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研究成果の概要（和文）： 

 

拡張型心筋症、肥大型心筋症に対し、心筋遺伝子発現、蛋白発現測定と、病態生理パラメータ

ーとの関連解析を行い、新しい病態生理の発見や予後指標の開発を目的として平成 21-22 

年度の研究を進めた。拡張型心筋症では、2009 年、ドブタミン誘発性機械的交互脈は予後不良

因子であることを初めて報告した。また肥大型心筋症では、ミトコンドリア機能は障害されて

おり、その障害が左室収縮および弛緩予備能の低下に関与していることを報告した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 

To clarify pathophysiological mechanisms, we performed the pathophysiological analysis 
about the amounts of Ca-handling protein mRNAs levels and the hemodynamic parameters in 
patients with cardiomyopathy. In 2010, we reported that the relationship between 
dobutamine-induced mechanical alternans and mRNA levels of Ca-handling protein in 
patients with dilated cardiomyopathy. In 2009, Mitochondria showed functional impairment 
and morphological disorganization in the left ventricle of HCM patients. These 
mitochondrial changes were associated with impaired myocardial contractile and 
relaxation reserves. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

我が国では急速な高齢化に伴い、心不全罹患
数、心不全死、心臓関連による突然死は増加

の一途をたどり、心不全に対する早急な対応
が迫られている。最近、私たちのグループは、
病態生理現象として頻拍誘発性機械的交互
脈（pacing-induced mechanical alternans）
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に注目した研究成果を報告した。 
 
頻脈誘発性交互脈を有する者は心筋内遺伝
子発現に障害を認め、心筋収縮予備能が低下
したことを示した。しかしながら心筋の mRNA
レベル、miRNA レベルは、その後の蛋白発現、
機能に必ずしも一致しない。なぜなら、mRNA
が担う遺伝情報は生命の設計図でしかなく、
実際の生命活動の大部分はタンパク質が担
い機能しているからである。近年、実験装
置・技術の進歩で、心筋サンプルがごく微量
でも、蛋白の測定が可能となってきている。
動物実験では行われているものの、微量サン
プルの限界によりヒトでの蛋白レベルでの
報告はない。心内膜心筋生検の際に得られた
心筋から、微量蛋白測定が可能となれば、こ
れまで我々の蓄積してきた心筋細胞内 Ca2+関
連蛋白の mRNA レベルと蛋白レベルとの関連
が明らかになるだけでなく、不全心の病態解
明にさらなる一助となり、新たな治療ターゲ
ットとしての役割を担う可能性もある。私た
ちは、臨床において、病的心における生理学
的異常と分子生物学的異常を同時に評価し
統合的に病的心の病態を解析する数少ない
研究グループとして、これまで成果を出して
きている。 
 
２． 研究の目的 

 
拡張型心筋症、肥大型心筋症の病態解明を目
指し、これまで蓄積してきた心筋細胞内 Ca2+

関連蛋白 mRNA レベルの測定に加え、新たに
蛋白レベルでの定量評価を行うことであっ
た。実際の機能の担い手である蛋白レベルで
の定量評価は重要であると考え、本研究計画
を立案した。 
 
拡張型心筋症および肥大型心筋症の症例を
対象に、 
1) 心筋細胞内 Ca2+関連蛋白（SERCA2, 
ryanodine 受容体, phospholamban）、βARK、
AC5、Mst1 に関し、mRNA レベルと蛋白レベル
の発現とを同時に解析し、相互関係を明らか
にする。 
2) 心筋特性の指標（収縮機能：
LVdP/dtmax, 弛緩機能：Tau）をはじめとす
る、血行動態・生理学的指標、心臓超音波検
査、心臓 MRI での形態評価、さらに心肺運動
負荷試験を用いた運動生理機能評価や血液
バイオマーカーとの関連を明らかにする。 
3) 心不全の悪化や不整脈の出現及び心臓死
の有無に関し予後調査を行い、予後規定因子
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
拡張型心筋症および肥大型心筋症の臨床に

おける生理学的データ、血液生化学データ、
心筋生検サンプルの収集にあたるとともに、
各疾患の病態形成に関連する心筋細胞内 
Ca2+関連蛋白の mRNAレベルと蛋白発現の両
者を同定する。加えて、心筋アポトーシス・
繊維化に関連する蛋白も定量評価する。本研
究を効率的に遂行するため、臨床部門、基礎
部門に各々チームをつくり、専門的に各部門
において実行する。具体的には、下図に示す
組織に基づき、研究を遂行する。各部門は定
期的に会議し、データを共有する。 
 
分子生物学的解析チーム（柴田、成） 
1) 心筋生検標本の mRNA レベルにおける解
析 
臨床検査チームにより採取された心筋生検
標本（各疾患それぞれ 4標本）を心筋細胞内
Ca2+動態関連(SERCA2, ryanodine 受容体, 
phospholamban) mRNA を解析するためcDNAと
して-80 度で保存し、定量的 RT-PCR 法にて行
う。 
 
2) 心筋症の候補蛋白質発現量の解析 
心筋生検標本からLaemmliのサンプルバッフ
ァーにより蛋白質を溶出し、SDS-PAGE にて展
開後、目的とするタンパク質の特異抗体を用
いた免疫化学的手法により、蛋白質発現量を
比較する。心筋生検から抽出された蛋白質総
量の定量と細胞骨格蛋白質の発現比較を行
なうことで内部標準とする。既に候補となる
蛋白質の抗体の探索と検討に着手している
が、必要があればペプチドを合成し実験動物
に免疫することであらたな抗体を作製する
ことも試みる。候補蛋白質は、心筋細胞内
Ca2+動態関連蛋白(SERCA2, ryanodine受容体, 
phospholamban)、βARK、AC5、Mst1 である。
免疫染色を行い、心筋細胞内 Ca2+動態関連で
ある SERCA2, ryanodine 受容体, 
phospholamban の発現細胞および発現の局在
を同定する。 
 
病理組織学的解析チーム(海野、奥村) 
Hematoxylin-eosin 染色、Masson trichrome
染色により、心筋肥大、核の大小不同、繊維
化などを評価する。それに加えて心筋生検標
本をピクロシリウスレッド染色し、collagen 
volume fraction を計測する。免疫染色用に
OCT コンパウンドを用いて心筋生検サンプル
を保護し、-80 度で保存する。 
 
データ解析チーム（平敷、榊原） 
各チームで、独自で行われているデータベー
スを統合し、臨床検査データ、分子生物学的
データ、病理組織学的データを解析し、分子
生物学、病理組織から得られる心筋障害の重
症度と臨床検査データへの関連解析を進め
る。 
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4. 研究成果 
 
1) NYHAⅠあるいはⅡの拡張型心筋症 102 名
を対象とし、糖尿病を合併した群（DCM-DM群）
と合併しない群（DCM-alone 群）に分けて研
究を行った。糖尿病の診断は、標準的な基準
に従った。また、収縮能の指標であるLV dp/dt 
maxと弛緩能の指標であるT1/2も同時に測定
した。 DCM-DM 群 12 例、DCM-alone 群 24 例
に対して心筋生検を施行した。得られた心筋
組織の繊維化定量値である collagen volume 
fraction(CVF)を測定するために、ピクロシ
リウスレッド染色を行った。平均追跡期間は
4.8年であった。患者全体の平均年齢は52 ± 
11 歳、平均左室駆出率は 35.1 ± 10.3 %で
あった。二群間において、年齢、BMI、EF、
BNP、LV dp/dt max に相違はなかった。しか
しながら、T1/2 において DCM-DM 群(44.4 ± 
7.9 ms)が DCM-alone 群(39.7 ± 5.6 ms, P < 
0.01).に比較して有意に延長していた。さら
に CVF 値に関しては DCM-DM 群(6.9 ± 1.8%)
が DCM-alone 群(5.2 ± 1.6%, P = 0.01).に
比較して有意に高値であった。Kaplan-Meier
法を用いた予後における検討では、心血管イ
ベント発症率はDCM-DM群のほうがDCM-alone
群に比較して有意に高かった。糖尿病を合併
した非虚血性左室収縮機能障害における予
後悪化の一因として、線維化の増大と弛緩障
害の関与が示唆された。 
 
2) 拡張型心筋症 90名を対象とし、すべての
患者にマイクロマノメーター付pigカテーテ
ルを用いて左室圧を測定した。また、収縮能
の指標である LV dp/dt max と弛緩能の指標
である T1/2 も同時に測定した。平均追跡期
間は 2.5 年であった。60 名は、ペーシング、
ドブタミン負荷両方とも交互脈は出現しな
かった。20人はペーシングの時のみ交互脈は
出現し、10名はドブタミン負荷、ペーシング
負荷両方とも交互脈が出現した。ドブタミン
負荷群において SERCA2a/ phospholamban 
mRNA レベルが他群と比較し、有意に高値で
あった。Kaplan-Meier 法を用いた予後におけ
る検討では、心血管イベント発症率はドブタ
ミン交互脈出現群が他群に比較して有意に
高かった。拡張型心筋症において、ドブタミ
ン負荷にて発症する交互脈は予後不良因子
であることが示唆された。 
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