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研究成果の概要（和文）：

心臓における Ca2+循環機能の低下は，重症心不全に対する新しい治療標的として注目されて

いる．我々は，心不全時にのみ治療遺伝子が発現するシステムを用いて重症心不全治療が可能

なシステムを考案した．ベクターを経静脈的に投与し，心筋への選択的な遺伝子導入に成功し

た．心筋症マウスでは心不全進行とともに病態特異的な遺伝子発現制御が可能であり，心筋収

縮性は 3 ヶ月以上にわたって改善した．対照群に比べ心筋リモデリングに伴う心拡大が有意に

抑制された．心不全誘導型遺伝子治療は今後重症心不全に対する新しい治療戦略として期待さ

れる方法である．

研究成果の概要（英文）：

The targeting of Ca2+ cycling has emerged as a potential therapy for the treatment of severe heart 

failure. Here, we developed a novel heart-failure-inducible gene transfer system that inhibits PP1β by 

adeno-associated virus vector 9 (AAV9)-mediated shRNA. AAV9 mediated gene transfer mitigated 

progressive left ventricular remodeling and ameliorated heart failure progression in muscle LIM 

proteindeficient (MLPKO) mice cardiomyopathy. Heart failure inducible gene therapy system provides 

new potential as a strategy of treatment of severe heart failure and intractable fetal arrhythmia. 
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１．研究開始当初の背景

近年，ヒト心不全に対する SERCA2a 遺伝

子導入治療の臨床治験が米国で開始され，こ

れまで大きな合併症なく良好な初期成績を

収めており新たな心不全治療として期待さ

れている．

ウイルスベクターを使用した遺伝子治療

の臨床導入を考慮する上でいくつかの問題

がある．それは免疫応答があること，臓器特

異性に乏しいこと，そして治療遺伝子発現時

期のコントロールができないこと，である．

心不全に対してウイルスベクターを使用し

た遺伝子治療を行うにあたり，心臓特異的に

治療遺伝子を発現させるシステム，また心不

全増悪時に治療遺伝子が発現するシステム

をもつウイルスベクターが必要であるが，現

在までのところ開発されていない．そこで

我々は B 型ナトリウム利尿蛋白 (B-type 
natriuretic peptide: BNP)プロモーターに着

目した． BNP は心不全の病態を反映するの

で，BNP プロモーターを使用すれば心不全増

悪時(BNP 高値)に働く病態特異的なウイル

スベクターを作成することができる．また，

AAV9 は他の AAV セロタイプと比べ心臓に

高率に導入されるウイルスベクターである．

そこで我々は AAV9 と BNP プロモーターを

組み合わせることで心不全特異的かつ心臓

特異的に作用するウイルスベクターの作成

を考案した．

２．研究の目的

心臓特異的かつ心不全状態でのみ誘導さ

れる shRNA 発現アデノ随伴ウイルス

(Adeno-associated virus-9: AAV9)による治

療が(1)心不全治療システムとして利用可能

かどうか，(2)遺伝的心筋症マウスの心不全進

行を抑制するかどうかについて検討した．

３．研究の方法

心筋細胞において Ca2+循環に最も強く関

与することが以前の我々の研究で判明して

いる蛋白ホスファターゼ１（PP1）のアイソ

フ ォ ー ム ， PP1 発 現 を 抑 制 し 得 る

short-haipin RNA(shRNA) 構造を有した

AAV9 と negative control(NC) shRNA を B
型ナトリウム利尿蛋白 (BNP)プロモーター

の 下 流 に 作 成 し ， emerald-green 
fluorescence protein(EmGFP)をはさんで遺

伝 子 導 入 ベ ク タ ー を デ ザ イ ン し た

（ AAV9-BNP-EmGFP-PP11 shRNA, 
AAV9-BNP-EmGFP-NCshRNA)．
AAV9 は尾静脈から一匹当たり 2×1011vp を

静脈注射で遺伝子導入を行った．1，3 ヶ月後

に心エコーで心機能評価，3 ヶ月後に左室圧

測定後に犠牲死させ，蛋白リン酸化レベルの

解析および組織学的解析を行った．

４．研究成果 

BNP プロモーターを使用したベクターシ

ステムが心不全時に誘導されるか検討した

(図 1A)．
図 1B に 示 す よ う に

pZAC2.1-BNP-EmGFP-PP1 shRNA を プ

ラスミドトランスフェクションした HL-1 細

胞では PE 濃度依存性に BNP の上昇がみら

れ，BNP 上昇に伴い GFP 発現が上昇した．

このことは BNP 上昇時，すなわち心不全増

悪時に EmGFP-PP1 shRNA が誘導される

ことを示している．500 M PE 刺激下では

pZAC2.1-BNP-EmGFP-PP1 shRNA で誘導

さ れ た EmGFP は

pZAC2.1-CMV-EmGFP-PP1 shRNAで誘導

された EmGFP の約 1/3 であり(図 1C)，BNP
プロモーター活性は CMV の約 1/3 と考えら



れた．

AAV9-CMV-LacZ の 遺 伝 子 導 入 (2 ×

1011vp)1 ヶ月後，MLPKO マウス心臓に 80%
以上の -gal の発現が確認された．骨格筋，

腎臓，膵臓でも発現はみられたが少量であっ

た ．（ 図 1D 左 , 1F 左 ）． 次 に ，

AAV9-BNP-EmGFP-NCshRNA の MLPKO
マウス，正常マウスでの遺伝子導入効率をみ

たところMLPKOマウスでは心筋にEmGFP
の発現が確認された (図 1D 中)が，一方で正

常マウスでは EmGFP の発現はみられなか

った(図 1D 右)．
AAV9-BNP-EmGFP-NCshRNA を遺伝子

導入した MLPKO マウスでは心臓以外の臓

器(骨格筋，腎臓，肝臓，膵臓，脾臓，肺)で
は EmGFP の 発 現 は み ら れ ず ，

AAV9-CMV-LacZ を遺伝子導入したマウス

では骨格筋，腎臓，膵臓で -gal の発現が認

められた(図 1F)．このことは BNP プロモー

ターの作用によって，より心臓特異的に遺伝

子導入が可能であることが示唆された． 

AAV9-BNP-EmGFP-PP1 shRNA 導入群に

おいて遺伝子導入３ヶ月後に%FS が改善し，

LVDdが縮小し，LVPWsに厚みがでた(図 5A, 
B)．さらに左室壁張率が有意に改善した. 特
に左室拡張末期圧が改善し，拡張期 LV 圧一

次導関数波形がコントロール群で凹型であ

るのに対して PP1 抑制群凸型になっていた．

また AAV9-BNP-PP1 shRNA 遺伝子導入に

より-dP/dt と Tau が有意に改善していた．ま

た，PP1 shRNA 治療群では，BNP の発現

が有意に減少していた．心筋間質線維化は

PP1 遺伝子抑制群で有意に減少がみられた．
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