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研究成果の概要（和文）：ヒト心臓由来の筋線維芽細胞に定量的な伸展張力を負荷すると、増殖能と遊走能が減
少した。また、伸展張力により線維化マーカーの蛋白発現レベルが減少した。このことは伸展張力が筋線維芽細
胞を脱分化させることを意味する。次に、筋線維芽細胞においてカルシウムイオンチャンネルであるTRPV4の発
現をノックダウンすると、伸展張力に応答しなかった。以上より心臓線維化の１つの原因として、伸展張力が低
下して筋線維芽細胞でのTRPV4の発現が増大し、線維化が増大すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The proriferation level and migration level decreased after human cardiac 
myofibroblast were exposed to stretch. The protein expression level of fibrosis marker also 
decreased in response to stretch. It indicates that stretch induces de-differentiation of 
myofibroblast. Next the knockdown of TRPV4 which was an carcium ion channel in myofibroblast did not
 respond to stretch. These findings indicate that one of the cause of cardiac fibrosis is the 
decrease of stretch, the increase of TRPV4, and the increase of fibrosis.

研究分野： メカノバイオロジー

キーワード： 伸展張力

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓線維化の機序としてTRPV4が伸展張力に応答して線維化を制御していることが分かった。TRPV4をターゲット
とした薬剤を開発することにより心臓の線維化を改善することができると期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

心疾患による死亡数は年間約 20 万人であり、そのうち心不全が約 7 万人と原因疾患

のうちで一番多い（平成 26 年人口動態統計）。心不全の原因には心筋の収縮力低下に

よる収縮不全と、心臓線維化による拡張障害があり、高齢者の心不全ではほぼ同数で

ある。心臓における線維化は、線維芽細胞とその分化形態である筋線維芽細胞が化学

的・機械的刺激に応答して産生する細胞外基質の過剰な蓄積に起因し、心不全、不整

脈、心筋症などを誘発する。今まで化学的刺激による線維芽細胞の活性化や分化に関

して多くの報告はあるが、臨床的にはまだ十分な線維化抑制効果は報告されていない。

さらには、機械的刺激が線維芽細胞に及ぼす効果に関してはよくわかっていない。 

先行研究でヒト心臓筋線維芽細胞に伸展張力負荷装置を使って定量的な伸展張力を

負荷すると、伸展張力依存性に筋線維芽細胞のマーカーである αSMA、線維化のマー

カーである Collagen1A と Fibronectin、心不全のマーカーである BNP のたん白およ

び遺伝子の発現レベルがいずれも減少した。また、伸展張力により SMAD2 のリン酸

化レベルが減少した。カルシウムイオンチャンネルである transient receptor 

potential vanilloid 4（TRPV4） の遺伝子発現レベルが伸展張力により減少し、TRPV4

の作動薬である GSK1016790A を添加すると Fura2 を用いた 2 波長励起法で細胞内

カルシウム流入量が増大した。さらには、siRNA を用いて TRPV4 の発現をノックダ

ウンすると、basal において αSMA、Collagen1A、Fibronectin のたん白の発現が減

少すること、及び伸展張力に応答しなくなることを発見した。以上をまとめると、ヒ

ト心臓筋線維芽細胞に伸展張力を負荷すると筋線維芽細胞から線維芽細胞に脱分化し、

この機序に TRPV4 が関与していることが分かった。 

 

２．研究の目的 

伸展張力が心臓筋線維芽細胞の脱分化に及ぼす効果に関して、TRPV4 が脱分化制御

機構に関わる細胞内シグナルや細胞機能を解明する。また、伸展張力が mRNA、マイ

クロ RNA、蛋白の発現に及ぼす効果および機序に関して検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト心臓由来の筋線維芽細胞に伸展張力負荷装置（ストレックス）を用いて定

量的な（0-15%、0.5Hz、0-48 時間）伸展張力を負荷した。 

（２）細胞活性として、WST1 を用いて増殖レベルを測定し、遊走能として Boyden 

chamber を用いてメンブレンを遊走した細胞の核を DAPI で染色して蛍光顕微鏡下で

観察し、遊走した細胞数を定量した。 

（３）蛋白の発現レベルをウェスタンブロッティングで検討し、mRNA とマイクロ

RNA の発現レベルをリアルタイム PCR で測定した。 

（４）DNA アレイで網羅的に mRNA の発現レベルを定量した。 

（５）飛行時間型質量分析計で網羅的に蛋白の発現レベルを定量した。 

（６）GFP で標識した TRPV4 を組み込んだベクターを作製し、筋線維芽細胞に過剰

発現させて TRPV4 蛋白の分布を共焦点顕微鏡で観察した。また増殖能も検討した。 



 

 

（７）siRNA を用いて TRPV4 の発現をノックダウンした。 

（８）マイクロ RNA の阻害剤を用いて阻害実験をした。 

 

４．研究成果 

（１）筋線維芽細胞に伸展張力を 48 時間負荷した後に細胞を回収し、細胞数を測定後

に再度細胞を静的条件の細胞と同量播種して 12 時間後に増殖能を検討した。伸展張力

を負荷した細胞の方が増殖レベルが減少していた。この伸展張力が筋線維芽細胞の増

殖能を低下させるという所見は、伸展張力が筋線維芽細胞の活性を低下させるだけで

なく、筋線維芽細胞から線維芽細胞へ脱分化を誘導することを示唆する。 

 

（２）筋線維芽細胞に伸展張力を 48 時間負荷した後に細胞を回収し、細胞数を測定後

に再度細胞を静的条件の細胞と同量播種して 24 時間後に遊走能を検討した。伸展張力

を負荷した細胞の方が遊走数が減少していた。この伸展張力が筋線維芽細胞の遊走能

を低下させるという所見は、増殖能と同様に伸展張力が筋線維芽細胞の活性を低下さ

せるだけでなく、筋線維芽細胞から線維芽細胞へ脱分化を誘導することを示唆する。 

 

（３）筋線維芽細胞に伸展張力を 24 時間負荷した後に細胞を回収し、DNA アレイで

網羅的に mRNA の発現レベルを定量した（N=4）。約 2 万遺伝子のうち伸展張力によ

り 86 遺伝子が 2 倍以上増大し、142 遺伝子が 1/2 以下に減少した。伸展張力に応答し

線維化に関連する新規の遺伝子を多数同定した。DAVID を用いたアノテーションによ

り伸展張力に応答するシグナルを同定した。特に、TGFb/SMAD シグナル以外に

Wnt/b-catenin シグナルの関与が示唆された。 

 

（４）筋線維芽細胞に伸展張力を 48 時間負荷した後に細胞を回収し、質量分析計で網

羅的に蛋白の発現レベルを定量した（N=5）。同定した 551 蛋白のうち 109 蛋白が 2

倍以上増大し、25 蛋白が 1/2 以下に減少した。伸展張力に応答し線維化に関連する新

規の分子を多数同定した。DAVID を用いたアノテーションにより伸展張力に応答する

シグナルを同定した。 

 

（５）TRPV4 をノックダウンさせた筋線維芽細胞に伸展張力を 48 時間負荷した後に

増殖能を検討した。TRPV4 をノックダウンすると basal で減少し、また伸展張力にも

応答しなかった。このことは、伸展張力が筋線維芽細胞の増殖能を減少させる機序と

して TRPV4 が関与することを意味する。 

 

（６）TRPV4 をノックダウンさせると basal で増殖能が減少した。このことは、basal

においても TRPV4 が増殖能に関与していることを示唆する。そこで、TRPV4 を過剰

発現させた筋線維芽細胞に伸展張力を 48 時間負荷した後に増殖能を検討した。その結

果 TRPV4 を過剰発現すると basal で増大した。このことは、basal において TRPV4

の発現増大が増殖能の増大となるように制御していることを意味する。 

 

（７）TRPV4 をノックダウンさせた筋線維芽細胞に伸展張力を 48 時間負荷した後に



 

 

遊走能を検討した。TRPV4 をノックダウンすると basal で減少し、また伸展張力にも

応答しなかった。このことは、伸展張力が筋線維芽細胞の遊走能を減少させる機序と

して TRPV4 が関与することを意味する。 

 

（８）筋線維芽細胞に伸展張力を 24 時間あるいは 48 時間負荷した後に線維化のマー

カーである αSMA、Collagen-1、Fibronectin、 Smad2、β-catenin の蛋白の発現レベ

ルを定量した。伸展張力は、線維化のマーカー蛋白の発現レベルをいずれも減少させ

た。このことは、伸展張力が筋線維芽細胞を線維芽細胞に遺伝子レベルで脱分化させ

ることを意味する。 

 

（９）TRPV4 をノックダウンさせた筋線維芽細胞に伸展張力を 24 時間あるいは 48

時間負荷した後に線維化のマーカーである αSMA、Collagen-1、Fibronectin、 Smad2、

β-catenin の蛋白の発現レベルを定量した。TRPV4 をノックダウンすると basal でい

ずれも減少し、また伸展張力にも応答しなかった。このことは、伸展張力が筋線維芽

細胞を線維芽細胞に脱分化させる機序として TRPV4 が関与することを意味する。 

 

（１０）TRPV4 を過剰発現させた筋線維芽細胞に伸展張力を 24 時間負荷した後に細

胞を固定し、TRPV4 の分布を検討したところ、静的条件下の細胞とかわらず細胞全体

に均一に分布していた。この伸展張力が細胞膜貫通蛋白である TRPV4 の分布には影

響を及ぼさないという所見は、伸展張力は細胞膜の流動性にはあまり影響を及ぼして

いないことを意味する。今後、伸展張力が TRPV4 の構造に影響を及ぼしているかど

うか検討していきたい。 

 

（１１）伸展張力が筋線維芽細胞を線維芽細胞に脱分化させる機序としてマイクロ

RNAが関与していないか検討した。筋線維芽細胞のマーカーであるaSMAの3'UTR領域

に結合しうるマイクロ RNA を TargetScan Human を用いて検討したところ

miR-140-3p.1とmiR-155-5pが予想された。そこで筋線維芽細胞に伸展張力を24時間負

荷してマイクロRNAの発現レベルを定量したところ、伸展張力の強さ依存性に

miR-140-3p.1の発現レベルが増大した。一方、miR-155-5pの発現レベルはbasalで定量

できないほど低値であった。この伸展張力の強さ依存性にmiR-140-3p.1の発現レベル

が増大するという所見は、miR-140-3p.1が伸展張力のマーカー及び線維化のマーカー

として有効であることを意味する。 

 

（１２）miR-140-3p.1の阻害剤を用いてaSMAの蛋白の発現レベルを検討したところ、

basalでは変化がなかった。また、miR-140-3p.1の阻害剤を加えたうえで伸展張力を24

時間負荷しても伸展張力に応答していた。このことは、miR-140-3p.1は筋線維芽細胞

の脱分化への関与は低いことが分かった。おそらく、筋線維芽細胞の脱分化には様々な

因子が関与しており、miR-140-3p.1単独では効果は弱いと考えられた。 

 

（１３）以上をまとめると、伸展張力は筋線維芽細胞を脱分化させた。その機序とし

て TRPV4 が伸展張力を感知し、SMAD2 と b-Catenin の発現が低下して線維化が減



 

 

少した。今後 TRPV4 をターゲットとした薬剤を用いることにより心臓の線維化を病

態とする心臓拡張不全を治療できると期待できる。 
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