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概要  

線維化を病態とする心臓拡張不全の予後は収縮不全と同様に悪く、 生命予後を改善する

治療法も十分ではない。予備的研究でタイトジャンクションである CLDN1 が伸展張力の

低下を感知して線維化を誘導することを認めた。そこで本研究では、線維芽細胞において

CLDN1 が伸展張力を感知して応答する機序を検討した。まず CLDN1 の活性化を検討し

たところ、 CLDN1 は伸展張力を感知すると CLDN1 のリン酸化レベルが変化することが

分かった。次に新たな伸展張力応答機構を検討したところ、線維芽細胞は伸展張力を感知

してリソソームの機能を制御していることが分かった。さらには、 CLDN1 結合蛋白を検

討すると、 CLDN1 がリソソームの機能を制御する TMEM9 と結合することを確認した。  

 

abstract 

Cardiac diastolic dysfunction , the main pathological condition 

is fibrosis, is bad prognosis as well as contractile dysfunction 

and we do not have a good enough therapy for improving its life 

prognosis. We showed that claudin-1 (CLDN1) consisting of tight 

junction senses lower cyclic stretch and induces fibrosis. In 

this study the mechanism of sensing and responding cyclic stretch 

through CLDN1 in fibroblast cells was analyzed. First, when the 

phosphorylation levels of CLDN1 were studied it showed various 

changes in response to cyclic stretch. Next, when new mechanism 

of responding cyclic stretch was investigated fibroblast cells 

sense cyclic stretch and regulate the lysosome function. 
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Furthermore, when the binding protein of CLDN1 was studied CLDN1 

binds with TMEM9 regulating lysosome.  

 

 

研究内容  

背景  

心疾患による死亡数は年間約 23 万人で年々増加しており、そのうち心不全が約 10 万人

と原因疾患のうちで一番多い（令和４年人口動態統計）。心不全は、心筋細胞を主体とする

左室収縮力が低下した収縮不全と、線維芽細胞を主体とした線維化を病態とする拡張不全

に分類される。拡張不全は、収縮不全と同等程度の頻度で発症し、心収縮能が保持されて

いるにもかかわらず、その予後は収縮不全と同等に不良であることが近年報告されている。

従来の心不全研究は収縮不全を対象とし、様々な治療薬が開発されてきたが、現時点では

心不全は増加し、予後が不良の心不全患者がいまだに多いのが現 状である。このような経

緯から拡張不全の研究および治療薬の開発が、今、求められている。  

心臓にお ける線 維化 は、線維 芽細胞 とそ の分化形 態であ る筋 線維芽細 胞が化 学的 刺激

（ホルモン、サイトカイン、神経間伝達物質）や機械的刺激（血流に起因するずり応力や

血圧に基づく伸展張力）に応答して産生する細胞外基質の過剰な蓄積に起因し、心不全、

不整脈、心筋症などを誘発する。予備的研究で、ヒト心臓由来の筋線維芽細胞に定量的な

伸展張力を負荷すると、線維化のマーカー蛋白の発現が減少し、増殖能と遊走能といった

細胞活性が低下した。また、外科手術患者由来の左心耳を用いて伸展張力に応答する遺伝

子と線維化のマーカーである Col1A1 遺伝子との相関を検討すると、タイトジャンクショ

ンを形成する CLDN1 が心臓の線維化と強く相関していた。さらには CLDN1 のノックダ

ウン実験より、 CLDN1 が伸展張力の低下を感知して線維芽細胞を分化させることが分か

った。  

目的  

 線維芽細胞において CLDN1 が伸展張力を感知して応答する機序を解明する。  

方法、結果および今後の方針  

① CLDN1 が伸展張力を感知して CLDN1 のリン酸化に及ぼす効果の検討  

心 臓 拡 張 不 全 に お い て リ ン 酸 化 異 常 を 認 め る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Schechter MA, 

2014,  Schiattarella GG, 2019）。また、腎不全の原因として CLDN の遺伝子変異、特にリ
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ン酸化異常が多数報告されている（ Ahmad W, 2011,  Shiomi  R,  2015）。以上の知見より

CLDN1 のリン酸化異常が心臓拡張不全（線維化）を誘導するという仮説を立てた。  

そこで、伸展張力負荷装置を用いて心臓由来の培養筋線維芽細胞に定量的な伸展張力を

負荷した後に蛋白を精製し、Phos-tag を用いてウェスタンブロッティングをし、リン酸化

CLDN1 を分離した。その結果、伸展張力によりリン酸化レベルが異なるリン酸化部位を

同定した。一方、マウス心臓拡張不全（線維化）モデル由来の心臓を用いてリン酸化 CLDN1

を分離すると、拡張不全によりリン酸化レベルが異なるリン酸化部位を同定した。 以上の

結果より、CLDN1 が伸展張力を感知すると、CLDN1 のリン酸化レベルが変化して線維化

を制御していることが分かった。今後は、伸展張力特異的および拡張不全特異的 CLDN1

リン酸化部位を質量分析計を用いて同定していく。  

②新たな伸展張力応答機構の解明  

 siRNA を用いて培養筋線維芽細胞の CLDN1 をノックダウンして遺伝子の網羅的発現変

化を RNA シークエンスで検討したところ、27628 遺伝子のうち 7660 遺伝子が有意に 2 倍

以上発現変化した。 GSEA（ gene set enrichment analysis）によるアノテーションではリ

ソソームのシグナルが関与していた。そこでリソソームのマーカーである Lamp2 とマス

ター因子（転写因子）である TFEB の蛋白発現レベルをウェスタンブロッティングで検討

すると、伸展張力によりいずれも発現が有意に低下した。また、 TFEB の転写活性に関し

てルシフェラーゼアッセイで検討したところ、伸展張力により TFEB の転写活性は減少し

た。さらには、リソソーム量を Lyso Tracker を用いて、リソソームの機能としてリソソー

ム内の pH を pHLys Red を用いて免疫染色で検討すると、伸展張力によりリソソーム内の

pH（ pHLys Red/  Lyso  Tracker）は低下していた。同時にリソソームの量と質（ pH）をそ

れぞれ Lyso Prime Deep Red および pHLys Green を用いてフローサイトメトリーで定量

すると、リソソームの量と質ともに伸展張力で低下していた。以上の結果より、筋線維芽

細胞は伸展張力を感知してリソソームの機能を制御していることが新たに分かった。 この

リソソーム制御機能として CLDN1 の関与が予想された。今後は、CLDN1 がリソソームを

制御しているかどうか、ノックダウン実験で検討していく。  

③ CLDN1 結合蛋白の同定  

 先行研究で TMEM9 に結合する蛋白を質量分析計で網羅的に検討したところ CLDN1 が

同定されている（ Luck K,  2020）。ここで TMEM9 はリソソームでプロレニンレセプター

である ATP6AP2 に結合すると、ATP6AP2 を活性化させて細胞質内からリソソーム内に水
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素イオンを輸送させる。そこで、まず GST 融合 CLDN1 蛋白を作成し、 CBB 染色及びウ

ェスタンブロッティングで CLDN1 蛋白を確認した。また TMEM9 を HEK293T 細胞に過

剰発現させてウェスタンブロッティングで TMEM9 蛋白の発現を確認した。次に、プルダ

ウンアッセイを用いて GST 融合 CLDN1 蛋白と TMEM9 蛋白の結合を検討すると、両蛋

白の結合を確認した。以上の結果より、CLDN1 がリソソームの機能を制御する TMEM9 と

結合することを新たに確認した。今後は、 CLDN1 が TMEM9 を介してリソソームの機能

を制御しているのかどうか、CLDN1 のノックダウン実験で検討していく。また、TMEM9

のリソソーム機能がどのように線維化制御に関連するのかも TMEM9 のノックダウン実験

で検討する。  
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今後順次発表していく予定。  


