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I .緒言  

 

肺動脈性肺高血圧症 ( p u l m o n a r y  a r t e r i a l  h y p e r t e n s i o n :  PAH )は、肺

動脈壁のリモデリング・肥厚を介した内腔の狭窄による肺動脈圧の

亢進 (右心カテーテル検査で平均肺動脈圧が 2 5  m m H g 以上 )を臨床所

見とする慢性進行性疾患である [ 3 5 ]。我が国において PA H は難治性

呼吸器疾患 (指定難 病 )に指定されてお り、その患者数は 年々増加傾

向にある。 PA H 患者における肺動脈圧亢進による右心後負荷の増大

は 右 心 肥 大 を 誘 発 し 、 や が て は 致 死 的 な 右 心 不 全 を 発 症 す る

[ 3 5 , 9 7 , 9 8 ]。 2 0 年以上前までの PA H 治療には血管拡張作用を期待し

てカルシウム拮抗薬が使用されていたが、多くの PA H 患者にとって

有効な治療法とは成り得なかった [ 9 4 ]。一方、 1 9 9 0 年代後半からは

ホスホジエステラーゼ 5 阻害薬、エンドセリン受容体拮抗薬やプロ

スタサイクリン製剤など数多くの肺動脈拡張薬が開発・臨床応用さ

れるようになり、現在までに PA H 患者の予後や生存率はかなり改善

されてきている [ 1 ]。しかしながら、突発性または家族性 PA H 患者を

対象として国内で行われた調査によると現在の治療法を持ってして

も患者の平均余命は 1 5 年程度であり、新たな PA H 治療法の開発が

待ち望まれている [ 6 7 ]。 PA H 患者の主な死亡原因は右心不全である

[ 9 8 ]。このことか ら、右心不全の 制 御を標的とした 治 療法の開発が

PA H 患者のさらなる予後改善に繋がることが期待される。現在、急

性右心不全を発症した PA H 患者に対し、心機能の維持を目的として

ミルリノンやドブタミンなどの強心薬を用いた対症療法が行われて

いるが、これら の 長期的予後改善 効 果のエビデンス は 乏しい [ 5 5 ]。

PA H 誘発右心不全を予防・治療するための新規薬物の開発が待ち望

まれるが、そのためには未だ不明な点が多い PA H 誘発右心不全の発
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症・進展機構の解明が喫緊の課題である。  

細 胞 間 隙 に 存 在 す る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス ( e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x :  

E C M )は組織構造の保持に働くコラーゲン、フィブロネクチンやプロ

テオグリカンなどで構成される高分子複合体であり、細胞 -細胞間あ

るいは細胞 - E C M 間の情報伝達を媒介することで細胞増殖、遊走や

分化など様々な細胞機能を調節する (図 1 ) [ 2 , 9 3 , 9 6 ]。近年、心不全患

者 あ る い は 心 疾 患 モ デ ル 動 物 に お い て 、 E C M 分 解 断 片 群

m a t r i c t y p t i n s や分泌型 E C M 成分 m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s などの E C M

関連タンパク質の血中濃度や心臓組織における発現が増加すること

が報告されている [ 2 3 , 7 3 ]。また、圧負荷誘発心肥大や心筋梗塞モデ

ル動物において様々な m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s が心肥大や心線維化に

関与することが明らかになっている [ 2 3 ]。一方、 PA H 患者や PA H モ

デル動物においても、いくつかの E C M 関連タンパク質の心臓にお

ける発現レベルが変動することが報告されている [ 4 , 2 5 , 3 4 , 6 5 ]。この

ことから、PA H 誘発右心不全の発症・進展において、これら E C M 関

連タンパク質が重要な役割を担う可能性が考えられるが、現在のと

ころほとんど明らかにされていない。そこで本研究は、E C M 関連タ

ンパク質を介した右心不全の発症・進展機構を解明し、新規 PA H 誘

発右心不全治療薬の標的となる因子を探索することを目的とした。  

近 年 、 PA H 患 者 に お い て X V I I I 型 コ ラ ー ゲ ン  1 鎖 由 来 の

m a t r i c r y p t i n である e n d o s t a t i n の血中濃度が増加することが報告され

ており、病態と の 関連が示唆され て いる [ 1 9 ]。そこで 第一章では、

PA H 誘発右心不全の発症・進展における e n d o s t a t i n の病態生理学的

役割の解明を目的とし、モノクロタリン ( m o n o c r o t a l i n e :  M C T )誘導性

PA H モデルラットの右心不全発症・進展における役割を検討した。

PA H モデル動物の心臓において o s t e o p o n t i n  ( O P N )や t e n a s c i n  ( T n )  C
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などいくつかの m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s 発現が亢進することが明らか

になっているが [ 3 4 , 6 5 ]、未だ発現動態が不明なものが多く残されて

いる。そこで第二章では、M C T 投与 2 週後の右心肥大あるいは 3 週

後の右心不全を発症したラットの右心室における各種 m a t r i c e l l u l a r  

p r o t e i n s  m R N A 発現の変化を検討した。心臓組織において非心筋細

胞の大半を占める心線維芽細胞は、E C M 関連タンパク質の主要な産

生源であり、心臓の恒常性維持において重要な役割を担う [ 2 , 11 ]。一

方、心線維芽細胞は心疾患の発症・進展時に形質転換し、増殖、遊

走や E C M 産生能などの亢進を介して病態形成に関わると考えられ

ている [ 6 3 ]。しかしながら、 PA H 誘発右心不全における右心室線維

芽細胞の形質は不明である。そこで第三章では、M C T 誘導性 PA H モ

デ ル ラ ッ ト の 右 心 室 由 来 線 維 芽 細 胞 ( r i g h t  v e n t r i c u l a r  f i b r o b l a s t :  

RV F b )の形質を解析した。さらに第四章では、第二章 において M C T

誘導性 PA H モデ ルラットの不全心において発現が増加することを

明らかにした p e r i o s t i n  ( P O S T N )が RV F b の機能調節を介して右心不

全の発症要因と成り得るか検討した。   
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図 1  心臓細胞外マトリックス ( e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x :  E C M )の模式図
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I I .第一章  

 

X V I I I 型コラーゲン分解断片 e n d o s t a t i n は右心室心筋細胞の T 型 C a 2 +

チャネル活性抑制を介して PA H 誘発右心不全を改善する   
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1 .緒言  

 

細胞内 C a 2 +濃度 ( [ C a 2 + ] i )の変化は、細胞増殖、遊走、分化、形質転

換、ネクローシスやアポトーシスなど様々な細胞機能調節に関わる

[ 6 , 9 , 2 9 ]。興奮性細胞における主要な C a 2 +流入装置である電位依存性

C a 2 +チャネルには、L 型、 P / Q 型、N 型、R 型及び T 型の 5 種のサブ

タイプがある [ 1 0 5 ]。心筋細胞には L 型と T 型が発現し、このうち高

電位活性型の L 型 C a 2 +チャネル ( L - t y p e  C a 2 +  c h a n n e l :  LT C C )は、心筋

細胞の興奮 -収縮連関の開始を担う [ 5 3 ]。一方、低電位活性型の T 型

C a 2 +チャネル ( T- t y p e  C a 2 +  c h a n n e l :  T T C C )は、平滑筋や腫瘍細胞の増

殖、分泌細胞のホルモン分泌、神経細胞の活動電位の発火や 心臓洞

房結節における洞調律を制御することが知られている [ 1 0 5 ]。心室筋

細胞においては、胎生期にのみ T T C C は発現し、生後 1 週間程でそ

の発現は消失する [ 5 3 ]。しかしながら、 PA H や全身性高血圧症によ

る圧負荷誘発心肥大や拡張型心筋症を起こした心臓において、T T C C

は 心 室 筋 細 胞 に 再 発 現 し 、 細 胞 内 へ の 持 続 す る C a 2 +流 入 を 介 し て

C a 2 +依存性シグナル経路の活性化や電気的リモデリングを誘導し心

肥大や不整脈発症の要因となる [ 1 4 , 5 0 , 9 1 ]。T T C C の孔形成  1 サブユ

ニットには C a v 3 . 1 ,  3 . 2 及び 3 . 3 の 3 種のアイソフォームが存在する

[ 1 0 5 ]。C a v 3 . 2 遺伝子欠損マウスでは野生型マウスと比べて圧負荷誘

発心肥大が減弱することが報告されている [ 1 4 ]。  

PA H 患者において、基底膜 E C M の構成成分である X V I I I 型コラ

ーゲン  1 鎖の C 末端分解断片 e n d o s t a t i n の血中濃度が増加するこ

とが報告されている [ 1 9 , 8 8 ]。このことから PA H 誘発右心不全におい

て e n d o s t a t i n が何らかの役割を担う可能性が考えられるが、未だ検

討はなされていない。 E n d o s t a t i n は強力な抗血管新生作用を有する
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内因性生理活性物質であり、中国では非小細胞性肺がんに対する抗

腫瘍薬として認可されている [ 5 9 , 8 8 ]。一方、e n d o s t a t i n は神経膠芽腫

細胞株 U 8 7 において T T C C 活性阻害を介して増殖と遊走を抑制する

ことも明らかにされている [ 1 0 8 , 1 0 9 ]。当研究室ではこれまで、ヒト、

マウスやラットと異なり成体においても T T C C を発現するモルモッ

トの心室筋細胞において、 e n d o s t a t i n が T T C C 電流 ( I C a T )を抑制する

ことを明らかにした [ 1 0 3 ]。そこで第一章では、 M C T 誘導性 PA H モ

デルラットの右心室由来心筋細胞に再発現した T T C C の活性に及ぼ

す e n d o s t a t i n の影響を検討した。さらに R N A 干渉法による e n d o s t a t i n

発現抑制が M C T 投与ラットの右心不全発症・進展に及ぼす影響を

検討することにより、 PA H 誘発右心不全における e n d o s t a t i n の病態

生理学的役割を検討した。  

 

2 .実験材料および 実験方法  

 

2 - 1 .実験材料  

2 - 1 - 1 .試薬  

M C T  (和光純薬 ,大阪 )、 r e c o m b i n a n t  m o u s e  e n d o s t a t i n、 c o l l a g e n  1 8  

 1  c h a i n  ( C O L 1 8 A 1 )  s m a l l  i n t e r f e r i n g  R N A ( C O L 1 8  s i R N A )及び

c o n t r o l  ( c o n t )  s i R N A (ニッポンジーン ,富山 )。  

 

2 - 1 - 2 .一次抗体  

抗 t o t a l - a c t i n  ( t - a c t i n )抗体 ( S i g m a - A l d r o c h ,  S t .  L o u i s ,  M O ,  U S A )、

抗 e n d o s t a t i n 抗体 ( B i o s s ,  Wo b u r n ,  M A ,  U S A ;  S a n t a  C r u z  

B i o t e c h n o l o g y,  S a n t a  C r u z ,  C A ,  U S A )。  
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2 - 1 - 3 .二次抗体  

H o r s e r a d i s h  p e r o x i d e s  ( H R P )標識抗ウサギ I g G 抗体及び H R P 標識

抗マウス I g G 抗体 ( A m e r s h a m  B i o s c i e n c e s ,  B u c k i n g h a m s h i r e ,  U K )。  

 

2 - 1 - 4 .使用動物  

動物の飼育および取り扱いは北里大学動物実験倫理委員会の承認

後 (承認番号 1 5 - 0 2 1 )、北里大学動物実験委員会規定のガイドライン

を遵守して行った。実験には 4 - 8 週齢の雄性 Wi s t a r ラット (日本ク

レア ,東京 )を使用した。ラットは使用時まで本学部 5 号館 2 階の小

動物飼育室において室温 2 3 . 0 ± 2  ° C、湿度 5 0 - 6 0 %、 1 2 時間 / 1 2 時間

の概日周期下で、固形飼料 ( C E - 2 ,日本クレア )を給餌し自由飲水で

飼育した。  

 

2 - 1 - 5 .使用細胞  

H 9 c 2 心筋芽細胞 ( p a s s a g e  3 0 - 4 0 ,  AT C C ,  M a n a s s a ,  VA ,  U S A )は、

1 0 %ウシ胎児血清 ( f e t a l  b o v i n e  s e r u m :  F B S ,  G i b c o / L i f e  T e c h n o l o g i e s ,  

U K )を含む 1 %抗生物質 -抗真菌剤混合溶液 ( 1 0 0  U / m l  p e n i c i l l i n ,  1 0 0  

m g / m l  s t r e p t o m y c i n ,  0 . 2 5  m g / m l  a m p h o t e r i c i n  B ,ナカライテスク ,京

都 )添加 D u l b e c c o ’ s  M o d i f i e d  E a g l e ’ s  M e d i u m  ( D M E M ,  S i g m a - A l d r i c h )

中で培養した ( 3 7  ° C ,  5 %  C O 2 )。コンフルエントになった細胞を

0 . 0 5 %  T r y p s i n - e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  ( E D T A )  (ナカライテス

ク )により剥離後、 1 0 %  F B S 添加 D M E M 中に懸濁して新たなシャー

レに播種し継代した。細胞を 6 - w e l l シャーレに播種し、培養後に

実験に用いた。  
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2 - 2 .実験方法  

2 - 2 - 1 .  M C T 誘導性 PA H モデル  

M C T を 1  N  H C l により溶解後、 1  N  N a C l で p H 7 - 8 に中和した。そ

の後、滅菌生理食塩水を加えて 2 4  m g / m l の M C T 溶液とした。4 - 5 週

齢の雄性 Wi s t a r ラットに M C T  ( 6 0  m g / k g )を単回腹腔内投与し、M C T

誘導性 PA H モデル ( M C T 群 )を作製した。対照群 ( C o n t 群 )には等量の

滅菌生理食塩水を投与した。  

 

2 - 2 - 2 .右心室心筋細 胞の単離  

M C T あるいは滅菌生理食塩水の投与から 3 週後のラットにペン

ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム 溶 液 ( 7 0  m g / k g ,ナ カ ラ イ テ ス ク )を 腹 腔

内投与し、深麻酔した。その後、ラットに気管カニューレを挿管し、

ベ ン チ レ ー タ ー ( M O D E L  S N - 4 8 0 - 7 ,シ ナ ノ 製 作 所 ,東 京 )に よ る 送 気

(換気量 4  c c ,  5 5 回 /分 )下で開胸し心臓を摘出した。摘出した心臓を

L a n g e n d o r f f 灌流装置に設置し、 1 0 0 %  O 2 で酸素化した 3 7  ° C の n o r

m a l  4 - ( 2 - h y d r o x y e t h y l ) - 1 - p i p e r a z i n e e t h a n e s u l f o n i c  a c i d  ( H E P E S ) - Ty r

o d e 溶液 [ 1 4 3  m M  N a C l ,  5 . 4  m M  K C l ,  0 . 3 3  m M  N a H 2 P O 4･2 H 2 O ,  0 .

5  m M  M g C l 2 ･ 6 H 2 O ,  5 . 5  m M  G l u c o s e ,  5  m M  H E P E S ,  1 . 8  m M  C a C l

2  ( C a 2 + - f r e e  n o r m a l  H E P E S - Ty r o d e 溶液は含まない ) ,  1  N  N a O H で

p H 7 . 4 に調整 ]を大動脈より逆行性に冠血管に 1 0 分間灌流し瀉血し

た。その後、 C a 2 + - f r e e  n o r m a l  H E P E S - Ty r o d e 溶液を 1 0 分間灌流し

た後、 0 . 0 2 %  ( w / v )コラゲナーゼ (和光純薬 )添加 C a 2 + - f r e e  n o r m a l  H

E P E S - Ty r o d e 溶液を 4 0 - 6 0 分間灌流した。コラゲナーゼ処置後、修

正 K r a f t - B r u h e  ( K B )溶液 ( 7 0  m M  K O H ,  5 0  m M  L - G l u t a m i c  a c i d ,  4 0

 m M  K C l ,  2 0  m M  Ta u r i n e ,  2 0  m M  K H 2 P O 4 ,  3  m M  M g C l 2 ･ 6 H 2 O ,  1

0  m M  G l u c o s e ,  1  m M  E G TA ,  1 0  m M  H E P E S ,  1 N  K O H で p H 7 . 4 に
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調整 )を灌流して洗浄した後、心臓から右心室を分離し、修正 K B 溶

液中で震盪することで心室筋細胞を単離した。細胞は 2 - 2 - 3 .  C a 2 +チ

ャネル電流測定で使用するまで 4  ° C の冷蔵庫内で保存した。  

 

2 - 2 - 3 .  R N A 抽出と p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R )  

滅菌 T B Sにより洗浄した細胞を I S O G E N  (和光純薬 )または T R I  

R E A G E N T  ( M o l e c u l a r  R e s e a r c h  C e n t e r ,  M o n t g o m e r y,  O H ,  U S A )を用い

て可溶化した後、定法に従いフェノール -クロロホルム抽出、エタ

ノール沈澱を行って総 R N Aを抽出した。 1  μ gの総 R N Aを R e v e r Tr a  

A c e  q P C R  m a s t e r  m i x  (東洋紡 ,大阪 )を用いて逆転写反応により c D N A

にした後、 Q u i c k  Ta q  ( R )  H S  D y e M i x  (東洋紡 )を用いて P C Rを行った

[ 9 4  ° C ,  2分 →  ( 9 4  ° C ,  3 0秒 → 6 2  ° C ,  3 0秒 → 6 8  ° C ,  3 0秒 ,  C a v 3 . 1 :  2 7  

c y c l e ,  C a v 3 . 2 :  2 9  c y c l e ,  C a v 3 . 3 ,  g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  

d e h y d r o g e n a s e  ( G A P D H ) :  3 5  c y c l e ) ]。 P C R増幅産物は 1 . 5 %アガロー

スゲル電気泳動により分離した。 R e a l - t i m e  P C Rは T H U N D E R B I R D  

S Y B R  q P C R  M i x  (東洋紡 )を用いて 9 6 - w e l l  P i k o R e a lリアルタイム

P C Rシステム ( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c ,  Wa l t h a m ,  M A ,  U S A )により行

った [ 9 5  ° C ,  1分 →  ( 9 5  ° C ,  1 5秒 → 6 0  ° C ,  3 0秒 ) ,  4 0  c y c l e → 6 0  ° C ,  3 0

秒 ]。全ての m R N A発現量は Δ Δ C q法により解析した。使用したプラ

イマーの配列は表に示した (表 1 )。  

 

2 - 2 - 4 .  C a 2 +チャネ ル電流測定 (パッチ クランプ法 )  

C a 2 + チ ャ ネ ル 電 流 の 測 定 と 記 録 は P a t c h / W h o l e  C e l l  C l a m p  

A m p l i f i e r  C E Z - 2 4 0 0  (日本光電 ,東京 )と C l a m p e x  6 . 0 または 1 0 ソフト

ウェア ( M o l e c u l a r  De v i c e s / A x o n  I n s t r u m e n t s ,  U n i o n  C i t y,  C A ,  U S A )を

用いてパッチクランプ法の v o l t a g e - c l a m p  m o d e で行った。細胞を倒
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立顕微鏡 ( I M T- 2 ,オリンパス ,東京 )に装着した灌流槽 ( 1  m l )に播種し、

N a + - K + - f r e e の b a t h 溶液 [ 1 3 7  m M  Tr i s  ( h y d r o x y m e t h y l )  a m i n o m e t h a n e ,  

1  m M  M g C l 2･6 H 2 O ,  5 . 4  m M  C a C l 2 ,  2 0  m M  C s C l ,  5  m M  G l u c o s e ,  1 0  N  

H C l で p H 7 . 4 に調整 ]を流速 3  m l /分で表面灌流した。灌流液の温度

は 3 7 ± 1  ° C に 保 っ た 。 ガ ラ ス ピ ペ ッ ト は ガ ラ ス 管 ( 1 . 5  ×  9 0  m m ,  

M O D E L G - 1 . 5 ,ナリシゲ ,東京 )をプーラー ( M O D E L P C - 1 0 ,ナリシゲ )で

引き伸ばして作製した。このガラスピペットに p i p e t t e 溶液 ( 1 2 5  m M  

C s O H ,  5  m M  AT P - M g ,  1 5  m M  E G TA ,  2 0  m M  T E A - C l ,  1 0  m M  H E P E S ,  1  

N  C s O H で p H 7 . 2 に調整 )を充填してガラス電極とした。この状態の

ガラスピペットの電気抵抗は 2 - 3  M Ω であった。電極の先端を細胞

膜に密着させギガオームシールを形成した後、電極内に陰圧をかけ

て細胞膜を破り w h o l e - c e l l  c l a m p 状態を形成した。その後、保持電

位 - 5 0  m V からテスト電位 0  m V への脱分極刺激を 1 0 秒おきに加え

て約 5 分間安定化させた。保持電位を - 9 0  m V とし、 - 8 0  m V から - 6 0  

m V まで 1 0  m V ずつ脱分極刺激を与えることで全 C a 2 +チャネル電流

[高電位活性型である LT C C 電流 ( I C a L )と低電位活性型である T T C C

電流 ( I C a T )を合わせたもの ]を測定した。次に保持電位を - 5 0  m V とし、

- 4 0  m V から - 6 0  m V の脱分極刺激を与えることで、高電位活性型電

流である I C a L のみを測定した。 I C a T は全 C a 2 +チャネル電流と I C a L の

差分 ( s u b t r a c t i o n )をとることで評価した。各種薬物は b a t h 溶液中に

溶解し、細胞に表面灌流することで処置した。  

 

2 - 2 - 5 .タンパク質抽 出と We s t e r n  b l o t t i n g  

滅菌 Tr i s - b u f f e r e d  s a l i n e  ( T B S )で洗浄した細胞に、 0 . 1 %  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r  m i x t u r e  (ナカライテスク )添加 l y s i s  b u f f e r  [ 1 %  Tr i t o n  X - 1 0 0 ,  

2 0  m M  Tr i s  H C l ,  1 5 0  m M  N a C l ,  1 m M  E D TA ,  1  m M  E G TA ,  2 . 5  m M  
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s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e ,  1  m M  β - g l y c e r o l  p h o s p h a t e ,  1  m M  N a 3 V O 4 ,  1  

 g / m l  l e u p e t i n  ( C e l l  S i g n a l i n g  Te c h n o l o g y,  D a n v e r s ,  M A ,  U S A ) ]を加え

て可溶化した。可溶化した抽出液を遠心分離 ( 1 3 , 0 0 0  r p m ,  4  ° C ,  1 0 分 )  

後、上清を回収してタンパク質サンプルとした。サンプル中のタン

パク質濃度は b i c i n c h o n i n i c  a c i d 法 ( P i e r c e ,  R o c k f o r d ,  I L ,  US A )を用い

て定量した。 1 0   g のタンパク質サンプルを s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e –

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S DS - PA G E )で分離 ( 8 0 - 1 2 0  V,  1 . 5 - 2

時 間 )後 、 p o l y v i n y l i d e n e  f l u o r i d e  ( P V D F )膜 ( AT T O ,東 京 )に 転 写 し た

( 4 0 0  m A ,  1 . 5 時間 )。転写膜を 0 . 5 %スキムミルクでブロッキング後、

一次抗体 ( 1 : 5 0 0 希釈 )を反応させた ( 4  ° C ,オーバーナイト )。翌日、ペ

ルオキシダーゼ標識二次抗体 ( 1 : 1 0 , 0 0 0 希釈 )を反応させた ( 6 0 分 )後、

E Z - E C L s y s t e m  ( B i o l o g i c a l  I n d u s t r i e s ,  K i b b u t z ,  B e i t - H e a m e k ,  I s r a e l )を

用いて可視化した。サンプルのイコールローディングは抗 t - a c t i n 抗

体で確認した。可視化バンドは C S  A n a l y z e r  3 . 0  s o f t w a r e  ( AT T O )を用

いて定量解析した。  

 

2 - 2 - 6 .  R N A 干渉法  

6 - w e l l シャーレ中の H 9 c 2 心筋芽細胞に 1 - w e l l あたり 2 . 4  µ g の

C O L 1 8  s i R N A あるいは c o n t  s i R N A を G e n e P O RT E R  2  Tr a n s f e c t i o n  

R e a g e n t  ( G e n l a n t i s ,  S a n  D i e g o ,  C A ,  U S A )を用いて最終濃度 2 0 0  n M で

トランスフェクションした。 s i R N A 投与 2 4 時間後に m R N A を、 4 8

時間後にタンパク質を抽出し、 C O L 1 8  s i R N A による e n d o s t a t i n 発現

抑制効果を確認した。  

その後、 i n  v i v o で s i R N A 投与実験を行った。 M C T あるいは滅菌

生理食塩水の投与から 1 週後のラットをイソフルラン (和光純薬 ,  1 . 8  

L /分 ,  1 - 3 % )により吸入麻酔し、頚部皮膚を切開後、右頚静脈を露出
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した。次に i n  v i v o  j e t - P E I  ( M o l e c u l a r  R e s e a r c h  C e n t e r )を用いて、 2 0  

μ g の C O L 1 8  s i R N A あるいは c o n t  s i R N A を総量 3 0 0  μ l になるように

5 %  g l u c o s e 溶液で希釈し、右頚静脈より投与した。圧迫止血の後に

皮膚を縫合した。 C o n t 群に c o n t  s i R N A を投与した群 ( C o n t - c o n t  s i

群 )、 C o n t 群に C O L 1 8  s i R N A を投与した群 ( C o n t - C O L 1 8  s i 群 )、 M C T

群に c o n t  s i R N A を投与した群 ( M C T- c o n t  s i 群 )、 M C T 群に C O L 1 8  

s i R N A を投与した群 ( M C T- C O L 1 8  s i 群 )の 4 群を作製した。 s i R N A 投

与から 1 週後に心エコーによる心機能検査、臓器の摘出と重量測定

ならびに組織学的検索を行った。また M C T 投与後から 2 週間のラ

ットの生存率を検討した。使用した s i R N A 配列は表に示した (表 1 )。  

 

2 - 2 - 7 .心エコー検査  

ラットをイソフルラン ( 1 . 8  L /分 ,  1 - 3 % )吸入麻酔下で腹位に保定し、

i E 3 3  ( P h i l i p s ,  WA ,  U S A )を用いて心機能検査を行った。心拍数 ( H e a t  

r a t e :  H R )が 4 0 0 ± 2 0 になるよう麻酔深度を調整した。心尖部四腔断面

像から M モードを用いて三尖弁輪部収縮期移動距離 ( t r i c u s p i  a n n u l a r  

p l a n e  s y s t o l i c  e x c u r s i o n :  TA P S E )を測定し、右心収縮機能を評価した。

心基部短軸断面像からパルスドップラーモードを用いて肺動脈血流

の加速時間 ( a c c e r e l a t i o n  t i m e :  A c T )と駆出時間 ( e j e c t i o n  t i m e :  E T )を

測定し、肺高血圧の指標となる A c T / E T 比を算出した。  

 

2 - 2 - 8 .組織学的検索  

ラット にペン トバ ルビタ ー ル ( 7 0  m g / k g )を腹腔 内投 与し 、深麻酔

下で心臓と肺を摘出した。摘出した心臓から左心室と右心室を分離

した。組織の重量を測定後、右心室の一部を組織学的検索のために

1 0 %中性緩衝ホルマリン液 (和光純薬 )に浸漬し、 4  ° C で固定した。
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固定した右心室組織を 3 7  ° C で一晩再固定し、水道水で 6 時間水洗

した。組織をパラフィンに置換 [ 7 0 %エタノール ( 2 時間 ) → 8 0 %エタノ

ー ル ( 2 時 間 ) → 9 0 % エ タ ノ ー ル ( 2 時 間 ) → 9 9 % エ タ ノ ー ル ( 2 時

間 ) → 1 0 0 %エタノール ( 2 時間×2 ) →キシレン ( 2 時間×3 ) →加熱したパ

ラフィン ( 6 0  ° C ,  2 時間×2 )の順に浸漬 ]し包埋した後、組織標本ブロ

ックを作製した。組織標本ブロックをミクロトーム ( P R - 5 0 ,大和光機 ,

埼玉 )に設置し、 4  μ m の厚さで薄切した。薄切切片を 4 2  ° C に加温

した蒸留水に浮かべ伸展させてからスライドガラスに載せ乾燥させ

た ( 4 2  ° C ,オーバーナイト )。脱パラフィン [キシレンまたはレモゾー

ル ( 5 分×3 ) → 1 0 0 %エタノール ( 2 分×2 ) → 9 5 %エタノール ( 2 分 ) → 8 0 %

エタノール ( 2 分 ) → 7 0 %エタノール ( 2 分 ) → 5 0 %エタノール ( 2 分 ) →蒸

留水 ( 5 分 )の順に浸漬 ]した後、 h e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  ( H & E )染色と免

疫組織化学染色に用いた。免疫組織化学染色は D a k o  L S A B 2  K i t / H R P 

( D A B ,  D a k o ,  G l o s t r u p ,  D e n m a r k )を用いて a v i d i n - b i o t i n  c o m p l e x  ( A B C )

法により定法に従い行った。  

 

2 - 3 .統計解析  

実験データは平均値 ±標準誤差で表した。 2 群間の比較には

S t u d e n t - t 検定を用いた。また多群比較には A N O VA で分散分析した

後に Tu k e y の p o s t - h o c  t e s t により全ての 2 群間の比較を行い評価し

た。危険率 5 %未満 ( p < 0 . 0 5 )を有意差ありと判断した。  

 

3 .結果  

 

3 - 1 .  M C T 投与ラットの右心室由来心 筋細胞における I C a T の測定  

M C T投与ラットの右心室では C a v 3 . 1及び C a v 3 . 2の m R N A発現が有
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意に亢進した (図 2 A ,  n = 6 ,  図 2 B ,  C a v 3 . 1 ,  C o n t :  n = 5 ,  M C T:  n = 6 ;  

C a v 3 . 2 ,  n = 6 ,  p < 0 . 0 5 )。これらの結果は Ta k e b a y a s h iらの報告と一致し

ており [ 9 1 ]、 M C T投与により右心室において T T C Cが再発現するこ

とを確認した。当研究室ではこれまで、モルモット心室筋細胞を用

いて保持電位 - 9 0  m Vからの脱分極刺激で得られる全 C a 2 +チャネル電

流と保持電位 - 5 0  m Vからの脱分極刺激で得られる I C a Lの差分として

検出される内向き電流が I C a Tであること確認している [ 1 0 3 ]。本章に

おいても同様の電流刺激プロトコルと灌流液を用いて I C a Tを測定し

た。 M C T投与ラットの右心室より単離した心筋細胞において I C a Tが

検出された (図 3 A ,  B ,  n = 6 ,  p < 0 . 0 5  a t  - 2 0  m V,  p < 0 . 0 1  a t  - 1 0  t o  4 0  m V )

が、 C o n t群の心筋細胞では検出されなかった (図 3 A ,  B ,  n = 5 )。  

 

3 - 2 .  M C T 投与ラッ トの右心室由来心 筋細胞における I C a T に及ぼ す

e n d o s t a t i n の影響  

M C T 投与ラットの右心室由来心筋細胞の I C a T に及ぼす e n d o s t a t i n

の影響を検討したところ、 e n d o s t a t i n  ( 3 0 0 ,  1 0 0 0  n g / m l ,  5 分 )処置は

I C a T を有意に抑制した (図 4 A ,  n = 1 4 ;図 4 B ,  n = 5 ,  p < 0 . 0 5 )。  

 

3 - 3 .  s i R N A 投与実 験  

H 9 c 2 心 筋 芽 細 胞 に お い て C O L 1 8  s i R N A 処 置 に よ り C O L 1 8 A 1  

m R N A 発現 (図 5 A ,  n = 6 ,  p < 0 . 0 5 )及び e n d o s t a t i n タンパク質発現 (図 5 B ,  

n = 3 ,  p = 0 . 0 5 7 )が減少することを確認した。ラットに C O L 1 8  s i R N A を

投与し e n d o s t a t i n タンパク質発現抑制を行った結果、 M C T- C O L 1 8  s i

群のみ生存率が低下した (図 6 ,  n = 1 0 )。心エコー検査 の結果、 M C T-

C O L 1 8  s i R N A 群では、 M C T- c o n t  s i 群と比較して TA P S E の低下が亢

進する傾向を示した (図 7 C ,  D ,表 2 ,  M C T- c o n t  s i :  n = 8 ,  M C T- C O L 1 8  s i :  
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n = 7 )。M C T を投与した両群で A c T と A c T / E T 比が有意に低下したが、

M C T- c o n t  s i 群と M C T- C O L 1 8  s i 群の間に差はなかった (図 7 G ,  H ,表

2 ,  M C T- c o n t  s i :  n = 9 ,  M C T- C O L 1 8  s i :  n = 8 )。組織重量の評価の結果、

M C T を投与した両群で肺重量が有意に増加したが、 M C T- c o n t  s i 群

と M C T- C O L 1 8  s i 群の間に差はなかった (表 3 ,  n = 9 )。 M C T- c o n t  s i 群

に お け る 右 心 室 重 量 /尾 部 長 比 [ r i g h t  v e n t r i c u l a r  w e i g h t  ( RV W ) / t a i l  

l e n g t h  ( T L ) ] 及 び 右 心 室 重 量 / 左 心 室 重 量 比 [ RV W / l e f t  v e n t r i c u l a r  

w e i g h t  ( LV W ) ]の増加を M C T- C O L 1 8  s i R N A は亢進する傾向を示した

(表 3 ,  n = 9 )。  

 

3 - 4 .組織学的検索  

右心室組織の免疫組織化学染色の結果、 M C T- c o n t  s i群において

e n d o s t a t i nタンパク質発現が亢進し (図 8 C ,  n = 7 ,  p < 0 . 0 5 )、 M C T- C O L 1 8  

s i群ではその増加が有意に抑制された (図 8 D ,  n = 8 ,  p < 0 . 0 5 )。 R e a l -

t i m e  P C Rにより右心室における C O L 1 8 A 1  m R N A発現を解析した結

果、同様の傾向が認められた (図 8 F ,  n = 3 - 7 )。 H & E染色の結果、

M C T- c o n t  s i群において心筋細胞の肥大化が観察された (図 9 C ,  

n = 7 )。一方、 M C T- C O L 1 8  s i群では心筋細胞の肥大化に加え、顕著

な心筋細胞密度の低下と拡大した細胞間隙への間質細胞の浸潤・増

生が観察された (図 9 D ,  n = 7 )。   
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プライマー配列  

Ta r g e t  P r i m e r  s e q u e n c e s  
A c c e s s i o n  

n u m b e r  

C a v 3 . 1  

F o r w a r d  5 ’ - G G G A A AT C T G A G C A A A G G G G - 3 ’  

N M _ 0 0 1 1 9 3 1 4 0  

R e v e r s e  5 ’ - C G G T G A C A C A G G A G A C G A A A - 3 ’  

C a v 3 . 2  

F o r w a r d  5 ’ - T C T T C AT T G T C AT G G C G G G C A - 3 ’  

N M _ 1 5 3 8 1 4  

R e v e r s e  5 ’ - C G C ATA C T G G G G A C T C G G T T- 3 ’  

C a v 3 . 3  

F o r w a r d  5 ’ - A A G C T G G T C T G C A AT G A C G A - 3 ’  

N M _ 0 2 0 0 8 4  

R e v e r s e  5 ’ - A G T T T T C A A A G G T G G C G T G C - 3 ’  

G A P D H a )  

F o r w a r d  5 ’ - G A G A AT G G G A A G C T G G T C AT- 3 ’  

N M _ 0 1 7 0 0 8  

R e v e r s e  5 ’ - G A A G A C G C C A G TA G A C T C C A - 3 ’  

C O L 1 8 A 1  

F o r w a r d  5 ’ - G G C C C G C AT C T T T T C T T T C G - 3 ’  

A F 1 8 9 7 0 9 . 1  

R e v e r s e  5 ’ - A G T C C T C C A C G T C T C A C A G T- 3 ’  

 

S m a l l  i n t e r f e r i n g  ( s i )  R N A配列  

Ta r g e t  S e q u e n c e s  
A c c e s s i o n  

n u m b e r  

C O L 1 8

A 1  

S e n s e  5 ’ - U C G U C A A C C U G A A G G A U G A d T d T- 3 ’  

A F 1 8 9 7 0 9 . 1  

A n t i s e n s e  5 ’ - U C A U C C U U C A G G U U G A C G A d T d T- 3 ’  

 

表 1  プライマー及び s i R N A 配列  

a )  G l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e .  
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図 2  M o n o c r o t a l i n e  ( M C T )投与ラットの右心室における C a v 3 アイソ

フォーム m R N A 発現  

( A )  M C T  ( 6 0  m g / k g )投与ラット ( M C T )と対照群 ( C o n t )の右心室より総

R N A を抽出し、 c D N A へ逆転写した後に r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  ( RT ) -

p o l y m e a r a s s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R )により C a v 3 . 1 ,  C a v 3 . 2 及び C a v 3 . 2  

m R N A 発 現 を 解 析 し た ( n = 6 ) 。 C a v 3 . 1 ,  C a v 3 . 2 ,  C a v 3 . 2 及 び

g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( G A P D H )  c D N A 増副産物

の典型的な電気泳動像。( B )  C a v 3 . 1  ( C o n t :  n = 5 ,  M C T = 6 ) ,  C a v 3 . 2  ( C o n t :  

n = 6 ,  M C T = 6 )及び C a v 3 . 3  ( C o n t :  n = 5 ,  M C T = 5 )  m R N A 発現を R e a l - t i m e  

P C R により解析した。Δ Δ C q 法により定量した G A P D H  m R N A に対す

る C a v 3  m R N A 発現量を C o n t 群で標準化した。 * p < 0 . 0 5  v s .  C o n t .   
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図 3  M C T 投与ラットの右心室由来心筋細胞における T 型 C a 2 +チャ

ネル電流 ( I C a T )の測定  

M C T  ( 6 0  m g / k g )投与ラット ( M C T )と C o n t群 ( C o n t )の右心室由来心筋

細胞における I C a Tを測定した。 ( A )  C o n t群 (左図 )及び M C T投与 (右図 )

ラットの右心室由来心筋細胞における I C a Tの典型図 (下段 )。保持電

位 ( h o l d i n g  p o t e n t i a l :  H P )  - 9 0  m V (上段 )と - 5 0  m V (中段 )から - 1 0  m V

への脱分極刺激で得られた電流実測値の差分を取ることで I C a Tを評

価した。 ( B )  I C a Tピーク値の電流 -電圧曲線。得られた電流ピーク値

( p A )を細胞膜容量 ( p F )で補正した ( p A / p F )。結果は平均値 ±標準誤差

で示した ( C o n t :  n = 5 ,  M C T :  n = 6 )。 * ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C o n t .  
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図 4  M C T 投与ラットの右心室由来心筋細胞における I C a T に及ぼす

e n d o s t a t i n の影響  

M C T  ( 6 0  m g / k g )投与ラットの右心室由来心筋細胞において I C a T を測

定した [ E n d o s t a t i n  ( - ) ]後、 e n d o s t a t i n  [ A ,  E n d o s t a t i n  ( 3 0 0  n g / m l ,  n = 1 4 ) ;  

B ,  E n d o s t a t i n  ( 1 0 0 0  n g / m l ,  n = 5 ) ]を 5 分間灌流処置して I C a T を測定し

た。得られた電流ピーク値 ( p A )を細胞膜容量 ( p F )で補正した ( p A / p F )。

結果は平均値 ±標準誤差で示した。 * p < 0 . 0 5  v s .  E n d o s t a t i n  ( - ) .  
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図 5  H 9 c 2 心筋芽細胞における s m a l l  i n t e r f e r i n g  ( s i )  R N A による

c o l l a g e n  1 8   1  c h a i n  ( C O L 1 8 A 1 )  m R N A ならびに e n d o s t a t i n タンパク

質発現抑制の確認  

( A )  H 9 c 2心筋芽細胞に C O L 1 8 A 1  s i R N A ( C O L 1 8  s i )または c o n t r o l  

( c o n t )  s i R N A ( c o n t  s i )を処置し、 2 4時間後に総 R N Aを抽出した。

R N Aを c D N Aに逆転写した後、 R e a l - t i m e  P C Rにより C O L 1 8 A 1  m R N A

発現を解析した。 Δ Δ C q法を用いて G A P D H  m R N Aに対する C O L 1 8 A 1  

m R N A発現量を表した ( n = 6 )。 ( B )  H 9 c 2心筋芽細胞に C O L 1 8  s iまたは

c o n t  s iを処置し、 4 8時間後に総タンパク質を抽出した。 We s t e r n  

b l o t t i n gにより e n d o s t a t i nタンパク質発現を解析した。 (上図 )  

E n d o s t a t i n及び t o t a l  ( t ) - a c t i nの典型的なブロット像。 (下図 )  t - a c t i n

に対する e n d o s t a t i nタンパク質発現量で表した。 * p < 0 . 0 5  v s .  c o n t  s i .  
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図 6  M C T 投与ラットの生存率に及ぼす C O L 1 8  s i の影響  

M C T  ( 6 0  m g / k g )投与 1 週後の M C T 投与ラットと C o n t 群に C O L 1 8  

s i または c o n t  s i  ( 2 0   g )を投与し、その後 1 週間 ( M C T 投与から 2

週間 )の生存率の推移をグラフ化した。 (● )  c o n t  s i を投与した C o n t

群 ( C o n t - c o n t  s i ,  n = 4 )。 (○ )  C O L 1 8  s i を投与した C o n t 群 ( C o n t -

C O L 1 8  s i ,  n = 4 )。 (▼ )  c o n t  s i を投与した M C T 群 ( M C T- c o n t  s i ,  

n = 9 )。 (▽ )  C O L 1 8  s i を投与した M C T 群 ( M C T- C O L 1 8  s i ,  n = 1 0 )。  
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図 7  Tr i c u s p i d  a n n u l a r  p l a n e  s y s t o l i c  e x c u r s i o n  ( TA P S E )及び肺動脈血

流ドップラー画像の典型図  

M C T  ( 6 0  m g / k g )投与 1 週後の M C T 投与ラットと C o n t 群に C O L 1 8  

s i または c o n t  s i  ( 2 0   g )を投与し、その 1 週後に心エコー検査を行

った。 ( A - D )心尖部四腔断面像の M モード画像から TA P S E を測定

した。 ( E - H )心基部短軸断面像からパルスドップラーモードにより

肺動脈血流を測定した。血流開始から肺動脈血流速度が最大になる

までの時間 [ a c c e l e r a t i o n  t i m e  ( A c T ) ]と血流開始から終了までにかか

った時間 [ e j e c t i o n  t i m e  ( E T ) ]を計測した。 ( A ,  E )  C o n t - c o n t  s i  ( n = 3 -

4 )。 ( B ,  F )  C o n t - C O L 1 8  s i  ( n = 3 - 4 )。 ( C ,  G )  M C T- c o n t  s i  ( n = 8 - 9 )。 ( D ,  

H )  M C T- C O L 1 8  s i  ( n = 7 - 8 )。   
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C o n t - c o n t  

s i  

C o n t - C O L 1 8  

s i  

M C T- c o n t  

s i  

M C T- C O L 1 8  

S i  

H R a )  4 1 2 . 0 ± 1 3 . 3  4 1 3 . 3 ± 5 . 3  4 1 2 . 0 ± 8 . 4  4 1 4 . 7 ± 1 1 . 0  

TA P S E b )  

( m m )  
2 . 7 7 ± 0 . 2 3  2 . 6 0 ± 0 . 1 8  2 . 1 1 ± 0 . 4 1 *  1 . 8 5 ± 0 . 2 2 * * ,  #  

A c T c )  ( m s )  3 3 . 7 ± 5 . 3  2 9 . 6 ± 5 . 4  2 3 . 8 ± 2 . 9 *  2 4 . 1 ± 5 . 9 *  

E T d )  ( m s )  8 3 . 3 ± 5 . 7  8 8 . 7 ± 4 . 2  8 8 . 5 ± 9 . 4  9 5 . 2 ± 8 . 1  

A c T / E T e )  0 . 4 0 ± 0 . 0 4  0 . 3 6 ± 0 . 0 7  0 . 2 7 ± 0 . 0 4 * * ,  #  0 . 2 5 ± 0 . 0 4 * * ,  #  

 

表 2  心エコー検査の結果  

M C T  ( 6 0  m g / k g )投与 1週後の M C T投与ラット ( M C T群 )と対照 ( C o n t )群

に c o l l a g e n  1 8   1  c h a i n  ( C O L 1 8 A 1 )  s m a l l  i n t e r f e r i n g  ( s i )  R N A ( C O L 1 8  

s i )または c o n t r o l  ( c o n t )  s i R N A ( c o n t  s i )を投与 ( 2 0   g )し、その 1週後

に心エコー検査を行った [ c o n t  s iを投与した C o n t群 ( C o n t - c o n t  s i ,  

n = 3 - 4 ) ,  C O L 1 8  s iを投与した C o n t群 ( C o n t - C O L 1 8  s i ,  n = 3 - 4 ) ,  c o n t  s iを

投与した M C T群 ( M C T- c o n t  s i ,  n = 8 - 9 ) ,  C O L 1 8  s iを投与した M C T群

( M C T- C O L 1 8  s i ,  n = 7 - 8 )。 a )  H e a r t  r a t e ;  b )  Tr i c u s p i d  a n n u l a r  p l a n e  

s y s t o l i c  e x c u r s i o n ;  c )  A c c e l e r a t i o n  t i m e ;  d )  E j e c t i o n  t i m e ;  e )  A c T / E T

比 . * ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C o n t - c o n t  s i ,  # p < 0 . 0 5  v s .  C o n t - C O L 1 8  s i .   
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 C o n t - c o n t  

s i  

C o n t - C O L 1 8  

s i  

M C T - c o n t  

s i  
M C T - C O L 1 8  s i  

B W a )  ( g )  2 1 4 . 6 ± 1 8 . 9  2 1 3 . 4 ± 1 3 . 7  1 8 0 . 7 ± 1 9 . 3  1 7 9 . 3 ± 2 4 . 5  

T L b )  

( c m )  
1 2 . 6 ± 0 . 4  1 3 . 2 ± 0 . 5  1 1 . 8 ± 0 . 9 #  1 2 . 0 ± 0 . 7  

L W c )  

( m g )  
1 0 3 6 . 8 ± 3 8 . 9  1 0 5 7 . 6 ± 3 9 . 2  1 3 6 3 . 4 ± 1 4 3 . 1 * *  1 4 3 8 . 6 ± 2 4 5 . 2 * * ,  #  

R V W d )  

( m g )  
1 7 3 . 3 ± 3 0 . 8  1 7 6 . 1 ± 1 3 . 2  2 1 9 . 4 ± 3 8 . 4  2 3 0 . 3 ± 5 2 . 0  

L V W e )  

( m g )  
5 2 6 . 9 ± 2 8 . 1  5 1 9 . 7 ± 5 9 . 0  4 6 3 . 9 ± 5 5 . 0  4 4 2 . 1 ± 4 6 . 3  

L W / B W  
4 . 8 7 ± 0 . 4 2  4 . 9 8 ± 0 . 3 5  7 . 6 1 ± 0 . 9 7 * * ,  #  8 . 1 6 ± 1 . 6 6 * * ,  # #  

R V W /  

B W  
0 . 8 1 ± 0 . 1 3  0 . 8 3 ± 0 . 0 9  1 . 2 2 ± 0 . 2 3 * ,  #  1 . 2 9 ± 0 . 2 5 * * ,  #  

R V W /  

T L  
1 3 . 7 ± 2 . 1  1 3 . 4 ± 1 . 2  1 8 . 8 ± 3 . 4  1 9 . 2 ± 3 . 3 * ,  #  

R V W /  

L V W  
0 . 3 3 ± 0 . 0 6  0 . 3 4 ± 0 . 0 6  0 . 4 8 ± 0 . 1 2  0 . 5 2 ± 0 . 1 0 *  

 

表 3  体重、組織重量の評価  

C o n t - c o n t  s i  ( n = 4 ) ,  C o n t - C O L 1 8  s i  ( n = 4 ) ,  M C T- c o n t  s i  ( n = 9 ) ,  M C T-

C O L 1 8  s i  ( n = 9 ) .  a )  B o d y  w e i g h t ;  b )  Ta i l  l e n g t h ;  c )  L u n g  w e i g h t ;  d )  

R i g h t  v e n t r i c u l a r  w e i g h t ;  e )  L e f t  v e n t r i c u l a r  w e i g h t .  

* ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C o n t - c o n t  s i ,   

# ,  # # p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C o n t - C O L 1 8  s i .  
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図 8  C O L 1 8  s i による e n d o s t a t i n 発現抑制の確認  

M C T  ( 6 0  m g / k g )投与 1週後の M C T投与ラットと C o n t群に C O L 1 8  s iま

たは c o n t  s i  ( 2 0   g )を投与し、その 1週後に右心室組織における
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e n d o s t a t i n発現を検討した。 ( A - D )右心室組織における e n d o s t a t i n発

現を免疫組織化学染色により評価し、 C o n t - c o n t  s i  ( A ,  n = 3 ) ,  C o n t -

C O L 1 8  s i  ( B ,  n = 4 ) ,  M C T- c o n t  s i  ( C ,  n = 6 )及び M C T- C O L 1 8  s i  ( D ,  n = 7 )

の典型像を示した。茶色 :  e n d o s t a t i n ,  S c a l e ,  2 0 0   m .  ( E )全細胞領域

に対する e n d o s t a t i n発現陽性領域 ( % )を定量した。 ( F )  R e a l - t i m e  P C R

により右心室組織における C O L 1 8 A 1  m R N A発現を解析した。 Δ Δ C q

法を用いて G A P D H  m R N Aに対する C O L 1 8 A 1  m R N A発現量を表した

[ C o n t - c o n t  s i  ( n = 3 ) ,  C o n t - C O L 1 8  s i  ( n = 3 ) ,  M C T- c o n t  s i  ( n = 6 ) ,  M C T-

C O L 1 8  s i  ( n = 7 ) ]。 * p < 0 . 0 5  v s .  C o n t - c o n t  s i ,   

# p < 0 . 0 5  v s .  C o n t - C O L 1 8  s i ,  † p < 0 . 0 5  v s .  M C T - c o n t  s i .   
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図 9  右心室組織構造の評価  

M C T  ( 6 0  m g / k g )投与 1週後の M C T投与ラットと C o n t群に C O L 1 8  s iま
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たは c o n t  s i  ( 2 0   g )を投与し、その 1週後に右心室組織構造を評価し

た。 ( A - D )右心室組織構造を H e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n染色により評価

し、 C o n t - c o n t  s i  ( A ,  n = 3 ) ,  C o n t - C O L 1 8  s i  ( B ,  n = 4 ) ,  M C T- c o n t  s i  ( C ,  

n = 6 )及び M C T- C O L 1 8  s i  ( D ,  n = 7 )の典型像を示した。 S c a l e ,  2 0 0   m .  

( E )心筋細胞横断面積 ( μ m 2 )を定量した。 * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t - c o n t  s i ,  

# # p < 0 . 0 1  v s .  C o n t - C O L 1 8  s i .  
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図 1 0  第一章のまとめ  

M C T 誘発肺動脈性肺高血圧症 ( p u l m o n a r y  a r t e r i a l  h y p e r t e n s i o n :  P A H )

モデルラットの肥大右心室において発現が亢進した e n d o s t a t i n は、

心筋細胞に再発現した T 型 C a 2 +チャネル ( T- t y p e  C a 2 +  c h a n n e l :  

T T C C )の活性阻害を介して右心室組織構造のリモデリングならびに

右心機能の低下を抑制することで心保護的に働く可能性が示唆され

た [ 4 2 ]。  
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4 .考察  

 

本 章 で は 、 M C T 投 与 ラ ッ ト の 右 心 室 由 来 心 筋 細 胞 の I C a T を

e n d o s t a t i n が抑制することに加え、 C O L 1 8  s i による e n d o s t a t i n 発現

抑制が M C T 投与ラットにおける右心不全の病態を悪化させること

を初めて明らかにした。これらの結果から、e n d o s t a t i n は T T C C の活

性阻害を介して右心保護作用を示すことが示唆された (図 1 0 )。  

Ta k e b a y a s h i らによる報告 [ 9 1 ]と同様に、本章でも M C T 投与ラッ

トの右心室組織において T T C C アイソフォームである C a v 3 . 1 及び

C a v 3 . 2 の m R N A 発現が有意に増加することを確認した (図 2 )。また、

M C T 投 与 ラ ッ ト の 右 心 室 由 来 心 筋 細 胞 に お け る 低 電 位 活 性 型 の

C a 2 +電流は、H a g i w a r a や Ta k e b a y a s h i らの報告 [ 3 2 , 9 1 ]と同様に - 1 0  m V

にピークがあったことから、この電流が I C a T であることが確認され

た (図 3 )。  

本章は M C T 投与ラットの右心室由来心筋細胞において増加した

I C a T を、 e n d o s t a t i n が抑制することを初めて明らかにした (図 4 )。健

康なヒトにおける e n d o s t a t i n の血中濃度は約 1 4 9  n g / m l  ( 1 3 0 . 6 - 1 7 6 . 9  

n g / m l )で あ る [ 4 ]。 一 方 、 高 い 死 亡 リ ス ク を 持 つ 心 不 全 患 者 で は 、

e n d o s t a t i n 血中濃度は 2 4 5  n g / m l 以上にまで増加することが報告され

ている [ 3 0 ]。このことから、本章では e n d o s t a t i n を 3 0 0  n g / m l の濃度

で使用した。 Z h a n g らは、 C a v 3 . 1 及び 3 . 2 遺伝子の過剰発現系を用

いて、 e n d o s t a t i n が C a v 3 . 1 及び 3 . 2 を介した電流をそれぞれ 2 4 . 1 %

及び 2 8 . 4 %抑制すること示した [ 1 0 8 ]。さらに、その抑制が G タンパ

ク質共役型受容体やタンパク質チロシンキナーゼに非依存的であっ

たことから、 e n d o s t a t i n は T T C C に直接結合し、T T C C 活性を抑制す

る可能性を示した [ 1 0 8 ]。一方、 e n d o s t a t i n は細胞膜表面に存在する
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 5  1 ,   v  3 及 び  v  5 イ ン テ グ リ ン に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る

[ 8 1 ]。ネコ心房筋細胞において、基底膜由来の E C M タンパク質であ

るラミニンは  1 インテグリンへの結合を介して  1 アドレナリン受容

体 刺 激 に よ る LT C C 電 流 の 増 強 を 抑 制 す る [ 9 9 ]。 こ の こ と か ら 、

e n d o s t a t i n はインテグリンへの結合を介して I C a T を抑制する可能性

が考えられる。 E n d o s t a t i n による T T C C 活性抑制機構の解明にはさ

らなる検討が必要である。  

次に、 C o l 1 8  s i による e n d o s t a t i n 発現抑制が M C T 投与ラットの右

心不全発症・進展に及ぼす影響を検討した。M C T 投与ラットにおい

て認められる肺高血圧の指標である A c T / E T 比の低下や肺重量 /体重

比の増加に、 C O L 1 8  s i による e n d o s t a t i n 発現抑制はほとんど影響を

及ぼさなかった (図 7 G ,  H ,表 2 ,  3 )。このことから、 e n d o s t a t i n の発現

抑制は、 M C T 誘導性 PA H モデルラットの肺高血圧症の病態には大

きな影響を及ぼさないと考えられた。一方、M C T- c o n t  s i 群と比較し

て M C T- C O L 1 8  s i 群においては観察期間内に死亡する個体が認めら

れ、右心室重量の増加や右心機能低下が亢進した (図 6 ,  7 C ,  D ,表 2 ,  

3 )。T T C C は圧負荷誘発心肥大に関与すると考えられている [ 1 4 ]。本

章の結果から、 C O L 1 8  s i による e n d o s t a t i n 発現抑制は M C T 投与ラ

ットの右心室に再発現した T T C C 活性を亢進することで PA H 誘発右

心不全の病態進展を促進することが示唆された (図 1 0 )。一方、T T C C

は持続的な細胞内への C a 2 +流入を誘導することで不整脈の発症要因

となることも知 ら れている [ 5 0 ]。拡 張型心筋症モデ ル マウスを用い

た研究において、 T T C C の活性阻害は静止膜電位 を過分極側へシフ

トさせることで不整脈を抑制し突然死を予防することが報告されて

いる [ 5 0 ]。このことから、 C O L 1 8  s i による e n d o s t a t i n 発現抑制によ

り活性亢進した T T C C を介した持続的な細胞内への C a 2 +流入が不整
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脈を誘発し、M C T- C O L 1 8  s i 群で認められたラットの死亡要因となっ

た可能性も考えられる。  

右心室の組織学的検索の結果、これまでの当研究室の研究結果と

一致して、 M C T 群において心筋細胞の肥大が認められた (図 9 C - E )。

一方、M C T- C O L 1 8  s i 群では心筋細胞密度が低下し、その細胞間隔へ

の間質細胞の浸潤・増生像が観察された (図 9 D )。このことから、M C T-

C O L 1 8  s i 群では心筋細胞の傷害からアポトーシス誘導が起こったこ

とが推察された。C a v 3 . 1 遺伝子を過剰発現した M C F - 7 ヒト乳癌細胞

ではアポトーシスが誘導されることや、 C a v 3 . 2 を介した細胞内への

C a 2 +流入が R O S 産生を介して悪性中皮腫細胞のアポトーシスを誘導

することが報告されている [ 6 8 , 7 8 ]。また、細胞内への過剰な C a 2 +流

入による C a 2 + / c a l m o d u l i n  ( C a M ) - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  I I  ( C a M K I I )

シグナル経路の活性化は、アポトーシスを誘導する [ 111 ]。このこと

から、 M C T- C O L 1 8  s i 群では T T C C を介して流入した C a 2 +によって

心筋細胞のアポトーシスが誘導されたことで右心不全の病態が悪化

した可能性も考えられる。 E n d o s t a t i n 発現抑制による T T C C の活性

化が PA H 誘発右心不全を悪化させるメカニズムの解明には、さらに

詳細な検討が必要である。  

結論として第一章では、 e n d o s t a t i n が M C T 投与ラットの右心室心

筋細胞に再発現した T T C C の活性を抑制すること、 e n d o s t a t i n の発

現抑制が M C T 投与ラットにおける右心不全の病態を悪化させるこ

とを初めて明らかにした。これらのことから、e n d o s t a t i n は T T C C 活

性 の 抑 制 を 介 し て 右 心 保 護 作 用 を 示 す こ と が 示 唆 さ れ た 。 今 後 は

e n d o s t a t i n を標的とした新たな右心不全治療法の開発が期待される。 
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I I I .第二章  

 

PA H モデルラットの右心室における m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s の発現動

態  
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1 .緒言  

 

第一章では、 E C M 分解断片 e n d o s t a t i n が PA H 誘発右心不全にお

いて心保護的に働くことを明らかにした。 E C M には e n d o s t a t i n の

産生源であるコラーゲンやプロテオグリカンなどの構造性 E C M タ

ンパク質の他に、非構造性の E C M タンパク質が存在する [ 7 4 , 9 3 ]。

非構造性の分泌型 E C M 成分である m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s は、成長

因子、サイトカイン、プロテアーゼ、他の E C M 成分や細胞膜受容

体など様々な分子に結合することが知られており、細胞 -細胞間ま

たは細胞 - E C M 間のシグナル伝達を媒介する調節因子である [ 9 3 ]。

E C M リモデリングとそれによる心筋 - E C M 間相互作用の破綻は心筋

細胞同士の協調的な収縮を障害し心収縮不全の発症要因となると考

えられている [ 5 , 9 6 ]。様々な心疾患において発現レベルが増加する

m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s は、圧負荷誘発心肥大や心筋梗塞モデル動物

において心肥大や心線維化に関与することが明らかになっている

[ 2 3 ]。近年、 PA H モデル動物の心臓組織において T n C や O P N など

の m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s の発現が増加することが明らかになった

[ 3 4 , 6 5 ]。しかしながら、 PA H 誘発右心不全の発症・進展における

発現動態が判明していない m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s は数多く残されて

いる。そこで第二章では、右心肥大期の M C T  ( 2 週 )投与ラット及

び右心不全発症期の M C T  ( 3 週 )投与ラットの右心室における各種

m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s の m R N A 発現変化を検討した。  

 

2 .実験材料および 実験方法  
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2 - 1 .実験材料  

2 - 1 - 1 .試薬  

 M C T  (和光純薬 )  

 

2 - 1 - 2 .使用動物  

動物の飼育および取り扱いは北里大学動物実験倫理委員会の承認

後 (承認番号 1 6 - 0 4 3 )、北里大学動物実験委員会規定のガイドライン

を遵守して行った。実験には 4 - 8 週齢の雄性 Wi s t a r ラット (日本ク

レア )を使用した。ラットは使用時まで本学部 5 号館 2 階の小動物

飼育室において室温 2 3 . 0 ± 2  ° C、湿度 5 0 - 6 0 %、 1 2 時間 / 1 2 時間の概

日周期下で、固形飼料 ( C E - 2 ,日本クレア )を給餌し自由飲水で飼育

した。  

 

2 - 2 .実験方法  

2 - 2 - 1 .  M C T 誘導性 PA H モデル  

M C T 誘導性 PA H モデルラットを第一章 2 - 2 - 1 .  M C T 誘導性 PA H モ

デルの項に準じて作製し、 M C T 投与 2 週及び 3 週後に実験に用い

た。  

 

2 - 2 - 2 .心エコー検査  

M C T 投与 2 週及び 3 週後に第一章 2 - 2 - 7 .心エコー検査の項に準

じて心エコー検査を行った。肺動脈血流の A c T / E T 比と TA P S E を

測定し、加えて心尖部四腔断面像から右心室収縮末期面積 ( r i g h t  

v e n t r i c u l a r  e n d - s y s t o l i c  d i m e n s i o n :  RV E S D )を測定し右心収縮機能を

評価した。  
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2 - 2 - 3 .  R N A 抽出と R e a l - t i m e  P C R  

ペント バルビ ター ル ( 7 0  m g / k g )の腹 腔内投 与によ りラ ットを 深麻

酔し、開胸して心臓を摘出した。摘出した心臓から右心室のみを分

離し細切した後、第 1 章 2 - 2 - 5 .  R N A 抽出と P C R の項に準じて総 R N A

を抽出し R e a l - t i m e  P C R を行った。使用したプライマーの配列は表

4 に示した (表 4 )。  

 

2 - 3 .統計解析  

実験データは平均値 ±標準誤差で表した。 2 群間の比較のために

S t u d e n t - t 検定を用いた。危険率 5 %未満 ( p < 0 . 0 5 )を有意差ありと判

断した。  

 

3 .結果  

 

3 - 1 .  M C T 投与ラットにおける肺動脈 圧、右心室収縮機 能、右心室組

織重量の評価  

心エコー検査により M C T 投与ラットの肺動脈圧と右心機能を検

討した。 M C T  ( 2 週 )投与ラットでは、 C o n t 群と比較して A c T / E T 比

が有意に低下し、 M C T  ( 3 週 )投与ラットでは A c T / E T 比の低下がさ

らに亢進した (表 5 )。次に、右心収縮機能の評価として TA P S E と

RV E S D を測定した。 M C T  ( 2 週 )投与ラットでは、 C o n t 群と比較し

て TA P S E が有意に低下し、 M C T  ( 3 週 )投与ラットでは TA P S E の低

下がさらに亢進した (表 5 )。また、 M C T  ( 2 週 )投与ラットでは、

C o n t 群と比較して RV E S D に有意な差は見られなかったが、 M C T  ( 3

週 )投与ラットでは C o n t 群と比較して RV E S D が有意に増加した (表

5 )。  
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3 - 2 .  M C T 投与ラッ トの右心室におけ る m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s  m R N A

発現解析  

各種 m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s  [ S e c r e t e d  p r o t e i n  a c i d i c  a n d  r i c h  i n  

c y s t e i n e  ( S PA R C )ファミリー :  S PA R C 及び h e v i n ;  t h r o m b o s p o n d i n  

( T S P )ファミリー :  T S P - 1 ,  - 2 及び - 4 ;  C C N ファミリー :  C C N 1 及び

C C N 5 ;  T n ファミリー :  T n C 及び T n N ;  P O S T N 及び O P N ]の m R N A 発

現を解析した。  

S PA R C ファミリーの m R N A 発現は M C T  ( 2 週 )投与ラットで有意

に亢進したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットでは変化しなかった (図 11 )。

T S P - 1 及び - 2 の m RN A 発現は M C T  ( 2 週 )投与ラットで有意に亢進

したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットでは変化しなかった (図 1 2 A ,  B )。一

方、 T S P - 4 の m R N A 発現は M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラット

で有意に亢進し、 M C T  ( 3 週 )投与ラットではより顕著に亢進した

(図 1 2 C )。 C C N 1  m R N A 発現は M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラッ

トで有意に亢進したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットにおける亢進は

M C T  ( 2 週 )投与ラットと比較して軽度だった (図 1 3 A )。 C C N 5  m R N A

発現は M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラットで有意に亢進した

が、 M C T  ( 3 週 )投与ラットでは M C T  ( 2 週 )投与ラットと比較してよ

り顕著に亢進した (図 1 3 B )。 T n C  m R N A 発現は M C T  ( 2 週及び 3 週 )

投与両方のラットで同程度亢進した (図 1 4 A )。新規 T n ファミリー

メンバーである T n N  m R N A 発現は M C T  ( 2 週 )投与ラットの右心室

において有意に減少したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットでは変化しなか

った (図 1 4 B )。 P O S T N  m R N A 発現は M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方の

ラットで有意に亢進し、 M C T  ( 3 週 )投与ラットでは M C T  ( 2 週 )投与

ラットと比較してより顕著に亢進した (図 1 5 A )。 O P N  m R N A 発現は
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M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラットで有意に亢進したが、 M C T  ( 3

週 )投与ラットにおける亢進は M C T  ( 2 週 )投与ラットと比較して軽

度だった (図 1 5 B )。   
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Ta r g e t  P r i m e r  s e q u e n c e s  
A c c e s s i o n  

n u m b e r  

S PA R C a )  
F o r w a r d :  5 ’ - G A C A G G G T TA C C T G T G G G T G - 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - A AT G AT G G T T C T G G C A G G G G - 3 ’  
N M _ 0 1 2 6 5 6 . 1  

H e v i n  
F o r w a r d :  5 ’ - A A C A C G G A A A A C C C C A C T G T- 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - C C A C A A G C T T G G T C G A G G AT- 3 ’  
N M _ 0 1 2 9 4 6 . 1  

T S P b ) - 1  
F o r w a r d :  5 ’ - T C G G G G C A G G A A G A C TAT G A - 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - A C T G G G C A G G G T T G TA AT G G - 3 ’  
N M _ 0 0 1 0 1 3 0 6 2 . 1  

T S P - 2  
F o r w a r d :  5 ’ - T C G C C G TA G G T T T C G AT G A G - 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - TA G T C AT C G T C C C G G T C A G T- 3 ’  
N M _ 0 0 1 1 6 9 1 3 8 . 1  

T S P - 4  
F o r w a r d :  5 ’ -  G C TA C AT C A G G G T G C G G T T T  - 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ -  A C A G C G G TA C T T G A G G T T G G  - 3 ’  
N M _ 0 1 7 1 3 3 . 1  

C C N 1  
F o r w a r d :  5 ’ - G G AT C T G T G A A G T G C G T C C T- 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - AT C G G A C T G G T T C T G G G G AT- 3 ’  
N M _ 0 3 1 3 2 7 . 2  

C C N 5  
F o r w a r d :  5 ’ - C A A G G G A C A C G G T G A C AT G A - 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - G G G C A C A C A C C AT T G A G A G A - 3 ’  
N M _ 0 3 1 5 9 0 . 1  

T n c ) C  
F o r w a r d :  5 ’ - C G C A A A A AT G G A C G T G A G G A - 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - A G G T TAT C C A G T C C A A G C C A G - 3 ’  
N M _ 0 5 3 8 6 1 . 1  

T n N  
F o r w a r d :  5 ’ - C A C A G C A G G G G AT G C T C T TA - 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - C T TATA C C A C C A G C C G C C AT- 3 ’  
N M _ 0 0 1 1 0 7 1 8 9 . 2  

P O S T N d )  
F o r w a r d :  5 ’ - T G C A A A A A G A C A C A C C T G C A A A - 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - G G C C T T C T C T T G AT C G C C T T- 3 ’  
N M _ 0 0 1 1 0 8 5 5 0 . 1  

O P N e )  
F o r w a r d :  5 ’ - C C A G C C A A G G A C C A A C TA C A - 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - A G T G T T T G C T G TA AT G C G C C - 3 ’  
N M  0 1 2 8 8 1 . 2  

G A P D H  
F o r w a r d :  5 ’ - G A G A AT G G G A A G C T G G T C AT- 3 ’  

R e v e r s e :  5 ’ - G A A G A C G C C A G TA G A C T C C A - 3 ’  
N M _ 0 1 7 0 0 8 . 4  

 

表 4 プライマー配列  

a )  S e c r e t e d  p r o t e i n  a c i d i c  a n d  r i c h  i n  c y s t e i n e ;   

b )  T h r o m b o s p o n d i n ;   

c )  T e n a s c i n ;   

d )  P e r i o s t i n ;  

e )  O s t e o p o n t i n .   



 

41 

 

 2  w e e k s  

 

3  w e e k s  

 C o n t  M C T   

 

C o n t  M C T  

A c T / E T  0 . 3 5 ± 0 . 0 1  0 . 2 3 ± 0 . 0 1 * *  

 

0 . 4 1 ± 0 . 0 2  0 . 1 6 ± 0 . 0 1 * *  

TA P S E  

( c m )  
0 . 3 4 ± 0 . 0 3  0 . 2 5 ± 0 . 0 2 *  

 

0 . 4 1 ± 0 . 0 3  0 . 1 5 ± 0 . 0 1 * *  

RV E S D a )  

( c m 2 )  
0 . 1 7 ± 0 . 0 2  0 . 1 3 ± 0 . 0 2  

 

0 . 1 8 ± 0 . 0 1  0 . 2 5 ± 0 . 0 2 *  

 

表 5 心エコー検査の結果  

M C T  ( 2 週 )投与ラットと C o n t 群 ( 2  w e e k s - C o n t ,  2 w e e k s - M C T :  n = 5 )、

M C T  ( 3 週 )投与ラットと C o n t 群 ( 3  w e e k s - C o n t :  n = 6 ;  3  w e e k s - M C T:  

n = 9 )。 a )  R i g h t  v e n t r i c u l a r  e n d - s y s t o l i c  d i m e n s i o n .   

* ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C o n t .   
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図 1 1  M C T  ( 2週及び 3週 )投与ラットの右心室における s e c r e t e d  

p r o t e i n  a c i d i c  a n d  r i c h  i n  c y s t e i n e :  S P A R C )ファミリー ( S P A R C及び

h e v i n )の m R N A発現  

M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットと C o n t 群の右心室より総 R N A を抽

出し、 R e a l - t i m e  P C R により S P A R C  ( A )及び h e v i n  ( B )の m R N A 発現

を 解 析 し た 。 Δ Δ C q 法 を 用 い て 定 量 し た G A P D H  m R N A に 対 す る

S P A R C 及び h e v i n  m R N A 発現量を C o n t 群で標準化した。結果は平

均値 ±標準誤差で示した ( 2  w e e k s - C o n t ,  M C T:  n = 5 ;  3  w e e k s - C o n t :  n = 7 ,  

3  w e e k s - M C T :  n = 9 )。 * ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C o n t .  
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図 1 2  M C T  ( 2週及び 3週 )投与ラットの右心室における

t h r o m b o s p o n d i n  ( T S P )ファミリー ( T S P - 1 ,  - 2及び - 4 )の m R N A発現  

M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットと C o n t 群の右心室より総 R N A を抽

出し、 R e a l - t i m e  P C R により T S P - 1  ( A ) ,  T S P - 2  ( B )及び T S P - 4  ( C )の

m R N A 発現を解析した。Δ Δ C q 法を用いて定量した G A P D H  m R N A に

対する T S P - 1 ,  T S P - 2 及び T S P - 4  m R N A 発現量を C o n t 群で標準化し

た 。 結 果 は 平 均 値 ±標 準 誤 差 で 示 し た ( 2  w e e k s - C o n t ,  2  w e e k s - M C T:  

n = 5 ;  3  w e e k s - C o n t :  n = 7 ,  3  w e e k s - M C T :  n = 9 )。  

* ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C o n t .   
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図 1 3  M C T  ( 2週及び 3週 )投与ラットの右心室における C C Nファミリ

ー ( C C N 1及び C C N 5 )の m R N A発現  

M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットと C o n t 群の右心室より総 R N A を抽

出し、R e a l - t i m e  P C R により C C N 1  ( A )及び C C N 5  ( B )の m R N A 発現を

解析した。 Δ Δ C q 法を用いて定量した G A P D H  m R N A に対する C C N 1

及び C C N 5  m R N A 発現量を C o n t 群で標準化した。結果は平均値 ±標

準誤差で示した ( 2  w e e k s - C o n t ,  2  w e e k s - M C T:  n = 5 ;  3  w e e k s - C o n t :  n = 7 ,  

3  w e e k s - M C T :  n = 9 )。 * ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C o n t .  
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図 1 4  M C T  ( 2週及び 3週 )投与ラットの右心室における t e n a c i n  ( T n )フ

ァミリー ( T n C及び T n N )の m R N A発現  

M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットと C o n t 群の右心室より総 R N A を抽

出し、 R e a l - t i m e  P C R により T n C  ( A )及び T n N  ( B )の m R N A 発現を解

析した。 Δ Δ C q 法を用いて定量した G A P D H  m R N A に対する T n C 及

び T n N  m R N A 発現量を C o n t 群で標準化した。結果は平均値 ±標準誤

差で示した ( 2  w e e k s - C o n t ,  2  w e e k s - M C T:  n = 5 ;  3  w e e k s - C o n t :  n = 7 ,  3  

w e e k s - M C T :  n = 9 )。 * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t .   
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図 1 5  M C T  ( 2週及び 3週 )投与ラットの右心室における p e r i o s t i n  

( P O S T N )及び o s t e o p o n t i n  ( O P N )の m R N A発現  

M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットと C o n t 群の右心室より総 R N A を抽

出し、R e a l - t i m e  P C R により P O S T N  ( A )及び O P N  ( B )の m R N A 発現を

解析した。Δ Δ C q 法を用いて定量した G A P D H  m R N A に対する P O S T N

及び O P N  m R N A 発現量を C o n t 群で標準化した。結果は平均値 ±標準

誤差で示した ( 2  w e e k s - C o n t ,  2  w e e k s - M C T:  n = 5 ;  3  w e e k s - C o n t :  n = 7 ,  3  

w e e k s - M C T :  n = 9 )。 * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t .  
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図 1 6  第二章のまとめ  

M C T 誘導性 PA H モデルラットの右心肥大期に当たる M C T  ( 2 週 )投

与ラットの右心室では、 T n N を除く多くの m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s の

m R N A 発現が有意に亢進した。このことから、 PA H 誘発右心肥大

から右心不全への移行に数多くの m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s が関与する

ことが示唆された。一方、右心不全期に当たる M C T  ( 3 週 )投与ラ

ットの右心室では S PA R C ファミリー、 T S P - 1 及び - 2  m R N A 発現は

大きく変化しなかったが、 T S P - 4 ,  C C N 5 及び P O S T N  m R N A は持続

して発現が有意に亢進した。このことから、 T S P - 4、 C C N 5 と

P O S T N は PA H 誘発右心不全の進展に関与する可能性が考えられた

[ 4 3 ]。  
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4 .考察  

 

本章は M C T 投与ラットの右心肥大から右心不全への移行に伴う

各種 m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s  m R N A の発現変化を明らかにした。以前

の報告と同様に、 M C T  ( 2 週 )投与ラットにおける右心肥大と M C T  

( 3 週 )投与ラットにおける肺動脈圧の亢進ならびに右心収縮機能の

悪化すなわち右心不全の発症が確認された (表 5 )。  

S PA R C ファミリー m R N A 発現は C o n t 群と比べて、 M C T  ( 2 週 )投

与ラットにおいて有意に亢進したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットでは発

現に差は見られなかった (図 11 )。このことから、 S PA R C ファミリ

ーの発現変化は PA H 誘発右心肥大から右心不全への移行に関与す

る可能性が考えられた。 PA H 誘発右心不全発症・進展における

S PA R C ファミリーの役割解明には、さらなる検討が必要である。  

同様に T S P - 1 及び - 2 の m R N A 発現は、 M C T  ( 2 週 )投与ラットで

有意に亢進したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットでは発現に有意な差は見

られなかった (図 1 2 A ,  B )。圧負荷誘発心肥大において T S P - 1 及び - 2

は心臓リモデリングを抑制することで心保護的に働く可能性が示唆

されている [ 2 3 ]。本章の結果から、 T S P - 1 及び - 2 の発現変化は PA H

誘発右心肥大から右心不全への移行に関与する可能性が考えられ

た。 PA H 誘発右心不全発症・進展における T S P - 1 及び - 2 の役割解

明には、さらなる検討が必要である。一方、 T S P - 4  m R N A 発現は

M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラットで有意に亢進した (図 1 2 C )。

T S P - 4 は、圧負荷誘発心肥大において心線維化を抑制することで心

保護作用を示すことが報告されている [ 2 6 ]。また、 T S P - 4 は心臓へ

の機械刺激に対する代償性の心収縮力増強反応に関わることも報告

されている [ 1 7 ]。このことから、 M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットに
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おいて持続する T S P - 4 の発現亢進は、心線維化の抑制または右心

収縮機能保持のための代償性機構である可能性が考えられる。  

C C N 1  m R N A 発現は M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラットで有意

に亢進したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットにおける亢進は M C T  ( 2 週 )投

与ラットと比較して軽度だった (図 1 3 A )。 C C N 1 は圧負荷誘発肥大

左心室において発現が亢進するが、その病態生理学的役割は明らか

になっていない [ 2 3 ]。一方、 C C N 1 は酸化ストレスにより心筋細胞

において発現が増加し 、  1 インテグリンへの結合を介して心筋細胞

死を抑制することが報告されている [ 1 0 4 ]。酸化ストレスは PA H 誘

発右心不全の発症要因の１つであることから、 C C N 1 の発現変化は

心筋細胞の酸化ストレスへの応答に何らかの影響を及ぼすことで

PA H 誘発右心肥大から右心不全への移行に関与する可能性が考え

られる。 C C N 5  m R N A 発現は M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラット

で有意に亢進したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットにおける亢進は M C T  

( 2 週 )投与ラットと比較してより顕著であった (図 1 3 B )。興味深い

ことに、 C C N 5 は心不全患者や圧負荷誘発左心肥大モデル動物の心

臓においては発現が減少することが報告されている [ 4 7 ]。 C C N 5 は

心臓、肺、肝臓など様々な臓器において、 t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  

f a c t o r  ( T G F ) - シグナル経路の活性阻害を介して線維芽細胞の筋線

維芽細胞への分化を抑制することで線維化を抑制する

[ 4 7 , 1 0 2 , 1 0 6 ]。このことから、 M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットにお

ける C C N 5 の持続する発現亢進は、心線維芽細胞の機能調節を介し

て心線維化を抑制することで、 PA H 誘発右心肥大から右心不全発

症への移行に関与する可能性が考えられる。 PA H 誘発右心不全の

発症・進展における C C N ファミリーの役割解明にはさらなる検討

が必要である。  
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T n C  m R N A 発現は M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラットで同程

度亢進した (図 1 4 A )。 H e s s e l らは、高濃度の M C T  ( 8 0  m g / k g ,  4 週 )

投与により作製した右心不全モデルラットの右心室において T n C

発現が亢進することを報告しており、細胞 - E C M 間の脱接着作用や

 6 インテグリンの発現減少作用により心筋細胞の配列異常を誘導

することで右心収縮不全の要因となる可能性を提示し ている [ 3 4 ]。

本章において、 M C T  ( 3 週 )投与ラットは右心不全を発症した。この

ことから、 M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットにおける T n C  m R N A 発

現の持続的な亢進は、右心収縮不全の誘導を介して PA H 誘発右心

不全の進展に関与する可能性が考えられる。一方で興味深いこと

に、新規 T n ファミリーメンバーである T n N  m R N A 発現は M C T  ( 2

週 )投与ラットにおいて有意に減少した (図 1 4 B )。 T n N は海馬におい

て神経細胞の遊走を制御することが報告されている以外、その生理

活性作用は不明である [ 6 6 ]。 PA H 誘発右心不全の病態における T n N

の役割解明には、さらなる検討が必要である。  

P O S T N  m R N A 発現は、 M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラットで

有意に亢進したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットにおける亢進は M C T  ( 2

週 )投与ラットと比較してより顕著であった (図 1 5 A )。 P O S T N は線

維芽細胞の筋線維芽細胞への分化やコラーゲン発現に関与すること

から [ 1 8 , 4 8 , 6 0 , 8 7 ]、圧負荷誘発左心肥大や心筋梗塞などの心疾患に

おける心線維化と密接に関わると考えられている [ 5 4 , 6 9 , 8 5 ]。この

ことから、 P O S T N は心線維化の促進を介して PA H 誘発右心不全の

発症・進展に関与する可能性が考えられる。一方、 P O S T N は喘息

やアトピー性真皮炎などの様々な炎症性疾患にも関与することが報

告されている [ 4 6 ]。炎症性サイトカイン、 E C M 分解酵素の一種

m a t r i x  m e t a l l o p r o t e i n a s e s  ( M M P s )や誘導型一酸化窒素合成酵素
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( i n d u c i b l e  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e :  i N O S )などが関連する炎症反応は心

不全の発症要因となることから、 P O S T N による炎症促進作用が

PA H 誘発右心不全の発症・進展に関与する可能性が考えられる。  

O P N  m R N A 発現は、 M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラットで亢進

したが、 M C T  ( 3 週 )投与ラットにおける増加は M C T  ( 2 週 )投与ラッ

トと比較して軽度だった (図 1 5 B )。 O P N は、 M C T  ( 6 0  m g / k g ,  3 週 )

投与ラットの右心室において発現が亢進することが報告されている

が [ 6 5 ]、その病態生理学的役割は不明である。 O P N は心筋細胞にお

いて A k t / g l y c o g e n  s y n t h a s e  k i n a s e - 3 シグナル経路の活性化を介し

て圧負荷誘発左心肥大を誘導することが報告されている [ 1 0 1 ]。こ

のことから、 O P N は右心室心筋細胞における A k t / g l y c o g e n  s y n t h a s e  

k i n a s e - 3 シグナル経路の活性化を介して PA H 誘発右心肥大に関わ

る可能性が考えられる。  

結論として第二章では、右心肥大期に当たる M C T  ( 2 週 )投与ラ

ット及び収縮不全を発症した右心不全期に当たる M C T  ( 3 週 )投与

ラットの右心室における各種 m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n の発現動態を初

めて明らかにした (図 1 6 )。これらの知見は、今後 PA H 誘発右心不

全の新たな発症・進展機構の解明に役立つことが期待される。  
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I V.第三章  

 

PA H モデルラットにおける RV F b の形質転換  
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1 .緒言  

 

第二章において、 M C T 誘導性 PA H モデルラットの右心室組織に

おいて様々な m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s  m RN A 発現が変化することを明

らかにした。このことから、 m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s による右心室構

成細胞の機能調節が、 PA H 誘発右心不全の発症・進展に関与する

ことが示唆された。 M a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s などの E C M 関連タンパク

質の多くは線維芽細胞によって産生される [ 2 , 11 ]。その一方で、数

多くの m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s が心線維芽細胞の機能を調節すること

も知られている [ 1 8 , 4 8 , 8 7 ]。  

圧負荷誘発左心肥大の末期像として認められる心臓間質の線維化

は心不全の発症要因の１つと考えられている [ 5 , 1 0 1 ]。心線維化形成

には、心線維芽細胞における増殖、遊走能の亢進、 α - s m o o t h  m u s c l e  

a c t i n  ( α - S M A )発現の増加を特徴とする筋線維芽細胞への分化、コラ

ーゲンなどの E C M や M M P s ,  c a t h e p s i n s といった E C M 分解酵素の活

発な産生が密接に関連すると考えられている [ 5 1 , 8 0 ]。また、圧負荷

誘発左心肥大モデルマウスの左心室線維芽細胞では C a M K I I の活性

化を介した細胞 増 殖能の亢進が認 め られる [ 6 1 ]。さら に冠動脈疾患

に よ る 心 不 全 患 者 の 左 心 室 由 来 の 心 線 維 芽 細 胞 で は 、 C a 2 +  r e l e a s e -

a c t i v a t e d  C a 2 +  ( C R A C )チャネルを介した細胞内への C a 2 +流入の増加

により c o l l a g e n  t y p e  I 産生が亢進する [ 8 2 ]。このように心線維芽細

胞の機能調節に C a 2 +依存性シグナルが関与することが強く示唆され

ているが、 PA H 誘発右心不全における RV F b の形質や、その調節機

構は全く明らかにされていない。そこで第三章では、 M C T  ( 2 週 )投

与 ラ ッ ト の 右 心 室 由 来 線 維 芽 細 胞 ( M C T- RV F b )の 筋 線 維 芽 細 胞 マ ー

カー ( α - S M A 及び c o l l a g e n  t y p e  I )発現、細胞増殖、遊走能ならびに
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M M P - 9 産生能を C o n t 群の右心室由来線維芽細胞 ( C O N T- RV F b )と比

較検討した。さらに、これら形質を調節する C a 2 +流入機構ならびに

C a 2 +依存性シグナル経路の解明を試みた。
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2 .実験材料および 実験方法  

 

2 - 1 .使用薬物  

2 - 1 - 1 .試薬  

A n g i o t e n s i n  I I  ( A n g  I I ,  S i g m a  A l d r i c h )、 Y M 5 8 4 8 3  ( C a y m a n  

C h e m i c a l ,  A n n  A r b o r ,  M I ,  U S A )、 a u t o c a m t i d e - 2 - r e l a t e d  i n h i b i t o r y  

p e p t i d e  ( A I P ,  E n z o  L i f e  S c i e n c e ,  P l y m o u t h  M e e t i n g ,  P A ,  U S A )、

P D 9 8 0 5 9、 M C T  (和光純薬 )及び S P 6 0 0 1 2 5  ( J e n a  B i o s c i e n c e ,  J e n a ,  

G e r m a n y )。  

 

2 - 1 - 2 .一次抗体  

抗 p h o s p h o - e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e g u l a t e d  k i n a s e  1 / 2  ( E R K 1 / 2 )抗

体、抗 p h o s p h o - c - J u n  N - t e r m i n a l  k i n a s e  ( J N K )抗体、抗 t o t a l - J N K抗

体、抗 p h o s p h o - p 3 8  M A P K抗体、抗 p h o s p h o - A k t  ( S e r 4 7 3 )抗体、抗

t o t a l - A k t抗体、抗 p h o s p h o - C a M K I I  ( T h r 2 8 6 )抗体 ( C e l l  S i g n a l i n g  

T e c h n o l o g y )、抗 t o t a l - p 3 8  M A P K抗体、抗 t o t a l - E R K 1 / 2抗体 ( S a n t a  

C r u z  B i o t e c h n o l o g y )、抗 t o t a l - a c t i n抗体、抗 t o t a l - C a M K I I抗体

( G e n e T e x )、抗 M M P - 9抗体 ( M e r c k  M i l l i p o r e ,  D a r m s t a d t ,  G e r m a n y )、

抗 α - S M A抗体 ( D a k o ,  S a n t a  C l a r a ,  C A ,  U S A )及び抗 c o l l a g e n  t y p e  I抗体

( R o c k l a n d ,  L i m e r i c k ,  P A ,  U S A )。  

 

2 - 1 - 3 .二次抗体  

H R P 標識抗ウサギ I g G 抗体及び H R P 標識抗マウス I g G 抗体

( A m e r s h a m  B i o s c i e n c e s )。  
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2 - 1 - 4 .使用動物  

動物の飼育および取り扱いは北里大学動物実験倫理委員会の承認

後 (承認番号 1 6 - 0 4 3 及び 1 7 - 0 8 5 )、北里大学動物実験委員会規定の

ガイドラインを遵守して行った。実験には 4 - 6 週齢の雄性 Wi s t a r

ラット (日本クレア )を使用した。ラットは使用時まで本学部 5 号館

2 階の小動物飼育室において室温 2 3 . 0 ± 2  ° C、湿度 5 0 - 6 0 %、 1 2 時間

/ 1 2 時間の概日周期下で、固形飼料 ( C E - 2 ,日本クレア )を給餌し自由

飲水で飼育した。  

 

2 - 2 .実験方法  

2 - 2 - 1 .  RV F b の単離 ・培養  

M C T 誘導性 PA H モデルラットを第一章 2 - 2 - 1 .  M C T 誘導性 PA H

モデルの項に準じて作製し、 M C T 投与 2 週後に心臓を摘出した。

摘出した心臓を L a n g e n d o r f f 灌流装置に設置し、 1 0 0 %  O 2 で酸素化

した 3 7  ° C の n o r m a l  H E P E S - Ty r o d e 溶液を大動脈より逆行性に冠血

管に 1 0 分間灌流し瀉血した。その後、 0 . 0 2 %  ( w / v )コラゲナーゼを

加えた n o r m a l  H E P E S - Ty r o d e 溶液を 2 0 分灌流した。コラゲナーゼ

処置後、心臓から右心室のみを分離し、無血清の D M E M 中で細切

し、細胞を分散した。細胞懸濁液を遠心分離 ( 3 6 0  g ,  3 分 ,  4  ° C )した

後、細胞沈渣を 1 0 %  F B S 添加 D M E M 中で再懸濁し、シャーレに播

種した後 3 7  ° C、 5 %  C O 2 の条件下で培養した。 9 0 分後、培養上清

を捨て洗浄した後、接着した細胞を R V F b として 1 0 %  F B S 添加

D M E M 中で培養した ( 3 7  ° C ,  5 %  C O 2 )。コンフルエントになった細

胞は 0 . 0 5 %  T r y p s i n - E D T A で剥離し、 1 0 %  F B S 添加 D M E M 中に懸濁

してから継代した。細胞を 6 - w e l l シャーレに播種し実験に用い

た。  
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2 - 2 - 2 .免疫蛍光染色  

無血清 D M E M中で 2 4時間スタベーションした RV F bを 4 %パラホル

ムアルデヒド (和光純薬 )で固定した後、 0 . 2 %  Tr i t o n  X - 1 0 0で脱膜化

した。その後、 5 %正常ヤギ血清 [ n o r m a l  g o a t  s e r u m  ( N G S ) ] / T B Sで 1

時間ブロッキングし、 5 %  N G S / T B Sで希釈した一次抗体 ( 1 : 5 0 0希釈 )

を載せ反応させた ( 4  ° C ,オーバーナイト )。翌日、抗 r a b b i t  I g G  A l e x a  

F l u o r  5 6 8抗体または抗 m o u s e  I g G  A l e x a 4 8 8抗体 ( 1 : 1 , 0 0 0希釈 )を載せ

1時間、暗所で反応させた。細胞核は 4 ’ , 6 - d i a m i d i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e  

( D A P I )で 1 0分間染色した。 F u l l  h i g h - d e f i n i t i o n  H D M Iカメラ

( T r u e C h r o m e  I I  P l u s ,  T u c s e n ,  F u j i a n ,  C h i n a )を装着した蛍光顕微鏡

( B X - 5 1 ,オリンパス )を用いて写真を撮影した。  

 

2 - 2 - 3 .タンパク質抽 出と We s t e r n  b l o t t i n g  

タンパク質抽出と We s t e r n  b l o t t i n g は、第一章 2 - 2 - 4 .タンパク質

抽出と We s t e r n  b l o t t i n g の項に準じて行った。無血清 D M E M 中で

2 4 時間スタベーションした RV F b の培養上清を回収した後、タン

パク質を抽出した。これら培養上清 ( 2 0   l )とタンパク質 ( 1 0  μ g )を

用いて We s t e r n  b l o t t i n g を行った。転写膜にはニトロセルロース膜

( P a l l  C o r p o r a t i o n ,  An n  A r b o r ,  M I ,  U S A )を使用し、ブロッキングには

0 . 5 %スキムミルク (総タンパク質の検出 )または 3 %ウシ血清アルブ

ミン (リン酸化タンパク質の検出 )を用いた。  

 

2 - 2 - 4 .細 胞 増 殖 能 評 価 [ C e l l  c o u n t i n g  a s s a y 及 び B r o m o d e o x y u r i d i n e  

( B r d U )  i n c o r p o r a t i o n  a s s a y ]  

細胞増殖能は C e l l  c o u n t i n g  a s s a y と B r d U  i n c o r p o r a t i o n  a s s a y  に



 

58 

 

より評価した。 C e l l  c o u n t i n g  a s s a y は C e l l  c o u n t i n g  k i t - 8  ( C C K 8 ,同

仁化学研究所 ,熊本 )を用いて行った。 RV F b を 5 0 , 0 0 0  c e l l s / w e l l の密

度で 6 - w e l l シャーレに播種し、 1 0 %  F B S 添加 D M E M 中で 2 4 時間

後培養した後、培地交換し各種阻害薬の処置または無処置下で、 4 8

時間培養した ( 3 7  ° C ,  5 %  C O 2 )。その後、 C C K 8 試薬を 1 時間処置し

た後、マイクロプレートリーダー ( Tr i s t a r ,  L B 9 4 1 ,  B e r t h o l d ,  B a d  

Wi l d b a d ,  G e r m a n y )を用いて培地の吸光度 (波長 4 8 5  n m )を測定し

た。 B r d U  i n c o r p o r a t i o n  a s s a y は、 B r d U  i n c o r p o r a t i o n  a s s a y  k i t  

( E x a l p h a  B i o l o g i c a l s ,  I n c . ,  S h i r l e y,  M A ,  U S A )を用いて行った。 RV F b

を 1 , 5 6 2 - 2 5 , 0 0 0  c e l l s / w e l l の密度で 9 6 - w e l l マイクロプレートに播

種し、 1 0 %  F B S 添加 D M E M 中で 2 4 時間培養した後、培地交換し

B r d U 試薬を処置して 2 4 時間培養した ( 3 7  ° C ,  5 %  C O 2 )。その後、細

胞を固定し、抗 B r d U 抗体を 1 時間反応させた後、 H R P 標識二次抗

体を 3 0 分間反応させ、暗所で t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e  p e r o x i d a s e 基質

を 3 0 分間反応させた。マイクロプレートリーダー ( Tr i s t a r ,  L B 9 4 1 )

を用いて培地の吸光度比 (波長 4 5 0  n m /波長 5 6 0  n m )を測定した。  

 

2 - 2 - 5 .細胞遊走能評 価 ( B o y d e n  c h a m b e r  a s s a y )  

細胞遊走能は 8 - m m孔の Tr a n s w e l l  c h a m b e r  ( C o r n i n g  L i f e  S c i e n c e )

を用いて B o y d e n  c h a m b e r  a s s a yにより評価した。 2 %  g e l a t i nでチャン

バーをコーティングした後、 RV F bを 5 0 , 0 0 0  c e l l s / w e l lの密度でチャ

ンバー上層に播種し、各種阻害薬を処置または無処置下で、 1 0 %  

F B S添加 D M E M中で 2 4時間培養した ( 3 7  ° C ,  5 %  C O 2 )。遊走した細胞

を 1 0 0 %  m e t h a n o lで固定し、ギムザ染色を行った。 F u l l  h i g h -

d e f i n i t i o n  H D M Iカメラ ( T r u e C h r o m e  I I  P l u s ,  T u c s e n )を装着した位相

差顕微鏡 ( C K X - 4 1 ,  O l y m p u s )を用いて無作為に選んだ 3視野の写真を
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撮影し、遊走細胞数を測定した。  

 

2 - 2 - 6 .  G e l a t i n  z y m o g r a p h y  

培養上清中に分泌された M M P - 9 の活性を G e l a t i n  z y m o g r a p h y に

よって評価した。無血清 D M E M 中で 2 4 時間スタベーションした

RV F b の培養上清を回収し、 2 0   l を g e l a t i n  ( 1 . 8  m g / m l )を添加した

アクリルアミドゲルを用いて S D S - PA G E で分離した。ゲルを

e x t r a c t i o n  b u f f e r  [ 5 0  m M  Tr i s - H C l  ( p H 7 . 5 に調整 ) ,  5  m M  C a C l 2 ,  2 . 5 %  

Tr i t o n  X - 1 0 0 ]中で洗浄した後、 i n c u b a t i o n  b u f f e r  [ 5 0  m M  Tr i s - H C l  

( p H 7 . 5 に調整 ) ,  5  m M  C a C l 2 ]中で 1 8 時間インキュベートした

( 3 7  ° C )。その後、ゲルを 0 . 5 %  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e 染色液 (ナカ

ライテスク )で 1 0 分間染色し、蒸留水で洗浄することで分解された

g e l a t i n のバンドを検出した。スキャナー ( G T- 9 4 0 0 U F,エプソン ,長

野 )を用いてゲルの画像をコンピュータ内に取り込んだ後、 C S  

a n a l y z e r  3 . 0  s o f t w a r e  ( AT T O )によりバンドの解析を行った。  

 

2 - 2 - 7 .  R N A 抽出と R e a l - t i m e  P C R  

総 R N A 抽出ならびに R e a l - t i m e  P C R は、第一章 2 - 2 - 5 .  R N A 抽出

と P C R の項に準じて行った。無血清 D M E M 中で 2 4 時間スタベーシ

ョンした RV F b から総 R N A を抽出した。使用したプライマーの配列

は表に示した (表 6 )。  

 

2 - 2 - 8 .  [ C a 2 + ] i 測定  

2 %  g e l a t i n でコーティングしたカバーガラス上に播種しコンフル

エントになった RV F b を、 C a 2 +プローブである F u r a - 2  A M  (ナカライ

テスク )を添加した C a 2 + - f r e e  N o r m a l  H E P E S - Ty r o d e 溶液 ( b a t h 溶液 )
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中で 3 0 分間インキュベートした ( 3 7  ° C ,  5 %  C O 2 )。カバーガラスを測

定チャンバーに設置し、 b a t h 溶液を 4  m l 入れた後、 2 波長蛍光測定

器 ( C A M - 2 3 0 ,日本分光 ,東京 )を用いて波長 3 4 0  n m と 3 8 0  n m の励起

光を交互に当て、波長 5 0 0  n m の蛍光を測定することで [ C a 2 + ] i の指

標 と な る そ れ ぞ れ の 蛍 光 強 度 ( F 3 4 0 な ら び に F 3 8 0 ) の 比 率

( F 3 4 0 / F 3 8 0 :  F )を算出した。 F は基底状態の値 ( F 0 )で標準化して表し

た ( F / F 0 )。小胞体からの C a 2 +遊離を A n g  I I  ( 1 0 0  n M ,  5 分 )により誘起

し、2  m M  C a C l 2 を処置することで小胞体 C a 2 +の枯渇により誘導され

る C a 2 +流入 ( s t o r e - o p e r a t e d  C a 2 +  e n t r y :  S O C E )を測定した。  

 

2 - 3 .統計解析  

実験データは平均値 ±標準誤差で表した。 2 群間の比較には

S t u d e n t - t 検定を用いた。また多群間の比較は A N O VA で分散分析し

た後に B o n f e r ro n i の p o s t - h o c  t e s t により全ての 2 群間の比較を行い

評価した。危険率 5 %未満 ( p < 0 . 0 5 )を有意差ありと判断した。  

 

3 .結果  

3 - 1 .  M C T - R V F b に おける α - S M A 及び c o l l a g e n  t y p e  I 発現  

C O N T - R V F bと M C T - R V F bの筋線維芽細胞マーカー ( α - S M A及び

c o l l a g e n  t y p e  I )タンパク質発現を比較した。免疫蛍光染色を行った

結果、 M C T - R V F bでは C O N T - R V F bと比較して抗 α - S M A抗体及び抗

c o l l a g e n  t y p e  I抗体陽性染色像の染色強度が低下していた (図 1 7 A )。

W e s t e r n  b l o t t i n gの結果、 M C T - R V F bでは C O N T - R V F bと比較して α -

S M A及び c o l l a g e n  t y p e  Iタンパク質発現が有意に減少していた (図

1 7 B ,  C O N T - R V F b :  n = 7 ,  M C T - R V F b :  n = 8 ;  図 1 7 C ,  n = 6 ,  p < 0 . 0 1 )。ま

た、 M C T  ( 3週 )投与ラット由来 M C T - R V F bにおいても同様に、
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C O N T - R V F bと比較して α - S M A及び c o l l a g e n  t y p e  Iタンパク質発現が

減少していた (図 2 0 A ,  B ,  n = 3 )。  

 

3 - 2 .  M C T - R V F b に おける細胞増殖及 び遊走能  

C O N T - R V F bと M C T - R V F bの細胞増殖能を C e l l  c o u n t i n g  a s s a y及び

B r d U  i n c o r p o r a t i o n  a s s a yにより検討した。 M C T - R V F bの増殖能は

C O N T - R V F bと比較して有意に亢進した (図 1 8 A ,  C O N T - R V F b :  n = 1 4 ,  

M C T - R V F b :  n = 1 5 ;  図 1 8 B ,  n = 5 ,  p < 0 . 0 1 )。 C O N T - R V F bと M C T - R V F bの

細胞遊走能を B o y d e n  c h a m b e r  a s s a yにより検討した。 M C T - R V F bの

細胞遊走能は C O N T - R V F bと比較して有意に亢進した (図 1 8 C ,  D ,  

n = 3 ,  p < 0 . 0 5 )。  

 

3 - 3 .  M C T - R V F b に おける M M P - 9 の産生及び活性  

M M P - 9 は細胞遊走や炎症反応の促進に関連することが知られて

いる [ 2 0 , 7 2 , 8 6 ]。そこで、 C O N T - R V F b と M C T - R V F b の M M P - 9 発

現・分泌及び活性を検討した。 M C T - R V F b では C O N T - R V F b と比較

して M M P - 9 の細胞内発現及び培養上清中への分泌が有意に亢進し

た (図 1 9 A ,  n = 1 2 ,  p < 0 . 0 5 ;  図 1 9 B ,  n = 9 ,  p < 0 . 0 1 )。培養上清中に分泌

された M M P - 9 の活性を G e l a t i n  z y m o g r a p h y により検討した。 M C T -

R V F b では C O N T - R V F b と比較して M M P - 9 前駆体 ( p r o - M M P - 9 )の

G e l a t i n 分解活性が有意に亢進した (図 1 9 C ,  n = 3 ,  p < 0 . 0 1 )。また、

M C T  ( 3 週 )投与ラット由来 M C T - R V F b においても同様に C O N T -

R V F b と比較して M M P - 9 発現の有意な増加が認められた (図 2 0 C ,  

n = 3 )。  
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3 - 4 .  M C T - R V F b に おける細胞内シグ ナル 分子の活性化  

次に、心線維芽細胞において細胞増殖、遊走や M M P - 9発現に関

与する細胞内シグナル分子である C a M K I I ,  E R K 1 / 2 ,  J N K ,  p 3 8  M A P K

及び A k tの活性を検討した。 M C T - R V F bでは C O N T - R V F bと比較して

C a M K I I ,  E R K 1 / 2及び J N Kのリン酸化が有意に亢進した (図 1 9 D ,  E ,  

n = 9 ,  p < 0 . 0 1 ;  図 1 9 F ,  n = 6 ,  p < 0 . 0 5 )。一方、 p 3 8  M A P Kと A k tのリン酸

化に有意な差は見られなかった ( n = 3 ,データ未掲載 )。  

 

3 - 5 .  M C T - R V F b に おける S O C E  

細胞内への過剰な C a 2 +の流入は C a M K I I ,  E R K 1 / 2及び J N Kの活性化

に関与することが知られている [ 3 1 , 3 3 , 1 0 0 ]。心線維芽細胞の機能は

C R A Cチャネルや t r a n s i e n t  r e c e p t o r  p o t e n t i a l  ( T R P )チャネルにより調

節されることが報告されている [ 3 1 , 3 3 , 8 2 ]。そこで、 C O N T - R V F bと

M C T - R V F bにおける C R A Cチャネルの孔形成サブユニット ( O r a i 1及び

3 )とその活性調節に関わる小胞体センサータンパク質 S T I M 1及び

T R P C 3 ,  M 7の m R N A発現を R e a l - t i m e  P C Rにより検討した。 M C T -

R V F bでは C O N T - R V F bと比較して O r a i 1及び S T I M 1の m R N A発現が有

意に亢進した (図 2 1 A ,  n = 3 ,  O r a i 1 :  p < 0 . 0 1 ,  S T I M 1 :  p < 0 . 0 5 )。さらに、

F u r a - 2を用いた [ C a 2 + ] i測定により A n g  I I誘導性小胞体 C a 2 +遊離によ

る S O C Eを検討した。 M C T - R V F bでは C O N T - R V F bと比較して S O C Eが

有意に亢進した (図 2 1 B ,  D ,  C O N T - R V F b :  n = 6 ,  M C T - R V F b :  n = 7 ,  

p < 0 . 0 5 )。一方、 A n g  I I  ( 1 0 0  n M )により誘導される小胞体 C a 2 +遊離に

差はなかった (図 2 1 B ,  C ,  C O N T - R V F b :  n = 6 ,  M C T - R V F b :  n = 7 )。  

 

3 - 6 .  M C T- RV F b における細胞増殖、遊走、 M M P - 9 産生能に各種阻害
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薬が及ぼす影響  

次に、 m i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  k i n a s e  ( M E K ) / E R Kシグナ

ル経路阻害薬 ( P D 9 8 0 5 9 ) ,  J N K阻害薬 ( S P 6 0 0 1 2 5 ) ,  C a M K I I阻害薬 ( A I P )

及び C R A Cチャネル阻害薬 ( Y M 5 8 4 8 3 )が M C T - R V F bの細胞増殖及び

遊走能に及ぼす影響を検討した。 M C T - R V F bの細胞増殖能の亢進は

P D 9 8 0 5 9により抑制されたが、 S P 6 0 0 1 2 5 ,  A I P及び Y M 5 8 4 8 3は影響を

及ぼさなかった (図 2 2 A ,  n = 3 )。 M C F - R V F bの細胞遊走能の亢進は

P D 9 8 0 5 9により抑制される傾向を示し、 S P 6 0 0 1 2 5 ,  A I P及び Y M 5 8 4 8 3

により有意に抑制された (図 2 2 B ,  n = 5 ,  p < 0 . 0 1 )。また P D 9 8 0 5 9と

S P 6 0 0 1 2 5の共処置は、 P D 9 8 0 5 9単独処置と比較してより顕著な抑制

を示した (図 2 2 B ,  n = 5 ,  p < 0 . 0 5 )。 M C T - R V F bの M M P - 9発現亢進は

P D 9 8 0 5 9 ,  A I P及び Y M 5 8 4 8 3により有意に抑制された (図 2 3 ,  n = 4 ,  

p < 0 . 0 1 )。一方、 S P 6 0 0 1 2 5は M C T - R V F bの M M P - 9発現亢進に影響を

及ぼさなかった (図 2 3 ,  n = 4 )。最後に、 M C T - R V F bにおける S O C E ,  

C a M K I I ,  E R K 1 / 2及び J N Kの相関関係を検討した。 M C T - R V F bにおけ

る C a M K I Iのリン酸化亢進は Y M 5 8 4 8 3により抑制された (図 2 4 A ,  n = 3 ,  

0 . 5 2 ± 0 . 1 6  v s .  D M S O )。 M C T - R V F bにおける J N Kのリン酸化亢進は

Y M 5 8 4 8 3及び A I Pにより有意に抑制された (図 2 4 C ,  n = 3 ,  p < 0 . 0 1 )。一

方、 Y M 5 8 4 8 3と A I Pは M C T - R V F bにおける E R K 1 / 2のリン酸化亢進に

は影響を及ぼさなかった (図 2 4 B ,  n = 3 )。   
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T a r g e t  P r i m e r  s e q u e n c e s  
A c c e s s i o n  

n u m b e r  

T R P a ) C 3  

F o r w a r d  5 ’ - G C T G G A G G G G C G T C A A C - 3 ’  

N M _ 0 2 1 7 7 1  

R e v e r s e  5 ’ - - G G A T G T T G C C G T A C T G C G T - 3 ’  

T R P M 7  

F o r w a r d  5 ’ - A G A G A T G T G G T T G C C C C C T A - 3 ’  

N M _ 0 5 3 7 0 5  

R e v e r s e  5 ’ - T G C C C C A T A C T T T C C A A C C G - 3 ’  

O r a i 1  

F o r w a r d  5 ’ - T G A T G A G C C T C A A C G A G C A C - 3 ’  

N M _ 0 0 1 0 1 3 9 8 2  

R e v e r s e  5 ’ - A C C A T C G C T A C C A T G G C G A A - 3 ’  

O r a i 3  

F o r w a r d  5 ’ - T A A G C T C A A A G C C T C C A G T C G - 3 ’  

N M _ 0 0 1 0 1 4 0 2 4  

R e v e r s e  5 ’ - T G C A G G C A C T A A A T G C C A C T - 3 ’  

S T I M b ) 1  

F o r w a r d  5 ’ - T C C T C T C T T G A C T C G C C A C A - 3 ’  

N M _ 0 0 1 1 0 8 4 9 6  

R e v e r s e  5 ’ - C C A C C C A C A C C A A T C A C G A T A - 3 ’  

R P L c ) 1 3  

F o r w a r d  5 ’ - A A G A T C C G C A G A C G C A A G G - 3 ’  

N M _ 0 3 1 1 0 1  

R e v e r s e  5 ’ - C T G T A G G G C A C C T C A C G A T G - 3 ’  

 

表 6  プライマー配列  

a )  Tr a n s i e n t  r e c e p t o r  p o t e n t i a l ;  

b )  S t r o m a l  i n t e r a c t i o n  m o l e c u l e ;  

c )  R i b o s o m a l  p r o t e i n  L .  
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図 1 7  M C T誘導性 P A Hモデルラットの右心室由来線維芽細胞 ( M C T -

R V F b )における α - s m o o t h  m u s c l e  a c t i n  ( α - S M A )及び c o l l a g e n  t y p e  I発
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現  

M C T  ( 2週 )投与ラットと C o n t群の右心室由来線維芽細胞 ( M C T - R V F b

及び C O N T - R V F b )における α - S M Aならびに c o l l a g e n  t y p e  Iタンパク質

発現を検討した。 ( A )  C O N T - R V F b  (左図 )及び M C T - R V F b  (右図 )を無

血清 D u l b e c c o ’ s  M o d i f i e d  E a g l e ’ s  M e d i u m  ( D M E M )中で 2 4時間スタベ

ーションした後、免疫蛍光染色を行った。典型的な抗 α - S M A抗体

(上図 ,緑色蛍光 )及び抗 c o l l a g e n  t y p e  I抗体 (下図 ,赤色蛍光 )陽性像

( n = 3 )。 S c a l e ,  5 0  μ m .  ( B ,  C )無血清 D M E M中で 2 4時間スタベーション

した C O N T - R V F b及び M C T - R V F bを可溶化しタンパク質を抽出した

後、 W e s t e r n  b l o t t i n gを行った。 (上図 )  α - S M A  ( B ) ,  c o l l a g e n  t y p e  I  

( C )及び t - a c t i nの典型的なブロット像。 (下図 )  t - a c t i nに対する α - S M A  

( C O N T - R V F b :  n = 7 ,  M C T - R V F b :  n = 8 )及び c o l l a g e n  t y p e  I  ( n = 6 )発現量

を C O N T - R V F bで標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した。  

* * p < 0 . 0 1  v s .  C O N T - R V F b .  
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図 1 8  M C T - R V F bにおける細胞増殖、遊走能  

M C T - R V F bと C O N T - R V F bの細胞増殖能を C e l l  c o u n t i n g  a s s a y  ( A )と

B r d U  i n c o r p o r a t i o n  a s s a y  ( B )により、細胞遊走能を B o y d e n  c h a m b e r  

a s s a y  ( C ,  D )により検討した。 ( A )  C O N T - R V F b及び M C T - R V F bを

5 0 , 0 0 0  c e l l s / w e l lの密度で 6 - w e l lシャーレに播種した後、定着した細

胞を 1 0 %添加 D M E M中で 4 8時間培養した。生存細胞数は C e l l  

C o u n t i n g  K i t - 8を用いた比色法で評価し、 C O N T - R V F bの生細胞数で

標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した ( C O N T - R V F b :  n = 1 4 ,  

M C T - R V F b :  n = 1 5 )。 ( B )  C O N T - R V F b及び M C T - R V F bを 1 , 5 6 2 - 2 5 , 0 0 0  

c e l l s / w e l lの密度で 9 6 - w e l lプレートに播種した後、定着した細胞に

B r d U試薬を処置し 1 0 %添加 D M E M中で 2 4時間培養した。細胞を固定

し、抗 B r d U抗体を 1時間反応させた後、 h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e標識

二次抗体を反応させた。 T e t r a m e t h y l b e n z i d i n e  p e r o x i d a s e基質を加え

発色させた後、波長 5 6 0  n mに対する波長 4 5 0  n mの吸光度を測定し

た。結果は平均値 ±標準誤差で示した ( n = 5 )。 ( C )  C O N T - R V F b及び

M C T - R V F bを 5 0 , 0 0 0  c e l l s / w e l lの密度で 2 %  g e l a t i nコーティングした

チャンバー上層に播種した後、無血清 D M E M中で 2 4時間培養した。

チャンバー下層に遊走した細胞をギムザ染色した。 ( C )チャンバー

下層に遊走した C O N T - R V F b  (左図 )及び M C T - R V F b  (右図 )の典型的

なギムザ染色像。 ( D )  C O N T - R V F bの遊走細胞数で標準化した。結果

は平均値 ±標準誤差で示した ( n = 3 )。  

* ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C O N T - R V F b .    
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図 1 9  M C T - R V F bにおける m a t r i x  m e t a l l o p r o t e i n a s e  ( M M P ) - 9産生及び

活性と細胞内シグナル分子の活性  

( A ,  B )無血清 D M E M中で 2 4時間スタベーションした C O N T - R V F b及び

M C T - R V F bの培養上清を回収し、細胞可溶化タンパク質を抽出した

後、 W e s t e r n  b l o t t i n gにより M M P - 9タンパク質発現を検討した。 (上

図 )細胞内タンパク質 ( C e l l  L y s a t e ,  A ,  n = 1 2 )及び培養上清 ( M e d i u m ,  

B ,  n = 9 )中の M M P - 9及び t - a c t i nの典型的なブロット像。 (下図 )  t - a c t i n  

( A )及び総タンパク質濃度 ( B )に対する M M P - 9発現量を、 C O N T -
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R V F bで標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した。 ( C )無血清

D M E M中で 2 4時間スタベーションした C O N T - R V F b及び M C T - R V F bの

培養上清を回収し、 G e l a t i n  z y m o g r a p h yにより M M P - 9活性を検討し

た。 (上図 )  M M P - 9前駆体 ( p r o - M M P - 9 )の典型的なザイモグラフ像。

(下図 )総タンパク質濃度に対する M M P - 9活性を、 C O N T - R V F bで標

準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した ( n = 3 )。 ( D - F )無血清

D M E M中で 2 4時間スタベーションした C O N T - R V F b及び M C T - R V F bを

可溶化しタンパク質を抽出した後、 W e s t e r n  b l o t t i n gにより

C a 2 + / c a l m o d u l i n  ( C a M ) - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  I I  ( C a M K I I ) ,  

e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e g u l a t e d  k i n a s e  1 / 2  ( E R K 1 / 2 )及び c - J u n  N -

t e r m i n a l  k i n a s e  ( J NK )のリン酸化を検討した。 (上図 )リン酸化

C a M K I I  ( p - C a M K I I )及び総 C a M K I Iタンパク質 ( t - C a M K I I )  ( D ,  n = 9 ) ,  p -

E R K 1 / 2及び t - E R K 1 / 2  ( E ,  n = 9 )、 p - J N K及び t - J N K  ( F ,  n = 6 )の典型的な

ブロット像。 (下図 )総タンパク質に対するリン酸化タンパク質発現

量を C O N T - R V F bで標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した。  

* ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C O N T - R V F b .    
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図 2 0  M C T  ( 3週 )投与ラット由来 M C T - R V F bにおける α - S M A ,  c o l l a g e n  

t y p e  I及び M M P - 9発現  

無血清 D M E M中で 2 4時間スタベーションした C O N T - R V F b及び M C T -

R V F bから可溶化タンパク質を抽出した後、 W e s t e r n  b l o t t i n gにより

細胞内の α - S M A  ( A ) ,  c o l l a g e n  t y p e  I  ( B )及び M M P - 9  ( C )タンパク質発

現を検討した。 (上図 )  α - S M A ,  c o l l a g e n  t y p e  I ,  M M P - 9及び t - a c t i nの

典型的なブロット像。 (下図 )  t - a c t i nに対する α - S M A ,  c o l l a g e n  t y p e  I

及び M M P - 9発現量を C O N T - R V F bで標準化した。結果は平均値 ±標準

誤差で示した。 * ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C O N T - R V F b .  
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図 2 1  M C T - R V F bにおける各種カチオンチャネル m R N A発現及び

s t o r e - o p e r a t e d  C a 2 +  e n t r y  ( S O C E )  

( A )無血清 D M E M中で 2 4時間スタベーションした C O N T - R V F b及び

M C T - R V F bから総 R N Aを抽出し c D N Aを作製した後、 R e a l - t i m e  P C R

により t r a n s i e n t  r e c e p t o r  p o t e n t i a l  ( T R P )チャネル ( T R P C 3及び M 7 )、

C a 2 +  r e l e a s e - a c t i v a t e d  C a 2 +  ( C R A C )チャネル ( O r a i 1及び 3 )及び s t r o m a l  

i n t e r a c t i o n  m o l e c u l e  ( S T I M )  1の m R N A発現を解析した。 Δ Δ C q法を用

いて定量した r e b o s o r m a l  p r o t e i n  L  ( R P L )  1 3  m R N A発現量で標準化し

た。結果は平均値 ±標準誤差で示した。 ( B - D )  C O N T - R V F b及び M C T -

R V F bにおける S O C Eを C a 2 +プローブである F u r a - 2  A Mを用いた細胞

内 C a 2 +濃度 ( [ C a 2 + ] i )測定法により評価した。 2 %  g e l a t i nでコーティン

グしたカバーガラス上に播種しコンフルエントになった細胞に

F u r a - 2  A Mを取り込ませた後、 2波長蛍光測定器を用いて波長 3 4 0  n m

と 3 8 0  n mの励起光を交互に当て、波長 5 0 0  n mの蛍光を観測するこ

とで [ C a 2 + ] iの指標となるそれぞれの蛍光強度 ( F 3 4 0ならびに F 3 8 0 )の

比率 ( F 3 4 0 / F 3 8 0 :  F )を測定した。 Fは基底状態の値 ( F 0 )により標準化

した ( F / F 0 )。小胞体からの C a 2 +遊離を A n g  I I  ( 1 0 0  n M ,  5分 )により誘

起した後、 2  m M  C a C l 2を処置することで小胞体内の C a 2 +の枯渇によ

り誘導される C a 2 +流入 ( S O C E )を測定した。 A n g  I I誘導性 C a 2 +遊離 ( C )

及び S O C E  ( D )による F / F 0の最大変化 ( Δ F / F 0 )をグラフに示した

( C O N T- RV F b :  n = 6 ,  M C T- RV F b :  n = 7 )。結果は平均値 ±標準誤差で示

した。 * ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C O N T - R V F b .   
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図 2 2  M C T - R V F bの細胞増殖、遊走能に各種阻害薬が及ぼす影響  

M C T - R V F bの細胞増殖能を C e l l  c o u n t i n g  a s s a y  ( A )により、細胞遊走

能を B o y d e n  c h a m b e r  a s s a y  ( B )により評価した。 ( A )  M C T - R V F bを

5 0 , 0 0 0  c e l l s / w e l lの密度で播種した後、定着した細胞を阻害薬無処

置下 ( D M S O )あるいは m i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  k i n a s e  

( M E K ) / E R K  シグナル経路阻害薬 [ P D 9 8 0 5 9  ( P D ) ,  5 0   M ] ,  J N K阻害薬

[ S P 6 0 0 1 2 5  ( S P ) ,  1 0   M ] ,  C a M K I I阻害薬 ( A I P ,  5   M )及び C R A Cチャネ

ル阻害薬 [ Y M 5 8 4 8 3  ( Y M ) ,  1 0   M ]処置下で 1 0 %添加 D M E M中で 4 8時

間培養した。生存細胞数は C e l l  C o u n t i n g  K i t - 8を用いた比色法で評

価し、 D M S Oで標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した

( n = 3 )。 ( B )  M C T - R V F bを 5 0 , 0 0 0  c e l l s / w e l lの密度で 2 %  g e l a t i nコーテ

ィングしたチャンバー上層に播種した後、阻害薬無処置下 ( D M S O )

あるいは P D  ( 5 0   M ) ,  S P  ( 1 0   M ) ,  A I P  ( 5   M )及び Y M  ( 1 0   M )処置下

で 2 4時間培養した。チャンバー下層に遊走した細胞をギムザ染色し

た。遊走細胞数を D M S Oで標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で

示した ( n = 5 )。 * * p < 0 . 0 1  v s .  D M S O ,  # p < 0 . 0 5  v s .  P D .   
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図 2 3  M C T - R V F bの M M P - 9発現に各種阻害薬が及ぼす影響  

( A ,  B )阻害薬無処置下 ( D M S O )あるいは P D  ( 5 0   M ) ,  S P  ( 1 0   M ) ,  A I P  

( 5   M )または Y M  ( 1 0   M )処置下で 2 4時間培養した M C T - R V F bを可溶

化しタンパク質を抽出した後、 W e s t e r n  b l o t t i n gにより M M P - 9タン

パク質発現を検討した。 (上図 )  M M P - 9及び t - a c t i nの典型的なブロッ

ト像。 (下図 )  t - a c t i nに対する M M P - 9発現量を C O N T - R V F bで標準化

した。結果は平均値 ±標準誤差で示した ( n = 4 )。 * * p < 0 . 0 1  v s .  D M S O .  
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図 2 4  M C T - R V F bの細胞内シグナル活性に各種阻害薬が及ぼす影響  

( A ,  B )阻害薬無処置下 ( D M S O )あるいは Y M  ( 1 0   M )または A I P  ( 5  

 M )処置下で 2 4時間培養した M C T - R V F bを可溶化しタンパク質を抽

出した後、 W e s t e r n  b l o t t i n gにより C a M K I I ,  E R K 1 / 2及び J N Kのリン酸

化を評価した。 (上図 )  p - C a M K I I及び t - C a M K I I  ( A ) ,  p - E R K 1 / 2及び t -

E R K 1 / 2  ( B )ならびに p - J N K及び t - J N K  ( C )の典型的なブロット像。

(下図 )総タンパク質に対するリン酸化タンパク質発現量を C O N T -

R V F bで標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した ( n = 3 )。

* * p < 0 . 0 1  v s .  D M S O .  
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図 2 5  第三章のまとめ  

M C T - R V F bは C O N T - R V F bと比較して α - S M A及び c o l l a g e n  t y p e  I発現

が減少したが、細胞増殖、遊走能が亢進した。 S T I M 1及び O r a i 1  

m R N A発現増加による S O C Eの増加は、 C a M K I Iを活性化する。 M C T -

R V F bにおける細胞増殖能の亢進は E R K 1 / 2の活性化を介して誘導さ

れる。一方、 M C T - R V F bにおける細胞遊走能の亢進は、

S O C E / C a M K I Iシグナル経路及び E R K 1 / 2の活性化を介して産生が亢

進する M M P - 9と、 S O C E / C a M K I I / J N Kシグナル経路の活性化を介し

て誘導されることが明らかになった [ 4 4 ]。   
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4 .考察  

 

本章では、 M C T 投与ラットにおける RV F b の形質変化とその調

節の分子機構を明らかにした。 M C T - R V F b は C O N T - R V F b と比較し

て α - S M A 及び c o l l a g e n  t y p e  I 発現が減少していたことから、筋線

維芽細胞とは異なる形質であった (図 1 7 ,  2 5 )。この形質は M C T 投

与 3 週後の R V F b においても同様であった (図 2 0 )。心筋梗塞におい

て心線維芽細胞の α - S M A ,  c o l l a g e n  t y p e  I 及び M M P s は梗塞後の時

間経過に伴いその発現が変化すると考えられている [ 2 4 , 8 3 ]。心筋

梗塞後初期においてネクローシスを起こした心筋細胞が 分泌する炎

症性サイトカイン i n t e r l e u k i n  ( I L ) - 1 ファミリーは心線維芽細胞の

M M P s 産生を誘導する一方で、 α - S M A 及び c o l l a g e n  t y p e  I 発現を阻

害することで筋線維芽細胞への分化を抑制する [ 2 4 ]。 I k e d a らは、

肺高血圧症による圧負荷誘発右心肥大において、右心室組織の I L -

1 β  m R N A 発現が増加することを報告している [ 4 1 ]。このことから、

M C T - R V F b の形質は I L - 1 ファミリーなどの炎症性サイトカインに

より誘導される心筋梗塞後初期に見られる形質に近いでものである

と考えられる。本章では M C T - R V F b におけるこれらの形質転換を

誘導する因子を明らかにすることはできなかった。筋線維芽細胞へ

の分化には T G F - β 1 シグナル経路が関与するが [ 5 ]、 M C T - R V F b の培

養上清において T G F - β 1 は検出されなかった ( n = 3 ,データ未掲載 )。

このことから、 M C T - R V F b の形質変化に T G F - β 1 の傍分泌作用は関

与しないと考えられた。プロスタサイクリン誘導体である I l o p o s t

は S U 5 4 1 6 / h y p o x i a 誘導性右心不全モデルラットの右心室における

c o l l a g e n  t y p e  I 発現を抑制することや、ヒト心線維芽細胞において

M M P - 9 発現を誘導する一方で c o l l a g e n  t y p e  I 分解を促進すること
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が報告されている [ 2 8 ]。また、 e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  ( E G F )は歯根

膜由来内皮前駆細胞の細胞増殖、遊走能を亢進する一方で、筋線維

芽細胞への分化を抑制する [ 4 9 ]。これらのことから、プロスタサイ

クリンや E G F が M C T - R V F b の形質転換に関与する可能性が考えら

れる。本研究第四章において M C T - R V F b の形質転換を引き起こす

メカニズムのさらなる検討を行った。  

本研究において、 M C T - R V F b の細胞増殖能は C O N T - R V F b と比較

して亢進した (図 1 8 )。心線維芽細胞の増殖には E R K ,  A k t 及び

C a M K I I の活性が関与する [ 3 8 , 6 1 , 7 1 ]。 M C T - R V F b では C O N T - R V F b

と比較して E R K 1 / 2 及び C a M K I I の活性が有意に亢進した (図 1 9 D ,  

E )。 M C T - R V F b の細胞増殖能は P D 9 8 0 5 9 により抑制されたが、 A I P

はこれに影響を及ぼさなかった (図 2 2 A )。これらの結果から、

M C T - R V F b の細胞増殖能は、 E R K 1 / 2 シグナルの活性化を介する

が、 [ C a 2 + ] i 増加には依存しないことが明らかになった (図 2 5 )。

I k e d a らは、肺動脈結紮誘導性右心不全の発症・進展には酸化スト

レスにより活性化した R h o - a s s o c i a t e d  c o i l e d - c o i l  c o n t a i n i n g  p r o t e i n  

k i n a s e  2 / E R K 1 / 2 シグナル経路が関与することを示している [ 4 1 ]。こ

のことから、 M C T - R V F b における E R K 1 / 2 の活性化には、酸化スト

レスにより誘導される R h o  k i n a s e シグナル経路の活性化が関与す

る可能性が考えられる。  

M C T - R V F b の細胞遊走能は C O N T - R V F b と比較して有意に亢進し

た (図 1 8 C ,  D )。心線維芽細胞の遊走には E R K 1 / 2 及び J N K の活性化

が関与することが報告されている [ 1 3 , 7 2 ]。 M C T - R V F b では C O N T -

R V F b と比較してこれら分子の活性が 有意に亢進した (図 1 9 E ,  F )。

また、 P D 9 8 0 5 9 及び S P 6 0 0 1 2 5 は M C T - R V F b の細胞遊走能を抑制

し、 P D 9 8 0 5 9 と S P 6 0 0 1 2 5 の共処置により遊走抑制作用が亢進され
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た (図 2 2 B )。これらのことから、 M C T - R V F b の細胞遊走能は、それ

ぞれ E R K 1 / 2 と J N K が関与する 2 つの独立したシグナル経路により

調節されることが明らかになった。  

M C T - R V F b では心線維芽細胞の遊走促進作用を有する M M P - 9 の

発現、分泌や活性が有意に亢進した (図 1 9 A - C )。 M C T  ( 3 週 )投与ラ

ットの R V F b においても同様の結果が得られた (図 2 0 )。 M M P - 9 発

現は C a M K I I ,  E R K 1 / 2 ,  J N K ,  p 3 8  M A P K 及び A k t など様々なシグナ

ル分子によって調節される [ 4 0 , 5 7 , 6 4 , 1 0 0 ]。 M C T - R V F b では C O N T -

R V F b と比較して C a M K I I ,  E R K 1 / 2 及び J N K の活性が有意に亢進し

た (図 1 9 D - F )。これらの分子は細胞内への過剰な C a 2 +の流入により

活性化されることが知られている [ 3 1 , 3 3 , 1 0 0 ]。 M C T - R V F b では

C O N T - R V F b と比較して S O C E を担う O r a i 1 及び S T I M 1 の m R N A 発

現が有意に亢進しており (図 2 1 A )、 S O C E の有意な増加が認められ

た (図 2 1 B ,  D )。 M C T - R V F b の M M P - 9 発現亢進は P D 9 8 0 5 9 ,  Y M 5 8 4 8 3

及び A I P により有意に抑制されたが 、 S P 6 0 0 1 2 5 はこれに影響を及

ぼさなかった (図 2 3 )。また、 Y M 5 8 4 8 3 は M C T - R V F b の C a M K I I 活

性を抑制したが、 E R K 1 / 2 活性には影響を及ぼさなかった (図

2 4 B )。このことから、 M C T - R V F b の M M P - 9 産生とそれによる細胞

遊走能の亢進は、 E R K 1 / 2 及び S O C E / C a M K I I シグナルによって調

節されることが示唆された (図 2 5 )。一方、 M C T - R V F b の細胞遊走能

亢進に関わる J N K の活性は、 Y M 5 8 4 8 3 及び A I P により有意に抑制

された (図 2 4 C )。このことから、 M C T - R V F b の細胞遊走能亢進は、

M M P - 9 に依存しない S O C E / C a M K I I / J N K シグナル経路によっても制

御されることが明らかになった (図 2 5 )。細胞膜における接着斑の形

成は t a l i n ,  p a x i l l i n や t e n s i n などの細胞膜アダプタータンパク質の

活性化により促進される [ 1 0 , 5 8 ]。 J N K は p a x i l l i n の活性化を介して
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様々ながん細胞の遊走を促進することが報告されている [ 5 8 ]。この

ことから、 M C T - R V F b において活性化した J N K は、接着斑形成を

介して細胞遊走能を亢進する可能性が考えられる。心線維芽細胞に

おける C R A C チャネルを介した S O C E の増加は心不全の発症要因と

なることが示唆されている [ 8 2 ]。このことから、 M C T - R V F b におけ

る S O C E の増加は C a M K I I 及び J N K の活性化を引き起こし、それに

よる細胞遊走能の亢進を介して P A H 誘発右心不全の発症・進展に

関与する可能性が考えられた。  

結論として第三章では、 M C T - R V F b が C a 2 +依存性 ( S O C E / C a M K I I )

及び C a 2 +非依存性 ( E R K 1 / 2 )シグナル経路の活性化を介して細胞増

殖、遊走能が亢進した炎症性の形質であることを初めて明らかにし

た (図 2 5 )。これらの知見は、 R V F b を標的とした新規 P A H 誘発右心

不全の治療戦略の開発に貢献することが期待される。  
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V.第四章  

 

P O S T N は RV F b の i N O S 発現誘導を介して右心収縮機能障害に関与

する  
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1 .緒言  

 

F a s c i c l i n  f a m i l yの一つである P O S T Nは、分子量約 9 0  k D aの

m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i nである [ 3 6 , 9 2 ]。 P O S T Nは線維化、腫瘍、炎症な

ど様々な病態に関与することが知られており、細胞 - E C M間の相互

作用を介して、細胞増殖、遊走、分化や上皮 -間葉転換など様々な

細胞機能を調節する [ 3 , 1 8 , 4 6 , 9 0 ]。心筋梗塞、心肥大や心線維化な

ど様々な心疾患モデル動物の心臓において、 P O S T N発現が増加す

る [ 8 5 , 8 9 , 1 1 0 ]。 P O S T Nは心線維芽細胞の機能調節を介して心疾患の

発症・進展に関与すると考えられている [ 6 9 , 8 5 ]。第二章において

M C T誘導性 P A Hモデルラットの右心室において P O S T N  m R N A発現が

顕著に増加することを明らかにした 。さらに第三章において、

M C T誘導性 P A Hモデルラットの R V F bが増殖、遊走能が亢進した炎

症性の形質転換を起こすことを明らかにした。しかしながら、 P A H

誘発右心不全の発症・進展における P O S T Nと R V F bとの関連は明ら

かにされていない。  

一 酸 化 窒 素 ( n i t r i c  o x i d e :  N O ) の 合 成 酵 素 に は 、 n e u r o n a l  N O S ,  

e n d o t h e l i a l  N O S そして i N O S の 3 つのアイソフォーム がある [ 9 5 ]。

圧負荷誘発左心肥大や虚血性疾患により誘発される心不全において、

心臓における i N O S 発現が増加する [ 2 2 , 9 5 ]。I L - 1 β などの炎症性サイ

トカインは心線維芽細胞において i N O S 発現を誘導する [ 7 0 ]。ラット

摘出心臓を用いた実験で、炎症性サイトカインにより発現誘導され

る i N O S 由来の N O が心収縮機能を障害することが報告されている

[ 8 4 ]。また、 i N O S 遺伝子欠損により、圧負荷誘発左心肥大モデルマ

ウスの心収縮機能の低下が改善することから、i N O S による N O 産生

の 亢 進 は 心 収 縮 機 能 障 害 の 原 因 の １ つ と 考 え ら れ る [ 2 1 , 1 0 7 ]。 ヒ ト
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軟骨細胞において、 P O S T N は n u c l e a r  f a c t o r - k a p p a  B  ( N F - κ B )の活性

化を介して i N O S 遺伝子発現を誘導することが報告されている [ 1 5 ]。

そこで本章では、 P O S T N が RV F b の i N O S 発現と N O 産生を亢進す

る か を 検 討 し た 。 さ ら に 、 P O S T N が 心 収 縮 機 能 を 障 害 す る こ と で

PA H 誘発右心不全発症・進展に関与するとの仮説を検証するために、

RV F b において P O S T N により産生亢進した N O が、H 9 c 2 心筋芽細胞

の LT C C 活性に及ぼす影響を検討した。  

 

2 .実験材料および 実験方法  

 

2 - 1 .使用薬物  

2 - 1 - 1 .試薬  

M C T  (和光純薬 )、 N  ( ω ) - n i t r o - L - a r g i n i n e  m e t h y l  e s t e r  ( L - N A M E ,同

仁化学研究所 )、 B AY 11 - 7 0 8 2  [ M e r c k  M i l l i p o r e  ( c a l b i o c h e m ) ] ,  

P D 9 8 0 5 9 ,  S P 6 0 0 1 2 5 及び s o d i u m  n i t r o p r u s s i d e  ( S N P,  S i g m a  A l d r i c h )。  

 

2 - 1 - 2 .一次抗体  

抗 P O S T N 抗体 ( P r o t e i n t e c h ,  R o s e m o n t ,  I L ,  U S A )、抗 6 x H i s t i d i n e

抗体 (和光純薬 )、抗 G A P D H 抗体 ( G e n e Te x )、抗 i N O S 抗体 ( B e c t o n ,  

D i c k i n s o n  a n d  C o m p a n y,  F r a n k l i n  L a k e s ,  N J ,  U S A または B i o s s )、抗

p h o s p h o - v a s o d i l a t o r - s t i m u l a t e d  p h o s p h o p r o t e i n  ( VA S P )  ( S e r 2 3 9 )抗体

( A b c a m ,  C a m b r i d g e ,  U K )、抗 t - a c t i n 抗体、抗 p h o s p h o - E R K 1 / 2 抗

体、抗 p h o s p h o - J N K 抗体、抗 t o t a l - J NK 抗体、抗 p h o s p h o - N F - κ B  

p 6 5  ( S e r 5 3 6 )抗体 ( C e l l  S i g n a l i n g  Te c h n o l o g y )、抗 t o t a l - E R K 1 / 2 抗体

( S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y または B i o s s )、抗 t o t a l - N F - κ B  p 6 5 抗体

( S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y )及び抗 I L - 1 抗体 ( S a n t a  C r u z  
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B i o t e c h n o l o g y )。  

 

2 - 1 - 3 .二次抗体  

H R P 標識抗ウサギ I g G 抗体及び H R P 標識抗マウス I g G 抗体 ( C e l l  

S i g n a l i n g  Te c h n o l o g y )。  

 

2 - 1 - 4 .使用動物  

動物の飼育および取り扱いは北里大学動物実験倫理委員会の承認

後 (承認番号 1 6 - 0 4 3 ,  1 7 - 0 8 5 及び 1 8 - 0 2 2 )、北里大学動物実験委員会

規定のガイドラインを遵守して行った。実験には 4 - 7 週齢の雄性

Wi s t a r ラット (日本クレア )を使用した。ラットは使用時まで本学部

5 号館 2 階の小動物飼育室において室温 2 3 . 0 ± 2  ℃、湿度 5 0 - 6 0 %、

1 2 時間 / 1 2 時間の概日周期下で、固形飼料 ( C E - 2 ,日本クレア )を給餌

し自由飲水で飼育した。  

 

2 - 2 .実験方法  

2 - 2 - 1 .  P O S T N 組換 えタンパク質の作 製  

全ての遺伝子組換え実験は北里大学遺伝子組換え実験安全委員会

の承認後に行った (承認番号 3 9 1 8 )。ラット P O S T N  m R N A 

( A c c e s s i o n  n u m b e r :  K M 11 7 1 7 3 . 1 )全長を図 2 5 A に示すプライマーを

用いて P C R により増幅した後、増幅産物を p E T- 2 2 b  ( + )  p l a s m i d  

v e c t o r  [ M e r c k  M i l l i p o r e  ( N o v a g e n ) ]  の 6 x H i s t i d i n e  ( H i s - t a g )配列の上

流にライゲーションした (図 2 6 A )。 P O S T N 配列を挿入した p l a s m i d

を T O P 1 0  E .  c o l i  c o m p e t e n t  c e l l  [ T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c  

( I n v i t r o g e n ) ]に加え、氷上で 3 0 分間静置した後、 h e a t - s h o c k を与え

た ( 4 2  ° C ,  3 0 秒 )。 S u p e r  o p t i m a l  b r o t h  w i t h  c a t a b o l i t e  r e p r e s s i o n  
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m e d i u m を 5 0 0  μ l  加え、攪拌することにより菌を回復させた ( 3 7  ° C ,  

1 時間 )。形質転換された T O P 1 0  E .  c o l i  は、コロニー選択のため

a m p i c i l l i n 添加 L u r i a - B e r t a n i  ( L B )  a g a r o s e 培地中で培養した ( 3 7  ° C ,

オーバーナイト )。 A m p i c i l l i n により選別されたコロニーから菌を

採取し、 L B 液体培地中で培養した ( 3 7  ° C ,  1 2 - 1 6 時間 )。その後、

p l a s m i d を Q I A q u i c k  G e l  E x t r a c t i o n  K i t  ( Q I A G E N ,  Ve n l o ,  N e t h e r l a n d )

を用いて抽出し、タンパク質発現用 の B L 2 1  E .  c o l i  c o m p e t e n t  c e l l  

( B i o D y n a m i c s  L a b o r a t o r y,東京 )に形質転換した。 A m p i c i l l i n 添加 L B  

a g a r o s e 培地中で培養後、コロニー選択した菌を L B  液体培地に入

れ、 O D 6 0 0 が 0 . 6 になるまで 3 7  ° C で攪拌した後、 i s o p r o p y l - β - D -

t h i o g a l a c t o s i d e  (ナカライテスク )を加えてさらに 2 時間撹拌するこ

とにより、 H i s - t a g g e d  P O S T N タンパク質の発現を誘導した。菌液

を遠心分離し ( 2 , 5 8 0  g ,  2 0 分 , 4  ° C )、得られた沈殿に Tr i s - H C l  b u f f e r  

( 2 0  m M  Tr i s ,  p H 7 . 9 に調整 )を加え超音波ホモジナイザー ( U D - 1 0 0 ,  

T O M Y,東京 )で破砕した。遠心分離 ( 2 1 , 1 0 0  g ,  2 0 分 ,  4  ° C )によりペレ

ットを回収し、 e q u i l i b r a t i o n  b u f f e r  ( 5  m M  i m i d a z o l e ,  5 0 0  m M  N a C l ,  

2 0  m M  Tr i s ,  8  M  u r e a ,  p H 7 . 9 に調整 )を加え、氷上でピペッティング

することで溶解した。溶解した菌液を遠心分離し ( 2 1 , 1 0 0  g ,  2 0

分 , 4  ° C )、上清を 0 . 4 5  μ m 径のフィルターに通してタンパク質サン

プルを回収した。 H i s 6 0  N i  S u p e r f l o w  R e s i n  a n d  G r a v i t y  C o l u m n  

( C l o n t e c h  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . ,  M o u n t a i n  Vi e w,  C A ,  U S A )を用いて、以

下の手順により回収したタンパク質サンプルから P O S T N 組換えタ

ンパク質を精製した。カラムにサンプル全量を入れ、撹拌すること

で H i s 6 0  N i  r e s i n に H i s - t a g g e d  P O S T N を吸着させた ( 4  ° C , 1 時間 )。

カラムを w a s h  b u f f e r  ( 6 0  m M  i m i d a z o l e ,  5 0 0  m M  N a C l ,  2 0  m M  Tr i s ,  8  

M  u r e a ,  p H 7 . 9 に調整 )で洗浄した後、 e q u i l i b r a t i o n  b u f f e r で洗浄し
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た。 H i s 6 0  N i  r e s i n に吸着した H i s - t a g g e d  P O S T N を e l u t i o n  b u f f e r  ( 1  

M  i m i d a z o l e ,  5 0 0  m M  N a C l ,  2 0  m M  Tr i s ,  8  M  u r e a ,  p H 7 . 9 に調整 )によ

り抽出し、 P l u s O n e  M i n i  D i a l y s i s  K i t  ( G E  H e a l t h c a r e ,  C h i c a g o ,  I L ,  

U S A )を用いて L - a r g i n i n e  ( 5 0 0  m M )添加 p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  

( P B S )中で透析した。精製した P O S T N 組換えタンパク質は、抗

P O S T N 抗体及び 6 x H i s t i d i n e 抗体を用いた We s t e r n  b l o t t i n g  により

8 5 - 9 0  k D a の分子量であることを確認した (図 2 6 B ,  C )。  

 

2 - 2 - 2 .  M C T 誘導性 PA H モデル  

第一章 2 - 2 - 1 .  M C T 誘導性 PA H モデルの項に準じて、 M C T 誘導性

PA H モデルラットを作製し、 M C T 投与から 2 週及び 3 週後に実験

に用いた。  

 

2 - 2 - 3 .  RV F b の単離  

第三章 2 - 2 - 1 .  RV F b の単離培養の項に準じて、 M C T  ( 3 週 )投与ラ

ットと C o n t 群より RV F b を単離した。また同様の方法を用いて、

無処置の雄性 Wi s t a r ラット ( 4 - 6 週齢 )から RV F b を単離した。  

 

2 - 2 - 4 .細胞培養  

RV F b  ( p a s s a g e  1 - 5 )と H 9 c 2 心筋芽細胞 ( p a s s a g e  1 6 - 2 8 )  は、第三章

2 - 2 - 1 .  RV F b の単離・培養及び第一章 2 - 1 - 5 .使用細胞の項に準じて

培養した。細胞は 6 - w e l l または 1 2 - w e l l シャーレに播種し実験に用

いた。無処置のラットより単離した RV F b は、 B AY 11 - 7 0 8 2 ,  

P D 9 8 0 5 9 または S P 6 0 0 1 2 5 の 3 0 分間の前処置または無処置下で、

P O S T N 組換えタンパク質 ( 1 0 0 - 1 0 0 0  n g / m l )または P B S  (溶媒 )で刺激

した。  
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2 - 2 - 5 .タンパク質抽 出と We s t e r n  b l o t t i n g  

タンパク質抽出と We s t e r n  b l o t t i n g は、第三章 2 - 2 - 3 .タンパク質

抽出と We s t e r n  b l o t t i n g の項に準じて行った。 M C T  ( 2 週及び 3 週 )

投与ラットの摘出心臓から分離した右心室を 0 . 1 %  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r  m i x t u r e 添加 l y s i s  b u f f e r により可溶化しタンパク質を抽出

した。 1 0   g のタンパク質を用いて We s t e r n  b l o t t i n g を行った。  

 

2 - 2 - 6 .免疫組織化学 染色  

右心室の免疫組織化学染色は、抗 P O S T N 抗体と抗 i N O S 抗体を用

いて第一章 2 - 2 - 8 .組織学的検索の項に準じて行った。  

 

2 - 2 - 7 .  N O 産生測定  

RV F b による N O 産生は N O プローブ 4 , 5 - d i a m i n o - f l u o r e s c e i n  

( D A F - 2 ,積水メディカル ,東京 )を用いて測定した。 6 - w e l l シャーレ

に播種した RV F b を無血清 D M E M 中で 2 4 時間スタベーションした

後、 P O S T N 組換えタンパク質または溶媒で 2 4 時間刺激した。培地

を p h y s i o l o g i c a l  s a l t  s o l u t i o n  ( P S S ,  1 . 2  m l )に交換した後、 L - N A M E  

( 6 0 0  μ M )の処置または無処置下で D A F - 2  ( 1 0 0  n M )を処置した

( 3 7  ° C ,  5 %  C O 2 ,  1 0 分 )。陰性対照として P S S  2 0 0  μ l を回収し、 N O S

の基質である L - a rg i n i n e  ( 1  m M )を処置した ( 3 7  ° C ,  5 %  C O 2 ,  1 2 0 分 )

後、再度 P S S  2 0 0  μ l を回収した。マイクロプレートリーダー

( Tr i s t a r ,  L B 9 4 1 )を用いて、回収した P S S に波長 4 8 5  n m の励起光を

当てた時の波長 5 3 5  n m の蛍光強度を測定した。 1 2 0 分後の測定値

( F 1 2 0 )と陰性対照 ( F 0 )の差分 (Δ F l u o r e s c e n c e )を N O 産生量として計

測した。  



 

89 

 

 

2 - 2 - 8 .  LT C C を介し た C a 2 +流入の測定  

LT C C を介した細胞内への C a 2 +流入は、第三章 2 - 2 - 8 .細胞内 C a 2 +

濃度 ( [ C a 2 + ] i )測定の項に準じて、 F u r a - 2  A M を用いた [ C a 2 + ] i 測定法

により測定した。カバーガラス上に播種しコンフルエントになった

H 9 c 2 心筋芽細胞に F u r a - 2  A M  ( 5  μ M )を取り込ませた後、 H E P E S -

Ty r o d e 溶液中で K C l  ( 3 0  m M )を処置することにより脱分極を誘導

し、 LT C C を介した C a 2 +流入を測定した。  

 

2 - 3 .統計解析  

実験データは平均値 ±標準誤差で表した。 2 群間の比較には

S t u d e n t - t 検定を用いた。また多群比較には A N O VA で分散分析した

後に B o n f e r ro n i の p o s t - h o c  t e s t により全ての 2 群間の比較を行い評

価した。危険率 5 %未満 ( p < 0 . 0 5 )を有意差ありと判断した。  

 

3 .結果  

 

3 - 1 .  M C T 投与ラットの右心室におけ る P O S T N タンパク 質発現  

M C T  ( 3 週 )投与ラットの右心室では、 C o n t 群と比較して P O S T N

タンパク質発現が有意に増加した。一方、 M C T  ( 2 週 )投与ラットの

右心室では P O S T N 発現に差は見られなかった (図 2 7 A ,  B ,  C o n t :  

n = 4 ;  M C T :  n = 6 ,  p < 0 . 0 5 )。免疫組織化学染色により右心室組織にお

ける P O S T N の局在を検討した結果、 C o n t 群の右心室では P O S T N

は主に間質細胞に発現していた。一方、 M C T  ( 3 週 )投与ラットの右

心室では心筋細胞における P O S T N 発現が有意に増加した (図 2 7 C ,  

n = 3 ,  p < 0 . 0 5 )。  
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3 - 2 .  M C T 投与ラットの右心室におけ る i N O S 発現  

M C T  ( 3 週 )投与ラットの右心室において、 We s t e r n  b l o t t i n g により

i N O S タンパク質発現は検出できなかった (図 2 8 A ,  C o n t :  n = 4 ;  M C T :  

n = 6 )。一方、免疫組織化学染色により右心室組織における i N O S タ

ンパク質の発現と局在を検討した結果、 C o n t 群の右心室では i N O S

はほとんど発現していなかったが、 M C T 投与ラットの右心室では

間質細胞において i N O S 発現の増加が認められた (図 2 8 B ,  C o n t :  

n = 4 ;  M C T :  n = 6 )。  

 

3 - 3 .  M C T- RV F b における i N O S 発現、 VA S P,  E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B

のリン酸化  

M C T  ( 3 週 )投与ラットより単離した M C T - R V F b では、 C O N T -

R V F b と比較して i N O S  発現及び N O / c y c l i c  G M P  ( c G M P )依存性シグ

ナル経路により活性化される V A S P のリン酸化が有意に亢進した

(図 2 9 A ,  B ,  n = 6 ,  p < 0 . 0 1 ;  図 2 9 C ,  D ,  n = 6 ,  p < 0 . 0 5 )。また、 M C T - R V F b

では C O N T - R V F b と比較して E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B のリン酸化

が有意に亢進した (図 2 9 E - H ,  n = 6 ,  p < 0 . 0 1 ;  図 2 9 I ,  J ,  n = 6 ,  p < 0 . 0 5 )。  

 

3 - 4 .  P O S T N 組換え タンパク質が RV F b の E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B の

リン酸化に及ぼす 影響  

次に、 M C T - R V F b における i N O S 発現と E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B

のリン酸化の亢進に及ぼす P O S T N の影響を検討した。無処置のラ

ットより単離した R V F b を P O S T N 組換えタンパク質 ( 1 0 0 - 1 0 0 0  

n g / m l ,  1 時間 )で刺激したところ、最大濃度 ( 1 0 0 0  n g / m l )をピークと

して、濃度依存的に E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B のリン酸化が亢進し
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た (図 3 0 A - F ,  n = 3 ,  p < 0 . 0 5 )。このことから、以降の実験では P O S T N

を 1 0 0 0  n g / m l の濃度で使用した。また、 R V F b における P O S T N 誘

導性の N F - κ B 活性化に、 E R K 1 / 2 及び J N K の活性が関与するかを検

討した。 M E K / E R K シグナル経路阻害薬 ( P D 9 8 0 5 9 ,  5 0  μ M )または

J N K 阻害薬 ( S P 6 0 0 1 2 5 ,  1 0  μ M )の前処置 ( 3 0 分間 )は、 R V F b における

P O S T N 誘導性 N F - κ B のリン酸化亢進に影響を及ぼさなかった (図

3 0 G ,  H ,  n = 4 )。  

 

3 - 5 .  P O S T N 組換え タンパク質が RV F b の i N O S 発現と N O 産生に及

ぼす影響  

P O S T N 組換えタンパク質 ( 1 0 0 0  n g / m l ,  2 4 時間 )は、 R V F b の i N O S

タンパク質発現と N O 産生を有意に亢進した (図 3 1 A ,  B ,  n = 4 ,  

p < 0 . 0 1 ;  図 3 1 C ,  n = 5 ,  p < 0 . 0 1 )。また、 N O S 阻害薬 ( L - N A M E ,  6 0 0  μ M )

の前処置 ( 1 0 分間 )により、 P O S T N 誘導性 N O 産生は有意に抑制さ

れた (図 3 1 C ,  n = 5 ,  p < 0 . 0 1 )。  

 

3 - 6 .  P O S T N 組換 え タンパク質が RV F b の I L - 1 β 発現に及ぼす影響  

P O S T N 組換えタンパク質 ( 1 0 0 0  n g / m l ,  2 4 時間 )は、 R V F b の I L - 1 β

発現を有意に亢進した (図 3 2 ,  n = 3 ,  p < 0 . 0 1 )。  

 

3 - 7 .  R V F b における P O S T N 誘導 性 i N O S 発現と N O 産生に 及ぼす N F -

κ B、 E R K 1 / 2 及び J N K 阻害薬の影響  

N F - κ B シグナル経路阻害薬 ( B A Y 1 1 - 7 0 8 2 ,  1 0  μ M )、 P D 9 8 0 5 9  ( 5 0  

μ M )及び S P 6 0 0 1 2 5  ( 1 0  μ M )は P O T S N 誘導性 i N O S 発現及び N O 産生

の亢進を有意に抑制した (図 3 3 A ,  B ,  n = 3 ,  p < 0 . 0 1 ;  図 3 3 C ,  C o n t ,  

P O S T N :  n = 5 ;  + B A Y ,  + P D ,  + S P :  n = 3 ,  p < 0 . 0 5 )。  
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3 - 8 .  P O S T N で 刺激 した RV F b の培養 上清が H 9 c 2 心筋芽 細胞の LT CC

活性に及ぼす影響  

N O は心筋細胞の L T C C 活性を抑制する。 K C l による脱分極で誘

導される L T C C を介した細胞内への C a 2 +流入に、 N O ドナー S N P が

及ぼす影響を検討したところ、 S N P  ( 1 0 0  μ M )はこれを有意に抑制し

た (図 3 4 A ,  B ,  C o n t ,  S N P :  n = 6 ,  p < 0 . 0 1 )。また、 P O S T N で刺激した

R V F b の培養上清 ( P O S T N - C M )も K C l 誘導性 C a 2 +流入を有意に抑制

したが、溶媒で刺激した R V F b の培養上清 ( C O N T - C M )はこれに影響

を及ぼさなかった (図 3 4 A ,  B ,  C o n t :  n = 6 ;  C O N T - C M ,  P O S T N - C M :  

n = 4 ,  p < 0 . 0 5 )。 P O S T N - C M による L T C C の抑制は R V F b への L -

N A M E 前処置 ( 6 0 0  μ M ,  1 0 分 )により有意に阻害された (図 3 4 C ,  D ,  

C O N T - C M ,  + L - N A M E :  n = 4 ;  P O S T N - C M :  n = 6 ,  p < 0 . 0 1 )。   



 

93 

 

 

 

 

図 2 6  P O S T N 組換えタンパク質の作製  

( A )ラット P O S T N 遺伝子全長を、図に示す配列のプライマー

[ F o r w a r d  p r i m e r  ( 5 ’末端に N d e I 認識配列を持つ )、 R e v e r s e  p r i m e r  

( 5 ’末端に N o t I 認識配列を持つ ) ]を用いて、 P C R により増幅した。
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増幅した P C R 産物を、図に示す p E T - 2 2 b  ( + )  p l a s m i d  v e c t o r 上の 6

×H i s t i d i n e  ( H i s - t a g )配列上流に制限酵素 N d e I 及び N o t I を用いてラ

イゲーションした。 A p r :  a n t i m i c r o b i a l  r e s i s t a n c e ,  o r i :  r e p l i c a t i o n  

o r i g i n ,  l a c I :  l a c  r e p r e s s o r.  P O S T N を挿入した p l a s m i d を BL 2 1  E .  c o l i  

c o m p e t e n t  c e l l に形質転換し、 H i s - t a g が付いた P O S T N 組換えタン

パク質を産生させた。 ( B ,  C )  B L 2 1  E .  c o l i  c o m p e t e n t  c e l l により産生

された P O S T N 組換えタンパク質を s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e –

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s で分離し、 We s t e r n  b l o t t i n g によ

りニトロセルロース膜に転写した後、抗 P O S T N 抗体及び抗 6×

H i s t i d i n e 抗体を用いて、予測される P O S T N 分子量 ( 8 5 - 9 0  k D a )付近

にバンドが検出されることを確認した。 P O S T N  ( B )及び 6×

H i s t i d i n e  ( C )の典型的なブロット像。   
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図 2 7  M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットの右心室における P O S T N タン

パク質発現  

M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与ラットと C o n t 群の右心室より可溶化タンパ

ク質を抽出し、 We s t e r n  b l o t t i n g により P O S T N タンパク質発現を検

討した。 ( A )  M C T  ( 2 週、上図 )及び ( 3 週、下図 )投与ラットの P O S T N

及び G A P D H の典型的なブロット像 。( B )  G A P D H に対する P O S T N 発

現量を C o n t で標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した ( C o n t :  
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n = 4 ;  M C T :  n = 6 )。 * p < 0 . 0 5  v s .  C o n t .  ( C )  M C T  ( 3 週 )投与ラット及び

C o n t 群の右心室における P O S T N の発現と分布を免疫組織化学染色

により評価し、 C o n t  (左図 )と M C T  (右図 )の典型像を示した。 (下図 )

それぞれ点線で囲った領域の拡大図を示した ( 3 . 8 倍に拡大 )。 (矢印 )  

P O S T N 陽性間質細胞。 (矢頭 )  P O S T N 陽性心筋細胞。 ( D )右心室組織

全領域に占める P O S T N 陽性領域の比率を C o n t で標準化した。結果

は平均値 ±標準誤差で示した ( n = 3 )。 S c a l e ,  1 0 0   m .  * p < 0 . 0 5  v s .  C o n t .   
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図 2 8  M C T  ( 3 週 )投与ラットの右心室における i n d u c i b l e  n i t r i c  o x i d e  

( N O )  s y n t h a s e  ( i N O S )タンパク質発現  

M C T  ( 3 週 )投与ラットと C o n t 群の右心室より可溶化タンパク質を抽

出し、We s t e r n  b l o t t i n g により i N O S タンパク質発現を検討した。 ( A )  

i N O S 及び G A P D H の典型的なブロット像 ( C o n t :  n = 4 ;  M C T :  n = 6 )。 ( B )  

M C T  ( 3 週 )投与ラット及び C o n t 群の右心室における i N O S 発現と分

布を免疫組織化学染色により評価し、C o n t  (左図 )と M CT  (右図 )の典

型像を示した ( C o n t :  n = 4 ;  M C T :  n = 6 )。 (矢印 )  i N O S 強陽性間質細胞。

S c a l e ,  5 0   m .   
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図 2 9  M C T  ( 3 週 )投与ラットの右心室由来線維芽細胞 ( M C T- RV F b )に

おける i N O S タンパク質発現と v a s o d i l a t o r - s t i m u l a t e d  

p h o s p h o p r o t e i n  ( VAS P ) ,  E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B の活性  

無血清 D M E M 中で 2 4 時間スタベーションした M C T - R V F b と C o n t
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群由来右心室線維芽細胞 ( C O N T - R V F b )を可溶化しタンパク質を抽

出した後、 W e s t e r n  b l o t t i n g により i N O S 発現と V A S P ,  E R K 1 / 2 ,  J N K

及び N F -  B のリン酸化を検討した。 ( A ,  C ,  E ,  G ,  I )  i N O S  ( A ) ,  

p h o s p h o - V A S P  ( C ) ,  p h o s p h o - E R K 1 / 2 ,  t o t a l - E R K 1 / 2  ( E ) ,  p h o s p h o - J N K ,  

t o t a l - J N K  ( G ) ,  p h o s p h o - N F -  B ,  t o t a l - N F -  B  ( I )及び t - a c t i n の典型的

なブロット像。 ( B ,  D ,  F ,  H ,  J )  t - a c t i n に対する総タンパク質発現量

( B ,  D )または総タンパク質に対するリン酸化タンパク質発現量 ( F ,  

H ,  J )を C O N T - R V F b で標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示し

た。 * ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C O N T - R V F b .  
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図 3 0  RV F b の E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B 活性に及ぼす P O S T N の影響  

無処置ラットから単離した R V F b を無血清 D M E M 中で 2 4 時間スタ

ベーションした後、 P O S T N  ( 1 0 0 - 1 0 0 0  n g / m l )組換えタンパク質また

は溶媒 [ P O S T N  ( - ) ]で 1 時間刺激しタンパク質を抽出した。 W e s t e r n  

b l o t t i n g により E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F -  B のリン酸化を検討した。

( A ,  C ,  E )  P h o s p h o - E R K 1 / 2 及び t o t a l - E R K 1 / 2  ( A ) ,  p h o s p h o - J N K 及び
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t o t a l - J N K  ( C ) ,  p h o s p h o - N F -  B 及び t o t a l - N F -  B  ( E )の典型的なブロ

ット像。 ( B ,  D ,  F )総タンパク質に対するリン酸化タンパク質発現量

を P O S T N  ( - )で標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した

( n = 3 )。 * p < 0 . 0 5  v s .  P O S T N  ( - ) .  ( G ,  H )  R V F b における P O S T N 誘導性

の N F - κ B 活性化に、 E R K 1 / 2 及び J N K の活性が関与するか検討し

た。 D M S O  ( C o n t ) ,  P D  ( 5 0   M )または S P  ( 1 0   M )を 3 0 分間前処置し

た後に P O S T N 組換えタンパク質で R V F b を 1 時間刺激した。 ( G )典

型的なブロット像。 ( H )総タンパク質に対するリン酸化タンパク質

発現量を C o n t で標準化した。結果は平均値 ±標準誤差で示した

( n = 4 )。 * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t .  
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図 3 1  RV F b の i N O S 発現に及ぼす P O S T N の影響  

( A ,  B )無処置ラットから単離した R V F b を無血清 D M E M 中で 2 4 時

間スタベーションした後、 P O S T N  ( 1 0 0 0  n g / m l )組換えタンパク質ま

たは溶媒 ( C o n t )で 2 4 時間刺激しタンパク質を抽出した。 W e s t e r n  

b l o t t i n g により i N O S タンパク質発現を検討した。 ( A )  i N O S 及び t -

a c t i n の典型的なブロット像。 ( B )  t - a c t i n に対する i N O S 発現量を、

C o n t で標準化してグラフに示した。結果は平均値 ±標準誤差で示し

た ( n = 4 )。 ( C )  N O 産生を N O プローブ 4 , 5 - d i a m i n o - f l u o r e s c e i n  ( D A F -

2 )を用いて測定した。無処置ラットから単離した R V F b を無血清

D M E M 中で 2 4 時間スタベーションした後、 P O S T N  ( 1 0 0 0  n g / m l )ま

たは溶媒 ( C o n t )で 2 4 時間刺激し培地を P S S に交換した。 N  ( ω ) -

n i t r o - L - a rg i n i n e  m e t h y l  e s t e r  ( L - N A M E )処置または無処置下で D A F - 2  

( 1 0 0  n M )を 1 0 分間処置し、 P S S の蛍光強度を測定した ( F 0 )。その後

基質の L - a rg i n i n e を処置し、 1 2 0 分後に P S S の蛍光強度を再度測定
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した ( F 1 2 0 )後、 F 1 2 0 と F 0 の差分 (Δ F l u o r e s c e n c e )を計測しグラフ化し

た。結果は平均値 ±標準誤差で示した ( n = 4 )。 * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t ,  

# p < 0 . 0 5  v s .  P O S T N .   
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図 3 2  RV F b の i n t e r l e u k i n  ( I L ) - 1 β 発現に及ぼす P O S T N の影響  

無処置ラットから単離した R V F b を無血清 D M E M 中で 2 4 時間スタ

ベーションした後、 P O S T N  ( 1 0 0 0  n g / m l )組換えタンパク質または溶

媒 ( C o n t )で 2 4 時間刺激しタンパク質を抽出した。 W e s t e r n  b l o t t i n g

により I L - 1 発現を検討した。 ( A )  I L - 1 β 及び t - a c t i n の典型的なブ

ロット像。 ( B )  t - a c t i n に対する I L - 1 β 発現量を C o n t で標準化した。

結果は平均値 ±標準誤差で示した ( n = 3 )。 * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t .   
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図 3 3  RV F b における P O S T N 誘導性 i N O S 発現及び N O 産生に N F -

κ B、 E R K 1 / 2 及び J N K 阻害薬が及ぼす影響  

無処置ラットから単離した R V F b を無血清 D M E M 中で 2 4 時間スタ

ベーションした後、 N F - κ B シグナル経路阻害薬 B A Y 1 1 - 7 0 8 2  ( B A Y ,  

1 0   M ) ,  P D  ( 5 0   M )または S P  ( 1 0   M )の処置または無処置下で

P O S T N  ( 1 0 0 0  n g / m l )組換えタンパク質または溶媒 ( C o n t )で 2 4 時間刺

激しタンパク質を抽出した。 ( A ,  B )  W e s t e r n  b l o t t i n g により i N O S 発

現を検討した。 ( A )  i N O S 及び t - a c t i n の典型的なブロット像。 ( B )  t -

a c t i n に対する i N O S 発現量を、 C o n t で標準化してグラフに示し

た。結果は平均値 ±標準誤差で示した ( n = 4 )。 ( C )  N O 産生を D A F - 2

を用いて測定した。無処置ラットから単離した R V F b を無血清

D M E M 中で 2 4 時間スタベーションした後、 B A Y  ( 1 0   M ) ,  P D  ( 5 0  

 M )または S P  ( 1 0   M )の処置または無処置下で P O S T N  ( 1 0 0 0  n g / m l )

組換えタンパク質または溶媒 ( C o n t )で 2 4 時間刺激し培地を P S S に
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交換した。 D A F - 2  ( 1 0 0  n M )を 1 0 分間処置し、 P S S の蛍光強度を測

定した ( F 0 )。 L - a rg i n i n e を処置し、 1 2 0 分後に P S S の蛍光強度を測

定した ( F 1 2 0 )後、 F 1 2 0 と F 0 の差分 (Δ F l u o r e s c e n c e )を計測しグラフ化

した。結果は平均値 ±標準誤差で示した ( C o n t ,  P O S T N :  n = 5 ;  + B AY,  

+ P D ,  + S P :  n = 3 )。 * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t ,  # p < 0 . 0 5  v s .  P O S T N .  
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図 3 4  P O S T N で刺激した R V F b の培養上清が H 9 c 2 心筋芽細胞の L

型 C a 2 +チャネル ( L - t y p e  C a 2 +  c h a n n e l :  L T C C )活性に及ぼす影響  

無処置ラットから単離した R V F b を無血清 D M E M 中で 2 4 時間スタ

ベーションした後、 P O S T N  ( 1 0 0 0  n g / m l )組換えタンパク質または溶

媒 ( C o n t )で 2 4 時間刺激した。培地を無血清 D M E M に交換し、 L -

N A M E 処置 ( + L - N A M E ,  1 0 分前処置 )または無処置下で L - a rg i n i n e を

2 4 時間処置した後、培地を回収した ( C O N T - C M 及び P O S T N - C M )。

カバーガラス上に播種しコンフルエントになった H 9 c 2 心筋芽細胞

に回収した培地、 m i l l i Q  ( C o n t )または s o d i u m  n i t r o p r u s s i d e  ( S N P ,  

1 0 0   M )を 1 時間処置した。 F u r a - 2  A M を取り込ませた後、 2 波長
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蛍光測定器を用いて波長 3 4 0  n m と 3 8 0  n m の励起光を交互に当

て、波長 5 0 0  n m の蛍光を観測することで [ C a 2 + ] i の指標となるそれ

ぞれの蛍光強度 ( F 3 4 0 ならびに F 3 8 0 )の比率 ( F 3 4 0 / F 3 8 0 :  F )を測定し

た。 F は基底状態の値 ( F 0 )により標準化した ( F / F 0 )。 ( A )  K C l  ( 3 0  

m M )処置により脱分極を誘導し、活性化した LT C C を介した C a 2 +流

入を測定した。黒 :  C o n t ,  赤 :  C O N T - C M ,  緑 :  P O S T N - C M ,  黃 :  S N P .  

( B )  K C l 処置による F / F 0 の最大変化 (Δ F / F 0 )をグラフに示した ( C o n t :  

n = 6 ,  C O N T- C M :  n = 4 ,  P O S T N - C M :  n = 4 ,  S N P :  n = 6 )。 n . s . :  n o t  

s i g n i f i c a n t ,  * ,  * * p < 0 . 0 5 ,  0 . 0 1  v s .  C o n t ,  # # p < 0 . 0 1  v s .  C O N T- C M .  ( C )  

P O S T N - C M による K C l 誘導性 C a 2 +流入に及ぼす L - N A M E の影響。

黒 :  C o n t ,  赤 :  P O S T N - C M ,  緑 :  + L - N A M E .  ( D )  K C l 処置による F / F 0 の

最大変化 (Δ F / F 0 )を測定した ( C O N T- C M :  n = 4 ,  P O S T N - C M :  n = 6 ,  + L -

N A M E :  n = 4 )。結果は平均値 ±標準誤差で示した。  

* p < 0 . 0 5  v s .  C O N T- C M ,  # # p < 0 . 0 1  v s .  P O S T N - C M .  
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図 3 5  第四章のまとめ  

P O S T N は E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B シグナル経路を介して RV F b に

おいて i N O S 発現と N O 産生を亢進した。 P O S T N 誘導性の RV F b 由

来 N O は、 H 9 c 2 心筋芽細胞の LT C C 活性を抑制した。このことか

ら、 M C T 誘導性 PA H モデルラットの右心室において発現亢進した

P O S T N は、 RV F b の i N O S 発現と N O 産生の亢進を介して心筋細胞

の LT C C 活性を抑制することで心収縮機能を障害する可能性が考え

られた [ 4 5 ]。  
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4 .考察  

 

本章では、 M C T 誘導性 PA H モデルラットの右心室において発現

が増加した P O S T N が RV F b の E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B の活性化を

介して i N O S 発現と N O 産生を亢進することを初めて明らかにし

た。さらに、 P O S T N で刺激した R V F b 由来 N O により、 H 9 c 2 心筋

芽細胞の L T C C 活性が抑制されることを明らかにした。  

第二章において、 M C T  ( 2 週及び 3 週 )投与両方のラットの右心室

において、 P O S T N  m R N A 発現が顕著に増加することを明らかにし

た。本章では、 M C T  ( 3 週 )投与ラットの右心室において、タンパク

質レベルで P O S T N 発現が増加することを確認した (図 2 7 )。一方、

M C T  ( 2 週 )投与ラットの右心室において P O S T N タンパク質発現に

変化は見られなかった (図 2 7 )。ヒトとマウスにおいて、 P O S T N は

c a t h e p s i n  K により 7 ,  3 5  k D a の断片に分解されることが報告されて

いる [ 7 , 8 , 2 7 ]。 C a t h e p s i n  K は、圧負荷誘発左心肥大において心臓で

の発現が増加する [ 3 9 ]。このことから、 M C T  ( 2 週 )投与ラットの右

心室において発現が増加した P O S T N は、 c a t h e p s i n  K 依存性の分解

を受けたために、タンパク質レベルでの発現増加が確認できなかっ

た可能性が考えられる。一方 M C T  ( 3 週 )投与ラットにおいては

M C T  ( 2 週 )投与ラットの右心室と比較してより m R N A 発現が顕著

に亢進したために P O S T N タンパク質発現の増加が確認できたと推

察される。 P O S T N は線維芽細胞の α - S M A 及び I 型コラーゲン発現

の亢進を介して筋線維芽細胞への分化を誘導することで線維化形成

を促進する [ 1 8 , 4 8 , 8 7 ]。第三章において、 M C T - R V F b では細胞増

殖、遊走及び M M P - 9 産生能が亢進する一方で、 α - S M A 及び

c o l l a g e n  t y p e  I 発現は減少したことから、 M C T - R V F b は筋線維芽細
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胞とは異なる形質であることが明らかになった。このことから、

P O S T N は R V F b の筋線維芽細胞への分化誘導とは異なる作用によ

り P A H 誘発右心不全の発症・進展に関与する可能性が考えられ

る。本研究では、 W e s t e r n  b l o t t i n g により M C T  ( 3 週 )投与ラットの

右心室組織において i N O S のタンパク質を検出できなかった。しか

しながら免疫組織化学染色により右心室における i N O S の発現と局

在を検討した結果、 M C T  ( 3 週 )投与ラットの右心室では間質細胞に

おける i N O S タンパク質発現が増加することを確認した (図 2 8 )。ま

た、 M C T - R V F b では C O N T - R V F b と比較して i N O S 発現が有意に増

加しており (図 2 9 A ,  B )、 N O / c G M P 依存性シグナル経路により調節

される V A S P のリン酸化が有意に亢進した。このことから、 M C T  

( 3 週 )投与ラットの右心室組織の間質に存在する線維芽細胞では

i N O S の発現誘導に伴い、 N O 産生が亢進していることが示唆され

た (図 2 9 C ,  D )。  

i N O S 遺伝子は、 N F - κ B 及び M A P K シグナル経路の下流にある

a c t i v a t o r  p r o t e i n  ( A P ) - 1 などの転写因子の活性化により発現が誘導

される [ 5 6 , 7 6 , 7 9 ]。 P O S T N はヒト軟骨細胞において N F - κ B を介して

i N O S 遺伝子の発現を誘導することが報告されている [ 1 5 ]。 M C T -

R V F b では、 C O N T - R V F b と比較して E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B の活

性が有意に亢進した (図 2 9 E - I )。また、 P O S T N 組換えタンパク質に

よる刺激は、 R V F b において E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B のリン酸化を

濃度依存的に亢進し (図 3 0 A - F )、 i N O S 発現と N O 産生を亢進した

(図 3 1 )。さらに、 P O S T N による i N O S 発現と N O 産生の亢進は、

N F - κ B ,  E R K 1 / 2 及び J N K 阻害薬により有意に抑制された (図 3 3 )。

このことから、 M C T - R V F b における P O S T N による i N O S 発現と N O

産生の亢進は、 N F - κ B ,  E R K 1 / 2 及び J N K の活性化を介して誘導さ



 

112 

 

れることが明らかとなった。一方で E R K 1 / 2 及び J N K の活性阻害

は、 R V F b における P O S T N 誘導性の N F - κ B リン酸化亢進に影響を

及ぼさなかった (図 3 0 G ,  H )。このことから、 P O S T N は N F - κ B シグ

ナル経路と E R K 1 / 2 及び J N K シグナル経路が関連するそれぞれ独立

したシグナル経路を介して i N O S 発現を誘導することが示唆され

た。さらに、本章では P O S T N が R V F b において I L - 1 β タンパク質

発現を誘導することを明らかにした (図 3 2 )。 I L - 1 β や t u m o r  n e c r o s i s  

f a c t o r - α などの炎症性サイトカインは、 i N O S 発現と N O 産生を亢進

する [ 7 0 , 8 4 ]。このことから、 P O S T N は R V F b において I L - 1 の産生

誘導を介して i N O S 発現を亢進する可能性が考えられる。 P O S T N は

細胞膜表面の α v β 3 や α v β 5 インテグリンに結合する [ 5 2 ]。角化細胞

において、 P O S T N は α v β 3 インテグリン / N F - κ B シグナル経路を介し

て、胸 腺 間 質 性 リ ン パ 球 新 生 因 子 の 産 生 を 誘 導 す る [ 6 2 ]。

真皮線維芽細胞において、 P O S T N はインテグリン / E R K 1 / 2 シグナ

ル経路を介して細胞増殖を促進する [ 7 5 ]。また、腎癌細胞におい

て、 P O S T N はインテグリン / f o c a l  a d h e s i o n  k i n a s e / J N K シグナル経路

を介して細胞遊走、浸潤を促進する [ 1 6 ]。これらのことから、

R V F b において P O S T N は細胞膜表面のインテグリンへの結合を介

して N F - κ B ,  E R K 1 / 2 及び J N K シグナル経路を活性化する可能性が

考えられる。 R V F b における P O S T N の受容体を明らかにするため

にはさらなる検討が必要である。  

PA H 誘発右心不全の発症・進展には右心収縮機能障害が関与す

る [ 7 7 , 9 7 ]。 β アドレナリン受容体脱感作による LT C C の不活性化は

右心収縮機能障害の発症要因の１つと考えられている [ 7 7 ]。一方、

L T C C の活性調節には N O が密接に関わる [ 1 2 , 3 7 , 9 5 ]。フェレットの

右心室心筋細胞において、 N O は c G M P 依存性シグナル経路を介し
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て L T C C 活性を抑制することが報告されている [ 1 2 ]。また本章にお

いて、 N O ドナー S N P の処置が H 9 c 2 心筋芽細胞において L T C C を

介した K C l 誘導性 C a 2 +流入を抑制することを確認した (図 3 4 A ,  

B )。このことから、 N O はラット右心室心筋細胞の L T C C 活性を抑

制することが示唆される。さらに、 P O S T N で刺激した R V F b の培

養上清 ( P O S T N - C M )の処置もまた、 H 9 c 2 心筋芽細胞における K C l

誘導性 C a 2 +  流入を抑制した。また、 H 9 c 2 心筋芽細胞における

P O S T N - C M による K C l 誘導性 C a 2 +流入の抑制は、 N O S 阻害薬 L -

N A M E の前処置により解除された (図 3 4 C ,  D )。これらの結果から、

P O S T N 誘導性の R V F b 由来 N O が H 9 c 2 心筋芽細胞の L T C C 活性の

抑制することが示唆される。  

N O は c G M P 依存性シグナル経路を介した機構以外に、 S -ニトロ

シル化による翻訳後修飾によっても L T C C 活性を抑制することが報

告されている [ 1 2 , 3 7 ]。このことから、 R V F b 由来 N O は、 N O / c G M P

依存性シグナル経路または S -ニトロシル化あるいはこの両方の機

構を介して L T C C 活性を抑制する可能性が考えられる。 N O による

L T C C 活性抑制機構の解明にはさらなる検討が必要である。  

結論として本章では、 P O S T N が E R K 1 / 2 ,  J N K 及び N F - κ B シグナ

ル経路を介して RV F b における i N O S 発現と N O 産生を亢進するこ

とを初めて明らかにした (図 3 5 )。また、 P O S T N 誘導性の RV F b 由

来 N O は、 H 9 c 2 心筋芽細胞の LT C C 活性を抑制することを明らか

にした (図 3 5 )。このことから、 M C T 誘導性 PA H モデルラットの右

心室において発現亢進する P O S T N は、 RV F b における i N O S 発現と

N O 産生の亢進を介して心筋細胞の LT C C 活性を抑制することで心

収縮機能の障害に関わる可能性が考えられた (図 3 5 )。本章の知見

は、 P A H 誘発右心不全発症・進展の新たな機序を提示するもので
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あり、 P O S T N が P A H 誘発右心不全における新規治療標的となるこ

とが期待される。   
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V I .総括  

 

[背景 ] 

PA H は、肺動脈圧の亢進を臨床所見とする難治性呼吸器疾患であ

る [ 3 5 ]。 PA H 患者の多くは肺動脈圧亢進による右心後負荷の増大か

ら右心肥大を併 発 し、右心不全の 発 症により死に至 る [ 9 8 ]。右心不

全の制御が PA H 患者の予後改善に繋がると予想されるが、PA H 誘発

右心不全の発症・進展機構には未だ不明な点が多く残されている。  

細胞外組織構造の保持を担う E C M は、細胞 -細胞間あるいは細胞

- E C M 間 の 情 報 伝 達 を 媒 介 す る こ と で 細 胞 増 殖 、 遊 走 や 分 化 な ど

様々な細胞機能を調節する [ 2 , 9 3 , 9 6 ]。近年、心不全患者や心疾患モ

デル動物において、 E C M 分解断片群 m a t r i c t y p t i n s や分泌型 E C M 成

分 m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s などの E C M 関連タンパク質の血中濃度や心

臓 組 織 中 の 発 現 が 変 化 す る こ と が 報 告 さ れ て い る [ 2 3 , 7 3 ]。 ま た 、

様々な m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s が心肥大や心線維化の病態に関与する

ことが明らかになっている [ 2 3 ]。しかしながら、 PA H 誘発右心不全

におけるこれら E C M 関連タンパク質の役割は現在ほとんど明らか

にされていない。本研究は、E C M 関連タンパク質を介した右心不全

の発症・進展機構を解明し、新規 PA H 誘発右心不全治療薬の標的因

子を探索することを目的とした。  

 

[方法及び結果 ]  

(第一章 ) 

胎児型遺伝子である T T C C は、 PA H や全身性高血圧症による圧負

荷誘発心肥大や拡張型心筋症時の心筋細胞に再発現し、細胞内への

持続する C a 2 +流入を起こすことで C a 2 +依存性シグナル経路の活性
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化や電気的リモデリングを誘導し心肥大や不整脈の発症要因の１つ

となる [ 1 4 , 5 0 , 9 1 ]。このことから、 PA H 誘発右心不全発症・進展と

の関連が示唆される。  

PA H 患者において X V I I I 型コラーゲン  1 鎖の C 末端分解断片

e n d o s t a t i n の血中濃度が増加することが報告されている [ 1 9 ]。

E n d o s t a t i n は強力な抗血管新生作用を有する内因性生理活性物質で

ある [ 8 8 ]。一方、 e n d o s t a t i n は腫瘍細胞に発現する T T C C 活性を抑

制することが知られており、当研究室でもこれまでに、 e n d o s t a t i n

がモルモット心室筋細胞に発現する T T C C の活性を抑制することを

明らかにした [ 1 0 3 , 1 0 8 , 1 0 9 ]。そこで第一章では、 M C T 誘導性 PA H

モデルラットの右心室心筋細胞に再発現した T T C C の活性に及ぼす

e n d o s t a t i n の影響と s i R N A による e n d o s t a t i n 発現抑制が M C T 誘導

性 PA H モデルラットの右心不全発症・進展に及ぼす影響を検討し

た。その結果、 e n d o s t a t i n は右心室心筋細胞の I C a T を有意に抑制す

ることを明らかにした。さらに e n d o s t a t i n 発現を抑制した M C T 投

与ラットでは、生存率が低下し、右心室重量増加や右心機能低下の

亢進、右心室組織構造の顕著なリモデリングが認められた。本章で

初めて明らかにしたこれらの知見は、 e n d o s t a t i n が右心室心筋細胞

の T T C C 活性抑制を介して心保護的に働く可能性を提示するもので

ある。  

 

(第二章 ) 

第一章では、 E C M 分解断片 e n d o s t a t i n が PA H 誘発右心不全にお

いて心保護的に働くことを明らかにした。一方、 e n d o s t a t i n などの

m a t r i c r y p t i n s の他に、非構造性の分泌型 E C M 成分 m a t r i c e l l u l a r  

p r o t e i n s が様々な内因性生理活性作用を示すことが発見されており
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近年、着目されている [ 9 3 ]。圧負荷誘発心肥大や心筋梗塞モデル動

物において、様々な m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s の発現レベルが変化する

[ 2 3 ]。一部の m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s は心肥大や心線維化に関与する

ことが明らかになっている [ 2 3 ]。近年、 PA H モデル動物の心臓組織

において T n C や O P N などの m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s の発現が増加す

ることが明らかになった [ 3 4 , 6 5 ]。しかしながら、 PA H 誘発右心不

全における発現動態が不明な m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s は数多く残され

ている。そこで第二章では、 PA H 誘発右心不全発症・進展に関わ

る m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s を探索するため、右心肥大期の M C T  ( 2 週 )

投与ラット及び右心不全発症期の M C T  ( 3 週 )投与ラットの右心室

における各種 m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s  m RN A 発現変化を R e a l - t i m e  

P C R により解析した。最初に心エコー検査により M C T  ( 3 週 )投与

ラットにおいて右心不全の発症を確認した。 M C T  ( 2 週 )投与ラット

の右心室では、 S PA R C ファミリー、 T S P ファミリー、 C C N ファミ

リー、 T n C、 P O S T N 及び O P N の m R N A 発現が有意に亢進した。こ

のことから、 PA H 誘発右心肥大から右心不全への移行に数多くの

m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s が関与することが示唆された。一方、 M C T  ( 3

週 )投与ラットの右心室では、 S PA R C ファミリー、 T S P - 1 及び - 2 の

m R N A 発現は大きく変化しなかったが、 T S P - 4 ,  C C N 5 及び P O S T N

の m R N A は持続して発現が有意に亢進した。 T S P - 4、 C C N 5 と

P O S T N は右心不全発症期 ( M C T- 3  w e e k s )に m R N A 発現がより顕著に

亢進することから、 PA H 誘発右心不全の進展に関与する可能性が

考えられた。これらの m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s 発現変化に関する新た

な知見は、今後 PA H 誘発右心不全の発症・進展機構の解明に役立

つことが期待される。  
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(第三章 ) 

第二章において、 PA H 誘発右心不全の発症・進展に伴い、様々

な m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s  m R N A 発現が変化することを明らかにし

た。このことから、 m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s による右心室構成細胞の

機能調節が、 PA H 誘発右心不全の発症・進展に関与することが示

唆された。圧負荷誘発心肥大の末期像として見られる心臓間質の線

維化には心線維芽細胞の形質転換が密接に関連する [ 5 , 5 1 ]。また、

心線維芽細胞の機能調節には C a 2 +依存性シグナルが関与すること

が示唆されている [ 3 1 , 3 3 , 8 2 ]。しかしながら、 PA H 誘発右心不全発

症・進展における RV F b の形質変化や、その調節機構は全く明らか

にされていない。そこで第三章では、 M C T- RV F b の形質と、その調

節に関連する C a 2 +流入機構ならびに C a 2 +依存性シグナル経路の解

明を試みた。その結果、 M C T- RV F b では筋線維芽細胞マーカーであ

る α - S M A 及び c o l l a g e n  t y p e  I 発現が減少することを明らかにし

た。その一方で、 M C T- RV F b における細胞増殖、遊走及び M M P - 9

産生能が亢進した。また、 M C T - R V F b において O r a i 1 及び S T I M 1  

m R N A 発現の亢進と S O C E の増加が認められ、これにより C a M K I I

活性が亢進した。各種阻害薬を用いた検討により、 M C T - R V F b の細

胞増殖能亢進は C a 2 +非依性の E R K 1 / 2 の活性化が関わること、細胞

遊走能亢進には S O C E / C a M K I I シグナル経路と E R K 1 / 2 の活性化を

介して産生誘導される M M P - 9 と、 S O C E / C a M K I I / J N K シグナル経路

の活性化が関わることが明らかになった。本章では、 M C T - R V F b が

筋線維芽細胞とは異なった形質であり、細胞増殖、遊走能が亢進し

た炎症性形質であることを初めて明らかにした。これらの知見は、

R V F b が炎症反応の促進を介して P A H 誘発右心不全の発症・進展に

関与することを示唆するものであり、 R V F b を標的とした新規 P A H
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誘発右心不全の治療法開発に貢献する可能性がある。  

 

(第四章 ) 

本研究の第二章において M C T 誘導性 PA H モデルラットの右心室

では P O S T N  m R N A 発現が顕著に増加することを明らかにした。ま

た、第三章において M C T- RV F b は増殖、遊走能が亢進した炎症性形

質に転換することを明らかにした。I L - 1 などの炎症性サイトカイン

は心線維芽細胞において i N O S 発現を誘導する [ 7 2 ]。心臓における

i N O S 発現と N O 産生の亢進は、心収縮機能障害の要因となることが

示唆されている [ 8 4 ]。ヒト軟骨細胞において、P O S T N は N F - κ B を介

して i N O S 遺伝子発現を誘導することが報告されている [ 1 5 ]。そこで

第四章では、M C T 誘導性 PA H モデルラットにおいて、P O S T N は RV F b

の i N O S 発現と N O 産生を亢進するという仮説を検証した。さらに、

RV F b において P O S T N 誘導性の RV F b 由来 N O が心筋細胞の LT C C

活性を抑制することで心収縮機能の障害に関わるとの仮説も併せて

検 証 し た 。 M C T  ( 3 週 )投 与 ラ ッ ト の 右 心 室 で は 心 筋 細 胞 に お け る

P O S T N タンパク質発現と間質の線維芽細胞における i N O S タンパク

質発現が 亢進し た 。また M C T- RV F b では i N O S 発現が 亢進した。

P O S T N 組換えタンパク質による刺激は、無処置ラット由来 R V F b の

i N O S 発現と N O 産生を亢進した。また、P O S T N で刺激した R V F b の

培養上清は、H 9 c 2 心筋芽細胞において L T C C を介した C a 2 +流入を抑

制した。本章の結果から、 M C T 誘導性 PA H モデルラットの右心室

において発現が亢進した P O S T N は、 RV F b の i N O S 発現と N O 産生

の亢進を介して心筋細胞の LT C C 活性を抑制することで心収縮機能

の障害に関わることが考えられた。これは、P O S T N が右心収縮機能

を障害することで、 P A H 誘発右心不全の発症・進展に関与する可能
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性を示唆する知見である。したがって P O S T N が P A H 誘発右心不全

の新規治療標的となる可能性が期待される。  

 

[結論 ] 

PA H 誘発右心不全において、 e n d o s t a t i n は心筋細胞に再発現した

T T C C の活性抑制を介して心保護的に働くことが示唆された [ 4 2 ]。

また、 PA H モデルラットの右心室では様々な m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s

の発現変化や RV F b の炎症性形質への転換が認められることが明ら

かになった [ 4 3 , 4 4 ]。とりわけ T S P - 4、 C C N 5 と P O S T N は右心不全

発症期に m R N A 発現がより顕著に亢進することから、右心不全の

病態に関与することが考えられた。 P O S T N は、 RV F b の i N O S 発現

と N O 産生の亢進を介して右心室心筋細胞の LT C C 活性を抑制する

ことが示唆された [ 4 5 ]。これによる右心収縮機能の障害は、右心不

全の発症・進展の新たな要因となる可能性が考えられた。本研究で

明らかにした新たな知見は、 E C M 関連タンパク質と心線維芽細胞

を標的とした PA H 誘発右心不全の新規治療法の開発に大いに貢献

することが期待される (図 3 6 )。  
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図 3 6  本研究の総括  

PA H 誘発右心不全において、 e n d o s t a t i n は心筋細胞に再発現した

T T C C の活性抑制を介して心保護的に働くことが示唆された [ 4 2 ]。

また、 PA H モデルラットの右心室では様々な m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s

の発現変化や RV F b の炎症性形質への転換が認められることが明ら

かになった [ 4 3 , 4 4 ]。とりわけ T S P - 4、 C C N 5 と P O S T N は右心不全

発症期に m R N A 発現がより顕著に亢進することから、病態に関与

することが考えられた。 P O S T N は、 RV F b の i N O S 発現と N O 産生

の亢進を介して右心室心筋細胞の LT C C 活性を抑制することが示唆

された [ 4 5 ]。これによる右心収縮機能の障害は、右心不全の発症・

進展の新たな要因となる可能性が考えられた。  
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o f  p e r i o s t i n  i n  h u m a n  o s t e o a r t h r i t i s  c a r t i l a g e .  B M C  M u s c u l o s k e l e t .  

D i s o rd .  1 6 :  2 1 5 .  

1 6 .  C h u a n y u ,  S . ,  Yu q i n g ,  Z . ,  C h o n g ,  X . ,  G u o w e i ,  X . ,  a n d  X i a o j u n ,  Z .  

2 0 1 7 .  P e r i o s t i n  p r o m o t e s  m i g r a t i o n  a n d  i n v a s i o n  o f  r e n a l  c e l l  

c a r c i n o m a  t h r o u g h  t h e  i n t e g r i n / f o c a l  a d h e s i o n  k i n a s e / c - J u n  N -

t e r m i n a l  k i n a s e  p a t h w a y.  Tu m o r  B i o l .  3 9 :  1 0 1 0 4 2 8 3 1 7 6 9 4 5 4 9 .  

1 7 .  C i n g o l a n i ,  O .  H . ,  K i r k ,  J .  A . ,  S e o ,  K . ,  K o i t a b a s h i ,  N . ,  L e e ,  D .  I . ,  

R a m i r e z - C o r r e a ,  G . ,  B e d j a ,  D . ,  B a r t h ,  A .  S . ,  M o e n s ,  A .  L . ,  a n d  

K a s s ,  D .  A .  2 0 11 .  T h r o m b o s p o n d i n - 4  i s  r e q u i r e d  f o r  s t r e t c h -

m e d i a t e d  c o n t r a c t i l i t y  a u g m e n t a t i o n  i n  c a r d i a c  m u s c l e .  C i rc .  R e s .  

1 0 9 :  1 4 1 0 - 1 4 1 4 .  

1 8 .  C r a w f o r d ,  J . ,  N y g a r d ,  K . ,  G a n ,  B .  S . ,  a n d  O ' G o r m a n ,  D .  B .  2 0 1 5 .  

P e r i o s t i n  i n d u c e s  f i b r o b l a s t  p r o l i f e r a t i o n  a n d  m y o f i b r o b l a s t  

p e r s i s t e n c e  i n  h y p e r t r o p h i c  s c a r r i n g .  E x p .  D e r m a t o l .  2 4 :  1 2 0 - 1 2 6 .  

1 9 .  D a m i c o ,  R . ,  K o l b ,  T.  M . ,  Va l e r a ,  L . ,  Wa n g ,  L . ,  H o u s t e n ,  T. ,  

Te d f o r d ,  R .  J . ,  K a s s ,  D .  A . ,  R a f a e l s ,  N . ,  G a o ,  L . ,  B a r n e s ,  K .  C . ,  

B e n z a ,  R .  L . ,  R a n d ,  J .  L . ,  H a m i d ,  R . ,  L o y d ,  J .  E . ,  R o b b i n s ,  I .  M . ,  

H e m n e s ,  A .  R . ,  C h u n g ,  W.  K . ,  A u s t i n ,  E .  D . ,  D r u m m o n d ,  M .  B . ,  

M a t h a i ,  S .  C . ,  a n d  H a s s o u n ,  P.  M .  2 0 1 5 .  S e r u m  e n d o s t a t i n  i s  a  

g e n e t i c a l l y  d e t e r m i n e d  p r e d i c t o r  o f  s u r v i v a l  i n  p u l m o n a r y  a r t e r i a l  
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h y p e r t e n s i o n .  A m .  J .  R e s p i r.  C r i t .  C a re  M e d .  1 9 1 :  2 0 8 - 2 1 8 .  

2 0 .  D e l e o n - P e n n e l l ,  K .  Y. ,  A l t a r a ,  R . ,  Ya b l u c h a n s k i y,  A . ,  M o d e s t i ,  A . ,  

a n d  L i n d s e y,  M .  L .  2 0 1 5 .  T h e  c i r c u l a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  m a t r i x  

m e t a l l o p r o t e i n a s e - 9  a n d  i n f l a m m a t i o n  f o l l o w i n g  m y o c a r d i a l  

i n f a r c t i o n .  I U B M B  L i f e .  6 7 :  6 11 - 6 1 8 .  

2 1 .  D i a s ,  F.  A . ,  U r b o n i e n e ,  D . ,  Yu z h a k o v a ,  M .  A . ,  B i e s i a d e c k i ,  B .  J . ,  

P e n a ,  J .  R . ,  G o l d s p i n k ,  P.  H . ,  G e e n e n ,  D .  L . ,  a n d  Wo l s k a ,  B .  M .  

2 0 1 0 .  A b l a t i o n  o f  i N O S  d e l a y s  c a r d i a c  c o n t r a c t i l e  d y s f u n c t i o n  i n  

c h r o n i c  h y p e r t e n s i o n .  F ro n t .  B i o s c i  ( E l i t e  E d ) .  2 :  3 1 2 - 3 2 4 .  

2 2 .  F e r r e i r o ,  C .  R . ,  C h a g a s ,  A .  C . ,  C a r v a l h o ,  M .  H . ,  D a n t a s ,  A .  P. ,  

S c a v o n e ,  C . ,  S o u z a ,  L .  C . ,  B u f f o l o ,  E . ,  a n d  d a  L u z ,  P.  L .  2 0 0 4 .  

E x p r e s s i o n  o f  i n d u c i b l e  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  i s  i n c r e a s e d  i n  

p a t i e n t s  w i t h  h e a r t  f a i l u r e  d u e  t o  i s c h e m i c  d i s e a s e .  B r a z .  J .  M e d .  

B i o l .  R e s .  3 7 :  1 3 1 3 - 1 3 2 0 .  

2 3 .  F r a n g o g i a n n i s ,  N .  G .  2 0 1 2 .  M a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s  i n  c a r d i a c  

a d a p t a t i o n  a n d  d i s e a s e .  P h y s i o l .  R e v .  9 2 :  6 3 5 - 6 8 8 .  

2 4 .  F r a n g o g i a n n i s ,  N .  G .  2 0 1 5 .  I n t e r l e u k i n - 1  i n  c a r d i a c  i n j u r y,  r e p a i r ,  

a n d  r e m o d e l i n g :  p a t h o p h y s i o l o g i c  a n d  t r a n s l a t i o n a l  c o n c e p t s .  

D i s c o v e r i e s  ( C r a i o v a ) .  3 .  

2 5 .  F r i e d b e rg ,  M .  K . ,  C h o ,  M .  Y. ,  L i ,  J . ,  A s s a d ,  R .  S . ,  S u n ,  M . ,  

R o h a i l l a ,  S . ,  H o n j o ,  O . ,  A p i t z ,  C . ,  a n d  R e d i n g t o n ,  A .  N .  2 0 1 3 .  

A d v e r s e  b i v e n t r i c u l a r  r e m o d e l i n g  i n  i s o l a t e d  r i g h t  v e n t r i c u l a r  

h y p e r t e n s i o n  i s  m e d i a t e d  b y  i n c r e a s e d  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r -

b e t a 1  s i g n a l i n g  a n d  i s  a b r o g a t e d  b y  a n g i o t e n s i n  r e c e p t o r  b l o c k a d e .  

A m .  J .  R e s p i r.  C e l l .  M o l .  B i o l .  4 9 :  1 0 1 9 - 1 0 2 8 .  
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2 6 .  F r o l o v a ,  E .  G . ,  S o p k o ,  N . ,  B l e c h ,  L . ,  P o p o v i c ,  Z .  B . ,  L i ,  J . ,  

Va s a n j i ,  A . ,  D r u m m ,  C . ,  K r u k o v e t s ,  I . ,  J a i n ,  M .  K . ,  P e n n ,  M .  S . ,  

P l o w,  E .  F. ,  a n d  S t e n i n a ,  O .  I .  2 0 1 2 .  T h r o m b o s p o n d i n - 4  r e g u l a t e s  

f i b r o s i s  a n d  r e m o d e l i n g  o f  t h e  m y o c a r d i u m  i n  r e s p o n s e  t o  p r e s s u r e  

o v e r l o a d .  FA S E B  J .  2 6 :  2 3 6 3 - 2 3 7 3 .  

2 7 .  G a r n e r o ,  P. ,  B o n n e t ,  N . ,  a n d  F e r r a r i ,  S .  L .  2 0 1 7 .  D e v e l o p m e n t  o f  

a  N e w  I m m u n o a s s a y  f o r  H u m a n  C a t h e p s i n  K - G e n e r a t e d  P e r i o s t i n  

F r a g m e n t s  a s  a  S e r u m  B i o m a r k e r  f o r  C o r t i c a l  B o n e .  C a l c i f .  Ti s s u e  

I n t .  1 0 1 :  5 0 1 - 5 0 9 .  

2 8 .  G o m e z - A r r o y o ,  J . ,  S a k a g a m i ,  M . ,  S y e d ,  A .  A . ,  F a r k a s ,  L . ,  Va n  

Ta s s e l l ,  B . ,  K r a s k a u s k a s ,  D . ,  M i z u n o ,  S . ,  A b b a t e ,  A . ,  B o g a a r d ,  H .  

J . ,  B y r o n ,  P.  R . ,  a n d  Vo e l k e l ,  N .  F.  2 0 1 5 .  I l o p r o s t  r e v e r s e s  

e s t a b l i s h e d  f i b r o s i s  i n  e x p e r i m e n t a l  r i g h t  v e n t r i c u l a r  f a i l u r e .  E u r.  

R e s p i r.  J .  4 5 :  4 4 9 - 4 6 2 .  

2 9 .  G o r l a c h ,  A . ,  B e r t r a m ,  K . ,  H u d e c o v a ,  S . ,  a n d  K r i z a n o v a ,  O .  2 0 1 5 .  

C a l c i u m  a n d  R O S :  A m u t u a l  i n t e r p l a y.  R e d o x  B i o l .  6 :  2 6 0 - 2 7 1 .  

3 0 .  G o u y a ,  G . ,  S i l l e r - M a t u l a ,  J .  M . ,  F r i t z e r - S z e k e r e s ,  M . ,  N e u h o l d ,  

S . ,  S t o r k a ,  A . ,  N e u h o f e r ,  L .  M . ,  C l o d i ,  M . ,  H u l s m a n n ,  M . ,  P a c h e r ,  

R . ,  a n d  Wo l z t ,  M .  2 0 1 4 .  A s s o c i a t i o n  o f  e n d o s t a t i n  w i t h  m o r t a l i t y  

i n  p a t i e n t s  w i t h  c h r o n i c  h e a r t  f a i l u r e .  E u r.  J .  C l i n .  I n v e s t .  4 4 :  

1 2 5 - 1 3 5 .  

3 1 .  G u o ,  J .  L . ,  Yu ,  Y. ,  J i a ,  Y.  Y. ,  M a ,  Y.  Z . ,  Z h a n g ,  B .  Y. ,  L i u ,  P.  Q . ,  

C h e n ,  S .  R . ,  a n d  J i a n g ,  J .  M .  2 0 1 4 .  Tr a n s i e n t  r e c e p t o r  p o t e n t i a l  

m e l a s t a t i n  7  ( T R P M 7 )  c o n t r i b u t e s  t o  H 2 O 2 - i n d u c e d  c a r d i a c  

f i b r o s i s  v i a  m e d i a t i n g  C a 2 +  i n f l u x  a n d  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l -
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r e g u l a t e d  k i n a s e  1 / 2  ( E R K 1 / 2 )  a c t i v a t i o n  i n  c a r d i a c  f i b r o b l a s t s .  J .  

P h a r m a c o l .  S c i .  1 2 5 :  1 8 4 - 1 9 2 .  

3 2 .  H a g i w a r a ,  N . ,  I r i s a w a ,  H . ,  a n d  K a m e y a m a ,  M .  1 9 8 8 .  C o n t r i b u t i o n  

o f  t w o  t y p e s  o f  c a l c i u m  c u r r e n t s  t o  t h e  p a c e m a k e r  p o t e n t i a l s  o f  

r a b b i t  s i n o - a t r i a l  n o d e  c e l l s .  J .  P h y s i o l .  3 9 5 :  2 3 3 - 2 5 3 .  

3 3 .  H a r a d a ,  M . ,  L u o ,  X . ,  Q i ,  X .  Y. ,  Ta d e v o s y a n ,  A . ,  M a g u y,  A . ,  O r d o g ,  

B . ,  L e d o u x ,  J . ,  K a t o ,  T. ,  N a u d ,  P. ,  Vo i g t ,  N . ,  S h i ,  Y. ,  K a m i y a ,  K . ,  

M u r o h a r a ,  T. ,  K o d a m a ,  I . ,  Ta r d i f ,  J .  C . ,  S c h o t t e n ,  U . ,  Va n  Wa g o n e r ,  

D .  R . ,  D o b r e v,  D . ,  a n d  N a t t e l ,  S .  2 0 1 2 .  Tr a n s i e n t  r e c e p t o r  

p o t e n t i a l  c a n o n i c a l - 3  c h a n n e l - d e p e n d e n t  f i b r o b l a s t  r e g u l a t i o n  i n  

a t r i a l  f i b r i l l a t i o n .  C i rc u l a t i o n .  1 2 6 :  2 0 5 1 - 2 0 6 4 .  

3 4 .  H e s s e l ,  M . ,  S t e e n d i j k ,  P. ,  d e n  A d e l ,  B . ,  S c h u t t e ,  C . ,  a n d  v a n  d e r  

L a a r s e ,  A .  2 0 0 9 .  P r e s s u r e  o v e r l o a d - i n d u c e d  r i g h t  v e n t r i c u l a r  

f a i l u r e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  r e - e x p r e s s i o n  o f  m y o c a r d i a l  t e n a s c i n - C  

a n d  e l e v a t e d  p l a s m a  t e n a s c i n - C  l e v e l s .  C e l l .  P h y s i o l .  B i o c h e m .  

2 4 :  2 0 1 - 2 1 0 .  

3 5 .  H o e p e r ,  M .  M . ,  B o g a a r d ,  H .  J . ,  C o n d l i f f e ,  R . ,  F r a n t z ,  R . ,  K h a n n a ,  

D . ,  K u r z y n a ,  M . ,  L a n g l e b e n ,  D . ,  M a n e s ,  A . ,  S a t o h ,  T. ,  To r r e s ,  F. ,  

Wi l k i n s ,  M .  R . ,  a n d  B a d e s c h ,  D .  B .  2 0 1 3 .  D e f i n i t i o n s  a n d  

d i a g n o s i s  o f  p u l m o n a r y  h y p e r t e n s i o n .  J .  A m .  C o l l .  C a rd i o l .  6 2 :  

D 4 2 - 5 0 .  

3 6 .  H o r i u c h i ,  K . ,  A m i z u k a ,  N . ,  Ta k e s h i t a ,  S . ,  Ta k a m a t s u ,  H . ,  K a t s u u r a ,  

M . ,  O z a w a ,  H . ,  To y a m a ,  Y. ,  B o n e w a l d ,  L .  F. ,  a n d  K u d o ,  A .  1 9 9 9 .  

I d e n t i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n o v e l  p r o t e i n ,  p e r i o s t i n ,  

w i t h  r e s t r i c t e d  e x p r e s s i o n  t o  p e r i o s t e u m  a n d  p e r i o d o n t a l  l i g a m e n t  
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a n d  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  b y  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  b e t a .  J .  

B o n e  M i n e r.  R e s .  1 4 :  1 2 3 9 - 1 2 4 9 .  

3 7 .  H u ,  H . ,  C h i a m v i m o n v a t ,  N . ,  Ya m a g i s h i ,  T. ,  a n d  M a r b a n ,  E .  1 9 9 7 .  

D i r e c t  i n h i b i t i o n  o f  e x p r e s s e d  c a r d i a c  L - t y p e  C a 2 +  c h a n n e l s  b y  S -

n i t r o s o t h i o l  n i t r i c  o x i d e  d o n o r s .  C i rc .  R e s .  8 1 :  7 4 2 - 7 5 2 .  

3 8 .  H u ,  J . ,  Wa n g ,  X . ,  We i ,  S .  M . ,  Ta n g ,  Y.  H . ,  Z h o u ,  Q . ,  a n d  H u a n g ,  

C .  X .  2 0 1 6 .  A c t i v i n  A s t i m u l a t e s  t h e  p r o l i f e r a t i o n  a n d  

d i f f e r e n t i a t i o n  o f  c a r d i a c  f i b r o b l a s t s  v i a  t h e  E R K 1 / 2  a n d  p 3 8 -

M A P K  p a t h w a y s .  E u r.  J .  P h a r m a c o l .  7 8 9 :  3 1 9 - 3 2 7 .  

3 9 .  H u a ,  Y. ,  X u ,  X . ,  S h i ,  G .  P. ,  C h i c c o ,  A .  J . ,  R e n ,  J . ,  a n d  N a i r ,  S .  

2 0 1 3 .  C a t h e p s i n  K  k n o c k o u t  a l l e v i a t e s  p r e s s u r e  o v e r l o a d - i n d u c e d  

c a r d i a c  h y p e r t r o p h y.  H y p e r t e n s i o n .  6 1 :  11 8 4 - 11 9 2 .  

4 0 .  H w a n g ,  Y.  P. ,  K i m ,  H .  G . ,  C h o i ,  J .  H . ,  P a r k ,  B .  H . ,  J e o n g ,  M .  H . ,  

J e o n g ,  T.  C . ,  a n d  J e o n g ,  H .  G .  2 0 11 .  A c t e o s i d e  i n h i b i t s  P M A -

i n d u c e d  m a t r i x  m e t a l l o p r o t e i n a s e - 9  e x p r e s s i o n  v i a  C a M K / E R K -  

a n d  J N K / N F - k a p p a B - d e p e n d e n t  s i g n a l i n g .  M o l .  N u t r.  F o o d  R e s .  5 5  

S u p p l  1 :  S 1 0 3 - 11 6 .  

4 1 .  I k e d a ,  S . ,  S a t o h ,  K . ,  K i k u c h i ,  N . ,  M i y a t a ,  S . ,  S u z u k i ,  K . ,  O m u r a ,  

J . ,  S h i m i z u ,  T. ,  K o b a y a s h i ,  K . ,  F u k u m o t o ,  Y. ,  S a k a t a ,  Y. ,  a n d  

S h i m o k a w a ,  H .  2 0 1 4 .  C r u c i a l  r o l e  o f  r h o - k i n a s e  i n  p r e s s u r e  

o v e r l o a d - i n d u c e d  r i g h t  v e n t r i c u l a r  h y p e r t r o p h y  a n d  d y s f u n c t i o n  i n  

m i c e .  A r t e r i o s c l e r.  T h ro m b .  Va s c .  B i o l .  3 4 :  1 2 6 0 - 1 2 7 1 .  

4 2 .  I m o t o ,  K . ,  K u m a t a n i ,  S . ,  O k a d a ,  M . ,  a n d  Ya m a w a k i ,  H .  2 0 1 6 .  

E n d o s t a t i n  i s  p r o t e c t i v e  a g a i n s t  m o n o c r o t a l i n e - i n d u c e d  r i g h t  h e a r t  

d i s e a s e  t h r o u g h  t h e  i n h i b i t i o n  o f  T- t y p e  C a 2 +  c h a n n e l .  P f l u g e r s  
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A rc h .  4 6 8 :  1 2 5 9 - 1 2 7 0 .  

4 3 .  I m o t o ,  K . ,  O k a d a ,  M . ,  a n d  Ya m a w a k i ,  H .  2 0 1 7 .  E x p r e s s i o n  p r o f i l e  

o f  m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n s  i n  h y p e r t r o p h i e d  r i g h t  v e n t r i c l e  o f  

m o n o c r o t a l i n e - i n d u c e d  p u l m o n a r y  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  J .  Ve t .  M e d .  

S c i .  7 9 :  1 0 9 6 - 11 0 2 .  

4 4 .  I m o t o ,  K . ,  O k a d a ,  M . ,  a n d  Ya m a w a k i ,  H .  2 0 1 8 .  C h a r a c t e r i z a t i o n  

o f  f i b r o b l a s t s  f r o m  h y p e r t r o p h i e d  r i g h t  v e n t r i c l e  o f  p u l m o n a r y  

h y p e r t e n s i v e  r a t s .  P f l u g e r s  A rc h .  4 7 0 :  1 4 0 5 - 1 4 1 7 .  

4 5 .  I m o t o ,  K . ,  O k a d a ,  M . ,  a n d  Ya m a w a k i ,  H .  2 0 1 9 .  P e r i o s t i n  M e d i a t e s  

R i g h t  Ve n t r i c u l a r  F a i l u r e  t h r o u g h  I n d u c t i o n  o f  I n d u c i b l e  N i t r i c  

O x i d e  S y n t h a s e  E x p r e s s i o n  i n  R i g h t  Ve n t r i c u l a r  F i b r o b l a s t s  f r o m  

M o n o c r o t a l i n e - I n d u c e d  P u l m o n a r y  A r t e r i a l  H y p e r t e n s i v e  R a t s .  I n t .  

J .  M o l .  S c i .  2 0 :  6 2 .  

4 6 .  I z u h a r a ,  K . ,  N u n o m u r a ,  S . ,  N a n r i ,  Y. ,  O g a w a ,  M . ,  O n o ,  J . ,  

M i t a m u r a ,  Y. ,  a n d  Yo s h i h a r a ,  T.  2 0 1 7 .  P e r i o s t i n  i n  i n f l a m m a t i o n  

a n d  a l l e rg y.  C e l l .  M o l .  L i f e  S c i .  7 4 :  4 2 9 3 - 4 3 0 3 .  

4 7 .  J e o n g ,  D . ,  L e e ,  M .  A . ,  L i ,  Y. ,  Ya n g ,  D .  K . ,  K h o ,  C . ,  O h ,  J .  G . ,  

H o n g ,  G . ,  L e e ,  A . ,  S o n g ,  M .  H . ,  L a R o c c a ,  T.  J . ,  C h e n ,  J . ,  L i a n g ,  

L . ,  M i t s u y a m a ,  S . ,  D ' E s c a m a r d ,  V. ,  K o v a c i c ,  J .  C . ,  K w a k ,  T.  H . ,  

H a j j a r ,  R .  J . ,  a n d  P a r k ,  W.  J .  2 0 1 6 .  M a t r i c e l l u l a r  P r o t e i n  C C N 5  

R e v e r s e s  E s t a b l i s h e d  C a r d i a c  F i b r o s i s .  J .  A m .  C o l l .  C a rd i o l .  6 7 :  

1 5 5 6 - 1 5 6 8 .  

4 8 .  K a n a o k a ,  M . ,  Ya m a g u c h i ,  Y. ,  K o m i t s u ,  N . ,  F e g h a l i - B o s t w i c k ,  C .  

A . ,  O g a w a ,  M . ,  A r i m a ,  K . ,  I z u h a r a ,  K . ,  a n d  A i h a r a ,  M .  2 0 1 8 .  P r o -

f i b r o t i c  p h e n o t y p e  o f  h u m a n  s k i n  f i b r o b l a s t s  i n d u c e d  b y  p e r i o s t i n  
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v i a  m o d u l a t i n g  T G F - b e t a  s i g n a l i n g .  J .  D e r m a t o l .  S c i .  9 0 :  1 9 9 - 2 0 8 .  

4 9 .  K i m u r a ,  H . ,  O k u b o ,  N . ,  C h o s a ,  N . ,  K y a k u m o t o ,  S . ,  K a m o ,  M . ,

 M i u r a ,  H . ,  a n d  I s h i s a k i ,  A .  2 0 1 3 .  E G F  p o s i t i v e l y  r e g u l a t e s  

t h e  p r o l i f e r a t i o n  a n d  m i g r a t i o n ,  a n d  n e g a t i v e l y  r e g u l a t e s  t h e  

m y o f i b r o b l a s t  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  p e r i o d o n t a l  l i g a m e n t - d e r i v e d  

e n d o t h e l i a l  p r o g e n i t o r  c e l l s  t h r o u g h  M E K / E R K -  a n d  J N K - d e p e

n d e n t  s i g n a l s .  C e l l .  P h y s i o l .  B i o c h e m .  3 2 :  8 9 9 - 9 1 4 .  

5 0 .  K i n o s h i t a ,  H . ,  K u w a h a r a ,  K . ,  Ta k a n o ,  M . ,  A r a i ,  Y. ,  K u w a b a r a ,  Y. ,  

Ya s u n o ,  S . ,  N a k a g a w a ,  Y. ,  N a k a n i s h i ,  M . ,  H a r a d a ,  M . ,  F u j i w a r a ,  

M . ,  M u r a k a m i ,  M . ,  U e s h i m a ,  K . ,  a n d  N a k a o ,  K .  2 0 0 9 .  T- t y p e  C a 2 +  

c h a n n e l  b l o c k a d e  p r e v e n t s  s u d d e n  d e a t h  i n  m i c e  w i t h  h e a r t  f a i l u r e .  

C i rc u l a t i o n .  1 2 0 :  7 4 3 - 7 5 2 .  

5 1 .  K o n g ,  P. ,  C h r i s t i a ,  P. ,  a n d  F r a n g o g i a n n i s ,  N .  G .  2 0 1 4 .  T h e  

p a t h o g e n e s i s  o f  c a r d i a c  f i b r o s i s .  C e l l .  M o l .  L i f e  S c i .  7 1 :  5 4 9 - 5 7 4 .  

5 2 .  K u d o ,  A .  2 0 1 7 .  I n t r o d u c t o r y  r e v i e w :  p e r i o s t i n - g e n e  a n d  p r o t e i n  

s t r u c t u r e .  C e l l .  M o l .  L i f e  S c i .  7 4 :  4 2 5 9 - 4 2 6 8 .  

5 3 .  K u m a r i ,  N . ,  G a u r ,  H . ,  a n d  B h a rg a v a ,  A .  2 0 1 8 .  C a r d i a c  v o l t a g e  

g a t e d  c a l c i u m  c h a n n e l s  a n d  t h e i r  r e g u l a t i o n  b y  b e t a - a d r e n e rg i c  

s i g n a l i n g .  L i f e  S c i .  1 9 4 :  1 3 9 - 1 4 9 .  

5 4 .  L a d a g e ,  D . ,  Ya n i z - G a l e n d e ,  E . ,  R a p t i ,  K . ,  I s h i k a w a ,  K . ,  Ti l e m a n n ,  

L . ,  S h a p i r o ,  S . ,  Ta k e w a ,  Y. ,  M u l l e r - E h m s e n ,  J . ,  S c h w a r z ,  M . ,  

G a r c i a ,  M .  J . ,  S a n z ,  J . ,  H a j j a r ,  R .  J . ,  a n d  K a w a s e ,  Y.  2 0 1 3 .  

S t i m u l a t i n g  m y o c a r d i a l  r e g e n e r a t i o n  w i t h  p e r i o s t i n  P e p t i d e  i n  

l a rg e  m a m m a l s  i m p r o v e s  f u n c t i o n  p o s t - m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  b u t  

i n c r e a s e s  m y o c a r d i a l  f i b r o s i s .  P L o S  O n e .  8 :  e 5 9 6 5 6 .  
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5 5 .  L a h m ,  T. ,  M c C a s l i n ,  C .  A . ,  Wo z n i a k ,  T.  C . ,  G h u m m a n ,  W. ,  F a d l ,  

Y.  Y. ,  O b e i d a t ,  O .  S . ,  S c h w a b ,  K . ,  a n d  M e l d r u m ,  D .  R .  2 0 1 0 .  

M e d i c a l  a n d  s u rg i c a l  t r e a t m e n t  o f  a c u t e  r i g h t  v e n t r i c u l a r  f a i l u r e .  

J .  A m .  C o l l .  C a rd i o l .  5 6 :  1 4 3 5 - 1 4 4 6 .  

5 6 .  L e e ,  S .  B . ,  L e e ,  W.  S . ,  S h i n ,  J .  S . ,  J a n g ,  D .  S . ,  a n d  L e e ,  K .  T.  

2 0 1 7 .  X a n t h o t o x i n  s u p p r e s s e s  L P S - i n d u c e d  e x p r e s s i o n  o f  i N O S ,  

C O X - 2 ,  T N F - a l p h a ,  a n d  I L - 6  v i a  A P - 1 ,  N F - k a p p a B ,  a n d  J A K - S TAT  

i n a c t i v a t i o n  i n  R AW 2 6 4 . 7  m a c r o p h a g e s .  I n t .  I m m u n o p h a r m a c o l .  

4 9 :  2 1 - 2 9 .  

5 7 .  L e e ,  W.  T. ,  L e e ,  T.  H . ,  C h e n g ,  C .  H . ,  C h e n ,  K .  C . ,  C h e n ,  Y.

 C . ,  a n d  L i n ,  C .  W.  2 0 1 5 .  A n t r o q u i n o n o l  f r o m  A n t r o d i a  C a m

p h o r a t a  s u p p r e s s e s  b r e a s t  t u m o r  m i g r a t i o n / i n v a s i o n  t h r o u g h  i n

h i b i t i n g  E R K - A P - 1 -  a n d  A K T- N F - k a p p a B - d e p e n d e n t  M M P - 9  a n

d  e p i t h e l i a l - m e s e n c h y m a l  t r a n s i t i o n  e x p r e s s i o n s .  F o o d  C h e m .  

To x i c o l .  7 8 :  3 3 - 4 1 .  

5 8 .  L e e ,  Y.  C . ,  C h a n g ,  A .  Y. ,  L i n - F e n g ,  M .  H . ,  Ts o u ,  W.  I . ,  C h i a n g ,  I .  

H . ,  a n d  L a i ,  M .  Z .  2 0 1 2 .  P a x i l l i n  p h o s p h o r y l a t i o n  b y  J N K  a n d  p 3 8  

i s  r e q u i r e d  f o r  N FAT  a c t i v a t i o n .  E u r.  J .  I m m u n o l .  4 2 :  2 1 6 5 - 2 1 7 5 .  

5 9 .  L i a n g ,  R . ,  X i e ,  H .  Y. ,  L i n ,  Y. ,  L i ,  Q . ,  Yu a n ,  C .  L . ,  L i u ,  Z .  H . ,  a n d  

L i ,  Y.  Q .  2 0 1 5 .  I n t r a p e r i t o n e a l  P e r f u s i o n  T h e r a p y  o f  E n d o s t a r  

C o m b i n e d  w i t h  P l a t i n u m  C h e m o t h e r a p y  f o r  M a l i g n a n t  S e r o u s  

E f f u s i o n s :  A M e t a - a n a l y s i s .  A s i a n  P a c .  J .  C a n c e r  P re v .  1 6 :  8 6 3 7 -

8 6 4 4 .  

6 0 .  L i n d s l e y,  A . ,  S n i d e r ,  P. ,  Z h o u ,  H . ,  R o g e r s ,  R . ,  Wa n g ,  J . ,  O l a o p a ,  

M . ,  K r u z y n s k a - F r e j t a g ,  A . ,  K o u s h i k ,  S .  V. ,  L i l l y,  B . ,  B u r c h ,  J .  B . ,  
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F i r u l l i ,  A .  B . ,  a n d  C o n w a y,  S .  J .  2 0 0 7 .  I d e n t i f i c a t i o n  a n d  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n o v e l  S c h w a n n  a n d  o u t f l o w  t r a c t  e n d o c a r d i a l  

c u s h i o n  l i n e a g e - r e s t r i c t e d  p e r i o s t i n  e n h a n c e r.  D e v.  B i o l .  3 0 7 :  

3 4 0 - 3 5 5 .  

6 1 .  M a r t i n ,  T.  P. ,  L a w a n ,  A . ,  R o b i n s o n ,  E . ,  G r i e v e ,  D .  J . ,  P l e v i n ,  R . ,  

P a u l ,  A . ,  a n d  C u r r i e ,  S .  2 0 1 4 .  A d u l t  c a r d i a c  f i b r o b l a s t  

p r o l i f e r a t i o n  i s  m o d u l a t e d  b y  c a l c i u m / c a l m o d u l i n - d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e  I I  i n  n o r m a l  a n d  h y p e r t r o p h i e d  h e a r t s .  P f l u g e r s  

A rc h .  4 6 6 :  3 1 9 - 3 3 0 .  

6 2 .  M a s u o k a ,  M . ,  S h i r a i s h i ,  H . ,  O h t a ,  S . ,  S u z u k i ,  S . ,  A r i m a ,  K . ,  A o k i ,  

S . ,  To d a ,  S . ,  I n a g a k i ,  N . ,  K u r i h a r a ,  Y. ,  H a y a s h i d a ,  S . ,  Ta k e u c h i ,  

S . ,  K o i k e ,  K . ,  O n o ,  J . ,  N o s h i r o ,  H . ,  F u r u e ,  M . ,  C o n w a y,  S .  J . ,  

N a r i s a w a ,  Y. ,  a n d  I z u h a r a ,  K .  2 0 1 2 .  P e r i o s t i n  p r o m o t e s  c h r o n i c  

a l l e rg i c  i n f l a m m a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  T h 2  c y t o k i n e s .  J .  C l i n .  I n v e s t .  

1 2 2 :  2 5 9 0 - 2 6 0 0 .  

6 3 .  M o o r e - M o r r i s ,  T. ,  G u i m a r a e s - C a m b o a ,  N . ,  Yu t z e y,  K .  E . ,  P u c e a t ,  

M . ,  a n d  E v a n s ,  S .  M .  2 0 1 5 .  C a r d i a c  f i b r o b l a s t s :  f r o m  d e v e l o p m e n t  

t o  h e a r t  f a i l u r e .  J .  M o l .  M e d  ( B e r l ) .  9 3 :  8 2 3 - 8 3 0 .  

6 4 .  M u k h o p a d h y a y,  S . ,  M u n s h i ,  H .  G . ,  K a m b h a m p a t i ,  S . ,  S a s s a n o ,  A . ,  

P l a t a n i a s ,  L .  C . ,  a n d  S t a c k ,  M .  S .  2 0 0 4 .  C a l c i u m - i n d u c e d  m a t r i x  

m e t a l l o p r o t e i n a s e  9  g e n e  e x p r e s s i o n  i s  d i f f e r e n t i a l l y  r e g u l a t e d  b y  

E R K 1 / 2  a n d  p 3 8  M A P K  i n  o r a l  k e r a t i n o c y t e s  a n d  o r a l  s q u a m o u s  

c e l l  c a r c i n o m a .  J .  B i o l .  C h e m .  2 7 9 :  3 3 1 3 9 - 3 3 1 4 6 .  

6 5 .  N a d a d u r ,  R .  D . ,  U m a r,  S . ,  Wo n g ,  G . ,  E g h b a l i ,  M . ,  I o rg a ,  A . ,  M a t o r i ,  

H . ,  a n d  P a r t o w - N a v i d ,  R .  2 0 1 2 .  R e v e r s e  r i g h t  v e n t r i c u l a r  
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s t r u c t u r a l  a n d  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  r e m o d e l i n g  b y  e s t r o g e n  i n  

s e v e r e  p u l m o n a r y  h y p e r t e n s i o n .  J .  A p p l .  P h y s i o l .  ( 1 9 8 5 ) .  11 3 :  

1 4 9 - 1 5 8 .  

6 6 .  N e i d h a r d t ,  J . ,  F e h r ,  S . ,  K u t s c h e ,  M . ,  L o h l e r ,  J . ,  a n d  S c h a c h n e r ,  M .  

2 0 0 3 .  Te n a s c i n - N :  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n o v e l  m e m b e r  o f  t h e  

t e n a s c i n  f a m i l y  t h a t  m e d i a t e s  n e u r i t e  r e p u l s i o n  f r o m  h i p p o c a m p a l  

e x p l a n t s .  M o l .  C e l l .  N e u ro s c i .  2 3 :  1 9 3 - 2 0 9 .  

6 7 .  O g a w a ,  A . ,  E j i r i ,  K . ,  a n d  M a t s u b a r a ,  H .  2 0 1 4 .  L o n g - t e r m  p a t i e n t  

s u r v i v a l  w i t h  i d i o p a t h i c / h e r i t a b l e  p u l m o n a r y  a r t e r i a l  h y p e r t e n s i o n  

t r e a t e d  a t  a  s i n g l e  c e n t e r  i n  J a p a n .  L i f e  S c i .  11 8 :  4 1 4 - 4 1 9 .  

6 8 .  O h k u b o ,  T. ,  a n d  Ya m a z a k i ,  J .  2 0 1 2 .  T- t y p e  v o l t a g e - a c t i v a t e d  

c a l c i u m  c h a n n e l  C a v 3 . 1 ,  b u t  n o t  C a v 3 . 2 ,  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  p r o l i f e r a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  i n  M C F - 7  h u m a n  b r e a s t  

c a n c e r  c e l l s .  I n t .  J .  O n c o l .  4 1 :  2 6 7 - 2 7 5 .  

6 9 .  O k a ,  T. ,  X u ,  J . ,  K a i s e r ,  R .  A . ,  M e l e n d e z ,  J . ,  H a m b l e t o n ,  M . ,  

S a rg e n t ,  M .  A . ,  L o r t s ,  A . ,  B r u n s k i l l ,  E .  W. ,  D o r n ,  G .  W. ,  2 n d ,  

C o n w a y,  S .  J . ,  A r o n o w,  B .  J . ,  R o b b i n s ,  J . ,  a n d  M o l k e n t i n ,  J .  D .  

2 0 0 7 .  G e n e t i c  m a n i p u l a t i o n  o f  p e r i o s t i n  e x p r e s s i o n  r e v e a l s  a  r o l e  

i n  c a r d i a c  h y p e r t r o p h y  a n d  v e n t r i c u l a r  r e m o d e l i n g .  C i rc .  R e s .  1 0 1 :  

3 1 3 - 3 2 1 .  

7 0 .  O k a d a ,  M . ,  a n d  Ya m a w a k i ,  H .  2 0 1 5 .  L e v o s i m e n d a n  i n h i b i t s  

i n t e r l e u k i n - 1 b e t a - i n d u c e d  a p o p t o s i s  t h r o u g h  a c t i v a t i o n  o f  A k t  a n d  

i n h i b i t i o n  o f  i n d u c i b l e  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  i n  r a t  c a r d i a c  

f i b r o b l a s t s .  E u r.  J .  P h a r m a c o l .  7 6 9 :  8 6 - 9 2 .  

7 1 .  O k a d a ,  M . ,  O b a ,  Y. ,  a n d  Ya m a w a k i ,  H .  2 0 1 5 .  E n d o s t a t i n  s t i m u l a t e s  
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p r o l i f e r a t i o n  a n d  m i g r a t i o n  o f  a d u l t  r a t  c a r d i a c  f i b r o b l a s t s  

t h r o u g h  P I 3 K / A k t  p a t h w a y.  E u r.  J .  P h a r m a c o l .  7 5 0 :  2 0 - 2 6 .  

7 2 .  O k a d a ,  M . ,  S u z u k i ,  A . ,  Ya m a w a k i ,  H . ,  a n d  H a r a ,  Y.  2 0 1 3 .  

L e v o s i m e n d a n  i n h i b i t s  i n t e r l e u k i n - 1 b e t a - i n d u c e d  c e l l  m i g r a t i o n  

a n d  M M P - 9  s e c r e t i o n  i n  r a t  c a r d i a c  f i b r o b l a s t s .  E u r.  J .  P h a r ma c o l .  

7 1 8 :  3 3 2 - 3 3 9 .  

7 3 .  O k a d a ,  M . ,  I m o t o ,  K . ,  S u g i y a m a ,  A . ,  Ya s u d a ,  J . ,  a n d  Ya m a w a k i ,  

H .  2 0 1 7 .  N e w  I n s i g h t s  i n t o  t h e  R o l e  o f  B a s e m e n t  M e m b r a n e -

D e r i v e d  M a t r i c r y p t i n s  i n  t h e  H e a r t .  B i o l .  P h a r m .  B u l l .  4 0 :  2 0 5 0 -

2 0 6 0 .  

7 4 .  O k a m o t o ,  H . ,  a n d  I m a n a k a - Yo s h i d a ,  K .  2 0 1 2 .  M a t r i c e l l u l a r  

p r o t e i n s :  n e w  m o l e c u l a r  t a rg e t s  t o  p r e v e n t  h e a r t  f a i l u r e .  

C a rd i o v a s c .  T h e r .  3 0 :  e 1 9 8 - 2 0 9 .  

7 5 .  O n t s u k a ,  K . ,  K o t o b u k i ,  Y. ,  S h i r a i s h i ,  H . ,  S e r a d a ,  S . ,  O h t a ,  S . ,  

Ta n e m u r a ,  A . ,  Ya n g ,  L . ,  F u j i m o t o ,  M . ,  A r i m a ,  K . ,  S u z u k i ,  S . ,  

M u r o t a ,  H . ,  To d a ,  S . ,  K u d o ,  A . ,  C o n w a y,  S .  J . ,  N a r i s a w a ,  Y. ,  

K a t a y a m a ,  I . ,  I z u h a r a ,  K . ,  a n d  N a k a ,  T.  2 0 1 2 .  P e r i o s t i n ,  a  

m a t r i c e l l u l a r  p r o t e i n ,  a c c e l e r a t e s  c u t a n e o u s  w o u n d  r e p a i r  b y  

a c t i v a t i n g  d e r m a l  f i b r o b l a s t s .  E x p .  D e r m a t o l .  2 1 :  3 3 1 - 3 3 6 .  

7 6 .  P a u t z ,  A . ,  A r t ,  J . ,  H a h n ,  S . ,  N o w a g ,  S . ,  Vo s s ,  C . ,  a n d  K l e i n e r t ,  H .  

2 0 1 0 .  R e g u l a t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  i n d u c i b l e  n i t r i c  o x i d e  

s y n t h a s e .  N i t r i c  O x i d e .  2 3 :  7 5 - 9 3 .  

7 7 .  R a i n ,  S . ,  H a n d o k o ,  M .  L . ,  Vo n k  N o o r d e g r a a f ,  A . ,  B o g a a r d ,  H .  J . ,  

v a n  d e r  Ve l d e n ,  J . ,  a n d  d e  M a n ,  F.  S .  2 0 1 4 .  P r e s s u r e - o v e r l o a d -

i n d u c e d  r i g h t  h e a r t  f a i l u r e .  P f l u g e r s  A rc h .  4 6 6 :  1 0 5 5 - 1 0 6 3 .  
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7 8 .  R a n z a t o ,  E . ,  M a r t i n o t t i ,  S . ,  M a g n e l l i ,  V. ,  M u r e r ,  B . ,  B i f f o ,  S . ,  

M u t t i ,  L . ,  a n d  B u r l a n d o ,  B .  2 0 1 2 .  E p i g a l l o c a t e c h i n - 3 - g a l l a t e  

i n d u c e s  m e s o t h e l i o m a  c e l l  d e a t h  v i a  H 2  O 2  - d e p e n d e n t  T- t y p e  C a 2 +  

c h a n n e l  o p e n i n g .  J .  C e l l .  M o l .  M e d .  1 6 :  2 6 6 7 - 2 6 7 8 .  

7 9 .  R a t a j c z a k - Wr o n a ,  W. ,  J a b l o n s k a ,  E . ,  G a r l e y,  M . ,  J a b l o n s k i ,  J . ,  

R a d z i w o n ,  P. ,  a n d  I w a n i u k ,  A .  2 0 1 3 .  R o l e  o f  A P - 1  f a m i l y  p r o t e i n s  

i n  r e g u l a t i o n  o f  i n d u c i b l e  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  ( i N O S )  i n  h u m a n  

n e u t r o p h i l s .  J .  I m m u n o t o x i c o l .  1 0 :  3 2 - 3 9 .  

8 0 .  R i a z ,  S . ,  Z e i d a n ,  A . ,  a n d  M r a i c h e ,  F.  2 0 1 7 .  M y o c a r d i a l  p r o t e a s e s  

a n d  c a r d i a c  r e m o d e l i n g .  J .  C e l l .  P h y s i o l .  2 3 2 :  3 2 4 4 - 3 2 5 0 .  

8 1 .  R i c a r d - B l u m ,  S . ,  a n d  Va l l e t ,  S .  D .  2 0 1 6 .  M a t r i c r y p t i n s  N e t w o r k  

w i t h  M a t r i c e l l u l a r  R e c e p t o r s  a t  t h e  S u r f a c e  o f  E n d o t h e l i a l  a n d  

Tu m o r  C e l l s .  F ro n t .  P h a r m a c o l .  7 :  11 .  

8 2 .  R o s s ,  G .  R . ,  B a j w a ,  T. ,  J r . ,  E d w a r d s ,  S . ,  E m e l y a n o v a ,  L . ,  R i z v i ,  

F. ,  H o l m u h a m e d o v,  E .  L . ,  We r n e r ,  P. ,  D o w n e y,  F.  X . ,  Ta j i k ,  A .  J . ,  

a n d  J a h a n g i r ,  A .  2 0 1 7 .  E n h a n c e d  s t o r e - o p e r a t e d  C a 2 +  i n f l u x  a n d  

O R A I 1  e x p r e s s i o n  i n  v e n t r i c u l a r  f i b r o b l a s t s  f r o m  h u m a n  f a i l i n g  

h e a r t .  B i o l .  O p e n .  6 :  3 2 6 - 3 3 2 .  

8 3 .  S a x e n a ,  A . ,  C h e n ,  W. ,  S u ,  Y. ,  R a i ,  V. ,  U c h e ,  O .  U . ,  L i ,  N . ,  a n d  

F r a n g o g i a n n i s ,  N .  G .  2 0 1 3 .  I L - 1  i n d u c e s  p r o i n f l a m m a t o r y  

l e u k o c y t e  i n f i l t r a t i o n  a n d  r e g u l a t e s  f i b r o b l a s t  p h e n o t y p e  i n  t h e  

i n f a r c t e d  m y o c a r d i u m .  J .  I m m u n o l .  1 9 1 :  4 8 3 8 - 4 8 4 8 .  

8 4 .  S c h u l z ,  R . ,  P a n a s ,  D .  L . ,  C a t e n a ,  R . ,  M o n c a d a ,  S . ,  O l l e y,  P.  M . ,  

a n d  L o p a s c h u k ,  G .  D .  1 9 9 5 .  T h e  r o l e  o f  n i t r i c  o x i d e  i n  c a r d i a c  

d e p r e s s i o n  i n d u c e d  b y  i n t e r l e u k i n - 1  b e t a  a n d  t u m o u r  n e c r o s i s  
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f a c t o r - a l p h a .  B r.  J .  P h a r m a c o l .  11 4 :  2 7 - 3 4 .  

8 5 .  S h i m a z a k i ,  M . ,  N a k a m u r a ,  K . ,  K i i ,  I . ,  K a s h i m a ,  T. ,  A m i z u k a ,  N . ,  

L i ,  M . ,  S a i t o ,  M . ,  F u k u d a ,  K . ,  N i s h i y a m a ,  T. ,  K i t a j i m a ,  S . ,  S a g a ,  

Y. ,  F u k a y a m a ,  M . ,  S a t a ,  M . ,  a n d  K u d o ,  A .  2 0 0 8 .  P e r i o s t i n  i s  

e s s e n t i a l  f o r  c a r d i a c  h e a l i n g  a f t e r  a c u t e  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n .  J .  

E x p .  M e d .  2 0 5 :  2 9 5 - 3 0 3 .  

8 6 .  S i d d e s h a ,  J .  M . ,  Va l e n t e ,  A .  J . ,  S a k a m u r i ,  S .  S . ,  G a r d n e r ,  J .  D . ,  

D e l a f o n t a i n e ,  P. ,  N o d a ,  M . ,  a n d  C h a n d r a s e k a r ,  B .  2 0 1 4 .  

A c e t y l s a l i c y l i c  a c i d  i n h i b i t s  I L - 1 8 - i n d u c e d  c a r d i a c  f i b r o b l a s t  

m i g r a t i o n  t h r o u g h  t h e  i n d u c t i o n  o f  R E C K .  J .  C e l l .  P h y s i o l .  2 2 9 :  

8 4 5 - 8 5 5 .  

8 7 .  S i d h u ,  S .  S . ,  Yu a n ,  S . ,  I n n e s ,  A .  L . ,  K e r r ,  S . ,  Wo o d r u f f ,  P.  G . ,  H o u ,  

L . ,  M u l l e r ,  S .  J . ,  a n d  F a h y,  J .  V.  2 0 1 0 .  R o l e s  o f  e p i t h e l i a l  c e l l -

d e r i v e d  p e r i o s t i n  i n  T G F - b e t a  a c t i v a t i o n ,  c o l l a g e n  p r o d u c t i o n ,  a n d  

c o l l a g e n  g e l  e l a s t i c i t y  i n  a s t h m a .  P ro c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U .  S .  A .  

1 0 7 :  1 4 1 7 0 - 1 4 1 7 5 .  

8 8 .  S o t t i l e ,  J .  2 0 0 4 .  R e g u l a t i o n  o f  a n g i o g e n e s i s  b y  e x t r a c e l l u l a r  

m a t r i x .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a .  1 6 5 4 :  1 3 - 2 2 .  

8 9 .  S t a n s f i e l d ,  W.  E . ,  A n d e r s e n ,  N .  M . ,  Ta n g ,  R .  H . ,  a n d  S e l z m a n ,  C .  

H .  2 0 0 9 .  P e r i o s t i n  i s  a  n o v e l  f a c t o r  i n  c a r d i a c  r e m o d e l i n g  a f t e r  

e x p e r i m e n t a l  a n d  c l i n i c a l  u n l o a d i n g  o f  t h e  f a i l i n g  h e a r t .  A n n .  

T h o r a c .  S u rg .  8 8 :  1 9 1 6 - 1 9 2 1 .  

9 0 .  Ta i ,  I .  T. ,  D a i ,  M . ,  a n d  C h e n ,  L .  B .  2 0 0 5 .  P e r i o s t i n  i n d u c t i o n  i n  

t u m o r  c e l l  l i n e  e x p l a n t s  a n d  i n h i b i t i o n  o f  i n  v i t r o  c e l l  g r o wt h  b y  

a n t i - p e r i o s t i n  a n t i b o d i e s .  C a rc i n o g e n e s i s .  2 6 :  9 0 8 - 9 1 5 .  
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9 1 .  Ta k e b a y a s h i ,  S . ,  L i ,  Y. ,  K a k u ,  T. ,  I n a g a k i ,  S . ,  H a s h i m o t o ,  Y. ,  

K i m u r a ,  K . ,  M i y a m o t o ,  S . ,  H a d a m a ,  T. ,  a n d  O n o ,  K .  2 0 0 6 .  

R e m o d e l i n g  e x c i t a t i o n - c o n t r a c t i o n  c o u p l i n g  o f  h y p e r t r o p h i e d  

v e n t r i c u l a r  m y o c y t e s  i s  d e p e n d e n t  o n  T- t y p e  c a l c i u m  c h a n n e l s  

e x p r e s s i o n .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n .  3 4 5 :  7 6 6 - 7 7 3 .  

9 2 .  Ta k e s h i t a ,  S . ,  K i k u n o ,  R . ,  Te z u k a ,  K . ,  a n d  A m a n n ,  E .  1 9 9 3 .  

O s t e o b l a s t - s p e c i f i c  f a c t o r  2 :  c l o n i n g  o f  a  p u t a t i v e  b o n e  a d h e s i o n  

p r o t e i n  w i t h  h o m o l o g y  w i t h  t h e  i n s e c t  p r o t e i n  f a s c i c l i n  I .  B i o c h e m .  

J .  2 9 4  (  P t  1 ) :  2 7 1 - 2 7 8 .  

9 3 .  T h e o c h a r i s ,  A .  D . ,  S k a n d a l i s ,  S .  S . ,  G i a l e l i ,  C . ,  a n d  K a r a m a n o s ,  

N .  K .  2 0 1 6 .  E x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  s t r u c t u r e .  A d v.  D r u g  D e l i v.  R e v .  

9 7 :  4 - 2 7 .  

9 4 .  To n e l l i ,  A .  R . ,  A l n u a i m a t ,  H . ,  a n d  M u b a r a k ,  K .  2 0 1 0 .  P u l m o n a r y  

v a s o d i l a t o r  t e s t i n g  a n d  u s e  o f  c a l c i u m  c h a n n e l  b l o c k e r s  i n  

p u l m o n a r y  a r t e r i a l  h y p e r t e n s i o n .  R e s p i r.  M e d .  1 0 4 :  4 8 1 - 4 9 6 .  

9 5 .  U m a r,  S . ,  a n d  v a n  d e r  L a a r s e ,  A .  2 0 1 0 .  N i t r i c  o x i d e  a n d  n i t r i c  

o x i d e  s y n t h a s e  i s o f o r m s  i n  t h e  n o r m a l ,  h y p e r t r o p h i c ,  a n d  f a i l i n g  

h e a r t .  M o l .  C e l l .  B i o c h e m .  3 3 3 :  1 9 1 - 2 0 1 .  

9 6 .  Va l i e n t e - A l a n d i ,  I . ,  S c h a f e r ,  A .  E . ,  a n d  B l a x a l l ,  B .  C .  2 0 1 6 .  

E x t r a c e l l u l a r  m a t r i x - m e d i a t e d  c e l l u l a r  c o m m u n i c a t i o n  i n  t h e  h e a r t .  

J .  M o l .  C e l l .  C a rd i o l .  9 1 :  2 2 8 - 2 3 7 .  

9 7 .  Vo e l k e l ,  N .  F. ,  Q u a i f e ,  R .  A . ,  L e i n w a n d ,  L .  A . ,  B a r s t ,  R .  J . ,  

M c G o o n ,  M .  D . ,  M e l d r u m ,  D .  R . ,  D u p u i s ,  J . ,  L o n g ,  C .  S . ,  R u b i n ,  

L .  J . ,  S m a r t ,  F.  W. ,  S u z u k i ,  Y.  J . ,  G l a d w i n ,  M . ,  D e n h o l m ,  E .  M . ,  

a n d  G a i l ,  D .  B .  2 0 0 6 .  R i g h t  v e n t r i c u l a r  f u n c t i o n  a n d  f a i l u r e :  
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r e p o r t  o f  a  N a t i o n a l  H e a r t ,  L u n g ,  a n d  B l o o d  I n s t i t u t e  w o r k i n g  

g r o u p  o n  c e l l u l a r  a n d  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  o f  r i g h t  h e a r t  f a i l u r e .  

C i rc u l a t i o n .  11 4 :  1 8 8 3 - 1 8 9 1 .  

9 8 .  Vo n k - N o o r d e g r a a f ,  A . ,  H a d d a d ,  F. ,  C h i n ,  K .  M . ,  F o r f i a ,  P.  R . ,  

K a w u t ,  S .  M . ,  L u m e n s ,  J . ,  N a e i j e ,  R . ,  N e w m a n ,  J . ,  O u d i z ,  R .  J . ,  

P r o v e n c h e r ,  S . ,  To r b i c k i ,  A . ,  Vo e l k e l ,  N .  F. ,  a n d  H a s s o u n ,  P.  M .  

2 0 1 3 .  R i g h t  h e a r t  a d a p t a t i o n  t o  p u l m o n a r y  a r t e r i a l  h y p e r t e n s i o n :  

p h y s i o l o g y  a n d  p a t h o b i o l o g y.  J .  A m .  C o l l .  C a rd i o l .  6 2 :  D 2 2 - 3 3 .  

9 9 .  Wa n g ,  Y.  G . ,  J i ,  X . ,  P a b b i d i ,  M . ,  S a m a r e l ,  A .  M . ,  a n d  L i p s i u s ,  S .  

L .  2 0 0 9 .  L a m i n i n  a c t s  v i a  f o c a l  a d h e s i o n  

k i n a s e / p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l - 3 '  k i n a s e / p r o t e i n  k i n a s e  B  t o  d o w n -

r e g u l a t e  b e t a 1 - a d r e n e rg i c  r e c e p t o r  s i g n a l l i n g  i n  c a t  a t r i a l  

m y o c y t e s .  J .  P h y s i o l .  5 8 7 :  5 4 1 - 5 5 0 .  

1 0 0 .  Wu ,  C .  Y. ,  H s i e h ,  H .  L . ,  S u n ,  C .  C . ,  a n d  Ya n g ,  C .  M .  2 0 0 9 .  I L -

1 b e t a  i n d u c e s  M M P - 9  e x p r e s s i o n  v i a  a  C a 2 + - d e p e n d e n t  

C a M K I I / J N K / c - J U N  c a s c a d e  i n  r a t  b r a i n  a s t r o c y t e s .  G l i a .  5 7 :  

1 7 7 5 - 1 7 8 9 .  

1 0 1 .  X i e ,  Z . ,  S i n g h ,  M . ,  a n d  S i n g h ,  K .  2 0 0 4 .  O s t e o p o n t i n  m o d u l a t e s  

m y o c a r d i a l  h y p e r t r o p h y  i n  r e s p o n s e  t o  c h r o n i c  p r e s s u r e  o v e r l o a d  

i n  m i c e .  H y p e r t e n s i o n .  4 4 :  8 2 6 - 8 3 1 .  

1 0 2 .  X u ,  H . ,  L i u ,  C . ,  S u n ,  Z . ,  G u o ,  X . ,  Z h a n g ,  Y. ,  L i u ,  M . ,  a n d  L i ,  P.  

2 0 1 5 .  C C N 5  a t t e n u a t e s  p r o f i b r o t i c  p h e n o t y p e s  o f  f i b r o b l a s t s  

t h r o u g h  t h e  S m a d 6 - C C N 2  p a t h w a y :  P o t e n t i a l  r o l e  i n  e p i d u r a l  f i  

b r o s i s .  I n t .  J .  M o l .  M e d .  3 6 :  1 2 3 - 1 2 9 .  

1 0 3 .  Ya s u d a ,  J . ,  O k a d a ,  M . ,  a n d  Ya m a w a k i ,  H .  2 0 1 5 .  E n d o s t a t i n  
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i n h i b i t s  T- t y p e  C a 2 +  c h a n n e l  c u r r e n t  i n  g u i n e a  p i g  v e n t r i c u l a r  

m y o c y t e .  J .  Ve t .  M e d .  S c i .  7 7 :  1 2 8 9 - 1 2 9 1 .  

1 0 4 .  Yo s h i d a ,  Y. ,  To g i ,  K . ,  M a t s u m a e ,  H . ,  N a k a s h i m a ,  Y. ,  K o j i m a ,  Y. ,  

Ya m a m o t o ,  H . ,  O n o ,  K . ,  N a k a m u r a ,  T. ,  K i t a ,  T. ,  a n d  Ta n a k a ,  M .  

2 0 0 7 .  C C N 1  p r o t e c t s  c a r d i a c  m y o c y t e s  f r o m  o x i d a t i v e  s t r e s s  v i a  

b e t a 1  i n t e g r i n - A k t  p a t h w a y.  B i o c h e m  B i o p h y s  R e s  C o m m u n .  3 5 5 :  

6 11 - 6 1 8 .  

1 0 5 .  Z a m p o n i ,  G .  W. ,  S t r i e s s n i g ,  J . ,  K o s c h a k ,  A . ,  a n d  D o l p h i n ,  A .  C .  

2 0 1 5 .  T h e  P h y s i o l o g y,  P a t h o l o g y,  a n d  P h a r m a c o l o g y  o f  Vo l t a g e -

G a t e d  C a l c i u m  C h a n n e l s  a n d  T h e i r  F u t u r e  T h e r a p e u t i c  P o t e n t i a l .  

P h a r m a c o l .  R e v .  6 7 :  8 2 1 - 8 7 0 .  

1 0 6 .  Z h a n g ,  L . ,  L i ,  Y. ,  L i a n g ,  C . ,  a n d  Ya n g ,  W.  2 0 1 4 .  C C N 5  

o v e r e x p r e s s i o n  i n h i b i t s  p r o f i b r o t i c  p h e n o t y p e s  v i a  t h e  P I 3 K / A k t  

s i g n a l i n g  p a t h w a y  i n  l u n g  f i b r o b l a s t s  i s o l a t e d  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  

i d i o p a t h i c  p u l m o n a r y  f i b r o s i s  a n d  i n  a n  i n  v i v o  m o d e l  o f  l u n g  

f i b r o s i s .  I n t .  J .  M o l .  M e d .  3 3 :  4 7 8 - 4 8 6 .  

1 0 7 .  Z h a n g ,  P. ,  X u ,  X . ,  H u ,  X . ,  v a n  D e e l ,  E .  D . ,  Z h u ,  G . ,  a n d  C h e n ,  Y.  

2 0 0 7 .  I n d u c i b l e  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  d e f i c i e n c y  p r o t e c t s  t h e  h e a r t  

f r o m  s y s t o l i c  o v e r l o a d - i n d u c e d  v e n t r i c u l a r  h y p e r t r o p h y  a n d  

c o n g e s t i v e  h e a r t  f a i l u r e .  C i rc .  R e s .  1 0 0 :  1 0 8 9 - 1 0 9 8 .  

1 0 8 .  Z h a n g ,  Y. ,  Z h a n g ,  J . ,  J i a n g ,  D . ,  Z h a n g ,  D . ,  Q i a n ,  Z . ,  L i u ,  C . ,  a n d  

Ta o ,  J .  2 0 1 2 .  I n h i b i t i o n  o f  T- t y p e  C a 2 +  c h a n n e l s  b y  e n d o s t a t i n  

a t t e n u a t e s  h u m a n  g l i o b l a s t o m a  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  m i g r a t i o n .  

B r.  J .  P h a r m a c o l .  1 6 6 :  1 2 4 7 - 1 2 6 0 .  

1 0 9 .  Z h a n g ,  Y. ,  Wa n g ,  H . ,  Q i a n ,  Z . ,  F e n g ,  B . ,  Z h a o ,  X . ,  J i a n g ,  X . ,  a n d  
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Ta o ,  J .  2 0 1 4 .  L o w - v o l t a g e - a c t i v a t e d  T- t y p e  C a 2 +  c h a n n e l  

i n h i b i t o r s  a s  n e w  t o o l s  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  g l i o b l a s t o m a :  t h e  r o l e  

o f  e n d o s t a t i n .  P f l u g e r s  A rc h .  4 6 6 :  8 11 - 8 1 8 .  

11 0 .  Z h a o ,  S . ,  Wu ,  H . ,  X i a ,  W. ,  C h e n ,  X . ,  Z h u ,  S . ,  Z h a n g ,  S . ,  S h a o ,  Y. ,  
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