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研究成果の概要（和文）：ヒトを含めた哺乳類の心筋細胞は，一般的ドグマと異なり出生時にはまだ最終分化し
ておらず，胎児期の分裂能を残存したまま，形態学的・生理的・生化学的に未成熟である。マウスでは，心筋細
胞は出生後1週間ごろにようやく分裂を停止し，ほぼ離乳期の約1か月齢で成獣レベルまで分化する。本研究で
は，この時期の左心室筋細胞の制御因子を検索し，意外にもインターロイキン-6／gp130シグナルが初期分裂の
重要刺激因子であり，その抑制は20日齢段階の左心室の総心筋細胞数，壁厚，収縮能を有意に低下させることを
見出した。したがって本研究により，この信号系が乳幼児期心筋疾患の新たな薬物標的となる可能性が判明し
た。

研究成果の概要（英文）：Different from the widely accepted belief, cardiac myocytes of mammals 
including human are not ‘terminally differentiated’ at birth. They are still both structurally and
 functionally too immature to ensure their robust aerobic extrauterine life. In the case of mice, 
for instance, they cease cell division around 1 week old, and then, start to differentiate to the 
mature level by approximately one month. Interestingly, we here found for the first time that the 
most important driver of the initial cell division in the left ventricle is the interleukin 6/gp130 
signaling system, and that it is necessary for establishing the normal myocyte number, wall 
thickness, and the contractility of the left ventricle. Thus, this pathway might be druggable in the
 regenerative medicine for the late-onset left ventricular dysfunction sometimes manifested in 
pediatric cancer survivors.

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は，①哺乳類の出生後早期の一過性心筋細胞分裂が，成長後の心臓の形態・機能形成に重要
であること，②それが主としてインターロイキン-6／gp130シグナルにより駆動されることを見出したことであ
る。近年，ヒトの心筋細胞も胎児期・新生児期の後も，わずかながら継続的に分裂していることが知られ，再生
療法への応用が期待されている。また近年，小児がん治療を受けた小児が，永年後心機能低下生じることがある
ことが知られ，Oncocardilogy的課題となっている。本研究は，小児心臓病治療にサイトカイン／gp130系が応用
できる可能性をはじめて示した社会的意義がある。

※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 

哺乳類は，出生時に胎盤循環停止，
肺循環開始，体血圧上昇という劇的な
循環動態変化を経験する。この「循環
移行」に耐えられない個体は，全て自
然淘汰される。そこで体循環を支える
左心室の心筋細胞は，ほぼ離乳期まで
に，胎児型から成熟型にまで高度な分
化を遂げる。中でも顕著なのは，細胞
内構築・興奮収縮連関（ECC），・代謝
の分化である（図 1A）。 
胎生期の左心室の負荷は，出生後に
比較すると軽いので，胎児の左心室筋
細胞は未熟で小さく，疎な筋小胞体
（SR），収縮蛋白質，ミトコンドリアし
か持たない。しかし，出生後は活発な
子宮外生活に適応するため，急速に肥
大し，細胞膜が細胞の長軸に直角方向
に細胞内に折れ込み，「T管」という構
造を形成する（図 1B）。T 管は多くの
膜電位依存性 L型Ca2+チャネル（LTCC）
を集積し，ECCの要となる。一方，細
胞内では，SR が大きく発達し，その
Ca2+ポンプ（SERCA）の活性が急速に
高まって大量のCa2+を貯蔵するように
なる。そして，SR の終末槽は T 管の
近傍に配置されるので，T 菅の LTCC
と SR 終末槽の Ca2+チャネルであるリ
アノジン受容体（RyR）が極めて近接
するようになる。このような形態とな
った心室筋細胞に活動電位が発生す

ると，脱分極に伴い細胞全体の奥深くで LTCC が同期的に開口し Ca2+が流入し，これが近傍の
RyR を刺激して開口させ，SR から大量の Ca2+を細胞質に遊離させる（Ca2+-induced Ca2+ release 
(CICR)）。この現象により，左心室筋細胞は活動電位にトリガーされた大きな Ca2+トランジエン
トを発生するようになる。またこの時期には，筋原線維も急速に増え，成熟型ミトコンドリアが
筋原線維間に密に配列し，筋原線維と SERCAに効率的に ATPを分配するようになる。また離乳
期までには冠動脈も発達し，厚い左心室壁内に効率的に酸素が運搬されるようになる。こうして，
左心室は末梢組織に子宮外生活を支えるのに十分な拍出量を生み出す強い収縮力を獲得し，恒
温動物の活発な有酸素運動を可能とする。 
この左心室筋の分化は，生理的発達に極めて重要なので，種々の小児心臓病の新たな薬物標的
になる可能性がある。しかし，その大部分の分子機構は現在でも不明である。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では，哺乳類出生後離乳期までの左心室
筋細胞分化メカニズム，特にその制御因子とその受容体
を同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

(1) 左心室筋分化因子スクリーニング 
過去の研究から出生後，表 1に示すような増
殖因子・ホルモン・サイトカインの心筋内濃度
が，変化することが知られている。しかしこれ
らの因子，またはその受容体のノックアウトマ
ウスは，多くの場合胎生致死であり，仮に生存
しても出生後心不全を生じ心筋形質が二次的
に変化してしまう。そのため，出生後の心筋最
終分化因子の研究は余り進んでいない。本研究
は，これら従来の方法の欠点を補うべく，薬理
学的に心不全を生じないように薬物用量を調

図 1：出生後の心室筋細胞の形態・興奮収縮連関・
ミトコンドリアの変化 
A: LTCC：L型 Ca2+チャネル；RyR：ライアノジン受
容体；SERCA：筋小胞体 Ca2+ポンプ B:出生後のラ
ットの左心室筋細胞のT管の発達過程 各日齢のラ
ットの左心室筋細胞を単離して，細胞膜染色用色素
di-8-ANEPPSで染色した。成長に伴い，細胞内に網
目状の T管が形成されるのが分かる。 

表１ 



整することで，心筋分化誘導因子をスクリーニングした。 
具体的には，表 1に示した各種受容体阻害薬を，心不全を生じない用量に調整して，

C57/BL6マウスに出生後 1日（P0）から P19まで連日皮下投与し，P20に心臓の形態・
機能を評価した。その結果，興味深いことにサイトカイン受容体 gp130の阻害薬 SC144
が最も顕著な効果を示した。 
そこで本研究は gp130 とそのリガンドの出生後心筋細胞分化における役割を検討し
た。 

(2) 心機能解析 
P20 のマウスの左心室収縮率（LVEF）を，小動物用超音波高解像度イメージングシ
ステム Vevo®2100 を用いて測定した。マウスを，イソフルラン麻酔下で保温ステージ
（37℃）に仰臥位に固定し，超音波検査を行った。また，マウスを三種混合麻酔薬（メ
デトミジン，ミダゾラム，ブトルファノール）で麻酔し，約 30℃の保温パッド上で心
電図（第二誘導）を測定した。 

(3) 左心室心筋細胞の興奮収縮連関の解析 
マウスに三種混合麻酔薬を投与したのち，摘出した心臓の大動脈から左心室内にコ
ラゲナーゼ，プロテイナーゼを含む溶液をシリンジポンプにて 30 分間継続注入した。
その後，溶解した左心室をピンセットで切り取り，眼科剪刀で組織をホモジナイズし
た。遠心分離後，上澄みを取り除き，単離心筋細胞を得た。これらに蛍光 Ca2+インジ
ケーターFluo4-AMを加え，室温で 45分間培養した。その後，line-scanning共焦点顕微
鏡を用いて，フィールド刺激（50 V x 1 ms x 0.2 Hz）により活動電位を誘発しながら，
蛍光シグナルを解析し細胞内 Ca2+動態を解析した。 
またラミニンコートしたカバーガラスに貼り付けた単離心筋細胞にパッチクランプ
法のホールセルモードを適用し，膜電位固定により L型 Ca2+チャネルの活性を測定し
た。 

(4) 左心室筋細胞の分裂増殖能の解析 
P1のマウスから左心室筋細胞を単離し，24時間培養した。その後，低血清条件下で

SC144を加え，さらに分裂細胞をマーキングする 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU)を添加
した。24～48時間後に細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液で固定し，それぞれ Click-
iTTMEdU Alexa Fluor® Imaging kit を用いて EdUのシグナルを，cardiac troponin-T抗体
および蛍光ラベルマウス二次抗体を用いて心筋細胞を検出した。また，in vivo で心臓
内の分裂増殖している細胞をラベルするために，P2および P4，または P4に，EdU溶
液を皮下投与した。P5に心臓を回収，凍結切片を作成し，免疫組織染色し，分裂心筋
細胞数の定量解析を行った。 

(5) CRISPR-Cas9システム誘導を利用したアデノ随伴ウイルス（AAV） による心筋細胞特
異的遺伝子ノックアウトマウスの作製 

Loxp-STOP-loxp-Caspase9-GFP 配列をゲノム DNAに有するトランスジェニックマウ
スに，心筋トロポニン T プロモーターで駆動される Cre と gp130 標的ガイド RNA
（gRNA）を含む AAVを感染させることで，心筋細胞特異的に gp130遺伝子をノック
アウトした（AAV gp130KO）。P1のトランスジェニックマウスに，AAV （2 x 1010 virus 
genome/g）を皮下注射し，標記の日齢において実験を行った。またマウスゲノム DNA
上に特異的な標的を持たない non-targeting gRNAを含む AAVを感染させ，コントロー
ルマウスを作製した（AAV control）。 

(6) 二次元画像情報を基にした三次元構造シミュレーションによる左心室内総心筋細胞数
の推定 

P20 の AAV control，AAV gp130KO マウスの心臓を回収し，凍結ブロックを作製し
た。心尖部から心基部まで長軸方向に厚さ hiで 6等分し，計 7断面から厚さ 20 μmの
切片を作成し，トルイジンブルー染色し面積 Siを測定した。これを用いて，左心室筋
体積（VLV）を以下の Eq. 1で計算した。 

= ℎ ∗  (  ∗ ) .
                    Eq. 1 

また６つの区画のそれぞれの中央部から厚さ 40μm の切片を作成し，核マーカーを 
PCM-1 抗体で染色し，共焦点顕微鏡で 1 心筋細胞当たりの核数（NNUC_i）と単位体積
（VU = 50 μm x 50 μm x 20 μm）あたりの心筋細胞核数（NCMNUC_i）を計測した。以上よ
り 1左心室あたりの心筋細胞数（N）を，Eq. 2を用いて計算した。 

= _

_
∗                           Eq. 2 

 
４．研究成果 

(1) SC144の LVEFに対する効果 
SC144慢性投与群では，溶媒投与群より，P20の段階で LVEFが有意に低下した（図



2）。一方で，心電図では心拍
数，リズム，波形に大きな影響
は見られなかった。しかし
SC144は，個々の心室筋細胞の
活動電位に伴う L 型 Ca2+チャ
ネル活性や細胞内 Ca2+トラン
ジエントに有意な影響を与え
なかった。 
以上のことから SC144 は，
左心室筋細胞の ECC を変え
ず，左心室全体の収縮力を低
下させたことが判明した。つ
まり，SC144を投与したマウス
では，左心室筋の組織構造ま
たは左心室筋の大きさか数に
変化が生じて LVEF が低下し
た可能性があると考えられ
た。 

(2) SC144による左心室壁菲薄化 
SC144は，心筋細胞のアポプ
トーシスやネクローシス，心
筋組織の繊維化などは生じな
かった。しかし SC144 は左心
室壁を特異的に菲薄化するこ
とが判明した。そして SC144
は個々の心筋細胞の大きさを
わずかではあるが有意に小さ
くし，さらに興味深いことに
右心室心筋細胞分裂には影響を与えず，左心室心筋細胞分裂を特異的かつ著しく抑制
することが判明した（図 3）。このことから，gp130 受容体が新生児期の左心室筋細胞
分裂に重要である可能性が考えられた。 

(3) AAV gp130 KOマウスの LVEFと左心室筋細胞分裂 
薬理学的実験では，常に薬物の off-target effect に注意が必要である。そこで我々は

AAV gp130 KOマウスを作製して，分子生物学的に心筋細胞特的に gp130をノックアウ
トした。AAV gp130 KOマウスは，概ね SC144投与マウスと同等の形質を示した。す
なわち AAV gp130 KOマウスは，AAV controlマウスより有意な LVEFの低下を呈し，
左心室壁菲薄化が生じた。さらに，AA gp130 KO マウスでは左心室筋細胞の分裂頻度
が有意に低下していた（図 4）。 
また AAV gp130 KO マウスでは，左心室心筋細胞数が有意に減少していた。（図 5）
以上のことは，SC144 の効果は off-target effect ではなく，確かに gp130 を介する on-
target effectであったと判断された。 

 

(4) 左心室筋細胞分裂を誘導する gp130リガンド 
サイトカイン受容体 gp130のリガンドとしては，インターロイキン（IL）6，カルジ
オリピン 1，白血病抑制因子などがある。そこで，どの gp130リガンドが，新生児期の
左心室筋分化に重要であるかを，培養新生児心室筋細胞を用いて検討した。その結果，
IL6が gp130を介して最も強く細胞分裂を刺激することが判明した。さらに，P1, 3の

図 4：心筋細胞特異的 gp130 ノック
アウトの左心室筋細胞分裂能に対す
る効果 

図 5：gp130ノックアウトの左心室
筋総細胞分数に対する効果 

図 2:SC144による左心室収縮能低下 

図 3：SC144による左心室筋分裂抑制 



マウスに抗 IL6抗体を注射すると，P4-5の心室筋細胞の分裂が有意に抑制された。 
IL6は以前に，マウス心筋組織内で，の濃度が出生直後に一過性に増加することが報
告されている。したがって本研究は，IL6が出生直後に gp130を介して左心室筋細胞の
分裂を誘導し，将来の左心室機能を確保する役割を果たすことを，世界で初めて明ら
かとした。 
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Nakada Tsutomu、Kashihara Toshihide、Komatsu Masatoshi、Kojima Katsuhiko、Takeshita Toshikazu、
Yamada Mitsuhiko

115
 １．著者名

10.1007/s00424-018-2114-3

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
PDGF-induced migration of synthetic vascular smooth muscle cells through c-Src-activated L-type
Ca2+ channels with full-length CaV1.2 C-terminus

Pflugers Archiv - European Journal of Physiology 909～921

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Guo Xiaoguang、Kashihara Toshihide、Nakada Tsutomu、Aoyama Toshifumi、Yamada Mitsuhiko 470
 １．著者名

10.1124/jpet.118.252767

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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Mitsuhiko YAMADA, Toshihide KASHIHRA, Hitoshi NISHIMURA
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 １．発表者名
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 ４．発表年

 ４．発表年

Postnatal loss of gp130 caused impaired cardiac contractility accompanied by inhibition of physiological proliferation of
cardiomyocytes.

小胞体CaセンサーSTIM1によるCaV1.2チャネル抑制メカニズムの解明

 ４．発表年

Cardiac AT1 receptor/beta-arrestin axis is a novel druggable target for pediatric heart failure.

Molecular mechanism underlying cardiac early afterdepolarization induced by IKr and IKs suppression

 １．発表者名

 １．発表者名
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2020年
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 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第143回日本薬理学会関東部会

第142回日本薬理学会関東部会
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第143回日本薬理学会関東部会

川岸 裕幸、山田 充彦

 ３．学会等名

川岸裕幸、柏原俊英、冨田拓郎、中田勉、山田充彦
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 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

βアレスチンバイアスアンジオテンシン1型受容体アゴニストは、新生児特有の持続性陽性変力作用を示す

ジャンクトフィリン2変異体の強制発現による心機能低下

HCN チャネル阻害薬による神経障害性疼痛の治療法

新たな方法でAT1 受容体を利用した小児心不全治療薬の開発
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山田充彦
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Ca2+チャネルアゴニストFPL64176の分子作用メカニズム

小児心不全では、AT1アンジオテンシン受容体を抑制すべきか刺激すべきか？

アンギオテンシンII 1型受容体-βアレスチン経路を活性化する小児心不全治療薬の開発
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 ２．発表標題
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Kashihara, T., Guo, X., Nakada, T., Yamada, M.
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山田充彦

 ４．発表年

 ４．発表年
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 ３．学会等名
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Molecular mechanisms underlying spatiotemporal regulation of L-type Ca2+ channels in muscles.

Interaction of junctophilins and the CaV1.1 is essential for the skeletal muscle contraction

EP4 receptor-mediated augmentation of Ih currents in A-beta DRG neurons underlies neuropathic pain
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