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研究成果の概要（和文）：本研究の最終目標は極めて予後不良な若年発症の拡張型心筋症(DCM)に対する根本的
治療法を開発することにある。そこで「変異型トロポニンTは 正常遺伝型ト ロポニンTの過剰発現によって置換
し得る」との仮説を、若年発症型DCMモデルマウスを使って検証した。さらにDCMマウスの極めて初期段階での心
筋の 構造的・機能的異常を経時的に調べ、若年段階で進行性の病態形成に働くシグナル分子や調節機構の同定
を目指した。ΔK210-KIマウスは若年発症型DCMのモデルとして有 用であり、心筋症の治療を開発してゆくため
の良いモデルとなる。本研究によって、DCMに対して、心臓移植に代わる治療法開発の基礎が提供出来た。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to develop a radical treatment for juvenile-onset 
dilated cardiomyopathy (DCM) with extremely poor prognosis. We hypothesized that "mutant troponin T 
can be replaced by overexpression of normal troponin T" and   examined it using a juvenile onset DCM
 model mouse. We aimed to identify signaling molecules and regulatory mechanisms that act in 
progressive pathogenesis in children. In addition, structural and functional abnormalities of the 
myocardium in the very early stage of juvenile DCM mice were investigated,  We found that the Δ
K210-KI mouse is useful as a model for juvenile-onset DCM and is a good model for developing therapy
 for DCM. This study provided the fundamental basis for development of new DCM therapy.  

研究分野： 循環生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はトロポニン複合体を筋膜を温存した心筋細胞・組織においても置換可能であるという仮説を、実際の拡
張型心筋症モデルを用いて検証する点に学術的特色がある。その検証の結果、ΔK210に由来する心筋細胞のカル
シウム感受性低下を是正することが出来、心筋症の構造的・機能的異常を改善し得る可能性がある。また、若年
型拡張型心筋症の極めて初期段階での異常を調べることによって、病態悪化に働くシグナル分子や調節機構を同
定し、心移植に代わる新たな治療法の開発に繋がる。本研究は心移植が難しく、極めて予後不良である若年型拡
張型心筋症への根本的治療法の開発につながり、臨床医学的にも意義深いと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 拡張型心筋症（Dilated Cardiomyopathy: DCM）は、心拡大と収縮不全を特徴とする心筋疾
患であり、根本的な治療法がなく、心臓移植手術が必要になることが多い。特に若年に発症す
る DCM は致死性不整脈による突然死や急速に進む心不全のために、成人発症型に比して、さ
らに予後が不良とされる。本邦及び海外の研究では 18 歳未満の DCM 患児の半数以上が１歳
未満に発症をしている。小児における心臓移植は極めて限定されており、根本的治療法の開発
が望まれている。一方、DCM の病因に関する研究は、最新の遺伝学的手法によって飛躍的に
進んでおり、約 30%の患者に筋原線維（サルコメア）や細胞骨格を構成するタンパク質の遺伝
子変異を認めることが報告されている。しかしながら、現時点では病因の解明が治療法の開発
に未だ結びついていない。その要因のひとつに、実験的に検証可能な DCM モデル動物が利用
できなかったことが挙げられる。 
 この問題点の解決に向けて、大槻、森本らはヒト DCM で発見されたトロポニン T アミノ酸
変異（ΔK210）をもつノックインマウス（ΔK210-KI）を作成した（Du et. al. Circ Res 2007）。
ΔK210-KI マウスはヒト若年型 DCM と同様の表現型を有し、DCM の発症機序に基づいた治
療法を開発する研究の道が拓かれた。これまでにトロポニン T の生理的役割を調べた in vitro
実験系において、過剰のトロポニン複合体を筋膜除去筋線維（スキンドファイバー）に加える
と、内因性のトロポニン複合体と置換出来ることが報告されている（Shiraishi et al. J Biochem 
1992）。しかし、「生きた心筋細胞において変異トロポニン T を正常トロポニン T に置換する」
ことが出来るか否かは確かめられていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の第１の目的は「ΔK210 変異トロポニン T は正常遺伝型トロポニン T の過剰発現に
よって置換し得る」という作業仮説を、まず生きた心筋細胞や組織、さらには生体で検証する
ことであった。さらに、出生直後からΔK210-KI マウスの心臓を詳細に観察し、若年型 DCM
の発症機転を解明し、その治療法の開発につなげることを第２の目的とした。 
 
３．研究の方法 
I. ΔK210-KI マウスにおける周産期心筋障害の解析 
 若年発症型の DCM は発見時既に重症化していることが多く、いつの時点で心機能が低下し、
病態が進行するのかについては、ヒトでは様々な制約があり、よく理解されていない。ΔK210-KI
マウスは若年発症型の DCM と良く似た特徴を有し、ホモ型は生後 10日目前後から死亡例が見ら
れる。本マウスに関して、先行研究では生後 8週目以降のデータが報告されているのみであっ
た。そこで、野生型、ヘテロΔK210-KI、ホモΔK210-KI マウスに関して、まず出生直後、生後
3日、生後 1週間、生後 2週間、生後 3週間での心臓での以下の表現型を検討した。 
1) 心臓重量及び心筋細胞配列、肥大、線維化等の組織学的検討を行った。 
2) 新生仔期の心機能評価：生後 1週間での心臓超音波検査を行った。 
3) 網羅的遺伝子発現解析：8 週齡のマウスの網羅的遺伝子発現解析データからΔK210-KI で有
意に増加・減少する分子が既に同定されているが、それ以前についてはデータがなかった。生
直後及び生後 1週間の早期に変化する分子について、網羅的遺伝子発現解析を行った。 
II.  ラット新生仔心筋細胞へのヒト正常型トロポニンＴ置換実験 
 筋膜除去筋線維（スキンドファイバー）で可能であったトロポニン Tの置換が、生きた細胞
でも可能であるかを、ヒト・トロポニン Tの発現ベクターを作成し、ラット新生仔培養心筋細
胞にリポフェクション法によって遺伝子導入した。ヒト・トロポニン T の遺伝子導入 48〜72
時間後に Western-blot 法、免役染色法などによって、ヒト・トロポニン Tと内在性ラット・ト
ロポニン Tとの関係を検討した。また、導入効率をさらに上げるために、ヒト正常型トロポニ
ンＴ発現のためのアデノウィルスベクターの作成を試みた。 
III. ΔK210-KI マウス生体へのヒト正常型トロポニンＴ置換実験（成獣への導入） 
 成獣におけるトロポニン T 置換の効果をみるため、心臓選択的なトロポニン T(又は複合体) 
トランスジェニックマウスを作成し、ΔK210-KI マウスと掛け合わせた。そ正常トロポニン T
遺伝子過剰発現＋ΔK210-KI マウスの心臓の表現型の評価を試みた。 
 
４．研究成果 
I. ΔK210-KI マウスにおける周産期心筋障害の解析 
 ΔK210-KI マウス(ヘテロ型、ホモ型)と野生型マウスにおいて、出生直後、生後 1 週、生後
2週、生後 3週の心重量体重比を調べた結果、ホモ型ΔK210-KI マウスは生直後から心重量が増
加していることが判明した。一方、ヘテロ型ΔK210-KI マウスの心重量は生後３週時において
も野生型マウスとの差を認めなかった（図）。 
 



HE 染色等の心室組織学的検討
では、ホモ型ΔK210-K I マウ
スの心室筋は生後 1 週目で明
らかに肥厚していたが、間質の
線維化は認めなかった。しかし、
生後3週目には CTGF mRNAの増
加傾 向と 明らかな間質の線
維化を認めた。心室での遺伝子
発現を調べたところ、ANF など
の mRNA 発現量は生直後では変
化がなかったが、生後 1週目か
ら有意に増加していた。これは
生後 1 週での心エコー検査の
結果、ホモ型ΔK210-KI マウス
では既に有意に心拡大があり、
心収縮能が低下していたこと
を反映する結果と考えられた。
すなわち、生直後から生後 1週
間の早期に、心筋症が急速に悪
化すると考えられ、この間に変
化がみられる分子について、網
羅的遺伝子発現解析によって
検討した。その結果、ガンのシ

グナル経路、接着因子群、代謝系遺伝子群、自律神経系遺伝子群に大きな変化が認められ、RT-PCR
法にて確認した。以上の結果から、ホモ型ΔK210-KI マウスは新生児 DCM の良いモデル動物に
なると考えられた。 
 
II.  ラット新生仔心筋細胞へのヒト正常型トロポニンＴ置換実験 
 ヒト・トロポニン Tの発現ベクターを作成し、まず、HEK293 細胞にリポフェクション法によ
って遺伝子導入し 48〜72 時間後に免役染色法によって、ヒト・トロポニン Tが導入されること
を確認した。しかし、導入効率が 20%以下と低いため、さらに導入効率を上げるために、ヒト
正常型トロポニンＴ発現のためのアデノウィルスベクターを作成した。研究期間内にベクター
コンストラクトが完成し、現在、増幅中である。 
 
III. ΔK210-KI マウス生体へのヒト正常型トロポニンＴ置換実験（成獣への導入） 
 心筋に特異的遺伝子発現をする alphaMHC プロモーターを使い、野生型トロポ ニン Tの過剰
発現マウスを作成した。この野生型トロポ ニン Tの過剰発現マウスは、心機能の変化など正常
型に比して有意な変化を認めなかった。現在、この過剰発現マウスを ΔK210-KI マウスと交配
し、心筋症の発症に関しての影響を観察中である。  
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