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研究成果の概要（和文）：心臓特異的Follistatin like (Fstl) 1欠損マウス(cFstl1-KO)に5/6腎摘手術を施行し、新
規カルディオカインFstl-1の慢性腎臓病における役割を解析した。cFstl1-KOマウスは対照マウスと比較して、尿中ア
ルブミン排泄の増加、遺残腎での糸球体障害の増悪、炎症反応、酸化ストレスの上昇を認めた。一方アデノウイルスを
用いてFstl1の血中濃度を上昇させることによりこれらの腎障害を全て改善しており、Fstl1は慢性腎臓病の新たな治療
ターゲットになりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the role of cardiac Follistatin like (Fstl) 
1 in a mouse model of subtotal (5/6) nephrectomy. cFstl1-KO mice showed exacerbation of urinary albumin 
excretion, histological glomerular damage after subtotal nephrectomy compared with control mice. 
cFstl1-KO mice also exhibited the increased mRNA levels of proinflammatory cytokines and oxidative stress 
markers in the remnant kidney. Conversely, systemic administration of adenoviral vectors expressing Fstl1 
ameliorates these renal damage. In cultured human mesangial cells, FSTL1 protein attenuated 
TNF-alpha-stimulated expression of proinflammatory cytokines. Treatment of mesangial cells with FSTL1 
protein augmented the phosphorylation of AMP-activated protein kinase (AMPK), and inhibition of AMPK 
activation abrogated the anti-inflammatory effects of FSTL1. These data suggest that Fstl1 functions in 
cardiorenal communication, and that the lack of Fstl1 production by myocytes promotes renal damage.

研究分野：循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
慢性腎臓病(Chronic Kidney Disease; CKD)
が2003年の米国National Kidney Foundation 
(NKF)及びKidney Disease Outcomes Quality 
Initiative (K/DOQI)により、心血管疾患発症の
独立した危険因子であることが発表されて
以来、腎臓の心血管病に与える影響について
多くの研究がなされてきた。一方、心機能が
腎障害に及ぼす影響に関しても、心不全が腎
障害の増悪因子であることが明らかとなっ
てきており、この悪循環は心腎連関として広
く認識されてきている。 
近年、心臓は心房利尿ペプチド(ANP)、脳
性利尿ペプチド(BNP)、アドレノメドゥリン
等の様々な生理活性物質を産生し、心臓、腎
臓やその他の臓器に影響を及ぼすことが明
らかになりつつある。申請者等は新規心臓由
来因子として Fstl1 を見出し、マウスモデル
において Fstl1 が心臓の虚血再潅流傷害
(Ogura Y, Ohashi K et al. Circulation 2012)、
心臓圧負荷(Shimano M, Ohashi K et al. Proc 
Natl Acad Sci U S A 2011)の際にその発現が
上昇し、心保護作用を発揮することを報告し
た。また臨床的にも急性冠症候群や慢性心不
全患者で Fstl1 の血中濃度が上昇することが
報告されており、心血管病のバイオマーカー
としても確立しつつある。心臓病と慢性腎臓
病は強い関連を示すことより、心不全や心筋
障害で上昇する Fstl1 が心腎連関により慢性
腎臓病の病態に関与することが示唆される。
これらより申請者等は慢性腎障害において
も、心臓由来の Fstl1 が腎保護作用を発揮す
るという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 
我が国において、慢性腎臓病は増加の一途
をたどり、その病態解明と治療法の開発は重
要課題である。また心不全が腎障害の増悪因
子であることが明らかとなってきており、心
臓由来分泌蛋白による腎機能調節機序が示
唆される。本研究では、申請者らが見いだし
た心保護作用を有する新規心臓由来分泌因
子 Follistatin-like1(Fstl1)に着目し、慢性腎臓
病に対する Fstl1 の作用を遺伝子改変マウス
を用いて個体レベルで明らかにする。さらに、
その分子機序を細胞レベルでも明らかにす
る。本研究の目的は、Fstl1の機能解析により、
慢性腎臓病の病態を解明し、Fstl1を標的とし
た慢性腎臓病の治療応用へと展開すること
である。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 心臓特異的 Fstl1欠損マウスの作製。 

Cre-LoxP システムを用いて作製した
Fstl-1 Floxマウスに心筋細胞特異的な αMHC
をプロモーターとしたCreトランスジェニッ
クマウスを交配し、心臓特異的な Fstl1 欠損

マウス(cFstl1-KO)を作製する。 
 
(2) 5/6腎摘モデルの作製 

8~12 週齢の cFstl1-KO マウスと対照マウ
スをペントバルビタールにて麻酔後、背部よ
り左側の腎臓を露出させクリップにて腎動
静脈を阻血する。その後左腎上下極を 1/3ず
つ切除し、指圧にて圧迫止血後クリップを外
し阻血解除する。1 週間後に今度は右側腎臓
を露出させ、腎動静脈、尿管を結紮し右腎を
全摘する。術後 8週目に解剖し解析に用いる。
また野生型マウスに 5/6 腎摘術後 4 週目に
Fstl1 を過剰発現するアデノウイルス 
(Ad-Fstl1) と コ ン ト ロ ー ル ベ ク タ ー
(Ad--galactosidase)を右頸静脈から投与し、
Fstl1の血中濃度を上昇させ、治療効果も解析
する。 

 
(3) 腎障害モデルにおける腎機能、腎障害の
解析 
①血中 BUN, Cr, 尿中 Cr, Alb測定: 解剖前に
随時尿を採取し、ELISAシステムにて Alb濃
度を測定する。BUN, Cr濃度は SRLに委託し
測定し、尿中 Alb 濃度は尿中 Cr 濃度で補正
して(mg/gCr)として評価する。 
②遺残腎での糸球体傷害解析: 解剖後腎臓を
取り出し4%パラホルムアルデヒドで24時間
固定する。パラフィン切片を作成後、Periodic 
acid-Schiff 染色 (PAS)、Masson-Trichrome
染色を施行する。PAS染色ではメサンギウム
細胞増殖を反映する糸球体面積と有核細胞
数を解析する。線維化は Masson-Trichrome
染色を施行し、青色の線維化部分の面積を測
定する。 
 
(4) 腎障害モデルにおける、AMPキナーゼシ
グナルの関与 
 遺残腎において、AMPキナーゼのリン酸化
抗体で免疫染色を行う。 
 
(5) 腎障害モデルにおける、心臓での Fstl1
発現調節機構の解明 
野生型マウス(WT)に対して 5/6腎摘手術を
作製し、心臓組織での Fstl1 の発現調節を
Western Blot法にて検討する。また血液中の
Fstl1濃度に関してもWestern Blot法にて検
討する。 
 

(6) リコンビナント Fstl1蛋白(rFstl1)作製 
昆虫細胞（sf9細胞）にヒト Fstl-1cDNAを
高発現した安定細胞株を用い無血清培地で
培養し、培養液中のヒト Fstl1 蛋白をアフィ
ニティーカラムを用いて精製する。精製後の
Fstl1蛋白の溶解液を透析膜を用いて PBSに
置換し実験に使用する。 
 
(7) 腎臓組織での炎症性サイトカイン、酸化
ストレスマーカー、線維化マーカー発現解析 
腎障害モデルの腎臓から RNA を抽出後、

RT-PCR 法にて炎症性サイトカイン(TNF-α, 



IL-6)、NADPH oxidase, TGF-β1, Collagen I, 
IIIの発現を測定し評価する。 
 
(8) 培養メサンギウム細胞における Fstl1 の
炎症反応に対する作用とそのメカニズムの
解析 

TNF-α 刺激によるメサンギウム細胞の炎
症性サイトカイン(TNF-α, IL-6)を RT-PCR法
にて評価する。またシグナルとして AMP キ
ナーゼ(AMPK)シグナルを Western blot 法に
て評価する。 Dominant negative mutant 
AMPKを産生するアデノウイルスを用い、シ
グナルパスウェイを検討する。 
 
４．研究成果 
 
cFstl1-KO マウスの心臓特異的な Fstl1 欠損
に関しては、既報 (Shimano M, Ohashi K et 
al. Proc Natl Acad Sci USA, 2011)にて、マウ
ス心臓組織から心筋細胞を単離して、
Western blot 法にて確認済みである。今回
cFstl1-KO マウスは対照マウスと比較して
50%程度 Fstl1 の血中濃度が低下していた。
また cFstl1-KOマウスは Basalにおいて対照
マウスと比較して、体重、摂食量、腎臓重量、
収縮期血圧、脈拍とも差を認めなかった。 
 対照マウスでは 5/6腎摘手術 1週後の血漿
Fstl1濃度は、偽手術群と比較して 2.00.3倍
に上昇していた。一方、cFstl1-KO マウスで
は 5/6腎摘 1 週目で Fstl1 の血中濃度上昇を
認めなかった。このことより、心筋細胞は腎
障害時に上昇する Fstl1 の主たるソースであ
ることが明らかとなった。 
 5/6 腎摘術 8 週目に、採尿と採血後に解剖
し、遺残腎を採取し、組織学的検討を行った。
尿中のアルブミン排泄は、5/6 腎摘により、
対照マウスでは 2 倍程度に上昇したが、
cFstl1-KO マウスでは 4 倍程度まで著明に増
加していた。血漿 UN, Creは 5/6腎摘により
2 倍程度に増加していたが、対照マウスと
cFstl1-KO マウスでは差を認めなかった。組
織学的評価として、PAS染色にてメサンギウ
ム領域の増加を示唆する、糸球体面積と、糸
球体内の細胞数を解析した。5/6 腎摘後の糸
球体面積と糸球体内細胞数は、対照マウスと
比較して cFstl1-KOマウスで有意に増加して
いた。また Masson-Trichrome 染色により評
価した間質の線維化面積も、対照マウスと比
較して cFstl1-KOマウスで有意に増加してい
ることが明らかとなった。また遺残腎での炎
症性サイトカイン(TNF-, IL6, IL1, MCP-1)、
酸化ストレスマーカー (P40phox, P67phox, 
P47Phox, P22phox)、線維化マーカー(Collagen I, 
Collagen III, TGF-1, CTGF) と も 全 て
cFstl1-KO マウスで有意に高値を示した。こ
れらの結果より、心筋細胞での Fstl1 は慢性
腎障害に対して、炎症反応、酸化ストレスを
抑制することで、防御的に作用していること
が示唆された。 
 次に Fstl1の治療効果を解析するため、5/6

腎摘後4週目にAd-Fstl1もしくはコントロー
ルベクター(Ad-gal)を全身投与し、さらに 4
週後、術後 8週目に採血、採尿の後、解剖し
た。Ad-Fstl1群は投与後 4週目の段階で血中
濃度は Ad-gal 群と比較して、2.60.2 倍に
増加していた。Ad-Fstl1の全身投与は尿中の
アルブミン排泄を Ad-gal 群と比較して 1/3
程度にまで低下させた。また組織学的検討と
して、PAS染色における糸球体面積、糸球体
内細胞数、Masson-Trichrome 染色における
線維化面積とも、Ad-Fstl1群では Ad-gal群
と比較して有意に抑制していた。遺残腎にお
ける炎症性サイトカイン (TNF-, IL6, 
MCP-1)、酸化ストレスマーカー (P40phox, 
P47phox, P22phox)、線維化マーカー(Collagen I, 
Collagen III, TGF-1, CTGF)とも全て、
Ad-Fstl1群でその発現が有意に低下していた。
この結果より、Fstl1の血中濃度を上昇させる
ことは慢性腎障害において、炎症反応、酸化
ストレスを抑制することにより腎保護作用
を発揮することが示唆された。 
 詳細なメカニズムの解明のため、ヒトメサ
ンギウム細胞を用いた in vitro の検討も行っ
た。メサンギウム細胞に TNF-(10ng/ml)を添
加することにより、炎症性サイトカイン(IL6, 
TNF-)の発現は著明に上昇するが、リコンビ
ナント Fstl1蛋白を前投与(100, 250ng/ml)し
ておくことで、Fstl1の濃度依存性に炎症反応
を抑えていた。 
 最後に、Fstl1による腎保護作用のメカニズ
ムの解析を行った。メサンギウム細胞に Fstl1
蛋白(250ng/ml)を添加すると、5 分をピーク
に AMP キナーゼとその下流であるアセチル
CoAカルボキシラーゼ(ACC)のリン酸化が亢
進した。In vivoでも 5/6腎摘後の遺残腎にお
いて、AMPキナーゼのリン酸化を免疫染色で
評価したところ、対照マウスでは糸球体内で
その発現を認めたが、cFstl1-KO マウスでは
ほとんど認めなかった。さらに Ad-Fstl1群で
は Ad-gal群と比較して、AMPキナーゼのリ
ン酸化を糸球体内で強く認めた。定量的評価
のため、遺残腎から蛋白を抽出し、Western 
blot 法にて AMP キナーゼのリン酸化を評価
したところ、偽手術群と比較して、5/6 腎摘
群の対照マウスでは、AMPキナーゼのリン酸
化が 2.5 倍程度まで上昇していたが、
cFstl1-KOマウスでは対照群と比較して 60%
程度まで減少しており、in vivo でも in vitro
でもFstl1はAMPキナーゼのリン酸化を亢進
することが示唆された。 
 最後にFstl1の腎保護作用にAMPキナーゼ
シグナルが関与するか見るために、ドミナン
トネガティブタイプの AMP キナーゼを過剰
発現するアデノウイルス(Ad-dn-AMPK)を用
いた検討を行った。まず Ad-dn-AMPK の
AMPKシグナル阻害に関して、ヒトメサンギ
ウム細胞に Ad-dn-AMPKを添加 24時間後に
Fstl1 蛋白を添加し 5 分後に細胞を回収し、
Western blot 法にて AMP キナーゼの下流シ
グナルであるACCのリン酸化を見たところ、



Ad-dn-AMPKにより、Fstl1添加による ACC
のリン酸化亢進は完全に阻害されていた。 
 メサンギウム細胞にて、Ad-dn-AMPK投与
し、AMPKシグナルを阻害した状態で、TNF-
による炎症性サイトカイン(IL6, TNF-)の上
昇を解析したところ、Fstl1蛋白投与による抗
炎症作用は完全にキャンセルされており、
Fstl1 による抗炎症作用は AMPK シグナルを
介していることが示された。 
 今回我々は、心臓から分泌される Fstl1 が
慢性腎障害に対して、炎症反応、酸化ストレ
スを抑制することで腎保護作用を発揮する
ことを初めて見出し、論文発表 (J Am Soc 
Nephrol. 2016)した。 
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