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はじめに
人類最大の死因の一つである心不全には、治療抵抗性の心不全が存在し新規治療法の確立

が待望されている。心不全研究は多く行われてきたが、ほとんどは心筋細胞に関する研究が
中心であったが、近年心臓の支持細胞の中心である線維芽細胞の役割の重要性が注目されて
いる。例えばマウスでは心筋梗塞を発症すると心臓線維芽細胞が活性化され、心筋梗塞の病
態に関与することが報告されている。一方、心不全においても病気の進行に線維化が関与す
ることは知られているが、線維芽細胞が心不全発症時にどのように変化をするか、またどの
ように心不全の病態に関与するかは明らかにされていない。申請者は網羅的遺伝子発現解析

（single cell RNA–seq: scRNA–seqやRNA–seq）を用いることでマウスの心臓線維芽細胞
には不均一性があり、心不全期特異的に出現する線維芽細胞集団を発見した。その細胞集団
特異的に発現している転写因子c–Mycには心保護作用があることが推測された。本研究は
心臓線維芽細胞に発現するc–Mycの心臓における役割を解析し、心臓線維芽細胞が心不全
の治療標的になり得るかを検証する。

心臓線維芽細胞が心不全の病態にどのように寄与しているかをエピジェネティクス解析及
び動物モデル解析により明らかにすることで、本研究成果は今まで心筋細胞の疾患であると
考えられていた心不全の疾患概念を大きく変える可能性を秘めている。また、心不全の病態
に大きく関わる線維化の分子機序を解明することにより、心不全特異的な心臓線維芽細胞の
発生過程や特徴的な遺伝子発現を標的として、線維化を抑制するという心不全の新たな治療
選択肢が提唱できる。また、線維芽細胞の遺伝子発現パターンを基に心不全の病期を新たな
視点から定義することができるようになる。

結　果
まず、心筋梗塞時には線維芽細胞が線維化の進行に合わせて必要な役割を持った形態に分
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化していたことから、心不全時にも理にかなった分化をすると考えた。そこで心不全時に特
異的に出現するような線維芽細胞の存在を探る目的にsingle–cell RNA–seq （scRNA–seq）
を行った。マウスにTACを行い、健常状態のマウスとTAC後2週間程度の肥大心筋マウス、
TAC後12週以降の不全心マウスを用意し、その心臓を摘出して細胞をバラバラにして非心筋
細胞のみ抽出してからscRNA–seqを行った。TAC後、2週、12週と時間が経つにつれて心
室体重比や心室脛骨長比が上昇し、AZAN染色とimageJを用いた定量法でも線維化が増加
していることを確認した。scRNA–seqで得られた結果からtSNEという次元削減法を用いて
非心筋細胞を遺伝子発現に基づいて分類したところ、PdgfrαやTcf21、Col1a1を発現して
いる細胞である線維芽細胞は大まかに2種類に分かれた（図1）。さらに線維芽細胞のみを取
り出して同様の方法で再分類したところ、健常心及び肥大心、不全心合わせて遺伝子発現の
異なる6つの線維芽細胞集団が存在することがわかった。そのうち、心不全期の心臓でのみ
出現する線維芽細胞集団が存在することを見出し、この細胞の解析を行うこととした（図1）。

図1　scRNA-seqによる心臓線維芽細胞分類までの実験スキーム

この細胞は、健常心及び肥大心では存在せず不全心でのみ出現する細胞であり、既報
において傷害時に活性化された線維芽細胞で発現していたPostnは発現していたが、心
筋梗塞時とは異なり、α–SMAや骨軟骨系の遺伝子発現は見られず、心筋梗塞で出現する
MyofibroblastやMatrifibrocyteとは異なる線維芽細胞であると考えた。またscRNA–seq
のデータの解析からがん遺伝子であるc–Mycがこの心不全特異的な心臓線維芽細胞におい
て時期及び細胞特異的に発現していることがわかり、この心不全特異的な心臓線維芽細胞に
おいて重要な役割を果たしている可能性が考えられた。

そこでまずは、in silicoにて見出したこのc–Myc陽性の心不全特異的心臓線維芽細胞の
存在をin vivoで確認した。c–Mycのexon 2にGFPをKIしてc–Mycを標識したマウスを
用いて免疫染色を行ったところ、TAC0wでは存在していなかったc–Myc陽性心臓線維芽
細胞がTAC12wのマウスでは出現していることを確認した（図2）。また、TAC0wマウスと
TAC12wマウスの心臓を摘出しFACSを行ったところ線維芽細胞マーカーのPdgfrαとc–
Mycのdouble positiveなグループをTAC12wでのみ認めた（図2）。さらに、TAC0wマウ
スとTAC12wマウスの心臓を摘出し心臓線維芽細胞のみをprimary cultureし、そのタン
パク質を回収しWestern blotしたところ、タンパク質レベルでもc–Mycの発現がTAC12w
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で特異的に認められた（図2）。ここまでの結果から、in silicoにて確認されたc–Myc陽性
の心不全特異的心臓線維芽細胞は実際にマウスの心臓に存在することが示された。

図2　c-Myc陽性の心不全特異的心臓線維芽細胞の存在証明

次に、c–Myc陽性の心不全特異的心臓線維芽細胞の機能解析を行う目的で、c–Myc flox 
mouseとTcf21 iCre mouseを交配させることで心臓線維芽細胞特異的c–Myc KOマウスを、
CAG promoter下にSTOP配列がloxPに挟まれていて、さらにその下流にc–Myc遺伝子が
入っているマウスとTcf21 iCre mouseを交配させることで心臓線維芽細胞特異的c–Myc過
剰発現 （OE）マウスを作成し、不全心の線維芽細胞におけるc–Mycの役割を検証すること
とした。Tcf21 iCre–c–Myc flox mouse及びTcf21 iCre–c–Myc STOP flox mouseにTAC
を施したのちにタモキシフェン （TAX）でCreを誘導してc–Myc KOとc–Myc OEをし、心
機能や遺伝子発現を、TAXによる誘導をしていない各々の系統マウスのそれと比較した。
その結果、TACを施したOE mouseにおいて心機能の低下がcontrolに比較して顕著となり、
一方でTACを施したKO mouseでは心機能の低下が抑制された（図3）。また、生存曲線を

図3　c-Myc KO/c-Myc OEマウスのエコー所見（左）と生存曲線（右）
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作成したところ、controlに比べてKO mouseは生存率が上昇し、OE mouseは生存率が著
明に低下し、これはエコーの結果と矛盾しなかった（図3）。このことから線維芽細胞におけ
るc–Mycは何らかの機序で心機能を低下させ心不全増悪に働いていることが考えられた。

そこで今度はこれらの機序を解明する目的でin vitroの解析を行うこととした。成獣マウ
スの心臓を摘出し、心臓線維芽細胞のみを抽出して初代培養し、pMXsレトロウイルスベク
ターを用いてcMycをその成獣マウス心臓線維芽細胞に過剰発現させることとした。pMXs
レトロウイルスベクターにPuromycineとc–Mycを導入したプラスミドをPLAT–E細胞に
導入し、それを線維芽細胞に感染させた。感染後、Puromycineでselectionし純化した（図4）。

ここでc–Mycを過剰発現した心臓線維芽細胞とpMXsのc–Mycが入っていないベクター
を導入したコントロール線維芽細胞の遺伝子発現をRNA–seqを用いて網羅的に比較したと
ころ、c–Myc過剰発現細胞で有意に炎症及び線維化に関連する遺伝子群の発現の低下を認
めた（図4）。このことからはc–Myc陽性の心不全特異的心臓線維芽細胞は、in vitroにおい
ては心不全の進行を抑制するような働きをすることが予想された。しかし、これはin vivo
の結果を矛盾するため、実際にはc–Myc陽性の心不全特異的心臓線維芽細胞は単独ではな
く他の細胞と相互作用することで心不全の進行に寄与しているものと予想された。

図4　c-Myc陽性心不全特異的心臓線維芽細胞の機能解析 (RNA-seq)

そこで、c–Myc陽性の心不全特異的心臓線維芽細胞が何らかの液性因子を分泌し心筋細
胞に働きかけることで心不全の病態に寄与していると仮説を立てて、c–Mycを過剰発現し
た心臓線維芽細胞の培養液をconditional mediumとして心筋細胞に添加して培養し、心筋
細胞の変化を観察することとした。

考　察
我々は今回の研究により、不全心に特異的に出現する心臓線維芽細胞集団を見つけ、その

細胞集団ではc–Mycが特徴的に発現していることを見出した。さらに、その線維芽細胞に
おいてc–Mycは心不全の進行に寄与していることが示唆された。その一方で、c–Mycを心
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臓線維芽細胞で過剰発現させその遺伝子発現を網羅的に解析したところ、その細胞自体は炎
症や線維化に関連した遺伝子群の発現が低下しており、心不全の進行を抑制する働きが予想
される結果であった。

これらのことから、in vivoではc–Myc陽性心不全特異的心臓線維芽細胞は別の細胞と相
互作用することによって心不全の進行に寄与しているという仮説が立てられた。そこで、今
後はこのc–Myc陽性心不全特異的心臓線維芽細胞が何らかの液性因子を分泌し、それが心
筋細胞に作用し心不全の進行、心機能の低下を引き起こす可能性を考え、液性因子の探索を
行っていくこととしている。現時点では、文献的検索の結果、いくつかのサイトカインが心
臓線維芽細胞から分泌され炎症細胞を惹起して炎症を引き起こし心不全の進行を促す可能性
やmicro RNAが心臓線維芽細胞から分泌され、心筋細胞で胎児性遺伝子の発現が促進し、
その結果心機能の低下を促す可能性が考えられ検証中である。

要　約
不全心に特異的に出現する心臓線維芽細胞集団を見つけ、その細胞集団ではc–Mycが特

徴的に発現していることを見出した。さらに、その線維芽細胞においてc–Mycは心不全の
進行に寄与していることが示唆された。その一方で、c–Mycを心臓線維芽細胞で過剰発現
させその遺伝子発現を網羅的に解析したところ、その細胞自体は炎症や線維化に関連した遺
伝子群の発現が低下しており、心不全の進行を抑制する働きが予想される結果であった。

これらのことから、in vivoではc–Myc陽性心不全特異的心臓線維芽細胞は別の細胞と相
互作用することによって心不全の進行に寄与しているという仮説が立てられた。
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