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略語一覧 

 

-SMA: alpha-smooth muscle actin 

BSA: Bovine serum albumin 

BLM: bleomycin 

CCl4: carbon tetrachloride 

CDAHFD: choline-deficient, L-amino acid-defined, high-fat diet 

Cthrc1: collagen triple helix repeat containing 1 

DAVID: Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

drebrin: developmentally regulated brain protein 

ECM: extracellular matrix 

FBS: fetal bovine serum 

GPCR: G protein-coupled receptor 

ICM: ischemic cardiomyopathy 

IPF: idiopathic pulmonary fibrosis 

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

LIMK: Lin11, Isl-1 and Mec-3 kinase 

MACS: magnetic-associated cell sorting 

MI: myocardial infarction 

MRTF: myocardin-related transcription factor 

NASH: nonalcoholic steatohepatitis 

NF: non-failing 

PSD-95: postsynaptic density protein 95 

qRT-PCR: quantitative real time polymerase chain reaction 
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ROCK: Rho-associated protein kinase 

SDS: Sodium dodecyl sulfate 

siRNA: small interfering ribonucleic acid 

SOX9: SRY-Box Transcription Factor 9 

SRF: serum response factor 

TAA: thioacetamide 

TGF-: transforming growth factor-β 
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 序論 

 

線維化は、組織に炎症を起点としてコラーゲン等の細胞外マトリックス (ECM: 

extracellular matrix)が過剰に蓄積した状態である(1–3)(Figure Ⅰ)。線維化した組織

は、硬くなり可塑性を失い、最終的には機能不全へと陥る。例えば、心筋梗塞(MI: 

myocardial infarction) により線維化した心臓は心不全へと繋がり(4, 5)、特発性肺線

維症(IPF: idiopathic pulmonary fibrosis)により線維化した肺は重篤な呼吸器障害へと

繋がり(6)、非アルコール性脂肪肝炎(NASH: nonalcoholic steatohepatitis)により線維化

した肝臓は肝硬変、肝がんへと繋がる(7, 8)。これらのように、線維化は多くの死因と密

接に関与し、その割合は先進国の全死亡原因の約 45%に値することが報告されてい

る(9, 10)。しかしながら、現在線維化を改善する有効な治療薬は存在せず、その早期

開発が望まれている(11)。 

 

 

Figure I. 線維化の概要図 
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過剰な細胞外マトリックスの産生を介して、線維化を実行する細胞は筋線維芽細胞

として知られている(12, 13)。筋線維芽細胞は通常時には存在せず、組織障害時に常

在性の線維芽細胞をはじめとする様々な細胞から分化することで生じる(Figure Ⅱ)。

この筋線維芽細胞への分化をもたらす刺激として、最も知られているのは、炎症時に

放出される transforming growth factor-β (TGF-)である(14)。TGF-は血球系細胞から

主に放出され、コラーゲンや alpha-smooth muscle actin (-SMA)などの筋線維芽細胞

のマーカー分子の発現を促進する。 

筋線維芽細胞の大きな特徴の一つとして、高い細胞外マトリックス産生能に加えて、

アクチンタンパク質-SMA などにより形成される発達したアクチン骨格が挙げられる

(15)。この発達したアクチン骨格は、筋線維芽細胞の分化状態の維持や細胞外マトリ

ックス産生に大きく寄与することが知られている。しかしながら、これまで筋線維芽細胞

のアクチン骨格形成メカニズムには、不明な点が多く存在した。 

 

Figure Ⅱ. 筋線維芽細胞におけるアクチン骨格 
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筋線維芽細胞のアクチン骨格形成を担う主要なシグナルの 1 つとして知られるのが、

myocardin-related transcription factor (MRTF)- Serum response factor (SRF)シグナルで

ある。その転写共役因子MRTFは、通常時にはG-アクチンと結合し、細胞質に局在し

ているが、細胞外マトリックス刺激によるインテグリンの活性化などを介して、G-アクチ

ンが F-アクチンへと重合すると、G-アクチンから解離し、核内へと移行する(16)(Figure 

Ⅲ)。核内に移行した MRTF は転写因子 SRF と結合し、アクチンタンパク質-

SMA(Acta2)や細胞外マトリックス(ECM)の産生を促進する(17)。このようにして産生さ

れた細胞外マトリックスは、インテグリンなどの受容体を介して、物理的刺激を筋線維

芽細胞に伝え、また、-SMA はこの物理的なシグナル伝達を増強する。すなわち、-

SMA(Acta2)や細胞外マトリックス(ECM)は、この MRTF-SRF シグナルをポジティブに

フィードバックすることで、さらなる筋線維芽細胞のアクチン骨格形成と線維化の悪化

に寄与する(18)(Figure Ⅲ)。しかしながら、これまで筋線維芽細胞の MRTF-SRF シグ

ナルを制御し、アクチン骨格形成を担う分子は、意外にもあまり報告されていない。 

Figure Ⅲ. 筋線維芽細胞における MRTF-SRF シグナル 
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遺伝子 Dbn1 によりコードされるタンパク質 developmentally regulated brain protein 

(drebrin)はニワトリにおいて、脳の発達に関与するタンパク質として同定された(19)。そ

の後の研究で、drebrin はアクチン結合タンパク質であり、分子内に 2 つのアクチン結

合ドメインを有していることが明らかになった(20–22)。実際に、drebrin は F-アクチンに

結合し、その脱重合を阻害することで F-アクチンを安定化させることが報告された

(23)(Figure Ⅳ)。このような F-アクチンを介した drebrin の機能は脳の細胞において盛

んに研究が行われてきた(20, 24, 25)。その一方で、drebrin の脳の細胞以外での役割

は、未だほとんど明らかになっていない。 

 

Collagen triple helix repeat containing 1 (Cthrc1)はバルーンによる障害に伴って細

動脈に高く発現が誘導される分泌タンパク質として同定された(26)。Cthrc1 は TGF-

シグナルをはじめとする様々なシグナルを制御するため、多くの腫瘍の形成、増殖、

転移に関与することが報告されている(27)。さらに、最近のシングルセル解析の結果に

より、Cthrc1 は心臓、肺の線維化の進行に関わる重要な筋線維芽細胞のマーカーに

なる可能性が示された(28, 29)。また、マーカー分子になるのみならず、MI による心臓

の線維化や四塩化炭素 (CCl4: carbon tetrachloride) 、チオアセトアミド (TAA: 

thioacetamide)による肝臓の線維化を促進することが明らかになった(28, 30)。しかしな

Figure Ⅳ. drebrin による F-アクチンの安定化 
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がら、Cthrc1の発現を制御するメカニズムはほとんど明らかになっていない。 

 本研究では、正常な組織にはほとんど発現せず、線維化時に筋線維芽細胞に発現

し、線維化関連因子の産生を促進する分子について特にアクチン骨格形成に関与

する分子に着目して探索した。その結果、アクチン結合タンパク質 drebrin を同定し

た。そこで本研究では、drebrin の線維化促進メカニズムの解析を行うことを目的とし、

実験を行った。 
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方法 

 

試薬など 

 本研究で使用した試薬などは以下の会社より購入した。 

ペントバルビタールナトリウム（東京化成工業株式会社） 

イソフルラン（和光純薬工業株式会社） 

ブレオマイシン塩酸塩製剤 (日本化薬株式会社) 

Saline (株式会社大塚製薬工場) 

四塩化炭素(CCl4) (Sigma) 

コーン油 (Sigma) 

choline-deficient, L-amino acid-defined, high-fat diet (CDAHFD) (Research Diets） 

Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco） 

Penicillin-Streptomycin（nacalai tesque） 

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)（nacalai tesque） 

Collagenase Type II（Worthington Biochemical） 

Elastase（Worthington Biochemical） 

PBS（nacalai tesque） 

Red Blood Cell Lysis Buffer（Roche） 

Accutase（nacalai tesque） 

CD45 Microbeads（Miltenyi Biotec） 

HEPES 溶液 (nacalai tesque) 

EDTA溶液 (nacalai tesque) 

HBSS (nacalai tesque) 

Collagenase A (Roche) 
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Liberase TM research grade （Roche） 

Fatty acid-free bovine serum albumin （Sigma）  

DL-β-hydroxybutyric acid （Sigma） 

X-tremeGENE 9 (Roche) 

Viofectin Transfection Reagent（Viogene） 

PEI-MAX（Polysciences） 

Polybrene (Sigma) 

Lipofectamine RNAiMAX（Invitrogen） 

RNeasy Plus Mini Kit（QIAGEN） 

Trypsin-EDTA（nacalai tesque） 

HCl （和光純薬工業株式会社） 

Bovine serum albumin (BSA) (Sigma)  

TGF-1 (R＆D) 

DMSO（和光純薬工業株式会社） 

SIS3 (Cayman) 

CCG-1423 (Sigma) 

H2O (nacalai tesque) 

Y27632（和光純薬工業株式会社） 

ISOGEN（ニッポンジーン） 

Tris (和光純薬工業株式会社) 

NaCl (nacalai tesque) 

NP-40 (nacalai tesque) 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) (和光純薬工業株式会社) 

Sodium deoxycholate (和光純薬工業株式会社) 
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2-Mercaptoethanol (和光純薬工業株式会社) 

Protease inhibitor cocktail (nacalai tesque） 

Phosphatase inhibitor cocktail (nacalai tesque） 

Glycerol (nacalai tesque） 

Bromophenol Blue (Sigma) 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied Biosystems）  

Luna Universal qPCR Master Mix（New England BioLabs） 

Paraformaldehyde (PFA) (nacalai tesque） 

Sucrose (nacalai tesque) 

Tissue-Tek® O.C.TTM Compound（Sakura Finetek） 

Triton X-100（polyoxyethylene (10) octylphenyl ether）（和光純薬工業株式会社） 

DAPI solution（Dojindo） 

FluorSave Reagent（Millipore） 

RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v2（Advanced Cell Diagnostics） 

RNAscope® probe-C1 anti-mouse Dbn1（Advanced Cell Diagnostics） 

TSA Plus Cyanine 3 (Perkin Elmer) 

Poly-L-lysine（Sigma） 

HEPES（Dojindo） 

NaOH (nacalai tesque) 

EGTA (nacalai tesque) 

MgCl2 (nacalai tesque) 

NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific) 

Tween 20 (和光純薬工業株式会社) 

anti-FLAG(DYKDDDDK) Antibody Magnetic Beads（和光純薬工業株式会社） 
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Western Lightening Plus (PerkinElmer) 

Anti--SMA antibody (Thermo Fisher Scientific #MS-113-P）(ウエスタンブロッテ

ィング用) 

Anti--actin antibody (Proteintech #20536-1-AP) 

Anti-Collagen I antibody（CST #72026） 

Anti-Desmin antibody（abcam #ab15200） 

Anti-drebrin抗体（abcam #ab11068）(免疫組織染色用) 

Anti-drebrin抗体（富士フィルム #011-27273）(ウエスタンブロッティング用) 

Anti-GAPDH antibody（Santa Cruz # sc-32233） 

Anti-lamin A/C antibody (Proteintech #10298-1-AP) 

Anti-Mkl1 antibody (Proteintech #21166-1-AP) 

Anti-SM22 antibody (abcam #ab14106） 

Anti-Tnni3 antibody (abcam #ab56357) 

Anti-FLAG-HRP（Sigma #A8592）  

Anti-HA-HRP（Roche #12013819001） 

Anti-mouse IgG-HRP（Santa Cruz # sc-2005）  

Anti-rabbit IgG-HRP（Santa Cruz # sc-2004） 

Anti-mouse IgG-HRP（abcam # ab6789）  

Anti-rabbit IgG-HRP（abcam # ab6721） 

Anti-mouse IgG-HRP（CST #7076）  

Anti-rabbit IgG-HRP（CST # 7074） 

Cy3-conjugated anti--SMA antibody (Sigma #C6198) (免疫組織染色用) 

Phalloidin-iFluor 488 Reagent (abcam #ab176753) 

AlexaFluor 488®-conjugated anti-CD45.2 antibody（BioLegend #109816） 



14 

 

APC-conjugated anti-PDGFR antibody（BioLegend #135908） 

AlexaFluor 488®-conjugated donkey anti-goat IgG（abcam #ab150129） 

Alexa Fluor 488®-conjugated donkey anti-rabbit IgG（Invitrogen #A21206） 

Alexa Fluor 594®-conjugated goat anti-rabbit IgG（Jackson ImmunoResearch 

Laboratories #711-585-152） 

 

実験動物 

 6 – 10週齢の C57BL/6J野生型雄性および雌性マウス、C57BL/6N野生型雄性マウ

スは日本エスエルシー株式会社より購入した。すべてのマウスはプラスチックケージの

中で群飼育(4 匹まで)した。マウスは自由飲水にし、適切な温度、湿度条件下で、12

時間の明暗周期で飼育し、実験に用いた。 

 

心筋梗塞モデルマウスの作製 

 心筋梗塞モデルマウスには 8 – 10週齢の C57BL/6J野生型雄性マウスを用いた。ソ

ムノペンチル注射液(50mg/kg ペントバルビタールナトリウム)をマウス腹腔内に投与し

た後、仰臥位で手術台に固定を行った。頸部および胸部を剃毛した後、頸部を切開し、

気管を露出し、カニューレを気管に挿入した。その後、一回呼吸量 0.4cc、呼吸回数

120 回/分で人工呼吸を行いながら、施術を行った。心筋梗塞施術は肋骨左側の第二

肋間の切開により心臓を露出させ、左冠動脈前下行肢を 8-0 絹ブレード縫合糸で結

紮することで行った。その後、切開箇所を縫合糸で縫合し、閉胸を行った。以上の施

術を行ったマウスを心筋梗塞群(Myocardial infarction; MI)とし、左冠動脈前下行肢に

8-0 絹ブレード縫合糸を通した後、結紮を行わない施術を行ったマウスを偽処置

（sham）群とした。 
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ブレオマイシン誘導性肺線維症モデルマウスの作製 

ブレオマイシン誘導性肺線維症モデルマウスには 6 – 8週齢の C57BL/6J野生型雌

性マウスを用いた。ソムノペンチル注射液(50mg/kg ペントバルビタールナトリウム)をマ

ウス腹腔内に投与した後、仰臥位で手術台に固定を行った。頸部を剃毛した後、頸部

を切開し、気管を露出し、カニューレを気管に挿入した。その後、カニューレにシリンジ

を通し、Salineに溶かしたブレオマイシン溶液 1.5 mg/kgで単回投与することで炎症お

よびそれに伴う線維化を誘導した。 

 

四塩化炭素(CCl4)誘発肝線維症モデルマウスの作製 

CCl4誘発肝線維症モデルマウスには 8 – 10週齢の C57BL/6J野生型雄性マウスを

用いた。CCl4をコーン油に溶かし(CCl4:コーン油 = 1:4)、5 mL/kg で腹腔内投与を行

う。週 2回を 4週間投与することで肝障害に伴う炎症および線維化を誘導した。 

 

非アルコール性脂肪肝炎（NASH）モデルマウスの作製 

非アルコール性脂肪肝炎(NASH)モデルマウスには 6 週齢の C57BL/6N 野生型雄

性マウスを用いた。超高脂肪コリン欠乏メチオニン減量飼料（CDAHFD, 60 kcal% 脂

肪含有量、ラード使用、コリン欠乏、メチオニン減量(0.1%)）を 0 – 12週間給餌させるこ

とで脂肪肝およびそれに伴う線維化を誘導した。 

 

細胞培養 

 HEK293T 細胞、Plat-E 細胞、NIH3T3 細胞、マウス心臓、肺の筋線維芽細胞、肝臓

の活性化肝星細胞、ラットの線維芽細胞は 10% FBS / 1% Penicillin-Streptomycin / 

DMEM培地中で、ヒト肝星細胞株 LX-2細胞は 2% FBS / 1% Penicillin-Streptomycin 

/ DMEM培地中で、37℃、5% CO2インキュベーター内にて培養を行った。 
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フローサイトメトリーあるいは磁気細胞分離法を用いた線維化マウス心臓、肺

からの筋線維芽細胞の単離 

 MI 処置 3 日後のマウスから線維化した心臓を回収し、心房を取り除いた後、小鋏を

用いて 4 分割する。次に、PBS で洗浄した後、Collagenase type II 溶液（0.1% 

Collagenase type II / 0.01% Elastase / PBS）を加え、37 ℃ 10分間の振盪を行うことで

酵素処理を行った。その後、70µm のフィルターに通した後、遠心(300G, 5 分間)を行

い、筋線維芽細胞を含む細胞ペレットを回収した。この操作を、心臓が溶けきるまで(3 

– 4回)繰り返した。回収した細胞は Red Blood Cell Lysis Buffer を用いて、血球系成

分を除去した後、培養プレートに播種した。その 6 – 8時間後に培地交換を行い、

非接着系の細胞やデブリスの除去を行った。その後一晩、37℃、5% CO2インキ

ュベーター内にて培養した後、PBS でよく洗浄し、Accutaseを用いて接着細胞を

回収した。 

 回収した接着細胞は CD45 抗体あるいは PDGFR抗体で染色し、FACS Aria 

sorpを用いて解析、分離を行った。CD45陽性細胞をマクロファージ、PDGFR

陽性細胞を筋線維芽細胞として実験に用いた。 

一方で、MS カラムを用いた磁気細胞分離法(MACS: magnetic-associated cell 

sorting)にて筋線維芽細胞を単離する際には、まず回収した接着細胞に抗 CD45 

Microbeads を 20 分間反応させた。その後、CD45 陽性の血球系細胞を除去し、

CD45陰性細胞を筋線維芽細胞として実験に用いた。 

 肺の筋線維芽細胞の単離に関しては、ブレオマイシン投与 7 日後のマウスの

線維化した肺を用いた。すべての肺の葉を回収し、それぞれ 2 – 6分割した後、心

臓の際と同様の操作を行い、肺の筋線維芽細胞を単離した。 
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磁気細胞分離法を用いた線維化マウス肝臓からの活性化肝星細胞の単離 

CCl4投与 4 – 6週間後あるいは CDAHFD 給餌 6 – 10週間後のマウスから線維

化した肝臓を摘出し、Washing buffer (25 mM HEPES / 500 nM EDTA / HBSS)を用

いて洗浄した。次に、肝臓を Digestion buffer (0.1% Collagenase A / 15 mM HEPES 

/ HBSS)に入れ、動物用メスを用いて、細かく分割した。その後、肝臓片を Digestion 

buffer中で 37 ℃ 15 分間の振盪を行うことで酵素処理を行った。その後、70µmの

フィルターに通した後、肝細胞を除くために低速遠心(50G, 1 分間)を行い、上清を回

収した。その上清を再び遠心(300G, 5分間)し、活性化肝星細胞を含む細胞ペレットを

回収した。この操作を、肝臓が溶けきるまで(3 – 4回)繰り返した。回収した細胞は Red 

Blood Cell Lysis Buffer を用いて、血球系成分を除去した後、培養プレートに播種し

た。その 6 – 8時間後に培地交換を行い、非接着系の細胞やデブリスの除去を行

った。その後一晩、37℃、5% CO2インキュベーター内にて培養した後、PBS で

よく洗浄し、Accutase を用いて接着細胞を回収した。回収した接着細胞に CD45 

Microbeads を 20分間反応させた。その後、MS カラムを用いたMACS(磁気細胞

分離法)により、CD45 陽性の血球系細胞を除去し、CD45陰性細胞を活性化肝星

細胞（筋線維芽細胞）として実験に用いた。 

 

新生児ラット心臓からの常在性線維芽細胞の単離 

新生児 SD ラットは、九動株式会社より購入した。哺育 1 日目の新生児ラットを氷冷

麻酔した後に心臓を回収し、心房を取り除いた後、小鋏を用いて 4 分割した。次に、

PBS で洗浄した後、Collagenase cocktail （2 mg/mL liberase TM research grade / 1 

mg/mL fatty acid-free bovine serum albumin / 1 mg/mL DL-β-hydroxybutyric acid / PBS）

を加え、37 ℃ 7 分間の振盪を 6 回行うことで酵素処理を行い、線維芽細胞を含む細

胞液を回収した。回収した細胞は培養プレートに播種し、37℃、5% CO2 インキュベ
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ーター内で 1 時間培養した後に、培地交換を行い、非接着系の細胞やデブリス

の除去を行った。培養プレートに接着している細胞を心臓の常在性線維芽細胞

として実験に用いた。 

 

培養細胞への遺伝子導入 

 NIH3T3細胞への遺伝子導入は X-treamGENE 9、Viofectin Transfection Reagentあ

るいは PEI-MAXを用いて行った。 

 

レトロウイルスを用いた培養細胞への遺伝子導入 

 レトロウイルスは Plat-E細胞に X-tremeGENE 9を用いて、目的遺伝子を組み込んだ

pMXs-puro ベクターを遺伝子導入することで産生した。遺伝子導入後 48 時間後に、

Plat-E 細胞の培養上清を回収し、遠心を行い、その上清を回収することでウイルスの

精製を行った。その後、ウイルス溶液に最終濃度が 10 µg/mL になるように polybrene

を加え、前日に播種した NIH3T3細胞あるいは筋線維芽細胞にこのウイルス溶液を添

加することで感染を行った。感染開始 6 時間後に細胞培養培地を追加し、その 18 時

間後に、新鮮な細胞培養培地に交換した。実験には、ウイルス感染後 48 時間の

NIH3T3細胞あるいは筋線維芽細胞を用いた。 

 

培養細胞への siRNAの導入と RNA回収 

 単離した心臓、肺の筋線維芽細胞、肝臓の活性化肝星細胞、また LX-2細胞に

Lipofectamine RNAiMAX により siRNAを導入した。前日にまきなおしたそれぞ

れの細胞にコントロール(Silencer Select Negative Control no. 1 siRNA)あるいは目

的遺伝子に対する siRNA を導入した。siRNA 導入から 72 時間後に RNeasy Plus 

Mini Kit を用いて RNA を精製した。 
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本研究に用いた siRNAはすべて Thermo Fisher Scientific から購入し、それらの

Code番号は下記に記す。 

 

Silencer Select Negative Control no. 1 siRNA （4390844） 

siDbn1(#1) (s80330) 

siDbn1#2 (s80331) 

siCthrc1 (s86846) 

siSrf (s74391) 

siDBN1 (s3950) 

 

培養細胞への TGF-、SIS3、CCG-1423、Y27632処置 

 単離したラット新生児線維芽細胞は、Trypsin-EDTA で培養プレートから剥が

した後に、6 well プレートに播種し、一晩 37℃、5% CO2インキュベーター内に

て培養した。その後、細胞を 0.1% FBS / 1% Penicillin-Streptomycin / DMEM で 24

時間 starvation し、Ctrl(4mM HCl / 0.1% BSA / PBS)あるいは TGF-1 (最終濃度

10ng/mL)で 72 時間刺激した。NIH3T3 細胞への TGF-処置も同様の手順で Ctrl

あるいは TGF- 1 (最終濃度 2ng/mL)を 72時間処置した。心臓、肺の筋線維芽細

胞への SIS3 処置は、0.1% FBS / 1% Penicillin-Streptomycin / DMEM で 24 時間

starvation した後に、最終濃度が 3µM となるように処置した。心臓、肺の筋線維

芽細胞あるいは肝臓の活性化肝星細胞への CCG-1423処置は、最終濃度 10µM で

24時間行った。心臓の筋線維芽細胞あるいは肝臓の活性化肝星細胞への Y27632

処置は、最終濃度 30µM で 24時間行った。 
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組織からの RNA、タンパク質抽出 

心臓はマウスを安楽死させた後、横隔膜を開き、回収した。MI処置後の線維

化した心臓は回収した後に、梗塞領域と非梗塞領域に切り分けた。肺、肝臓はマ

ウスに麻酔をかけ、PBS を用いて全身還流を行った後、回収した。その後、RNA

の精製は ISOGEN、RNeasy Plus Mini Kit を用いて、そのプロトコルに従って行

った。タンパク質は、組織を Lysis buffer 【RIPA buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

/ 150 mM NaCl / 1% NP-40, 0.1% SDS / 0.5% Sodium deoxycholate] に 2-

Mercaptoethanol、Protease inhibitor cocktail、Phosphatase inhibitor cocktail をそれぞ

れ 1/100の濃度で加えた Buffer】に浸してホモジェナイズし、遠心(4℃, 15000 rpm, 

20 min)を行った後、上清を回収することにより抽出した。その後、4×SDS sample 

buffer [200 mM Tris-Cl (pH 6.8) / 40% Glycerol / 4% SDS / 0.08% Bromophenol Blue] 

を適量加え、煮沸(95℃, 5 min)を行うことでタンパク質サンプルを作製した。 

 

mRNA量の測定 

細胞あるいは組織から回収した RNA は微量分光光度計 DS-11（DeNovix）を

用いて濃度を測定した。その後、mRNA は High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit を用いて、cDNA へと逆転写した。mRNA 量の測定は、Luna 

Universal qPCR Master Mix のプロトコルに従って行い、GAPDHまたは 18S rRNA

を内部標準にした ΔΔCT法により発現量の比較を行った。 

測定に用いたプライマーおよび TaqMan プローブは Applied Biosystems あるい

は Sigma-Aldrichから購入し、以下にプローブ IDあるいはその配列を示す。 

 

Rat Acta2 (Assay ID: Rn01759928_g1) 

Mouse Mkl2 (Assay ID: Mm00463877_m1) 
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Mouse Acta2:  

Fw: 5'-CACCATGAAGATCAAGATCATTGCC-3'  

Rv: 5'-GGTAGACAGCGAAGCCAGGA-3' 

Probe: 5'-FAM-AGCCACCGATCCAGACAGAGTACTTGCG-TAMRA-3' 

 

Human ACTA2:  

Fw: 5'-GATCCTGACTGAGCGTGGC-3' 

Rv: 5'-GGTAGACAGCGAAGCCAGGA-3' 

Probe: 5'-FAM-ATTCCTTCGTTACTACTGCTGAGCGTGAGA-TAMRA-3' 

 

Mouse Actb:  

Fw: 5'-CGCAGCCACTGTCGAGTC-3' 

Rv: 5'-TCATCCATGGCGAACTGGTG-3' 

Probe: 5'-FAM-AGCTCCTTCGTTGCCGGTCCACAC-TAMRA-3' 

 

Mouse Cd68: 

Fw: 5'-CCGCTTATAGCCCAAGGAACA-3' 

Rv: 5'-TTCTGTGGCTGTAGGTGTCATC-3' 

Probe: 5'-FAM-AAAGGCCGTTACTCTCCTGCCATCCT-TAMRA-3' 

 

Mouse Col1a1: 

Fw: 5'-CCCAAAGGTTCTCCTGGTGAAG-3'  

Rv: 5'-CGGTTTTGCCATCAGGACCA-3' 

Probe: 5'-FAM-TGGTGCCAAGGGTCTCACTGGCAGTC-TAMRA-3' 
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Human COL1A1: 

Fw: 5'-ACTGGTGACCTGCGTGTA-3' 

Rv: 5'-GCCGCATACTCGAACTGG-3' 

Probe: 5'-FAM-CTCTCGCCAACCAGACATGCCTCTTG-TAMRA-3' 

 

Mouse Col3a1: 

Fw: 5'-AAGCCCTGATGGTTCTCGAAA-3' 

Rv: 5'-CTTGCAGCCTTGGTTAGGATC-3' 

Probe: 5'-FAM-ACCCAGTATTCTCCACTCTTGAGTTCGG-TAMRA-3' 

 

Human COL3A1: 

Fw: 5'-CCCGAGGTGCTCCTGGTC-3' 

Rv: 5'-CGATGTCCTTTGATGCCAGCA-3' 

Probe: 5'-FAM-CCACGTTCACCTGTTTCACCTTTGTCACCA-TAMRA-3' 

 

Mouse Col14a1: 

Fw: 5'-TGGGCCAGTAAAGACAGATGC-3' 

Rv: 5'-GCAAGAGCAGGACCGTGGA-3' 

Probe: 5'-FAM-CAGGACTCTTCATCCCGCAGACCAGGAA-TAMRA-3' 

 

Mouse Cthrc1: 

Fw: 5'-ATGCGCTCCAACAGTGCTC-3' 

Rv: 5'-TGGTCCAGATAGATGATGGCTTC-3' 
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Probe: 5'-FAM-TCTGTTCAGTGGCTCGCTTCGGCTCA-TAMRA-3' 

 

Mouse Dbn1: 

Fw: 5'-CCTCCACCAACTCAAGAGGC-3' 

Rv: 5'-GCTTTGCAACAGGGGAGGTT-3' 

Probe: 5'-FAM-CCCAGACCTCAGGAGCTGCTGTTACTTTG-TAMRA-3' 

 

Human DBN1: 

Fw: 5'-GGCCCTGGATGAGGTCACC-3' 

Rv: 5'-GGCTCCTGGGTCTCTTGGG-3' 

Probe: 5'-FAM-CCTCCACCACTGCCACCGCCAC-TAMRA-3' 

 

Rat Dbn1: 

Fw: 5'-AGCAGTTTTGGGAGCAGGC-3' 

Rv: 5'-TGGCATCCAAAGCCTTCTTCC-3' 

Probe: 5'-FAM-CTCCTTCCGCAGCTCCTCCTCCTTCT-TAMRA-3' 

 

Mouse Gapdh: 

Fw: 5'-CGTCCCGTAGACAAAATGGTGA-3' 

Rv: 5'-CCACTTTGCCACTGCAAATGG-3' 

Probe: 5'-FAM-CCAATACGGCCAAATCCGTTCACACCGA-TAMRA-3' 

 

Human GAPDH: 

Fw: 5'-TGGGCTACACTGAGCACCAG-3 
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Rv: 5'-GCCAAATTCGTTGTCATACCAGG-3' 

Probe: 5'-FAM-TTCAACAGCGACACCCACTCCTCCACC-TAMRA-3' 

 

Mouse Lox: 

Fw: 5'-CAAGCTGGTTTCTCGCCGTC-3' 

Rv: 5'-TGTAGGGGTCGTCGCCCA-3' 

Probe: 5'-FAM-ATCGCCACAGCCTCCGCAGCTCAG-TAMRA-3' 

 

Mouse Mkl1: 

Fw: 5'-CCCACATCTCTGCTGAAGAAGG-3' 

Rv: 5'-GACTGGAGGAGCCATTTTCCTG-3' 

Probe: 5'-FAM-AGGCTGCTGGGTCACAGTCTCTTCATAAC-TAMRA-3' 

 

Mouse Tagln: 

Fw: 5'-TGACGAGGAGCTGGAGGAG-3' 

Rv: 5'-ACAGGCTGTTCACCAATTTGC-3' 

Probe: 5'-FAM-AATCACACCATTCTTCAGCCACACCTGGAA-TAMRA-3' 

 

Mouse / Rat 18S rRNA: 

Fw: 5'-GGGTCATAAGCTTGCGTTGATTAAG-3' 

Rv: 5'-TCCGAGGGCCTCACTAAACC-3' 

Probe: 5'-FAM-TACACACCGCCCGTCGCTACTACCG-TAMRA-3' 

 

Data were normalized to Gapdh or 18S rRNA levels. 
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RNA-Seq 解析 

 精製した RNAは Macrogen Japan に依頼し、RNA-Seq解析を行った。具体的に

は、ライブラリーの調整は TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit (Illumina)を

用いて行い、Illumina NovaSeq 6000 (Illumina)によりシークエンスを読み込んだ。

読み込んだシークエンスは FastQC を用いて解析し、Trimmomatic program によ

りアダプター配列や品質の低い断片を除去した。その後、HISAT2 を用いてマウ

スゲノム配列(mm10)にマッピングを行い、StringTieを用いて標準化し、TPM 値

を算出した。MA plot は TPM 値を用いて、y 軸に変化率を M = Log2(siDbn1 / 

siCtrl)、x 軸に平均発現量を A = Log2[(siDbn1 + siCtrl) / 2]で作製した。MA plot の

結果から、筋線維芽細胞における発現量が高く、siDbn1 で発現が減少する分子

群(A > 0, M < -1.0)を Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

(DAVID) Bioinformatics Resources version 6.8 を用いて解析した。解析により得ら

れた Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway のうち、遺伝子数

が 25より多く認められたものを示した。 

 心臓の線維化を伴うヒト患者のデータセットは(GSE116250)、肺の線維化を伴

う患者のデータセットは(GSE92592)、肝臓の線維化を伴うヒト患者のデータセ

ットは(GSE162694)である。目的の遺伝子の線維化時の発現量は raw count を標

準化した後、Ctrl 群と比較することで算出した。 

 

免疫組織染色 

 マウスから摘出した心臓、肺は 4% PFA 溶液に浸して、4℃で一晩固定した。

その後、10%、15%、20% sucrose 溶液にそれぞれ 4 時間以上浸し、Tissue-Tek® 

O.C.T.™ Compound を用いて包埋した。凍結標本は、クリオスターNX70 （Thermo 

Fisher Scientific）を用いて 6 µm に薄切し、スライドガラスに張り付けた。 
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 スライドガラスに張り付けた凍結切片は 1時間の風乾後、0.1% Triton X-100 / 

PBS を用いて 5分間膜透過処理し、5 % BSA / 0.1% Triton X-100 / PBS を用いて 

1時間ブロッキングした。その後、5 % BSA / 0.01% Triton X-100 / PBS により希

釈した一次抗体を 4℃で一晩反応させ、PBS で 5 分間 3 回の洗浄を行った後、

5 % BSA / 0.01% Triton X-100 / PBS に希釈した蛍光標識二次抗体を常温で 1時間

反応させた。PBSによる 5分間、3回の洗浄後、DAPIを用いて核染色し、FluorSave 

Reagent を用いて封入した。撮像は共焦点顕微鏡 LSM700（Carl Zeiss）を用いて

行った。 

 

In situ hybridization 

 免疫組織染色と同様の手順で心臓、肝臓を 4% PFAにより固定化した後に、ク

リオスターNX70 （Thermo Fisher Scientific）を用いて、心臓は 6 µm、肝臓は 10 

µm に薄切し、スライドガラスに張り付けた。 

 スライドガラスに張り付けた凍結切片は 1時間の風乾後、RNAscope Multiplex 

Fluorescent Reagent Kit v2 を用いて、そのプロトコルに従い、In situ hybridization

を行った。具体的には PBS で洗浄した後、過酸化水素溶液を室温で 10分間反応

させ、内在性のペルオキシダーゼを不活性化させた。その後、プロテアーゼ溶液

を HybEZTMオーブン（Advanced Cell Diagnostics）内で 40℃、30 分間反応させ

た後、Dbn1 mRNAに対するプローブあるいはネガティブコントロールのプロー

ブを HybEZTMオーブン内で 40℃、2時間反応させた。以上のようにして、ハイ

ブリダイズさせたプローブは各種 Amp溶液、HRP 溶液、TSA Plus Cyanine 3 と

HybEZTM オーブン内にて 40℃で順次反応させることで、そのシグナルを増幅

させ、Dbn1 mRNAのシグナルを検出した。 

 抗体との共染色の際は、上記の操作の後に、10% BSA を室温で 1 時間反応さ
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せ、ブロッキングを行った。その後、10 % BSA / PBS に希釈した一次抗体を 4℃

で一晩反応させ、PBSで 5分間 3回の洗浄を行った後、10 % BSA / PBS に希釈

した蛍光標識二次抗体を常温で 1 時間反応させた。PBS による 5 分間 3 回の洗

浄を行った後、DAPI を用いて核染色し、FluorSave Reagent を用いて封入した。

撮像は共焦点顕微鏡 LSM700（Carl Zeiss）を用いて行った。 

 

免疫細胞染色 

 siRNA導入したマウス心臓の筋線維芽細胞を Poly-L-lysineで 30分間コーティ

ングした φ35 mm glass bottom dish に播種し、一晩、37℃、5% CO2インキュベー

ター内にて培養した。培養した筋線維芽細胞は 4% PFAで 15分間固定し、0.1% 

Triton X-100 / PBS を用いて 5分間膜透過処理を行った後、5 % BSA / 0.1% Triton 

X-100 / PBS を用いて 1時間ブロッキングを行った。その後、5 % BSA / 0.01% 

Triton X-100 / PBS に希釈した一次抗体を 4℃で一晩反応させ、PBSで 5分間 3回

の洗浄を行った後、5 % BSA / 0.01% Triton X-100 / PBS に希釈した蛍光標識二次

抗体を常温で 1時間反応させた。PBS による 5分間 3回の洗浄後、DAPIを用い

て核染色し、FluorSave Reagent を用いて封入した。撮像は共焦点顕微鏡 LSM700

（Carl Zeiss）を用いて行った。 

 ファロイジン染色には、上記の方法で筋線維芽細胞を固定化、透過処理を行っ

た後、1% BSA / PBS に希釈した Phalloidin-iFluor 488 Reagent を常温で 1時間反

応させた。その後、PBS による 5分間 3回の洗浄を行い、DAPIを用いて核染色

し、FluorSave Reagent を用いて封入した。撮像は共焦点顕微鏡 LSM700（Carl Zeiss）

を用いて行った。 

 MRTF の局在、ファロイジンの定量は Image J ソフトウェア (NIH)を用いた画

像解析による平均輝度から算出した。 
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培養細胞からのタンパク質抽出 

遺伝子導入した NIH3T3 細胞あるいは筋線維芽細胞は PBS で洗浄し、Protease 

inhibitor cocktail、Phosphatase inhibitor cocktail を 1/100 の濃度で加えた RIPA buffer

あるいは Lysis buffer [50 mM HEPES-NaOH (pH 7.5) / 150 mM NaCl / 1% NP-40, 

0.05% SDS / 0.25% Sodium deoxycholate / 1 mM EGTA / 1mM MgCl2]に浸して、4℃

で 20分間インキュベートした。その後、スクレーパーを用いて細胞を掻きとり、

細胞溶解液を回収した。細胞溶解液は遠心(4℃, 15000 rpm, 20 min)した後、その

上清を回収し、2-Mercaptoethanol を 1/25の濃度で加えた 4×SDS sample buffer を

適量加え、煮沸(95℃, 5 min)を行うことでタンパク質サンプルとした。 

筋線維芽細胞内のコラーゲン抽出には、上記の方法と同様に筋線維芽細胞を

Protease inhibitor cocktail、Phosphatase inhibitor cocktail を加えた RIPA buffer に浸

してインキュベートし、スクレーパーを用いて細胞溶解液を回収した後、2-

Mercaptoethanol を 1/100 の濃度で加え、煮沸(95℃, 10 min)を行った。その後、細

胞溶解液を遠心(4℃, 15000 rpm, 20 min)し、その上清を回収し、4×SDS sample 

bufferを適量加え、コラーゲン検出用タンパク質サンプルとした。 

 筋線維芽細胞の核タンパク質抽出は、NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents のプロトコルに従った。得られた核画分の上清に 4×SDS 

sample bufferを適量加え、サンプルを作製した。 

 

免疫沈降 

遺伝子導入した NIH3T3は PBSで洗浄し、Protease inhibitor cocktail、Phosphatase 

inhibitor cocktail を 1/100 の濃度で加えた Lysis bufferに浸して、4℃で 20分間イ

ンキュベートした。その後、スクレーパーを用いて細胞を掻きとり、細胞溶解液

を回収した。細胞溶解液は 2回遠心(4℃, 15000 rpm, 20 min)を行い、回収した上
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清に anti-FLAG(DYKDDDDK) Antibody Magnetic Beads を加え、4℃で一晩ローテ

ーターを用いて攪拌しながら反応させた。翌日、磁石スタンド(多摩川精機)を用

いて 4℃で RIPA buffer による 7回洗浄を行い、2-Mercaptoethanolを加えた 2×SDS 

sample bufferを加え、95℃で 5分間煮沸を行った後、DynaMag-2(Invitrogen)を用

いて免疫沈降されたタンパク質サンプルを回収した。 

 

ウエスタンブロッティング 

回収したタンパク質サンプルは SDS-PAGE を用いて分離した後、転写装置を

用いて、PVDF 膜 (GE Healthcare) に転写した。その後、PVDF 膜は 5 % Skim milk 

/TBS-T [ 20 mM Tris-Cl (pH7.4) / 137 mM NaCl / 0.2% Tween-20] を用いて、室温で

1時間ブロッキングし、TBS-Tに希釈した一次抗体を 4℃で一晩反応させた。翌

日、TBS-T で 10 分間 3 回の洗浄を行った後、TBS-T に希釈した HRP 標識二次

抗体を常温で 1時間反応させた。その後、再び TBS-Tで 10分間 3 回の洗浄を行

った後、Western Lightening Plus を用いて発光させ、ChemiDoc イメージングシス

テム (Bio-rad)を用いて、露光、撮像を行った。 

 

scRNA-Seq 解析 

心筋梗塞後 3 日目、7 日目のマウス心臓間質細胞の scRNA-Seq データセット

（E-MTAB-7376）、CCl4 投与後のマウス肝臓細胞の scRNA-Seq データセット

（GSE171904）をダウンロードした。ダウンロードしたデータは R パッケージ

の Seurat を用いて解析した。まず、データセットのうち 200 遺伝子以下の細胞

あるいは 3 細胞以下でしか認められない遺伝子を解析から除き、加えて全遺伝

子に占めるミトコンドリア遺伝子の割合が 10%(心臓)あるいは 20%(肝臓)以上の

細胞を解析から除いた。その後、遺伝子発現を標準化した後、次元削減を行うた
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めの特徴的な 2000 遺伝子を選択した。その後、データをスケーリング、次元削

減を行い、UMAP を用いてクラスター化した細胞を可視化させた。2つの集団間

で発現が変動している遺伝子は Seurat で解析を行い、そのヒートマップは

ggplot2 を用いて作成した。Drebrin陽性細胞で豊富な遺伝子(log2 (fold change) > 

0.2)は DAVID Bioinformatics Resources version 6.8 を用いて解析した。 

 

統計解析 

 実験は 3 回以上行い、再現性を確認した上で、代表的な結果を Figure に示し

た。統計解析は GraphPad Prism 5.0 software を用いて計算し、means ± SDで表示

した。ヒト線維化患者データは箱ひげ図(Tukey 法)を用いて表した。2 群間での

有意差検定には unpaired t-test を用いて、多群間での有意差検定には One-way 

ANOVAによる Tukey’s range test を用いて比較した。P < 0.05 の場合に有意差が

あるとみなした。 
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結果 

 

アクチン結合タンパク質 drebrin は心臓の線維化時に発現増加する 

 組織の線維化時に筋線維芽細胞に発現し、コラーゲン産生を促進する分子を

同定するため、心臓の線維化時に発現増加する分子の探索を行った。まず、心臓

の線維化を誘導するため、心臓左冠動脈前下行枝を結紮し、心筋梗塞(Myocardial 

Infarction: MI)モデルマウスを作製した(Fig. 1A)。Sham 群(偽処置群＝非線維化群)

の心臓と MI 群(線維化群)の心臓からそれぞれ RNA を抽出し、マイクロアレイ

解析を行った。「正常時のマウス心臓に発現が少ない」および「線維化時に大き

く発現増加する」を指標に選別した結果、多くの遺伝子群が同定された。 

筋線維芽細胞の主たる特徴の一つとして、アクチン骨格が発達していること

が挙げられる。そこで私は、上記の遺伝子群のうち、アクチン骨格形成に関与す

る可能性がある分子に特に着目して探索した結果、アクチン結合タンパク質で

ある、drebrin (遺伝子名 Dbn1)を見出した (Fig. 1B)。 

実際に、drebrin が線維化時に発現増加するかを確かめるために、MI 処置を施

したマウスの心臓を経時的(0, 3, 7, 28 日後)に回収し、qRT-PCR を行った。その

結果、drebrin (Dbn1)の発現量は、筋線維芽細胞が産生する細胞外マトリックスの

1 つである Collagen1a1 (Col1a1)や筋線維芽細胞のマーカー分子である-SMA 
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(Acta2)の発現量と同じく、MI 後 3、7 日目で増加した(Fig. 1C, D)。この結果に一

致して、drebrin のタンパク質量も MI 処置後 3、7 日目の心臓において、その発

現増加が認められた(Fig. 1E)。 

次に、drebrin の心臓の線維化時における発現増加は、ヒト患者でも認められ

るかを検討した。心筋梗塞を含む虚血性心筋症(ICM:ischemic cardiomyopathy)患

者の心臓 RNA を用いた RNA-Seq(GSE116250)(31)の公開データを解析し、drebrin

の発現量を調べた。その結果、drebrin(DBN1)の発現量は、健常な心臓(NF: non-

failing)に比べて、虚血性心筋症の心臓で有意に増加していることが明らかにな

った(Fig. 1F)。 

 以上の結果から、アクチン結合タンパク質 drebrin はマウスおよびヒト患者の

心臓線維化時に、発現増加することが明らかになった。 
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Figure 1. Drebrin expression is increased in fibrotic hearts in mice and human 

patients. 

(A) A schematic image of MI-operated mouse heart.  

(B) The way to identify an actin binding protein, drebrin which might be involved with 

fibrosis. By using microarray analysis, the genes that are not expressed in the normal heart 

and are greatly upregulated in the heart during fibrosis were selected. Among them, 

proteins involved in actin cytoskeleton formation were selected. Through these steps, 

drebrin was identified. 

(C) Col1a1 and Acta2 mRNA expression levels in mouse hearts after MI. Total RNA 

extracted from each area of mouse hearts were subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001 

Infarct vs Sham, ###P < 0.001 Infarct vs Remote. n = 3-6. 

(D) Dbn1 mRNA expression levels in mouse hearts after MI. Total RNA extracted from 

each area of mouse hearts were subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001, **P < 0.01 Infarct 

vs Sham, ###P < 0.001, ##P < 0.01, #P < 0.05 Infarct vs Remote. n = 3-6. 

(E) The protein expression levels of drebrin in mouse hearts after MI. Whole mouse hearts 

were lysed and subjected to western blot with antibodies against drebrin. n = 3. 

(F) DBN1 mRNA expression levels in the non-failing (NF) hearts and the hearts of 

ischemic cardiomyopathy (ICM) patients using data from GSE116250. Data are presented 

as the box and whisker plot (tukey style, outliers in black triangles). ***P < 0.001. n = 14 

(NF), n = 13 (ICM). 
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drebrin は MI 後の線維化したマウス心臓の筋線維芽細胞に特異的に発現する 

次に drebrin が線維化時の心臓のどの細胞に発現するかを調べるために、偽処

置あるいは MI 処置後 3、7 日目の心臓の間質細胞（心筋細胞以外）の scRNA-

Seq(E-MTAB-7376)(32)データを解析した。そして、各種マーカー分子の発現から、

心臓の間質細胞を線維芽細胞(筋線維芽細胞を含む)、マクロファージ、内皮細胞、

T 細胞、B 細胞、壁細胞の 6 つのクラスターに分類した(Fig. 2A)。このデータセ

ットを用いて drebrin(Dbn1)の発現を解析したところ、Dbn1 は筋線維芽細胞を含

む線維芽細胞のクラスターに、特異的に発現することが明らかになった(Fig. 2B)。

さらに、心臓の間質細胞以外の実質細胞である心筋細胞に Dbn1 が発現するか

を、高感度 In situ hybridization により検討したところ、Dbn1 は心筋細胞に発現

していなかった(Fig. 2C)。 

次に、drebrin (Dbn1)が実際に線維化した心臓の筋線維芽細胞に発現するかを

確かめるために、MI 処置により線維化した心臓からフローサイトメトリーを用

いてマクロファージおよび筋線維芽細胞を単離し、Dbn1 の発現量を解析した。

マクロファージと筋線維芽細胞の純度は、それぞれのマーカー分子である Cd68

あるいは Col1a1 の発現によって確認した(Fig. 2D)。その結果、Dbn1 は線維化し

た心臓の筋線維芽細胞に発現していた(Fig. 2D)。 
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最後に、drebrin タンパク質が線維化した心臓の組織切片において、筋線維芽

細胞に特異的に発現するかを、免疫組織染色により解析した。その結果、drebrin

のシグナルは正常時の心臓(Sham)には全く認められず、線維化した心臓にのみ

認められた(Fig. 2E)。さらに、drebrin のシグナルは、筋線維芽細胞のマーカー分

子として知られる-SMA を発現している細胞に、多く認められることを見出し

た(Fig. 2E)。 

以上の結果から、drebrin は線維化した心臓において、筋線維芽細胞に特異的

に発現することが明らかになった。 
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Figure 2. Drebrin is specifically expressed in myofibroblasts in mouse fibrotic hearts 

after MI. 
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(A) Col1a1, Cd68, Kdr, Cd79a, Cd3d and Vtn mRNA expressions and UMAP plots in 

mouse cardiac interstitial cells 3 or 7 days after sham or MI. The publicly available data 

(E-MTAB-7376) were reanalyzed using R package Seurat. 

(B) Dbn1 mRNA expressions in mouse cardiac interstitial cells 3 or 7 days after sham or 

MI. The publicly available data (E-MTAB-7376) were reanalyzed using R package Seurat. 

(C) Dbn1 mRNA expression in mouse fibrotic hearts. The heart sections obtained 7 days 

after MI were subjected to in situ hybridization for Dbn1 and immunohistochemistry with 

an anti-Tnni3 antibody. White arrows indicate the Dbn1 signals. Scale bar: 20 μm. 

(D) Dbn1 mRNA expression levels in macrophages (Mac) or myofibroblasts (Myo) 

isolated from mouse hearts 3 days after MI. Total RNA extracted from macrophages or 

myofibroblasts were subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001, *P < 0.05. n = 3.  

(E) The specific expression of drebrin in myofibroblasts in mouse hearts 7 days after MI. 

Heart slices collected from the mouse hearts were subjected to immunohistochemistry 

with antibodies against drebrin and α-SMA. White arrows indicate merged cells. Scale 

bar 20 µm.  
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筋線維芽細胞の分化時における drebrin の発現誘導は TGF-シグナル、MRTF-

SRF シグナルにより媒介される 

次に drebrin の発現誘導メカニズムを検討した。一般的に、常在性の線維芽細

胞を含む様々な細胞から筋線維芽細胞へと分化する際に、最も重要とされてい

るサイトカインは、炎症時に遊走される血球系細胞から放出される TGF-であ

る。drebrin は MI 後初期に発現上昇が認められることから(Fig. 1D)、drebrin の発

現は TGF-により誘導されるのではないかと考えた。そこで、マウス線維芽細胞

である細胞に TGF-刺激を行い、発現量を比較した。その結果、Acta2

（SMA タンパク質をコード）、Col1a1、Lox などの線維化関連因子の発現量が

増加するのと同様に、drebrin (Dbn1)の発現量も有意に増加することが明らかに

なった(Fig. 3A)。この結果に一致して、単離した新生児ラット心臓の常在性の線

維芽細胞に TGF-刺激を行っても、Acta2、Dbn1 の発現増加が認められた(Fig. 

3B)。 

一般的に TGF-は Smad3 の活性化や MRTF-SRF シグナルの活性化を介して、

筋線維芽細胞の分化を促進することが知られている(33, 34)。そこで、心臓の筋

線維芽細胞において、Smad3 や MRTF-SRF シグナルの活性化が Dbn1 の発現誘

導に関与するかを検討した。Smad3 の阻害剤である SIS3 あるいは MRTF-SRF シ

グナルの阻害剤である CCG-1423 を心臓の筋線維芽細胞に処置したところ、
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Acta2 の発現量が抑制されるのと同様に、Dbn1 の発現量も有意に抑制されるこ

とが明らかになった(Fig. 3C)。 

以上の結果から、筋線維芽細胞において、drebrin の発現は TGF-シグナルや

その下流の MRTF-SRF シグナルにより誘導されることが明らかになった。 
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Figure 3. Drebrin induction during cardiac myofibroblasts differentiation is 

mediated by TGF- signaling and MRTF-SRF signaling. 

(A) Acta2, Col1a1, Lox, and Dbn1 mRNA expression levels in NIH3T3 cells after TGF-

β (2 ng/mL) stimulation for 24 hr. Total RNA extracted from stimulated NIH3T3 cells 

was subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001, *P < 0.05. n = 6.  

(B) Acta2 and Dbn1 mRNA expression levels in neonatal rat cardiac fibroblasts after 

TGF-β (10 ng/mL) stimulation for 72 hr. Total RNA extracted from the stimulated 

fibroblasts was subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001, **P < 0.01. n = 5.  

(C) Acta2 and Dbn1 mRNA expression levels in cardiac myofibroblasts after SIS3 (3 µM) 

or CCG-1423 (10 µM) treatment for 24 hr. Total RNA extracted from treated cardiac 

myofibroblasts were subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001, **P < 0.01. n = 5. 
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drebrin は筋線維芽細胞において線維化関連因子の産生を促進する 

次に、drebrin が線維化に与える影響について解析を行った。線維化したマウ

ス心臓から筋線維芽細胞を単離し、drebrin をノックダウンしたときの線維化関

連因子の発現量を調べた。その結果、Col1a1、Col3a1、Col14a1、Lox といった線

維化関連因子の発現量が有意に抑制されることが明らかになった(Fig. 4A)。この

drebrin ノックダウンによる線維化関連因子の発現抑制は、drebrin 内の違う配列

を標的とする siRNA を用いても認められた(Fig. 4B)。これらの結果に一致して、

drebrin (Dbn1)をノックダウンした筋線維芽細胞では、コラーゲンのタンパク質

量も減少していた(Fig. 4C)。 

 以上の結果から、心臓の筋線維芽細胞において、drebrin は線維化関連因子の

産生を促進することが明らかになった。 
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Figure 4. Drebrin promotes the production of fibrosis-related genes in cardiac 

myofibroblasts. 

(A) Dbn1, Col1a1, Col3a1, Col14a1 and Lox mRNA expression levels in cardiac 

myofibroblasts treated with siCtrl or siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the 

cardiac myofibroblasts were lysed and subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001; n = 5.  

(B) Dbn1, Col1a1, Col3a1, Col14a1 and Lox mRNA expression levels in cardiac 

myofibroblasts treated with siCtrl, siDbn1 (#1) or (#2). At 72 hr after siRNA transfection, 

the cardiac myofibroblasts were lysed and subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001, **P < 

0.01; n = 3. 

(C) Collagen1a1 (Col1) protein expression levels in cardiac myofibroblasts treated with 

siCtrl or siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were lysed 

and subjected to immunoblot analysis. The right panel shows quantification of 

Collagen1a1 expression. ***P < 0.001; n = 3.  
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drebrin はアクチン骨格が発達した筋線維芽細胞に発現する 

次に、drebrin の線維化促進メカニズムを解析するために、偽処置あるいは MI

処置後 3、7 日目の心臓から単離した筋線維芽細胞を含む線維芽細胞(Pdgfra+, 

Cd31-)の scRNA-Seq(E-MTAB-7376)の公開データを解析した。まず、線維芽細胞

を drebrin 陰性(Dbn1-neg)、drebrin 陽性(Dbn1-pos)に分け、その 2 群間で発現が変

動する分子をヒートマップで示した(Fig. 5A)。その中から、drebrin 陽性(Dbn1-pos)

群に豊富な分子を Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

(DAVID)を用いて解析したところ、アクチン骨格形成に関与する分子が多く認め

られることが明らかになった(Fig. 5B)。実際に、筋線維芽細胞のアクチン骨格形

成に関与する Acta2、Tagln の発現量は drebrin 陽性(Dbn1-pos)群に多く発現する

ことを見出した(Fig. 5C)。筋線維芽細胞において、発達したアクチン骨格形成は

自身の分化状態の維持と ECM 産生に重要な役割を果たすため、drebrin が筋線維

芽細胞のアクチン骨格形成に寄与し、線維化を促進する可能性が考えられた。 

 さらに、この線維化時の drebrin とアクチン骨格形成分子の発現がヒト患者で

も認められるかを調べた。心筋梗塞を含む虚血性心筋症 (ICM:ischemic 

cardiomyopathy)患者の心臓 RNA を用いた RNA-Seq のデータ(GSE116250)を解析

した結果、drebrin (DBN1)の発現量と ACTA2、TAGLN の発現量には正の相関があ
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ることが明らかになった(Fig. 5D)。すなわち、drebrin はヒト患者においても筋線

維芽細胞のアクチン骨格形成に関与している可能性が考えられた。 

 以上の結果から、drebrin はアクチン骨格の発達した筋線維芽細胞に発現する

ことが明らかになった。 
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Figure 5. Drebrin is expressed in cardiac myofibroblasts with a well-developed actin 

cytoskeleton. 

(A) Plot of Dbn1-positive (Dbn1-pos) or Dbn1-negative (Dbn1-neg) fibroblasts and 

volcano plot of genes differentially expressed between Dbn1-positive and Dbn1-negative 

fibroblasts. The publicly available data (E-MTAB-7376) were reanalyzed using the R 

package Seurat. The plots divided into Dbn1-pos and Dbn1-neg fibroblasts are shown in 

the left panel. The volcano plot of genes differentially expressed between Dbn1-pos and 

Dbn1-neg fibroblasts is shown in the right panel. The x-axis represents fold change 

between the two groups, and the y-axis represents the P-value. The red line represents 

0.2-fold increase.  

(B) Annotation cluster of genes differentially expressed between Dbn1-positive (Dbn1-

pos) and Dbn1-negative (Dbn1-neg) fibroblasts. The differentially expressed genes were 

analyzed using DAVID; enriched annotation clusters are shown.  

(C) Acta2 and Tagln mRNA expression levels of Dbn1-positive (Dbn1-pos) and Dbn1-

negative (Dbn1-neg) fibroblasts. The violin plots between Dbn1-pos and Dbn1-neg 

fibroblasts were drawn using the data reanalyzed in Fig. 5A.  

(D) Relative DBN1 and ACTA2 or TAGLN mRNA expression in non-failing (NF) or 

ischemic (ICM) human hearts. The publicly available data (GSE116250) were reanalyzed. 

The x-axis represents DBN1 expression, and the y-axis represents ACTA2 (left panel) or 

TAGLN (right panel) expression. The blue and red plots indicate the NF and ICM human 

hearts, respectively. NF: n = 14; ICM: n = 13.  
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drebrin は心臓の筋線維芽細胞のアクチン骨格形成を促進する 

drebrin はアクチン骨格の発達した筋線維芽細胞に発現することから、drebrin

が実際に筋線維芽細胞のアクチン骨格形成に寄与している可能性を検討した。

心臓の筋線維芽細胞を単離し、drebrin (Dbn1)をノックダウンし、RNA-Seq 解析

を行った(Fig. 6A)。Dbn1 ノックダウンにより発現量が減少した分子で、Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)解析を行ったところ、接着班やアクチ

ン骨格制御などに関与する分子の発現減少が多く認められた(Fig. 6A, B)。実際

に、アクチン骨格形成促進に寄与する Acta2、Tagln の Dbn1 ノックダウンによる

発現抑制は、qRT-PCR によっても確認された(Fig. 6C)。この結果に一致して、

Acta2、Tagln から翻訳される-SMA、SM22のタンパク質量も心臓の筋線維芽細

胞において、Dbn1 ノックダウンにより抑制された(Fig. 6D)。一方で、-SMA と

同じアクチンタンパク質であり、すべての真核細胞にかなり豊富に存在する-

actin (Actb)は mRNA レベルでは有意な抑制が認められたが、そのタンパク質量

は減少傾向が認められるものの、有意差はなかった (Fig. 6C, D)。 

さらに、私は F-アクチンを染色するファロイジンを用いて、drebrin が心臓の

筋線維芽細胞のアクチン骨格形成に与える影響について解析した。その結果、

Dbn1 をノックダウンすることで、心臓の筋線維芽細胞の F-アクチン骨格形成が

抑制されていることが明らかになった(Fig. 6E)。 
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以上の結果から、drebrin は心臓の筋線維芽細胞において、-SMA や SM22な

どのアクチン骨格形成に関与する遺伝子の発現を促進することを明らかにした。 
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Figure 6. Drebrin promotes actin cytoskeleton formation in cardiac myofibroblasts. 

(A) MA plot of genes differentially expressed between siCtrl and siDbn1 myofibroblasts. 

At 72 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were lysed and subjected to 

RNA-Seq, and the MA plots were drawn using the TPM values obtained. The x-axis 

represents the TPM value for gene expression, and the y-axis represents fold change 

between the two groups. The green plots indicate the genes downregulated on silencing 

Dbn1 (M < -1.0, A > 0), and the red plots indicate the genes in GO terms associated with 

focal adhesion and regulation of the actin cytoskeleton. 

(B) KEGG pathway enrichment analysis of genes differentially expressed between the 

two groups. The genes downregulated on silencing Dbn1 (M < -1.0, A > 0) were analyzed 

using DAVID; the enriched KEGG pathways (gene count > 25) are shown. 

(C) Acta2, Tagln, and Actb mRNA expression levels in cardiac myofibroblasts treated 

with siCtrl or siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were 

lysed and subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001; n = 5. 

(D) -SMA, SM22α or -actin protein expression levels in cardiac myofibroblasts treated 

with siCtrl or siDbn1. At 60 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were 

starved for 12 hr, lysed, and subjected to immunoblot analysis. The right panel shows 

quantification of α-SMA and SM22α expression. ***P < 0.001; n = 3. 

(E) Phalloidin staining of F-actin in cardiac myofibroblasts treated with siCtrl or siDbn1. 

At 48 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were seeded onto glass-

bottom dishes, cultured for 24 hr, and subjected to phalloidin staining. Scale bar: 20 µm. 

The right panel shows quantification of phalloidin intensity. ***P < 0.001; siCtrl: n = 32; 

siDbn1: n = 30.  
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drebrin は MRTF-SRF シグナルを促進する 

MRTF-SRF シグナルは、筋線維芽細胞の分化や Acta2 の転写に関わる重要なシ

グナルであることが知られている。そこで、私は drebrin が MRTF-SRF シグナル

の活性化に寄与するかについて検討した。マウス線維芽細胞株である NIH3T3 細

胞に drebrin を過剰発現し、MRTF-SRF シグナルを特異的に検出する SRF-RE Luc

を用いたルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、drebrin を過剰発現する

ことで、MRTF-SRF シグナルの促進が認められ、さらにこの促進効果は MRTF-

SRF シグナルの阻害剤である CCG-1423 処置により、抑制された(Fig. 7A)。 

NIH3T3 細胞は TGF-刺激による SRF 活性化を介して、筋線維芽細胞様の性

質を獲得することが報告されている(35)。そこで、私は drebrin がこの NIH3T3 細

胞の TGF-/MRTF-SRF を介した筋線維芽細胞様の細胞への分化に関与するかに

ついて検討を行った。SRF-RE Luc を用いたルシフェラーゼアッセイを行ったと

ころ、TGF-刺激により MRTF-SRF シグナルが活性化し、その活性は Dbn1 ノッ

クダウンにより抑制された(Fig. 7B)。この結果に一致して、NIH3T3 細胞におい

ても TGF-刺激により発現増加する Acta2、Col1a1 が Dbn1 ノックダウンにより

抑制されることを見出した(Fig. 7C)。 

転写共役因子 MRTF は通常時、細胞質に存在し、G-アクチンと結合している。

ところが、G-アクチンが重合して F-アクチンになると、MRTF は G-アクチンか
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ら乖離し、核移行して Acta2、コラーゲンなどの転写を促進する。そこで私は

MRTFと 2種のアクチン、-SMA（smooth muscle actin）あるいは-actin(cytoplasmic 

actin)との結合に、アクチン結合タンパク質である drebrin が及ぼす影響を免疫沈

降法により解析した。その結果、MRTF と結合する-SMA あるいは-actin の量

が drebrin の過剰発現により減少することを見出した(Fig. 7D)。さらに、心臓の

筋線維芽細胞において、Dbn1 をノックダウンすると、MRTF の核移行が抑制さ

れることも明らかにした(Fig. 7E, F)。一方で、MRTF(Mkl1, Mkl2)の発現量は Dbn1

のノックダウンによって抑制されなかった(Fig. 7G)。 

以上の結果から、drebrin はアクチン重合を制御することで、MRTF-SRF シグ

ナルを促進することを明らかにした。 
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Figure 7. Drebrin promotes MRTF-SRF signaling. 

(A) Luminescence obtained using the SRF-RE reporter in drebrin-overexpressing 

NIH3T3 cells after CCG-1423 treatment. At 24 hr after plasmid transfection, the NIH3T3 

cells were starved for 24 hr, treated with CCG-1423 (10 µM) for 24 hr, lysed, and 

subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001; n = 4. 

(B) Luminescence obtained using the SRF-RE reporter in Dbn1-knockdown NIH3T3 

cells after TGF-β stimulation. At 48 hr after siRNA transfection, the NIH3T3 cells were 

stimulated with TGF-β (2 ng/ml) for 24 hr, lysed, and subjected to the luciferase assay. 

***P < 0.001, **P < 0.01; n = 4. 

(C) Acta2 and Col1a1 mRNA expression levels in NIH3T3 cells treated with siCtrl or 

siDbn1 after TGF-β stimulation. At 48 hr after siRNA transfection, the NIH3T3 cells were 

stimulated with TGF-β (2 ng/ml) for 24 hr, lysed, and subjected to qRT-PCR. ***P < 

0.001, **P < 0.01; n = 4. 

(D) Binding between MRTF and α-SMA or -actin in drebrin-overexpressing NIH3T3 

cells. At 48 hr after plasmid transfection, the NIH3T3 cells were lysed and subjected to 

the immunoprecipitation assay. 

(E) MRTF localization in cardiac myofibroblasts treated with siCtrl or siDbn1. At 48 hr 

after siRNA transfection, the cells were seeded onto glass-bottom dishes, cultured for 24 

hr, and subjected to immunocytochemistry. The right panel shows quantification of MRTF 

intensity.  

(F) MRTF protein expression levels in the nucleus of cardiac myofibroblasts treated with 

siCtrl or siDbn1. At 48 hr after siRNA transfection, the proteins in nucleus of the cells 

were extracted and subjected to immunoblot analysis. 
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(G) Mkl1 and Mkl2 mRNA expression levels in cardiac myofibroblasts treated with siCtrl 

or siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were lysed and 

subjected to qRT-PCR. n.s., not significant; n = 5. 
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drebrin は MRTF-SRF シグナルを介して Cthrc1 の発現を促進する 

私は drebrin が MRTF-SRF シグナルを介して、筋線維芽細胞の分化を制御する

ことを見出した。そこで、私は次に drebrin によって、発現量が制御される線維

化促進分子を同定しようと考えた。scRNA-Seq(Fig. 5A)のデータを再解析したと

ころ、分泌タンパク質 Cthrc1 の発現が drebrin 陽性細胞に特異的に認められるこ

とを見出した(Fig. 8A)。この結果に一致して、線維化を伴うヒト虚血性心筋症

(ICM:ischemic cardiomyopathy)患者の心臓においても、CTHRC1 の発現量が増加

した(Fig. 8B)。さらに、心臓の筋線維芽細胞において drebrin (Dbn1)をノックダウ

ンした RNA-Seq(Fig. 6A)のデータを再解析したところ、Cthrc1 の発現量は Dbn1

ノックダウンにより、抑制されていた(Fig. 8C)。この心臓の筋線維芽細胞におけ

る Dbn1 ノックダウンによる Cthrc1 の発現抑制は、qRT-PCR でも確認できた(Fig. 

8D)。 

Cthrc1 は近年、コラーゲンなどの線維化関連因子の産生に寄与することや、

scRNA-Seq 解析により筋線維芽細胞の新たなマーカータンパク質となる可能性

が報告されている(28, 36)。実際に、Cthrc1 をノックダウンした心臓の筋線維芽

細胞を用いた qRT-PCR とウエスタンブロッティングの結果から、Cthrc1 が心臓

の筋線維芽細胞において、線維化関連因子の産生に寄与することが確認できた

(Fig. 8E, F)。 
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drebrin は F-アクチンの安定化を担うことが知られているため、私は drebrin に

よる F-アクチンの安定化が Cthrc1 の発現制御に重要である可能性を考えた。

Rho-associated protein kinase(ROCK)は Lin11, Isl-1 and Mec-3 kinase (LIMK)の活性

化を介して、Cofilin による F-アクチンの脱重合を不活性化することで、F-アク

チンの安定化に寄与することが知られている(37)。心臓の筋線維芽細胞に ROCK

阻害剤である Y27632 を処置したところ、Cthrc1 の発現量は有意に抑制され(Fig. 

8G)、F-アクチンの安定化が Cthrc1 の発現量に重要であることが示唆された。

drebrin が MRTF-SRF シグナルを促進することを考慮すると、Cthrc1 の発現量は

MRTF-SRF シグナルに依存するのではないかと考えた。そこで、心臓の筋線維芽

細胞に、MRTF-SRF シグナルの阻害剤である CCG-1423 を処置あるいは SRF を

ノックダウンし、Cthrc1 の発現量を調べた。その結果、CCG-1423、SRF のノッ

クダウンいずれにおいても、Cthrc1 の発現量は抑制された(Fig. 8H, I)。 

 以上の結果から、心臓の筋線維芽細胞において、drebrin による F-アクチンの

安定化が、MRTF-SRF シグナルを介して Cthrc1 の発現量を促進することが明ら

かになった。 
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Figure 8. Drebrin promotes the Cthrc1 expression via MRTF-SRF signaling in 

cardiac myofibroblasts. 

(A) Cthrc1 mRNA expression levels of Dbn1-positive (Dbn1-pos) and Dbn1-negative 

(Dbn1-neg) fibroblasts. The violin plots between Dbn1-positive and Dbn1-negative 

fibroblasts were drawn by using the data reanalyzed in Fig. 5A. 

(B) CTHRC1 mRNA expression levels in non-failing (NF) or ischemic (ICM) human 

hearts. The publicly available data (GSE116250) were reanalyzed. Data are presented as 

the box and whisker plot (tukey style, outliers in black triangles). *P < 0.05; NF: n = 14; 

ICM: n = 13. 

(C) MA plot of genes differentially expressed between siCtrl and siDbn1 myofibroblasts. 

At 72 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were lysed and subjected to 

RNA-Seq, and MA plots were drawn using the TPM values obtained. The x-axis 

represents the TPM value for gene expression, and the y-axis represents fold change 

between the two groups.  

(D) Cthrc1 mRNA expression levels in cardiac myofibroblasts treated with siCtrl or 

siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were lysed and 

subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001; n = 5. 

(E) Cthrc1, Acta2 and Col1a1 mRNA expression levels in cardiac myofibroblasts treated 

with siCtrl or siCthrc1. At 72 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were 

lysed and subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001, **P < 0.01; n = 5.  

(F) Collagen1a1 (Col1) protein expression levels in cardiac myofibroblasts treated with 

siCtrl or siCthrc1. At 72 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were 

lysed and subjected to immunoblot analysis. The right panel shows quantification of 

Collagen1a1 expression. **P < 0.01; n = 3.  
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(G) Cthrc1 mRNA expression levels in cardiac myofibroblasts treated with H2O or 

Y27632. Cardiac myofibroblasts were treated with Y27632 (30 µM) for 24 hr, lysed, and 

subjected to qRT-PCR. **P < 0.01; n = 4.  

(H) Cthrc1 mRNA expression levels in cardiac myofibroblasts treated with DMSO or 

CCG-1423. Cardiac myofibroblasts were starved for 24 hr, treated with CCG-1423 (10 

µM) for 24 hr, lysed, and subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001; n = 5. 

(I) Cthrc1 mRNA expression levels in cardiac myofibroblasts treated with siCtrl or siSrf. 

At 72 hr after siRNA transfection, the cardiac myofibroblasts were lysed and subjected to 

qRT-PCR. *P < 0.05; n = 5.  
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drebrin は肺においても線維化時に TGF-シグナルや MRTF-SRF シグナルによ

り発現増加する 

次に、私は drebrin が心臓以外の組織線維化に寄与するかについて検討を行っ

た。特発性肺線維症は肺の線維化を伴う慢性的な進行性疾患で、その診断からの

平均余命は 2 - 4 年とされている(38)。そこで、私は drebrin が肺の線維化に関与

するかを調べた。ブレオマイシンは肺の気管支に投与することで、肺の線維化を

誘発するため、肺の線維化モデルマウスとして広く用いられている(39)。そこで

この肺線維化モデルマウスを作製したところ、Col1a1、Acta2 などの線維化関連

因子と同様に、drebrin (Dbn1)の発現量もブレオマイシン投与により増加してい

た(Fig. 9A)。実際に、特発性肺線維症(IPF: ideopathic pulmonary fibrosis)患者の肺

RNA を用いた RNA-Seq(GSE92592)(40)のデータを解析したところ、DBN1 の発

現量は特発性肺線維症の肺で、有意に増加していることが明らかになった(Fig. 

9B)。 

次に、私は線維化した肺における drebrin (Dbn1)の発現細胞の同定に取り組ん

だ。その結果、Dbn1 の発現は線維化した肺から単離したマクロファージではな

く、筋線維芽細胞に認められることを見出した(Fig. 9C)。線維化したマウス肺切

片の免疫組織染色からも、drebrin のシグナルは-SMA 陽性の筋線維芽細胞に認

められた(Fig. 9D)。 
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また、肺の筋線維芽細胞における Dbn1 の発現誘導メカニズムについても解析

した。線維化した肺から単離した筋線維芽細胞に、SIS3 あるいは CCG-1423 を

処置した結果、心臓の筋線維芽細胞の時と同様に、Acta2 および Dbn1 の発現量

が抑制された(Fig. 9E)。 

以上の結果から、drebrin は肺においても線維化時に発現増加し、さらにその

発現は TGF-シグナル、MRTF-SRF シグナルにより誘導されることが明らかに

なった。 
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Figure 9. Drebrin expression is increased in fibrotic lung and its expression is 

dependent on TGF- and MRTF-SRF signaling. 

(A) Col1a1, Acta2, and Dbn1 mRNA expression levels in mouse lungs at 14 days after 

bleomycin administration. Total RNA extracted from mouse lungs was subjected to qRT-

PCR. ***P < 0.001. Saline: n = 6, BLM: n =8. 

(B) DBN1 mRNA expression levels in the control lungs and the lungs of idiopathic 

pulmonary fibrosis (IPF) patients using data from GSE92592. Data are presented as the 

box and whisker plot (tukey style, outliers in black triangles). ***P < 0.001. n = 19 

(Control), n = 20 (IPF).  

(C) Cd68, Col1a1, and Dbn1 mRNA expression levels in macrophages (Mac) or 

myofibroblasts (Myo) isolated from mouse lungs at 14 days after bleomycin 

administration. Total RNA extracted from macrophages or myofibroblasts was subjected 

to qRT-PCR. ***P < 0.001, **P < 0.01. n = 5. 

(D) The specific expression of drebrin in myofibroblasts in mouse lungs 14 days after 

bleomycin administration. Lung slices collected from the mouse lungs were subjected to 

immunohistochemistry with antibodies against drebrin and α-SMA. White arrows 

indicate merged cells. Scale bar 20 µm. 

(E) Acta2, Dbn1 mRNA expression levels in lung myofibroblasts after SIS3 (3 µM) or 

CCG-1423 (10 µM) treatment for 24 hr. Total RNA extracted from lung myofibroblasts 

was subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001. n = 5. 
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drebrin は肺の筋線維芽細胞においても、アクチン骨格形成に関与し、Cthrc1 の

発現を介して線維化関連因子の産生を促進する 

 肺の筋線維芽細胞における drebrin の機能を解明するために、肺の筋線維芽細

胞において drebrin (Dbn1)をノックダウンし、線維化関連因子の発現量を調べた。

その結果、Col1a1、Col3a1、Col14a1、Lox などの線維化関連因子の発現量が有意

に抑制された(Fig. 10A)。 

また、drebrin をノックダウンした肺の筋線維芽細胞においては、アクチン骨

格形成に寄与する分子Acta2、Taglnの発現量も顕著に抑制されていた(Fig. 10B)。 

 drebrin が肺の筋線維芽細胞においてもアクチン骨格形成に寄与することから、

線維化促進分泌タンパク質 Cthrc1 の発現量も同様に促進するのかについて検討

した。Cthrc1 はマウス、ヒト患者の肺の線維化時に発現が増加することが、これ

までに報告されている(29)。実際に、Cthrc1 の発現量はブレオマイシンを投与し

たマウスの肺と IPF 患者の肺において、増加することが確認された(Fig. 10C, D)。

さらに、心臓の結果に一致して、筋線維芽細胞において Cthrc1 をノックダウン

すると、線維化関連因子の発現量が抑制された(Fig. 10E)。 

次に、Cthrc1 の線維化時の発現増加に drebrin が関与しているかを調べるため、

Dbn1 をノックダウンした肺の筋線維芽細胞における Cthrc1 の発現量を調べた。

その結果、Cthrc1 の発現量は Dbn1 ノックダウンにより、顕著に抑制された(Fig. 
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10F)。また、Cthrc1 の発現量は心臓の筋線維芽細胞と同様に、MRTF-SRF シグナ

ルの阻害剤である CCG-1423 処置により、顕著に抑制された(Fig. 10G)。 

 以上の結果から、drebrin は肺の筋線維芽細胞のアクチン骨格形成を促進する

ことで、Cthrc1 や線維化関連因子の発現を増加させることが明らかになった。 

  



70 

 

 

  



71 

 

Figure 10. Drebrin promotes the expression of fibrosis-related genes and Cthrc1 in 

lung myofibroblasts. 

(A) Dbn1, Col1a1, Col3a1, Col14a1 and Lox in lung myofibroblasts treated with siCtrl 

or siDbn1. Total RNA of the cells was harvested 72 hr after the siRNA transfection and 

subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001. n = 5. 

(B) Acta2, Tagln mRNA expression levels in lung myofibroblasts treated with siCtrl or 

siDbn1. Total RNA of the cells was harvested 72 hr after the siRNA transfection and 

subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001. n = 5. 

(C) Cthrc1 mRNA expression levels in mouse lungs at 14 days after bleomycin 

administration. Total RNA extracted from mouse lungs was subjected to qRT-PCR. ***P 

< 0.001. Saline: n = 6, BLM: n =8. 

(D) CTHRC1 expression levels in the control lungs and the lungs of idiopathic pulmonary 

fibrosis (IPF) patients using data from GSE92592. Data are presented as the box and 

whisker plot (tukey style, outliers in black triangles). **P < 0.01. n = 19 (Control), n = 20 

(IPF). 

(E) Cthrc1, Acta2 and Col1a1 mRNA expression levels in lung myofibroblasts treated 

with siCtrl or siDbn1. Total RNA of the cells was harvested 72 hr after the siRNA 

transfection and subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001. n = 5. 

(F) Cthrc1 mRNA expression level in lung myofibroblasts treated with siCtrl or siDbn1. 

Total RNA of the cells was harvested 72 hr after the siRNA transfection and subjected to 

qRT-PCR. ***P < 0.001. n = 5. 

(G) Cthrc1 mRNA expression levels in lung myofibroblasts treated with DMSO or CCG-

1423. Lung myofibroblasts were starved for 24 hr, treated with CCG-1423 (10 µM) for 

24 hr, lysed, and subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001; n = 5. 
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drebrin は肝臓の線維化時にも筋線維芽細胞(活性化肝星細胞)で発現増加する 

 次に、私は drebrin が肝臓の線維化にも関与するのかについて検討を行った。

四塩化炭素(CCl4)はマウス腹腔内に繰り返し投与すると肝細胞が障害され、その

結果肝臓の線維化につながる(41)。従って、四塩化炭素投与は肝臓の線維化モデ

ルマウスとして広く用いられている。そこで、この四塩化炭素投与による肝臓の

線維化モデルマウスを作製したところ、Col1a1 や Col3a1 などの線維化関連因子

と共に、drebrin (Dbn1)の発現量も増加した (Fig. 11A)。 

現在、肝臓の主たる線維化疾患として知られているのは、非アルコール性脂肪

肝炎(NASH)である。そこで次に、私は drebrin が NASH 時の肝臓線維化にも関

与するのかを調べた。NASH モデルマウスは、超高脂肪コリン欠乏メチオニン減

量飼料（CDAHFD）の給餌により作成した(42)。CDAHFD を 3、6、9、12 週給餌

した結果、Col1a1 や Col3a1 の発現と同様に、Dbn1 の発現量も線維化に伴って

増加することが明らかとなった(Fig. 11B)。肝臓の線維化はその線維化の進行度

により、F0-F4 に分類されることが知られている(43)。実際に、NASH 患者の肝

臓 RNA を用いた RNA-Seq(GSE162694)(44)データを解析したところ、DBN1 の発

現量は線維化の進んだヒト患者(F4)の肝臓で大きく増加していた (Fig. 11C)。 

 線維化した肝臓切片を用いた高感度 In situ hybridization 法を行ったところ、

Dbn1 のシグナルは Desmin 陽性の細胞に認められ(Fig. 11D)、drebrin が肝臓の線
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維化時においても、主たるコラーゲン産生細胞である活性化肝星細胞(HSC: 

hepatic stellate cell)に発現する可能性が考えられた。 

 次に、線維化した肝臓における drebrin 陽性細胞の特徴を調べるため、コーン

油あるいは CCl4 投与した肝臓の scRNA-Seq(GSE171904)(45)のデータを解析し

た。肝星細胞のクラスターを Dbn1 陽性、Dbn1 陰性の 2 群に分け(Fig. 11E)、遺

伝子の発現量を比較した結果、Dbn1 陽性の肝星細胞において、Acta2、Tagln な

どのアクチン骨格形成を担う遺伝子の発現が増加していることが明らかになっ

た(Fig. 11F)。 

 以上の結果から、drebrin は肝臓の線維化時にも、筋線維芽細胞(活性化肝星細

胞)に発現することが明らかになった。 
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Figure 11. Drebrin is expressed in activated hepatic stellate cells in fibrotic liver. 

(A) Dbn1, Col1a1, and Col3a1 mRNA expression levels in the livers of mice injected 

with CCl4 for 4 weeks. Total RNA extracted from the mouse livers was used for qRT-

PCR. ***P < 0.001; n = 6. 

(B) Dbn1, Col1a1, and Col3a1 mRNA expression levels in the livers of mice fed a 

CDAHFD for 0, 3, 6, 9, or 12 weeks. Total RNA extracted from the mouse livers was 

used for qRT-PCR. ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05; 0, 6, 9, and 12 weeks: n = 6; 3 

weeks: n = 5.  

(C) DBN1 mRNA expression levels in patients with various stages (F0–F4) of hepatic 

fibrosis. The publicly available data (GSE162694) were reanalyzed. Data are presented 

as the box and whisker plot (tukey style, outliers in black triangles). **P < 0.01; F0: n = 

35; F1: n = 30; F2: n = 27; F3: n = 8; F4: n = 12.  

(D) Dbn1 mRNA expression in mouse fibrotic livers. Liver sections from mice fed a 

CDAHFD for 10 weeks were subjected to in situ hybridization and 

immunohistochemistry with an anti-Desmin antibody. White arrows indicate the Dbn1 

signals. Scale bar: 20 μm.  

(E) Plot of Dbn1-positive (Dbn1-pos) or Dbn1-negative (Dbn1-neg) HSCs and volcano 

plot of genes differentially expressed between Dbn1-pos and Dbn1-neg HSCs. The 

publicly available data (GSE171904) were reanalyzed using the R package Seurat, and 

the plots divided into Dbn1-pos and Dbn1-neg HSCs are shown.  

(F) Acta2 and Tagln mRNA expression levels of Dbn1-positive (Dbn1-pos) and Dbn1-

negative (Dbn1-neg) HSCs. The violin plots between Dbn1-pos and Dbn1-neg HSCs 

were drawn using the data reanalyzed in Fig. 11E. 
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drebrin は肝臓の筋線維芽細胞(活性化肝星細胞)においてもアクチン骨格形成を

介して線維化関連因子の産生を促進する 

 次に、私は活性化肝星細胞においても、drebrin が線維化関連因子の産生を促

進するかについて検討した。CCl4あるいは CDAHFD を投与することで線維化を

誘導した肝臓から単離した活性化肝星細胞において、drebrin (Dbn1)をノックダ

ウンすると、Col1a1 などの線維化関連因子が有意に抑制されることが明らかに

なった(Fig. 12A, B)。 

 そこでさらに、drebrin が活性化肝星細胞においてもアクチン骨格形成を促進

しているのかを調べた。その結果、Dbn1 をノックダウンした活性化肝星細胞で

は Acta2、Tagln のアクチン骨格形成因子の発現量が抑制されており(Fig. 12C, D)、

drebrin が活性化肝星細胞においてもアクチン骨格形成を促進していることが示

唆された。 

 Dbn1 ノックダウンによる線維化関連因子とアクチン骨格形成因子の抑制は、

ヒト肝星細胞株である LX-2 細胞においても同様に認められた(Fig. 12E)。 

 以上の結果から、drebrin は活性化肝星細胞においても、アクチン骨格形成を

介して、線維化関連因子の産生を担っていることが明らかになった。 
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Figure 12. Drebrin promotes the production of fibrosis-related genes via actin 

cytoskeleton formation in activated HSCs. 

(A) Dbn1, Col1a1, Col3a1, Col14a1 and Lox in activated HSCs isolated from CCl4-

treated livers after treatment with siCtrl or siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the 

activated HSCs isolated from CCl4-induced hepatic fibrosis model mice were lysed and 

subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001, **P < 0.01; n = 5.  

(B) Dbn1, Col1a1, Col3a1, Col14a1 and Lox in activated HSCs isolated from CDAHFD-

fed livers after treatment with siCtrl or siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the 

activated HSCs isolated from a CDAHFD-induced NASH model mice were lysed and 

subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05; n = 3.  

(C) Acta2, Tagln mRNA expression levels in activated HSCs isolated from CCl4-treated 

livers after treatment with siCtrl or siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the 

activated HSCs isolated from CCl4-induced hepatic fibrosis model mice were lysed and 

subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001; n = 5.  

(D) Acta2, Tagln mRNA expression levels in activated HSCs isolated from CDAHFD-

fed livers after treatment with siCtrl or siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the 

activated HSCs isolated from a CDAHFD-induced NASH model mice were lysed and 

subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001; n = 3. 

(E) DBN1, COL1A1, COL3A1 and ACTA2 in LX-2 cells treated with siCtrl or siDBN1. 

At 72 hr after siRNA transfection, LX-2 cells were lysed and subjected to qRT-PCR. ***P 

< 0.001, **P < 0.01; n = 6.  
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Cthrc1 の発現は肝臓の筋線維芽細胞(活性化肝星細胞)においても、drebrin-

MRTF-SRF 経路により誘導される 

 最後に、私は活性化肝星細胞においても drebrin が Cthrc1 の発現量を促進する

かの検討を行った。Cthrc1 が CCl4あるいはチオアセタミド投与による肝臓線維

化時に発現増加し、自己分泌した Cthrc1 が肝星細胞を活性化し、線維化を促進

することが報告されている(30)。実際に、CCl4 の投与による肝臓の線維化時に、

Cthrc1 の発現量が増加していることを確認した(Fig. 13A)。さらに、drebrin (Dbn1)

の発現量と同様に、Cthrc1 の発現量も CDAHFD 投与による肝臓の線維化に伴っ

て増加することを明らかにした(Fig. 13B)。これらの結果に一致して、CTHRC1 の

発現量は、ヒト NASH 患者においても線維化に伴って増加した(Fig. 13C)。 

 次に、CDAHFD 給餌により線維化した肝臓から単離した活性化肝星細胞にお

いて、Cthrc1 のノックダウンを行った。その結果、線維化関連因子の発現量が抑

制されており(Fig. 13D)、Cthrc1 が NASH 時の肝星細胞においても、線維化を促

進している可能性が示唆された。 

 さらに、Cthrc1 の発現量が活性化肝星細胞においても、drebrin により制御さ

れるかについて検討を行った。Dbn1 陽性、Dbn1 陰性の肝星細胞(Fig. 11E)を再

解析し、Cthrc1 の発現量を比較したところ、Cthrc1 は Dbn1 陽性の細胞に多く発

現していた(Fig. 13E)。実際に、心臓や肺の筋線維芽細胞を用いた実験と同様に、
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NASH 肝臓から単離した活性化肝星細胞においても、Dbn1 ノックダウンにより

Cthrc1 の発現量が抑制された(Fig. 13F)。最後に、活性化肝星細胞においても、

Cthrc1の発現量はMRTF-SRFシグナルに誘導されるかを検討した。そこでNASH

肝臓から単離した活性化肝星細胞に CCG-1423 を処置したところ、Cthrc1 の発現

量が抑制されていることを明らかにした(Fig. 13G)。 

 以上の結果から、肝臓の活性化肝星細胞においても、Cthrc1 の発現量は drebrin

による MRTF-SRF シグナルにより誘導されることを明らかにした。 
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Figure 13. Regulation of Cthrc1 expression levels via the drebrin-MRTF-SRF axis is 

also observed in activated HSCs.  

(A) Cthrc1 mRNA expression levels in the livers of mice injected with CCl4 for 4 weeks. 

Total RNA extracted from the mouse livers was subjected to qRT-PCR. ***P < 0.001; n 

= 6. 

(B) Cthrc1 mRNA expression levels in the livers of mice fed a CDAHFD for 0, 3, 6, 9, 

or 12 weeks. Total RNA extracted from the mouse livers was subjected to qRT-PCR. ***P 

< 0.001; 0, 6, 9, and 12 weeks: n = 6; 3 weeks: n = 5. 

(C) CTHRC1 mRNA expression levels of patients with various stages (F0–F4) of hepatic 

fibrosis. The publicly available data (GSE162694) were reanalyzed. Data are presented 

as the box and whisker plot (tukey style, outliers in black triangles). ***P < 0.001, **P < 

0.01; F0: n = 35; F1: n = 30; F2: n = 27; F3: n = 8; F4: n = 12. 

(D) The mRNA expression levels of fibrosis-related genes in activated HSCs treated with 

siCtrl or siCthrc1. At 72 hr after siRNA transfection, the activated HSCs isolated from a 

CDAHFD-induced NASH model mice were lysed and subjected to qRT-PCR. ***P < 

0.001, **P < 0.01; n = 3. 

(E) Cthrc1 mRNA expression levels of Dbn1-positive (Dbn1-pos) and Dbn1-negative 

(Dbn1-neg) HSCs. The violin plots between Dbn1-pos and Dbn1-neg HSCs were drawn 

using the data reanalyzed in Fig. 11E.  

(F) Cthrc1 mRNA expression levels in activated HSCs isolated from a CDAHFD-fed 

livers after treatment with siCtrl or siDbn1. At 72 hr after siRNA transfection, the 

activated HSCs isolated from a CDAHFD-induced NASH model mice were lysed and 

subjected to qRT-PCR. **P < 0.01; n = 3.  
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(G) Cthrc1 mRNA expression levels in activated HSCs isolated from CCl4-treated livers 

after treatment with H2O or Y27632. Activated HSCs isolated from CCl4-induced hepatic 

fibrosis model mice were treated with Y27632 (30 µM) for 24 hr, lysed, and subjected to 

qRT-PCR. *P < 0.05; n = 4.  

(H) Cthrc1 mRNA expression levels in activated HSCs treated with DMSO or CCG-1423. 

Activated HSCs isolated from a CDAHFD-induced NASH model mice were starved for 

24 hr, treated with CCG-1423 (10 µM) for 24 hr, lysed, and subjected to qRT-PCR. **P 

< 0.01; n = 4. 

  



84 

 

考察 

 

 

本研究により、私は drebrin が筋線維芽細胞において、F-アクチンの安定化を

促進し、さらには線維化促進因子 Cthrc1 の発現を増加させることで、コラーゲ

ン等の線維化関連因子の産生を促進することを見出した(Figure 14)。これまで

drebrin は神経の樹状突起スパイン形成やシナプス形成に重要な役割を果たすこ

と、瘢痕形成時のアストロサイトの反応性を制御することなど脳における役割

が活発に研究されていきた(20, 25, 46)。その一方で、脳以外での drebrin の役割

はほとんど解析されていなかった。今回、私は脳以外における drebrin の機能と

Figure 14. 本研究の概要図 
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して、線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化、さらにはコラーゲンの産生を促進

するという極めて重要な役割を明らかにした。 

 発達したアクチン骨格は筋線維芽細胞の特徴の１つであり、筋線維芽細胞の

分化能やその ECM 産生能に重要な役割を果たす(15, 18)。ECM によるインテグ

リン刺激、液性因子あるいは機械的刺激による G タンパク質共役受容体(GPCR: 

G protein-coupled receptor)の活性化は、Rho-ROCK シグナルを活性化し、F-アク

チンを安定化させる(16, 17)。F-アクチンは安定化されると、MRTF-SRF シグナ

ルが亢進し、Acta2 などのアクチン骨格形成に重要な因子や ECM の転写が促進

する。このように筋線維芽細胞のアクチン骨格形成と ECM 産生には、ポジティ

ブフィードバックが存在する。実際にこのフィードバックに重要な因子である

MRTF-A や SRF を欠損したマウスは、野生型マウスに比較して、MI 後の心臓線

維化が抑制されていることが報告されている(47, 48)。しかしながら、これまで

筋線維芽細胞において、直接 F-アクチンに結合、安定化させることで、アクチ

ン骨格形成を担う分子は報告されていなかった。今回、私ははじめて drebrin が

筋線維芽細胞の F-アクチンの安定化に強く貢献することを見出した(Figure 14)。 

 また、drebrin は TGF-MRTF-SRF シグナルにより、炎症初期に急速に誘導さ

れることが明らかになった。その後、誘導された drebrin は F-アクチンの安定化

を介して、MRTF-SRF シグナルを促進する。したがって、炎症初期の線維芽細胞
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における MRTF-SRF シグナルよりも、drebrin 発現後の MRTF-SRF シグナルの方

がより強く活性化されていると考えられ、この強い MRTF-SRF シグナルの活性

化が筋線維芽細胞による豊富な線維化関連因子の産生に大きく寄与していると

考えられる。 

 drebrin は postsynaptic density protein 95 (PSD-95)などのシナプス後タンパク質

の集積を引き起こすことで、樹状突起スパイン形成に重要な役割を果たすこと

が知られている(49)。この drebrin による PSD95 の集積は、シナプス前終末から

の神経伝達物質の効率的な受容に寄与する可能性が考えられる。これまで筋線

維芽細胞におけるシナプス様構造は報告されていない。しかしながら、筋線維芽

細胞は cadherin-11 のホモトロピックな結合を介してマクロファージと物理的に

結合していることが報告されている(50)。それゆえ、drebrin は足場となるアクチ

ン骨格を形成することで、その結合に寄与しているのかもしれない。このことか

ら、マクロファージと筋線維芽細胞との物理的な結合部位において、drebrin が

多く局在するかを観察することは興味深いと考えられる。 

 私は筋線維芽細胞において drebrin が転写因子 SRF を介して、Cthrc1 の発現を

制御することを明らかにした(Figure 14)。近年の Chip-Seq 解析により、転写因子

SRY-Box Transcription Factor 9 (Sox 9)が Cthrc1 の発現を制御していることが明ら

かになっている(28)。SOX9 は様々な臓器において、線維化時に筋線維芽細胞で
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発現増加し、コラーゲンの産生を促進することが報告されている(51–53)。drebrin

は最近、脳の瘢痕内のアストロサイトにおいて、SOX9 の核局在を促進すること

が明らかになった(25)。これらのことを踏まえると、drebrin は MRTF-SRF シグ

ナルの促進に加えて、SOX9 の核内移行の促進によっても、Cthrc1 の発現制御に

寄与している可能性が考えられる。 

 本研究において、私は線維化促進分泌タンパク質である Cthrc1 が心臓、肺、

肝臓の筋線維芽細胞において線維化関連因子の産生に寄与することを確認した。

その一方で、Cthrc1 による線維化関連因子の産生にどのようなシグナルが介し

ているかに関しては、検討していない。肝臓の筋線維芽細胞(活性化肝星細胞)に

おいては、オートクライン的に Cthrc1 が TGF-受容体を介した TGF-シグナル

を増強することが報告されているため(30)、本研究においても、線維化関連因子

の産生には、TGF-シグナルの促進を介している可能性が高いと考えている。 

 drebrin は脳以外の通常の組織にはほとんど発現せず、線維化した臓器の筋線

維芽細胞に主に発現する。それに加えて、drebrin の発現はヒト患者の心臓、肺、

肝臓においても線維化に伴い、発現増加する。それゆえ、drebrin は組織線維化

に対する有効な治療薬開発のための魅力的な分子標的になるかもしれない。 
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