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研究成果の概要（和文）：血行力学的負荷による肥満細胞の活性化にエンドセリン-1（ET-1）が関与し、ET-1は肥満細
胞を活性化し、MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1)を介してマクロファージの遊走を亢進させることで、心房リ
モデリングを促進することが明らかとなった。また、HMG-CoA reductase阻害薬ピタバスタチンは、ET-1による肥満細
胞活性化を阻害し、心房における線維原性増殖因子PDGF-Aの発現増加を抑制することで、心房リモデリングや心房細動
の発症を抑制した。以上より、炎症制御を標的とした心房細動のアップストリーム治療にスタチンが有効である可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Endothelin-1 (ET-1) is profoundly involved in the activation of mast cells in hemo
dyamically stressed atria.  ET-1-induced secretion of monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) from activate
d mast cells enhances migration of macrophages, and consequently promotes atrial remodeling.  HMG-CoA redu
ctase pitavastatin inhibits ET-1-triggered activation of mast cells and up-regulation of fibrogenic PDGF-A
 in atria, and thereby prevents atrial remodeling and inducibility of atrial fibrillation.  These results 
suggest that application of statins may be a promising approach to achieve upstream prevention of atrial f
ibrillation in stressed hearts.
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１．研究開始当初の背景 

心房細動は最も頻繁に見られる不整脈であ
り、動悸などの自覚症状によってＱＯＬを低
下させるとともに、血行動態を悪化させ、脳
梗塞の発症リスクを著しく増大させる。心房
細動の患者数は、高齢化社会の進行とともに
今後ますます増加すると考えられ、有効な予
防や治療法の確立が社会的急務となってい
る。近年、心房細動治療において、抗不整脈
薬を用いて洞調律を維持するという従来の
考え方から、パラダイムシフトが起こりつつ
ある。つまり心房細動では心房の構造的ある
いは電気生理学的特性に変化が生じている
ことが明らかとなり、このような心房リモデ
リングに対して早期から介入することで一
次予防を図るべきであるという考え方（アッ
プストリーム治療）に変わりつつある。一方
で、心房細動患者において、心房筋生検で炎
症細胞浸潤をともなう線維化が見られ、炎症
マーカーである血清 CRP 値が高値であるこ
とから、心房線維化の進展に炎症反応が関与
している可能性が示唆されていたが、その詳
細は不明であった。 

心房細動は高血圧や心不全などの血行力
学的負荷を受けた場合に多く合併すること
が臨床的によく知られている。私たちは、圧
負荷によって心房の構造的リモデリング（線
維化）が心房細動の基質として生じるのでは
ないかと考え、これまでの研究で培った技術
を応用し、マウスにおいて横行大動脈縮窄術
を施行してランゲンドルフ灌流下に心房ペ
ーシングを行うという、新たな心房細動誘発
のマウスモデルを作成した。マウスは心臓サ
イズが小さく、従来は心房細動の誘発が困難
だと言われていたが、このモデルでは再現性
を持って心房細動の誘発が可能である。この
ようなマウスモデルを確立することで、遺伝
子レベルでの解析が可能となり、肥満細胞が
血行力学的負荷によって心房組織に浸潤し、
線維形成性サイトカインである PDGF-A の産
生を増加させ、心房リモデリングや心房細動
の発症を促進することを明らかにした（J Clin 
Invest. 120:242-253,2010）。次のステップとし
て、心房細動の発症に関わる炎症ネットワー
クの詳細な分子メカニズムをさらに解明し、
その研究成果を基盤として新たな治療スト
ラテジーを確立することが期待されていた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、心房細動の分子病態の解明と炎
症制御を標的としたアップストリーム治療
の確立を究極の研究目的としている。そのた
めに、培養細胞を用いた in vitro のアッセ
イ系とマウスモデルを用いた in vivoのアッ
セイ系を駆使して多角的な視点から解析を
行い、研究を展開させる。さらに、得られた
データに基づいて病態メカニズムを統合的
に理解し、トランスレーショナルリサーチへ
の展開を目指す。 

 
３．研究の方法 
①. マウスモデルの作成：8 週齢の野生型マ
ウスに対して横行大動脈縮窄術(TAC)あるい
はアンジオテンシン II（Ang II）の持続的投
与を施行した。イソフルレンによるガス麻酔
下で気管内挿管し、人工呼吸器管理下に前胸
部エタノール消毒後開胸し、直視下に横行大
動脈の縮窄を行った。Ang II は生理食塩水に
溶解し、0.6 mg/kg/day の用量で浸透圧ポン
プ（ALZET model 2002, Durent Corp）を用
いて持続的皮下投与を行った。 
②. 心機能評価と組織学的解析： 10 日目に
心機能評価を行った。心機能は、無麻酔下に
心エコー法（Vevo770 Imaging System, 25 MHx
プローブ, Visual Sonics）により行った。
心臓組織は、ホルマリン固定後にパラフィン
包埋、薄切し、Masson trichrome 染色、トル
イジンブルー染色および Rhodamine-avidin
染色にて組織学的評価と肥満細胞の浸潤、活
性化を評価した。 
③. 心房細動の誘導：マウス心臓を摘出後に
ランゲンドルフ灌流下に右房をバースト刺
激し、左房と左室の単極誘導と II 誘導の心電
図を記録した。 
④. 免疫染色：心房の組織切片を用いて、ラ
ット抗マウス Mac-3 モノクローナル抗体（BD 
Pharmingen, clone M3/84）を用いて酵素抗
体法により免疫染色を行った。 
⑤ . Dominant-negative MCP1 （ monocyte 
chemotactic protein 1）（DN-MCP1）発現ベ
クターの筋肉内投与：pCAGGS-DN-MCP1 発現ベ
クターを、100 g plasmid/100 l PBS/20g 
body の用量で、マウス大腿筋内に注射投与し
た。 
⑤. Real time RT-PCR：心臓組織よりtotal RNA
を抽出し（RNeasy Kit, Qiagen）、cDNAを作成
し（QuantiTect Reverse Transcription Kit, 
Qiagen）、Universal PorbeLibrary Assay法
（Roche Applied Science）によりreal-time 
PCRを行った。 
⑥. マウス腹腔由来肥満細胞、RAW264.7細胞
の培養：マウスより腹腔液を回収、さらに1 mL
のRPMI1640で腹腔内を洗浄し回収、遠心分離
後にcomplete Opti MEM (SCF(-))で細胞を再
懸濁、メッシュに通したあとに遠心し、
complete OptiMEM (SCF(+))で再懸濁し、CO2

インキュベーターで培養を行った。RAW264.7
細胞はATCCより購入した。 
⑦. 肥満細胞の脱顆粒アッセイ：マウス腹腔
由来肥満細胞をエンドセリン-1 (ET-1) 1 mM
で 30 分刺激後に上清を回収し、基質と混合
する。基質は、citrate buffer (40m M citric 
acid, 20 mM Na2HPO4・7H2O)に、4-Nitrophenyl 
N-acetyl- β -D-glucosaminidase (Sigma 
Aldrich)を 3.5 mg/ml になるよう溶かして作
成した。37℃で 90 分インキュベート後に
glycine solution (0.4 M glycine)を加えて
反応を停止させ、吸光度（450 nm）を測定し
た。 



⑧. 細胞遊走アッセイ：Transwell (Costar, 
#3422, pore size: 8 m)を 24well プレート
にセットして使用。24 時間の starvation 後
に Cellmatrix type IC（新田ゼラチン社）を
希塩酸で 50 g/ml に希釈し、Transwell をコ
ラーゲンコートした（室温乾燥30分）。Ｌower 
chamber にマウス腹腔由来肥満細胞を播種し、 
upper chamber に RAW264.7 細胞を播種、37℃
で 4時間培養後にメタノール固定し、ギムザ
染色を行った。200 倍で鏡見し、1 視野中の
細胞数をカウントした。ウサギ抗 MCP-1 ポリ
クローナル抗体（Abcam）は 20 ng/mL の濃度
で、RAW264.7 細胞の播種直前に添加した。 
⑨. マウスへのピタバスタチン投与：ピタバ
スタチンは 2.5 mL の濃度で水に溶解させ、
遮光した状態で飲水投与した。C57BL/6 マウ
スでは飲水量は平均で 3.0 mL/day で、体重
は平均 26-27 g だったので、投与量は約 0.3 
mg/kg/day となる。 
 
４．研究成果 
(1). 心房線維化に関わる炎症ネットワークの
解明 
８週齢の野生型マウスに対してTACあるいは
Ang II の持続的投与を施行したところ、10
日目の時点で心重量および心房重量が増加
していた。心エコーでは左室収縮能は維持さ
れていたが心室壁の肥厚が認められ、心房組
織では線維化と、肥満細胞の浸潤および活性
化が認められた。マウス心臓を摘出し、ラン
ゲンドルフ灌流下に電気的に心房刺激を行
ったところ、心房細動の誘発頻度と持続時間
はコントロール（シャム手術あるいは生食投
与）と比べて著しく増加していた。また、こ
のような心房リモデリングと心房細動誘発
性は、肥満細胞安定化剤クロモリンの投与に
より著しく抑制されたことから、肥満細胞が
血行力学的負荷による心房細動発症に重要
な役割を果たしていることが示唆された。 

さらに、TAC 施行群や Ang II 投与群の心
房組織ではマクロファージの細胞浸潤が亢
進していることが、抗 Mac3 抗体による免疫
染色によって明らかとなった。これらの血行
力学的負荷を行ったマウスにおいて、
DN-MCP1 の発現ベクターを筋注しておくと、
心房組織におけるマクロファージ浸潤が軽
減するとともに、心房リモデリングと心房細
動誘発性が有意に抑制された。さらに、クロ
モリン投与によって肥満細胞浸潤を抑制す
ると、マクロファージ浸潤も抑制されていた。 

以上の結果より、肥満細胞-マクロファー
ジを軸とする炎症カスケードが、血行力学的
負荷による心房リモデリングや心房細動の
発症に重要な役割を果たすことが示唆され
た。 
(2). 心筋ストレス刺激による炎症誘導機構の
解明 
TAC 後 10 日目の心房組織では ET-1 の遺伝子
発現が増加していることを real time RT-PCR
法により見出した。 

 ET-1 刺激によりマウス腹腔由来肥満細胞
が脱顆粒することをトルイジンブルー染色
および-hexominidase の放出を定量するこ
とにより確認した。さらに、ET-1 による肥満
細胞の活性化がマクロファージに与える影
響を検討するために、マウス腹腔由来肥満細
胞とマクロファージ系細胞株 RAW264.7 を
Boyden chamberを用いて共培養を行ったとこ
ろ、RAW264.7 の遊走能は、ET-1 刺激したマ
ウス腹腔由来肥満細胞との共培養により亢
進するが、抗 MCP-1 中和抗体を添加すること
で抑制された。上記のように、血行力学的負
荷による心房組織へのマクロファージ浸潤
や心房リモデリング、心房細動誘発性が、
DN-MCP1 の発現ベクターの筋注による有意に
抑制されることを見出している。以上の結果
より、血行力学的負荷による肥満細胞の活性
化に ET-1 が関与し、ET-1 は肥満細胞を活性
化し、MCP-1 を介してマクロファージの遊走
を亢進させることで、心房リモデリングを促
進することが示唆された。 
(3). 心房細動アップストリーム治療の確立 
HMG-CoA reductase 阻害薬がカルシウム流入
に影響を与えずに、抗原刺激（DNP-HAS: 
dinitrophenol-human serum albumin）によ
る肥満細胞の脱顆粒を抑制することが報告
されている。ET-1 刺激によるマウス腹腔由来
肥満細胞の脱顆粒が、HMG-CoA reductase 阻
害薬である pitavastatin によって抑制され
ることを、トルイジンブルー染色および
-hexominidase の放出を定量することによ
り確認した。８週齢の野生型マウスに対して
TAC を行った場合、ピタバスタチンの投与に
よって、肥満細胞の浸潤は影響されないが脱
顆粒が抑制され、その結果心房における線維
原性増殖因子PDGF-Aの発現増加が抑制され、
組織線維化や心房細動誘発性が軽減された。
これまでの研究結果から、血行力学的負荷に
よる肥満細胞の活性化にET-1が関与し、ET-1
は肥満細胞を活性化し、MCP-1 を介してマク
ロファージの遊走を亢進させることで心房
リモデリングを促進することが明らかとな
っている。ピタバスタチンは ET-1 による肥
満細胞活性化を阻害することで、心房リモデ
リングや心房細動の発症を抑制すると考え
られる。以上の結果より、炎症制御を標的と
した心房細動のアップストリーム治療にスタチン
が有効である可能性が示唆された。 
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