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研究成果の概要（和文）：脂肪由来血中蛋白であるC1q/TNF-related protein (CTRP)1の虚血性心疾患に対する作用を
解析した結果、CTRP1は心筋虚血再灌流障害に防御的に作用することが明らかとなった。CTRP1欠損マウスは対照マウス
と比べて、虚血再灌流後の心筋梗塞サイズが増加し、心筋組織での炎症反応とアポトーシスの増加を伴っていた。CTRP
1の心筋保護機序は、心筋細胞におけるサイクリックAMPシグナル経路の活性化による炎症抑制とアポトーシス抑制を介
していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We found that the adipokine C1q/TNF-related protein (CTRP) 1 is protective 
against acute cardiac injury following ischemia-reperfusion (I/R). CTRP1 knockout mice showed increased 
infarct size after I/R compared with control mice, which were accompanied by enhanced apoptosis and 
inflammatory response in ischemic heart. Administration of CTRP1 to wild-type mice led to reduction of 
myocardial infarct size following I/R. Furthermore, CTRP1 attenuated apoptosis and inflammatory reaction 
in cardiac myocytes by its ability to promote cyclic AMP-dependent pathway.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 分子心臓病態学　虚血性心疾患
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１．研究開始当初の背景 
我が国をはじめとする先進国では虚血性心疾

患、特に急性心筋梗塞などの急性冠症候群の

発症率や死亡率は高く、これらの病態解明と

有効な治療法の開発は最重要課題である。肥

満、特に内臓脂肪蓄積は、糖尿病、高脂血症、

高血圧を高率に合併するメタボリックシンド

ロームやその終末像である虚血性心疾患の重

要な発症基盤である。しかし、肥満による心

血管病の発症・進展機序は分子レベルにおい

て十分には解明されていない。 
	
 近年の研究により、脂肪組織はアディポサ

イトカイン（あるいはアディポカイン）と総

称すべき生理活性物質を分泌する内分泌臓器

であることが示された。そして、申請者や他

の研究グループの研究成果により、肥満状態

におけるアディポサイトカインの産生異常が

肥満合併症の病態に重要な役割を果たすこと

が明らかとなってきた。	
 

	
 申請者らは、マウス脂肪組織の発現遺伝子

解析の過程で、肥満によって発現が増加し脂

肪に高発現しているアディポネクチンパラロ

グ C1q/TNF-related	
 protein	
 (CTRP)1 を見い

だした。CTRP1 は糖代謝改善作用や血小板凝

集抑制作用を有するとの報告があるが、その

機能については十分に解明されておらず、

CTRP1 の心血管病に対する作用については全

く不明である。	
 

 
２．研究の目的 
我が国において、虚血性心疾患の病態解明と

治療法の確立は最重要課題である。本研究で

は、CTRP1 による虚血性心疾患に対する作用

と分子メカニズムを個体レベルと細胞レベル

で明らかにすることにより、CTRP1 を標的分

子とした心血管疾患の病態生理解明と治療応

用へと展開することを研究目的とする。	
 

 
３．研究の方法 
(1)心筋虚血障害に対する個体レベルでの評

価	
 

①心筋虚血再灌流モデル：マウスの左冠動脈

前下行枝を 60 分間血流遮断後に再灌流し 24

時間後に心臓を摘出した。CTRP1 欠損マウス

と対照である野生型マウスに対して心筋虚血

再灌流モデルを作成し、心筋虚血障害におけ

る内因性 CTRP1 の役割を検討した。また、ア

デノウイルス発現系を用いて、CTRP1 ベクタ

ーとコントロールベクターを野生型マウスに

全身投与し、血中 CTRP1 を持続的に増加させ

て CTRP1 の心筋虚血障害に対する効果を評価

した。	
 

②摘出心の形態学的、組織学的検討：	
 Evans	
 

Blue/TTC 染色を行い、左室エリア、虚血エリ

ア、梗塞エリアを同定し、心筋梗塞サイズの

定量化を行った。	
 

③メカニズム解析:心筋組織における炎症性

サイトカイン（TNF,IL-6,IL-1β）の発現を
Real-time	
 PCR 法にて定量評価した。アポト

ーシスへの影響を TUNEL 染色にて検討した。

シグナル伝達系物質である cAMP	
 response	
 

element	
 binding	
 protein	
 (CREB)のリン酸化

をウエスタンブロッティング法により評価し

た。	
 

	
 

(2)心筋細胞に対する細胞レベルでの評価	
 

①心筋細胞培養：ラット胎児から採取した心

筋細胞を培養した。リコンビナント CTRP1 蛋

白を培養液中に添加して効果を検討した。ま

た、adenylyl	
 cyclase 阻害剤である SQ22536

や Sphingosine-1-phosphate	
 receptor(S1PR)	
 

1 と S1PR3 に対する拮抗剤である VPC23019 を

前処理した。	
 

②アポトーシスの解析：低酸素再酸素化状態

でアポトーシスを誘導した。TUNEL 染色でア

ポトーシスを評価した。	
 

③炎症性反応の解析：リポ多糖類（LPS）刺激

後の炎症性サイトカイン(TNF,IL-6,IL-1β)を
Real-time	
 PCR 法にて定量した。	
 

④シグナル伝達経路の解析：NF-κB のリン酸
化をウエスタンブロッティング法により評価

した。細胞内 cAMP を ELISA 法にて定量した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)	
 CTRP1 の急性心筋虚血障害に対しての作

用	
 

CTRP1 欠損マウスと対照マウスに心筋虚血再

灌流モデルを作成した。CTRP1 欠損マウスは

対照マウスに比べ、心筋虚血再灌流後の心筋

梗塞のサイズが有意に増加していた。従って、

内因性 CTRP1 は急性心筋障害に対して保護的

に作用することが明らかとなった（図１）。	
 

	
 
	
 心筋のアポトーシスは虚血再灌流障害の進

展に重要であるため、CTRP1 のアポトーシス

に対する作用を TUNEL 染色で検討した。CTRP1



 

 

欠損マウスは対照マウスに比べ、虚血心筋で

の TUNEL 陽性細胞数は有意に増加しており、

CTRP1 は心筋アポトーシスに対して抑制的に

作用していると考えられた（図２A）。さらに、

CTRP1 の心筋組織における炎症反応に対する

作用を検討した。CTRP1 欠損マウスは対照マ

ウスに比べ、虚血心筋における TNF、IL-6	
 と

IL-1βの発現が有意に増加していた（図２B）。
以上より、マウスにおいて内因性 CTRP1 は心

筋組織でのアポトーシスと炎症に対して抑制

的に働き、心筋虚血再灌流障害に防御的に作

用することが明らかとなった。	
 

	
 
	
 次に、CTRP1 投与のマウス心筋虚血再灌流

障害に対する作用の検討のため、アデノウイ

ルス発現系を用いて CTRP1 ベクターとコント

ロールベクターを野生型マウスに静脈内全身

投与し、心筋虚血再灌流モデルを作成した。

CTRP1 の全身投与はコントロールと比べて血

中 CTRP1 濃度は約 5 倍上昇した。CTRP1 投与

はコントロールに比し虚血再灌流後の心筋梗

塞サイズを著明に縮小させた。また、CTRP1

投与は虚血心筋における心筋細胞のアポトー

シスを有意に抑制していた。さらに、CTRP1

投与は虚血再灌流後の心筋組織におけるTNF、

IL-6	
 と IL-1βの発現を有意に抑制していた。
従って、血中 CTRP1 濃度の増加は心筋虚血再

灌流障害保護につながると考えられた。	
 

	
 

(2)培養心筋細胞における CTRP1 の抗アポト

ーシス作用	
 

CTRP1 が心筋細胞に直接作用し、アポトーシ

スを制御するかを検討するために、低酸素再

酸素化（H/R）刺激によって培養心筋細胞のア

ポトーシスを誘導した。アポトーシスをTUNEL

染色にて検出すると、CTRP1 蛋白添加は心筋

細胞のアポトーシスを濃度依存的に抑制して

いた（図 3A）。CTRP1 によるアポトーシス抑制

作用の機序解明のため、抗アポトーシスシグ

ナル分子である cAMP の関与を検討した。

CTRP1 を心筋細胞に添加すると細胞内の cAMP

の量が増加した。また、CTRP1 の全身投与に

より、マウス虚血心筋においての CREB のリン

酸化が増加していた。さらに、培養心筋細胞

に adenylyl	
 cyclase 阻害剤である SQ22536 を

前処理すると CTRP1 によるアポトーシス抑制

作用は解除された（図 3B）。従って、CTRP1 に

よる心筋細胞におけるアポトーシス抑制作用

は cAMP シグナルを介していると示唆された。	
 

	
 
	
 

(3)培養心筋細胞における CTRP1 の抗炎症作

用	
 

CTRP1 が心筋細胞の炎症性変化を制御するか

を検討するために、培養心筋細胞を CTRP1 前

処理後に LPS 刺激を行った。LPS 刺激により

TNF、IL-6	
 と IL-1βの発現は著明に増加した
が、CTRP1 蛋白の前処理により有意に抑制さ

れた（図 4A）。さらに、adenylyl	
 cyclase 阻

害剤 SQ22536 を心筋細胞に前処理すると

CTRP1 による LPS 刺激後の TNF、IL-6	
 と IL-1β
の発現抑制作用が解除された（図 4B）。従っ

て、CTRP1 は cAMP を介して心筋細胞の炎症反

応を抑制することが明らかとなった。	
 

	
 
	
 さらに、CTRP1 による cAMP を介した心筋保

護 作 用 機 序 の 解 明 の た め に

Sphingosine-1-phosphate	
 (S1P)シグナルに



 

 

着目した。心筋細胞には S1P	
 receptor	
 (S1PR)	
 

1とS1PR3が発現しているため、S1PR1とS1PR3

に対する拮抗剤である VPC23019 を培養心筋

細胞に前処理した。VPC23019 は CTRP1 による

アポトーシス抑制作用を解除した（図 5A）。

また、VPC23019 は CTRP1 による LPS 存在下で

の TNF、IL-6	
 と IL-1βの発現抑制作用を解除
した。同様に VPC23019 は LPS により誘導され

る炎症に関与する転写因子 NF-κB のリン酸化
を抑制した（図 5B）。さらに、VPC23019 は CTRP1

による cAMP 増加作用を解除した。また、心筋

細胞への CTRP1 添加は培養液中の S1P 濃度を

増加させた。従って、CTRP1 は S1P	
 の産生を

増加させ、S1P シグナルを促進することによ

り cAMP を介した心筋細胞保護作用を示すと

示唆された。	
 

	
 
	
 以上より、CTRP1 は cAMP シグナルの活性化

による心筋細胞のアポトーシスと炎症反応抑

制を介した心筋保護作用を示すと考えられた。

従って、CTRP1 は虚血性心疾患の病態生理解

明に対する新しい標的分子になる可能性が示

唆された。	
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