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緒緒  言言  

 
心臓はポンプとして収縮・拡張を交互に繰り返すことで全身に血液を駆出している。収縮あるいは拡張機能が低下す

るとそれぞれ収縮不全・拡張不全という心不全病態が引き起こされる。心不全は致死的病態であり、近年その患者数の

爆発的増加（心不全パンデミック）が大きな課題となっている。収縮不全に対する薬物治療や経カテーテル治療はこれ

まで大きく進歩しているが、拡張不全に対して有効な治療法は存在せず、その病態解明と治療法開発が臨床的に強く求

められている。 
心臓線維化は拡張不全の主たる病因として知られている。心臓線維芽細胞の過剰な活性化は細胞外マトリクスである

コラーゲンを産生し、心臓線維化を引き起こす。研究代表者はこれまでに低酸素環境が線維芽細胞やマクロファージな

ど間質細胞の挙動において重要な役割を与えることを明らかにしてきた［1～3］。本研究では心臓線維芽細胞がなぜ活

性化するのか、その分子病態を解明することで、心臓線維化・拡張不全に対する治療法開発へと繋げることを目的とし

て下記研究を行った。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．線線維維芽芽細細胞胞活活性性化化ににおおけけるる虚虚血血環環境境のの役役割割をを明明ららかかににすするる（（計計画画11））  
線維芽細胞株 NIH3T3 細胞を用いて、虚血環境がコラーゲン産生に与える影響を解析した。虚血環境を再現するた

めに、1．低酸素負荷（21％ O２ or 1％ O２）、2．無血清負荷、3．低酸素＋無血清負荷の条件で細胞を培養した。NIH3T3
細胞培養上清に含まれる可溶性コラーゲンにつき、シリウスレッド染色で定量計測を行った。その結果、低酸素、無血

清負荷はいずれも培養上清中のコラーゲン量を増加させること、また低酸素・無血清培地の環境では上清中のコラーゲ

ン量が著しく増加することが判った（図1a）。 
次に NIH3T3 細胞におけるⅠ型コラーゲン発現を免疫細胞染色法にて検討した。その結果、シリウスレッド染色で

得られた知見と同様に、低酸素・無血清培地の環境で NIH3T3 細胞におけるⅠ型コラーゲン発現が増加していること

を見出した（図1b）。 
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図1．虚血環境における線維芽細胞からのコラーゲン産生 

a）NIH3T3細胞から産生される可溶性コラーゲンの定量的解析。 
b）免疫細胞染色によるNIH3T3におけるⅠ型コラーゲン発現解析。 

スケールバー：50μm（左列、中列）、10μm（右列）。 
 
22．．心心臓臓線線維維芽芽細細胞胞活活性性化化のの分分子子機機構構をを探探索索すするる（（計計画画22））  
心臓線維芽細胞の活性化プロセスを明らかにするために、線維芽細胞の活性・コラーゲン産生をリアルタイムに検出

できるレポーター細胞が必要であると考えた。そこでⅠ型コラーゲンプロモーター下に GFP を発現するマウス

（Collagen-GFP、Col-GFP）より初代心臓線維芽細胞を単離・培養した。次にレトロウイルスを用いて SV40 を導入

し、初代心臓線維芽細胞を不死化した。不死化した細胞をクローン化し、その活性をGFP シグナル強度として検出で

きる細胞株（B1-1）を樹立した（図2a）。 
次にレンチウイルスを用いてプール型 shRNA libraryを導入するスクリーニング系を樹立した。B1-1細胞にスクリ

ーニング系を用いた検討を行い、shRNA の導入を示す RFP 発現が誘導されていることを確認した（図 2b）。その結

果、shRNA libraryの導入によりGFPシグナルが増強（減弱）した、即ちコラーゲンプロモーター活性が増加（減少）

する細胞の亜集団を同定、回収することが出来た。引き続きこれらGFP シグナルが増強（減弱）した細胞に導入され

た shRNAが標的とする細胞内シグナルの探索を行うことで、心臓線維芽細胞の活性調節に関わる細胞内シグナルの解

明へと応用できると考えられる。 
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図2．心臓線維芽細胞活性化の細胞内シグナル探索 

a）心臓線維芽細胞レポーター細胞（B1-1）の樹立。 
b）プール型shRNA libraryを用いた細胞内シグナル探索。 

 
考考  察察  

 
心筋細胞など多くの実質細胞の機能は低酸素環境で低下し、あるいは細胞死が引き起こされる。そのため酸素や栄養

素はこれまで細胞生存に必要不可欠であると考えられてきた。本研究において研究代表者は心臓の間質を形成する線維

芽細胞が低酸素・低栄養という飢餓的環境下でも生存することが可能であること、更にこのような環境でむしろ活性化

し、より多くのコラーゲンを産生することを見出した。上記結果は“酸素は細胞生存に必須である”との従来の常識で

は説明できない知見であり、線維芽細胞における酸素パラドクスの存在を示していると考えられる。引き続き線維芽細

胞における酸素パラドクスの分子実態を明らかにすることで、心臓線維化、拡張不全に対する治療法開発へと繋げるこ

とができると期待される。 
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