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研究成果の概要（和文）：DCM患者182例に対し、免疫染色で炎症細胞浸潤を同定した。心筋浸潤したCD3、
CD68、CD163陽性細胞はそれぞれ中央値で8.1/mm2, 22.3/mm2, 6.5/mm2であった。細胞浸潤が高度な患者では有
意に予後が悪く（それぞれp=0.007、p=0.011、p=0.022）、CD163陽性（M2マクロファージ）細胞浸潤は膠原線維
沈着と相関し（p<0.001）、独立した予後規定因子であった（ハザード比1.77、p=0.004）。マクロファージのM2
への極性変化のDCM予後との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Biopsy samples from 182 DCM patients were immunohistochemically stained with
 antibodies to infiltrating cells. Median numbers of myocardial CD3, CD68 and CD163-cell infiltrates
 were 8.1/mm2, 22.3/mm2, 6.5/mm2, respectively. Patients with higher counts of infiltrating CD3-, 
CD68- and CD163-positive cells had significantly poorer outcomes (p=0.007, p=0.011 and p=0.022, 
respectively). A high CD163-positive infiltrate count was independently associated with worse 
outcome in multivariate Cox regression analysis (hazard ratio=1.77, p=0.004), and multivariate 
linear regression analysis revealed that the CD163 cell count was an independent determinant of CAF 
(p<0.001).
DCM with increased myocardial immune activation was associated with poor long-term outcome. The 
association between M2 macrophages and collagen formation suggests the phenotypic polarisation of 
macrophages toward M2 may be associated with ventricular remodeling in DCM.

研究分野： 循環器内科

キーワード： 拡張型心筋症　心不全　炎症　線維化　リモデリング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
特発性拡張型心筋症（DCM）は心室の収縮

障害および拡張を特徴とする疾患であり、心
不全や心臓突然死を来たす。厚生労働省の特
定疾患に指定されている難病であるが、その
病因や予後の規定因子は明らかにされてい
ない。一部の DCM においては、心筋の炎症
や免疫応答の異常が病態と深く関わること
が知られるが、詳細は不明である。今回申請
者らは、国立循環器病研究センター（以下、
「当センター」）に心不全として入院し、DCM
と診断された患者の心筋生検組織標本を染
色し、その臨床像と比較検討することにより、
免疫応答を司る樹状細胞の心筋への浸潤お
よび成熟化がその病因・病態・予後・治療反
応性などといかなる関連があるかを探索す
る。 
申請者らはこれまで、心筋梗塞モデルマウ

スを用いた研究で、梗塞後リモデリングにお
ける免疫応答の異常が心不全の予後に関与
していること（Cardiovasc Res 
2005;65:446-456, Journal of Immunology 
2008;23:334-340）、さらに免疫担当細胞の中
で樹状細胞がマクロファージの分化を制御
し、梗塞後治癒過程では M2 マクロファージ
へ分化することで組織修復を促進すること
を示し、心臓リモデリングにおける免疫応答
の意義を明らかにした（Circulation 
2012;125:1234-1245）。 
 DCM は、心筋細胞の変性や間質線維化

により、心室の拡大および収縮不全をきたす
疾患である。遺伝的素因、ウィルス感染、自
己免疫異常の関与が指摘されているが、病因
は依然不明である。国の難病に指定されてお
り、我が国の統計では 5 年生存率は約 5 割、
心臓移植適応例の 80％を占めるきわめて予
後不良の疾患である。しかしながら、臨床像、
特に治療効果や予後は症例によって大きく
異なり、例えばβ遮断薬の反応性を見ても効
果差が大きく、その予測因子は明らかでない。
近年、DCM の臨床像を呈する症例の中に、
心筋生検で持続的な炎症細胞浸潤を認める
症例が少なくなく、心機能低下の機序に関連
する可能性が指摘されている（Herz 
2000;25:189-199）。こうした症例は
inflammatory DCM と呼ばれ、心筋生検サン
プルでのリンパ球またはマクロファージの
浸潤が≥14/mm2で定義される。DCM におけ
る炎症の持続にはマクロファージや樹状細
胞などの抗原提示細胞によるリンパ球の活
性化が関与している可能性が示唆されてい
る。近年、DCM 患者の心筋生検標本の免疫
組織染色において、成熟型・未熟型樹状細胞
のマーカーである CD83・CD209 陽性細胞が
存在することが示され、健常者と比し DCM
症例において減少していることが示された
（Eur J Heart Fail 2013;15:974-985）。一方
で重症心不全を伴う DCM 患者の血液中の樹
状細胞は増加していることが報告されてお

り（Int J Cardiol 2009;131:246-256）一定の
見解は得られていない。樹状細胞はその成熟
段階により貪食能や抗原提示能が異なる。未
熟な樹状細胞は、貪食能は高いものの抗原提
示能は低く、炎症性刺激や CD40L シグナル
を介して成熟化し、強い抗原提示能を獲得し、
T リンパ球の活性化や M1/M2 マクロファー
ジの分極化の制御を司る（右図）。今回申請
者らは、DCM におけるこれら免疫担当細胞、
特に樹状細胞の心筋浸潤と成熟化に着目し、
研究に着手した。 
申請者の所属機関は、DCM をはじめとし

た重症心不全入院がきわめて多く、そのほと
んどの症例で心筋生検を施行し確定診断を
行っている。申請者らは、2005 年より 2012
年に当院に心不全で入院し右室心筋生検を
施行し DCM と診断した 590 例のデータベー
スを作成した。診断時および診断後経時的の
各種臨床パラメータを含むデータベースで
あり、現在解析進行中である。また、心筋生
検組織の免疫組織染色についても、本研究の
連携研究者が中心となり進められており、実
際、免疫担当細胞のマーカーである CD68（マ
クロファージ）、CD163（M2 マクロファージ）、
CD209（未熟樹状細胞）などの免疫染色を行
い、一部の DCM 症例においてこれらの細胞
浸潤が高度に認められることを確認した（下
図）。本研究では、パラフィン包埋保存され
ている DCM 患者右室心筋生検標本を新たに
薄切、染色することにより、樹状細胞を中心
とした免疫担当細胞の役割を解明する。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究は 4 年間の研究期間内に、DCM に
おける免疫担当細胞の役割、特に樹状細胞の
心筋への浸潤および成熟化の意義を明らか
にすることを目的とする。樹状細胞を成熟、
未成熟それぞれのマーカーで染色し、その存
在が DCM 患者の臨床像および予後にいかな
る影響を与えるかを探索する。目的達成のた
めに、当センターデータベースを利用した予
後に関する後ろ向き研究を行う。作成した
DCM データベースより、LVEF<40%、弁膜
症の併存の除外など適応基準を満たす症例
を絞り込む。診断時、6 か月後、3 年後の
NYHA 分類、運動耐容能、血液検査、各種画

 

 



像（心電図、胸部レントゲン、心臓超音波、
MRI、RI 等）、投与薬剤のデータを診療録よ
り収集・集計する。また死亡または心不全に
よる入院、致死的不整脈の出現などの転帰を
追跡する。病理組織に関しては、HE 染色お
よびMasson-Trichrome染色の確認および解
析に加え、保存されたパラフィン包埋ブロッ
クを薄切し、CD3（リンパ球）、CD68、CD163、
CD209、CD83（成熟樹状細胞）、CD40L、
テネイシン C の特殊免疫染色を行う。各々に
ついて単位面積あたりの浸潤細胞の実数を
カウントする。また、Masson-Trichrome 染
色およびテネイシン C に関しては全体に対
する染色範囲の比率を算出、それぞれ数値化
する。得られた心筋生検組織データおよび診
療記録からのデータを含む総合データベー
スを詳細に解析・検討することにより、DCM
の病態および予後における免疫担当細胞の
浸潤との関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
 申請者らは、本研究の基盤として所属施設
の過去の病歴から 8 年間、計 590 例にわたる
DCM（疑い含む）からなるデータベースを作
成した。実臨床で診断された DCM 症例の病
態・予後と病理組織所見との関係を追及し真
実を探り出すことが本研究の主旨である。 
まず、DCM データベースより適応基準を

満たす症例の絞り込み、データ整理、パラフ
ィン包埋された検体の薄切および免疫組織
染色をおこなう。 
①  適応基準を満たす症例の絞り込み 
DCM の診断は、World Health 
Organization/Internal Society and 
Federation of Cardiology (ISFC) task force
に基づいて行われる（Circulation 
1996;93:841-2）。データベースの患者診療録
を詳細に調査し、心臓超音波 modified 
Simpson 法で左室駆出率 40%以下、左室拡張
末期径 55mm 以上の症例で、有意な弁膜症を
除外、心臓手術の既往、明らかな急性心筋炎
の既往のない症例を適応基準とする。診療録
より既往、臨床経過、身体所見、内服薬、画
像所見、血液検査、心臓カテーテル結果を確
認したうえで、本研究の登録症例とする。デ
ータベース中ランダムに選択された 70 症例
について検討したところ、適応基準を満たす
と判断された症例は 48 例（69％）であった。
したがって同データベース中、約 400 例が研
究対象となる。 
② 血液検査および画像データの収集 
以下の検査値やデータにつき診療録より確
認し、データベースに入力する。主要項目は、
患者背景、一般身体所見、血液検査、尿検査、
心電図、胸部 X 線、NYHA 分類、心臓超音
波所見、RI 所見、投薬内容、および心血管イ
ベントの有無、発現日、転帰、観察終了日と
する。 
③ MRI 所見の評価 

心臓 MRI を施行した症例に関しては、左室
および右室の拡張末期容積、収縮末期容積、
駆出率、LV mass index を算出する。また、
ガドリニウム遅延造影（LGE）の解析は、正
常心筋に関心領域を設定し、その信号強度と
標準偏差から決定した閾値をもとに異常増
強効果の面積を測定する。MRI 画像データの
解析は ziostation2 ソフトウェア（ザイオソ
フト）にて行う。 
④ 組織所見のデータベース化 
診断時に染色した HE 染色および
Masson-Trichrome 染色に加え、ホルマリン
固定パラフィン包埋された右室心筋生検組
織を新たに薄切し、スライド標本を作製する。
各種免疫組織染色〔CD3（リンパ球）、CD68
（マクロファージ）、CD163（M2 マクロファ
ージ）、CD209（未熟樹状細胞）、CD83（成
熟樹状細胞）、CD40L、テネイシン C〕を行
う。なお、抗体の最適化や条件付けはすでに
行われており、心筋組織での各マーカー陽性
細胞の検出は確認されている。単位面積
（mm3）あたりの各陽性細胞の数をカウント
する。テネイシン C および
Masson-Trichrome 染色に関しては全体に対
する陽性面積率で数値化する（Circulation 
1998;98:2621-2628）。 
⑤ データ解析 
心筋生検組織標本の評価は主に、i) CD3 陽性
T 細胞＋CD68 陽性マクロファージの合計数、
ii) CD163／CD68 陽性細胞（M2 マクロフ
ァージの割合）、iii) CD83／CD209 陽性細胞
（成熟樹状細胞の割合）、iv) Collagen 
Volume Fraction、v) テネイシン C 陽性面積
率を指標とする。それぞれ群分けし、心不全
の重症度、投薬による改善度、予後（死亡お
よび心不全入院、致死性不整脈の出現）との
関連を、適切な層別解析もしくは回帰モデル
を用いた解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
1) 患者背景 
当初の研究計画では8年間の連続症例を母

集団とする予定であったが、組織切片を染色
するにあたり時間が経過した検体を使用す
ることは信頼性の担保を損なうと判断し、5
年間、183 例を研究対象とした。平均年齢 51
±15 歳、男性 79%、BNP の中央値は 162pg/mL
であった。心エコーでの左室径は拡張期／収
縮期で 67±9／57±10mm、左室駆出率は 30±
11%、β遮断薬および RAS 阻害薬の導入率は
それぞれ 88%、84%と概ね適切な心不全治療が
されていると考えられた。MRI に関してはデ
バイス植込み後などの理由から施行患者数
が少なく。今回は解析しなかった。 
  
2) テネイシン C 
母集団全体のうち、保存された心筋組織検

体からテネイシン C（TNC）免疫染色を行い、
解析が可能だった123症例を対象とした。AUC



解析より求めたカットオフ点（TNC%=2.3%）
を基準として High TNC 群（n=22）、Low TNC
群（n=101）に分け生存分析を行ったところ、
High TNC 群は有意に予後不良であった（図 1）。
心筋生検前、6ヶ月後の両方で心エコー施行
が可能であった 94 例（High TNC: n=15, Low 
TNC: n=79）を比較したところ、High TNC で
は Reverse remodeling の抑制がみられ、収
縮期および拡張期左室径、左室収縮率の改善
度は有意に低かった（図 2）。TNC%に対する多
変量線形回帰分析法を行ったところ、糖尿病
の合併が有意の規定因子であることが判明
した（β-coefficient=0.199, p=0.034）。 
 
図 1 

 
図 2 

 
3) 免疫担当細胞浸潤 
最終的に着目した免疫担当細胞として、T

リンパ球（CD3）、全マクロファージ（CD68）、
sM2 マクロファージ（CD163）、樹状細胞
（CD209）について解析した。その他の候補
となる表面マーカーは良好な染色結果が得
られなかった。研究計画時に予想した結果と
異なり、樹状細胞浸潤は予後や病態と明らか
な関係を示すことができず、他の 3種類の
subset について深く解析した。特異的な抗体
での染色結果と浸潤細胞数は図3の如き結果

であった。それぞれの細胞数で AUC を求め、
予後解析を行うと、Tリンパ球（CD3）、全マ
クロファージ（CD68）、M2マクロファージ
（CD163）のCut-offラインはそれぞれ14/mm2、
32/mm2、10/mm2 となり、いずれの細胞も浸潤
細胞の増加が予後不良と関連していた（図 4）。
Cox 比例ハザード解析を行うと、CD163 陽性
細胞数>10/mm2 が独立した規定因子であるこ
とが明らかになった。 
 
図 3 

 
図 4 

 
 
4) 膠原線維沈着 
 Masson-trichrome 染色を行い、デンシトメ
トリー法で膠原繊維沈着度（Collagen Area 
Fraction: CAF）を測定した。AUC で算出した
カットオフ点（CAF=18%）で分けると、高 CAF
では予後不良だった（図 5）。CAF は TNC と有
意な正の相関（r=0.329, p<0.001）を持って
いた。多変量線形回帰分析では M2 マクロフ
ァージ（CD163）浸潤が CAF の有意な規定因
子であった（β-coefficient=0.258, 
p<0.001）。 
 
図 5 
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