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研究要旨 

近年、本邦の死因の多くを占める心疾患などの冠動脈性疾患のリスクと apolipoprotein 

C-III (ApoC-III)との強い関係性が示されている。ApoC-IIIは高トリグリセリド（TG）血症の

原因因子の一つとされ、レムナントリポタンパク質（RLP）の代謝に関与するタンパク質で、

さらに、血管壁における炎症を惹起することで直接的に動脈硬化症を促進することが明ら

かにされつつある。本研究では、ApoC-IIIを選択的に阻害可能かつ効率的な BNA搭載型ア

ンチセンス分子（ASO）の研究により、高 TG血症の治療ならびに動脈硬化症の予防が可能

な新しい治療薬の開発を行う。昨年度は、当初の計画通り、ASO の肝指向性の向上を目的

としたコレステロール修飾型 ASOの開発および評価を行った。期待通りに肝臓への移行量

の増加を確認したが標的遺伝子抑制効果の向上には至らなかった。本年度は、一昨年度の

研究成果により最適化された ASO の脂質低下効果について評価を行った。ApoC-III は TG

分解酵素である LPL の活性を阻害することで血中の TG 値を上昇させることが知られてい

るが、実際に ASOの投与により末梢 LPLが活性化することを実証した。また、既存の脂質

低下薬かつ、ApoC-III の抑制作用を示すフィブラート系製剤と比較することで脂質低下薬

としての評価を行った。その結果、短期投与実験において、大過剰量のフィブラートと比

較して ASO は ApoC-III 阻害効果に優れていることを確認した。また、両群において血中

TG値の低下が認められ、さらにASO投与群のみにおいて善玉コレステロールとされるHDL

コレステロールの増加も認めた。本結果から、ApoC-III選択的阻害薬は TG低下作用のみな

らず、リポタンパクのプロフィールの改善という面からも動脈硬化症の改善が可能である

ことが期待される。以上の結果より、動脈硬化モデルマウスへの優れた治療効果が望める

ことから、現在、長期投与実験を進めている。 
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A. 研究目的 

 心疾患や脳血管疾患などの動脈硬化性疾

患は本邦の死因の多くを占めている。動脈

硬化症の発症に関わる危険因子としては、

脂質異常症や高血圧、糖尿病などが認知さ

れているが、遺伝的要因を除けば、近年の

食の欧米化や運動不足などといった生活習

慣に伴ってこれらの疾患はここ十数年で増

加傾向にある。また、脂質異常症の一種で

ある高トリグリセリド（TG）血症は、大規

模疫学調査より、冠動脈疾患の独立した危

険因子であることが示されている。しかし

ながら、家族性複合型脂血症や高 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、大規模臨床試験において代表的な

脂質低下薬であるスタチンとフィブラート

の併用は良好な結果を出しているが、一方

で、これらの併用は原則禁忌となっている

ため十分な治療が困難である。このことか

らも、上記のようなリスクを重複したよう

な状況においては、高 TG 血症への介入が

有効であることは明白であり、強力な TG

低下作用を有する治療薬が求められている。 

 高 TG 血症の遺伝性疾患の原因遺伝子の

一つとして同定されている LPL（lipoprotein 

lipase）は、レムナントリポタンパク質（TRL）

のクリアランスを促す最重要な酵素の一つ

であり、機能不全に陥るとリポタンパク質

中の TGの分解が抑制され、血中の TG濃度

は高値を示す。Apolipoprotein C-III（ApoC-III）

は、この LPLの活性を阻害するものとして

同定されたタンパク質で、このタンパク質

の機能欠失型変異の保有者は健常人と比較

して TG 値および冠動脈性疾患のリスクが

有意に低いことが明らかになっている。ま

た、ApoC-IIIは LPLの阻害のほかに、血管

内皮における慢性炎症に関与することで動

脈硬化症への直接的な作用が示唆されてい

る。以上のような背景より、近年、ApoC-III

は創薬ターゲットとして非常に注目されて

いる。一方で、その作用上、小分子などに

よる阻害剤の開発は困難とされていること

から、本研究では、厳密な分子認識が可能

な新規人工核酸「BNA」搭載型アンチセン

ス分子を用いた ApoC-III阻害薬の臨床開発

を目的とし、概念の実証とともに臨床試験

に資する情報の蓄積を目指す。 

 昨年度は、標的組織である肝臓以外の腎



臓や肺などにも蓄積が確認されるアンチセ

ンス分子の体内動態の改善についての検討

を行った。アンチセンス分子にコレステロ

ールを修飾することで、低比重リポタンパ

ク質（LDL）コレステロールとともに肝臓

特異的な送達が可能と考えた。実際にコレ

ステロール修飾を施したアンチセンス分子

の開発を行い、その体内動態について評価

した。結果、期待通りに肝臓への移行量は

著増し、腎臓などの他の組織への蓄積を抑

えることに成功した。一方で、標的遺伝子

抑制効果は低下し、その原因が目的の肝実

質細胞ではなくクッパー細胞等の非実質細

胞への蓄積量の増加であることが明らかに

なった。この結果から、本研究では、一昨

年度の研究成果であるAmNAなどの次世代

型人工核酸による安全かつ高活性な分子の

選択が臨床応用に適していることが考えら

れた。本年度は、実際に一昨年度にスクリ

ーニングによって得られた分子を用いて、

実際の脂質低下効果や脂質代謝系に与える

影響について検討を行った。 

 

B. 研究方法 

1. 投与実験 

  被験動物とし 7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 (15 mg/kg/回)あるい

は生理食塩水 (Saline:コントロール) を皮

下より単回投与を行なった｡また、corn oil 

(SIGMA)に溶解したフェノフィブラート

（FF, Wako）は100 mg/kg/dayの用量で50 µL

のボリュームで経口投与を行い、その比較

対象として corn oilを 50 µL/dayで経口投与

した群を用意した。投与開始より 7日後に、

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 から

QuickGene RNA tissue kit SII（Fujifilm Life 

Science,Cat#634-23601）に従い total RNAを

抽出した。抽出した total RNAを分光光度計

で定量し、リボソーム RNAを 1%アガロー

スゲル電気泳動で確認した。 

 

3. Realtime RT-PCR解析 

 High capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit（Applied Biosystems, Cat#4368813）を用

いて total RNA 4 µg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。 

TaqMan Gene Expression ID; 

Mm00445670_m1（Apoc3）, Mm99999915_g1

（Gapdh）, Mm01171487_m1(Lipc), 

Mm00437568_g1(Apoa1), 

Mm00450234_m1(Scarb1), Mm00442646_m1 

(Abca1) 

Primer ;  

Apoa4 Fw_ TCATCGAGGTGTGCAGGTTG, 

Rv_ CAGCTGACCCCATACATCCAG, Apoa5 



Fw_ GGGACTACTTCAGCCAAAACAG,  

Rv_ TCTCAAGGGTCCCAGCTTTTC 

 

4. 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 

 

5. 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 

(Saline:コントロール) 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。 

 

6. 血清中 APOC3 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 

(Goat anti rabbit IgG HRP) 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｡ 

 

7. 血清中 APOC3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 

(Cloud-Clone Corp)を用いて定量した。 

 

8. 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。 

 

C. 研究結果 

1. ApoC-III 阻害による TG 低下作用の機序

に関する検討 

 前述のように、ApoC-III の TG 上昇作用

の一つとして、TG 分解酵素である LPL の

活性を阻害することが知られており、



ApoC-IIIを阻害することで LPLの活性化が

期待されることから、その実証を行うこと

とした。ApoC-III の発現量はグルコースや

脂質などによって制御されており、高脂肪

食の負荷によりその発現量が増加すること

が示されている。従って、本検討において

は、アンチセンス分子による ApoC-III阻害

効果を明瞭にするために、事前に高脂肪食

を 1 週間負荷したマウスを使用することと

した。マウスに対するスクリーニングから

得られたアンチセンス分子（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

後に採血することで、ヘパリンとともに末

梢の LPLを回収した。まず、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（図 1-a）。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（Roar Biomedical, Inc）

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分か

った（図 1-b）。 

 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 

 現在、脂質異常症の中でも TG 値が高い

ような患者に対しては、フィブラート系製

剤が使用される場合が多い。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種々のフィブラート

系製剤のうち、今回はフェノフィブラート

（FF）を用いることとした。フィブラート

には PPARαのみのアゴニストであるもの、

また PPARα及び PPARγの両方のアゴニ

ストのものがあるが、ベザフィブラートな

ど後者に分類されるものは評価が煩雑にな

ると推定されるため前者に分類される FF

が本評価に適していると判断した。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

（図 2-a）。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（図 2-b）。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（図 3-a）。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（図 3-b,c）。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分かった。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（図 4）。 

 冒頭でも述べたように、TGやコレステロ

ールなどといった脂質はリポタンパク質と

呼ばれる粒子の形で体内を運搬され、最終

的に代謝され、これらのリポタンパク質は

TG やコレステロールを含む割合で大きさ

が異なり、TGに富んでいるほど大きい。ま

た、リポタンパク質はサイズによって構成

するタンパク質や機能が異なることから、

サイズごとのリポタンパク質の定量は臨床

においても非常に重要な項目となっている。

これらのサイズの異なるリポタンパク質は

超遠心や液体クロマトグラフィーで分離を

することでき、今回は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（図 5-a, b、表

1）。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。LPLの活

性化によりリポタンパク質が小型化する過

程で HDL コレステロールが増加したこと

が一因として考えられるが、同様の作用を

有する FF の処置によるこの増加が認めら

れないことから、その他の因子に寄るとこ

ろが大きいと考え、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（図 6）。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 

 

D. 考案 

 本研究は、アンチセンス分子を用いた今

までにない高中性脂肪血症の治療薬の開発

を目的として研究を行ってきた。アンチセ

ンス医薬は、主に肝臓を標的とした薬剤の

開発が盛んであるが、天然の DNAのリン酸

骨格へ硫黄原子を導入したホスホロチオエ

ート骨格の開発により、アンチセンス分子

の動態に肝臓指向性が付与されたからであ

る。しかしながら、標的以外の組織に蓄積

する割合も多かったことから、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。従って、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。 

 その結果として、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。 

 

E. 結論 

  本年度は、一昨年度の研究成果より得ら

れた ApoC-III を標的とした高活性な ASO の

脂質低下効果について研究を進めた。平成 23

年度の最適化を行う前の ASO による複数回

投与実験で得られた同程度の脂質低下効果が、

今回は単回投与で確認できたことからアンチ

センス医薬の実用化に向けた大きな進展であ

ると言える。また、ApoC-IIIを高効率で阻害

することで TG 値への影響のみならず、一般

的に善玉コレステロールとされる 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。従って、次

年度に向けて準備を進めている動脈硬化モデ

ルマウスに対する本アンチセンス分子の長期

投与では、優れた治療効果を示すに違いない

と予測できる。 

 

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。 
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