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研究成果の概要（和文）：駆出率低下型心不全（HFrEF）は、左心室駆出率（EF）の低下と呼吸困難、疲労、浮
腫などの症状を伴う。新しい治療法が求められる中、ピルビン酸デヒドロゲナーゼキナーゼ4（PDK4）の阻害が
心保護作用を持つ可能性が示唆されている。ビタミンK3を基にした新しいPDK4阻害剤を合成し、マウス心不全モ
デルでその効果を試験した結果、PDK4阻害剤8が最もEFを改善した。この新規で強力なPDK4阻害剤は、クエン酸
回路の活性化を介して心不全の心臓のEFを改善する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Heart failure with reduced ejection fraction (HFrEF) is marked by a reduced 
left ventricular ejection fraction (EF) and symptoms like dyspnea, fatigue, and edema. While several
 pharmacological interventions exist, new treatments targeting different pathophysiological 
mechanisms are needed. Evidence suggests that inhibiting pyruvate dehydrogenase kinase 4 (PDK4) may 
be cardioprotective. We focused on vitamin K3, using its structure to create new PDK4 inhibitors 
with higher activity than dichloroacetic acid, and tested their effects on a mouse heart failure 
model. Among these, PDK4 inhibitor 8 significantly improved EF without reversing cardiac fibrosis or
 wall thickness. This potent PDK4 inhibitor may enhance EF by regulating bioenergetics through the 
activation of the tricarboxylic acid cycle.

研究分野：循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、新規PDK4阻害剤の開発を通じて、駆出率低下型心不全（HFrEF）の治療に対する新たなアプローチを
提供する学術的意義を有するものである。特に、ビタミンK3を基にしたPDK4阻害剤が既存の治療法よりも優れた
効果を示し、心保護効果を持つことが証明された。社会的意義としては、HFrEF患者に新たな治療オプションを
提供することで、症状の改善や生活の質の向上に寄与する可能性がある。従来の治療法では効果が限定的であっ
た患者に対して、この新薬は新たな希望となり得る。また、心不全の治療費削減や医療資源の最適化にも貢献す
る可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 心不全は、日本人では癌に次ぐ高い死亡率であり、基礎疾患が良性であっても最終的には心機
能の悪化により死亡する。種々の治療法開発にも拘わらず心不全は急速に増加しており、その病
態理解はいまだに十分ではない。心血管細胞は代謝的、虚血、物理的負荷などによる傷害を受け
た際、適応・修復のための機転としてリモデリングを生じ、その破綻は心血管組織の機能不全を
来す。すでに多くの心肥大誘導因子が知られているが、心不全に至る適応破綻の機構は十分に解
明されていない。 
ピルビン酸デヒドロゲナーゼ（PDH）は、チアミン二リン酸（ThDP）を活性化する。活性化
された ThDPはピルビン酸と結合し、アセチル-CoAを生成する。その結果、クエン酸回路（TCA
サイクル）が活性化され、ATPが合成される。PDHキナーゼ 4（PDK4）は、PDHの Ser293およ
び Ser300 をリン酸化することで PDH を不活性化し、TCA サイクルを抑制する。心不全の心臓
では電子伝達系が障害され、TCA サイクルの減衰によりエネルギー産生のために解糖系への依
存が増す。PDK4は心臓で高発現し、心不全の心臓で上方制御されていることから、PDK4の阻
害は心不全治療の可能性を示している。 

 
２．研究の目的 
以前の研究では、PDK4阻害剤として用いられるジクロロ酢酸のアミン塩（DADA）が、重度
のインフルエンザにおける代謝障害や多臓器不全を防ぐことが示されている。ラット心不全モ
デルでも、ジクロロ酢酸（DCA）が心機能を改善することが報告されている。しかし、PDK4阻
害の高い IC50（57.8 µM）と DCAの神経毒性により、臨床応用には適さない。そこで、PDK4活
性を阻害する新しい安全な治療法を確立するため、DCA や他の既存薬とは構造的に異なる、よ
り活性の高い PDK4阻害剤を探索した。その結果、ビタミン K3が高い PDK4阻害活性を持つこ
とを発見し、ビタミン K3に由来する 5つの新規 PDK4阻害剤を作成した。これらの PDK4阻害
剤は強力な PDK4阻害活性と低毒性を示し、その心保護効果を検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）PDK4阻害能力および毒性のアッセイ 
①PDK4の記述 
全長ヒト PDK4（アクセッション番号 NP_002603.1のアミノ酸 1-411）を N末端グルタチオン

S-トランスフェラーゼ（GST）融合タンパク質（73 kDa）として大腸菌発現系を用いて発現させ、
グルタチオンアフィニティクロマトグラフィーで精製した。 
②誘導体溶液の調製 
誘導体をジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、100倍濃度に調製した後、アッセイバッ
ファーで 25倍に希釈して試験サンプル溶液を作成した。陽性対照物質も同様に調製した。 
③オフチップモビリティシフトアッセイ（MSA） 
試験サンプル溶液、基質/ATP/金属溶液、キナーゼ溶液を混合し、室温で 5 時間反応させた。
反応を終了バッファーで停止し、LabChipシステムで基質ペプチドとリン酸化ペプチドを分離・
定量した。基質ペプチドピーク高さ（S）とリン酸化ペプチドピーク高さ（P）から生成物比（P/(P+S)）
を計算した。 
④ヒト線維芽細胞に対する細胞毒性アッセイ 
RIKEN Cell Bankから取得した。 
（２）動物 

C57BL/6J マウスを日本 SLC 株式会社および高杉実験動物供給株式会社から購入し、12 時間
明暗スケジュールで飼育した。すべての動物取り扱い手順は自治医科大学のガイドラインおよ
び ARRIVEガイドラインに準拠し、自治医科大学の動物実験委員会が承認した。 
（３）横行大動脈縮窄（TAC） 
マウスを挿管し、補助換気を行いながら手術を実施した。大動脈を可視化し、27-G の鈍針を
横行大動脈に沿って配置し、縫合糸で結紮した。 
（４）心エコー検査 

TAC誘導後の 0週、4週、および 5週に、マウスを 1.5%イソフルランで麻酔し、30 MHzプロ
ーブを用いて心エコー画像を撮影した。駆出率は Teichholz法で計算した。 
（５）注射 

TAC手術後 4週間で EFが 55%未満のマウスに対し、化合物 8または DCAを含む溶液を 7日
間毎日腹腔内注射した。 
 
４．研究成果 

TAC術後 4週間目から 1週間、8を半量（1.4 mg/kg/日）投与しても、対照群と比較して EFは
増加しなかった。8を 2倍量（5.6 mg/kg）投与したマウスの EFは、対照群よりも有意に高かっ
たが、2.8 mg/kgを投与したマウスと同程度であった。このため、2.8 mg/kgが最小有効量である
と判断した。心不全治療の有効性を評価するため、EFが 55%未満に低下したマウスに 2.8 mg/kg



の 8または対照溶液を腹腔内に 1日 1回注射した。7日後、8を投与されたマウスは対照群に比
べて EFが 1.5倍高かった（図 2a）。TAC手術を受けたマウスのうち、8を投与された 11匹中 9
匹で EFが増加した。一方、対照群の TACマウスでは EFは変化しないか減少した（図 2b）。エ
コー検査により、収縮期の左室内径が 8を投与された TACマウスで有意に短いことが示された
（図 2c,d）。拡張期の左室内径、拡張末期および収縮末期の心室中隔厚（IVS;dおよび IVS;s）、お
よび拡張末期および収縮末期の左室後壁厚（LVPW;d および LVPW;s）には有意な差は見られな
かった（図 2c,d）。これらの結果は、8 が心不全の心臓の収縮機能を改善するが、病的な心リモ
デリングを逆転させないことを示唆している。さらに、対照群と 8投与群の TACマウス間で心
臓の線維化に有意な差はなかった。これらの結果を総合すると、8は病的な心リモデリングを逆
転させることなく、心不全の心臓の収縮力を改善することが示唆される。 

 
図 1. ビタミン K3 誘導体（5, 8, 11, 13a, 
13b）は駆出率（EF）を改善した。 

(a) 研究デザイン。心エコー検査は TAC
誘導前、4週目、および 5週目に取得され
た。4週目から、駆出率が 55%未満のマウ
スに各誘導体を 1日 1回（q.d.）、1週間に
わたり腹腔内（i.p.）注射した（赤い矢印で
示す）。TAC誘導後 5週目にマウスを安楽
死させた。(b) 散布図は、EFの変化の平均
値±SD を示している（毎日の PDK4 阻害
剤注射 1 週間後の EF 変化）。変化の大き
さは、5週目の EF（EF5）を 4週目の EF
（EF4）で割ることで計算された。Kruskal–
Wallis検定および Dunnの多重比較検定を
使用した。*** p < 0.001。 
 
図 2. 駆出率低下型心不全（HFrEF）の回
復は、8の 7日間にわたる毎日の治療後に
見られた。 

(a) 横行大動脈狭窄手術（TAC手術）か
ら 4週間後の駆出率（EF）および TAC手
術後の 4週間のインキュベーション後の 7
日間の毎日のビークル（n=8）または 8
（n=9）治療後の EF の平均値±SD を示す
散布図。Bonferroniの多重比較検定を用い
た二元配置分散分析（ANOVA）。**** p < 
0.0001。(b) 8の注射前後の各マウスの EF。
(c) ビークル注射および 8 注射を受けた
TAC手術マウスの左心室の Mモードエコ
ーの例。(d) ビークル注射および 8注射を
受けた TAC マウスの拡張終末期左室内径
（LVIDd）および収縮終末期左室内径
（LVIDs）。Mann-Whitney U検定。NS = 有
意差なし。** p < 0.01。(e) シリウスレッド
染色された TAC マウスの心臓切片。線維
化領域はピンクに染まる。スケールバー：
200µm。(f) ビークル注射および 8 注射を
受けた TAC マウスの心臓切片の線維化領
域の統計結果。NS = 有意差なし。 

 
結論 

PDK4の構造解析により、HFrEFを治療
する化合物が開発された。新規で強力な
PDK4阻害剤を毎日注射することで、EFを
増加させ、左心室内径を減少させることで HFrEF を治療したが、他の心臓の物理的パラメータ
には影響を与えなかった。したがって、PDK4阻害剤 8は心リモデリングに関係なく心不全の治
療に使用できる可能性がある。さらに、PDK4阻害が新しい治療戦略であることから、PDK4阻
害剤 8は、現行の治療法に反応が悪い患者の生存率を向上させることが期待される。 
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