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研究成果の概要（和文）：Coupling factor 6 (CF6)過剰発現(TG)マウスと野生型(WT)マウスを

対象とし、運動負荷の施行と胸部上行大動脈と総頚動脈の分岐部に狭窄(TAC)を作成した。運動

負荷によりWTマウスでは心肥大と左室短縮率の増加が認められたが、CF6 TGマウスでは不変で

あった。一方、TACによりWTマウスでは心肥大が認められ、左室短縮率は軽度減尐したが、CF6 TG

マウスではWTマウスに比較してより著明な心肥大の形成とより著明な左室短縮率の減尐が認め

られた。以上から、CF6は生理的心肥大を抑制し、病的心肥大を促進することにより、心不全の

発症・進展に関与する可能性が示唆された。     

 

研究成果の概要（英文）： To investigate the influence of coupling factor 6 (CF6) to the 

progression of cardiac hypertrophy and dysfunction, we subjected CF6-overexpressing 

transgenic mice (TG) to exercise or persistent pressure overload by transverse aortic 

constriction (TAC) and compared the results with those in wild type mice (WT). 

Overexpression of CF6 attenuated exercise-induced physiological cardiac hypertrophy and 

increase in fractional shortening by down-regulating Akt signaling, whereas it 

exacerbated pressure overload-induced LV hypertrophy and systolic dysfunction. These 

suggest that CF6 may contribute to the onset and development of congestive heart failure 

by the suppression of physiological hypertrophy and the exacerbation of pathological 

hypertrophy.   
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１． 研究開始当初の背景 

 

プロスタサイクリンは強力な血管拡張作

用と血小板凝集抑制作用を有する生理活性

物質である。高血圧自然発症ラット(SHR)で

はプロスタサイクリンの内因性産生は低下
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している。しかし、血液を除去した摘出標本

（血管、臓器）での産生は内因性に反して著

明に亢進している。この矛盾は SHR において

プロスタサイクリン産生を抑制する内因性

物質が流血中に存在するという仮説によっ

て説明可能と考えた。近年我々は coupling 

factor 6 (CF6)がプロスタサイクリンの産生

を阻害する内因性ペプチドであることを発

見 し た (J Biol Chem 1998 ) 。 CF6 は

phospholipase A2を阻害することによりプロ

スタサイクリン産生を阻害する。COX とプロ

スタサイクリン合成酵素には影響しない(J 

Biol Chem 1998 )。さらに、CF6 は血管内皮

細胞の表面に存在し、そこから放出され、ず

り 応 力 に よ り 分 泌 は さ ら に 亢 進 す る 

(Circulation, 2001)。ラットに recombinant 

CF6 を静注すると、昇圧活性を有し、その昇

圧反応は SHRで WKYに比較して亢進している

ことも明らかにした(J Clin Invest, 2001)。

また、CF6 は SHR の血中で高値を呈し、中和

抗体の投与により降圧が認められ、その反応

は WKY に比較して亢進していた (J Clin 

Invest, 2001)。CF6 はヒト血中にも存在し、

本態性高血圧症患者において高値を示すこ

と、また、血中 CF6 濃度は食塩負荷により増

加し、アスコルビン酸投与によりその増加反

応は消失することを報告した(J Hypertens 

2003）。さらに、最近我々は血液透析患者で

は血中 CF6濃度は高値を示し、内因性 nitric 

oxide synthase (NOS) 阻 害 物 質 で あ る

asymmetric dimethyarginine (ADMA)と正相

関すること、虚血性心疾患の発症と密接な関

係を有することを明らかにした(Kidney Int, 

2003)。 

CF6 産生に関する基礎的検討では、tumor 

necrosis factor- とずり応力により CF6 

mRNA発現と分泌は亢進し、その反応は NF-kB

の dominant negative により阻害されること

を明らかにした(Cardiovas Res, 2004 and 

2005)。さらに、CF6のプロモーター解析では、

ラット CF6 プロモーター領域に１ヶ所の

NF-kB 結合部位が存在し、NF-kB 結合部位の

deletion 並びに double mutation により、ず

り応力によるルシフェラーゼ活性の亢進は

完全に阻害された(Cardiovas Res, 2005)。 

CF6 の細胞内情報伝達機構に関しては、最

近その受容体が血管内皮細胞表面に存在す

る ATP合成酵素の -subunitであることを明

らかにした(Hypertension, 2005)。受容体に

結合した CF6 は ATPase 活性を亢進させ、Fo

を介して水素イオンを細胞内に流入させ、そ

れに伴って細胞内酸性化を引き起こす。

Efrapeptin により ATPase を阻害すると、CF6

による細胞内酸性化は抑制され、CF6 による

プロスタサイクリン産生の抑制作用が消失

する(Hypertension, 2005)。 

CF6 の生理作用に関しては、最近血管内皮

細胞の NO 産生と内皮依存性過分極因子

(EDHF) 産生も抑制することが明らかとなっ

た(J Hypertens, 2006)。血管内皮細胞に CF6

を投与し、cDNA microarray で増減する遺伝

子を検討すると、内因性 NOS 阻害物質 ADMA

の産生酵素(PRMT-1)の亢進並びに分解酵素

(DDAH-2)の低下が認められ、ADMA の分泌亢進

も証明された。さらに、動脈硬化の促進因子

であるエストロゲン受容体、ウロキナーゼ受

容体の発現亢進、並びに心不全関連ペプチド

である relaxin、neuregulin の発現亢進も認

められた(J Hypertens, 2006)。また、ラッ

ト冠細小動脈の収縮実験では、NO とプロスタ

サイクリンを阻害しても、CF6 は強力な収縮

を 惹 起 さ せ 、 epoxyeicosatrienoic acid 

(EET)を初めとした EDHF の産生を阻害して、

血管収縮をきたすことも明らかとなった

(AHA, 2005)。 

以上、CF6 の生理作用は明らかとなってき



 

 

たが、CF6 の心血管病の病態形成、特に心肥

大と心不全の病態形成に及ぼす影響は不明

である。 

 
２．研究の目的 

 

最近我々は CF6 を投与すると血管内皮細胞

内の pH が低下することを発見した。通常の

生理活性物質が細胞内 pH を上昇させるのと

対照的である。心肥大は心筋虚血・酸性化を

招来し、心不全へと進展するが、CF6 の作用

機序と循環器疾患の病態形成における役割

は依然として不明である。そのため、CF６過

剰発現マウスに水泳による運動負荷・胸部上

行大動脈結紮の大動脈狭窄による圧負荷を

行い、心肥大の病態形成への関与並びに心不

全発症における CF6の役割を個体レベルで解

明し、循環器疾患における病態生理学的意義

を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

 

CF６過剰発現モデルに対する運動負荷の影

響 

 

CF6は通常ミトコンドリアにsortingされる。

そこで血中CF6濃度が高値を呈するCF6過剰

発現マウスを作製するために、CF６は直接

mature formで産生され、直ちに細胞外に分

泌されるように、ヒトカルシトニンの

promotorとmature CF6 cDNAを接続した発現

ユニットを作製した。筑波大学生命科学動物

資源センターに依頼し遺伝子導入マウス(ヘ

テロ) を3匹作製してもらった。現在その内

の1系統でCF６過剰発現マウス（ホモ）(雌雄) 

を作製済みで繁殖中である。 

1) 生理的心肥大モデルとして、生後約 7 週

の CF6 過剰発現マウスと Wild type(WT)マウ

スに運動負荷として水泳を 1 日 2 回(午前、

午後)1 回 10 分程度を 8 週間月曜日～金曜日

まで行う。非観血的血圧並びに心拍測定、各

種臓器重量の測定、心血管系の組織学的観察

を経時的に行い、CF６過剰発現マウスと wild

の動脈硬化の程度・心肥大、心拡大の程度を

比較検討する。また心エコーも施行し、経時

的変化を記録し分析する。 

2) 心臓を摘出し、遺伝子発現、蛋白発現を

RT-PCR並びに Western blot 法にて検討する。 

 

CF６過剰発現モデルに対する大動脈狭窄の

影響 

 

1) 病的心肥大モデルとして、生後約 7 週の

それぞれに対してケタミン、キシラジンによ

る腹腔麻酔を行い、その後挿管して人工呼吸

器にて呼吸管理し、恒温マットにて体温管理

をしたのち、左胸骨切開による開胸手術を行

う。実体顕微鏡下にて胸部上行大動脈～横行

大動脈を露出させた後に右総頚動脈の走行

を確認したのち胸部上行大動脈と総頚動脈

の分岐部より末梢側で左総頚動脈より手前

を 7-0ナイロンと金属を利用して狭窄を作成

する。その後、閉胸して自発呼吸を確認後に

抜管して呼吸状態を確認して手術終了とす

る。 

2) 心エコー、血圧測定を施行する。 

3) 術後 8 週間後に心臓を摘出し組織学的、

免疫学的に評価する。また臓器をホモジネー

ションして、心肥大関連分子の発現を検討す

る。 

 
４．研究成果 

 

CF６過剰発現モデルに対する運動負荷の影

響 

 

結果：WT では運動負荷により心室中隔壁厚

(0.88±0.01mm vs 0.75±0.02 mm, p＜0.01)、



 

 

左室後壁厚(0.88±0.01mm vs 0.72±0.03mm, 

p<0.01)は増加、TG では不変であった。左室

短縮率は WT では増加(41±1 vs 37±1%, 

p<0.01)、TG では不変であった。また左室の

インスリン様成長因子 1(IGF1)遺伝子発現は

各グループで差は認めなかったが、インスリ

ン様成長因子 1受容体(IGF1-R)蛋白の発現と、

IGF1-R 蛋白のリン酸化率は WT でそれぞれ

1.83±0.23倍、1.83 ±0.09 倍の上昇が認め

られ（p＜0.05）、TGは不変であった。IGF1-R

の下流シグナルであるインスリンレセプタ

ー基質 1(IRS1)、ホスファチジルイノシトー

ル -3- キ ナ ー ゼ (PI3K ） p85 、 Akt は 、

p-IRS1/IRS1蛋白比、PI3Kp85/GAPDH蛋白比、

p-Akt/Akt 蛋白比のいずれも WT でそれぞれ

2.22±0.22 倍、1.78±0.31 倍、2.24±0.49

倍、上昇を認めたが(p＜0.05)、TG では不変

であった。以上より、CF6 は、IGF1/PI3K/Akt

経路を介した生理的心肥大を抑制すること

が示され、心不全治療の標的因子となりうる。 

 

CF６過剰発現モデルに対する大動脈狭窄の

影響 

 

結果：5 週後の心エコーでは WT マウスでは

TAC により有意な心肥大が認められ、左室短

縮率は軽度減尐した。また、心組織で

mitogen-activated protein kinase (MAPK)

のリン酸化の亢進が認められた。一方、CF6 TG

マウスでは TAC により WT マウスに比較して

より著明な心肥大の形成とより著明な左室

短縮率の減尐が認められた。MAPK のリン酸化

は更に亢進していた。組織学的検討では、CF6

過剰発現マウスの TAC群では野生型(WT)マウ

スの TAC群に比較して個々の心筋細胞の面積

は有意に大であった。以上より、CF6 は病的

心肥大を促進することにより心不全の発

症・進展に関与する可能性が示唆された。  
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