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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞後におこるリモデリングは心不全の発症に重大な影響を及ぼす。その過程で
重要な役割を果たしている炎症反応にDNA損傷応答が重要かを検討した。DNA損傷応答に異常を示すKu80ノックア
ウトマウスに心筋梗塞を作成すると、野生型マウスに比し、心機能の低下、予後の悪化、心筋のDNA損傷の増
加、炎症性サイトカイン発現の遅延、梗塞巣のM2（組織修復性）マクロファージの集積低下、骨髄細胞のM2aへ
の分化の低下がみられた。以上から、DNA損傷応答は、心筋梗塞時のマクロファージの分化・動態および炎症反
応に重要であり、心リモデリングに影響することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The remodeling that occurs after myocardial infarction has a major impact on
 the development of heart failure. We examined whether the DNA damage response is important for the 
inflammatory response in remodeling after myocardial infarction.
When myocardial infarction occurred in Ku80 knockout mice, which exhibit an abnormal DNA damage 
response, compared to wild-type mice, we observed reduced cardiac function, worse prognosis, 
increased myocardial DNA damage, delayed expression of proinflammatory cytokines, reduced 
accumulation of M2 macrophages at the infarct area, reduced differentiation to M2a. These results 
suggest that the DNA damage response is important for macrophage differentiation and dynamics and 
inflammatory response during myocardial infarction, and influences cardiac remodeling.

研究分野：循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症が損傷した心筋の修復・リモデリング機転に深く関わることは知られているが、本研究によりその炎症・抗
炎症のバランスにDNA損傷応答が重要であることが示された。本研究の成果により、心筋梗塞時のDNA損傷応答を
制御することにより炎症とその結果としての心リモデリング、心機能の低下を抑制する新しい治療法の開発が可
能であると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
心筋梗塞後、心筋そのものの喪失により急性心不全をきたし得る。加えて、その後境界領域や非
梗塞領域に負荷がかかることにより、これらの部分は徐々に拡大や肥大を生じる。この梗塞後の
左室の形態変化をリモデリングというが、壁ストレスの増加により心不全増悪の悪循環をきた
す。従って心筋梗塞後の治癒反応、瘢痕形成、リモデリングは急性期のみならず慢性期の予後に
重大な影響を及ぼす。これらの過程に炎症反応が深く関与していることが明らかになっている
が、その分子メカニズムには未だ不明な点が多い。心筋梗塞時の血流の途絶は細胞に障害を与え
DNA 損傷を誘発する(Clin Appl Thromb Hemost.2017、doi:10.1177/1076029617725602.)。DNA 損
傷はこの他、細胞内外の様々な因子(酸化ストレス・電離放射線・紫外線など)によってもおこる
が、DNA 損傷の蓄積は細胞死や老化、腫瘍化などをひきおこし、結果的に生体の恒常性維持や疾
患形成に深く関わる。また、DNA 損傷により誘導された細胞老化は SASP(senescence-associated 
secretory phenotype)とよばれる現象を引き起こし炎症性サイトカインの発現を増加させるこ
とが注目されている。 
我々は従来から DNA 損傷・修復異常と心血管疾患との関連に着目して研究を行っており、これま
でにヒトの動脈硬化部に DNA 損傷が蓄積していることを示し(Ishida et al. PLoS One、2014)、
DNA 損傷が動脈硬化の発症メカニズムのひとつであるという仮定の下研究を行っている。 
我々は、DNA 損傷応答に異常を示すモデルとして DNA 二本鎖切断の修復に関わる蛋白である Ku80
のノックアウトマウス（Ku80-KO）を使用し、本マウスと ApoE ノックアウトマウスとの二重改変
マウスにおいて動脈硬化巣の増加が認められることを示した。Ku80-KO 大動脈平滑筋初代培養細
胞では DNA 二本鎖切断が蓄積し、炎症性サイトカイン発現の増加が認められることから、これが
動脈硬化増悪の機序であると考えられた。 
これまでに DNA 損傷応答の異常が心筋梗塞後の生命予後、心機能、心筋における DNA 損傷の程
度、梗塞部の炎症性サイトカインの発現や炎症性細胞の動態などに与える影響をみた研究は存
在しない。よって本研究では、Ku80-KO マウスを用いて上記を検討し、心筋梗塞後の炎症反応に
DNA 損傷応答が強く関与している可能性、そして心筋梗塞後の心機能、瘢痕形成、リモデリング
において DNA 損傷応答が関与している可能性を検証する。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、DNA 損傷応答が炎症を惹起あるいは制御することにより心筋梗塞後の修復・リモデリ
ングに関与する、という仮説を炎症細胞動態に焦点を当てて検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
約 60 日齢、オスの Ku80-KO および野生型マウスを麻酔・人工呼吸下に開胸後、左冠動脈前下行
枝を結紮して心筋梗塞を作成し、両者を比較した。 
 
(1) Ku80 欠損が梗塞範囲および心筋梗塞後の心機能に与える影響 
梗塞範囲は TTC(Triphenyltetrazolium Chloride) 染色により評価、心機能は心筋梗塞 7
日後、 14 日後、 28 日後に心エコーを用いて心機能の評価を行った。 

(2) Ku80 欠損が心筋梗塞後の生存率に与える影響 
心筋梗塞作成後マウスの飼育を行い生存期間を検討した。死亡時には解剖を行い、死因を
探索した。 

(3) 心筋梗塞後心筋における DNA 損傷の蓄積・損傷応答の程度 
心筋梗塞後の心臓を切除し、パラフィン包埋後切片を作成した。DNA 二本鎖切断の検出に
はリン酸化ヒストン H2AX 抗体を、DNA 損傷応答の活性化の検出にはリン酸化 ATM 抗体を
使用し、免疫組織染色を行った。染色したスライドを顕微鏡下で観察・撮影後、陽性細胞
数をカウントし全細胞に対する陽性細胞率を算出した。 

(4) 心筋梗塞後心筋における好中球、マクロファージの動態 
心筋梗塞後の心臓切片を免疫染色し、好中球（Ly6C 抗体）、マクロファージ（Mac3 抗体）
の集積を蛍光免疫染色にて比較検討した。また、M1マクロファージ（iNOS 抗体）、M2マク
ロファージ（CD206 抗体）についても検討した。 

(5) 心筋梗塞後心筋における炎症性サイトカイン発現の時間的、量的検討 
心筋梗塞後の心臓を切除し、心臓を左心室梗塞部・左心室非梗塞部・右心室に切り分け、
それぞれから mRNA を抽出し、リアルタイム PCR を行いて炎症性サイトカインの発現を定
量し、発現を Ku80-KO と野生型で比較した。 

(6) 骨髄細胞からマクロファージサブセットへの分化 
Ku80-KO および対照マウス大腿骨から骨髄細胞を得、マクロファージを分離し、IFN-γお
よび lipopolysaccaride (LPS)、IL-4、IL-10 でそれぞれ M1、M2a、M2c に分化させた。IFN-
γ/LPS による M1 マクロファージへの分化は IL-6 をマーカーとし、M2a、M2c マクロファ
ージへの分化は Arg-1 および CD206 をマーカーとして測定した。 

 



４．研究成果 
 
(1) Ku80 欠損が梗塞範囲および心筋梗塞後
の心機能に与える影響 
心筋梗塞作成後 4 週間時の心エコーでは、
対照群に比べ Ku80-KO の左室拡張末期径の
増大が認められ心機能の低下が示唆された
（図１）。 
 
(2) Ku80 欠損が心筋梗塞後の生存率に与え
る影響 
また生命予後を比較したところ、Ku80-KOは
梗塞後早期から生存率が低下しており野生
型マウスに比べ予後が悪いことが明らかと
なった(図２) 
 
(3) 心筋梗塞後心筋における DNA 損傷の蓄積・損
傷応答の程度 
心筋梗塞 1 週間後の心筋の DNA 二本鎖切断は梗
塞部、境界部、非梗塞部とも Ku80-KO で多かった。 
 
(4) 心筋梗塞後心筋におけるマクロファージの
動態 
梗塞部に集積したマクロファージを Mac-3 抗体
を用いて免疫染色したところ、Ku80-KO で低下し
ていた。iNOS抗体を用いてM1マクロファージを、
CD206 抗体を用いて M2 マクロファージの集積を検討したところ、梗塞後 1週間目の M1 マクロフ
ァージの集積は Ku80-KO と対照群で差がなかったが、梗塞 2週間後の M2 マクロファージの集積
は Ku80-KO で低下していた。 
 
(5) 炎症サイトカイン発現の時間的、量的検討 
梗塞部の炎症性サイトカイン（IL-1、IL6、MCP-1）の発現は梗塞後 48時間までの間 Ku80-KO で
発現が遅延し、かつ発現低下していた。 
 
以上の結果から、心筋梗塞後の炎症反応、リモデリング、心機能に DNA 損傷応答が強く関与して
いる可能性、そして炎症反応への影響にはマクロファージの動態が関与している可能性が示唆
された。 
 
(6) マクロファージの極性化についての検討 
Ku80-KO および対照マウス大腿骨から骨髄細胞を得てマクロファージを分離し、IFN-γおよび
lipopolysaccaride (LPS)、IL-4、IL-10 でそれぞれ M1、M2a、M2c に分化させた。それぞれの刺
激によるマクロファージマーカーは６時間をピークに増加した。 
IL-6 をマーカーとして測定した IFN-γ/LPS による M1 マクロファージへの分化は、Ku80-KO 骨
髄から得たマクロファージにおいて野生型マウスに比べ亢進していた。Arg-1 および CD206 をマ
ーカーとして測定した M2a マクロファージへの分化は Ku80-KO において低下していた。M2c への
分化は両群間で差がなかった。 
以上より、DNA 損傷応答の異常は、心筋梗塞時のマクロファージの分化・動態に変化をもたらし、
炎症反応の変化を介して心リモデリングに影響を与え、心機能、予後を悪化させることが示唆さ
れた。 
 
これまで心筋梗塞時に引き起こされる強いストレスによる DNA 損傷やそれに対する損傷応答に
よる炎症・抗炎症のバランスの変化についての報告、特に DNA 損傷応答の異常がマクロファージ
の動態にどのように関わっているかを検討した研究はない。本研究の成果に加え、マクロファー
ジサブセットへの分化の機構と DNA 損傷応答の関連性をより詳細に明らかにできれば、心筋梗
塞時の DNA 損傷応答を制御することにより炎症の程度を調節でき、その結果として心リモデリ
ング、心機能の低下を抑制できる可能性がある。 
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