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研究成果の概要（和文）：本研究では、運動誘発性マイオカインであるマイオネクチンの虚血性心疾患における
役割を解析した。マイオネクチン欠損マウスは対照マウスと比べて、虚血再灌流後の心筋梗塞サイズの増加、心
収縮能の低下、心筋でのアポトーシスと炎症反応の増悪を認めた。一方、マイオネクチン過剰発現マウスは対照
マウスと比べて、心筋虚血再灌流障害が軽減していた。マイオネクチンの虚血心筋保護機序は、心筋細胞とマク
ロファージにおけるスフィンゴシン１リン酸分泌増加によるcyclicAMP/Akt経路を介したアポトーシス抑制と炎
症反応抑制が関与していた。従って、マイオネクチンは心筋保護作用を有するマイオカインであると示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Here we investigated the role of the exercise-induced myokine myonectin in 
regulation of ischemic heart disease. We found that myonectin knockout mice had increased myocardial
 infarct size and reduced cardiac function following ischemia-reperfusion compared with control 
mice, which were accompanied by enhanced apoptosis and inflammatory response in ischemic heart. In 
contrast, myonectin transgenic mice had reduced ischemia reperfusion injury compared with control 
mice. Furthermore, myonectin prevented myocardial ischemic injury by reducing cardiomyocyte 
apoptosis and macrophage inflammatory response through its ability to promote the 
sphingosine-1-phosphate/cyclicAMP/Akt signaling pathway. Thus, myonectin can function as an 
exercise-induced myokine which provides cardioprotection.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 虚血性心疾患

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国において虚血性心疾患を代表とする心血管病の病態解明及び治療法の確立は最重要課題である。本研究に
おいて、運動誘発性の骨格筋由来分泌因子「マイオカイン」であるマイオネクチンが心筋細胞のアポトーシスと
マクロファージの炎症反応の抑制を介して心筋虚血再灌流障害を改善することが明らかとなった。従って、マイ
オネクチンは心筋保護作用を有するマイオカインでありマイオネクチンを標的とした心血管病の創薬開発が期待
される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我が国において、近年の生活習慣の変化に伴って、肥満を基盤とした糖尿病、高脂血症、高血圧
を高率に合併するメタボリックシンドロームやその終末像ともいえる動脈硬化性の心血管病を
代表とする生活習慣病は増加の一途をたどり、その病態解明及び治療法の確立は最重要課題で
ある。 
運動療法は心血管病に対して有効であるが、その分子機序については十分には解明されてい

ない。最近の研究成果によると、骨格筋が「マイオカイン（Myokine）」と総称される生理活性物
質を分泌することで、近傍あるいは遠隔臓器に影響を与え、代謝や心血管系を制御していること
が明らかとなりつつある。運動により制御されるマイオカインの生理病態機能を明らかにする
ことは、運動療法による生活習慣病の改善機序を明らかにするのみならず、代謝性疾患や心血管
病の病態生理解明と治療法の開発につながる可能性があると考えられた。 
研究代表者らは、マウス持久性運動によって制御されるマイオカインスクリーニングの過程

で「マイオネクチン」に着目した。マイオネクチンは C1q/TNF-related protein ファミリーに属
する骨格筋に非常に高発現する液性因子であった。マイオネクチンが肝臓での脂肪酸代謝やオ
ートファジーに影響すると報告されているが、マイオネクチンの生理機能やその作用機序につ
いては十分には解明されておらず、特に、心血管病における役割については未だ不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、運動により発現制御される骨格筋由来分泌蛋白「マイオカイン」であるマイオネク
チンに着目し、マイオネクチンによる心血管系制御機構を個体レベルで明らかにし、その分子機
構を細胞レベルで解明する。本研究の目的は、マイオネクチンの機能解析により、マイオネクチ
ンを新たな標的分子とした心血管疾患の病態生理解明と治療応用へと展開していくことである。 
 
３．研究の方法 
(1)虚血性心疾患に対するマイオネクチンの作用の個体レベルでの評価 
①マイオネクチン欠損マウスの作成：常法により全身アディポリン欠損マウスを作成した。骨格
筋特異的発現を示す MCK プロモーターを用いて骨格筋特異的マイオネクチン過剰発現マウスを
作成した。 
②心筋虚血再灌流モデル：マウスの左冠動脈前下行枝を 60 分間血流遮断後に再灌流し 24 時間
後に心臓を摘出した。マイオネクチン欠損マウス、マイオネクチン過剰発現マウスと対照マウス
に対して心筋虚血再灌流モデルを作成し、心筋虚血障害におけるマイオネクチンの役割を検討
した。 
③摘出心の形態学的、組織学的検討： Evans Blue/TTC 染色を行い、左室エリア、虚血エリア、
梗塞エリアを同定し、心筋梗塞サイズの定量化を行った。 
④心機能評価：心エコーを用いて、左室内径短縮率を評価した。 
⑤メカニズム解析: 心筋組織におけるアポトーシスへの影響を TUNEL 染色にて検討した。心筋
組織における炎症性サイトカイン（TNF,IL-6,MCP-1）の発現を Real-time PCR 法にて定量評価し
た。 
 
(2)心筋細胞のアポトーシス反応に対するマイオネクチンの作用の評価 
ラット胎児から採取した心筋細胞を培養した。低酸素再酸素化状態でアポトーシスを誘導した。
TUNEL 染色でアポトーシスを評価した。リコンビナントマイオネクチン蛋白を培養液中に添加し
て効果を検討した。また、adenylyl cyclase 阻害剤である SQ22536 や Sphingosine-1-
phosphate(S1P:スフィンゴシン 1 リン酸) receptor(S1PR) 1 と S1PR3 に対する拮抗剤である
VPC23019 を前処理した。Akt シグナルの阻害のため dominant negative mutant 型 Akt をアデノ
ウイルス発現系を用いて過剰発現させた。 
 
(3)マクロファージの炎症反応に対するアディポリンの作用の評価 
RAW264.7 マクロファージを用いた。リコンビナントマイオネクチン蛋白を培養液中に前処理し、
リポポリサッカライド(LPS)を添加後に炎症性サイトカイン（TNF,IL-6,MCP-1）の発現を Real-
time PCR 法にて定量評価した。 
 
(4)シグナル伝達経路の解析：Akt と cAMP response element binding protein (CREB)のリン酸
化をウエスタンブロッティング法により評価した。培養液中 S1P を質量分析にて定量した。 
 
４．研究成果 
(1) マイオネクチンの急性心筋虚血障害に対しての作用 
マイオネクチン欠損マウスは対照の野生型マウスと比して、体重、摂食状態、骨格筋や心臓を含



めた臓器重量、血糖値などの糖代謝や外観に変化は認
めなかった。また、心筋での血管密度や血圧での検討
においても、マイオネクチン欠損マウスと対照マウス
を比較しても有意差を認めず、非ストレス状態におい
ては、心血管系に異常を認めないと考えられた。 
 マイオネクチン欠損マウスと対照の野生型マウス
に心筋虚血再灌流モデルを作成した。マイオネクチン
欠損マウスは対照マウスに比べ、心筋虚血再灌流後の
心筋梗塞巣のサイズが有意に増加していた（図 1）。従
って、内因性マイオネクチンは急性心筋障害に対して
保護的に作用することが明らかとなった。 

次に、心エコーにて心機能を評価した。心筋虚血再
灌流後に対照マウスでは左室内径短縮率が低下する
が、マイオネクチン欠損マウスにおいては対照マウス
と比べて左室内径短縮率がより低下していた。 
 心筋のアポトーシスは虚血再灌流障害の進展に重
要であるため、マイオネクチンのアポトーシスに対す
る作用を TUNEL 染色で検討した。マイオネクチン欠損
マウスは対照マウスに比べ、虚血心筋での TUNEL 陽性
細胞数は有意に増加しており、マイオネクチンは心筋
アポトーシスに対して抑制的に作用していると考えら
れた（図２）。 
心筋組織の炎症は虚血再灌流障害の進展に重要であ

るため、マイオネクチンの炎症反応に対する作用を虚
血心筋での炎症性サイトカイン発現で検討した。マイ
オネクチン欠損マウスは対照マウスに比べ、虚血再灌
流後の虚血心筋での TNF、IL-6 と MCP-1 の発現が有意
に増加していた（図 3）。以上より、マウスにおいて内
因性マイオネクチンは心筋組織でのアポトーシスと炎
症に対して抑制的に働き、心筋虚血再灌流障害に防御
的に作用することが明らかとなった。 
次に、マイオネクチン過剰

発現マウスと対照マウスに
心筋虚血再灌流モデルを作
成した。マイオネクチン過剰
発現マウスは対照マウスに
比べ、心筋虚血再灌流後の心
筋梗塞巣のサイズが有意に
減少しており、心筋組織での
アポトーシスと炎症反応は
抑制されていた。 
 
(2)培養心筋細胞におけるマイオネクチンの抗アポトーシス作用 
マイオネクチンが心筋細胞に直接作用し、アポトーシスを制御するかを検討するために、低酸素
再酸素化（H/R）刺激によって培養心筋細胞のアポトーシスを誘導した。アポトーシスを TUNEL
染色にて検出すると、マイオネクチン蛋白添加は心筋細胞のアポトーシスを濃度依存的に抑制
した。 
マイオネクチンによるアポトーシス抑制シグナルの解明のため、抗アポトーシスシグナル分

子である Akt の関与を検討した。マイオネクチンを心筋細胞に添加すると Akt のリン酸が促進
した。Akt シグナルをブロックするとマイオネクチンによるアポトーシス抑制作用は解除された。
また、マイオネクチンを心筋細胞に添加すると cyclicAMP の下流シグナル分子 CREB のリン酸が
促進した。心筋細胞に adenylyl cyclase 阻害剤である SQ22536 を前処理するとマイオネクチン
による Akt リン酸の促進作用と抗アポトーシス作用は解除された。従って、マイオネクチンによ
る心筋細胞におけるアポトーシス抑制作用は cyclicAMP/Akt シグナルを介していると示唆され
た。 
 
(3) マイオネクチンの抗アポトーシス作用機序 
マイオネクチンによる心筋アポトーシス抑制機序の解明のためにスフィンゴシン 1 リン酸



(Sphingosine-1-phosphate:S1P)シグナルに着目した。心筋細胞へのマイオネクチン添加は培養
液中の S1P 濃度を増加させた。心筋細胞には S1P receptor (S1PR) 1 と S1PR3 が発現している
ため、S1PR1 と S1PR3 に対する拮抗剤である VPC23019 を培養心筋細胞に前処理した。VPC23019
はマイオネクチンによる Akt と CREB のリン酸促進作用を解除した。さらに、VPC23019 はマイオ
ネクチンによるアポトーシス抑制作用を解除した。従って、マイオネクチンは S1P の分泌を増
加させ、S1P シグナルを促進することにより cyclicAMP/Akt 経路を介した心筋細胞保護作用を示
すと示唆された。 
 
(4)培養マクロファージにおけるマイオネクチンの炎症抑制作用 
マイオネクチンがマクロファージの炎症反応を制御するかを検討するために、培養マウス
RAW264.7 マクロファージをマイオネクチン蛋白前処理後に LPS 刺激を行った。LPS 刺激により
TNF、IL-6 と MCP-1 の発現は著明に増加したが、マイオネクチン蛋白の前処理により有意に抑制
された。従って、マイオネクチンはマクロファージの炎症反応を抑制することが明らかとなった。 
マイオネクチンをマクロファージに添加すると Akt のリン酸が促進した。Akt シグナルをブロ

ックするとマイオネクチンによる炎症反応抑制作用は解除された。また、マイオネクチンをマク
ロファージに添加すると CREB のリン酸が促進した。マクロファージに adenylyl cyclase 阻害
剤である SQ22536 を前処理するとマイオネクチンによる Akt リン酸の促進作用と抗炎症作用は
解除された。従って、マイオネクチンによるマクロファージにおける炎症応答抑制作用は
cyclicAMP/Akt シグナルを介していると示唆された。 
マクロファージへのマイオネクチン添加は培養液中の S1P

濃度を増加させた。マクロファージへの VPC23019 の前処理は
マイオネクチンによる Akt と CREB のリン酸促進作用を解除
した。さらに、VPC23019 はマイオネクチンによる抗炎症作用
を解除した。従って、心筋細胞においてと同様に、マクロフ
ァージにおいてもマイオネクチンは S1P の分泌増加による
S1Pシグナルの促進を介したcyclicAMP/ Akt経路の活性化に
よる抗炎症作用を示すと示唆された。 
以上より、マイオネクチンは S1P/cyclicAMP/Akt シグナル

経路の活性化による心筋細胞のアポトーシスとマクロファー
ジの炎症反応抑制を介した心筋保護作用を示す運動誘発性マ
イオカインであると考えられた(図 4)。従って、マイオネク
チンは虚血性心疾患の病態生理解明に対する新しい標的分子
になる可能性が示唆された。 
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