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研究成果の概要：CF6-TG マウスで軽度血圧の上昇が認められ、高食塩食負荷により早期に

死亡した。蔗糖食負荷では、空腹時血糖値は CF6-TG マウスが WT マウスより高く、血中イ

ンスリン値も CF6-TG マウスが高値であった。糖負荷試験では血糖値の上昇反応は CF6-TGマウ

スが WT マウスに比較して有意に大であった。組織 IRS-1 蛋白は骨格筋で CF6-TG マウスが WT

マウスに比較して減少していた。骨格筋膜分画に存在する GLUT-4 蛋白は CF6-TG マウスが WT

マウスに比較して減少していた。CF6 は組織の酸性化を介して高血圧と糖尿病の共通の発症原

因分子となりうることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 

プロスタサイクリンは強力な血管拡張作

用と血小板凝集抑制作用を有する生理活性

物質である。高血圧自然発症ラット(SHR)で

はプロスタサイクリンの内因性産生は低下

している。しかし、血液を除去した摘出標本

（血管、臓器）での産生は内因性に反して著

明に亢進している。この矛盾は SHR において

プロスタサイクリン産生を抑制する内因性

物質が流血中に存在するという仮説によっ

て説明可能と考えた。近年我々は coupling 
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factor 6 (CF6)がプロスタサイクリンの産生

を阻害する内因性ペプチドであることを発

見 し た (J Biol Chem 1998 ) 。 CF6 は

phospholipase A2を阻害することによりプロ

スタサイクリン産生を阻害する。COX とプロ

スタサイクリン合成酵素には影響しない(J 

Biol Chem 1998 )。さらに、CF6 は血管内皮

細胞の表面に存在し、そこから放出され、ず

り応力により分泌はさらに亢進する 

(Circulation, 2001)。ラットに recombinant 

CF6 を静注すると、昇圧活性を有し、その昇

圧反応は SHR で正常血圧ラット(WKY)に比較

して亢進していることも明らかにした(J 

Clin Invest, 2001)。また、CF6 は SHR の血

中で高値を呈し、中和抗体の投与により降圧

が認められ、その反応は WKY に比較して亢進

していた(J Clin Invest, 2001)。CF6 はヒト

血中にも存在し、本態性高血圧症患者におい

て高値を示すこと、また、血中 CF6 濃度は食

塩負荷により増加し、アスコルビン酸投与に

よりその増加反応は消失することを報告し

た(J Hypertens 2003）。さらに、最近我々は

血液透析患者では血中CF6濃度は高値を示し、

内因性 nitric oxide synthase (NOS) 阻害物

質 で あ る asymmetric dimethyarginine 

(ADMA)と正相関すること、虚血性心疾患の発

症と密接な関係を有することを明らかにし

た(Kidney Int, 2003)。 

CF6 産生に関する基礎的検討では、tumor 

necrosis factor-alpha とずり応力により

CF6 mRNA 発現と分泌は亢進し、その反応は

NF-kB の dominant negative により阻害され

ることを明らかにした(Cardiovas Res, 2004 

and 2005)。さらに、CF6 のプロモーター解析

では、ラット CF6 プロモーター領域に１ヶ所

の NF-kB 結合部位が存在し、NF-kB 結合部位

のdeletion並びにdouble mutationにより、

ずり応力によるルシフェラーゼ活性の亢進

は完全に阻害された(Cardiovas Res, 2005)。 

CF6 の細胞内情報伝達機構に関しては、最

近その受容体が血管内皮細胞表面に存在す

る ATP 合成酵素の beta-subunit であること

を明らかにした(Hypertension, 2005)。受容

体に結合した CF6 は ATPase 活性を亢進させ、

Fo を介して水素イオンを細胞内に流入させ、

それに伴って細胞内酸性化を引き起こす。

Efrapeptin により ATPase を阻害すると、CF6

による細胞内酸性化は抑制され、CF6 による

プロスタサイクリン産生の抑制作用が消失

する(Hypertension, 2005)。 

CF6 の生理作用に関しては、最近血管内皮

細胞の NO 産生と内皮依存性過分極因子

(EDHF) 産生も抑制することが明らかとなっ

た(J Hypertens, 2006)。血管内皮細胞に CF6

を投与し、cDNA microarray で増減する遺伝

子を検討すると、内因性 NOS 阻害物質 ADMA

の産生酵素(PRMT-1)の亢進並びに分解酵素

(DDAH-2)の低下が認められ、ADMA の分泌亢進

も証明された。さらに、動脈硬化の促進因子

であるエストロゲン受容体、ウロキナーゼ受

容体の発現亢進、並びに心不全関連ペプチド

である relaxin、neuregulin の発現亢進も認

められた(J Hypertens, 2006)。また、ラッ

ト冠細小動脈の収縮実験では、NOとプロスタ

サイクリンを阻害しても、CF6 は強力な収縮

を惹起させ、 epoxyeicosatrienoic acid 

(EET)を初めとした EDHF の産生を阻害して、

血管収縮をきたすことも明らかとなった

(AHA, 2005)。 

以上、CF6 の生理作用、心血管病との関連

性は明らかになってきたが、CF6 の心血管病

の病態形成に及ぼす影響は不明である。 

 
２．研究の目的 
 CF6 の血管系に対する作用は多彩であり、
いずれも動脈硬化促進方向に働く。また、実
際、心血管病並びにその促進因子で高値を示
している。これらの現象は、CF6 が心血管病
の発症・進展と密接な関連を有することを示
唆するものであるが、その因果関係は依然と
して不明である。 
本研究の目的は、新規昇圧物質 CF6 の心血

管病の病態形成における役割を解明するこ

とである。そのために、CF6 過剰発現マウス

を作製し、高蔗糖食ならびに高食塩食負荷を

行い、心血管系に及ぼす影響を解析した。 
 
３．研究の方法 
 

CF６過剰発現モデルに対する糖負荷の影響 

 

CF6 は通常ミトコンドリアに sorting され

る。そこで血中 CF6 濃度が高値を呈する CF6

過剰発現マウスを作製するために、CF６は直

接 mature formで産生され、直ちに細胞外に

分泌されるように、ヒトカルシトニンの

promotor と mature CF6 cDNA を接続した発現

ユニットを作製することにした。筑波大学生

命科学動物資源センターに依頼し遺伝子導

入マウス(ヘテロ) を 3匹作製してもらった。

(1) CF6 過剰発現マウス(TG) の作製：Human 

elongation factor 1 promoter、カルシトニ

ン N 末端 (Met1-Arg84)、ならびにヒト CF6

からなる DNA 断片を C57/BL6J マウス embryo

に導入し、CF6-TG マウスを作製した。導入遺

伝子はほぼすべての組織で発現し、1.5-2.0

倍の発現亢進が認められた。 



 

 

(2) 血圧測定:無麻酔下にて tail-cuff 法で

行った。 

(3) 組織酸性化の測定：CF6-TG マウスと野生

型(WT)マウスの腹腔に 3H-水を投与し、10 分

後に骨格筋と肝臓を摘出し、3H の組織含量を

比較した。 

(4) TG マウスの糖代謝：7 週齢の CF6-TG マ

ウスとWTマウスに20%高蔗糖食を8週間摂取

させ、最終週に糖負荷試験を施行した。毎週

尾部より少量採血し、血糖・血中インスリン

濃度をキットを用いて測定し、インスリン抵

抗性の原因を検討した。さらに、アディポネ

クチンをキットを用いて測定した。 

(5) 脂肪組織・肝臓を摘出し、脂肪代謝・糖

代謝に重要な役割を果たしている分子の遺

伝子発現についてreal-time PCR法で、CF６

過剰発現マウスとwildを比較した。測定分子

は 核 内 受 容 体 で あ る peroxisome 

proliferators activating receptor 

(PPAR)-gamma、glucose transporter (GLUT)4、

インスリン受容体等である。さらに、インス

リンシグナル関連分子、特にチロシンキナー

ゼ AKT、insulin substrate (IRS)、GLUT4に

関しては、Western blot法により、蛋白発現

の比較、リン酸化の比較、さらには細胞膜へ

の局在化を明らかにし、インスリン抵抗性の

原因を解明した。 

 

CF６過剰発現モデルに対する食塩負荷の影

響 

 

(1) 7 週齢の CF6-TG マウスと WTマウスに8%

食塩食を摂取させ、生存曲線を比較検討した。 

また、非観血的血圧並びに心拍測定、各種臓

器重量の測定を行い、CF６過剰発現マウスと

WTマウスの動脈硬化の程度・心肥大の程度を

比較検討した。 

(2) CF6-TG マウスを代謝ゲージ内で飼育し、

体重、尿量、Naバランス、尿蛋白の有無につ

いて検討し、腎機能と心機能の死亡率増加へ

の関与を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 

CF6 過剰発現マウスの作製と高蔗糖食負

荷の影響 

 

結果： 

(1) CF6-TGマウスで軽度血圧の上昇が認めら

れた。 

(2) 骨格筋と肝臓における 3H の組織含量は

いずれも、CF6-TG マウスが WT マウスに比較

して有意に大であった。 

(3) 糖代謝：空腹時血糖値は CF6-TG マウス

が WT マウスより高く(133±10 vs 108±1 

mg/dl, p<0.05)、血中インスリン値も CF6-TG

マウスが WT マウスより高値であった

(698±87 vs 295±55 pg/ml, p<0.05)。糖負

荷試験による血糖値の上昇反応は CF6-TG マ

ウスが WT マウスに比較して有意に大であっ

た。組織 IRS-1 蛋白は骨格筋で CF6-TG マウ

スが WT マウスに比較して 64±9% (p<0.05) 

減少していたが、肝臓と脂肪では差がなかっ

た。組織 IRS-2蛋白は CF6-TG マウスとWTマ

ウスで差はなかった。骨格筋膜分画に存在す

る GLUT-4 蛋白は CF6-TG マウスが WT マウス

に比較して69±11% (p<0.05) 減少していた。 

結論： 

CF6 は組織の酸性化を介して高血圧と糖尿病

の共通の発症原因分子となりうる。 

 

CF6 過剰発現マウスにおける高食塩食負

荷の影響 

 

結果： 

(1) 食塩負荷により血圧、心拍数は 2群で差

を認めなかったが、35週間の観察において

CF6-TG マウスで死亡率の有意な上昇が認め

られた（生存率：50% TG, 92% WT, p<0.05, 

log-rank test）。 

(2) 尿中蛋白量は 2群間で差はなく、尿中

Na/K 比が CF6-TG で有意に高値を示した。 

結論： 

CF6-TG マウスは高食塩食負荷により、早

期に死亡することが明らかとなった。 
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