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研究成果の概要（和文）：マウスRbp4遺伝子をヒトRBP4遺伝子で、マウスTtr遺伝子をヒト正常TTR遺伝子およびヒト変
異TTR遺伝子で置換したヒト化マウスの作製を行った。このダブルヒト化マウスを用いて、アミロイド沈着を解析した
ところ、従来のTg(6.0-hTTRMet30)と消化管等ではほぼ同等の、心臓ではより多量の、そして坐骨神経においてもアミ
ロイド沈着を観察した。さらに、CHF5074投与により、TTR 4量体は安定化され、血中TTRレベルが上昇すること、心臓
や胃におけるアミロイド沈着防止効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：We produced three strains of double humanized mice, Rbp4hRBP4: TtrhTTRVal/Val, 
Rbp4hRBP4: TtrhTTRVal/Met, Rbp4hRBP4: TtrhTTRMet/Met, by replacing mouse Rbp4 and Ttr gene with human 
RBP4 and normal or mutant TTR gene, respectively. Altough the serum hTTR levels were much lower than 
those in Tg(6.0-hTTRMet30) or Tg(6.0-hTTRMet30):Ttr-/-, similar amount of amyloid deposition was observed 
in alimentary tracts. In addition, amyloid deposition was observed in heart and sciatic nerve in 
Rbp4hRBP4: TtrhTTRVal/Val and Rbp4hRBP4: TtrhTTRMet/Met. Administration of CHF5074 to these mice resulted 
in increase of serum TTR by stabilizing TTR tetramers and in decrease of amyloid deposition in heart, 
stomach and sciatic nerve, suggesting that CHF5074 have a preventing effect on amyloid deposition.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 分子遺伝学

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
TTRは主に肝臓で発現し、4量体として血
中に分泌され、甲状腺ホルモンやレチノール
結合タンパク(RBP)と結合し、T4, T3, レチ
ノール等の運搬に関与する。これまでに、変
異 TTR タンパクがアミロイド沈着に至るに
は、（1）4量体の単量体への遊離、（2）単量
体の修飾、（3）修飾単量体の凝集、（4）凝集
単量体から不溶性アミロイド線維への変換、
（5）血清アミロイド Pタンパク(SAP)のアミ
ロイド線維への付着による安定化、を経過す
ると考えられている。しかし、有効な治療法
として肝臓移植以外になく、アミロイド沈着
に関与する要因の解析を通して、誰でもが受
けることのできる新たな治療法の開発が重
要の課題である。 
申請者の研究室において作製した Tg マウ
スモデルの解析から、ヒト FAP の患者とほ
ぼ同様の組織でアミロイド沈着を生じ、ヒト
モデルになることをまず世界で始めて明ら
かにしている。しかし、以下のような問題点
が指摘されている。（1）ヒトとマウスでは、
127 個中 25 個のアミノ酸が異なっており、
物理化学的な性質が異なること、(2)それゆえ
マウス TTR 遺伝子が残存していると、マウ
スとヒトの TTR間でヘテロ 4量体を形成し、
ヒトの 4 量体よりも安定化されること、(3)
ヒトとマウスの雑種 4量体が形成されるモデ
ルでは、治療法の正確な検証ができないこと
である。 
上記問題の解決には、マウス遺伝子をノッ
クアウト(KO)した上で、ヒト変異遺伝子を持
つ Tg マウスを作製する必要があるが、KO
と Tg が別々の系統であれば、何度も交配が
必要で、労力がかかる。そこで、申請者らは
第 1段階でマウス TTR遺伝子を完全破壊し、
その後マウス Ttr遺伝子座にいかなるヒト変
異遺伝子も自在に挿入できる方法（可変型相
同組換え法）を開発した。 
この方法を用いて、ヒト正常 TTR(Val)遺伝
子及び変異遺伝子(Met)を挿入した遺伝子ヒ
ト化マウス、TtrhValおよび TtrhMetを作製し解
析を行い、置換したヒト TTR 遺伝子の組織特
異性はマウスTtr遺伝子とまったく同じであ
り、脳の脈絡層で発現し、かつ発現量も Val30
および Met30で同じであり安定して発現する
ことが分かった。また、マウスとヒトの両方
の TTR 遺伝子を持つヘテロマウス(Ttr+/hVal)
とヒト TTR のみを持つヒトホモマウス
(TtrhVal/hVal)を比較すると、肝臓でのヒト TTR
の mRNA 及びタンパクの発現量は、予想通り
TtrhVal/hValはTtr+/hValの2倍である。ところが、
血清中のTTR量はTtrhVal/hValはTtr+/hValに比し
40％程度であること、その理由は、ヒト TTR
ホモ 4 量体はヒト/マウス TTR ヘテロ 4 量体
よりも不安定なためであること、さらにその
不安定な理由はヒト TTR ホモ 4量体は、肝臓
内でマウスRBPとうまく結合できないためで
あることを明らかにしている（Zhao et al. 
Genes Cell 2008）。したがって、マウスの TTR

および RBP が存在する限り、種々の治療法を
試みても、正確な検証はできないと考えられ
た。そこで、マウス Rbp 遺伝座もヒト化す
る実験を行った。すなわち、（1）マウス RBP
の完全破壊マウス(Rbptm2)の作製、（2）ヒト
RBP 遺伝子で置換したマウスの作製
(Rbp4hRBP4)である。これらのマウスを解析
したところ、肝臓および血清でのヒト RBP
の mRNA 及びタンパクの発現量は、予想通り
Rbp4hRBP4/hRBP4はRbp4+/hRBP4の2倍であること
が分かった。 
 
２．研究の目的 
研究には以下の５系統が必要であるが、
Rbp4hRBP4とTtrhVal またはTtrhMetとの交配によ
り、Rbp4hRBP4;TtrhVal/hVal、Rbp4hRBP4;TtrhVal/hMet、
Rbp4hRBP4;TtrhMet/hMetを得る。また、すでに作製
ずみの Tg(6.0-hTTR Met)、Ttr-/-:Tg(6.0-hTTR 
Met)を増産する。これらのについて、以下の
ような略称を用いる。 
Rbp4hRBP4;TtrhVal/hVal ⇨RBP4:V/V 
Rbp4hRBP;TtrhVal/hMet⇨RBP4:V/M 
Rbp4hRBP;TtrhMet/hMet⇨RBP4:M/M 

Tg(6.0-hTTR Met)⇨Tg 
Tg(6.0-hTTR Met):Ttr-/-⇨Tg:Ttr-/- 
本研究の目的は、（1）遺伝子ヒト化マウス
の有用性の検証、(2)CHF5074 の短期投与効果
の検証、（3）CHF5074 の長期投与効果の検証
を行うことである。 
なお、これまで TtrhMet30と同程度の血清 TTR
レベル(2-3mg/dl)を持つ他のトランスジェ
ニックマウスにおいてアミロイド沈着を観
察している(Transgenic Res. 6: 261-269, 
1997)ことから、TTR 遺伝子及び RBP 遺伝子を
ともにヒト化したマウスにおいてもアミロ
イド沈着が十分期待できる。 
CHF5074 は 、 イ タ リ ア の CHIESI 
FARMACEUTICI S.P.A が、アルツハイマー病の
治療薬として開発したものであるが、既知の
Diflunisal とは側鎖の違いにより anti-cox
活性が低くなり、副作用としての胃腸障害が
少なく、より有望であると考えられている。
これは TTR の 2量体と 2量体の間、いわゆる
central channel に Tyroxine (T4)と同じ部
位に結合し(中央下の青い部分)、同程度にア
ミロイド化を防止するとの結果を得ている。
なお、CHF5074 により T4が TTR と結合できな
くても、アルブミン等がその運搬に関与でき、
T4 の欠乏等の問題は生じないことが明らか
となっている。したがって、治療薬として使
用できる可能性が高い。 
これらのマウスを用いてCHF5074による治
療実験を行い効果が確認されれば、大きな負
担がかかる肝臓移植をする必要がなくなる
ことから、その意義は極めて大きい。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子ヒト化マウスの有用性の検証 
上 記 の マ ウ ス 系 統 を conventional 
condition で飼育し、生後１年、１年半、2



年の時点で、脳、心臓、腎臓、肝臓、脾臓、
骨格筋、胃、小腸、大腸、坐骨神経における
アミロイド沈着を解析する。また、抗ヒト TTR
抗体及び抗アミロイド A抗体を用いて、免疫
染色を行い、TTR によるアミロイド沈着であ
るかどうかを解析する。 
(2)短期投与実験 
CHF5074 の短期的効果を解析するため、４
週間投与し、血中の hTTR、hRBP4 量を測定す
る。また、肝臓における hTTR および hRBP4
の mRNA の発現量、hTTR の４量体の量を解析
する。 
(3)長期投与実験 
上記のマウス系統に、in vitro ではヒト
TTR 4 量体を安定化させることが実証されて
いる CHF5074(これが含まれた餌をすでに入
手済みである)を用いて、アミロイド沈着を
防止できるかどうかの治療実験を行う。また、
CHF5074 投与による全身への影響を見るため、
継時的に体重測定、血液生化学、血液学等の
解析を行い、諸臓器での異常が出現するかど
うかも解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子ヒト化マウスの有用性の検証 
４系統のマウス(RBP4:V/V, RBP4:V/M, Tg, 
Tg:Ttr-/-)に CHF5074 を投与し、生後１年、１
年半、２年の時期に、脳、心臓、腎臓、肝臓、
脾臓、骨格筋、胃、小腸、大腸、坐骨神経を
採取し、組織切片を作製した。組織切片をコ
ンゴレッド染色後に、偏光顕微鏡下で観察し、
apple-green の変更を発するかどうかで、ア
ミロイド沈着を解析した。その結果、①全般
的には、RBP4:V/V, RBP4:V/M においては、血
中の TTR 濃度が低いにもかかわらず、アミロ
イド沈着は、Tg や Tg:Ttr-/-と比較しても、遜
色がなかった。②RBP4:V/V, RBP4:V/M では、
心臓においても沈着がみられ、ヒトと同様の
組織で沈着することが確認された。③
RBP4:V/M では、坐骨神経の神経上膜にもア
ミロイド沈着が観察された。 heat shock 
transcription factor 1欠損の遺伝背景のヒト変
異 TTR トランスジェニックマウスで観察さ
れているが、そのような状況ではなく坐骨神
経に沈着が観察されたのは、世界で初めてで
ある。④RBP4:V/V においても、アミロイド沈
着が観察されたことは、ヒトの老人性
amyloidosis のモデルになり得ることを示唆
している。 
(2)短期投与実験 
RBP4:V/V および RBP4:M/M における血中の
TTR 濃度を測定したところ、それぞれ 4.20±
0.40 および 0.67±0.27 であり、約 6.3 倍の
違いがあることが分かった。肝臓での遺伝子
発現レベルは同じであることから、血中レベ
ルの違いは、M/M が不安定であるためと考え
られた。 
RBP4:V/V と RBP4:M/M に CHF5074 を 375ppm
の濃度で含む餌を４週間与えた。RBP4:V/V に
おいて CHF5074 投与前の血中 hVal 量は、4.04 

± 0.15 g/mL であった。CHF5074 投与後３
日目から上昇し、1.5 倍となり、そのレベル
が持続した。RBP4:M/M においては、CHF5074
投与前の血中 hVal 量は、0.56± 0.14 g/mL 
であり、Rbp4hRBP4;TtrhVal/hValの 14%であった。
投与後３日目から上昇し、最大５倍となり、
その後は、1.7 倍から 2.7 倍のレベルが持続
した。 
血中レベルの増加が、hTTR の発現上昇によ
るのか、あるいは TTR 安定性の増加によるか
どうかを、RT-PCR および glutaraldehyde 法
を用いて解析した。その結果、mRNA 量は不変
であること、一方正常または変異 TTR ともに
４量体の量が増加すること、TTR４量体の安
定性が増加していることがわかった。したが
って血中 TTR の上昇は、TTR４量体の安定化
によることが分かった。 
上記のことは、CHF5074 は、正常及び変異
TTR とも４量体を安定化し、血中レベルを増
加させること、hMet の４量体は hVal の４量
体と比較し、極めて不安定であること、しか
し、CHF5074 の投与後は安定化され血中レベ
ルが増加することが示唆された。 
また、CHf5074 およびすでに臨床試験が開
始されているdiflunisalについて、computer 
simulation による、retino-RBP4-TTR との結
合親和性を解析した。その結果、正常 TTR に
対しては、CHF5074 のほうが、diflunisal よ
りも結合親和性が高いこと、一方、変異 TTR
に対しては両者の結合親和性はほぼ同じで
あること、患者は正常と変異のヘテロ
TTRVal/Metであることから、CHF5074 のほうが
より高い効果を持つことが推察された。 
(3)長期投与実験 
CHF5074 を 125ppm または 375ppm 含まれた
餌を投与し、アミロイド沈着への影響を解析
した。その結果、①Tg や Tg:Ttr-/-への効果は
観察されなかった。②心臓における沈着が、
RBP4:V/V への 375ppm 投与において、有意に
少なかった。③胃における沈着が、RBP4:V/V
への 375ppm 投与において、有意に少なかっ
た。④坐骨神経における沈着が、RBP4:V/V へ
の 125ppm および 375ppm 投与において、少な
い傾向にあった。 
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