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研究成果の概要（和文）：Coupling factor 6 (CF6) は細胞表面のF1分子モーターを活性化し細胞内酸性化を引
き起こす。Inhibitory peptide 1 (IF1)はF1分子モーターを阻害する。CF6過剰発現TG細胞ではlaminとemerinの
低下、老化マーカーのH3K4me3並びにH4K20me3の増加が認められた。LC3IIは核内で強く細胞質でびまん性に弱く
染色され、隔離膜形成に重要なAtg7の発現低下と、Atg7 promoterの老化ヒストン修飾が認められた。TG細胞の
telomere長は短縮していた。IF1の過剰発現によりいずれも改善し、IF1は抗老化作用を有する可能性が示され
た。

研究成果の概要（英文）：Coupling factor 6 (CF6) converts the rotation of ecto-F1Fo complex from a 
clockwise mode of proton export to a counter-clockwise mode of proton import. Inhibitory peptide 1 
(IF1) is a unidirectional inhibitor of ATP hydrolysis. TG cells displayed the decrease in lamin and 
emerin and the increase in H3K4me3 and H4K20me3. LC3 II and lysosome were stained weakly in the 
peripheral cytoplasm in TG cells. LC3 II and P62 were increased and Atg7 was decreased in TG cells. 
Telomere length was shorter in TG cells. Overexpression of IF1 rescued TG cells from all aging 
hallmarks. IF1 suppressed CF6-induced expression of aging hallmarks, and may function as an 
anti-aging molecule.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： coupling factor 6　aging 　autophagy　telomere　epigenetics　genomic instability　inhibitory 
protein 1
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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能は低
下しているが、摘出標本（血管、臓器）での
産生は著明に亢進している。そこで、プロス
タサイクリン産生を抑制する内因性物質が
SHR の流血中に存在するという仮説を立て、
coupling 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
ることを報告した(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し、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 )。CF6 は血管内皮細
胞から分泌され、その分泌はずり応力により
亢進する (Circulation, 2001)。また、ラット
に recombinant CF6 を静注すると、昇圧反
応が認められ、その反応は SHR が WKY に
比較して大であった(J Clin Invest, 2001)。 
さらに、血中 CF6 濃度は SHR 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、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)。脳卒中患者でも CF6 濃度は上昇 
し、血中ホモシステイン濃度と正相関するこ
とを最近報告した(Ann Med, 2010)。 

CF6 の産生に関する基礎的検討では、
tumor necrosis factor- 並びにずり応力に
より CF6 mRNA 発現は亢進し、NF-kB の
dominant negative に よ り 阻 害 さ れ る
(Cardiovas Res, 2004 and 2005)。CF6 のプ
ロモーター解析では、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亢進は
完 全 に 阻 害 さ れ る こ と を 報 告 し た
(Cardiovas Res, 2005)。 

CF6 の細胞内情報伝達機構に関しては、そ
の受容体が血管内皮細胞表面に存在する
Ecto-ATP 合成酵素の-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 F1 分子モーター
(ATPase 活性)の亢進を介して、Fo 分子モー
ターを逆回転させることにより水素イオン
の細胞内流入と、それに伴った細胞内酸性化
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

の抑制作用は消失する(Hypertension, 2005)。 
CF6 の生理作用に関しては、血管内皮のプロ
ス タ サ イ ク リ ン , NO 産 生 の 抑 制 
(Atherosclerosis, 2008)、並びに内皮依存性
過分極因子(EDHF) 産生の抑制を報告した
(AHA, 2005)。血管内皮細胞の遺伝子発現に
及ぼす影響を cDNA microarray 法で検討す
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
亢進が観察された。また、動脈硬化性分子で
あるエストロゲン受容体、ウロキナーゼ受容
体の発現亢進と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)。 

CF6 過剰発現マウスを用いたフェノタイ
プの検討では、腸間膜動脈の angiotensin II 
に対する収縮性の亢進 (Cardiovas Res, 
2009)、食塩感受性高血圧ならびに糖尿病の
発症 (Hypertens Res, 2012, Diabetologia, 
2012)、運動負荷による生理的左室肥大の抑
制 (J Hypertens, 2012) が明らかとなった。
さらに CF6 は核内 pH を低下させ、核膜構
成蛋白の発現を抑制する可能性も報告した
(AHA 2013)。核膜の異常は、老化、筋ジスト
ロフィー、拡張型心筋症を惹起することがヒ
トで報告されている。また、CF6 過剰発現マ
ウスにおける生存曲線の検討では、雌雄とも
寿命の短縮が確認された(AHA 2013)。 

CF6 の受容体である Ecto-ATP 合成酵素
は 2 つの分子モーター、すなわち F1 分子モ
ーター (ATP を駆動力に反時計回転)と Fo 
分子モーター (プロトンを駆動力に時計回
転) から構成され、回転力のより強い分子モ
ーターが対の分子モーターを本来とは逆方
向に回転させる。ミトコンドリアでは Fo 分
子モーターが F1 分子モーターを逆回転させ
ることにより ATP 産生を引き起こすが、細
胞表面では F1 分子モーター (ATPase 活性) 
が Fo 分子モーターを逆回転させ、CF6 はそ
の作用を増強させる。その結果、CF6 は水素
イオンを細胞内に流入させ細胞内酸性化を
引き起こす。CF6 作用を阻害する目的で、
CF6 受容体の F1 分子モーター阻害剤 
(efrapeptine 等) を投与した場合、CF6 の作
用は阻害できるが、ミトコンドリアの F1 分
子モーターも阻害され ATP 産生が阻害され
るという重大な副作用が生じる可能性があ
る。 
最近、F1 分子モーターの阻害物質として

inhibitory protein IF1 が同定された。IF1 
は F1 分子モーターの反時計回転 (ATP 分
解) のみを阻害し、時計回転 (ATP 産生) は
阻害しない。従って、IF1 は CF6 の作用の
みを阻害し、ミトコンドリアの ATP 合成に
は全く影響を与えず、CF6 の特異的阻害物質
として作用する可能性が極めて大きい。 
 
２．研究の目的 

 



本研究で明らかにする第 1 点目は、CF6 
の核膜構成蛋白に及ぼす影響について、過剰
発現マウスから培養した心線維芽細胞と野
生型細胞の比較、野生型細胞に対する CF6 
の作用、過剰発現細胞に対する CF6 阻害作用
物質 IF1 の作用を Western blot 法で明らか
にする。核膜構成蛋白の内でも特に核膜ラミ
ナ構成蛋白のラミン、エメリン、BAF は重
要で、これらの遺伝的異常によりヒトで早老
化症が発症することが報告されている。予備
研究では、過剰発現マウス細胞でラミンとエ
メリンの発現低下が確認されている。 
本研究で明らかにする第２点目は、核内酸

性化で核膜異常が確認された場合、核クロマ
チン構造に対する影響を明らかにする。すな
わち核クロマチンが凝集し、遺伝子発現が抑
制されたヘテロクロマチンと核クロマチン
が離解し遺伝子発現が亢進されたユークロ
マチンのどちらの状態かを、Dapi 染色で観
察する。 
本研究で明らかにする第３点目は、老化機

序について、インスリンシグナルを中心に検
討する。これまでの老化研究では、インスリ
ンシグナルは老化シグナルで、長寿遺伝子の
sirtuin 1 並びにカロリー制限はそれを抑制
することにより、寿命の延長を引き起こす。
インスリンシグナルの最終物質は mTOR で
あり、過剰発現細胞でその活性を測定する。
mTOR の下流には細胞増殖、細胞肥大、
autophagy が存在し、この内 autophagy は
特に老化シグナルと関連が深い。核内酸性化
の autophagy に及ぼす影響を生化学的、分
子生物学的、組織学的に検討し解明する。 

CF6 は細胞内酸性化を介して老化の促進
を惹起する可能性を報告した。老化は健康寿
命を短縮させ、老化性疾患すなわち脳・心・
腎疾患の発症を助長する。従って、老化の機
序の解明は健康寿命の延長と老化性疾患の
発症遅延の意味からも重要である。CF6 作用
の封じ込めとして、細胞内酸性化のみを阻害
して ATP 産生には影響を及ぼさないことが
期待される IF1 の有用性の検討は、創薬を考
えた上で極めて重要である。強く予想される
結果としては、CF6 はインスリンシグナルと
独立した機序で老化を促進させ、IF1 の投与
はその作用に拮抗することが考えられる。ま
た、IF1 の作用が CF6 の細胞外作用のみを
阻害する可能性が高く、その場合、創薬に向
けた分子標的となる可能性が大である。 
 
３．研究の方法 
 
CF6 の核膜構成蛋白に及ぼす影響 
 
過剰発現マウスから培養した心線維芽細

胞と野生型細胞の比較、野生型細胞に対する
CF6 の作用を Western blot 法で明らかにす
る。核膜構成蛋白の内でも特に核膜ラミナ構
成蛋白のラミン、エメリン、BAF は重要で、
これらの遺伝的異常によりヒトにおいて早

老化症が発症することが報告されている。予
備研究では、過剰発現マウス細胞でラミンと
エメリンの発現低下が確認されている。 
1) CF6 過剰発現マウス由来心線維芽細胞

と野生型マウス由来心線維芽細胞並びに CF6 
投与した野生型マウス由来心線維芽細胞か
ら whole cell lysate 並びに核蛋白を抽出し、
核膜ラミナ構成蛋白のラミン、エメリン、BAF 
蛋白発現をWestern blot 法で比較検討する。 
2) CF6 過剰発現マウス由来心線維芽細胞

と野生型マウス由来心線維芽細胞並びに CF6 
投与した野生型マウス由来心線維芽細胞の
核を dapi 染色し核の形態異常の有無を比較
する。また、核の形態は tubulin の調節を 
受けることが知られているため、-tubulin 
発現について、mRNA と蛋白レベルで検討す
る。 
 
CF6 の核クロマチン構造に対する影響  
 
核内酸性化で核膜異常が確認された場合、

核 ク ロ マ チ ン 構 造 に 及 ぼ す 影 響 を
epigenetics の観点から明らかにする。クロ
マチン構造には、核クロマチンが凝集し、遺
伝子発現が抑制されたヘテロクロマチンと
核クロマチンが離解し遺伝子発現が亢進さ
れたユークロマチンがある。 
1) CF6 過剰発現マウス由来心線維芽細胞

と野生型マウス由来心線維芽細胞並びに CF6 
が投与された野生型マウス由来心線維芽細
胞を用いて、核のクロマチン構造がどちらの
状態か、Dapi 染色で観察する。さらに、ク
ロマチンのリモデリングに重要な役割を果
たしている heterochromatin protein 1 
(HP1)と polycomb group protein の発現を
mRNA と蛋白レベルで測定する。 
2) ク ロ マ チ ン 構 造 は epigenetic 

alteration を反映し、epigenetic memory で
も知られているように、細胞分裂や世代を越
えて伝搬する。Epigenetics の内で特にヒス
トンのメチル化とアセチル化について、
histone 3 lysine4 trimethylation 
(H3K4me3), H3K9me3, H3K27me, H4K20me, 
histone 4 lysine 5 acetylation (H4K5ac), 
H4K8ac を western blot で検討する。中でも
H3K4me3 と H3K27me3 は老化と関係が深く、
epigenetic memory として作用することが確
認されている。個々のヒストン修飾に関連す
る酵素 methyltransferase, acetyltrans- 
ferase,demethylase, deacetylase の発現は
microarray 法で明らかにする。 
 
CF6 の老化機序の検討 
 
これまでの老化研究では、インスリンシグ

ナルは老化シグナルで、長寿遺伝子の
sirtuin 1 並びにカロリー制限はそれを抑制
することにより、寿命の延長を引き起こすと
されている。インスリンシグナルの最終物質
は mTOR であり、CF6 過剰発現細胞でその活



性が亢進しているか否かをリン酸化 mTOR を
定量し測定する。mTOR の下流には細胞増殖、
細胞肥大、autophagy が存在し、この内
autophagy は特に老化シグナルと関連が深
い。核内酸性化の autophagy に及ぼす影響を
生化学的、分子生物学的、組織学的に検討し
解明する。 
1) CF6 過剰発現マウス由来心線維芽細胞

と野生型マウス由来心線維芽細胞並びに CF6 
投与した野生型マウス由来心線維芽細胞を
用いて、autophagy 関連分子である LC3II と
lysosome の 蛍 光 免 疫 染 色 を 行 い 、
autophagosome 並びに autolysosome の形
成・細胞内分布を明らかにする。 
2) CF6 過剰発現マウスと野生型マウスの

心臓・腎臓から mRNA を抽出し、microarray 
法で autophagy 関連分子の発現を網羅的に
検討する。予備実験で Atg7 の発現低下が確
認されている。 
3) ヒストン修飾の Atg7 発現調節機構を

解明するために CF6 過剰発現マウス由来心
線維芽細胞と野生型マウス由来心線維芽細
胞並びに CF6 投与した野生型マウス由来心
線維芽細胞を用いて、抗 H4K5ac 抗体に対す 
る CHIP assay を行う。 
 
IF1 の CF6 老化促進機構に及ぼす影響  
 
CF6 の受容体である Ecto-ATP 合成酵素は

2 つの分子モーター、すなわち F1 分子モー
ター (ATP を駆動力に反時計回転)と Fo 分
子モーター (プロトンを駆動力に時計回転) 
から構成され、回転力のより強い分子モータ
ーが対の分子モーターを本来とは逆方向に
回転させる。ミトコンドリアでは Fo 分子モ
ーターが F1 分子モーターを逆回転させるこ
とにより ATP 産生を引き起こすが、細胞表面
では F1 分子モーター (ATPase 活性) が Fo 
分子モーターを逆回転させ、CF6 はその作用
を増強させる。その結果、CF6 は水素イオン
を細胞内に流入させ細胞内酸性化を引き起
こす。CF6 作用を阻害する目的で、CF6 受容
体の F1 分子モーター阻害剤 (efrapeptine 
等) を投与した場合、CF6 の作用は阻害でき
るが、ミトコンドリアの F1 分子モーターも
阻害され ATP 産生が阻害されるという重大
な副作用が生じる可能性がある。最近、F1 分
子モーターの阻害物質として inhibitory 
protein IF1 が同定された。IF1 は F1 分子
モーターの反時計回転 (ATP 分解) のみを
阻害し、時計回転 (ATP 産生) は阻害しない。
従って、IF1 は CF6 の作用のみを阻害し、ミ
トコンドリアの ATP 合成には全く影響を与
えず、CF6 の特異的阻害物質として作用する
可能性が極めて大きい。 
1) IF1 発現ベクターをtransfection した

CF6 過剰発現マウス由来心線維芽細胞と野
生型マウス由来心線維芽細胞並びに CF6 を
投与した野生型マウス由来心線維芽細胞か
ら whole cell lysate 並びに核蛋白を抽出し、

核膜ラミナ構成蛋白のラミン、エメリン、BAF 
蛋白発現をWestern blot 法で比較検討する。 
2) IF1 発現ベクターをtransfection した

CF6 過剰発現マウス由来心線維芽細胞と野
生型マウス由来心線維芽細胞並びに CF6 投
与した野生型マウス由来心線維芽細胞の核
を dapi 染色し核の形態異常の有無を比較す
る。また、核の形態は tubulin の調節を受け
ることが知られているため、-tubulin 発現
について、mRNA と蛋白レベルで検討する。 
3) IF1 発現ベクターをtransfection した

CF6 過剰発現マウス由来心線維芽細胞と野
生型マウス由来心線維芽細胞並びにCF6を投
与した野生型マウス由来心線維芽細胞に
autophagy関連分子であるLC3II とlysosome 
の蛍光免疫染色を行い、autophagosome 並び
に autolysosome の形成・細胞内分布を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
 
CF6 の核膜構成蛋白ならびに核クロマチン構
造に及ぼす影響 
CF6 過剰発現マウス由来心線維芽細胞と野

生型マウス由来心線維芽細胞並びにCF6投与
した野生型マウス由来細胞の核膜ラミナ構
成 蛋 白 発 現 と histone methylation, 
acetylation を Western blot 法で検討した。 
1.核膜ラミナ構造: TG の心臓・腎臓では核

の 変 形 と heterochromatin の fragmen- 
tationが認められた。Lamina構成蛋白では、
TG で lamin A/C と emerin の発現低下が認め
られたが、BAF 発現は両群で差がなかった。
Lap1 (emerin類似作用蛋白) の代償性増加は
認められなかった。 
2.Epigenetics作用：TGの心臓・腎臓では、

heterochromatin marker の H3K9me3 並びに
H3K27me3 の軽度低下と老化マーカーの
H3K4me3 並 び に H4K20me3 の 増 加 
(demethylase 低下に起因) が認められた。ま
た、emerin 低下を介した HADC3 の発現・活性
低下により H4K5ac の亢進が認められた。 
 
IF1 による心血管作動性 CF6 の内因性阻害物
質としての作用 
IF1 発現ベクターを作製し、更に C 末端側

にGFPをコードした発現ベクターも作製した。
IF1-GFP過剰発現細胞では24時間後にミトコ
ンドリア膜が発色し、48-72 時間後には細胞
膜の発色も観察された。更に培養上清から
exosome 画分を抽出し、Western blot 法によ
り IF1 を染色すると、IF1 の過剰発現により
IF1 の分泌が生じることを確認した。HEK-293
細胞にCF6 10-7Mを添加すると培養上清のATP
は減少したが、IF1 過剰発現細胞では減少し
なかった。また、BCECF を用いて細胞内 pH を
観察すると、CF6 10-7M 添加直後から細胞内
pH は減少したが、IF1 過剰発現細胞では減少
が見られなかった。 
 



IF1 の CF6 による apoptosis 作用と老化作用
に及ぼす影響 
1. 抗 apoptosis 作用：C末端側に GFP をコ

ードしたIF1発現ベクターを作製し、HEK-293
細胞に過剰発現した。24 時間後にミトコンド
リア膜が、48-72 時間後には細胞膜が発色し、
培養上清 exosome 画分に IF1 を検出した。ま
た、CF6 10-7M 添加による培養上清の ATP 減少
は消失し、細胞内 pH の減少 (BCECF) は阻害
された。HEK-293 細胞の apoptosis は CF6 に
より 4.5±1.2 % から 6.4±1.3 %に増加 
(Annexin V-PI 法, p<0.05)、Akt のリン酸化
は抑制 (52±13 %, p<0.05) されたが、IF1
の過剰発現により消失した。 
2. Epigenetic 作用：CF6 過剰発現マウス

か ら 採 取 し た 線 維 芽 細 胞  (TG) で は
heterochromatin の消失と老化ヒストン修飾 
(H3K4 トリメチル化、H4K20 トリメチル化、
H4K5 アセチル化) が認められた。IF1 過剰発
現によりheterochromatinは回復しヒストン
修飾は消失した。 
3. Autophagy 作用: TG 細胞では LC3II が

核内で強く細胞質でびまん性に弱く染色さ
れ、隔離膜形成に重要なAtg7の発現低下と、
ChIP assay による Atg7 promoter (-440 ~ 
-763, repressor 結合部位) の老化ヒストン
修飾が認められた。IF1 の過剰発現により、
いずれも回復した。 
4. Telomere 作用：TG 細胞の telomere 長 

(PCR 法) は野生型マウスの線維芽細胞に比
し短縮していたが、IF1 の過剰発現により差
は消失した。 
5. Genomic instability 作用：TG 細胞で

は核膜ラミナ蛋白 emerin の減少が認められ
たが、IF1 の過剰発現により差は消失した。 
 
結論：CF6 は核内酸性化を介して核膜ラミナ
構造特に lamin A/C と emerin の産生障害を
惹起し、老化と寿命を規定する可能性がある。
また、IF1 は CF6 の作用を細胞膜 ATP 合成酵
素の F1 分子モーターレベルで阻害し、内因
性阻害物質として機能する可能性が示唆さ
れた。IF1 は CF6 による細胞内 proton 増加を
抑制し、抗老化作用を有すると考えられる。 
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