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Continuous　pressure　overload　induces　myocardial　hypertrophy　as　an　adaptive

response ．　Cardiac　fibrosis　often　follows　hypertrophy　to　prevent　myocytes　from　over－

extension ．　However，　massive　fibrosis　makes　cardiac　function　impaired，　which　is　a

maladaptive　response．　Although　a　considerable　number　of　studies　have　demonstrated　a

series　of　transcriptional　pathways　，　it　stⅢremains　equivocal　which　molecule　（s）　plays
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an　important　role　in　initiation　of　cardiac　fibrosis．　Therefore，　it　is　important　to　identify

a　molecular　inducer　of　fibrosis　as　a　therapeutic　target　for　heart　failure．　A　rat　model　of

cardiac　hypertrophy　and　fibrosis　were　generated　by　pulmonary　artery　banding　（PAB ）／

Four　to　six　weeks　after　operation，　histological　analyses　with　Masson　Trichrome　stain

on　short　axis　section　of　right　ventricular　papⅢary　muscles　identified　that　they　could

be　clearly　divided　into　the　interstitial　fibrosis　group　（Fibrosis；　17．1±1 ．5％　of　fibrosis

area ）　and　the　non－fibrotic，　but　hypertrophic　group　（Hypertrophy ；　3．0±0 ．3％），　in

comparison　with　the　sham －operated　control　（Sham ；　2．5±0 ．2％）．　We　comprehensively

analyzed　the　mRNA　expression　of　29215　known　rat　genes　in　the　right　ventricle　by

using　GeneChip °　Rat　Gene　1．0　ST　Array　（AffymetrixR ）　to　compare　a　gene　expression

profile　among　Sham ，　Hypertrophy ，　and　Fibrosis　（n °3　each）．　We　found　that　the

expression　levels　of　some　genes　that　have　not　been　recognized　as　a　fibrosis－related

molecule　were　significantly　higher　in　Fibrosis　than　those　in　Sham　and　Hypertrophy．

Among　them ，　we　selected　FGF23　and　Ncaml　，　and　confirmed　expression　levels　of　these

genes　by　RT－PCR　（n＝6　each）．　Using　OLETF　rats　under　e χercise，　we　found　that　adult

exercise　group　rapidly　gained　body　weight　when　they　stopped　e？cercise，　and　showed

significantly　higher　expression　levels　of　FGF23，　Ncaml　and　TGF －beta　than　those　in

OLET －F　young　exercise　and　OLET －F　non－exercise　group．　These　data　suggest　that　1）

FGF23　and　NCAM1　can　be　used　for　cardiac　fibrosis－related　biomarker　and　2）　stopping

exercise　followed　by　rapid　weight　gain　would　be　one　of　the　risk　factors　R）r　cardiac

fibrosis．

要　旨

心臓の病態末期には線維化か認められ，収縮不

全や不整脈発症の原因因子と考えられている．し

かしながら，その発症には未だに不明な点が多い．

我々はラット圧負荷モデルを用いて，線維化特異

的に増加する因子を網羅的解析にて検索した．圧

負荷モデルにおいて線維化特異的に増加した因子

はFGF23 とNcaml であった．この線維化特異的

増加因子が，運動を行った動物モデルにおいても

心筋線維化バイオマーカーとして有用かどうか確

認するため，　OLET －Fラットの自発運動群を用い

た検討を行った．　OLET －Fラットの壮年期運動群

は運動解除によって急速に体重が増加した．一方

で，　FGF23 とNcaml は壮年期運動群で若年期運

動群や非運動群と比較して有意に増加していた．

これらのことから，　FGF23 とNcaml は新規心臓

線維化バイオマーカーとして有用であるととも

に，壮年期開始運動の途中離脱による急激な体重

増加は心臓線維化のリスクが上昇する可能性が示

唆された

緒　言

安全なスポーツ振興のためには，簡便で安価な

心臓の機能推測が必要となる．特に最近では，サッ

カーなどでのトップアスリートの突然死 も報告さ

れており，線維化を起こした心筋 は特に不整脈の

発症確率の高いことが考えられる1・刪 そのため．
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心臓線維化の存在を簡便にスクリヴニングするこ

とは，これまで捉えきれなかった病態を明らかに

しけ安全なスポーツ振興に寄与することが期待さ

れるレ申請者らはこれまでの研究で，線維化を伴

う心肥大は興奮収縮連関の破綻を示す非代償性心

肥大でありレ線維化していない心肥大は興奮収縮

連関が保持された代償性心肥大であることを明ら

かにしてきた3）／

心臓の線維化は心筋興奮収縮連関の破綻を來す

だけでなく前述したように不整脈発症原因の一つ

と考えられるため，心臓線維化の有無を明らかに

することは，心臓病態評価をする上で非常に有用

と考えられる．　二　　　づ　　　　………

1心臓線維化に対する検索・評価は．　MRI を用

いた画像評価で明らかにされつつある4謳／しか

しながら，心電図・心エコー・採血・尿検査など

一般臨床で用いられている検査法では線維化の存

在を確認することが非常に困難である卜そのため

採血や尿検査で得られる生化学的な線維化バイオ

マーカーを探し出すことは，心臓線維化なちびに

心臓の病態評価を簡便なものにすると期待され

る．　　　　　　　▽

本研究では心臓に圧負荷をかけた動物モデルを

用いて，組織学的線維化の有無から分類した心臓

標本を網羅的に解析して線維化バイオマーカーを

検索し，さらに運動による心臓に対しても同様に

線維化バイオマーカーとして有用かどうかを検

討・評価することで，スポーツにおける心臓の代

償性肥大と非代償性肥大を分類することを可能に

するバイオマーカーの検索を目的とする．

1 ．研究方法・実験方法・調査方法　j

（1）圧負荷心肥大における新規心筋線維化特異

的バイオマーカーの検索．

心筋線維化の進展と興奮収縮連関破綻の相互関

係を明らかにするため，肺動脈狭窄術によるラッ

ト右室圧負荷病態モデルを用いた∧ラットはSD
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ラ ッ ト8 週 齢 に 対 し て ，肺 動 脈 狭 窄 手 術 を 行 い（PA

Banding ，　n＝25 ），　Sham 手 術 群 （Sham √31＝12 ）

と 比 較 し か ．術 後4 か ら6 週 に て 心 筋 摘 出 命行 い ，

右 室 乳 頭 筋 を 用 い て 活 動 電 位 測 定 な ら び に 細 胞 内

Ca2 ぐと 収 縮 張 力 の 同 時 測 定 を 行 っ た ．卜機 能 測 定

に 用 い た 乳 頭 筋 標 本 は ， 測 定 後 に 組 織 染 色 を 行 い

Masson　Trichrome ．染 色 に よ っ て 線 維 化 の 有 無 を

確 認 し た ． 乳 頭 筋 組 織 標 本 に対 し て 免 疫 染 色 を 施

行 し 厂 細 胞 間 情 報 伝 達 関 連 蛋 白 ’（ コ ネ キ シ／ン43 ，

Cx43 ） の 発 現 と 線 維 化 進 展 に よ る 空 間 的 相 互 関

係 を 評 価 し た ．　 二　　 匸　 ＼　　 … ……………

同 一 心 臓 サ ン プ ル を 用 い て 網 羅 的 解 析 を 行 い ，

線 維 化 の 進 展 に 関 連 す る 新 た な 標 的 蛋 白 を 同 定

し た．　DNA マ イ ク ロ ア レ イ に はA 毋metrix 社

GeneCh 雇 ゛RatGene　1 ．0　ST　Array　を 用 い た． サ ン

プ ル は 乳 頭 筋 標 本 を得 た 同 じサ ン プ ル の 右 室 自 由

壁 にお い て 行 い ， 新 規 線 維 化 関 連 遺 伝 子 の 探 索 を

目 指 し たよ　　　　　　　　　　　　　　　 卜○　 ‥ ∧

（2 ） 遺 伝 性 肥 満 モ デ ルOLETF ラ ッ
…
…万卜 を 用 い た

自 発 運 動 に お け る 心 筋 線 維 化 バ イ オ マ ー カ ー・測

定 ． ＝
づ　 六卜　　　　　

．・．．・ ．・　　　 ．・∧ノ…………

二遺伝 性 肥 満 モ デ ルOLETF ラ ッ ト（図1 ）を 用 い ，

図I　OLETF ラ ッ ト



－64

＼　　　図2　 回転ヶ－ジ

ヒ ト 若年 期 相当 の5 ～19 週 齢 時 に回転 ケ ユジ （図

2 ） を用 い た 自発 運 動 群 （Young －Ex，　n＝7） と ヒ

ト壮年期 相当 の20 ～34 週齢 時 に回転ヶご ジを用

い た自 発 運 動 群 （Adult －Ex，　n＝7） を 用い た． こ

れら をOLETF 安静 群 （Sed ，　n＝8） とコ ントロ ー

ル非 運 動群 （非肥 満 発 症 モ デ ル，　Leto ，　n＝8） と

比 較 検討 し た 運動 群 は若 年 期 り 士年 期 と もに，

運 動期 間以外 は 回転ゲ ージ を外 して安静状 態 とし

て 飼 育 し た卜 そ れぞ れ45 週齢 に て心 臓摘 出時 に

体重 ・心 重量 な ど測定 後レ 標 本 を凍結 した 凍 結

心 室筋 標本 よ りmRNA　 を　抽 出し， 圧 負荷・モ デ ル

で 明 ら か に なっ た 線維 化 バ イ オマ ーカ ー をqRT －

PCR 法 を用 いて確 認し たン．・・．・　　・．．　・．・．

2 ．研 究結 果 ・実験結果 ・調 査結果 … …

我 々 は線維 化の有無 を明確 に評価 する 方法 を確

立 する ため に∠ 心臓圧 負荷 モ デル を作 成 し 肥大

と線維化 の評 価 をぐ行った匸 そ の上 で，こ線維化 の 有

無 で肥大 心朧 を分類 じj……………機 能解 析 を行 い√ 線維化

と機 能評 価め 妥当性 を確認 し たl……… ……∧…………jj

我 々 は ラッ ト右 室圧 負 荷 心 筋モ デ ル を構築 し，

そ の特性 につ いて 調べ たレ そ こで明 らか になっ た

のは，1）圧負荷モデルで右心肥大が起こうたこと．

2）肥大した全てで線鎔化か起こるわけではなく，

肥大して線鎔化か起こらない心筋（Hypertrophy）

と肥大して線鎔化か起こる心筋（Fibrosis）があ

るノ，ということであうたレ肺動脈狭窄術後，4 ～

6 週後の乳頭筋においてマッソン染色にて線鎔化

面積の評価を行ったところ厂乳頭筋肥大は同程度

に起こしたにも関わらず，心筋線維化・非線維

化の分別は図3 で示した代表例同様に 面積比

（％Fibrosis）においてもはっきり二柑｜生になった．

TFG －betaレ：CTGF レpro－（jollagen℡など各種線鎔

化マーカーmRNA 検索をしたところ√線鎔化心

筋（Fibrosis）群でぱそれぞれ著しいマーカーの

増大を認めた．乳頭筋長軸像にてコネキシン43

（Cx43）の免疫組織染色像を確認すると，　Fibrosis

で長軸方向細胞間結合部位にCx43 が集積してい

ない結果が見られた．しFibrosis群では細胞間信号

情報伝達の減弱し，ミ線鎔化か形態的な変化だけで

なく，興奮収縮連関に対する機能的な影響も与え

る可能性が示唆された，し　　　…… …

Banding　Model

Sham ………　Hypertrophy　　　Fibrosis　 ………
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図3　Masson　Trichrome 染色に よる乳頭筋短軸像線維

化 （上図）と線維化面積气下図）．同等の右室圧負荷

を行ったところ，乳頭筋の肥大程度は変わらなかった

が，線維化面積は大きく異なる二つの群 （HyPertroPhy ，

Fibrosis）群に分類することが出来た∧ づ　卜 ‥　ト
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図4　右室圧負荷肥大心筋における線維化発症肥大標本（Fibrosis）と非線維化発症肥大標本（Hypertrophy）ならびに非

手術標本（Sham）との比較．　FGF23とNcaml は有意差を持ってFibrosis群で増大していた（それぞれn＝6）

乳頭筋 を用い て収縮機 能評価 をしたところ，

Sham 群とHypertrophy 群に比較して，　Fibrosis群

は有 意4こ張力 が減弱していた．　Aequorin 法で細

胞内Ca2 濃゙度を同時測定したところ，　Fibrosis群

とHypertrophy 群 はSham 群 と比 較 してCa2 ＋増

大が明らかであった．この結果からFibrosis 群は

Ca2゛増大によって も収縮張力が保たれない， と

い う非代償性変化であることが確認された．一方

でFibrosis 群 では細胞内C 冫“濃 度のピークに至

るまでの有意な時間延長が認められた．組織学的

所見と併せて考えると，その原因 は細胞内Ca2 ゛

の伝播障害によるものと示唆された．

圧負荷 心筋標本 に対し てDNA マ イクロ アレ

イに よる網 羅的 解析 を行っ たと ころ（そ れぞ

れn ＝3），　Hypertrophy 群 に 比 較 し てFibrosis 群

で1 ．4倍以上の増加群が12 因子あった そ れら

を 町 ～PCR 法を用いて発現確認 したところ，図

4 に示す通りFGF23 とNcaml が有意差を持って

Fibrosis群で増大していた（それぞれ11＝6）．この

2 因子が新規心筋線維化特異的増加因子として明

らかになった．

一 方で 運 動 にお け る 影 響 を検 討 す る ため，

0LETF ラットの安静群（Sed ），若年期自発運動

群 （Young －Ex）， 壮 年 期 自 発 運 動（Adult－Ex），

お よび正常対照（LETO －Sed）群の体重変化 を測
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，0LETF 非運勳群ぐSed）

，0LETF 壮 年 期 運 動 群（AduttEx 〉

心LETF 若 年 期 運 動 群（Young　Ex ）

非 運 勵 群（Leto ）

（
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佃
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0　0LETF 若年期運動群
●OLETF 若年期運動群（運動時）
▽ コントロール非運動群

‾5　10　15　20　25　30　35　40　45
週齢

図5　OLETF ラットにおける体重変化（そ れぞれn ＝7

～8 ）．0LETF 非運動群（Sed ）と比較して ，0LETF 壮

年期運動群（Adult　Ex）は運動時（▲）に速やかに体重

減少するものの運動解除後には速やかに体 重が回復す

る．一一方で，若年期運動群（Young　Ex ）は運動時（●）

において体重 が減少しており，その影響 が運動解除後

も維持される傾向にあった

定した．その結果は，図5 に示 すよ うにYi 〕u昭一

Ex 群では自発運動期（5～19週齢 時） においては

Sed 群 と比較して明らかに体重 が低下 してお り，

運動 解除後（20 週貽以降）も緩やか な体重回復

傾 向が見ら れたが，実験終了時（45 週齢）で も

体 重はSed 群と比較して低下してい た．一方で，

Adult－Ex群では自発運動期（20 ～34 週齢時）に

おいて一過性の体重減少が見られた． しかしなが

ら運動解除後（35 週齢以降）で，体 重の速や か

な回復傾向が見られ，実験終了時にはSed 群と同
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図6　OLETF ラ ッ ト にお ける線維化関連 因子の変化．　TGF －beta　（左 図），　FGF23 　（中図），　Ncaml 　（右 図） を示 す．

3 因 子はすべ て壮年 期運動群 （Adult 　Ex） で 増 加していた （n＝3 ～4 ）

等の体重であった

運動 時， 一 日の平均 走行距 離はYoung －Ex群

2－3．3±0．6　（km ），　Adult－Ex 群 で3 ．0±0．4　（km ）

（mean ±SD ）であ り√両運動群間で の有 意差 は

見られなかった．これらのモデルラットに対して，

圧負荷心筋で明 らかになった線維化特定増加因子

の検索 を行 ったところ，　Adult－Ex群で は他の群

と比較し てFGF23 とNcaml のmRNA レベ ルは

有意差 を持って増加していた（図6 ）． また線維

化促進因子であ るTGF －betaも，　tnRNA レ ベルで

Adu ］t－Ex群で は他 の群 と比較して有意に増加 し

ていた．－－一方で直接的な線維化マーカーと考えら

れているCTGF ，　pro－collagenⅢはAdult －Ex群で

有意な増加は認めなかった．

線 維 化 面 積 を心 室 短軸 組 織 切 片 に対 して

Masson　Trichrome　染色 によっ て行 っ た ところ，

有意差は認 められなかったが，　Adult－Ex群で は

他の群に対して線維化面積が増大していることが

明らかになった（図7 ）．

3 ．考　察

現在，　ANP などの心不全に対するバイオマー

カーはいくつか確立されている6）．しかしながら，

慢性心肥大に対する線維化の有無を明らかにする

バイオマーカーは未だ開発されていない．本研究

の特色は，網羅的な解析法を用いて，心筋線維化

決定因子とそれに伴うバイオマーカーの存在を明

冫

－

郎
巵
J
｝
匐
繝

この

OLETF

図7　OLETF ラットにおける線維化面積の変化（それ

ぞれn＝7～8）．有意差は認められなかったが，線維化

面積は壮年期運動群（Adult　Ex）で増加傾向にあった

らかにし，肥大心に伴う線維化発症メカニズム解

析と線維化発症予測を可能にすることである．

本研究の特徴は，線維化発症が明白に二榾F生を

成してお り，機能・形態両面から非常に分類しや

すいモデ ルを用い て網羅解析 を行 ったことであ

る．

肺動脈狭窄手術後，同週令で同程度の肥大であ

るにもかかわらず，これらの標本群では線維化面

積比7 ～10 ％前後 の中間的・段階 的な線維化 は

認められない．このことは心筋肥大後に線維化を

短期間に引 き起こす何らかのスイッチが存在して

いることを予想させる．これはこれら線維化マー

カーが，短期間に線維化を起こすス イッチとして

の役割を持っている可能性が非常 に低いことを示

唆しているン　　　　　　　　　　　　　　 ヶ
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本研究で明らかになったこととして，右室圧負

荷により右心肥大が発症する．しかし，肥大心筋

すべてが線維化するわけではない．線維化は起こ

るか・起こらないかの明確な二相性になっている

とい うことが挙げられる．一般的 な線維化マー

カーは，肥大心でも有意に増加しており，短期間

に線維化を起こしうる決定因子とは考えがたい．

線維化か起こると明らかな機能障害（心筋収縮機

能の減弱とイオン伝播障害）が認められる．

本研究において，線維化の有無が明瞭に二分さ

れるモデルを用いていることから，網羅的解析が

線維化決定因子を同定する際に有効であることが

考えられたのでDNA マイクロアレイ解析を行っ

た．　DNA マイクロアレイを行った結果，右室圧

負荷心肥大モデルにおいて，線維化の有無で明確

に発現が異なる因子としてFGF23 とNcaml が確

認 された．　FGF23 は元々血中リ ン濃度の調節に

関わっている因子として研究されていたが，近年

になって心肥大との関連が報告されている7 匸 し

かしながら，心臓線維化との関連はいまだ明らか

にされていない．一方でNcaml も本来の名前で

あるneural　cell　adhesion　molecule　l　と　してわかる

ように，一般的に神経系への発現で報告されてき

た．しかし最近になって虚血性心疾患における関

連性が最近報告されたが8），心臓線維化との関連

は明らかにされていない．これまでこれら二つの

因子が線維化特定増加因子として明らかにならな

かったのは，線維化の有無で分類できるモデルが

無 かったことに起因すると考えられる．我々が報

告するこの2 つの因子は，今後新たな心臓線維化

マーカーとして有用である可能性が考えられた．

我々は心臓線維化マーカーの有用性を調べ る

ため，糖尿病自然発疱モデルラット（OLETF ）9）

を用いて，回転ゲージ自発運動を幼若時運動群と

壮年期運動群の二群に対して運動負荷を行った．

0LETF は心臓への影響として肥大と線維化 を起

こすことが知られている10）．体重変化では 運動
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群それぞれで運動期における体重減少が見られ

た．ただし，幼若時運動群は45 週齢であっても

体重が安静群と比較して低下していたのに対し，

壮年期運動群では自発運動終了後にリバウンドと

思われる速やかな体重増加が認められ，45 週齢

時には安静群とほぼ同等に体重が回復していた．

線維化マーカーとして考えられる因子をそれぞ

れの群で比較検討したところ，　TGF－betaが有意

差を持って壮年期運動群で増加していた．また，

圧負荷心筋で明らかになった線維化特異的増加因

子であるFGF23 とNcaml の両者ともに有意差を

持って壮年期運動群で増大していた．一方で，線

維化面積においては有意差は認められなかったも

のの壮年期運動群で増加傾向が認められた．

以前の本学の鈴木らの研究で，壮年期運動群で

運動継続中の線維化領域面積に対した評価を行っ

ている．その結果によると，壮年期運動群の運動

継続中では心臓線維化領域が非運動群と同等かむ

しろ減少していることが明らかになっている（未

発表データ）．壮年期運動自体が心臓線維化への

影響を認められなかったことから考えると，本研

究の結果は壮年期に始めた運動を一定期間終了後

に運動解除したことにより，急激な体重増加をも

たらしたため，その体重リバウンドによる影響が

心臓線維化へのスイッチになりつつあることが示

唆される．

本研究の問題として，今回我々はOLETF ラッ

トについて心エコーや張力測定などの心機能評価

をしていないことが挙げられる．しかしながら，

OLETF の壮年期運動群では，45 週齢 において線

維化領域が増加傾向にあることと，線維化を起こ

す因子と考えられているTGF －betaが有意に増加

していることから，このまま飼育期間を延長する

と早晩心筋線維化か招来されることが予想される

扣，n）　　　　　　　　　　　卜　　　　　　卜

一方で，　OLETF ラットを用いた実験では，運

動だけでなく食餌量を調節して体重維持を行った
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群もある．これらは食餌量調節を解除すると急激

な体重リバウンドが認められている．今後はこの

ような食餌量調節による急激な体重増加について

も線維化マーカーを応用して検討したいと考えて

いるレ

以上のことから，　FGF23 とNcaml は新規心筋

線維化マーカーとして有用性があり厂壮年期の運

動は途中離脱によって体重の急速なリバウンドが

起こると，心筋線維化を招来する可能性が示唆さ

れた

4 ．主張・結論・結語・総括・まとめ

新規心筋線維化マーカーによって，運動離脱に

よる心筋線維化の可能性が示唆されたよ
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