとなり 65、病原性プリオンと同様に動物から

ヒトへの AA アミロイドーシスの伝達が懸念されるようになった。 

AA アミロイドーシスの伝達に関する研究には主にマウスの実験的アミロイ

ドーシスモデルが用いられ、ヒト、ウシ 13、ネコ 54、ニワトリ 55等の AA アミ

ロイドーシスがマウスに伝達可能であることが報告された。また、Horiuchi ら

はウシAAアミロイドの投与によりウサギにAAアミロイドーシスを伝達できる

ことを証明した 29。異種動物間での AA アミロイドーシスの伝達では同種間と

比較し、発症率およびアミロイド沈着量が極めて低値であることから、動物か

らヒトへの AA アミロイドの伝達リスクは極めて低いと想定されている 99。一

方、これらの報告では、投与された AA アミロイドがどのような機序でアミロ

イド沈着を起こすかについては言及されていない。AA アミロイドーシスの伝達

はこの疾患の発症メカニズムを解明するうえでもきわめて重要な現象である。 

本研究では、AEF を用いた実験的アミロイドーシスモデルの病態を解析する

ことにより AA アミロイドーシスの詳細な病理発生と伝達機構とを解明するこ

とを目的とした。第 1 章では実験的アミロイドーシスにおける interleukin-1 

receptor antagonist knockout (IL-1raKO) マウスの有用性を調べた。第 2 章で
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は、この実験的アミロイドーシスマウスの生体内における AA アミロイドの沈

着と分解の機序について検討した。第 3 章では実験的アミロイドーシスにおい

て最も AA アミロイドが沈着しやすい脾臓の濾胞辺縁帯に注目し、AA アミロイ

ド沈着の組織学的機序について検討した。そして第 4 章では１〜３章で得られ

た知見をもとに IL-1raKO へのウシおよびネコ AA アミロイドの伝達性とその

病態について検討した。 
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表１; アミロイドーシスの分類（2014年） 

主な疾患名/略称 前駆蛋白 
全身性/ 
限局性 

先天性/ 
後天性 

主なアミロイド沈着臓器
（ヒト） 

動物での報告 

続発性AAアミロイドーシス/AA 血清アミロイドA蛋白（SAA) S A CNS以外の全身臓器 多種 

骨髄腫合併ALアミロイドーシス/AL イムノグロブリン軽鎖 S,L A,H CNS以外の全身臓器 
イヌ、ネコ、 
ウマ等 

骨髄腫合併AHアミロイドーシス/AH イムノグロブリン重鎖 S,L A CNS以外の全身臓器 

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ーシス/ATTR 

トランスサイレチン S A,H 心臓・関節・ANS等 
ベルベットモン
キー 

透析アミロイドーシス/Aβ 2M β -2 ミクログロブリン L A,H ANS・骨格筋 

家族性アミロイドポリニューロパチー
Ⅲ/AApoAI 

アポリポタンパクAⅠ S H 心臓・肝臓・腎臓等 イヌ 

(遺伝子改変マウスのみ）/AApoAII アポリポタンパクAⅡ S H 腎臓 マウス 

（加齢性）/AApoAIV アポリポタンパクAⅣ S A CNS以外の全身臓器 

家族性アミロイドポリニューロパチーⅣ/AGel ゲルソリン S H PNS等 

家族性腎アミロイドーシス/ALys リソソーム S H 腎臓 

(腎アミロイドーシス)/ALECT2 Leukocyte Chemotactic Factor-2 S A 腎臓 

家族性腎アミロイドーシス/AFib フィブリノーゲン S H 腎臓 ムナジロテン 

遺伝性脳血管アミロイドアンギオパチー 
（アイスランド型）/ACys 

シスタチンC S H PNS・皮膚 

家族性英国型認知症/ABri ABri前駆タンパク L H CNS 

家族性デンマーク型認知症/ADan ADan前駆タンパク L H CNS 

アルツハイマー病・ 
脳血管アミロイドアンギオパチー/Aβ  

Aβ 前駆タンパク L A,H CNS 多種 

Creutzfelt-Jakob病・BSE/APｒP プリオン L A CNS 
ヒツジ、ウシ、 
シカ等 

甲状腺C細胞癌/ACal カルシトニン L A 甲状腺 （イヌ、ネコ）* 

膵島アミロイドーシス/AIAPP アミリン L A 膵島 ネコ 

限局性心房アミロイド/AANF 心房性ナトリウム利尿ペプチド L A 心臓 

下垂体腫瘍随伴アミロイドーシス/APro プロラクチン L A 下垂体 

(医原性アミロイドーシス)・ 
膵アミロイドーシス/AIns 

インスリン L A 皮膚（医原性） デグー 

(肺のアミロイドーシス)/ASPC 肺サーファクタントタンパク L A 肺 

皮膚アミロイドーシス/AGal7 ガレクチン7 L A 皮膚 

皮膚アミロイドーシス/ACor コルネオデスモシン L A 毛包 

(大動脈のアミロイドーシス)/AMed ラクトアドヘジン L A 大動脈 

角膜アミロイドーシス/Aker ケラトエピセリン L A 角膜 

角膜アミロイドーシス/ALac ラクトフェリン L A 角膜 

アミロイド産生性歯原性腫瘍/AOAAP 
Odontogenic Ameloblast-associated 

Protein 
L A 歯原性腫瘍 （イヌ）* 

精嚢アミロイドーシス/ASem1 セメノゲリン1 L A 精嚢 

(医原性アミロイドーシス)/AEnf エンフビルチド L A 皮膚（医原性） 

乳腺アミロイドーシス/ACas カゼイン L     ウシ 

S; 全身性 L; 限局性 A; 後天性 H; 先天性 CNS; 中枢神経系 ANS; 自律神経系 PNS; 末梢神経系 

*；類似病変はみられるが原因タンパクは同定されていない。 
 
出典；Nomenclature 2014: Amyloid fibril proteins and clinical classification of the amyloidosis. (Sipe J D et al. Amyloid 2014) を一部改変 
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AAアミロイド沈着 

Monomer 
(SAA) 

AA fibril (Nucleus for 
aggregation) 

①炎症によるSAA産生 

②重合核形成反応  
(Primary nucleation) 

③線維伸長反応 
(Aggregation) 

④アミロイド線維の断片化 
(Fragmentation) 

⑤AEFの投与による罹病期間の短縮 

AEF 

図1; 実験的AAアミロイドーシスの発症機序（Seedingモデル) 

①炎症の惹起によりSAA値が上昇する。 

②長期間高SAA値を持続することによりSAAが構造変換し、アミロイド凝集の核となる重合核が形成される。 

③SAAが重合核の両端と結合し、断端方向に重合することでアミロイド線維が伸長する。 

④伸長したアミロイド線維の一部が断片化し、新たな重合核となることでアミロイド線維が増幅する。 

⑤AEFが重合核の役割を担うことで、重合核形成反応が省略され、AAアミロイドーシス発症までの罹病期

間が短縮される。 
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第１章 

実験的 AA アミロイドーシスモデルとしての IL-1raKO マウスの有用性 
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序 

関節リウマチは AA アミロイドーシスの基礎疾患として特に重要であり、

Sasamoto らは近年の日本における AA アミロイドーシス患者の約 91％が関節

リウマチに続発していると報告している 73。疫学的に関節リウマチの罹患期間

が長い症例では AA アミロイドーシスの発症率が高く、投薬によるコントロー

ル困難な関節リウマチ患者の大半は AA アミロイドーシスを発症する 63。また、

近年では、関節リウマチの患者に対しては、AA アミロイドーシス発症を予防す

るために血中 SAA 濃度を正常値である 4µg/ml 以下に抑えることが重要である

とされている 58。AA アミロイドーシス患者の予後に対しても同様の基準が適応

できることから、AA アミロイドーシスの発症および進行を抑えるうえで SAA

値のコントロールが重要である 41。 

常染色体劣性遺伝病である家族性地中海熱（FMF）も AA アミロイドーシス

の重要な基礎疾患の一つである 59。pyrin は pro-IL-1βを IL-1βへと変換する

caspase-1 の制御因子の一つであり、FMF 患者の約 75%は pyrin をコードする

MEFV 遺伝子に変異を有する 5。MEFV 遺伝子には 10 の exon 領域が存在し、

そのうち exon2 または exon10 領域に変異が生じることで pyrin 発現低下や機

能障害が生じる 107。現在 FMF の原因として数十種類の pyrin 遺伝子変異が報

告されている 16。FMF では精神的ストレスや肉体疲労により IL-1β産生が亢進

し、発熱や関節の疼痛、漿膜面での炎症などの発作を半日〜３日の周期で繰り

返す典型例と、発作の周期が不規則な非典型例とがあり、いずれの場合も発作

による SAA 値の上昇が AA アミロイドーシスを併発する 5。 

硝酸銀、アゾカゼイン、Freund’s 完全アジュバント等の投与により炎症を惹

起し、人為的に SAA 値を高めることで実験的に AA アミロイドーシスを発症さ

せることができる 12, 68, 80。マウスの SAA には凝集性の高い SAA1.1 と凝集性の

低い SAA2.1、恒常的に産生される SAA4とがあり 24、炎症の惹起により SAA1.1

と SAA2.１の両アイソフォームが産生される 52。プロテインシーケンサーによ
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る解析から、マウス AA アミロイドは全長型の SAA1.1 を主構成要素とするが、

長さの異なるSAA1.1部分鎖も検出される 84。実験的AAアミロイドーシスでは、

経験的に一定以上の血清 SAA 値を持続することが重要であるとされるが、マウ

スの SAA1.1 の生物学的半減期は 90 分〜数時間と短いことから 27、多くの場合

SAA 値の維持のために定期的に炎症刺激が行われる 12, 46。炎症の惹起による

SAA 値の変化量は用いるマウスの系統や炎症刺激の頻度によって異なることか

ら 4, 76、AA アミロイドーシスを誘発する血清 SAA 値の基準については統一の

見解が得られていない。 

一方、Interleukin-１（IL-1）は炎症や自己免疫疾患に関与する炎症性サイト

カインの一つである 91。IL-1 はマクロファージ、単球、関節滑膜細胞、血管内

皮細胞など多様な細胞が産生する 91。IL-1 ファミリーには IL-1α、IL-1βとそ

れらの抑制因子である Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1ra) が存在する

が、これらはすべて IL-1１型受容体と結合する 15。IL-1１型受容体は破骨細胞

やマクロファージを含む多様な細胞に発現している。特に関節滑膜では恒常的

に一定量の IL-1α、IL-1βが産生されるが、Interleukin-1 receptor antagonist 

knockout (IL-1raKO) mouse は IL-1βの産生比率が高く、IL-1 シグナルを受け

て活性化した破骨細胞は metalloprotease や collagenase を産生し、関節潰瘍を

引き起こす 30, 32。BALB/c を背景に持つ IL-1raKO は生後約 5 週齢から四肢関

節において関節リウマチ様の関節炎を自然発症し、12 週齢にはすべての個体で

関節の腫脹や変形を認める 28。 

本章では AA アミロイドーシスと関節リウマチ、およびそれらの発症におけ

る IL-1βの役割に注目し、AA アミロイドーシスモデルとしての IL-1raKO の

有用性を検討した。 
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材料と方法 

動物 

実験には 8-12週齢の IL-1raKOマウスと対照群として同週齢の BALB/cマウ

スを用いた。マウスには自由給水させ、ペレット状固形飼料(MS 飼料、オリエ

ンタル酵母)を給餌した。設定温度 23 度±３度、設定湿度 55%±15%、明期 14

時間（照明午前 8：00〜午後 10：00）、暗期 10 時間に維持された動物室にて飼

育した。 

 

実験デザインと群分け 

本章は 2 つの実験で構成される。実験 1 では IL-1raKO および BALB/c にお

ける AAアミロイドーシス発症の条件について検討した。実験１の結果を受け、

実験 2 では同様の手技により両マウスに AA アミロイドーシスを誘発し、誘発

処置から 60日目まで定期的に剖検を行うことでAAアミロイド沈着の程度と血

清 SAA 値の変化を経時的に観察した。全ての実験は東京大学大学院農学生命科

学研究科実験動物委員会及び東京大学バイオサイエンス委員会遺伝子組換え実

験等専門委員会の承認を受け、東京大学実験動物規約にもとづいて実施した。 

 

実験 1；AA アミロイドーシスの誘発 

12 週齢の IL-1raKO マウス(n=27) および BALB/c マウス（n=21）を、投与

する AEF の種類（肝臓乳剤、AA アミロイド抽出物および AEF なし）と炎症

刺激の有無に基づき各群 n=3-9 となるように 10 群に振り分けた（表１）。マウ

スに 500µg の AEF を腹腔内投与し、同時に 500µl の 2％硝酸銀水溶液を皮下投

与することで AA アミロイドーシスを誘発した。実験開始から 21 日目にイソフ

ルラン深麻酔下にて右心室より全採血を行い、安楽死処置後、肝臓、脾臓、腎

臓、心臓、副腎、甲状腺、小腸回盲部を採材し、10%中性緩衝ホルマリンにて

固定した。常法に従い、4µm 厚のホルマリン固定パラフィン切片を作製し、ヘ
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マトキシリン・エオジン（HE）染色、コンゴーレッド染色、抗マウス SAA1.1

抗体 (1:100, R&D Systems, Minneapolis, MN) による免疫染色を行い、AA ア

ミロイドの分布および沈着量を評価した。沈着各臓器における AA アミロイド

沈着量の評価には後述する Amyloid Index (AI)と脾臓におけるアミロイド沈着

領域面積を用いた。 

 

実験２；IL-1raKO における AA アミロイド沈着と血清 SAA 値の経時的変化 

8 週齢の IL-1raKO マウス（n=42）および BALB/c マウス（n=42）に、500µg

の肝臓乳剤および 500µlの 2%硝酸銀水溶液を投与してAAアミロイドーシスを

誘発した。誘発処置から、2 時間 30 分、4 時間、１, 2, 5, 10, 15, 20, 35, 45, 50, 

60 日目に 3-6 個体のマウスを安楽死処置し、剖検した。実験１と同様、肝臓、

脾臓、腎臓、心臓、副腎、甲状腺、小腸回盲部を採材し、10%中性緩衝ホルマ

リンにて固定した。常法に従い、4µm 厚のホルマリン固定パラフィン切片を作

製し、HE 染色、コンゴーレッド染色、抗マウス SAA1.1 抗体 (1:100, R&D 

Systems)を用いた免疫染色を行い、AA アミロイドの分布および沈着量を評価し

た。また、剖検時に心臓より採取した血液から血清を分離し、SAA 濃度を測定

した。 

 

AEF の精製 

自治医大、山田俊幸教授より提供された AEF 500µl を 3 匹の IL-1raKO に腹

腔内投与し、同時に 2%硝酸銀水溶液 500µlを皮下投与した。投与から 2週間後、

これらの個体をイソフルラン深麻酔下にて全採血し、安楽死処置後、肝臓を採

材した。肝臓乳剤および肝臓からの AA アミロイド抽出物を AEF とした。肝臓

乳剤は、1g の肝臓に 10ml の 0.01M PBS を加え、氷冷下にてホモジナイザーを

用い、各 30 秒間 3 回破砕した。AA アミロイド抽出物は Pras らの方法 67に改

良を加えた以下の手法を用いて精製した。1g の肝臓に 10ml の生理食塩水を加
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え、氷冷下にてホモジナイザーを用い、各 30 秒間 3 回破砕した。懸濁液は超遠

心機にて 4℃、40,000g、20 分間の条件にて遠心した後、上清を抜去した。得ら

れた沈渣に 10ml の生理食塩水を加え、再度同様の条件にてホモジナイズした。

こうして、遠心後の上清の 280nm 波長光の吸光度が 0.075 以下になるまでホモ

ジナイズと超遠心を繰り返した。得られた沈渣は 10ml の蒸留水を加えてホモジ

ナイズし、懸濁状態で 4℃条件下にて一晩静置した。翌日、同懸濁液を超遠心機

にて 4℃、30,000g、20 分間の条件にて遠心し、上清を回収した（分画 1）。沈

渣は再度 10ml の蒸留水とともに懸濁し、同様の条件にて超遠心し、上清を回収

した（分画 2）。分画１と２を合わせ、超遠心機にて 4℃、45,000g、1 時間の条

件にて遠心し、この沈渣を蒸留水にて総蛋白量が 1mg/mlになるように希釈し、

これを AA アミロイド抽出物とした。肝臓乳剤および AA アミロイド抽出物は使

用時まで-80℃にて凍結保存した。 

 

ウェスタンブロット 

肝臓乳剤および AA アミロイド抽出物は 160g、5 分間遠心し、上清と等量の

5%の 2-メルカプトエタノール加 Laemmliサンプルバッファーとともに 99℃で

5 分間加熱処理した。サンプルは 15％ポリアクリルアミドゲルを用い、室温、

20mA 定電圧の条件下にて 90 分間泳動した後、あらかじめメタノールにて親水

処理した PVDF 膜に、室温、20V 定電圧の条件下にて 60 分間転写した。転写

後、膜を TBST (0.05% Tween-20 および 137mM NaCl を含む 20mM Tris-HCl 

緩衝液、pH7.5) にて 10 分 3 回洗浄し、1％スキムミルクを含む TBST にて 1

時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、膜は抗マウス SAA1.1 抗体 (R&D 

Systems, 1:5000) と 4℃にて浸透しながら一晩反応させた。反応後、膜を TBST

にて 10 分 3 回洗浄し、HRP 標識抗ヤギ IgG 二次抗体 (1:5000, GE Healthcare, 

Fairfield, CT) と室温にて浸透しながら 1 時間反応させた。反応後、膜を TBST

にて 10 分 3 回洗浄し、ECL Prime 化学発光試薬 (GE Healthcare) と反応さ
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せた後、ChemiDoc XRS+ System (Bio-rad Life Science, Hercules, CA) および

画像解析ソフト Image Lab (Bio-rad) により陽性バンドを検出した。 

 

組織検索および AI による AA アミロイドの半定量的評価 

常法に従い、4µm 厚のホルマリン固定パラフィン切片を作製し、HE 染色お

よびコンゴーレッド染色を行った。アミロイド沈着量の評価はコンゴーレッド

染色を行った切片を偏光顕微鏡下で観察し、各臓器における緑黄色二重屈折性

を有するアミロイド沈着量を以下の 4 段階でスコア化した (0; 沈着なし 1; 軽

度の沈着 2; 中等度の沈着 3; 高度の沈着) 。検索を行った 7 つの臓器における

スコアの総和を AI とした。 

 

アミロイド沈着面積による定量 

脾臓におけるアミロイド沈着量をアミロイド沈着面積によって評価した。抗

マウス SAA1.1 抗体 (R&D Systems) とビオチン標識抗ヤギ IgG 抗体 (1:400, 

BETHYL) を用いた LSAB 法にて免疫染色を行ったのち、顕微鏡下にて 1 個体

あたりランダムに 10 視野を撮影し、視野中に占める陽性部分の比率を画像解析

ソフト Image J を用いて定量化した。 

 

SAA 濃度測定 

血清中の SAA 濃度はメーカーのプロトコルに従い、市販のサンドイッチ

ELISA キット (BioSource International, Waltham, MA) を用いて定量した。 

 

データ解析 

AI、アミロイド沈着面積、および SAA 濃度の検定には Student の t 検定を用

い、ｐ＜0.05 のとき統計的に有意であると判断した。 
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結果 

ウェスタンブロット 

AEF および硝酸銀水溶液を投与したマウスの肝臓乳剤中にはマウス SAA1.1

陽性の 12.6kDa, 13.7kDa のバンド以外にも多量の夾雑蛋白が含まれていた。

肝臓 AA アミロイド抽出物には 13.4kDa の分画が最も多く存在していた。陰性

対照の未処置 IL-1raKO から同様の方法で精製した乳剤には上記のバンドは含

まれていなかった（図１）。 

 

実験１；AA アミロイドーシスの誘発 

両系統において AEF および硝酸銀水溶液を投与した全てのマウス

（IL-1raKO: n=15, BALB/c: n=12）でAAアミロイド沈着を認めた。AEF単体、

および硝酸銀水溶液単体を投与したマウスには AA アミロイド沈着は認められ

なかった（表１）。 

AA アミロイドは IL-1raKO では脾臓、肝臓、腎臓、小腸、心臓、甲状腺およ

び副腎に、BALB/c では脾臓、肝臓、腎臓、小腸および甲状腺に沈着した（図２）。

組織学的には、脾臓濾胞周囲、肝臓ディッセ腔、腎臓髄質、小腸の粘膜下織お

よび絨毛先端部の粘膜固有層、甲状腺濾胞周囲、副腎皮髄境界領域へのアミロ

イド沈着が顕著であった。これらのアミロイドはコンゴーレッド染色偏光顕微

鏡下にて緑黄色二重屈折光を呈し、免疫染色にて SAA1.1 陽性であった。 

IL-1raKOおよびBALB/cの両系統間の比較でAAアミロイドーシスの発症率

には差は認められなかったものの、AI は肝臓乳剤投与群（グループ 1: 

10.22±0.52、グループ 6: 2.50±0.61）、AA アミロイド抽出物投与群（グループ

2: 10.17±0.72、グループ 7: 3.83±0.72）において IL-1raKO は BALB/c よりも

有意に高値であった（肝臓乳剤投与群; p=0.0000007、AA アミロイド抽出物投

与群; p=0.002）。脾臓濾胞周囲におけるアミロイド沈着面積は、肝臓乳剤投与群

（グループ 1: 4.25±1.94、グループ 6: 1.80±1.07）においてのみ IL-1raKO は

16



BALB/c よりも有意に高値であった（p=0.02）。 

 

実験２；IL-1raKO における AA アミロイド沈着と血清 SAA 値の経時的変化 

8 週齢の IL-1raKO は平常時において約 150µg/ml と BALB/c（0-10µg/ml）

の約 15 倍の SAA 値を示した。硝酸銀処置による SAA 値の上昇は BALB/c では

処置 150 分後、IL-1raKO では 4 時間後から認められ、翌日にピークに達した

（IL-1raKO: 10,527±2,079µg/ml, BALB/c: 6,600±428µg/ml）。BALB/c では

SAA 値は誘発処置の 5 日後から急速に低下したが、IL-1raKO では比較的緩や

かに低下し、20 日目においても高値を維持した。IL-1raKO は誘発処置前、処

置後 5, 20, 35, 50, 60 日目において BALB/c と比較して有意に高い SAA 値を呈

した（表 2、図 3）。 

AA アミロイド沈着は、いずれの系統のマウスにおいても誘発処置の 2 日後か

ら認められた。初期の沈着は脾臓、肝臓、小腸回盲部に始まり、徐々に腎臓、

甲状腺など全身へと波及した。AI は 2 日目以降徐々に増加し、20 日目にピーク

に達し、その後 45 日目にかけて徐々に減少した。50 日以降の AA アミロイド

沈着の程度には個体差がみられ、約半数の BALB/c では沈着した AA アミロイ

ドの消失を認めた。10 日目以降、IL-1raKO では BALB/c よりも多量の AA ア

ミロイド沈着を認めた。AI を用いた AA アミロイド沈着量の比較では、誘発処

置後 15, 20, 45, 50, 60 日目において IL-1raKO は BALB/c よりも有意に高値を

示した。IL-1raKO では 20 日目以降も AI は高値を維持したのに対し、BALB/c

では 60 日目には AA アミロイドはほぼ消失した。IL-1raKO では BALB/c と比

較し、全身臓器での AA アミロイド沈着を認めた（図 4-5）。 

 

考察 

IL-1raKO は恒常的に約 150µg/ml（BALB/c の約 15 倍）の高 SAA 値を示す

ものの、AEF のみの投与では AA アミロイドは沈着しなかった。また、硝酸銀
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のみを投与したマウスでは SAA 値の上昇を認めたものの、AA アミロイド沈着

は認められなかった。以上の結果より、AA アミロイドーシス発症には硝酸銀投

与に起因する急激な血清 SAA 値の上昇と AEF の両者が必要であることが示さ

れた。また、マウスの週齢、性別、関節炎の有無等は病変形成に影響しなかっ

た。 

Westermark らの提唱した seeding モデルでは、AEF 中の AA アミロイド線

維の断片が核となり、その断端にさらに SAA が重合することで AA アミロイド

線維が伸長していくと想定されている 99。AEF 中には AA アミロイド線維の凝

集に関与する様々な成分が含まれているため、実際に生体内において AEF がど

のように AA アミロイドの凝集に関与するかは依然として解明されていない。

例えば、AA アミロイドーシスを発症したマウスの末梢血中の単球や血清など、

AA アミロイド線維以外の血液中物質にも AEF 活性があること 94、AEF から分

離したubiquitin1が in vitroでのAAアミロイド線維凝集を促進すること、また、

apolipoprotein E74や amyloid P component81、ヘパラン硫酸 60-61など AA アミ

ロイド線維と供沈着する物質は、AA アミロイドの線維の安定性を高める作用が

あることなどが報告されている。本研究で AEF として用いた AA アミロイド抽

出物は SAA のモノマーに相当する分子量 14kDa 前後の分子を多く含んでいた

のに対し、肝臓乳剤では夾雑物が多かった。こうした背景から、AEF の精製法

や組成の大きく異なる二種類の AEF を用いた場合、その作用が異なることが想

定されたが、作出された病変に有意な違いは認められなかった。マウス肝臓か

ら抽出した AA アミロイド抽出物を IL-1raKO に AEF として投与した場合、数

pg でも AA 沈着を誘発することが可能である。また、AA アミロイド抽出物の

投与量が 1µg 未満の場合では、AEF 投与量とアミロイド沈着量との間には弱い

正の相関が認められたが、1µg 以上の AEF を投与した場合はアミロイド沈着の

程度に差は認められなかった (データ非掲載)。これは過去の報告と一致するも

のであり、作出される病変に関しては、十分量の AEF を投与することで高い再
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現性が得られることを示している。 

再現性の高い実験的アミロイドーシスモデルとして、炎症刺激を用いた急性

発症モデル 12, 80と遺伝子改変マウスを用いたモデル 78, 84の 2種類が知られてい

る。いずれのモデルも血清中 SAA 濃度を高めることで AA アミロイド沈着を誘

発する。硝酸銀水溶液を用いた急性発症モデルは、用いたマウスの系統による

反応性の違いが少なく、一過性の SAA 濃度の上昇を容易に再現できる一方で、

SAA 濃度の維持には不向きであることから、AA アミロイド沈着の程度はカゼ

インやFreund’s完全アジュバントを用いた実験系よりも軽度であることが知ら

れている。一方、ヒト IL-6 遺伝子導入マウスに代表される遺伝子改変マウスモ

デルでは恒常的に高い SAA 値（400−4000µg/ml）を示し、生後 3 ヶ月から AA

アミロイドーシスを自然発症する。同マウスは約 9 ヶ月齢で腎髄質への重度の

アミロイド沈着により腎不全を併発し 84、死亡する。ヒト IL-6 遺伝子導入マウ

スに AEF を投与した場合、AEF 投与から 6 週間前後で重度の AA アミロイド

沈着を呈し、死亡する 37。これに対し、著者らは IL-1raKO を２年以上飼育し

たにもかかわらず、AA アミロイドーシスを自然発症した個体は認められなかっ

た。SAA の産生には、TNF-αによって誘導される NF-κB/p63 を介する経路と

IL-6 によって誘導される STAT3 を介した経路とが存在する。Hoshizaki らは

SAA 産生には STAT3 の活性化が必須であり、NF-κB/p63 の活性は SAA 産生

を増強する補助的な役割を担っていると推察している 23。IL-1βは IL-6 よりも

上流に位置するサイトカインであり、主に TNF-αの産生を誘導し、間接的に

IL-6 の産生を亢進する 56。すなわち、IL-1raKO では両方の経路が間接的に活

性化され、SAA を恒常的に産生するものと考えられる。これに対し、IL-6 刺激

は単体で SAA 産生を強く誘導する 22。したがって、ヒト IL-6 遺伝子導入マウ

スは IL-1raKO よりも高い SAA 値を維持するため、AA アミロイドーシスを自

然発症すると考えられる。 

IL-1raKO、BALB/c のいずれの系統においても、AA アミロイド沈着は誘発
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処置後 2 日目より認められた。Kennel らは、125I で標識した AEF を経静脈内

投与すると 15 分以内に脾臓濾胞辺縁部に到達し、4 時間以内に細胞内に取り込

まれて 125I との結合を失うことを報告している 37。この事象は貪食能を有する

マクロファージを選択的に排除することで抑制されることから、AA アミロイド

凝集の初期反応にはマクロファージによるAEFの貪食が関与しているものと思

われる。マクロファージによる AEF の取り込み機構は不明だが、単球由来のマ

クロファージはCD36受容体を介して急性炎症期のSAAをHDL-SAA複合体の

形で取り込むことが in vitro の研究で解明されたことから 2、AEF に含まれる

AA アミロイドに関しても類似の機構によってマクロファージに取り込まれる

ものと推察される。本研究では AEF を腹腔内投与していることから、投与され

た AEFは腹腔内マクロファージに取り込まれたと思われる。取り込まれた AEF

が初期の AA アミロイド沈着部である脾臓濾胞周囲や肝ディッセ腔に達するま

での機序に関してはさらなる検索が必要である。 

実験開始から 2日目までの血清 SAA値は IL-1raKOとBALB/cとの間に有意

差は認められず、10 日目までは両系統における AI にも有意差は認められなか

った。実験開始から 10 日目以降、IL-1raKO では AA アミロイドが肝臓、脾臓

以外の複数の臓器にも広く沈着し、15 日目以降 BALB/c よりも高い AI を示し

た。IL-1raKO は BALB/c よりも SAA の基礎値が高いことに加え、SAA 値の低

下もより緩やかであった。したがって、IL-1raKO は AA アミロイド沈着がピー

クとなる処置後 20 日目まで一定以上の血中 SAA 値を維持することで、自然例

のAAアミロイドーシスに類似した全身臓器へのAAアミロイド沈着を引き起こ

していると推察された。 

IL-1raKO を用いた AA アミロイドーシスモデルは、急性発症モデルと遺伝子

改変マウスモデルの特徴を併せ持ち、簡便な手技で自然例の AA アミロイドー

シスに近い病態を再現できることから、AA アミロイドーシス研究の有用なモデ

ルであると考えられた。  
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要約 

AA アミロイドーシスはマウスに硝酸銀やアゾカゼイン、FCA を皮下投与す

ることで急性炎症を惹起し、人為的に血中 SAA 濃度を高めることで誘発するこ

とが可能である。一方、実験的に作出された AA アミロイドーシスでは全身性

の重篤なアミロイド沈着を伴う自然例の病態を忠実に再現することは極めて困

難である。Interleukin-1 receptor antagonist knock out (IL-1raKO) マウスは

ヒトの AA アミロイドーシスの基礎疾患の一つである関節リウマチ様の関節炎

を自然発症することから、このマウスに対し AA アミロイドーシスを誘発し、

病態モデルとしての有用性を検討した。IL-1raKO および BALB/c に硝酸銀水溶

液と AA アミロイド含有肝臓乳剤を投与し、AA アミロイドーシスを誘発した。

誘発処置から 60 日間の AA アミロイド沈着量およびその分布、SAA 値の経時変

化を BALB/c と比較した。IL-1raKO、BALB/c ともに誘発処置後 2 日目より脾

臓、肝臓、小腸回盲部に AA アミロイド沈着を認めた。沈着量は 20 日目に最大

となり、IL-1raKO ではその後も高値を維持したのに対し、BALB/c では 20 日

目以降著しく低下し、60 日以内にアミロイドはほぼ消失した。IL-1raKO にお

いても、35 日目に脾臓や肝臓のアミロイド沈着量の低下を認めたが、同時期か

ら腎臓、甲状腺、副腎等多数の臓器におけるアミロイド沈着量が増加した。

IL-1raKOでは全身臓器に広くアミロイドが沈着し、誘発処置から 15, 20, 45, 50, 

60 日目において沈着量は BALB/c よりも有意に高値を示した。実験開始から 5

日目以降、IL-1raKOのSAA値はBALB/cよりも有意に高値を示した。IL-1raKO

は BALB/c に比べ SAA の基礎値が高く、SAA 値の低下も緩やかであったこと

から、血中 SAA 値が長期間高値を示し、BALB/c では再現困難であった全身性

の AA アミロイドーシスの病態を再現できることが示された。 
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表１：実験１、IL-1raKOマウスおよびBALB/cを用いたAAアミロイドーシスの発症 

群 系統 AEF 炎症刺激 発症率 (%) AI ± SE 
AA沈着陽性面積
率(%) ± SE 

1 IL-1raKO 肝臓乳剤  AgNO3 
9/9 (100%) 10.22 ± 0.52**  4.25 ± 1.94* 

2 IL-1raKO 抽出物 AgNO3 
6/6 (100%) 10.17 ± 0.72**  3.55 ± 0.99 

3 IL-1raKO 肝臓乳剤 無し 0/3 (   0%) 0 0 

4 IL-1raKO 抽出物 無し 0/3 (   0%) 0 0 

5 IL-1raKO 無し AgNO3 
0/6 (   0%) 0 0 

6 BALB/c 肝臓乳剤  AgNO3 
6/6 (100%) 2.50 ± 0.61 1.80 ± 1.07 

7 BALB/c 抽出物 AgNO3 
6/6 (100%) 3.83 ± 0.72 2.39 ± 1.62 

8 BALB/c 肝臓乳剤 無し 0/3 (   0%) 0 0 

9 BALB/c 抽出物 無し 0/3 (   0%) 0 0 

10 BALB/c 無し AgNO3 
0/3 (   0%) 0 0 

Statistical analysis was performed using Student's t-test.   *; p<0.05 **; p<0.01 significantly different from the 

value of corresponding BALB/c group. 
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表２：実験２、IL-1raKOおよびBALB/cにおけるAAアミロイド沈着と血清SAA値の経時変化 

系統 実験期間 (時/日) 匹数 発症率 (%) AI±SE 
血清SAA 値 ±SE 

(µg/ml) 

IL-1raKO 0 (no treatment) 3 0/3 (   0%) 0 127±22** 

150min 3 0/3 (   0%) 0 168±25 

4h 3 0/3 (   0%) 0 716±150 

1 3 0/3 (   0%) 0 10527±2079 

2 3 3/3 (100%) 2.33±0.33 4580±228 

5 3 3/3 (100%) 2.67±1.36 1383±273** 

10 3 3/3 (100%) 7.67±1.51 179±14 

15 3 3/3 (100%) 9.00±0.47** 215±68 

20 3 3/3 (100%) 10.67±0.72* 250±40** 

35 3 3/3 (100%) 8.33±1.51 73±19* 

45 3 3/3 (100%) 7.00±0.00** 95±41 

50 3 3/3 (100%) 8.33±1.52* 66±19** 

60 6 6/6 (100%) 10.50±1.17** 90±18** 

BALB/c 0 (no treatment) 3 0/3 (   0%) 0 9±2 

150min 3 0/3 (   0%) 0 141±13 

4h 3 0/3 (   0%) 0 591±109 

1 3 0/3 (   0%) 0 6600±428 

2 3 3/3 (100%) 2.00±0.82 5180±719 

5 3 3/3 (100%) 5.67±1.52 366±57 

10 3 3/3 (100%) 6.00±0.82 98±72 

15 3 3/3 (100%) 5.00±0.00 40±24 

20 3 3/3 (100%) 6.33±0.72 6±1 

35 3 3/3 (100%) 4.00±0.00 5±0 

45 3 1/3 ( 33%) 0.33±0.27 2±1 

50 3 3/3 (100%) 4.33±0.27 6±3 

  60 6 4/6 ( 67%) 1.00±0.41 3±0 

Statistical analysis was performed using Student's t-test.   *; p<0.05 **; p<0.01 significantly different from the 

corresponding value of BALB/c group. 
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図1 AAアミロイド含有肝臓乳剤およびAAアミロイド抽出物のウェスタンブロット 
a) CBB染色 b-c) 抗マウスSAA1.1を用いた染色  
レーン1: AAアミロイドーシスマウス肝臓乳剤 
レーン2: AAアミロイドーシスマウス抽出物  
レーン3: 未処置マウス肝臓乳剤 
レーン4: 未処置マウス抽出物 
AAアミロイドーシスマウス肝臓乳剤では12.6kDa、13.7kDaの位置に陽性のバンドを、
AAアミロイドーシスマウス抽出物では13.6kDaの位置に陽性のバンドを認める。こ
れらのバンドは未処置マウスの肝臓乳剤および抽出物では認められない。 

ｂ 
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図2  A-H; コンゴーレッド染色（偏光観察）、I; 抗マウスSAA1.1抗体を用いた免疫染色
（対比染色はヘマトキシリン） 
A-C, I;脾臓濾胞周囲に沈着したアミロイド。 A: Score 1, B: Score 2, C: Score 3。  
D;肝臓 E;腎臓 F;甲状腺 G;小腸回盲部粘膜 H;心臓 

I 
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図3 IL-1raKOおよびBALB/cにおける血清SAA値の経時変化 
IL-1raKOは硝酸銀処置前,処置後 5, 20, 35, 50, 60日目においてBALB/cよりも有意
に高いSAA値を示した。 
 **;p<0.01 *;p<0.05 
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図4 IL-1raKOおよびBALB/cにおけるアミロイド沈着量（AI)の経時変化。 
アミロイド沈着は誘発処置後2日目から認められる。IL-1raKOにおけるアミロイド沈着
量は処置後15, 20, 45, 50, 60日目においてBALB/cよりも有意に高値を示した。  
**;p<0.01 *;p<0.05 
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IL-1raKO day 0 150min 4h day 1 day 2 day 5 day 10 day 15 day 20 day 35 day 45 day 50 day 60 

mouse No. 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 5 6 

Liver                                                                                     

Spleen                                                                                     

Intestines                                                                                     

Kidneys                                                                                     

Thyroid glands                                                                                     

Heart                                                                                     

Adrenal glands                                                                                     

BALB/c day 0 150min 4h day 1 day 2 day 5 day 10 day 15 day 20 day 35 day 45 day 50 day 60 

mouse No. 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 5 6 

Liver                                                                                     

Spleen                                                                                     

Intestines                                                                                     

Kidneys                                                                                     

Thyroid glands                                                                                     

Heart                                                                                     

Adrenal glands                                                                                     

図5 IL-1raKOおよびBALB/cにおけるアミロイドの分布とその経時変化（ヒートマップ）。 
a; IL-1raKO、b; BALB/c。  
行;上から順に肝臓、脾臓、小腸、腎臓、甲状腺、心臓、副腎。  
列; 各個体における臓器別アミロイド沈着スコア。 
IL-1raKOでは多数の臓器に重度のアミロイド沈着を認めるのに対し、BALB/cでは35
日目以降、アミロイド沈着スコアは顕著に低下する。 
             ; Score 1           ; Score 2            ; Score 3  

b 

a 
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第 2 章 

IL-1raKO マウスにおける AA アミロイドの分解と再沈着の機序 
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序 

Ram らはカゼインを用いた実験的マウス AA アミロイドーシスにおいて、カ

ゼイン投与を中止すると脾臓や肝臓に沈着したアミロイドが消失することを報

告した 68。また、Skinner らはカゼインと AEF とを併用したマウス AA アミロ

イドーシスモデルにおいて、沈着した AA アミロイドの分解は肝臓や脾臓では

比較的早期から認められる一方で、腎臓に沈着したアミロイドはゆるやかに分

解されることを示した 80。また、肝臓や脾臓に沈着したアミロイドが分解され

た後に腎糸球体へのアミロイド沈着が起こることも報告している。自然例の AA

アミロイドーシスでは沈着したアミロイドを分解・除去する有効な治療法はな

く 89、重合した AA アミロイド線維は酵素処理や化学処理に対し強い抵抗性を

示すことから 65、AA アミロイドの分解は実験的 AA アミロイドーシスに特有の

現象であると考えられていた。しかしながら、近年の抗サイトカイン療法の発

展により、SAA 値を正常レベル（4µg/ml 以下）に抑えることで、沈着した AA

アミロイドが分解されることがヒトの AA アミロイドーシスにおいても確認さ

れ、生体内において AA アミロイドを分解する機構が存在することが明らかと

なった 41。 

実験的AAアミロイドーシスにおいて沈着したAAアミロイド周囲にアミロイ

ドを貪食したマクロファージが散見されること、また、AL アミロイドーシスで

もアミロイドを貪食した異物巨細胞が確認されることから 64, 101、古くからアミ

ロイドの分解機構とマクロファージなどの貪食細胞との関連が注目されている。

Nyströmeらは実験的AAアミロイドーシスにおいてAAアミロイドに対する自

己抗体価の上昇を認め、マクロファージの貪食によるアミロイド分解機構には

液性免疫が関与していると考察した 62。一方、Sponarova らは B 細胞欠損マウ

ス (JH-/-) や補体欠損マウス (C3C4-/-) においても AA アミロイド周囲にマクロ

ファージの集蔟を認め、野生型 (WT) マウスと同様に分解されることを確かめ

た 86。しかしながら、AA アミロイドの分解機構には依然として解明されていな
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い点が多い。 

こうした報告の中で、AA アミロイド分解過程において炎症刺激を追加すると、

より重度の AA アミロイド再沈着がおこることが報告された 76, 86。また、

Nyströme らは沈着した AA アミロイドが完全に分解されたマウスは、再度炎症

刺激を与えることで重篤な AA アミロイド沈着を再発することを見出した 62。

再沈着では沈着がより重度になるばかりでなく、AA アミロイドの分布も急性発

症モデルと異なり、腎糸球体など肝臓・脾臓以外の臓器でも広範なアミロイド

沈着を認めるなどの特徴を有していた。第 1 章では IL-1raKO が全身性の AA

アミロイドーシスの病態を再現できることを示した。また、肝臓や脾臓以外の

臓器へのアミロイド沈着は血中の SAA 値低下後に進行することから、生体内に

おける AA アミロイドの動態は、血中の SAA 値の変化のみでは説明できないと

考えた。 

アルツハイマー病や膵島アミロイドーシスなどの病態にはアミロイド前駆蛋

白とアミロイド線維との中間体であるオリゴマーやプロトフィブリルが深く関

与していることが明らかとなっている 3, 21, 72。これらのオリゴマーは強い細胞毒

性を示すことから 8, 18、アミロイド沈着臓器における機能障害はアミロイドによ

る物理的圧排よりもオリゴマーの細胞毒性の影響を強く受けている可能性が示

唆されている。一方で、AA アミロイドーシスにおいてアミロイド沈着臓器の細

胞死が問題となることは稀であり、SAA オリゴマーに関する報告はこれまであ

まりない 66, 88。本章では IL-1raKO の AA アミロイド分解過程における組織学

的変化と血清 SAA オリゴマー量の変化を調べ、AA アミロイドの分解機序につ

いて考察した。また、炎症刺激を追加することで、アミロイドを再沈着させ、

その病態を解析し、生体内における AA アミロイド線維の形成機序について考

察した。 
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材料と方法 

動物 

マウスには自由給水させ、ペレット状固形飼料(MS 飼料、オリエンタル酵母)

を給餌した。設定温度 23 度±３度、設定湿度 55%±15%、明期 14 時間（照明

午前 8：00〜午後 10：00）、暗期 10 時間に維持された動物室にて飼育した。 

 

実験デザイン 

本章では新たに８週齢の IL-1raKO を用い、以下の 3 つの実験を行った。各

実験における条件設定および個体数の振り分けは表 1-2 に記した通りである。

全ての実験は東京大学大学院農学生命科学研究科実験動物委員会及び東京大学

バイオサイエンス委員会遺伝子組換え実験等専門委員会の承認を受け、東京大

学実験動物規約にもとづいて実施した。 

 

実験１：単回炎症刺激によるAAアミロイド沈着パターンおよび血清中のSAA

オリゴマーの経時変化 

第 1 章実験 2 で採材した肝臓、脾臓、腎臓、心臓、副腎、甲状腺、小腸回盲

部について（単回刺激群）、常法に従い、4µm 厚のホルマリン固定パラフィン

切片を作製し、抗マウス SAA1.1 抗体を用いた免疫染色を行った後、AA アミロ

イドの沈着パターンを臓器ごとに比較した。 

また、剖検時に採材した血清中の SAA オリゴマーをウェスタンブロットおよ

びドットブロットによって定量した。 

 

実験２： AA アミロイドの再沈着 

500µg の AA アミロイド沈着肝臓乳剤（AEF）および 500µl の 2%硝酸銀水溶

液を用いて AA アミロイドーシスを誘発した IL-1raKO に対し、投与から 5, 10, 

35, 50 日目（第 1-4 群）に 300µl の 2%硝酸銀水溶液を背部皮下に投与し（再刺

32



激）、AA アミロイドーシスの再沈着を試みた。再刺激前後における AA アミロ

イドの沈着パターンを比較するため、再刺激と同日に開腹し、脾臓の一部を切

除生検した。コントロール群として、AEF を投与しない群を設けた（図１、表

1）。全てのマウスは再刺激および脾臓生検の 10 日後に、イソフルラン深麻酔下

にて右心室より全採血を行い、安楽死処置後、肝臓、脾臓、腎臓、心臓、副腎、

甲状腺、小腸回盲部を採材し、10%中性緩衝ホルマリンにて固定した。常法に

従い、4µm 厚のホルマリン固定パラフィン切片を作製し、HE 染色、コンゴー

レッド染色、抗マウス SAA1.1 抗体を用いた免疫染色を行った。標本について、

AA アミロイドの分布および沈着量を評価した。各臓器におけるアミロイド沈着

量の評価には AI を、脾臓では沈着領域の面積を用いた。実験１と同様に、剖検

時に採取した血清中のSAAオリゴマーをウェスタンブロットおよびドットブロ

ットによって解析した。 

さらに、硝酸銀による再刺激直後の SAA 値、SAA オリゴマー量および AA ア

ミロイドの沈着パターンの変化を捉えるために、再刺激から 1 日毎に剖検を行

う群（第 5-8 群）を設定した（実験開始から 6-8, 11-13, 36-38, 51-53 日目に剖

検を行った）。これらの群では各臓器におけるAAアミロイド沈着と、血清のSAA

値およびSAAオリゴマー量をELISAおよびドットブロットによって解析した。 

 

実験 3：AA アミロイドーシスマウス血清の AEF 活性の検証 

AA アミロイドの再沈着では、AEF を投与せず、硝酸銀の投与のみでも複数

の臓器への AA アミロイド沈着が生じることから、AA アミロイドの分解過程で

生じる何らかの因子が血中に存在し、AEF の代わりに作用するのではないかと

考えた。実験 3 では、39 匹の IL-1raKO を 3-6 匹ずつ A-G の 7 つの群に分け、

以下に示す様にそれぞれ異なるマウス血清を投与した（表２）。A-F 群では、第

１章実験 2にて剖検時に採取したAAアミロイドーシスマウスの血清（A-F: 0, 1, 

5, 10, 35, 50 日目の血清）および AEF を投与せず硝酸銀による炎症刺激のみを
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与えたマウスの血清（G: 5 日目血清）を AEF として用いた。マウスに PBS で

3 倍希釈したこれらの血清 300µl を腹腔内投与し、背部皮下に 500µl の 2%硝酸

銀水溶液を投与した。投与から 20 日目にイソフルラン深麻酔下にて右心室より

全採血を行い、安楽死処置後、肝臓、脾臓、腎臓、心臓、副腎、甲状腺、小腸

回盲部を採材し、10%中性緩衝ホルマリンにて固定した。常法に従い、4µm 厚

のホルマリン固定パラフィン切片を作製し、HE 染色、コンゴーレッド染色、抗

マウス SAA1.1 抗体を用いた免疫染色を行った。各臓器に沈着する AA アミロ

イドの分布および AI による沈着量を評価した。 

 

AEF の精製 

AA アミロイドが沈着したマウスの肝臓を用いて、以下の手順に従って肝臓乳

剤を作製し、AEF とした。1g の肝臓に 10ml の 0.01M PBS を加え、氷冷下に

てホモジナイザーを用い、各 30 秒間 3 回破砕した。肝臓乳剤は使用時まで-80℃

にて凍結保存した。 

 

ウェスタンブロット 

1µl の血清を PBS にて 10 倍希釈し、等量の 5%の 2-メルカプトエタノールを

加え、Laemmli サンプルバッファーとともに 99℃にて 5 分間加熱処理した。サ

ンプルは 15％ポリアクリルアミドゲルで、20mA 定電圧の条件下にて室温 90

分間泳動した後、あらかじめメタノールにて親水処理を施した PVDF 膜に、20V

定電圧の条件下にて室温 60分間転写した。転写後、膜をTBST (0.05% Tween-20

および 137mM NaCl を含む 20mM Tris-HCl 緩衝液、pH7.5) で 10 分 3 回洗

浄し、1％スキムミルクを含む TBST にて 1 時間ブロッキングを行った。ブロッ

キング後、膜は抗マウス SAA1.1 抗体 (1:5000, R&D Systems) または抗マウス

SAA1.1 C 末端ペプチドウサギ抗血清（1:5000, 自作抗血清）と 4℃にて浸透し

ながら一晩反応させた。反応後、膜を TBST で 10 分 3 回洗浄し、HRP 標識抗
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ヤギ IgG二次抗体 (1:5000, GE Healthcare)およびHRP標識抗ウサギ IgG二次

抗体 (1:5000, GE Healthcare)と室温にて浸透しながら 1 時間反応させた。反応

後、膜を TBSTで 10分 3回洗浄し、ECL Prime 化学発光試薬 (GE Healthcare) 

と反応させた後、ChemiDoc XRS+ System (Bio-rad) および画像解析ソフト 

Image Lab (Bio-rad) を用いて陽性バンドを検出した。 

 

ドットブロット 

血清は PBS にて 1000 倍希釈し、DHM-96 dot blot hybridization manifolds 

(Scie-Plas Ltd, Cambridge, UK) を用いてあらかじめメタノールにて親水処理

を施した PVDF 膜上に吸着させた。膜は TBST (0.05% Tween-20 および

137mMNaCl を含む 20mM Tris-HCl 緩衝液、pH7.5) で 10 分 3 回洗浄し、1％

スキムミルクを含む TBST で 1 時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、

膜は抗 Amyloid oligomer 抗体 A11 (1:5000, Millipore) と 4℃にて浸透しなが

ら一晩反応させた。反応後、膜を TBST で 10 分 3 回洗浄し、HRP 標識抗ウサ

ギ IgG 二次抗体 (1:5000, GE Healthcare) と室温にて浸透しながら 1 時間反応

させた。反応後、TBST で 10 分 3 回洗浄し、ECL Prime 化学発光試薬 (GE 

Healthcare) と反応させた後、ChemiDoc XRS+ System (Bio-rad) および画像

解析ソフト Image Lab (Bio-rad) を用いてスポットの発光強度による半定量を

行った。 

 

AI による評価 

常法に従い、4µm 厚のホルマリン固定パラフィン切片を作製し、抗マウス

SAA1.1抗体 (1:400, R&D Systems) および２次抗体に抗ヤギ IgG抗体 (1:400, 

BETHYL) を用いた LSAB 法にて免疫染色を行った。各臓器におけるアミロイ

ド沈着量を以下の 4 段階でスコア化し、評価した (0; 沈着なし 1; 軽度の沈着 

2; 中等度の沈着 3; 高度の沈着)。なお、腎臓におけるアミロイド沈着スコアで
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は、糸球体へのアミロイド沈着を伴うものをスコア 3 とした。検索を行った 7

つの臓器におけるスコアの総和を AI とした。 

 

アミロイド沈着面積による評価 

脾臓におけるアミロイド沈着量をアミロイド沈着面積によって評価した。抗

マウス SAA1.1 抗体 (1:400, R&D Systems) および２次抗体に抗ヤギ IgG 抗体 

(1:400, BETHYL)を用いた LSAB 法にて免疫染色を行ったのち、顕微鏡下にて

1 個体あたりランダムに 10 視野を撮影し、視野中に占める陽性部分の比率を画

像解析ソフト Image J を用いて定量化した。 

 

SAA 濃度測定 

血清中の SAA 濃度はメーカーのプロトコルに従い、市販のサンドイッチ

ELISA キット (BioSource International) を用いて定量した。 

 

データ解析 

AI、アミロイド沈着面積、および SAA 濃度に関しては Student の t 検定を用

い、ｐ＜0.05 のとき統計学的に有意であると判断した。 

 

結果 

実験 1：単回炎症刺激によるAAアミロイド沈着パターンおよび血清中の SAA

オリゴマーの経時変化 

AA アミロイドの沈着過程は組織学的特徴から沈着初期：（誘発処置後 0-5 日

目）、沈着早期：（誘発処置後 10-20 日目）、沈着中期（誘発処置後 35-45 日目）、

沈着後期（誘発処置後 50-60 日目）の４段階に分けた（図２）。沈着初期（0-5

日目）では、AA アミロイドは脾臓濾胞辺縁帯領域、肝臓ディッセ腔、小腸回盲

部絨毛先端部の毛細血管周囲に限局して認められ、AI は低値であった。脾臓濾
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胞周囲のアミロイドは濾胞の一部を薄い層状に取り囲み、肝臓では肝細胞に近

接するように微細な顆粒状のアミロイドがびまん性に沈着していた（図 2、A, E, 

I, M）。沈着早期（10-20 日目）では、アミロイド沈着は著しく進行し、心臓、

甲状腺、副腎などに沈着し、AI は上昇した。脾臓濾胞周囲のアミロイドは均質

な幅の層状を呈し、ほぼすべての濾胞がアミロイドによって被包された。肝臓

では、ディッセ腔に顆粒状にアミロイドが沈着し、徐々に顆粒は大型化した（図

２、B, F, J, N）。沈着中期（35-45 日目）では AI の緩やかな低下を認めた。脾

臓濾胞周囲のアミロイドに対して単核細胞の軽度浸潤がみられ、肝臓では顆粒

状に沈着したアミロイドが小葉中心静脈周囲や肝三つ組周囲に集中する特徴的

な沈着パターンを示した（図２、C, G, K, O）。沈着後期（50-60 日目）では脾

臓濾胞周囲のアミロイドは粗雑になり、間質への単核細胞浸潤がより顕著であ

った。濾胞構造は不整となり、一部の個体では赤脾髄領域にも結節状のアミロ

イド沈着を認めた。肝臓ディッセ腔に沈着したアミロイドの一部は消失し、小

葉中心静脈および小葉間静脈周囲に限局して認められた。肝臓、脾臓における

アミロイド沈着量が低下する一方で、腎臓髄質、甲状腺濾胞周囲など他の臓器

へのアミロイド沈着量が増加したためAIは軽度に上昇した（図２、D, H, L, P）。 

血清中の SAA 値は AEF および硝酸銀の投与から 1 日目を最高値とし、以降

急激に低下する一方で、血清 A11 陽性オリゴマー量は 1-2 日目から増加し、60

日目まで高値を維持した（図３）。抗 SAA1.1 抗体（R&D systems）を用いたウ

ェスタンブロットでは、4 時間-20 日目の血清で 12.6kDa, 13.5kDa, 19.2kDa の

位置に明瞭なバンドが検出された。12.6kDa のバンドは抗 SAA1.1 C 末端抗血

清を用いた反応にも陽性であった。12.6kDa, 13.5kDa のバンドは SAA のモノ

マーであると考えた。抗 SAA1.1 C 末端抗血清を用いたウェスタンブロットで

は、15 日目以降の血清において、28kDa 付近にやや不鮮明な、一部スメア状の

バンドを認めた。このバンドは 45-60 日目の血清において明瞭であった。分子

量より同バンドは SAA のダイマーであると思われた（図４）。 
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実験２：AA アミロイドの再沈着 

AA アミロイドーシス誘発処置後に再刺激を行った全てのマウスにおいて重

度の AA アミロイド沈着を認めた。一方、誘発時に AEF を投与せず、炎症刺激

のみを行った群では AA アミロイド沈着は認められなかった（表１）。AEF と硝

酸銀で AA アミロイドーシスを誘発し、5, 35 および 50 日目に再刺激を行った

群（1, 3, 4 群）で、単回刺激群と比較し AA 沈着量の有意な増加を認めた。単

回刺激群を基準とした AI 増加率は特に第 3 群において最大であった（232%）。

脾臓濾胞周囲のアミロイド沈着面積を生検時と剖検時にて比較したところ、再

刺激前後における AA アミロイドの沈着量は第 2, 3 群において有意に増加した

（図５）。 

再刺激の時期にかかわらず、アミロイド沈着量は顕著に増加したが、アミロ

イド沈着パターンは群ごとに異なるパターンを示した。再刺激群では単回刺激

群と比較し、腎臓へのアミロイド沈着が顕著であった。腎臓は肉眼的に高度に

萎縮し、表面は不整であり、皮質は褪色し黄色調を呈した。特に第 3, 4 群では、

腎髄質および腎糸球体に重度のアミロイド沈着を認め、遠位尿細管の圧迫によ

り拡張した近位尿細管が多数認められた。糸球体へのアミロイド沈着は第 2, 3, 4

群において高頻度に認められた。実験 1 の単回刺激群において認められた脾臓・

肝臓でのアミロイド沈着パターンの経時変化と同様の変化が再刺激群において

も観察された。すなわち、第 1, 2 群では、肝臓におけるアミロイド沈着はびま

ん性の沈着パターンを呈したのに対し、第 4 群では血管周囲性の沈着パターン

を呈した（図６）。脾臓におけるアミロイド沈着パターンには個体差がみられた

が、同一個体の再刺激前後でパターンは保持されていた（図７）。 

再刺激による急激なアミロイド沈着亢進は、再刺激の時期にかかわらず再刺

激の翌日から認められた（図８）。再刺激による SAA 値のピークはいずれの群

においても単回刺激群のものより低値であった。特に第 3 群ではその傾向が顕
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著であり、再刺激 1 日後、2 日後の SAA 値はそれぞれ 393±64µg/ml , 

573±118µg/ml と低値であった。一方、第 4 群では単回刺激群とほぼ同等の値を

示した（6236±2867µg/ml）（図９）。 

 

実験 3：AA アミロイドーシスマウス血清の AEF 活性の検証 

AEF として AA アミロイドーシスマウスの血清を投与した B-F 群では、

33-83%のマウスで AA アミロイド沈着を認めた。特に 35, 50 日目の血清を投与

した E-F 群では 83%と高い沈着率を示した。対照として非 AA アミロイドーシ

スマウスの血清を投与した A, G 群で、AA アミロイドの沈着は認められなかっ

た。 

 

考察 

生体内における AA アミロイドの凝集機構モデルとしては、seeding モデルが

一般的である。このモデルでは、in vitro における線維形成と同様、①前駆蛋白

である SAA モノマーが構造変換し、AA アミロイドへ凝集するきっかけを作る

重合核形成反応、②短いアミロイド線維の断端方向にモノマーが重合し、アミ

ロイド線維が伸長する線維伸長反応、③伸長したアミロイド線維が崩壊し、断

片化したものが分散し、新たな線維伸長反応を誘導する線維の断片化の 3 つの

反応が繰り返されることでアミロイド沈着が進行する。全身性アミロイドーシ

スでは、病態の進行とともに他の臓器にアミロイド沈着が波及する現象を臓器

間におけるアミロイドの伝達と表現するが、seeding モデルにおける臓器間での

アミロイドの伝達は断片化した線維が他臓器に移動し、そこで再凝集するため

と解釈される。seeding モデルでは、アミロイド沈着はアミロイド線維あるいは

重合核と SAA モノマーとの反応として定義されるため、アミロイドーシスが進

行する過程では SAA 値が常に高い必要がある。今回の AA アミロイドーシス急

性発症モデルでは SAA 値の上昇は沈着初期（誘発処置から 0-5 日目）に概ね終
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息したにもかかわらず、脾臓や肝臓におけるアミロイド沈着量は SAA 値が低下

した沈着早期（10-20 日）に急速に増加した。アミロイドオリゴマーの立体構造

を認識する anti-amyloid oligomer 抗体 35 を用いたドットブロットによって

SAA オリゴマーの半定量を行ったところ、AA アミロイドーシス誘発処置から 1

日後に血中の SAA オリゴマーは増加し、SAA 値低下後も、高値を維持したこと

から、SAA モノマー減少後の急速なアミロイド沈着の進行は SAA オリゴマーが

SAA の供給源となっているためと考えられた。 

脾臓および肝臓に沈着した AA アミロイドの分解は IL-1raKO においても認

められ、特に誘発処置後 35 日以降で顕著であった。これまでの報告ではアミロ

イドの分解はマクロファージによる貪食作用によって生じると考えられており

86、Nyströme らは実験的 AA アミロイドーシスにおいて肝臓に沈着したアミロ

イドに隣接するクッパー細胞の細胞質内に AA アミロイド線維が存在している

ことを示し、AA アミロイドを貪食したマクロファージが血液循環を介して他の

臓器へと AA アミロイドを伝達すると考察している 62。また、同研究グループ

は AA アミロイドーシスマウスの末梢血から分離した単核細胞のうち、約 5％が

細胞質内に SAA/AA 陽性の物質を含んでいることも報告している 87。今回の検

索では沈着したアミロイド周囲におけるマクロファージの分布は沈着の時期を

問わず一様であり、アミロイドの貪食像もわずかにみられるのみであった。ま

た、小腸絨毛部粘膜固有層に沈着した AA アミロイド周囲では目立ったマクロ

ファージの浸潤はみられず、同部の AA アミロイドも脾臓や肝臓におけるアミ

ロイドとともに減少したことから、アミロイドの分解はマクロファージの貪食

作用だけでは説明出来ないと考えた。肝臓と脾臓におけるアミロイドの分布は

時間の経過とともに血液流路に沿って上流部から下流部へと、連続性を保ちつ

つ流動的に推移していくことから、血中 SAA モノマーと SAA オリゴマー、組

織に沈着する AA アミロイドは平衡状態を保ちながら常に沈着と分解を繰り返

しており、この平衡が SAA から AA アミロイドに傾くことでアミロイド沈着量
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が増加するものと考えた。アミロイドの分布の変化は、血流の上流部で分解さ

れた AA アミロイドの分解産物の一部がオリゴマーとして血中ないし組織液中

に溶出し、下流部に沈着している AA アミロイド周囲で再凝集することで生じ

たと推察される。 

単回刺激により AA アミロイドーシスを誘発したマウスではアミロイドの沈

着が認められなかった副腎、腎臓、甲状腺などの臓器においても、再刺激によ

り最短で６日目から顕著なアミロイド沈着が認められた。単回刺激後、多臓器

に AAアミロイドが沈着し始める時期には既に血中の SAAモノマー量が減少し

ているため、これらの臓器における AA アミロイド沈着は、AA アミロイドや

SAA オリゴマーの分解によって供給される SAA モノマーが凝集することでゆ

っくりと進行していくと考えられた。一方、再刺激群では、既に広域に分布し

ている SAA オリゴマーを核として再刺激によって産生された SAA が沈着し、

短期間で広範囲にアミロイドが沈着したものと考えられた。再刺激を行う時期

と AA アミロイドの増加量との関係を調べたところ、誘発処置後 35 日目に再刺

激を行ったマウスにおいて最も重度のアミロイド沈着を認めた。これは単回刺

激群においてAAアミロイドの分解が更新しAAアミロイドの伝達が進行し始め

る時期と一致しており、血中 SAA オリゴマー量も多いことから、AA アミロイ

ドの分解によって生じた SAA オリゴマーが血中に多く存在し、再刺激による平

衡の移動のためこれらが AA アミロイドとして沈着したものと想定された。ま

た、実験３の結果から、AA アミロイドーシスマウス血清の AEF 活性は AA ア

ミロイドの分解時に高まることが示唆された。Tasaki らは AA アミロイドーシ

スマウスの誘発処置後 6 日目血清に、AEF 活性を有する SAA オリゴマーがエ

クソソームとして含まれており、AEF として AA アミロイドの個体間伝達に作

用することを報告している 94。今回、ウェスタンブロットによって 45 日目以降

の血清中に SAA ダイマーを検出した。この SAA ダイマーは AA アミロイドの

分解の際に産生された SAA オリゴマーの一部であり、病態初期の血清中には検
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出されないことから、病態の進行に伴い血中の SAA オリゴマーの組成も変化し

ていることが示された。 

近年、Cohen らは Aβ42 の凝集過程に関する動力学的研究から、アミロイド

凝集は primary nucleation, secondary nucleation, fragmentation の３つの段

階によって進行すると主張した 10。primary nucleation は重合核形成反応に、

fragmentation は線維の断片化にそれぞれ対応する。secondary nucleation は線

維伸長反応に変わる新しいモデルであり、アミロイドーシスの病態が進行する

上で、最も重要な段階であると述べている。この反応では、凝集したアミロイ

ド線維、前駆蛋白のモノマーおよびオリゴマーが共存している状況下において、

アミロイド線維が触媒様の役割を果たすことでアミロイド凝集に必要な反応エ

ネルギーが低下し、沈着しているアミロイドの近傍で優先的に新たなアミロイ

ド線維やオリゴマーが形成される。さらに新生したアミロイド線維が新たな触

媒となることで反応が繰り返され、fragmentation を介さずにアミロイド沈着量

が急激に増大すると説明している。secondary nucleation の概念は、アミロイ

ド線維の近傍では新規のアミロイド沈着が起こりやすいことを意味しており、

AAアミロイドの分解や再沈着における沈着パターンの変化はAAアミロイドー

シスにおいても同様であることを示唆している。 

今回の結果から、AA アミロイドーシスの進行過程において、SAA はモノマ

ーと AAアミロイド線維以外の中間体である SAAオリゴマーとして長期間血中

に存在すると考えられる。本章の結果から、SAA オリゴマーの①AA アミロイ

ドの重合過程における SAA 供給源としての作用、②臓器間での AA アミロイド

伝達における重合核としての作用、③個体間での AA アミロイド伝達における

AEF としての作用が想定された。AA アミロイドーシスの病態と SAA オリゴマ

ーとの関連に関してはより詳細な検討が必要である。 
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要約 

実験的 AA アミロイドーシスモデルでは、炎症刺激の中止により沈着したア

ミロイドが分解されること、さらには分解過程における再刺激によって多量の

AA アミロイドが再沈着することが報告されている。そこで、AA アミロイドの

分解と再沈着の過程における各臓器の組織学的変化および血清中のSAAオリゴ

マー量を経時的に調べ、生体内における AA アミロイドの動態について考察し

た。SAA 値の低下後、肝臓および脾臓に沈着した AA アミロイドは血液流路の

上流側で沈着量が減少し、下流側では沈着量が増加した。最終的にアミロイド

は血管周囲に限局した。血中の SAA オリゴマーは AA アミロイドの沈着が始ま

る誘発処置後 2 日目に増加し、以降 60 日目まで高値を維持した。特にアミロイ

ドの分解が進行する 45 日目以降の血清中では SAA ダイマーが検出された。こ

の SAAダイマーは AAアミロイドの分解産物の一部であると推察された。また、

誘発処置後 5, 10, 35 および 50 日に硝酸銀水溶液投与による再刺激を行ったと

ころ、再刺激の翌日にはすべての個体において全身臓器に重篤な AA アミロイ

ド沈着を認めた。アミロイド沈着量の増加率は 35 日目に再刺激を行ったマウス

で最も高かった。また、SAA オリゴマーに富む AA アミロイドーシスマウスの

血清を他のマウスに接種し、炎症を惹起したところ、高率に AA アミロイドー

シスを発症した。本章の結果から、AA アミロイドーシスの進行過程において血

液中の SAA モノマー、オリゴマー、および組織に沈着した AA アミロイドの 3

者が常に平衡状態にあり、これらの平衡が傾くことでアミロイドの沈着と分解

が生じると考えられた。さらに SAA オリゴマーには①AA アミロイドの重合過

程における SAA 供給源としての作用、②臓器間での AA アミロイド伝達におけ

る重合核としての作用、③個体間での AA アミロイド伝達における AEF として

の作用があると想定された。 
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表１：実験２、再刺激によるAAアミロイドの再沈着 

群 匹数 
再刺激 

(日） 
剖検 (日) AEF 発症率 (%) AI±SE  

生検時のAA沈着陽性
面積率(%) ± SE(%) 

剖検時のAA沈着陽性
面積率(%) ± SE(%) 

1 4 5 15  + 4/4 (100%)   *a 12.0±0.6 0.84 ±0.03 0.72 ±0.16 

2 3 10 20 + 3/3 (100%)       14.7±1.0 0.42 ±0.15 *b 1.16 ±0.21 

3 3 35 45 + 3/3 (100%) **a 16.3±0.7 1.26 ±0.27 2.85 ±0.49 

4 3 50 60 + 3/3 (100%) **a 17.0±0.5 1.23 ±0.14 1.46 ±0.48 

Control 1 3 5 15 – 0/3 (0%) 0 0.00  0.00  

Control 2 3 10 20 – 0/3 (0%) 0 0.00  0.00  

Control 3 6 35 45 – 0/6 (0%) 0 0.00  0.00  

Control 4 4 50 60 – 0/4 (0%) 0 0.00  0.00  

5 3 5 6 + 3/3(100%) **a 12.3±0.5 ND ND 

3 5 7 + 3/3(100%) **a 11.7±0.5 ND ND 

3 5 8 + 3/3(100%) *a 13.0±2.0 ND ND 

6 3 10 11 + 3/3(100%)    10.3±0.7 ND ND 

3 10 12 + 3/3(100%)    12.3±0.3 ND ND 

3 10 13 + 3/3(100%) *a 15.0±0.9 ND ND 

7 3 35 36 + 3/3(100%)    10.7±1.0 ND ND 

3 35 37 + 3/3(100%)    13.7±0.5 ND ND 

3 35 38 + 3/3(100%)    14.3±1.0 ND ND 

8 3 50 51 + 3/3(100%) *a 13.0±0.5 ND ND 

3 50 52 + 3/3(100%) **a 17.0±0.5 ND ND 

3 50 53 + 3/3(100%) **a 17.0±0.5 ND ND 

Statistical analysis was performed using Student's t-test.   *; p<0.05 **; p<0.01 significantly different from the corresponding value of  

(a)date-matched group or (b)biopsy score.  ND: Not detected. 
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表２：実験３、AAアミロイドーシスマウス血清のAEF活性 

群 匹数 投与した血清 発症率 (%) AI ±SE 

A 6 Day 0 血清 0/6(   0%) 0 

B 3 Day 1 血清 2/3(  66%) 1.6±0.7 

C 6 Day 5 血清 2/6( 33%) 2±1.6 

D 6 Day 10 血清 3/6( 50%) 0.7±0.3 

E 6 Day 35 血清 5/6( 83%) 2.3±0.7 

F 6 Day 50 血清 5/6( 83%) 2.7±0.8 

G 6 Day5 血清 (no amyloid 対照) 0/6(  0%) 0 
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剖検 再刺激 誘発処置 

実験 2: AAアミロイドの再沈着 

実験 3: マウス血清のAEF活性に関する検討 

Group 4 

Group 3 

Group 2 

Group 1 

Groups A-G 

Group 8 

Group 7 

Group 6 

Group 5 

実験３にて用いた血清と群分け 

群 匹数 AEFとして投与した血清 

A 6 day0 血清 

B 3 day1 血清 

C 6 day5 血清 

D 6 day10 血清 

E 6 day35 血清 

F 6 day50 血清 

G 6 day5 血清 (no 

amyloid) 

図１ 実験の概要と群分け 

（日） 

（日） 

（日） 

(AEF+AgNO3) (AgNO3) 

単回炎症刺激によるAAアミロイド沈着パターンおよび血清中の
SAAオリゴマーの経時変化 

（第１章実験２と同様） 

実験1； 
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Liver 

Day 60 Day 35 Day 20 Day 5 

図２ 各臓器におけるAAアミロイド沈着パターンの経時変化 
実験１: 単回刺激群、A-D: 肝臓、E-H: 脾臓、I-L: 小腸回盲部、M-P: 甲状腺。 
抗マウスSAA1.1を用いた免疫染色。 
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図３ 単回刺激群におけるAI、血清SAA値および血清中アミロイドオリゴマーの経時変化 
a) AI（再掲）、b) SAA値（再掲）、c-d) 抗アミロイドオリゴマー抗体（A11）を用いたドットブ
ロットの結果と相対的オリゴマー量  
アミロイド沈着量はSAA値低下後も上昇する傾向を示す。炎症惹起によるSAA値上昇後、
オリゴマー量は高値を維持する。 
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SAA1.1 

b 

a 

図4 単回刺激マウスにおける血清中SAAの泳動パターン 
a) 抗マウスSAA1.1抗体（R&D system) を用いたウェスタンブロット 
b) 抗マウスSAA1.1 C-terminal抗血清を用いたウェスタンブロット 
c) レーン1-12: （順に） 0日目（未処置）,4時間後,1, 2, 5, 10, 15, 20, 35, 45, 50, 60日後の
血清。 

炎症惹起によって産生されるSAAモノマーは抗SAA1.1抗体を用いたウェスタンブロット
により12.6kDa, 13.5kDa, 19.2kDaの位置に明瞭なバンドを呈する（レーン2-8、黒矢頭）。
AAアミロイドの分解が進行する45日目以降（レーン10-12）抗マウスSAA1.1 C-terminal
抗血清を用いてSAAダイマーに相当する28kDaのバンドが検出された（白矢頭）。 
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図5 再刺激の時期によるアミロイド沈着量の変化 
a)再刺激の時期とAIの変化率  
b)脾臓濾胞周囲におけるアミロイド沈着面積 
35日目に再刺激を行った群において最も顕著なアミロイド沈着量の増加を認める。 
*; p<0.05 
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図6 再刺激によるAAアミロイドの沈着パターン 
実験２：再刺激群（１-４群）、A-D: 肝臓、E-H: 脾臓、I-L: 小腸回盲部、M-P: 腎臓  
抗マウスSAA1.1抗体を用いた免疫染色。 
*) 拡張した尿細管 
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Biopsy 

Mouse 3 Mouse 2 Mouse 1 

図7 再刺激の前後でのアミロイド沈着パターンの変化 
実験2、再刺激群、第4群 上段: 生検時（50日目） 下段: 剖検時（60日目）、A-F: 脾臓 

同一個体でのアミロイド沈着パターンは再刺激の前後において類似した沈着パターン
を呈する。抗マウスSAA1.1抗体を用いた免疫染色。 
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再刺激群 
単回刺激群 
（再刺激前） 

  Day 5 Day 5 + 1 Day 5 + 2 Day 5 + 3     Day 5 + 10 

Mouse No. 1  2  3  1  2  3  1  2  3  1  2  3      1  2  3  4  

Liver                                     

Spleen                                     

Intestines                                     

Thyroid glands                                     

Kidneys                                     

Heart                                     

Adrenal glands                                     

  Day 10 Day 10 + 1 Day 10 + 2 Day 10 + 3 Day 10 + 10 

Mouse No. 1  2  3  1  2  3  1  2  3  1  2  3  1  2  3  

Liver                               

Spleen                               

Intestines                               

Thyroid glands                               

Kidneys                               

Heart                               

Adrenal glands                               

  Day 35 Day 35 + 1 Day 35 + 2 Day 35 + 3     Day 35 + 10 

Mouse No. 1  2  3  1  2  3  1  2  3  1  2  3      1  2  3  

Liver                                   

Spleen                                   

Intestines                                   

Thyroid glands                                   

Kidneys                                   

Heart                                   

Adrenal glands                                   

  Day 50 Day 50 + 1 Day 50 + 2 Day 50 + 3     Day 50 + 10 

Mouse No. 1  2  3  1  2  3  1  2  3  1  2  3      1 2 3 

Liver                                   

Spleen                                   

Intestines                                   

Thyroid glands                                   

Kidneys                                   

Heart                                   

Adrenal glands                                   

図8 再刺激によるアミロイドの分布の変化（ヒートマップ） 
実験２、行:上から順に肝臓、脾臓、小腸、腎臓、甲状腺、心臓、副腎。 列: 各個体。 
再刺激の翌日から全身臓器におけるアミロイド沈着スコアの顕著な上昇を認める。 
            ; Score 1                ; Score 2                ; Score 3  
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図9 再刺激の前後における血清中のSAA値およびオリゴマー量の変化 
実験２、上段：SAA値、下段：相対的オリゴマー量 
a): 単回刺激群、b-e):それぞれ第5-8群 、f）: 単回刺激群、g-j): それぞれ第5-8群 
再刺激マウスは単回刺激マウスと比較し、炎症惹起による明確なSAA値のピークを呈
さない。 
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図10 生体内におけるAAアミロイドの沈着と再沈着、分解機序 
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第 3 章 

AA アミロイド沈着に伴う脾臓濾胞辺縁帯の組織学的変化 
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序 

AEF 投与による実験的 AA アミロイドーシスにおいて、脾臓はアミロイドが

最も早くから沈着し始める臓器の一つである 68。脾臓はリンパ球の成熟の場で

ある白脾髄と血液を蓄えた有窓血管に富む赤脾髄からなり、実験的 AA アミロ

イドーシスでは、白脾髄と赤脾髄の境界部にアミロイドが沈着する 46。この領

域は傍濾胞領域（marginal zone、MZ）と呼ばれ、中心動脈の分枝である毛細

血管が辺縁洞（marginal sinus）に開口する 39。 

血中の蛋白抗原や不溶化抗原は貪食能の高い脾臓固有のマクロファージであ

るMZ macrophages (MZMs) 、MZ metallophilic macrophages (MZMMs) に、

糖質抗原や水溶性抗原は MZ B cell によって捕捉される 9。MZMs は細胞膜上に

スカベンジャー受容体である macrophage receptor with a collagenous 

structure (MARCO)31，C 型レクチン受容体である specific ICAM-3-grabbing 

non-integrin receptor-1 (SIGN-R1)20 を発現しており、それぞれが特定の抗原

と結合する 6。MZ B cell は MARCO に選択的に結合する性質を有し、定常状態

において MARCO を介して MZMs と結合している 50。また、MARCO は MZ

および濾胞 B cell 領域に分布する細網線維、濾胞樹状細胞の突起上にも少量発

現し、それぞれの細胞と相互に結合・解離することで MZ B cell の MZ への局

在、濾胞内への遊走に関与している 36。MZMs には MARCO および SIGN-R1

を 共 発 現 す る MARCO+SIGN-R1+ と MARCO の み を 発 現 す る

MARCO+SIGN-R1−の 2 種類のサブタイプがある 109。SIGN-R1 の発現量は、

MARCOを介してMZMsと結合するMZ B cellによって調節を受けているので、

血中抗原への暴露により MZ B cell と MZMs が解離し、２つのサブタイプの比

率が変化する 20。MZMMs は細胞膜上に免疫グロブリンスーパーファミリーに

属する sialic acid binding Ig-like lectin 1 (siglec-1, CD169)を発現し、血中の死

細胞やウイルス抗原を捕捉する 69。MZ B cell はマウスでは脾臓 MZ に分布し、

T細胞依存性免疫では自身が IgG1抗体を産生する形質細胞へと分化するだけで
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なく、T 細胞非依存性免疫においては細胞膜上の IgM によって補足した抗原を

濾胞樹状細胞へ移送する抗原提示細胞様の役割も有する 50。これらの膜蛋白は

免疫染色の際の細胞マーカーとしても有用であり、MZMs は MARCO および

SIGN-R1 に陽性、MZMMs は CD169 に陽性、 MZ B cell は IgM に強陽性を示

す。 

Kennel らは静脈内に投与した AEF が 15 分以内に MZ に到達し、４時間後に

は上述の細胞に取り込まれることを示した 37。この AEF の取り込み作用は

chlodronate liposome により MZMMs、MZMs および red pulp macrophage

（RPMs）を排除した場合に消失することから、静脈内に投与された AEF は早

期に MZ に集簇し、周囲のマクロファージによって貪食されると推察される。

また、同様の手技により MZMs, MZMMs および RPMs を排除したマウスでは

アミロイド沈着が軽減されたことから、これらのマクロファージによる AEF の

取り込みが AA アミロイドーシス発症の初期反応ではないかとも考えられてい

る。 

一方、MZ への AA アミロイド沈着は病変周囲のマクロファージにも影響を与

えることが報告されている。Lundmark らは、MZ に沈着したアミロイドの周

囲ではアミロイドを貪食するMZMMs, MZMsおよびRPMsが観察されること、

および、アミロイドの沈着と同時期に MZMs が消失することを報告し、これら

のマクロファージは MZ に沈着したアミロイドを貪食により分解していると推

察した 46。さらに、MZMs が消失した原因は沈着したアミロイドによる物理的

圧迫、あるいは貪食した AA アミロイドの細胞毒性による細胞死ではないかと

も推察しているが、細胞死に至る機序およびその意義は十分解明されていない。 

AA アミロイドーシスでは一般的に沈着したアミロイドに対する生体反応が

乏しく、アミロイド沈着臓器による周囲組織への影響についてはほとんど報告

がない。MZ は AA アミロイド沈着の好発部位であるだけでなく、血中分子の変

化による影響も受けやすいことから、MZMs の消失に SAA オリゴマーが関与し
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ているとも考えられる。このため第３章では、AEF と硝酸銀の投与により AA

アミロイドーシスを誘発した IL-1raKO における MZMMs、MZMs、および MZ 

B cell の動態を経時観察し、MZ の組織学的変化と生体内における AA アミロイ

ドの動態について考察した。  
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材料と方法 

動物 

マウスには自由給水させ、ペレット状固形飼料(MS 飼料、オリエンタル酵母)

を給餌した。設定温度 23 度±３度、設定湿度 55%±15%、明期 14 時間（照明

午前 8：00〜午後 10：00）、暗期 10 時間に維持された動物室にて飼育した。 

 

実験デザイン 

AA アミロイドーシス群として、第１章において経時的に収集したマウス脾臓

を用いた。新たに８週齢の IL-1raKO に 2%硝酸銀水溶液 500µl のみを皮下投与

する群および AEF のみを腹腔内投与する群を設け、硝酸銀投与群は炎症刺激か

ら 30 分、4 時間、１, 2, 3, 5, 10, 20, 35, 50 日目に、AEF 投与群は、AEF 投与

から 30 分、4 時間、１, 2, 3 日目にそれぞれ 3 匹ずつ安楽死処置し、剖検を行

った。常法に従い、10µm 厚の脾臓の凍結切片を作製し、各種細胞マーカーおよ

び抗マウス SAA1.1 C-terminal 抗血清を用いた蛍光免疫染色を行い、MZMs, 

MZMMs および MZ B cell の動態と AA アミロイドの沈着動態を観察した。全

ての実験は東京大学大学院農学生命科学研究科実験動物委員会及び東京大学バ

イオサイエンス委員会遺伝子組換え実験等専門委員会の承認を受け、東京大学

実験動物規約にもとづいて実施した。 

 

蛍光多重染色 

採材した脾臓は Tissue-Tek O.T.C Compound（SAKURA, Tokyo, Japan）に

て包埋後、-80ºC に冷却したヘキサン内で凍結し、クリオスタットにて 10µm 厚

の凍結切片を作製した。作製した切片は、表 1 に示す１次抗体および２次抗体、

蛍光色素を組み合わせた蛍光多重染色を行った。全ての抗体および蛍光色素と

は室温で１時間反応させた。染色後、Vectashield（Vector Laboratories, 

Burlingame, CA）にて封入後、共焦点レーザー顕微鏡 LSM700（ZEISS, Jena, 
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Germany）を用いて観察した。 

 

MZMs および MZMMs の定量 

AA アミロイド沈着に伴う MZMMs, MZMs の増減を MZMMs, MZMs のマー

カーである CD169, MARCO および SIGN-R1 の陽性面積を用いて定量した。

MZMs については SIGN-R1 陽性面積/MARCO 陽性面積比の変化を調べた。誘

発処置から 30 分、1, 2, 3, 5, 10, 20, 35, 50 日目の脾臓の凍結切片を作製し、常

法に従い、①抗 mouse SAA1.1 C-terminal 抗血清と抗 CD169 抗体, ②抗

SIGN-R1 抗体と抗 CD169 抗体, および③抗 MARCO 抗体と抗 CD169 抗体を

用いた蛍光二重染色を行った。共焦点レーザー顕微鏡の 200 倍視野にて１個体

につき 5 個の濾胞を撮影し、陽性部の面積を Image J にて定量した。 

 

結果 

MZ の構造と各種細胞のマーカー 

IL-1raKO における MZ の正常構造および模式図を図１に示す。 

MZMMs は CD169、MZMs は SIGN-R1 および MARCO にそれぞれ陽性の

マクロファージ、MZ B cell は IgM に強陽性（濾胞 B cell は弱陽性）で、濾胞

辺縁洞より外側のリンパ球と判断した。 

 

AA アミロイド沈着に伴う MZMs の変化 

誘発処置後 30 分から 1 日目まではアミロイド沈着は認められず、MZMs にも

形態的に著変は認められなかった。アミロイド沈着の始まる処置後２日目以降、

MZMs は急激に減少し、アミロイド沈着量が増加する処置後 10 日目にはほぼ消

失した (図 2)。残存する MZMs のサブタイプは、処置後 1 日目では

MARCO+SIGN-R1+とMARCO+SIGN-R1highのMZMsとが混在したが、MZMs

が減少し始める 2 日目から MZMs がほぼ消失する 10 日目にかけて、残存する
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MZMs の大半は MARCO+SIGN-R1high であった。35 日目以降、MZ に沈着し

たアミロイドは徐々に粗鬆化し、50 日目には MZ の細網線維に沿っての微量沈

着のみになると、粗鬆化したアミロイドの隙間に MZMs が再出現した。硝酸銀

のみ、および AEF のみを投与したマウスではアミロイド沈着は認められず、処

置 2 日目以降も MARCO+SIGN-R1+と MARCO+SIGN-R1highのMZMs とが混

在し、MZMs 数の減少は認められなかった（図 3）。MARCO 陽性面積および

SIGN-R1 陽性面積は処置後 2 日目に増加し、MZMs の減少に伴い 2 日目以降、

減少した。MARCO 陽性面積は処置５日目以降、未処置のマウスよりも有意に

減少したが、MZMs の再出現に伴い、35 日目以降徐々に増加した。アミロイド

沈着が顕著であった 2-20 日の間、 SIGN-R1 陽性面積/MARCO 陽性面積比は

高値を示し、特に 2, 5, 10 日目には未処置のマウスよりも有意に高値を示した

（図 4、表 2）。 

 

AA アミロイド沈着に伴う MZ B cell の変化 

アミロイド沈着が開始した 2 日目以降、MZMs の消失に伴い、MZ B cell も

減少した。MZ B cell はアミロイド沈着量が顕著に増加する 10 日目にはほぼ消

失したが、MZMs の再出現がみられた 35 日目以降、MZ B cell も粗鬆化したア

ミロイドの間隙に再出現した（図 5）。50 日目にはアミロイドの層を再び置換す

るように MZ B cell が集簇した（図 6）。 

 

AA アミロイド沈着に伴う MZMMs の変化 

誘発処置後 30 分から 1 日目まで、MZMs と同様に MZMMs にも形態学的に

著変は認められなかった。AA アミロイドは誘発処置後２日目から認められた。

初期の沈着は濾胞内 B cell 領域の細線維に沿う様に始まり、翌日には MZ へと

波及した。濾胞内 B cell 領域を走る細線維上には MARCO が顆粒状に発現して

おり、濾胞内に沈着した細線維状のアミロイド沈着のパターンは細線維の分布
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と同様であった(図 7)。誘発処置後 10 日以降、濾胞へのアミロイド沈着は軽微

となり、アミロイドは MZ の MZMMs と MZMs の間に限局して沈着した。ア

ミロイド沈着量がピークに達する処置後 20日目にはMZはアミロイドによりほ

ぼ置換された。アミロイド沈着が濾胞から MZ へと移行する処置後 5 日目前後

では、MZMMs の配列に乱れが生じ、不連続な配列を呈するのに対し、濾胞内

に沈着したアミロイドが血管周囲に限局する 10 日目以降では MZMMs は濾胞

周囲を取り囲むように整然と配列した（図 8）。処置後 15 日目以降、アミロイ

ドが沈着する濾胞内の血管周囲にも CD169 陽性細胞が散見された。20 日目以

降、MZMMs には目立った変化は認められなかった。CD169 陽性面積は誘発処

置後からわずかに減少し、10 日目を境に再び上昇した。 

 

考察 

脾臓 MZ における AA アミロイドの沈着に関するこれまでの報告によると、

MZMs が消失する機序としてアミロイド沈着による物理的圧迫あるいはアミロ

イドの細胞毒性が想定されている 46。アミロイド沈着に伴う MZMs の消失の場

合、アポトーシス小体を貪食するマクロファージなどは認められず、Caspase-3

や Bcl-2, p53 などのアポトーシスマーカーを用いた免疫染色でも陽性像を確認

できなかった（データ非掲載）ことから、MZMs の消失がアポトーシスに起因

する細胞死である可能性は低いと考えた。また、MZMs の消失はアミロイド沈

着量の少ない沈着開始直後から認められたことから、アミロイドによる物理的

圧迫に起因する可能性も低いと考えた。 

MZMs の表面に発現した SIGN-R1 および MARCO は血中抗原に鋭敏に反応

し、抗原を捕捉した MZMs は赤脾髄領域に遊走し、抗原提示を行う 109。同様に

補体と結合した可溶性抗原を捕捉した MZ B cell は濾胞内に移行することで濾

胞樹状細胞に対し抗原提示を行う 50。また、MZMs は MARCO を介し、MZ B cell

と結合しており、MZMs か MZ B cell のいずれか一方が抗原を認識し、MZ か
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ら離脱するともう一方も遊走あるいは消失することが知られている 50。例えば、

マウスの静脈内に Staphylococcus.aureus の死菌を投与すると、SIGN-R1 が

S.aureus と結合し、感作された MZMs は 4-8 時間以内に赤脾髄領域へと遊走す

ることが知られている 20, 109。同様に MZ B cell に対する濾胞内移行シグナルで

ある FTY720 を投与すると、4 時間以内に MZ B cell が MZ から消失（濾胞内

に移行）し、投与翌日には MZMs の一部も消失することが知られている 109。さ

らに、MZ B cell の消失よりも MZMs の減少が先行したことから、MZMs がア

ミロイド沈着時に血中に特異的に生じる何らかの物体を捕捉し、赤脾髄領域へ

と遊走したものと考えた。You らは MZ B cell の濾胞内移行に伴う MZMs の消

失の際には MARCO+SIGN-R1+の比率が低下することを報告している 109。AA

アミロイド沈着に伴うMZMsの減少の際にも SIGN-R1陽性面積/MARCO陽性

面積比が上昇したことからも、MZMs の変化が先行し、それについで MZ B cell

の濾胞内移行が起こったものと推察される。AEF のみ、または硝酸銀のみを投

与したマウス脾臓では MZMs の減少がみられなかったことから、同変化は AEF

や炎症刺激に付随するものではなく、アミロイド沈着に特異的な変化であると

思われた。さらに、第 2 章の結果から、アミロイド沈着が生じる誘発処置後 2

日目には、血中の SAA オリゴマー量が増加することが明らかとなった。したが

って、MZMs は SAA オリゴマーに反応したものと考えたが、抗 SAA1.1 

C-terminal抗血清および抗アミロイドオリゴマー抗体による免疫染色ではSAA

オリゴマーの局在は認められなかった。 

アミロイド分解が進む誘発処置後 35 日目以降、沈着したアミロイドの間隙に

MZMs の再浸潤を認めた。MZMs は通常では抗原への暴露から数日で再浸潤す

ることから 46, 109、重度のアミロイド沈着は MZMs および MZ B cell の回復を妨

げるものと推察される。MZ のアミロイドが分解される際にはアミロイドの粗鬆

化と単核細胞浸潤を認め濾胞構造は不明瞭になる。また、MZ が消失することに

より、赤脾髄に存在する red pulp macrophage (RPMs)が沈着したアミロイド付

64



近に集簇することから、これまでこの組織像は MZMs, MZMMs および赤脾髄

に分布する red pulp macrophage (RPMs) の浸潤による貪食像であると考えら

れていた 86。今回の結果より、粗鬆化したアミロイドの間隙に浸潤する細胞の

大半はMZ B cellであり、アミロイド沈着によって遊走したMZMsおよびMZ B 

cell が MZ に回復し、アミロイドの分解により生じた間隙に再浸潤する組織像で

あることが示唆された。 

抗 SAA1.1 C-terminal 抗血清による蛍光免疫染色により従来のコンゴーレ

ッド染色や DAB 発色による免疫染色では検出できなかった微小アミロイドを

検出することが可能となった。本章の結果から、脾臓への AA アミロイド沈着

は濾胞内部の B 細胞領域の細網線維に沿って始まり、MZ へと波及していくこ

とが明らかとなった。沈着開始時の濾胞へのアミロイド沈着は、濾胞内に MZ B 

cell が移行する際に MZMMs の配列が乱れ、辺縁洞から濾胞内に流入した血清

SAA が濾胞内の細網線維を足場としてアミロイド凝集巣を形成したと考えた。

濾胞内部のアミロイド沈着は MZMMs が濾胞周囲に配列するのと同時期に減少

し、それまで間質にびまん性に沈着していたアミロイドは血管周囲へと限局し

たと思われる。これは、MZMMs が濾胞を取り囲むことで濾胞内への新たなア

ミロイド沈着を防いだためと推察される。Lundmark らは chlodronate 

liposome により排除された MZMMs が再生する際に、MZMMs に隣接してアミ

ロイドが沈着したこと、MZMMs の再生とアミロイド沈着とが同時期に起こっ

たことなどから、MZMMs は MZ へのアミロイド凝集に寄与するのではないか

と推察している 46。本章の結果から、MZMMs に隣接するアミロイド沈着は

MZMMsによって濾胞内への流入を妨げられたAAアミロイドや SAAオリゴマ

ーが MZ で凝集することで形成されると考えた。 

今回の結果から、アミロイド沈着に伴うMZMsおよびMZ B cell の減少は AA

アミロイドーシスの発症機序に関わる変化ではなく、アミロイド沈着の結果起

こる二次的な変化であることが示唆された。また、実験的マウス AA アミロイ
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ドーシスに特徴的な MZ へのアミロイド沈着パターンは MZMMs の動態による

ものと考えられた。 
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要約 

実験的アミロイドーシスにおける AA アミロイド沈着は脾臓濾胞辺縁帯

（marginal zone: MZ）に始まる。マウスの MZ には脾動脈の分枝が開口し、血

中抗原を捕捉する MZ macrophage (MZMs), MZ metallophilic macrophage 

(MZMMs) および MZ B cell が分布する。AA アミロイドーシスを誘発したマウ

スでは静脈内に投与された AEF は一旦 MZ に集積し、アミロイド沈着前に代謝

される。また、アミロイド沈着と同時期に MZMs が消失することから、MZMs

の消失と AA アミロイドーシス発症との関連が疑われている。そこで、AA アミ

ロイド沈着に伴う MZ の組織学的変化について経時観察し、MZMs、MZMMs

および MZ B cell の動態と AA アミロイドーシスの病態との関係性を検討した。 

AA アミロイド沈着は誘発処置後 2 日目に濾胞内部から始まり、翌日には MZ

に波及した。MZ への沈着は 20 日をピークとし、35 日以降沈着量の低下ととも

に沈着したアミロイドは粗鬆化した。MZMs は処置後２日目に軽度に増加し、5

日目以降有意に減少した。その後、アミロイド沈着巣の粗鬆化に伴い、35 日目

に再び MZ に出現した。MZ B cell は処置後 5 日目以降減少し、10 日目には消

失したが、35 日目には粗鬆化したアミロイドの間隙に再出現した。MZMMs は

処置後 10 日目にかけてわずかに減少し、その後再び増加した。平常時 MZMMs

は MZ を内張りするように整列するが、処置後 2 日目から 10 日目にかけて配列

に乱れが生じた。その後 MZ を内張りするように再び整列した。処置後 10 日目

まで、アミロイドは濾胞内外にびまん性に沈着したが、MZMMs の整列ととも

に濾胞内部の沈着量は低下し、MZ に限局する典型的な沈着パターンを呈した。

これらの結果から、MZMs、MZ B cell の消失はアミロイド沈着の結果起こる二

次的な変化であり、発症機序との関連は乏しいと推察した。MZMMs に関して

も発症機序との関連は乏しいと思われたが、MZMMs に沿ってアミロイドが沈

着することから、濾胞周囲への特徴的な沈着パターンの形成に寄与していると

思われた。  
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表1；蛍光免疫染色に用いた抗体および蛍光色素 

        

 一次抗体 種類 希釈倍率 対象 販売元, 製品番号 

Anti-CD169 (MOMA-1) FITC Rat, m 1:100 MMMs AbD Serotec, Kidlington, UK, #MCA947F 

Anti-SIGN-R1(ER-TR9) Biotinated Rat, m 1:100 MZMs BMA Biomedical, Rheinstrasse, Switzerland, #T-2024 

Anti-MARCO Rat, m 1:300 MZMs AbD Serotec, Kidlington, UK, MCA1849T 

Anti-mouse IgM Goat, p 1:1000 MZ B cell Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, A90-101A 

Anti-SAA C-terminal Rabbit, p 1:500 AA Amyloid 自作 

        

 蛍光標識二次抗体および蛍光色素 種類 希釈倍率   販売元, 製品番号 

Anti-goat IgG Alexa 488 Donkey, p 1;200 Invitrogen, Carlshad, CA, #A11055 

Anti-goat IgG Alexa 594 Donkey, p 1;200 Invitrogen, Carlshad, CA, #A11058 

Anti-rabbit IgG Alexa 488 Goat, p 1;200 Invitrogen, Carlshad, CA, #A11034 

Anti-rat IgG Biotinated Rabbit, p 1;400 Vector Laboratories, Buckingame, CA, #BA-4001 

Streptavidin FITC Vector Laboratories, Buckingame, CA, #SA-5001 

Streptavidin Texas Red       Vector Laboratories, Buckingame, CA, #SA-5006 

Streptavidin Cy5       Invitrogen, Carlshad, CA, #92008 

m; Monoclonal, p; Polyclonal 
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表2；抗MARCO抗体、抗SIGN-R1抗体および抗CD169 抗体を用いたMZMs, MZMMsの定量 

Times or Days MARCO陽性面積比率±SE SIGN-R1陽性面積±SE CD169陽性面積±SE 
SIGN-R1 

/MARCO±SE 

Control (No treatment) 1.17±0.04 0.45±0.07 1.33±0.08 0.38±0.04 

30min 1.04±0.13 0.36±0.07 1.60±0.09 0.34±0.06 

4h 0.78±0.33 0.37±0.09 1.16±0.30 0.47±0.54 

Day1 0.78±0.18 0.28±0.03 1.22±0.14 0.37±0.13 

Day2 1.32±0.09 1.31±0.32 0.88±0.22 0.99±0.18* 

Day3 1.03±0.23 0.79±0.25 0.98±0.22 0.76±0.46 

Day5 0.62±0.07* 1.05±0.14* 1.03±0.09* 1.68±0.47* 

Day10 0.34±0.02** 0.38±0.05 0.69±0.10** 1.13±0.22* 

Day20 0.49±0.16* 0.45±0.15 1.01±0.12 0.92±0.27 

Day35 0.64±0.02** 0.24±0.09 1.13±0.12 0.38±0.14 

Day50 0.85±0.07* 0.46±0.06 1.11±0.17 0.54±0.09 

*; p<0.05 **; p<0.01 Significantly different from control. 
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DAPI 
IgM 

CD169 SIGN-R1 
MARCO 
DAPI 

RP 

FO(B cell zone) 

FO(T cell zone) 
MZ WP 

plasma cell 

RPMs(red pulp macrophages) 

MZ B cell 

MZMs 

MZMMs 

MS 

図１ ;正常な脾臓濾胞における各種マーカーの染色性と濾胞構造の模式図 
WP; 白脾髄 RP; 赤脾髄 MZ; 濾胞辺縁帯 FO; 濾胞 MZMMs; marginal zone metallophilic 
macrophages、MZMs; marginal zone macrophages、MZ B cell; marginal zone B cell、 MS; 
marginal sinus   MZMsはMARCO, SIGN-R1陽性、MZMMsはCD169陽性。 
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Day 35 

Day 10 

Day 3 

Day 2 

Day 50 

Day 1 

SAA1.1 C-terminal 
SIGN-R1 
MARCO 

図2 ; AAアミロイド沈着に伴うMZMsの減少 
白小矢頭; MARCO+SIGN-R1+のMZMs、白矢印; MARCO+SIGN-R1highのMZMs 
アミロイド沈着が始まる2日目以降、の割合が高まる。アミロイド沈着量の増加に伴い、
両タイプのMZMsは消失する（誘発処置後10日目）。アミロイド沈着巣が粗鬆化する50
日目にはMZに沈着したアミロイドの間隙にMZMsが再出現する。（白大矢頭） 
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Day 3 

Day 2 

Day 1 

AgNO3＋AEF 

Day 3 

Day 2 

Day 1 

AEFのみ 

Day 3 

Day 2 

Day 1 

AgNO3のみ 

SIGN-R1 
MARCO 

図3; AAアミロイドーシスの誘発によるMZMsの減少 
AgNO3のみ、またはAEFのみを投与したマウスではMZMsが保持されているのに対し、
AgNO3とAEFの同時投与によりAAアミロイドーシスを誘発したマウスでは誘発処置後3
日目頃からMZMsの減少を認める（白矢頭）。 
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図4; MARCO陽性面積およびSIGN-R1陽性面積の経時変化 
a; MARCO陽性面積、b; SIGN-R1陽性面積、c; SIGN-R1陽性面積/MARCO陽性面積 
アミロイド沈着が生じる誘発処置後2日目にMARCO, SIGN-R1陽性面積は増加し、沈着
量の増加とともに徐々に減少する。陽性面積の低下は処置後10日目が最も顕著であ
り、MZMsの回復に伴い、20日目以降徐々に増加する。**; p<0.01, *; p<0.05 
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Day 35 

Day 20 

Day 10 

Day 5 

Day 2 

Day 1 

SAA1.1 C-terminal 
IgM 
DAPI 

図5; AAアミロイド沈着に伴うMZ B cellの減少 
白矢頭; MZ B cell 
MZ B cellは処置後10日以降消失し、アミロイド沈着巣の粗鬆化する35日目以降、再
度出現する。 
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RP 

FO 

MZ 

C 

B A 

図6; アミロイド消失期のMZの組織像（誘発処置後50日） 
A; パラフィン包埋切片、HE染色 B; 抗SAA1,1抗体を用いた免疫染色（DAB発色） 
C; 凍結切片、抗IgM抗体、抗CD169抗体および抗SAA1.1 C-terminal 抗血清を用
いた蛍光免疫染色 
粗鬆化したアミロイドの間隙に再生したMZ B cellおよびMZMsを認める。 
RP; red pulp、 MZ; marginal zone、 FO; follicle 

SAA1.1 C-terminal 
CD169 
IgM 
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Day2 

SAA1.1 C-terminal 

SIGN-R1 

MARCO 

図7; 濾胞に沈着したアミロイド（誘発処置後2日目） 

右下挿入図；脾臓濾胞の弱拡大。写真は濾胞辺縁部の強拡大像。点線で囲わ
れた濾胞T cell領域にはアミロイドが沈着していない。 
白矢頭;濾胞B細胞領域の細線維上に顆粒状に発現するMARCO 
 白矢印; MARCO+SIGN-R1+のMZMs 
アミロイドの沈着パターンは濾胞B細胞領域の細網線維の走行と同様のパター
ンを示す。 

Follicular 
 T cell zone 
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図8; AAアミロイド沈着に伴うMZMMsの変化 
MZMMsはアミロイド沈着に伴い軽度に減少し、濾胞周囲の配列が乱れる誘発処置
後10日目に最も減少する。**; p<0.01, *; p<0.05 
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第４章 

IL-1raKO マウスへのウシおよびネコ AA アミロイドの伝達性 
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序 

これまで報告されている約 31 種のヒトのアミロイドーシスのうち、伝達性が

報告されているものはプリオン病のみである 79, 98。Westermark らは AA アミ

ロイドも強い AEF 活性を有することから、プリオン病の病態モデルを踏襲した

AA アミロイドーシスの病態モデルを提唱した（seeding モデル）47。これを裏

付けるように、各種の動物モデルにおいて AA アミロイドーシスの伝達が報告

された。Cui らはウシ AA アミロイドがマウスに伝達することを報告し、異なる

動物種に由来する AA アミロイドがマウスに伝達する可能性を推察した 13, 83。

マウスは AA アミロイド伝達に感受性が高いことから、異種間の AA アミロイド

伝達はマウスに特有の現象ではないかと考えられていた。しかし、近年、ウシ

AA アミロイドがウサギや家禽にも伝達することが示され 29、げっ歯類以外の動

物においても AA アミロイドーシスの異種間伝達が確認された 55。 

Tojo らが行った食肉検査場における調査により、約 5％のウシ臓器に AA アミ

ロイド沈着が見つかった 95, 104, 105。また、Murakami らは特定品種の家禽とワ

クチンとの組み合わせにより、高率で AA アミロイドが沈着することを報告し

ている 53, 55。こうした背景から、AA アミロイドーシスの伝達は、動物実験モデ

ルにおける罹病期間の短縮という現象ばかりでなく、AA アミロイドの摂取によ

る AA アミロイドーシス発症のリスクといった公衆衛生上の問題点としても改

めて認識されるようになった 25, 98。 

AA アミロイドーシスの異種間伝達は、実験系においても再現性が極めて低く、

作出される病変も同種間の伝達と比較し、極めて軽度である 29, 99。同様の現象

はプリオン病においても確認されており、罹病期間や病変分布、感染率などが

種によって異なっている 38, 49。例えばヒツジのプリオン病であるスクレイピー

はヒトに伝達しないとされているのに対し 96、ウシのプリオン病である BSE は

vCJD としてヒトに伝達する 7, 11, 26。このような異種間におけるアミロイドーシ

スの伝達性の違いは「種の壁」と表現される。プリオン病における「種の壁」
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はわずか数アミノ酸残基の違いによる立体構造の差と考えられている 49。一方、

AA アミロイドーシスでは、AA アミロイド以外のアミロイド蛋白や 33, 48、一次

構造が異なる異種由来の AA アミロイド 19、さらには in vitro において凝集性を

示さない合成ペプチド 103の投与によっても AAアミロイドーシスを誘発できる。

Higuchi らはこの現象を cross-seeding と表現し 106、様々な型のアミロイドの

摂取が AA アミロイドーシス発症の新たなリスク因子となるのではないかと提

唱しているが 25、現在のところ実験系以外ではアミロイド摂取による AA アミ

ロイドーシスの発症を証明する事例はない。さらに、従来の AA アミロイドー

シスモデルには異種間の伝達を効率的に再現できるものは存在しない 29, 99。そ

こで本章では、ウシおよびネコの AA アミロイドを用い、IL-1raKO における

AA アミロイドーシスの異種間伝達を試み、その病態を解析した。 
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材料と方法 

動物 

実験には 8 週齢の IL-1raKO と、対照群として同週齢の BALB/c を用いた。

マウスは自由に給水させ、ペレット状固形飼料(MS 飼料、オリエンタル酵母)を

給餌した。設定温度 23 度±３度、設定湿度 55%±15%、明期 14 時間（照明午

前 8：00〜午後 10：00）、暗期 10 時間に維持された動物室にて飼育した。 

 

実験デザインと群分け 

本章は 3 つの実験で構成される。実験 1 では IL-1raKO および BALB/c への

ウシおよびネコ AA アミロイドの伝達性について検証した。実験１の結果を受

け、実験 2 ではウシおよびネコ AA アミロイドの伝達により作出される病変を

誘発処置から 60 日目まで経時的に観察した。実験 3 ではウシおよびネコ AA ア

ミロイドによって AAアミロイドーシスを誘発したマウスに対し、第 2章同様、

再刺激による AA アミロイドの再沈着を試みた。全ての実験は東京大学大学院

農学生命科学研究科実験動物委員会及び東京大学バイオサイエンス委員会遺伝

子組換え実験等専門委員会の承認を受け、東京大学実験動物規約にもとづいて

実施した。 

 

実験 1； AA アミロイドーシスの誘発 

8 週齢の IL-1raKO (n=28) および BALB/c（n=25）を、投与する AA アミロ

イド抽出物の種類（ウシ AA アミロイド沈着肝臓乳剤、ウシ AA アミロイド抽出

物、ネコ AA アミロイド沈着肝臓乳剤およびネコ AA アミロイド抽出物）に基づ

き各群 n=6-8 となるように 8 群に振り分けた（表１）。マウスに 500µg の AA

アミロイド抽出物を腹腔内投与し、同時に 500µl の 2％硝酸銀水溶液を皮下投与

することで AA アミロイドーシスを誘発した。実験開始から 21 日目にイソフル

ラン深麻酔下にて右心室より全採血を行い、安楽死処置後、肝臓、脾臓、腎臓、
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心臓、副腎、甲状腺、小腸回盲部を採材し、10%中性緩衝ホルマリンにて固定

した。常法に従い、4µm 厚のホルマリン固定パラフィン切片を作製し、HE 染

色、コンゴーレッド染色、抗マウス SAA1.1 抗体 (1:100, R&D Systems) を用

いた免疫染色を行い、AA アミロイドの分布および沈着量を評価した。各臓器に

おけるAAアミロイド沈着量の評価にはAIと脾臓におけるアミロイド沈着領域

面積を用いた。 

 

実験２； AA アミロイド沈着量の経時変化 

8 週齢の IL-1raKO（n=45）に、500µg のウシおよびネコの AA アミロイド沈

着肝臓乳剤および 500µl の 2%硝酸銀水溶液を投与し、AA アミロイドーシスを

誘発した。誘発処置から、5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 日目に 3-5 匹のマウスを安楽

死処置し、剖検した。肝臓、脾臓、腎臓、心臓、副腎、甲状腺、小腸回盲部を

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

リン固定パラフィン切片を作製し、HE 染色、コンゴーレッド染色、抗マウス

SAA1.1 抗体 (1:100, R&D Systems) を用いた免疫染色を行い、AA アミロイド

の分布および沈着量を AI により評価した。 

 

実験３；再刺激による AA アミロイドの再沈着 

8 週齢の IL-1raKO（n=9）および BALB/c（n=6）に対し、500µg のウシお

よびネコのAAアミロイド沈着肝臓乳剤および 500µlの 2%硝酸銀水溶液を投与

し、AA アミロイドーシスを誘発した。誘発処置から 50 日目に 300µl の 2%硝

酸銀水溶液を皮下投与した（再刺激）。再刺激と同日に開腹し、脾臓の一部を切

除生検した。誘発処置から 60 日目に安楽死処置後、肝臓、脾臓、腎臓、心臓、

副腎、甲状腺、小腸回盲部を採材し、10%中性緩衝ホルマリンにて固定した。

常法に従い、4µm 厚のホルマリン固定パラフィン切片を作製し、HE 染色、コ

ンゴーレッド染色、抗マウス SAA1.1 抗体 (1:100, R&D Systems) を用いた免
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疫染色を行い、AA アミロイドの分布および沈着量を評価した。AA アミロイド

沈着量の評価には AI と脾臓におけるアミロイド沈着領域面積を用いた。 

 

AA アミロイド抽出物（AEF）の作製 

ウシおよびネコの AA アミロイドーシス症例の肝臓より、肝臓乳剤および AA

アミロイド抽出物の 2 種類の AEF を作製した。肝臓乳剤は、1g の肝臓に 10ml

の 0.01M PBS を加え、氷冷下にてホモジナイザーを用い、各 30 秒間 3 回破砕

した。AA アミロイド抽出物は Pras らの方法 67に改良を加えた以下の手法を用

いて作製した。1g の肝臓に 10ml の生理食塩水を加え、氷冷下にてホモジナイ

ザーを用い、各 30 秒間 3 回破砕した。懸濁液は超遠心機にて 4℃、40,000g、

20 分間遠心した後、上清を抜去した。得られた沈渣に 10ml の生理食塩水を加

え、再度同様の条件でホモジナイズした。遠心後の上清の 280nm 波長光の吸光

度が 0.075 以下になるまでホモジナイズと超遠心を繰り返した。最終的に、得

られた沈渣は 10ml の蒸留水を加えてホモジナイズし、懸濁状態で 4℃条件下に

て一晩静置した。同懸濁液を超遠心機にて 4℃、30,000g、20 分間遠心し、上清

を回収した（分画 1）。沈渣は再度 10ml の蒸留水とともに懸濁し、同様の条件

にて超遠心し、上清を回収した（分画 2）。分画１と２を合わせ、超遠心機にて

4℃、45,000g、1 時間の条件にて遠心し、この沈渣を蒸留水にて総蛋白量が

1mg/ml になるように希釈し、これを AA アミロイド抽出物とした。肝臓乳剤お

よび AA アミロイド抽出物は使用時まで-80℃にて凍結保存した。 

 

ウェスタンブロット 

肝臓乳剤および AA アミロイド抽出物は 160g、5 分間遠心し、上清と等量の

5%の 2-メルカプトエタノール加 Laemmliサンプルバッファーとともに 99℃で

5 分間加熱処理した。サンプルは 15％ポリアクリルアミドゲルを用い、室温、

20mA 定電圧の条件下にて 90 分間泳動した後、あらかじめメタノールにて親水
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処理した PVDF 膜に、室温、20V 定電圧の条件下にて 60 分間転写した。転写

後、膜を TBST (0.05% Tween-20 および 137mM NaCl を含む 20mM Tris-HCl 

緩衝液、pH7.5) にて 10 分 3 回洗浄し、1％スキムミルクを含む TBST にて 1

時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、膜は抗ヒト AA 抗体 (1:5000, 

Kyowa) 、抗マウス SAA1.1 抗体 (1:5000, R&D Systems) と 4℃にて一晩反応

させた。膜を TBST にて 10 分 3 回洗浄し、HRP 標識抗マウス IgG 二次抗体 

(1:5000, GE Healthcare)および HRP 標識抗ヤギ IgG 二次抗体 (1:5000, GE 

Healthcare) と室温にて 1 時間反応させた。反応後、膜を TBST にて 10 分 3

回洗浄し、ECL Prime 化学発光試薬 (GE Healthcare) と反応させた後、

ChemiDoc XRS+ System (Bio-rad Life Science) および画像解析ソフト Image 

Lab (Bio-rad Life Science) を用いて陽性バンドを検出した。 

 

組織検索および AI による沈着アミロイドの定量化 

各臓器におけるアミロイド沈着量の評価は、コンゴーレッド染色を行った切

片を偏光顕微鏡下で観察し、各臓器におけるアミロイド沈着量を以下の 4 段階

でスコア化することで行った (0; 沈着なし 1; 軽度の沈着 2; 中等度の沈着 3; 

高度の沈着) 。検索した 7 つの臓器におけるスコアの総和を AI とした。 

 

アミロイド沈着面積による定量 

抗マウス SAA1.1 抗体 (1:400, R&D Systems) および２次抗体にビオチン標

識抗ヤギ IgG抗体 (1:400, BETHYL) を用いた LSAB法にて免疫染色を行った

のち、顕微鏡下にて 1 個体あたりランダムに 10 視野を撮影し、視野中に占める

陽性部分の比率を画像解析ソフト Image J を用いて定量化した。 

 

ウシ、ネコおよびマウス AA アミロイドの同定 

投与したウシおよびネコAAアミロイドとマウスに沈着したAAアミロイドと
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の関係性を確認するため、ウシ AA アミロイドに特異的なラット抗ウシ AA アミ

ロイド抗血清（1:200, 自作抗血清）、ネコ AA アミロイドに特異的なウサギ抗ネ

コ SAA23-32 抗血清（1:300, 自作抗血清）、マウス AA アミロイドに特異的なウ

サギ抗マウス SAA1.1 C-terminal 抗血清（1:500, 自作抗血清）を用いた免疫染

色を行い、これら AA アミロイドを同定した。 

 

SAA アミノ酸配列 

データベース上に報告されているマウス SAA1.1(#P05366)14, 44、SAA2.1

（#P05366）24、ウシ SAA（#P35541）71, 102およびネコ SAA（#Q1T770）34, 92

の配列をもとに、アライメント作製ソフト Clustal X を用いて SAA アミノ酸配

列を比較した。 

 

データ解析 

AI、アミロイド沈着面積および血清中の SAA 値に関しては Student の t 検定

を用い、ｐ＜0.05 のとき統計学的に有意であると判断した。 

 

結果 

ウェスタンブロット 

ウシおよびネコ AA アミロイド抽出物では、抗ヒト AA 抗体との反応により

13.5kDa, 15.3kDa, 16.7kDa のバンドが検出された。ウシ肝臓乳剤との反応で

は 28.0kDa、ネコ肝臓乳剤との反応では 13.0kDaの位置に陽性バンドを認めた。

これらのバンドパターンは、マウス肝臓乳剤およびマウス AA アミロイド抽出

物のバンドパターンと類似していた（図１）。 

 

実験 1； AA アミロイドーシスの誘発 

IL-1raKO ではウシ肝臓乳剤投与群で 5/6（83%）、ウシ AA アミロイド抽出物
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投与群では 3/8（38%）、ネコ肝臓乳剤投与群で 2/6（33%）、ネコ AA アミロイ

ド抽出物投与群で 7/8（88%）の個体において肝臓および脾臓にアミロイド沈着

を認めた。 

BALB/c ではウシ肝臓乳剤投与群で 1/6（17%）、ネコ AA アミロイド抽出物投

与群で 2/7（29%）の個体において脾臓にアミロイド沈着を認めた。ウシ AA ア

ミロイド抽出物投与群およびネコ肝臓乳剤投与群ではアミロイド沈着は認めら

れなかった（表１）。 

AA アミロイドは脾臓濾胞周囲に限局して沈着していた。ウシ AA アミロイド

投与群では沈着量はごく僅かで、ネコ AA アミロイド投与群でも沈着量は僅か

であったが、ウシ AA アミロイド投与群と比較すると、アミロイド沈着を認め

る濾胞が多かった。これらのアミロイドはコンゴーレッド染色偏光顕微鏡下に

てアップルグリーンの二重屈折偏光を呈し、免疫染色にてマウス SAA1.1 陽性

であった（図 2）。ラット抗ウシ AA 抗血清およびウサギ抗ネコ SAA23-32 抗血

清を用いた免疫染色の結果、沈着した AA アミロイドは陰性であった（図 3）。

マウス AA アミロイドを AEF として投与した群と比較したところ、IL-1raKO

および BALB/c のいずれにおいてもウシおよびネコ AA アミロイド投与群の AI

は有意に低かった（図 4）。 

また、IL-1raKO は BALB/c よりも高い発症率を示した。AI による評価では、

ウシ肝臓乳剤投与群間（IL-1raKO: 1.05±0.51、BALB/c: 0.17±0.15）およびネ

コ AA アミロイド抽出物投与群間（IL-1raKO: 1.05±0.51、BALB/c: 0.17±0.15）

において IL-1raKO は BALB/c よりも有意に高い AI を示した。脾臓濾胞周囲に

おけるアミロイド沈着面積を用いた評価では有意差は認められなかった（図 4）。 

 

実験 2； AA アミロイド沈着量の経時変化 

ウシ AA アミロイド投与群では、誘発処置から 20 日目までアミロイド沈着は

認められなかったが、誘発処置後 20日〜30日に若干のアミロイド沈着を認め、
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45 日目以降アミロイド沈着は認められなかった。一方、ネコ AA アミロイド投

与群では、誘発処置から 15 日目まではすべての個体においてアミロイド沈着を

認めたが、沈着量はわずかであり、病変も概ね脾臓に限局していた。20 日目に

AI は一時低下したものの、30 日以降沈着量は再び顕著に増加し、複数臓器への

沈着も観察された。60 日目まではすべての個体においてマウス AA アミロイド

投与群と同等レベルのアミロイド沈着を認めた（図 5）。 

 

実験３；再刺激による AA アミロイドの再沈着 

IL-1raKO の、ウシおよびネコ AA アミロイド投与群では、それぞれ 3/4 (75%)

および 5/5 (100%) のマウスで全身臓器に重度のアミロイド沈着を認めた（表３、

図 6）。再刺激によって作出された病変の組織学的特徴は、第２章においてマウ

ス AA アミロイド投与後に再刺激を行ったものと同様であった。ウシ AA アミロ

イド投与群のうち、再刺激時にアミロイド沈着を認めなかった 1 個体について

も、再刺激処置 10 日後（誘発処置から 60 日目）の剖検時には重度の AA アミ

ロイド沈着を認めた。ネコ AA アミロイドおよびウシ AA アミロイド投与群にお

いて再刺激から 3 日以内に全身への重度のアミロイド沈着を伴い急死する個体

が各 1 例ずつ認められた。これらの個体は死後変化により正確な病態の評価が

困難であったことから評価からは除外したが、いずれも重篤なアミロイド沈着

を伴っていた。再刺激群では、単回刺激群と比較し、ウシ AA アミロイド投与

群、ネコ AA アミロイド投与群ともに有意な AI の増加を認めた（表 3、図 7）

が、沈着面積では、両群に有意差は認められなかった。 

一方 BALB/c では、ウシ AA アミロイド投与後に再刺激を行ってもアミロイ

ド沈着は認められなかったが、ネコ AA アミロイド投与群では 3 個体のうち２

個体において、再刺激による重度のアミロイド沈着を認めた。これらの個体で

は、再刺激時において極めて微量のアミロイド沈着がみられた。再刺激による

アミロイド沈着量は IL-1raKO 同様増加する傾向にあったが、AI および沈着面
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積において、有意差は認められなかった（図 7）。 

 

SAA アミノ酸配列 

マウス SAA のうち、アミロイド原性の高い SAA1.1（#P05366）とアミロイ

ド原性の低い SAA2.1（#P05366）とのアミノ酸レベルでの相同性は 93％であ

り、8 箇所のアミノ酸残基が異なっていた。一方、マウス SAA1.1(#P05367)と

ウシ SAA（#P35541）およびネコ SAA（#Q1T770）とのアミノ酸レベルでの相

同性はそれぞれ 64％および 68％であり、マウス SAA1.1 の 89 番目の Gly と 90

番目の Arg との間にはネコ SAA では-Phe-Phe-Arg-His-Gly-Asn-Ser-Gly-の８

アミノ酸残基が、ウシ SAA では-Pro-Leu-Phe-Lys-Gly-Thr-Thr-Ser-Gly-の９ア

ミノ酸残基が挿入されていた（図 8）。 

 

考察 

これまでの AA アミロイドーシスの異種動物間伝達実験の結果から、その発

症率および沈着するアミロイドの程度は極めて低いとされている。前章までの

マウス AA アミロイドによる誘発実験の結果から、IL-1raKO は誘発処置後 20

日前後で AI 値がピークになると予想し、本章の実験１を行ったが、結果は既報

と同様で、ウシおよびネコ AA アミロイドの投与ではいずれも微量のアミロイ

ド沈着を認めるのみであった。しかしながら、経時観察を行った実験２の結果

から、ネコ AA アミロイドでは誘発処置後 20 日でアミロイド沈着量が一旦減少

し、30 日以降急激に増加することが明らかとなった。ネコ AA アミロイド投与

群では、誘発処置から 15 日目まではアミロイド沈着は脾臓に限局していたが、

30 日目以降は全身臓器に沈着したことから、初期に脾臓に沈着した AA アミロ

イドが一旦分解され、分解されたアミロイド（組成はマウス AA アミロイドと

同等）が重合核として全身へのアミロイド沈着を誘発したものと考えられた。

第 2 章で、沈着したアミロイドは動的平衡状態にあり、分解と再沈着を繰り返
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すことで病態が進行するという仮説を立てたが、本結果はそれを支持しうるも

のであった。一方で、ウシ AA アミロイド投与群では、軽微かつ散発的に脾臓

濾胞の一部へのアミロイド沈着を認めたのみであった。これらの病変は誘発処

置から 20 日目、30 日目に見つかり、以降、全身性の AA アミロイドーシスを

発症した個体はみられなかった。 

再刺激時にアミロイド沈着が認められず、再刺激後の剖検時に重度のアミロ

イド沈着を認めたマウスでは、単回刺激により沈着した少量のアミロイドが再

刺激時には既に分解された状態であったと思われる。また、BALB/c においても

再刺激により重度のアミロイド沈着が認められたことから、再刺激によるアミ

ロイド沈着の増強は、軽度の AA アミロイドーシスの個体や、アミロイドが既

に消失した個体を検出する際に非常に有用な手段であることが示唆された。ま

た、異種間伝達の場合、沈着するアミロイドは軽微であるにもかかわらず、再

刺激によって SAA値が再度上昇することで致死的かつ重篤な AAアミロイドー

シスを発症したことから、伝達性の低い異種のアミロイドに関してもアミロイ

ドの摂取が AA アミロイドーシス発症のリスクファクターとして重要であるこ

とが示唆された。 

本章の結果から、ウシ、ネコおよびマウス AA アミロイドでは、マウスに対

する伝達性がそれぞれ異なることが示された。ヒトでは SAA1.3 のアイソタイ

プを有する関節リウマチ患者は AA アミロイドーシスを早期に発症し易いこと

93、SAA1.1 に相当する SAA を有さないラットや炎症時に主として SAA3 が産

生されるブタで AA アミロイドーシスの報告が極めて少ないこと 82などから、

SAA の一次配列とアミロイド原性には密接な関係があると言われている。アミ

ロイド原性の高い SAA1.1 と SAA2.1 とでは 8 箇所のアミノ酸配列が異なって

いた 14, 52。特に 46 番目のグリシンが SAA2.1、ウシ SAA およびネコ SAA では

アスパラギンであり、120 番目（アライメント上では 129 番目）のアラニンが

SAA2.1、ウシ SAA およびネコ SAA ではアスパラギン酸であった。ウシ SAA
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とマウス SAA1.1、ネコ SAA とマウス SAA1.1 とのアミノ酸レベルでの相同性

はそれぞれ 64%、68%と両者の違いは４ポイントとわずかであった。ネコ SAA

とマウス SAAに共通し、ウシ SAAとはアミノ酸配列が６箇所異なっていたが、

これらはアミロイド原性の異なるマウス SAA1.1 と SAA2.1 の両方に共通して

おり、アミロイドの伝達性との関連は低いと思われた。ヒトでは 104 アミノ酸

残基からなる SAA1 のうち C 末端側のペプチドが切断された、N 末端側から 76

アミノ酸残基が AA アミロイドの主たる構成成分であることから 45, 105、現在で

はSAAのアミロイド原性はN末端側の変異によって生じると考えられているが

97、不明な点も依然として多い。マウスでは全長型の SAA1.1 が主に凝集するが、

沈着した AAアミロイドからは長さの短い SAAペプチドも検出されることから

86、凝集および分解の過程に SAA の C 末端側が関連している可能性も考えられ

る。ウシおよびネコの場合、マウス SAA1.1 の 89-90 番目に挿入された 8−9 の

アミノ酸残基が、マウス SAA1.1 の C 末端側の変化に関与する可能性も含め、

SAA アミノ酸残基の違いが動物種間のアミロイド伝達性に関与していると思わ

れた。 

IL-1raKOはAAアミロイドーシスの異種間伝達においても高い再現性を有す

ることが示された。特にネコ AA アミロイドを投与したマウスの AA アミロイド

ーシス発症率はほぼ 100％であり、異種間伝達モデルとしての利用が期待され

る。異なる動物種の AA アミロイドによる AA アミロイドーシスは同種の AA ア

ミロイドを用いた場合と比べて初期の病相が異なることから、この時期につい

て詳細に検討することにより、AA アミロイドーシス発症のメカニズムを解明す

る上で有用な知見が得られると予想される。 
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要約 

AA アミロイドーシスの伝達はこの疾患の発症メカニズムを解明する上で重要

な現象である。異種動物間における AA アミロイドーシスの伝達は実験的に成

立するものの、これを効率的に再現できるモデルは存在しない。そこで、

IL-1raKO へのウシおよびネコ由来の AA アミロイドの伝達を試み、その病態を

検討した。AA アミロイドが沈着したウシおよびネコの肝臓乳剤と硝酸銀とを用

いて IL-1raKO および BALB/c に AA アミロイドーシスを誘発した。誘発処置

から 20日目のウシアミロイド投与群（cow群）およびネコアミロイド投与群（cat

群）におけるアミロイド沈着率および沈着量はマウス AA アミロイドを投与し

た場合よりも低値を示した。IL-1raKO は BALB/c と比較し、高率に異種間にお

ける AA アミロイドーシス伝達を再現可能であった。さらに誘発から 60 日目ま

でのアミロイド沈着の過程を経時観察したところ、cat 群では、5 日目と 10 日

目、45 日目以降では全ての個体で AA アミロイド沈着が認められ、特に 45 日

目以降では重度のアミロイド沈着を認めた。cow 群ではいずれのタイミングに

おいてもアミロイド沈着は軽度であった。誘発後 50 日目において再刺激を行っ

た結果、cow 群、cat 群ともに AA アミロイドの重度の再沈着が認められた。こ

れらの結果から、異種由来の AA アミロイドによって誘発される AA アミロイド

ーシスは軽度であるが、このアミロイドが分解されることで同種間伝達と同様

に病状が進行することが示された。また、IL-1raKO は AA アミロイドーシスの

異種間伝達モデルとしても有用であることが示された。 
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表1：実験１、 異種由来のAAアミロイド抽出物の伝達 

系統 実験期間 (日) アミロイド抽出物 発症率 (%) AI ± SE 
AA沈着陽性面積率

(%) ± SE 

IL-1raKO 20 ウシ 肝臓乳剤 5/6 (83%) 1.50 ± 0.51*  0.64 ± 1.11 

20 ウシ AAアミロイド抽出物 3/8 (38%) 0.38 ± 0.17 0.37 ± 0.50 

20 ネコ 肝臓乳剤 2/6 (33%) 0.33 ± 0.19 0.04 ± 0.05 

20 ネコ AAアミロイド抽出物 7/8 (88%) 1.25 ± 0.23* 0.41 ± 0.39 

BALB/c 20 ウシ 肝臓乳剤 1/6 (17%) 0.17 ± 0.15 0.25 ± 0.55 

20 ウシ AAアミロイド抽出物 0/6 ( 0%) 0 0 

20 ネコ 肝臓乳剤 0/6 ( 0%) 0 0 

  20 ネコ AAアミロイド抽出物 2/7 (29%) 0.50 ± 0.29 0.44 ± 0.68 

Statistical analysis was performed using Student's t-test.  *; p<0.05 significant difference from the corresponding value of 

BALB/c group. 
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表２：実験２、異種由来AAアミロイド抽出物の伝達によるAAアミロイド沈着量の経時的変化 
系統 実験期間 (日) 匹数 AAアミロイド抽出物 発症率 (%) AI ± SE 

IL-1raKO 5 3 ウシ 肝臓乳剤 0/3 (  0%) 0 

10 3 ウシ 肝臓乳剤 0/3 (  0%) 0 

15 3 ウシ 肝臓乳剤 0/3 (  0%) 0 

20 3 ウシ 肝臓乳剤 2/3 ( 66%) 0.67±0.27 

30 5 ウシ 肝臓乳剤 2/5 ( 40%) 0.40±0.21 

45 3 ウシ 肝臓乳剤 0/3 (  0%) 0 

60 4 ウシ 肝臓乳剤 0/4 (  0%) 0 

IL-1raKO 5 3 ネコ 肝臓乳剤 3/3 (100%) 1.00±0.00 

10 3 ネコ 肝臓乳剤 3/3 (100%) 2.33±0.27 

15 3 ネコ 肝臓乳剤 3/3 (100%) 2.67±1.36 

20 3 ネコ 肝臓乳剤 1/3 ( 33%) 0.33±0.27 

30 3 ネコ 肝臓乳剤 2/3 ( 66%) 6.67±3.31 

45 3 ネコ 肝臓乳剤 3/3 (100%) 8.00±2.16 

  60 3 ネコ 肝臓乳剤 3/3 (100%) 7.00±2.83 
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表3：実験3、 異種由来のAAアミロイド抽出物によるAAアミロイドの再沈着 

系統 匹数 AAアミロイド抽出物 再刺激 
（日） 

剖検 
（日） 

発症率  

(%) 

AI±SE  生検時のAA沈着 
陽性面積率(%) ± SE(%) 

剖検時のAA沈着 
陽性面積率(%) ±SE(%) 

IL-1raKO 4 ウシ 肝臓乳剤 50 60 3/4 ( 75%) 9.50±2.86* 0.55±0.17 1.09±0.44 

IL-1raKO 5 ネコ 肝臓乳剤 50 60 5/5 (100%) 16.20±0.82** 1.78±0.29 3.63±0.40 

BALB/c 3 ウシ 肝臓乳剤 50 60 0/3 (  0%) 0 0 0 

BALB/c 3 ネコ 肝臓乳剤 50 60 2/3 ( 67%) 4.67±2.37* 0.71±0.40 0.61±0.44 

Statistical analysis was performed using Student's t-test.   *; p<0.05 **; p<0.01 significantly different from the corresponding value of date-
matched group. 
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図1 肝臓乳剤およびAAアミロイド抽出物のウェスタンブロット 
a ;SDS-PAGE b ;抗マウスSAA1.1抗体を用いたウェスタンブロット c ;抗ヒトAA抗体を用
いたウェスタンブロット 

M：分子量マーカー 
レーン1 ;マウス肝臓乳剤 
レーン2 ;マウスAAアミロイド抽出物 
レーン3 ;ウシ肝臓乳剤 
レーン4 ;ウシAAアミロイド抽出物 
レーン5 ;ネコ肝臓乳剤 
レーン6 ;ネコAAアミロイド抽出物 

ウシとネコのAAアミロイド抽出物には抗ヒトAA抗体と反応する13.5kDa, 15.3kDa, 
16.7kDaのバンドを認める。ウシ肝臓乳剤中には28.0kDa、ネコ肝臓乳剤中には
13.0kDaの位置に最も明瞭なバンドを認める。これらのバンドパターンはマウス肝臓乳
剤およびマウスAAアミロイド抽出物のバンドパターンと類似する。 

c b a 

ネコ ウシ マウス 
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  AEF 

IL-1raKO マウス 肝臓乳剤 マウス 抽出物 ウシ 肝臓乳剤 ウシ 抽出物 ネコ 肝臓乳剤 ネコ 抽出物 

Mouse No.  1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 

Liver                                                                                       

Spleen                                                                                       

Intestines                                                                                       

Kidneys                                                                                       

Thyroid glands                                                                                       

Heart                                                                                       

Adrenal glands                                                                                       

  AEF 

BALB/c マウス 肝臓乳剤 マウス 抽出物 ウシ 肝臓乳剤 ウシ 抽出物 ネコ 肝臓乳剤 ネコ 抽出物 

Mouse No.  1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

Liver                                                                         

Spleen                                                                         

Intestines                                                                         

Kidneys                                                                         

Thyroid glands                                                                         

Heart                                                                         

Adrenal glands                                                                         

図2 ウシおよびネコのAAアミロイドによるAAアミロイドーシスの誘発（ヒートマップ） 
a; IL-1raKO 、b; BALB/c   
各個体における臓器別アミロイド沈着スコア 
ウシおよびネコAAアミロイド投与群ではアミロイドは脾臓に限局して沈着する。 
             ; Score 1           ; Score 2            ; Score 3  
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図3 沈着したアミロイドの同定 
A-C: ウシAAアミロイド D-F:ネコAAアミロイド G-I: ウシAAアミロイドによって誘発さ
れたマウスのAAアミロイドーシス J-L: ネコAAアミロイドによって誘発されたマウス
のAAアミロイドーシス 
（A, D, G, J: コンゴーレッド染色偏光観察 B, H: 抗ウシAAアミロイド抗血清を用い
た免疫染色 C, F, I, L: 抗SAA1.1C-terminal抗血清を用いた免疫染色 E-K: 抗ネコ
AAアミロイド抗血清を用いた免疫染色） 
ウシおよびネコAAアミロイドによって誘発されたマウスのAAアミロイドーシスでは
マウスSAAに由来するAAアミロイドが沈着する。 
（白矢頭：濾胞周囲に沈着したAAアミロイド） 
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図4 ウシおよびネコのAAアミロイドによるAAアミロイドーシスの誘発 
a-b; AIによる評価（a; IL-1raKO、 b; BALB/c） 
c-d; 面積定量による評価（c; IL-1raKO、d; BALB/c） 
ウシおよびネコAAアミロイド投与群では、マウスAAアミロイド投与群と比較し、アミロイ
ド沈着量は有意に少ない（**; P<0.01）。 
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図5 ウシおよびネコAAアミロイドによるAAアミロイドーシスの誘発とアミロイド沈着量
（AI)の経時変化。 
ウシAAアミロイド投与群ではマウスAAアミロイド投与群と比較しアミロイド沈着量は
軽微であるが、ネコAAアミロイド投与群では誘発処置から30日目以降、マウスAAア
ミロイド投与群と同等レベルのアミロイド沈着を認める。  
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  Days after injection Re-induction 

ウシAA Day 5 Day 10  Day 15 Day 20 Day 30  Day 45 Day 60 IL-1raKO BALB/c 

Mouse No.  1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 5 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 1 2 3 

Liver                                                             

Spleen                                                             

Intestines                                                             

Kidneys                                                             

Thyroid glands                                                             

Heart                                                             

Adrenal glands                                                             

  Days after injection Re-induction 

ネコAA Day 5 Day 10 Day 15 Day 20  Day 30 Day 45 Day 60 IL-1raKO BALB/c 

Mouse No.  1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 5 1 2 3 

Liver                                                           

Spleen                                                           

Intestines                                                           

Kidneys                                                           
Thyroid glands                                                           

Heart                                                           

Adrenal glands                                                           b 

a 

図6 ウシおよびネコAAアミロイドによるAAアミロイドーシスの誘発とアミロイド沈着量
（AI）の経時変化（ヒートマップ） 
a; ウシAA投与群、b; ネコAA投与群  
各個体における臓器別アミロイド沈着スコア 
ネコAAアミロイド投与群ではアミロイド沈着量の増加する誘発処置後30日以降、アミロ
イドは全身に沈着する。また、再刺激により重度のアミロイド沈着を認める。 
             ; Score 1           ; Score 2            ; Score 3  
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図7 ; 再刺激によるAIおよびAA沈着陽性面積の変化 
a-b ;AIによる評価 (a; IL-1raKO 、b; BALB/c ) 
c-d ;面積定量による評価 (c; IL-1raKO 、d; BALB/c ) 
ウシおよびネコAAアミロイド投与群では、IL-1raKOのみに再刺激によるアミロイド沈着
量（AI)の有意な増加を認めた。 
*; p<0.05、**; p<0.01 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 
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CAT SAA ・ ・ ・ F ・ G ・ I F ・ ・ ・ V ・ ・ ・ S S - E W Y ・ ・ L G ・ ・ A Q ・ ・ W ・ ・ ・ ・ ・ ・ S ・ ・ R ・ ・ 

COW SAA ・ ・ ・ F ・ G ・ V L ・ ・ ・ V ・ ・ ・ H S - Q W M ・ ・ F G ・ ・ Y E ・ ・ K ・ ・ ・ ・ ・ ・ S ・ ・ R ・ ・ 

  46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 
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MOUSE SAA2.1 N W K N S ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ ・ ・ V ・ ・ ・ E K ・ ・ ・ G ・ ・ A F ・ E F F 

CAT SAA N Y I G A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ R ・ ・ ・ ・ ・ V ・ ・ ・ K V ・ ・ ・ A ・ ・ N I ・ R F T 

COW SAA N Y K G A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ K V ・ ・ ・ A ・ ・ N S ・ R V T 
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図8 SAAのアミノ酸一次構造の比較 
赤矢印；ネコおよびウシSAAに挿入された8-9アミノ酸残基  
黒矢印；マウスSAA1.1とマウスSAA2.1との相違点 
      ; マウスSAA1.1のみ配列が異なる部位 
    ; ウシSAAのみ配列が異なる部位 
マウスSAA1.1とマウスSAA2.1とのアミノ酸配列が異なる8箇所のうち、2箇所のみウシ
およびネコSAAとマウスSAA2.1の配列が同じ箇所を認める。一方で、  で示した5箇所
ではウシSAA1.1とマウスSAA1.1およびネコSAAとの配列が異なる。 
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本研究の第１章〜第 3 章では、IL-1raKO を用いた実験的 AA アミロイドーシ

スモデルの病態をもとに、AA アミロイドーシスの病理発生について考察した。

第 4章では１〜３章で得られた知見をもとに IL-1raKOへのウシおよびネコAA

アミロイドの伝達性とその病態について検討した。 

第１章では、実験的アミロイドーシスモデルにおける IL-1raKO の有用性を

検討した。IL-1raKO および BALB/c に硝酸銀水溶液と AEF を投与し、誘発処

置から 60 日間の AA アミロイド沈着量およびその分布、SAA 値の経時変化を

BALB/c と比較した。IL-1raKO、BALB/c ともに誘発処置後 2 日目より脾臓、

肝臓、小腸回盲部に AA アミロイド沈着を認めた。AI は 20 日目に最大となり、

IL-1raKO ではその後も高値を維持したのに対し、BALB/c では 20 日目以降 AI

は著しく低下し、60 日以内にアミロイドはほぼ消失した。IL-1raKO において

も、35 日目に脾臓や肝臓のアミロイド沈着量の低下を認めたが、同時期から腎

臓、甲状腺、副腎等多数の臓器におけるアミロイド沈着量が増加した。IL-1raKO

では全身臓器に広くアミロイドが沈着し、誘発処置から 15, 20, 45, 50, 60 日目

において AI は BALB/c よりも有意に高値を示した。両系統ともに、SAA 値は 1

日目が正常値の約 1000 倍と最も高く、20 日目にはほぼ平常値まで低下した。

実験開始から 5 日目以降、IL-1raKO の SAA 値は BALB/c よりも有意に高値を

示した。IL-1raKO は BALB/c に比べ SAA の基礎値が高く、SAA 値の低下も緩

やかであったことから、血中 SAA 値が長期間高値を示し、BALB/c では再現困

難であった全身性の AAアミロイドーシスの病態を再現できることがわかった。 

実験的 AA アミロイドーシスモデルでは、AA アミロイドの分解過程における

再刺激によってさらに多量の AA アミロイドが再沈着することが報告されてい

る 76, 86。第２章では AA アミロイドの分解と再沈着の過程における各臓器の組

織学的変化および血清中の SAAオリゴマー量をもとに生体内における AAアミ

ロイドの動態について考察した。SAA 値の低下後、肝臓および脾臓に沈着した

AA アミロイドは血液流路の上流側では沈着量が減少し、下流側では沈着量が増
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加した。最終的にアミロイドは血管周囲に限局した。血中の SAA オリゴマーは

AA アミロイドの沈着が始まる誘発処置後 2 日目に増加し、以降 60 日目まで高

値を維持した。特にアミロイドの分解が進行する 45 日目以降の血清中では SAA

ダイマーが検出された。この SAA ダイマーは AA アミロイドの分解産物の一部

であると推察された。また、誘発処置後 5, 10, 35 および 50 日に硝酸銀水溶液

投与による再刺激を行ったところ、再刺激の翌日にはすべての個体において全

身臓器に重篤な AA アミロイド沈着を認めた。アミロイド沈着量の増加率は 35

日目に再刺激を行ったマウスで最も高かった。また、SAA オリゴマーに富む AA

アミロイドーシスマウスの血清を他のマウスに接種し、炎症を惹起したところ、

高率に AA アミロイドーシスを発症した。これらの知見から、SAA オリゴマー

には①AA アミロイドの重合過程における SAA 供給源としての作用、②臓器間

での AA アミロイド伝達における重合核としての作用、③個体間での AA アミロ

イド伝達における AEF としての作用があると想定された。本章の結果から、AA

アミロイドーシスの進行過程において血液中の SAA モノマー、オリゴマー、お

よび組織に沈着した AA アミロイドの 3 者が常に平衡状態にあり、これらの平

衡が傾くことでアミロイドの沈着と分解が生じると考えられた。 

実験的アミロイドーシスにおける AA アミロイド沈着は MZ に始まり、アミ

ロイド沈着と同時期に MZMs が消失することが知られている 46。第３章では

AA アミロイド沈着に伴う MZ の組織学的変化について経時観察し、MZMs、

MZMMs および MZ B cell の動態と AA アミロイドーシスの病態との関係性を

検討した。AAアミロイド沈着は誘発処置後2日目に濾胞内部の間質から始まり、

翌日には MZ に波及した。MZ への沈着は 20 日をピークとし、35 日以降沈着量

の低下とともにアミロイドは徐々に粗鬆化した。MZMs および MZ B cell は MZ

に顕著なアミロイド沈着が生じる処置後 5 日頃から急激に減少し、MZ を置換し

ていたアミロイドが粗鬆化する処置後 35 日目以降、再び出現した。平常時 MZ

と濾胞との境界部に整列する MZMMs は、アミロイド沈着に伴い配列に乱れが
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生じ、処置後 2 日目から 10 日目にかけて不連続になったが、その後再び整列し

た。処置後 10 日目まで、アミロイドは濾胞内外にびまん性に沈着したが、

MZMMs の整列とともに濾胞内部の沈着は軽微となり、MZ に限局して沈着す

る典型的なパターンを呈した。これらの結果から、MZMs、MZ B cell の消失は

アミロイド沈着の結果起こる二次的な変化であり、発症機序との関連は乏しい

と推察した。MZMMs はアミロイド沈着によってほぼ増減せず、発症機序との

関連は乏しいと思われたが、MZMMs の分布に沿ってアミロイドが沈着するこ

とから、濾胞周囲への特徴的な沈着パターンの形成に寄与していると思われた。 

第 4 章ではウシおよびネコ由来の AA アミロイドのマウスへの伝達性につい

て検討した。AA アミロイドが沈着したウシおよびネコの肝臓乳剤を作製し、こ

れらと硝酸銀とを用いて IL-1raKO および BALB/c に AA アミロイドーシスを

誘発し、その病態を解析した。誘発処置から 20 日目において、ウシ AA アミロ

イド投与を投与したマウスおよびネコ AA アミロイドを投与したマウスにおけ

るアミロイド沈着率および沈着量はマウス AA アミロイドを投与した場合より

も低値を示した。しかしながら、IL-1raKO は BALB/c と比較し、高率に異種動

物間における AA アミロイドーシス伝達を再現可能であった。さらにこれらの

アミロイドを投与した IL-1raKO におけるアミロイド沈着の過程を、誘発から

60 日目まで経時観察した。ネコ AA アミロイドを投与した IL-1raKO では、5

日目と 10 日目、45 日目以降では全ての個体でアミロイド沈着が認められ、特

に 45 日目以降では重度の沈着を認めた。ウシ AA アミロイドを投与した

IL-1raKO ではいずれのタイミングにおいても沈着は軽度であった。さらに第 2

章同様、誘発後 50 日目において再刺激を行った結果、ウシおよびネコ AA アミ

ロイド投与による誘発でも再刺激による AA アミロイドの重度の再沈着が認め

られた。これらの結果から、異種由来のAAアミロイドは弱いAEF活性を有し、

誘発される AA アミロイド沈着は軽度であるが、このアミロイドが分解される

ことで同種間伝達と同様に AA アミロイドーシスが進行することが示された。 
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  AAアミロイドーシスの病態仮説の基礎となる seeding仮説では生体内におい

ても in vitro における線維凝集と同様の変化が起こることを前提としており 57、

この病態仮説では生体内においても難溶性のアミロイドが瞬間的に凝集すると

想定されてきた 47。血中には凝集体のアミロイドが存在しないことから、この

仮説では AEF と SAA とが異なる経路でアミロイド沈着部位に到達し、反応す

る必要があった。実験的 AA アミロイドーシスでは、アミロイドの沈着が肝臓

および脾臓から始まることから、アミロイドーシスの発症機序解明には、なぜ

これらの臓器から沈着が始まるかが重要である。これらの臓器にはクッパー細

胞や MZMs など、組織固有のマクロファージが分布することから、凝集体であ

る AEF を運搬あるいは分解する担い手として、古くからこれらの細胞と発症メ

カニズムとの関連性が疑われている 99。しかしながら現在でも有用な知見は得

られておらず、本研究においても MZMs と発症メカニズムとの関連性は乏しい

という結論に至った。 

実験的アミロイドーシスは AA アミロイドーシスの発症初期の病態を模して

いると考えられるが、本研究では IL-1raKO を用いることで、さらに進行した

病態を観察することが可能となった。病態の進行過程から、AA アミロイドーシ

スは「SAA 値の上昇」→「アミロイドの沈着」→「SAA 値の低下」→「アミロ

イドの分解」と一方向性に推移するのではなく、局所レベルにおいて AA アミ

ロイドは血中 SAA およびオリゴマーとの平衡状態にあり、アミロイドの分解と

再沈着を繰り返しながら進行することが明らかとなった。すなわち、初期の AA

アミロイドーシスにおいて生体内で産生される AA アミロイドは、アミロイド

の有する化学的な安定性から想定されるよりもはるかに溶解しやすく、凝集反

応は動的平衡状態を保ちながら緩徐に進行することが示唆された。 

これらの知見を元に、生体内におけるアミロイド生成機序について以下のよ

うに考察した。本研究では AEF を腹腔内に投与しているが、過去の文献と比較

しても AEF の投与経路と初期の沈着パターンや病変分布に違いは無く、概ね誘
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発処置から 1-2 日で肝臓や脾臓に AA アミロイドが沈着する。さらにアミロイド

沈着が生じる前後においてAEFの局在を示唆する知見が得られなかったことか

ら、投与された AEF はリンパ管等を経由して血液循環に移行して、全身に拡散

するものと推察される。そこで、肝臓や脾臓におけるアミロイド沈着が好発す

る理由として、血流の影響による SAA の局在が重要であると考えた。肝臓・脾

臓は血液プールとしてはたらき、開放血管に類似する特殊な血液循環を行うこ

とから 43、血液がうっ滞しやすい。さらにディッセ腔では肝細胞が産生した SAA

が停滞しやすいと想定される。こうした組織学的特徴から、肝臓・脾臓へのア

ミロイド沈着は生理的な SAA の局在が背景にあると想定される。すなわち、こ

れらの臓器では、急性炎症により正常値の数千倍まで血中 SAA 値が上昇する際

に、生理的に脾臓MZやディッセ腔に多量の SAAが貯留するものと想定される。

血液中に拡散した AEF がこれらの区画に到達し、SAA とともに滞留すること

で局所的に SAA モノマーあるいはオリゴマー、AEF の濃度が高まり、アミロ

イドが沈着するものと想定される。 

一方、ヒトの AA アミロイドーシスにおいて、血管や糸球体、細網線維にア

ミロイドが沈着する症例では、SAA 値のコントロールによる改善効果が弱い傾

向が見られる 51, 73。これは血流が乏しい、微細な繊維構造が入り組んでいる等

の理由により、これらの部位に沈着したアミロイドは血中へ分解されにくいた

めと予想される。実験的 AA アミロイドーシスにおいても、これらの部位に沈

着したアミロイドは長期間残存する傾向がみられた。AA アミロイドーシスの基

礎疾患である関節リウマチや結核、家族性地中海熱などの慢性炎症性疾患では、

間欠的な発作による周期的な SAA 値の上昇が想定される。再刺激によるアミロ

イドの沈着では、既に沈着しているアミロイドを核とし、周囲にアミロイドが

沈着することで重篤なアミロイド沈着を呈すると推察されることから、自然例

における AA アミロイドーシスの病態も再刺激によるアミロイド沈着と同様、

周期的な SAA 値の上昇によりアミロイドの分解と再沈着が繰り返され、その結
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果治癒困難な末期の病態へと進行するものと思われる。 

実験的アミロイドーシスでは線維凝集の過程が短期間に集約されることから、

AA アミロイドの凝集や分解を詳細に検討し、動的に解釈した病態モデルはこれ

までほとんど存在しなかった。本研究結果は AA アミロイドーシスの病理発生

のみならず、アミロイドーシス全般に共通する生体内におけるアミロイド線維

形成機序を解明する上で重要な指針となると思われた。 
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