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研究成果の概要（和文）：嚢胞性線維症(CF)および家族性アミロイドポリニューロパチー(FAP)

の治療薬の開発研究はあまり進展していない。本研究では， CF 患者の主症状である痰排出困

難を改善する薬効評価モデルマウスの確立と、FAP の原因タンパク質である transthyretin 

(TTR)の細胞内品質管理機構に関する研究により、変異 TTR の新規の小胞体品質管理機構を同定

し、変異 TTR 概念を提唱し，また、変異 TTR の小胞体品質管理に BiP が特異的に関わることも

明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Drug development for cystic fibrosis (CF) and familial amyloid 
polyneuropathy (FAP) is still in progress. We established the CF-like model mouse stably 
producing sputum to evaluate various kinds of medicine, and we found a novel mechanism 
for the endoplasmic reticulum-associated degradation of transthyretin variants in 
mammalian cells 
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１．研究開始当初の背景 
（１）CF 関連プロジェクト 

 約 70％の CF 患者は変異タンパク質ΔF508 
CFTR を有し，この変異体は小胞体に蓄積し小
胞体関連分解(ERAD)を受けやすい．本研究グ
ループは，小胞体分子シャペロンである
calnexin (CNX)が CFTR の ERAD 抑制に関与す
ること (Mol.Biol.Cell, 2004, BBA Mol. 
Cell Res., 2008a)，小胞体分子シャペロン
であるcalreticulin (CRT)が小胞体外で形質

膜における CFTR の安定性を低下させる
negative regulator で あ る こ と 
(J.Biol.Chem., 2006)，親電子性物質が CRT
の発現を抑制することにより形質膜の CFTR
を安定化すること (BBRC, 2007)，CFTR が特
定の遺伝子（TLR2）の DNA メチル化レベルを
制御していることを明らかにしてきた
(FASEB J., 2006)．さらに，Bafilomycin A1
感受性経路が CFTR の成熟化に必要であると
と も に  (BBA Mol. Cell Res., 2006) ，
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phosphatidic acid 代謝が小胞体から形質膜
への CFTR の輸送に重要であることを示した 
(BBA Mol. Cell Res., 2008b)．CFTR の関連
分子として，気道において CF の病態を左右
する上皮性 Na+チャネル(ENaC)の発現にも
CRT が関与していることを明らかにした 
(Exp.Cell Res., 2009)．さらに，気道炎症・
免疫という観点から TLR および Mucin の発現
制御については Dr.Li (Rochester Univ.)等
の海外研究者との国際共同研究を展開し多
く の 成 果 を 上 げ て き た  (PNAS, 2001, 
J.Biol.Chem., 2002abc, 2003,2005ab, 2006, 
Mol.Cell Biol. 2008 他, 多数)． 

 

（2）FAP 関連プロジェクト 

 FAP の 原 因 タ ン パ ク 質 で あ る

transthyretin (TTR)の主たる産生臓器は肝

臓であることから唯一の治療的アプローチ

は肝移植であるが，海外での移植が禁止

（2008 年 5 月「イスタンブール宣言」）とな

り，新たな治療法の開発が緊急の課題として

より一層求められてきた．本研究グループは，

安東教授らと血漿中の TTR４量体を安定化し，

アミロイド形成を抑制するための研究（FEBS 

Letters, 2005，Amyloid, 2008）を行ってき

たが，海外ベンチャーが新たに見いだした４

量体安定化薬は，基礎データは良好でも，実

際に臨床試験に関わった臨床医の評価は極

めて低いという．そこで，本研究グループは

独自に，肝移植と同等の効果を有する変異

TTR 産生抑制薬の開発が可能であるという新

規の概念を提唱した(EMBO J., 2007).さらに，

関連の知見として，変異 TTR の小胞体品質管

理に BiPが特異的に関わることも明らかにし

た(J.Biol.Chem., 2009)．さらなる展開とし

て，変異 TTR 産生抑制薬の分子設計のために

劇症型 FAP の変異 TTR の X線構造解析を行い

つつ（Biochemistry, 2010），TTR を無毒性の

タンパク質を凝集させ，アミロイド形成抑制

活性を示す天然化合物も見いだし，X 線構造

解析により変異 TTR における薬物結合部位も

同定している（Biochemistry,2010）． 

 
２．研究の目的 
本研究は，世界的に有名な遺伝病，嚢胞性線
維症(CF)および地元熊本にフォーカスがあ
る遺伝病，家族性アミロイドポリニューロパ
チー（FAP）という希少疾患に対する創薬研
究である．本申請期間内に，CF については，
薬効評価系として，CF と同様の呼吸器病態を
示す in vivo 評価モデルを構築し，FAP につ
いては，TTR 4 量体形成阻害薬の標的部位を
同定し，FAP 治療薬開発のためのリード化合
物を見いだす． 
 

３．研究の方法 
3.1.慢性的な粘液過剰分泌を呈するモデル

の確立 

 申請者は，上記の「 ENaC 気道上皮特異的
transgenic mice」を数年前に輸入し，本研
究室において交配を重ね，その過程で，本マ
ウスの欠点である致死率の高さを改善した
低致死率マウス群を確立した．興味深いこと
に，我々の確立した低致死率マウス群は，軽
度の，かつ安定した粘液過剰分泌の表現型を
呈した（未発表）．そこで，本研究では，こ
れら低致死率のマウスを，CF 様症状を呈する
慢性炎症モデルとして評価可能か詳細に明
らかにすることを目的とし，種々の生化学的，
組織化学的手法を用いて病態の解析を行う．  
CF の病態モデルとして最も適した週齢及び
評価に最も適したバイオマーカー（MUC5AC，
種々のサイトカイン等）の選別を行う． 

 

3.2.ドッキングシミュレーションによる TTR

４量体形成阻害薬の候補化合物の探索 

 これまでの研究により，TTR の４量体は単量

体→２量体→４量体の経路で形成されるこ

と，さらに，TTR 変異体は単量体時のみ細胞

外分泌抑制を受けることが明らかになって

いる．したがって，TTR 変異体の細胞外分泌

抑制を期待する TTR４量体形成阻害薬の作用

標的として，２量体形成阻害に焦点を当てリ

ガンド結合部位探索を行う．リガンド結合部

位探索では，TTR 単量体に存在する結合ポケ

ットを検出するが，特に，２量体形成阻害の

標的部位候補および４量体形成を阻害する

変異部位である Phe87，Leu110 に着目する．

リガンド結合部位探索およびドッキングシ

ミュレーションは統合計算化学システムお

よび様々な立体配座の化合物を含む 3D 配座

データベースを用いて行う． 

 

3.3.変異 TTR の産生抑制薬の妥当性に関する

細胞生物学的検討 

 変異 TTRが小胞体において４量体が形成さ

れなくなった場合に、単量体が小胞体に蓄積

される．蓄積された変異タンパク質がどのよ

うに分解されていくかの機序を解明してお

くことは重要であるため、一般の細胞生物学

的な技術を駆使し、分解機構の全貌を明らか

にした．  

 
４．研究成果 
4.1.CF 様モデルの確立 

C57BL/6-βENaC-Tg マウスを比較的気道抵抗

性の強いマウス系統である C57BL/614 へ戻し



交配を複数回行った．その結果，気道閉塞性

粘液貯留を安定的に自然発症するマウスを

作 製 す る こ と に 成 功 し た 

(C57BL/6-βENaC-Tg)．また，興味深いこと

に，C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺組織にお

いて，杯細胞のマーカー遺伝子および粘液関

連遺伝子の発現上昇が認められたことから，

C57BL/6-βENaC-Tg マウスの粘液貯留には，

気道上皮組織からの過剰分泌が関与してい

る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ． さ ら に ，

C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺組織において，

免疫細胞の浸潤や炎症性サイトカインの発

現量も増加していたことから，炎症病態も誘

発されていることを明らかにした．これらの

結果より，C57BL/6-βENaC-Tg マウスは，安

定的に粘液貯留症状を自然発症する新規の

閉塞性肺疾患モデルマウスとなり得ること

が示唆された．閉塞性肺疾患に対する新規治

療薬開発において，C57BL/6-βENaC-Tg マウ

スが有用な薬物評価モデルであるか否かを

明らかにし，さらに本マウスを用いて，閉塞

性肺疾患に対する新規創薬ターゲット分子

を探索することを目標とし，以下に示す３つ

の観点から検討を行った． 

 

1) C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺気腫病態

に関する組織学的解析 

2) C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺機能に関

する呼吸力学的解析 

3) Microarray 法 を 用 い た C57BL/6 

-βENaC-Tgマウスの肺組織における遺伝

子発現変動の網羅的解析 

 

 

1) C57BL/6-βENaC-Tgマウスの肺気腫病態に

関する組織学的解析 

 まず，C57BL/6-βENaC-Tg マウスが肺気腫

病態を呈しているか否かを明らかにするた

めに組織学的解析を行った．気道病態を有す

る状態の 14-16 週齢の C57BL/6-βENaC-Tg マ

ウスと野生型マウスから左肺を摘出し，中性

緩衝ホルマリン液に浸漬し固定した後，パラ

フィン包埋によりブロックを作製した．パラ

フィンブロックは厚さ 6 μm で薄切し，組織

標本を作製した．その後，PAS (Periodic 

acid-Schiff) & Alcian Blue 重染色にて粘液

貯留症状と肺気腫病態の検討を行った．上部

3 カ所，中部 4 カ所，下部 3 カ所，計 10 カ所

の視野をランダムに選択し，1 辺 300 μm の

格子線を引き，この格子線と肺胞壁の交点を

数え，格子線の全長を交点の数で除すること

に よ り ， 平 均 肺 胞 径  (Mean Linear 

Intersepts: MLI) を算出した．この MLI は

一般に肺気腫病態の評価に用いられている

指標である 15．その結果，C57BL/6-βENaC-Tg

マウスの MLI は，野生型マウスに比べて有意

に拡大しており，C57BL/6-βENaC-Tg マウス

は粘液貯留症状のみならず，肺気腫病態も呈

するモデルであることを明らかにした． 

 

2) C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺機能に関

する呼吸力学的解析 

 次に，C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺機能

が低下しているか否か検討した．肺機能測定

には，小動物用の高性能呼吸解析コンピュー

タシステム flexiVent (SCIREQ Inc.) を用い

た．flexiVent では，Resistance，Elastance，

Compliance を指標とする肺の器質的変化に

加え，呼吸機能の指標である 0.1 秒率（努力

肺活量の何％を 0.1 秒間に呼出できるか）を

用いて機能的変化を調べることが可能であ

る．まず，器質的変化に関しての検討を行っ

た．肺の組織抵抗の指標である Resistance

（ 組 織 抵 抗 ） は ， 野 生 型 マ ウ ス と

C57BL/6-βENaC-Tg マウスとの間に有意な差

は認められなかったが，一方，肺の柔軟性の

指標である Elastance（肺の縮み易さ）は野

生型マウスと比較して有意に低下し，また，

Compliance（肺の膨らみ易さ）は有意に上昇

し て い る こ と を 明 ら か に し ，

C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺組織は柔軟性

が低下していることを示した． 

 次に，機能的変化に関しての検討を行った．

呼吸機能の評価は，0.1 秒間の呼出量 

(FEV0.1) を努力肺活量 (FVC) で除した値

の 0.1 秒率 (FEV0.1%) により評価した．ス

パイロメトリーを用いての 1秒率の測定によ

る呼吸機能の評価は，実際のヒトの COPD 患

者における診断基準としても用いられてお

り，今回マウスで測定した 0.1 秒率は，臨床

的にも意味のあるパラメーターである可能

性が高い．その結果，C57BL/6-βENaC-Tg マ

ウスにおける 0.1 秒率は，野生型マウスと比

較 し て 有 意 に 低 下 し て お り ，

C57BL/6-βENaC-Tg マウスは呼吸機能障害を

有するモデルであることを明らかにした． 

 

3) Microarray 法 を 用 い た C57BL/6 

-βENaC-Tgマウスの肺組織における遺伝

子発現変動の網羅的解析 

 これまでの結果より，本分野で確立した

C57BL/6-βENaC-Tg マウスは，ENaC 過剰活性

化による気道粘液貯留症状のみならず，気道

炎症，肺気腫病変および呼吸機能障害を有す

る新規の閉塞性肺疾患モデルとなり得るこ

とを示した． 



 そこで，本項では，C57BL/6-βENaC-Tg マ

ウスにおける病態制御因子を網羅的に探索

するために，肺組織における遺伝子発現変動

についての microarray 解析を行い，新規創

薬ターゲット分子の探索を試みた． 

 野生型マウスと C57BL/6-βENaC-Tgマウス

から右肺を摘出し，RNA の分解を避けるべく

RNAlater® に浸漬し，4℃で 1 日回転浸透させ

たものを使用した．Microarray 解析は，東

レ株式会社に委託し，“3D-Gene” mouse 

oligo chip 24k を用い，蛍光色素 Cy3 で WT，

Cy5 で C57BL/6-βENaC-Tg を検出し，それぞ

れの蛍光強度を比較することにより検討し

た．その結果，C57BL/6-βENaC-Tg マウス肺

組織において，野生型マウスと比較して，検

出遺伝子23,474 geneの中で125 geneが200 % 

以上増加し，34 gene が 50 % 以下に減少し

ていることを明らかにした．続いて，遺伝子

の中で，200 % 以上に増加，または 50 % 以

下に減少したものに関して，バイオインフォ

マティクスの観点から解析を行った．その結

果，プロテアーゼ系の活性化，酸化ストレス

が病態の悪化に密接に関与していることが

明らかになった． 

 既存の去痰薬について，薬理評価試験を実

施したが，現時点では，有用な薬物は見いだ

されていない． 

 

4.2. ４量体不安定化化合物の探索 

 in silico での有用化合物の探索を富山大

学薬学部の水口教授のグループと共同で行

なった．その結果，数個の候補化合物が見い

だされてきた．特許の関係でデータ公開は出

来ないが，現在，その有用性について追及中

である． 

 

4.3. 新たな変異 TTR 分解機構 

 TTR は本来，非糖鎖付加タンパク質である．
我々は ERAD 阻害時において，D18G TTR（ERAD
基質）が N型糖鎖修飾を受けることを見出し
た．そこで本研究では，変異 TTR への N型糖
鎖修飾機構の分子機構および生理的意義の
解明を目指し，研究を進め， D18G TTR への
N 型糖鎖修飾は翻訳後修飾であること，STT3B
を触媒サブユニットとして有するオリゴ糖
転移酵素により行われることを見出した．こ
の知見は，フォールディング異常のタンパク
質の新たなタンパク質分解経路の存在を示
した．Mol.Cell 2012 に発表でき，表紙に採
用された．また，Faculty of 1000 にも採用
された． 
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