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研究成果の概要（和文）：　SIK2-KOマウスの解析から、SIK2阻害が神経保護に作用することが示唆された。また、SIK
2-KOを毛色が薄い遺伝的背景のマウスへ導入すると、そのマウスの毛色が濃くなる。そこで、これら表現型を利用して
新たな脳梗塞・再灌流障害や認知症へ応用可能な低分子化合物の評価に応用することを目指した。その結果、フラボノ
イドのフィセチンがSIK2を阻害し、メチル化フィセチン（4MF）はより強力であった。4MF及びその誘導体はグルタミン
酸による初代培養神経細胞に対する毒性を減弱させ、マウスの記憶試験でも、フセチンが記憶を亢進させる結果を得た
。また、他の作用機序の異なる神経保護作用物質の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：We reported that SIK2-KO mice showed neuro-protective phenotypes after the ischemi
a-reperfusion operation. In addition, SIK2 regulates hair color by inhibiting melanogenesis. By using thes
e phenotypes, we tried to indentify new compounds that are helpful to care ischemia-reperfusion damage in 
the brain. We screened compounds by an in vitro kinase assay and identified fisetin as a candidate for the
 SIK2 inhibitor. However, fisetin did not inhibit SIK2 actions in cultured cells. Interestingly, fisetin c
hanged mouse hair color, and we found methoxy-fisetin in mouse feces. The synthesized methoxy-fisetin (4MF
) inhibited SIK2  and acted as a neuro-protector after the glutamate treatment in primary neurons. 4MF-tre
ated mice showed enhanced memory capacity. In addition to 4MF, we obtained some compounds that showed neur
o-protective activities in an SIK2 dependent or independent manners.   
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 近年、いかに健康年齢を延長させるかが急
務となっている。薬による血圧コントロール
が可能となり、脳梗塞・心筋梗塞などの心血
管性疾患の死亡原因に占める割合こそ減少
しているものの、高齢者人口の急増に伴って
患者数は急増している。特に脳梗塞を含む脳
卒中は、寝たきり原因の 1 位であり、医療・
介護費用の圧迫は当然のことながら、患者を
支える家族の時間および経済的損失は測り
しえない。しかし、現状では脳梗塞・再灌流
後の神経障害を防止する有効な薬は存在し
ない。	
 
	
 代表研究者らは塩誘導性キナーゼ 2(SIK2)
のノックアウトマウスが虚血・再灌流障害に
耐 性 を 示 す 事 実 を 得 た (Neuron	
 2011	
 
169:106-19)。また、SIK2 はマウスの毛色を
支 配 (Pigment	
 Cell	
 Melanoma	
 Res.	
 2010	
 
23:809-19)しており、SIK2 阻害化合物投与で
毛色を変化させることにも成功しつつあっ
た。SIK2 の作用は、転写因子 CREB の共役因
子 CRTC（TORC）の抑制が主な作用である。SIK2
でリン酸化された CRTC は、CREB を活性化で
きないため、CRE 依存的な転写の低下をまね
く。神経において、CREB—CRE は生存シグナル
に重要であり、SIK2 活性は神経生存には不利
となる。SIK2-KO マウスが脳梗塞・再灌流後
の障害が少ない点は、CREB-CRE シグナルが活
性化しやすいためと考えられる。	
 
	
 本研究においては、生体レベルで有効な
SIK2 阻害剤を取得すれば、脳梗塞・再灌流後
に有用な低分子のリード化合物として活用
できることが期待される。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 65 歳以上の寝たきりの原因の約半数は神
経疾患に分類される脳卒中や認知症である。
患者数はこの 10 年で 5 倍の 170 万人を超し
2025年には300万人近くに達すると予想され、
患者や家族のみならず社会の負担も限界に
近づきつつある。本研究では、SIK2 の虚血障
害における役割をさらに解明するとともに、
低分子化合物をマウス毛色で評価・スクリー
ニングし、実際に in	
 vivo で効果の高い構造
へと修飾する。そして、脳梗塞後の神経保護
薬やリハビリ効率促進薬・認知症薬の創薬基
盤（評価系とリード化合物の取得）の構築を
目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)SIK2 阻害性低分子のスクリーニングのた
めに、植物成分ライブラリーの構築を行った。
また、スタンダードキナーゼ阻害剤ライブラ
リーを BioMol 社から購入した。スクリーニ
ングには、バキュロウイルスで発現させた
GST-SIK2 タンパクに、CRTC2（SIK2 の基質で
転写因子 CREB の共役因子）ペプチドを基質
とし、pCRTC2 抗体（特許 456802 号）を利用
した。培養細胞内での効果は、HEK293 細胞に
SIK2 を強制発現させ、SIK2 よる CRTC2 の転

写共役抑制活性の結果、阻害される CRE-Luc
の活性を指標として評価した。	
 
(2)vivo での評価は、SIK2-KO マウスのヘテ
ロ状態を Ay マウス（日本 SLC 社）へ導入し、
SIK2 阻害で毛色変化を起こしやすいマウス
を作成し、そのマウス（4 週齢）へ被検査物
質を餌に 0.1%の濃度になるように調製し、経
口摂取させた。最初の毛が抜け換わった状態
での毛色を観察し、SIK2 阻害度合いを評価し
た。	
 
(3)神経培養細胞は、マウス胎児（E17）から
大脳皮質の神経を初代培養した。培養後 10
日前後で、グルタミン酸処理（虚血・再灌流
障害モデル）を行い、CRTC1（神経特異的 CRTC
アイソフォーム）抗体及び MAP2 抗体(Cell	
 
Signaling 社)の染色により判定した。また、
神経毒性定量評価指標としてミトコンドリ
アでの酸素消費量を測定し効果判定を行っ
た。酸素消費量の測定には Seahorse 社の
XF-24e を利用した。	
 
(4)マウスの記憶試験には、餌の場所を覚え
るまでの時間を測定した。8 週齢の♂マウス
に被検薬を 2 週間投与し、その後、3 日間の
トレーニング（餌の場所を覚え込ませる）を
行い、2 日間の無処理期間後に、再度、3 日
間の試験を行った。餌を見つけ出す時間が短
ければ 5 点として、30 秒ごとに減点すること
でスコアー化した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 神経保護剤の候補としの SIK2 阻害性低
分子の探索は、in	
 vitro キナーゼアッセイで
進めた。BioMol 社の約 80 種のキナーゼ阻害
剤を検討した結果、既に SIK 阻害効果が予測
されたGW-5074が候補として挙がった（図1）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 GW-5074 は Raf-1 の阻害剤であり、Raf-1
経路の阻害は細胞障害を引き起こすため神
経保護剤には適さない。次に候補として検索
できたものはフラボノイドのロビネチンで
あった（図 2）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 GW-5074 及びロビネチンが平面構造をとっ

図１：GW-5074	
 

図 2：ロビネチン	
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ていることから、ロビネチンの類似のフラボ
ノイドを再度網羅的にスクリーニングする
ことにした。その結果、水酸基の分散状態に
偏りがあるフラボノイドが SIK2 をより阻害
することが判明した。特にフィセチンが SIK2
阻害活性が高いことが判明した（図 3）。	
 
	
 次に、培養細胞でもフラボノイド類が SIK2
を阻害するかを検討したところ、フィセチン
やロビネチンは SIK2 を阻害できなかった。
一方で、in	
 vitro で阻害活性が高いフラボノ
イドの 4’-位か 6-位がメチル化されている
と、SIK2 による CRE-Luc の抑制活性を
10-25uM 程度の濃度で阻害することも判明し
た（図 3）。これらの違いは、フラボノイドの
細胞膜透過性が影響した可能性がある。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 (2)SIK2 を低濃度で阻害するフラボノイド
が存在することが明らかとなった一方で、細
胞膜透過性の問題が発生した。そこで、簡単
に in	
 vivo で効果を判定できる系の構築を行
った。既に、SIK2 が毛色を決定していること
を明らかにしていたので、毛色を活用するこ
とにした。Ayマウスはメラノサイトでの cAMP
シグナルが弱いため、黒メラニンを合成でき
ず、黄色の毛になるマウスである。SIK2-KO
の遺伝的背景の Ay マウスは、cAMP シグナル
無しでメラニン合成遺伝子を誘導できるた
め茶色の毛色になる。SIK2 をあらかじめヘテ
ロ欠損にした Ayマウスは黄色であるが、SIK2
阻害剤の影響を受けやすいと仮定し、各種フ
ラボノイドを経口摂取させた。その結果、
4’-位メチル化フラボノイドのダイオスメ
チン以外でもフィセチンがマウスの毛色を
茶色にした（図 4）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 フィセチンは培養細胞では効果は無いこ
とから、マウス体内で 4’-位がメチル化され
た可能性が示唆された。実際、マウスの糞中
にメチル化された可能性のあるフラボノイ
ドが存在していた。4’-メチルフィセチンは
市販されていないため、有機合成により作成
した。4’-メチルフィセチンは CRE-Luc を高
い活性のまま保ち、メラニン合成誘導を促進
することが示された(図 5)。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(3)	
 4’-メチルフィセチン以外にも、複数の
SIK2 阻害剤の候補の同定に成功した。一方で、
マウス毛色変化と神経保護効果（初代培養神
経細胞による細胞毒性試験）に必ずしも相関
が存在しなかった。従来の神経毒性評価系が
極端に高い毒性しか評価できないことから、
僅かな神経毒性でも経時的に評価可能な試
験系の構築を行うことにした。神経細胞は他
の細胞と異なり、少量の呼吸毒でも細胞死に
繋がる。細胞の呼吸はミトコンドリアで行わ
れており、ATP の産生に伴って酸素が消費さ
れる。そこで、酸素消費を測定することで、
ミトコンドリア毒性から神経細胞毒性評価
系を作成した（図 6,7）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図 3：SIK2 阻害性フラボノイド。A,	
 構造。
B,	
 in	
 vitro キナーゼアッセイ。C,	
 293 細
胞での CRE-Luc 抑制活性。拡大図は成果論
文 14:	
 Open	
 access)に記載されている	
 

図 5：4’-メチルフィセチン（4’MF）によ
る B16 細胞でのメラニン誘導。TORC1 は
CRTC1 とも呼ばれ、CRTC2 のアイソフォーム
である。DN:ドミナントネガティブ-CRTC1
は 4’MF の効果を低下させることから、4’
MF は CRTC1 の活性化剤として機能する。	
 

図 4：SIK2-ヘテロ KO；Ay マウスによる vivo
試験系	
 

図 6：酸素消費量を利用した神経毒性評価
系。SIK2-KO マウス由来の神経細胞は、グ
ルタミン酸毒性に耐性を示した。	
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(4)実際に SIK2 阻害性低分子化合物が、in	
 
vivo の神経毒性に有効か、そして、それが認
知症に対する有効効果を発揮するかを検証
することにした。虚血・再灌流モデルは、虚
血時に薬剤が標的部位に届かない。また、再
灌流後は、効果が発揮されるまでに殆どの神
経細胞が死滅する。そこで、虚血処理 3 日前
から、被検薬を経口摂取（餌重に対して 0.1%:
フ ィ セ チ ン ） も し く は 、 腹 腔 内 投 与
(30mg/kg：その他候補低分子化合物)した。
しかし、虚血・再灌流では顕著な有効性は検
出できなかった。可能性として、被検薬の脳
内有効濃度帯が皮膚（毛色判定）よりも高い
可能性が示唆される。また、SIK2-KO マウス
の状態は、SIK2 が慢性的に欠損している状態
にあり、今回の検討では慢性状態を評価でき
ていない可能性が高い。そこで、2 週間のフ
ィセチン摂取の後、記憶試験で評価を行うこ
とにした。記憶には餌の場所を覚え込ませる
試験を行ったため、食欲に影響の出る Ay の
遺伝的背景は使用しなかった。試験開始前に
3 回（3 日間）のトレーニングを行い、2 日間
の間隔を開けた後に、3 日間の試験を行った。
その結果、試験後 3 日目でフィセチン処理群
（n=20）で有意な記憶スコアーの上昇を得た
（図 8）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 本試験は被検薬が 1g 以上必要となること
から、フィセチンでのみ評価できたが、神経
細胞のミトコンドリア機能保護に働いた他
の低分子化合物(図７)にも記憶促進が期待

される。これらの低分子評価系を活用して、
これまでに、SIK2 阻害剤以外でも虚血・再灌
流試験および記憶試験で、認知症のリード化
合物になりうる物質を同定できた。今後、作
用機序の解明と再度、虚血・再灌流障害にも
効果があるのかを検討を行う予定である。	
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