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研究成果の概要（和文）：肥大型心筋症(HCM)では、著明な心肥大とともに致死性不整脈により
突然死するハイリスク群が存在する。本研究では拡張期の心筋細胞内 Ca2+濃度上昇に着目し、
リアノジン受容体(RyR2)からの Ca2+漏出による拡張期の Ca2+濃度上昇と致死性不整脈を来たす
機序とが相互に深く関連性があること、Ca2+漏出の抑制による心筋筋小胞体機能の改善により
拡張期の心筋細胞内 Ca2+濃度上昇を防ぐことで、不整脈誘発抑制を起こしうる可能性が示唆さ
れた。 

研究成果の概要（英文）：Hypertrophic cardiomyopathy(HCM) is known to be a myocardial 
disorder characterized by severe hypertrophy of the left ventricule. In HCM patients, 
it is the cause of sudden death by lethal arrhythmia in younger age. Medical approach 
against inductive ventricular arrhythmia in HCM patients remains elusive. Here, we 
hypothesized that diastolic Ca2+ leak through Ryanodine receptor (RyR2) is one of the 
important factor of regulating arrhytmogenesis in HCM. To verify this hypothesis, we 
investigated the pathogenic role of Ca2+ leak through RyR2 in transgenic mouse (TG) model 
of Familial Hypertrophic cardiomyopathy-related cardiac troponin T mutation. Diastolic 
Ca2+ leak through defective RyR2 is induced by beta-adrenergic stimulation in TG 
cardiomyocytes. Dantrolene and Calmodulin-kinaseII inhibitor can inhibit Ca2+ leak by 
stabilizing RyR2. These results might suggest that the stabilization of RyR2 and 
inhibiting Ca2+ leak might play a role for the pathogenesis of lethal arrhythmia in HCM. 
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１．研究開始当初の背景
申請者らは、心不全時には過剰な交感神経

刺激や酸化ストレス刺激が慢性的に加わる
結果、RyR2 から異常な Ca2+漏出が生じて拡張
期の細胞 Ca2+濃度が上昇し心機能障害や催不
整脈性を引き起こすこと、β遮断薬やアンジ
オテンシン II 受容体拮抗薬、抗酸化薬が機
序は異なるが心不全時の Ca2+漏出を防ぎ、細
胞内 Ca2+過負荷を改善することを報告してき

た。また、カテコラミン誘発性心室頻拍
(CPVT)と心不全では RyR2 の N terminal 
domain と central domain 間でドメイン連関
障害を生じていることを見出し Ca2+漏出を促
し て 、 結 果 と し て delayed 
afterdepolarization (DaD)を引き起こして
催不整脈性を惹起することを明らかにした。 
一方、肥大型心筋症の原因として、心筋収
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トロポニン I、タイチンなど)に対する遺伝子
の点突然変異が数多く報告され、それらのモ
デルマウスでは動態異常が指摘されてきた。
一方、変異トロポニン Tによる HCM では心肥
大の程度は著明ではないものの、心筋収縮蛋
白のカルシウム感受性が高く、致死的不整脈
による突然死の可能性が高いと報告されて
いる。しかしながら、不整脈に対する未だに
有効な特異的治療法はなく、埋め込み型除細
動器（ICD）を用いた、いわば対症療法にと
どまる。 

２．研究の目的 
肥大型心筋症(HCM)において致死性不整脈

を生じる機序として、拡張期の心筋細胞内
Ca2+濃度上昇に着目し、心筋筋小胞体機能の
改善（Ca2+漏出の抑制、Ca2+取り込みの亢進）
により拡張期の Ca2+濃度上昇を防ぐことで、
致死性不整脈につながる細胞内シグナリン
グを抑制し不整脈誘発を抑制するという全
く新しい治療戦略の開発を目指す。 

３．研究の方法 
(1) 拡張期の心筋細胞内 Ca2+濃度上昇と心肥
大との関連性の検討 
① HCMにおける拡張期Ca2+濃度上昇と心肥大
との関連性の検討;現有の TroponinT Glu160
欠損 HCM型トランスジェニックマウスモデル
（以下 TG）を用いて、コントロールおよび
ISO 負荷を行い、心機能、肥大の評価、単離
心筋細胞を用いた Ca2+ spark、Ca2+ transient
の検討を行った。 
② 心筋細胞の単離; 全身麻酔下でマウス心
筋細胞を単離した。単離前にコーティングし
た dish に単離心筋細胞をまき，Ca2+ 濃度を
調整した上で培養し、実験に使用した。 
③ Ca2+ spark 測定; 単離したマウスの心筋
細胞に蛍光指示薬 Fluo-4 AM を用い共焦点顕
微鏡を使用して Ca2+spark を測定した。デー
タ 解 析 に は 自 動 解 析 プ ロ グ ラ ム の
SparkMaster を用いた。 
上記②,③についてコントロール、低用量

ISO 負荷において検討を行った。 
④ HCM において拡張期 Ca2+濃度の低下が Ca2+

ハンドリング、催不整脈性に及ぼす影響の検
討; HCM 型 TG の心筋細胞を用いて Ca2+漏出抑
制効果とカルシウム動態に与える影響を検
討した。すなわち、(1)RyR2 のドメイン連関
障害の是正により拡張期の Ca2+漏出を抑制す
るダントロレンを同マウスの心筋細胞に添
加し、共焦点顕微鏡を用いて Ca2+ transient
が改善されるか、また Ca2+spark が抑制され
るかを検討した。(2)RyR2 機能を修飾するリ
ン酸化である、プロテインキナーゼ A(PKA)
とカルモジュリンキナーゼ II(CaMKII)のリ

ン酸化の、RyR2 および Ca2+ transient や
Ca2+spark に与える効果を検証した。 
(2) 心筋細胞内 Ca2+ハンドリング是正による
催不整脈性抑制効果の検討 
TG にダントロレンとリン酸化抑制薬を投

与し、催不整脈抑制効果があるかどうかを催
不整脈性の一つの指標である、Spontaneous 
Ca2+ transient を用いて検討した。 

４．研究成果 
HCM 型 TG では、加齢に伴い軽度の心肥大と

拡張機能障害を呈した。単離心筋細胞ではコ
ントロール状態で Ca2+ transient の下行脚の
延長を認め、Ca2+ spark 頻度は増加し、ISO
負荷でその傾向はさらに顕在化した。これら
のことは、心肥大をきたした HCM では拡張期
Ca2+濃度が上昇していることを示唆している。
また、ダントロレンを投与したところ、Ca2+

spark 頻度は著明に減少傾向であり、Ca2+

transient は著明に改善傾向であった。リン
酸化に影響を与える PKA 阻害薬と、CAMKII 阻
害薬を投与したところ、CaMKII 阻害薬でのみ
Ca2+ spark 頻度は著明に減少傾向であり Ca2+

transient は改善傾向であった。また、催不
整脈性の一つの指標であるSpontaneous Ca2+ 
transient のダントロレンと PKA 阻害薬と、
CAMKII 阻害薬における効果を検討したとこ
ろ、ダントロレンと CaMKII 阻害薬において
のみ Spontaneous Ca2+ transient を抑制し
た。これらの結果は、RyR2 を介した拡張期
Ca2 濃度上昇と催不整脈性が強い関連性を持
っていること、RyR2 直接または CaMKII のリ
ン酸化を抑制することにより、RyR2 安定化に
よる拡張期 Ca2+濃度上昇の是正が催不整脈性
を抑制しうる可能性を示すものであり、今後
の治療法につながる重要な成果である。 
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