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研究成果の概要（和文）：新規サイクリックAMP (cAMP)で活性化因子Epac の心不全発症にはたす役割を解明するため
、Epac1ノックアウトマウス(Epac1KO)を作製し、イソプロテレノールの慢性投与刺激を行ったところ、Epac1KOでは心
臓線維化が顕著に抑制された。そこで心臓線維化を1) 線維芽細胞内でのCollagen分子の産生 2)細胞外で成熟したColl
agen分子同士の架橋によるCollagen線維の形成 3)コラーゲン分解酵素による老朽化したCollagen線維の分解の3段階に
分け検討したところ3)コラーゲン分解酵素によるCollagen線維の分解亢進が主要なメカニズムであることが示唆された
。

研究成果の概要（英文）：In order to examine the role of Epac1 (exchange protein directly activated by cycl
ic AMP) on cardiac fibrosis, chronic isoproterenol (ISO) infusion (60mg/kg/day for 7 days) was performed i
n Epac1-null mice (Epac1KO) and wild-type controls (WT). Cardiac fibrosis was significantly inhibited in E
pac1KO, compared to WT. In order to examine the mechanism, we examined the role of Epac1 in the following 
3 steps : Step-1) Production of collagen fiber Step-2) Cross-linking of collagen fiber by lysyl oxidase (L
OX) Step-3) Degradation of collagen fiber by matrix mettaloproteinase (MMT). Our data in this study shows 
that cardiac fibrosis was reduced through the inhibition of step-3. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) ベータアドレナリン受容体(-AR)シグナ

ルの主要な構成因子でありアデニル酸シクラ

ーゼ(AC) が産生する cyclic AMP (cAMP) 

で活性化される分子として従来から知られて

いる Protein kinase A (PKA) は心筋細胞の

アポトーシスを誘導することが in vitro の

研究で報告されている  (Circulatiom 100, 

305-311, 1999) 。また心臓特異的 PKA 過剰

発現マウス (PKA-TG)は、 1-AR-TG や 

Gs-TG と同様に、著明な心拡大を伴う不全

心を呈したが、1-AR-TG や Gs-TG にみら

れる顕著な心臓線維化は PKA-TG では見ら

れなかった (Circ Res 89, 997-1004,2001)。  

以上の実験結果は AC の下流に PKA と

は別に心臓線維化に重要な制御因子が存在

することを示唆している。 

(2) 我々は cAMP により活性化される新し

い -AR シグナル構成因子 Epac (exchange 

protein activated by cAMP) (Nature 396, 

474-477, 1998; Science 282, 2275-2279, 

1998) に着目し、科学研究費補助金（基盤研

究C:平成20-22年）の研究助成をうけ、心不

全発症における Epac の役割について解析

を行ったところ、これまでに神経細胞をEpac 

特異的刺激薬(8-p-Methoxyphenylthon-2’- 

O-methyl-cAMP; pMe-cAMP) で刺激すると

アポトーシスは誘導されるが、心筋細胞を 

pMe-cAMP で刺激してもアポトーシスが誘

導されないこと、そのメカニズムとしてBcl-2 

関連タンパクである Bim の発現が心筋細胞

ではきわめて低いことが原因であることを報

告した (J Biol Chem 285,24248-24259, 

2010) 。 

(3) 心臓リモデリング形成に際して、アポト

ーシスとともに重要な心臓線維化における 

Epac の役割については in vivo の解析

はこれまで行われていない。 

 

２．研究の目的 

我々は 2 種類の Epac のサブタイプ 

(Epac1, Epac2) のノックアウトマウス 

(Epac1KO, Epac2KO) を作製した。心臓の主

要なサブタイプは Epac1 であり、Epac1 は

心筋細胞と線維芽細胞のいずれの細胞にも発

現している (Circ Res 102, 959-965, 2008; 

Proc Natl Acad Sci USA 105, 6386-6391, 

2008)。Epac1KO に慢性 イソプロテレノー

ル(ISO) 刺激 (60mg/kg/day for 7days) を行

ったところ ISO 投与後の心肥大は WT と 

Epac1KO で有意差は無かった。ところが心

機能はWTでは投与前後で有意に低下したが、

Epac1KO では投与前の心機能が維持されて

いた。心筋細胞のアポトーシスは WT と

Epac1KO のいずれのマウスも ISO 刺激で

有意に亢進したが、その程度はわずかではあ

るが WT に比較して Epac1KO で有意に抑

制されていた。大変興味深いことは WT、

Epac1KO のいずれのマウスの心筋組織内 

に、ISO 投与前では心臓線維化はほとんど見

られなかったが、ISO 刺激後の WT では心

臓線維化領域の顕著な増加がみられた。しか

しながら Epac1KO ではほとんどみられなか

ったことである。以上の実験結果から「Epac1 

は心臓リモデリング、とくに心臓線維化を促

進させ心不全発症を促進させる」という仮説

をたて、本仮説をEpac1KOを用いた慢性 ISO

投与モデルを用いた、in vivoマウスモデルな

らびに siRNA法を用いた in vitro実験系で検

証する。 

 

３．研究の方法 



(1) 慢性カテコラミン刺激心不全マウスモデ

ルの作成：Epac1KOならびにコントロール

(wild-type; WT) (雄 4-6週令) に Osmotic 

mini-pump (Alzet 2001) を用いて慢性 ISO 

(60mg/kg/day) 投与を７日間行う。心臓線維

化は Step-1) 線維芽細胞内で Procollagen分

子が産生される過程（産生過程） Step-2) 細

胞外に分泌された Procollagen分子が修飾を

受け、Collagen分子に成熟し、架橋構造を形

成して Collagen線維が形成される過程（成熟

過程）Step-3) 主として線維芽細胞から分泌

される Collagen分解酵素 (MMP: matrix 

metalloproteinase) により古い Collagen線

維が分解されて新しい Collagen線維に置換

される過程（分解·代謝系）の大きく 3段階の

過程からなる。これら 3段階の心臓線維化の

いずれの過程を制御して、Epac1が心臓線維

化を促進しているのかを Epac1KOを用いて

検討する。 

(2)ラット胎児心臓線維芽細胞を用いた

siRNA実験 ISO (1microM, 10microM) 刺激

による心臓線維芽細胞の遊走能における

Epac1の役割をMTTアッセイ検討した。ま

た細胞遊走能に関する細胞内シグナルの活性

化 (p44/42 MAPK (ERK1/2), Srk) について、ウ

エスタンブロティングを用いて検討した。 

 

４．研究成果 

(1) Epac1KO の慢性カテコラミン刺激によ

る抗線維化作用はMMPによるCollagen分子

の分解亢進による。MMP による Epac1KO

に Osmotic mini-pump (Alzet 2001) を用い

て慢性 ISO (60mg/kg/day) 投与を行い投与

前、投与後 1日、3日、7日の心臓組織を摘出

して以下の実験を行った。 

①Epac1KO ではコラーゲン分解が抑制 

Collagen11, Collagen12, Collagen3の発

現量を q-PCRを用いて定量した。各サブタイ

プの Collagen発現量は経時的に増加したが

Epac1KOとWTで有意差は認められなかっ

た。 

②心臓線維芽細胞から分泌される lysyl 

oxidase (LOX) は Collagen分子同士の架橋

に重要な酵素であるが、LOXの発現量に

Epac1KOとWTで有意差は見られなかった。 

③Collagen分解酵素(MMP: matrix 

metalloproteinase)として重要なMMP-2の

発現量をWBを用いて検討したところ投与前

ならびに投与１日では Epac1KOとWTで有

意差は認められなかったが、投与 3日、7日

ではWTに比較して Epac1KOではMMP-2

の有為な発現上昇が見られた（図 1）。 

 

 
図 1 慢性イソプロテレノール投与後 0, 1, 3, 7 日の 

心臓組織に発現する MMP2 をウエスタンブロティ 

ングで定量解析した。投与 3日後ならびに 7日後 

Epac1KO で MMP2 の有意な発現上昇が確認され 

た。(*P<0.05, N=4) 

 

 以上の結果より Epac1KOにおける慢性カ

テコラミン刺激モデルにおける心臓線維化抑

制機序としてMMPによるCollagen分子の分

解亢進が示唆された。 

(2) カテコラミン刺激による心臓線維芽細胞



の遊走における Epac の役割 

①ラット胎児心臓線維芽細胞を 24 時間無血

清培地で培養後、ISO 刺激(1M, 10M) 後

24時間の線維芽細胞遊走能をMTTアッセイ

で検討したが、siRNAにより Epac1をノック

ダウンした細胞の遊走能はコントロール群と

有意差がみられなかった（図 2）。 

 

図 2 ラット胎児心筋細胞の Epac1 の発現を siRNA 法によ

りノックダウンした効果がISO刺激(1M, 10M)による遊
走能に与える影響 (P=NS, n=8) 

 

②カテコラミン刺激による心臓繊維芽細胞遊

走能には、ERK(tyr202/thr204), Src(tyr416)

のリン酸化の亢進が重要であることが報告

(JBC 2002)されている。しかしながら Epac1

を siRNAでノックダウンしても、イソプロテ

レノール刺激による ERK1/2, Srcのリン酸化

上昇に影響を与えなかった。すなわち心臓線

維芽細胞に発現する Epac1は、カテコラミン

刺激による遊走能亢進に重要な役割を果たし

ていない可能性が示唆された（図 3）。 

 
図３．ラット胎児心臓線維芽細胞の ERK, Srcの発現をウ
エスタンブロティングで確認 

 

５．研究成果 
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