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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞外マトリックス分解産物matricryptinsの心臓における作用解明を目的と
した基礎的な検討を行った。そしてmatricryptinsの一つendostatinがラット心線維芽細胞の増殖や遊走を促進し、マ
ウス左心房筋のブラジキニン誘発性収縮を抑制することを明らかにした。また他のmatricryptinであるcanstatinがラ
ット心線維芽細胞においてシクロオキシゲナーゼ-2発現を増加し、マトリックスメタロプロテアーゼ-2及び-9分泌促進
を介して細胞遊走を促進することや、分化型H9c2心筋芽細胞においてイソプロテレノール誘導性細胞死を抑制すること
などを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The fundamental study was performed to elucidate the role of matricryptins, bioact
ive fragments of extracellular matrix, in the heart. Endostatin, one of the matricryptins, increased the p
roliferation and migration of rat cardiac fibroblasts, and inhibited bradykinin-induced left atrial contra
ction in mice. In addition, another matricryptin canstatin increased the expression of cyclooxygenase-2 an
d cell migration through the secretion of matrix metalloproteinase-2 and -9 in rat cardiac fibroblasts, an
d inhibited isoproterenol-induced cell death in differentiated H9c2 cardiomyoblasts.
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１．研究開始当初の背景 
高血圧、弁膜症や心筋梗塞などにより障害

を受けた心臓は、代償性に収縮能を変化させ
ると共に心肥大や線維化などの組織構造の
変化、すなわち心臓リモデリングを引き起こ
す。このような病的な心臓リモデリングによ
り弾性を失った心臓は機能不全を起こし、最
終的には心不全へと陥る。そのため心臓リモ
デリング機構の解明及びその制御は、心不全
治療において重要な意義を持つ。細胞外マト
リックス(ECM)は組織の構造支持体として働
くだけでなく、様々な情報伝達機構をも併せ
持ち、組織の恒常性維持に重要な役割を担っ
ている。ECM は matrix metalloproteinases 
(MMPs)などの分解酵素により切断され、断片
化されるが、近年、この遊離された ECM 断片
の中で様々な生物活性を持つ matricryptins
が同定されており、その生理的・病理的な役
割について注目が集まっている。中でも
XVIII型コラーゲンの分解産物endostatinは
血管新生阻害作用や抗腫瘍作用などを持つ
ことが広く知られており、その抗腫瘍薬とし
ての応用が期待されている。また近年、その
発現レベルと循環器疾患との関連が報告さ
れており、endostatin が心臓においても何ら
かの作用を示すと考えられているが、その詳
細な役割については未だ明らかにされてい
ない。また endostatin 以外にも IV 型コラー
ゲンの分解産物 canstatin、 arresten、
tumstatin や VIII 型コラーゲンの分解産物
vastatin、そしてパールカンの分解産物
endorepellinなど様々なmatricryptinsが同
定されているが、これらの心臓における役割
についても全く検討されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は matricryptins の中で XVIII 型コ

ラーゲン分解産物の endostatin と IV型コラ
ーゲン2 鎖分解産物の canstatin に着目し、
それらの心筋収縮力への影響、心線維芽細胞
機能（MMPs 産生、細胞増殖、細胞遊走）、ま
たは心筋細胞の細胞死に及ぼす影響につい
て明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)Endostatin 及び canstatin については、
マウスリコンビナント蛋白を購入し、実験に
用いた。 
 
(2)ddY マウスより左心房筋標本を摘出し、
Krebs Henseleit 液の入ったマグヌス装置に
設置して基礎張力 0.5 g をかけ、5 msec の矩
形波で 2 Hz の電気刺激を与えることにより
収縮させた。左心房筋の収縮力はトランスデ
ューサー及び PowerLab システムを用いて測
定した。 安定化後、ブラジキニン、
endostatin や N-アセチルシステインを処置
し、収縮力の変化について検討した。 
 
(3)Wistar ラットの心臓を摘出し、ランゲン

ドルフ装置に設置して灌流心とし、コラゲナ
ーゼ処置を行った。その後心室より心線維芽
細胞を単離培養し、passage 2-5 の細胞を実
験に用いた。Endostatin または canstatin を
処置した後に位相差顕微鏡により細胞形態
を観察した。増殖能は細胞数計測法、遊走能
は Boyden chamber 法を用いて測定した。ま
た細胞増殖と遊走の両者により促進される
創傷治癒能を、wound healing assay により
測定した。また細胞中の蛋白質の発現やリン
酸化、そして培養液中への MMPs 分泌は
Western blot 法により測定した。 
 
(4)ラット心筋芽細胞株であるH9c2細胞に対
し、レチノイン酸を長時間処置することによ
り心筋細胞へと分化させた。この分化型 H9c2
心筋芽細胞を用いてイソプロテレノール誘
導性細胞死に対するcanstatinの影響につい
て検討した。生細胞数の変化を細胞数計測法
により、cleaved caspase-3 発現の変化を
Western blot 法により検討した。 
 
４．研究成果 
(1)マウス左心房筋におけるブラジキニン誘
発性収縮に及ぼす endostatin の影響 
Endostatin (100-1000 ng/ml)単独処置は

マウス左心房筋の収縮には影響を及ぼさな
かった。一方、endostatin (300 ng/ml, 30
分前処置)は、ブラジキニン(1 M)誘発性収
縮を有意に抑制した。またこの endostatin
によるブラジキニン誘発性収縮抑制作用は、
抗酸化薬N-アセチルシステイン (10 mM)の共
処置により解除された。以上の結果から
endostatin は活性酸素種依存性にマウス左
心房筋のブラジキニン誘発性収縮を抑制す
ることが明らかとなった（図 1）。 
 
(2)ラット心線維芽細胞における endostatin
の役割 
Endostatin (100-3000 ng/ml, 24時間処置)

は、ラット心線維芽細胞に対して細胞形態の
変化のような細胞障害性は示さなかった。一
方 endostatin (100-3000 ng/ml, 24 時間処
置)は心線維芽細胞の増殖能と遊走能を有意
に亢進した。また endostatin (100-3000 
ng/ml, 16-20 時間処置)は創傷治癒能も有意
に亢進した。細胞内シグナルの変化について
検討したところ、endostatin (100-3000 
ng/ml, 20 分処置)は Akt (Ser473)のリン酸
化を有意に亢進した。また PI3K/Akt 阻害薬
LY294002 (10 M, 30 分前処置)は endostatin
誘導性の細胞増殖と遊走を抑制した。以上の
結果から、endostatin は Akt の活性化を介し
てラット心線維芽細胞の増殖と遊走を促進
することが明らかとなった（図 1）。 
 
(3)ラット心線維芽細胞における canstatin
の役割 
Canstatin (10-250 ng/ml, 48 時間処置)

は、ラット心線維芽細胞の cyclooxygenase 



(COX)-2 発現、そして培養液中への MMP-2 及
び-9 分泌を濃度依存的に亢進した。また
canstatin (10-250 ng/ml, 24 時間処置)は細
胞遊走能も濃度依存的に亢進し、この遊走は
MMP-2 及び-9 阻害薬である CTTHWGFTLC ペプ
チド(10 M, 30 分前処置)により阻害された。
以上の結果から、canstatin はラット心線維
芽細胞の COX-2 発現を亢進し、MMP-2 及び-9
分泌促進を介して細胞遊走を促進すること
が明らかとなった（図２）。 
 
(4)分化型 H9c2心筋芽細胞のイソプロテレノ
ール誘導性細胞死に及ぼすcanstatinの影響 
レチノイン酸(10 nM)長期処置により心筋

細胞へと分化させた H9c2 細胞に対し、イソ
プロテレノール(100 M, 48 時間)を処置する
と細胞死が誘導され、生細胞数が減少する。
Canstatin (10-250 ng/ml, 30 分前処置)はこ
のイソプロテレノールによる生細胞数の減
少を濃度依存的に抑制した。またアポトーシ
スの指標である cleaved caspase-3 発現のイ
ソプロテレノールによる増加に対しても
canstatin は濃度依存的な抑制作用を示した。
以上の結果から、分化型 H9c2 心筋芽細胞に
おいてcanstatinがイソプロテレノール誘導
性細胞死を抑制することが明らかとなった
（図２）。 
 

 
(5)研究成果の総括及び今後の展望 
これまで endostatin に関する研究の多く

がその血管新生阻害作用や抗腫瘍作用に焦
点を当てたものであった。研究成果(1)及び
(2)から、endostatin が心臓において血管新

生阻害作用以外の生理的な作用を持つこと
が初めて明らかとなった。また現在のところ、
canstatin に関する報告は世界的に見て乏し
く、そのほとんどが腫瘍や血管新生に関する
ものである。心臓における canstatin の発現
動態や作用については全く報告されていな
いことから、本研究成果(3)及び(4)は先進的
で意義のあるものと言える。 
(1)の研究成果では、心線維芽細胞の増殖

や遊走を促進する作用を持つことから、
endostatin が線維化をはじめとした心臓リ
モデリングに関与する可能性が示唆された。
また(2)の研究成果では、ブラジキニンによ
る心筋収縮に対して抑制作用を持つことか
ら、endostatin が心機能を調節する 1因子で
あることが明らかとなった。(3)の研究成果
では、心線維芽細胞の MMPs 分泌を介して遊
走を促進し、炎症性蛋白質の COX-2 発現を増
加することなどから、canstatin が心臓リモ
デリングを促進するような役割を持つ可能
性が示唆された。一方で(4)の研究成果では、
canstatin が心筋細胞の細胞死抑制という心
保護作用を持つことが明らかとなった。 
今後は本研究成果をもとに、各種心疾患モ

デルを用いて endostatin 及び canstatin の
より詳細な病態生理学的役割を解明する必
要がある。それにより得られた研究成果がこ
れらmatricryptinsを標的とした新たな心不
全治療法の確立に繋がっていくことが期待
される。 
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