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研究成果の概要（和文）： 
レーザーマイクロダイセクション法を用いて、高血圧肥大心の心筋標本から心筋細胞領域と血

管領域を個別に切離、選択的に収集し遺伝子発現を解析する方法を確立した。前高血圧期への

降圧薬介入が心血管系に及ぼす効果を検討するため、脳卒中易発症自然発症高血圧ラットの前

高血圧期（4-7 週齢）にアンジオテンシンⅡ受容体拮抗薬(ARB)を投与した。ARB で前介入した

群においては、その後の全経過において非介入群と比較して有意に血圧上昇が抑制され、脳卒

中発症率、死亡率が抑制されていた。ARB 前介入群・非介入群において、前高血圧期（7週齢）

と高血圧性心肥大期(24週齢)のLMD法を用いて心筋領域および血管領域の遺伝子発現プロファ

イル変化の検討を行った。自然発症高血圧ラット(SHR)に両側圧受容体神経切離術を施行し血

圧変動増大高血圧ラットモデルを開発した。血圧変動性増大は正常血圧ラットに対しては軽度

の心肥大と線維化を引き起こすのみであった。SHRでは血圧変動増大により高血圧性心肥大・

心筋線維化が著明に助長され心収縮能が低下した。血圧変動増大が SHR の心筋内血管の慢性

炎症を引きおこし心リモデリングを惹起することが明らかとなった。高血圧と血圧変動の合併

により特異的に心筋領域・血管領域で発現亢進する遺伝子の解析を行っている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We established a selective and comprehensive gene expression pattern analysis separating 
the myocardium and vasculature in the heart using the laser microdissection (LMD) 
method. To investigate the effects of pharmacological intervention at the prehypertensive 
phase on the development of hypertension, an angiotensin II receptor blocker (ARB) was 
administered to stroke-prone spontaneously hypertensive rats (SHR-SP) of 4-7 weeks old. 
SHR-SP with early exposure to ARB showed significantly lower blood pressure at 
hypertensive stage than those without ARB treatment. Also, the incidence of stroke and 
the incidence of all cause death were significantly lower in SHR-SP with ARB early 
exposure than those without ARB. The mRNA expression patterns of the myocardium area 
and vascular area were being compared separately between SHR-SP with and without ARB 
early exposure. A rat model of a combination of hypertension and large blood pressure 
variability (BPV) was created by performing a sino-aortic denervation in spoitaneously 
hypertensive rats. In normotensive rats, increased BPV induced only limited cardiac 
hypertrophy and fibrosis. In contrast, large BPV exaggerated cardiac hypertrophy and 
fibrosis, leading to LV systolic dysfunction in SHR. It was reveled that chronic 
inflammation of the intramyocardial arterioles elicited the large BPV-induced aggravation 
of cardiac remodeling. The gene expression profile changes induced specifically by a 
combination of hypertension and large BPV were being investigated separately in the 
myocardium area and vascular area. 
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１．研究開始当初の背景 
 TROPHY 試験では正常高値血圧期にアン
ギオテンシン II 受容体拮抗薬(ARB)を 2 年
間投与すると、その後の高血圧発症リスクが
減少した(Juliusら N Engl J Med.2006)。し
たがって、正常高値血圧者への早期介入によ
り高血圧発症・進展を予防することが、脳卒
中や心疾患発症を減少させ、勤労世代の健康
を保持し、健やかな長寿社会を築くために公
衆衛生上有用と思われる。高血圧自然発症ラ
ット(SHR)を用いた動物実験でも、前高血圧
期のアンギオテンシン変換酵素阻害薬
(ACEI)投与によって高血圧発症を予防でき
た (Harrap ら Hypertension 1990;Wu ら
Hypertension 1993)が、その分子学的機序は
明らかになっていない。 
 一方、高血圧患者における血圧変動性増大
が高血圧性合併症や心血管イベントの独立
した危険因子であることが近年注目されて
い る (Kikuya ら Hypertension 2008; 
Rothwellら Lancet 2010)。しかしながら、
血圧変動が高血圧性心血管障害を増悪する
機序は全く解っていない。また、前高血圧期
での血圧変動性の影響も知られていない。 
 われわれはこれまで、圧負荷心拡張障害モ
デルを開発し、高血圧性肥大心における心筋
内血管の炎症性変化・酸化ストレスが血管周
囲への炎症細胞浸潤・線維芽細胞活性化を引
き起こし心筋線維化が進展することを世界
で 初 め て 解 明 し た (Kuwahara, Kai ら
Circulation 2002）。そこで高血圧心臓器障害
の機序解明には、心筋細胞と血管系を個別に
解析し、そのクロストークを解明することの
重要性が示唆された。 
 近年開発された LMD法は、顕微鏡下で組
織標本の微細領域をレーザー光で切離し回
収するシステムである。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・蛋白質を抽出し、微細領域別の分析
が可能となる。しかしながら、心臓病研究の

領域に本手法を用いた研究報告はなかった。 
 LMD 法を用いることで、前高血圧期への
薬物介入が及ぼす影響あるいは高血圧期の
血圧変動による高血圧性臓器障害進展を、心
臓・腎臓・大動脈といった高血圧の標的臓器
を構成する細胞群別に遺伝子発現を解析し、
そのクロストークを明らかにすることが可
能となり、高血圧発症予防の詳細な分子機序
を解明できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、前高血圧期から高血圧発
症にいたる機序ならびに早期薬物介入が高
血圧発症を予防する分子機序を解明するこ
と、前高血圧期・高血圧期における血圧変動
性増大が臓器障害を引き起こす分子機序を
解明することである。そのために、レーザー
マイクロダイセクション（LMD）法を用いる
ことで、心臓から心筋細胞・血管細胞・浸潤
細胞を個別に収拾し、各細胞群ごとの遺伝子
発現プロファイルに及ぼす効果を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
(1)LMD法の確立： 
・Leica社 LMD6000 systemを用いて、正常
血圧ラットWKYおよび高血圧期（24週齢）
自然発症高血圧モデル SHR-SP の凍結心臓
切片から、心筋領域（心筋細胞群）、心筋内
血管領域（血管細胞群）、血管周囲組織（浸
潤細胞群）をレーザービームにより個別に切
離、選択的に個別に収集。 
・各構成細胞群ごとにmRNAを抽出。 
・RT-PCR法により心筋マーカー遺伝子 BNP、
血管平滑筋細胞マーカーα-smooth muscle 
actin の発現を解析し、サンプル特異的マー
カー遺伝子発現パターンを示すことを確認
する。 
(2)血圧変動モデルを用いた実験 
・WKYおよび SHRに両側圧受容体神経切離



術(sinoaortic denervation:SAD)を施し、平均
血圧は変化しないが血圧変動性の指標であ
る平均血圧の共変動(coefficient of variance: 
CV)が約 2倍に増大するモデルを開発。 
・安定正常血圧群(WKY+Sham)、血圧変動増
大正常血圧群(WKY+SAD)、安定高血圧群
(SHR+Sham)、 血 圧 変 動 増 大 高 血 圧 群
(SHR+SAD)を作成。 
・慢性期（9 週間後）にテレメトリ法により
血圧・心拍測定、心エコー法による心機能評
価、心筋の形態学的評価、免疫染色による浸
潤細胞評価、通常の心筋全体を用いた
RT-PCR 法による遺伝子発現変化、さらに
LMD 法を用いた心筋細胞群・血管細胞群・
浸潤細胞群ごとの遺伝子発現パターンの網
羅的検索を行い、各モデル群間の比較を行う。 
 (3)SHR-SPを用いた研究 
・SHR-SPの前高血圧期(3-7週齢)に ARBを
投与した早期薬剤介入群と非介入群を作成。
生存曲線を作成。 
・各週ごとに血圧測定。 
・介入直後(7週齢)と 24週齢に心エコーによ
る心機能を評価。 
・7週齢と 24週齢に各群において、心筋顕微
鏡学的形態学的評価、免疫染色による浸潤細
胞評価、通常の臓器全体を用いた RT-PCR法
による遺伝子発現変化、さらに LMD法を用
いた心筋細胞群・血管細胞群・浸潤細胞群ご
との遺伝子発現パターンの網羅的検索を行
い、各モデル群間の比較を行う。 
 
４．研究成果 
(1)LMD 法の確立： 
・24 週令のラット（WKY および SHR-SP）から
左室凍結切片を作成し、LMD 法を用いて顕微
鏡下に心筋細胞領域と心筋内血管領域とを
個別に収集した(文献 1)。 

 
 

リアルタイム RT-PCR 法により、心筋細胞マ
ーカーである脳性利尿ペプチド(BNP)が心筋
サンプルで発現していたが、血管サンプルで
は発現を認めなかった。一方、血管平滑筋細
胞マーカーであるα-smooth muscle actin は
血管細胞でのみ発現を認めた。 
 
 
 
 
 
 

さらに、SHR-SP の心筋サンプルでは WKY のそ
れに比べ有意に高い BNP の発現を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

・浸潤細胞群に関しては、RT-PCR に適した純
度の mRNA を十分量精製することに難儀した。
現在、精度・収量の安定性改善のためのトラ
ブルシューティング中である。 
(2)血圧変動性増大が高血圧性臓器障害を引
き起こす機序の解明； 
・WKY および SHR において血圧変動性の増大
は心筋細胞肥大、心筋線維化を惹起すること
を明らかにした。心筋リモデリングにともな
い血管周囲のマクロファージ浸潤、MCP-1 や
TGF-β発現の亢進がみられた。しかし、心筋
線維化、炎症細胞浸潤、炎症性サイトカイン
発現は、血圧変動増大高血圧群において高血
圧あるいは血圧変動性増大単独で見られる
変化と比較してはるかに大きく相乗的であ
った。また、血圧変動増大高血圧群において
のみ心筋アンジオテンシンⅡ受容体・アンジ
オテンシノーゲン発現亢進がもられ、さらに
心収縮力低下を認めた。また、心筋 RhoA お
よび Ras-ERK 系の活性化が見られた。 
・非降圧量の ARB を血圧変動増大高血圧群に
投与すると、平均血圧および血圧変動性には
影響しないが、血圧変動性増大によるマクロ
ファージ浸潤、MCP-1・TGF-β発現亢進がブ
ロックされ、心筋肥大・心筋線維化の増悪お
よび心機能低下を予防することが出来た。す
なわち、血圧変動性増大は高血圧と合併する
ことで血管周囲に慢性炎症を惹起し臓器障
害を助長することを明らかにした(文献 13)。 
・スタチンを投与すると、Rho 活性を抑制し
左室収縮障害進展、左室肥大を抑制したが、
心筋線維化、慢性炎症関連遺伝子発現には影
響を及ぼさなかった（文献 9）。 
・LMD 法を用いた解析により、安定高血圧群
と血圧変動性増大高血圧群、および血圧変動
正常血圧群と血圧変動性増大高血圧群の両
方に共通して 4倍以上の発現上昇を認めた約
80 遺伝子（血管約 50 遺伝子、心筋約 30 遺伝
子）について現在、機能解析を行っている。 
(3)前高血圧期における早期薬物介入が高血
圧発症・臓器障害・予後に及ぼす影響 
・前高血圧期に ARB で前介入した群において
は、非介入群と比較して有意に血圧上昇が抑
制された。さらに、カプランマイヤー曲線に
おいて、非介入群と比較して、有意に脳卒中
発症率、死亡率が抑制されていた。現在、症
例数を増やして確認実験中。 



・ARB 前介入群において、薬物治療終了時(7
週齢)まで飼育した 7W飼育群と高血圧性心肥
大期(24週令)まで飼育した24W飼育群にて腎
臓・大動脈に及ぼす効果を検討。摘出標本に
よる組織形態学的・免疫組織学的評価、LMD
法を用いた遺伝子発現プロファイル変化の
検討。現在、有意に変化した遺伝子について
RT-PCR 法で発現確認・定量を行っている。 
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