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研究成果の概要（和文）：ラットの心臓線維芽細胞に対して、EP4刺激を行うとトランスフォーミング増殖因子
（Transforming Growth Factor-β：TGF-β）の分泌が減少することが判明した。TGF-βは線維芽細胞の線維化
を促進する強力な促進因子である。さらにEP4刺激により、結合組織の主要な増殖因子であるCTGF（Connective 
Tissue Growth Factor，IGFBP8）も強力に抑制することが分かった。これにより、EP4は心臓線維芽細胞におい
て線維化を抑制する重要な調節因子であることが疑われた。今後は、EP4のノックアウトマウスなどを用いてさ
らに詳細にそのメカニズムを検討する。

研究成果の概要（英文）：The EP4 prostanoid receptor is one of the four receptor subtypes for 
Prostaglandin E2 (PGE2). It is known that EP4 is highly expressed in the heart and has protective 
effects against adverse cardiac remodeling after ischemia-repurfusion. Regulation of EP4 signaling 
is a potential strategy for protective therapy against cardiac fibrosis. In this study, we show that
 EP4 signal regulates fibrotic changes and the regulation of signaling pathway in cardiac 
fibroblast. EP4 agonist decreased the expression of transforming growth factor-β (TGF-β) and 
connective tissue growth factor (CTGF). These results indicated that PGE2-EP4 signaling 
downregulated the secretion of TGF-β and CTGF in cardiac fibroblast of rat. These results 
demonstrated that EP4 regulates hormonal factors such as TGF-β and CTGF, resulting in protection of
 fibrotic changes. 

研究分野： 分子生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓における線維芽細胞は線維化への関与だけでなく、様々なサイトカインや成長ホルモンを介して心筋細胞に
直接作用し、細胞収縮や肥大、さらには細胞生存性を制御することが明らかになっている。プロスタグランディ
ンE2(PGE2)受容体EP4欠損マウスではコントロールと比較し、アンジオテンシンⅡ負荷による心臓の線維化が亢
進していることを見出した。我本研究の学術的意義はEP4受容体が、TGF-βを介して心臓線維化の強力な新規調
節分子として働いていることを証明し、心臓線維化への作用を解析することである。メカニズムが明らかになる
ことで心臓の線維化を抑制する初めてのEP4作動薬の開発が加速することが期待される。

※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 
 
 
心臓における線維芽細胞は線維化に関与しているだけでなく、様々なサイトカインや成長ホ

ルモンを介して心筋細胞に直接作用し、細胞収縮や肥大、さらには細胞生存性を制御することが
明らかになっている[1]。研究代表者は先行研究にて、プロスタグランディン E2(PGE2)受容体の
1 つである EP4 の欠損マウスでは Wild マウス(コントロール)と比較し、アンジオテンシンⅡ負
荷による心臓の線維化が著しく亢進していることを見出した。また、そのメカニズム検証の過程
で、ラットから分離した培養心臓線維芽細胞に対して、EP4 作働薬(刺激薬)である ONO-AE1-
329 により刺激することで、線維化を引き起こす強力な因子として知られる TGF-の分泌が顕
著に抑制されることを発見した。これらの結果を基に、我々は EP4 が心臓において線維化を調
整する有力な新規調節分子であるとの着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、EP4 受容体が、TGF-を介して心臓線維化の強力な新規調節分子として働いて

いることを証明し、心臓線維化への作用を解析する。最終目標は、EP4 を制御することで、心臓
の線維化の進行を抑制する初めての EP4 作動薬の開発への基盤となる知見を得ることである。 
 
 
３．研究の方法  
 

EP4 遺伝子欠損マウスから分離した心臓線維芽細胞の初代培養や、ラットから分離した心臓
線維芽細胞を用いて EP4 刺激によって誘導される線維化関連因子の解析を行った。 
 

(1) カルシウム感受性色素である Fura2 を用いて、ヒト心臓線維芽細胞、ヒト乳がん細胞(MCF-
7)、ヒト神経膠芽腫細胞(LN229)、EP4 欠損マウス(ヘテロ)の心臓線維芽細胞、Wild マウス
の心臓線維芽細胞を用いて、EP4 アゴニストである ONO-AE1-329(1 μM)もしくは ONO-AE1-
437(1 μM)で刺激し、細胞内カルシウム濃度をそれぞれプレートリーダーにて測定した。EP4
アゴニストは小野薬品から提供されたものを用いた。 

 
(2) ラットの心臓線維芽細胞を EP4 アゴニストである ONO-AE1-329(1 μM)で刺激し、刺激 6 時

間後に定量的ポリメラーゼ連鎖反応（Polymerase Chain Reaction, PCR）を用いて線維化関
連遺伝子の発現量を評価した。トランスフォーミング 殖因子（Transforming Growth 
Factor-β：TGF-）、Connective tissue growth factor (CTGF)、ACTA2（別名：-smooth 
muscle actin、-SMA）の評価を行った。 

 

(3) ラットの心臓線維芽細胞に対し、EP4 アゴニストである ONO-AE1-329(1 μM)での刺激 24時
間後及び 48 時間後に培養上清を回収し、濃縮した後、ウエスタンブロッティング法を用い
て蛋白の発現を評価した。TGF-及び CTGF の発現を評価した。 

 
 
４．研究成果 
 
EP4 アゴニストで、ヒト心臓線維芽細胞、ヒト乳がん細胞(MCF-7)、ヒト神経膠芽腫細胞(LN229)

をそれぞれ刺激したところ、いずれの培養細胞でも速やかに細胞内カルシウム濃度が上昇する
ことを確認した。次に、EP4 ノックアウトマウス(ヘテロ)と Wild マウスから心臓線維芽細胞を
分離し、EP４アゴニストでそれぞれ刺激した。その結果、比較対象である Wild マウスでは時間
経過とともに細胞内カルシウム濃度の速やかな上昇を認めたのに対し、EP4 ノックアウトマウス
では、細胞内カルシウム濃度の上昇が有意に緩やかであった(p<0.05)。この結果から、EP4 は心
臓線維芽細胞において、細胞内カルシウム濃度を上昇させる働きを担っていることが示唆され
た。この結果は、我々が口腔がん培養細胞において、EP4 アゴニストの刺激で細胞内カルシウム
濃度が上昇したことを報告した論文と矛盾しなかった[2]。加えて、small hairpin RNA (shRNA)
レンチウイルスを用いて EP4 をノックダウンし、EP4 アゴニスト刺激で細胞内カルシウム濃度を



評価した。その結果でも EP4 ノックダウン細胞では、コントロール shRNA 細胞と比較して、細胞
内カルシウム濃度の上昇が有意に緩やかであった。このことにより、心臓線維芽細胞と口腔がん
では対象は違うものの、EP4 ノックアウトマウスと EP4 ノックダウン培養口腔がん細胞の両方に
おいて、EP4 を刺激することにより、細胞内カルシウム濃度が速やかに上昇することが確認でき
た。また、我々が行った口腔がんを用いた免疫沈降の実験では、EP4 は膜蛋白のカルシウムチャ
ネルのひとつである Ora1 や Transient receptor potential canonical type 1 (TRPC1)とカッ
プリングしていることを確認した。このことにより、EP4 を介した心臓線維芽細胞における細胞
内カルシウム上昇にもこれらの分子が関与していることが疑われた。加えて、我々の研究により、
EP4 はカルシウムシグナルを介して口腔がんの遊走能を促進することがわかったため、心臓線維
芽細胞でも遊走能への同様の評価が必要だと思われた。 
また、ラット心臓線維芽細胞に対して、EP4 アゴニストで刺激を行うとトランスフォーミング 

殖因子（Transforming Growth Factor-：TGF-）、Connective tissue growth factor (CTGF)、
ACTA2（別名：-smooth muscle actin、-SMA）の遺伝子発現が 6時間後に低下することがわか
った。TGF-は線維芽細胞の線維化を促進する強力な促進因子であり、CTGF は結合組織成長因子
として知られる。また、-SMA は心臓線維芽細胞が心臓筋芽細胞(活性型)に形質転換することを
示すマーカーとしても知られている。この結果から、EP4 を刺激することで、遺伝子レベルで心
臓線維芽細胞から心臓筋芽細胞への形質転換が抑制され、心臓の線維化が抑制される可能性が
示唆された。 
また、ラット心臓線維芽細胞を EP4 アゴニストで刺激し、培養上清を回収し、ウエスタンブロ

ッティングで蛋白発現を評価したところ、TGF-のみならず CTGF の分泌も減少することが判明
した。心臓線維芽細胞から抽出した蛋白の EP4 自体の発現に変化はなかった。これらの結果よ
り、EP4 は細胞内カルシウム濃度を調節することで TGF-や CTGF の発現を調節し、線維化を抑
制していることが示唆された。 
従来、心筋梗塞の心臓でプロスタグランディンの産生が亢進することから、その心虚血・再灌

流障害への関与が示唆されてきた。EP4 作動薬の心保護作用としては血管拡張、好中球機能の抑
制、腫瘍壊死因子-(TNF-産生の抑制及びインターロイキン-10(IL-10)の産生促進などが提唱
されている。しかしながら、詳細については不明な点が多い。今回、我々が同定した EP4-TGF-
や EP4-CTGF の経路は新たな心臓線維化の促進シグナルカスケードである可能性がある。なお、
EP4-TGF-と EP4-CTGF のシグナルが独立して作用しているのか、クロストークしているのかに
ついては、より詳細な検討が必要だと思われる。また、我々の検討により、抗がん剤のひとつで
あるドキソルビシンが心臓線維芽細胞において、活性型である心臓筋芽細胞への形質転換を促
すことを見出し、論文報告した[3]。さらに心臓線維芽細胞において、ドキソルビシンは ACTA2
や CTGF の遺伝子発現を亢進し、心臓の血管周囲の線維化を促進することも見出し、論文報告し
た[4]。このことから、EP4 がドキソルビシンにより引き起こされる心臓線維化にも関与してい
る可能性があり、今後の検討課題だと思われる。 
一方、TGF-について言えば、拡張型心筋症や肥大型心筋症の患者では心臓組織及び血中の

TGF-レベルが高いことが知られている[5]。すなわち、EP4 を介して TGF-が制御できれば拡張
性心不全患者だけでなく、様々な病態の心筋症の患者に対しても治療効果が期待できると考え
られるため、EP４アゴニストは重要な心不全治療の候補薬になり得る可能性がある。 
さらに、現在、がんの分野では EP4 拮抗薬「ONO-4578(開発コード）」を用いた国内第 1相臨床

試験(P1)が 2018 年 1 月から開始されている。TGF-は、がんの進展においてがん抑制作用と浸
潤・転移促進作用をもつという 2面的な作用が広く知られている。胃がんや大腸癌などの癌細胞
においても TGF-の過発現が確認されており、癌間質形成にも関与しているとされる。これらか
ら、本研究は心臓線維化の作用の解析にとどまらず、がん領域における EP4-TGF-経路の解明
にもつながると期待できる。引き続き、EP4 の心臓線維芽細胞特異的ノックアウトマウスなどを
用いてさらに詳細にそのメカニズムを検討する。   
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