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2 2 8 金沢大学十全医学会雑誌 第1 02 巻 第 2 号 228 - 23 7 (1 9 93 )

β2 - ミ ク ロ グ ロ ブリ ン の 重合 に よ る ア ミ ロ イ ド形成 に つ い て

金沢大学が ん 研究所分子免疫部 (主任 : 石 田俊介教授)

長 谷 部 保 彦

(平成 5 年 2 月 4 日受付)

β2 ミ ク ロ グ ロ ブリ ン (β2- m i c r o gl o b u li n ･ β2 m ) は ア ミ ロ イ ド前駆 タ ン パ ク の 1 つ で あ っ て , 長期間人工透析を続けて い る
腎疾患 の 患者 で ほ血 清中の β2r n が高値と な り, 手根 管症候群( c a r p a r t u n n el s y n d r o m e) と して ア ミ ロ イ ド沈着を お こ す こ と が

知 られ て い る ･ C o n n o r s らは完全な β2 m 分子が 試験管内で ア ミ ロ イ ド線椎 に 変 る こ とを 報告 した . しか し β2 m の 全量が 真の

ア ミ ロ イ ド線 椎に 変 っ た の か ,

一

部だけが 変 っ た の か に つ い て ほ 述べ られ て い な い ･ こ の 研究で は β2 m か らア ミ ロ イ ド線維 へ

の 試験管内 で の 変 化を確か め , そ の 中間状態 の 検索を行 っ た ･ β2 m は カ ドミ ウ ム 汚染地区で イ タ イ イ タイ 病 と して 知 られる カ

ドミ ウ ム 中毒患者の 尿 に 多く含 まれ る こ とが 知 られ て い る の で , そ れ を 出発材料 と した . そ の 尿 を A mi c o n 社の ホ ロ ー フ ァ イ

バ ー 濃縮 掛 こよ っ て 濃縮 し , 分子飾 ゲル 濾過 の カ ラ ム を 2 回 通 して 精製 した ･ 精製 された β2 m の 純度 ほ寒天電気泳臥 免疫電

気泳 臥 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳 動 ( s o di u m d o d e c yl s u lf a t e - p Oly a c r yl a mi d e g el

el e ct r o p h o r e sis , S D S-P A G E ) に お い て単 一 成分 と して 確か め られ た ･ 精製β2 m を 重合 させ沈殿を作 る た め に , 1 ) リ ン 酸緩衝

化生理食塩水 ( p h o s p h a t e b uf f e r e d s ali n e ･ P B S ) 中で濃縮す る
,
2 ) 溶媒 の 塩濃度 を低下 させ る

,
3 ) 溶媒を酸性 の p H とす

る
▲
の 3 つ の 条件 を試み た ･ 沈殿 か ら ア ミ ロ イ ド形成の 中間状態 を分析す るた め に , 蛋白 定量

,
混濁 度測定 , 円偏光 二 色性

( cir c ul a r d i c h r oi s m ･ C D ) 測 乱 S D S-P A G E , 寒天 お よ び免疫電気泳動な どを用 い た . 上 記の 3 つ の 条件 に お い て 沈殿の 形成ほ

い ずれ も混濁度 の 増加 と して 認め られ た ･ 1 ) と 2 ) の 条件 で ほ C D お よび 寒天電気泳動 上変化 は な か っ た が , 3 ) の p H

4 ･ 3 に す る条件 で は C D に 急速 な変化があ り
, 寒天電気泳動 で は陽極側 に 新 しい バ ン ドが 出現 した . 沈殿物を コ ン ゴ ー

赤 に よ

り染め て 見 る と1 ) の 沈殿は よく染 ま り , 2 ) は 染ま るも の が少 なく ,
3 ) で は 更に少なか っ た . 偏光顕徴配 電子顕微鏡に

よ っ ても コ ン ゴ ー

赤 に 染 ま る沈殿 は ア ミ ロ イ ド線経で ある こ と が確認 され た . 以上 の こ と か ら β2 m の 高次構造 を変 えな い で

ゆ っ く り沈殿 を形成 させ る と
, β2 m か らア ミ ロ イ ドに 変わ る こ とが 確か め られ た . また こ れ に 関連 して

, 臨床検査に お い て は

尿の β2 m を 定量す る こ と は困難である と い わ れ てお り , そ の 理由と して酸性尿で ほ尿中 に ある酸性プ ロ テ ア ー ゼ に よ り β2 m

が 分解 され る た め で あると 考えられ て い た ･ しか し本研究 に よ り , それ は 酸性プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 分解 され る の で は なく
,

β2 m の 酸性条件下 に おけ る沈殿形成 に よる こ と が 明 らか と な っ た .

K e y w o r d s a m yl oid o g e n e sis , β2- mi c r o glo b uli n , C D s p e ct r a , n e p h el o m et r y , p Ol y m e riz ati o n

βz- ミ ク ロ グ ロ プ リ ン (β2- m i c r o gl o b u lin , β, m ) ほ1 9 6 8 年 に

B e r g ga r d ら
11
に よ り 尿細管障害の 患者尿か ら精製 され た 分子量

11 , 8 0 0 , 免疫 グ ロ プ リ ン 遺伝子 ス ー パ ー フ ァ ミ リ
ー の 蛋白で あ

る
Z)

. β2 m ほ1 00 ア ミ ノ酸か らな り , 5 7 ア ミ ノ 酸の 分子内 S S 結

合の ル ー プ を作 っ て い る ∴細胞膜 の ク ラ ス Ⅰ魁織適合抗原の L

鎖で あり , 免疫 グ ロ プ リ ン ド メ イ ン と しての 高次構造 をも つ こ

とが 明 らか に な っ て い る
3)

.

一

方腎疾患 の 患者 に対 して , 人工 透析療法が始ま っ て 以来 ,

長期透析の患者 で は宇検管症候群, 弾発指 , 多発性関節痛な ど

の 骨 ･ 関節障害 を併発す る こ と が多く ,
こ れ らの 患者 で は組織

学的 に ア ミ ロ イ ド の 沈着 が あ る こ と が 判明 し た
…

. こ れ が

β2 m の 沈着 に よ る ア ミ ロ イ ドで ある こ とが ,
G ej y o ら

T)
に よ り

明らか に され た .

β2 m の 血 中正常浪度 ほ1 . 紬緑 雨 程度であるカ漕
-

10)

, 透析膜を

通過 しな い た め に 人工透析 の 患者で は , そ の40 倍程度 まで増加

して い る
‖ト 131

. 増加 した β2 m が どの よ うに して ア ミ ロ イ ドに 変

わ るの か が 問題 である .
ア ミ ロ イ ドの 観織 を 可溶化す ると完全

な分子 の β2 m が得 られ た と い う報告
Il)
と
,
N 末端が短 くな っ た

β2 m が得 られ た と い う報告
15)
が あ っ て 一 定 し な い .

一 方で は

C o n n o r ら
i 6)
は精 製 した β2 m を 精製水に透析 し, 濃縮 する こと

に よ り, 試験管内に お い て ア ミ ロ イ ド様の 沈殿形成す る こ とを

報告 した .

しか し
, そ の 中間状態 ほ どう で ある の か , ア ミ ロ イ ド形成を

左右する要因は何 であるか は 明 らか で な い . も しβ2 m 単独で 試

験管内に お い て も ア ミ ロ イ ド形 成 が お こ り う る の で あれ ば,

β2 m の 分子的性状を究明す る こ と に よ りア ミ ロ イ ド へ の 変化を

解明でき る の で はな い だ ろうか ,

ま た , 臨床検査の 分野 で尿中の βz m は酸性 でほ 著 しく不安定

A b b r e via tio n s : β2 m , β2 - mi c r o gl o b uli n ; B L N , B e h ri n g L a s e r N e p h el o m et e r ; C D , Cir c ul a r di c h r ois m ; E L IS A ,
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で
,
濃度が 急速に 低下す るた め , β2 m 測定 の た め に は 酸性尿は

早く中性 に す
べ きで ある と言わ れて い る

1T 卜 Ig )
･ こ れ ほ酸性 プ ロ

テ ア
ー ゼ に よ っ て β2 m が 分解され るた め と考え られ て い る ･

そ こで , β2 m が 酸性 条件 を含め た 種 々 の 条件下 で どの ような

変化をす るの か ,
また どの ような 過程を経て ア ミ ロ イ ド線維に

なるの か ,
そ こ に どの ような 分子間相互作用が関与す る の か に

っ い て
,
精製 β2 m を 用い て検索 した 結果を報告す る ･

材料お よ び方法

t . 材 料

1 . β2 m の 精製

β2 m ほ出発材料 と してイ タ イ イ タ イ 病患者尿を 用
い た ･ 患者

尿は富山市
■ 萩野医院 よ り富山医科薬科大学

･ 公衆衛生学 ･ 寺

西秀豊先生を介 して 供与 され た ･ こ れ を 下記の 操作手順 に よ り

分離精製 した ･

1 ) イ タ イ イ タ イ 病患者尿を A m i c o n ホ
ロ ー フ ァ イ バ

ー カ ー

トリ ッ ジ , H I P l O-2 0 ( D a n v e r s , U ･ S ･ A ･) を用 い た 限外濾過 に よ

り10
～ 20 倍 に 濃縮 した .

2 ) ス ー パ p

デ ッ ク ス 2 0 0 カ ラ ム ( P h a r m a ci a , U p p u s al a ･

S w e d e n) ( X K 2 6/ 6 0一内径 26 m m , 長 さ 60 c m : 0 ･ 2 M リ ン 酸緩

衝液 p H 6 . 8 ; 流速 ,
2 0 m l/ h r) を用 い た ゲル 濾過法 に よ り溶出 し

た 4 つ の 主 要 な ピ
ー

ク の う ち ,
ウ サ ギ 抗 ヒ ト β2 m 血 清

(D A K O P A T T S , G l o s tr u p , D e n m a r k) を 用い た 二 重免疫拡散法

に て沈降線を認め た第 2 ピ
ー ク を集め た .

3 ) 第 2 ピ
ー ク を A 血 c o n ス タ ン ダ

ー ド型濃拝式 セ ル (8 0 5 0

軋 820 0 型) を 用 い た 限外濾過に よ り 濃縮 した ･

4 ) セ フ ァ デ ッ ク ス G
･

-5 0 カ ラ ム ( P h a r m a ci a) (X K 2 6/ 6 0r 内

径 26 m m , 長さ 60 c m ; 0 . 2 M リ ソ 酸緩 衝液 p H 6 ･ 8 ; 流 軋

20 m l/ b r) を 用 い た ゲ ル 濾過法 に よ り溶出 した 主要 な 2 つ の

ピ ー クを ウ サ ギ抗 ヒ ト β2 m 血 清 (同上) お よ び ウ サ ギ抗 ヒ ト レ

チ ノ ー ル 結 合 タ ン パ ク ( r e ti n ol bi n di n g p r o t ei n , R B P )

(B e h ri n g w e r k e , M a r b u r g , G e r m a n y) を用 い た 二 重 免疫拡散法

に よ り分析 した と こ ろ , 第1 ピ
】 ク は R P B

, 第 2 ピ
ー ク は

β2 m に 対す る抗血 清と 各々 反応 した . ウ サ ギ抗 ヒ ト β2 m 血清 と

の み反応 した 第 2 ピ ー ク を集め , 精製 β2 m と した .

2 . 精製 β2 m の 検定

精製 した β2 m は ドデ シ ル 硫酸ナ ト リ ウ ム ーポ リ ア ク リ ル ア

ミ ドゲ ル 電気泳動法 (s o di u m d o d e c yl s ulf a t e p oly a c r yla m id e

g el el e c t r o p h o r e si s , S D S- P A G E ) , 免疫電気泳動法お よ び寒天電

気泳動法 に よ りそ の 純度 を検定 した . 実験 に 用 い る水はす べ て

高純度の イ オ ン 交換純水装置 ( K SJ - M -1 8 軋 栗田 工業 , 東京)

を用い て 精製 した .

Ⅰ . 実験方法

1 . β2 m の 定量

1 ) 吸光度測定

分光光度計 U V-2 2 0 0 ( 島津製作所 , 京都) を用 い て β2 m の 波

長280 n m に おけ る吸 光度を測定 し , β2 m の 2 8 0 n m に お ける分

子吸光係数を1 9 . 8㌘
0)
と して β2 m の 濃度を 求め た .

2 ) 酵素免疫測定法 ( e n z y m e
-1in k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y ,

E L IS A )

E LI S A ワ ン ス テ ッ プ競合法を原理 と した ェ ソ ザ イ グ ノ ス ト

β2･ m m i c r o キ ッ ト ( B e h ri n g w e r k e) を用 い て免疫反応37 ℃ , 1

時間
,
皇 色反応18 ～ 2 5 ℃ , 3 0分 の 常法に 従 い β仰 の 濃度を 測定

した
, β2 m ほ 沈殿 を 作 りや す い の で , 測定 前 に は β2 m を

12
,
0 0 0 r p m 1 5 分間遠心 し , そ の 上 清 を 試料 と して 測定 に 用い

た .

2 .
S D S- P A G E お よび ウ

エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ

精製 した β2 皿 を S D S を含 まな い12 . 5 % の ア ク リ ル ア ミ ドゲ

ル と0 . 0 5 % S D S を含有す る電極液 を用い て S D S
-P A G E を 実

施 した後 ,
ト ラ ン ス フ ァ

ー 装置( マ リ ソ ル , 東京) を用 い て , ゲ

ル 中の 蛋白を ク リ ア プ ロ ッ ト
･ P 膜 ( ア ト

ー

, 東京) 上 に 1 5 V

定電圧に て80 分間通電 し, 転写 した . 転写後 , 0 .5 % カ ゼイ ン 含

有 ト リ ス 緩衝化生理食塩水中 で 4 時 間ブ ロ ッ キ ン グ した 後 ,
同

じ緩衝液 に て400 倍希釈 した ウサ ギ抗 ヒ ト β2 m 血 清(同上) 中に

浸漬 し, 室温に て 1 晩1 次反応 させ た . 0 . 0 5 % ツ イ
ー

ソ 2 0 含有

リ ソ 酸緩衝化生理食塩水( p h o s p h a t e b uff e r e d s ali n e , P B S) に て

5 分間4 回洗浄 した後, ブ ロ ッ キ ン グに 用 い た 緩衝液に て250 0

倍希釈 した ヤ ギ抗 ウ サ ギ免疫 グ ロ プ リ ン G (I m m u n o gl o b uli n

G
,
I g G ) ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ (p e r o x id a s e , P O D ) 標識抗体中に ク リ

ア プ ロ ッ ト
･ P 膜を 浸漬 し , 室 温 に て 3 時 間 2 次反応 を行 っ

た . 再 び , 0 .0 5 % ツ イ ー

ソ 2 0 含有 P B S に て 5 分間5 回 洗浄 し

た 乳 0 . 0 0 2 5 % 0-d i a n isidi n e/ 0 . 0 1 % H 20 2/ 0 . 05 M トリ ス 塩酸

衝液(p H 7 . 6) 中で 室温に て 5 ～ 1 0 分間呈 色反応を実施 した ■ 発

色バ ン ドを確認 した後 , 精製水に て 充分洗浄 し, 乾燥 した ･

3 . β2 m の 重合度の 検定

β2 m の 重合 過程を ベ
ー リ ン グ レ ー ザ ー ネ フ ェ ロ メ

ー タ ー

(B e h ri n g L a s e r N e p h el o m e t e r , B L N ) ( B e h ri n g w e r k e)
21)
を 用 い

て , 重 合に よ る 混濁を光散乱強度 の 変化 と し て 測定 し た ･

B L N ほ波長 633 n m の H e- N e レ
ー ザ ー

を 光源 とす るもの で ,

専用車 ュ
ベ
ッ ト内の 試料に よ り引き起 こ され る散乱光は フ ォ ト

デ ィ テ ク タ
ー

に 収束 した 後 , 電 気信号と して デ ジ タ ル ボ ル ト

メ ー

タ
ー

に よ りボ ル ト単位(Ⅴ) で 表示 され た .

4 . 門偏光 二 色性

円偏光二 色性( Cir c ul a r d i c h r ois m , C D) の 測定は J A S C O
-J 50 0-

C ス ペ ク ト ロ フ ォ ト メ
ー

タ
ー

に C D 装置 を 連結 した 装置で行

い
,
a n d r o s t e r o n e O .5 m g/ m l di o x a n e に よ り C D 感度 較正 を

行 っ た . 2 m m 光路の セ ル を 用 い , β2 m 濃度0 . 3 m g/ m 1 0 ･ 2 M リ

ン 酸緩衝液 p H 6 . 8 の も の を 試料 と して 用 い た . 酸性条件下 で の

時間経過は l β2 m 溶液を 1 M 酢酸緩衝液 に よ り 1 : 1 に 希釈

し , C D ス ペ ク ト ル の 変化で 追跡 した .

5 . ア ミ ロ イ ド染色

β2 m の 重合不 溶物 を遠心 に よ り沈経と して 集め , 少量の 0 ･ 2

M リ ン 酸緩衝液 p H6 . 8 に 懸濁 し, あらか じめ ゼ ラ チ ン 薄膜に

て 表面を コ
ー ト した ス ライ ド グラ ス 上 に 滴下 し, 3 7 ℃で 乾燥 し

た . 次に コ ン ゴ ー 赤染色し , 光学顕微鏡 およ び偏光顕徽鏡下で

染色状態を観察 した .

6 . 電子顕微鏡に よ る観察

βz m の 重合不 溶物を遠心 に よ り集め , 少量 の 0 . 2 M リ ン 酸緩

衝液 p H 6 . 8 に 懸濁 したもの を電子顕微鏡用試料 と した ･ 金属

メ ッ シ ュ の 上 に コ ロ ジ オ ン 膜を 作 り , カ
ー ボ ン 蒸着 して 補強

し, そ の 上 に 滴下 した . 水分を 濾紙 に よ り吸 い 取 っ て 乾燥 さ

せ
, 酢酸ウ ラ ニ ル に よ り37 ℃ , 2 0 分間 お よび ク エ ン 酸鉛に て 室

温 5 分間染色 し, 電子顕微鏡 H 50 0 ( 日製産業 , 東京) に よ り観

察 した .

7 . 寒天電気泳動お よ び免疫電気泳動

寒天冷却電気泳動槽 A C E 21 (和 光純薬 , 大 阪) と A g afi x

フ ィ ル ム C N G ( バ イ オ メ イ ト, 東京) を 用 い ,
ベ ロ ナ ー ル ･ ト

リ ス ･ グ リ シ ソ 緩衝液に溶か した K
一 組 ア ガ ロ ー ス

.
( バ イ オ メ



2 3 0 長 谷

イ ト) に より0 . 5 m m 厚 さ の プ レ ー ト を作 っ た . 寒天電気泳動で

ほ これ を フ ィ ル ム マ ス ク に て 覆い ,
1 . 5〃l ずつ の 試料 を 添加 し

た . 免疫電気泳動 で ほ 滞 と 穴 を備 え た テ ン プ レ
ー

ト に よ り プ

レ
ー

トを作 っ た . 泳動 は 25 肌
r

,
4 5 分間行い よ そ の 後 , 常法 に よ

り ク マ ッ シ
ー

プ リ リ ア ン トブ ル
ー 染色 した

22-

.

8 . β2 m の 濃縮 に よ る 重合

蛋白分子量3 , 00 0 カ ッ ト の 濾過膜 Y M 3 を装 着 した 撹拝式 セ

ル80 1 0 型お よび805 0 塑 (A m i c o n) を 用 い て , 精製 β2 m を 限外濾

過 に よ り濃縮 し重合を み た .

9 . β之m の 塩濃度低下に よ る重合

C o n n o r s ら
16一

の 方法 に ほぼ 準拠 し, 0 . 1 4 M N a C l を 含む0 . 01 M

P B p H 7 . 2 ( P B S ) に て β2 m 濃度 を 調整 し , 透析膜 S p e c tr a/

P o r6/ M W C O 3 ,50 0 ( S P E C T R A M , H o u st o n , U ･ S ･ A ･) に 0 . 1 ～

1 m l を 封入 した . こ の βz m を精製水 に て 2 倍希釈 した P B S に

1 日透析 した後 , 透析外液を 4 倍希釈 した P B S に 変 え , 同様

に 1 日透析 し , 次い で 8 倍希釈 した P B S に 変 え て さ らに 1 日

透析 した , 最後に 透 析外液を精製水 に 変 え同様に 1 日 透析 し,

重合の 様 子を検討 L た . す べ て の 透析 は 6 ℃の 冷室 に て実施 し

た .

1 0 . β2 m の 酸性条件下に よ る重合

1 ) 段 階的 p H の 酸性化

0 . 2 M リ ン 酸緩衝液 p H 6 . 8 中の β2 m を 透析膜 S p e c tr a/ P o r

6/ M W C O 3 ,5 0 0 ( 同上) に 0 . 3 ～ 0 . 5 m l 封入 し, 0 . 2 M 酢酸緩衝

液 p H 6 . 0 を 外液 と して 1 日透 析 した 後 ,
0 . 2 M 酢 酸緩衝液

1 3 0 K D 蠣 ト

7 5 K D - ■

5 0 K D - ト

3 9 K D 一 ト

2 7 K D - ■
･

1 7 K D → ･

触 聯

L a n e 1 2 3

A

S a m ple N o 暮

1

2

3

P H 5 ･ 5 に 外 液を交換 し
,
再 び 1 日透析 した ･ 次 い で 0 . 2 M 酢酸

緩衝液 p H 5 . 0 に 同様 に 1 日透析 した 後
,
最終 的に 0 . 2 M 酢酸緩

衝液 p H 4 . 3 に 1 日 透析 し重合 を検討 した . 透析 ほす べ て 6 ℃の

冷窒に て 実施 した .

2 ) 0 . 2 M 酢酸緩衝液 p H 4 . 3 へ の 透析

1 ) と 同様に 0 . 2 M リ ソ 酸緩衝液 p H 6 . 8 中の β2 m を透析膜

S p e c t r a/ P o r 6/ M W C O 3 ,5 0 0 ( 同 上) に 封入 して 透析を実施 した

が , 透析外液 はす べ て 0 . 2 M 酢酸緩衝液 p H 4 . 3 と し
, 毎日1 回

新し い 緩衝液と交換 して 4 日 間に わ た り透析を行 い , 重合をみ

た . 透析ほ す べ て 6 ℃の 冷室に て 実 施 した .

成 績

Ⅰ . 精製 β2 m の 純度の検定 ( 図 1 - A , B , C)

イ タ イ イ タ イ 病患者尿 よ り精製 した β2 m の 純 度 を 調べ た と

こ ろ
,
S D S- P A G E に お い て は 分子量1 2 , 0 0 0 の 位 置 に 単

一

な バ

ン ドが 認め られ , 寒天電 気泳動法 に お い て も , β分画に 単 一

な

バ ン ドが 認め られ た . 免疫電気泳動法に お い てほ 抗β2 m 血 清と

の 間 に β分画に お い て単
一

な沈 降線 を認め ,
か つ 抗 ヒ ト血 清と

の 間に ほ 何 らの 沈降線も認め られ な か っ た .
こ れ らの 分析結果

か ら β2 m は ほ ぼ 単
一 標晶 で ある こ とが 確認 され た の で , 以下の

検討に 用 い た .

Ⅰ . β2 m の 重合

1 . β2 m の 濃縮 に よ る重合 (園 2)

β2 m 1 1 5′唱/ m l を 濃縮 し , そ の 濃 度過程 6 段 階 に お ける

A n tis e r u m

C

Fi g . l . A n al y sis of th e p u rifi e d β2r n . P u rifi e d β2 m W a S a n al y z e d o n c h a r a c t e ri s ti c a n d p u rity b y th r e e k i n d s of el e c tr o p h o r e sis
･

A
,
S D S - P A G E i n 1 2 .5 % p oly a c r yl a mi d e g el w a s p e rf o r m e d i n 4 0 m A f o r 1 2 0 mi n s ･ T h e m o l e c u rl a r w eig h t m

a r k e r s i n

kil o d alt o n ( K D ) a r e i n d ic a t e d o n t h e l ef t . L a n e l ; p r e- S t ai n e d S D S
- P A G E s t a n d a r d s ; L a. n e 2 , C O n C e n tr a t e d p a ti e n

t u ri n e ; L a n e

3 , P u rifi e d β2 m ; B , A g a r o s e
-

el e c tr o p h o r e sis w a s p e rf o r m e d i n 2 5 0 V f o r 4 5 m i n s , a n d a g a r o s e g el w a s s t ai n e d wi th C o o m a s
sie

b rilli a n t b l u e . S a m pl e N o .1 . n o r m al h u m a n s e r u r n a s c o n t r ol ; N o ,2 , p u rifi e d β2 m ; N o ,3 , C O n C e n t r a t e d N o ･2 β2 m ; C ,

I m m u n o el e c tr o p h o r e si s w a s p e rf o rr n e d i n 2 5 0 V f o r 4 5 m i n s , a n d a g a r o s e g el w a s i n c u b a t e d f o r 1 6 h o u r s a ft e r a n a p pli c a ti
o n of

a n ti s e ru m . S a m pl e N o .1 , n O r m al h u m a n s e r u m a s c o n t r ol ; N o .2 , P u rifi ed β2 m ; N o .3 , C O n C e n t r a t e d N o ･2 βz m ; A n ti s er u m a ･

r a b b it a n ti h u m a n s e r u m ; b , r a b bit a n ti h u m a n β2 m S e r u m .



β2- ミ ク ロ グ ロ ブリ ン の 重合に よ る ア ミ ロ イ ド形成

280 ｡ m の 吸光度と B L N に よ り測定 した光散乱強度を混濁度と

して各 々 縦軸に と っ た ･ 横軸の β2 m の 濃度は 一 浪締 前の β2 m

濃度を 280 n m の 吸光度よ り求
め
,
こ の 時の 容量と濃縮各段階

で の容量と の 比較計算に よ り β2 m の 濃 度を 算出 した ･ 2 8 0 n m

の吸光度測定 に お い て は , β2 m 濃度 4 02 絹/ m l ま で ほ 直線的増

加が認め られ たが , そ れ 以上 で ほ直線か らほずれ, 計算値か ら

h te n sity of

lig ht s c att e rin g

】遁 5 0 0 1
,
0 0 0 1

,
5 0 0 β2 m 〟g/ 咄

1 0 2 . 3 1 . 2 0 . 8 m J v o l u m e

F ig . 2 , C h a n g e s of a b s o r b a n c e ( A B S) at 2 8 0 n m a n d

i n t e n sity of Ii g h t s c a tt e ri n g (t u r b id ity) b y B L N a s a

f u n c ti o n of β2 m C O n C e n tr牟ti o n . I niti aI c o n c e n tr a ti o n of

p u rifi e d β2 m (1 0 m l) w a s l 1 5 p g/ m l , a n d it w a s c o n c e n tr a-
t e d t o O .7 7 m l b y ultr afiltr atio n . A t th e v ol u m e of l ･3 4

m l (8 5 5 〟g/ m l, P Oi n t e d b y a!
r O W ) ･ t u r bid it y w a s o b s e r v e d

b y th e n a k e d e y e . C l o s e d c lr Cl e , a b s o r b a n c e a t 2 8 0 n m ;

o p e n cir cl e , i n t e n sity of li g h t s c a tt e ri n g b y B L N
･

( D ay) 43
▲

Z

･

A

10 ( D ay) 432

日

10

F ig . 3 , C h a n g e s of c o n c e n tr a ti o n of β2 m a n d i n t e n sity of

lig h t s c a tt e ri n g b y B L N d u ri n g d i al y si s f o r 4 d a y s (d e c
r e a-

si n g of s alt c o n c e n tr a ti o n i n P B S ) , A , I n iti al c o n c e n tr ati o n

of p u rifi e d β2 m W a S 7 2 7 p g/ m l ; B , 7 FLg/ m l ; D a y O , b o t h

o f β2 m W e r e i n O .0 1 M P B S (0 .1 4 M N a C l) a t p H 7 ･2
,
a n d

D a y l w a s af te r l d a y of d i al y si s i n l/ 2 P B S of o rigi n al ,

D a y 2 i n l/ 4 P B S , D a y 3 i n l/ 8 P B S . fi n all y D a y 4 i n

d ei o niz e d w at e r ･ C l o s e d cir cl e ･ C OP
C e n t r a ti o n of β2 m (p g/

m l) m e a s u r e d b y E L IS A ; O p e n C lr Cl e , i n t e r n sity of lig h t

S C a tt e ri n g b y B L N .

2 31

期待さ れ る吸 光度よ り低い 値 を示 し , 8 5 5 J唱/ m ト以上 で は 肉眼

的観察で も明 らか な濁 りが β2 m 溶液 に 生 じた . B L N に よ る 混

濁度の 測定に おい て ほ β2 m 濃度 11 5 ～ 23 9 鵬/ m l ま で の 範囲で

は 0 . 5 V 以下 の 低い 光散乱強度を 示 して い た が ,
4 02 〃g/ 血 で

0 . 7 2 V に 上 昇 し, 8 55 〃g/ m l で 1 .3 0 V , 1 ,7 0 9 描/ m l で3 . 3 6 V と

高値 を示 し, 吸 光度か ら求めた β2 m 濃度と 肉眼的な濁 りの 関係

と が よ く
一

致する結果が得 られ た .

2 . β2 m の 塩濃度低下に よ る重合( 図 3- A , B )

β2 m 7 2 7 〟g/ m l と 7 /Jg/ m l の 濃度の 異な る 2 つ の 試料に つ い

て 段 階的短波度低下に おけ る E LI S A に よ っ て 求め た β2 m 濃度

と B L N に よ る混濁度 を示 す光散乱強度と の 関係を図3 に 示 し

た . P B S を段 階的 に 2 倍希釈, 4 倍希釈, 8 倍希釈と塩濃度を

下げる に 従い ,
7 2 7 p g/ m l , 7 p g/ m l の β2 m とも B L N に よ る光

散乱強度が増加 した . β2 m 濃度が高 い 時の 濃度 の 減少度は小 さ

く 緩や か で あるの に 対して , β2 m が低濃度の 時 は塩濃度の 減少

とと もに 急激なβ2 m 濃度の 減少が認め られ た . 重合に よ る不 溶

< p H > 6 .8 6 . 0 5 .5 5 .0 4 .3

F ig . 4 . C h a n g e s of c o n c e n t r
a ti o n of β2 m a n d i n t e n sity o f

li g h t s c a tt e ri n g b y B L N i n a cid ic p H s ol u ti o n
･ I niti al

c o n c e n tr a ti o n of p u rifi e d β2 m W a S 5 5 ･6 Jjg/ m l i n O ･2 M

p h o s p h a t e b uff e r p H 6 ･8 ･
t h e s a m pl e w a s di aly s e d f o r l

d a y a g a i n s t O ･2 M a c et a t e b uff e r p H 6 ･0 ･ th e n l d ay

a g ai n s t p H 5 ･5 ,
f ollo w i n g l d a y a g ai n st p H 5 ･O a n d fi n ally

l d a y a g ai n s t p H 4 .3 . C l o s e d
cir c le

,
C O n C e n tr a ti o n of β2r n

( p g / m l) r n e a s u r e d b y E L IS A ; O P e n Cir c le , i n te n sity of lig h
t

s c att e ri n g b y B L N . A ft e r th a t , β2 m i n O ･2 M a c e t a t e

b uff e r p H 4 ･3 w a s di aly s e d a g ai n st 8 M u r e
a c o n tai ni n g

P B S ( cl o s e d s q u a r e , C O n C e n tr a ti o n of β2 m ; O P e n S q u ar e ,

i n t e n sit y of li g h t s c a tt e ri n g b y B L N) o r O ･0 5 % S D S

c o n t ai ni n g P B S (cl o s e d tri a n gl e , C O n C e n tr a ti o n of β2 m ;

o p e n tri a n gl e , i n t e n sity of lig h t s
c att e ri n g b y B L N ) o r O ･3 M

2 - m e r C a P t O e th a n oI c o n ta
i n in g P B S (cl o s e d s t a r , C O n C e n tr a

-

ti o n of β2 m ; O P e n S t a r , i n t e n sity o王 Iigh t s c a tt e ri n g b y

B L N ) .
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l nt e n s 托y of

li小t s c att e rin g β2 川

( V) 〟g 仙

.
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長 谷

l nt e n 5ity o†

‖gh t sc atto ri n g

(〉)
○- - { D

( D ay) 0 1 2 3 4 ( 加 y) 0 1 2 3 4

A 8

F i g . 5 . C h a n g e s of c o n c e n tr a ti o n of β2 m a n d i n t e n sity of

li g h t s c a tt e ri n g b y B L N d u rin g d i aly sis a g ai n s t O .2 M

a c e t at e b u ff e r p H 4 .3 . A , I niti al c o n c e n tr a ti o n o f p u rifi e d

β2 m W a S 7 2 7 iLg/ m l ; B ,
7 p g/ m l; A c e t a t e b u ff e r w a s d aily

e x c h a n g e d wi th n e w b uff e r . C lo s e d cir cl e , C O n C e n t r a ti o n

of β2 m ( p g/ m l) m e a s u r e d b y E L IS A ; O P e n Cir cl e , i n t e n sity
Of li g h t s c a tt e ri n g b y B L N .

1 30 K D - ･

7 5 K D - ●･

5 0 K D 一 ■

3 9 K D - ･

2 7 K D 一 ト

1 7 K D - ■

L a n e 1 2 3 4 5

Fig , 6 . A n aly si s f o r p oly m e riz a tio n of β2 m b y S D S - P A G E

a n d W e s t e r n bl o tti n g . I n iti al c o n c e n tr a ti o n of p u rif ie d β2 m

(1 0 m l) w a s l O O p g/ m l , a n d it w a s c o?
C e n tr a t e d t o 8-f old

a n d l O ･f old c o n c e n tr at e s b y ultr afiltr atl O n . S D S - P A G E i n

1 2 .5 % p ol y a c r yl a mi d e g el w a s p e rf o r m e d i n 4 0 m A f o r 1 2 0

m i n s
,
a n d w e r e tr a n sf e r r e d o n t o a s h e e t of cl e a r bl o t P

m e m b r a n e
,
W hi ch w a s i n c u b a t e d w ith r a b bit a n ti- h u m a n

β2 m S e r u m , th e n i n c u b a t e d w ith g o at a n tトr a b b it I g G

C O nj u g a t e d wi th P O D , a n d fi n a u y st ai n e d wi th H 20 2 a n d

O ･d i a ni s主d i n e i n O .0 5 M t ri s - H C l b uff e r p H 7 .6 . L a n e l ,

p r e
-

St ai n e d S D S- P A G E s t a n d a rd s ; L a n e t
2
, p a ti e n t u ri n e ;

L a n e 3 , P u rifi e d β2 m b ef o r e c o n c e n tr a ti o n ; L a n e 4 , P u rifi e d

β2 m aft e r 8 -f old c o n c e n tr a te ; L a n e 5 , p u rifi e d β2 m a ft e r

l O -f old c o n c e n t r a t e .

物は B L N に よ る測定で t 最終的な精製水 へ の 透析軋 β2 m 高

濃度 で ほ 16 . 2 8 V と極め て 高値を 示 した の に 対 し , 低濃度では

2 . 8 3 V を示 す に と ど ま り
, 光散乱強度 ほ β2 m 濃度 に 依存する

こ と が示 され た .

3 . β2 m の 酸性条件下 に よ る 重合

1 ) 段階的 p H の 低下 ( 図4 )

0 .2 M リ ソ 酸緩 衝液 p H 6 . 8 に 溶 か した β2 m 5 5 .6 p g/ m l の

p H を 0 ･ 2 M 酢酸緩衝液を 用 い て透析に よ り6 . 0
,
5 . 5 , 5 . 0

,

4 . 3 と段 階 的に 低下 させ た 時 の E LI S A に よ る β2 m 濃度と

B L N に よ る光散乱強度の 関係 を図 4 に 示 した . p H 5 . 5 ま でほ

濃度に 大きな変化 はな い が , p H 5 . 0 に お い て 有意 な 減少 を認

め
, p H 4 ･ 3 で は p H 6 . 8 に お ける 濃度 の 3 分 の 1 以下に ま で減少

した .
こ れ に 対 して B L N に よる 光散乱強度 ほ p H 6 . 8 お よび

p H 6 . 0 で は 1 V 以下 の 低 い 値で あ っ た が
, P H 5 . 5 で は 1 . 8 7 V ,

P H 5 . 0 では 2 .7 8 V
, p H 4 . 3 で は 5 . 1 2 V と p H が 低下する の に 伴

い 高い 光散乱強度 を示 した . しか も次 に こ れ を 8 M 尿素 S D S

含有 P B S , 0 . 0 5 %. S D S 含有 P B S お よ び 0 . 3 M 2
- メ ル カ プ ト

エ タ ノ ー ル 含有 P B S の 3 種類 の P B S に 透析する と ,
8 M 尿素

含有 P B S と0 . 0 5 % S D S 含有 P B S で ほ β2 m の 濃度が 回復し

混濁度 の 減少が認め られ た .
これ に 対 して 0 . 3 M 2 - メ タ カ ブ ト

エ タ ノ ー ル 含有 P B S に 透析す る と , β2 m の 濃度ほ 減少 し混濁

度ほ さ ら に 増加 した .

2 ) 0 . 2 M 酢酸緩衝液 p H 4 . 3 へ の 透析 (園 5- A , B)

β2 m 7 2 7 p g/ m l と 7 /唱/ m l の 濃度の 異な る 2 つ の 試料に つ い

13 0 K D - ■

75 K D - ･

5 0 K D - ●

39 K D - ■

2 7 K D - ■

17 K D - ト

L a n e 1 2 3 4 5 6 7

F ig . 7 . A n aly si s f o r d e p ol y m e ri z a ti o n of β2 m b y S D S- P A G E

a n d W e s t e r n bl o tti n g . β2 m W a S C O n C e n t r a t e d , a n d th e

C O n C e n tr a t e d β2 m W a S di aly s e d f o r th e f oll o w i n g th r e e

k i n d s of P B S . S D S - P A G E a n d W e st e r n bl o ttir 唱 W a S

p e rf o r m e d a s i n F ig . 6 . L a n e l , p r e
-

St ai n e d S D S - P A G E

s t a n d a r d s ; L a n e 2 , p ati e n t u ri n e ; L a n e 3 , p u rifi ed β2 m

b ef o r e c o n c e n tr a ti o n ; L a n e 4 , p u rifi e d β2 m a ft e r c o n c e n t
-

r a ti o n ; L a n e 5 , di aly s e d β2 m C O n C e n tr a t e a g a in st 8 M u r e a

C O n t ai n i n g P B S ; L a n e 6 , d i aly s e d β2 m C O n C e n tr a t e a g ai n st

O .0 5 % ･ S D S c o n tai n i n g P B S ; L a n e 7 , di al y s e d β2 m

c o n c e n tr a t e a g ai n st O .3 M 2
-

m e r C a p tO e th a n oI c o n t ai ni n g

P B S .
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て
,
P H 4 . 3 酢酸緩衝液 に 透析 した場合 の E LI S A に よ る β2 m 濃

度と B L N に よ る光散乱強度
の 経 日変化を図5 に 示 した ･ 両試

料とも濃度が低下す るの に 伴い , 光散乱強度ほ増加 した ･ すな

ゎ ち高濃度β2 m で は 透析1 日後に 当初濃度
の48 ･ 7 % に , 4 日後

に は31 . 9 % ま で減少 した . 低濃度β2 m で は透析に よ る濃度減少

がさ らに 急激で あり , 1 日後に 当初濃度の12 % に ,
4 日後 に は

2 % に ま で著滅 した ,
これ に対 し, 光散乱強度は高濃度β2 m で

透析1 日後 に｣ L 6 5 V か ら5 ･ 9 8 V に 急 軋 4 日後 に ほ 1 0 ･ 8 2 V

ま で増加 した . 丸 低濃度β2 m で も 1 日後 に 0 ･ 0 9 V か ら0 ■ 8 6

V
,
4 日後 に は 4 . 0 & V ま で 上 昇 した ･

Ⅲ .
S D S - P A G E お よぴウエ ス タ ン ブ ロ t

ソ テ ィ ング

濃縮前 の β2 m l O O 鵬/ m l で ほ 分子量12 , 0 0 0 の 単量体 の み の 単

一

なバ ン ドで あ っ た もの が , 8 倍 お よ び10 倍濃縮 した後 に は t

新た に 重合 に よ り形成 さ れ た 分 子 量 26 ,0 0 0 ( 2 量 体), 4 0 ,0 0 0

( 3 量体) と中間分子量 を示 す位置 と に 染色
バ ン ドが 出現 した

5

6

丁

8
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F ig . 8 . E l e c tr o p h o r e ti c m o bility of p ol y m e ri z e d β2 m ･ A ,

A g a r o s e
-

el e c tr o p h o r e si s w a . s p e r f o r m e d i n 2 5 0 V
f o r 4 5

mi n s
,
a
.
n d a g a r o s e g el w a s st ai n e d wi th C o o m a

･ S Si e b rillia n t

bl u e ; B , I m m u n o el e c tr o p h o r e si s w a s p e rf o r m e d i n 2 5 0 V

f o r 4 5 m i n s
,
a n d a g a r o s e g el w a s i n c u b a t e d f o r 1 6 h o u r s

af te r a n a p pli c a ti o n of r a b bit a n ti
-h u m a n β2 m S e r u m ･ L a n e

l
, n O r m a = 1 u m a n S e r u m ; L a n e , 2 , 7 , p u rifi e d β2 m ; L a n e 3 ,

9
1 P r e Cipit a t e d β2 m b y c o n c e n tr a ti o n ; L a n e 4 , 1 0 ･ pr

e Cipi
-

t a t e d β2 m i n p H 4 .3 ; L a n e 5 , 8 , S u p e r n a t a n t β2 m l n P H

4 t3 ; L a n e 6 , 111 , p r e Cipit a t e d β2 m b y d i aly si s a g ai n s t H 2 0 ･

( 図 6) .

β2 m の 重合 に よ り形成 され た不 溶物を 8 M 尿素含有 P B S ,

0 . 0 5 % S D S 含有 P B S お よ び0 . 3 M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル 含

有 P B S の 3 種類 の 透析外液に 対 して 3 日 間透析 した後 の 泳動

パ タ ー ン は透析前の もの と比べ て 大きな 変化を示 した . す なわ

ち
,
8 M 尿素含有 P B S お よび0 . 0 5 % S D S 含有 P B S に 透析 し

た もの で ほ単量体 ,
2 量体に 加え 3 量体 ,

4 量体及 び そ の 中間

分子量 に位置す る染色バ ン ドが出現 し, 単量体の バ ン ド幅が増

加 した . これ に 対 し , 2
- メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー

ル 含有 P B S に

透析 した もの は単量体の み の バ ン ドとな り , そ の バ ン ド幅も減

少 した ( 図7) . 図 7 の レ
ー

ン 4
,
5
,
6
,
7 は同量の 試料を用

い て い るが , 原点(図7 の 上 部) に 残 る染色像が図に は あらわ れ

て い な い . 即ち レ ー ン 4 と 7 の 染色 パ タ
ー

ン が少 ない と い う こ

とは 原点に 不 溶物と して 残る部分が多い こ とを 示 して い る .

Ⅳ . 寒天電気泳動 ･ 免疫電気泳動 (図 8 - A , B)

精製 され た β2 m ほβ1 に 近い β2 移動度に 1 本の バ ン ドと して

泳動 し, ウ サ ギ抗 ヒ ト β2 m 抗血清 とほ 明確 な沈降線 を作 っ た .

こ れ を濃縮 ,
また は 精製水に 透析 して で きた沈法を と っ て 原点

に 添加 して も, 泳動の 条件下で 再 び可 溶性と な り , 本来の 移動

度と抗原性を 示 した . しか し , P H 4 .3 に よる沈殿は 可 溶化 して

泳動 された が , 本来 の 移動度の バ ン ドに 加え それ よ りやや 陽極

寄 りに もう 1 本 の バ ン ドを 形成 し (図 8 A) , 免疫電気泳動に

よ っ て 融合 した 沈降線とな っ た (図 8B) .

Ⅴ . 円偏光 二 色性

図9 に β2 m の 酸性条件下に おけ る 200
- 3 50 n m 波長域の 円偏

光二 色性の ス ペ ク トル を示 した ( 国9 ) .

モ ル 楕円率 [ β] は [ β] =

Q x l O O

C x L

C は モ ル 濃度 , L ほ セ ル 長, Q は実測楕円角に よ り求めた .

p H 6 . 8 に お い て ほ 22 1 n m に [ β] =
-

1
,
1 8 2 d e g r e e

･

C m
2

/

d e ci m ol e と 24 0 n m に [ β] = - 1 3 6 の 2 つ の 極大を示 す カ
ー ブ

が 得られ た . こ の 値ほ K a rl s s o n
2 3 1
の 報告に 近 い , 予備 試験忙 よ

200 2ZO 240 260 28 0 300 3 20 340 n m

F i g . 9 . C h a n g e s of cir c ul a r di c h r oi s m
of β2 m in a cidi c p H ･

β2 m i n O ･2 M ph o s p h at e b u ff e r (0
'

) w a s mi Ⅹ e d wi th l M

a c e t a te b uff e r p H 4 .3 (1 :1) , a n d r n e a s u r e d th e C D s p e
c tr u r n

af t e r 1 5 mi n (1 5
,

), 3 0 mi n (3 0
'

) a n d 1 2 0 mi n (1 2 0
'

) ･



2 34 長 谷

り p H 4 . 9 の 緩衝液 の 添加ま でほ著 しい 変化が な い が , p H 4 . 3 に

な る と急速に ス ペ ク ト ル が変化する こ と が 判明 した の で ,
0 . 2

M リ ン 酸緩衝液 p H 6 . 8 の β2 m に 1 M の p H 4 . 3 酢酸緩衝液を

加え , 1 5 分 ,
3 0 分 , 1 2 0 分後に C D ス ペ ク ト ル を 測定 した (図

9) . そ の 結果 240 n 皿 の 負の ピ
ー ク は消失, 2 2 1 n m の 負 の ピ ー

ク ほ 次第に 減少 し, 代 わ りに 22 7 n m に 新 し い 負の ピ
ー

ク が 出

現 し , [ β] は1 5 分後 - 1
,
3 8 2

,
3 0 分後

-

1 , 8 9 0 , 1 2 0 分後 -

2
,
1 1 0 と変化 した . しか し, β2 m 溶液 に 0 . 01 M 2

- メ ル カ プ ト エ

タ ノ ー ル を添加 L た り, 精製水に よ り希釈 して も , 1 2 0 分程 の

短時間で は C D ス ペ ク ト ル に は著 しい変化は な か っ た .

Ⅵ . ア ミ ロ イ ド染色 ( 図 10 - ん B)

β2 m を 濃縮 , 塩濃度変化 お よび酸性条件下で 不 溶性 に した沈

麒を ス ライ ドグ ラ ス に 塗沫 し , コ ン ゴ
ー 赤染色を 行 っ た . そ の

後 ,
光学顕微鏡に て 各 不溶化条件の ス ライ ドを4 0 0 倍拡 大 で 50

視野の 観察を し , コ ン ゴ ー 赤染色の 陽性視野の 比率を求め た .

い ずれ もタ ン パ ク の 無 定形の 沈殿が 主 で あるが , コ ン ゴ ー

赤 に

染 まる 部分が点 々 と あ り, そ の 比率は塩濃度変化 で は12/ 5 0 ,

濃縮5 /5 0 , 酸性条件下1 . 5/ 5 0 で あ っ た . すなわ ち , 塩濃度を 3

日間か けて 減少 させ , 最後 に 精製水に 透析 して得 られ た 沈殿 が

最も コ ン ゴ ー 赤に 染ま り, 酸性条件下の も の は ほ と ん ど染ま ら

な か っ た . 図10 に 示 L た の ほ濃縮に よ り不溶化 した 沈殿を染色

した もの で ある . 偏光顕微鏡(図 10 B) で ほ , コ ン ゴ
ー 赤染色さ

れ た 沈殿に 緑黄色の 複屈折 が観察 され た . そ の 染色比率は光学

顕微鏡観察時 の もの と 同様で あ っ た ,

Ⅵ . 電子顕微鏡によ る観察 ( 国11)

日立 H 50 0 電子顕微鏡 に よ り倍率を30 , 0 0 0 と して β2 m の 重合

不溶物を観察 した (図11) . 多く の 部分ほ 無定形の 点在あるい は

凝集 の タ ン パ ク で あ っ た が , 部分 的 に ア ミ ロ イ ド線維特有 の

40 n m の 細線維ある い はそ の 集積 した線維が認め られ た .

考 察

精製 され た ヒ ト の β2 m の 水溶液ほ 溶媒の p H 変化 ,
塩濃度変

化お よ び濃縮の 操作 に よ り溶解度の 著 しい 低下が 認め られ た .

特に p H 変化 に 対 して ほ p H 5 . 5 以下で 不 溶物の 形成 が始 ま

り , p H の 低下に 伴 っ て 不溶物の 形成 は増大 した . こ の β2 m の

F i g . 1 0 . 'Id e n tifi c a ti o n of p r e cipit a t e s of p oly m e riz e d β2 m a S

a m yl oid fib ril b y C o n g o
Yr e d s t ai ni n g , P r e ci pit a t e of

p oly r n e ri z e d β2 m b y si m pl e c o n c e n t r a ti o n w a s a p pli e d o n

g el a t in c o a t e d gl a s s slid e , dti e d a t 3 7 ℃ ･ a n d s tai n e d wi th

C o n g o
-

r e d . A
,
Li g h t mi c r o g r a p h , ×2 0 0 ; B , M i c r o g r a p h i n

p ol a riz e d li gh t , ×2 0 0 . T h e a r r o w i n di c a t e s o n e p o sitio n of

th e p r e c ipit a t e s of th e p oly m e riz e d β2 m ,

肉限 で ほ 認め られ な い 不 溶物を ネ フ ェ ロ メ トリ
ー

を原理 とする

B L N に よ り測定 した
21)

. B L N ほ 波長 633 n m の H e- N e レ ー

ザ ー

を 光源と し, 溶液 中の 不 溶物 の 粒子径が波長 よ り大きくな

る場合に 起 こ る M ie 散乱を 測定に 利用 した も の で ある こ とか

ら
,
不 溶物 ほ 633 n m よ りか な り大きく成長 して い るか , ある

い は 63 3 n m 付近 の 不 溶物が数多く形成 され て い る こ と を 示 し

て い る . p H 低 下 に よ る 重合不 溶物 の 形成 ほ , β2 m 濃度 が

72 7
一

〟g/ m l , 7 J 唱/ m l の い ず れ でも同様に 起 こ っ た .

β2 m の 高次構造をC D ス ペ ク ト ル で 調べ た 報告 は K a rls s o n 2 3)

以外に な く ,
こ れ で ほ β構造 が主成分である こ と を 確か め ただ

けで あ っ た が
, 今 回 ほ環境条件を変 え た場合 の β2 m の 高次構造

の 変化 を C D ス ペ ク トル に よ り観察 した . p H 6 .8 で は β構造に

よ る 21 6 n m 付近 の ネ ガ テ ィ ブ ピ ー ク が 明瞭 で あるが , p H 4 . 3

に する と15 分後で ス ペ ク ト ル の 波長 が移動す る こ と か ら, 既に

高次構造 の 変化が始 ま っ て お り, 3 0 分 , 6 0 分 ,
1 2 0 分 , 7 日 とな

るに 従 い ,
2 2 7 n m の ネガ テ ィ ブ ピ

ー

ク の 深 さが 変化 した . 6 0 分

お よ び 7 日 の デ
ー 如ま図 9 に は 示 さ なか っ た が , [ β] はそ れ

ぞれ -

2 , 1 6 3 と
-

Ⅰ, 8 5 4 で あ っ て ピ ー ク の 深 さが 異 な る が カ ー

ブ

に は大差は なか っ た . 7 日後に は沈殿形成に よ り ピ ー ク が減少

L た と考 え られ た . B L N に よ る混濁度 の 測定 に お い て も p H

6 . 8 で 0 . 3 3 V で あ っ た もの が p H 4 . 3
,
1 5 分 で ほ 0 . 8 0 V

, 以降

30 分 で は 0 . 9 2 V , 6 0 分で ほ 0 . 9 7 V , 1 2 0 分 では 1 . 0 9 V と 光散乱

強度が徐 利 こ増加 し, 1 日後に は1 . 5 2 V まで 達 し , 2 2 7 n m の ネ

ガテ ィ ブ ピ
ー ク の 深 さに 比例 して 重合不溶物が成長 して い るこ

とが伺 え た . こ の 変化ほ 寒天電気泳動で は陽極寄 りの バ ン ドの

出現と な っ た .
これ は高次構造の 変化に よ り 内部 に 隠れ てい た

負荷電の 露出で あろう と考 え られ る . しか し, そ れ に よ っ て 多

Fig . 1 l . E l e c tr o n m i c r o gr a ph of pr e ci pit a t e s of p oly m e riz e d

β2 m .

･

P r e ci pit a t e of p oly m e riz e d β2 m W a S S t ain e d wi th

u r a n yl a c e t a t e f o r 2 0 mi n s a t 3 7 ℃ a n d wi th l e a d citr a te

f o r 5 mi n s a t r o o m t e m p e r a t u r e . × 3 0
,
0 0 0 .
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β2- ミ ク ロ グ ロ ブリ ン の 重合に よ るア ミ
ロ イ ド形成

ク ロ
ー

ン 性抗体に 対す る抗原性 に 変化が な か っ た
こ と は ･ 主 な

高次構造はな お保た れ
て い る こ と を示 して い る ･ こ の p H に よ

る変化が ア
ミ ロ イ ド線維の 形成に 結 び つ くか ど うか は 一 急激に

p H を変えた 場合
コ ン ゴ ー 赤染色に よ り染 ま る部分が か な り少

なく, 無定形沈殿 が 主 で あ っ た
こ と に よ り 否定的 で ある が ,

p H を透析に よ り徐
々 に 変 えた 場合に コ ン ゴ

ー 赤染色部分が ,

増大したの でそ
の 可能性も否定 で きな い ( 長谷部保彦 未発表

デ ー タ) .

β2 m は p = 6 ･ 8 で 濃縮 した場合 に も可 溶性が低下 し ,
4 0 0 帽/

m I を超え ると 沈殿が認 め られ 始め た ･ こ の 濃 度ほ 人 工 透析患

者の 血清中の β2 m 濃 度の 最高値
t3)
よ りか な り 高 い 値 で は ある

が
,
血管外に 出て 少 し濃縮 され る と容易に 重合が始ま り う る こ

とを示唆して い る ･

濃縮 に よ り重合 不溶物 と な っ た β2 m を0 ■ 0 5 % S D S 含 有

pB S あるい は 8 M 尿 素含有 P B S に 透 析する と ∴重合不溶物が

再溶解し , 可溶性の 多量体 お よ び 元 の 単 量体 に 復帰す る
こ と

が
,
寒天お よ び免疫電気泳軌 S D S-P A G E お よ び ウ

ェ ス タ ン

ブロ ヅ テ ィ ン グ の 染色 パ タ
ー

ン (因 7 ,
8 ) と E L I S A に よ る

β2 m 濃度 の 増加 お よび B L N で の 光散乱強度の 低下( 図4 ) か ら

示され た . こ れ は
】
重合不 溶物 の 中に は完全な ア ミ ロ イ ド線経

と な っ て い な い 部分 の 方 が 多く存在す る た め 無定形沈殿 は

S DS や尿素に よ り重合物間の 結合が は ずれ ,
可 溶性の 多量体あ

るい は元 の 単量体の β2 m に 復帰す る こ と を 推測させ る ･ しか し

重合不溶物を 0 . 3 M 2- メ ル カ プ ト
エ タ ノ

ー ル 含有 P B S に 透析

すると , S D S-P A G E お よ び ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 染色

パ タ ー ン で は多量体の バ ン ドが 完全 に 消失 し単量体 の み の
バ ン

ドとな っ た . そ の バ ン ドの 幅も狭 くな っ て お り
'

( 図7 ) , E L IS A

に よる β2 m 濃度の 低下と B L N で の 光散乱強度 の 増加 (図4 )

を考え合わ せ る と , β2 m 分子内の S S 結合 が切れ て 高次構造が

変化する と , β2 m 分子 間に よ り重合を強め る 力が働き , 単 量体

か ら多量体 へ の 重合が促進 され る の で は な い か と 推測 して い

る .

ア ミ ロ イ ドは 構造的に ほ絹に 類似 した β構造 の タ ン パ ク か ら

構成され る線経 で あ っ て , そ の 安定性の た め に
一

旦 形成さ れ た

ア ミ ロ イ ドは吸 収 され る こ とが な く , そ の 蓄積 が徐 々 に 進行す

ると
, 周囲の 組織を 圧排 して 機能障害をもた らす. ア ミ ロ イ ド

の 形成に ほ そ の 前駆 タ ン パ ク の 増加 とと もに ,
タ ン パ ク 分解酵

素の 関与
15-

,
プ ロ テ オ グリ カ ン

24)
お よ び ア ミ ロ イ ドP 成分

25)

と の

結合, a m yl oid e n h a n ci n g f a c t o r の 関 与
26)

,
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン と

マ ク ロ フ ァ
ー ジの 関与

27)
な ど

,
さま ざま な 補助要因が挙げら れ

てい る . しか し
, 補助費困を必要と せ ず, 前駆 タ ン パ ク 単独 で

試験管内で ア ミ ロ イ ド線継 が形成 さ れ た 報告も散見す る
1 棚

ア ミ ロ イ ドは コ ン ゴ
ー 赤に 染色 され , 電子顕微鏡 に よ り独自の

線維成分と して同 定 され る が ,
こ れ に 加え て p H 変化 , 尿素 ,

S D S . di m e th yl s ulf o xid e ( D M S O) の 添加な どで は 可溶化 され な

い安定性もそ の 特徴 と され て い る
2g)

. 今回 の 実験は ア ミ ロ イ ド

形成の 第 一 段 階を見た の で あ っ て , 試験管内で
一

部分の β2 m が

コ ン ゴ ー 赤染色陽性 に 変わ っ た が , そ の 部分だ け取り出す こ と

ほ成功 して い な い . ま た尿素や S D S に 不 溶性 の 線推が形成 さ

れて い るか どうか も明らか で な い . 沈殿 の 大部分を占め る無定

形沈殿は尿素にも, S D S に も可溶性 であ っ た . 従 っ て ア ミ ロ イ

ド形成の 機構の 解明に は さ ら に コ ン ゴ
ー 赤染色性の 効率の よ い

重合をお こ さ せ る必要があり , そ れ に は 時間をか け て , 高次構

造を保 っ た ま ま沈殿形成を させ る必 要が あ りそ うで ある .

2 3 5

本研究に お い て β2 m の 溶媒に 対 する安定性を調べ て い ると ,

臨床検査室に お い て は 酸性尿中に おけ る β2 m の 不 安 定性 が問

題 に な っ て い る こ と が 判明した . 即 ち患者尿中の β2 m を定量す

る とき に , 尿の P H が 中性, ア ル カ リ 性で ある と β2 m を測定で

き るが , 酸性 で あると 経時的な減少があ っ て正 確な 測定 が不 可

能 で ある . そ の 原 田と して 尿中に 酸性 プ ロ テ ア
ー ゼ が混在す る

た め で あると 今ま で 考え られ て きた
17 卜 19)

. しか し尿 中の 酸性 プ

ロ テ ア ー ゼ を 実証 した成績 はな か っ た . 本実験 の 結果か ら, こ

れ は 明 らか に 誤 りで あ っ て , 免疫 グ ロ ブリ ン 遺伝子 ス
ー パ ー

フ ァ ミ リ
ー の タ ン パ ク は重合 しや す い 共通性 があり

叫

, 尿 の よ

うな β2 m の 希薄溶液 は酸性条件下で重合 して も, 沈殿形成 と し

て 肉眼で ほ認め られ な い . しか し溶液状態 の β2 m の 減少の た め

に 濃度が 低下す る よ うに 見えた もの であ る . そ こ で β2 皿 濃度 が

減少 した と きに 図4 の よ う に0 . 05 % S D S ある い は 8 M 尿素を

添加す ると β2 m の 濃度が回 復す る こ と か ら, 臨床検査 に お い て

β2 m を測定す る時に 可 溶化剤を添加す る こ と に よ り 従来測定

不能で あ っ た 問題点が解決す る と思われ る .

抵 論

β㌻ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 重合に よ る ア ミ ロ イ ド線 維の 形成条

件 に つ い て 検 討し , 以 下の 結論を得た .

1 . β2- ミ ク ロ グ ロ プ リ ン の 水溶液は濃縮 1 塩濃度低下 , 酸性

条件下な どで 重合が お こ り沈殿を形成 した . そ の 時の C D ス ペ

ク ト ル に お い て , 酸性条件下 で は 高次構造の 変化が認め られ た

が , 濃縮 ･ 塩濃度の 低下に お い て は C D ス ペ ク ト ル の 変化が 認

め られ なか っ た . こ れ らの 沈殿形成 は 可逆的に 元に 戻 る の で変

性に よ る の で は なく , 分子 の溺則性を保ちた ま まの 重合で あっ

た .

2 . β2一ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 重合に よ る沈殿 の 形成ま で の 時間

は濃縮お よ び酸性条件下で 早く ,
鹿渡度低下で ほ 遅か っ た . ア

ミ ロ イ ド染色に おい て ,
コ ン ゴ ー 赤に 染ま る沈殿は , 沈殿形成

ま で の 時間の 遅 い 塩濃度低下の 場合に 多く , 濃縮 の 場合ほ少 な

く酸性条件下 で は ほ と ん ど認め られ なか っ た . 染ま っ た 沈殿が

ア ミ ロ イ ド線経で ある こ とは 偏光顕微鏡 に よ る 緑黄色 の 複屈折

と電 子顕微鏡の 観察に て 確認 した .

3 . こ れ ら の 結果か ら , β2一ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン か らア ミ ロ イ ド

線維 へ の 変換は 高次構造を保 っ た ま ま 長時間かけて環境変化さ

せ て 重合する こ と に よ り , β2- ミ ク ロ グ ロ プ リ ン 単独で も 自律的

に お こ りう る と結論 した .

4 . 現在
,
臨床検査の 分野 で ほ尿中の β2- ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の

測定 の 際に , β2- ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン が酸性尿で 消失もしくは減少

して い く こ と で 正 確な定量が困難 で ある と され て い る . こ の 原

因は酸性 プ ロ テ ア
ー ゼ に よ るも の と考 え られ た い た が ,

S D S ま

た は尿素 に よ っ て 濃度の 減少が 回 復す る の で β2一ミ ク ロ グ ロ プ

リ ン の 高次構造の 変化に よ る沈殿形成 で ある事が 明 らか に な っ

た .
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