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Endothelin-1 regulates cardiac sympathetic innervation in the rodent heart

         by controlling nerve growth factor expression.

   (エ ン ドセ リンー1は 神経成長因子を誘導 し心臓交感神経系の発達 を制御す る)

内容の要旨

家 田

 心臓 は 自律神経支配 を豊 富に受け、その活動は 自律神経系 によ り綿

密 に調節 され ている。交感神 経支配が心臓 にとって重要で あるこ とは

よ く知 られ ているが、その神 経支配形成 に関与す る分子機構 はほ とん

ど明 らか となっていない。Nerve growth factor(以 下NGFと 略す)は 神

経支 配臓器 よ り神 経終末側 に向 かって逆行性 に分泌 され 、神 経の発

生、維持 に重 要な役割 を果たすが、心筋内のNGF制 御機 構、心臓か ら

分 泌 され たNGFが 心臓 交感 神経 系形 成 に与 え る影 響 な どは不 明で

あった。そ こで本研究 では、まず心筋細胞でNGFを 制御す る分子 につ

いて検討 した。そ の結果 、Endothelin-1(以 下ET-1と 略す)の みがNGF

を特異 的に誘導 し、アンギオテンシンII、 フェニ レフリン、 Leukemia

inhibitory factor、 IGF-1な どは影 響 しなかった。 このET・1刺激 に よる

NGF誘 導 はETA受 容体、 Giβγ、 PKC、 src family、 EGFR、 ERK、 p38MAPK

を介 し、PKA、 PI3 K、 CaMKを 介 さない こ とが、シグナル伝達物質の

特異的 阻害薬 、ドミナ ン トネガテ ィブ アデ ノウイル ス、プ ラス ミドを

使用 した実験 よ り明 らか とな った。 またNGFプ ロモ ーター領域 には

AP-1、 CIEBPδ があ るが、双方 ともET-1-NGF経 路に関与す ることがル

シフェラーゼ アッセイ によ り示 され た。ET-1刺激 した心筋細胞の培養

上清液や 心筋細胞 との共培養 下でのET-1刺 激 によ りPCI2細 胞 の神経

分化が促進 し、 また この作用 はNGFに 対す る中和抗 体で抑制 された。

これ よ りET-1刺 激 に より心筋細胞 か ら誘 導 され たNGFがPC I2細胞 の

神経分化 を誘導 した と考 えた。

 次 に、実際 に生体 心においてET-1はNGFを 制御す るか、またET-1-

NGF経 路が心臓交感神 経系 の形 成 に与え る影響 な どを調べ るため、

Edn 1-deficient mice(以 下Ednl≠ と略す)の 解析 を行 った。胎生18.5日 目

のEdn1φ は野生型 と比べ心臓内NGF、 交感神経線維、ノル エ ピネ フリ

ン含量が減少 してい たが、Angiotensinogen-deficient miceで は変化をみ

とめなか った。Edn1"で は星状神経節 の発達 も障害 されていたが、神

経提細胞 の移動 、神経 細胞 の増 殖、分化 な どは障害 されてお らず、

TUNEL法 の結果、過剰 のアポ トー シスが神経 細胞 数減少 の原 因 とし

て示唆 された。また心臓 特異的NGF過 剰発 現マ ウス とEdn 1φを掛け合

わせ、Edn 1φの心臓 内NGFの 減少 を救 済 したマ ウスを作製 し解析 した

ところ、心臓 交感神経 系の発達 障害が改善 してい るこ とが明 らか と

なった。以上 の結果 よ り、生体心におい てもET-1がNGF誘 導に必須で

あ るこ と、また心臓 内ET・1」NGF経 路 に より心臓交感神経系 の発 達が

調節 されてい ることが示 され た。

真 樹

論文審査の要旨

 近年 、心臓再生研 究 が臨床、研 究両 面 よ り注 目を集 めてお り、そ

れ に伴い心臓血 管系 の発 生分化 に関す る知見 が増加 して きた。心臓

交感神 経 は生 体におい て重要だ が、そ の形 成 に関与 す る分子機構 は

ほ とん ど明 らか とされ ていない。NGFは 神 経支配臓器 よ り神経側 に

向かって分泌 され、神経形成 に重要 な役 割 を果 たすが、NGF制 御機

構、心臓 交感神経 系に与 える影響 な どは不明で あった。 そ こで本研

究 では培養心筋細 胞 を用 い心筋細胞 内のNGF制 御 を明 らか と し、生

体 心におけ るET-1」NGF経 路 が交感神 経系に与 える影響 を解 明す るた

めET-1欠 失 マ ウス、心臓 特 異的NGF過 剰発 現マ ウス を用 い解 析 を

行 った。 その結果 、ET-1刺 激 は心筋細胞 内でNGFを 誘 導す るこ と、

ET。1刺激 に よるNGF誘 導 はGiﾟy、 PKC、 src family、 EGFR、 ERK、

p38MAPK、 AP-1、 C/EBPδ を介す る こ と、 ET-1刺 激 によ り心 筋細胞

か ら分泌 され るNGFはPC I2細胞 の神 経分化 を促進 す ることな どが示

され た。ET-1欠 失マ ウスでは心臓 内のNGF、 交感神 経、星状神経節

内神経細胞数 が減少す るこ と、心臓特 異的にNGFを 過剰発現す る と

そ の交感神 経系の発達障害 が改善す ることが示 され 、心臓 でのET・・1・

NGF経 路が心臓交感 神経系 の形 成 に必須 であ るこ とが明 らか とされ

た。

 審査 では、ET-1欠 失マ ウスにお ける星状神 経節細胞数 が減少す る

機序 について質 問が あった。 これに対 しNGF欠 失マ ウスで も同様 に

神経細胞 数が減少 す るこ と、心臓 特異的NGF過 剰 発現でET・1欠失マ

ウスの表現型 が救 済 され た こと、神 経細胞 がNGF依 存性 となってい

る時期 に一致 して細 胞数減少 が観察 され た ことな どが示 された。次

に心筋細胞 内でのET・1-NGF経 路 につ いて質問があ った。 これ に対 し

て、今回 の阻害薬、 ウイル ス を用 いた結果や過 去の報告 な どを踏ま

え想定 された シグナル伝達 経路が示 され た。次 に4種 類 のNGF転 写

産物 量を心臓、脳、顎 下腺で示 した理 由について質 問があ った。 こ

れ に対 して各臓器 での転写 の相 違 を検討 し、また転写産物 に よって

は転写制御部位 が異なるためluciferase assayの結果 に影響 し うるなど

の説 明が された。 また本 研究 の結果 を今後 どの よ うに臨床 に結び付

けてい くか との質 問が あった。 心筋梗塞、心 不全な どの病 態におい

てET・1が上昇 し、また神 経再支配 の時期 に一 致 して不整脈 な どの突

然死 が起 きるこ とな どが知 られ てお り、今後ETA受 容 体拮抗薬 、遺

伝子治療 な どを開発す る際 はET-1-NGFに よる交感神経系へ の影響 も

考慮 した治療戦略 を練 るこ とが重要 との回答 が され た。

 以上 の よ うに本研 究 は検討 され るべ き点を残 してい るもの の、心

臓交感神経 系の発 生に関与す る分子機構 をは じめて 明 らかに した点

や、今後心臓神 経間 のク ロス トー クに も注 目し治療 を行 う必 要性 を

指摘 した点 などで有意義 な論文 と評価 され た。
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