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研究成果の概要（和文）：本研究はCaMのRyR2への結合を強固にすることにより、圧負荷がかかる状況下でも右
室肥大から右心不全への進展を抑制し予後を改善させる治療を目的とした。
MCT誘発性ラットモデルにおいてダントロレンは、RyR2からのCaMの解離抑制を介して、右室心筋の肥大を抑制し
つつ、右心機能を保ち、著しく予後を改善した。肺動脈縮窄（PAB）ラットモデルにおいて、ダントロレンの投
与は、右室心筋の肥大を抑制し、右心機能を維持した。一方で、我々が開発したCaMのRyR2へのみの親和性を高
めたRyR2 V3580K SD-ratでは、効果は認めなかった。このラット自体に問題があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop a treatment that would inhibit the 
progression of right ventricular hypertrophy to right heart failure even under pressure overload, 
thereby improving prognosis, by strengthening the binding of CaM to RyR2.
In an MCT-induced rat model, dantrolene inhibited right ventricular myocardial hypertrophy while 
maintaining right heart function by inhibiting the dissociation of CaM from RyR2, significantly 
improving prognosis.
In a pulmonary artery coarctation (PAB) rat model, administration of dantrolene inhibited right 
ventricular myocardial hypertrophy and maintained right heart function. However, no effect was 
observed in the RyR2 V3580K SD-rat that we developed, in which the affinity of CaM only for RyR2 was
 increased. It was thought that there was a problem with these rats themselves.

研究分野：循環器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、RyR2に対するCaMの結合親和性増強→CaM解離、Ca2+漏出抑制→右心肥大抑制→右心不全の阻止、とい
う明確な機序に基づき、従来の肺血管抵抗でなく、右室機能保持をターゲットとした点が意義がある。PAHは今
なお難病に分類され生命予後も不良な難治性疾患であり、新規治療法の開発は喫緊の課題である。この点、ダン
トロレンは安全性が高く、従来の血管拡張療法との併用も可能である点でも、本研究は臨床的意義がある。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
これまでの肺動脈性肺高血圧症(PAH)の治療は肺血
管抵抗をターゲットに行われてきた。３種の肺血管
拡張薬のコンビネーションセラピーの登場により
予後は改善している 1)-3)。しかし臨床の現場では右
心不全、右室リモデリングが進行し、三尖弁閉鎖不
全が massiveになってくると、治療に難渋する。こ
のため PAH の予後の規定因子として右心不全が大
きな位置を占めているのではないかという問いが
生じる。一方で右室心筋、右心機能を直接ターゲッ
トとした治療はいまだない(図 1)。 
 
２．研究の目的 
本研究は PAH に対して、直接右心機能保持をターゲットとした初めての治療研究となる。我々
のこれまでの研究により、心不全時の遺伝子発現の変化には RyR2 結合 CaM の RyR2 からの解
離がクリティカルなトリガーであることが分かってきたことから、CaM の RyR2 への結合を薬
理学的にあるいは遺伝的に強固にすることにより、慢性的に圧負荷がかかる状況下でも右室肥
大から右心不全への進展を抑制し予後を改善させるという全く新しい発想に基づいた治療法を
確立することである。 
本研究は、RyR2に対する CaMの結合親和性増強→CaM解離、Ca2+漏出抑制→右心肥大抑制→
右心不全の阻止、という明確な機序に基づき、従来の肺血管抵抗でなく、右室機能保持をターゲ
ットとした点が独自のものとなる。また、本研究において
は、我々の教室で独自に開発した RyR2 上の CaM 結合ドメ
イン内の１アミノ酸を変異させ、CaM の RyR2 へのみの親
和性を高めたRyR2 V3599K mouse4)のラット版RyR2 V3580K 
SD-rat (図 2)を用いて、作用機序が確かに RyR2からの CaM
の解離抑制を介していることを証明可能である点も独自性
が高い。 
 
３．研究の方法 
(1)MCT誘発性ラットモデル 
モノクロタリン(MCT、60mg/kg、単回皮下注）にて PAHモデルを作成し、ダントロレン慢性投
与(DAN、100mg/kg/day, p.o.)の右室肥大・拡大抑制効果、予後改善効果を検証する。 
 
(2)肺動脈縮窄（PAB）ラットモデル 
純粋に右室の圧負荷が右室肥大・拡大、生命予後に及ぼす影響と、RyR2からの CaM解離→Ca2+
漏出抑制の rescue効果を評価する目的で、肺動脈縮窄（PAB）モデルを作成する。 
 
(3)遺伝的 CaM解離抑制ラットモデル 
独自に開発した RyR2 内 CaM 結合ドメイン内で「RyR2 に対する CaM 結合親和性を増強した
knock-in（KI）ラット(RyR2 V3580K KIラット)：作成済」を用いて、「RyR2からの CaM解離」
を選択的に抑制することが、右室肥大・拡大の抑制、生命予後の改善につながるか？を、実験的
に検証する。 
我々の研究室では、RyR2上の CaM結合ドメインにアミノ酸変異を加えた 24種のペプチドのス
クリーニングの結果、CaM の親和性を上げる変異を見出し、まずはマウスにおいて、RyR2 
V3599K KIマウスを作成した。この RyR2 V3599K KIマウスでは、大動脈縮窄（TAC）後に、左
室圧負荷がかかっているにも関わらず、心肥大・心拡大は抑制され生存率も著明に改善した
(Comm Biol 2020)。その際、心肥大関連遺伝子変化は著明に抑制されていた。これらの結果は、
（代償性、非代償性に関わらず）心肥大そのものが予後悪化因子であり、心肥大を早期から降圧
とは独立して細胞内 Ca2+制御により抑制すれば、心機能が保持され予後改善が図れる可能性を
示唆する。この RyR2 V3599K KIマウス同様の CaM結合ドメインの変異をラットに組み込んだ
のが、RyR2 V3580K KIラットである。 
 
４．研究成果 
(1)MCT誘発性ラットモデル 
MCT 群において収縮期圧が著明に増加したが、MCT-DAN 群で
は若干低下しており、DAN が肺血管抵抗も若干減少させている
可能性が示唆された(図 3)。MCT群では、肺動脈周囲の炎症に加
えて右室の肥大・拡大を認め、さらに 42日間で 8割近くが肺高
血圧、右心不全で死亡した(図 4)。一方、DAN投与群では肺動脈



周囲の炎症は軽減し、右室の肥大・拡大は抑制され、死亡率も著明
に低下した (図 4)。左室心筋細胞のサ
イズは各群で差はなかったが、右室
心筋細胞サイズは MCT 群で大きく
心肥大が示唆された。一方、
MCT+DAN 群では右室心筋細胞サイ
ズは正常にとどまっていた(図 5)。ま
た蛍光免疫染色法により、MCT群で
は z-line 上の CaM の減少（RyR2 か

らの CaM解離）と核内 CaMの増加が示されたが、MCT-DAN群で
は CaMの移行が抑制されていた(図 6)。ここで心筋 Z-line上の CaM
の 90%以上は RyR2 結合型 CaMであることが知られており、RyR2
は心肥大シグナル（CaMKII-HDAC系と Ca2+-calcinulin系）に対す
る重要な CaMの供給源となっている。 
 
(2)肺動脈縮窄（PAB）ラットモデル 

右室収縮期圧は DAN 慢性投与の有無に
関わらずPABにより同程度まで上昇して
い た が 、 DAN 慢 性 投 与 （ DAN 
100mg/kg/day p.o.）により右室の肥大・拡大は抑制され、右室心筋細胞
サイズも縮小した(図 7)。 
 
(3)遺伝的 CaM解離抑制ラットモデル 
MCT接種後４週目以降WTにおいて、エコ

ー像で右心室が有意に拡大し、左室は圧排され縮
小していたが、 RyR2V3580K KIでは認められな
かった(図8)。しかし5週目以降にはRyR2 V3580K 
KI においても右心室が有意に拡大し、左室は圧
排され縮小していた。肺高血圧症発症により右室
の Area は大きくなり、左室拡張期径は小さく
なった(図 9)。MCT接種後４週目の右室の Area
と左室拡張期径において WT と RyR2 V3580K 
KI間に有意な差がみられたが、5週後には差は
なくなった。予後解析ではWTでより早期に死

亡が見られたが、その後、RyR2V3580K KIにおいても死亡が見られ、
WT と RyR2V3580K KI において Log-rank 検定で有意な差はみられ
なかった(図 10）。 
心臓組織の HE 染色において WT と RyR2 V3580K KI
で右室心筋の厚さに目立った差はなく、心重量を体重
補正でも有意な差はみられなかった(図 11)。 
心臓の切片を脱パラフィンして FITC 標識 WGA で蛍
光染色し、細胞膜を染めた。その後 ImageJを用いて、
WGA染色した右室心筋細胞を線で囲み、面積、長さ、
体積を出した。図 12に FITC-WGAで染色した右室心
筋細胞を示す。右室心筋のサイズに有意差はなかっ
た。 
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