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研究成果の概要（和文）：近年、不全期心筋にけるカテプシンKの高発現やその抑制による心室リモデリングの改善が
報告されている。しかし、心房筋レベルでの検討はない。我々は、心房細動（AF）心房筋におけるカテプシンKの発現
ならびに活性の増加を明らかにした。アンギオテンシン受容体拮抗薬は、心房細動持続時間、NADPHオキシダーゼの活
性化による酸化ストレス産生やカテプシンKの発現/活性化を抑制し、心房筋リモデリングやその線維化を改善すること
が明らかになった。さらに、カテプシンKは有意に群より非AF群で高値だった。以上より、カテプシンKが新たなAF心房
リモデリングのバイオマーカーや治療ターゲットになりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We sought to determine the link between atrial fibrillation (AF) and plasma CatK l
evels and to investigate the expression and therapeutic target for CatK. Plasma levels of CatK were measur
ed in patients with AF (paroxysmal AF [PAF]; persistent AF [PeAF]) and control subjects. AF had higher Cat
K than did controls. PeAF had higher CatK levels than PAF. CatK was correlated left atrial diameter in all
 subjects. The levels of atrial tissue angiotensin II, AT1R, gp91phox, p-p38MAPK, and CatK; O2-; and CatK 
activity; and fibrosis were greater in rabbits with AF than in that of controls, and these changes were re
versed by AT1R blocker (ARB). Olmesartan decreased the CatK expression induced by angiotensin II in neonat
al myocytes. These data indicated that increased plasma CatK levels are linked with the presence of AF. AR
B appears to be effective in alleviating atrial fibrosis in a rabbit AF model, partly reducing AT1R-p38MAP
K-dependent and -independent CatK activation, thus preventing AF.
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１．研究開始当初の背景 
高齢者社会を迎えた本邦においては、心房細

動（atrial fibrillation）が益々増加する傾
向にあり、社会的にみても、心房細動の発症機
序解明及び治療が極めて重要であることは疑
いの余地がない。その機序として、心房筋の肥
大と間質の線維化などの構造的リモデリング
が心房細動発症と深く関連し、そのプロセスに
おいて、細胞外マトリックス蛋白分解酵素やア
ポトーシスは重要であると知られている。 
システイン·プロテアーゼであるカテプシン

はライソゾームで種々蛋白のscavengerとして
働く蛋白分解酵素として認識されてきた。近年、
我々は、カテプシン中のカテプシンKは、心血
管細胞より分泌され、細胞外コラーゲンやエラ
スチンを分解し、血管新生や血管リモデリング
への関与を明らかにした（Circ Res 2003; Am J 
Pathol 2004, 2006）。さらに、世界に先駆け心
筋におけるカテプシンの研究を行い、不全期心
筋でのカテプシンKの高発現や培養心筋細胞の
アポトーシスへの関与を明らかにした
（Hypertension 2006; Am J Pathol 2008; JCVP 
2009）が、心房筋レベルでの検討はされていな
い。最近、申請者は、これらのカテプシンの分
子·細胞レベル機能に関する最新研究成果を心
疾患や動脈硬化を基盤とする血管疾患発症·進
展機序、血中濃度や血管組織分布の臨床意義、
薬物治療の分子ターゲットへの新規応用の展
望や問題点を総説として纏めた（Hypertension 
2011; World Journal of Hypertension 2011）。 
 
２．研究の目的 
心房細動は発症頻度が高くて、慢性化しや

すい不整脈である。その機序として心房筋の
リモデリング、特に間質の線維化がその発生
と慢性化に重要である。繊維化形成において
アポトーシスと細胞外マトリックス蛋白分解
酵素は欠かせない存在である。システインプ
ロ テ ア ー ゼ •カ テ プ シ ン K （ cysteine 
protease: cathepsin K）は、培養心筋細胞よ
り分泌され、細胞外マトリックス蛋白を分解
し、抗アポトーシス作用を有することが示さ
れている。さらに近年、不全期心筋での高発
現や抑制による心室リモデリングの改善が報
告されている。しかし、心房筋レベルでの検
討はない。我々は、心房筋細胞由来カテプシ
ン K の心房リモデリング及び心房細動発症へ
の関与を提唱し、そのプロセスにおける新た
な分子機構-カテプシンKの役割解明を本研究
の目的とした。本研究により、正常心房筋や
発作性と慢性心房細動心房筋におけるカテプ
シン K 変化やその機能を明らかにするととも
に、新規遺伝子治療法やバイオマーカーを提
供する。 
 
３．研究の方法 
本研究は、基礎研究と臨床研究に分けて行

った。 
先ず、心房細動の新たな分子機構解明-カテ
プシンK役割究明及び遺伝子治療開発に焦点

を絞って次の実験を行う。 
(1)ウサギ高頻度ペーシング誘発心不全モデ
ルにおいて、カテプシンファミリーの発現変
化のスクーリングをするとともに、培養心房
筋細胞におけるカテプシンK発現調節の検討 
(2)同モデルへのカテプシン K 選択的と非選
択阻害剤の4週間投与と高頻度ペーシング後、
麻酔開胸下で電気生理学的検討を行うとと
もに、心筋の組織学的検討 
(3) カテプシン Kとシスタチン C遺伝子欠損
マウスに短時間高頻度ペーシング誘発によ
る心房細動発症と心房繊維化を野生型マウ
スとの比較検討。 
臨床研究では、対照群と発作性および持続

性心房細動患者の血中カテプシン K、シスタ
チン C、炎症性物質、ANP, BNP、コラーゲン
代謝産物、心房直径、心房圧や心機能との網
羅的且つ多面的解析を行った。 
 
【平成 24 年度】  
(1) ウサギ高頻度ペーシング誘発心不全モデ
ルの作成とカテプシンファミリーの発現変
化および心房線維化形成の組織学的評価  
本研究におけるウサギ高頻度ペーシング誘発

心不全モデルは、連携研究者である嶋野が報告し
た（Shimano M, et al. Heart Rhythm. 2008；
5:451-9）モデルと同じモデルを使用した。麻酔
開胸下、心外膜リードを右室のfree wallに留置
し、ペースメーカーを背部皮下に植え込み、同時
にテレメトリー発信機を植え込む。毎分400回の
高頻度ペーシングを4週間行い、心不全を作成し、
次の検討を行った： 

① Microarray法を用い、正常と心房細動心房筋
におけるカテプシンファミリー、炎症性サイトカ
インや増殖因子（transforming growth factor, 
peroxisome proliferator-activated factor 
(PPAR)α, β/δ, and γ）などの発現変化の網
羅的解析を行った。 

② 組織学的検討：Masson trichrome染色による
心房筋繊維化、TUNEL蛍光法による心房筋アポト
ーシス、CD68 や CD4/8 抗体などの染色による炎
症性細胞浸潤やリンパ細胞の浸潤などの検討を
行った。 

③ ラット胎児心房細胞を用い、細胞レベルでの
カテプシンK発現調節機序、その酵素依存性コラ
ーゲンとエラスチン分解能や心房筋細胞の低酸
素誘導下でのアポトーシスへの関与の有無を検
討した。 

(2) 心房筋細胞におけるカテプシン K の発現
制御機序およびアポトーシスへの関与の有
無究明 
① ラット胎児心房筋細胞を単離し、炎症性サ
イトカイン[interleukin-1β(IL-1β), tumor- 
necrosis-factor (TNF-α)], angitensin II や
H2O2 刺激によるカテプシン K 発現変化および
その酵素依存性コラーゲンとエラスチン分解
能の検討。 
② 選択的（D00087420）と非選択（E64d）カ



テプシン K を用い、H2O2や低酸素誘導による
アポトーシスにおけるその役割検討。 
 
(3) 臨床研究：心房細動の新規バイオマーカ
ー：血中カテプシン Kの評価 
① 研究対象：対照群、発作性と持続性心房細
動群；150 例/群（平成 24年 4月～平成 25 年
3月）。 
② 診断：自覚症状、身体検査および臨
床検査よる診断を行う（冠動脈撮影、
心 エ コ ー や 心 カ テ ー テ ル 検 査 に よ る
心筋症、弁膜症や先天性心疾患などを
排除）。 
③ 対象者のべースラインデータ採集及びデ
ータベース：患者の家族暦や薬物治療などの
べースラインデータ採集及びデータベース作
成。 
④ 評価項目：ア）血液生化学検査: 一般血液
検査や血漿 BNP 濃度などの検討；イ）エコー
による心機能及び血行動態測定； ウ）心臓カ
テーテル検査。 
⑤ 最新型マルチプルELISA法とラジオイムノ
アッセイ法とを用いて、カテプシン K、シス
タチン C、血中炎症性サイトカイン（Il-1β, 
Il-6, IL-8, IL-10, IL-18, TNF-α, IFN-γ, 
MCP-1, ICAM-1, VCAM-1, hs-CRP）、蛋白分解
酵素（MMPs, Cathepsins）、I型コラーゲン代
謝産物(I-PINP， intact procollagen type I 
N-terminal propeptide; ICTP ， carboxyl- 
terminal telopeptide of collagen type I)
の評価を行った。 
 
【平成 25 年度】 
(1) ウサギ高頻度ペーシング誘発心不全モデ
ルにおけるカテプシン K の阻害剤の薬物効
果評価 
ペーシング誘発心不全モデルを作成し、選択

的（D00087420）と非選択（E64d）カテプシンK
阻害剤を4週間投与し、非投与群とアンジオテ
ンシン受容体拮抗薬投与群（ポジティブ対照
群）との次の比較検討を行った： 
① Masson trichrome 染色による心房筋繊維化
を治療群と非治療群との比較検討。 
② TUNEL蛍光法とssDNA染色法を用い、カテプ
シン阻害剤の心房筋における抗アポトーシス
の評価。 
③ 蛍光（FITC）ラベルした基質用い、心房筋
抽出蛋白におけるコラーゲンやエラスチン分
解能の評価。 
④ CD68 や CD4/8 抗体染色による炎症性細胞浸
潤やリンパ細胞浸潤の評価。 
⑤ ELISA法を用い、心房筋における炎症性サイ
トカイン（Il-1β, IL-10, IL-18, TNF-α, 
IFN-γ, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1）と増殖因子
（TGF-1β）レベルの評価。 
⑥ ELISA法あるいは放免法を用い、血中カテプ
シンK、シスタチンC とI型コラーゲン代謝産
物(I-PINP, ICTP)の測定。 
⑦ Western blotting法を用い、PI3K/Akt, MAPK
と toll-like receptor 経路の活性化やリン酸

化レベルの検討。 
(2) マウス対外式短時間高頻度ペーシング誘
発心不全モデルの作成 
カテプシン Kとシスタチン C遺伝子欠損マ

ウスに体外式ペーシング（短時間高頻度：
1000 回/分、2時間/日）誘発による心不全モ
デルを作成、心房繊維化を野生型マウスとの
次の比較検討を行った。 
① 両遺伝子操作マウスと野生型マウスとの
心房筋繊維化の比較検討。 
② 炎症性細胞浸潤、アポトーシス、血中のカ
テプシン K、コラーゲン代謝産物や炎症性サ
イトカインの検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 臨床研究成果 
① カテプシン K は有意に non-atrial 
fibrillation (non-AF)群より AF 群で高値だ
った（AF vs non-AF: 13.1±6.7ng/ml vs 5.3
±2.9ng/ ml, P<0.01）。 
② interferon-1 β (IL-1 β ) 、 高 感 度
C-reactive protein (CRP)やコラーゲン分解
代謝物 carboxyl -terminal telopeptide of 
type I collagen（ICTP）も AF 群で有意に高
値だった(P<0.05)。 

③ AF 群の中ではカテプシン K、IL-βは発作

性心房細動（paroxymal AF, PAF）群に比べ

て持続性心房細動（persistent AF, PsAF）

群で高値だった(P<0.05)。   
④ Spearman's correlation test ではカテプ
シン K は IL-β(P<0.01)、ICTP(P<0.05)、左
房径(P<0.05)と有意に相関し、多変量解析で
はカテプシン K が独立した AF の予測因子だ
った。 
⑤ アブレーション 1 年後の再発群では非再
発群と比較し、カテプシンは有意に高値だっ
た（再発群 vs 非再発:14.3±4.4ng/ml vs 
11.7±4.1ng /ml, P<0.01）だった。 
 
(2) 基礎研究成果 
① ウサギ高頻度ペーシング誘発心不全-AF
モデルを作成し、心房筋におけるカテプシン
ファミリーの発現変化のスクーリングを行
った。その結果、他のカテプシン比較し、カ
テプシン K 蛋白発現が AF 群で有意な増加を
認められ、この高発現は心房筋におけるコラ
ーゲン活性の上昇と密接に関連することが
明らかにされた。 
② ア ン ジ オ テ ン シ ン 受 容 体 拮 抗 剤
olmesartan 投 与 は 、 AF 持 続 時 間 、
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
(NADPH)オキシダーゼの活性化による酸化ス
トレス産生、gp91phox 発現、p38 マイトジェ
ン活性化プロテインキナーゼ(p38 mitogen 
activated protein kinase, ｐ38MAPK)リン
酸化やカテプシンKの発現/活性化を抑制し、
心房筋リモデリングやその線維化を改善す
ることが明らかになった。 
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