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研究成果の概要（和文）：HCMとDCMはともに若年者突然死や重症心不全を特徴とし、早期診断、早期治療は関連
する高死亡率を低減するために重要である。本研究ではDCMとHCMノックインマウスの若年期に着目して、それぞ
れの病態を解析した。S179Fマウスでは、心肥大が発生する前に、左心室内腔縮小、拡張機能障害、錯綜配列な
どのHCMの特徴が幼若期で既に発生していることが明らかになった。一方、ΔK210マウスでは、左心室壁が薄く
なる前に、内腔拡張、収縮機能障害が幼若期で既に発生していることが明らかになった。また、ΔK210マウスに
対するグレリンの胎児期からの早期投与が心臓リモデリングに対する抑制効果を持つことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：HCM and DCM are often associated with severe heart failure and sudden death.
 Thus, early diagnosis and treatment is paramount for the reduction of its high mortality rate. The 
chief impetus of this study is to characterize the pathophysiology of knock-in mouse models of HCM 
and DCM. We showed that the S179F HCM mice developed left ventricular lumen narrowing and LV 
diastolic dysfunction before cardiac hypertrophy occured. The ΔK210 DCM mouse model developed LV 
systolic dysfunction and marked cardiac enlargement before LV wall became thinner. Further, ghrelin 
treatment (150 &micro;g/kg/d s.c.) from fetal period has a benefit for attenuating cardiac 
remodeling and systolic dysfunction in the DCM mouse. Phenotypic changes in both mouse models occur 
at very early postnatal stage before weaning in the HCM and DCM mouse models. This suggests that 
these models are useful for the exploration of pathogenic mechanisms and therapeutics for very early
 onset HCM and DCM.

研究分野：心臓生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋症では、心筋トロポニンT（cTnT）などのサルコメア蛋白質において、様々な遺伝子変異が原因として同定
されている。しかしながら、ヒト心筋症患者の病態を良く再現した動物モデルはこれまで殆どなかったため有効
な治療法の開発が遅れている。我々は、マウスの内在性cTnT の特定部位にヒトDCMを発症させる変異ΔK210と
HCMを発症させる変異S179Fを導入した二つのKI モデルの作製に成功した。本研究ではそれぞれの心筋症発症初
期の病態形成に関する重要な知見が得られた。今後の若年突然死をはじめとする重要課題に対する理解や、心筋
症の病態生理学に対して大きく貢献するものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
世界的高齢化・生活習慣病の増加を背景に、心血管病患者の世界的増加は顕著で、その治
療や管理は生命予後・生活の質（ QOL）の保持と直結し、早急に解決を要する課題である。肥
大型心筋症および拡張型心筋症は心筋そのものが原因で起こる病気の代表である。肥大型心筋
症（HCM）は、心室中隔の肥大、心筋細胞の錯綜配列と左心室の拡張障害を特徴とし、若年者お
よびアスリートにおける突然死の主な原因であり、一般集団中では 200 人に 1人の割合で発症
しており、その主な病因は遺伝子変異であることがこれまでの研究で明らかにされている。拡
張型心筋症（DCM）は、心室腔の拡張を伴う心拡大と収縮機能低下を特徴とし、突然死あるいは
心不全による死亡を発生し、末期には心臓移植を必要とする重症心不全の原因となる。 
我々はこれまでマウスの内在性心筋トロポニン T（cTnT）の特定部位にヒト DCM を発症さ
せる変異ΔK210、および HCM を発症させる変異 S179F を導入した二つのノックイン（KI）モデ
ルの作製に成功した。 
 
２．研究の目的 
HCM と DCM ともに若年者突然死頻発や重症心不全などを特徴とし、若年期における早期診
断、早期治療は関連する高死亡率を低減させるために重要である。そこで、本研究では、幼若
期マウスにおける病態形成プロセスとそのメカニズムの究明を進め、早期予防法・治療法の開
発に繋げることを計画した。 
 
３．研究の方法 
(1). 実験動物： 
ヘテロ接合体同士を掛け合わせて、ΔK210 DCM モデルおよび S179F HCM モデルの野生型（WT）
とヘテロ接合体、ホモ接合体マウスを得て実験を行った。 
 
(2). 心エコー解析： 
小動物イメージング解析システム Vevo2100 を用い、ΔK210 DCM モデルおよび S179F HCM マウ
スに対し、1.5-3%のイソフルラン麻酔下にて M-mode、カラードプラ、パルスドプラ測定によっ
て、心機能評価を行った。 
 
(3). P-V loop 
ADVantage™システムを用いて、ΔK210 DCM モデルおよび S179F HCM マウスに対し、1.5-3%のイ
ソフルラン麻酔下にて、左心室内圧、dP/dtmax、dP/dtminを測定した。 
 
(4). 心筋組織化学解析： 
心臓を摘出した後、50 mM 2,3-Butanedione monoxime (BDM)を加えた Krebs-Henseleit solution
（118 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3, 2.5 mM CaCl2, 0.5 
mM EDTA-Na2, 10 mM HEPES, 11 mM D-glucose）にて灌流し、10%ホルマリン中性緩衝液で固定
した。ホルマリン固定心臓をパラフィン包埋した後 5 µm 切片を作製し、Azan 染色と H&E 染色
を行った。 
 
(5). SDS-PAGE： 
マウスに 300 ul ヘパリンを腹腔投与して 10分間後に、3％イソフルラン麻酔下にて心臓を摘出
した。摘出心臓は 50 mM BDM を加えた Krebs-Henseleit solution で灌流して、左心室から約
100 mg の組織を切り出し、素早く液体窒素に入れ急速凍結をした後、Leammli サンプルバッフ
ァー中にホムジナイズし、‐80℃で保存した。使用直前に解凍と凍結を 2サイクルした後、95℃
で 5 分間インキュベートした。サンプルを 12％－7％のアクリルアミドゲルで電気泳動を行っ
た。 
 
(6). ウエスタンブロット： 
SDS-PAGE 後、セミドライ式ブロッティング装置（Bio-rad）を用いて、電気泳動により分離し
たタンパク質を PVDF メンブレンに転写した。5％BSA を含む TBS-T (20 mM tris-HCl PH7.5、150 
mM NACl、0.05% Tween-20)でインキュべートしブロッキングした（室温、振とう）。その後、メ
ンブレンを 3回洗浄し、一次抗体 (1：1000)を含む TBST で、一晩インキュベート(4℃)した。



メンブレンを 3 回洗浄して、1 時間二次抗体でインキュベートした（室温、振とう）。その後、
3回洗浄し、ECL 検出試薬でインキュベート後、シグナルを検出した。 
 
４．研究成果 
(1). M-モード心エコー検査により、S179F HCM ホモマウスの左心室内腔の縮小は 0.5 ヶ月齢で
発生し、年齢の増加に従って進行する傾向が認められた。S179F HCM ホモマウスでは、左心室
短軸方向の収縮は異常がないことに対し、左心室長軸方向の収縮が低下することが、1 ヶ月齢
より発生することが認められた。右心室径/左心室径の ratio の増加は 3ヶ月齢より発生するこ
とが分かった。カラードップラー検査により、左心室拡張機能障害は 0.5 ヶ月齢では軽度であ
るが、年齢の増加に従って増悪することが分かった。ΔK210 DCM マウスでは、左心室内腔の増
加と EFの減少は 0.5 ヶ月齢より発生することが明らかにされた。また、野生型より、ΔK210 DCM
マウスは、収縮末期左心室容積が生後 0.5 ヶ月齢より著しく増加することが認められた。 
 
(2)．心筋トロポニン Tミスセンス変異 S179F は、この S179F モデルマウスの心筋ミオフィラメ
ント Ca2+感受性を増加する結果が得られている。この Ca2+感受性の増加に対する代償機構の一
つとしては、1 ヶ月齢では主に phospholamban リン酸化の減少により、3 ヶ月齢では
phospholamban リン酸化と SERCA2a 発現量の減少によるものであることが、ウエスタンブロッ
ト解析で分かった。 
 
(3). イソフルラン麻酔下で体表心電図の検査を行った結果、S179F ホモマウスでは、生後 1ヶ
月齢の若い時期でも QRS 異常が認められた。ガス麻酔下でカラードプラによる左心室拡張機能
を評価した結果、ホモマウスでは、左心室 IVRT（等容弛緩時間）の延長と E/A の増大が認めら
れ、生後 2週齢から左心室拡張機能障害が発生することが明らかになった。また、P-V loop 検
査により、生後 1ヶ月齢においても左心室内腔縮小、Tau の増加が認められた。 
 
(4). 左心室心筋細胞の配列の乱れ（錯綜配列）と間質線維化の発生は生後 2週齢のホモマウス
で既に発生することが分かった。 
 
(5). ウエスタンブロット法による左心室タンパクレベルを解析した結果、生後 2週齢のホモマ
ウスでは、心肥大が見られなかったものの、イオンチャネルの異常、肥大因子の増加、心筋代
謝の異常がすでに心筋内で発生していることが分った。 
 
(6). 生後 1ヶ月齢のΔK210 DCM KI マウスに対し、治療候補であるコリンエステラーゼ阻害剤
による治療効果を検討したところ、ドネペジルの投与がこの DCM マウスの生命予後及び心臓リ
モデリングへの改善効果が認められた。 
また、胎児期投与は有益かどうかを検討するために、生理活性ペプチド・グレリン
（150mg/kg/day）を、妊娠している親に、妊娠 15 日目から出産まで、 7 日間連続投与した。
この投与による効果は生後 1ヶ月齢の時点で評価した。その結果、この投与は DCM マウスの左
心室内腔拡大と心重量増加を抑制できた； また、この投与は DCM マウスの心臓収縮機能不良に
対する改善効果が認められた。 
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