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研究成果の概要（和文）：心筋リモデリングによる慢性心不全の病態解明のため、bFGFによる間質線維化抑制に
よる心筋リモデリング抑制効果を検討した。bFGF投与による高血圧性Dahlラット心では間質線維化と心肥大を抑
制し、同処理の培養心筋間質線維芽細胞ではCollagen type Ⅰ, ⅢとMMP-2,9 の発現抑制、TIMP-1の発現増加や
MMP-9の活性抑制を見出した。同処理培養心筋間質線維芽細胞を網羅的に解析し、bFGFで有意に増加し心筋間質
に特異性の高いmiR-29c-3pを選定した。アンチセンス核酸分子の遺伝子導入実験により、 mi29c-3pの標的分子
の同定に努めている。

研究成果の概要（英文）：This study shows antifibrotic effects of bFGF injection in hypertensive DS 
rat hearts carried out using cardiac fibroblast lines harvested from the heart during the LV 
dilation phase. Specifically, we demonstrated that (1) bFGF inhibited interstitial fibrosis in 
hypertensive rat heart in vivo; (2) bFGF up-regulated TIMP-1 and down- regulated MMP-9 expression in
 cardiac fibroblasts (CFs) from hypertensive rat hearts; (3) bFGF also inhibited the expression of 
collagen I and III in the CFs; (4) real-time PCR array microRNA assays in bFGF treated CFs 
identified several microRNAs that were up-regulated in the CFs and specifically expressed in 
interstitial fibrosis of hypertensive DS rat hearts.

研究分野： 創傷治癒学、組織工学
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1. 研究開始当初の背景 
 

(1)  慢性心不全で特異的に血中増加する
非翻訳RNA microRNA(miRNA)が注目され
てきた。miRNA は標的 mRNA に結合して
強力な蛋白発現を抑制する病態制御に
極めて重要な内在性分子である。しか
し慢性心不全の進行に重要な心筋リモ
デリングを直接制御する miRNA は解明
されていない。特に心筋リモデリング
の基本病態である間質線維化を強力に
抑制する miRNA は不明であり、その同
定は心筋リモデリングの進行抑制によ
る新規の治療法開発に重要である。 

(2)  我々は Basic fibroblast growth 
factor (bFGF)が強力に線維化抑制を推
進することを実証してきた。心臓では
bFGF 投与が間質線維化を抑制し心筋リ
モデリングの抑制から慢性心不全予防
や治療法開発に寄与する重要なサイト
カインと推定している。しかし bFGF の
間質線維化の抑制過程で誘導され標的
分子の発現抑制から心筋リモデリング
を抑制する慢性心不全予防に効果的な
miRNA は同定されていない。 

(3)  我々のオリジナルの実験系である
bFGF 誘導性間質線維化抑制系を網羅的
解析し、線維化抑制を強力に推進する
miRNA を探索する。この miRNA アンチセ
ンス遺伝子導入実験から標的分子を同
定し心筋間質線維化を強力に抑制する
ことで、miRNA の内在性分子による新規
性に富んだ慢性心不全治療法開発が期
待できるユニークな研究課題である。 
 

２．研究の目的 
 
(1) bFGF による心筋間質線維化抑制能と

microRNA 探索 
《bFGF による心筋間質線維化抑制と   

リモデリング抑制を実証する》 
① 高血圧性 Dahl rat 心に bFGF を投与

し血管周囲と心筋細胞間の間質線維
化を定量し bFGF 投与による間質線
維化抑制能を実証する。 

② 心肥大抑制効果を検証し、bFGF 投与
高血圧性心筋リモデリング抑制能を
実証する。 

③ 培養心筋線維芽細胞に bFGF を投与
し組織修復蛋白の発現性を検討し
bFGF による線維化抑制能を証明す
る。 

《心筋間質線維化抑制性 miRNA を網羅的  
に探索する》 
① bFGF 投与した培養心筋間質線維芽

細胞 miRNA を網羅的に解析する。

bFGF 投与で有意に発現上昇する
miRNA を選定する。 

② この miRNA の発現性から心筋間質
線維芽細胞の線維化抑制性 miRNA
を選定する。 

(2) 選定 microRNA の標的遺伝子の同定 
    《標的遺伝子を探索する》 

① miRNA 標的遺伝子をコンピュータ
ー解析から推定する。 

② コンピューター解析による標的遺
伝子の局在を検討し、心筋組織に
おける miRNA と標的遺伝子の相互
関係を検討する。 

  《アンチセンス遺伝子導入による標的遺  
   伝子を確定する》 

アンチセンス遺伝子を培養心筋間質
線維芽細胞に導入し、線維化関連蛋白
の発現性を指標にして間質線維化抑
制に特異的な標的遺伝子を検索する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) bFGF による心筋間質線維化抑制と心筋 

リモデリング抑制効果 <In vivo> 
 心肥大計測：高血圧性 Dahl rat 心不

全発症前(15 週)に bFGF (100μg)を
１回心筋内に注射する経時的CT検査
による拡張性肥大心室の内腔径を定
量した。 

 間質線維化定量: 血管周囲と心筋間
質の線維化面積をデジタル画像解析
で定量した。 

(2) bFGFによる心筋間質線維芽細胞の線維化
蛋白の発現抑制 <in vitro>  
線維化蛋白発現抑制：心筋培養間質線維
芽細胞に bFGF を投与し MMP-2, -3, -9,
の発現性をウエスタン法で、MMP-2, -9
の活性化は Zymography で検定した。 

(3) bFGF 投与心筋間質線維芽細胞における
miRNA の網羅的解析  
bFGF 投与 48時間目の培養心筋間質線維
芽細胞において Microarray 法を用いて
網羅的解析を実行した。bFGF 投与培養心
筋間質線維芽細胞において bFGF 非投与
培養心筋間質線維芽細胞と比較検討
Normalized Raw が 1.5 倍以上増加する
miRNA を選定した。 

(4) 選定 miRNA の発現量解析 
網羅的解析によるmiRNAの発現量を定量
した。bFGF 投与 48 時間目の培養心筋間
質線維芽細胞における選定miRNAの発現
量を Real-time PCR 法や Northern 法で
定量した。これを網羅的解析結果と比較
し、同じ発現挙動を示す miRNA を間質線
維化抑制関連 miRNA として選別した。 

(5) 選定 miRNA の局在観察  



In situ hybridization 法で心不全発症
前後(15 と 18 週) の高血圧性心筋組織
で選定 miRNA の局在性を観察した。心筋
間質に特異的発現を示すmiRNAを選別し
た。また心不全発症前後における発現細
胞の局在変化や頻度を比較検討し、心不
全発症前後で有意な発現変化を示す
miRNA を選別した。 

(6) 標的遺伝子の探索 
  選定 miRNA の標的遺伝子を TargetScan

解析により選定した。 
(7) アンチセンス遺伝子導入実験による標的

遺伝子の決定 
高血圧性心筋間質線維芽細胞にmiRNAの
Mimic と Inhibitor を遺伝子導入し
bFGF 投与 48時間目の標的蛋白の発現性
を検討した。ウエスタン法で標的蛋白の
発現抑制効果と発現促進効果を確認し
て標的遺伝子を決定した。 

(8) 選定 miRNA の局在観察 
  miRNA の心筋組織における局在性

を in situ hybridization 法で観察し、
miRNA との相互関係を組織で検証し、標
的遺伝子の機能から選定miRNAの役割を
考察した。 

 
４．研究成果 

 
(1) bFGF による心筋間質線維化抑制と心筋 

リモデリング抑制効果の判明 <In vivo> 
 bFGF 投与の高血圧性心不全心では左

心室壁厚の減少、左心内腔径の増加と
心拍出量減少が確認された。よって
bFGF による拡張性心不全の抑制が臓
器レベルで確認された。 

 血管周囲線維化が bFGF 投与群で有意
に減少していた。筋線維芽細胞は投与
群で明らかに減少していた。 

 ウエスタン法ではα-SMA 発現が投与
群で明らかに減少していた。MMP-9 活
性化は bFGF 投与群で増加していた。し
たがってbFGFによりMMP-9が活性化し
細胞外基質の沈着が抑制されているこ
とが示唆された。 

(2) bFGF による心筋間質線維芽細胞の 
組織修復蛋白の発現特異性 <In vivo> 

 高血圧性心不全心では心筋間質線維化
が 15 週以降に急激に進行するのを認め
た。 

 高血圧心由来の間質線維芽細胞では 16
週目のもので MMP-9 の高度な発現増加
を認めた。 

 16 週目の高血圧心由来の間質線維芽細
胞で TIMP-1, Collagen type I と III
の高度発現増加を認めた。よって高血圧
性心筋リモデリング期に相当する 16 週

目では細胞外基質の産生と溶解が亢進
し、心筋組織の再改築が亢進しているこ
とが判明した。 

(3) bFGF による心筋間質線維芽細胞の 
組織修復蛋白の発現特異性 <In vitro> 

 bFGF 投与高血圧心由来心筋間質線維芽
細胞ではα-SMA, MMP-2, -9 と Collagen 
type I と IIIの mRNA発現が有意に減少
していた。 

 TIMP-2のmRNA発現性に有意な変化はな
かったが、TIMP-1mRNA 発現は増加して
いるのが判明した。 

 FGFR1 siRNA のノックダウン実験では
Control では MMP-2, -9, TIMP-2 と
Collagen type I と III の発現減少と
TIMP-1 の発現増加を認めたが、FGFR1 
siRNA ではこれら反対の発現変化が認
められなかった。よって bFGF の高血圧
心由来の培養心筋間質線維芽細胞にお
けるα-SMA, MMP-2, -9, TIMP-2 と
Collagen I, III の発現性は FGFR1 を介
していると考えられた。 

 
 
 
 
(4) 心筋間質線維芽細胞におけるmiRNAの網

羅的解析  
bFGF 投与 48 時間目の培養心筋間質線維
芽細胞で増加する miRNA を網羅的に解析
した。EXIQON 社の Real-time PCR array
解析では Fold change 1.5 以上を示す
microRNA が 752 個中 12 個選定された。
うち文献的考察から間質線維化との関連
性が高い rno-miR-29c-3p を選定した。 
 

(5)  miR-29c-3p の発現量解析 
FGF 投与 48 時間目の培養心筋間質線維
芽 細 胞 で は 非 投 与 群 に 比 べ て
miR-29c-3p の発現量増加が認められた。 

 
(6) miR-29c-3p の局在観察  

高血圧性心筋組織における miR-29c-3p の
発現性を in situ hybridization 法から観

 



察した。高血圧性心筋組織では間質に強い
発現性がみられた。また bFGF 投与有無に
よる発現変化は、bFGF 投与群で有意な発
現増加を認め、miR-29c-3p が bFGF 誘導性
間質線維化抑制と心筋リモデリング抑制
に関与する可能性が示唆された。 

 
(7) アンチセンス遺伝子導入実験による標的 
   遺伝子の選定 

高血圧性心筋間質線維芽細胞に
miR-29c-3p の Mimic と Inhibitor を遺伝
子導入しbFGF投与48時間目の標的蛋白の
発現性を検討した。ウエスタン法で PDGFR 
αや NF-βκなどの蛋白発現を検討し標
的分子の特異的性を検討しているところ
である。 
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