
信州大学・先鋭領域融合研究群バイオメディカル研究所・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３６０１

若手研究

2020～2019

アデノ随伴ウイルスを用いた心臓特異的遺伝子抑制による心筋細胞成熟化因子の同定

Factors inducing final cardiomyocyte maturation in newborn mice

３０８１９０８２研究者番号：

川岸　裕幸（KAWAGISHI, Hiroyuki）

研究期間：

１９Ｋ１６４８８

年 月 日現在  ３   ６ １０

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：哺乳類の心筋細胞は、生後直後では未成熟な状態にある。マウスの場合、生後一週間
程度のみ、生理的な細胞分裂が生じるが、心臓の発達におけるその意義は不明である。研究代表者は、心筋細胞
の生理的分裂におけるインターロイキン-6ファミリーの受容体gp130の役割について解析を行った。薬理学的、
遺伝学的にgp130を抑制したところ、左心室の心筋細胞の分裂増殖が抑制された。そのようなマウスでは、左心
室の心筋細胞総数が有意に減少しており、心収縮力も低下していた。したがって、生後の心筋細胞の生理的分裂
増殖は、正常な心臓発達に重要であることが判明し、gp130シグナルがその制御機構の一つであることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Mammalian ventricular cardiomyocytes are still premature at birth and 
continue to differentiate by weaning. Mouse ventricular cardiomyocytes also undergo physiological 
cell division several times within approximately one week after birth, it is, however, still unclear
 what roles this proliferation plays in the postnatal cardiac maturation. Here, we examined a role 
of gp130, a main subunit of receptors for the interleukin-6 family of cytokines in this process. 
Pharmacological and genetic ablation of gp130 dramatically impaired physiological proliferation of 
cardiomyocytes in the left ventricle. These mice have the smaller number of the left ventricular 
cardiomyocytes and indicated significant weak contractility of the left ventricle. Taken together, 
we found that gp130 played a crucial role in the physiological proliferation of ventricle 
cardiomyocytes in postnatal developing stage, which is important for the functional development of 
mammalian heart.

研究分野：分子薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、哺乳類の生後に起こる心筋細胞の表現型変化について研究を行い、生理的分裂増殖におけるgp130
シグナルの役割を明らかにした。近年、成人においても心筋細胞はわずかながら分裂増殖していることが知られ
ており、この分裂増殖能の制御は心筋再生医療における重要な知見であると考えられる。また、乳幼児期の心筋
細胞分裂を阻害すると、心機能の低下が引き起こされることを明らかにした。これは、たとえば乳幼児期に抗腫
瘍薬治療を受けた患者では心筋細胞の分裂増殖が阻害されることで将来の心機能が低下する（心筋障害）という
懸念を示しており、小児がんサバイバーにとって循環器領域のフォローアップの重要性が改めて示された。

※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 
マウスの心筋細胞は、出生直後には未成熟な状態にあり、その収縮力は弱い。個体の
成長に伴い、心筋細胞は肥大化し、細胞内にある筋小胞体は多量の Ca2+を蓄積するよう
になる。さらに、T管とよばれる、細胞膜が細胞内側に陥入した構造が形成される。そ
の T 管に集積する L 型 Ca2+チャネルや、発達した筋小胞体のはたらきによって、心筋
細胞は強く収縮するようになる。また近年では、出生後も心筋細胞は一定回数分裂増殖
することもわかってきており、マウスの場合そのピークは生後 1～5 日に訪れる。この
ような心筋細胞の表現型の変化（成熟化）は、マウスでは離乳期（生後 20～30日程度）
までに生じる。心筋細胞の成熟に伴う具体的な表現型変化については複数の報告がある
が、その分子メカニズムは不明な点が多い。 
出生後の心臓内では、様々な成長因子やホルモン、サイトカインの濃度が変化するこ
とが知られている。研究代表者はそれらの中で、心筋細胞の成熟化に重要な因子がある
かについて薬物スクリーニングを行った。新生児マウスにそれぞれの因子の受容体に対
する阻害剤を投与し、生後 20、30日目における心臓の機能を評価した。その結果、SC144
を投与した群では顕著な心収縮力の低下が確認された。SC144は、インターロイキン 6
（IL6）ファミリーをリガンドとする gp130 受容体の阻害薬である。そのため、心臓の
正常な機能には gp130を介した細胞間シグナル伝達経路が必要であることが示され、出
生後の心臓の発達に役割を持つことが示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、出生後の心筋細胞の表現型変化における gp130シグナルの重要性につい
て明らかにする。SC144によるマウス心臓への影響について、これまでに得た知見に加
え、SC144の心臓および心筋細胞への作用について、詳細な解析を進める。さらに、ア
デノ随伴ウイルス（AAV）を用いた心臓特異的な遺伝子ノックアウト技術を用いて、出
生後の心筋細胞特異的に gp130を欠損したマウスを作製する。作製したマウスの心臓や
心筋細胞の表現型を解析することで、出生後の心筋細胞成熟化の制御メカニズムを明ら
かにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)心機能の解析 
生後 20 日のマウスについて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、左心室収縮能の測定を行った。マウスを、イソフルラン麻酔下で保温ステー
ジ（37℃）に背臥位に固定し、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
図検査（第二誘導）を行った。 
 
(2)心筋細胞の興奮収縮連関の解析 
マウスから心室筋細胞を酵素還流法にて単離した。摘出した心臓の大動脈を結紮し、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継続注入した。
30分後、心室を切り取り、ピンセット、ピペットにて組織をホモジェナイズした。遠心
分離後、上澄みを除き、心室筋細胞を得た。単離した心室筋細胞について、細胞内 Ca2+

動態と L 型 Ca2+チャネルの活性をそれぞれ解析した。細胞内 Ca2+動態の測定は、蛍光
Ca2+指示薬 Fluo4-AMを用いた。単離した心室筋細胞に Fluo4-AMを添加し、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、蛍光シグナルを解析した。
フィールド電気刺激は、0.2 Hz、1 ms間、50 Vの条件で行った。L型 Ca2+チャネルの活
性については、パッチクランプ法で行った。ラミニンコートしたカバーガラスに単離心
室筋細胞を貼り付け、Whole-cellモードにて Ca2+チャネル電流の測定を行った。 
 
(3)心筋細胞の分裂増殖能の解析 
生後 1 日目のマウスから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、Click-iTTM 
EdU 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、それぞれ検出した。また、生体の心臓
内の分裂増殖している細胞をラベルするために、生後 2、4日目、ないし生後 4日目の
みに、EdU溶液を皮下投与した。生後 5日目に心臓を回収後、凍結切片を作成し、免疫
組織染色を行うことで分裂心室筋細胞の定量解析を行った。 
 
(4)AAVによる CRISPR-Cas9システム誘導を利用した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）
を含むアデノ随伴ウイルス（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 gp130 KO)。生後 1 日目のトランスジェニックマウスに、
AAVを 2 x 1010 virus genome/gで皮下注射し、目的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)。 
 
(5)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心臓内心筋細胞数の
推定 
生後 20日目の AAV control、AAV gp130 KOマウスの心臓を回収し、凍結ブロックを作
製した。心尖部から大動脈基部まで、一定間隔で 40μmの切片を作成した。作成切片の
連続切片として、20 μmの切片を 7枚回収した。40 μm切片について、心筋細胞の核マ
ーカーである PCM-1抗体で染色を行った。共焦点顕微鏡下で撮影した左心室の Z軸方
向連続画像について解析し、単位体積（50 μm x 50 μm x 20 μm）あたりの心筋細胞の核
数を定量した。続いて、左心室筋一個当たりの体積を計算するために、20 μm切片をト
ルイジンブルー染色した。これらの切片の左心室部位の面積を測定し、以下の数式を用
いてその体積を計算した。 

V1 = h1 x (S1 + S2 + (S1 x S2)1/2) / 3 
VLV = V1 + V2 + V3 +V4 + V5 + V6 

(h1 = 1枚目と 2枚目の切片間隔、S1 = 1枚目の切片の面積、VLV = 左心室の体積) 
これらの数値から、一左心室当たりの心筋細胞総数(N)は、以下の計算により推定した。 

N = NCMNUC / unit volume / NNUC x VLV 

(NCMNUC = 単位体積当たりの心筋細胞核数、NNUC = 一心筋細胞当たりの核の数) 
 

 
 
４．研究成果 
(1)薬理学的 gp130の阻害は、心臓収縮力の低下を引き起こした。 
はじめに、gp130 受容体の特異的阻害
薬 SC144の、心臓における作用につい
て検討を行った。生後 1日目に、偽薬、
20 mg/kg SC144を皮下注射した。生後
19日まで投与を続け、20日目に心エコ
ーを行った。その結果、SC144 を投与
したマウスでは左心室収縮力が有意に
低下していた（図 1）。一方で、心電図
検査の結果、心拍数や心電図波形につ
いて大きな影響は見られなかった。続
いて、この心臓収縮力の低下が、心筋
細胞の興奮収縮連関への影響であるか
を確認するために、生後 20日の偽薬、
SC144投与マウスから心室筋細胞を単離した。それぞれの心室筋細胞について、細胞内
Ca2+イメージングを行うことで、活動電位刺激による細胞内の Ca2+動態について調べた
が、有意な差は認められなかった。また、興奮収縮連関の要である L型 Ca2+チャネルの
活性についてパッチクランプ法にて解析を行ったが、こちらも顕著な差は見られなかっ
た。以上のことから、SC144によって引き起こされた心臓収縮力の低下は、心筋細胞の
興奮収縮連関への作用ではないことが判明した。 
 
(2)SC144 投与マウスでは、心室筋細胞の分裂増殖阻害による左心室筋の薄化が起こっ
ていた。 



SC144 投与マウスの心臓形態を確認するために、病理組織解析を行った。生後 20 日の
偽薬、SC144投与マウスから心臓を回収し、横断面の連続切片を作成し、ヘマトキシリ
ン・エオジン染色を行った。組織切片を解析したところ、SC144投与マウスの心臓では
左心室筋が特異的に薄くなっていることが判明した。この原因について、まずは心筋細
胞の大きさを比較検討したが、有意ではあるものの、大きな差は確認できなかった。続
いて心筋細胞の生理的分裂増殖への
影響について検討を行った。生後 1日
目から 4日目まで偽薬、SC144を継続
的に皮下投与し、生後 2、4日目に、分
裂増殖細胞をラベルする EdU を注射
した。生後 5日目に心臓を回収し、免
疫組織染色を行ったところ、SC144を
投与したマウスの心臓では左心室の
心筋細胞の分裂増殖が著しく低下し
ていることが確認された（図 2）。こ
のことから、生後の心室筋細胞の分裂
増殖に gp130受容体が重要なはたらき
を持つことが示唆された。 
 
(3)生後心筋細胞特異的 gp130ノックマウス(gp130 KO)マウスでは、心収縮力および心筋
細胞生理的分裂増殖の低下が確認された。 
SC144 投与によって見られた現象が、心筋細胞の gp130 受容体を介しているかについ
て、AAVによる CRISPR-Cas9誘導マウスモデルを用いた検証を行った。生後１日目の
マウスに、心筋細胞特異的なプロモーターで駆動される Cre と gp130 に対するガイド
RNAを含む AAVを皮下注射した。AAV投与後 20日目のマウスにおいて、コントロー
ルマウスと共に心エコーを行ったところ、有意な心収縮力の低下が認められ、左心室筋
特異的な心筋の菲薄化も確認された。さらに、心筋細胞の分裂について解析するために、
生後 1 日目に AAV を皮下注射した後、4 日目に EdUを皮下投与した。その 24 時間後
に心臓を回収し、免疫組織染色を行ったところ、gp130 KO マウスでは左心室の心筋細
胞の分裂頻度が有意に低下していた（図 3）。続いて、gp130 KOマウスにおいて、左心
室筋細胞の分裂増殖が低下することで、左心室内の心筋細胞数が減少しているについて、
二次元組織切片の情報から三次元組織構造を推定する解析技術である Stereology-like解
析を用いた検証を試みた。単位体積当たりの左心室筋細胞の数を免疫化学染色にて解析、
定量し、また同時に組織化学染色にて左心室の面積を解析し、その体積を計算した。こ
れらの数値を元に左心室にある心筋細胞の総数についてコントロールマウスと gp130 
KO マウスを比較すると、gp130 KO マウスでは有意に減少していることが判明した。
（図 4） 
 

(4)IL6/gp130シグナルは、出生直後の心筋細胞の生理的分裂増殖に重要である。 
gp130 は、IL6 ファミリーと呼ばれる複数のリガンド分子の受容体として機能すること
が知られている。そこで、出生直後の心筋細胞の生理的分裂増殖において、どのリガン
ド分子が重要であるかについて in vitro で検証を行うこととした。まず、心室筋細胞の
in vitro での分裂増殖における gp130 の必要性を検証するために、生後 1 日目のマウス
から単離した心筋細胞に 10 μM SC144を添加した。その後 EdUを添加し、心室筋細胞
の分裂増殖について評価したところ、SC144添加によって顕著にその分裂増殖が抑制さ



れた。この結果は、siRNAを用いた gp130ノックダウン細胞によっても再現性が確認さ
れた。続いて、単離心室筋細胞に gp130 リガンドのリコンビナントタンパクを添加し、
その分裂増殖能への作用を調べた。その結果、IL6を添加すると顕著に心室筋細胞の分
裂増殖が亢進することがわかった。以上のことから、IL6/gp130 シグナルは、出生直後
の心室筋細胞の分裂増殖を正に制御していることが示された。 
 
(5)考察 
以上の研究結果から、出生直後に生じる心筋細胞の生理的分裂において、IL6/gp130 シ
グナルが重要なはたらきをしていることが明らかになった。これを阻害したところ心臓
の収縮力の低下が引き起こされたことから、この時期の心筋細胞の生理的分裂増殖は心
臓の発達において重要な役割を有していることが示唆された。これまでに、成人の心筋
細胞もわずかながら分裂していることが報告されている。本研究による心筋細胞の分裂
増殖能の新たな制御メカニズムの解明は、成人慢性心不全における心筋再生医療による
治療戦略の創設につながることが期待される。 
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