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研究成果の概要（和文）：申請者はCol1a1プロモーター下にGFPを発現するトランスジェニックマウス
（Col1a1-GFPマウス）の心臓初代線維芽細胞を不死化することで、心臓線維芽細胞株を樹立することに成功して
いる。さらに、この細胞株に対し乳酸を刺激することでCol1a1遺伝子発現が増加し線維芽細胞が乳酸により活性
化することを確認することができた。乳酸投与により、核内にHIF-1αが誘導されることをウェスタンブロット
で確認しており、乳酸が線維芽細胞においてHIF-1αを誘導しCol1a1遺伝子発現が上昇する機序の解明を試み
た。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in establishing cardiac fibroblast cell line from 
Col1a1-GFP transgenic mice, which express green fluorescent protein (GFP) under the control of 
Collagen1a1 promoter. Additionally we have found that lactic acid increases Collagen 1a1 
transcription in mRNA level in the established cell line. There was an increase in nuclear 
transcription factor HIF1a protein level in Western blot analysis which suggest Col1a1 transcription
 level is controlled under HIF1a protein level.

研究分野： 心臓線維化

キーワード： 心臓線維化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

心不全は我が国で約200万人が罹患する疾患
であり、高血圧、糖尿病、脂質異常症の増加
に伴いその症例数は増加の一途をたどって
いる。心不全のうち、収縮能が低下した心不
全に対しては有効な治療薬が既に開発され
ているが、拡張能が低下した心不全には有効
な治療薬がなく、早期の治療介入を必要とし
ている。このような拡張障害による心不全は、
心筋組織における過剰な線維化を背景とし
て発症する。心筋組織の線維化は、突然死を
含めた予後不良因子であることが示唆され
ているが、なぜ過剰な線維化が生じるかにつ
いては未だに明らかになっていない。 

２．研究の目的 

線維化は組織修復の過程として生じ、線維
芽細胞の活性化による細胞外基質の増生を
伴う。冠動脈が閉塞することで生じる心筋梗
塞においては、虚血による壊死に陥った梗塞
部を修復するための線維化が生じる。その一
方で、組織傷害を伴わない非梗塞部において
も、線維化が生じることが知られている。し
かしながら、なぜ非梗塞部において過剰な線
維化が起きるかは不明である。 

傷害のない心筋組織における過剰な線維
化は、拡張障害や致死性不整脈との関連が報
告されているものの、その発症機序について
は未だに明らかになっていない。本研究では、
心筋組織における過剰な線維化の発症機構
について明らかにすることを目的とする。 

本研究では、心筋細胞の代謝物である乳酸
が線維芽細胞を活性化するという仮説に基
づき、心臓における過剰な線維化の発症機序
を明らかにすることを目的とした。 

心筋負荷時において、心筋細胞により産生
される乳酸を介して線維芽細胞が活性化し
ていることが想定された。本研究では、心筋
細胞より産生される乳酸が線維芽細胞を活
性化し、過剰な線維化を惹起するとの仮説に
基づきその検証を行った。 

３．研究の方法 

これまで心臓線維芽細胞の培養株が存在
せず、心臓初代培養細胞を用いて心臓線維芽
細胞活性化の解析を行っていた。しかしなが
ら、初代培養細胞は TGF-βによる線維化刺激
により活性化が十分に誘導されず、解析系と
しての限界を有していた。 

申請者は Col1a1 プロモーター下に GFP を発
現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
（Col1a1-GFP マウス）の心臓初代線維芽細胞
を不死化することで、心臓線維芽細胞株を樹
立することに成功した。この細胞株は TGF-
βの刺激により、初代培養細胞と比較してよ

り鋭敏に活性化が誘導され、線維芽細胞活性
化における in vitro の有効な系を既に構築
した。 

さらに、この細胞株に対し乳酸を刺激する
ことで Col1a1 遺伝子発現が増加し線維芽細
胞が乳酸により活性化することを確認した。
同時に、細胞株の Col1a1 遺伝子発現につい
て、プール型 shRNA ライブラリーを用いた網
羅的解析を行い、転写活性を亢進させる
HIF-1αシグナルが有意に含まれていた。ま
た、乳酸投与により、ウェスタンブロットに
よるたんぱく定量により核内に HIF-1αが誘
導される知見を得た。 

４．研究成果 

Col1a1-GFP マウスより樹立した心臓線維
芽細胞株を用いた。その結果、心臓線維芽細
胞において、乳酸により Collagen1a1 転写が
増加することが示された。乳酸刺激後 24 時
間で TGFβと同等かそれ以上の Col1a1 mRNA
量の増加を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

また心筋細胞のβ受容体刺激により、心筋
細胞からの乳酸産生が増加することを代謝
解析により確認できた。このことは心臓組織
において、運動負荷時には、心筋細胞由来の
乳酸が心臓線維芽細胞の Col1a1 転写を更新
していることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

実際に炭素同位体を用いた解析によりマウ
スの心筋梗塞モデルでは虚血早期に非梗塞
部の組織において乳酸の蓄積を確認するこ
とができ、生体内で心筋の運動負荷による乳
酸蓄積を観察することができた。 

また乳酸刺激による線維芽細胞刺激にお
いて、ウェスタンブロットにより線維芽細胞



の核内にHIF-1αが集積することが示された。 
TGFβシグナル阻害薬である SB-431542 を用
いたところ Col1a1 転写抑制効果はなく、TGF 
beta シグナルの関与は認められなかった。 

 またアクチノマイシン D を用いて、乳酸に
よる Col1a1 mRNA の半減期に対する作用につ
いても検証したが、乳酸の有無によって mRNA
半減期には変化は認められなかった。mRNA 量
の増加は転写の亢進によるものと考えられ
た。  

 

 

 

 

 

 

Sirtinol などの Sirtuin 阻害剤により
Col1a1 mRNA 量について検証を行ったが
Sirtuin の関与は認められなかった。 

 Luciferase assay による HIF1a promoter
活性では乳酸の有無によりHIF1aの転写活性
に与える影響を今後検証する。 

また in vivoにおいて心筋線維芽細胞特異的
HIF1a 欠失マウスを用いて生体内における心
臓線維芽細胞でのHIF1a集積による組織線維
化への影響を検証する。 
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