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研究成果の概要（和文）：独自の放射光X線心筋回折法の２型前糖尿病モデルGoto-Kakizaki(GK)ラットの拍動左
心室への応用で心内膜下層に限局性の心筋収縮タンパク質動態異常を認め、同時に心臓拡張機能異常も認めた。
GK心筋タンパク質のリン酸化は、myofilament proteinsには異常なく、タイチンに有意な減少を認めた。心筋組
織のsoluble guanylate cyclase(sGC)発現とPKG活性の低下を認め、リン酸化減少にsGC-PKGシグナル低下の関与
が推定された。放射光での冠動脈可視化から、GKの内皮依存性拡張機能に異常なく、従来説の内皮由来一酸化窒
素低下によるシグナル低下は否定的あった。

研究成果の概要（英文）：Applying our synchrotron radiation X-ray diffraction approach to the beating
 heart of the type 2 prediabetes Goto-Kakizaki (GK) rat, we found abnormal cardiac contractile 
protein dynamics in the subendocardium was associated with left ventricular diastolic dysfunction. 
GK rat hearts did not show altered phosphorylation state of the small myofilament proteins, but 
showed hypophosphorylation of titin. Myocardial soluble guanylate cyclase (sGC) protein expression 
and PKG activity were significantly depressed, and hypophosphorylation of titin correlated with 
depressed sGC-PKG activation. Synchrotron radiation microangiography enabled us to visualize the 
coronary circulation, which suggested that the GK rat does not have coronary endothelial dysfunction
 at this age, and therefore the previously hypothesised role of depressed endothelium dependent 
nitric oxide signaling driving diastolic dysfunction is not supported.

研究分野： 循環生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
糖尿病は Heart Failure with preserved 

Ejection Fraction(HFpEF)の重要な誘因で
あるが、心臓拡張機能低下の根本病態は未解
明である (World J Diabetes. 2015; 6(7): 
943-60)。また、発症主因が虚血性心疾患であ
る Heart Failure with reduced Ejection 
Fraction(HFrEF) に有効とされる renin 
angiotensin system(RAS)系抑制剤やβアド
レナリン受容体遮断剤は HFpEF に対して有
効性がないという報告もあり(N Engl J Med. 
2008;359(23):2456-67)、HFpEF の確立され
た治療・予防法はないのが現状である。 
私共は、糖尿病による HFpEF の分子病態

の解明を目指して、独自の in vivo 放射光 X
線心筋回折法(Circ Res. 2013;112(1): 209- 
21)を 1 型糖尿病ラットの左心室に応用し、
ミオシン頭部のアクチンへの結合・解離を解
析した。その結果、拡張期末でのミオシン頭
部のアクチンからの解離数が有意に増大し
ており、この解離数の増大と心臓拡張能
(dP/dtmin)の低下は正の相関を示すことを明
らかにした (Biophys J. 2013;104(5):1065- 
72.)。さらに、この異常解離は Rho-kinase
遮断薬の慢性投与で大きく改善することか
ら、この酵素による myofilament タンパク質
や titin のリン酸化状態の変化が解離数増大
に関与する可能性を考えた (Cardiovasc 
Diabetol. 2015;14:92)。他研究により、冠微
小血管内皮細胞の炎症とそれに伴う一酸化
窒素(NO)-cGMP-タンパクキナーゼ G (PKG)
シグナル伝達の抑制が心室拡張機能障害の
引き金になると示唆されている(J Am Coll 
Cardiol. 2013 Jul 23;62(4):263-71)。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、糖尿病の約 95%を占める 2 型

糖尿病に焦点を当て、従来の心エコー法では
捉えることができなかった HFpEF 発症時の
超初期の分子病態の解明を目指した。目的達
成のため、2 型前糖尿病ラットモデル、若年
Goto-Kakizaki (GK)ラットを用い、放射光
X 線回折法で心筋収縮タンパク質の分子動態
異常の局在を見出すことを考えた。即ち、1) 
GK ラット心室壁の外、中、内層に放射光ビ
ーム（0.2×0.2 mm 径）をピンポイントで照
射し、ミオシン頭部とアクチン間の結合・解
離の動態を解析した。次に 2）見出された分
子動態異常と心筋の酸化ストレス増大、
soluble guanylate cyclase(sGC)-PKGシグナ
ル抑制、心筋タンパク質リン酸化抑制との関
連を調べた。最後に 3) 冠微小動脈の血管内
皮依存性拡張機能（NO 依存性）の異常が同
時に存在するかどうかを調べた。  
 
３．研究の方法 
 
麻酔下 GK ラット(10-12 週齢、雄）に放射

光 X 線回折法を応用して、拍動左心室の異な
る心筋部位で心筋収縮タンパク質分子の動
態を調べ、分子動態異常の心室壁内分布を解
析した。左心室圧-容積関係も同時に記録し
た。対照には同週齢Wistarラットを用いた。 
 
(1) SPring-8 での in vivo 実験 
 準単色放射光ビーム(波長:0.08nm、幅:0.2
×0.2 mm、X 線エネルギー:15kev)を左心室
に当て、心筋の小角散乱を X 線イメージイン
テンシファイアと組み合わせた高速 CCD カ
メラで記録した。カメラ長は3 mとした(Circ 
Res. 2013;112(1): 209-21)。 
 麻酔下、人工呼吸下で、胸壁を部分的に取
り去り、左心室圧-容量関係測定用カテーテ
ルを右頸動脈から左室に挿入した。左心室の
異なる心筋層（epicardium、subepicardium、
subendocardium）に放射光ビームを照射す
るため、動物を設置したテーブルを X、Y、Z
方向に 0.1 mm 単位で遠隔操作した。一回
の照射時間は 1-2 秒程度とし、その間呼吸器
は終末呼気位で停止した。 
記録したデータについて、Ｘ線回折イメー

ジのラインプロファイルで、ミオシン・フィ
ラメントのみが規則正しく配列する格子面
に由来する回折ピーク、(1,0)反射とミオシン
とアクチン・フィラメントが規則正しく配列
する格子面に由来する回折ピーク、(1,1)反射
を検出し、両者の強度比からミオシン頭部の
アクチンへの結合数（myosin mass transfer）
を解析した。回折実験後に KCL 投与による脱
分極性心筋弛緩を起こした時と心筋硬直を
起こした時の強度比から end diastole 時の
absolute myosin mass transfer (MMT)を算
出した。 
冠動脈の血管内皮依存性拡張機能を調べ

るため、独自の放射光高解像度微小血管造影
法(Circ Res. 2013;112(1): 209-21)で冠動脈
造影を行い、冠循環を可視化した。 
 
(2) 国立循環器病研究センターでの in vitro

実験 
in vivo 実験終了後、心臓を摘出して、4%

パラホルマリン固定、パラフィン包埋した。
あるいは OCT コンパウンドを使用して凍結
心筋とした。 
 分子生物学的手法（免疫組織化学法、ウェ
スタンブロット法、心筋フィラメントリン酸
化プロテオミクス法、ELISA 法）を摘出心筋
に応用して、心筋収縮タンパク質動態異常に
関与し得る分子機序を探った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 動物特性 

GK ラットおよび Wistar ラットの血糖レ
ベル、体重、心臓重量、心臓重量/体重を比
較した結果、下図のように血糖、体重、心臓
重量は GK ラットの方が有意に大きかった。
また、GK ラットの血糖値は前糖尿病レベル
(<15mmol/L)であった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) 左心室の拡張機能 

active relaxation の 指 標 と し て
dP/dtminimum(mmHg/s) および Tau Weiss 
(ms)を用いた。GK ラットと Wistar ラットの
dP/dtminimum は-8,845±1,084 および-11,428 ± 
1,938 mmHg/s、Tau は 12±1 および 9±1 ms
で、いずれも GK ラット方が有意に大きかっ
た。passive stiffness の指標として end 
diastolic pressure(EDP, mmHg)および end 
diastolic pressure volume relationship 
(EDPVR) slope を用いた。GK ラットと
Wistar ラットの EDP は 11.9±2.2 および
8.3±1.2 mmHg で GK の方が有意に高く、
EDPVR slope は 0.007±0.001 および 0.014± 
0.002 で GK の方が有意に小さかった。以上
の結果から、今回用いた前糖尿病モデル GK
ラットにおいて、すでに拡張機能障害が進展
し始めていることが分かった。なお、心拍数、
体血圧、dP/dt maximum、end systolic pressure
は両ラットで有意差がなかった。 
 
(3) 心筋収縮タンパク質の分子動態 

end diastole での MMT (心筋硬直時の
crossbridge 数を 100％として算出)を心室壁
の外、中、内層で求め、GK と Wistar ラット
で比較した。epicardium の GK と Wistar ラ
ットの MMT は 32.3±44.3%および 46.6± 
16.4%、subepicardium では 19.3±52%およ
び 7.3±39.2%で、両ラット間で有意差はなか
った。しかし、より内層の subendocardium
では-53.7±10.8% および 45.3±19.6%で、有
意に GK ラットの方が低値であった。注目す
べきは、内層では、GK ラットの end diastole
時の MMT 値は KCL で心筋弛緩した時の
MMT 値より小さくなったことである。 
以上から、前糖尿病モデル GKラットでは、

心室壁内層側の subendocardiumに局所的な 
ミオシン頭部のアクチンからの異常な解離
現象(cross-bridge 数の減少)が起こっている
ことが明らかとなった。 
 
(4) 心筋の酸化ストレスとコラーゲン線維量 
 酸化ストレスは nitrotyrosine の免疫組織
染色で、コラーゲン線維量は、ピクロシリウ
スレッド染色で評価した。定量解析は、標本
を Aperio ScanScope XT Slide Scanner で画
像 化 し 、 Aperio ImageScope software 
(Positive Pixel Count algorithm)を用いて、
陽性染色部分の proportional are で行ったが、

両染色ともに GK および Wistar ラット間で
有意差はなかった。また念のため、全身の酸
化 ス ト レ ス 状 態 の 指 標 で あ る 尿 中 の
8-hydroxyl deoxyguanosine を計測したが、
やはり GK および Wistar ラット間で有意差
はなかった。 
 
(5) 心筋 sGC 発現と PKG 活性 
 心筋組織の sGC:Actin(A.U.)をウエスタン
ブロット法により解析した。GK と Wistar
ラットで 0.03±0.02 および 0.09±0.03 で、GK
ラットの方が有意に低値であった。また、
PKG 活性(pmol/ min/mg protein)を ELISA
法で計測した。GK と Wistar ラットで
6.7±1.1 および 8.1±1.0 で、GK ラットの方が
有意に低値であった。なお、PKA 活性につい
ても計測したが、両ラット間で有意差はなか
った。 
 
(6) 心筋タンパク質のリン酸化状態 
 myofilament proteins である  myosin- 
binding protein C (MyBp-C), troponin I 
(TnI), myosin regulatory light chain 
(MLC-2)の相対的リン酸化状態をウエスタン
ブ ロ ッ ト 法 で 解 析 し た 。そ の 結 果 、
pMyBP-CSer282:Total MyBP-C、pTnISer23/24:Total 
cTnI、pMLC-2Ser19:Total MLC-2 は両ラット間
で有意差がなかった。 
 そこで、心筋細胞の構造タンパク質である
タイチン（ミオシンの位置の安定性や弾力
性・伸展性を調節する）のリン酸化状態をウ
エスタンブロット法で解析した。まず、
Overall Titin Phosphorylationの指標である
p-Ser/Thr Titin:PVDF (A.U.) は、 GK と
Wistar ラットで、0.41±0.42 および 1.0±
0.49 で、GK ラットの方が有意に低値であっ
た。次に N2Bus -PKG specific のリン酸化指
標である p-N2Bus S4080:PVDF (A.U.)は、
GK と Wistar ラットで、0.37±0.37 および 
1.00±0.65 で、GK ラットの方が有意に低値
であった。最後に N2Bus-PKA Specific のリ
ン酸化指標である p-N2Bus S3991:PVDF 
(A.U.)は GK と Wistar ラットで、0.68±0.49 
および 1.00±0.33 で、有意差はなかった。 
 
(7) 冠動脈の血管内皮機能 
 微小血管造影法で、冠動脈の本管から第 4
分岐まで(血管内径約 200～50μm)を可視化
し、アセチルコリン(内皮依存性拡張薬)とニ
トロプルシド(内皮非依存性拡張薬、
NO-donor)に対する血管応答を調べた。GK と
Wistar ラット間で、baseline の血管内径には
有意差がなかった。 薬剤に対する応答も両
ラット間で有意差はなく、GK ラットの内皮
依存性(特にNO依存性)拡張機能は太い伝導
血管から小さな抵抗血管まで正常に維持さ
れていることが示唆された。 
 
(8) まとめ 
以上の結果から、前糖尿病モデル GK ラッ

トでは、心室壁の内層側から、拡張期末のミ
オシン頭部のアクチンからの異常解離が生

W istar 
(n=9)

GK 
(n=7)

Blood Glucose 
(m m ol/L) 6.6 ± 0.5 10.0 ± 0.9**

Body W eight (g) 269 ± 7 298 ± 11*

Heart W eight (m g) 0.73 ± 0.02 0.87 ± 0.02#

Heart W eight: 
Body W eight 
(m g:g)

2.6 ± 0.1 2.7 ± 0.02

 



じ、心臓拡張機能障害の発症につながると考
えられた。この心筋タンパク質の分子動態異
常 の 分子機 序 として 、 心筋細 胞 内 の
sGC-cGMP-PKG シグナルの機能低下を介し
たタイチンリン酸化低下が示唆された。この
シグナル機能低下を引き起こすメカニズム
は不明であるが、冠微小血管の血管内皮から
の NO 放出低下によるとする従来説は可能性
が低いと考えられた。さらなる研究が必要で
ある。 
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