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研究成果の概要（和文）：独自の心臓マイクロダイアリシス法で拡張型心筋症モデルマウスの心

臓副交感神経（心臓保護作用を有する）の活動を計測した結果、中枢のアドレナリン受容体を

介した副交感神経応答が、野生型マウスに比べ、有意に減弱していた。中枢を介した自律神経

調節作用を持つグレリンを拡張型心筋症マウスに 1 ヶ月間皮下注射すると、心臓副交感神経活

動の亢進と交感神経活動の抑制と同時に、心筋線維化の抑制と心臓収縮機能の改善が得られ、

2 ヶ月齢での致死率は 50％から 5%に低下した。グレリンは急性心筋梗塞モデルラットでも心

臓交感神経活動を抑制し、心臓収縮機能と致死率の改善をもたらした。 
 
研究成果の概要 (英文)：Cardiac parasympathetic activity, which has a cardioprotective 
effect, was assessed in a mouse model of dilated cardiomyopathy (DCM) using a 
microdialysis technique. We found that the adrenergic mechanism for controlling cardiac 
parasympathetic activity was suppressed at the central nervous system level. 
Percutaneous ghrelin injection for one month augmented cardiac parasympathetic activity 
and attenuated sympathetic activity and then improved myocardial remodeling and 
contractility, reducing the high mortality rate associated with DCM. One dose of ghrelin 
prevented the acute and sustained increase in cardiac sympathetic tone after myocardial 
infarction and then reduced the high mortality rate attributable to sudden heart failure in 
the rat. 
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研究分野：総合領域 
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１．研究開始当初の背景 
 私共のグループは、家族性拡張型心筋症

(DCM)患者で見つかった心筋トロポニンTの
アミノ酸残基K210 をコードする三つの塩基

対を欠失した突然変異を内在性ゲノム遺伝

子に導入したノックインマウス（Circ Res 

101:185-194,2007）に対して、選択性と脂溶

性の異なる３種類のβアドレナリン受容体

拮抗薬（βアンタゴニスト）の効果を検討し、

脂溶性（中枢への移行性が良い）かつ選択的

β1アンタゴニストであるメトプロロールの

みが、不整脈や心臓リモデリングを有意に抑



制し、生命予後を改善することを報告した

(Cardiovasc Res 84: 64-71, 2009)。さらに、

α 2 ア ゴ ニ ス ト (Pflugers Arch 454: 
29-39,2007)の中枢作用による心拍調節・心臓

保護作用についても明らかにしてきた。 
しかし、中枢性作用薬の心臓への自律神経

作用に関する直接的なエビデンスを捉える

には、薬剤が、1)心臓交感及び副交感神経活

動をどの程度変化させるのか、同時に、2)心
筋収縮能、心拍リズム及び冠微小循環をどの

程度改善するのかを調べる必要があった。 
 
２．研究の目的 
 小動物心不全モデルにおいて、不整脈・突

然死や心臓収縮・拡張不全などの致死性病態

の発生と中枢神経を介した心臓自律神経活

動制御の関係を in vivo 解析できる方法を開

発・応用し、病態の神経性機序の解明及び中

枢神経作用薬の評価・開発することを目的と

した。 
 
３．研究の方法 
小動物の心臓自律神経活動の in vivo モニ

タリング法として以下の a～cを用いた。 

 a. 心臓マイクロダアリシス法 
 私共は、本法で採取された透析液ノルエピ

ネフリンおよびアセチルコリン(ACh)の濃度

が心臓副交感神経活動を反映していること

を、麻酔下ネコで明らかにしてきた（Am J 
Physiol 261:H1643-H1647,1991; 266:H854- 
H860,1994)。本研究では、この方法をマウス

心臓に応用できるように改良した（文献４）。

ダアリシスプローブ（貫通型）は自作した。

半透膜部分には、腎透析に用いられる人工腎

臓から半透膜中空糸（外径 0.31 mm, 内径 
0.20 mm, PAN-1200, 500,00-mol wt cutoff, 
旭化成）を用いた。 

b. 心臓交感神経活動電位の計測法 
麻酔下ラットの左第 1 肋間を開胸後、左星

状神経節から心臓に至る神経束を剥離し、そ

の中枢側切断端より、プラチナ双極電極を用

いて心臓交感神経活動電位を記録した。活動

電位は、差動増幅器およびバンドパスフィル

ター（100～1000 Hz）を通した後、全波整

流し、時定数 0.02 sec で RC 積分した（文献

６）。 
c. 心拍変動時系列のスペクトル解析 

 心電図送信器（米国 DSI 社製）を麻酔下マ

ウスに埋め込み、覚醒 5 日後から心電図の継

続的計測を約 1 ヶ月間行った。beat by beat
（不整脈など）の解析及び心拍の日内変動の

解析をデータ取得解析システム HEM（仏国

ノトコード社製）を用いて行った。また、同

解析システムで、RR インタバルのリアルタ

イム周波数解析（高速フーリエ変換）を行い、

心臓交感・副交感神経活動を推定した。 
 

麻酔下マウスにおいて冠動脈ネットワー

クの形態・機能を画像解析するための放射光

高解像度微小血管造影法を開発・応用した。

実験はSPring-8 (BL28B2)で行った。放射光

単色X線(33.2 keV)を高速シャッターにより

パルス幅が1～2 msecのパルスX線として照

射し、動きのある血管をストロボ画像化する

ことで、鮮明な血管像を得ることを可能にし

た。撮影カメラとして1インチX線サチコンカ

メラ（空間分解能 7μm）を用いた。造影剤

注入用カテーテルを総頸動脈から大動脈弁

直上まで挿入・固定した（文献１）。 

 心臓収縮機能は、麻酔下で、心エコー法と

左心室圧－容積関係を用いて評価した。 

 

４．研究成果 

 (1) DCM モデルマウスおいて心臓副交感

神経の役割を解明する目的で、心臓マイクロ

ダイアリシス法によるマウス心臓副交感神

経活動の評価法を初めて開発した。麻酔下マ

ウス左心室にダイアリシスプローブを埋め

込み、エゼリンを含むリンゲル液で 10 分間

灌流、10 分間で 20 マイクロリーターの灌流

液を回収し、HPLC で ACh の濃度を計測し

た。頚部迷走神経の電気刺激に対し、正比例

型の刺激－応答曲線が得られ、マウス心臓副

交感神経機能評価での本法の有用性が検証

できた（文献４）。 

 そこで、DCMマウスと野生型マウスで心臓

副交感神経機能を比較した。DCMマウスの末

梢心臓副交感神経調節機構（頚部迷走神経の

電気刺激に対する心筋でのACh放出機構）に

ついては、野生型と比較して、有意差はなか

った。しかし、中枢のα2アドレナリン受容

体刺激(medetomidine)に対する心臓副交感

神経応答（ACh放出）は、DCMのほうが有

意に減弱していた。AChの心臓保護作用を考

慮すると、本研究でのDCMマウスにおける中

枢性ACh放出機構の障害の発見は、中枢をタ

ーゲットとしたDCM治療法の開発の重要性

を示している。 

 

 (2) DCM モデルマウスに対するグレリン

（150 μg/kg/day、4週齢から 4週間皮下注射）

の効果を検討した。その結果、致死的不整脈

および心臓線維化の減少により、致死率は約

50%から 5%に改善した。同時に、心拍変動

時系列のスペクトル解析から、グレリン注射

は、HF 成分の増大、LF/HF 成分の減少を引



き起こすことが分かった。以上より、グレリ

ンは、心臓交感神経活動の低下および心臓副

交感神経活動の増大を引き起こし、心臓保護

的に作用する可能性が示唆された。今後、心

臓マイクロダイアリス法を用いた心臓自律

神経活動計測による直接的証明が重要と考

えられた。 

 

(3) ラットの左冠動脈前下行枝結紮によ

る急性心梗塞モデルでは、梗塞直後から心臓

交感神経活動電位は増大し始め、6 時間後に

は～100％増大した（麻酔下での観察）。しか

し、梗塞直後にグレリン(150 μg/kg)を単回

皮下注射すると、この活動増大は完全に抑制

された。同時に、重篤な不整脈による死亡率

は～70％から～30％に低下した。グレリン皮

下注射の心臓副交感神経活動への影響を心

臓マイクロダイアリシス法で調べたが、心筋

間質 ACｈ濃度に変化はなかった。しかし、

グレリンを脳室内に投与すると ACｈ濃度は

有意に上昇することが分かった。 

ラットに同様の急性心筋梗塞を引き起こ

した後覚醒させ、2 週間飼育後に麻酔下で心

臓交感神経の活動電位を計測した。交感神経

活動は、対照と比べ、～102％増大していた。

しかし、梗塞直後にグレリン(150 μg/kg)を
単回皮下注射すると、この活動増大は完全に

抑制された。同時に、梗塞 2 週間後の心臓リ

モデリングの有意な抑制（ANP，BNP，

collagen I & III の mRNA 発現の減少）と心

収縮機能の有意な改善（駆出率 28％から

43％へ、左心室拡張期末圧 6 mmHg から 3 
mmHg へ改善）が得られ、死亡率は～50％
から～25％に低下した（文献６）。 

グレリンは迷走神経の求心性線維末端に

ある成長ホルモン分泌促進因子受容体を介

して成長ホルモン分泌と摂食の情報を延髄

孤束核に伝えることが分っているが、今回の

皮下注射での心臓交感神経活動に対する特

異的な抑制効果の情報伝達機構は今後の研

究課題である。特に、心筋梗塞発症直後のグ

レリンの単回投与が梗塞 2週間後の心臓交感

神経活動増大を完全に抑制した機構は、グレ

リンの体内での代謝・分解を考えると、上記

の迷走神経求心路を介した神経反射だけで

は説明困難で、グレリンの中枢に対する直接

的な抗炎症効果なども考える必要があるか

もしれない。 

 

(4) DCM モデルマウスの冠微小循環の in 
vivo 評価を目指して、麻酔下マウスの冠動脈

ネットワークの可視化を、放射光微小血管造

影法を用いて行った。図 1A,B に示したよう

に、高速拍動の心臓（心拍数が約 500 拍/分）

であっても、冠動脈の本管から 50 μm 径の細

動脈までが鮮明に観察できた。また、心臓副

交感神経活動増大を模擬した ACh 投与に対

して、冠動脈ネットワークの広い範囲で拡張

応答が検出できた。さらに、右心室から肺細

動脈までの観察と肺の循環時間の計測も可

能となった（文献１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１麻酔下のマウスで可視化した冠動脈

（A,B）と右心室から肺動脈（C）。 
 
冠動脈が本管から細動脈（～50μm 径）まで、

心臓全体に渡って一望できた（A）。血管内皮

から血管拡張性物質を放出させるアセチル

コリンを投与すると、広範囲の血管枝が拡張

した（B）。右心室から肺動脈幹、さらに肺小

動脈まで連続した観察もできた。 
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