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研究成果の概要（和文）：PIポリアミドは新規遺伝子発現制御技術であるが、本研究ではSar1bを抑制するPIポリアミ
ドを高中性脂肪血症や肥満症の治療薬として開発した。ヒトおよびラットSar1bプロモーターに結合するPIポリアミド
をそれぞれ2つづつデザイン合成し、ターゲット配列への結合を確認した。次いで培養小腸上皮細胞にPIポリアミドを
添加しSar1b mRNA発現を抑制することを確認した。さらにラットにPIポリアミドを隔日で2週間経口投与し、小腸のSar
1b発現減少、体重増加の抑制作用を確認した。
Sar1b抑制PIポリアミドは経口投与により肥満、脂質異常症を治療する新しい薬物として有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Pyrrole-imidazole polyamides (PI polyamides) are effective inhibitors of tissue 
specific and general transcription factors. Sar1b play a major role in chylomicron synthesis in small 
intestine. We designed and synthesized PI polyamide targeting Sar1b gene to reduce intestinal chylomicron 
synthesis. Treatment of CaCo2 cells with 0.1μM PI polyamide significantly reduced Sar1b mRNA expression. 
PI polyamide significantly decreased Sar1b mRNA in the small intestine of Wistar rats. Body weights of 
rats treated with PI polyamide were significantly lower compared with that in control rats at the end of 
the treatment.
This noel therapeutic agent, PI polyamide, decreased Sar1b expression in vivo. PI polyamide targeting 
Sar1b gene has a possibly to be a useful tool for the new strategy for transcription regulation therapy.

研究分野： 脂質代謝
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1. 研究開始当初の背景 
脂質異常症治療において、高 LDL 血症に
対しては、スタチン製剤を中心とした治療
が確立し、さらに機序の異なるエゼチミブ
の追加投与など、治療の選択肢も増えてい
る。これに対し、生下時より著明な高カイ
ロミクロン血症をきたすⅠ型高脂血症には
有効な薬物療法は確立されておらず、中性
脂肪の高値が持続する。さらにカイロミク
ロン、VLDL が増加して重篤な高中性脂肪
をきたす原発性V型高脂血症ではフィブレ
ート製剤を中心とした治療が一般的である
が、コントロール不良な例も多く、治療に
おける新たな選択肢が求められている。食
事由来の中性脂肪は消化管内でモノグリセ
ライドと脂肪酸まで分解されて小腸上皮細
胞に吸収され、そこで再び中性脂肪に再合
成され、これを用いてカイロミクロンが合
成される。その主要な過程は構造蛋白であ
るアポＢ48 を中心に滑面小胞体中でリン
脂質に富む粒子が形成され、そこに
diacylglycerol acyltransferase (DGAT)に
より合成された中性脂肪が MTP の作用に
より加わってゆく。こうして合成されたカ
イロミクロン前駆のリポ蛋白はゴルジに運
ばれるが、この輸送に必須な蛋白がSAR1B
である。SAR1B が欠損した Anderson 病
の患者では血中にカイロミクロンが見られ
ず、中性脂肪の吸収障害を認める。MTP
が欠損する無βリポ蛋白血症でも血中のカ
イロミクロンは欠損するが、肝臓で合成さ
れるもう一つの中性脂肪に富むリポ蛋白で
ある VLDL も欠損する。これに対し、
SAR1B を欠損する Anderson 病の患者で
はカイロミクロンのみが欠損し、VLDL は
正常に合成される。このことより、MTP
は小腸、肝臓の両者でのリポ蛋白合成に必
須であるが、SAR1B は小腸におけるカイ
ロミクロン合成にのみ必須な蛋白であり、
肝臓における VLDL 合成には必須ではな
いと考えられる。以上の知見より、小腸に
おける脂質吸収、合成を特異的に抑制する
治療のターゲットとしては SAR1B がより
ふさわしく、本研究における新しい吸収抑
制薬のターゲット分子は SAR1B とした。
PI ポリアミドは非核酸有機化合物であり
ながら、核酸が核酸配列を認識して結合す
るように、配列特異的に DNA に結合し、
遺伝子プロモーターの転写因子結合領域に
おいてこれと競合させると、その遺伝子の
転写を抑制する新しい遺伝子発現制御技術
である。我々は、これまで transforming 
growth factor β1、lectin-like oxidative 
LDL receptor 1、Fc receptor common γ 
chain、ABC transporter A1 などの発現を
抑制する PI ポリアミドを開発し、その効
果を報告した。PI ポリアミドは特別なデリ
バリー試薬無しに組織に良好に移行し、細
胞の核に取り込まれ、遺伝子発現を特異的
に抑制できる。また、非核酸有機化合物で

あることから生体内で核酸分解酵素に対し
て安定である。これらの特徴より PI ポリ
アミドは特に in vivo においては核酸医薬
よりも優れていると考えられる。 
 
2. 研究の目的 
本研究は SAR1B のプロモーター領域に結
合してその発現を抑制する PI ポリアミド
を開発し、経口投与により小腸でのカイロ
ミクロン合成を抑制する薬剤を開発するも
のである。本薬剤は経口投与することで、
直接ターゲット細胞である小腸上皮細胞に
到達することができ、PI ポリアミドの物性
から、容易に小腸上皮細胞の核に入り、作
用すると考えられる。これにより、本薬剤
は小腸における食事由来リポ蛋白であるカ
イロミクロンの合成を阻害するという新し
い作用機序より、高中性脂肪血症治療薬と
しての作用に加え、動脈硬化病変形成に大
きく関わると考えられている食後高脂血症
治療薬として、また、脂質吸収を抑制する
ことから抗肥満薬としての効果も期待でき
る。 
 
3. 研究の方法 
(1)転写因子結合領域解析 
転写因子結合領域の解析は TFSEARCH( 
National Biology Research Center, Japan)
を用いた。 
(2)PI ポリアミドの合成 
PI ポリアミドはペプチド合成機 PSSM-8 を用
いて固相法で合成した。合成した PI ポリア
ミドは HPLC にて精製した後に真空凍結乾燥
した。乾燥したPIポリアミドは使用前にDMSO
にて溶解して使用した。 
(3)ゲルシフトアッセイ 
ヒト及びラットプロモーターの SRE 及び PI
ポリアミド結合配列を含む 20bp のセンス、
アンチセンスオリゴ DNAを合成し、2本鎖 DNA
としたもの等モルの PI ポリアミドをインキ
ュベートしポリアクリルアミドゲルにて泳
動した。 
(4)RT—PCR 
Caco-2 細胞、ICE-6 細胞より mRNA を抽出後、
High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied 
Biosystems) を用いて逆転写を行い、
cDNAを作成、TaqMan プローブ法（Applied 
Biosystems, Foster City, CA）を用いた
リアルタイム RT-PCR 法にて検討した。 
(5)In vivo 実験プロトコール 
3 週齢 Wistar ラットを普通食で飼育しつ
つ、2 週間 Sar1bPI ポリアミドを 7.5mg/kg
にて隔日経口投与した(合計 7回)。コント
ロールにはミスマッチ PI ポリアミドを
7.5mg/kg 隔日投与した。投与終了後にイソ
フルラン吸入麻酔(2～5% in 100%酸素)下で、
体表を消毒後に腹部正中切開し下大静脈よ
り脱血後、小腸を摘出しリアルタイム PCR 法
により Sar1b mRNA の定量を行った。 



 
4. 研究成果 
Sar1bを発現抑制するPIポリアミドをデザイ
ンするためヒトSar1bプロモーター遺伝子配
列における転写因子結合領域をデータベー
スを用いて解析し、ヒト Sar1b 遺伝子プロモ
ーターにおける転写因子結合予想部位のマ
ップを作成した。多くの転写因子結合部位が
予測されたが、その中に脂質代謝調節のレギ
ュレーターとして主要な役割を担うことが
すでに明らかとなっている SREBP(Sterol 
Regulation Element Binding Protein)が結
合する SRE 配列が同定されたので、最初の PI
ポリアミドはこの領域をターゲットとする
こととした。PI ポリアミドを SRE の上流側と
下流側に 2種類デザインし、ペプチド合成機
で合成し、HPLC にて精製した。合成した 2種
類の PI ポリアミドのターゲット配列への結
合をゲルシフトアッセイにて確認した。ター
ゲット配列への結合が確認できた 2 種のヒ
ト Sar1b に対する PI ポリアミドをヒト小
腸上皮細胞 Cell line である CaCo2 細胞に
1μM で添加し Sar1b mRNA 抑制効果を
検討した。作成した 2 種類のポリアミドは
ともに有意に Sar1b mRNA を抑制した。
さらに、CaCo2 細胞を継続培養して小腸上
皮様に分化させ、PI ポリアミドの脂質合
成への影響を評価したところ、PI ポリアミ
ドは CaCo2 細胞の脂質合成を抑制させた。 
さらに PI ポリアミドの効果を in vivo で評
価するために、ラット Sar1b を抑制する
PI ポリアミドの作成を行った。ラット
Sar1b プロモーター配列をデータベースに
て解析し、そのプロモーター領域に 2 カ所
の SRE 配列を同定した。その下流 SRE に
結合する 2 種類のラット PI ポリアミドを
デザイン、合成し、ゲルシフトアッセイに
てそのターゲット配列への結合を確認した。
次いで、ラット小腸上皮細胞である ICE-6
を用い、2 種の PI ポリアミドの Sar1b ｍ
RNA 抑制効果を検討した。反復して検討
を行ったが、2 種の PI ポリアミドともに
Sar1b 抑制効果は確認できなかった。その
ため、上流 SER をターゲットとした PI ポ
リアミドをさらに 2 種類デザイン合成し、
そのターゲットへの結合をゲルシフトアッ
セイで確認した。この 2 種の PI ポリアミ
ドのうちの 1 種で ICE-6 細胞の Sar1b 
mRNA 発現を有意に抑制することを確認
できた。 
ラット in vivo での研究を目指し、PI ポリ
アミドの小腸への取り込みを検討した。 
FITC ラベルした PI ポリアミドを Wistar
ラットに経口投与し、小腸上皮細胞内への
取り込みを蛍光顕微鏡を用いて検討したが、
取り込みを確認できなかった。 
このため、ラット小腸を結紮し、1.0×10-3 
M , 0.1 ml の PI ポリアミド溶液を直接注
入して取り込みを検討したところ、小腸上
皮細胞内への FITC ラベルポリアミドの取

り込みが確認された。経口投与で FITC ラ
ベルポリアミドの取り込みが確認できなか
った原因は FITC ポリアミドが胃酸により
変性していた可能性があると考えられる。 
ここまでの研究で PI ポリアミドがラット
小腸上皮細胞に取り込まれることが確認で
きたので、ラットに対する経口投与実験を
行った。3 週齢の Wistar ラットを普通食
で飼育し、2 週間 Sar1bPI ポリアミドを
7.5mg/kg にて隔日経口投与した(合計 7
回)。コントロールにはミスマッチ PI ポリ
アミドを 7.5mg/kg 隔日投与した。投与後
の体重を比較すると、Sar1b PI ポリアミド
投与群で体重は低下傾向であった。又、投
与後の血清中の脂質(総コレステロール、中
性脂肪、HDL-コレステロール)については
有意な変化を認めなかった。投与後の上部、
中部、下部小腸における Sar1b ｍRNA 発
現をリアルタイム PCR にて比較した。空
腸、回腸において、PI ポリアミド投与群で
有意にSar1b mRNAの発現低下を認めた。
十二指腸においても SAR1b の発現は低下
傾向であった。 
本研究ではヒトおよびラットSar1b遺伝子
発現を抑制する PI ポリアミドを確立した。
さらにラット PI ポリアミドを経口投与し
てラット小腸上皮細胞における Siar1b 
mRNA 発現を抑制することと体重増加を
抑制することが示された。以上の結果より
本薬剤は経口投与により小腸において脂質
吸収を抑制する新規薬剤として有用なもの
であると考えられる。 
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