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はじめに 

 

我が国において、死因の上位を占める疾患の基礎的研究の促進を図り、学術の向上と国民の

健康増進に寄与することを目的として、当財団では昭和６２年から助成事業の枠に新たに「がん・

心臓病の基礎的研究事業」を設定し、更に平成１３年度からは「がん・心臓病の先駆的研究事業」

も対象に加え、「医療の基礎的、先駆的研究助成事業」として平成３０年までの４７７件のプロジェ

クトに対し、約３，８３８百万円の助成を行なってまいりました。 

 がんの早期発見、心臓病の予防等は現代人の国民生活にとって大変関心の高いものでありま

す。 

がん研究を見ると、がん本体の解明とその診断及び治療法の開発等がん制圧のための研究が

鋭意進められており、その研究成果も上がり、がんは治る病気といった感を抱かせます。 

 また心臓病についても分子生物的領域にまで研究が進んできており動脈硬化や心臓病の治療

に遺伝子を用いる手法等も行なわれるようになりました。 

 これらの研究事業を実施された研究者の方々は、３年間以内という限られた期間のうちに少人数

で研究を行い、これを取りまとめることは非常なご苦労があったと思います。今回の研究成果は、

今までにそれぞれの学会或いは論文により発表されて、それぞれに高い評価を受けておられま

す。 

 この研究成果について、より広く社会の各方面に公表することが必要との声もあり、この要請に

応え、２９年度をもって研究が終了し、私どもに提出していただいた研究報告書を抄録としてここに

刊行する次第です。がん・心臓病の今後の研究に少しでも役立てば幸いです。 

 

令和元年１２月 

 

公益財団法人 車両競技公益資金記念財団 

理 事 長  深 澤  亘 
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臨床検体を用いた分子標的療法耐性機構の解明とその克服法の開発 

  





 

 

 

所属機関 公益財団法人 がん研究会 

研究者名 片山 量平 

 

≪研究の概要≫ 

 

 がんはわが国における死亡原因の 1 位であり、中でも、肺がんおよび大腸がんによる死

亡者数はそれぞれ年間 7 万人以上，5 万人以上にのぼり、合わせるとがんによる死亡者数

の 4 割を超える。中でも 4 期の進行肺がんは最近まで 5 年生存率がわずか数％であった。

4 期の肺がんは他臓器等への転移があり切除不能であるため、化学療法などの薬物療法が

中心となっている。約 15 年前までは細胞障害性の抗がん剤を基軸とした薬物療法が中心

であったが、肺がんの中でも多数を占める非小細胞肺がんでは、がんの原因となる遺伝子

変異（EGFR 活性化変異や ALK 融合遺伝子などのドライバーがん遺伝子）の発見と、がん遺

伝子産物を特異的に標的とする分子標的薬の進歩により、その治療は目覚ましい進歩を遂

げ、ドライバーがん遺伝子陽性肺がん患者の予後を著しく改善してきた。更に、近年では

がん免疫チェックポイント阻害薬の開発に伴い、ドライバーがん遺伝子などが陰性の進行

肺がん患者においても、その予後を著しく改善してきた。しかしながら、がん分子標的療

法やがん免疫チェックポイント阻害薬がどれほどたかい治療効果を示した場合においても、

やがて獲得耐性が生じ、がんが再発することが大きな問題となってきた。 

 本研究において我々は、臨床検体を用いてがんの分子標的薬耐性機構を中心に解析を進

め、複数の治療抵抗性機構の発見と、耐性克服療法の発見、さらにはユニークなメカニズ

ムによるがん免疫療法への耐性機構の発見に成功し、複数の論文として発表した。日本人

の肺がんの約 3 割を占める EGFR 変異陽性肺がんでは、EGFR 阻害薬の使用順序により出現

してきうる耐性変異が異なってくることを実験的に示したり、第 3 世代 EGFR 阻害薬の奏

功期間に第 1，2 世代の EGFR 阻害薬耐性変異のアリル頻度が関連性を示すこと、あらゆる

EGFR 阻害薬に耐性を示す重複耐性変異体：EGFR-C797S/T790M/活性化変異に対するあたら

な治療法を発見するなどした。ALK や ROS1, NTRK などの融合遺伝子が陽性のがんについて

は、耐性変異と克服法についてそれぞれのがん毎に発見し論文として報告した。そして、

がん免疫チェックポイント阻害薬の中で抗 PD-L1 抗体に対する耐性機構として、スプライ

シング異常に伴う分泌型 PD-L1 の出現が抗 PD-L1 抗体のデコイとして働き、耐性を引き起

こしていることを発見し報告した。まだ耐性機構が未解明のままであるケースも少なくは

ないが、本研究により世界に先駆けて複数の獲得耐性機構と耐性克服法の発見に成功し、

今後の治療応用へとつながりうる成果を上げることができた。 
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片山 量平 公益財団法人がん研究会    本研究課題全体の実施と総括 

  がん化学療法センター基礎研究部・部長 

竹本 愛 公益財団法人がん研究会    治療抵抗性関連分子の解析と 

  がん化学療法センター基礎研究部・研究員 新規治療法探索 

北園 聡 公益財団法人がん研究会    肺がん臨床検体の収集と 

  有明病院 呼吸器内科・副医長   臨床情報解析 

 

 

研究報告 

I 研究目的 

 日本人の死亡原因の 1 位はがんであり、中でも肺がんによる死亡者数は最も多い。約 15

年前までは、進行非小細胞肺がん患者の平均生存期間は半年から 1 年程度しかなかったが、

EGFR をはじめとする様々ながん遺伝子異常の発見とそれらに対する分子標的薬の登場に

より、進行肺がんの予後は著しく改善されてきた。しかし分子標的薬への耐性獲得による

がんの再発が問題になっており、その耐性の分子機構解明と耐性克服法の開発が重要な課

題である。これまでに様々な分子標的薬耐性機構が明らかにされ、一部ではその分子基盤

に応じたより効果的な薬剤や、薬剤の併用療法による克服が試みられているが、まだ十分

に解明されたとは言い難い。本研究では肺がんを中心に、分子標的療法抵抗性の分子機構

解明と、耐性の回避・克服に係る分子基盤を明らかにし、耐性克服のための新たな標的療

法・併用療法の開発を目標とした。 

 EGFR 活性型変異を有する患者には EGFR-TKI（チロシンキナーゼ阻害薬）が、ALK 融合遺

伝子を有する肺がんには、ALK 阻害薬（Crizotinib や Alectinib, Ceritinib）が著明な腫

瘍縮小効果を示すが、いずれにおいても約 1 年～数年以内に獲得耐性を生じることが臨床

上問題となってきた。これまでに、代表研究者らは培養細胞株のみならず、分子標的薬耐

性となった患者検体から培養細胞株を直接樹立し、ALK 陽性肺がんにおける ALK 阻害薬耐

性機構とその克服法を多数同定することに成功してきた(Katayama R et al PNAS 2011, 

Science Transl Med 2012, Cancer Discov 2013, Clin Can Res 2014， 他)。また、ROS1

融合遺伝子陽性肺がんに対しても新たな耐性機構と克服薬の同定に成功した(Awad MM and 

Katayama R et al, NEJM 2013, Katayama R et al Clin Can Res 2015)。しかし、未だに

耐性メカニズム同定には至っていない症例も多い。そこで本研究では、平成 28 年度より各

患者検体由来の培養細胞株と Xenograft モデルを樹立し、遺伝子変異解析、たんぱく質発

現解析、細胞内シグナル伝達解析等とプロテオミクスのプロファイリング等を行い、得ら

れた生物学的特性と臨床病理学的所見とを組み合わせ、耐性機構の解析を行っている。さ

らに、がんと間質細胞の相互作用の解析を通じ、肺がんにおける種々の分子標的薬に対す

る未同定の耐性メカニズムを明らかにし、分子標的薬に対して不応となった際の併用療法

の開発につながる成果を得ることを目的とした。 

 また、近年になり、肺がんの薬物療法の 1 つとして、免疫チェックポイント阻害薬が重

要な役割を果たすようになってきた。腫瘍細胞が免疫による排除から逃避するのに働いて

いる分子の１つである PD-L1 とその免疫細胞側のレセプターである PD-1 を標的とする抗
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体が臨床応用されており、その他の免疫チェックポイントを標的とした抗体医薬等が相次

いで開発されている。一部の患者では高い有効性と長い奏功期間が認められているものの、

著効した患者においても徐々に獲得耐性が認められるようになってきている。そこで、免

疫チェックポイント阻害薬による治療が予定されている症例、一旦は奏功が見られたもの

の耐性となり増悪した症例より、生検検体や手術検体、体腔液検体等を用いて、がん細胞

株の樹立と共に、腫瘍と共に存在する免疫細胞を分離・培養して解析等に用い、がん免疫

チェックポイント阻害薬に対する獲得耐性機構の解明と、その克服法の発見を目指し研究

を行った。 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

 肺がんにおける分子標的薬耐性機構解明と新規併用療法の探索研究 

 肺がん治療においてドライバーがん遺伝子などと呼ばれるがんを引き起こす遺伝子異常

に対応した分子標的薬（EGFR 活性化変異に対する EGFR チロシンキナーゼ阻害薬など）は

著明な腫瘍縮小効果を示すが、いずれにおいても約 1 年程度で不応となり耐性化すること

が臨床上問題となっている。そこで以下に列記する肺がん症例を中心に分子標的薬治療前・

耐性後の検体からがん細胞株を樹立し、薬剤耐性機構を調べるために、標的遺伝子の変異

解析と主要ながん関連遺伝子の変異解析を行った。これまでに樹立してきた臨床検体由来

細胞株および、研究室内で in vitro で樹立してきた分子標的薬耐性細胞株も活用し耐性

機構の解析を行った。該当する症例の選択およびその臨床情報の解析については、共同研

究者の北園聡医師（呼吸器内科医）が行った。 

 

- EGFR 変異陽性肺がん（Erlotinib, Gefitinib, Afatinib または第 3 世代 EGFR 阻害薬

Osimertinib 治療前・後の検体） 

- ALK 融合遺伝子陽性肺がん（Crizotinib, Alectinib，Ceritinib または Lorlatinib など

の ALK 阻害薬治療前・後の検体） 

- ROS1, RET, NTRK1 融合遺伝子陽性がん（Crizotinib や臨床試験中であった阻害薬治療

前・後の検体） 

- その他（ERBB2 活性化型変異, cMET 遺伝子増幅, BRAF 変異陽性肺がん検体他） 

- 肺がん免疫チェックポイント阻害薬に抵抗性の検体（一旦は著効が見られた症例） 

 

 分子標的薬の標的分子の耐性変異やそのほかのがん関連遺伝子の遺伝子変異については、

次世代シーケンサー等を用いて解析を行った。遺伝子変異による耐性機構が見つからない

症例については、抗体アレイ、遺伝子発現解析、質量分析計を用いたプロテオミクス（特

にリン酸化プロテオミクスと総タンパク質のプロテオミクスを組み合わせた革新的プロテ

オミクス）等の解析手法を駆使し、耐性検体において分子標的薬処理時に活性化している

シグナルパスウェイや、耐性細胞で著しく発現上昇または減少しているたんぱく質等の同

定を試みた。また、分子標的薬によって誘導される細胞死は主にアポトーシスによること

がこれまでに示されているが、このアポトーシスの経路の異常などによる細胞死誘導不全

等についても着目し、解析を進めた。さらに、細胞の EMT などの形態変化に大きくかかわ
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ることが予想される因子などについても同時に検討した。他にも耐性機構同定のために、

薬剤併用スクリーニングを、主に臨床で使用されている薬剤および、臨床試験中の薬剤を

中心に行った。併用療法による相乗的な細胞増殖抑制が見られた際には、ヒットしてきた

阻害薬の標的分子群から予測されるメカニズムを手掛かりに耐性機構の解明を試みた。 

 同定した因子が非常にユニークであり、阻害薬等が手に入らない場合には、阻害薬候補

のスクリーニングにも挑戦した。分泌タンパクであったものについて、ELISA やアセトン

沈殿などの方法を駆使して定量解析等を行った。 

これらの検討から見出した標的因子については、併用療法を見出すために併用薬のスクリ

ーニングを行った。そして同定した薬剤を用いて in vivo での効果についても検討を行っ

た。また、新たに見出した耐性機構が他にも見られるかどうかを調べるために、FFPE 保存

検体等を用いたスクリーニングも実施した。速やかな臨床応用を目指すために、併用薬候

補としては実臨床で利用されている薬剤を極力用いた。 

 

がん免疫チェックポイント阻害薬に対する獲得耐性機構の解析と、その克服法の解析 

 近年になり、肺がんの薬物療法の 1 つとして、免疫チェックポイント阻害薬が重要な役

割を果たすようになってきた。腫瘍細胞が免疫による排除から逃避するのに働いている分

子の１つである PD-L1 とその免疫細胞側のレセプターである PD-1 を標的とする抗体が臨

床応用されており、その他の免疫チェックポイントを標的とした抗体医薬等が相次いで開

発されている。一部の患者では高い有効性と長い奏功期間が認められているものの、著効

した患者においても徐々に獲得耐性が認められるようになってきている。そこで、免疫チ

ェックポイント阻害薬による治療が予定されている症例、一旦は奏功が見られたものの耐

性となり増悪した症例より、生検検体や手術検体、体腔液検体等を用いて、がん細胞株の

樹立と共に、腫瘍と共に存在する免疫細胞を分離・培養して解析等に用いた。具体的には

下記の様にして解析を進めた。 

１）免疫チェックポイント治療前・後の肺がん臨床検体からの腫瘍細胞と免疫細胞の分離・

培養 

２）NGS を用いた体細胞変異の解析と腫瘍抗原（ネオアンチゲン）の解析 

３）抵抗性関連因子の同定と、その因子の腫瘍-免疫間の相互作用等に対する影響の解析 

４）Syngeneic マウスモデルを用いた同定した因子の解析と抵抗性克服療法の検討 

上記の手法などにより、肺がんにおける免疫チェックポイント阻害薬抵抗性機構の解析と

耐性克服方法、ひいては初期治療における感受性規定因子となりうるバイオマーカーの同

定も目指した。 

 

これら上記の研究実施は代表研究者の片山量平と、共同研究者の竹本、北園が協同して行

った。 

 

Ⅲ 研究成果 

 肺がんにおける分子標的薬耐性機構解明と新規併用療法の探索研究 

がん研究会有明病院の呼吸器内科の肺がん患者のうち、当会で承認された臨床研究「分子
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プロファイリングによる薬剤抵抗性機構の研究」に残余検体を使用することを同意して下

さった患者由来の検体（EGFR 変異陽性肺がん、ALK 融合遺伝子陽性肺がんなどの各分子標

的治療薬前・後の胸水や生検検体など）を用いて培養細胞株の樹立を試み、平成 28 年４月

からの約 1 年半年で EGFR 変異陽性症例２０例以上、ALK 陽性症例８例、RET 陽性症例 3 例、

ROS1 陽性症例 3 例からの培養株樹立に成功した。その中で、一部の症例については、既知

の耐性機構の同定に成功したが、耐性機構がすぐには判明しなかった症例については培養

株化に成功した検体を中心に、耐性機構を調べた。これらをはじめとして、耐性機構が同

定できたものについては、概ね耐性克服法の候補を見出すことにも成功している。また、

EGFR 変異陽性肺がんの耐性変異

（T790M）にも有効な薬剤として

Osimertinib が 2017 年に本邦でも

承認され使用されるようになった

が、その治療効果は、腫瘍内におけ

る T790M の比率が高いほうが良く、

T790M 変異体の存在頻度が低い方

が Osimertinib の治療奏功期間が

短いことを発見し発表した（図 1，

発表論文９）。Osimertinib への耐

性として C797S/T790M の重複変異

が報告されている。その変異にも

有効な薬剤は現在のところ存在し

なかったが、我々はこの重複変異

にも有効な薬剤を発見し、平成 29

年 3 月に中旬に発表した（図２ 

，発表論文１）。この成果は高い注

目を浴びており、現在耐性克服療

法の臨床応用に向けて、臨床試験

のための準備を行っている。また、

NTRK1 融合遺伝子陽性がんについ

ては、新規獲得耐性変異を、ENU 

mutagenesis screening と、培養細

胞株を用いた検討により同定し、更

に異なる標的の阻害薬が耐性変異に対して有効であることを発見し、論文として発表した

（発表論文２）。ALK 融合遺伝子陽性肺がんにおいては、様々な第 1、第 2 世代 ALK 阻害薬

耐性機構を発見するなどし、2 本の総説論文として発表した。さらに、共同研究により、

上皮間葉転換（EMT）が治療抵抗性に関わることを見出し発表している。また、あらゆる第

1、２世代耐性変異にも有効とされる第 3 世代 ALK 阻害薬 Lorlatinib にも弱点があり、2

つ以上の変異が重なるまたは、L1256F 変異が生じることにより耐性が生じること、それら

Lorlatinib 耐性の一部は逆に第 1，2 世代 ALK 阻害薬に高感受性を示すようになること、

図１.Osimertinib 治療前の患者における EGFR-
T790M 変 異 と 活 性 化 変 異 の 比 が 高 い ほ ど
Osimertinib の奏功が良い傾向が認められた。  

図２.Osimertinib 耐性の EGFR-C797S/T790M 変異
にも有効な治療薬として、Brigatinib と抗 EGFR 抗
体の併用療法が有効であることを発見。  
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などを発見し発表した（図３，発表

論文２２）。 

 また、がんと間質細胞を介した

耐性については、ALK 陽性肺がん由

来細胞株をマウスに移植したゼノ

グラフトモデルを ALK 阻害薬によ

り治療実験を継続することで耐性

腫瘍の樹立に成功した。樹立した

腫瘍から培養細胞株の樹立を試み

たところ、がんに入り込んでいた

間質細胞があることで耐性を獲得

していること、間質細胞は、直接接

していなくてもよく、培養上清に分泌する物質によりがん細胞に耐性を付与していること

が明らかにできた。この耐性に関わる分子機構は思った以上に複雑であり、現在も引き続

きその解析を引き続き実施し、論文化を目指している。これらの解析を通じ、肺がんにお

ける未同定の分子標的薬耐性メカニズムを明らかにするとともに、がんと間質などとの相

互作用解析を介した治療抵抗性機構の解明が可能になると考えられる。なお、この間質と

の相互作用に関連して、肺扁平上皮癌において間質に存在する血小板が、腫瘍細胞との相

互作用により様々な増殖因子やサイトカインなどを放出することで、腫瘍の増大や悪性形

質に関わることも発見し報告している（発表論文１３，１４） 

 

がん免疫チェックポイント阻害薬に対する獲得耐性機構の解析と、その克服法の解析 

 肺がんの新たな治療の１つとして、免疫チェックポイント阻害薬が幅広く用いられるよ

うになってきており、約2割から3割程度の患者においては顕著な治療効果が見られるが、

やがて耐性が生じることが散見されるようになってきた。そこで、免疫チェックポイント

阻害薬の中でも抗 PD-L1 抗体に耐性となった症例の治療後の検体と、治療前の検体から

RNAseq により遺伝子変異と発現を比較したところ、ALS（筋萎縮性側索硬化症）原因遺伝

子の遺伝子の 1 つとして知られている RNA 結合たんぱく質 TARDBP に変異が見つかり、さ

らに、抗 PD-L1 抗体の標的である PD-L1 が異常スプライシングにより膜貫通領域が欠損す

るバリアントを発現していることを発見した。このバリアントは、培養細胞系においても

in vivo 実験のいずれにおいても確かに抗 PD-L1 抗体への耐性に関与することが確認され

た。分泌型バリアントによる耐性の一般性についても、その他の耐性症例を用いた解析を

進めており、少なくともこれまでに抗 PD-L1 抗体耐性の 4 症例（17 症例中）に確認された。

今後さらに使用が増えてくると考えられる免疫チェックポイント阻害薬への耐性機構の一

端を解明し、この分泌型バリアントによる耐性の克服法発見にも成功した（発表論文２４）。 

 

Ⅳ 考察 

 本研究において、肺がんを中心に患者臨床検体より分子標的薬治療前、および治療耐性

後の検体を、がん研究会有明病院を中心に新鮮な状態で頂戴し、数多くの貴重な培養細胞

図３.第３世代 ALK 阻害薬 Lorlatinib への耐性機
構として、重複変異を１４種同定し、その半数以上
に対し、有効な薬剤候補を発見。  
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株樹立に成功した。倫理審査委員会にて承認済みのプロトコールに基づき同意を頂いた数

多くの患者様より時には何度も検体を使用させていただくことができたおかげで、数々の

がん分子標的療法耐性機構とその克服法候補の同定に成功した。しかしながら、いまだメ

カニズムが解明できていない症例は、約 1/4 から 1/3 程度は存在している。本研究におい

て樹立した細胞株等を用いてマルチ Omics 解析や、モダリティの異なる解析を組み合わせ

ていくこと、さらにはゲノムワイドなスクリーニング（遺伝子発現またはノックアウト）

などを駆使することで、将来の研究において更なる耐性機構の発見と耐性克服法の発見に

つながることが期待される。また標準治療の 1 選択肢として急速に広がりつつあるがん免

疫チェックポイント阻害療法についても、その耐性が徐々に明らかにされてきていること

から、本研究を通じて新たに発見した分泌型 PD-L1 を介した耐性をはじめとして、さまざ

まな耐性機構と、その克服法の発見に向けた取り組みが重要である。 

 また、耐性が生じるためには、どれほど顕著な腫瘍縮小が認められた場合にも残存する

腫瘍があり、それがやがて獲得耐性腫瘍へと「進化」すると考えることができる。この治

療残存腫瘍を培養細胞だけでなく、腫瘍内微小環境をも考慮に入れるための in vivo モデ

ルでの検討、さらには手術前に薬物療法を受けた後の手術検体の解析から治療残存腫瘍の

性状を明らかにできる可能性がある。 
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心不全の筋萎縮、サルコペニアとその対策としての 

新規リハビリ法に関する臨床的ならびに基礎的研究 

  





所所属属機機関関  獨獨協協医医科科大大学学病病院院ハハーートトセセンンタターー  

研研究究者者名名  中中島島敏敏明明  

≪≪研研究究のの概概要要≫≫  

心不全では筋萎縮(サルコペニア)を合併し、QOL､生命予後の重大な脅威となる。その成因は、心

不全や高齢者などでは、低栄養、不活動などによる筋蛋白質同化の抑制、さらに、TNFα 等の炎症性

サイトカインによる筋蛋白質合成低下と筋蛋白質のユビキチン化を触媒する骨格筋特異的ユビキチン

リガーゼである MuRF1、atrogin-1 などの筋タンパク異化の促進などにより、筋萎縮、サルコペニアが

発症する。サルコペニアでは身体活動低下による内臓肥満も見られ､とくに心臓周囲の脂肪由来のア

ディポカインが直接､冠動脈、心筋に作用し､動脈硬化、心筋障害や心臓リモデリングをきたす可能性

も報告されている｡一方、身体活動は骨格筋から生理活性因子マイオカインを放出し、筋肥大､脂肪分

解等をもたらすが、逆に、ミオスタチンなどの発現亢進では骨格筋の筋萎縮と脂肪蓄積をきたすといわ

れている。また､不全心筋ではミオスタチンの発現の亢進と筋萎縮との関連も報告されており、骨格筋､

心筋と脂肪の 3 者の相互作用や干渉が発生する。このように、サルコペニアと心不全との関連は複雑

で、詳細な機構はいまだ不明である。 最近、さまざまな疾患に関するバイオマーカーに関する研究

が報告され、exosome 中のマイクロ RNA (miR)も標的 mRNA の転写抑制作用から各種病態と関連す

ることが報告されている。miR は血液中に分泌され､タンパクの転写ꞏ翻訳を制御するが、骨格筋や心

筋可塑性のバイオマーカーとして臨床診断上も有望である｡我々は、心不全を含む心大血管疾患患

者、さらに、心大血管手術患者の手術時に血液ならびに脂肪組織(一部の例で心筋)を採取し､病態

解析とサイトカイン類と分泌型 miR 類の解析で心不全の筋萎縮機序の解明と治療開発を目指す｡一

方、心不全患者の筋萎縮、サルコペニア改善において有酸素運動を基本とした心臓リハビリが実施さ

れているが、今後､患者の高齢化により従来のリハビリが困難な症例が急増し、新たなリハビリ法の開

発が急務である｡我々はサルコペニア対策として新規リハビリ法の血流制限下トレーニング(いわゆる

加圧トレーニング)と温熱刺激を利用した和温療法に注目した｡筋肉は、筋タンパク質の同化と異化の

平衡により維持され、筋力トレーニングによって同化の促進が異化の速度を上回らなければ、筋肥大

を引き起こすことは難しい。高強度の筋力トレーニングは、筋タンパク質の出納バランスをプラスへ傾

け筋肥大を引き起こすが、心不全や高齢者などでは、筋タンパク合成が減少、さらに、炎症による筋タ

ンパク分解などにより出納バランスがマイナスに傾き筋萎縮を来たす。筋蛋白合成、筋肥大のメカニズ

ムとして，もっとも重要なのが mTOR を含む細胞内シグナル伝達経路である。血流制限下トレーニング

では、低酸素負荷によるストレス応答遺伝子の転写と翻訳が亢進する｡また、温熱刺激では､Heat 

shock protein (HSP)等の多くの遺伝子の転写と翻訳が増加し、HSP には新生ポリペプチドの分子シ

ャペロン機能があり、タンパク合成とその編集機構が促進され、筋萎縮の予防効果が期待される｡そこ

で、新たなリハビリ法として、低酸素刺激を応用した血流制限下トレーニングﾞと温熱刺激を応用した和

温療法の効果を検証するとともに、基礎実験を加えることにより、臨床データによって得られた知見を、

さらに、科学的に実証することを目的とした新しい研究である。さらに、本研究開発目標は、心不全の

筋萎縮、サルコペニア対策として、アディポカイン、サイトカイン、マイオカイン、分泌型マイクロ RNA

に注目して、その病態解明と関連バイオマーカーを明らかにすることもある。こうした臨床ならびに基

礎的研究により、血流制限下トレーニングおよび温熱刺激の有用性ならびに機序の解明がなされれ

ば、サルコペニア予防、対策において、今後のリハビリ分野に大きく貢献すると思われる。本研究は、

近未来の超高齢社会においても、新しいリハビリ法の今後の臨床展開につながる可能性もある。 
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研研究究報報告告 

ⅠⅠ   研研究究目目的的 

わが国では高齢化が進み、80 歳以上の高齢者の増加ならびに心不全の増加が目立っている。今

後、超高齢化社会を迎え、ますます、その傾向は強まることが予測される。慢性心不全患者は、2030

年には 130 万人を超えると言われている。心不全では筋萎縮(サルコペニア)を合併し、QOL､生命予

後の重大な脅威となる。その成因は、心不全や高齢者などでは、低栄養、不活動などによる筋タンパ

ク質同化の抑制、さらに、TNFα 等の炎症性サイトカインによる筋蛋白合成低下と筋タンパク質のユビ

キチン化を触媒する骨格筋特異的ユビキチンリガーゼである MuRF1、atrogin-1 などの筋タンパク異

化の促進などにより筋萎縮、サルコペニアが発症する。サルコペニアでは身体活動低下による内臓肥

満も見られ､とくに、心臓周囲の脂肪由来のアディポカインが直接､冠動脈、心筋に作用し､動脈硬化、

心筋障害や心臓リモデリングをきたす可能性も報告されている｡一方、身体活動は骨格筋から生理活

性因子マイオカインを放出し、筋肥大､脂肪分解等をもたらすが、逆に、ミオスタチンなどの発現亢進

では骨格筋の筋萎縮と脂肪蓄積をきたすといわれている。さらに、不全心筋ではミオスタチンの発現

の亢進と筋萎縮との関連も報告されており、骨格筋､心筋と脂肪組織の 3 者の相互作用や干渉が発生

する。このように、サルコペニアと心不全の関連は複雑で、詳細な機構はいまだ不明である。最近、さ

まざまな疾患に関するバイオマーカーに関する研究が報告され、exosome 中のマイクロ RNA (miR)も

標的 mRNA の転写抑制作用から各種病態と関連することが報告されている。miR は血液中に分泌さ

れ､タンパクの転写ꞏ翻訳を制御するが、骨格筋や心筋可塑性のバイオマーカーとしても臨床診断上有

望である｡我々は、心不全を含む心大血管疾患患者ならびに心大血管手術患者の手術時に血液及

び脂肪組織(一部の例で心筋)を採取し､病態解析とサイトカイン類と分泌型 miR 類の解析で心不全の

筋萎縮機序の解明と治療開発を目指す｡一方、心不全患者の筋萎縮、サルコペニア改善に心臓リハ

ビリが実施されているが、今後､患者の高齢化により従来のリハビリが困難な症例が急増し、新たなリハ

ビリ法の開発が急務である｡我々はサルコペニア対策として新規リハビリ法の血流制限下トレーニング

(いわゆる加圧トレーニング)と温熱刺激を利用した和温療法に注目した｡筋肉は、筋タンパク質の同化

と異化の平衡により維持され、筋力トレーニングによって同化の促進が異化の速度を上回らなければ、

筋肥大を引き起こすことは難しい。高強度の筋力トレーニングは、筋タンパク質の出納バランスをプラ

スへ傾け筋肥大を引き起こすが、心不全や高齢者などでは、筋タンパク合成が減少、さらに、炎症によ

る筋タンパク質分解などにより出納バランスがマイナスに傾き筋萎縮を来たす。筋蛋白合成、筋肥大

のメカニズムとして，もっとも重要なのが、mammalian target of rapamycin (mTOR)を含む細胞内シグ

ナル伝達経路である。血流制限下トレーニングでは、低酸素負荷によストレス応答遺伝子の転写と翻

訳が亢進する｡さらに、温熱刺激では､Heat shock protein (HSP)等の多くの遺伝子の転写と翻訳が増

加し、HSP には新生ポリペプチドの分子シャペロン機能があり、タンパク合成とその編集機構が促進さ
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れ、筋萎縮の予防効果が期待される｡そこで、新たなリハビリ法として、低酸素刺激を応用した血流制

限下トレーニングと温熱刺激を応用した和温療法の効果を検証するとともに、基礎実験を加えることに

より、臨床データによって得られた知見を、さらに、科学的に実証する新しい研究である。さらに、本研

究開発目標は、心不全の筋萎縮、サルコペニア対策として、アディポカイン、サイトカイン、マイオカイ

ン、分泌型マイクロ RNA に注目して、その病態解明と関連バイオマーカーを明らかにすることもある。

こうした臨床及び基礎的研究により、血流制限下トレーニングおよび温熱刺激の有用性ならびに機序

の解明がなされれば、サルコペニア予防、対策において、今後のリハビリ分野に大きく貢献すると思わ

れる。本研究は、近未来の超高齢社会においても、新しいリハビリ法の今後の臨床展開につながる可

能性もある。 

ⅡⅡ   研研究究計計画画及及びび材材料料とと方方法法 

以下に示すように、（Ｉ） 臨床研究 （ＩＩ） 基礎研究に分けて検討した。 

（（ＩＩ））臨臨床床研研究究  ①①心心不不全全のの筋筋萎萎縮縮、、ササルルココペペニニアアにに関関すするる臨臨床床的的検検討討 (中中島島、、柴柴崎崎、、安安田田) 

当院ハートセンターに入院中の患者を対象に 2015 年 10 月より獨協医科大学倫理委員会の承認後

に、心大血管疾患（CVD）入院患者 490 名、男性（n = 318、68.4 ± 13 歳）及び女性（n = 172、75.0 ± 

10.8 歳）に対して、身体機能評価（握力、膝伸展筋力など）、筋形態学的評価（ Inbody を用いた

Bioelectrical impedance analysis (BIA) 法による筋量測定ならびに筋エコーによる筋厚測定）などを

実施し、筋萎縮、サルコペニアならびにサルコペニア肥満の頻度を詳細に検討した｡サルコペニアの

診断は、BIA 法による Skeletal muscle index (SMI)で判定した筋肉量と身体機能（握力、歩行速度）

の 評 価 に よ り 行 っ た 。 さ ら に 、 身 体 機 能 の 評 価 に ， 簡 易 身 体 能 力 バ ッ テ リ ー （ short physical 

performance battery, SPPB）の総点数を規定する因子（握力、膝伸展筋力、栄養指標の CONUT 

score など）について回帰分析を行った。心大血管疾患患者 490 例中、心大血管手術患者 170 例、

心不全 160 例、虚血心疾患 106 例などであり、心不全が 30%含まれていた。また、サルコぺニアの有

無と血液所見との関連を回帰分析により検討した。心大血管疾患手術患者においても、身体機能評

価、筋形態学的評価などを実施するとともに、筋萎縮、サルコペニア、さらに、心機能評価を心エコー

により詳細に検討した。また、CT scan による心外膜脂肪量、内臓脂肪量、皮下脂肪量も測定した。手

術当日、血液と脂肪組織（心外膜脂肪及び皮下脂肪、一部の症例では左心耳、左心室）を手術時に

サンプリングﾞし、各種サイトカイン、マイオカイン､アディポカインなどを Luminex あるいは ELISA で測

定するとともに、脂肪組織、心筋組織から total RNA, 蛋白を抽出し, サイトカイン、アディポカインな

どの発現を検討した。さらに、この保存中の血液から exosome 中のマイクロ RNA（miR）を抽出してマ

イクロ RNA の定量を行った。 

臨臨床床研研究究  ②②  血血流流制制限限下下トトレレーーニニンンググおおよよびび温温熱熱刺刺激激のの筋筋肥肥大大効効果果のの検検討討  （（中中島島、、安安田田、、柴柴

崎崎）） 

年齢により筋量ならびに身体活動の低下するものを狭義のサルコペニアと呼んでいる。まず、高齢

女性において、大腿筋サイズと血管機能 （CAVI、ＡＢＩ）に対する血流制限（BFR）を用いた低強度ト

レーニングの効果を検討した。高齢者を３つのグループに分けた。低強度の弾性バンド BFR トレーニ

ング（BFR-Tr、n=10）、中強度から高強度の弾性バンドトレーニング（MH-Tr、n=10）およびトレーニン

グなし（Ctrl、 n=10）群である。 BFR-Tr と MH-Tr グループは、弾性バンドを使用し、2 回/週で 12 週

間、スクワットと膝の伸展運動を行った。 BFR-Tr 運動中、被験者は両下腿の近位部に加圧ベルトを

着用した。トレーニングの前およびトレーニング終了後 3〜5 日後に、MRI 測定、膝伸展筋力、CAVI、
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ＡＢＩなどの検査を実施した。さらに、心大血管疾患手術患者 10 名に対して、術後早期から血流制限

下での低強度筋力トレーニングを 2 回/週、3 か月間実施して、身体機能評価、BIA 法による筋量なら

びに筋エコーによる筋厚に及ぼす効果につき検討した。さらに、サルコペニアを有する心不全患者に

対しても、和温療法、血流制限下トレーニングの効果についても予備的に検討を開始した。 

(ＩＩＩＩ)  基基礎礎研研究究 

1．．温温熱熱刺刺激激のの骨骨格格筋筋細細胞胞をを用用いいたた in vitro 研研究究 (小小尾尾) 

骨格筋からはさまざまマイオカインが放出される。IL-6 は、骨格筋細胞からも放出され、運動、熱、

カテコールアミン、活性酸素種および炎症によって誘発される。また、IL-6 は、オートクライン、パラクラ

イン的に骨格筋に作用し、増殖や筋肥大を誘導することが報告されている。しかし、骨格筋細胞からの

IL-6 の放出を誘導する分子的機構についてはいまだ不明である。  TRPV1-4 などの熱感受性

Transient receptor potential channel(TRP) タンパク質は、細胞機能において重要な役割を果たして

いるが、この研究では、TRPV1 が熱を感知し、核にシグナルを伝達し、IL-6 を産生すると仮定して以

下の検討を行った。C2C12 筋芽細胞を 37〜42ºC の温度に暴露し、温熱刺激の IL-6 分泌における活

性化機構につき検討した。蛋白の発現は Western Blot で、遺伝子の発現はリアルタイム RT-PCR で

検討した。さらに、温熱刺激の詳細な筋肥大効果の分子的機序ならに、筋管形成、骨格筋芽細胞の

分化に及ぼす効果、その機序に関しても検討した。 

2．．温温熱熱刺刺激激にに関関すするるママウウススをを用用いいたた in vivo のの基基礎礎的的研研究究 (狩狩野野、、中中島島) 

  In vivo で温熱刺激を与えられる装置を作成して、Wistar 系雄性ラットを用いて温熱刺激の筋肥大

効果の温度条件について、直腸体温、筋組織温度を測定し検討した。さらに、温熱刺激の筋肥大効

果、筋線維のタイプ, 遺伝子さらにタンパク発現に及ぼす効果も検討した。なお、5 検体に関しては、

Microarray Data Analysis により検討した.  

3. 熱熱スストトレレススおおよよびび筋筋収収縮縮がが筋筋細細胞胞質質内内カカルルシシウウムムイイオオンン濃濃度度にに及及ぼぼすす影影響響 (狩狩野野) 

骨格筋における細胞内 Ca2+は，筋肥大シグナル因子としての役割を担っている。細胞内 Ca2+濃度

（[Ca2+]i）は細胞膜，ミトコンドリア，筋小胞体（SR）によって調節されている。これらの 3 つのシステムの

うち、 [Ca2+]i 調節におけるミトコンドリアの重要性は骨格筋において不明な点が多い。そこで、ミトコン

ドリアによる Ca2+緩衝能力は安静時および収縮後の [Ca2+]i を決定する主要な要因であるという仮説

を検証した。実験にはペルオキシソーム増殖因子活性化レセプター γ 共役因子 -1α（PGC-1α） 

の過剰発現（ミトコンドリア増加モデル）および野生型（WT）マウスを用いた。次に、温熱刺激と筋収縮

を組み合わせた慢性的な複合ストレスが骨格筋へ与える影響は不明である。そこで、筋収縮は、熱刺

激による筋肥大の効果を抑制するという仮説を立て実験を実施した。Wistar 系雄性ラットの脊柱僧帽

筋を麻酔下で露出させ、Ca2+感受性蛍光指示薬である Fura2-AM を導入した。ガラスホットプレート上

に筋を保持し，表面筋温 40℃の熱ストレス負荷中の[Ca2+]i を 20 分間測定した（熱ストレス群）。また、

熱ストレス 10 分後に，筋温を維持した状態で 30 秒間の等尺性強収縮を負荷し、その後，筋温を 40℃

に維持した（熱ストレス＋筋収縮群）。同様のプロトコールによる筋サンプルを作成し，Western Blot に

より TRPV1 のリン酸化などを測定した。 

4. 血血流流制制限限モモデデルルララッットトににおおけけるる低低強強度度電電気気刺刺激激のの筋筋肥肥大大効効果果ななららびびにに分分子子的的機機序序のの検検討討 (中中島島、、

狩狩野野、、安安田田、、小小栗栗) 

機械的ストレスは、筋タンパク合成を促進する重要な要因である。一方、血流制限下での運動では、

低強度の負荷にもかかわらず、高強度に似た筋肉内代謝環境をきたし筋肥大を誘発することが報告さ
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れている。本実験では、血流制限下でのラットの運動モデルを作成し、筋肉内の低酸素が、発揮張力

レベル、筋タンパク合成と筋肥大、さらにその根底にある機構を決定するという仮説を明らかにすること

である。Wistar ラットを用いて、血流制限はラットの大腿部にカフを装着して、カフ圧（0、60 または

80mmHg）で実施した。前脛骨筋への電気刺激による等尺性収縮（30Hz の低強度（LIES）：最大張力

の 50％）及び 100Hz の高強度（HIES）：最大張力の 100％）を 1 分間隔で 4 セット（20, 15, 15, 15 回）

負荷した。このときの筋肉内の酸素分圧を測定した。さらに、同じプロトコールで前脛骨筋を刺激し、3

時間後に前脛骨筋を採取し、mTOR シグナル伝達経路のリン酸化反応（mTOR, S6K1, S6 など）を

Western blot により検討した。また、この LIES を、カフ圧 80 mmHg で 3 週間（3 回/週）続け、前脛骨

筋の筋肉量および等尺性強度を訓練の前後で測定するとともに、筋線維の大きさを組織学的に評価

した。さらに、骨格筋における代謝産物輸送タンパク質およびミトコンドリア関連タンパク質を含む各種

蛋白質発現を Western Blot により測定した。 

ⅢⅢ   研研究究成成果果 

臨臨床床研研究究 

(ＩＩ)  臨臨床床研研究究  ①①   

心大血管疾患入院患者 (CVD)のサルコペニアに関する実態が明らかとなった  (Yasuda et al., 

2017. Sci Rep)。握力、歩行速度、SMI、大腿前面筋厚、下肢伸展筋力は年齢とともに低下が見られ、

大腿前面筋厚は、SMI と男性（ r=0.685, p<0.0001）、女性（ r=0.608, p<0.0001)、全体（ r=0.691、

P<0.0001）と有意な正の相関があった。SPPB 全体のスコア（男性 9.7±2.7、女性 8.2±3.0）、身体機

能評価 (握力、膝伸展)、形態学的評価では、除脂肪体重、骨格筋量、SMI、大腿周囲計、大腿前面

及び後面筋厚において、女性より男性でより大きかった。SMI による筋量評価（男性<7.0 kg/m2、女性

<5.7kg/m2）及び握力（男性<26kg, 女性＜18kg）あるいは歩行速度(<0.8m/sec) で判定したサルコ

ペニアの頻度は、男性は 27.8%、女性は 41.8%であった。その中で、サルコぺニア肥満は、男性

15.9%、女性 27.5%に認め、女性の方が男性より多かった。ロジスティック回帰分析により、SPPB 全体

のスコアを従属変数とすると大腿前面筋厚などが独立変数として抽出された。これらの臨床研究から、

総 SPPB スコアは、CVD 患者のサルコペニアに関する機能的評価として有効な評価法であることが示

された。さらに、大腿前面筋厚は、男性、女性にかかわらず、CVD 患者において身体能力を維持する

のにきわめて重要と思われ、とくに下肢筋力が低下した心大血管疾患患者では筋力強化が必要と思

われた。 

次に、CVD 患者のサルコペニアとして心不全、CKD との関連が明らかとなった。血中 BNP 値は、

握力と下肢伸展筋力と逆相関を認め, BNP とサルコペニアの頻度を比較すると，サルコペニアのある

ものでは血中 BNP は有意に高かった。また、男性 (n=238) および女性 (n=110）において、CKD 

stage（eGFR で分類）との関連につき検討した。CKD stage 1 （正常も含む） 51 名、CKD stage 2 141

名 CKD stage 3 109 名 CKD stage 4-5 47 名である。CKD の stage と年齢には、男女とも明らかな有

意差はみとめなかったが、握力、SMI, 大腿前面筋厚は、男性では、CKD の stage により低下が見ら

れた。男性におけるサルコペニアの有無に対する eGFR の ROC 曲線のカットオフ値は 53 mL／分／

1.73m²であり、面積、感度、特異度はそれぞれ 66％、78％、54%であった。心大血管疾患入院患者に

おいて、CKD は軽度であってもサルコペニアの罹患率と密接に関連することが判明した。したがって、

サルコペニアのリスクを評価し、早期の CKD 患者においてもそれを予防する必要があると思われた。 

さらに、心大血管疾患手術患者における筋萎縮、サルコペニア評価と生化学・分子生物学的検討
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を行った。握力、歩行速度、下肢膝伸展筋力は、SMI、エコー上の大腿前面筋厚と有意な相関を認め、

サルコぺニアは 35%に認められた。また、血中 BNP 値は、握力と下肢伸展筋力と逆相関を認め、サル

コペニアのあるものでは血中 BNP は有意に高かった。さらに、保存している血液サンプル（129 サンプ

ル）からサイトカイン、アディポカイン、マイオカイン 20 種類を ELISA あるいはＬuminex assay により

測定した。現時点までの解析で、いくつかの結果が得られている。炎症性サイトカインである成長分化

因子-15 (Growth/differentiation factor 15，GDF-15) の心大血管疾患手術患者の筋萎縮への関与

が明らかとなった。GDF-15 は，年齢，BNP, eGFR と有意な相関を認めるとともに，SMI，握力，大腿前

面筋厚ときわめて有意な負の相関を認めた。多変量解析では，年齢，性別，BMI で補正しても，握力

および大腿前面筋厚を規定する因子として，GDF-15 が独立因子として抽出された (握力 β = -0.237, 

p = 0.041; 大腿前面筋厚 β = -0.390, p = 0.004)。また、サルコペニア患者では，非サルコペニア患

者に比し，有意に GDF-15 濃度は高かった。血中 GDF-15 濃度を規定する因子としては，eGFR が独

立因子として抽出された (β = -0.597，p = 0.000)。eGFR＜60 の血中 GDF-15 濃度の ROC 曲線のカ

ットオフ値は 1154 pg/ml であり，面積，感度，特異度はそれぞれ 92%，88%，83%であった。血中

GDF-1 濃度は，心大血管疾患患者、とくに、CKD 患者の筋萎縮、サルコペニアに関するきわめて有

用なマーカーであると思われた(論文作成中)。 

一方、レプチン、アディポネクチンは、エネルギー代謝および体組成の重要な調節因子であり、心

血管リスク、心大血管疾患の病態と密接に関連している。レプチンは肥満、メタボリック症候群などの

病態において心機能抑制、左心室（LV）リモデリングをきたし、一方、アディポネクチンは心血管保護

作用をきたすと報告されている。しかし、相反する結果も報告されている。我々の検討では、血中アデ

ィポネクチン濃度は、血中 BNP レベル（ r=0.628、p=0.000）と強い相関を認め、年齢、左心房径

（LAD）、左房容積係数(LAVI), E/e'の間にも有意な正の相関を認めた。一方、BMI、eGFR、中性脂

肪、Hb、アルブミン、握力、SMI、大腿前面筋厚、体脂肪量、さらに、心外膜脂肪量 (Kaneda et al., 

2018 PLoS one)  との間には負の相関がみられた。一方、血清レプチン濃度は、BNP（ｒ=-0.300、

p=0.002）および握力と負の相関がある一方で、BMI（p=0.000）、コレステロール、中性脂肪、アルブミ

ン、左室駆出率（EF）、および体脂肪率、心外膜脂肪量と有意な正の相関を示した (Kaneda et al., 

2018 PLoS one) 。レプチンは、また、LAD、LVMI、および LAVI を含む心エコーパラメータとの間に

はアディポネクチンと異なり負の相関がみられた。アディポネクチンの血中濃度は、炎症性サイトカイン

である TNFα（r=0.301、p=0.001）、GDF-15、さらに、酸化ストレスマーカーである dROMs と正の相関

がみられた（r=0.294, p=0.004）が、レプチンとは有意な相関は認めなかった。サルコペニアを予測す

るための血清アディポネクチン濃度の ROC 曲線のカットオフ値は 4.9μg/ml であった。これらの結果は、

CVD 患者において、レプチンは筋消耗を伴わずに心臓リモデリングを減少させる心臓保護ホルモン

であり、一方、アディポネクチンは、心不全患者の炎症、酸化ストレス、筋消耗および栄養不良を含む

代謝障害に関与していると思われ、アディポネクチンはサルコペニアに関するきわめて有用なマーカ

ーであると思われた （論文作成中）。 

分泌型マイクロ RNA と組織中の miRNA との発現量との関連につき、miR-21 に関して検討した。

心房の線維化は，心房のリモデリングと心房細動の発生に重要な役割を演じている。2 次元スペックル

トラッキング (2DS) 法によって測定される左房ストレイン(LAS)は、左房(LA)の線維化の程度を予測

するのに有用であることが報告されている。一方，miR-21 は心臓の線維化を調節しているマイクロ

RNA として知られている。そこで、LAS と心房の線維化及び miR-21 の発現との関連につき検討した。
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心臓弁置換術，冠動脈バイパス術などの手術前 117 人の患者 (心房細動 36 例，洞調律 81 例，平均

年齢 69.7 歳，男性 69 例)において、通常の心エコー検査および 2DS 法を実施した。また、手術中左

心耳から心臓組織を摘出し得た 39 例において、コラーゲン 1 型 mRNA および miR-21 の発現を

RT-PCR によって分析した。LAS は，左房径(LAD)、E/e', 左心房容積指数(LAVI) と有意な負の相

関を認めた。また、洞調律群と比較して、LAS は心房細動群で有意に低値であり、 LAD, LAVI は高

値であった。LAS は，心房のコラーゲン 1 型 (r = -0.418，p = 0.015) および miR-21 (r = 0.471，P = 

0.004) の発現量と有意な負の相関を認めたが、LAD、LAVI とは明らかな相関は認められなかった。

さらに，洞調律患者(18 例)においても同様の所見が認められた。多変量解析において、LAS は、年齢、

性別、BMI で補正しても、miR-21 (β = -0.554,p=0.004)、コラーゲン 1 型(β = -0.736, p = 0.005)の発

現量と独立した予測因子であった。一方、LAD、LAVI とは有意な関連は認めなかった。心大血管疾

患患者において、左房ストレインは、心房のコラーゲン、miR-21 の発現と密接に関連し、心房リモデリ

ング、心房の線維化、さらには心房細動の発症を予測するマーカーとしてきわめて有用であると思わ

れた。なお、血液 exosome 中の miR-21 を測定したが、心房の線維化のマーカーとしての有用性につ

いては、今後の検討が必要と思われた。 

さらに、心大血管疾患患者のサルコペニアと分泌型マイクロ RNA（miR）に関しては、検討を継続し

ている。 

臨臨床床研研究究  ②②   

高齢者の血流制限下トレーニングは、大腿四頭筋 CSA（6.9%）および膝伸展 MVIC (13.7%)は、

BFR-Tr 群で増加したが、MH-Tr および Ctrl 群では増加しなかった。 c-SBP、c-Alx、CAVI、および

ABI に関しては、トレーニング前後で変化は見られなかった。通常のエラスティックバンドを用いた血

流制限下トレーニングは最大筋力と大腿筋 CSA を増加させるが、血管機能を低下させないことが立証

され、有用性ならびに安全性が示された（Yasuda et al., 2016 Oncotarget）。また、心大血管疾患手術

患者 10 名に対して、術後早期から血流制限下での低強度筋力トレーニングは、安全に筋量を増加す

ることが明らかとなった。さらに、サルコペニアを有する心不全患者に対しても、温熱刺激（和温療法）、

血流制限下トレーニングの効果についても筋肥大に関する研究が継続している。なお、和温療法では

60℃ 15 分では、深部体温が 0.5～1.0℃上昇がみられた。 

ＩＩＩＩ））  基基礎礎研研究究   

1．．温温熱熱刺刺激激のの骨骨格格筋筋細細胞胞をを用用いいたた in vitro 研研究究 

マウス筋芽細胞を 37℃〜42ºC の温度に 2 時間暴露すると IL-6 の mRNA 発現は温度依存的に増

加した。熱刺激は、筋芽細胞中の IL-6 分泌も増加させた。 Fura-2 蛍光二波長励起法では、熱刺激

は細胞内カルシウムを温度依存的に増加させ、TRPV1 アンタゴニスト及び TRPV1 の siRNA によるノ

ックダウンはそれらを減少させたが、TRPV1 アゴニストのカプサイシンおよび NADA は、細胞内カルシ

ウム流入および IL-6 mRNA 発現を増加させた (Obi et al., 2017 J Appl Physiol)。 TRPV2,3 および

4 アゴニストは、細胞内カルシウムを変化させなかった。阻害剤を用いた Western blot により、熱により

TRPV1 のリン酸化レベルが上昇し、続いて PKC および CREB が増加することが示された。 

マウス筋芽細胞を 42℃に 30 分以上さらすと、プロテインキナーゼ C（PKC）と熱ショック因子 1

（HSFC1）のリン酸化レベルおよび HSP70 の mRNA とタンパク発現レベルは増加した。TRPV1、カル

モジュリン、PKC、および HSF1 の阻害剤ならびに TRPV1 の siRNA は、これらの熱応答を減少させた。

さらに、HSF1 の下流のシグナルに関して検討した。細胞に 42℃の温熱刺激を 2 時間負荷して 37℃

－ 17 －



に戻した直後、1，2，5 時間後の HSP90 (heat shock protein 90)、HSP70、HSP27 の蛋白発現を検討

すると、いずれの HSP も温熱刺激により蛋白発現が増大した。また TRPV1 のノックダウンでは HSP70

の温熱刺激による応答が消失した。次に、蛋白の合成に関与する Akt/mTOR/4E-BP1 及び S6K1 の

シグナルに関して検討した。細胞に 42℃の温熱刺激を 2 時間負荷して 37℃に戻した直後、1，2，5 時

間後のリン酸化レベルを検討すると、いずれも温熱刺激により増大した。一方、筋蛋白分解に関与す

る FoxO3 のリン酸化は温熱刺激で変化しなかった。 TRPV1 の発現をノックダウンすると、

Akt/mTOR/4E-BP1 及び S6K1 の温度によるリン酸化増大が抑制された。最後に、温熱刺激が骨格筋

の分化マーカーである MEF2D、MRF4、Myf5、MyoD1 の蛋白の発現に及ぼす効果について検討し

た。細胞に 42℃の温熱刺激を 2 時間負荷して 37℃に戻した直後、1，2，5 時間後の蛋白発現量を検

討すると、いずれの骨格筋分化マーカーの蛋白発現量が増大した。TRPV1 の発現をノックダウンする

と、いずれの蛋白発現も温度に応答しなくなった。さらに、熱刺激は筋管形成も増加させ、TRPV1 をノ

ックダウンすると熱によるこれらのタンパク質の増加と筋管形成が減少した  (Obi et al., 2019 FEBS 

Open Bio)。 

2．．温温熱熱刺刺激激にに関関すするるララッットトをを用用いいたた in vivo のの基基礎礎的的研研究究 

43℃  1 時間の温熱刺激 3 週間では死亡するラットもみられたが、42℃  １時間では有意な前脛骨筋

の肥大が認められた。この温度条件で 60 分間温熱刺激を与えるとラットの直腸温及び骨格筋温度は

約 40℃に上昇した。この温熱刺激を連日１週間、２週間与えて、温熱刺激の効果につき検討すると、

前脛骨筋（TA）において、温熱刺激を１週間与えたラット (n=8) ではコントロールと比し、明らかな筋

肥大効果はみられなかったが、2 週間与えたラットでは有意な筋重量の有意な増加が認められた 

(P=0.0008, n=8)。SDH 活性，MHC 組成は変化しなかった。なお、Microarray Data Analysis では、

温熱刺激では、236 遺伝子が 2 倍以上に増加し、230 遺伝子が半分以下に減少しており、現在、詳細

な解析をおこなっている。 

3. 熱熱スストトレレススおおよよびび筋筋収収縮縮がが筋筋細細胞胞質質内内カカルルシシウウムムイイオオンン濃濃度度にに及及ぼぼすす影影響響 (狩狩野野) 

前脛骨筋を in vivo で体外に部分的に露出し、蛍光プローブ fura 2 -AM および Rhod 2-AM によ

って細胞質とミトコンドリア Ca2+濃度変動を評価した。安静時および電気刺激（120 秒、100Hz）によっ

て誘発される筋収縮からの回復動態に加えて，SR（タプシガルギン）およびミトコンドリア(FCCP）機能

の薬理学的阻害の効果を検証した。その結果，WT の[Ca2+]i は、収縮後の回復期（+6±1％）に上昇し

たままであったが、PGC-1α過剰マウスでは 150 秒以内に安静レベルまで回復した。タプシガルギンに

よる SR 機能抑制は、WT の安静時[Ca2+]i レベルを急激に増加させたが、PGC-1α 過剰マウスではそ

の変動が有意に低かった。FCCP によるミトコンドリア機能抑制は WT と PGC-1α 過剰マウスにおいて

観察されたタプシガルギン応答の違いを相殺した。また、ミトコンドリアの Ca2+蓄積は，収縮およびタプ

シガルギン処理後の PGC-1α 過剰マウスにおいて観察された。以上より，ミトコンドリアの増加は細胞

質中のカルシウム増加を抑制することが示された。これらの結果は，ミトコンドリアが多い遅筋線維

(Type I 線維)では、ミトコンドリアが少ない速筋線維(Type II 線維)よりも筋肥大応答が減弱する可能性

を示唆している (Eshima et al., Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2017)。  

次に、筋収縮が筋細胞質内カルシウムイオン濃度に及ぼす実験では、熱ストレス群の[Ca2+]i は有

意に増加した（10 分後：10±4%, 20 分後：20±7%）。ところが，熱ストレス＋筋収縮群では 20 分後の

[Ca2+]i は初期値と同レベルまで抑制された。また、TRPV1 のリン酸化は，熱ストレス群では負荷前より

も 25±4%増加したのに対して、熱ストレス＋筋収縮群では有意なリン酸化反応は認められなかった。
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以上より、筋収縮は、熱ストレスによる TRPV1 のリン酸化を抑制し、結果として細胞質への Ca2+流入を

抑えるように作用することが示された。この機構は運動時の筋温上昇における Ca2+恒常性の維持に関

与している可能性が考えられる (Ikegami et al., 2019 J Appl Physiol)。 

4) 血血流流制制限限モモデデルルララッットトににおおけけるる低低強強度度電電気気刺刺激激のの筋筋肥肥大大効効果果のの分分子子的的機機序序のの検検討討 

筋酸素分圧 (PmvO2) は 30Hz の収縮とともに一過性に減少したが、血流制限下では、高度の低

酸素環境を誘発し、最大（100Hz）収縮の場合よりも PmvO2 をより減少させた。低強度電気刺激

（EXER）は筋肥大（6.2％、P<0.01）を誘発したが、対照群または血流制限単独では誘発しなかった。 

血流制限下での低強度電気刺激では、さらに著明な筋肥大を生じ（11.0%, P<0.01）、表層の前脛骨

筋（TA）では筋断面積が有意に増加した（P<0.05）。また、血流制限下での電気刺激では、通常の電

気刺激のみに比較し，mTOR シグナル系である S6 の活性化応答が亢進することが示された。以上より、

血流制限による酸素分圧の低下が大きい条件下での運動は，低強度刺激であっても mTOR シグナル

系の活性を亢進させることが明らかとなった。さらに、血流制限下での低強度電気刺激では、通常の

電気刺激のみに比較し、monocarboxylate transporter-1 (MCT1)、PGC-1αの発現が有意に亢進した。

さらに、血流制限下での電気刺激群では、glucose transporter type 4 (GLUT4) の発現を亢進した。

低強度運動に血流制限を組み合わせると、骨格筋での PGC-1α、GLUT4, MCT1 発現を亢進し、ミト

コンドリアならびに筋機能、糖代謝の改善に関与すると考えられた (Nakajima et al., 2018 J Appl 

Physiol)。 

ⅣⅣ   考考察察 

心不全では筋萎縮(サルコペニア)を合併し、QOL､生命予後の重大な脅威となる。その成因は、心

不全や高齢者などでは、低栄養、不活動などによる筋タンパク同化の抑制、さらに、TNFα 等の炎症

性サイトカインによる筋蛋白合成低下と筋タンパク質のユビキチン化を触媒する骨格筋特異的ユビキ

チンリガーゼである MuRF1、atrogin-1 などの筋タンパク異化の促進などにより、筋萎縮、サルコペニ

アが発症する。我々は、当ハートセンター入院患者において、生体電気インピーダンス法  
(Bioelectrical Impedance Analysis; BIA)を用いた筋量評価と握力  (男性<26 kg, 女性＜

18kg）、歩行速度  (0.8 m/sec 以下 ) からサルコペニアの頻度を検討すると、男性は 27.8%、

女性は 41.8%と高率であった (Yasuda et al., 2017. Sci Rep)。特に、心不全患者、CKD 患者

では、サルコペニアの有病率は高かった。サルコペニアは、転倒リスク、予後と密接

に関係しており、サルコペニア予防、対策は、きわめて重要な問題である。我々の検

討では、さらに、心大血管疾患入院中の患者において、大腿前面筋厚は、男性、女性、サル

コペニア有無にかかわらず、CVD 患者において身体能力を維持するのに重要と思われた  (Yasuda 

et al., 2017. Sci Rep)。このように、心不全およびＣＫＤ患者は、サルコペニアの発症と密接に関連し、

サルコペニアの評価とともに、それを予防する必要があると思われた。とくに、下肢筋量を増強するよう

なトレーニングの重要性があらためて明らかとなった。 

さらに、心大血管疾患患者における筋萎縮、サルコペニア評価と筋萎縮、サルコペニアに関連する

血液バイオマーカーについて検討した。各種サイトカイン、マイオカイン､アディポカインなどを

Luminex アッセイあるいは Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay（ELISA）で測定した。これまで

の 20 種類の検討では、アディポネクチン、GDF-15、 IGF-1, FGF-21、Galectin-3、TNFα、

さらに、カルニチンの中の acylcarnitine が、筋力低下、サルコペニアと密接に関連してい

ることが判明した。とくに、炎症性サイトカインである GDF-15 が心大血管疾患、とくに、
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CKD 患者の筋消耗、サルコペニアに密接に関与することが明らかとなった（論文作成中）。

また、アディポネクチンは、心不全患者において、炎症、酸化ストレス、筋消耗、および栄養不良を含

む代謝障害に関与していると思われ、アディポネクチンは心不全患者のサルコペニアに関してきわめ

て有用なマーカーであると思われた。一方、レプチンは、脂肪量の増加により上昇するが、筋肉消耗を

伴わずに心臓リモデリングを減少させる心臓保護ホルモンであると思われた。ここ数年、欧米を中心に、

BMI が大きい方が予後は良いという“obesity paradox”という、循環器領域などでの一般的な認識とは

異なる現象が報告されている。この obesity paradox が日本人の心不全患者でも認められることを示唆

する報告もみられるが、今回の我々のレプチンに関する研究成果は、この obesity paradox に関連して

いると思われる。一方、筋消耗との関連が報告されているミオスタチンは、驚くことに筋力お

よび筋量と正の相関をみとめ (未発表 )、今後の再検討を要すると思われた。現在、詳細に

サイトカイン、マイオカン、アディポカインとサルコぺニアとの関連、HFrEF, HFpEF との

関連についても検討している。  

miR は血液中に分泌され､タンパクの転写ꞏ翻訳を制御する。我々は、はじめに、exosome 中の分泌

型マイクロ RNA と組織中の miRNA との発現量との関連につき、miR-21 に関して検討した。心房組

織での miR-21 を RT-PCR で定量すると線維化の指標であるコラーゲン I 型の発現量と有意な相関も

見られ、心房細動、心房の線維化との関連も認められた。しかし、exosome 中の分泌型 miR-21 量を

測定し分泌型 miR-21 は明らかに血液中に検出されたが、あきらかな組織中の線維化の指標とは有意

な関連は認められず、分泌型 miR-21 を線維化の分子的マーカーとするには、さらなる検討が必要と

思われた。本来の目的である筋萎縮関連 miRNA として、miR-1, miR29b などいくつか報告されてい

るが、現在、心不全のサルコペニアの分子的マーカーとして保存中の血液から exosome 中のマイクロ

RNA を抽出して定量を行っている。マイクロアレイ（Microarray）解析を含め、今後も研究を継続する

予定である。 

心不全患者の筋萎縮、サルコペニア改善に有酸素運動を中心とした心臓リハビリが実施されている

が、今後､患者の高齢化により従来のリハビリが困難な症例が急増し、新たなリハビリ法の開発が急務

である｡我々はサルコペニア対策として血流制限下トレーニング(いわゆる加圧トレーニング)と温熱刺

激を利用した和温療法に注目し、臨床ならびに基礎研究を実施した。臨床研究では、高齢者及び心

大血管疾患手術患者の血流制限下トレーニングの効果ならびに安全性が実証された (Yasuda et al., 

2016 Onｃotarget）。現在、サルコぺニアを認める心不全患者で、血流制限下トレーニングと温熱刺激

研究が進行している。 

臨床研究とともに、詳細な基礎研究も実施した。はじめに、骨格筋からはさまざまマイオカインが放

出される。IL-6 は、骨格筋細胞からも放出され、オートクライン、パラクライン的に骨格筋に作用し、増

殖や筋肥大を誘導することが報告されている。しかし、骨格筋細胞からの IL-6 の放出を誘導する分子

的機構についてはいまだ不明である。そこで、温熱刺激の骨格筋細胞を用いた in vitro 研究により、

マイオカインの一つである Il-６産生に及ぼす温熱刺激による効果につき検討した。温熱刺激は

TRPV1/PKC/CREB のシグナルを介して IL6 の発現を増大させることが明らかとなった (Obi et al., 

2017 J Appl Physiol)。さらに、蛋白の翻訳に関与する Akt/mTOR/p70S6K1 のリン酸化を検討したと

ころ、温熱刺激によりいずれもリン酸化が増大した。詳細な活性化機構を検討すると、温熱刺激を加え

ると TRPV1/カルモジュリン/PKC/HSF1 のシグナルが活性化することがわかった。また、温熱刺激は、

骨格筋の分化マーカーである MyoD1、MEF2D、Myf5、MRF4 の蛋白の発現レベルがいずれも有意
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に増大した。このように、温熱刺激は、TRPV1/カルモジュリン/PKC/HSF1 のシグナルを介して HSP70

が産生され、Akt/mTOR/4E-BP1 および S6K1 のシグナルを活性化して骨格筋分化マーカーである

MEF2D、MRF4、Myf5、MyoD1 の蛋白の発現が増大することが明らかとなった （図 参照）。このよ

うに、in vitro の研究では、温熱刺激は、あきらかな筋肥大効果をきたすと考えられた。その機序として、

（１）マイオカインである IL-6 の分泌により、IL-6 がオートクライン、パラクライン的に骨格筋に作用し、

増殖や筋肥大を誘導すること （２）筋タンパク合成系である Akt/mTOR/p70S6K1 系の活性化 （３） 

骨格筋の分化の促進が明らかとなった (Obi et al., 2019 FEBS Open Bio)。実際、in vivo の実験で、

温度条件 41℃、1 時間／日で温熱刺激を 2 週間与えたラットでは有意な筋重量の増加が認められた。

さらに、機械的ストレスは、筋タンパク合成を促進する重要な要因である。一方、血流制限下での運動

では、低強度の負荷にもかかわらず、高強度に似た代謝内環境をきたし筋肥大を誘発することが報告

されている。血流制限下のトレーニングによる筋肥効果ならびにその機序につき明らかにした。ラット

血流制限モデルにより、筋酸素分圧は安静時（27.5mmHg）から 30 Hz の低強度電気刺激では 23.2 

mmHg に減少し、血流制限を加えると著しく減少し、それは高強度運動（13.5mmHg）状態より低かっ

た。 血流制限の有無にかかわらず低強度電気刺激の 3 時間後に、mTOR のリン酸化の増加が観察さ

れたが、S6 のリン酸化は血流制限を加えることで著しく増強された。 血流制限下での低強度筋収縮

は、筋酸素分圧値を著しく低下させ、mTOR 系の S6 のリン酸化反応を誘発し筋肥大をもたらすと考え

られた。さらに、血流制限下での電気刺激による慢性トレーニングは、骨格筋での PGC-1α、GLUT4, 

MCT1 発 現 を 亢 進 し 、 ミ ト コ ン ド リ ア な ら び に 筋 機 能 、 糖 代 謝 の 改 善 に 関 与 す る と 考 え ら れ た 

(Nakajima et al., 2018 J Appl Physiol)。 

 

図 温熱刺激の骨格筋に対する作用（Obi et al., 2019 FEBS Open Bio より） 

 
 これらをまとめると、加齢や病気によるサルコペニアに対する治療方法として、温熱刺激あるいは

血流制限下トレーニングを加えることにより、骨格筋に対する効果が十分に得られることを科学的に証

明することができた。これらの基礎研究は、今後の臨床研究の基礎となる重要な情報を提供できると思

われる。しかし、in vivo の検討では、いくつかの問題点も考えられた。骨格筋における細胞内 Ca2+は，

筋肥大シグナル因子としての役割を担っている。細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）は細胞膜，ミトコンドリア，

筋小胞体（SR）によって調節されているが、ミトコンドリアも細胞質中のカルシウムイオン濃度の調節に

関与していることが示された （Eshima et al., Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2017)。 この
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結果は，ミトコンドリアが多い遅筋線維(Type I 線維)では，ミトコンドリアが少ない速筋線維(Type II 線

維)よりも筋肥大応答が減弱する可能性があると思われた。さらに、筋収縮は，熱ストレスによる TRPV1

の リ ン 酸 化 を 抑 制 し ， 結 果 と して 細 胞 質 へ の Ca2+ 流 入を 抑 え る よ う に 作 用 す る こ と が 示 さ れた 

(Ikegami et al., 2019 J Appl Physiol)。この機構は運動時の筋温上昇における Ca2+恒常性の維持に

貢献していると考えられたが、温熱刺激に運動を併用すると温熱刺激の効果が減少する可

能性があると思われ、今後のさらなる研究も必要と思われた。さらに、現在使用している

温熱刺激装置（和温療法）では、60℃ 15 分で深部体温が 0.5～1.0℃上昇がみられたが、サルコペ

ニアに対する治療方法として、どのような温熱刺激が有効か、温熱刺激の設定温度、時間などを含め、

今後、さらなる臨床的検討が必要と思われた。  
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<<研究の概要>> 

 
我が国では心臓病罹患人口は急増しており、国民の健康と社会経済にとっての緊迫した脅威となっている。

心筋細胞における Ca2+ホメオスタシスの破綻、特に筋小胞体の機能・構造の異常は、心不全や致死性不整脈

などの心臓病を増悪させる。心筋収縮時の Ca2+動態は筋小胞体の Ca2+放出と再吸収により主に規定されて

おり、筋小胞体 Ca2+再吸収を人為的に賦活化することで、心不全の進行を抑制できることが報告されている。

しかし、現在の心臓病治療薬には心筋筋小胞体での Ca2+調節を直接改善させる作用をもつ薬剤が未だに存在

しない。従って、筋小胞体の機能調節を個体、細胞および分子レベルでより詳細に理解することが、心臓病

の病因解明や治療法確立に先立ち必要不可欠である。 
筋小胞体の Ca2+再吸収は２型小胞体 Ca2+ATPase（SERCA2）が、Ca2+放出には２型リアノジン受容体

(RyR2)が主要な役割を果たしていることが知られているが、筋小胞体 Ca2+放出と再吸収の連続工程よりなる

Ca2+サイクリングの生理的調節には不明な点が多く残されている。本研究では、心筋筋小胞体の機能制御に

注目し、Ca2+サイクリング調節の解明に貢献する基礎研究、その調節不全と心臓病との関連を検討する動物

レベルのトランスレーショナル研究を推進し、心筋筋小胞体の機能制御に基づく新規分子標的療法の開発を

目指した。 
我々は本研究において、フォスフォランバンの 17 番目のスレオニンを特異的に脱リン酸化することで、

SERCA2 活性を抑制する新規筋小胞体フォスファターゼ PP2Ce を発見した。PP2Ce は酸化ストレスや心

不全患者で活性が増加し、ストレスによる心機能低下に重要な役割があることが判明した。一方、PP2Ce
は小胞体ストレス誘導因子 IRE1 の活性制御にも重要であることが示されていたため、我々は IRE1の心臓

での影響を調べたところ、活性型 IRE1は小胞体ストレスを誘導するが、心不全の進行には防御的に働くこ

とが判明した。さらに筋ジストロフィー症モデルマウスにおいて、SERCA2 活性改善によって筋小胞体機能

を改善させたマウスでは、筋ジストロフィーの進行が抑えられることを明らかにした。 
次いで Ca2+放出に関して、カテコラミン誘発性多型性心室頻拍（CPVT）を生じる RyR2 遺伝子変異に関

して解析した結果、疾患の臨床的重症度と Ca2+遊離活性の間に中程度の相関を認めた。さらに、CPVT 変異

はすべてチャネル活性が増加する gain-of-function であることが判明した。特発性心室細動、QT 延長症候

群、短連結性異型トルサード・ド・ポアント（short-coupled variant of torsade de pointes）を引き起こす

アミノ酸変異体には、チャネル活性が増加する gain-of-function とチャネル活性が減弱する loss-of-function
があることを見出した。さらに RyR2 チャネル作用する新規筋小胞体チャネル分子である TRIC チャネルの

心疾患への寄与について検討を行ったところ、TRIC-A は RyR2 開口を強力に活性化したが、この作用は

TRIC-B では観察されなかった。β交感神経作用薬による持続刺激ストレスを TRIC-A 欠損マウス心筋細胞

に与えると、筋小胞体 Ca2+過剰負荷を起こして、ミトコンドリア活性酸素種の過剰産生を惹起して細胞死が

亢進し、心機能低下や線維化亢進の要因となっていることが示唆された。さらに新規筋小胞体分子 MG23 チ

ャネルには一過性の陽イオン透過性チャネル活性があり、心筋型リアノジン受容体チャネルとともに細胞質

側の Zn2+に依存してチャネルが開口することを明らかにした。 
以上の結果は、筋小胞体の Ca2+再吸収及び Ca2+放出が、正常に制御されていることが心機能や骨格筋機

能を正常に保つ上で極めて重要であり、その破綻が心不全や筋萎縮、不整脈を惹起することを端的に示して

いた。今回、これまでに知られていなかった筋小胞体 Ca2+放出と再吸収の制御機構のいくつかを新たに発見

することが出来た。今後さらに、Ca2+サイクリング調節機構を解明し、その調節不全と心臓病との関連を検

討する動物レベルのトランスレーショナル研究を推進し、心筋筋小胞体の機能制御に基づく新規分子標的療

法を開発することが望まれる。 
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 呉林 なごみ 順天堂大学医学部 
 竹島 浩  京都大学大学院薬学研究科 
 
・研究報告  
Ⅰ 研究目的 
 我が国では心臓病罹患人口は急増しており、国民の健康と社会経済にとっての緊迫した脅威となってい

る。その治療法には進歩がみられるものの、画期的な解決策は見出せていない。心筋細胞における Ca2+ホメ

オスタシスの破綻、特に筋小胞体の機能・構造の異常は、心不全や致死性不整脈などの心臓病を増悪させる。

心筋収縮時の Ca2+動態は筋小胞体の Ca2+放出と再吸収により主に規定されており、我々を含む多くの研究

者によって、筋小胞体 Ca2+再吸収を人為的に賦活化することで、心不全の進行を抑制できることが報告され

ている。しかし、現在の心臓病治療薬には心筋筋小胞体での Ca2+調節を直接改善させる作用をもつ薬剤が未

だに存在しない。従って、筋小胞体の機能調節を個体、細胞および分子レベルでより詳細に理解することが、

心臓病の病因解明や治療法確立に先立ち必要不可欠である。 
 筋小胞体の Ca2+放出には２型リアノジン受容体(RyR2)が、Ca2+再吸収は２型小胞体 Ca2+ATPase
（SERCA2）が担当しており、両機能を制御するリン酸化やニトロシル化などの翻訳後修飾に加えて、それ

ぞれに対して機能調節するアクセサリータンパク質の存在も報告されている。しかしながら、筋小胞体 Ca2+

放出と再吸収の連続工程よりなる Ca2+サイクリングの生理的調節には不明な点が多く残されており、その心

臓病発症や進展への寄与についての詳細な分子機序に関して、さらなる研究が必要である。本研究では、心

筋筋小胞体の機能制御に注目し、Ca2+サイクリング調節の解明に貢献する基礎研究、その調節不全と心臓病

との関連を検討する動物レベルのトランスレーショナル研究を推進し、心筋筋小胞体の機能制御に基づく新

規分子標的療法の開発を目指した。 
 
 
Ⅱ 研究計画及び材料と方法 
 本研究における動物実験、遺伝子組み換え実験は、東京慈恵会医科大学（南沢）、順天堂大学医学部（呉

林）、京都大学大学（竹島）において認可を受けた上で実施した。本研究では心筋筋小胞体での Ca2+再取り

込み、Ca2+放出、小胞体内 Ca2+維持の調節機序を遺伝子改変マウス、病態モデル動物作成、細胞培養系、

Ca2+イメージング、心筋生理力学特性などの手法を駆使して解析をした。 
 
１． 細胞培養実験 

細胞種は HEK293 細胞、H9C2 細胞、Sf9 細胞、マウス成獣心室筋、ラット成獣心室筋、マウス成獣

骨格筋などを各施設において、これまでに報告した方法で培養し、各種実験に用いた。 
 

２． 遺伝子組み換えによる変異 RyR2 の作成 
マウス RyR2 (NM_023868.2)のコード配列を全長クローニングし、ヒトカテコラミン誘発性心室不整脈

疾患に関わる遺伝子変異など特定部位に変異配列を導入した（研究成果＃4、5、23、24）。 
 

３． 遺伝子組換え動物 
PP2Ce 過剰発現マウス及び活性型 IRE1過剰発現マウスは米国カリフォルニア大学ロサンゼルス校

Wang 博士によって作成された（研究成果#1、15）。SLN 欠損マウスは東京慈恵会医科大学で保有して

おり, 筋ジストロフィー症モデル mdx マウス（国立精神・神経医療研究センター武田伸一先生、谷端

淳先生らとの共同研究）と交配をした。TRIC-A 欠損マウス(研究成果＃9）、TRIC-B 遺伝子欠損マウス

(研究成果＃26） MG23 欠損マウス(研究成果＃11）は竹島らが作成し、京都大学で飼育された。 
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４． 定量的 RT-PCR 検査 
定量的 RT-PCR 検査においては、組織や培養細胞からの RNA 抽出、cDNA 合成、RT-PCR 解析に関し

ては、各施設において、これまでに報告した方法で行った。 
 

５． ウェスタンブロット及び免疫染色によるタンパク質検出 
目的タンパク質検出においては、ウェスタンブロット法及び免疫染色法を用いた。組織や培養細胞から

のタンパク質抽出、染色用標本作製と検出方法に関しては、各施設において、これまでに報告した方法

で行った。 
 

６． 脱リン酸化アッセイ 
左心室からの組織を用いて、フォスファターゼ PP2Ce の PLN 脱リン酸化活性測定を行った（研究成

果#1）。 
 

７． 虚血再灌流心室筋傷害モデル 
体外に取り出した心臓に対して、ランゲンドルフ灌流装置を使い、虚血再灌流の実験を行った（研究成

果#1）。虚血再灌流後に、triphenyltetrazolium chloride (TTC, 1%)溶液を用いた心筋の虚血領域の計測や

TUNEL 染色によってアポトーシスの程度を検討した。 
 

８． 大動脈縮窄による圧負荷 
活性型 IRE1過剰発現マウスに対して大動脈縮窄による圧負荷を与え、心不全を生じさせ、IRE1の
効果を観察した（研究成果）。 

 
９． 骨格筋張力の測定 

SLN 欠損マウスと筋ジストロフィー症モデル mdx マウスとの交配を行い、対照群と比べて SLN 欠損

の影響を mdx マウスの長指伸筋の張力を測定することで判定した（研究成果#17）。 
 

１０． 細胞質内カルシウム濃度及び筋小胞体内カルシウム濃度測定 
細胞質内カルシウム濃度は Fura2-AM や Fluo-4 などの蛍光カルシウム指示薬を用いて、各施設におい

てこれまでに報告した方法で行った。筋小胞体内カルシウム濃度の測定は東京大学飯野研究室から供与

された pCMV R-CEPIA1er を用いて測定した。 
 

１１． [3H]リアノジン結合活性測定 
リアノジンは開口している RyR チャネルに結合するため、[3H]を用いて HEK293 細胞においてリア

ノジン結合活性を測定した。各測定値は最大結合能との比で標準化した（研究成果＃4、5、23、24）。 
 

１２． 心機能検査―心超音波検査 
遺伝子改変マウスやそれらに対しての各種ストレスが心臓機能に及ぼす影響を調べるため、心臓超音波

検査を各施設においてこれまでに報告した方法で行った。 
 

１３． バキュロウィルス巨大蛋白発現システム 
Invitrogen 社の Bac-to-Bac システムを使い、バキュロウィルスを Sf9 細胞で産生させた。このバキュ

ロウィルスに、RyR2 遺伝子を導入し、RyR2 タンパク質を大量に産生する実験系を構築した（研究成

果＃4、5、23、24）。 
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Ⅲ 研究成果 
1..  SSEERRCCAA22 活活性性をを抑抑制制すするる新新規規筋筋小小胞胞体体フフォォススフファァタターーゼゼ  PPPP22CCee のの生生体体ににおおけけるる役役割割 
 SERCA2 活性を抑制する働きのあるフォスフォランバン phospholamban（PLN）はリン酸化されると

SERCA2 活性抑制作用がとれる。すなわち、SERCA2 活性が上昇する。心不全時には PLN リン酸化が減少

していることが知られている。先行研究によって同定された、筋小胞体に限局して存在するフォスファター

ゼ PP2Ce の生体における役割を検討した結果、PP2Ce は PLN の 17 番目のスレオニンを特異的に脱リン

酸化することが判明した。また、PP2Ce は酸化ストレスや心不全患者で活性が増加した。さらに PP2Ce 過

剰発現マウスを作成し、虚血再灌流の影響を調べたところ、PP2Ce 過剰発現マウスでは虚血心での障害が重

症化することを見出した。以上の結果は、PP2Ce が SERCA2 活性を抑制し、心機能低下に直接的に関与す

ることを示すものであった。 
 
22..  SSEERRCCAA22 活活性性改改善善にによよるる筋筋疾疾患患改改善善  
 大腿神経を切除して骨格筋萎縮を誘導したマウスの筋小胞体機能を検討したところ、筋萎縮によって筋小

胞体機能が低下し、筋力低下を来すことが明らかになった。さらに筋ジストロフィー症モデルマウスでは、

筋小胞体機能が低下すること、特に PLN と相同性の高い sarcolipin（SLN）の発現が増加していることが

判明した。そこで、この筋ジストロフィー症モデルマウスと SLN 遺伝子欠損マウスを掛け合わせて、骨格

筋を観察したところ、SLN 遺伝子欠損によって、SERCA2 活性が上昇し、筋小胞体機能を改善させたマウ

スでは、筋ジストロフィーの進行が抑えられた。 
 
33..  IIRREE11をを介介すするる小小胞胞体体スストトレレスス誘誘導導とと心心不不全全  
 脂肪細胞などの実験から、筋小胞体特異的フォスファターゼ PP2Ce は IRE1 の活性制御に重要であるこ

とが示されていたため、活性型 IRE1過剰発現マウスを作成して、心臓への影響を調べた。活性型 IRE1
過剰発現マウスに大動脈縮窄による圧負荷を与え、心不全を生じさせる実験を行ったところ、活性型 IRE1
過剰発現マウスでは小胞体ストレスを誘導したものの、心不全の進行を防ぐことができた。 
 
44..  リリアアノノジジンン受受容容体体のの疾疾患患変変異異体体にによよるる催催不不整整脈脈機機序序のの解解明明  
 様々なリアノジン受容体（RyR2）の疾患特異的遺伝子変異体および人工的遺伝子変異体を HEK293 細胞

に強発現して解析した結果、15 種類のカテコラミン誘発性多型性心室頻拍（CPVT）変異について、疾患の

臨床的重症度と Ca2+遊離活性の間に中程度の相関を認めた。さらに、CPVT 変異はすべてチャネル活性が増

加する gain-of-function であることが判明した。特発性心室細動、QT 延長症候群、短連結性異型トルサー

ド・ド・ポアント（short-coupled variant of torsade de pointes）を引き起こすアミノ酸変異体には、チャ

ネル活性が増加する gain-of-function とチャネル活性が減弱する loss-of-function があることを見出した。 
 さらに細胞質・小胞体の Ca2+解析および[3H]リアノジン結合実験を行った結果、SOICR（小胞体 Ca2+過

負荷誘発性 Ca2+遊離）の閾値 Ca2+レベルは RyR2 の細胞質 Ca2+依存性の活性と RyR2 発現量によって決ま

るという結論が得られた。また、RyR2 は巨大な膜タンパクなため、これまで心筋細胞への発現が困難であ

ったが、バキュロウイルス発現システムを用いることにより RyR2 を比較的容易に強発現させる事が可能と

なり、心筋細胞環境下の Ca2+動態や興奮収縮連関に対する RyR2 変異体の影響を検討できるようになった。 
  
55..  大大規規模模ススククリリーーニニンンググにによよるるリリアアノノジジンン受受容容体体作作用用薬薬のの探探索索とと抗抗不不整整脈脈効効果果のの評評価価  
 小胞体 Ca2+モニタリング法を改良して、約 10,000 種類のライブラリから 20 種類の RyR2 阻害薬を見出

した。これらの化合物は、RyR2発現HEK細胞におけるCa2+オシレーションを抑制し、心筋細胞のCa2+ wave
も抑制し、不整脈の誘発頻度を減少させた。 
 
66..    TTRRIICC  チチャャネネルルのの心心疾疾患患へへのの寄寄与与のの解解明明  
 β交感神経作用薬による持続刺激ストレスを TRIC-A 欠損マウス心筋細胞に与えると、筋小胞体 Ca2+過
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剰負荷を起こして、単一細胞レベルで Ca2+ウエーブの発生が生じやすくなった。さらに、筋小胞体 Ca2+過

剰負荷はミトコンドリア活性酸素種の過剰産生を惹起して細胞死が亢進し、心機能低下や線維化亢進の要因

となっていることが示唆された。 
 TRIC-A 欠損筋小胞体における TRIC-B チャネルでは、常に数個のチャネルが同調性に開口するという、

coupled gating とよばれるチャネル開口現象が認められたが、この現象は野生型では認めなかった。また、

培養細胞 cDNA 共発現実験にて、TRIC-A は RyR2 開口を強力に活性化したが、この作用は TRIC-B では観

察されなかった。キメラ TRIC タンパク質や分子内ドメイン欠損タンパク質を利用した実験にて、TRIC-A
による RyR2 活性化作用は細胞質側に配向する C 末端ペプチドに起因すると推定された。一方、骨格筋小胞

体試料を用いた脂質二重膜チャネル再構成系においてTRIC-A欠損により骨格筋型リアノジン受容体チャネ

ルの活性低下が観察された。 
 TRIC-B 欠損マウスでは、骨密度低下が低下し、骨芽細胞の骨形成に TRIC-B チャネルが必須の役割を有

することを突き止めた。 
 
77..筋筋小小胞胞体体分分子子 MMGG2233 がが心心機機能能にに及及ぼぼすす影影響響のの解解明明  
 人工脂質二重膜を使った実験で、MG23 チャネルは一過性の陽イオン透過性チャネル活性を示し、

心筋型リアノジン受容体チャネルとともに細胞質側の Zn2+に依存してチャネルが開口することが判明した。

さらに H9C2 細胞を使った実験では、虚血条件で細胞質 Zn2+が上昇するとともに、MG23 の発現が増加し

た。 
 
Ⅳ 考察 
本研究によって、これまでに知られていなかった筋小胞体 Ca2+放出と再吸収の制御機構のいくつかを新た

に発見することが出来た。筋小胞体 Ca2+再吸収過程においては、筋小胞体膜に存在し、フォスフォランバン

の 17 番目のスレオニンを特異的に脱リン酸化することで、SERCA2 活性を抑制する新規筋小胞体フォスフ

ァターゼ PP2Ce を発見した。これまでフォスフォランバンのリン酸化に関しては、16 番目のセリンのリン

酸化を制御する PKA やフォスファターゼ及びその制御因子が精力的に調べられていた。17 番目のスレオニ

ンはカルモジュリン依存性キナーゼ（CaMKII）によってリン酸化されることは知られていたが、その脱リ

ン酸化機序はよく知られていなかった。本研究によって、フォスフォランバンの機能修飾機序が一層、詳細

になった。一方、骨格筋機能においては、フォスフォランバンと相同性の高いサルコリピンが筋小胞体機能

を低下させ、さらには骨格筋機能を低下させるが、本研究によって、サルコリピンを働かせなくすることに

よって、筋ジストロフィー症の筋力低下を改善できた。フォスフォランバンと違って、サルコリピンではリ

ン酸化などタンパク質修飾によって、機能を制御する機序がまだ、よく分かっていない。従って、サルコリ

ピンを制御して筋機能を回復するためには、現時点では遺伝子の発現制御などを考えざるを得なく、一般的

な治療方法としてはまだ道のりが長い。一方、心筋においては、フォスフォランバンが Ca2+再吸収の制御因

子として極めて重要であることから、PP2Ce などを利用して、なんらかの方法でフォスフォランバンによる

SERCA2a 抑制を解除することによって、筋小胞体機能を改善させ、さらには心機能を回復させる治療方法

の開発へと繋げてゆくことは、可能であり、期待も出来ると考えられた。 
次いで Ca2+放出に関して、呉林らの研究によれば、カテコラミン誘発性多型性心室頻拍（CPVT）を生じ

る RyR2 遺伝子変異に関して解析した結果、疾患の臨床的重症度と Ca2+遊離活性の間に中程度の相関を認め

たこと、CPVT 変異はすべてチャネル活性が増加する gain-of-function であること、などから RyR2 チャネ

ルからの Ca2+遊離活性を何らかの方法で抑制することによって、CPVT による突然死を防ぐことが可能とな

ることが本研究から示唆された。さらに竹島らの研究によって明らかとなった、TRIC-A は RyR2 開口を強

力に活性化することやβ交感神経作用薬による TRIC-A 欠損心筋細胞での筋小胞体 Ca2+過剰負荷の結果、

さらに MG23 チャネルと RyR２の関連性から考えると、TRIC-A や MG23 など実に多くの修飾タンパク質

を介して、RyR２のチャネル活性が制御されていることがわかる。これまでに判明している RyR2 機能修飾

タンパク質らとも今後比較検討して、RyR2 のチャネル活性を精巧に制御するための薬物療法の開発に繋げ
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てゆかねばならない。 
以上、本研究で得られた成果から、筋小胞体の Ca2+再吸収及び Ca2+放出が、正常に制御されていること

が心機能や骨格筋機能を正常に保つ上で極めて重要であり、その破綻が心不全や筋萎縮、不整脈を惹起する

ことが明らかになった。その一方で、筋小胞体カルシウムサイクリングの仕組みにはまだまだ不明な点があ

ることも明白である。心筋筋小胞体機能の調節機序を明らかにし、心臓病への新たな治療法の開発に繋げる

研究は、医療・社会経済の両面から鑑みて、必要性が極めて高いため、今後さらに、Ca2+サイクリング調節

機構を解明し、その調節不全と心臓病との関連を検討する動物レベルのトランスレーショナル研究を推進し、

心筋筋小胞体の機能制御に基づく新規分子標的療法を開発することが望まれる。 
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《研究の概要》 
 

正常な心機能には、複数の電位依存性イオンチャネルが適切なタイミングで機能するこ

とが必要である。電位依存性イオンチャネルの膜貫通領域は、膜電位変化を感受する電位

感受ドメイン(VSD)と、イオン透過路を有するポアドメイン(PD)からなり、膜電位により

異なる機能構造をとる。しかし、これまでに明らかにされた電位依存性イオンチャネルの

立体構造は、いずれも電位のかかっていない脱分極状態のものであり、膜電位変化による

機能構造間の遷移のメカニズムは未解明である。また、各電位下での機能構造を原子レベ

ルで明らかにすることにより、新たな創薬標的構造を解明することができ、画期的新薬の

創製に大きく貢献することができる。 
そこで本研究では、電位依存性イオンチャネルの機能構造選択的な構造生物学的解析、

および、リガンドが作用する機能構造やその上での結合部位を同定、結合様式の解明を通

じて、不整脈の原因となる心臓の電位依存性イオンチャネルの機能および分子認識の構造

メカニズムを解明することを目的とした。 
本研究では、膜電位依存的な構造変化様式を解明するために、これまでに電気生理学的

解析および脱分極状態での構造生物学的解析が進んでいる古細菌由来の電位依存性 K+チ

ャネル(Kv)である KvAP を解析対象として選択し、KvAP の VSD 上の 2 残基に Cys 変異

を導入した変異体をリポソームに再構成し、リポソーム内外の膜電位依存的に Cys 残基間

に S-S 結合が形成されるか否かを、SS 結合形成により SH 基が修飾試薬から保護されて

いるかにより判定する手法（膜電位依存的 SS-locking 法）を確立した(Nozaki T., Osawa M. 
et al.  SSccii..  RReepp.. 2016)。この手法を用いて、KvAP の膜電位依存的な構造変化様式を解明し

た。 
また、電位依存性 K+チャネル(Kv)である hERG は、ヒト心臓に多く発現する電位依存

性 K+チャネルであり、心室筋活動電位の再分極に重要な役割を果たしている。近年、hERG
の開口状態の立体構造が低温電子顕微鏡により解明された。しかし、膜電位存在下での静

止状態の hERG の構造は未解明であり、膜電位依存的なチャネル開閉機構は不明である。 
これまでに、イソギンチャク由来ペプチド性毒素である Gating Modifier Toxin (GMT)

が、静止状態の hERG-VSDを特異的に認識して hERGを阻害することが報告されている。

閉構造を安定化するこの GMT は、hERG が静止状態にある膜電位存在下における

hERG-VSD の構造を安定化すると考えられている。そこで、GMT と hERG-VSD との複

合体の立体構造解析ができれば、これまで未解明だった膜電位存在下の hERG-VSD の立

体構造を解明することができ、hERG の動作機構および分子認識機構の解明が可能となる。

そこで、本研究では大腸菌発現系を用いたリコンビナント GMT の大量発現・調製法を確

立し、GMT による hERG 阻害のメカニズムを解明した。 
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研究報告 
 
Ⅰ 研究目的 
 

正常な心機能には、複数の電位依存性イオンチャネルが適切なタイミングで機能するこ

とが必要である。特に、心臓における発現量・イオン透過量が高く、正常な心機能に重要

な役割を果たす電位依存性イオンチャネルとして、電位依存性 Na+チャネル(NaV)である

NaV1.5、電位依存性 K+チャネル(KV)である hERG および KCNQ1、電位依存性 Ca2+チャ

ネル(CaV)である CaV1.2 が知られている。これらのチャネル機能が、遺伝的要因により低

下している場合、または、投与薬物により阻害された場合、心電図における QT 間隔の延

長を伴う不整脈が惹起される(Okada J. et al. SSccii..  AAddvv.. 2015)。したがって、心臓のイオン

チャネルに特異的に作用し、その機能を賦活する薬物は、遺伝的チャネル病の治療薬とし

て有望である。また、阻害する化合物の分子認識機構を解明することができれば、催不整

脈性という重篤な副作用を回避する戦略を立てる上でも非常に重要な知見を与える。 
電位依存性イオンチャネルは、イオン透過路を形成するポアドメイン(PD)と、膜電位変

化を感受してイオン透過路をアロステリックに開閉する電位感受ドメイン(VSD)からなる

（図 1）。KV は 6 本

の膜貫通ヘリックス

からなるサブユニッ

トが 4 量体を形成し

て機能する。VSD に

は正電荷に富む S4
が膜電位依存的に膜

中を移動し、“down 
state”と“up state”
との間で構造変化することで、アロステリックに PD のイオン透過路にあるゲートを開閉

する。その結果、静止膜電位存在下では「閉構造」をとり、脱分極時には一過的な「透過

性構造」を経て「透過性・不透過性構造の平衡状態」となり、不活性化と呼ばれる電流の

減衰が観測される。すなわち、電位依存性イオンチャネルは、これら 3 個の機能構造間を

遷移することで機能する（Imai S. Osawa M. et al PPrroocc..  NNaattll..  AAccaadd..  SSoocc..  UUSSAA, 2010）。 
したがって、電位依存性イオンチャネルの立体構造および分子認識様式は、機能構造ご

とに解析する必要がある。しかしながら、これまでに結晶構造が報告されている電位依存

 

図図 11  KKVV ののトトポポロロジジーー（（左左））とと立立体体構構造造（（右右））  
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性イオンチャネルは膜電位のない状態で解析されるのみであり、膜電位存在下の機能構造

を解明することは従来の構造生物学的手法では困難であった。 
我々は、KV のプロトタイプチャネルである KcsA において、透過性構造と不透過性構造

の平衡は、K+濃度や温度によりどちらかに偏らせることを見出した（Imai S. Osawa M. et 
al PPrroocc..  NNaattll..  AAccaadd..  SSoocc..  UUSSAA, 2010）。まだ、古細菌由来の Kv である KvAP の VSD を用

いて、膜電位依存的に近接する 2 残基それぞれに Cys を変異導入し、それらの間にジスル

フィド(SS)結合を形成させることにより、各機能構造を安定化する手法を確立した。これ

らの知見より、電位依存性イオンチャネルの各機能構造を安定化できれば、機能構造毎の

立体構造解析、および、各機能構造と阻害リガンドとの相互作用解析が可能であると考え

た。 
そこで本研究では、電位依存性イオンチャネルの機能構造選択的な構造生物学的解析、

および、リガンドが作用する機能構造やその上での結合部位を同定、結合様式の解明を通

じて、不整脈の原因となる心臓の電位依存性イオンチャネルの機能および分子認識の構造

メカニズムを解明することを目的とする。 
 
 解析対象として、古細菌由来の KV であり、真核生物の KV と構造・機能が良く類似して

いる KVAP、および、催不整脈性に関わるヒト心臓の KV である hERG を選んだ。 
 KvAP を用いた解析では、SS-locking 法により各機能構造を安定化することにより、電

位依存性イオンチャネルに共通の膜電位依存的な構造変化様式の解明、および、阻害リガ

ンドの機能構造選択的な相互作用様式の解明を目指した。 
また、hERG を用いた解析では、未解明であるペプチド性リガンドの大量調製法の確立、

hERG 阻害機構の解明、および、このリガンドと hERG との複合体の立体構造解析により、

膜電位依存的な hERG の動作機構、および、機能構造選択的な阻害の構造基盤を得ること

を目的とした。 
 
 
 
Ⅱ 研究計画及び材料と方法 
 
(1) SS-locking 法による、KvAP の構造変化様式の解明 

上述のように、電位依存性イオンチャネルの VSD 中の 4 番目のヘリックス S4 は、膜電

位依存的に膜中を移動することが知られているが、その構造変化様式は未解明であった。

そこで、KVAP-VSD の S1 の 4 残基のうちの 1 つと、S4 の 9 残基のうちの 1 つに Cys 変

異を導入した 36 種類の変異体（double Cys 変異体）をリポソームに再構成した試料を用

いて、膜電位有り無しのそれぞれの条件で、2 残基の Cys 残基間にジスルフィド(SS)結合

が形成されるかどうかを調べた。両 Cys 残基の SH 基が近接したときのみに SS 結合が形

成される。そこで、SS 結合が形成されずに残った SH 基をマレイミドポリエチレングリコ

ール(Mal-PEG)で修飾し、分子量変化を SDS-PAGE のバンドシフトから検出した。これ

により、膜中で近接する S1 と S4 の残基対を探索した。 
さらに、KvAP 全長を用いて、S1 と S4 のそれぞれに 1 残基ずつ Cys 変異を導入した変
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異体を 7 種類作成し、全長における近接残基対を探索した。 
 

(2) SS-locking 法により機能構造を安定化した KVAP 変異体の大量調製と結晶化の試み 
 (1)で調製した KvAP 全長の double Cys 変異体の 1 つを、大腸菌により大量発現・精製

する方法を確立した。SS-locking により機能構造を安定化するために、適切な酸化条件の

検討を行った。 
 
(3) hERG 阻害毒素の大量調製、阻害活性の電気生理解析 
 hERG の静止状態に結合することで阻害活性を発現するといわれているイソギンチャク

由来の gating modifier toxin (GMT)の、大腸菌での大量発現系、変性巻き戻し・酸化によ

るジスルフィド結合形成を伴う精製法を確立した。また、GMT の hERG 阻害活性に重要

な残基を同定するため、7 種類の残基を選び 1 残基ずつ Ala に置換した変異体を調製した。 
 得られた GMT およびその変異体の電気生理活性を、オートパッチクランプシステムに

より解析した。 
 
(4) hERG-VSD および hERG 全長の調製、NMR による構造解析 
 hERG 全長および hERG-VSD の GFP 融合体について、酵母を宿主とする大量発現・界

面活性剤による可溶化を行った。可溶化した GFP 融合体について、GFP の蛍光を利用し

た蛍光サイズ排除クロマトグラフィー(FSEC)による性状解析を行った。 
 GMT を 15N あるいは 13C,15N で均一安定同位体標識を施し、各種 NMR 実験を行い、1H, 
13C, 15N シグナルの帰属を確立した。2H,15N 標識 GMT を調製し、hERG-VSD との相互作

用解析を行った。 
 
 
 
Ⅲ 研究成果 
 
(1) SS-locking 法による、KvAP の構造変化様式の解明 
 調製した 36 種類の double-Cys 変異体を 1 種類ずつリポソームに再構成し、リポソーム

内外の K+濃度差を利用して膜電位を形成し、酸化剤の添加により分子内 SS 結合の形成を

誘起した。その後、分子内 SS 結合の形成の有無を検出するために、変性させた VSD に

maleimide polyethylene glycol (Mal-PEG) を添加することで、分子内 SS 結合を形成して

いない Cys の SH 基を修飾した。 
その結果、図 2A に黒線で結んだ残基間に分子内 SS 結合が形成されたことが判明した。

膜電位の有無に関わらず、S1 の V42 に対して S4 の N 末端側と C 末端側が SS 結合を形

成すること、S4 中央部は SS 結合を形成しなかった。この結果は単一の構造からは説明で

きないことから、VSD は、V42 と S4 の C 末端側が近接した状態 (up state) と N 末端側

が近接した状態  (down state) の間の平衡にあり中間的な状態はとらないこと、各 state
において S4 に回転ゆらぎが存在していることが示唆された(図 2B)。また、膜電位非形成

時にのみ V42-I130 が近接したことから、脱分極時には up state に平衡がシフトすること
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が示唆された。（Nozaki T. et al. SSccii..  RReepp.. 2016） 

 
 
(2) SS-locking 法により機能構造を安定化した KVAP 変異体の大量調製と結晶化の試み 
 KvAP-VSD および全長の double Cys 変異体それぞれ 36 種類、7 種類を作成し、SS 結

合により up-state もしくは down-state の立体構造の安定化を試みた。その結果、up-state
を安定化する変異体は V42C/L127C および V42C/I130C、down-state を安定化する変異体

は L36C/L129C および V42C/L121C であることが分かった。そこで、これらの変異体に

ついて大腸菌により大量発現・精製する方法、および、SS 結合形成のための最適な酸化条

件の確立に成功した。 
 
 
(3) hERG 阻害毒素の大量調製、阻害活性の電気生理解析 

GMT については、イソギンチャクから精製した天然体の解析が報告されていたのみで

あったため、これまでは変異体を用いた活性残基の同定が困難であった。本研究において、

我々はリコンビナント GMT の大量発現系を確立することにより、GMT の点変異体の調製

法を確立することに成功した。 
そこでまず、野生型 GMT について、哺乳類培養細胞 HEK293 を用いたパッチクラン

プ法により hERG 阻害活性を評価した。その結果、野生型 GMT の添加に伴って、hERG
の活性化曲線は脱分極側（右方）にシフトするとともに、hERG の最大電流が低下した。

この電気生理活性の変化は、天然体 GMT と同等であり、我々が調製したリコンビナント

GMT が天然体と同等の hERG 阻害活性を有することが分かった。GMT の「活性化曲線を 

A                  B 

  
図図 22 膜膜電電位位依依存存的的なな VVSSDD のの構構造造変変化化のの解解析析  

(A) 膜電位非形成時および形成時における SS 結合形成の模式図 

S1 と S4 の変異導入位置を示した模式図上に、灰色細線にて SS 結合を形成しなかっ

た残基対を、黒太線にて SS 結合を形成した残基対を、灰色太線にて膜電位非形成時

にのみ SS 結合を形成した残基対を示した。 

(B) VSD の膜電位感受機構の模式図 

SS 結合を形成した残基対を線で結んで示した。S1 の V55 に対して S4 の C 末端側が

近接する状態 (up state) と N 末端側が近接する状態 (down state) の平衡にあり、

膜電位依存的に平衡がシフトすることが示唆された。 
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脱分極側にシフトさせる」性質は、GMT の結合が hERG の静止膜電位時の構造を安定化

し活性化しにくくすることを示している。一方、「hERG の最大電流を低下させる」性質

は、脱分極により活性化した hERG の電流透過活性を低下させており、GMT は活性化状

態の hERG にも作用することが強く示唆される。 
さらに、GMT の hERG 阻害活性に重要と推定されている 7 残基それぞれに変異を導入

した変異体を調製し、野生型と同様に hERG 阻害活性を評価したところ、これらの 7 残基

のうち、hERG の活性化曲線を脱分極側にシフトさせるのに重要な GMT 残基と、hERG
の最大電流を低下させる GMT 残基は異なることが明らかとなった。このことは、hERG
の静止状態の安定化に寄与する GMT 残基と、hERG の活性化状態への結合・hERG 電流

阻害に寄与する残基が異なっていることを示しており、hERG の複数の機能構造を GMT
分子の異なる部位で認識し制御することが明らかとなった（投稿準備中）。 

図図 33    GGMMTT 野野生生型型おおよよびび変変異異体体をを添添加加ししたたととききのの hhEERRGG のの GG--VV 曲曲線線   
横軸に膜電位、縦軸に電流量の相対値をとった． 
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図図 44..  GGMMTT のの 11HH--1133CC  HHSSQQCC  NNMMRR ススペペククトトルルととシシググナナルルのの帰帰属属    
3D NMR (HNCO, HNCACB, CBCACONH, HCCH COSY, HCCH TOCSY, 15N-edited 
NOESY, 13C-edited NOESY) を利用し、配列特異的に連鎖帰属した。サンプル濃度 : 
258 μM、バッファー: 20 mM KPi (pH6.0), 100 mM NaCl, 10% D2O、磁場強度: 600 
MHz、温度: 25 degC (298K)． 

(4) hERG-VSD および hERG 全長の調製、および GMT との相互作用の NMR 解析 
このような GMT のマルチな hERG 機能制御の構造基盤を解明するためには、hERG の

各機能構造に対する GMT の結合状態の立体構造を明らかにする必要がある。これまでに

大腸菌を宿主とする大量発現系を構築し、発現・精製法の確立を試みてきたが、収量が低

く十分な性状解析が困難であった。そこで、我々は酵母を利用した hERG 全長および

hERG-VSD の調製法の確立を目指した。GFP 融合体として、発現領域や可溶化に用いる

界面活性剤、さらには精製の際の還元剤、塩、バッファー等の条件を検討することで、hERG
全長および hERG-VSD を高純度で調製することに成功した。 

そこで、GMT のすべての NMR シグナルの帰属を確立した上で(図 4)、2H,15N 均一標識

を施した GMT に hERG-VSD を添加した際の GMT の NMR スペクトル変化の解析を行な

ったところ、GMT のシグナルは広幅化に伴い強度減少がみられた。このことは、GMT が

hERG-VSD と複合体を形成したことを示しており、我々はこの GMT が hERG の VSD と

直接相互作用することを in vitro で実験的に初めて立証することに成功した（投稿準備中）。 
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Ⅳ 考察

(1) SS-locking による KvAP の機能構造の安定化から示唆された機能発現メカニズム

Down-state の VSD の立体構造を安定化しうる Cys 変異 3 種 (L36C/L129C, V42C/L121C,

V42C/L122C) をそれぞれ KvAP 全長に導入し、SS locking 法を適用したところ、L36C/L129C

変異体が最も分子内 SS 結合の形成効率が高いことが分かった。このことから、down-state
においては、L36 と L129 が近づく構造がエネルギー的に安定であり、分子内 SS 結合を形

成した KvAP (L36C/L129C)が閉状態の構造を最もよく模倣していることが示唆された。 
Up-state においては、V42C/L129C 変異体において、SS 結合形成効率が最も高かったこ

とから、この両残基が近接した構造が、up-state を最もよく模倣していることが示唆された。 

これらの結果は、down-state と up-state の構造遷移が、S4 の L129 が S1 の L36 に近接し

た構造と、V42 に近接した構造との間に起こることを示唆している。L36 と V42 の Cβ 間

は垂直方向に 12 Å 離れていることから、S4 は、up state と down state 間で垂直方向に約

12 Å 動くことが示唆された(図 5)。  

S4 は S4-S5 リンカーを介してポアドメインの S5 に連続している。この S4–S5 リンカー

は、ポアドメインにおいてゲート（ヘリックスバンドルクロッシング）を形成する S6 と

接触している。S4 の動きにより、S4–S5 リンカーを介して S6 に構造変化を誘起し、ゲー

トの開閉をアロステリックに制御することが提唱されている。今回の解析により示唆され

た S4 の 12 Å の動きが、チャネル開閉を制御していることが示唆された。

図図 55    DDoowwnn  ssttaattee とと uupp  ssttaattee のの構構造造平平衡衡のの模模式式図図  
L36 と V42 の Cβ 間は垂直方向に 12 Å 離れていることから、S4 は、up-state と

down-state 間で垂直方向に約 12 Å 動くことが示唆された。 
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(2) hERG の膜電位依存的な動作機構、および、阻害メカニズム 
 今回用いた hERG を阻害する GMT は、静止状態の hERG に作用して安定化させると報

告されているものであった。我々がリコンビナントとして大量調製法を確立した GMT 試

料も同様に静止状態の hERG を安定化し、活性化しにくくするものであった。しかしなが

ら、高電位（脱分極）側では電流が観測され、最大電流は GMT 非存在下の 1/2 程度に低

下した。このことは、GMT は脱分極時に電流を通す「活性化状態」の hERG にも結合し、

阻害することを示している。 
 また、リコンビナント GMT の調製に成功したことから、GMT の変異体により hERG
阻害に重要な残基の同定につながった。さらに、静止状態を安定化して活性化電位を高く

するのに寄与する残基と、活性化電位には影響を与えないが活性化した状態での最大電流

を下げるのに寄与する残基の同定に成功した。 
今後、hERG とこの GMT との複合体の構造解析を行うことにより、GMT により安定化

された静止状態の hERG の立体構造解析が可能となる。また、KvAP は構造平衡にあり、

わずかな population は、hERG の活性化状態に GMT が結合している可能性もある。クラ

イオ電子顕微鏡を用いて複合体の解析を行うことにより、複数の機能構造が同時に解明さ

れる可能性がある。 
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高血糖及び圧受容器機能低下がもたらす心不全重症化機構の解明 

  





研研究究課課題題名名：：⾼⾼⾎⾎糖糖及及びび圧圧受受容容器器機機能能低低下下ががももたたららすす⼼⼼不不全全重重症症化化機機構構のの解解明明  
所所属属機機関関  東東京京慈慈恵恵会会医医科科⼤⼤学学附附属属病病院院  糖糖尿尿病病・・代代謝謝・・内内分分泌泌内内科科  

研研究究者者名名  坂坂本本  昌昌也也  
  

《《研研究究のの概概要要》》  
 現在、様々な治療法が開発されているにも関わらず、依然として⼼不全死は増え続けてい
る。特に糖尿病が合併した場合、⼼不全死亡率は⼀段と上昇する。糖尿病患者数の増加を鑑
みても⼼不全のさらなる病態解明及び⾼⾎糖関与の詳細を明らかにする事は急務である。
我々はアラキドン酸代謝酵素の⼀つである 1122--lliippooxxyyggeennaassee((以以下下 1122LLOOXX))が既に糖尿病性⼼
筋症の発症に重要な役割を果たすことを明らかにしている。しかし我々の過去の報告から
も、⼼不全の発症、進展には⾎糖値や⾎圧値を低下のみでは、不⼗分であり、新たな残存リ
スク及び両者に共通の病態が存在し介⼊が望まれるが未だ不明である。 

 近年、⾎圧の絶対値である従来の概念と異なった、「⾎圧変動の増⼤」が⼼⾎管イベント
発症の新たなリスクである事が報告された。⾎圧変動増⼤には⾎圧調節のネガティブフィ
ードバック系である圧受容器反射の障害が重要であることは判明しているが、⼼筋への増
悪機序また⾼⾎糖関与は不明であった。 

 今回、我々は⾼⾎糖及び圧受容器機能低下がもたらす⼼不全重症化機構の解明を⽬的に
In Vivo にて、圧受容器反射を低下させる⼿術（Sino-aortic denervation 術；以下 SAD）を
糖尿病モデル動物に施す事、また今回新規開発した装置により、In vitro にてラット⼼筋培
養細胞に対して直接、間⽋的負荷を与える事によって⼼筋細胞に対する影響が検討可能と
なった。結果、⾼⾎糖と圧負荷によるダブルストレスは⻑期的に⼼機能を低下させ、⼼不全
へと⾄らしめる事が判明した。またそのメカニズムに関して、酸化ストレス（NOX4）、慢
性炎症（12−LOX）が関与している事も今回初めて明らかとなった。さらに、近年糖尿病患
者において⼼不進展への予防効果があると報告されている、SGLT-2 阻害薬においても圧受
容器機能が関与していることがわかった。圧受容器機能測定はヒトにおいても測定が可能
となっているため、我々の本研究の結果を臨床にて確認した所、本研究のコンセプトは⽇常
臨床への応⽤が可能となる事が⽰唆された。 
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鈴⽊ 博史  東京慈恵会医科⼤学         12−LOX と圧受容器の役割解明 
       糖尿病・代謝・内分泌内科 助教 
 
武⽥ 憲彦  東京⼤学          ⼼機能解析並びに酸化ストレスの機序解明 
       循環器内科 特任講師 
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研研究究報報告告  
  
II..      研研究究⽬⽬的的  

In Vivo 研究 

 糖尿病患者数並びに⼼不全の予後悪化に伴い、両者の研究は進んでいるが未だ決定的な
治療法はなく、⾎糖低下などの対症療法が主流である。今回我々は両者に関わる、⾃律神経
系に関わる、圧受容器機能をターゲットとして、その関連の有無並びに共通因⼦を検討する。    
 我々は既にアラキドン酸代謝酵素の⼀つである 12-lipoxygenase(以下 12LOX)が糖尿病性
⼼筋症の発症に重要な役割を果たしていることを明らかにしている。さらに、12−LOX を
⼼臓に特異的に発現させてマウスを開発
している。 
 今回我々は、⾼⾎糖及び圧受容器機能低
下がもたらす⼼不全重症化機構の解明を
⽬的に In Vivo にて、圧受容器反射を低下
させる⼿術（Sino-aortic denervation 術；
以下 SAD）を糖尿病モデル動物に施す事、さらには 12-LOX との関係を 12-LOXKO マウ
ス並びに 12-LOXTG マウスを⽤いる事によって解明する。これにはマウスに SAD 術を施
す必要があるが、今までの所世界でもラットにしか成功しておらず、これを今回マウスにて
実施する事が必要であるが、既に成功させており、マウス SAD モデルの確⽴を確固たるも
にした上で研究を進める。  

In vitro 研究 

 従来の⽅法では⾎圧変動を実現する
in vitro モデルが存在せず、詳細を詰め
る⼿段を開発する必要があった。そこで
申請者は、STREX 社との共同開発によ
り、既に軟⾻細胞などの圧負荷を測定する In vitro 装置を応⽤する事で、⼼筋細胞に加圧を
加える in vitro モデルを新たに着⼿する事により、圧⼒そのものが⼼筋細胞において慢性炎
症を引き起こすか否かの実験系を世界に先駆けて開発する事を⽬的としている。さらに装
置に独⾃にプラグラミングを開発する事により、今まだなし得なかった、SAD 誘発⼼筋リ
モデリングに⼼筋細胞と⼼臓線維芽細胞のどちらが関与しているのかを解明する事も可能
になると想定した。 
 本研究は上記知⾒を基に、圧受容器反応低下および⾎圧変動増⼤が⾎⾏動態に与える影
響と⼼不全に⾄るまでの分⼦機構を解明し、さらに⾼⾎糖の関与を明らかにすることを⽬
的としている。 
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 さらに本研究の特徴として、実臨床において圧受容器機能はタスクフォースモニタ-装置
によって測定が可能であり、基礎研究で得られた結果を臨床研究で、また臨床研究で実施さ
れている結果の詳細を基礎研究へとフィードバックをかけながら進める事が出来る研究で
ある事が特徴である。 
 
IIII..      研研究究計計画画おおよよびび材材料料とと⽅⽅法法  

In Vivo 研究 

【【ララッットトにに対対すするる SSAADD のの⼼⼼機機能能にに及及ぼぼすす影影響響：：⻑⻑期期観観察察（（11 年年））にによよるる検検討討】】  

⽅法：⾎圧変動増⼤２型糖尿病ラット（SAD 施⾏ GK/Slc）に対し、⼼筋リモデリングの改
善効果を検証する。⼼機能の確認は 6 週、12 週、18 週で⼼臓超⾳波検査を⾏い、摘出⼼
から増悪分⼦を検証し、各種組織染⾊(4-HNE、12-LOX 免疫染⾊)も施⾏。 
結果：SAD の施⾏で⼼機能が低下することは知られていたが、⻑期間経過を観察した報告
はない。2 型糖尿病モデル GK ラットでは SAD 施⾏時の⼼機能低下幅がより顕著で進⾏性で
あり、線維化の進⾏も著しいことが判明した。また、⼼筋組織内の 12LOX 発現は、GK-SAD

群で顕著に増加、その発現は SAD 後 12 週、1 年経過時も同等であり、慢性的な 12LOX の発
現が認められた。さらにこ
れらは、直接的 12-LOX 阻害
薬であるバイカレインで⼼
筋線維化の予防が可能であ
る可能性が⽰されている。
12-LOX が直接的に⼼臓に⼀
定の役割を果たしているか
否かについて In vivo で書
くにするには⼼筋に特異的に 12-LOX を発現させたマウスあるいは特異的にノックアウト
させたマウスを使⽤する必要があるが、我々は⼼筋特異的に 12−LOX を発現させたマウス
を開発しているため、これを⽤いることにした。また同時にマウスに SAD 術を作成するこ
とも世界に先駆けて成功した。SAD を 12-LOXTG マウスに施⾏し、⼼機能の低下程度を検討
した。さらに、糖尿病性⼼筋症の Key factor である 12LOX を上昇させる、未だ不明な経
路を特定する事を SGLT-2 阻害薬並びに酸化ストレス阻害薬を⽤いて検討をした。 
 

【【糖糖尿尿病病モモデデルルララッットト（（GGKK ララッットト））ににおおけけるる SSGGLLTT--22 阻阻害害薬薬にによよりり⼼⼼肥肥⼤⼤改改善善がが  
BBRRSS,,1122--LLOOXX をを介介ししてていいるるかか否否かかにに関関すするる検検討討】】  

糖尿病患者において、SGLT2 阻害薬が CVD イベントリスクを改善させることが報告され
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ているが、詳細な機序は不明である。そこで、SGLT2 阻害
薬が BRS と⼼筋細胞での 12LOX 発現の低下を介して⼼筋
肥⼤を改善するか否かの検討を⾏った。⽅法は、12 週齢の
糖尿病モデルラット（GK/slc）に sham ⼿術と SAD を施
し、18 週齢より 6 週間 SGLT-2 (Canagliflozin)を投与し
た。24 週齢で⾎圧テレメトリーを挿⼊し、2 ⽇間 BRS を
測定した後解剖を⾏い、⼼筋組織を解析した。結果は、sham
群に SGLT-2 を投与することで BRS,12LOX,⼼筋肥⼤を改
善したが、SAD を施した群では、これらの効果は消失した。
つまり、SGLT-2 が BRS 改善させ、12LOX 発現の低下を
介して⼼筋肥⼤を改善させている可能性が⽰唆された。 

  

【【間間⽋⽋的的圧圧負負荷荷ににおおけけるる SSGGLLTT--22 阻阻害害薬薬にによよりり⼼⼼肥肥⼤⼤改改善善がが  
BBRRSS,,1122--LLOOXX をを介介ししてていいるるかか否否かかにに関関すするる検検討討】】  

システム開発にあたり、⼤気圧を変更する⽅法を選択したが、様々な圧変化パターンにおい
て、培養液中の溶存酸素濃度が⼀定とならない可能性があり、まず
⼀定圧といくつかの変動圧パターンでの溶存酸素濃度が変化しな
いパターン圧を確⽴した。 
 次 に ⼼ 筋 初 代 培 養 細 胞 に 対 し て 圧 パ タ ー ン を 振 り 分 け て
NADPH oxidase の発現を確認したところ、⼀定圧に⽐べて半分の
圧-時間曲線下⾯積であるはずの変動圧でも同程度に 12LOX と
NOX4 の発現が亢進していることが明らかとなった。これは⼀定⾼
圧状態よりも変動圧の⽅が細胞にとってストレスとなる可能性を
⽰す知⾒であり臨床データ及び In Vivo data を裏付けするものである。 
  
IIIIII..    研研究究成成果果  
      
In vivo 研究 

SAD の施⾏で⼼機能が低下することは知られていたが、⻑期間経過を観察した報告はない。
2 型糖尿病モデル GK ラットでは SAD 施⾏時の⼼機能低下幅がより顕著で進⾏性であり、
線維化の進⾏も著しいことが判明した。また、⼼筋組織内の 12LOX 発現は、GK-SAD 群で
顕著に増加、その発現は SAD 後 12 週、1 年経過時も同等であり、慢性的な 12LOX の発現
が認められた。さらにこれらは、直接的 12−LOX 阻害薬であるバイカレインで⼼筋線維化
の予防が可能である可能性が⽰されている。 
 12-LOX が圧受容器機能と直接に⼼機能に関係しているか否かについて、⼼筋特異的 12-
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LOXTG マウスを⽤いて、SAD 術を施こしたところ、SAD 術後 12 週間後には野⽣型と⽐
較して⼼機能が有意に低下している事が判明し、⼼臓における 12−LOX は圧受容器のター
ゲットである事が⽰唆された。 
 糖尿病患者において、SGLT2 阻害薬が CVD イベントリスクを改善させることが報告され
ているが、詳細な機序は不明である。そこで、SGLT2 阻害薬が BRS と⼼筋細胞での 12LOX
発現の低下を介して⼼筋肥⼤を改善するか否かの検討を⾏った。⽅法は、12 週齢の糖尿病
モデルラット（GK/slc）に sham ⼿術と SAD を施し、18 週齢より 6 週間 SGLT-2 
(Canagliflozin)を投与した。24 週齢で⾎圧テレメトリーを挿⼊し、2 ⽇間 BRS を測定した
後解剖を⾏い、⼼筋組織を解析した。結果は、sham 群に SGLT-2 を投与することで
BRS,12LOX,⼼筋肥⼤を改善したが、SAD を施した群では、これらの効果は消失した。つま
り、SGLT-2 が BRS 改善させ、12LOX 発現の低下を介して⼼筋肥⼤を改善させている可能
性が⽰唆された。 
 
In vitro 研究 

In vitro 加圧変動モデルシステム開発にあ
たり、⼤気圧を変更する⽅法を選択したが、
様々な圧変化パターンにおいて、培養液中の
溶存酸素濃度が⼀定とならない可能性があ
り、まず⼀定圧といくつかの変動圧パターン
での溶存酸素濃度が変化しないパターン圧
を確⽴した。 
 次に⼼筋初代培養細胞に対して圧パター
ンを振り分けて NADPH oxidase の発現を確
認したところ、⼀定圧に⽐べて半分の圧-時
間曲線下⾯積であるはずの変動圧でも同程度に 12LOX と NOX4 の発現が亢進しているこ
とが明らかとなった。これは⼀定⾼圧状態よりも変動圧の⽅が細胞にとってストレスとな
る可能性を⽰す知⾒であり臨床データ及び In Vivo data を裏付けするものである。 
 
ヒトにおいては、２型糖尿病患者において、圧受容器の低下と２４時間⾎糖変動並びに外来
での HbA1ｃの visit-to-visit の変動と相関することもわかり、動物レベルでの分⼦機構の検
証のさらなる発展を進める基盤となった（今後は⾎圧の変動との相関を進め、ヒト⾎液中の
12-LOX の測定も検討する予定である） 
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IIVV..    考考察察  

本研究により⾼⾎糖状態下における圧受容器の機能低下は⾎圧変
動-アラキドン酸カスケードの 12-LOX といった炎症系を介して、
機能を低下させる事が判明した。さらに In vitro 研究では、世界に
先駆けて間⽋的な圧が⼼筋細胞に直接的に関与している事を確認
する事が出来た。本研究においては、圧受容器機能を直接破壊する
ため、2 型糖尿病患者において、そのような状態が起きるか否かに
ついては検討出来ていなかったが、この研究を通して、その疑問に
答えるべく、２型糖尿病患者において、圧受容器の低下が低下して
いるかどうかについての検討も⾏ったところ、同患者においては、
圧受容器機能が低下している事がわかり、さらに、２４時間⾎糖変
動と負の相関することもわかった。この研究により、現在 2 型糖尿
病患者において、⼼不全の進⾏を抑えるという報告がなされてい
る、SGLT-2 阻害薬と圧受容器の関係性が関与していることに繋がった。現在の研究正解に
より、その可能性が明らかとなってきており、さらに研究を進める予定である。  
 本研究により、下記のような新たな経路が明らかとなっており、これは⾼⾎糖の病態のみ
ならず、⾼⾎圧患者や⼼不全患者においても応⽤出来る可能性がある。 
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