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研究成果の概要（和文）：高いアミロイド形成性を有するTTR81-127を培養細胞（glomotel cell）に加えること
で、培養細胞でアミロイド形成を誘導した。アミロイド形成を誘導することで、細胞死、アポトーシスの誘導、
炎症に関連した分子の発現増加が認められた。本実験系をハイスループット化し、アミロイドブレイカーをスク
リーニングするcell-based assay法を確立した。Off-patent医薬品（1,280種）のライブラリーを用いて、本方
法でアミロイドブレイカーをスクリーニングしたところ、候補化合物を抽出できた。本方法はアミロイドブレイ
カーのスクリーニング方法として有用である。

研究成果の概要（英文）：Using the highly amyloidogenic TTR81-127 fragment, we developed a cell-based
 high-throughput screening method to discover compounds that disrupt TTR amyloid fibrils. Screening 
a library of 1280 off-patent drugs, we identified two candidate repositioning drugs, pyrvinium 
pamoate and apomorphine hydrochloride.
Both drugs disrupted patient-derived TTR amyloid fibrils ex vivo, and pyrvinium pamoate also 
stabilized the tetrameric structure of TTR ex vivo in patient plasma. We conclude that our TTR81-127
 based screening method is very useful for discovering therapeutic drugs that directly disrupt 
amyloid fibrils. We propose that repositioning pyrvinium pamoate and apomorphine hydrochloride as 
TTR amyloid-disrupting agents may enable evaluation of their clinical utility for managing ATTR 
amyloidosis.

研究分野：脳神経内科学

キーワード： アミロイドブレイカー　アミロイドーシス　トランスサイレチン　薬剤スクリーニング　Drug repositi
oning
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アミロイドーシスの根治には、アミロイドブレイカーの開発が極めて重要であるが、これまでATTRアミロイドー
シスを培養細胞で再現することが出来なかった。本研究で確立したcell-based assay法は、アミロイドブレイカ
ーのスクリーニング法として有用である。今後は、様々なライブラリーを用いてアミロイドブレイカーを探索す
る。アミロイド・ブレイカーの開発により、病態が進行した患者にも有効な治療法が提供できると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
アミロイドーシスは、不溶性蛋白質が形成する線維状構造物（アミロイド線維）の沈着により、
諸臓器の機能障害を生じる難治性疾患群である。これまでアミロイド原因蛋白質として 36種以
上が同定されている。トランスサイレチン（TTR）は肝臓で産生され血中へ分泌される血漿蛋白
質であるが、TTR の遺伝子変異により代表的な遺伝性アミロイドーシスである家族性アミロイ
ドポリニューロパチー（FAP）を発症する。本症は、熊本県に世界的な患者フォーカスがあり、
発症後 10 年で死に至る難治性疾患である。治療法として肝移植療法（変異 TTR の産生抑制）
や TTR四量体安定化剤が臨床応用されてきたが、病初期のみに効果を認め、重度のアミロイド
沈着を認める進行した患者では治療効果が期待できない。現在、肝臓での TTR発現を抑制する 
gene silencing 療法の臨床試験が実施中であるが、TTR産生抑制のみでは、神経や心臓、血管
壁などに、すでに沈着しているアミロイドを除去し、根治することは困難である。本症を真に克
服するには、すでに諸臓器に沈着したアミロイドの除去を可能にする「アミロイド・ブレイカー」
の開発が不可欠である。 

TTR 変異により四量体構造が不安定化し単量体へと解離することが、アミロイド形成に重要
と考えられ、TTR 四量体の安定化剤が開発された。しかし、その治療効果は進行した病態には
限定的であった。四量体不安定以外に治療の標的となる重要な病態があると確信する。我々は、
組織に沈着したアミロイドを構成する TTRの一部は、N末端側が欠如した TTR C末端側の断
片であり、TTR 断片化が発症年齢などと関連することを報告した（Oshima, et al., J Neurol 
Neurosurg Psychiatry, 2014）。このTTR C末端側はTTR四量体構造の内部に位置しているが、
断片化を受けると分子外部に露出し、速やかに重合しアミロイドを形成すると考えられる。 
本研究で目標とする「アミロイド・ブレイカー」の開発により、病態が進行した患者にも有効
な治療法が提供できると考える。変異のない野生型 TTRアミロイドが原因となり、高齢者の心
不全の原因となる全身性老人性アミロイドーシス（SSA）は対症療法以外の治療法がない。SSA
患者に沈着したアミロイドからも、FAPと同様に TTR C末端側が検出される。本研究で得られ
たアミロイド・ブレイカー薬は、SSA 対しても同様に有効である可能性が高い。またアルツハ
イマー病やパーキンソン病など、他のアミロイド関連疾患の治療法開発にも示唆を与えると考
える。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、TTRアミロイドーシス病態モデルを開発し、TTRアミロイド形成に伴い生
じる細胞毒性メカニズムの解析、「アミロイド・ブレイカー」候補薬の探索を行うことである。 
 
３．研究の方法 
（１）TTR アミロイドーシス病態モデルの開発 
 リコンビナント TTR81-127 を用いて培養細胞（glomotel cell）でアミロイド形成を誘導する。
アミロイド検出蛍光試薬である 1-Fluoro-2,5-bis(3-carboxy-4-hydroxystyryl)benzene（FBS）
を使用し、IN Cell analyzer でアミロイド沈着量をハイスループットに検出する。また TTR81-
127 抗体を用いた cell-based ELISA 法で TTR 沈着量を検出する。これらの解析には、96 well 
half-area plate を用いた。 
 TTR81-127 などを発現したトランスジェニック（TG）線虫モデルを開発し、形成される TTR 凝
集物の定量、線虫の運動能評価、線虫の寿命を解析した。 
 
（２）TTR81-127 アミロイド形成が及ぼす細胞毒性および影響の解析 
 リコンビナント TTR81-127 を用いて培養細胞（glomotel cell）でアミロイド形成を誘導し、
細胞毒性、各遺伝子発現に及ぼす影響を解析した。 
 
（３）アミロイドブレイカーのスクリーニング 
 創薬機構から Off-patent 医薬品ライブラリ（1,280 種）の分与を受け、アミロイドブレイカ
ー候補薬のアミロイド形成に対する効果をチューブ内（チオフラビン T 法）および培養細胞上
（Cell-based アッセイ）で詳細に検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１、２）リコンビナント TTR81-127 を培養細胞（glomotel cell）の培地中に添加したところ、
用量依存性にアミロイド沈着及び TTR 沈着を生じた（図１）。また細胞死の誘導、アポトーシス
の誘導、カスパーゼ 3, 8, 9 活性の上昇を認めた。ドットブロットアレイで Fas の上昇を認め
た。TTR81-127 添加後は、FAS mRNA レベルの上昇も確認された（図２）。 
 



図１．TTR81-127 アミロイドにより誘導された Fas 介在性のアポトーシス 
培養細胞（glomotel cell）に TTR81-127 を添加した６時間後に形成されるアミロイド沈着量(A)、
TTR 沈着量（B）、カスパーゼ 8活性（C）、カスパーゼ 9活性（D）を評価した。*P < 0.05, **P 
< 0.01, ***P < 0.0001.TTR81-127 を添加した際に変動する因子をドットブロットアレイで解析
した（E）。 
 
 
 

図２．TTR81-127 アミロイド形成時に発現の上昇が確認された炎症サイトカイン（A-D）、FAS（E-
G） 
 



TTR81-127 添加後に RNA-Seq で網羅的に発現変動を確認したところ、ICAM1, VCAM1, IL32, 
CCL2 など炎症に関連する分子の発現亢進が確認された（図 2-3）。 

図３．TTR81-127 アミロイド形成時に発現が上昇した代表的な分子 
 

 

図４．TG 線虫体壁内の TTR 凝集       図５．TG 線虫の寿命 
 
 
TTR81-127 などを発現する TG 線虫を作成したところ、体壁内に TTR 凝集物を認めると共に運
動能の低下、寿命の短縮を認めた（図 4, 5）。本 TG線虫モデルは、TTR アミロイドーシスの in 
vivo モデルとして活用できると考える。 
 
 
 
 
（３）アミロイドブレイカーのスクリーニング 



 リコンビナント TTR81-127 を培養細胞へ添加しアミロイド形成を誘導するモデルをハイスル
ープット化した。Z’-factor は 0.72 と良好であった（図６） 

図６．ハイスループットスクリーニングモデル（cell-based assay） 
 
本スクリーニング法を用いて off-patent 医薬品（1,280 種）ライブラリーからアミロイドブ
レイカー候補を抽出した。ピルビニウムやアポモルフィンなどに、in vitro でアミロイド分解
作用があることが判明した（表１）。 
 

 
表１．Off-patent 医薬品ライブラリーから抽出されたアミロイドブレイカー候補化合物 
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