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研究成果の概要： 

心臓移植に代わる重症心不全の治療法として、心筋細胞の増殖を起こすことを考えた。通常、

成熟した心筋細胞はもはやそれ以上分裂しないことが知られている。今回我々は、細胞分裂の

周期をコントロールしている p27 というタンパク質を制御することにより心筋細胞の再分裂、

再増殖を促すことを試みた。また、心筋細胞の増殖以外に、心筋細胞内の収縮装置の修復によ

る心機能改善の可能性も見いだした。 
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１．研究開始当初の背景 

現在、重症心不全の治療としては最終的に

心臓移植が確立した治療法として認識され

ている。しかし、我が国においてはドナー心

臓の不足により、全ての移植適応患者に上記

治療を施行することは極めて困難な状況で
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あり、将来にわたってこの状況が大いに改善

することは難しいと考えられる。多くの重症

心不全患者が補助循環装置装着のもと、長期

間の移植待機を余儀なくされ、塞栓症や感染

症の合併により死亡する症例も多いのが現

状である。     

臓器移植治療に代わる治療として、近年注

目されているのが再生医療である。しかし、

心筋細胞は生後まもなく分化が停止し非増

殖状態(細胞周期の停止)になるという特徴

があり、これが治療法の開発を困難なものに

している。心不全に対する新たな治療法とし

て自家骨髄移植療法が試みられており、以前

我々も臨床応用に向け、家畜ブタを用いて、

骨髄穿刺により得られた骨髄細胞(十分な量

の造血幹細胞を含む)を虚血領域に直接注入

する実験を行った(平成14～15年基盤研究B;

慢性虚血心筋における骨髄細胞移植療法の

展開と臨床への応用)。これにより虚血領域

の血管形成促進は確認されたものの明らか

な心筋細胞再生には至らなかった。虚血領域

への血行の改善のみでは心筋細胞の増殖を

起こすのには不十分であり、心機能の回復に

は心筋細胞自体に働きかけて再生を促すこ

とが不可欠と考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

 

上記の背景に基づき、我々は心筋細胞その

ものの増殖を制御することによって心筋の

再生を得ること目指した。これは、未熟幹細

胞から細胞を目的とする形質に分化させる

といった手法とは異なり、成熟した心筋細胞

を増殖させ心筋再生を行う(成熟に伴い一旦

停止した細胞周期を再度進行させる)という

アプローチである。この観点から、心筋細胞

増殖制御の分子生物学的メカニズムに迫り、

人工的に心筋細胞増殖をコントロールする

ことを目的とした。 

近年、心筋細胞周期調節のメカニズムが明

らかになりつつあり、以下のことが示されて

いる。 

(1) 増殖刺激により cyclin D が発現する。 

(2) 発現した cyclin D と CDK4 の複合体は核

内に移行する。 

(3) cyclin D は転写活性因子である Myc を介

して心筋細胞肥大(タンパク合成)を引き

起こす。これは不全心おいて最終的には

破綻してしまうことになる代償性心肥大

への経路である。 

一方、 

(4)cyclin D は心筋細胞増殖(DNA 合成)も誘

導しうるが、これには CDK2が必要であり、

CDK2 は p27 により抑制されている。 

我々は以前に、心筋細胞増殖を誘導すべく、

cyclin D遺伝子をコードしたレンチウイルス

ベクターを用いて心筋初代培養細胞に

cyclin D 遺伝子導入を試みた。その結果、レ

ンチウイルスベクターにより過剰発現した

cyclin Dの核内移行および細胞周期の進行を

確認することができた。一方、このとき過剰

発現した cyclin D は心筋細胞だけでなく線

維芽細胞にも発現していた。心臓を構成して

いる細胞のうち、心筋細胞は全体のおよそ

1/3 に過ぎず、残りの 2/3 は線維芽細胞を中

心とした非筋細胞から成っている。よって、

ウイルスベクターを in vivo で局所投与し

cyclin D を過剰発現させた場合、それらの非

筋細胞への影響、すなわち線維芽細胞の増殖、

間質増加によって心筋リモデリングが誘導

される可能性が否定できないことが示唆さ

れた(平成16～17基盤研究B;心筋再生療法の

臨床応用のための基礎的研究)。これらの結

果から、臨床応用を考慮する場合、直接的に

細胞周期に働きかける cyclin D を過剰発現



 

 

させるよりも、生理的な増殖刺激に応答して

発現している内因性の cyclin D を利用して、

心筋細胞再増殖(心筋細胞周期の再回転)へ

の経路を誘導することが重要と考えた。この

考えに基づいて、上記(4)において心筋細胞

増殖への経路を阻害している p27の発現を抑

制するという着想を得た。すなわち、増殖刺

激下の心筋細胞において p27の発現を抑制し

CDK2 活性を保つことにより、強いリモデリン

グを惹起することなく、より生理的な心筋細

胞増殖を誘導することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 心筋細胞初代培養 

Sprague-Dawley rat 1 生日の心臓より得られ

た心筋細胞を 48 時間無血清培地で培養する

ことにより、最終分化した心筋細胞を得た。

これらについて心筋 actinに対する抗体を用

いて、90%以上が心筋細胞である事を確認し

た。 

 

(2) 遺伝子導入効率の検討 

Adenovirus-vector encoding LacZ を上述の

培養心筋細胞に感染させて LacZ 染色を行っ

た。効果的に LacZ が発現する条件を探る事

により、ウイルスベクターによる遺伝子導入

のための至適条件を検討した。 

 

(3) p27 発現抑制 

数種類の p27 shRNA を作成した。上述の培養

心筋細胞に Adenovirus-vector encoding p27 

shRNA を感染させ、RNAi を行った。対照群と

しては、心筋細胞に同量の

Adenovirus-vector encoding LacZ を感染さ

せた。感染させてから 72 時間後に心筋細胞

を回収し、ウェスタンブロッティング法を行

い、p27 の発現が RNAi により抑制されている

かを確認した。 

 

(4) 細胞周期進行の確認  

上記のごとく RNAi を行った心筋細胞にフェ

ニレフリンによる増殖刺激を加え、細胞周期

の進行が起こるかどうかを検討した。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) p27 発現抑制に関して 

p27 の発現を抑制する目的で数種類の

shRNA を作成し、ウイルスベクターを用いて

心筋細胞に感染させることはできたものの、

ウェスタンブロッティング上 p27の発現抑制

を確認することが出来なかった。 

さらに、上記の shRNA を遺伝子導入した心

筋細胞にフェニレフリン(1～100μM)による

増殖刺激を与えると細胞が死滅してしまう

ことが判明した。細胞が死滅しない条件を探

るも至適な条件が得られず、これ以上、当初

の計画通りに実験を遂行することが困難と

考えられた。 

 

(2) 細胞骨格破壊による心筋細胞増殖の試

み 

そこで、心筋細胞増殖(mitosis)を抑制す

る原因の一つとして強固な細胞骨格の存在

が関与している可能性を示唆する報告

(Ahuja P et.al. Experimental cell research, 

1270-1283, 2007)があることに着目した。 

以前の我々の研究(cyclin D 過剰発現によ

る心筋細胞増殖の誘導)では、増殖マーカー

Ki67 にて細胞周期の進行は確認できたもの

の、mitosis の確認には至っていなかった。

よって、心筋細胞の mitosis/cytokinesis を

得るという元々の目的を達成するために、細



 

 

胞骨格を disrupt した心筋細胞に対して

cyclin D を強制発現させることを試みた。 

具体的には、心筋細胞骨格の本体である

actin 繊 維 の 重 合 阻 害 剤 で あ る

cytochalasinB,D を用いて、細胞骨格を破綻

させ、ウイルスベクターを用いて cyclin D

を導入することを試みた。しかしながら、

cyclin D導入による細胞周期進行を起こすの

に至適な cytochalasin 濃度を得ることがで

きず、断念した。 

 

(3) サルコメア構造修復による心機能改善

の試み 

その後、不全心に対して、これまで目指し

てきた心筋細胞数の増加ではなく、残存心筋

細胞のサルコメア構造修復による心機能改

善を得ること目的として研究を行った。 

心筋の収縮力は筋原繊維、すなわち心筋細

胞内において actin や myosin により形成さ

れるサルコメア構造に由来している。このた

め、心筋細胞においては通常の細胞では 5%

程度である actin タンパク質の含有率が 30%

にも達している。心筋梗塞などの虚血障害に

よって惹起される急激な心筋タンパク質の

崩壊や、拡張型心筋症などの慢性的な心筋変

性によって心筋細胞内での筋原繊維の割合

が減少する。これはサルコメア構造の破壊や

萎縮によるものと考えられる。 

actin 繊維は単量体の actin タンパク質の

重合により形成されることが知られている。

しかし、サルコメア構造の形成に際して

actin タンパク質の重合がいかなる制御を受

けているのかはこれまで明らかにされてい

なかった。actin 繊維は他の多くの非筋細胞

においても重要な生理的役割を果たしてお

り、細胞分裂や、細胞遊走、接着などに関わ

っている。そのため、actin 重合は厳密な制

御を受けており、その制御に多くのタンパク

質が関与している。近年注目されている

Formin family タンパク質は、直線状の actin

繊維形成を制御する因子であることが分か

っている。われわれは Formin family タンパ

ク質の一員であり、幼弱な心筋細胞に発現し

ている Fhod3 に着目した。 

まず、1 生日ラット心筋細胞に対して、ラ

ビットポリクローナル抗 Fhod3抗体を作成し、

免疫組織染色を行った。その結果、Fhod3 が

サルコメア構造に一致して局在しているこ

とを発見した。Formin family タンパク質が

が直線状の actin重合制御因子であることを

考えると、Fhod3 が心筋細胞においてサルコ

メア構造形成に直接的、あるいは間接的に関

与している可能性が極めて高いと考えられ

た。 

 

(5) 今後の展望 

本研究で得られた成果から、サルコメア構

造の破壊や萎縮を来した不全心に対して、

Fhod3 遺伝子を導入することによって残存心

筋細胞のサルコメア構造を再構築し、心収縮

力の改善を得る、といった治療法の可能性が

示唆される。これは、これまでに実験レベル

や臨床治験レベルで試みられてきた、骨髄移

植療法や細胞周期に着目した心筋細胞を増

殖させる方法とは一線を画する、全く新しい

心不全の治療法となりうるものである。 

また、Fhod3 タンパク質の心筋細胞におけ

る機能を解析することは、学術的見地から見

ても、これまであまり知られていなかったサ

ルコメア構造の形成過程を明らかにする上

で、非常に意義深いことである。 

今後は、上記治療法の臨床応用に向けて基

礎的研究をさらに発展させていく方針であ

る。まず、今回の研究により培養細胞レベル

で示唆された Fhod3タンパク質によるサルコ

メア構造形成促進を、動物レベルで過剰発現



 

 

実験により検証したい。具体的には、下記の

様に実験を行っていく予定である。 

① ラット心不全モデルの作成 

β-刺激剤(イソプロテレノール)の持続皮

下注射にてラットの遠心性心不全モデル

を作成する。対照群には生理食塩水の持続

皮下注射を行う。これらの心機能を経胸壁

心エコーにより測定し、イソプロテレノー

ル群で心機能が低下していることを確認

する。 

② Fhod3 遺伝子導入、過剰発現 

ラット心不全モデルを全身麻酔下に左側

開胸心臓を露出する。Adenovirus-vector 

encoding Fhod3 を 1x109PFU ラット心臓前

壁に筋肉内注入する。対照群には同量の生

理食塩水を心臓筋肉内に注入する。 

③ Fhod3 過剰発現による心機能評価 

1 週間後に経胸壁心エコーにより Fhod3 導

入群と対照群を比較し、Fhod3 導入による

心機能改善効果について評価を行う。また、

心筋組織の免疫組織染色による病理組織

学的検査も行う。 

 

本研究の遂行が、移植を待つしかない重症

心不全患者に対する新たな治療戦略の開拓

につながることを期待するものである。 
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