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研究成果の概要（和文）：心不全モデルマウスを安定して作製し、RNA-seq解析を行うにあたって必要な心臓サ
ンプルを準備した。また、近年注目を集めている拡張不全マウスも作製できるようになったため、このマウスの
心臓も実験に用いることとし同時に準備を進めた。また、心不全モデルマウスにおいて、DPP-4阻害薬が心臓線
維化を抑制することも認めたため、その機序をin vitroの実験系を用いて調べた。DPP-4阻害薬は、DPP-4の基質
であるGLP-1の分解・不活化を抑制し血中濃度を増加させることで、cAMP、Epac1を介して心臓線維化を抑制して
いる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously confirmed that DPP-4 inhibition has beneficial effects on the 
hearts after myocardial infarction (MI) and elucidated novel mechanisms underlying the DPP-4 
inhibition-mediated cardioprotective effects.  DPP-4 inhibitors are newly available drugs for 
diabetes mellitus.  DPP-4 is a serine protease which cleaves a dipeptide from the N-terminus of 
incretin.  It has been reported that DPP-4 degrades and inactivates many other substrates other than
 incretin.  Interestingly, G-CSF and erythropoietin, which have cardioprotective effects on heart 
failure, are also reported to be substrates of DPP-4.  Therefore, we planned to explore novel 
cardioprotective agents by using substrates of DPP-4 whose expressions change in case of heart 
failure.  We prepared enough hearts and blood samples from mice models of heart failure.  And we 
elucidated the mechanisms of anti-fibrotic effects by DPP-4 inhibition in heart failure. 

研究分野：循環器内科学

キーワード： 心不全　トランスクリプトーム解析　DPP-4　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
わが国の心不全患者数は年々増加しているが、この30年間で治療ガイドラインに挙げられている治療薬や治療効
果に大きな変化はみられていない。患者の自覚症状や生命予後をこれまで以上に改善する画期的な新規治療薬の
開発が待たれる。また、心不全の早期診断・早期治療により重症化に至らぬよう早い段階から心不全の進行を抑
えることも必要であるが、心不全の早期診断バイオマーカーはこの10年間で新たなものは出現していない。した
がってこれまでとは別の角度から心不全の病態解明にアプローチし、新規治療薬や診断バイオマーカーとなりう
る標的候補を探索する必要がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
超高齢社会に伴いわが国での心不全患者数は年々増加している。心不全患者は息切れ、呼吸困難、

易疲労感、動悸などの症状のため生活制限が必要となる。また、治療を継続していても心不全の悪化

による入退院を繰り返すことから生活の質 (QOL) は著しく低下する。心不全患者の QOL を改善し、入

退院による医療費を抑制するためにも効果的な新規心不全治療薬を開発することは喫緊の重要課題

である。1980 年代から心不全治療ではレニン－アンジオテンシン系阻害薬や 遮断薬が使用されるよ

うになり、以前よりも生命予後は改善傾向にあるが治療効果はまだ十分とは言えない (Yancy CW, et al. 

Circulation. 2013)。これまで神経液性因子や炎症関連因子を標的に心不全研究が進められてきたが、

この 30年間は強力な臨床効果をもつ新規心不全治療薬は登場していない (Owens AT, et al. Circ Res. 

2016)。したがってこれまでとは別の角度から心不全の病態解明にアプローチし、新規治療薬や診断バ

イオマーカーとなりうる標的候補を探索する必要がある。 

  Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) 阻害薬は次世代の糖尿病治療薬として開発され臨床現場で使われ

るようになった。DPP-4は分解酵素のセリンプロテアーゼであり、細胞外領域に dipeptidyl peptidase-4活

性を有し、膜結合型と細胞外領域で切断された可溶型の 2 つのタイプが存在する。食事摂取に伴い小

腸から分泌されるインクレチンは、DPP-4 の基質であるため DPP-4 により速やかに分解・不活化される。

DPP-4 阻害薬によりインクレチンの分解が抑制される結果、膵臓でのインスリン分泌が促進し血糖が降

下する。DPP-4 活性により分解される基質はインクレチン以外にも多数存在する。心不全モデル動物に

対する DPP-4 阻害薬の効果を調べた研究結果が報告されているが、作用機序はまだ十分解明されて

いない。申請者らが行った実験で、マウスの急性心筋梗塞モデルにおいて心筋梗塞後の急性期に血

中や心臓の DPP-4活性が増加することを認めた。低酸素培養下の心筋細胞において DPP-4の産生が

増加することも確認した。また、マウスの心筋梗塞モデルに DPP-4 阻害薬を投与することで血糖降下作

用とは関係なく心不全が改善した。同様の効果は DPP-4 遺伝子欠損マウスを用いた実験でも認められ

た（Kubota A, et al. J  Mol Cell Cardiol. 2016）。DPP-4阻害薬による心臓保護作用は圧負荷心不全モデ

ルマウス（高血圧症が原因で発症する心不全モデル）でも認められた（欧州心臓病学会 2017で発表）。

DPP-4 阻害による心不全改善効果の

機序の 1つに、DPP-4基質であり細胞

保護作用を有するケモカインのストロ

マ細胞由来因子-1 (SDF-1) が関与し

ていることも明らかにした。DPP-4 によ

り分解される基質は多数存在すること

から、① 心不全に DPP-4 が関与して

いる、② 心臓保護作用を有する生理

活性物質（DPP-4基質）が DPP-4によ

り分解されることで心不全が発症・進

展する、という可能性が考えられる（図 

1）。本研究により、DPP-4基質に新規の心臓保護活性物質が存在するのか解明したいと考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、心不全マウスの心臓を用いて次世代シーケンサーによるRNA-seq解析を行い、発

現変動遺伝子群から DPP-4 の基質を網羅的に解析し、その中から心臓保護作用を有する生理活性物

質を同定することである。分解酵素 DPP-4の基質に着目した網羅的解析による心不全研究は国内外で

代償的に心臓保護物質（DPP-4 基質）が発現 ⇧ DPP-4 活性 ⇧

心臓保護作用 ⇩

DPP-4 基質の中に
・心不全の治療薬となる候補
・心不全のバイオマーカーとなる候補
が多数存在する可能性がある

心不全が発症・進展

本研究の仮説

DPP-4 基質を分解・不活性化

心筋虚血や圧負荷などのストレス
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もまだ進んでいないことから学術的独自性の高い研究と考えられる。本研究ではこれまでとは異なるア

プローチで解析することで、新規心不全治療薬の開発だけでなく、心不全の診断バイオマーカーの探

索にもつながり、革新的なイノベーションの創出につながり学術的意義と重要性は大きい（図 2）。申請

者らの基礎研究の結果、心不全発症前の時期から血中や心臓の DPP-4 活性が増加することから、

DPP-4 基質の中に心不全発症早期の診

断バイオマーカーとして利用できるものが

含まれている可能性がある。本研究により

得られる結果は、心不全の発症・進展に

関わる新たな制御分子やシグナル伝達経

路の解明にも役立つ。また、本研究で行う

分解酵素基質に着目した創薬アプローチ

は、生活習慣病やがんなどの他疾患にも

応用展開できる可能性があるため、普遍性に優れた波及効果が期待される。 

 

３．研究の方法 

I. トランスクリプトーム解析によるアプローチ 

 心不全モデルマウスとして、急性心筋梗塞モデルを用いる。開胸のみのシャムオペ群、心不全無治療

群、心不全治療群（DPP-4 阻害薬治療群）の 3 群のマウスから心臓を摘出し、次世代シーケンサー

（Illumina 社の HiSeq1500）を使った RNA-seq 解析により、3 群間での発現変動遺伝子（Differentially 

Expressed Genes；DEGs）プロファイリングを行う。 

II. DPP-4基質であることの確認 

 I で検出された遺伝子のうち、分泌型タンパク質をコードする遺伝子に着目して以下の実験を続けて

行う。DPP-4は、N末端から 2番目のプロリンまたはアラニンを認識して切断する分解酵素である。分泌

型タンパク質の構造についてデータベースによる解析を行い、タンパク質構造が DPP-4 の基質である

か検討する。DPP-4 の基質は N 末から 2 番目のアミノ酸がアラニンかプロリンであるため、UniProt（アミ

ノ酸配列データベース）により選出することが可能である。DPP-4 の基質候補となる分泌型タンパク質に

GST標識をつけたGST-分泌型タンパク質を遺伝子導入によって培養細胞（HEK239や COS-7）に発現

させ、培養液中に分泌されたタンパク質を精製し DPP-4 基質であるか調べる。同定したタンパク質を

DPP-4 Inhibitor Screening Kitを用いて既存の基質との競合から DPP-4酵素活性部位への結合能をス

クリーニングし、Mass spectrometry を用いて DPP-4 による分解能を解析し、DPP-4 の基質であることを

確認する。 

III. 標的とする分泌型タンパク質の心臓に対する作用の解析 

  これまでの実験を継続しながら、特に心臓保護作用に関わる分子を同定し創薬標的としての可能性

について調べる。 

a) DPP-4基質の心臓保護作用の解析 

 申請者のグループは、これまで心臓保護作用を有するタンパク質のスクリーニングとして、新生児ラット

の培養心筋細胞を用いてアポトーシスに対する効果をみる実験を行ってきた。培養心筋細胞は酸化ス

トレスの H2O2による刺激や低酸素培養下でアポトーシスを起こす。培養液中に同定した DPP-4基質を

過剰添加することによりアポトーシスに対する影響を調べる。 

b) 心不全モデルにおける発現変動の検証 

 心不全の早期診断マーカーとしての意義を確認するために、心不全モデルマウスの血液サンプルを

用いて、同定した DPP-4基質タンパク質の発現変動を心不全の発症前後から経時的に調べる。 

心臓保護作用を有する生理活性物質の探索

新規治療薬としての開発
構造修飾によりDPP-4に分解されにくい化合物
を製造することで心不全治療薬として開発可能

＊DPP-4に分解されにくいインクレチンアナログ
製剤が糖尿病治療薬として既に上市されている

早期診断バイオマーカーとしての開発

図 2



 
４．研究成果 
マウスを用いて急性心筋梗塞モデルおよび圧負荷モデルを作製し、心不全モデルとしての再現性を

確認した。申請者の研究グループでは、これまで心不全モデルマウスを使った実験を継続的に行い、

多くの研究成果を発表してきたが、心不全モデルの作製者が交代したことにより、再現性のある心不全

モデルの作製が可能となるまである程度の時間を要した。 

作製した心不全モデルは、心エコー検査による心機能解析、病理学的解析、遺伝子発現解析などか

ら実際に心不全が発症していることを確認した。心不全モデルマウスを安定して作製し、RNA-seq 解析

を行うにあたって必要な心臓サンプルを準備することに十分な時間を当てた。また、近年注目を集めて

いる拡張不全マウスも作製できるようになったため、このマウスの心臓も実験に用いることとし同時に準

備を進めた。以上のように、心不全モデルマウスの心臓サンプルと血液サンプルは十分に準備できた。

新型コロナウイルス感染拡大による影響で研究が大幅に遅延したが、研究再開に向けた体制は整って

いる。今後は、次世代シーケンサーを使ったRNA-seq解析に向けて、収縮不全および拡張不全の心不

全モデルの心臓から抽出したサンプルを作製し随時プロテオーム解析を進める予定である。心不全に

より発現が変動する遺伝子プロファイリングを行い、DPP-4 基質の探索に取りかかる。さらに心不全に関

与する DPP-4 基質として候補に挙がったものの中から、心臓保護作用を有する分子を同定し、心不全

の創薬標的または診断バイオマーカーとしての可能性について研究を進める。 

また、心不全モデルマウスにおいて、DPP-4 阻害薬が心臓線維化を抑制することを認めたため、その

機序を in vitro の実験系を用いて調べた。新生仔ラットの心臓線維芽細胞を用いてアンジオテンシン II 

(Ang II) 添加後にコラーゲンの mRNAが増加することを確認した。次に、DPP-4阻害薬添加後に Ang 

II を投与したが、コラーゲンの mRNA は変化しなかった。培養液中の GLP-1 濃度が低値であり、基質

が存在しないことが原因と考えられた。そこで、GLP-1 添加後に Ang II を投与したところ、コラーゲンの

mRNAは有意に抑制された。 また、下流シグナルとして、Epac1が活性化されることも明らかにした。既

存の報告より、DPP-4阻害薬の作用は GLP-1/cAMP/Epac1の活性化を介していると考えられた。そこで、

cAMP の阻害薬 (IBMX)を投与したところ、GLP-1 によるコラーゲン産生抑制効果は抑制された。DPP-

4阻害薬は、DPP-4の基質であるGLP-1の分解・不活化を抑制し血中濃度を増加させることで、cAMP、

Epac1 を介して心臓線維化を抑制している可能性が示唆された。これまでの研究成果は学会等で随時

発表してきた。 
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