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略語一覧 

αSMA : alpha smooth muscle actin 

cAMP : cyclic adenosine monophosphate 

cDNA : complementary deoxyribonucleic acid 

Col1a1 : collagen 1a1 

Col3a1 : collagen 3a1 

CMV : cytomegalovirus 

DAVID : database for annotation, visualization and integrated discovery 

DDR2 : discoidin domain receptor 2  

DMEM : Dulbecco’s modified eagle medium 

DNA : deoxyribonucleic acid 

FACS : fluorescence - activated cell sorting 

FAP-1 : fibroblast activation protein-1  

FBS : fetal bovine serum  

FSP-1 : fibroblast specific protein-1 

GFP : green fluorescent protein 

HSP-47 : heat shock protein-47  

KEGG : Kyoto encyclopedia of genes and genomes 
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LOX : lysyl oxidase 

mRNA : messenger ribonucleic acid 

PBS : phosphate buffer saline 

PCR : polymerase chain reaction 

PDGF : platelet derived growth factor 

RFP : red fluorescent protein 

RNA : ribonucleic acid 

RT-PCR : real time polymerase chain reaction 

rRNA : ribosomal ribonucleic acid 

shRNA : short hairpin ribonucleic acid 

SV40 : simian virus 40 

TGF- : transforming growth factor 

PDGFR : platelet derived growth factor receptor 

Thy1.2 : thymus cell antigen 1.2  

TNF-α : tumor necrosis factor alpha 
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要旨 

心臓における線維化は心負荷に対する代償反応として生じるが、過剰な線維

化が生じると拡張能低下の原因となる。心臓線維芽細胞の過剰な活性化機構は

未だ明らかではないが、特にその原因として in vitro における心臓線維芽細胞活

性化モデルの欠如が指摘されてきた。本研究では不死化心臓線維芽細胞を樹立

し、活性化を検出する解析系を構築した。この解析系を用いて shRNA ライブラ

リーによる活性化因子の網羅的探索を試みた。その結果、Wnt シグナルの他に、

カテコラミンシグナルを含む新たな活性化シグナルを同定した。心室拡張能低

下の背景として、カテコラミンシグナルを介する心臓線維芽細胞の過剰な活性

化が関与している可能性が示された。 
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序文 

心臓における線維化は心負荷に対する代償反応や、心筋傷害時の組織修復の

過程として生じる。心筋梗塞後、心筋壊死部では置換型の線維化が生じるが、非

梗塞部、または圧負荷を受けた心筋組織においても過剰型の線維化が生じる[1], 

[2]。このような過剰な線維化は、心室拡張能の低下を惹起し心不全の原因とな

ることが知られている[3], [4]。また心不全の病態において、心筋組織における線

維化領域の増大が突然死を含めた予後不良因子となることが示唆されている

[5]–[8]。 

拡張障害を原因として発症する心不全は、心不全全体の約 40-50％程度を占め

ると言われている[9]。拡張障害による心不全は増加傾向にあり、その生命予後

は一般人口と比較して不良である[10]。このような左室拡張障害は、加齢および

虚血性心疾患を背景として生じるが、拡張障害に対する一定の診断方法や治療

方針はなく治療に難渋することが多い[11], [12]。本邦においても、拡張障害によ

る心不全は心不全入院患者全体の約 40%を占め、その生命予後は収縮能が低下

した心不全患者と同等に不良であることが知られている[13]。 

剖検例の報告では、拡張障害による心不全患者は、非心不全患者よりも心重量、

及び左室線維化領域が有意に増大し、血管密度の低下と相関していた[14]。また

MRI による遅延造影を用いて心筋組織における線維化を評価した報告では、左
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室収縮能に差を認めなかったが、心臓死を含めた重篤な心合併症が心筋組織の

線維化を有した群において有意に多かった[15]。 

近年、収縮能低下による心不全症例の予後は、内科的治療の充実により改善を

認めている。その一方で、拡張障害による心不全患者の予後は改善していないこ

とが問題とされている[16]。拡張障害による心不全を対象とした複数の無作為試

験が行われたが、効果的な治療法は未だに存在しないのが現状である[17]–[20]。 

このように現在の循環器臨床において、心室拡張障害の病態は大きな課題で

ある。その病態機構を明らかにするために、心筋組織における過剰な線維化の発

症機序を解明することが強く求められている（図 1）。しかしながら、心室拡張

障害の原因となる心臓線維化の分子機構は未だ明らかになっていない。 
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図 1. 心臓における過剰な線維化 

心筋梗塞の病態では、心筋壊死部を置換するための線維化が生じる。その一方

で、非梗塞部または圧負荷を受けた心筋組織においても、過剰な線維化が生じる

ことが知られている。過剰な線維化が生じると、拡張能の低下を惹起し心不全の

原因となるものの、心臓線維芽細胞の過剰な活性化機構は未だ明らかになって

いない。 

  

過剰型線維化置換型線維化

心臓線維芽細胞が
活性化する機構は？

心筋梗塞後の修復 心室拡張障害
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細胞外マトリックスの産生、及びその分解のバランスの破綻は組織線維化の

原因となる。[1][21][22]。細胞外マトリックスの主体である I 型コラーゲンは、

2 分子の COL1A1 と 1 分子の COL1A2 の三量体であるプロコラーゲンとして形

成される[23]。その後、プロコラーゲンは lysyl oxidase による翻訳後修飾を経た

のちに、成熟したコラーゲンとなり細胞外に分泌される[24]–[26]。心筋負荷時や

心臓傷害時における I 型コラーゲンは、主に線維芽細胞が活性化した筋線維芽細

胞(myofibroblast)により産生されることが知られている[27]–[29]。 

組織が傷害を受けると、線維芽細胞が活性化することで細胞外基質の産生が

亢進する。線維芽細胞を活性化する因子として、サイトカイン、増殖因子、機械

的なストレスなどが知られている。TNF-α、IL-1β、IL-6 などが、線維芽細胞の活

性化と増殖に関与していることが報告されている[30]–[34]。 

組織傷害時や創傷治癒において、TGF-β シグナルを主体として活性化した線

維芽細胞が中心的な役割を果たしている。TGF-β は炎症細胞から分泌され、線維

芽細胞の活性化を促すことで細胞外基質の産生を亢進する。線維芽細胞におい

て TGF—β が、セリンースレオニンキナーゼ型受容体である TGF-β 受容体 II 型に

結合することで、II 型受容体が I 型 TGF-β 受容体をリン酸化する。I 型受容体に

より下流の SMAD2/3 がリン酸化され、SMAD4 との SMAD 複合体を形成する。
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この SMAD 複合体が核内ㇸ移行し αSMA などの標的遺伝子の発現を促すことが

知られている[35]。 

心臓における線維化の研究において、これまでいくつかの線維芽細胞に特異

的なマーカーが用いられてきた（表 1）。それらのマーカーとしてThy1.2、Vimentin、

DDR2 などが用いられていたが、いずれも骨髄由来細胞やペリサイトなど他の細

胞種でも発現するため、線維芽細胞に特異的ではないことが問題とされてきた

[36], [37]。 
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近年、Collagen1a1 プロモーター下に GFP を発現するトランスジェニックマウ

ス（Col1a1-GFP マウス）が樹立された[38]。このマウスを用いて各臓器における

線維化の研究が進められている。[39]–[41]。それらの研究においては Col1a1-GFP

マウスの間質に存在する GFP 陽性細胞は線維芽細胞であるとされている。また

PDGFR-α も心臓線維芽細胞に特異的なマーカーとされ、心臓線維化の研究に用

いられている[42]。 

しかしながら、Col1a1 および PDGFR-α はともに心臓線維芽細胞以外の細胞種

においても非特異的に発現している。具体的には、Col1a1 は血管内皮細胞及び

ペリサイトにおいても発現している[43]–[45]。PDGFR-α に関しても、心臓線維

芽細胞以外に心外膜細胞などでも発現することが知られている[46]。本研究では

心臓線維芽細胞をより特異的に同定するために、Col1a1-GFP 陽性かつ PDGFR-α

陽性である細胞（GFP＋/ Rα＋細胞）を心臓線維芽細胞と定義し解析を行った。 

心臓線維化の研究において、in vitro における有効な心臓線維芽細胞活性化モ

デルが存在しないことが、これまで問題とされてきた。従来、心臓線維化を解析

する in vitro の系として、心筋組織より採取した初代培養細胞が用いられてきた。

しかしながら、初代培養細胞を用いた解析系では、TGF-β を含む線維芽細胞活性

化刺激による作用が軽微であることと、血管内皮細胞や血球系細胞などの異な

る細胞腫が混入することなどの問題点が指摘されてきた。 
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そこで本研究において、心臓線維芽細胞由来の培養細胞株を新たに樹立し、心

臓線維芽細胞活性化における分子機構の解明を試みた。 
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材料と方法 

 動物 

C57BL/6J は日本クレア社から購入し、Col1a1-GFP マウスは David Brenner 教

授（カリフォルニア州立大学サンディエゴ校）より譲与された。本実験で用いた

すべての動物は、午前 8 時点灯、午後 8 時消灯、室温 23－25℃、湿度 40-60%に

維持された動物飼育室で、自由飲水、自由摂取下で飼育した。 

実験には 8-12 週令の雄マウス 30 匹を使用した。実験終了後には全身麻酔後に

胸骨を正中で切開し、左心室より PBS 5 ml を灌流後に上行大動脈起始部を離断

し心臓組織を採取した。 

なお、すべての動物実験は東京大学医学部の動物実験に関する倫理委員会の

規定と許可に基づいて行った。 

 増殖因子、カテコラミン 

TGF-β(240-B-010)、は、R&D Systems 社（Minneapolis, MN）より購入した。ノ

ルエピネフリンは Sigma-Aldrich 社（St. Louis, MI）より購入した。TGF—β は 5 ng/ 

ml の濃度で使用し、ノルエピネフリンは 1 μM の濃度で用いた。 
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 マウス心筋梗塞モデル 

8-12 週令の雄マウスに対し、腹腔内にペントバルビタール投与 (60 μg/ gBW)

による全身麻酔を行った。十分な鎮痛を確認したのちに、22G サーフローの外筒

を気管内挿管し陽圧換気を毎分 110 回行った。マウスを右側臥位とし、左第 4 肋

間開胸を行った。左肺を愛護的に視野から避けたのちに、心膜を開放した。左前

下行枝を同定し、左房下縁から 3 mm 心尖部側の位置で、8-0 プロリン糸で結紮

した。心電図での ST 変化と、前壁中部から心尖部領域の蒼白化および壁運動の

低下により、左前下行枝の結紮による貫璧性梗塞を確認した。十分な止血が得ら

れ、気胸がないことを確認し、4-0 絹糸で大胸筋および表皮を縫合した。自発呼

吸を確認したのちに抜管した。 

 マウスからの心筋細胞の単離 

8-12 週令の雄マウスにヘパリンナトリウム 100 単位を皮下注射し、頸椎脱臼

させた後に開胸した。ペトリディッシュ上に心臓を採取し、氷上で cell isolation 

buffer I（NaCl 130 mM, 5.4 mM, MgCl2 0.5 mM, NaH2PO4 0.33 mM, , NaOH, D-Glucose 

22 mM, HEPES 25 mM）50 ml を加えた。Langendorff 灌流装置に上行大動脈を接

続し、2 分間かけて cell isolation buffer II（NaCl 130 mM, 5.4 mM, MgCl2 0.5 mM, 

NaH2PO4 0.33 mM, D-Glucose 22 mM, HEPES 25 mM, NaOH, 400 mM EGTA/NaOH 
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10 μl）10ml を大動脈より逆行性に灌流した。その後、cell isolation buffer III (NaCl 

130 mM, 5.4 mM, MgCl2 0.5 mM, NaH2PO4 0.33 mM, D-Glucose 22 mM, HEPES 25 

mM, NaOH, collagenase Ⅱ 40 mg (Worthington biochemical, Lakewood, NJ), protease 

2 mg (Sigma-Aldrich)、100 mM CaCl2 40 μl) 27 ml を 9 分かけて灌流した。その後、

右室、弁、弁下組織を取り除き左室心筋のみを、cell isolation buffer IV (NaCl 130 

mM, 5.4 mM, MgCl2 0.5 mM, NaH2PO4 0.33 mM, D-Glucose 22 mM, HEPES 25 mM, 

NaOH, collagenaseⅡ 10mg, protease (Sigma-Aldrich) 0.5 mg, 100 mM, CaCl2 30 μl, 

bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) 20 mg) 10 ml 投与し、その中で鑷子を用いて

左室心筋を震盪することで心筋細胞を単離した。心筋細胞を含む上清を 50 ml フ

ァルコンチューブへ回収し、20G で 3 分間遠心したのちに、上清を除きペレッ

トとして心筋細胞を回収した。 

 フローサイトメトリー 

マウスを全身麻酔により十分鎮痛したうえで、心臓を採取した。採取した心臓

を 1.5 ml エッペンドルフチューブ内の血清を含む DMEM に移し、2 分間鋏によ

る切断を行った。十分な細小化が得られたのちに、血清を含まない DMEM 6 ml

にリベラーゼ TH (Roche, Basel, Switzerland) 300 μg、エラスターゼ (Worthington 

biochemical) 60 μl を加えた溶液中で 45 分間 37℃でインキュベートした。その後
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に、細孔径 100μm のセルストレーナーを通し、ソーティング用、コントロール

（非染色）用、単染色用としてそれぞれ 100μl の FACS (fluorescence activated cell 

sorting) バッファーで希釈した。それぞれに Anti-mouse 16/32 blocks (BioLegend, 

London, UK)を 100 μl の細胞懸濁液あたり 1 μl ずつ加えて氷上で 15 分間インキ

ュベートし、Fc レセプターのブロッキングをおこなった。ここに各蛍光標識抗

体を適切な濃度で加え、遮光された状態で 30 分間氷上にてインキュベートした。

染色終了後、フローサイトメトリーバッファーで 3 回細胞を洗浄し、遠心後の

ペレットを 500 μl のフローサイトメトリーバッファーで再懸濁した。懸濁液は

細孔径 35 μl のセルストレイナー付きポリエチレンチューブへ移した。調整した

サンプルは BD フローサイトメトリーAriaTM で解析した。目的とする細胞の分

離は 85 μl のノズルで行いフローサイトメトリーバッファーに回収した。フロー

サイトメトリーに使用した各蛍光標識抗体を表 2 に示す。 

 蛍光免疫染色 

ペントバルビタールの腹腔内投与 (60 μg/ gBW)による全身麻酔によりマウス

の十分な鎮痛を確認したのちに、胸部正中切開により心臓を露出した。心尖部よ

り 5 ml の PBS で全身を潅流したのちに、4%パラホルムアルデヒド 1 ml を灌流

し組織を固定した。固定後に、大動脈基部を切断し心臓を採取した。その後、心
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臓を 4％パラホルムアルデヒドに常温で 3 時間浸したのちに、30％スクロース置

換を一晩行った。組織を Tissue-Tek® O.C.T. Compound（サクラファインテックジ

ャパン株式会社、東京、日本）に入れ、液体窒素中で十分に冷却した 2-メチルブ

タン内に OCT ごと浸し組織を包埋した。-20 ℃下にクライオスタット（Leica CM 

1860, Leica, Wetzlar, Germany）を用いて 5-10 μm 厚の凍結切片を薄切した。薄切

した切片は 45 分間の風乾を行ったのち、Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 0.1％に 10

分間浸し固定膜透過を行った。PBS で 5 分間洗浄を 2 回行ったのちに、非特異

反応を抑えるためのブロッキングを、4％スキムミルクにより常温で 30 分から 1

時間インキュベートすることで行った。ブロッキング後に、一次抗体をそれぞれ

適正な濃度で使用し 4℃で一晩インキュベートを行った。一次抗体とのインキュ

ベート後に、PBS で 5 分間の洗浄を行ったのちに、二次抗体を適正な濃度で使

用し常温で 1 時間インキュベートした。PBS により 4 回洗浄したのちに、ProLong

（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）により封入し、レーザー走査型共焦点

顕微鏡 LSM510（Zeiss, Oberkochen, Germany）により観察した。使用した一次抗

体を表 2 に示す。 
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 表 2  フローサイトメトリーおよび免疫染色に使用した抗体 

 

  



19 

 

 心臓初代培養細胞 

ペントバルビタールの腹腔内投与 (60 μg/ gBW)による全身麻酔を行い、マウ

スの十分な鎮痛を確認したのちに、胸部正中切開により心臓を露出した。マウス

心臓を PBS で潅流後に採取したのち、血清を含んだ DMEM 内で鋏により 2 分

間細分化した。十分に細分化した組織塊をリベラーゼ TH (Roche) 、エラスター

ゼ (Worthington biochemical)を含んだ DMEM 培地で 60 mm ディッシュを用いて

37℃の温度で 30 分間インキュベートした。インキュベート後に 21 ゲージ針を 3

回通過させ、100 μm のセルストレイナーを通して 50 ml ファルコンチューブへ

移した。4 ℃で 5 分間 300×g で遠心したのちに、上清を除き、血清を含有した

DMEM 6 ml に攪拌した。細胞懸濁液を 60 mm ディッシュへ移し 37 ℃、二酸化

炭素 5％でインキュベートした。 培地交換により非接着細胞を除いたあと、80％

以下の confluency の状態で培養しトリプシンにより継代した。継代回数が 2-5 回

の細胞を用いて実験を行った。 

 心臓線維芽細胞培養株の樹立 

Col1a1-GFP マウスの心臓組織から初代培養を採取し、血清を含む DMEM 下

に培養した。Large T 抗原を発現するレトロウイルスを作成するために、pBabe-

puro プラスミド（AddGene, Cambridge, MA）と Platinum-E packaging cell line（Cell 
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Biolabs, San Diego, CA）を用いてリコンビナントレトロウイルスを作成した。こ

のレトロウイルスを用いて、Col1a1-GFP マウスより単離した初代培養細胞に、

large T 抗原を導入することで不死化した。培養細胞のうち、GFP シグナルを有

する細胞を FACS により細胞ごとに 96 well plate へ播種することでクローン化し

た。細胞株は維持用の血清を含む DMEM 下で 37℃、二酸化炭素濃度 5％下で培

養した。80％以下の confluency の状態で培養しトリプシンにより継代した。 

 プール型レンチウイルス shRNA ライブラリー 

DECIPHER（Cellecta, Mountain View, CA）のプール型レンチウイルス shRNA

ライブラリー(Mouse Module1)を含むレンチウイルスを作成した。15 cm ディッ

シュ 10 枚に血清を含む DMEM 30 ml 内に 293T 細胞を播種し 24 時間インキュ

ベートした。600 μl の Ready-to-use Packaging plasmid mix (0.5 μg/ μl)、および 60 

μg のプラスミドライブラリーを 12 ml の抗生剤および血清を含まない DMEM と

50 ml のポリプロピレンチューブ内で混合した。さらに 600 μl の Plus Reagent を

加え室温で 15 分静置した。それと同時に 12 ml の血清および抗生剤を含まない

DMEM に、Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher) を 900 μl を加えた。この

lipofectamine 2000 を含んだ DMEM を Ready–to-use Packaging plasmid, Plasmid 

shRNA library, Plus Reagent を含んだ DMEM に加えた。転倒混和を十分に行い、
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室温で 15 分間静置した。各 15 cm ディッシュに Plasmid mix/ Plus Reagent/ 

lipofectamine 2000 を含んだ DMEM 2.5 ml ずつを加えトランスフェクションし、

ディッシュ全体に均一に混和するよう十分に揺らしインキュベートした。トラ

ンスフェクションの 24 時間後に、DNAse I（1 U/ ml）（Epicentre, Madison, WN）、

MgCl2 (5 mM)、HEPES pH 7.4 (Sigma-Aldrich)及び血清をふくむ 30 ml DMEM へ

培地を交換した。トランスフェクションの 48 時間後に各ディッシュから 30 ml

の上清を回収した。上清を、Nalgene 0.2 μm PES フィルター（Thermo Scientific）

を通し shRNA ライブラリーを含むレンチウイルスを作成した。 

 レンチウイルス shRNA スクリーニング 

樹立した心臓線維芽細胞株を 15 cm ディッシュに 1.5ｘ106 個播種し MOI 0.5

となるようにレンチウイルス shRNA ライブラリー 800 μl をポリブレン 5 μg/ ml

投与下に感染させた。翌日培地交換を行い、感染 4 日後の細胞を回収した。

Propidium iodide（Thermo Fisher Scietific）による死細胞除去を行ったのちに、フ

ローサイトメトリーAriaIII で、細胞集団を回収した。すべてバイオセーフティー

レベル P2 の安全キャビネット内で実験操作を行った。スクリーニングは独立し

た実験を 2 回行った。 
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 シークエンス 

フローサイトメトリーソーティングによって選別された各細胞群から QIA 

Amp DNA kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用いてゲノム DNA を抽出した。抽出さ

れたゲノム DNA を Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)によって定量した後、

以下のプライマー・ペアを用いた二段階の PCR 反応によって、レンチウイルス

配列に付随する核酸バーコード部位を包括的に増幅すると同時に、次世代シー

ケンサーIon Torrent PGM system (Thermo Fisher Scientific)に適合した末端塩基配

列の付加を行った。 

1st PCR Forward: TTCTCTGGCAAGCAAAAGACGGCATA 

1st PCR Reverse: TAGCCAACGCATCGCACAAGCCA 

2nd Forward: 

CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCAAGCAGAAGACGGCATACGAGA 

2nd Reverse: 

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGAGGTTCAGAGTTCTACAGTCC

GAA 

増幅後の DNA 断片を E-gel system (Thermo Fisher Scientific)を用いた電気泳動

を行いながら分離・切り出しを行い、FastGene PCR/Gel Extraction kit (日本ジェネ

ティクス、東京、日本)を用いて精製した。精製後の DNA 断片に対しては Agilent 
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Bioanalyzer (Agilent Technology, Santa Clara, CA)を用いた品質チェックおよび定量

が行われた。定性的・定量的に基準を満たしたサンプルに限り、Ion Torrent PGM 

system (Thermo Fisher Scientific)を用いたエマルジョン PCR を行い、増幅断片に

ついて Ion Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific 社)による次世代シークエンス解

析を行った。 

得られた次世代シーケンス配列情報のうち、レンチウイルス配列に付随した

核酸バーコード配列部位(19 塩基)のみを抽出してリスト化した後に、Cellecta 社

のデータベースを用いることで、核酸バーコード配列リストを標的遺伝子名リ

ストへと変換した。 

 パスウェイ解析 

二回の独立したプール型レンチウイルス shRNA ライブラリーの感染を行った。

シークエンスの結果、両試験でともに標的遺伝子に対して複数の shRNA がコン

トロールに比して 2 倍以上濃縮していた遺伝子群を抽出し DAVID v6.7

（https://david.ncifcrf.gov/）による解析を行った [47]。Functional annotational 

clustering により解析し、生物学的に類似した機能をもつ遺伝子群をクラスター

として抽出した。濃縮スコア（enrichment score）が 2 倍以上でターム数が 4 以上

のクラスターを有意であるとして抽出した。 

https://david.ncifcrf.gov/
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 定量 PCR 

組織および細胞からの RNA 抽出は RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いてプロト

コールに従い抽出した。cDNA は、抽出した RNA を鋳型にランダムプライマー

を用いて Super Script III Reverse Transcriptase (Invitrogen) により作成した。発現

量の定量は、DNA Green (Roche)を用いて Light Cycler 480 System II (Roche)によ

るリアルタイム PCR を行った。内在性コントロールとして Rn18s を用いた。

Adrb1 に対するリアルタイム PCR は、Thunderbird probe qPCR mix (TOYOBO、大

阪、日本)を用いて行った。 

フローサイトメトリーを用いて分離した細胞から RNA を抽出する際には、細

胞懸濁液を 4℃、300×g で 10 分間遠心した。遠心後に 350 μl の RLT Plus Buffer

（QIAGEN）を加えて細胞を溶解した。溶液を QIA shredder スピンカラム

（QIAGEN）に通し、得られた溶液を RNA mini column（QIAGEN）を用いて抽

出し、RNAse free water 20 μl により抽出した。リアルタイム PCR に使用したプ

ライマー配列は表 3 の通りである。 
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 表 3 RT-PCR に使用したプライマー 
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 統計解析 

データは平均値±標準誤差で表記した。統計学的有意差は、2 群間では

Student’s t-test により評価し、3 群以上では ANOVA 解析を用いた。初代心臓培

養細胞および不死化心臓線維芽細胞株を含む in vitro の実験では独立した実験を

それぞれ三回以上行った。p 値が 0.05 未満であることを統計学的な有意差を持

つとした。 
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結果 

 Col1a1-GFP マウスの心臓における GFP 陽性細胞 

心臓における線維芽細胞の挙動を解析するため、Col1a1 プロモーター下に

GFP を発現するトランスジェニックマウス（Col1a1-GFP マウス）を用いた。 

Col1a1-GFP マウスにおいては、Col1a1 プロモーター上流-3122 kb から下流

+111 kb の領域、及び 7 kb - 8 kb 上流の DNase I hypersensitivity lesion を含む領域

の下流に GFP を発現するレポーター遺伝子が組み込まれている[38]（図 2A）。

これまでこのマウスを用いて肝臓及び腎臓など他臓器における線維化の研究が

進められてきた[48], [49]。 

Col1a1-GFP マウスより心臓を単離し凍結切片を作成したのちに、GFP 陽性細

胞の局在を共焦点顕微鏡により解析した。心臓における GFP 陽性細胞の多くは

心臓組織の間質に存在し、紡錘状の形態を呈していた（図 2B）。一方、GFP シグ

ナルは一部の血管内皮細胞においても確認された 
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図 2. Col1a1-GFP マウスの心臓における GFP 陽性細胞 

A. Col1a1-GFP マウスにおいては、Col1a1 プロモーター上流-3122 kb から下

流+111 kb の領域、及び 7 kb- 8 kb 上流の DNase I hypersensitive region を含

む領域の下流に、GFP を発現するレポーター遺伝子が組み込まれている。 

B. Col1a1-GFP マウスを用いて作成した心臓凍結切片のレーザー走査型共焦

点顕微鏡像。  

(緑：GFP, 青：DAPI, 左図白線: 50 µm, 右図白線: 10 µm) 
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 心臓 GFP 陽性細胞の表面マーカー発現 

心筋組織における GFP 陽性細胞の種類を明らかにするために、GFP 陽性細胞

の表面マーカー発現をフローサイトメトリーにより解析した（図 3）。 

その結果、血管内皮細胞、血球系細胞、ペリサイトのマーカーである CD31、

CD45、PDGFR—β の発現は、大部分の GFP 陽性細胞において陰性であった。そ

の一方でこれまで心臓線維芽細胞のマーカーとして報告されている Thy1.2 及び

PDGFR-α の発現は陽性であった。 

これまで Col1a1 は線維芽細胞以外にも血管内皮細胞やペリサイトにおいても

発現することが報告されている[43], [44], [50]。今回心筋組織における GFP 陽性

細胞の表面マーカーを解析したところ、その約 1%が CD31 陽性であった。 

PDGFR-α は心臓線維芽細胞の大部分において発現していると報告されている

[42]。心臓 GFP 陽性細胞の表面マーカーを解析したところ、GFP 陽性細胞全体

の約 80%は PDGFR-α 陽性である一方で、PDGFR-α 陽性細胞全体のなかで約 16%

は GFP シグナルが陰性であった。 
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図 3.  心臓 GFP 陽性細胞の表面マーカー発現 

Col1a1-GFP マウスの心臓における GFP 陽性細胞の表面マーカー発現につき、

抗 CD31 抗体、抗 CD45 抗体、抗 Thy1.2 抗体、抗 PDGFR-α 抗体、抗 PDGFR-β

抗体を用いて FACS により解析を行った。 
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 心筋組織における心臓 GFP 陽性細胞の表面マーカー発現 

引き続き心筋組織における GFP 陽性細胞の表面マーカーを、蛍光免疫染色法

を用いて解析した。Col1a1-GFP マウスより、心筋組織を単離し、凍結切片を作

成した後に、抗 CD31 抗体、抗 PDGFR-α 抗体、抗 PDGFR—β 抗体を用いて、共

焦点顕微鏡にて観察した。 

その結果、心筋組織における GFP 陽性細胞の一部において、血管内皮細胞の

マーカーである CD31 が共発現していることを確認した（図 4 上段）。また、GFP

陽性細胞はペリサイトのマーカーである PDGFR-βを発現しないことを確認した

（図 4 中段）。GFP 陽性細胞は、これまで心臓線維芽細胞のマーカーの一つとし

て知られている PDGFR-α を発現していた。一方で PDGFR-α 陽性細胞の一部は

GFP 発現が陰性であった（図 4 下段）。 
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図 4. 心筋組織における心臓 GFP 陽性細胞の表面マーカー発現 

Col1a1-GFP マウスの心筋組織の共焦点顕微鏡像。抗 CD31 抗体、抗 PDGFR-β

抗体、抗 PDGFR-α 抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。 

右上段矢印；一部の GFP 陽性細胞において CD31 の発現を認める。 

右下段矢印；一部の PDGFR-α 陽性細胞において GFP 発現を認めない。 

（上段: 抗 CD31 抗体、中段：抗 PDGFR-β 抗体、下段：抗 PDGFR-α 抗体、赤：

Cy3 標識二次抗体、緑：GFP、青：DAPI、白線: 20 µm） 
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 本研究で定義する心臓線維芽細胞 

心臓線維芽細胞において、Thy1.2 や Fsp-1 などいくつかのマーカーが提唱さ

れてきたが、いずれも特異的なマーカーではないことがこれまで問題とされて

きた。 

Col1a1-GFP マウスは Col1a1 プロモーター下に GFP を発現する。そのため、

Col1a1 を発現する細胞を GFP シグナルにより同定することが可能である。近年、

このマウスの Col1a1- GFP 陽性細胞を解析することにより、各臓器における線維

化の研究が進められている[48], [51]。心臓においても Col1a1-GFP 陽性細胞は線

維芽細胞とよく一致することが報告されている[52]。 

心臓線維芽細胞の多くは PDGFR-α を発現するとされ、PDGFR-α を心臓線維

芽細胞の表面マーカーとした解析が進められている[42], [53]。 

しかしながら、Col1a1 および PDGFR-α は心臓線維芽細胞以外の細胞種におい

ても発現している。具体的に、血管内皮細胞及びペリサイトは Col1a1 を発現す

ることが知られている[43], [44], [50]。また、PDGFR-α についても、心外膜で発

現することが知られている[42], [53], [54]。 

Thy1.2 も心臓線維芽細胞に対するマーカーとして、これまでのいくつかの心

臓線維化の研究において用いられている。しかしながら、Thy1.2 は血球系細胞

においても発現が認められることが知られている[55]。その一方で、PDGFR-α は
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線維芽細胞において恒常的に発現しており、心筋組織の傷害時に活性化した線

維芽細胞のマーカーとしても有効であることが報告されている[52]。また、本研

究と同系統の Col1a1-GFP マウスを用いた心臓線維芽細胞の解析において、

PDGFR-α は Thy1.2 と比較してより特異的なマーカーであった[52]。 

これらのことから本研究において、心臓線維芽細胞を Col1a1-GFP 陽性かつ

PDGFR-α 陽性細胞（GFP＋/ Rα＋細胞）と定義することで、より特異的に心臓線維

芽細胞を解析できると考えた（図 5）。  
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図 5. 本研究で定義する心臓線維芽細胞 

本研究では心臓線維芽細胞を Col1a1-GFP 陽性かつ PDGFR—α 陽性である細胞

（GFP＋/ Rα＋細胞）と定義し解析を行った。 
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 心臓 GFP＋/Rα＋細胞と CD31 陽性細胞における線維芽細胞マー

カー発現の解析 

Col1a1 は心臓線維芽細胞のみならず血管内皮細胞においても発現する。そこ

で、今回心臓線維芽細胞と定義した GFP＋/ Rα＋細胞の遺伝子発現を血管内皮細

胞と比較した。Col1a1-GFP マウスの心筋組織からフローサイトメトリーを用い

て心臓 GFP＋/ Rα＋細胞を単離した。同様に、フローサイトメトリーを用いて CD31

陽性細胞である血管内皮細胞を単離した。非心筋細胞の約半数が CD31 陽性細

胞であった（図 6A）。 

血管内皮細胞マーカーPecam1 の発現は、GFP＋/ Rα＋細胞において血管内皮細

胞と比べ著しく低下していた。その一方で、Col1a1、Pdgfra、Vim、Ddr2 は心臓

線維芽細胞のマーカーとして用いられているが、GFP＋/Rα＋細胞におけるそれら

の発現量は、血管内皮細胞と比較すると有意に増加していた（図 6B）。上記所見

により、Col1a1-GFP 陽性かつ PDGFR-α 陽性であることは心臓線維芽細胞のマ

ーカーとして適していると考えられた。 
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図 6. 心臓 GFP＋/Rα＋細胞と CD31 陽性細胞における線維芽細胞マー

カー発現の解析 

Col1a1-GFP マウスの心筋組織からフローサイトメトリーにより GFP＋/ Rα＋細

胞と CD31 陽性細胞を分離し、遺伝子発現を比較した。 

A. 非心筋細胞のうち約半数を CD31 陽性細胞が占めていた。 

B. 線維芽細胞マーカーと CD31 陽性細胞の遺伝子発現量を比較した。GFP＋/ 

Rα＋細胞における相対発現量を、CD31 陽性細胞の発現を 1 とした常用対

数で横軸に示している。(Pecam1: CD31, Col1a1: Col1a1, Pdgfra: PDGFR-α, 

Vim: Vimentin, Ddr2: DDR2) 

  



38 

 

 心筋梗塞部および非梗塞部における GFP＋/Rα＋細胞 

次に生体内における心臓線維芽細胞の挙動について解析するために、Col1a1-

GFP マウスを用いて急性心筋梗塞モデルを作成した。心筋梗塞 2 週間後に心筋

組織より非心筋細胞を回収しフローサイトメトリーを用いて解析を行った。コ

ントロール（非心筋梗塞群）において GFP＋/ Rα＋細胞は非心筋細胞の約 10%を

占めていた（図 7A）。梗塞部および非梗塞部の GFP＋/ Rα＋細胞の占める割合をコ

ントロールと比較した。心筋梗塞2週間後の梗塞部において、GFP＋/ Rα＋細胞は、

非心筋細胞の 32%へと増加していた。共焦点顕微鏡による組織像においても梗

塞部において GFP 陽性細胞の増加を認めた(図 7A, B)。興味深いことに心筋壊死

をともなわない非梗塞部においても GFP＋/ Rα＋細胞が増加していた（コントロ

ール；10%、非梗塞部；18%）(図 7A)。 
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図 7. 心筋梗塞部および非梗塞部における GFP＋/Rα＋細胞 

A. Col1a1-GFP マウスに対し急性心筋梗塞モデルを作成した。2 週間後、非心

筋細胞における、GFP＋/ Rα＋細胞の割合をフローサイトメトリーにより解

析した。非心筋細胞に占める割合の概数を表記した。 

B. 心筋梗塞部、非梗塞部の凍結切片による共焦点顕微鏡像（白線:50 µm）。 
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 心臓 GFP＋/Rα＋細胞における遺伝子発現 

梗塞部、及び非梗塞部における GFP＋/ Rα＋細胞の遺伝子発現様式を解析する

ために、心筋梗塞 2 週間後の心筋組織を用いて、フローサイトメトリーにより

GFP＋/ Rα＋細胞を単離した。 

その結果、梗塞部における心臓 GFP＋/ Rα＋細胞では、コントロールと比較して

Col1a1 の発現が著明に上昇していた（図 8）。心臓における線維化組織において

は III 型コラーゲンも増加していることが知られている[56]–[59]。梗塞部におけ

る心臓 GFP＋/ Rα＋細胞においても Col3a1 遺伝子が有意に発現していた。また、

コラーゲン架橋に関わる Lox の発現が上昇し Acta2 の発現は低下していた。興味

深いことに、非梗塞部における GFP＋/ Rα＋細胞においても、Col1a1 及び Col3a1

遺伝子発現は有意に上昇していた。 

これは非梗塞部の心臓線維芽細胞が活性化していることを示す所見と考えら

れた。 
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図 8. 心臓 GFP＋/Rα＋細胞における遺伝子発現 

Col1a1-GFP マウスに急性心筋梗塞モデルを作成した。2 週間後の梗塞部およ

び非梗塞部から、フローサイトメトリーにより GFP＋/ Rα＋細胞を単離した。 

GFP＋/ Rα＋細胞における遺伝子の相対的発現量を定量的 PCR で解析した。

*p<0.05。  
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 不死化心臓線維芽細胞株の樹立 

前述したように心臓線維芽細胞は、壊死を伴わない非梗塞部においても活性

化していると考えられる。しかしながら、非梗塞部においてなぜ心臓線維芽細胞

が活性化するのかについての分子機序は明らかになっていない。そこでこのよ

うな過剰な線維化を発症する分子機構を解明するため、in vitro における心臓線

維芽細胞活性化を解析する実験系の構築を試みた。 

まず、Col1a1-GFP マウスの心筋組織から初代培養細胞を採取した。この初代

培養細胞に対し、レトロウイルスを用いて large T 抗原を導入することで不死化

することに成功した。引き続き、初代培養細胞のうち GFP シグナルが弱陽性の

細胞群をフローサイトメトリーにより単離し心臓線維芽細胞培養株を樹立した

（clone B1-1）（図 9）。 
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図 9. 不死化心臓線維芽細胞株の樹立 

Col1a1-GFP マウスの心臓から不死化心臓線維芽細胞株を樹立した。心筋組織

より回収した初代培養細胞に対し、レトロウイルスにより large T 抗原を導入す

ることで不死化した。フローサイトメトリーにより GFP 陽性細胞ごとに分離し

クローン化することで、不死化心臓線維芽細胞株を樹立した。 
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 不死化した心臓線維芽細胞における細胞表面マーカー解析 

樹立した心臓線維芽細胞株（B1-1）の表面マーカーの解析をフローサイトメト

リーにより行った（図 10）。コントロールとして Col1a1-GFP マウスの心筋組織

より回収した非心筋細胞を用いた。 

B1-1 細胞においては、心臓 GFP＋/ Rα＋細胞と比較して GFP シグナルは減弱し

ていた。表面マーカーを解析すると、心臓 GFP＋/ Rα＋細胞と同様に CD31 及び

CD45 の細胞表面マーカーが陰性であった。心臓 GFP＋/ Rα＋細胞の多くは Thy1.2

陽性であったが、B1-1 細胞においては Thy1.2 が陰性であった。その一方で、B1-

1 細胞は PDGFR-β は陽性であった。B1-1 細胞は心臓線維芽細胞のマーカーとし

て用いられる PDGFR-α は心臓 GFP＋/ Rα＋細胞と同様に陽性であった。 
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図 10.  不死化した心臓線維芽細胞における細胞表面マーカー解析 

樹立した心臓線維芽細胞株（B1-1）の表面マーカーの解析をフローサイトメト

リーにより行った。コントロールとして Col1a1-GFP マウスの心臓より回収した

非心筋細胞を用いた。 
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 不死化心臓線維芽細胞株における Col1a1 遺伝子の発現 

これまで心臓線維化を解析する in vitro の系として心臓初代培養細胞が用いら

れてきた。しかしながら、線維芽細胞活性化に対する応答性は乏しいことが指摘

されてきた（図 11A）。そこで、今回樹立した不死化心臓線維芽細胞株（B1-1）

における Col1a1 発現を検討した。その結果、B1-1 細胞においては、TGF-β 刺激

に対して有意な Col1a1 発現誘導が確認された。Col1a1 発現量は梗塞部における

GFP+/ Rα+細胞とほぼ同等であり生体内における線維芽細胞の活性化をよりよく

反映していると考えられた（図 11A）。興味深いことに Col1a1 発現量の増加とと

もに B1-1 細胞株においては GFP 蛍光強度が有意に上昇していた（図 11B）。以

上より、B1-1 は GFP の蛍光強度により、Col1a1 の転写活性をリアルタイムでモ

ニタリングできる細胞であると考えられた。 
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図 11. 不死化心臓線維芽細胞株における Col1a1 遺伝子の発現 

A. 不死化心臓線維芽細胞株（B1-1）における Col1a1 遺伝子の発現を、心臓

初代培養細胞、および Col1a1-GFP マウスの心臓 GFP＋/ Rα＋細胞と比較し

た。 

B. B1-1 は TGF—β 刺激により GFP 蛍光強度の増加を認めた。*p<0.05。 
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 shRNA ライブラリーによる線維芽細胞活性化機構の解析 

引き続き、今回樹立した不死化心臓線維芽細胞株(B1-1)を用いて、GFP シグナ

ルをレポーターとして、心臓線維芽細胞の活性化機構の探索を行った。約 5000

の遺伝子を標的とした 27500 種のプール型 shRNA レンチウイルスライブラリー

を感染させた。このレンチウイルスは RFP（red fluorescent protein）を CMV プロ

モーター下に発現するため、感染した細胞は RFP シグナルを用いることで検出

することが可能である （図 12A）。また、各 shRNA はそれぞれ対応したバーコ

ード配列を有している。shRNA ライブラリーの感染により、ある特定のフェノ

タイプを発現する細胞集団のゲノムを抽出し、次世代シーケンサーによりバー

コード配列の領域を解析することで、フェノタイプに関連する遺伝子群をスク

リーニングすることが可能である（図 12B）。shRNA ライブラリーの感染により

不活化した細胞群（GFP シグナルが減弱した群）を I 群、活性化した細胞群（GFP

シグナルが増強した群）を II 群とし、プール全体を III 群とした。I 群および II

群でそれぞれ III 群と比較して濃縮していた shRNA の標的遺伝子を解析した（図

12C）。 
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図 12. shRNA ライブラリーによる線維芽細胞活性化機構の解析 

A. 27000 種の shRNA をレンチウイルスベクターに組み込みプール型レンチウ

イルスライブラリーを作成した。各 shRNA には対応するバーコードが配列され

ている。  

B. shRNA ライブラリーを B1-1 に感染させ、GFP を指標として線維芽細胞が

活性化、および不活化したものをフローサイトメトリーにより分離した。 

C. shRNA ライブラリーの感染により不活化した細胞群を I 群（GFP シグナル

低下）、活性化した細胞群を II 群（GFP シグナル増加）とし、プール全体を III

群とした。I 群および II 群でそれぞれ III 群と比較して濃縮していた shRNA の標

的遺伝子を解析した。 
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 線維芽細胞活性化および不活化に関与する遺伝子の探索 

線維芽細胞不活化群（I 群）及びプール全体（III 群）に含まれる shRNA 数の

比較を行った(図 13A)。その結果、TGF-βシグナルに関与する遺伝子（Tgfb1, Tgfbr2, 

Tgfbrap1 Smad2）、Wnt シグナルに関与する遺伝子（Wnt5b）を標的とする shRNA

が不活化群（I 群）において増加していた。 

一方線維芽細胞が活性化していた群（II 群）においては、プール全体（III 群）

と比較して、TGF-β シグナル抑制因子（Smad6, Smad7）, Wnt シグナル抑制因子

（Wif1, Sfrp1, Sost）を標的とする shRNA が増加していた（図 13B）。 
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図 13.  線維芽細胞活性化および不活化に関与する遺伝子の探索 

レンチウイルス shRNA ライブラリー感染により不活化もしくは活性化した線

維芽細群に含まれていた shRNA 数を解析した。  

A. 不活化した群（I 群）では TGF-β シグナルに関与する遺伝子（Tgfb1, Tgfbr2, 

Tgfbrap1, Smad2）、Wnt シグナルに関与する遺伝子（Wnt5b）が含まれてい

た。 

B. 活性化した群（II 群）では TGF-β シグナル抑制因子（Smad6, Smad7）、及

び Wnt シグナル抑制因子（Wif1, Sfrp1, Sost）が含まれていた。 
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 線維芽細胞の活性化及び不活化に関与する遺伝子群のパスウ

ェイ解析 

二回の shRNA ライブラリーを用いた実験で共通して濃縮していた遺伝子に対

し DAVID v6.7 を用いて遺伝子オントロジー解析を行った。 

不活化した群（I 群）および活性化した群（II 群）において、特徴的に濃縮し

ていた遺伝子を functional annotational clustering により解析し、生物学的に類似

した機能をもつ遺伝子群をクラスターとして抽出した。濃縮スコア（enrichment 

score）が 2 倍以上でターム数が 4 以上のものを表に示した。（表 4A, B）。 
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表 4. 線維芽細胞の活性化及び不活化に関与する遺伝子群のパスウェ

イ解析 
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 心臓線維芽細胞におけるアドレナリン受容体発現の解析 

前述のパスウェイ解析において、線維芽細胞が不活化された群（I 群）では既

に知られているWntパスウェイに加えて、cAMP（cyclic adenosine monophosphate）,

アデニル酸シクラーゼ経路が有意に増加していた。アドレナリン/アドレナリン

受容体シグナルは G タンパクを介してアデニル酸シクラーゼを活性化し細胞内

cAMP を増加させることが知られている。そこで、心臓線維芽細胞におけるアド

レナリン受容体発現様式につき解析を行った。 

Col1a1-GFP マウスの心筋組織からフローサイトメトリーにより単離した心臓

GFP＋/ Rα＋細胞及び CD31 陽性細胞と、ランゲンドルフ潅流により単離した心筋

細胞を用いて、アドレナリン受容体の発現量を解析した。 

アドレナリン α型受容体 1aサブユニット、1bサブユニットの発現は心臓GFP+/ 

Rα+陽性細胞において低値だったが、α 受容体 2b サブユニットは心筋細胞と比較

して増加していた（図 14）。一方心臓 GFP+/ Rα+陽性細胞においても α2 受容体、

β1、β2、β3 受容体の発現が認められた。 
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図 14. 心臓線維芽細胞におけるアドレナリン受容体発現の解析 

Col1a1-GFP マウスの GFP+/ Rα+陽性細胞におけるアドレナリン受容体の各サ

ブユニットの遺伝子発現を定量 PCR により解析した。CD31 陽性細胞およびラ

ンゲンドルフ潅流により単離した心筋細胞と比較した。CM: ランゲンドルフ潅

流により単離した心筋細胞、EC: CD31 陽性細胞、CF: GFP+/ Rα+陽性細胞 
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 アドレナリン受容体を介する線維芽細胞活性化作用 

引き続き心臓線維芽細胞活性化におけるアドレナリン/ アドレナリン受容体

シグナルの役割を解析した。心不全及び高血圧性心筋疾患の病態における血中

のノルエピネフリンレベルが上昇していることが知られている[60]。そこで、不

死化心臓線維芽細胞（B1-1）におけるノルエピネフリンの作用を解析した。ノル

エピネフリン投与 24 時間後において、B1-1 細胞における Col1a1 及び αSMA 遺

伝子発現が有意に増加した（図 15）。 

アドレナリン受容体を介する cAMP 代謝シグナルは心筋細胞のみならず、心

臓線維芽細胞においても、活性化に関与していることが示された。 
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図 15.  アドレナリン受容体を介する線維芽細胞活性化作用 

不死化心臓線維芽細胞株を TGF-β 5 ng/ml、ノルエピネフリン 1 μM で刺激し、

24時間後のCol1a1 と aSMAの遺伝子発現量を定量 PCRで検討した。*ｐ＜0.05。 
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考察 

本研究において、心臓における線維化の発生機序を解析するために Col1a1-

GFP マウスより心臓線維芽細胞株を新しく樹立し活性化機構を解析した。この

培養細胞株は TGF-β の刺激により Col1a1 の転写が増加した。また、マウスの心

筋梗塞モデルにおいて、梗塞部より分離した線維芽細胞と比較して同程度に

Col1a1 の発現が増加していた。このことより、新規に樹立した細胞株は、生体

内での線維芽細胞の活性化をよく反映し、線維芽細胞活性化機構の解析の有効

なモデルであると考えられた。 

従来は初代培養の心臓線維芽細胞が in vitro の解析系として用いられてきたが、

線維化因子の刺激による活性化が不十分であることや他の細胞種の混入を認め

ることが欠点としてあげられた。今回、樹立した不死化心臓線維芽細胞株は、

TGF-β 刺激により生体内の線維芽細胞に相当する Col1a1 転写活性が得られた。

これまでの in vitro の解析系を克服しているという点で、この細胞株を樹立した

ことの心臓線維化の研究に対する貢献は大きい。 

また、この細胞株では Col1a1 プロモーター下に GFP を発現することから、

GFP の蛍光強度により Col1a1 の転写活性をモニターすることが可能である。こ

の細胞を用いて心臓線維芽細胞の活性化機構の網羅的解析を行った。その結果、

活性化のシグナルとして Wnt シグナルなどのいくつかの既知のシグナルのほか
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にアドレナリン受容体に関連するシグナルが候補として得られた。実際 in vitro

での検証では、心臓線維芽細胞株におけるアドレナリン受容体シグナルによる

活性化を認めた。 

 心臓線維芽細胞活性化因子 

心臓線維化芽細胞は β2 アドレナリン受容体を発現することが知られている

[2][61]。ラットの心臓線維芽細胞で carvedilol による β 受容体シグナルを阻害す

ることで I 型および III 型コラーゲン産生が低下したとする報告がある[62]。心

不全患者においてはノルエピネフリンの血中濃度が上昇していることが知られ

ており、心臓線維芽細胞に対し直接作用を介することで心不全の線維化へ関与

している可能性が示唆された。 

今後はアドレナリン受容体のアイソタイプを含め生体内でのアドレナリン/ア

ドレナリン受容体シグナルの果たす役割について、阻害剤および線維芽細胞特

異的アドレナリン受容体欠失マウスを用いて検討を加える必要がある。 

 線維芽細胞および筋線維芽細胞の起源の多様性 

心臓の線維芽細胞については、これまでいくつかのマーカーが提唱されてき

たが、本研究では、Col1a1-GFP 陽性かつ PDGFR-α 陽性であると定義した。この
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ことにより、より線維芽細胞に特異的に解析が可能であり、今回用いた定義は心

臓線維芽細胞の有効なマーカーであると考えられた。 

発生時および傷害時の線維芽細胞の起源についてはこれまでいくつかの研究

がなされている。Col1a1-GFP マウスを用いた解析において、圧負荷心不全モデ

ルでは、負荷時の筋線維芽細胞はもともとの線維芽細胞が増殖したものである

ことが報告されている[63]。EndMT(endothelial mesenchymal transition)は腎臓や肝

臓などにおいて、傷害時に血管内皮細胞が筋線維芽細胞へと転換する現象のこ

とである。圧負荷心不全モデルでは、EndMT により血管内皮細胞が筋線維芽細

胞へと分化し線維化へ寄与することが報告されている[64]。その一方で、Col1a1-

GFP マウスを用いた研究では、圧負荷心不全モデルで間質に生じる筋線維芽細

胞は EndMT に由来せず、常在型線維芽細胞が分化したものであると報告してい

る[65]。 

今回樹立した培養細胞は常在型線維芽細胞由来であり、本研究では常在型線

維芽細胞の活性化に関与する遺伝子群を探索した。 

常在型線維芽細胞、血管内皮細胞、ペリサイト、線維細胞の心臓線維化への関

与は病態モデルおよび傷害後の時間経過によっても異なる可能性があるが、現

時点でこれらの複数の細胞種がどの程度線維化へ寄与するかは不明である。傷

害後の心臓において、常在型線維芽細胞[52]、血管内皮細胞[64]、血球系細胞[66], 
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[67]などの細胞腫のうち、どの細胞種がどの程度の割合で細胞外基質産生に寄与

しているかについても今後明らかにする必要がある。 

 心臓線維芽細胞の多様性 

心臓線維芽細胞の起源は、複数あることが知られており、障害時のそれぞれの

集団の活性化時の違いについて研究が行われつつある[68]。今回用いた Col1a1-

GFP マウスにおける GFP+/ Rα+細胞が、活性化した時に均一な挙動を示すのか、

異なる挙動を示す亜集団を形成するのかは現時点では不明であり、今後解明す

る必要がある。 

本研究では Col1a1-GFP マウスの心筋梗塞モデルを用いた。梗塞部、非梗塞部

の GFP+/ Rα+細胞の細胞表面マーカーを解析すると、梗塞部の GFP+/ Rα+細胞の

PDGFR-α 発現が、非梗塞部の GFP+/ Rα+細胞と比較して低下している。梗塞部と

非梗塞部において線維芽細胞活性化の仕方が、臓器内で異なっていることを示

唆している。 

また、心筋梗塞 2 週間後の GFP+/ Rα+細胞の遺伝子発現では αSMA 発現の上昇

を認めなかった。筋線維芽細胞は他臓器において αSMA を発現し、組織修復に

関わる細胞で、線維芽細胞より分化すると考えられている。Col1a1-GFP マウス

に対し作成した心筋梗塞モデルの梗塞部における線維芽細胞では、すくなとも



62 

 

遺伝子発現のレベルでは Acta2 の発現の上昇は認められなかった。時間経過およ

び病態モデルによる影響が考えられた。遺伝子発現に加えて、α SMA タンパク

発現を検討する必要がある。他臓器において αSMA は筋線維芽細胞のマーカー

と考えられているが、心臓線維芽細胞が活性化時に αSMA を発現するかは現時

点では不明である。 

 細胞外基質の分解機構と線維化の収束過程 

また心筋組織の線維化に関しては、線維芽細胞の Col1a1 の転写調節だけでな

く細胞外基質の分解による影響を受ける。定常状態での細胞外基質のターンオ

ーバーの頻度、および傷害時のターンオーバーの変化につき検討することが必

要である。また活性化した線維芽細胞を不活化する機構を含め、今後は線維化の

収束過程についても解明が待たれる。 

 臓器間の線維化活性化機構 

線維芽細胞におけるアドレナリン受容体シグナルが心臓の過剰な線維化に関

与していることが本研究で示唆された。心筋梗塞後にノルアドレナリン血中濃

度は上昇するが[69]、心臓以外の臓器において、アドレナリン受容体シグナルを

介して線維芽細胞が活性化しているかは本研究では検討していない。臨床的に、

心機能の悪化に伴い腎機能も同様に低下する、心腎連関と呼ばれる現象が知ら
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れており、臓器間の線維化亢進機構が病態に関与している可能性がある。臓器間

で線維化を亢進する機構の存在については今後検討を要する。 
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