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研究成果の概要（和文）：TTR C末端側を使用し、培養細胞上でハイスループットにTTRアミロイドの沈着量を評
価可能なCell-based assay 法を確立した。培養細胞上で形成したTTR C末端側由来のアミロイドは細胞死、アポ
トーシスを誘導した。Off-patent医薬品約1200種類を用いてアミロイド抑制作用のある化合物のスクリーニング
を行った。複数の化合物でTTRアミロイド形成の抑制効果が確認できた。今後は、これらの化合物がどの様にア
ミロイド形成を抑制するのか詳細に検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel experimental model of TTR amyloidosis using TTR 
fragments, which easily form amyloid fibrils in vitro. Those TTR fragments induced apoptosis in 
cultured cells. We also performed drug screening using this experimental model and found several 
candidates of TTR amyloid inhibitors. 

研究分野：アミロイドーシス

キーワード： 家族性アミロイドポリニューロパチー　トランスサイレチン
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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、トランスサイレチン（TTR）遺伝
子変異による難治性の遺伝性アミロイドー
シスであり、末梢神経障害を中心とした各種
の臓器障害を呈する。本症に対する肝移植療
法（変異 TTR の産生抑制）が有効であるが、
若年発症で発症早期のみ有効であり、移植の
ドナー不足などで、肝移植の適応外となる症
例が多い。近年、臨床応用されたタファミデ
ィス（TTR 四量体の安定化剤）の効果も限定
的であり、進行した症例には効果が乏しいと
考えられている。TTR の遺伝子発現抑制を目
的としたsiRNAやアンチセンスオリゴの臨床
試験が開始されたが、すでに形成されたアミ
ロイドを除去する作用は期待しにくい。すで
に沈着したアミロイドも除去可能な根治的
な治療戦略が必要である。 
本症は地域・家系間で発症年齢や浸透率が
大きく異なる。沈着したアミロイドを特殊な
抗体を用いて解析するとN末端側が欠如した
断片化TTRが検出され本症の発症年齢等と関
連することが明らかとなり（Ihse et al. J 
Pathol, 2008, Oshima et al. JNNP, 2014）、
断片化TTRと病態の関連性が注目されてきた。 
我々は in vitro で TTR の断片化が神経型
トリプシンにより生じることや、断片化には
TTR の変性が必要であることなどを見出した。
TTR 全長（野生型と変異型）は大部分がアミ
ロイドではない凝集物を形成したのに対し、
TTR C 末端側は生理的な溶媒である PBS 中で
も極めて高いアミロイド形成能を持つこと
が判明した。TTR N 末端側は極めて安定で凝
集やアミロイドを形成しなかった。TTR は生
体内で四量体を形成するが、TTR C 末端側は
四量体構造の内部に位置し、単量体同士が結
合し二量体を形成する際に重要な部位であ
る。 
TTR C 末端側がどの様にアミロイド形成に
関与しているのか詳細に解析することで、新
たな病態モデルの構築や治療薬スクリーニ
ング法の開発につながる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 アミロイド形成性の高い TTR C 末端側を
用いて in vitroと in vivo双方で新規病態モ
デルを作成し、従来解析が困難であった TTR
重合過程の解明を行う。また新たな治療戦略
の構築および治療薬スクリーニングに向け
た研究基盤を確立する。 
 
３．研究の方法 
各種のリコンビナント TTR（TTR 全長（野
生型、変異型）、断片化 TTR（N 末端側、C 末
端側））を作成し、アミロイド原性の TTR C
末端側を用いた試験管内アミロイド線維形
成モデルを構築した。アミロイド原性の高い
TTR C 末端側を PBS 中でインキュベーション
した後に、チオフラビン Tで定量的に解析し
た。また、培養細胞に TTR C 末端側を添加し、

細胞表面への沈着や細胞毒性を評価した。 
TTR C 末端側で形成させたアミロイドを培
養細胞に添加後に、細胞死やアポトーシスに
関連する各種分子の変化をプロテインアレ
イで解析した。また、培養細胞の発現応答を
RNA-seq やショットガンプロテオミクスで網
羅的に解析した。 
ハイスループットなアミロイド形成評価
モデルを構築するために、half-area 96 well
プレートを用いて、培養細胞上でアミロイド
を形成させるモデルを構築した。アミロイド
沈着量を 1-Fluoro-2,5-bis (3-carboxy-4- 
hydroxystyryl)benzene (FSB) で染色し、IN 
Cell analyzer で定量評価した。また培養細
胞の表面に沈着した TTR C 末端側を定量評価
するために、抗 TTR C 末端側抗体を用いた
Cell-based ELISA 法を構築した。本ハイスル
ープットスクリーニング法が確立後に、低分
子化合物ライブラリー等を用いた抗アミロ
イド薬のスクリーニング法に着手した。 
また、各種の TTR（TTR 全長（野生型、変
異型）、断片化 TTR（N末端側、C末端側））を
発現させたトランスジェニック（TG）線虫を
作成し、TTR 凝集物、運動能、寿命に与える
影響を解析した。 
さらにヒト TTR C 末端側を遺伝子導入した
TG マウスを作成した。 
 
４．研究成果 
 TTR C 末端側を使用し、培養細胞上でハイ
スループットにTTRアミロイドの沈着量を評
価可能なCell-based assay 法(アミロイド沈
着量を評価可能な cell-based FSB 法と、TTR
沈着量を評価可能な cell-based ELISA 法)を
確立した。 
 培養細胞上で形成した TTR C 末端側由来の
アミロイドは細胞死、アポトーシスを誘導し
た。チューブ内であらかじめアミロイド線維
化させた TTR と比較して、可溶性の TTR を培
養細胞の培地に加えた場合は、アミロイド沈
着は微細であったが、細胞毒性やアポトーシ
スの誘導は高かった。 
 Off-patent 医薬品約 1200 種類を用いてア
ミロイド抑制作用のある化合物のスクリー
ニングを行った。複数の化合物で TTR アミロ
イド形成の抑制効果が確認できた。今後は、
これらの化合物がどの様にアミロイド形成
を抑制するのか詳細に検討する予定である。 
 ヒト TTR全長や C末端側を GFPラベルし体
壁筋細胞に発現させた TG 線虫モデルを作成
した。特に TTR C 末端側を発現させた線虫で、
体壁に GFP 陽性の TTR 凝集物（ドット状の沈
着）を認めた。TTR 全長や N 末端側を発現さ
せた TG 線虫では TTR 凝集物は目立たなかっ
た。また、TTR C 末端側を発現させた TG 線虫
は、運動能が低下し、寿命が短かった。 
 これらの結果から、TTR C 末端側はアミロ
イド形成性が高く、in vivoでも凝集し易く、
運動の低下や寿命の短縮に影響していると
考えられる。 



 また TTR C 末端側を発現させた TG マウス
を作成した。各臓器での TTR C 末端側の発現
量に加えて、各組織での TTR C 末端側の沈着
や表現型などを今後解析する予定である。 
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