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研究成果の概要（和文）：新規心不全治療薬の開発を目指し、アンジオテンシン受容体下流のシグナル伝達分子
であるカルシニューリン調節性転写因子(NFAT: Nuclear factor of activated T cells)のNFATc4サプタイプ選
択的阻害剤のスクリーニング系を樹立した。微生物由来の天然化合物(269種)および真菌(1270株)と放線菌(878
株)の代謝産物をスクリーニングに供したところ、2株の真菌の代謝産物中にNFATc4選択的な阻害活性を見出し
た。今後、大量培養を行い、阻害活性物質を単離、同定する予定である。

研究成果の概要（英文）：Our purpose of this study is to identify a selective inhibitor of NFATc4 
subtype for the drug development of heart failure.  We established a new screening system consisting
 of a human cell line that requires exogenous Nuclear factor of activated T cells (NFAT) subtypes 
expression under the angiotensin receptor signaling.  By using this new screening system, we tested 
269 natural compounds, which are microbial origin, 1270 fungus, and 878 actinomyces metabolites.  As
 a result, we found two fungus metabolites producing selective NFATc4 inhibitory activities then, 
isolating and identifying the inhibitory activities through large scale cultivation.

研究分野：創薬科学

キーワード： NFAT　選択的阻害剤　ハイスループットスクリーニング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　我が国の心不全の患者数は、100万人と推定されており、また、疫学研究によると患者数は 2035年までさらに
増加すると予測され、新たな治療法の実用化が急務となっている。心不全はNFATc4活性の亢進が、疾病の発症・
進展に重要な分子機序と指摘されていることから、NFATc4の選択的阻害剤は、心不全の新たな薬物療法の開発候
補と期待される。本研究課題は、新たにNFATサブタイプの活性を分別定量可能な培養動物細胞株を見出したこと
で、化合物ライブラリーからNFATc4選択的阻害剤の迅速スクリーニング方法を樹立し、新たな薬物療法開発に繋
がる化合物を同定することが可能である。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 超高齢化社会が持続している我が国では、心不全死は今後も 2035年まで毎年増加傾向である
ことが指摘されている。しかしながら、未だに効果的な薬物療法は見出されておらず、新たな治
療薬の開発が喫急に望まれている。心臓のアンギオテンシン II（AngII）-アンギオテンシンタイ
プ 1（AT1）受容体下流で遺伝子発現応答の決定的な役割を果たすカルシニューリン調節性転写
因子Nuclear factor of activated T cells (NFAT)c4サブタイプは、持続的な活性化により心肥大
を惹起し、その後心不全に進展することから、NFATc4は心不全治療薬の有力な標的候補分子と
考えられた。実際、NFATを阻害する免疫抑制剤であるタクロリムスを心不全モデルマウスに投
与すると治療効果が得られることが示されている。しかしながら、これまでに開発されている
NFAT阻害剤は、カルシニューリンを介して作用を発揮するため、NFATサブタイプを非選択的
に阻害する薬物のみである。そこで、NFATと直接相互作用することで阻害活性を発揮する化合
物が見出されれば、NFATサブタイプに選択性を有する薬剤が開発され、それにより副作用の低
減された革新的な心不全治療薬に成り得ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 心臓は、NFATサブタイプの一つであるNFATc4が特異的に発現している。NFATc4は、AngII-
AT1 受容体下流で活性化されるカルシニューリンの作用を受けて生じる脱リン酸化型 NFATc4
が、核内へ移行することで新たな遺伝子発現応答を引き起こす。この AngII-AT1受容体-カルシ
ニューリン-NFATc4 経路の持続的な活性化は心不全を惹起することから、最終実行因子である
NFATc4を標的とした阻害剤は、革新的な心不全治療薬の候補と成り得る。NFATにはこれまで
5種類のサブタイプが知られているため、NFATc4選択的阻害剤をスクリーニングにより見出す
ためには、各種サブタイプの活性を特異的に評価可能なアッセイ系の構築が不可欠である。申請
者はこのアッセイ系の構築に向けて、外因性に AT1 受容体を発現させた種々の細胞株から、
AngII 刺激において機能的に NFAT 活性が欠損している細胞株を見出した。さらに、この細胞
株に外因性に各種の NFATサプタイプを発現させると、活性化 AT1受容体依存的に遺伝子発現
応答を回復させることが可能であった。この現象を応用してAT1受容体刺激による個々のNFAT
サブタイプ活性を定量するスクリーニング系を樹立することに成功した。本研究では、樹立した
スクリーニング系を用いて、各種化合物ライブラリーをスクリーニングし、NFATc4選択的阻害
剤の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 スクリーニング用インディケーター細胞の作製：ネオマイシン耐性遺伝子を有する SIN（self 
inactivating）型レトロウイルスベクター に NFAT 応答配列の下流にホタルルシフェラーゼ遺
伝子を連結させたレポーター遺伝子を導入した。このレトロウイルスベクターをパッケージン
グ細胞にトランスフェクションすることでレトロウイルスを産生させた。得られたレトロウイ
ルスをマウスレトロウイルス受容体（カチオンアミノ酸トランスポーター）を発現させたヒト由
来の動物細胞株に感染させ、翌日から細胞を G418 処理することで非感染細胞を除去した。この
G418 耐性細胞をインディケーター細胞としてスクリーニングに用いた。 
スクリーニング方法：インディケーター細胞を 96穴マイクロプレートに播種し、AT1 受容体遺
伝子および各種 NFAT 遺伝子を一過性に発現させた。細胞にサンプル（1l、溶媒コントロールと
して MeOH）および AngII（300nM）を添加し、6 時間培養した。培養液を除去した後、ルシフェ
ラーゼ基質を添加し発光量を測定した。 
スクリーニングサンプル：北里大学薬学部微生物薬品製造学教室で所有する微生物由来の天然
化合物ライブラリー（269 種）と真菌（1270 株）および放線菌（878 株）の培養液をスクリーニ
ングに供した。 
 
４．研究成果 
（1）微生物由来の天然化合物ライブラリー（269 種類）を用いたスクリーニング 
一次スクリーニングとして、各サンプル（10g/ml）を用いて NFATc4 に対する阻害活性を調べ
た。NFATc4 に依存した AngII 受容体活性を 50%以上阻害する条件を指標としたところ 58 化合物
（ヒット率：20%）が見出された。二次スクリーニングでは、NFATc4 に対する阻害活性の再現性
とサブタイプ選択的阻害活性を示す化合物を同定するために、これらの 58化合物を 4種類全て
の NFAT(NFATc1、NFATc2c、NFATc3 および NFATc4)の転写活性に対する影響を調べた。その結果、
NFATc4 に選択的阻害活性を示す化合物は見出せなかったが、NFATc4 よりも NFATc3 をより選択
的に阻害する 3種類の化合物が見出された。これらの化合物の再現性を検討したところ、2種類
の化合物で NFATc3 に強い阻害活性の選択性を示す再現性が認められた。活性の再現した 2種類
の化合物の化学構造には類似する部分構造が見られたことから、今後、これらの化合物の構造を
基に誘導体合成展開を検討する予定である。  
（2）微生物の培養代謝産物を用いたスクリーニング 
真菌(1270 株)および放線菌(878 株)を培養し、培養液の MeOH 抽出液を用いて、一次スクリーニ
ングを施行した。AngII 刺激による NFATc4 活性を 50%以上阻害する培養液が、真菌で 265 株、放
線菌で 253 株（計 518 株）が見出された。2次スクリーニングとして、NFATc3 依存性の受容体活
性の阻害率が 50%未満である株を選択したところ、真菌で 42株、放線菌で 90株（計 132 株）が



見出された。さらに、3次スクリーニングとして 1次および 2次スクリーニングの阻害活性を再
現し、かつ NFATc1 および NFATc2 依存性の受容体阻害活性が 50%未満である株を選択したとこ
ろ、真菌 2株、放線菌 1株（ヒット率:約 0.14%）が見出された。3次スクリーニング通過株であ
る放線菌を再培養して阻害活性物質の産生を調べたところ、残念ながら再現性は得られなかっ
た。今後、真菌の 2株を再培養し、阻害活性物質産生の再現性を確認する予定である。 
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