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研究成果の概要： 

家族性アミロイドポリニューロパチー (FAP) に対する治療として、これまで我々は、single 

stranded oligonucleotides (SSOs) による原因遺伝子である異型トランスサイレチン（TTR）

の遺伝子変換に成功した 。そこで、本研究では FAP の遺伝子治療の実用化に向けて、更に変換

効率を上げるため、SSOs を細胞内で発現させる SSOs 発現ベクターによる遺伝子変換システム

を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 
家族性アミロイドポリニューロパチー（FAP）
は成人発症の常染色体優性遺伝を呈する神経
難病である。血中の異型トランスサイレチン
（TTR）のほとんどが肝臓から産生されること
から、近年、肝移植が行われるようになった
が、様々な施設の追跡調査の結果、肝臓の異
型 TTR 遺伝子を移植により正常化すると、全
身症状が手術の時点以上には進行しなくなる
ことが明らかとなった。しかし肝移植は、1. 
術中術後管理に生命の危険性を伴う、2. 多額

の医療費を伴う、3.異型 TTR遺伝子を持つ FAP
未発症者には施行することが出来ない、4.網
膜、脈絡叢から産生される異型 TTR は制御で
きず、眼や髄膜に沈着するアミロイドは阻止
できない、などのいくつかの大きな問題点が
ある。従って、こうした問題を解決するため
に、新たな治療法の開発が不可欠である。こ
れまで我々は TTR 遺伝子を変換するように設
計した single- stranded oligonucleotides
（SSOs）を合成し、アテロコラーゲンに包埋
した後に HepG2 細胞およびトランスジェニッ
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クマウス（Met30 タイプ）に投与して TTR の
遺伝子変換を試みたところ、遺伝子変換が認
められることが明らかになった。しかし、ト
ランスジェニックマウス（ATTR V30M タイプ）
を用いた in vivo の実験系では遺伝子変換率
の改善はあまりみられず、SSOs そのものを投
与する方法では in vivo での改善は困難（in 
vivoで改善を得るには大量のオリゴヌクレオ
チドが必要で、トランスフェクションによる
副作用が生じやすいため）と考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 FAP の遺伝子治療の実用化に向けて、更に変
換効率を上げるため、SSOs を細胞内で発現さ
せるように設計した single-stranded DNA 
expression vector の開発を行う。本ベクタ
ーは、Chen Y らにより DNA エンザイムを細胞
内に発現させるために開発されたもので、70
～80%標的遺伝子の発現の抑制が確認された
ため、この方法で細胞内に SSOs を発現させる
ことが期待される。しかも、本法では SSOs よ
りも安価に大量に合成することが可能であり、
SSOsに比べて少ない量で遺伝子変換が起こる
ことが予想されるため、この治療戦略は極め
て有望と考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）Single-stranded DNA expression vector
の開発： 
Single-stranded DNA expression vectorは、

①RT: reverse transcriptase、②TS: reverse 
transcription termination sequence、③PBS: 
RT primer binding sequence 、 ④ ssDNA: 
single-stranded DNA (アンチセンス、DNAエ
ンザイムなど)、⑤IRES: mRNA内部のリボソー
ム結合サイト、⑥TE: terminator sequenceか
ら構成され、Chen Yらによって提唱された。
我々は、彼らのベクターより高いRT活性を得
るために、RT cDNAを組み込む際のKozak 
sequenceの使用と完全長のRTの導入および④
の部分にSSOsの導入を行った（図１参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：Single-stranded DNA expression vector の
全体像と SSOs 発現のメカニズム 
 
 正常ヒト TTR遺伝子を有する HepG2細胞を

ヒト ATTR V30M および正常マウス TTR 遺伝子
に変換するように設計した SSOs の配列は以
下のとおりである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：設計した SSOs の配列 

 

 
（２）遺伝子変換に最適なsingle-stranded 

DNA expression vectorおよびトランスフェク

ションの検討： 

 遺伝子変換を起こすように作成した種々
の長さ（50bp, 74bp）の SSOｓを発現する
single-stranded DNA expression vector を
様々なトランスフェクション方法を用いて、
FAP の遺伝子治療の標的細胞である肝細胞株
である HepG2細胞にトランスフェクションし
た。 RTRT SSOs

PCMV RT TS SSOs PBSDNA

RNA

Protein RTRT

TE

RTRT SSOs

PCMV RT TS SSOs PBSDNA

RNA

Protein RTRT

TE

トランスフェクション法： 
１）カチオン性脂質：Lipofectamine 2000 
２）TransIT-LT1 Transfection Reagents 
３）ポリアミン系：GeneJuice Transfetcion 

Reagent 
４）エレクトロポレーション法：遺伝子導入



システム Nucleofector 
５）炭酸アパタイトナノ粒子：アパキャリー 
  1 
６）５）＋遺伝子導入助剤 
 
（３）遺伝子導入効率の評価： 
 遺伝子導入効果を確認するために、蛍光色
素 GFP を発現する pmaxGFP ベクターを上記の
トランスフェクション法を用いて HepG2細胞
に導入した。導入２日後に蛍光顕微鏡下で観
察した。 
 

（４）遺伝子導入効果の検討： 
Single-stranded DNA expression vector

の投与３日後に細胞を回収し、RNA を抽出し、
遺伝子変換率を算定し、遺伝子変換に最適な
方法を決定した。 

遺伝子変換率は、正常TTRとATTR V30Mを認
識するプローブ（正常TTR認識プローブ：
VIC-CAATGTGGCCGTGCAT；ATTR V30M認識プロ
ーブ：FAM-AATGTGGCCATGCAT）とエクソン２
を増幅するプライマー（CTCTGATGGTCAAAGT 
TCTAGATGCTとGTGTCATCAGCAGCCTTTCTG）を用
いて、リアルタイムRT-PCRを行った。 

変換率を求まるために、正常 TTR: ATTR 
V30M=9:1、49:1,249:1、1249:1 の混合した
DNA を用いてリアルタイム PCR を行い、標準
曲線（縦軸：ATTR V30M の割合；横軸：Ct (ATTR 
V30M)-Ct (正常 TTR)）を作成した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：遺伝子変換率を求めるための標準曲線 
  
 single-stranded DNA expression vector
による遺伝子変換率は、この標準曲線を用い
て行った。 
 
 
４．研究成果 
 肝移植は、FAP の進行を停止させる有効な
治療法であるが、肝移植は前述のごとく多く
の問題を抱えている。従って、肝移植に代わ
る FAP 患者の肝臓における異型 TTR の産生を

抑制する新たな治療法の開発が望まれる。新
しい治療法の一つとして、SSOs を用いて遺伝
子を修復したり、アンチセンスやリボザイム
による遺伝子の発現を抑制したりすること
で、FAP 患者の肝臓における異型 TTR の産生
を抑制する遺伝子治療が考えられる。しかし、
アンチセンス法、リボザイム法は、TTR 遺伝
子発現レベルでの治療法であるため、TTR が
極めて血中半減期の短い蛋白であることを
考えると実際の治療戦略としては無理があ
る。これに対して SSOs を用いた遺伝子修復
は、DNA レベルでの遺伝子修復のため、一度
組み換えが起こると、その効果は半永久的に
続くと考えられる。従って、我々は、SSOs を
用いた遺伝子修復法が、FAP の最も理想的な
遺伝子治療法と考えた。 
 これまで我々は TTR遺伝子を変換するよう
に設計した SSOs による遺伝子変換に成功し
たが、in vivo で改善を得るには大量のオリ
ゴヌクレオチドが必要で、トランスフェクシ
ョンによる副作用が生じやすいため、SSOs オ
リゴ自体を使うのではなく、SSOs を細胞内で
発現させる single-stranded DNA expression 
vector を作成した。 
遺伝子変換率を向上させるためには高い

遺伝子導入効率が得られるトランスフェク
ション法が不可欠である。そこで、HepG2 細
胞に対する６種類のトランスフェクション
法の遺伝子導入効率と細胞生存率を比較し
たところ、アパキャリー１を使用した系が最
も優れていた（図３）。 

y = -6.165Ln(x) + 10.804
R2 = 0.9961

-2

0

2

4

6

8

10

12

0 2 4 6 8
Ct（ATTR V30M)-Ct (正常TTR）

A
T
T
R
 V

3
0
M
 の

割
合

（
％

）

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：アパキャリー１による遺伝子導入 
 
 そこで、アパキャリー１およびアパキャリ
ー１＋遺伝子導入助剤を用いて、50 bp と 74 
bp の SSOs を発現する single-stranded DNA 
expression vector を HepG2 細胞に導入した。
アパキャリー１単独で導入を行った系では
遺伝子変換はほとんど得られなかったが、ア
パキャリー１と遺伝子導入助剤を用いた系
では、50bp の SSOs を発現させたもので 0.61%、
74bp の SSOs を発現させたもので 1.47%の遺



伝子変換が認められた。念のために、他のト
ランスフェクションで導入を行ったが、遺伝
子変換はほとんど得られなかった。 

以上より、今後課題は多いものの、本法に
よる FAPの遺伝子治療の可能性が考えられた。 
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