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研究成果の概要（和文）：本研究では、内因性の心筋細胞を増殖させることによる新たな心筋再生治療を確立す
るため、成体(Adult)哺乳類の心筋細胞に増殖を誘導するシグナルを探索した。その結果、従来、臓器の大きさ
の決定に重要な役割を演じていると考えられているYAPが、病的条件下における心筋組織修復で心筋細胞の増殖
を促すことを見出した。また、化合物ライブラリーを用いた網羅的解析から、心筋細胞の増殖を促進する5つの
シグナル伝達系を見出した。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel heart regenerative therapy that promotes the 
proliferation of endogenous cardiomyocytes, we have been investigating the signaling pathways 
responsible cardiomyocyte proliferation. As a result, we found that YAP, which determines the organ 
size, enhances the proliferative activity of adult mammalian cardiomyocytes under the pathological 
conditions. Furthermore, we performed chemical library screening and identified 5 chemicals that 
increased the number of proliferating cardiomyocytes.

研究分野：分子循環器学

キーワード： 心筋細胞増殖

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類の心筋細胞は、生直後に増殖能を著しく失うことから、成体の心臓は再生能が低い臓器である。そのた
め、様々な循環器疾患により心筋細胞死が誘発されても、多くの場合心筋細胞は増殖するにいたらず、心筋細胞
数が減少し、その結果、心不全が発症する。本研究の成果は、内因性の心筋細胞を増殖させる技術の開発につな
がる可能性がある。その技術を使うことで、循環器疾患によって減少した心筋細胞を、内因性の心筋細胞を増殖
させることにより回復させることができるようになり、心不全の発症を抑制できるかもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類の心筋細胞は、生直後に実質的に増殖を停止することから、成体(Adult) 哺乳類の心臓の

再生能力は低いと考えられてきた。しかし、臨床的に

はウイルス性心筋炎の多くの症例で、傷害を受けた心

筋組織が自然回復することが知られている。最近、バ

イオプシーにより心筋炎が確認された症例に関して、

その後の経過に関する報告がなされている（右図）。そ

の結果によると、心筋炎全体の約４分の３で心機能が

低下し、心機能が低下した症例の約８割で、炎症終息

後、心機能が改善もしくは回復するという。これまで

心筋炎が発症するメカニズム、あるいは、心筋炎後心

不全を発症するメカニズムに関する研究は非常にたく

さんなされてきたが、心筋炎後心機能が回復するメカニズムに関する研究はほとんど行われて

いない。しかしながら、心筋炎後に心臓が示す組織回復の分子機序を解明することは、内因性の

心筋細胞を標的とした新たな心臓再生治療の開発に貢献すると考えられる。そこで、マウス実験

的自己免疫性心筋炎(Experimental autoimmune myocarditis, EAM)モデルを用いて炎症後心

筋組織が回復するメカニズムを解析した。その結果、 

①EAMからの回復期に、細胞周期活性陽性の心筋細胞が出現すること 

②その細胞は、非心筋細胞が新たに分化した心筋細胞ではなく、既存の心筋細胞が増殖能を再獲

得したものであること 

③心筋細胞特異的 STAT3欠損マウスにおいては、出現する増殖心筋細胞数は減少し、組織の回

復が不十分となり心不全を発症すること 

を見出した。これらのことは、成体哺乳類の心筋細胞の一部は、組織炎症により細胞周期活性を

獲得すること、その過程に STAT3が関与していることを示している。しかしながら他方、STAT3

を活性化するだけでは、心筋細胞は細胞周期活性を得るに至らないことから、心筋細胞の増殖は

複数のシグナルの組合せによって制御されているものと考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、成体哺乳類の心筋細胞の増殖制御機構の詳細を明らかにすることを目的とした。具

体的には、以下の 2点を中心に行った； 

（１）EAMの回復期の心筋細胞増殖における既知の増殖シグナルの意義に関する検討 

（２）心筋細胞の増殖に関与するシグナルの網羅的なスクリーニング 

 

３．研究の方法 

（１）EAMの回復期の心筋細胞増殖における既知の増殖シグナルの意義に関する検討 

YAP は、心筋細胞の増殖に関与することが既に知られている。Balb/c 系統にバッククロスした

心筋細胞特異的 YAP遺伝子欠損(YAP CKO)マウスを用いて、EAMを誘導し、心筋組織傷害か

らの回復における YAPの意義を検討した。EAMは雄性 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って誘導した。このモデルでは、初回免疫後 3 週目に炎症が極期を迎

え、その時期から組織修復がスタートする。 



心筋細胞の増殖は、抗 Ki-67抗体を用いた免疫蛍光染色により評価した。心機能は、心臓超音波

検査により経時的に評価を行った。心線維化に関しては、マッソン・トリクローム染色、線維化

関連遺伝子の発現測定を行った。 

 

（２）心筋細胞の増殖に関与するシグナルの網羅的なスクリーニング 

細胞周期活性を指標に、化合物ライブラリーを用いて心筋細胞増殖に関与するシグナル伝達系

を探索した。1360 種類の作用機序が既知の化合物を用いて、新生児ラット培養心筋細胞を刺激

し、無刺激の時（コントロール）と比して、細胞

周期活性陽性心筋細胞の頻度が2倍以上になる化

合物を抽出した。細胞周期活性の指標としては、

1 次スクリーニングには Fucci システムを用い

た。このシステムは、アデノウイルスベクターに

より Geminin-mAG1 を新生児ラット心筋細胞に発

現させて構築した（右図）。2次スクリーニングに

は抗 Ki-67 抗体を用いた免疫蛍光染色を用いた。 

 

４．研究成果 

（１）EAMの回復期の心筋細胞増殖における既知の増殖シグナルの意義に関する検討 

１－１）EAMにおける YAP陽性細胞の探索 

雄性 Balb/cマウスに EAMを誘導し、初回免疫後 3週目（EAM 3週目）に心臓を回収した。心

臓から組織切片を作製、抗 YAP抗体と抗トロポニン I抗体を用いて共染色を行い、YAPが活性

化されて核に局在している心筋細胞の頻度を検討した。その結果、核に YAPが局在する心筋細

胞は、EAMを誘導していない心臓においては、ほとんど認められないのに対して、EAM 3週目

においては、全心筋細胞の 15～20%を占めることが明らかになった。このことは、EAMにおい

て YAPが活性化されることを示している。 

１－２）YAP CKOマウスの作製 

YAPは、心臓の発生、成長に必須であり、非誘導性の Creリコンビナーゼを用いて心筋細胞特

異的に YAP遺伝子を欠損させると、心臓に形態学的な異常が生じることが既に報告されている。

そこで、本研究では、YAPCKOマウス作製にあたっては、心筋細胞特異的タモキシフェン誘導

性 Creリコンビナーゼトランスジェニック(TG)マウスと YAP floxマウスを用いて、マウスが成

熟後タモキシフェンを投与し、YAP 遺伝子を欠損させるという手法をとった。その結果、YAP 

CKOマウスは、EAMを誘導しなければ、形態学的にも機能的にも異常を認めなかった。 

１－３）EAMにおける YAP CKOマウスの表現型解析 

① 心筋細胞増殖 

EAM 3週目の心臓を用いて切片を作製し、抗 Ki-67抗体で染色して、増殖活性を有する心筋細

胞の比率を検討した。その結果、野生型マウスでは、炎症部位において、総心筋細胞中の 4-6%

の細胞が Ki-67陽性を示すのに対して、YAP CKOマウスでは 1-3%とその頻度は低下した。こ

のことは、EAM の回復期に認められる心筋細胞の増殖に YAP が関与していることを示してい

る。 

② 心機能 

EAMの経過中、心機能を心臓超音波検査で評価すると、野生型マウスでは、炎症が極期を迎え



る EAM 3週目で心機能は一旦低下するものの、炎症が終息する時期には心機能は回復した。一

方、YAP CKOマウスでは、野生型マウスと同様に EAM 3週目では心機能は一旦低下するが、

その後、炎症が終息しても低下した心機能は回復しなかった。 

③ 組織線維化 

EAMの炎症が終息する 5週目に心臓を回収し、マッソン・トリクローム染色を行った。その結

果、野生型マウスに比して YAP CKOマウスで線維化領域の面積が増加していた。次に、抗ビメ

ンチン抗体で蛍光免疫染色を行い、線維化組織に存する細胞は、炎症細胞ではなく線維が細胞で

あることを確認した。さらに、心臓から total RNAを調製し、コラーゲン 1の発現を RT-PCR

により検討した、その結果、野生型マウスと比して、YAP CKOマウスでは、コラーゲン 1の発

現が増加していることが明らかになった。 

 

（２）心筋細胞の増殖に関与するシグナルの網羅的なスクリーニング 

薬理学的な機序が既に知られている 1380 化合物からなるライブラリーを用いて、Fucci システ

ムの蛍光陽性細胞を指標に 1次スクリーニングを行い、112 化合物を得た。化合物の薬理学的な

機序の重複を考慮すると、39 シグナルが心筋細胞増殖関連シグナルとしてヒットしたことにな

った。次に、心筋細胞を１次スクリーニングのヒット化合物で刺激し、抗 Ki-67 抗体を用いて蛍

光免疫染色を行った。その結果、5化合物がコントロールと比して細胞周期活性陽性細胞の頻度

を 2倍以上に増加させることを見出した。 
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