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アンジオテンシンII受容体欠損マウスにおける遺伝子発現の
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〈研究の目的と進め方〉
目的―レニン・アンジオテンシン系(RAS)を阻害する

薬物は心不全や心筋梗塞、腎不全の治療に極めて有効で
あることが近年の大規模臨床試験により明らかとなって
きた。つまり、RASの最終産物であるアンジオテンシン
II(AII)は心血管系や腎臓における病変形成に重要な役割
を果たすと考えられる。従ってAIIが心血管系において、
どのような遺伝子発現を制御するかを明らかにすること
は、循環器疾患や腎疾患の発生や進展の機序を理解する
ために極めて重要な課題である。本研究の目的は（１）
AII受容体の活性化により発現が変化する遺伝子を解析
し、心血管病変形成に関わる遺伝子を同定する。（２）
AIIが発現制御に関与する遺伝子を包括的に検討するこ
と、AIIが活性化する転写因子がどのような組み合わせに
よって遺伝子発現を制御するのかを検討する。転写因子
の協調的な遺伝子発現制御機構を解明する。さらに転写
因子を用いた心血管病の遺伝子治療の可能性を検討する
ことである。

進め方―（１）に対してはAII受容体ノックアウトマウス
の心臓などにおける遺伝子発現をDNAマイクロアレイに
より検討する。

（２）に対しては、血管平滑筋細胞に優勢抑制型転写因子
をアデノウイルスベクターにより過剰発現させた後にAII
で刺激する。そして特定の転写因子に制御される遺伝子
を,DNAマイクロアレイを用いて包括的に同定する（上図
参照）

〈研究開始時の研究計画〉
（１）AIIタイプ１受容体(AT1)およびタイプ２受容体
(AT2)のノックアウトマウスの心臓よりmRNAを抽出し、
DNAマイクロアレイにより遺伝子発現プロファイルを検
討する。野生型マウスの心臓の遺伝子発現プロファイル
を対照として比較・検討する。

（２）平滑筋細胞にアデノウイルスを用いて優勢抑制型変
異転写因子を過剰発現させた後、AIIにより刺激しmRNA
を抽出する。遺伝子発現プロファイルをDNAマイクロア
レイにより解析する。LacZを発現するアデノウイルス

(AdLacZ)を感染させた後にAIIにより刺激したときの遺伝
子発現プロファイルを対照として、AIIによって遺伝子発
現が制御される遺伝子を同定する。

（３）優勢抑制型変異転写因子の過剰発現がAIIによる血
管平滑筋細胞の肥大に及ぼす影響を検討する。アデノウ
イルスを用いて、バルーン傷害後の血管に優勢抑制型変
異転写因子を導入し、新生内膜の形成の程度を検討する。

〈研究期間の成果〉
（１）心血管系に主に存在するアンジオテンシンII受容体
であるタイプ１受容体のノックアウトマウスにおける遺
伝子発現を正常対照と比較した。約２３００個の遺伝子
発現について解析し、ノックアウトマウスと正常マウス
との間で２倍以上発現が変化している遺伝子を同定した。
その結果タイプ１受容体のノックアウトマウスの心臓に
おいて発現が亢進している遺伝子47個、低下している遺
伝子104個を同定した。タイプ１受容体のノックアウトマ
ウスの腎臓において発現が亢進している遺伝子20個と、
低下している遺伝子125個を同定した。

（２）AIIによる遺伝子発現のプロファイリングと優勢抑
制型変異CREBの影響。ヒト培養平滑筋細胞における遺
伝子発現プロファイルとAII刺激時のプロファイルを
DNAマイクロアレイにより決定した。約3400個の遺伝子
発現を検討したところ約７％に相当する220個の遺伝子発
現の増加を認めた（２.４倍以上）。アデノウイルスベク
タ ー を 用 い て cAMP response element binding
protein(CREB)と呼ばれる転写因子の優勢抑制型変異体
をあらかじめ過剰発現した細胞をAIIで刺激したところ、
誘導された遺伝子発現のうち40％の遺伝子発現が有意に
抑制された。

（３）CREBの優勢抑制型変異体の過剰発現はAIIによる培
養平滑筋細胞 の[3H]-Leucineの取込みを有意に抑制した。
またこの分子をラット頸動脈バルーン傷害モデルに導入
したところ新生内膜の形成が約３０％抑制された。これ
はアポトーシスの増加と増殖の抑制の二つの効果を介し
たものと考えられた。

CREBはAIIによる平滑筋細胞の増殖に関与する遺伝子
を制御する転写因子と考えられた。

同様の結果をトロンビン刺激や活性酸素による刺激で
も確認した。

〈国内外での成果の位置づけ〉
血管系におけるCREBに関する一連の研究によりアメ

リ カ 心 臓 病 協 会 の 学 会 誌 の ひ と つ で あ る 、
Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology誌の
Invited Review Articleを書く機会を得た。The role of
cAMP Response Element Binding Protein in
Cardiovascular Remodeling, ATVB in press. 
我々が発表したCircu la t i on誌の論文(Circu la t i on .
2003;108:1246-1252)に対してはEditorial Commentが加え
られた(Circulation. 2003;108:1164-1166)。
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〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
DNAマイクロアレイを用いた実験からはAII受容体ノ

ックアウトマウスで発現が変化している遺伝子あるいは
培養平滑筋細胞においてAIIが発現を誘導する遺伝子をあ
る程度同定した。しかし、マイクロアレイが高価で実験
回数に制約があり、例えば経時変化などを十分に解析す
ることができなかった。また解析技術も未熟であった。
そのため、AII受容体ノックアウトマウスの心臓での遺伝
子発現プロファイルのデータに関しては、論文化するこ
とができなかった。

CREBの下流にある遺伝子については、マイクロアレ
イのデータから、標的遺伝子をみつけ、いくつかの論文
をまとめることが出来た。しかし、NF-kBの標的遺伝子
については解析までいたらなった。これは主にマンパワ
ーの問題に起因する。したがって優勢抑制型転写因子の
過剰発現を組み合わせて遺伝子発現プロファイルを検討
することから標的遺伝子のプロモーター領域のcisDNA
elementを予想し、データベースと比較することはできな
かった。

またAIIの刺激は余り強くなく、予想外に誘導される遺
伝子の数は少なかった。選択したマイクロアレイにも問
題があったと思われるが、そのなかで、心血管領域に関
連すると思われる遺伝子はさらに少なかった。また個々
の遺伝子が平滑筋細胞や内皮細胞の機能にどのように関
わるかを解析する実験にかなり手間どり、論文発表まで
に時間を要した。

〈今後の課題〉
AIIによって活性化され、CREBの下流にある遺伝子に

ついて解析できていないものがまだ残っているので、心
血管系における機能が比較的分かりやすいものから解析
を進める。

またAIIによって活性化される他の転写因子の機能につ
いても、解析を継続する。
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