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研究成果の概要： 
 心筋リモデリングにおける非心筋細胞（線維芽細胞や内皮細胞）の役割が注目されている。

転写因子KLF5は線維芽細胞に多く発現し、KLF5+/-マウスでは圧負荷後の心肥大・線維化が抑制
された。線維芽細胞特異的にKLF5を欠損させた遺伝子改変動物を新たに樹立した所、同様に心

筋リモデリングが抑制された。in vovo心筋細胞肥大に線維芽細胞が関与する初めての知見で
あり、線維芽細胞内KLF5が肥大促進・分泌因子を制御することが想定される。 
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１．研究開始当初の背景 
心肥大や心不全などの基本病態は、心筋細
胞肥大や血管新生、線維化などの心組織の三
次元構築の変化（リモデリング）であるが、
そこに関わる細胞の起源や活性化機構、中で
も遺伝子転写制御機構については、研究が必
ずしも大きく発展していない。遺伝子転写制
御は細胞機能を根本的に制御するものであ
り、リモデリングを理解するためには、転写
因子ネットワークの機能をin vivoで解析す
ることが必須である。また転写ネットワーク
を標的とする治療法は高い有効性が期待さ

れる。 
我々は心血管系リモデリングの分子機構
に注目し、心肥大、血管狭窄、臓器線維化、
炎症反応、血管新生等の臓器リモデリングに
関与する転写因子 KLF5を分離同定し、KLF5
遺伝子欠損マウス(KLF5+/-)や KLF5機能を修
飾する薬剤(合成レチノイド Am80)投与実験
において、心肥大や線維化を含む臓器リモデ
リングが著明に軽減されることを見出した。 
以上のように、KLF5を中心とする転写因子
のネットワークが心血管系の組織リモデリ
ングに重要であること、この転写因子ネット
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ワークに介入することにより新しい治療戦
略が開発出来ることが示された。しかしなが
ら、心血管疾患における各細胞で、特に in 
vivoで KLF5がどのように情報を受容し、ど
のような遺伝子群を制御するか、その分子機
構の詳細は明らかではない。 
 
 
２．研究の目的 
 KLF5の細胞種特異的な機能の解明は、組織
リモデリングを制御する分子機構や細胞間
相互作用を理解するためにも、また特異性が
高く有効な治療薬開発のためにも重要であ
る。そこで本研究では、Cre-loxPシステムを
用いて、従来のKLF5+/-マウスの解析にくわえ
て、心筋リモデリングに関わる細胞種（心筋
細胞、線維芽細胞、血管内皮細胞など）で特
異的に KLF5を欠損させる遺伝子改変動物
（KLF5fl/fl）を作成し、心肥大や心不全にお
ける KLF5分子ネットワークの機能を明らか
とする。また、細胞種特異的 KLF5欠損マウ
スや培養細胞モデルを用いて、各病態におけ
る KLF5標的遺伝子をゲノムワイドに明らか
としたい。 
 
 
３．研究の方法 
(1)マウス新生児心組織の初代培養系を用い
て、心筋細胞と線維芽細胞における KLF5発
現を検討する。大動脈弓縮窄・心圧負荷モデ
ル(TAC)を作成し、遺伝子発現や免疫組織染
色法により心組織における KLF5発現を検討
する。 
(2)KLF5+/-マウスに対して TACモデルを作成
し、心機能解析や（免疫）組織学的検討、遺
伝子発現の差違（マイクロアレイ）などを検
証することで、肥大心モデルでの KLF5転写
調節機構を明らかとする。 
(3)Cre-loxPシステムを用いた細胞種特異的
KLF5欠損マウスを作成するため、KLF5エク
ソン2両端に、loxP配列を導入したトランス
ジェニックマウス（KLF5fl/fl）を作成する。 
(4)心筋細胞特異的に Creリコンビナーゼを
発現するトランスジェニックマウス
(DMHC-Cre)との交配により、心筋細胞特異的
KLF5欠損マウス（KLF5fl/fl;DMHC-Cre）を作成
し、TACモデル後の心筋リモデリングの変化
を検討する。 
(5)遺伝子 Xプロモーターを用いて、線維芽
細胞特異的にCreリコンビナーゼを発現する
トランスジェニックマウスを作成し、線維芽
細胞特異的KLF5欠損マウス（KLF5fl/fl;X-Cre）
に対してTACモデルを作成・解析する。 
(6)siRNAによって KLF5をノックダウンした
培養細胞系を用いて、標的遺伝子の探索及び
KLF5分子ネットワークの役割を明らかとす
る。 

 
４．研究成果 
(1)マウス新生児心組織を用いて心筋細胞と
線維芽細胞を初代培養し、KLF5の発現を比較
したところ(realtime PCR法)、線維芽細胞で
約3倍量の発現を認めた。またTAC心での発
現は、負荷後3日目で最大値（約7倍）とな
り、免疫組織学的検討では、心筋細胞を取り
囲む間質細胞（特に線維芽細胞）での発現が
強かった。 
 
(2)KLF5+/-マウスに対して TACモデルを作成
したところ、心重量や心体重比、心筋細胞径
の増大が部分的に抑制され、肥大関連マーカ
ー(ANP,EMHC)の発現も抑制された。さらに間
質線維化や線維化関連マーカーの発現
(CollagenI)も低下した。KLF5は細胞増殖に
も強く関与するが、負荷後初期の間質細胞増
殖も著しく抑制されていた（in vivo BrdU 
assay）。 
これらから、KLF5は圧負荷後の心筋リモデ
リングに重要な役割を果たすことが示唆さ
れる。 
 
(3)KLF5は線維芽細胞で多く発現するが、心
筋細胞でも少量の発現がある。心筋リモデリ
ングにおいて、何れの細胞種での KLF5が主
要な機能を担うのか？ 
次に Cre-loxPシステムを用いた細胞種特
異的KLF5欠損マウスの樹立に着手した。KLF5
エクソン2両端に、loxP配列を導入したトラ
ンスジェニックマウス（KLF5fl/fl）では、Cre
リコンビナーゼが発現する細胞種内におい
て、エクソン 2は欠落して機能的 KLF5発現
量が低下する。細胞種特異的な発現プロモー
ターを用いて、Creリコンビナーゼを発現す
ることができるトランスジェニックマウス
との交配で、細胞種特異的な KLF5欠損マウ
スを順次作成した。 
 
(4)心筋細胞特異的にKLF5を欠損させる効果
を検討するため、DMHCプロモーターを用いて
心筋細胞特異的にCreリコンビナーゼを発現
するマウス（DMHC-Creマウス）との交配を行
い、心筋細胞特異的 KLF5欠損マウスを樹立
した(KLF5fl/fl;DMHC-Cre)。心筋細胞における
KLF5欠落効率は良好、発生・発達過程、心機
能には影響がなかった。 
KLF5fl/fl;DMHC-Creマウスに TACモデルを
作成したところ、心肥大や間質線維化は
KLF5fl/flマウスと同等の反応であり、圧負荷
肥大心モデルにおいて、心筋細胞での KLF5
機能は軽微である可能性が示唆された。 
 
(5)心線維芽細胞特異的にKLF5を欠損させる
効果を検討するため、遺伝子Xプロモーター
を用いて心線維芽細胞特異的にCreリコンビ



ナーゼを発現するマウス（X-Creマウス）を
樹立した。遺伝子Xは、心負荷後に線維芽細
胞で特異的に発現が増加することが報告さ
れており、本新規樹立動物においても、
R26RstoplacZ指標マウスとの交配後の負荷
心において、心臓組織での線維芽細胞特異的
なCreリコンビナーゼの発現を確認した。 
 KLF5fl/fl;X-Creマウスに対してTACモデル
を作成したところ、線維芽細胞での KLF5欠
落効率は負荷後に増大した。その結果、KLF5+/-

マウスと同様に心重量や心体重比、心筋細胞
径の増大が部分的に抑制され、肥大関連マー
カーの発現が抑制された。さらに間質線維化
や線維化関連マーカーの発現も低下し、負荷
後初期の間質細胞増殖も著しく抑制してい
た。 
 そのほか、血管内皮細胞特異的な KLF5機
能を検討するため、Tie2プロモーターを用い
て血管内皮細胞特異的にCreリコンビナーゼ
を発現するマウス(Tie2-Creマウス)との交
配を行い、内皮細胞特異的 KLF5欠損マウス
(KLF5fl/fl;Tie2-Cre)を樹立・解析中である。 
 
以上は、in vivo心筋細胞肥大反応におい
て、線維芽細胞側から心筋細胞への関連・相
互作用が想定されることが示唆される初め
ての知見であり、この過程に線維芽細胞内の
KLF5が重要な役割を担っている。 
 
(6)従来の in vitro心筋細胞-非心筋細胞の
関連系において、線維芽細胞からの分泌因子
（ET-1, CT-1, LIF, IL-6など）が、心筋細
胞の肥大反応を促進することが報告されて
きた。線維芽細胞における KLF5の機能・役
割を検討するため、siRNAを用いて線維芽細
胞の KLF5をノックダウンし、この in vitro 
assay系を用いた線維芽細胞-心筋細胞間関
連に与える影響を検討した。 
 無血清培地で線維芽細胞を培養した培養
上清で、心筋細胞を培養すると、心筋細胞は
肥大反応を呈し、心筋細胞面積やANP産生量
が増大する。しかしながら、siRNAでKLF5を
ノックダウンした線維芽細胞由来の培養上
清液では、この肥大反応が部分的に抑制され
た。 
以上より KLF5は、線維芽細胞から分泌さ
れ心筋細胞肥大に関与する蛋白の発現・制御
に関わる可能性がある。現在、KLF5標的因子
および KLF5分子ネットワークの解明を継続
中である。 
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