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題目 

 
細胞内代謝適応を標的とした心筋梗塞後の線維化に対する新規治療法の

開発 

要旨 
細胞内代謝の変化は細胞の生存、増殖、分化、恒常性の維持を努める事において中心的

な役割を担っている。例えば、強い増殖能力を持つガン細胞ではゲノムにおける遺伝変化

によって細胞内代謝の変化が生じ、増殖するために必要なエネルギーや核酸、タンパク質、

脂質などの生体高分子の産生を助けている。また幹細胞の維持においても細胞内代謝が大

きく関わっていることが報告されており、近年ではガン細胞や幹細胞を中心に細胞内代謝

適応のメカニズム解明が飛躍的に進んでいる。一方、分化した通常細胞においても細胞内

代謝は細胞の挙動を制御する重要な因子であり、疾患のメカニズムとも大きく関わってい

る。しかし、心臓線維芽細胞の細胞内代謝適応システムの解明は心筋梗塞の治療において

大変重要であるにも関わらず、全く明らかにされていない。 
心筋梗塞は世界の死因の 13%を占め、先進国においても死因の上位を占めており、治療
法については改善の余地が十分に残された疾患である。心筋梗塞は心臓の細胞に血液を送

る冠動脈が動脈硬化により閉塞され、酸素や栄養が得られず心筋細胞が壊死する疾患であ

る。その後、壊死した心筋細胞のスペースを埋めるように心臓線維芽細胞が増殖し、コラ

ーゲンが分泌される。そしてコラーゲンが蓄積した心臓では線維化が起きる。この線維化

は心臓の心破裂を防ぐ反面、過剰であると心筋の硬化を招き、心機能を妨げるため問題と

なっている。従来の心臓の線維化に対する治療法としては心室圧負荷の増大や心臓線維芽

細胞の増殖・遊走が標的とされ、レニン・アンジオテンシン系の阻害による包括的な治療

が行われてきたが十分な成果は上げられていない。また最近では心臓線維芽細胞を心筋細

胞にリプログラミングすることで、心臓線維芽細胞を減らして線維化を抑制すると伴に、

心筋細胞を補充するといった治療法の開発も進んでいるが、未だ発展途上の段階であり、

線維化に対するより効果の高い治療法の開発が必要とされている。そこで心臓線維芽細胞

の細胞内代謝に注目し、心筋梗塞後の線維化に対する新規治療法の開発を目指した。 
心臓線維芽細胞は心筋梗塞後の虚血環境下において生存・増殖できる。そこで「心筋梗

塞後の虚血環境下において心臓線維芽細胞は細胞内代謝適応を行うことで生存・増殖して

いる」という仮説を立てた。そして、心臓線維芽細胞の細胞内代謝適応が心筋梗塞後の線

維化に対する新規治療標的になるかを検証した。 
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本研究ではまず、環境の変化による心臓線維芽細胞の細胞内代謝の違いを調べるために、

虚血環境下（低酸素、グルコース飢餓、グルタミン飢餓）で培養した心臓線維芽細胞の代

謝産物の蓄積量をメタボローム解析によって網羅的に測定した。その結果、TCA 回路にお
いてNADH-fumarate reductase system (NADH-FR system)に特徴的な代謝産物の蓄積が
みられた。NADH-FR systemは嫌気的環境下において TCA回路を一部逆回しすることで、
酸素を使わずにプロトン勾配を作りだし、電子伝達系で ATP合成を行う機構である。興味
深いことに、NADH-FR systemの阻害剤である Pyrvinium pamoate (PP)を心臓線維芽細
胞に添加したところ、虚血環境下で細胞死を誘導した。この結果は心臓線維芽細胞が

NADH-FR systemによってエネルギーを獲得し、虚血環境に適応していることを示唆して
いる。しかし、PPは栄養飢餓環境下（通常酸素、グルコース飢餓、グルタミン飢餓）にお
いても細胞死を誘導した。NADH-FR systemは低酸素特異的な機構であるため、この結果
は PPが NADH-FR system以外の標的に作用していることを示唆している。しかし PPの
他の標的候補として報告されているWnt signalingや UPR pathwaysは虚血環境下の心臓
線維芽細胞に PPを添加しても変化がない。したがって、心臓線維芽細胞に対する細胞死の
誘導はこれまでに報告のない新規の標的に作用して生じている可能性が示唆された。 
そこで、標的の存在条件を明確にするために心臓線維芽細胞を通常環境下（通常酸素、

高グルコース、高グルタミン）で一時的に PP処理を行い、その後 PPを取り除いてから栄
養飢餓環境下で培養した。すると培地中に PPが含まれていなくても細胞死が誘導された。
これは PPの標的が通常環境下の心臓線維芽細胞に存在していることを示している。また、
栄養飢餓に曝されると細胞死が誘導されることから、PPの標的は細胞内代謝と関係がある
と考察した。そこで、PP処理による細胞内代謝への影響を調べるために通常環境下の心臓
線維芽細胞に PP を添加し、メタボローム解析を行った。その結果、TCA 回路前半の中間
代謝産物の著しい減少がみられた。さらにミトコンドリア代謝の指標である酸素消費速度

(OCR)も PP処理により急激に減少しており、PPがミトコンドリアの代謝を阻害している
ことが示唆された。これらの結果を踏まえて栄養飢餓における PPの細胞死誘導のメカニズ
ムにもミトコンドリア代謝の阻害が関係していると考察し、PP処理を行った心臓線維芽細
胞の栄養飢餓環境下での細胞内代謝をメタボローム解析にて調べた。その結果、栄養飢餓

環境により解糖系が阻害され、また PP処理により TCA回路が阻害されることで両経路の
中間代謝産物の枯渇が生じ、それに伴い ATPの枯渇が引き起こされることがわかった。以
上の結果から心臓線維芽細胞が栄養飢餓環境下においてミトコンドリアエネルギー代謝に

依存的に生存しており、PP はミトコンドリアエネルギー代謝を阻害することで ATP の枯
渇を引き起こし、細胞死を誘導することが明らかになった。 
最後に PPが心筋梗塞モデルマウスの心臓線維芽細胞の生存を抑制して、過剰な線維化を
軽減できるか検証した。その結果、PPを投与した心筋梗塞モデルマウスでは心筋梗塞後の
細胞増殖及び過剰な線維化が抑制され、エコーによる心機能測定でも心機能の改善がみら

れた。この結果は、PPが心筋梗塞後の線維化に対する治療薬になりうることを示している。 
本研究は、心臓線維芽細胞の細胞内代謝適応が心筋梗塞後の線維化に対する新規治療標

的になることを示唆している。今後は、心臓線維芽細胞の細胞内代謝適応メカニズムをよ

り詳細に解明することにより、さらに効果的な治療法の開発に繋がることが期待される。 
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1. 略語表  
 
2-deocy-2-[18F]fluoro-D-glucose (FDG) 

2-oxoglutarate dehydrogenase (OGDH) 

3-phosphoglycerate (3PG) 

4-(2-aminoehyl) benzensulfonyl fluoride (AEBSF) 

50% inhibitory concentration (IC50) 

Acetyl-CoA carboxylase (ACC) 

Adenosine 5'-diphosphate (ADP) 

Adenosine 5'-triphosphate (ATP) 

Angiotensin receptor blocker (ARB) 

Angiotensin-converting enzyme (ACE) 阻害薬 

ATP-citrate lyase (ACL) 

Carnitine palmitoyltransferase I (CPT-1) 

Citrate synthase (CS) 

Dichloraacetate (DCA) 

Ejection-fraction (EF) 

Electron transport chain (ETC) 

Extracellular acidification rate （ECAR） 

Fetal bovine serum (FBS) 

Food and Drug Administration (FDA) 

Fructose 1,6-diphosphate (F1,6P) 

Fructose 6-phosphate (F6P) 

Glucose transporter 1(GLUT1) 

Glucose-6-phosphate (G6P) 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) 

Glucose（Glc） 

Glutamin（Gln） 

Glutaminase (Gls1) 

Guanosine triphosphate (GTP) 

Hexokinase (HK) 

Hypoxia induced factor 1(HIF-1) 

Isocitrate dehydrogenase (IDH) 

Lactate dehydrogenase-A (LDH-A) 

Mammalian target of rapamycin (mTOR)シグナル 
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NADH-fumarate reductase system (NADH-FR system) 

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) 

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 

Nuclear respiratory factors (NRF1/2) 

Oxygen consumption rate（OCR） 

Phosphoenolpyruvate (PEP) 

Phosphofructokinase (PFK) 

PPARγ-coactivator-1α (PGC-1α) 

Prolyl hydroxylase domain-containing protein 3 (PHD3) 

Pyruvate (Pyr) 

Pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) 

Pyruvate dehydrogenase kinase 1 (PDK1) 

Pyruvate dehydrogenase(PDH)複合体 

Pyruvate kinase (PK) 

Pyruvate kinase M (PKM) 

Pyruvate kinase M2 isoform (PKM2) 

Pyrvinium pamoate (PP) 

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 

R-2ヒドロキシグルタル酸 (2HG) 

Succinate dehydrogenase (SDH) 

Synthesis of cytochrome c oxidase 2 (SCO2) 

TP53-induced glycolysis and apotosis regulator (TIGAR) 

Transforming growth factor-β (TGF-β) 

Tricarboxylic acid (TCA) 回路 

Unfolded Protein Response (UPR) 

Unfolded protein response (UPR) pathways 

World Health Organization (WHO) 

還元型 Flavin-adenine dinucleotide (FADH2) 

還元型 Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) 
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2. 序論  
 

2.1 細胞内代謝  

 

2.1.1 代謝研究の始まり  
 

	
 人の代謝という概念が広く知られるようになったのは、1614年にイタリアの生理学

者 Santorio Santorioによって書かれたArs de statica medecinaという本によるものである。
Santorio は食事、睡眠、労働、交接、飲酒、排泄の前後で体重がどのように変化する

かを 30 年もの間調べ続けた。そして、飲食した物の重さより、排出物の重さの方が

少ない事に気付いた。このように古くから人はなぜ物を食べなければ生命を維持する

事ができないのかという疑問を持ち続けていた(Eknoyan, 1999)。代謝という言葉は、

英語では metabolismと書く。これは変化や崩壊を意味するギリシャ語の Μεταβολισµός
から派生したものである。この代謝という用語を作り出したのはドイツの生理学者

Theodor Schwann(1810~1882年)である。彼は動物の組織から初めて酵素（ペプシン）

を発見し、更に酵母が外部にある糖を体内に取り入れ、体を作っていること（同化）、

また糖がアルコールと二酸化炭素に分解され、排出されること（異化）を発見した。

そして、生物が同化と異化を繰り返して生命を維持していることを示し、これを代謝

と呼んだ(Schadewaldt, 1991)。その後、代謝研究は 20世紀に入り、解糖系、Tricarboxylic 

acid (TCA)回路、電子伝達系、グルタミン代謝、β酸化経路、ペントースリン酸経路、

脂肪酸合成経路といった生物の中心的な代謝経路が発見され、大きく前進した（図１）。 

 

 

2.1.2 中心的な代謝経路  

 

解糖系  
	
 解糖系とは 1 分子のグルコースから細胞質における 10 段階の反応によりピルビン

酸 2分子を作り出し、その過程で 2分子の Adenosine 5'-triphosphate (ATP)を生成する

代謝経路である（図 2）。解糖系は大きく 2段階に分類できる。第一段階ではグルコ

ースをリン酸化したのち 2分子のグリセルアルデヒド 3-リン酸に開裂する。ここまで

の反応で 2 分子の ATP を投資する。第二段階ではグリセルアルデヒド 3-リン酸をピ

ルビン酸に変え、4 分子の ATP が生成される。これらの段階を通して 2 分子の ATP

を生成する。解糖系は Hexokinase (HK)、Phosphofructokinase (PFK)、Pyruvate kinase (PK)

の 3つが律速酵素として代謝フラックスを制御している。また、Nicotinamide adenine 
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dinucleotide (NAD+)は解糖の直接的な酸化剤であり、解糖系の亢進には  還元型

Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH)を絶えず再酸化して NAD+を供給する必要が

ある。NAD+の供給源は環境条件により異なり、好気条件ではミトコンドリアの酸化

的リン酸化によって生成され、嫌気条件ではピルビン酸を乳酸に還元することで

NAD+を再生する。その後、解糖系の最終産物であるピルビン酸は好気条件ではミト

コンドリアへと移り、そこでアセチル CoAに変換されてから、TCA回路へと入って

いく。また、嫌気条件では乳酸発酵を行い、2分子の乳酸を生成し、乳酸の蓄積は解

糖系亢進の指標となる。（図１、図 2）。ほとんどの生物が解糖系を有しており、も

っとも原始的な代謝経路とされている。 

	
  

 

TCA回路  
	
 TCA 回路は糖、脂肪酸、アミノ酸を酸化的に代謝する主な経路である。TCA 回路

では回路一周にあたる 8段階の反応で、1分子のアセチル CoAから廃棄物として CO2

が 2分子生じるほか、NADHが 3分子、Guanosine triphosphate (GTP)が 1分子、還元

型 Flavin-adenine dinucleotide (FADH2)が 1分子生じる（図 3）。アセチル CoAの供給

源は解糖系の最終産物であるピルビン酸によるものだけではない。脂肪酸を基質とし

た β酸化経路によってもアセチル CoAが生成され、TCA回路で利用される。また、

アミノ酸の一つであるグルタミンは 2-オキソグルタル酸に変えられ、TCA 回路で利

用される。他にもイソロイシン、バリン、メチオニンはスクシニル CoA に、アスパ

ラギン酸、チロシン、フェニルアラニンはフマル酸へと変換され、TCA回路で利用さ

れる。TCA回路は Citrate synthase (CS)、Isocitrate dehydrogenase (IDH)、2-oxoglutarate 

dehydrogenase (OGDH)の 3つが律速酵素として代謝フラックスを制御している（図１、

図 3）。 

	
 一方で TCA 回路は各種生合成の原料を提供する経路でもある。1)グルコース合成

（糖新生）はオキサロ酢酸を原料として細胞質で行われる。オキサロ酢酸はミトコン

ドリア膜を通れないため、リンゴ酸をミトコンドリアから運び出し、細胞質でオキサ

ロ酢酸に変換して糖新生を行う。2)脂肪酸合成は細胞質に移動したクエン酸を材料に

して行われる。3)アミノ酸生合成は 2カ所で行われている。まず一つは 2-オキソグル

タル酸からグルタミン酸が合成される反応であり、もう一つはオキサロ酢酸からアス

パラギン酸が合成される反応である（図１、図 3）。 

	
 このように TCA 回路はエネルギー生産のための異化経路であると共に、生合成の

ための同化経路でもある。 

 

電子伝達系  
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 TCA回路で生じたNADHや FADH2の高エネルギー電子に蓄えられた転移しやすい

エネルギーは、ミトコンドリア内膜にある電子伝達系に渡される。電子伝達系は、電

子受容体と電子供与対が連なった構造をしており、そこをたどってエネルギーの低い

状態へと移っていく。電子伝達系には 4種類の複合体があり、NADHの酸化には複合

体 Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ が関与し、FADH2の酸化には複合体 Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ が関与している。この過
程で電子が放出するエネルギーを使い、プロトンがミトコンドリアの内部から外部へ

と膜を通して移動し、プロトン勾配ができる。このプロトン勾配を利用してミトコン

ドリアの内膜にあるATP合成酵素はAdenosine 5'-diphosphate (ADP)のリン酸化による

ATPの生成を行う（図 4）。 

 

 

β酸化経路  
	
 脂肪酸はβ酸化経路によってアセチルCoAへと変換され、その後TCA回路でNADH

や FADH2の生成に利用される。まず脂肪酸は細胞質で ATP依存のアシル化でアシル

CoA に変えられる。しかし、アシル CoA はミトコンドリア膜を通過できない。そこ

で Carnitine palmitoyltransferase I (CPT-1)によりアシル基をカルニチンに転移し、アシ

ルカルニチンの形でミトコンドリアマトリックスへと輸入される。その後、アシル基

がミトコンドリア内の CoA分子に転移することで、アシル CoAに戻る。ミトコンド

リア内のアシル CoAは 4反応からなる β酸化経路により、アセチル CoAへと変換さ

れ、TCA回路で利用される。脂肪酸を β酸化経路で利用するためにはアシル CoAを

ミトコンドリア内に入れることが必要であるため、この反応を制御する CPT-1 は β

酸化経路の律速酵素である。脂肪酸はグルコースに比べてエネルギー生産効率が高い

ため、心臓のような収縮により大量のエネルギーを必要とする組織で主に利用される。

（図１、図 3） 

 

 

ペントースリン酸経路  
	
 ペントースリン酸経路は解糖系から枝分かれする代謝経路で主にリボース-5-リン

酸と Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)を生成する。解糖系中間代謝

産物であるグルコース 6-リン酸がペントースリン酸経路の律速酵素である

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD)により 6-ホスホグルコノ-1,5-ラクトンと

NADPH に変えられることにより、解糖系の中間代謝産物はペントースリン酸経路へ

と入る。ペントースリン酸経路では核酸合成の材料となるリボース-5-リン酸が生成さ

れるため、増殖が活発な細胞の生合成において重要とされている（図１、図 2）。 
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脂肪酸合成経路  
	
 脂肪酸合成はアセチル CoA を原料に細胞質で行われる。ミトコンドリア内のアセ

チル CoA はミトコンドリア膜を通れないので、クエン酸を細胞質に運び出し、

ATP-citrate lyase (ACL)で分解してアセチル CoAを供給する。細胞質に出たアセチル

CoAは脂肪酸合成経路の律速酵素である Acetyl-CoA carboxylase (ACC)の作用で ATP

を使い、マロニル CoAに変換される。その後、アセチル CoAとマロニル CoAは縮合

反応を 7回繰り返すことで、パルミチン酸（脂肪酸）が合成される。脂肪酸は膜合成

の材料となるため、増殖が活発な細胞の生合成において重要とされている。（図１、

図 3） 

 

 

2.1.2 細胞内代謝の制御機構  

 

	
 細胞の生存、成長、分化、恒常性の維持において、細胞内代謝は極めて重要な役割

を果たしている。細胞内代謝は細胞が曝された環境条件によって大きく変動し、細胞

の動的な振る舞いを制御している。例えば、グルコースやグルタミンといった栄養や

増殖因子が細胞外に豊富に存在する場合、細胞は栄養の取り込みを上昇させ、解糖系

やTCA回路で核酸や脂質、タンパク質といった生体高分子の生産を同化代謝で行う。

逆にグルコース、グルタミンや増殖因子が限られている場合でも、枯渇していない栄

養源（例えば脂肪）が細胞外にあれば、その代謝（β 酸化経路）を活性化させ、ATP

の生産を促す。このように、臨機応変に細胞の要求に対して最善の代謝で状況に適応

する(Locasale and Cantley, 2011)。とりわけ、ガン細胞における細胞内代謝適応研究の

知見は豊富である。ガン細胞における細胞内代謝研究の歴史は古く、1924 年に

Warburgによって「酸素が十分に存在してもガン細胞は解糖系を利用して ATPを産生

する（Warburg effect）」ことが発見されたのが始まりである(Warburg, 1956)。Hans Krebs

によって TCA回路が解明されたのが 1937年であることからも、ガンと代謝の研究が

いかに古くから行われていたかがわかる(Kornberg, 2000)。このWarburgの発見が発端

となり、ガン細胞の代謝研究は活発に行われるようになった。一般的な哺乳類の細胞

は、好気的条件下では、解糖系で生じるピルビン酸をミトコンドリアの TCA 回路に

送り、TCA回路が回ることで NADHが産生され、電子伝達系で ATPを大量に生産す

る。1分子のグルコースからの ATPの産生は、解糖系が 2分子に対して、ミトコンド

リアでの酸化的リン酸化反応では 36 分子とはるかに効率が高い。しかし、ガン細胞

は好気的条件下にもかかわらず、優先的に解糖系を利用して ATPを産生する。なぜ、

ガン細胞はエネルギー生産効率の悪い解糖系を使うか、当時の研究ではガンと代謝の
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関係を十分に説明できる成果は生まれなかった。近年の見解としては、ガン細胞には

ATPのみならず、活発に増殖するために核酸、タンパク質、脂質などの生体高分子が

不可欠であり、それらの原料であるヌクレオチド、アミノ酸、脂肪酸などを代謝によ

って大量に生合成する必要があるという仮説が提唱されている(Vander Heiden et al., 

2009)。また、ガン細胞の代謝変化にはいくつもの制御機構が関わっており、細胞内

代謝研究を理解する上で大変重要である。そこで、下記にガン細胞における代謝制御

機構をまとめる。 

 

 

2.1.2.1 ガンの代謝調節機構  

 

PI3K/Akt経路  
	
 PI3K/Akt 経路の活性化はガン細胞において良く見られる機構である。PI3K/Akt の

活性化はグルコースの取り込み上昇と解糖系の活性化を引き起こしている(Elstrom et 

al., 2004)。PI3K/Akt経路の下流にある受容体型チロシンキナーゼの活性化は Glucose 

transporter 1 (GLUT1)トランスポーターを介してグルコースの取り込みを上昇させる。

また解糖系の第一段階の反応を触媒する酵素である HKを活性化させ、グルコースの

リン酸化を促す。これにより糖リン酸は細胞膜を通過できないため、グルコースを細

胞内にとどめる。更に、解糖系の第三段階の反応を触媒する律速酵素であるホスホフ

ルクトキナーゼの活性化を促している(Deprez et al., 1997; Gottlob et al., 2001; Rathmell 

et al., 2003)。このように PI3K/Akt経路の活性化は解糖系を活性化させることで、解糖

系から枝分かれする代謝経路で合成される核酸の生成を促している。また、PI3K/Akt

経路の活性化はミトコンドリア代謝から派生する脂肪合成も誘導する。Akt は ACL

の活性化を促し、ミトコンドリアに由来するクエン酸からアセチルCoAを作り出す。

これにより、脂質の合成を亢進している(Bauer et al., 2005; Berwick et al., 2002)。 

 

 

mTORシグナル  

	
 Mammalian target of rapamycin (mTOR)シグナルは、Raptor、mLST8/GβL、PRAS40

などからなる mTORC1と Rictor、mLST8/GβL、SIN1、Protorからなる mTORC2を構

成するセリンスレオニンキナーゼである(Ma and Blenis, 2009)。mTOR1は PI3K/Akt経

路の下流に位置しており、mTOR シグナルの活性化は多くのガンで観察されている。

mTOR シグナルの活性化は発ガン過程において重要な役割をはたしていると考えら

れており(Meric-Bernstam and Gonzalez-Angulo, 2009)、mTORC1は、タンパク質翻訳抑

制因子である 4E-BPをリン酸化することで、その機能を阻害する。また、リボソーム
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の生合成を促進する S6Kの活性化を促している。このように mTORC1の活性化はタ

ンパク質翻訳を促進させることで、ガン細胞におけるタンパク質の生合成を亢進させ

ている。また、mTORC1はミトコンドリアを構成する分子の調節を行っている PGC-1α

の機能促進を介してミトコンドリアの生合成を促す。その結果、ミトコンドリアによ

るアミノ酸合成や脂質合成を亢進する(Bentzinger et al., 2008; Cunningham et al., 2007; 

Ramanathan and Schreiber, 2009)。 

 
 

2.1.2.2 ガン関連転写因子による代謝調節  
 

Hif-1 
	
 ガンの悪性度は低酸素条件で上昇する。この原因として注目されているのが、低酸

素誘導因子 Hypoxia induced factor 1 (HIF-1)である(Semenza, 2003)。HIFは αサブユニ

ットと β サブユニットからなるヘテロ二量体の転写因子で、HIF-1、HIF-2、HIF-3 の

3種類が存在する(Ke and Costa, 2006)。HIF-1は GLUT1によるグルコースの取り込み

及び、解糖系酵素の活性を誘導して解糖系での ATP産生を増加させる。さらに、Lactate 

dehydrogenase-A(LDH-A)の活性化を誘導し、解糖系の最終産物であるピルビン酸を乳

酸に変換する。この過程で NADH は電子を放して NAD+に戻る。解糖系の亢進によ

って NAD+が消費されるため、LDH-A による反応は NAD+の再生を行い、解糖系の

維持に働いている。また、HIF-1は Pyruvate dehydrogenase kinase 1 (PDK1)の発現を誘

導し、ピルビン酸をアセチル CoAに変換する Pyruvate dehydrogenase (PDH)活性の阻

害を促す (Kim et al., 2006)。これにより酸化的リン酸化が低下し、ATP産生は解糖系

にシフトする。 

 

 

c-Myc 
	
 ガン細胞で過剰発現しているガン遺伝子である c-Myc は GLUT、HK2、 Pyruvate 

kinase M2 isoform (PKM2)、LDH-Aの発現を亢進し、解糖系を活性化させている(Yeung, 

2008)。また、c-Mycはグルタミン代謝の中心的なレギュレーターでもある。c-Mycは

グルタミノトランスポーターSlc1a5の遺伝子発現の亢進し、グルタミンの細胞内への

取り込みを誘導する(Wise et al., 2008)。さらに、グルタミンをグルタミン酸に変換す

る Glutaminase (Gls1)の活性を抑制する miR-23a/bの発現を阻害することで、間接的に

Gls1の活性化を誘導し、ガン細胞においてグルタミン代謝を亢進させている(Gao et al., 

2009)。 

 



 15 

 

p53 
	
 p53は多くのヒトガン細胞で遺伝子変異が見つかっている代表的なガン抑制遺伝子

である(Junttila et al., 2009)。p53は IKK-NF-κB経路を抑制することで、細胞膜に発現

する GLUTの発現を制限している(Kawauchi et al., 2008)。さらに、p53の標的遺伝子

として TP53-induced glycolysis and apotosis regulator (TIGAR)が同定されている。TIGAR

は Fructose 2,6-bisphosphate(解糖系酵素 )の機能を阻害することが示されている

(Bensaad et al., 2006)。このように p53が欠損したガン細胞では、p53による解糖系の

抑制が解除されるため、活発な解糖系の亢進が起きると考えられている。また、p53

はペントースリン酸経路の律速酵素であるG6PDと直接相互作用してその活性を抑制

している。したがって、p53が欠損したガン細胞では、ペントースリン酸経路による

NADPHの産生及び核酸合成が上昇する(Jiang et al., 2011)。また、p53はミトコンドリ

アの呼吸にも関係しており、ミトコンドリア呼吸に必要なシトクロム c酸化酵素複合

体の制御因子である Synthesis of cytochrome c oxidase 2 (SCO2)の発現を促進している 

(Matoba et al., 2006)。したがって、p53が欠損したガン細胞では、酸化的リン酸化が低

下し、ATP産生は解糖系にシフトする。 

 

 

2.1.2.3 ガンにおける代謝酵素の変化  

 

PKM2 
	
 Pyruvate kinase M (PKM)には２つのアイソフォーム（PKM1、PKM2）が存在し、解

糖系の最終段階であるホスホエノールピルビン酸からピルビン酸への反応を触媒し

ている。これら 2つのアイソフォームは選択的スプライシングによって、同一の遺伝

子から作り出され、成体組織では PKM1が主に発現しており、胎児期の組織やガンで

は PKM2が主体となっている。PKM1は常に活性型の四量体を形成しているが、PKM2

は活性の低い単量体か二量体で存在している。そして、この PKM2はガン形成におい

て必須であることが明らかになった(Christofk et al., 2008)。PKM2は解糖系酵素である

FBPが存在すると四量体の形成が促進し、PKM2の活性が上昇する。これにより、解

糖系が亢進する(Mazurek, 2011)。一方で、PKM2はガン細胞における主なシグナルで

あるチロシンキナーゼシグナルによってリン酸化を受けると FBP との結合能が低下

し、四量体の形成が阻害され、活性が抑えられる(Hitosugi et al., 2009)。また、ガン幹

細胞に関連する細胞表面マーカーであるCD44により PKM2のリン酸化が保たれると

の報告もある(Tamada et al., 2009)。さらに、酸化ストレスとも関係があり、酸化スト

レスによって細胞内の ROS レベルが増加すると、PKM2 のシステイン残基が酸化さ
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れ、PKM2の四量体形成が阻害される(Anastasiou et al., 2011)。このようにガン細胞で

PKM2は解糖系の最終産物であるピルビン酸への流れを抑制し、ペントースリン酸経

路やグルタチオン合成の代謝を促進している。大変興味深いことに、PKM2は細胞の

核内における転写因子と相互作用しているという報告もある。PKM2 は Prolyl 

hydroxylase domain-containing protein 3 (PHD3)によってプロリン残基が水酸化される

と、HIF-1 と複合体を形成し、HIF-1 による標的遺伝子の活性化を誘導する。PKM2

は HIF-1によって発現が上昇することから、PKM2と HIF-1はポジティブフィードバ

ックを形成し、解糖系の亢進に関わっている(Luo et al., 2011)。また、PKM2 は Wnt

シグナルの中心的な制御因子である β-カテニンに直接結合し、核へと移動する。核へ

と移行した PKM2 と β-カテニンの複合体は標的遺伝子の転写調節領域でヒストン修

飾を促し、転写を活性化する(Yang et al., 2011)。このように、ガン細胞において PKM2

は単量体や二量体といった活性が低い形体を保ちつつも、PKM2自体の存在量は増や

すことで、ホスホエノールピルビン酸からピルビン酸への反応を抑制し、生体高分子

の合成促進及び、ガン関連転写因子の活性化を誘導している。 

 

 

IDH 
	
 IDHは TCA回路においてイソクエン酸から 2-オキソグルタル酸への変換を触媒す

る酵素である。IDHには二種類のアイソフォーム(IDH1、IDH2)があり、IDH1は細胞

質に存在し、IDH2 はミトコンドリアに存在する。局在する場所は異なるが、両者と

もイソクエン酸から 2-オキソグルタル酸への変換を触媒する(Corpas et al., 1999)。脳

腫瘍や急性骨髄性白血病では IDH1 と IDH2 の変異が確認されている(Mardis et al., 

2009; Parsons et al., 2008)。IDH1の変異は 132番目のアルギニン残基がヒスチジン残基

に変わることで生じ、IDH2は 140番目のアルギニンがグルタミンに、または 172番

目のアルギニンがリジンに変換されることで生じる。変異が生じた IDH ではイソク

エン酸から 2-オキソグルタル酸への変換が阻害され、2-オキソグルタル酸から R-2ヒ

ドロキシグルタル酸 (2HG)の反応が促進される(Dang et al., 2009)。その結果、細胞内

には R2HG が蓄積する。IDH の変異によって 2-オキソグルタル酸が減少すると、2-

オキソグルタル酸は HIF-1の分解酵素である PHDの基質であるため、HIF-1の安定化

が生じる。さらに、2HG は 2-オキソグルタル酸と構造が類似しているため、PHD の

活性を拮抗的に抑制する。その結果、HIF-1 の安定化による解糖系の亢進を誘導する

(Chowdhury et al., 2011)。また興味深いことに、2HGはエピジェネティクスの異常も

引き起こす。DNA脱メチル化酵素である TETファミリーの一つメチルシトシン酸化

酵素 TET2やヒストン脱メチル化酵素 KDM4Cは 2-オキソグルタル酸の存在下で機能

する。したがって、2HGが蓄積することでこれらの酵素によるクロマチンリモデリン
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グは阻害される(Figueroa et al., 2010) 。このようなエピジェネシスの異常は細胞のガ

ン化を誘導すると考えられており、2HGはオンコメタボライトと呼ばれる。 

 

 

2.1.3 虚血性ガンの代謝  

 

	
 すべてのガン細胞が多血性で酸素や栄養に恵まれた環境で生存・増殖しているわけ

ではない。一部のガン細胞は急速に増大するため血液の供給が間に合わず、低酸素、

低栄養による細胞死の危険に常に曝されている(Jones et al., 2009)。特に膵臓ガンのよ

うな虚血性ガンは低栄養状態に曝されやすく、グルコースや酸素の供給が不足しがち

である(Izuishi et al,. 2000; Kato et al., 2002)。したがって、虚血環境に曝されたガン細胞

ではWarburg effectによる解糖系の亢進だけでは生存・増殖に必要な ATPをどのよう

に捻出しているかは説明ができない。近年、グルコース飢餓に曝されたガン細胞では

c-Mycによりグルタミン代謝が亢進され、グルタミンから 2-オキソグルタル酸を産生

することで TCA回路を利用し、エネルギーを得ていることが報告されている(Le et al., 

2012)。また、虚血環境に曝されたガン細胞は TCA回路を一部逆回しすることで、ミ

トコンドリアの電子伝達系における電子受容体として酸素の代わりにフマル酸から

コハク酸の反応を利用し、嫌気的環境においてもミトコンドリア膜でプロトン勾配を

作り出し、ATP産生を行う機構（NADH-fumarate reductase system (NADH-FR system)）

を利用しているという報告もある（図 5）(Tomitsuka et al., 2010)。さらに、代謝変化

は ATP の産生以外の目的にも利用されており、グルコース飢餓、グルタミン飢餓に

曝されることで発生する酸化ストレスを解消するために、ペントースリン酸経路で

NADPH の合成を行い、酸化ストレスからガン細胞を保護しているという報告もある

(Jeon et al,. 2012)。このように虚血環境及び栄養飢餓環境におけるガン細胞の細胞内代

謝適応システムの説明は個々に報告されているが、メカニズム解明に繋がる決定的な

報告はされていない。したがって、虚血環境、栄養飢餓環境に適応するための代謝変

化を明らかにすることは細胞内代謝を標的としたガン治療を発展させる上で大変重

要である。 

 

 

2.1.4 細胞内代謝を標的とした治療  

 
	
 これまでに示したように、ガン細胞の変異によって様々なシグナル伝達が影響を受

けて変動する。しかし、ガン細胞における「解糖系の亢進および酸化的リン酸化の抑

制」という代謝の変化は一定である。これにより細胞内代謝は個々のシグナル分子を
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化学療法の標的としてきたこれまでの治療に代わる、新しい治療標的になるのではな

いかと注目を浴びている(Cairns et al., 2011)。実際、ガンの診断においてはグルコース

と構造が類似している 2-deocy-2-[18F]fluoro-D-glucose (FDG)を使用した FDG-PET 診

断が行われている。FDGは体内でグルコースと同じような動態を示すため、糖代謝が

亢進したガン細胞に蓄積し、画像化することができる(Nahmias et al., 2007; Sunaga et al., 

2008)。治療薬としては解糖系の HKを標的とした 2-deoxyglucose(Mohanti et al., 1996; 

Singh et al., 2005; Mathupala et al., 2009; Wolf et al., 2011)やミトコンドリア代謝を標的

とした Dichloraacetate (DCA)(Michelakis et al., 2010)の開発が進んでおり、治療への期

待が高まっている(Vander Heiden, 2011)。 

 

 

細胞内代謝研究の重要性  
 

	
 近年、代謝産物の種類や濃度を網羅的に分析・解析する手法であるメタボロミクス

の発展により、代謝研究は脚光を浴び、飛躍的に前進した(Fiehn et al., 2011)。細胞の

働きを理解するためには、DNA配列の網羅的解析(DNAゲノミクス)、RNA発現の網

羅的解析(RNA トランスクリプトーム)やタンパク質の網羅的解析(プロテオミクス)が

重要である。しかし、ヒトの遺伝子は約 22,000とも言われており、得られたデータの

解析が容易ではない、それに比べ、代謝産物は約 3000 種類と対象が少なく、得られ

たデータの解析が容易である。また、代謝産物は生命システムにおける最終産物であ

り、その変動は生物の環境応答や適応変化などを最も鋭敏に反映していると考えられ

ている(Halama et al., 2013)。これらのことから、メタボロミクスを利用した代謝研究

は細胞の動的な振る舞いを理解する上で大変重要であり、今後更なる発展が期待され

る分野である。 

 

 

2.2 心筋梗塞と線維化  
 

2.2.1 心臓と細胞内代謝  

 

	
 心筋梗塞に起因する心臓肥大や心不全を発症した心臓では、心筋細胞の代謝が変化

することが 45年前以上前から報告されている(Bishop and Altschuld, 1970)。このよう

に細胞内代謝は心筋梗塞の治療標的として古くから注目されていた。 

	
 心筋細胞は心臓の 70%の容積を占めており(Zak et al., 1973)、健常者の心筋細胞では

エネルギーの 70%以上を、脂肪酸を基質とした β酸化経路で生成している(Augustus et 
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al., 2003)。脂肪酸は、アルブミンと結合した遊離脂肪酸の形で、受動拡散又は転送タ

ン パ ク (fatty acid translocate[FAT/CD36] 、 plasma membrane fattyacid binding 

protein[FABPpm]によって心筋細胞に取り込まれる(van der Vusse et al., 2000)。心筋細

胞内に取り込まれた脂肪酸は細胞質でアシル CoA シンターゼにより活性化され、脂

肪酸アシル CoAになる。この脂肪酸アシル CoAは心臓の代謝要求に応じてミトコン

ドリアで β酸化されるか、脂肪プールに貯蔵される(Lopaschuk et al., 1994)。また、β

酸化によりミトコンドリア中のアセチル CoA が上昇すると、ピルビン酸をアセチル

CoAに変換する PDHの活性が阻害される。これにより、心筋細胞では解糖系が抑制

され、脂肪酸を基質とした β酸化経路を主なエネルギー源とする(Randle PJ et al., 1963)。

脂肪酸はグルコースのような炭水化物に比べ、ATP を大量に生産できる(ステアリン

酸(C18)の場合、ステアリン酸 1分子あたり 146分子の ATPが生成される)。これのよ

うに、収縮により大量にATPを消費する心筋細胞のエネルギー要求に対応している。 

 

 

2.2.2 心疾患における心筋細胞の細胞内代謝  
 

	
 心筋梗塞に起因する心臓肥大や心不全を発症した心臓では、β酸化経路の割合が減

少し、グルコースを利用した代謝へと変化することが報告されており、心不全の特徴

の一つとされている(Bishop and Altschuld, 1970; Ventura-Clapier et al., 2004)。この代謝

の変化は心不全を発症した心臓が低酸素環境にさらされていることが原因の一つで

あると考えられている。1分子の酸素により、β酸化経路では 2.8分子の ATPを生産

できるのに対し、グルコースを利用した代謝では 3.1分子の ATPを生産できる。この

ように、グルコースを利用した代謝の方が 11%も酸素消費に対する ATP 生産量が高

く、酸素が限られた環境において有利である(Recchia et al., 1998; Neglia et al., 2007)。

また、心不全を発症した心臓の心筋細胞では PPARγ-coactivator-1α (PGC-1α)や Nuclear 

respiratory factors (NRF1/2)といった、ミトコンドリアの生合成に関係した重要な因子

の発現が減少し、ミトコンドリアにおけるATP生産が低下しているとの報告もある。

これにより、TCA回路を利用する β酸化経路が抑制され、その代償としてグルコース

代謝へと切り替わったとも考えられている (Garnier et al., 2003; Javadov et al., 2006)。 

	
 従来は、主な代謝基質が脂質からグルコースへと変わることにより、心筋細胞が障

害され、心機能低下が引き起こされると考えられていた。そのため、グルコース代謝

から通常の脂質代謝へと戻すことが治療方法になると提案されていた。しかし、PPAR

リガンドの投与によってβ酸化を活性化させても心不全モデルマウスの心機能を改善

させることはできなかった(Morgan et al., 2006)。一方、グルコース代謝を亢進させる

ことが治療方法になることを指示する報告もある。糖尿病患者では慢性的に心筋細胞
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の解糖系利用が低下することが知られている(Avogara et al., 1990; Stanley et al., 1997)。

驚くべき事に、糖尿病患者は心不全を起こしやすく(Rubler et al., 1972)、梗塞による心

筋細胞の損傷も通常に比べて大きい(Soler et al., 1974)。これらは、解糖系の低下が心

不全や心筋への損傷を亢進させることを示唆している。また、β酸化に対する内在性

の阻害物質であるマロニル CoA を上昇させることが心筋梗塞の新規治療法として提

案されている(Ussher and Lopaschuk, 2008)。しかし、グルコース代謝を亢進させるこ

とが治療方法になりうるのかは、未だ議論の段階にあり、結論は出ていない(van Bilsen 

et al., 2008)。このように、心筋細胞の代謝に着目した研究は古くから行われているが、

心臓線維芽細胞に着目した研究は行われていない。 

 

 

2.2.3 心筋梗塞による死亡率  
 

	
 心筋梗塞は世界の死因の 13%を占めており、先進国の男女共に発生し得る疾患であ

る。1980年と 2010年のWorld Health Organization (WHO) の統計結果によると、日本

では食生活の欧米化や高齢化によってこの 30 年間で心筋梗塞による死亡率が男女と

もにわずかではあるが増加していた。その結果、心筋梗塞を含む虚血性心疾患は日本

においてガンに次ぐ第二位の死因となった。一方、アメリカやイギリスでは治療方法

の発達により急性期死亡率が減少したことで、心筋梗塞による死亡率は男女ともに低

下した。しかし、それでも日本の 6~8 倍の心筋梗塞死亡率である。このように心筋

梗塞は先進国においても死因の上位を占めており、治療法については改善の余地が十

分に残された疾患である(WHO, 2010;厚生労働省, 2009)。 

 

 

2.2.4 心筋梗塞と線維化のメカニズム  

 

	
 心筋梗塞は心筋に血液（酸素や栄養）を輸送する冠動脈が動脈硬化により閉塞され

ることで発症する。これにより血液が途絶えた心筋では酸素レベルが落ちるため、好

気性代謝から嫌気性代謝へと急激に変化が生じる。この急激な代謝シフトは細胞内の

ATP 量を減少させ、細胞内 Ca2+濃度を上昇させる。そして、細胞内 Ca2+濃度の上昇

はリパーゼやプロテアーゼの活性化を誘導し、細胞の破壊を引き起こす。このような

代謝変化の影響は冠動脈の閉塞後 2 分程度で心臓の機能低下として現れる。その後、

治療を行わなければ 20 分で細胞は不可逆的な傷害を受ける(Lodge-Patch, 1951; 

Cleutjens et al., 1999)。しかし、心筋梗塞はこれだけには留まらない。その後、梗塞領

域では壊死した心筋細胞がマクロファージによって貪食される。しかし、心筋細胞は
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増殖能力を有していないため、このマクロファージが行うクリアランスにより心室壁

が構造的に薄くなり、心破裂の危険性が高まる。そこで、梗塞領域では壊死した心筋

細胞のスペースを埋めるように心臓線維芽細胞の増殖及び遊走が活発になる。そして、

Transforming growth factorβ(TGF-β)や Fibronectinによって心臓線維芽細胞は筋線維芽

細胞へと分化し、コラーゲンの分泌が促進する。その結果、コラーゲンが蓄積した心

臓では線維化が引き起こされる。この線維化は心筋壊死に伴う心破裂を防ぐ反面、過

剰であると心筋の硬化を招き、心機能の悪化を引き起こす（図 6）(Virag and Murry, 

2003; Leask, 2010; van den Borne et al., 2010)。この機能低下が継続すると心機能障害を

補うように心臓の肥大が生じ、心不全に繋がっていく(Katz, 1995)。さらに、心臓の線

維化は心筋再生や心臓での血管新生といった心臓の機能を回復させるために必要な

プロセスを阻害する(Rengo et al., 2013)。したがって、心臓の線維化に対する効果的な

治療介入は、心筋梗塞及び他の心疾患によって損傷した心臓を回復させるために非常

に重要である。 

 

 

2.2.5 心筋梗塞後の線維化に対する治療法  

 

	
 心筋梗塞後の線維化に対する治療法としては Angiotensin-converting enzyme (ACE) 

阻害薬や Angiotensin receptor blocker (ARB)の投与が行われる。梗塞領域ではレニン・

アンジオテンシン系の活性化による心室圧負荷の増大、心筋細胞の肥大、心臓線維芽

細胞の増殖・遊走、筋線維芽細胞によるコラーゲン合成の促進が誘導される。このた

め、ACE阻害薬や ARBがレニン・アンジオテンシン系の活性化を抑えることで、過

剰な線維化が抑制できると考えられている(Pfeffer et al., 2003)。しかし、急性心筋梗塞

発症後 6 年以内に男性患者の 22％、女性患者 46％が心不全に陥るとの報告

(Lloyd-Jones et al., 2010)からもわかるように、心筋梗塞後の線維化に対する治療法に

は改善の余地がある。最近では心臓線維芽細胞を心筋細胞にリプログラミングするこ

とで、心臓線維芽細胞を減らして過剰な線維化を抑制すると伴に、心筋細胞を補充す

るといった治療法の開発も進んでいる(Qian et al., 2012; Song et al., 2012)。しかし、未

だ発展途上の段階であり、実現するにはリプログラミングの成功率、既存の心筋細胞

との協調性、法律的な問題など数々の障害がある(Ieda, 2013)。そのため、線維化に対

するより効果の高い治療法の開発が必要とされている。 
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2.3 Pyrvinium pamoate 
 

2.3.1 ギョウ虫駆除薬~Pyruvinium pamoate~  

 

	
 Pyrvinium pamoate (PP)はギョウ虫感染に対する古典的な駆虫薬である(Beck et al., 

1959; Thompson et al., 1962)。海外では Vanquin という名称で Pfizerが販売を行ってお

り、日本国内では一般用医薬品（第２類医薬品）としてパモキサン錠が佐藤製薬から

市販されている。ギョウ虫に感染すると、ギョウ虫の成虫は、人間の大腸・直腸に寄

生する。そして、夜間就寝時に産卵のためにメスが肛門に出てきて動き回ることによ

り、かゆみが生じる(メルクマニュアル, 2005)。人では 5mg/kg（体重）の PPを経口に

て服用することで、大腸・直腸に寄生するギョウ虫に直接作用して、駆除することが

できる(Smith et al., 1976)。PPによるギョウ虫駆除の薬理作用はギョウ虫のグルコース

吸収を PPが干渉するため引き起こされるといわれている(Brugmans et al., 1971)。また、

ギョウ虫が使用している NADH-FR systemという特殊な代謝を PPが阻害するため、

ギョウ虫はエネルギーを確保できなくなり、死滅するとの報告もある（図 5）(Kita et 

al., 2002; Tomitsuka et al., 2012)。昭和 20年代の日本は生活環境が不衛生だったことも

あり、寄生虫の保卵率は 70~80％と非常に高く、昭和の日本において駆虫薬の開発は

重要な医療課題の一つであった。しかし、近年では生活環境の改善に伴いギョウ虫の

感染率は１％程度まで低下し、またギョウ虫感染による症状は生命を脅かすようなも

のではないことからも、臨床的需要は低下しつつある(ヒューマンサイエンス振興財

団, 2010)。 

 

 

2.3.2 PPの適応拡大と新規薬理作用  

 

	
 近年、PP は駆虫以外にもガン治療に対する適応拡大の研究が進んでいる。虚血性

ガンの一種である膵臓ガンの細胞がギョウ虫や嫌気性細菌が使用している NADH-FR 

system を利用してエネルギーを得ているということが示唆され、PP が NADH-FR 

system を阻害することで虚血環境下の膵臓ガン細胞の細胞死を誘導することが示さ

れた（図 5）(Esumi et al., 2004; Tomitsuka et al., 2010)。さらに、PPの新規薬理作用も

数々報告されており、Curtis A Thorneらは、PPが Canonical Wnt signaling pathwayを阻

害することで大腸ガンの増殖を抑制することを報告している(Thrne et al., 2010)。さら

に、De-Hua Yu らは、グルコース飢餓条件において PP が Unfolded Protein Response 

(UPR) を抑制することにより乳ガン細胞や結腸ガン細胞の細胞増殖を阻害すること
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を発見した(Yu et al., 2008)。また、Jonesらは、PPがアンドロゲン受容体を介する遺

伝子発現誘導に拮抗し、前立腺ガン治療に有効であることを報告している(Jones et al., 

2009)。このように PPの薬理作用は様々なガンを標的とする抗ガン剤の候補薬として

注目されている。 

 

 

2.4本研究の仮説  

 

	
 心筋梗塞により血液の供給が遮断され、心筋細胞は酸素や栄養を補給できなくなる

ため壊死する。一方、心臓線維芽細胞は同じ環境で生存・増殖することができ、心機

能悪化に繋がる心臓の過剰な線維化を引き起こす。そこで本研究では、「心筋梗塞後

の虚血環境下において心臓線維芽細胞は細胞内代謝適応を行うことで生存・増殖して

いる」という仮説を立てた。そして、心臓線維芽細胞の代謝適応を妨げることが、心

筋梗塞後の過剰な線維化を抑制するための、新規でかつ効果的な治療法になり得ると

推論する（図 7）。 
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3. 材料と方法  
 
 

3.1 細胞培養実験  
	
 心臓線維芽細胞の培養には Collagen-Coated Dish (IWAKI)を使用し、高グルコース、

高グルタミンの培地（25mM グルコース、4mM グルタミン、DMEM (Nacalai)、10% 

FBS、1% penicilin、1% streptomycin）で 24時間前培養後、それぞれ（本文及び図に記

載された）の酸素及び栄養環境下にて培養した。グルコース飢餓、グルタミン飢餓の

環境は DMEM (Sigma) からグルコース、グルタミンを除くことで作製した。しかし、

培地中の 10% FBS には微量なグルコース、グルタミンが含まれており、最終濃度は

グルコース 300µM、グルタミン 100µM 以下である。また、低酸素環境は Hypoxia 

chamber (Veritas)と混合ガス（3% O2, 10% CO2, 87% N2）で作製した。そして、生存細

胞数は Trypan Blue dye (GIBCO)で染色後にカウントまたは、WST-8法にて計測した。 

 

 

3.2 WST-8法  
	
 生存細胞数は Cell Count Reagent SF (Nacalai)を用いて測定した。この測定は脱水素

酵 素 に よ り 産 生 さ れ る 細 胞 中 の NADH が 1-Methoxy PMS を 介 し て

WST-8[2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, 

monosodium salt]を還元する反応をもとにしている。最終的に生存細胞数はMultiskan 

FC microplate reader (450nm) で formazanの量を測定し、定量した。 

  

 

3.3 心臓線維芽細胞の調整  

	
 8-12週齢のマウス(Jcl:ICR)から心臓を摘出し、D-PBS(Ca2+, Mg2+ を含まない)で洗浄

後にハサミで細切れにした。その後 1% collagenase (Worthington CLS-2) / DPBS (with 

Ca2+, Mg2+) 5mlで懸濁し、37℃で 30分間 Collagenase処理を行った。Collagenase処

理後に 0.25% trypsin-EDTA (Invitrogen) 4mlを加え 37℃で 5分間処理し、1ml ガラス
ピペットで 50回ピペッティングを行った。20mlの培地（DMEM, 10% FBS、1% penicilin、

1% streptomycin）を加え、100 x g, 4℃で 5分間遠心後、ペレットを培地（DMEM, 20% 
FBS、1% penicilin、1% streptomycin）で懸濁し、培養した。細胞は約一週間後に 20% FBS、

20% DMSOを含む DMEMで懸濁し、液体窒素にて保存した(Kobayashi et al., 2009)。 
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3.4 化学薬品  
Pyrvinium pamoate (PP): 

6-(dimethylamino)-2-[2-(2,5-dimethl-1-phenyl-1H-pyrrol-3-yl)ehenyl]-1-methyl-quinolinium 

pamoate salt (Sigma), Flutolanil (Wako), Atpenin A5 (Santa Cruz Biotechnology), XAV939 

(Sigma), AEBSF (Sigma), Irestatin9389 (Axon), GSK PERK inhibitor (Tronto Research 

Chemicals Inc.), 13C グルコース (Sigma) 

 

 

 

3.5 使用した実験動物  
	
 8週から12週齢の雄の ICRマウスを使用した。ICRマウスはCLEA Japan, Inc., Tokyo, 

Japan から購入し、ATF6α-/-マウスは森和俊 博士（京都大学）から供与していただい

た(Yamamoto et al., 2007)。 

 

 

3.6 培養細胞からのミトコンドリアの回収  
	
 心臓線維芽細胞（約 2 x 107 細胞）を 0.25% Tripsin-EDTAで剥がした後に回収し、

ミトコンドリア調整バッファー(250 mM sucrose (Wako), 20 mM HEPES (DOJINDO), 3 

mM EDTA (DOJINDO), 1 mM sodium malonate (Wako) and 1/100 protease inhibitor 

Cockatail (Nacalai) at pH7.5)で懸濁した。その後、テフロン乳棒 (1cc, clearance 

0.2-0.3mm)にてホモジナイズし、500 x gで 15分間遠心する。さらに上澄みを 15000 x 

gで 15分間遠心を 2回繰り返し、ミトコンドリアペレットを回収する。ミトコンドリ

アペレットはミトコンドリア調整バッファーから 1 mM sodium malonate と 1/100 

protease inhibitor Cockatailを除いた溶液で懸濁し、-80℃で保存した。 
 

 

3.7 酵素活性測定  

 

＜SDH活性測定＞ 

	
 石英キュベットに 30mM Tris-HCl buffer pH8.0 928µl, 4mg/ml phenazine methosulfate 

(PMS) 30µl, 2mg/ml 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium bromide 

(MTT) 30µl, 1M KCN 2µl, ミトコンドリア画分 30µgを加え、パラフィルムをかぶせて

３回上下に傾け混和した。そして、キュベットを測定室に入れ、4分間インキュベー

トした後に base lineを 570nmで 5分間測定した。その後キュベットを測定室から出
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し、1M Sodium succinate 10µl 添加し酵素反応を開始し、MTT の吸光度変化

（17 mM−1 cm−1）を 5分間測定した(Kita et al., 1989)。 

 

＜NADH-fumaarte reductase（NADH-FR）活性測定＞ 

	
 石英キュベットに 50mM Kpi buffer pH7.5 930µl, 1Mβ-D-Glucose 10µl, 1000units/ml 

Glucose oxidase 20µl, 1000units/ml Catalase 26µl, 1M KCN 2µl, 50mM NADHを加え、パ

ラフィルムをかぶせて３回上下に傾け混和した。そして、N2ガスを溶液に 5分間吹き

込んだ後に、ミトコンドリア画分 30µgを加え、更に 3回上下に傾け混和した。そし

てキュベットを測定室に入れ、base lineを 340nmで 3分間測定した。その後、キュベ

ットを測定室から出し、500mM Disodium fumarateを 10µl添加し酵素反応を開始し、

NADHの吸光度変化（6.2 mM−1 cm−1）を 7分間測定した(Kita et al., 1988)。 

 

 

3.8 プライマー  
 

B2m 

 (F: 5´- GCTCGGTGACCCTGGTCTTT -3´; 

   R: 5´- AATGTGAGGCGGGTGGAACT -3´) 

 Axin 2 

 (F: 5´- GAGAGTGAGCGGCAGAGC -3´;  

R: 5´- CGGCTGACTCGTTCTCCT -3´) 

 c-myc  

(F: 5´- CCTAGTGCTGCATGAGGAGA -3´; 

R: 5´- TCCACAGACACCACATCAATTT -3´) 

GRP78 

  (F: 5´- CTGAGGCGTATTTGGGAAAG -3´;  

R: 5´- TCATGACATTCAGTCCAGCAA -3´) 

GRP94  

(F: 5´- AGGGTCCTGTGGGTGTTG -3´; 

R: 5´- CATCATCAGCTCTGACGAACC -3´) 

Xbp1[total] 

  (F: 5´- AAGAACACGCTTGGGAATGG -3´;  

R: 5´- ACTCCCCTTGGCCTCCAC -3´) 

Xbp1s  

(F: 5´- GAGTCCGCAGCAGGTG -3´; 
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R: 5´- GTGTCAGAGTCCATGGGA -3´) 

 

 

3.9 RNA回収、cDNA 合成、Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 

	
 Total RNAは TRIZOL試薬 (Invitrogen)で抽出し、cDNAは SurperScript First-strand 

synthesis system (Invtrogen)を用いて合成した。そして、qRT-PCRにはQuantiTect SYBER 

Green PCR kit (Qiagen)を使用した。qRT-PCRの結果は B2m (β-2-microgloblin)の転写レ

ベルで補正した。これらすべての手順は製造元のプロトコルに従った。 

 

 

3.10 電子顕微鏡  
	
 細胞に 2% paraformaldehyde, 2% glutaraldehydeを含む 0.1Mの phosphate buffer pH7.4

を加え、4℃で 30 分間固定する。その後 2% glutaraldehyde を含む 0.1M の phosphate 
bufferで一晩再度固定した。そして、固定したサンプルを 0.1Mの phosphate bufferで

30分 3回洗浄後に 2% osmium tetroxideを含む 0.1Mの phosphate bufferで 60分間固定

した。固定したサンプルは 50%、70%、90%、100% エタノールで脱水し、resin 

(Quetol-812; Nisshin EM Co., Tokyo, Japan)で包埋し、48時間 60℃で重合した。そして、
ultramicrotome (ULTRACUT UCT; Leica)でダイアモンドナイフを使用して厚さの

70nmの切片を作製した。切片は 2% uranyl acetateで室温 15分間染色し、蒸留水です

すいだ後に、 lead-staining solution (Sigma-Adrich)で室温 3 分間再度染色した。

Transmission electron microscope (JEM-1200EX; JEOL Ltd.,) を使用し、加速電圧は 80kV

にして観察した。デジタルイメージ(2048x2048 pixels)は CCD camera (VELETA; 

Olympus Soft Imaging Solutions GmbH)を使用した。 

 

 

3.11 XF96 Flux analyzer  
	
 XF96 プレート(Seahorse Biosciences)に心臓線維芽細胞を 80000細胞または 40000細

胞播いて一晩培養し、その後、酸素消費速度(Oxygen consumption rate (OCR))と細胞外

酸性化速度（Extacellular acidification rate (ECAR)）を XF96 Extracellular Flux Analyzer 

(Seahorse Biosciences)で測定した。XF96 Extracellular Flux Analyzerは培養細胞の酸素濃

度（pmol/min）と水素イオン濃度（mpH/min）をルミネッセンス法により無侵襲・高

感度に経時的計測できる。解糖系が活性化すると解糖系の最終産物である乳酸が細胞

外に排出され、乳酸に由来する水素イオンによって、細胞外の pHが産生に傾く。こ

の pHの変化を指標に解糖系の状態を評価する。また、ミトコンドリアでは TCA回路

で得られた NADH の電子を、ミトコンドリア内膜状の酵素間で伝達し、ATP を大量
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に産生する。この過程で酸素が消費されるため、酸素消費を指標にミトコンドリアに

よる好気呼吸を評価できる。 

 

 

3.12 13C 代謝フラックス解析  
 グルコースとグルタミンを含まない DMEM (sigma)に最終濃度がそれぞれ 25mM と

4mMになるようにグルコースとグルタミン（13Cグルコースまたはラベルされていな

い 12Cグルコース）を加えて培地を作製した。まず高グルコース、高グルタミンの培

地で心臓線維芽細胞を 24 時間前培養し、その後新しい高グルコース、高グルコース

の培地へと交換した。その１時間後に培地の半分を 13Cグルコースが入った培地に交

換し、87 nM PPまたはコントロール (DMSO)で処理した。このように最終的には 13C

グルコースと 12Cグルコースが 1:1の割合で混ざった 25mMのグルコースを含んだ培

地を使用した。上記のように段階的に 13C グルコースを含む培地と交換することで、

培地交換によるメタボリズムへの影響を最小にした。そして、13Cグルコースを 50%

含む培地で培養後、それぞれのタイムポイント(0分、20分、120分、720分)で代謝産

物を回収し、メタボローム解析を行った。 

 

 

3.13 代謝産物の抽出  

	
 100mm ディッシュに播いた細胞を 5%マンニトール溶液で２回洗浄し、その後 4つ

の 内 部 標 準 物 質 (3-aminopyrolidine, L-methionine sulfone, trimesate, 

2-morpholinoethanesulfonic acid) をそれぞれ 25µM含んだ 1mlのメタノールをディッシ

ュに加えた。そして、メタノールと細胞の混合液を回収し、回収溶液、Milli-Q 水、

クロロホルムが 2:1:2の割合になるように混ぜた。次に 10,000 x gで 3分間遠心し、

溶液を分離する。水層を ultrafiltration tube (HMT)に入れ 9,100x gで 3時間遠心し、得

られた溶液は解析まで-80℃で保存した。 
 

 

3.14 メタボローム解析  
	
 使用した装置はすべて Agilent Technologies 社製を使用した。Agilent CE capillary 

electrophoresis system(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)、Agilent G3250AA 

LC/MSD TOF system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)、Agilent 1100 series binary 

HPLC pump、G1603A Agilent CE-MS adapter、G1607A Agilent CE-ESI-MS sprayer kit 

replacing the stainless steel- with Agilent G7100-60041 Platinum electrospray ionization 

spray needleを使用した。データは G2201AA Agilent ChemStation software for CEと



 29 

Analyst Qs for Agilent TOFMS software を使って取得した(Soga et al., 2009)。また

CE-TOFMSから得られた Rawデータは MasterHandで加工を行った (Sugimoto et al., 

2010)。 

 

 

3.15 心筋梗塞モデルマウスの作製  
	
 8-12 週齢のオス ICR マウスを 2~2.5%のイソフルラン(Abbott Japan)で麻酔し、

20-gauge の静脈用カテーテルで気管挿管した。人工呼吸は volume-contolled respirator 

(Harvard Apparatus)で１サイクル 200µlになるように設定し、１分間に 110サイクルで

行った。マウスの毛を脱毛剤で除いた後に開胸し、左心耳の 1-2mm 下の左冠動脈を

8-0 ナイロン縫合糸で縛り、閉塞は左心室壁の色の変化（青白くなる）で確認した。

切り開いた肋骨と肋骨の間や皮膚は 5-0シルク糸で閉じ、手術後に 37℃に設定したホ
ットプレートに置き 30分間覚醒を待った。Sham-operatedマウスは左冠動脈の下に縫

合糸を通しただけで縛らず、その他はすべて同じ作業を行った。PP は 4% DMSO を

含む生理食塩水に 400 µg/mlの濃度で懸濁させた。そして PPと vehicle (4% DMSO)を

心筋梗塞手術後１日目から実験終了日まで毎日一回経口投与にて強制的に胃に 0.5 ml

与えた。 

 

 

3.16 心エコー測定  
	
 心エコー測定は Toshiba Diagnostic Ultrasound System Machin (Aplio MX SSA-780A)

で心筋梗塞後 1日目、7日目、14日目のマウスで測定した。マウスは 2-2.5%の isoflurane

にて麻酔後、心臓の動きを short-axis 2D-mode view と M-mode view にて記録した。

short-axis 2D-mode viewで拡張期と収縮期での心壁の厚さと空腔の直径を測定し、左

心室の収縮機能は駆出率で評価した。%EF =[(EDv – ESv)/EDv ] × 100. 

 

 

3.17 ヒドロキシルプロリン測定  

	
 マウスから左心室を回収し、Speed-vac で一晩乾燥させた。乾燥した左心室の重量

を測定後、1mlの 6N HCLを加え 116℃で一晩加水分解させた。加水分解させたサン
プルは Speed-vac で一晩乾燥させ、乾燥したサンプルを 1ml の蒸留水で溶解後

13400rpm ５分間遠心した。その後 2% Phenolphtalein 40µlを pH指示薬として加え、

溶液がピンク色になるまで KOH solutionで中和し、13400rpm ５分間遠心後に、上清

を回収した。1.95mlの蒸留水にサンプル 50µlと 0.05M Choloramin T 1mlを加えて室温

で 20分間インキュベートした。その後 1mlの Percholic acid solutionを加え、室温で 5
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分間インキュベートし、更に 1mlの 20% p-dimethylaminobenzaldehyde solution を加え、

ボルテックス後に 60℃で 20分間インキュベートした。最後に室温で 10分間おいてか
ら 557nm で吸光度を測定し、ヒドロキシルプロリン溶液（0,2,4,6,8,10,12 µg/2ml）で

作製したスタンダードカーブから左心室に含有されているヒドロキシルプロリン量

を計算した。 

 

 

3.18 凍結切片  
	
 マウスの心臓をフレッシュな状態で回収し、O.C.T compound (SAKURA)ですぐさま

包埋する。凍結切片は厚さ 5µm になるように心尖部からカットし、染色には心尖部

から 2000µm-2500µmの切片を使用した。 

 

 

3.19 マッソントリクローム染色  

	
 凍結切片を室温で数分間乾燥させてから、56℃の Bouin’s solutionで 15分間固定す
る。その後、Weiger’s iron hematoxylinで 5分間染色してから Biebrich Scarlet solution に

5分間浸ける。次に 2.5% phosphotungstic / 2.5% phosphomolybdic acid で 10分間、Anilin 

blueで 5分間、1% Acetic acidで 2分間立て続けに浸す。そして最後に切片をエタノ

ール(50%、70%、90%、95%、100%)で脱水し、Xylene で置換し、Permount(Fisher 

Chemicals)でマウントした。ネクローシスサイズの測定には Image J (NIH)を使い、線

維化サイズは BZⅡ software (Keyence Japan, Inc.)を使い測定した。 
 

 

3.20 組織免疫化学的染色  
	
 凍結切片を室温で数分間乾燥させてから、4% PFA/PBSで 30分間室温にて固定した。

ブロッキングは 10% goat serum / PBSで 1時間室温にて行った。その後、anni-Ki67 

(1:100) (Abcam)、anti-CD31 (1:50) (BD Pharmingen)、Cy3-conjugated anti-α-SMA (1:400) 

(sigma)の抗体で染色した。Ki67陽性シグナルと CD31陽性シグナルはそれぞれ二次抗

体に Alexa 488と Alexa647を付けて検出した。そして最後に ProLong○R Gold antifade 
reagent with DAPI (Invitrogen)を使って核を DAPIでカウンター染色した。Ki67陽性細

胞と毛細血管密度は Image J (NIH)で計測し、α-SMA陽性筋線維芽細胞と α-SMA陽性

領域は BZⅡ software (Keyence Japan, Inc.)を使って測定した。 
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4. 結果  
 
4.1 PPによる細胞内代謝適応の阻害  
 

4.1.1心臓線維芽細胞は虚血環境下で細胞内代謝を変化させる  
	
  

	
 「心筋梗塞後の虚血環境下において心臓線維芽細胞は細胞内代謝適応を行うことで

生存・増殖している」という仮説（図 7）の検証を行うために、まず、培養細胞スケ

ールでの虚血環境モデルを作製した。虚血環境下では血管が閉塞されることにより酸

素および栄養の供給が滞る。そこで Hypoxia chamberに酸素 3%を充満させることで低

酸素環境を再現し、培地から栄養源であるグルコースとグルタミンを除くことで栄養

飢餓環境（グルコース飢餓、グルタミン飢餓）を作り出した。しかし、培地中の 10% 

Fetal bovine serum (FBS)には微量なグルコースとグルタミンが含まれている。したが

って栄養飢餓環境のグルコースとグルタミンの最終濃度はグルコース 300µM、グルタ

ミンは 100µM 以下であった。それに対して通常環境（通常酸素、高グルコース、高

グルタミン）としては酸素 20-21%でグルコース 25mM、グルタミン 4mMを含む培地

を準備した。そして、これらの環境下でマウスの心臓から回収した心臓線維芽細胞を

培養・比較することで、虚血環境下における心臓線維芽細胞の代謝適応を調べた。ま

ず、環境変化による心臓線維芽細胞の細胞内代謝の違いを調べるために、通常環境お

よび虚血環境（低酸素、グルコース飢餓、グルタミン飢餓）で 72 時間培養した心臓

線維芽細胞の中間代謝産物の蓄積量をメタボローム解析によって網羅的に測定した。

その結果、虚血環境下で培養した心臓線維芽細胞では細胞内代謝が大きく変化してい

ることが明らかになった（図 8a、図 8b）。特に TCA 回路において顕著な変化が生じ

ており、虚血環境下の心臓線維芽細胞では TCA 回路後半の中間代謝産物であるフマ

ル酸とリンゴ酸の蓄積量が著しく減少し、コハク酸の蓄積量はわずかに増加していた

（図 9a、図 9b）。 

	
 著者は TCA 回路後半の中間代謝産物の蓄積量の変化は虚血環境下の心臓線維芽細

胞が TCA 回路を一部逆回しすることでエネルギーを産生しているため生じたもので

はないかと推測した。古くからギョウ虫や嫌気性細菌の一部では、低酸素環境下で

NADH-FR systemと呼ばれる代謝システムによってATP産生が行われていることが知

られている(Kita et al., 2002)。近年では虚血環境に曝されたガン細胞が NADH-FR 

system を利用しているとの報告がされており、哺乳類の細胞においても NADH-FR 

systemが存在することが示唆されていた(Tomitsuka et al., 2010)。NADH-FR systemは

ミトコンドリアの電子伝達系における電子受容体として酸素の代わりにフマル酸を

利用し、嫌気的環境においてもミトコンドリア内膜でプロトン勾配を作り出し、ATP



 32 

産生を行う機構である（図 5）。そして、その際に副産物としてフマル酸が減少し、コ

ハク酸が増加することが知られている。本研究のメタボローム解析の結果においても

フマル酸が著しく減少しコハク酸がわずかに増加していることから（図 9b）、TCA回

路をフマル酸からコハク酸へと逆回しすることによって ATP を生成していることが

示唆された。そこで、虚血環境下で培養した心臓線維芽細胞における NADH-FR system

の働きを調べるために、通常環境および虚血環境で 72 時間培養した心臓線維芽細胞

からミトコンドリア画分を回収し、 NADH-FR system の主要酵素である

NADH-fumarate reductase（フマル酸からコハク酸）の活性を比較した。測定には SDH 

（コハク酸からフマル酸）活性の値をインターナルコントロールとして使用し、それ

ぞれのサンプル間を比較した。その結果、虚血環境下の心臓線維芽細胞では

NADH-fumarate reductaseの活性が上昇していることが明らかになった（図 10）。しか

し、活性が上昇していてもエネルギー産生をしているか明らかになっていないため、

NADH-FR systemが虚血環境下の心臓線維芽細胞の生存に貢献しているとは限らない。

そこで、虚血環境下における心臓線維芽細胞の生存において NADH-FR systemの活性

化が必要であるかを検証するために、NADH-FR systemの阻害剤として知られている

PPを虚血環境下の心臓線維芽細胞に添加して細胞毒性を評価した。すると、PPは通

常環境下の心臓線維芽細胞に対しては細胞死を誘導しなかったが、虚血環境下特異的

に細胞死を引き起こし、PP処理後 72時間での 50% inhibitory concentration (IC50) は

9.5nMという非常に高い選択性を有していることが明らかになった（図 11a、図 11b）。

更に Atpenin A5と Flutolanilという２つの NADH-FR systemの阻害剤についても検証

を試みたところ、両者とも虚血環境下の心臓線維芽細胞特異的に細胞死を誘導し IC50

はそれぞれ Atpenin A5 530nM、Flutolanil 23µMであった（図 11c、図 11d、図 11e、図

11f）。また、これら NADH-FR system の阻害剤は心臓線維芽細胞を虚血環境下に曝

してから 72時間必要とせず、24~48時間で細胞死を誘導することからも虚血環境に

曝された細胞に対して強い毒性を有していることが明らかである（図 11a、図 11c、

図 11e）。これらの阻害剤実験の結果は、虚血環境下で心臓線維芽細胞が PP、Atpenin 

A5、Flutolanil の標的に依存して生存していることを示しており、心臓線維芽細胞が

NADH-FR systemによってエネルギーを獲得し、虚血環境に適応していることを示唆

している。 

 

 

4.1.2 PPによる細胞死の誘導は NADH-FR systemの阻害によるものではない  
 

	
 上記のように NADH-FR systemの阻害剤である PPは虚血環境下の心臓線維芽細胞

特異的に細胞死を誘導することが明らかになった（図 11a、図 11b）。また、選択性
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もその他の阻害剤に比べて顕著であった。そこで、PP のターゲットを明らかにする

ことで、心臓線維芽細胞が虚血環境に適応するメカニズムを解明するための手がかり

が得られると考え、PPに焦点を当てることにした。 

	
 PP は酸素、グルコース、グルタミンという３つの因子をすべて除いた虚血環境特

異的に細胞死を誘導した（図 11a、図 11b）。そこで、これら３つの因子のうちどの

因子がPPの細胞毒性において重要であるのかを調べることでPPの標的をより明確に

することにした。実験としては、通常環境から酸素、グルコース、グルタミンのうち

一つを除いた環境を作製し、それぞれの環境条件で 24時間培養した際の PPの細胞毒

性を調べた。その結果、通常環境からグルコースを除いたグルコース飢餓環境下（酸

素 20-21%, グルコース 300µM, グルタミン 4mM）では PPは細胞死を誘導したが（図

12a）、グルタミン飢餓環境下（酸素 20-21%, グルコース 25mM, グルタミン 100µM

以下）では部分的に（図 12b）、そして低酸素環境下（酸素 3%, グルコース 25mM, グ

ルタミン 4mM）では PP によって引き起こされる細胞死が完全に弱毒化された（図

12c）。このように NADH-FR systemは嫌気的代謝特異的な機構であるにも関わらず、

通常レベルの酸素では PP による心臓線維芽細胞に対する細胞死を弱毒化できなかっ

た（図 12a、図 12b）。したがって、この結果は PP による虚血環境下での細胞死誘導

に低酸素は関係していないことを示しており、PP は NADH-FR 以外の標的に作用し

ていることが示唆された。 

	
 近年、PPの新規薬理作用が数々報告されており、PPが Canonical Wnt signalingの阻

害(Thrne et al., 2010)や UPR pathwaysの阻害(Yu et al., 2008)を行うことが明らかになっ

てきた。そこで、心臓線維芽細胞においてこれらの signaling pathwaysが虚血環境下で

活性化しているかを調べると伴に、PP によってこれらの経路が阻害されるかを検証

した。 

	
 Canonical Wnt signaling の活性化は β-catenin の直接的な転写ターゲットである

Axin2 や c-Myc といった下流遺伝子の発現レベルを調べることで評価できる

(http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/)。そこで、通常環境及び虚血環境下

で培養した心臓線維芽細胞から Total RNAを抽出し、Axin2と c-Mycの発現レベルを

qRT-PCRで定量した。その結果、虚血環境下の Axin2の発現量は通常環境下に比べて

わずかではあるが有意に減少していた（図 13a）。そして、虚血環境下で減少した Axin2

の発現量は PP処理によってさらに減少することが明らかになった（図 13a）。一方で

c-Myc の発現量は虚血環境下において上昇しており、さらに PP 処理を行っても発現

量に変化がみられなかった（図 13a）。このように虚血環境と PP処理による Axin2お

よび c-Mycの一貫した変化を確認する事はできなかった。また Canonical Wnt signaling

の阻害剤である XAV939(Huang et al., 2009)を心臓線維芽細胞に添加してその影響を

調べたところ、通常環境、虚血環境共にXAV939は細胞死を誘導しなかった（図 13b）。
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これらの結果は虚血環境により Canonical Wnt signalingが活性化し、PPが Canonical 

Wnt signalingを阻害することで、虚血環境特異的な毒性を誘導しているという仮説と

は一致しなかった。 

	
 そこで、もう一つの候補である UPR pathwaysが虚血環境下において活性化し、PP

がその経路を阻害することで、細胞死を誘導しているのではないかと推測し、UPR 

pathwaysに対する虚血環境および PPの影響を評価した。UPR pathwaysには ATF6、

IRE1、PERKといった３つの異なる経路が存在する（図 14）(Ron and Walter et al., 2007)。

そこでまず始めに UPR pathwaysの下流にあるシャペロン（Grp78/BiP, Grp94）の発現

レベルとATF6と IRE1のメディエイターであるXbp1、Xbp1sの発現レベルをqRT-PCR

で調べた。その結果、Grp78/BiP とスプライシングされた Xbp1 である Xbp1s の発現

レベルが虚血環境下の心臓線維芽細胞で上昇していた（図 15a）。しかし、Grp94と total 

Xbp1 は通常環境と同じレベルの発現量のままであった（図 15a）。また、虚血環境に

おいて PPは Grp78/BiPと Grp94の発現を減少させたが、Xbp1sに関しては Grp78/BiP

や Grp94とは逆に上昇させていた（図 15a）。これらの結果は IRE1 pathwayが虚血環

境下の心臓線維芽細胞細胞において活性化していることを示唆しているが、PP が虚

血環境において Xbp1sの発現量を上昇させるという結果は、PPが UPR pathwaysを阻

害するという事前の考えとは一致しなかった。そこで、虚血環境および PP 処理にお

ける UPR pathwaysの働きについて更に検証するために、阻害剤及び遺伝子欠損細胞

を用いて細胞毒性を調べた。まず始めに ATF6 経路について検証するために、ATF6

経路の阻害剤である 4-(2-aminoehyl) benzensulfonyl fluoride (AEBSF)の心臓線維芽細胞

への影響を調べた。しかし、AEBSF は虚血環境下の心臓線維芽細胞に細胞死を誘導

せず、ATF6α欠損マウスの心臓線維芽細胞を虚血環境で培養しても同じく細胞死を誘

導することはなかった（図 15b）。これらの結果は PPによる虚血環境特異的な細胞死

誘導は ATF6 経路を介したものではないことを示唆している。また、残りの二つの経

路（IRE1、PERK）についても Irestatin 9389と GSK PERK inhibitorといったそれぞれ

の経路の阻害剤を心臓線維芽細胞に添加して細胞毒性を調べたが、AEBSF 同様にこ

れらの阻害剤は虚血環境下の心臓線維芽細胞に対して細胞死を誘導しなかった（図

15c）。これらの結果は PP の虚血環境特異的な細胞死誘導の根幹に UPR signaling 

pathwaysの阻害が関わっていないことを示している。 

	
 以上の結果は虚血環境下の心臓線維芽細胞における PP の細胞死誘導が、これまで

に報告のない新規の標的によって引き起こされている事を示唆している。 
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4.1.3 PPによるミトコンドリア代謝の抑制  

 

	
 PP の標的を明らかにする上でまずは、標的の存在条件を明確にすることにした。

PP は通常環境では細胞死を引き起こさないが、栄養飢餓環境で細胞死を誘導する。

このことから、PPの標的として２つの可能性が考えられた。 

１、	
 PP の標的は通常環境下（通常酸素、高グルコース、高グルタミン）に存在し

ているが、細胞死という表現型は栄養飢餓環境（通常酸素、グルコース飢餓、

グルタミン飢餓）に曝された時にのみ生じる。 

２、	
 PPの標的は細胞が栄養飢餓環境に曝された時にしか存在しない。 

これらについて検証するために、通常環境下で一時的に PP処理を行った後に、PPを

取り除いた。そしてその後、通常環境又は栄養飢餓環境下で培養し、細胞毒性を評価

した。（図 16）。その結果、通常環境下で一時的に PP 処理している際には PP は心臓

線維芽細胞の生存を妨げることはなかったが、その後 PP を取り除き、栄養飢餓環境

下で培養すると細胞死が誘導された（図 16b）。また、PP 処理済みの心臓線維芽細胞

を栄養飢餓下に曝した際の IC50は 61.8nMであった（図 16c）。この結果は PPの標的

が通常環境の心臓線維芽細胞に存在していることを示している。また、PP の影響が

PP を取り除いても継続し、栄養飢餓環境における心臓線維芽細胞の細胞死を誘導す

ることが明らかになった。 

	
 PP を前処理した心臓線維芽細胞は高グルコース、高グルタミン環境下では生存を

妨げられることはなかったが、グルコース飢餓、グルタミン飢餓環境下では細胞死が

誘導された（図 16）。これは PP の標的がグルコースやグルタミンを主要なエネルギ

ー源にする細胞内エネルギー代謝に関係したものである可能性を示唆している。そこ

で通常環境下の心臓線維芽細胞においても存在し、さらにグルコースとグルタミンを

主要なエネルギー源としているミトコンドリア代謝に注目した。ミトコンドリアによ

って生産されるエネルギーはミトコンドリア内膜上にある呼吸鎖によって電子が運

ばれ、プロトン勾配が生じることで ATPaseによってエネルギーが産生される。そこ

で、ミトコンドリアの呼吸鎖の指標である Oxygen consumption rate（OCR）の PP処理

による変化を XF96 Flux analyzerを用いて調べた。すると、通常環境下で培養した心

臓線維芽細胞に PPを添加すると OCRの値が著しく減少していた（図 17）。また、こ

の OCRの減少は 10分以内には完了しており、非常に急激な変化であった。このよう

に PP はミトコンドリアの呼吸鎖を極めて短時間に阻害する作用を有していた。ミト

コンドリアの呼吸鎖の阻害が生じる理由として、PP 処理によりミトコンドリア構造

の崩壊が生じていることが推測される。そこで、電子顕微鏡を用いて通常環境下で

PP処理を行った心臓線維芽細胞のミトコンドリア構造を調べた。しかし、PP処理を

した心臓線維芽細胞ではミトコンドリア構造の崩壊はみられず、構造は正常なままで
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あった（図 18）。これらの結果は PP処理による OCRの急激な減少は、ミトコンドリ

ア構造の変化によるものではないことを示しており、PP が構造的変化を伴わずにミ

トコンドリア代謝を阻害していることを示唆している。 

	
 次に PP がミトコンドリアの構造的な破壊を伴わずにミトコンドリア代謝を抑制す

る可能性について更に調べるために、通常環境下で PP処理した心臓線維芽細胞の 13C

グルコースによる代謝フラックス解析を行った（図 19、図 20、図 21）。興味深い事に、

PP処理、無処理の心臓線維芽細胞は共に 13Cグルコースを添加してから 20分後には

すべての解糖系の中間代謝産物に 13Cが取り込まれており、その割合は 30%~60%で

あった（図 20）。この実験では 13Cグルコースと 12Cグルコースが 1:1の割合で含ませ

たグルコースを心臓線維芽細胞に添加し、ラベルされた中間代謝産物の変化を追って

いるため、ラベルされた中間代謝産物が 50%になった際は飽和状態（定常状態）に達

したと考察できる。したがった、これらの細胞では解糖系での代謝の流れが速く、解

糖系が活性化していることが明らかになった。また、13C が解糖系の最終産物である

乳酸に高い割合で取り込まれていることも解糖系の活性化が生じていることが明ら

かである（図 20）。 

	
 一方でこれらの細胞では TCA 回路の中間代謝産物への 13C の取り込みはわずかで

あった（図 21）。PP処理をしていない心臓線維芽細胞ではクエン酸への 13Cの取り込

みは 13Cグルコースを添加してから 20 分後ではわずか 12%、その後も 720分後まで

非常に代謝の流れが小さかった（12%→15%→26%）。また、他の TCA 回路の中間代

謝産物については Background noise level (10%以下)しか取り込まれておらず、リンゴ

酸のみ 20分後、120分後、720分後でそれぞれ 11%、12%、15%の 13Cの取り込みが

みられるだけであった（図 21）。しかし、解糖系からの流入量が少ないにもかかわら

ず、TCA回路の中間代謝産物は時間がたっても減少することはなく一定に保たれてい

た（図 21）。これは通常環境の心臓線維芽細胞において TCA回路が解糖系に比べ、相

対的に遅く流れていることを示している。一方 PP 処理を行った心臓線維芽細胞の

TCA回路の中間代謝産物をみてみると、リンゴ酸（11%、13%、11%）を除いたすべ

ての中間代謝産物で 13Cの取り込みが０もしくは Background noise level (10%以下)で

あった。また、驚くべき事に PP 処理を行った心臓線維芽細胞では 20 分後には TCA

回路前半のクエン酸、アコニット酸、イソクエン酸の枯渇が生じ、720分後でもこれ

らの枯渇が回復することはなかった（図 21）。これらの結果は PPが解糖系から TCA

回路への代謝産物の流入を遮断していることを示唆している。さらに、PP 処理を行

った細胞では時間を追うごとに乳酸の蓄積量が増加していった（図 20）。この結果は

ピルビン酸が TCA回路の中間代謝産物であるアセチル CoAやクエン酸の合成に利用

されるのではなく、乳酸の合成のために利用されていることを示唆しており、PP が

解糖系から TCA 回路への代謝産物の流入を遮断するという可能性とも一致するもの



 37 

であった。 

	
 これらの結果はミトコンドリアの構造的な破壊を伴わずに PP が通常環境下でミト

コンドリア代謝を抑制していることを示している。 

 

 

4.1.4 栄養飢餓下で PPは ATPの枯渇を引き起こす	
  
	
  

	
 これまでの結果から PP はミトコンドリア代謝を阻害する作用を有していることが

明らかになった。では、PP によるミトコンドリア代謝の阻害が結果的にどのように

栄養飢餓環境下での心臓線維芽細胞の細胞死を誘導するのか。この疑問を解決するた

めに、PP 処理済みの心臓線維芽細胞の栄養飢餓環境下での中間代謝産物の蓄積をメ

タボローム解析で調べた（図 22、図 23、図 24）。その結果、PP処理あり、PP処理な

し両方の細胞で解糖系の中間代謝産物が栄養飢餓環境下で著しく減少して、枯渇に近

い状態に陥っていた（図 23）。また、解糖系の指標である乳酸の蓄積量も栄養飢餓環

境下で 12時間培養した心臓線維芽細胞では減少していた（図 23）。これらの結果は、

栄養飢餓環境では培地中のグルコースが飢餓状態であるため解糖系を介したエネル

ギー生産が機能していない事を示唆している。 

	
 一方、TCA回路の中間代謝産物は栄養飢餓環境下で培養した PP処理あり、PP処理

なし両方の細胞を通常環境と比べると著しく減少していた（図 24）。図 21からも示さ

れるように心臓線維芽細胞では解糖系から TCA 回路への代謝産物の流入は極めに小

さい。したがって、TCA回路でみられる中間代謝産物の減少は消費速度が上昇したた

め生じたと考察できる。この結果はグルコース飢餓により解糖系が機能しないため、

それを補うために TCA回路が活性化したことを示唆している。また、PP処理した心

臓線維芽細胞を栄養飢餓環境で 12 時間培養するとクエン酸、アコニット酸、イソク

エン酸の蓄積量が極わずかに検出できる、もしくは完全に検出できないレベルにまで

減少していた（図 24）。これらの結果に基づいて考えると、ミトコンドリアでのエネ

ルギー生産に必要な TCA回路の中間代謝産物の蓄積量が、PP処理を行った心臓線維

芽細胞では PP処理なしの細胞に比べて限られた状態にあることが明らかになった。 

	
 上記に示すように栄養飢餓環境により解糖系が阻害され、また PP処理により TCA

回路が阻害されることで PP 処理後に栄養飢餓環境で培養した心臓線維芽細胞では両

経路の中間代謝産物の枯渇が生じることが示唆された。それでは、PP 処理後に栄養

飢餓環境で培養した心臓線維芽細胞の代謝フラックスはどのように変化しているの

か。そこで、解糖系・TCA回路のフラックスを調べるために XF96 Flux analyzerを用

いて OCRおよび解糖系の指標である Extracellular acidification rate （ECAR）を測定し

た。その結果、PP 処理後に PP を取り除き通常環境下で培養すると、PP を含んだ状
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態で測定した値（図 17）と同様に OCRの減少がみられた（図 25）。これは PPによる

ミトコンドリア代謝の障害が PP を取り除かれた後も続くことを示している。また、

通常環境における ECARの値は、PP処理を行った細胞の方が PP処理なしの細胞に比

べて高かった（図 25）。これは PP 処理を行ったことで解糖系が活性化し、乳酸の生

産が上昇したことを示しており、図 20 の結果とも一致していた。また、栄養飢餓環

境下では PP処理あり・PP処理なしの両方の細胞で ECARの減少がみられた（図 25）。

この結果も図 23の lactateの蓄積量が減少するという結果と一致しており、共に栄養

飢餓環境では解糖系が抑制されることを示している。そして、栄養飢餓環境において

PP処理なしの心臓線維芽細胞では ECARが抑制されていたが、OCRのレベルは通常

のままであった（図 25）。この結果は栄養飢餓環境の心臓線維芽細胞がミトコンドリ

ア代謝を利用して生存していることを示唆している。さらに、PP 処理済みの心臓線

維芽細胞を栄養飢餓環境下で培養すると OCR、ECAR共に減少した（図 25）。これら

の結果は PP 処理後に栄養飢餓環境下で培養した心臓線維芽細胞では解糖系とミトコ

ンドリア代謝の両方が阻害されていることを示しており、心臓線維芽細胞は栄養飢餓

環境下でミトコンドリアのエネルギー代謝によって生存している事が示唆された。 

	
 解糖系とミトコンドリア代謝の両方が阻害された細胞ではエネルギー生産が著し

く減少することが予期される。そこで、PP 処理済みの心臓線維芽細胞の栄養飢餓環

境下での AMP、ADP、ATP量の測定をメタボローム解析で行った。その結果、PP処

理した細胞では PP 処理無しの細胞に比べて AMP レベルが著しく上昇していた（図

26）。一方で ADPレベルはわずかに減少し、ATPレベルには劇的な減少がみられた（図

26）。そしてこれら AMP、ADP、ATP レベルからエネルギーチャージを計算すると

PP 処理した細胞では PP 処理なしの細胞に比べて 50%以上の減少が生じていた（図

26）。この結果は、TCA回路でのエネルギー生産のための基質の減少、そして電子伝

達系が抑制されること、さらにグルコース飢餓培地によって解糖系でのエネルギー生

産が妨げられることにより PP 処理済みの心臓線維芽細胞では著しいエネルギー生産、

エネルギーチャージの減少が生じていることを示している。そして、解糖系、ミトコ

ンドリア代謝両方の機能が阻害され、ATP の枯渇が引き起こされるため、PP による

栄養飢餓環境下での細胞死誘導が引き起こされることが示唆された。 

 

 

4.1.5 解糖系の再活性化は PPによる心臓線維芽細胞への細胞毒性を打ち消す  

	
  

	
 これまでの結果から、PP 処理による栄養飢餓環境下での細胞死誘導はエネルギー

の枯渇が原因であることが示唆された。したがって、エネルギーが再供給されること

により PP の細胞毒性は軽減されると推測した。そこで、解糖系の再活性化によるエ
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ネルギー供給を促すためにグルコースを、電子伝達系を介したミトコンドリアでのエ

ネルギー生産のための基質となるコハク酸の供給源としてグルタミンを、そして TCA

回路中の中間代謝産物であるクエン酸の供給源としてピルビン酸をそれぞれ栄養飢

餓環境下の心臓線維芽細胞に添加した。そして、細胞毒性への影響とそれぞれのエネ

ルギー源を供給した際の ECARと OCRの変化を調べた。その結果、栄養飢餓培地に

グルコース（解糖系によるエネルギー生産を促す）を添加した培地で PP 処理済みの

心臓線維芽細胞を培養すると、PPによる細胞死誘導が完全に解消された（図 27）。ま

たグルコース供給によって OCRに変化はみられなかったが、著しい ECARの上昇が

生じた（図 28）。これはグルコースの供給によって解糖系が活性化されたことを示し

ている。さらに、PPを処理していない細胞に比べて PPを処理した細胞ではグルコー

ス供給による ECARの上昇が大きかった（図 28）。これらの結果は PP処理によるミ

トコンドリアのエネルギー代謝の障害が解糖系の活性化によって補われたことを示

している。しかし、ピルビン酸の供給では PP による細胞毒性を解消することができ

なかった（図 27）。また、ピルビン酸の供給では ECAR、OCRともに変化が生じない

ことが明らかになった（図 28）。さらにグルタミンの供給では PP による細胞毒性を

わずかにしか解消することができず、ECAR、OCRにも変化はみられなかった（図 27）

（図 28）。これらの結果は栄養飢餓環境下で PP 処理済みの心臓線維芽細胞にグルコ

ースを供給すると解糖系が回復し、生存できるようになることを示している。また、

ピルビン酸の供給によって細胞の生存と OCR は共に回復しなかったことは、薬剤を

除いてもPP処理済みの細胞ではピルビン酸からTCA回路への流入が遮断された状態

にあることを示唆している。またグルタミンの供給では細胞の生存にわずかな回復が

みられた。これはグルタミンからのコハク酸生成によってミトコンドリアのエネルギ

ー代謝のための基質が補充されたためだと考察できる。しかし、OCR の減少が回復

していないことからもわかるように（図 28）、グルタミンによるミトコンドリア代謝

の回復は非常に弱く、PP 処理済みの細胞では電子伝達系の障害が継続しているため

であると考察できる。 

	
 これまでのすべての結果をまとめると、栄養飢餓環境下に対する心臓線維芽細胞の

細胞内代謝適応と、PPによる代謝適応の阻害メカニズムを示すことができる。まず、

心臓線維芽細胞は通常環境下において生存のためにミトコンドリアのエネルギー代

謝ではなく解糖系を主に利用してエネルギーを生産している。しかし、グルコースの

利用が制限された際は解糖系によるエネルギー生産が著しく減少するため、一時的に

ミトコンドリアのエネルギー代謝に依存していることが明らかになった。そして心臓

線維芽細胞にPPを処理すると解糖系からTCA回路への代謝産物の流入が遮断される

ことで TCA 回路前半の中間代謝産物（クエン酸、アコニットサン、イソクエン酸）

の枯渇が生じ、さらに著しい OCR の減少によっても示されるように電子伝達系の阻



 40 

害が引き起こされることが明らかになった。また、PPを処理した細胞ではその後 PP

を除いてもミトコンドリアのエネルギー代謝が阻害されたままであった。これはミト

コンドリアのエネルギー代謝の阻害状態が代謝の記憶として継続し続けることを示

している。このようにミトコンドリア代謝の記憶と栄養飢餓環境下による解糖系の抑

制によって、PPを処理した心臓線維芽細胞では PPを取り除いても通常のエネルギー

生産レベルを維持する事ができなく、栄養飢餓といった代謝ストレス環境下で生存で

きないことが示された（図 29）。 

 

 

4.1.6 ミトコンドリアのエネルギー代謝の回復によって PP処理された心臓線維

芽細胞は栄養飢餓に適応できる  
 

	
 PP 処理によるミトコンドリアのエネルギー代謝の障害が持続的なものなのか、そ

れとも一過性のものなのかを明らかにするために、まず一時的に PP 処理を行った後

に PP を取り除き、長時間通常環境下で培養した。その後、栄養飢餓環境下で細胞毒

性の評価および OCRの測定を行った。その結果、PPを一時的に処理しても長時間(72

時間)通常環境下で培養を行えば、その後栄養飢餓に曝しても細胞死が誘導されない

ことが明らかになった（図 30a）。さらに OCR は PP 処理を行っていない細胞と区別

ができないレベルにまで回復していた（図 30b）。これらの結果は、PP によるミトコ

ンドリアのエネルギー代謝への障害の記憶は持続的なものではなく、一時的な記憶で

あることを示している。さらにこの結果は、ミトコンドリアのエネルギー代謝の回復

によって PP 処理された心臓線維芽細胞が栄養飢餓環境に適応できることを示してお

り、図 29で提案している PPのメカニズムとも一致している。 
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4.2 心筋梗塞モデルマウスへの PP投与による心機能改善  
 

4.2.1 PPは心筋梗塞後の心臓において心臓線維芽細胞を減少させる  
 

	
 これまでの結果から、PP は栄養飢餓環境下の心臓線維芽細胞の細胞死を誘導する

ことが示されていた（図 29）。そこで、PPが心筋梗塞後の心臓線維芽細胞の生存を阻

害し、過剰な線維化を緩和することができるかを検証することにした。この実験では

外科的な手術により冠動脈を縛り心筋梗塞モデルマウスを作製し、実験に使用した。

心筋梗塞の生じた心臓では虚血により、閉塞後 24 時間以内に梗塞領域のほとんどの

心筋細胞が死滅する。そして 3、4 日目から心臓線維芽細胞の梗塞領域への増殖及び

遊走が始まり、心臓線維芽細胞の数は 7日目にはピークに達する。その後、梗塞領域

に集まってきた心臓線維芽細胞はコラーゲンを分泌する筋線維芽細胞に分化し、梗塞

領域にコラーゲンを蓄積させ、14日目までには線維化が形成される（図 31）。そこで、

虚血によりほとんどの心筋細胞が壊死した心筋梗塞後１日目から毎日１回、PP を経

口投与し、梗塞領域での細胞増殖および線維化レベルを調べた。PP の投与量および

投与方法はガン移植マウスに対する PP投与実験を行った論文を参考にした(Esumi et 

al., 2004)。 

	
 まず始めに心筋梗塞後4日目の境界領域と梗塞領域での増殖細胞の細胞数を調べた。

増殖細胞は増殖細胞のマーカーである Ki67を識別できる anti-Ki67 抗体を使い、心筋

梗塞後 4 日目の心臓切片で染色した。その結果、PP を投与したマウスでは境界領域

と梗塞領域で Ki67陽性細胞が劇的に減少していた（図 32）。この結果は、境界領域と

梗塞領域での細胞増殖を PPが阻害していることを示している。しかし、PPが心臓線

維芽細胞の増殖を阻害できたかどうかは心臓線維芽細胞に対する有用なマーカーが

ないため検証することができなかった。そこで、筋線維芽細胞のマーカーである

α-smooth muscle actin (αSMA)の抗体を使い、心筋梗塞後 4日目、7日目での αSMA陽

性細胞の細胞数を調べた。すると、PP を投与したマウスでは心筋梗塞後 7 日目の心

臓で αSMA陽性細胞の細胞数が境界領域と梗塞領域で共に減少していた（図 33）。さ

らに、αSMA 陽性領域も PP 投与により減少していることがわかった（図 33）。これ

らの結果は PP 投与によって心筋梗塞後に線維化を誘導する心臓線維芽細胞の細胞数

を減少できることを示唆している。 

 

 

4.2.2 PPは心筋梗塞後の心臓において過剰な線維化を抑制する  
 

	
 次に心臓線維芽細胞の細胞数の減少により線維化が抑制されるかを検証するため
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に、マッソントリクローム染色によってコラーゲン線維を選択的に染色し、線維化を

評価した。その結果、PPを投与したマウスでは心筋梗塞後 14日目の心臓で線維化領

域が減少していた（図 34）。心筋梗塞後 4日目の心臓でネクローシス領域に差がない

ことからも、梗塞領域（心筋細胞の壊死した程度で決定する）の大きさが PP 投与に

よって変化したため線維化領域が減少したのではないことが明らかである（図 34）。

また、PP 投与による線維化の減少は成熟型コラーゲン分子の定量的な指標であるハ

イドロキシプロリンのレベルでも検証を行った。その結果、マッソントリクローム染

色の結果と同様にPP投与マウスでは心筋梗塞後 14日目の心臓でハイドロキシプロリ

ンの含有量が減少しており、PP投与により線維化レベルが抑制された（図 35）。これ

らの結果は PP を投与することで心筋梗塞後に生じる過剰な線維化を抑制できること

を示唆している。 

 

 

4.2.3 PPは心筋梗塞後の心機能改善を促す  
 

	
 最後に、線維化レベルの減少が心筋梗塞後の心機能にどのような影響を与えるのか

を検証するために、心エコーを使い PP投与あり、PP投与なしの心筋梗塞モデルマウ

スの左心室の駆出率を比較した。まず心筋梗塞後 1 日目に駆出率を測定することで、

心筋梗塞によって駆出率が低下していること、そして PP 投与群と無投与群で駆出率

に違いがないことを確認した。その後、7 日目、14 日目で駆出率を測定すると、PP

投与群では駆出率の改善が見られた（図 36）。この結果は PP 投与によって線維化レ

ベルの減少だけでなく、心機能改善も促されたことを示している。 

	
 PP 投与によって心機能が改善した１つの可能性としては、線維化レベルが減少し

たことによって血管新生を行うために必要なスペースを確保することができ、生き残

った心筋細胞に血液が十分送られるため心機能が改善したことが推測できる。実際、

心筋梗塞後 14日目の心臓で血管密度が PP投与マウスで上昇していた（図 37）。した

がって、線維化レベルの減少だけでなく、血管新生の促進によって心機能改善が引き

起こされている可能性がある。これらの結果は PP が心筋梗塞後の線維化に対する新

規治療薬になることを示唆している。 
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5. 考察  

 
5.1 PPの電子伝達系への影響  

	
  

	
 本研究の結果から、①PPが解糖系から TCA回路への代謝流入を遮断すること（図

21）。②PP が電子伝達系の障害を引き起こすこと（図 17）。そして、①、②によりに

よりミトコンドリアのエネルギー生産の抑制が生じることが示唆された（図 29）。近

年、PPが ComplexⅠを阻害しているという報告があり、PPによる電子伝達系の抑制は

ComplexⅠの阻害によるものだと推測される(Harada et al., 2012)。しかし、PP処理によ

る OCRの値は、ComplexⅠと ComplexⅢの阻害剤により、電子伝達系が機能しない状
態で測定した OCR と同じレベルにまで減少していた（図 17）。ComplexⅠ が阻害され
ても ComplexⅡが機能していればここまで著しく OCRは低下しないはずである。した

がって、PPは ComplexⅠ以外の電子伝達系の主要因子に対しても障害を引き起こして
いる可能性がある。ComplexⅠ以外への影響としては、解糖系から TCA回路への代謝
流入が遮断されることで TCA回路の代謝産物が減少し、NADH（TCA回路が回るこ

とで生成される）が不足することや、ComplexⅡ を介するコハク酸からフマル酸の反
応が抑制されることが考えられる。しかし、ピルビン酸、グルタミンを添加しても

OCRの改善が見られなかったことから、単に代謝基質が減少したため OCRが劇的に

低下したわけではないと考察できる（図 28）。したがって、これらの結果は PP が電

子伝達系を仲介する Complex functionを一つまたは複数阻害する薬剤であること、あ

るいは多面的にミトコンドリアのエネルギー生産を阻害する薬剤であることを示唆

している。 

 

 

5.2 PPの TCA回路中間代謝産物への影響  
 

	
 通常環境下で PPは TCA回路前半の中間代謝産物の急激な減少を引き起こした（図

21）。なぜこのような代謝変化が生じたのか。一つの解釈としては、PP処理した細胞

では脂肪酸合成（クエン酸から脂肪酸）の急激な上昇が生じたことが考えられる。そ

して、PPにより解糖系から TCA回路への代謝産物の流入が遮断され、十分にクエン

酸の補充を行うことができなかったため、クエン酸、アコニット酸、イソクエン酸の

蓄積量が急激に減少したと推測する。PP 処理により脂肪酸合成の活性化が生じるの

か、そしてその生理的意味についてはより詳細な研究が必要である。 

	
 一方、TCA 回路後半の中間代謝産物の変化は前半に比べてわずかであった。PP を
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処理しても、フマル酸とリンゴ酸の蓄積量に変化はみられず、コハク酸は 20 分間の

PP 処理でわずかに減少したが、その後も一定の蓄積量を維持したままであった（図

21）。また、2-オキソグルタル酸の蓄積量は PP処理後 20分で著しく減少していたが、

枯渇に陥る事はなく、その後 720分まで培養を続けると 2-オキソグルタル酸の蓄積量

は徐々に上昇していた（図 21）。通常培地中にはグルタミンが含まれているため、グ

ルタミンから 2-オキソグルタル酸への代謝産物の流入によって 2-オキソグルタル酸

は枯渇に陥ることはなかったと考察できる。そして、2-オキソグルタル酸が補充され

たことで TCA 回路後半の代謝産物は通常と変わらないレベルで維持されていたと推

測する。しかし、グルコース飢餓環境下（高グルタミンを含む）で PP は細胞死誘導

を部分的にしか弱毒化することができなかったこと（図 27）や、PP 処理済みの心臓

線維芽細胞にグルタミンを添加しても OCR が回復しなかったこと（図 28）からも、

TCA回路後半の中間代謝産物が維持されても心臓線維芽細胞の生存および OCRには

影響が小さいことがわかる。そしてこれは TCA 回路前半の代謝産物の維持が栄養飢

餓環境下での生存および OCRの維持に重要であることを示唆している。TCA回路前

半ではイソクエン酸から 2-オキソグルタル酸の反応で NADPHの生成が行われる。PP

によるミトコンドリアへのストレスによって ROS が発生している可能性もあり、

NADPH の生成が阻害されることは細胞の酸化耐性において致命的であると考察でき

る。 

 

 

5.3 不活性化したミトコンドリアの回復  
	
  

	
 PP処理した心臓線維芽細胞を長時間通常環境下で培養すると、PPによるミトコン

ドリアのエネルギー代謝への障害がリセットされた（図 30b）。どのようにしてミトコ

ンドリアエネルギー代謝への障害を回復することができたのか。通常環境下のミトコ

ンドリアは質を保つためにマイトファジー／オートファジーやミトコンドリアの分

裂を常に行っている(Ashrafin and Schwarz, 2013)。しかし、栄養飢餓環境下ではミトコ

ンドリアのオートファジーの阻害が引き起こされることが報告されている(Rambold 

et al., 2011)。したがって、PPにより障害を受けたミトコンドリアは栄養飢餓環境下で

は障害されたままになっているが、通常環境下では新しいミトコンドリアへと取り替

えられている可能性がある。実際、本研究の結果では PP 処理済みの心臓線維芽細胞

を 72 時間通常環境下で培養すると、その後栄養飢餓環境下で培養しても細胞毒性を

示さず、OCRも通常レベルにまで回復していた（図 30a、図 30b）。これは PPによっ

て障害されたミトコンドリアがオートファジーおよび分裂を介して新しいミトコン

ドリアへと取り替えられている可能性を示唆している。近年、PP がグルコース飢餓



 45 

環境下のガン細胞でオートファジーを阻害しているという報告もあり(Deng et al., 

2013)、PP によるオートファジーの阻害によって、ミトコンドリアの取り替えがさら

に抑制されている可能性が示唆されている。しかし、PP によるオートファジーの阻

害機能がどれだけ本研究で示した現象に関係しているのかは不明であり、今後さらな

る研究が必要である。 

 

 

5.4 虚血環境下で増殖する心臓線維芽細胞  
 

	
 ガン細胞は増殖のために核酸、タンパク質、脂質などの生体高分子を必要とするた

め、解糖系に依存していると考えられている(Vander Heiden et al., 2009)。では、心筋

梗塞後の虚血環境下で増殖する心臓線維芽細胞はどのように生体高分子を獲得して

いるのか。本研究では虚血環境モデルの心臓線維芽細胞は増殖しなかった（図 11）。

したがって、虚血環境下への耐性メカニズムを解明するためのモデルにはなりうるが、

虚血環境下で増殖している心臓線維芽細胞の代謝メカニズムを解明するためのモデ

ルにはなり得ない。心筋梗塞後の梗塞領域では心筋細胞の死後、マクロファージが

TGF-β や FGF といった増殖因子を放出することで心臓線維芽細胞の分化・増殖を促

している(Leask, 2010)。また、増殖因子が細胞内代謝を変化させているとの報告もあ

る(Boerner et al., 1985)。したがって、これらの増殖因子が心臓線維芽細胞の代謝を変

化させ、生体高分子の生成を助けている可能性がある。 

 

 

5.5 心臓線維芽細胞とガン細胞  
	
  

	
 数種類のガン細胞はグルコース飢餓に曝されると PP によって細胞死が誘導される

(Tomitsuka et al., 2010; Thrne et al., 2010; Yu et al., 2008; Deng et al., 2013)。そのメカニズ

ムとしては NADH-FR systemの阻害、canonical Wnt signalingの阻害、UPR signaling 

pathwaysの阻害、オートファジーの阻害と様々な報告がある。しかし、ガン細胞にお

いて PP による細胞死誘導の中心的な役割を果たしている原因は未だに明らかになっ

ていない。本研究で明らかになったミトコンドリアのエネルギー代謝の阻害がグルコ

ース飢餓環境下のガン細胞の細胞死誘導に関わっているかを検証することは大変興

味深いポイントである。ガン細胞、心臓線維芽細胞は共に栄養飢餓環境に耐性があり、

両細胞とも生存・増殖を抑制することが治療に繋がる。したがって、ガン細胞と心臓

線維芽細胞における PP の影響を解明することは心臓線維芽細胞とガン細胞の細胞内

代謝適応メカニズムの共通点を明らかにすることに繋がる大変重要な洞察が得られ
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る可能性がある。 

 

 

5.6 栄養飢餓環境下における細胞内代謝適応  

 

	
 本研究の結果は栄養飢餓環境下の心臓線維芽細胞がミトコンドリアのエネルギー

代謝に依存して生存していることを示唆している（図 23、図 24、図 25）。しかし、グ

ルコースやグルタミンといった TCA 回路のへの栄養の供給が欠乏しているにもかか

わらず、なぜ心臓線維芽細胞がミトコンドリアのエネルギー代謝を維持することがで

きるのか。そこで、著者が考える３つの仮説と検証方法を提示する。 

 

1. 栄養飢餓でもコハク酸の蓄積量は通常レベルを維持していた（図 24）。これは

complexⅡ の基質として利用されるコハク酸を常に維持できるような代謝を行う
ことで complexⅡ を介した電子伝達系を行えるようにしている可能性を示唆して
いる。complexⅠ および complexⅡ の阻害剤を栄養飢餓環境の心臓線維芽細胞に添
加して、細胞毒性や OCR の変化を調べることで明らかにすることができると推

測する。 

 

2. 心臓線維芽細胞の TCA 回路は 13C 代謝フラックス解析の結果からもわかるよう

に、通常環境下ではわずかに流れているだけであった（図 21）。しかし、栄養飢

餓環境に曝した心臓線維芽細胞では短時間で TCA 回路の代謝産物が減少してい

た（図 24）。したがって、栄養飢餓環境の心臓線維芽細胞では TCA回路を普段よ

り活発に回していることが考察できる。これにより細胞内に存在する代謝産物を

TCA回路で優先的に利用し、ミトコンドリアで効率的にエネルギーを得ていると

推測する。検証方法としては、まず 13Cグルコースを含んだ培地で長時間心臓線

維芽細胞を培養し、細胞内の代謝産物を 13Cに変換させる。その後、栄養飢餓下

で培養し、代謝フラックス解析を行うことで、栄養飢餓での TCA 回路の流れを

調べることができると推測する。また、TCA回路の代謝酵素に対するノックダウ

ンを行い、OCRを調べることで栄養飢餓での TCA回路の代謝酵素の必要性を明

らかにすることができると推測する。 

 

3. TCA回路に流入してくる代謝産物は解糖系に由来するピルビン酸、グルタミンに

由来する 2-オキソグルタル酸の他にも、β酸化によって脂肪酸から作られるアセ

チル-CoA、バリンやアスパラギン酸といったアミノ酸に由来するスクシニルCoA

やフマル酸、ホスホエノールピルビン酸カルボキシナーゼ (PEPCK)によってホ
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スホエノールピルビン酸から作られるリンゴ酸などがある（図 3）。これらの経路

からの代謝産物の流入によってミトコンドリアのエネルギー代謝を維持してい

ることが推測できる。候補の経路の主要代謝酵素に対するノックダウンや阻害剤

を使用して、OCR の変化を調べることで、栄養飢餓での働きを明らかにするこ

とができると考察する。 

 

 

5.7 心筋細胞への PPの影響  
 

	
 本研究の培養細胞の結果では、PP は通常環境下の心臓線維芽細胞のミトコンドリ

アのエネルギー代謝に対しても障害を引き起こしていることが示されている（図 17、

図 21）。したがって、通常は β酸化によりエネルギー生産行っている心筋細胞に対し

ても毒性を示す可能性がある。しかし、PPを投与した Sham-operatedマウスでは心臓

のポンプ機能に悪影響がみられなかった（図 36）。この理由としては、PP投与によっ

てミトコンドリアのエネルギー代謝に障害を受けた細胞は一時的に解糖系に依存す

る形で生存しており、その後オートファジーやミトコンドリアの分裂によって新しい

ミトコンドリアへと取り替えられているのではないかと考察できる。特に心筋梗塞に

起因する心不全では心筋細胞はグルコース代謝にシフトすることが知られており、PP

処理によるミトコンドリア不全の影響を緩和している可能性がある(Bishop and 

Altschuld, 1970; Ventura-Clapier et al., 2004)。 

 

	
  

5.8 心筋梗塞モデルマウスへの PP投与時期  
 

	
 本研究では心筋梗塞モデルマウスに PP を投与することで、線維化の抑制および心

機能の改善を促すことができた（図 34、図 35、図 36）。心筋梗塞モデルマウスに PP

を投与する実験は本研究より以前に既に報告されており、その論文では PP によって

わずかに心臓の肥大が改善されたが、線維化の抑制や心機能は改善されなかったと報

告されている(Sarawati et al., 2010)。なぜ本研究とは異なる結果であったのか。本研究

の結果との矛盾はマウスへの PP 投与方法の違いによるものであると推測する。彼ら

は冠動脈を閉塞した際にPPを直接心臓に注射し、その後はPPの投与を行わなかった。

それに対して本研究では、冠動脈を閉塞して 1日たってから（ほとんどの心筋細胞が

壊死した時期）経口投与で PP を与え、サンプル回収日の前日まで投与を続けた（図

31）。一つの可能性としては、心筋細胞死後に PP投与を開始したことが、心筋梗塞後

の線維化の抑制と心機能の回復を促すための鍵になっているのではないかと考察で
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きる。彼らが PP を投与した時期は心筋細胞が虚血環境に曝され、壊死している時期

であり、かろうじて生存していた心筋細胞に対して PP が細胞死を誘導し、心筋細胞

の壊死を拡大させていた可能性がある。しかし、本研究の投与方法では心筋細胞の壊

死が済んだ後に PP 投与を行ったことで、虚血環境下の心筋細胞に対する影響を抑え

ることができたと推測できる。もう一つの可能性としては、PP の投与を継続的に行

ったことが鍵になっているのではないかと考察できる。彼らは冠動脈を閉塞した際に

PP の投与を行っているが、投与はこの一度のみでその後は行っていない。心臓線維

芽細胞の増殖は心筋梗塞後 4 日目から始まり、7 日目にはピークを迎える（図 31）。

したがって、この時期に PP の投与を行っていなかったため、線維化を抑えることが

できなかったのではないかと考察できる。 

 

 

5.9 心筋梗塞モデルマウスの心臓における代謝の変化  

 

	
 本研究では PP が心筋梗塞後の心臓線維芽細胞の増殖を抑制し、心臓線維芽細胞の

細胞数を減少させることによって線維化を抑制していることを示した（図 32、図 33、

図 34、図 35）。しかし、PP によるミトコンドリアのエネルギー代謝の障害が線維化

抑制の要因であるかは確認する事ができなかった。これまでにマウスの心臓のメタボ

ローム解析を行ったが、個体差が大きいため解析を行うことができなかった。また質

量顕微鏡を使い(Hattori et al., 2010)、心臓での代謝産物の検出にも試みたが、代謝産物

の分子量が小さいため検出が困難であった。今後メタボローム解析や質量顕微鏡の精

度が向上することで、in vitro実験と in vivo実験を繋ぐ革新的な進歩が得られると推

測する。 

 

 

5.10 心機能改善を誘導する PPの薬理作用  
 

	
 近年、PP は NADH-FR 以外に Canonical Wnt signaling、UPR signaling pathways、

Androgen receptor signaling pathwayといった 3つの経路の阻害をしていることが報告

されている。本研究の培養細胞実験でCanonical Wnt signalingとUPR signaling pathways

はどちらも心臓線維芽細胞に対する PP の影響の中心的な役割を果たしているわけで

はないことが示された（図 13、図 15）。また、Androgen receptorノックアウトマウス

では線維化が増加することが既に報告されており(Jones et al., 2009)、これは本研究に

おける心筋梗塞モデルマウスでの PPの効果が Androgen receptor signalingの阻害によ

るものではないことを示唆している。このように既知の薬理作用は心筋梗塞に対する
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中心的な役割を担っていない。したがって、本研究で明らかにした PP のミトコンド

リアのエネルギー代謝に対する薬理作用と心筋梗塞時の PP の影響がどのように関係

しているのかをさらに調べていく必要がある。 
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6. 総括  
 
 

	
 本研究では心臓線維芽細胞の栄養飢餓環境に対する細胞内代謝適応メカニズムを

明らかにした。さらに、PP という駆除薬を一時的に心臓線維芽細胞に処理すること

で、ミトコンドリアのエネルギー代謝を阻害できることを発見した。そして PP によ

るミトコンドリアのエネルギー代謝の障害は栄養飢餓環境での細胞の代謝適応を阻

害し、代謝ストレス中での生存を妨げることを明らかにした。 

	
 さらに、本研究では心筋梗塞モデルマウスにおいて過剰な線維化の弱毒化と心機能

の改善を促す薬剤を提案した。PPは Food and Drug Administration (FDA) 承認済みの

虫下し薬であり、治療への適応には大きな問題は生じないと推測できる。また、本研

究の結果は線維芽細胞の細胞内代謝適応が線維化抑制および、損傷を受けた心臓の修

復を促すための新規治療標的になることを示唆している。さらに心臓以外の損傷を受

けた組織に対しても治療標的になる可能性を示唆しており、本研究は「細胞内代謝適

応を標的とした治療」という研究分野において新たな可能性を投げかけた研究である

と考えている。 
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7. 図表  
 

 

 

 

 

 

 

図１	
 代謝経路の概要図  
	
 代謝経路は複雑に繋がり合い、同化と異化を繰り返し、生命を維持している。 
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図 2	
 解糖系関連の代謝経路  
	
 解糖系はグルコースからピルビン酸を作り出し、その過程で 2分子の ATPを生成する代謝

経路である。また、解糖系から枝分かれするペントースリン酸経路は核酸合成経路に繋がっ

ており、増殖細胞にとって重要な経路である。 
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図 3	
 TCA回路関連の代謝経路  
	
 TCA回路は糖、脂肪酸、アミノ酸を酸化的に代謝し、エネルギー生産を行う異化経路であ

ると共に、生合成のための原料を生成する同化経路でもある。 
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図 4	
 電子伝達系  
	
 電子伝達系では NADH や FADH2の高エネルギー電子が放出するエネルギーを使い、プロ

トン勾配を作り出す。このプロトン勾配を利用して ATP合成酵素により ATPを産生する。 
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図 5	
 NADH-fumarate reductase system (NADH-FR system)の模式図  
	
 NADH-FR system はミトコンドリアの電子伝達系における電子受容体として酸素の代わり

にフマル酸を利用し、嫌気的環境においてもミトコンドリア内膜でプロトン勾配を作り出し、

ATP産生を行う機構である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6	
 心筋梗塞後の病態変化  
	
 心筋梗塞では心臓の細胞に血液を送る冠動脈が詰まり心筋細胞が壊死する。その後心臓で

は心臓線維芽細胞が増殖し線維化が促進する。この線維化は心臓の硬化を招き心機能を悪化

させ、その後心不全や心肥大を引き起こす。 
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図 7	
 仮説の概要図  
	
 本研究では、「心筋梗塞後の虚血環境下において心臓線維芽細胞は細胞内代謝適応を行うこ

とで生存・増殖している」という仮説を立てた。そして、心臓線維芽細胞の代謝適応を妨げ

ることが、心筋梗塞後の過剰な線維化を抑制するための、新規でかつ効果的な治療法になり

得ると推論する。 
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図 8	
 虚血環境下の心臓線維芽細胞は細胞内代謝が大きく変化する  
	
 通常環境及び虚血環境で 72 時間培養した心臓線維芽細胞のメタボローム解析の結果をヒ

ートマップ及びパスウェイマップとして網羅的に示した。（a）ヒートマップ。横軸はサンプ

ル名、縦軸はピークを示す。ピークに対して階層的クラスタリング解析を実施し、ピーク間

の距離は図中の樹形図で表している。緑が濃いほど平均より小さいことを示し、赤が濃いほ

ど平均より大きいことを示す。(b) パスウェイマップ。青が通常環境、赤が虚血環境の相対面

積値を示す（n=3）。N.D.: Not Detected. Glucose（Glc）、Glutamin（Gln）。 
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図 9	
 虚血環境では TCA回路の中間代謝産物で顕著な変化が生じている  
	
 （a）TCA回路の模式図。（b）通常環境（白）及び虚血環境（黒）で 72時間培養した心臓

線維芽細胞から代謝産物を抽出し、TCA回路の代謝産物の蓄積量を解析した（n=3）。 

Not significant difference: NS、★:p<0.05、★★: p<0.01、★★★: p<0.001 

 

 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)
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図 10	
 虚血環境下の心臓線維芽細胞では NADH-fumarate reductase の活性が上
昇する  
	
 通常環境（白）および虚血環境（黒）で 72時間培養した心臓線維芽細胞からミトコンドリ

ア画分を回収し、NADH-FR systemの主要酵素である NADH-fumarate reductase（フマル酸→

コハク酸）の活性を比較した。測定には SDH （コハク酸→フマル酸）活性の値をインター

ナルコントロールとして使用し、それぞれのサンプル間を比較した（n=6)。酵素活性の値は

nmol/min mg proteinで示した。★:p<0.05、★★: p<0.01、★★★: p<0.001 
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図 11	
 NADH-FR systemの阻害剤は虚血環境下の心臓線維芽細胞に対して細胞
毒性を示す  
	
 NADH-FR systemの阻害剤である Pyrvinium pamoate (PP)、Atpenin A5、Flutolanilの細胞毒

性を評価した。(a)、（c）、（e）PP (87nM)、Atpenin A5 (1µM)、Flutolanil (30µM) 添加後の時間

経過（24 時間、48 時間、72 時間）に対する細胞数の変化を調べた。それぞれの環境で培養

を開始した際（0時間）の細胞数を 100%とした。通常環境は黒、虚血環境は灰色の線で示し、

薬剤を添加していないサンプル（DMSO を添加）は実線で、薬剤を添加したサンプルは破線

で示した（n=3）。 (b)、(d)、（f）薬剤を添加後、それぞれの環境で 72時間培養した際の IC50

を調べた。薬剤なし(DMSO)で 72 時間培養した際の細胞数を通常環境、虚血環境それぞれで

100%として計算した。通常環境で薬剤を添加したサンプルは黒線で示し、虚血環境で薬剤を

添加したサンプルは灰色線で示した（n=3）。虚血環境下での IC50 はそれぞれ PP=9.5nM、

Atpenin A5=530nM、Flutolanil=23µMであった。Not significant difference: NS、★★: p<0.01、★★★: 

p<0.001 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)
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図 12	
 PPによる虚血環境下での細胞死誘導に低酸素は関係していない  
	
 通常環境から酸素、グルコース、グルタミンのうち一つを除いた環境を作製し、それぞれ

の環境条件で DMSO処理（-PP）（白）又は PP処理（87nM）（+PP）（黒）を 24時間行った際

の細胞数を調べた。（a）グルコース飢餓環境下（酸素 20-21%, グルコース 300µM, グルタミ

ン 4mM）。（b）グルタミン飢餓環境下（酸素 20-21%, グルコース 25mM, グルタミン 100µM

以下）。（c）低酸素環境下（酸素 3%, グルコース 25mM, グルタミン 4mM）。それぞれの

環境で培養を開始した際（0時間）の細胞数を 100%とした（n=3）。Not significant difference: NS、

★:p<0.05、★★★: p<0.001 

 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)
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図 13	
 PPの標的は Canonical Wnt signalingではない  
	
 （a）通常環境及び虚血環境で DMSO 処理（-PP）（白）又は PP 処理（87nM）（+PP）（黒）

を 12 時間行った心臓線維芽細胞から Total RNA を抽出し、Axin2 と c-Myc の発現レベルを

qRT-PCRで定量した。発現レベルは通常環境で DMSO処理を 12時間行ったサンプルの値を

1 倍として計算した(qRT-PCR は duplicate もしくは triplicate で測定した)。（b）通常環境（黒

線）及び虚血環境（灰色線）の心臓線維芽細胞に DMSO（実線）又は Canonical Wnt signaling

の阻害剤（XAV939）（3µM）（破線）を添加し、時間経過（24時間、48時間、72時間）に対

する細胞数の変化を調べた。それぞれの環境で培養を開始した際（0時間）の細胞数を 100%

とした（n=3）。Not significant difference: NS、★:p<0.05、★★★: p<0.001 
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図 14	
 UPR pathwaysの模式図  
	
 UPR pathwaysには ATF6、IRE1、PERKといった３つの異なる経路が存在する。 
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図 15	
 PPの標的は UPR pathwaysではない  
	
 （a）UPR pathwaysの下流にあるシャペロン（Grp78/BiP, Grp94）の発現レベルと ATF6と

IRE1のメディエイターである Xbp1、Xbp1sの発現レベルを図 13と同様の方法で調べた。（b）

ATF6経路の阻害剤（AEBSF）を添加した細胞と ATF6α欠損細胞を通常環境又は虚血環境で

24時間培養した際の細胞数を調べた。AEBSF処理群には 300µMの AEBSFを添加し、PP処

理群には 87nMの PPを添加した。実験手法および解析方法は図 12と同様（n=3）。（c）IRE1

経路の阻害剤（Irestatin9389）(10µM)と PERK経路の阻害剤(GSK PERK inhibitor) (2µM)を細胞

に添加して、通常環境および虚血環境下で 24時間培養した際の細胞数を調べた。実験手法お

よび解析方法は図 12と同様（n=3）。Not significant difference: NS、★:p<0.05、★★: p<0.01、★★★: 

p<0.001 
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図 16	
 PPの標的は通常環境の心臓線維芽細胞に存在する  
	
 （a）PP前処理実験の模式図。通常環境下で 1時間 DMSO処理又は PP処理（87nM）を行

った後に、DMSO及び PPを取り除く。その後、通常環境又は栄養飢餓環境下で 48時間培養

し、細胞数を調べた。（b）図 16aの手法で時間経過（24時間、48時間）に対する細胞数の変

化を調べた。DMSO、PP 処理を行う直前（-1 時間）の細胞数を 100%とした。通常環境は黒

線、虚血環境は灰色線で示し、DMSO処理を行ったサンプルは実線で、PP処理を行ったサン

プルは破線で示した（n=3）。（c）図 16a の手法で 48 時間培養した際の IC50 を調べた。通常

環境（黒線）又は虚血環境（灰色線）で 48 時間 DMSO 処理を行ったサンプルの細胞数をそ

れぞれ 100%として計算した（n=3）。虚血環境下での PP前処理実験の IC50は PP=61.8nMで

あった。Not significant difference: NS、★★: p<0.01、 
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図 17	
 PPは OCRを急激に減少させる  
	
 通常環境下の心臓線維芽細胞に DMSO 処理（黒線）又は PP 処理（87nM）（灰色線）を行

い、ミトコンドリアの呼吸鎖の指標である OCRを XF96 Flux analyzerを用いて調べた。DMSO

および PPは OCRの測定開始から 20分経過してから添加し、DMSOおよび PPで処理されて

いる期間は斜線で示した（n=3）。 
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図 18	
 PPはミトコンドリアの構造的破壊を引き起こさない  
	
 通常環境下の心臓線維芽細胞に DMSO 処理（-PP）または PP処理（87nM) (+PP)を 1時間

行ったサンプルのミトコンドリア構造を電子顕微鏡で観察した。矢印は超微細構造に変化が

ないミトコンドリアを示している。スケールバー: 400nm。 
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図 19	
 13Cグルコースによる代謝フラックス解析  
	
 （a）代謝フラックス解析実験の模式図。通常環境下（13Cグルコースを含む）で DMSO処

理または PP処理（87nM）を 720分間行い、時間経過（0分、20分、120分、720分）におけ

る 13C の代謝を代謝フラックス解析で調べた。（b）代謝フラックス解析の結果をパスウェイ

マップとして網羅的に示した。グラフは左から順に 0、20、120、720 分のタイムポイントを

示し、DMSO処理群（12C及び 13Cの質量の総和）（青色）、DMSO処理群（12Cの質量）（薄青

色）、PP処理群（12C及び 13Cの質量の総和）（赤色）、PP処理群（12Cの質量）（薄赤色）の定

量値を示す（n=3）。N.D.: Not Detected. 
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図 20	
 通常環境下の心臓線維芽細胞では解糖系が活性化している  
	
 代謝フラックス解析（図 19）の解糖系中間代謝産物の結果。グラフは左から順に 0、20、

120、720分のタイムポイントを示し、左が DMSO処理群（-PP）、右が PP処理群(+PP)である。
12C の質量（白色）、13C の質量（黒色）の定量値を示す（n=3）。Glucose-6-phosphate (G6P)、

Fructose 6-phosphate (F6P)、 Fructose 1,6-diphosphate (F1,6P)、 3-phosphoglycerate (3PG)、

Phosphoenolpyruvate (PEP)。 
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図 21	
 PPは TCA回路前半の中間代謝産物の枯渇を引き起こす  
	
 代謝フラックス解析（図 19）の TCA回路中間代謝産物の結果。グラフは左から順に 0、20、

120、720 分のタイムポイントを示し、左が DMSO 処理群（-PP）、右が PP 処理群（+PP）で

ある。12Cの質量（白色）、13Cの質量（黒色）の定量値を示す（n=3）。 
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図 22	
 PP処理済みの細胞を栄養飢餓環境に曝した際の中間代謝産物の蓄積量  
	
  (a)メタボローム解析実験の模式図。通常環境下で 1時間 DMSO処理又は PP処理（87nM）

を行った後に、DMSO及び PPを取り除く。その後、通常環境又は栄養飢餓環境下で 12時間

培養し、メタボローム解析を行った。（b）図 22aの実験結果。解糖系(図 23)、TCA回路(図 24)

及び ATP関連(図 26)の中間代謝産物の蓄積量を示す。A: 0時間、B: 1時間無処理、C: 1時間

DMSO処理、D: 1時間 PP（87nM）処理、E: 1時間無処理+通常環境で 12時間、F: 1時間 DMSO

処理+通常環境で 12時間、G: 1時間 PP処理+通常環境で 12時間、H: 1時間無処理+栄養飢餓

環境で 12時間、I: 1時間 DMSO処理+栄養飢餓環境で 12時間、J: 1時間 PP処理+栄養飢餓環

境で 12時間（n=3）。縦軸は pmol/105cells。 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)
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図 23	
 栄養飢餓環境の心臓線維芽細胞では解糖系の中間代謝産物が枯渇する  
	
 図 22で示した解糖系の中間代謝産物の結果。DMSO前処理（白）、PP前処理（黒）で示す。

左から順に「1 時間通常環境で DMSO 処理」、「1 時間通常環境で DMSO 処理+栄養飢餓環境

で 12時間」、「1時間通常環境で PP処理」、「1時間通常環境で PP処理+栄養飢餓環境で 12時

間」（n=3）。N.D.: Not Detected、★:p<0.05、★★: p<0.01、★★★: p<0.001 
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図 24	
 PP 処理済みの心臓線維芽細胞は栄養飢餓環境に曝されると、TCA 回路

の中間代謝産物が更に減少する  
	
 図 22で示した TCA回路の中間代謝産物の結果。DMSO前処理（白）、PP前処理(黒)で示す。

左から順に「1 時間通常環境で DMSO 処理」、「1 時間通常環境で DMSO 処理+栄養飢餓環境

で 12時間」、「1時間通常環境で PP処理」、「1時間通常環境で PP処理+栄養飢餓環境で 12時

間」（n=3）。N.D.: Not Detected、Not significant difference: NS、★:p<0.05、★★: p<0.01、★★★: p<0.001 
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図 25	
 PP 処理後に栄養飢餓環境下で培養した心臓線維芽細胞では解糖系と

TCA回路の両方が阻害される  
	
 通常環境下で 1時間 DMSO処理（黒線）又は PP処理（87nM）（灰色線）を行った後に DMSO

と PPを取り除く。その後、通常環境又は栄養飢餓環境で 1時間平衡化してから OCRと ECAR

を XF96 Flux analyzerで調べた（n=3）。 
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図 26	
 PP 処理済みの心臓線維芽細胞は栄養飢餓環境に曝されると著しいエネ
ルギーチャージの減少が生じる  
	
 図 22で示した ATP関連の中間代謝産物の結果。DMSO前処理（白）、PP前処理(黒)で示す。

左から順に「1 時間通常環境で DMSO 処理」、「1 時間通常環境で DMSO 処理+栄養飢餓環境

で 12時間」、「1時間通常環境で PP処理」、「1時間通常環境で PP処理+栄養飢餓環境で 12時

間」（n=3）。エネルギーチャージは([ATP]+1/2[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP])で計算した。Not 

significant difference: NS、★:p<0.05、★★: p<0.01、★★★: p<0.001 
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図 27	
 PP による栄養飢餓環境下での細胞毒性はグルコース供給によって解消

できる  
	
 通常環境で 1時間 DMSO処理（白）または PP処理（87nM）（黒）を行った後に DMSOと

PPを取り除く。その後、グルコース（25mM）、グルタミン（4mM)、pyruvate（1mM）を栄養

飢餓培地に加えた環境で 24 時間培養し、細胞数を調べた。生存細胞数は WST-8 測定によっ

て定量し、O.D.450で示す（n=3）。★:p<0.05、★★: p<0.01、★★★: p<0.001 
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図 28	
 栄養飢餓環境下の PP 処理済み心臓線維芽細胞にグルコースを供給する
と ECARが回復する  
	
 通常環境で 1時間 DMSO処理（白）または PP処理（87nM）（黒）を行った後に DMSOと

PPを取り除く。その後、栄養飢餓環境下で 1時間平衡化してから OCRと ECARを XF96 Flux 

analyzerで調べた。グルコース(25mM)、グルタミン(4mM)、pyruvate(1mM)は OCR、ECARの

測定開始から 20分経過してから添加し、グルコース、グルタミン、pyruvateが栄養飢餓培地

に含まれている期間は斜線で示した（n=3）。 
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図 29	
 心臓線維芽細胞への PPの影響を示した模式図  
	
 PPが解糖系から TCA回路への代謝産物の流入を遮断していることを、解糖系から TCA回

路への矢印の間にスペースを開けることで表現した。また、PPが電子伝達系の阻害をしてい

ることを赤色の×印で表現した。模式図の詳細は本文を参照。 

Electron transport chain (ETC): 電子伝達系 
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図 30	
 長時間通常環境で培養することで障害を受けたミトコンドリアのエネ

ルギー代謝は回復する  
	
 通常環境下で 1 時間 DMSO 処理（黒線）または PP 処理（87nM）（灰色線）した心臓線維

芽細胞を、その後 DMSO、PP を取り除き、通常環境下で 72 時間培養した。（a）通常環境下

で 72 時間培養後、栄養飢餓環境で 72 時間培養してから細胞数を調べた。栄養飢餓環境で培

養 72時間培養を開始する直前の細胞数を 100%として計算した（n=3）。（b）通常環境下で 72

時間培養後、栄養飢餓環境で 1時間平衡化してから OCRと ECARを XF96 Flux analyzerで調

べた（n=3）。Not significant difference: NS 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)



 81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 31	
 心筋梗塞モデルマウスへの PP投与実験の模式図  
	
 閉塞後 24 時間以内に梗塞領域のほとんどの心筋細胞（CM）が死滅する。そして３、４日

目から心臓線維芽細胞（Fb）の梗塞領域への増殖及び遊走が始まり、心臓線維芽細胞の数は

7 日目にはピークに達する。その後、梗塞領域に集まってきた心臓線維芽細胞はコラーゲン

を分泌する筋線維芽細胞に分化し、梗塞領域にコラーゲンを蓄積させ、14日目までには線維

化が形成される。そこで、虚血によりほとんどの心筋細胞が壊死した心筋梗塞後１日目から

毎日１回、PPを 200µg経口投与し、梗塞領域での細胞増殖及び線維化レベルを調べた。 
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図 32	
 PPは梗塞領域での細胞増殖を抑制する  
	
 梗塞領域での細胞増殖に対する PPの影響。（a）心筋梗塞後 4日目の心臓切片で Ki67陽性

細胞（緑）と DAPI 陽性細胞（青）を免疫抗体染色で観察した。DMSO 投与群（-PP）及び

PP投与群(+PP)の境界領域と梗塞領域を観察した。 矢印は Ki67陽性かつ DAPI陽性の細胞を

示す。スケールバー: 50µm。（b）Ki67陽性細胞の割合を定量した。マウス（-PP: n=3、+PP: n=4）

の心臓切片で Ki67陽性細胞をカウントし、割合を%(Ki67陽性/DAPI陽性)として示した。★★: 

p<0.01、★★★: p<0.001 
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図 33	
 PPは心筋梗塞後の筋線維芽細胞数を減少させる  
	
 梗塞領域での α-SMA 陽性筋線維芽細胞に対する PP の影響。(a) 心筋梗塞後 4 日目と 7 日

目の心臓切片で α-SMA陽性筋線維芽細胞（赤）と DAPI陽性細胞（青）を免疫抗体染色で観

察した。DMSO投与群（-PP）及び PP投与群(+PP)の心臓全体を観察した。スケールバー: 1mm。

(b) α-SMA陽性筋線維芽細胞の定量化。心筋梗塞後 4日目の心臓（-PP: n=3、+PP: n=4）と 7

日目の心臓の（-PP: n=5、+PP: n=4）から切片を作製し、α-SMA陽性細胞をカウントし、割合

を%(α-SMA 陽性/DAPI 陽性)として示した。また、α-SMA 陽性の領域を%(α-SMA 陽性領域/

心臓切片全体の領域)として示した。Not significant difference: NS、★:p<0.05、★★★: p<0.001 

 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

0

10

20

30

+PP
Day4

+PP-PP
Day7

-PP

+  a
re

a 
(%

) *

0
10
20
30
40
50
60
70
80

+PP
Day4

+PP
Day7

-PP -PP

+ 
+  

Bo
rd

er
 z

on
e

***

(%
)

0
10
20
30
40
50
60
70
80

+PP
Day4

+PP
Day7

-PP -PP

+ 
+  

***

(%
)



 84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 34	
 PPは心筋梗塞後の線維化領域を減少させる  
	
 （a）DMSO投与（-PP）または PP投与(+PP)を行った心筋梗塞後 4日目と 14日目の心臓か

ら切片を作製し、マッソントリクローム染色を行った。スケールバー: 1mm。（b）梗塞領域と

線維化領域の定量化。梗塞領域は細胞壊死の領域を定量することで表し、%(細胞壊死の領域/

心臓切片全体の領域)として示した。線維化領域はマッソントリクローム染色により青く染色

された領域を測定し、%(線維化領域（青）/心臓切片全体の領域)として示した。DMSO 投与

マウス(-PP)(n=3)、PP投与マウス (+PP)(n=4)。★:p<0.05 

 

 

 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)
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図 35	
 PPは心筋梗塞後の心臓へのコラーゲン蓄積を減少させる  
	
 左心室でのハイドロキシプロリン（HP）の含有量を定量した。Sham-operatedマウスに DMSO

投与（-PP）(n=3)または PP 投与(+PP)(n=3)を行った OPE 後 14 日目の左心室と、心筋梗塞

(Myocardial infarction（MI）モデルマウスに DMSO投与（-PP）(n=9)または PP投与(+PP)(n=10)

を行った心筋梗塞後 14日目の左心室に含まれるハイドロキシプロリン量を測定し、µg HP/mg 

dry weightとして示した。★:p<0.05 
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図 36	
 PP投与マウスでは心筋梗塞後の心機能が改善する  
	
 Sham-operatedマウスに DMSO投与（-PP）または PP投与（+PP）を行った心筋梗塞後 7日

目、14 日目の左心室と、心筋梗塞（MI）モデルマウスに DMSO 投与（-PP）または PP 投与

（+PP）を行った心筋梗塞後 7日目、14日目の左心室の駆出率(Ejection-fraction (EF)%)を心エ

コーで測定した。7日目（Sham-PP n=4、Sham+PP n=3、MI-PP n=17、MI+PP n=20）、14日目

（ Sham-PP n=4、Sham+PP n=3、MI-PP n=11、MI+PP n=14）。Not significant difference: NS、

★:p<0.05、★★: p<0.01 
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図 37	
 PP投与マウスでは梗塞領域での血管密度が上昇する  
	
 血管新生に対する PPの影響。(a) CD31陽性の毛細血管(赤)を免疫抗体染色した。DMSO投

与（-PP）または PP 投与(+PP)を行った心筋梗塞後 14 日目の心臓の切片を観察した。スケー

ルバー: 50µm。(b) CD31陽性の毛細血管を定量した。心筋梗塞後 14日目の心臓（-PP: n=3、

+PP: n=4）から切片を作製し、CD31 陽性の毛細血管をカウントし、 (毛細血管数/測定領域

(mm2))として示した。 
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