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研究成果の概要（和文）：カンスタチンは心筋細胞周囲の基底膜を構成するIV型コラーゲンα2鎖の分解産物で
ある。本研究は心臓におけるカンスタチンの病態生理学的役割と発現調節機構を解明することを目的とし、検討
を行った。その結果、カンスタチンが心筋芽細胞の低酸素誘導性アポトーシスを抑制し、筋線維芽細胞の機能や
心室筋細胞のイオンチャネル活性を制御することを明らかにした。さらに心疾患モデルにおいてカンスタチンが
心保護的に働くことや、心筋梗塞におけるカンスタチン発現減少機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Canstatin is a cleaved fragment of type IV collagen α2 chain, which is a 
component of basement membrane surrounding cardiomyocytes. This project aimed to clarify the 
pathophysiological role and regulatory mechanism of canstatin in heart. It has been demonstrated 
that canstatin inhibits hypoxia-induced apoptosis in cardiomyoblasts and regulates cellular 
functions of myofibroblasts and ion channel activity of ventricular myocytes. It has been also 
revealed that canstatin exerts cardioprotective effects on experimental models of cardiac disease. 
Further, mechanism of decrease in canstatin expression in myocardial infarction was clarified.
This study suggested that canstatin is an endogenous bioactive molecule working cardioprotectively. 
Based on the results of this study, it is expected that development of novel strategies for cardiac 
disease treatment targeting canstatin will progress.

研究分野： 循環薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究からカンスタチンが心保護的に働く内因性生理活性物質であることが示唆された。本研究成果を基盤とし
て、カンスタチンを標的とした新たな心疾患治療戦略の開発が進むことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞外マトリックス(extracellular matrix; ECM) は組織の構造支持と恒常性維持に重要な
役割を担う分子群である。近年これら ECM の分解産物群であるマトリクリプチンが血管新生
阻害作用をはじめとした様々な生理活性を持つことが明らかとなり、内因性抗腫瘍因子として
臨床応用が期待されている。申請者はこれまで、マトリクリプチンのひとつ XVIII 型コラーゲ
ン分解産物エンドスタチンが心臓において様々な生理活性を持つことを明らかにした。このよ
うな研究背景から、マトリクリプチンが血管新生阻害作用以外の多面的な作用を介して心臓リ
モデリングの進展に関与する可能性があると考えた。IV 型コラーゲン α2 鎖分解産物のカンス
タチンは、抗血管新生作用や抗腫瘍作用を示すことが知られている。申請者はこれまで、カン
スタチンが心線維芽細胞の遊走促進作用を示すことやイソプロテレノール誘発心筋芽細胞死を
抑制することなど、カンスタチンが心臓において抗血管新生以外の生理活性を持つことを明ら
かにしてきた。しかしながら心疾患発症におけるカンスタチンの病態生理学的役割には不明な
点が多く残されていた。またカンスタチンの産生源となる IV 型コラーゲン α2 鎖は心筋細胞
周囲基底膜の主要な構成成分であるが、心臓組織におけるカンスタチン発現調節機構は不明で
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は各種心臓構成細胞(in vitro)と心疾患モデル(ex vivo, in vivo)を用い、心疾患におけ
るカンスタチンの病態生理学的役割ならびに発現調節機構を明らかにすることを目的とした。
具体的には、(1) H9c2 心筋芽細胞における低酸素誘導性アポトーシス、(2)ラット心筋梗塞モデ
ルの梗塞領域由来筋線維芽細胞の機能、そして(3)ラット心室筋細胞の L 型カルシウムチャネル
活性に及ぼすカンスタチンの影響を検討した。さらに(4)ラット心筋梗塞モデルの梗塞領域にお
けるカンスタチン発現調節機構、(5) ex vivo 心筋梗塞モデル灌流心におけるカンスタチン発現
抑制の効果、そして(6)モノクロタリン誘発肺高血圧症モデルラットへのカンスタチン慢性投与
の影響を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) H9c2心筋芽細胞において低酸素刺激により誘導したアポトーシスに及ぼすカンスタチンの
影響を検討した。細胞カウント法により細胞生存率を、Western blotting によりタンパク質発
現とリン酸化を検出した。さらに免疫蛍光染色により αvインテグリンの局在を検討した。 
(2) Wistar ラットの左冠動脈前下行枝を結紮し、心筋梗塞モデルを作製した。術後 2 週間の梗
塞領域から explant 法により筋線維芽細胞を単離培養した。筋線維芽細胞にカンスタチンを処
置し、細胞カウント法により細胞増殖能、Boyden chamber assay により細胞遊走能を測定し
た。また Western blotting によりタンパク質発現とリン酸化を、コラーゲンゲル収縮法により
細胞収縮能を検討した。 
(3) Wistar ラットに IV型コラーゲン α2 鎖遺伝子の small interfering (si)RNA を頚静脈内投与
し、カンスタチン発現抑制を行った。siRNA 投与 2 日後に心電図検査を行い、心臓摘出後ラン
ゲンドルフ灌流装置を用いて心室筋細胞を単離した。Western blotting によりカンスタチン発
現を検討した。免疫蛍光染色により心室筋細胞におけるカンスタチンの局在を検討した。ホー
ルセルパッチクランプ法により L 型カルシウムチャネル電流(ICaL)を測定した。 
(4) Wistar ラットの左冠動脈前下行枝を結紮し、心筋梗塞モデルを作製した。術後 1 日及び 3
日目に心臓を摘出し、Western blotting と免疫組織化学染色を用いてタンパク質の発現と局在
を検討した。またカテプシン S siRNA 投与によりカテプシン S 発現抑制したラットにおいて
冠動脈結紮術を行い、心臓組織におけるカンスタチン発現を検討した。 
(5) Wistar ラットに IV 型コラーゲン α2 鎖遺伝子の siRNA を頚静脈内投与し、カンスタチン
発現抑制を行った。siRNA 投与 2 日後に心臓を摘出し、ランゲンドルフ灌流装置に設置後、左
冠動脈下行枝を結紮し ex vivo 心筋梗塞モデルを作製した。Triphenyl tetrazolium chloride 染
色により梗塞領域を評価し、TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)染色により心筋
組織におけるアポトーシスを検出した。 
(6) Wistar ラットにモノクロタリン(MCT)を単回腹腔内投与し、肺高血圧症モデルを作製した。
カンスタチンまたは溶媒は連日腹腔内投与した。MCT 投与 3 週間後、カテーテル法により肺
動脈圧測定を行った。その後心臓を摘出し重量を測定した。右心室組織切片をヘマトキシリン
エオシン染色とピクロシリウスレッド染色し、心筋細胞の大きさと線維化を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) カンスタチンは低酸素誘導性細胞生存性の低下及び cleaved caspase-3 発現増加を抑制し
た。αvβ3及び αvβ5インテグリン阻害薬の cilengitide は低酸素誘導性障害に対するカンスタチン
の細胞保護作用を解除した。カンスタチンは低酸素条件下で focal adhesion kinase (FAK)と
Akt のリン酸化を亢進し、それらは cilengitide により抑制された。Akt 経路阻害薬の LY294002
はカンスタチン誘導性 Akt リン酸化を抑制し、カンスタチンの細胞保護作用を解除した。低酸
素条件下では、αv インテグリンは接着斑に局在した。以上の結果から、カンスタチンは H9c2
心筋芽細胞において αvインテグリンを介して FAK/Akt 経路を活性化し、低酸素誘導性アポト
ーシスを抑制することが明らかになった(PLoS One 2017)。 



(2)カンスタチンは梗塞領域由来筋線維芽細胞の遊走能には影響を及ぼさなかったが、増殖能、
matrix metalloproteinases 分泌および cyclooxygenase (COX)-2 発現を増加し、コラーゲンゲ
ル収縮を抑制した。カンスタチンは Akt リン酸化を亢進し、LY294002 はカンスタチン誘導性
増殖を抑制した。COX-2 阻害薬の NS-398 はカンスタチンによるコラーゲンゲル収縮抑制を解
除した。心筋梗塞 2 週間後の梗塞領域におけるカンスタチン発現は、非梗塞領域と比べて減少
した。以上の結果から、カンスタチンは筋線維芽細胞機能を調節するが、梗塞領域において発
現が減少することが明らかになった(Eur. J. Pharmacol. 2017)。 
(3)カンスタチンは心室筋細胞の αv インテグリンに局在した。ラットへの IV 型コラーゲン α2
鎖 siRNA 投与は心室におけるカンスタチン発現を抑制した。カンスタチン発現抑制した心室
筋細胞の ICaLは control siRNA 投与群と比べて増加しており、カンスタチン処置はこれを抑制
した。IV 型コラーゲン α2 鎖 siRNA 投与ラットでは QT 間隔の短縮傾向と T 波の増高が認め
られた。以上の結果から、カンスタチンは心室筋細胞の L 型カルシウムチャネル活性の調節を
介して心機能の安定化に寄与する可能性が示唆された(Biochem. Biophys. Res. Commun. 
2018)。 
(4)全身臓器におけるカンスタチン発現を検討したところ、カンスタチンは心臓に特に多く発現
していた。冠動脈結紮術後 1 日及び 3 日目の梗塞領域におけるカンスタチン発現は非梗塞領域
と比べて低下した。またカンスタチン分解酵素として知られるカテプシン S 発現が梗塞領域に
おいて増加した。siRNA 投与によりカテプシン S 発現を抑制したラット心臓では、梗塞領域に
おけるカンスタチン発現減少が解除された。以上の結果から、心筋梗塞後の梗塞領域において
増加したカテプシン S によりカンスタチンは速やかに分解され、発現が減少することが明らか
になった(J. Vet. Med. Sci. 2019)。 
(5) IV 型コラーゲン α2 鎖 siRNA 投与によるカンスタチン発現抑制により ex vivo 心筋梗塞モ
デルの梗塞領域が拡大し、TUNEL 染色陽性細胞、すなわちアポトーシス細胞の数が増加した。
以上の結果から、正常心臓組織に発現するカンスタチンは心筋梗塞における虚血ストレスに対
し保護的に働く可能性が示唆された(第 31 回北里大学バイオサイエンスフォーラム. 2018 年)。 
(6)カンスタチン慢性投与は MCT 誘発肺高血圧症モデルラットにおける肺動脈圧の亢進には影
響を及ぼさなかった。一方、カンスタチン慢性投与は MCT による右心室重量/左心室重量比の
増加、右心室組織における心筋細胞肥大化や線維化を抑制した。以上の結果から、カンスタチ
ン慢性投与は肺高血圧症による圧負荷誘発右心肥大及び線維化を抑制することが明らかになっ
た(未発表データ)。 
本研究成果の一部を総説論文としてまとめ、公表した(Biol. Pharm. Bull. 2017;日本薬理学雑誌 
2018; J. Pharmacol. Sci. 2019)。 
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