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研究成果の概要（和文）：哺乳類の心筋細胞は生直後に増殖能を大きく失うことから、心臓は再生能が低い臓器
とされている。しかし、心筋炎の臨床症例の多くは心機能が回復することから、哺乳類成体心臓においても何ら
かの修復・再生機構が存在する可能性を着想した。本研究では、マウス実験的自己免疫性心筋炎(EAM)モデルを
用いて、EAMからの回復過程において心筋細胞が発現するタンパク質の変化という定性的観点と、心筋細胞数の
変化という定量観点から、心臓の修復再生能を検討した。その結果、定性的には細胞骨格タンパク質であるモエ
シンの発現が増強され細胞が形態変化を起こすこと、定量的には従来信じられていた以上に心筋細胞が増殖する
ことを見出した。

研究成果の概要（英文）：As mammalian cardiomyocytes substantially cease to proliferate immediately 
after birth, it has been believed that adult mammalian hearts show only limited regenerative 
capacities. However, clinically, most cases of acute myocarditis are self-limiting with myocardial 
recovery. Thus, we hypothesized that adult cardiomyocytes might restore regenerative activities 
during the healing process of myocarditis. In this study, using experimental autoimmune myocarditis 
(EAM) model, we addressed this hypothesis from two viewpoints; One is phenotypic modulation of 
cardiomyocytes and the other is cardiomyocyte proliferation. As for phenotypic modulation, 
proteomics analysis revealed that the expression of moesin, a cytoskeletal protein, was upregulated 
in cardiomyocytes, leading to the protrusion formation. As for cell proliferation, we detected cell 
cycle marker-positive cardiomyocytes at the beginning of the myocardial recovery, proposing the 
unexpected adult cardiomyocyte proliferation.    

研究分野： 循環薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の心筋細胞は生直後に実質的に分
裂能を失うため、心臓は修復・再生能が低い
臓器と考えられてきた。しかしながら、臨床
において、ウイルス性心筋炎の症例の多くは、
一旦は心機能が低下しても回復することを
考えると、心筋炎の回復期には、心筋細胞が
何らかの修復・再生能を発揮しているものと
考えられるが、詳細は不明である（図 1）。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、マウス実験的自己免疫性心筋
炎（EAM）モデルを用いて、心筋炎により傷
害を受けた心筋組織が回復するメカニズム
を解明することを目的とした。特に、 
（１）心筋細胞の形質の変化 
（２）心筋細胞数の変化 
という 2点から検討を行った。 
 
３．研究の方法 
EAM は、雄性 BALB/c マウスをミオシン重鎖
ペプチドで１週間間隔で2回免疫することで
誘導した。 

（１）心筋細胞の形質の変化 
① プロテオミクス解析 
 EAM 発症前、炎症期における心臓から心筋
細胞を調整し、ショットガンプロテオミクス
により、発現しているタンパク質の差異を検
討した。 
② アデノウイルスベクターの作製 
 モエシンおよびその変異体の cDNA を
pACCMVpLpA ベクターにクローニングした。そ
れらのベクターを pJM17 ベクターとともに
A293 細胞にコトランスフェクションし、
homologous recombination を起こさせた。産
生されたアデノウイルスをクローニング後
増殖させ、CsCl 存在下超遠心により精製した。 

（２）心筋細胞数の変化 
遺伝子改変マウスを用いた実験では、いず

れも BALB/c マウスに 8 代以上バッククロス
して用いた。 
① 細胞周期マーカーの解析 
 細胞増殖マーカーとして Ki-67、S 期マー

カーとして BrdU 取り込み、M期マーカーとし
て Aurora B を用いた。 
② Cell fate mapping 
 α-Myosin heavy chain (MHC)-MerCreMer
マウスと Rosa26-STOP-eYFP とのダブルトラ
ンスジェニックマウスを作製し、タモキシフ
ェンを投与することにより既存の心筋細胞
をラベルした。その後、EAM を誘導して、心
筋細胞の cell fate を追跡した。 
③ STAT3 CKO マウスの作製 
 α-MHC-MerCreMer x STAT3 flox/flox マウ
スにタモキシフェンを投与し、心筋特異的な
STAT3 CKO マウスを作製した。 
 
４．研究成果 
（１）心筋細胞の形質の変化 
① 組織学的検討から EAM の炎症期では、心
筋細胞が protrusion 構造を示すことが明ら
かになった。protrusion 構造は、組織再生に
関連しているとの報告があり、EAM の炎症期
には、炎症による傷害からの修復・再生が始
まっているものと考えられた。 
② EAM 炎症期のマウスとコントロールマウ
スの心臓から心筋細胞を調整し、ショットガ
ンプロテオミクスを行った。その結果、炎症
期の心筋細胞では、細胞骨格タンパク質群の
発現が増強していることが明らかになった。
そこで、発現増強している細胞骨格タンパク
質群の中で、最も発現増強が顕著なモエシン
に注目した。 
③ モエシンはリン酸化により活性化する
ことが知られていることから、リン酸化特異
的抗体を用いて検討したところ、EAM 炎症期
の心筋細胞では、総モエシンのみならず、リ
ン酸化モエシンのタンパク量が増加してい
ることが明らかになった。 
④ モエシンの局在を組織化学的に検討し
たところ、EAM 炎症期において心筋細胞の
protrusion 構造に局在していることが明ら
かになった。 
⑤ 野生型モエシン、活性型モエシン、不活
性型モエシンを発現するアデノウイルスベ
クターを作製し、ラット培養心筋細胞に感染
させたところ、野生型および活性型モエシン
を過剰発現した心筋細胞で protrusion 構造
が形成されたが、不活性型では形態変化は生
じなかった。 
【小括】EAM による組織傷害から回復期にお
いて、心筋細胞では細胞骨格タンパク質群の
発現増強が認められる。中でも、モエシンは、
組織再生に重要とされている protrusion 構
造の形成を担っている。 

（２）心筋細胞数の変化 
① EAM の発症前から、炎症期、治癒期にか
けて、光学顕微鏡上、単位面積あたりの細胞
数を計測したところ、細胞数は炎症期に一旦
減少するものの、治癒期では回復した。また、
TUNEL 染色により、炎症期には TUNEL 陽性の
心筋細胞が出現することが明らかになり、発



症前から炎症期にかけての細胞数減少を裏
付ける結果となった。 
② 炎症期において、各種細胞周期マーカー
陽性細胞の頻度を検討した。その結果、何れ
のマーカーに関しても、炎症期に陽性細胞の
頻度が上昇した（表 1）。 

③ 細胞周期マーカー陽性の増殖活性を有
する心筋細胞の由来を明らかにするために、
cell fate mapping を行った。その結果、細
胞周期マーカー陽性の細胞は、pre-existing
な心筋細胞由来であることが明らかになっ
た。 
④ 心筋細胞増殖を担うシグナルを明らか
にするために、心筋細胞増殖に関係するとの
報告がある様々なシグナル伝達系が活性化
されているかどうか検討した。その結果、ERK、
Akt は活性化されていなかったが、STAT3 は
活性化されていた。そこで、心筋特異的 STAT3
コンディショナルノックアウトマウス
(STAT3CKO マウス)を作製、EAM を誘導してそ
の修復過程を検討した。その結果、以下のこ
とが明らかになった。 
⑤ STAT3CKO マウスは、コントロールマウス
と比してEAM炎症による傷害からの回復に異
常が生じた。 
⑥ 炎症期に細胞周期マーカー陽性心筋細
胞の比率を検討したところ、STAT3CKO マウス
で陽性細胞の比率が低下していた（表 2）。 

⑦ 炎症期の STAT3CKO マウス由来の心筋細
胞と野生型マウス由来の心筋細胞での発現
遺伝子を比較したところ、STAT3CKO マウスで
メタロチオネイン、クラスタリンの発現が低
下していた。 
【小括】EAM からの回復期において、既存の
心筋細胞がSTAT3依存性に増殖することが示
された。 
【結論】実験的自己免疫性心筋炎モデルを用
いて、心臓が炎症による傷害を受けてから回
復する過程を検討した。その結果、心筋組織
の回復過程で、 
（１）心筋細胞の細胞骨格に再構築がおこる
こと 
（２）既存の心筋細胞が増殖すること 
が明らかになった（図 2）。これまで哺乳類成
体において心筋細胞は、実質的には増殖しな
いとされていた。本研究結果は、哺乳類成体

の心筋細胞が EAM 炎症の環境下においては、
再生・増殖能を回復することを示している。
EAM で心筋細胞が増殖能を回復するメカニズ
ムを明らかにすることで、既存の心筋細胞に
増殖を開始させる新規再生医療技術が開発
されると期待される。 
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