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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞後、早期に血流が再開されない場合、心臓はポンプ機能の低下した心不全へ
と移行する。心不全への移行を促進する応答の一つが炎症である。梗塞部に生じる死細胞は炎症を引き起こすこ
とから、死細胞の効率的な除去は心筋梗塞後の病態を改善させるため必要である。これまで、死細胞の除去はマ
クロファージなどの貪食細胞によって行われると考えられてきた。本研究では、梗塞後に出現する筋線維芽細胞
が、アポトーシス細胞の貪食を仲介する分子（MFG-E8）に依存して死細胞を除去することを示した。筋線維芽細
胞が死細胞を除去することで、心筋梗塞後の炎症に抑制的に働いていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Heart often develops heart failure after myocardial infarction, if proper 
revascularization is not provided. Inflammatory responses are believed to be a factor to progress to
 heart failure after myocardial infarction. As inflammation is induced by the cellular components 
released from dead cells, the quick and efficient removal of dead cells in myocardial infarction is 
important for preventing the development of heart failure. So far, phagocytes such as macrophages 
and dendritic cells infiltrating infarct area are supposed to be the players of removing dead cells.
 In this study, myofibroblasts remove dead cell as well as phagocytes do. The removal of dead cells 
by myofibroblasts requires MFG-E8 that bridges between apoptotic cells and phagocytes. Thus, 
myofibroblasts remove dead cells after myocardial infarction, and suppress the progression to heart 
failure. 

研究分野：循環薬理

キーワード： 筋線維芽細胞　心筋梗塞　死細胞　抗炎症作用　免疫細胞
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１．研究開始当初の背景 
心筋梗塞は冠動脈が閉塞することで生じ
る疾患である。梗塞によって血液の供給が途
絶えるため、心臓を構成する各種の細胞、と
くに酸素要求量の高い心筋細胞の細胞死が
顕著に生じる。梗塞後、治療が適切に行われ
ないと、心臓は心不全へと移行する。現在、
日本での治療法の主流は心臓カテーテルを
用いた早期の血流再開である。治療効果を得
るためには、血流再開までの時間は７時間以
内が望ましいとされている。心筋梗塞後には
種々の応答が生じ、イオンチャネル、収縮タ
ンパク質、細胞外マトリクスなどが変化する
ことを心臓のリモデリングと呼んでいる。リ
モデリングは代償的な応答ではあるものの、
過剰に進行すると心臓の機能低下をもたら
すことから、好ましくない応答としてとらえ
られている。 
心筋梗塞後のリモデリングの一つにコラ
ーゲンの蓄積がある。適度なコラーゲンの蓄
積は、細胞死を起こし欠落した部位を補てん
するため、形態の維持には必須の応答である。
しかしながら、コラーゲンの過剰な蓄積は線
維化と呼ばれ、心臓の柔軟性を損ない、効率
的な収縮や弛緩を妨げるため、制御が必要な
応答と考えられている。線維化の際にコラー
ゲンを産生する細胞が筋線維芽細胞である。 
筋線維芽細胞は、５種類の細胞（心臓に常
在性の線維芽細胞、骨髄由来の細胞、血管周
囲に分布するペリサイト、上皮間葉転換を起
こす細胞、内皮間葉転換を起こす細胞）を起
源として生じる。しかしながら、異なる起源
に由来する筋線維芽細胞が、違う機能をもつ
のかは明らかではない。 
心筋梗塞後には、心筋細胞をはじめとする
細胞の壊死、細胞死による細胞内容物の漏出、
漏出した内容物による炎症応答などが生じ
る。炎症応答は組織の修復に必要ではあるも
のの、過剰な炎症応答は心臓の傷害を引き起
こすため、細胞死を起こした細胞の速やかな
貪食／除去が心機能および形態の維持に重
要であると考えられている。壊死した細胞か
ら漏出した細胞内容物は、マクロファージや
樹状細胞などの免疫細胞を梗塞部位へ浸潤
させる働きがある。浸潤してきた免疫細胞に
よって、死細胞が貪食／除去されると考えら
れている。しかしながら、梗塞部位で生じた
死細胞が、免疫細胞以外の細胞によって貪食
／除去される可能性や貪食／除去に関わる
分子などについては、ほとんど明らかにされ
ていない。 
細胞死（アポトーシス）を起こした細胞の
細胞膜表面にはホスファチジルセリンが出
現する。表面のホスファチジルセリンを認識
し、死細胞を貪食／除去するメカニズムとし
て３種の経路が報告されている。すなわち、
①Abl/ Abi シグナル経路、②ELMO/ DOCK180/ 
Rac シグナル経路および③ABC/ MFGF10/ 
GULP/ dynamin シグナル経路である。これら
の経路のうち、いずれの経路が心筋梗塞後の

死細胞の貪食／除去に関わっているのか明
らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、梗塞部位に浸潤してきた免疫
細胞以外の細胞が、死細胞の貪食／除去に関
わっている可能性および死細胞を貪食／除
去する分子メカニズムの解析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)心筋梗塞モデルマウスの作成 
8-10 週齢の雄性マウスを心筋梗塞モデル
マウスとして用いた。梗塞処置は左冠動脈前
下行枝を縫合糸で結紮することにより行っ
た。この処置を施したマウスを心筋梗塞（MI）
群とし、冠動脈の結紮以外は同様の処置を施
したマウスを偽処置群とした。 
 
(2)リコンビナントMFG-E8タンパク質の調製 
FLAG タグを付加した野生型マウス MFG-E8
およびインテグリン結合能を失った変異型
（D89E）を NIH3T3細胞に発現させ、Anti-FLAG 
M2 Affinity gel により精製した。 
 
(3)リコンビナントMFG-E8の心筋内への投与 
MI 処置後に、梗塞領域と非梗塞領域の境界
付近に野生型 MFG-E8 もしくは変異型 MFG-E8 
D89E (160 ng/μL) を投与した。コントロー
ルには、MFG-E8 溶液の溶媒であるリン酸緩衝
液を投与したマウスを用いた。 
 
(4)心機能の評価 
MI 処置後の心機能の評価を心エコー検査
（Nemio XG 汎用超音波画像診断装置）により
行った。また、MI 施術後 28 日目に、心カテ
ーテルを用いた血行動態学的パラメータの
測定を行った。心エコー、心カテーテル法に
よる心機能測定後、速やかに心臓、肺を摘出
し、重量を測定した。また、一部の心臓は心
機能の測定後、液体窒素中で保存、あるいは
ホルマリン液により固定した。 
 
(5)免疫組織染色 
MI処置後1日目および3日目の心臓を摘出
し、 FSC22 Frozen Section Media (Leica 
Microsystems) に包埋し、液体窒素にて凍結
させた。ブロッキング後、目的とするタンパ
ク質は、それぞれを認識する各種抗体と反応
させ、蛍光標識二次抗体で検出した。また、
核を DAPI で染色した。 
 
(6)アデノ随伴ウイルスを用いたマウス個体
への遺伝子導入 
アデノ随伴ウイルス（AAV）は、HEK293 細
胞に AAVベクターとヘルパープラスミドを導
入することで作製した。AAV を回収後、塩化
セシウム密度勾配遠心法による遠心により
精製した。精製したAAVは、脱塩の後濃縮し、
力価をリアルタイムRT-PCRにより測定した。
AAV を出生後 3 日目の C57BL/6J マウスに 20



μL（2 x 1013 copies/mouse）皮下投与する
ことで感染させた。 
 
(7)フローサイトメトリーによる in vivo に
おける貪食アッセイおよび目的タンパク質
の発現の解析 
MI 処置後 3日目に心臓を摘出し、心房を取
り除いた後に、心臓片を Collagenase 
cocktail (Collagenase type II, Elastase) 
で消化し、MI処置後の心臓に存在するマクロ
ファージおよび筋線維芽細胞を回収した。赤
血球成分を除去した後、死細胞を標識し、APC
標識されたPDGFRα抗体およびPE標識された
CD11b 抗体を反応させ、洗浄後、FACSAria III
にて解析した。アポトーシス細胞の貪食評価
は凍結切片においても行った。 
また、タンパク質発現の定量解析は、一次
および二次抗体で標識後、FACSAria III にて
行った。 
 
(8)線維芽細胞および筋線維芽細胞の単離 
生後 1 日目の新生児 SD ラットあるいは MI
処置後 3日目のマウス心臓より心室を分取し、
Collagenase cocktail (liberase, fatty 
acid-free bovine serum albumin, DL- β
-hydroxybutyric acid) にて消化し、心線維
芽細胞を含む細胞群を回収した。回収した細
胞群から培養プレートへの迅速な接着性を
利用し、心線維芽細胞を単離した。 
 
(9)mRNA の定量 
マウスの心臓から Total RNA を抽出した後、
RNeasy Plus Mini Kit を用いて RNA を精製し
た。逆転写後、TaqMan Fast Advanced Master 
Mix のプロトコルに従い mRNA を定量した。 
 
(10)貪食アッセイ 
MI 処置後、梗塞領域に浸潤してくるマクロ
ファージを FACSAria III を用いて単離した。
1 well あたりの細胞数が 5 x 104 cells にな
るよう、poly-L-Lysine でコーティングした
8-well chamber slide に播種した。また、単
離した筋線維芽細胞を、1 well あたりの細胞
数が 2 x 104 cells になるよう播種した。次
に、胸腺細胞をデキサメサゾン処置しアポト
ーシスを誘導した。ネクロプトーシス細胞は
L929 細胞より調製した。マクロファージおよ
び筋線維芽細胞のアポトーシスおよびネク
ロプトーシス細胞に対する貪食能を蛍光顕
微鏡により評価した。 
 
４．研究成果 
(1)死細胞の筋線維芽細胞による貪食／除去 
申請者らは、NIH-3T3 線維芽細胞を用いて
アポトーシス細胞の貪食メカニズムを解析
した実績がある。そこで、MI 後に大量に出現
する筋線維芽細胞が死細胞の貪食／除去を
行っている可能性があると考え、筋線維芽細
胞を単離し貪食能を測定した。その結果、マ
クロファージと同様に筋線維芽細胞も貪食

能を持つことを見出した。また、マクロファ
ージと筋線維芽細胞とでアポトーシス細胞
の貪食能を比較したところ、筋線維芽細胞は
マクロファージの約 3分の 2程度の貪食能を
持っていた。さらに、筋線維芽細胞はネクロ
プトーシスを起こした細胞も貪食した。 
筋線維芽細胞による死細胞の貪食を in 
vivo で評価した。アポトーシス細胞を TUNEL
染色により蛍光標識し、マクロファージのマ
ーカー分子である CD68 と共染色した。TUNEL
陽性のアポトーシス細胞を取り込んでいる
CD68 陽性マクロファージが観察された。筋線
維芽細胞のマーカー分子であるαSMA と
TUNEL を同様に共染色させたところ、アポト
ーシス細胞を取り込んでいる筋線維芽細胞
が観察された。筋線維芽細胞の貪食能は、マ
クロファージの約 5分の 2程度であった。マ
ウスの心筋細胞を AAV-EGFP を感染させるこ
とで標識した。MI 処置後の心臓を用い、筋線
維芽細胞内における EGFP の蛍光強度をフロ
ーサイトメトリーを用い評価したところ、
EGFPの蛍光がPDGFRα陽性線維芽細胞におい
て認められた。これらの結果より、MI 後、筋
線維芽細胞は死んだ心筋細胞を貪食／除去
することが in vitro よび in vivo で明らか
になった。 
 
(2)筋線維芽細胞の貪食メカニズム 
貪食関連分子の発現量をリアルタイム
RT-PCR 法を用いて調べたところ、MFG-E8、イ
ンテグリンαv、インテグリンβ5、そして
MerTK の発現量が、梗塞部位において上昇し
ていた。MFG-E8 に着目し、MI 時における
MFG-E8 のタンパク量を経時的に調べたとこ
ろ、MFG-E8 は MI 処置後 4 日目において最も
顕著に発現していた。また、MFG-E8 は梗塞部
位および非梗塞部位の境界部分に多く発現
していた。さらに、MFG-E8 の発現は、心臓の
線維芽細胞のマーカー分子とほぼ同様の分
布を示した。MI 後、線維芽細胞は分化し筋線
維芽細胞になる。そこで、筋線維芽細胞での
MFG-E8 の受容分子の発現を検討すると、イン
テグリンαv/β5が検出された。 
野生型マウスおよび MFG-E8 ノックアウト
マウスの心臓より筋線維芽細胞を単離し、そ
の貪食能を比較したところ、MFG-E8 ノックア
ウトマウス由来の筋線維芽細胞では顕著な
貪食能の低下が観察された。しかし、この貪
食能の低下は、リコンビナント MFG-E8 を添
加すると、濃度依存的に回復した。これらの
結果から、筋線維芽細胞は MFG-E8 を産生す
るとともに MFG-E8 を介してアポトーシス細
胞を貪食することが明らかになった。 
 
(3)野生型および MFG-E8 欠損マウスの MI 後
の生存曲線 
野生型および MFG-E8 ノックアウトマウス
の MI 処置後の生存率をカプランマイヤー法
にて評価した。MFG-E8 ノックアウトマウスは
顕著な生存率の低下を示し、その最も大きな



原因は、MI 処置後 3-5 日目における心破裂に
よるものであった。MI 処置後 3日目の心臓切
片では、MFG-E8 ノックアウトマウスの TUNEL
陽性細胞の数が増加していた。また、TUNEL
と筋線維芽細胞のマーカー分子であるαSMA
とを共染色させたところ、MFG-E8 ノックアウ
トマウスでは、αSMA 陽性筋線維芽細胞に取
り込まれているTUNEL陽性なアポトーシス細
胞の数が、野生型マウスより有意に減少して
いた。さらに、MFG-E8 ノックアウトマウスの
心臓ではアポトーシス細胞が貪食されずに
蓄積していた。 
貪食されなかったアポトーシス細胞は炎
症応答を引き起こすことが知られている。そ
こで、MI 処置後 3日目における炎症性サイト
カインの遺伝子量を、野生型マウスと MFG-E8
ノックアウトマウスとの間で比較した。その
結果、MFG-E8 ノックアウトマウスにおいて
TNF-αをはじめとした各種の炎症性サイト
カインの遺伝子量が上昇していた。 
これらは、MFG-E8 が MI 後の病態に対して
保護的に働くことを示していた。 
 
(4)MFG-E8 を産生する筋線維芽細胞の起源 
MI 時において、MFG-E8 を産生する筋線維
芽細胞がどの細胞に由来するか、凍結切片を
各種のマーカー分子にて染色することで検
討した。 
骨髄細胞由来の筋線維芽細胞が MFG-E8 を
産生するかを評価するために、マウスの骨髄
移植を行った。その結果、①骨髄細胞由来の
細胞に MFG-E8 の発現は一切観察されなかっ
た。②MFG-E8 を、ペリサイトのマーカー分子
である PDGFRβと共染色させたところ、
MFG-E8 の発現は、ペリサイトにおいてほとん
ど認められなかった。③心外膜細胞は上皮間
葉転換を介して筋線維芽細胞に転換する。そ
こで、心外膜細胞のマーカー分子である Wt-1
と MFG-E8 とを共染色させた。しかし、Wt-1
陽性細胞において MFG-E8 の発現はほとんど
認められなかった。これらの結果から、骨髄
由来細胞、ペリサイトおよび心外膜細胞由来
の筋線維芽細胞は MFG-E8 を産生しないこと
が示された。 
内皮細胞は内皮間葉転換により間葉系細
胞へ転換することが知られている。そこで、
内皮細胞のマーカー分子である CD31 と
MFG-E8 とを共染色させたところ、一部の
MFG-E8 陽性かつ vimentin 陽性な線維芽細胞
において、CD31 の発現が認められた。そこで、
MFG-E8 を産生する筋線維芽細胞のうち、何パ
ーセントの細胞が内皮細胞由来であるかを
評価した。その結果、筋線維芽細胞のマーカ
ー分子であるαSMAとMFG-E8の両方の発現が
認められた細胞のうち、約 20 パーセントの
細胞が CD31 を発現していた。残りの約 80 パ
ーセントは、マーカー分子が利用できない常
在性の線維芽細胞由来である可能性が考え
られた。 
これらの結果から、常在性の線維芽細胞も

しくは内皮細胞から分化した筋線維芽細胞
がMFG-E8を産生することが明らかになった。 
 
(5)リコンビナントMFG-E8タンパク質の投与
の効果 
精製した MFG-E8 タンパク質を MI処置直後
に心筋内へ投与し、MI 処置後の病態を検討し
た。凍結切片上で TUNEL 染色によるアポトー
シス細胞の数は、MFG-E8 投与群において有意
に減少していた。これは、MFG-E8 投与により
アポトーシス細胞の貪食／除去が促進され
ていることを示している。さらに、MI 処置後
の炎症性サイトカイン（インターロイキン-1
βと MIP-2）の遺伝子量は、MFG-E8 投与量に
依存して減少した。 
MFG-E8 タンパク質投与が心機能に与える
効果を心エコーにより観察した。その結果、
MFG-E8 投与後 2週目、6週目、8週目、10 週
目における解析から、MFG-E8 投与群で左心室
の内腔の拡大の抑制および心機能の改善が
観察された。さらに、MI 処置後 10 週目にお
ける心機能を心カテーテル法により血行動
態学的に調べたところ、MFG-E8 投与により心
臓の収縮能と拡張能の両方が改善していた。
また、MFG-E8 投与群において梗塞領域の大き
さが有意に低下していた。これらの結果より、
MFG-E8投与によりMI後の心機能が改善され、
また梗塞領域が減少することが明らかにな
った。 
MFG-E8 の心保護的な作用がアポトーシス
細胞の貪食／除去によるかを明らかにする
ため、インテグリン受容体への結合能を欠い
た MFG-E8 の点変異体 MFG-E8 D89E を MI 処置
後のマウスの心筋内に投与した。この変異体
は、インテグリンと結合しないことから、ア
ポトーシス細胞表面のホスファチジルセリ
ンをマスクすることで、貪食細胞がアポトー
シス細胞に結合することを抑制する。MFG-E8 
D89E を心筋内へ投与した凍結切片上では、
TUNEL 陽性なアポトーシス細胞の数は有意に
増加していた。また、炎症関連遺伝子（イン
ターロイキン-1βや MIP-2 の遺伝子）の発現
量も有意に上昇していた。心機能を測定した
ところ、心機能の指標である駆出率（EF）や
短縮率（FS）の値が有意に低下していた。さ
らに、心カテーテルにより心機能を測定した
ところ、収縮能の指標である dp/dtmax およ
び拡張能の指標である-dp/dtmin の値が、
MFG-E8 D89E 投与群において有意に減少して
いた。また、拡張能の指標である EDP と Tau
についても、MFG-E8 D89E 投与群で増加傾向
がみられた（EDP および Tau 値の上昇は拡張
能の低下を意味する）。さらに、MFG-E8 D89E
を投与したマウスの心重量が有意に増加し
ていた。これらの結果より、MFG-E8 D89E を
MI 処置直後に心筋内へ投与することで、MI
後のアポトーシス細胞の貪食が適切に行わ
れないために炎症応答が増強され、その結果
として心機能を含めた病態が悪化すること
が明らかになった。 



 
本研究では、病態時に現れる筋線維芽細胞
が、MI 時に生じる死細胞の貪食／除去を行う
ことを初めて明らかにした。また、筋線維芽
細胞によるアポトーシス細胞の貪食は
MFG-E8 に依存していることも明らかにした。
さらに、MFG-E8 がアポトーシス細胞の除去を
促進させることで、MI 後の病態を改善させる
ことを明らかにした。 
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