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Contribution of Sulfated Glycosaminoglycans to the Pathology of Amyloidosis
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Intracellular or extracellular deposition of highly ordered fibrillar aggregates is a characteristic of protein misfolding diseases. Proteins can aggregate alone in vitro; however, deposits of fibrillar aggregates in vivo contain a number of proteinaceous and non-protein components in addition to the major protein that forms the aggregates. These components are thought to play critical roles in the pathology of protein misfolding diseases. Among these components, glycosaminoglycans (GAGs), which are heteropolysaccharides that occur in all mammalian tissues, are modified by sulfation that determines specific interactions between GAGs and their protein ligands. This review summarizes our current understanding of how sulfated GAGs contribute to the pathology of protein misfolding diseases, with a particular focus on amyloidosis.

A. Introduction

Proteins usually exist in properly folded native states that are biologically active. A single polypeptide can adopt an astronomical number of possible conformations, and the driving force for protein folding is the search for a conformation with lower free energy than the current conformation (1). When a protein fails to maintain its native conformation or when the folding process is prone to error, the protein begins to aggregate. Protein aggregation is a common feature of all proteins, and protein aggregates are even more stable than are proteins in the native state (2). Therefore, protein misfolding and protein aggregation cause a broad range of diseases called protein misfolding diseases or protein conformational diseases (3), in which insoluble protein aggregates deposit in or around organs such as the liver, spleen, and brain (4-6). More than 50 human diseases have been reportedly associated with deposition of protein aggregates (7). Protein misfolding diseases are largely grouped into the following categories: first, conditions with neurodegenerative features in which protein aggregation occurs in the brain [e.g., polyglutamine expansion diseases including Huntington's disease and spinocerebellar ataxias; diseases with α-synuclein inclusions such as Parkinson's disease; prion diseases; and Alzheimer's disease (AD) with amyloid β (Aβ) deposits and tau tangles] (7, 8). The second category comprises systemic or localized amyloidoses in which intractable thread-like amyloid fibrils deposit in a single tissue or organ or multiple tissues and organs. Such protein aggregates include those of light chains of immunoglobulins in AL amyloidosis; serum amyloid protein A (SAA) in AA amyloidosis; β2-microglobulin in dialysis-related 48 amyloidosis; apolipoproteins A-I, A-II, A-IV, C-II, and C-III in 49 systemic amyloidoses; transthyretin (TTR) in ATTR 50 amyloidosis; and islet amyloid polypeptide in type 2 diabetes (7). 51 In addition, tumor protein p53 (TP53, best known as p53), which 52 is mutated in more than 50% of human cancer cases, misfolds and 53 forms p53 aggregates in human cancer tissues and in vitro (9). 54 p53 aggregates have certain characteristics of amyloid such as a 55 cross-β structure and binding affinity for amyloidophilic dyes 56 (10). p53 is now listed in Amyloid Nomenclature 2020 as an 57 amyloid fibril protein (11). 58 B. Amyloidosis 59 The term "amyloid" was first introduced by Virchow in 60 1854 (12). Because he believed that the white waxy deposits in 61 organs in chronic inflammatory diseases were carbohydrates, he 62 named the deposits "amyloid," derived from the Latin amylum 63 and Greek amylon, which mean starch. Today, the deposits are 64 known to be proteinaceous, as Friedrich and Kekule (13) showed. 65 Although amyloidogenic proteins do not share any sequences, 66 nor are they structurally homologous, different types of amyloid 67 do share certain characteristics in common, including a cross-β 68 structure and specific binding to amyloidophilic dyes including 69 thioflavin and Congo red (14, 15). Another common feature of 70 in vivo amyloid deposits in almost all types of amyloidosis is the 71 presence of sulfated glycosaminoglycans (GAGs). Although 72 amyloidogenic proteins can aggregate by themselves in vitro, in 73 vivo amyloid deposits contain many protein and non-protein 74 components in addition to the amyloidogenic proteins. TTR 75 fibrils that are deposited in vivo may be different from those that 133 of GAGs including HS and heparin reportedly promote amyloid 134 aggregation and deposition by electrostatically interacting with 135 amyloidogenic proteins and peptides including Aβ, TTR, SAA, 136 immunoglobulin light chain, mutant apolipoprotein A-I, and 137 PrP C (30-37). 138 C-2. GAGs as Cell Surface Receptors for Protein 139 Aggregates 140 GAGs at the cell surface may act as receptors for protein 141 protein aggregates do (26). We recently demonstrated that HS S-185 domains are a component of p53 amyloid deposits in p53 mutant 186 ovarian cancer (44). We also showed that release of p53 fibrils 187 by p53 mutant cancer cells depended on cell GAGs. HS S-188 domain-mediated cellular uptake of cancer cell-derived p53 189 fibrils was required for subsequent release of the fibrils. The p53 190 fibrils taken up by the cells disrupted the apoptotic function of 191 wild-type p53 in recipient cells. Our findings thus suggest an 192 important role of HS S-domains as a mediator of amyloidosis 193 pathology (Fig. 1). These results also suggest that enzymatic 194 remodeling of HS S-domains by Sulfs is a potential strategy for 195 targeting multiple processes related to amyloidosis including 196 formation, cytotoxicity, and prion-like behavior of protein 197 aggregates (46, 59).

are formed by the same TTR protein in vitro (16). Chemically synthesized Aβ is at least 100 times less bioactive in inducing cerebral amyloidosis in recipient mice compared with Aβ aggregates derived from brains of AD model mice (17). These findings clearly suggest the presence of unidentified in vivo cofactors of amyloid deposition and propagation in addition to proteins that form amyloid. Snow and colleagues reported that many types of amyloid deposits in tissues contained GAGs (18)(19)(20)(21), and GAGs have now been recognized as common nonprotein components of amyloid deposits in systemic and localized amyloidoses (reviewed in (22)).

C. GAGs

GAGs are long, linear non-branched polysaccharide chains that are widely expressed in the body. Major GAGs exist as types of proteoglycans in which one or more GAG chains are covalently attached to a core protein. GAGs consist of repeating disaccharide units and can be modified by N-and O-sulfation and epimerization, which provide the structural diversity of GAG chains. On the basis of the structures of the repeating disaccharide units, GAGs can be divided into several classes including hyaluronic acid; heparan sulfate (HS) and heparin; chondroitin sulfate and dermatan sulfate; and keratan sulfate. The structural diversity of GAGs is quite important for the specific type of binding of GAGs and its protein ligands, because protein ligands bind to GAGs via electrostatic interactions between the positive charges of the residues of the ligands and the negative charges of the sulfate and carboxyl groups of the GAG chains. Thus, that disease-associated aggregate-prone proteins such as Aβ, tau, and prion contain similar cationic motifs that may be involved in binding to the negative charges of GAGs is noteworthy (23)(24)(25).

Although amyloidogenic proteins do not share any obvious structural or sequence homologies, a GAG-binding property may be a feature common to all amyloidogenic proteins.

C-1. GAGs as Cofactors of Protein Aggregation and Amyloid Formation

Proteins can aggregate by themselves in vitro. In addition to an aging-related decrease in the protein quality control system that may trigger protein aggregation in sporadic amyloidoses (26), several extrinsic factors including high protein concentrations, elevated temperature, and amino acid substitutions can enhance the aggregation tendency of proteins. Components of in vivo amyloid deposits are also thought to be crucial for protein aggregation. Among GAGs, HS and heparin, which is a structural analogue of highly sulfated domains of HS (HS S-domains), reportedly facilitate amyloid formation by various amyloidogenic proteins associated with neuropathic and nonneuropathic amyloidoses (22,27) . For a protein to aggregate, it must be at least partially unfolded. HS and heparin can accelerate the conformational conversion of a protein from its native state to an unfolded and amyloidogenic monomer (28). HS and heparin also act as a scaffold for aggregation by increasing the local protein concentration and changing the conformation or orientation of protein molecules (29). As expected from the fact that the patterns and degrees of sulfation modification of GAGs are critical for specific interactions of GAGs and their protein ligands, sulfation modification is a critical determinant of the aggregates that cells can then internalize. For example, HS is a 142 primary receptor for PrP Sc at the cell surface (38)(39)(40)(41) and is 143 essential for conversion of PrP C to its pathogenic form PrP Sc after 144 PrP C internalization. We previously showed that HS at the cell 145 surface mediated cellular uptake of Aβ, TTR fibrils, and tumor 146 suppressor p53 fibrils (35,(42)(43)(44); this finding supports cell-147 surface GAGs, especially HS, serving as common receptors for 148 protein aggregates. The fates of internalized amyloidogenic 149 proteins or aggregates depend on the types of cells that are 150 involved and the types of protein aggregates. HS may mediate 151 the cytotoxicity of protein aggregates (35,43,45), cellular 152 degradation (42), and propagation of aggregates (44,46). native monomers do not interact with HS S-domains, these domains can enhance fibril formation by interacting with amyloidogenic oligomers and intermediates (35). HS S-domains act as receptors for protein aggregates (B, C). The fates of the internalized protein aggregates and recipient cells will depend on the types of amyloids and types of cells. Amyloid fibrils can be toxic to cells (B). For example, after being internalized by cells, protein aggregates may be degraded by lysosomes or may overwhelm lysosomes, which eventually leads to lysosomal dysfunction (43,60). Cancer cells release p53 aggregates in a sulfated GAG-dependent manner (C). Recipient cells take up p53 aggregates via the HS S-domains, and p53 aggregates may be re-released to propagate or may interfere with the functions of wild-type p53, possibly by recruiting wild-type p53 proteins (44,46). FAX: 81-73-441-0628, E-mail: nishit@wakayama-med.ac.jp 
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(受付日:••年••月••日, 受理日:••年••月••日) キーワード:タンパク質ミスフォールディング病;アミロイドーシス;アミロイド;グリコサミノグリカン;ヘパラン硫酸 要 約 タンパク質ミスフォールディング病では規則的な線維状構造を持つタンパク質凝集体が細胞内外に沈着する。 タンパク質は試験管内において単独で凝集可能であるが、生体における線維状凝集体の沈着物はタンパク質凝集 体そのものに加え、様々なタンパク質性あるいは非タンパク質性の構成物を含有する。このような非タンパク質 性の構成物はタンパク質ミスフォールディング病の病態に深く関与する。グリコサミノグリカン(GAG)は非タ ンパク質性の構成物の一つとして観察される。GAG は哺乳類におけるほぼ全ての臓器で認められるヘテロ多糖で ある。GAG は硫酸化修飾を受け、その度合いやパターンが GAG-タンパク質リガンド間の相互作用における特 異性の決定因子となる。本総説では、タンパク質ミスフォールディング病の最も多い形態であるアミロイドーシ ス病態に硫酸化 GAG 糖鎖がどのように関与するのかについて、最近の知見に基づき概説する。 A.はじめに タンパク質は通常、正常に折り畳まれた生物学的に活 性である構造を形成している。一つのポリペプチド鎖がと ることのできる構造は天文学的な数であるが、タンパク質 の正常な折り畳み(フォールディング)の駆動力はより自 由エネルギーの低い構造の探求である (1)。タンパク質が天 然構造を維持することができない、あるいはフォールディ ングがうまくできない場合、タンパク質が凝集を始めるこ とになる。タンパク質の凝集能は全てのタンパク質に共通 した性質であり (2)、タンパク質凝集体は天然構造よりもエ ネルギー的に安定にもなり得る (3)。従って、タンパク質の ミスフォールディングやそれに伴う凝集は、脳、肝臓、脾 臓といった様々な臓器に不溶性の凝集体が沈着するタンパ ク質ミスフォールディング病あるいはコンフォメーショナ ル病と呼ばれる多くの疾患の原因となる (4-6)。現在では 50 を超える疾患がタンパク質凝集体の異常な沈着を伴うこと が分かっている (7)。 タンパク質ミスフォールディング病は大きく 3 つに分類 できる。すなわち、タンパク質凝集体が脳に沈着する神経 変性を伴う病態(ハンチントン病などのポリグルタミン病、 α-シヌクレインが細胞質内封入体として蓄積するパーキ ンソン病、筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病など)、 全身諸臓器にアミロイドが沈着する全身性アミロイドーシ ス(AL アミロイドーシス,AA アミロイドーシス,トラン スサイレチン(TTR)関連アミロイドーシス,透析アミロ イドーシスなど)、特定の臓器にのみ沈着が見られる限局 370 性アミロイドーシス(内分泌性アミロイドーシスなど)で 371 ある (7) 

Fig. 1 .

 1 Fig. 1. Functional implications of HS S-domains in the pathology of amyloidosis. HS S-domains cause an increase in local concentrations of native monomers and/or facilitate partial misfolding and formation of amyloidogenic monomers, thereby acting as scaffolds for aggregation (A). If

  HS とリガンド間の特異的なドッキング部位 485 の一つである (46, 47)。HS S-ドメインの特徴の一つとして、 486 細胞外エンドスルファターゼ Sulf により生合成後に分解を 487 受けることが挙げられる。他の細胞内スルファターゼと異 488 なり、Sulf は HS S-ドメインの 6 位を細胞外において選択 図1. 図 1 アミロイドーシス病態における HS S-ドメインの機能.HS S-ドメインは、アミロイド形成タンパク質の局所濃度の上昇、 変性の亢進、アミロイド形成能が⾼い単量体の形成などを通し、タンパク質凝集の際の⾜場として働く(A)。正常状態の単量体が HS S-ドメインと相互作⽤しない場合でも HS S-ドメインはオリゴマーあるいは線維化の中間体と相互作⽤することにより、線維化 を促進することができる (34)。HS S-ドメインはタンパク質凝集体の受容体として機能する(B, C)。タンパク質凝集体が取り込まれ てからどうなるのかはタンパク質凝集体と受け⼿細胞の種類に依る。多くのアミロイドーシスで確⽴されているように、アミロイ ドは細胞に対して毒性を発揮する(B)。例えば、変異型アポリポタンパク質 A1 線維の場合、細胞に取り込まれたアミロイドはライ ソゾームへ運ばれて分解を受けるが、ライソゾームが破綻した場合、ライソゾームの機能不全とそれに伴う細胞障害が起こる (42, 60)。また、癌細胞は p53 凝集体を GAG 依存的に細胞外に放出することができる(C)。近傍の細胞は HS S-ドメインを介して p53 凝 集体を受け取るが、受け取った p53 凝集体は更に受け⼿細胞から放出される。また p53 凝集体は受け⼿細胞側の野⽣型 p53 の適切 な機能を妨げる (43, 45)。

  。これに加え、近年、がん抑制遺伝子 TP53 産物で

	444	ウ、PrP C 、血清アミロイド A 蛋白(SAA、AA アミロイド
	445	ーシス)、アミリン(II 型糖尿病関連アミロイドーシス)、
	446	免疫グロブリン L 鎖(AL アミロイドーシス)、β2 ミクロ
	447	グロブリン(透析アミロイドーシス)、TTR 関連アミロイ
	448	ドーシス等の凝集体/アミロイド形成を促進することが報
	449	告されている (21, 22)。凝集するためにはタンパク質は少
	450	なくとも部分的にアンフォールドされなければならない。
	451	HS/ヘパリンはタンパク質の天然状態からアンフォールド
	452	されたアミロイド形成性が亢進した状態への変換を促進す
	453	ることができる (27)。また、HS/ヘパリンはアミロイド形
	454	成タンパク質の局所濃度や構造、配向性を変えることによ
	455	り凝集の際の足場として働く可能性も示唆されている (28)。
	456	GAG 糖鎖の硫酸化修飾の度合いやパターンがタンパク質
	457	リガンドとの特異性の決定に重要であることからも予想さ
	458	れるように、硫酸化修飾は GAG のタンパク質凝集促進能
	459	にも重要である。HS/ヘパリンなどの GAG は静電的相互作
	460	用を通して多くのアミロイド形成タンパク質、例えば、
	461	Aβ、TTR、SAA、免疫グロブリン軽鎖、変異型アポリポ
	462	タンパク質 A1、PrP C などのアミロイド形成や沈着を促進
	463	する (29-36)。
		C-2.タンパク質凝集体の受容体としての GAG
	372	
	373	ある p53 が試験管内やヒトのある種の癌で凝集体を形成し
	374 469	ていることが分かってきた (8)。このような p53 凝集体はク
	375 470	ロス β 構造やアミロイド結合性化合物への親和性など他の 維、p53 線維の受容体として機能することを示してきたが
	376 471	アミロイドと共通する性質を示しており (9)、国際アミロイ (34, 41-43)、これは細胞表面の GAG、特に HS が様々なタ
	377 472	ドーシス学会による Amyloid Nomenclature 2020 でもアミロ ンパク質凝集体に共通する受容体である可能性を示唆して
	378 473	イド形成タンパク質の一つとして触れられている (10)。 いる。アミロイド形成タンパク質やそれらの凝集体が取り
	379 474 475 380 381 476 382 477 478 383 384 479 385 480	込まれた後どうなるのかは凝集体の種類や取り込んだ細胞 B. アミロイドーシス の種類に依存する。HS はタンパク質凝集体の細胞毒性を アミロイドーシスはクロス β 構造を呼ばれる特徴的な 仲介することもあるが (34, 42, 44)、アストロサイトに取り 構造をとるアミロイド線維が種々の臓器に沈着することに 込まれた場合、ライソゾームを介した分解が促進されるこ より機能障害を引き起こす疾患群であり、ドイツの病理学 ともある (41)。あるいは後述するように、HS を介した細 者 Virchow により提唱された (11)。Virchow はアミロイド 胞による取り込みは p53 タンパク質凝集体の伝播に必要で ーシスの組織標本がヨード染色により紫色に染まることを 発見した。そこで Virchow はこのような組織沈着物が多糖 ある (43, 45)。
	386 387	体であると考え、デンプンを意味するラテン語"amylum" やギリシャ語"amylon"からこれらを「デンプン様物質」 D.HS S-ドメインと細胞外スルファターゼ Sulf
	388	すなわち「アミロイド(amyloid)」と命名した。その後
	389	の研究により、アミロイドの主成分はタンパク質がナイロ
	390	ン様に重合して線維を形成したものであることが分かって
	391	いる (12)。アミロイドーシスの確定診断は生検によるもの
	392	であり、病理学的にはアミロイドはコンゴレッド染色で橙
	393	赤色に染まり、偏光顕微鏡下で緑色に強く輝く複屈折を呈
	394	する物質と定義される。

464 細胞表面の GAG はタンパク質凝集体が細胞に取り込 465 まれる際の受容体として機能する。例えば、HS は PrP Sc の 466 細胞表面における主要な受容体であり (37-40)、従って取 467 り込まれた後の PrP C から PrP Sc への変換に重要である。 468 我々は HS が Aβ、TTR 線維、アポリポタンパク質 A1 線

enhancement of protein aggregation by GAGs. Sulfated moieties

continuous encouragement. This work was partially 219 supported by Grants-in-Aid from the Ministry of Education, 220 Culture, Sports, Science and Technology / Japan Society for the 221 Promotion of Science (15K19488, 17K16123, and 20K09605 to 222 K.N.) and a grant from the Mizutani Foundation (210084 to 223 K.U.). and completed his Master's degree City University under the supervision of Prof. Hiroshi Mori at the Department of Neuroscience (in 2008). He performed his postdoctoral training at the Department of Alzheimer's Disease Research, National Center for Geriatrics and Gerontology under direction of Dr. Makoto Michikawa (2008 -2011). Department of Molecular Pathology (2013-2017San Francisco (supervised by Prof.

Information of the Authors