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研究成果の概要（和文）： 

本研究では心不全患者における新たな心筋線維化治療の確立と臨床応用を最終目標とし、イ
ソプロテレノール誘発心疾患モデルラットにおいて MMP 阻害作用を持つドキシサイクリン
(DOX)を投与し、MMP の発現･活性化を介した心筋線維化の調節機序について精査した。心疾患
モデルラットでは、コントロール群に比較して有意な心肥大・心筋線維化がみられた。一方、
DOX の投与は心疾患モデルラットの心肥大・心筋線維化を有意に低下させた。また、心筋にお
ける MMP-2 の発現・活性は心疾患モデルラットにおいて有意に増加していたが、DOX の投与に
よって有意に低下した。以上のことから、MMP-2 の発現・活性は心疾患モデルラットにおける
心筋線維化の進行に重要な働きを持つことが示唆された。また、MMP 阻害薬の投与は心疾患患
者における心筋線維化を改善することが期待される。 
 

研究成果の概要（英文）： 
Our objective was to investigate the effects of doxycycline, a matrix 

metalloproteinase (MMP) inhibitor (MMPi) on β-agonist-induced myocardial fibrosis and 
MMP expression. Rats were divided into 3 groups: control, isoproterenol (ISO), and 
isoproterenol with doxycycline (ISO + DOX). Compared to the control, ISO induced the 
myocardial hypertrophy and cardiac fibrosis, but were attenuated by co-treatment with 
DOX. MMP-2 activity also increased in the ISO treatment, but decreased by co-treatment 
with DOX. Similarly, immunoblotting showed significant increase in MMP-2 level in the 
ISO, and decreased levels in the DOX co-treatment. Our results suggest that the enhanced 
expression of MMP-2 plays a prominent role in promoting myocardial fibrosis in β-agonist 
signaling pathway, and that MMP-inhibiting compounds may attenuate myocardial fibrosis. 
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１．研究開始当初の背景 
神経体液性調節因子の長期的活性化は心

筋線維化の直接的要因であると考えられて
いる。また、心筋線維化は心機能を低下させ
るため、心不全患者の生命予後を決定する最
も重要な要因の一つである。このことから心
疾患の治療において、心筋線維化の抑止を目
的とした神経体液性調節因子のコントロー
ルは標準的な内科療法となっているが、心筋
線維化および心不全への進展を完全に制御
することは困難である。 

コラーゲン分解酵素であるマトリック
ス・メタロプロテアーゼ(MMP) は心不全患者
の心筋細胞や線維芽細胞で産生される酵素
であり、コラーゲンを分解するため心筋線維
化を抑制すると考えられてきた。しかし、近
年、心筋線維化が進行している心疾患モデル
動物やヒトにおいて MMP の発現･活性は亢進
していることが報告されている。 

しかし、MMP を介した心筋線維化の調節機
序については未だ十分に解明されておらず、
心不全患者における心筋線維化の抑止を目
的とした新たな治療法の確立は進んでいな
い。 
 
２．研究の目的 

上述から、M M Pを介した心筋線維化の調
節機序を解明し、M M P調節による新たな心
筋線維化治療を確立することは心不全患者
の生命予後を改善させるために急務である
と考えられる。本研究では心不全患者におけ
る新たな心筋線維化治療の確立と臨床応用
を最終目標としてM M Pの発現･活性化を介
した心筋線維化の調節機序ならびに MMP 阻害
薬による心筋線維化と心機能に関する治療
効果の解析を目的とした。 

 
(1) M M Pの発現･活性化を介した心筋線維

化の調節機序の解明 

神経体液性調節因子は、心不全患者で亢進

しており心筋線維化の進行に深く関与してい

る。同様に、神経体液性調節因子は心筋にお

いてコラーゲン分解酵素であるMMPの発現･活

性を亢進することが報告されている。これら

のことからMMPは心筋線維化の調節に重要な

役割を持つと考えられているが、MMPの発現・

活性化を介した心筋線維化の調節機序は十分

に解明されてない。 

本研究では心筋線維化の制御を目的とし、

心筋線維化に関わる神経体液性調節因子、細

胞障害･心筋肥大因子を指標として、MMPの活

性を調節した環境下において心筋線維化のメ

カニズムを解明する。 

 
(2) M M P阻害薬による心筋線維化と心機

能に関する治療効果の解析 
心不全患者における心筋線維化は、心機能

を低下させ心不全を引き起こす直接的要因
であると考えられている。MMP の発現は心筋
線維化の調節に深く関わっていると考えら
れるが、MMP 阻害薬が心不全治療薬として心
機能に与える効果は十分に解明されていな
い。このため超音波やカテーテル検査などを
指標とした心機能や血行動態の解析は、MMP
阻害薬を用いた心不全治療の発展に大きく
貢献する情報となる。 

さらに、MMP 阻害による心筋線維化の治療
効果を病理組織学的に検討し、心機能との関
連性から MMP 阻害薬を用いた心筋線維化治
療の臨床応用に向けた基礎的情報を解析す
る。 
 
３．研究の方法 

研究には雄の Wistar Kyoto rat(4 週齢)を
使用した。ラットはコントロール群、心疾患
モデルラット群、心疾患モデル+ドキシサイ
クリン(DOX)群の 3 群に分けた。心疾患モデ
ルラットは浸透圧ポンプを用いて交感神経
作動薬(イソプロテレノール, ISO：2.0 
mg/kg/日)を 14日間連続投与することで作成
した。同時に、心疾患モデルラット+ドキシ
サイクリン群には MMP阻害作用を持つドキシ
サイクリン(25 mg/kg/日)を 1 日 2 回、腹腔
内に 14 日間連続投与した。コントロール群
には生理食塩水を投与した。 

組織学的変化を解析するため、左心室を切
除し、ホルマリン固定した後、定法に従いア
ザン染色を用いて心筋線維化率ならびに心
筋横断面積を算出した。また、左心室の MMP
活性・発現量を精査するため、ザイモグラフ
ィー法を用いて MMP 活性を評価し、ウェスタ
ンブロット法を用いて MMP-2 ならびに MMP-9
の発現量を解析した。 
 
４．研究成果 

心筋における MMP-2 活性はコントロール群
に比較してイソプロテレノール誘発心疾患
モデルラットにおいて有意に増加していた
(P < 0.001)。ドキシサイクリンの併用群で



はイソプロテレノール誘発心疾患モデルラ
ットに比較して MMP-2の活性は有意に低下し
ていた(P < 0.01)(Fig. 1)。このことからイ
ソプロテレノールは交感神経受容体を介し
て細胞外酵素である MMPの活性化を刺激した
が、ドキシサイクリンはイソプロテレノール
による MMP 活性を抑制したと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 左心室における MMP-2 活性の比較 
上図：ザイモグラフィーによる MMP-2 活性の
比較(72 kDa) 
下図：各群間における MMP-2 活性の比較 
コントロール群(CTL)、イソプロテレノール
誘発心疾患モデルラット群(ISO)、ドキシサ
イクリン併用群(DOX)。 
‡ vs. CTL; P < 0.001, # vs. ISO; P < 0.01 

 
イソプロテレノール誘発心疾患モデルラ

ットでは心重量・心筋横断面積が増加し(P < 
0.001, P < 0.01)、アザン染色からコラーゲ
ン線維の増生が確認された(P < 0.001) (Fig. 
2 上図 B,E)。これらは心肥大ならびに心筋線
維化が、イソプロテレノールによって刺激さ
れたことを示唆している。一方、ドキシサイ
クリンの投与はイソプロテレノール誘発心
疾患モデルラットの心筋横断面積・心筋線維
化を有意に低下させた(P < 0.05, P < 0.05) 
(Fig. 2 上図 C,F)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2 各群間における左心室の病理組織学
的解析(上図)ならびに心筋線維化率の比較
(下図) 
CTL 群(上図 A, D)、ISO 群(上図 B, E)、
ISO+DOXY 群(上図 C, F)。 
‡ vs. CTL; P < 0.001, § vs. ISO; P < 0.05. 

 
また、心筋における MMP-2 の発現はイソプ

ロテレノール誘発心疾患モデルラットにお
いて有意に増加していたが(P < 0.01)、ドキ
シサイクリンの投与によって MMP-2 の発現・
活性は有意に低下した(P < 0.01) (Fig. 3)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3 左心室における MMP-2 発現量の比較 
上図：ウェスタンブロットによる MMP-2 発現
量の比較(72 kDa) 
下図：各群間における MMP-2 活性の比較 
CTL 群、ISO 群、DOX 群。 
† vs. CTL; P < 0.01, # vs. ISO; P < 0.01 

 
さらに、ドキシサイクリンがイソプロテレ

ノールの効果を受容体レベルで抑制してい
る可能性を考慮し、心エコー図検査を用いて
イソプロテレノールとドキシサイクリンを
併用した時の心機能を評価した。イソプロテ
レノールは容量依存性に心拍数ならびに左
心室内径短縮率を増加させたが、ドキシサイ
クリンはこれらの作用に影響しなかった
(Fig. 4)。これらのことから、イソプロテレ
ノールによって交感神経受容体が刺激され
心拍数ならびに左心室収縮能が増加したが、
ドキシサイクリンはイソプロテレノールの
作用に受容体レベルでは干渉していないこ
とが示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4 イソプロテレノール投与時の心拍数

(A)ならびに左心室内径短縮率 (B)の比較 



* P < 0.05 vs. ベースライン(BL), † P < 
0.01 vs. BL, ‡ P < 0.001 vs. BL. 
 
考察 

イソプロテレノールは過去の報告と同様
に心筋線維化ならびに心肥大を誘導した。さ
らに、MMP-2 の発現・活性も亢進しており、
これらは心筋リモデリングの進行と一致し
ていた。このことは心疾患モデルラットの心
筋において、MMP の発現・活性は心筋リモデ
リングの進行に深く関与している可能性を
示唆している。 

一方、MMP 阻害作用を持つドキシサイクリ
ンはイソプロテレノール誘発心疾患モデル
ラットにおける MMP-2 の活性を抑制した。こ
のことはドキシサイクリンがイソプロテレ
ノールによって誘導された MMPの活性化を細
胞外で阻害したことを示唆している。さらに、
ドキシサイクリンはイソプロテレノールに
よる心筋線維化・心肥大の進行を抑制すると
共に、MMP-2 の発現も抑制していた。これら
のことからドキシサイクリンは MMP-2の機能
を細胞外で抑制するばかりではなく、交感神
経刺激による心筋リモデリングを抑制する
ことが明らかとなった。 

最後に、イソプロテレノールは容量依存性
に心拍数ならびに左心室内径短縮率を増加
させたが、ドキシサイクリンはこれらの作用
に影響しなかった。このことは、ドキシサイ
クリンがイソプロテレノールの作用部位で
ある交感神経の受容体レベルでは干渉して
いないことを示唆している。これらから、ド
キシサイクリンは交感神経受容体を介した
MMP の発現・活性には関与せず、細胞外で MMP
の活性を阻害していることが推察される。 

従って、本研究において細胞外 MMP-2 の活
性阻害によって MMP-2発現量が低下していた
理由については不明であるが、細胞外での
MMP-2 活性は直接的・間接的に細胞内の心筋
線維化調節に関与していることが推察され
る。現在、我々は細胞レベルでの MMP 機能と
心筋線維化調節機序との関係について研究
を勧めている。 

以上のことから、MMP-2 の発現・活性は心
疾患モデルラットにおける心筋線維化の進
行に重要な働きを持つことが示唆された。ま
た、MMP 阻害薬の投与は心疾患患者における
心筋線維化を改善することが期待される。 
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