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態における生体恒常性の維持機構という視点での研究
は，近年の網羅的な遺伝子発現解析，代謝物定量解析，
トランスオミクス解析などで明らかになった分子間
ネットワークなど，未だ端緒についたばかりである．
私達はショウジョウバエで見出された ACE2の研究

成果に基づき，ショウジョウバエのゲノムワイド
RNAiトランスジェニックライブラリーを用いた in 

vivo心不全スクリーニングを行い，その中から見出し
た CCR4-NOT複合体を介した遺伝子発現調節の分子
ネットワークが心臓の恒常性維持に不可欠であること
を明らかにした．また，ACE2が心血管ペプチド Ape-

linによって活性化されることを見出し，Apelin-ACE2

を介したペプチド代謝のネットワークが，心不全病態
での恒常性維持に重要であることを解明した．
このように遺伝子改変モデル生物を用いた解析研究

により，疾患病態における生体恒常性維持の分子ネッ
トワーク機構を紐解いていくことが可能であることを
示してきた．本稿では，ACE2ならびに循環器疾患の
疾患病態における分子ネットワークの同定，解析につ
いて私達の研究を中心に概説する．

モデル生物を用いた疾患関連因子の探索

医学研究におけるモデル生物としては，古典的には
イヌ，ネコ，ラット，モルモットなどがよく用いられ
たが，遺伝子改変技術の進歩によりマウスが用いられ
るようになった1）．現在，哺乳類にととまらず，線虫，
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は じ め に

モデル生物による疾患関連因子の探索は，疾患の病
態解明のために有効な戦略のひとつである．ショウ
ジョウバエの変異体から初めて見出されたアンジオテ
ンシン変換酵素（ACE）のファミリー分子 ACE2は，
昇圧分子アンジオテンシン IIを分解することにより
レニン-アンジオテンシン系を負に調節するが，私達
は ACE2が SARSウイルスの受容体であると同時に急
性呼吸不全の病態形成の阻止に寄与することを解明
し，さらにレニン-アンジオテンシン系の制御とは独
立に ACE2がアミノ酸トランスポーターとして機能す
ることを明らかにした．
生体恒常性の維持は，環境変化やストレス刺激など
に対して生体が変容し順応するために必須の生理機能
であり，その実体として臓器間，細胞間のネットワー
ク，あるいは細胞内の分子間，オルガネラ間などのネッ
トワークが注目を集め，その破綻が疾患の発症に繋が
ると考えられている（図 1）．しかしながら，疾患病
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ショウジョウバエなどの無脊椎生物からカエル，ゼブ
ラフィッシュ，メダカ，哺乳類のマウス，ラットに至
るまで幅広い生物種が医学研究にモデル生物として用
いられている（図 2）．ショウジョウバエは，体節形
成に関わるホメオティック遺伝子の発見でよく知られ
るように，発生生物学と遺伝学を融合させ，遺伝子レ
ベルで発生を理解する上で優れたモデルとして認知さ
れている．心臓の発生や先天性心疾患において重要で
ある転写因子 Nkx2.5はショウジョウバエにおいて
Tinmanとして初めて見出されており，心臓発生にお
ける細胞運命決定や遺伝子発現ネットワークはハエか

らヒトまで保存されていることが明らかになってい
る2,3）．ショウジョウバエの遺伝学的なスクリーニン
グでは，P-elementによる変異体を用いた forward 

genetic screening4,5）や二本鎖 RNA（siRNA）を胚に注
入することで RNAiを誘導するスクリーニング6）や後
述のように RNAi transgenic libraryを用いたスクリー
ニングが行われるようになった．ショウジョウバエの
心臓は，heart tubeと呼ばれる管状の筒であり，myo-

cardial cellsとpericardial cellsの2層の細胞から成るが，
収縮，拡張することにより血液は前後に移動する．ショ
ウジョウバエは，全身の細胞のガス交換を開放系の気

（12）

図 2.　モデル生物による疾患関連遺伝子の探索．

図 1.　生体恒常性維持における臓器連関，システム連関を形づくる細胞間，分子間ネットワーク．
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管から直接行うので，哺乳類のように心臓のポンプ機
能が損なわれると即座に個体死に至るわけではないこ
とから，不全心や心疾患遺伝子の機能を解析する上で
も有効なツールとして注目されている．実際，ショウ
ジョウバエの心臓について，ビデオイメージング7）や
optical coherence tomography8）の手法により，M-mode

心エコーのように心機能を測定することが可能となっ
た．またペーシングによる不整脈誘導や電気生理学的
な解析も行われている．とりわけ，ACE2の生理機能
解析の研究は，P-elementがショウジョウバエの
ACE2相同遺伝子 ACERの遺伝子座に挿入された変異
体が，ハエの心臓原基の形成に異常をきたすことを見
出したことが契機となった9）．

ACE2とレニン-アンジオテンシン系

レニン-アンジオテンシン系（RAS）は，血圧の昇
圧因子であるアンジオテンシン II （Ang II） の産生を介
して，生体内における血圧調節や腎機能，水，電解質
バランスの調節に関与する10,11）（図 3）．アンジオテン
シン変換酵素（ACE）はRASでアンジオテンシン I （Ang 

I）ペプチドの C末端から 2つのアミノ酸を切断して
Ang IIに変換する（図 1）ことで古くから知られてい
るが，他の ACEファミリー分子の存在は長らく不明
のままであった．2000年，初めての ACEファミリー

分子として ACE2が同定され1,2），その遺伝子座は X

染色体に位置して，ACEとは完全に独立な遺伝子で
あることがわかった．ACE2は Ang Iと Ang IIの両方
を基質とするが，C末端から 1つのアミノ酸だけを切
り出す carboxypeptidaseとして機能するために，結果
的に Ang IIの産生を抑制する．すなわち，ACE2は
RASの負の調節因子といえる．心不全や糖尿病性腎
症の患者で ACE2の発現が低下している一方で，遺伝
子欠損マウスなどを用いた解析から，ACE2による
RASの負の調節が心機能の恒常性の維持に重要な役
割を果たすことや糖尿病性腎症の糸球体病変を改善す
ることがわかっている7）．また一方で，ACE2はアンジ
オテンシン以外にも Apelin（アペリン）や［des-Arg9］-
ブラディキニンなどをも基質としていて，後述のよう
に Apelin遺伝子欠損マウスを用いた解析から，in vivo

で ACE2と Apelinに遺伝学的な相互作用があること
が示唆されている15,16）．

SARSレセプターとしての ACE2

2003年，中国の広東省で初めて報告された重症急
性呼吸器症候群（Severe acute respiratory syndrome ; 

SARS）17），いわゆる新型肺炎は，わずか数ヶ月の間に
世界中で約 8,000人の感染者，約 800人の死者を出し，
社会的，経済的な打撃を与えた．SARSは高熱と重篤

（13）

図 3.　レニン-アンジオテンシン系における ACE（アンジオテンシン変換酵素）と ACE2の機能と構造．肺
は ACEの主な産生臓器であるが，ACE2の役割は不明であった．
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な呼吸器症状を発症する呼吸器感染症で，新種の
SARSコロナウイルスが病因であるが，興味深いこと
に ACE2が SARSコロナウイルスの感染に不可欠な受
容体であることが明らかになった18）（図 4A）．また，
SARS患者の主な死因は，急性呼吸窮迫症候群（ARDS）
である．ARDSは，SARS以外にも感染，敗血症や肺
炎などさまざまな疾患を原因として急激に発症する重
症型の急性肺傷害の総称であり，重篤な呼吸不全，著
しい炎症所見，ならびに高い死亡率を示す．ところが
ACE2自身が RASを負に調節することにより，積極
的に ARDSに対して肺保護作用を発揮することがわ
かった19）．すなわち，SARS感染によりレセプターで
ある ACE2の発現は低下するが，この ACE2発現低下
が RASを活性化し，急性肺傷害を悪化させることが
わかった（図 4B）18）．

アミノ酸トランスポーターとしての ACE2

ACE2が発見された翌年，ACE2相同分子として
Collectrin（コレクトリン）がラット腎部分切除後の
腎組織から同定された20）．Collectrinは，ACEとはほ
とんど相同性を示さないものの ACE2と高い相同性膜
貫通ドメインを持つ．一方で，ペプチドを制御するた
めのプロテアーゼとしての carboxypeptidase domainは
全く持っていない．当初，Collectrinは腎集合管に発
現する遺伝子として単離されたが，その後の解析によ
り膵ランゲルハンス島の β細胞のインスリン分泌に重
要な役割を担うこと18）や腎近位尿細管からのアミノ
酸の再吸収に不可欠な分子であること21）がわかって

きた．実際，Collectrin遺伝子欠損マウスでは，中性
アミノ酸トランスポーター B0AT1などの発現低下に
より著名なアミノ酸尿をきたす22）．また，ACE2も
Collectrin同様にアミノ酸トランスポーターの発現に
重要であることが分かり，ACE2と Collectrinが，遺
伝性のアミノ酸欠乏症である Hartnup disease（ペラ
グラ様光線過敏症，小脳性運動失調などが主症状）の
病態発症に関わっていることが示唆されている．さら
に，ACE2は腸管上皮における中性アミノ酸の吸収に
不可欠であり，腸内細菌叢の恒常性維持に寄与するこ
とが分かった23）．

RNAi心不全スクリーニングによる 
CCR4-NOTネットワークの同定

私達はショウジョウバエで見出された ACE2の研究
成果に基づき，心不全に関連する未知の遺伝子やネッ
トワークの同定を目指して，オーストリア分子生物科
学研究所（IMBA）の RNAiトランスジェニックライ
ブラリー24）を用いて大規模な機能的スクリーニング
を行った．ショウジョウバエの各 UAS-RNAiライン
を心筋特異的（TinCΔ4）-Gal4発現ラインと次々に交
配し，心筋特異的に各遺伝子をノックダウンしたショ
ウジョウバエのラインを作製した25）（図 5A）．一方で，
本ライブラリーは，ショウジョウバエ全遺伝子の 90%

近くをカバーする約 2万系統から成ることから，簡便
なアッセイ系でハイスループットにスクリーニングを
行わねばならない．通常 25°Cで飼育するハエを 29°C

の高温の環境下におくことで心拍数の増加などを伴う
心負荷の状態を誘導できることから，29°C高温環境
下の心負荷ストレスにより死亡するラインを選別する
というアッセイを採用した（図 5B）．哺乳類で保存さ
れているハエ遺伝子 8,417個についてスクリーニング
を行い，498個の遺伝子を単離した（図5C）．データベー
スからこれらのハエ遺伝子と相同のヒト，マウスの遺
伝子を抽出し，KEGG，C2 gene setsならびに第一次
の結合因子群を組み合わせた解析により，心機能調節
遺伝子のネットワーク図を作製した（図 6）．ショウ
ジョウバエの網羅的 RNAiスクリーニングとバイオイ
ンフォマティクスを組み合わせた手法により得られた
マップが，どこまで意味のあるものかを検証する必要
があることから，このネットワーク図の中で新しく見
出された遺伝子群に着目して解析を進めたところ，
CCR4-NOT複合体26,27）と呼ばれる蛋白質複合体の構

（14）

図 4.　ACE2の生理機能と SARSウイルス感染に
よる急性呼吸不全．SARSウイルス受容体としての
ACE2 （A）と SARSの病態形成における ACE2の肺
保護作用と治療への応用（B）．
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図 5.　ショウジョウバエ in vivo RNAi心不全スクリーニング．A : 交配により Gal4を TinCΔ4プロモーター
で発現させることにより心筋特異的に RNAiを発現させる F1ラインを作製し，高温環境下での心ストレス
で死亡するラインを選別した．B : 高温環境下で心ストレス下のショウジョウバエの生存曲線．C : スクリー
ニングの結果．

図 6.　in vivo RNAiスクリーニングから分かった心機能調節遺伝子のグローバルマップ．
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成因子がスクリーニングでいくつも上がってきている
ことが分かった．つまり，CCR4-NOT複合体が新し
い心機能の調節因子であることが考えられた．

CCR4-NOT複合体は，酵母の変異体から見出され
た分子量 1MDaの蛋白複合体26,27）で，転写調節，RNA 

deadenylase（mRNA の poly-A分解），ユビキチンリガー
ゼ活性を持つことにより多彩な機能を発揮するユニー
クな分子複合体であるが （図 7A），哺乳類などの個体
における CCR4-NOT複合体の生理的意義は全く不明
であった．ショウジョウバエのスクリーニングで見出
された CCR4-NOTの構成因子のうち，統計的なスコ
ア値が高かった NOT3や UBEの RNAiラインは，心
室の拡張や心筋の筋線維の不整を認めた．実際，ビデ
オイメージングM-mode測定でも心室の拡張や収縮
不全など著しい心機能の低下を認めた25）（図 7B）．す
なわち，CCR4-NOT複合体はショウジョウバエの心
機能を制御することが分かった．
ショウジョウバエで単離された CCR4-NOTが，哺

乳類のマウスにおいても重要であるかを検討するため
に CNOT3（哺乳類の NOT3）遺伝子欠損マウスを作
製したところ，ホモ欠損は胎生致死であったが，ヘテ
ロ欠損の成体において心エコーによる in vivo心機能
を測定したところ加齢に伴い心収縮能が低下すること
を見出し，ex vivoの単離心の Langendorff心灌流モデ
ルで明らかな心収縮能の低下を認めた（図 8A）．また，

左心室に圧負荷を誘導する心不全モデル（Transverse 

aortic constriction : TAC）において，著しい心機能低
下や線維化の亢進など心不全症状の増悪を認めた．さ
らに，ヒト SNP（遺伝子多型）の大規模な網羅的解
析（Genome-wide association study : GWAS）において，
CNOT3のプロモーター領域に心電図の QT時間の長
さと相関する SNPを見出し（図 8B），CNOT3が実際
のヒト不整脈や心不全の病態発症や増悪化にも関与し
ている可能性が示唆され，CCR4-NOT複合体は種間
で保存された心機能の制御因子であることが分かっ
た．ところで，CCR4-NOTを介したネットワークを
詳細に解析するために，CNOT3欠損細胞や心筋組織
のマイクロアレイ発現解析を行い，テキストマイニン
グを中心としたパスウェイ解析を行ったところ，分子
ネットワーク上で NOT3がヒストン修飾と強い相関
があることが分かった．そこで，心筋組織のヒストン
H3K9のアセチル化状態を調べたところ，NOT3欠損
マウスで有意に低下していた．さらに，HDAC阻害
剤を NOT3欠損マウスに投与したところ，ヒストン
アセチル化レベルが回復し，心機能低下の表現型はレ
スキューされた．したがって，CNOT3による心機能
制御には，エピジェネティックな遺伝子発現制御が関
与していることがわかった25）．

（16）

図 7.　NOT3による心臓の機能調節．NOT3 RNAiのショウジョウバエは，心臓（heart tube）の収縮低下，
除脈，脈の不整を認めた．
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ACE2-Apelin-Angiotensin-7ペプチド代謝を 
介したネットワーク

前述のように ACE2はペプチドの C末端を分解す
る，いわゆる Carboxypeptidaseとして機能するが，そ
の基質は Ang II以外にも Pro-X1-3 -Pro-Hydrophobicの
配列を持つペプチドであれば基質となりうる14）．実際，
心血管ペプチドのひとつである Apelinペプチドは，
Ang II同様に ACE2により高効率に代謝される．Ape-

linとその受容体 APJの活性化による Apelinシグナル
は，1998年に Apelinが APJのリガンドであることが
報告されたが，これまでに Apelin系が心血管系，脂
肪細胞分化，糖代謝，水電解質バランスなどさまざま
な生体調節に関与することが明らかになっている．私
達はこれまでに遺伝子改変マウスの解析から Apelin

が加齢や圧負荷などのストレス下で心収縮力の維持に
寄与することを明らかにしてきたが15），一方で Apelin

系と RAS系の相互作用には不明な点が多かった．そ
こで，私達は Apelin遺伝子欠損（KO）マウスの心臓
について RAS系関連遺伝子の発現解析を行ったとこ
ろ，ACE2の発現レベルが Apelin KOマウスにおいて
著しく低下していることが分かった16）．アンジオテン

シンペプチドのメタボローム解析から，Apelin KOマ
ウスでは血漿中の Ang 1-7ペプチドの発現量が低下し
ていることが分かった．また Ang IIの 1型受容体
（AT1R）と Apelinの二重遺伝子欠損マウス（AT1R/

Apelin double KO）を作製したところ，圧負荷の Ape-

lin KOマウスにおける心機能低下は AT1R/Apelin dou-

ble KOにおいて有意に改善され，ACE2の発現上昇と
相関していた．ところで，Ang II が ACE2により代謝
されて産生される Ang 1-7は，単なる不活性型のアン
ジオテンシンペプチドではなく，Gタンパク質共役型
受容体のひとつであるMas受容体に結合し，血管拡
張や心筋細胞保護などの作用をもつことが知られてい
た．そこで，Ang 1-7を Apelin KOマウスに投与した
ところ，圧負荷心不全モデルの Apelin KOマウスの心
機能低下や心肥大が野生型のレベルまで改善された
（図 9）．また，培養細胞での発現解析やレポーターアッ
セイから，Apelinが ACE2のプロモーター活性を上昇
させて ACE2の発現を制御することが分かった．さら
に，圧負荷の AT1R KOマウスに Apelinペプチドを投
与したところ，Apelinは野生型マウスと同様に AT1R 

KOマウスの心機能を改善し，ACE2の発現を上昇さ
せたことから，Apelinが AT1Rと独立に ACE2を制御

（17）

図 8.　A : Cnot3+/－欠損マウスの心エコーによる心機能測定．Cnot3+/－ヘテロ欠損では収縮能の低下を認め
た．B : ヒト CNOT1遺伝子のイントロンならびに CNOT3遺伝子のプロモーターにおける SNP（遺伝子多型）
は心電図 QT時間と相関していた．
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することが分かった．したがって，これまで Apelin系，
RAS系，あるいは Ang1-7-Mas受容体系がそれぞれ独
立に心血管系に作用していると考えられてきたが，
Apelin-ACE2-Ang 1-7の分子ネットワークとして作用
することが心不全における心機能の恒常性維持に重要
であることが分かった（図 10）．今後 Apelin-ACE2-

Ang 1-7経路が新しい治療法の開発につながることが
期待される16）．

最　後　に

本稿では，モデル生物から見出された ACE2の解析
研究から，心不全病態の形成に関わる心筋細胞内の分
子ネットワークならびにペプチド代謝を介したネット
ワークについて概説した．疾患の発症メカニズムの理
解のためには，ある種の遺伝性疾患や悪性腫瘍の原因
遺伝子などは，ひとつの遺伝子変異などで病気の原因
を正確に説明できるであろう．しかしながら，心不全
をはじめとした，さまざまな環境要因，生活習慣など
が複雑に発症に関わっている多因子性の疾患では，ひ
とつの遺伝子，分子，パスウェイで疾患の全容を理解
するのは難しい．遺伝子改変動物などを用いた機能解
析などにより，生体の恒常性維持機構の動的変化をと
らえ，臓器間，細胞間，分子間などのネットワークに
よる連携，協調作用に着目するなどの新たな視点での
研究が求められている．近年 TALENや CRISPRなど
のゲノム編集技術の進歩により28,29），モデル生物にお
ける遺伝子改変のスピードはますます加速している
（図 11）．また，次世代シーケンス，質量分析，ロボッ
ト，スーパーコンピュータなどバイオ系での目覚まし
い技術革新の時代にあることから，最新の技術を活用
して今後も疾患の病態解明研究に取り組んでいきたい
と考えている．

（18）

図 9.　心不全における Apelinと Ang 1-7の機能連関．TAC心不全モデルの Apelin欠損マウスの心肥大は
Ang 1-7投与により回復したことから，Apelinは，ACE2-Ang 1-7を介して心肥大を抑制するといえる．

図 10.　Apelin-ACE2-Ang 1-7のネットワークによ
る心機能制御．
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