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研究成果の概要（和文）：トランスサイレチンの単量体に結合することでアミロイド線維形成を阻害する、全く
新しい作用機序をもつトランスサイレチン(TTR)アミロイドーシス阻害薬の開発を行った。コンピューターによ
るスクリーニングや化合物ライブラリを探索することにより、抗炎症薬であるジアセレインが候補化合物である
ことが明らかになった。物理化学的な実験から、ジアセレインは、既存の阻害剤と同様に四量体に結合して立体
構造を安定化する一方で、単量体・および二量体を安定化することでアミロイド線維形成を阻害していることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We explored a candidate for a novel transthyretin (TTR) amyloloidogenesis 
inhibitor that binds to the TTR monomer. We found diacerein, a anti-inflammatory drug, as a 
candidate of a TTR amyloidogenesis inhibitor by computer-aided screening and screening of in-house 
compound library. We discovered by biophysical experiments that while diacerein stabilized the TTR 
tetramer by binding to TTR in a same manner as other TTR amyloidogenesis inhibitors, diacerein 
inhibited the TTR amyloid fibril formation of TTR by stabilizing the TTR monomer and dimer. Altough 
further investigation is required, our study indicates diacerein would be a novel TTR 
amyloidogenesis inhibitor.

研究分野：医薬品化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、国内で承認されているATTR-FAPの治療は肝移植またはTTRを安定化するビンダケルに依存している。治療
の選択肢を広げるために、新しい作用機序のアミロイド線維形成阻害剤の創製が望まれる。本研究ではジアセレ
インが強い線維阻害作用を示すことを発見し、ビンダケルとは異なる作用機序であることが示唆された。ジアセ
レインは新規のアミロイド線維形成阻害剤、あるいはその鋳型化合物となりうる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景                                
アミロイドーシスはアミロイド線維が臓器に沈着して、機能障害を起こす病気の総称であ
り、難治性特定疾患として厚生労働省に指定されている。血液中でサイロキシン(T4)を運搬す
る役割をもつトランスサイレチン(TTR)はアミロイドーシス原因タンパク質である。特に TTR
遺伝子変異による家族性アミロイドポリニューロパシー(FAP)は自律神経障害や腎・心不全等
の症状を引き起こす。TTRはホモ四量体であり、解離した単量体 TTRが変性・凝集すること
によってアミロイド線維を形成する。 
これまでの FAP治療薬は、細胞外でのアミロイド線維形成の抑制を目的として展開されて
おり，タファミディス (ファイザー社)やジフルニサル（既存の NSAIDs）が臨床応用，臨床試
験に至っている。これらは TTR の T4 結合部位に結合し、TTR を安定化することで、アミロ
イド線維の形成を抑制するものである（TTR安定化剤）。応募者もこれまでに、様々な TTR安
定化剤を見出してきた。しかし、100種類以上の変異が知られている TTRアミロイドーシスに
おいて、TTR 安定化剤の効力は限定的であり、無効な変異体も存在する。TTR 安定化剤が処
方されているのは V30M変異キャリア患者のみである事実を鑑みると、万能な抗アミロイドー
シス薬の開発が必要である。 

 
２．研究の目的                                    
近年の研究で、四量体を形成できないアミロイド性変異 TTR は細胞外に分泌されず、粗
面小胞体のタンパク質品質管理機構によって識別され、最終的にプロテアソームによって分解
されることが明らかになった。このことは、TTRの単量体に結合して四量体形成を阻害する化
合物は、小胞体関連分解により TTR を分解させ、アミロイド線維形成を阻害する可能性を示
唆している。この作用機序を利用して、幅広い変異型の患者に処方できる抗アミロイドーシス
薬の創製を考えた。本研究はドッキング計算や、インビトロでの結合分析によって、新しい作
用機序をもつ革新的な抗アミロイドーシス薬を開発する。 

 
３．研究の方法                                    
仮想化合物ライブラリをカリフォルニア・サンフランシスコ大学が運営する ZINC からダウ
ンロード入手し、AutoDock VINA を用いてドッキング計算を行う。in-house シェルスクリプト
で計算を自動化し、仮想化合物ライブラリのスクリーニングを行った。実験にはすべてアミロ
イド凝集性の高い V30M 変異型 TTR(V30M-TTR)を用いた。化合物のアミロイド線維形成阻害能力
は酸媒介凝集実験で検証し、TTR オリゴマーにおよぼす影響はグルタルアルデヒド架橋実験で
検証した。X線結晶構造解析では V30M-TTR を用いた。 
 
４．研究成果                                     
  ドッキングシミュレーションによるスクリーニングおよび酸媒介凝集実験による
in-house 化合物ライブラリのスクリーニングの結果、ジアセレインが TTR のアミロイド線維
形成を阻害することを明らかにした。その IC50は 5.4 µMであり、ポジティブコントロール実
験として決定したジフルニサルの IC50値 6.6 µM よりも有意に低い値であった。次に、グルタ
ルアルデヒド架橋実験を行った。ジフルニサルは濃度依存的に V30M-TTR 四量体が増加したこと
から、過去の報告通り、四量体を安定化することによってアミロイド線維形成を阻害している
ことが確認された。一方で、ジアセレインはその濃度の増加に伴って、四量体だけでなく二量
体と単量体の割合も増加していた（図１）。このことは、ジアセレインは四量体・二量体・単量
体すべての TTR オリゴマーに結合していることを示唆している。 
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  さらに V30M-TTR とジアセレイン複合体の X 線結晶構造解析を行った。サイロキシン(T4)
結合部位に大きな差フーリエピークが観測された。T4結合部位に結合したジアセレインである
と考えられる。しかし、この電子密度図にジアセレインをフィットすると、ジアセレインのア
セチル基や水酸基がタンパク質の側鎖と接触してジアセレインを置くことができない。この原
因はいくつか考えられるが、一つはジアセレインの親和性が低く、電子密度図があいまいであ
るため、ジアセレインの構造と電子密度図がフィットしない可能で性である。もう一つは、結
晶の育成途中にジアセレインが分解（例えばアセチル基の分解など）している可能性である。
いずれにしても、結晶構造解析の結果から、ジアセレインは T4結合部位に結合し、四量体を安
定化していることが明らかになった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
  本課題では、ジアセレインが TTR アミロイド線維形成阻害剤であることを同定し、阻害能
力の指標である IC50 は 5.4 µM と極めて強く TTR のアミロイド線維形成を阻害することを明ら
かにした。また、ジアセレインは TTR 四量体だけでなく、二量体と単量体にも結合し、その立
体構造を安定化していることが明らかになった。ただし、等温滴定カロリメトリー実験ではジ
アセレインは二量体 TTR（S112I 変異体 TTR）には結合しない結果が得られており、さらな
る反芻実験および異なる手法での検証が必要である。しかしながら、本研究で得られた結果は、
ジアセレインが既存の TTR 安定化剤としてだけでなく、TTR をタンパク質品質管理機構誘導し
て線維形成を阻害する、デュアルインヒビターである可能性を提示するものである。 
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