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研究成果の概要（和文）：活動性心筋炎を基盤とした拡張型心筋症は難治性急性心不全を引き起こし、人工心肺
および心移植を必要とする。故に、その治療は世界的課題となっている。病態進展の主要な機序としてウイルス
感染後自己免疫応答が考えられている。本検討では、この一連の免疫過程を制御できる治療標的として転写因子
インターフェロン制御因子 (IRF)ファミリーに注目した。IRFの拡張型心筋症における治療標的としての意義を
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Dilated cardiomyopathy based on active myocarditis leads to intractable 
acute heart failure, requiring artificial heart lung and heart transplantation. Therefore, its 
treatment has become a global challenge. The major mechanism of disease progression is thought to be
 the autoimmune response after viral infection. In this study, we focused on the interferon 
regulatory factor (IRF) family of transcription factors as a therapeutic target that can regulate 
this immune process, and clarified the significance of IRF as a therapeutic target in dilated 
cardiomyopathy.

研究分野： 救急医学

キーワード： 心筋炎

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋ミオシン免疫により作成したマウス自己免疫性心筋炎心筋症を用いて、IRFタンパク発現を解析した結果、
IRF-7およびIRF-9発現はそのリン酸を含め有意な変動を示さなかった。また、IRF-3発現はそのリン酸化も含め
て、ミオシン免疫拡張型心筋症期において低下していた一方、IRF-5発現が心筋炎活動期から心筋症期にかけて
持続的に増加していた。さらに、免疫染色にて、心筋組織浸潤免疫細胞においてIRF-5の発現が認められ、特に
樹状細胞核内のIRF-5が同定された。本モデルにおいても、ミオシン免疫心筋組織においてIRF-5と共にTh17転写
因子の発現が認められた。

※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 
活動性心筋炎を基盤とした拡張型心筋症は難治性急性心不全を引き起こし、人工心肺および心
移植を必要とする。故に、その治療は世界的課題となっている。病態進展の主要な機序としてウ
イルス感染後自己免疫応答が考えられている。本検討では、この一連の免疫過程を制御できる治
療標的として転写因子インターフェロン制御因子 (IRF)ファミリーに注目した。 
 
 心筋炎および引き続く拡張型心筋症は予期せず薬物治療抵抗性の重症心不全・心原性ショッ
クを引き起こし、多くの症例が人工心肺そして心臓移植を必要とする。しかしながら、病態進展
を抑制し、予後を改善する決定的な治療介入法は未だに確立されていない。 
病態進展の主要な機序として考えられてきたのが自己免疫応答である。事実、心筋構成成分に対
する自己抗体が心筋炎・心筋症患者より検出されてきた。我々は、心筋ミオシン免疫により作成
される実験的自己免疫性心筋炎モデルを用いて、難治性心不全の制御機序を探求してきた(Circ 
J. 2002, Circulation. 2006, Vaccine. 2013)。 
最近、Th17T 細胞惹起性自己免疫応答は、心筋炎・心筋症の発症進展において中心的な役割

を果たしていることが示されてきた。Th17T 細胞の誘導において転写因子 Retinoid-related 
Orphan Receptor gamma (RORγ)が、その分化および増殖においてインターロイキン(IL)-6、
IL-1β、IL-23 および TGF-1β発現が重要な役割を果たすことが明らかとされてきた。一方、古
典的 T 細胞サブセットである Th1/Th2 は Th17 免疫の成立を阻害する(図-1)。これらの一連の
T 細胞免疫バランスが心筋炎・心筋症の進行を決定することができる。 
インターフェロン制御因子 (IRF)ファミリーは、感染ウイルスの排除における重要な機序とし

て知られている。一方、中でも IRF-3/7 は心筋アポトーシスおよび心筋繊維化における制御因子
としても注目されている。さらに、IRF-3/7 は Th17T 細胞の分化増殖における一つの制御因子
であることが示されてきた。しかしながら、IRF-3/7 の自己免疫性心筋炎における役割は不明な
ままである。 
我々は、IRF-3 遺伝子欠損マウスを用いた前実験にて、心筋炎惹起性コクサッキーB3 ウイル

ス感染後の心筋組織における IL-17 とその関連サイトカイン発現と IRF-3 の関係を見出した。 
かしながら、上記の研究アプローチではウイルス感染による影響を排除することができず、本

検討では、IRF 遺伝子欠損マウスへのミオシン免疫により作成した実験的自己免疫性心筋炎モ
デルを用いて、心筋炎・心筋症の進展制御における IRF-3 および IRF-7 の意義を検討する。 
 

図 1. Th1/Th2 による Th17 免疫阻害 
 
２．研究の目的 
IRF の拡張型心筋症における治療標的としての意義を明らかとする。 
(1) 自然免疫において中心的な役割を果たす IRF-3/7 に、心臓自己免疫応答の制御因子という新

たな基礎的意義を与える。 
(2) 活動性心筋炎・心筋症における新たな制御機序と治療標的としての IRF-3/7 の意義を明らか

とする。 
人工心肺の導入回避あるいはその離脱を可能とし、心臓移植に依存せずに難治性重症心不全の
予後を劇的に改善する新たな治療戦略の開発に貢献する。 
 
 

 

図-1 



３．研究の方法 
(A)自己免疫性心筋炎モデルの作成 （B）分子生物学的解析：心筋組織における IRF タンパク発
現の経時的推移をウエスタンブロットにて、その局在を免疫染色にて解析する。(C)フローサイ
トメトリー法；心臓浸潤細胞における IRF 発現および核内移行を解析する。(D) BALB/C バック
グラウンド遺伝子改変マウスの作成。 
 
 本研究では、以下の仮説を立て、免疫学的および分子生物学的アプローチから検証する。 
(1) ミオシン免疫マウスにおいて、IRF-3/7 は心筋組織炎症、心機能障害、および拡張型心筋症

への進展を阻害する。 
(2) IRF-3/7 は心筋組織における Th17 免疫シグナルを抑制する。 
(3) IRF-3/7 は心筋組織における Th17 免疫の抑制因子である Th2(IL-31, IL-33, IL-4, GATA-3)

或いは Th1(IL-12, IL-27, IFN-γ, T-bet)発現を促進する。 
(4) Th17 転写因子である RORγや Stat3 或いは Th17 活性化に必要な IL-23 受容体と IRF-3/7 と

の物理的および機能的な負の相互作用を認める。 
(5) Th1/Th2 転写因子である T-bet/GATA-3 と IRF-3/7 との正の相互作用を認める。 
最終的に、IRF-3/7 は Th1/Th2/Th17 の免疫シグナルのバランスを制御することにより、ミオシ
ン惹起性心臓自己免疫応答を抑制し、心筋症の進展をコントロールすることを明らかとする。 
 
In vivo 実験 
(1) 野生株マウスおよびIRF-3或いはIRF-7遺伝子欠損マウス加えてIRF-3/7遺伝子二重欠損マ

ウスの準備 
マウス購入後、交配飼育を繰り返し、目標数の 6週オス欠損およびコントロールマウスを準
備する。 

(2) 実験的自己免疫性心筋炎モデルの作成 
我々が以前報告した如く(Vaccine. 2013)、野生型マウスおよび IRF-3 遺伝的欠損マウスに心

筋ミオシンを免疫することにより実験的自己免疫性心筋炎を惹起する。引き続き免疫後 7日、14
日、21日、および 35日のポイントで、心エコーを施行し、心臓サンプルを摘出する。 
(3) 表現型解析 
① 組織学的検討：各ポイントにおける心筋サンプルに対してヘマトキシリン・エオジン染色を
施行し、心筋組織炎症の重症度を評価する。 
② 免疫学的検討：各ポイントで摘出された心筋サンプルに対して、CD3 および IL-17A/IFN-γ抗
体を用いた FACS を行う。心筋組織における Th17/Th1T 細胞の浸潤を定量的に評価する。 
③ 炎症性サイトカイン：各ポイントにおける心筋組織の IL-6、IL-1βおよび TGF-1βmRNA 発現
を RT-PCR にて評価する。 
④ Th 免疫サブセット：各ポイントにおける心筋組織の Th17 免疫(IL-17A, IL-23, IL-23 受容
体および RORγmRNA)、Th1 免疫(IL-27、IFN-γおよび T-bet mRNA)および Th2 免疫(IL-4 および
GATA-3)を RT-PCR にて検討する。 
⑤ 心臓形態学的検討：各ポイントにおいて、心エコーにより左室壁厚、左室拡張・収縮期末期
径、左室流入波形および左室収縮能を評価する。拡張型心筋症への進展を評価する。 
(4) 心臓組織における IRF-3/7 と Th 特性活性化の関係：各ポイントにおける心筋組織のリン酸
化 stat3/4/6 のタンパク発現をウエスタンブロットにて評価する。 
In vitro 実験 
(5) マクロファージにおける、IRF-3/7 による IL-6、TGF-β、IL-31、IL-33、IL-12, IL-27 お
よび IL-23p19 産生の制御 
① ミオシン免疫後、IRF-3/7 欠損およびコントロールマススの大腿骨骨髄よりマクロファージ
を分離し、Toll-like 受容体 (TLR)-3 或いは TLR-4 リガンド(poly;IC 或いは LPS)で刺激する。
ELISA 法にてサイトカインのタンパクレベルを測定する。 
② RAW246.7 マクロファージにマウス IRF-3/7 プラスミドを遺伝子導入し、IRF-3 過剰マクロフ
ァージを作成。TLR-3/4 リガンドで刺激し、同様に ELISA 法によりサイトカインレベルを測定す
る。 
(6) IRF-3/7 による T 細胞特性の制御：ミオシン免疫後、IRF-3/7 欠損およびコントロールマス

スの脾臓から、FACS により CD3/CD4 陽性 T細胞を分離。分離後 TLR-3/4 リガンドで刺激し、
IL-4/GATA-3、IFN-γ/T-bet および IL-17A /RORγt mRNA レベルを RT-PCR で測定する。 

(7) IRF-3/7 と Th 転写因子(STAT3, RORγ, T-bet, GATA-3)との物理的相互作用：HEK293 細胞に
それぞれのプラスミドを遺伝子導入し、免疫沈降法にて両方向性のタンパク結合を検討する。 

 
４．研究成果 
心筋ミオシン免疫により作成したマウス自己免疫性心筋炎心筋症を用いて、IRF タンパク発現を
解析した結果、IRF-7 および IRF-9 発現はそのリン酸を含め有意な変動を示さなかった。また、
IRF-3 発現はそのリン酸化も含めて、ミオシン免疫拡張型心筋症期において低下していた一方、
IRF-5 発現が心筋炎活動期から心筋症期にかけて持続的に増加していた。さらに、免疫染色にて、
心筋組織浸潤免疫細胞において IRF-5 の発現が認められ、特に樹状細胞核内の IRF-5 が同定さ
れた。心筋症の進展おいて Th17 T 細胞が重要な役割を果たしていることが知られており、樹状



細胞は Th17 活性を制御することが報告されている。本モデルにおいても、ミオシン免疫心筋組
織において IRF-5 と共に Th17 転写因子の発現が認められた。したがって、IRF-5 シグナルの心
筋炎後心筋症進展における病原的な役割が推測された。これらの結果に基づいて、現在マウス遺
伝子背景をバッククロスした IRF-5 total 遺伝子欠損マウスおよび cre-loxp system を用いて、
IRF-5 loxp と CD11c cre マウスの交配により樹状細胞選択的 IRF5 遺伝子欠損マウスを作成して
いる。今後はこれらの遺伝子改変マウスを用いて、心筋炎心筋症における IRF-5 の機能的役割を
分子免疫学的および病理形態学的に検討する。さらに、IRF5 阻害剤による表現型への影響も併
せて検討する。 
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