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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞後の心筋リモデリングに伴う心不全悪化が問題となっており、その機序の解
明と治療法の開発が必要である。
本研究では細胞外マトリクス分子テネイシンCが心筋梗塞後に心筋への炎症促進性マクロファージ浸潤を増加さ
せ、炎症抑制性マクロファージ浸潤を減少させることで炎症を増強し、心筋梗塞後の心室リモデリングを促進す
ることをマウスモデルを使って示した。また、細胞培養実験でテネイシンCはマウス骨髄由来マクロファージを
toll様受容体４を介して炎症抑制性から炎症促進性の性質に変化させていた。
以上よりテネイシンCが、心筋梗塞後炎症とリモデリング抑制における新たな治療ターゲットとなる可能性が考
えられる。

研究成果の概要（英文）：Left ventricular remodeling after myocardial infarction (MI), which is major
 cause of heart failure,is one of the important clinical issues. 
In this study, we showed that Tenascin-C (TNC), an extracellular matrix glycoprotein,increased the 
infiltration of pro-inflammatory macrophages and decreased the infiltration of anti-inflammatory 
macrophages in infarcted myocardium of mice and aggravated left ventricular remodeling after MI.In 
vitro analysis, induction of anti-inflammatory macrophages from mouse bone marrow derived cells was 
significantly suppressed by adding TNC and this effect was inhibited by toll like receptor 4 
inhibitor.  These findings suggest, TN-C aggravates the left ventricular remodeling after MI partly 
through the promotion of inflammatory response via the regulation of macrophage subsets.
TNC might be a new biotarget to prevent adverse ventricular remodeling after MI.

研究分野：循環器内科
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１．研究開始当初の背景 
(1) 経皮的冠動脈形成術などの急性心筋梗塞
治療の進歩により、心臓破裂や不整脈による
急性期死亡は減少した。一方で急性期を生存
した患者で慢性期に心室拡大と心収縮の低
下（梗塞後心室リモデリング）が起こり、そ
の結果としてこれら患者の心不全死が増加
していることが心筋梗塞治療の臨床的課題
となっている。よって、心筋梗塞後心室リモ
デリング機序の解明と、それを抑制するため
の新たな治療の開発が望まれる。 
(2) 心筋梗塞急性期に虚血により壊死を起こ
した心筋細胞は一部が DAMPs (damaged 
associated molecular patterns)として血管
内皮細胞や間質線維芽細胞、組織単球などに
認識され、ケモカイン放出により好中球や単
球・マクロファージを梗塞部位に遊走させ、
壊死細胞が除去される。引き続き、炎症の収
束とともに線維化により心筋細胞が失われ
た梗塞部位が置換される。この急性期の炎症
が過度に持続してしまうと、強度の弱いマト
リクス沈着による不十分な線維化、アポトー
シスの増強、非梗塞部位への炎症の波及など
により慢性期に心室リモデリングの悪化が
引き起こされる。すなわち、梗塞後急性期炎
症は適切なタイミングで収束することが、心
室リモデリングの増悪を防ぐために重要で
ある。この炎症制御に単球・マクロファージ
が重要な役割を果たすことが報告されてい
るが、その制御機構は明らかになっていない。 
(3) 心筋梗塞後の単球・マクロファージ浸潤
とそれに続く心室リモデリングを制御する
鍵分子として、細胞外マトリックス分子の一
つであるテネイシン C（TNC）に注目した。 
(4) TNCは正常な成人心臓組織では発現しな
いが、心筋炎や心筋梗塞などの病的状態で一
過性に発現し、急性期の血清 TNC 値が高い
心筋梗塞患者は、慢性期に心室リモデリング
をおこしやすく予後が悪い  (Sato A. et 
al.JACC 2006)。冠動脈結紮によるマウス心
筋梗塞モデルでは急性期に TNC が心筋に発
現し、TNC欠損マウスでは、野生型に比べ、
慢性期の線維化が抑制され、心機能回復がよ
い(Nishioka T. et al, AJP 2009) ことから、
梗塞後急性期の TNC 発現増強が慢性期の心
室リモデリングを促進させる可能性が示唆
される。さらに TNC は細胞増殖・遊走促進
など多くの機能を持つが、最近、TLR4 の内
因性リガンドとしてマクロファージのサイ
トカイン産生を誘導することが報告されて
いる（Midwood K et al. Nature Med 2009）。 
 
２．研究の目的 
以上の知見に基づき、TNCが心筋梗塞後急性
期に梗塞部位に発現し、単球・マクロファー
ジを中心とする炎症反応の制御に関わり、心
室リモデリングの進行に重要な役割をはた
すとの作業仮説をたてた。つまり、心筋梗塞
モデルで TNC 欠損マウス心筋では野生型マ
ウスと比較して、急性期に炎症促進性の

Ly6C high単球、M１マクロファージが抑制
され、Ly6C low単球、M2マクロファージが
増強され、炎症性サイトカイン産生や心筋ア
ポトーシスが抑制されることが予想される。 
３．研究の方法 
(1) マウス心筋梗塞モデルの心臓局所での
TNC発現分布および経時的発現パターンを、
浸潤炎症細胞、炎症性サイトカイン、ケモカ
イン発現の経時的変化と比較する 
 8-10週齢のオスC57BL/6 系野生型マウス
の左冠状動脈を結紮し、急性期に経時的
（１,3,5,7 日）に犠牲剖検して、心臓のパラ
フィン標本を作製、蛋白および RNA サンプ
ルを抽出し、抗 TN-C抗体を用いた免疫組織
染色、定量的RT−PCR法によるTN-C mRNA
量の測定を行い、TNCの経時的発現を解析す
る。 
 (2) TNC欠損(KO)マウスを用いた心筋梗塞
モデルによる急性期炎症におけるテネイシ
ン Cの役割の解明 
TNC-KO , TGの 8-10週齢のオスで計画１）
と同様、心筋梗塞モデルを作製し、2 週間の
経過観察を行い以下の項目について野生型
と対比する。 
① 心室リモデリングの評価 
・生存率(Kaplan-Meier生存曲線) 
・心機能：Vevo2100 を使用した心エコー法
による左室径、駆出率、拡張機能の評価 
・梗塞サイズ：2 週間後に犠牲剖検してパラ
フィン標本を作製し、心臓横断面のマッソン
トリクローム染色により評価 
②細胞・分子生物学的解析：心筋梗塞後の急
性期（1,3,5,7日）で経時的に犠牲剖検し、以
下の項目について、野生型と対比する。 
・心筋へ浸潤した炎症性細胞の種類、程度を
FACS で解析：好中球（CD16ｂ、CD43）、
M1マクロファージ（F4/80+ CD206-）、M2
マクロファージ (F4/80+ CD206+)、Ly6C 
high単球、Ly6C low 単球 
・心臓のパラフィン標本を作製、蛋白および
RNA サンプルを抽出し、次の項目について
検討する。①サイトカイン、ケモカイン：
ICAM-1、VCAM-1、CCL2、P-セレクチン、
IL-1B、IL-10 ②プロテアーゼ：MMP-9、
MMP-2 ③心不全マーカー（ANP、BNP）
④線維化関連遺伝子（コラーゲン I、コラー
ゲン III, TGFb）  
(3) 過剰発現(TG)マウスを用いた心筋梗塞モ
デルによる急性期炎症におけるテネイシン C
の役割の解明 
(4) 単離・培養細胞を用いたテネイシン Cに
よる心筋梗塞後炎症における単球・マクロフ
ァージ制御メカニズムの解明 
①単球・マクロファージに対する外因性 TNC
の作用 
 単球・マクロファージの活性化：単離した
単球・マクロファージに対して、M-CSF 
(10ng/ml)刺激後、LPS (100ng/ml)刺激（M
１マクロファージ誘導）または IL-4 
(20ng/ml)刺激（M２マクロファージ誘導）を



して精製全長 TNCを添加し、培養細胞ライ
セートの TGFβ、IL10、Mrc1、Arg1 (M2
マーカー)、IL6、IL1β、CCL2（M１マーカ
ー）、NOSを、TNC添加無し群と比較する。 
② 単球・マクロファージに対する外因性

TNCの受容体 
TLR4 が単球・マクロファージの TNC に対
する受容体であることを予想し、（1）の培養
液中に TLR4阻害薬を加え TNCの作用が抑
制されるか検討する。 
４．研究成果 
(1)野生型マウス心筋梗塞モデルの心臓局所
でのTNC発現分布および経時的発現パターン 
TN-C は心筋梗塞後、5日をピークに発現が増
強し、心筋梗塞部位と正常部位の間のボーダ
ーエリアに発現が局在していた。また、F4/80
との 2 重染色では、TNC 発現と F4/80 発現が
重複しており、TNC とマクロファージの関連
が示唆された（図１）。IL-1b、CCL2 などの炎
症性サイトカインは心筋梗塞後5日がピーク
だった。 
（図 1） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) TNC 欠損(KO)マウスを用いた心筋梗塞モ
デルによる急性期炎症におけるテネイシン C
の役割 
①心筋梗塞後 12 週までの生存率は、野生型
とTNC-KOマウスで有意差を認めなかった（図
２）。心エコー測定では、TNC-KO マウスは野
生型マウスと比較して有意に左室収縮が維
持され（図３）、左室拡張末期径拡大、収縮
末期径拡大も抑制されていた。 
（図２） 

 
 

（図３） 

 
 
② FACS 解析では心筋梗塞後急性期に
TNC-KOマウスでは野生型マウスと比較し
て心筋における炎症促進性 M1 マクロフ
ァージ浸潤の割合が減少し、炎症抑制性
M2マクロファージ浸潤の割合が増加して
いた（図４）。また、TNC-KO マウスでは
野生型マウスと比較してIL-6、CCL2、IL-1
βなどの炎症性サイトカイン発現は優位
に減少し、IL-10、Arg1、Mrc1 などの炎
症抑制性マクロファージのマーカーが有
意に上昇していた。 
（図４） 

 
(3) 過剰発現(TG)マウスを用いた心筋梗塞
モデルによる急性期炎症におけるテネイシ
ン Cの役割 
 
TNC-TG マウスでは野生型マウスと比較して、
心筋梗塞後1週間での生存率が有意に低下し
ていた（TNC-TG:20% vs 野生型:58%） 
 
(4) 単離・培養細胞を用いたテネイシン Cに
よる心筋梗塞後炎症における単球・マクロフ
ァージ制御メカニズム 
 
野生型マウスより単球を単離し、M-CSF 刺激
によりマクロファージに分化させた。この細
胞を IL-4 で刺激すると、炎症抑制性 M２マク
ロファージマーカーである Mrc1、Arg1、IL-10
の発現が有意に増強したが、TNC 添加により
抑制された。一方で、この TNC 添加による作
用は TLR4 阻害薬により抑制された（図 5）。 
（図 5） 



 
(5)得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト 
 
TNC は心筋梗塞後急性期に発現し、TNC 欠損
により慢性期心室リモデリングが抑制され
ていた。TNC 欠損により炎症促進性 M1 マクロ
ファージ浸潤が減少し、炎症抑制性 M2 マク
ロファージ浸潤が増加することから、TNC は
心筋梗塞後急性期のマクロファージフェノ
タイプの制御を介して梗塞後炎症を増強す
ることで慢性期心室リモデリングを増悪さ
せると考えられた。また、心筋梗塞後の浸潤
マクロファージにおけるTNCの受容体はTLR4
であることが分かった。心筋梗塞における
TNC のマクロファージに対する作用は今まで
報告されておらず、新しい知見であると考え
られる。また、心筋梗塞後急性期の TNC 発現
抑制や TLR4 抑制による慢性期心室リモデリ
ング改善といった新たな治療の開発が期待
される。 
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