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研究成果の概要（和文）： 

 Apoptogenic Protein (Apop)遺伝子の発現が酸化ストレス産生と細胞老化に関わってい
ることを明らかにした。また Apop がミトコンドリアの代謝の活性化に関わっていること
を発見した。Apop 遺伝子を抑制することによって脂肪酸代謝が亢進して血清コレステロ
ール値が改善すること、ならびに体重が減少することを示し、Apop が脂質異常症治療な
らびに肥満治療の新しい標的になりうることを明らかにした。 
 

研究成果の概要（英文）： 

We found that the expression of Apoptogenic Protein (Apop) is implicated in oxidative 
stress production and senescence of cells. In addition, we found that Apop expression 
affected the activation of mitochondrial metabolism. Apop gene inhibition enhance 
fatty acid metabolism, and improved serum cholesterol level and body weight. 
Therefore, Apop could be to a novel therapeutic target for the treatment of 
dyslipidemia and obesity. 
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１．研究開始当初の背景 

高コレステロール血症により動脈硬化を
自然発症する動脈硬化のモデルマウスとし
て ApoE 欠損マウスが知られている。申請者
は ApoE 欠損マウスの動脈硬化プラークおよ
び正常血管から平滑筋細胞を培養し、
Differential Display を用いてで発現が亢進
している遺伝子を Differential Display を用

いて遺伝子発現の比較を行った。その結果、
動脈硬化プラークから培養した平滑筋細胞
において発現している遺伝子としていくつ
かの遺伝子をクローニングした。遺伝子配列
を調べた結果、そのなかのひとつは VIII 型コ
ラーゲンであることが判明し、その後 VIII

型コラーゲンの動脈硬化発症における重要
性は国際的にも認識され多くの成果が報告
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されるに至った。他のひとつの遺伝子は機能
不明の遺伝子であり、機能性ドメインも存在
しないため機能推定は困難であったが、培養
細胞に遺伝子を導入した実験結果から細胞
の能動的な死（自殺）であるアポトーシス誘
導機能をもつことを明らかにした。そこで申
請者はこの遺伝子を Apoptogenic Ptotein

（Apop）遺伝子と名付けて発表した。Apop

がミトコンドリアに局在するタンパク質で
あることを明らかにしたが、この結果は
Apop の機能がアポトーシスに留まらずエネ
ルギー代謝や酸化ストレス産生にも関わっ
ていることを予想させるものであった。 

Apop 遺伝子発現によってアポトーシスが
誘導される機構を明らかにするため、培養平
滑筋細胞を用いて研究を行い、以下の点が明
らかになっている。 

(1) Apopを発現させた細胞ではミトコンドリ
アからチトクロム c が細胞質に放出され、
それが引金となって一連のカスパーゼ経
路が活性化されて最終的にアポトーシス
が誘導される。 

(2) ミトコンドリアからチトクロム c が放出
される際、Bax/Bak 依存性チャネルから
ではなく、Permeability Transition Pore
から放出される。 

(3) Apop遺伝子の発現抑制は細胞の生存率あ
るいは代謝を上昇させる。 

Permeability Transition Pore からのチトク
ロム c の放出は一般に心筋梗塞後の治療で行
われる虚血再還流の際に起こる心筋細胞死
に関わっているとされている。心筋細胞死は
心筋梗塞治療後に起こる心不全につながる
ため、重要な課題である。上記の結果は Apop

が心筋梗塞治療後に発症する心不全の病態
に関わっていることを示唆するものである。 

 また Apop が局在するミトコンドリアは細
胞内のエネルギー産生器官であるとともに
細胞老化にも深く関わっている器官である。
特にミトコンドリアからの酸化ストレス産
生は細胞老化への関わりが大きい。そこで
Apop の老化への関わりに関する研究を行っ
た。 

 

２．研究の目的 

本研究では独自にクローニングしたアポ
トーシス（細胞の能動的な死：自殺）誘導タ
ンパク質（Apop）の生体内での機能を解明す
るとともに細胞および個体の老化における
役割を明らかにして臨床応用することを目
的とする。特に Apop 発現による老化誘導機
構を解明する。 

Apop 発現は特に以下の(1)～(3)の 3 点か
ら細胞老化に関連しているものと考えられ
る。 

(1)ミトコンドリアの関与：ミトコンドリア
機能が老化に関わっていることはミトコン

ドリア DNA に突然変異が蓄積したマウスで
は早期老化を発症し短命になることからも
示されている。 

(2)アポトーシス感受性の関与： Apop 発現
は細胞のアポトーシス誘導刺激に対する感
受性を上昇させる。老化した細胞においては
アポトーシス感受性が増加することが知ら
れているため、Apop の発現は細胞老化に影
響しているものと考えられる。 

(3)酸化ストレスの関与：酸化ストレスは細
胞老化を促進することが因子として知られ
ている。ミトコンドリアは酸化ストレスの産
生器官であり、ミトコンドリアタンパク質で
ある Apop の発現は酸化ストレスによる細胞
老化に影響するものと考えられる。 

Apop が誘導する Permeability Transition 

Pore 依存性のアポトーシスは老化に深く関
わる酸化ストレスや心筋梗塞治療後の虚血
再還流によって誘導される。従って Apop 発
現は虚血再還流によって生じる臓器不全に
関与していることが予想される。本研究では
Apop 発現制御による心筋梗塞、脳梗塞の縮
小硬化を確認し、老化因子である Apop 発現
の抑制を抑制することで寿命延長硬化の検
討を行う。本研究によって老化誘導機構なら
びに心筋梗塞治療後の心不全発症機構を分
子レベルで解明することを目的とし、本邦に
おける高齢者の死因の常に上位を占める心
疾患、脳血管障害予防法の構築と寿命の延長
効果を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)Apop ノックアウトマウス作製 
Apop 遺伝子を欠損したノックアウトマウ

スを作製する。培養胎児幹細胞（ES細胞）に
遺伝子改変ベクターを導入して組換えES細
胞を作製する。この細胞を野生型マウスの胚
盤胞腔に注入して野生型細胞ならびに組換
え細胞より構成されたキメラマウスを得る。
キメラマウスから出生した仔のなかから組
換え細胞より発生したマウスを選別するこ
とによって組換えマウスを得る。組換えマウ
スはまずFlp発現マウスとの交配により組換
え細胞の選別に使用した薬剤耐性遺伝子を
除去する。その後全身または心臓、血管平滑
筋細胞等に特異的にCreを発現するマウスと
の交配によって全身あるいは組織特異的な
Apop 欠損マウス（Conditional knockout マ
ウス得る。以降の研究では基本的に全身で
Apop 遺伝子を欠損したマウスを用いる。 
(2)Apop 欠損マウスの老化 
Apop 発現を抑制した細胞では生存率が上

昇する。したがって Apop 欠損マウスでは寿
命が延長することが予想される。体外受精に
より野生型、ヘテロ、ノックアウトマウスの
3種類を各群20匹作製して約2年間と予想さ
れる飼育を開始し、各群間での生存率の比較



 

 

を開始する。 
(3)Apop、ApoE ダブルノックアウトマウスの
作製 

Apop 欠損マウスと高脂血症により動脈硬
化を自然発症する ApoE 欠損マウスの交配を
開始する。生まれた仔の遺伝型を PCR によっ
て決定しながら交配を繰り返し、Apopと ApoE
のダブルノックアウトマウスを作製する。 
(4)ヒト老化組織における Apop 発現解析 
ヒトの動脈硬化は脳卒中、心筋梗塞の原因

となる危険な病態である。動脈硬化組織にお
ける Apop 遺伝子、炎症性サイトカインの発
現を免疫染色によって解析する。また組織を
Apop 抗体と平滑筋細胞抗体、Apop 抗体と炎
症細胞抗体との二重染色し、発現細胞の同定
を行う。 
 
４．研究成果 
(1)Apop ノックアウトマウス作製 

Apop遺伝子は5つのエクソン領域から構成
される。エクソン 1 の上流には他の遺伝子
（Bag5）が近接しており、欠失させると Bag5
遺伝子の発現に影響が出る可能性がある。そ
こで Apop 遺伝子のエクソン 2 およびエクソ
ン 3を LoxP 配列ではさんだFlox マウスをま
ず作成した。得られた Flox マウスはまず Flp
トランスジェニックマウスと交配させて薬
剤耐性遺伝子を除去した。このマウスを Cre
遺伝子トランスジェニックマウスと交配さ
せることによりエクソン 2 およびエクソン 3
をを除去した Apop ノックアウトマウスの作
製に成功した。また心筋細胞で特異的に Cre
遺伝子を発現するマウスとの交配により、心
筋 特 異 的 に Apop 遺 伝 子 を 欠 損 し た
Conditional knockoutマウスの作製にも成功
した。 
(2)Apop 欠損マウスの老化 
①Apop ノックアウトマウスの精子と野生型
マウスの卵子の体外受精により、ApopKO マウ
ス、ヘテロマウス、野生型マウスを雌雄各群
20匹ずつ作製した。各群マウスを通常条件に
て飼育開始し、寿命の測定中である。現在志
望したマウスは 1割以下であり、引き続き飼
育を継続する予定である。 
②ノックアウトマウスならびに野生型マウ
スの血液を採取して比較した結果、ノックア
ウトマウスではコレステロール値と中性脂
肪の低下が認められた。またノックアウトマ
ウスでは体重の減少が認められた。in vitro
においてミトコンドリア代謝の亢進が認め
られていることから、KOマウスでの血清脂質
変化はミトコンドリア内で脂肪酸代謝が亢
進した結果であるものと考えられた。 
③Apop ノックダウン細胞 
siRNAを用いて培養血管内皮細胞のApop発
現を低下させる（ノックダウン）ことに成功
した。ノックダウンした細胞では ATP 産生

の増加とミトコンドリア活性の上昇が認め
られた。また老化の指標であるβガラクトシ
ダーゼを発現し始め、老化の兆候を示すこと
を発見した。 

(3)Apop、ApoE ダブルノックアウトマウスの
作製 
Apop ノックアウトマウスを動脈硬化発症

のモデル動物である ApoE 欠損マウスと交配
し、Apop、ApoEダブルノックアウトマウスを
作製した。 
(4)ヒト老化組織における Apop 発現解析 
動脈硬化は血管の老化であり、我が国の死

因の常に上位をしめる心筋梗塞、脳卒中の原
因病態である。 
まず、ヒト Apop タンパク質を大腸菌に発

現させることにより必要量の Apop タンパク
質を得た。Apopタンパク質をマウスに感作し、
抗 Apop モノクローナル抗体を産生する細胞
を作製した。得られたモノクローナル抗体産
生細胞はマウス腹腔内に注入して、得られた
腹水からモノクローナル抗体を精製した。 
 動脈硬化を起こしたヒト冠動脈切片を
Apop モノクローナル抗体を用いて免疫染色
を行った。その結果、血管平滑筋細胞が染色
され、平滑筋細胞に Apop が発現しているこ
とが確認された。また平滑筋細胞の中でも成
人血管に存在する収縮型の細胞に強い発現
が認められ、胎児血管に存在する合成型の細
胞では弱い発現であった。この結果から Apop
発現は血管平滑筋細胞の表現型マーカーと
しても有用であることが確認された。 
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