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研究成果の概要（和文）：心腎連関の分子機序は十分に理解されていない。本研究では、慢性腎臓病では胎盤由
来増殖因子(PLGF)の産生が増加し、PLGFの内因拮抗物質であるPLGF特異的受容体(Flt-1)の可溶性アイソフォー
ムであるsFlt-1の産生が低下することにより、PLGF/Flt-1系が活性化していることを証明した。その結果その下
流に存在するMCP-1の活性化が心不全発症に関係していること、また、Flt-1下流でMEKに直接結合し、MEK活性を
抑制する新規のLnc RNAXを同定し、それが心肥大や心不全の発症に関係していることを発見した。これらの分子
は心腎連関の分子機序に関与し、創薬の対象となる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Molecular mechanism of cardio-renal connection is unclear. In this study, we
 disclosed the upregulation of placental growth factor (PLGF) and down-regulation of its endogenous 
antagonist, soluble fms-like tyrosine kinase-1(sFlt-1). Consequently PLGF/Flt-1 signaling is 
activated in chronic kidney diseases. Mice specifically lacking sFlt-1 (sFlt-1 KO) with transverse 
aortic constriction (TAC), showed poorer prognosis than wild type mice with TAC. Ventricular 
hypertrophy and interstitial fibrosis were worsened in sFlt-1 KO, accompanied by MCP-1 upregulation.
 Using the microarray technique, we identified a novel long non-cording RNA X which specifically 
down-regulated in the ventricle of sFlt-1 KO with TAC. It directly binds to MEK and ERK 
phosphorylation. The treatment with AAV9 vector carrying shLnc RNA X inhibited Lnc RNA X in WT mice 
and worsened hypertrophy and cardiac function. MCP-1 and the Lnc RNA X would be possible drug 
discovery targets for cardiorenal connection.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： sFlt-1　CKD　LncRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心腎連関は、よく知られた現象であるが、過去には、血行動態的に理解されていたが、その基盤に存在する分子
機序は不明な点が多かった。しかし、今回、腎機能が低下すると、尿毒症毒素や参加ストレスを介して、血管内
皮からのPLGFの産生が増加し、その内因性の拮抗物質である可溶性Flt-1の産生が低下した結果、心不全の発症
につながることを実験的に証明した。また、Flt-1の下流に存在するMCP-1の関与と、新規に発見した
non-cording RNAがMEKを阻害する作用を介して介在していることを世界で初めて提唱した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

脳卒中を含む心血管病は国民の死因の約 1/3 をしめ、その数では悪性腫瘍とほぼ同じであ
るが、医療費は悪性腫瘍の 1.7 倍に達している。更に、今後高齢者の増加に伴い心血管病
の罹患率、有病率は増加の一途をたどり、その医療費は膨張し、医療費全体のなかで更に
大きな割合を占めることが想像される。高齢者における心血管病では心不全の発症の増加
が特に重要である。心不全の 7 割の症例は、慢性腎臓病(CKD)を合併し、心腎連関と呼称
されるようになった。CKD を合併する心不全は重症化しやすく、治療抵抗性であり、結
果予後不良である。腎機能は加齢とともに低下し、CKD も高齢化とともに有病率が増加
することを加味すると、心不全と CKD の合併する心腎連関の病態生理の解明とその有効
な治療法の開発は、今後の循環器医療の大きな克服すべき課題である。 
 実際、CKD では動脈硬化が増悪し、動脈硬化性イベントが多い。CKD を対象にした臨
床研究で、レニン・アンジオテンシン系（RAS）阻害薬による降圧治療、スタチン治療に
より心血管イベントを有意に減少させることは可能であるが、残余リスクが多いことも事
実である。したがって CKD から心血管イベント発症に至る機序には、RAS 阻害やスタチ
ンの標的と異なる未知の分子機序の存在が推定されるが、これらは十分に理解されていな
い。 
 我々は、2009 年より、CKD から動脈硬化あるいは心臓病が高率に発症する心腎連関の
分子機序に vascular endothelial growth factor (VEGF)のファミリーである placental 
growth factor (PLGF)とその受容体である Fms-like tyrosin kinase-1(Flt-1)を介する情報
伝達系が、重要な役割を果たしていることを、臨床的かつ実験的事実より証明してきた
(Onoue K et al Circulation 2009, Matsui M et al Kidney Int 2013, Matsui M JASN 
2015) 。 
 PLGF は受容体である Flt-1 に結合し、血管新生作用を介して胎盤の血管新生・胎盤機
能維持に重要な働きをしているが、成人の血管壁では、血管新生の他、単球活性化作用、
炎症惹起作用を介して、動脈硬化促進的に働くことが知られている(図 1)。また、Flt-1 に
は主にイントロン 13 で選択的スプライシングにより細胞外ドメインより構成される可溶
性 Flt-1(sFLt-1)が存在し、sFlt-1 はデコイとして働き、PLGF の内因性拮抗物質である。
PLGF、sFlt-1、Flt-1 は肺、腎臓等の血管内皮細胞や単球で産生されている。 
 我々が、CKD 症例の PLGF や sFLt-1 の産生を解析した結果、CKD 症例ではその重症
度に比例して sFlt-1 の産生が腎臓、肺、血管で低下すること、逆に重症腎不全症例では
PLGF の産生が増えることを臨床サンプルと動物腎不全モデルで確認した。さらに、重症
CKD 症例の血清を培養血管内皮細胞に
添加すると sFlt-1 の産生減少し PLGF
産生が増加することを観察した。従って、
CKD では重症度に従って PLGF のデコ
イである sFlt-1 が減少するために、相対
的に Flt-1 系が活性化し、CKD で観察さ
れる動脈硬化の増悪に関与していること
実験的に証明した(図１)。さらに、我々
は、ApoE 遺伝子欠損マウスに 5/6 腎摘
にて慢性腎不全を作成すると、腎臓およ
び肺でのsFlt-1産生が低下すると同時に
動脈硬化が増悪することを確認し、リコ
ンビナント sFlt-1を5/6腎摘直後より10
週間投与すると、動脈効果の増悪が抑制
されることを明らかにしてきた。 
 

２．研究の目的 

本研究では、上記の様に腎機能低下時における PLGF/Flt-1 系と sFlt-1 系のバランスの破綻が、
心腎連関発症機序を解明することが目的である。具体的には、１）sFlt-1 特異的欠損マウス
(sFlt-1 KO)を慢性腎臓病のモデルとして利用し、このマウスに圧負荷心不全モデルを作成し、
その結果や sFlt-1 の下流で働く分子機序をさらに解明する。 

また、２）ヒトにおいてこの sFlt-1 の系が心腎連関に関与しているかを臨床的に検討する。 

 

３．研究の方法 

1）sFlt-1 KOの作成および圧負荷モデル実験 



図２の様に、sFlt-1は Flt-1 遺伝子の
intron13 での alternating splicing
により生成されるために、この部位で
の alternative splicing を避けるた
めに、図２の様に、Ex13 と Ex14 を直
接連結させて trans gene を作成し、
それを knock-in して sFlt-1 KO を作
成した。このマウスは正常に出生し、
見かけ上は正常に成長した。ただ、腹
水中のマクロファージを採取すると、
マクロファージ中の TNF-や IL-6 の
遺伝子発現が亢進していた。このマウ
スに大動脈弓部で宿窄 transvers 
aortic constriction (TAC)による圧

負荷を加え、心不全を作成した。 
2) sFlt-1 KO圧負荷モデルの下流で働く Long non-cording RNA の探索とその機能解析 
sFlt-1 KOに TAC処理を施し、心不全の発症前に発現変化する分子をマイクロアレイで探索し、
心不全や、心肥大発症におけるこの Long non-cording RNA の機能を解析し心腎連関の分子機序
を解明する 
3) PLGF/sFlt-1/Flt-1/MCP-1 系がヒトの心腎連関に関与していることの解析 
ヒト、尿毒症性心筋症の心筋生検サンプルを用いて、MCP-1 抗体で免疫染色を実施し解析する 
 
４．研究成果 
1) sFlt-1KO TACモデルの結果 
本研究が開始される前に、sFlt-1 KO マウスはすでに作成に成功し TAC 負荷を施した予備実験
は実施していた。 
 sFlt-1 KO に TAC を実施すると１週間以内で約半数のますうが死亡し、この割合は野生型(WT)
より有意に高率であった。また、剖検の結果肺重量が増加していたことにより、心不全で死亡
したと想像された。左室の組織解析では、sFlt-1KO では WT より有意にマクロファージの浸潤
が多く、MCP-1の発現が亢進し、さらに線維化が顕著であった。 
 この sFlt-1KO、TACマウスで観察された結果が、sFlt-1そのものの不足が関与していること、
リガンドとして PLGFが働いていること、さらに、Flt-1の下流で MCP-1が関与していることを、
確認するために、リコンビナント sFlt-1 タンパク質によるレスキュー実験、PLGF 中和抗体と
MCP-1 中和抗体による中和実験を実施した。リコンビナント sFlt-1により、TACによる心不全
の増悪、マクロファージの浸潤の増強、線維化の増強もほぼ完全にブロックされた。 

 

 
PLGFと MCP-1に対する中和抗体による中和実験では図３、４の様に、ほぼ完全に、マクロファ
ージの浸潤と線維化が抑制され、sFlt-1の低下モデルにおける圧負荷に誘導される心不全、マ
クロファージの活性化と線維化には PLGF/Flt-1系の活性化と、その下流で働く MCP-1が関与し
ていることが示唆された。 
2) ssFlt-1 KO-TAC マウスで働く新規 long non-cording RNA X(Lnc RNA X)の発見とその機能

解析 
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図３ PLGF中和抗体（αPLGF）

Sham + IgG Sham + MCP1 Ab TAC + IgG TAC + MCP1 Ab

WT

KO

Sham + IgG Sham + MCP1 Ab TAC + IgG TAC + MCP1 Ab

WT

KO

図４ MCP-1抗体を用いた中和実験



本研究新生児に、予備実験として、
sFlt-1 KO３日目の組織を用いて、
ssFlt-1 KO- TAC特異的に発現低
下する Lnc RNA X(図 5A)を同定し
ており、マウス胎児心臓由来線維
芽細胞(MECF)の増殖を siLnc RNA 
X が増強すること(図５C)、そし
て、ERK1/2 のリン酸化を抑制し
ている可能性を観察していた(図
５)。 
 Lnc RNAX は 3721nucleotides
よりなっており、Northen blot
では相当の位置に観察される(図
５B)。この LncRNA X と MEK 抗体
を用いて免疫沈降させると、

ERK1/2が共沈することが、認められ、 siLnc RNA X で LncRNA の発現を抑制して同様の実験を
すると、共沈される ERK1/2 が増加することにより、LncRNA Xか、MEK、ERK1/2 と複合体を形成
していることが示唆された。そこで、今回は、LncRNA X の全長や 5’側と 3’側を欠損させた
フラグメント LncRNAX を dig でラベルし、MECFのタンパク抽出物と一緒に電気泳動すると、全
長 Lnc RNA X、また 3’側欠損フラグメントのラベル体を用いた時には、シフトバンドが認めら
れ、さらに、MEK の抗体と同時にインキュベーションすると、これらのシフトバンドがさらに
スーパーシフトすることが観察され、LncRNAX と MEKが LncRNA Xの 5’側で結合することが示
された。 

次に、in vivoで Lnc RNA X の機能を検証するために、AVV9ベクターに shLncRNA X を結合さ
せたベクターを WT マウスを用いて検討した。 
AAV9 shLnc RNA X を投与し、TAC 負荷を実施した。すると、AAV9 shLncRNA Xを投与すると, 
Sham 手術、TAC 手術群とも LncRNAX は正常の約３割まで低下した。この低下は sFlt-1 KO に

TAC 負荷を加えた時より少し低下の程度は弱いものの、ほぼ同程度に LncRNAX の発現は低下し
ていた。また、AAVLncRNA X 群の心重量は WTより増加しており、EFは低下していた。さらに、
in vivoでも AAV9 shLnc RNA X を投与した群でリン酸化 ERKが増強することが確認された。 
 この様に、LncRNAX は sFlt-1 KO で TAC を実施した時に特異的に低下する Lnc RNA で、MEK
に直接結合し、ERK1/2のリン酸化を抑制し、心肥大や心不全の発症に抑制的に働いていること
が示唆された。 
 LncRNA X のヒトのカウンターパートは単純なホモロジー検索では、すぐには検索されない。
しかし、LncRNA Xはヒト線維芽細胞を用いても、siLNC RNA X が増殖作用を増強したことより、
ヒト MEK にも結合することが示唆され、現在、ヒト MEK に結合してくる Lnc RNA を網羅的に探
索している。 
3) PLGF/sFlt-1/Flt-1/MCP-1系がヒトの心腎連関に関与していることの解析 
PLGF/sFlt-1/Flt-1/MCP-1 系がヒトの腎不全症例心不全の発症に関与している可能性を検討し
た。不整脈症例で、１次性心筋疾患を除外するために実施された、左室生検組織、尿毒症症例
で、左室機能低下が認められ、正常冠動脈であった症例の左室心筋生検組織、また、拡張型心
筋症症例での左室生検組織を用いて、免疫組織学的に検討した。その結果、尿毒症性心筋症で
は、CD45 陽性細胞(T細胞)の数は DCM組織と同等であったが、CD68 陽性細胞（マクロファージ）
は尿毒症で有意に浸潤が増強しており、それと並行して、MCP-1 陽性細胞が著しく DCM 組織よ
り増強していた。これらのことから尿毒症では、sFlt-1 の産生が減少することで、相対的に

図５



PLGF/Flt-1/MCCP-1 系が活性化し、マクロファージの浸潤や線維化に少なくとも一部は繋がっ
ている可能性が示唆された。 
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