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研究成果の概要（和文）：HEK293細胞にhuman mature並びにimmature IF1 plasmidをtransfectionしcell lysateと培
養上清にmature IF1 (12kD) が分泌・発現亢進することを確認した。Human mature並びにimmature IF1 過剰発現HEK29
3細胞では、CF6による培養上清中のATP減少が軽減された。また、CF6によるHEK-293細胞のapoptosis促進作用はhuman 
mature 並びにimmature IF1 の過剰発現により消失した。IF1はCF6の細胞外作用を阻害する内因性ペプチドである可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Coupling factor 6 (CF6) converts the rotation of ecto-F1Fo complex, plasma 
membrane bound ATP synthase, from a clockwise mode of proton export (ATP synthesis) to a 
counter-clockwise mode of proton import (ATP hydrolysis), thereby leading to intracellular acidosis. 
Inhibitory peptide 1 (IF1) is a unidirectional inhibitor of ATP hydrolysis only, suggesting its possible 
antagonizing effect on CF6 without affecting ATP synthesis. In both human mature and immature 
IF1-transfected HEK 293 cells, IF1 protein was overexpressed in the cytosol fraction, and also was 
detected in the exosome fraction. ATP concentration in the culture media was decreased by CF6, but IF1 
protein abolished its effect. The percentage of apoptotic cells was increased by CF6, but it was blocked 
by the transfection with mature or immature IF1. Overall, these suggest that IF1 may function as an 
endogenous inhibitor for CF6.

研究分野：循環器内科
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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 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
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
内皮細胞の表面に存在し、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
圧活性を有し、その昇圧反応は SHR が WKY
に比較して亢進している(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る(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も最近報告した
(Ann Med, 2010)。 
CF6の産生に関する基礎的検討では、tumor 
necrosis factor-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(Cardiovas Res, 2004 and 2005)。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、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-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分

子モーター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、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。また、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)。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 
すことが明らかとなった(AHA, 2005)。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)、血管内
皮のプロスタサイクリン , NO 産生の抑制 
(Atherosclerosis, 2008)、食塩感受性高血圧な
らびに糖尿病の発症 (Diabetologia, in press)、
圧負荷に対する病的左室肥大の亢進、運動負
荷による生理的左室肥大の抑制 (AHA, 2010) 
が明らかとなった。 
CF6の受容体である 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、力の強い分子モーターが他の分子モー
ターを本来とは逆方向に回転させる性質を
有する。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 を産生する。一方、細胞表面では
CF6が F1分子モーター (ATPase活性) を活
性化し Fo 分子モーターを逆回転させること
により細胞内酸性化（水素イオンを細胞内に
流入）を引き起こす。CF6 受容体である F1
分 子 モ ー タ ー を 種 々 の F1 阻 害 剤 
(efrapeptine等) で処理した場合、ミトコンド
リアの F1モーターも阻害され ATP産生が低
下する可能性がある。そのため、創薬への活
用は不適切であった。 
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) を阻
害し、時計回転 (ATP 産生) は阻害しない性
質を有する。従って、IF1 は CF6 の作用は阻



害するがミトコンドリアの 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 
 
IF1 の抗 CF6 作用の有無について正常培養
細胞と IF1過剰発現細胞を用いて検討する。 
まず、本研究で明らかにする第 1 点目は、
HEK293細胞を IF1で処理後 CF6を投与し、
CF6の細胞内情報伝達機構に及ぼす影響に関
して、ATPase活性測定、並びに細胞内 pHの
indicator であるBCECFを用いた細胞内 pH測
定を行い検討する。 
本研究で明らかにする第２点目は、IF1 の
ATP 産生に及ぼす影響を明らかにする。
HEK293細胞を IF1で前処理後 CF6を投与し、
ATP産生を化学発光法を用いて定量する。ま
た、細胞内 ATP 分解活性を ADP を指標とし
た比色法で測定する。 
本研究で明らかにする第３点目は、IF1 過
剰発現細胞に CF6を持続投与し、フェノタイ
プに及ぼす影響を観察する。特に CF6による
apoptosis 促進作用に及ぼす影響を観察する。
この研究は、創薬に向けた基礎研究として特
に重要である。 

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。特に
CF6のフェノタイプに及ぼす IF1の影響を観
察することは、心血管系における病態生理学
的意義の解明並びに創薬の基礎につながる。
また、IF1投与による CF6の細胞内情報伝達
機構への影響の解明は、心疾患を初めとした
循環器疾患の形成に CF6 がどのように関与
するかを明らかにできる点で学術的な特色
がある。IF1 の作用の解明はヒト循環器疾患
において CF6 の阻害により病態の改善がも
たらされる可能性を示すものであり、CF6の
阻害剤の開発を介して心疾患患者に恩恵を
もたらす可能性がある。 
 
３． 研究の方法 
 
IF1の細胞内情報伝達機構に及ぼす影響 
 
1. Human mature, immature IF1 plasmid
の作製: Open Biosystems 社の MHS1010- 
73732大腸菌を抗生物質入り LB培養液で培
養し、Promega PureYeld Plasmid Midiprep 
System (Code No. A2495)を用いて human 
immature IF1 plasmidを精製した。さらに、
human immature IF1 plasmidから制限酵
素でmature human IF1 (26-106, 81aa)に相
当する部分 (169-411) を切り出し human 
mature IF1 plasmid を精製する。 

 
2. HEK-293 細胞 human mature 並びに
immature IF1を過剰発現させ、CF6の細胞
内情報伝達機構に及ぼす影響を以下の項目
について検討する。 
a. ATP 合成酵素は酸化的リン酸化により
ATP を産生する。細胞表面の ATP 合成酵素
がCF6の受容体の場合、CF6投与によりATP
並びに ADP産生が影響を受ける。HEK-293
細胞に CF6を投与し、培養上清中の ATP量
は化学発光法により, ADP 量は pyruvate 
kinase-lactate dehydrogenase反応により比
色法で測定する。 
b. ATP 合成酵素は酸化的リン酸化により
ATPを産生するので、水素イオンの移動によ
り細胞内 pH が変化する。細胞内 pH の
indicator である BCECF を HUVEC 内に
loadし、CF6投与による細胞内 pHの変化を
蛍光装置を用いて明らかにする。 
 
IF1の細胞内 ATP産生に及ぼす影響 

ATP合成酵素は 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、
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を産生する。通常の F1阻害物質は ATP
産生ならびに分解の両方を抑制するが、IF1
はF1分子モーターの反時計回転 (ATP分解) 
を阻害し、時計回転 (ATP産生) は阻害しな
い性質を有する。IF1が細胞内 ATP産生を抑
制しないことを以下の方法で確認する。 
a. HEK-293 細胞に human mature 並びに
immature IF1を過剰発現させ、細胞内 ATP
産生に及ぼす影響を検討する。 
b. 未処理の HUVECと IF1発現を増減させ
た HUVEC から細胞質を抽出し、ATP 含量
は化学発光法により, ADP 含量は pyruvate 
kinase-lactate dehydrogenase反応により比
色法で測定する。また、CF6投与による ATP, 
ADP含量も測定する。 
 
CF6 によるフェノタイプに及ぼす IF1 過剰
発現の影響 

HEK-293 細胞に immature (full length, 
106aa) IF1 または mature IF1 (81aa)を
transfectionし、24時間後に CF6 10-7Mを
添加し、さらに 24 時間後に apoptosis 陽性
細胞の割合を annexin V-FITC/propidium 
iodide assay kitを用いて測定する。 
 
４． 研究成果 
 
1. Human mature 並びに immature IF1 
plasmidの作製と細胞外分泌の確認 

Open Biosystems 社の MHS1010-73732
大腸菌を抗生物質入り LB培養液で培養し、



Promega PureYeld Plasmid Midiprep 
System (Code No. A2495)を用いて human 
immature IF1 plasmidを精製した。さらに、
human immature IF1 plasmidから制限酵
素でmature human IF1 (26-106, 81aa)に相
当する部分 (169-411) を切り出し human 
mature IF1 plasmid を精製した。HEK293
細 胞 に Opti-MEMI Reduced Serum 
Medium と TransIT-293 Reagent を用いて
各々の plasmid を transfection し、24 並び
に 48 時間後に、cell lysate 中と培養上清中
に anti-ATPase IF1 antibody (ab110277)を
用いてWestern blot法で12kDのバンドを確
認した。 
 

2. IF1ペプチドの精製 
上記で作成した human immature IF1 

plasmidから制限酵素でmature human IF1 
(26-106, 81aa)に相当する部分 (169-411) を
切り出し pGEX-4T-3 Vectorに挿入した。E. 
coli BL21 (DE3)を用いて培養後、細菌ペレッ
トを lysis buffere で溶解し Glutathion 
sepharose 4B カラムを通過させた。吸着物
を thrombin で分解後 HiTrap streptavidin 
HR column で thrombin を除去し、human 
mature IF1を精製した。 
 
3. IF1過剰発現の CF6作用に及ぼす影響 
a. ATP消費：HEK293細胞に CF6 10-7M投
与 5時間後では培養上清中の ATPは CF6無
添加に比して有意に定値であった。human 
mature並びに immature IF1過剰発現細胞
ではCF6 10-7M投与後5時間でも培養上清中
の ATP量は減少しなかった 
b. apoptosis 作用：HEK-293 細胞に CF6 
10-7Mを添加し、24時間後に apoptosis陽性
細胞の割合を annexin V-FITC/propidium 
iodide assay kitを用いて測定した。CF6添
加により、HEK-293 細胞の apoptosis は
1.57±0.20倍 (p<0.05) 増加した。 

HEK-293 細胞に immature, mature IF1
を transfectionし、24時間後に CF6 10-7M 
を添加しさらに 24 時間後に apoptosis 陽性
細胞の割合を annexin V-FITC/propidium 
iodide assay kitを用いて測定した。CF6に
よる apoptosis細胞増加作用は消失した。 
 
4. CF6による apoptosis促進機序 

CF6による apoptosis誘発作用機序につい
て血管内皮細胞を用いて検討した。Human 
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) 
では chemokine CXCL12 (stromal cell- 
derived factor-1)-CXC chemokine receptor 
type 4 (CXCR4) 系が細胞機能の維持に重要
な役割を果たしていることが報告されてい
る。HUVEC に CF6を添加し、CXCR4の発
現を RT-PCR、Western blot 法で測定した。

HUVECにおける CXCR4遺伝子並びに蛋白
発現は CF6 投与により濃度依存性に抑制さ
れ、10-7Mで有意な抑制を認めた（p<0.05）。
また、CF6 10-7M投与により、CXCR4発現
は時間依存性に抑制された（24 時間後、48
時間後ともに p<0.05）。CF6 による CXCR4
の抑制は hypoxia inducible factor (HIF)-1 
siRNA並びに cSrc阻害薬 PP1の前投与によ
り完全に消失した。CF6投与によりアポトー
シス細胞の割合は、正常酸素において
4.3±0.7%から 5.6±1.7％へ増加した（p<0.05）。
また、低酸素状態でも 5.3±1.8%から
7.0±1.3%へ増加し（p<0.05）、それらの増加
は HIF-1 siRNAまたは CXCR4 ligandの
添加により抑制された。 
 
結論 
IF1はCF6の apoptosis作用に拮抗すること
が明らかとなった。また、このペプチドは細
胞内 ATP 産生に悪影響を与えないことが確
認された。従って、IF1は CF6の細胞外作用
を阻害する内因性ペプチドであり、創薬の対
象になりうることが考えられた。 
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