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研 究 の 概 要 

 

この研究組織の目的は分子レベルでの心筋の構造と機能に関する研究を推進する事に

より、心臓という特殊な器官の理解を一層深め、疾病の理解と治療法の開発に資するもの

である。 

具体的には、心筋の収縮には、筋小胞体に局在するリアノジンレセプター（Ry-R）の他

に IP3 レセプター（IP3-R）が深く関わっていることが知られている。そこで、両レセプター

の構造・機能相関により細胞内 Ca2＋動態を制御して、心筋の機能発現に寄与しているかを

明らかにする。 

一方、機能面からの解析方法として、家族性肥大型心筋症について、最近この疾患はミ

オシンのβ重鎖の点突然変異が発症と深く関わっていることが明らかにされた。これまで

に複数の変異が報告され表現型、および予後との関係が論じられているが個体レベルの変

化と分子構造の関連は明らかでない。従って、本研究の目的はインビトロ運動再構成系と

呼ばれる実験系および遺伝子工学の手法を使って家族性肥大心筋症に見られる分子レベル

の構造変化が心臓の収縮機能に与える影響を考察することである。 

さらに、ミトコンドリア・心筋症と考えられる患者 14 例について変異の全解析を実施

した。即ち、生検心筋など微量の標品中のミトコンドリア・DNA を PCR によって増幅し、

個人別にミトコロンドリア・DNA 全周塩基配列を決定した。更に、PCR 増幅したミトコンド

リア・DNA では失われる体細胞変異の情報、特に活性酸素ラジカルによって生成し、複製

に際して誤読され体細胞変異の原因となる 8-hydroxy-deoxyguanosine（8-OH-dG）を、直

接ミクロ HPLC／質量分析計を使って定量した。 

心疾患治療法の究極の目標として、自己の心筋の再生の問題がある。心筋の再生が可能

となれば、心臓移植の問題点の多くは解決できる。この心筋の再生に関する研究に端緒を

付けべく、胎児期、新生児期および成長したラットにおける心筋細胞の増殖能について、

Bromodeoxyuridine（BrdU）の取り込みで確認した。その上で圧負荷心肥大における DNA

合成能について Goldblatt Ratt を作成し、経時的に BrdU の心筋への取り込みを観察した。

3PCNA の発現について、Goldblatt Rat において DNA 合成が行われることは確認し、さらに

PCNA の発現を検討している。増殖、分化と細胞周期関連遺伝子の動態についても検討して

いる。また圧負荷肥大心において過剰発現している蛋白質の性状について、Nagano らが示

した蛋白分画に対する Monoclonal antibody を作成した。現在、この抗体の性質を検討し

ているが、正常の成熟ラットには発現が見られていないが胎児心では発現しているようで

あり、さらに検討をしている。 

その上で、分化した骨格筋を脱分化させ、筋原細胞から心筋へと再分化の誘導を試みる

場合に、現時点では単一の筋細胞においては心筋細胞と骨格筋細胞との識別することは困

難である。そこで、両者の相異点を分子生物学的に明らかにする目的で、IP3 レセプターの

存在とその mRNA の発現パターンに付いて、マウス胎児期から新生児期を経て成熟個体に至
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る心筋に付いての経時的検討を実施した。 
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研 究 報 告 

 

Ⅰ 研究目的 

医学に於ける分子生物学的手法の導入により医学研究は急速に進展しつつある。その結

果、従来は不可能と考えられていた細胞内の微量分子や細胞膜上のリセプターの微細構造

の解析が可能となってきている。これらの手法を心臓の機能と疾病の理解とその治療法の

開発に向けようとするのが、本研究の目的である。 

具体的には、１）心筋の収縮には、筋小胞体に局在するリアノジンレセプター（Ry-R）

の他に IP3 レセプター（IP3-R）が深く関わっていることが知られている。そこで、両レセ

プターの構造・機能相関の解析を手はじめに、両者の細胞内局在の解析、更に、両レセプ

ターがいかなる機能的相関により細胞内 Ca2＋動態を制御して、心筋の機能発現に寄与して

いるかを明らかにする。（御子柴） 

２）骨格筋から心筋へと分化誘導を試みる為に、心筋細胞と骨格筋細胞との相異点を分

子生物学的に明らかにする目的で、幼若心筋細胞表面のマーカーの検索を試み、IP3 レセプ

ターの存在とその mRNA の発現パターンに付いて、マウス胎児期から新生児期を経て成熟個

体に至る心筋に付いての経時的検討を実施した。IP3 レセプターの加齢による発現の減少、

その局在の証明に成功した。今後は細胞周期関連遣伝子と IP3 レセプター機能との相互作

用についても検討する。（大野） 

３）心筋病の病態は心室レベル及び心筋細胞レベルの機能変化に基づいて論じられて来

たが近年心筋細胞を構成する蛋白の構造変化が原因として注目を集めるようになってきた。

しかしこれらの知見には主に分子生物学及び生化学的手法を用いて得られたものであるた

めその機能（特に収縮機能）との関連は必ずしも明らかではない。本研究の目的はインビ

トロ運動再構成系と総称されるいくつかの新しい実験手法を用いてこれまでに報告されて

いる様々な心筋収縮蛋白構造変化と収縮機能との直接的な対応を分子レベルで明らかにす

ることである。特に心筋収縮において中心的な役割を果たすミオシンのアイソフォーム間
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での機能的差異、家族性肥大型心筋症において見られる点突然変異の機能に及ぼす影響に

ついて着目し検討した。（百村） 

４）個人が生涯に獲得するミトコンドリア・DNA（mtDNA）の体細胞変異は遺伝された変

異の蓄積よりも遙に速い速度で起き、これらの変異の蓄積が加齢変化及びミトコンドリ

ア・心筋症などの退行性疾患を起こす重要な因子であろうとの作業仮説のもとに、以下の

研究を計画した。即ち、mtDNA 変異に基づくと考えられるミトコンドリア・心筋症患者に

ついて、生殖腺細胞由来の点変異の集積と、体細胞変異を網羅的に検索し、その病因を明

らかにしようとした。実際に、ミトコンドリア・心筋症と考えられる患者 14 例について個

人別に、mtDNA の全周塩基配列を決定し、点変異の全解析を行う。さらに点変異によって

誘起される遺伝子欠失を包括的変異同定法によって定量し、病態との相関を明確にしよう

とした。（小沢） 

一般に、細胞は分化と共に増殖能を失う。成長心筋細胞は機能的にも最も分化した細胞

であり細胞分裂能は既に失われていると考えられている。しかし、圧負荷や心筋症では心

重量は確実に増大している。この心肥大が個々の心筋細胞の増大か、分裂を伴った増殖性

の肥大かは結論が難しい。 

細胞の分化増殖と細胞周期は密接な関係にあると想定される。近年、細胞周期の制御機

構が明らかとなりつつある。GI 期は特に重要で細胞の増殖を基本的に制御している。そこ

で、胎生期を含め心筋細胞の成長の過程で心筋細胞の DNA 合成能がどの様に推移するか、

この変化に対し細胞周期関連遺伝子のどの遺伝子が最も需要な役割を担っているか、病的

な肥大状況では上記の変化がどの様に変動しているか、を明らかにすることを目的として

実験を行った。（山田） 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

イノシトール三リン酸受容体（IP3R、2749 アミノ酸）のアミノ末端側 650 アミノ酸内に

は、リガンドであるイノシトール 1、4、5-三リン酸（1、4、5-IP3）を特異的に認識する

領域が含まれていることが知られている。IP3 結合部位を決定するために、まず、IP3R の

リガンド結合領域を大腸菌で発現する系を確立し、リガンド結合活性を欠く部位特異的ア

ミノ酸置換変異体を作製したり、部位特異的変異を導入してリガンド結合活性とイノシ

トールポリリン酸の結合選択性を解析した。イノシトール三リン酸受容体（IP3R）は四量

体として存在し、イノシトール三リン酸が結合することにより細胞内 Ca2＋貯蔵部位から

Ca2＋を放出する細胞内レセプターチャンネルである。IP3R には少なくとも 3 つのタイプ（タ

イプ 1、タイプ 2、タイプ 3）が存在することが示されており、タイプ間にチャネル機能の

差異があることが示唆されている。我々はこの 3 つのタイプの C 末端部位を特異的に認識

するモノクローナル抗体を作成した。CHO-K1 細胞に存在する IP3R が各々のタイプからな

るホモ四量体のみなのか、異なるタイプで形成されるヘテロ四量体なのかを知るために、

各々の抗体で免疫沈降を行った。（御子柴） 

骨格筋から心筋へと分化誘導を試みる為に、心筋細胞と骨格筋細胞との相異点を分子生

物学的に明らかにする目的で、IP3 レセプターの存在とその mRNA の発現パターンに付いて、

マウス胎児期から新生児期を経て成熟個体に至る心筋に付いての経時的検討を実施した。

さらに、その上でヒトの心筋での発現状況を検討した。方法的には各目的に対応した組織
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切片を作成して特異モノクロナール抗体での反応性と in situ ハイブリダイゼーション法

により検討した。さらに RT-PCR 法により mRNA 検討を試みた。殊に in situ ハイブリダイ

ゼーション法で、半定量的な検討を実施するために資料とする組織切片の固定条件が極め

て重要である事を見いだし、条件検討から開始した。また RT-PCR 法でのプライマーの選定

等の基礎検討の上で、研究を遂行した。（大野） 

様々な病態において発現することが報告されている構造の異なる心筋ミオシンを分離精製

し滑り速度、力発生能力を含む多様な面から分子レベルでの力学的特性を検討した。 

ミオシンの精製 

ミオシンは動物モデル、及び遺伝子工学により作製したものの両者から得た。 

１．甲状腺機能低下症モデル 

幼若ラットの心室心筋ミオシンは 100％V1 アイソフォーム（α重鎖のホモダイマーであ

り ATPase 活性が高い）からなる。これに対し 12 週齢前後の成熟ラットに 12 週間抗甲状腺

剤を投与すると、心室心筋ミオシンは 100％V3 アイソフォーム（β重鎖のホモダイマーで

あり ATPase 活性が低い）に変換することが知られている。この動物モデルからそれぞれ

V1、V3 アイソフォームを得た。 

2．遣伝子工学による変異ミオシンの作製 

家族性肥大型心筋症の一部はミオシンの点突然変異が原因であることが同定され複数

の変異型が報告されている。この一部を遺伝子工学の手法により細胞性粘菌と

extrachromosomal vectorを組み合わせた系を用いて作成した。点突然変異の作製はKunkel

法を用いて行い electroporation にて細胞内に導入した。作製した変異は 403 番目の

Arginine を Glutamine に変えたもの（403Arg-Glu）、453 番目の Arginine を Cysteine に変

えたもの（453Arg-Cys）、584 番目の Glycine を Arginine に変えたもの（584Gli-Arg）で

ある。 

インビトロ運動再構成系 

１．遠心顕微鏡法 

車軸藻と呼ばれる水草は長さ数センチにも及ぶ円筒状の節間細胞を持つがその内面に

は長軸に沿ってアクチンケーブルが整然と並んでいる。細胞の両端を開放して内部を灌流

することによってこのアクチンケーブルを露出しそこにミオシンをコートしたマイクロス

フィアを ATP を含む緩衝液に浮遊させて導入するとアクチンミオシン間の相互作用により

マイクロスフィアが滑り運動をするのが観察される。さらにこの細胞標本を回転ステージ

とストロボライトを組み合わせた遠心顕微鏡と呼ばれる装置のステージに固定して観察す

ると回転数に応じて決まる一定負荷の下での速度が測定でき、これによって張力速度関係

を得ることができた。 

２．蛍光アクチンフィラメントの滑り運動観察系 

カバーグラス上にニトロセルロースを介して固定したミオシンの上にファロイジン

ローダミンと呼ばれる蛍光色素でラベルしたアクチンフィラメントを ATP と共に導入する

とフィラメントはランダムに配向したミオシンの上を蛇行して進むのが蛍光顕微鏡下で観

察される。この時の滑り速度は無負荷最大滑り速度と考えられる。 

３．レーザー光トラップ力測定系 

顕微鏡の対物レンズを通してレーザー光を試料面に導入すると焦点位置に小物体を捕



- 6 - 

捉することができる。この際捕捉力はある範囲内では捕捉中心からの距離に比例し、中心

から遠ざかるにつれて力は強くなる。この原理を応用してアクチンミオシン間で発生する

力を測定した。２．の系においてアクチンフィラメントの尾部にマイクロスフィアを付着

させるとフィラメントはマイクロスフィアを引っ張って運動する。ここでマイクロスフィ

アを捕捉するとマイクロスフィアは中心から遠ざかりアクチンミオシン間で発生する力と

捕捉力の釣り合う点で静止する。この点の位置から力を決定した。（百村） 

本研究では、mt 心筋症と考えられる患者について、心筋組織 mtDNA の点変異の集積と、

体細胞変異を同時に検索し、患者の遺伝子型とその表現型である病態との相関を明らかに

しようとした。 

１．生殖腺細胞変異：剖検、生検心筋など微量の標品中の mtDNA を PCR によって増幅し、

我々の考案した蛍光色素ラベルによる、直接全周塩基配列決定法を用い mtDNA 全周塩基配

列を決定する。 

２．体細胞変異：PCR 増幅した mtDNA では失われる体細胞変異の情報、特に活性酸素ラ

ジ カ ル に よ っ て 生 成 し 、 複 製 に 際 し て 誤 読 さ れ 体 細 胞 変 異 の 原 因 と な る

8-hydroxydeoxyguanosine（8-OH-dG）を、直接ミクロ HPLC／質量分析計を使って定量する。

また、8-OH-dGの蓄積によって惹起される mt・DNAの欠失を H鎖及び L鎖の複製開始点（OrH、

OrL)も含めてくまなく検出するため、180 対のプライマーを合成して網羅的に欠失検出法

を開発する。（小沢） 

G1 期を制御している遺伝子の分化、増殖制御における発現動態の変化を、分化、増殖抑

制が既に明らかな血液細胞の系を用いて検討し、ラットにおける心筋細胞の増殖能につい

て同様の比較検討を行った。 

１．モデル実験としての血液細胞の分化と増殖抑制における細胞周期関連遺伝子の発現

変動。 

HL60 細胞を TPA で処理し単球系への分化誘導過程における変化、および roxithromycin

を用いた多核化の機構。Daudi 細胞を用い Interferon で増殖抑制した場合の変化について 

(1) 細胞周期の変化は propidium iodide（PI）染色、および Bromodeoxyuridine（BrdU）

の取り込みを併用して、Flowcytometry を行った。 

(2) 細胞より total RNA を抽出し reverse transcription polymerase Chain reaction

（RT-PCR）法にて細胞周期関連遺伝子の発現変動を観察した。 

２．胎児期、新生児期および成長したラットにおける心筋細胞の増殖能について。 

母体の腹腟内に BrdU を投与し、経時的に胎児を殺しその心筋細胞における BrdU の取り

込みを検討した。同様にして、生後も経時的に BrdU の取り込みを観察した。 

３．圧負荷心肥大における DNA 合成能について。 

6 週の Wistar rat を用いて Goldblatt Rat を作成し経時的に BrdU の心筋への取り込み

を観察した。 

４．PCNA の発現について。 

DNA 合成酵素の一部である PCNA の発現を免疫組織化学的に検討した。（山田） 

 

Ⅲ 研究成果 

イノシトール三リン酸受容体のリガンドである IP3 の特異的結合部位を決定するために
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各種の変異を加えた。1 アミノ酸の置換により 1、4、5-IP3 に対する親和性は低下するが、

2、4、5-IP3 に対する親和性は変化せず、結果として 1、4、5-IP3 と 2、4、5-IP3 を同等の

親和性で認識する変異体が得られた。また、1、4、5-IP3 に対してより高い親和性を示す変

異体も得られた。 

タイプ 1、2、3 の各々に対する特異的抗体での CHO 細胞を用いて immunoblotting を行っ

た。CHO-K1 細胞には 3 つの IP3 が発現していることがわかった。特異的抗体を用いた沈降

反応の結果、各 IP3R タイプが会合していることが示され、IP3R は CHO-K1 細胞内でヘテロ

四量体を形成していることが証明された。また、cDNA から同時に発現させたタイプ 1 とタ

イプ 3 もヘテロ四量体をつくることが確認された。ヘテロ四量体は肝臓においても検出さ

れた。当研究により、IP3R はホモ及びヘテロ四量体をつくることにより、チャンネル活性

の多様性を増大していると考えられた。（御子柴） 

骨格筋から心筋へと分化誘導を試みる為に、心筋細胞と骨格筋細胞との相異点を分子生

物学的に明らかにする目的で、IP3 レセプターの存在とその mRNA の発現パターンに付いて、

マウス胎児期から新生児期を経て成熟個体に至る心筋に付いての in situ ハイブリダイ

ゼーション法により経時的な検討を実施した。実験条件の検討の第一段階として、in situ

ハイブリダイゼーション法の為の組織の固定方法から検討した。その結果、4％パラフォル

ムアルデヒドを固定液として使用し、温度は 4℃で固定時間は 24～48 時間が最良であるこ

とを見い出した。in situ ハイブリダイゼーション法で IP3 レセプターの mRNA の存在をマ

ウス小脳のプルキンエ細胞で確認の上でマウス心筋で確認した。さらに、その上でヒトの

心筋での発現状況を検討した。方法的には in situ ハイブリダイゼーション法、さらに

RT-PCR 法により IP3 レセプターの mRNA 検討を試みた。その結果、マウス小脳のみでなく心

筋細胞中にも type 1 の IP3 レセプターの mRNA の転写を検討した。胎児マウスの心臓形成

の初期には多量の IP3 レセプターの mRNA の発現が観察された。興味深いことに、胎児小脳

では逆に胎児期には発現が少なく、新生児期に増殖してくる事を見い出した。（大野） 

１．ミオシンアイソフォームによる張力－速度関係の変化 

甲状腺機能低下症モデルより得た V1、V3、2 つの心筋ミオシンアイソフォームについて

遠心顕微鏡で張力－速度関係を記録した。この結果無負荷滑り速度は V1 で有意に高かった

もの、最大力については両者に差を認めなかった。ただし、張力－速度関係曲線の形状は

大きく異なり、V1 では筋肉の実験で見られる効率の悪いタイプの形に類似していた。 

２．ミオシンアイソフォームによる力発生能力の変化 

ラット心筋より抽出した 2 種類の心筋ミオシンアイソフォーム（V1、V3）についてレー

ザー光トラップを用いて比較を行った。発生する力はアクチンフィラメントの長さに比例

していたが、単位長さで比較した場合、心筋ミオシンは骨格筋に比べ力発生能力は小さい

ものの 2 種の心筋ミオシンアイソフォーム間には力発生能力に差はないことを認めた。こ

れは遠心顕微鏡で得た結果と一致し、また一部の心室乳頭筋を用いた実験から予測された

結果を実証したものである。 

３．点突然変異による滑り速度の変化 

403 番目の Arginine を Glutamine に変えたもの（403Arg-Glu）、453 番目の Arginine を

Cysteine に変えたもの（453Arg-Cys）、584 番目の Glycine を Arginine に変えたもの

（584Gly-Arg）では野性株に比べアクチンフィラメントとの間の滑り速度が有意に低下し
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ており（野性株 2.0μ m／ sec、 403Arg-Glu1.0μ m／ sec、 453Arg-Cys0.7μ m／ sec、

584Gly-Arg0.8μm／sec）、機能低下が示唆された。（百村） 

１．日本人及びイギリス系オーストラリア人にみられるミトコンドリア・心筋症患者の

mtDNA 全周塩基配列にみられた塩基置換の集積には顕著なクラスターが認められ、変異が

ミトコンドリア・イブから順次系統的に分岐したことを示しており、患者には世界的な広

がりを持った一つの遺伝子ファミリーを形成していることが明らかとなった。 

患者 mtDNA の生殖腺細胞変異の遣伝子型は、mit-変異のみ存在する（mit-）型と、syn-

変異のみを有する（syn-）型、mit-変異と syn-変異が共存する（mit-+syn-）型に大別で

きることが判った。死亡患者についてその死亡年齢にもとづいて Kaplan-Meier 法によって

累積生存率を計算した。メデアン生存時間は、（mit-）型患者が 75 歳であるのに対して（mit-

＋syn-）型患者は 21 歳と著明な差のあることが判明した。このことは、こうした遺伝子診

断によって、患者の平均余命を知り、その治療、心臓移植、遺伝子治療への適応などを知

る上に極めて有用であると考えられる。 

２．PCR 増幅した mtDNA では失われる体細胞変異の情報、特に活性酸素ラジカルによる

遺伝子酸素障害の結果である 8-hydroxy-deoxyguanosine（8-OH-dG）は、65 歳以上の高齢

者では加齢によって 8-OH-dG 量が急増し、これとよい相関を示して mtDNA の欠失が増大し

た。mtDNA が同一鎖内で欠失を起こすためには、その部分が一本鎖の状態であることが必

須である。mtDNA 二本鎖中に 8-OH-dG が所々に生成すると、その部分は相補鎖とミスマッ

チを起こし、結果的に二重鎖の一定範囲が解けた持続的な一本鎖になった状態での疑似組

み換え、ないし再配列が欠失を起こす機構として考えられる。 

３．包括的欠失同定法によって検索した結果は、重篤な点変異を有し 19 歳でミトコン

ドリア心筋症のために死亡した患者心筋 mtDNA は驚くべき事に実に 235 種類の欠失が検出

され、こうした欠失によって全 mtDNA の 85％が断片化し崩壊していた。また、同様に重篤

な点変異を有し拡張型心筋症のためユタ大学で心臓移植を受けた 7 歳児の心筋 mtDNA は

212 種類の欠失が証明された。対象とした 3 歳児の心筋 mtDNA では欠失は 5 種類にとどまっ

ていた。こうした心筋 mtDNA の顕著な断片化、崩壊は、心筋エネルギー産生の著しい低下、

細胞死をもたらすものと考えられた。（小沢） 

１．分化誘導および増殖抑制時における細胞周期の変化と細胞周期関連遺伝子の変化分

化誘導に伴い細胞は G1 期に停止し、この変化は G1 期関連遺伝子の内でも特に CyclinE、A

の抑制による事が示唆された。Interferon による増殖抑制で Cyclin A、E に加えて G1 期

を抑制する遺伝子を含め、ほとんど全ての G1 期関連遺伝子が増殖の停止に向かう方向で変

動した。 

２．胎児期、新生児期および成長したラットにおける心筋細胞の増殖能について。胎生

期のラット心筋は BrdU を取り込んだが母体のそれでは取り込みが認められなかった。また、

生後 4～7 日までは BrdU の取り込みが観察されたがそれ以降は認められなかった。 

３．圧負荷心肥大における DNA 合成能について 

BrdUの取り込みは術後 6週より認められ一定の範囲内では心重量の変化と一致する傾向

にあった。また、一部の心筋においては多核化が観察された。 

４．PCNA の発現について 

免疫組織化学的に圧負荷心肥大においては control に比較して発現の亢進が認められた。
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（山田） 

 

Ⅳ 考察 

IP3R のリガンド結合部位の特定のアミノ酸配列に依存することが明らかとなった三つの

IP3R のアイソフォームは、ヘテロ四量体をつくることが確認された。この結果は、IP3R の

機能の多様性を考える上で、大変重要な結果である。（御子柴） 

心肥大などで観察される心臓の変化は形態病理、生理学的検討のみが行われていた時代

には質的なものとして捉えられていた。続いて心臓研究にも生化学、分子生物学の手法が

取り入れられ形態及び機能の変化には心筋を構成する蛋白の構造変化がともなうことが

次々と明らかにされてきた。しかしこれらの研究は心筋細胞を破壊した後蛋白、核酸を抽

出して行わなければならないため、筋収縮といった物理的現象を検討するには不適であっ

た。このギャップを埋めるものとして考案されたものがインビトロ運動再構成実験系であ

る。本研究においては様々な機械的負荷、神経性、液性刺激によって変化することが報告

されている心筋ミオシンのアイソフォームがそれぞれどのような収縮特性を持つのかを検

討した。V1、V3 アイソフォームは無負荷滑り速度で大きく異なるものの最大発生張力は変

わらなかった。しかし張力－速度関係曲線の形状は大きく異なり負荷に対する特性の差が

示唆された。心筋レベルの検討でも同じ傾向の結果が報告されているがこうした細胞の構

造を保った実験系ではミオシンと共に変化する他の要因の影響を除外することはできない。

今回得られた結果により心臓全体でみられる機能変化の内ミオシンの変化に由来する部分

を同定することができたと考える。 

続いて家族性肥大型心筋症の直接病因を確定できたものとして注目されている点突然

変異を持つミオシンの機能を同様にインビトロ運動再構成系を用いて検討した。この検討

は現在進行中であるが変異ミオシンはコントロールに比べ明らかに滑り速度が低下してお

りこの機能低下が肥大型心筋症の病態を形成する原因と考えられた。これらの検討を通じ

心筋ミオシン分子の構造と機能の関係がある程度明らかになってきたが今後さらに詳細な

構造機能連関を究明する予定である。（百村） 

欠失については、今までのミトコンドリア病では表現型である症状との間に不一致が奇

異な点として指摘されていたが、その原因は、mtDNA は H 鎖、L 鎖にある複製開始点、それ

ぞれ OrH、OrL、がその複製の為に必須であると言われていたために、研究者が OrH および

OrL 領域を避けた部分についてのみの検索を行っていたためである。我々が網羅的欠失検

出様によって、mt 心筋症患者を検索したところ、200 種を越す欠失が見い出された。OrH

および OrL を持つ欠失は全欠失の 20％に過ぎず、残りの欠失は、OrH ないし OrL を欠くか、

OrH および OrL を共に欠いていた。即ち、従来の検索は、全欠失の約 1／5 に制限されてい

たことになり、表現型との乖離は当然であったと言える。今後は網羅的に全欠失を検索す

ることによって、遺伝子型と表現型との奇異な不一致は解消されるものと考えられる。ま

たこうした多種類の欠失は、mtDNA の断裂、断片化をもたらし、アポトーシスとの関係に

おいて注目される。 

研究の結果得られた事実を総合すると、毒物などの外部要因、世代に対して垂直および

水平な変異集積の内部要因によりエネルギー産生系の構築が障害され、活性酵素ラジカル

の産生を促し mtDNA 中の 8-0H-dG が増大し、mtDNA が数千塩基対にわたって持続した一本
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鎖状態となることにより大小の欠失が体細胞変異として獲得され、欠失はさらに活性酵素

ラジカルの産生を促進し体細胞変異の新生を促進するという悪循環が体細胞変異の指数級

数的な増大として実測されたものといえる。こうした欠失と点変異の蓄積とが複合した変

異 mtDNA 量の増大によって遺伝子の断片化、崩壊が進行した結果、心筋細胞のエネルギー

産生が需要の閾値をまわると、機能障害として顕在化し心不全症状として発現するものと

考えられる。（小沢） 

今までの研究結果より、心臓の個体発生や肥大心形成の機構に細胞周期の制御機構が直

接的な役割を担っていることが明らかになった。とりわけ cyclinE、A が重要な働きを担っ

ているものと推察される。D-type cyclins の役割については不明な点が多いが血液細胞の

結果や老化、分化に関する結果を総合すると心筋細胞に関しても重要な働きが想定され興

味深い点である。また、cyclin dependent kinase inhibitors（CDKls）の動態も今後の課

題である。すなわち通常の心筋細胞における G1 停止状況は G1 を促進する力が低下してい

ることに起因するのか、もしくは G1 を抑制する力の増大によるものか、を示してくれるか

らである。このことは病的状況における心筋細胞での不均衡状況の原因を提示してくれる

可能性がある。 

今回の研究により成長した心筋細胞においてもある程度 DNA 合成能が保たれていること

が示唆された。このことは、何らかの方法に依れば脱落した一部の心筋細胞の再生が可能

なことも示している。今後、正常心臓の発生過程や圧負荷による肥大心の過程について、

細胞周期関連遺伝子の変化をさらに明らかにし、成長した心筋における G0 期の

Restriction point は如何に制御されているかを明らかにしたいと考えている。また、心

肥大の逆の現象として、心筋細胞の死を細胞周期の観点から検討したい。とりわけ細胞周

期の抑制遺伝子の役割を明らかにしたい。（山田） 

本プロジェクトの最終目標たる心筋細胞の再構築は、すでに分化した骨格筋を脱分化さ

せ、筋原細胞とし、分裂再生能を付与し、さらにこの細胞から心筋へと再分化の誘導を試

みようとしている。この場合に、現時点では単一の筋細胞においては心筋細胞と骨格筋細

胞との識別することは困難である。そこで、両者の相異点を分子生物学的に明らかにする

目的で、最初に IP3 レセプターの存在に着目し、心筋での局在を明らかにした。その上で

mtDNA の発現パターンに付いて、マウス胎児期から新生児期を経て成熟個体に至る心筋に

付いての経時的検討を実施した。その結果、胎生期の心筋で強く発現していることを見い

だした。分化誘導を図るうえでの有力な指標としての応用の可能性が示唆された。（大野） 
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