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研究成果の概要（和文）：心筋由来分泌蛋白であるフォリスタティン関連蛋白の虚血性心疾患に対する作用を解析した
結果、フォリスタティン関連蛋白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。マウスに対するフ
ォリスタティン関連蛋白投与は心筋虚血再灌流後の心筋梗塞サイズを縮小させ、心筋組織での炎症反応とアポトーシス
の抑制を伴っていた。フォリスタティン関連蛋白の心筋保護機序は、心筋細胞におけるAMPキナーゼ活性化とBone morp
hogenetic protein-4シグナル阻害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 follistatin-like 1 (Fstl1) is protective against acute cardiac injur
y following ischemia-reperfusion (I/R). Administration of Fstl1 led to reduction of myocardial infarct siz
e following I/R in vivo, which was accompanied by attenuation of inflammatory response and apoptosis in th
e ischemic heart. Furthermore, Fstl1 attenuated inflammatory reaction and apoptosis in cardiac myocytes by
 its ability to activate AMP-activated protein kinase pathway and inhibit bone morphogenetic protein-4 sig
naling pathway. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
虚血性心疾患をはじめとする心血管病は 3 大
死因の一つとなっており、病態解明と新しい
予防法、治療法の開発は最重要課題である。 
心筋は分泌蛋白を産生することで、ホメオ
スタシス維持やストレス適応に関与している
ことが国内外で注目されている。特に、心筋
から分泌されるサイトカインや成長因子(TGF
βファミリー蛋白,BNP,VEGFなど)がオートク
ライン的、パラクライン的に心筋組織に作用
することで、虚血や高血圧を基盤とした心筋
リモデリングを制御していることが明らかと
なってきた。 
申請者らは、心血管系に作用する心筋由来
分泌蛋白を同定する研究プログラムに着手し
た。そして、シグナル伝達物質である Akt1 が
生理的な心筋肥大を引き起こすと共に心筋保
護作用を有するため、Akt1 に着目し、Akt1 活
性化により心筋や骨格筋から分泌される蛋白
質 と し て Follistatin-like 1
（Follistatin-related protein: フォリス
タティン関連蛋白）(Fstl1)を見いだした
（Oshima, Ouchi et al. Circulation 2008, 
Ouchi et al. JBC. 2008）。 
 フォリスタティン関連蛋白はフォリスタテ
ィンファミリーに属する蛋白であるが、心血
管疾患における機能や意義は明らかにされて
いなかった。そこで、申請者らは、アデノウ
イルスベクターによる発現系を用いて、フォ
リスタティン関連蛋白が心筋虚血再灌流障害
を抑制すること（Oshima, Ouchi et al. 
Circulation 2008）、フォリスタティン関連蛋
白が血管新生促進作用を有することを明らか
にした（Ouchi et al. JBC. 2008,2010）。従
って、フォリスタティン関連蛋白は、虚血性
心疾患の発症・進展過程における、急性心筋
障害に対し防御作用があると示唆され、この
分子のさらなる機能とそのメカニズムの解明
は心血管病の病態解明だけでなく治療への応
用につながると考えられる。しかし、フォリ
スタティン関連蛋白の生理機能、特に、虚血
性心疾患の病態における役割は十分には明ら
かにされていない。 
 
２．研究の目的 
虚血性心疾患の病態解明と有効な治療法の確
立は急務を要する。本研究においては、心筋
由来分泌蛋白であるフォリスタティン関連蛋
白による虚血状態での心筋リモデリング制御
機構を個体レベルで明らかにし、その分子機
構を細胞レベルで解明する。そして、フォリ
スタティン関連蛋白の機能解析により、虚血
性心疾患の病態を解明し、フォリスタティン
関連蛋白を分子標的とした新たな虚血性心疾
患の診断・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)心筋虚血に対する個体レベルでの評価 
①マウス作成：フォリスタティン関連蛋白
(Fstl1)は筋肉に発現が多いため、フォリスタ
ティン関連蛋白(flox/flox)マウスと筋肉特
異的発現を示す MCK をプロモーターに持つ
Cre 過剰発現マウスを交配し、筋肉特異的フ
ォリスタティン関連蛋白欠損マウスを作成し
た。対照として、フォリスタティン関連蛋白
(flox/flox)マウスを用いた。また、野生型マ
ウスに対してリコンビナントフォリスタティ
ン関連蛋白（100ng/BW(g)）あるいはコントロ
ールとして PBS を血流遮断直前に頚静脈より
全身投与して虚血心筋に対する作用を評価し
た。 
②心筋虚血再灌流モデル：マウスの左冠動脈
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。 
③心機能の検討：心エコーを用いて、心拍数、
左室拡張末期径、収縮末期径、左室心筋壁厚、
左室内径短縮率などの比較検討を行った。 
④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。アポトーシスへの影響を
TUNEL 染色にて検討した。 
⑤メカニズム解析:摘出心筋を用いて、シグナ
ル伝達系物質(AMPK, SMAD)をウエスタンブロ
ッティング法により評価した。心筋組織にお
けるサイトカイン（TNF-,IL-6）の発現を
Real-time PCR 法にて定量評価した。 
 
(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。フォリスタティン関連蛋
白のリコンビナント蛋白を培養液中に添加
(100-250 ng/ml)して効果を検討した。また、
siRNA を 用 い て bone morphogenetic 
protein-4 (BMP-4)をノックダウンした。 
②リコンビナント蛋白作成:申請者らが確立
した昆虫細胞（sf9 細胞）にヒトフォリスタ
ティン関連蛋白 cDNA を高発現した安定細胞
株を用いて、無血清培地で培養し、培養液中
に分泌されたヒトフォリスタティン関連蛋白
をアフィニティーカラムを使って精製した。
精製後のフォリスタティン関連蛋白の溶解液
を透析膜を用いて PBS に置換し実験に使用し
た。 
③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。 
④炎症性反応の解析：リポ多糖類（LPS）や
BMP-4刺激後のサイトカイン(TNF-α,IL-6)を
Real-time PCR 法にて定量した。 
⑤シグナル伝達経路の解析：シグナル伝達系



物質(AMPK, SMAD) をウエスタンブロッティ
ング法により評価した。AMPK に対しては、ア
デノウイルスを用いたドミナントネガティブ
AMPK (dn-AMPK)の過剰発現系を用いて検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1) フォリスタティン関連蛋白の急性心筋虚
血障害に対しての作用。 
筋肉特異的フォリスタティン関連蛋白欠損マ
ウスと対照マウスに心筋虚血再灌流モデルを
作成した。フォリスタティン関連蛋白欠損マ
ウスは対照に比べ、心筋虚血再灌流後の心筋
梗塞のサイズが増加していた。従って、内因
性のフォリスタティン関連蛋白は急性心筋障
害に対して保護的に作用することが明らかと
なった。 
 次に、ヒトフォリスタティン関連蛋白投与
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、野生型マウスにヒトフォリスタ
ティン関連蛋白あるいはコントロールである
PBS を静脈内全身投与し、心筋虚血再灌流モ
デルを作成した。マウスへのヒトフォリスタ
ティン関連蛋白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（図１）。それに伴い、フォリスタティン
関連蛋白投与群では左室内径短縮率も有意に
改善した。 

  
 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、フォリスタティン関連
蛋白のアポトーシスに対する作用を TUNEL 染
色で検討した。ヒトフォリスタティン関連蛋
白の全身投与は虚血心筋の TUNEL 陽性細胞数
を有意に減少させ、アポトーシスを抑制して
いると考えられた（図２A）。さらに、フォリ
スタティン関連蛋白の心筋組織における炎症
反応に対する作用を検討した。フォリスタテ
ィン関連蛋白投与群では、心筋組織における
TNF-と IL-6 の発現が有意に低下していた
（図２B）。以上より、マウスにおいてヒトフ
ォリスタティン関連蛋白投与は心筋組織での

アポトーシスと炎症を抑制し、心筋虚血再灌
流障害を改善することが明らかとなった。 

 
 
(2)培養心筋細胞におけるフォリスタティン
関連蛋白の抗アポトーシス作用。 
フォリスタティン関連蛋白が心筋細胞に直接
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、
フォリスタティン関連蛋白添加は心筋細胞の
アポトーシスを抑制していた（図 3A）。フォ
リスタティン関連蛋白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
グナルである AMPK の関与を検討した。フォリ
スタティン関連蛋白を心筋細胞に添加すると
AMPKのリン酸化とその下流のシグナル伝達物
質である ACCのリン酸化が亢進した（図3B）。
また、フォリスタティン関連蛋白の全身投与
により、マウス虚血心筋においても AMPK と
ACC のリン酸化が促進していた。さらに、ア
デノウイルス発現系を用いて培養心筋細胞に
ドミナントネガティブ AMPK (dn-AMPK)を過剰
発現させ AMPK シグナルを阻害するとフォリ
スタティン関連蛋白の抗アポトーシス作用は
部分的に解除された（図 3C）。従って、フォ
リスタティン関連蛋白による心筋細胞におけ
るアポトーシス抑制作用の一部は AMPK シグ
ナルを介していると示唆された。 

 フォリスタティン関連蛋白が bone 
morphogenetic protein-4 (BMP-4)と結合しそ
の活性を阻害することが報告されていたため、
心筋細胞におけるフォリスタティン関連蛋白



の BMP-4 シグナルに対しての作用を検討した。
H/R 刺激により培養心筋細胞において BMP-4
発現の増加を認めた（図 4A）。心筋細胞にお
いて H/R 刺激により Smad1/5/8 のリン酸化が
亢進するが、フォリスタティン関連蛋白の添
加にて H/R 刺激による Smad1/5/8 のリン酸化
亢進が抑制された（図 4B）。また、フォリス
タティン関連蛋白投与は、マウス虚血心筋に
おける Smad1/5/8 のリン酸化を抑制していた。
さらに、正常酸素圧培養にて BMP-4 添加によ
り心筋細胞のアポトーシスは増加したが、フ
ォリスタティン関連蛋白前処理により抑制さ
れた（図 4C）。一方で、AMPK シグナルを阻害
しても、フォリスタティン関連蛋白による
BMP-4 が誘導する心筋細胞アポトーシスに対
する抑制効果には影響しなかった。また、
siRNA を用いて BMP-4 をノックダウンすると
H/R による心筋細胞アポトーシスは有意に減
少するが、フォリスタティン関連蛋白添加に
よりアポトーシスはさらに抑制され、この作
用はdn-AMPKを用いたAMPKシグナルの遮断に
より完全に解除された（図 4D）。以上より、
フォリスタティン関連蛋白は AMPK シグナル
と BMP-4 シグナルの二つの独立した経路を介
して心筋細胞のアポトーシスを抑制すること
が初めて示された。 

 
 
(3)培養心筋細胞におけるフォリスタティン
関連蛋白の抗炎症作用。 
フォリスタティン関連蛋白が心筋細胞の炎症
性変化を制御するかを検討するために、培養
心筋細胞をフォリスタティン関連蛋白前処理
後に LPS 刺激を行った。LPS 刺激により TNF-
αの発現は著明に増加したが、フォリスタテ
ィン関連蛋白の前処理により抑制された（図
5A）。また、フォリスタティン関連蛋白はBMP-4
刺激による TNF-αの発現増加も抑制した（図
5B）。同様に、フォリスタティン関連蛋白は
LPS あるいは BMP-4 刺激による IL6 の発現増
加も抑制していた。さらに、dn-AMPK を用い
て AMPK シグナルを遮断するとフォリスタテ
ィン関連蛋白による LPS刺激後の TNF-α発現

抑制作用が解除された（図 5C）。また、AMPK
は LPS 存在下でのフォリスタティン関連蛋白
による IL6 発現抑制作用にも関与していた。
従って、フォリスタティン関連蛋白は AMPK シ
グナルと BMP-4 シグナルの二つの経路を介し
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。 

 
 以上より、フォリスタティン関連蛋白は
AMPKシグナルの活性化と BMP-4シグナルの阻
害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、フォリスタティン関連蛋白は虚
血性心疾患の病態生理解明と治療法開発に対
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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