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序文 

 

心不全は心臓の機能不全やリモデリングによって特徴づけられる病態である。高齢者に

おいて最も共通の疾患であり、60歳以上の男性の約10%、女性の約8%が罹患していること

が報告されている（Braunwald, 2013）。その罹患率は先進国における高齢者人口の増加に伴

ってさらに上昇している。心不全の治療はこの数十年の間、植込み型除細動器などのデバ

イス治療（Cleland et al., 2005）、アンジオテンシンII受容体拮抗薬（Pfeffer et al., 2003）、アン

ジオテンシン変換酵素阻害薬（CONSENSUS trial study group, 1987）、受容体遮断薬（CIBIS 

Investigators and Committees, 1994）などの薬物治療が進歩し生存率は改善している。しかし、

アメリカでは1年に300万人が心不全と診断されるなど依然として高い死亡率や入院率を示

しており（Braunwald, 2015）、新規心不全治療薬の登場が期待されている。また、心不全の

診断や治療には適切なバイオマーカーの存在が大切である。実際に心不全に対しては、脳

性ナトリウム利尿ペプチド（BNP）、N末端プロ脳性ナトリウム利尿ペプチド（NT-pro BNP）

やガレクチン3を含む幾つかの有効なバイオマーカーが報告されている。しかし、心不全は

様々な因子によって引き起こされる複雑な病態であるため、1つのバイオマーカーでは不十

分であり、新規の有用なバイオマーカーの探索は非常に重要である。 

獣医学領域では、イヌでは大型犬は拡張型心筋症、小型犬は弁膜症から、ネコでは肥大

型心筋症から最終的に心不全を発症することが多い（Buchanan, 2013）。米国の調査では、



2 

 

イヌ及びネコの心血管疾患の罹患率はそれぞれ0.13%及び0.14%であった（Scansen et al., 

2015）。人間と比較してその割合は高くはないが、飼育環境や食事の変化によりペットの寿

命が延びていることや心不全の危険因子である高血圧症、脂質異常症、糖尿病あるいは肥

満症を罹患しているペットの割合が増加していることから、今後ますます増加していくも

のと予想される。イヌやネコの心不全治療にも心不全患者と同様な薬物療法、強心薬、利

尿薬、アンジオテンシン変換酵素阻害薬等が用いられており、その診断にはバイオマーカ

ーが利用されている（Borgeat et al., 2015; Boswood, 2009; Gordon and Côtè, 2015; Tidholm, 

2006）。 

心不全研究の進歩により、心不全は神経活性化因子の過剰な活性化、細胞外マトリック

スの増殖、エネルギー代謝変化、細胞内Ca
2+動態の変化等を含む様々な病態メカニズムと関

連した複雑な疾患であることが明らかとなっている（Chemaly et al., 2013; Kemp and Conte, 

2012）。このうち細胞内Ca
2+動態の変化は心不全で最も特徴的な細胞レベルでの変化であり 

（del Monte et al., 1999）、心筋収縮不全、心筋細胞肥大、異常な電気伝導、ATP産生低下に

関与することが報告されている（Cho et al., 2016; Gorski et al., 2015; Tham et al., 2015）。心筋

細胞内のCa
2+動態には様々な分子が関与しているが、中でも筋小胞体（SR）に存在する

sarco/endoplasmic reticulum Ca
2+

-ATPase 2a（SERCA2a、心筋小胞体Ca
2+

-ATPase）は細胞内Ca
2+

濃度を決定する主要な役割を担っており、この分子の発現や活性が心不全患者や心不全モ

デルで低下していることが報告されている（Kranias and Hajjar, 2012; Marks, 2013; Szymanska 
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et al., 2000）。 

本研究では、第1章ではSERCA2a活性化による心不全改善作用ならびにSERCA2a活性化薬

の心機能に対する効果を報告する。まず心不全病態におけるSERCA2aの役割を明らかにす

るために、心不全病態モデルであるcalsequestrin（CSQ）過剰発現マウスにSERCAの活性化

を促進する処置（SERCAの抑制蛋白であるphospholamban（PLN）欠損）を実施した遺伝子

組換えマウスを作製した。続いて、スクリーニングで見出されたSERCA2a活性化効果を有

する低分子ピリドン誘導体化合物compound Aの細胞や生体での心機能に対する効果を検討

し、SERCA2a活性化が抗心不全効果を示すことを明らかにした。さらに第2章では、

microRNA（miRNA）に着目して新規の心不全バイオマーカーを探索した。心不全病態で血

漿中の発現が顕著に低下し、病態改善に伴ってその低下が抑制される新規miRNAを見出だ

した知見を報告する。 
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第 1 章 SERCA2a 活性化による心不全改善作用ならびに SERCA2a 活性化薬の心機能に対

する効果 

 

I. 緒論 

 

 心筋細胞において、SR 上に発現している SERCA2a とその抑制蛋白である PLN は、細胞

内 Ca
2+濃度を決定する主要な因子である。図 1 に心筋細胞での細胞内 Ca

2+動態の模式図を

示す。SR に貯蔵された Ca
2+はライアノジン受容体を介して放出され、心筋線維上のトロポ

ニンに結合して収縮を引き起こしたり、ミトコンドリアでの ATP 産生を調節している

（Gorski et al., 2015）。そして放出された Ca
2+が SERCA2a によって SR 内に取り込まれるこ

とにより、細胞内 Ca
2+濃度が低下して心筋細胞の収縮が停止して弛緩が開始される。PLN

は SERCA に結合することにより SERCA 活性を低下させる作用を有することが知られてい

る（Fleischer and Inui, 1989）。この抑制作用は cyclic adenosine monophosphate（cAMP）依存

性のプロテインキナーゼ A（PKA）や Ca
2+

/カルモジュリン依存性キナーゼによる PLN のリ

ン酸化によって解除される。 

心不全患者や心不全モデルの心臓では、SERCA2a の発現や活性が低下していることが報

告されている（Gupta et al., 1998; Kranias and Hajjar, 2012; Marks, 2013; Szymanska et al., 2000）。

さらに、SERCA2a 活性の増加や PLN 作用を抑制することによって、心不全モデルや分離心 
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図 1 心筋細胞における細胞内 Ca
2+動態の模式図 

筋小胞体は Ca
2+の細胞内の貯蔵庫であり、心筋細胞の収縮はライアノジン受容体から放出

されたCa
2+が心筋線維上のトロポニンに結合して開始される。筋小胞体から放出されたCa

2+

はミトコンドリアでの ATP 産生にも利用される。放出された Ca
2+は心筋細胞では SERCA2a

によって SR 内に取り込まれ、細胞内 Ca
2+濃度が低下して弛緩が開始される。PLN は

SERCA2a の近傍に存在して SERCA2a の作用を調節している。 

SERCA2a ; sarcoplasmic reticulum Ca
2+

-ATPase 2a, PLN ;phospholamban 

筋小胞体

ライアノジン受容体PLN SERCA

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2+

ミトコンドリア

心筋線維
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筋細胞で Ca
2+動態や収縮力が増加するという成績が報告されており （Byrne et al., 2008; 

Kaye et al., 2007; Sato et al., 2001）、SERCA2a や PLN は心不全治療のターゲットとして期待

されている。しかし、受容体作動薬や phosphodiesterase III（PDE III）阻害薬などの強心薬

の cAMP 経路を介した細胞内 Ca
2+増加による収縮力増加は、エネルギー消費を増加したり

異常な電気的活性を惹起して心不全患者の死亡率をむしろ増加させることが報告されてい

る（Abraham et al., 2005; O'Connor et al., 1999）。同様の懸念が Ca
2+動態や収縮力を増加する

SERCA2a 活性化や PLN 抑制治療にも伴うが、これまで生存率に対する効果まで調べた報告

は大動脈狭窄ラット及び1 受容体過剰発現心不全マウスを用いた 2 報のみであり（del 

Monte et al., 2001; Engelhardt et al., 2004）、かつ、これらのモデル動物の臨床への外挿性も確

立されていない。そこで、本研究では、早期の心不全死や異常な Ca
2+動態のほか、心不全

患者で見られるのと同様な心肥大、線維化、ポンプ不全といった様々な特徴を示す重篤な

心不全モデルである CSQ 過剰発現マウス（Harding et al., 2001; Jones et al., 1998）を用いて、

生存率を含む心不全病態に対する PLN 欠損の効果を検討した。心不全患者の心臓では CSQ

の発現量は変化しておらず発症メカニズムは異なるが、結果として生じる細胞内 Ca2+動態

異常や病態は心不全患者と非常に類似している。また、他の心不全モデルでは心不全死に

対する薬効を評価するのに 10 ヶ月～1 年は必要であるが、CSQ 過剰発現マウスでは生後 10

週以内で評価できるという利点を持っている。実際にこのモデルを用いて著者の研究グル

ープが行ったこれまでの検討において、アンジオテンシン II 受容体拮抗薬、アンジオテン
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シン変換酵素阻害薬、受容体遮断薬のような抗心不全薬として臨床で用いられている薬剤

が、生存率改善作用を示している（Kaneko et al., 2017）。 

 また、これまでにSERCA2a活性化作用を有する幾つかの低分子化合物が報告されており、

現在新規作用薬の開発の初期段階にある（Cornea et al., 2013; Rocchetti et al., 2008; Tilgmann et 

al., 2013）。それらの中で最も有名なのは istaroxime であり、SERCA2a 活性増加（Ferrandi et al., 

2013）、心不全モデル動物（Sabbah et al., 2007）や少数例の心不全患者（Shah et al., 2009）で

の静脈内投与による収縮能/弛緩能増加作用が報告されている。しかし、istaroxime は元々

Na
+
/K

+
-ATPase 阻害薬として見出された薬剤であり、収縮能 /弛緩能増加作用は

Na
+
/K

+
-ATPase 阻害作用を介している可能性もある。その他の非臨床の開発段階の SERCA2a

活性化薬は、心筋細胞での Ca
2+動態や収縮力については報告されているが、in vivo で心臓

の収縮/弛緩作用を増強するか否かは不明である。本研究では、武田薬品工業で創製された

新規 SERCA 活性化薬である compound A [5'-benzyl-1'-butyl-N-(naphthalen-2-ylsulfonyl) 

-6'-oxo-1',6'-dihydro-2,3'-bipyridine-4-carboxamide]（図 2）を用いて、PLN による SERCA2a 抑

制の解除が、in vitro 及び in vivo 試験の心筋収縮能や弛緩能に与える影響を検討した。 
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図 2 ピリドン誘導体 compound A の構造 

イヌ心臓より単離した SR を用いた SERCA2a 活性測定系で選出した SERCA2a 活性化薬。 
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II. 実験方法 

 

A. 動物 

 

インディアナ大学（米国）で確立された系統で、心筋に特異的に発現するmyosin heavy 

chain, cardiac muscle beta isoform（Myhcb）をプロモーターとしてイヌCSQを過剰発現させた

マウス（CSQ過剰発現マウス）を用いた（Jones et al., 1998）。この系統はDBA/2マウスをバ

ックグラウンドとして維持されている。実験にはDBA/2マウスをバックグラウンドとする雄

性CSQ過剰発現マウスと正常な雌性C57BL/6Jマウス（CLEA Japan）を掛け合わせたDBA/2

とC57BL/6Jマウスをバックグラウンドとするものを使用した。この際にCSQ過剰発現は1/2

の確率で出現するため、過剰発現または非過剰発現をPCR法で判別した。407 bpの断片を増

幅するイヌ特異的primerセット（F-primer :CTCTGACAGAGAAGCAGGCACTTTACATGG、

R-primer :GATGAACAGGTGTGTTCTCTTCAT）とPrimeSTAR GXL DNA polymerase（Takara）

を用いた10 Lの反応系で、98℃で10秒、60℃で15秒、68℃で 15秒を32サイクル行った。PCR

終了後、LabChip GX（Caliper LifeSciences）により断片長を確認した。WistarラットはCLEA 

Japanより購入した。全ての動物実験は武田薬品工業株式会社、湘南研究所のInstitutional 

Animal Care and Use Committee（IACUC）（承認番号 :AU-00011269、AU-00011826、

AU-00020793）または共同研究先の山口大学のAnimal Ethics Committee（承認番号 :07-40）
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によって承認されている。 

 

B. 試薬 

  

Compound A は武田薬品工業株式会社で合成された。In vitro 試験で使用する際は dimethyl 

sulfoxide（DMSO）に溶解し、in vivo 試験で使用する際は DMSO: polyethylene glycol 400（1: 

2, v/v）溶液（1.7% NaOH）に溶解した。薬物非適用の対照群には、それぞれの溶媒（vehicle）

を適用または投与した（vehicle 群）。無水 caffeine 及び thapsigargin は和光純薬工業株式会

社より購入した。その他の試薬については本文中にそれぞれの購入先を記載した。 

 

C. PLN 欠損 CSQ 過剰発現マウスの作製 

 

CSQ 過剰発現マウスの PLN を遺伝的に欠損させるために、clustered regularly interspaced 

short palindromic repeat（CRISPR）/CRISPR-associated（Cas）法を用いた。 

 

1. Cas9 mRNA 及び gRNA の調製 

 

Cas9 mRNA 調製のために、T7 プロモーターを PCR で Cas9 配列の上流に繋ぎ、得られた
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PCR 断片を pMD20-T vector（Takara Bio）へ挿入した。その後、制限酵素処理で直線化した

Cas9 プラスミドを鋳型にして、mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra Kit（Life Technologies）を

用いて in vitro 転写後 polyA を付加した。また、gRNA の調製のために、Pln のコーディング

領域を挟むように 2 箇所に設計した sgRNA 配列（図 3）へ PCR で T7 プロモーターを繋ぎ、

得られた PCR 断片を鋳型にして、MEGAshortscript T7 Kit（Life Technologies）を用いて in vitro

転写した。得られた Cas9 mRNA と 2 種類の gRNA を RNeasy mini kit（QIAGEN）で精製し

た。 

 

2. 受精卵インジェクション 

 

インディアナ大学より導入し武田ラビックス（大阪）で繁殖した 11-12 週齢の雄性 CSQ

過剰発現マウス（DBA/2 背景）から精子を採取し、10 週齢の雌性 C57BL/6J マウス（CLEA 

Japan）から採取した未受精卵と体外受精させた。作製した Cas9 mRNA（100 ng/L）、2 種

類の gRNA（各 50 ng/L）及び購入した donor oligo（50 ng/L）（EurofinsGenomics）を 10

倍希釈した Tris/EDTA 水溶液中で混合して、得られた受精卵にマイクロインジェクションし

た。インジェクションした受精卵を用いて雌性レシピエントマウス（ICR マウス、CHARLES 

RIVER LABORATORIES JAPAN）の卵管膨大部へ胚移植を行い、F0 産仔を出産・離乳させ

た。4 回のインジェクションで、14 匹の雄性 PLN ホモ欠損/CSQ 過剰発現マウス（38 匹の  
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図 3 Pln コード領域をターゲットとする single gRNA（sgRNA）と single-stranded 

oligodeoxynucleotide（ssODN）の模式図 

それぞれの sgRNA のターゲット配列を上段に挿入して示し、NGG PAM（protospacer-adjacent 

motif）配列は下線で示した。エクソンは四角で示した。sgRNA のターゲット部位は Pln を

コードする部位を挟むようにデザインした（黒四角）。ssODN は sgRNA のターゲット配列

の両サイドの 60 ベースに相同する。 

 

 

5'-gRNA target sequence

548 bp deletion

5'  tctccCCGCTCACCCAGGACAGTGAGACgctca 3'

5'  cttccGGCTGAGAACAGCTTTGTGAGGGtcacg 3'

3'-gRNA target sequence

Coding region

Exon 2 31

ssODN (120 bp)

5'  ccccaaag.....ccccgctctgagggtc.....tggatctt 3'

Pln KO allele

Pln allele
PAM

PAM
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PLN WT/CSQ 過剰発現マウス）を取得し、生存率試験に供した。心機能測定試験のために、

5 回目のインジェクションで得られた全個体、6 匹の雄性 PLN ホモ欠損/CSQ 過剰発現マウ

スを実験に使用した。 

 

3. 遺伝子型判定  

 

Pln遺伝子の欠失を確認するため、F0産仔の耳部よりDNeasy 96 Blood and Tissue Kit

（QIAGEN）、またはLysis Buffer for PCR（Takara）にて抽出したゲノムDNAを用いて、7900HT 

Fast Real Time PCR system（Applied Biosystems）によりReal Time PCR（RT-PCR）解析を実

施した。TaqMan primer-probeセットは、PLNのコード領域上に設計したものを用い、内部標

準としてnerve growth factor遺伝子（Ngf）を使用した。反応は50℃で2分、95℃で20秒の後、

95℃で1秒、60℃で20秒を40サイクル行った。 

 

D. 生存時間解析 

 

マウスの体重は週に 1 回測定し、死亡確認は毎日実施した。7 週齢以降は直腸温を毎日測

定して 29℃以下になったら炭酸ガスで安楽死処置を行った。さらに、極端な活動低下や体

重減少などの所見が見られたマウスには同様に安楽死処置を実施した。 
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E. 麻酔下マウス心循環動態測定 

 

7 週齢の CSQ 過剰発現マウスの心機能を測定した。マウスを 1.5-2.5%のイソフルランで

吸入麻酔し保定した。実体顕微鏡下で、右頸動脈を剥離して 1.4 F の圧センサー付きミラー

カテーテル（SPR-671、Millar Instruments）を挿入し、大動脈平均血圧（MBP）及びその脈

波から心拍数（HR）を記録した後、左心室内にカテーテルを導入し、左心室内圧（LVP）

及びその微分値（LV dP/dt）を測定した。弛緩速度（tau）は左心室の弛緩曲線の一部から

Weiss 法を使用して算出した。各パラメーターの値は、ポリグラフ（NEC San-ei Instruments Ltd. 

及び Nihon Kohden Corporation）からアナログ/デジタル変換器（Power Lab、AD Instruments）

を介してコンピューターに取り込み、データ解析ソフトウェア（Lab Chart v8 及び blood 

pressure module、AD Instruments）を用いて解析した（MB 及び HR は 10-20 秒間の平均値で

示し、左室拡張末期圧（LVEDP）及び dP/dt は 10 拍の平均値で示した）。測定終了後に、イ

ソフルラン麻酔下で放血による安楽死処置をし、心臓と肺を摘出して重量を計測した。心

臓は左心室、右心室、心房に分けて測定を行った。各重量は体重で除した値で示した。こ

れらの操作は全てブラインド条件下で行った。重量測定後、心臓サンプルは液体窒素にて

凍結しウエスタンブロットや mRNA 測定に供するまで-80℃で保管した。 

 

F. ウエスタンブロット解析 
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 マウスの凍結心臓を蛋白分解阻害剤及びリン酸化阻害剤（Roche）含有 RIPA バッファー

（Thermo Fisher Scientific）中で破砕し、20,000 x g、4℃で 10 分間遠心した。蛋白質濃度を

決定した後、SDS-PAGE を行った。PLN 蛋白測定のために Criterion
TM

 Precast Gels（10±20% 

Tris-Tricine/Peptide、BIO-RAD）を、SERCA2aと-actinの発現測定のためにCriterion
TM

 TGXTM 

Precast Gels（420%、BIO-RAD）をそれぞれ使用した。Trans-Blot Turbo（BIO-RAD）を用

いて PVDF membrane へ転写し、PVDF Blocking Reagent（TOYOBO）でブロッキングした。

ブロッキングした PVDF membrane を、1: 1,000 に希釈した PLN 抗体（Millipore-Sigma）、

SERCA2a 抗体（abcam）及び-actin 抗体（Millipore-Sigma）と 4℃で一晩インキュベーショ

ンした。1: 25,000 に希釈した抗マウス IgG 抗体もしくは抗ウサギ IgG 抗体（GE Healthcare）

との抗原抗体反応は、ChemiDoc（BIO-RAD）を用いて luminescence 法（Amersham ECL Prime 

kit、GE Healthcare）にて検出した。バンドの強度は Image Lab 4.0（BIO-RAD）によって算

出した。なお、蛋白質濃度は BCA タンパク質アッセイキット（Thermo Fisher Scientific）を

用いてビシンコニン酸法で測定した。 

 

G. Real-time PCR 測定 

 

マウス左心室から total RNA を RNeasy mini kit（QIAGEN）を使って精製し、High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit（Life Technologies）を使って cDNA へ逆転写した。各 mRNA
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発現量の測定は TaqMan Universal Master MixII（Life Technologies）と TaqMan Gene Expression 

Assay の primer-probe セット（Life Technologies）を使用し、7900HT Fast Real-Time PCR System

（Life Technologies）を用いて行った。各過程はそれぞれの添付文書に従って実施した。

Primer-probe セットとして、myosin heavy chain beta isoform（β-MHC）（Mm01319006_g1）、

atrial natriuretic factor（ANF）（Mm01255747_g1）及び brain（ventricular）natriuretic factor （BNF）

（Mm01255770_g1）を用いた。-Actin を内在性コントロールとして使用した。相対的 mRNA

発現は、CT 法によって算出した。 

 

H. SR 小胞を用いた SERCA2a 活性測定 

 

SR 小胞は既報（Tanaka et al., 2009）に従ってイヌ心臓から調製した。心臓 SR 小胞の

SERCA2a 活性測定は既報（Sasaki et al., 1992; Tada et al., 1983）を改良して実施した。SR 小

胞（最終濃度 5-100 g/mL）と compound A を反応溶液（20 mM imidazole-HCl（pH 6.9）、100 

mM KCl、2 mM MgCl2、5 mM NaN3、0.1 mM ATP、0.567 M free Ca
2+、5 M ionomycin、ATP

再合成用試薬（2.5 mM phosphoenolpyruvate と 50 IU/ml pyruvate kinase））50 L 中で、37℃で

4 分間インキュベーションした。この反応は ATP の添加によって開始し、170 L のストッ

プ液（0.3 mM 2-dinitrophenylhydrazine と 0.35 M HCl）の添加で停止した。Free Ca
2+濃度は

WEBMAXC program（http://maxchelator.stanford.edu）を使って計算した。データは vehicle
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群に対する変化値（%vehicle）として算出した。 

 

I. 表面プラズモン共鳴（SPR）アッセイ 

 

ストレプトアビジンでコートした sensor chip を備えた Biacore 3000（GE healthcare）を用

いて実施した。ビオチンを結合したヒト型 PLN ペプチドの 1-36（PLN（1-36） ; 

MEKVQYLTRSAIRRASTIEMPQQARQNLQNLFINFC-PEG2-Biotin）をストレプトアビジン-

ビオチン結合を利用して、センサーチップに固定した。固定のためのバッファーとして 1 

mM dithiothreitol（DTT）を含む phosphate buffered saline（PBS）を用いた。Compound A と

PLN の結合解析実験は、1 mM DTT と 1% DMSO を含む PBS を用いて 22℃で実施した。

Compound A は 75 mL/分の流速で 60 秒間注入し、その後 150 秒間分離の観察をした。デー

タ解析には Scubber 2.0 software（BioLogic Software）を用いた。 

 

J. HL-1 細胞を用いた Ca
2+動態測定 

 

 マウスの心筋細胞株である HL-1 細胞は Dr. Claycomb ラボ（Louisiana State University 

Health Science Center）より入手し、既報（Claycomb et al., 1998; White et al., 2004）に従って

Claycomb 培養液（Sigma–Aldrich）を用いて培養した。実験前に HL-1 細胞を PBS で 2 回洗
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浄して、Ca
2+蛍光指示薬である fluo-4（1 mM、Molecular probe）含有の Claycomb 培養液（血

清除去）でインキュベーションした。Fluo-4 の Ca
2+依存的な蛍光強度変化を FLIPRtetra® 

microplate reader（Molecular Devices）で測定した。SR 内の Ca
2+濃度は caffeine（10 mM）処

置によって生じる SR からの Ca
2+放出のピーク値から算出した。Compound A は caffeine 処

置の 60 分前に処置した。幾つかの実験では、thapsigargin を compound A 処置の 5 分前に処

置した。 

 

K. 成熟ラット分離心筋細胞における収縮及び Ca
2+動態測定 

 

ラット心筋細胞は既報（Kajstura et al., 1997）に従って 6-8 週齢の雄性 Wistar ラット（CLEA 

Japan）の左心室から酵素処理によって分離した。分離した心筋細胞は 5%CO2、37℃の条件

で Joklik’s modified minimum essential medium（MEM）/Dulbecco's modified Eagle's medium

（DMEM）（1:1）培養液（pH 7.3。以下を含む; 7.5 mM taurine、4.3 mM creatine、1 mM L-carnitine、

15 mM 2,3-butanedione monoxime 、 1 mM CaCl2 、 2.5% BSA 、 1% 

insulin-transferrin-selenium-sodium pyruvate（Thermo Scientific）、1 × Glutamax™（Thermo 

Scientific）、1% penicillin-streptomycin）中で 3 時間インキュベーションした。細胞は Ca
2+蛍

光指示薬である fura-2（1 M、Thermo Scientific）と室温で 20 分間インキュベーションし、

HEPES buffer 溶液（24 mM HEPES、126 mM NaCl、4.4 mM KCl、1.08 mM CaCl2、1 mM MgCl2、
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10 mM NaH2PO4、11 mM glucose、0.5 mM probenecid、pH 7.4）で 2 回洗浄後に compound A

と 37℃で 30 分間混和した。心筋細胞を播種したシャーレ内に設置した電極を介して電気刺

激（40 V、5 msec、0.5 Hz）を行い、Ca
2+増加と筋節（サルコメア）の収縮を、同時に IonOptix

装置（Ion Optix LLC）で記録した。電気刺激により収縮するサルコメア長を経時的に測定

し、最短になったサルコメア長を最大収縮とし、さらに弛緩時の速度（tau）を算出した。

細胞内 Ca
2+濃度変化は 340 nm と 380 nm の励起光に対する fura-2 の 500 nm における蛍光強

度の変化によって示した。データは IonOptix software で解析した。 

 

L. ラット摘出灌流心標本における心機能測定 

 

9-11 週齢の雄性ウィスターラット（CLEA Japan）を実験に供した。ペントバルビタール

ナトリウム（50 mg/kg, i.p.、共立製薬）で麻酔後、大腿静脈よりヘパリン（1000 U/kg, i.v.、

陽進堂）を投与した。開胸して心臓を摘出した後に、氷冷したクレブス液（113 mM NaCl、

4.6 mM KCl、1.2 mM CaCl2、3.5 mM NaH2PO4、1.2 mM MgCl2、22 mM NaHCO3、10 mM glucose、

pH 7.4）中で心拍を停止させた。摘出した心臓の大動脈基始部にカテーテルを挿入して 37℃

に保温したランゲンドルフ装置（IPH-W2、LABO SUPPORT）に取りつけ、混合ガス（95 % 

O2-5 % CO2）で酸素を添加したクレブス液を定圧灌流（70 mmHg）した。左心内圧は左心耳

より挿入したバルーンカテーテルから圧トランスデューサーを介して測定した。左心内圧
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と灌流圧は Bridge Amp system（AD Instruments）に接続された圧トランスデューサー

（DTXPlus、Argon medical devices）を介して測定した。冠血流量（CF（mL/min））は灌流中

に挿入された血流トランスデューサー（Nihon Kohden Corporation）を介し電磁流量計 

（MFV-2100、Nihon Kohden Corporation）によって測定した。全てのデータはアナログ/デジ

タル変換器（PowerLab）でコンピューターに取り込み、データ解析ソフトウェア（LabChart 

v.8 及び blood pressure module）を用いて HR（bpm）、左室内圧（LVDP（mmHg））、その上

昇及び下降カーブの微分値（dP/dtmax 及び dP/dtmin（mmHg/s））を解析した。30 分程度の安

定期間を置いた後に compound A を 15 分間処置した。薬物は最終濃度の 1,000 倍高濃度に調

製し、クレブス液を灌流する流路の途中に挿入したチューブから CF の 1/1,000 の速度でイ

ンフュージョンポンプ（HARVARD Apparatus）を用いて投与した。データは薬物投与前値

に対する百分率で示した。 

 

M. 麻酔下ラット心循環動態測定 

 

7-8 週齢の雄性 Wistar ラット（CLEA Japan）を 1-2%のイソフルランで吸入麻酔し仰臥位

に保定した。右頚動脈を剥離して 2 F の圧センサー付きミラーカテーテルを挿入し、LVP 及

びその微分値 LV dP/dt、LVP の脈波より HR を測定した。弛緩速度（tau）は左心室の弛緩曲

線の一部から Weiss 法で算出した。各パラメーターは、ポリグラフからアナログ/デジタル
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変換器（PowerLab）を介してコンピューターに取り込み、データ解析ソフトウェア（LabChart 

v.8 及び blood pressure module）を用いて解析した。左大腿静脈に薬物持続投与用のカニュ

ーレを挿入し、右大腿静脈に血液採取用のカニューレを挿入した。この実験には compound A

の Na 塩を使用した。 

 

N. 統計解析 

 

数値は全て平均値±標準偏差で示した。 

生存曲線の有意差検定は、Gehan-Breslow-Wilcoxon 法による Kaplan-Meier 生存率解析で行

った。その他の CSQ 過剰発現マウスを用いた実験は全て Student's t-test を行い、p <0.05 を

有意とした。 

Compound A を使用した試験では、コントロール群との間で両側 Williams' test を行い、p 

<0.05 を有意とした。なお、in vivo 試験のみ持続投与 60 分後の時点の値を用いて、compound 

A 群とコントロール群との間で Student's t-test を行い、p <0.05 を有意とした。 

 

III. 実験成績 

 

A. CSQ 過剰発現マウスの心不全病態に対する PLN 欠損の影響 
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 CSQ 過剰発現マウスは重篤な心不全患者と同様な心不全症状を示し、早期に心不全死に

至るモデル動物である。PLN は SERCA2a の抑制蛋白であり、心筋細胞の収縮及び弛緩反応

に抑制的に働くことが知られている。そこで CSQ 過剰発現マウスに PLN 欠損することによ

り生存率や心機能が改善するか否かを検討した。 

 

1. PLN 欠損/CSQ 過剰発現マウスの産生 

 

CSQ 過剰発現マウスの PLN を欠損させるため、Pln コード領域をターゲットとした

CRISPR/Cas 混合液を 5 回の実験で 4,051 個の受精卵にインジェクションし、合計 668 匹を

得た（表 1）。PCR で Pln 遺伝子のコピー数を測定したところ、70 匹が Pln 領域を欠損した

マウス（Pln コピー数<0.05）で、261 匹は非欠損（ワイルドタイプ、WT）マウス（Pln コピ

ー数>0.95）であった。残り 337 匹は Pln コピー数が 0.05-0.95 であり、PLN モザイクと分類

した。なお、3, 4, 5 回目のインジェクションで CRISPR/Cas 混合液の注入量を多くしたとこ

ろ、PLN のホモ欠損マウスの産生率が前 2 回と比較して高くなった。続いて、得られた産

仔の DNA を PCR によって増幅後に電気泳動を実施して CSQ 過剰発現マウスであるか否か

を同定した。668 匹中 328 匹が CSQ 過剰発現マウスであり、最終的に 40 匹の PLN ホモ欠

損/CSQ 過剰発現マウス（12.2%、雄: 20 匹、雌: 20 匹）と 117 匹の PLN WT/CSQ 過剰発現マ

ウス（35.7%、雄: 62 匹、雌: 55 匹）を得た（表 2）。なお、PLN モザイクの CSQ 過剰発現マ 
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表 1. CRISPR/Cas 法により作製した PLN 欠損/CSQ 過剰発現マウスにおける移植卵、産

仔、PLN ホモ欠損、PLN WT の割合 

ロット 

インジェクシ

ョンした受精

卵 

移植卵 (%)
a
 産仔 (%)

b
 

PLN ホモ欠

損 (%)
c
 

PLN WT (%)
d
 

1
st
 lot 660 607 (92.0) 119 (19.6) 8 (6.7) 52 (43.7) 

2
nd

 lot 701 649 (92.6) 173 (26.7) 8 (4.6) 55 (31.8) 

3
rd

 lot 644 578 (89.8) 87 (15.1) 13 (14.9) 38 (43.7) 

4
th
 lot 695 623 (89.6) 109 (17.5) 18 (16.5) 34 (31.2) 

5
th
 lot 1,351 1,228 (90.9) 180 (14.7) 23 (12.8) 82 (45.6) 

Pln コード領域をターゲットとした Cas9 mRNA、gRNA 及び donor oligo を含む混合液を、5

回の実験（1
st～5

th
 lot）で計 4,051 個の受精卵にインジェクションした。括弧内の値は産生

割合を示す。a移植卵数/インジェクションした受精卵数、 
b 産仔数/移植卵数、 c

PLN
 ホモ欠

損数/産仔数, 
d
PLN WT 数/産仔数。 
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表 2. CSQ過剰発現マウスと非過剰発現マウスにおけるPLN ホモ欠損とPLN WTの割合 

ロット 合計 

CSQ 過剰発現 CSQ 非過剰発現 

PLN ホモ欠

損 
PLN WT 

PLN ホモ欠

損 
PLN WT 

1
st
 lot 60 4 (3, 1) 18 (11, 7) 4 (2, 2) 34 (22, 12) 

2
nd

 lot 63 3 (2, 1) 22 (9, 13) 5 (3, 2) 33 (18, 15) 

3
rd

 lot 51 7 (3, 4) 18 (10, 8) 6 (3, 3) 20 (12, 8) 

4
th
 lot 52 11 (6, 5) 18 (8, 10) 7 (1, 6) 16 (6, 10) 

5
th
 lot 105 15 (6, 9) 41 (24, 17) 8 (2, 6) 41 (20, 21) 

各数値はマウスの数（匹）、括弧内の値は左側が雄、右側が雌の数を示す。 
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ウスが 171 匹得られたが実験には供しなかった。 

 

2. 生存率に対する影響 

 

PLN 欠損による SERCA2a 活性増加の心不全死に対する影響を検討した。ロット 1-4 で得 

られた全雄性マウスを生存率試験に用いた。PLN WT/CSQ 過剰発現マウスは生後 30 日から

死亡し始め、以前の報告（Jones et al., 1998）と同様に生後 60 日以内にはほぼ全例が死亡し

た（図 4）。PLN ホモ欠損/CSQ 過剰発現マウスも生後 60 日までに全例が死亡したが、死亡

例が観察されたのは生後 40 日過ぎからであった。PLN ホモ欠損/CSQ 過剰発現マウスと PLN 

WT/CSQ 過剰発現マウスの生存日数の中央値はそれぞれ 55 日と 50 日で、PLN ホモ欠損マ

ウスの方が有意に長かった（p=0.04, Gehan-Breslow-Wilcoxon test）。なお、予備検討において

CSQ 非過剰発現マウスでは生後すぐの死亡が認められないことを確認しており、今回の検

討には含めなかった。 

 

3. 心循環動態に対する影響 

 

ロット 5 の雄性マウスを用いて、生存率の低下が観察される直前の 5 週齢の時点での心

機能を解析した。PLN WT/CSQ 非過剰発現マウス（以下、CSQ 非過剰発現マウスと呼ぶ。 
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図 4 PLN ホモ欠損/CSQ 過剰発現マウスと PLN WT/CSQ 過剰発現マウスの生存率曲線 

PLN WT/CSQ 過剰発現マウス（Pln コピー数> 0.95、n = 38）及び PLN WT/CSQ 過剰発現マ

ウス（Pln コピー数< 0.05、n = 14）の死亡の確認を生後 0 日目から 1 日 1 回行った。両群の

生存率の有意差は p=0.04（Gehan-Breslow-Wilcoxon test）。 
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Pln コピー数; 1.17 ± 0.04、n=5）と比較して PLN WT/CSQ 過剰発現マウス（Pln コピー数; 1.20 

± 0.04、n=8）は、心収縮能の指標である dP/dtmax及び心弛緩能の指標である dP/dtminの顕著

な低下、別の弛緩能の指標である時定数 tau の延長、うっ血の指標である左室拡張末期圧

（LVEDP）の増加傾向、血圧の低下が認められ、重篤な心機能不全に陥っていることが明

らかとなった（図 5）。PLN ホモ欠損マウス（Pln コピー数; 0.001 ± 0.001、n=6）では 2 種類

の弛緩能の指標（dP/dtmin と tau）が有意に改善して、収縮能が改善傾向を示した。一方、心

拍数と血圧には PLN 欠損による変化は見られなかった。また、ロット 5 では PLN ホモ欠

損/CSQ 非過剰発現マウスは 2 例のみしか得られず、そのうち測定した 1 例の心機能の値

（dP/dtmax: 12,379 mmHg/s、dP/dtmin: -9,754 mmHg/s、tau: 0.007s、LVEDP: 2.mmHg、心拍数: 

411 bpm、平均血圧: 70 mmHg）は CSQ 過剰発現マウスにおける PLN 欠損と同様な傾向を示

し、PLN WT/CSQ 非過剰発現マウスと比較して収縮/弛緩は増加したが、心拍数と血圧は変

化が見られなかった。心機能測定時の不整脈の発生を観察したところ、CSQ 非過剰発現マ

ウスと比較して CSQ 過剰発現マウスでは不整脈の発生頻度が増加していた。さらに、PLN 

WT/CSQ過剰発現マウスと比較してPLNホモ欠損/CSQ過剰発現マウスでは不整脈の発生頻

度が低下していた（データ非公開）。 

次に、心循環動態を測定したマウスから摘出した心臓の PLN と SERCA2a の蛋白質発現

を測定した。PLN ホモ欠損/CSQ 非過剰発現マウス及び過剰発現マウスの両方において、PLN

蛋白質発現は全く検出されなかった（図 6）。一方、SERCA2a 蛋白質の発現量は PLN 欠損 
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図 5 マウス心循環動態に対する CSQ 及び PLN 発現変化の影響 

5 週齢の雄性 CSQ 非過剰発現マウス、PLN 野生型（WT）/CSQ 過剰発現マウス、PLN ホモ

欠損/CSQ 過剰発現マウスを用いて心カテーテル法にて測定した。（A）dP/dtmax、（B）dP/dtmin、

（C）Tau、（D）LVEDP、（E）HR、（F）MBP。数値は全て平均値標準偏差で示した。*
P <0.05、

**
P <0.01 vs. CSQ 非過剰発現マウス、 

#
P <0.05 vs. PLN WT/CSQ 過剰発現マウス（Student's 

t-test）。 
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図 6 マウス心臓中の PLN と SERCA2a 蛋白質発現解析 

CSQ 非過剰発現マウス（A）と CSQ 過剰発現マウス（B）の PLN 野生型（WT）と PLN ホ

モ欠損（KO）心臓における PLN、SERCA 及び-actin（内部標準）蛋白質発現のウエスタン

ブロット解析。心臓は心循環動態測定後の 5 週齢マウスから摘出した。 
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によって変化しなかった（SERCA/-actin 比、PLN WT/CSQ 非過剰発現マウス: 2.00 ± 0.43、

n=4 vs. PLN KO/CSQ 非過剰発現マウス: 1.74、n=2、PLN WT/CSQ 過剰発現マウス: 1.90 ± 0.30、

n=8 vs. PLN KO/CSQ 過剰発現マウス: 1.59 ± 0.43、n=6）。 

 

4. 心臓重量と肺重量に対する影響 

 

CSQ 過剰発現マウスの心肥大に対する PLN 欠損の影響を検討するために、心循環動態測

定に使用したマウスの左心室重量（LV）、右心室重量（RV）、心房重量（AW）及び肺重量

（LW）を測定した。測定した全部位の重量が、CSQ 非過剰発現マウスと比較して PLN 

WT/CSQ 過剰発現マウスにおいて増加していた（図 7）。PLN 欠損は心房と肺重量の増加を

有意に抑制した。興味深いことに、左室重量は PLN KO/CSQ 過剰発現マウスでむしろ増加

した。PLN KO/CSQ 非過剰発現マウスから得られた 2 例の平均値は、PLN KO/CSQ 過剰発

現マウスと同様の傾向、すなわち PLN WT マウスよりも左室重量が増大する傾向を示した

（LV/BW: 3.95 mg/g、RV/BW: 1.06 mg/g、AW/BW: 0.42 mg/g、LW/BW: 6.15 mg/g、いずれも

体重（BW）補正）。 

CSQ 過剰発現マウスにおける PLN 欠損による左心室重量の増加が病的な心肥大であるか

否かを検討するために、左心室の病的な心肥大マーカー遺伝子（-MHC、ANF、BNF）の

発現解析を行った。3種類のマーカーのmRNAともにCSQ非過剰発現マウスと比較してPLN 
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図 7 心臓及び肺重量に対する CSQ 及び PLN 発現変化の影響 

PLN 野生型（WT）、PLN ホモ欠損 CSQ 過剰発現マウス及び CSQ 非過剰発現マウスにおけ

る左室重量/体重（LV/BW）（A）、右室重量/体重（RV/BW）（B）、心房重量/体重（AW/BW）

（C）及び肺重量/体重（LW/BW）（D）。心循環動態測定後の 5 週齢マウスの心臓及び肺を

摘出して測定した。数値は全て平均値標準偏差で示した。*
P <0.05、**

P <0.01 vs. CSQ 非過

剰発現マウス、 
#
P <0.05、##

P <0.01 vs. PLN WT/CSQ 過剰発現マウス（Student's t-test）。 

  

0

5

10

15

**
##

0

1

2

3

**

0.0

0.5

1.0

1.5

**
#

0

2

4

6

8
*

##

L
V

/B
W

 (
m

g
/g

)

R
V

/B
W

 (
m

g
/g

)

A
W

/B
W

 (
m

g
/g

)

L
W

/B
W

 (
m

g
/g

)

(A) (B)

(C)
(D)

PLN WT/CSQ過剰発現マウス (n=8)

PLN ホモ欠損/CSQ過剰発現マウス (n=6)

CSQ非過剰発現マウス(n=5)



32 

 

WT/CSQ 過剰発現マウスにおいて左心室重量の増大に伴って増加していた（図 8）。しかし、

PLN 欠損は、重量に対する作用とは異なり、-MHC の発現上昇を有意に抑制した。また

ANF と BNF では PLN 欠損による有意な変化は見られず、更なる増加は引き起こされなか

った。 

 

B. SERCA2a 活性化薬 compound A の心機能に対する効果 

 

これまでの検討から PLN 欠損、すなわち SERCA2a 活性化は抗心不全効果を有すること

が明らかとなった。そこで次に、SERCA 活性を指標にした低分子化合物のスクリーニング

から見出された compound A の心機能に対する効果を in vitro 及び in vivo 試験で検討した。 

 

1. Compound A による SERCA2a 活性化 

 

 最初に、compound A の SERCA 活性化作用を明らかにするために、イヌ心臓より単離し

た SR 小胞における Ca
2+依存的な ATPase 活性すなわち SERCA 活性に対する効果を検討し

た（図 9）。Ca
2+（0.567 M）存在下で compound A（0.1–100 M）は濃度依存的に ATPase

活性を増加した。なお、compound A は Ca
2+非存在下での ATPase 活性や、PLN を発現して

いない骨格筋（Periasamy and Kalyanasundaram, 2007）から単離した SR 小胞の ATPase 活性 
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図 8 マウス左心室の心肥大マーカー遺伝子発現に対する CSQ 及び PLN 発現変化の影響 

PLN 野生型（WT）、PLN ホモ欠損 CSQ 過剰発現マウス及び CSQ 非過剰発現マウス左心室

における-MHC（A）、ANF（B）及び BNF（C）の mRNA 発現増加率。心臓は心循環動態

測定後の 5 週齢マウスから摘出した。数値は全て平均値標準偏差で示した。*
P <0.05、**

P 

<0.01 vs. CSQ非過剰発現マウス、 
#
P <0.05 vs. PLN WT/CSQ過剰発現マウス（Student's t-test）。  
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図 9 心臓から単離した SR 小胞における Ca
2+依存的な ATPase 活性に対する compound A

の影響 

イヌ心臓から調製した SR 小胞における 0.567 M free Ca
2+存在下での ATPase 活性反応。

Compound A（0.1–30 M）は SR 小胞とともに 37℃で 4 分間インキュベーションした。 

数値は全て平均値標準偏差で示した（n=3–5）。 
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に対して作用を示さないことを著者の研究グループが見出している。さらに、別の P 型

ATPase である Na
+
/K

+
-ATPase が発現しているシナプス膜（Erecinska and Silver, 1994）から単

離した小胞の ATPase 活性に対しても、compound A は無作用であることも確認している（デ

ータ非公開）。これらのことから、compound A は PLN への結合とそれに伴う SERCA2a 活性

の抑制解除によって選択的に SERCA2a を活性化していることと考えられる。続いて、

compound A と PLN の結合を検討するために、PLN の部分ペプチド（PLN（1–36））を固定

したセンサーチップを用いて SPR アッセイを実施した。結合応答は compound A の濃度依存

的（1.6–100 M）に増加し（図 10A）、compound A と PLN が直接結合することが示された。

また compound A 適用終了後には直ちに SPR 応答が適用前の値まで回復したことから、この

結合が可逆的だということが示唆された。Compound A と PLN の部分ペプチドとの計算上

の解離定数は 75 M であった（図 10B）。 

 

2. 心筋細胞の Ca
2+動態に対する作用 

 

心筋細胞での compound A による Ca
2+動態や収縮/弛緩に対する作用を検討した。マウス心

筋由来 HL-1 細胞では caffeine 刺激による細胞内 Ca
2+増加量が SR 内の Ca

2+含量を現すと考

えられる（Eisner et al., 2013）。Compound A（0.3–10 M）は濃度依存的に caffeine（10 mM）

による細胞内 Ca
2+上昇を増強した（図 11A と 11B）。さらに、この caffeine 刺激による細胞 
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図 10 表面プラズモン共鳴 (SPR) アッセイを用いた compound A と PLN の部分ペプチド

（PLN（1–36））の結合評価 

Compound A と PLN（1-36）の結合を示す SPR 応答のトレース（A）及び数値化した compound 

A の濃度依存的な SPR 応答反応（B）。ヒト型 PLN ペプチド（PLN（1–36））を固定したセ

ンサーチップに compound A（1.6–100 M）を 1 分間処置した。 
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図 11 HL-1 細胞における caffeine 刺激による細胞内 Ca
2+上昇に対する compound A の作用 

HL-1 細胞における caffeine（10 mM）刺激による Ca
2+上昇に対する compound A の増強作用

（A 及び B）。Thapsigargin（0.3 M）による抑制作用（C 及び D）。A 及び C は細胞内 Ca
2+

濃度変化の代表的なトレースで、横軸は caffeine 処置開始（0 秒）からの時間を示している。

数値は全て平均値標準偏差で示した（B及びD）。**
P <0.01 vs. vehicle群（両側Williams test）。 

#
P <0.05 vs. vehicle 群（Student's t-test）。 
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内 Ca
2+上昇は SERCA 活性阻害薬の thapsigargin（0.3 M）によって完全に抑制されたことか

ら（図 11C と 11D）、compound A による筋小胞体内の Ca
2+含量増加は SERCA を介している

ことが支持された。 

細胞株である HL-1 細胞より生体に近い細胞として成熟ラット分離心筋細胞を用いて、

compound A の Ca
2+上昇とサルコメア収縮に対する作用を評価した。電気的フィールド刺激

は心筋細胞内 Ca
2+濃度の上昇とサルコメア収縮を引き起こした。Compound A（0.1–10 M）

は濃度依存的にこの電気刺激による Ca
2+上昇の振幅幅（図 12A と 12B）と減衰速度（図 12A

と 12C）を増加させた。サルコメア収縮に対する作用も Ca
2+上昇に対する作用と一致してお

り、compound A は収縮ピーク（図 12D と 12E）と減衰速度（図 12D と 12F）を増加させた。 

 

3. ラット摘出灌流心標本の心機能に対する作用 

 

 ラット摘出灌流心標本を用いて、compound A の心機能に対する効果を検討した。

Compound A（0.3 及び 1 M）を持続適用すると、急速に心収縮能と弛緩能が増加し、それ

に伴って CF も増加した。これらの効果は持続適用 10 分後に最大値に達した。適用 15 分後

の値を図 13 に示した。収縮能、弛緩能及び CF は compound A（1 M）によって有意に増加

したが（図 13A、B、D）、HR は変化しなかった（図 13C）。 

 



39 

 

 

 

 

 

 

図 12 成熟ラット分離心筋細胞における細胞内 Ca
2+上昇とサルコメア収縮に対する

compound A の作用 

成熟ラット分離心筋細胞における電気刺激による細胞内Ca
2+上昇に対する compound Aの増

加作用（A 及び B）及び細胞内 Ca
2+上昇の減衰速度（tau）の増加作用（A 及び C）。成熟ラ

ット分離心筋細胞におけるサルコメア収縮に対する compound A の増加作用（D 及び E）及

びサルコメア収縮の減衰速度（tau）の増加作用（D 及び F）。電気刺激（40 V、5 msec、0.5 

Hz）の開始（▲）後の細胞内 Ca
2+濃度変化及びサルコメア収縮の代表的なトレース（A 及

び D）。数値は全て平均値標準偏差で示した（B、C、E 及び F）。*
P <0.05、**

P <0.01 vs. vehicle

群（両側 Williams test）。 
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図 13 ラット摘出灌流心標本の心機能測定に対する compound A の作用 

ラット摘出灌流心で測定した収縮能（dP/dtmax、A）、弛緩能（dP/dtmin、B）、心拍数（HR、C）

及び冠血流量（CF、D）。Compound A 適用 15 分後の値を薬物適用前値に対する百分率で示

した。数値は全て平均値標準偏差で示した。*
P <0.05、**

P <0.01 vs. vehicle 群（両側 Williams 

test）。 
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4. 麻酔下ラット心循環動態に対する作用 

 

 Compound A の in vivo での心循環動態に対する作用を検討するために、麻酔下で正常ラッ

トに心カテーテル法を実施した。Compound A は経口吸収性が不良なため、大腿静脈から 30 

mg/kgを単回投与した後 2 mg/kg/minの速度で 60分間持続投与した。投与 60分後の時点で、

compound A 投与群は vehicle 投与群と比較して 2 種類の弛緩パラメーター（dP/dtmin及び tau）

が有意に増加（図 14B と 14C）し、収縮能が増加傾向を示した（図 14A）。しかし、摘出灌

流心標本での作用と同様に HR には無影響であった（図 14D）。 
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図 14 麻酔下ラット心循環動態に対する compound A の作用 

麻酔下ラットに compound A を投与した時の心収縮能  (dP/dtmax、A)、弛緩能 (dP/dtmin(B)と

tau(C))及び心拍数 (HR、D)。Compound A は大腿静脈から 30 mg/kg 急速単回投与の後に 2 

mg/kg/min で 60 分間持続投与した。投与 60 分後の値を薬物投与前値に対する百分率で示し

た。数値は全て平均値標準偏差で示した。*
P <0.05 vs. vehicle 群 (Student's t-test)。 
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IV. 考察 

 

本研究において、SERCA2a を活性化させるために SERCA2a の抑制因子である PLN を

CRISPR/Cas 法により欠損させた PLN 欠損/CSQ 過剰発現マウスが、心機能だけではなく生

存率に対しても改善効果を示した。さらに、スクリーニングによって選出した低分子の新

規 SERCA2a 活性化薬 compound A が、in vitro 心筋細胞や摘出心臓及び in vivo ラット心循環

動態に対して、収縮能と弛緩能増加作用を示した。これらの結果から、SERCA2a 活性化は

ヒトや動物の心不全において、心機能のみならず生存率も改善する有効な治療法となる可

能性が示された。 

 

PLN 欠損 CSQ 過剰発現マウスにおける心不全改善作用 

 PLN 欠損や SERCA2a 活性化が心機能を改善するという報告は数多くあるが、心不全死を

減少させるという報告は臨床への外挿性が不明な動物モデルを用いた 2 報のみであった 

（del Monte et al., 2001; Engelhardt et al., 2004）。そこで、心不全患者と同様な病態を示し、既

存の抗心不全薬の薬効が確認されている重篤な心不全モデルである CSQ 過剰発現マウスを

用いて、PLN 欠損が生存率を改善するか否かを調べた。これまでの報告と一致して（Jones et 

al., 1998）、CSQ 過剰発現マウスでは心臓のポンプ不全や心肥大を伴った死亡が生じ、生後

60 日以内にほぼ全例が死亡した。CRISPR/Cas 法による PLN 欠損は CSQ 過剰発現マウスの
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生存率、特に早期の段階での死亡に対して改善効果を示した。CSQ 過剰発現マウスの死亡

原因は、全身の器官への十分な血液供給ができなくなるポンプ不全だと考えられている。

加えて、ポンプ不全は心房内血栓を産生し（しばしば CSQ 過剰発現マウスで見られる）、脳

卒中による死亡をきたす。DBA/2 マウス系統バックグランドの CSQ 過剰発現マウスで報告

されたように（Sato et al., 2001）、今回用いた C57BL/6J マウス系統バックグランドで心不全

症状がより重篤なCSQ過剰発現マウスにおいてもPLNのホモ欠損は有意な心機能改善作用

を示したことから、全身への血液供給が増加し心房血栓の形成が抑制され、結果として死

亡率の低下に繋がったものと考えられる。また、CSQ 過剰発現マウスのもう一つの主な死

亡原因は致死性不整脈である。不整脈は心不全において異常な Ca
2+動態によって惹起され

（Pogwizd and Bers, 2002; Zhao et al., 2012）、実際に、CSQ 非過剰発現マウスと比較して CSQ

過剰発現マウスでは不整脈の発生が増加していた。著者の研究グループでは心機能測定時

に PLN WT/CSQ 過剰発現マウスと比較して PLN ホモ欠損/CSQ 過剰発現マウスでは不整脈

の発生頻度が低下していることを観察しており、PLN 欠損による抗不整脈効果も生存率改

善効果に寄与しているかもしれない。また、PLN 欠損は血圧や心拍数に影響を与えなかっ

たことから、後負荷の減少やエネルギー消費の低下は生存率の改善に寄与していないこと

が示唆される。一方、受容体作動薬や PDE III 阻害薬などの既存の強心薬は、心不全患者

において異常な電気的活性の発生やエネルギー涸渇によってむしろ生存率を悪化させるこ

とが臨床試験の結果から明らかとなっている（Abraham et al., 2005; O'Connor et al., 1999）。
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しかし、PLN 欠損や SERCA2a 活性化は、エネルギー消費に対して有害な影響を示さないこ

とが報告されており（Lyon et al., 2011; Sakata et al., 2006）、本研究においても心不全死を増

加させないことが明らかとなった。また、ジゴキシンなどの強心配糖体は Na
+
/K

+
-ATPase 阻

害作用によって Na
+
/Ca

2+
 exchanger の作用が亢進して細胞内 Ca

2+濃度が増加することによっ

て収縮が増加する。しかし、細胞内 Ca
2+の増加は不整脈を誘引することから安全域が狭い

ことが問題である。それに対して、PLN 欠損や SERCA2a 活性化は細胞内の Ca
2+動態やバラ

ンスを改善するため、不整脈の心配が少ないと考えられる。従って、PLN 欠損は既存の強

心薬とは異なり、生存率改善作用を伴う心機能改善作用を示す魅力的なアプローチである。 

本研究において、PLN 欠損は初期の死亡を抑制したが、60 日齢以降で PLN WT/CSQ 過剰

発現マウスの死亡率と差は認められなかった。この結果は、1 受容体過剰発現心不全マウ

スで PLN 欠損が 1 年間の追跡期間の生存率を増加したという別の試験とは一致しない

（Engelhardt et al., 2004）。この矛盾の 1 つの説明は、Ca
2+動態に関連する薬剤や遺伝子操作

の影響を調べるモデルとしての CSQ 過剰発現マウスの限界である。CSQ は SR 内に存在す

る Ca
2+結合蛋白であり、過剰発現により Ca

2+の SR から細胞内への放出が減少して収縮が低

下し、またSR内Ca
2+の濃度が高くなるためにSR内へのCa

2+取り込みが減少して弛緩低下、

心筋細胞肥大や不整脈が惹起されて心不全となる。PLN 欠損や SERCA2a 活性化は SR 内へ

の Ca
2+取り込みを促進するが、CSQ 過剰発現マウスでは高発現している CSQ に Ca

2+が結合

する。そのため、SR 外へ放出され収縮に利用される Ca
2+の量が制限され、PLN 欠損や
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SERCA2a 活性の効果を限定してしまうかもしれない。この点を考慮した上でも、CSQ 過剰

発現マウスは上述したような心不全病態の特徴を持ち心不全死を評価できる有用な動物モ

デルであるため、本研究においてこのマウスを用いた。加えて、アンジオテンシン II 受容

体拮抗薬、アンジオテンシン変換酵素阻害薬、受容体遮断薬のような抗心不全薬として臨

床で用いられている薬剤が、このモデルで生存率改善作用を示している（Harding et al., 2001; 

Kaneko et al., 2017）ことも今回このマウスを用いた理由の一つである。 

 本研究で PLN ホモ欠損マウスでは PLN の蛋白レベルが完全に欠損していることが示され

た。以前の報告では（Luo et al., 1994; Minamisawa et al., 1999）、PLN 欠損は SERCA 活性の

増加とその後の Ca
2+動態の改善をもたらすことから、PLN ホモ欠損マウスでも SERCA 活性

や細胞内 Ca
2+動態に対して同様な作用を引き起こしていると考えられる。しかし、今回用

いたマウスモデルではSERCA活性や細胞内Ca
2+動態を測定しておらず、今後の課題である。 

 本研究で心肥大が CSQ 過剰発現マウスで見られ、PLN 欠損は心房の肥大を改善したが、

心室の肥大に対しては改善作用を示さなかった。PLN 欠損によって肺重量が減少していた

ことから、心房肥大の軽減は PLN 欠損によるうっ血改善によるものと考えられる。対照的

に、左心室重量は PLN 欠損でむしろ増加した。しかし病的心肥大で増加することが知られ

ているマーカー遺伝子である-MHC、ANF、BNF が、PLN ホモ欠損/CSQ 過剰発現マウスで

は mRNA の発現上昇を示さなかった。そのため、この心室の肥大は心不全で見られる圧負

荷や容量負荷によってもたらされる病的心肥大とは異なっていると考えられる。運動によ
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って生じる生理的心肥大は心臓のポンプ機能を増加し、末梢組織への血液や酸素の供給を

高める。この生理的心肥大は、病的心肥大とは構造も分子的プロファイルも異なる（Bernardo 

et al., 2010; McMullen et al., 2003）。CSQ 過剰発現マウスにおいて、PLN 欠損は増加した心機

能に伴って生理的心肥大を呈し、それが病的心肥大の抑制と拮抗したのかもしれない。こ

の仮説の検証には追加の検討が必要である。 

 

SERCA2a 活性化薬の心機能増強効果 

遺伝子改変による PLN 欠損や SERCA2a 活性化による in vivo 心機能測定試験の報告は多

数あるが、低分子で選択的な SERCA2a 活性化薬による in vivo の心機能に対する影響を評価

した試験の報告はない。著者の研究グループでスクリーニングから見出した SERCA2a 活性

化薬 compound A は骨格筋の SR における ATPase 活性には影響しなかったが、心筋 SR の

ATPase 活性を増加した。心臓と骨格筋の ATPase 活性は SERCA2a と SERCA1a がそれぞれ

担うことが知られており、SERCA1a は SERCA2a と高い相同性を示すが PLN による制御を

受けていないことが報告されている（Toyoshima et al., 2003）。また、SR アッセイで compound 

A と PLN の直接的な結合が示されたことから、compound A は PLN と結合することで

SERCA2a の抑制を解除し、SERCA2a を活性化していると考えられる。Compound A の

SERCA2a と PLN への作用は、シナプス膜の Na
+
/K

+
-ATPase 活性に対して無作用だったこと

（データ非公開）からも支持される。 
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Compound A の PLN への結合や結果として生じる SERCA2a の活性化は、心臓 SR 内への

Ca
2+取り込みの増加に伴う細胞内 Ca

2+の減衰の増加、心筋細胞の弛緩能の増加といった作用

を引き起こすことが期待された。本実験において、compound A によるこれらの効果は、成

熟ラット分離心筋において認められた。また、compound A を処置した HL-1 細胞において

caffeine による Ca
2+放出が増加し、この増加反応は SERCA 阻害薬である thapsigargin によっ

て完全に遮断された。このことから、compound A が SERCA2a による Ca
2+取り込みを増加

させていることが示された。Caffeine は SR 上のライアノジン受容体を開放固定するため SR

から Ca
2+が細胞内へ放出されて、一過性に細胞内 Ca

2+濃度を増加させる（Cheek et al., 1994）。

そのため caffeine による Ca
2+上昇の大きさは SR内の Ca

2+量に比例する（Eisner et al., 2013）。

PLN 欠損マウスの心筋細胞においても caffeine による Ca
2+放出の増加が報告されている（Li 

et al., 1998）。Compound A を処置した細胞では、電気刺激による細胞内 Ca
2+上昇やサルコメ

ア収縮の増加が生じた。Ca
2+上昇や収縮/弛緩の同様な増加は SERCA2a 過剰発現心筋細胞

（Meyer and Dillmann, 1998）や PLN 欠損心筋細胞（Hüser et al., 1998）でも報告されており、

SERCA2a を介した SR への Ca
2+取り込みは、心筋細胞の細胞内 Ca

2+上昇と収縮反応に重要

な役割を果たしていると考えられる。 

分離心筋細胞の結果と同様に、compound A はラット摘出灌流心臓において、収縮と弛緩

を増加させた。同様の効果は SERCA2a 過剰発現マウス（Baker et al., 1998）や PLN 欠損マ

ウス（Sakata et al., 2006）から摘出した心臓でも報告されている。重要なことに、compound 
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A はこのラット摘出灌流心臓実験でも in vivo の麻酔下ラットの心機能測定実験でも HR に

は影響を与えなかった。HR を規定するペースメーカー細胞には PLN の発現がほとんどな

いことから（Sirenko et al., 2013）、compound A は HR を変化させなかったと考えられる。こ

れは SERCA2a 過剰発現マウスや PLN 欠損マウスの HR が WT マウスと差がなかったとい

う報告と一致する（Meyer and Dillmann, 1998; Slack et al., 2001）。Compound A が HR に影響

を与えないというデータは、HR を増加させるメカニズムである PKA や PDE III には作用し

ないということを表している。加えて、compound A は Ca
2+

/カルモジュリン依存性キナーゼ 

II α, β, δ, γ のいずれにも強い作用を示さないことを著者の研究グループでは確認している。 

ラット摘出灌流心臓において、compound A（0.3 M）の持続投与は収縮能と弛緩能をそ

れぞれ 30%及び 26%増加させた。麻酔下ラットの in vivo 心機能測定実験において、compound 

A は持続投与 60 分後に収縮能と弛緩能をそれぞれ 21%及び 17%増加した。この時の血漿中

の蛋白非結合 compound A 濃度を著者のグループで測定したところ 0.46 M であった。この

濃度は摘出灌流心臓の作用濃度とよく一致しており、in vivo で認められた心機能の変化が、

compound A の心臓直接的な作用であることが強く示唆される。なお、ATPase 活性や PLN

の結合アッセイでは、compound A が明確な作用を示す濃度は 10 M よりも高かった。結合

アッセイでは PLN の 52 個のアミノ酸のうち C 末端から 16 個が欠けた部分ペプチドを用い

ていることが、compound A の効果に影響しているのかもしれない。さらに、SERCA2a 活性

は PLN 以外の調節分子の dwarf open reading frame（DWORF）（Nelson et al., 2016）や S100A1
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（Vangheluwe et al., 2005）によっても制御されていることが知られている。Compound A の

有効濃度の相違は、このような生理的活性物質の有無が影響しているのかもしれない。別

の可能性としては、compound A が心筋細胞では PLN 以外の標的にも作用しているというこ

とも考えられる。これらの可能性を検証するにはさらなる検討が必要である。 

臨床において、アデノ随伴ウイルスをベクターとして SERCA2a を導入する遺伝子治療の

臨床第 2 相試験（CUPID 2）が心不全患者を対象に実施されたが有益な効果を得ることが出

来なかった。しかし、これは心臓における SERCA2a 発現が不十分だったことが失敗の原因

だったと考えられている（Greenberg et al., 2016）。それ故、臨床での SERCA2a 活性の有効

性についてはまだ結論が出ていない。今後、compound A の in vitro 活性や血中動態を改善す

ることで、臨床応用の可能性が現実的なものになることと期待される。 
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V. 小括 

 

第1章では、新規心不全治療薬の候補としてのSERCA2a活性化の有用性を、遺伝子改変動

物やスクリーニングで見出されたSERCA2a活性化効果を有する低分子ピリドン誘導体化合

物compound A用いて検証した。CSQ過剰発現マウスにSERCAの抑制蛋白であるPLNを欠損、

すなわちSERCAを活性化させた遺伝子組み替えマウスを作製して、生存率改善効果や心機

能改善効果を検証した。続いて、compound Aの選択性やメカニズム検証を実施し、細胞や

生体での心機能に対する効果を検討した。 

 

1. CRISPR/Cas法を用いて、PLNを欠損したCSQ過剰発現マウスを得ることができた。668匹

中70匹がPln領域を欠損したマウス（Plnコピー数<0.05）で、261匹は非欠損（WT）マウ

ス（Plnコピー数>0.95）であった。残り337匹はPln コピー数が0.05-0.95のPLNモザイク

であった。 

 

2. PLN WT/CSQ過剰発現マウスは心機能低下、心肥大、うっ血といった重篤な心不全症状を

示し生後30日から死亡し始め、生後60日以内にはほぼ全例が死亡した。PLNホモ欠損/CSQ

過剰発現マウスも生後60日までに全例が死亡したが、死亡例が観察されたのは生後40日

過ぎからであった。死亡初期の段階における有意な生存率改善効果を示した（生存日数
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の中央値、PLNホモ欠損/CSQ過剰発現マウス :55日、PLN WT/CSQ過剰発現マウス :50

日、p=0.04）。 

 

3. PLN WT/CSQ過剰発現マウスでは左室拡張末期圧の上昇、収縮能/弛緩能の低下が見られ

た。PLNホモ欠損/CSQ過剰発現マウスの心機能は弛緩能の有意な改善や収縮能の改善傾

向を示した。さらにPLN欠損によって、CSQ過剰発現で観察される心房重量及び肺重量

増加が有意に抑制され、うっ血が改善していることが示唆された。 

 

4. SERCA2a活性化を指標に選出したcompound Aが、イヌ心臓から単離したSR小胞の

SERCA2aを活性化することを明らかにした。この化合物はSERCA1aやNa
+
/K

+
-ATPaseに対

しては無影響であった。さらにPLNの部分ペプチド（PLN（1–36））に対する結合実験の

結果から、compound AがSERCA2aの抑制蛋白であるPLNに直接結合していることが示さ

れた。 

 

5. Compound Aの細胞内Ca
2+動態に対する作用を検討したところ、HL-1細胞において

compound AはSR内のCa
2+量を増加させた。この増加はSERCA阻害薬であるthapsigargin存

在下では消失したことから、SERCA活性化を介した作用だということが示唆された。 
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6. 成熟ラット分離心筋細胞において、compound Aは電気刺激によるCa
2+上昇の振幅幅と減

衰速度を増加させ、サルコメア収縮や弛緩を増大させた。これらcompound Aの作用は、

遺伝子操作によるSERCA活性化及びPLN欠損と同様なプロファイルであった。 

 

7. ラット摘出灌流心臓においてcompound Aは心拍数に影響を及ぼすことなく急速に収縮能

や弛緩能を増加させた。 

 

8. 麻酔下ラットにcompound A（30 mg/kg, i.v.+ 2 mg/kg/min, i.v.持続投与）を60分間持続投与

した。投与60分後の時点で、compound A 投与群ではvehicle群と比較して有意な弛緩能増

加作用を示し、心拍数には影響を及ぼさなかった。 

 

以上の結果から、SERCA2a 活性化作用は、心機能増加だけではなく生存率改善作用も併

せ持つ有用な抗心不全薬となり得ることが示された。また、compound A は SERCA2a に選

択的であり、その作用メカニズムが PLN に直接結合して PLN よる SERCA2a 抑制を解除す

ることであることが示唆された。 
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第 2 章 心不全モデルマウスを用いた microRNA 発現解析による新規バイオマーカー探索 

 

Ｉ. 緒論 

 

 心不全治療において、正確な診断はその後の治療方針を決定するのに非常に重要であり、

バイオマーカーの探索と確立が盛んに行われている。現在までに、BNP、ProBNP の不活化

断片である NT-proBNP、ガレクチン 3 など幾つかの有用なバイオマーカーが同定された。

しかし、心不全は、酸化ストレスや炎症、線維化、神経液性因子の活性化、虚血など様々

な要因によって生じる複雑な疾患であり、既知のバイオマーカーだけでは不十分で新規の

バイオマーカーが求められている（Maisel et al., 2008）。イヌやネコの心不全をはじめとする

心疾患の診断にも NT-proBNP やトロポニンがバイオマーカーとして利用されているが、心

不全患者同様に 1 種類のバイオマーカーだけではなく複数を組み合わせることの重要性が

指摘されている（Boswood, 2009）。 

MicroRNA（miRNA）は哺乳類で高く保存されているノンコーディング RNA で、臓器か

ら血中へ分泌される。MicroRNA は蛋白への翻訳を抑制したり mRNA の分解を促進するこ

とによって、細胞分化、アポトーシス、ストレス応答、増殖など様々な生理的な反応を調

節する（Bartel, 2004）。さらに、miRNA は心機能の調節や心肥大や心筋梗塞など心疾患に関

与していることが報告されている（Boštjančič et al., 2009; Wang and Yang, 2012）。最近の研究
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で、幾つかの miRNA が心不全患者や心不全動物モデルで変化していることや（Topkara and 

Mann, 2011）、マウスにおいて miRNA の欠損や過剰発現が心不全の進行に影響を与えること

が報告された（Li et al., 2013; Ucar et al., 2012）。それ故、その正確な作用機序は不明なもの

の miRNA は魅力的な治療ターゲットとして考えられている。さらに、血中に存在する

miRNA は RNA の分解酵素である RNase 活性に対して抵抗性であるため安定性が高いこと

から（Weber et al., 2010）、バイオマーカー候補としても注目が集まっている。心疾患におい

て、バイオマーカーとしての血漿中 miRNA の探索は主に心筋梗塞で行われている。心臓に

発現している幾つかの miRNA はトロポニンやクレアチンキナーゼ MBのような心筋細胞中

の蛋白と同様に心筋梗塞になると血中へ放出されるので（Wang et al., 2010）、測定や研究が

容易である。一方、より複雑な疾患である心不全患者の血漿中 miRNA を測定した報告は数

報しかなく、抗心不全薬の治療効果を見た報告はない。さらに、心不全動物モデルにおけ

る網羅的解析の報告は無く、心不全に対するバイオマーカーとして有用な miRNA は見出さ

れていない。そこで、第 1 章の検討でも用いた重篤な心不全モデルである CSQ 過剰発現マ

ウスを用いて血漿中 miRNA の網羅的測定を行い、さらに、強力なアンジオテンシン II 受容

体拮抗薬である azilsartan medoxomil（AZL-M; TAK-491）（Ojima et al., 2011）の作用を検討

した。 

 

II. 実験方法 
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A. 動物 

 

イヌの CSQ を過剰発現させたマウス（CSQ 過剰発現マウス）はインディアナ大学で確立

された系統である（Jones et al., 1998）。この系統は DBA/2 マウスをバックグラウンドとし

て維持されている。詳細は第 1 章に示した。全ての動物実験は NIH（National Institutes of 

Health）の動物実験ガイドライン（National institutes of health guidelines for the care and use of 

laboratory animals）と武田薬品工業株式会社の動物実験ガイドラインに基づいて実施した。 

 

B. 試薬 

 

Azilsartan medoxomil（AZL-M; TAK-491）は武田薬品工業株式会社で合成されたものを

（Ojima et al., 2011）、0.5%メチルセルロース（信越化学）液に懸濁して使用した。その他

の試薬については本文中にそれぞれの購入先を記載した。 

 

C. 生存時間解析 

 

全ての試験に雄性 CSQ 過剰発現マウス（DBA/2 と C57BL/6J マウスバックグラウンド）

を使用し、5 週齢より投薬を開始した。AZL-M は、投薬当日に調製して 10 mL/kg で 1 日 1
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回強制経口投与した。Vehicle として 0.5%メチルセルロース液を用いた。マウスの体重は週

に 1 回測定し、死亡確認は毎日実施した。7 週齢以降は直腸温を毎日測定して 29℃以下に

なったら炭酸ガスで安楽死処置を行った。さらに、極端な活動低下や体重減少などの所見

が見られたら同様に安楽死処置を実施した。 

 

D. 覚醒下血圧測定 

 

生後 5 週齢のマウスを用いて、AZL-M を 3 日間反復投与後、最終投与の 2 時間後及び

24 時間後にテールカフ法（BP-98A:Softron）にて収縮期血圧（SBP）と心拍数（HR）を測

定した。 

 

E. 麻酔下マウス心循環動態測定 

 

7 週齢の CSQ 過剰発現マウスの心機能を測定した。マウスをペントバルビタールナトリ

ウム（50 mg/kg,i.p.、共立製薬）で麻酔し保定した。実体顕微鏡下で、右頚動脈を剥離して

1.4 F の圧センサー付きミラーカテーテル（SPR-671、Millar Instruments）を挿入し、大動脈

平均血圧（MBP）及びその脈波から HR を記録した後、左心室内圧（LVP）及びその微分値

（LV dP/dt）を測定した。各パラメーターの値は、ポリグラフ（NEC San-ei Instruments Ltd.
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及び Nihon Kohden Corporation）からアナログ/デジタル変換器（MacLab、AD Instruments）

を介してコンピューターに取り込み、データ解析ソフトウェア（Lab Chart 5.3、AD Instruments）

を用いて解析した。測定終了後に、麻酔下で放血によって安楽死し、心臓と肺を摘出した。

心臓は左心室、右心室、心房に分けて重量を測定し、体重で除した値で示した。これらの

操作は全てブラインド条件下で行った。重量測定後、心臓サンプルは液体窒素にて凍結し

測定に供するまで-80℃で保管した。 

 

F. MicroRNA の網羅的発現解析 

 

 ペントバルビタール麻酔下マウスの腹部大静脈から血液を採取した。MicroRNA は 200 L

の血漿から QIAzol Lysis Reagent と miRNeasy Micro kit（QIAGEN）を使って精製した。発現

解析は 585 種類の  miRNA を含む TaqMan Array MicroRNA Card（Rodent v2.0: Life 

Technologies）を使って添付文書に従って実施した。Ct 値が 35 以上の場合は正確に発現を

反映していない可能性があるため、3 例以上の個体で 35 以上の Ct 値を示した miRNA は解

析から除外した。標的 miRNA の Ct 値から検出可能だった全ての miRNA 量の Ct 値の中央

値を差し引いた値を補正後 Ct 値としてデータ解析に用いた。相対的 miRNA 発現は、CT

法によって算出した。クラスタリング解析とヒートマップの作成にはMATLAB software（The 

Mathworks Inc.）を使用した。 
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G. Real-time PCR 

 

特定の miRNA の発現をさらに詳細に解析するために、real-time PCR を行った。網羅的発

現解析とは別のロットの CSQ 過剰発現マウスを用いて投薬とサンプリングを実施した。血

液採取と miRNA の精製は上述の方法と同様に実施した。個々の miRNA に特異的な cDNA

の合成は、得られた total RNA（5 ng/7.5 L）を TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit

（Life Technologies）及び各々のプライマーと共にキットの添付文書に従って反応を行った。

PCR 反応は、TaqMan PreAmp Master Mix と特異的な TaqMan probe を用いて行った。発現解

析は TaqManVR Fast Advanced Master Mix（Life Technologies）と primer-probe セットを用い

て、7900HT Fast Real-Time PCR System（Life Technologies）にて行った。合成した 3 種類の

線虫 miRNA（Cel-miR-239, Cel-miR-39, Cel-miR-54）（Hokkaido System Science）を各サンプ

ルに添加し、それらの値を補正に使用した（Kroh et al., 2010; Mitchell et al., 2008）。相対的

mRNA 発現は、CT 法によって算出した。 

 

H. 統計解析 

 

数値は全て平均値±標準偏差で示した。 

生存曲線の有意差検定は、log rank 法による Kaplan-Meier 生存率解析 で行った。血圧測
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定試験では、コントロール群（vehicle 投与群）との間で両側 Williams' test を行い、p <0.05

を有意とした。その他の CSQ 過剰発現マウスを用いた実験は全て Student's t-test を行い、p 

<0.05 を有意とした。 

 

III. 実験成績 

 

A. CSQ 過剰発現マウスにおける AZL-M の抗心不全効果 

 

最初に、CSQ 過剰発現マウスの心不全病態に対する AZL-M の効果を検討した。CSQ 過

剰発現マウスに生後 5 週齢から 3 用量の AZL-M（0.01、0.1 及び 1 mg/kg, p.o.）の投与を開

始し、56 日間（8 週間）投薬を行って生存率に対する影響を検討した。図 15 に生存率曲線

を示した。コントロールの vehicle 投与 CSQ 過剰発現マウスは、生後 50 日（投与 15 日目）

前後から死亡し始め、9 週齢（投与 31 日目）で全例が死亡した。一方、AZL-M 投与マウス

では、用量依存的に生存率の改善が見られ、AZL-M（1 mg/kg）投与群では 9 週齢（投与 31

日目）で約 60%のマウスが生存しており、ほぼ全例が死亡したのは 12 週齢（投与 55 日目）

であった。生存率曲線を統計解析した結果、この AZL-M による改善作用は 0.1 mg/kg から 

有意であり、最小有効量が 0.1 mg/kg であることが示された（0.01 mg/kg 投与群： p=0.57、

0.1 mg/kg 投与群： p <0.01、1 mg/kg 投与群： p <0.0001）。AZL-M による生存率改善効果に 
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図 15 WT マウスと CSQ 過剰発現マウスの生存率曲線に対する AZL-M の作用 

5 週齢の CSQ 非過剰発現マウス（WT マウス）及び CSQ 過剰発現マウスに vehicle または

AZL-M（0.01-1 mg/kg, p.o.）を投与し死亡を 1 日 1 回 8 週間観察した。CSQ 過剰発現マウス

の AZL-M 投与群は vehicle 群に対して log rank 法による統計解析を行った。 
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対する後負荷軽減の関与を検討するため、生存率解析実験とは別のマウスを用いて AZL-M

の 3 日間反復投与を行った 2 及び 24 時間後に覚醒下 SBP を測定した。AZL-M（0.01、0.1

及び 1 mg/kg, p.o.）投与群の SBP は、いずれの群でも最終投与 2 時間後で有意に SBP が低

下したが、24 時間後には回復していた（表 3）。この結果から、AZL-M による抗心不全効果

には降圧作用以外の機序も関与している可能性が示唆された。 

次に、AZL-M の麻酔下心循環動態に対する効果を検討した。CSQ 過剰発現マウスに生後

5 週齢から vehicle（n=20）及び AZL-M（1 mg/kg, p.o., n=20）の投与を開始し、死亡例が観

察され始める直前の 7 週齢にて心カテーテルによる心循環測定を実施した（図 16）。WT マ

ウスと比較して CSQ 過剰発現マウスでは、収縮能や弛緩能の低下、うっ血の指標である左

室拡張末期圧（LVEDP）の上昇が認められ、重篤な心機能不全を呈していることが示され

た。AZL-M（1 mg/kg）投与群では、収縮能や弛緩能の改善効果は認められなかったが、LVEDP

の有意な減少が生じた。CSQ 過剰発現マウスの MBP や HR は vehicle と AZL-M 投与両群間

で差は認められなかった。心機能測定の終了後に心臓と肺を摘出して重量の測定を行った

ところ、CSQ 過剰発現マウスでは左室重量、右室重量、心房重量及び肺重量のいずれも有

意に増大していた（図 17）。これはうっ血が進行したために心臓や肺に負荷かがかかり増大

したものだと考えられる。AZL-M 群でうっ血の指標である LVEDP が改善したように、CSQ

過剰発現マウスの心臓や肺重量の増加も有意に抑制された。 
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表 3. CSQ 過剰発現マウスにおける AZL-M による降圧作用 

 WT マウス CSQ 過剰発現マウス 

vehicle (n=9) vehicle (n=9) AZL-M (0.01 

mg/kg) (n=8) 

AZL-M (0.1 

mg/kg) (n=8) 

AZL-M (1 

mg/kg) (n=8) 

投与 2 時間後

SBP (mmHg) 
109 ± 8 100 ± 14 85 ± 11

**
 78 ± 8

**
 61 ± 8

**
 

投与 24時間後

SBP (mmHg) 
112 ± 11 102 ± 13 100 ± 8 98 ± 13 94 ± 12 

5 週齢の CSQ 非過剰発現マウス（WT マウス）及び CSQ 過剰発現マウスに vehicle または

AZL-M（0.01、0.1 及び 1 mg/kg, p.o.）の 3 日間反復投与を行い、最終投与の 2 及び 24 時間

後に覚醒下 SBP を測定した。**
P <0.01 vs. vehicle 群（両側 Williams test）。 
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図 16 CSQ 過剰発現マウスの麻酔下心循環動態に対する AZL-M の作用 

7 週齢の CSQ 非過剰発現マウス（WT マウス）、vehicle または AZL-M（1 mg/kg, p.o.）を投

与した CSQ 過剰発現マウスを用いて心カテーテル法にて測定した LVEDP（A）、dP/dtmax（B）、

dP/dtmin（C）、MBP（D）及び HR（E）。薬剤は 5 週齢から 2 週間投与した。数値は全て平均

値標準偏差で示した。**
P <0.01 vs. WT マウス、 

#
P <0.05 vs. CSQ 過剰発現マウスの vehicle

投与群（Student's t-test）。 
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図 17 CSQ 過剰発現マウスの心臓及び肺重量に対する AZL-M の作用 

7 週齢の CSQ 非過剰発現マウス（WT マウス）、vehicle または AZL-M（1 mg/kg, p.o.）を投

与した CSQ 過剰発現マウスにおける左室重量/体重（LV/BW）（A）、右室重量/体重（RV/BW）

（B）、心房重量/体重（AW/BW）（C）及び肺重量/体重（LW/BW）（D）。心循環動態測定後

にマウスの心臓及び肺を摘出して測定した。数値は全て平均値標準偏差で示した。**
P <0.01 

vs. WT マウス、 
##

P <0.01 vs. CSQ 過剰発現マウスの vehicle 投与群（Student's t-test）。 
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B. CSQ 過剰発現マウスの血漿中 miRNA 発現解析 

 

 新規のバイオマーカー探索を目的として、血漿サンプルを用いて miRNA の網羅的発現解

析を行った。発現量を基にクラスタリング解析を行ったところ、WT マウスと CSQ 過剰発

現マウスの血漿中 miRNA の発現パターンは大きく異なっていた（図 18）。一方、AZL-M（1 

mg/kg, p.o.）を投与した CSQ 過剰発現マウスの血漿中 miRNA は、vehicle 群のものよりも

WT マウスに近い発現パターンを示した。発現パターンに相違が認められた複数の miRNA

について、更なる解析を実施した。WT マウスと CSQ 過剰発現マウス間で、P <0.05 で fold 

change が 0.5 以下もしくは 2 倍以上の miRNA を表 4 にまとめた。CSQ 過剰発現マウスにお

いて 9 種類の miRNA が 2 倍以上の発現増加を示し、27 種類の miRNA で半分以下のレベル

まで発現量が減少した。このうち、AZL-M は幾つかの miRNA（miR-149、miR-150、let-7d*、

miR-342-3p、miR-146a、miR-28*、miR-138*、miR-702）の発現レベルを正常方向へ回復し

た。なお、今回は基準外となったが、miR-137、 miR-197、miR-208、miR-544、miR-804 の

5 種類は、WT マウスではほとんど発現が見られないが CSQ 過剰発現マウスで発現が顕著

に増加するというバイオマーカーとして期待される挙動を示した。 

網羅的発現解析の結果をさらに検証するために、増加と減少の各トップ 5 と AZL-M で有

意に回復した 8 種類の計 16 種類の miRNA について別試験で採取した血漿を用いて、リア

ルタイム PCR で個別に解析した。測定した 16 種類の miRNA の中で、vehicle 投与群の WT 
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図 18 WT マウス、vehicle 及び AZL-M を投与した CSQ 過剰発現マウスの血漿中 miRNA

のクラスタリング解析 

7 週齢の CSQ 非過剰発現マウス（WT マウス）、vehicle または AZL-M（1 mg/kg, p.o.）を投

与した CSQ 過剰発現マウスの血漿中 miRNA の網羅的測定を実施した。薬剤は 5 週齢から 2

週間投与した。各 miRNA の発現量を基に MATLAB software を用いてクラスタリング解析と

ヒートマップの作成を行った。赤と緑は、それぞれ発現量の増加と減少を表している。 

  

Analyzed samples WT+Vehicle (n=8)

CSQ+Vehicle (n=8)

CSQ+ AZL-M 1 mg/kg (n=8)

microRNA
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表4. WTマウスと比較してCSQ過剰発現マウスのvehicle群で有意な発現増加（2倍以上）

または有意な発現低下（半分以下）を示した miRNA 

miRNA 
WT vs. CSQ (Vehicle) CSQ (AZL-M) vs. CSQ (Vehicle) 

fold SD t-test fold SD t-test 

WT マウスと比較して vehicle 群で増加していた miRNA 

mmu-miR-133a (#) 10.10 6.28 0.004 16.63 23.66 0.47 

mmu-miR-133b (#) 10.79 6.77 0.004 17.55 28.06 0.53 

mmu-miR-136 (#) 2.87 1.32 0.005 3.71 6.06 0.71 

mmu-miR-411 (#) 3.87 2.55 0.02 2.28 1.53 0.15 

mmu-miR-130a (#) 3.54 2.31 0.02 8.50 12.11 0.29 

mmu-miR-1 5.95 4.67 0.02 6.06 7.82 0.97 

mmu-miR-127 2.15 1.21 0.04 2.06 2.17 0.92 

mmu-miR-29c 3.32 2.69 0.04 5.14 7.15 0.52 

mmu-miR-376c 2.11 1.30 0.048 4.03 6.49 0.44 

WT マウスと比較して vehicle 群で減少していた miRNA 

mmu-miR-297a* (#) 0.31 0.13 0.000005 2.80 3.14 0.06 

mmu-miR-132 (#) 0.38 0.18 0.00001 4.72 5.22 0.051 

mmu-miR-149 (#) 0.22 0.08 0.00005 0.56 0.37 0.03 

mmu-miR-150 (#) 0.33 0.14 0.0001 1.82 1.55 0.03 

mmu-miR-592 (#) 0.32 0.26 0.0001 0.83 0.69 0.08 

mmu-miR-151-3p 0.37 0.14 0.0001 3.06 3.27 0.053 

mmu-miR-674* 0.48 0.22 0.0001 1.38 1.28 0.09 

mmu-let-7d* (#) 0.44 0.15 0.0002 1.65 1.33 0.04 

mmu-miR-574-3p 0.30 0.18 0.0004 2.05 2.51 0.09 

mmu-miR-455* 0.31 0.21 0.001 0.52 0.46 0.25 

mmu-miR-455 0.12 0.08 0.001 0.25 0.18 0.10 

mmu-miR-322 0.29 0.21 0.001 0.41 0.26 0.33 

mmu-miR-200b* 0.35 0.35 0.002 1.27 1.69 0.20 

mmu-miR-181a-1* 0.45 0.19 0.003 1.57 1.76 0.12 

mmu-miR-134 0.33 0.28 0.004 1.23 1.29 0.09 

mmu-miR-342-3p (#) 0.37 0.24 0.004 2.11 2.06 0.048 

mmu-miR-218-1* 0.35 0.21 0.005 0.98 1.27 0.21 

mmu-miR-146a (#) 0.48 0.23 0.005 2.76 2.68 0.047 

mmu-miR-503* 0.40 0.23 0.007 1.57 1.94 0.13 

mmu-miR-28* (#) 0.50 0.33 0.009 1.97 1.57 0.03 



69 

 

mmu-miR-138* (#) 0.28 0.13 0.010 1.70 1.51 0.03 

mmu-miR-214 0.25 0.31 0.013 1.70 2.99 0.25 

mmu-miR-667 0.40 0.45 0.02 1.92 2.67 0.15 

mmu-miR-702 (#) 0.22 0.08 0.02 0.84 0.55 0.015 

mmu-miR-877* 0.47 0.31 0.02 1.71 1.73 0.08 

mmu-miR-129-3p 0.40 0.22 0.02 1.70 1.58 0.054 

mmu-miR-801 0.43 0.37 0.046 0.96 0.84 0.13 

（#）は別試験で個々に TaqMan PCR で発現解析を実施した miRNA を示す。統計は Student's 

t-test を行った。 
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マウスと CSQ 過剰発現マウス間において有意な変化が確認された miRNA の結果を図 19 に

示した。CSQ 過剰発現マウスの血漿において、miR-146a、miR-149、miR-150、miR-342-3p

の 4 種類の miRNA の発現が有意減少し、このうち miR-146a と miR-342-3p の発現減少は

AZL-M 投与で有意に回復した。本試験の vehicle と AZL-M 投与群の個体別のデータを用い

て、この 2 種類の miRNA とうっ血の指標である心房重量との相関解析を実施したところ、

相関傾向を示した（Vehicle群とAZL-M群の r値はそれぞれ 0.75と 0.59）。この結果は、AZL-M

投与による miR-146a と miR-342-3p の発現変化が、薬効に伴う変化であることを示唆して

いる。 
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図 19 CSQ 過剰発現マウスの血漿中 miRNA 発現に対する AZL-M の作用 

7 週齢の CSQ 非過剰発現マウス（WT マウス）、vehicle または AZL-M（1 mg/kg, p.o.）を投

与した CSQ 過剰発現マウスにおける血漿中 miR-146a（A）、miR-342-3p（B）、miR-150（C）

及び miR-149（D）の発現量変化。5 週齢から 2 週間薬剤を投与したマウスから採血を実施

して、個々の miRNA の発現量を測定した。数値は全て平均値標準偏差で示した。**
P < 0.01 

vs. WTマウス、 
#
P <0.05、##

P <0.01 vs. CSQ過剰発現マウスのvehicle投与群（Student's t-test）。 
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IV. 考察 

 

 心不全は様々な原因、症状、重症度を示す複合的な疾患である。この複雑な疾患を治療

するにあたり、病態の状態や適切な治療法を選択するのにバイオマーカーは極めて有用で

ある。本検討では、心不全モデルである CSQ 過剰発現マウスの血漿中 miRNA の網羅的な

解析を行い、血漿中 miRNA の発現プロファイルが正常マウスと比較して顕著に変動してい

ることを見出した。さらに個々の miRNA の発現解析を実施したところ、これらの miRNA

のうち、miR-146a、miR-149、miR-150、miR-342-3p の 4 種類の miRNA が、重度の心不全病

態を呈する 7 週齢の CSQ 過剰発現マウスで有意に減少していることが明らかとなった。こ

れらの miRNA の機能的な役割に関する情報はほとんどないが、幾つかの miRNA が心疾患

と関係していることが判明している。MiR-146a は interleukin-1-receptor-associated kinase 1

（IRAK1）や tumor-necrosis-factor-receptor-associated factor 6（TRAF6）といった toll-like receptor 

4（TLR4）シグナルの下流の蛋白の調節を介して免疫応答に関与していることが報告されて

いる（Takahashi et al., 2010）。本研究の報告とは逆であるが、この報告の中では冠状動脈疾

患患者の血漿中 miR-146a が上昇しており、また IRAK1、TRAF6、TLR4 の mRNA 発現が増

加し、アンジオテンシン II 受容体拮抗薬 telmisartan やアンジオテンシン変換酵素阻害薬

enalapril の処置によってこれらの上昇が抑制されている。別の報告では、miR-146a がマウ

スの虚血再灌流障害に対して心保護的に作用することが示されている（Wang et al., 2013）。



73 

 

MiR-342-3p の心血管系での役割に関する文献は無いが、健常人と比較して心不全患者で血

漿中の miR-342-3p が減少しているという本研究と同様な結果が報告されている（Ellis et al., 

2013）。また、心臓中 miR-149 の発現量が心筋梗塞後心不全モデルマウスで減少していたと

の報告はあるが (van Rooij et al., 2008)、心臓での機能は不明である。一方、miR-150 は心肥

大モデルマウスの心臓で発現が増加し、新生仔ラット分離心筋細胞に過剰発現させると細

胞サイズが減少すると報告されており (van Rooij et al., 2006)、心肥大の抑制への寄与が期待

される。加えて、血漿中 miR-150 の低下は心筋梗塞患者の左室リモデリングと関係してい

るという知見もある（Devaux et al., 2013)。しかし、これらの miRNA が直接的に心不全の進

行に関係しているか否かについては現段階では不明である。これらの miRNA が心不全と関

連する機序については更なる見当が必要である。 

 Tijsen らのグループは心不全患者の網羅的 miRNA 解析を実施して、心不全に選択的に上

昇する血漿中 miRNA として miR-423-5p を同定した（Tijsen et al., 2010）。別のグループは収

縮不全患者の血清を用いてその結果を追試し、さらに別の 3 種類の miRNA、miR-320a、

miR-22、miR-92b を心不全で変動する miRNA として同定した（Goren et al., 2012）。Fukushima

らのグループは血漿中miR-126が心不全患者で低下していることを（Fukushima et al., 2011）、

Corsten らのグループは血漿中 miR-499 が急性心不全患者で上昇していることを報告した

（Corsten et al., 2010）。しかし本研究では、これらいずれの miRNA も CSQ 過剰発現マウス

で変動しなかった。この矛盾の原因として分析法が異なることが考えられるが、種差や心
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不全のステージ等によって変動する miRNA が異なる可能性もある。 

 血漿中 miRNA と薬剤の治療効果との関係を明らかにすることは、バイオマーカーを探索

する上で非常に重要である。本研究において抗心不全効果を示すアンジオテンシン II 受容

体拮抗薬 AZL-M は miR-146a 及び miR-342-3p の低下を回復させた。この結果は、血漿中

miRNA が抗心不全治療薬の薬効を反映するバイオマーカーとして利用できる可能性を示し

ている。興味深いことに、予備的な検討で、血漿中で減少した 4 つの miRNA（miR-146a、

miR-149、miR-150、miR-342-3p）の発現量はCSQ 過剰発現マウスの心臓中でも減少し、AZL-M

はそれら全てを回復させた。心不全モデルでの心臓中の miR-146a 及び miR-342-3p 発現レベ

ルが、血漿中のそれらの miRNA の発現レベルを反映している可能性がある。しかしその場

合、miR-146a 及び miR-342-3p とは異なり、miR-149 及び miR-150 では AZL-M 処置により

血漿中量が回復しなかった理由については現段階では明確には説明できない。上述したよ

うに、本研究での知見と対称的に、血漿中 miR-146a は冠状動脈疾患患者で増加し、レニン

-アンジオテンシン-アルドステロン系の他の阻害薬で減少したという報告がある（Wang et 

al., 2013）。心不全患者における血漿中バイオマーカーとしての miR-146a 及び miR-342-3p の

価値や AZL-M による回復の機序については更なる検討が必要である。これらの miRNA の

さらなる精査のために、それらの由来、標的、機能を評価する必要があり、また心筋梗塞

後心不全モデルや大動脈狭窄圧負荷心不全モデル、あるいは心不全患者の血液を用いての

検討も有効である。CSQ 過剰発現マウスを用いて、他のメカニズムの心不全治療薬である
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受容体遮断薬やミネラルコルチコイド受容体拮抗薬などのmiRNAに対する効果を検討する

のも有益な情報を提供してくれる可能性があり、今後のさらなる検討が重要である。 
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V. 小括 

 

第 2 章では、心不全の診断や治療に重要である新規バイオマーカー探索のために、CSQ

過剰発現マウスの血漿中 miRNA の測定を行った。治療効果に対する miRNA の変化を見る

ために、アンジオテンシン II 受容体拮抗薬である azilsartan medoxomil（AZL-M）の作用を

検討した。心不全動物モデルにおける血漿中 miRNA の網羅的発現解析の報告は無く著者ら

の検討が初めてとなる。 

 

1. CSQ過剰発現マウスと正常マウスから採取した血漿中のmiRNAを網羅的に測定した結果、

CSQ過剰発現マウスの血漿中では正常群と比較して顕著なmiRNAの発現変動が見られた。 

 

2. 網羅的発現解析で変動の見られたmiRNAのうち16種類のmiRNAについてリアルタイム

PCRで個別に解析をした。CSQ過剰発現マウスの血漿において、miR-146a、miR-149、

miR-150、miR-342-3pの4種類のmiRNAの発現が有意に減少していた。 

 

3. CSQ過剰発現マウスにアンジオテンシンII受容体拮抗薬であるAZL-M (1 mg/kg, p.o.) 投

与したところ、生存率及び心機能低下や心肥大などの心不全病態の改善が認められた。 
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4. AZL-Mを投与したCSQ過剰発現マウスの血漿中miRNAは、vehicle群のものよりも正常マ

ウスに近い発現パターンを示した。また、上記の4つのmiRNAのうちmiR-146aと

miR-342-3pの発現低下が有意に回復した。 

 

今回の結果から、多くの miRNA が重篤な心不全モデルの血漿中で発現変動し、さらに重

要なことに AZL-M の処置により miR-146a と miR-342-3p の発現変動が回復した。これらの

結果は、心不全の診断に新しい知見を追加するとともに、血漿中 miRNA が抗心不全治療薬

の薬効を予測するマーカーとなりうる可能性を示唆している。 
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総括 

 

SERCA2a及びその抑制蛋白であるPLNは心筋細胞内のCa
2+動態の中心的な分子であり、心

筋の収縮や弛緩において重要な役割を果たしている。本研究の第1章では、新規心不全治療

薬の候補としてのSERCA2a活性化の有用性を遺伝子改変動物を用いて検証した。CSQ過剰

発現マウスにSERCAの活性化を促進する処置 (SERCAの抑制蛋白であるPLN欠損) を実施

した遺伝子組換えマウスを作製して、生存率改善効果や心機能改善効果を検証した。

CRISPR/Cas法によって、PLNを欠損したCSQ過剰発現マウスを得ることができ、正常動物

だけではなく病態モデルでもCRISPR/Cas法は有用なツールと成り得ることが明らかとなっ

た。CSQ過剰発現マウスは心機能低下、心肥大、うっ血といった重篤な心不全症状を示し生

後7週齢から死亡した。PLN欠損/CSQ過剰発現マウスはPLN WT/CSQ過剰発現マウスと比較

して、死亡初期の段階における有意な生存率改善効果を示した。PLN欠損/CSQ過剰発現マ

ウスの心機能では、PLN WT/CSQ過剰発現マウスと比べて弛緩能の有意な改善や収縮能の改

善傾向を示した。さらにPLN欠損によって、CSQ過剰発現で観察される心房重量及び肺重量

増加が有意に抑制され、うっ血が改善していることが示唆された。続いて、スクリーニン

グで見出されたSERCA2a活性化効果を有する低分子ピリドン誘導体化合物compound Aの細

胞や生体での心機能に対する効果を検討した。SERCA2a活性化を指標に選出したcompound 

Aが、イヌ心臓から単離したSR小胞のSERCA2aを活性化することを明らかにした。さらに
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結合実験の結果から、compound AがSERCA2aの抑制蛋白であるPLNに直接結合しているこ

とが示され、その作用メカニズムがPLNによるSERCA2a抑制の解除であることが示唆され

た。Compound Aの細胞内Ca
2+動態に対する作用を検討したところ、心筋細胞において

compound AはSR内のCa
2+量を増加させた。さらに、電気刺激によるCa

2+上昇の振幅幅と減

衰速度を増加させ、サルコメア収縮や弛緩を増大させた。これらcompound Aの作用は、遺

伝子操作によるSERCA活性化及びPLN欠損と同様なプロファイルであった。また、ラット

摘出灌流心臓においてcompound Aは心拍数に影響を及ぼすことなく収縮能や弛緩能を増加

させた。麻酔下ラットの心機能測定においてもcompound Aはvehicle群と比較して有意な弛

緩能増加作用を示し、心拍数には影響を及ぼさなかった。このことから、compound Aは既

存の強心薬とは異なり、エネルギー消費の増加や不整脈の増加を引き起こさない強心薬と

成り得る可能性が示唆された。 

さらに第2章では、心不全の診断や治療に重要である新規バイオマーカー探索のために、

CSQ過剰発現マウスの血漿中miRNAの測定を行った。新規心不全バイオマーカー探索を目

的として、CSQ過剰発現マウスと正常マウスから採取した血漿中のmiRNAを網羅的に測定

した結果、CSQ過剰発現マウスの血漿中では正常群と比較して顕著なmiRNAの発現変動が

見られた。計16種類のmiRNAについてリアルタイムPCRで個別に解析したところ、CSQ過

剰発現マウスの血漿において、miR-146a、miR-149、miR-150、miR-342-3pの4種類のmiRNA

の発現が有意に減少していた。CSQ過剰発現マウスにアンジオテンシンII受容体拮抗薬であ
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るazilsartan medoxomil (1 mg/kg, p.o.) 投与すると心不全病態の改善とともに、上記の4つの

miRNAのうちmiR-146aとmiR-342-3pの発現低下が有意に回復した。 

以上の結果から、SERCA2a活性化作用が既存の強心薬とは異なり、心機能増加だけでは

なく生存率改善作用も併せ持つ有用な抗心不全薬となり得ることが示された。また、これ

までin vivoで心機能を増加した低分子化合物は無かったが、選択的な新規SERCA2a活性化薬

compound Aは、心筋細胞、摘出心臓、そしてin vivoでも心収縮及び弛緩を増加させることが

示された。Compound Aは新規心不全治療創生のツールとなることが期待される。さらに、

miR-146aとmiR-342-3pが心不全治療の有効性とよく一致した挙動を示すことが明らかとな

り、これらのmiRNAが心不全のバイオマーカーとなり得る可能性が示唆された。 

獣医学領域においても心不全治療には強心配糖体や pimobendan（Ca
2+感受性増加作用と

PDE III 阻害作用の両者を有する）などの生存率をむしろ悪化させる懸念のある強心薬が使

われている。そのため、SERCA2a 活性化薬は心不全患者のみならず心不全を発症した動物

にとっても有用な抗心不全治療薬となることが期待される。さらに、ネコに多い肥大型心

筋症では収縮能は保持されているが拡張能が低下することが知られている。既存の心不全

治療薬で拡張能を積極的に改善するものは存在しないが、SERCA2a 活性化薬は収縮能のみ

ならず拡張能も改善する作用を有することからネコの肥大型心筋症に適用可能な薬剤とな

る可能性もある。また、心不全を発症したイヌやネコでの血漿中 miRNA の測定はまだ実施

されておらず、miR-146a 及び miR-342-3p が心不全のバイオマーカーとして有用であるか否
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かについて検証することは非常に意義がある。動物の心不全治療においても単一のバイオ

マーカーのみの診断よりも複数のバイオマーカーとの組み合わせの重要さが認識されてい

る。さらなる検証は必要であるが、今回の検討で見出された miRNA が既存の心不全バイオ

マーカーである NT-proBNP とともに利用することにより、心不全診断や薬剤による治療効

果評価の精度が増すことが期待される。 
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Cardiac sarco/endoplasmic reticulum Ca
2+

-dependent ATPase 2a (SERCA2a) and its 

inhibitory protein called phospholamban (PLN) play central roles in Ca
2+

 handling within 

cardiomyocytes. In this study, we performed PLN ablation in calsequestrin overexpressing 

(CSQ-Tg) mice, a severe heart failure model, to examine whether PLN inhibition can improve 

survival rate as well as cardiac function in heart failure. Then, the effects of a newly-developed 

SERCA2a activator, compound A on cardiac function in cardiomyocyte and in vivo were examined. 

Furthermore, circulating miRNA levels in the plasma of CSQ-Tg mice were analyzed and evaluated 

whether pharmacological treatment influenced their expression level to explore a novel biomarker 

for heart failure. 
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By using clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/CRISPR 

associated (Cas) system, PLN homozygous knockout (KO)/CSQ-Tg mice were generated, 

suggesting that this method is useful in both normal animals and animal disease models. CSQ-Tg 

mice started to die from 7 weeks after birth with typical symptoms of severe heart failure such as 

cardiac dysfunction, hypertrophy, and congestion. PLN homozygous KO/CSQ-Tg mice improved 

survival rate in an early stage as compared to PLN WT/CSQ-Tg mice. Measurement of cardiac 

function with cardiac catheterization at the age of 5 weeks revealed that PLN ablation improved 

cardiac function in CSQ-Tg mice. Furthermore, the increases in atrial and lung weight, an index of 

congestion, in CSQ-Tg mice were significantly inhibited by PLN ablation. It was revealed that 

compound A, a selective activator for SERCA2a, activated SERCA2a in sarcoplasmic reticulum 

isolated from canine heart. The binding assay showed a direct interaction between compound A and 

PLN, suggesting that the binding of compound A to PLN attenuates its inhibition of SERCA2a, 

resulting in SERCA2a activation. Compound A increased the caffeine-induced Ca
2+

 release in a 

dose-dependent manner. In field-stimulated cardiomyocytes, compound A increased the amplitude of 

Ca
2+

 transients and reduced the time constant of decay, followed by enhancement of the peak 

shortening and reduction of the time constant of decay. Similar effects to them have been reported in 

SERCA2a-overexpressing or PLN-deficient cardiomyocytes. In isolated perfused rat hearts, the 

compound A rapidly enhanced systolic and diastolic functions without affecting heart rate. Further, 
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intravenous administration of compound A significantly enhanced the diastolic function in 

anesthetized normal rats without affecting heart rate. These results suggest that compound A could 

be a positive inotropic agent without increasing in energy consumption and arrhythmia risk. 

Circulating miRNA levels in the plasma were measured and compared between normal 

and CSQ-Tg mice. Circulating miRNA profiles between normal and CSQ-Tg mice were remarkably 

different. Among 16 miRNAs individually measured by real-time PCR, miR-146a, miR-149, 

miR-150, and miR-342-3p were reproducibly and significantly reduced in the plasma of CSQ-Tg 

mice. A potent angiotensin II type 1 receptor blocker, azilsartan medoxomil (AZL-M), improved the 

survival rate and reduced left ventricular end diastolic pressure, cardiac hypertrophy, and pulmonary 

congestion in CSQ-Tg mice. At the same time, the reduced expression levels of miR-146a and 

miR-342-3p were significantly restored by AZL-M treatment. 

These results suggest that SERCA2a activation would be useful as an anti-heart failure 

drug which improves not only cardiac function but also survival rate. Although there were no any 

selective small-molecule SERCA2a activators with inotropic and lusitropic effects on the heart in 

vivo so far, compound A enhanced the systolic and diastolic functions of the heart in vitro and in vivo. 

Therefore, compound A might be a novel therapeutic lead for heart failure. Furthermore, changes of 

miR-146a and miR-342-3p were consistent with therapeutic effects of anti-heart failure drugs, 

suggesting that these miRNAs could be potential biomarkers for heart failure. 
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Cardiac glycoside with inhibiting Na
+
/K

+
-ATPase and pimobendan with enhancing 

sensitivity to Ca
2+

 and inhibiting phosphodiesterase III are used for pharmacotherapy of canine or 

feline heart failure, resulting in a deterioration of survival rate due to the increased heart rate and 

energy consumption, and abnormal electrical activity. SERCA2a activator is thus an attractive, novel 

therapeutic approach for heart failure, which has improved the survival in animals of heart failure. 

Although feline hypertrophic cardiomyopathy is characterized diastolic dysfunction, there are no any 

anti-heart failure drugs which focus on diastolic function. SERCA2a activator improves both systolic 

and diastolic function, and therefore is expected to be available for feline hypertrophic 

cardiomyopathy. No reports exhibit circulating miRNA profiling in dogs or cats with heart failure. It 

is meaningful to validate a utility of miR-146a and miR-342-3p as a biomarker for canine or feline 

heart failure. Evidences from studies of human and veterinary patients suggest that using multiple 

biomarkers is superior to using single marker alone for cardiovascular disease. It is considered that 

combination of NT-pro BNP and miRNAs identified in this study might improve diagnosis and 

management of heart failure in the future. 

 


