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研究成果の概要（和文）：PAHマウスおよびShamマウスにCaリーク抑制薬ダントロレンを経口投与し、右室圧を
測定、心筋細胞のサイズ測定、Caトランジェント観察、固定してanti-CaM, anti-GRK5, anti-HDAC4,5, 
anti-p-HDAC4,5の抗体にて免疫染色を行った。その結果ダントロレンの経口投与は肺動脈圧に影響を与えなかっ
た。ダントロレンの経口投与群では心筋細胞サイズの縮小を認め、肥大が抑制されていた。さらにRyR結合CaMの
減少も抑制されていた。このことからダントロレンがRyRからのCaMの解離を抑制することで、肥大を抑制した可
能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：PAH mice and Sham mice were orally administered the Ca leak inhibitor 
dantrolene, and the right ventricular pressure was measured, the cardiomyocyte size was measured, Ca
 transient observation, fixed and anti-CaM, anti-GRK 5, anti-HDAC 4, 5, anti Immunostaining was 
performed with antibodies of -p-HDAC 4, 5. As a result, oral administration of dantrolene did not 
affect pulmonary artery pressure. In the oral administration group of dantrolene, myocardial cell 
size was reduced and the hypertrophy was suppressed. Furthermore, reduction of RyR bound CaM was 
suppressed. From this, it was suggested that dantrolene inhibited the dissociation of CaM from RyR, 
thus suppressing hypertrophy.

研究分野：循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
PAH は予後不良な疾患であり、患者数は増加
している。近年、PDE5 阻害薬、エンドセリン
拮抗薬、プロスタグランジン（PG）などを用
いた多剤併用療法により予後は著しく改善
したとはいえ、右心不全が進行した患者の予
後は依然不良である。肺血管抵抗を下げるこ
となしには右心不全を改善できない、との考
え方が通説である。しかしながら後述のよう
に、大動脈縮窄(TAC)モデルにおいて G 
proteinen – coupled receptor 
kinase-5(GRK5)の欠失マウスでは、慢性の左
室圧負荷が持続しているにも関わらず（代償
性）心肥大すら生じず、かといって心機能は
悪化するどころかむしろ改善し心不全の発
症が抑制された。この事実は、心肥大そのも
のが予後悪化因子であり、心肥大を細胞レベ
ルで抑制すれば、降圧だけに頼らなくても予
後改善が図れる可能性を示すものである。 
 
２．研究の目的 
申請者は、心不全の発症機序としての心筋細
胞内 Ca2+ハンドリングに関する研究を継続
して行い、以下の一連の知見を得た；過剰な
交感神経刺激や酸化ストレス→RyR2 内のチ
ャネル開閉を調節する重要なドメイン間の
連関障害→拡張期に異常な Ca2+leak→心不
全・不整脈を発症。ダントロレンや JTV519
によりドメイン連関障害を改善すれば心不
全の進行や致死性不整脈が抑制される
(Cardiovasc Res 2009,J Am Coll Cardiol 
2009, Cir Res 2010)。その後、申請者は不
全心筋ではドメイン連関障害により RyR2 か
ら CaM が解離することが、チャネルが leaky
となる最も critical な現象であることを報
告した(Cardiovasc Res 2010, 2012, BBRC 
2014)。さらにごく最近TACモデルではZ-line
上の CaMが減少しているのとは対照的に核内
CaM は増加しているという予備データを得た。
Yang らによると心筋 Z-line 上の CaM の 90%
以上が RyR bound CaM であるため(Yang Y et 
al.Circ Res 2014;114)、圧負荷により核内
に移動したCaMの多くはドメイン連関障害に
伴って RyR2 から解離した CaM であると考え
られる。以上の知見に後述の文献的考察を交
えた結果、肺高血圧→RyR2 内ドメイン連関障
害→CaM の解離→解離した CaM が核内に
translocation→心肥大のシグナル活性化→
右室肥大→右心不全に至る、との仮説を立て
た。本研究ではこの仮説を検証し、右室肥大
を抑制、退縮させ右室機能を改善することに
よる全く新しいPAHの治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
文献的考察に加えて試行錯誤の結果、MCT を
２０日毎に WT マウスに腹腔内投与し安定し
た PAH モデルマウスの作成が可能となった。
このマウスでは肺動脈周囲の炎症に加えて
右室肥大を認めた。予備実験では心体重比は
有意に増加し、Millar®カテーテルにて測定

した右室圧は有意に高値であった。 
（１）PAH (WT) マウスの CaM の動態、肥大
シグナルの検討： 
PAH マウスおよび Sham マウスの LV, RV から
心筋細胞を単離し、①固定して anti-CaM, 
anti-GRK5, anti-HDAC4,5, anti-p-HDAC4,5
の抗体にて免疫染色を行う。また Sham マウ
スにおいては ET-1 による刺激後、経時的に
固定し同様の免疫染色を行う。②蛍光ラベル
した recombinant CaM(F-CaM)を導入し、RyR
に対する CaM の親和性を計測する。③Ca2+ 
spark, SR Ca2+ content, field stimulation
時の spontaneous Ca2+ transient を計測す
る。負荷のかかった RV とかかっていない LV
を比較できる点が興味深い。 
（２）PAH (CaM HA)マウスの CaM の動態、肥
大シグナルの検討： 
PAH (WT) マウスと同様に CaM の動態、肥大
シグナルを検討する。申請者自身、Ca2+ハン
ドリングの研究に長年携わり、RyR2 からの
Ca2+のリークは RyR2 からの CaM の解離が主
因であることを報告した(Ono M et al 
Cardiovasc Res 2010)。 
 
４．研究成果 
（１）PAH モデルマウスの作成： 
文献的考察に加えて試行錯誤の結果、MCT を
２０日毎に WT マウスに腹腔内投与し安定し
た PAH モデルマウスの作成が可能となった。
このマウスでは肺動脈周囲の炎症に加えて
右室肥大を認めた。実験では心体重比は有意
に増加し、Millar カテーテルにて測定した右
室圧は有意に高値であった。 
（２）PAH (WT) マウスの CaM の動態、肥大
シグナルの検討： 
PAH マウスおよび Sham マウスの LV, RV から
心筋細胞を単離し、①固定して anti-CaM, 
anti-GRK5, anti-HDAC4,5, anti-p-HDAC4,5
の抗体にて免疫染色を行う。また Sham マウ
スにおいては ET-1 による刺激後、経時的に
固定し同様の免疫染色を行う。②蛍光ラベル
した recombinant CaM(F-CaM)を導入し、RyR
に対する CaM の親和性を計測する。③Ca2+ 
spark, SR Ca2+ content, field stimulation
時の spontaneous Ca2+ transient を計測し
た。 
（３）PAH(WT)マウスへの Ca リーク抑制薬に
よる介入： 
PAH マウスおよび Sham マウスに Ca リーク抑
制薬ダントロレンを経口投与し、①Millar カ
テーテルを用いて右室圧を測定、心エコーで
の右室径、右室機能計測、組織学的検索を行
う。さらに心筋細胞を単離し、②心筋細胞の
サイズ測定、Ca トランジェント観察、固定し
て anti-CaM, anti-GRK5, anti-HDAC4,5, 
anti-p-HDAC4,5 の抗体にて免疫染色を行っ
た。その結果ダントロレンの経口投与は肺動
脈圧に影響を与えなかった。にもかかわらず、
ダントロレンの経口投与群では心筋細胞サ
イズの縮小を認め、肥大が抑制されていた。



さらに RyR結合 CaMの減少も抑制されていた。
このことからダントロレンが RYR からの CaM
の解離を抑制することで、肥大を抑制した可
能性が示唆された。 
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