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研究成果の概要（和文）：プロラクチンは、プロテアーゼであるカテプシンD(CathD)により切断されることで、N末端
側約16kDaの断片となり、その抗血管新生作用からバソインヒビン(Vi)と命名されている。Viは、妊婦の周産期心筋症(
PPCM)や妊娠高血圧症候群(PIH)発症に関与することが示唆され、本研究において患者血中のVi値、CathD値を測定し疾
患との関連性について検討した。PPCM及びPIHではVi値およびCathD活性が健康妊産婦に比べともに高い結果が得られ、
今後両因子を診断マーカーとしたPPCMおよびPIH罹患リスク設定が可能になると期待される。

研究成果の概要（英文）：  It is well known that prolactin (PRL) has modified into several variants. One of
 these variants, N-terminal PRL which is cleaved by cathepsinD (CathD),  is named  vasoinhibins (Vi) becau
se of its anti-angiogenic and pro-apototic properties. Vi has been reported the possibility to cause for p
eripartum cardiomyopathy (PPCM) and pregnancy induced hypertension (PIH) syndrome.  In order to clarify th
ese pathogenic mechanisms, we tried to detect Vi value and CathD activity in patient's blood and determine
 the relationship between these factors and diseases.  
  Vi content and CathD activity in PPCM and PIH patients are higher than these of control healthy pregnant
 women.  These results seem to suggest that measurement of Vi content and CathD activity is useful for ear
ly detection of PPCM and PIH in pregnant women.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（1）周産期心筋症（PPCM）は、それまで健康
だった女性が妊娠を機に心不全を発症する特
異な心筋症である。アメリカでは発症率も高
く、国家規模の調査や対策が進められている
のに対し、わが国においては長らくその疾患
概念すら周知されていなかった。しかしなが
ら、連携研究者である国立循環器病研究セン
ターの神谷千津子医師らにより全国調査が進
められ、我が国における発症率は約 2 万出産
に 1人、約 5%が母体死亡、約 6割が心機能を
回復、妊娠高血圧症候群（PIH）との合併率
40%などが明らかとなった。このように、PPCM
は母子の生命予後を脅かす重大な疾患である
にもかかわらず、長い間、明確な原因は解明
されていなかった。しかしながら、授乳スト
レスを軽減する目的で投与した、抗プロラク
チン薬ブロモクリプチンが有効であることは
経験的に知られていた。 
（2）プロラクチンは、本来の授乳ホルモンと
して以外にも多岐にわたる機能を有し、血管
新生促進作用もその一つに挙げられる。一方
でプロラクチンがカテプシンDなどのプロテ
アーゼ切断を受けることで生成される切断プ
ロラクチンは、抗血管新生因子でありプロラ
クチンとは拮抗関係にあることが明らかにな
っている。プロラクチンのみならず、成長ホ
ルモン、胎盤性ラクトゲンなどの成長ホルモ
ン/プロラクチンファミリーに属するホルモ
ンがプロテアーゼ切断を受けたN末端側断片
は抗血管新生作用をもち、バソインヒビンと
総称されている。この切断プロラクチンを始
めとしたバソインヒビンは、その抗血管新生
作用によって循環器系疾患を引き起こす可能
性が示唆されており、2007 年にはPPCMの原因
が切断プロラクチンであるとの報告がなされ
た（Hilfiker-Kleiner, et al [2007] Cell）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、切断プロラクチンの周産期心

筋症への関与を明らかにするため以下2点を
目的とした。（1）血清中から切断プロラクチ
ンおよびその切断酵素カテプシンDの簡便な
測定法の開発を行い、周産期心筋症と妊娠高
血圧症候群の検体血清を用いた切断プロラク
チン診断法の臨床検査への応用、実用化を検
証（2）切断プロラクチンがどのようなメカニ
ズムで周産期心筋症を引き起こすのかを明ら
かにするための、周産期心筋症モデル細胞お
よびモデル疾患動物の作成 
 
３．研究の方法 
（１）測定法の確立と臨床検査への応用、実
用化検証 
①切断プロラクチンおよびカテプシンD測定
法の確立 
血中切断プロラクチンは、プロラクチン抗

体を用いた免疫沈降法と、アジレント社のバ
イオアナライザーによるキャピラリー電気
泳動によって検出を行った。血漿の免疫沈降

後に、プロラクチン抗体を用いたウェスタン
ブロットを行い、沈降しバイオアナライザー
で検出したタンパク質が切断プロラクチン
であることを確認した。バイオアナライザー
で検出したタンパク質量は Fluorescence 
Unit(FU)で示した。カテプシン D 活性は、
SensoLyte Cathepsin D Assay Kit により、
血中カテプシン D活性を測定した。測定間補
正に用いたキャリブレータとしての健常非
妊娠女性の血中カテプシン D 活性値を 100%
として、患者検体のカテプシン D活性を示し
た。この方法は Hilfiker-Kleiner らと同法
である。 
 
②患者検体測定結果の蓄積と解析 
血中切断プロラクチンとカテプシンDが疾

患の危険因子となる可能性を確認している
が、検体数が少なく診断基準の開発へ至って
いない。本研究では周産期心筋症検体の測定
を行い、今までの測定結果に加えて、新たな
症例の測定を行うことで測定データの蓄積
を行う。患者検体は国立循環器病研究センタ
ー倫理委員会の承認を得て収集し、EDTA-2Na
真空採血管で採血後 30 分以上静置し、遠心
分離によって血漿を採取した。血漿は使用ま
で-80℃で保存し、切断プロラクチン値、カ
テプシン D活性を測定した。また、受託臨床
検査によって血中脳性ナトリウム利尿ペプ
チド（BNP）、プロラクチンを測定した。加え
て、採血時点において心エコー検査を行い、
左室駆出率（LVEF）、左室短縮率（%FS）を得
た。蓄積した測定データは心機能、心不全マ
ーカー等との相関解析を行い、臨床検査へ応
用、実用化が可能か検証した。 
 
（２）心筋症モデル細胞およびモデルマウス
の作成 
①心筋症モデル細胞の作成 
切断プロラクチンが心筋細胞、血管内皮細

胞へ与える影響を調査した。大腸菌を宿主と
して組み換え体切断プロラクチンを作成し、
エンドトキシンによる細胞毒性がないこと
を確認した。ヒト臍帯静脈血管内皮細胞とラ
ット由来心筋株化細胞を通常条件下で培養
し、組み換え体切断プロラクチンで刺激をす
ることで細胞への影響を調査した。切断プロ
ラクチン刺激後 24 時間後に MTS assay によ
ってミトコンドリア活性を測定した。 
 
②心筋症モデル動物の作成 
心筋症モデル疾患動物の作成にあたり、ま

ずプロラクチンが心臓へ与える影響を明ら
かにするために、高プロラクチン血症マウス
の作出を目指した。高プロラクチン血症化は
腎臓被膜下への下垂体移植により行った。比
較対象として唾液腺を同様に移植した。移植
後 3週間で解剖を行い、剖検時に腎臓被膜下
への下垂体の定着を確認した。解剖時に体重、
心重量、脛骨長を測定した。移植した下垂体
は、プロラクチン抗体を用いた免疫組織化学



法を用いてプロラクチンの産生を確認した。
解剖時に心臓を採取し、組織切片を作成して
毛細血管染色を行った。染色後、画像解析ソ
フトにより心臓組織切片中の毛細血管が占
める割合を求めた。同様に膠原線維染色を行
い、心臓の線維化を確認した。また、採取し
た心臓から RNA を抽出し、qRT-PCR を行うこ
とで心不全関連遺伝子、血管新生関連遺伝子
の発現量を確認した。心不全関連遺伝子は、
心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）、筋小
胞体カルシウムポンプ（SERCA）、αミオシン
重鎖（αMHC）、βミオシン重鎖（βMHC）、von 
willebrand factor を、血管新生関連遺伝子
は誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）、ヘム
オキシゲナーゼ（HO-1）、血管内皮細胞増殖
因子（VEGF）を解析した。上記項目により、
心臓へプロラクチンが与える影響を検討し
た。 
 
４．研究成果 
（１）測定法の確立と臨床検査への応用、実
用化検証 
①切断プロラクチン測定法の確立 
切断プロラクチンは、血漿中 IgG を除去し

たのち、プロラクチン抗体を使用した免疫沈
降を行い、沈降タンパク質をアジレント社の
バイオアナライザーにて検出している。免疫
沈降後の検体にプロラクチン抗体を用いた
ウェスタンブロットを行い、沈降しバイオア
ナライザーで検出したタンパク質が切断プ
ロラクチンであることを確認した。その結果、
ウェスタンブロットのバンドと同様の分子
量にバイオアナライザーでタンパク質が検
出され、バイオアナライザーで検出された
16kDa のタンパク質は切断プロラクチンであ
ることが確認できた。 
 

②患者検体測定結果の蓄積と解析 
本研究において、周産期心筋症の発症直後

（出産 1-2 週後）、発症 1-2 週後、3 ヶ月後、
半年後、1年後までの 5点において、最大 32
例の検体を収集した。比較対象として出産１
ヶ月前、出産直後、出産１ヶ月後の健常妊娠
者の検体を用いた。その結果、周産期心筋症
では発症直後と発症1-2週後では健常妊娠と
比較して2倍程度有意に高い切断プロラクチ
ン値を検出した。同様にカテプシン D活性に
おいても、発症直後と発症 1-2 週後では 2倍
程度有意に高い値を示した。また、発症 1年
後においても健常妊娠出産1ヶ月後よりも高
い切断プロラクチン値、カテプシン D活性を
示し、周産期心筋症では切断プロラクチンが
恒常的に高い可能性を示した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
周産期心筋症の症状と切断プロラクチン、

カテプシンDの関連性を明らかにするために、
相関解析を行った。切断プロラクチンまたは
カテプシン D と、心機能を表す左室駆出率
（LVEF）、左室内径短縮率（%FS）、心不全マ
ーカーである血中脳性ナトリウム利尿ペプ
チド（BNP）、血中プロラクチン（PRL）との
相関を解析した。その結果、切断プロラクチ
ンと LVEF、%FS が有意な負の相関を示し、ま
たプロラクチンと有意な正の相関を示すこ
とが明らかになった。カテプシンDも同様に、
LVEF、%FS と有意な負の相関をしめし、また
血中 BNP と有意な正の相関を示した。これら
の結果から心不全と切断プロラクチン、カテ
プシンDが関連する可能性が明らかとなった。 

 以上の結果から、周産期心筋症患者では、
切断プロラクチン値、カテプシン D活性が高
く、また心不全の程度と相関することを示し、
切断プロラクチンおよびカテプシンDが周産
期心筋症の診断において有効な予測因子と
成る可能性を示した。 
 
（２）心筋症モデル細胞およびモデルマウス
の作成 
①心筋症モデル細胞の作成 
切断プロラクチンが心筋細胞、血管内皮細

胞に与える影響を調査した。切断プロラクチ
ン溶解 Buffer 添加群と比較して、切断プロ
ラクチン添加では血管内皮細胞におけるミ



トコンドリア活性が有意に低下した。一方、
心筋細胞に対しては切断プロラクチンの影
響が確認出来なかった。 

以上より、切断プロラクチンが心筋細胞に
対して影響を与えないが、血管内皮細胞に対
してミトコンドリア活性を低下させること
が明らかになった。 
 
②心筋症モデル動物 
高プロラクチン血症化は腎臓被膜下への

下垂体移植により行った。移植後 3週間で解
剖を行い、剖検時に腎臓被膜下への下垂体の
定着を確認した。移植した下垂体は、プロラ
クチン抗体を用いた免疫組織化学法を用い
てプロラクチンの産生を確認した。その結果、
移植した下垂体においてプロラクチンが産
生されていることが確認できた。体重、心重
量に変化は認められなかった。また、心臓の
組織切片を作成し、毛細血管を染色すること
で心臓の毛細血管占有率を算出した結果、高
プロラクチン血症マウスにおいて、コントロ
ールと比較して毛細血管占有率が増加して
いる傾向がみられた。 

同様に心臓線維化率は高プロラクチン血
症マウスで増加している傾向がみられた。
qRT-PCR による心臓中の遺伝子発現解析によ
って、心不全関連遺伝子に有意な発現の変化
はみられなかったが、血管新生関連遺伝子の
発現が上昇していた。 

以上の結果から、周産期心筋症において、
切断プロラクチンが心筋細胞ではなく血管
内皮細胞に影響を与える可能性を示した。ま
た、誘導型一酸化窒素合成酵素は、血管内皮
細胞の生存に関わる一酸化窒素の合成を行
う酵素であり、プロラクチンが血管内皮細胞
に作用すると、ヘムオキシゲナーゼ-1の発現
が増加し、それによって血管内皮細胞増殖因
子の発現が増加して血管新生が促進される。
上記遺伝子の発現が高プロラクチン血症マ
ウスにおいて上昇していたことから、プロラ
クチンは心臓に対して血管新生促進的に働
く可能性を示し、切断プロラクチンと拮抗的
に作用することで心臓を保護していること
が予測される。 
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