
 

 

 

 

 

急性心筋梗塞後病態における 

プログラニュリンの役割に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

佐々木 貴寛 

 

  



1 

 

目次 

序論 2 頁 

第 1 章 心筋梗塞後リモデリングにおけるプログラニュリンの関与  8 頁 

 1 節 緒言 

 2 節 実験材料および方法 

 3 節 実験成績 

 4 節 考察 

 

第 2 章 マクロファージにおけるプログラニュリンの関与 50 頁 

 1 節 緒言 

 2 節 実験材料および方法 

 3 節 実験成績 

 4 節 考察 

 

第 3 章 プログラニュリンの心筋虚血再灌流障害に対する保護作用 72 頁 

 1 節 緒言 

 2 節 実験材料および方法 

 3 節 実験成績 

 4 節 考察 

 

総括および結論 89頁 

謝辞 92頁 

引用文献 94頁 

略語一覧表 112頁 



2 

 

序論 

虚血性心疾患は世界における死因の第 1 位であり、世界総死亡者数の約 16%

を占める (1)。虚血性心疾患の罹患者数は、2020 年の時点で 2 億 4410 万人と

推定されている (2)。また、世界保健機関 (World Health Organization: WHO) の

世界医療統計 (Global Health Estimates: GHE) において、虚血性心疾患による死

亡者数は 2000 年から 2019 年までに 200 万人以上増加し、2019 年には 890 万人

に達したと報告されている (Figure 1) (1)。世界銀行の調査に基づく国民総所得

別世界経済の分類別に着目しても、虚血性心疾患はいずれもトップ 3 の死因に

位置しており、経済状況に依存せず非常に高い死亡者数を保持する (1)。加え

て、虚血性心疾患に対する 2016 年の年間医療費は、米国で 800 億ドル、日本

で 7,399 億円と推定されている (3, 4)。虚血性心疾患罹患者は、定期的な医療

機関の受診、継続的な治

療薬の服用、心機能障害

に起因する運動耐容能の

低下等により、身体的、

精神的、経済的な負担が

非常に大きく、生活の質

を著しく低下させる。以

上より、虚血性心疾患に

対する治療法の発展は、

超高齢社会の現代におけ

る平均寿命および健康寿

命の延伸に寄与する。 

Figure 1  The top 10 causes of death worldwide [世界保健機関 世界医療統計より引用] 
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 虚血性心疾患は、急性冠症候群と慢性冠動脈疾患に分類される (Figure 2) (5)。

前者は、不安定狭心症、急性心筋梗塞、虚血による心臓突然死を包括した疾患

概念であり、後者は、労作性狭心症、冠攣縮性狭心症から成る疾患群を表す (6, 

7)。急性冠症候群では、冠動脈粥腫 (プラーク) の破綻とそれに伴う血栓形成

により冠動脈の高度狭窄または閉塞をきたし急性心筋虚血を呈する (6)。一方、

慢性冠動脈疾患では、動脈硬化の進展に伴う冠動脈の狭窄または冠動脈の一時

的な痙攣により血液循環が障害される (7)。慢性冠動脈疾患は、緩徐進行性あ

るいは一過性の病態であるため、急性冠症候群と比較して致死性は低い。また、

不安定狭心症は一時的な心筋虚血を呈するが、心筋壊死には至らず心機能は維

持される (8)。一方、急性心筋梗塞は不安定狭心症が進行した病態であり、心

筋虚血の遷延化により心

筋壊死が誘導されるため、

循環不全を含む致命的な

経過をしばしば辿る。以

上より、虚血性心疾患に

おける主要な死因は急性

冠症候群、特に急性心筋

梗塞と考えられる。 

Figure 2  Classification of acute coronary syndrome by pathological process 

[慶応義塾大学病院 医療・健康情報サイトより引用] 

急性心筋梗塞は、冠動脈の血栓閉塞に起因する心筋壊死によって特徴付けら

れる (9)。急性心筋梗塞では、ポンプ機能障害や致死性不整脈による心原性シ

ョックをしばしば伴うため、突然死の最も主要な原因となる (10)。急性心筋梗

塞に対する治療として、経皮的冠動脈形成術を含む再灌流療法が第一に選択さ

れる (6)。経皮的冠動脈形成術とは、血管内にカテーテルを挿入し、バルーン
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またはステントを用いて冠動脈内を拡張する低侵襲的な治療法を指す。経皮的

冠動脈形成術の発展および普及により、急性心筋梗塞発症後の救命率および院

内予後は劇的に改善された (11, 12)。しかしながら、再灌流療法後に左室収縮

機能が改善されても心不全や重篤な不整脈等の合併症は高率に生じる (13–15)。

また、血流再開時には虚血再灌流障害と呼ばれる副次的かつ不可避な梗塞拡大

を伴う機能障害が生じる (16)。左心室心筋の 20%以上が梗塞に陥ると心不全徴

候が出現する (17)。以上の観点から、急性心筋梗塞における臨床課題は、急性

期における梗塞拡大とその後の心不全進展および不整脈発生を抑制すること

である。 

心不全は「なんらかの心臓機能障害、すなわち、心臓に器質的および／また

は機能的異常が生じてポンプ機能の代償機転が破綻した結果、呼吸困難・倦怠

感や浮腫が出現し、それに伴い運動耐用能が低下する臨床症候群」と定義され

る (18)。心不全罹患者は、世界において急激に増加しており、2016 年時点で

6,000万人を超える (19)。心不全罹患者の基礎疾患として、虚血性心疾患が 53％

を占めており、心不全有病率の増加は急性心筋梗塞の救命率向上に関連してい

る (20–22)。心不全罹患者は、入院治療が必要なため再入院を繰り返し、5 年

以内に 50%程度が死に至る等、未だに生命予後が不良である (23–26)。急性心

筋梗塞後には、心拍出量および組織統合性を維持するために、左室肥大化およ

び線維化形成を含む心臓リモデリングが誘導される。しかしながら、それら代

償機転の遷延化は左室収縮能を障害し心不全の進展に寄与する (Figure 3) (18)。

また、左室収縮不全に合併する心臓伝導障害は、有害な心臓リモデリングを促

進して生命予後を悪化させる (27)。急性心筋梗塞後には、レニン・アンジオテ

ンシン系阻害薬や交感神経系 β遮断薬等を含む薬物療法が継続的に実施される。

しかしながら、現在の薬物療法では、心不全の発症および進展を完全には抑制
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できないため、未だに致死的な経過をたどる患者も多い (28, 29)。したがって、

急性心筋梗塞後病態の理解並びに新規治療標的の探索は、生命予後を改善する

上で非常に重要である。 

Figure 3  Progressive stages of heart failure 

[急性･慢性心不全診療ガイドライン (2017 年改訂版) より引用] 

 マクロファージは、Metchnikoff によって異物を貪食する免疫細胞として発

見された (30)。臓器に存在するマクロファージは、胎生期の卵黄嚢や肝臓に由

来する組織常在性マクロファージと出生後の骨髄に由来するマクロファージ

が混在したヘテロな細胞集団として、恒常性維持および病態生理に関与する 

(31)。特に組織損傷後には、病変部位に動員された骨髄由来単球がマクロファ

ージに分化し、その表現型を可塑的に変化させながら、炎症応答と次いで組織

修復に寄与する  (31)。マクロファージの表現型は、リポ多糖  (lipopoly- 

saccharides: LPS) およびインターフェロン-γ (interferon-γ: IFN-γ) による古典的

活性化を介して誘導されるM1型とインターロイキン (interleukin: IL) -4および

IL-13 による代替的活性化を介して誘導される M2 型に広義に分類される 

(Figure 4) (32–34)。M1 マクロファージは、炎症性サイトカインやプロテアーゼ

の産生を介して炎症応答を促進する (35)。M2 マクロファージは、抗炎症性サ

イトカインや線維化関連因子の産生を介して組織修復に貢献する (36)。急性心
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筋梗塞後の病態は、単球の浸潤と死細胞の除去が起こる炎症期とコラーゲン沈

着や血管形成等が亢進する修復期の過程を順に経て進行する (37)。両者共に心

臓恒常性維持に必須であるが、炎症応答の遷延化および過剰な線維化は心臓リ

モデリングを増悪させる (38, 39)。マクロファージは、その亜集団を M1 型か

ら M2 型へと変遷させ、炎症期から修復期への移行に寄与するため、急性心筋

梗塞後の生命予後を左右する要因である。したがって、急性心筋梗塞後に有害

な心臓リモデリングを緩和するためには、心臓マクロファージ亜集団の表現型

を制御する因子を理解し、炎症応答及び組織修復の過程を適切に進行させるこ

とが重要である。 

Figure 4  Macrophage polarization after acute myocardial infarction 

[Vanessa Frodermann, and Matthias Nahrendorf., Physiological Reviews., 2018 改変] 

プログラニュリン (Progranulin: PGRN) は 593 アミノ酸で構成される糖タン

パク質であり、12 個のシステイン残基から成るモチーフの 7 回半の繰り返し構

造と、17 アミノ酸から成るシグナルペプチドを有する (40)。臨床的な関連性

として、プログラニュリンの遺伝子変異は、TAR DNA-binding protein 43 

(TDP-43) の過剰な蓄積を誘導することから、前頭側頭型認知症 (frontotemporal 

lobar degeneration: FTLD) や筋萎縮性側軸索硬化症  (amyotrophic lateral 
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sclerosis: ALS) の原因となることが報告されている (41–44)。また、プログラニ

ュリンは、マクロファージや好中球、骨格筋、神経細胞等の様々な細胞に発現

し、創傷治癒や炎症応答、腫瘍形成等を含む多様な病態生理に関与する (45)。

プログラニュリンの受容体としては、腫瘍壊死因子受容体 (tumor necrosis factor 

receptor: TNFR)-2、エフリン受容体 A2 (ephrin type-A receptor 2: EphA2)、Sortilin

などが報告されている (46–48)。プログラニュリンは Sortilin との結合を介して

細胞内に取り込まれ、リソソーム機能の調節に関与する (49)。近年、プログラ

ニュリンは虚血性疾患および炎症性疾患に対して保護作用を有することが示

唆されている。当研究室における過去の報告において、プログラニュリンの投

与は、マウス中大脳動脈閉塞再灌流モデルにおける梗塞体積を減少させ、神経

学的機能を改善した (50)。他方、プログラニュリン欠損マウスでは、コラーゲ

ン誘発関節炎における重症度スコアは増悪しており、プログラニュリンによる

炎症制御機構が示唆される (51)。以上より、プログラニュリンは心筋虚血病態

および炎症状態に対して保護的に関与すると考えられる。しかしながら、急性

心筋梗塞後におけるプログラニュリンの病態生理学的役割については解明さ

れていない。 

本研究は、急性心筋梗塞後の心臓リモデリングおよび虚血再灌流障害におけ

るプログラニュリンの役割および保護作用を明らかにすることを目的とし、プ

ログラニュリン欠損が心筋梗塞後リモデリングに及ぼす影響、プログラニュリ

ン欠損がマクロファージの表現型に及ぼす影響、プログラニュリン投与が心筋

虚血再灌流障害に及ぼす影響について、第 1 章、第 2 章、第 3 章のそれぞれで

検討した。 
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第 1 章 心筋梗塞後リモデリングにおけるプログラニュリンの関与 

第 1 節 緒言 

急性心筋梗塞は冠動脈の閉塞に伴う心筋壊死を特徴とし、突然死および心不

全発症の主な原因となる疾患である (9)。急性心筋梗塞後の救命率は、再灌流

療法の発展により向上している。しかしながら、急性心筋梗塞患者の 4 人に 1

人は収縮機能障害を伴う梗塞後心不全に進展し、重症心不全患者の 5 年生存率

は 50%以下と予後不良である (25, 52)。既存薬は、急性心筋梗塞後の心不全発

症および予後増悪を遅延させるが、心不全進展を完全には抑制できない。以上

より、急性心筋梗塞後の病態生理を理解し、梗塞後心不全の予後改善に貢献す

る新規治療標的を探索することは重要である。 

急性心筋梗塞後の心臓病態生理は、炎症期 (発症～3 日目)、修復期 (4〜14

日目)、成熟期 (15 日目〜) の段階に区分される (53, 54)。炎症期から修復期へ

の変遷に障害が生じると、有害な心臓リモデリングが誘導され、生命予後は悪

化する。マクロファージは、炎症促進型 (M1) と組織修復型 (M2) の極性化を

介して、急性心筋梗塞後の創傷治癒に貢献する (55)。M1 マクロファージは、

腫瘍壊死因子-α (tumor necrosis factor-α: TNF-α), IL-1β, IL-6 を含む炎症性サイト

カインを産生し、炎症応答を促進する (35)。M2 マクロファージは、トランス

フォーミング増殖因子-β (transforming growth factor-β: TGF-β), IL-10 を含む抗炎

症性サイトカインを分泌し、パターン認識受容体である分化抗原群 206 (Cluster 

of Differentiation 206: CD206) を発現する  (36)。また、マクロファージは

myeloid-epithelial-reproductive receptor tyrosine kinase (MerTK) を介してアポト

ーシス心筋細胞を貪食除去し、創傷治癒に寄与する (56)。急性心筋梗塞後にお

ける M1 または M2 マクロファージ亜集団の異常な集積は、有害な心臓リモデ

リングの一因となる。クラス A スカベンジャー受容体欠損マウスでは、M1 マ
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クロファージ極性化の亢進を伴い、心筋梗塞後リモデリングが増悪している 

(38)。一方、カベオリン 1 欠損マウスでは、M2 マクロファージの過剰な集積を

伴う有害な心臓リモデリングが観察されている (39)。したがって、急性心筋梗

塞後の適切な心臓修復および心不全進展の予防において、マクロファージ亜集

団の特徴を理解することは重要である。しかしながら、マクロファージ極性化

の制御因子については十分に解明されていない。 

プログラニュリンは、マクロファージに豊富に発現する糖タンパク質であり、

M1 および M2 極性化の両者に関与する。LPS 刺激後において、プログラニュ

リン欠損マクロファージは、炎症性サイトカイン産生の増加を伴う M1 様表現

型に誘導される (57)。他方、カルディオトキシン誘発骨格筋傷害後においては、

CD206を発現するM2様表現型が観察される (58)。一見矛盾するようであるが、

プログラニュリン欠損は、マクロファージを病態増悪に寄与する表現型に誘導

する点で共通している。以上の観点から、プログラニュリン欠損は、急性心筋

梗塞後のマクロファージ極性化を障害し、心臓リモデリングを増悪させると仮

説を立てた。 

本研究では、急性心筋梗塞後における内因性プログラニュリンの役割を明ら

かにするため、野生型マウスおよびプログラニュリン欠損マウスを用いて心筋

梗塞モデルを作製し、心臓リモデリングについて評価した。 
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第 2 節 実験材料および方法 

2-1 動物 

雄性 ICR (8-12 週齢) マウスは、日本エスエルシー株式会社より購入した

(Hamamatsu, Japan)。栢菅らの方法で作製したプログラニュリン欠損マウスは、

理研バイオリソースセンター (Tsukuba, Japan) より入手し、C57BL/6J マウスで

10 世代以上戻し交配した (59)。野生型およびプログラニュリン欠損マウスは

8-16 週齢を使用した。実験動物のプロトコールは、米国国立衛生研究所 

(National Institutes of Health) の「実験動物の使用に関するガイドライン 

(Guidelines on the Use of Laboratory Animals)」に従って実施され、岐阜薬科大学

および岐阜大学の施設動物管理使用委員会および施設バイオセーフティ委員

会の承認および監視を受けた (岐阜薬科大学動物実験申請承認番号： 2019-046、

2019-197、2020-005、2020-033、2020-050、2020-085、2021-029、2022-012、2022-022、

岐阜大学動物実験申請承認番号: 29-113、2019-260、2020-179)。岐阜薬科大学お

よび岐阜大学の動物実験施設では、全てのマウスを 23±3°C、12 時間の明暗サ

イクルで飼育し、餌と水を自由に摂取できるようにした。 

 

2-2 実験材料 

本実験に用いた薬物および試薬は、以下の通りである。 

Recombinant mouse progranulin protein、recombinant mouse M-CSF protein、

recombinant mouse IL-4 protein、recombinant mouse IFN-gamma protein は R&D 

systems (Minneapolis, MN, USA)、パラホルムアルデヒド  (paraformaldehyde: 

PFA)、protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail II、phosphatase 

inhibitor cocktail III、Igepal CA-630 は Merck Millipore (Billerica, MA, USA)、トリ

プシン (trypsin)、塩化カリウム [potassium chloride (KCl)]、塩酸 [hydrochloric 
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acid (HCl)]、スクロース (sucrose)、エタノール (ethanol)、sample buffer solution 

(2ME+) (x4)、メタノール (methanol)、イムノスター®LD、デオキシコール酸ナ

トリウム (sodium deoxycholate)、ドデシル硫酸ナトリウム  (sodium dodecyl 

sulfate: SDS)、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル  [sodium 

dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel]、6-アミノヘキサン酸 (6-Aminohexanoic 

acid)、ミダゾラム (midazolam)、ブトルファノール酒石酸塩 (butorphanol tartrate) 

は Wako (Osaka, Japan)、リン酸二水素カリウム [potassium dihydrogenphosphate 

(KH2PO4)]、リン酸水素二ナトリウム・十二水  [disodium hydrogenphosphate 

12-water (Na2HPO4・12H2O)]、リン酸二水素ナトリウム二水和物  [sodium 

dihydrogenphosphate dihydrate (NaH2PO4・2H2O)]、Blocking One-P、ペントバル

ビタールナトリウム (pentobarbital sodium)、Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)、Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)、リン酸緩衝液  (phosphate 

buffered saline: PBS)、Accutase は NacalaiTesque (Kyoto, Japan)、ペニシリン 

(penicillin)、ストレプトマイシン (streptomycin) は Meiji Seika (Tokyo, Japan)、

塩化ナトリウム [sodium chloride (NaCl)]、メデトミジン塩酸塩 (medetomidine 

hydrochloride) は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)、生理食塩水 (saline) は

Otsuka Pharmaceutical (Tokushima, Japan)、BCA protein assay kit、Hoechst 33342、

propidium iodide (PI)、lipopolysaccharide (LPS, serotype 026:B6)、ウシ胎仔血清 

(fetal bovine serum; FBS)、赤血球溶解バッファー [red blood cell (RBC) lysis 

buffer] は Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)、2,3,5-triphenyl tetrazolium 

chloride (TTC)、Masson’s trichrome stain kit、ラテックスビーズ (latex beads, 

L3030)、ヒアルロニダーゼ (hyaluronidase) は Sigma-Aldrich (Tokyo, Japan)、コ

ラゲナーゼ I (collagenase I) は Worthington biochemical (Vassar Avenue Lakewood, 

NJ, USA)、Deoxyribonuclease I (DNase-I) は Nippon Gene (Tokyo, Japan)、cell 
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staining buffer、Fc-receptor blocker [TruStain FcX™ PLUS (anti-mouse CD16/32) 

antibody] は BioLegend、アンジオテンシン II (angiotensin II: Ang II)、phalloidin 

594 conjugate working solution は Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA)、イソフ

ルラン (isoflurane) は Pfizer (Tokyo, Japan)、tris-buffered saline (TBS) は Takara 

Bio (Shiga, Japan)、mouse on mouse (M.O.M.) blocking reagent、M.O.M. protein 

concentrate、normal horse serum は Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)、

proteinase K solution は Qiagen (Duesseldorf, Germany)、can get signal solution 1、

can get signal solution 2 は Toyobo (Osaka, Japan)、Triton X-100、トリス塩基 (tris 

base) は Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)、 vectashield fluorescent 

mounting medium は Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)、フルオロマウン

ト  (fluoromount) は Diagnostic Bio Systems (Pleastanton, CA, USA)、optimal 

cutting temperature (O.C.T.) compound、パラフィン (paraffin) は Sakura Finetek 

Japan (Tokyo, Japan) よりそれぞれ購入した。 

 

2-3 マウス心筋梗塞モデル 

 マウス左冠動脈永久閉塞モデルは、既報の方法に準じて以下のように作製し

た (60)。麻酔は 70%亜酸化窒素および 30%酸素存在下、2.0–3.0%イソフルラン

吸入により導入し、1.0–1.5%イソフルラン吸入にて維持した。気管内にチュー

ブを挿入し、マウス用人工呼吸器 (HARVARD APPARATUS, mouse ventilator, 

Massachusetts, USA) にて、7 mL/kg、140 strokes/min で陽圧換気を開始した。右

側臥位左肋間開胸にて心臓を露出した後、7-0 絹糸 (alfresa, Tokyo, Japan) を用

いて左冠動脈を結紮した。左冠動脈閉塞の成否は、結紮部以遠における心臓表

面の局所的チアノーゼにより確認した。その後、3-0 絹糸 (Ethicon, Inc., Raritan, 

NJ) を用いて肋間閉胸および皮膚縫合を行った。自発呼吸の回復後、気管内チ
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ューブを抜管し、マウスを覚醒させた。一連の処置の間は、ヒートパット 

(HEATINGPAD-2; Bio-research center, Co., Nagoya, Japan) を用いて体温を 37°C

に維持した。Sham 群のマウスに対しては、左冠動脈の結紮以外は同様の処置

を行った。 

 

2-4 ウエスタンブロット法 

マウスはペントバルビタールナトリウム (50 mg/kg) の腹腔投与により安楽

死させた。 摘出した心臓は、細胞溶解バッファー［50 mM Tris HCl (pH 8.0)、

150 mM NaCl、0.5% sodium deoxycholate、0.1% SDS、1% IGEPAL CA-630、1% 

Triton X-100 、 phosphatase inhibitor cocktail 、 protease inhibitor cocktail 

(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO)］を添加後、ホモジナイザー (NS-310EⅢ; 

Microtec Co.) を用いて均質化した。ホモジネート溶液は 4°C、10,000×g、20

分間の条件で遠心分離し、上清のタンパク質濃度は bicinchoninic acid protein 

assay kit (Pierce Biotechnology, Inc.) を用いて測定した。タンパク質濃度は、細

胞溶解バッファーおよび sample buffer solution を添加して調製し、検体は 100°C、

5 分間の煮沸処理により作製した。SuperSep Ace (Wako Pure Chemical Industries, 

Ltd., Osaka, Japan) を用いたドデシル硫酸ナトリウム–ポリアクリルアミドゲル

電気泳動により、タンパク質を分離してポリフッ化ビニリデン膜 

(Immobilon-P; Millipore Corporation, Billerica, MA) に転写した。その後、ポリフ

ッ化ビニリデン膜を 0.05% Tween-20溶液を含むTBS (T-TBS: 10 mM tris, 40 mM 

tris hydrochloride, 15 mM NaCl) で洗浄し、Blocking One-P (Nacalai Tesque, Inc., 

Kyoto, Japan) で室温にて 30分間ブロッキングした後、一次抗体に浸漬して 4°C

で一晩インキュベートした。一次抗体は、sheep anti-PGRN (1:1,000; R&D systems 

Inc., Minneapolis, MN)、goat anti-MerTK (1:1,000; R&D systems Inc.)、rabbit 
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anti-CD206 (1:1,000; Abcam, Inc., Cambridge, UK)、rabbit anti-COX-2 (1:1,000; Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA)、rabbit anti-MMP-9 (1:1,000; Cell Signaling 

Technology)、rabbit anti-phosphorylated Akt (1:1,000; Cell Signaling Technology), 

rabbit anti-Akt (1:1,000; Cell Signaling Technology)、goat anti-CCL2 (1:1,000; R&D 

systems Inc.)、rabbit anti-αSMA (1:1,000; Abcam, Inc.) および rabbit anti-GAPDH 

(1:1,000; Cell Signaling Technology) を用いた。二次抗体は、horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated goat anti-rabbit (1:2,000; Pierce Biotechnology, Inc.) 、

HRP-conjugated rabbit anti-sheep IgG (1:2,000; Pierce Biotechnology, Inc.)、

HRP-conjugated rabbit anti-goat IgG (1:75,000; Pierce Biotechnology, Inc.)、

Immunoreactive bands were visualized by Immuno Star LD (Fujifilm Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan) および Amersham Imager 680 blot and gel 

imager (Cytiva; Marlborough, MA) を用いた。 

 

2-5 免疫染色法 

摘出した心臓は、4％paraformaldehyde (PFA) 溶液にて 4°C、48時間固定した。

その後、25％ショ糖に 24 時間浸漬し、optimal cutting temperature compound 

(Sakura Finetechnical Co., Ltd., Tokyo, Japan) に包埋した。クライオスタットビブ

ラトーム (Leica CM 1,850; Leica Microsystems, Inc., Wetzlar, Germany) を使用し

て、厚さ 10 μm の横断面凍結切片を作製し、グラススライド上に配置した。切

片は phosphate-buffered saline (PBS) にて希釈した 5％正常ウマ血清 (Sigma- 

Aldrich, Inc.) に浸漬し室温で 1 時間ブロッキングした。その後、Progranulin 

(1:100; R&D systems, Inc.)、CD68 (1:100; Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA)、

Troponin-I (1:100; Abcam, Inc.)、NIMP-R14 (1:100; Abcam, Inc.)、CoraLite® 

594-conjugated Cardiac Troponin-I monoclonal antibody (1:100; Proteintech, Inc., 
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Rosemont, IL) の一次抗体と 4°C で一晩インキュベートした。PBS で 10 分間ず

つ 3 回洗浄し、Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG (1:1,000; Molecular Probes, 

Eugene, OR), Alexa Fluor 546 goat anti-rat IgG (1:1,000; Molecular Probes), Alexa 

Fluor 647 donkey anti-sheep IgG (1:1,000; Molecular Probes) の二次抗体と室温で

1時間インキュベートした。PBSで 3回洗浄後、Hoechst 33342 (1:1,000; Molecular 

Probes) で 10 分間インキュベートし、核を染色した。顕微鏡観察のために、

Vectashield fluorescent mounting medium（Vector Laboratory, Burlingame, CA）を切

片に添加し、カバーガラスにて封入した。切片は、共焦点顕微鏡  (Vector 

Laboratory, Burlingame, CA) を用いて、10、20、40 倍率で撮影した。蛍光強度

は、画像処理ソフトウェア (Fiji-ImageJ; National Institutes of Health, Bethesda 

MD, USA) を用いて測定し、少なくとも 3つの切片画像の平均値として示した。

梗塞領域、境界領域、非梗塞領域は、Cardiac Troponin-I の蛍光強度を指標とし

て区別した。 

 

2-6 線維化領域の定量 

摘出した心臓は、4％PFA 溶液にて 4°C、48 時間固定し、パラフィンに包埋

した。厚さ 6 µm のパラフィン包埋切片を作製し、Masson's trichrome stain kit 

(Sigma- Aldrich, Inc.) で染色した。画像はすべて蛍光顕微鏡  (BZ-X710; 

Keyence) を用いて撮影した。Masson's trichrome 染色後、Fiji-ImageJ を用いて青

色に検出された線維化領域を測定した。線維化サイズは、心尖部から結紮部ま

での 5 切片の左心室総面積に占める線維化総面積の割合として算出し、3 回の

平均値で表した。 
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2-7 梗塞領域の定量 

マウスは左冠動脈結紮 24 時間後にペントバルビタールナトリウム (50mg/kg 

i.p.) の腹腔投与により安楽死させた。摘出した心臓は結紮部以下を横断面に 4

切片にスライスした。切片は生理食塩水にて希釈した 2% 2,3,5-triphenyl 

tetrazolium chloride (TTC) に浸漬し、室温で 20 分間インキュベートした後、10％

緩衝ホルマリン溶液で一晩固定した。デジタルカメラ（Coolpix 4,500；Nikon, 

Tokyo, Japan）で切片を撮影し、梗塞面積は Fiji-ImageJ を用いて測定した。梗

塞サイズは、左心室総面積に占める梗塞総面積の割合として算出した。 

 

2-8 心電図測定 

心電図 (electrocardiogram: ECG) は既報の方法に準じて測定した (61, 62)。メ

デトミジン (0.3 mg/kg)、ミダゾラム (4 mg/kg)、ブトルファノール (5 mg/kg) の

混合溶液の腹腔投与によりマウスに麻酔を誘導した。信号は 4 kHzで記録され、

0.3 Hz のハイパス設定と 1 kHz のローパス設定でフィルタリングされた。第 II

誘導心電図の測定のため、左後肢、右前肢、右後肢の皮下に針を刺した。心電

図記録の際は、ヒーティングパッドを用いてマウスの体温を維持した。平均信

号心電図は 60 秒までの複合時間によって作製し、得られた信号は LabChart v8

ソフトウェア (ADinstruments, Dunedin, New Zealand) を用いて解析した。等電

位線は、T 波と P 波の間のセグメントとして定義された。心電図の波形から

QT 間隔、RR 間隔、補正 QT 間隔を定量した。QT 間隔は心室の脱分極開始か

ら再分極終了までの時間を示し、RR 間隔は心室の脱分極から次の脱分極まで

の時間を反映する。補正 QT 間隔 (corrected QT interval: QTc) は、Bazett の補正

式 (QT 間隔／RR 間隔 1/2) を用いて算出した。 
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2-9 心臓由来の免疫細胞の調製 

免疫細胞は、先行研究の方法を参照して以下のように獲得した (63)。マウス

は、イソフルランによる過麻酔で安楽死させた。心臓を露出させ、左右の心房

を切断し、18G の注射針を取り付けた 10 mL シリンジを用いて、冷生理食塩水

10 mL を左右 2 回ずつ灌流した。心臓を摘出し、心房と主要血管を剥離した。

心臓をシャーレ上に置き、Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Nacalai 

Tesque) 200 μL を添加し、滑らかになるまでミンチにした。ミンチした心臓を

DMEM 800 μL に懸濁し、50×g、2 分間の条件で遠心分離し、上清を除去した。

次に、collagenase I (450 U/mL; Worthington biochemical Co., Vassar Avenue 

Lakewood, NJ, USA), hyaluronidase (60 U/mL; Sigma-Aldrich, Inc.), DNase-I (60 

U/mL; Nippon Gene Co., Ltd., Tokyo., Japan) を含有する Hank's Balanced Salt 

Solution (HBSS; Nacalai Tesque) 2 mL を添加し、37°C で 60 分間インキュベート

した。その後、30 秒間ボルテックスし、ピペッティングして均一な懸濁液とし、

HBB バッファー (HBSS, 2% FBS, 0.2% bovine serum albumin) 12 mL に濾過しな

がら添加した。懸濁液を 4°C、400×g、5 分間の条件で遠心分離し、上清を除

去した。ペレットを赤血球溶解バッファー (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA) で溶血し、ボルテックスで再懸濁し、室温で 5 分間インキュベート

した。この懸濁液を HBSS 5mL に添加し、4°C、400×g、5 分間の条件で遠心

分離した。上清の除去後、ペレットを Cell Staining Buffer (BioLegend Co, Inc., San 

Diego, CA, USA) 100 μL に再懸濁した。 

 

2-10 フローサイトメトリー解析 

 細胞懸濁液は、Cell Staining Buffer 100 μL に対して 1.0×106 cells の細胞密度で

調製した。この懸濁液を 0.25 μg の Fc-Receptor Blocker [TruStain FcX™ PLUS 
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(anti-mouse CD16/32) Antibody; BioLegend Co, Inc.] と 10 分間インキュベートし

た。一次抗体は、FITC anti-Ly6C antibody (1:100; BioLegend Co, Inc.)、PE 

anti-CD11b antibody (1:100; BioLegend Co, Inc.)、APC anti-CCR2 antibody (1:100; 

BioLegend Co, Inc.)、PerCP/Cyanine5.5 anti-CD206 antibody (1:100; BioLegend Co, 

Inc.)、PE/Cyanine7 anti-MerTK antibody (1:100; BioLegend Co, Inc.) を用いた。20

分間インキュベートした後、懸濁液に Cell Staining Buffer 2 mL を添加し、4°C、

400×g、5 分間遠心分離した。ペレットを再懸濁し、4°C、400×g、5 分間遠心

分離した。細胞を再懸濁し、1 mL の 4％PFA 溶液で 20 分間固定した。この懸

濁液に Cell Staining Buffer 2 mL を加え、4°C、400×g、5 分間で 3 回遠心した。

サンプルをフローサイトメーターとセルソーターソフトウェア  (Cell Sorter 

SH800S; Sony Co., Inc., Tokyo, Japan) で解析した。 

 

2-11 腹腔マクロファージ初代培養 

マウス腹腔マクロファージは、滅菌した FBS 不含 DMEM 5mL の腹腔洗浄に

より回収した。採取した細胞は遠心分離後に FBS 不含 DMEM に再懸濁し、5.0

×104 cells/well の密度で 24-well プレートに播種した。播種 30 分後、付着して

いない細胞を FBS 不含 DMEM で洗浄し、10％FBS 含有 DMEM 中、加湿大気

下 (95% air、5% CO2) または低酸素下（94% N2、5% CO2、1% O2）、37°C で

24 時間培養した。 

 

2-12 骨髄由来マクロファージ初代培養 

マウスはイソフルランによる過麻酔で安楽死させた。大腿骨と脛骨を採取し、

片側を切断し、10,000×g で 10 秒間、遠心分離した。骨髄ペレットを赤血球溶

解バッファーで 30–60 秒間溶血し、10% FBS、100 U/mL penicillin (Meiji Seika 
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Pharma Co., Ltd., Tokyo, Japan)、100 μg/mL streptomycin (Meiji Seika Pharma) を含

有する DMEM (10% FBS DMEM) 10 mL に懸濁後、200×g で 5 分間、遠心分離

した。マクロファージコロニー刺激因子 (macrophage colony-stimulating factor: 

M-CSF; R&D Systems Minneapolis, MN, USA) 10 ng/mL を含む 10% FBS DMEM

に再懸濁後、12-well プレートに 5.0×105 cells/mL の密度で播種し、37℃、95% 

air、5% CO2の加湿大気下で培養した。培地は 2 日毎に交換し、4 日間培養した。

骨髄由来マクロファージに LPS (10 ng/mL) ＋IFN-γ (20 ng/mL) または IL-4 (20 

ng/mL) を 48 時間処置し、M1 および M2 様マクロファージに誘導した  (64)。 

 

2-13 定量的リアルタイム逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 (quantitative reverse 

transcription polymerase chain reaction: RT-qPCR) 法 

Nucleo Spin RNA II (Takara Bio Inc., Shiga, Japan) を用いて、腹腔マクロファー

ジおよび骨髄由来マクロファージから RNA を抽出した。RNA 濃度は NanoVue 

Plus (GE Healthcare, Chicago, IL) を用いて測定した。PrimeScript RT Reagent Kit 

(Perfect Real Time; Takara Bio Inc.) を用いて逆転写を行い、RNA から一本鎖

cDNA を合成した。定量的リアルタイム RT-qPCR は、TB Green Premix ExTaq II 

(Tli RNaseH Plus; Takara Bio Inc.) と TP800 Thermal Cycler Dice RealTime System 

(Takara Bio Inc.) を用いて実施した。全ての手順は製造元の説明書に従った。サ

イクリング条件は、95℃で 5 秒、60℃で 30 秒を 1 サイクルとして、40 サイク

ルを行った。結果は β-actin 発現量で正規化した相対遺伝子発現量で示した。使

用した PCR プライマー配列は Table 1 に示す。 

Gene Forward 5’→3’ Reverse 5’→3’ 

Mrc1  CAAGGAAGGTTGGCATTTGT CCTTTCAGTCCTTTGCAAGC 

Il1b  AACCTGCTGGTGTGTGACGTTC CAGCACGAGGCTTTTTTGTTGT 
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Il6  TCTGCAAGAGACTTCCATCCAGT TCTGCAACTGCATCATCGTTGT 

Tnf  GAGTGACAAGCCTGTAGCC CTCCTGGTATGAGATAGCAAA 

Ccl2  CTGAAGCCAGCTCTCTCTTCCT CAGGCCCAGAAGCATGACA 

Il10 GCTCTTACTGACTGGCATGAG CGCAGCTCTAGGAGCATGTG 

Il4r TGACCTCACAGGAACCCAGGC GAACAGGCAAAACAACGGGAT 

Tgfb1 CTGCTGACCCCCACTGATAC AGCCCTGTATTCCGTCTCCT 

Grn  CTGCCCGTTCTCTAAGGGTG ATCCCCACGAACCATCAACC 

Actb CGA GGT GAC AGA GAC CAC AA CTG GAG TCA AGC CAG ACA CA 

Table 1.  Sequences of primers (mouse) used for RT-qPCR. 

 

2-14 貪食アッセイ 

骨髄由来マクロファージを 96-well プレートに 5.0×104 cells/well の密度で播

種し、37℃、95% air、5% CO2の加湿大気下で 24 時間培養した。その後、骨髄

由来マクロファージに 50 ng/mL LPS を添加し、1、6、24 時間後にラテックス

ビーズ (L3030; Sigma-Aldrich, Inc.) と 4 時間インキュベートし、PBS で 3 回洗

浄した。蛍光強度は、spectrophotometer (Varioskan; Thermo Electron Corporation, 

Vantaa, Finland) で励起波長 575 nm、蛍光波長 610 nm で測定した。細胞を

Hoechst 33342 (1:1,000) と 15 分間インキュベートし、蛍光顕微鏡 (BZ-X710; 

Keyence) で撮影した。貪食活性は、蛍光強度を細胞数で補正して算出した。 

 

2-15 H9c2 細胞株の培養 

ラット心筋細胞株 H9c2 (European Collection of Authenticated Cell Culture, 

Wiltshire, UK) は、100 units/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin (Meiji Co. Ltd., 

Tokyo, Japan), 10% fetal bovine serum (FBS; Valeant, Costa Mesa, CA, USA) を含
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む DMEM high glucose (Sigma-Aldrich, Inc.) 中、37℃、95% air、5％ CO2で培養

した。 

 

2-16 心筋細胞肥大の評価 

H9c2 細胞株は、10% FBS を含む DMEM high glucose で 24-well プレートに

10,000 cells/well の密度で播種し、37℃、95% air、5% CO2で 24 時間培養した。

その後、培地を DMEM 1% FBS に交換し、1 μM angiotensin II (Ang II; Cayman 

Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA), 250 ng/mL recombinant mouse PGRN (R&D 

systems, Inc.), PBS を 24 時間処置した。細胞を PBS で洗浄し、4％PFA 溶液にて

室温で 20 分間固定した。PBS で 3 回洗浄し、phalloidin 594 conjugate working 

solution (1:1,000; Cayman Chemical Co.) に室温で 60 分間浸漬した。PBS で 3 回

洗浄し、Hoechst 33342 (1:1,000) で 15 分間インキュベートした後、蛍光顕微鏡

(BZ-X710; Keyence) を用いて撮影した。細胞表面積 (μm2) は Fiji-ImageJ を用

いて測定した。 

 

2-17 シングルセル RNA シークエンス解析 

Grn mRNA レベルは、心筋梗塞後の心臓を対象としたシングルセル RNA シ

ーケンス  (scRNA-seq) の公共データセットを用いて解析した。EMBL-EBI 

(www.ebi.ac.uk/arrayexpress) の ArrayExpress データベースに、アクセスコード

E-MTAB-7376 および E-MTAB-7365 で寄託されているデータを用いた (Farbehi 

N. et al., eLife., 2019)。偽処置群、心筋梗塞後 3 日目および 7 日目において、各

1 例ずつのシングルセルデータをダウンロードした。シングルセルデータは、

活性化線維芽細胞  (activated fibroblasts: F-Act) 、線維芽細胞 -Sca1high 

(fibroblast-Sca1high: F-SH)、線維芽細胞-Sca1low (fibroblast-Sca1low: F-SL)、筋線維
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芽細胞 (myofibroblasts: MYO)、Wnt 発現線維芽細胞 (fibroblasts expressing Wnt: 

F-WntX)、内皮細胞 (endothelial cells: EC)、壁細胞 (mural cells: Mural)、増殖性

EC (cycling EC: Cyc)、M1 マクロファージ (M1 macrophages: M1Mφ)、M1 単球 

(M1 monocytes: M1Mo)、樹状細胞 (dendritic-like cells: DC)、IFN 誘導遺伝子を

高発現するマクロファージ  (macrophages showed strong upregulation of 

IFN-induced genes: MAC-IFNIC)、M2 マクロファージ (M2 macrophages: M2Mφ)、

心臓組織常在性 Mφ (cardiac tissue-resident Mφ: MAC-TR)、T 細胞 (T-cells: TC)、

B 細胞 (B-cells: BC)、ナチュラルキラー細胞 (natural killer cells: NKC)、グリア

細胞 (glial cells: Glia) としてアノテーション済みであった。個々の細胞群にお

ける Grn 発現量の値を抽出し、統計学的に解析した。 

 

2-18 統計解析 

データは平均値±SEM で示した。量的変数は、2 群間比較には Levene の検

定後に Student または Welch の両側 t 検定を、多群間比較には一元配置分散分

析後に Tukey または Dunnett 検定を用いて統計的に解析した。P 値＜0.05 を統

計的に有意差ありとした。すべての統計解析は、SPSS (version 24.0.0.0; IBM, 

Armonk, NY, USA) ソフトウェアと GraphPad Prism (version 9.5.1; Graphpad 

Software, Boston, MA, USA) を用いて行った。 
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第 3 節 実験成績 

3-1 心筋梗塞後のプログラニュリン発現量および局在の検討 

まず、心筋梗塞後の心臓全体におけるプログラニュリン発現レベルを検討し

た。プログラニュリン発現量は、心筋梗塞 1、3、7 日後に有意に増加した (Figure 

5A, B)。また、心筋梗塞後のプログラニュリンの局在について、心臓横断切片

の免疫染色により、梗塞部、境界部、非梗塞部において評価した (Figure 5C)。

プログラニュリンの蛍光強度は、心筋梗塞 3 日後に境界部および梗塞部におい

て有意に増加した (Figure 5D, E)。 

 

(Continued on next page)  
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Figure 5  The expression and localization of PGRN after MI. 

(A) Immunoblots exhibit PGRN (58-68 kDa) and GAPDH (37 kDa) in whole hearts at 1, 3, 7, and 

14 days after myocardial infarction (MI). (B) Quantitative analysis of PGRN expression level 

normalized to GAPDH in the entire infarcted myocardium. Data are the means ± SEM (Sham 

group: n = 5, MI groups; 1 d: n = 6, 3 d: n = 6, 7 d: n = 5, 14 d: n = 6). *p < 0.05, **p < 0.01 vs. 

Sham group (one-way ANOVA followed by Dunnett T3 test). (C) Scheme of a myocardial 

transverse section after MI. The myocardium was classified into three different regions as follows: 

infarct, border and remote areas. (D) Confocal microscopic images (×10 magnification) of PGRN 

at 3 days after MI.  Scale bar: 500 μm. (E) Quantitative analysis of fluorescence intensity for 

PGRN at 3 days after MI. Data are the means ± SEM (Normal: n =5, Sham: n = 5, Infarct: n = 5, 

Border: n =5, Remote: n =5). **p < 0.01 vs. Sham group (one-way ANOVA followed by Dunnett 

T3 test). 

 

3-2 心筋梗塞後のプログラニュリン発現細胞の検討 

プログラニュリン発現量の経時的変化は、マウス心筋梗塞モデルにおけるマ

クロファージの集積数と対応している (55)。そこで、主要なプログラニュリン

発現細胞はマクロファージであると考え、マクロファージマーカーである

CD68 とプログラニュリンを共免疫染色したところ、プログラニュリンは境界

領域において CD68 と共局在した (Figure 6A)。CD68+細胞数および PGRN+ 

CD68+細胞数は、心筋梗塞後 3 日目の境界領域において顕著な増加を認めた 

(Figure 6B-D)。全 CD68+細胞に占めるプログラニュリンとの共陽性細胞の割合

は、心筋梗塞群で約 79.6％、偽手術群で 68.5％であった (Figure 6E)。 
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Figure 6  PGRN colocalizes with CD68+ cells after MI. 

(A) Enlarged images of a cell expressing PGRN. The white arrows indicate one of the CD68+ 

PGRN+ cells. Scale bar: 10 μm. (B) Typical confocal microscopic images (×20 magnification) of 

macrophages at border areas 3 days after MI. Blue: nuclei stained with Hoechst 33342, Red: 

Troponin-I, Magenta: CD68, Green: PGRN. Scale bar: 100 μm. (C-E) Quantitative analysis of the 

number of CD86+ cells, PGRN+ CD68+ cells, and % of PGRN+ cells in CD 68+ cells at border 

areas 3 days after MI. Data are the means ± SEM (Sham: n = 5, MI: n =5). **p < 0.01, ***p < 0.001 

vs. Sham-operated group (Levene's test followed by Student’s or Welch’s two-tailed t-test). 
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3-3 scRNA-seq 再解析に基づくプログラニュリン発現細胞群の検討 

マクロファージにおけるプログラニュリンの高発現を裏付けるため、公開さ

れている scRNA-seq データセットを用いて、プログラニュリンを発現する細胞

群を解析した (65)。偽手術群の Grn 発現レベルを調べたところ、単球・マクロ

ファージ細胞群で高値を示した (Figure 7A)。また、心筋梗塞後 3 日目および 7

日目のGrnの発現は単球・マクロファージ細胞群で高値を示した (Figure 7B, C)。

以上より、心筋梗塞後におけるプログラニュリン発現量の増加は、主にマクロ

ファージの存在量に相関することが示唆された。 

 

Figure 7  PGRN expressing cell clusters after MI. 

(A-C) scRNA-seq analysis of cell clusters expressing Grn after sham operation and at 3- and 

7-days post-MI. Data are the means ± SEM (Fibroblast lineage: n = 262, Endothelial & Mural: n = 

355, Monocyte & Macrophage: n = 3184, Lymphoid: n = 73, Glial: n = 1). ****p < 0.0001 vs. 

Monocyte & Macrophage (one-way ANOVA followed by Tukey’s test). 

 

3-4 プログラニュリン欠損が心筋梗塞後の心肥大に及ぼす影響 

プログラニュリン欠損マウスを用いて、心筋梗塞後におけるプログラニュリ

ンの病態生理学的役割を検討した。心筋梗塞後の重症度は、心臓の肥大化と関

連しており、心臓重量／体重比が指標となる (66, 67)。心筋梗塞 14 日後におい
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て、プログラニュリン欠損マウスでは野生型マウスと比較して心重量／体重比

が有意に増加した (Figure 8A, B)。 

 

Figure 8  PGRN deficiency increases heart weight per body weight after MI. 

(A) Typical images of the whole hearts in WT and PGRN-KO mice at 14 days post-MI. Scale Bars: 

1 mm. (B) Quantitative analysis of heart weight per body wight (HW/BW). Data are the means ± 

SEM (WT: n = 8, KO: n = 4). *p < 0.05 vs. WT (Levene's test followed by Student’s two-tailed 

t-test). 

 

3-5 プログラニュリン欠損が心筋梗塞後の線維化に及ぼす影響 

過剰な線維化は、心室の硬直と心筋細胞の機械電気的結合の障害を誘導する

ため、収縮機能障害と重篤な不整脈の一因となる (54, 68)。そこで、コラーゲ

ンの豊富な線維化部位を青色に染色する Masson’s trichrome 染色を用いて、左

心室と右心室の線維化サイズを評価した (Figure 9A)。プログラニュリン欠損マ

ウスにおいて、心筋梗塞 14 日後において左室および右室の線維化サイズが野

生型マウスと比較して有意に増加した (Figure 9B, C)。 
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Figure 9  PGRN deficiency increases ventricular fibrosis after MI. 

(A) Typical images of the myocardial transverse sections from apex to ligature visualized by 

Masson’s trichrome staining in WT and PGRN-KO mice at 14 days after MI. Scale Bars: 1 mm. (B, 

C) Quantitative analysis of fibrosis size (%) in left and right ventricular (LV and RV). Data are the 

means ± SEM (WT: n = 8, KO: n = 4). *p < 0.05 vs. WT (Levene's test followed by Student’s 

two-tailed t-test). 

 

3-6 プログラニュリン欠損が心筋梗塞後の生命予後に与える影響 

マウス心筋梗塞モデル作製後 14 日目までの生存率を解析した。プログラニ

ュリン欠損マウスは、心筋梗塞後の生存率が著しく低く、心臓破裂により早期

に死亡した (Figure 10A, B)。また、心機能の指標として心電図を測定したとこ

ろ、プログラニュリン欠損マウスでは、心筋梗塞 14 日後における QT 間隔およ

び補正 QT 間隔 (corrected QT interval: QTc) が延長した (Figure 10C-E)。一方、

RR 間隔は、野生型マウスと比較して延長傾向を示したが、有意差は認められ

なかった (Figure 10F)。QT 間隔は、心室の電気的興奮から回復に必要な時間を

反映する。QT 延長は、心臓の収縮と弛緩の効率を低下させ、致死的不整脈を
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誘発する可能性がある (69)。したがって、プログラニュリン欠損は、心筋梗塞

後に重篤な不整脈と間接的な心機能障害を誘発することが示唆される。以上の

結果より、プログラニュリン欠損は心筋梗塞後の組織学的および電気生理学的

に機能障害を引き起こす可能性がある。 

 

Figure 10  PGRN deficiency induces higher mortality and longer QT interval after MI. 

(A) Kaplan-Meier survival curves in WT and PGRN-KO mice following MI. Data are the means ± 

SEM (WT: n = 33, PGRN-KO: n = 28). **p < 0.01 vs. WT (Log-rank test). (B) Observed days of 

cardiac rupture post-MI. Data are the means ± SEM (WT: n = 11, PGRN-KO: n = 13). *p < 0.05 vs. 

WT (Mann-Whitney U test). (C) Electrocardiograms (ECGs) in WT and PGRN-KO mice at 14 

days after MI. (D-F) Quantitative analysis of corrected QT interval (QTc), QT interval and RR 

interval, respectively. Data are the means ± SEM (WT: n = 9, PGRN-KO: n = 4). *p < 0.05, **p < 

0.01 vs. WT (Levene's test followed by Student’s or Welch’s two-tailed t-test). 

 

3-7 プログラニュリンの心筋梗塞後の梗塞サイズに及ぼす影響 

次に、心筋梗塞後の心筋細胞死を評価するため、急性期における梗塞サイズ
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を評価した。野生型とプログラニュリン欠損マウスの間で、急性期 (心筋梗塞

48 時間後) における梗塞サイズに有意差は認められなかった (Figure 11A, B)。 

 
Figure 11  PGRN deficiency does not change infarct size after MI. 

(A, B) Typical images of infarct myocardium and quantification of left ventricular (LV) infarct size 

in WT and PGRN-KO mice at 48 hours after MI. Data are the means ± SEM (WT: n = 5, 

PGRN-KO: n = 6). N.S vs. WT (Levene's test followed by Student’s two-tailed t-test). 

 

3-8 プログラニュリンの心筋細胞肥大に対する作用 

H9c2 心筋細胞株を用いて、アンジオテンシン II 誘発心筋細胞肥大に対する

プログラニュリンの作用を評価した。プログラニュリンは、アンジオテンシン

II により誘導される心筋細胞表面積の増加を有意に減少させた (Figure 12A, B)。

以上の結果は、プログラニュリン欠損による有害な心臓リモデリングは、急性

期の心筋細胞死の増加よりも、亜急性期以降の病理学的過程における心筋細胞

の肥大化や線維化の亢進に起因することを示唆している。 
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Figure 12  Effects of PGRN on cardiomyocyte hypertrophy. 

(A, B) Representative images of rat cardiomyocyte H9c2 treated with Angiotensin II (Ang II) and 

PGRN for 24 hours. Blue: nuclei stained with Hoechst 33342, Red: Phalloidin. Scale Bar: 100 μm. 

Data are the means ± SEM (PBS: n = 5, Ang II: n = 5, Ang II+PGRN: n = 5, PGRN: n =5). *p < 

0.05, **p < 0.01 vs. Ang II (one-way ANOVA followed by Tukey’s test). 

 

3-9 プログラニュリン欠損により誘導される心筋梗塞後のマクロファージ関

連タンパク質発現量の変化 

プログラニュリン欠損マウスは、心筋梗塞後 3日目から高い死亡率を示した。

心筋梗塞 3 日後における病態生理の理解は、予後増悪の原因を解明する上で重

要である。プログラニュリンの欠損により、カルディオトキシン誘発傷害後の

骨格筋でCD206陽性M2様マクロファージが誘導されることが報告されている  

(58)。そこで、プログラニュリン欠損が心筋梗塞後のマクロファージの性質に

及ぼす影響を検討した。プログラニュリン欠損マウスの心臓では、心筋梗塞後

3 日目において CD206 およびアポトーシス細胞の貪食に関わる MerTK の発現

量が高値を示した（Figure 13A, B）。一方、偽手術群では、野生型とプログラニ

ュリン欠損マウスの間で CD206 および MerTK の発現レベルに明らかな違いは

認められなかった (Figure 13A, C)。次いで、心筋梗塞後 3 日目において梗塞境
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界領域のマクロファージおよび好中球の集積を評価した。プログラニュリン欠

損は CD68 の蛍光強度および CD68 陽性細胞数を有意に増加させた (Figure 

13D)。一方、両群間において好中球マーカーである NIMP-R14 の蛍光強度およ

び NIMP-R14 陽性細胞数に明らかな違いは認められなかった (Figure 13E)。 

 

(Continued on next page) 
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Figure 13  Alteration of protein expression and macrophage accumulation affected by 

PGRN deficiency following MI. 

(A) Immunoblots exhibit PGRN (58-68 kDa), CD206 (190 kDa) and MerTK (175 kDa) in whole 

hearts of WT and PGRN-KO mice at 3 days after MI. (B) Quantitative analysis of CD206 and 

MerTK expression levels normalized to GAPDH, in the entire myocardium at 3 days post-MI. Data 

are the means ± SEM (WT: n = 10, PGRN-KO: n = 7). *p < 0.05, ***p < 0.001 vs. WT (Levene's 

test followed by Student’s or Welch’s two-tailed t-test). (C) Typical confocal microscopic images 

(×20 magnification) of macrophages at border areas in WT and PGRN-KO mice at 3 days after MI. 

Blue: nuclei stained with Hoechst 33342, Red: CD68, Gray: Troponin-I. Scale bar: 100 μm. 

Quantitative analysis of fluorescence intensity of CD68 and the number of CD86+ cells at border 

areas in WT and PGRN-KO mice at 3 days post- MI. Data are the means ± SEM (WT: n = 6, 

PGRN-KO: n = 4). *p < 0.05, **p < 0.01 vs. WT (Levene's test followed by Student’s or Welch’s 

two-tailed t-test). (D) Representative confocal microscopic images (×10 magnification) of 

neutrophils at border areas in WT and PGRN-KO mice at 3 days after MI. Cyan: nuclei stained 

with Hoechst 33342, Magenta: NIMP-R14, Green: Troponin-I. Scale bar: 100 μm. Data are the 

means ± SEM (WT: n = 6, PGRN-KO: n = 4). N.S vs. WT (Levene's test followed by Student’s 

two-tailed t-test). 

 

3-10 プログラニュリン欠損がマクロファージ極性化に及ぼす影響 

プログラニュリン欠損マクロファージの極性化状態を評価するために、野生

型およびプログラニュリン欠損マウスから腹腔マクロファージを採取・培養し

た。野生型およびプログラニュリン欠損腹腔マクロファージ共に、Mrc1 発現

レベルは正常条件下と比較して低酸素条件下で顕著に低下した。また、プログ

ラニュリン欠損腹腔マクロファージは、正常および低酸素 (1% O2) 条件下にお

いて野生型と比較して著しく高い Mrc1 発現レベルを示した (Figure 14)。 
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Figure 14  PGRN deficiency increases CD206 expression in peritoneal macrophages. 

mRNA levels of Mrc1 in peritoneal macrophages in WT and PGRN-KO under normal and hypoxic 

conditions. Data are the means ± SEM (Normal; WT: n = 6, KO: n = 6, Hypoxia; WT: n = 7, 

PGRN-KO: n = 8). **p < 0.01, ***p < 0.001, ***p < 0.0001 vs. WT (one-way ANOVA followed by 

Dunnett T3 test). 

 

3-11 scRNA-seq 再解析に基づくプログラニュリン発現細胞の解析 

プログラニュリン発現とマクロファージ表現型との関係性を理解するため

に、公開されている scRNA-seq データセットを用いて、心筋梗塞後のプログラ

ニュリン発現細胞を解析した (65)。心筋梗塞後 3 日目における Grn の発現レベ

ルを解析したところ、M1 単球や M1 マクロファージ、樹状細胞を含む他の細

胞と比較して、M2 マクロファージで高値を示した (Figure 15)。 
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Figure 15  PGRN expressing single cell types after MI. 

(A-C) scRNA-seq analysis of cells expressing Grn at 3 days post-MI. Data are the means ± SEM 

(n = F-Act: 185, F-SH: 25, F-SL: 40, MYO: 4, F-WntX: 8, EC1: 162, EC2: 37, EC3: 75, Mural: 10, 

Cyc: 71, M1Mφ: 1964, M1Mo: 493, DC: 271, MAC-IFNIC: 125, M2Mφ: 49, MAC-TR: 23, 

MAC6: 110, MAC7: 43, MAC8: 106, TC1-Cd8: 28, TC2-Cd4: 16, BC: 27, NKC: 2, Glial: 1). **p < 

0.01, ****p < 0.0001 vs. M1Mφ (one-way ANOVA followed by Tukey’s test). 

 

3-12 プログラニュリン欠損によるマクロファージ浸潤と過剰な線維化の病態

メカニズムの検討 

マクロファージの梗塞部位への浸潤は、C-C motif chemokine ligand 2 (CCL2)

により促進される。また、alpha-smooth muscle actin (αSMA) 陽性筋線維芽細胞

によりコラーゲン線維を豊富に含む線維性瘢痕が形成される。そこで、マクロ

ファージ浸潤および過剰な線維化の病態メカニズムを理解するために、CCL2

と αSMA の発現量を評価した。プログラニュリンの欠損は、心筋梗塞後または

偽手術後 3 日目において、CCL2 および αSMA の発現量に影響しなかった 

(Figure 16A-C）。 
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Figure 16  Protein expression in PGRN-deficient myocardium at 3 days after MI and 

sham-operation. 

(A-C) Immunoblots of CCL2 (25 kDa) and αSMA (40 kDa), and quantification of their expression 

levels normalized to GAPDH in whole hearts of WT and PGRN-KO mice at 3 days following MI 

and sham-operation. Data are the means ± SEM (MI: WT; n = 10, PGRN-KO; n = 7, Sham: WT; n 

= 6, KO; n = 4). *p < 0.05 vs. WT (Levene's test followed by Student’s or Welch’s two-tailed 

t-test). 

 

3-13 プログラニュリン欠損マウスにおける CD206 および MerTK を発現する

心臓マクロファージ亜集団の検討 

心筋梗塞後のプログラニュリン欠損マウスの心臓における CD206 および

MerTKの発現増加の要因を調べるため、マクロファージ亜集団における CD206

および MerTK 発現の関係性について、フローサイトメトリーを用いて解析し

た。プログラニュリン欠損マウスでは、全細胞に占める CD11b+細胞の割合が

高い値を示した (Figure 17A, B)。C-C motif chemokine receptor 2 (CCR2) 陽性心

臓マクロファージは骨髄由来循環単球より分化し、心臓傷害の初期には

lymphocyte antigen 6 complex (Ly6C) high炎症性単球・マクロファージとして組織

に浸潤し、次いで Ly6Clow修復性マクロファージへと表現型を変化させる (70)。

単球・マクロファージを CD11b、Ly6C、CCR2 を用いてより詳細に分類した結

果、プログラニュリン欠損は、心筋梗塞後 3 日目の全細胞に対する Ly6Clow 

CCR2+ CD11b+の割合を顕著に増加させた (Figure 17C, D)。重要なことに、この

亜集団に属する細胞の大部分は、CD206 と MerTK を同時に発現した (Figure 
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17E, F)。実際に定量した結果からも、全細胞における CD206+ Ly6Clow CCR2+ 

CD11b+および MerTK+ Ly6Clow CCR2+ CD11b+の割合も、心筋梗塞後のプログラ

ニュリン欠損マウスの心臓において有意に増加することが明らかになった 

(Figure 17G, H)。 
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(Continued on next page) 



39 

 

Figure 17  Abnormal subpopulation of cardiac macrophages in PGRN-KO mice post-MI. 

(A, B) Representative FACS plots of CD11b+ cells and quantified ratio of CD11b+ cells in total 

singlet cells in WT and PGRN-KO mice 3 days following MI. (C) Representative FACS plots of 

cells distinguished by expression levels of Ly6C and CCR2. (D) Quantified proportion of Ly6Clow 

CCR2+ CD11b+ cells in singlet cells. (E, F) Representative histograms of CD206+ and MerTK+ 

cells in Ly6Clow CCR2+ macrophages. (G, H) Quantified proportion of CD206+ Ly6Clow CCR2+ 

CD11b+ and MerTK+ Ly6Clow CCR2+ CD11b+ cells in singlet cells. Data are the means ± SEM 

(WT: n = 4, PGRN-KO: n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01 vs. WT (Levene's test followed by Student’s 

two-tailed t-test). 

 

一方、Ly6Chigh CCR2+ CD11b+、Ly6Chigh CCR2− CD11b+および Ly6Clow CCR2− 

CD11b+で定義される 3 つの亜集団の割合は、両群間で顕著な変化は認められな

かった (Figure 18A)。また、Ly6Clow CCR2+ CD11b+で定義される個々の細胞で

の CD206 および MerTK の発現量についても、両群間に明らかな違いは認めら

れなかった (Figure 18B)。以上の結果を踏まえると、心筋梗塞後 3 日目におけ

るプログラニュリン欠損マウスの心臓では、炎症性単球よりも分化したマクロ

ファージが顕著に集積している可能性がある。すなわち、プログラニュリン欠

損による梗塞後心臓の CD206 および MerTK 発現量の増加は、個々のマクロフ

ァージにおける発現量の増加ではなく、M2 様マクロファージ数の増加に起因

することが示唆された。 
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Figure 18  Flow cytometric analysis of macrophages at 3 days post-MI. 

(A) Quantification of % of Ly6Clow CCR2− CD11b+, Ly6Chigh CCR2+ CD11b+ and Ly6Chigh CCR2− 

CD11b+ cells in singlet cells in entire myocardium of WT and PGRN-KO mice at 3 days post-MI. 

(B) Median of CD206 and MerTK expression levels in Ly6Clow CCR2+ CD11b+ cardiac 

macrophages in WT and PGRN-deficient myocardium at 3 days following MI. Data are the means 

± SEM (WT: n = 4, PGRN-KO: n = 3). N.S vs. WT (Levene's test followed by Student’s or 

Welch’s two-tailed t-test). 

 

3-14 プログラニュリン欠損が炎症応答後のマクロファージ極性化に及ぼす影

響 

マクロファージは、炎症応答後に自己制御により M2 様表現型に自身を誘導

する (71)。これまでの結果から、プログラニュリンはマクロファージの炎症応

答性を制御すると考えられる。そこで、骨髄由来マクロファージを用いて、マ

クロファージ極性化に対するプログラニュリン欠損の影響を検討した。M1 お

よび M2 マクロファージは、LPS+IFN-γ あるいは IL-4 の 48 時間処置にて誘導

し、その後 RT-qPCR を実施した。まず、LPS+IFN-γ で処理した骨髄由来マク
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ロファージでは、Grn 発現レベルが増加した (Figure 19A)。次いで、LPS+IFN-γ

または IL-4 刺激後 48 時間における野生型およびプログラニュリン欠損骨髄由

来マクロファージにおける炎症性サイトカインの発現レベルを評価した。プロ

グラニュリン欠損骨髄由来マクロファージは、LPS+IFN-γ 処置後に野生型と比

較して Il1b の発現レベルが低下した (Figure 19B)。Il6, Tnf, Ccl2 発現レベルは、

LPS+IFN-γ処置後の野生型とプログラニュリン欠損マクロファージの間に明ら

かな違いは認められなかった (Figures 19C-E)。また、M2 様マクロファージマ

ーカーの発現レベルについても検討した。プログラニュリン欠損骨髄由来マク

ロファージでは、LPS+IFN-γ刺激後48時間に野生型と比較して、Il10は低下し、

Tgfb1 および Il4r は増加した (Figure 19F-H)。また、LPS+IFN-γ 処置後の両群間

において、Il6, Tnf, Ccl2 および Mrc1 の発現レベルに、明らかな違いは認められ

なかった (Figure 19C-E, I)。IL-4 刺激後の両群間においても、それらの mRNA

発現レベルに顕著な変化は認められなかった。 
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Figure 19  Abnormal polarization of PGRN-deficient bone marrow-derived macrophages in 

inflammatory responses. 

(A) Grn mRNA levels in bone marrow-derived macrophages (BMDMs), treated with LPS+IFN-γ 

and IL-4 for 48 hours. Data are the means ± SEM (Normal: n = 4, LPS+IFN-γ: n = 4, IL-4: n = 4). 

****p < 0.0001 vs. LPS+ IFN-γ (one-way ANOVA followed by Dunnett T3 test). (B-I) mRNA 

levels of Il1b, Il6, Tnf, Ccl2, Il10, Il4r, Tgfb1 and Mrc1 in WT and PGRN-deficient BMDMs 

treated with LPS+IFN-γ and IL-4 for 48 hours, respectively. Data are the means ± SEM (WT; 

Normal: n = 4, LPS+IFN-γ: n = 4, IL-4: n = 4, PGRN-KO; Normal: n = 4, LPS+IFN-γ: n = 4, IL-4: 

n = 4). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 (one-way ANOVA followed by Tukey’s 

test). 
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3-15 プログラニュリン欠損が炎症応答後のマクロファージ貪食能に及ぼす影

響 

野生型およびプログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージにおいて、LPS

誘発貪食能に関する評価を実施した。野生型およびプログラニュリン欠損骨髄

由来マクロファージ共に、LPS 処置後 1、6、24 時間において貪食能は増加し

た。プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージでは、LPS 処置後 1 時間で

野生型と比較して貪食能が増加した (Figure 20A)。LPS 処置後の両群間におい

て、6 時間後および 24 時間後の貪食能に明らかな違いは認められなかった 

(Figure 20B, C)。通常条件下の両群間では、いずれのタイムポイントにおいて

も貪食能に有意な変化は認められなかった (Figure 20A-C)。プログラニュリン

欠損は、マクロファージにおいて炎症応答後の早期に貪食能を亢進させる可能

性がある。 

 

Figure 20  PGRN deficiency increases phagocytosis in macrophages early in the  

inflammatory response. 

(A-C) Phagocytosis activities quantified by fluorescence intensity of latex-microbeads corrected by 

number of cells in WT and PGRN-deficient BMDMs treated with LPS for 1, 6 and 24 hours. Data 

are the means ± SEM (WT; Normal: n = 5, LPS: n = 5, PGRN-KO; Normal: n = 5, LPS: n = 5). **p 

< 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 (one-way ANOVA followed by Tukey’s test). 
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第 4 節 考察 

本章では、プログラニュリン遺伝子欠損が急性心筋梗塞後の心臓リモデリン

グに及ぼす影響を検討した。プログラニュリンは梗塞後心臓のマクロファージ

において豊富に発現した。プログラニュリン欠損は、心筋梗塞後における死亡

率の増加、線維化の亢進、重篤な不整脈を誘発した。プログラニュリン欠損マ

ウスの心臓では、CD206およびMerTKの発現量が高値を示し、それらは Ly6Clow 

CCR2+ CD11b+心臓マクロファージ亜集団の増加と相関することが明らかにな

った。他方、骨髄由来マクロファージにおけるプログラニュリンの発現は、

LPS+IFN-γ 処置によって誘導された。プログラニュリン欠損は、LPS+IFN-γ で

刺激した骨髄由来マクロファージにおいて、Il4r および Tgfb1 の発現レベルを

増加させ、Il1b および Il10 の発現レベルを減少させた。また、プログラニュリ

ン欠損により、炎症応答の早期において貪食活性が亢進した。以上より、プロ

グラニュリンは心筋梗塞後の有害な心臓リモデリングに対して保護的に働き、

その作用メカニズムの一部にマクロファージにおける炎症応答の制御機構が

関連している可能性が示された (Figure 21)。 

 

(Continued on next page) 
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Figure 21  Graphical abstract of the adverse cardiac remodeling after MI by PGRN 

deficiency. 

Progranulin (PGRN) was abundantly expressed in macrophages post-MI. PGRN-KO mice showed 

higher mortality, increased fibrosis and severe arrhythmias following MI. PGRN deficiency 

induced abnormal cardiac macrophage subpopulation after MI, which involved Ly6Clow CCR2+ 

macrophages previously reported to accelerate ischemic injury. PGRN-deficient bone marrow 

derived-macrophages exhibited lower levels of Il1b, Il10 and higher levels of Tgfb1, Il4r and 

increased phagocytosis following stimulation of LPS and IFN-γ. PGRN deficiency may exacerbate 

post-MI remodeling via recruitment of macrophages that exert abnormal inflammatory responses. 

 

プログラニュリン欠損マウスでは、心筋梗塞後において左心室および右心室

の線維化が増加した。一般に、心筋梗塞後の非梗塞部における心臓線維化は、

筋線維芽細胞の活性化によって誘導される反応性線維化である (72)。また、プ

ログラニュリンは肝線維芽細胞であるヒト初代星細胞において TGF-β 誘導性

の ACTA2 (αSMA) および Col1a1 の遺伝子発現を抑制することが報告されてい

る  (73)。これらの知見から、プログラニュリン欠損による過剰な線維化は、

心筋梗塞後における線維芽細胞の活性化に対する負のフィードバック機構の

減弱に起因すると考えられる。一方、プログラニュリン欠損は、心筋梗塞後 3

日目の αSMA 発現量を変化させなかった。線維芽細胞は、心筋梗塞後 3 日目に

心臓内で活性化され、細胞外マトリックスタンパク質を豊富に分泌する筋線維

芽細胞へと分化する (74)。これらの知見を考慮すると、プログラニュリンは線

維芽細胞の活性化を抑制し得るが、心筋梗塞後における線維芽細胞の初期活性

化には影響を及ぼさないと考えられる。他方、プログラニュリンは、アンジオ

テンシン II 誘発心筋細胞肥大を抑制した。先行研究において、プログラニュリ

ンのノックダウンは、新生児ラット由来初代心室筋細胞における肥大化を増加

させている (75)。プログラニュリンは心筋細胞の肥大化を抑制する可能性があ

る。以上を踏まえると、プログラニュリン欠損による心筋梗塞後の心肥大は、
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線維化瘢痕の肥厚化と心筋細胞の肥大化の両者に起因すると考えられる。 

冠動脈閉塞による心筋壊死後、炎症応答は迅速に開始され、単球・マクロフ

ァージが梗塞部位に動員される (76)。単球・マクロファージは、CCL2 を含む

ケモカインに誘引される (77, 78)。scRNA-seq データ解析により、マクロファ

ージにおけるプログラニュリンの高発現を明らかにした。心筋梗塞後のプログ

ラニュリン欠損マウスの心臓では、CCR2+骨髄由来マクロファージに起因する

マクロファージ浸潤が増加した。しかしながら、プログラニュリン欠損により、

CCL2 発現量は増加傾向を示したが、有意な変化は認められなかった。先行研

究において、CCL2 mRNA 発現量は、心筋梗塞後 4 および 10 時間という早期に

増加している (79)。以上を踏まえると、CCL2 は心筋梗塞後 3 日目より早期に

おいて単球・マクロファージの動員を促進する可能性がある。プログラニュリ

ン欠損によるマクロファージ浸潤の増加は、サイトカインおよびケモカイン等

の総合的な影響に起因する可能性があるため、包括的な解析を用いた研究が将

来的に必要である。 

マクロファージに発現し貪食機能に関わる MerTK の欠損は、アポトーシス

細胞の除去を障害し、心筋梗塞後における炎症応答の遷延化、心臓線維化の増

加、心機能の低下につながる (56)。今回、プログラニュリン欠損は、MerTK

発現量と共に、心筋梗塞後における死亡率も増加させた。また、プログラニュ

リン欠損骨髄由来マクロファージでは、炎症応答後 6 時間および 24 時間では

なく、1 時間でのみ貪食能の亢進が観察された。プログラニュリンの欠損によ

り、骨髄由来マクロファージおよびミクログリアにおける貪食作用を増強させ

ることが報告されている (80, 81)。すなわち、プログラニュリンは炎症応答の

早期における貪食活性を制御することが示唆される。他方、本研究においてプ

ログラニュリン欠損マウスは、心筋梗塞後の早期に心破裂により死亡する個体
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が散見された。先行研究において、Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-2) 欠損は

マクロファージによる心筋死細胞の貪食除去を遅延させ、心筋梗塞後の心破裂

を減少している (82)。以上の結果を考慮すると、プログラニュリン欠損による

マクロファージの貪食活性の早期亢進は、アポトーシス細胞の除去と瘢痕形成

の不均衡を誘導し、心臓組織の脆弱化と心破裂の発生に寄与する可能性が考え

られる。 

プログラニュリン欠損マウスの心臓および腹腔マクロファージでは、CD206

発現量の増加が観察された。先行研究において、プログラニュリン欠損マウス

では、カルディオトキシン誘発骨格筋傷害後に CD206 陽性 M2 様マクロファー

ジが増加している (58)。これらの知見を踏まえると、プログラニュリン欠損は、

組織傷害や環境因子に応答して M2 様マクロファージ極性化を促進する可能性

がある。また、マクロファージは炎症応答後に M1 様表現型から M2 様表現型

に極性変化を自己制御することが報告されている (71)。実際、炎症応答後の後

期にある腹腔マクロファージは、M1 マーカーと M2 マーカーを同時に発現す

る (83)。また、プログラニュリン欠損は、LPS 刺激後に炎症性サイトカインを

豊富に分泌する M1 様マクロファージを誘導するという報告も存在する (57)。

今回、プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージは、炎症応答後に IL-4R

発現量の増加を示した。IL-4R シグナルは、マクロファージの M2 極性化を促

進する要因である (84)。以上の観点から、プログラニュリン欠損により、マク

ロファージにおける炎症応答に対する抑制的フィードバック機構が早期に働

き始めることが推察される。一方、プログラニュリン欠損マクロファージでは、

炎症応答後に IL-10 発現量が低下し、通常条件下においても低下傾向にあった。

IL-10 はマクロファージにおける Toll-like receptor 4 (TLR4) 誘導性の活性化を

抑制する (85)。プログラニュリン欠損による IL-10 の機能不全は、マクロファ
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ージにおける炎症応答の感受性と極性化の自己制御に部分的に影響する可能

性が考えられる。以上より、プログラニュリン欠損はマクロファージにおける

炎症応答後の極性化に対する自己制御機構を障害することが示唆される。 

CD206 陽性 M2 様マクロファージは、一般に心臓の組織修復を促進し、予後

改善に寄与する (84)。しかしながら、プログラニュリン欠損マウスでは、心筋

梗塞後において心臓の CD206 発現量は増加したが、死亡率の増加、線維化の

亢進および重篤な不整脈を示した。また、CD206 の発現は、骨髄由来抗炎症性

の表現型に分類される CCR2+ Ly6C−マクロファージ亜集団において観察され

た。先行研究では、虚血傷害後の腎臓において、骨髄由来 Ly6C−マクロファー

ジは線維化を促進し、病態悪化に寄与している (86)。したがって、プログラニ

ュリン欠損は、心臓 CCR2+ Ly6C−マクロファージ増加を介して、虚血性傷害後

の心臓線維化を悪化させ、生存率を低下させる可能性がある。他方、TGF-β の

発現レベルは、炎症応答後のプログラニュリンを欠損したマクロファージにお

いて増加した。マクロファージは、心筋梗塞後の線維性瘢痕形成においても重

要な役割を担う。実際、先行研究において、CCL2 欠損に伴う浸潤マクロファ

ージの減少は、虚血再灌流障害後 7 日目の心臓線維化を減少させることが報告

されている (87)。したがって、プログラニュリンは、虚血傷害に伴う炎症応答

後に、マクロファージの過剰な線維化反応を抑制する機能を有する可能性が考

えられる。 

結論として、プログラニュリンはマクロファージの機能調節を介して、心筋

梗塞後の有害な心臓リモデリングを抑制することが示唆された。プログラニュ

リンは、心筋梗塞後の心不全発症を予防するために重要な役割を担う可能性が

ある。本章では、プログラニュリンの全身的な欠損により心筋梗塞後に有害な

心臓リモデリングが誘導されることを明らかにした。しかしながら、プログラ
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ニュリン欠損マクロファージが心臓リモデリングの増悪に直接的に関与する

か否かについては不明である。そこで第２章では、プログラニュリン欠損マク

ロファージが心筋虚血病態に及ぼす影響について検討した。 
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第 2 章 マクロファージにおけるプログラニュリンの関与 

第 1 節 緒言 

急性心筋梗塞に対する救命率は向上した一方で、その後に心不全に進展し致

命的な経過を辿る患者は未だ多い。不整脈は急性心筋梗塞後における重篤な合

併症かつ主要な死因であり、生命予後を左右する重大な要因である (88)。心電

図において観察される QT 間隔は、心室の電気的興奮から回復までに必要な時

間を反映している。持続的な QT 間隔の延長は、致死性不整脈の発生リスクを

高めるため、急性心筋梗塞後における突然死の原因となる (89)。しかしながら、

急性心筋梗塞後の心臓電気生理学的変化は十分に解明されていない。 

マクロファージは、心臓電気生理の恒常性維持において重要な役割を担う。

不整脈発生は、マクロファージによる炎症性サイトカインおよび活性酸素種 

(Reactive Oxygen Species: ROS) の産生に関連する (90)。急性心筋梗塞後に心室

性不整脈を呈する患者では、炎症性サイトカインや炎症性単核球の血中レベル

が高いことが報告されている (91)。また、マクロファージを含む骨髄細胞内ミ

トコンドリア ROS (mitochondrial ROS: mtROS) 産生量の亢進は、マウス心筋梗

塞モデルにおける生存率を著しく低下させる (92)。すなわち、急性心筋梗塞後

において不整脈の増悪に寄与するマクロファージの表現型を明らかにするこ

とは病態解明において重要である。 

プログラニュリン欠損マクロファージは、複数のマウス疾患モデルにおいて

異常な炎症応答を示し、組織傷害の増悪に寄与している (57, 93)。当研究室に

おける過去の報告では、プログラニュリンのノックダウンは低酸素条件下にお

けるマクロファージの炎症性サイトカインの産生を促進することを明らかに

した (94)。また、第 1 章で示したように、プログラニュリンの全身欠損は、マ

ウス心筋梗塞モデルにおいてマクロファージの過剰な集積を誘導し、有害な心
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臓リモデリングを促進した (95)。しかしながら、プログラニュリン欠損マクロ

ファージが低酸素条件下において心筋障害の増悪に関与するか否かについて

は不明である。 

本研究では、プログラニュリン欠損マクロファージが、マウス心筋梗塞モデ

ルの心臓電気生理に及ぼす影響を検討した。また、プログラニュリン欠損マク

ロファージが心筋細胞死に及ぼす影響とその作用機序を検討した。 
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第 2 節 実験材料および方法 

2-1 動物 

雄性C57BL/6Jマウス (6-8週齢) は、日本エスエルシー株式会社 (Hamamatsu, 

Japan) から購入した。プログラニュリン欠損マウスは、理研バイオリソースセ

ンター (Tsukuba, Japan) より入手し、C57BL/6J マウスで 10 世代以上戻し交配

した (59)。野生型およびプログラニュリン欠損マウスは 8-16週齢を使用した。

実験動物のプロトコールは、米国国立衛生研究所 (National Institutes of Health) 

の「実験動物の使用に関するガイドライン (Guidelines on the Use of Laboratory 

Animals)」に従って実施され、岐阜薬科大学および岐阜大学の施設動物管理使

用委員会および施設バイオセーフティ委員会の承認および監視を受けた (岐阜

薬科大学動物実験申請承認番号: 2022-012、2022-022、岐阜大学動物実験申請承

認番号: 2020-179)。マウスは、動物飼育施設において、23±3°C、12 時間の明

暗サイクルのもとで、餌と水を自由に摂取できる状態で維持された。外科手術

および心電図記録中は、ヒートパットを用いて体温を一定に維持した。 

 

2-2 実験材料 

本実験に用いた薬物および試薬は、以下の通りである。 

Recombinant mouse M-CSF protein、recombinant mouse IFN-gamma protein は

R&D systems (Minneapolis, MN, USA)、Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)、リン酸緩衝液 (phosphate buffered saline: PBS)、Accutase は Nacalai 

Tesque (Kyoto, Japan) 、ペニシリン  (penicillin)、ストレプトマイシン 

(streptomycin) は Meiji Seika (Tokyo, Japan)、イソフルラン (isoflurane) は Pfizer 

(Tokyo, Japan)、ウシ胎仔血清 (fetal bovine serum; FBS)、Hoechst 33342、propidium 

iodide (PI)、RNAlater-ICE、DMEM ([+] L-Glutamine、[−] D-Glucose、[−] Sodium 
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Pyruvate)、赤血球溶解バッファー [red blood cell (RBC) lysis buffer] は Thermo 

Scientific (Waltham, MA, USA)、ROS assay kit は Dojindo Molecular Technologies 

(Rockville, MD, USA)、seahorse XF DMEM、seahorse XF glucose solution、seahorse 

XF pyruvate solution、seahorse XF glutamine solution、oligomycin A (Oligo)、carbonyl 

cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP)、rotenone/antimycin A (Rot/Ant) 

は Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA)、メデトミジン塩酸塩 

(medetomidine hydrochloride) は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)、ミダゾ

ラム (midazolam)、ブトルファノール酒石酸塩 (butorphanol tartrate) は Wako 

(Osaka, Japan) よりそれぞれ購入した。 

 

2-3 マウス心筋梗塞モデルの作製 

マウス心筋梗塞モデルは、前述の通り左冠動脈を結紮して作製した (95)。簡

潔に記述すると、麻酔は、70% N2O および 30% O2存在下で 1.0–3.0％イソフル

ランにてマウスに導入・維持し、気管内挿管後に人工呼吸器に接続した。左冠

動脈を露出し、陽圧換気下 (7 mL/kg、140 strokes/min) で 7-0 絹糸を用いて結紮

した。偽手術マウスでは、左冠動脈を結紮せず、同様の外科的処置を行った。 

 

2-4 心電図測定 

心電図は前述の方法で測定した (95)。メデトミジン (0.3 mg/kg)、ミダゾラ

ム (4 mg/kg)、ブトルファノール (5 mg/kg) 混合溶液を腹腔投与し、マウスに

麻酔を誘導した。信号は 4 kHz で記録され、0.3 Hz のハイパス設定と 1 kHz の

ローパス設定でフィルタリングした。第 II 誘導心電図の測定のため、左後肢、

右前肢、右後肢の皮下に電極針を刺した。平均信号心電図は 60 秒までの複合

時間によって作製し、得られた信号は LabChart v8ソフトウェア (ADinstruments, 
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Dunedin, New Zealand) を用いて解析した。心電図の波形から QT 間隔、QTc、

RR 間隔、T-peak T-end 間隔を定量した。T-peak T-end 間隔は心室の再分極の不

均一性を反映し、その延長は不整脈の発生や死亡の予測因子になる (96)。 

 

2-5 初代培養骨髄由来マクロファージの培養 

骨髄由来マクロファージの培養は、前述の通り実施した (95)。簡潔に記述す

ると、イソフルラン過剰麻酔によりマウスを安楽死させ、大腿骨と脛骨を採取

した。赤血球溶解バッファーにて骨髄を溶血した。ペニシリン (100 U/mL) と

ストレプトマイシン (100 μg/mL) を含む low-glucose Dulbecco's modified Eagle's 

medium (DMEM-low) に懸濁した。遠心後、10％FBS と M-CSF (10 ng/mL) を含

む DMEM-low に再懸濁し、100 mm シャーレに播種し、37℃、95% air、5％CO2

の加湿大気下で培養した。その後、5–7 日間培養して骨髄由来マクロファージ

に分化させた。 

 

2-6 骨髄由来マクロファージの投与 

骨髄由来マクロファージは、PBS にて 2 回洗浄し、Accutase (Nacalai Tesque, 

Inc., Kyoto, Japan) で 20分間インキュベートした後、セルスクレーパー（Corning 

Incorporated, NY, USA）を用いて剥離した。細胞を 10％FBS 含有 DMEM-low に

再懸濁し、遠心分離した。細胞懸濁液 (1.0×106 cells/mL) を、心筋梗塞後 2 日

目に 3.0×105 cells/mouse で右頸静脈内に投与した。偽手術群と Vehicle 群には

10%FBS 含有 DMEM-low 0.3 mL を静脈内に投与した。 

 

2-7 骨髄由来マクロファージの濃縮培養上清の調製 

骨髄由来マクロファージは、6-well プレートに 1.0×106 cells/well の密度で播
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種し 24 時間培養した。細胞を PBS で 1 回洗浄し、窒素ガスで 20 分間バブリン

グした M-CSF (10 ng/mL) を含む無血清 DMEM-low に培地交換した。その後、

細胞を通常または低酸素条件下 (94％ air、5％CO2、1％O2) に暴露した。培養

24 時間後に上清を回収し、Amicon Ultra-15 ユニット (分子量カットオフ：

3,000；Millipore, Bedford, MA, USA) を用いて 2,600×g で遠心濃縮した。 

 

2-8 ROS アッセイ法 

骨髄由来マクロファージは、96-well プレートに 5.0×104 cells/well の密度で

播種し 3 時間培養した。培地を 10% FBS と M-CSF (10 ng/mL) を含む

DMEM-low に交換し、窒素ガスで 20 分間バブリングした。LPS および IFN-γ

を最終濃度 10 ng/mL および 20 ng/mL でそれぞれ添加し、細胞を通常または低

酸素条件に曝露した。培養 24 時間後、細胞を PBS で 2 回洗浄し、highly sensitive 

2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) working solution (Dojindo 

Molecular Technologies, Inc., Rockville, MD, USA) に 1 時間浸漬した。蛍光強度

は、spectrophotometer (Varioskan; Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland) を

用いて、励起波長 490-520 nm および発光波長 510-540 nm の設定で測定した。 

 

2-9 細胞外フラックス分析 

Cell Mito Stress Test (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) を、製造業者

の指示に従って実施した。簡単に説明すると、骨髄由来マクロファージを

40,000 cells/well で Seahorse XF HS 8 well plate (Agilent Technologies) に播種した。

3 時間培養後、ROS アッセイ法と同様に培地交換した。その後、培地を 10mM

グルコース、1mM ピルビン酸、2mM l-グルタミンを含む Seahorse XF DMEM

培地 (Agilent Technologies) に交換し、非 CO2 インキュベーター内で 37°C、1
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時間インキュベートした。プレートを Seahorse XF HS Mini Analyzer (Agilent 

Technologies) に移し、1.5 μM oligomycin A (Oligo)、2.0 μM carbonyl cyanide 

p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP)、および 0.5 μM rotenone と 0.5μM 

antimycin A の混合物 (Rot/Ant; Agilent Technologies) を用いて Cell Mito Stress 

Test を行った。データは Agilent Seahorse Analytics (Agilent Technologies) を用い

て解析し、酸素消費速度 (oxygen consumption rate: OCR) および細胞外酸性化

速度 (extracellular acidification rate: ECAR) を定量した。 

 

2-10  H9c2 細胞株の培養と細胞死アッセイ 

ラット心筋細胞株 (H9c2; American Type Culture Collection, Manassas, VA, 

USA) は、ペニシリン (100 U/mL) およびストレプトマイシン (100 μg/mL) を

添加した 10% FBS 含有 high-glucose DMEM (DMEM-high) で維持した。細胞を

24-well プレートに 2.0×103 cells/well の密度で播種し、48 時間培養した。培地

は窒素ガスで 20 分間バブリングした無血清・グルコース不含 DMEM (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) に交換した。酸素グルコース欠乏負荷

(oxygen-glucose deprivation: OGD) 群では、無血清・グルコース不含 DMEM 中

で低酸素条件 (1% O2) に曝露した。正常群では、1％FBS含有DMEM-high中、

正常酸素下にて培養した。24 時間培養後、細胞を Hoechst 33342 (1:1,000) と

PI (1:500) で 20 分間染色し、蛍光顕微鏡 (BZ-X710；Keyence) を用いて撮影

し、細胞数をカウントした。骨髄由来マクロファージの濃縮培養上清は、OGD

開始直前に添加した。 

 

2-11  RNA-seq 解析 

総 RNA は、心筋梗塞後 3 日目の野生型およびプログラニュリン欠損マウス



57 

 

の心臓から、RNAlater-ICE (Thermo Fisher Scientific) および Maxwell Rapid 

Sample Concentrator (Promega Promega Corporation, WI, USA) を用いて抽出した。

RNA 品質は、Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) を用いて評価した。

RNA integrity number > 8.0 の RNA サンプルを RNA-Seq 解析に供した。RNA ラ

イブラリーは、SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit (Takara Bio, Mountain 

View, CA, USA) を用いて、50 ng の総 RNA から、製造業者の指示に従って調

製した。調製したライブラリーは、paired-end 150-bp reads を用いて NovaSeq 

6000 装置 (Illumina, San Diego, CA, USA) で配列決定した。配列リードは、2016

年1月18日にNCBIから取得したファイルのRefSeqアノテーションを用いて、

STAR v2.5.3  (Dobin et al., 2013) を用いて two-pass modeで GRCm38.p3 (mm10) 

に整列した。Takara Bio 社によるコントロール解析により、各遺伝子の QC 指

標と正規化リードカウントを獲得した。IPA のデータは、Subio platform (Subio, 

Kasugai, Japan) を用いて、Log2 fold-change > 1.5 で抽出した。機能濃縮解析は、

Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID) を用いて、

各遺伝子の中で過剰に発現する Gene Ontology (GO) term および Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway に含まれる因子を同定した。 

 

2-12 統計解析 

データは平均値±平均値の標準誤差で表した。量的変数は、2 群間比較には

Levene 検定後に Student の両側 t 検定または Welch の両側 t 検定を、多群間比較

には一元配置分散分析後に Tukey 検定を用いて統計的に解析した。統計的有意

性は P<0.05とした。全ての統計解析は、SPSS (version 24.0.0.0; IBM, Armonk, NY, 

USA) および GraphPad Prism (version 10.0.3; GraphPad Software, Boston, MA, 

USA) を用いて実施した。  
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第 3 節 実験成績 

3-1 プログラニュリン欠損マウスの心臓における RNA-seq 解析 

プログラニュリン欠損が心筋梗塞後の病態生理に及ぼす影響、特にマクロフ

ァージ関連遺伝子の変動を理解するために、梗塞後心臓について RNA シーケ

ンスデータを用いた KEGG パスウェイ解析を実施した。プログラニュリン欠損

マウスでは、心筋梗塞後 3 日目において「cytokine–cytokine receptor interaction」

および「TNF signaling pathway」に関連する遺伝子群の発現が増加した (Figure 

22A)。また、cytokine–cytokine receptor pathway に関連する遺伝子には、Ccl3、

Ccl8、C-X-C motif chemokine ligand-5 (Cxcl5)、Il6、oncostatin M (Osm) 等のマク

ロファージ関連サイトカインやケモカインが含まれた (Figure 22B)。次いで、

biological process に関連する GO (Gene ontology) 解析を実施した。プログラニ

ュリン欠損マウスでは、「positive regulation of I-κB kinase/NF-κΒ signaling」に関

連する遺伝子群の発現増加が認められた (Figure 22C)。以上より、プログラニ

ュリン欠損は心筋梗塞後の病態生理において、マクロファージを介した炎症応

答を誘導する可能性がある。 
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Figure 22  RNA sequencing analysis of the infarcted heart in PGRN-KO mice. 

(A) KEGG pathway enrichment analysis data for upregulated genes in Grn−/− heart post-MI. (B) 

Heatmap of genes in the KEGG pathway of cytokine–cytokine receptor interaction upregulated in 

Grn−/− heart post-MI. (C) GO enrichment analysis data for upregulated biological processes in 

Grn−/− heart post-MI. 

 

3-2 プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージがマウス心筋梗塞モデル

の心臓電気生理に及ぼす影響 

プログラニュリン欠損マクロファージが、心筋梗塞後の心機能に及ぼす直接

的な影響を理解するために、マウス心筋梗塞モデルに野生型またはプログラニ

ュリン欠損マクロファージを投与し、心筋梗塞 14 日後に心電図を評価した。

心筋梗塞群では、偽手術群と比較して QT 間隔、補正 QT 間隔、T-peak T-end

間隔および RR 間隔が延長した (Figure 23A-E)。プログラニュリン欠損マクロ

ファージの投与は、野生型マクロファージの投与と比較して、心筋梗塞後の

QT 間隔、補正 QT 間隔、T-peak T-end 間隔を延長させた (Figure 23B-D)。RR
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間隔は、野生型およびプログラニュリン欠損マクロファージの投与により著明

な変化は認められなかった (Figure 23E)。以上の結果より、プログラニュリン

欠損マクロファージは、心筋梗塞後において重篤な不整脈発生に寄与する可能

性が示された。 

 

Figure 23  PGRN deficient macrophages exacerbate cardiac dysfunction after MI. 

(A) Typical electrocardiography (ECG) images of mice 14 d after sham operation and MI. MI 

groups were intravenously injected with vehicle, Grn+/+ bone marrow-derived macrophages 

(BMDMs), and Grn−/− BMDMs. (B–E) Quantitative data of QT, QTc, T-peak T-end, and RR 

intervals. Data are represented as the mean ± standard error of the mean (SEM; n = 4–10). *p < 

0.05 vs. Grn−/−_MAC (Student’s two-tailed t-test), *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 (Tukey’s 

test). 

 

3-3 骨髄由来マクロファージ培養上清が、低酸素グルコース欠乏負荷後の心筋

細胞死に及ぼす影響 

正常酸素または低酸素誘導 24 時間後に、野生型またはプログラニュリン欠

損マクロファージの培養上清を採取した。濃縮した培養上清を H9c2 心筋細胞
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株に添加し、OGD 条件に 24 時間暴露した (Figure 24A)。野生型およびプログ

ラニュリン欠損骨髄由来マクロファージにおける正常酸素条件下の培養上清

は、OGD 誘発 PI 陽性死細胞の割合を減少させた (Figure 24B)。一方、低酸素

条件下プログラニュリン欠損マクロファージ培養上清では、野生型と比較して

細胞死率が顕著に増加した (Figure 24C)。以上より、プログラニュリン欠損骨

髄由来マクロファージの分泌物は、低酸素条件下で特異的に心毒性を誘導する

ことが示唆された。 

 

 

(Continued on next page) 
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Figure 24  Oxygen–glucose deprivation (OGD)-induced cardiomyocyte death is accelerated 

by the secretory components of Grn−/− macrophages. 

(A) Scheme of experiments to investigate the effects of the Grn+/+ and Grn−/− BMDM supernatants 

on H9c2 cardiomyocytes under normal and OGD conditions. (B–C) Quantifying the percentage of 

PI+ cells in cardiomyocytes treated with the normoxic and post-hypoxic supernatants from Grn+/+ 

and Grn−/− BMDMs. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 (Tukey’s test). 

 

3-4 プログラニュリン欠損が骨髄由来マクロファージにおける ROS 産生に及

ぼす影響 

マクロファージは、細胞死を誘導する反応性酸化物質の放出を介して、組織

傷害を促進する (97)。そこで、DCFH-DA 蛍光強度の測定により、マクロファ

ージにおける ROS 産生量を評価した。低酸素および LPS＋IFN-γ 刺激から 24

時間後において、プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージは野生型と比

較して ROS 産生量が増加した (Figure 25A, B)。以上より、プログラニュリン

欠損骨髄由来マクロファージは、虚血および炎症条件下で心筋傷害を促進する

可能性がある。 

 
Figure 25   Grn−/− macrophages increase the production of reactive oxygen species under 

ischemic and inflammatory conditions. 

(A, B) Quantifying the fluorescence intensity of DCFH-DA in Grn+/+ and Grn−/− BMDMs 24 h 

after hypoxia and LPS plus IFN-γ stimulation. Data are represented as the mean ± SEM (n = 6). 

***p < 0.001 (Tukey’s test). 
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3-5 プログラニュリン欠損が低酸素後のマクロファージにおけるミトコンド

リア機能に及ぼす影響 

ミトコンドリアは活性酸素の主要な供給源である。ミトコンドリアの酸化的

リン酸化 (oxidative phosphorylation: OXPHOS) を介して発生した活性酸素は、

マクロファージにおける炎症反応を促進する  (98)。酸素消費速度 (oxygen 

consumption rate: OCR) は、ミトコンドリア機能に関連するミトコンドリア

OXPHOS を反映する。そこで今回、培養 7 日目の野生型およびプログラニュリ

ン欠損マクロファージを用いて、低酸素 24 時間後における OCR を評価した 

(Figure 26A)。野生型およびプログラニュリン欠損マクロファージのいずれにお

いても、24 時間の低酸素障害は基礎呼吸、最大呼吸、ATP 産生関連呼吸、プロ

トンリークおよび非ミトコンドリア酸素消費を低下させた (Figure 26B-F)。プ

ログラニュリン欠損マクロファージは、野生型と比較して、低酸素障害 24 時

間後の基礎呼吸、最大呼吸、ATP 産生関連呼吸および非ミトコンドリア酸素消

費量が増加した (Figure 26B-D, F)。また、正常酸素条件下において、プログラ

ニュリン欠損マクロファージは野生型と比較して最大呼吸の増加を示した 

(Figure 26C)。 
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Figure 26 Grn−/− macrophages exhibit abnormal OCR post-hypoxia. 

(A–F) Tracing analyses of the oxygen consumption rate (OCR) and quantitative data of basal 

respiration, maximal respiration, ATP-production coupled respiration, proton leak, and 

non-mitochondrial oxygen consumption in Grn+/+ and Grn−/− BMDMs under normoxia and 

hypoxia for 24 h. Data are represented as the mean ± SEM (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 

0.001 (Tukey’s test). 

 

3-6 プログラニュリン欠損が低酸素後のマクロファージにおける嫌気的代謝

に及ぼす影響 

マクロファージは、細胞外酸性化速度 (extracellular acidification rate: ECAR) 

で定量化される解糖系活性の亢進により低酸素環境への適応を維持する (98)。

そこで、OCR 測定時と同様の条件で ECAR を解析した。いずれのマクロファ

ージ群においても、24 時間の低酸素障害は、基礎 ECAR、最大 ECAR および解
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糖予備能を増加させた (Figure 27A-D)。また、プログラニュリン欠損マクロフ

ァージにおいて、野生型と比較して低酸素障害 24 時間後の基礎 ECAR および

最大 ECAR が増加した (Figure 27 A-C)。加えて、プログラニュリン欠損マクロ

ファージは、正常酸素条件下において最大 ECAR および解糖予備能の亢進を示

した (Figure 27C, D)。いずれの骨髄由来マクロファージにおいても、低酸素後

に OCR の低下および ECAR の増加が観察され、解糖系への代謝シフトが惹起

された。好気的代謝と嫌気的代謝の活性と偏性を反映するエネルギーマップを

作成した。プログラニュリン欠損マクロファージは、正常酸素条件下および低

酸素条件下において、野生型と比較して高いエネルギー活性を示した (Figure 

27E)。以上より、プログラニュリン欠損はマクロファージにおいて代謝活性を

亢進することが示唆された。 

 

 

(Continued on next page) 
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Figure 27  Grn−/− macrophages exhibit abnormal ECAR post-hypoxia. 

(A–D) Tracing analyses of the extracellular acidification rate (ECAR) and quantitative data of 

basal ECAR, maximal ECAR, and glycolytic reserve in Grn+/+ and Grn−/− BMDMs under 

normoxia and hypoxia for 24 h. (E) Energy map of BMDMs 24 h after normoxia and hypoxia. 

Data are represented as the mean ± SEM (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 (Tukey’s 

test). 

 

3-7 プログラニュリン欠損が低酸素応答後の早期にマクロファージ代謝に及

ぼす影響 

次に、マクロファージにおけるプログラニュリン欠損が、低酸素の初期応答

において解糖系への代謝シフトを誘導するか否かを検討した。心筋梗塞後に浸

潤した単球が低酸素状態に曝露される初期的な環境を再現するために、5 日間

分化させた未成熟骨髄由来マクロファージを用いた。未成熟骨髄由来マクロフ

ァージを低酸素に 3 時間曝露した後、ECAR を測定した。プログラニュリン欠

損骨髄由来マクロファージでは、低酸素 3 時間後に野生型と比較して基礎

ECAR、最大 ECAR、および解糖予備能の亢進を示した (Figure 28A-D)。野生

型骨髄由来マクロファージでは、低酸素 3 時間後に基礎 ECAR および最大

ECAR が低下した (Figure B, C)。一方、正常酸素条件下では、両群間に有意差

はなかった (Figure 28B-D)。また、プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファ

ージは、正常酸素条件下および低酸素条件下で、野生型と比較して高いエネル

ギー代謝活性を示した (Figure 28E)。したがって、プログラニュリン欠損は、

マクロファージにおいて低酸素応答後の早期に解糖系を亢進する可能性があ

る。 
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Figure 28  Grn−/− macrophages enhance the glycolytic activity in response to hypoxia. 

(A–D) Tracing analyses of ECAR and quantitative data of basal ECAR, maximal ECAR, and 

glycolytic reserve in Grn+/+ and Grn−/− BMDMs under normoxia and hypoxia for 3 h. (E) Energy 

map of BMDMs 3 h after normoxia and hypoxia. Data are represented as the mean ± SEM (n = 3). 

*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 (Tukey’s test). 

 

3-8 プログラニュリン欠損が炎症応答後の早期にマクロファージ代謝に及ぼ

す影響 

培養 7 日目の骨髄由来マクロファージを用いて、LPS+IFN-γ で 3 時間刺激後

の ECAR を評価した。いずれの骨髄由来マクロファージにおいても、LPS+IFN-γ

による炎症刺激は、基礎 ECAR および最大 ECAR を増加させた。プログラニュ

リン欠損マクロファージでは、野生型と比較して、LPS+IFN-γ 刺激後に基礎

ECAR および最大 ECAR が増加した (Figure 29A-C)。一方、解糖予備能はプロ

グラニュリン欠損により有意に変化しなかった (Figure 29A, D)。また、プログ
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ラニュリン欠損マクロファージは、正常酸素条件下において最大 ECAR および

解糖予備能の亢進を示した (Figure 29C, D)。エネルギーマップの結果により、

プログラニュリン欠損マクロファージは、炎症応答後に野生型と比較してエネ

ルギー代謝および解糖代謝が亢進した (Figure 29E)。以上より、プログラニュ

リン欠損は、マクロファージにおいて低酸素および炎症後の早期に解糖系への

代謝シフトを促進する可能性がある。 

 

Figure 29  Grn−/− macrophages enhance the glycolytic activity in response to inflammation. 

(A–D) Tracing analyses of ECAR and quantitative data of basal ECAR, maximal ECAR, and 

glycolytic reserve in Grn+/+ and Grn−/− BMDMs treated with LPS plus IFN-γ for 3 h. (E) Energy 

map of BMDMs 3 h after LPS plus IFN-γ stimulation. Data are represented as the mean ± SEM (n 

= 3). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 (Tukey’s test). 
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第 4 節 考察 

本研究より、プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージの投与は、マウ

ス心筋梗塞モデルに対して著しい QT 延長を誘導することが明らかになった。

RNA-seq 解析の結果より、プログラニュリン欠損マウスの心臓では、炎症性シ

グナルの亢進が観察された。プログラニュリン欠損マクロファージは、低酸素

応答後において心細胞死を誘導する分泌物、過剰な ROS 産生、エネルギー代

謝の亢進を示した。以上の結果は、プログラニュリン欠損が、心筋梗塞後に心

臓傷害を促進するマクロファージ表現型の誘導を示唆している。 

病態生理に対するマクロファージ表現型の影響を検証するために、マウスモ

デルにマクロファージを直接投与する実験を行った。静脈内投与された骨髄由

来マクロファージは、マウスの坐骨神経破砕モデルや腎虚血再灌流モデルにお

いて、病変部位に浸潤することが報告されている (99, 100)。また、骨髄由来マ

クロファージは、圧負荷誘発後の心臓において低酸素領域に集積している 

(101)。これらの知見から、骨髄由来マクロファージは、虚血組織に選択的に集

積することが示唆される。先行研究では、カベオリン-1 欠損骨髄由来マクロフ

ァージの静脈内投与は、マウス心筋梗塞モデルにおいて心臓の間質性線維化を

増加させている (102)。今回の検討により、プログラニュリン欠損マクロファ

ージの静脈内投与は、心筋梗塞後における心臓電気生理の障害を増悪させるこ

とを明らかにした。他方、先行研究では、ミクログリア特異的または全身性の

プログラニュリン欠損は、脳損傷後に神経細胞死を亢進させることが報告され

ている  (93)。以上を踏まえると、プログラニュリン欠損マクロファージは、

低酸素または炎症条件下で、組織損傷および機能障害を増悪させる可能性があ

る。 

ミトコンドリアは OXPHOS を介して ATP を供給するが、その際に副次的に
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ROS が発生する (98)。ミトコンドリア機能障害は、低酸素および炎症条件下

において、マクロファージに mtROS 産生および炎症反応を誘導する (97)。本

章の検討から、プログラニュリン欠損は低酸素 24 時間後の骨髄由来マクロフ

ァージにおいて ROS 産生および最大ミトコンドリア呼吸を亢進することを示

した。Grn ノックダウンは SH-SY5Y 神経芽腫細胞株の mtROS およびミトコン

ドリア量を増加させることが報告されている (103)。したがって、プログラニ

ュリン欠損は、ミトコンドリア機能障害を引き起こし、ROS 発生を促進するこ

とが示唆される。 

低酸素は、低酸素誘導因子 (hypoxia inducible factor: HIF)-1α の活性化を介し

て、解糖系を亢進して炎症性サイトカインを誘導する。解糖系への代謝シフト

は、マクロファージにおける ROS 産生を促進し、HIF-1α 安定化と NF-κB 活性

化に寄与することで、TNF-α を含む炎症性サイトカインの放出を促進する (97)。

本検討から、プログラニュリン欠損は低酸素および LPS＋IFN-γ 刺激 3 時間後

の骨髄由来マクロファージにおいて解糖系活性を増加させることを示した。さ

らに、プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージの低酸素後培養上清は、

OGD 誘発心筋細胞死を促進した。また、プログラニュリン欠損マウスの心臓

では TNF シグナルおよび NF-κB シグナルが活性化された。先行研究では、プ

ログラニュリンは、低酸素条件下で HIF-1α の発現と NF-κB の活性化を抑制す

る (50, 104)。また、TNF-α は心筋細胞の細胞死と収縮機能障害を誘導する (105)。

以上より、プログラニュリンは、HIF-1α および NF-κB の阻害を介して、マク

ロファージにおける解糖活性および炎症応答を調節し、虚血後の心筋細胞死に

対して保護的に機能する可能性が考えられる。 

結論として、本研究は、プログラニュリン欠損が低酸素条件におけるマクロ

ファージの代謝異常を介して障害性因子の放出を誘導し、心筋梗塞後の心臓電
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気生理を増悪させることを見出した。第 1 章および第 2 章では、プログラニュ

リン欠損が心筋梗塞後の有害な心臓リモデリングに寄与することおよびその

病態メカニズムの一端はマクロファージの機能障害に起因することを明らか

にした。しかしながら、プログラニュリンの投与が心筋虚血傷害および心臓リ

モデリングに対して治療効果を示すかについては不明である。そこで、第 3 章

ではプログラニュリンの投与が心筋虚血病態に及ぼす影響について検討した。 
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第 3 章 プログラニュリンの心筋虚血再灌流障害に対する作用 

第 1 節 緒言 

 心筋虚血再灌流障害は、経皮的冠動脈形成術の際に副次的かつ不可避に発生

し、梗塞拡大および心筋障害を誘導する (16)。梗塞領域の程度は心機能障害の

重症度と関連しており、左心室の 20%以上の梗塞で心不全徴候が出現し、40%

を超えると心原性ショックに陥ると報告されている (17)。本邦を含む臨床試験

の結果から、心房性ナトリウム利尿ペプチドおよびニコランジルは再灌流療法

の補助薬として限定的な有効性が認められている (6)。しかしながら、これら

治療法に関するエビデンスは乏しく推奨度が低い。心筋虚血再灌流障害に対す

る有用な治療法は未だ確立されておらず、急性心筋梗塞後の早期適応により梗

塞拡大および心機能障害を抑制できる新規治療薬の創出が望まれている。 

 好中球は急性心筋梗塞後の初期に梗塞部位に動員される炎症細胞である 

(55)。組織に浸潤した好中球は、心筋死細胞の貪食除去やプロテアーゼ放出を

介した細胞外マトリックスの分解により瘢痕形成の進行に寄与する (106)。ま

た、好中球による細胞外マトリックスの分解は、マクロファージを含む白血球

の浸潤を促進する。一方、脱顆粒に伴う ROS の放出や炎症性サイトカインの

過剰分泌による炎症の遷延化は、組織傷害の増悪や創傷治癒の遅延につながる 

(107)。実際、好中球の過剰な浸潤は急性冠症候群患者における有害な臨床転帰

や死亡率と関連している (108, 109)。また、マウス心筋梗塞モデルにおいても、

好中球の過剰な集積は梗塞拡大につながることが報告されている (110)。以上

の観点から、好中球の浸潤を制御することは心筋虚血傷害の減少に寄与すると

考えられる。 

 急性心筋梗塞は、心筋細胞の不可逆的な脱落を引き起こす。心筋壊死に伴う

組織の脆弱化は、しばしば心室壁の破裂の原因となり致命的である (6)。組織
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の統合性を維持し、心室壁の破裂を防ぐため、梗塞領域とその周辺領域に線維

瘢痕が形成される。線維瘢痕は、コラーゲンの豊富な細胞外マトリックスで構

成され、心室壁の硬質化により機械的ストレスに対して保護機能を亢進させる 

(72)。しかしながら、瘢痕形成に伴う線維化の亢進は、心臓の張力を減少させ

心機能を障害する一面もある (111)。また、臨床において心臓線維化の大きさ

は、心機能障害や死亡率の程度と相関することが報告されている (112)。以上

を踏まえると、急性心筋梗塞後の瘢痕形成を制御し、過剰な線維化を抑制する

ことが予後改善に重要である。 

 プログラニュリンは、いくつかの虚血性疾患動物モデルに対する保護作用が

報告されている (50, 113)。当研究室では、マウス中大脳動脈閉塞再灌流モデル

に対して、プログラニュリンの投与が好中球浸潤の抑制を介して神経保護作用

を示すことを報告している (50)。他の研究機関では、マウス腎虚血再灌流モデ

ルにおいて、好中球およびマクロファージ浸潤の抑制および炎症性サイトカイ

ン産生の減少を伴い、尿細管障害を軽減している (113)。第 1 章および第 2 章

では、プログラニュリンが急性心筋梗塞後の有害な心臓リモデリングを抑制し、

生命予後の改善に寄与する可能性を示した。しかしながら、プログラニュリン

の心筋虚血再灌流障害および急性心筋梗塞後の線維化に対する治療効果につ

いては不明である。 

本研究では、マウス左冠動脈結紮モデルおよびウサギ心筋虚血再灌流モデル

を用いて、プログラニュリン投与の心筋虚血および再灌流障害に対する保護作

用について検討した。 
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第 2 節 実験材料および方法 

2-1  動物 

 8-10 週齢雄性 ICR マウスおよび 10 週齢日本白色種ウサギは日本エスエルシ

ー株式会社より購入した (Shizuoka, Japan)。実験動物のプロトコールは、米国

国立衛生研究所 (National Institutes of Health) の「実験動物の使用に関するガイ

ドライン (Guidelines on the Use of Laboratory Animals)」に従って実施され、岐

阜薬科大学および岐阜大学の施設動物管理使用委員会および施設バイオセー

フティ委員会の承認および監視を受けた (岐阜薬科大学動物実験申請承認番

号: 2017-112、2017-234、2017-315、2017-316、2018-002、2018-048、2019-085、

岐阜大学動物実験申請承認番号: 27-89、29-47、29-69、29-83)。岐阜薬科大学お

よび岐阜大学の動物実験施設では、全てのマウスを 23±3°C、12 時間の明暗サ

イクルで飼育し、餌と水を自由に摂取できるようにした。 

 

2-2  実験材料 

本実験に用いた薬物および試薬は、以下の通りである。 

Recombinant mouse progranulin protein は R＆D systems (Minneapolis, MN, 

USA)、塩化カリウム [potassium chloride (KCl)]、塩酸 [hydrochloric acid (HCl)]、

スクロース (sucrose)、パラホルムアルデヒド (paraformaldehyde: PFA)、硫酸ア

ンモニウム (ammonium sulfate) は Wako (Osaka, Japan)、リン酸二水素カリウム  

[potassium dihydrogenphosphate (KH2PO4)]、リン酸水素二ナトリウム・十二水 

[disodium hydrogenphosphate 12-water (Na2HPO4・12H2O)]、リン酸二水素ナトリ

ウム二水和物 [sodium dihydrogenphosphate dihydrate (NaH2PO4・2H2O)]、ホルマ

リン (formalin)、ペントバルビタールナトリウム (pentobarbital sodium)、protein 

assay CBB solution、リン酸緩衝液 (phosphate buffered saline: PBS) は Nacalai 
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Tesque (Kyoto, Japan)、塩化ナトリウム [sodium chloride (NaCl)]、リドカイン 

(lidocaine) は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)、生理食塩水 (saline) は

Otsuka Pharmaceutical (Tokushima, Japan)、TTC、Masson’s trichrome stain kit、

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM): Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) 

は Sigma-Aldrich (Tokyo, Japan)、イソフルラン (isoflurane) は Pfizer (Tokyo, 

Japan)、トリス塩基 (tris base) は Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)、ウ

シ胎仔血清 (fetal bovine serum; FBS)、ペニシリン (penicillin)、ストレプトマイ

シン (streptomycin)、非必須アミノ酸溶液 (non-essential amino acid solution)、

Hoechst 33342 、 pcDNA3.1 は Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) 、

X-tremeGENE 9 DNA transfection reagent は Roche Diagnostics、normal horse serum、

vectashield fluorescent mounting medium は Vector Laboratories (Burlingame, CA, 

USA)、フルオロマウント (fluoromount) は Diagnostic Bio Systems (Pleastanton, 

CA, USA)、optimal cutting temperature (O.C.T.) compound、パラフィン (paraffin) 

は Sakura Finetek Japan (Tokyo, Japan) よりそれぞれ購入した。 

 

2-3  マウス左冠動脈永久閉塞モデルの作製 

 既報の方法に準じ、以下のようにマウス左冠動脈永久閉塞モデルを作製した  

(60)。麻酔の導入は 2.0–3.0%イソフルラン吸入により行い、70%亜酸化窒素お

よび 30%酸素存在下、1.0–1.5%イソフルラン吸入にて維持した。気管内にチュ

ーブを挿入し、マウス用人工呼吸器 (HARVARD APPARATUS, mouse ventilator, 

Massachusetts, USA) にて、7 mL/kg、140 strokes/min で陽圧換気を開始した。右

側臥位左肋間開胸にて心臓を露出した後、7-0絹糸 (Silk blade 7-0, Alfresa, Tokyo, 

Japan) を用いて左冠動脈の結紮を行い、心臓左冠動脈を閉塞させた。左冠動脈

閉塞の可否は、結紮部以遠の色調変化により確認した。その後、3-0 絹糸 



76 

 

(Surgical Silk 3-0, Johnson & Johnson, New Jersey, USA) を用いて肋間閉胸および

皮膚縫合を行った。自発呼吸の回復後、気管内チューブを抜管し、マウスを覚

醒させた。一連の処置の間は、ヒートパット (NS-TC10 temperature controller, 

Neu-roscience Inc., Tokyo, Japan) を用いて体温を 37C に維持した。Sham 群のマ

ウスに対しては、左冠動脈の結紮以外は同様の処置を行った。 

 

2-4  梗塞領域の測定 

梗塞サイズは、左冠動脈永久閉塞 24 時間後に 2, 3, 5-triphenyltetrazolium 

chloride (TTC; Sigma-Aldrich) 染色を用いて測定した。マウスは左冠動脈永久閉

塞 24 時間後に 50 mg/kg ペントバルビタールナトリウムの腹腔投与により安楽

死させた。その後、心臓を摘出し、生理食塩水で洗浄後に結紮部以遠を 4 切片

にスライスし、2% TTC 溶液に 20 分間浸漬した。次いで 4% paraformaldehyde 

(PFA) に 24 時間、4C で浸漬固定した。染色した全切片は、デジタルカメラ (J4 

MODEL1 NIKKOR Zoom Lens Kif, Nikon Imaging Japan, Tokyo, Japan) で撮影し、

各スライスの重量を測定した。その後、解析ソフト (image-J ver. 1.51j8; National 

Institutes of Health, Bethesda MD, USA) を用いて、スライス毎の梗塞領域 (IA) 

と左心室領域 (LV) を定量した。梗塞領域重量は IA／LV 比を用いて算出した。

次に各スライスの IA 重量および LV 重量の総和をそれぞれ算出し、総 LV 重量

に占める総 IA 重量を梗塞サイズとした。 

 

2-5  ウサギ心筋虚血再灌流モデルの作製 

 既報に準じ、以下のようにウサギ心筋虚血再灌流モデルを作製した (60, 114)。

麻酔の導入・維持はペントバルビタールナトリウム (30–40 mg/kg) にて実施し

た。気管内にチューブを挿管し、人工呼吸器 (Model SN-480-5, Shimano, Tokyo, 
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Japan) を用いて室内循環空気による陽圧換気を開始した。切開実施部位周辺に

1%リドカインを筋肉内投与し、局所麻酔を誘導した。左肋間開胸にて心臓を露

出後、4-0 絹糸 (Surgical Silk 4-0, Johnson & Johnson, New Jersey, USA) およびチ

ューブを用いて左冠動脈を一過性に閉塞した。左冠動脈閉塞は、閉塞部位以遠

の血色変化にて確認した。左冠動脈閉塞 30 分後、チューブによる圧迫を解除

し再灌流を行った。その後、肋間および皮膚を縫合し閉胸した。自発呼吸の回

復後、気管内チューブを抜管し、ウサギを覚醒させた。 

 

2-6  線維化領域の測定 

 線維化領域は、再灌流 2 週間後にマッソントリクローム染色を用いて測定し

た。ウサギは再灌流 2 週間後にペントバルビタールナトリウム (60–70 mg/kg) 

の耳静脈内投与により安楽死させた。次いで心臓を摘出し生理食塩水で洗浄後、

大動脈より 4%PFA を灌流させた。心耳、右心室、大動脈を切除し、閉塞部位

以遠を 4 切片にスライスした。乳頭筋部に位置する切片を 10%中性緩衝ホルマ

リン液に浸漬し、24 時間後にパラフィン包埋を実施した。パラフィン切片は 6 

µm に調製し、マッソントリクローム染色を行った。染色した全ての切片は蛍

光顕微鏡  (BZ-X710; Keyence, Osaka, Japan) を用いて撮影し、解析ソフト 

(image-J ver. 1.51j8) を用いて線維化領域を定量した。線維化サイズは左心室領

域に対する線維化領域の割合として算出した。 

 

2-7  心機能評価 

 心機能評価は、心エコーおよび心カテーテルを用いて行った (114)。再灌流

2 週間後に、ペントバルビタールナトリウム (25 mg/kg) を耳静脈内投与し、心

エコー (SSD2000, Aloka, Mitaka, Japan) および 3.8–7.5 MHz imaging transducer 
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を用いて、左室駆出率、左室内径短縮率、左室収縮期末期圧、左室拡張期末期

圧を測定した。心エコー実施後、1%リドカインの投与により局所麻酔を誘導し

た。切開により血管を露出後、血管内に心カテーテルを挿入して、心室内血圧

および心拍数を測定した。左室±dP/dt は micromanometer-tipped catheter (SPR 

407, Millar Instruments, Burnaby, BC, Canada) により測定した。 

 

2-8  ヒトプログラニュリンの調製 

 ヒト神経芽細胞種SH-SY5Y細胞は、DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) [10% Fetal Bovine Serum (FBS)、penicillin-streptomycin (Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad, CA, USA)、Non-Essential Amino Acids Solution (Thermo Fisher 

Scientific) を含む] 培地を用いて、37C、5% CO2の条件下で培養した。細胞に

X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany) を用いて pcDNA3.1および pcDNA3.1 (+)-progranulin をトランスフェ

クションした (115)。トランスフェクション 2 日後、FBS 不含 DMEM/F12 に培

地を交換して一日培養した。その後、培養液を回収し遠心分離により細胞を除

去した。分泌されたプログラニュリンを含む培養上清を 50%飽和硫酸アンモニ

ウムにより沈殿させた。沈殿物を 30 mM Tris-HCl、pH 7.5 に懸濁した。タンパ

ク質濃度は、Protein Assay CBB Solution (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan) によ

って決定した。 

 

2-9  プログラニュリンの投与 

 マウスプログラニュリン (R&D systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) は、300 

µg/kg に調製し、マウス心臓左冠動脈永久閉塞の直前に尾静脈より投与した。

溶媒群に対しては、同容量の phosphate buffered saline (PBS) を投与した。 



79 

 

 上記の方法で調製されたヒトプログラニュリンは、ウサギに対して 300 µg/kg

の濃度で再灌流直後に耳静脈より投与した。 

 

2-10  組織免疫染色 

マウスはペントバルビタールナトリウムにより安楽死させ、ペリスタポンプ 

(Atto, Tokyo, Japan) を用いて生理食塩水を下大静脈より灌流し、ついで 4% PFA

含有 0.1 M phosphate buffer (PB: pH 7.4) を灌流した。その後、心臓を摘出し、

4% PFA含有 0.1 M PB (pH 7.4) 溶液中に一晩浸漬した。固定した心臓は 25% ス

クロース含有 0.1 M PB (pH 7.4) 溶液に 24 時間浸漬し、optimal cutting 

temperature compound (Sakura Finetechnical Co., Ltd., Tokyo, Japan) に凍結包埋し

た。クライオスタット (Leica, Tokyo, Japan) を用いて、−20°C、厚さ 10 µm で

凍結切片を作製し、MAS コーティングされたスライドグラス  (S-9441, 

Matsunami, Osaka, Japan) に静置して、−80°C で保存した。凍結切片は、染色前

に−20C で 1 時間放置した後、室温で 10 分間乾燥させ、0.01 M リン酸緩衝生

理食塩水 (phosphate buffer saline: PBS: 1.37 M NaCl、27 mM KCl、100 mM 

Na2HPO3･12H2O、18 mM KH2PO3) で洗浄した。その後、Super PAP pen (Daido 

sangyo, Tokyo, Japan) を用いて切片周辺を囲んだ。PBS で洗浄後、5% normal 

horse serum含有 PBSで 1時間ブロッキングした。その後、一次抗体を用いて 4°C

で一晩反応させた。PBS で 3 回洗浄し、二次抗体を用いて室温で 1 時間反応さ

せた。PBS で 3 回洗浄し、Hoechst 33342 (1:1,000) と 10 分間反応させた。PBS

で 3 回洗浄後、Vectashield fluorescent mounting medium (Vector Laboratory, 

Burlingame, CA, USA) を用いてカバーガラスで封入した。その後、共焦点顕微

鏡 (Fluoview FV-10; Olympus, Tokyo, Japan) を用いて撮影した。一次抗体には、

anti-NIMP-R14 antibody (1:100; Abcam, Eugene, OR, USA)、FITC anti-CD45 
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antibody (1:100; BioLegend Co, Inc.)、PE anti-CD11b antibody (1:100; BioLegend Co, 

Inc.) を用いた。二次抗体には、Alexa Fluor 546 donkey anti-rabbit IgG (1:1000; 

Molecular Probes, Eugene, OR, USA) を用いた。 

 

2-11 統計学的解析 

 データは平均値±平均値の標準誤差で表した。量的変数は、2 群間比較には

Student の両側または片側 t 検定を、多群間比較には一元配置分散分析後に

Dunnett 検定を用いて統計的に解析した。統計的有意性は P<0.05 とした。全て

の統計解析は、SPSS (version 24.0.0.0; IBM, Armonk, NY, USA) を用いて実施し

た。 
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第 3 節 実験成績 

3-1 プログラニュリン投与の心筋梗塞サイズに対する効果 

マウス左冠動脈永久閉塞モデルを用いて、左冠動脈閉塞 24 時間後における

心筋梗塞サイズに対するプログラニュリンの効果について検討した。左冠動脈

閉塞直前のプログラニュリンの尾静脈内投与は、心筋梗塞サイズを有意に 21%

減少させた (Figure 30A, B)。 

 
Figure 30  Decreased myocardial infarct size by administration of recombinant progranulin 

in a murine model. 

(A) Representative photographs show 2, 3, 5-Triphenyl tetrazolium chloride (TTC) staining of 

heart sections 24 h after MI after the administration of recombinant progranulin in the MI murine 

model.  (B) Infarction size 24 h after the induction of MI.  Administration of recombinant 

progranulin reduced infarction size compared with vehicle-treated group.  Data are the means ± 

SEM. (n=7-9)  *p <0.05 vs. vehicle-treated group (two-tailed Student's t-test) 

 

3-2 プログラニュリンの好中球浸潤に対する作用 

 マウス左冠動脈永久閉塞モデルを用いて、プログラニュリン投与の好中球浸

潤に対する作用について検討した。プログラニュリン投与群では、梗塞領域に

おいて好中球マーカーNIMP-R14+細胞数の37%の有意な減少および境界領域に

おいて減少傾向が認められた (Figure 31A-C)。 
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Figure 31  Attenuated the infiltrating neutrophils after myocardial infarction by 

administration of recombinant progranulin in a murine model. 

(A) Reparative images show immunostaining for NIMP-R14 at the infarct and border area 1 day 

after MI.  Nuclei were stained with Hoechst 33342.  (B) Number of neutrophils per mm² at 

infarct area after MI. (C) Number of neutrophils per mm² at border area after MI.  Administration 

of recombinant progranulin reduced infiltrating neutrophils at infarct area compared with 

vehicle-treated group.  Scale bar: 50 μm.  Data are the means ± SEM. (n=5-6)  **p <0.01 vs. 

sham-operated group (two-tailed Student's t-test), †p <0.05 vs. vehicle-treated group (one-tailed 

Student's t-test) 

 

3-3 プログラニュリンのマクロファージ浸潤に対する作用 

 マウス左冠動脈永久閉塞モデルを用いて、プログラニュリン投与がマクロフ

ァージ浸潤に及ぼす影響について検討した。プログラニュリン投与群では、梗

塞周辺領域において CD45+ CD11b+細胞数の減少が観察されたことから、マク
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ロファージ浸潤の抑制が示唆された (Figure 32)。 

 

Figure 32  Administration of recombinant progranulin suppresses infiltration of 

macrophages after myocardial infarction in a murine model. 

Typical confocal microscopic images of the cells expressing CD45 and CD11b at border areas 1 

day after myocardial infarction in vehicle-treated group and progranulin-treated group. Blue: nuclei 

stained with Hoechst 33342, Magenta: CD11b, Green: CD45. Scale bar: 50 μm. 

 

3-4 プログラニュリンの心機能障害に対する作用 

 ウサギ心筋虚血再灌流モデルを用いて、プログラニュリン投与の心機能に対

する作用について検討した。本検討で評価した±dP/dt の値は、心収縮機能を反

映する (116)。心カテーテル評価において、プログラニュリン投与は、心筋虚

血再灌流 2 週間後の+dP/dt を 25%改善した (Figure 33A)。一方、−dP/dt は、プ

ログラニュリン投与群と溶媒投与群の両群において、有意な変化は認められな

かった (Figure 33B)。さらに心エコーを用いて、心血管リモデリングの指標で

ある左室内径に関連する項目を検討した。プログラニュリン投与群において、

心筋虚血再灌流障害後の左室収縮期末期径および左室拡張期末期径のそれぞ

れ 12%および 16%の減少が認められた (Figure 33C, D)。また、プログラニュリ

ン投与は、心筋虚血再灌流障害後の左室駆出率および左室内径短縮率をそれぞ

れ 12%および 14%改善させた (Figure 33E, F)。 
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Figure 33  Improvement of myocardial ischemia-reperfusion injury in rabbits by injection 

of recombinant progranulin. 

(A, B) The maximal positive and negative values of the first derivative in left ventricular pressure 

(dP/dT) were determined by cardiac catheterization 2 weeks after reperfusion. (C-F) Left 

ventricular internal diameter at systole (LVIDs) and diastole (LVIDd), fractional shortening (FS), 

and ejection fraction (EF) were measured by echocardiography. The administration of recombinant 

progranulin significantly ameliorated the deterioration of +dP/dT, LVIDs, LVIDd, FS, and EF 

compared with vehicle-treated group. Data are the means ± SEM. (n=3-7) *p <0.05 vs. 

vehicle-treated group (A-B; two-tailed Student's t-test, C-F; one-tailed Student's t-test). 

 

3-5 プログラニュリンの線維化に対する作用 

 ウサギ心筋虚血再灌流モデルを用いて、心筋虚血再灌流後の線維化に対する

プログラニュリンの作用について、マッソントリクローム染色により検討を行

った。マッソントリクローム試薬は、線維化領域を青色に染色する。プログラ

ニュリン投与は、心筋虚血再灌流後の線維化サイズを 10%有意に減少させた 

(Figure 34A, B)。 
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Figure 34  Decrease in myocardial fibrosis size by administration of recombinant 

progranulin after myocardial ischemia-reperfusion in rabbits 

(A) Representative photographs show LV cross-sections by Masson’s trichrome staining 2 weeks 

after reperfusion by administration of recombinant progranulin. (B) Fibrosis size 2 weeks after 

reperfusion. Administration of recombinant progranulin significantly reduced fibrosis size 

compared with vehicle-treated group. Scale bar: 2.5 mm. Data are the means ± SEM. (n=3-7)  *p 

<0.05 vs. vehicle-treated group (one-tailed Student's t-test) 

 

  



86 

 

第 4 節 考察 

本章では、プログラニュリンの心筋虚血および再灌流障害に対する作用につ

いて検討した。プログラニュリンの投与は、左冠動脈閉塞後の急性期における

心筋虚血傷害を軽減し、虚血再灌流後の慢性期における心機能障害を改善した。

プログラニュリンは、心筋虚血再灌流障害に対して心臓保護的に作用する可能

性がある。 

好中球は急性心筋梗塞後の最も早期に梗塞部位に集積する白血球であり、死

細胞を貪食除去し炎症の収束に寄与する (55)。一方、好中球によるプロテアー

ゼや ROS、炎症性サイトカイン等の過剰な産生は、炎症を遷延化させ組織損傷

を増悪する (117)。本研究の検討結果より、プログラニュリンは心筋虚血 24 時

間後において好中球の浸潤を抑制し、梗塞サイズを減少させることが明らかに

なった。先行研究において、プログラニュリンは脳および腎臓の虚血再灌流障

害に対して好中球の浸潤を抑制し、組織損傷を軽減することが報告されている 

(50, 113)。これらの所見は、プログラニュリンが好中球の動員を抑制し、組織

損傷を減弱することを示唆している。他方、プログラニュリンは、ハウスダス

トマイト誘発マウス喘息モデルにおいて、非ヒストン性クロマチン結合タンパ

ク質  (high-mobility group box 1: HMGB1) の過剰発現を抑制する  (118)。

HMGB1 は CXCL12 と複合体を形成し、C-X-C chemokine receptor (CXCR)-4 を

介したシグナル伝達によって、損傷組織への炎症細胞の動員を促進することが

報告されている (119)。また、HMGB1 発現量は心筋虚血により増加し、心筋

虚血再灌流障害の増悪に寄与する (120)。以上より、プログラニュリン投与に

よる好中球の浸潤抑制は、心筋虚血によって誘導される HMGB1 発現を抑制す

ることが推察される。プログラニュリンの好中球遊走に対する詳細な作用機構

を理解するためには、今後更なる検討が必要である。 
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単球・マクロファージは、急性心筋梗塞後に好中球に次いで心臓へ動員され、

早期には炎症応答を、後期には組織修復を促進する (121)。マクロファージの

集積は、心筋梗塞 1 日後から 14 日後において観察されている (55)。炎症の遷

延化は過剰な線維化を含む心臓リモデリングを誘導し、生命予後を増悪させる

ため、マクロファージの機能を制御することは重要である (117)。今回、プロ

グラニュリンの投与は、ウサギ心筋虚血再灌流モデルにおける左室線維化を抑

制した。また、プログラニュリン投与群では、マウス左冠動脈永久閉塞モデル

においてマクロファージ浸潤の抑制が観察された。先行研究では、プログラニ

ュリンはマクロファージにおける炎症応答後の炎症性サイトカイン産生を抑

制することが報告されている (57)。また、マウス慢性炎症性肝疾患肝障害モデ

ルでは、プログラニュリンの投与により肝線維化に関与する F4/80 陽性マクロ

ファージの集積が減少した (73)。以上の観点より、プログラニュリンはマクロ

ファージの炎症応答性を制御し、心筋梗塞後の線維化を抑制したと考えられる。 

心筋梗塞後の組織修復過程において、心臓線維瘢痕の形成は組織の統合性を

維持するために必要である (122)。しかしながら、過剰な線維化による組織の

硬質化は、心収縮機能障害を引き起こす (123–125)。本研究において、プログ

ラニュリン投与は、心筋虚血再灌流障害後の左室リモデリングおよび心機能障

害を有意に改善させた。また、プログラニュリン投与は、心筋虚血再灌流障害

後の線維化サイズを有意に減少させた。心筋梗塞後の線維瘢痕形成には、Wnt

シグナル経路の関与が考えられる。Wnt シグナルは心筋梗塞後に活性化され、

組織傷害および心筋リモデリングを増悪させる (126, 127)。Wnt シグナルの阻

害は、心筋梗塞後の心筋リモデリングおよび線維化形成を抑制することが報告

されている (128, 129)。プログラニュリンは、炎症病態下における Wnt タンパ

ク質発現を抑制し、Wnt シグナルを制御する事が報告されている (130)。以上
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を踏まえると、プログラニュリンは、心筋梗塞後の Wnt シグナル抑制によって

心機能障害および線維化の増悪を抑制する可能性がある。プログラニュリンの

心臓保護作用に Wnt シグナルが関与するか否かは、今後更なる検討によって明

らかにする必要がある。 

以上より、プログラニュリンは、好中球およびマクロファージの浸潤抑制を

介して心筋虚血傷害を減弱すると共に、再灌流障害後の左室線維化を減少させ、

心機能を改善させる可能性が示された。プログラニュリンは、心筋虚血再灌流

障害に対する新規治療標的として期待される。 
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総括および結論 

急性心筋梗塞に代表される虚血性心疾患は世界における死因の第１位であ

る。急性心筋梗塞後の救命率は、経皮的冠動脈形成術および血栓溶解療法によ

る再灌流療法の発展により向上している。しかしながら、急性心筋梗塞患者の

4 人に 1 人は収縮機能障害を伴う梗塞後心不全に進展し、重症心不全患者の 5

年生存率は 50%以下と未だ予後不良である。既存薬を用いた治療は急性心筋梗

塞後の心不全発症および予後増悪を遅延させるが、心不全への進展を完全には

抑制できない。したがって、急性心筋梗塞の既往歴を有する患者における更な

る予後改善には、急性心筋梗塞後病態の理解および新規治療標薬の開発が不可

欠である。 

本研究は、心筋梗塞後リモデリングにおいて重要な役割を担うマクロファー

ジおよびマクロファージに高発現するプログラニュリンに着目し、プログラニ

ュリンの急性心筋梗塞後病態における役割並びに新規治療標的としての有用

性を検討した。 

 

第 1 章では、心筋梗塞後リモデリングにおけるプログラニュリンの関与につい

て検討した。 

1) プログラニュリンは、マウス梗塞後心臓のマクロファージにおいて顕著な発

現を示した。 

2) プログラニュリン欠損マウスは、野生型マウスと比較して、心筋梗塞誘導後

に生存率の低下、左室線維化の亢進、QT 間隔の延長、骨髄由来マクロファー

ジ浸潤数の増加を示した。 

3) 骨髄由来マクロファージにおける Grn 発現量は、LPS および IFN-γ の処置に

より増加した。 
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4) プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージでは、炎症応答後に TGF-β、

IL-4R 発現量の増加、IL-1β、IL-10 発現量の低下および貪食活性の早期亢進を

示した。 

 

第 2 章では、マクロファージにおけるプログラニュリンの関与について検討し

た。 

1) プログラニュリン欠損マウスの梗塞後心臓では、炎症性シグナルの亢進が認

められた。 

2) プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージ投与は、マウス心筋梗塞モデ

ルにおける QT 間隔を延長させた。 

3) プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージにおける低酸素処置後の培

養上清は、酸素グルコース欠乏条件下における心筋細胞死率を増加させた。 

4) プログラニュリン欠損骨髄由来マクロファージは、低酸素および炎症条件下

において、ROS 産生量、OCR および ECAR を増加させた。 

 

第 3 章では、プログラニュリンの心筋虚血再灌流障害に対する保護作用につい

て検討した。 

1) マウス心筋梗塞モデルに対するプログラニュリンの心筋虚血前投与は、梗塞

サイズを減少させた。 

2) ウサギ心筋虚血再灌流障害モデルに対するプログラニュリンの再灌流直後

投与は、左室収縮能を改善し、左室線維化サイズを減少させた。 

 

本研究において、プログラニュリンはマクロファージの炎症応答性を調節し、

心筋虚血傷害後における器質的および電気生理学的リモデリングに対して保
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護的に作用することが示された。また、プログラニュリンはエネルギー代謝制

御を介して、炎症応答性に影響することが示唆された。以上より、プログラニ

ュリンは、急性心筋梗塞後の心機能障害を減弱し、生命予後の改善に寄与し得

る可能性が考えられる。 

本知見は、プログラニュリンによるマクロファージの機能制御を介した急性

心筋梗塞後における有害な心臓リモデリング抑制作用、心筋虚血再灌流障害に

対する保護作用の実証のみに留まらず、同メカニズムの他の虚血性疾患への応

用できる可能性を示唆している。したがって、プログラニュリン製剤の開発は、

虚血臓器に対する保護、リモデリング制御を介した新規治療法の確立に繋がる

と期待される。 
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