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はじめに 

 

我が国において、死因の上位を占める疾患の基礎的研究の促進を図り、学術の向上と国民の

健康増進に寄与することを目的として、当財団では昭和６２年から助成事業の枠に新たに「がん・

心臓病の基礎的研究事業」を設定し、更に平成１３年度からは「がん・心臓病の先駆的研究事業」

も対象に加え、「医療の基礎的、先駆的研究助成事業」として令和２年までの５１２件のプロジェク

トに対し、約３，９４８百万円の助成を行なってまいりました。 

 がんの早期発見、心臓病の予防等は現代人の国民生活にとって大変関心の高いものでありま

す。 

がん研究を見ると、がん本体の解明とその診断及び治療法の開発等がん制圧のための研究が

鋭意進められており、その研究成果も上がり、がんは治る病気といった感を抱かせます。 

 また心臓病についても分子生物的領域にまで研究が進んできており動脈硬化や心臓病の治療

に遺伝子を用いる手法等も行なわれるようになりました。 

 これらの研究事業を実施された研究者の方々は、３年間以内という限られた期間のうちに少人

数で研究を行い、これを取りまとめることは非常なご苦労があったと思います。今回の研究成果は、

今までにそれぞれの学会或いは論文により発表されて、それぞれに高い評価を受けておられま

す。 

 この研究成果について、より広く社会の各方面に公表することが必要との声もあり、この要請に

応え、令和２年度をもって研究が終了し、私どもに提出していただいた研究報告書を抄録としてこ

こに刊行する次第です。がん・心臓病の今後の研究に少しでも役立てば幸いです。 

 

令和３年１２月 

 

公益財団法人車両競技公益資金記念財団 

理 事 長  田 宮  治 雄 
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所所属属機機関関  公公益益財財団団法法人人ががんん研研究究会会ががんん研研究究所所  

研研究究者者名名  丸丸山山  玲玲緒緒  

 

《《研研究究のの概概要要》》  

 

  トリプルネガティブ乳がん(TNBC)は全乳がんの 10-15%を占め、一部の症例では化学療法

が奏功するものの抵抗性を示す症例も多く、全体としての予後は悪い。未だ明確な治療標

的を同定できていないことが最大の問題であるが、その要因の一つは TNBC がヘテロな疾患

群であることにある。まずは、より精密な症例の層別化と各々の病態の理解が必要である。

これまで乳癌においてはトランスクリプトームに基づく層別化の有用性が示されてきたが、

未だ改善の余地が残されている。各腫瘍の特性をより精細に記述するためには、ゲノムや

トランスクリプトームには現れない情報を収集すること、かつ腫瘍は多様な細胞集団から

構成されているためそれを正確に評価すること、この 2 点が重要であると考えている。す

なわち腫瘍を構成する各細胞のエピゲノム様式を知ることができれば、腫瘍全体の特性、

応答性、可塑性をも加味した、より精密な層別化が可能となるのではないかという仮説の

もと、本研究を立案した。 

 本研究ではATAC-seq解析ならびにシングルセルATAC-seq解析手法の確立と改良を行い、

実際の乳がん臨床検体のデータを収集し解析することで、TNBC の症例間でのエピゲノムの

多様性を正確に評価し、臨床的特徴との関連を明らかにすることを目的とした。さらに同

一症例の腫瘍組織内に存在するがん細胞にエピゲノムの多様性は存在するかについても検

討を行った。 

 乳がん細胞株 23 種類、乳がん臨床検体 47 症例の ATAC-seq 解析と、臨床検体 16 症例の

シングルセル ATAC-seq 解析を実施した。特にシングルセル解析は腫瘍の生物学的特性の多

様性の記述に有用であり、①腫瘍組織を構成する細胞種の種類と構成割合を同定・定量し、

②エピゲノムの視点から見た腫瘍間でのがん細胞の特徴の違いや③腫瘍内でのがん細胞の

不均一性を明確に記述することが可能であった。TNBC 症例では、オープンクロマチン領域

のモチーフ解析等から、がん細胞においてアクティブに機能している転写因子群が症例ご

とに異なることが明らかとなり、背景にある病態や一義的な原因が多様であることが示唆

された。研究期間内に十分な数の TNBC 症例を解析することができなかったため、臨床的特

徴との関連の検証や症例の層別化には至らなかったが、本研究を通じて、臨床検体をシン

グルセル ATAC-seq で解析することの有用性は十分に実証できたと考えている。本研究で構

築できた解析体制や基盤技術を用いて、今後も継続して多くの症例を解析していくことで、

乳がんの病態の多様性のより深い理解と臨床応用につなげていきたい。 
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共共同同研研究究者者のの氏氏名名・・所所属属機機関関  

・・堀堀井井  理理絵絵  ががんん研研究究会会有有明明病病院院病病理理部部  

・・上上野野  貴貴之之  ががんん研研究究会会有有明明病病院院乳乳腺腺外外科科  

・・楊楊  麗麗英英    ががんん研研究究会会ががんん研研究究所所ががんんエエピピゲゲノノムムププロロジジェェククトト 

 

研研究究報報告告  

ⅠⅠ  研研究究目目的的  

 

 トリプルネガティブ乳がん(TNBC)は全乳がんの 10-15%を占め、一部の症例では化学療法

が奏功するものの抵抗性を示す症例も多く、全体としての予後は悪い。未だ明確な治療標

的を同定できていないことが最大の問題であるが、その要因の一つは TNBC が

heterogeneous な疾患群であることにある。すなわち「未分化」という見た目に共通性は

あるものの、その根底にある異常や病態が症例毎に異なるため、治療標的の探索や新薬の

臨床試験が有効になされていない可能性がある。治療標的の同定を目指した真に有効な研

究を遂行するためには、現状の「3 種類のマーカーが全て陰性」という診断のみでは明ら

かに不十分であり、まずは個々の病態の違いを正確に把握し、それに基づいて TNBC 症例を

正確に分類することが重要であると考えられる。そのうえで個々の病態の違いを正確に把

握するよう努めるべきである。  

これまでゲノム異常やトランスクリプトームによる TNBC の層別化が複数試みられてい

るが、未だ不十分な状況にあり、実臨床での応用や個々の病態解明にまでは至っていない。

その原因として①見ているものが違うこと、②腫瘍の構成細胞の種類と割合を無視してい

ることの 2 点の可能性を考慮し、①に関してはエピゲノムを指標とすることで、②に関し

ては新鮮検体から腫瘍成分のみ単離し解析する、あるいはシングルセル解析を行うことで

解決しうると考え、本研究を着想した。細胞の機能的特性に関する情報はエピゲノムに含

まれている。外界からの刺激あるいは内的調節因子の変動に対する細胞の応答性や可塑性

の違いは、エピゲノムによって規定されている。実際に TNBC 細胞では未分化な表現型や遺

伝子発現パターンは共通するものの細胞間でエピゲノム様式（特に super-enhancer）に多

様性が認められることを見出している（Cell Rep. 2015）。すなわち腫瘍を構成する各細胞

の機能的特性をエピゲノムの視点から評価し、腫瘍をそれらの総和として捉えることによ

り、腫瘍の病態、応答性の違いなどをより正確に評価することができるのではないか、こ

の発想が本研究の基盤となっている。 

 本研究では、①TNBC の症例間でのエピゲノムの多様性を正確に評価し、臨床的特徴との

関連を明らかにすること、を第一の目的とする。さらに②同一症例の腫瘍組織内に存在す

るがん細胞にエピゲノムの多様性は存在するか、それが存在する場合腫瘍内エピゲノム不

均一性を評価することに臨床的意義があるかについても検討も行う。  

 これまでも TNBC を細分類する試みは多く行われてきたが、未だに臨床現場に還元できる

ような成果は得られていない。ほとんどの研究がゲノム異常あるいは mRNA の発現様式に着

目したものであり、エピゲノムは調べられていない。また腫瘍内の不均一性は全く考慮さ

れていない。本研究では、単一細胞レベルでエピゲノム状態を評価することにより、これ

までの手法では捉えられなかった腫瘍間の病態の相違を見出すことができる可能性がある。
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各症例における病態を正確に評価し、その情報を元にした症例の層別化が可能となれば、

各個人に合わせた最適な治療戦略を提供できるようになる。挑戦的ではあるが、乳がん診

療の発展に必要なステップとなると信じている。 

 

ⅡⅡ  研研究究計計画画及及びび材材料料とと方方法法  

  

1. 微量検体を用いた ATAC-seq 法のプロトコールの確立 

 本研究では ATAC-seq 法を用いて微量のがん検体のエピゲノム解析を行う。これは比較的

簡便にオープンクロマチン領域をゲノム網羅的に同定できる手法(Buenrostro JD. Nat 

Methods, 2013)であり、本研究で本法を採用する理由は、1) 手法がシンプルであるため微

量の細胞からも安定してかつ低コストで施行可能であること、2) transcriptome 解析より

も細胞種の違いをより鋭敏に反映すること、の２点である。原法を改良した Omni-ATAC 法 

(Corces MR, Nat Method, 2017)をもとに、臨床検体での施行が可能となるようプロトコー

ルの最適化を試みた。 

 

2. 臨床生検・手術検体の処理システム構築と単一細胞分離の過程の最適化 

 ATAC-seq 法を施行するためには、新鮮な生検・手術検体を即座にかつ丁寧に処理し分子

解析を行う必要がある。共同研究者を中心に乳腺外科、病理部の全面的な協力を得て、そ

のためのワークフローを構築した。具体的には外科手術時に摘出された腫瘍に対し Core 

needle biopsy を実施し、そこから得られた針生検検体から単一細胞浮遊液を取得し、生

細胞の状態で凍結保存し、後日細胞を融解し ATAC-seq 解析を実施した。腫瘍組織からの単

一細胞分離に関しては、MACS tumor dissociation kitならびにgentleMACS Dissociator (と

もに MiltenyBiotec)を用いた。 

 

3. シングルセル ATAC-seq 法の実施 

 ddSEQ single-cell 解析システム（BioRad）を用いて、droplet ベースの single-cell 

ATAC-seq 解析（scATAC-seq)を実施した。バイオインフォマティクス解析では、いくつか

の scATAC-seq 用解析ツールを用いて解析を実施し、得られる結果の精度を比較した。最終

的には「ArcheR」解析パッケージを用いることが最も有効にデータから情報を抽出できる

と判断し、以後 ArcheR を用いて高次解析を実施した。ゲノム上の 500bp を bin とし、各

bin の ATAC シグナルを二値化したのち、LSI を用いてクラスタリングを行い、UMAP で可視

化した。その後、細胞種特異的なマーカーの gene score (推定遺伝子発現量）を計算し、

各クラスターの細胞種を推定した。各クラスターに特異的に発現していると思われる遺伝

子、集積している DNA 結合モチーフ、遺伝子シグネチャーなどを計算し、各細胞種の生物

学的特性を推定した。また T 細胞と思われる細胞集団には、擬似時間解析を実施し、各種

T 細胞の特性を表すマーカーの推移を記述した。これらの解析により、各症例に由来する

腫瘍において、どの細胞種がどの程度の割合で存在するかを定量し、その情報と臨床情報

との関連を検証した。 
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腫瘍において、どの細胞種がどの程度の割合で存在するかを定量し、その情報と臨床情報
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ⅢⅢ  研研究究成成果果  

  

1. ATAC-seq 法の確立と乳がん細胞株の ATAC-seq 解析                    

 改良版 Omni-ATAC-seq 法(Corces, Nat Methods, 2017)のプロトコールを基盤とし、さら

なる改良と最適化を行い、微量細胞(1000 細胞)でも施行可能な ATAC-seq 法を確立した。

また TCGA のサンプルを ATAC-seq 法により解析した論文(Corces MR, et al. Science, 2018)

を参考に、ATAC-seq データを精密に解析するための解析パイプラインを構築した。 

 上記のプロトコールと解析パイプラインを用いて、Luminal 型、HER2 型、TNBC 型の各種

乳癌細胞株 23 株を用いて ATAC-seq 法を施行し、オープンクロマチン領域のプロファイリ

ングを行なった。ゲノムワイドなオープンクロマチン領域による層別化では、ER 陽性ある

いは HER2 陽性細胞は均一なパターンを示したのに対し、TNBC 株のそれは多様なパターン

を呈した(下図）。その多様性を解明すべく、次にオープンなエンハンサー領域のモチーフ

解析を施行したところ、各サブタイプや各細胞株に固有な転写因子モチーフを同定するこ

とができた。さらにそれら転写因子やエピゲノム因子のノックダウンと ATACseq 解析を組

み合わせることにより、転写制御機構の細胞株ごとの多様性や各領域での多様性の一部を

明らかにすることができた。これらの過程で同定された転写因子 GRHL2 に関しては、公共

データの TNBC 症例の解析において発現量と予後との相関が認められたことから、TNBC の

層別化に有用なマーカーとなりうる可能性が示唆された（楊、論文投稿準備中）。          

                                               

 

2. 臨床検体の bulk ATAC-seq 解析の結果 

 上記１で確立した微量検体を用いた ATAC-seq プロトコールを用いて、合計 47 検体で

ATAC-seq 解析を実施し、chromatin accessibility profile によるサンプルの層別化、各

サンプルの open chromatin region（intron / intergenic のみ)のモチーフ解析、層別化

されたグループ間での differentially accessible region の同定、サロゲートマーカーの
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同定等を試みた。chromatin accessibility profile に基づくクラスタリングにより、症

例は３群に層別化された（下図）。グループ 1 は 16 症例全例が ER 陽性乳がん、グループ 2

は ER 陽性 14 症例、HER2 陽性 3 症例、TNBC が 1 症例と多様な集団を示し、グループ３は

ER 陽性 4 症例、HER2 陽性 1 症例、TNBC8 症例であった。グループ１,2 は典型的な Luminal

型乳がんが、グループ 3 には TNBC 様の乳がんが集積していると思われたが、興味深いこと

にグループ 3 に分類される ER 陽性乳がんや、グループ 2 に分類される TNBC 症例があり、

これらの症例は典型的な症例とは異なる生物学的特性を有している可能性が示唆された。 

differentially accessible region（DAR)のの同定とモチーフ解析を行い、グループ 3 で

は ETS, RUNX, IRF, OCT4, NFkB などのモチーフが、グループ 1 では FOXA, TGATA, GRHL2, 

AP2g などのモチーフが集積しており、それぞれ TNBC、Luminal 乳がんで重要な役割を果た

すものが検出された。また、いくつかの転写因子結合モチーフは TNBC 腫瘍間で大きな差を

認め、TNBC の層別化に有用である可能性が示唆された（高橋、論文投稿準備中）。これら

の遺伝子は層別化のサロゲートマーカーとして利用できる可能性があり、免疫染色での検

証実験を計画中である。 
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にグループ 3 に分類される ER 陽性乳がんや、グループ 2 に分類される TNBC 症例があり、
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は ETS, RUNX, IRF, OCT4, NFkB などのモチーフが、グループ 1 では FOXA, TGATA, GRHL2, 

AP2g などのモチーフが集積しており、それぞれ TNBC、Luminal 乳がんで重要な役割を果た

すものが検出された。また、いくつかの転写因子結合モチーフは TNBC 腫瘍間で大きな差を

認め、TNBC の層別化に有用である可能性が示唆された（高橋、論文投稿準備中）。これら
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3. 臨床検体のシングルセル ATAC-seq 解析の結果                       

がん細胞成分のみに着目した解析や腫瘍内不均一性の評価を目的とし、シングルセル

ATAC-seq 解析を実施した。16 症例の検体から合計 17,573 細胞の質の高い scATAC-seq デー

タを取得した。LSI クラスタリングにより 24 の細胞種に分類され、各種マーカー遺伝子の

推定発現量や転写因子モチーフ解析から、がん細胞、線維芽細胞、内皮細胞、単球、T 細

胞、B 細胞、形質細胞の細胞種を明確に分類・同定できた。さらにがん細胞成分のみを詳

細に解析するべく、がん細胞 4,722 細胞のみを抽出しクラスタリングしたところ、19 種類

の細胞種に分類された。大変興味深いことに、ほとんどが単一の症例由来であった。この

ことは、エピゲノムの視点から見ると、症例間の多様性の方が、腫瘍内の不均一性よりも、

はるかに大きいことを示唆しており興味深い。各種がん関連遺伝子の発現パターンやモチ

ーフ解析から、これら 19 種類のがん細胞クラスター間の生物学的特性の違いを推測しえた。

特に TNBC症例由来のがん細胞クラスター間でも、ZEB1や SNAIが発現している症例と KRT5, 

KRT17, EGFR の発現する症例など違いが認められた。モチーフ解析でも同様に、TNBC 症例

間での多様性を認めた。さらに興味深いことに、Ep4 のがん細胞クラスターは TNBC 症例由

来であり ESR1 の発現は低いが、FOXA1 高発現、VIM 低発現と Luminal 様の特徴を示した。

そこで AR のモチーフ解析を行ったところ、Ep4 では特に高度に AR モチーフが集積してお

り、いわゆる Luminal-AR とよばれる TNBC の一群であることが推測された。このように、

シングルセル解析によるがん細胞成分のみの抽出と ATAC-seq によるモチーフ解析を組み

合わせることで、TNBC の腫瘍間の特性の違いを鋭敏に検出することができると思われた。 
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また ER 受容体とその標的領域、標的遺伝子群に焦点を当て腫瘍内不均一性に着目した解析

を実施すると、腫瘍内で ER シグナル（推定遺伝子発現量、ER 標的遺伝子群の発現量、ER

結合モチーフの集積度）の強弱に不均一性がある腫瘍を４症例で同定できた。さらに

Basal-like 様の特徴を一部有する細胞が含まれる症例と含まれない症例が存在すること

が明らかとなった（粂川、論文投稿準備中）。これらの腫瘍内不均一性はホルモン療法等の

耐性に関与する可能性があり、さらなる検証を行う必要があると思われた。 

 一方で間質細胞・免疫細胞に着目した解析では、合計 7,899 細胞の T 細胞が検出された

が、マーカー遺伝子の発現やモチーフ解析により、疲弊 T 細胞や制御性 T 細胞などの各細

胞の特性を明確に区別し得た。既報通り、TNBC 症例ではリンパ球の存在割合が高く、今後

これらの T 細胞の特性による層別化も可能と思われた。

 

 以上より、本研究を通じて、scATAC-seq 解析により腫瘍を構成する細胞の種類や割合、

その特性に関する情報を取得できることは、少なくとも実証できた。またがん細胞のみの

データを抽出し解析することで、症例間のがん細胞特性の多様性や、腫瘍内のがん細胞不

均一性をより明確に記述することが可能となり、シングルセル解析は有用であると思われ

た。今後、より多くの症例を解析することで臨床的意義を見出すことができると考えてい

る。 

 

ⅣⅣ  考考察察  

 

 本研究では乳がん臨床検体の ATAC-seq 解析並びにシングルセル ATAC-seq 解析を実施す

ることで、腫瘍の持つ生物学的特性をより精密に予測し、TNBC 症例のより精細な層別化を

行うことを試みてきた。技術的な問題（新鮮凍結検体でプロトコールが機能せず、新鮮検

体のみで解析せざるを得なかったこと）や検体収集体制の問題（手術時に十分な大きさの

腫瘍が残る症例のみが対象となったこと）等もあり、十分な数の TNBC 症例の検体を得るこ

とができず、層別化やサロゲートマーカーの同定までには至らなかった。しかし本研究を

通じて、シングルセル解析、特に scATAC-seq 解析の有用性を示すことはできたと考えてい

る。研究期間前半では臨床検体のバルクの ATAC-seq 解析を実施しており、Luminal 症例と

TNBC 症例をその profile が大きく違っていたが、中には Luminal と TNBC の中間のパター

ンを示す様な腫瘍が存在した。その際に、①腫瘍内に Luminal 様のがん細胞と TNBC 様のが

ん細胞が混在しているのか（不均一性があるのか）、あるいは②両者の中間の性質を持つ様
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ながん細胞が存在するのか、という点にアプローチすることができず、バルクのオミック

ス解析の限界と思われた。シングルセル解析はその点を検証することができる、非常に有

用な手法である。実際に scATAC-seq 解析を実施してみると、②のような中間の性質を持つ

がん細胞は存在し、それが①のように典型的な Luminal 様がん細胞の中に混在しているケ

ースを見出した。16 症例のみの検討ではあるが、腫瘍の多様性の一旦を垣間見ることがで

きた。今後、より多くの症例を解析し、データを積み上げていくことで、乳がん多様性の

全貌が明らかとなり、その情報をもとにより精密な層別化ができるようになると考えてい

る。 

 本研究では、臨床検体を解析する際の scATAC-seq 解析の有用性を実感した。現在、シン

グルセル解析の多くは scRNA-seq 解析であるが、scRNA-seq 解析は実験コスト（シークエ

ンスコスト）が高いことや、技術的な要因によるデータのばらつき、バッチエフェクトが

多いという問題があり、特に多くの臨床検体を解析し比較する上では障壁となる。それに

対して scATAC-seq 解析は、そのシンプルな実験原理ゆえに、実験操作が少なく得られるデ

ータも安定しており、バッチエフェクトも全く見られなかった。また scATAC-seq ではクロ

マチンが開いているか閉じているかというバイナリデータが基本となるため、ダイナミッ

クレンジの広い scRNA-seq データよりも、必要なシークエンスリード数が圧倒的に少ない。

より少ないシークエンス量でより多くのデータが得られ、その点だけを取っても、

scATAC-seq は大変有用であると思われた。もちろん、transcriptome では見えないエピゲ

ノムの深い情報を scATAC-seq は含んでおり、その視点からがん細胞の特性を評価しうると

いう意味でも価値のある手法であると思われた。本研究を通じて構築することができた体

制や基盤技術を用いて、今後もより多くの乳がん検体の scATAC-seq 解析を実施していきた

い。そして、乳がんの生物学的特性の多様性を明らかにし、病態に基づく精密な層別化や

治療戦略の考案などの臨床応用につなげていきたいと考えている。 
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<<<<研研究究のの概概要要>>>>  

 

 我々はこれまでに、外来病原体センサーのうち、エンドトキシン(LPS; Lipopolysaccharide)の受容体

であるToll様受容体4(TLR4)の内因性リガンドとしてS100A8及び血清アミロイドA3(SAA3)が存在する

ことを証明した。がんの転移過程において、がん細胞が肺に転移する前に（転移前肺）、S100A8-SAA3-TLR4

システムにより転移先の肺に予め骨髄球形細胞が動員され、転移前ニッチが形成されることを明らかに

してきた。SAA3 はヒトでは pseudogene であると考えられているが、ヒトがん細胞では SAA2-SAA3 のキ

メラmRNAが存在すること、ヒトSAA3エクソン内の１塩基挿入のためフレームシフトが起こり、このキ

メラはユニークな12アミノ酸をC端に有すること、このユニークなアミノ酸配列にヒトのレクチン様酸

化LDL受容体-1 (LOX-1; lectin-like oxidized LDL receptor-1)が結合することなどを見出した。LOX-1

は血管内皮細胞に特異的に発現する酸化 LDL (Ox-LDL)の受容体として最初発見されたが(Nature 

386,73,1997)、がんの転移における宿主 LOX-1 の役割は未だ不明である。そこで LOX-1 ノックアウト 

(LOX-1-KO)マウスにおいてB16 メラノーマの肺転移実験をしたところ、肺だけでなく肝、腎、骨など全

身性に転移が抑制された。LOX-1 を介したがんの転移機構に関与する新規内因性リガンドの同定を試み

たところ、E3リガーゼのPellino-1を同定した。Pellino-1は細胞内においてc-Relをユビキチン化し

て T 細胞の活性化の抑制に関与する。しかし、がんの転移における Pellino-1 分子の役割や Pellino-1

の細胞外分泌の可能性は未だ明らかとされていない。そこで本研究では Pellino-1-KO マウスを作製し、

がんの全身性転移における宿主Pellino-1の役割を明らかとすると共に、さらにPellino-1-EGFP-HiBiT

ノックインマウスも作製し、Pellino-1の細胞外放出の可視化についても検討した。  
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研研究究報報告告  

 

ⅠⅠ  研研究究目目的的  

 我々はこれまでに、外来病原体センサーのうち、エンドトキシン(lipopolysaccharide; LPS)の受容体

であるToll様受容体4(TLR4)の内因性リガンドとしてS100A8及び血清アミロイドA3(SAA3)が存在する

ことを証明した。がんの転移過程において、がん細胞が肺に転移する前に（転移前肺）、S100A8-SAA3-TLR4

システムにより転移先の肺に予め骨髄球形細胞が動員され、転移前ニッチが形成されることを明らかに

してきた。SAA3 はヒトでは pseudogene であると考えられているが、ヒトがん細胞では SAA2-SAA3 のキ

メラmRNAが存在すること、ヒトSAA3エクソン内の１塩基挿入のためフレームシフトが起こり、このキ

メラはユニークな12アミノ酸をC端に有すること、このユニークなアミノ酸配列にヒトのLOX-1が結合

することなどを見出した(PLoS One 10, e0118835, 2015)。LOX-1 は血管内皮細胞に特異的に発現する

Ox-LDLの受容体として最初発見されたが(Nature 386,73,1997)、がんの転移における宿主LOX-1の役割

は未だ不明である。 

 LOX-1-KO（ノックアウト）マウスにおいてB16 メラノーマの肺転移実験をしたところ、肺だけでなく

肝、骨、腎など全身性に転移が抑制される確証を得た。LOX-1 を介したがんの転移機構に関与する新規

内因性リガンドの同定を試みたところ、E3リガーゼのPellino-1を同定した。これまでPellino-1は細

胞内分子として働くと信じられている。他の研究者の報告では、T 細胞では c-Rel のユビキチン化を亢

進して、T細胞の活性化を抑制すること、Pellino-1欠損マウスではリンパ節の腫脹や抗核抗体の増加な

ど自己免疫疾患様の病変を呈するという(Nat Immunol 12,1002, 2011)。すなわち、Pellino-1は免疫や

炎症に関与する、という結論に止まっており、細胞外に放出されることやがん転移への関与は全く議論

されていないため、我々は他研究者との競争を回避して独自にPellino-1-KOマウスを作製した。我々は

骨髄マクロファージにおいてLPSとnigericinの刺激によりpyroptosisを誘発すると、Pellino-1が細

胞外へ放出されることを見出した。また、我々は慢性骨髄性白血病の原因遺伝子チロシンキナーゼ

p210BCR-ABL をテトラサイクリン制御下で過剰発現するマウス骨髄前駆 32D 細胞では p210BCR-ABL 依存

性に細胞死と顆粒球系骨髄由来抑制細胞(G-MDSC)への分化の促進と共にIL-1β、TNF-α、S100A8/A9 の

分泌の亢進を特徴とする、新規の細胞死 myeloptosis が引き起こされることを提唱し(Oncotarget 9, 

31682, 2018)、32D/TetOff-p210 細胞でも Pellino-1 が細胞外へ放出されることを見出した。これらは

転移前肺において骨髄球系細胞がTLR4の内因性リガンドS100A8によってpyroptosisを起こした場合に

Pellino-1 が細胞外へ放出される可能性を想起させる。さらに我々は、転移前肺には第 X 凝固因子を発

現する特殊な抗転移性NK細胞が動員されることも見出した (EMBO Mol Med 10, e8643, 2018)。NK細胞

の標的細胞殺傷様式はapoptosisと信じられてきたが、現在ではpyroptosisや necrosisなど多様な様

式をとることが明らかになってきている（Clin Cancer Res 21, 5047, 2015；Nature 535, 153, 2016；

J Biol Chem 293, 16348, 2018）。以上から、本研究の目的は、第1にLOX-1およびPellino-1のがん転

移における役割の解明、第 2 に転移前後における細胞死と Pellino-1 放出の個体内可視化、第 3 に

Pellino-1・LOX-1系を標的とする創薬への挑戦である。この学術的にも医療上も重要な目的達成の必要

性は高い。 
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ⅡⅡ  研研究究計計画画及及びび材材料料とと方方法法  

((11)) 遺遺伝伝子子組組換換ええママウウススのの作作出出  

 Pellino-1-KOマウスはマウスPellino-1のエキソン3またはエキソン4を標的とするcrRNAを設計し、

CRISPR-Cas9 系によるゲノム編集により作出した。また、Pellino-1-EGFP-HiBiT ノックイン 

(Pellino-1-EGFP-HiBiT-KI)マウスはマウスPellino-1のエキソン7を標的とするcrRNAおよびエキソン

7 の停止コドンの直前に、EGFP 配列と HiBiT 配列をタンデムに挿入した ssODN をそれぞれ設計し、

CRISPR-Cas9系によるゲノム編集により作出した。 

 

((22)) ががんんのの全全身身転転移移モモデデルルのの解解析析  

  がんの全身転移モデルはマウス悪性黒色腫B16メラノーマ細胞をC57BL/6系マウスの尾静脈に移入して

作製した。がん細胞の移入後18日目に肺、肝臓、腎臓、大腿骨、頸骨を摘出し、臓器表面の黒色の転移

結節の計数により転移を定量化した。また、Pellino-1-KOマウスにおけるB16細胞の全身転移モデルの

表現型解析を行い、LOX-1-KOマウスで認められた表現型と比較検討した。 

  

((33)) ががんんのの転転移移前前モモデデルルのの解解析析  

 がんの転移前モデルはマウスLewis肺がんLLC細胞を野生型あるいはLOX-1-KOマウスの背部皮下に移

入して皮下腫瘍を形成させて作製し、がん細胞の移入から14日後に肺を摘出して酵素分散法により肺由

来細胞を調製し、CD45、CD11b、CD11c、NK1.1、B220、TCRβ、CD4、CD8、CD115、Ly6C、Ly6G、F4/80に

対する抗体でそれぞれ染色し、フローサイトメトリーにより取得したデータを Premium Cytobank（Nat 

Biotechnol, 29, 886,2011）のtSNE解析法に供して免疫細胞のポピュレーション解析を行った。免疫細

胞のポピュレーション解析に用いた表面抗原マーカーは次に示す通りである、CD11b+細胞: CD45+CD11+、

NK細胞: CD45+ NK1.1+、B細胞: CD45+ B220+、ヘルパーT細胞: CD45+ TCRβ+ CD4+ CD8-、キラーT細胞: 

CD45+ TCRβ+ CD4- CD8+、単球: CD45+ CD11b+ CD115+ Ly6C+、肺胞マクロファージ: CD45+ CD11c+ F4/80+ 

CD11b-、間質マクロファージ: CD45+ CD11c+ F4/80+ CD11b+、樹状細胞: CD45+ CD11b+ CD11c+、顆粒球: 

CD45+ CD11b+ Ly６G+、G-MDSC: CD45+ CD11b+ Ly6G+ Ly6C+、単球系骨髄由来抑制細胞(M-MDSC): CD45+ 

CD11b+ Ly6G- Ly6C+。転移前肺におけるS100A8、IL-1βのmRNA発現はRT-qPCR法により調べた。担がん

マウスより、血漿を採取し、Pellino-1タンパク質レベルをELISA法により定量化した。 

 

((44)) 細細胞胞死死誘誘導導ととPPeelllliinnoo--11細細胞胞外外分分泌泌のの解解析析  

 マウス骨髄マクロファージにおいて、staurosporine処理によるapoptosis、TNF-αとcycloheximide

の併用処理によるnecroptosis、LPSとnigericinの併用処理によるpyroptosisなど様々な細胞死を誘

導し、培養上清中に Pellino-1 タンパク質が分泌されるか否かをウェスタンブロット法により調べ、

Pellino-1が細胞外に分泌される細胞死の様式の特定を行った。LOX-1-KOあるいはPellino-1-KOマウス

由来の骨髄マクロファージにおいて pyroptosis を誘導し、培養上清中の Pellino-1 分泌や pyroptosis

関連分子の動態をウェスタンブロット法により調べ、野生型マウス由来の骨髄マクロファージと比較検

討した。また、Pellino-1-EGFP-HiBiT-KI マウス由来の骨髄マクロファージ培養系においては、培養上

清中のHiBiT発光検出により、Pellino-1の細胞外放出を定量化した。 
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ⅡⅡ  研研究究計計画画及及びび材材料料とと方方法法  

((11)) 遺遺伝伝子子組組換換ええママウウススのの作作出出  

 Pellino-1-KOマウスはマウスPellino-1のエキソン3またはエキソン4を標的とするcrRNAを設計し、

CRISPR-Cas9 系によるゲノム編集により作出した。また、Pellino-1-EGFP-HiBiT ノックイン 

(Pellino-1-EGFP-HiBiT-KI)マウスはマウスPellino-1のエキソン7を標的とするcrRNAおよびエキソン

7 の停止コドンの直前に、EGFP 配列と HiBiT 配列をタンデムに挿入した ssODN をそれぞれ設計し、

CRISPR-Cas9系によるゲノム編集により作出した。 

 

((22)) ががんんのの全全身身転転移移モモデデルルのの解解析析  

  がんの全身転移モデルはマウス悪性黒色腫B16メラノーマ細胞をC57BL/6系マウスの尾静脈に移入して
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((55)) LLOOXX--11 発発現現細細胞胞ににおおけけるる組組換換ええPPeelllliinnoo--11 のの細細胞胞内内

取取りり込込みみ実実験験  

 マウス LOX-1 を安定発現する CHO(CHO/mLOX-1)細胞の

培養系に AlexaFluor647 ラベルの組換え Pellino-1 タン

パク質を添加して培養し、LOX-1 の免疫蛍光染色を行い、

Pellino-1 の細胞内への取り込みと LOX-1 の局在につい

て共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。組換え

Pellino-1タンパク質は全長分子 (1-418)に加え、C末端

欠損変異体(1-193)を用いた詳細な解析も行った。組換え

Pellino-1 タンパク質は大腸菌で GST 融合タンパク質と

して発現させた後に精製し、GST タグの切断後、

Detoxi-Gel™によりエンドトキシンを除去したものを実

験に供した。 

  

((66)) 細細胞胞内内酸酸化化スストトレレススにに対対すするるPPeelllliinnoo--11のの解解析析    

 細胞内酸化ストレスに対する Pellino-1 の影響はマウ

ス骨髄マクロファージにOx-LDLや組換えPellino-1タン

パク質を添加して、活性酸素(ROS)を CellROX® Deep Red

試薬により染色し、フローサイトメトリーにより解析し

た。その際、同時に SYTOX® Blue Dead Cell Stain 試薬

により死細胞の染色も行い、生細胞と死細胞を区別して

ROS産生の検出を行った。マウス骨髄マクロファージはマ

ウスより骨髄細胞を単離し、M-CSF存在下で培養して分化

させた接着性の細胞を実験に用いた。 

  

((77)) PPeelllliinnoo--11にによよるるLLOOXX--11発発現現細細胞胞のの機機能能解解析析  

 Pellino-1 の LOX-1 を介した細胞機能への影響はマウ

ス骨髄マクロファージ培養系を用いて調べた。マウス骨

髄マクロファージ培養系にOx-LDLや組換えPellino-1タ

ンパク質を添加して、1時間培養し、細胞内シグナル伝達

分子である p38 MAP キナーゼのリン酸化をウェスタンブ

ロット法により調べた。これら実験系においては Ox-LDL

と組換えPellino-1 の併用処理も行い、Ox-LDL が引き起

こす細胞応答に対するPellino-1共存の影響も調べた。 

 

ⅢⅢ  研研究究成成果果  

((11)) 遺遺伝伝子子組組換換ええママウウススのの作作出出  

 マウス Pellino-1 のエキソン 3 またはエキソン 4 を標

的とするcrRNAを設計し、CRISPR-Cas9系によるゲノム編
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図図11..  LLOOXX--11--KKOOママウウススににおおけけるる  
      ががんんのの全全身身転転移移  
        パネル下の数字は転移結節数、 
     矢印は骨転移巣を示す。 
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図図22..  PPeelllliinnoo--11--KKOOママウウススににおおけけるる  
          ががんんのの全全身身転転移移  
        パネル下の数字は転移結節数、 
     矢印は骨転移巣を示す。 
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集により Pellino-1-KO マウスの作出を試みたとこ

ろ、産仔のゲノムDNAシークエンス解析によりエキ

ソン4では2塩基欠損あるいは5塩基欠損が、エキ

ソン3では1塩基挿入により、いずれもN末端数十

アミノ酸で停止コドンが生じるフレームシフト変異

が起きていることが判明した。このうち、エキソン

4 の 5 塩基欠損型の変異マウスについて C57BL/6 系

マウスと戻し交配を行った後、heterozygous同士を

交配させて得たhomozygousを以降の実験に供した。

マウス Pellino-1 のエキソン 7 を標的とする crRNA

およびエキソン7の停止コドンの直前に、EGFP配列

とHiBiT配列をタンデムに挿入したssODNをそれぞ

れ設計し、CRISPR-Cas9 系によるゲノム編集により

Pellino-1-EGFP-HiBiT-KI レポーターマウスの作出

を試みたところ、目的とするF1ヘテロKIマウスを

得ることが出来、C57BL/6 系マウスと戻し交配を行

った後、heterozygous 同士を交配させて得た

homozygousを以降の実験に供した。 

  

((22)) ががんんのの全全身身転転移移モモデデルルのの解解析析  

  B16細胞をLOX-1-KOマウスの尾静脈に移入してがん

の全身転移モデルを作製したところ、野生型マウスに

比べ、肺、肝臓、腎臓の表面における転移結節数の減

少と大腿骨および脛骨における骨転移の抑制が認めら

れた(図1)。さらに、B16細胞をPellino-1-KOマウス

に移入して同様にがんの全身転移モデルを作製した場

合においても、野生型マウスに比べ、肺、肝臓、腎臓

の表面における転移結節数の減少と大腿骨および脛骨

における骨転移の抑制が認められた(図2)。従って、

B16細胞の全身性転移には宿主のLOX-1および

Pellino-1の双方の必要性が示唆された。 

  

((33)) ががんんのの転転移移前前モモデデルルのの解解析析  

 LLC細胞をLOX-1-KOマウスの背部皮下に移入して皮

下腫瘍を形成させ、がんの転移前モデルを作製した。

担がんマウスの肺由来細胞を血球細胞の表面抗原マー

カーの抗体で多重染色してフローサイトメーターで解

析し、tSNE解析法により免疫細胞のポピュレーション

解析を行ったところ、野生型マウスでは担がんにより

CD11b+、顆粒球、G-MDSC、M-MDSCの細胞集団の割合が

図図33..  LLOOXX--11--KKOOママウウススのの転転移移前前肺肺ににおおけけるる  
          免免疫疫細細胞胞ののポポピピュュレレーーシショョンン解解析析  
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図図44..  LLOOXX--11--KKOOママウウススのの転転移移前前肺肺にに  
          おおけけるるSS110000AA88おおよよびびIILL--11ββ  
      mmRRNNAA発発現現解解析析  
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集により Pellino-1-KO マウスの作出を試みたとこ
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それぞれ増加した (図3)。一方、LOX-1-KOマウスにおい

ても担がんによりCD11b+、顆粒球、G-MDSC、M-MDSCの細

胞集団の割合が増加したが、それぞれの細胞集団の割合

は野生型マウスに比べいずれも減少していた (図3)。担

がんマウスより、転移前肺を摘出し、S100A8およびIL-1

βmRNAの発現を調べたところ、野生型マウスでは対照マ

ウスに比べS100A8およびIL-1βのmRNA発現が亢進した

が、LOX-1-KOマウスでは担がんにしてもこれらの発現亢

進が認められなかった (図4)。さらに、担がんにした野

生型マウスから、血漿を採取し、ELISA法によりPellino-1

タンパク質を定量したところ、Pellino-1タンパク質レベ

ルが対照マウスに比べ亢進していた (図5)。これらの結

果より、LOX-1-KOマウスでは担がんにしても肺において

転移前土壌を形成しない可能性が示唆された。 

   

((44)) 細細胞胞死死誘誘導導ととPPeelllliinnoo--11細細胞胞外外分分泌泌のの解解析析  
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いずれのマウス由来の骨髄マクロファージにおいてもNLRP3インフラマソームの活性化により、caspase-1が活

性化され、gasdermin D の分解に伴い、細胞膜に pore 形成を伴う細胞死 pyroptosis が引き起こされ、培養上清

中に IL-１βと共に Pellino-1 が放出された (図 6A)。細胞ライセートにおける Pellino-1 および LOX-1 発現は

LPS処理により誘導され、LOX-1発現はLPSとNigericinの段階的処理により、相乗的に亢進した (図6A)。 さ
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らに野生型マウスおよびPellino-1-KOマウス由来の

骨髄マクロファージに LPS と nigericin を段階的に処

理すると、野生型マウス由来の骨髄マクロファージ

では NLRP3 インフラマソームの活性化により、

caspase-1が活性化され、gasdermin Dの分解に伴い、

細胞膜に pore 形成を伴う細胞死 pyroptosis が引き

起こされ、培養上清中に pellino-1、IL-１β、S100A8、

SAA3 が放出された (図 6B)。一方、 Pellino-1-KO

マウス由来の骨髄マクロファージでは、Pellino-1 タ

ンパク質発現が認められず、LPS と nigericin の段階

的処理により NLRP3 と caspase-1 の活性化により、

gasdermin D の分解が亢進し、pyroptosis が引き起こされたものの、培養上清中への IL-1β放出は野生型に比

べ増強していた (図 6B)。さらに、野生型マウス由来のマクロファージでは、LOX-1 発現が著しく誘導されたが、 

Pellino-1-KO マウス由来の骨髄マクロファージでは、LOX-1 の発現誘導は野生型に比べ、減弱していた (図

6B)。これらの結果から、pyroptosisに伴うIL-1β放出におけるPellino-1の抑制性制御とLOX-1発現誘導にお

ける Pellino-1 の必要性が示唆される。                                                       

 Pellino-1-EGFP-HiBiT-KIマウス由来の骨髄マクロファージ培養系を用い、培養上清中のPellino-1の発光検

出を行ったところ、LPS と nigericin の段階的処理による pyroptosis を引き起こすことにより、著しい HiBiT 発光強

度の増大が認められたが、TNF と CHX の併用処理による necroptosis や staurosporine 処理による apoptosis

では HiBiT 発光強度の増大はほとんど認められなかった (図 7)。本結果より、骨髄マクロファージにおいて

Pellino-1 は pyroptosis 特異的に細胞外に放出されるこ

とが示唆され、細胞外に放出された Pellino-1 タンパク

質の高感度かつ定量的な検出が可能となった。 

 

((55)) LLOOXX--11発発現現細細胞胞ににおおけけるる組組換換ええPPeelllliinnoo--11のの細細

胞胞内内取取りり込込みみ実実験験  

 CHO/mLOX-1細胞の培養系に組換えPellino-1全長

タンパク質 (1-418)を添加すると細胞内取り込みと

LOX-1との共局在が認められた (図8A)。一方、C末

端欠失変異体(1-193)を添加した場合では細胞内取

り込みが著しく減弱していた (図8B)。従って、

Pellino-1のC末端領域 (194-418)がLOX-1への結

合に必要であることが示唆された。 

  

((66)) 細細胞胞内内酸酸化化スストトレレススにに対対すするるPPeelllliinnoo--11のの解解析析  
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それぞれ増加した (図3)。一方、LOX-1-KOマウスにおい

ても担がんによりCD11b+、顆粒球、G-MDSC、M-MDSCの細

胞集団の割合が増加したが、それぞれの細胞集団の割合

は野生型マウスに比べいずれも減少していた (図3)。担

がんマウスより、転移前肺を摘出し、S100A8およびIL-1

βmRNAの発現を調べたところ、野生型マウスでは対照マ

ウスに比べS100A8およびIL-1βのmRNA発現が亢進した

が、LOX-1-KOマウスでは担がんにしてもこれらの発現亢

進が認められなかった (図4)。さらに、担がんにした野

生型マウスから、血漿を採取し、ELISA法によりPellino-1

タンパク質を定量したところ、Pellino-1タンパク質レベ

ルが対照マウスに比べ亢進していた (図5)。これらの結

果より、LOX-1-KOマウスでは担がんにしても肺において

転移前土壌を形成しない可能性が示唆された。 
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いずれのマウス由来の骨髄マクロファージにおいてもNLRP3インフラマソームの活性化により、caspase-1が活

性化され、gasdermin D の分解に伴い、細胞膜に pore 形成を伴う細胞死 pyroptosis が引き起こされ、培養上清

中に IL-１βと共に Pellino-1 が放出された (図 6A)。細胞ライセートにおける Pellino-1 および LOX-1 発現は

LPS処理により誘導され、LOX-1発現はLPSとNigericinの段階的処理により、相乗的に亢進した (図6A)。 さ
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らに野生型マウスおよびPellino-1-KOマウス由来の

骨髄マクロファージに LPS と nigericin を段階的に処

理すると、野生型マウス由来の骨髄マクロファージ

では NLRP3 インフラマソームの活性化により、

caspase-1が活性化され、gasdermin Dの分解に伴い、

細胞膜に pore 形成を伴う細胞死 pyroptosis が引き

起こされ、培養上清中に pellino-1、IL-１β、S100A8、

SAA3 が放出された (図 6B)。一方、 Pellino-1-KO

マウス由来の骨髄マクロファージでは、Pellino-1 タ

ンパク質発現が認められず、LPS と nigericin の段階

的処理により NLRP3 と caspase-1 の活性化により、

gasdermin D の分解が亢進し、pyroptosis が引き起こされたものの、培養上清中への IL-1β放出は野生型に比

べ増強していた (図 6B)。さらに、野生型マウス由来のマクロファージでは、LOX-1 発現が著しく誘導されたが、 

Pellino-1-KO マウス由来の骨髄マクロファージでは、LOX-1 の発現誘導は野生型に比べ、減弱していた (図

6B)。これらの結果から、pyroptosisに伴うIL-1β放出におけるPellino-1の抑制性制御とLOX-1発現誘導にお

ける Pellino-1 の必要性が示唆される。                                                       

 Pellino-1-EGFP-HiBiT-KIマウス由来の骨髄マクロファージ培養系を用い、培養上清中のPellino-1の発光検

出を行ったところ、LPS と nigericin の段階的処理による pyroptosis を引き起こすことにより、著しい HiBiT 発光強

度の増大が認められたが、TNF と CHX の併用処理による necroptosis や staurosporine 処理による apoptosis

では HiBiT 発光強度の増大はほとんど認められなかった (図 7)。本結果より、骨髄マクロファージにおいて

Pellino-1 は pyroptosis 特異的に細胞外に放出されるこ

とが示唆され、細胞外に放出された Pellino-1 タンパク

質の高感度かつ定量的な検出が可能となった。 
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タンパク質 (1-418)を添加すると細胞内取り込みと

LOX-1との共局在が認められた (図8A)。一方、C末

端欠失変異体(1-193)を添加した場合では細胞内取

り込みが著しく減弱していた (図8B)。従って、
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 細胞内酸化ストレスに対する Pellino-1 の影響を

調べるため、マウス骨髄マクロファージ培養系

を用い、ROS産生を検討したところ、Ox-LDLに

よって亢進したROS産生は組換えPellino-1タ

ンパク質の前処理により部分的に抑制された

(図9)。従って、Ox-LDLにより誘導される細胞

内ROS産生に対してPellino-1は抑制性に作用

することが示唆された。  

  

((77)) PPeelllliinnoo--11にによよるるLLOOXX--11発発現現細細胞胞のの機機能能解解

析析  

 Pellino-1 タンパク質による LOX-1 を介した細胞

応答を調べるため、野生型マウス由来の骨髄マクロファージ培養系に組換え Pellino-1 タンパク質または

Ox-LDLをそれぞれ添加したところ、いずれもp38 MAPキナーゼのリン酸化が亢進した (図10)。さらに、これら

両者を併用添加すると、p38 MAP キナーゼのリン酸化は単独添加に比べ、相加的に亢進した (図 10)。本結果

から、Pellino-1 タンパク質は骨髄マクロファージ

に作用し、p38 MAP キナーゼのリン酸化を亢進し

てシグナルを伝達することが示唆された。 

 

ⅣⅣ  考考察察  

 近年、ヒト前立線がん細胞株ではLOX-1が高

発現しており、Ox-LDLの処理により、上皮間

葉転換が亢進し、ヌードマウスにおける皮下腫

瘍形成の促進が報告されている (Cancer Lett 

414, 34, 2018)。また、Pellino-1は通常細胞内分子として働き、T細胞においてc-Relのユビキチン化

を亢進して、T細胞の活性化を抑制すること、Pellino-1-KOマウスではリンパ節の腫脹や抗核抗体の増

加など自己免疫疾患様の病態を呈することが報告されている (Nat Immunol 12,1002, 2011)。また、マ

クロファージにおいてはTLR4シグナルのTRIF依存性経路で、RIP1ユビキチン化やNF-κB核移行の促

進により、TNF-αやIL-6の産生が亢進することが報告されている (Nat Immunol 10,1089, 2009)。本

研究ではLOX-1-KOおよびPellino-1-KOマウスの双方を用いた解析により、がんの全身性転移における

宿主のLOX-1とPellino-1の両者の必要性が明らかとなった。また、本研究ではLOX-1-KOマウスを用い

たがんの転移前モデルの解析から、担がんマウスでは血漿中のPellino-1タンパク質が増加すること、

LOX-1-KOマウスでは野生型マウスに比べ、転移前肺への骨髄由来細胞 (CD11b+,顆粒球、G-MDSC、M-MDSC)

の集簇が減少すること、 LOX-1-KOマウスでは担がんにしても肺におけるS100A8およびIL-1β mRNA発

現の亢進が認められず、転移前土壌を形成しない可能性を見出した。さらに、骨髄マクロファージ培養

系を用いた解析より、pyroptosisを引き起こすとPellino-1が細胞外に分泌されること、分泌された

Pellino-1はC末端領域 (194-418)を介してLOX-1に結合して細胞内に取り込まれ、p38 MAPキナーゼの

リン酸化を亢進してシグナルを伝達する他、Ox-LDL誘導性のROS産生を減弱させることを見出した。ま

た、本研究において作出に成功したPellino-1-EGFP-HiBiT-KIマウスは、細胞外に放出されたPellino-1

を蛍光・発光の双方でトレースすることが出来、本マウス由来の骨髄マクロファージにおいて細胞外に
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放出されたPellino-1の高感度かつ定量的な検出が可能となった。今後はPellino-1-EGFP-HiBiT-KIマ

ウスを用いてPellino-1の生体内可視化を検討し、in vivoにおけるpyroptosisに伴うPellino-1放出

を証明する予定である。 

 Pellino-1と相同性が高い分子としてPellino-2が存在し、これまでにPelllino-2-KOマウスではLPS

とnigericinの段階的処理によるNLRP3の活性化が抑制され、pyroptosisに伴うIL-1βの放出が抑制さ

れることが報告されている (Nat Commun 9, 1560, 2018)。我々の解析ではPellino-1-KOマウス由来の

骨髄マクロファージでは野生型マウスと同等にNLRP3-caspase-1系が活性化され、gasdermin Dの分解

によるpyroptosisが引き起こされ、IL-1βの放出が亢進することを明らかとしており、pyroptosisに

おけるこれらPellinoファミリー分子間での機能的な役割分担の可能性が考えられる。 

 今後の展望として、LOX-1-Pellino-1系を標的とする創薬開発に向け、Pellino-1のC末端領域 

(194-418)に存在し、LOX-1との結合に関わるペプチド領域の絞り込みを行い、作成したペプチドライブ

ラリーから候補ペプチドを取得する。取得できたペプチドについてLOX-1への結合活性やOx-LDLと

LOX-1の結合阻害活性を指標としてスクリーニングを行い、候補ペプチドを取得し、最終的にはB16細

胞の全身転移モデルに候補ペプチドの投与を行い、がんの全身性転移が抑制されるか否かを検討し、創

薬開発を目指す予定である。LOX-1は全身に分布している血管とマクロファージに発現しているので、

Pellino-1ペプチドは転移臓器やがんの種類に無関係に有効な転移を阻害する分子標的薬としての応用

が期待される。 
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 細胞内酸化ストレスに対する Pellino-1 の影響を

調べるため、マウス骨髄マクロファージ培養系

を用い、ROS産生を検討したところ、Ox-LDLに

よって亢進したROS産生は組換えPellino-1タ

ンパク質の前処理により部分的に抑制された

(図9)。従って、Ox-LDLにより誘導される細胞

内ROS産生に対してPellino-1は抑制性に作用

することが示唆された。  
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＜研究の概要＞ 

 

 

 

インターロイキン(IL)-6 ファミリーサイトカインには IL-6 や白血病阻止因子 

(Leukemia inhibitory factor; LIF)などが含まれるが、炎症の際に誘導され、多くのがん

種においてがん進展に重要な役割を果たすことが知られている。IL-6 ファミリーサイトカ

インは、共受容体である glycoprotein130 (gp130)を介して主に Janus kinase (JAK)-

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)経路を活性化することが

報告されている。我々はさらに IL-6 が、Src family kinase (SFK)-Yes-associated protein 

(YAP)経路を活性化することも明らかにしてきた。本研究では、LIF を高発現するヒト食道

扁平上皮がんにおけるオートクライン LIF の役割を検討した。LIF ノックダウンにより、

遺伝子発現の変化、細胞増殖と遊走/浸潤およびスフェア形成の抑制、アポトーシスの誘導

など、がん細胞に様々な影響が出ることが認められた。IL-6 と同様に、LIF は JAK-STAT3

経路だけでなく SFK-YAP 経路を活性化することが確認された。LIF により誘導された YAP

の活性化は、LIF により誘導された STAT3 の活性化よりもがん細胞の増殖に重要であり、

YAP と STAT3 を同時に活性化することで、ヒト食道扁平上皮がんの増殖における LIF の機

能が代償された。また、食道扁平上皮がん臨床検体において SFK 活性化と LIF 発現が YAP

活性化と相関していた。さらに、SFK-YAP 経路および JAK-STAT3 経路を同時に阻害するこ

とで、単一阻害よりも細胞増殖の抑制に効果的であり、in vivo においても LIF シグナル

がヒト食道扁平上皮がん細胞株の増殖を促進した。以上より LIF-SFK-YAP 経路が、ヒト食

道扁平上皮がんの新規治療標的になる可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

－ 20 －

148882-がん・心臓病の基礎的・先駆的研究事業報告書.indd   20148882-がん・心臓病の基礎的・先駆的研究事業報告書.indd   20 2021/12/15   13:21:482021/12/15   13:21:48



 

炎症・再生シグナル伝達経路を標的とする新規がん治療方法の研究 

 

  

148882-がん・心臓病_扉.indd   5148882-がん・心臓病_扉.indd   5 2021/12/15   11:15:492021/12/15   11:15:49



 

メカノストレス解除モデルを用いた心不全病態治癒過程の解明 

 

  

148882-がん・心臓病_扉.indd   6148882-がん・心臓病_扉.indd   6 2021/12/15   11:15:492021/12/15   11:15:49



 11/11 

10. Hiratsuka S, Tomita T, Mishima T, Matsunaga Y, Omori T, Ishibashi S, Yamaguchi S, Hosogane 

T, Watarai H, Omori-Miyake M, Yamamoto T, Shibata N, Watanabe A, Aburatani H, Tomura M, High 

KA, Maru Y. Hepato-entrained B220+ CD11c+ NK1.1+ cells regulate pre-metastatic niche formation 

in the lung. EMBO Mol Med 10: e8643. 2018. 

 

[[学学会会発発表表]]  

1. Maru Y.  Immuno-thrombotic regulation of pulmonary pre-metastatic niche by liver. Lecturer 

(Speaker), EACR-AACR-ISCR Conference, The Cutting Edge of Contemporary Cancer Research, 11 

October 2018, Jerusalem, Israel 

 2/12

所属機関 慶應義塾大学医学部 

    研究者名 谷口 浩二 

 

           

＜研究の概要＞ 

 

 

 

インターロイキン(IL)-6 ファミリーサイトカインには IL-6 や白血病阻止因子 

(Leukemia inhibitory factor; LIF)などが含まれるが、炎症の際に誘導され、多くのがん

種においてがん進展に重要な役割を果たすことが知られている。IL-6 ファミリーサイトカ

インは、共受容体である glycoprotein130 (gp130)を介して主に Janus kinase (JAK)-

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)経路を活性化することが

報告されている。我々はさらに IL-6 が、Src family kinase (SFK)-Yes-associated protein 

(YAP)経路を活性化することも明らかにしてきた。本研究では、LIF を高発現するヒト食道

扁平上皮がんにおけるオートクライン LIF の役割を検討した。LIF ノックダウンにより、

遺伝子発現の変化、細胞増殖と遊走/浸潤およびスフェア形成の抑制、アポトーシスの誘導

など、がん細胞に様々な影響が出ることが認められた。IL-6 と同様に、LIF は JAK-STAT3

経路だけでなく SFK-YAP 経路を活性化することが確認された。LIF により誘導された YAP

の活性化は、LIF により誘導された STAT3 の活性化よりもがん細胞の増殖に重要であり、

YAP と STAT3 を同時に活性化することで、ヒト食道扁平上皮がんの増殖における LIF の機

能が代償された。また、食道扁平上皮がん臨床検体において SFK 活性化と LIF 発現が YAP

活性化と相関していた。さらに、SFK-YAP 経路および JAK-STAT3 経路を同時に阻害するこ

とで、単一阻害よりも細胞増殖の抑制に効果的であり、in vivo においても LIF シグナル

がヒト食道扁平上皮がん細胞株の増殖を促進した。以上より LIF-SFK-YAP 経路が、ヒト食

道扁平上皮がんの新規治療標的になる可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

－ 21 －

148882-がん・心臓病の基礎的・先駆的研究事業報告書.indd   21148882-がん・心臓病の基礎的・先駆的研究事業報告書.indd   21 2021/12/15   13:21:482021/12/15   13:21:48



 3/12

 

共同研究者 なし 

 

 

研究報告 

 

I  研究目的 

 

食道がんは、世界で 8 番目に多いがんであり、がんによる 6 番目に多い死因である。外

科手術、化学療法、放射線療法、免疫療法などの集学的療法が最近進歩しているが、食道

がん患者の予後は、依然として不良である。日本では、食道扁平上皮がん（ESCC）がすべ

ての食道がんの組織型の約 90％を占めている。ESCC では、初期段階でもリンパ節転移や隣

接臓器への腫瘍浸潤を頻繁に示し、その事が予後不良の一因となっている。 

炎症は、細胞の損傷や感染に起因する細胞の損傷に対する複雑な生物学的反応であり、

免疫系が損傷を与える刺激を排除し、組織の治癒と再生の過程を誘導する。また、炎症は

腫瘍の発生、促進、進展および転移を含むがんの全ての過程において極めて重要な役割を

果たしている。IL-6、IL-11、IL-27、IL-31、白血病阻止因子（LIF）およびオンコスタチ

ン M を含むインターロイキン（IL）-6 ファミリーメンバーは、細胞増殖、生存、炎症、お

よび代謝に影響を与える最も代表的ながん関連サイトカインの 1つである。ほとんどの IL-

6ファミリーメンバーは、共通のシグナル伝達受容体サブユニットである gp130を介して、

JAK-STAT3、SHP-2-Ras-Raf-MEK- ERK、PI3K–AKT 経路、および SFK–YAP 経路を活性化する。 

IL-6–STAT3 シグナル伝達経路は、ESCC で活性化され、上皮間葉転換（EMT）につながるカ

スケードを誘導することが示されている。YAP はヒト ESCC で高頻度に活性化されており、

一部の ESCC では YAP 増幅を見られるが、その活性化のメカニズムは不明である。 

LIF は IL-6 ファミリーサイトカインであり、胚性幹細胞の自己複製と全能性の維持に

重要な役割を果たす。LIF の効果は細胞の種類によって異なり、細胞増殖の促進または抑

制が見られる。がん細胞では、LIF はさまざまな腫瘍で増殖を促進、分化を阻害し、転移

を誘発することが示されている。ヒト食道腺がん（EAC）では、LIF の発現が治療抵抗性と

関連していると報告されている。 LIF の発現はヒト EAC 組織で観察され、LIF のサイレン

シングはヒト EAC 細胞株の細胞生存率を低下させる。しかし、ヒト ESCC の進行における

LIF の病態生理学的役割は不明である。 

以上の背景を踏まえて、本研究では、ヒト ESCC における LIF の役割を明らかにすること

を目的とした。その結果、ヒト ESCC 細胞株では、LIF ノックダウンにより、細胞増殖、遊

走/浸潤、スフェア形成がよく抑制され、アポトーシスが誘導された。IL-6 と同様に、JAK-

STAT3 経路に加えて、LIF は SFK を介して、YAP の安定性と細胞内局在の調節、およびその

後の YAP 標的遺伝子の転写を調節することが示された。LIF は、ヒト ESCC 切除サンプルで

も発現上昇していることが明らかとなった。SFK–YAP および JAK–STAT3 経路の同時阻害は、

ヒト ESCC の革新的な治療法となる可能性がある。 
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II 研究計画及び材料と方法 

本研究計画では、ヒト ESCC 細胞株とヒト ESCC 臨床サンプルの両方を使用して、ESCC 発

生における LIF の病態生理学的役割の研究を行った。 

 

1. 患者と組織マイクロアレイ 

2008 年から 2012 年に九州大学大学院医学研究科で食道切除を受けた 136 人の患者のう

ち、治癒的切除を受け、がん組織が病理学的に確認された ESCC 患者 111 人が本研究に含ま

れている。すべての患者またはその保護者から書面によるインフォームドコンセントが得

られ、すべての検体は、九州大学病院（福岡、日本、承認番号：29-444）の倫理委員会お

よび施設内審査委員会の承認を得て収集された。この研究はヘルシンキ宣言の規定に準拠

している。96 例のヒト ESCC を含む ESCC 組織マイクロアレイは、US Biomax（米国メリー

ランド州）から入手した。 

 

2. マウス実験 

雌の SCID ベージュマウスをチャールズリバーラボラトリーズジャパン株式会社（神奈

川県）から購入し、慶應義塾大学の SPF 施設で飼育した。200μL のリン酸緩衝生理食塩水

（PBS）-マトリゲル（1：1）混合液中の shRNA による LIF またはコントロールノックダウ

ンを伴う TE-11 細胞（1×107 細胞）を、26G 針を使用して 6 週齢 SCID ベージュマウスに皮

下注射した。腫瘍の大きさは、ノギスで 2 日ごとに測定した。腫瘍を有するマウスを注射

後 5 週間で安楽死させ、腫瘍組織を採取し、4％パラホルムアルデヒド（PFA）（ナカライテ

スク）で固定し、組織学的解析に使用した。ヘマトキシリン-エオシン（H＆E）染色は、

Tissue-Tek ヘマトキシリン 3G およびエオシン（Sakura Finetek Japan）を製造元の指示

に従って使用して実施し、画像は BZ-X810 顕微鏡（KEYENCE）を使用して撮影した。動物実

験は、日本学術会議の動物実験の適切な実施に関するガイドラインに厳密に従って実施さ

れた。マウスを使用したすべての実験は、慶應義塾大学の動物倫理委員会（承認番号：08004）

によって承認され、動物倫理委員会のガイドラインに従って実施された。 

 

3. 試薬 

  組換えヒト IL-6および LIFは PeproTechから入手し、腫瘍移植用のマトリゲルは Corning

から入手した。マイトマイシン C は協和キリンから入手した。SFK および JAK 阻害剤であ

る AZD0530 および AZD1480 は、Selleck Chemicals から入手した。YAP 阻害剤である CIL56

および verteporfin は、Cayman Chemicals から入手した。 

 

4. 免疫組織化学 

免疫組織化学（IHC）は、厚さ 5 µm のパラフィン包埋組織切片を使用して実施した。切

片をキシレンで脱パラフィンし、100％から 70％の範囲の一連のエタノール濃度で脱水し

た。抗原を賦活化するために、クエン酸緩衝液（pH 6.0）またはターゲット回収溶液（pH 

9.0）中の検体を、オートクレーブ内で 110°C またはマイクロ波で 99°C で 15 分間加熱し

た。内因性ペルオキシダーゼを不活性化するために、切片を 3％過酸化水素中で 30 分間イ

ンキュベートした。Blocking One Histo（Nacalai Tesque）で抗体の非特異的結合をブロ
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ックした後、検体を一次抗体とともに 4℃で一晩インキュベートした。抗体標識は、DAKO 

EnVision 検出システム（Dako）または HRP 標識二次抗体を使用して行った。切片を DAB と

反応させ、ヘマトキシリンで対比染色し、ブルーイングのために 0.2％アンモニア水に浸

し、封入した。画像は、NanoZoomer（浜松ホトニクス株式会社）と BZ-X700 または BZ-X810

顕微鏡（KEYENCE）を使用して撮影した。以下の一次抗体を使用した：YAP（Cell Signaling 

Technology、＃14074、1：200）、phospho-Src ファミリー（Tyr416）（Cell Signaling 

Technology、＃2101、1：100）、LIF（R＆D Systems、＃AF-250-NA 、1：100）、Ki67（Cell 

Signaling Technology、＃9449、1：200）、および Cleaved Caspase-3（Cell Signaling 

Technology、＃9661、1：200）。 

 

5. 細胞株と培養 

ヒト ESCC 細胞株 TE-1、TE-5、TE-8、および TE-11 は、東北大学細胞資源センターから

入手し、HEK293T 細胞は、ATCC から入手した。マイコプラズマテストは、MycoAlert マイ

コプラズマ検出キット（Lonza）またはBioMycoXマイコプラズマPCR検出キット（CellSafe）

を使用し、この研究で使用されたすべての細胞株はマイコプラズマ陰性であることを確認

した。すべての細胞株は、タカラバイオ社が実施した STR プロファイリングによって認証

した。細胞は 5 継代以内に使用され、実験は解凍後 2 か月以内の細胞を使用して実施した。 

 

6. siRNA ノックダウン 

LIF 特異的 siRNA は Sigma-Aldrich によって合成された siRNA を購入した。LIF 特異的

な siRNA は、SASI_Hs01_00130401 および SASI_Hs01_00130402 MISSIONsiRNA を使用した。 

MISSION siRNA Universal Negative Control＃1（siNC）（SIC-001、Sigma-Aldrich）をコ

ントロール siRNA として使用した。細胞を 6 ウェルプレートに播種し（1 ウェルあたり

2.0×105 細胞）、Lipofectamine RNAiMAX トランスフェクション試薬（Thermo Fisher 

Scientific）を使用して、製造元の指示に従って 50nmol の LIFsiRNA または siNC を reverse 

transfection した。 

 

7. レンチウイルスの産生 

レンチウイルス産生のために、レンチウイルスパッケージングプラスミド psPAX2

（Addgene プラスミド＃12260）および pMD2.G（Addgene プラスミド＃12259）を、ヒト LIF

特異的（TRCN0000058587、TRCN0000058585、および TRCN0000058586、Sigma -Aldrich）、ヒ

ト LIFR 特異的（TRCN0000058772 および TRCN0000058770、Sigma-Aldrich）、またはヒト YAP

特異的 pLKO1 shRNA プラスミド、FLAG タグ付き YAP5SA（YAP の活性型）発現プラスミド、

または FLAG タグ付き STAT3C（STAT3 の活性型）を発現するプラスミドと co-transfection

した。ホタルルシフェラーゼを標的とするルシフェラーゼ shRNA（shLuc）をコントロール

shRNA として使用した。HEK293T 細胞へのトランスフェクションは、ポリエチレンイミン

MAX（PEI MAX、Polysciences）を使用して行い、トランスフェクションの 24 時間後、培地

を交換してトランスフェクション試薬を除去した。ウイルス含有培地は、最初のトランス

フェクションの 48 時間後と 72 時間後に回収した。細胞への形質導入のために、ウイルス

含有培地を濾過し（孔径 0.45 µm）、次に 8 µg / ml ポリブレン（ナカライテスク）を加え
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て感染させた。ウイルス感染細胞は、使用前に puromycin（InvivoGen）または G418（Nacalai 

Tesque）を使用して selection した。 

 

8. ウエスタンブロット分析 

各サンプルからの等量の総タンパク質、核または細胞質タンパク質を、SDS-PAGE を使用

して分離し、PVDF 膜にブロットした。NE-PER 核および細胞質抽出試薬（Thermo Fisher 

Scientific）を使用して、核および細胞質のタンパク質画分を別々に抽出した。タンパク

質ブロットを、示された目的の一次抗体とハイブリダイズさせ、続いて HRP 結合二次抗体

とハイブリダイズさせ、続いて Chemi-Lumi One L または Chemi-LumiOne Super（Nacalai 

Tesque）および FUSION 化学発光イメージングシステム（VILBER）で検出した。以下の一次

抗体を使用した：YAP（Cell Signaling Technology、＃14074、1：1000）、phospho-YAP（Ser127）

（Cell Signaling Technology、＃4911、1：1000）、phospho-Src family（Tyr416）（Cell 

Signaling Technology、 ＃2101、1：1000）、Src（Cell Signaling Technology、＃2110、

1：1000）、phospho-STAT3（Tyr705）（Cell Signaling Technology、＃9145、1：1000）、STAT3

（Cell Signaling Technology、＃9132、 1：1000）、CTGF（Cell Signaling Technology、

＃10095、1：1000）、CYR61（Cell Signaling Technology、＃39382、1：1000）、phospho-

YAP（Tyr357）（Abcam、＃ab62751、1：3000）、 α-チューブリン（Sigma-Aldrich、＃T9029、

1：1000）、ラミン B1（Invitrogen、＃33-2000、1：1000）、および FLAG（DYKDDDDK）（Wako 

Chemicals、＃019-22394、1：1000）。 

 

9. 免疫蛍光染色 

Lab-Tek チャンバースライド（Thermo Fisher Scientific）に播種した接着細胞を、PBS

で洗浄し、4％PFA で 15 分間固定した。スライドは、PBS 中の 5％ヤギ血清および 1％ウシ

血清アルブミンで 1 時間ブロックした。一次抗体を細胞に加え、4℃で一晩インキュベート

しました。Alexa Fluor 546 ヤギ抗ウサギ抗体（Thermo Fisher Scientific、1：300）を

二次抗体として使用しました。次に、DAPI の入った VECTASHIELD Mounting Medium（Vector 

Laboratories）を使用して、カバースリップをスライドにマウントした。一次抗体には、

YAP（Cell Signaling Technology、＃14074、1：100）および phospho-STAT3（Tyr705）（Cell 

Signaling Technology、＃9145、1：100）に対する抗体を使用した。 

 

10. mRNA の調製と定量的リアルタイム PCR 

RNAiso Plus（Takara Bio Inc.）を使用して total RNA を抽出し、High-Capacity cDNA 

Synthesis Kit（Thermo Fisher Scientific）を使用して逆転写した。定量的リアルタイム

PCR分析は、CFX Connectリアルタイム PCR検出システム（Bio-Rad）および SsoFast EvaGreen 

Supermix（Bio-Rad）を使用して実行した。すべてのプライマーセットは、予想されるサイ

ズの単一 product を生成した。相対的な発現レベルは 18SrRNA で正規化した。 

 

11. ELISA 

培地への IL-6 および LIF 分泌を調べるために、ヒト IL-6 ELISA キット（Thermo Fisher 

Scientific）およびヒト LIF ELISA キット（Thermo Fischer Scientific）を使用した。測
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ックした後、検体を一次抗体とともに 4℃で一晩インキュベートした。抗体標識は、DAKO 

EnVision 検出システム（Dako）または HRP 標識二次抗体を使用して行った。切片を DAB と

反応させ、ヘマトキシリンで対比染色し、ブルーイングのために 0.2％アンモニア水に浸

し、封入した。画像は、NanoZoomer（浜松ホトニクス株式会社）と BZ-X700 または BZ-X810

顕微鏡（KEYENCE）を使用して撮影した。以下の一次抗体を使用した：YAP（Cell Signaling 

Technology、＃14074、1：200）、phospho-Src ファミリー（Tyr416）（Cell Signaling 

Technology、＃2101、1：100）、LIF（R＆D Systems、＃AF-250-NA 、1：100）、Ki67（Cell 

Signaling Technology、＃9449、1：200）、および Cleaved Caspase-3（Cell Signaling 

Technology、＃9661、1：200）。 

 

5. 細胞株と培養 

ヒト ESCC 細胞株 TE-1、TE-5、TE-8、および TE-11 は、東北大学細胞資源センターから

入手し、HEK293T 細胞は、ATCC から入手した。マイコプラズマテストは、MycoAlert マイ

コプラズマ検出キット（Lonza）またはBioMycoXマイコプラズマPCR検出キット（CellSafe）

を使用し、この研究で使用されたすべての細胞株はマイコプラズマ陰性であることを確認

した。すべての細胞株は、タカラバイオ社が実施した STR プロファイリングによって認証

した。細胞は 5 継代以内に使用され、実験は解凍後 2 か月以内の細胞を使用して実施した。 

 

6. siRNA ノックダウン 

LIF 特異的 siRNA は Sigma-Aldrich によって合成された siRNA を購入した。LIF 特異的

な siRNA は、SASI_Hs01_00130401 および SASI_Hs01_00130402 MISSIONsiRNA を使用した。 

MISSION siRNA Universal Negative Control＃1（siNC）（SIC-001、Sigma-Aldrich）をコ

ントロール siRNA として使用した。細胞を 6 ウェルプレートに播種し（1 ウェルあたり

2.0×105 細胞）、Lipofectamine RNAiMAX トランスフェクション試薬（Thermo Fisher 

Scientific）を使用して、製造元の指示に従って 50nmol の LIFsiRNA または siNC を reverse 

transfection した。 

 

7. レンチウイルスの産生 

レンチウイルス産生のために、レンチウイルスパッケージングプラスミド psPAX2

（Addgene プラスミド＃12260）および pMD2.G（Addgene プラスミド＃12259）を、ヒト LIF

特異的（TRCN0000058587、TRCN0000058585、および TRCN0000058586、Sigma -Aldrich）、ヒ

ト LIFR 特異的（TRCN0000058772 および TRCN0000058770、Sigma-Aldrich）、またはヒト YAP

特異的 pLKO1 shRNA プラスミド、FLAG タグ付き YAP5SA（YAP の活性型）発現プラスミド、

または FLAG タグ付き STAT3C（STAT3 の活性型）を発現するプラスミドと co-transfection

した。ホタルルシフェラーゼを標的とするルシフェラーゼ shRNA（shLuc）をコントロール

shRNA として使用した。HEK293T 細胞へのトランスフェクションは、ポリエチレンイミン

MAX（PEI MAX、Polysciences）を使用して行い、トランスフェクションの 24 時間後、培地

を交換してトランスフェクション試薬を除去した。ウイルス含有培地は、最初のトランス

フェクションの 48 時間後と 72 時間後に回収した。細胞への形質導入のために、ウイルス

含有培地を濾過し（孔径 0.45 µm）、次に 8 µg / ml ポリブレン（ナカライテスク）を加え
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て感染させた。ウイルス感染細胞は、使用前に puromycin（InvivoGen）または G418（Nacalai 

Tesque）を使用して selection した。 

 

8. ウエスタンブロット分析 

各サンプルからの等量の総タンパク質、核または細胞質タンパク質を、SDS-PAGE を使用

して分離し、PVDF 膜にブロットした。NE-PER 核および細胞質抽出試薬（Thermo Fisher 

Scientific）を使用して、核および細胞質のタンパク質画分を別々に抽出した。タンパク

質ブロットを、示された目的の一次抗体とハイブリダイズさせ、続いて HRP 結合二次抗体

とハイブリダイズさせ、続いて Chemi-Lumi One L または Chemi-LumiOne Super（Nacalai 

Tesque）および FUSION 化学発光イメージングシステム（VILBER）で検出した。以下の一次

抗体を使用した：YAP（Cell Signaling Technology、＃14074、1：1000）、phospho-YAP（Ser127）

（Cell Signaling Technology、＃4911、1：1000）、phospho-Src family（Tyr416）（Cell 

Signaling Technology、 ＃2101、1：1000）、Src（Cell Signaling Technology、＃2110、

1：1000）、phospho-STAT3（Tyr705）（Cell Signaling Technology、＃9145、1：1000）、STAT3

（Cell Signaling Technology、＃9132、 1：1000）、CTGF（Cell Signaling Technology、

＃10095、1：1000）、CYR61（Cell Signaling Technology、＃39382、1：1000）、phospho-

YAP（Tyr357）（Abcam、＃ab62751、1：3000）、 α-チューブリン（Sigma-Aldrich、＃T9029、

1：1000）、ラミン B1（Invitrogen、＃33-2000、1：1000）、および FLAG（DYKDDDDK）（Wako 

Chemicals、＃019-22394、1：1000）。 

 

9. 免疫蛍光染色 

Lab-Tek チャンバースライド（Thermo Fisher Scientific）に播種した接着細胞を、PBS

で洗浄し、4％PFA で 15 分間固定した。スライドは、PBS 中の 5％ヤギ血清および 1％ウシ

血清アルブミンで 1 時間ブロックした。一次抗体を細胞に加え、4℃で一晩インキュベート

しました。Alexa Fluor 546 ヤギ抗ウサギ抗体（Thermo Fisher Scientific、1：300）を

二次抗体として使用しました。次に、DAPI の入った VECTASHIELD Mounting Medium（Vector 

Laboratories）を使用して、カバースリップをスライドにマウントした。一次抗体には、

YAP（Cell Signaling Technology、＃14074、1：100）および phospho-STAT3（Tyr705）（Cell 

Signaling Technology、＃9145、1：100）に対する抗体を使用した。 

 

10. mRNA の調製と定量的リアルタイム PCR 

RNAiso Plus（Takara Bio Inc.）を使用して total RNA を抽出し、High-Capacity cDNA 

Synthesis Kit（Thermo Fisher Scientific）を使用して逆転写した。定量的リアルタイム

PCR分析は、CFX Connectリアルタイム PCR検出システム（Bio-Rad）および SsoFast EvaGreen 

Supermix（Bio-Rad）を使用して実行した。すべてのプライマーセットは、予想されるサイ

ズの単一 product を生成した。相対的な発現レベルは 18SrRNA で正規化した。 

 

11. ELISA 

培地への IL-6 および LIF 分泌を調べるために、ヒト IL-6 ELISA キット（Thermo Fisher 

Scientific）およびヒト LIF ELISA キット（Thermo Fischer Scientific）を使用した。測
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定は製造元の指示に従って行った。 

 

12. 細胞増殖アッセイ 

細胞増殖能は、96 ウェルプレートに 1 ウェルあたり 2000 細胞の初期密度で細胞を播種

して測定した。4〜6 日間播種してから 24 時間ごとに、10 µl の Cell Count Reagent SF

（Nacalai Tesque）を細胞培養液に 1〜2 時間添加し、各ウェルの吸光度を 450nm の波長

で iMark マイクロプレートリーダー（Bio-Rad）を用いて測定した。 

 

13. アポトーシスアッセイ 

FITC 結合アネキシン V とヨウ化プロピジウム（PI）で二重染色した後、アネキシン V-

FITC アポトーシス検出キット（BioVision）を使用してアポトーシスを解析した。アネキ

シン V はホスファチジルセリンが露出したアポトーシス細胞に結合するが、PI は膜損傷を

伴う後期アポトーシス細胞および壊死細胞に結合する。染色はメーカーの指示に従って行

った。染色された細胞は FACS Canto II（BD Biosciences）で解析し、データは Diva（BD 

Biosciences）および FlowJo（Tree Star）ソフトウェアを使用して解析した。 

 

14. 創傷治癒アッセイ 

細胞を 6 ウェルプレートで 100％コンフルエンスに達するまで培養した。次に、マイク

ロピペットチップを使用して単層に引っかき傷を付けて「傷」を作り、細胞をマイトマイ

シン C（3 µg / ml）で 1 時間処理した。創傷領域の顕微鏡写真は、BZ-X700 顕微鏡（KEYENCE）

を使用して、「傷」を作ってから 0、24、および 48 時間後に撮影された。Image J ソフトウ

ェアを使用して、創傷閉鎖の割合を定量化および解析した。 

 

15. 細胞遊走アッセイ 

Falcon permeable supports for 24-well plate with 8.0-mm Transparent PET Membrane

を 24 ウェルプレートに置き、インサートあたり 5000 個の細胞を基本培地に播種した。下

部チャンバーは、走化性物質として 10％FBS を添加した基本培地で満たした。細胞を 24 時

間移動させた後、Diff-Quik（Sysmex）を使用して固定および染色した。遊走した細胞の顕

微鏡写真を BZ-X700 顕微鏡（KEYENCE）を使用して撮影し、10 倍の視野あたりの遊走した

細胞をカウントして解析した。 

 

16. 細胞浸潤アッセイ 

Corning BioCoat Matrigel Invasion Chambers with 8.0-mm PET membrane を上部チャ

ンバーに配置し、インサートあたり 5000 個の細胞を基本培地に播種した。下部チャンバー

は、走化性物質として 10％FBS を補充した基礎培地で満たした。細胞を 24 時間移動させ

た後、Diff-Quik（Sysmex）を使用して固定および染色した。遊走した細胞の顕微鏡写真を

BZ-X700 顕微鏡（KEYENCE）を使用して撮影し、10 倍の視野あたりの浸潤細胞をカウントし

て解析した。 

 

17. スフェア形成アッセイ 
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スフェア形成を評価するために、TE-11 細胞を、3D Tumorsphere Medium XF（PromoCell）

を使用して 24 ウェル未処理プレート（Thermo Fisher Scientific）に 5×104 の密度でプ

レーティングしました。腫瘍球の顕微鏡写真は、5〜7 日後に BZ-X700 または BZ-X810 顕微

鏡（KEYENCE）を使用して撮影され、10 倍の視野あたりの腫瘍球の数がカウントおよび解

析した。 

 

18. 統計分析 

すべての統計分析、データ処理、およびグラフ作成は、GraphPad Prism 6.0 または 8.0

を使用して実行された。すべての値は、平均±平均の標準誤差（SEM）として表されている。

Student t 検定を使用して、2 つのグループを比較したが、他のすべての比較では、ANOVA

多変量分析を実行しました。統計的有意性は、P <0.05 とした。全生存期間（OS）は、手術

日から死亡日または直近のフォローアップ受診までの時間として定義した。カプランマイ

ヤー曲線を使用して OS の分布を推定し、ログランク検定を使用して統計的有意性を決定

し、カイ 2 乗検定とピアソン相関法を使用して IHC の結果を比較した。 

 

 

III 研究成果 

 

1. ヒト ESCC 細胞では STAT3、SFK、および YAP が活性化し、IL-6 および LIF が発現する 

   まず、リン酸化タンパク質と総タンパク質の発現、および YAP 標的の発現を検討するこ

とにより、STAT3、SFK、および YAP が TE-1、TE-5、TE-8、および TE-11 ヒト ESCC 細胞株

で活性化指定るかどうかを調べた。 これらの分子の活性化と CCN2 / CTGF、CCN1 / CYR61、

AREG、JAG1 などの YAP 標的遺伝子発現を確認した。次に、定量的リアルタイム PCR を使用

して、ヒト ESCC 細胞株における IL-6 ファミリーサイトカインの発現を測定した。 IL6 / 

IL-6 および LIF は、4 つの食道がん細胞株すべてでさまざまなレベルで発現していたが、

IL11 / IL-11 および IL22 / IL-22 はほとんど検出されなかった。リアルタイム PCR の結

果と一致して、IL-6 タンパク質と LIF タンパク質の両方が、ヒト ESCC 細胞株の培養上清

で ELISA によって検出された。IL-6 ファミリーサイトカインの共通受容体である IL6ST / 

gp130、および IL-6 受容体（IL6R）と LIF 受容体（LIFR）も、ヒト ESCC 細胞株で発現して

おり、IL-6 が LIF は、ヒト ESCC で機能的なオートクラインループを形成する可能性が示

唆された。ヒト ESCC 細胞株は、IL-6 および LIF 刺激後の STAT3 活性化（STAT3 のリン酸化

および核移行）をモニタリングすることにより、外因性 IL-6 および LIF に応答できること

を確認した。以上のデータは、IL-6 および LIF がヒト ESCC 細胞株においてオートクライ

ン様式で機能する可能性があることを示唆している。 

 

2. LIF はヒト ESCC 細胞の SFK–YAP 経路を活性化する 

ヒト ESCC 細胞株におけるオートクライン LIF の役割を調べるために、LIF に対して 2 つ

の異なる siRNA または 3 つの異なる shRNA を使用して ESCC 細胞で LIF をノックダウンし、

定量的リアルタイム PCR によってノックダウン効率を確認した。 LIF ノックダウンは YAP1 

/ YAP とその標的遺伝子の発現を抑制し、YAP と STAT3 の両方の核移行も抑制した。外因
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定は製造元の指示に従って行った。 
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細胞増殖能は、96 ウェルプレートに 1 ウェルあたり 2000 細胞の初期密度で細胞を播種

して測定した。4〜6 日間播種してから 24 時間ごとに、10 µl の Cell Count Reagent SF

（Nacalai Tesque）を細胞培養液に 1〜2 時間添加し、各ウェルの吸光度を 450nm の波長

で iMark マイクロプレートリーダー（Bio-Rad）を用いて測定した。 

 

13. アポトーシスアッセイ 

FITC 結合アネキシン V とヨウ化プロピジウム（PI）で二重染色した後、アネキシン V-

FITC アポトーシス検出キット（BioVision）を使用してアポトーシスを解析した。アネキ

シン V はホスファチジルセリンが露出したアポトーシス細胞に結合するが、PI は膜損傷を

伴う後期アポトーシス細胞および壊死細胞に結合する。染色はメーカーの指示に従って行

った。染色された細胞は FACS Canto II（BD Biosciences）で解析し、データは Diva（BD 

Biosciences）および FlowJo（Tree Star）ソフトウェアを使用して解析した。 

 

14. 創傷治癒アッセイ 

細胞を 6 ウェルプレートで 100％コンフルエンスに達するまで培養した。次に、マイク

ロピペットチップを使用して単層に引っかき傷を付けて「傷」を作り、細胞をマイトマイ

シン C（3 µg / ml）で 1 時間処理した。創傷領域の顕微鏡写真は、BZ-X700 顕微鏡（KEYENCE）

を使用して、「傷」を作ってから 0、24、および 48 時間後に撮影された。Image J ソフトウ

ェアを使用して、創傷閉鎖の割合を定量化および解析した。 

 

15. 細胞遊走アッセイ 

Falcon permeable supports for 24-well plate with 8.0-mm Transparent PET Membrane

を 24 ウェルプレートに置き、インサートあたり 5000 個の細胞を基本培地に播種した。下

部チャンバーは、走化性物質として 10％FBS を添加した基本培地で満たした。細胞を 24 時

間移動させた後、Diff-Quik（Sysmex）を使用して固定および染色した。遊走した細胞の顕

微鏡写真を BZ-X700 顕微鏡（KEYENCE）を使用して撮影し、10 倍の視野あたりの遊走した

細胞をカウントして解析した。 

 

16. 細胞浸潤アッセイ 

Corning BioCoat Matrigel Invasion Chambers with 8.0-mm PET membrane を上部チャ

ンバーに配置し、インサートあたり 5000 個の細胞を基本培地に播種した。下部チャンバー

は、走化性物質として 10％FBS を補充した基礎培地で満たした。細胞を 24 時間移動させ

た後、Diff-Quik（Sysmex）を使用して固定および染色した。遊走した細胞の顕微鏡写真を

BZ-X700 顕微鏡（KEYENCE）を使用して撮影し、10 倍の視野あたりの浸潤細胞をカウントし

て解析した。 

 

17. スフェア形成アッセイ 
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スフェア形成を評価するために、TE-11 細胞を、3D Tumorsphere Medium XF（PromoCell）

を使用して 24 ウェル未処理プレート（Thermo Fisher Scientific）に 5×104 の密度でプ

レーティングしました。腫瘍球の顕微鏡写真は、5〜7 日後に BZ-X700 または BZ-X810 顕微

鏡（KEYENCE）を使用して撮影され、10 倍の視野あたりの腫瘍球の数がカウントおよび解

析した。 

 

18. 統計分析 

すべての統計分析、データ処理、およびグラフ作成は、GraphPad Prism 6.0 または 8.0

を使用して実行された。すべての値は、平均±平均の標準誤差（SEM）として表されている。
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多変量分析を実行しました。統計的有意性は、P <0.05 とした。全生存期間（OS）は、手術

日から死亡日または直近のフォローアップ受診までの時間として定義した。カプランマイ

ヤー曲線を使用して OS の分布を推定し、ログランク検定を使用して統計的有意性を決定

し、カイ 2 乗検定とピアソン相関法を使用して IHC の結果を比較した。 
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で ELISA によって検出された。IL-6 ファミリーサイトカインの共通受容体である IL6ST / 

gp130、および IL-6 受容体（IL6R）と LIF 受容体（LIFR）も、ヒト ESCC 細胞株で発現して

おり、IL-6 が LIF は、ヒト ESCC で機能的なオートクラインループを形成する可能性が示

唆された。ヒト ESCC 細胞株は、IL-6 および LIF 刺激後の STAT3 活性化（STAT3 のリン酸化

および核移行）をモニタリングすることにより、外因性 IL-6 および LIF に応答できること

を確認した。以上のデータは、IL-6 および LIF がヒト ESCC 細胞株においてオートクライ

ン様式で機能する可能性があることを示唆している。 

 

2. LIF はヒト ESCC 細胞の SFK–YAP 経路を活性化する 

ヒト ESCC 細胞株におけるオートクライン LIF の役割を調べるために、LIF に対して 2 つ

の異なる siRNA または 3 つの異なる shRNA を使用して ESCC 細胞で LIF をノックダウンし、

定量的リアルタイム PCR によってノックダウン効率を確認した。 LIF ノックダウンは YAP1 

/ YAP とその標的遺伝子の発現を抑制し、YAP と STAT3 の両方の核移行も抑制した。外因
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性 LIF 刺激は、SFK および STAT3 の活性化、YAP チロシンリン酸化（Y357）、YAP の蓄積、

および核移行を促進したが、外因性 LIF 刺激は、Hippo シグナル伝達経路コンポーネント

Lats1 および Lats2 によってリン酸化される YAP のセリンリン酸化（S127）に影響を与え

なかった。LIF によって誘導された YAP 核移行は、SFK 阻害剤である AZD0530 の添加によ

って阻害された。これらの結果は、ヒト ESCC 細胞において LIF が Hippo 経路に依存しな

いメカニズム、つまり SFK 活性化を介して YAP を活性化していることを示唆している。 

 

3.  LIF は、ヒト ESCC 細胞の細胞増殖を促進し、アポトーシスを阻害する 

次に、ヒト ESCC 細胞の増殖とアポトーシスにおける LIF の役割を調べた。LIF ノックダ

ウンは、ESCC 細胞の増殖と、CCND1 / Cyclin D1、MYC / c-Myc、MKI67 などの増殖関連遺

伝子の発現を抑制した。LIF ノックダウン実験の結果と一致して、LIFR のノックダウンも

ESCC 細胞増殖を抑制した。さらに、LIF ノックダウンは ESCC 細胞アポトーシスを誘導し、

BCL2 / Bcl-2 や BCL2L1 / Bcl-XL などの抗アポトーシス遺伝子の発現を低下させた。これ

らのデータは、LIF がヒト ESCC 細胞の増殖とアポトーシスに強く関与することを示唆して

いる。 

 

4.  LIF は、ヒト ESCC 細胞の細胞移動、浸潤、およびスフェア形成を促進する 

また、細胞の遊走と浸潤における LIF の役割についても検討した。LIF ノックダウンは、

創傷治癒アッセイで細胞遊走を抑制し、トランスウェルアッセイで細胞遊走と浸潤を抑制

し、SNAI2 / SLUG、SNAI1 / SNAIL、TWIST1 / TWIST などの EMT 関連転写因子の発現を抑

制した。これらの発見は、LIF が細胞増殖とアポトーシスに加えてヒト ESCC 細胞の遊走と

浸潤の調節に重要な役割を果たしていることを示唆している。興味深いことに、LIF の発

現はスフェア形成条件下で誘導され、LIF ノックダウンはヒト ESCC 細胞のスフェア形成も

阻害し、ESCC で発現するがん幹細胞マーカーである SOX2 の発現を抑制した。これらのデ

ータは、がん幹細胞における LIF の重要な役割を示唆している。 

 

5. YAP と STAT3 の同時活性化は、ヒト ESCC 細胞増殖における LIF 機能を完全に代償する 

LIF に対する siRNA と YAP および STAT3 の活性型の過剰発現を使用して、YAP と STAT3 の

どちらが LIF の下流でより重要であるかどうかを検討した。その結果、LIF 誘導性の YAP

活性化が、ヒト ESCC 細胞における LIF 誘導性の STAT3 活性化よりもがん細胞の増殖によ

り重要であることが明らかとなった。さらに、LIF ノックダウン TE-8 細胞で共発現された

恒常的活性型 YAP と STAT3 は、細胞増殖を完全に代償することができた。これらのデータ

は、LIF–SFK–YAP 経路がヒト ESCC の成長に重要な役割を果たし、SFK–YAP 経路が LIF シグ

ナル伝達の下流での細胞増殖のために JAK–STAT3 経路と協調して機能することを示唆して

いる。 

 

6. YAP 活性化は、ヒト ESCC 臨床サンプルにおける SFK 活性化および LIF 発現と相関する 

次に、これらの所見がヒトの臨床 ESCC サンプルで再現できるかどうかを検討した。ヒト

ESCC 臨床サンプルを免疫染色することにより、YAP 活性化（核内 YAP）と SFK 活性化（リ

ン酸化 SFK）の関係、および食道がん細胞における YAP 活性化と LIF 発現を検討した。SFK
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活性化はヒト ESCC サンプルの YAP 活性化と関連しており、YAP 活性化を伴う ESCC の患者

は予後不良を示した。LIF の発現レベルは、ESCC 患者のヒト組織アレイにおける YAP の活

性化レベルと正の相関がありましたが、弱い相関であり、LIF シグナル伝達とともに、IL-

6 シグナル伝達が、in vivo での YAP 活性化にも関与している可能性が示唆された。以上

のデータは、ヒト ESCC 臨床サンプルにおける LIF–SFK–YAP 経路の重要性を示唆している。 

 

7. YAP の活性化は、ヒト ESCC 細胞の細胞増殖とスフェア形成を促進する 

   YAP に対する shRNA または YAP 阻害剤のいずれかを使用して、ヒト ESCC 細胞における

YAP の役割を検討した。以前の報告と一致して、YAP ノックダウンは LIF ノックダウン実験

でも観察されたようにヒト ESCC 細胞の増殖を抑制した。また 2 つの YAP 阻害剤（CIL56 と

verteporfin）もヒト ESCC 細胞の増殖を抑制した。これらのデータは、ヒト ESCC 治療の標

的候補としての YAP の重要性を示唆している。 

 

8.  SFK と JAK の同時阻害は、ESCC 細胞の増殖を相加的に抑制する 

   次に、SFK および JAK 阻害剤による SFK-YAP および JAK-STAT3 経路の同時阻害の治療効

果を検討した。予想通り、これらの経路の同時阻害は、単一経路阻害と比較して、ヒト ESCC

細胞株における細胞増殖および増殖関連遺伝子の発現を効果的に抑制した。さらに、ヒト

ESCC の標準治療である 5-フルオロウラシル（5-FU）は、これらの阻害剤と組み合わせて、

細胞増殖を相加的に抑制しました。これらの発見は、SFK–YAP 経路と JAK–STAT3 経路の両

方を標的とすることが、ヒト ESCC の新しい治療となる可能性を示唆している。 

 

9.  オートクライン LIF シグナル伝達は、in vivo でのヒト ESCC 増殖の主要な誘導因子と

して機能する 

   最後に、マウスの LIF はヒト LIFR を活性化できないため、in vivo 腫瘍増殖中のオー

トクライン LIF シグナルの役割を調べた。TE-11 細胞に皮下移植し、shRNA による LIF ノ

ックダウン効果を SCID ベージュマウスで検討した。LIF ノックダウン TE-11 細胞は、SCID

ベージュマウスにおいてコントロール細胞よりもゆっくりと増殖した。この結果と一致し

て、腫瘍組織学的分析は、増殖性（Ki67 陽性）腫瘍細胞およびアポトーシス性（Cleaved-

Caspase-3 陽性）腫瘍細胞が少なく、LIF ノックダウン腫瘍における YAP 活性化が少ないこ

とが明らかとなった。以上のデータは、オートクラインン LIF シグナル伝達が in vivo で

の ESCC 増殖の主要な誘導因子として機能することを示唆している。 

 

 

IV 考察 

 

ヒト ESCC 細胞で高度に発現しているオートクライン LIF の役割を検討した。LIF ノック

ダウンは、増殖、遊走/浸潤、スフェア形成を抑制し、がん細胞のアポトーシスを誘導した。

LIF は JAK–STAT3 経路の活性化に加えて SFK を介して YAP を活性化し、LIF が誘導する YAP

の活性化は、LIF が誘導する STAT3 の活性化よりもがん細胞の増殖に重要であることを示

した。さらに、SFK の活性化と LIF の発現がヒト ESCC 組織の YAP 活性化と相関し、オート
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性 LIF 刺激は、SFK および STAT3 の活性化、YAP チロシンリン酸化（Y357）、YAP の蓄積、

および核移行を促進したが、外因性 LIF 刺激は、Hippo シグナル伝達経路コンポーネント

Lats1 および Lats2 によってリン酸化される YAP のセリンリン酸化（S127）に影響を与え

なかった。LIF によって誘導された YAP 核移行は、SFK 阻害剤である AZD0530 の添加によ

って阻害された。これらの結果は、ヒト ESCC 細胞において LIF が Hippo 経路に依存しな

いメカニズム、つまり SFK 活性化を介して YAP を活性化していることを示唆している。 

 

3.  LIF は、ヒト ESCC 細胞の細胞増殖を促進し、アポトーシスを阻害する 

次に、ヒト ESCC 細胞の増殖とアポトーシスにおける LIF の役割を調べた。LIF ノックダ

ウンは、ESCC 細胞の増殖と、CCND1 / Cyclin D1、MYC / c-Myc、MKI67 などの増殖関連遺

伝子の発現を抑制した。LIF ノックダウン実験の結果と一致して、LIFR のノックダウンも

ESCC 細胞増殖を抑制した。さらに、LIF ノックダウンは ESCC 細胞アポトーシスを誘導し、

BCL2 / Bcl-2 や BCL2L1 / Bcl-XL などの抗アポトーシス遺伝子の発現を低下させた。これ

らのデータは、LIF がヒト ESCC 細胞の増殖とアポトーシスに強く関与することを示唆して

いる。 

 

4.  LIF は、ヒト ESCC 細胞の細胞移動、浸潤、およびスフェア形成を促進する 

また、細胞の遊走と浸潤における LIF の役割についても検討した。LIF ノックダウンは、

創傷治癒アッセイで細胞遊走を抑制し、トランスウェルアッセイで細胞遊走と浸潤を抑制

し、SNAI2 / SLUG、SNAI1 / SNAIL、TWIST1 / TWIST などの EMT 関連転写因子の発現を抑

制した。これらの発見は、LIF が細胞増殖とアポトーシスに加えてヒト ESCC 細胞の遊走と

浸潤の調節に重要な役割を果たしていることを示唆している。興味深いことに、LIF の発

現はスフェア形成条件下で誘導され、LIF ノックダウンはヒト ESCC 細胞のスフェア形成も

阻害し、ESCC で発現するがん幹細胞マーカーである SOX2 の発現を抑制した。これらのデ

ータは、がん幹細胞における LIF の重要な役割を示唆している。 

 

5. YAP と STAT3 の同時活性化は、ヒト ESCC 細胞増殖における LIF 機能を完全に代償する 

LIF に対する siRNA と YAP および STAT3 の活性型の過剰発現を使用して、YAP と STAT3 の

どちらが LIF の下流でより重要であるかどうかを検討した。その結果、LIF 誘導性の YAP

活性化が、ヒト ESCC 細胞における LIF 誘導性の STAT3 活性化よりもがん細胞の増殖によ

り重要であることが明らかとなった。さらに、LIF ノックダウン TE-8 細胞で共発現された

恒常的活性型 YAP と STAT3 は、細胞増殖を完全に代償することができた。これらのデータ

は、LIF–SFK–YAP 経路がヒト ESCC の成長に重要な役割を果たし、SFK–YAP 経路が LIF シグ

ナル伝達の下流での細胞増殖のために JAK–STAT3 経路と協調して機能することを示唆して

いる。 

 

6. YAP 活性化は、ヒト ESCC 臨床サンプルにおける SFK 活性化および LIF 発現と相関する 

次に、これらの所見がヒトの臨床 ESCC サンプルで再現できるかどうかを検討した。ヒト

ESCC 臨床サンプルを免疫染色することにより、YAP 活性化（核内 YAP）と SFK 活性化（リ

ン酸化 SFK）の関係、および食道がん細胞における YAP 活性化と LIF 発現を検討した。SFK
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活性化はヒト ESCC サンプルの YAP 活性化と関連しており、YAP 活性化を伴う ESCC の患者

は予後不良を示した。LIF の発現レベルは、ESCC 患者のヒト組織アレイにおける YAP の活

性化レベルと正の相関がありましたが、弱い相関であり、LIF シグナル伝達とともに、IL-

6 シグナル伝達が、in vivo での YAP 活性化にも関与している可能性が示唆された。以上

のデータは、ヒト ESCC 臨床サンプルにおける LIF–SFK–YAP 経路の重要性を示唆している。 

 

7. YAP の活性化は、ヒト ESCC 細胞の細胞増殖とスフェア形成を促進する 

   YAP に対する shRNA または YAP 阻害剤のいずれかを使用して、ヒト ESCC 細胞における

YAP の役割を検討した。以前の報告と一致して、YAP ノックダウンは LIF ノックダウン実験

でも観察されたようにヒト ESCC 細胞の増殖を抑制した。また 2 つの YAP 阻害剤（CIL56 と

verteporfin）もヒト ESCC 細胞の増殖を抑制した。これらのデータは、ヒト ESCC 治療の標

的候補としての YAP の重要性を示唆している。 

 

8.  SFK と JAK の同時阻害は、ESCC 細胞の増殖を相加的に抑制する 

   次に、SFK および JAK 阻害剤による SFK-YAP および JAK-STAT3 経路の同時阻害の治療効

果を検討した。予想通り、これらの経路の同時阻害は、単一経路阻害と比較して、ヒト ESCC

細胞株における細胞増殖および増殖関連遺伝子の発現を効果的に抑制した。さらに、ヒト

ESCC の標準治療である 5-フルオロウラシル（5-FU）は、これらの阻害剤と組み合わせて、

細胞増殖を相加的に抑制しました。これらの発見は、SFK–YAP 経路と JAK–STAT3 経路の両

方を標的とすることが、ヒト ESCC の新しい治療となる可能性を示唆している。 

 

9.  オートクライン LIF シグナル伝達は、in vivo でのヒト ESCC 増殖の主要な誘導因子と

して機能する 

   最後に、マウスの LIF はヒト LIFR を活性化できないため、in vivo 腫瘍増殖中のオー

トクライン LIF シグナルの役割を調べた。TE-11 細胞に皮下移植し、shRNA による LIF ノ

ックダウン効果を SCID ベージュマウスで検討した。LIF ノックダウン TE-11 細胞は、SCID

ベージュマウスにおいてコントロール細胞よりもゆっくりと増殖した。この結果と一致し

て、腫瘍組織学的分析は、増殖性（Ki67 陽性）腫瘍細胞およびアポトーシス性（Cleaved-

Caspase-3 陽性）腫瘍細胞が少なく、LIF ノックダウン腫瘍における YAP 活性化が少ないこ

とが明らかとなった。以上のデータは、オートクラインン LIF シグナル伝達が in vivo で

の ESCC 増殖の主要な誘導因子として機能することを示唆している。 

 

 

IV 考察 

 

ヒト ESCC 細胞で高度に発現しているオートクライン LIF の役割を検討した。LIF ノック

ダウンは、増殖、遊走/浸潤、スフェア形成を抑制し、がん細胞のアポトーシスを誘導した。

LIF は JAK–STAT3 経路の活性化に加えて SFK を介して YAP を活性化し、LIF が誘導する YAP

の活性化は、LIF が誘導する STAT3 の活性化よりもがん細胞の増殖に重要であることを示

した。さらに、SFK の活性化と LIF の発現がヒト ESCC 組織の YAP 活性化と相関し、オート
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クライン LIF シグナル伝達が in vivo でのヒト ESCC の増殖を促進することを明らかにし

た。したがって、LIF–SFK–YAP axis は、ヒト ESCC 療法の新しい標的となる可能性がある。 

LIF はサイトカインの IL-6 ファミリーのメンバーであり、胚性幹細胞の自己複製と多能

性の維持において極めて重要な役割を果たす。LIF の発現は、我々の研究ではスフェア形

成条件下でも誘導され、がん幹細胞の維持における LIF の重要性を示唆している。さらに、

LIF はさまざまながんにおいてオートクラインまたはパラクライン様式で腫瘍の発生を促

進する。LIF はオートクライン様式で機能し、いくつかのタイプのがん細胞は変異を獲得

した後に LIF を発現すると報告されている。ただし、転写因子、シグナル伝達経路、およ

び/またはがん細胞における LIF 発現の誘導に関与するエピジェネティックな変化は不明

なままである。LIF が gp130 を介して JAK–STAT3 経路を活性化できることはよく知られて

いる。本研究では、IL-6 と同様に、LIF もがん細胞の SFK-YAP 経路を活性化し、SFK-YAP お

よび JAK-STAT3 経路の同時阻害が ESCC の増殖を効果的に抑制することを示した。現在、

JAK 阻害剤と SFK 阻害剤は他の疾患の治療に使用されているため、早期の臨床応用が期待

される。さらに、STAT3 および YAP の活性化は化学療法抵抗性と密接に関連しており、5-

FU への JAK および SFK 阻害剤の添加は ESCC 細胞の増殖を相加的に抑制した。 

   また、SFK–YAP 経路は、JAK–STAT3 経路よりもヒト ESCC 細胞増殖において重要であるこ

とを明らかにした。JAK 阻害剤は、STAT3 活性を抑制するために臨床的に使用されている。

しかし、それらを長期間使用すると免疫不全につながる可能性があり、悪性腫瘍や感染症

のリスクを高める可能性がある。したがって、場合によっては、SFK-YAP 経路のみを標的

とすることが望ましいと考えられる。 

   LIF と IL-6 の関係に関する研究では、これらのサイトカインが卵巣がんの促進に同様

の効果を示すことが報告されている。我々の結果は、IL-6 がまだ発現しているにも関わら

ず、LIF ノックダウンが重度の表現型を誘導したため、IL-6 が ESCC 細胞における LIF の

役割を補うことができないことを示している。 LIF と IL-6 は、JAK–STAT3、Ras–ERK、PI3K–

Akt、SFK–YAP 経路などの同様の下流シグナル伝達経路を活性化する。したがって、IL-6 が

ヒト ESCC 細胞の LIF を代償できない理由を明らかにするには、さらなる研究が必要であ

る。 

  我々の研究は、ヒト ESCC 細胞における LIF の発現とその重要性を明らかにした。LIF は

STAT3 と YAP を活性化することにより腫瘍を促進し、STAT3 と YAP は、それぞれ JAK 阻害

剤と SFK 阻害剤によって抑制される。JAK 阻害剤による全身の STAT3 活性化阻害は、免疫

抑制をもたらす。したがって、詳細な LIF の下流のシグナル伝達経路を解明することは、

LIF を標的としたがん治療にとって重要な検討事項である。 
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《研究の概要》 

 
 近年、心不全患者は増加の一途を辿り、本邦では約 200 万人にも及ぶとされている。このような

心不全患者の急増は「心不全パンデミック」と呼ばれ、より良い心不全治療の開発は世界的な重要

課題として位置づけられている。高血圧症は、心肥大・心不全（心臓リモデリング）を引き起こす

重要な基礎疾患であり、これまで降圧剤を中心とした血圧コントロールによって心肥大・心不全の

発症の予防を目指す治療が広く行われてきた。しかしながら、既に心不全を発症してしまった症例

は爆発的に増加し続けており、一旦低下した心機能の回復（リバースリモデリング）を進める新規

治療法の確立が臨床の現場では切望されている。 

 心不全の動物実験モデルとして、これまではマウス横行大動脈縮窄モデル（Transverse Aortic 
Constriction, TAC）が心筋細胞肥大・心臓線維化という心不全病態の「進展プロセス」を理解する

ために大きく貢献してきた。しかしながら心肥大・心不全病態発症プロセスを逆行させても心機能

が回復する訳ではなく、心肥大・心不全の「回復プロセス」を直接的に検証する新たな実験モデル

の開発が切望されてきた。 

 今回我々は、TAC 実施後に圧負荷を解除することにより一旦発症した心不全を回復させる独自の

実験モデル reverse TAC を新たに樹立し、回復過程の解析を行なった。結果、TAC モデルによる

圧負荷で心肥大・心不全が発症する過程では炎症惹起型のM1 マクロファージが心臓組織で活性化

しているのに対して、圧負荷解除後の心臓組織には炎症抑制型のM2 マクロファージが集積し、心

機能回復過程に必須の役割を果たしていることが明らかとなった。またM2 マクロファージは、低

酸素誘導型転写因子 HIF-2α 依存的に固有の細胞機能が調整されており、新たに探索した HIF-2α
の標的遺伝子X は心機能の回復に寄与することが示唆された。 

 本研究で得られた研究成果は、臨床の現場で求められているリバースリモデリング治療の開発に

直接的に貢献し得る基盤的知見であり、これまで真の治療介入が困難であった多くの心不全症例に

とって大きな福音となるものと考えられる。 
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Ⅰ 研究目的 

 日本人の３人に１人は高血圧に罹患している。高血圧は、心血管病・脳卒中・慢性腎臓病など、

あらゆる疾患の罹患リスクを増悪させ、高血圧に起因する死亡者は年間 10 万人にも及ぶ。そして

驚くべきことに、高血圧罹患者のうちで実際に高血圧の治療を受けているのは約５割だけであり、

血圧が正常範囲にコントロールされているのはさらにその４割に過ぎない。すなわち、ほとんどの

高血圧患者では、適切な治療・管理がなされず、全身の臓器が過剰な血圧負荷に曝され続けている

というのが現状である。 

 高血圧による圧負荷が心臓に持続的に加わると、心筋細胞の肥大・変成・脱落や間質の線維化を

伴って、左室拡張能・収縮能が低下していく。この過程は心臓リモデリングと呼ばれ、心不全発症

の病態基盤と考えられている。この心臓リモデリングの発症過程を反映する動物実験モデルとして

これまでマウス横行大動脈縮窄モデル（Transverse Aortic Constriction, TAC）が広く用いられ、

心不全の発症過程を規定する因子の研究、すなわち「心不全の発症予防につながる研究」が進めら

れてきた。しかし残念ながら、高血圧症患者の多くは管理不十分な状態であり、循環器内科を受診

する時点で既に心臓リモデリングが発症・進展した状態に陥っている。よって、臨床の現場で真に

求められているのは、心不全にならないための「予防」ではなく、リモデリングした心臓を正常化

する「治療」であると考えられる。既存の降圧薬・心保護薬を用いた高血圧・心不全の治療では、

必ずしも心機能の正常化は得られないことが分かっている。よって、心機能正常化（リバースリモ

デリング）の分子機構を詳細に明らかにし、心機能正常化療法という新規心不全治療法を確立する

ことが、我々循環器内科医にとっての急務である。 

 我々はこれまで、マクロファージを介する炎症プロセスが組織のリモデリング・線維化の進展に

おいて重要な役割を果たすことを明らかにしてきた（Nature 2008, PNAS 2010, Cancer Res.         

2012,etc）。組織マクロファージには、

炎症惹起型(M1)と抑制型(M2)の亜集団

があることが近年知られているが、我々

は M1 の活性化には低酸素誘導型転写

因子 HIF-1αを介する低酸素シグナル

が必須であることを報告した（Gene 
Dev. 2010, Nat Commun. 2016）。さら

にTAC モデルを用いた解析から、心不

全の心臓組織では低酸素領域に M1 が

集積し、Oncostatin-M (OSM)を分泌す

ることで心臓線維化を抑制することを

見出している（Nat Commun. 2019）。 

これまで申請者が明らかにしたこと 

OSM (ヒト心不全） 

M1-Mφ Oncosta n-M 
(OSM) 

心臓線維芽細胞 

HIF-1α 

(Gene Dev. 2010) 
(Nat Commun. 2016) 

心肥大進展過程でM1-Mφが線維化を抑制する 

OSM陽性細胞数 
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線
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本研究にあたり、我々は上記 TAC モデルを独自に改良し、上行大動脈縮窄のメカノストレスを

解除することで心機能の回復過程を観察できる病態モデル(reverse TAC)を立案した。reverse TAC
モデルを用いて、これまで我々が行ってきた心筋細胞・心臓線維芽細胞・心臓マクロファージの細

胞間相互作用、および低酸素シグナルと炎症プロセスの協調という切り口から心機能回復過程のプ

ロセスを解明し、臨床の現場における真のニーズである心不全病態回復療法の開発につながる基盤

的知見の新規取得を目指していくのが、本研究の主たる目的および内容である。

Ⅱ 研究計画および材料と方法

これまで我々は TAC モデルを用いた解析から、心不全を来した心臓組織の低酸素領域には炎症

惹起型の M1 マクロファージが集積し、心臓線維化に対し抑制的に働くことを明らかにしてきた。

本研究では、施した上行大動脈縮窄のメカノストレスを解除することによって心機能の回復過程を

観察できる病態モデル(reverse TAC)を確立し、臨床の現場における真のニーズである心機能回復

過程を検証した。

さらに興味深い事に、これまでの予備的実験から、心機能回復期においてはM1 マクロファージ

のみならず炎症抑制型の M2 マクロファージも重要な役割を果たしていることが示唆されていた。

そこで本研究ではClodronate Liposome を用いたマクロファージ除去や、M2 マクロファージの機

能が低下した STAT6 欠損マウス・HIF-2α 欠損マウス(Lysm-HIF-2α KO)を用いた実験により、

M2 マクロファージによる心肥大退縮・心臓線維化消退のメカニズムを検証した。

また M1・M2 マクロファージはそれぞれ HIF-1α・HIF-2αによって機能的制御を受けている。

そこで我々はさらに、HIF 欠損マウスを用いた低酸素刺激下におけるマクロファージの網羅的遺伝

子発現解析(transcriptome)を行い、マクロファージ由来のいかなる因子が心臓線維化回復の役割

を果たしているか、その同定を進めた。
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Ⅰ 研究目的 

 日本人の３人に１人は高血圧に罹患している。高血圧は、心血管病・脳卒中・慢性腎臓病など、

あらゆる疾患の罹患リスクを増悪させ、高血圧に起因する死亡者は年間 10 万人にも及ぶ。そして

驚くべきことに、高血圧罹患者のうちで実際に高血圧の治療を受けているのは約５割だけであり、

血圧が正常範囲にコントロールされているのはさらにその４割に過ぎない。すなわち、ほとんどの

高血圧患者では、適切な治療・管理がなされず、全身の臓器が過剰な血圧負荷に曝され続けている

というのが現状である。 

 高血圧による圧負荷が心臓に持続的に加わると、心筋細胞の肥大・変成・脱落や間質の線維化を

伴って、左室拡張能・収縮能が低下していく。この過程は心臓リモデリングと呼ばれ、心不全発症

の病態基盤と考えられている。この心臓リモデリングの発症過程を反映する動物実験モデルとして

これまでマウス横行大動脈縮窄モデル（Transverse Aortic Constriction, TAC）が広く用いられ、

心不全の発症過程を規定する因子の研究、すなわち「心不全の発症予防につながる研究」が進めら

れてきた。しかし残念ながら、高血圧症患者の多くは管理不十分な状態であり、循環器内科を受診

する時点で既に心臓リモデリングが発症・進展した状態に陥っている。よって、臨床の現場で真に

求められているのは、心不全にならないための「予防」ではなく、リモデリングした心臓を正常化

する「治療」であると考えられる。既存の降圧薬・心保護薬を用いた高血圧・心不全の治療では、

必ずしも心機能の正常化は得られないことが分かっている。よって、心機能正常化（リバースリモ

デリング）の分子機構を詳細に明らかにし、心機能正常化療法という新規心不全治療法を確立する

ことが、我々循環器内科医にとっての急務である。 

 我々はこれまで、マクロファージを介する炎症プロセスが組織のリモデリング・線維化の進展に

おいて重要な役割を果たすことを明らかにしてきた（Nature 2008, PNAS 2010, Cancer Res.         

2012,etc）。組織マクロファージには、

炎症惹起型(M1)と抑制型(M2)の亜集団

があることが近年知られているが、我々

は M1 の活性化には低酸素誘導型転写

因子 HIF-1αを介する低酸素シグナル

が必須であることを報告した（Gene 
Dev. 2010, Nat Commun. 2016）。さら

にTAC モデルを用いた解析から、心不

全の心臓組織では低酸素領域に M1 が

集積し、Oncostatin-M (OSM)を分泌す

ることで心臓線維化を抑制することを

見出している（Nat Commun. 2019）。 

これまで申請者が明らかにしたこと 
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本研究にあたり、我々は上記 TAC モデルを独自に改良し、上行大動脈縮窄のメカノストレスを

解除することで心機能の回復過程を観察できる病態モデル(reverse TAC)を立案した。reverse TAC
モデルを用いて、これまで我々が行ってきた心筋細胞・心臓線維芽細胞・心臓マクロファージの細

胞間相互作用、および低酸素シグナルと炎症プロセスの協調という切り口から心機能回復過程のプ

ロセスを解明し、臨床の現場における真のニーズである心不全病態回復療法の開発につながる基盤

的知見の新規取得を目指していくのが、本研究の主たる目的および内容である。

Ⅱ 研究計画および材料と方法

これまで我々は TAC モデルを用いた解析から、心不全を来した心臓組織の低酸素領域には炎症

惹起型の M1 マクロファージが集積し、心臓線維化に対し抑制的に働くことを明らかにしてきた。

本研究では、施した上行大動脈縮窄のメカノストレスを解除することによって心機能の回復過程を

観察できる病態モデル(reverse TAC)を確立し、臨床の現場における真のニーズである心機能回復

過程を検証した。

さらに興味深い事に、これまでの予備的実験から、心機能回復期においてはM1 マクロファージ

のみならず炎症抑制型の M2 マクロファージも重要な役割を果たしていることが示唆されていた。

そこで本研究ではClodronate Liposome を用いたマクロファージ除去や、M2 マクロファージの機

能が低下した STAT6 欠損マウス・HIF-2α 欠損マウス(Lysm-HIF-2α KO)を用いた実験により、

M2 マクロファージによる心肥大退縮・心臓線維化消退のメカニズムを検証した。

また M1・M2 マクロファージはそれぞれ HIF-1α・HIF-2αによって機能的制御を受けている。

そこで我々はさらに、HIF 欠損マウスを用いた低酸素刺激下におけるマクロファージの網羅的遺伝

子発現解析(transcriptome)を行い、マクロファージ由来のいかなる因子が心臓線維化回復の役割

を果たしているか、その同定を進めた。
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Ⅲ 研究成果 

心機能回復過程にはM2 マクロファージが寄与している 

 本研究で我々は、従来の実験モデルであるTAC に加えて、TAC を中途解除する reverse TAC を

樹立・実施し、reverse TAC を用いた実験により、解除後に心肥大の退縮・心機能の回復が得られ

ることを確認した。さらに興味深いことに、回復期の心臓組織には炎症抑制型M2 マクロファージ

が集積しており、clodronate liposome 投与による M2 の除去、あるいは前述の欠損マウスにおけ

るM2 マクロファージの機能障害を呈した状態では、心機能の改善が得られなくなることを確認し

た。これまでに我々は TAC を用いた解析により、心臓に圧負荷がかかっている心不全発症過程に

おいては炎症惹起型M1 マ

クロファージがサイトカイ

ン OSM を分泌し、線維化

の進展に抑制的にはたらく

ことを示してきたが、本研

究によりさらに圧負荷解除

後である心不全回復過程に

おいては別の亜集団である

M2 マクロファージも重要

な役割を果たしていること

が示唆された。 

新規HIF-2α標的遺伝子の同定 

 我々は、炎症惹起型M1 マクロファージ・抑制型M2 マクロファージは、それぞれ低酸素誘導型

転写因子 HIF-1α・HIF-2α によって固有の細胞機能が制御されることを示してきた（Gene Dev. 
2010, Nat Commun. 2016）。さらに上記の実験結果から、M2 マクロファージが圧負荷解除後の心

機能回復に重要であることが示されたため、

我々はHIF-2α欠損マウスを用いて低酸素刺

激下におけるマクロファージの網羅的遺伝

子発現解析(transcriptome)を行い、マクロ

ファージ由来のいかなる因子が心臓線維化

回復の役割を果たしているかを検討した。結

果、新規のHIF-2α標的遺伝子群を見出すこ

とに成功した。低酸素刺激下にHIF-2α依存

的に発現するこれらの遺伝子群は、すなわち

心機能回復過程の key factor の重要な候補

であり、現在同因子に対して薬理学的あるい

は遺伝学的介入を加えて心機能回復メカニ

ズムの分子機構の解析を進めるとともに、候

補選定のため後述の実験も実施している。 

TAC  reverse TAC    

M2ママククロロフファァーージジがが心心機機能能回回復復過過程程にに寄寄与与ししてていいるる  
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心肥大・心機能の回復とプロテアソーム系の関連 

 我々は心肥大・心機能が回復する過程の心筋細胞可塑性に着目し、TAC／reverse TAC の実験系

にプロテアソーム阻害薬を加え実験を行なった。その結果、投与群においては心肥大・心機能の回

復が抑制されることが示された。プロテ

アソーム系は細胞サイズの調節におい

て重要な役割を果たしており、その活性

は細胞内 ATP レベルによって制御され

ている。以上のプロテアソーム・細胞内

ATPという観点と前述のHIF-2α標的遺

伝子群のデータを merge させることに

よって、心機能回復因子の候補選定を推

進している。 

ヒト臨床検体におけるOSM 発現の解析 

 我々は今回の基礎研究遂行中に、平行して種々の

臨床研究も実施してきた(後述成果参照)が、実際の

臨床病態においては圧負荷と圧負荷解除が分断して

生じるわけではなく、連続的あるいは混在した状態

であると考えられる。そこで発展的解析として、我々

がこれまでに明らかにしてきた心肥大・心臓線維化

の発症抑制因子である OSM についても、ヒト臨床

検体を用いてさらなる解析を進めてきた。 
 我々はヒト重症心不全の症例について、心筋組織

の OSM 発現が線維化と逆相関を示すことを既に報

告してきた。さらに慢性心房細動症例の左心耳組織

においても、組織リモデリングと OSM 発現は逆相

関することを示した。またヒト重症心不全症例の血

清サンプルにおけるOSM濃度を測定し、high OSM
を呈する症例群の存在を確認した。現在、血清OSM
濃度と臨床像の関連性から、その臨床的意義を解析

している。 

（以上の研究成果は未発表データであり、現在論文投稿中である。） 
 
 
Ⅳ 考察 

 未曾有の高齢化に伴い、本邦の心血管疾患症例は増加している。特に近年、心不全患者は増加の

一途を辿り、本邦では約 200 万人にも及ぶとされている。当研究所付属病院も参画する東京都CCU
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Ⅲ 研究成果 

心機能回復過程にはM2 マクロファージが寄与している 

 本研究で我々は、従来の実験モデルであるTAC に加えて、TAC を中途解除する reverse TAC を

樹立・実施し、reverse TAC を用いた実験により、解除後に心肥大の退縮・心機能の回復が得られ

ることを確認した。さらに興味深いことに、回復期の心臓組織には炎症抑制型M2 マクロファージ

が集積しており、clodronate liposome 投与による M2 の除去、あるいは前述の欠損マウスにおけ

るM2 マクロファージの機能障害を呈した状態では、心機能の改善が得られなくなることを確認し

た。これまでに我々は TAC を用いた解析により、心臓に圧負荷がかかっている心不全発症過程に

おいては炎症惹起型M1 マ

クロファージがサイトカイ
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な役割を果たしていること
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 我々は、炎症惹起型M1 マクロファージ・抑制型M2 マクロファージは、それぞれ低酸素誘導型

転写因子 HIF-1α・HIF-2α によって固有の細胞機能が制御されることを示してきた（Gene Dev. 
2010, Nat Commun. 2016）。さらに上記の実験結果から、M2 マクロファージが圧負荷解除後の心

機能回復に重要であることが示されたため、

我々はHIF-2α欠損マウスを用いて低酸素刺

激下におけるマクロファージの網羅的遺伝

子発現解析(transcriptome)を行い、マクロ

ファージ由来のいかなる因子が心臓線維化

回復の役割を果たしているかを検討した。結

果、新規のHIF-2α標的遺伝子群を見出すこ

とに成功した。低酸素刺激下にHIF-2α依存

的に発現するこれらの遺伝子群は、すなわち

心機能回復過程の key factor の重要な候補

であり、現在同因子に対して薬理学的あるい

は遺伝学的介入を加えて心機能回復メカニ

ズムの分子機構の解析を進めるとともに、候

補選定のため後述の実験も実施している。 
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心肥大・心機能の回復とプロテアソーム系の関連 

 我々は心肥大・心機能が回復する過程の心筋細胞可塑性に着目し、TAC／reverse TAC の実験系

にプロテアソーム阻害薬を加え実験を行なった。その結果、投与群においては心肥大・心機能の回

復が抑制されることが示された。プロテ

アソーム系は細胞サイズの調節におい

て重要な役割を果たしており、その活性

は細胞内 ATP レベルによって制御され

ている。以上のプロテアソーム・細胞内

ATPという観点と前述のHIF-2α標的遺

伝子群のデータを merge させることに

よって、心機能回復因子の候補選定を推

進している。 

ヒト臨床検体におけるOSM 発現の解析 

 我々は今回の基礎研究遂行中に、平行して種々の

臨床研究も実施してきた(後述成果参照)が、実際の

臨床病態においては圧負荷と圧負荷解除が分断して

生じるわけではなく、連続的あるいは混在した状態

であると考えられる。そこで発展的解析として、我々

がこれまでに明らかにしてきた心肥大・心臓線維化

の発症抑制因子である OSM についても、ヒト臨床

検体を用いてさらなる解析を進めてきた。 
 我々はヒト重症心不全の症例について、心筋組織

の OSM 発現が線維化と逆相関を示すことを既に報

告してきた。さらに慢性心房細動症例の左心耳組織

においても、組織リモデリングと OSM 発現は逆相

関することを示した。またヒト重症心不全症例の血

清サンプルにおけるOSM濃度を測定し、high OSM
を呈する症例群の存在を確認した。現在、血清OSM
濃度と臨床像の関連性から、その臨床的意義を解析

している。 

（以上の研究成果は未発表データであり、現在論文投稿中である。） 
 
 
Ⅳ 考察 
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ネットワークから出された近年の報告によれば、心不全の搬送者数は既に急性心筋梗塞の搬送者数

を上回っているという(年間約 5000 例 vs 4500 例)。このような心不全患者の急増は「心不全パン

デミック」と呼ばれ、心不全診療は現代医療の重要課題のひとつとして位置づけられている。 

 高血圧症は本邦で最も有病率の高い生活習慣病の１つであり、持続的な高血圧は心肥大・心不全

（心臓リモデリング）を引き起こすため、心不全の重要な基礎疾患である。現在まで降圧剤を中心

とした血圧コントロールによって、心肥大・心不全発症の予防を目指す治療が広く行われてきた。

しかし残念ながら、既に心不全を発症してしまった症例は前述のごとく現在爆発的に増加し続けて

いる。よって、一旦低下した心機能の回復（リバースリモデリング）を目指した新たな治療アプロ

ーチが臨床的に強く求められているが、残念ながら降圧剤など心肥大発症予防治療法は必ずしもリ

バースリモデリングに有効では無かった。つまり、“病気にならないこと（発症の予防）”を望まな

い人はいないが、臨床の現場では“病気を治すこと（障害の回復）”がより強く求められているの

が現実であった。 

 このような心不全の動物実験モデルとして、これまでは TAC モデルが心筋細胞肥大・心臓線維

化という心不全病態の進展プロセスを理解するために大きく貢献してきた。しかしながら心肥大・

心不全病態発症プロセスを逆行させても心機能が回復する訳ではなく、心機能回復プロセスを検証

する新たな病態モデル開発が切望されてきた。 

 今回我々は TAC モデル後に圧負荷を解除することにより、発症した心不全を回復させる独自の

実験モデル reverse TAC を樹立し解析を行なった。結果、圧負荷解除後の心臓組織には炎症抑制型

のM2 マクロファージが集積し、心機能回復過程に必須の役割を果たしていることが明らかとなっ

た。またM2 マクロファージはHIF-2α依存的に固有の細胞機能が調整されており、新たに探索し

たHIF-2αの標的遺伝子X は心機能の回復に寄与することが示唆された。本研究で得られた研究成

果は、臨床の現場で求められているリバースリモデリング治療の開発に直接的に貢献し得る基盤的

知見であり、これまで真の治療介入が困難であった多くの心不全症例にとって大きな福音となるも

のと考えられた。 
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＜研究の概要＞ 

現代の高齢化社会において、心不全患者に高齢者の占める割合は高く今後益々増加が予

想されるにもかかわらず、これまで施行されてきた多くの心不全の臨床試験において高齢

者が除外基準とされており、高齢者の心不全についての臨床特性に不明な点が多いという

ことが問題となっている。特に、比較的新たな概念である加齢性の心臓拡張機能の低下、

加齢性左室収縮能保持性心不全については、現在有効性が証明された治療法は皆無である。

高齢者は一般的に 65 歳以上と定義されるが、同定義による高齢者群はヘテロな集団であ

る。現在急速に進行している高齢化から、高齢者の中でもさらに高年齢の、例えば 85 歳以

上の超高齢者の割合は上昇傾向である。したがって、加齢性左室収縮能保持性心不全の中

でも年齢による病態の相違は重要な研究テーマである。加齢性の心臓拡張機能の低下、加

齢性左室収縮能保持性心不全の治療へとつながる病態解明には個々の症例に対する掘り下

げた詳細な検討が必要不可欠と考えられる。一方、基礎研究においてはエピジェネティッ

クスの分野で microRNAs (miRNAs)と心不全の関連が注目されているものの、未だ不明な点

も多い。また、幹細胞研究の分野は進歩が著しいものの急性心不全に対する臨床応用には

至っていない。 

本研究では、加齢性の心臓拡張機能の低下から発症すると考えられている加齢性左室収

縮能保持性心不全を 65-84 歳群と 85 歳以上の超高齢者群に分け、臨床像を詳細に解析し

た。その結果、85 歳以上の超高齢者群は全体の 42%と多くを占め、65-84 歳群と比べて臨

床特性に重要な差違が認められた。85 歳以上の超高齢者群は 65-84 歳群と比べて心不全入

院の既往率、入院時の血漿 B-type natriuretic peptide 値が有意に高いことからよりリ

スクが高いことが示唆され、院内死亡率も高かったことから高リスクが確認された。加齢

性左室収縮能保持性心不全の病態には合併症の関与の重要性が指摘されているが、2 群の

比較では 65-84 歳群で脂質異常症、糖尿病、冠動脈疾患の合併率および喫煙率が高く、85

歳以上の超高齢者群では高血圧症の合併率が高かったことから、両群の加齢性左室収縮能

保持性心不全の病態の差違が示唆された。さらに、30 日以内の院内予後規定因子の 2 群間

の比較では、慢性閉塞性肺疾患の合併が 85 歳以上の超高齢者群でのみ有意な院内予後規

定因子となるという興味深い結果が得られ、加齢性左室収縮能保持性心不全における合併

肺疾患の予後への影響が年齢とともに増す可能性が示唆された。 

また、研究が進歩しているものの未だ実用化には達していない間葉系幹細胞治療と加齢

性心不全との関連についての調査研究、ならびに今後の間葉系幹細胞治療の発展に寄与す

ると期待されている miRNA 研究と間葉系幹細胞治療との関連についての調査研究を施行し

た結果、加齢による全身性炎症からフレイル、加齢性心不全へとつながる一連の流れに間

葉系幹細胞の治療効果が期待できることが示された。さらに、miRNA 修飾による間葉系幹

細胞のパラクライン治療効果を改善させる研究が進んでいることから、現在安全性につい

てはほぼ確立されたものの治療効果が不十分な点が問題とされている間葉系幹細胞治療の

進歩が予想され、未だ有効な治療法の無い加齢性左室収縮能保持性心不全に対する将来の

治療として間葉系幹細胞治療の発展が考えられた。 
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研究者名 松下 健一 

 

＜研究の概要＞ 

現代の高齢化社会において、心不全患者に高齢者の占める割合は高く今後益々増加が予

想されるにもかかわらず、これまで施行されてきた多くの心不全の臨床試験において高齢

者が除外基準とされており、高齢者の心不全についての臨床特性に不明な点が多いという

ことが問題となっている。特に、比較的新たな概念である加齢性の心臓拡張機能の低下、

加齢性左室収縮能保持性心不全については、現在有効性が証明された治療法は皆無である。

高齢者は一般的に 65 歳以上と定義されるが、同定義による高齢者群はヘテロな集団であ

る。現在急速に進行している高齢化から、高齢者の中でもさらに高年齢の、例えば 85 歳以

上の超高齢者の割合は上昇傾向である。したがって、加齢性左室収縮能保持性心不全の中

でも年齢による病態の相違は重要な研究テーマである。加齢性の心臓拡張機能の低下、加

齢性左室収縮能保持性心不全の治療へとつながる病態解明には個々の症例に対する掘り下

げた詳細な検討が必要不可欠と考えられる。一方、基礎研究においてはエピジェネティッ

クスの分野で microRNAs (miRNAs)と心不全の関連が注目されているものの、未だ不明な点

も多い。また、幹細胞研究の分野は進歩が著しいものの急性心不全に対する臨床応用には

至っていない。 

本研究では、加齢性の心臓拡張機能の低下から発症すると考えられている加齢性左室収

縮能保持性心不全を 65-84 歳群と 85 歳以上の超高齢者群に分け、臨床像を詳細に解析し

た。その結果、85 歳以上の超高齢者群は全体の 42%と多くを占め、65-84 歳群と比べて臨

床特性に重要な差違が認められた。85 歳以上の超高齢者群は 65-84 歳群と比べて心不全入

院の既往率、入院時の血漿 B-type natriuretic peptide 値が有意に高いことからよりリ

スクが高いことが示唆され、院内死亡率も高かったことから高リスクが確認された。加齢

性左室収縮能保持性心不全の病態には合併症の関与の重要性が指摘されているが、2 群の

比較では 65-84 歳群で脂質異常症、糖尿病、冠動脈疾患の合併率および喫煙率が高く、85

歳以上の超高齢者群では高血圧症の合併率が高かったことから、両群の加齢性左室収縮能
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性心不全との関連についての調査研究、ならびに今後の間葉系幹細胞治療の発展に寄与す

ると期待されている miRNA 研究と間葉系幹細胞治療との関連についての調査研究を施行し

た結果、加齢による全身性炎症からフレイル、加齢性心不全へとつながる一連の流れに間

葉系幹細胞の治療効果が期待できることが示された。さらに、miRNA 修飾による間葉系幹

細胞のパラクライン治療効果を改善させる研究が進んでいることから、現在安全性につい

てはほぼ確立されたものの治療効果が不十分な点が問題とされている間葉系幹細胞治療の

進歩が予想され、未だ有効な治療法の無い加齢性左室収縮能保持性心不全に対する将来の
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研究報告 

Ⅰ 研究目的 

現代の高齢化社会において、心不全患者に高齢者の占める割合は高く今後益々増加が予

想されるにもかかわらず、これまで施行されてきた多くの心不全の臨床試験において高齢

者が除外基準とされており、高齢者の心不全についての臨床特性に不明な点が多いという

ことが問題となっている。特に、比較的新たな概念である加齢性の心臓拡張機能の低下、

加齢性左室収縮能保持性心不全については、現在有効性が証明された治療法は皆無である。

救急外来での初期診療においては病態の迅速かつ的確な評価が必要なため、非侵襲的に血

行動態を把握する Nohria/Stevenson 分類や初回収縮期血圧による患者層別化が提唱され、

急性心不全の治療戦略に重要な役割を果たしてきた。しかし、急性心不全では救急外来で

激しい呼吸困難を呈している患者に無作為化比較試験を実施することは現実的に困難であ

り、十分なエビデンスに基づいた治療法の確立は難しい可能性が指摘されている。加齢性

の心臓拡張機能の低下、加齢性左室収縮能保持性心不全の治療へとつながる病態解明には

個々の症例に対する掘り下げた詳細な検討が必要不可欠と考えられる。 

高齢者は一般的に 65 歳以上と定義されるが、同定義による高齢者群はヘテロな集団で

ある。現在急速に進行している高齢化から、高齢者の中でもさらに高年齢の、例えば 85 歳

以上の超高齢者の割合は上昇傾向である。したがって、加齢性左室収縮能保持性心不全の

中でも年齢による病態の相違は重要な研究テーマである。また、高齢者は合併症が多いこ

とでも知られており、加齢性左室収縮能保持性心不全において高血圧症、肥満、糖尿病、

慢性閉塞性肺疾患等の合併症が心不全の病態に関与していることも知られているが、未だ

十分な研究はなされていない。 

一方、基礎研究においてはエピジェネティックスの分野で microRNAs (miRNAs)と心不全

の関連が注目されているものの、未だ不明な点も多い。また、幹細胞研究の分野は進歩が

著しいものの急性心不全に対する臨床応用には至っていない。 

本研究は、加齢性の心臓拡張機能の低下から発症すると考えられている加齢性左室収縮

能保持性心不全の詳細な臨床像を 65-84 歳群と 85 歳以上の超高齢者群に分けて解析し、

両群を比較検討することを目的とした。加えて、加齢性左室収縮能保持性心不全における

65-84 歳群と 85 歳以上の超高齢者群の院内予後規定因子の相違についても比較検討する

ことを目的とした。さらに、研究が進歩しているものの未だ実用化には達していない間葉

系幹細胞治療と加齢性心不全との関連、および今後の間葉系幹細胞治療の発展に寄与する

と期待されている miRNA 研究と間葉系幹細胞治療との関連についても調査研究を施行する

ことを目的とした。 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

(1) 加齢性左室収縮能保持性心不全における 65-84 歳群と 85 歳以上の超高齢者群の臨床

像の相違についての研究 
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 東京都 CCU 連絡協議会との多施設共同研究により、2012～2015 年の期間に入院となった

65 歳以上の高齢者急性心不全症例のうち、維持透析例と急性冠症候群例を除き入院中の心

エコーによる左室駆出率が解析可能で左室駆出率≧50%と確認された連続 4,305 例の加齢

性左室収縮能保持性心不全を 65-84 歳群と 85 歳以上群の 2 群に分け、臨床像を比較検討

した。連続変数は Shapiro-Wilk test により正規性の検定を施行した。正規分布に従わな

い変数は中央値と四分位範囲で表示し、Mann-Whitney U test を用いて 65-84 歳群と 85 歳

以上群の比較を行った。カテゴリ変数はパーセントで表示し、期待度数 5 未満のセルの割

合に応じてカイ二乗検定もしくは Fisher exact test を用いて 2 群間の比較を行った。カ

プランマイヤー生存曲線とログランク検定により、65-84 歳群と 85 歳以上群の 30 日以内

の院内予後を比較検討した。P < 0.05 を統計学的有意と判定した。 

 

(2) 加齢性左室収縮能保持性心不全における 65-84 歳群と 85 歳以上の超高齢者群の院内

予後規定因子の相違についての研究 

 (1)のコホートの各群において、30 日以内の院内死亡に対する単変量 Cox 回帰分析で P 

< 0.10 となる因子を 30 日以内の院内予後を規定する候補因子として抽出した。同候補因

子に対して変数増加法多変量 Cox 回帰分析を施行し、P < 0.05 の因子を有意な院内予後規

定因子として同定した。65-84 歳群と 85 歳以上群の院内予後規定因子を比較検討した。 

 

(3) 加齢性心不全と間葉系幹細胞治療との関連および miRNAs と間葉系幹細胞治療との関

連についての調査研究 

 研究が進歩しているものの未だ実用化には達していない間葉系幹細胞治療と加齢性心不

全との関連について調査研究を施行した。さらに、今後の間葉系幹細胞治療の発展に寄与

すると期待されている miRNA 研究と間葉系幹細胞治療との関連について調査研究を施行し

た。 

 

Ⅲ 研究成果 

(1) 加齢性左室収縮能保持性心不全における 65-84 歳群と 85 歳以上の超高齢者群の臨床

像の相違 

 全 4305 例の加齢性左室収縮能保持性心不全において、65-84 歳群は 2,495 例で 58%を占

め、85 歳以上の超高齢者群は 1,810 例で全体の 42%であった 1。85 歳以上の超高齢者群は

65-84 歳群と比べ、心不全入院の既往、高血圧症の有病率、入院時の血漿 B-type 

natriuretic peptide (BNP)値が有意に高かった（表 1）。一方、85 歳以上の超高齢者群で

は男性の割合、脂質異常症、糖尿病、冠動脈疾患、喫煙率が 65-84 歳群よりも有意に低か

った。さらに、85 歳以上の超高齢者群では body mass index (BMI)、入院時の心拍数、白

血球数、血中ヘモグロビン値も 65-84 歳群と比べて低いという結果であった。なお、心房

細動・粗動、慢性閉塞性肺疾患、入院時の収縮期血圧、血清クレアチニン値、血清 C-reactive 

protein 値、左室駆出率は両群で有意差を認めなかった（表 1）。 
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表 1 患者背景 

（Matsushita et al. J Am Geriatr Soc. 67. 2123-2128. 2019. John Wiley & Sons, Inc.より，許諾

を得て一部改変し転載） 

 

解析対象全症例の 30 日以内の院内死亡率は 5.2%であった。図 1 に示すとおり、85 歳以上

の超高齢者群は 65-84 歳群と比べて有意に院内死亡率が高かった(log-rank, P < 0.001)1。 

 

図 1 65-84 歳群と 85 歳以上の超高齢者群のカプランマイヤー生存曲線 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbreviation: HFpEF, heart failure with preserved ejection fraction. 

（Matsushita et al. J Am Geriatr Soc. 67. 2123-2128. 2019. John Wiley & 

Sons, Inc.より，許諾を得て一部改変し転載） 
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予後規定因子の相違 
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85 歳以上の超高齢者群では、単変量 Cox 回帰分析の結果、年齢（P = 0.019）、男性（P 

= 0.044）、BMI 低値（P = 0.091）、心不全入院の既往（P = 0.034）、非糖尿病（P = 0.024）、

慢性閉塞性肺疾患合併（P = 0.043）、入院時収縮期血圧低値（P < 0.001）、心拍数高値（P 

= 0.042）、血清クレアチニン高値（P = 0.001）、白血球数高値（P = 0.006）、血清 C-reactive 

protein 高値（P < 0.001）が 30 日以内の院内予後を規定する候補因子であった（表 2）1。 

 

表 2 30 日以内の院内死亡に対する単変量 Cox 回帰分析 

（Matsushita et al. J Am Geriatr Soc. 67. 2123-2128. 2019. John Wiley & Sons, Inc.より，許諾

を得て一部改変し転載） 

 

同候補因子に対して変数増加法多変量 Cox 回帰分析を施行した結果、入院時収縮期血圧低

値（ハザード比 0.988; 95%信頼区間 0.981–0.995; P < 0.001）、血清クレアチニン高値（ハ

ザード比 1.34; 95%信頼区間 1.13–1.58; P = 0.001）、慢性閉塞性肺疾患合併（ハザード

比 2.01; 95%信頼区間 1.06–3.80; P = 0.032）が有意な院内予後規定因子であった（表 3）。 

 

表 3 85 歳以上の超高齢者群における 30 日以内の院内予後危険因子 
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 65-84 歳群では、単変量 Cox 回帰分析の結果、単変量 Cox 回帰分析の結果、年齢（P = 

0.069）、BMI 低値（P = 0.005）、非高血圧（P = 0.014）、入院時収縮期血圧低値（P < 0.001）、

血清クレアチニン高値（P = 0.002）、白血球数高値（P = 0.055）、血清 C-reactive protein

高値（P = 0.030）が 30 日以内の院内予後を規定する候補因子であった（表 2）。同候補因

子に対して変数増加法多変量 Cox 回帰分析を施行した結果、入院時収縮期血圧低値（ハザ

ード比 0.987; 95%信頼区間 0.980–0.993; P < 0.001）と BMI 低値（ハザード比 0.935; 95%

信頼区間 0.885–0.988; P = 0.016）が有意な院内予後規定因子であった（表 4）1。 

 

表 4 65-84 歳群における 30 日以内の院内予後危険因子 

 

 

 

 

 

 

（Matsushita et al. J Am Geriatr Soc. 67. 2123-2128. 2019. 

John Wiley & Sons, Inc.より，許諾を得て一部改変し転載） 

 

(3) 加齢性心不全と間葉系幹細胞治療との関連および miRNAs と間葉系幹細胞治療との関

連についての調査 

 特異的な臓器疾患を有さなくても加齢は全身性炎症を惹起する方向へ誘導する 2。炎症

は加齢によるフレイル（虚弱：frailty）に重要な役割を果たしており、加齢性心不全とフ

レイルには密接な関連があると考えられる。米国で施行された加齢性のフレイルに対する

間葉系幹細胞治療の第Ⅱ相試験では間葉系幹細胞の経静脈投与が身体活動度と炎症性マー

カーを有意に改善したと報告された。加齢に伴い内因性の幹細胞産生および機能は低下す

ることが知られているが、間葉系幹細胞治療によるフレイルおよび加齢性心不全の改善効

果が提唱されてきている 2。 

 現在、加齢性心不全を含めた心血管疾患の病態生理におけるエピジェネティクスの役割

が重要と考えられている。特に、DNA メチル化やヒストン修飾といったエピジェネティク

スの古典的な制御機構に加えて miRNA 修飾が注目され、miRNA 修飾による間葉系幹細胞の

治療改善効果が報告されている。例えば、miRNA-126 (miR-126)はもともと内皮細胞におけ

る血管新生の制御因子として知られていたが、miR-126 を高発現させた間葉系幹細胞は低

酸素環境下で vascular endothelial growth factor や basic fibroblast growth factor

等の血管新生因子の発現を亢進させ、マウスの急性心筋梗塞のモデルに投与すると虚血心

筋における血管新生を増強させると報告された。また、心不全患者の心臓組織において高

発現である miRNA-34 (miR-34)は幹細胞に対して悪影響であるが、miR-34 family members 

(miR-34a, -34b, -34c)の抑制は大動脈弓結紮によるマウスの圧負荷モデルにおいて血管

新生を亢進し、心筋線維化を抑制して心機能改善と肺うっ血の軽減をもたらすことも報告

された。間葉系幹細胞投与による治療効果の主要な機序は、投与された細胞自体の分化増

殖ではなく、その細胞から産生される増殖因子やサイトカインなどを介するパラクライン
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作用によると考えられている（図 2）。 

 

図 2 間葉系幹細胞のパラクライン作用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbreviation: MSC, mesenchymal stem cell. 

（Matsushita. Trends Mol Med. 26. 369-379. 2020. Elsevier より，

許諾を得て一部改変し転載） 

 

心不全に対する間葉系幹細胞治療は安全性についてはほぼ確立されたものの、治療効果が

不十分な点が問題である（図 3）。 

 

図 3 心機能低下・心不全に対する間葉系幹細胞治療 ― 現在の概要および将来の展望 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbreviation: MSC, mesenchymal stem cell. 

（Matsushita. Trends Mol Med. 26. 369-379. 2020. Elsevier より，許諾を得て一部改変し転載） 
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治療効果改善のためにはさらなる進歩が必要であり、間葉系幹細胞治療における miRNA 研

究は未解明な点も多いものの、今後の発展が期待される分野と考えられた 2。 

 

Ⅳ 考察 

本研究により、加齢性の心臓拡張機能の低下から発症すると考えられている加齢性左室

収縮能保持性心不全の臨床像と院内予後規定因子が、65-84 歳群と 85 歳以上の超高齢者群

で異なることが明らかとなった。特に、慢性閉塞性肺疾患の合併は 85 歳以上の超高齢者群

でのみ有意な院内予後規定因子であり、加齢性左室収縮能保持性心不全における合併肺疾

患の予後への影響が年齢とともに増す可能性が示唆された。 

高齢者の心不全において大きな割合を占めるのが左室収縮能保持性心不全であるが、そ

の病態は未解明であり、多くの研究が施行されているものの未だ予後の改善は認められて

いない。高齢者群の中でも年齢の上昇に伴い左室収縮能保持性心不全の割合が増えること

が知られており、超高齢者における同病態の重要性が指摘されている。しかしながら、多

くの臨床試験では高齢者、特に超高齢者は除外基準に含まれることが多く、高齢者・超高

齢者の客観的データは不足しているのが現状である。本研究では、加齢性左室収縮能保持

性心不全において 85 歳以上の超高齢者群は全体の 42%と多くを占め、65-84 歳群と比べて

臨床特性に重要な差違が認められた。85 歳以上の超高齢者群は 65-84 歳群と比べて心不全

入院の既往率、入院時の血漿 BNP 値が有意に高いことからよりリスクが高いことが示唆さ

れ、院内死亡率も高かったことから高リスクが確認された。加齢性左室収縮能保持性心不

全の病態には合併症の関与の重要性が指摘されているが、2 群の比較では 65-84 歳群で脂

質異常症、糖尿病、冠動脈疾患の合併率および喫煙率が高く、85 歳以上の超高齢者群では

高血圧症の合併率が高かったことから、両群の加齢性左室収縮能保持性心不全の病態の差

違が示唆された。 

慢性閉塞性肺疾患は左室収縮能保持性心不全と同様に高齢者で発症率の高い疾患であ

る。高齢者における心疾患と肺疾患の連関は注目されてきており、加齢性左室収縮能保持

性心不全で肺機能低下やガス交換障害が報告されたことから、加齢性左室収縮能保持性心

不全患者における肺疾患治療も提唱され、その効果が期待されている。慢性閉塞性肺疾患

と左室収縮能保持性心不全はいずれも高齢者で罹患率・死亡率が高く、生活の質を下げる

ことからそれぞれ研究が進められているが、高齢者の予後における両疾患の関連をテーマ

とした研究は少なく、不明な点が多い。慢性閉塞性肺疾患が新たな心血管リスク因子と考

えられるようになった一方で、一般心不全患者において慢性閉塞性肺疾患が独立した予後

規定因子となるかについては議論が分かれている。心不全における慢性閉塞性肺疾患と死

亡率の関連を示した研究と、関連性を認めなかった研究が混在しており、結論はでていな

い。しかし、心不全、特に左室収縮能保持性心不全の患者群は非常にヘテロな集団であり、

患者背景・病態の差違から、各研究の結果の解釈には十分な注意が必要である。本研究で

は、85 歳以上の超高齢者群では前者の研究と一致した結果であり、65-84 歳群では後者の

研究と同様の結果であった。慢性閉塞性肺疾患と左室収縮能保持性心不全の関係は、局所

性因子と全身性因子の両者の影響を受けている複雑な機序が考えられ、さらにその複雑な

機序の中に年齢の影響を受けるものがあることも十分に考えられる。本研究の結果からは、
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慢性閉塞性肺疾患は加齢性左室収縮能保持性心不全において年齢とともに予後への影響が

増す可能性が考えられた。慢性閉塞性肺疾患と加齢性左室収縮能保持性心不全との関係は

重要だが未解明な点が多く、今後さらなる研究が必要と考えられる。 

今回の調査研究により、間葉系幹細胞のパラクライン作用による心不全治療の研究が進

歩していること、加齢による全身性炎症からフレイル、加齢性心不全へとつながる一連の

流れに間葉系幹細胞の治療効果が期待できることが示された。さらに、miRNA 修飾による

間葉系幹細胞の治療改善効果の研究が進んでいることから、現在安全性についてはほぼ確

立されたものの治療効果が不十分な点が問題とされている間葉系幹細胞治療の進歩が予想

され、未だ有効な治療法の無い加齢性左室収縮能保持性心不全に対する将来の治療として

間葉系幹細胞治療の発展が考えられた。 
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所所属属機機関関  自治医科大学医学部  

研研究究者者名名  相澤 健一  

  

≪≪研研究究のの概概要要≫≫ 

 

 冠動脈狭窄症の治療として年間 20 万件以上実施されている心臓カテーテル治療では

約 1 割の症例において、施術後の約半年以内に再狭窄が生じることが、治療上の限界と

なっている。B 型ナトリウム利尿ペプチド（BNP）は負荷のかかった心臓から分泌される

ホルモンであり、心不全のバイオマーカーとして広く臨床で用いられている。しかし、

虚血性心疾患の診断における有用性は未知数である。近年、末梢血中にはプロセシング

を受けた複数の BNP フラグメントが存在することが報告された。最近、我々は質量分析

技術を用いて BNP フラグメントを特異的に検出する方法を確立し、その比

（BNP(5-32)/BNP(3-32)）は再狭窄の有無を診断する有用なバイオマーカーとなる可能性

を明らかにした。 

本研究では、我々が開発した「質量分析技術を用いた冠動脈狭窄症の血液検査法」の

臨床的有用性を検証した。自治医科大学附属病院において心臓カテーテル治療を受けて

約 6 ヶ月経過した時点でカテーテルによる冠動脈造影の再検査を受ける予定の患者を対

象に、本バイオマーカーを測定し、再狭窄の存在および予測についての診断性能の横断

および縦断研究を行った。具体的には、カテーテルを実施する際のハイリスク（カテー

テルによる血管障害の既往、腎機能障害、放射線皮膚炎等）患者を対象に本診断法（血

液検査法）を実施し、カテーテル検査に代用可能か否かを明らかにする。特異抗体を用

いて血液中の血管特異的タンパク質 BNP ならびにそれのプロセシング産物を濃縮し、質

量分析計で特定のプロセシング産物を検出、その比（BNP(5-32)/BNP(3-32)）を算出する

方法を用いて分析した。その結果、対象とした患者について再狭窄群と非狭窄群の両群

において、通常の臨床検査における BNP 値はほぼ同じ値を示したにもかかわらず、本方

法による分析では、冠動脈治療後の再狭窄の有無に応じて、検出された BNP フラグメン

トのシグナル強度比が異なっていた。再狭窄が生じていた患者 22 検体においては、その

中央値が 1.19（四分位範囲、1.11-1.34）であり、一方、再狭窄を生じていなかった患

者 83 検体では、その中央値が 1.43（同、1.22-1.61、p=0.001）と、有意な高値を示し

た。また、薬物溶出性冠動脈ステントの薬物ごとに、BNP のプロセシングを評価した。

BNP のプロセシングの抑制が高いステント開存率と相関していることが明らかになった。 

冠動脈カテーテル治療後の再狭窄の診断において、心臓カテーテル検査を受ける必要

性について、低侵襲な血液検査で容易に検出可能となり、身体への負担（カテーテルに

よる血管障害の既往、腎機能障害、放射線皮膚炎等）を回避可能な新しい低侵襲の検査

方法となることが期待される。 
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研研究究報報告告  

ⅠⅠ  研研究究目目的的  

 虚血性心疾患の治療として心臓カテーテル治療は年間 20 万件以上実施されている。し

かし、その後の約 1 割の症例において、施術後半年以内に再狭窄が生じることが、今な

おその治療上の限界である。再狭窄を予知する方法がないため、治療半年後に検査目的

で、再度心臓カテーテル検査を実施し再狭窄の有無を評価する必要があるが、安全性ま

た医療費の面からも血液検査等の代替法の

開発が急務である。B 型ナトリウム利尿ペ

プチド（BNP）は負荷のかかった心臓から分

泌されるホルモンであり、心不全のバイオ

マーカーとして広く臨床で用いられている
1 2。しかし、虚血性心疾患における診断に

おける有用性は明らかではない 3,4。近年、

末梢血中にはプロセシングを受けた BNP が

存在することが海外から報告されてきてい

る（図１）5-7。我々は質量分析技術を用いて BNP フラグメントを特異的に検出する方法

（後述するイムノマス法）を確立し、そのフラグメント比（BNP(5-32)/BNP(3-32)）は再

狭窄の有無を診断する有用なバイオマーカーとなる可能性を示した（図２）。そこで、我々

はこのプロセシングを受けた BNP が心臓カテーテル治療後の再狭窄を診断するのに有用

であるという仮説を立てた。 

 本研究では我々が開発した

質量分析技術を用いた開発中

の次世代型新規心疾患バイオ

マーカーの開発を目的とし、

その臨床的有用性を検討した。

具体的には、血液中の血管特

異的タンパク質 BNP ならびに

それの産物（複数のプロセシ

ング産物が存在する）を特異

抗体で選択的に濃縮し、質量

分析計で特定のプロセシング

産物を検出する方法（イムノ

マス法）を用いて、虚血性心

疾患等の心血管疾患の早期診

Fig.1   BNPの分子構造とN末端プロセシング
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図２）開発した免疫沈降と質量分析を用いた測定原

理（イムノマス法） 

図１）BNP の分子構造と N 末端プロセシング 
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断のためのバイオツールの開発を目指す。診断バイオマーカーとしての有用性に関する

予備検討は実施済みである。質量分析計を用いた血管特異的タンパク質のプロセシング

産物を測定する系はすでに開発済みであり、特許も出願済である（PCT/JP2008/65444、

血液試料を用いて心筋虚血を評価する方法）。具体的には、特異抗体を用いて血液中の血

管特異的タンパク質 BNP ならびにそれのプロセシング産物を濃縮し、質量分析計で特定

のプロセシング産物を検出する方法（イムノマス法）である（図２）。本方法により臨床

検体（血液）を分析した結果、本来の分子形態である 32 アミノ酸からなる BNP 以外に、

それとは異なる 3 種類の BNP（N 末端のアミノ酸が 2、3、4 個プロセスされた分子形態）

を検出した。その異なった分子形態の BNP が冠動脈狭窄、特に心臓カテーテル治療後の

再狭窄診断の新しいバイオマーカーとしての有用性を検討する。 

  

ⅡⅡ  研研究究計計画画及及びび材材料料とと方方法法  

心臓カテーテル検査を受ける予定の患者全員に対し、医師が本研究について説明した。

このうち同意の得られた患者から、心臓カテーテル検査時に、カテーテルシースからカ

テーテル挿入前に血液採取した（図３）。採血後の採血管は速やかに氷上、もしくは 4 度

冷蔵庫にて保存した。採血後 6 時間以内に血漿分離を行い、分析を行うまでマイナス 80

度超低温冷凍庫にて保存した。その血液（血漿）から磁気ビーズと BNP 抗体により BNP

を分離濃縮し、溶出後、質量分析を行った。磁気ビーズから溶出した全量を質量分析用

MALDI(Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization（マトリックス支援レーザー脱離

イオン化法）)ターゲットプレートに滴下した。風乾後、すみやかに MALDI-TOF MS(Time 

of Flight Mass Spectrometry( 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 法  )) 型 質 量 分 析 計

（AXIMA-Confidence, 島津製作所）を用いて分析を行った。また、全症例について患者

情報のデータマイニングを行い、カテーテル検査による冠動脈狭窄および治療デバイス

の使用状況、内服治療薬の処方状況プロファイルを得た。統計解析には JMP ver.14.2 (SAS

社)を用いた。  

図３）本研究の流れ。カテーテル検査ないし治療と採血のタイミング 
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ⅢⅢ  研研究究成成果果  

冠動脈治療後の確認造影検査を受けた患者から、その造影検査時に血液を採取した。

その血液から抗体により BNP を分離濃縮し、溶出後、質量分析を行った。対象とした患

者について再狭窄群(Restenosis)と非狭窄群(No restenosis)の臨床背景比較を行った

結果、両群において有意な差は認められなかった（表１）。 

 

Table 1 対象患者の背景比較

 Factors Associated with Restenosis (Cross-sectional Study) 
 Total No-stenosis Restenosis p Value* 

Characteristics (n = 105) (n = 83) (n = 22)  
Age, yrs 70 (63–76) 71 (63–77) 69 (66–72) 0.41 
Male gender 66 (63) 55 (66) 11 (50) 0.21 
Coexsisting conditions     
 Hypertension 90 (86) 73 (88) 17 (77) 0.30 
 Diabetes mellitus 65 (62) 52 (63) 13 (59) 0.81 
 Smoking 71 (68) 56 (67) 15 (68) 1.00 

Laboratory values     
 Total BNP, pg/mL  51.9 (37.5–83.7) 54.0 (37.5–90.8) 48.1 (31.1–71.3) 0.29 
 Creatinine, mg/dL 0.83 (0.70–0.94) 0.84 (0.71–0.96) 0.78 (0.65–0.89) 0.15 
 CRP, mg/L 0.5 (0.3–1.2) 0.5 (0.3–1.2) 0.6 (0.3–1.2) 0.50 

 Ratio of total cholesterol to HDL 
cholesterol 3.1 (2.6–3.9) 3.1 (2.5–3.9) 3.1 (2.8–3.8) 0.34 

 Total cholesterol, mg/dL 170.5 (152.5–190.5) 169.0 (153.9–189.3) 176.0 (149.0–197.0) 0.82 
 HDL cholesterol, mg/dL 53.2 (44.5–68.6) 53.3 (44.5–68.9) 50.5 (41.5–65.0) 0.63 
 Triglycerides, mg/dL 134.0 (85.5–184.8) 135.0 (89.0–189.0) 117.0 (77.0–178.5) 0.39 
 LDL cholesterol, mg/dL 88.5 (78.3–103.5) 87.0 (76.0–102.0) 96.0 (84.0–107.5) 0.09 
 Systolic blood pressure, mm Hg 128.0 (115.0–140.0) 128.0 (112.8–140.0) 128.0 (116.0–142.0) 0.90 
 Diastolic blood pressure, mm Hg 68.0 (60.0–78.5) 68.0 (60.0–78.0) 66.0 (58.0–80.0) 0.58 

BNP(5–32)/BNP(3–32) 1.35 (1.19–1.55) 1.43 (1.22–1.61) 1.19 (1.11–1.34) <0.001 
%DS by QCA, % 14.43 (10.26–25.54) 12.68 (9.18–17.14) 65.52 (59.22–70.54) <0.001 
Lesion length, mm 17.20 (12.58–22.45) 17.47 (13.42–21.89) 14.02 (11.12–24.83) 0.28 
Lipid-lowering agents 84 (77) 65 (78) 19 (86) 0.55 
Anti-hypertensive treatment 93 (90) 72 (88) 21 (100) 0.21 
Drug-eluting stent 79 (75) 69 (83) 10 (45) <0.001 

 
表１）対象患者の背景比較 

図４）再狭窄との相関 
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本方法により分析した結果、通常の臨床検査による BNP 検査でほぼ同じ値になった検

体であるにもかかわらず（図４B）、その冠動脈治療後の再狭窄の有無に応じて、検出さ

れた BNP フラグメントのシグナル強度比が異なっていた（図４A）。再狭窄が生じていた

患者 22 検体においては、その中央値が 1.19（四分位範囲、1.11-1.34）であり、一方、

再狭窄を生じていなかった患者 83 検体では、その中央値が 1.43（同、1.22-1.61、p=0.001）

であった（表１）。なお、 AUC=0.775、カットオフ値=1.41 において、感度=91%、特異度

=54%、陽性尤度比=1.99、陰性尤度比=0.17 であった。多変量解析の結果、この比と薬剤

溶出型ステントの不使用という因子の 2 つだけが診断にかかわる独立した因子であり、

そのオッズ比は 0.63(95%CI, 0.45-0.83)であった（表２）。  

 

Table 2 再狭窄に関与する臨床的諸因子の検討
各因子の単変量解析を行い、p値が0.2未満のものを多変量モデ

  Univariate analysis  Multivariate analysis* 
Variables  Odds Ratio (95%CI) p Value  Odds Ratio (95%CI) p Value 

Age, yrs  0.99 (0.94–1.05) 0.74    
Male gender  0.51 (0.19–1.33) 0.17    
Hypertension  0.47 (0.14–1.65) 0.22    
Diabetes mellitus  0.86 (0.33–2.31) 0.76    
Smoking  1.03 (0.39–2.98) 0.95    
BNP, pg/mL  0.99 (0.98–1.00) 0.23    
Creatinine, mg/dL  0.09 (0.004–1.28) 0.08    
CRP, mg/L  0.99 (0.86–1.08) 0.91    
Ratio of total cholesterol to HDL 
cholesterol  1.17 (0.69–1.93) 0.55    

Total cholesterol, mg/dL  1.00 (0.98–1.01) 0.53    
HDL cholesterol, mg/dL  0.99 (0.96–1.02) 0.70    
Triglycerides, mg/dL  1.00 (0.99–1.00) 0.26    
LDL cholesterol, mg/dL  1.01 (0.99–1.03) 0.44    
Systolic blood pressure, mm Hg  1.00 (0.97–1.03) 0.90    
Diastolic blood pressure, mm Hg  0.99 (0.95–1.03) 0.65    
BNP(5–32)/BNP(3–32), per 0.1 
unit increase  0.60 (0.43–0.78) <0.001  0.63 (0.45–0.83) <0.001 

Lesion length, mm  0.97 (0.91–1.03) 0.39    
Lipid-lowering agents  1.75 (0.52–8.05) 0.38    
Anti-hypertensive treatment  3.21 (0.57–60.32) 0.21    
Drug-eluting stent not used  5.91 (2.16–16.80) <0.001  4.20 (1.40–12.99) 0.011 

 
表２）再狭窄に関与する臨床的諸因子の検討 

図５）薬物溶出性冠動脈ステントと再狭窄との相関 

（B）冠動脈ステント溶出薬物別の BNP のプロセシング（A）および冠動脈ステント溶出薬物別

のステント開存率 
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ⅢⅢ  研研究究成成果果  

冠動脈治療後の確認造影検査を受けた患者から、その造影検査時に血液を採取した。

その血液から抗体により BNP を分離濃縮し、溶出後、質量分析を行った。対象とした患

者について再狭窄群(Restenosis)と非狭窄群(No restenosis)の臨床背景比較を行った
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 Total cholesterol, mg/dL 170.5 (152.5–190.5) 169.0 (153.9–189.3) 176.0 (149.0–197.0) 0.82 
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本方法により分析した結果、通常の臨床検査による BNP 検査でほぼ同じ値になった検
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さらに、冠動脈治療後の確認造影検査を受けた連続 206 名の患者から、その検査時に

血液を採取した。その血液から抗体により BNP を分離濃縮し、溶出後、質量分析を行っ

た。薬物溶出性冠動脈ステントの薬物ごとに、BNP のプロセシング（BNP5-32 断片比の増

加）を評価したところ、金属ステントのみ（BMS）と比較し、エベロリムス溶出ステント

では BNP のプロセシングが抑制されており（図５A）、ステント開存率も高いことが明ら

かになった（図５B）。同様に他の薬物溶出ステント（シロシリムス、バイオリムスパク

リタキセル、ゾタロリムス）においても、BNP のプロセシングの抑制が高いステント開

存率と相関することが明らかになった。 
  

ⅣⅣ  考考察察  

本検査法は冠動脈疾患のバイオマーカー、とりわけ再狭窄の予測マーカーは、冠動脈

インターベンション時に再狭窄を発症しそうないわゆるハイリスク症例の特定に役立つ。

薬剤溶出ステント全盛期の現在でも、未だ１割以上の症例でみられる再狭窄はインター

ベンション療法の限界の一つであり、診断ならびに予測支援に用いることが可能なバイ

オマーカーの開発は急務である。現在、酸化 LDL(マロンジアルデヒド修飾) 8や Lp(a)が

冠動脈疾患の予測バイオマーカーとして保険収載されているが、現状の診断性能では臨

床の場ではまだ不十分である。本検査法はそれらと比べて診断確度が高く、画期的とい

える。 

これまで、臨床で用いられている診断マーカーの測定法は、免疫学的手法であり、感

度良く、また再現性良く測定可能である一方、その原理上、抗体を用いるため抗原認識

部位が同じである複数の対象物を区別できていないという欠点がある。すなわち、血液

中において、目的とする診断マーカーはその成熟体の他に、成熟体になる前の前駆体、

また、成熟後にプロセッシングを受けたものや、いわゆる翻訳後修飾されたものが含ま

れており、これらは場合によって、同じ抗原認識部位を持つと考えられる。これらのさ

まざまな形状は身体の生理学的な状態、すなわち疾患を反映していると考えられるため、

区別して分析できることが望ましいと考えられる。この区別は、質量そのものを分析す

ることで可能になると考えられる。我々の検討においても、これらの区別が診断の向上

につながるという知見を得ている。そのため、この区別、すなわち質的変化を測定しう

る質量分析計を用いて、新規な測定法の開発が急務である。 

一方、従来、質量分析計は主に基礎研究用として使用されてきた。測定対象物質の質

量を直接計測するものであり、これまで測定が困難であった対象物質、特にタンパク質

のプロセッシングや翻訳後修飾といった質的変化を測定することが可能となる装置であ

る。この装置としての特徴を活かし、臨床現場において、従来その存在量を測定するこ

とが中心であった診断マーカーの質的変化を測定する計測法を開発する点が独創的と考

える。 

さらに、薬物溶出性冠動脈ステントの薬物ごとに、BNP のプロセシングを評価した結

果、BNP のプロセシングの抑制が、高いステント開存率と相関していることが明らかに

なった。このことから、BNP のプロセシングを司るペプチダーゼを同定し、その反応を

抑制することが可能であれば、冠動脈ステント治療後再狭窄を抑制することが可能にな

ると考えられる。 

 8/9 

また、BNP のプロセシングと急性心不全後のイベント予測の相関をみた研究では、BNP

の分子形(特に BNP5-32)が予後予測に有用であることも明らかになった 9。 

今後、薬剤感受性の有無についてのメカニズムに迫り、他の病態への適応拡大に繋が

る期待もあり、臨床への貢献はさらに大きくなるものと期待している。 

なお、2020 年 8 月末にノバルティスファーマと大塚製薬は慢性心不全治療薬アンジオ

テンシン受容体ネプリライシン阻害薬（ARNI）のエンレスト®錠を発売し、注目を集めて

いる。エンレストはネプリライシン（NEP）阻害薬とバルサルタンの機能部位を 1:1 のモ

ル比で含む単一の結晶複合体である（図６）。既にヨーロッパにおける大規模臨床試験

（PARADIGM HF）で心血管死または心不全による入院を 20％も低下させたことで期待さ

れているが、そのメカニズムは十分に明らかでない 10。NEP 阻害剤は BNP の分解を抑制す

るすることで心保護作用を発揮すると想定されている。現在の BNP 診断薬は BNP フラグ

メントを全て検出するため、NEP 阻害剤により BNP

は高値を示す。このため、現在臨床検査で用いら

れている BNP 値は心不全のバイオマーカーとして

役に立たない。BNP フラグメントパターンを検出

可能な本分析系を用いることにより、エンレスト

投与下で増加し、心保護作用を有する BNP フラグ

メントを同定することが可能である。エンレスト

導入患者で断片 BNP(5-32)が薬効評価マーカーに

なる可能性がある。このように、BNP(5-32)の臨床

的需要も非常に高まっており、本研究手法がエン

レストの薬効評価に有用である可能性があり、将

来の臨床応用が期待される。 
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る。この装置としての特徴を活かし、臨床現場において、従来その存在量を測定するこ

とが中心であった診断マーカーの質的変化を測定する計測法を開発する点が独創的と考

える。 

さらに、薬物溶出性冠動脈ステントの薬物ごとに、BNP のプロセシングを評価した結

果、BNP のプロセシングの抑制が、高いステント開存率と相関していることが明らかに

なった。このことから、BNP のプロセシングを司るペプチダーゼを同定し、その反応を

抑制することが可能であれば、冠動脈ステント治療後再狭窄を抑制することが可能にな

ると考えられる。 
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また、BNP のプロセシングと急性心不全後のイベント予測の相関をみた研究では、BNP

の分子形(特に BNP5-32)が予後予測に有用であることも明らかになった 9。 

今後、薬剤感受性の有無についてのメカニズムに迫り、他の病態への適応拡大に繋が

る期待もあり、臨床への貢献はさらに大きくなるものと期待している。 

なお、2020 年 8 月末にノバルティスファーマと大塚製薬は慢性心不全治療薬アンジオ

テンシン受容体ネプリライシン阻害薬（ARNI）のエンレスト®錠を発売し、注目を集めて

いる。エンレストはネプリライシン（NEP）阻害薬とバルサルタンの機能部位を 1:1 のモ

ル比で含む単一の結晶複合体である（図６）。既にヨーロッパにおける大規模臨床試験

（PARADIGM HF）で心血管死または心不全による入院を 20％も低下させたことで期待さ

れているが、そのメカニズムは十分に明らかでない 10。NEP 阻害剤は BNP の分解を抑制す

るすることで心保護作用を発揮すると想定されている。現在の BNP 診断薬は BNP フラグ

メントを全て検出するため、NEP 阻害剤により BNP

は高値を示す。このため、現在臨床検査で用いら

れている BNP 値は心不全のバイオマーカーとして

役に立たない。BNP フラグメントパターンを検出

可能な本分析系を用いることにより、エンレスト

投与下で増加し、心保護作用を有する BNP フラグ

メントを同定することが可能である。エンレスト

導入患者で断片 BNP(5-32)が薬効評価マーカーに

なる可能性がある。このように、BNP(5-32)の臨床

的需要も非常に高まっており、本研究手法がエン

レストの薬効評価に有用である可能性があり、将

来の臨床応用が期待される。 
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討し、その修飾による新規治療の可能性を探る目的にて行われた．これまでに

古典的な神経体液性因子システムとしての交感神経系、バゾプレッシン系、新

規因子としての線維芽細胞増殖因子 23（FGF23）および microRNA(miR)-33 が心

不全の進展に重要な役割を果たしていることを報告、見出していることをもと

にして、1)交感神経系、バゾプレッシン系の寄与する心腎脳連関の解析、2) 

線維化促進因子としての FGF23 を介する心腎連関の解析、3) miR-33 を介した

心腎脳連関の解析の 3つの課題を中心として、心不全における心腎連関および

心腎脳連関からの更なる病態解明、心腎連関の分子制御に基づく新たな治療法

の開発に繋げる研究を目指した． 

モデル動物を用いた心不全および心機能障害における心腎脳連関の解析よ

り、バゾプレッシン系は心腎両臓器において、V1a,V1b,V2 受容体を介して異な

る役割を果たし、腎臓交感神経切除術による交感神経活性化の修飾が相加的効

果をもたらすことが明らかになった．また FGF23 は、慢性腎臓病において何ら

かの要因で心臓にストレス生じた時、心筋の線維化を促進する要因となること

が示され、血清リンの調節だけでなく、線維化を促進させる心腎関連因子とし

ての役割が示された．更に、miR-33b ノックインマウスの心臓に圧負荷をかけ

た時、心臓の線維化が増悪するとともに、更なる交感神経系の活性化および腎

機能の悪化が生じることが明らかになった．miR-33 を介した心腎脳連関が存在

するという新しいメカニズムを明らかにした．  

今回、心不全および心腎機能障害進展における古典的神経体液性システム

および新規因子の関与およびクロストークが心腎脳ネットワークの観点よりあ

きらかになり、その修飾による新規治療の可能性が示唆された．今後、これら

の相互連関および更なるメカニズムの解明を推進し、新規治療法へ展開を目指

していく必要がある． 
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研究報告 

Ⅰ 研究目的 

我が国では著しい高齢化の進展により、高齢者関連疾患である心不全おは急増しており、

医療上のみならず社会経済上も喫緊の課題となっている．心不全とは、心機能障害に起因

する全身の臓器障害を伴う症候群であり、他臓器との密接な関わりがその発症および病態

進展に強く関与する．近年その中でも、心不全と腎臓病の強い連関(心腎連関)が臨床的に

明らかになり、その点をターゲットとした治療戦略が求められているが、現状で成功して

いるとは言えない．多因子が複雑に関連して病態を形成していると考えられ多くの不明な

点が残されており、かつ新規因子の探求も必要な状況である． 

本研究は、心不全および心腎機能障害進展における古典的神経体液性システムお

よび新規因子の関与およびクロストークを心腎脳ネットワークの観点より検討し、その修

飾による新規治療の可能性を探る目的にて行われた．研究者らは古典的な神経体液性因子

システムとしての交感神経、バゾプレッ

シン系（岩永ら）、新規因子としての線

維芽細胞増殖因子 23（FGF23）（南沢ら）

および microRNA(miR)-33（尾野ら）が重

要な役割を果たしていることを報告、見

出しており、1)交感神経系、バゾプレッ

シン系の寄与する心腎連関の解析、2) 
線維化促進因子としての FGF23 を介する

心腎連関の解析、3) miR-33 を介した心

腎連関の解析の 3 つの課題を中心とし

て、心不全における心腎連関および心腎脳連関からの更なる病態解明、心腎連関の分子制

御に基づく新たな治療法の開発に繋げる研究を目指した． 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

岩岩永永  善善高高  交交感感神神経経系系、、ババゾゾププレレッッシシンン系系のの寄寄与与すするる心心腎腎連連関関のの解解析析  

１．マウス敗血症性心腎障害モデルにおける腎臓交感神経切除施行 

１）LPS（5mg/kg）を腹腔内投与しマウス敗血症性心腎障害モデルを作成した。心エ

コーによる心機能の経時的変化とともに、7 日間の survival を追跡した。Wild type

マウスおよび V1a 受容体欠損マウス、V1b 受容体欠損マウスにおいて比較検討した。 

 

4 
 

２）Wild type マウスおよび V1a 受容体欠損マウスにおいて、10% phenol を用いて化

学的腎臓交感神経切除を両側性に施行した。その 2 週間後に LPS を投与し、同様に心

機能および survival の追跡を行った。腎障害に関しては、組織学的および KIM-1 を

用いて検討を行った。                                     

２．マウス大動脈縮窄心不全モデルおよびアンジオテンシン持続投与モデルにおける腎障

害の検討 

１）V1a 受容体および V1b 受容体ノックアウトマウスにおいて、マウス大動脈縮窄心

不全モデルおよびアンジオテンシン持続投与モデルを作成し、心機能障害進行および

心不全発症の検討を行った。同時に、腎臓機能および組織障害の検討も行った。マウ

ス大動脈縮窄心不全モデルの V1a 受容体ノックアウトマウスに V2 受容体拮抗薬を併

用を行う、両受容体の遮断効果も検討した。 

２）アンジオテンシン持続投与モデルにおける腎臓交感神経切除効果を、V1a 受容体

ノックアウトマウスにおいて検討した。同様に、心機能障害進行および心不全発症の

検討を行った。同時に、腎臓機能および組織障害の検討を行った。 

 

南南沢沢  享享  線線維維化化促促進進因因子子ととししててのの FGF23 をを介介すするる心心腎腎連連関関のの解解析析 

1. ラット心筋組織での FGF23 発現 

１） 右心室圧負荷モデルラットの FGF23 及び FGF２３受容体の発現変化 

６週齢のオスの Sprague-Dawley(SD) ラットに対して、肺動脈絞扼術を施行して、右室圧

負荷モデルを作成した。対照手術群のラットと比較して、線維化の有無、FGF23 や FGF

２３受容体の mRNA 発現変化を RT-PCR 法を用いて調べた。 

２） ラット心筋組織における FGF23 と FGF２３受容体の mRNA 発現 

６週齢のオスの SD ラットの心室筋から心筋細胞と心筋線維芽細胞を分離して、それぞれ

の細胞での FGF23 と FGF２３受容体の mRNA 発現を RT-PCR 法を用いて調べた。 

2. FGF23 のラット心筋線維芽細胞活性化へ影響 

６週齢のオスの SD ラットの心室筋から心筋線維芽細胞を分離培養し、リコンビナント FGF23

（R&D Systems) を作用させ、線維芽細胞の活性化を検討した。さらに心筋線維芽細胞を活性

化させることが既に分かっている TGF-1 (PeproTech) に対する FGF23 の影響を検討した。 

3. FGF23 過剰発現マウスの作成と組織線維化への影響 

FGF23 が心臓・腎臓における線維化促進因子であることを in vivo 実験系で検証するため、わ

れわれは CMV プロモーター下流に flox 配列-マウス由来 FGF23cDNA-flox 配列を繋げたト

ランスジェニックマウス（flox-FGF23TG）を作成した。この flox-FGF23TG マウスに αMHC プロ

モーター下流に Cre リコンビナーゼを配列したトランスジェニックマウス（CreTG）を掛け合わせ

て心臓特異的に FGF23 を発現するコンディショナル過剰発現マウスを作出した。このマウスを

利用して、心臓特異的に FGF23 を過剰発現させ、組織線維化や心機能への影響を観察した。 
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尾野 亘  京都大学大学院医学研究科 

 

研究報告 

Ⅰ 研究目的 

我が国では著しい高齢化の進展により、高齢者関連疾患である心不全おは急増しており、

医療上のみならず社会経済上も喫緊の課題となっている．心不全とは、心機能障害に起因

する全身の臓器障害を伴う症候群であり、他臓器との密接な関わりがその発症および病態

進展に強く関与する．近年その中でも、心不全と腎臓病の強い連関(心腎連関)が臨床的に

明らかになり、その点をターゲットとした治療戦略が求められているが、現状で成功して

いるとは言えない．多因子が複雑に関連して病態を形成していると考えられ多くの不明な

点が残されており、かつ新規因子の探求も必要な状況である． 

本研究は、心不全および心腎機能障害進展における古典的神経体液性システムお

よび新規因子の関与およびクロストークを心腎脳ネットワークの観点より検討し、その修

飾による新規治療の可能性を探る目的にて行われた．研究者らは古典的な神経体液性因子

システムとしての交感神経、バゾプレッ

シン系（岩永ら）、新規因子としての線

維芽細胞増殖因子 23（FGF23）（南沢ら）

および microRNA(miR)-33（尾野ら）が重

要な役割を果たしていることを報告、見

出しており、1)交感神経系、バゾプレッ

シン系の寄与する心腎連関の解析、2) 
線維化促進因子としての FGF23 を介する

心腎連関の解析、3) miR-33 を介した心

腎連関の解析の 3 つの課題を中心とし

て、心不全における心腎連関および心腎脳連関からの更なる病態解明、心腎連関の分子制

御に基づく新たな治療法の開発に繋げる研究を目指した． 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

岩岩永永  善善高高  交交感感神神経経系系、、ババゾゾププレレッッシシンン系系のの寄寄与与すするる心心腎腎連連関関のの解解析析  

１．マウス敗血症性心腎障害モデルにおける腎臓交感神経切除施行 

１）LPS（5mg/kg）を腹腔内投与しマウス敗血症性心腎障害モデルを作成した。心エ

コーによる心機能の経時的変化とともに、7 日間の survival を追跡した。Wild type

マウスおよび V1a 受容体欠損マウス、V1b 受容体欠損マウスにおいて比較検討した。 
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２）Wild type マウスおよび V1a 受容体欠損マウスにおいて、10% phenol を用いて化

学的腎臓交感神経切除を両側性に施行した。その 2 週間後に LPS を投与し、同様に心

機能および survival の追跡を行った。腎障害に関しては、組織学的および KIM-1 を

用いて検討を行った。                                     

２．マウス大動脈縮窄心不全モデルおよびアンジオテンシン持続投与モデルにおける腎障

害の検討 

１）V1a 受容体および V1b 受容体ノックアウトマウスにおいて、マウス大動脈縮窄心

不全モデルおよびアンジオテンシン持続投与モデルを作成し、心機能障害進行および

心不全発症の検討を行った。同時に、腎臓機能および組織障害の検討も行った。マウ

ス大動脈縮窄心不全モデルの V1a 受容体ノックアウトマウスに V2 受容体拮抗薬を併

用を行う、両受容体の遮断効果も検討した。 

２）アンジオテンシン持続投与モデルにおける腎臓交感神経切除効果を、V1a 受容体

ノックアウトマウスにおいて検討した。同様に、心機能障害進行および心不全発症の

検討を行った。同時に、腎臓機能および組織障害の検討を行った。 

 

南南沢沢  享享  線線維維化化促促進進因因子子ととししててのの FGF23 をを介介すするる心心腎腎連連関関のの解解析析 

1. ラット心筋組織での FGF23 発現 

１） 右心室圧負荷モデルラットの FGF23 及び FGF２３受容体の発現変化 

６週齢のオスの Sprague-Dawley(SD) ラットに対して、肺動脈絞扼術を施行して、右室圧

負荷モデルを作成した。対照手術群のラットと比較して、線維化の有無、FGF23 や FGF

２３受容体の mRNA 発現変化を RT-PCR 法を用いて調べた。 

２） ラット心筋組織における FGF23 と FGF２３受容体の mRNA 発現 

６週齢のオスの SD ラットの心室筋から心筋細胞と心筋線維芽細胞を分離して、それぞれ

の細胞での FGF23 と FGF２３受容体の mRNA 発現を RT-PCR 法を用いて調べた。 

2. FGF23 のラット心筋線維芽細胞活性化へ影響 

６週齢のオスの SD ラットの心室筋から心筋線維芽細胞を分離培養し、リコンビナント FGF23

（R&D Systems) を作用させ、線維芽細胞の活性化を検討した。さらに心筋線維芽細胞を活性

化させることが既に分かっている TGF-1 (PeproTech) に対する FGF23 の影響を検討した。 

3. FGF23 過剰発現マウスの作成と組織線維化への影響 

FGF23 が心臓・腎臓における線維化促進因子であることを in vivo 実験系で検証するため、わ

れわれは CMV プロモーター下流に flox 配列-マウス由来 FGF23cDNA-flox 配列を繋げたト

ランスジェニックマウス（flox-FGF23TG）を作成した。この flox-FGF23TG マウスに αMHC プロ

モーター下流に Cre リコンビナーゼを配列したトランスジェニックマウス（CreTG）を掛け合わせ

て心臓特異的に FGF23 を発現するコンディショナル過剰発現マウスを作出した。このマウスを

利用して、心臓特異的に FGF23 を過剰発現させ、組織線維化や心機能への影響を観察した。 
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尾尾野野  亘亘    圧圧負負荷荷のの際際にに生生じじるる mmiiRR--3333 をを介介ししたた心心腎腎連連関関のの解解析析  

miR-33b ノックインマウスの心臓に圧負荷をかけると、心臓の線維化が悪化するとともに、更なる交

感神経系の活性化および腎機能の悪化が生じることを見出した。 

今回、圧負荷の際に生じる miR-33 を介した心腎連関について、下記のような検討を行うとともに、

治療応用を見据えた核酸医薬の効果についても検討することとした。 

１． miR-33b ノックインマウスと対照マウスにおいて、圧負荷前後の交感神経系での c-Fos 染色の

違いを比較する。心臓への圧負荷モデルは 8 週齢のオスのマウスにおいて、大動脈弓での血管の

縮窄によって作成した。圧負荷 3 日後、1 週後において脊髄の中間外側細胞核（IML）を制御する

延髄淡蒼縫線核吻側部（rRPa）での c-Fos 染色陽性細胞数を検討した。 

２． miR-33bflox/flox ノックインマウス（既に作成済み）と DBH-Cre マウス（導入済み）を交配し、圧

負荷での腎機能、腎臓組織変化を解析する。交感神経系でのみ mniR-33b が働かないマウスを作

成するために、上記 2 系統のマウスを交配した。脳、脊髄での miR-33b の発現を調べたところ、視

床下部で有意に miR-33b が低下しており、目的とするマウスが作成できたことを確認した。採血や

腎組織での腎機能の変化を検討する。 

３． miR-33a/b 特異的人工核酸の生体での効果を解析し、脳へのドラッグデリバリーシステム

（Drug delivery system; DDS）を開発する。架橋型人工核酸を用いて、miR-33a と miR-33b を特異

的に抑制することのできる anti-miR-oligonucleotide (AMO)を作成した。それぞれの特異性と効果

を検討し、脳への投与法を検討する。 

 

 

Ⅲ 研究成果 

岩岩永永  善善高高 
１．マウス敗血症性心腎障害モデルにおける交感神経活性化 

 マウス敗血症性心腎障害モデルに、腎臓交感神経切除を施行し、心機能障害の発

現および生命予後が改善されることが明らかになった。同時に V1a 受容体ノックアウトマ

ウスにおいては、敗血症時の心機能障害は抑制され、生命予後は改善された。ただし V1b

受容体ノックアウトマウスにおいては、敗血症時の有意な心機能障害は抑制および生命予

後の改善は認めなかった。更にはバゾプレッシン V1a 受容体ノックアウトマウスにおける

腎臓交感神経切除術の施行により、更なる心機能改善および生命予後改善が認められた。

心筋内の交感神経活性化の抑制と炎症性シグナルの活性化の抑制を伴った。ただし、マウ

ス敗血症性心腎障害モデルにおける腎臓交感神経切除施行により、腎臓のカテコラミン量

の抑制はみとめられたものの、腎機能および腎組織障害の有意な改善は伴わなかった。          
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２．マウス大動脈縮窄心不全モデルおよびアンジオテンシン持続投与モデルにおけるバゾ

プレッシン受容体と心腎障害の関係 

 マウス大動脈縮窄心不全モデルにおいて、V1a 受容体ノックアウトマウスでは心

機能障害進行および心不全発症は抑制されていたが、腎障害に関しては差異を認めなかっ

た。腎臓集合管にのみ作用する V2 受容体拮抗薬を併用した実験では、心不全発症抑制に

対する相加効果を認めた。V1b 受容体ノックアウトマウスでは、逆に心機能障害および心

筋線維化の促進が認められた。 

アンジオテンシン持続投与モデルにおいては、V1a 受容体ノックアウトマウスに

おいては、同様の線維化抑制、心機能低下抑制が認められた。腎臓交感神経切除術の施行

により、ワイルドタイプ、V1a 受容体ノックアウトマウス共に、心機能低下抑制効果、心

筋保護効果を得ることができた。ただし、腎障害の抑制効果については検証予定である。  
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尾尾野野  亘亘    圧圧負負荷荷のの際際にに生生じじるる mmiiRR--3333 をを介介ししたた心心腎腎連連関関のの解解析析  

miR-33b ノックインマウスの心臓に圧負荷をかけると、心臓の線維化が悪化するとともに、更なる交

感神経系の活性化および腎機能の悪化が生じることを見出した。 

今回、圧負荷の際に生じる miR-33 を介した心腎連関について、下記のような検討を行うとともに、

治療応用を見据えた核酸医薬の効果についても検討することとした。 

１． miR-33b ノックインマウスと対照マウスにおいて、圧負荷前後の交感神経系での c-Fos 染色の

違いを比較する。心臓への圧負荷モデルは 8 週齢のオスのマウスにおいて、大動脈弓での血管の

縮窄によって作成した。圧負荷 3 日後、1 週後において脊髄の中間外側細胞核（IML）を制御する

延髄淡蒼縫線核吻側部（rRPa）での c-Fos 染色陽性細胞数を検討した。 

２． miR-33bflox/flox ノックインマウス（既に作成済み）と DBH-Cre マウス（導入済み）を交配し、圧

負荷での腎機能、腎臓組織変化を解析する。交感神経系でのみ mniR-33b が働かないマウスを作

成するために、上記 2 系統のマウスを交配した。脳、脊髄での miR-33b の発現を調べたところ、視

床下部で有意に miR-33b が低下しており、目的とするマウスが作成できたことを確認した。採血や

腎組織での腎機能の変化を検討する。 

３． miR-33a/b 特異的人工核酸の生体での効果を解析し、脳へのドラッグデリバリーシステム

（Drug delivery system; DDS）を開発する。架橋型人工核酸を用いて、miR-33a と miR-33b を特異

的に抑制することのできる anti-miR-oligonucleotide (AMO)を作成した。それぞれの特異性と効果

を検討し、脳への投与法を検討する。 

 

 

Ⅲ 研究成果 

岩岩永永  善善高高 
１．マウス敗血症性心腎障害モデルにおける交感神経活性化 

 マウス敗血症性心腎障害モデルに、腎臓交感神経切除を施行し、心機能障害の発

現および生命予後が改善されることが明らかになった。同時に V1a 受容体ノックアウトマ

ウスにおいては、敗血症時の心機能障害は抑制され、生命予後は改善された。ただし V1b

受容体ノックアウトマウスにおいては、敗血症時の有意な心機能障害は抑制および生命予

後の改善は認めなかった。更にはバゾプレッシン V1a 受容体ノックアウトマウスにおける

腎臓交感神経切除術の施行により、更なる心機能改善および生命予後改善が認められた。

心筋内の交感神経活性化の抑制と炎症性シグナルの活性化の抑制を伴った。ただし、マウ

ス敗血症性心腎障害モデルにおける腎臓交感神経切除施行により、腎臓のカテコラミン量

の抑制はみとめられたものの、腎機能および腎組織障害の有意な改善は伴わなかった。          
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２．マウス大動脈縮窄心不全モデルおよびアンジオテンシン持続投与モデルにおけるバゾ

プレッシン受容体と心腎障害の関係 

 マウス大動脈縮窄心不全モデルにおいて、V1a 受容体ノックアウトマウスでは心

機能障害進行および心不全発症は抑制されていたが、腎障害に関しては差異を認めなかっ

た。腎臓集合管にのみ作用する V2 受容体拮抗薬を併用した実験では、心不全発症抑制に

対する相加効果を認めた。V1b 受容体ノックアウトマウスでは、逆に心機能障害および心

筋線維化の促進が認められた。 

アンジオテンシン持続投与モデルにおいては、V1a 受容体ノックアウトマウスに

おいては、同様の線維化抑制、心機能低下抑制が認められた。腎臓交感神経切除術の施行

により、ワイルドタイプ、V1a 受容体ノックアウトマウス共に、心機能低下抑制効果、心

筋保護効果を得ることができた。ただし、腎障害の抑制効果については検証予定である。  
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南南沢沢  享享   
1. ラット心筋組織での FGF23 発現 

肺動脈絞扼術を施行した Sprague-Dawley(SD) ラットの右心室乳頭筋組織は、心筋肥大が進

行し線維化が著しく進行した群（線維化群）と心筋肥大が進行しているが線維化を認めないか、軽

度の群（非線維化群）に大別された。線維化群では FGF23 及び FGFR1 の mRNA 発現が、対照

手術群や非線維化群よりも有意に増加していた（図）。しかし、FGF23 の腎臓での受容体である

Klotho の発現変化は殆ど認められなかった。さらにラット心

室筋から心筋細胞と線維芽細胞を分離して、FGF23 と FGFR1

の mRNA 発現を調べたところ、FGF23 は有意に心筋細胞での

発現が高く、一方、FGFR1 は線維芽細胞で有意に発現が高い

ことが分かった。 

 

2. FGF23 のラット心筋線維芽細胞活性化へ影響 

ラット心筋線維芽細胞にリコンビナント FGF23 を 50ng/mL 濃度まで増加させても、線維芽

細胞の-smooth muscle actin (-SMA)の発現は変化せず、線維芽細胞の活性化は認められな

かった。しかし、TGF-1 と FGF23 を同時に作用させると、FGF23 は TGF-1 による線維芽細

胞の-SMA 発現をさらに上昇させ、活性化を増強した。この FGF23 による TGF-1 誘導性の

線維芽細胞の活性化は、FGFR1 阻害薬 SU5402 や FGFR1 への siRNA の添加によって抑制され

た。 

                         

 

3. FGF23 過剰発現マウスの作成と組織線維化への影響 

flox-FGF23TG マウスに CreTG を掛け合わせて心臓特異的に FGF23 を発現するコンディショ

ナル過剰発現マウスを２系統、作出した。これらのマウスの心室筋では、FGF23mRNA が対照
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群と比較して、約 400 倍、約 4000 倍、心室筋に過剰発現していた。しかし、心筋組織の線維

化の進行や線維化マーカー遺伝子（TGF-1、-SMA、CTGF など）の発現変化は認めなかっ

た。 

 

尾尾野野  亘亘 
１．miR-33b ノックインマウスと対照マウスにおいて、圧負荷前後の交感神経系での c-Fos

染色の違い 

これまでに、miR-33b ノックインマウスにおいては寒冷刺激において、脊髄の中間外側

細胞核（IML）を制御する延髄淡蒼縫線核吻側部（rRPa）での c-Fos 染色陽性細胞が増

加することが分かっている。そこで、今回は圧負荷前後においても同様の変化がないか

どうかを検討した。実際、rRPa の c-fos 陽性細胞の数は miR-33b ノックアウトマウスに

おいて有意に増加しており、圧負荷後の交感神経流出の活性化が増大していることがわ

かった。これらの結果から、miR-33b ノックインマウスでは、圧負荷後の交感神経の活

動が上昇していることがわかった。また血中カテコラミンの上昇も認めた。 

２． DBH-Cre /miR-33bflox/flox ノックインマウスでの、圧負荷後の腎機能、腎臓組織変化の解析 

miR-33bflox/flox ノックインマウス（既に作成済み）と DBH-Cre マウス（導入済み）を

交配することで、miR-33b が交感神経系で欠損することを確認した。その結果、このマ

ウスにおいては、圧負荷後の交感神経系の活性化が消失することを確認した。圧負荷後

には miR-33b ノックインマウスでは血中 Na の上昇を認めたが、DBH-Cre /miR-

33bflox/flox ノックインマウスではそのような上昇は無かった。 

３ ．  miR-33a/b

特異的人工核酸

の生体での効果

と、脳へのドラッ

グデリバリーシス

テ ム （ Drug 

delivery system; 

DDS）の開発 

miR-33a および

miR-33b のそれ

ぞれを阻害できる 12 種類のオリゴヌクレオチドを設計し（左上）、高濃度(10nM)で有効性が確認

できないもの、低濃度(1nM)で特異性が維持できないものを除外する方針でスクリーニングし

（上図左）、阻害効率と特異性の高い核酸医薬を選択し、それぞれ anti-miR-33a および anti-

miR-33b とした。10mg/kg の濃度において、週に 1 回の皮下注射によって標的遺伝子である

ABCA1 の肝臓での増加、さらに血中での HDL-C の増加を認めた。特に anti-miR-33b の効果

が高かいことが判明した。髄腔内に注射することで、脳内への投与が可能であることが見いださ
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れた。実際、脳での ABCA1 の増加が明らかとなった。 

 

 

Ⅳ 考察 

 マウス敗血症性心腎障害モデルに、腎臓交感神経切除を施行し、心機能障害の発現お

よび生命予後が改善されることが明らかになった。同時に V1a 受容体および V1b 受容体ノックア

ウトマウスともに敗血症時の心機能障害は抑制され、生命予後は改善された。さらにはバゾプレッ

シン受容体ノックアウトマウスにおける腎臓交感神経切除術の施行は、更なる心機能改善および

生命予後改善をもたらすことも明らかになり、両システムにおいて独立した制御系が存在する可能

性が考えられた。本モデルにおいては、腎障害に関しては、有意な差異を認めず、腎障害におい

ては交感神経系の関与は少ないものと考えられた。ただし、本モデルにおいては腎障害のバラツ

キが大きかったため、別の敗血症モデルにおいて追加実験を行い、検証を計画している。 また、

マウス大動脈縮窄心不全モデルおよびアンジオテンシン持続投与モデルにおいては、V1a 受容

体および V1b 受容体ノックアウトマウスでは心機能障害進行および心不全発症は抑制されていた

が、腎障害に関しては差異を認めなかった。また、 V1a 受容体ノックアウトマウスに V2 受容体拮

抗薬を併用した実験では心不全発症に関して相加効果を認め、腎臓交感神経切除を追加した実

験でも心不全発症抑制の相加作用を認めた。腎臓交感神経切除術およびバゾプレッシン系の遮

断は、心腎脳ネットワークの制御の有用なアプローチである可能性が示唆された。制御メカニズム

として、腎臓での局所交感神経制御にはバゾプレッシン系が上流で作用していること、心臓では全

身性交感神経過剰反応もまたバゾプレッシン系の制御を受け心臓局所の交感神経障害を軽減

し、そのことが心機能障害の改善に関与することが明らかになった。 

線維化は組織傷害への短期的代償機転として働くが、線維化の進行は心臓での収縮・

拡張能を低下させ、腎臓での糸球体・尿細管機能の低下に直結する。線維化は様々な臓器で共

通の機序によって促進されると想定されるが、心腎連関において相互の線維化に影響を及ぼす要

因の重要性については十分に検討されていない。本研究では圧負荷によって心筋肥大を生じさ

せた心筋組織において、心肥大は同程度でも心筋線維化の進行する群では、軽症群に比して

FGF23 が著しく発現が増加していた。この発現増加は、圧負荷によるストレスによって心筋細胞か

ら FGF23 が分泌されると推定され、それがパラクライン的に心筋線維芽細胞の活性化を促し、線

維化を促進させている可能性が考えられた。しかし、培養心筋線維芽細胞を使った実験や FGF23

過剰発現マウスの結果からは、FGF23 は単独では心筋の線維化を進行させる因子とはならないこ

とが判明した。心筋に線維化を促進させる要因（圧負荷や TGF-1 の増加など）が生じた際に、

FGF23 が線維化を増強させる因子として働くことが推測される。今後、FGF23 過剰発現マウスに対

して、心筋へのストレスを加えて、線維化が進行するか否か、検証をする必要がある。なお、慢性腎

疾患患者において血中 FGF23 が高値になることが多くみられため、本研究の結果は、腎機能が

悪い患者において何らかの要因で心臓にストレスがかかると、心筋の線維化が促進する要因となる
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得ることを示唆しており、血清リンの調節だけでなく、線維化を促進させる心腎関連因子として、

FGF23 を捉えてゆく必要があると考えられた。 

miR-33b ノックインマウスの心臓に圧負荷をかけると、心臓の線維化が悪化するとともに、

更なる交感神経系の活性化および腎機能の悪化が生じることを見出した。miR-33 を介した心臓―

脳―腎臓間の連関が存在するという新しいメカニズムを明らかにした。我々はこれまでに、寒冷スト

レス下では、脳内の miR-33 が（特に Dbh 陽性ニューロンにおいて）、抑制性 GABA 神経伝達に必

要な GABAA 受容体のサブユニットをコードしている Gabrb2 と Gabra4 を抑制することで（GABAA

抑制性ニューロンの伝達を抑制して）交感神経活動を亢進させることで、褐色脂肪細胞の熱産生と

全身代謝の維持に寄与していることを明らかとしてきた。このメカニズムが、心臓への圧負荷におい

ても収縮力の増大や血圧上昇などによって、負荷に対する適応機構として機能している可能性が

考えられた。脳内への AMO の投与によって、過剰な適応反応を抑制し、臓器保護を行える可能

性がある。 
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せた心筋組織において、心肥大は同程度でも心筋線維化の進行する群では、軽症群に比して

FGF23 が著しく発現が増加していた。この発現増加は、圧負荷によるストレスによって心筋細胞か

ら FGF23 が分泌されると推定され、それがパラクライン的に心筋線維芽細胞の活性化を促し、線

維化を促進させている可能性が考えられた。しかし、培養心筋線維芽細胞を使った実験や FGF23

過剰発現マウスの結果からは、FGF23 は単独では心筋の線維化を進行させる因子とはならないこ

とが判明した。心筋に線維化を促進させる要因（圧負荷や TGF-1 の増加など）が生じた際に、

FGF23 が線維化を増強させる因子として働くことが推測される。今後、FGF23 過剰発現マウスに対

して、心筋へのストレスを加えて、線維化が進行するか否か、検証をする必要がある。なお、慢性腎

疾患患者において血中 FGF23 が高値になることが多くみられため、本研究の結果は、腎機能が

悪い患者において何らかの要因で心臓にストレスがかかると、心筋の線維化が促進する要因となる

10 
 

得ることを示唆しており、血清リンの調節だけでなく、線維化を促進させる心腎関連因子として、

FGF23 を捉えてゆく必要があると考えられた。 

miR-33b ノックインマウスの心臓に圧負荷をかけると、心臓の線維化が悪化するとともに、

更なる交感神経系の活性化および腎機能の悪化が生じることを見出した。miR-33 を介した心臓―

脳―腎臓間の連関が存在するという新しいメカニズムを明らかにした。我々はこれまでに、寒冷スト

レス下では、脳内の miR-33 が（特に Dbh 陽性ニューロンにおいて）、抑制性 GABA 神経伝達に必

要な GABAA 受容体のサブユニットをコードしている Gabrb2 と Gabra4 を抑制することで（GABAA

抑制性ニューロンの伝達を抑制して）交感神経活動を亢進させることで、褐色脂肪細胞の熱産生と

全身代謝の維持に寄与していることを明らかとしてきた。このメカニズムが、心臓への圧負荷におい

ても収縮力の増大や血圧上昇などによって、負荷に対する適応機構として機能している可能性が

考えられた。脳内への AMO の投与によって、過剰な適応反応を抑制し、臓器保護を行える可能

性がある。 
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研研究究のの概概要要  
リアノジン受容体 RyR蛋白分子は、心筋細胞内小器官の小胞体膜に発現し、興奮収縮連関の

要として収縮に必須な小胞体貯蔵 Ca イオンを細胞質へリークさせる、生理学的に重要なイ

オンチャネルである。同チャネルが遺伝子変異等で活性化されると、心筋細胞内カルシウム

Ca動態が破綻し、ヒト患者での致死性心室頻拍 VT型の Ca依存性不整脈が起こる(図 1)。筆

者らは同不整脈に関する病態生理学的な発生機序(図 2)を、RyR 分子および RyR 発現培養細

胞において明らかにした（Uehara ら 2017）。然しながら、この段階で調べられた不整脈再

現系は、非心筋細胞である発現培養細胞レベルに留まっていた。 

 

本研究では第一に、非心筋細胞から歩を進め、動物(RyRゲ

ノム編集マウス)、摘出心臓、単離心筋細胞レベルの不整脈

再現系を確立し、各レベルで用いる測定技術を確立するこ

とを目指した。ヒト心室頻拍発作へ優れた抗不整脈作用を

有する有機化合物をマウス単離心臓に投与した時の心筋細

胞の膜電位などの光学的イメージングと心電図の同時解析

を行った。病態生理学的機序として、電気的興奮伝導速度

の低下と房室解離を伴う不整脈が一貫して起こることが判明した。 

 

第二に、RyR阻害作用を有する不整脈候補薬の開発を目指した。具体的には、RyRを分子標的

とする有機化合物群の中から最も優れた抗不整脈薬を開発するために、鋳型のカルベジロー

ル(図 3）から有機化学合成技術を駆使して主鎖や側鎖を様々に修飾した誘導群について、ヒ

ト心室頻拍発作に対する抗不整脈作用が最も優れた化合物を求めて薬理学的にスクリーニ

ング検査した。このカルベジロール誘導体の薬理作用は、近年 RyR分子標的剤として既に臨

床の現場で少しずつ使われ始めているフレカイニドのそれと比較し、抗不整脈薬としての優

劣を検討した。また、統合計算化学ソフトウェア MOE解析のシミュレーションを施すことに

より、カルベジロール誘導体分子群について、立体構造をモデリングし、RyR 分子とのリガ

ンド結合状態の強さを推定した。 

 

以上の実験から、薬開発に必須な独自の不整脈再現系と測定技術を確立させるとともに、

不整脈発生の詳細な発生メカニズムを心臓レベルで解明出来た。また、抗不整脈薬の大規

模な最適化に努めた結果、RyR 分子標的剤、抗不整脈薬候補剤としてカルベジロール誘導体

が最も優れていると結論付けられた。         

 

図 2 Ca依存性不整脈の発生機序 
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図 1 RyR 遺伝子変異による心室頻拍 VT の発症機講 
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図 1 RyR 遺伝子変異による心室頻拍 VT の発症機講 
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研研究究報報告告  

II..  研研究究目目的的  

本研究の第一の目的として、ヒト患者の RyR変異による Ca依存性不整脈を、動物（ゲノム編

集マウス）、摘出心臓、単離心筋細胞レベルにおいて再現する。それと共に、同再現系におけ

る機能測定技術の確立を目指す。また、非心筋細胞の培養細胞において筆者らが提唱した不

整脈発生機序を動物、心臓、心筋細胞レベルにおいて検証し、各レベルでの不整脈発生機序

をより詳細に探る。 

 

本研究の第二の目的として、RyRの遺伝子変異が原因で起こる Ca依存性心疾患を抑える選択

的な RyR 標的阻害薬を開発する。優れた阻害薬の作製のために、カルベジロール(図 3)、植

物アルカロイドのリアノジン(図 4)、FK506(図 5)、、ダントロレン(図 6)その他の鋳型有機化

合物の線状および環状の炭素骨格に網羅的な構造改変を加えることにより、誘導体群を合成

する。また、既存化合物群のライブラリーからも、RyR に強い抑制作用を持つ抵不整脈薬の

候補化合物を探索する。 

 

本研究の第三の目的として、RyR 遺伝子変異マウスで認められる拡張型心筋症について、拡

張機序の解明と遺伝子治療に挑む。遺伝子治療法として、野生型 RyRを組み込んだアデノ随

伴ベクターを拡張型心筋症に罹患する RyR遺伝子改変マウスに強制注入することで、心臓の

拡張が抑制されるように努める。 

 
 図 3 カルベジロールの化学構造  

 
図 5 FK506の化学構造 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
図 4 リアノジンの化学構造 

 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

図 6 ダントロレンの化学構造 
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IIII..  研研究究計計画画及及びび材材料料とと方方法法  

ヒト患者の RyR遺伝子変異と不整脈を再現するゲノム編集マウスを、Crisper/Cas9法を用い

て作製し(図 7)、長期飼育した。致死性不整脈を再現性良く示す同マウスから、麻酔下個体、

摘出心臓、単離心筋細胞などの実験材料を調整し、不整脈の病態生理学的な発生機序解明と

抗不整脈薬の開発に努めた。 

 

心室頻拍型の不整脈に関する心電図解析を、個体表面および摘出心表面において施した(図

8)。更に、心筋細胞の膜電位や細胞内 Caに関する光学イメージング法（高成）を摘出心に適

用した(図 9)。個体および摘出心臓レベルにおいても、不整脈を再現することが出来た。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

ゲノム編集マウスから単離された単一心筋細胞においても、共焦点レーザ顕微鏡を活用する

Ca イメージング法(図 10)を確立した。単一心筋細胞レベルでは、Ca 波という形で不整脈を

再現することが出来た。 

  

  

  

  

図 7 ゲノム編集マウスの作製 

 
 
図 9 摘出心の膜電位の光学イメージング 

 

 
 
図 8 心室頻拍を示すマウス心電波形 
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図 10 単離心筋細胞の Ca イメージング 左図 Frame scan における細胞内の Ca 波（矢印） 右図 Line 

scan における Ca波（斜めの不規則な線）  
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IIII..  研研究究計計画画及及びび材材料料とと方方法法((続続きき 22))  

これらの方法論の追加により、病態生理学的及び創薬的本研究を、RyR 分子から心筋細胞、

個体に至る広範囲レベルの不整脈再現系で進められることが可能となった。 

 

RyR 分子を標的にして阻害するカルベジロールを含む様々な有機化学物質群について、線状

および環状の炭素骨格の主鎖や側鎖を網羅的に修飾する構造改変を行った(Fill)。作製され

た同誘導体群については、薬理学的スクリーニングを施し、鋳型よりも優れた RyR作用特異

性や力価を示す誘導体群を検索した。その際に用いた不整脈再現系と機能測定技術は、上記

の個体および摘出心臓レベルの心電図、膜電位や Caに関する光学イメージングである。既に

確立している組換え RyRタンパク質の単一チャネル電流を測定する人工脂質膜法を用いるこ

とにより、作製した誘導体が RyR蛋白分子に直接結合する分子標的薬となっていることを確

認した。 

 

カルベジロール誘導体については、MOEを用いた分子動力学計算を行うことにより、RyR分子

表面の結合部位と結合様式を推定した(弟子丸)。更に、各リガンド分子の化学基を修飾導入

した多種多様な誘導体群のうち、RyR に対し高い親和性と特異性を示すものを MOE を用いた

ドッキングシミュレーションにより選抜した。 

 

もうひとつの心筋細胞の不整脈再現系として、RyR 点変異を有するヒト iPS 心筋細胞も調製

した。同 iPS 心筋細胞において、Ca イメージング法とパッチクランプ法（電気生理学実験）

を適用した。 

 

微生物２次代謝産物ライブラリーにおける既存の低分子化合物群についても、薬理学的スク

リーニングを行い、RyR分子に結合しチャネル機能を抑制する候補化合物を探索した。 

 

RyR 遺伝子の変異の種類によっては、マウス心臓が野生型に比べて有意に拡張した心筋症を

呈することを見出した。この拡張型心筋症を示すマウス心臓について、詳細な組織学的検討

を行った(藤本)。これらのマウスに、次世代シークエンサーを活用して、mRNAの発現量を定

量評価した。                                                              

 

単離された単一心筋細胞を用いる In vitro 実験では、不整脈発生効率が低下してしまう傾

向が強い。この欠点の解決策として、単一心筋細胞をカーボン法を用いて伸展させることに

より、不整脈の発生を促す実験を行った（入部）。 
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IIIIII..  成成果果  （（そそのの１１））  

心室頻拍型の不整脈の摘出心臓、動物レベルの再現系を、RyR 遺伝子のゲノム編集マウスに

おいて確立することが出来た。また、マウス摘出心臓における光学的イメージングと心電図

を同時測定した結果、ここで扱う RyR遺伝子変異を原因とする不整脈の心電波形は、２方向

性または多形性の心室頻拍や房室解離等の特徴を備えることが分かった。これらの測定から、

創薬研究に有用な不整脈異常波形の形成メカニズムを明らかにする事が出来た。 

 
カルベジロール、リアノジン、FK506、ダントロレンを含む様々な有機化合物を大規模スクリ

ーニング検査した結果、優れた抗不整脈作用を示す有機化合物として、鋳型カルベジロール

(図 11)の黄色の位置にアルキル基を挿入したカルベジロール誘導体(図 12)を超えるものは

無かった。特に、カルベジロールにアルキル基を導入した誘導体を１μM の低濃度でマウス

腹腔内に投与すると、心室頻拍発作は見事に止まり、心電図は長時間安定して発作を起こさ

ない正常な同調律に完全に戻ることが確認された(図 13)。然しながら、その他の RyR分子標

的化合物の投与では、房心解離などの不整脈症状が多少残り、正常な同調律には完全に戻ら

なかった。これらの特性から、カルベジロール誘導体だけが、臨床実験(治験)に歩を進めら

れる段階に達した有機化合物と考えられた。  
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図 13 不整脈への抑制効果  A. RyR ゲノム編集マウス心臓における

VT 発作時心電波形のカルベジロール投与による変化  B. カルベジ

ロール投与による VT 発作占有率と発作持続時間の経時的変化 
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IIIIII..  成成果果((そそのの２２))  

カルベジロール誘導体群について、立体構造モデリング及び RyR との結合状態に関する MOE

解析によるシミュレーションを行った。その結果、In vivo の薬理学的実験において極めて

強い抗不整脈作用を示したカルベジロール誘導体では、メチレン基の導入によりリガンド両

端部分と RyR の芳香族アミノ酸残基がより安定な π-π 相互作用を形成し、受容体-リガン

ド相互作用が増強されたことが推察された。これらの知見に基づき、今後も系統的な分子設

計を重ねれば、更に優れた高効果かつ実用的な抗不整脈薬の開発が期待できた。              

  

微生物２次代謝産物ライブラリー低分子群の薬理学的スクリーニングを行った結果、これら

の化合物の中からも抗不整脈作用を示すものが幾つか見つかったが、カルベジロール誘導体

のような優れた選択性と力価を示すものは得られなかった。これらを総合的に判断すると、

抗不整脈薬としての更なる最適化を行うには、カルベジロール誘導体に絞って進めれば良い

と結論付けられた。                                                                                                                                              

  

カルベジロール誘導体と既存薬フレカイニドとの間で、抗不整脈薬としての優劣の検討を行

った。フレカイニドは、RyRのみならず Naチャネルも阻害することで、心臓内の電気的興奮

伝導速度が低下していた。然しながら、カルベジロール誘導体は、Naチャネルを阻害せず RyR

だけを阻害するために心臓内の電気的伝導も正常に保つことが出来ることから、抗不整脈薬

としてより優れていると言えた。  
 
カルベジロール誘導体の単一 RyR電流への阻害作用(図 14)も検討した。その結果、カルベジ

ロール誘導体は、RyR 分子を標的として直接結合することにより阻害作用を及ぼすことが確

認された。 
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IIIIII..  成成果果((そそのの３３))  

ゲノム編集マウスにおいて、RyR 遺伝子変異種によっては拡張型心筋症を示すものがあった

(図 15)。拡張型を示す心臓の詳細な組織学的検索を行った結果、心臓内に線維化は認められ

なかった。つまり、この拡張型心筋症でも器質的な変化は起こっておらず、Ca依存性不整脈

という機能異常だけが生じていることが判明した。  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この拡張型マウスにおいては、次世代シーケンサー解析による mRNAの発現量も測定した。そ

の結果、心臓が拡張する原因遺伝子群を特定することが出来た。また、遺伝子治療として、

野生型(正常型)RyR を組み込んだアデノ随伴ベクターを若いゲノム編集マウスに注入したと

ころ、拡張が有意に抑えられた。この注入法は、拡張型心筋症の根本治療に有望な遺伝子治

療と考えられるため、更に工夫を加えたいと考えている。 

 

RyR 遺伝子変異を挿入したゲノム編集マウス心臓の心室から単一心筋細胞を単離し、同細胞

に付着させたカーボン線維により伸展させた。その結果、不整脈の発生頻度が有意に高まっ

た。この実験から初めて、これまで不整脈の再現が困難だった単一心筋細胞レベルにおいて

も、不整脈再現系が確立され、薬物評価を行うことが可能となった。

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
図 15 リアノジン受容体の遺伝子変異により拡張する心筋の 

組織学的検索 
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IIVV))考考察察  

本助成研究を遂行することにより、第一に、抗不整脈薬候補剤の薬理作用を検討するために

必要不可欠な Ca依存性不整脈現象を、分子から培養細胞、心筋細胞、心臓、動物にかけた広

範囲のレベルに再現させた機能評価系を確立した。第二に、各レベルの不整脈現象に関する

病態生理学的な発生機序を詳細に解明し、必要不可欠な機能測定技術を全て完成させた。第

三に、大規模な薬理学的スクリーニングにより、心室頻拍型の Ca依存性不整脈に対して実用

化出来る抗不整脈薬剤として、カルベジロールを鋳型とする誘導体に絞り込めたと考えてい

る。抗不整脈薬として選択性と力価に優れた RyR分子標的剤が遂に得られたと確信している。 

 

カルベジロール誘導体を、摘出心臓へかん流投与するのみならず麻酔下マウスの腹腔内に投

与しても、心室頻拍型の不整脈を完全に抑制する事が確認されたので、同薬は既に臨床実験

（治験）への移行に値するものと考えている。少なくとも、本事業によって選択的 RyRイオ

ンチャネル阻害薬としてのマザーコンパウンド作製は実現したと考えている。今後は、その

他の誘導体群の有機化学合成とスクリーニングによる最適化作業を続ける。コロナの終息が

見えたら、製薬企業の協力を得た誘導体群作製の大規模化を目指す。最終的には、有効性と

安全性、薬物動態においてより優れた真に臨床で汎用可能な製品に完成しようと考えている。

更には、非臨床試験の終了段階で物質特許出願を行い、大手の薬品企業と共に治験に臨みた

い。また、カルベジロール誘導体を基礎研究用ツールとしての製品化することも念頭に置い

ており、幾つかの試薬企業に協力を依頼する予定である。 
 
カルベジロール誘導体が医療現場の革新的治療薬になれば、Ca依存性心疾患に苦しむ世界中

の膨大な数の患者が助かる。現在、医療現場の抗不整脈薬は、Na、K、Caチャネル、β受容体

等の心筋細胞表面膜のタンパク分子の標的薬に限られ、心筋細胞内膜の RyRチャネルの標的

薬は含まれていない。本研究により後者の新規抗不整脈薬が誕生すれば、全ての種類の不整

脈に適用される網羅的な薬物治療が可能となる。日本循環器学会、日本小児循環器学会、日

本心臓病学会、日本心電学会、日本不整脈学会合同の不整脈薬物治療に関するガイドライン

の改訂にも貢献する。また、拡張型心筋症、心不全患者の心筋細胞でも RyRを原因とする Ca

恒常性の破綻が起こっているため、本開発薬は同患者達にも幅広く応用される。未だ確立し

た RyRの分子標的阻害薬は無いため、本創薬が成れば世界の市場で高い占有率を獲得できる。

心疾患治療は癌治療とならび医学界の最重要課題であり、開発薬の関係産業界全体への経済

効果は計り知れない。 

  
ヒト iPS細胞から分化させた心室筋タイプの心筋細胞に患者と同様の RyR遺伝子変異が挿入

された不整脈再現系も機能評価系として魅力なので作製した。然しながら、iPS 由来心筋細

胞は心室筋細胞ながらも、静止せずに自動能を有していた。更に、iPS由来の心筋細胞では、

正常な興奮収縮連関の微細構造的な基礎を与える横行小管が、動物の心筋細胞と異なり未発

達であった。これらの欠点から、iPS 由来心筋細胞は薬物評価の不整脈再現系としては適し

ていないと判断された。 
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必要不可欠な Ca依存性不整脈現象を、分子から培養細胞、心筋細胞、心臓、動物にかけた広

範囲のレベルに再現させた機能評価系を確立した。第二に、各レベルの不整脈現象に関する

病態生理学的な発生機序を詳細に解明し、必要不可欠な機能測定技術を全て完成させた。第

三に、大規模な薬理学的スクリーニングにより、心室頻拍型の Ca依存性不整脈に対して実用

化出来る抗不整脈薬剤として、カルベジロールを鋳型とする誘導体に絞り込めたと考えてい

る。抗不整脈薬として選択性と力価に優れた RyR分子標的剤が遂に得られたと確信している。 

 

カルベジロール誘導体を、摘出心臓へかん流投与するのみならず麻酔下マウスの腹腔内に投

与しても、心室頻拍型の不整脈を完全に抑制する事が確認されたので、同薬は既に臨床実験

（治験）への移行に値するものと考えている。少なくとも、本事業によって選択的 RyR イオ

ンチャネル阻害薬としてのマザーコンパウンド作製は実現したと考えている。今後は、その

他の誘導体群の有機化学合成とスクリーニングによる最適化作業を続ける。コロナの終息が

見えたら、製薬企業の協力を得た誘導体群作製の大規模化を目指す。最終的には、有効性と

安全性、薬物動態においてより優れた真に臨床で汎用可能な製品に完成しようと考えている。

更には、非臨床試験の終了段階で物質特許出願を行い、大手の薬品企業と共に治験に臨みた

い。また、カルベジロール誘導体を基礎研究用ツールとしての製品化することも念頭に置い

ており、幾つかの試薬企業に協力を依頼する予定である。 
 
カルベジロール誘導体が医療現場の革新的治療薬になれば、Ca依存性心疾患に苦しむ世界中

の膨大な数の患者が助かる。現在、医療現場の抗不整脈薬は、Na、K、Caチャネル、β受容体

等の心筋細胞表面膜のタンパク分子の標的薬に限られ、心筋細胞内膜の RyRチャネルの標的

薬は含まれていない。本研究により後者の新規抗不整脈薬が誕生すれば、全ての種類の不整

脈に適用される網羅的な薬物治療が可能となる。日本循環器学会、日本小児循環器学会、日

本心臓病学会、日本心電学会、日本不整脈学会合同の不整脈薬物治療に関するガイドライン

の改訂にも貢献する。また、拡張型心筋症、心不全患者の心筋細胞でも RyRを原因とする Ca

恒常性の破綻が起こっているため、本開発薬は同患者達にも幅広く応用される。未だ確立し

た RyRの分子標的阻害薬は無いため、本創薬が成れば世界の市場で高い占有率を獲得できる。

心疾患治療は癌治療とならび医学界の最重要課題であり、開発薬の関係産業界全体への経済

効果は計り知れない。 

  
ヒト iPS細胞から分化させた心室筋タイプの心筋細胞に患者と同様の RyR遺伝子変異が挿入

された不整脈再現系も機能評価系として魅力なので作製した。然しながら、iPS 由来心筋細

胞は心室筋細胞ながらも、静止せずに自動能を有していた。更に、iPS由来の心筋細胞では、

正常な興奮収縮連関の微細構造的な基礎を与える横行小管が、動物の心筋細胞と異なり未発

達であった。これらの欠点から、iPS 由来心筋細胞は薬物評価の不整脈再現系としては適し

ていないと判断された。 
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VV..  研研究究成成果果のの発発表表  

新型コロナウィルス感染症の世界的な大流行が、一昨年以来延々と続いている。運悪く、本

助成研究計画の立ち上げから半年くらいでコロナに直撃され、本計画時期の多くがこの流行

時期に重なってしまった。筆者ら単独および共同で進める研究実験は、コロナ禍で以前のよ

うな順調な持続展開は困難を極めた。当地福岡において非常事態宣言が複数回発出された前

後の期間など、我々の動物実験の自粛を大学から求められ、実験の中断を余儀なくされた。

何よりも痛かったのは、抗不整脈薬候補群に関する最適化の最終段階であるカルベジロール

誘導体やその他の有機化学合成を推進する共同研究者 Micｈael Fill 博士 (米国 Rush 

University 教授)と筆者の日米間での往来が、全く出来なくなったことである。深刻なコロ

ナ感染症の蔓延に曝されたシカゴ在住の Fill 博士は、これまで 1 年間も大学にも行けず自

宅でのテレワークを強いられた。今なお、筆者はアメリカ、日本での学会での口頭発表の機

会すら奪われた状態にある。新型コロナ流行の終息の目処は立たない現状では残念ながら、

本研究の継続的研究計画を福岡大学以外の共同、協力研究者と共に達成して行くことは、実

験の性格上難しいと判断した。本研究プロジェクト開始時の予定として、令和三年度も貴財

団に追加の継続申請を行い合計３～４ヵ年の研究期間を通じて完成するつもりであったが、

同継続申請も断念することにした。本研究が当初予定通りに進んでいただけに、新型コロナ

感染症の大流行が非常に残念である。 

 

実験計画が遅れた結果、研究論文のまとめ作業等も滞り、研究成果の発表は大幅に遅れる展

開となった。然しながら、これまで本研究計画の遂行を通じて、数多の貴重な研究データが

得られており、決して未発表には出来ない。そこで筆者らは本年５月以来、ゲノム編集技術

を駆使して心臓レベルでヒト致死性不整脈を再現した動物実験系において得られた不整脈

の病態生理学的な発生メカニズムおよび拡張型心筋症に関する研究データについて、前者と

後者の合計２編の論文（Full paper）にまとめる作業に専念している。データの定量解析も

まだ残っており、投稿論文として仕上げるにはまだしばらくの時間を要する。３つ目の論文

として、カルベジロール誘導体等の RyR阻害剤の薬理作用や抗不整脈薬としての最適化事業

を中心とした薬開発に関しても、Full paper の完成に努めている。いずれにせよ、これら

の研究論文を生理学の分野で最も権威ある欧文雑誌に出来るだけ早く発表するつもりであ

る。 

 

[謝辞] 

多大な費用と労力がかかる大型プロジェクトの本研究を展開出来たのは、一重に貴財団から

の助成の賜物である。多くの人手を必要とする動物実験が本研究に占める割合は高く、その

実験補佐および動物の交配飼育を支えるアルバイトの雇用は不可欠であった。もし、その雇

用費を支援して頂けなかったならば、本研究は殆ど前に進められなかったと思う。心より感

謝申し上げたい。 
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