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研究成果の概要（和文）：心不全をもたらす心筋線維化の評価及び治療のため、心筋線維化の定量的マーカー及
び線維化を担う心臓筋線維芽細胞の特異的マーカーが必要である。本研究では、タンパク質上の糖鎖修飾に注目
し、疾患モデル細胞・動物および心疾患患者の心筋線維化に伴い、どのような糖鎖変化が生じているのかを明ら
かにした。本研究により、組織中の心臓筋線維芽細胞における糖鎖変化を再現するためには、複数の細胞のクロ
ストークが重要であることが示唆された。また、今後の心臓筋線維芽細胞マーカーの探索や心臓ホメオスタシス
における糖鎖の意義を理解する上で重要な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：For assessment and therapy of cardiac fibrosis, its quantitative biomarker 
and myofibroblast-specific marker are needed. In this study, to elucidate cardiac fibrosis-related 
glycoproteins, we investigated a cell model of cardiac fibrosis and failing hearts of animals and 
patients with cardiac diseases. This study unveiled cardiac fibrosis-related changes in protein 
glycosylation and provided candidate N- and O-glycoproteins attached with the disease-related 
glycans. This study also provided the cellular and molecular mechanism underlying cardiac fibrosis, 
including the significance of intercellular crosstalk in cardiac fibrosis-related glycosylation 
alterations. These findings will facilitate the development of a specific marker of myofibroblasts 
and the understanding of significance of protein glycosylations in cardiac homeostasis.

研究分野：糖鎖医工学、グライコミクス、グライコプロテオミクス

キーワード： 心筋線維化　糖タンパク質　拡張型心筋症　高血圧性心不全　レクチンマイクロアレイ　質量分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、心筋線維化と関連した糖鎖変化およびその糖鎖変化を示す糖タンパク質群を明らかにした。本成果
により、これらの糖鎖変化を指標とした、新たな診断法や治療法の開発への応用が期待できる。また、これらの
糖鎖変化とタンパク質の機能異常との関連性を詳細に調べることで、新たな心筋線維化の発症・進展メカニズム
が明らかになる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 多くの心疾患で認められる心筋線維化は、コラーゲン線維タンパク質を含む細胞外マトリッ
クス（ECM）の過剰沈着を特徴とし、心筋構造の破綻により心機能を減弱させることで心不全
をもたらす。そのため、心不全の進展予防や治療に向けた、心筋線維化制御法の開発が強く求め
られている。また、その推進に必要な心筋線維化の早期検出法・定量的評価法の確立が重要課題
となっているが、未だ臨床応用された心筋線維化マーカーはない。これらの主要因として、心筋
線維化に伴う病的 ECM産生を担う細胞である、筋線維芽細胞の特異的マーカーが確立されてい
ないことが挙げられる。現状、筋線維芽細胞マーカーとして α-smooth muscle actin（αSMA）
が汎用されている。しかし、αSMAは、①他細胞でも発現し特異性が低い、②筋線維芽細胞の特
定亜集団でしか発現していない、③細胞骨格タンパク質で細胞表層マーカーや分泌性マーカー
としては使用できない、という問題点がある。そのため、心筋線維化の実態解明及び評価・治療
への応用のため、筋線維芽細胞の特異的マーカーとして利用できる膜タンパク質や分泌性タン
パク質の同定が強く求められている。 
 
(2) 糖鎖修飾は、主要なタンパク質の翻訳後修飾であり、「細胞の顔」として細胞の状態によって
変化することから、疾患マーカー・治療法の有力な開発ターゲットであ。我々は、拡張型心筋症
モデルマウス心臓では、レクチンの一種Wisteria floribunda agglutinin（WFA）結合性のN型
糖鎖を有する ECM糖タンパク質が心筋線維化部位特異的に増加することを見出し、これがタン
パク質の発現量増加（量的変化）ではなく、糖鎖変化（質的変化）によることを実証した（Nagai-
Okatani et al. Lab Invest 2019）。WFA結合性糖鎖は正常組織では発現量が非常に低く、コラ
ーゲン線維タンパク質には認められないことから、WFAは「出来上がった線維」ではなく「線
維をつくる活性」の評価に有用な心筋線維化検出プローブであるといえる。また、心筋線維化の
過程で出現する筋線維芽細胞の由来は主に線維芽細胞であるという報告がある。これらの知見
から、心臓線維芽細胞を由来とする心臓筋線維芽細胞のグライコプロテオームには線維化と関
連した糖鎖変化が生じ、その線維化関連糖鎖を有する糖タンパク質は、線維化活性を高感度かつ
定量的に評価できるマーカーになり得ると強く示唆された。 

 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、心筋線維化の早期検出・定量的評価・治療法の確立を目指し、心筋線維化
の中心的役割を担う、心臓線維芽細胞由来の心臓筋線維芽細胞にて特異的に発現するマーカー
糖タンパク質を同定することである。つまり、心臓筋線維芽細胞で特異的に発現する糖鎖（心筋
線維化関連糖鎖）を有する分泌性糖タンパク質は、血液診断等の低侵襲的・定量的評価のための
心筋線維化マーカーへの応用が期待できる。また膜糖タンパク質は、筋線維芽細胞の細胞表層マ
ーカーとして、イメージングによる検出や薬剤治療への応用が期待できる。 
 
(2) 従来の疾患マーカータンパク質の開発では、タンパク質の量的変化に注目したプロテオミク
スによる探索が主流である。しかし、ECMタンパク質を含む多くのタンパク質は、正常組織・
線維化組織の両方で発現する。そこで本研究では糖鎖変化という「タンパク質の質的変化」に注
目した。この糖鎖を基軸としたマーカー開発戦略では、疾患に伴い発現する糖鎖（心筋線維化関
連糖鎖）をレクチン等の糖鎖特異的プローブで検出する方法と、マーカータンパク質を抗体等の
特異的プローブで検出する従来法とを組合せることで、従来法よりも鋭敏で特異性の高い検出
が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト細胞モデルを用いた、心筋線維化関連糖鎖変化の解析 
ヒト心臓線維芽細胞からの心筋線維化モデル細胞の作出条件を最適化し、作出したヒト心筋
線維化モデル細胞と対照細胞から調製したタンパク質試料を用い、レクチンアレイにて比較糖
鎖プロファイル解析を行った。またレクチンブロット解析およびレクチン捕集実験を行い、レク
チンアレイ解析結果の妥当性検証を行った。 
 
(2) ヒト組織標本を用いた、心筋線維化関連糖鎖変化の検証 
 (1)で同定した心筋線維化関連糖鎖認識レクチンを用い、拡張型心筋症患者の心臓組織標本を
用いた組織染色を行うことで、モデル細胞で認められた糖鎖変化の検証、および、より心筋線維
化領域に特徴的な糖鎖変化を認識するレクチンの選別を行った。 

 
(3) ラット心不全モデルを用いた、心筋線維化関連糖鎖変化の解析 
 他の心疾患における心筋線維化も評価可能なレクチンの選出を目的として、高血圧性心不全
モデルラットでの心筋線維化に伴う糖鎖変化を検討した。また、その糖鎖変化を示す糖タンパク
質の候補について検討した。 
 



４．研究成果 
(1) ヒト細胞モデルを用いた、心筋線維化関連糖鎖変化の解析  
 ヒト心臓線維芽細胞を用いた心筋線維化モデルの作出法として、transforming growth factor 
-β1（TGFB1）刺激群、macromolecular crowding（MMC）刺激群、MMC+TGFB1刺激群の 3
種類を検討し、非刺激の対照群（CT）と比較した。既報と同様に、MMC刺激による procollagen
から mature collagen へのプロセシング亢進、および TGFB1 刺激による αSMA 発現亢進が
MMC共存下では増強されること、を確認した。最適化した刺激条件で作出した心筋線維化モデ
ル細胞を用い、各群N=3として 3回の実験を行い、それらの糖鎖プロファイルを用いて主成分
分析を行ったところ、TGFB1刺激よりもMMC刺激により糖鎖プロファイルが大きく変化する
ことを見出した（図 1）。解析した 45種のレクチンのシグナル強度を群間で比較したところ、培
養上清では、MMC刺激により 5種のレクチンが顕著なシグナル増加を示した（Fold change>2, 
p<0.05）。一方、細胞ライセートでは、MMC刺激により 3種類のレクチンが顕著なシグナル低
下を示し、増加を示すレクチンは見られなかった。興味深いことに、線維化刺激によりシグナル
が増加したレクチンの中に、拡張型心筋症モデルマウスの解析から心筋線維化関連レクチンと
して同定したWFAは含まれていなかった。 
続いて、これらの心筋線維化関連糖鎖認識レクチンを用いて、レクチンブロット解析およびレ
クチン捕集実験を行い、糖鎖プロファイル解析の結果の妥当性を検証した。その結果、レクチン
２種について線維化刺激に伴う結合糖タンパク質の増加を確認できた。 

 

 
図 1. ヒト心筋線維化モデル細胞の比較糖鎖プロファイル解析 

  
(2) ヒト組織標本を用いた、心筋線維化関連糖鎖変化の検証 
 心筋線維化モデル細胞を用いた実験で認められた糖鎖変化を検証するため、共同研究機関よ
り提供された拡張型心筋症患者の心臓病理組織標本について、線維化刺激でシグナル増加した
レクチン 5種およびWFAを用いて組織染色を行った。既存の線維化検出法であるアザン染色と
の比較の結果、WFAを含むレクチン 3種が線維化領域に選択的な染色を示した。また線維化領
域特異的なWFA染色が PNGase F消化により消失したことから、WFA結合糖鎖はN型である
ことが分かり、拡張型心筋症モデルマウスと同様の糖鎖変化がヒトでも生じていることが確認
できた。 
 
(3) ラット心不全モデルを用いた、心筋線維化関連糖鎖変化の解析 
 拡張型心筋症モデルマウスおよび患者の心臓組織の線維化領域で認められた糖鎖変化が、他
の心疾患における心筋線維化においても見られるかを検討するため、共同研究機関より提供さ
れた高血圧性心不全モデルDahlラットの心臓FFPE組織切片を用いた組織染色を行った。WFA
染色パターンは既存の線維化検出法であるマッソントリクローム染色部位と非常に類似したこ
とから、本モデルにおいても心筋線維化の検出にはWFAが有用であることが示された。 
次に、WFA結合糖鎖以外の糖鎖修飾の変化を調べるため、Dahlラット心不全群（HS）と対
照群（LS）の心臓 FFPE組織切片を用いた比較糖鎖プロファイル解析を行った。その結果、WFA
陽性の線維化領域でシグナルが増加するレクチン 1 種の同定に成功した。その特異性から、心
筋線維化に伴いN型糖鎖だけでなく O型糖鎖も構造変化することを新たに見出した（図 2）。 
次に、これらの糖鎖変化を示すキャリアタンパク質を推定するため、当該レクチンと候補糖タ
ンパク質の特異的抗体を用いた組織染色を実施した。この検討により、拡張型心筋症モデルマウ
スのグライコプロテオ―ム解析により見出されたN型糖タンパク質が、Dahlラット心臓でも心
筋線維化領域で当該レクチンと共染色され、心筋線維化に関連した糖鎖変化を示すことが示唆
された。また、O型糖タンパク質候補については、Dahlラット心臓 FFPE組織切片の RNA-seq
遺伝子発現解析にて心不全群で発現亢進するタンパク質のうち、既存情報より O 型糖タンパク
質であると推定される糖タンパク質を選出した。これらの糖タンパク質と当該レクチンとの共
染色を検討することで、2種類の O型糖タンパク質上の糖鎖変化が示唆された。以上より、心筋
線維化に伴う糖鎖変化とそのキャリアタンパク質に関する知見が得られた。 



 
図 2. 高血圧性心不全モデルラットの組織糖鎖プロファイリングから見出された 

O型糖鎖認識レクチン（Lectin X）のシグナル（A）および組織染色像（B） 
 
 以上(1)～(3)の検討より、WFAは生物種や心疾患の成因に依らず、組織切片を用いた心筋線
維化の検出に有用であることが示唆された。一方、心臓線維芽細胞を用いた心筋線維化モデル
では、WFAのシグナル増加は認められず、本モデルを用いた心臓筋線維芽細胞のマーカーに
資する糖タンパク質の同定には至らなかった。一方、本検討から、組織における糖鎖変化を再
現するためには、線維芽細胞だけでなく他種の細胞による影響が重要であることが分かった。
本研究により、今後の心臓筋線維芽細胞のマーカーに資する糖タンパク質の探索、および心筋
線維化における糖鎖変化の意義を理解する上で、重要な知見が得られたと考えている。 
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