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研究成果の概要（和文）：蛋白分解機構のひとつである calpain経路の心不全発症機序における
役割を、心筋特異的 calpain4欠損マウスを用いて検討した。欠損マウスでは、圧負荷により心
筋細胞のアポトーシスが増加し、心内腔の拡大、心収縮力の低下を来たし、心不全を発症した。
心筋における calpain 経路は、圧負荷に対してはストレス誘導性のアポトーシスを抑制し心筋
保護的に作用することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the role of calpain pathway which is known as a 
protein degradation pathway in the pathogenesis of heart failure using cardiac-specific 
calpain4-deficient mice.  We found the increase in apoptotic cardiomyocyte death in 
deficient mice in response to pressure overload, leading to cardiac dilatation and decreased 
cardiac contractility.  Thus, we concluded that calpain pathway in the heart plays a 
protective role in response to pressure overload mediated through the inhibition of 
stress-induced cardiomyocyte apoptosis.    
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１．研究開始当初の背景 
心臓に負荷がかかると、当初は肥大反応によ
る代償が働いて心機能は維持されるが、最終
的には次第に心収縮力が低下し心不全に至
る。この過程において、アポトーシスをはじ
めとする心筋細胞死が極めて重要な役割を

果たしていることを私はこれまでに報告し
てきた（Nature Medicine 2007;13:619-624、
Journal of Clinical Investigation 
2004;114:937-943 、 Circulation 
2004;110:2631- 2637 ）。 さ ら に 、
Mitogen-activated protein kinase kinase 
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kinase である apoptosis signal-regulating 
kinase 1 (ASK1)のドミナントネガティブ体
（ASK N(KR)）を発現するアデノ随伴ウイ
ルスベクターを心筋症ハムスターに遺伝子
導入し外因的に ASK1を阻害することで、心
筋細胞死を抑制して心不全の進展を抑制で
きること、また不全心筋において calpainが
活性化しておりASK1の阻害によりその活性
化を抑制しうることを明らかにした
（ Journal of the American College of 
Cardiology 2007;50:453-462）。以上の検討か
ら、血行動態的ストレスから心筋細胞死に至
る過程では、ASK1を介して calpainが活性
化しており、それに伴うさまざまな蛋白質の
分解が心筋細胞死および心不全の進展に重
要な役割を果たしていることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、心筋細胞におけるストレス応答
性 calpain 経路活性化の心不全発症における
役割を明らかにし、さらにその活性化メカニ
ズムおよび下流の標的分子を同定すること
により、蛋白質分解機構の活性調節による新
規心不全治療法を開発することを目的とし
て検討をおこなった。 
 
３．研究の方法 
（１）カルパインによる蛋白分解機構のアポ
トーシス性心筋細胞死および心不全発症に
おける役割の検討 
calpainを介した経路が心不全発症に関与し
ているか否かを検討するため、心筋特異的
calpain 4ノックアウトマウスを用いて検討
を行なった。心筋特異的 calpain 4ノックア
ウトマウスは、calpain 4 floxマウスと

-myosin heavy chain promoter依存性に
cre recombinaseを発現するトランスゲニッ
クマウスを交配して作成した。このマウスを
用いて以下の検討をおこなった。 
① 定常状態における心形態、心機能、心筋
組織像の評価。 

② 圧負荷モデル、心筋梗塞モデルを作成し、
経時的に心臓超音波法にて観察し心機能
の評価をおこなった。さらに、心重量測
定などの生理学的評価をおこなった。 

③ 心筋細胞死の程度を TUNEL法および活
性化caspase3に対する免疫組織染色法な
どで評価した。また線維化の程度を
Masson-trichrome染色にて評価した。 

④ calpainによる細胞死制御機構の検討を、
calpainの基質として報告されている分
子を候補としておこなった。また、2次元
電気泳動による網羅的検討もおこなった。 

 
（２） in vivoにおける calpain活性化機序

の検討 
ASK1を介したシグナルによる calpain活

性化の分子メカニズムについて検討をお
こなった。 
ASK1シグナル経路に属するASK1,および
JNKを免疫沈降し、recombinant -および
m-calpainを基質として in vitro immune 
complex kinase assayをおこない、calpain
をリン酸化する責任分子の同定を試みた。 

 
４．研究成果 
生後 10 週齢のノックアウトマウスおよび
コントロールマウスの心筋において、
calpai4、 -およびm-calpainの発現は欠損
していた。10週齢のマウスでは、定常状態
における心臓の構造、機能にノックアウト
マウスとコントロールマウスの間で有意
な差を認めず、calpain は心臓の発生、成
長および定常状態の維持に必須ではない
かもしくは何らかの経路により代償され
ているものと考えられた。次にストレス応
答におけるカルパインの役割を検討する
ため、このマウスを用いて横行大動脈縮窄
による圧負荷心不全モデルを作成し、経時
的な心臓超音波によりその表現型を検討
した。圧負荷後 1週間において、コントロ
ールマウスでは心肥大を呈するが心収縮
力は保持されていた。一方、ノックアウト
マウスでは圧負荷後1週間で心内腔の拡大、
心収縮力の低下、肺うっ血を来たし心不全
を発症した。心筋の線維化はノックアウト
マウスで亢進を認めた。負荷後の心筋にお
けるアポトーシス性心筋細胞死の程度に
ついて in situ TUNEL assayを用いて検
討したところ、ノックアウトマウスでアポ
トーシスの増加が認められた。圧負荷後の
ユビキチン化タンパクの蓄積や小胞体ス
トレスの程度には有意な変化を認めなか
った。また、細胞死の制御に関与する既知
の calpain標的分子には有意な変化を認め
なかった。Calpainの活性化機序について、
ASK1 および JNK によるリン酸化を検討
したが、有意な所見は得られなかった。現
時点では機序不明であるが、calpain は心
筋において圧負荷に対し保護的に作用す
ることが明らかになった。 
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