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研究成果の概要（和文）：本研究で、オステオポンチン（OPN）が心筋梗塞後の組織修復時に、死細胞のクリア
ランスと菲薄化した梗塞巣の線維化の両方を促進するために不可欠な役割を果たし、心筋梗塞後梗塞巣特異的に
増加するGalectin-3hiCD206+マクロファージが心臓におけるOPNの主な供給源であることを解明した。心筋梗塞
後の心臓マクロファージにおけるSpp1（OPNをコードする遺伝子）転写活性化には、IL-10とM-CSFは相乗的に作
用して心臓マクロファージのSTAT3とERKを活性化し、その結果、Galectin-3とMerTKの発現を上昇させて、OPN産
生マクロファージの機能的成熟につながることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We clarified that osteopontin (OPN) plays an essential role in accelerating 
both reparative fibrosis and clearance of dead cells (efferocytosis) during tissue repair after 
myocardial infarction (MI) and galectin-3hiCD206+ macrophages is the main source of OPN in post-MI 
heart. IL(Interleukin)-10-STAT3-galectin-3 axis is essential for Spp1 (encoding OPN) transcriptional
 activation in cardiac macrophages after MI. Furthermore, we also clarified that IL-10 and M-CSF act
 synergistically to activate STAT3 and ERK in cardiac macrophages, which in-turn upregulate the 
expression of galectin-3 and MerTK, leading to the functional maturation of OPN-producing 
macrophages.

研究分野： 循環器

キーワード： オステオポンチン　心筋梗塞　心不全　マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
虚血性心不全をはじめとした心不全の予後は進行癌と同様にきわめて予後不良である。
本研究では、心筋梗塞後創傷治癒過程におけるオステオポンチンの役割や産生細胞及びその分化機序を解明し
た。また、オステオポンチンをコントロールすることにより心筋梗塞後創傷治癒を促進し、心不全の病態を改善
させる可能性を示した。

※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 

心血管疾患に伴う死亡率は全人口の 15%以上を占め、悪性新生物に次ぐ第 2 位の割合であ

る。特に虚血性心疾患は急性期には心筋壊死に伴う致死的不整脈や急性心不全を引き起こ

し、慢性期には心臓リモデリングが進行し慢性心不全・心不全死へと移行する。心不全の 5

年生存率は 50%に満たず、進行癌の予後と同様に極めて不良である。心不全をはじめとし

た心血管疾患は肥満と加齢が共通の危険因子である。申請者は肥満と加齢の病態に関与す

る Osteopontin という物質の研究を行ってきた。過剰な Osteopontin は 慢性炎症を惹起し生

体に不利に作用するが、適切に分泌されれば創傷治癒においては有利に作用する。この

Osteopontin の持つ二面性と産生制御機序を明らかにすることが、Osteopontin 関連疾患の病

態制御につながる。 

 

２．研究の目的 

心不全を克服するためには、心臓に様々な損傷やストレスが加わった場合の適応・修復制御

機構とその破綻メカニズムの解明が必要である。慢性期の心臓リモデリングは、急性期の代

謝や免疫応答が大きな原因となるため、急性期の障害を受けた心臓における代謝や免疫応

答の時空間軸に沿った変化の過程を捉え、治療介入ポイントを発見することは、慢性期の心

筋リモデリングの改善に大きく関与する。Osteopontin は心筋梗塞後組織修復過程で必須の

分子であり、Osteopontin 欠損マウスでは適切な線維化が促進されず創傷治癒が遅延する。

申請者は、心不全に対する新規治療開発のために、心筋梗塞後のオステオポンチン産生細胞

の同定とその分化機序と制御機序を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

8 から 10週齢の C57BL/6 (B6)マウス、EGFP-Spp1ノックインレポーターマウス、Spp1ノッ

クアウト(KO)マウス、Lgals3 KO マウス、Il10 KOマウス及び Il10 KO / EGFP-Spp1 KIレポ

ーターマウスに左前下行枝結紮による心筋梗塞を作成した。心筋梗塞後 3 日目梗塞巣の

CD45+F4/80+Ly6G－マクロファージをフローサイトメトリーで解析した。心筋梗塞後に

Stattic (STAT3阻害剤), SCH772948 (ERK1/2阻害剤), 抗 IL-10抗体 (JES5-2A5), 抗M-CSF (マ

クロファージコロニー刺激因子)抗体 (5A1)を心筋梗塞作成後に腹腔内投与した。また、心

筋梗塞作成直後から 3 日目まで 10ng の recombinant M-CSF (rM-CSF)を腹腔内投与した。

各々、心筋梗塞後 3日目の梗塞巣マクロファージをフローサイトメトリーで解析した。各マ

ウスの骨髄細胞由来 CD11b+Ly6G−細胞を、rIL-10 (10 ng/mL), rIL-4 (10 ng/mL)及び rM-CSF (10 

ng/mL)で刺激し、各々10 µM Stattic, 100 pM Colivelin (STAT3 活性化剤), 5 µM SCH772984 

(ERK1/2阻害剤)を付加した。また、siLgals3及び siMertk を用いてノックダウンを実施した。

培養後のマクロファージをフローサイトメトリーで解析した。 

 

４．研究成果 

(１) 心筋梗塞後 day3のオステオポンチン産生細胞の同定 

EGFP-Spp1ノックインレポーターマウスに心筋梗塞を作成し、心筋梗塞後(day1, day3, day7, 

day14)もしくは sham手術後の心臓、血液、骨髄、脾臓の細胞を Flow cytometryで解析した。

心筋梗塞の Spp1転写活性はほぼ独占的に心筋梗塞巣のマクロファージで上昇していること

が分かった。また、Spp1転写活性のピークは心筋梗塞後 day3であった。免疫染色の解析で



は、Spp1転写活性が上昇し

た マ ク ロ フ ァ ー ジ は

TUNEL 陽性の死細胞が集

積する梗塞巣に集積して

いることが分かった(図1)。 

 

(2) Spp1転写活性が上昇したマクロファージサブセットの解析 

C57/6JB マウスに心筋梗塞を作成し、Sham operation, day1, day3, day7, day14の心筋梗塞層マ

クロファージを FACS でソートして回収し、マイクロアレイにより遺伝子プロファイルの

動態を解析した。Spp1 遺伝子の発現は、Flow cytometry の解析と同様に day1 から上昇し、

day3でピークを迎えた。Spp1遺伝子と同様の挙動を示す遺伝子を約 50個抽出し、その中か

ら Lgals3 に注目した。Lgals3 は Galectin-3 をコードする遺伝子であり、Galectin-3 は臨床に

おいて線維化のマーカーとして認識されていると共に、組織修復過程においては線維化だ

けではなく壊死細胞のクリアランスにも重要な役割を担っている。Galectin-3の発現を Flow 

cytometryで解析すると、Sham手術後の心臓マクロファージに比して、心筋梗塞後マクロフ

ァージでは細胞内 Galectin-3 の発現

が著明に上昇していることが明ら

かになった。さらに、Spp1 転写活性

は心筋梗塞後心臓マクロファージ

の中でも、Galectin-3 を高発現した

サブセットで著明に上昇していた(図 2)。Spp1転写活性上昇マ

クロファージはほぼ CD206 陽性のいわゆる M2 マクロファー

ジであり、心筋梗塞後の M2 マクロファージの 60-70%程度で

Spp1転写活性が上昇していた(図 3)。 

 

(3)  Spp1転写活性上昇機序の解明 

梗塞後の組織修復に寄与する M2-like macrophage はいわゆる M(IL4)が重要視されてきた。

M2サブセットの中にはその他にもM(IL-10)などが存在する。そこで、EGFP-Spp1ノックイ

ンレポーターマウスの骨髄の CD11b+Ly6G-細胞を回収して、IL4 及び IL10 で刺激すると、

Osteopontin は IL-4では誘導されず、IL-10でのみ誘導された。以上の結果は、心筋梗塞後の

組織修復においてはM(IL-10)がより重要である可能性が示唆された。 

さらに、IL-10 で刺激分化した骨髄由来マクロファージは Galectin-3 の発現が上昇し、

Galectin-3 を発現した細胞は MerTK を共発現することが分かった。MerTK はマクロファー

ジの Efferocytosis機能に必須の分子であり、実際

に心筋梗塞後の心臓マクロファージの Spp1転写

活性はほぼ独占的にMerTK+Galectin-3hiサブセッ

ト で 上 昇 し て い た  ( 図 4) 。 さ ら に 、

MerTK+Galectin-3hiマクロファージは、STAT3と

ERK1/2の両方の強い活性化を示した。 

心筋梗塞後マウス及び骨髄由来マクロファージへの STAT3 阻害剤投与は Osteopontin 産生 

MerTK+Galectin-3hiマクロファージの分化を抑制した。しかし、STAT3活性剤である Colivelin

単独では Spp1転写活性を誘導しなかった。さらに、心筋梗塞後マウス及び骨髄由来マクロ



ファージへの ERK1/2の阻害は、MerTK や Galectin-3の発現に影響を与えることなく、Spp1

の転写活性化を抑制した。 

 

(4) Spp1転写活性には IL10 とM-CSFが協調的に働くことが重要である 

心筋梗塞を受けた IL-10 ノックアウト / EGFP-

Spp1ノックインマウスでは、Osteopontin 産生マ

クロファージは減少したが、完全には消失しな

かった。IL-10 と M-CSF は、STAT3 と ERK1/2

を相乗的に活性化し、骨髄由来マクロファージ

におけるOPN産生 MerTK+Galectin-3hiマクロフ

ァージの分化を促進した(図 5)。抗 IL-10抗体と

抗 M-CSF抗体の併用投与により、心筋梗塞後の心臓において、

OPN 産生マクロファージの数が抗 IL-10 抗体単独投与よりも大

幅に減少した。さらに、心筋梗塞後の rM-CSFの投与は OPN 産

生マクロファージを増加させ、創傷治癒を促進した(図 6)。 
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