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心不全病態においてApelin は ACE2 の陽性調節因子である*
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れているが15），その心臓における意義は明らかではな
かった．そこで，私達は心機能調節における Apelin

と RASの相互作用の意義を特に ACE2に着目し，ノッ
クアウト（KO）マウスの機能解析を用いて明らかに
することを目的として研究をおこなった．

2.　Apelin KOマウスの心臓において ACE2 
ならびに Ang1-7の発現が低下していた

最初に，私達はマウスの心臓におけるレニンアンジ
オテンシン系に関与する因子の mRNAの発現解析を
行ったところ，野生型に比較して Apelin KOマウスの
心臓では ACE2の発現のみが有意に低下していた（図
1A）．また，ウエスタンブロット法で測定した ACE2

においても同様の結果が得られた（図 1B）．続いて，
マウス血液中のアンジオテンシンペプチドを網羅的に
測定する質量分析を行ったところ，マウスの横行大動
脈縮窄（TAC）術を施行した圧負荷モデルにおいて，
Apelin KOマウスでは野生型に比較して Ang1-7が低
下していた（図 2A, B）．さらに，血漿中の ACE2活
性も Apelin KOマウスでは有意に低く，ACE2 KOマ
ウス同様であった（図 2C）．つまり，Apelin KOマウ
スの心臓においては，ACE2の発現・活性が低下して
いることにより，Ang1-7も低下していることが明ら
かとなり，Aplein KOマウスと ACE2 KOマウスの表
現型が似通っている一つの理由であろうと考えられ
た．
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1.　は じ め に

Apelinは内因性のペプチドリガンドであり，APJレ
セプターに結合することによって心収縮能の増強1,2）

や血管拡張3），血管新生4）など多彩な生理活性を発揮
することが知られている．
一方で，ACE2（アンジオテンシン変換酵素 2 ; 

Angiotensin Converting Enzyme2）は Carboxypeptidase

として昇圧物質の Angiotensin IIを基質として Angio-

tensin1-7に変換し，レニン-アンジオテンシン系（RAS）
を負に調節することが知られている5-7）．そのため，
血圧調節や心機能調節8,9），腎機能調節10,11），急性肺障
害12,13）など，生態の恒常性維持に重要な役割を担って
いることが先行研究によって明らかにされてきた．と
ころで，ACE2は Angiotensin II のみならず Apelin-13

も基質となることが in vitroの実験で報告されていた
が7），その生理的意義は不明なままであった．さらに
興味深いことに，酵素と基質の関係である ACE2と
Apelinのそれぞれの遺伝子欠損マウスの心臓における
表現型は似通っていることが報告されている9,14）．
Apelin-APJシステムが RASに拮抗することも報告さ
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図 1.　Apelin KOマウスの心臓において ACE2の発現が低下している．
A ; qRT-PCRによるレニンアンジオテンシン系関連遺伝子の発現解析．18Sにて標準化．Apelin KOマウス
の心臓では有意に ACE2発現が低下している．
B ; ウエスタンブロット法による ACE2蛋白の発現解析．蛋白レベルにおいても ACE2の発現は有意に低下
していた．（n=8 per group, All values are means±SEM.　*P<0.05, **P<0.01 versus wild type.）
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図 2.　Apelin KOマウスでは ACE2酵素活性が低下し，Ang1-7の産生が低下している．
A,B ; メタボローム解析によるアンジオテンシンペプチドの測定．TAC術後の Apelin KOマウスでは Ang 
1-7の発現量が低下していた．Ang 1-7/ AngII比は ACE2の低下を示している．
C ; マウス血漿中の ACE2酵素活性を測定すると Apelin KOマウスは ACE2 KOマウスと同様に低下してい
た．（n = 3-6 per group, All values are means±SEM.　*P<0.05, †P=0.098 versus wild type.）
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3.　アンジオテンシン受容体阻害は Apelin KO 
マウスの心機能を改善する

ACE2欠損マウスは，RASシステムが亢進している
ことにより，心肥大や線維化を来すが，その表現型は
ARB （Angiotensin Receptor Blocker，アンジオテンシ
ン受容体拮抗薬）を投与することによって回復しうる
ことが報告されている8）．そこで，私達は Apelin KO

マウスに ARBを投与することでその表現型を改善で
きるかどうかを実験で検証した．12か月齢の野生型
マウスと Apelin KOマウスに ARBであるロサルタン
を飲み水に混ぜて投与し，心エコーにて心機能を評価
した．12か月齢の Apelin KOマウスはベースライン
で心機能が低下していたが，投与後 6か月した時点で
野生型マウスと差がないほどに改善していることが分
かった（図 3A）．また，マウス心臓における mRNA

発現解析を行ったところ，ARBを投与した Apelin KO

マウスでは BNPや β-MHCといった心不全関連遺伝
子の発現が有意に抑制されていた（図 3B）．そこで，
AT1受容体 KOマウスと Apelin KOマウスを交配する
ことで AT1R ; Apelin 二重欠損マウスを作製し，心機
能を評価した．12か月齢における心機能は Apelin KO

マウスに比較して，AT1R ; Apelin二重欠損マウスで
は有意に心機能が保持されていることが分かった．さ
らに，TAC手術を施行して圧負荷モデルを作製した
ところ，Apelin KOマウスでは心機能が顕著に低下す

る一方で，AT1R ; Apelin二重欠損マウスでは心機能
が保持されていた（図 A-C）．すなわち，Apelin KO

マウスにおける心機能低下は，アンジオテンシン
II-AT1受容体のシグナルを断ち切ることにより改善
できることが，薬理学的手法と，遺伝学的手法の両方
のアプローチによって明らかになった．興味深いこと
に，ARB を 投 与 し た Apelin KO マ ウ ス や AT1R ; 

Apelin 二重欠損マウスの心臓において，Apelin KOマ
ウスと比較して ACE2の発現が上昇していた（図
4D）．これらのことは，ACE2による RASのバランス
維持が心機能調節に重要であることを示唆している．

4.　Ang 1-7は Apelinの下流で心不全・ 
心肥大を改善する

ACE2は前述のように Angiotensin IIから Ang 1-7

を産生するが，Ang 1-7はMas受容体に結合すること
により，AngII-AT1R軸と拮抗的に作用したり，心血
管機能に良い効果をもたらすことが知られている16-18）．
これまでの実験結果から，Apelinが欠損することによ
り，ACE2の発現が低下，ひいては Ang1-7の作用が
減弱することが心機能低下を惹起していると考えられ
た．そこで，Apelin KOマウスの TACモデルを用いて，
Ang 1-7ペプチド投与実験を行った．TAC手術を施行
すると同時に浸透圧ポンプを用いて Ang 1-7ペプチド
を持続投与した．2週間後に評価した Apelin KOマウ

（23）

図 3.　ARBにて Apelin KOマウスの心機能は改善できる
A ; 心エコーにて測定したマウスの %FSの推移を折れ線グラフで示した．投与開始後 6週間で野生型マウ
スと差が無い程度に心機能が改善した．
B ; qRT-PCRにて心臓における BNPや bMHCを測定し，ARB投与後の Apelin KOマウスでは有意に低下
を認めた．
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スの心機能では，生理食塩水投与群に比較して
Ang1-7投与群で有意に心機能が保持され（図 5A, B），
心肥大も軽減されていた（図 5C）．したがって，TAC

心不全モデルにおいて，Ang1-7-Mas受容体の経路は，
Apelinの下流で心機能を保持する作用を持つことが分
かった．

5.　Apelinは心臓における ACE2の発現を 
転写レベルで上昇させる

内因性の Apelinが，ACE2-Ang1-7軸の作用を増強
し心機能の維持に寄与することが分かった．そこで，
外因性の Apelinが ACE2の発現にどのように作用す
るかを検討したところ，マウスに Apelinペプチドを
持続投与した結果，心臓において ACE2の発現が有意
に上昇していた（図 6A）．さらに，in vitroの実験系で，
マウスの初代培養心筋細胞においても Apelinペプチ
ドを添加することによっても ACE2の発現が有意に上
昇した（図 6B）．これらのことは，Apelinが ACE2を

正に調節していることを示している．そして，そのメ
カニズムを検討するために，培養細胞株を用いて
ACE2レポーターアッセイを行った．HEK293T細胞
にヒト ACE2レポータープラスミドと APJ発現プラ
スミドを遺伝子導入し，Apelin添加の有無の条件で
Luciferase Assayを行った．結果として，Apelinは
APJ受容体存在下で，濃度依存性に ACE2の転写活性
を上昇させた．重要なこととして，ACEレポーター
プラスミドを用いた同条件の実験においては反応が見
られなかった（図 6C）．すなわち，Apelinは転写性に
ACE2を制御していることが分かった．

6.　AT1R非依存性に Apelinは ACE2の 
発現を上昇させる

APJと AT1Rが受容体レベルで拮抗することや15），
また AT1R受容体シグナルを阻害することで ACE2が
上昇することが知られている19,20）ため，Apelinの
ACE2制御が直接的か間接的かを検討した．私達は
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図 4.　AT1R ; Apelin二重欠損マウスでは心機能が保護される．
A ; TAC 8週間後の Apelin KOマウスと AT1R ; Apelin二重欠損マウスの心エコー写真と心臓の写真，HE染
色による組織像．
B ; TAC後の心エコーによる %FSを示す．Apelin KOマウスの心機能低下は AT1R ; Apelin二重欠損マウス
では認められない．
C ; 心体重比も AT1R ; Apelin二重欠損マウスでは肥大の程度が抑制されていた．
D ; ウエスタンブロット法による ACE2の定量．Apelin KOマウスと比較し，AT1R ; Apelin二重欠損マウス
の心臓では ACE2 の発現が有意に高くなっていた．（n=5-14 per group, All values are means±SEM.　
*P<0.05, **P<0.01）

（24）
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図 5.　Ang 1-7ペプチド投与による Apelin KOマウスの心機能低下と心肥大抑制
C ; 心エコーと心臓の写真を示す．Ang 1-7投与群では心収縮能が維持され，心肥大も抑制されている．（n=5-6 
per group, All values are means ± SEM.　*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001）
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図 6.　Apelinによる ACE2転写活性誘導と ACE2発現上昇．
B ; Apelin持続投与後野生型マウスの心臓（A）と 1 µMの Apelinペプチドを添加したマウス単離心筋細胞
における ACE2蛋白をウエスタンブロットで定量した．生理食塩水群に比較して有意に ACE2の発現は上昇
した．
C ; 培養細胞における ACE2レポーターアッセイにおいて，Apelinは ACE2転写活性を誘導することが分かっ
た．

（25）
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TAC術を施行した AT1R KOマウスに Apelin投与実験
を行ったところ，心臓において生理食塩水群に比較し
て有意に Apelin投与群において ACE2の発現量は上
昇していた（図 7A）．また，その心機能を心エコーで
評価すると，Apelinの陽性変力作用が認められ（図
7B），Apelinの生理活性は AT1R KOマウスにおいて
も発揮されることを確認した．これらの結果は Apein

が AT1R非依存的なメカニズムによって ACE2を正に
調節し，心機能調節，心保護作用に寄与していること
を示している．

7.　さ い ご に

今回の研究で内因性 Apelinの欠損により ACE2, 

Ang1-7の発現が減少することが分かった．同様に，
外因性の Apelinは野生型マウスの ACE2発現を上昇
させ，心機能を改善した．さらに，その作用は AT1R

とは独立な機構であったことから，Apelinが ACE2の
発現を誘導するという新しいシグナル経路が存在する

ことが分かった．すなわち，ACE2が Apelinシステム
と RASを共役させていて，Apelinは ACE2を正に調
節することで心機能調節において重要な役割を担って
いると考えられた．一方で，Apelinが ACE2の基質で
あるという先行研究から，ACE2は Apelinのネガティ
ブフィードバック機構として存在しているとこれまで
考えられてきたが，本研究において，Ang1-7により
Apelin欠損マウスの心機能を改善したことから，Ape-

linが ACE2の発現上昇を介して Ang1-7 シグナルを活
性化する，つまり Apelinシグナルの下流において
ACE2が Ang1-7の正の調節因子として機能すること
が初めて明らかになった21）．また，本研究では Apeiln

が ACE2を転写性に制御していることを示したが，詳
細なメカニズムは解明の余地がある．将来的には
Apelin-ACE2-Ang1-7分子ネットワークが新たな治療
法の開発につながる可能性があり，臨床研究も含めて
今後の課題としたい（図 8）．
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