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研究成果の概要（和文）：本研究では、APJリガンドELABELA (ELA)を含め発生期にかかわる新規遺伝子群に着目
して、ゲノム編集を用いた遺伝子変異マウス作製系で心機能調節における役割、意義を検討した。心不全モデル
を用いた解析から、ELAは心機能改善作用を持ち、Apelinとは異なる経路によりレニン―アンジオテンシン系を
負に制御することが分かった。また、CRISPR/Cas9ゲノム編集により新規の遺伝子欠損マウスを作製し、心機能
解析を行った。さらに、G0世代のゲノム編集変異マウスで心機能低下を認めた心不全候補遺伝子8個について、
マウスを交配し、機能解析を続けたところ、5遺伝子が心機能制御因子であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of APJ ligand ELABELA and novel heart failure gene 
candidates in controlling heart functions by utilizing CRISPR/Cas9 genome editing in ES cells and 
functional analyses of G0 mice. ELA peptide treatment improved heart function and hypertrophy and 
reduced cardiac fibrosis in mice with TAC pressure overload. Mechanistically, ELA down-regulated 
transcription of ACE and thereby negatively regulates renin-angiotensin system. We also generated 
several new lines of mutant G0 mice for heart failure gene candidates and analyzed heart functions. 
Furthermore, we crossed the G0 mice for F1 and F2 generations and analyzed heart functions, leading 
to confirmation of 5 heart failure genes. The candidate approach with rapid generation and 
functional screening is efficient and useful in identifying novel heart failure genes and might 
contribute to boosting up cardiovascular research.

研究分野： 分子心臓学
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１．研究開始当初の背景 
 レニンーアンジオテンシン系(RAS)は心血
管系において生体恒常性の重要な役割を担
っているが、アンジオテンシン変換酵素２
(ACE2) は 、 Angiotensin II (Ang II) を
Angiotensin 1-7 (Ang 1-7)に変換することに
より RAS を負に調節する。これまでに本研
究者らは、ACE2 が SARS（重症急性呼吸器
症候群）ウイルスのレセプターであることを
実証し(Nat Med. 2005)、ACE2 が ARDS/急
性肺傷害における急性炎症を阻止すること
(Nature 2005)、ACE2 が腸内細菌叢の恒常
性を維持して腸炎を抑制することを明らか
にした(Nature 2012)。また、酸化ストレス
を介したTLR4受容体の活性化が急性肺障害
の増悪化に寄与すること(Cell 2008)、脂肪酸
シグナルと RNA 核外移行のクロストークが
インフルエンザ重症化阻止に重要であるこ
とを発見した (Cell 2013)。 

Ang II が ACE2 のメジャーな標的ペプチ
ドである一方で、G タンパク質共役型受容体
APJ のリガンドとして同定された Apelin ペ
プチドも ACE2 により高効率に代謝される
ことが分かった。興味深いことに ACE2 遺伝
子欠損マウスが加齢や圧負荷心不全モデル
において心機能低下を示すが、Apelin 遺伝子
欠損マウスも同様に心機能低下の表現型を
示すことを見出した(Circ Res. 2007)。すなわ
ち、Apelin が ACE2 によって代謝され不活
性化されると考えられる一方で、Apelin は
ACE2 と同様に心機能を正に制御する因子で
あるというパラドックスが明らかになった。 
そこで、Apelin 系と RAS 系の相互作用を

明らかにする目的で、本研究者は Apelin 遺
伝子欠損 （KO）マウスの心臓の遺伝子発現
解析を行い、ACE2 の発現レベルが Apelin 
KO マウスにおいて著しく低下し、血漿中の
Ang 1-7 ペプチドの発現量が低下しているこ
とを見出した。重要なことに Ang 1-7 を
Apelin KO マウスに投与したところ、Apelin 
KO マウスの心機能低下が改善された。また、
培養細胞での解析から、Apelin が ACE2 の
プロモーター活性を上昇させて ACE2 の発
現を制御することが分かった。さらに、圧負
荷の AT1R KO マウスに Apelin ペプチドを
投与したところ、Apelin は野生型マウスと同
様に AT1R KO マウスの心機能を改善し、
ACE2 の発現を上昇させたことから、Apelin
がAT1Rと独立にACE2を制御することが分
かった。以上の結果から、Apelin 系と RAS
系の２つのシステムを ACE2 が共役させる
ことが初めて明らかになった (J Clin Invest. 
2013)。 
さらに、Apelin の受容体 APJ に結合する

第 2 のペプチドリガンド ELABELA がほぼ
同時期に報告された(Dev Cell 2013; Science 
2013)。ゼブラフィッシュの発生において、
ELABELA が初期胚の外胚葉に発現し、心臓
の初期発生に寄与することが解明された。
ELABELA は、Apelin よりも早い段階から

発現し、APJ 受容体のリガンドとして機能す
ることで心臓形成に関与すると考えられて
いる。重要なことにアフリカツメガエルの心
発生において、心臓原基で ACE2 の発現が誘
導されることが報告されていることから、
ACE2 の発現が Apelin、ELABELA による
APJ 受容体の活性化を介したものである可
能性も考えられている。一方で、成体におけ
る ELABELA の役割、意義については未解明
であり、その解明は急務の課題であったこと
から本研究計画を立案した。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ELABELA を含め、発生期に

かかわる新規遺伝子群に着目して、ゲノム編
集を用いた遺伝子変異マウス作製系で心機
能調節における役割、意義を検討することに
より、心不全の病態発症機序の解明、新しい
治療法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
１）心不全モデルマウスにおける ELABELA 
(ELA)の発現変動の解析： 
 これまでの解析から、APJ 受容体の発現レ
ベルは心不全病態でほとんど変化がないの
に対し、Apelin は心不全代償期に発現上昇を
示し、非代償期に発現が低下することが分か
っている。大動脈縮窄による圧負荷心不全モ
デル（TAC）やアンジオテンシン II 持続投与
モデルにおける ELA mRNA の発現パターン
を RT-qPCR で調べ、Apelin の発現変動と比
較した。 
 
２）Apelin、ELA による心機能制御の作用機
構の解析： 
 圧負荷心不全モデル（TAC）において、オ
スモティックポンプによる ELA ペプチドの
持続投与を行い、ELA ペプチドに Apelin と
同様に心臓に対する陽性変力作用があるか
を心エコーなどで検討した。さらに現在、
ELA 遺伝子欠損マウスを共同研究ベースで
作製し、エコーによる心機能解析を行った。
また、Apelin との作用効果を比較するために、
Apelin と ELA の二重遺伝子欠損マウスを作
製した。 
 また、Apelin により ACE2 の発現が誘導
されるが、ELA も同様な作用をもつかどうか
を in vitro の培養細胞を用いた ACE2 プロ
モーターレポーターアッセイで解析した。ま
た、in vivo の ELA 投与を行ったマウスの心
臓でも ACE2 の発現レベルを解析した。さら
に、ELA が ACE2 による制御を受けるかど
うかが重要な点であるので、質量分析のシス
テムで、ELA ペプチドの C 末端が切断され
るかを検討した。 
 
３）ゲノム編集による心臓形成遺伝子のゲノ
ム変異マウス作製・解析： 
これまでにRNAiスクリーニングにより取得
した心臓発生に関与する遺伝子群ならびに



他のスクリーニング解析で報告されている
ものの看過された遺伝子群について、ES 細
胞での CRISPR/Cas9 ゲノム編集により遺伝
子変異マウスを作製した。シークエンス解析
により、ES 細胞でゲノムの変異を確認、ES
クローンを選別した後、ヘテロの遺伝子欠損
の ES クローンを個体化し、G0 世代での心エ
コーによる心機能スクリーニングの解析を
行った。さらに交配を進めて F1 世代以降で
の心機能の解析を進めた。 
 
４．研究成果 
１）心不全モデルマウスにおける ELABELA 
(ELA)の発現変動の解析：大動脈縮窄による
圧負荷心不全モデル（TAC）やアンジオテン
シン II 持続投与モデルにおける ELA mRNA
の発現パターンを調べたが、心不全ストレス
における大きな発現変動は見られなかった。
質量分析による解析から ELA ペプチドは
ACE2によりC末端アミノ酸が切断されなか
ったことから、ELA は Apelin とは異なり
ACE2 による制御を受けないことが分かった。 
 
２）ELA による心機能制御の作用機構の解
析： TAC 心不全モデルにおいて、オスモテ
ィックポンプによる ELA ペプチドの持続投
与を行ったところ、ELA ペプチドは Apelin
と同様に心臓に対する陽性変力作用を持ち、
有意に心肥大や線維化が抑制することが分
かった。さらに ELA 遺伝子欠損マウスの準
備を進め、ELA 遺伝子欠損マウスの心機能解
析の予備的データを取得した。また、Apelin
との作用効果を比較すると同時に、Apelin と
ELA の二重遺伝子欠損マウスの作製を進め
た。ELA は Angiotensin II に対し拮抗的に
作用することによりレニンーアンジオテン
シン系(RAS 系)を抑制した。また、APJ KO
マウスを用いた解析から、ELA は APJ 受容
体依存的に心保護効果を発揮することが示
された。また、in vitro の培養細胞を用いた
ACEあるいはACE2の プロモーターレポー
ターアッセイを行ったところ、ELAはApelin
のように ACE2 の発現上昇は誘導しないも
の、転写因子 FoxM1 の発現抑制を介して
ACE の転写を阻害し、RAS 系の亢進を抑制
することが明らかとなった。すなわち、ELA
は Apelin とは違ったシグナル経路で心保護
的に作用することが分かった。 
 
２）ゲノム編集による心臓形成遺伝子のゲノ
ム変異マウス作製・解析：RNAi スクリーニ
ングにより取得した心臓発生に関与する遺
伝子群ならびに他のスクリーニング解析で
報告されているものの看過された遺伝子群
について、ES 細胞での CRISPR/Cas9 ゲノ
ム編集により 3系統の遺伝子変異マウスを作
製した。さらに、これらのマウスの G0 世代
での心エコーによる心機能解析により、予備
的なデータではあるが心機能に表現型を認
めた。 

 
３）心不全病態における心不全関連の候補遺
伝子の in vivo 機能解析：ゲノム編集により
作製した 8 系統の遺伝子変異マウス（G0 世
代）について、さらに交配を進めて F1、F2
世代以降での心機能の解析を行った。8 系統
の遺伝子改変マウスについて、Taqman プロ
ーブによる遺伝子型タイピングの条件設定
を行いながらマウスの交配、繁殖を進め、 

 
Western blot により実際に蛋白の発現が欠
失していることを確認した。3～6 か月齢の成
体マウスで、心エコーによる心収縮能の検討
ならびに心電図による伝導系のスクリーニ
ングを行った。G0 世代のマウスで、8 系統の
うち 6系統で有意な心機能の低下を認めたが、
2 系統では心機能の変化は明らかではなかっ
た。F1 世代、F2 世代と交配を進めて、心エ
コーの解析を行ったところ、8 系統のうち 5
系統で交配を重ねても心機能低下の表現型
が維持されることが分かった。 
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