
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 20 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究では，「生後まもなく心筋細胞が細胞周期から逸脱して終末分

化し，細胞分裂能を喪失する現象には，胎児における胎盤呼吸から新生児における空気呼吸へ

の個体発生学的変化（fetal-neonatal transition,胎児−新生児遷移），それに伴う酸化ストレスが関

与している」という独創的な仮説の立証を目指した。その結果，ラット心筋細胞においては，

胎児−新生児遷移に伴った酸化ストレスに起因する活性酸素種 (reactive oxygen species, ROS) →  
p38 MAPK →  Cx43 発現（とくにミトコンドリア内膜）シグナル伝達系が閉じた正の伝達系，

すなわち正帰還制御ループ (positive - feedback regulation loop) を形成することが，出生後にお

ける心筋細胞の終末分化に，極めて重要な役割を果たしている可能性を明らかにすることが出

来た。 
 
研究成果の概要（英文）：Shortly after birth, mammalian cardiomyocytes irreversibly exit from the cell 
cycle and become terminally differentiated.  The genetic cues for the irreversible exit from the cell 
cycle in mammalian cardiomyocytes soon after birth remain largely unknown.  We examined whether 
and if so how oxidative stress to mammalian hearts during fetal-neonatal transition produces changes in 
the proliferative activity and terminal differentiation of cardiomyocytes.  Scavenging of reactive 
oxygen species (ROS) during fetal-neonatal transition, especially after birth, resulted in an increase in 
the proliferative activity and a decrease in the ratio of binucleated cardiomyocytes.  Exposure to ROS 
in cultured cardiomyocytes increased the activity of p38 MAPK and the expression of connexin43 
(Cx43).  Not only knockdown of Cx43 using siRNA but also the inhibition of p38 MAPK activity 
resulted in a significant decrease in the production of ROS in cardiomyocytes.  This study 
demonstrated that the ROS-induced formation of a positive-feedback loop ROS−p38 MAPK−mtCx43 
for the sustained activation of p38 MAPK soon after birth possibly contributes to the loss of cell division 
and binucleation in mammalian cardiomyocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）高齢化の進展に伴い，疾病構成が変化
して，従来のガンに加えて，生活習慣病が大
きな比重を占めつつある。生活習慣病は多く
の場合，虚血性心疾患などの重篤な循環器系
疾患や，脳卒中などの中枢神経性疾患を併発
する場合が多く，心臓病や脳卒中は，がんと
併せて 3 大国民病と呼ばれており，とくに重
症循環器系疾患の患者数は，今後急速な増加
が見込まれている。一般的に成人の心筋細胞
は終末分化した細胞と考えられ，生まれた直
後に分裂能を失い，増殖しないものと理解さ
れてきた。したがって，心筋梗塞や拡張型心
筋症によって心筋細胞に壊死が起こった場
合，心筋細胞は再生されずに心不全になって
死亡する。 
（２）これまで，重症循環器系疾患の患者に
おける心機能を回復させることを目的とし
て，細胞移植をはじめとする様々な心筋再生
療法に関する研究が，国内外の多くの研究者
によって，精力的に実施されてきた。しかし，
幹細胞などの細胞移植による心筋再生療法
には，以下のような問題点が指摘されており，
現状では心機能を回復させるに足る有効な
手法となっていない。細胞移植法の問題点と
しては，①自己骨格筋芽細胞移植の場合，未
だ適用例は少ないものの，細胞移植 6 ヶ月後
においても心機能の改善が有意に認められ
ない，②自己骨髄単核球移植の場合において
も，心機能改善効果に一定の見解が得られて
いない，③多能性幹細胞移植の場合，移植細
胞が心筋細胞に分化する割合は低い，事など
が挙げられる。それ故，細胞移植療法に代わ
る新規な治療法として，組織工学的手法によ
り三次元的な心筋組織を体外で再構築し，移
植する研究が注目されている。しかしこの場
合には，体外で再構築した心筋細胞シートに
対する酸素・栄養の供給の問題が有るばかり
でなく，細胞シートが周囲の心筋細胞群とギ
ャップ結合などを介した細胞間相互作用を
機能させることが重要であり，もし，それが
難しい場合には，電気的な空間的不均一性の
増大により，心室頻拍や心室細動などの致死
性不整脈の出現確率が高まると思われる。 
（３）以上のことから，増殖能を喪失した心
筋細胞を細胞周期に回帰させて，しかも単核
の状態で細胞分裂を誘起させる，いわゆる，
自己心筋細胞の増殖による新規な心筋再生
療法の開発が，虚血性心疾患などの重篤な循
環器系疾患の治療法として有効な治療法と
なり得る。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では，「生後まもなく心筋細胞が細胞
周期から逸脱して終末分化し，細胞分裂能を
喪失する現象には，胎児における胎盤呼吸か
ら新生児における空気呼吸への個体発生学
的変化（fetal-neonatal transition,胎児−新生児遷
移），それに伴う酸化ストレスが関与してい
る」という独創的な仮説の立証を研究目的と
している。具体的には，胎児−新生児遷移に
伴った酸化ストレスに起因する活性酸素種 
(reactive oxygen species, ROS) → p38 MAPK 
→ Cx43 発現（とくにミトコンドリア内膜）
シグナル伝達系が閉じた正の伝達系，すなわ
ち 正 帰 還 制 御 ル ー プ  (positive-feedback 
regulation loop) を形成することが，出生後に
おける心筋細胞の終末分化に，極めて重要な
役割を果たしているという独創的な仮説の
立証を目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
 増殖能を維持したラット胎児および増殖
能を喪失した新生ラット心筋細胞の培養系
を対象とした in vitro 実験と，妊娠ラットを対
象とした in vivo 実験，および成ラットを対象
とした左冠動脈結紮による心筋梗塞モデル
実験を行う。①ラット胎児および新生ラッ
ト・単離心筋細胞：培養心筋細胞に対して，
酸化ストレス（H2O2）を付加することによる
心筋細胞増殖能の変化を解析する。また，そ
の増殖能変化に関与している原因遺伝子発
現の変化を，蛍光免疫染色，Western blot，RNA
干渉法等によって解析する。とくに，ミトコ
ンドリア分画の Cx43 発現変化に着目する。
酸化ストレス除去後における細胞内活性酸
素種 (reactive oxygen species, ROS)の持続的
発生の有無を，その蛍光指示薬を用いて解析
する。②妊娠ラット：妊娠中の酸化ストレス
を軽減させるために，飲み水に抗酸化剤であ
る NAC を付加する。また，出産後における
ラット新生児の酸化ストレスを軽減するた
めに，腹腔内に NAC を微量注入する。対照
ラット新生児と比較して，心重量（体重で正
規化）や多核化の程度，および様々な細胞周
期関連遺伝子発現を解析する。③心筋梗塞モ
デル：上記の結果から推定された，心筋細胞
増殖とアポトーシス防御併用療法の有効性
を検証する。 
 
 
４．研究成果 
（１）心筋細胞に対する酸化ストレスとして，
過酸化水素 (H2O2)を培養系に対して付加し
た。その結果，p38 MAPK の活性化を介した
Cx43 発現の増加が生じ，とくにミトコンドリ 



 
  図１． 酸化ストレス付加による p38 

MAPK 活性化，Cx43 発現増加 (Western 
Blot) 解析, SB: SB203580 

 
 
ア内膜での Cx43 発現の増加が活性酸素種 
(ROS)の発生増加に関与している可能性を明 

 図２．酸化ストレス付加による p38 MAPK
活性化，Cx43 発現増加  (* p<0.05 vs 
Cont.; # p<0.05 vs H2O2 treatment) 

 
らかにできた。 
 
（２）新生ラットから単離した心筋細胞対し
て ， siRNA transfection に よ っ て Cx43 
knock-down (KD)を行った。その結果，Cx43 
KD によって心筋細胞の ROS 生成が抑制され
ることがわかった。そしてこのことには，
Cx43 KD によりミトコンドリア内膜での
Cx43 発現減少が関与している可能性を明ら
かにできた。 
 
（３）妊娠ラットに NAC を投与した新生ラ
ットの群（NAC+/−），NAC 投与妊娠ラットか
ら出産した新生児の腹腔内に NAC を投与し
た群（NAC+/+），対照ラットから生まれた新
生児の腹腔内に NAC を投与した群（NAC−/+）,
対照ラットから生まれた対照新生児群
（NAC−/−）の 4 群のラット心における遺伝子 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．Cx43 siRNA KD による ROS 生成の

抑制．細胞内 ROS は H2DCF-DA の蛍光
強度で評価 

 
発現変化を解析した結果，NAC+/+群のラット
新生児は，他の群のラットと比較して，p38 
MAPK や Cx43 の発現が有意に減少している
ことが明らかとなった。 
 
（４）NAC 投与妊娠ラットから出産した新生
児の腹腔内に NAC を投与した群（NAC+/+）
のラット新生児の心筋細胞は，他の群の新生
児から単離した心筋細胞と比較して，有意に
多核細胞の割合が減少しており，胎児−新生
児遷移時における活性酸素種の除去によっ
て，心筋細胞の分裂能が上昇している可能性
を明らかにできた。 
 
（５）新生ラットから単離した培養心筋細胞
に対して，酸化ストレスとして過酸化水素を
添加すると，心筋細胞における p38 MAPK の
活性化および Cx43 発現が上昇した。一方，
Cx43 siRNA 添加によって心筋細胞における
Cx43 knockdown (Cx43 KD) を行うと，心筋細
胞内活性酸素種  (reactive oxygen species, 
ROS) の生成が抑えられ，p38 MAPK 活性も
抑制された。これらの実験結果は，因果関係
（原因と結果）が逆転しており，制御ループ
が閉じていることを示唆している。 
 
（６）以上，研究期間内で得られた研究結果
から，胎児−新生児遷移に伴った酸化ストレ
スに起因する活性酸素種 →  p38 MAPK →  
Cx43 発現シグナル伝達系が閉じた正の伝達
系，すなわち正帰還制御ループ (positive - 
feedback regulation loop) を形成することが，
出生後における心筋細胞の終末分化に，極め
て重要な役割を果たしている可能性を明ら



かに出来た。 
 
 
 図４．本研究から得られた研究成果のまと

め．酸化ストレスに起因する心筋細胞・
遺伝子発現正帰還シグナル伝達系の模
式図 
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