
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

 

平成 21年 5月 11日現在 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 研究成果の概要： アンジオテンシンII（Ang II）1型(AT1)受容体拮抗薬（ARB）のインバースアゴニスト作用には、ARBの化学構造の僅かな違いによるAT1受容体への結合部位の差異が重要であることがわかった。しかし、ARBの中でもインバースアゴニスト作用の強いものと弱いものがあり、さらに、強いものでもAT1受容体への結合部位が異なっていた。さらに、このインバースアゴニト作用は、腎保護作用に重要であることが示唆された。 
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 １．研究開始当初の背景 最近、Ｇ蛋白共役型受容体（GPCRs）の研究分野では、多くの新知見が発表されている。例えば、受容体自身の持続的自然活性の存在、インバースアゴニスト（逆作動薬）の存在、ホモ型やヘテロ型二量体形成、受容体の核内移行、細胞内蛋白による受容体活性化、受容体結合蛋白の存在などである。以前、私たちもこのGPCRに属するアンジオテンシンII（Ang II）2型（AT2）受容体には、持続的自然活性があり、Ang II非依存性にその構造を変化すること無しに二量体を形成し、アポト−シスを引き起こすことを報告した（Miura S 

et al. EMBO J 2000、J Biol Chem 2005）。さらに、Ang II 1型受容体（AT1受容体）にも持続的自然活性が存在することを細胞モデルにおいて証明した（Miura S et al. FASEB J 1999）。また、AT1受容体を過剰発現させるとイノシトールリン酸（IP）産生能（平滑筋収縮に関連するシグナル）がAng II非依存性に増加していることもわかった（Miura S et al. Hypertens Res 2003）。これらは、AT1受容体自身が出すシグナルの例であるが、ここで問題は、AT1受容体拮抗薬（ARB）がAT1受容体自身の出すシグナルとAng IIがAT1受容体に結合し出すシグナルの両方のシグナル
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を抑制できるのかということにある。今回のテ－マのインバースアゴニストとは、受容体自身の出すシグナルを抑制する薬、すなわち、受容体を部分活性型から不活性型へ移行させる薬である。さらに、私たちはIP産生能においてAT1/Ang IIシグナルとAT1シグナルの両者を抑制する薬であり、ARBの中にはこの作用を持つARBと持たないARBの存在することをin vitroにおいて証明した（Miura S et al. Hypertens Res 2003、Curr Hypertens Rev 2005）。しかし、in vivoにおける有用性や分子メカニズムについては良く分かっていなかった。  ２．研究の目的 現在、日本では 6種類の ARB が臨床使用されており、高血圧治療における使用頻度は増加の一途をたどっている。しかし、これら ARBの降圧効果に多少の差はあるが患者に使用する場合に ARBが使い分けられているわけではない。最近の ARB の大規模臨床試験によると、それぞれの試験デザインは違うが、ARBの心不全に対する効果、心筋梗塞後のイベント発症の抑制や腎保護作用の結果が異なっている。これらの効果には、本来の ARB の作用である Ang II によるシグナル抑制作用が関与していることはもちろんであるが、インバースアゴニストとしての作用の違いがこのような結果の違いをもたらした可能性もある。そこで本研究では、ARB のインバースアゴニストとしてどのような働きがあるのかについて In vitro における受容体分子機構の探索から In vivo での動物モデルによる効果を検証した。分子機構としては、ARB がAT1 受容体のどのアミノ酸と結合することがインバースアゴニストとして重要であるかを人工変異 AT1 受容体にて検討した。次に、ARB のどの化学構造部がインバースアゴニストとしての役目を担っているかを多数の ARB類似化合物を作成し検討した。さらに、ARBのインバースアゴニストとしての作用がClass Effect であるかについて、インバースアゴニストのある ARB と無い ARB を使用し、Dahl 食塩感受性ラットにおける臓器保護の面から心不全や腎不全予防効果の違いを検証した。  ３．研究の方法 １）人工変異型AT1受容体によるインバースアゴニストとしてのARBの選別 持続的自然活性を持つ人工変異型受容体としてAT1-N111G受容体とAT1-F77A/N111G受容体を使用した。多数のARBについて、これら人工変異型受容体を使用し、IP産生能におけるインバースアゴニストの役割を再評価した。 

①変異体の作成 ラット AT1 受 容体 DNA を使用し た。Mutagenesis キットにより変異体を作成した。 ②DNA の細胞への導入 DNA は、リポフェクタミン法にて細胞へ導入した。導入 48時間後、リガンド-受容体結合能試験に使用する細胞膜を窒素圧付加法にて精製した。 ③イムノブロット法 DNA の細胞への導入後、各 ARB で処理し、細胞を溶解液に溶かした。その後、Polytron homogenizer により破砕し、遠心後、その上清をサンプルとした。サンプルを電気泳動液に溶解後、SDS-polyacrylamide gel電気泳動、Membraneへトランスファ－後、一次抗体、二次 抗 体 と 反 応 さ せ 、 Enhanced chemiluminescence systemによりバンドを出し、Digital imageにより分析した。 ④リガンド－受容体結合能試験 細胞膜、125I-[Sar1,Ile8]Ang II と各種 ARB やAng II を 1時間インキュベ－ションし、平衡状態に達したら、セルハ－ベスタ－により反応を止めた。結合した 125I-[Sar1,Ile8]Ang IIをγ-カウンタ－により測定した。 ⑤IP 産生能の測定 DNAの細胞への導入後、各ARBで処理し、 [3H]-myoinositolとともに24時間、10 mM LiClと20分間、Ang IIを加え45分間でインキュベ－ションした。培養液を除き、細胞内からラベルされたIPをPerchloric acid extraction法により抽出し測定した。  ２）インバースアゴニストとしてのARBとAT1受容体との結合様式 ARB の様々な類似化合物を合成した。ARB の側鎖の構造部、例えばカルボキシル基やヒドロキシル基がインバースアゴニズムに重要であるかをリガンド-受容体結合能試験と IP産生能を測定し検討した。さらに、AT1 受容体側のどのアミノ酸がその結合に関与しているかも工変異型 AT1受容体を作成し分析した。以前からの研究により、ARB の共通した部のビフェニルテトラゾ－ル基は、AT1 受容体側の Lys199、His256と結合していることを見出している。そこで、K199A、H256A の変異受容体を作成した。ARB の側鎖の構造部であるカルボキシル基やヒドロキシル基は、私たちの AT1-ARB 結合コンピュ－タ－モデリングの結果から、Ser105、Val108、Ser109、Tyr113、Gln257と結合すると推測しており、S105A、V108A、V108G、S109A、Y110F、Q257A の変異受容体を作成し検討した。  
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３）インバースアゴニストとしてのARBによるAT1受容体構造変化の抑制様式 AT1 受 容 体 の 活 性 化時 の 構 造 変 化 はmethanethiosulfonylethyl- ammoniumによるSubstituted cysteine accessibility mapping（SCAM）法により測定した。具体的には、インバースアゴニズムを持つ ARB では、AT1 受容体の構造が変化できず、AT1 受容体との結合部を変異させた受容体では、そのARB のインバースアゴニズムが発揮されず、受容体の構造が活性型へ変化することが予想され、この現象を SCAM 法により捉えた。     ４）インバースアゴニズムの有無によるARBのDahl食塩感受性モデルラットにおける効果の違い Dahl食塩感受性心不全ラットに、9週齢より高食塩水を与え、16週齢より3群（ＡＲＢ非投与群、オルメサルタン投与群、インバースアゴニスト作用のないオルメサルタン類似化合物投与群）に分類し、21週齢まで観察した。毎週、非観血的血圧・脈拍測定した。また、4週毎に心臓エコ－による評価を実施した。さらに、腎機能の評価も行った。  ４．研究成果 １）ARBのインバースアゴニズムの分子機構 ①リガンドがアンタゴニストとして作用するかインバースアゴニトとなるかは、その化学構造の僅かな違いが関与している可能性が示唆されていたが明らかではなかった。そこで、ARBのオルメサルタンとその類似化合物を用いて検討を行った。その結果、受容体結合能試験より、オルメサルタンは、AT1受容体のTyr113, Lys199、His256とGln257に結合していることがわかった。また、IP産生能の結果より、オルメサルタンの側鎖のカルボキシル基やヒドロキシル基がインバースアゴニト作用発現に重要であり、その相手側（AT1受容体）のアミノ部位はTyr113やHis256であることはわかった。これらのアミノ酸の部位は、GPCR活性化時の構造変化に重要な膜貫通部（TM）3やTM6に属していた。また、コンピューターモデリングにより、前述したオルメサルタンのカルボキシル基―Tyr113（AT1受容体）やヒドロキシル基―His256（AT1受容体）の結合の重要性を確認した（図1）。私たちは、受容体がリガント（ARB）の化学構造の僅かな違いを認識し、結合に関与する受容体側のアミノ酸部位が如何にインバースアゴニト作用の発現に重要であるかを分子レベルで示すことができた（Miura S et al. J Biol Clem. 2006）。 

 

 図 1. AT1 受容体―オルメサルタンのコンピューター結合モデル（紫色はオルメサルタン）  ②他の ARBであるバルサルタンについてもインバースアゴニズムの分子機構について検討した。ARB には、共通した化学構造として、バルサルタン、オルメサルタン、ロサルタンともビフェニールテトラゾール基、イミダゾール基を有している、しかし、臨床的には僅かではあるが降圧効果が異なっている。従って、他の ARB の AT1受容体との結合様式やインバースアゴニストの強さの違いを検討する必要性があると考えられた。私たちは、それぞれの ARB は異なった AT1受容体との結合様式を持っているのではないかを仮説を立て検討した。バルサルタンは、AT1受容体側のSer105、Ser109や Lys199に結合し、オルメサルタンと同様に強力なインバースアゴニスト作用を発揮していた。一方、ロサルタンではその作用は弱かった。SCAM 法によりバルサルタンは、AT1受容体を不活性の状態に安定化させている可能性が考えられた。また、バルサルタンのインバースアゴニスト作用は、AT1受容体に人工的に変異（S105A/S109A/K199Q）を入れるとその作用を失った（図 2）。さらに、AT1 受容体―バルサルタンのコンピューターによる結合モデルを作成し検討したところ、Ser109 や Lys199 がバルサルタンのフェニール基やテトラゾール基と結合し、Ser105 は、バルサルタンのカルボキシル基と結合している可能性が考えられた(図 3)。バルサルタンのインバースアゴニスト作用に重要な結合は Lys199であり、オルメサルタンの場合とは異なっていることが示唆された（Miura S et al. Mol Endocrinol. 2008）。  
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        *p<0.05 vs. N111G. tp<0.05 vs.N111G/K199Q. #p<0.05 vs. S105A/K199Q/N111G or S109A/K199Q/N111G. 図 2.バルサルタンのAT1人工変異体に対するインバースアゴニスト作用              図 3. AT1 受容体―バルサルタンのコンピューター結合モデル（水色はバルサルタン）  ③ARB のインバースアゴニスト作用について、細胞を伸展刺激するモデルを使用して検討した。細胞を伸展刺激すると AT1受容体が Ang II 非依存性に活性化するモデルである。この研究では、ARB としてカンデサルタンとその類似化合物を使用した。伸展刺激すると AT1受容体の TM7 が反時計回転に構造変化することを証明した。カンデサルタンでは、AT1受容体の活性化を抑制し、インバースアゴニスト作用を有していた。その作用にはカンデサルタンのカルボキシル基と AT1 受容体との結合が重要であることがわかったが、さらに、この際、TM7 がさらに構造変化し受容体が不活化されていることが示唆された（Yasuda N et al. EMBO Rep. 2008）。  ２）ARB のインバースアゴニズムの臓器保護効果 In vivo におけるインバースアゴニズムの有用性を検討するため、インバースアゴニズムの有無による ARB の Dahl 食塩感受性モデルラットにおける効果の違いについて検討した。ARB は低用量を投与したため、プラセボ
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