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2 1 0 金沢大学十全医学会雑誌 第96 号 第1 号 210 －21 9 く1 9 8 7う

血清アミ ロ イ ドA 成分 の マ ウ ス 牌臓内で の特異的沈着

金沢大学が ん研 究所分 子 免疫部 く主任 こ 右田 條介教掛

城 尾 昌 宏

く昭和6 2 年 1 月2 0 日 受付ン

ァ ゾカ ゼイ ンで 誘導 した マ ウ ス の 続発性 ア ミ ロ イ ド
ー

シ ス に お い て， 脾臓 に 沈 着 した ア ミ ロ イ ドに

含ま れ， 抗 S A AJ A A 抗体 と反 応 す る S A A 関連 タ ン パ ク を調 べ た ．
ア ミ ロ イ ドが 沈着 し た C B A マ ウ ス の

脾臓の ホ モ ジネ
ー

ト に つ い て S D S
－ P A G E を 行っ た後 ，

ラ ッ ト抗 マ ウ ス S A A I A A モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体

くM S A 4 －2 61 を用 い た W e st e r n b l o tti n g で解析 した と こ ろ， ア ミ
ロ イ ドに は分子 量が 12 ，0 0 0 の S A A 2 と

分子 量が 9 ，0 0 0 と 10 ，0 0 0 の S A A 部分分解産物， お よ び分子 量が 8 ，0 0 0 の A A タ
ン パ ク が含 まれ て い た ．

A A タ ン パ ク の前駆体 で ある S A A 2 が ア ミ ロ イ ドに 含ま れ て い る こ と か ら， S
A A 2 は 組織 に沈着 してか ら

分解され る も の と考え られ る．
ホ ル マ リ ン 固定 した牌臓 の 組織切片に ， S A A を含む 急性期の C B A の 血 清

を加えイ ン キ ュ ベ ー 卜す る実験 か ら ， S A A は濾胞周辺帯の細胞間質 な ら び に 若干 の 細胞
に 吸 着す る こ と

が明 らか に な っ た ． こ の吸着部位 はブ乃 血 で の ア ミ ロ イ ド沈着部位 とよ く
一 致 し， ま た， 炎症時の脾臓

切片 を用 い る と S A A の 吸着が増加 す る こ と か ら， 濾胞周辺帯の細胞間質
に 存在 す る S A A 結合物質 は， 生

体 内で のア ミロ イ ド緑維形成過恒で重要な役割 を果 して い るの で は な い か と考 えら れ る－ ア ミロ イ ド タ ン パ

ク が線推 を形成 して か らの S A A の ア ミ ロ イ ド線維 へ の 吸着 に 関 して は， A A
－ セ フ ァ ロ

ー ズ へ S A A が 吸 着

する こ とが 明らか に な っ た こ とか ら， S A A 結合物質の 存在 の 有無 に 関係 な く S A A は ア ミ
ロ イ ド線維 へ 吸

着す る と考 え られ る． 脾臓内で の S A A 2 の特異的な沈着に 関 して は， 脾細胞画分の共存下
で S A A を含 む

血清 をイ ン キ エ ペ
ー

卜す る こ と で再現す る こ とが で き た－ そ して ， こ の S A A 2 の特 異的な沈着に も S A A

結合物質が関わ っ て い る可能性 が示 唆 され た．

K e y w o r d s e x p e ri m e n t al a m y l oid o sis ， m u rin e s p
l e e n

，
W e s t e r n b l ot tin g ，

i m m u n o hi st o ch e m i st r y

続発性ア ミ ロ イ ド
ー シ ス で は ア ミ ロ イ ド A くA A ラ

タ ン パ タが種々 の 臓器 に 沈着 し， 線推 を形成 す る． 血

清 アミ ロ イ ド A くS A Al タ ン パ ク は ア ミ ロ イ ド線維の

前駆物質 と考え られ ， 血祭中や単球 の 細胞表面上 に あ

る い くつ かの タ ン パ ク 分解酵素 に よ っ て 分解さ れ る と

考え られ て い る
11

．

マ ウ ス で は
，
3 つ の S A A i s o ty p e ，

S A A l
，
S A A 2 と S A A 3 が 肝臓 の 実質細胞 で 産生さ

れ
2I
，
血清中で は高密度 リポ タ ン パ ク と会合 して い る．

H o ff m a n ら は S A A 2 と A A タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸配列

を比較 して， A A タ ン パ クの前駆体 は S A A l と S A A 3

で はなく
，
S A A 2 で ある こ と を報告 した

3l
．
M e e k ら の

報 告に よ れ ば， マ ウ ス に ア ミ ロ イ ド
ー シ ス を誘導 した

際 に ， 血清 中 の S A A l 濃 度 は ほ ぼ
一 定 で あ る の に

S A A 2 濃度は減少 し， その 一 方で 肝臓か ら産生 され る

A b b r e v i ati o n s こ A A ， a m y l oid A i E L I S A ，

S A A l と S A A 2 の 量比 は， ア ミ ロ イ ド誘導の期間 を通

じて
一

定 で ある
41

． しか しな が ら， なぜ S A A 2 だ けが

脾 臓 に 沈着す る の か ，
S A A 2 が沈着す る の は S A A 2

の 代謝の 前な の か 後な の か に つ い て は ま っ た く 分 っ て

い ない
．
そ こ で

，
マ ウス の S A A と A A タ ン パ ク と に 反

応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 とS D S－P A G E ， W e st e r n

b l o tti n g と を用
い て

，
ア ゾ カゼ イ ン注射 に よ っ て組織

に 沈着 し た S A A 関連 タ ン パ ク の 分子 量 を調 べ た ． そ

の 結果， こ れ ら の タ ン パ ク の 沈着 はア ゾカ ゼイ ンの 注

射 を始め て から 6 日目 に 始 まり ， その 後は ア ゾカ ゼイ

ン の 注射 を連 日繰 り返 す毎 に 増加 し た．
ア ミ ロ イ ドの

沈着が起 こ り始 める 初期の 段階で は， 分子 量 1 2 ，00 0 の

S A A 2 と 分子 量 が 9 ，0 0 0 と 10 ，0 0 0 の S A A 部 分 分解

産物 とが 沈着し たが ， アミ ロ イ ド
ー シ ス が 進行 した段

e n z y m e
－1i n k ed i m m u n o s o r b e n t a s s a y 三 S A A ，

s e r u m a m y l oid A i S D S
． P A G E

，
S O di u m d o d e c yls ulf a t e p oly a c r y l a m i d e g el el e c t r o p h o r e sis ．



マ ウ ス 血 清ア ミ ロ イ ドA 成 分 の 沈着

階で は， これ ら の タ ン パ ク に 加え て分子 崖 が 8
．
0 00 の

A A タ ン パ クが沈着 し た． 以上 の 結果 か ら
，
血 液中を流

れ る S A A 2 はあ る細 緻 こ特異的に 結合 し， ア ミ ロ イ ド

線維を形成 した後 に 分 子量 が 8 ， 0 0 0 の ペ プ チ ド鎖 へ と

分解さ れ るも の と考 えら れる
．

材料お よ び方法

工
． 動 物

1 ． C B A I K IJ m s マ ウ ス は東京大 学医科学研究所 よ

り分与 して い ただ い た ． 実験に は， C O n V e n ti o n al の 条

件で飼育 した 3 へ 6 ケ 月齢の 雌雄の マ ウス を用 い た
．

正常 マ ウ ス は感染や 炎症 を起 こ して お らず， 血清中に

は 急性期タ ン パ ク で あ るS A A は認 め られ な か っ た ．

ア ミ ロ イ ド ー シ ス の誘 導に は， 生理 食塩水 に 溶解 した

0 ． 5 m l の 1 0 ％カ ゼ イ ン ま た は 10 ％ア ゾ カ ゼ イ ン 引を

用 い ， マ ウス の 背部皮下 に 90 日 まで 連日注射 した．

マ

ウ ス は ア ミ ロ イ ド
ー

シ ス 誘導の 各時点で 屠殺 し実験 に

用 い た ．

2 ．
マ ウ ス の S A A を 免疫 す る た め の 雄 の L e wi s

ラ ッ トは 日本 チ ャ ー ル ズリ バ ー よ り 購入 した ． 免疫 を

開始す る 時の ラ ッ トは 2 ケ月齢で
，
C O n V e n ti o n al の 条

件 で飼育 した．

工工
． A A タ ン パ ク の 精製

ア ミ ロ イ ド線維 は， 1 回 50 m g の カ ゼイ ン を 3 ケ月

間連 日皮下注射 し た C B A I K IJ m s の 肝臓 か ら， P r a s

らの 方法
61に 従 い 水 で抽 出した． 続い て ， ア ミ ロ イ ド線

推 を0 ，2 M N a C l を含みギ 酸で p H を 3 に 合わせ た6

M 尿 素 溶液 に 溶解 し
，
E rik s e n ら の 方 法

7I に 従 い セ

フ ァ デ ッ ク ス G －1 0 0 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を

行 っ た ． 分子 量が 8
，
0 0 0 付近の 画分に 含 まれ る タ ン パ

ク を A A タ ン パ ク と し， 0 ． 2 ％酢酸 に 対 して 透析 した

後，－20
0

C で保存 し た．

Im 高密度リポ タ ン パ ク中の S A A の 精製

高密度 リポ タ ン パ ク画分 は
，
C B A J

I
K IJ m s に ア ゾカ

ゼイ ン を皮下 注射 して か ら 2 日後 の プ ー ル した血 清に

臭化 ナ ト リ ウム を溶解後， 連続密度勾配超遠心 を行い ，

密度 が 1 ． 0 6 3 よ り 大き く 1 ． 2 1 よ 町小 さ い 画分 と し て

得 られ た． 高密度 リ ポ タ ン パ ク 画 分 を エ タ ノ ー ル と

エ ー テ ル の 混合液 く混合比 3 ニ 2 フで脱脂 した後， A A

タ ン パ ク の 精製 に 用 い たの と 同じ条件で セ フ ァ デ ッ ク

ス G － 10 0 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行い ， 分子量が

12
，
0 0 0 の S A A タ ン パ ク を精製 し た．

こ の S A A タ ン

パ ク画分は S A A l と S A A 2 を含ん で い た ．

IV ． ラ ッ ト抗 マ ウス S A A I A A モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体

の 調製

セ フ ァ デ ッ ク ス G －1 0 0 カ ラム で 分画 した S A A 画分

を抗原 と して ， L e w i s ラ ッ ト に 免疫 し た． 等容 量の

211

F r e u n d
，

完全 ア ジ エ バ ン ト と混 合し た 1 m g の S A A

抗原 を， 2 週間毎 に 5 回皮下注射した． さ ら に 細胞融

合の 3 日前 に 1 m g の S A A 抗原を静脈内注射 した． 細

胞融合は K e n n e tt の 方法8，を基に 行 っ た ． 3 X l O
8 個 の

L e w i s ラ ッ トの 牌臓細胞と 6 X l O 7 偶の N S I マ ウス 骨

髄腫細胞 と を
，
4 5 ％ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー ル で融合 し

た． 細胞融合後， H A T 選 択培養液中で 培養し た と こ

ろ， 30 0 個 の コ ロ ニ ー が得ら れた ． こ の う ち
，
4 8 個 の

コ ロ ニ ー が マ ウス S A A に 対する Ig G を産生して い る

こ と を
，
E L I S A 法 に よ っ て確か めた

．
M S A 4 －2 6 ク

ロ
ー ン は， なか で も最も強く S A A と反応 した． ま た

，

M S A 4 ．2 6 はS A A ば か りで は なく A A タ ン パ クと も

反応 した． M S A 4 茂6 ク ロ ー ン は
， 1 0 ％ウ シ胎児血 清

を含 む R P M l 1 6 4 0 培養液中， 5 ％二 酸化炭素存在下，

37
O

C で培養 した． 組織切片の 酵素抗体染色や W e st e rn

b l o t ti n g に は ， M S A 4
－2 6 ク ロ ー ン の 培養上 清を M S A

4 － 26 抗体溶液と して 用い た．

V ． S D S － P A G E と W e s t e r n bl o tti n g
．

S A A お よ び A A タ ン パ ク の 分離に は， 6 M 尿素を

含 む 13 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド．ゲ ル を 用 い た別
．

W e s t e r n b l o tti n g は S D S
－ P A G E の 後， タ ン パ クを ゲ

ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス膜 へ 転写 し
，
抗 マ ウ ス S A Aノ

A A モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 M S A 4 A 26 ， ビオチ ン標識 し

た ヤ ギ抗 ラ ッ トIg G 抗体， P e r O X id a s e 標識 し た ア ピ

ジ ン D くV e ct o r L a b o r a t o ri e s I n c ．1 を順次結合 させ
，

発色 に は， 0 ． 0 4 ％ジ ア ミノ ベ ン チ ジン を用 い た 州 ．

VI ． 牌細胞画分 へ の S A A の 吸着と分離

正 常ま た は ア ゾカ ゼイ ン を5 日間注射した マ ウス か

ら脾臓細胞画分を調製 した．
マ ウス の 脾臓 を脱 カプ セ

ル した後， R P M 工16 4 0 培養液中に 懸濁 した．
こ の細胞

群の中か ら 0 ．1 6 M 塩化 ア ン モ ニ ウム 処理 で赤血球 を

除い た後， 再 び R P M 1 1 6 40 に 懸濁 し， 細胞濃度 を測定

した ． 正 常 お よ び ア ゾカ ゼイ ン を5 日間注射 した マ ウ

ス 脾臓細胞 10 7 偶の そ れ ぞれ に
，
ア ゾカ ゼイ ン を注射

し てか ら 2 日後の C B A マ ウ ス か ら採取 した 血清0 ．5

m l を無菌条件下 で 加 え， 3 0 秒間超音波処理 を行な い

細胞を破壊 した．
この 懸濁液の 一 部を4

0

C で 5 時間イ

ン キ エ ペ ー ト し
，
S A A の 細胞画分へ の 吸着を調 べ た ．

低温で は血 清中の タ ン パ ク分解酵素活性が低下 す る と

考 えられ る の で ， 吸 着を調 べ るた め に この 条件 を選 ん

だ ． イ ン キ エ ペ
－

シ ョ ン を終 えて から， 遠心 に より上

浦と沈澱 に 分離し， 沈澱 を生理 食塩 水で 洗 っ た ．
こ の

沈澱 に 吸 着 し て い る S A A と 上 清 に 残 っ た S A A と

を
，
S D S － P A G E と W e st e r n bl o tti n g に より検 出した．

S A A の 分解 を調 べ る に は， 血 清を含む細胞懸濁液 を

37
0

C で 2 日 お よ び 4 日 間イ ン キ ュ ベ ー

卜 し た 後，

S D S － P A G E と W e s te r n bl o tti n g に よ り S A A と分解



2 1 2 城

産物 と を検出し た．

W I ． 脾臓の 組織化学的検索

ア ゾカ ゼイ ン の 連 日注射 の 各時点 で ， マ ウ ス の 脾臓

を 10 ％ホ ル マ リ ン で固定し た． 脱水後， パ ラ フ ィ ン に

包埋 し， 3 ル m の 厚さ の 切 片を調製 し た． 脱 パ ラ フ ィ ン

の あ と
，
W e st e r n b l o tti n g に 用 い たの と 同様 な免疫染

色法 で ア ミ ロ イ ドタ ン パ ク を染色 した ． 細胞 の 核 は

M eth yl G r e e n で 染色した ．

Y臥 A A － セ フ ァ ロ
ー ズの 調製

Ph a r m a c i a か ら購 入 した 臭化 シ ア ン 活性化 セ フ ァ

ロ
ー ズ4 B に

，
カ ゼイ ン を 90 日間注射 した C B A マ ウ

ス の肝臓よ り抽出 した A A タ ン パ ク を結合 さ せ た． セ

フ ァ ロ
ー ズ 1 g あ た り の A A タ ン

パ ク の 結 合 量 は 5

m g で あ っ た ．

成 績

王 ． ア ゾカゼ イ ン 注射 に 伴 う C B A マ ウ ス 血 清中 の

S A A 2 濃度 の 減少

ア ゾカ ゼイ ン を連 日 注射 し た際 に 起 こ る血清中 の

S A A 2 濃度の 減 少を 図1 に 示 す ． 急性炎症時 に は， 等

量の S A A l と S A A 2 が血清中 に 誘導 さ れ た が ，
ア ゾ

カゼ イ ン注射 を続け る に つ れ て， S A A 2 の 血 中濃度が

次第 に 減少 して い っ た ． ア ゾ カゼ イ ン の 注射 を開始 し

て か ら 40 な い し 90 日後の 炎症が慢性化 した頃 に は，

S A A 2 は血清中に は ほ とん ど認 め られ なか っ た ．

I王．
ア ゾ カ ゼ イ ン 注 射 に 伴 う C B A 牌 臓 内 で の

S A A 2 お よ ぴ A A タ ン パ ク の 沈着

尾

ア ゾカ ゼイ ン 注射 を始 めて か ら， どの 時点 で A A タ

ン パ ク が マ ウ ス の 脾臓内に 沈着し始 め るの か ． ま た，

脾臓 に 沈着 す る S A A 関連 タ ン パ クの 分子 量 は ど の く

ら い で あ る か を， S D S － P A G E と W e st e r n b l o tti n g と

で調 べ た ． 肺臓 内で の ア ミ ロ イ ド沈着の 経時変化 を図

Fi g ． 1 ． D i s a p p e a r a n c e o f S A A 2 i n th e s e r u m o f

C B A m i c e d u ri n g a z o c e s ei n i nj e cti o n s ． S e r a

w e r e p r e p a r ed f r o m C B A m i c e bl e d a ft e r r e c ei v
－

i n g n o n e く1 a n e ll ， 2 く1 a n e 2J ， 5 くI a n e 31 ， 1 0 く1 a n e 41 ，

4 0 く1 a n e 51 ， a n d 9 0 く1 a n e 61 d ail y i nj e c ti o n s of 5 0

m g a z o c a s ei n ． T w o p l o f e a c h s e r u m w a s pl a c ed

o n 1 3 ％ S D S － P A G E g el s t o ni t r o c ell u l o s e

m e m b r a n e s
，
S A A r el a t e d p r o t ei n s f r o m S D S－

P A G E g el s t o n it r o c ell ul o s e m e m b r a n e s ， S A A

r el a t e d p r o t ei n s w e r e d e t e ct e d b y i m m u n o bl o tt
－

ir l g m e th o d u si n g r a t a n ti
－ m u ri n e S A A I A A

m o n o cl o n al a n tib o d y ．

F i g ． 2 ． S A A 2 a n d A A d e p o si ti o n s i n th e C B A s pl e e n d u ri n g a z o c a s ei n i nj e c ti o n s － S pl e e n s w e r e

p r e p a r ed f r o m C B A m i c e s a c rifi c e d a f t e r r e c ei vi n g u p t o 90 d ail y i nj e cti o n s o f a z o c a s ei n ． T h e s e

s pl e e n s w e r e h o m o g e n i z e d a n d w a s h e d s e v e r al ti m e s w ith s al i n e ．
T h e p ell e t s w e r e d i s s o I v e d i n th e

s ali n e s u p pl e m e n t e d wi th l ％ S D S ． E a c h o f th e s e s p e ci m e n s w a s a n a l y z e d b y S D S
－ P A G E a n d

i m m u n o bl o tti n g m e th o d ． T h e h o m o g e n a t e a p pli e d i n l a n e l w a s p r e p a r e d f r o m th e s pl e e n o f a

n o r m al C B A m o u s e ． L a n e s 2 t o 8 w e r e th e h o m o g e n a t e s o f th e s pl e e n s o b t a in ed f r o m l t o 7 ti m e s

a z o c a s e in d ail y i nj e c t e d C B A mi c e ． L a n e s 9 ， 1 0 ， 11 a n d 1 2 w e r e th e s pl e e n h o m o g e n a t e s o f l O ， 1 5 ，

4 0 a n d 9 0 ti m e s in j e c te d C B A m i c e ， r e S p e C ti v el y ．
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2 に 示 す ．
ア ミ ロ イ ド

ー シ ス を誘 導し始め て か ら 5 日

ま で は， 抗 マ ウ ス S A A ノA A 抗体 M S A 4－2 6 と反 応す

る S A A 関連タ ン パ ク の 沈 着は 認め ら れ な か っ た ． 6

日目 か ら S A A 2 と 分子 量 が 9 ． 0 00 と 10
，
0 0 0 の M S A

4 －2 6 と 反応 する タ ン パ ク の 沈 着が 始ま っ た ．
これ ら の

タ ン パ ク の 量比 は， ア ゾカ ゼイ ン注射 を開始し てか ら

2 週 間 く らい
．

度 でほ ぼ 一 定 して い たが
，
2 過日以 後は

S A A 2 の 比 率が増力ロした． 分子量が 8 ，
00 0 の A A タ ン

パ ク は， ア ゾカ ゼイ ン を注射し て か ら 2 週 間まで は ほ

と ん ど認 め ら れ な か っ た ．
S A A 関連 タ ン パ ク の 総量

は
，
ア ゾカ ゼイ ン 注射に 伴い 増加 して い た．

III
．
C B A 牌腋 内で の S A A と A A タ ン パ ク の 沈着

の 組織化学的検索

S A A 2 と A A タ ン パ ク の 沈着部位 を決 め る た め

M S A 4 － 26 抗体 を用 い て 脾臓切 片 を染色 し た．
正 常と

ア ゾカ ゼイ ン を注射 して か ら 5 日目 まで の C B A マ ウ

ス の 脾臓組織切片は
，
M S A 4 －2 6 で は 染ま らな か っ た ．

しか し
，
ア ゾ カ ゼイ ン を注射 し始め て か ら 6 日目以 降

の 肺臓組織切片は M S A 4 － 2 6 で染色 され た．
こ の 結果

は， 図2 で示 した結果 と
一

致 して い た． 図 3 に ア ゾ カ

ゼイ ン を 6 回連日注射 し た C B A マ ウ ス お よ び対照 マ

ウ ス の 牌臓切 片 を M S A 4 － 2 6 抗 体 で 染色 し た 結果 を

示 す． S A A 関連タ ン パ ク は
， 白脾髄周辺帯 に あ る食細

胞の 細胞間質に 認 め られ ， 細胞膜表面 に 限局され て い

なか っ た ． 濾胞の 外側に は L a n gh a n s 巨細胞が あ っ た

が ．
M S A 4 －2 6 抗体 で染色され な か っ た ． 脾臓切片 を

C o n g o R ed で染色 す る と， 抗体で染色さ れ た部分 と 同

じ所 が染色さ れ
， 偏光顕微鏡下で 緑色 に 複屈折 を示 し

た．

N ． 血 L舶 用 で の 牌臓組織切 片 へ の S A A の 吸 着

玩 z最叩 で
，
正 常お よ び ア ゾカ ゼイ ン を 5 日間注射

し た C B A マ ウ ス の 牌臓切 片 に ， ア ゾカ ゼ イ ン を 注射

し て か ら 2 日後 の C B A マ ウ ス か ら 調製 し た S A A を

含む血清 を マ ウ ン ト した後， 4
0

C で 1 6 時間イ ン キ ュ

ベ ー 卜 し
，
S A A が 脾臓切片 に 吸 着す る か どう か を調

べ た ． イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン後， 組織切片 を p H 7 ． 4 の リ

ン酸緩衝液 で 洗 い
， 続 い て M S A 4－26 抗体 で 染色 し

た
． 図 4 に 示 す 様に

，
正 常お よ びア ゾカ ゼイ ン を 5 日

間注射 した C B A マ ウ ス の 脾臓切 片の 両方と も
， 濾胞

周辺 部の 細胞問質が M S A 4 － 26 抗体で 染色さ れた ．
こ

れは 図 3 に 示 した よ う に
，
S A A が 沈着 し始め る 部分

で あ る が
，
こ の 部分以 外に ， 正 常 マ ウ ス と ア ゾカ ゼイ

ン を 5 日 間注射 した マ ウ ス の 牌臓 の 濾胞周辺部に ある

マ ク ロ フ ァ ー ジ や リ ン パ 球 に S A A は 吸 着 し た く図

4 B
，
Dユ

．

V
． A A ． セ フ ァ ロ

ー ズ へ の S A A の 吸 着

A A タ ン パ ク を リ ガ ン ド と した A A 一セ フ ァ ロ
ー ズ

に
，
S A A が 吸 着す る か どう か を調 べ た ． A A ． セ フ ァ

ロ
ー ズに ア ゾカ ゼイ ン を注射 して か ら2 日後の 血清，

ま た は こ の 血 清か ら調製 し た高密度 リ ポ タ ン パ ク画

分 ， あ る い は 高密度リ ポ タ ン パ ク両分を脱リ ボ化 して

得 られ る S A A を含むタ ン パ ク 質画 分を加 えて か ら，

4
0

C で 16 時間捜拝 した． こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン後，

3 m l の カ ラ ム に そ れ ぞ れ の A A ． セ フ ァ ロ
ー

ズ ゲ ル を

詰 め， 0 ． 15 M N a Cl を含 む 1 0 m M リ ン 酸 緩衝頼

くp王i 7 ． 2つで ゲ ル を十分に 洗 い
， 続 い て 6 M 尿 素 を含む

Fi g ． 3 － T h e d e p o siti o n s o f S A A 2 a n d A A p r o t ei n s ．

E a ch s pl e e n w a s fi x e d wi th a l O ％ f o r m al in

S Olt lti o n ． S e cti o n e d s pl e e n s w e r e st ai n e d b y
i m m u n o s t ai n l n g u Si n g M S A 小26 ． S pl e e n s w e r e

p r e p a r e d f r o m n o r m al くAl ， a n d a z o c a s e i n 6 ti m e s
d ail y i nj e c t e d くBJ C B A m i c e ． T h e s q u a r e d a r e a

i n B w a s e n l a r g e d くq ． T h e d a rk s p o t s a r o u n d

S e C O n d a r y f o lli cl e s i n B sh o w th e d e p o siti o n of

S A A r el a t ed p r o t ei n s ．



2 1 4 城

0 ．1 M リ ン 酸緩衝液 くp H 7 ． 0うで A A － セ フ ァ ロ
ー

ズ に

吸着 した S A A を溶出し た． 溶 出 した S A A は， S D S －

P A G E と W e s te r n b l o tti n g に よ り 分 子 量 を 測定 し

た ． 図5 に 示 す様 に ， S A A を含む 血 清ま た は高密度 リ

ポタ ン パ ク画分 を A A － セ フ ァ ロ ー ズ に 加 え た場合 は，

S A A l と S A A 2 とが A A － セ フ ァ ロ
ー

ズ に 吸 着 した が，

高密 度 リ ポ タ ン パ ク 画分 を 脱 リ ボ 化 し た 場合 は，

S A A l の み が A A ， セ フ ァ ロ
ー

ズ に 吸 着 し て S A A 2 の

吸 着は ほと ん ど認め られ な か っ た ．

刊 ． 牌腋 細胞画分 へ の S A A の 吸 着とょ乃 Uf f r o で の

S A A の 分 解

図 4 で S A A が マ ウス 脾臓 の 組織切片 に 正己 肌法化 で

吸 着す る こ と を示 した が， 吸 着 し た S A A の 分子 量を

調 べ る た め， 組織切片の代わ り に 牌細胞画分 を用 い て

同様の実験を行 っ た．
正 常ま た は ア ゾカ ゼイ ン を 5 回

注射 した C B A マ ウ ス の 脾臓 か ら 調製 した 細胞画分

に
， ア ゾカゼイ ン を注射 して か ら 2 日後 の C B A マ ウ

ス の 血清 を加え超音波処理 した後， 4
0

C で 5 時間イ ン

キ ュ ベ
ー

ト した ．
こ の 懸濁液を遠心 して 上満 と沈澱 と

に 分 けて， S D S －P A G E と W e st e rn b l o tti n g に よ りそ

尾

れ ぞれ の 画分 に 含 まれ る S A A を調 べ た ． その 結果
，

S A A l と S A A 2 の 両 方が 正 常 お よ び ア ゾ カ ゼイ ン を

5 回 注 射 し た マ ウ ス の 肺細胞画分 に 吸 着 し た く図6 ，

1 a n e い ． し か しな が ら， ア ゾ カ ゼイ ン を注射 し た マ ウ

ス の 脾細胞画分 に は， S A A の 部 分 分解産 物 も 多く 吸

着し， 正 常 マ ウ ス での S A A 吸 着と は異 な っ て い た ．

次 に i n ui tr o で の S A A の 分解 を調 べ た ．
S A A の 吸

着を調 べ る た め に 用 い た血 清 と脾細胞画分 と の 混合物

と を， 3 7
0

C で 2 日 お よ び 4 日間イ ン キ エ ペ ー トし
， 脾

細胞画分に 吸 着 し て 残 る S A A 関連 タ ン パ ク を S D SL

P A G E と W e s t e r n b l o tti n g と に よ り 調 べ た ． 図6 ，

l a n e 2
，
3 に 示 す様 に ， 脾細胞画分に 吸 着 した S A A 関

連 タ ン パ クは ， タ ン パ ク 分解酵素 に よ っ て 分解さ れ た．

正 常 マ ウ ス と ア ゾ カゼ イ ン を 5 回注射 した マ ウ ス とで

S A A 2 の 代謝 に 関 して大き く 異な り， 正常 マ ウ ス で は

速か に 分解さ れ た の に 対 し， ア ゾ カ ゼイ ン を注射し た

マ ウス で は S A A 2 の分解速度は低下 した．
し か し

， 細

胞画分 を加 えず血清だ け を 37
0

C で イ ン キ エ ペ
ー

t
l

し

た場合 に は ， S A A l と S A A 2 は 同 じ速度 で 分解 さ れ

た
．

Fi g ． 4 ． T h e a b s o r p ti o n o f S A A t o th e s e c ti o n ed s pl e e n s ． T h e s pl e e n s f r o m n o r m al a n d 5 ti m e s

a z o c a s ei n i nj e ct e d C B A m i c e w e r e fi x e d wi th a l O ％ f o r m ali n s ol u ti o n a n d s e c ti o n e d ． T h e

S e C ti o n e d s pl e e n s o n slid e gl a s s e s w e r e i n c u b a t e d w it h th e s e r u m p r e p a r e d f r o m C B A m i c e 2 d a y s

a ft e r th e a z o c a s ei n i n j e c ti o n s f o r 1 6 h o u r s a t 4
0

C ． A f t e r th e i n c u b a ti o n ， S pl e e n s e c ti o n s w e r e

St a i n e d b y i m m u n o st ai ni n g ． I n n o r m alくBl a n d a z o c a s ei n 5 ti m e s i nj e c t e d くDI C B A s pl e e n s e c ti o n s ，

th e d e p o sit s of S A A w e r e d e t e r m i n e d a s b l a c k s p o t s ． くAJ a n dくCI w e r e c o n t r o I s f o rくBl a n d くDl

r e s p e cti v el y ， u Si n g n o r m al r a b b it s e ru m i n s t e a d o f th e a c u t e m u ri n e s e ru m ．
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考 察

これ ま で i n i油 加 に お い て
，
S A A は種 々 の s e ri n e

P r O t e a S e
l l ト 1 4 1

，
単球細胞表面上 の el a s t a s e l や 肝臓内

の K u p ff e r 細胞
1 5，に よ っ て 完全 あ る い は 部分的 に 分

解さ れ る こと が報告 され て き た． ま た
，
S A A が 部分分

解さ れ て でき た A A タ ン パ クが 線椎 を形 成 し
，
ア ミ ロ

イ ドと し て種々 の 臓器 に 沈着す る も の と考 えら れて き

た． そ し て
，
A A タ ン パ ク の 分子 量 と S A A の c D N A

配列と の 比 較か ら
，
ヒ トで は 76 軋 マ ウ ス で は 75 番

ア ミ ノ酸の カ ル ポ キ シ ル 末端部分 で S A A が 切断 して

い る と考 えら れ て い る1 6 い－
． しか し， S A A が肝実質細

胞か ら分泌され て脾臓 な どに 沈着す る ま で の 機序は明

ら か に な っ て い なし 1 ．－一一
一 方， ヒ トの 続発性 ア ミ ロ イ ド ー

シ ス で は
，
患者の 脾臓中に 分 子量が 8

，
00 0 よ りも大き

い タ ン パ クが 含ま れ て い る1 引 こ とが 分 っ て い る の で
，

まず マ ウス の 脾臓内に 誘導し た ア ミ ロ イ ド に 含まれ る

S A A 関連 タ ン パ ク の 分 子 量 を測定 した
．

マ ウ ス の

S A A l
， S A A 2 それ と A A タ ン パ ク と に 反応 する モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗体 M S A 4 －2 6 を用 い た W e s t e r n b l o tt ．

i n g よ り， 炎症 時に マ ウ ス の 脾臓 に 沈着す る ア ミ ロ イ

ドに は
，
こ れ ま でに 報告され て き た分子量 が 8

，
00 0 の

F i g ． 5 ． A b s o r p ti o n o f S A A t o A A － S e p h a r o s e g el ．

O n e m l o f S A A c o n ta i n i n g s ol u ti o n w a s

i n c u b a t e d wi th O ．3 g of A A －S e p h a r o s e g el f o r 1 6
h o u r s a t 4

0

C ． A ft e r i n c u b a ti o n ， A A－S e p h a r o s e
g el w a s p a c k e d i n a c o l u m n a n d w a s h e d w ith

S a li n e th o r o u gh l y ． A b s o rb ed S A A o n th e g el
W a S el u t e d wi th 6 M u r e a1 0 ．1 M T ri s － H C lくp H 7 ．01 ．
T w e n t y

－fi v e JLl o f th e el u a te く1 a n e l t o 4I a n d 5 JLl
O f th e c o l u m n p a s si n g s ol u ti o n く1 a n e s 5 t o 8I w e r e
a n a l y z e d b y S D S

－ P A G E a n d W e s t e n bl o tti n g ．
H i gh d e n sit y li p o p r o tei n f r a c ti o n く1 a n e s l a n d 51 ，
a c u t e p h a s e C B A s e r u m く1 a n e s 2 a n d 6J a n d
d eli pid a t e d h i gh d e n sit y lip o p r o t ei n f r a c ti o n

口a n e s 3 a n d 71 w e r e u s ed a s th e S A A c o n t ai ni n g
S O l u ti o n ． S ali n e く1 a n e s 4 a n d 8I w a s u s e d a s a
C O n t r Ol ．

2 1 5

A A タ ン パ ク
1 9，2 0，
ば か り で なく ， A A タ ン パ ク の 前駆

体 で あ る S A A 2 と S A A の 部 分 分解産物 で あ る 分子

量が 9 ， 0 0 0 と 軋 00 0 の タ ン パ ク も含ま れ て い る こ と

が 明 ら か に な っ た ． 分 子量 が 8 ，
0 00 の A A タ ン パ ク は

S A A 2 に 由来す る こ と が H o ff m a n ら 3，に よ り報 告さ

れ て い るが ， 分子 量9
，
0 00 と 1 0

，
0 0 0 の S A A 部分分解

産物に つ し 1 て は， 今回初め て沈 着する こと が 分 っ た の

で
，
こ れ ら の タ ン パ クの 前駆体に 関す る報告は未だ な

く
，
S A A l に 由来す るの か S A A 2 に 由来す るの か は 明

ら か で な い
．
こ れ らの S A A 関連タ ン パ ク の マ ウ ス 脾

臓内で の 沈着 を経時的 に 調べ た と こ ろ
， 図2 に 示 し た

様 に ア ミ ロ イ ド ー

シ ス 誘導の 初期段階で は， A A タ ン

パ ク の 沈着 はほ と ん ど認めら れ なか っ た の に 対し て，

ア ミ ロ イ ド
ー

シ ス 誘導の あと の 段階で は， 脾臓 内に 沈

着 した ア ミ ロ イ ド線維 の 中に 高い比 率で含ま れ てい る

こ と が分 っ た
． また ， ア ゾカ ゼイ ンの 注射 を開始 して

か ら 6 日目 に
，
S A A 2 と 分子 量 が 9

．
0 0 0 と 1 0

，0 00 の

S A A 部分分 解産物が沈着 し始め る こ と が分 っ た
．
こ

の 時期の 肺臓組織切片 は C o n g o R ed で染ま り
，
偏光

顕微鏡下 で 緑色偏光 を示 し た こ と か ら
，
A A タ ン パ ク

が なく て も S A A 2 お よ びS A A 部分分解魔物 は， ア ミ

ロ イ ド線維 を形成す る こ とが で きる と考えら れ る． 牌

臓以 外の 組織， 例 えば肝臓や腎臓で は
，
ア ミ ロ イ ド沈

着の 開始時期が遅れ た けれ ども
， 脾臓と同様 に S A A 2

と S A A 部分分解産物の 沈着が
，
ア ミロ イ ド沈着初期

か ら認め ら れ た．

図4 に 示 し た脾臓組織切片 へ の g 乃 リオ如 で の S A A

の 吸着は濾胞周辺帯 に 認め られ たが
，
こ れ は図 3 に 示

し た g 乃 び加 で の ア ミ ロ イ ド沈着部位と は ぼ同 じ場所

で あ っ た
．
こ の 結果 か ら， S A A が結合す る なん ら かの

物質が正 常 マ ウス と ア ゾカ ゼイ ン を5 回注射 した マ ウ

ス の 牌臓の 濾胞周辺帯に あ る の で は ない かと 考え られ

る ． そ して S A A の 吸 着の 量 は正 常 マ ウ ス よ りも ア ゾ

カ ゼイ ン を注射 した マ ウス の 方が 多か っ た こ とか ら ，

炎症 を起 こ す と S A A 結合物質の 量が増加す る の で は

な い か と 考え られ る． さ ら に 玩 王府 和 で の S A A 吸着

実験 で は ， 細胞間質ばか り で な く
， 濾胞周辺帯の マ ク

ロ フ ァ ー ジお よ び リ ン パ 球 に S A A が吸 着 した の で
，

S A A 結合物質が これ らの 細胞 か ら産 生され て い る可

能性も あ る． 組織切 片の 代わ り に超音波処理 を し た脾

細胞画 分 を 用 い て S D S － P A G E と W e s te rn b l o tti n g

に よ り吸 着 した S A A 関連タ ン パ ク の 分子 量 を調 べ た

と こ ろ く図6 l
，
S A A l と S A A 2 が 正常 マ ウス と ア ゾ

カ ゼイ ン 注射 マ ウス の 脾臓 に 吸 着して い る こ とが 分 っ

た ． さ ら に
，
ア ゾカ ゼイ ン注射 マ ウ ス で はS A A 部分分

解産物も相当量吸着 して い たの で
，
S A A 吸着物質 は

正 常 マ ウ ス と ア ゾカ ゼイン 注射 マ ウス では 質的に も異
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な ると 考え られ た．
し げ れの 場合 で も， 生細胞が な く

て も牌臓 の 濾胞周辺帯に S A A は 吸着 し た． これ より
，

マ ウ ス で の アミ ロ イ ド沈着の 初期 に は， S A A が マ ク

ロ フ ァ ー ジに 貪食， 分解さ れ て ア ミ ロ イ ド線維 を形 成

す る の で はな く
， 細胞外で 形成 され た ア ミ ロ イ ド線維

が マ ク ロ フ ァ
ー ジに 貪食さ れ るの では な い か と考え ら

れ る．

A A － セ フ ァ ロ
ー

ズ へ の S A A の 吸着実験 か ら， 一

旦

A A タ ン パ クが 線維 を形成 し て しま え ば
，
S A A 結合物

質 がな く て も S A A はア ミ ロ イ ド線推 に 結合す る こ と

が示 唆され た．
A A － セ フ ァ ロ

ー

ズ に 血 清あ る い は 高密

度 リポ タ ン パ ク 画分 を加 えて イ ン キ ュ ベ ー

卜す ると
，

S A A l と S A A 2 と が結合し たの に 対 し て， 高密度 リポ

タ ン パ ク画分か ら脂質を除く と， S A A 2 の 結合が み ら

れ ずS A A l の み が 結合した ．
す な わ ち， S A A 2 の A A

タ ン パ ク へ の結合に は脂質が関与 して い るの で は な い

尾

か と考え ら れる ．
こ の S A A の A A タ ン パ ク へ の 結合

は
， ア ミ ロ イ ド

ー シ ス が進行 し てか らの S A A の 沈 着

に 重 要で あ ると 考え られ る が
，
こ の 結果 だ けか ら はオ乃

正和 で の S A A 2 の 特異 的な 沈着 を説明 す る こ と が で

き ず， 脂質 を含 む S A A l と S A A 2 が A A タ ン パ ク に

結合 し た後 に ， S A A 2 の 特異的な 沈着が起 こ る の で は

な い か と考 えら れ る
．

図6 に 示 した脾臓細胞画分共存下 で の S A A の 分 解

を 調 べ る 実験 で は， 以 下 の よ う に 脾細胞 画 分 へ の

S A A 2 の 特異的な 吸 着 を 玩 1励 ね で 初 め て 再現 す る

こ とが で き た
．
正 常あ る い は ア ゾカゼ イ ン を5 回注射

し た C B A マ ウス の 牌腰細胞画分 に ， ア ゾカ ゼ イ ン を

注射 し て か ら 2 日後 の 血 清 を加 え て か ら超音波処理

し， 3 7
0

C で 2 日 な い し 4 日間イ ン キ エ ペ ー

卜す る と
，

正 常 マ ウ ス で は S A A 2 が速 か に 分解 さ れ た の に 対 し

て ア ゾ カ ゼ イ ン を注射 し た マ ウ ス で は 分解速度が遅

Fi g ． 6 ． A b s o r pti o n a n d d e g r a d a ti o n o f S A A l a n d 2 i n th e m i x t u r e of th e s o ni c a t e d C B A s pl e e n c ell s
a n d th e a c u t e ph a s e C B A s e r u m － S pl e e n c ell s w e r e p r e p a r e d f r o m th e C B A mi c e wi th d a il y
i nj e cti o n s o f a z o c a s e in f o r 5 d a y s くAl a n d f r o m n o r m al mi c e くBl ． T h e s e c ell s w e r e s 。n i c a t e d a n d
in c u b a t e d w i th th e s e r u m p r e p a r e d f r o m C B A m i c e 2 d a y s a f t e r th e a z o c a s ei n i nj e c ti o n s f o r 5 h o u r s
at 4

Q

C く1 a n e s l ， 4J t o e x a mi n e th e a b s o r pti o n o f S A A t o c ell p ell et s ， a n d th e n i n c u b a t ed f o r 2 く1 a n e s
2
，
5ンo r 4 d a Y S O a n e s 3 ， 61 a t 3 7

0

C t o e x a m i n e th e d e g r a d a ti o n of S A A ． A t th e e n d o f th e i n c u b a ti o n
，

th e s e c ell mi x t u r e s w e r e c e n t rif u g e d a n d s e p a r a t e d t o p r e ci pit a t e s a n d s u p e r n a t a n t s ． S A A r el a t e d

p r o t ei n s i n p r e ci pit a t e s くI a n e s l ， 2 ， 31 a n d s u p e r n a t a n t s く1 a n e s 4 ， 5 ， 6J w e r e d e t e c t e d b y S D S － P A G E
a n d i m m u n o bl o tti n g m e th o d ．
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く ， 脾柵胞成分 に 吸 着 して い る こ と が分 っ た ． 血 清に

含ま れ る タ ン パ ク 分解酵素 は， 非特異的 に S A A l と

S A A 2 を分解 した． S A A l の 分解速度 は， ア ゾカ ゼイ

ン の 注射 の 有無に 関わ ら ず同 じで あ っ た こ とよ り， ア

ゾ カ ゼ イ ン 注射 マ ウ ス で は S A A 2 の 分解 が 特異的 に

阻 害され て い る と考 えられ た． 先に
，
濾胞周辺帯 に あ

る S A A の 結合物質が ， 正 常 マ ウ ス と ア ゾ カ ゼイ ン 注

射マ ウ ス で は性質が異 なる こと を述 べ たが
，
ア ゾ カゼ

イ ン 注射 に よ り誘導 さ れ た S A A 結 合物質 に S A A 2

が結合 して
，
タ ン パ ク分解酵素に よ る分解が阻害さ れ

た可 敵性が最も強 い ． しか し
，
こ の 結果だ け で は

， 図

1 に 示 した 血 清中か ら の S A A 2 の 特 異的 な消失 を十

分 に 説明 す る こ と が で き ず， わ7 め 0 で の 脾臓 へ の

S A A 2 の 特異的な沈着 を直接証明 で き な い が， こ の 実

験で 示 した S A A 2 の 分解の 特異的な阻害と
， 脾臓 へ の

S A A と その 部分分解産物 の 結合 は， ア ミ ロ イ ド線維

形成の 初期段階で重 要な 役割 を果し て い るも の と考 え

られ る．

結 論

1 ． C B A マ ウ ス に ア ゾカ ゼイ ン を注射 す ると
，
血 清

中 の S A A 濃 度 は 2 日 後 に 最大 と な る が， そ の 後

S A A 2 の み が徐々 に 減少し， ア ゾカ ゼイ ン 注射を始 め

て か ら 4 0 日後 の 血 清中で は
，
S A A 2 は検 出さ れ な く

な っ た ．

2 ■ ア ゾ カ ゼイ ン 注射 マ ウ ス で は， 血 清中の S A A 2

濃度の 減少 に伴 い ， 脾臓中で の S A A 2 お よ び S A A の

部分分解産物の 沈着量が増加 した． S A A 2 の 沈着は ア

ゾカ ゼイ ン 注射 を始め て か ら6 日目に 始ま り， こ の 時

点で は 分 子 量 が 8
，
0 0 0 の A A タ ン パ ク は 脾臓内 に 沈

着して い な か っ た ． A A タ ン パ ク が 肺臓内で 沈着を始

める の は 更に ア ミ ロ イ ド ー シ ス が 進行 し てか ら で ， ア

ゾカ ゼ イ ン注射 を始 め てか ら 2 週間以 降 で あ っ た ．
こ

の こ と か ら
， 炎症初期に 脾臓 に 沈着 し た S A A 2 と分子

量 が 9 ， 0 0 0 と 軋 000 の S A A 部分分解産物が ， 炎症の

慢性化 と 共 に 分 子 量 が 8
，
0 0 0 の A A タ ン パ ク ヘ と

徐々 に 分 解さ れ ると い う機序で ア ミ ロ イ ドの 沈着が起

こ っ て い る こ とが 示 唆 され た．

3 ． S A A 2 が 沈着 し始め る ア ゾカ ゼ イ ン 注射 か ら

6 日目の C B A マ ウ ス の 肺臓 の 免疫組織化学的検索 か

ら
，
S A A 2 は濾胞 周辺 帯の 主 に細胞間質 に 沈着し て い

る こ と が 分 っ た ．
こ れ ま で に マ ク ロ フ ァ

ー

ジが S A A

を貪食 し
， 細胞内で S A A が 部分分 解さ れ， 生 じ た A A

タ ン パ クが 線維 を形 成 し細胞外 へ 放出さ れ る と い う 可

能性 が論 じら れ て き た が
，
S A A が 分解 され な く て も

アミ ロ イ ドと し て沈着す ると い う 結果よ り， 少な く と

も マ ウ ス で は こ の 考え方 は否定的 で
，
細胞間質 に 沈着，

線維を形 成 した ア ミ ロ イ ドタ ン パ ク を マ ク ロ フ ァ ー

ジ

が 貪食す る も の と 考えら れ た．

4 － マ ウ ス の 脾臓切 片の 濾胞周辺帯に S A A が特異

的に 吸 着し た．
こ の 吸着部位 は わ川 加 で の S A A 2 の

沈着部位 と ほぼ 一 致 した
．
その 結果， 脾臓 の 濾胞周辺

帯 に は S A A と結 合す る 物質が ある こ と が 示 唆 さ れ

た．

5 ． セ フ ァ ロ
ー

ズ ゲ ル に A A タ ン パ ク を共有結合

さ せ て作製 した A A － セ フ ァ ロ ー ズ に S A A が 吸 着す る

こ と が 分 っ た ． S A A 画分 か ら 脂質を徐 く と， A A ， セ

フ ァ ロ
ー

ズ ヘ の 結合性が低下 し たの で
， S A A の A A ．

セ フ ァ ロ ー ズ へ の 結合に は脂質が 必要で ある と考 えら

れ た
．
ま た S A A が A A －セ フ ァ ロ ー ズ へ 結合す る こ と

は
， 生体内 で 一

旦 アミ ロ イ ド線維が作られ る と， アミ

ロ イ ド線維に そ の 構成成分 で ある S A A が 特異的に 吸

着す る こ と を 示唆 して い る．

6 ． ア ゾカ ゼイ ン を 5 回注射 した マ ウ ス の 脾臓か ら

調製 し た 細胞画分 の 共存下 で
，
S A A を含 む血 清 を

37
O

C で イ ン キ エ ペ
ー

卜 する と， S A A 2 が細胞画分に 吸

着 して そ の 分解が 阻害 さ れ
，
ブ乃 乙J 加 で の 牌臓内の

S A A 2 の 特異的 な沈着 を 玩 1由 れ で 再現 す る こ とが

で き た
．
この S A A 2 分 解の 特異的な阻害は

，
炎症 時に

肺臓内の 濾胞周辺帯 に 誘導さ れ る S A A 結合物質 が関

与 して い る可能性が強く， ア ミ ロ イ ド ー

シ ス の 初期段

階 で の 濾胞周辺帯 の 細胞間質 へ の S A A 2 の 沈着 に こ

の S A A 結合物質が大き く関与し て い る 可能性が 示 唆

さ れ た
．
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Z u c k e r － F r a n k li n

，

D ．
， R i m o n ． A ． 也 F r a n kli n

，
E ． C ． こ T h e c h a r a c t e r －

i z a ti o n of s ol u bl e a m yl o id p r e p a r e d i n w a t e r ． J ．

Cli n ． I n v e s t ．
，
4 7

，
9 2 4 r9 3 3 く19 6 8I ．

7 I E ri k s e n ， N ．
，
E ri c s s o n

，
I ．． H ．

，
P e a r s al 1

，
N ．

，

L a g 11 n O f f ， D ． 盈 B e n dit t， E ． P ． ニ M o u s e a m yl oi d

p r o t ei n A A こ H o m o l o g y wi th n o n
－i m m u n o gl o b uli n

p r o t ei n of h u m a n a n d m o n k e y a m yl oid s u b st a n c e －

P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U ．S ． A ．
，
7 3

，
9 6 4 － 9 67 く19 7 6J ．

8 I K e n n e tt ， R ． ニ C ell f u si o n ． M e th o d s i n E n z y m o ．

l o g y ， 5 8 ， 3 4 5
－ 3 5 9 く19 7 9ン．

9 I H o f f m a n ， J ． S ．鹿 B e n dit t
，
E ． P ． 二 C h a n g e s i n

hi gh d e n sit y li p o p r o t ei n c o n t e n t f o ll o w i n g e n d o
－

t o x i n a d m i n i st r a ti o n i n th e m o u s e こ F o r m a ti o n o f

S e r u m a m yl o id p r o t ei n ri c h s u b f r a c ti o n s ． J － B i ol ．

C h e m ．
，
2 5 7

，
1 0 5 1 0 －1 0 51 7 く19 8 21 ．

1 01 E ri c k s o n ， P ． F ．
，
M i n i e r

，
L ． M ． 及 L a sh e r

，
R ．

S ． 二 T h e u s e o f T w e e n 2 0 a s a bl o c k i n g a g e n t i n th e

i m m u n o l o g l C a l d e t e c ti o n o f p r o t ei n s t r a n sf e r r e d t o

n it r o c e11 u l o s e m e m b r a n e s ． J ． I m m u n ol ． M e th o d s ， 5 5 ，

2 9 7 － 3 07 く1 98 2ン．

1 11 S k o g e n ， B ． 鹿 N a t vi g ， J ． B ． こ D e g r a d a ti o n o f

a m yl oi d p r o t ei n s b y diff e r e n t s e ri n e p r o t e a s e s ．

S c a n d ． J ． I m m u n ol ． ， 14 ， 3 8 9 －3 9 6 く19 811 ．

1 2I T e p p o i A ． M ． 及 M a u r y ， C ． P ． J ． こ D o s e ri n e

尾

p r o t e a s e s d e g r a d e a m yl oi d A fi b ril s7 S c a n d ． J ．

I m m u n ol ．
，
1 8

，
3 6 3 ． 3 6 6 く19 8 31 ．

1 3I H o f f m a n ， J ． S ． 及 B e n d i tt ， E ． P ． ニ P l a s m a

cl e a r a n c e k i n e ti c s o f th e a m yl o id
－

r el a t e d hi g h

d e n si t y li p o p r o t ei n a p o p r o t ei n ， i n th e m o u s e ．

E v i d e n c e f o r r a pi d a p o S A A cl e a r a n c e ， J ． C li n ．

I n v e s t ． ， 7 1 ， 9 2 6 ．9 3 4 く19 8 31 ．

1車 1 ぬu s s e r m a n ， L ． L ． 及 H e r b e r t ， P ． N ． 二

D e g r a d a ti o n o f s e r u m a m yl oi d A a n d a p olip o
．

p r o t ei n s b y s e r u m p r o t e a s e s ． B i o c h e m i st r y ， 2 3 ， 2 2 4 1
．

2 2 4 5 く19 8 41 ．

1 51 F u k s ， A ． 鹿 Z u c k e r － F r a n k li n ， D ． こ I m p ai r e d

K u pff e r c ell f u n c ti o n p r e c e d e s d e v el o p m e n t of

s e c o n d a r y a m yl oi d o si s ． J ． E x p ． M e d ． ，
1 6 1

，
10 13 ． 10 2 8

く19 8 51 ．

16ナ Y a m a m o t o ， K ． 鹿 M i gi t a ， S ． こ C o m pl e t e

p r l m a r y St r u C t u r e S O f t w o m aj o r m u ri n e s e r u m

a m yl o id A p r o t e i n s d e d u c e d f r o m c D N A s e q u e n c e s ■

P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U ．S ． A ．
，
8 2

，
2 91 5 ．2 9 1 9 く19 8 51 ．

1 7I S l e t t e n ， E ． 及 H u s b y ， G ． 二 T h e c o rn pl e t e

a m i n o a cid s e q u e n c e o f n o n
－i m m u n o gl o b u li n

a m yl oi d fib ril p r o t ei n A S i n rh e u m a t o id a r th riti s －

E u r ． J ． B i o c h e m ， 4 1 ， 1 1 7 － 1 2 5 く19 7 4l ．

1即 M 如 n e r ， K ．

，
S l e tt e n

，
K ．

，
H u s b y ， G 一 皮

N a t v i g ， J ． B ． こ A n u n u s u a 11 y l a r g e く83 a m i n o a ci d

r e sid u e sl a m yl o id fib ril p r o t ei n A A f r o m a p ati e n t

wi th W al d e n st r o m
，

s m a c r o gl o b uli n a e m i a a n d

a m yl oid o si s ． S c a n d ． J ． I m m u n o l ．， 1 1 ， 5 4 9
－ 5 5 4 く19 8 01 ．

1 9J E i n ， D ．
，
K i m u r a

，
S ．
及 G l e n n e r

，
G － G ． こ A n

a m yl oi d fib ril p r o t ei n o f u n kn o w n o ri g l n ニ P a rti al

a m i n o a cid s e q u e n c e a n a l y si s ． B i o ch e m ． B i o p h y s ．

R e s ． C o m m u n ．
，
4 6

，
4 9 8 －5 0 0 く19 72l ．

201 Le vi n M ．
，
F r a n k li n

，
E ． C ．

，
F r a n gi o n e ， B ．

P r a s ， M ． 二 T h e a m i n o a c id s e q u e n c e o f a m aj o r

n o n －i m m u n o gl o b uli n c o m p o n e n t o f s o m e a m yl o id

fib ril s ． J ． Cli n ．
I n v e st ． ， 5 1 ， 27 7 3

－2 7 7 6 く19 721 ．
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S p e cific D e p o siti o n of S e ru m A m yl oid A P r o t ei n 2 in t h e M o u s e M a s a h i r o S h i r o o
，

D e p a r t m e n t o f M ol e c u l a r I m m u n o l o g y ， C a n c e r R e s e a r c h l n stit u t e ， S c h o o l o f M e d i ci n e ， K a n a z a w a

U n i v e r si ty ， K a n a z a w a 9 2 0 －J ． J u z e n M e d ． S o c ．
，
9 6

，
2 1 0 － 2 1 9 t 1 9 8 7I

K e y w o r d s ニ e X P e ri m e n t al a m yl o id o si s ， m u ri n e s p l e e n ， W e s t e r n b l o ttl n g ， i m m u n o h is to
－

C h e m i st ry

A b s t r a c t

T o d e t e r m i n e th e si z e s o f th e s e r u m a m y l o i d A p r o te i n くS A A l d e g r a d a te d p r o t ei n s c o n t ai n e d

i n a m y l o i d d e p o sit e d ti s s u e s ， S e C O n d a ry a m y l o i d o si s w a s i n d u c e d i n C B A m i c e w ith a z o c a s e i n ．

T h e h o m o g e n a t e s o f a m y l oi d d e p o si t e d s p l e e n s w e r e a n al y z e d b y S D S
－ P A G E a n d th e i m m u n o －

b l o tti n g m e th o d u s i n g r a t a n ti
－

m u ri n e S A A ノa m y l o i d A くA Al m o n o cl o n a l a n ti b o d y ， M S A 4 － 2 6 ．

I n r e s u lt
，
a m y l oi d d e p o si t e d ti ss u e s c o n t a i n e d S A A 2 a n d S A A i n t e r m e di a t es w i th m ol e c u l a r

W ei g h t s o f 8 ，0 0 0 ， 9 ，0 0 0 a n d l O ，0 0 0 ． I t w a s fb u n d th a t th e p r e c u r s o r o f A A p r o te i n ， S A A 2 it s el f

d e p o si te d i n ti s s u e s ． C o n si d e ri n g th i s r e s u l t ， it i s th o u gh t th a t s o m e S A A 2 a r e d e g r a d e d a ft e r

ti s s u e d e p o si ti o n ． U si n g fi x e d s e c ti o n s o f s p l e e n s a n d t h e s e r a o f a c u te p h a s e C B A m i c e ， i t w a s

P r O V e d i n v i tr o th a t S A A b i n d t o t h e i n te r c ell u l a r s p a c e i n th e m a r g l n al z o n e o f s e c o n d a r y f b lli cl e s ．

T h i s r e s u lt c o r r e sp o n d s t o th a t o f i n v i v o a m y l oi d o g e n e si s ． S A A b i n d i n g t o th e i n n a m e d m u ri n e

S P l e e n w a s m o r e e x t e n si v e t h a n t o th e n o r m al m u ri n e s p l e e n － T h e a b s o r p t1 0 n O f S A A t o A A

b i n d i n g S e p h a r o s e s u g g e s te d t h a t S A A c o u l d b i n d t o a m y l oi d p r o t ei n s aft e r th e a m y l oi d f b r m a ti o n

i n v i v o ． M o r e o v e r
，
a d el a y o f th e d e g r a d a ti o n r a t e o f S A A 2 w a s sh o w n u sl n g S O n i c a t e d s p l e e n

C ell s a n d a c u t e p h a s e m u ri n e s e r a i n v it r o ． T h e r e a s o n w h y o n l y S A A 2 d e p o si ts i n t h e i n fl a m e d

m u ri n e s p l e e n w a s p a r ti a11 y e x p l a i n e d i n th i s e x p e r i m e n t ．


