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研究成果の概要（和文）：これまで特性の多くが不明であったヒト心臓線維芽細胞が、共培養した様々なヒト血
管内皮細胞のネットワーク形成を抑制することを見出した。これは心臓線維芽細胞が血管新生抑制作用をその特
性として有することを示唆するものであり、ヒト心臓線維芽細胞の血管新生抑制作用の責任因子として、LYPD1
の同定に成功した。LYPD1タンパク量を添加すると、心臓線維芽細胞がなくても血管内皮細胞のチューブ状構造
を抑制したことから、LYPD1タンパク自体に血管新生抑制作用があると考えられた。本成果は、再生医療のみな
らず、LYPD1の血管新生抑制作用を抑えることで血管新生を誘導する新たな治療法開発など幅広い展開が期待さ
れる。

研究成果の概要（英文）：We have found that human cardiac fibroblasts, which were unknown in many of 
the characteristics, inhibit the network formation of various human vascular endothelial cells in 
co-culture condition. This suggests that cardiac fibroblasts possess angiogenesis inhibitory 
function as a phenotype and we have succeeded in identifying LYPD1 as a responsible factor for the 
angiogenesis inhibitory action of human cardiac fibroblasts. Since endothelial cell network 
formation and tube formation were also attenuated in the presence of recombinant LYPD1 even without 
the existence of cardiac fibroblasts, LYPD1 protein has an angiogenesis inhibitory function. The 
findings in the present study are expected not only for regenerative medicine but also the 
development of new therapeutic methods to induce angiogenesis by suppressing angiogenesis inhibitory
 action of LYPD1.

研究分野： 循環器内科

キーワード： 血管新生抑制因子　線維芽細胞　心臓

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
組織工学を用いた 3次元組織は、疾患・創

薬研究への応用も世界中で進められている。
生体の組織は、様々な構成細胞からなる共同
体であり、各構成細胞の特性理解とともに、
その細胞間の相互作用を理解することは、よ
り機能的な再生医療用および疾患・創薬研究
用組織の開発のみならず生体の組織・臓器の
特性の理解にもつながるものと考えられ、
我々は細胞シート工学を基盤に、組織・臓器
構築を目指した研究開発を進めている。 
 生体の心臓には、実質細胞としての心筋細
胞だけでなく、間質には線維芽細胞および血
管の細胞が存在し、心臓で最も多く存在する
と言われている細胞が線維芽細胞である。細
胞シート工学を用いて心筋組織を構築する
上でも、心筋細胞とともに線維芽細胞が不可
欠であり、さらに 3次元組織の構築には、組
織を栄養する血管網も不可欠である。線維芽
細胞は、様々な組織・臓器に存在しており、
その由来による機能的特性の差異を明らか
にすることは、より生体に近い組織構築を可
能にするものであり、ひいては心臓の特性を
より深く理解することになると考えられる。 
  
２．研究の目的 
ヒト心臓線維芽細胞とヒト皮膚線維芽細

胞の血管新生能を、ヒト血管内皮細胞との共
培養によって比較検討し、得られた機能的差
異の分子機序を解析することで、心臓線維芽
細胞の特性を明らかにすることを目的に以
下の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
1)ヒト心臓由来線維芽細胞ないしヒト皮膚
由来線維芽細胞を、様々なヒト血管内皮細胞
と共培養を行い、線維芽細胞の違いによる血
管内皮細胞のネットワーク形成を抗 CD31 抗
体での染色およびハイコンテンツ共焦点レ
ーザー顕微鏡解析で定量評価する。 
2)ヒト心臓由来線維芽細胞およびヒト皮膚
線維芽細胞より RNA を抽出し、マイクロアレ
イ解析を行い、心臓線維芽細胞で発現が高く、
細胞外に発現する遺伝子を抽出する。抽出さ
れた遺伝子の心臓線維芽細胞での発現を
siRNA の遺伝子導入によって抑制し、ヒト血
管内皮細胞と共培養することで、心臓線維芽
細胞の血管内皮細胞のネットワーク形成に
影響する因子を同定する。 
3)上記検討で同定された遺伝子の上流に
Flag タグを挿入した発現ベクターを作成し、
cos7 細胞に遺伝子導入し、細胞抽出液より抗
Flag タグ抗体マグネットビーズを用いてリ
コンビナントタンパクを精製する。得られた
リコンビナントタンパクを、Matrigel 上で培
養されたヒト血管内皮細胞に添加し、血管内
皮細胞の管腔形成に及ぼす影響を評価する。 
4)新生仔および成体ラットより心臓および
皮膚線維芽細胞を単離し、2)で同定された因
子の発現を定量的 RT-PCR にて評価するとと

もに、心臓由来 CD31 陽性血管内皮細胞と共
培養し、心臓線維芽細胞の血管内皮ネットワ
ーク形成を評価する。 
5)発生段階から成体に至るまでのラット心
臓における、2)で同定された因子の発現を定
量的 RT-PCR にて評価する。 
6)ラット心筋梗塞モデル心臓における、2)で
同定された因子の発現を定量的 RT-PCR にて
評価する。 
 
４．研究成果 
ヒト臍帯静脈血管内皮細胞やヒト心臓微

小血管内皮細胞およびヒト大動脈血管内皮
細胞をヒト皮膚線維芽細胞と共培養すると、
いずれも血管内皮細胞の密なネットワーク
が形成されるのに対し、これらの血管内皮細
胞をヒト心房および心室由来心臓線維芽細
胞と共培養すると、血管内皮細胞のネットワ
ーク形成が抑制される様子が観察された(図
1)。このことは、心臓線維芽細胞が、血管新
生に対し抑制的に働いていることを示唆す
るものであり、「ヒト心臓線維芽細胞には血
管新生抑制因子が高発現している」との仮説
をたてた。ヒト皮膚線維芽細胞に比して、ヒ
ト心房由来線維芽細胞およびヒト心室由来
線維芽細胞で発現が高く、細胞外ないし細胞
膜のタンパク質をコードする遺伝子をマイ
クロアレイ解析にて選定し、さらに定量的
RT-PCR 法にて発現レベルを再評価した結果、
3 つの候補遺伝子が残った。siRNA を用いて
これらの遺伝子発現を抑制したヒト心臓線
維芽細胞と、ヒト臍帯静脈血管内皮細胞を共
培養し、心臓線維芽細胞の血管内皮細胞ネッ

トワーク形成における各遺伝子の関与を評
価したところ、LYPD1 の発現を抑制した時の



み血管内皮細胞ネットワーク形成が回復し
た(図 2)。以上より、ヒト心臓線維芽細胞は
LYPD1 を介して血管内皮細胞ネットワーク形
成を抑制していると考えられた。 
 次に、LYPD1 タンパク自体の血管新生に対
する影響を評価した。ヒト皮膚線維芽細胞と
の共培養によるヒト臍帯静脈血管内皮細胞
の豊富なネットワーク形成は、作製したリコ
ンビナント LYPD1 の添加により抑制された。
さらにリコンビナント LYPD1 を、マトリゲル
中で培養された血管内皮細胞に添加すると、
容量依存的に血管内皮細胞の管腔形成が抑
制されることも明らかとなった(図 3)。以上
より、LYPD1 タンパク自体に血管新生抑制作
用があると考えられた。 
次に、生体心臓における LYPD1 の血管新生

抑制能解析への応用に向け、新生仔および成
体ラットより心臓および皮膚線維芽細胞を
単離し、LYPD1 の発現を評価したところ、新
生仔および成体いずれにおいても心臓線維
芽細胞は、皮膚線維芽細胞に比して LYPD1 の
発現が有意に高かった。また心臓由来 CD31
陽性血管内皮細胞との共培養において、新生
仔および成体心臓由来心臓線維芽細胞は、血
管内皮細胞のネットワーク形成を著しく抑
制することが観察されたことから、心臓線維
芽細胞は、種に依らず LYPD1 高発現を介した
血管新生を抑制する特性を有していること
が示唆された。 
LYPD1 は、発生 E15 以降の心臓において、

すでに高発現することが確認され、また心筋
梗塞後心臓においては、一過性に LYPD1 の発
現は低下するものの、梗塞1週間後にはLYPD1
発現レベルは健常時と同等の高発現に復す
ることも明らかとなった。これらの結果は、
心臓の間質細胞は元来血管新生に対し抑制
的に作用する特性を有しており、また虚血性
心疾患において新生血管を要する状況にお
いても十分な血管新生が生じえず、病態の悪
化を来している可能性を示唆するものであ
る。 
 心臓線維芽細胞の特性としての血管新生
抑制作用を明らかにし、新規血管新生抑制因
子 LYPD1 を同定した本研究は、再生医療用お
よび疾患・創薬研究用心筋組織構築に貢献す
るのみならず、LYPD1 発現・機能抑制による
虚血性心疾患に対する血管新生治療につな
がることが期待される。 
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