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 アポ C-Ⅲをターゲットとした高中性脂肪血症、動脈硬化症に対する革

新的核酸医薬の開発 

 

総括研究者 斯波真理子 国立循環器病研究センター研究所・部長 

        

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。 
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A. 研究目的 

 ここまでの検討により、アンチセンス分



子に BNA 修飾を施すことにより非常に高

い mRNA 阻害効果とトリグリセリド低下

効果が得られる事を確認してきた。一方で、

その標的配列や BNA の種類により薬効や

安全性に大きな違いが存在する事がみい

だされた。このような背景からさらにメッ

センジャーRNA ワイドなウォークスクリ

ーニングを実施することにより、アンチセ

ンス核酸に用いるケミストリーごとに最

適構造を探索しなければならないことが

示唆された。この点で昨年度までに 100 種

を超える ApoC-III アンチセンスを設計・合

成し、初代培養肝細胞を用いてスクリーニ

ング評価を実施した。これらの検討から特

に 3’-UTRを標的としたBNAアンチセンス

が高い薬効を示すことを見出している。以

上の結果から 3’-UTR を標的とした

2’,4’-BNANC 搭載型アンチセンスも同様に

高い効果を示すと予想し、表 1 に示す 34

種のアンチセンス核酸の活性を in vitro ス

クリーニングしたところ期待通り非常に

活性の高い 2’,4’-BNANC 搭載型アンチセン

ス核酸の同定に成功した。これらの in vitro

での活性の高かった mApoC3-411-NC(14), 

mApoC3-436-NC(14), mApoC3-456-NC(14), 

mApoC3-466-NC(14)について in vivo での投

与試験を行ったが、2’,4’-BNA を有する

mApoC3-471-BNA の活性を下回った。なぜ

このような in vitro と in vivo 活性の差が生

じたかについては現時点では定かではな

いが、世界的にも前例のない興味深い観察

であり、BNA の構造活性相関に関する非常

に重要な知見が得られる可能性がある。そ

こで本研究では、これらの 2’,4’-BNA と

2’,4’-BNANC のケミストリーの差がなぜ生

じたのか検討を進めることとした。 

 こ れ ま で 我 々 の グ ル ー プ で は 、

2’,4’-BNANC を搭載したアンチセンス核酸

が、対応する 2’,4’-BNA 搭載型アンチセン

ス核酸の活性を in vivoレベルで上回る事を

見出してきた（Yamamoto et al., Molecular 

Ther-Nucleic Acids, 2012, 1, e22）。しかしな

がら、この報告においては鎖長が 20 塩基

と今回の検討よりも長鎖アンチセンスを

使用している点で異なる。そこでこの点に

注目し、体内動態の違いが、in vivo での活

性の差につながったと考え、2’,4’-BNANC

のケミストリーを用いた様々な鎖長をも

つアンチセンス核酸を設計、合成し、in vivo

でのアンチセンス活性を評価することと

した。 

 他方で、2’,4’-BNANCや2’,4’-BNAAM（= 

AmNA）と行った次世代のBNAは、理由は

定かではないが、内外の研究から2’,4’-BNA

を上回る安全性が見出されている。加えて、

架橋部に窒素を有するBNAアナログにおい

ては窒素の原子価の性質上、置換基を導入

出来る点でプロトタイプの2’,4’-BNAよりも

高い展開可能性を証明してきた（Yamamoto 

et al., Org. Biomol. Chem., 2015, in press, DOI: 

10.1039/ c5ob00242g）。ここでは、ヒトアポ

C3に対するmRNAワイドなウォークスルリ

ーニングに向け、2’,4’-BNANC に加えて

2’,4’-BNAAM（= AmNA）アンチセンス核酸

についても構造最適化を目指した。 



B. 研究方法 

１. 投与実験 

 すべての動物実験は、大阪大学の実験動

物委員会の承認を得て実施した。被験動物

とし 7週齢のマウスC57BL6/J（♂: 日本 SLC、

日本クレア）を購入し，CE-2（日本クレア）

を付加するとともに 1 週間以上馴化させた

のち、投与試験を行った。マウスは 12 時間

毎の明暗周期環境下で飼育し、食餌は自由

に取れる環境で飼育した。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（タ

イテック社）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（30s-1 

for 2 min）、その後 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、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（Applied Biosystems, Cat#4368813）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。以下のプライマーセ

ットを用いた：TaqMan Gene Expression ID; 

Mm00445670_m1（Apoc3）, Mm99999915_g1

（Gapdh）。 

 

4. 配列設計 

ヒトアポ C3 mRNA（アクセッション番号：

NM_000040）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（表 3 に 14 塩基長

の一部を示した）。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。 

 

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。結果は、図 2 に示し

たように 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、興味深いことに

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。 

 

D. 考察 

 表 2 に示した 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

大変興味深い知見が得られた。すなわち、

それぞれのケミストリーで活性を示す鎖

長が異なる点である。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 apoC3 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。 

 

E. 結論 

2’,4’-BNAAMについても、A, T, G, mC の 4

種の塩基を持つ 2’,4’-BNAAM のルート貫通、

in vivo での使用に耐えうるスケールアップ

合成が可能となり、また固相合成の最適化

により多様な塩基配列を持つ 2’,4’-BNAAM

搭載型アンチセンスの合成が可能になっ

た。これらを用いて今回は、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。次年度から具体的に選抜試験を実

施していく予定である。また、非臨床・臨

床試験の実施に向け、大量合成の検討を行

うとともに、品質評価方法ならびに品質管

理の方法についても検討を進める。 

 

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。 

 



G. 研究発表 

論文 

1. Yamamoto T, Yahara A, Waki R, 

Yasuhara H, Wada F, Harada-Shiba M,  

Obika S, Amido-bridged Nucleic Acids 

with Small Hydrophobic Residues 

Enhance Hepatic Tropism of Antisense 

Oligonucleotides in vivo, Org. Biomol. 

Chem., 2015, in revision. 

2. Mori K, Kodama T, Obika S, Synthesis 

and Hybridization Property of a 

Boat-shaped Pyranosyl Nucleic Acid 

Containing an Exocyclic Methylene 

Group in the Sugar Moiety, Bioorg. 

Med. Chem., 2015, 23, 33-37. 

3. Mitsuoka Y, Fujimura Y, Waki 

R,Kugimiya A, Yamamoto T,Hari Y, 

Obika S, Sulfonamide-Bridged Nucleic 

Acid: Synthesis, High RNA Selective 

Hybridization, and High Nuclease 

Resistance, Org. Lett., 2014, 16, 

5640-5643. 

4. Mori S, Morihiro K, Obika S, 

C5-Azobenzene-substituted 

2’-Deoxyuridine-containing-oligodeox

ynucleotides for Photo-switching 

Hybridization Ability, Molecules, 2014, 

19, 5109-5118. 

5.  Morihiro K, Kodama T, Mori S, 

Obika S, Photoinduced Changes in 

Hydrogen Bonding Patterns of 

8-Thiopurine Nucleobase Analogues in 

a DNA Strand, Org. Biomol. Chem., 

2014, 12, 2468-2473. 

6. Shimo T, Tachibana K, Saito K, 

Yoshida T, Tomita E, Waki R, 

Yamamoto T, Doi T, Inoue T, 

Kawakami J, Obika S, Design and 

Evaluation of 2',4'-BNA/LNA Based 

Splice-switching Oligonucleotides in 

Vitro, Nucleic Acids Res., 2014, 42, 

8174-8187. 

7. Yamamoto T, Wada S, Wada F, 

Shigesada H, Harada-Shiba M, Obika 

S, Evaluation of Multiple-Turnover 

Capability of Locked Nucleic Acid 

Antisense Oligonucleotides in 

Cell-Free RNase H-Mediated 

Antisense Reaction and in Mice, 

Nucleic Acid Therapeutics, 2014, 24, 

283-290. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



図 1. 

 

表１ 

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

 

 

 

 

 

 

 各種糖部架橋型人工核酸

 本研究で設計・合成した

遺伝子名

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

糖部架橋型人工核酸

本研究で設計・合成した

遺伝子名-標的位置-

mApoC3-96-NC(14)

mApoC3-306-

mApoC3-316-

mApoC3-321-

mApoC3-331-

mApoC3-336-

mApoC3-346-

mApoC3-351-

mApoC3-361-

mApoC3-366-

mApoC3-376-

mApoC3-381-

mApoC3-391-

mApoC3-396-

mApoC3-406-

mApoC3-411-

mApoC3-416-

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

糖部架橋型人工核酸の化学構造。

本研究で設計・合成した 2’,4’-BNA

-BNA 種(鎖長

NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

の化学構造。B は塩基、

BNANC搭載アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧

鎖長) 遺伝子

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

は塩基、R は種々の置換基を指す。

アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧

遺伝子-標的位置

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に 2’,4’-BNA

 

は種々の置換基を指す。

アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧

標的位置-BNA 種

-426-NC(14)

-431-NC(14)

-436-NC(14)

-441-NC (14)

-446-NC(14)

-451-NC(14)

-456-NC(14)

-461-NC(14)

-466-NC(14)

-471-NC(14)

-476-NC(14)

-486-NC(14)

-491-NC(14)

-496-NC(14)

-501-NC(14)

-506-NC(14)

-511-NC(14)

BNANCを導入。

 

は種々の置換基を指す。 

アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧

種(鎖長) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC (14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

を導入。 

アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧 



 

表 2 本研究で
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表 3. 

No.
1
2
3
4
5
6
7
8

R
el

at
iv

e 
H

ep
at

ic
 A

P
O

C
3 

m
R

N
A

本研究で使用した

2. 用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

3. ヒトアポ C3

No. 
1 hApoC3
2 hApoC3
3 hApoC3
4 hApoC3
5 hApoC3
6 hApoC3
7 hApoC3
8 hApoC3

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

Saline

R
el

at
iv

e 
H

ep
at

ic
 A

P
O

C
3 

m
R

N
A

使用した各種 BNA

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

C3 スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

ASO ID 
hApoC3-2-AM(14)
hApoC3-12-AM(14)
hApoC3-32-AM(14)
hApoC3-57-AM(14)
hApoC3-67-AM(14)
hApoC3-117-AM(14)
hApoC3-137-AM(14)
hApoC3-202-AM(14)

Saline 14

BNA 搭載型

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

CpG
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし

14-2

型アンチセンス

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

CpG cccc
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし

16 17

アンチセンス核酸一覧 

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

cccc gggg 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 

18

 

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性 

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

 
 
 
 
 
 
 
 
 

19 20

 

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部） 

20

BNA

NC

AM

 

BNA

NC

AM



9 hApoC3-237-AM(14) なし なし なし 
10 hApoC3-247-AM(14) なし なし なし 
11 hApoC3-257-AM(14) なし なし なし 
12 hApoC3-282-AM(14) なし なし なし 
13 hApoC3-287-AM(14) なし なし なし 
14 hApoC3-302-AM(14) なし なし なし 
15 hApoC3-307-AM(14) なし なし なし 
16 hApoC3-312-AM(14) なし なし なし 
17 hApoC3-317-AM(14) なし なし なし 
18 hApoC3-332-AM(14) なし なし なし 
19 hApoC3-337-AM(14) なし なし なし 
20 hApoC3-342-AM(14) なし なし なし 
21 hApoC3-347-AM(14) なし なし あり 
22 hApoC3-362-AM(14) なし なし なし 
23 hApoC3-367-AM(14) なし なし なし 
24 hApoC3-392-AM(14) なし なし なし 
25 hApoC3-422-AM(14) なし なし なし 
26 hApoC3-437-AM(14) なし なし なし 
27 hApoC3-442-AM(14) なし なし なし 
28 hApoC3-447-AM(14) なし なし なし 
29 hApoC3-492-AM(14) なし なし なし 
30 hApoC3-497-AM(14) なし なし なし 
31 hApoC3-502-AM(14) なし なし なし 
32 hApoC3-512-AM(14) なし なし なし 
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アポ C３をターゲットとした革新的核酸医薬の有効性及び安全性評価 

− 最適化アンチセンス分子の脂質低下効果の評価 – 

 

 

分担研究者 斯波真理子 国立循環器病研究センター研究所・部長 

 

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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分担研究者

     

研究要旨

 ApoC

に、病態モデルマウスを用いて、イメージング解析、病理

行った。

たBNA

のFenofibrate

腎臓について

脂肪蓄積

を観察し、

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

像が観察され、

可能性が示唆された

蓄積量

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、

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

ではいずれの手法でも検出が可能であった。

法で、

り、治療実験にも応用できる

療実験モデルとして

特に免疫組織学的手法を用いて、

TIMP-

の病期の

動脈硬化は

厚生労働科

 アポ
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研究要旨 

ApoC-IIIアンチセンスによる動脈硬化に対する治療効果ならびに安全性を評価するため

に、病態モデルマウスを用いて、イメージング解析、病理

行った。【実験１】

BNA搭載型アンチセンス（

Fenofibrate（

腎臓について病理組織学的

脂肪蓄積の程度について

を観察し、Oil red

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、

投与群では著しい肝細胞肥大を観察し

が観察され、ASO

可能性が示唆された

量についての評価を試みた。その結果、

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、

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。

法で、動物を屠殺することなく、

治療実験にも応用できる

療実験モデルとして

特に免疫組織学的手法を用いて、

-1, MMP-9, MMP

の病期の動脈硬化病変に

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
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アンチセンスによる動脈硬化に対する治療効果ならびに安全性を評価するため

に、病態モデルマウスを用いて、イメージング解析、病理

【実験１】高脂肪食を

搭載型アンチセンス（

（FF）を1回/

病理組織学的に解析し

について解析

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、

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、

投与群では著しい肝細胞肥大を観察し

ASOが核酸であることを考えると

可能性が示唆された。【実験

の評価を試みた。その結果、

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

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。

動物を屠殺することなく、

治療実験にも応用できる

療実験モデルとしてApoE-KO

特に免疫組織学的手法を用いて、

9, MMP-1/8, sLOX

動脈硬化病変にも局在しており、高脂肪食

ヒトへの外挿モデルとして、極めて有用であることが
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A. 研究目的 

 本研究では ApoC-III に対する BNA 搭

載アンチセンス医薬の有効性・毒性・安

全性について病理組織学的に評価し、多

角的な情報を提供することを目的として

いる。実験１：先行する実験において、

高脂肪食を負荷した C57BL/6J マウスに

対して、ApoC-III を標的とした BNA 搭

載型アンチセンス（ASO）を投与し、脂

質低下作用を検討した。その結果、ASO

投与は、血中および肝臓での ApoC-III 

mRNA 値を有意に低下させ、血中 TG 値を

低下させた。そこで本年度は、ASO の肝

臓に対する毒性学的影響を病理組織学的

に詳細に検討した。また、先行する上記

の実験では既存の脂質低下剤のフィブラ

ート系製剤（Fenofibrate; FF)群も設けら

れており、同時に FF の肝臓に対する病

理組織学的変化も併せて解析した。実験

２：次の段階を鑑み、基礎研究の成果を

ヒトに応用して、疾患予防や治療展開を

行うためには、基礎研究と臨床研究の間

を橋渡しする「トランスレーショナルリ

サーチ」が鍵となってくる。そのために

は、薬効を評価する小動物での非侵襲的

な動脈硬化解析法の確立が重要である。

昨年度は超音波による動脈硬化病変の評

価を目的として、動脈の内膜-中膜肥厚

(IMT)の測定を実施し、その結果を報告

した。そこで本年度は ApoE-KO 動脈硬

化モデルマウスを用いて、経時的に内臓

脂肪ならびに肝臓脂肪蓄積量の測定、さ

らに石灰化を伴う動脈硬化病変の検出を

目指して、Ｘ線 CT 装置や超音波によるイ

メージングを行った。実験 3：「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」をテー

マとして、本年度も継続して行い、特に

免疫組織学的手法を用いて、ヒトで動脈

硬化病変との関連が指摘されている分子

について解析し、ApoE-KO 動脈硬化モデ

ルマウスがヒトへの外挿モデルとして有

用であるか否かを評価した。 
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B. 研究方法 

【実験１】—「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」 

高脂肪食(F2WTD, 0.3%コレステロール)

を１週間自由摂取させた C57BL/6J マウ

スに ApoC-Ⅲを標的とした BNA 搭載型

アンチセンス（以下 ASO と略す）を単回

皮下投与し、また既存のトリグリセライ

ド低下薬の Fenofibrate（FF; 和光純薬工

業株式会社）を 100 mg/kg 用量で 1 回/

日経口投与し、投与中も高脂肪食は継続

して摂取させ、投与開始の７日後に全動

物を屠殺・剖検した。本年度はそれらの

動物の肝臓および腎臓について病理組織

学的な解析を行った。また、肝臓につい

てはさらに Oil red 染色を施して、脂肪蓄

積の程度について解析した。 

1.一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 (Leica) 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。  

 

1.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 

(Tissue-Tek) に静置し、その中に O.C.T 

Compound（Sakura Finetek）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 (Leica) で5 μmに薄切し、Oil red 

O 染色液（和光純薬工業株式会社）と核染

色にHematoxylin Gill’s Formula (Vector) 

を用いて染色し、顕微鏡  (model BX53, 

Olympus)にて観察し、脂肪の蓄積の程度を

評価した。 

 

【実験 2】- 「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」 

メタボリックシンドロームは内臓脂肪型

肥満に加えて、高血糖、高血圧、脂質異常

症が合併してくる病態であるが、動脈硬化

発症のリスクも上昇することから、CT を

用いた非侵襲的なアプローチで、内臓脂肪

および肝臓の脂肪蓄積量の評価を試みた。
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また、進展した動脈硬化の複合病変の所見

でもある石灰化の評価を超音波および CT

を用いて行い、病理組織学的検査結果と照

合した。 

１. 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（普通食 CE2 を自由

摂取。日本クレア）の第 11 胸椎から尾

骨下端までを、小動物用Ｘ線 CT 装置 

(Latheta, ALOKA)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 (Latheta)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（実験１： 一般病理組織学的検査

の項）。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 

(Sakura Finetek)を用いて凍結し、前述の方

法で（実験１： 肝臓における脂肪蓄積の

病理組織学的解析の項）、Oil red O 染色液

（和光純薬工業株式会社）を用いて染色し, 

顕微鏡(model BX53, Olympus)にて観察し、

脂肪の蓄積の程度を評価した。 
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2.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  (LTC200, 

ALOKA)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(CE2, 日本クレア)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 (バイエル薬品株式会社)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（Primetech 

Corp.）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（model LG-PS2, 

Olympus あるいは model SZX7, Olympus）

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（Leica）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。 

 

【実験 3】- 「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」 

上記のテーマで本年度も継続して行

い、特に免疫組織学的手法を用いて、ヒ

トで動脈硬化発症に関わると指摘されて
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りる分子について解析し、ApoE-KO マウ

スがヒトへの外挿モデルとして有用であ

るか否かを評価した。 

 

１.動脈硬化モデルマウスの作成 

18 例の ApoE-KO マウス雄に 6 週齢か

ら 16 週間、高脂肪食（1.25％コレステロ

ール含有。F2HFD1：オリエンタル酵母工

業 ）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(CE-2 日

本クレア)を自由摂取させた C57BL/6J 雄

マウス（日本 SLC）20 例を用いた。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。 

 

2.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

ンブロックをミクロトーム（Leica）にて  

5 μm に薄切し、シランコートスライドグ

ラス（DAKO）に貼付して標本を作製し、

従来より動脈硬化との関連が指摘されて

いる分子や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

抗原賦活化を行い、非特異的染色を阻害す

るためのブロッキング処置を行い（Dako 

Real Antibody Diluent (Dako）、内因性ペル

オキシダーゼを不活化するため 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（１次抗体の免疫動物が

マウス、ウサギ、ヤギである場合は Dako

の LSAB kitを用いた）、DAB で発色させ、

次いで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 (model 

BX53)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

（Santa Cruz）、抗 TIMP-1 ラット抗体 

(Abcam)、 抗 MMP-9 ヤギ抗体 (Santa 

Cruz)、 抗 MMP-1/8 ウサギ抗体 (Santa 

Cruz)、抗 sLOX-1 ウサギ抗体 (Bioss). 抗

Cxcl16 ウサギ抗体 (Abnova)であった。 

 

C. 研究結果 

【実験１】—「ApoC-III アンチセンスの投
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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 

病理組織学的検査の結果を表１に示す。

肝臓では、溶媒対照群（Corn oil）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（図１A）、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（図 1B）。また、FF

投与群では好酸性顆粒を含む肝細胞肥大

（図 1B）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（図

1A）。 

次に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（図 1C）。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

（図 1D）。また、ASO 投与群で肝細胞肥

大が１例に観察された（図 1D）。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（図 1E）。 

なお、腎臓では投与に起因すると考え

られる所見は観察されなかった。 

 

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。その結果を表 1 に示す。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（図 2A）、FF 群では痕

跡程度しか示されなかった（図 2B）。 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（図 2C）、ASO 群

では軽度～強度であった（図 2D）。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。 

 

【実験 2】- 「動脈硬化モデルマウスのＣ

Ｔ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 

(1) CT 装置を用いた内臓脂肪の測定 

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であった（図 3A-C）。 

 

(2) CT 装置を用いた肝臓の脂肪測定 
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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。 図 4A に示すように 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 

（図 4B）および Oil red による脂肪染色像

を示す（図 4C）。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。 

 

2.大動脈石灰化のイメージング 

(1) 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 

まず始めに 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（図 5A-C）。CT、超音

波および病理組織学的検査の結果を表２

に示す。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（図 6A）、

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ている（図

6B）。 

 

【実験 3】- 「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 

(1) F4/80 

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（図 7B）、進行

性病変（図 7C）、複合病変（図 7D）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

（図 7A）。 

(2) TIMP-1 

TIMP-1 は昨年度の研究で抗体アレイ
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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（図 8B）、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（図 8C）。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（（図 8A）。 

(3)MMP-9 

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（図

9A）。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（図 9B～D）。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（図 9B～D）。 

(4) MMP-1/8 

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（図 10A）。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（図

10B～D）。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（図

10B～D）。 

(5)sLOX-1 

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（図 11B～D）。

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（図 11D）。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（図 11A）。 

(6) Cxcl16 

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(図 12A)、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（図 12B～D）。 
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D. 考察 

【実験１】先行する実験において、ASO

投与により血中および肝臓での apoC-Ⅲ 

mRNA 値を有意に低下させ、血中 TG 値

を低下させたことが明らかとなっている。

本年度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

かもしれない。 

【実験 2】メタボリックシンドロームは内

臓脂肪型肥満という共通の要因に加えて、

高血糖、高血圧、脂質異常症が合併してく

る病態で、動脈硬化発症のリスクも上昇す

る。今回の実験では 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。 

【実験 3】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
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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。  

 

E. 結論 

(1) 今回用いられた ASO 配列は血中お

よび肝臓での ApoC-III mRNA 値を

有意に低下させ、血中 TG 値を低下

させたが、長期投与に及んだ場合、

肝細胞に対する傷害作用を発揮する

可能性が示唆された。 

(2) 非侵襲的手法である CT や超音波に

よるイメージングは、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、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、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。 

(3) 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。 

G. 研究発表 

原著論文 

（欧文） 

なし 

（邦文） 

1) 柴田雅朗, 日下部守昭, 森本純司, 柴

田映子, 斯波真理子, 的場吉信, 土佐

秀樹, 飯沼宗和: テネイシン抗体とα-

マンゴスチンとの複合投与による乳

癌転移抑制の試み. 乳癌基礎研究, 22: 
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表 1 

 

 

  

Oi l　ｒｅｄ  s ta i n
Kidney Liver

Group
Anima l
No.

Cytopl asmic
vacuolation

Ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ
ｏｆ　ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ Other

Oi l　ｒｅｄ-pos i ti ve
levelｓ

FF A1 　　  　± 　　     ＋ N 　      　±
A2 　　  　± 　　     ＋ N 　      　±
A3 　　  　± 　　     ＋ N 　      　±
A4 　　  　± 　　     ＋ N 　      　±

Control
(Corn oil) B1 　　  1＋                ˗˗ N 　　   　1＋

B2 　　  1＋                ˗˗ N 　　   　3＋
B3 　　  2＋                ˗˗ N 　　   　1＋
B4 　　  3＋                ˗˗ N 　　   　3＋

Control
(Sa l i ne) C1 　　  1＋                ˗˗ N 　　   　1＋

C2 　　  1＋                ˗˗ N 　　   　1＋
C3 　　  1＋                ˗˗ N 　　   　2＋
C4 　　  1＋                ˗˗ N 　　   　2＋

ASO D1 　　  2＋ 　　     ＋
Formycel l
acumulati ons N 　　   　3＋

D2 　　  　±                ˗˗ N 　　   　1＋

D3 　　  1＋                ˗˗
Lymphocyti c

accumulati ons 　　   　2＋

D4 　  　2＋                ˗˗
Formycel l
acumulati ons N 　　   　3＋

H&E sta in
Li ver

表 1.  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 

ASO 投与群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

進している傾向が観察された。一方、FF 投与群では肝細胞の空胞変性や脂肪の蓄積

（Oil red 染色）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た。また、ASO 投与群では肝臓内に泡沫細胞の集簇像が観察

された。 
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表 2 

  

 

  

週齢 (w) 動物番号
CT 石灰化
mg/cm^3

超音波
石灰化

病理組織
石灰化

ApoCT-5 0 無 有

ApoCT-6 0 無 無

ApoCT-7 200 疑い 有

ApoCT-8 0 無 有

ApoCT-9 238 有 有

ApoCT-10 246 有 有

ApoCT-11 166 有 有

ApoCT-12 254 有 有

ApoCT-1 348 有 有

ApoCT-2 453 有 有

ApoCT-3 305 有 有

ApoCT-4 272 有 有

25w

34w

45w

表 2. ApoE-KO マウスの週齢別 CT、超音波断層像および病理組織学的大動脈の石灰化

像の比較 

25 週齢において、CT および超音波断層撮影の群で、2例が石灰化検出が出来なかった

が、34 週齢とおよび 45 週齢の全ての例において検出でき、病理組織学的検査結果と

一致した。 

“0”は検出限界を意味する。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１

A: 

D: ASO

 

 
１.  ApoC

A: 対照群（

D: ASO 投与群

ApoC-III アンチセンス

対照群（Corn oil）、

投与群、Ｅ：ASO

アンチセンス (ASO)

、B: Fenofirate (FF)

ASO 投与群、A
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(ASO)を投与した肝臓の病理組織

Fenofirate (FF)投与群

A～E: X200, H&E

した肝臓の病理組織

投与群、C: 対照群（生理食塩水）

E: X200, H&E 染色 

した肝臓の病理組織学的所見

対照群（生理食塩水）

所見 

対照群（生理食塩水） 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

図 2

A: 

D: ASO

 

 

2.  ApoC-III

A: 対照群（Corn oil

D: ASO 投与群、

 

III アンチセンス

Corn oil）、

投与群、A～D: X200

  

アンチセンス(ASO)を

、B: Fenofirate (FF)

D: X200、 Oil red

16 

を投与した肝臓における脂肪蓄積の評価

Fenofirate (FF)投与群

Oil red 染色 

した肝臓における脂肪蓄積の評価

投与群、C: 対照群（生理食塩水）

した肝臓における脂肪蓄積の評価

対照群（生理食塩水）

した肝臓における脂肪蓄積の評価 

対照群（生理食塩水） 
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腹腔内脂肪

腸管膜脂肪

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0 10 20 30 40

脂
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重
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（
ｇ
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図 3. 小動物用Ｘ線 CT 装置による内臓脂肪の測定  

A: CT 測定による内臓脂肪率 {脂肪率 ＝脂肪重量／(筋肉重量＋脂肪重量) X 100} 

B: 生殖器周囲脂肪、腹腔内脂肪および腸管膜脂肪の重量測定値 

 C: CT による脂肪率 と脂肪重量の相関性 

28週齢の ApoE-KO マウス 5例の腹部 CTより算出した内臓脂肪率と摘出した脂肪重量は

よい相関を示した。 
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図

A: 

病理組織学的に

強い。
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図 4. 肝臓の

A: CT による肝臓の

病理組織学的に

い。 

CT
値

比
  

0.
26

 
CT

値
比

  
0.

71
 

 

A 

                 

0.55

IH62

肝臓の CT 値比と病理組織染色の比較

による肝臓の CT 値比、

病理組織学的に CT 値比が高値

B (H&E 染色）
          

0.26

0.71

IH63 IH64

値比と病理組織染色の比較

値比、B: 肝臓

値比が高値 (下段

染色） 
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0.71 0.69

IH64 IH65

値比と病理組織染色の比較 

臓の H&E 染色、

下段 0.71)は、低値

0.69

0.37

IH65 IH66

染色、C: 肝臓の

は、低値 (上段 0.26)

C (Oil red 

 

の Oil red 脂肪

0.26)に比べて脂肪の蓄積が

(Oil red 染色)

脂肪染色 

に比べて脂肪の蓄積が

) 

に比べて脂肪の蓄積が



 

 

 

             
A 

R

図

A: 

A～

図

A: H

ApoE

所見

                 

             

＃5AV 付

A 大動脈弓上部

R 

図 5. イオパミロン

A: 大動脈弓上部

～Cの位置において

pIH51cx20 

A 

図 6.  石灰化を伴う動脈硬化病変

A: H&E 染色、

ApoE-KO マウスの動脈硬化病変部に、

所見との関連付けが出来た

                

             
大動脈弓上部 

イオパミロン静脈投与

大動脈弓上部 B：大動脈弓

の位置において 血管内に白い石灰化像が見られた。

 

石灰化を伴う動脈硬化病変

、  B: Kossa

マウスの動脈硬化病変部に、

関連付けが出来た

                

                                       
B 大動脈弓

L R 

静脈投与 10 分後の血管造影像

：大動脈弓 C: 

血管内に白い石灰化像が見られた。

石灰化を伴う動脈硬化病変 

a 反応 

マウスの動脈硬化病変部に、

関連付けが出来た。 
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大動脈弓 

分後の血管造影像

C: 大動脈起始部付近

血管内に白い石灰化像が見られた。

pIH51x20

B 

マウスの動脈硬化病変部に、Kossa 反応陽性部位が観察され、

                          

L 

分後の血管造影像  

大動脈起始部付近 

血管内に白い石灰化像が見られた。 

pIH51x20 

反応陽性部位が観察され、

                          
C 大動脈起始

R 

 

反応陽性部位が観察され、H

                          
大動脈起始付近

H&E 染色での

                          

L 

での

                            



 

          

 

 

 

 

図 7
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A:  Wild type マウス、 B

F4/80 陽性を示すマクロファージ

B～D: ApoE-KO

TIMP-1 発現 
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