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研究成果の概要（和文）：心臓特異的phosphodiesterase3A (PDE3A)過剰発現マウスに対して、虚血再灌流モデルを作
成し、PDE3Aの過剰発現が抗アポトーシス効果を介して心筋梗塞領域を縮小させることを見出した。また、アンジオテ
ンシンII持続負荷モデルにおいても、PDE3Aが心筋細胞肥大および心筋組織線維化を抑制し、その機序としてPDE3AがTG
Fβの発現を抑制していることを見出した。そしてイソプロテレノール持続負荷による心筋酸化ストレスモデルにおい
ても、PDE3AがSirt1シグナルを促進させ、酸化ストレスを抑制することで心保護効果を発揮することを見出した。

研究成果の概要（英文）：We used cardiospecific PDE3A overexpression (PDE3TG) mice to the study. 
Ischemia-reperfusion injury was subjected to PDE3TG or wild-type (WT) mice. PDE3TG mice showed smaller 
myocardial infarction area than WT mice. A number of apoptotic cariomyocytes were lower in PDE3TG mice. 
We also performed angiotensin II stimulation. PDE3TG mice displayed inhibited cardiac hypertrophy and 
fibrosis compared to WT mice. The expression levels of transforming growth factor β, which was increased 
in WT mice after angiotensin II stimulation, was inhibited in PDE3TG mice. Finally we performed 
Isoproterenol stimulation. PDE3TG mice showed inhibited cardiac hypertrophy compared to WT mice. 8-OHDG 
positive area, which indicates oxidative damage, was increased in WT mice heart after isoproterenol 
stimulation, but not in PDE3TG mice heart. Sirt1 protein expression levels were increased in PDE3TG 
heart. Thus, we conclude PDE3A has cardioprotective effects through various mechanisms.

研究分野：循環器内科
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１．研究開始当初の背景 
細胞内セカンドメッセンジャーであるcAMP 
および cGMP は、その分解を司る 
phosphodiesterase(以下 PDE)により制御さ
れている。心筋細胞において、 PDE3A はβ
受容体への刺激により生じる cAMP の分解
を司り、プロテインキナーゼ A(PKA) の活性
を介した強心作用を 調節していることが知
られている。しかし、PDE3 阻害薬の長期使
用は、心不全患者の予後を悪化させることが
知られており、そのメカニズムとして、cAMP 
の増加による PKA の活性化が、Inducible 
cAMP early repressor (ICER) の発現を維持、
上昇させ、ICER が Bcl-2 などの抗アポトー
シス効果を持つ蛋白質の発現を抑制するこ
と、また、ICER の発現は、PDE3A の発現も抑
えてしまい、更なる cAMP の増加を引き起こ
すというポジティブフィードバックが生じ
ることで、アポトーシスを亢進させる機序が
報告されている。そのため、急性心不全とは
逆に、慢性心不全状態においては、PDE3A の
発現を維持することが、心不全患者の予後改
善に役立つことが予想される。これまでの
我々の検討においても、PDE3A 過剰発現マウ
スにおいて、心筋虚血再灌流障害が抑制され
ること、アンジオテンシン II 負荷による心
筋肥大が抑制されることなどが初期実験デ
ータとして得られており、PDE3A が多面的な
心保護作用を持つことが示唆されている。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、慢性心不全状態において
PDE3A が果たす心保護効果を解明すること
である。 
３．研究の方法 
８週から１２週齢雄心臓特異的PDE3A過剰発
現マウス(PDE3TG マウス)に対して、心筋虚血
再灌流モデル、アンジオテンシン II 持続皮
下投与モデル、イソプロテレノール持続皮下
投与モデルを用いた心不全モデルを作成し
た。虚血再灌流モデルはマウス心左前下行枝
の 45 分間虚血、24 時間再灌流を行い、心エ
コーを用いた心機能計測、TTC 染色による心
筋梗塞領域計測、TUNEL 染色による心筋細胞
アポトーシス評価を行った。また、単離心筋
細胞を用いて、低酸素刺激、過酸化水素水刺
激により心筋細胞アポトーシスの誘導を行
った。アンジオテンシン II は浸透圧ミニポ
ンプを用いて、800 ng/kg/min で 10 日間刺激
を行い、心重量計測、脛骨長計測および心臓
超音波検査を用いた心肥大評価を行い、
Masson’s trichrome 染色を用いて心筋組織
線維化の評価を行った。また、抗
Transforming growth factor-β(TGF-β)抗
体を用いて心筋組織における TGF-β発現を
評価した。イソプロテレノール負荷は 30 
mg/kg/dayを7日間浸透圧ミニポンプで行い、
心重量計測、脛骨長計測および心臓超音波検
査を用いた心肥大評価を行った。TUNEL 染色
により心筋細胞アポトーシス評価を行ない、
心筋における酸化ストレス評価として、抗 8-

ヒドロキシ-デオキシグアノシン (8-OHdG)
抗体による免疫染色を行い陽性細胞領域を
計測した。抗酸化メカニズム解析のため、抗
Sirt1 抗体を用いて、心筋組織での Sirt1 タ
ンパク発現を評価した 
４．研究成果 
初期実験データにおいても示されているが、
PDE3TG マウスは cAMP の分解により野生型マ
ウスと比較してβ刺激作用が減弱している
ために拡張型心筋症と類似した心機能（左室
駆出率の低下、左室内腔の拡大）を示してい
るが、１年の観察による自然予後は野生型マ
ウスと比較して変化が認められず自然予後
は良好と考えられた。虚血再灌流モデルにお
いて、PDE3TG マウスと野生型マウスでは、急
性期死亡率での差は認められなかった。再灌
流 24 時間後の TTC 染色からは、PDE3TG マウ
スにおける心筋梗塞領域の著明な縮小が認
められており、その機序として、PDE3TG マウ
スにおいては、虚血再灌流による ICER の上
昇が野生型マウスと比較して明らかに抑制
されており、TUNEL 染色によるアポトーシス
細胞数の減少が認められた。単離心筋細胞モ
デルにおいても、野生型マウス心筋細胞と比
較して、PDE3TG 心筋細胞では低酸素負荷およ
び過酸化水素水刺激による心筋細胞アポト
ーシスは減少することを示された。これらに
より、PDE3A は cAMP の分解により ICER の発
現を抑制し、抗アポトーシス効果を引き起こ
すことで、梗塞サイズの減少につながったも
のと考えられた。また、アンジオテンシン II
負荷モデルにおいては、アンジオテンシン II
負荷により野生型マウスでは心重量/脛骨長
比が増加したのに対して、PDE3TG マウスでは
心肥大が抑制され、Masson’s trichrome 染
色による心筋線維化領域面積も縮小してい
ることが示された。その機序として、野生型
マウスでは、アンジオテンシン II により心
筋組織において TGFβが増加していることが
示されたが、PDE3A マウスでは Vehicle マウ
スにおいても TGFβの発現が抑制されており、
PDE3A 過剰発現が TGFβの基礎的な発現に影
響を与えていると考えられた。また、アンジ
オテンシン II 負荷を行っても、PDE3TG マウ
スでは TGFβ発現が抑制されたままであり、
このことが、PDE3TG マウスにおける心筋細胞
肥大、心筋組織線維化抑制の機序の一つと考
えられた。また、イソプロテレノール持続負
荷モデルを作成したところ、PDE3TG マウスで
はイソプロテレノールにより、左室駆出率の
増加や左室内径の縮小といったβ刺激作用
は認められたが、心室壁厚に変化はなく、心
重量/脛骨長比の増加は認められておらず心
肥大は抑制されていると考えられた。野生型
マウスにおいては、TUNEL 染色によりイソプ
ロテレノール刺激後に心筋細胞アポトーシ
スの増加が認められたが、PDE3TG マウス心で
は増加は認められず、虚血再灌流モデルと同
様に心筋アポトーシスが抑制されているこ
とが示された。心筋アポトーシスをもたらす



機序の一つとして酸化ストレスも知られて
いるが、一般にイソプロテレノールは心筋細
胞において酸化ストレスを促進することが
認められている。酸化ストレスによる心筋障
害の評価として、8-OHDG 染色を行ったところ、
野生型マウスにおいてはイソプロテレノー
ル負荷により 8-OHDG 陽性細胞領域が増加し
たのに対して、PDE3TG マウスにおいては有意
な増加が認められなかった。抗酸化作用をも
たらす機序として、抗酸化作用に関連する
Sirt1 タンパクに注目し、その発現を調べた
ところ、PDE3A マウスにおいては、Vehicle
マウスにおいても、Sirt1 発現が上昇してい
ることが示され、PDE3A の過剰発現は Sirt1
シグナルの上昇をもたらしていることが示
され、イソプロテレノール刺激後においても
Sirt1 の発現上昇は維持されており、心筋酸
化ストレスに対する保護効果の一因と考え
られた。しかし、PDE3TG マウス心においては、
8-OHdG 陽性細胞領域が、Vehicle マウスにお
いても、野生型マウスより上昇している傾向
が認められた。イソプロテレノールによる刺
激がさらなる 8-OHdG 領域増加をもたらして
はいないものの、PDE3TG マウスは心臓におけ
る表現型として、拡張型心筋症に類似した心
機能、心形態を有していることから、自然予
後に影響は与えていないものの、何らかの心
負荷を慢性的に与えている可能性もあるこ
とから、これらの結果の解釈には注意を要す
るものと考えられた。しかし、一連の結果は
心不全増悪因子となる刺激に対してPDE3Aは
心保護的に作用することを示しており、
PDE3A は多面的な作用により心保護効果を発
揮するものと考えられた。 
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