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研究成果の概要（和文）：本研究では、レーザーマイクロダイセクション法を用いて、心臓から

心筋細胞、血管構成細胞、血管周囲浸潤細胞を選択的に分別採取し、各組織別に遺伝子解析を

加え比較検討する新しい研究法を開発した。脳卒中易発症性自然高血圧発症ラット(SHR-SP)の

肥大心と正常血圧ラット WKY の心臓の冷凍切片から、心筋細胞と血管を個別に分別採取したと

ころ、心筋組織では、SHR-SP において WKY と比較して、心筋肥大遺伝子マーカーBNP が著増し

ていたが平滑筋マーカーα-SM 発現は見られなかった。血管組織ではα-SM が著増していたが BNP
は認めなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：We sought to establish the method to selectively collect the 
myocardium, vessels, and perivascular infiltrating cells from the heart sections and to 
compare gene expression profile of each tissue component between normotensive and 
hypertensive hearts using laser microdissection method. Real-time RT-PCR analysis 
showed that BNP, a marker of the cardiomyocytes, was expressed in the myocardial 
samples, but not in the vascular samples, whereas alpha-SMA, a marker of smooth 
muscle cells, was detected only in the vascular samples. Moreover, BNP was more 
upregulated in stroke-prone spontaneously hypertensive rats than in WKY rats. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)  わが国では、近年加速度的に高齢者人
口が増加しており、心血管疾患の罹病率が急
増している。心不全は種々の心疾患の終末像
で、患者の予後のみならず QOL を悪化させる。
高血圧性心臓病を基盤とする心不全は、わが
国における心不全の約半数を占めるが、収縮
能は保たれた拡張不全例を含めるとさらに
多くの症例が見逃されている可能性がある。
高血圧が心肥大や心不全を引き起こす機序
には多くの研究がなされているが、拡張障害
の発症進展、肥大心の不全心化の分子機序は
未解決であり、現在のところ根本的治療法も
開発されていない。 
 
(2)  これまで、ある刺激に対する遺伝子発
現変化を心筋全体として解析することはで
きたが、心筋の個々の構成細胞群ごとに網羅
的解析を行うことができなかった。このため、
心筋細胞、血管構成細胞、間質線維芽細胞、
浸潤炎症細胞が複雑な相互関係をもって関
与している心筋肥大や線維化などの心筋リ
モデリングの機序を解明することが難しか
った。 
 
(3)  我々は、圧負荷肥大心拡張障害モデル
や血圧変動高血圧モデルを独自に開発し、血
圧上昇や血圧変動が炎症性サイトカインの
発現をきたし、心筋内血管周囲にマクロファ
ージ浸潤を主体とする炎症を引き起こすこ
と、それが心筋リモデリング（心肥大・心筋
線維化）や心機能障害（収縮障害・拡張障害）
の原因になることを明らかにしてきた
(Kuwahara et al. Circulation 2002; Kuwahara et 
al. Hypertension 2004; Tokuda et al. 
Hypertension 2004; Kai et al. Hypertens Res 
2006)。しかし、これら炎症性サイトカインの
発現が、血管、血管周囲の炎症細胞、線維芽
細胞、心筋細胞の主にどの部分に関与してい
るかの詳細は、未だ解明されていない。 
 
(4)  近年開発されたレーザーマイクロダイ
セクション法(LMD)は、顕微鏡下で組織標本
の微細領域（細胞 1個も可能）をレーザー光
で切離し回収するシステムで、この新しい手
技を用いることで、採取したサンプルから
DNA・mRNA・タンパク質を抽出し、微細領域
の分析が可能となる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、レーザーマイクロダイセクション
法(LMD 法)を用いて、高血圧性肥大心の心筋
細胞、血管構成細胞、血管周囲浸潤細胞を選
択的に分別採取し、各組織別に遺伝子解析を
加え比較検討することにより、心筋肥大、心 
 

筋線維化、血管リモデリング、炎症細胞浸潤
などのメカニズムを細胞群ごとに明らかに
し、それらの相互関係を解明することによっ
て、根本的な高血圧性臓器障害の治療法を開
発することを目標にしたものである。 
 
３．研究の方法 
(1)LMD 法の確立 
①標本作製： 
正常血圧モデル WKY ラットおよび高血圧肥大
心モデル SHR-SP ラットより心臓を取り出し、
凍結切片標本を作製。 
②分離回収： 
・LMD 法を用いて心筋内血管、血管周囲間質、
心筋層を個別に分離回収。 
③mRNA 抽出： 
・各組織構成成分より mRNA を回収。 
④組織特異的回収の確認： 
・リアルタイム RT-PCR 法により、各組織特
異的に発現する遺伝子（血管－血管平滑筋ミ
オシンα-SM、心筋細胞－BNP など）が各サン
プル特異的に検出することが出来るかを確
認。 
⑤遺伝子発現解析： 
・ジーチップ法あるいはマイクロアレイ法を
用いて各サンプルごとの遺伝子発現プロフ
ァイルを検討。 
 
(2)高血圧肥大心における心筋構成細胞別遺
伝子発現変化の検討 
①動物モデルとプロトコール： 
・脳卒中易発症高血圧自然発症ラット
(SHR-SP)と正常血圧ラット(WKY)を飼育し、
血圧正常期の 3週令から、高血圧性臓器障害
期の 24 週令まで１週間ごとに血圧・体重測
定。 
・生存曲線を作成。 
・解剖により脳卒中死、心不全死、その他の
死亡に分類した。 
②機能的評価： 
・24 週齢で心エコー図法を施行。 
③組織学的・分子遺伝子学的検討： 
・心エコー図測定後犠牲死させ、心臓を回収。
定法に従い組織染色、免疫組織染色および心
筋タンパク抽出を行った。 
④LMD 法： 
・24 週齢で犠牲死した後、直ちに凍結切片を
作成。LMD 法により心筋内血管、血管周囲間
質、心筋層を個別に分離回収。 
・各組織構成成分より mRNA を回収。 
・ジーチップ法あるいはマイクロアレイ法を
用いて各サンプルごとの遺伝子発現プロフ
ァイルを検討。 
 
 
 



４．研究成果 
(1)LMD 法の開発 
・分離回収：WKY および SHR-SP においてカウ
ンターステイニングのみで容易に心筋層と
血管の個別分離回収が可能であった。しかし
ながら、SHR-SP においても血管周囲組織は線
維化が主体でほとんど細胞成分（浸潤細胞）
が認められなかった。また、少数の浸潤細胞
を回収する際には細胞の同定のために細胞
特異的な免疫組織染色が必要と思われた。し
かしながら mRNA 分解を避けながら免疫染色
を行うことに大変難儀した。今後も引き続き
染色条件の最適化を行う必要がある。 
・レーザー光量・カウンターステイニングの
最適化：LMD 法を用いて心筋標本より各構成
組織を回収する際にレーザー光量およびカ
ウンターステイニングの濃度・染色時間が
mRNA 回収効率に大きな影響を及ぼすことが
わかった。そこで、これらの最適化を行った。 
・組織 mRNA 抽出の最適化：従来法では LMD
法により回収された mRNA の純度が低いこと
が明らかとなった。そこで、数種類の mRNA
抽出法を比較検討。某社の mRNA 抽出キット
によりもっとも高収率の回収が可能となっ
た。 
・構成組織特異的 mRNA 回収：心筋細胞サン
プルについては 1標本切片で、血管壁サンプ
ルについては数枚の標本切片から血管断面
数個~10 個を回収することで、リアルタイム
RT-PCR 法やジーチップ・マイクロアレイ法に
十分な mRNA 収量が得られた。しかしながら、
血管周囲組織についてはかなりの切片を回
収してもごく微量しか mRNA を抽出しえずリ
アルタイム RT-PCR 法やジーンチップ法で解
析可能な収量・品質の RNA は未だに得られて
いなし。上述のように、今後、免疫染色によ
る細胞同定を併用するなどして細胞（組織）
選別と mRNA 回収の効率の改善が必要である。
したがって以降の研究では、心筋層と血管の
分別のみを行った。 
・構成組織特異的回収の検証：心筋細胞分子
マーカーBNP と血管平滑筋細胞分子マーカー
α-SM のリアルタイム RT-PCR を行った。心筋
層サンプルでは BNP 発現が見られるがα-SM
発現は見られなかった。一方、血管サンプル
からはα-SM 発現が認められるも BNP 発現は
明らかでなかった。以上のことから、心筋お
よび血管特異的にサンプルが回収でき、組織
特異的に mRNA を回収する手技を確立したと
考えた。 
 
(2) 高血圧肥大心における心筋構成細胞別
遺伝子発現変化の検討 
①SHR-SP および WKY の自然経過： 
・SHR-SP では 4-5 週齢から有意に血圧が上昇
した。その後血圧は経時的に上昇した。20 週
齢より脳卒中と突然死により死亡する個体

が出現し 24 週齢までに生存率は約 80％とな
った。 
・WKY では全期間中血圧の変化はなく、死亡
した個体はなかった。 
②高血圧性肥大心の組織学的検討： 
・SHR-SP を 24 週齢で屠殺し心筋リモデリン
グの組織学的検討を行った。 
・同週齢の WKY に比して著明な心筋肥大、心
筋内血管中膜肥厚が認められた。 
・線維化に関しては血管周囲に反応性線維化
を軽度認めたが明らかな置換性線維化は見
られなかった。 
・炎症細胞浸潤も WKY とほとんどに変わりな
かった。 
③心筋特異的・血管特異的遺伝子発現変化の
評価： 
・SHR-SP と WKY の凍結心筋切片から、LMD 法
で心筋と血管を個別に採取、組織別に RNA を
抽出した。 
・心筋組織では、SHR-SP において WKY と比較
して、心筋肥大遺伝子マーカーBNP が著増し
ていたが平滑筋マーカーα-SM 発現は見られ
なかった。 
・血管組織ではα-SM が著増していたが BNP
は認めなかった。心臓全体から通常法で回収
した mRNA サンプルではα-SM の変化は明らか
ではなかった。これは、LMD 法により血管特
異的な変化をとらえたものである。 
・LMD 法で回収した組織特異的サンプルを用
いたジーチップ法およびマイクロアレイ法
による遺伝子プロファイル解析を現在推し
進めているところである。 
④薬物治療効果の評価：高血圧期、前高血
圧期の SHR-SP にアンギオテンシン受容
体拮抗薬を投与。  
・高血圧進展に及ぼす効果、生存曲線に
及ぼす効果、高血圧性心リモデリングに
及ぼす分子生物学的・免疫組織学的効果、
各心臓構成細胞別発現プロファイルへ
の効果を検討中である。  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