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研究成果の概要（和文）：キマーゼを特異的に阻害する新規の核酸製剤の心筋梗塞後の心不全に対する効果を検
討した。心筋梗塞後に心臓キマーゼ活性は有意に上昇したが、核酸製剤は有意に抑制した。心筋梗塞後に増加し
た心臓のキマーゼ、TGF-βおよびコラーゲンのmRNAレベルは核酸製剤により有意に低下した。心筋梗塞後に低下
した心機能も核酸製剤により有意に改善し、死亡率も有意に低下した。キマーゼ特異的阻害核酸製剤が心筋梗塞
後の心不全予防に有用であった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of a novel nucleic acid compound that 
specifically inhibits chymase on heart failure after myocardial infarction. Cardiac chymase activity
 was significantly increased after myocardial infarction, but it was significantly suppressed by the
 nucleic acid compound. Cardiac mRNA levels of TGF-β and collagen increased after myocardial 
infarction were significantly reduced by the nucleic acid compound. Cardiac function reduced after 
myocardial infarction was also significantly improved by the nucleic acid preparation, and the 
mortality rate was significantly reduced. The nucleic acid compound with specific chymase inhibition
 was useful in the prevention of heart failure after myocardial infarction.

研究分野： 薬理学

キーワード： キマーゼ　核酸製剤　阻害薬　心筋梗塞　心不全　ハムスター　心機能　線維化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋梗塞を起こした患者は、心筋梗塞後に心不全に陥っていくが、特異的にキマーゼを阻害する核酸製剤が心筋
梗塞直後からの投与でその進行を予防することを示した。この核酸製剤のキマーゼに対する特異性は既存の低分
子キマーゼ阻害薬よりも極めて高く、低濃度でも有用であった。核酸製剤は、心筋梗塞後の心不全予防において
新しい治療戦略になる可能性を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）キマーゼはアンジオテンシンⅡ、Transforming growth factor (TGF)-β、Matrix 
metalloproteinase (MMP)-9 を産生して心血管疾患の病態形成に深く関与することが知られて
おり、心筋梗塞後に心臓のキマーゼが著明に増加してくることを我々は報告してきた。 
 
（2）本研究で用いた核酸製剤は、抗体と同様に蛋白に結合するが、抗体で見られるようなアナ
フィラキシー反応を起こす可能性が低いことが知られており、キマーゼを阻害するのに従来使
用されてきたペプチド性阻害物質や低分子化合物に比べて極めてキマーゼに対する特異性が高
く、他のキマーゼ類似酵素に対する阻害活性がほとんどないことが予想された。しかし、in vivo
での効力については不明であった。 
 
２．研究の目的 
（1）本研究で用いる新規核酸製剤のキマーゼに対する阻害活性を明らかにするため、in vitro
および in vivo におけるキマーゼ阻害活性を測定する。 
 
（2）心筋梗塞モデルに使用する核酸製剤の濃度を決定するため、核酸製剤による心臓キマーゼ
に対する阻害活性およびその関連因子に対する影響を解析する。 
 
（3）核酸製剤による心筋梗塞後の心機能に対する影響と死亡率に対する影響を解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）核酸製剤の阻害活性 
我々が以前に報告した方法に従って精製したハムスターのキマーゼを用いて 62.5、125、250、

500、1000、2000 pM の濃度の核酸製剤のキマーゼに対する阻害率を測定した。In vivo における
核酸製剤投与後の血中濃度を測定するため、1、3、10 mg/kg の核酸製剤をハムスター皮下に投
与したのち 24時間の時点で採血を行い、血中の核酸製剤濃度を測定した。 
 

（2）ハムスター心筋梗塞モデル 
ハムスターの心筋梗塞モデルは、我々が以前に報告した方法に従って麻酔下において左冠動

脈を結紮することにより作製した。 
 
（3）心筋梗塞モデルに対して使用する核酸製剤投与量の検討 
心筋梗塞後の心不全に対する核酸製剤の濃度による影響を解析するため、心筋梗塞を起こす

１日前より 1、3、10 mg/kg の核酸製剤またはプラセボ（生理食塩水）を皮下投与した。心筋梗
塞後 1 日および 3 日の時点で心エコーによる左室駆出率（EF）と左室流入血流速波形（E 波）/
拡張早期最大流速（A波）（E/A）を測定した。心機能測定後、心臓を摘出して一部をキマーゼ活
性測定と心臓線維化関連因子の遺伝子発現量測定に用い、残りの組織をカルノア固定し、その心
臓組織切片を用いてキマーゼの発現細胞である肥満細胞の染色とキマーゼの免疫染色を行った。 
 
（4）心筋梗塞後の心機能および生存率に対する核酸製剤の影響 
 心筋梗塞後 1日の時点で心エコーにて EFおよび E/A を測定したのち、核酸製剤群およびプラ
セ群に差がないように均等に分けたのち、1 mg/kg の核酸製剤またはプラセボ（生理食塩水）の
皮下投与を開始して心筋梗塞後 14日まで 1日１回投与した。心筋梗塞後、経時的（心筋梗塞後
1、3、7、14 日）に体重および心拍数を測定し、血圧は心筋梗塞後 1 日と 14 日に測定した。心
筋梗塞後 14 日の血圧測定後、心エコーにて EF および E/A を測定したのち、心臓を摘出してキ
マーゼ活性と心臓線維化関連因子の遺伝子発現量を測定し、心臓組織切片を用いて梗塞面積率
を測定した。また、心筋梗塞後 2週までの生存率をプラセボと比較した。 
 
（5）心機能 
 麻酔下、心エコーによる EFと E/A を測定した。 
 
（6）キマーゼ活性 
組織からのキマーゼの抽出は既報に従い、リン酸緩衝液でホモジネートしたのち遠心し、その

沈殿物を更に 0.1%ノニデット P-40 および 2 Ｍ塩化カリウム含有のリン酸緩衝液にてホモジネ
ートして一晩４度で放置した。翌日遠心してキマーゼを抽出した。その抽出液中のキマーゼ活性
は、アンジオテンシン Iを基質としてアンジオテンシンⅡの定量を行った。 
 
（7）遺伝子発現量 
 TGF-β、コラーゲンの遺伝子発現量は、心臓組織からトリゾールを用いて mRNA を抽出したのち
RT-PCR を行い、GAPDH にて補正して測定した。 



 
（8）組織解析 
 カルノア固定した組織より切片を作製し、肥満細胞はトルイジンブルーにて染色した。キマー
ゼは、抗ハムスターキマーゼ抗体を用いて免疫染色した。 
 
４．研究成果 
（1）核酸製剤の阻害活性 
 精製ハムスターキマーゼに対して核酸製剤は、62.5 pM より阻害活性を示し、濃度依存的に強
くなり、IC50 値は 170 pM で 500 pM 以上の濃度でほぼ 100％の阻害活性を示した（図 1.左図）。
また、1、3、10 mg/kg の核酸製剤を皮下投与したのち 24 時間の時点の血中濃度は、1 mg/kg で
も 10 ng/mL 以上の濃度であった。核酸製剤の分子量は約 55,000 なので 1 mg/kg の核酸製剤投
与後 24時間においても 180 pM の濃度を維持していた（図 1.右図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.精製ハムスターキマーゼに対する核酸製剤の阻害活性（左図）と核酸製剤投与後 24時間の
血中濃度（右図） 
 
（2）心筋梗塞モデルに対する核酸製剤投与量の検討 
 ハムスターに 1、3、10 mg/kg の核酸製剤を皮下投与したのち 1日後に心筋梗塞を作製し、そ
の後 1日および 3日の時点で EF および E/A を測定した。EF は、プラセボを投与したハムスター
では心筋梗塞後 1日と３日の両時点で正常ハムスターに比して有意に低下していたが、1 mg/kg
の核酸製剤投与でもプラセボ投与に比して有意に高くなっていた。そして、1 mg/kg と 3 mg/kg
の間に有意差を認めず、ほぼ同程度の改善であった。E/A は、プラセボを投与したハムスターで
は正常ハムスターに比して心筋梗塞後 1日の時点で有意に上昇していたが、1 mg/kg の核酸製剤
投与でもプラセボ投与に比して有意に低値であった。 
 心筋梗塞後 3 日に摘出した心臓のキマーゼ活性は、正常ハムスターに比してプラセボ投与し
たハムスターで有意に高値を示したが、1、3、10 mg/kg の核酸製剤を投与したハムスターでは
ほぼ同程度にキマーゼ活性を有意に抑制した。 
これらの結果より 1 mg/kg の核酸製剤を用いて心筋梗塞後 2 週までの心不全および生存率に

対する影響を解析することにした。 
 
（3）心筋梗塞後の心機能および生存率に対する核酸製剤の影響 
 体重は、心筋梗塞後 1、3、7、14 日の時点のプラセボを投与したハムスターで 7日目の時点で
のみ正常ハムスターに比して有意な体重減少が見られたが、核酸製剤を投与したハムスターで
は正常ハムスターとの間に差を認めなかった。心拍数は、正常ハムスターに比してプラセボおよ
び核酸製剤を投与したハムスターで心筋梗塞後 3 日より有意に少なく、14 日まで少ない状態で
これらの 2群に差を認めなかった。また、血圧も心筋梗塞後 1日と 14日の両時点で正常ハムス
ターよりプラセボ投与ハムスターで有意に低下していた。そして、核酸製剤投与ハムスターも同
様に低下しており、プラセボ投与ハムスターとの間に差を認めなかった。 
 心筋梗塞後 14 日の時点における心エコーの検査では、EF が心筋梗塞後 1 日の時点より 14 日
まで正常ハムスターに比してプラセボ投与ハムスターで有意に低下していた。核酸製剤投与ハ
ムスターの EFも 1 日後の時点で有意に低下し、プラセボ投与ハムスターとの差はなかった。尚、
心筋梗塞後 1日は、プラセボおよび核酸製剤の投与前である。そして、心筋梗塞後 3日の時点で
は、プラセボ投与ハムスターに比して核酸製剤投与ハムスターで有意な高値を示し、心筋梗塞後
14 日まで有意差が認められた（図 2左図）。E/A も心筋梗塞後 1日の時点ではプラセボおよび核
酸製剤が投与される前なので差を認めず、共に有意に高値を示した（図 2右図）。しかし、心筋
梗塞後 3 日以降はプラセボ投与ハムスターに比して核酸製剤投与ハムスターで有意に低下し、
心筋梗塞後 7日および 14日では正常ハムスターとの間に有意差が消失した（図 2右図）。 
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図 2.心筋梗塞後 14日の EF と E/A に対する核酸製剤の影響 

 
 心筋梗塞後 14 日の時点で血圧、心機能測定後に摘出した心臓の重量は、プラセボ投与および
核酸製剤投与のハムスターで正常ハムスターに比べて有意に重かったが、プラセボ投与と核酸
製剤投与の間には有意な差はなかった。そして、心重量/体重比も同様の結果であった。 
 一方、心臓のキマーゼ活性は、正常ハムスターに比してプラセボ投与のハムスターで有意に高
値となったが、核酸製剤投与ハムスターで有意に低下した（図 3左図）。また、心臓の TGF-β（中
央図）とコラーゲン（右図）の遺伝子発現量もキマーゼ活性と同様に正常ハムスターに比してプ
ラセボ投与のハムスターで有意に高値となったが、核酸製剤投与ハムスターで有意に低下した。 

 
図 3.心筋梗塞後 14日のキマーゼ活性、TGF-βとコラーゲンの遺伝子発現量 

 
 心筋梗塞後 14 日までの生存率は、核酸製剤投与ハムスターがプラセボ投与ハムスターに比し
て有意に高かった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4.心筋梗塞後の生存率 
 
 以上の結果より、新規キマーゼ阻害核酸製剤は心筋梗塞後に増加するキマーゼを抑制するこ
とを介して心筋梗塞後の心不全の進行抑制と生存率を改善することが明らかとなった。 
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