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研究成果の概要（和文）：心筋変異トロポニン T（TnT）が拡張型心筋症の発症及び突然死を招

来するメカニズムを細胞内 Ca2+調節障害との関係から調べた。変異 TnT を導入した遺伝子改

変マウスはヒトと同様の拡張型心筋症を発症し、生後まもなく突然死することが明らかになっ

た。変異 TnT 導入マウス心筋では収縮障害と細胞内 Ca2+調節障害が起こり、Ca2+感受性が低

下した。アンギオテンシン II 受

容体阻害薬（ARB）は、突然死率を低下させ心機能を改善したが、Ca2+感受性は改善されなか

った。ARB は心筋組織の線維化と心電図異常を改善し、これらが突然死率の低下と心機能の改

善に重要な役割を果たしていることが考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：We explored the mechanism of pathogenesis and sudden death in 

dilated cardiomyopathy using knock-in mouse model with mutant troponin T (DCM mouse). 

DCM mouse died suddenly from age of 1 month old. In DCM mouse, cardiac chamber was 

dilated and contractile functions were impaired. A blocker of angiotensin II receptor (ARB) 

significantly increased survival rate and improved the cardiac functions without changing 

the decreased Ca2+ sensitivity in DCM mouse. ARB also improved the fibrosis and 

electrocardiogram, which were considered as critical for the beneficial effects of ARB.  
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１．研究開始当初の背景 
 心筋の収縮・弛緩は細胞内Caイオン（Ca2+）
が Ca2+受容蛋白トロポニン（Tn）と結合・解
離することで調節されている。我々はこれま
で温血動物心筋の細胞内 Ca2+ transient と収
縮の関係、筋小胞体を中心とした細胞内 Ca2+

ハンドリングをCa2+指示薬を使って研究して
きた。また、心筋の Ca2+電流と収縮調節に主
要な役割を担っている自律神経伝達物質によ
る調節機序の細胞内メカニズムを分子レベル
で研究してきた。最近、心筋の収縮不全に関
する研究が進み、これまで注目されてきた細
胞内Ca2+調節の中心的役割を担っている筋小
胞体だけではなく、収縮調節蛋白トロポニン
（Tn）のサブユニット TnT のアミノ酸点変
異が重要な役割を担っていることが明らかに
されつつある。 
 
２．研究の目的 
 共同研究者の森本らにより、ヒトの家族性
拡張型心筋症の原因遺伝子変異であるTnTの
点変異（ΔK210）を、遺伝子操作により、正
常TnT遺伝子を破壊した後に導入したノック
インマウスが作成された。このモデルマウス
（DCM マウス）は、ヒトと同様に拡張型心筋
症を発症し、多くの個体が明らかな心不全を
発症する前に突然死することが明らかになっ
た。DCM マウス心筋では収縮蛋白系の Ca2+

感受性は低下しているが、分子レベルにおけ
る突然死との因果関係は明らかでない。我々
は、Ca2+感受性低下が収縮障害だけではなく、
細胞内 Ca2+調節機構の破綻をも誘起し、それ
が致死性不整脈を発生させるという仮説を立
て研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）心エコーによる生体内心機能評価 
 アロカ社製 SSD-500 を使用し、13MHz プ
ローブにて心機能評価を行った。B-mode で
の評価と共に、M-mode 測定下に、左室拡張
末期径、収縮末期径、駆出率及び内径短縮率
などを計測した。 
 
（2）左室乳頭筋にエクオリン法を適用した細
胞内 Ca2+ transient と収縮張力の同時測定 
 左室乳頭筋を摘出して、表層細胞内に Ca2+

感受性発光蛋白エクオリンを圧注入して、光
信号（Ca2+ transient）と張力を同時測定した。 
 
（3）心室筋細束をトリトン処理したスキンド

標本を用いた pCa-張力関係の測定 
 左室から摘出した細い肉柱を弛緩液中でト
リトン処理し、細胞膜を全て破壊して収縮蛋
白系を温存したスキンド標本を作成し、溶液
中の Ca2+濃度を変化させ pCa-張力関係を測
定した。この関係を用いて収縮蛋白系の Ca2+

感受性を評価した。 
 
（4）組織標本を用いた心筋線維化の評価 
 開胸下に心尖部より穿刺を行い、ホルマリ
ンによる灌流固定を行った。その後、左室心
筋切片を作成し、H-E 染色よる形態評価と共
に、Masson’s trichrome 染色法によって心筋
の線維化を評価した。 
 
（5）Western immunoblotting 法を用いた心
筋組織 BNP 発現量の評価 
 心室凍結標本を用いて、蛋白質を抽出し、
BNP 特 異 抗 体 に よ る Western 
immunoblotting を行い、心筋組織内の BNP
量を定量評価した。 
 
（6）テレメトリ－システムを用いた心電図モ
ニター 
 マウスにイソフルレンによる吸入麻酔を行
い、皮下にテレメトリ－システムを装着する。
自由行動下の心電図波形（第Ⅱ誘導相当）を
記録し解析した。 
 
（7）アンジオテンシン受容体拮抗薬による効
果の検討 
 DCM マウスの病態におけるレニン・アンジ
オテンシン系の関与について検討するため、
アンジオテンシン II受容体拮抗薬であるカン
デサルタンを経口投与し、上記項目を評価し
た。 
 
４．研究成果 
（1）DCM マウスの生存に関する検討 
 DCM マウスは、生後一ヶ月過ぎより突然死
する個体が出現し、約 6 ヶ月後にはほとんど
の個体が死亡することが確認された。死亡前
のマウスには、明らかな心不全徴候は認めら
れなかった。 
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（2）DCM マウス心臓の肉眼所見 
 8 週令のマウス心臓の肉眼所見を示す。
Wild type マウス（WT）に比し、DCM マウ
ス（DCM）心臓は明らかに大きく、心重量も
有意に増加していた。H-E 染色による組織標
本においても、左室内腔の著明な拡大所見が
認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
（3）心エコーによる生体内心機能評価 
 M モードのトレースより、DCM マウス心
において、左室内腔の著明な拡大、及び心機
能の低下が認められた。左室拡張末期径及び
収縮末期径は有意に拡大していた。また、左
室駆出率及び内径短縮率は有意に低下してお
り、定量的にも DCM マウスにおける低左心
機能が証明された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（ 4）エクオリン法による細胞内 Ca2+ 
transient と収縮張力の評価 
 DCM マウス心筋（DCM）では、wild type
マウス心筋（WT）に比し、細胞内 Ca2+ 
transient の増大が認められたが（上段左）、
収縮張力は著しく低下していた（上段右）。ピ
ークを揃えて時間経過を比較したところ、
DCM マウスにおいて細胞内 Ca2+ transient
の時間経過は延長しており（下段左）、一方で
収縮張力の時間経過は短縮していた（下段右）。 
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（5）トリトン処理スキンド標本による pCa-
張力関係の評価 
 Wild type マウス心筋（WT）において、pCa-
張力関係は下図のように S 字状曲線を呈する
が、DCM マウス心筋（DCM）ではこの曲線
が右方に偏位しており、DCM では収縮蛋白系
のCa2+感受性が低下していることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（6）Masson’s trichrome 染色を用いた心筋
線維化の評価 
 DCM マウス左心室筋標本において、心筋組
織内線維化が有意に進行しており、特に血管
周囲の線維化の亢進が顕著であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（7）Western immunoblotting による心筋組
織内 BNP 発現の評価 
 DCM マウス心筋組織では、BNP 蛋白質の
発現量は有意に増加しており、心不全状態で
あると推測された。 
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 DCM マウスで有意に延長していた QRS 幅
と QT時間は、ARB投与により改善を認めた。 

（8）テレメトリ－システムによる心電図評価 
 測定した心電図について、種々のパラメー
ターを比較検討したところ、QRS 幅と QT 時
間が DCM マウスで有意に延長しており、心
筋興奮の再分極過程での異常が示唆された。 

 
 以上の結果より、ARB 投与により DCM マ
ウスの予後は改善し、このメカニズムとして、
心筋組織内線維化の改善と心電図所見の改善
が重要であると考えられた。 
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