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研究成果の概要（和文）：　本研究では、心線維芽細胞内コリン作動系の生物学的意義と重要性、心筋梗塞病態
への関与を明らかにするために、心筋梗塞モデルマウスを作製し、その急性期における心臓内コリン作動系の分
子動態、および心線維芽細胞の挙動を追った。その結果、①心線維芽細胞はアセチルコリン（ACh）合成系、分
解系、輸送系、および受容系など、コリン作動系に関わる要素を発現していること、②心筋梗塞後に心臓内ACh
濃度が上昇すること、そしてその上昇は、③梗塞領域における心線維芽細胞由来のACh合成酵素（ChAT）発現量
増加によりもたらされること、および④梗塞巣内心線維芽細胞数の増加に起因するものであることが明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：Cardiac fibroblasts (cFb) play an important role in structural and 
functional remodeling of the heart after myocardial infarction (MI). In the present study, we 
investigated the hypothesis that cFb possess the cholinergic system by which the cFb contribute to 
the cardioprotection through the release of acetylcholine (ACh). In vitro study showed that the 
cultured cFb isolated from adult mouse heart express ACh synthesis and degradation enzymes, ACh 
transporters, and various types of ACh receptors. In vivo immunohistochemical study showed that ChAT
 signals were co-localized with cFb markers, indicating that cFb express ChAT in the heart. 
Moreover, westernblot analysis showed that the expression of cFb ChAT was increased in only 
infarcted myocardium after the MI, resulted in the increase of cardiac ACh content. In conclusion, 
cFb produce ACh in infarcted myocardium after the MI, which may contribute to the cardioprotection 
during the post infarct cardiac remodeling process.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
現代の高齢化社会において、死因第二位と

される虚血性心疾患の治療法開発および予
防対策は、循環器領域の基礎・臨床研究にお
ける重要課題のひとつである。申請者が所属
する研究グループでは、これまでに、心臓迷
走神経活動の活性化による心不全病態改善
効果を新たに見出した。後に行われた臨床試
験においても、心不全患者に対する長期間の
心臓迷走神経刺激の安全性と有効性が示さ
れた。しかしながら、その作用機序は未だ明
らかにされていない。一般に、心室筋に対す
る迷走神経支配は疎であり、心臓ポンプ機能
に対する作用は軽微とされている。したがっ
て、心臓迷走神経刺激と心機能保護作用との
間には今なお Missing Link が存在している。 
我々は、心筋細胞が非神経性コリン作動系

（non-neuronal cardiac cholinergic system）を有
し、産生・遊離された ACh が自己または近傍
の細胞機能を変化させることを明らかにし
た。これらの新しい知見は上述の Missing 
Link を埋める糸口となり得る。 
これらの研究結果を受け、様々な心疾患の

病態における副交感神経活動の役割とその
意義、および副交感神経活動の活性化による
内在性 ACh を介した心筋保護作用機序を分
子レベルで明らかにし、将来的な臨床医学へ
の応用を見据えて、副交感神経系への直接介
入による心疾患に対する新規治療法の開発
が期待され、それを目標とした基礎研究の遂
行と成功が必要とされる。 
 
 
２．研究の目的 
 
虚血性心疾患、特に心筋梗塞は、幅広い重

症度の病態を含み、医療技術や治療法が大き
く進歩した現代においてもなお生命予後の
悪い重篤な疾患である。心筋梗塞の病態は、
正常および虚血環境下にある心筋細胞によ
ってのみならず、浸潤してきた炎症性細胞や
増殖した繊維芽細胞の生理活動を介して制
御されている。したがって、心筋梗塞の効果
的な治療には、その病態について細胞種を越
えた包括的理解が必要不可欠であり、その制
御機構の破綻こそが心疾患の重篤化に至る
という仮説のもとに、新規治療標的の探索と
新規治療法の開発が急務である。 
本研究では、副交感神経活動の活性化によ

ってもたらされる虚血性心不全病態改善作
用において、非神経性コリン作動系の関与と
その重要性を明らかにするために、①心筋細
胞における ACh 誘導性のストレス防御機構、
②炎症性細胞に対する ACh の抗炎症作用、お
よび③心繊維芽細胞による組織瘢痕化にお
ける ACh の影響について検証し、非神経性コ
リン作動系を標的とした虚血性心疾患に対
する新規薬物治療法開発のためのエビデン
スの獲得を目指す。 

３．研究の方法 
 
本研究では、副交感神経活動がもたらす虚

血性心疾患に対する病態改善作用を、心臓が
持つ抗ストレス反応の内在性 ACh による増
強として説明すること、さらには、その分子
メカニズムにおける非神経性コリン作動系
の関わりと、新規薬物治療標的としての可能
性を探ることを目的とした。そこで、各種心
筋組織構成細胞の初代培養系において、細胞
活動に対する ACh の直接効果と、心不全病態
を模倣した培養環境下における ACh の細胞
機能への影響を明らかにする。さらには、培
養細胞での実験で得られた非神経性コリン
作動系の働きを疾患モデルにおいて再現し、
その病態を評価することによって、心筋梗塞
治療における非神経性コリン作動系活性化
の重要性を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）マウス心筋由来の線維芽細胞初代培養
系において、RT-PCR によるコリン作動系構
成要素の発現解析を行ったところ、ACh 合成
系、分解系、輸送系、および受容系に関わる
多くの要素を発現していることが分かった。
このことは、心線維芽細胞が ACh を介した生
理機能に関わっている可能性を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．RT-PCR による心線維芽細胞における
コリン作動系構成要素の発現解析。（a）ACh
合成、分解、輸送系。（b and c）ACh 受容系。 
 
 
（２）HPLC により心筋内 ACh 含有量を解析
したところ、コントロール（sham）は 3.38 ± 
0.55 × 10-8 M であるのに対し、心筋梗塞モデ
ルの術後１日目の心筋（myocardial infarction 1 
day, MI1D）では 5.23 ± 1.38 × 10-8 M と有意に
増加していた。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．マウス心筋内ACh含有量のHPLC解析。
sham, コントロール。MI1D, 心筋梗塞モデル
術後 1 日目。 
 
 
（３）マウス心筋梗塞モデルにおける心筋内
腫瘍壊死因子（Tumor necrosis factor-alpha, 
TNF-α）の発現量は、コントロール（sham）
に比べて、術後１～３日目の心筋（MI1-3D）
において有意に増加していた。このことは、
心筋梗塞モデルが正しく作成されているこ
とを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．Western blot による心筋内 TNF-α 発現
量解析。sham, コントロール。MI1-3D, 心筋
梗塞モデル術後 1-3 日目。β-actin はインター
ナルコントロールを示す。 
 
 
（４）マウス心筋梗塞モデルにおける心筋内
ア セ チ ル コ リ ン 合 成 酵 素 （ choline 
acetyltransferase, ChAT）の発現量は、コント
ロール（sham）では検出できないほどに少な
かったの対して、術後１～３日目の心筋
（MI1-3D）においては時間経過とともに有意
に増加していた。これにより、心筋梗塞モデ
ルにおける心筋内 ACh 含有量の増加（実験
２）を説明できる。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．Western blot によるマウス心筋梗塞モデ
ルにおける心筋内 ChAT 発現量解析。sham, 
コントロール。MI1-3D, 心筋梗塞モデル術後
1-3 日目。 
 
 
（５）マウス心筋梗塞モデルにおける心筋内
ChAT の発現は、コントロール（sham）に比
べて、術後１～３日目の心筋（MI1-3D）にお
いて有意に増加していたが（実験４）、その
増加は梗塞部位（infarct zone, IZ）に限られ、
非梗塞部位（non-infarct zone, NIZ）では見ら
れなかった。また、ChAT は心室筋（mouse 
ventricle）由来ではなく心線維芽細胞（mouse 
cFb）由来であることが分かった。このこと
は、心線維芽細胞がもつコリン作動系が心筋
梗塞病態に関与していることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．Western blot によるマウス心筋梗塞モデ
ルにおける心筋内 ChAT 発現量解析。mouse 
ventricule, マウス心室筋。mouse cFb, マウス
心線維芽細胞。sham, コントロール。MI1-3D, 
心筋梗塞モデル術後 1-3 日目。IZ, 梗塞部位。
NIZ, 非梗塞部位。 
 
 
（６）平滑筋アクチン（alpha smooth muscle 
actin, αSM actin）は線維芽細胞マーカーであ
る。マウス心筋梗塞モデルにおける心筋内
αSM actin 発現量は、コントロール（sham）
に比べて、術後１～３日目の心筋（MI1-3D）
において有意に増加していた。このことは、
梗塞領域に常駐している線維芽細胞が分
裂・増殖したか、あるいは梗塞領域に浸潤し
てきたことを示している。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．Western blot によるマウス心筋梗塞モデ
ルにおける心筋内 αSM actin 発現量解析。
sham, コントロール。MI1-3D, 心筋梗塞モデ
ル術後 1-3 日目。 
 
 
（７）マウス心筋梗塞モデルにおける心筋内
αSM actin の発現は、コントロール（sham）
に比べて、術後１～３日目の心筋（MI1-3D）
において有意に増加していたが（実験６）、
その増加は梗塞部位（IZ）に限られ、非梗塞
部位（NIZ）では見られなかった。また、αSM 
actin の発現は心室筋（mouse ventricle）にも
認められたが、これは心線維芽細胞（mouse 
cFb）由来であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．Western blot によるマウス心筋梗塞モデ
ルにおける心筋内 αSM actin 発現量解析。
mouse ventricule, マウス心室筋。mouse cFb, 
マウス心線維芽細胞。sham, コントロール。
MI1-3D, 心筋梗塞モデル術後 1-3 日目。IZ, 梗
塞部位。NIZ, 非梗塞部位。 
 
 
（８）免疫組織化学的解析により、心筋内
ChAT と αSM actin の局在は、コントロール
（sham）においては心筋線維の間に点在する
ように認められ、心筋梗塞モデル術後３日目
（MI3D）においては、梗塞領域にのみ密集す
るように認められた。これは実験（５）と実
験（７）の結果を反映している。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８．免疫蛍光抗体法による心筋内 ChAT と
αSM actin の局在性の解析。ChAT と αSM actin
は、赤色の蛍光シグナル（Alexa 546）にて検
出 。 心 筋 は 、 緑 色 の 蛍 光 シ グ ナ ル
（phalloidin/Alexa 488）にて検出している。
sham, コントロール。MI1-3D, 心筋梗塞モデ
ル術後 1-3 日目。rabbit serum は二次抗体のみ
のネガティブコントロールを示す。 
 
 
（９）免疫組織化学的解析により、マウス心
筋梗塞モデルにおいて、心筋内 ChAT と αSM 
actin は術後３日目の梗塞領域において共局
在していた。このことは、心筋内 ChAT は心
線維芽細胞由来であることを直接的に示し
ている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９．免疫蛍光抗体法によるマウス心筋梗塞
モデル術後３日後における心筋内 ChAT
（Alexa 546）と αSM actin（Alexa 488）の局
在性の解析。ChAT は、赤色の蛍光シグナル
（Alexa 546）にて検出。αSM actin は、緑色
の蛍光シグナル（Alexa 488）にて検出してい
る。 
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