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【研究の背景】 

心不全（HF）の患者数は世界的に増加しており、HF は加齢による死因の中で最も多いものの一つである 1)。心肥大は血

行力学的過負荷に対する代償反応として形成され、壁応力を減少する。しかし、長期にわたる過負荷は、左室の拡張や線

維化などの心筋リモデリングを伴う心機能障害を誘発し、最終的にはHFに至る。カルシウム動態の異常 2)、アドレナリン受容

体の過剰活性化 3)、アポトーシス 4)、心筋細胞（CM）における DNA 損傷 5,6)など、HF のメカニズムに関する研究は数多くなさ

れているが、HF の複雑な病態生理はまだ完全には解明されていない。 

CM は心臓を形成する細胞の 20～30％を占めるに過ぎず、70％以上は内皮細胞、線維芽細胞、平滑筋細胞、血液細胞

などの非心筋細胞である 7)。このことは、非心筋細胞が HF 発症において極めて重要な役割を果たす可能性を示唆している。

非心筋細胞の中でも、心臓線維芽細胞（CF）は、CM を含む複数の細胞種と強く相互作用している 8)。しかし、CF は、特に

心筋梗塞（MI）後の線維化という観点から主に研究されてきた。CFは心筋梗塞後に活性化され、瘢痕を安定化させるために

多くの種類の細胞外マトリックスタンパク質を発現する 9)。著明な線維化は不全心においても観察され 10)、左室の硬さを増加

させることによって拡張機能障害に関与していることが報告されているが 11)、CF が CM に影響を与えるか、あるいは収縮機

能障害を引き起こすかどうかは不明である。本研究では、マウスの心臓に圧負荷を与え、単一細胞 RNA-seq （scRNA-seq）

を行ったところ、不全心において CF は不均一であり 6 つのサブグループに分かれることが判明した。その中で心不全期に

特異的に出現する CFが存在すること、さらにそのCFにのみ転写因子Myc が高発現していることを発見した。そこでこの心

不全特異的線維芽細胞における Myc の役割を明らかにするために、CF 特異的 Myc KO マウスと Myc OE マウスを作成し

た。圧負荷による心不全を誘導したところ、WT マウスに比較して OE マウスにおいて心機能の低下が顕著となり、逆に KO

マウスでは心機能の低下が抑制された。次に、Myc を発現するこの心不全特異的線維芽細胞が心不全の病態に関与するメ

カニズムを解明するためにWT sham マウスと WT TAC マウス、CF特異的Myc KO TAC マウスの心臓の RNA-seq を行い、

発現変動遺伝子のパスウェイ解析の結果から CF と CM の interaction が病態に関与していることが示唆された。そこで、

RNA-seq のデータと scRNA-seq のデータと合わせて液性因子の絞り込みを行うと、Cxcl1 というケモカインが候補因子として

見つかり、ChIP qPCR や in vitro の実験を行うことでMyc が Cxcl1 を CF内で直接のターゲットとして発現を上昇させ、CFか

ら分泌させることで CMに発現する Cxcl1 の受容体に作用して心不全を引き起こすことを示した。 

 

【目  的】 

そこで申請者は、上記の結果をヒトの検体（心不全患者）でも検証することとし、さらに、心不全期にCFにおいてどのような

メカニズムで Myc の発現が上昇するのか、また、CF と CM の間での interaction の後、どのようにして心不全の病態に関与

するのかなど CFによる心不全病態への関与の全貌を解明し、新たな心不全の治療法を開発することを目的とした。 

 

【方  法】 

11))  ヒヒトトににおおけけるる MMYYCC--CCXXCCLL11 経経路路のの検検証証  

これまでマウスで示された、MYC-CXCL1 経路を介した CF と CM の interaction が心不全の病態に関与することをヒトの
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心不全患者においても認められることを検証するため、健常者と拡張型心筋症（DCM）患者の心筋生検サンプルを用いて、

単核 RNA-seq（snRNA-seq）と単一分子蛍光 In-situ ハイブリダイゼーション（smFISH）を行った。 

22))  心心臓臓線線維維芽芽細細胞胞ににおおいいてて MMyycc をを発発現現すするる上上流流機機序序探探索索  

不全心における CF で Myc の発現が上昇するメカニズムとしては、メカニカルストレスや酸化ストレス、アンジオテンシンⅡ

やエンドセリンなどの神経体液性因子やサイトカインによるものが考えられる。そこでメカニカルストレスによる影響を見るため、

CF を初代培養し、1.5ml チューブに回収後、2000rpm 20 分で遠心して機械的なストレスを与え 12)、その後 RNA を回収して

遺伝子発現を検証した。また、低張ストレスで物理的に細胞膜を膨張させる方法 13)でも同様に RNA を回収して遺伝子発現

を検証した。さらに、酸化ストレスについてはH2O2、神経体液性因子についてはアンジオテンシンⅡとエンドセリンを CFに添

加し、その後 RNA を回収して遺伝子発現を検証した。最後に、炎症に関与する細胞が分泌するサイトカインのうち線維芽細

胞に作用しうるもので、既報にて Myc を発現上昇する可能性があるサイトカインを絞り込み、CF に添加し、その後 RNA を回

収して遺伝子発現を検証した。 

33))  心心臓臓線線維維芽芽細細胞胞とと心心筋筋細細胞胞のの間間ででのの iinntteerraaccttiioonn 後後のの経経路路探探索索  

Cxcl1 の受容体は G タンパク質共役受容体の Gαi/o と結合することが知られているので、Cxcl1 は受容体 Cxcr2 を介し

て Src/Ras/Raf/MEK/ERK 経路を活性化することが予想されたので、リン酸化 ERK の活性化を western blot で検証した。 

 

【結  果】 

11))  ヒヒトトににおおけけるる MMYYCC--CCXXCCLL11 経経路路のの検検証証  

snRNA-seq では、マウスと同様に、ヒトのサンプルでも心不全患者の CF には不均一性を認め、健常者と比較して CF のう

ち MYC を発現している細胞の割合は心不全で増加した。また、smFISH と免疫染色にてMYC-CXCL1 陽性 CF を確認した

ところ、心不全の心臓では有意にMYC-CXCL1 陽性 CFの割合が多かった。 

22))  心心臓臓線線維維芽芽細細胞胞ににおおいいてて MMyycc をを発発現現すするる上上流流機機序序探探索索  

まず、我々は心臓線維芽細胞を遠心する、低張液または水で培養することによってメカニカルストレスを与えたが、Myc の

発現は control の CF に比べて有意な上昇は認められなかった。次に、酸化ストレスを与えるために H2O2 0.6mM を、神経体

液性因子による影響をみるために AngⅡ 5uM, ET-1 1uM を CF に添加したところ、いずれの条件でも有意に Myc の発現

は上昇しなかった。最後に、炎症に関与する細胞が分泌するサイトカインのうち線維芽細胞に作用しうるものとして TNF-α、

TGF-β、PDGF、X、IL-6、IL-13 を CF に添加したところ、X のみ有意にMyc の発現を上昇させることがわかった。 

33))  心心臓臓線線維維芽芽細細胞胞とと心心筋筋細細胞胞のの間間ででのの iinntteerraaccttiioonn 後後のの経経路路探探索索  

新生仔ラットの初代培養心筋細胞にCxcl1 を添加し 24時間後にタンパク質を回収したサンプルと、Cxcl1 と共にその受容

体 Cxcr2 の中和抗体を添加し 24 時間後にタンパク質を回収したサンプルを用いて western blot を行った。結果は、Cxcl1

によって pERK の活性化が起こり、Cxcr2 の中和抗体でその活性化が抑制されることを確認した。 

 

【考  察】 

ここまでの研究によって、心臓への負荷に反応して心臓線維芽細胞でMyc の発現が上昇する結果、発現上昇し分泌され

た Cxcl1 が心筋細胞の Cxcr2 に作用して心不全が惹起される。Myc の発現上昇の原因としては、何らかの細胞が分泌する

Xの可能性が考えられた。 

これまで心不全の研究では、心筋細胞に着目して研究が行われることが多かったが、このように不全心では心筋細胞だけ

ではなく、線維芽細胞などの非心筋細胞も相互作用しながら心不全の病態に関与していることが示唆された。 

今後は、心不全時に X を分泌している細胞を同定するとともに、抑制することによって X の心不全における役割を解明し

ていく予定である。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】 

本研究は、これまで心筋細胞中心に捉えられてきた心不全の病態に対し、非心筋細胞であるCFがMyc–Cxcl1–Cxcr2経
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路を介して心筋細胞機能を直接障害する新しい分子機構を明らかにした点に臨床的意義がある。これにより、心不全の進

展を抑制するための新たな治療標的として CF およびその分泌因子を位置づけることが可能となった。さらに、心不全患者

心筋においても同経路が確認されたことから、マウス実験の知見がヒト病態に外挿可能であることが示され、従来の心筋細胞

を標的とする治療を超えた新規分子標的治療の開発につながると期待される。また、今後この経路の上流因子や関連液性

因子の解明を進めることで、心不全の個別化治療・予防戦略の確立に貢献する可能性が高い。 
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