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研究成果の概要（和文）：サプリメントであるグラボノイドは、グラブリジンを多く含む天然化学物質で、これ
を健常者に投与し12週間までTTRの安定性を検討したところ、TTR単量体の量を減じ、4量体が増加し、安定性を
増加させることが明らかになった。
本サプリメントにより、組織沈着アミロイドが軽減されることが期待される。
マウスで同様の実験を行ったところ、生化学的、血液学的データに異常は生じず、TTRの4量体の安定性も増加さ
せた。TTRアミロイドーシスの治療薬は市販されているが、高価で、患者にしか投与できない。以上の結果から
グラボノイドを高齢者にサプリメントで投与し、ＳＳＡを予防するプロジェクトを倫理委員会に提出する予定で
ある。

研究成果の概要（英文）：Glavonoid, a useful supplement, contains glabridin-rich natural compound.  
We administered this supplement to healthy volunteers for 12 weeks.  Glavonoid suppressed the amount
 of TTR monomer, and increased the tetrameric form of TTR.  Administration of Glavonoid should 
reduce the amount of TTR amyloid in the targeted tissues.  We administered this compound to mice for
 12 weeks.  After administration, blood biochemical and blood data were not changed at all, and same
 effects as healthy volunteers were obtained.  Commercially available drugs for stabilizing TTR is 
expensive and it can not be administered before starting the disease.  Glavonoid may be a useful 
supplement for administering elderly people to prevent SSA.  We will submit the document to perform 
human study to the ethical committee.

研究分野： アミロイドーシス

キーワード： アミロイドーシス　トランスサイレチン　エイジング　アミロイド線維　４量体定化剤　天然化合物　
グラブリジン　ミスフォールディング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
110才以上のSupercentenarianの多くが本疾患で死亡していることが多くの論文で報告され、Nature(2008年)に
はすでに「やがて人類は生活習慣病やがんを克服するであろうが最後に残る病気はSSAであろう」と記載されて
いる。現在、SSAは根本的な治療法や予防法がないため、何としても早急に診断し、治療法や予防法を考案しな
ければならない。
本症はｱﾙﾂﾊｲﾏｰ病と並んでｱﾐﾛｲﾄﾞが沈着して病気を引き起こす21世紀の大きな疾患となっており、我々が長年研
究してきたFAPもSSAと並んでFAPにおいても、心臓へのTTRによるｱﾐﾛｲﾄﾞ沈着をいかに阻止・制御するかが重要な
課題となっている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年 wild type トランスサイレチン(wtTTR)が高齢者の心臓、肺、手根管や頚椎、腰椎の靭帯、

腱などにアミロイドとして沈着し臓器障害を引き起こすことが注目されている。本病態は老人

性全身性アミロイドーシス(SSA)と呼ばれるが、特に高齢者の死因として注目されてきている。

欧米人では80才以上高齢者の25％の心臓にwtTTRによるアミロイドが沈着していることが以前

より知られていたが（Pickanen et al, Am J Pathol, 1984）、本邦においても我々の研究から、

80 才以上の高齢者の約 15％(90 歳以上では 35％)の心臓や、手根管や頚椎、腰椎の靭帯、腱な

どに（70 歳以上の 40％）アミロイド沈着が認められることが明らかになっている（Ueda et al, 

Mod Pathol 2011; Yanagisawa et al, Modern Pathol, 2015）。超高齢化社会の到来とともに、

本症は益々大きな問題となってきている。 

 

２．研究の目的 

wtTTRや ATTRvがアミロイドを形成しSSAや FAPを引き起こすメカニズムは明らかにされつつあ

る。四量体で機能している TTR が何らかの原因で（aging による影響が注目されている）単量体

となり、それを引き金としてミスフォールディングを起こしアミロイド形成を引き起こしてい

く。従って両疾患の治療、予防は TTR の四量体をいかにして安定化するかが重要とされてきた。

現在、FAP においてはニューロパチーに対して治療薬の開発が盛んにおこなわれている。しかし

こうした治療薬の効果は SSA に対しては未知数である上、心臓に対する効果も十分評価されて

おらず、高価であり、発症後に投与したのではその効果は限定的であると考えられてきている。

また一旦アミロイドが形成され始めるとその制御が難しいことが様々な研究から明らかにされ

てきている。多くの患者は診断がつくまでに時間を要するため、手遅れになるケースが後を断た

ない。 

SSA においては、前述のごとく高齢になると全身の諸臓器にアミロイド沈着が起こることがわ

かっているので、臓器障害を起こす前に予防的手段として、高齢になる前にサプリメントとして、

四量体安定化能を持つ天然化合物を飲むような斬新な発想を持つ必要がある。 

 天然化合物の中から四量体安定化効果を示すものを探し出し、サプリメントとして開発でき

れば、これらの疾患を未病の状態で防ぐことが可能になると期待される。グラブリジン、マンゴ

スチン、カテキンなどは、in vitro の実験で強力な四量体安定化効果を示すことがある程度明

らかにされている（Med Chem 2014; Biol Pharm Bull 2018）が、血清存在下で他の血清蛋白質

の影響（特にアルブミン）や in vivo の効果は全く検証されておらず、これを実際にヒトに投

与した場合の効果、副作用なども未知数である。in vitro でよい結果が得られても、血漿蛋白

質との相互作用などでその有効性が見られな

いケースも多く、in vitro および in vivo での

効果を詳細に検討する必要がある。本研究を通

して、in vivo で効果を発揮する最適な化合物

を探し出し、drug delivery system を工夫し、

本症の予防法を切り開く必要がある。また本研

究を成功させ、SSA のみならず遺伝性難病であ

る FAPに対しても遺伝子保因者に投与の道も切

り開くことが本研究の目的である。 



 
３．研究の方法 
[研究に用いる SSA 患者、FAP 患者・遺伝子保因者、健常高齢者のヒト血清] 

十分なインフォームド・コンセントの得られた SSA 患者２０名、本院でフォローしている FAP 患

者 20 名（Val30Met 14 名, Tyr114Cys 4 名、Ser50Ile 2 名）、遺伝子保因者 5名（Val30Met 3 名, 

Tyr114Cys １名、Ser50Ile 1 名）、健常高齢者 20名（65-80 歳、男性 10名、女性 10 名）の血清

を用い、下記の in vitro 実験を行うとともに、wild type マウス および FAP ATTRVal30Met の

トランスジェニックマウスでの in vivo の実験を経てこれらの患者、遺伝子保因者、健常高齢

者に最有力の天然化合物の投与を行い、TTR の安定化能の実験を行った。 

また症例を加える必要がある場合、共同研究を続けており SSA や FAP 患者を豊富に持つスウェ

ーデン、ウメオ大学内科学教室、ポルトガル、ポルト大学 FAP 研究センターの協力を得てサンプ

ルなどを供与してもらった（ウメオ大学 Ole Suhr 教授、ポルト大学 Maria Saraiva 教授）。 

 

[具体的な実験計画]  

【平成 31年度】 

in vitro における天然化合物の TTR 四量体安定化能の検証 

(1) リコンビナント TTR (wild type TTR、ATTR Val30Met)を用い、in vitro でグラブリジン、

マンゴスチン、カテキンなどの天然化合物が、① TTR の四量体安定化能を増強させるか、

② アミロイド形成実験を行いアミロイド形成を阻止させるかについて実験を行い、これら

のどれが最も TTR の四量体を安定化させ、アミロイド形成能を抑制できるかを検討した

(Semi-denaturing Western blot、Thioflavin T 法、CDスペクトルの測定、電子顕微鏡を用

いる)。 

＊（これまでの実験から四量体の安定化能が上昇すると、blotting で単量体に比べて四量

体のバンドが増加することが分かっている Sekijima 2009, Amyloid）。 

(2) in vitro において、主要な血漿蛋白質（アルブミン、グロブリン）と天然化合物との結合

能を評価する（ヒトに天然化合物を投与した際、血漿蛋白質との相互作用により薬剤の効果

が減弱しないか評価するため）。アルブミンおよびグロブリンと各天然化合物の解離定数を

水晶振動子マイクロバランス (QCM)、等温滴定型カロリメトリー (ITC)を用い解析した。 

(3) FAP および SSA 患者の血清を用いて (1) と同様の実験を行い、血清成分が TTR の四量体安

定可能に影響を与えないかを検証した。さらに、天然化合物が TTR に選択的に結合してい

るかを評価するため、血漿と薬剤を 24 時間インキュベーションしたサンプルから抗 TTR 抗

体で TTR を捕捉し、TTR に結合した薬剤を逆相 HPLC で測定した。 

(4) HEK293 細胞を用い、細胞系でのアミロイド形成実験（TTR81-127 は細胞表面上でアミロイ

ドを形成する）において、グラブリジン、マンゴスチン、カテキンのどれがアミロイド形成

能を抑制する能力が最も高いかを検討した（Thioflavin T 法、Semi-denaturing Western 

blot、電子顕微鏡によるアミロイド形成阻止の検討など）。さらに、天然化合物がアミロイ

ドによる細胞毒性を軽減できるかを評価した (MTS アッセイ、TUNEL 法、カスパーゼ活性の

評価)。 

 

【令和 2年度】 

in vivo における研究  

(1) マウスを用いた検討 

wild type マウスおよびトランスジェニックマウス（FAP ATTR Val30Met）に in vitro で最



も TTR 安定化能が得られた化合物を投与し、TTR 濃度の上昇および投与前後で TTR の安定化

能を検証した（経時的に採血（0、1日、3日、7日、14 日、30日、60日）。さらに、得られ

た血液から抗 TTR 抗体を用いて TTR-薬剤複合体を捕捉後、逆相 HPLC を用いた測定により天

然化合物が TTR に選択的に結合しているか評価した 

(2) ヒトを用いた検討 

SSA, FAP 患者、FAP 遺伝子保因者、健常高齢者に最も有望な天然化合物を投与し、経時的に

採血（0、1日、3日、7日、14日、30日、60日）し TTR の血中濃度を測定し上昇している

か調べるとともに、Semi-denaturing Western blot で TTR 安定化能の変化を検証した。さ

らに、得られた血液から抗 TTR 抗体を用いて TTR-薬剤複合体を捕捉後、逆相 HPLC を用いた

測定により天然化合物が TTR に選択的に結合しているか評価した。 

 

【令和 3年度】 

上記研究で得られた研究結果をもとにラット(複数回薬剤投与が可能なため)に天然化合物を１

年間投与し、血清の肝障害マーカー（AST、ALT、LD など）、腎障害マーカー(BUN、Cr など)を測

定するとともに体重変化などを検討して長期投与による副作用の有無を検討した。 

 
４．研究成果 

(1) リコンビナント TTR (wild type TTR、ATTR V30M)を用い、in vitro でグラブリジン、マン

ゴスチン、カテキンなどの天然化合物が、① TTR の四量体安定化能を増強させるか、② ア

ミロイド形成を阻止させるかについて実験を行い、これらのどれが最も TTR の四量体を安

定化させ、アミロイド形成能を抑制できるかを検討したところ、グラブリジンが最も 4 量

体を安定化する能力があることが判明した。 

(2) in vitro において、主要な血漿蛋白質と天然化合物との結合能を評価した。アルブミンお

よびグロブリンと各天然化合物の解離定数を水晶振動子マイクロバランス(QCM)、等温滴定

型カロリメトリー(ITC)を用い解析した。 

(3) FAP および SSA 患者の血清を用いてグラブリジンと同様の実験を行い、血清成分が TTR の

四量体安定可能に影響を与えないかを検証し、グラブリジンが TTR に選択的に結合してい

るかを評価するため、血漿と薬剤をインキュベーションしたサンプルから抗TTR 抗体でTTR 

を捕捉し、TTR に結合した薬剤を逆相 HPLC で測定したところ、グラブリジンが TTR に有効

に結合することが判明した。 

(4) HEK293 細胞を用い、細胞系でのアミロイド形成実験において、グラブリジン、マンゴスチ

ン、カテキンのどれがアミロイド形成能を抑制する能力が最も高いかを検討したところ、グ

ラブリジンが最も有効にアミロイド形成を抑制することが判明した。 

(5) サプリメントであるグラボノイドは、グラブリジンを多く含む天然化学物質で、これを健常

者に投与して 12 週間まで TTR の安定性を検討したところ、TTR 単量体の量を減じ、4 量体

が増加し、安定性を増加させることが明らかになった(下図)。本サプリメントにより、組織

沈着アミロイドが軽減されることが期待される。マウスを用い同様の実験を行ったところ、

生化学的、血液学的データに異常は生じず、TTR の 4量体の安定性も増加させた。TTR アミ

ロイドーシスの治療薬は市販されているが、高価であり、患者にしか投与できない。 

以上の結果をもとにグラボノイドを高齢者にサプリメントとして投与し、ＳＳＡを予防

するプロジェクトを倫理委員会に提出する予定にしている。 

 



【具体的研究結果】 
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