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研究要旨 

家族性複合型高脂血症や高トリグリセリド(TG)血症合併型の家族性高

コレステロール血症においては、代表的な脂質低下薬であるスタチンと

フィブラートの併用が原則禁忌であることから治療が非常に困難である。

またメタボリックシンドロームや糖尿病においても高TG血症の治療が有

意に冠動脈疾患の発症を抑えることが見出され、安全で有効な高TG血症

治療薬、さらには動脈硬化症予防薬の開発が望まれている。本研究では、

従来の高TG血症治療薬とは異なり、特異性が高く安全な治療薬の開発を

目的としている。本研究では、高TG血症および動脈硬化発症のキーとな

るアポリポプロテインC-Ⅲ(ApoC-III)を標的として、動脈硬化症の予防お

よび治療を目的とした新しい核酸医薬を開発する。昨年度は、2’,4’-BNANC

を搭載したApoC-IIIアンチセンスの治療基盤の構築をめざし、3’UTRを中

心にin vitroスクリーニングを実施、アンチセンス（ASO）に対しコレステ

ロールを修飾（Chol-ASO）によるin vivoでの効果について検討、動脈硬

化モデルマウスを用いたイメージング解析、および病理学的、分子病理

学的な基礎的解析の検討を行った。本年度は、新規ASOのin vivoでの評価

とこれらの構造活性相関の検討、ヒトApoC-IIIに対するアンチセンス核酸

のスクリーニング、新規ASOのin vivoでの代謝への影響、既存の薬剤との

比較、新規ASOの投与後の病理組織学的解析、動脈硬化の治療実験モデ

ルとしてApoE-KOマウスを用いるための基礎的解析を分子レベルで行い、

高脂肪食を負荷したApoE-KOマウスに誘発された動脈硬化は、ヒトへの

外挿モデルとして、極めて有用であることが示された。 

 

A. 研究目的 

 我が国の死因の4分の1は心および脳血

管疾患で占められており、これらの疾患の

予防法や治療法を開発することは超高齢



化社会における喫緊の課題である。強力な

LDL-C 低下作用を有するスタチンが臨床

の場で使用される現在、心血管疾患の残り

のリスクである食後高 TG 血症などのリ

スクに対して、分子を標的とした特異的な

治療法の開発が待望されている。アポ

C-III は、RLP の代謝に関わり血清 TG 値

上昇作用を有すること、さらに最近では血

管壁において慢性炎症を引き起こし、動脈

硬化の発症や進展に直接関わっているこ

とが明らかにされてきた。ApoC-III欠損患

者において低 TG血症、冠動脈硬化の頻度

が低いことが明らかにされ(Science 322: 

1702-1705, 2008)、ApoC-III が標的遺伝子

として安全で適切であることは既に示さ

れている。ApoC-IIIの発現抑制により、動

脈硬化症の予防や治療が可能であると考

えられるが、現在のところそのような薬剤

はない。 

 本研究において用いる新規架橋型人工

核酸である 2’,4’-BNA/LNA(BNA)は、小比

賀らの独自の開発によるもので、RNA に

対して結合親和性が 10万倍以上に高いこ

と、酵素耐性も高いことから、in vivoでの

効果が期待できる。 

本研究では、高 TG血症および動脈硬化

発症のキーとなる ApoC-III 分子を標的と

して、動脈硬化症の予防および治療を目的

とした新しい核酸医薬を開発することを

狙いとする。 

 昨年度は、 2’,4’-BNANC を搭載した

ApoC-IIIの ASOの治療基盤の構築をめざ

し、3’UTRを中心に in vitroスクリーニン

グを実施、ASO に対しコレステロールを

修飾（Chol-ASO）による in vivoでの効果

について検討、動脈硬化モデルマウスを用

いたイメージング解析、および病理学的、

分子病理学的な基礎的解析の検討を行っ

た。 

本年度は、新規ASOのin vivoでの評価と

これらの構造活性相関の検討、ヒト

ApoC-IIIに対するアンチセンス核酸のス

クリーニングを行った（小比賀G）。新規

ASOのin vivoでのリポタンパクリパーゼ

活性への影響を含めた代謝への影響の検

討、既存の薬剤であるフィブラートとの比

較を行った（斯波G）、新規ASOの投与後

の病理組織学的解析、動脈硬化の治療実験

モデルとしてApoE-KOマウスを用いるた

めの基礎的解析を分子レベルで行い、高脂

肪食を負荷したApoE-KOマウスに誘発さ

れた動脈硬化は、ヒトへの外挿モデルとし

て、極めて有用であることを明らかにした

（柴田G） 

 

B. 研究方法 

１. ASO投与実験 

 被験動物として 7 週齢のマウスを購入

し， 1 週間以上馴化させたのち、投与試

験を行った。各アンチセンス核酸を 1.07 

µmol/kgの投与量で、あるいは対照群とし

て生理食塩水 200 µLを皮下より単回投与

を行なった｡投与後 3日後あるいは 7日後

に、イソフルランによる麻酔下、採血およ

び、肝臓、腎臓、脂肪の摘出を行い、液体

窒素にて凍結後、–80℃保存した。 



 

2. 肝臓からの total RNAの抽出 

 凍結した肝臓の切片約 30 mg を µT-12

ホモジナイザーにてジルコニアビーズを

用いてホモジナイズを行い、その後 total 

RNAを抽出した。抽出した total RNAを分

光光度計で定量し、rRNA を 1%アガロー

スゲル電気泳動で純度の確認を行った。 

 

3. Realtime RT-PCR解析 

 High capacity cDNA Reverse Transcription 

Kitを用いて total RNA4µgから cDNAを作

製した。Taqman® Fast Universal Master Mix

および Fast SYBY® Green Master Mixを用

いて、得られた cDNA の遺伝子発現解析

を行った。また、ハウスキーピング遺伝子

を Gapdhとして標準化を行った。 

 

4. 配列設計 

ヒト ApoC-III mRNAに対してアンチセン

スの設計を行った。14, 17, 19塩基長の 3

種の配列についてそれぞれ設計した。配列

設計にはバイオインフォマティクスに汎

用されるオープンソース言語である

BioRubyのライブラリオブジェクトと

local BLASTを利用し、テキストマイニン

グとアンチセンス配列のチェックを行っ

た。基本的な設計指針としては、RNase H

の足場となるギャップ領域が同一領域に

なるように 3鎖長について 3’末端側をア

ラインした。免疫刺激配列として知られる

CpGモチーフを排除した。自己高次構造

などをとりやすい cccc、ggggモチーフを

除外した。毒性発現が示唆される ttctgc配

列を除外した。 

 

5. 血清パラメータの測定 

 マウスの下大静脈より採血した血液を

5000 rpm、4℃にて 20分間遠心して血清を

分離した。それぞれの血清について富士ド

ライケム 7000を用いて各パラメータの測

定を行った。以下に示す専用スライド一枚

につき、血清 10 µLを用いて測定した。 

GOT/AST-PIII, GPT/ALT-PIII, BUN-PIII, 

CRE-PIII 

 

6. LPL測定実験 

 被験動物として 8 週齢のマウス

C57BL6/J（♂: 日本 SLC）を購入し，1 週

間馴化させるとともに高脂肪食の負荷を

行った。各投与群で例数 4匹となるように

準備した｡各アンチセンス核酸あるいは生

理食塩水を皮下より単回投与を行なった 

(15 mg/kg/回) ｡投与から 3日後に 300 U/kg

の用量でヘパリンを腹腔内投与し、10 分

後に EDT入り採血管にて血漿の回収を行

った。得られた血漿を 10倍希釈したもの

を Lipoprotein Lipase Activity Assay Kitを

用いて LPL活性の測定を行った。 

 

7. 血清中ApoC-IIIのウエスタンブロット

による検出 

 BIORAD DC™ Protein Assayを用いてマ

ウス尾静脈血または下大静脈血より分離

した血清中のタンパク定量を行なった｡ポ

リアクリルアミドゲル Ready Gel J (16%) 



の各レーンに血清 (タンパク質量 50 μg)

アプライし､200 Vにて 60分間電気泳動し

た｡Immun-Blot PVDF Membraneを用いて

180 mA にて 90 分間ブロッティングを行

い､次いで Blocking oneを用いて 1時間ブ

ロッキングを行った｡得られたメンブレン

に対し､1 次抗体として､抗 ApoC-III ポリ

クローナル抗体 (apoC-III M−75) を反応

させ､二次抗体として､抗ウサギポリクロ

ーナル抗体を反応させた｡次いで､ECL 

plus を用いてメンブレンを発色させ､マウ

スの APOC3のタンパク質量を検出した｡ 

 

8. 血清中 ApoC-IIIの ELISAによる定量 

 5000 倍希釈した血清サンプルを用いて、

Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kitを

用いて定量した。 

 

9. HPLC によるリポタンパク質分解の解

析 

 採取した血清サンプルを Skylight 

Biotechの LipoSEARCHサービスにより受

託解析を行った。なお、サンプル中のリポ

タンパク質はゲル濾過カラムによりサイ

ズごとに分画され、それぞれの分画におけ

る脂質値を定量した。 

 

10.一般病理組織学的検査 

10％中性緩衝ホルマリン溶液にて固定

した肝臓および腎臓を切り出し、水洗の後、

脱水系列を経て透徹を行い、パラフィン包

埋した。ミクロトームにて 5 μmに薄切後、

カラッチのヘマトキシリン (武藤化学株

式会社）とエオジン  (Tissue-Tek) にて

H&E 染 色 し 、 顕 微 鏡 (model BX53, 

Olympus)にて観察した。  

 

11.肝臓における脂肪蓄積の解析 

前述の 10％中性緩衝ホルマリン溶液に

て固定した肝臓を 10％、20％、30％のサ

ッカロース (和光純薬工業株式会社)にて

段階的に置換の後、クリオモルドに静置し、

その中に O.C.T Compoundを流し込み、液

体窒素にてすみやかに凍結した。クリオス

タットで 5 μmに薄切し、Oil red O染色液

と核染色に Hematoxylin Gill’s Formula

を用いて染色し、顕微鏡にて観察し、脂肪

の蓄積の程度を評価した。 

 

12.CT による内臓脂肪および肝臓内の蓄

積脂肪の解析 

(1) CT装置を用いた内臓脂肪の測定 

イソフルラン麻酔下にて、28 週齢

ApoE-KO 雄マウスの第 11 胸椎から尾

骨下端までを、小動物用Ｘ線 CT 装置

にて 1.0 mm毎にスライスし、撮影した。

解析は脂肪を皮下脂肪と内臓脂肪を分



け、体積より重量を算出し、脂肪重量

／(筋肉重量＋脂肪重量) ×100により脂

肪率を算出した。なお、実験に供した

マウスは 5例で、体重は 34.4±2.2 ｇで

あった。 

 

(2) CT装置を用いた肝臓の脂肪測定 

上記の内臓脂肪測定に用いた 28 週齢

ApoE-KO 雄マウスをイソフルラン麻酔下

で仰臥位にし、第 11胸椎から第１腰椎の

位置を小動物用Ｘ線 CT 装置にて 0.3 mm

毎にスライスし、CT撮影を行い、肝臓の

平均 CT値 (Hounsfield unit: HU) / 筋肉の

平均 CT 値 (HU)から CT 値比を算出して

解析した。 

 

 (3)脂肪重量測定 

CT撮影の後、マウスを麻酔下にて、放

血して安楽死させ、腸間膜脂肪、腹腔内脂

肪および生殖器周囲脂肪を摘出し重量を

測定した。 

 

 (4)肝臓の病理組織学的検査および脂肪

蓄積の解析 

上記の CT 検査に用いたマウスより肝

臓を摘出し、10％中性緩衝ホルマリン溶液

にて固定し、前述した方法で H&E染色を

行った。また、肝臓の脂肪を証明するため、

摘出した肝臓の一部を O.C.T. Compound

を用いて凍結し、Oil red O染色液を用いて

染色し, 顕微鏡にて観察し、脂肪の蓄積の

程度を評価した。 

  

13.大動脈石灰化のイメージング 

(1) CT装置による大動脈石灰化の定量 

小動物用Ｘ線 CT 装置を用いて、イソ

フルラン麻酔下にて、動脈硬化モデルマウ

ス (ApoE-KO マウス) の第 7 頸椎～第 2

胸椎を心拍同期条件下で撮影した。25 週

齢, 34 週齢および 45 週齢の各 4 例の

ApoE-KO 雌マウスを用い、普通食を自由

摂取させた。 また、45週齢のマウスを用

いて、上行大動脈から大動脈弓の位置決定

の目的で、血管造影剤であるイオパミロン

注 300をマウス尾静脈に注射し、10分後、

呼吸同期条件下にて CT撮影を実施した。 

 

(2)動物用超音波装置による大動脈石灰化

の観察 

上記の CT解析に供したApoE-KO雌マ

ウスを実験に用いた。超音波断層撮影の前



処置のため、胸部除毛を施し、イソフルラ

ン麻酔下にて、超音波高解像度イメージン

グシステム Vevo2100 装置を用いて、40 

MHz の探触子で大動脈のプラークの有無

や輝度を観察し、石灰化様エコー像を観察

した。 

 

(3)大動脈の病理組織学的解析 

上記の CT ならびに超音波解析に供し

たマウスを麻酔下にて、PBSで還流し、放

血し安楽死させ、大動脈弁起始部から総腸

骨動脈分岐部までの下行大動脈を摘出し、

10％中性緩衝ホルマリン溶液にて固定し

た。固定後、実体顕微鏡下で大動脈周囲の

脂肪組織を除去し、切り出し、脱水系列を

経て透徹し、パラフィン包埋を行った。ミ

クロトームにて薄切の後、H&E 染色を行

った。また、弾性線維の染色として 

Elastica van Gieson (EVG)染色を行った。カ

ルシウム検出法としては Kossa 反応を行

った。これらの染色標本を顕微鏡(model 

BX53, Olympus)にて、動脈硬化病変と石灰

化の有無、Kossa反応陽性部位を観察した。 

 

１4.動脈硬化モデルマウスの作成 

ApoE-KO マウス雄に 6 週齢から 16 週

間、高脂肪食を自由摂取させ、動脈硬化モ

デルを作製した。対照としては、普通食を

自由摂取させた C57BL/6J雄マウスを用い

た。これらの動物は昨年度の動脈病変解析

に用いられた。本年度はこれらのパラフィ

ン包埋標本を用いて行った。 

 

15.動脈硬化病変の免疫組織学的解析 

大動脈組織が包埋されているパラフィ

ンブロックを 5 μmに薄切し、シランコー

トスライドグラスに貼付して標本を作製

し、網羅的解析で選ばれた分子について免

疫組織学的染色を施した。スライド標本

を 110℃、15分間の熱処理により抗原賦活

化、ブロッキング処置を行い、3% H2O2

を反応させた後、1次抗体を反応させ、洗

浄の後、それぞれの 1次抗体に対応する 2

次抗体を反応させ、DABで発色、ヘマト

キシリンにて核染色を行い、封入した。染

色標本を顕微鏡で観察し、代表的な部位を

撮影し、デジタル画像を保存した。 

免疫組織化学的染色を行った分子はヒ

トで動脈硬化との関連が報告されている

分子と昨年度の網羅的解析で上昇を示し

た 2分子（TIMP-1および Cxcl16）である。

本実験によりヒトとApoE-KOマウスの動

脈硬化病変の類似性をみた。用いた１次抗

体は次の通りである。抗 F4/80ウサギ抗体、

抗 TIMP-1ラット抗体、 抗MMP-9ヤギ抗



体、 抗MMP-1/8ウサギ抗体、抗 sLOX-1

ウサギ抗体. 抗 Cxcl16 ウサギ抗体であっ

た。 

 

（倫理面への配慮） 

全ての動物実験は、国立循環器病研究セン

ター研究所の動物実験委員会の承認を得

た上で、規律に従い、動物愛護の精神を持

って施行した。 

 

C. 研究結果 

1. 新規人工核酸搭載型アンチセンス分

子の in vivoスクリーニング評価 

 昨年度、表 1に示す 34種のアンチセン

ス核酸の活性をマウス肝臓由来初代培養

にてスクリーニングしたところ期待通り、

2’,4’-BNA 搭載型のアンチセンス核酸に

比 較 し て も 上 回 る 活 性 を 有 す る

2’,4’-BNANC 搭載型アンチセンス核酸の

同定に成功した。中でも特に活性の高か

った 

mApoC3-411-NC(14), 

mApoC3-436-NC(14), 

mApoC3-456-NC(14), 

mApoC3-466-NC(14) 

の4種の14塩基長のアンチセンス核酸に

ついて in vivo での投与試験を行ったが、

in vivoでは 2’,4’-BNA型の活性を上回る

事は出来なかった。鎖長による効果を検

討するために mApoC3-471-BNA(14)の塩

基配列を 14塩基長から 20塩基長まで前

後に塩基配列を拡張し、表 2に示したア

ンチセンスを 2’,4’-BNA, 2’,4’-BNANC, 

2’,4’-BNAAMそれぞれについて in vivo実

験に使用可能な大量スケールでの合成を

行った。鎖長の伸長に伴ってギャップ長

も8塩基から13塩基まで広げることとし

た。これらをマウスに対して単回投与を

行い、肝臓におけるノックダウン効果を

評 価 し た 。 投 与 量 は 、

mApoC3-471-BNA(14)にて 5 mg/kg とな

る 1.07 µmol/kgとした。14塩基長同士で

比 較 し た 場 合 に は 、 2’,4’-BNA と

2’,4’-BNAAM にて有意なアンチセンス効

果を見出したが、2’,4’-BNANCでは全く効

果は認められなかった。2’,4’-BNANCにつ

いては効果発現のタイミングが変化して

いる可能性を考え、7 日後にも効果を評

価したが、有意な活性を見出せなかった。

一方、2’,4’-BNANCが最も効果を発揮した

のは 17 塩基長であり、同配列の

2’,4’-BNA と 2’,4’-BNAAM を上回る活性

を見出した。同様に、2’,4’-BNAAM につ

いては 14 塩基長に加え、19 塩基長でも

活性の極大が見出された。 

 

2. ApoC-III 阻害による TG低下作用の機

序に関する検討 

 マウスに対するスクリーニングから得

られた ASOを 15 mg/kgの用量で単回、皮

下投与を行い、3 日後にヘパリンを 300 

U/kg で腹腔内投与した後に採血した。血

漿中 ApoC-IIIタンパク質量を ELISA法に

て定量を行った結果、saline群と比較して

65%程度の減少が確認された。次に、LPL



の活性を測定するために LPL の加水分解

によって蛍光を発するプローブを用意し、

血漿サンプルとともに 37℃でインキュベ

ートした後、蛍光強度の測定を行った。結

果、saline 群と比較し、ASO 群では LPL

が約 20%活性化していることが明らかと

なった。ApoC-III阻害による TG低下作用

の機序としては、TGに富んだリポタンパ

ク質の産生抑制や LPL の活性化、また、

レムナントリポタンパク質の代謝促進な

どが挙げられる。これまでは ApoC-III の

阻害による血中 TG 値の低下という間接

的な作用を示すに留まっていたが、本検討

により、ASO の TG 低下作用の一部が

ApoC-III の減少に伴う LPL の直接的な活

性化によるものであることが示された。 

 

2. ApoC-III標的型アンチセンスのマウス

に対する脂質低下効果の評価 

 フィブラートはペルオキシソーム増殖

因子活性化受容体（PPARα）のアゴニスト

であるが、その作用としては LPL 活性の

亢進や HDLコレステロールの増加、中性

脂肪に富んだ超低比重リポタンパク質

（VLDL）の産生抑制などが挙げられる。

また、詳細については明らかとなっていな

いが、今回の我々の標的である ApoC-III

の発現を抑制することも知られており、フ

ィブラートの TG 低下作用に大きく寄与

するとされている。従って、ApoC-IIIを直

接標的にした我々の ASOと間接的阻害を

するフィブラートとの脂質プロファイル

や脂質代謝関連因子発言レベルの比較を

行うことで、ApoC-III標的型 ASOの脂質

低下薬としての評価を行うこととした。 

 既に上市されているフェノフィブラー

ト（FF）を用いることとした。事前に高

脂肪食を１週間負荷したマウスに対して、

ASOは 15 mg/kg単回皮下投与、FFは corn 

oil に溶かしたものをゾンデから 100 

mg/kgの用量で毎日経口投与し、7日後に

以下の解析を行った。但し、TG値は食後

に大幅に変動することから、16 時間の絶

食後に採血を行った。まず、体重に関して

はどの投与群においてもわずかに増加傾

向を示し、肝毒性の指標である ALT や

AST はわずかに高い個体がいたが、投与

群に依らないことから高脂肪食の影響で

あることが考えられる。また、BUN はど

の群においても正常範囲内であったこと

から、腎臓への影響はなかったことが伺え

る。標的である ApoC-III の抑制効果につ

いては、肝臓中 mRNA レベルで FF 群が

60%、ASO 群では 95%低下しており、血

清中タンパク質レベルにおいては減少傾

向にはあるものの FF群はコントロール群

と比べ有意な抑制は認められなかった。一

方で、ASO群は単回の投与にも関わらず、

一週間後においても 65%ほど低下してい

る状態が維持されていた。このことから、

標的である ApoC-III の抑制効果について

は、選択的阻害薬であるアンチセンス分子

のほうが強力であることが明らかになっ

た。血清中 TG 値については、FF および

アンチセンスの両群においてコントロー

ル群と比べて、有意な低下が認められた。 



 高効率液体クロマトグラフィー

（HPLC）用いてサイズごとにふり分け、

それぞれの分画における TG やコレステ

ロール濃度を測定した。各分画中の TGの

値は、FF および ASO の両群において

VLDL 分画において顕著な低下が認めら

れた。また、コレステロール値においては、

ASOのみにおいて約 2倍ものHDL分画の

増加が認められた。 

HDL の産生や代謝に関与する因子につ

いて遺伝子発現レベルの解析を行った。最

も HDLコレステロール値に影響を及ぼす

HDL の主要構成成分である apolipoprotein 

A-I（APOA1）や肝臓における HDL 受容

体として知られる scavenger receptor class 

B, member 1（SR-BI）の変化と ASOの HDL

コレステロール上昇との相関は認められ

なかった。一方で、HDL の構成成分の一

つである apolipoprotein A-IV（APOA4）の

増加や HDLの代謝に関わる肝性リパーゼ

（LIPC）の減少が確認された。APOA4の

過剰発現マウスおよびLIPCのノックアウ

トマウスにおいては顕著な HDLコレステ

ロール値の上昇が報告されていることか

ら、上記の因子の変化が今回の HDLコレ

ステロール上昇効果に関与していること

が示唆された。 

 

3. ApoC-IIIアンチセンスの投与を受けた

高脂肪食負荷マウスの安全性評価のため

の病理組織学的解析 

1) 一般病理組織学的検査 

肝臓では、溶媒対照群において、肝細

胞の空胞変性が軽度～強度に渡り全例（4

例）に観察され、フィブラート系の FF（溶

媒として Corn oil)投与群では、空胞変性は

正常範囲内の痕跡程度にしか示されなか

った。また、FF 投与群では好酸性顆粒を

含む肝細胞肥大を全例（4例）に観察した

が、溶媒対照群では全く観察されなかった。 

溶媒として生理食塩水を投与した溶媒

対照群では、軽度な肝細胞の空胞変性を全

例（4例）に観察した。一方、ASO投与群

では軽度～中等度に肝細胞の空胞変性が

殆どの動物（3例）に見られた。また、ASO

投与群で肝細胞肥大が１例に観察された。

さらに ASO投与群では肝臓において泡沫

細胞の集簇が 4例中の 2例に観察された。 

 

2) 肝臓における脂肪蓄積の解析 

肝臓に Oil red染色を施し、肝細胞内に

蓄積している脂肪を可視化し、顕微鏡下で

観察した。溶媒対照群（Corn oil）では軽

度～強度の脂肪蓄積が観察されたが、FF

群では痕跡程度しか示されなかった。 溶

媒対照群（生理食塩水）では軽度～中等度

の脂肪蓄積であったが、ASO 群では軽度

～強度であった。ASO 群では、脂肪蓄積



量が若干、増加している傾向が窺われた。 

4. 動脈硬化モデルマウスのＣＴによる病

態イメージングとその病理組織像：脂肪肝

と石灰化を伴う動脈硬化の検出 

1) CT による内臓脂肪および肝臓内の蓄

積脂肪の解析 

CT装置による内臓脂肪の脂肪率は、脂

肪摘出重量と良い相関を示した。 

 

2) CT装置を用いた肝臓の脂肪測定 

ApoE-KOマウスにおいて肝臓の CT値

比 (CT 値比 = 肝臓の平均 CT 値/筋肉の

平均 CT値) と肝臓の脂肪染色 （Oil Red 

染色）との比較で、CT値が低いほど Oil red

に強く染まり、CT値比と組織像とは相関

していた。 CT 値比が最も低値である

IH63 (CT値比 0.26)と高値である IH64 (CT

値比 0.71)の H&E染色像および Oil redに

よる脂肪染色像を示す。IH63は IH64より

強く染まっており、CT値比と逆相関して

いた。因みに、ヒトにおいても CT値比が

低いほど肝臓に脂肪が沈着していると診

断されている。 

 

3) CT、超音波および病理組織学的検査に

よる大動脈石灰化の評価 

45 週齢 ApoE-KO マウスを用い、イオ

パミロン血管造影剤の静脈投与後のCT像

にて、大動脈を認識し、石灰化様の CT像

を認めた。25週齢の ApoE-KOマウス 4例

を用いた検査で、大動脈の石灰化様の所見

を CTで 1例に、超音波では石灰化の疑い

を 1 例に認め、病理組織学的検査では 3

例に観察した。34週齢および 45週齢の各

4例のApoE-KOマウスを用いた検査では、

CT、超音波、病理組織学的検査のいずれ

においても全例に石灰化を検出し得た。病

理組織学的に観察された石灰化所見は、別

動物であるが、Kossa反応陽性を示し、HE

染色で観察された石灰化所見は、カルシウ

ム沈着であることを確認した。 

 

5.動脈硬化の治療実験モデルとして

ApoE-KO マウスを用いるための基礎的

解析 

1）動脈硬化病変の免疫組織学的解析 

抗 F4/80 抗体はマクロファージを認識

する抗体である。初期病変、進行性病変、

複合病変の各病変に泡沫細胞の集簇が見

られ、これらは F4/80陽性を示すマクロフ

ァージであることが確認された。なお、

Wild type マウスの動脈には陽性細胞は観

察されなかった。 



TIMP-1 は昨年度の研究で抗体アレイ

を用いた分子生物学的な網羅的解析で顕

著な上昇をみた分子である。TIMP（Tissue 

Inhibitor of Matrix metalloproteinase）は内因

性のMMP (Matrix metalloproteinase) 活性

阻害因子で、TIMP-1 はマクロファージが

分泌し、MMP-9を分解する。TIMP-1は初

期病変で既に発現しており、いずれのステ

ージの病期の動脈硬化病変にも発現して

いた。なお、Wild type マウスの正常な動

脈では発現は全く観察されなかった。 

MMP-9 はマクロファージが分泌する

蛋白質分解酵素の１つである。動脈硬化病

変のないWild typeマウスの正常な動脈で

は陽性所見は全く観察されなかった。一方、

動脈硬化病変では進展の程度に関わらず、

病変部に一致して陽性を示した。詳細に観

察すると、病変部では泡沫細胞（マクロフ

ァージ）の細胞質に陽性を示し、その他、

線維被膜下や病変部の間質に陽性を示し

た。 

MMP-9 と同様にマクロファージが分

泌する蛋白質分解酵素の１つである。動脈

硬化病変のないWild typeマウスの正常な

動脈では陽性部位は全く観察されなかっ

た。一方、動脈硬化病変では、MMP-9 と

同じように進展の程度に関わらず、病変部

に限局して陽性を示した。詳細に見ると、

病変部では泡沫細胞（マクロファージ）の

細胞質に陽性を認めるが、病変部の間質に

より強く陽性を示した点はMMP-9と異な

っていた。 

sLOX-1 はごく初期の病変から発現を

示し、以降、進展してゆく過程に渡り、発

現が継続して観察された。末期の複合病

変でも依然、発現しているが、その発現強

度はむしろ減弱しているように思われた。

この点に関してはさらに詳細な解析が必

要である。なお、Wild type では発現は全

く観察されなかった。 

Cxcl16 は昨年度の研究で Primer array

を用いた分子生物学的な網羅的解析で顕

著な上昇をみた分子である。Wild type マ

ウスの正常な動脈では全く Cxcl16 の発現

は認められなかったが、ApoE-KO マウス

では、動脈硬化病変の進展の程度に関わら

ず、いずれの病変でも発現が観察された。 

 

D. 考案 

 本研究は、高TG血症および動脈硬化の

予防を目的とした、アポCⅢを対象とした

核酸医薬の開発を行うものである。 

小比賀グループにおいては、本年度は、

2’,4’-BNA, 2’,4’-BNANC, 2’,4’-BNAAM そ

れぞれのアンチセンス核酸ついてノック

ダウン活性を評価した結果それぞれのケ

ミストリーで活性を示す鎖長が異なると



いう、興味深い治験が得られた。また、

2’,4’-BNAAM では極大活性を示す鎖長が

14 と 19 塩基長の 2 鎖長あり、これらの

背景に隠れるバイオロジーは非常に興味

深い。2’,4’-BNAと 2’,4’-BNAAMはともに

14 塩基長にて有意なノックダウン活性

を示した事は、おそらくこれらが、とも

に五員環の架橋構造を有しており、糖部

コンフォメーションや架橋部の立体的嵩

高さ、生体内におけるタンパク質結合律

などの点で共通点が多炒めであると考え

られる。六員環架橋構造を有する

2’,4’-BNANC とはこの意味で一線を画す

ることからこのような in vivoにおける活

性の差が得られたものと考えられる。実

際、2’,4’-BNAと 2’,4’-BNAAMはともに高

速液体クロマトグラフィーを用いた簡易

的な疎水性の評価をした場合に、非常に

よく似た極性を有する事を確認している。

このことは、生体内におけるタンパク質

結合率などの体内動態パラメータが類似

してくることを意味しており、活性もこ

れに伴って類似する傾向を確認している

（Yamamoto et al., Org. Biomol. Chem., 

2015, in press, DOI: 10.1039/ c5ob00242g）。 

 2’,4’-BNANC において、17 塩基長で極

大活性が得られた点については、これま

での in vitroの知見とは一致せず、非常に

興味深い。我々は、以前に apoB を標的

とした 2’,4’-BNANC 搭載型アンチセンス

核酸についてより短鎖の 14 塩基長で極

大活性が得られることを培養細胞の実験

で示している（Yamamoto et al., J Nucleic 

Acid, 2012, 707323）。in vitroにおいては

14 塩基長などの短い 2’,4’-BNANCアンチ

センスが高い活性を示すことは、昨年度

の研究結果からも明らかであり、in vivo

での活性が in vitro の試験では十分に予

測できないことを示唆する。このことは、

in vitro試験では、細胞内導入試薬を利用

しているのに対して、in vivoでは裸のま

ま投与している点で動態の効果を十分に

考慮できていない点が主たる要因である

と想像される。この意味から考えると、

肝実質細胞内の ApoC-III mRNA の存在

するコンパートメント（おそらく細胞核

内）に効率的に 2’,4’-BNANC アンチセン

スを送達できれば in vitro での効果を反

映した in vivoの結果が得られると考えら

れる。引き続き、 invivofectamine®や

GalNac などの in vivo で利用可能なデリ

バリー剤 

を活用して検討を進めていきたい。 

 他方で、今回の結果から、14, 17, 19塩

基長で大きく活性が変動することが見出

された。これらの結果はヒトアポ C3 に

対する 2’,4’-BNANC アンチセンスや

2’,4’-BNAAM アンチセンスを開発するに

あたり、14, 17, 19塩基長の 3種の鎖長の

アンチセンス核酸をそれぞれについて設

計し、mRNAワイドに網羅的 in vitroスク

リーニングを実施するとともに、選抜さ

れた候補品を実際に in vivo（げっ歯類、

霊長類）評価系の有効性評価を併用して

開発候補を選定する必要性を強く支持す

るものである。この点を鑑みて、3 種の



鎖長についてギャップ部分をアラインし

たアンチセンスをデザインした。 

斯波グループは、昨年度は、さらに肝臓

得意的な送達を可能にするための検討を

行った。実際に、アンチセンス分子にコレ

ステロールを修飾することで標的以外の

組織への移行量を低減させ、肝臓への移行

量を劇的に増加させることに成功した。一

方で、標的である ApoC-III mRNAの発現

抑制率の向上には至らなかったことから、

薬効の改善には化学修飾の方法について

さらなる検討が必要であることが示唆さ

れた。そこで本年度は、一昨年度の研究成

果として得られた高活性な ASOの脂質低

下効果についての評価を進めた。 

 血中 TG 値の低下や LPL の活性など、

Apoc3ノックアウトマウスや APOC3機能

欠失型変異の保有者のデータから予想さ

れる結果を示すことができた。フィブラー

トとの比較においては、単回の投与実験で

あったにも関わらず、優位な総 TG値並び

に TG を豊富に含む VLDL 分画における

TG値の優位な低下効果が示されたことか

ら、ApoC-III特異的阻害薬は TG低下薬と

して非常に優れた薬剤であることが示さ

れた。さらに驚くべきは、本アンチセンス

分子の投与により善玉コレステロールと

される HDLコレステロールが劇的に上昇

する結果が得られた点である。この作用機

序に関する詳細は不明であるが、前節で述

べたようにAPOA4や LIPCといったHDL

関連因子の影響によると推察される。近年、

HDL 上昇薬がスタチン治療後の残存リス

クを拭い去るブレクスルーとなることが

期待され、様々な薬剤の開発が試みられて

いる。中でも HDLと VLDLとの間でコレ

ステリルエステルを交換する役割を担う

コレステリルエステル輸送タンパク質

（CETP）を阻害する CETP 阻害薬が大手

製薬企業により盛んに研究開発されてき

たが、期待とは反して、有意に心血管イベ

ントの抑制が出来ずに開発中止となって

いる [N Engl J Med, 367, 22, 2089-99 

(2012). ]。また、CETP 阻害薬で先行して

いるアナセトラピブは第 3 相臨床試験に

おいて心血管イベントを優位に抑制する

とい良好な結果を報告しているが、血中半

減期が非常に長く薬剤投与終了後 2~4 年

後も血中に薬剤が残存していることが明

らかなり問題となっている[Am J Cardiol, 

113, 1, 76-83 (2014). ]。今回得られた HDL

コレステロールの上昇は CETP 阻害薬と

作用機序も異なり抗 ApoC-III アンチセン

ス分子は、ApoC-III選択的阻害による TG

値の改善のみならず、コレステロール異常

の是正という面からも動脈硬化症の改善

に寄与するものと期待される。 

本年度、柴田 Gでは、新規 ASOの投与

後の病理組織学的解析、動脈硬化の治療実

験モデルとしてApoE-KOマウスを用いる

ための基礎的解析を分子レベルで行い、高

脂肪食を負荷したApoE-KOマウスに誘発

された動脈硬化の、ヒトへの外挿モデルと

しての有用性の検討を行った。 

ASO 投与後の病理組織学的検査では、

肝細胞に空胞変性を観察し、Oil red 染色



では肝臓に脂肪の蓄積が亢進している傾

向が窺われた。一方、既存の脂質低下製剤

である FF投与群では肝細胞の空胞変性や

脂肪の蓄積はほとんど正常程度に改善さ

れていた。その反面、FF 投与群では著し

い肝細胞肥大を観察し、細胞質内には好酸

性顆粒を多数含んでおり、増生したペルオ

キシソームと思われるが、同定するにはカ

タラーゼを証明する必要がある。また、

ASO 投与群では肝臓内に泡沫細胞の集簇

が観察され、クッパー星細胞の変性像であ

ると推測される。検索例数が各群４例と少

数であり、統計処理も出来ず、明言出来な

いが、ASO は肝臓の蓄積脂肪の亢進と恐

らくクッパー星細胞を標的とするのでは

ないかと推察される。ASO が核酸である

ことを考えるとマクロファージであるク

ッパー星細胞が応答するのは自然な事象

である可能性も存在する。 

CTを用いた非侵襲的な手法で、内臓脂

肪および肝臓の脂肪蓄積量の評価を試み

た。その結果、CT計測値と生体内に存在

する実際の脂肪量は極めて良い相関を示

し、小動物においても、ヒトと同様の側面

からのアプローチが可能であることが示

された。また、動脈硬化の初期石灰化では

病理組織学的解析では検出し得たが、CT

や超音波では検出が困難であった。しかし

ながら、ある程度の進展した動脈硬化病変

の石灰化はいずれの手法でも検出が可能

であった。CTや超音波によるイメージン

グは非侵襲的手法であることから、継時的

に同一個体の同一病変を追跡することが

可能であり、貴重なモデル動物を屠殺する

必要もなく、動物愛護の観点からも好まし

い。治療実験にも応用できる極めて有用な

解析手法の一つと考えられた。 

ApoE-KO マウスに高脂肪食を負荷して

作製した動脈硬化病変はヒトと類似の進

展形態を示し、ヒト同様の病理組織学的な

分類も可能であった。また、本モデルマウ

スの動硬化病変における分子生物学的な

網羅的解析により、Cxcl16や TIMP-1を著

明に上昇した分子として見出した。これら

の分子は、ヒトにおいても動脈硬化の発症

との関連が示唆されている重要な因子と

して注目されている。そこで今回は、ヒト

動脈硬化病変の発症やその進展に関わる

分子（F4/80, TIMP-1, MMP-9, MMP-1/8, 

sLOX-1, Cxcl16 ）を免疫組織学的に解析

した。その結果、これら分子はいずれも動

脈硬化病変に局在しており、高脂肪食負荷

のApoE-KOマウスに誘発された動脈硬化

はヒトへの外挿モデルとして、極めて有用

であることが示された。プラークは線維性

被膜で被われており、線維性被膜の崩壊こ

そがプラーク破綻であり、急性血栓性閉塞

のトリガーとなる。血管壁に侵入したマク

ロファージは蛋白質分解酵素の MMP を

分泌し、線維性被膜を脆弱化させる。今回

の実験で、これらのいずれの分子も

ApoE-KO マウスの動脈硬化モデルで観察

されており、治療モデルとしての有用性が

高いことも新たに示唆している。  

 

5. 結論 



 本年度の研究により、ケミストリーが

異なると最大活性が得られる鎖長や最適

なギャップサイズが異なる事を見出した。

これらの実験事実を元に、ヒトアポ C3

アンチセンスのスクリーニング計画を立

案した。 

 ApoC-III を高効率で阻害することで

LPL活性を上昇させ、TG値への影響のみ

ならず、HDL コレステールの大幅な上昇

が認められたことで、動脈硬化症の予防薬

として ApoC-III 阻害薬がさらに期待され

るものとなった。 

非侵襲的手法である CT や超音波によ

るイメージングにより、生体内の脂肪の

計測や進展した動脈硬化の石灰化を検出

することができ、治療実験にも応用でき

る有用な解析手法の一つと考えられた。 

ApoE-KO マウスに高脂肪食を負荷し

て誘発した動脈硬化病変は、ヒトと類似

の進展形態と同様の分子を発現し、ヒト

の動脈硬化モデルとしての有用性が示さ

れ、治療実験や発症機序解析に相応しい

病態モデルであることが示された。 

 

F. 健康危険情報 

 本研究では現在のところ健康に危険を

及ぼす可能性はない。 

 

  


