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序論 

 ギセリン/ CD146 は、免疫グロブリンスーパーファミリーに属する細胞接着

因子であり、神経突起伸長因子 NOF（Neurite Outgrowth Factor）の受容体と

して同定された分子である[1]。ギセリン/ CD146 は、アミノ末端に存在する膜

移行シグナルに続き、細胞外領域に５個の免疫グロブリン様構造を持ち、その

うちの最初の２個は V-set 様タイプ、残りの３個は C2-set 様タイプである[1]。

それに続くカルボキシル末端側に一箇所の膜貫通部位をはさんで、短い細胞内

領域を持つ。細胞内領域の短いものは S-ギセリン、長いものは L-ギセリンと名

付けられている[1]。 

 ギセリン/ CD146 はホモフィリック結合による細胞凝集活性と、神経突起伸

長因子であるラミニンファミリーに属する NOF へのヘテロフィリック結合活

性を有する[2,3]。ギセリン/ CD146 は発達段階の神経系に豊富に発現し、神経

突起の伸長と細胞遊走に関与していることが報告されている[4]。 

 ギセリン/ CD146 の発現調節機構については、神経成長因子（NGF）に応答

して神経突起を伸長するラット副腎髄質褐色細胞腫細胞（PC12）を用いて検討

されている。この結果から、ギセリン/ CD146 の mRNA 量は、cAMP によって

調節されていることが明らかとなっている[2]。 また、ギセリン/ CD146 遺伝子

のプロモーター領域に存在する cAMP 応答配列（CRE）に cAMP responsive 

element binding protein（CREB）が結合することによってギセリン/ CD146 遺

伝子の発現が亢進することから、ギセリン/ CD146 の遺伝子発現にアドレナリ
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ンβ受容体−cAMP−プロテインキナーゼAおよびMAPキナーゼ経路が関与して

いることが示唆されている。 

 ギセリン/ CD146 は神経系以外のさまざまな組織で発現しており、気管と腎

臓の発生と再生、ならびに発癌や動脈硬化の形成にも関与している [5-8]。神経

系の発達において、ギセリン/ CD146 は細胞分裂を伴わないニューロンの分化

時期に発現しており、神経系の発達後、ギセリン/ CD146 の発現は消失する[1]。

一方、発癌や動脈硬化において、ギセリン/ CD146 の発現は細胞の増殖時期と

同時期に検出される[8]。また、平らはギセリン/ CD146 が成体ラットの心臓で

発現していることを報告しており[5]、平らは、ギセリン/ CD146 が成体の心機

能に何らかの役割を果たしているのではないかと推測している。哺乳動物では、

心筋細胞は胎児期にのみ増殖能を有し、出生後にはその増殖能は速やかに消失

する。そのため、成体においては細胞容積を増大することにより圧負荷などの

ストレスに対応する[9]。病的な心肥大においても、心筋細胞は増殖することな

くその細胞の容積を増大させる。したがって、ギセリン/ CD146 の機能として

心筋細胞の容積増大に関与している可能性が考えられる。  

 本研究では、心筋細胞の容積増大(肥大)の過程および出生後の心臓の生理学的

な肥大におけるギセリン/ CD146 の発現とその制御機構について解析を行った。

これらを検討するために、成体ラットの大動脈を狭窄（Ascending Aortic 

Constriction：AAC、上行大動脈狭窄）することにより、心肥大モデルを作製し

た[10,11]。また、出生後の心臓におけるギセリン/ CD146 の発現を経時的に解

析した。さらに、ラット心筋細胞由来株である H9c2 細胞に伸展刺激を加えるこ

とにより、in vitro での心肥大のモデルを作製した[12,13]。この心肥大モデルに、
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MAP キナーゼ経路阻害剤を添加することにより[14-17]、心筋細胞におけるギセ

リン/ CD146 遺伝子の発現のメカニズムを解析した[2]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 6 

ギセリン/ CD146 について 

 ギセリン/ CD146 は、神経突起伸展因子 NOF に対する受容体分子として同定

された分子であり、免疫グロブリンスーパーファミリーに属する。NOF は、発

生初期ニワトリ胚神経細胞での神経突起伸展を引き起こすラミニンファミリー

に属する細胞外基質蛋白質である[1]。ニワトリ胚において毛様体神経節細胞は

10 日目胚までは NOF に反応して神経突起を伸展するが、それ以降、急速にそ

の反応性が低下する[1]。この際に、NOF の発現量に変化は認められないことか

ら、突起伸展能の低下として NOF 受容体の変化が推測される。 

 ギセリン/ CD146 は発生初期の神経系で発現が認められており、前述の毛様

体神経節細胞のNOFに対する反応性の低下はギセリン/ CD146の発現量の低下

によるものであることが報告されている[1]。ギセリン/ CD146 は、アミノ末端

に存在する膜移行シグナルに続き細胞外領域に５個の免疫グロブリン様構造を

持つ（図 1）。免疫グロブリン様構造の最初の２個は V-set 様タイプ、残りの３

個は C2-set 様タイプと呼ばれている。それに続くカルボキシル末端側に一箇所

の膜貫通部位をはさんで、短い細胞内領域を持つ[1]。細胞内領域は短く、他の

免疫グロブリンスーパーファミリーに属する細胞接着因子と同様、キナーゼ等

の特別な活性領域は持たないが、リン酸化可能部位が複数存在し、何らかの機

能を有していると考えられる[1]。 
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図 1 ギセリン/ CD146 の構造 

 

 

 

 

 

ギセリン/ CD146 は、細胞外領域に 8 カ所の N-リンク型糖鎖結合可能部位を

持ち、そのうちの数カ所は実際に糖鎖の付着が認められる。さらに多くの O-リ

ンク型の糖鎖も結合しており、その修飾状況は種間で差異が見られる[1]。 

ニワトリ砂嚢のギセリン/ CD146 は、ウエスタンブロット法で 84kDa および

90kDa の位置に検出される。この２種類の分子量は mRNA の細胞内領域をコ

ードする領域のスプライシングの差異により生じるものであり、細胞内領域の

短いものは S-ギセリン、長いものは L-ギセリンと名付けられている（図１）。

それぞれのサブタイプの発現は組織によって異なっていることがわかっている

[1]。 
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第１章 緒言 

ギセリン/ CD146 は、発達段階の神経系に強く発現し、神経突起の伸長と細

胞遊走に関与していることが報告されている[4]。また、ギセリン/ CD146 は神

経系以外のさまざまな組織でも発現しており、気管と腎臓の発生と再生、なら

びに発癌や動脈硬化の形成にも関与している[5-8]。さらに、平らはギセリン/ 

CD146 が成体ラットの心臓で発現されることを報告しており[5]、ギセリン/ 

CD146 が成体の心機能に何らかの役割を果たしていることが推測される。 

 哺乳動物の心筋細胞は胎児期にのみ増殖能を有し、出生後はすぐに細胞周期

が停止し最終分化の状態へ移行するため、その後心筋細胞は増殖することなく

肥大するだけである[9]。一方、病的な心肥大においても、心筋細胞は分裂せず

に、細胞の容積を増大させる。  

 本研究では、病的な心肥大の過程におけるギセリン/ CD146 の発現について

確認するために、成体ラットの大動脈を狭窄（AAC、上行大動脈狭窄）するこ

とにより心肥大モデルを作製し[10,11]、心肥大時のギセリン/ CD146 の発現変

動について確認した。また、ギセリン/ CD146 タンパク質の発現量について、

心臓全体および部位別に確認した。 
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第 1 章 実験材料および実験方法 

 

実験動物 

本実験では、Japan Clea から購入した6週齢の SD 系雄性ラットを用いた。

ラットは、岩手医科大学動物研究センターの管理下において、恒温（23±1 °C）、

恒湿（55±5%）、定時照明（12 時間明所 7:00〜19:00，12 時間暗所 19:00〜7:00）

の条件で飼育し、飼料および水は定期的に与えた。本実験は、岩手医科大学動

物実験委員会によって作成された実験動物の管理と使用に関するガイドライン

の推奨事項に従って実施された。 本実験のプロトコールは、岩手医科大学動物

実験委員会によって承認されている（許可番号：28-005）。 

ウシ胎児血清は、Gibco BRL（Thermo Fisher Scientific）から購入し、ウサ

ギ抗血清は、New Zealand White Kitayama Labosから購入したNew Zealand 

White rabbitを用いて作製した[5,18]。 
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上行大動脈狭窄 （AAC:Ascending Aortic Constriction） 

 慢性的な圧力過負荷誘発性心肥大を作製するために、ラットの上行大動脈狭

窄（AAC）を行った。 AAC 処置は、Gs ら[10]の方法に基づいて行った。6 週

齢の雄性 Sprangue-Dawley ラットに、ペントバルビタールナトリウム（30 mg 

/ kg）を腹腔内注射し、麻酔した後、18 ゲージのポリエチレンカテーテルを気

管に挿管した。ラットをげっ歯類人工呼吸器（Harvard Apparatus）で換気し、

イソフルラン（2〜3％）で麻酔を維持した後、左第 2 肋間腔で胸部を開放した。

上行大動脈の周りに 5-0 ナイロン縫合糸を通した後、16 ゲージの針を大動脈と

共にナイロン縫合糸で結び、針を取り外し、大動脈を狭窄した。偽手術群（シ

ャム）では、結紮を除いて同じ手順を行った。最後に、胸腔内を陰圧にして胸

壁を閉じた。AAC 処置 3 日後、および１、2、4 週間後のラットを二酸化炭素に

より安楽死させ、心臓を単離した。麻酔の濃度は、心拍数、胸骨、および四肢

の動きを監視することによって 2〜3%の間で調節した。 

 また、大動脈狭窄の近位部分と遠位部分の間の大動脈圧を確認するために、

圧力変換器が取り付けられたポリエチレンチューブを麻酔下で右頸動脈に挿入

した。そのチューブを左心室までさらに挿入して、圧力差を測定した[19]。大動

脈圧は、PowerLab システム（ADInstruments）を使用して記録した[20]。 
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RNA の分離 

二酸化炭素によりラットを安楽死させた後、心臓を単離し、TRI 試薬（Thermo 

Fisher Scientific）（1 ml / 50-100 mg 組織）を加えてポリトロンホモジナイザ

ーを用いてホモジナイズした。 ホモジネートに、TRI 試薬 1 ml あたり 0.2 ml

のクロロホルムを加え、得られた混合物を室温で 2〜15 分間インキュベーショ

ンした後、15,000 rpm で 15 分間、4℃で遠心分離した。 上部の水層を新しい

チューブに移し、イソプロパノールと混合し、15,000 rpm、5 分間、4℃で遠心

分離した。 次に、Total RNA ペレットを 75％エタノールで洗浄し、15,000 rpm

で 15 分間遠心分離した。 エタノールを除去し、Total RNA ペレットを TE

（Tris-EDTA Buffer）に溶解した。 

 

リアルタイム PCR による mRNA の定量化 

 Total RNA の濃度は QubitTMRNA HS アッセイキット（Thermo Fisher 

Scientific ） を 使 用 し て 測 定 し 、 5 μ g の total RNA を 鋳 型 に

SuperScript®IIIFirst-Strand 合成システム（Invitrogen）を用いて cDNA に逆

転写させた。定量的ポリメラーゼ連鎖反応（qPCR）分析は、Fast SYBR Green 

Master Mix（Applied Biosystems）を使用した ABI ステップ 1 リアルタイム

PCR システムで行った[21]。GAPDH を対照として、ギセリン/ CD146 遺伝子

の発現レベルを測定した。ギセリン/ CD146、β-MHC（β-myosin heavy chain）、

および GAPDH（Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase）の増幅に使用

するプライマーは、TAKARA から購入した。  
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ウエスタンブロッット法とバンド強度の定量化 

 AAC 処置ラットから心臓およびその部位別（右房、右室、左房、左室）に単

離した。単離された心臓を PBS 中でホモジナイズした。ホモジネートを 14,500 

rpm、30分間 4℃で遠心分離した。ペレットを 2 mM Tris /酢酸緩衝液（pH 8.0）、

0.2 M EDTA、および 10％NP40 で可溶化し、14,500 rpm、4°C で 30 分間遠

心分離した。上清をウエスタンブロッティング法を用いて、ギセリン/ CD146

を検出した[5]。タンパク質濃度は、BCA タンパク質アッセイキット(Thermo 

Fisher Scientific)を使用して測定した。サンプルを還元条件下で SDS-PAGE

（10％アクリルアミド）により分離し、PVDF メンブレン（Bio-Rad）に転写

した。 Bullet Blocking One（nacalai tesque）でブロットをブロッキングし、

Can Get Signal Solution（TOYOBO）中の抗ギセリン/ CD146 ウサギ血清 

(1:1000) [5,18] とともに 4℃で一晩インキュベートした。次に、ブロットを

TBS-T バッファー（0.05％ Tween 20 を含む TBS）で 4 回洗浄し、Can Get 

Signal Solution（1：2000）でウサギ IgG に対する HRP 結合抗体と一緒に室温

で 1〜2 時間インキュベートした。その後、ブロットを再び TBS-T バッファー

で 4 回洗浄した。ブロットは化学発光（SuperSignalTM West Femto、Thermo 

Fisher Scientific Inc.）を用いて検出し、化学発光シグナルは Odyssey Fc 

Imaging System（LI-COR Biosciences）で撮影し、Odyssey Application ソフ

トウェア（Image Studio Lite v5.2）を用いて分析した。 
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統計分析 

統計分析は、マン・ホイットニーU 検定を用いた。 すべての数値データは平

均±標準誤差で示した。95%の信頼度（p<0.05）をもって有意とした。 
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第 1 章 結果 

ギセリン/ CD146 は成体ラットの心臓で発現している。心筋細胞の肥大の過

程でギセリン/ CD146 の発現が増加する可能性を検討するため、成体ラットに

AAC 処置で心肥大を作製し、定量 PCR を用いてギセリン/ CD146 遺伝子の発

現量を測定した。 AAC 処置の効果は、大動脈圧（図２）と心臓/体重比（表 1）

を測定することで確認した。 AAC 処置後のラットでは、狭窄部位の下流で大

動脈圧が低下するとともに、心臓/体重比の上昇（10.5％）が観察された。さら

に、心肥大時に発現が上昇する β-MHC 遺伝子の発現量の増加により、心肥大を

確認した。 β-MHC 遺伝子の発現レベルは、シャムラットと比較して、AAC 処

置後 2 週間で約 2.5 倍、AAC 処置後 4 週間で 3 倍に増加した（図 3A）。ギセリ

ン/ CD146 遺伝子の発現レベルについては、AAC 処置の 1 週間後までに上昇し

てピークに達し、その後徐々に減少し、4 週間後ではシャムラットと差が認めら

れなかった（図 3B）。 

 また、ウエスタンブロット分析を行って、AAC 処置によるギセリン/ CD146

タンパク質の発現レベルについて確認した。 ギセリン/ CD146 遺伝子の発現レ

ベルは、AAC 処置後に上昇し、１週間後にピークに達した。そこで、AAC 処置

の 1 週間後における心臓のギセリン/ CD146 タンパク質について解析した。そ

の結果、シャムラットと比較して AAC 処置 1 週間後の心臓ではギセリン/ 

CD146 タンパク質の増加が確認された（図 4A、B）。 

さらに、心臓の各部位におけるギセリン/ CD146 タンパク質の発現を確認した

ところ、どの部位においても有意ではないものの発現の増加傾向が確認された
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(図 4C、D)。 
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図２ 左心室圧と大動脈圧 

AAC：上行大動脈狭窄 

 

 

 

 

 

 

表１ 体重量あたりの心臓重量 

AAC（-）：AAC 処置なし、AAC（＋）：AAC 処置あり 

AAC（-）は６匹、AAC（＋）は８匹の平均値±標準誤差。 
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図 3 AAC 処置後のギセリン/ CD146 および β-MHC 遺伝子の発現レベルの変化 

（A）AAC 処置後の β-MHC 遺伝子の発現レベル 

（B）AAC 処置後のギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベル 

成熟ラットを AAC 処置し、処置の 3 日後、1 週間後、2 週間後、および 4 週間

後に心臓を単離した。 ６匹のラットから心臓を単離し、単離した心臓から

TotalRNA を抽出し、β-MHC およびギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベルを確

認した。 発現レベルは、各週のシャム処置をしたラットと比較した。 

各データは平均±標準誤差で示した。 ** P <0.01 
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図 4 心臓全体および各部位の AAC 処置 1 週間後のギセリン/ CD146 ウエス

タンブロット分析 

（C） 

（D） 
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すべてのレーンに 20μg の総タンパク質をロードした。 

（A）AAC 処置 1週間後の心臓全体におけるギセリン/ CD146 タンパク質の発

現  

AAC 処置をした 4匹のラットの心臓の結果を示した。 

（B）心臓の AAC 処置 1週間後のギセリン/ CD146 タンパク質発現レベルの比

較 

4 回のウエスタンブロット分析の平均を示した。縦軸はウエスタンブロットのシ

グナル強度を示している。  

AAC（-）： AAC 処置なし、AAC（+）：AAC 処置あり。 

各データは平均±標準誤差で示した。 * P <0.05 

（C）AAC 処置 1週間後の心臓の各部位のギセリン/ CD146 タンパク質の発現  

RA：右心房、RV：右心室、LA：左心房、LV：左心室 

（D）AAC 処置 1週間後の心臓の各部位のギセリン/ CD146 タンパク質発現レ

ベルの比較 

RA：右心房、RV：右心室、LA：左心房、LV：左心室 

4 回のウエスタンブロット分析の平均で示した。縦軸はウエスタンブロットのシ

グナル強度を示している。 

 AAC（-）：AAC 処置なし、AAC（+）：AAC 処置あり。 

各データは平均±標準誤差で示した。 
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第 1 章 考察 

心肥大モデルを作製するために、ラットの大動脈起始部の狭窄（AAC）を行っ

た。ギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベルは AAC 処置後上昇し、1 週間後にピ

ークに達し、その後徐々に低下し、4 週間後にはシャムラットとの差は認められ

なかった(図 3B）。 この結果から、ギセリン/ CD146 の発現が AAC 処置によっ

て誘導されることが明らかとなった。AAC 処置１週間後の心臓におけるギセリ

ン/ CD146 のタンパク質レベルについて、ウエスタンブロット分析で解析した

結果、ギセリン/ CD146 がタンパク質レベルにおいても増加していた (図 4B)。

さらに、心臓の各部位におけるウエスタンブロット分析の結果は、圧力負荷に

より心臓のすべての部位でギセリン/ CD146 が増加する傾向を示している(図

4D)。 

心肥大のマーカーである β-MHC の発現は、AAC 処置後 4 週間で増加した（図

3A）[22]。一方で、ギセリン/ CD146 の発現増加のピークは、AAC 処置後 1 週

間目であり、β-MHC  mRNA の発現増加が始まる前であった。この結果は、ギ

セリン/ CD146 発現が心筋肥大の初期段階に関与していることを示唆している。

この実験において、AAC 処置後のラットと AAC 処置なしの心臓と体重量を比

較したところ、重量比の差は約 10.5％であった。この心体重比のわずかな違い

は、大動脈の狭窄の程度が弱いためと考えられる。しかし、本研究では、AAC

処置により心肥大のマーカーである β-MHC 遺伝子の発現の上昇が観察された

ことや[22]、大動脈圧の測定により狭窄部より下流の血圧低下を観察することが

できたことから、今回の AAC 処置が有効に作用して、心肥大モデルが作製され
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ており、肥大心ではギセリン/ CD146 遺伝子発現およびタンパク質レベルでの

上昇が起こることが明らかとなった。 
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第２章 緒言 

前章の実験においては、ラットの大動脈起始部の狭窄処置（AAC）によりギセ

リン/ CD146 の発現レベルが上昇し、そのレベルは 1 週間後にピークに達し、

その後 4 週目で対照群レベルまで低下した。一方、心肥大のマーカーである

β-MHC の発現は、ギセリン/ CD146 の発現がピークに達した後の AAC 処置後

数週間で増加し続けることが報告されている[22]。このことから、ギセリン/ 

CD146 が心筋肥大の初期段階に関与することが示唆された。 

哺乳類の心筋細胞は胎児期にのみ増殖し、出生後はその細胞容積を増大させる

だけである[9]。また、慢性的な圧負荷などの状況で起こる病的な心肥大は、心

筋細胞の分裂や増殖によるものではなく、個々の細胞が肥大することにより圧

負荷に適応する。以上のことより、ギセリン/ CD146 は心筋細胞の容積増大に

関与している可能性がある。  

そこで、生理的に心筋細胞が肥大していく出生後のラットの心臓におけるギセ

リン/ CD146 の発現および、出生後に発現が入れ替わることが確認されている

α-MHC および β-MHC の発現について検討を行った。 
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第２章 実験材料および実験方法 

実験動物 

本実験では、Japan Clea から購入した SD 系妊娠雌性ラットおよび、新生児ラ

ットを用いた。ラットは第 1 章と同様の管理を行った。また、本実験は第１章

と同様のプロトコールにより実施した。（岩手医科大学動物実験委員会許可番

号：01-017）。 

 

RNA の分離 

 新生児ラットを CO2による麻酔下で断頭後に心臓を単離し、第 1 章と同様の

操作を実施した。 

 

リアルタイム PCR による mRNA の定量化 

 第 1 章と同様の操作を行った。ギセリン/ CD146、β-MHC、α-MHC（α-myosin 

heavy chain）および GAPDH の増幅に使用されるプライマーは、TAKARA か

ら購入した。  

 

統計分析 

統計分析は、第 1 章と同様の方法とした。 
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第２章 結果 

ギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベルは、出生後に上昇し、その後生後 1 週目

でピークに達し、生後１日目の 2 倍量になった。その後生後 4 週目では、生後 1

日目の半分に低下した（図 5A）。 これに対して、β-MHC 遺伝子の発現レベル

は生後１日目から生後 4 週目までに経時的に低下した。一方、α-MHC 遺伝子の

発現レベルは生後 1 週目から顕著に上昇した（図 5B、C）。以上の結果から、こ

れまでの報告通り、新生児ラットの心臓においては、β-MHC 遺伝子の発現レベ

ルが低下するとともに α-MHC 遺伝子の発現レベルが上昇することが確認され

た。 
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図 5 新生児ラットにおける β-MHC、α-MHC およびギセリン/ CD146 遺伝子

の発現 

（A）ギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベル 

（B）β-MHC 遺伝子の発現レベル 

（C）α-MHC 遺伝子の発現レベル 

生後 1 日、1 週間、2 週間、4 週間に、ラット４匹から心臓を単離した。単離

した心臓から RNA を抽出し、β-MHC、α-MHC、ギセリン/ CD146 遺伝子の発

現を確認した。 遺伝子の発現レベルは、生後 1 日目の発現量と比較した。 

各データは、平均±標準誤差で示した。 ** P <0.01、* P <0.05 

 

 

 

 

 

（C） 
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第２章 考察 

新生児期の生理的な心臓の容積増大におけるギセリン/ CD146 の発現を調べた

結果、生後 1 週間でピークに達し、その後低下した。生後 4 週目の発現レベル

は生後 1 日目の発現レベルよりも低かった。一方、ラットの心室での MHC の

発現は、生後約 5 日で β-MHC から α-MHC に変わることが報告されている

[23,24,25]。本研究では、生後約 1 週間で β-MHC 遺伝子の発現量が低下するに

伴い、α-MHC 遺伝子の発現量が上昇することから、これまでの報告と同様に

MHC アイソフォームの遺伝子発現の変化が確認された。 

ラット新生児の心臓では、ギセリン/ CD146 の発現は β-MHC の発現が低下し

てくる生後 1週目でピークに達した。この時期は α-MHC の発現が上昇する前で

あり、MHC アイソフォームの発現が変化する短い期間に発現が変化している。

これに対して、病的な心肥大においては、ギセリン/ CD146 の増加は β-MHC 遺

伝子の発現が増加する前であった。以上のことから、ギセリン/ CD146 の増加

は MHC アイソフォームの発現の変化とは関連性がないと考えられた。 
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第３章 緒言 

平らは、ギセリン/ CD146 が細胞の分化および腫瘍形成時の細胞増殖に関与し

ていることを報告している[8]。しかし、ギセリン/ CD146 発現の増加が確認さ

れている心肥大においては、心筋細胞は分裂せずに容積が増大することが報告

されている[26]。また、心肥大と同様に、心筋細胞が分裂せずにその容積を増大

させるラット新生児期において、生後早期にギセリン/ CD146 の発現が増加す

ることから、ギセリン/ CD146 が心臓の容積増大に関与していることが考えら

れた。そこで、心肥大におけるギセリン/ CD146 の役割を in vitro において確認

するために、心筋細胞由来株 H9c2 を用いて実験を行った。心筋細胞の容積増大

は機械的ストレスに対する細胞の応答と考えられているため、H9c2 に伸展刺激

を加えることで in vitro での心肥大のモデルを作製した[12,13]。 

神経細胞では、NGF 刺激によりギセリン/ CD146 の発現が増強される[27]。

また、ギセリン/ CD146 遺伝子のプロモーター領域には CRE 配列があり、ギセ

リン/ CD146の発現にはMAPキナーゼ経路が関与していることが報告されてい

る[28]。そこで、H9c2 細胞に MAP キナーゼ経路酵素阻害剤を添加した上で伸

展刺激を加えることにより、心筋細胞におけるギセリン/ CD146 発現のメカニ

ズムの解明を行った。 
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第３章 実験材料および実験方法 

 

細胞培養 

ラット胚性心筋由来の H9c2 細胞（ATCC）を、10％ウシ胎児血清と抗生物質

を添加した Dulbecco’s Modified Eagle 培地（4.5 g / L グルコース）で、37℃、

5％ CO2の条件で培養した[29,30]。 

 

機械的伸展刺激 

H9c2 細胞は、コラーゲンでコーティングされた伸縮性シリコンチャンバー上

で 2 日間培養した。 培地を交換した後、細胞に 20％の伸長率および 60 往復/

分の刺激頻度で 24 時間伸展刺激を加えた[31]。 SB203580（p38 MAP キナー

ゼ阻害剤）[15]および、PD98059（MEK1 / 2 阻害剤）[16]は、伸展刺激の前に

20μM の濃度で添加した[32]。 

 

RNA の分離 

 第 1 章と同様の操作により、回収した培養細胞から RNA を抽出した。 

 

リアルタイム PCR による mRNA の定量化 

  第 1 章と同様の操作を行った。ギセリン/ CD146、SB203580、PD98059 お

よび GAPDH の増幅に使用されるプライマーは、TAKARA から購入した。 
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ウエスタンブロッット法とバンド強度の定量化 

 回収した細胞を PBS でホモジナイズし、ホモジネートを 14,500 rpm、30 分

間、4℃で遠心分離後、第 1 章と同様の操作を実施した。 

 

統計分析 

統計分析は、第１章と同様の方法とした。 
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第３章 結果 

心筋細胞の機械的刺激肥大モデルにおけるギセリン/ CD146 の発現の変化に

ついても検討した。心筋細胞肥大の in vitro モデルとして、ラット心筋細胞由来

株の H9c2 細胞に伸展刺激を加えることで心肥大モデルを作製した。その結果、

伸展刺激を加えた細胞では、伸展刺激なしの細胞に比べてギセリン/ CD146 お

よび β-MHC 遺伝子の発現量が増加していた（図 6A）。 

これまでの研究で cAMP 応答配列（CRE）が PC12 細胞でのギセリン/ CD146

の発現に関与していること[1]、CRE 依存性遺伝子発現の調節に MAP キナーゼ

経路が関与していることが報告されているため、MAP キナーゼ経路の阻害剤添

加後に伸展刺激を行った[33]。伸展刺激によるギセリン/ CD146 遺伝子の発現

増加は、p38 MAP キナーゼ阻害剤である SB203580 の添加により抑制されるこ

とがわかった（図 6B）。一方、MEK1 / 2 の阻害剤である PD98059 の添加では

伸展刺激によるギセリン/ CD146 遺伝子の発現増加については、わずかに抑制

傾向は見られたものの、有意ではなかった（図 6C）。 

 伸展刺激時のギセリン/ CD146 のタンパク質量については、伸展刺激を加えた

細胞と伸展刺激を加えなかった細胞で差は見られなかった（図 6D、6E） 
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図 6 H9c2 細胞における伸展刺激時のギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベル変

化とウエスタンブロット分析 

 

（A） H9c2 細胞における伸展刺激時のギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベル 

伸展刺激を加えていない場合（N）のギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベルを１

とし、伸展刺激を加えた場合（S）の発現レベルを示している。 

（B） SB203580 添加における伸展刺激時のギセリン/ CD146 遺伝子の発現レ

ベル 

NN：展刺激なし、阻害剤なし、NI：伸展刺激なし、阻害剤あり、 

SN：伸展刺激あり、阻害剤なし、SI：伸展刺激あり、阻害剤あり 

各データは平均±標準誤差で示している。 * P <0.05 

 

（E） 
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（C） PD98059 添加における伸展刺激時のギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベ

ル 

伸展刺激および MAP キナーゼ経路阻害剤を加えていない場合のギセリン/ 

CD146 遺伝子の発現レベルを１として相対的な発現レベルを示している。  

それぞれが 4 つの独立した実験の平均を表しており、各実験は 4 つのチャンバ

ーで行われた。 有意差は NN に対する比率である。 

各データは平均±標準誤差で示している。 * P <0.05 

（D） H9c2 細胞における伸展刺激時のギセリン/ CD146 のウエスタンブロッ

ト分析 

（E）H9c2 細胞における伸展刺激時のギセリン/ CD146 のタンパク質発現レベ

ルの比較 

すべてのレーンに 20μg の総タンパク質をロードした。  

2 回のウエスタンブロット分析の結果の平均を示した。縦軸はウエスタンブロッ

トのシグナル強度を示している。  

N：伸展刺激なし、S： 伸展刺激あり 

各データは平均±標準誤差で示した。* P <0.05 
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第３章 考察 

心肥大におけるギセリン/ CD146 の役割を確認するために、心筋由来の培養細

胞である H9c2 細胞を用いた実験を行った。H9c2 細胞に機械的ストレスとして

伸展刺激を加えて、これに応答する細胞メカニズムの解析を行った。 

最初に、H9c2 細胞に加えた伸展刺激がギセリン/ CD146 の発現を増加させる

ことを確認した。神経細胞においては、ギセリン/ CD146 の発現が NGF 刺激

によって増強されること、ギセリン/ CD146 遺伝子のプロモーター領域には

CRE 配列が存在しており、NGF 刺激によるギセリン/ CD146 の発現には MAP

キナーゼ経路が関与していることが報告されているので[27,33]、ギセリン/ 

CD146 遺伝子の発現における MAP キナーゼ経路酵素阻害剤の効果を調べた。

今回の実験結果では、伸展刺激によって増加したギセリン/ CD146 遺伝子の発

現は、MAP キナーゼ経路の p38 MAP キナーゼ阻害剤である SB203580 [15]の

添加によって抑制された。一方、MAP キナーゼ経路における MEK1 / 2 の阻害

剤である PD98059[16]の添加では、抑制傾向は見られたものの、有意な差は認

められなかった。これらの結果は、ギセリン/ CD146 の発現が p38 MAP キナー

ゼ経路を介して調節されていることを示唆している。  

H9c2 細胞については、ウエスタンブロット分析によりタンパク質レベルでの

ギセリン/ CD146 発現の変化を検討したが、変化は見られなかった。その原因

として、伸展刺激が 24 時間のみであり、タンパク質の翻訳と翻訳されたタンパ

ク質の膜局在化には、さらに時間がかかることが考えられた。 
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総合考察および結論 

ギセリン/ CD146 は、免疫グロブリンスーパーファミリーに属する細胞接着分

子である[2]。神経細胞においてギセリン/ CD146 の発現は発達の初期段階での

み観察され、ギセリン/ CD146 は神経突起の伸長と神経細胞の移動を制御する

ことにより、神経系の形成に関与していることが明らかになっている[17]。また、

ギセリン/ CD146 は発達中の神経系に加えて、肺、心臓、血管内皮などの組織

にも豊富に発現しており[3,34,35]、平らはさらに、ギセリン/ CD146 の発現が

腫瘍組織でも増加し、腫瘍細胞の成長と転移を促進することを報告している[7]。 

 このように、これまでの研究ではギセリン/ CD146 の発現が神経系の発達に

関与しているだけでなく、腫瘍などの細胞の増殖にも関与していることが明ら

かとなっている[3,6,36]。しかしながら、心筋肥大のような細胞の分化や分裂を

伴わない細胞の容積増大においては、ギセリン/ CD146 の発現とその役割につ

いては不明であった。本研究では、肥大した成体ラットの心臓および新生児ラ

ットの心臓におけるギセリン/ CD146 の発現を確認した。大動脈起始部の狭窄

（AAC）を行ったラットの心臓では、ギセリン/ CD146 遺伝子の発現レベルは

AAC 処置により上昇し、１週間でピークに達し、その後初期レベルに低下した。

一方、心肥大のマーカーである β-MHC の発現は、AAC 処置後数週間において

増加し続けた[23]。ギセリン/ CD146 遺伝子の発現のピークは、β-MHC 遺伝子

の増加が始まる前であり、このことはギセリン/ CD146 が心筋肥大の初期段階

に関与していることを示唆している。 

ラット新生児の心臓では、ギセリン/ CD146 の発現は β-MHC の発現が低下し
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てくる生後 1週目でピークに達した。この時期は α-MHC の発現が上昇する前で

あった。これに対して、病的な心肥大においては、ギセリン/ CD146 の発現増

加は β-MHC 遺伝子発現の増加前であった。以上のことから、ギセリン/ CD146

の増加は MHC アイソフォームの発現変化とは関連性がないと考えられた。 

また、伸展刺激をした H9c2 細胞に MAP キナーゼ経路酵素の阻害剤を添加し

たときのギセリン/ CD146 遺伝子の発現について解析を行った結果、伸展刺激

によって増加したギセリン/ CD146 の発現は、p38 MAP キナーゼ阻害剤である

SB203580 の添加によって抑制された。  

これらの結果より、ギセリン/ CD146 が心筋肥大の初期段階に関与しており、

その発現が p38 MAP キナーゼ経路を介して調節されていることが示唆された

（図 7）。 また、MEK1 / 2 の阻害剤である PD98059 を添加した際、ギセリン/ 

CD146 の発現は、統計的に有意な差はなかったが、抑制傾向が見られたことか

ら MEK1 / 2 の経路も心筋肥大に何らかの関与をしている可能性が考えられた。 
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図 7 伸展刺激により予測されるギセリン/CD146 の発現経路 

  

図 8 微小突起におけるアクチン細胞骨格と 
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図 8 に示すようにギセリン/ CD146 は、細胞表面の微小突起の伸展に関与して

いるとの報告がある[36]。また、微小突起はアクチン細胞骨格による支持を受け

ており、微小突起の伸展には、L-ギセリンの細胞内ドメインの 16 から 39 番目

のアミノ酸配列と融合タンパク質であるモエシンの結合、それに続くアクチン

細胞骨格との相互作用が必要であることが報告されている [36]。 

図 9 に示す様に、心臓の肥大時には、α-MHC から β-MHC へと MHC アイソ

フォームを変換することにより、心筋収縮のエネルギー効率を上げることで負

荷に対応する経路と、心筋細胞そのものを肥大して負荷に対応する経路が存在

する[37]。今回の研究結果から、ギセリン/ CD146 の発現は心肥大時における

MHC アイソフォームの変換には関与していない可能性が考えられた。また、微

小突起の伸展におけるギセリン/ CD146 とアクチン細胞骨格との相互作用の報

告から、心筋細胞においてもギセリン/ CD146 とアクチン細胞骨格の相互作用

が必要であり、肥大した心筋細胞において増加したアクチン細胞骨格に対応し

てギセリン/ CD146 の発現が増大している可能性がある（図９）。 
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今後の研究では、心肥大時のギセリン/ CD146 タンパク質の発現を免疫組織化

学により解析することで、心肥大時のギセリン/ CD146 の機能についての理解

をさらに深めていくことを考えている。 
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