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研究成果の概要（和文）：慢性心不全は、先進国における主たる死因の一つであり、その予後は極めて不良であるが、
この10年以上、革新的な治療法は提案されていない。近年、心不全の病態形成に炎症反応が重要であることが報告され
ているが、その詳細は十分には明らかにされていない。本研究では、マウス実験的自己免疫性心筋炎においてIL-6を介
したTh17細胞の誘導が炎症惹起に必須であること、マウス梗塞後心筋炎症においてマクロファージが死細胞貪食を介し
て炎症制御に寄与していることを見出した。これらの結果は、炎症制御を機序とする新規心不全治療法の開発を期待さ
せる。

研究成果の概要（英文）：Chronic heart failure is a leading cause of death in developed countries.  The pro
gnosis of heart failure is still very poor.  Unfortunately, no innovative pharmacotherapy has been propose
d in this decade.  Accumulating evidence has demonstrated that chronic inflammation plays important roles 
in the progression of heart failure; however, its pathophysiological significance remains to be fully eluc
idated.  In this study, we demonstrated that IL-6-mediated induction of Th17 cells is essential for the on
set of experimental autoimmune myocarditis and that the phagocytotic activities of macrophages contributes
 to the regulation of myocardial inflammation.  These results propose the possibility that chronic heart f
ailure could be overcome by controlling the cardiac inflammation as a novel therapeutic strategy.
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１．研究開始当初の背景 
社会の高齢化と食生活の過栄養化に従い、

循環器疾患の患者が増加している。心不全は、
高血圧症、虚血性心疾患など、様々な循環器
疾患の終末像であり、その予後は不良である。
一方で、心不全に対する薬物治療は、この 10
年間大きな進展がなく、新たな心不全発症予
防法・心不全治療法の開発は喫緊の課題であ
る。 
心不全の病態形成には、神経体液性因子や

サイトカインが重要な役割を演じている。特
に、重症心不全心筋においては炎症が慢性的
に持続している。例えば、慢性心不全患者で
は、重症度に応じて炎症性サイトカインの血
中濃度が増加している。あるいは、重症心不
全心筋の中には、炎症細胞が浸潤する症例を
しばしば見かける。従って、炎症と心不全病
態とには密接な関係があると予測されるが、
心筋における慢性炎症の成立機構、あるいは
その制御機構に関して、十分な知見は得られ
ていない。炎症制御を機序とした新規心不全
薬物治療を目指して、本研究を企画した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、心筋慢性炎症の成立・制御機

構を、二つの炎症モデル(実験的自己免疫性
心筋炎モデル、梗塞後心筋炎症モデル)を用
いて検討する。実験的自己免疫性心筋炎
(Experimental Autoimmune Myocarditis, 
EAM)モデルは、ウイルス性心筋炎の動物モデ
ルと考えられており、自然治癒する炎症モデ
ルである。一方、梗塞後心筋炎症は、組織傷
害によって惹起され、その後慢性的に持続す
る炎症モデルである。本研究は、これらのモ
デルを用いて以下の 2点から炎症の発症・制
御機序を解明することを目的とする； 
(1) 自己免疫性心筋炎(EAM)モデルにおける

Th17 細胞の関与の検討 
(2) 梗塞後心筋における炎症の慢性化機構

の解明。 
  
３． 研究の方法 
 先述の二つのテーマに分けて記載する。動
物実験に関しては、大阪大学薬学研究科動物
実験委員会の承認のもと施行した。組み換え
DNA 実験に関しては、大阪大学遺伝子組換え
実験安全委員会の承認のもと行った。 
(1) 自己免疫性心筋炎モデル(EAM)における

Th17 細胞の関与の検討 
EAM の作製：雄性 BALB/c マウスにミオシン重
鎖ペプチドを 2 回免疫することにより、EAM
を惹起した。 
IL-6 シグナルの阻害：IL-6 受容体抗体を中
外製薬から供与いただき、EAM モデルの各時
期に投与した。 
RORγt ノックアウトマウスの作製：RORγt
遺伝子座にGFP遺伝子をノックインしたマウ
ス(RORγtGFP/+)をジャクソンラボより購入し
た。BALB/c マウスにバッククロスした後、ホ
モ接合体(RORγtGFP/GFP)を作製しノックアウ

トマウスとして用いた。 
その他：サイトカイン、マーカー遺伝子の発
現の定量化は、real time RT PCR により行っ
た。 
 
(2) 梗塞後心筋における炎症の慢性化機構

の解明 
 梗塞後心筋における死細胞除去と炎症制
御に関する研究を中心に行った。 
心筋梗塞モデルの作製：雄性 C57BL/6 マウス
を人工呼吸管理下開胸し、左前下行枝を結紮
した。 
骨髄系細胞特異的 CD93 過剰発現マウスの作
製：CD93 は死細胞貪食に関与する受容体であ
り、骨髄系細胞に発現している。そこで、CAG
プロモーターの下流にloxP配列を挟んでCAT
遺伝子、その下流に CD93 を発現制御するト
ランスジェニック（CAG/CATZ/CD93）マウス
を作製した。このマウスを、骨髄系細胞特異
的にCreリコンビナーゼを発現するLysM-Cre
マウスと交配し、ダブルトランスジェニック
マウスを作製することにより、骨髄系細胞特
異的 CD93 過剰発現マウス（以後、CD93 DTG
マウスと記載）を作製した。 

４． 研究成果 
(1) 自己免疫性心筋炎モデル(EAM)における

Th17 細胞の関与の検討 
1-1) EAM 心筋への Th17 細胞の浸潤 

BALB/cマウスをミオシン重鎖ペプチドで
2 回免疫し、病気の重症度、RORγt の発
現、IL-17 の発現を検討した。その結果、
1回目免疫後、3週目をピークに炎症の重
症度は上昇した。それに伴って、Th17 細
胞のマーカー遺伝子 RORγt、Th17 細胞が
発現するサイトカインである IL-17 の発
現が増強した。 
次に、心筋組織に浸潤した炎症細胞から
CD4 陽性細胞を調整し、IL-17 および
IFN-γ の発現を検討した。その結果、
CD4+/IL-17+細胞および CD4+/ IFN-γ+細
胞、すなわち、それ
ぞれ、Th17 細胞、
Th1細胞が EAM心筋
組織内に浸潤して
いることが明らか
になった（右図）。 
さらに、RORγtGFP/+

マウスを用いて EAM を作製し、心筋組織
内に GFP 陽性細胞が存在するかどうかを
検討した。その結果、EAM 心筋内に GFP
陽性細胞が存在することが明らかになり、
RORγt 陽性細胞である Th17 細胞が心筋
組織に浸潤することが明らかになった。 

 
1-2) EAM に対する IL-6 シグナル阻害の影響 

EAM発症におけるIL-6の重要性を明らか
にするために、誘導時に IL-6 受容体の阻
害抗体である MR16-1 を投与した。その結
果、EAM の発症は抑制された。併せて、
Th17 細胞のマーカーである RORγt およ



び IL-17 の発現も抑制された。一方で、
一旦発症したEAMに対してMR16-1が炎症
抑制に有効かどうかを検討したが、有効
性は認められなかった。 
以上のことから、EAM の発症には、IL-6
が必須であるが、炎症の維持には IL-6 は
関係していないことが明らかになった。
また、IL-6 は、Th17 細胞の誘導に必須で
あることが明らかになった。 

 
1-3) EAM における RORγtの意義 

Th17細胞がEAMの発症に必須であるかど
うかを明らかにするために、Th17 細胞の
分化因子である RORγt のノックアウト
マウスを用いて、EAM が誘導されるかど
うかを検討した（下図）。その結果、RORγt
のノックアウトマウス(gfp/gfp マウス)
では、EAM の発症は抑制されることが明
らかになった。すなわち、Th17 細胞が EAM
の発症に必須であることが明らかになっ
た。 

 
(2) 梗塞後心筋における炎症の慢性化機構

の解明 
2-1) 梗塞後心筋炎症における T細胞の関与 

当初、EAM との対比から、梗塞後心筋組
織においても T 細胞が重要である可能性
を考慮した。そこで、マウスで心筋梗塞
作製後、FTY720 を投与し心筋リモデリン
グに対する作用を検討した。しかしなが
ら、FTY720 は梗塞後線維化に対して作用
を示さず、また、発現サイトカインプロ
フィールにも大きな影響は与えなかった。
このことから、梗塞後心筋炎症において、
T 細胞の関与は、あるとしても、限定的
である可能性が示唆された。 
 

2-2) 梗塞後心筋炎症における骨髄系細胞の
関与 
本研究では、梗塞後心筋組織における骨
髄系細胞の死細胞貪食が心筋リモデリン
に与える影響を検討した。 
まず、梗塞後心筋組織への骨髄系細胞の
浸潤を検討するために、梗塞後心筋組織
を抗 CD11b 抗体で染色し、骨髄系細胞(マ

クロファージおよび好中球)を定量化し
た。その結果、梗塞後 7 日をピークに骨
髄系細胞が浸潤することが明らかになっ
た。 
次に、貪食に関係する遺伝子群(CD91、
CD93、C1q など)の梗塞後心筋組織におけ
る発現を real time RT PCR により定量化
した。その結果、これらの遺伝子群は、
骨髄系細胞の浸潤に伴って発現増強する
ことを見出した。これらの遺伝子の中で、
CD93 に着目して、骨髄系細胞特異的 CD93
過剰発現マウス(CD93 DTG)を作製した。
このマウスにチオグリコレートを腹腔内
投与し、マクロファージを調整し、FACS
により CD93 の発現を検討したところ、野
生型(non-TG)マウス、LysM-Cre マウス、
CAG/CATS/CD93 マウスと比して、CD93 DTG
マウス由来マクロファージにおいてCD93
の発現が増強していることが明らかにな
った。 
発現増強した CD93 が機能的に正常かど
うかを明らかにするため、CD93 DTG マウ
ス腹腔マクロファージを用いてビーズの
貪食能を検討した。その結果、野生型マ
クロファージと比して、CD93 DTG マウス
マクロファージは貪食能が亢進している
ことが明らかになった。 
以上のように、CD93 DTG マウスでは、骨
髄系細胞特異的に貪食受容体 CD93 を強
制発現する系を確立できたと考えられる。
そこで、このマウスを用いて、冠動脈を
結紮し心筋梗塞を作製し、骨髄系細胞の
貪食能亢進が、梗塞後リモデリングに与
える影響を検討した。具体的には、non-TG
マウスと CD93 DTG マウスを用いて、冠動
脈結紮 2週間後、心臓を回収、マッソン・
トリクローム染色により、線維化領域を
定量化した。その結果、non-TG マウスと
比して CD93 DTG マウスでは、線維化領域
が約 30％減少した。また、CD93 DTG マウ
ス心筋では、IL-10 をはじめとした抗炎
症性サイトカインの発現が増強していた。 
以上のことから、梗塞後心筋組織に浸潤
した骨髄系細胞は、死細胞を貪食するの
みではなく、炎症反応を制御することが
明らかになった。これらのふたつの機能
が合わさって、心筋リモデリング抑制作
用を示すものと考えている。 
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