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研究成果の概要（和文）：我々は、天然物化合物ライブラリーや既知薬ライブラリーを用いて、in vitroのスク
リーニング系で検討したところ、心不全の治療ターゲットであるp300のHAT活性を強力に抑制する化合物を見出
した。これら心不全治療薬候補化合物を用いて、新生児ラット培養心筋細胞における肥大抑制効果を指標とした
スクリーニングを行い、より心筋特異的で、低濃度で心筋細胞肥大抑制効果を示す、細胞毒性の少ない、化合物
を同定した。さらに、心筋梗塞ラットを用いて検討したところ、ω３系脂肪酸が心不全の進行を抑制することを
見出した。

研究成果の概要（英文）：We examined the in vitro screening system using natural product compound 
libraries and known drug libraries and found compounds that strongly suppress the HAT activity of 
p300, which is a therapeutic target for heart failure. Next, we performed whether these candidate 
compounds for the treatment of heart failure could inhibit the cardiomyocyte hypertrophy in cultured
 neonatal rat cardiomyocytes. We identified some of these compounds that possessed the more strongly
 and more myocardial-specific hypertrophic inhibitory effect at low concentrations. Furthermore, we 
found that ω3 fatty acids suppressed the progression of heart failure in myocardial infarction rat 
model.

研究分野：循環器学、薬理学、薬物治療学

キーワード： 心筋細胞肥大　心不全　p300　エピジェネティック　ヒストン　ヒストンアセチルトランスフェラーゼ
　ドラッグリポジショニング　ω３系脂肪酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心不全は高血圧性心疾患、弁膜症、虚血性心疾患など種々の心疾患の共通最終像であり、この問題を解決するこ
とは極めて重要である。現在に薬物治療を用いても心不全の生命予後は悪く、あらたな心不全治療薬の開発が必
要である。我々は、ω３系脂肪酸が動物モデルの心不全の進行を抑制することを見出した。すでに臨床で用いら
れる薬物を心不全治療に応用できれば、開発期間や費用も削減できるだけでなく、新たな心不全治療法の開発に
貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

① 応募者のこれまでの研究成果を踏まえ着想に至った経緯 
心不全は高血圧性心疾患、弁膜症、虚血性心疾患など種々の心疾患の共通最終像であり、こ
の問題を解決することは極めて重要である。心不全の治療法開発のために最も必要とされてい
ることは、治療薬のターゲットを解明することである。高血圧や心筋梗塞などのストレスが心
臓に加わると、様々な神経・体液性因子に変換される。これらの液性因子刺激は種々の細胞質内
情報伝達経路を経て最終的に心筋細胞核に到達し、核内において転写調節因子が活性化される
ことにより心筋細胞はその遺伝子発現パターンを変化させ肥大を起こし、心不全を発症する。β
受容体遮断薬やアンギオテンシン変換酵素（ACE）阻害薬などこれまでの心不全の薬物治療は細
胞外の神経・体液性因子を標的としたものであったが、１つ１つの情報伝達経路をブロックする
のではなく、核における共通経路をターゲットする方がより根本的な治療となりうると考えた。
我々はこれまでに、心不全発症における心筋細胞核内情報伝達機構の解明と治療の応用を目的
として、多くの研究成果をあげてきた。 
 
(A) p300/GATA4経路の心不全発症における役割 
我々は心不全発症において、心筋特異的転写因子GATA4が重要な役割を果たしていること（J  

Biol Chem. 1999;274:12811-8、J  Biol Chem. 1999;274:34096-102）を見出した。次に我々は内因性
ヒストンアセチル化酵素（HAT）活性を有する p300 と GATA4の協力（p300/GATA4経路）が
心不全発症における遺伝子発現調節に極めて重要であり、p300のHAT活性が心不全治療の重要
なターゲットなる可能性を示した（Mol Cell Biol. 2003;23: 3593-606、Circulation. 2006; 113: 679-
690、J  Biol Chem. 2008;283:9828-35、国際特許WO2002-005633)。 
 
(B) p300/GATA4経路が心不全治療ターゲットとなる可能性 
最近、健康食品やカレーに用いる香辛料として使用されている天然物ウコンの主成分である
クルクミンがp300の特異的アセチル化阻害作用を持つということが明らかになり（J  Biol Chem. 
2004;279:51163-71）、心不全に対する効果を検討した。我々は、p300特異的HAT阻害作用を持つ
クルクミンが心不全の進行を抑制することを高血圧性心疾患ならびに心筋梗塞後の２つの慢性
心不全ラットモデルにおいて証明した（ J  Clin Invest. 2008;118:868-78、 J  Pharmacol Sci. 
2014;126:329-36）。さらに、クルクミンは心不全の進展・増悪を抑制するのみならず、高血圧か
ら高血圧性心肥大への移行も抑制すること（欧州循環器学会（ESC）学術集会にて発表）、クル
クミンが心筋梗塞後心不全に対して心不全の標準的治療薬として臨床で広く用いられている
ACE阻害薬（エナラプリル）に相加的効果のあることを示した（Circ J . 2011;75:2151-9）。また新
たに、Drug delivery system を用いて吸収効率の良い経口コロイダルディスパージョン型クルク
ミン（高吸収クルクミン）の作成に成功し（Biol Pharm Bull. 2011;34:660-5）、極めて低用量で心
筋梗塞後心不全の心機能を改善することを示した（Biol Pharm Bull. 2012;35:139-44、特許第
5416472号:2013年）。さらに、ヒトを対象とした臨床試験で、高吸収クルクミンが左室拡張能を
有意に改善する可能性を示した（米国心臓病学会（ACC）学術集会にて発表）。 
 
(C) p300/GATA複合体活性化メカニズムと治療ターゲットの同定 
 以上のように、p300 の HAT 活性抑制が心不全治療のターゲットとなりうることを見出した
が、さらに、p300/GATA4複合体の制御メカニズムの全容を解明することにより、新たな治療タ
ーゲットが同定でき、より画期的な薬物治療の開発につながる可能性がある。我々は、GATA4の
上流には Calcinurin-NFATc（J  Biol Chem. 2001;276:34983-9）及び Rho-ROCK（J  Biol Chem. 
2002;277:8618-25）が存在して、GATA4の転写活性を制御しているだけでなく、GATA4の結合因
子である ERKによる GATA4のセリン残基のリン酸化が転写活性を亢進すること（J  Biol Chem. 
2000:275:13721-6）を見出した。次に、p300 と GATA4 の結合が肥大反応に重要であり（J  Biol 
Chem. 1999 :274:34096-102）、GATA4の結合因子である FOG2（J  Biol Chem. 2004;279:37640-50）
や RACK1（Biochim Biophys Acta. 2016;1862:1544-57）が、p300と GATA4の結合を阻害するこ
とで心肥大反応を制御することも見出した。GATA4 と肥大反応遺伝子のプロモーターの結合
能が転写制御に重要であることも見出した（J  Biol Chem. 2000:275:13721-6、Mol Cell Biol. 
2003;23:3593-606)。最近、GATA4が 2量体を形成することで肥大反応に重要な役割を果たすこ
とも見出した（未発表データ） 
 
２．研究の目的 
以上の研究結果をもとに、より効率のよい心不全治療薬開発のため、我々はp300のHAT活性
化機構を指標とした薬物スクリーニング系を構築した。すなわち、我々は、リコンビナントタン
パクを用いたin vitroでスクリーニングする系を確立した。これらの系を用いて、健康維持に重要
な役割を果たしていると考えられる柑橘類に着目し、柑橘類ライブラリーから、心筋細胞肥大を
抑制し、心不全の進展を改善する成分の同定にも成功した。（特許第5596317号:2015年）。 

 
そこで本研究の目的は、これら薬物スクリーニング系を用いて、本学創薬探索センターが保持
する化合物ライブラリーから、p300/GATA4経路を直接抑制し、心不全を改善するシーズの探索



を行うことである。 
 
 
３．研究の方法 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

まずは、化合物ライブラリーから、in vitro の系で p300/GATA4経路を抑制する化合物を同定
する。次に培養心筋細胞、さらには心不全ラットモデルを用いて、どの候補化合物が心不全治療
薬となりうるかを検討する（図１）。 
 
（１）p300/GATA4経路の活性化を指標とした、化合物ライブラリーから心不全治療薬候補化合
物のスクリーニング 
我々は内因性ヒストンアセチル化酵素活性を有する p300により GATA4がアセチル化される
ことにより、その DNA 結合能が増加し、転写を亢進するという、p300 と GATA4 の協力
（p300/GATA4経路）が心不全発症における遺伝子発現調節に極めて重要であり、心不全治療の
ターゲットとなることを示した。特に、p300 の HAT 活性（Mol Cell Biol. 2003;23:3593-606、
Circulation. 2006;113:679-90、 J  Biol Chem. 2008;283: 9828-35、J  Clin Invest. 2008:118:868-78）、
が関与することを見出した。そこで、大腸菌によりリンコンビナントタンパク質を作成し、p300
の HAT活性を in vitroで評価する系を確立した。 
 化合物ライブラリーの各成分で、上記の系でスクリーニングを行い、活性を抑制する化合物を
同定する。さらに、容量設定試験にて、より低濃度で、強力に活性を抑制する化合物を同定する。 
 
（２）培養心筋細胞を用いて、心筋細胞肥大抑制効果を持つ化合物のスクリーニング 
新生児ラット初代培養心筋細胞における肥大抑制効果を指標とした化合物ライブラリーのス
クリーニング研究を行う。培養心筋細胞にエンドセリンやフェニレフリンなどの心肥大刺激と
同時に、（１）で同定した p300/GATA4 経路を阻害する化合物を投与し心筋細胞肥大が抑制され
るかどうかを心筋細胞肥大マーカー（-MHC など）での免疫染色や細胞面積の変化、肥大反応
遺伝子プロモーターの転写活性（ANF、ET-1、 -MHCなど）や蛋白レベルなどで検討する。す
でに p300/GATA4 経路を阻害し心不全改善効果を持つことが明らかとなっているクルクミンも
投与し、より心筋細胞特異的で、低濃度で心筋細胞肥大抑制効果を示す、細胞毒性の少ない、化
合物を複数同定する。 
これらの化合物による p300 の HAT 活性抑制効果を培養心筋細胞で検討する。また、p300 過
剰発現による、肥大反応遺伝子プロモーターの転写活性を抑制するかも検討する。 
 
（３）モデル動物を用いた、心不全治療薬候補化合物による心不全進行抑制効果の検討 
上記（２）の培養心筋細胞での実験結果より、細胞毒性が少なく、かつ心筋細胞肥大抑制効果
を有する、心不全治療薬候補である化合物３－５個程度に関して、齧歯類心不全モデルに投与し、
心不全抑制効果を in vivo で検討する。すなわち、心筋梗塞モデルラットに投与し、心不全の発
症抑制が可能かを検討する。 
 心筋梗塞ラットモデルを用いた効果判定  
 心不全治療薬候補化合物による心不全抑制効果を心筋梗塞のラットモデルを用いて検討する。
雌性 SDラット 8-9週齢を開胸し、冠動脈左前下枝の近位部を結紮し、心筋梗塞モデルを作成す
る。術後 1 週間後に心臓超音波検査を行い、収縮能の指標である左室内径短絡率（FS）が 40％
以下の中等度の心筋梗塞ラットをランダムに群分けし（各群 10匹）、コントロールおよび心不全
治療薬候補化合物を 6週間連日経口投与する。 
 以上から、心不全ラットモデルで心不全の進行を抑制する化合物を同定する。 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
EPAおよび DHAは in vitroにおいて p300の HAT活性を直接阻害した 
  EPAと DHAがが p300の HAT活性を直接阻害するか in vitroにて検討した。リコンビナント
p300-HAT (1284-1673) を用いて in vitro p300-HAT assayを行い、ウエスタンブロットによりヒス
トン H3K9のアセチル化を評価した。その結果、EPAと DHAはいずれも p300の HAT活性を直
接阻害した (Figure 1)。クルクミンの IC50は 9.4 M と報告されているのに対して、EPAの IC50

は 37.8 Mであり、DHAでは 30.6Mであった。 

 
 
 

 
 
 
EPA及び DHAはフェニレフリン誘導性の心筋細胞肥大を有意に抑制した 

EPA と DHA が心筋細胞肥大抑制作用を有するか検討を行った。初代培養心筋細胞に EPA、
DHA、PA、STAを終濃度が共に 3, 10 µMとなるように処理し、PE刺激後、48時間培養した。
その後、心筋細胞マーカーである anti-β-MHC antibody で免疫染色を施し、心筋細胞の面積を測
定した。EPAと DHAを終濃度 3, 10 µMで処理し、肥大刺激を加えると 10 µM処理において、
心筋細胞の面積はコントロールとほぼ同程度であったため、使用した濃度を 3, 10 µMと設定し
た。その結果、EPAおよび DHAで処理したものでは 10 µMで心筋細胞の肥大を抑制した (Figure 
2A, B)。また、48 時間の培養後、mRNA を抽出し、定量的リアルタイム PCR 法により ANF と
BNPの転写活性を測定した。その結果、PE刺激により ANFと BNPの mRNAレベルはともに上
昇したが、10µ M EPAおよび 10 µM DHAを処理することで心肥大マーカー遺伝子の mRNAレ
ベルは抑制された (Figure 2C, D) 。 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EPA及び DHAは心筋細胞内でヒストン H3K9のアセチル化を抑制した 

A B 

A B 

C D 



心臓肥大刺激により増加するヒストン H3K9 のアセチル化に EPA と DHA が関与しているか
検討を行った。初代培養心筋細胞に EPA, DHA, PA, STAを終濃度が 10 µMとなるように処理し、
PE刺激後、48時間培養した。心筋細胞を酸抽出することでヒストン画分を回収し、WBを行っ
た。その結果、10 µM EPAと 10 µM DHAでは PE刺激後のヒストン H3K9のアセチル化を同程
度に抑制した (Figure 3)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EPAおよび DHAはMIによる心機能の低下を同程度に改善した 

SDラットへの Shamまたは MI手術後 1週間より EPAと DHAを 6週間連日経口投与した。
投与後に、心臓超音波検査を行った結果、収縮力の指標である左室内径短縮率 (FS) は MIによ
り低下したが、EPAと DHA投与により有意に改善した (Figure 4A)。また、MIにより左室拡張
末期径 (LVIDd) と左室収縮末期径 (LVIDs) はいずれも有意に低下したが、脂肪酸投与により左
室内腔の拡張は抑制された。左室後壁厚 (LVPWT) は各郡において有意な変化は示さなかった。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今後さらに検討することにより、p300/GATA4 経路を制御する化合物が新規心不全治療薬とな
る可能性が示唆された。さらに、すでに臨床で用いられる薬物を心不全治療に応用できれば、開
発期間や費用も削減できるだけでなく、新たな心不全治療法の開発に貢献することが期待され
る。 

A B 

A B 

C D 
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