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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

　一組織レニンs・ptアン三三テンシン系および

細胞成長因子TGFβ1（Transforming　Growth

Fact◎rβ1）の心肥大への関与について一
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鵬一R！耀ム　expressions　of　TGFβ1

Syrian　ham＄ters　（Ble14．6　aRd

edly　increased　in　BIO14．6

and　was　more　inteRsified　at

difference　was　demenstrated

in　the　left　ventricle

with　age－matched　FI　B・　The

enhanced　in

IP3，　騨

significantly　released　from

BIO14．6．

　　　　　Thes・e　results　＄uggest

gene　in　the　le

a”d　t’hat　the　exaggerated

to　A　E　and

　　　　　The　present　study　was　perform・ed　to　determine　whether　transforming

growth　factor　P　l　（TGF　P　1）　and　tissue　renin－angiotensin　（R－A）　system

are　involved　in　hypertrophic　cardiomyopathy．　Cardiomyopathic　Syrian

hamsters　（Bio　14・6）　aged　4　and　20　weeks　were　used　as　a　model　of　hyper－

trophie　cardiomyopathy　and　eompared　with　age－matched　Fl　B　Syrian　ham－

sters・　Tetal　RNA　was　extracted　from　the　left　ventricle，　and　the　m－RNA

expressiens　of　TGF　P　I　and　angiotensinegen（ATN）　were　examined　by　North－

ern　blotting　or　Ribonuclease　Pretection　A，ssay　（RPA）．　The　a¢tivSty　of

aRgiotesin－converting　enzyme　（ACE）　Nas　assayed　by　the　modified　method

ef　Tess，　using　crude　membrane　fractioR　Prepared　from　left　ventri¢le．

The　effect　of　angiotensin皿　　（AU）　on　　phosphatidylinosito1（PI）　題etabo－

lism　was　evaluated　by　the　PI一　or　PIP2　（phesphatidylinositol　4，5’bis

ph。sphaしe）一specific　ph。sph・lipase　C（PLC），曲ich　r¢leases　in。sit。1・1，4，

5－triphesphate　（IP3）　and　diacylglycerol（DAG）　in　cardiac　myocytes．　The

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　was　enhan¢ed　in

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　activities　of　PI－and　PIP2－specific　PLC

　　　　　20　week－eld　BIO14．6　in

hich　are　second　messeftgers　and　activate　proteitt　kinase

and　ATN　were　detected　in　each　group　of

FIβ）．　TGFβ1憩一｝姻A　expression質as　阻ark一

¢Qmpared　with　Fr　P　at　the　age　of　4　weeks，

the　age　of　2e　weekf，　while　ne　significant

iR　the　ATN　m’RNA　expression．　ACE　activity

　　　　　　　　　　20　week－eld　BIO14・6　compared

　　　甫　　　　■

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鴨ere

　　　　　　resPonse　to　ムII　sti鵬uユation．DAG　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C，　were

　the　cardiac　myocytes　of　20　week－old

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　that　the　increase　in　expressie”　of　TGF　tB　l

　　　　　　　　　　　　　ft　ventricle　may　induce　cardiac　hypertrephy　in　BIO14．6）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　response　of　ph（》sphatidyユinositoユ　阻etabolis血

　　　　　　　　　　　　the　increased　aetivity　of　ACE　iR　cardiac　t．issue　R－A　sy＄tem

may　lead　te　the　deveiopmeltt　of　cardiae　hypertrophy．
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本研究の目的は、　肥大型心筋症における心肥

大に、　形質転換細胞成長因子β1（TGFβ1）並

びに心筋組織レニンーアンジオテンシン系が

関与する可能性を検討することである。　実験

対象動物として、　肥大型心筋症モデルハムス

タM一一であるBIO14．6（4、　20週齢）を用い、　対照

群として同週齢の正常心筋ハムスター一FIβと

比較した。

　左室心筋を摘出後、　全RNAを抽出して、　TGF

β1とアンジオテンシノーゲン　（ATI）の雌一RNA

の発現について、　各々、　Northern　blottingと

Ribonuclease　Protection　Assay（RPA）を用い

て検討した。　心筋　アンジオテンシン変換酵素

（ACE）活性は、　左心室粗細胞膜分画を調製後、

Tessらの方法に従って検討した。　また、　アン

ジオテンシンll　（A皿）刺激による心筋細胞の

イノシトールリン脂質　（PI）代謝への影響を、

イノシトPtル1，4，5一三リツ酸　（IP3）とジアシ
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ルグリ二丁ール　（DAG）の産生を測定して、　ボ

スファチジルイノシトール　（PI一）　特異的ボ

スフオリパーゼC　（PLC）活性の変化を測定す
る　こ　と　によ　り　検：討し　た。

　TGFβ　1とATNのm・RNAは、　BIO14。6，FIβ　各群、

各週齢で発現していることが確認された。

TGFβ1m－RNAの発現は、　BIO14．6でFIβに比較

し各週齢とも有意に高く、　更にBIO群の申では、

20週齢における発現量が4週齢に比して高かっ

た。　ATNの発現には旧聞、　週三間で有意差が見

られなかっ　た。　心筋A£旦置性は20週一灘」しおいて、
　　　　　　　　　r’一一一．一　xpt．一A．
BIO群でFIβ群に較べて有意に高値であった。

また、　All刺激に対する心筋細胞のIP3，　DAG産

生、　さ　らにPI一，PIP≧一specific　PLCの活性は、

20週齢においてBIO群でFIβ群に較べて有意に
：門門　していた。

　以上の結果から、　肥大型心筋症ハムスター

における心肥大に、　TGFβ1が発症に関与し、

またAil剃激に対するPI・metabolismの充進、

並びに、　心筋組織R－A系の変化が、　肥大の進展

警◎◎翻蒙鷺沼馨鍔｝誌
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1：緒言

　特発性心筋症は、　原因不明の心筋疾患であ

り、　その病態像によって、　肥大型心筋症、　拡

張型心筋症の二つに大別される。　心筋症の発

症要因の検討に、　ヒトでは、　心筋生検により

少量の試料が得られるほかに直接検討できる

手段が乏しく、　その解明が困難である。　その

ため、　近年モデル動物を用いて、　心筋症の発

症機序についての検討が行われるようになっ
てきた。　心J筋症ハムスター（BIO　14．6）は、　常

染色体劣性遺伝の形式をとり、　進行性に心肥

大が生じ、　肥大型心筋症のモデル動物と考え

られているD。BIO　14．6を用いて心筋肥大に

関する検討が行われるようになり、　我々はβ

受容体一GTP結合タンパク質、　および、　α受容

体一ボスファチジM・一tルイノシトール系の細胞

質情報伝達系の異常が心筋麗大の発症、　進展

に関与しているとの結果を得ている2）一4）。

　一方、　近年、　心筋組織にレニン、　アンジオ

1

1冒
1
・
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・
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テンシノs・一…■ゲン　（ATN），アンジオテンシン変換

酵素（ACE）、 アンジオテンシンll　（A皿）レセプ

ター・一．一一などレニンー．．．アンジオテンシン　（RtiA）系

の存在が報告され5＞一8㍉　循環血申のレニンー

アンジオテンシン系とは独立して、　局所機能

の調節に関わっていることが示唆されている。

AHは、　心臓において、　陽性変力作用、　陽性変

時作用を有するが、　心筋細胞の肥大にも関与

する可能性が示されている。　平滑筋細胞では

AH受容体刺激が、　PI代謝を介してprotein

kinase　C（PKC）を活性化、　核内の癌遺伝子を

発現し、　細胞増殖を生ずるものと考えられて

いるが12＞一14）、　心筋における検討はなされ

ていない。

　一方、　細胞成長因子の一種であるTGFβ1

（Transfor皿ing　 Growth　 Factor一β1）は、　線

維芽細胞から細胞外基質蛋白質の産生を促す

ことが知られ、　間質線維化に関与する．と推測
　　　　　　　　＿＿＿＿一一　　 一　　　　一＿＿　　　　 一　　一　　　　　　　つ　　　　　　　　　　 、

　　　　　　　げ　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

されているが、　その詳細に関しては不明な点

が少なぐない15｝“i9）。　特に心筋認大に関する

ユ
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TGFβ1の検討は他になされていない。

　本研究では、　肥大型心筋症を心筋細胞の麗

大と間質の線維増生に分けて考えて、　これら

に心筋組織内因性R－A系、　および細胞成長因子

TGFβ1が関与するかを検討した。

　　　　　　ll：材料と方法

1）　実験動物；肥大発症前期として4週齢の、

心肥大期として20週齢の雄性心筋症ハムスタ
’pt@BIOI4．6（Bio　Breeders，　lnc・，　Fitchburg，

Mass．　U．S．A．）を用いた。　同週齢のシリアンハ

ムスター（FIβ）を対照として用い比較検討
を行っ　た。　　（n＝5）

2）病理組織標本の作成

摘出した左室心筋をアルコールで脱水した後、

キシレンで脱アルコールを行い、　パラフィン

を浸透させて包埋ブロックを作成した。　3μm

　　　　　　　　　　3
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の切片に切断して光顕像を観察した。
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3）　心室筋m・RNAの抽出

　ハムスター一をエv・一“テル麻酔下で心臓を摘出

後、　左心室を切離した。　左心室は液体窒素で

迅速に凍結し、　擦鉢にて細かく砕いて粉末状

にした後、　Chomczynski2。）等の変法により

RIAzol　（Cinna／Biotex　Laboratories　lnter－

national，　Inc．，　Frieitdswo◎d　Texas）　を．0．2

ml／g　tissue　wet　weightの割合で混ぜ、　ガラ

ス禦のホモジナイザーにてすりつぶし、　1／10

量：のChloroform・isoamylalcohol（24：1）を混

ぜ15分間氷冷した。　次に4℃下15分間1，20009

で遠沈し、　上清に等量のlsoPropyla工coholを

加え一20℃で45分間冷却、　その後4℃にて15公

間1，20009で遠心し、　沈渣を75％ethanolで洗浄

することにより全RNAを抽出した。　続いてラテ

ックス粒子の表面にOligo（dT）3◎の5，末端領域

を共有結合により固定したoligotex－dT3◎粒子

を用いて、　全RNAに対してpolyA　selectioftを

、口．》rレ　 、r．1｝，一．．、．．“、1　　　　」．．、　1．㌔　、、、ド
．『
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1度行った。　上記操作により、　全RNAに対して

5％の回収率でm・・RNAを精製した。

4）　心室筋アンジオテンシノーゲン（ATI＞

　　m－RN《発現の解析

　ATN　・一RNAプローブの作成のために、　ラット

ATN　cDNA（大久保博晶先生、　京都大学医学部

免疫研究施設より供与）21）を、　2種類の制限

酵素Accl、　BamHIで切断して、　アガロー・スゲル

電気泳動により712bpの断片を分離、　精製した。

得られた断片をプラスミドpSPT19のマルチプ

ルクローニングサイトに挿入し鋳型を作成し、

ATP，GTP，UTP，α32P－CTPの存在下でSP6RNAポ

リメラN・・ptゼ（Amersham；RPNe2006）を作用させ

RNAプローブを作成した　（RPAfi　Kit：AmbiORを

使用）。　Ribonuclease　Protection　Assay（RP

A）法は、　左心室から得た全　RNA30μgとRIAプ

ローブ（1．2x105　CPM）を混合し，Hybridizati－

on　Buffer　〈　8e％　Fermamide，　4emM　PIPES，

400mM　NaOAc，　1mM　EDTA）申で、　43。C、　約20時

置
「
「
卜
－
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問Hybridizationさせた。　その後、　反応液に、

RNase　A，並びにRNase　T1を加え37．Cにて30分

間消化し、　一本鎖RNAを分解した。　さらに、

反応液に、　SDS存在下でProteinase　Kを加え、

RNaseを失活させ、　泳動用サンプルを調整した。

8M尿素を含む5＄ポリアクリルアミドゲルを用

いて、TBE溶液を泳動用bufferとして、　電気泳

動を行った。　電気泳動後のゲルは、　X線フィ

ルムに露光した後、　現像定着を行った。

攣；馨1

5）　TGFβ1m－RNA発現の解析

　左心室より得たpolyA＋RNA　5μ9をホルム

アルデヒド法で変性し，1．5％のアガロースゲル

電気泳動を行った後、　ナイロンメンブラン

（H・ybondN＋；Amersham）にプロッティングを行い，

50mMの水酸化ナトリウム溶液に10分間浸し、

アルカリ固定した、　メンブランをハイブリダ

イゼイション溶液（組成；50％　deionized

formamide，O．47×　Denhardts　solution，4．7×

SSPE，◎．1％SDS，10＄dextran　sulfate）申で　、

6
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42℃で6時間プレハイブリダイゼーションし

た。　DNAプローブの作成は、　ヒトTGFβ1cDNA

（1．6kb）　（AMERICAN　TYPE　CULTURE　COLLECTI－

ONか　ら入手）を鋳型　と　し　て　　klenow　　fragment

を用いたランダムプライマー．．一伸長法に従って、

α32P－dCTP（370　mCi／μ1；Amersham）により

アイソトープラベルを行った；22㌦反応後、　未

反応のデオキシヌクレオチドを，SephadexG50

スピンカラムにより除去して、　DNAプロv一一ブを

精製した。　DNAブロー一．一ブとサケ変性DNAを各々、

2ng／m　1、50ng／ml、　ハイブリダイゼ・・・…ション溶

液中に混合して、　42℃で12時間、　ハイブリダ

イゼーションした。　メンブランを、　1XSSC、

O．1％SDS溶液にて、室温で15分間2回洗浄し、

更に0．1XSSC、　0．1瓢SDS溶液中で、　55℃15分間

で2回洗浄した。　リンス終了後のメンブラン

は、　一70℃12時間，X綜：フィルム（コダックXAR70D）

に露光した。　また、　Internal　Controlとし

てアクチンcD踊プローブを同様にマルチプラ

イム法により作成して用いた。

7
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6）左心室筋細胞膜分画の調整

　体重測定後、　ジエチルエーテル麻酔下に断

頭し、　直ちに心臓を摘出、　4℃の生理：食猛水で

血液を洗浄、　左心室を分離、　細切した。　3倍容

の50mM　HEPES　buffer申でPolytron型ホモジ

ナイザー30秒間、　最高速度にて5回、　さらに

Potter型ホモジナイザーにて3回ホモジナイズ

し、　得られたホモジネートを30009，　30分間遠

心し、　さらにその上清を105，0009，90分間下馬

心し、　得られた沈渣を粗細胞膜画分として用
いた。

甥
尋
遡

7）　ACE活性の測定

ACEは、　表在性蛋白質として、　細胞膜表面に存

在するdipeptidylpeptidaseであることが知ら

れているために、　左心室細胞膜分画における

ACE活性は、　Tess等2s＞の方法を改変して行っ

た。　すなわち，［3HコBz－Gly－Gly－Gly（200mCi！

ra　mo1，NEN）を基質とし、　HEPES－NaOH　buffer，
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0．3M，pH8．0申で総量150μ1の反応液を37℃、

30分間培養し、　0．11HCI　Imlを加え反応を停

止させ、　酢酸エチル　1mlにて抽出し，生成した

［3HコHippuric　Acidの放射活性を液体シンチ

レーションカウンターにて測定した。　ACEの

至適pHは、　8．0であった。　ACEの比活性は10“7

MのACE阻害薬captoprilをコントロールチュ

ーブに添加し測定した。　また、　粗細胞膜分画

申のタンパク質は、　ウシ血清アルブミンを対

照として、　Lowry法z4，により定量した。

三遷

8）　心筋細胞の調整

　心筋細胞の単離は、　Glickらの方法25＞に従

って行い、　37eC、　5％CO2－95％air下で10％　ウシ

胎児血清加HamF－10溶液申で培養された。　細

胞は、　1魏MのCaCI2を含む1m1の　phosphate

Buffer申で35mmディシュに、　3×10s／dishの

密度に播布した。

9）　培養心筋細胞におけるイノシトールリン

9
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　　脂質代謝の検討

　培養心筋細胞（1x105）の培養液にあらかじめ

myo・［3Hコinosito1（5μCi）を加え、　24時間ラベ

リングの後，phQsphate　bufferで細胞を洗浄し、

AII　10一殉存在下で376C　5分間培養した後，

chloroform／methanol（2：1，vol／vol）を加え反

応を停止させリン脂質を抽出した26）。　Chlo

－roform層を回収し、　真空下で乾三三，沈渣を

少量のchloroform／methanol（2：1，vol／vo1）に

再溶解しシリカゲル薄層プレートに添加した。

薄層クロマトグラフィは　chユorform／methan－lt

ol／acetate！water（50：30：8：4，　vol／vol）を溶

媒として展開し，phosphatidylinositol（PI）を

分離した後、　放射能活性を液体シンチレM・・一Sシ

ョンカウンター　で測定し、　Phosholipase　C

（PLC）で水解されていないPIの比率を求めた。

これによりPLCの相対的な活性が求められた。

しかし上記の方法では、　PIと、　Phosphatidyl

inositol　4，5－bisphosphate　　（PIP2）を分1離

するのが不可能であるため、　Inositol　1，4，5

｛o

．へ

・
」

，
爵
～
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一triphosphate（IP3）の産生量を測定すること

により、　PIP2－PLC活性を得た。　上記リン脂質

抽出試料の水層部分を　DowexAGIX8カラム
・（leO－2eO　me＄h；　Bio－Rad　laberatories，

Richmond　California，　U．S．A。）を用いて分離

し，lnositol　1－phosphate（IPエ），　Inosito1

1，4－bisphosphate（IP2），IP3の分画を分離し、

それぞれの放射能活性を液体シンチレーショ

ンカウンターで測定した．4＞IP3の遊離の測定
は　　，　IP3　”binding　　system（rayo－iftosit◎1　．1　，4，5

一　triphosphate　assay　system　，Aptersham，U．

K．）による測定法も併せて行い、　DowexAGIX

8　カラムによって溶出した　［sHコ　IP3の特異性

を確認した。　Diacylglycerol（DAG）の測定は、

次のように行った。　　培養心筋細胞をあらか

じめ［3Hコarachidonic　acid（1μCi）で24時間ラ

ベリングして、　phosphate　bufferで洗浄し，

ムII　le－6M存在下で370C　5分聞培養を行った後，

chloroform／raethanol（2：1・v．ol／vol）を加え反

応を停止させた。　　Chlor◎form層のリン脂質、

童’
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脂肪酸を上記と同様に処置した後、　薄層クロ

マトグラフィにてisopropylether／acetate

（96：4，vol／vol）を溶媒として　30分間展開後，

propyi－ether／diethylether／　arachidonic

acid（go：9：1）でさらに30分間二次展開し，DAG

分画を分離して放射能活性を測定した29）。

10）統計学的処理

対応のない二群間の平均値の差の検定には

Student’s　unpaired　t－tesし，Z2検定を行った。

皿：：成績

1：病理組織学的所見

1．　心重：量壷びに心重：量／体重比の変化

FIβとBIO14．6を比較すると、　4週齢において

は、　心重量、　心重量！体重比に有意差は認めら

れなかった。　一方、　20週齢においては、　FIβ

12
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と比較してBI・014．6で、　心重量、　心重量／体重

比の有意な増加を認めた（Table　1）。

2．組織学的検討

20週齢のBIO　14．6の心臓横噺面および組織像

をFigure　1，2に示す。　この時期では、　左心室

壁厚の増大が明らかに認められ、　細胞浸潤を

伴わない細胞破壊が進展し、　心筋線維が消失

し、　いわゆる”spotty　myolysis”の組織像を呈

していた。　また、　線維組織の増生は石灰化を

伴ない、　変性を免れた心筋細胞は肥大を呈し

ていた。

皿：心筋細胞におけるAllと細胞膜機能
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①培養心筋細胞におけるPLC活性

予備実験において、　PLC活性はA∬の濃度依存

性に活性が充進し、　37℃においてAR10－6M存

在下で、　5分間の培養で活性の最高値を示した。

AII　10”6M添加時にPIの減少によって測定し

1，3
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たPLC活性（Figure　3，　left　panel）は、　4週齢

では両群聞に差を認めなかったが、　20週齢で

は、　BIO　14．6において有意に三三：していた。

同様にDAG遊離は、　4週齢では両群肝に差は認

められなかったが、　20週齢では、　BI◎14．6にお

いて有意に遊離が増加していた（Figure　3，
　　　　　　x
right　panel）。　IP3を産生するPIP2・PLC活性を

測定したところ、　AIIIO，6　H存在下にて、　培養

心筋細胞におけるIP3の遊離は、　4週齢では差

は認めないが，20週齢のBIO　14．6において遊離

が増大していた（Figure　4）。

②ACE活性の検討：
Figure　5に示す様に、　Blo　14．6とFIβを比較

すると、　4週齢では両三間で差は認めなかった。

20週齢ではいずれの群においても4週齢に比し

活性が充進していたが，FIβに比し，BIO　14．6

で有意に高値であった。
　一一一．s一一一一一一一一一一”一w一‘一一

陰
▼

③アンジオテンシン合成基質の検討：

4｝

灘驚馨ll驚黒◎：◎：：罪1還三11，
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AIIは《CEによりAngiotesin　I（AI）より変換

される。　またAIはATNを基質として、　レニン

より合成される。　本研究ではAll合成基質であ

るATN量について、　そのm－RNAの発現量を測定
した。

　Yeast　RNAとATI－RNAプローブをhybridizeさせ

て、　RNase　lで消化したサンプルをレーン1に、

未消化のサンプルをレーン2に泳動した。

その結果、　レーン2では、　ATN　・一RNAプロ■一ブ

の位置を示す濃いバンド（Figure　6、　矢印）が

確認された。　FIβ，BIO14．6それぞれ30μ9の

total　RIAを試料として用い、　全レーンでATN

。RNAプロM・ブのバンドが認めることができた。

すなわち，FIβとBIO14，6の各群で，ATN　m－RNA

の発現が確認されたが、　学齢および三間で有

意：差は見られ，なかった。

皿：細胞間質と細胞増殖：因子の関連について

lSi”
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　：TGFβ1　m－R興Aの発現

Internal　contr◎1としてのActinの発現は、　各

レーンで同量であり，試料であるpolyadeny1－

atedRIAが各レー・ンに均等に泳動されている

ことが確認された（Figure　7，　lopaer　panel）。

FIβでは、　全週齢　（4、　20週齢）　において　、

2．4kbの位置に微弱なTGFβ1m－R陥の発現を確

認した。　4週齢と20週齢の間に発現の差は認め

られなかった。　BIO　14．6では、　発症前期であ

る4週齢、　並びに肥大期である20週齢いずれの

週齢においても，FIβと比較してTGFβlm・RNA

の発現の増大を認めた。　（Figure　7，　upper

panel）。デンシトメトリーによってその発現

量を比較したところ、　　4週齢のBIO　14．6では

対照群の約4倍、　20週齢のBIO　14．6では対照群

の約13倍の発現を示し、　また、　20週齢のBIO

14．6では、　4週齢のBIO　14．6に比し約2倍の発、

現を示していた（Table　2）。

16
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IV：考察

　本研究では心筋肥大発症要因を心筋実質細

胞の肥大と間質線維の増殖：の二つに分け、　そ

れに関与する因子について検討した。　すなわ

ち　肥大型心筋症モデル動物BIO　14．6を用い、

培養心筋細胞におけるアンジオテンシンII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アンジオテンシノー

ゲンm－RNAの発現、　ACE活性，さ　らに，　TGFβ1

m－RNAの発現を分析し、　組織レニンーアンジオ

テンシン系および細胞成長因子TGFβ1の心肥

大発症への関与を検討した。

　α受容体刺激が心筋細胞肥大を引き起こす

とのSimpsonらの知見以来、　心肥大の発症に細

胞膜情報伝達系が関与するとの報告がなされ

ている30）31＞。心筋症ハムスタv・一一BIO　14．6に

　　　　／r一一おいても、rβ受容体数9X’減少し、　αユ受容体数

が増加し、　ノルエ’ピネフリン刺激に対応して、

イノシト・・・…■ルリン脂質代謝系が充当し、　心筋

lr7
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内へのCa之＋過負荷を惹起し、　その発症、　進展

に関与するのではないかと考えられている4）i

32）“35）。　またPKCあるいはCa2＋は、　c。mycな

どの癌遺伝子の発現を制御すると報告されて
いることから36）37♪、　イオ．一シトールリt一．ンーL脂質

代謝は心肥大発症に関与すると考えられる。

一方、　アンジオテンシンIIは、　PKCを介して

細胞内Ca2＋動態を調節することが示唆されて

いる13㌔近年、　心臓において、　アンジオテン

シンレセプターなどR－A系の各要素の存在が知

られ、　組織R－A系として、　オ・一トクライン、　パ

ラクラインに作用するものと考えられる。

本研究の結果、　AIIは、　20週齢の　　BIO　14．6よ

りえられた培養心筋細胞において、　DAGの遊離

を増大させた。　さらに、　PIP2－PLCを活柱化し、

IP3の遊離を増大させた。　このことは、　AII

が、　イノシトールリン脂質代謝を充進させ、

セカンドメッセンジャーであるIP3，DAGを介し

て3ω情報伝達することを示すとともに、　20週

齢のBIO　14．6では、　PKCを介した蛋白質合成

i9
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が充進ずる可能性を示した。　また、　R・A系の

基質であるATNがm－RNAレベルで発現している

ことから，Syrian　hamsterの心臓においても、

組織　R－A系が存在することが明かになった。

さらに、　ACE活性が20週齢の　BIO　14．6におい

て充物していたことより，心筋組織R－A系は活

性化されている可能性がある。　本研究の結果、

イノシトールリン脂質代謝および組織R一一一A系の

充進状態は心肥大期である20週齢で認められ、

心肥大の発症よりむしろ進展、　経過に影響を

与えていると考えられた。

　近年、　動脈壁平滑筋細胞において　AIIは，

TGFβ1やプロトオンコジーンの。－fos，c－myc

を介して、　動脈平滑筋細胞の肥大や間質の線

維化を誘導することが報告されているt3）39）。

また我々の研究では、　培養心筋由来線維芽細

胞において、　All刺激がコラーゲン合成を促

進する知見を得ている40）。　心臓においても、

心筋細胞のみな　らず、　間質細胞に作用　し、　コ

ラーゲン合成能、　蛋白質合成能を充進させ、

91
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肥大型心筋症における心肥大の発症に関与す

る可能性が示唆された。

　一方、　Spornらのグループは、　TGFβ1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、　TGFβ1が間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

心筋細胞の分化を搾制する因子である可能性

を推測している41＞。従って、　TGFβ1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e　本

研究では、　TGFβ1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。　さらに、　BIO14．6に

おいては心肥大が発症する20週齢において発

症前期である4週齢よりもTGFβ1の発現が完進

していたことより、　心肥大、　間質線維化の進

展にも関与していることが示唆された。　また、

心筋におけるTGFβ1と組織R－A系との相互関係

についても今後検討が必要であると考えられ

20
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　　　　　　　　V：結語

　肥大型心筋症モデルハムスター（BIO14．6）を

用いて、　肥大型心筋症の心肥大における心筋

局所R－A系とTGFβ1との関連を検討し、　以下の

績果を得た。

1）20週齢のBIO　14．6から得た培養心筋細胞

では、　AII刺激に対応してDAGおよびIP3の遊離

が増大しており、　PLC活性の三三が示唆された。

2）シリアンハムスタ■一一一の左室心筋において、

ATNのmRNAの発現を確認した。　BIO14．6とFIβ

の各群問で発現の程度に差はみられなかった。

また、　押下に対応して発現の変化は見られな

かった。

3）BI◎14．6の心筋細胞膜分画のACE活性は、

4週齢では対照群と差を認めないが、　20週齢で

は充進していた。

4）　BIO14、6の心筋では、　FIβと比較して、　4

週齢よりTGFβ1m・RNA発現の増大を認め、　さ
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らに、　20週齢では4週齢に比較して発現が充進

していた。

　以上の結果より、　肥大型心筋症モデルハム

スターにおいて、　組織R－A系が存在し、　AII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e　また、　R－A系のみ

ならず・　ハムスター心鰯」些＿ユ旦F丑⊥潮』一二旦量．レベ

ルで発現していることを．が一．初一．一一め．て証明し為。

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。
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was　detected　in　each　lane，　demonstrating　the　productioR　ef　ATN－mRKTA　in

the　left　ventricle　ef　FI　P　and　BIO14．6　hamsters．

Figure7

Northern　analysis　of　TGF　P　I　m－RNA

The　expression　of　TGF　S31　m－RNA　was　deraonstrat，ed　by　the　band　at　2．4kb，

prebed　with　a－S2P　labeled　human　TGF　P’cDNA・　Actin－mRNA　expression

was　also　evaluated　in　each　lalte．　Densitometric　values　are　described

in　Table2・　The　intensity　of　express．ion　increased　marked｝y　in　4　and　20

week－old　Ble14．6　hamsters　compared　wi　th　the　age’matched　FI　P　hamsters，

which　wa＄　more　intensified　in　2e　week　old　thaft　4week　old　B1e14．6

hamsters．
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A・

Characteristics　of　normal　and　myopathic　hamsters

Group N　Body　Weight（g）　Heart　Weight（mg） HW／BW　（mg／g）

4W．　Fl，8　5

4W，　BtO　14．6　5

20W．　Fl，8　5

20W．　BIO14．6　5

44．　0±　2．　4

43．2±3．6

133．6±4．9

104．4±　10．5＊

290．　8±　69．　8

230．0±21．3

471　．　8±　42．0

501　．　8±　45．6

Data　are　expressed　as　mean±SEM．

5．7±1．5

5．　3±4．6

3．　5±O．4

4．8±O．6＊

HW／BW　is　heart　weight　to　body　weight　ratio．

＊P〈O．05　compared　with　age－matched　control　hamsters．
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lntensity　of　the　expression　detected　by　densitometer

Actin（A） TGFβ1（T） T／A（×10）

4W．　Flβ 7．4×104 7．2×103 0．97

4W．　BlO　14．6 12．8×104 54．0×103 4．21

20W．　Flβ 11．3×104 7．0×103 0．63

20W．　BIO　14．6 8．6×104 70．0×103　…　　　　　　　： 8．14
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