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研究成果の概要（和文）：認知症の患者は増加し続けているが、アルツハイマー病（AD）を根治させる薬物療法
は存在せず、新規治療薬の開発が望まれている。本研究では、我々が新規に構築したPAMAMデンドリマー/シクロ
デキストリン結合体（CDE結合体）が、ADの原因として知られるアミロイド線維形成・蓄積およびコレステロー
ル蓄積を同時に制御可能であることを明らかにした。また、脳移行性リガンドとしてラクトースを付与したラク
トシル化CDE（BT-CDE）結合体をマウスに静脈内投与すると、CDE結合体に比べて高い脳移行性を示した。これら
の結果から、BT-CDE結合体は新規AD治療薬シーズになりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：So far, the number of patients with dementia has been increasing, especially
 Alzheimer's disease (AD) will be more serious. However, there is no curative treatments to AD, so 
development of new therapeutic agents is strongly desired. In this study, brain-targeting PAMAM 
dendrimer/cyclodextrin conjugate (BT-CDE conjugate) was prepared and was found to simultaneously 
regulate not only the formation and accumulation of amyloid fibrils but also accumulation of 
cholesterol in cells. In addition, intravenous administration of BT-CDE conjugate to mice showed 
higher brain-localizing properties than CDE conjugate.  These results suggest that BT-CDE may have 
the potential as new drug seeds for AD.

研究分野： 応用薬理学　製剤学　薬物送達学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で見出したラクトシル化CDE結合体は、患者数の増加が予想されているアルツハイマー病に対して、これ
までに開発されてきた化合物とは化学構造が全く異なり、また、ADに関わる複数の因子を同時に制御可能な全く
新規の治療薬シーズとなりうる可能性が示された。この研究成果はすでに特許出願を行っており、日本初のAD治
療薬になりうることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
脳アミロイドーシスとは、アミロイド線維という凝集性の不溶性のペプチド・タンパク質が、

脳内に沈着することにより神経障害を引き起こす疾患群のことであり、アルツハイマー病 (AD)、

プリオン病、遺伝性アミロイド性脳出血などが知られている。一方、シクロデキストリン（CyD）

や PAMAM デンドリマーは、1) アミロイドペプチド (Aと直接相互作用し、ミスフォールデ

ィングを抑制する、2) 脂質ラフト中のコレステロールを低下させ、その構造や機能を変化させ

る、3) トランスサイレチン型家族性アミロイドポリニューロパチー（ATTR－FAP）の原因タン

パク質であるトランスサイレチン（TTR）のアミロイド線維形成を抑制する、4) AD モデルマウ

スにおいて、ニーマン・ピック病 C型（NPC）の治療薬候補として知られるヒドロキシプロピル

--CyD（HP--CyD）の静脈内投与が、記憶障害を改善する、5) -CyD にオリゴアルギニンを修

飾することにより細胞透過性が増大する、ことなどが報告されている。また、PAMAM デンドリ

マーも 1) A線維形成を抑制する、2) 鼻腔内投与後、脳内の Aの蓄積・線維形成を抑制する、

3) 全身性アミロイドーシスの原因タンパク質である TTR のアミロイド線維形成を抑制する、こ

となどが報告されている。さらに、シクロデキストリン/PAMAM デンドリマー結合体（CDE 結合

体）は、CyD 単独およびデンドリマー単独に比べて、強い A や TTR の線維形成抑制効果なら

びに線維溶解作用を示すことを見出した。しかし我々の予備的検討により、静脈内投与された

CDE 結合体は、血液脳関門（BBB）を透過できないことが示された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、コレステロール蓄積、アミロイド線維形成および蓄積という ADに対する 3つの

危険因子を同時に抑制できる CDE 結合体に、脳移行性リガンドとしてラクトースを付与した脳

移行性 CDE（BT-CDE）結合体を新たに構築し、AD に対する「夢の治療薬」の開発のためのシー

ズ薬としての可能性を明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)BT-CDE 結合体の調製と物理化学的性質の評価 

PAMAM デンドリマー (G3)に DMSO に溶解したグルクロニルグルコシル--CyD (GUG--CyD)お

よび DMT-MM を添加し、12時間撹拌して、CDE 結合体を調製した。次に、脳移行性に優れる結合

体の構築を目的に、CDE 結合体にラクトースを修飾した BT-CDE 結合体を調製した。得られた 

CDE 結合体および BT-CDE 結合体の純度および分子量などを TLC、1H-NMR により評価した。CDE

結合体および BT-CDE 結合体の物理化学的性質は粒子径およびζ-電位を測定することにより

評価した。 

(2) アミロイド繊維形成抑制作用および溶解促進作用 

 アミロイド繊維形成抑制作用：PBS (pH 7.4)に Aおよび BT-CDE 結合体を混合し、37℃で 72

時間インキュベーションした後、チオフラビン T溶液を添加後、さらにインキュベーションし

た後、蛍光分光光度計でアミロイド繊維の形成を定量した。アミロイド繊維溶解作用：PBS (pH 

7.4)に Aを添加後、時間インキュベーションし、アミロイド繊維を形成させた後、BT-CDE

結合体を添加し、さらに 72 時間インキュベートした後、上記と同様な操作を行った。 

(3) 細胞取込みおよび BBB 透過実験 

細胞取込み実験には、BBB 細胞モデルとして知られる hCMEC/D3 細胞を用いた。細胞上清液に

蛍光物質トリメチルローダミン（TRITC）を修飾した BT-CDE 結合体（TRITC-BT-CDE 結合体）を

添加し、60分後の細胞中の蛍光を蛍光顕微鏡にて観察した。BBB 透過実験は、Transwell®の上

相に hCMEC/D3 細胞を播種し、単層膜を作成した。また、Transwell®の下相に、ヒト神経芽細



胞腫 SH-SY5Y 細胞を播種した。細胞上清液に TRITC-BT-CDE 結合体を添加後、経時的に下相溶液

中の蛍光強度を蛍光光度計にて定量した。また、SH-SY5Y 細胞への取込みを共焦点レーザー顕

微鏡にて観察・定量した。 

(4) 培養細胞における Aおよびコレステロール量変化 

BT-CDE 結合体存在下、ライソゾームからのコレステロール運搬を阻害する U18666A を処理し

た SH-SY5Y 細胞におけるコレステロール量をフィリピン染色により定量した。また、水溶性蛍

光色素 HiLyte でラベル化した Aを U18666A 処理した SH-SY5Y 細胞に添加後、24 時間インキュ

ベーションした後、BT-CDE 結合体を添加し、さらに 24 時間インキュベーション後の細胞内 A 

レベルを共焦点レーザー顕微鏡により観察・定量した。 

(5) 健常マウスにおける体内動態と安全性評価 

健常マウスに HiLyte を結合した BT-CDE 結合体を静脈内投与 30 分後に各臓器を回収し、

in vivo image spectrum (IVIS)により臓器分布を観察・定量した。また、BT-CDE 結合体

を静脈内投与後の血液生化学的検査値を測定するとともに、各種臓器を肉眼的に観察し、臓器

障害性を評価した。 
 
４．研究成果 

(1) BT-CDE 結合体の合成とそれらの物理的性質の解析 

PAMAM デンドリマー (G3)と GUG--CyD との反応により得られた CDE 結合体分子中の

GUG--CyD の平均置換度は 3 であった。また、CDE 結合体とラクトース一水和物との反応によ

り得られた BT-CDE 結合体分子中のラクトース置換度は 7 であった。また、CDE 結合体および

BT-CDE 結合体の粒子径、PDI 値およびゼータ電位の値に差は認められず、同様な物性を示すこ

とが示唆された。 

(2) アミロイド繊維形成抑制作用および溶解促進作用 

In vitro において BT-CDE 結合体は、Aアミロイド繊維形成を著しく抑制作用した。また興

味深いことに、BT-CDE 結合体は形成されたアミドイド繊維に対して溶解作用を示した。これら

の結果から、BT-CDE 結合体は Aアミロイド繊維に対して、形成抑制作用および溶解促進作用

の２つの作用を併せ持つことが示された。 

(3) 細胞取込みおよび BBB 透過性実験 

hCMEC/D3 細胞において、TRITC-BT-CDE 結合体は TRITC-CDE 結合体に比べて有意に高い細胞

取込みを示した。またその取込みは、４℃でのインキュベーション、エンドサイトーシス阻害

剤の添加、さらにアシアロ糖タンパク質受容体のリガンドであるアシアロフェツインの添加に

よりいずれも有意に低下した。これらの結果より、BT-CDE 結合体は hCMEC/D3 細胞にラクトー

スを介した受容体介在性エンドサイトーシスにより取込まれることが示唆された。また、BBB

モデルである hCMEC/D3 細胞単層膜において、TRITC-BT-CDE 結合体の膜透過係数は TRITC-CDE

に比べて約 2倍高い値を示した。加えて、Transwell®下相に播種した SHSY-5Y 細胞への取込み

もTRITC-BT-CDE結合体の方がTRITC-CDE結合体よりも約4倍高い値を示した。また、Transwell®

を用いた TRITC-BT-CDE 結合体の透過実験においても、４℃でのインキュベーションおよびエン

ドサイトーシス阻害剤の添加によりその透過は低下した。これらの結果から、BT-CDE 結合体は

BBB を透過する能力を有し、BBB 透過後、神経細胞に取込まれる可能性が示唆された。 

(4) 培養細胞における Aおよびコレステロール量変化 

U18666A を処理した SH-SY5Y 細胞において、BT-CDE 結合体は CDE 結合体に比べて、細胞内の

コレステロールレベルおよび Aレベルを有意に減少させた。 



(5) 健常マウスにおける体内動態と安全性評価 

健常マウスに静脈内投与後のBT-CDE結合体はCDE結合体と同様に主に肝臓および腎臓に移行

したが、前者は後者に比べて高い脳移行性を示した。また、これらの効果に CDE 結合体へのラ

クトース修飾量が関係することが示された。BT-CDE 結合体をマウスに静脈内単回投与後の血液

生化学検査値および臓器所見に異常は認められなかった。これらの結果から、BT-CDE 結合体は

マウスに静脈内投与後、CDE 結合体に比べて高い脳移行性を示し、アミロイド線維形成・蓄積

および脳内コレステロールレベルを制御可能なことおよび血液毒性・臓器毒性を示さないこと

が示唆された。 

以上の結果から、BT-CDE 結合体は新規 AD治療薬シーズになりうる可能性が示唆された。 
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