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略語集 

 

ACE: アンジオテンシン変換酵素 

ACTB: -actin 

ARNI: Angiotensin receptor neprilysin inhibitor 

ANP: Atrial natriuretic peptide 

ARB: アンジオテンシン II 受容体拮抗剤 

ARDS: 急性呼吸促迫症候群 

AT1 受容体: I 型アンジオテンシン受容体 

BA: バイオアベイラビリティ 

CI: 信頼区間 

Col11: Collagen type I 1 

COVID-19: Coronavirus disease 2019 

CSQ: カルセクエストリン 

cTnI: 心筋トロポニン I  

dP/dt max: 心室内圧の上昇率 

dP/dt min: 心室内圧の下降率 

DRI: 直接レニン阻害薬 



 

 

EDD: 拡張末期径 

EDP: 拡張末期圧 

EF: 駆出率 

eGFR: 推定糸球体濾過量 

ELISA: 酵素結合免疫吸着測定 

HFpEF: Heart Failure preserved Ejection Fraction 

HFrEF: Heart Failure reduced Ejection Fraction 

LV: 左心室 

MRGD: Mas-related G protein-coupled receptor member D 

Nos3: Nitric oxide synthase 3 

Nox4: NADPH oxidase 4 

NT-proBNP: N-terminal pro-brain natriuretic peptide 

NYHA: New York Heart Association 

PRA: 血漿中レニン活性 

RAS: レニン・アンジオテンシン系 

RA-tg: ヒトレニン、ヒトアンジオテンシノーゲンダブルトランスジェニック 

rhsACE2: リコンビナントヒト sACE2 

RT-PCR: リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応 



 

 

sACE2: soluble アンジオテンシン変換酵素 2 

SARS: Severe acute respiratory syndrome 

SARS-CoV: SARS coronavirus 

SBP: 収縮期血圧 

SGLT2: Sodium/glucose cotransporter 2 

SHHF: 自然発症高血圧心不全ラット 

SHR: 自然発症高血圧ラット 

TGF-1: Transforming growth factor-1 

Triple-tg: イヌカルセクエストリン、ヒトレニン、ヒトアンジオテンシノーゲン

トリプルトランスジェニック 

WT: 野生型
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第一章 

研究背景 
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1. 心不全とレニン 

 

心不全は、心機能障害、リモデリングを特徴とし、世界的に最も大きな死亡

原因の一つとなっている (1-3)。2017 年の罹患者数は世界で 6,400 万人、5 年

生存率は 57%と推定されている (4,5)。心不全の有病率は年齢と共に上昇し、ア

メリカの 2015 年から 2018 年の統計では、全人口における有病率が 2.4%であ

るのに対し、80 歳以上では男性で 9.5%、女性で 11.0%となっている (6)。日本

では正確な統計データがないものの、有病率はアメリカの半分以下と推定され

ている (7)。年齢などを標準化した場合の心不全の発生率自体は緩やかに低下し

ているが、これは心筋梗塞の重症度が低下したことや、心筋梗塞後の治療管理が

改善したためと考えられる。一方で、新規発症数自体は増加しており、これは主

に人口の増加、高齢化、診断後の生存期間の改善が寄与している (8)。また、心

不全の中で、収縮能が正常であるサブタイプ、Heart Failure preserved Ejection 

Fraction (HFpEF) の認識が、近年進んできたことも影響していると考えられる 

(9)。心不全のリスクファクターとなる、冠動脈疾患、高血圧、糖尿病、肥満及

び喫煙を有する割合についても、喫煙を除き、増加傾向であることが報告されて

おり (10)、日本でも高齢化が進行していることから、患者数は今後も増加して

いくことが予想される。 
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レニン・アンジオテンシン系 (RAS) は細胞外液量及び動脈圧を調節するこ

とにより血管緊張を維持し、循環器の恒常性維持に寄与している。逆に RAS の

異常な活性化は、血圧を上昇させ、種々の慢性または急性疾患を発症させる。レ

ニンは、前駆体であるプロレニンのプロセシングにより産生され、腎臓の顆粒細

胞によって分泌される、340 個のアミノ酸からなる分子量 4.2 万の蛋白質であり 

(11,12)、腎動脈圧の低下、塩化ナトリウムの低下、交感神経の興奮がその分泌

につながる (13)。レニンは肝から分泌されるアンジオテンシノーゲンをアンジ

オテンシン I に加水分解する (14)。デカペプチドであるアンジオテンシン I は、

さらに肺で産生されるアンジオテンシン変換酵素 (ACE) によってオクタペプ

チドであるアンジオテンシン II に変換される (15,16)。アンジオテンシン II は

I 型アンジオテンシン受容体 (AT1 受容体) に結合し、下流シグナルの活性化を

介した血管平滑筋収縮、および副腎皮質からのアルドステロンの分泌促進など

を介したナトリウムと水の貯留、さらには組織線維化、炎症惹起、活性酸素の産

生など、様々な疾患に重要な役割を果たしている (Fig 1) (17)。 

RAS は、心肥大、アポトーシス、心室拡張を伴う心不全の病態進行にも必

須の役割を果たしている (18,19)。心不全患者では RAS が活性化されているこ

とが知られており (20,21)、ACE 阻害薬やアンジオテンシン II 受容体拮抗剤 

(ARB) など、RAS の阻害を伴う様々な治療法が、過去数十年にわたって開発さ
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れてきた。これらの薬剤は、無作為化比較試験において、心不全の発症率および

死亡率の低下に有効性を示し、心不全治療の中心的薬剤として使用されてきた 

(22-25)。一方、レニン産生の上昇といった代償機構やその他の逃避機構が存在

し、これが ACE 阻害薬や ARB の効果に影響を及ぼす可能性があるため、RAS

を効率的に阻害できていない場合がある (26)。アンジオテンシノーゲンからア

ンジオテンシン I の生成を触媒し、RAS 経路の第一段階かつ律速段階を制御す

るレニンを直接阻害すれば、血漿または組織のレニン濃度が上昇する場合でも、

RAS カスケードを効率的に遮断できることが期待される (27,28)。 

レニン阻害薬の研究の始まりは半世紀前に遡る。1972 年に初めてのレニン

阻害ペプチドが報告され、1989 年にレニンの X 線結晶構造が報告されると、レ

ニン阻害薬の本格的な探索が始まった (29,30)。レニン阻害ペプチドは強力なレ

ニン阻害活性を有するものの、ペプチドゆえに経口薬剤としての致命的な欠点

を有していた。それは、腸管からの低い吸収性、および肝での初回通過効果によ

る代謝であり、結果として経口バイオアベイラビリティが非常に低かった。その

後、研究者たちは、分子モデリング、X 線結晶構造解析、structure-based drug 

design など、新しいドラッグデザインツールの技術を基に、レニンのリガンド

結合に重要な、S1-S3 ポケットと呼ばれる領域を特定し、さらにハイスループッ

トスクリーニングから見いだされた化合物の最適化を進めることで、ペプチド
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からの脱却を図った (31)。その結果、経口投与可能により強力なレニン阻害作

用と降圧作用を発揮する、アリスキレン (Novartis 社) が創製された。2007 年

に発売された最初の直接レニン阻害薬 (DRI) であるアリスキレンは、経口投与

可能なものの、ヒトでの経口バイオアベイラビリティ (BA) は 2.6%と依然とし

て高いものではなかった (32)。そこで、このアリスキレンの創製と承認を受け、

世界中の製薬企業で経口吸収性を改善した次世代 DRI の開発競争が始まった。 

我 々 は 、 強 力 で BA が 良 好 な 新 規 DRI で あ る 、 TAK-272 (SCO-

272/imarikiren) を創製した (33)。TAK-272 はベンズイミダゾール誘導体であ

り、初期の健常人を対象とした臨床試験において、BA が 13-17%と、アリスキ

レンに比して大幅に改善するとともに、血漿中レニン活性 (PRA) を強力かつ持

続的に阻害することが確認されている (34)。また、2 型糖尿病患者で微小アル

ブミン尿を呈する患者を対象とした臨床第 2 相試験では、TAK-272 が用量依存

的に尿中アルブミン/クレアチニン比を改善し、降圧作用を発揮するとともに、

良好な忍容性を示した (35)。前述のように、RAS は心不全の病態進行に大きな

役割を果たし、レニンは RAS の律速酵素であることから、TAK-272 の抗心不全

効果は興味深い。本研究では TAK-272 の抗心不全効果を、前臨床モデル動物を

用いて評価する。 
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Fig 1: 古典的レニン・アンジオテンシン系とその阻害薬 
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2. 心不全モデル動物 

 

これまでに様々な心不全モデル動物が各種薬剤の薬効評価に使用されてき

たが、各モデルごとに長所と短所がある。まず動物種について考えると、マウス、

ラットなどのげっ歯類から、イヌ、ブタなどの大動物まで、様々な動物で心不全

モデルの開発が行われてきた (36-38)。一般的に、大動物のほうが左心室壁の張

力、心拍数、血管の壁と内腔の比率など、心筋の仕事量とエネルギー消費に関わ

る要因がヒトに近く、臨床への翻訳可能性はげっ歯類に比べ高いといえる。一方

で、コストや処理能力、また倫理的な問題から、大動物を使った試験を頻繁に実

施することは現実的でない。典型的な実施例としては、臨床試験に比較的近いス

テージまで辿り着いた場合に、前臨床における最終的なコンセプトの確認とし

て小規模な試験を実施する、というものであろう。一方で、げっ歯類は、そのサ

イズ、コストや処理能力、動物の入手し易さが利点となる。特に化合物評価を行

う場合には、体重もしくは体表面積あたりで投与量を設定するのが一般的であ

り、評価に要する化合物を大量合成する点を考えると、げっ歯類のサイズは大き

な利点となる。したがって、その目的に応じて動物種を使い分けるべきであろう。

本研究ではマウスモデルを使用した検討に注目する。様々な心不全モデルマウ

スが開発されてきた中で、製薬企業における薬効評価を行うモデル選択を想定



10 

 

した場合、1. 病態の再現性および均一性、2. 作出にかかるリソース、3. 臨床へ

の翻訳可能性が、重要なファクターと筆者は考える。 

冠動脈のうち左前下行枝を結紮する心筋梗塞モデル、および胸部もしくは

腹部大動脈縮窄による圧負荷モデルは、最も一般的に使用される心不全モデル

である。心筋梗塞モデルでは、その虚血部位が機能不全となり線維性組織を形成

することで、心臓の構造的変化を伴うとともに、残存する心筋組織への負荷が相

対的に増大することで心リモデリングを誘発する。また、左室拡張末期圧の上昇

など、うっ血症状を呈するのも特徴の一つである (39,40)。このように、心筋梗

塞から心不全に至るという、ヒトと類似した病態経過を辿る一方、いくつかの欠

点もある。1. うっ血を呈する梗塞巣サイズにおける閾値の存在、2. 個体間の血

管走行の違いを要因とする梗塞サイズのコントロールの難しさ、3. 最大 70%と

報告されるような、高い術後死亡率、などである (39,41)。またマウスモデルの

場合は、心室壁の肥厚や線維化がラットに比べて軽度であることも報告されて

いる (42)。大動脈縮窄による圧負荷モデルは、心拍出時に負荷がかかることに

より、術後数か月をかけて同心性心肥大とともに収縮・拡張不全を呈する。この

モデルでは術後死亡率が低いが、逆に心肥大から心不全にまで進行する動物は

必ずしも十分に得られない場合がある (38)。このように、両モデルとも個体間

の症状に均一性が乏しく、また胸腔を開ける手術によってモデル動物の作出に
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多大な労力を要する。さらに、手術に繊細な技術を要し、術者の変更により結果

が変わってしまうというリスクもある。 

抗がん剤であるドキソルビシンの投与によって心毒性が引き起こされるこ

とが知られており、これを利用した心不全モデルもよく使用される。ドキソルビ

シンを 1-2 週間に渡って投与すると、心臓での活性酸素の産生が増加し、その結

果、ミトコンドリアの機能不全、Ca2+ハンドリングの異常、および心筋細胞死な

どを誘発する (43)。形態的には心室壁の菲薄化と心室容積の拡大を特徴とし、

心拍出量が低下する。このモデルは、非侵襲的かつ簡便な手技でモデル動物の作

製が可能であることが利点である。一方で、左心室機能不全に関する個体差、致

死性不整脈の出現、ドキソルビシンの骨髄や消化管に対する毒性、さらに用量に

よっては投与初期に 30%を超える死亡例が出ることが報告されている (38,43)。 

自 然 発症 高血 圧ラ ット  (SHR) およ び 自然 発 症高 血圧 心不 全ラ ッ ト 

(SHHF) は、非常に高い血圧を有し、それに伴う心臓の線維化、酸化ストレス、

アポトーシス等から心機能の低下が認められる (44,45)。これはヒトの高血圧を

要因とした心不全の発症と類似した過程を経ると考えられ、さらに SHHF では

心臓の構造的・機能的変化や神経ホルモン分泌においてもヒト心不全と類似し

た表現型が認められる。このモデルの大きな問題はその発症にかかる期間であ

り、SHR では 21 か月ほど、SHHF でも 15 か月ほどと、作出における柔軟性が
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非常に低く、製薬企業における薬効評価に適しているとは言い難い。また、マウ

スの高血圧モデルを考えた場合、SHR のような 200 mmHg を超えるような高血

圧には至ることはなく、それだけで心不全発症を誘発するのは難しいと考えら

れる (46)。 

カルセクエストリントランスジェニック (CSQ-tg) 心不全モデルマウスは、

心臓の Ca2+恒常性に重要なタンパク質である CSQ を過剰発現させることで、心

筋細胞における細胞内 Ca2+ハンドリングに異常をきたす。そのため、CSQ-tg マ

ウスは、心肥大、線維化、およびポンプ不全など様々な有害な心不全様の表現型

を示す心不全モデルである (47,48)。このモデルは遺伝子改変動物であるため、

ジェノタイピング等の手間が必要なものの、交配によって作製ができる。我々が

使用する CSQ-tg マウスの病態進行は早く、早期に死亡するが、その経過や生存

期間に関する個体差は小さく、臨床のような生存期間の評価も比較的短期間で

可能である (49)。また、臨床での標準薬である-blocker や ARB が薬効を示し、

臨床翻訳可能性も高いと考えられる (49,50)。このような経緯から、本研究では

CSQ-tg マウスを用いてレニン阻害薬 TAK-272 の抗心不全作用を検討すること

とし、次章以降に詳細を述べる。 
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第二章 

新規レニン阻害薬 TAK-272 (imarikiren) によるマウス心不全モデ

ルの心臓リモデリングおよび死亡率改善 
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1. 要旨 

 

心不全の進行に重要な役割を果たしているレニン・アンジオテンシン系 

(RAS) は、RAS カスケードの律速酵素であるレニンを阻害することで効率的に

遮断される。本研究では、経口投与可能な新規の直接レニン阻害薬 (DRI) であ

る TAK-272 (SCO-272、imarikiren) の心保護作用を検討し、既に市販されてい

る先行品のアリスキレンと比較した。TAK-272 は、重篤な症状と高い死亡率を

示す CSQ-tg マウスに投与した。その結果、TAK-272 300 mg/kg を投与した

CSQ-tg マウスでは、PRA、心肥大、肺うっ血が有意に抑制された。さらに、TAK-

272 は、NADPH oxidase 4 および nitric oxide synthase 3 の発現量を調節するこ

とで、心筋細胞の傷害を軽減した。また、TAK-272 は用量依存的に CSQ-tg マ

ウスの生存期間を延長した。さらに、同じ用量レベル (300 mg/kg) で比較する

と、TAK-272 は強い持続的な PRA 阻害作用を示し、心臓重量および心不全バイ

オマーカーである血漿中 N-terminal pro-brain natriuretic peptide(NT-proBNP)

濃度を低下させたのに対し、アリスキレンは PRA 阻害作用が弱く、心保護作用

も示さなかった。以上の結果から、TAK-272 は経口投与可能で持続性のあるレ

ニン阻害薬であり、CSQ-tg マウスの死亡率を低下させ、心肥大や心不全を予防

する効果があることが明らかとなった。したがって、TAK-272 の投与は、心不
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全の新たな治療法となる可能性がある。 
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2. 背景および目的 

 

RAS は AT1 受容体シグナルを介した血圧上昇、線維化、炎症惹起、活性酸

素の産生など引き起こし、心肥大や心筋細胞死などの心不全病態形成に大きく

関与する (17-19)。これまでも ACE 阻害薬や ARB などの RAS 阻害薬が開発さ

れ、それらが抗心不全作用を発揮することが臨床で証明されているため、RAS の

律速酵素であるレニン阻害による抗心不全効果は興味深い。 

唯一の上市済み DRI であるアリスキレンの心臓保護作用は、心筋梗塞、圧

負荷、あるいはドキソルビシン誘発性心不全のいくつかの動物モデルで認めら

れている (51-53)。臨床においても、アリスキレンの抗心不全作用が評価されて

いる。2008 年に報告された ALOFT 試験では、ACE 阻害薬または ARB、およ

び-blocker による治療歴のある、New York Heart Association (NYHA) class II-

IV の心不全患者にアリスキレン 150 mg/day を追加し、心不全バイオマーカー、

血漿中 NT-proBNP に与える影響を検討した (placebo: 146 例、アリスキレン: 

156 例)。その結果、placebo 群に比べて、アリスキレン群では NT-proBNP レベ

ルが有意に低下した (54)。この結果を受けて、駆出率の低下した心不全患者

7,000 例以上を対象に、アリスキレンの心臓保護効果を評価する最大の臨床試験

である、ATMOSPHERE 試験が実施され、2016 年にその結果が発表された (55)。
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この試験においては、アリスキレンと ACE 阻害薬であるエナラプリルの抗心全

作用が比較されたが、残念ながらアリスキレンはエナラプリルに対する非劣性

を証明できなかった。 

我々が創製した TAK-272 は、強力なレニン阻害活性を有し、アリスキレン

の懸念である経口吸収性を大幅に改善している [33]。そこで本研究では、同じ

く DRI である TAK-272 の抗心不全作用を評価するとともに、アリスキレンの

有効性との比較を目的とする。 

本章では、CSQ-tg マウスを用いて、TAK-272 の心筋保護作用を検討した。

前章に記載したように、CSQ-tg マウスは、若週齢から心肥大、線維化、心機能

低下などを有し、病態の再現性および均一性、作出にかかるリソース、臨床への

翻訳可能性の面から、抗心不全効果の評価に適した遺伝子改変動物である。そこ

で、この CSQ-tg マウスの心臓リモデリングと死亡率に対する TAK-272 の効果

を評価し、さらにアリスキレンとの比較を行うこととした。TAK-272 およびア

リスキレンは臨床で経口薬として使用されていることから、本研究でもその薬

効を継続的な経口投与により評価した。 
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3. 材料および方法 

 

3-1. 薬剤 

TAK-272 は武田薬品工業株式会社 (日本) で合成され、アリスキレンは

KNC ラボラトリーズ (日本) から購入した。これらの化合物は 0.5% (w/v) メ

チルセルロース溶液に溶解し、すべての試験において 1 日 1 回、メチルセルロ

ースとして 10 mL/kg を経口投与した。薬剤の投与用量は各項目に記載する。 

 

3-2. 動物 

イヌ CSQ を心臓特異的に過剰発現させたトランスジェニックマウスは、も

ともとインディアナ大学医学部の施設で開発され (48)、その後、武田ラビック

ス (日本) で繁殖させたものである。過剰発現系統は (C57BL/6J×DBA/2N) 

F1 背景で作製した。本検討では CSQ-tg の雌マウスを使用し、すべての実験に

おいて、体重に基づいて無作為に割り付けた。すべての動物実験は、武田薬品工

業株式会社湘南研究所の Institutional Animal Care and Use Committee によって

承認されている。 

 

3-3. 血漿中レニン活性および血圧 
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PRA に対する TAK-272 の影響は、CSQ-tg マウスに vehicle (n = 10) また

は TAK-272 (300 mg/kg、 n = 10) を 5 週齢から投与し、薬物投与開始 7 日目

の最終投与 24 時間後に EDTA を用いて尾静脈から血液を採取して測定した。

PRA は、市販のラジオイムノアッセイキット (富士レビオ株式会社、日本) を

用いて測定した。別の実験として、CSQ-tg マウスに vehicle (n = 8) または TAK-

272 (300 mg/kg、n = 8) を 5 週齢から投与し、血圧を測定した。収縮期血圧 

(SBP) は、血圧計 BP-98A (株式会社ソフトロン、日本) を用いて、ブラインド

条件でテールカフ法により、薬剤投与開始 7 日目の最終投与 24 時間後に測定し

た。なお、各試験には、vehicle を投与した WT マウス (n＝5) も正常対照とし

て使用した。 

 

3-4. 血漿中および心臓中アンギオテンシン II (AII) 濃度 

WT マウス (n = 8) および CSQ-tg マウスに vehicle (n = 8) または TAK-

272 (100 mg/kg、n = 7) を 5 週齢から 2 週間投与した後に、2-3%イソフルラン 

(Mylan、 UK) による麻酔下で、抗凝固剤として EDTA を用いて腹腔静脈から

血液を採取した。動物を安楽死後に心臓を摘出した。血漿中および心臓の AII 濃

度は、市販の EIA キット (Bertin Pharma、フランス) を用いて測定した。 
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3-5. TAK-272 の心筋保護作用 

TAK-272 の心臓保護作用を評価するため、CSQ-tg マウスに 5 週齢から

vehicle (n = 10) または TAK-272 (30、100、300 mg/kg、各投与群 n = 10) を

投与した。薬剤投与開始 19 日後、2-3%イソフルラン (Mylan、UK) による麻

酔下で、抗凝固剤として EDTA (最終濃度 3 mM、サーモフィッシャーサイエン

ティフィック株式会社、日本) を用いて腹腔静脈から血液を採取した。放血によ

る安楽死後、心臓と肺を摘出し、重量を測定した。血漿中の NT-proBNP 濃度

は、わずかに改変した完全長のマウス NT-proBNP ペプチド (株式会社スクラ

ム、日本) を標準として、市販の酵素結合免疫吸着測定 (ELISA) キット (カタ

ログ#: SEA489Mu、Cloud-Clone、USA) を用いて測定した。別の実験では、CSQ-

tg マウスに 5 週齢から vehicle (n = 18) または TAK-272 (300 mg/kg、n = 18) 

を投与し、イソフルラン麻酔下で薬剤投与開始 16 日後または 17 日後に血液を

採取した。動物を安楽死後に心臓を摘出した。血漿中の心筋トロポニン I (cTnI) 

濃度は、市販の ELISA キット (カタログ#: CTNI-1-US、Life Diagnostics、USA) 

を用いて測定した。左心室は RNAlater® (カタログ#: AM7021、サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック株式会社、日本) 溶液に入れ、RNA 抽出まで 4℃で

保存した。別組の動物を用いて、Vevo 2100 超音波システム (VisualSonics、

Canada) により心エコー検査を行った。CSQ-tg マウスは、5 週齢時の体重、左
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心室 (LV) の拡張末期径 (EDD)、および駆出率 (EF) に基づいて無作為に割

り付けた。そして、5 週齢から vehicle (n=12) または TAK-272 (300 mg/kg、

n=12) を投与した。投与開始 12 日後または 13 日後に、乳頭筋レベルでの LV

短軸 M モード画像を取得した。LVEF は Teichholz の式 (V ＝ 7.0 / 2.4D × 

D3) を用いて算出した。また、vehicle を投与した野生型 (WT) マウスのグルー

プも本研究に使用した。WT マウスの LVEDD および LVEF の個体間差は、

CSQ-tg マウスに比べて非常に小さかったため、3 匹の WT マウスを正常対照群

として使用した。 

 

3-6. 生存率試験 

CSQ-tg マウスに 0.5% (w/v) メチルセルロース溶液 (vehicle)  (n = 20) 

または TAK-272 (30、100、300 mg/kg、各投与群 n = 20) を投与した。週に 2

回体重を測定し、1 日 1 回マウスの状態を観察した。また 7 週齢以降は、試験終

了時 (投与開始から 36 日後) まで直腸温を 1 日 1 回測定した。すべての研究ス

タッフは、一貫した手法で直腸温を測定できるようにトレーニングを実施した。

動物の苦痛を最小限に抑えるため、直腸温が 29 ℃未満を安楽死基準として予め

設定し、二酸化炭素を用いて直ちに安楽死させた。また、身体活動の極端な低下

や体重減少などの臨床症状が見られたマウスも安楽死させた。剖検の結果、すべ
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ての死体に重度の心肥大が認められたが、目視では肝臓、腎臓、脳など他の臓器

に明らかな変化は認められなかった。これらの所見から、これらのマウスは心不

全が主な原因で死亡したと考えられた。本研究で使用した 80 匹のマウスのうち、

試験終了までに 44 匹を安楽死させ、17 匹のマウスは自然死であった。 

 

3-7. リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応 (RT-PCR) による mRNA 発現の解析 

RNeasy Mini kit (Qiagen、ドイツ) を用いて total RNA を抽出し、High 

Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Life Technologies、アメリカ) を用い

て cDNA に変換した。遺伝子発現の解析は、7900HT Fast Real-Time PCR シス

テム (Life Technologies、 アメリカ) を用いて、TaqMan® Universal Master Mix 

II (Life Technologies 、 ア メ リ カ ) と NADPH oxidase 4 (Nox4 、

Mm00479246_m1) 、 nitric oxide synthase 3 (Nos3 、 Mm00435217_m1) 、

transforming growth factor-1 (TGF-1、Mm01178820_m1)、collagen type I 1 

(Col11、Mm00801666_g1)、-actin (ACTB、Mm02619580_g1) に対するプラ

イマー・プローブセット (TaqMan® Gene Expression Assays、Life Technologies、

アメリカ) を用いて行った。ACTB は内因性コントロール遺伝子として用いた。

遺伝子の相対的な発現量は、CT 法により算出した。 
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3-8. TAK-272 とアリスキレンの in vitro でのレニン阻害活性の比較 

ヒトの血漿は、武田薬品工業株式会社の研究倫理委員会の承認を得て、社内

ボランティアから EDTA を用いて採血し取得した。マウスの血漿は日本チャー

ルス・リバー株式会社から購入した。TAK-272 またはアリスキレンを DMSO/

生理食塩水 (50 v/v%) で溶解および希釈して化合物溶液 (0.5 nmol/l～500 

mmol/l) を調製した後、この溶液と血漿を 1：24 の割合で混合した。ヒトおよ

びマウスの血漿に対する TAK-272 およびアリスキレンのレニン阻害活性は、

PRA と同様の方法にて測定した。 

 

3-9. アリスキレンによる用量依存的な PRA 阻害 

CSQ-tg マウスに vehicle、アリスキレン (30、100、300 mg/kg)、および

TAK-272 (100 mg/kg) を単回投与した (各群 n = 8)。薬物は 5 週齢時に経口投

与し、薬物単回投与の 2 時間後と 24 時間後に EDTA を用いて尾静脈から採血

し、PRA を測定した。 

 

3-10. TAK-272 とアリスキレンの有効性の比較 

CSQ-tg マウスに 5 週齢から vehicle (n=8)、TAK-272 (300 mg/kg、n=8)、

アリスキレン (300 mg/kg、n=8) を投与し、同一用量レベルの TAK-272 とア
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リスキレンの PRA に対する効果を比較した。投与前、単回投与の 2 時間後およ

び 24 時間後に血液を採取し、PRA を測定した。さらに別試験として、CSQ-tg

マウスに vehicle (n=12)、TAK-272 (300 mg/kg、n=12)、アリスキレン (300 

mg/kg、n=12) を投与し、2 つの薬剤の心保護作用を比較した。血液および組織

を採取して重量を測定し、薬物投与開始 19 日後に血漿中の NT-proBNP 値を測

定した。また、各試験には WT マウスのグループ (n＝4) も正常対照として使

用した。 

 

3-11. 統計解析 

化合物の in vitro レニン阻害活性を除くすべてのデータは、平均値±S.D.で

表した。化合物の in vitro レニン阻害活性を除くすべての統計解析は、EXSUS ソ

フトウェア (version 8.0.0、株式会社ＣＡＣクロア、日本) を用いて行った。2 群

間の比較では、まず分散の均一性について F 検定を行い、Student's t-test (F 検

定による P > 0.20) または Aspin-Welch's t-test (F 検定による P < 0.20) を行っ

た。3 群以上の比較では、まず Bartlett の分散の均質性の検定によりデータを分

析し、次に一元配置分散分析および Dunnett の検定または Williams の検定 

(Bartlett の検定で P ＞0.05) 、または Kruskal-Wallis のノンパラメトリック分

散分析および Steel の検定または Shirley-Williams の検定 (Bartlett の検定で P 
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＜0.05) を行った。生存率分析は、Kaplan-Meier 法による log-rank 検定を行っ

た。必要に応じて、多重性を考慮してボンフェローニ補正を追加で行った。詳細

な統計手法は、各図表に記載した。In vitro でのレニン阻害活性に対する化合物

の IC50 値およびその 95％信頼区間 (CI) は、SAS ソフトウェア (SAS Institute 

Japan 株式会社) を用いたロジスティック回帰分析により算出した。 
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4. 結果 

 

4-1. 血漿中レニン活性、AII 濃度および血圧 

まず、TAK-272 が RAS および血圧に与える影響を検討した。TAK-272 (300 

mg/kg) は、7 日間連投の最終投与 24 時間後において、CSQ-tg マウスの PRA

を有意に低下させた (Fig 1A)。WT 群、vehicle 群、および TAK-272 群の PRA

の平均値は、それぞれ 9.5±4.1、15.5±8.6、および 6.4±1.6 ng·ml/h であった。

TAK-272 投与による後負荷への影響を調べるために、覚醒下でマウスの血圧を

測定した (Fig 1B) 。TAK-272 (300 mg/kg) を CSQ-tg マウスに 7 日間投与し

ても、最終投与 24 時間後の SBP は低下しなかった。WT 群、vehicle 群、およ

び TAK-272 群のマウスの平均 SBP は、それぞれ 120±4、99±9、および 93±

8 mmHg であった。さらに別試験において、血漿中および心臓中 AII 濃度を測

定したところ、CSQ-tg マウスは WT マウスに比べ両 AII 濃度が有意に増加して

いた (Fig 2)。さらに、CSQ-tg マウスに TAK-272 100 mg/kg を 2 週間投与し

たところ、血漿中および心臓中 AII 濃度は WT マウスと同等レベルに抑制され

ていた。 

 

4-2. 心肥大と血漿中の心不全マーカー濃度 



27 

 

次に、TAK-272 による抗心不全作用について検討した。TAK-272 (300 

mg/kg) は、薬物投与開始 19 日後に、CSQ-tg マウスの左右心室および右心房

重量を有意に減少させた (各組織で P < 0.005 vs. vehicle、Table 1)。また、TAK-

272 (100 および 300 mg/kg) は、肺重量を有意に減少させた (100 mg/kg: P < 

0.025、300 mg/kg: P < 0.005 vs. vehicle)。TAK-272 (300 mg/kg) のこれらの抗

心肥大作用は、血漿 NT-proBNP 値 (心不全バイオマーカー) の有意な低下 

(26％) を伴っていた (P < 0.025 vs. vehicle) 。これらの結果から、CSQ-tg マ

ウスでは、心不全症状が改善していることが示唆された。 

 

4-3. 心エコー 

続いて、心エコーを用いて左心室の収縮性および拡張性を評価した。その結

果、5 週齢の CSQ-tg マウスの LVEDD はすでに WT マウスよりも大きく、LVEF

は WT マウスと同等であることが確認された。その後、2 週間で CSQ-tg マウス

の LVEF は著しく低下した。TAK-272 (300 mg/kg) は、薬物投与開始 2 週間後

の CSQ-tg マウスの LVEF の低下を有意に抑制した (P < 0.01 vs. vehicle、Table 

2)。この結果から、CSQ-tg マウスにおいて TAK-272 は左心室の収縮機能を改

善することが示唆された。 
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4-4. 生存率 

さらに、CSQ-tg マウスの生存率に対する TAK-272 の影響を評価した。

Vehicle を投与した CSQ-tg マウスは、投与開始から 36 日以内に死亡または予

め設定された基準により安楽死させた。TAK-272 投与マウスの生存率は、投与

開始から 36 日目に用量依存的に有意に (TAK-272 300 mg/kg: P < 0.01 vs. 

vehicle) 延長された (Fig 3)。 

 

4-5. RAS 関連遺伝子の発現と心筋傷害マーカー 

TAK-272 の抗心不全作用のメカニズムを解析する目的で、RAS 関連遺伝子

の発現と心筋細胞傷害に及ぼす影響を調べた。CSQ-tg マウスでは、WT マウス

に比べて、心筋における Nox4、TGF-1、および Col11 mRNA の発現が有意

に高く、Nos3 mRNA の発現が有意に低かった (それぞれ P ＜ 0.01) (Fig 4A)。

CSQ-tg マウスにおいて、TAK-272 (300 mg/kg) 投与は線維化マーカーである

TGF-1、および Col11 mRNA の発現を変化させなかったが、酸化ストレスマ

ーカーである Nox4 および内皮性 NO 合成酵素である Nos3 の mRNA の発現増

加を有意に抑制した (それぞれ P < 0.05 vs. vehicle)。また、心筋傷害マーカー

である cTnI の血漿中濃度は、WT マウスと比較して CSQ-tg マウスで劇的に上
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昇していたが (P < 0.01)、TAK-272 投与によって有意に低下した (P < 0.05 vs. 

vehicle)(Fig 4B)。 

 

4-6. TAK-272 とアリスキレンの PRA 阻害作用の比較 

TAK-272 とアリスキレンの薬効比較を行うために、まずそれぞれの PRA 阻

害作用を比較した。TAK-272 の in vitro におけるヒト血漿レニン阻害作用は強

力で、IC50 値は 2.1 nmol/L であり、アリスキレン (0.8 nmol/L) と同程度であ

った (Table 3)。また、TAK-272 のマウス血漿レニンに対する阻害作用は、アリ

スキレンよりも弱かった。そこで、CSQ-tg マウスに vehicle、アリスキレン (30、

100、300 mg/kg)、および TAK-272 (100 mg/kg) を単回投与し、2 時間後と 24

時間後に PRA を測定したところ、30～300 mg/kg のアリスキレンで用量依存的

に PRA を阻害する傾向が認められ、投与 2 時間後に最大で vehicle 投与群に比

べ 50 %程度の PRA 阻害を示した (各群 n = 8) (Fig 5)。一方で、TAK-272 100 

mg/kg は投与 2 時間後に 75%、24 時間後でも 61%の PRA 阻害を示し、その効

果はアリスキレン 300 mg/kg よりも強力であった。TAK-272 は 300 mg/kg か

ら生存率を改善したため、次に行う心筋保護効果の比較では、TAK-272 とアリ

スキレンの同一用量 (300 mg/kg) での比較を行うこととした。 
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4-7. TAK-272 とアリスキレンの心筋保護効果の比較 

次に TAK-272 とアリスキレンの心筋保護効果を比較するために、CSQ-tg

マウスにそれぞれ 300 mg/kg を 19 日間投与し、心肥大と血漿中 NT-proBNP 濃

度に対する効果を評価した。TAK-272 は、単回投与後 24 時間にわたって PRA

を有意かつ持続的に阻害し (2 時間および 24 時間: P < 0.01 vs. vehicle)(Fig 6)、

心肺重量を減少させた (右心室および肺の重量: P < 0.05、左右の心房重量: P < 

0.01 vs. vehicle)(Table 4)。また、TAK-272 は血漿中 NT-proBNP 濃度を有意に

低下させた。本試験では、LV 重量の減少は観察されなかったが、これは投与期

間中に vehicle 群で 3 匹のマウスが死亡し、検出力が低下したためと考えられる。

マウスレニンに対するアリスキレンのレニン阻害作用は TAK-272 と同等に強

力であったが (Table 3)、アリスキレンは投与 2 時間後および 24 時間後の CSQ-

tg マウスにおける PRA をわずかに阻害するにとどまり、TAK-272 に比べてそ

の作用は弱かった (Fig 6)。さらに、組織重量および血漿中 NT-proBNP 濃度は

アリスキレンによって減少しなかった (Table 4)。 
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5. 考察 

 

CSQ-tg マウスは重度の心機能障害と心肥大を呈し、早期に死亡することが

報告されており (47-49)、それは本検討の結果と一致していた (Table 2 および

Fig 3)。また、RAS 阻害薬は CSQ-tg マウスの死亡率を低下させ、心筋保護作用

を示すことが報告されている (49,56)。我々の実験では、血漿中および心臓組織

中のアンジオテンシン II 濃度が有意に上昇し (Fig 2)、PRA もわずかに上昇し

た (Fig 1A) ことから、CSQ-tg マウスでは心不全患者と同様に RAS が活性化

されていることが示唆された。これらの結果から、CSQ-tg マウスは、DRI を含

む RAS 阻害薬の心不全に対する効果を調べるうえで、生理学的に適切なモデル

と考えられる。 

心不全における RAS 阻害薬の有効性を説明する要因として、これまでいく

つかのメカニズムが提唱されており、後負荷の軽減がその一つであると考えら

れている (57)。TAK-272  (300 mg/kg) は CSQ-tg マウスの PRA を持続的に

阻害したが、反復投与後 24 時間経過しても SBP の有意な低下は認められなか

った (Fig 1B)。これは、CSQ tg マウスの血圧レベルが正常対照マウスのそれよ

りも低かったためであると考えられる。臨床において、RAS 阻害薬による降圧

作用は、正常血圧の被験者では非常に限定的であることが報告されている 
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(58,59)。また、正常血圧の心不全マウスにおいて、アリスキレンは血圧を低下

させずに心筋保護作用を示したことも報告されている (53)。これらの結果は、

TAK-272 の心筋保護作用に、後負荷軽減以外のメカニズムが関与している可能

性を示唆している。そこで、TAK-272 が RAS 関連遺伝子の発現にどのような影

響を与えるのかを検討した。TGF-シグナルは、アンジオテンシン II の下流に

作用することが広く知られており、心臓のリモデリングや線維化に重要な役割

を果たしている(60)。しかし本研究では、CSQ-tg マウス心組織における TGF-

および Col11 mRNA の発現は、TAK-272 投与によって変化しなかった (Fig 

4A)。CSQ-tg マウスの心機能障害は、腎灌流低下によるレニン分泌を伴う RAS

シグナルの活性化だけでなく、-アドレナリンシグナルの機能障害も誘発する

可能性がある (47)。TAK-272 が CSQ-tg マウスの TGF-および Col11 mRNA

を減少させることができなかったのは、アンジオテンシン II シグナルの増加だ

けでなく、-アドレナリンシグナルの異常とそれに続く-アレスチン発現の上昇

など、RAS 以外のメカニズムによっても TGF-および Col11 が発現亢進され

ているためではないかと推測する (61,62)。一方、酸化ストレスの増大は、アポ

トーシス、線維化、リモデリングなどの心不全の病態に関与することもよく知ら

れている (63)。NADPH oxidase (Nox) は、活性酸素種の主要な発生源の一つ

と考えられており、心臓では Nox2 と Nox4 が主に発現している (63)。CSQ-tg
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マウスの心臓組織では、WT マウスと比較して、Nox2 の mRNA の発現は変化

しなかった (データは非掲載) が、Nox4 の mRNA の発現は顕著に上昇してい

た (Fig 4A)。さらに、TAK-272 は CSQ-tg マウスの心筋組織における Nox4 

mRNA の発現を有意に低下させたことから、活性酸素種の産生が抑制されたと

考えられる。心筋の Nox4 発現および Nox 活性は、アンギオテンシン II によっ

て上昇することが報告されている (64,65)。従って、今回観察された Nox4 発現

の減少は、レニン阻害薬による RAS シグナルの抑制によって誘導されたと推測

できる。さらに、内皮細胞における NO 合成酵素である Nos3 の発現は、アンジ

オテンシン II によって減少し、RAS 阻害薬によって回復することがこれまでに

示されている (66,67)。Nos3 によって産生される一酸化窒素は、血管の恒常性

維持に重要な役割を果たしており、Nos3 を過剰発現させると、心不全モデルマ

ウスの生存率と肺のうっ血が改善されることが報告されている (68)。TAK-272

投与による Nos3 発現量の増加に伴って産生亢進した NO は、活性酸素のスカ

ベンジャーとして作用し、心筋保護作用に寄与するのではないかと推察される 

(Fig 4A)。本研究では、TAK-272 投与群で血漿中 cTnI 濃度が有意に低下し、心

筋細胞死が抑制されたことが示された (Fig 4B)。したがって、TAK-272 の心筋

保護作用には、心臓の Nox4 および Nos3 の発現を回復させることによる、活性

酸素種の産生抑制および冠動脈血管の恒常性維持が寄与している可能性が考え
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られる。我々の実験では、TAK-272 を 2 週間投与した後、血漿中だけでなく心

組織中でもアンジオテンシン II 濃度が低下していることが示された (Fig 2)。

TAK-272 による局所的な心筋の AII 低下は、これら遺伝子発現の変化を少なく

とも部分的には説明できると考えている。 

TAK-272 とアリスキレンの心臓保護効果を経口投与で比較したところ、

TAK-272 は心肥大を改善し、且つ心不全バイオマーカーレベルを低下させたの

に対し、アリスキレンは TAK-272 と同用量を用いても同様の効果を示さなかっ

た (Table 4)。CSQ-tg マウスでは、心エコーで示されたように心機能障害の進

行が早い (Table 2)。本研究では既報の研究 (51-53) と比較して高用量のアリ

スキレンを用いたにもかかわらず、心保護効果が認められなかった原因の一つ

は、その早い病態進行であると考えられる。今回の実験条件における 2 つの DRI

の有効性の違いは、主に経口投与後のレニン阻害活性の違いによって説明され

る。本研究では、同用量の TAK-272 の方が、げっ歯類での経口バイオアベイラ

ビリティ (BA) が非常に低いアリスキレンよりも CSQ-tg マウスの PRA を強

力かつ持続的に阻害した (Fig 5 および Fig 6)。また、ヒトにおいてもアリスキ

レンの経口 BA は非常に低いことが報告されている (69)。ASTRONAUT、

ALOFT、ASPIRE、ATMOSPHERE など、心不全患者を対象としたアリスキレ

ンの臨床試験が数多く行われてきた。これらの臨床試験では、アリスキレンと他
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の RAS 阻害薬を併用した患者において、低血圧、高カリウム血症、腎不全など

の副作用の発生率が増加していた (54,55,70,71)。これらの副作用は、高用量の

レニン阻害薬を含む二重の RAS 阻害薬投与によって引き起こされる、過剰な

RAS 遮断が原因であると考えられるため、収縮機能障害を有する心不全患者に

は単剤で使用することが望ましい。この場合、アリスキレンは経口 BA が低いた

め、レニン阻害作用が十分に発揮されず、単剤でレニン阻害薬の最大の効果を発

揮することができない。一方、TAK-272 は好ましい経口 PK プロファイルを有

しているため、本試験と同様に臨床においてもアリスキレンよりも強力かつ持

続的に PRA を阻害する可能性がある (34)。アリスキレンの心保護効果を検討

した最大の臨床試験である ATMOSPHERE 試験では、アリスキレンは ACE 阻

害薬であるエナラプリルに対する非劣性を証明できなかった(55)。この残念な

結果の理由として、本試験で使用された中等量のアリスキレン  (平均投与量: 

273～278 mg/day) ではレニン阻害作用が不十分であった可能性が考えられる。

以前の報告では、アリスキレン 600 mg/day で観察された BP 低下作用と血漿レ

ニン濃度の代償上昇は、アリスキレン 300 mg/day で観察されたものよりも強力

であることが示されている (72)。つまり、ATMOSPHERE 試験で使用されたも

のよりも高用量のアリスキレンを用いることで、より強力なレニン阻害を達成

できる可能性がある。しかし、アリスキレンが 600 mg/day で下痢の発生率が有
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意に増加させたことから、臨床用量は 300 mg/日以下に制限されている。TAK-

272 は、良好な経口 BA を有していることから、アリスキレンよりも低用量で強

力にレニンを阻害し、高用量による下痢の可能性が少なく、アリスキレンの有効

性を超えて、レニン阻害薬としての最大の有効性を発揮することが期待される。

レニンは、RAS の第一段階および律速段階を制御しており、この酵素を阻害す

ることで、RAS カスケードを効率的に遮断することができると考えられている 

(27,28)。さらに、TAK-272 は、マウスだけでなくヒトにおいても、その良好な

経口 PK プロファイルと強力なレニン阻害活性により、経口薬として強固で持

続的な PRA 阻害作用を示すと予想される。このことから、TAK-272 は、他の

RAS 阻害薬である ACE 阻害薬や ARB よりも強力な心保護作用を示す可能性が

あり、TAK-272 が心不全治療の第一選択薬となることが期待される。本研究で

は、アリスキレンが TAK-272 よりも強力な in vitro レニン阻害作用を示すこと

を明らかにした。したがって、経口投与以外の方法で投与すれば、アリスキレン

も心筋保護作用を示す可能性がある。実際、アリスキレンの強力な心筋保護作用

は、いくつかの動物モデルにおいて、腹腔内投与などの非経口的な投与経路で証

明されている (73)。また、Zhi らは、浸透圧ミニポンプを用いて皮下投与した

アリスキレンが、ホモシステインで誘発したマウスの心筋線維化を抑制したこ

とを報告している (74)。 
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本研究で留意すべき点の一つは、高用量のレニン阻害薬を使用したことで

ある。TAK-272 およびアリスキレンのマウスにおけるレニン阻害活性は、レニ

ンの触媒ドメインのアミノ酸配列に関する種特異的な違いにより、ヒトにおけ

るレニン阻害活性よりも 10 倍以上弱い (46,75)。したがって、高用量に関連し

たオフターゲット効果が、本研究の結果に影響を与える可能性は排除できない。

また、本研究では、30～300 mg/kg のアリスキレンで用量依存的に PRA を阻害

する傾向が認められたが (Fig 5)、高用量での安全性に対する懸念から、300 

mg/kg 以上のアリスキレンの経口投与による PRA 阻害作用は評価しなかった。

したがって、今回の試験では、アリスキレンの最大効果を測定できなかったとい

う可能性も否定できない。これらに対処するためには、サルにおける検討やヒト

のレニンおよびアンジオテンシノーゲンのダブルトランスジェニックマウスな

ど、種差を克服したモデルを用いた薬理学的研究が必要であろう。 

結論として、TAK-272 は、CSQ-tg 心不全モデルマウスの死亡率を有意に

減少させた。この生存率改善は、心肥大および収縮機能障害の抑制、血漿中 NT-

proBNP 濃度の低下を伴う、心不全の改善をよってもたらされた。またその治療

効果には、心臓の Nox4 および Nos3 の発現を回復させることによる、活性酸素

の産生抑制および冠血管の恒常性維持が寄与していると考えられる。さらに、

TAK-272 は、心不全の進行に関与する PRA の上昇を強力かつ持続的に抑制し
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た。このように、TAK-272 は、RAS を強力に阻害することで、心不全患者の生

存率や症状を改善する、新しい魅力的な治療法となり得ることが示された。 
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6. 図表 

 

 

Fig 1. 血漿レニン活性 (PRA) および血圧 (BP) に対する TAK-272 の影響 

WT マウスおよび CSQ-tg マウスに vehicle または TAK-272 (300 mg/kg) を 7

日間投与し、最終投与 24 時間後の(A)PRA、および (B) SBP を示した。PRA 試

験中の各群の死亡数は WT 群、CSQ-tg＋vehicle 群、TAK-272 (300 mg/kg) 群

でそれぞれ 0、1、0 であった。BP 試験では死亡は認められなかった。データは

平均値＋S.D.で表した。##P < 0.01 vs. WT (Student's t-test) 、*P < 0.05 vs. 

vehicle-treated CSQ-tg (Aspin-Welch's t-test) 。 
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Fig 2. 血漿および心臓のアンギオテンシン II 濃度に対する TAK-272 の影響 

WT マウス (n = 8) および CSQ-tg マウスに vehicle (n = 8) または TAK-272 

(100 mg/kg、n = 7) を 2 週間投与した後の(A)血漿中、および (B) 心臓組織中

のアンギオテンシン II (AII) 濃度を示した。試験期間中の各群の死亡数は、WT、

CSQ-tg＋vehicle、TAK-272 100 mg/kg 投与群でそれぞれ 0、0、1 であった。デ

ータは平均値＋S.D.で表した。#P < 0.05、##P < 0.01 vs. WT (Aspin-Welch’s t-

test または Student’s t-test)、**P < 0.01 vs. vehicle-treated CSQ-tg (Aspin-

Welch’s t-test または Student’s t-test)。 
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Parameter 

Group  (n)  

Vehicle 

 

 (7-8)  

TAK-272 

30 mg/kg 

 (9)  

TAK-272 

100 mg/kg 

 (10)  

TAK-272 

300 mg/kg 

 (9)  

Body weight (g)  15.1 ± 2.2 16.8 ± 2.8 15.1 ± 1.8 16.3 ± 3.2 

Left ventricle 

(mg)  

150.2 ± 13.9 145.2 ± 8.8 142.4 ± 9.2 132.3 ± 

9.3** 

Right ventricle 

(mg)  

44.2 ± 3.4 41.6 ± 5.7 41.6 ± 2.9 37.8 ± 5.6** 

Left atrium (mg)  10.8 ± 1.1 10.4 ± 5.1 10.4 ± 1.2 8.5 ± 2.6 

Right atrium (mg)  8.1 ± 1.0 7.3 ± 2.2 7.1 ± 1.2 5.8 ± 1.8** 

Lung (mg)  137.8 ± 12.9 128.5 ± 14.1 126.2 ± 8.3* 113.1 ± 

10.9** 

NT-proBNP 

(ng/ml)  

9.9 ± 1.8 7.9 ± 2.8 9.2 ± 2.0 7.4 ± 2.4a 

Table 1. TAK-272 による心肥大および血漿中心不全マーカーへの影響 

CSQ-tg マウスに TAK-272 (30、 100、 300 mg/kg) を経口投与したときの体

重、心組織および肺の重量、血漿中 NT-proBNP 濃度を示した。データは平均値

±S.D.で表した。試験期間中の各群の死亡数は、vehicle (n＝7-8)、TAK-272 の

30 mg/kg (n＝9)、100 mg/kg (n＝10)、300 mg/kg (n＝9) の各群で、それぞれ

2、1、0、1 であった。なお、vehicle 投与群の 1 匹は、技術的な問題で血漿サン

プルを得ることができなかった。そのため、vehicle 投与群の動物の体/組織重量

については 8 匹を、血漿中 NT-proBNP 濃度については 7 匹をそれぞれ測定し

た。*P < 0.025、 **P < 0.005 vs. vehicle (片側 Williams's test)。 
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Parameter 

Age  

(weeks)  

Group  (n)  

WT 

Vehicle 

 (3)  

CSQ-tg 

Vehicle 

 (10)  

CSQ-tg 

TAK-272 

 (12)  

LVEF (%)  
5 74.1 ± 5.6 64.2 ± 9.5 64.5 ± 9.6 

7 82.7 ± 2.4 13.0 ± 7.1## 26.7 ± 9.8* 

LVEDD (mm)  
5 3.3 ± 0.4 4.3 ± 0.3# 4.3 ± 0.3 

7 3.3 ± 0.4 5.3 ± 0.5## 5.0 ± 0.4 

Table 2. TAK-272 による心エコーパラメーターに対する影響 

WT マウス (n = 3) および CSQ-tg マウスに vehicle (n = 10) または TAK-272 

(300 mg/kg、n = 12) を経口投与したときの左心室駆出率 (LVEF) および左心

室拡張末期径 (LVEDD) を示した。データは平均値±S.D.で表した。vehicle 群

は投与開始時には 12 匹であったが、2 匹が試験期間中に死亡したため、残りの

10 匹について解析した。#P < 0.05、 ##P < 0.01 vs. WT (Aspin-Welch's t-test)。

*P < 0.01 vs. vehicle-treated CSQ-tg (Aspin-Welch's t-test)。 
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Fig 3. vehicle または TAK-272 を投与したカルセクエストリントランスジェニッ

クマウス (CSQ-tg) の生存率 

CSQ-tg マウスに vehicle、あるいは TAK-272 30、100、300 mg/kg を 1 日 1 回

経口投与した (各群 n = 20)。安楽死または自然死した動物の数は、Vehicle (E: 

16、F: 4) 、TAK-272 30 mg/kg (E: 17、F: 1) 、100 mg/kg (E: 9、F: 6) 、300 

mg/kg (E: 2、F: 6)  (E: 安楽死、F: 自然死) であった。**P < 0.01 vs. vehicle 

(Kaplan-Meier 法による log-rank 検定の後に Bonferroni 補正を実施)。 
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Fig 4. レニン・アンジオテンシン・システム (RAS) 関連遺伝子の発現および心

筋傷害マーカーに対する TAK-272 の効果 

WT マウスおよび CSQ-tg マウスに vehicle または TAK-272 (300 mg/kg) を 16-

17 日間投与した後の  (A) 左心室 NADPH oxidase 4 (Nox4)、nitric oxide 

synthase 3 (Nos3)、transforming growth factor-1 (TGF-1)、collagen type I 1 

(Col11) の発現量、および (B) 血漿中 cardiac troponin I (cTnI) 濃度を示し

た。試験期間中の各群の死亡数は、WT 群、CSQ-tg＋vehicle 群、TAK-272 (300 

mg/kg) 群でそれぞれ 0、5、1 であった。データは平均値＋S.D.で表した。##P 

< 0.01 vs. WT (Aspin-Welch's t-test もしくは Student's t-test)、*P < 0.05 vs. 

vehicle-treated CSQ-tg (Student's t-test)。 
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 IC50、 nmol/L  (95% CI)  

Human Mouse 

TAK-272 2.1  (1.7-2.6)  53  (40-69)  

Aliskiren 0.8  (0.7-1.0)  9  (6-12)  

Table 3: TAK-272 およびアリスキレンの in vitro 血漿レニン阻害活性 

TAK-272 及びアリスキレンの in vitro におけるレニン阻害活性の IC50 値及びそ

の 95%信頼区間 (CI) を示した。IC50 値は、TAK-272 およびアリスキレンそれ

ぞれ 6 つの濃度を用いた用量反応曲線から算出した。 
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Fig 5. アリスキレンによる用量依存的な PRA 阻害効果 

CSQ-tg マウスに vehicle、アリスキレン (30、100、300 mg/kg)、および TAK-

272 (100 mg/kg) を単回投与し、2 時間後と 24 時間後の PRA を示した (各群 n 

= 8)。データは平均値＋S.D.で表した。**P < 0.01 vs. vehicle (Dunnett's test の

後に Bonferroni 補正を実施) 。 
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Fig 6. 血漿レニン活性 (PRA) 阻害に関する TAK-272 とアリスキレンの有効性

の比較 

Vehicle、TAK-272 (300 mg/kg) 、アリスキレン (300 mg/kg) を単回経口投与

した CSQ-tg の PRA を示した。データは平均値＋S.D.で表した。**P < 0.01 vs. 

vehicle (Dunnett’s test の後に Bonferroni 補正を実施)。 
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Parameter 

Group (n) 

WT CSQ-tg 

Vehicle 

 

(4) 

Vehicle 

 

(8) 

TAK-272 

300 mg/kg 

(11) 

Aliskiren 

300 mg/kg 

(12) 

Body weight (g) 19.6 ± 0.6 15.8 ± 1.5## 19.1 ± 1.0** 16.6 ± 2.3 

Left ventricle 

(mg) 

67.4 ± 1.4 154.4 ± 

15.8## 

150.0 ± 9.2 150.2 ± 11.6 

Right ventricle 

(mg) 

14.5 ± 1.4 46.0 ± 6.8## 40.6 ± 5.3* 45.5 ± 3.0 

Left atrium (mg) 2.1 ± 0.3 14.3 ± 3.8## 8.2 ± 3.0** 11.4 ± 2.2 

Right atrium 

(mg) 

2.9 ± 0.8 8.1 ± 1.8## 5.3 ± 0.8* 7.9 ± 2.2 

Lung (mg) 120.5 ± 7.4 138.7 ± 15.0# 121.3 ± 

10.1* 

129.9 ± 13.6 

NT-proBNP 

(ng/ml) 

1.0 ± 0.1 8.5 ± 3.5## 4.5 ± 1.3* 7.7 ± 2.3 

Table 4: TAK-272 およびアリスキレンによる心肥大および血漿中心不全マーカ

ーへの作用比較 

WT マウス (n=4) 、および CSQ-tg マウスに vehicle (n=8)、TAK-272 (300 

mg/kg、n=11)、アリスキレン (300 mg/kg、n=12) を経口投与した際の、体

重、心筋組織および肺の重量、血漿中 NT-proBNP 濃度を示した。データは平

均値±S.D.で表した。試験期間中の各群の死亡数は、WT 群、vehicle 群、

TAK-272 群、アリスキレン群でそれぞれ 0、4、1、0 であった。#P < 0.05、 

##P < 0.01 vs. vehicle (Student's t-test または Aspin-Welch's t-test)、*P < 
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0.05、 **P < 0.01 vs. vehicle-treated CSQ-tg (Dunnett's test または Steel's 

test)。 
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第三章 

ヒトレニンおよびアンジオテンシノーゲンを過剰発現させた、新規

マウス心不全モデルの開発 
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1. 要旨 

 

レニンは、RAS カスケードの律速段階を担い、心不全の病態生理を進行さ

せる。レニンの触媒ドメインのアミノ酸配列には種差があるため、ヒトレニンに

最適化されたレニン阻害薬の効力や有効性を動物モデルで評価するには限界が

あり、また、げっ歯類で臓器保護作用を示すには、通常、非常に高用量が必要と

なる。本研究では、CSQ-tg マウスとヒトレニンおよびヒトアンジオテンシノー

ゲンのダブルトランスジェニックマウスを交配することにより、ヒトにとって

より適切な用量でレニン阻害薬の心保護効果を評価できる新しい心不全モデル

マウス (triple-tg) を開発した。Triple-tg マウスは、CSQ-tg マウスと比較して、

PRA の上昇、心肥大の悪化、高い死亡率を呈した。CSQ-tg マウスでは 300 mg/kg

の投与が必要であったが、DRI である TAK-272 を 10 mg/kg 投与した triple-tg

マウスでは、心肥大や生存率などの心不全症状の悪化が改善された。これらの結

果から、この新たに作製した triple-tg 心不全モデルは、ヒトレニン阻害薬の心

保護作用を臨床に適した用量で評価するのに有用であり、通常のげっ歯類モデ

ルで懸念される、臨床とはかけ離れた高い薬物暴露に関連するオフターゲット

効果の懸念を、最小限に抑えることができると考えられる。 
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2. 背景および目的 

 

マウスのようなげっ歯類とヒトでは、薬物動態や標的タンパクのアミノ酸

配列の違いなどにより、薬効評価に必要な用量が異なる場合がある。特に前臨床

モデルにおいて、ヒトよりも高用量で薬効評価を行う必要がある場合には、いく

つか注意すべき点がある。最も重要な点は、高用量に伴うオフターゲット効果の

懸念である。各種薬剤は標的タンパクに対して選択的であると考えられるが、用

量が高いこと、また血中動態の違いなどから、従来選択性が低いはずの非標的タ

ンパクに対する作用が予想外に発揮されてしまう可能性がある。さらに、薬剤自

体が物理的に影響を及ぼす可能性もある。例えばアリスキレンは、臨床において

600 mg/day 以上になると下痢の副作用が増加した (72)。この作用のメカニズ

ムについては不明であるが、ACE 阻害薬や ARB での報告から考えると RAS 阻

害が直接下痢を引き起こすとは考えにくく、オフターゲット効果もしくは消化

管への物理的な作用等に因ると推察される。さらに、もしこのような作用が本来

評価すべき薬効指標に関係してくる場合には、その評価系自体が適切ではなく

なってしまう。例えば、薬物による心臓の陽性変力作用を評価したい場合に、そ

の薬物のオフターゲット効果が血圧に影響する場合などが挙げられる。また、前

臨床試験で高用量を要する場合には、薬効試験用に大量の薬剤を合成もしくは
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精製する必要があり、費用および準備期間の面から、薬剤評価の処理能力は下が

ってしまう。このような理由から、適切な評価をする上でも、薬剤開発を効率的

に行う上でも、臨床用量に近い用量で薬効評価を行うことが望ましい。 

第二章の検討において、CSQ-tg マウスを用いて TAK-272 の心臓保護作用

を評価したが、心肥大および死亡率の有意な改善を得るためには高用量が必要

であった。TAK-272 に限らず、ヒトのレニンに最適化された他のレニン阻害薬

では、レニンの触媒ドメインのアミノ酸配列が種によって異なるため、げっ歯類

のレニンに対して阻害効果を発揮するためには、一般的に高濃度が必要とされ

る (46,75)。実際、第二章で示したように、TAK-272 のマウスにおけるレニン

阻害活性は、ヒトにおけるレニン阻害活性の 25 倍も弱かった。また、ヒトのレ

ニンは、げっ歯類のアンジオテンシノーゲンを効率よく切断できず、その逆もま

た然りである (46,76)。これらの知見に基づき、ヒトレニンとヒトアンジオテン

シノーゲンのダブルトランスジェニック (RA-tg) 動物は、レニン阻害薬の投与

量を減らし、高用量に関連するオフターゲット効果の可能性を除くために、高血

圧および腎機能障害に対するレニン阻害薬の in vivo 評価に使用されてきた 

(57,77)。 

RA-tg マウスは、野生型およびヒトレニンとヒトアンジオテンシノーゲン

それぞれの単遺伝子トランスジェニック動物に比して高い血漿中アンジオテン
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シン I および II 濃度を有するが、血圧は RA-tg ラットに比べて低く、また RA-

tg ラットのような腎機能障害を伴う若週齢での死亡も認められず、6-8 ヵ月齢で

も問題なく生存していると報告されている (46,57)。したがって、この RA-tg マ

ウスを CSQ-tg マウスと交配することで、ヒトレニン阻害薬に感受性の高い心

不全モデルマウスが作製できると期待される。 

本章では、ヒトレニン、ヒトアンジオテンシノーゲン、およびイヌカルセク

エストリンのトランスジェニックマウス (triple-tg) を作製し、このモデルの心

不全病態を解析すると共に、TAK-272 の心保護効果を検討した。  
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3. 材料および方法 

 

3-1. 動物 

イヌ CSQ を心臓特異的に過剰発現させたトランスジェニック DBA/2N マ

ウスは、第二章と同様のものを使用した。まず、プロモーター領域を含むヒトレ

ニン全体 (15.3Kbp) 、またはプロモーター領域を含むヒトアンジオテンシノー

ゲン全体 (14Kbp) の遺伝子からなる直鎖状の DNA 断片を C57BL/6J の卵に注

入することにより、ヒトレニン、またはヒトアンジオテンシノーゲンのいずれか

を持つトランスジェニックマウスを作製した。ヘテロ接合のヒトレニンマウス

とヘテロ接合のヒトアンジオテンシノーゲンマウスを武田薬品工業株式会社で

交配し、ヒトレニンとヒトアンジオテンシノーゲンを全身に過剰発現させたダ

ブルトランスジェニックマウス (RA-tg) を作製した。今回使用した CSQ、ヒト

レニン、ヒトアンジオテンシノーゲンのトリプルトランスジェニック  (triple-

tg)  マウス、CSQ-tg、RA-tg、野生型 (WT) マウスは、ヘテロ接合の CSQ-tg

マウスとヘテロ接合の RA-tg マウスを交配して作製した。これらのトランスジ

ェニック系統はすべて、ハイブリッド (DBA/2N×C57BL/6J) F1 背景を持つ。

Polymerase chain reaction (PCR) アッセイは、LabChip GX Software Version 

4.0.1418.0 (ParkinElmer、アメリカ) 、および Tks Gflex™ DNA Polymerase 
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(Takara Bio Inc 、 日 本 ) を 用 い て 、 ヒ ト レ ニ ン プ ラ イ マ ー 

(TTGGGAGCCAAGAAGAGGCTG and GCGCTGGTGAGCGTGTATTC 、

370bp) 、 ヒ ト ア ン ジ オ テ ン シ ノ ー ゲ ン プ ラ イ マ ー 

(AAAATTGAGCAATGACCGCATCAG お よ び 

GCTTCAAGCTCAAAAAAAATGCTGTTC、930bp)、もしくはイヌカルセクエ

ストリンプライマー (CTCTGACAGAGAAGCAGGCACTTTACATGG およ

び GATGAACAGGTGTTCTCTTCAT、407bp) を用いてこれらの遺伝子の発

現を確認した後、遺伝子型によって triple-tg、CSQ-tg、RA-tg、WT マウスに区

別した。予備的な研究で雄と雌のマウスが同等の症状と生存率を示したこと、ま

た動物の入手が限られていたことから、本研究では雌雄のマウスをともに使用

した。すべての動物実験は、武田薬品工業株式会社湘南研究所の Institutional 

Animal Care and Use Committee の承認を得て実施した。 

 

3-2. トランスジェニックマウスにおける心循環パラメータおよび PRA 

4 週齢の WT、RA-tg、CSQ-tg、triple-tg の雄マウス (各群 n = 10) の SBP 

は、第二章と同様のテールカフ法により、ブラインド条件下で測定した。血液サ

ンプルは 5 週齢時に覚醒下で尾静脈から採取した。抗凝固剤として EDTA を最

終濃度 3mM になるように添加した。PRA は、第二章と同様のキットを用いて
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測定した。このキットは、ヒトおよびマウスのアンジオテンシノーゲンからヒト

およびマウスのレニンによって変換された総アンジオテンシン I を測定するも

のである。また、血行動態パラメータは 5 週齢で評価した。マウスは 1-2％イソ

フルラン (Mylan、イギリス) で麻酔した。直径 1.4F の圧力センサー付きカテ

ーテル SPR-671 (Millar Instruments、アメリカ) を、右頸動脈から左心室に挿入

した。左心室拡張末期圧 (LVEDP)、心室内圧の上昇率 (dP/dt max) と下降率 

(dP/dt min) をブラインド条件で測定した。麻酔深度の指標となる心拍数は、こ

れらの動物間で一貫させた。これらのデータを PowerLab に取り込み、LabChart 

v.8 と血圧モジュール (ADInstruments、オーストラリア) を用いて解析した。

測定後、腹腔静脈から血液を採取し、心臓と肺を摘出して重量を測定した。心不

全バイオマーカーである血漿中 NT-proBNP 濃度は、第二章と同様の方法で測

定した。左心室 (LV) は、さらなる組織化学的分析および遺伝子発現分析に使

用した。LV の上半分を Bouin 液で室温で 5 時間固定した後、さらなる染色のた

めにパラフィンに包埋した。パラフィン包埋した左心室組織を、乳頭筋レベルで

3 m にスライスし、生理食塩水でコートしたスライドグラスに置いた。これら

の切片をピクロシリウスレッドで染色した後、NonoZoomer (浜松ホトニクス株

式会社、日本) を用いて画像を撮影した。残った LV からは RNeasy Mini kit  

(Qiagen、ドイツ) を用いて total RNA を抽出し、High Capacity cDNA Reverse 
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Transcription kit (Life Technologies、アメリカ) を用いて cDNA に変換した。

遺伝子発現は、第二章と同様の方法で、atrial natriuretic peptide (ANP、

Mm01255747_g1)、NADPH oxidase 4 (Nox4、Mm00479246_m1)、および-actin 

(ACTB、Mm02619580_g1) に対するプライマー・プローブセット (TaqMan® 

Gene Expression Assays、Life Technologies、 アメリカ) を用いて解析した。

ACTB は内因性コントロール遺伝子として用いた。遺伝子の相対的な発現量は、

CT 法により算出した。 

 

3-3. CSQ-tg マウスと triple-tg マウスの生存率の違い 

雄の CSQ-tg マウス (n=43) と triple-tg マウス (n=41) の生存率を 68 日

間観察した。動物の苦痛を最小限に抑えるため、直腸温が 29 ℃未満を安楽死基

準として予め設定し、二酸化炭素を用いて直ちに安楽死させた。また、身体活動

の極端な低下や体重減少などの臨床症状が見られたマウスも安楽死させた。体

重は週に 2 回測定し、直腸温も試験終了まで 1 日 1 回測定した。 

 

3-4. 薬剤 

TAK-272 は武田薬品工業株式会社により合成され、アリスキレンは KNC

ラボラトリーズより購入した。これらの化合物を 0.5% (w/v) メチルセルロース
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溶液に溶解し、1 日 1 回、経口投与した。 

 

3-5. ヒトレニン阻害薬に対する triple-tg マウスの反応性 

4 週齢の雌性 triple-tg マウスに vehicle (n = 10)、または TAK-272 (10 mg/kg、

n = 9) を 1 日 1 回投与し、血圧に対する TAK-272 の影響を評価した。SBP は

投与開始 7 日目の投与 2 時間後と 24 時間後に測定した。血漿中 NT-proBNP 測

定のため、SBP 測定の 5 日後に血液を採取した。TAK-272 投与群のマウス 1 匹

は SBP 測定前に死亡した。Vehicle 投与群では 2 匹のマウスは採血前に死亡し

た。2 週間の投与後に動物を安楽死させ、心臓を摘出し、3-2 節に記載の方法で

RNA を抽出後、ANP および Nox4 について遺伝子発現解析を行った。別の実験

では、雌の triple-tg マウスに vehicle (n = 6) または TAK-272 (10 mg/kg、n = 

6) を投与した。投与前、単回投与の 2 時間後、24 時間後に血液を採取し、PRA

を測定した。PRA の測定は前述のとおりに実施した。 

 

3-6. Triple-tg マウスにおける TAK-272 の心保護作用 

TAK-272 の心筋保護作用を調べるために、1 投与群あたり 6 匹の WT マウ

ス (雄: 3、雌: 3) と 9 匹の triple-tg マウス (雄: 5、雌: 4) を用いた。WT マウ

スには vehicle を投与し、triple-tg マウスには 4 週齢から vehicle または TAK-
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272 を 3 または 10 mg/kg を 1 日 1 回投与した。血液サンプルは、投与前、最初

の投与の 2、6、および 24 時間後に採取した。PRA は 3-2 節に記載した方法で

測定した。SBP は、3-2 節に記載した方法に従って、投与開始 6 日目の投与 2 時

間後および 24 時間後に評価した。2 週間の投与後に動物を安楽死させ、心臓と

肺を摘出して重量を測定した。合計 6 匹の triple-tg マウス (vehicle 投与: 3 匹、

TAK-272 3 mg/kg: 2 匹、TAK-272 10 mg/kg: 1 匹) が試験終了前に死亡した。

別の動物実験では、triple-tg マウスにおいて、TAK-272 を 10 mg/kg 投与した

場合の生存率への影響を評価した。20 匹の triple-tg マウス (雄: 8 匹、雌: 12 匹) 

に、4 週齢から 1 日 1 回、vehicle または TAK-272 を投与し、24 日間観察した。

生存率は前述した方法でモニターした。 

 

 

3-7. 統計解析 

すべての統計解析は、EXSUS ソフトウェア (version 8.0.0、株式会社ＣＡＣ

クロア、日本)を用いて行った。2 群間の比較ではまず分散の均一性について F

検定を行い、Student's t-test (F 検定による P > 0.20) または Aspin-Welch's t-

test (F 検定による P < 0.20) を行った。3 群以上の比較では、まず Bartlett の分

散の均質性の検定によりデータを分析し、次に一元配置分散分析および Dunnett
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の検定または Williams の検定 (Bartlett の検定で P ＞0.05) 、または Kruskal-

Wallis のノンパラメトリック分散分析および Steel の検定または Shirley-

Williams の検定 (Bartlett の検定で P ＜0.05) を行った。生存率分析は、Kaplan-

Meier 法による log-rank 検定を行った。すべてのデータは平均値±S.D.で表し

た。 
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4. 結果 

 

4-1. Triple-tg マウスにおける PRA および BP の増加 

ヒトレニンとヒトアンジオテンシノーゲンを過剰発現させると、PRA と

SBP が顕著に上昇した (Fig 1) 。CSQ-tg マウスは WT マウスに比べて PRA

がわずかに高かったのに対し、triple-tg マウスでは PRA と SBP の両方が

CSQ-tg マウスに比して有意に上昇していた。 

 

4-2. Triple-tg マウスの心不全パラメータ 

CSQ-tg マウスと triple-tg マウスの生存期間を比較した。triple-tg マウス

の生存期間の中央値は、CSQ-tg マウスよりも短かった (Fig 2A、CSQ-tg: 54

日、triple-tg: 44 日)。同実験では RA-tg マウスの生存率をモニターしていない

が、RA-tg マウスは少なくとも 10 週間は健康上の問題なく生存していること

を確認している。また 6～8 ヶ月齢の RA-tg マウスを血圧および PRA 測定の対

象としたことが報告されている (46)。4 系統の血漿中 NT-proBNP 濃度、心臓

ANP mRNA 発現量、心肥大を評価した (Fig 2B、2C)。CSQ-tg マウスでは、

WT マウスに比べて心肥大が進行し、肺重量が増加していた。RA-tg マウスで

は左心房、LV、肺重量の増加はわずかであったが、triple-tg マウスでは心臓と
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肺の重量が著しく増加し、血漿中 NT-proBNP 濃度も上昇した。triple-tg マウ

スの心筋 ANP mRNA 発現量も CSQ-tg マウスよりわずかに増加していた。LV

切片像においても triple-tg マウスでは重度の心肥大が認められた (Fig 2D)。

しかし、心循環パラメータは、CSQ-tg マウスに比べて triple-tg マウスでは悪

化しなかった (Fig 2E)。同様に、CSQ-tg マウスと triple-tg マウスでは、WT

や RA-tg マウスに比べて心臓の線維化がわずかに増加していたが、心臓の線維

化の重症度については、CSQ-tg マウスと triple-tg マウスの間に明確な違いは

なかった (Fig 2D)。 

 

4-3. CSQ-tg および triple-tg マウスにおける TAK-272 の心保護作用 

TAK-272 は、3 および 10 mg/kg で PRA を 6 時間にわたって完全に抑制

し、10 mg/kg では、単回投与後 24 時間にわたってより持続的に PRA を抑制

した (Fig 3A) 。TAK-272 投与群では、投与 2 時間後に一過性の SBP 低下が

見られたが、24 時間後には低下した SBP は回復した (Fig 3B)。Triple-tg マウ

スでは、TAK-272 を 3 または 10 mg/kg で投与すると、用量依存的に心肥大と

肺重量が改善した (Fig 3C)。TAK-272 を 10 mg/kg を投与した際の血漿中

NT-proBNP 濃度および ANP mRNA 発現量の減少は、統計的に有意ではなか

ったが (Fig 3D)、この投与によって、心肥大の改善とともに死亡率が有意に改



64 

 

善された (Fig 3E)。Vehicle 投与群と TAK-272 投与群の生存期間の中央値は、

それぞれ 18 日と 22.5 日であった。さらに、triple-tg マウスの心筋 Nox4 

mRNA 発現量は CSQ-tg マウスより有意に高かったが、TAK-272 を 10 mg/kg

で 2 週間投与したところ、triple-tg マウスの Nox4 mRNA の発現量が有意に低

下した (Fig 4)。TAK-272 10 mg/kg 投与による、triple-tg マウスの心循環パラ

メータの増強は確認できなかった (Fig 5)。 
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5. 考察 

 

前臨床試験では、臨床に適した用量で薬剤の有効性を検討することが理想

的であり、それよりはるかに高い用量を用いることによるオフターゲット効果

が結果に影響を与える懸念を、最小限に抑えることができる。しかし、ヒトとげ

っ歯類ではレニンの触媒ドメインのアミノ酸配列が異なるため、一般に、げっ歯

類の疾患モデルで効果を示すためには、より高用量のヒトのレニン阻害薬が必

要となる (46,75)。この問題を解決するために、我々は CSQ-tg マウスと RA-tg

マウスを交配して、ヒトレニンとヒトアンジオテンシノーゲンを発現させた心

不全モデル動物を作製した。triple-tg マウスは RA-tg マウスに比べて SBP が低

かったが、それはそもそも CSQ-tg マウスが WT マウスに比べて SBP が低いた

めだと考えられる (Fig 1)。しかし、triple-tg マウスは、我々の予想通り、CSQ-

tg マウスよりも高い PRA と SBP を呈した。この新たに開発した triple-tg 心不

全マウスは、CSQ-tg マウスに比べて重度の心肥大を伴い、生存期間も短かった 

(Fig 2)。第二章において、CSQ-tg マウスでは、TAK-272 を 300 mg/kg 投与す

ることで、心肥大抑制効果を発揮した。また、TAK-272 を 300 mg/kg で投与す

ると CSQ-tg マウスの生存率が向上したが、100 mg/kg ではその効果は顕著で

はなかった。一方、本研究では、はるかに低用量の TAK-272 (10 mg/kg) が、
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triple-tg マウスの心肥大と死亡率を有意に改善した。TAK-272 の初期のヒト臨

床試験では、健常者を対象に 5-200 mg の投与量が試験された。その際、TAK-

272 は、5 mg の投与で 24 時間にわたる強力かつ長時間のレニン阻害作用を示

し、その効果は、我々が示した triple-tg マウスにおける 10 mg/kg の効果、およ

び CSQ-tg マウスにおける 300 mg/kg の効果とほぼ同等であった (Fig 3A) 

(34,78)。このことから、triple-tg マウスにおける TAK-272 の有効用量は、CSQ-

tg マウスにおける有効用量と比べて、ヒトの臨床用量に非常に近いことが明ら

かとなった。この結果は、有効用量を下げてオフターゲット効果の懸念を最小限

に抑えるために、triple-tg マウスの利用が有用であることを示唆している。また、

triple-tg マウスの心保護作用は、純粋にオンターゲット効果によって誘発された

ことを示唆している。 

Triple-tg マウスのヒトレニン阻害薬に対する感受性が高まった結果、TAK-

272 を単回投与した 2 時間後に、一過性ではあるが明らかな SBP の低下が認め

られた (Fig 3B)。したがって、TAK-272 の心保護作用のメカニズムに、血圧低

下による後負荷軽減が関与している可能性は否定できない。さらに、TAK-272

を 10 mg/kg で 2 週間投与したところ、triple-tg マウスの Nox4 mRNA の発現量

が低下した (Fig 4B)。これは、CSQ-tg マウスを用いた第二章の結果と一致す

る。つまり、活性酸素種の減少も心保護作用に寄与していると考えられる。一方、
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TAK-272 を 10 mg/kg で投与することによる血漿中 NT-proBNP 濃度および心

臓中 ANP mRNA 発現レベルの低下は、本研究では有意ではなかった (Fig 3D)。

Triple-tg マウスだけでなく、CSQ-tg マウスはそもそも WT マウスに比べてこ

れらのレベルが非常に高かった。これらの結果から、triple-tg マウスにおけるこ

れら指標の上昇はレニン活性にあまり依存していない可能性があり、それが

TAK-272 の投与により有意な改善が見られなかった理由であると考えられる。

さらに今後、心エコー解析を行うことで、この動物モデルの構造的特徴や TAK-

272 治療の効果について、より多くの知見が得られる可能性がある。TAK-272

の心筋保護作用のメカニズムを完全に解明するためには、さらなる実験が必要

である。 

本研究で留意すべき点の一つは、triple-tg マウスの PRA レベルである。WT

または CSQ-tg マウスの PRA は、健常者や心不全患者の PRA と同等またはわ

ずかに高い程度であるが (79,80)、triple-tg マウスは、ヒトレニンおよびヒトア

ンジオテンシノーゲンの過剰発現により、PRA が非常に高かった (Fig 1A)。し

たがって、triple-tg マウスにおける TAK-272 による PRA 阻害と心保護作用と

の関係が、そのまま臨床に反映させられるかについては注意が必要である。 

結論として、我々は、心肥大と高い死亡率を有し、ヒトレニン阻害に対する

感受性が高い心不全モデルマウスの作製に成功した。今回の結果は、triple-tg マ
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ウスを用いることで、ヒトレニン阻害薬の心保護作用を検討する際に、臨床的に

適切な用量を用いることができ、高用量でのオフターゲット効果の懸念を最小

限に抑えることができることを示している。本研究はまた、今回のレニンの例の

ように、薬物標的タンパク質に種差がある場合には、ヒトタンパク質を持つげっ

歯類モデルの作製を検討すべきであることも示唆している。このような戦略は、

創薬を加速するための薬効評価に有効であると考えられる。 
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6. 図表 

 

Fig 1: Triple-tg マウスの PRA および BP のベースライン 

WT、RA-tg、CSQ-tg、および triple-tg マウスの PRA と SBP のベースライン 

(各群 n = 9-10) を示した。#P < 0.05、##P < 0.01 vs. WT、††P < 0.01 vs. 

triple-tg (Dennett’s test または Steel’s test)。 
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Fig 2: Triple-tg マウスの心不全パラメータ 

(A) CSQ-tg マウス (n = 43) および triple-tg マウス (n = 41) の生存曲線。**P 

< 0.01 vs. CSQ-tg マウス (Kaplan-Meier 法による log-rank 検定)。WT、RA-tg、

CSQ-tg、triple-tg マウスの、(B) 血漿中 NT-proBNP 濃度と心臓 ANP mRNA
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発現量、(C) 体重で標準化した心臓と肺の重量、(D) シリウスレッドで染色し

た WT、RA-tg、CSQ-tg および triple-tg マウスの左心室の代表的な断面図、お

よび (E) 心循環パラメータ (各群 n = 8-10)。#P < 0.05 ##P < 0.01 vs. WT、†

P < 0.05、††P < 0.01 vs. triple-tg (Dennett’s test または Steel’s test)。 
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Fig 3: TAK-272 の triple-tg マウスにおける心保護作用 

(A) Triple-tg マウスに TAK-272 (3 または 10 mg/kg) を単回経口投与した後の

24 時間にわたる PRA 阻害作用 (各群 n = 9)。(B) Triple-tg マウスに vehicle ま

たは TAK-272 (3 または 10 mg/kg) を 1 日 1 回経口投与した後、6 日目の 2 お
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よび 24 時間後に測定した SBP (各群 n = 6-8)。**P < 0.01 vs. vehicle (Williams' 

or Shirley-Williams' test)。(C) WT または triple-tg マウスに vehicle または TAK-

272 (3 または 10 mg/kg) を 2 週間経口投与したときの心肺重量 (体重で標準

化、各群 n = 6-8)。§§P < 0.01 vs. pre-treatment (paired t-test の後に Bonferroni

補正を実施)、##P < 0.01 vs. WT (Student's t-test または Aspin-Welch's test)、

*P < 0.05 および**P < 0.01 vs. triple-tg + vehicle (Williams' test または Shirley-

Williams' test)。(D) Vehicle または TAK-272 を 10 mg/kg で 2 週間投与した

triple-tg マウスの血漿中 NT-proBNP 濃度および心臓 ANP mRNA 発現量 (各

群 n = 8)。(E) Vehicle または TAK-272 を 10 mg/kg で経口投与した triple-tg マ

ウスの生存曲線 (各群 n = 20)。**P < 0.01 vs. vehicle (Kaplan-Meier 法による

log-rank 検定の後に Bonferroni 補正を実施)。 
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Fig 4: Triple-tg マウスにおける心臓 Nox4 mRNA 発現レベル 

(A) WT、RA-tg、CSQ-tg および triple-tg マウスの心臓 Nox4 mRNA 発現レベ

ル (n＝8-10)。#P < 0.05、 ##P < 0.01 vs. WT (Dennett's test or Steel's test)、

††P < 0.01 vs. triple-tg (Dennett's test or Steel's test)。 (B) Vehicle または

TAK-272 を 10 mg/kg で 2 週間経口投与した triple-tg マウスの心臓 Nox4 mRNA

発現レベル (n = 8)。*P < 0.05 vs. vehicle (Student's t-test)。 
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Fig 5: TAK-272 投与後の triple-tg マウスの心鬱血指標と心循環パラメータ 

Triple-tg マウスに vehicle (n = 5) または TAK-272 (10 mg/kg) を 2 週間経口

投与したときの心循環パラメータ (n = 8)。投与開始時のマウス数は、vehicle 群

が 10 匹、TAK-272 群が 9 匹であった。Vehicle 群の 2 匹と TAK-272 群の 1 匹

が測定前に死亡し、Vehicle 群の 3 匹が状態不良のために評価できなかった。 
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第四章 

レニン・アンジオテンシン系の最新知見と心不全治療薬の展開 
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1. レニン・アンジオテンシン系の研究開発状況と最新の知見 

 

1-1. レニン阻害薬の開発環境 

アリスキレンの創製後、メガファーマを含む多くの製薬企業が第 2 世代の

ノンペプチド様低分子化合物の DRI の開発に注力し、その結果、TAK-272 を含

む様々な薬剤が創製された (31)。しかしながら、現在においてアリスキレン以

外の薬剤は承認に至っていない。その理由について、私見として 3 つの要因を

挙げたい。 

まず第一に、レニン阻害薬の代表的な適応症である高血圧症の競合性が、非

常に高いことが挙げられる。RAS 阻害薬が従来適応症となっている高血圧症に

ついては、まさに ACE 阻害薬や ARB といった RAS 阻害薬がジェネリック医

薬品として安価に入手可能であり、同じく RAS 阻害薬である DRI が、それらと

比較して圧倒的な優位性を示すことは容易ではない。また高血圧症にはその他

にもカルシウム拮抗薬や利尿薬といった他の作用機序を有する薬剤もジェネリ

ック医薬品として存在し、それらの異なるクラスの薬剤を併用することで良好

な降圧作用を得られることから、高価な新規薬剤が市場に受け入れられる見込

みは高くない。 

第二に、心血管系疾患に対するアウトカムを評価する臨床試験実施のハー
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ドルが非常に高くなってきていることが挙げられる。RAS は心疾患や腎疾患に

深く関与することが知られており、ACE 阻害薬や ARB などを用いた数々の臨

床試験がこれまでに実施されてきた。心不全や腎不全の患者数は増加の一途を

たどっており、未だに満たされていない医療ニーズが拡大する一方、ACE 阻害

薬や ARB の普及により、以前に比べると疾患がコントロールできている患者が

増えてきているのも事実である。結果として、心不全における死亡や入院、もし

くは腎不全における血清クレアチニンの倍化といった事象を十分数確保してア

ウトカムを評価するには、数千人規模で数年間の追跡をする大規模な臨床試験

が必要となっている。このような試験には数百億円から千億円を超えるような

多大なコストがかかるため、実際に臨床試験を行える製薬企業はメガファーマ

のような一部のみである。つまり会社の経営から考えれば、非常にリスクの高い

試験が必要になっていると言える。 

第三に、DRI の先行品であるアリスキレンが、心保護作用および腎保護作

用のいずれにおいても、臨床試験において既存薬に対する優位性もしくは既存

薬との併用による有益性を示せなかったことが挙げられる。心保護作用および

腎保護作用には大きな市場が期待できるものの、その有効性を証明するには、現

行の制度では上述のようにリスクの高い臨床試験の実施が必要であり、既存品

の状況を鑑みると、それに続く薬剤の開発を進めるには様々な困難が伴うこと
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は想像に難くない。 

現在臨床試験が進行中である DRI は、SCO-272 (SCOHIA Pharma、日本) 

が糖尿病性腎症、SPH-3127 (Shanghai Pharmaceuticals Holding、中国) が高血

圧症をそれぞれ対象に臨床第二相試験を行っているのみで、その他の薬剤につ

いては臨床開発が進行していないようである (81,82)。慢性腎不全の臨床試験に

ついては、従来用いられてきた血清クレアチニンの倍化といった真のエンドポ

イントではなく、代替エンドポイントとして推定糸球体濾過量（eGFR）の 30-

40％低下の使用が近年提唱されるなど、臨床研究を推進する試みが活発化して

きている (83)。心腎不全のアンメットメディカルニーズが増大する中で、産官

学が一体となり、臨床試験実施のハードルを下げて治療薬開発が推進される環

境整備に期待したい。 

 

1-2. 非古典的レニン・アンジオテンシン系調節機構に関する知見 

アンジオテンシノーゲンから、レニンおよび ACE を介して産生されたアン

ジオテンシン II が AT1 受容体に結合する、いわゆる古典的 RAS についての薬

剤開発が成熟してきた中、近年研究が進んできているのが、AT2 受容体、Mas

受容体、アンジオテンシン 1-7、ACE2、およびアペリン/APJ 系といった、古典

的 RAS に拮抗する経路である (Fig 1)。本章では特に治療薬の開発が進んでい
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る AT2 受容体および ACE2、さらに AT1 受容体や ACE2 を介して RAS を調節

するアペリン/APJ 系について述べたい。 

 

1-2-1. AT2 受容体 

AT2 受容体は 1980 年代後半に、アンジオテンシン受容体の中で当時開発

が進んでいた、AT1 受容体の拮抗薬 (ARB) との結合が弱いアンジオテンシン

受容体として見出されてきた。1990 年代半ばには、AT2 受容体が Gi に共役し

て脱リン酸化酵素 PP2A の活性化に関与していることが示され、同時に古典的

な Gs/Gq 共役型の受容体ではないことが示唆された (84,85)。近年、AT2 受容

体の結晶構造解析に関する報告により、AT2 受容体は 7 回膜貫通型で G タンパ

ク共役型受容体としての構造をしているものの、アゴニストによって活性化さ

れた際に、通常とは異なる位置にある細胞内のヘリックス VIII が影響して、立

体的に G タンパクや-arrestin との結合が阻害されていることが明らかとなっ

た (86)。 

AT2 受容体は、アンジオテンシン II の他に、アンジオテンシン II がアミノ

ペプチダーゼ III で切断されたアンジオテンシン III や、アンジオテンシン I が

ACE2 に切断されて産生されるアンジオテンシン 1-9 などをリガンドとする。そ

の生理活性は多岐に渡り、血圧低下、血管拡張、NO 産生、ナトリウム利尿など
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を亢進するとともに、心肥大、線維化、炎症などを抑制することが報告されてい

る (87)。その作用は Mas 受容体を介したアンジオテンシン 1-7 の作用と非常に

よく似ており、実際に AT2 受容体は Mas 受容体とヘテロダイマーを形成するこ

とも報告されている (88)。アンジオテンシン 1-7 の作用が AT2 受容体拮抗薬

によって阻害されてしまうなど、これらの下流シグナルは共有されていること

が示唆されている (89)。 

AT2 受容体活性化による生理活性は心不全や腎不全をはじめとする心血管

疾患に改善効果をもたらす知見が集まっており、これが臨床応用されることが

期待されている (90)。肺高血圧症は心臓から肺に血液を送るための血管である、

肺動脈の血圧 (肺動脈圧) が高くなることで、心臓と肺の機能障害をもたらす予

後不良な進行性の疾患群である。AT2 受容体活性化は、肺高血圧症の進展に重

要な役割を果たす右心室と肺の病的なリモデリングを抑制し、ラットモデルに

おいては抗炎症作用による右心肥大および肺血管の肥厚を抑制することが報告

されている (91,92)。また、AT2 受容体のアゴニストである Compound 21 

(Vicore Pharma) は、モノクロタリン誘導性の肺高血圧モデルラットにおいて、

心肺の線維化や右心室のリモデリングを抑制した。これらの知見から、

Compound 21 は特発性肺動脈高血圧症を対象として臨床第 2 相の試験が進行中
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であり、その他にも AT2 受容体に対する様々な低分子化合物の創製が各所で進

められている (93,94)。 

 

1-2-2. ACE2 

ACE2 は 2000 年に同定された、RAS の中では比較的新しい分子で、各種臓

器で細胞膜に発現しているペプチダーゼである。アンジオテンシン I、アンジオ

テンシン II、およびアンジオテンシン A から 1 アミノ酸を切断し、それぞれア

ンジオテンシン 1-7、アンジオテンシン 1-9、およびアラマンジンを産生する 

(87)。産生されたそれらペプチドは、Mas 受容体、AT2 受容体、Mas-related G 

protein-coupled receptor member D (MRGD) などを活性化させ、圧受容器反射

感受性、血管拡張、NO 産生などを亢進させて血圧を低下させるなど、古典的

RAS とは相反する、心血管保護的な作用を発揮する。さらに 2003 年に流行し

た、severe acute respiratory syndrome (SARS) を引き起こす新型コロナウイル

スである、SARS coronavirus (SARS-CoV) の細胞内侵入に関与することから、

その感染によって引き起こされる急性肺傷害や急性呼吸促迫症候群 (ARDS) 

といった肺疾患に対する ACE2 の保護効果が検討されてきた (95)。このような

経緯から、ACE2 では、心不全および腎不全に対する改善作用に加え、AT2 受

容体と同様に、肺高血圧症に対する研究が数多く行われている。 
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レンチウイルスを用いて ACE2 を過剰発現させたところ、モノクロタリン

誘導性のラット肺高血圧モデルにおいて、炎症性サイトカインの抑制を伴うメ

カニズムを介して、右心室収縮期血圧の低下、右心室肥大の抑制、および肺血管

の筋化が有意に抑制されることが示された (96)。これは ACE2 の過剰発現が、

血管収縮、増殖、線維化のいずれにおいても有効であることを示唆している。ま

た、ACE2 の活性化剤は、endothelial NO synthase のリン酸化を誘導し NO の

生物学的利用能を上昇させることで、肺動脈の内皮機能を改善することが報告

されている (97,98)。さらに、ACE2 は膜上で切断されて、ACE2 としての酵素

活性を維持したまま soluble ACE2 (sACE2) として存在することが知られてい

る (99)。そこで、リコンビナントのヒト sACE2 (rhsACE2) を浸透圧ポンプを

用いて持続投与したところ、圧負荷モデルにおける右心室機能の改善や、ブレオ

マイシン誘導性の肺高血圧モデルマウスにおいて心室リモデリングの改善効果

が認められた (100,101)。このような知見から、rhsACE2 の肺高血圧症患者に

対 す る 薬 効 を 臨 床 で 検 討 し た と こ ろ 、 血 漿 中 の 炎 症 マ ー カ ー の 低 下 や

Superoxide dismutase 2 の上昇とともに、心拍出量や肺血管抵抗の改善が認めら

れた (102)。この結果を受けて、グラクソスミスクラインは臨床第 2 相試験で

の rhsACE2 (GSK2586881) の薬効評価を肺高血圧症を適応疾患として実施し

ていたが、当社の経営戦略の変更に伴い、他の呼吸器疾患を対象とした薬剤と共
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に 2019 年に開発が中止されている (103)。臨床試験では良好な成績が得られて

いたため、これに続く薬剤の開発に期待したい。 

ACE2 はウイルス感染による呼吸器疾患への関与について、最近非常に高い

注目を集めている。2019 年 12 月中国の武漢で発見された新型コロナウイルス

は SARS-CoV-2 と名付けられ、それによって重篤な ARDS を引き起こす

coronavirus disease 2019 (COVID-19) は、その後全世界でのパンデミックとな

り、2021 年 11 月時点で罹患者数 2.5 億人、死者数 500 万人に達するなど、現

在も各国において医療体制のひっ迫、人々の行動制限、経済活動の低下など、

様々かつ深刻な影響を及ぼし続けている (104)。先述の SARS-CoV に加え、こ

の SARS-CoV-2 に関しても、ACE2 がウイルスのスパイクタンパクの S1 ドメイ

ンと結合することで細胞内への侵入を促進していることが明らかとなった 

(105)。また、高血圧や糖尿病といった心血管疾患に罹患している患者は

COVID-19 による重症化リスクが高いこと、さらには ACE 阻害薬や ARB の投

与が心臓や腎臓における ACE2 の発現を上昇させることが知られていたため、

ACE 阻害薬や ARB の投与は、この COVID-19 の重症化をもたらすのではない

かと懸念された (106)。 

この懸念に関しては COVID-19 罹患者の増加と共に、短期間のうちに数々

の論文が報告されたが、ACE 阻害薬および ARB の使用と COVID-19 の重症化
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リスクや全死亡率との関係については、統一した見解が得られていなかった。し

かしながら、それら臨床試験を纏めて解析した最新のメタアナリシスの報告に

よると、ACE 阻害薬および ARB の使用は、COVID-19 患者の全死亡率に影響

はない、もしくは下げると報告されているようである (107-109)。SARS-CoV を

用いたマウスの研究では、SARS-CoV 感染後に、肺の ACE2 タンパク発現量が

低下することが報告されている (110)。このとき、ACE 発現量は変化しないた

め、結果としてアンジオテンシン II の濃度が上昇して炎症が亢進し、急性肺傷

害を悪化させた。この知見を踏まえると、ACE 阻害薬および ARB によってアン

ジオテンシン II の作用を抑制することは、肺の病変悪化の抑制に寄与する可能

性が推察される。今後さらにエビデンスが蓄積し、RAS 阻害薬の COVID-19 に

対する影響について解析が進むことが望まれる。 

rhsACE2 は SARS-CoV-2 への結合能を有することから、そのウイルスを中

和するデコイ受容体として作用し、SARS-CoV-2 が膜状に発現する ACE2 を介

して細胞内に侵入するのを防ぐことが推察される (111)。実際に GSK2586881 

(現在は APN01 として APEIRON Biologics が開発) は in vitro レベルでウイル

ス感染を抑制した (112)。先述のように GSK2586881 は肺高血圧症を対象とし

て臨床試験が進められていた経緯があり、また ARDS 患者においても rhsACE2

はパイロット試験で忍容性を示していた (103)。これらの知見から、2021 年 5
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月現在、APN01 の COVID-19 を対象とした臨床試験が実施されている (113)。

2020 年に報告されたケーススタディでは、ウイルス量の急速な減少や炎症性メ

ディエーターの減少など、有望なデータが示されており、COVID-19 への有効

な治療薬となることが期待される (114)。 

 

1-2-3. アペリン/APJ 系 

内在性ペプチドであるアペリンは，オーファン G タンパク質共役型受容体、

APJ 受容体のリガンドである (115)。APJ 受容体遺伝子は、アンジオテンシン受

容体と密接に関連する受容体タンパク質をコードしており、両タンパク質は膜

貫通領域において 54%の同一性を有しているが、アンジオテンシン II は APJ に

結合しない (116,117)。77 アミノ酸のプレプロアペリンは、その C 末端から切

断されて、成熟したアペリンペプチドであるアペリン-36 や、より短いペプチド

群（アペリン-17、12、13）を生成するが、後者はピログルタミル型の[Pyr1]-ア

ペリン-13 としても存在する (118)。アペリン-36 よりもアペリン-13 および

[Pyr1]-アペリン-13 の方が活性が高く，心臓や血漿中では[Pyr1]-アペリン-13

が主なアイソフォームであると報告されている (119,120)。 

その広範な組織分布から、アペリン/APJ 系は、体液のホメオスタシスの調

節、血圧、内分泌系ストレス応答、心筋収縮力、血管新生、エネルギー代謝など
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への影響とともに、循環器疾患、肥満、および癌など、種々の疾患に関与するこ

とが報告されている (121)。 

アペリンが血圧降下作用を有することは広く知られているが、その作用に

は内皮由来の NO を介することが示されている (122-124)。内皮細胞の APJ 受

容体が活性化されると，アペリンは PI3K/Akt の活性化を介して eNOS のリン

酸化を誘導し、内皮由来の NO は血管平滑筋細胞に拡散し，そこで血管拡張作

用を発揮する (125)。また、アペリン/APJ 系は AT1 受容体シグナルに拮抗する

ことも知られている (124)。ACE2 は、アペリン-13、36 の C 末端にある APJ 受

容体を活性化するのに重要な残基、フェニルアラニンを切断し、不活化すると考

えられている (126)。一方、アペリン-13 投与は，AT1 受容体シグナルに関係な

く、アンジオテンシン 1-7 の産生を担う ACE2 の発現を不全心で上昇させるこ

とで，古典的 RAS に拮抗する (127)(Fig 1)。さらに、APJ 受容体は AT1 受容体

とのヘテロ二量体化を介して、アンジオテンシン II/AT1 受容体シグナルを負に

制御することも報告されている (128,129)。 

免疫組織化学的に，ヒト心臓の心筋細胞および血管と心内膜の内皮にアペ

リンが発現していることが示されている (130)。アペリンは陽性変力作用を有

し、動脈圧の低下、動脈血管拡張の誘導、心拍出量の改善に関与している 

(122,123,131,132)。2003 年にはアペリンと心不全病態との最初の関連性として、
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ヒトの不全心においては、正常組織に比べてアペリンの mRNA の発現レベルが

高いことが報告され、アペリンがヒトの心不全の病態生理に関与している可能

性が示唆された (133)。さらに、心筋梗塞モデルラットに[Pyr1]-アペリン-13 を

投与すると、梗塞サイズが減少し、血清中 NO レベルが持続的に上昇したこと

から、アペリンが心筋梗塞に対して NO 産生増強を介した保護効果を持つこと

が示された (134)。また、アペリン-13 はカタラーゼ活性化因子として働き、ROS

の除去を介して心肥大を予防することも示されている (135)。 

これらの知見から、いくつもの APJ アゴニストが開発されてきた。代表的

なものでは Novartis (スイス) のペプチド性 APJ アゴニスト CLR325、低分子

APJ アゴニストでは Amgen (アメリカ) の AMG986、および Bristol-Myers 

Squibb (アメリカ) の BMS-986224 などがある。CLR325 は Phase IIa 試験、

AMG986 および BMS-986224 は Phase I 試験を心不全を対象に実施していたが、

いずれも特定の理由の開示がないか、もしくはビジネス戦略の変更などを理由

に、2019 年から 2021 年の間に開発が中止されている (136-138)。開示された

臨床試験情報では、これら薬剤の投与に対する忍容性が高かったことが示され

ており、安全性の懸念が主な理由ではないと考える。先述したように心不全治療

薬開発に対する経営的なハードルが高いこと、さらに後述するように競合品の

相次ぐ承認などが、APJ 受容体アゴニスト開発の経営的判断に影響しているも
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のと筆者は推察する。アペリンは血管拡張作用と強心作用を併せもち、古典的

RAS との拮抗作用も有するそのユニークなプロファイルから、臨床での開発再

開に期待したい。  
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Fig 1: 代表的な古典的・非古典的 RAS 調節機構 
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2. 心不全治療薬の研究開発状況と最新の知見 

 

2-1. Angiotensin receptor neprilysin inhibitor (ARNI) 

EntorestoTM (開発コード: LCZ696, Sacubitril/Valsartan) は Novartis (スイ

ス) が創製した薬剤で、2015 年に FDA より心不全治療薬として承認され、近

年 そ の 使 用 が 急 速 に 広 が っ て い る 。 こ の 薬 剤 は ネ プ リ ラ イ シ ン 阻 害 薬 

(Sacubitril) と ARB (valsartan) を 1:1 のモル比で含有する単一の結晶複合体で

あり、ARNI と呼ばれる。エンドペプチダーゼであるネプリライシンは、ナトリ

ウム利尿ペプチド、ブラジキニン、アドレノメデュリンなど、いくつかの内因性

血管作動性ペプチドを分解する (139-141)。ネプリライシンを阻害すると、これ

らの物質の濃度が上昇し、血管収縮、ナトリウムの貯留、病的な組織リモデリン

グの原因となる神経ホルモンの過剰活性化に対抗することができる (142)。一

方でネプリライシンはアンジオテンシン I および II の切断も担っているため、

この阻害はアンギオテンシン II 濃度の上昇をもたらす (143)。したがってネプ

リライシンを阻害することによって引き起こされる AT1 受容体の活性化を、

ARB をもって阻害することは理にかなった戦略といえる。 

2014 年に 18 歳以上の NYHA class II-IV の左室駆出率が 40%以下の収縮不

全の患者、いわゆる HFrEF (Heart Failure reduced Ejection Fraction) を対象に
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した LCZ696 の臨床第 3 相試験 (PARADIGM-HF) の結果が報告された (144)。

8,442 人もの患者を 27 か月 (中央値) という長期に渡って追跡した、この大規

模試験は非常に大きな注目を浴び、一次エンドポイント (心血管死もしくは心

不全による初入院) を、ACE 阻害薬であるエナラプリルに対して 20%抑制する

という素晴らしい結果であった。第二章で述べたように、同じく HFrEF を対象

として同社のアリスキレンを評価した ATMOSPHERE 試験では、アリスキレン

のエナラプリルに対する非劣性を証明できなかったことと比較すると、

PARADIGM-HF がもたらしたインパクトの大きさがより強調される。この試験

の結果を受けて、収縮不全のある心不全を適応症として承認された LCZ696 は、

その後に 1 歳以上の心不全患者に適応を広げ、さらなる適応拡大を目指して、

2019 年には NYHA class II-IV の左室駆出率が 45%以上の収縮不全のない心不

全患者、いわゆる HFpEF (Heart Failure preserved Ejection Fraction) を対象に

した大規模臨床試験 (PARAGON-HF) の結果を報告した (145)。 同様に 4822

名もの患者が参加したこの試験では、LCZ696 が Valsartan と比較して 13%の

一次エンドポイント (心血管死もしくは心不全による総入院回数) の改善傾向

を示したものの、統計的に有意な差は認められなかった (P = 0.06)。この試験

では後の解析で、男性に比べ女性でより薬効が強く認められていたことがわか

った (hazard ratio: 0.73 (95% CI, 0.59–0.90) in women and 1.03 (95% CI, 0.84–
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1.25) in men) (146)。その原因は特定されていないが、女性の心不全のうち約半

数が HFpEF であるというデータを鑑みると、ARNI がこれらの患者に対する治

療オプションとなり得ることを示していた。そして 2020 年 2 月には、実際に

FDA より HFpEF に対する適応拡大が認められ、LCZ696 は HFpEF を適応症に

加えた世界初の治療薬となった。 

2020 年には日本での承認も取得した EntorestoTM は、現在世界 100 か国以

上で既に販売されており、2020 年には約 25 億 US ドル (約 2700 億円) を売り

上げて、前年比 45％増という急速な売り上げの増加を見せており、ピーク時の

売り上げは約 50 億 US ドルが見込まれている (147)。 

 

2-2. Sodium/glucose cotransporter 2 (SGLT2) 阻害薬 

RAS 阻害薬とは異なるクラスの心不全治療薬として最近注目を浴びている

薬剤としては、SGLT2 阻害薬が挙げられる。これは，近位尿細管においてグル

コースの再吸収を阻害し尿糖排泄量を増加させることにより，インスリンに依

存せずに血糖値を低下させる新規作用機序の経口糖尿病治療薬である。近年、こ

の SGLT2 阻害薬に関して、糖尿病患者の心血管アウトカム試験として行われた

臨床試験において，同クラスの薬剤が心血管イベント（心血管死および心不全に

よる入院）抑制効果をもつことが次々と発表された (148-150)。これらの試験結
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果から SGLT2 阻害薬の心保護作用に注目が集まったが，これまでの試験対象の

多くは心不全を合併していない糖尿病患者であった。そこで 2019 年と 2020 年

に、心不全患者を対象とした 2 つの印象的な臨床試験の結果が報告された。ダ

パグリフロジンを評価した DAPA-HF 試験とエンパグリフロジンを評価した

EMPEROR-Reduced である (151,152)。 

両試験のデザインは非常に似ており、ともに NYHA class II-IV で、

LVEF40%以下、NT-proBNP が 600 pg/mL 以上 (DAPA-HF では一部患者で

400 pg/mL 以上) の、HFrEF (DAPA-HF: 4,744 例、EMPEROR-Reduced: 3,730

例) を対象に、既存療法への SGLT2 阻害薬の上乗せ効果を、プラセボ投与群と

比較したものである。心血管死および心不全による入院の各プライマリーエン

ドポイントに対するハザード比は試験により差があるものの、複合エンドポイ

ントとしては、DAPA-HF 試験と EMPEROR-Reduced 試験のハザード比がそれ

ぞれ 0.74 および 0.75 と、同等に有意な改善効果をもたらした。特筆すべきは、

いずれの試験においても、糖尿病の有無にかかわらず、いずれの患者群でも同等

のプライマリーエンドポイント抑制効果を示したことである。この結果により、

SGLT2 阻害薬は糖尿病治療薬としてだけでなく、心不全治療薬としての地位を

確実なものにしたと言えよう。 

SGLT2 は心臓にはほとんど発現していないことから、その心保護作用の発
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現には様々な要因が関係していると考えられる。1. SGLT2 阻害薬は近位尿細管

での Na とグルコースの再吸収を抑制するため、Na 利尿と浸透圧利尿が働き、

血漿量が低下して心臓の前負荷が減少するとともに、若干の血圧低下によって

後負荷が軽減される (153,154)。2. SGLT2 阻害薬の投与で膵臓の α 細胞から

グルカゴンが放出されるが、これが心筋に対して陽性変力作用を及ぼす (155)。

3. SGLT2 阻害薬がグルカゴンの産生を増加し、また全身の代謝をグルコースか

ら脂肪酸酸化へと変化させることで、肝臓でのケトン体合成が促進し、少ない酸

素で効率的に ATP を産生できる-ヒドロキシ酪酸の心臓での利用が増える 

(156)。その他にもグルコース毒性による血管機能低下の改善、グルコース再吸

収阻害によるカロリー摂取の低下と肥満の改善、RAS 系阻害薬との併用による

AT2 受容体およびアンジオテンシン 1-7 へのシグナル増強など、数多くの要因

が考えられる (153)。実際に、ARNI 投与患者においても、先述の両試験ではハ

ザード比でそれぞれ 0.75 および 0.64 と、顕著な心血管イベント抑制効果を示し

た。薬効に決定的な因子の特定には、更なる作用機序解明が必要であろう。研究

が進み心保護効果に決定的な因子が特定されることで、新たな薬剤の開発へと

繋がることが期待される。 

SGLT2 阻害薬は心腎不全における臨床試験で良好な成績を出し続けている

が、それに伴って売り上げも飛躍的に増加している。代表的な SGLT2 阻害薬で
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あるダパグリフロジン (アストラゼネカ、イギリス) とエンパグリフロジン (ベ

ーリンガーインゲルハイム、ドイツ)は、2020 年にそれぞれ単剤として 19 億 US

ドル (前年比 27％増) と 28 億 US ドル (前年比 15%増) を記録した (157,158)。 

SGLT2 阻害薬のダパグリフロジンとエンパグリフロジン両剤は、さらに HFpEF

に対する大規模臨床試験が進行中であり、今後の研究の進展に注目したい 

(159,160)。 

 

2-3. 心不全に対する心筋再生療法研究の現状 

これまでに紹介した RAS 阻害をはじめとする薬物療法は、心不全患者の心

臓に残存する心筋の保護や活性化を焦点にした治療法である。例えば心筋梗塞

は、冠動脈の閉塞によって心臓への酸素及び栄養の送達を不可逆的に減少させ、

心臓組織の壊死を引き起こす。このような損傷心筋に対する治療法は現状では

まだ非常に限られるとともに、虚血性傷害後に線維性瘢痕の形成が起こり、心臓

組織の機械的及び電気的機能を妨げる (161)。このような病的状態は、心筋の有

害なリモデリングを生じ、最終的に心不全を発症する。これに代表されるように、

収縮不全を伴う心不全の大部分は、心筋細胞の減少が基本的なメカニズムだと

考えられている。現在、一般的に使用されている治療法のいずれも、このような

失われた心筋細胞および組織を、新しく機能的な心筋細胞で置き換えることは
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できない。また、成人ヒト心筋細胞の再生能は通常約 1%/年と非常に低いこと

から、既に相当量の心筋細胞が失われてしまった患者において、従来の残存する

心筋の保護や活性化を焦点にした治療法には限界があることを示唆している 

(162)。従って、損傷心筋を回復させる理想的なアプローチは、残存心筋細胞の

増殖を促進するか、新規心筋細胞を生体内でリプログラミングにより産生する

か、もしくは多能性幹細胞由来の心筋細胞を外部から提供することである 

(163)。近年、この心筋再生は、心不全治療の根本治療となる可能性から、非常

に多くの基礎研究が進められている。 

残存心筋細胞の増殖促進については、心筋細胞増殖のメカニズムを解明し、

ヒトの自然な心臓再生を誘発する治療法を開発することが課題である。上述の

ように成人ヒト心筋細胞の再生能は非常に低く、その原因の一つは心筋細胞の

細胞周期停止であると考えられている。そのため、成体心筋細胞の増殖を誘導す

る多数の戦略が検討されており、環境因子の操作、神経、キナーゼ、転写因子、

マイクロ RNA、表面受容体、心外因子、細胞外因子などの利用によって心筋細

胞の増殖が認められている。一方で、この方法による心筋増殖で課題として残っ

ているのが、増殖した心筋細胞による不整脈の誘発と、収縮能の不完全性である 

(163)。また、心筋梗塞のような広範囲の線維性瘢痕の形成を伴う場合、そもそ

も増殖させる心筋細胞が十分量でないため、この方法が有効な手段であるか判
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断するにはさらなる検討が必要である。 

生体内の非心筋細胞を心筋様細胞に直接リプログラミングできることは、

2010 年に三つの発生転写因子 (Gata 4、Mef 2c、および Tbx 5) を皮膚マウス

線維芽細胞に導入することで初めて示された (164)。このアプローチは、心筋梗

塞などによって引き起こされる心臓線維性瘢痕の程度を軽減し、その心臓線維

芽細胞を新しい機能性心筋細胞を生成するという、二重の効果をもたらすこと

からも魅力的である。実際にマウス心筋梗塞モデルもおいて、これら三因子の導

入により心臓線維芽細胞が心筋様細胞に変化し、心筋梗塞後の線維化を抑制す

るとともに心機能を改善することが示された (165)。このアプローチでもやは

りいくつかの課題が残されている。ヒト線維芽細胞のリプログラミングに必要

なリプログラミング因子はマウスのものとは異なると報告され、またヒト細胞

はこのリプログラミングに対してマウスより抵抗性を示すようである (166)。

また、老齢マウスを用いた検討では、老齢線維芽細胞の性質や放出される炎症性

サイトカインにより、心筋様細胞へのリプログラミング効率が不安定になるこ

とが示された (167)。リプログラミングされた心筋様細胞の寿命や心筋の血行

再建などについても今後議論が必要であろう。 

多能性幹細胞由来の心筋細胞を用いるアプローチは、2006 年に、多分化能

を有し倫理的制限を克服できる、iPS 細胞が発見されたことにより急速に研究が
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進んできた (168)。最近の研究では、多能性細胞由来心筋細胞が霊長類を含む小

型及び大型動物の心筋に移植できることが示され、心筋再生の中では最も開発

が進んでいる。一方で、ヒト多能性幹細胞由来の心筋細胞は、成人の心筋細胞と

は異なり、胎児期の心筋細胞のような特徴を有する。実際、ヒト多能性幹細胞由

来の心筋細胞は自発的収縮活性を有し、特にサルコメア長の短縮、β アドレナ

リン受容体、イオンチャンネル及びカルシウム結合蛋白質の低発現により、十分

に組織化された収縮機構を持ち合わせていないことが報告されている (169)。

この未成熟心筋細胞の移植によって誘発される心室性不整脈、非自己細胞を用

いる場合の免疫抑制の必要性など、多能性細胞由来心筋細胞の移植にはいくつ

かの課題も残っている (170,171)。この数年には、心臓組織に機能的に類似し、

心臓移植に適した三次元構造をもった移植組織の最適化にも多くの努力が向け

られている。1. 自己集合により形成され、天然組織構造や機能性を再現できる

スフェロイドおよびオルガノイド、2. 外因性足場の使用と、生細胞および最終

的に電気機械信号を組み合わせた人工心臓組織構築物などが研究されている 

(169)。 

再生医療等製品はその特性により従来の医薬品、医療機器と同様のデータ

の収集が困難であることから、日本では、「再生医療等の国民が迅速かつ安全に

受けられるようにするための施策の総合的な推進に関する法律」に基づいて制
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定された、条件及び期限付き承認制度が導入されており、再生医療の臨床試験に

も積極的である (172)。2020 年には虚血性心筋症患者を対象に、ヒト iPS 細胞

由来心筋細胞シートの移植手術が大阪大学の研究チームによって初めて行われ

た (173)。この制度自体に対しては、安全性懸念から諸外国からの賛否があるも

のの、このような臨床試験は、再生医療の進展に向けた重要な一歩になることは

間違いない。 
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