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研究成果の概要（和文）：心不全は健康長寿社会実現の大きな阻害要因であり、高齢社会の到来に伴いその患者
数も増加していることから、効果的な新規治療戦略の開発が望まれている。我々は、加齢や高血圧などの圧負荷
によるストレスによって心筋細胞におけるANGPTL2の発現が増加し、心筋細胞におけるカルシウム濃度調節機能
と心筋エネルギー代謝機能の低下を引き起こすことで心不全の発症・進展を促進することを明らかにした。さら
に、心筋に対する感染指向性を持つアデノ随伴ウイルスを用い、shRNAにより心筋細胞におけるANGPTL2の発現誘
導を抑制する遺伝子治療が、心不全病態に対する新規治療法となることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Heart failure prohibits living people from living a healthy life. The number
 of patients with heart failure is increasing globally as we become an aging society. Thus, 
clarification of the mechanisms underlying heart failure development and progression is crucial to 
develop a useful strategy for treatment. In this study, we showed that angiopoietin-like protein 2 
(ANGPTL2) expression is increased in pathologically stressed heart and that elevated cardiac ANGPTL2
 impairs Ca2+ handling and energy metabolism in cardiomyocytes, thereby accelerating cardiac 
dysfunction. Moreover, we demonstrated that suppression of ANGPTL2 induction in cardyomyocytes using
 adeno-associated virus vector harboring Angptl2 shRNA could be a novel therapeutic strategy against
 cardiac dysfunction. 

研究分野：循環器病態学／分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 高血圧症や動脈硬化症などの心臓への圧
負荷は心筋へのストレスとなり、これに対す
る生体の応答として生じる心肥大は生理的
に重要な代償機構である。しかし、当該代償
機構の変容•破綻により心機能が低下し心不
全発症に繋がる。医学•医療技術の目覚まし
い進捗にも関わらず、心不全の 5年生存率は
約 50〜60%と依然として非常に予後不良の疾
患である。心不全の病態形成には、心筋細胞
の肥大、アポトーシス、心筋組織の線維化に
加えて、心筋細胞と線維芽細胞や心筋組織内
に浸潤した免疫細胞などの間質細胞との相
互作用による非感染性の持続的な炎症とこ
れに伴う心筋組織のリモデリングが重要で
あるが、その分子機構は十分に解明されてい
ない。 
 我々は、これまでに Angiopoietin-like 
protein(ANGPTL）ファミリー分子の１つであ
る ANGPTL2 が、種々のストレスに対して発現
•分泌が増加し、血管新生や可逆的な組織リ
モデリングを誘導し、組織恒常性を維持する
ために重要な役割を果たしていること、スト
レスが慢性的に過度になると、過剰応答し責
任病変の組織において慢性炎症と不可逆的
な組織リモデリングを介して、様々な疾患の
発症・増悪に寄与していることを明らかにし
た。 例えば、脂肪組織に発現する ANGPTL2
は、体重増加に伴いその発現•分泌が増加し
血管新生や可逆的な脂肪組織リモデリング
を誘導し、脂質を脂肪細胞に蓄えるための生
理的応答に寄与する。しかし、肥満が過度に
なると脂肪組織におけるANGPTL2発現が過剰
になり、病的血管新生やマクロファージの浸
潤を促進し、脂肪組織における慢性炎症およ
び不可逆的組織リモデリングをもたらすな
ど応答破綻を引き起こし、全身のインスリン
抵抗性など代謝異常症発症に繋がることを
明らかにした。また、肥満や喫煙などで血管
内皮細胞における ANGPTL2 発現が上昇し、血
管組織の炎症が惹起され、血管内皮機能障害
や動脈硬化性プラーク形成を促進すること
を明らかにした。さらに、血管周囲脂肪組織
由来ANGPTL2と血管損傷後の血管リモデリン
グである血管内膜中膜肥厚や冠動脈硬化と
の連関より、血管/心臓周囲脂肪組織由来
ANGPTL2 が動脈硬化形成において重要な役割
を果たしていることを明らかにした。また、
腹部大動脈瘤病変部位に集積するマクロフ
ァージ由来 ANGPTL2 が持続的な炎症に加え、
マトリックスメタロプロテアーゼの活性化
を誘導し、血管壁における不可逆的な組織リ
モデリングを促進することで、腹部大動脈瘤
形成に関与していることも見出した。以上よ
り、実質細胞や間質細胞に由来する過剰な
ANGPTL2 分泌により持続的な炎症と不可逆的
な組織リモデリングが生じ、肥満に随伴する
代謝異常症や動脈硬化症等の様々な疾患の
発症・増悪が生じていることを明らかにした。 
 

２．研究の目的 
 近年、我々は、心筋にも ANGPTL2 が豊富に
発現することを見出した。そこで、本研究の
準備研究として、心筋における ANGPTL2 の病
態生理的意義を解明するため、野生型マウス
を用いて横行大動脈のbandingによる圧負荷
心肥大・心不全マウスモデルを作製した。圧
負荷後の心肥大•心不全により、心臓におけ
るAngptl2発現が有意に上昇することを見出
した。また、Angptl2 ノックアウト（KO）マ
ウスを用いたモデルでは、野生型に比べて心
機能低下が抑制され、心不全病態の増悪が軽
減されることを見出した。圧負荷に起因する
心肥大•心不全の発症・進展に、心臓由来
ANGPTL2 の発現•分泌増加および過剰な
ANGPTL2 シグナルによる不可逆的な心臓リモ
デリングの重要性が示唆された。そこで本研
究では、圧負荷生理的応答としての心肥大と
応答破綻としての心不全の発症・進展におけ
る ANGPTL2 の役割解明、心肥大・心不全の発
症プロセスにおいてANGPTL2を発現する責任
細胞同定と ANGPTL2 発現誘導機構の解明、
ANGPTL2 シグナルを介した細胞間相互作用の
観点から心肥大・心臓リモデリングの分子機
構解明を行い、心不全に対する新規予防・治
療法開発に向けた独創性の高い基盤研究を
行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 野生型マウスおよび各種Angptl2遺伝子改
変マウスを圧負荷心不全マウスモデルは、
transeverse aortic constriction （TAC;大
動脈縮窄）を実施することで作製した。ま
た、高血圧マウスモデルは浸透圧ポンプを
用いたアンジオテンシンⅡ（AngⅡ）持続
投与により作製した。作製した上記モデル
マウスは経時的に心エコーおよび組織学的
解析、遺伝子発現解析、ウエスタンブロッ
ティング解析を行い、その心機能を評価し
た。 
 microRNAによるANGPTL2の発現制御機構に
ついては、マウス Angptl2 の 3’側非翻訳領
域（3’UTR）をホタルルシフェラーゼ遺伝子
の 3’側に結合したレポータープラスミドを
作製し、in silico 解析により同 3’UTR に結
合することが予想された microRNA の発現プ
ラスミドと共にラット胎児初代心筋細胞に
導入することで、そのルシフェラーゼ活性を
指標に ANGPTL2 を標的とする microRNA の同
定および発現に対する効果を検討した。 
 心筋細胞におけるANGPTL2の発現誘導を抑
制する目的で、ANGPTL2に対するshRNA（short 
hairpin RNA）を発現する免疫反応を起こし
にくく心筋への感染指向性を持つ組換えア
デノ随伴ウイルス（AAV6）を作製した。作製
した組換え AAV6 を圧負荷による心不全発症
誘導後 2週間目に尾静脈より投与し、その後
7 週目まで経時的に心エコー解析を行いそ
の心機能を評価した。 
 ヒトiPS細胞から分化誘導した心筋細胞に



ヒ ト ANGPTL2 に 対 す る siRNA （ small 
interfering RNA）を導入し、ミトコンドリ
アエネルギー代謝関連遺伝子や AKT-SARCA2A
経路についてリアルタイムPCRやウエスタン
ブロッティングによる解析を行い、ANGPTL2
ノックダウンによる効果を検討した。 
 
４．研究成果 
 ヒト心筋組織を用いた免疫染色から、
ANGPTL2 が主に心筋細胞で豊富に発現するこ
とを見出した。さらに、野生型マウスを用い
た圧負荷心不全モデルマウスや高血圧モデ
ルマウス、高齢マウスの心筋組織では、
ANGPTL2 の発現が有意に上昇することが明ら
かとなった。心筋組織における ANGPTL2 発現
誘導機構を検討したところ、加齢や高血圧な
ど の 圧 負 荷 に よ る ス ト レ ス に よ り
calcineurin-NFAT 経路を介して心筋細胞に
おけるANGPTL2発現が誘導されることが明ら
かとなった。さらに、心筋細胞特異的に
Angptl2 を持続的に高発現するトランスジェ
ニックマウスを用いた圧負荷心不全モデル
およびANGPTL2を高発現したラット胎児心筋
初代培養細胞を用いた解析から、心筋細胞に
おける ANGPTL2 発現増加により、心筋細胞に
おけるAkt-SERCA2a経路を介した細胞内カル
シウム濃度調節機能および心筋エネルギー
代謝の減弱による心収縮力低下が引き起こ
され、心不全病態の進展につながることを明
らかにした（図 1）。逆に、生理的心肥大を誘
導する適度な運動負荷によりANGPTL2を標的
とする miR-221 や miR-222 などの microRNA
発現が誘導され、心筋細胞における ANGPTL2
発現が減少すること、その結果、Akt-SERCA2a
経路と心筋エネルギー代謝が活性化し、生理
的心筋リモデリングによる心保護効果をも
たらすことが明らかとなった。さらに、
Angptl2 KO マウスの心臓では、生理的心筋リ
モデリングを生じ、圧負荷による心不全病態
の発症に対して抵抗性を示すことから、心筋
細胞におけるANGPTL2発現誘導の抑制が心不
全病態に対する新規治療法になると考えら
れた。 

 
 
 
 

 

 
 Angptl2 KOマウスが圧負荷による心不全病
態発症に対して抵抗性を示したことから、免
疫反応を起こしにくく心筋への感染指向性

を持つアデノ随伴ウイルス（AAV6）を用い、
心筋特異的に ANGPTL2 に対する shRNA を発現
させ、ANGPTL2 発現を抑制する遺伝子治療法
を開発した。圧負荷による心不全モデルマウ
スに経静脈的に組換え AAV6 ベクターを投与
したところ、対照群に比べ心筋組織における
ANGPTL2 発現減少、Akt-SERCA2a 経路および
エネルギー代謝経路の活性化を認め、有意に
心機能低下を抑制することに成功した（図 1）。 
また、ヒト iPS 細胞から分化誘導した心筋細
胞においても、ANGPTL2 ノックダウンによっ
てAkt-SERCA2a経路やエネルギー代謝経路が
活性化することを見出した。以上より、心筋
組織における ANGPTL2 発現抑制は、心不全病
態の発症・進展に対する新規治療法として有
用であると考えられた。 
 我々は、心筋細胞からの ANGPTL2 産生増大
の有無が、冠静脈血(Cs)-大動脈血(Ao)にお
けるANGPTL2濃度ジャンプアップによりスク
リーニング可能であることを明らかにして
いる（図 2）。非家族性拡張型心筋症患者 53
例のうち 23 例(約 40%)で心臓からの産生・分
泌増大が認められた。 
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