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肥大型心筋症における肥大促進因子に関する研究

―組織レニンーアンジオテンシン系および細胞成長因子TGFB1

(Transforming Growth FactorB1）の心肥大への関与について―

学位論文内容の要旨

（緒  言）

  持発性肥大型心筋症(HCM)は原因不明の心肥大の進行を特徴とする。その原因の解明に際

して，ヒトでは心筋生検時の少量の検体を直接検討する他に手段が乏しいため，最近では，

HCMのモデルハムスターであるBI0 14.6を用いて様々な検討が行われている。その結果，ロ

受容体ーGTP結合蛋白質，および，ロ受容体―ホスファチジールイノシトール系の細胞情報伝

達系 の異常 が，心筋 肥大の発 症，進 展に関与 しているとの報告がなされている。

  一方，近年，心筋組織局所でレニンーアンジオテンシン系(RーA系）の存在が報告され，末

梢循環系のR―A系とは独立して心筋細胞の機能，成長，増殖に関与している可能性が示されて

いる。すなわち，圧負荷心筋ではアンジオテンシノーゲン(ATN)の増加が観察され，心肥大

との関連が指摘されている。しかし，圧負荷によらない特発性の心筋肥大へのR-A系の関与に

っいては，いままでに詳細な検討はなされていない。また，細胞成長因子の一種である形質転換

因子ロ1 (TGFB1）は，線維芽細胞から細胞外基質蛋白質の産生を促進することが知られて

いるが，心筋問質組織の線維化への関与にっいては不明である。本研究では，肥大型心筋症の心

筋肥大発症要因を心筋実質細胞の肥大と問質の線維増生のニっに分けて考えて，肥大型心筋症モ

デル動物BI0 14.6を用い，培養心筋細胞におけるAIIに対する細胞内イノシトールリン脂質代

謝 の 変化 ， 左 心室 心 筋 にお け る ATNm― RNAの 発現 ， ACE活 性 ，さ ら に TGFBlm―

RNAの発現を分析し，組織R―A系および細胞成長因子TGFB1の心肥大への関与を検討し

た。

（材料と方法）

実験対象動物として，発症前期4週齢，肥大期20週齢のBI0 14.6ハムスターと正常対照群と
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して同週齢のFIロハムスターを用いて次の実験を行った。＠対象動物の左心室から抽出され

た RNAをサンプルとして，TGFB1とアンジオテンシノーゲン（ATN)のm―RNAの左心

室における発現を，各々，ノーザンブロット法またりボヌクレアーゼプ口テクションアッセイ法

(RPA）により検討した。◎左心室粗細胞膜分画を調整してサンプルとして用い，［°H] Bz

ーGly－GlyーGlyを基質としたTESSらの方法に従って，左心室ACE活性を測定した。◎

単離心筋細胞を調整して，培養心筋細胞におけるA矼刺激に対するイノシトールリン脂質（PI)

代謝の変化を検討した。これらはジアシルグリセ口ール（DAG)とイノシトール1，4，5，

三リン酸(IPヨ）の産生を測定して，ホスファチジールイノシトール(PIー），ホスファチジー

ルイノシトール4，5，二リン酸（PIP2一）特異的ホスフォリパーゼC活性(PLC)を評価す

ることにより検討した。

（結  果）

  TGF口1，ATNのm一RNAは，BI0 14.6，FIロの各群，さらに各週齢の左心室で発現し

ていることが確認された。TGFBlmーRNAの発現量は，BI0 14.6でFIBに較べて各週齢

で有意に亢進ており，さらにBI0 14.6群の中では，20週齢で4週齢に較べて有意に増大してい

た。その一方で，ATNの発現には群間，週齢間で発現に有意差がみられなかった。心筋ACE

活性は，20週齢のBI0 14.6群で同週齢のFIロ群に較べて，有意な高値を示した。またAH刺

激に対する心筋細胞のIPヨ，DAGの産生量，並びにPIー，PIPエ一特異的PLCの活性は，20

週齢のBI0 14.6群で同週齢のFIロに較べて有意に亢進していた。

（考  察）

  本研究の結果，AHは，20週齢のBI0 14.6から得られた心筋細胞において，PLCを活性化

し，DAGおよびIPヨの遊離を増大させた。このことは，Allが，イノシトールリン脂質代謝を

亢進させ，セカンドメッセンジャーであるIPヨ，DAGを介して細胞膜への刺激を細胞内ヘ情報

伝達するということを示すとともに，20週齢のBI0 14.6では，プ口テインキナ―ゼC(PKC)

を介して蛋白質合成を亢進する可能性を示している。また，R―A系の気質であるATNがm

-RNAレベルで心筋組織内に発現していることから，シリアンハムスターの心室筋においても，

組織RーA系が存在することが明らかとナょった。さらに，左心室筋におけるACE活性が，20週

齢のBI0 14.6において亢進していたことから，この組織R一A系は活性化されていると考えら

れる。以上の結果より，イノシトールリン脂質代謝および組織R―A系の亢進状態は，心肥大の
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発症よりむしろ進展，経過に影響をあたえていると考えられた。最近，動脈壁において，AIIが

  TGFロ1やプ口トオンコジーンのc－fos’c－mycを介して，動脈平滑筋の肥大や間質の線

維化を誘導することや，さらに，培養心筋由来線維芽細胞において，AlI刺激によルコラーゲン

合成が促進されることが報告されている。心臓においても，心筋細胞のみならず問質細胞に作用

して，コラ―ゲン合成能，蛋白質合成能を亢進させ，肥大型心筋症における心肥大の発症に関与

する可能性が考えられる。一方，Spornらのグループは，心筋組織において，細胞成長因子

TGF口1が心筋細胞，血管内皮細胞および平滑筋細胞に存在していることを確認している。彼

らは，その分布からTGFB1が問質線維の増生のみならず，心筋収縮蛋白質の産生のコントロー

ルや心筋細胞の分化を抑制する因子である可能性を推測している。従って，TGFB1の産生異

常が心筋蛋白質の質的異常，量的異常を招いて心筋肥大を生じる可能性が考えられる。本研究で

は，TGFロ1の産生が心肥大発症前から増加しているため，肥大型心筋症の発症要因である可

能性が示された。今後は，TGF口1と組織R―A系との相互関係にっいても検討が必要である

と考えられた。

（結  語）

  肥大型心筋症モデルハムスター(BI0 14.6）を用いて，肥大型心筋症の心肥大における組織

R―A系とTGF口1の関連を検討して，以下の結果を得た。

＠20週齢のBI0 14.6から得た培養心筋細胞では，A矼刺激に対応してPLC活性が亢進し，

  DAGおよびIPヨの遊離が増大していた。

◎シリアンハムス夕一の左室心筋において，ATNのmーRNAの発現を確認した。BI0 14.6

  とFIロの各群間で発現の程度に有意差は見られなかった。週齢に対応して有意な発現の変化

  は見られなかった。

◎BI0 14.6の心筋細胞膜分画のACE活性は，4週齢ではFIロと差を認めないが，20週齢で

  は亢進していた。

＠BI0 14.6の心筋では，FIロと比較にして，4週齢よりTGFBlm―RNA発現の増大を認

  め，さらに，20週齢では4週齢に比較して発現が亢進していた。

  以上の結果より，肥大型心筋症モデルハムスタ―において，組織R－A系が存在し，A矼はイ

ノシトールリン脂質代謝を介して心肥大に関与する可能性が示された。また，R―A系のみなら

ず，ハムスタ―心筋にTGFロ1がm－RNAレペルで発現していることを初めて証明した。そ

の発現量の変化から，心筋症発症への関与が示唆された。



学位論文審査の要旨

  特発性肥大型心筋症(HCM)は原因不明の心肥大の進行を特徴とし，その原因の解明に際し

て，HCMモデルハムスターであるBI0 14.6を用いた検討から，これまでにカテコルアミン受

容体と膜情報伝達系の異常が心筋肥大の発症進展に関与しているとの報告がなされている。一方，

近年，心筋組織でレニンーアンジオテンシン系(R―A系）の産生が確認され，圧負荷時の心肥

大の成立と組織R－A系の関連が指摘されているが，圧負荷によらないHCMの心肥大への関

与にっいては不明である。さらに，形質転換成長因子ロ1    (TGF口1)は，種々の細胞の増殖，

分化を調節するほか強カな問質線維化促進因子であるが，HCMの心肥大への関与にっいては検

討されていない。そこで，本研究では，HCMの心肥大発症要因を心筋実質細胞の肥大と問質の

線維増生のニっに分けて考えて，肥大型心筋症モデル動物BI0 14.6を用い，培養心筋細胞にお

けるAHに対する細胞内イノシ卜ールリン脂質代謝の変化，左心室心筋におけるATNm－

RNAの 発 現， ACE活 性 ，さら にTGFBlm－RNAの発 現を分析 すること により ，組織R

―A系および細胞成長因子TGFB1の心肥大への関与を検討した。

  実験材料として，発症前期4週齢，肥大期20週齢のBI0 14.6ハムスターと正常対照群として

同週齢のFIロハムス夕―を用いて次の実験を行った。＠対象動物の左心室から抽出した

RNAを サンプル として ，TGFB1と アンジ オテンシ ノーゲ ン(ATN)の m－RNAの左心室

における発現を，各々，ノーザンブ口ット法またりボヌクレア―ゼプロテクションアッセイ法

(RPA)により検討した。◎左心室粗細胞膜分画を調整してサンプルとして用い，TESSら

の方法に従って，左心室ACE活性を測定した。◎単離心筋細胞を調整して，培養心筋細胞に

おけるA 1I刺激時のジアシルグリセ口ール(DAG)とイノシト―丿レ1，4，5，三リン酸(IPユ）

の遊離量を測定して，ホスファチジールイノシト―ル，特異的ホスフォリパーゼC活性(PI－

PLC)を評価 した。 以上の実験から次の成績が得られた。TGFロ1，ATNのm－RNAは，

BI0 14.6，FIロの各群，さらに各週齢の左心室で発現していることが確認された。TGFロIm

―RNAの発現量は，BI0 14.6でFIロに較べて各週齢で有意に亢進ており，さらにBI014.6群

の中では，20週齢で4週齢に較べて有意に増大していた。その一方で，ATNの発現には群間，
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週齢間で発現に有意差がみられなかった。心筋ACE活性は，20週齢のBI0 14.6群で同週齢の

FIロ群に較べて，有意な高値を示した。またAII刺激に対する心筋細胞のIPユ，DAGの産生量，

並びにPI―特異的PLCの活性は，20週齢のBI0 14.6群で同週齢のFIロに較べて有意に亢進

していた。

  HCMの心肥大における組織R－A系とTGF口．1の関連を，モデル動物を用いて検討し，以

下の結論を得た。＠20週齢のBI014.6から得た培養心筋細胞では，AII刺激に対応してPLC

活性が亢進し，DAGおよびIPヨの遊離が増大、していた。◎シリアンハムスターの左室心筋

において，ATNのm―RNAの発現を確認した。BI0 14.6とFIロの各群間で発現の程度に有

意差は見られなかった。週齢に対応して有意な発現の変化は見られなかった。◎BI0 14.6の

心筋細胞膜分画のACE活性は，4週齢ではFIBと差を認めないが，20週齢では亢進していた。

＠゛  BI0 14.6の心筋では，FIロと比較して，4週齢よりTGFロlm一RNA発現の増大を認

め，さらに，20週齢では4週齢に比較して発現が亢進していた。以上から，肥大型心筋症モデル

ハムスターにおいて，組織R―A系が存在し，A且はイノシトールリン脂質代謝を介して心肥大

の進展に関与する可能性が示された。また，R―A系のみならず，ハムスター心筋にTGFロ1

がm－RNAレベルで発現していることを初めて証明し，その発現量の変化から，心筋症の発

症，進展への関与が示唆された。

  口頭発表の審査会において，葛巻暹教授より，BI0 14.6の組織病変の出現とTGFB1の発現

亢進との因果関係，並びにBI0 14.6におけるイノシトールリン脂質代謝亢進に関与するAlI受

容体一イノシトールリン脂質情報伝達系の具体的なステップにっいて質問がなされた。本聞研一

教授からは，AII血中濃度と生体への効果，並びに心室組織AlI濃度にっいて質問がなされた。

また，皆川知紀教授より，BI0 14.6の病理組織所見に対する炎症性変化の関与にっいて質問が

なされた。さらに，古館正従教授から，組織RーA系やTGFロ1の発現の変化と肉眼病理変化

の進行との相関関係にっいて質問がなされた。これらに対し申請者は概ね妥当な回答を行い，そ

の後行われた葛巻，本間両副査教授との試問においても，概ね適切な回答がなされた。

  本研究は，HCMモデル動物の心筋組織を用いて詳細な分子生物学，生化学的解析を行い，肥

大型心筋症の心肥大への組織R－A系ならびにTGFロ1の関与を示した最初の試みであり，有

意義な研究と考えられ，学位授与に値する。
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