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研究成果の概要（和文）：本研究によりストレス関連ペプチドである Urocortin-2,-3(以下

Ucn-2,-3) は血中レベルにおいて左心負荷の鋭敏なマーカーになり得ることが判明した。さ

らに、慢性的な左心負荷という酸化ストレスが Ucn-2,-3 を介して脳内で慢性炎症を惹起す

るとともに、サイトカインシグナルの負の制御機構にも作用する可能性が示唆された。ま

た、左心負荷により Ucn-3 は Nesfatin-1 とは independent な機序でエネルギー代謝にも影響

を及ぼすことが推測される。 
 
研究成果の概要（英文）：Our results indicate that Ucn-2 and Ucn-3 can be sensitive markers for left 
ventricular heart loading, and endogenous Ucn-2 and Ucn-3 through CRF-R2 are critical molecular 
mediators of the physiological response to heart failure in the central nervous system as well as in the 
heart. Taken together, our data suggest that left ventricular heart loading induces the increase of 
inflammatory cytokines such as IL-6, and affects the negative feedback system of cytokine signalings in 
the brain. Furthermore, it is speculated that Ucn-3 may play an important role in the energy homeostasis 
through the different pathway from Nesfatin-1 under condition of left ventricular heart failure. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年心臓も内分泌器官の一つと考えられ、
心血管系内分泌学という新しい研究分野が
確立されつつある。心臓での作用を有する内
分泌活性ペプチドとしては Renin, Angiotensin, 
Aldosterone, ANP, BNP などがあげられるが、
1995 年に発見された CRF 関連ペプチドであ
る Urocortin (Vaughan J, et al. Nature 1995; 378: 
287-292.) もその心臓での受容体である
CRF-R2 に結合し、cAMP 産生活性を介して
強い強心作用を発揮することが示されてい
る。更に Urocortin の isoform で心臓に発現し
ている Urocortin-1 および 2 は ANP や BNP と
同様に左心不全では血清レベルでも増加が
認められる。このように中枢神経系で発現す
るホルモンが心血管系にも生理的作用を有
することが明らかとなってきた。そこで我々
は逆の観点から Urocortin やその受容体であ
る CRF-R2 などに着目し、左心不全状態の脳
内における神経内分泌学的研究を２〜３年
間で行う予定である。すなわち、本研究では
外科的に左心不全ラットを作成し、ラット脳
における種々のストレス関連ペプチドやそ
れらの受容体の発現動態を多角的に解析す
ることにより、心不全という慢性的なストレ
ス状況下での脳内に認められる神経内分泌
学的な特徴を明らかにしていく。中枢神経系
で発現するストレス関連ペプチドやそれら
の受容体に焦点をあて心不全における脳内
の神経内分泌学的な検討を行った報告はま
だ国内・国外ともになされていないのが現状
である。 
 
２．研究の目的 
“心不全の際に脳内でどのような変化が起
きているのか”についてはいまのところヒト
でもラットでも明らかにされていない。本研
究では外科的に左心負荷ラットを作成し、ラ
ット脳における種々のストレス関連ペプチ
ドやそれらの受容体の発現動態を多角的に
解析することにより、心不全という慢性的な
ストレス負荷が生じている状況下での脳内
に起きている神経内分泌学的な変化を解明
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
【研究計画・方法】概要は以下の通りである。 
４〜５週齢のSprague-Dawley (SD)ラット(250
〜300g) に対して下行大動脈絞扼術を施行し、
左心負荷のモデルラット(以下Ao-banding)を
作成する。コントロールとしてSham-operated 
ratも作成する。手術して４週間後に断頭によ
りsacrificeし、脳を摘出後frontal cortex, striatum, 
hippocampus, septum, amygdala, thalamus, 
hypothalamus, cerebellum, pituitary gland の９
つの部位を切り出し、一部の脳より切片標本
も作成する。次に分割された脳の各部位より

total RNA を抽出して、real-time PCR を行い、
Urocortin-1,-2,-3 (以下Ucn-1,-2,-3), CRF-R1,-R2, 
TNFα, IL-6, SOCS-3 (Suppressor of cytokine 
signaling-3), c-fos, Nesfatin-1のmRNA の発現
量を定量化し、コントロールと比較検討する。
更に左心負荷ラットの脳の凍結切片を用いて
in situ hybridization を行い、Urocortin-2, -3, 
CRF-R2の発現を解析する。また、視床下部を
中心にNesfatin-1 の発現動態をin situ 
hybridizationにても検討する。 
 また、sacrifice の時には血液も採取し、各
種キットを用いて心血管系ホルモンやスト
レス関連ホルモンの血清中の濃度を測定。
Ao-banding 群と control 群において変化が認
められるか否かを検討する。 
【平成２２年度】 
I. 心不全ラットの作成および実験に用いる
試料の調整 
１．４〜５週齢のSprague-Dawley (SD)ラット
(250〜300g)を10匹購入し、以下に示す方法に
て下行大動脈絞扼術を施行し、左心負荷のモ
デルラット(Ao-banding)を作成する。 
２．SDラットに対してPentobarbital 50 mg/kg 
を腹腔内投与し麻酔導入を行う。その後、20G 
のアンギオ針で気管内挿管を行い、Harvard 
社製の小動物人工呼吸器で呼吸管理を行う。
必要に応じて維持麻酔にIsoflurane 1〜3%を投
与する。右側開胸で左肺を上方に牽引して下
行大動脈を同定する。周囲の組織を剥離し、
20G のニードルを針を軸に5-0 ナイロンを用
いて下行大動脈を絞扼する。閉胸後に十分な
自発呼吸が得られたところで抜管を行う。術
後に抗生物質ABPC 200 mg/kg ip と鎮痛薬
Buprenorphine 0.05 mg/kg ip を行う。抜管後、
呼吸状態が安定しない場合は酸素投与を適宜
行う。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



３．左心不全の評価：左心負荷の評価は血中
ANP, BNP, NT-pro BNP の測定、マイクロカテ
ーテルによる左心室の収縮終末期圧測定およ
び心エコーで行う。 
４．左心負荷が十分に出現してきた段階で（４
週間後）、ラットを断頭によりsacrifice する。 
５．ラットの脳分割：断頭後直ちにラットの
全脳を摘出し、10匹のうち8匹の脳からは
rodent brain matrix、厚さ0.15 mm のrazorとリ
ングピンセットを用いてfrontal cortex, striatum, 
hippocampus, septum, amygdala, thalamus, 
hypothalamus, cerebellum, pituitary glandの９つ
の部位を切り出し、各々を液体窒素を用いて
凍結後-80℃で保存する。残りの2匹の全脳は
16時間固定し、10%sucrose を含む0.1M リン
酸buffer で凍結保護した後、30μm の厚さに
スライスして切片標本を作成し、-20℃で凍結
保存する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
６．また、４〜５週齢のSDラット10匹をコン
トロール用として別に購入し、Sham operation
を行う。４週間後に断頭によるsacrificeを行い、
直ちに脳を摘出し、5匹に関しては更にfrontal 
cortex, striatum, hippocampus, septum, amygdala, 
thalamus, hypothalamus, cerebellum, pituitary 
gland の９つの部位を切り出して各々を-80℃
で凍結保存する。残り2匹の全脳は16時間固定
し、10%sucroseを含む0.1M リン酸bufferで凍
結保護した後、30μm の厚さにスライスして
切片標本を作成し、-20℃で凍結保存する。こ
れらの試料は今回の検討のコントロールとし
て使用する。 
II. 心血管系ホルモンおよびストレス関連ホ
ルモンの血清レベルでの動態変化 
 下行大動脈絞扼術の術前および sacrificeす
る直前にSDラット(10匹)の外頚静脈より採血
を行い、血清BNP, Corticosterone, Crh, Ucn-1, -2, 
-3 濃度をそれぞれ EIA kit を用いて測定す
る。Control群でも同様に測定を行い、両群に
おける血中レベルでの動態変化を検討する。 
 

【平成２３年度以降】 
III. 体重増加量と食餌摂取量 
 Ao-banding群とcontrol群において、手術から
sacrificeまでの期間の１日あたりの体重増加
量(g/day)と食餌摂取量(g/day)も算出し、比較
検討を行う。 
IV. 左心負荷ラットの脳における神経内分泌
学的検討 
１．Real-time PCR 解析 
Ao-banding群およびcontrol群の分割された脳
の各部位よりRNA 抽出キットを用いてtotal 
RNA を抽出する。これらのtotal RNA から
cDNA を合成した後、Crh, Ucn-1,-2, -3, 
CRF-R1, CRF-R2, TNFα, IL-6, SOCS-3, c-fos, 
Nesfatin-1におけるそれぞれ特異的な一組の
primer を用いてreal-time PCR を行い、それぞ
れのmRNAの発現量を定量化する。control群
と比較することにより、脳の各部位で左心負
荷による発現量の増減を評価する。 
２．In situ hybridization 解析 
Ao-bandingラットおよびcontrolラットの脳の
凍結切片を用いてin situ hybridization を行い、
Ucn-2,-3, CRF-R2, IL-6, SOCS-3, c-fosのmRNA
の発現を解析し、脳の各部位で変化が認めら
れるかどうか検討する。その際、Ucn-2,-3, 
CRF-R2, IL-6, SOCS-3, c-fosに特異的なsense, 
antisenseのcRNA probeをDIG RNA Labeling kit
を用いて作成後、凍結切片とhibridization を行
い、シグナルはDIG Nucleic Acid Detection kit 
を用いて検出し、顕微鏡にて確認する。 
また、視床下部（特に室傍核(PVN)、視索上核
(SON)、弓状核(ARC)）における摂食抑制因子
Nesfatin-1の発現に関して、in situ hybridization 
を行い、control群と差が認められるか比較検
討する。 
 
 
４．研究成果 
今回の研究にて以下の結果が得られた。 
(1)心臓カテーテル検査結果 
 Sacrifice する前に麻酔下で心臓カテーテル
検査を行い、両群ラットの左室収縮終末期圧
を 測 定 し た と こ ろ 、 Ao-banding 群 は
205.3±8.1/11.3±0.7 mmHg 、 control 群 は
110.7±5.2/8.0±1.2 mmHg であった。よって、
Ao-bandingでは十分な左心負荷の生じている
ことが証明された。 
 
(2)心血管系ホルモンおよびストレス関連ペ
プチドの血清レベルでの動態変化 
 Ao-banding により血清 BNP, Ucn-2, Ucn-3 
濃度の有意な上昇が認められた。特に Ucn-2, 
Ucn-3 濃度は、control 群と比べ著明に増加し
ていた。しかし、血清 Corticosterone, Crh, 
Ucn-1 濃度は両群において有意な変化は認
められなかった。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)体重増加量と食餌摂取量 
 体重増加量に関しては、Ao-banding 群と
control群の間では 3.73±0.78 (g/day) vs 5.81±
0.49 (g/day) と、Ao-banding 群の方が有意に減
少していた (p < 0.05)。しかし、食餌摂取量
に関しては 20.12±1.54 (g/day) vs 22.28±0.51 
(g/day)であり、両群に有意差は認められなか
った。 
 
(4)左心負荷ラットの脳におけるストレス関
連 ペ プ チ ド と そ の 受 容 体 の 発 現 動 態
(real-time PCR 解析)  
 Ucn-2 mRNA の発現量は線条体、海馬、視
床、扁桃体、小脳で、Ucn-3 mRNA の発現量
は前頭皮質、線条体、海馬、視床、視床下部、
扁桃体、小脳において Ao-banding の方が
control 群に比し著明に増加しており、両者の
パターンは類似していた。さらに脳以外では
心臓、腎臓、副腎においても Ao-banding 群の
Ucn-2 および Ucn-3 mRNA の発現量は control
群に比べ著明に増加していた。しかし、Ucn-2
と Ucn-3 双方の主な受容体である CRF-R2 に
関しては、前頭皮質、線条体、中隔、視床、

視床下部において Ao-banding の方が control
群に比べ mRNA 発現量は著明に低下してお
り、down-regulation していることが判明した。
一方、Crh と Ucn-1 の mRNA の発現量は脳の
９部位において Ao-banding 群と control 群の
間では有意な差は認められなかった。Crh と
Ucn-1 の主な受容体である CRF-R1 の mRNA
発現量に関しても、脳の９部位において両群
で有意差は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)左心負荷ラットの脳における炎症性サイ
トカインの発現動態(real-time PCR 解析) 
 Ao-banding 群では、急性炎症の指標である
TNFαの mRNA 発現量に関しては、脳の各部
位において control 群と比較して有意差は認
められなかった。一方、慢性炎症で変動する
IL-6 の mRNA 発現量は、Ao-banding 群におい
て Ucn-2,-3 と類似し、中隔、海馬、視床下部、
扁桃体、下垂体で著明な上昇を認めたが、IL-6



シグナルの抑制系である SOCS-3 は前頭皮質、
線条体、海馬、小脳で低下を認めた。さらに
IL-6 の third messenger である c-fos の mRNA
は、海馬、視床下部、小脳において著明な上
昇が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6)左心負荷ラットの脳における摂食抑制因
子の発現動態(real-time PCR 解析) 
 食餌摂取量に関しては Ao-banding 群と
control 群の間に有意差は認められなかった
が、体重増加量は Ao-banding 群で有意に減少
していたことから、中枢性の摂食抑制因子で
ある Nesfatin-1 の mRNA 発現量の検討を行っ
た。しかし、Ao-banding 群と control 群の間に
は視床下部を中心に脳の各部位において
Nesfatin-1 mRNA の発現量に有意差は認めら
れなかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果より、ストレス関連ペプチド
である Ucn-2 および Ucn-3 は血中レベルに
おいて左心負荷の鋭敏なマーカーになり得
ることが判明した。さらに、慢性的な左心
負荷という酸化ストレスが Ucn-2,-3 を介し
て脳内で慢性炎症を惹起するとともに、サ
イトカインシグナルの負の制御機構にも作
用する可能性が示唆された。また、左心負
荷 に よ り Ucn-3 は Nesfatin-1 と は
independent な機序でエネルギー代謝にも
影響を及ぼすことが推測された。 
 本研究の結果は左心不全によって惹起さ
れる中枢でのストレス応答機構の解明の一
助になると考えられる。 
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