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研究成果の概要（和文）：INSL6の心臓における作用を検討した。INSL6欠損(INSL6 KO)マウスを用いた検討で、
通常状態ではINSL6 KOマウスと野生型マウスの心臓形態に差はなく、アンジオテンシンII刺激後のINSL6 KOマウ
スは、野生型マウスと比較して有意に心機能が低下し、心筋線維化が著明となった。INSL6は心筋線維化や心臓
リモデリングに関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the role of INSL6 in the heart using INSL6 deficient mice (INSL6
 KO). There was no difference in cardiac morphology between INSL6 KO mice and wild type mice under 
normal condition. INSL6 KO mice after angiotensin II stimulation showed significantly increased 
myocardial fibrosis and decreased cardiac function compared with wild type mice. It was suggested 
that INSL6 is involved in myocardial fibrosis and cardiac remodeling.

研究分野：生活習慣病

キーワード： 心臓リモデリング
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 心不全はいまだ難治性疾患であり、その
発症・進展には様々な機序に起因する心臓リ
モデリングが関与している。心臓リモデリン
グとは、心臓が血行力学的負荷に対応して循
環動態を一定に保つために構造と形態を変
化させることであり、心筋梗塞後や慢性圧・
容量負荷後などに認められる。心筋梗塞後に
は、梗塞部の壁運動が低下し、非梗塞部のみ
の壁運動では必要な心拍出量が得られなく
な る 。 こ の た め 代 償 機 転 と し て 、
Frank-Starling 機序により左室容積が増大
し、この容量負荷に基づく左室壁応力（wall 
stress）上昇に対する代償として残存心筋の
肥大が生じる。また高血圧による圧負荷が心
臓に加わると、心筋は代償性に肥大し、心機
能を保持しようとする。過剰な圧負荷がさら
に持続すると、心筋細胞は伸展し、心室腔は
拡大する。このような心室リモデリングは生
体の代償機転であるが、その促進は長期的に
みると予後不良因子となることが大規模試
験で明らかとなっている。心室リモデリング
は組織学的には心筋細胞の肥大と間質の線
維化を伴う。また心室リモデリングには、ア
ンジオテンシ II やエンドセリン、カテコラ
ミンなどの神経体液性因子が関与すると考
えられている。 
(2) イ ン ス リ ン 、 Insulin-like growth 
factors(IGF)、リラキシン、Inslin-like 
peptide(INSL)は INSULIN/IGF/RELAXIN スー
パーファミリ―と称されるペプチドホルモ
ン群である。これらのペプチドホルモンは、
様々な臓器での発生と機能に関して重要な
役割を担っていることが知られている。
INSULIN/IGF/RELAXIN スーパーファミリ―
の中で、Inslin-like peptide 6(INSL6)は
1999 年に新しく同定されたペプチドホルモ
ンであり、その機能は未だほとんど解明され
ていない。現在までに、INSL6 は精巣で多く
発現し、精子形成に関与し、不妊との関連が
報告されている（Endocrinology. 2009）。ま
た、INSL6 は通常状態のマウスにおいて、精
巣以外に胸腺、小腸、脾臓等で比較的高い発
現を認め、心臓、腎臓、肝臓、骨格筋、脂肪
組織にも発現が認められている。しかしなが
ら、その他の臓器における役割は未だ不明で
あり、受容体の同定にも至っていない。一方
で、INSULIN/IGF/RELAXIN スーパーファミリ
―は心臓と深い関連があり、スーパーファミ
リーの一つである、リラキシン2 (Serelaxin; 
recombinant human relaxin-2）の急性心不
全患者への投与が、心血管死および全死亡軽
減したとする臨床試験が発表されている
(Lancet. 2013)。また動物モデルにおいて、
リラキシンは心筋線維化の改善効果を有す
ると報告されている(Mol Cell Endocrinol. 
2008)。そこで、リラキシンと同じファミリ
ーに属する INSL6 も、心臓への作用を有する
可能性が考えられ、本研究を着想するに至っ

た。なお、マウスとヒトの INSL6 の相同性は
約 70%と報告されている。 
 
２．研究の目的 
 
(1) マウスモデルを用いて、INSL6 が、心不
全の発症・進展に重要な心臓リモデリングに
関与するかどうかを明らかにする。さらに、
心臓リモデリングにおけるINSL6作用機序を
明らかにする。 
(2) INSL6 の、心臓リモデリングや心不全へ
の治療薬の可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) INSL6 遺伝子改変マウスを用いた心臓リ
モデリングモデルの作成 
INSL6 の心臓での機能解析のために、INSL6
欠損(INSL6 KO)マウスおよび INSL6 過剰発現
(INSL6 TG)マウスを用いる。INSL6 KO マウス、
INSL6 TG マウスは、研究協力者のボストン大
学の Kenneth Walsh 教授の研究室ですでに飼
育されている。それぞれのマウスは 10～12
週齢の雄マウスを用い、申請者らが過去に報
告した浸透圧ポンプによるアンジオテンシ
ン II 持続皮下投与（2mg/kg/day）にて、約 2
週間で心臓リモデリングを生じるモデルを
作成する（Ikeda.et al. J Biol Chem. 2005)。
この動物モデルを用い、INSL6 の有無による
心臓の表現型の差異を検討し、INSL6 が心臓
リモデリングに関与しているかどうかを明
らかにする。さらに INSL6 KO マウスにアデ
ノウイルスを用いて INSL6 を発現させ、同様
にアンジオテンシン II 刺激心臓リモデリン
グモデルを作成し、心臓の表現型を観察する。
それにより、INSL6 の直接の作用を確認する。
また、INSL6 TG マウスは恒常的に INSL6 が過
剰であるが、野生型マウスにアデノウイルス
を用いて一時的にINSL6を過剰発現させたマ
ウスを作成し、同様にアンジオテンシン II
刺激後の変化を検討する。アデノウイルスは
アンジオテンシン II 刺激の 3 日前に単回投
与する。 
(2)マウス心臓リモデリングモデルの解析方
法 
循環動態の把握のため、経時的に体重、血圧、
心拍数を測定する。心機能は小動物専用の心
エコー装置にて、左室肥大や左室収縮能
(Fractional Shortening、Ejection Fraction、
LV Dimension、LV wall thickness）を評価
項目として心臓リモデリング変化を検討す
る。我々の予備検討では、アンジオテンシン
II 刺激モデルでは、約 1週間ですでにエコー
上心機能に変化が認められることから、1 週
間毎に経時的に解析を行い、2 週間でマウス
を犠牲死させ、臓器の解析を行う。心肥大、
心不全の指標として、2 週間後の臓器摘出の
際、心臓重量、肺重量を測定する。心臓の組
織学的変化は、心筋線維化、心筋細胞の肥大、
および冠動脈・大動脈における血管周囲の線



維化や内中膜肥厚を中心に評価する。 
(3) INSL6 のアンジオテンシン II刺激心臓リ
モデリングにおける作用機序の解析 
作用機序の解析は、アンジオテンシン II 下
流シグナルであり、心筋肥大や心筋線維化に
関与する、TGFβ-Smad 経路、ERK 活性化経路
を中心に、遺伝子レベル、蛋白レベルでの変
化を確認する。アンジオテンシン II 刺激約 1
週間ですでにエコー上心機能に変化が認め
られることから、遺伝子・蛋白の解析は、心
臓リモデリングの早期と考えられる、アンジ
オテンシン II 刺激後 5 日目と、心臓リモデ
リングがほぼ完成したと考えられる 14 日目
とで解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
(1) INSL6 KO マウスおよび INSL6 TG マウス
は、通常状態では、コントロールの野生型マ
ウスと比較して、体重、血圧、心拍数に有意
差を認めず、エコーによる心機能および組織
学的な心臓形態に有意差を認めなかった。ま
た、INSL6 KO マウスにアデノウイルスを用い
て INSL6 を発現させた場合や、野生型マウス
にアデノウイルスを用いて一時的にINSL6を
過剰発現させた場合でも、コントロールと比
較し、体重、血圧、心拍数、心機能、心臓組
織に差を認めなかった。 
(2) 野生型マウスにおいて、アンジオテンシ
ン II 刺激後に心臓での INSL6 の発現は軽度
亢進し、アンジオテンシン II 刺激による心
臓リモデリングにINSL6が関与している可能
性が考えられた。 
(3)10 週齢の雄の INSL6 KO マウスと野生型マ
ウスに 2 週間のアンジオテンシン II 刺激
（2.0mg/kg/day）を行ったところ、INSL6 KO
マウスは、野生型マウスと比較して、血圧や
心拍数に差を認めないものの、心エコー上有
意に心収縮能が低下した。また INSL6 KO マ
ウスでは、アンジオテンシン II 刺激による
左室壁肥厚を認めず、これは代償性心肥大反
応の欠如や心機能低下を反映していると考
えられた。アンジオテンシン II 刺激 2 週間
後の心臓・肺重量は、INSL6 KO マウスで有意
に増加し、心筋での BNP の発現も INSL6 KO
マウスで増加しており、心臓リモデリングと
心不全増悪に一致する所見であった。心臓組
織では、アンジオテンシン II 刺激後の INSL6 
KO マウスにおいて、野生型と比較して著明な
心筋線維化と冠動脈周囲の線維化、さらに冠
動脈の中膜肥厚を認めた。さらに INSL6 KO
マウスで心筋でのコラーゲン発現が有意に
亢進していた。INSL6 KO マウスにアデノウイ
ルスを用いてINSL6遺伝子レスキューを行い、
同様にアンジオテンシン II 刺激を行うと、
コントロールの INSL6 KO マウスと比較して、
エコーでの心収縮能の改善と心筋線維化の
減弱を認めた。 
(4) 10 週齢の雄の INSL6 TG マウスと野生型
マウスに 2 週間のアンジオテンシン II 刺激

を行ったところ、INSL6 TG マウスと野生型マ
ウスで、血圧や心拍数、心エコーでの心収縮
力、左室壁肥厚に有意な差を認めなかった。
また、心臓・肺重量、心臓組織での心筋線維
化や冠動脈の中膜肥厚、心筋の BNP 発現やコ
ラーゲン発現にも差を認めなかった。しかし
ながら、野生型マウスにアデノウイルスを用
いてINSL6を一時的に過剰発現させたモデル
では、INSL6 過剰発現マウスの方が野生型マ
ウスと比較して、アンジオテンシン II 刺激
後の心機能低下が抑制され、心筋線維化も抑
制された。 
(5) 以上の結果より、マウスモデルにおいて、
INSL6はアンジオテンシンII刺激による心臓
リモデリングに関与し、心筋線維化と心機能
低下を抑制する可能性が考えられた。 
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