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研究成果の概要（和文）：　難治性アミロイドーシスの発症過程は、アミロイド原因タンパク質の、①産生上昇
あるいは変異タンパク質の産生、②立体構造変化によるアミロイド線維化、③アミロイド線維の組織沈着、の3
つの重要なステップを経て進行することが知られているが、各ステップに対する単独作用で臨床的に有効な治療
効果を示す治療薬の開発は困難を極めている。本研究では、トランスサイレチン遺伝子の変異により発症する
FAPを対象に、樹状高分子化合物デンドリマーの多機能材料としての特性を活用して、上記の3つの治療標的を同
時に抑制しうる新規マルチターゲット型アミロイドーシス治療薬（GUG-β-CDE）を創製し、その治療効果の検証
を行った。

研究成果の概要（英文）：  Intractable amyloidoses progress through 3 critical pathological 
processes, 1. Overproduction or mutation of amyloid precursor proteins, 2. Amyloid fibril formation 
caused by conformational change, 3. Tissue deposition of amyloid fibrils.  However, as of this 
moment, no clinically effective therapy targeting each pathological process independently is 
available. In this research, we utilized characteristic features of polyamidoamine starburst 
dendrimer as a multifunctional material and developed novel multi-target drugs (GUG-β-CDE) for FAP 
effectively suppressing 3 pathological process in parallel.

研究分野： 医療系薬学

キーワード： 高機能性遺伝子キャリア　アミロイドーシス　家族性アミロイドポリニューロパチー
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１．研究開始当初の背景 
 
アミロイドーシスとは、タンパク質が立体

構造の変化によりアミロイドと呼ばれる線
維を形成し、生体内に沈着し臓器障害をおこ
す難治性の疾患群の総称であり、国の特定疾
患に指定され、その予防・治療薬の開発は喫
緊の社会的課題である。本疾患は、様々な要
因（ストレス、老化、遺伝子変異など）によ
るタンパク質の立体構造変化が発症要因と
なることが知られているが、本発症過程は、
アミロイド原因タンパク質の、①産生上昇あ
るいは変異タンパク質の産生、②立体構造変
化によるアミロイド線維化、③アミロイド線
維の組織沈着という 3 つのステップを経て進
行する。従来の創薬研究では、上記ステップ
を標的とした薬剤開発が行われてきたが、そ
れぞれのステップに対する単独作用で臨床
上有効な治療効果を示す薬剤の開発は困難
を極めている。 

 
申請者はこれまで、上記ステップを標的と

した治療薬開発研究の中で、トランスサイレ
チン (TTR) 遺伝子の変異により発症する家
族性アミロイドポリニューロパチー（FAP）
を対象に、樹状高分子化合物デンドリマーが
アミロイド線維の組織沈着阻害作用を有す
ること、環状オリゴ糖シクロデキストリン
(CyD)誘導体 (GUG--CyD) が包接特性によ
りアミロイド線維化を抑制すること（ J 
Control Release, 2010、Biochem J, 2011、J Drug 
Target, 2013、2014、特願 2008-260965）等を
報告してきた。これらの薬剤は単独でも一定
の治療効果を示すが、申請者は、デンドリマ
ーの高機能材料としての特性を活用し合成
した CyD/デンドリマー結合体が、遺伝子キャ
リアとしての高い有用性を示し、siRNA によ
り原因タンパク質発現を抑制しうる可能性
を見出した（Mol Pharm, 2012）。 

 
本剤は、各薬剤が有するアミロイド線維

化・組織沈着に対する抑制作用を保持してお
り、高機能性遺伝子キャリアとして原因タン
パク質の産生抑制効果を併せ持つことが可
能となれば、アミロイドーシス発症過程で鍵
となる 3 つのステップを同時に阻害しうる新
規マルチターゲット型アミロイドーシス治療
薬として、従来にない治療戦略の構築に新た
な道を切り開くことは間違いない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、新規マルチターゲット型アミ

ロイドーシス治療薬の新規治療薬としての
有用性の検証を目的とし、GUG--CyD/デン
ドリマー結合体（GUG--CDE）を創製し、
その治療効果（① 原因遺伝子の発現抑制効
果、➁ アミロイド線維化抑制効果、③ アミ
ロイド線維の組織沈着阻害効果）の評価、な
らびに作用機序の解明を実施する。 

３．研究の方法 
 
本研究期間中に、新規マルチターゲット型
アミロイドーシス治療薬（GUG--CDE）の
有用性を検証するため、FAP を対象疾患とし、
アミロイドーシス発症過程の各ステップに
対する以下の①～③の薬効評価・作用機序の
解明を行う。 

 
① 原因遺伝子発現抑制効果  
② アミロイド線維化抑制作用 
③ アミロイド線維の組織沈着阻害作用 
  
上記の薬効評価を実施するため、本申請で

は、豊富な薬効評価ツール（FAP 患者由来 iPS
細胞、FAP 疾患モデル動物、FAP 患者の臨床
検体、siRNA-TTR、アミロイド線維評価系な
ど）を最大限に活用した薬効評価により、
GUG--CDE の治療薬としての可能性を検証
し、アミロイドーシス発症過程の 3 ステップ
を同時に抑制しうる治療薬による従来にな
い新規治療コンセプトの証明（POC: proof of 
concept の取得）を目指す。 
 
 
４．研究成果 
 
① 原因遺伝子発現抑制効果  

 
ヒト肝癌由来細胞株（HepG2）を用いた in 

vitro の実験系において、GUG--CDE が
siRNA-TTR（siTTR）導入により FAP の原因
タンパク質である TTR 遺伝子発現の約 60％
の著明な抑制効果を示し、遺伝子キャリアと
して機能することを既に明らかとなった。そ
こで、in vivo の実験系における TTR 産生抑
制効果を検証するために、GUG-β-CDE /siTTR 
複合体含有溶液 (siTTR 20 g、チャージ比 
20) をマウスの尾静脈内投与 48 時間後、肝
臓における TTR mRNA 発現量をリアルタ
イム PCR 法により定量したところ、統計的
に有意差は認められないものの、GUG-β-CDE 
/siTTR 複合体投与により約  10～20% の 
TTR 産生抑制効果が観察された。この結果よ
り、GUG-β-CDE は、弱いながらも in vivo に
おいても TTR 産生を抑制する可能性が示さ
れた。 
静脈内投与後、 siTTR が肝臓において 

RNAi 効果を示すには、血中で安定に存在し、
細網内皮系への取り込みや腎排泄から免れ、
肝シヌソイド間隙から肝実質細胞内に効率
よく取り込まれる必要がある。本剤は、肝臓
特異性を有していないため、siRNA 複合体の
肝組織移行性は十分ではなく、RNAi 効果が
弱かった可能性が考えられる。今後、
GUG-β-CDE へのラクトースなどの肝実質細
胞標的リガンドの導入、siRNA 投与量の増大、
化学修飾による siRNA の安定化および投与
方法や投与回数の最適化など、キャリア以外
の要因も考慮に入れた実験プロトコルを用
いて更なる検討を行う必要がある。 



② アミロイド線維化抑制作用 
 
修飾官能基の置換度の異なる GUG-β-CDE

によるアミロイド線維形成抑制効果の評価
を行ったところ、各種置換度の GUG-β-CDEs 
によって、アミロイド抑制効果が異なってい
る こ とが明 ら かとな っ た。さ ら に 、
GUG-β-CDE のアミロイド線維形成抑制効果
は、高い持続性を持って（6 時間以上）デン
ドリマーと同等の効果を示すことが確認さ
れた。 

 
次に、GUG-β-CDE のアミロイド線維形成

メカニズムを評価するため、アミロイド線維
形成過程における、GUG-β-CDE 添加時の
TTR の二次構造の評価を行った。GUG-β-CDE 
もしくはデンドリマー単独添加時の TTR の
円二色性（CD）スペクトル解析の結果、
GUG-β-CDE は、TTR の β-sheet 構造に由来
する 215 nm の負のバンド強度を低下させ
たことから、β-sheet リッチなアミロイド中間
体へのコンフォメーション変化を阻害する
ことが示唆された。また、そのスペクトル変
化はデンドリマー添加系とほぼ同様であっ
た。さらに、TTR の トリプトファン（Trp）
残基由来の蛍光スペクトルの測定を行った
ところ、GUG-β-CDE 添加による蛍光強度の
変化はみられなかった。このことから、
GUG-β-CDE は TTR の Trp 残基周辺の構造
に影響を及ぼさない可能性が示された。これ
らの結果から、GUG-β-CDE はデンドリマー
単独と同様の機序でアミロイド線維形成抑
制効果を示すことが示唆された。 
 
 
③ アミロイド線維の組織沈着阻害作用 
 
申請者らのグループが開発した FAP 疾患

モデル動物（ATTR V30M Tg ラット）は、TTR
アミロイドの沈着が生後 12-15 ヶ月目から認
められる。そこで、GUG-β-CDE のアミロイ
ド線維組織沈着阻害効果を検討するため、
ATTR V30M Tg ラットに本剤を投与し、TTR
沈着の確認できる臓器（結腸）を回収し、TTR
の免疫染色を行い、非投与群の TTR アミロイ
ド沈着との比較検討により、GUG-β-CDE の
治療効果の検証を実施した。 
 予防的治療効果の検証を目的とした、生後
9 か月から投与開始する（3 か月投与、尾静
注、週 2 回投与）GUG-β-CDE 投与実験の結
果、GUG-β-CDE の投与により結腸における
TTR 沈着の有意な減少が確認された。また、
GUG-β-CDE の約 3 カ月の投与期間中、体重
変化は認められず、各種血液生化学的パラメ
ータ値（AST、ALT、LDH、BUN、CRE な
ど）はコントロール群と比べて有意な変化は
認められないことから、長期投与における
GUG-β-CDE の安全性も治療効果と同様に確
認されている。 
 
 

 以上、本研究期間に得られた①～③による
治療効果の評価の成果より、今回新たに創製
したシーズ・高機能分子デンドリマー結合体
（GUG--CDE）は、①～③の結果で示された
治療効果を全て併せ持ち、アミロイドーシス
発症過程で重要な上述の 3つのステップを同
時に抑制しうる、革新的マルチターゲット型
アミロイドーシス治療薬としての可能性が
示された。今後、実用化への取り組みとして、
詳細な薬効メカニズムの解明、FAP モデル動
物を用いた投与法・有効性・安全性の確認（in 
vivo動物実験）を経たPOCの取得を目指す。
研究成果に関しては、適宜特許を取得し、製
剤化（DDS の改善、安全性試験）などの課題
を克服し、将来的な FAP 患者への臨床応用
を図る。 
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