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研究成果の概要（和文）：これまで、哺乳類の心筋細胞の恒常性維持において、心筋細胞保護効果が重要な役割
を担っていることを報告してきた。近年、eIF4A阻害剤であるシルベストロールが、がん原遺伝子の発現を低下
させ、抗がん作用を示すこと及びeIF4ファミリーのeIF4Bの活性化にSTAT3/Pim-1キナーゼが関与することが報告
されている。
本研究では、細胞間接着に関与するN-cadherinに着目し、STAT3/Pim-1/eIF4B/ N-cadherinシグナルを介する心
筋細胞における保護効果を検討した。
本研究成果は、STAT3/Pim-1を介する細胞間接着構造の制御による心筋細胞保護効果の可能性を提唱するもので
ある。

研究成果の概要（英文）：Cardioprotective effect is known to be very important to maintain cardiac 
homeostasis. Silvestrol, a naturally occurring member of the flavagline family of compounds, 
inhibits cap-dependent translation by targeting eIF4A, and it is known to decrease the expression of
 cancer genes.  It is also reported that eIF4 family has cell protective effects and eIF4B, exhibits
 various kinds of biological functions.  In cancer cells, eIF4B is activated by Pim-1 kinase.  
However, pathophysiological roles of Pim-1/eIF4B remain to be elucidated in cardiomyocytes.  
In this study, we focused on N-cadherin, which is involved in cell-cell adhesion, and proved whether
 STAT3/Pim-1/eIF4B/ N-cadherin signaling pathway in cardiomyocytes could work for cardioprotective 
effects.
The proposal from the results of this study may support the possibility of cardioprotective effect 
by cell-cell adhesion control through STAT3/Pim-1 signaling pathway.

研究分野： 医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
心不全は、心筋梗塞や心筋症等のあらゆる

心疾患の終末像である。近年、社会の高齢化
や食の欧米化に伴い、心不全患者数が増加し、
「心不全パンデミック」と呼ばれる減少が起
こっている。現在の治療薬として、アンジオ
テンシン変換酵素阻害薬や β 遮断薬等の神経
体液性因子の活性抑制剤が用いられている
が、心不全患者の 5 年生存率は、約 50%と予
後不良であり、新規心不全治療薬の開発が求
められている。 
 心臓の収縮力を担う心筋細胞は、生後まも
なく増殖能を失う終末分化細胞である。その
ため、心血管病により細胞死が惹起され心筋
細胞が失われると、心筋細胞は、脱落するが、
ほとんど再生せず、代わりに線維組織に置換
されることで心収縮力が低下する。従って、
心筋細胞を保護し、細胞死を抑制する分子機
構の解明は、心不全に対する有用な創薬ター
ゲットの提案につながるものと期待される。 

近年、eIF4A 阻害剤シルベストロールが、
がん原遺伝子の選択的な発現低下を誘導す
ることが報告され、eIF4 family が、がん細胞
における重要な細胞保護因子として機能す
ることが示唆されている。翻訳開始因子であ
る eIF4 family 分子は、外部シグナルによって
活性化されると、mRNA の 5’非翻訳領域 
（UTR） のグアニン 4 重鎖構造を認識して
複合体を形成し、翻訳制御する。これまで、
eIF4 family の活性化機構としては、がん細胞
において、eIF4 family の一つである eIF4B が
セリン/スレオニンキナーゼである Pim-1 に
よりリン酸化されることが報告されている。
興味深いことに、心筋細胞においても、Pim-1
が細胞保護的に機能することが報告されて
いるが、心筋細胞における eIF4 family の機能
は検討されていない。 
一方、我々はこれまでに、IL-6 ファミリー

サイトカインの一つであり IL-11 が、STAT3
シグナルを介して、心筋保護効果を示すこと
を動物実験及び臨床研究によって報告して
きた 1,2。 
 
２．研究の目的 

本研究において、IL-11/STAT3/Pim-1 経路を
中心に eIF4B の翻訳制御機構を解析し、
IL-11/STAT3/Pim-1/eIF4B経路を介する心筋保
護効果について、検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 先ず初めに、C57BL/6 マウスの左冠動脈を
結紮して心筋梗塞（MI）を作製し、MI モデ
ルとし、Pim-1 活性と eIF4B のリン酸化
（p-eIF4B）のンパク質発現を、ウエスタンブ
ロッティング法を用いて評価した。 
 次に、新生仔ラット心筋培養細胞（以下、
培養心筋細胞）において、STAT3/Pim-1 シグ
ナル経路を活性化させるサイトカインであ
る IL-11 による N-cadherin の発現について、
real-time RT-PCR 法及びウエスタンブロッテ

ィング法を用いて評価した。 
更に、IL-11 による N-cadherin の発現上昇

に、STAT3/Pim-1 シグナル経路が関与してい
るかを検証するため、機能抑制型 STAT3 発現
アデノウイルスベクター（ad-dnSTAT3）を用
い、培養心筋細胞における STAT3 シグナルの
阻害実験を行い、ウエスタンブロッティング
法により確認し、Pim-1 活性化の関与を Pim-1 
siRNA 及び野生型 Pim-1 発現アデノウイルス
ベクター（ad-wtPim-1）を用いて検証した。
また、eIF4B の関与について、心筋細胞に
eIF4B siRNA をトランスフェクションし、
IL-11 で 24 時間刺激した後、N-cadherin の
発現をウエスタンブロッティング法により
評価した。 
最後に、STAT3/Pim-1/eIF4B 経路を介する

IL-11 による N-cadherin の発現制御による心
筋細胞間接着への影響について、培養心筋細
胞の eIF4B を siRNA 法によりノックダウン
した後に、蛍光免疫染色法を用いて観察した。 
  
４．研究成果 
（1） 梗塞後心筋組織において p-eIF4B の発

現は上昇する 
マウスに MI 作製後、1、4、7 日目の p-eIF4B 

タンパク質発現は、1 日目から確認され、発
現量は 4 日目で最大となった （Figure 1A）。    

eIF4B をリン酸化することが知られている
リン酸化酵素 Pim-1 の発現について、MI 後 
1、4、7、14 日目の mRNA を real-time RT-PCR
法により経時的に評価した結果、MI 後 1 日
目に最も発現が上昇していた（Figure 1B）。
mRNA の発現上昇に伴い、Pim-1 タンパク質
も MI 後 1、4 日目に発現が上昇していた
（Figure 1C）。 

以上の結果より、心筋梗塞時に eIF4B が重
要な役割を担い、Pim-1 の活性と eIF4B のリ
ン酸化が相関することが示された。 

Figure 1. (A) The lysates from hearts was immunoblotted 
with anti-p-eIF4B and anti-GAPDH antibodies. The left panel 
is representative images. Right panel is for quantitative 
analyses by densitometry. Data are mean ± S.D. (n=5-6). 
*p<0.05 versus non-MI by Dunnett test.  (B) Total RNA of 
the murine hearts after MI was used to measure the 
expression of Pim-1 transcripts by real time RT-PCR and 
normalized with that of GAPDH. Data are shown as fold 

 



increase of the expression levels in the hearts without 
operation (control). (n=3) **p<0.01 by ANOVA versus 
non-MI with Dunnett test.  (C) The lysates from hearts at the 
indicated time points after MI and were immunoblotted with 
anti-Pim-1 and anti-GAPDH antibodies. Representative 
images are in the left panel. Quantitative analyses by 
densitometry were shown in the right panel. Data are mean ± 
S.D. (n=5-6) *p<0.05 versus non-MI by Dunnett test. 

 
（2）IL-11 は翻訳を介して N-cadherin の発

現を上昇させる 
培養心筋細胞を用いて、 IL-11 による

N-cadherin の発現を評価した結果、経過的に
N-cadherin のタンパク質が発現上昇していた
（Figure 2A）。一方、mRNA 発現には有意差
は認められなかった（Figure 2B）。また、
N-cadherin タンパク質の発現は、IL-11 の濃度
（0.5、5、20、100ng/mL）に依存して上昇し
た（Figure 2C）。 
 以上の結果より、心筋細胞において、IL-11
は、転写後発現調節機構を介して N-cadherin
の発現を誘導していると判断し、以降は、
eIF4B を介した翻訳制御機構の関与に焦点を
あて研究を進めた。 

Figure 2.  (A) Neonatal rat cardiomyocytes were stimulated 
with IL-11 (100ng/mL) for the indicated time.  Immunoblot 
analyses were performed. The expression was normalized 
with that of GAPDH. Representative data are in the left panel 
and quantitative analyses by densitometry were in the right. 
Data are mean± S.D. (n=3) *p<0.05, **p<0.01 versus 0 hour 
by ANOVA with Dunnett test.  (B) Cells were stimulated 
with IL-11 (100ng/mL) for the indicated time. N-cadherin 
transcript was measured by quantitative RT-PCR. Data are 
mean ± S.D. (n=3) *p<0.05, **p<0.01 versus 0 hour by 
ANOVA with Dunnett test.  (C) Neonatal rat cardiomyocytes 
were stimulated with various concentrations of IL-11 for 24 
hour. Immunoblot analyses were performed. The expression 
of N-cadherin was normalized with that of GAPDH. 
Representative data are in the above and quantitative analyses 
by densitometry were in the botom. Data are mean± S.D. 
(n=3) *p<0.05, **p<0.01 versus 0 ng/mL by ANOVA with 
Dunnett test. 
 
（3）STAT3/Pim-1 の活性化は IL-11 による

N-cadherin の発現上昇に必要かつ十分
である 

IL-11 による N-cadherin の発現上昇につ

いて、STAT3/Pim-1 シグナル経路の関与を
ad-dnSTAT3 による STAT3 シグナルを阻害
して評価した。その結果、コントロール
（ad-β-gal 感染）群と比較して、ad-dnSTAT3
感染群において、IL-11 による N-cadherin
の発現上昇が有意に抑制された(Figure 3A)。
また、Pim-1 siRNA によって Pim-1 シグナ
ルを阻害した結果、control siRNA 群と比較
して、Pim-1 siRNA 群において、有意に抑制
された (Figure 3B)。ad-wtPim-1 による変化
は、ad-wtPim-1 の重複感染度 (MOI) 依存的
に上昇した（Figure 3C）。 
以上の結果より、IL-11 による N-cadherin

の発現上昇は、STAT3/Pim-1 シグナル経路を
介することが示唆された。 

Figure 3.  The expression of N-cadherin was analyzed by 
immunoblot and normalized with that of GAPDH. 
Representative data are in the left and quantitative analyses 
by densitometry were in the right. Data are mean±S.D. (n=3). 
(A) Cells were transfected with adenovirus vector expressing 
dominant negative STAT3 (dnSTAT3, 50 MOI) or 
β-galactosidase (β-gal, 50 MOI), as a control. Cells were 
stimulated with IL-11 (100ng/mL) for 24 hour. *p<0.05 by 
ANOVA followed by Tukey-Kramer test. (B) Neonatal rat 
cardiomyocytes were transfected with control or Pim-1 
siRNA.  *p<0.05 by ANOVA followed by Tukey-Kramer 
test. (C) Cells were transfected with ad-wild type Pim-1 (1, 5, 
20 MOI) or ad-β-gal (20 MOI). *p<0.05, versus control by 
ANOVA with Dunnet t test. 
 
（4）心筋細胞において、eIF4B のノックダ

ウンは IL-11誘導性のN-cadherinの発
現上昇を抑制する。 

IL-11 による N-cadherin の発現上昇が
STAT3/Pim-1 シグナル経路を介しているこ
とが示唆されたため、N-cadherin の発現増強
における eIF4B の関与を eIF4B siRNA を用
いて検討した結果、control siRNA 群と比較
して、eIF4B siRNA 群において、有意に抑制

Figure 3A 

 

Figure 3B 

 

Figure 3C 
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された （Figure 4）。従って、IL-11 による
N-cadherin の発現上昇は、eIF4B の活性化
を介していることが示唆された。 

Figure 4.  Neonatal rat cardiomyocytes were transfected 
with control or eIF4B siRNA. The expression of N-cadherin 
was analyzed by immunoblot. Representative data are in the 
left and quantitative analyses by densitometry were in the 
right. Data are mean±S.D. (n=3). *p<0.05 by one-way 
ANOVA followed Tukey-Kramer test. 
 
（5）心筋細胞において、eIF4B のノックダウ

ンは Pim-1 誘導性の N-cadherin の発現
上昇を抑制する 

心筋細胞において、Pim-1 が eIF4B をリン
酸化することを確認できたため、IL-11 によ
る N-cadherin 発現上昇に、STAT3/Pim-1/eIF4B
経路が関与していると考え、蛍光免疫染色法
により心筋細胞間接着との関連を評価した。
その結果、ad-wtPim-1 を感染させた心筋細胞
では N-cadherin を介した心筋細胞間の接着が
促進されたが、eIF4B のノックダウン条件下
では、N-cadherin の発現上昇と細胞間接着形
成の抑制が観察された（Figure 5）。これらの
ことより、IL-11/STAT3/Pim-1/eIF4B シグナル
経路により N-cadherin の発現が上昇し、心筋
細胞間の接着を促進させる可能性があると
考えた。 

Figure 5.  Neonatal rat cardiomyocytes were transfected 
with control or eIF4B siRNA and transfected with 
ad-wtPim-1 (20MOI) or ad-β-gal (20MOI) for 24 hour.  
Immunocytochemical analysis was performed with 
anti-N-cadherin and troponin I antibodies.  Nuclei were 
identified by DAPI staining.  Upper; 4 representative images 
are for each micrograph and merged one.  Middle and 
Bottom r; 4 images show the effects of eIF4B siRNA on 
N-cadherin expression in Pim-1-expressing cardiomyocytes. 
 
まとめ 

N-cadherin は、細胞膜に存在するカルシウ
ム依存性の糖タンパク質で、接着分子の一つ
である。また、心筋細胞に発現する主要な
cadherin で、心筋細胞同士の接着を媒介する

ことで、心臓組織全体の構造的統合性を維持
していることが知られている。本研究におい
て、 IL-6 ファミリーサイトカインが、
STAT3/Pim-1 シグナルを活性化し、eIF4B の
翻訳を介したタンパク質発現制御機構によ
る心筋細胞保護に関与することを明らかに
した。本研究は、心筋細胞における eIF4 ファ
ミリーの機能を追究した最初の研究である。 
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