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研究成果の概要（和文）：我々はKLF5が心不全、動脈硬化、肥満、癌等の炎症性病態において重要な役割を果た
すことを解明してきた。ここからKLF5阻害薬が心血管系疾患等の治療に有効と予想された。しかしKLF5は明確な
立体構造をとらない天然変性蛋白であるため、立体構造に基づく阻害薬開発は困難だった。そこで我々はKLF5の
蛋白間相互作用すると予想される部位の構造に類似する低分子化合物を合成したところ、これがKLF5阻害薬とし
て機能することを見出した。本化合物は大腸癌細胞と平滑筋細胞の増殖を抑制し、大動脈縮窄による心不全を改
善した。本化合物は、癌と組織再構築の関与する循環器疾患に対する新たな薬剤として期待できると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：From our previous studies, KLF5 is a potential therapeutic target for 
cardiovascular disease and cancer. However, structure-based drug design of KLF5 inhibitors has not 
been successful because KLF5 is an intrinsically disordered protein. Therefore, we have analyzed the
 structure of KLF5 in silico and synthesized several low molecular weight compounds which mimic the 
a-helical region of KLF5 which is suggested to be involved in protein-protein interactions.  We have
 found several compounds to inhibit KLF5 function as shown by inhibition of cell growth of smooth 
muscle cells and colorectal cancer cells.  The compounds were found to reduce protein levels of KLF5
 without altering KLF5 mRNA levels, suggesting degradation of KLF5 was accelerated in the presence 
of the compounds. We further found that the compounds can improve heart failure caused by aortic 
constriction.  We conclude these compounds to be promising new therapeutic drugs for cardiovascular 
diseases as well as cancers.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： KLF5　蛋白間相互作用阻害薬　分子創薬　心不全　癌
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１． 研究の背景 

心血管疾患と各種の癌は異なるシステム

の疾患であるが、内的及び外的ストレスに

よって生ずる点では共通している。さらに

両者は同一の遺伝子転写系が活性化するこ

とが知られている。したがって心血管細胞

と癌細胞のストレスシグナルを分析するこ

とにより、新しい病態の理解や治療法を見

出すことが可能である。こうした発想に基

づく疾患研究は数少ない。 

我々は動脈硬化の発症に重要な現象であ

る血管平滑筋の形質転換を研究する過程で、

胎児型平滑筋ミオシンを見出し、その転写

因子として KLF5を同定、その後長年にわた

り KLF5の分子機能を解析してきた。 

その結果、転写因子 KLF5が平滑筋および

間葉系細胞の活性化・増殖、脂肪細胞分化、

骨格筋の脂肪酸代謝、摂食調節、異物に対

する肉芽形成、大腸癌の発生と増殖、さら

に iPS/ES細胞の維持・誘導等における意義

が明らかとなった。 

さらに最近、我々は腎臓の集合管上皮細

胞に発現する KLF5が、心臓―脳―腎臓の連

関を介して、圧負荷が加えられた心臓に対

する保護作用を示すことを報告した(Nat 

Med 2017)(図 1)。 

これらの心血管系のストレス応答や臓器

連関に加えて、KLF5は消化管上皮細胞の分

化と消化管癌の発症にも重要な役割を担っ

ている。 

KLF5は、正常状態の体内では腸管上皮細

胞において高い発現を示す。とくに腸上皮

幹細胞の存在する陰窩で発現が高く、分化

が進むにつれ発現は低下する。また KLF5

は、ヒト大腸癌で発現が上昇し、大腸癌な

ど腸上皮細胞由来の癌は、腸上皮の幹細胞

を発生母地とする。さらに一部のヒト大腸

癌では KLF5を含む遺伝子座の局所的な増

幅が認められる。これらの知見から、KLF5

は腸上皮幹細胞由来の腫瘍形成に極めて重

要と考えられた。 

そこで 95％以上のヒト大腸癌で変異を

認める Wntシグナルを、薬剤誘導法により

マウス腸上皮幹細胞特異的に活性化させた

ところ、全例で腸腫瘍が形成された。しか

しながら、同時に上皮幹細胞特異的に KLF5

遺伝子を誘導性にノックアウトすると腫瘍

化が完全に抑制された (Cancer Res 

2014)(図 2)。 

 

なお Wntシグナルの活性化は心不全の増

悪因子としても知られており、KLF5を阻害

することにより心血管系疾患と癌の双方に

有効な治療薬の開発が可能になると期待さ

れる。 

一般に分子創薬を行うには標的蛋白を結

晶化して構造を決める必要がある。しかし

ながら KLF5は天然変性蛋白であるため結

晶化ができず、いまだに蛋白の立体構造が

解かれていない。このため立体構造に基づ

く KLF5阻害薬の開発は断念せざるを得な

かった。 

そこで我々は KLF5の構造を詳細に分析

し、KLF5のなかでも硬い構造をとると推定

されるαヘリックス領域に注目し、この構

造を模倣する低分子化合物をスクリーニン

グすることとした。 

 

２．研究の目的 

 転写因子 KLF5が心血管疾患と癌の病態

形成のいずれにも重要であることから、本

研究では心血管疾患及び癌に対して、KLF5

図 1：組織マクロファージによる心臓における
恒常性の維持。心臓に対する圧負荷に対して
腎集合管上皮細胞の KLF5が活性化し、腎臓か
ら G-CSF を分泌、これが心臓の抗炎症性 M2マ
クロファージを増加させ心筋を保護する。 

図 2：KLF5 は腸上皮幹
細胞からの腫瘍形成
に必須である。 
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依存的 Wnt-βカテニン系のシグナルを抑

制する薬剤の開発を目的とした。 

Wnt-βカテニン系は生存に重要なシグ

ナルであり、これを一律に抑制すれば重大

な副作用が生ずる。しかしながら KLF5の転

写複合体は増殖状態によって変化し、腫瘍

細胞や心不全心筋においてそれぞれ固有の

KLF5複合体を形成すると考えられる。こう

した発想で転写因子の阻害薬を開発した例

はこれまでになく、これが実現すれば副作

用の少ない抗癌剤と心不全薬が期待される。 

 

３．研究の方法 

この課題を解決するため、我々は KLF5

の蛋白間相互作用に注目した。KLF5は天然

変性蛋白であり、確定した構造をとらない。

しかしながら Kahnらがすでに示したよう

に、変性蛋白のなかの比較的硬い部分を見

出せば、これが転写複合体における蛋白間

相互作用の結合部である可能性が高い。こ

の場合、該当部分の構造に類似した低分子

化合物は蛋白間阻害作用を示すと考えられ

る。 

 

３－１．KLF5阻害薬の分子設計と合成 

KLF5の中で比較的硬い構造を取ると予

想されるのはαヘリックスである。そこで

KLF5の構造を in silicoにて解析し、該当

部分を 2カ所見出した。いずれも連続する

4アミノ酸で、これらのペプチド構造に類

似する化合物を、Prism社との共同研究に

より同社のライブラリーから選択した（NC

化合物群）。 

 

３－２．NC化合物の構造活性相関に基づく

改良 

 NC化合物は 4カ所で側鎖を変更すること

が可能である。そこでこれらの化学構造を

系統的に変更し、36種類の化合物を合成し

た。これらの化合物すべてについて、正常

細胞に対する傷害性及び癌細胞の増殖抑制

能を、培養大腸癌細胞と正常大腸上皮細胞

を用いて検証した。 

 

３－３．NC化合物（KLF5阻害薬）の血管平

滑筋細胞及び癌細胞の増殖に対する in 

vitroでの薬効評価 

 ウサギ大動脈由来の合成型平滑筋細胞

（C2/2細胞）、ヒト大腸癌細胞（SW480など)、

ヒト正常大腸上皮細胞（CCD841細胞）に NC

化合物群を投与して、細胞生存抑制を評価

した。この検討から、正常細胞を傷害せず、

癌細胞を選択的に抑制する化合物を選択し

た。 

さらに 39種のヒト癌細胞株で、NC化合

物の増殖抑制を検証し、増殖抑制パターン

を他の抗癌剤とのを比較した（がん研究会

旦博士に依頼）。 

 

３－４．NC化合物の心不全モデルに対する

in vivoでの薬効評価 

 マウス大動脈弓部の縮窄により、心臓に

圧負荷を加えることが出来るが、縮窄の程

度が強い場合は約 2週間後から左室駆出率

が低下し、やがて心不全に陥る。この心不

全モデルマウスに NC化合物（毎回 25 mg/kg、

1日 2回）を腹腔投与し、心エコーで左室

駆出率を経時的に計測した。 

 

３－５．NC化合物の体内動態 

 マウス腹腔内に NC化合物を投与したと

きの血中における薬物動態を明らかにする

ために、質量分析法により血中濃度の変化

を分析した。マウスに NC化合物（25 mg/kg）

を単回腹腔投与し、経時的に頸静脈から

30μL採血した。QuEChERS 法を用いて抽出

し、液体クロマトグラフ質量分析計

（LC-MS/MS）で定量した。 

 

３－６．NC化合物の移植癌に対するin vivo

での薬効評価 

 ヌードマウス皮下にヒト大腸癌細胞を移

植、4日後に成着したマウスを 2群に分類

し NC化合物を腹腔内投与し（3 mg/回、1

日一回）、腫瘍増殖に対する抑制効果を評価

した。 

 

３－７．KLF5転写複合体の蛋白発現に対す

る NC化合物の効果 

 ヒト大腸癌細胞及びヒト大腸正常細胞を

用いて、NC化合物がいずれの蛋白の量を抑

制するのか、とくに KLF5と転写複合体を構

成する蛋白について重点的に Western 

Blottingにより検討した。また、これらの

蛋白の転写レベルでの変化について

RT-PCRを用いて解析した。 

 

３－８．NC化合物による KLF5転写複合体

に対する効果 

 抗 KLF5抗体を用いて KLF5 蛋白複合体を

免疫沈降し、NC投与により結合蛋白の結合

がどのように阻害されるかを解析した。 
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図 4(未発表データ):NC化合物（NC-12, 14, 20)
は、ヒト大腸癌細胞を選択的に死滅させる一
方、ヒト正常大腸細胞を傷害しない(72h)。ま
た、大腸癌細胞で KLF5、survivinの蛋白量を
抑制した(24h, 10µM)。一方、大腸癌細胞を抑
制しない化合物(NC-13, 25)は KLF5 と
survivin の蛋白量を抑制しない。なお正常大
腸細胞では NC化合物群は KLF5と survivin の
蛋白量を抑制しなかった(24h, 10µM)。 

図 3(未発表データ):NC化合物（NC-114)は、
ヒト大腸癌細胞(SW480)のみならず、ウサギ大
動脈由来の合成型平滑筋細胞（C2/2細胞）の
生存を濃度依存的に抑制する(投与 72h 後)。 

 さらにFLAG-HA KLF5をレトロウイルスベ

クターで発現させたヒト大腸癌細胞を作製

し、抗 FLAG抗体及び抗 HA抗体を用いた免

疫沈降を行い、高純度の KLF5蛋白複合体を

精製した。 

 このシステムを用いて、KLF5蛋白複合体

中に含まれる KLF5結合蛋白が、NC化合物

によりどのように変化するかを検討した。 

 

４．研究成果 

４－１．KLF5阻害作用をもつ NC化合物の

分子設計と合成。 

KLF5の中の 2か所のαヘリックスのペプ

チド構造に類似する化合物を Prism社のケ

ミカルライブラリーより同定し、そのなか

でin vitroにおいて大腸癌細胞に対する増

殖抑制効果が強い化合物を選択した。さら

に上流側のαヘリックス構造のアミノ酸配

列にできるだけ類似するように側鎖の構造

を変化させた 38種類の化合物を設計、in 

vitro実験用に合成した。その中で癌細胞

の増殖抑制効果が最も強く、正常大腸細胞

を傷害しない一つの化合物を同定し、in 

vivoの実験用にこれを大量合成した

（NC114）。 

 

４－２．NC化合物は合成型血管平滑筋細胞

の増殖を in vitroで抑制する。 

 歴史的に KLF5はウサギ由来の合成型平

滑筋細胞 C2/2より、胎児型ミオシン重鎖遺

伝子の Cisエレメント結合蛋白として単離

された。実際に C2/2 細胞では大量に KLF5

を発現してい

る。そこで NC

化合物が

C2/2細胞の

増殖を抑制す

るか検討した

ところ、大腸

癌細胞ほどで

はないが、明

らかに生存抑

制効果を認め

た（図３）。 

 

４－３．NC化合物は in vitroで、ヒト大

腸細胞を抑制せずヒト大腸癌細胞の増殖を

選択的に抑制する。 

 ヒト大腸癌細胞(SW480等)及びヒト大腸

正常細胞(CCD841)に NC化合物を投与した。

その結果、NC化合物は、正常ヒト大腸細胞

の生存に影響を与えることなく、ヒト大腸

癌細胞の増殖を選択的に抑制し、IC50は約

2μMだった(図 4)。 

ヒト大腸癌細胞に、KLF5阻害薬を加える

と、KLF5と Wntシグナルで誘導される抗ア

ポトーシス因子 survivinなどの蛋白量を

抑制することを明らかにした。しかし、ヒ

ト正常細胞に同一濃度の KLF5阻害薬を投

与しても KLF5や survivin などの蛋白量の

減少を認めなかった(図 4)。なお同一試料

における KLF5 mRNAの低下は認めなかった

ことから、NC化合物は、KLF5 蛋白の分解を

亢進すると考えられた。 

 

 

また、癌細胞パネルを用いて 39種類の癌

に対する増殖抑制効果を検討したところ、

NC 化合物はヒト大腸癌細胞株のみならず、

肺癌細胞などにも増殖抑制効果を示すこと、

その抑制パターンは既存の抗癌剤とは異な

ることが明らかとなった。 

 

４－４．NC化合物は KLF5と KLF5結合蛋白

の間の結合を抑制する。 

 KLF5及び FLAG-HA KLF5 の免疫沈降によ

り、NC化合物が、βCatenin、PARP、BAP1、

YAPなどの KLF5結合蛋白と KLF5との間の

結合を抑制した。 
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４－５．NC化合物は明確な構造活性相関を

示す。 

 当初ライブラリーから選んだ NC化合物

群の中から、まず低濃度で癌細胞の増殖を

選択的に抑制する化合物に焦点を絞り、そ

の側鎖を系統的に変更した 36種類の化合

物を新たに合成した。これらについて癌細

胞増殖抑制効果を検討したところ、化学構

造と癌細胞抑制効果の間に、明確な構造活

性相関が存在した。 

 この解析により最も活性の高かった化合

物を基に、新たに化学構造を改変した化合

物 NC114を in vivo実験用に合成した。 

  

４－６．NC化合物は in vivo心不全モデル

マウスの心機能を改善する。 

 マウス大動脈弓部を in vivoで縮窄し、

術後 1日目より NC化合物 25 mg/kgを 10

日間、腹腔内投与したところ、左室駆出率

の低下を防止することができた。また大動

脈縮窄 8週後、すでに心不全発症を発症し

た後に投与した場合も、左室駆出率の改善

が認められた(図 5)。 

なお NC114の血中薬物動態は、Two 

compartment modelに従い、血中濃度半減

期は約 26分だった。 

 

４－７．NC化合物は in vivo移植大腸癌の

増殖を抑制する。 

ヒト大腸癌細胞（SW480）をヌードマウス

皮下に移植後、NC114 を 3 mg、１日一回連

続 7日間、腹腔内投与したところ、対照群

に比べて投与群の腫瘍容量が低下した。こ

の実験は投与法をさらに工夫して検討を続

けている。 

 

まとめ 

 本研究により、転写因子 KLF5のなかのα

ヘリックスを模倣する低分子化合物（NC化

合物）は、増殖型平滑筋細胞のみならず大

腸癌細胞の増殖を抑制し、しかも正常上皮

細胞に対する障害が軽微であることが明ら

かとなった。NC化合物には構造活性相関が

認められ、かつ in vivoにおける心不全モ

デル及び移植癌に対しても一定の効果を示

した。 

 今回の研究は天然変性蛋白の蛋白間相互

作用を抑制することによって、新たな創薬

の展開が期待できることを示した点でも意

義が大きい。従来のケミカルライブラリー

からのスクリーニングだけでなく、蛋白間

相互作用の抑制薬を in silicoから見出す

研究の重要性が明らかになったといえる。 

 しかしながら NC化合物が KLF5といかな

る蛋白の間の相互作用を抑制するのか、ま

た KLF5依存的に細胞増殖作用を示すのか

はまだ解明されていない。今後、下流側の

αヘリックスを模倣する化合物の検討とと

もに、標的蛋白の同定、in vitroでのアッ

セイ系の確立、新たな化合物の同定などを

進める予定である。 

 なお本化合物は現在、特許申請を控えて

いるため、構造については明示できないこ

とを申し添える。 
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