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心不全の成因と治療に関する分子生理学的研究 



 - 2 -

所属機関 東京慈恵会医科大学循環器内科 

研究者名 本郷 賢一 

 

《研究の概要》 

 

細胞内 Ca動態を中心とした興奮－収縮連関が心筋収縮調節に主要な役割を果たして

いるが、心不全では、興奮－収縮連関に関する種々の要因の障害によって心収縮力が

抑制されている。細胞膜興奮から L 型 Ca チャネルを介して細胞外より Ca が流入し、

この Ca が筋小胞体 Ca 放出チャネルであるリアノジン受容体からの Ca 放出を誘発し、

上昇した細胞内 Ca が収縮蛋白上のトロポニン C に結合して、トロポニン複合体及びト

ロポミオシンを介したアクチン－ミオシン相互作用抑制を解除し、心筋収縮が生じる

ことが明らかとなっている。心不全では、これら個々の主要な因子が修飾されること

で、心不全の病態が形成され、維持されていると理解される。本研究では、各々の調

節系が病態下でどのような修飾を受けるかを検討し、心不全の成因解明と治療法の検

討を行うことを目的とした。L 型 Ca チャネル関しては、これまでβ受容体刺激による

調節については種々報告されているが、α受容体刺激を介する調節については今回新

たな情報伝達系の関与が明らかにされ、またβ受容体刺激とのクロストークについて

も、新知見が得られた。筋小胞体機能については、リアノジン受容体と共に筋小胞体

Ca 調節に重要である Ca 取り込みポンプ（SERCA）機能につき、遺伝子改変動物を用い

て解析した。正常状態での SERCA 機能亢進による心機能亢進及び心機能低下状態での

代償効果についても確認が出き、また SERCA 機能調節蛋白質サルコリピンについては、

これまでに明らかにされてきたフォスフォランバンと同様の修飾機序が明らかとなり、

生体内での心機能修飾に寄与している可能性が考えられた。リアノジン受容体につい

ては、結合蛋白質の一つであるソルシンの機能につき解析を行ったが、ノックアウト

マウスによる検討では、細胞内 Ca 動態及び心機能に対して顕著な影響を与えないこと

が明らかとなった。一方で、蛋白キナーゼ A を介するリアノジン受容体のリン酸化に

ついては、これまで FKBP12.6 の解離を介した筋小胞体からの Ca リークが報告されて

いたが、今回の研究でリン酸化を介して Ca リークは増大するものの、FKBP12.6 の解離

を伴わないことが明らかとなった。収縮蛋白系についての検討では、収縮調節蛋白で

あるトロポニン T 遺伝子変異が、収縮蛋白系 Ca 感受性変化を介して直接拡張型心筋症

を発症していることが明らかとなった。また、このモデルを用いた薬物投与実験より、

既存の心不全治療薬と共に新規薬剤の検討も行い、有用な結果を得つつある。 

本研究により、心不全の成因としての細胞内 Ca 動態の重要性が改めて証明され、今

後更に新たな治療ターゲットが解明されることが期待される。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

 

心不全は種々の要因により心収縮調節機能が破綻し、心機能低下をきたして致死的

経過をとり得る疾患で、本邦においても死亡原因として重要な位置を占めている。心

収縮調節において、細胞内 Ca 動態を中心とした興奮－収縮連関は主要な役割を果たし

ており、心不全の病態形成にも重要である。これまで我々のグループではこの細胞内

Ca 動態につき生理学的・分子生物学的手法を用いて検討を行い、興奮－収縮連関に関

与する細胞内 Ca 調節蛋白質及び収縮調節蛋白質の機能を明らかにし、病態との関連に

ついても検討を行ってきた。本研究ではこれまでに明らかになってきた興奮－収縮連

関調節蛋白質の機能と心不全の関係を総合的に捕らえ、分子生理学的見地より詳細な

考察を加えることにより、心不全の成因の解明ならびに治療への応用を目指すもので

ある。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法 

 

サポニン処理スキンド標本による筋小胞体機能測定 

マウス左室乳頭筋または肉柱標本を摘出し、界面活性剤であるサポニンで標本を処

理することにより、細胞表層膜のみを選択的に除去したサポニン処理スキンド標本を

作成した。サポニン処理スキンド標本を用いて、種々の条件下で筋小胞体に直接 Ca を

取り込ませ、Ca 負荷後に高濃度のカフェインにより全ての Ca を筋小胞体より放出させ、

この Ca を蛍光指示薬により同定した。 

 

細胞内 Ca 測定法 

細胞内 Ca 測定には、以下の二つの方法を用いた。マウス左室乳頭筋標本の表層細胞

内に Ca 感受性発光蛋白エクオリンを導入し、電気刺激に伴うエクオリンの光信号（細

胞内 Ca 濃度変化）と等尺性収縮張力を同時測定した。一方で、マウス単離心室筋細胞

を作成し、蛍光色素 fura-2 を AM 体により細胞内に導入し、細胞内 Ca 濃度変化と細胞

長を同時測定した。 
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穿孔パッチクランプ法による細胞膜電流の測定 

酵素処理により単離したラット心室筋細胞を用い、細胞内環境をより生理的に近い

状態で実験を行うため、細胞膜電流系測定法としてアンフォテリシン B を用いた穿孔

パッチクランプ法を確立した。 

 

筋小胞体関連蛋白質機能改変マウスの作成 

心筋特異的 promoter であるα myosin heavy chain promoter を用いて、心筋特異的

に筋小胞体 Ca ポンプ蛋白質（SERCA）を過剰発現させたトランスジェニックマウス

（SERCA-TG）と、SERCA 機能抑制蛋白質であるサルコリピンを過剰発現させたトランス

ジェニックマウス（SLN-TG）を作成した。また、筋小胞体機能を修飾する新規 Ca 調節

蛋白質として、心筋の T 管と筋小胞体膜間に存在するソルシンの機能評価のため、

Cre-loxP システムを使ってノックアウトマウスを作成した。 

 

トロポニン T 遺伝子変異による拡張型心筋症マウスの作成 

ヒトの拡張型心筋症で報告されている突然変異を心筋トロポニン T 遺伝子に導入し

たノックインマウスを Cre-loxP システムを使って作成した。loxP で挟んだ Neo 遺伝子

の直後に突然変異を導入することによってまず心筋トロポニン T 遺伝子を破壊したヘ

テロ接合体を作製し、Cre-マウスとの交配によりノックインマウスを誕生させた。 

 

Ⅲ 研究成果 

 

心筋筋小胞体機能解析法の開発（本郷） 

 今回我々は、マウス心筋において筋小胞体機能を詳細に検討する実験法を開発した。

マウス左室筋サポニン処理スキンド標本を作成し、実験系の有効性に関する検討をま

ず初めに行った。Western Immunoblotting により膜蛋白質について検討したところ、

サポニン処理により主要な筋小胞体膜蛋白質である Ca 放出チャネル（リアノジン受容

体、RyR）、Ca 取り込みポンプ（SERCA）及び SERCA 調節蛋白質フォスフォランバン（PLN）

はスキンド処理前と比較して著変なく保たれていることが明らかとなった。また電子

顕微鏡を用いた形態学的検討により、サポニン処理後も筋小胞体膜及び T 管構造は良

く保たれていることが明らかとなり、筋小胞体機能を検討する上で有用な方法である

ことが確認された。本方法により、筋小胞体への Ca 取り込み、筋小胞体からの Ca 放

出及び Ca リークについて個々に詳細な検討をすることが出来るようになった。特に Ca

リークに関しては、近年種々の測定法が報告されているが、本方法を用いることによ

り、同一の筋小胞体内 Ca 貯蔵条件からの Ca リークを直接比較・検討することが可能

となった。 

 

筋小胞体 Ca リークに対する交感神経β受容体刺激の効果（本郷） 

サポニン処理スキンド標本を用いた実験系により、心不全時に重要な関与が示唆さ

れている筋小胞体よりの Ca リークについて、交感神経β受容体刺激の効果につき検討
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を行った。マウス左室肉柱標本に生筋状態でβ受容体刺激薬による前処置を行い、そ

の後脱リン酸化酵素存在下でスキンド処理を行った。筋小胞体 Ca ポンプ調節蛋白質フ

ォスフォランバン（PLN）及び筋小胞体 Ca 放出チャネル（RyR）に対する特異的リン酸

化抗体を用いた Western Immunoblotting により、蛋白キナーゼ A（PKA）及びカルシウ

ム/カルモデュリンキナーゼⅡ（CaMKⅡ）依存性リン酸化につき検討を行った。β受容

体刺激により、PLN では PKA 及び CaMKⅡ依存性リン酸化が亢進していたのに対して、

RyR においては PKA 依存性リン酸化の亢進を認めたが、CaMKⅡ依存性リン酸化には明ら

かな変化は認められなかった。PLN のリン酸化に伴い、β受容体刺激により筋小胞体へ

の Ca 取り込み速度は促進されていたが、筋小胞体内の最大 Ca 貯蔵量にはβ受容体刺

激前に比べて有意な変化は認めなかった。上記条件下で、β受容体刺激による筋小胞

体よりの Ca リークにつき検討したところ、Ca リークは明らかに増大しており、このβ

受容体刺激による効果は PKA 阻害薬存在下で消失したが、CaMKⅡ阻害薬によっては影

響を受けなかった。以上の結果より、同一の最大 Ca 貯蔵量において、筋小胞体よりの

Ca リークはβ受容体刺激により増大し、これは RyR の PKA 依存性リン酸化によること

が明らかとなった。また、同時に検討した RyR リン酸化のターゲットとされる FK506

結合蛋白質（FKBP12.6）については変化していないことが明らかとなった。 

 

筋小胞体 Ca ポンプ機能改変マウスの機能解析（栗原） 

 筋小胞体機能改変マウスとして、上記 SERCA 及び SLN のトランジェニックマウスを

用いた。細胞内 Ca 濃度変化（CaT）と収縮張力の同時測定にはエクオリン法を用いた。

SERCA を過剰発現させた SERCA-TG 心筋においては、細胞内 Ca 動態の亢進に基づき CaT

及び収縮張力の増大が認められ、また両者の時間経過の短縮が観察された。一方、SLN

を過剰発現させた SLN-TG 心筋では、CaT 及び収縮張力の減少が認められ、両者の時間

経過は有意に延長していた。次に SERCA-TG 心筋及び SLN-TG 心筋における筋小胞体機

能につき、サポニン処理スキンド標本を用いて検討した。SERCA-TG 心筋では短時間で

の筋小胞体 Ca 取り込み能は有意に亢進していたが、筋小胞体内最大 Ca 含量及び筋小

胞体よりの Ca リークについては対照群と比較して有意な差は認められなかった。

SLN-TG 心筋においては短時間での Ca 取り込み能は有意に低下していたが、最大 Ca 含

量及び筋小胞体よりの Ca リークについては SERCA-TG の場合と同様に有意な差は認め

なかった。また、アシドーシスによる収縮抑制に関して、SERCA-TG 心筋では著明な改

善効果を認めた。 

 

電位依存性 L 型 Ca 電流の調節系に関する研究（栗原） 

 アンフォテリシン B を用いた穿孔パッチクランプ法を単離ラット心室筋細胞に適用

し、L 型 Ca 電流に対する交感神経α1 受容体刺激による調節系つき検討を行った。α1

受容体刺激により L 型 Ca 電流は一過性の減少（negative phase）の後に増大（positive 

phase）を生じる二相性の変化を示すことが明らかとなり、この二相性の変化が異なる

受容体サブタイプ及び細胞内情報伝達機構を介して生じているとの仮説のもと実験を

行った。これまで心室筋にはα1A 受容体とα1B 受容体の二つのサブタイプが存在する
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ことが報告されていたが、各々の特異的抗体を用いた免疫組織学的手法及び Western 

Immunoblotting により、ラット心室筋細胞では両受容体が特に T 管に多く局在してい

ることが示された。次にサブタイプ特異的刺激薬または特異的遮断薬を用いた実験よ

り、positive phase はα1A 受容体を介して、negative phase はα1B 受容体を介して

生じていることが明らかとなった。細胞内情報伝達系に関して更に検討したところ、

positive phase はα1A 受容体刺激より Gq→フォスフォリパーゼ C（PLC）→蛋白キナ

ーゼ C（PKC）→CaMKⅡを介して効果が発現されているのに対して、negative phase は

α1B 受容体刺激から Go のβγサブユニットを介する直接作用により効果が発現して

いることが明らかになった。 

心不全状態においては、交感神経β受容体刺激が亢進状態となっていることが明ら

かとなっており、このβ受容体刺激下でのα1 受容体刺激の影響も重要と考えられる。

L 型 Ca 電流に対するβ受容体刺激による増大効果を確認後、β受容体刺激下において、

α1 受容体刺激の効果について検討した。β受容体刺激下では、α1 受容体刺激により

L 型 Ca 電流は有意に抑制され、この効果はα1A 受容体特異的拮抗薬にて遮断されたが、

α1B 受容体特異的拮抗薬では遮断されなかった。このα1A 受容体を介する効果は、β

受容体非刺激下の Ca 電流増大効果とは対照的であり、また細胞内情報伝達系に関して

も、β受容体刺激下と非刺激下で異なる可能性が考えられた。 

交感神経系と共に心不全の発症・維持に重要な体液性因子の効果についても検討が

必要と考え、L 型 Ca 電流に対するエンドセリン-1（ET-1）の効果について実験を行っ

た。ET-1 刺激により L 型 Ca 電流は単相性に増大し、α1 受容体刺激とは異なる反応を

示した。ET-1 刺激の効果は、ETA 受容体拮抗薬で遮断されたが、ETB 拮抗薬では遮断さ

れず、また CaMKⅡ阻害薬によっても抑制された。Western Immunoblotting により、ラ

ット心室筋細胞膜には ETA 受容体の存在は確認できたが、ETB 受容体については確認出

来なかった。 

 

拡張型心筋症モデルマウスの作成と解析（森本） 

拡張型心筋症は、心室内腔拡張、心拡大と収縮機能障害を特徴とし、高頻度の突然

死と重症心不全をもたらす。拡張型心筋症の 20-30% は家族性であり、サルコメアおよ

び細胞骨格蛋白質の遺伝子に原因となる多数の突然変異が見つかっている。しかしな

がら、原因となる遺伝子の突然変異が明らかにされたにもかかわらず、心筋症を引き

起こす分子病態発現メカニズムは明らかにされていない。我々は、ジーンターゲッテ

ィング技術をもちいて拡張型心筋症を引き起こす 1 アミノ酸欠失突然変異（delta 

K210）を心筋トロポニン Tゲノム遺伝子中に導入したノックインマウスの作成を行い、

その分子病態発現メカニズムの解明を試みた。このマウス心筋の詳細な解析によって、

トロポニン T の機能変化によって心筋ミオフィラメント・Ca 感受性の低下が生じてお

り、その結果もたらされるグローバルな心機能の低下が代償的心筋細胞肥大及び病的

心臓リモデリングの引き金となって拡張型心筋症になることが証明された。すなわち、

この心筋トロポニン T 突然変異による遺伝性拡張型心筋症の最初の原因は、“心筋ミ

オフィラメント・Ca 感受性の低下”であることが示された。このマウスの心筋細胞で
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はそれを代償するために細胞内 Ca 濃度変化（CaT）振幅の著明な増強が生じていたが、

その結果もたらされる心臓の電気生理学的不安定性が致死的不整脈による突然死の頻

発に強く関与している可能性が示唆された。 

上記の拡張型心筋症モデルマウスでは、病態発生における最初の原因が“心筋ミオ

フィラメント・Ca 感受性の低下”であることが強く示唆されたため、Ca 感受性増強薬

ピモベンダンの長期経口投与による治療効果を、モデルマウスを用いて検討した。予

想された様に、ピモベンダンはこの拡張型心筋症モデルマウスの心室内腔拡張を伴う

著明な心拡大、心筋層線維化及び高頻度の突然死を劇的に抑制し、生命予後を有意に

改善した。一方で、強力な抗酸化剤であるプロピルガレートが、心筋収縮力を増加さ

せる Ca センシタイザーであることを見出し、これが心不全の原因の多くを占めている

拡張型心筋症の治療に有効であることを動物モデルに対する経口投与実験で確認した。

心不全の形成には活性酸素の生成が関与していると考えられているが、重症心不全の

治療に用いられることのあるピモベンダンには抗酸化作用はなく、それを有するプロ

ピルガレートは心不全治療により適した物質であると考えられる。 

また、これまで心不全治療薬として確立しているβ受容体遮断薬及びレニン・アン

ジオテンシン系阻害薬の効果についても検討しており、有用な効果が得られつつある。 

 

個体発生における心臓形成におけるトロポニン T の役割（森本） 

心筋トロポニン T ノックアウトマウスを作成したところ、胎生致死の表現型を示す

ことが明らかになった。このことから、心筋トロポニン T が個体発生において極めて

重要な役割を果たしていると考えられた。このマウス心筋を詳細に解析した結果、心

筋筋原線維の形成不全により心臓の拍動が開始されないため胎生 10.5 日において死亡

することが明らかになった。心筋筋原線維形成における Ca による収縮調節機構の存在

の重要性が示唆された。また、細胞内 Ca の周期的変動は正常に形成されていたことか

ら、心臓における興奮－収縮連関の興奮と収縮に関わるシステムは個体発生において

それぞれ独立して形成されていることが明らかになった。 

 

虚血－再潅流によって心筋細胞から放出される生存因子の同定と生理学的活性（森本） 

培養心筋細胞を用いて虚血－再潅流刺激によって心筋細胞から放出される生存因

子のスクリーニングを行った結果、乳酸脱水素酵素（M-LDH）が虚血－再潅流障害から

心筋細胞を保護する新たな因子として同定された。M-LDH はナノモルレベルの非常に低

い濃度で作用を発揮することから、狭心症や心筋梗塞における虚血－再潅流障害を緩

和し心不全への移行を遅らせる治療薬として有益である可能性が高いと考えられる。 

 

リアノジン受容体の調整蛋白質として知られるソルシンの機能解析（大津） 

ソルシンは Penta-EF-hand を持つ Ca 結合蛋白質で、心筋では T 管と SR の結合部位

に存在する。In vitro ではソルシンはリアノジン受容体（RyR）のチャネル活性を抑制

することが知られている。しかし、トランスジェニックマウスなどを用いソルシンを

心筋に過剰発現した検討では、ソルシンが心機能に抑制的に働くという報告と、促進



 - 8 -

的に働くという報告があり、ソルシンの生体内での働きは未だ明らかでない。そこで、

我々はソルシンのノックアウトマウス(SOKO)を作成し、その検討を行った。SOKO はメ

ンデルの法則に従い誕生し、正常に発育し、外見上は大きな異常は認めなかった。

Western Immunoblotting 法でソルシンがノックアウトされている事が確認されたが、

RyR、SERCA、フォスフォランバン（PLN）の蛋白質発現、PLN のリン酸化の程度に差を

認めなかった。Hematoxylin-Eosin 染色や Azan-Mallory 染色を用いた組織学的検討で

は線維化を含め異常は認めなかった。心筋横断面積は野生型マウスと同等であり、心

筋細胞肥大は認めなかった。また、体重で補正した心重量、左室重量は両群で差を認

めなかった。これらの事より、ソルシンのノックダウンは心肥大や心筋の線維化には

影響を与えない事が明らかとなった。心臓超音波法を用いた検討では、左室拡張末期

径、収縮末期径、左室短縮率、左室壁厚に両群で差を認めなかった。心機能を更に検

討するため、観血的に左室内の圧を計測した。左室収縮期圧、左室拡張末期圧、収縮

能の指標である dp/dt max、拡張の指標である dp/dt min のいずれの指標も両群間で差

を認めなかった。次に、SOKO の単離心筋細胞を用い、心筋の Ca 動態の検討を行った。

最大細胞内 Ca 濃度変化（CaT）と CaT が peak の 3/4 から 1/4 に達する時間である decay 

time に両群で有意差は認めなかった。以上より、ソルシンのノックダウンはマウスの

定常状態における心機能、Ca 動態には大きな影響を与えていないことが明らかとなっ

た。 

 

Ⅳ 考察 

 

 筋小胞体 Ca リークに関する実験では、交感神経系を介したリアノジン受容体リン酸

化から Ca リーク増大を来す機序につき、新たな方法で検討した結果、PKA 依存性リン

酸化による直接作用により Ca リークが亢進していること、また CaMKⅡ依存性リン酸化

や FKBP12.6 の解離は伴っていないことが明らかとなった。筋小胞体 Ca ポンプ（SERCA）

機能についての解析では、SERCA 発現亢進の有用性及び心機能低下における SERCA 機能

の役割が明らかとなり、治療ターゲットとしての有用性が改めて証明された。L 型 Ca

電流の調節系に関しては、これまでの PKA や PKC に加えて、CaMKⅡを介した新たなリ

ン酸化による調節機構が明らかとなったことは、心不全時には CaMKⅡが活性化される

ことが示唆されていることより、新たな治療候補となりうると考える。また、交感神

経系α受容体とβ受容体のクロストークに関しては、心不全時に重要な役割を果たし

ていることが示唆された。トロポニン T 遺伝子変異に関しては、ヒトで同定された遺

伝子変異が直接細胞内 Ca動態を介して病態形成に関与していることが示された点で非

常に重要であると考える。このモデルを用いた治療薬の開発などが今後期待される。

新規筋小胞体機能修飾蛋白質に関する研究では、ソルシン以外にも種々の蛋白質が T

管と筋小胞体膜間に存在していることが明らかとなっており、今後の研究により新た

な細胞内 Ca 動態調節機構及び治療ターゲットの開発につながるものと考えられる。 
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