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1. 要旨 

左心不全に続く右心機能低下は予後を悪化するが、その分子機序は検討されてこ

なかった。本研究ではマウス左室圧負荷モデルの病態早期に両心室の分子生物学的

解析を行い、更に cGMP シグナル活性化による効果を評価した。2日間の左室圧負

荷により、軽度な心肥大が生じ、左室では収縮期圧上昇、拡張能低下が認められた

が、右室では平均圧や機能に有意な変化はなかった。右室心筋では左室と同様に

BNP 遺伝子および RCAN1 遺伝子の発現増加や ERK1/2 リン酸化の亢進を認め、血行

動態的負荷によらない分子リモデリングの存在が示された。PDE5 阻害薬 sildenafil

は cGMP エフェクターキナーゼ PKGの活性化を誘導し、両心室の分子リモデリング

を抑制した。 

  



6 

 

2. 略語一覧 

ACE: angiotensin-converting enzyme（アンギオテンシン変換酵素） 

AMP: adenosine monophosphate 

ANOVA: analysis of variance（分散分析） 

ANP: atrial natriuretic peptide（心房性利尿ペプチド） 

ARB: angiotensin II receptor blocker（アンギオテンシン 2受容体拮抗薬） 

BNP: brain natriuretic peptide（脳性利尿ペプチド） 

CaMKII: calmodulin-dependent kinase II 

cAMP: cyclic adenosine monophosphate 

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid（相補的 DNA） 

cGMP: cyclic guanosine monophosphate 

DNA: deoxyribonucleic acid（デオキシリボ核酸） 

dp/dtmax: peak rate of ventricular pressure rise 

dp/dtmin: peak rate of ventricular pressure decline 

ERK: extracellular signal-regulated kinase 

GC: guanylyl cyclase 

GMP: guanosine monophosphate 

GPCR: G-protein coupled receptor（Gタンパク共役型受容体） 
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HFpEF: heart failure with preserved ejection fraction（駆出率の保持された心不全） 

HFrEF: heart failure with reduced ejection fraction（駆出率の減少した心不全） 

IGF1: insulin-like growth factor 1 

IVST: wall thickness of intraventricular septum（心室中隔壁厚） 

LV: left ventricle（左室） 

LVEDD: left ventricular end-diastolic diameter（左室拡張末期径） 

LVEF: left ventricular ejection fraction（左室駆出率） 

LVESD: left ventricular end-systolic diameter（左室収縮末期径） 

LVFS: left ventricular fractional shortening（左室内径短縮率） 

LVPWT: wall thickness of LV posterior wall（左室後壁壁厚） 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

mRNA: messenger ribonucleic acid（メッセンジャーRNA） 

NFAT: nuclear factor of activated T cells 

PCR: polymerase chain reaction（ポリメラーゼ連鎖反応） 

PDE: phosphodiesterase 

PKA: protein kinase A 

PKG: cGMP-dependent protein kinase（protein kinase G） 

p/t ratio: phospho/total ratio 
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P/S ratio: particulate/soluble ratio 

RCAN1: regulator of calcineurin 1 

RGS: regulator of G protein signaling 

RV: right ventricle（右室） 

RNA: ribonucleic acid（リボ核酸） 

SERCA2: sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 2 

SPE buffer: Soluble Protein Extraction Buffer【薬品キット内容物】 

T3: triiodothyronine 

TAC: transverse aortic constriction（横行大動脈縮窄） 

TRPC: transient receptor potential canonical 

VEGFB: vascular endothelial growth factor B 
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3. 序文 

3.1. はじめに 

本研究では短期間の左室圧負荷が両心室に起こす応答と、その変化に PDE5阻害

薬 sildenafil が与える影響についてマウスを用いて検討する。 

この序文では、心不全について概説した後、左心不全に続く右心機能低下につい

て言及する。心不全に進行しうる心病変の一例である心肥大について、進行や抑制

に関わるシグナル伝達を含めて概観した後、心不全治療薬として期待される PDE5

阻害薬 sildenafil について、心肥大抑制や心不全治療に関するこれまでの知見を概説

する。 

3.2. 心不全概説 

心臓は静脈から灌流された血液を全身の動脈へ拍出することで体組織への酸素運

搬を担う臓器である。しかし構造的あるいは機能的な心病変の進行により、心臓が

正常な充満圧のもとでは体組織の代謝に必要な量の酸素化血を拍出できなくなった

病態は心不全と称され、臨床的に特徴的な症状（息切れ・下腿浮腫・疲労感など）

や兆候（頸静脈圧上昇・肺野断続性ラ音・心尖拍動の偏位など）が表れる [1]。心不

全へ進行する中で、心臓に生じる構造的、機能的、分子的なあらゆる変化はリモデ

リングと総称される [2]。 
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先進国における調査では、心不全罹患率は成人全体の 1~2%であるが、加齢に伴い

増加し 75歳以上ではおよそ 10%程度に及ぶ [3]。本邦における調査では、心不全の

推定総患者数は平成 26年で 302,000人であり [4]、心不全患者の 1年死亡率（全死

亡）はおよそ 7~12%とされる [5] [6]。 

3.2.1. 左室収縮能と左心不全 

左心機能の評価には 1 回拍出量を左室拡張末期容積で除した値である左室駆出率

（LVEF）が頻用されるが、左心不全は LVEFを指標とするとおおまかに 2 分され、

収縮障害により左心室が正常な一回拍出量を駆出しきれない「駆出率の減少した心

不全（HFrEF）」と、拡張障害により左心室が正常な静脈灌流量を受容しきれない

「駆出率の保持された心不全（HFpEF）」に分かれる。HFrEFと比較し HFpEFは高

齢、女性、肥満、高血圧・心房細動合併の割合が多い一方で冠疾患合併の割合が少

ないなど患者背景が異なることや HFpEFの方が予後良好であることなどから [1]、

HFpEFが HFrEFへ移行するというよりは両者が異なる疾患群であると考えられてい

る。 

3.2.2. 左心不全に続発する右心機能低下 

左心不全が進行すると右心機能も低下する。合併率については、HFpEFと右心機

能低下に関する調査が多いが [7]、HFpEFの診断基準や右心機能の評価指標（右室

面積変化率、三尖弁輪収縮期移動距離）・基準値の別によって 4% [8]から 49% [9]ま
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で様々である。一方 HFrEFと右心機能低下の合併率は HFpEFと同程度 [10]から約 2

倍程度 [11]と推測されている。左心不全に合併して右心機能の低下が生じた場合、

入院頻度の上昇 [12]や死亡率の増加 [13] [14]により予後が悪化する。 

左心不全に続いて右心機能が低下する機序としては以下の構造的な心室間相互作

用が挙げられる [15]。（１）左室収縮能低下も左室拡張能低下もともに左室拡張末期

圧の上昇を招くため [16]、それに伴い肺静脈圧・肺動脈圧が上昇し、後負荷の増大

により右心機能が低下する。（２）左室と右室は心室中隔や筋線維を共有しており、

右心拍出の約半分が左室収縮によりもたらされるため [17]、左心機能低下が右心拍

出低下につながる。（３）心嚢という限られた空間に両心室が収納されているため左

心肥大は右室拡張障害を招く。（４）左心拍出の低下が右室を栄養する冠灌流の低下

を招き、右心機能を低下させる。（５）上昇した右室圧は冠動脈を圧迫し灌流量を減

少させる [18]。新たな治療標的の発見を含めた臨床成績改善のためには、心室間相

互作用の分子生物学的な解析も重要と考えられるが、その研究はこれまでほとんど

行われていない。 

右室の分子リモデリングとしては、脂肪酸酸化から解糖系への移行 [19]、ミトコ

ンドリア機能低下による活性酸素の増加 [20]、細胞外マトリックスにおけるコラー

ゲン合成の亢進 [21]、β-adrenaline受容体・dopamine受容体密度の低下 [22]、renin-

angiotensin-aldosterone 系シグナルの活性化 [23]などが知られている。しかしこれら
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の分子リモデリングの研究はほぼ全て不全状態の右室を対象に行われており、肺高

血圧を伴わない右室における変化については報告がない。 

3.3. 心肥大―心不全につながる心病変 

心筋細胞は生後すぐにごく一部を除き分化能・自己複製能を失うが [24]、周辺の

環境に応じてサイズを変化させる可塑性を持つ。心臓の萎縮は、長期臥床・左室補

助装置装着・宇宙での無重力生活といった負荷が減少する状況や、低栄養・担癌状

態のような異化亢進状態で引き起こされ、心重量は 25%程度減少する場合もある 

[25]。一方心臓の肥大は、運動や機械的負荷の増加、神経液性因子の影響によって引

き起こされ、心重量の増加は 100%以上にいたることもある [25]。 

3.3.1. 生理的心肥大と病的心肥大 

成長過程や妊娠中、また日々継続する運動に伴って心臓は肥大する。この場合の

肥大は可逆的であり、細胞死や線維化が起こることは稀で収縮能や拡張能の低下は

生じず、合併する背景疾患がない限り心不全に進行することはないことから、生理

的肥大（physiological hypertrophy）と称される [26]。心筋細胞は幅、長さともに大き

くなるが、並行して栄養血管も新生するため酸素需給バランスは保たれる [27]。正

常な心筋細胞のエネルギー産生経路である脂肪酸代謝の亢進に加え糖代謝も行われ

るようになる [28]。 
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一方、高血圧や心臓弁疾患、心筋梗塞後、糖尿病・肥満・慢性腎疾患の合併など

もまた心肥大を引き起こす。慢性経過の中で心筋の細胞死や間質の線維化が進行

し、収縮能・拡張能の低下からやがて心不全へと進行するため、病的肥大

（pathological hypertrophy）と呼ばれる [29]。心筋細胞のサイズ増大は生理的肥大と

異なり幅もしくは長さのどちらかに偏る。収縮を生じる最小単位であるサルコメア

が並列に増幅した場合、心臓の壁は厚く内腔は小さい求心性肥大（concentric 

hypertrophy）を生じ、サルコメアが直列に増幅した場合、壁厚の変化はわずかで内

腔が拡大する遠心性肥大（eccentric hypertrophy）を生じる [16] [30]。エネルギー産

生は正常の脂肪酸代謝から糖代謝へと移行し [28]、胎児型遺伝子と呼ばれる ANP、

BNP、skeletal α-actin、β-myosin heavy chain の発現が増加する [31]。 

3.3.2. 心肥大に関与するシグナル伝達 

心肥大は、心筋への機械的伸展刺激と神経体液性因子の影響によって促進され

る。 

機械的伸展刺激は細胞外・細胞膜・サルコメア周辺に位置する機械受容器が感知

する [26]。受容器の一種である TRPC チャネルが刺激を受けると細胞外からの Ca2+

流入が増加し、細胞内 Ca2+濃度依存的な calcineurin- NFAT経路が活性化されタンパ

ク発現が促される。心筋細胞膜に分布する integrin は細胞外マトリックスの伸展刺激

を検知すると focal adhesion kinase（FAK）や integrin-linked kinase（ILK）といった
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tyrosine kinaseを活性化する。心筋細胞内にもサルコメアの接続部位（Z線）に titin

を始めとした伸展感知センサーが分布する。 

生理的肥大に関わる神経体液性因子としては、甲状腺ホルモン（T3）の他

insulin、IGF1、VEGFBが挙げられる [26] [29]。T3 は核内に移行し遺伝子発現を促

進し、insulin・IGF1・VEGFBは細胞膜上の受容体に結合して phosphoinositide 3-

kinase（PI3K）を活性化し、下流で活性化された Aktが遺伝子発現やタンパク合成を

促す。Aktシグナルは適正範囲内にあることが重要とされ、時間的・量的に過剰な

Aktの活性化は病的心肥大につながる [32]。 

一方、病的心肥大に関わる神経体液性因子である catecholamineや endothelin-1、

angiotensin IIは、GPCR を介して作用を発現する。GPCR により活性化される Gタン

パクは α・β・γの 3つのサブユニットからなり、αサブユニットの種類により分類さ

れる。α1-adrenaline受容体、endothelin 受容体、angiotensin II受容体は Gαq/βγタンパク

を活性化し、phospholipase C（PLC）の活性化、inositol 1,4,5-triphosphate

（Ins(1,4,5)P3）の合成を介して、細胞内への Ca2+流入を増加させる。細胞内 Ca2+濃

度の上昇により活性化された calcineurin-NFAT経路や CaMKIIは胎児型遺伝子を含む

遺伝子発現を促進し、心肥大を進行させる [33]。Gαqシグナルはまた protein kinase C

（PKC）やMAPK を活性化し、その下流で活性化された p38MAPK・c-Jun N-terminal 

kinases（JNKs）、ERK1/2 などが心肥大に関連する遺伝子発現を促進する [29]。また



15 

 

β1-adrenaline受容体は Gαs/βγタンパク、adenylyl cyclase、cAMP、PKAを順に活性化

して、細胞内への Ca2+流入を増加させ、心肥大に寄与する [33]。 

心肥大を抑制するシグナル伝達としては、cGMP・PKGを介した経路がある。

cGMP は、nitric oxideによる細胞質内の可溶性 GC の活性化、もしくは natriuretic 

peptideによる細胞膜結合型 GC の活性化により産生され、PKGを活性化する [34]。

PKGは L型 Ca2+チャネルや TRPC チャネルをリン酸化し Ca2+の細胞内流入を妨げる

ことで、calcineurin-NFAT 経路を介した心肥大を抑制する。また PKGによる RGS の

リン酸化を介した心肥大抑制効果も報告されている。RGS は GTPase activating 

protein の一種で、Gαサブユニットに結合した GTP の加水分解を大幅に促進すること

で Gタンパクを不活性化し、GPCR シグナルを減弱または停止する [35] [36]。20の

RGS タンパクが知られているが、心臓では RGS2、3、4、5が発現しており、中でも

RGS2 と RGS4 は心肥大抑制への関与が深い。RGS2 は PDE5 阻害薬 sildenafil の心肥

大抑制効果に必要とされており [37]、RGS4は ANP の心肥大抑制効果に必要とされ

ている [38]。 

3.3.3. 心肥大から心不全への進行 

心肥大のエネルギー需要を考える際には以下の Laplaceの法則が頻用される 

[39]。 

壁張力＝（内圧×半径）／（2×壁厚） 
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 逆流性の弁疾患や心筋梗塞後などで起こる遠心性肥大では、心腔の拡大に比し壁

厚の増加が少ないため、壁張力ひいてはエネルギー需要が増大する方向にあり、悪

循環が形成される。有効な治療が行われない場合、酸素需給の不均衡、細胞死や線

維化は収縮障害を生じ HFrEFへ陥る [16]。 

一方、高血圧や大動脈弁狭窄症、肥満や糖尿病、慢性腎疾患などに伴い生じる求

心性肥大では、心腔の拡大がなく壁厚が増加するため、壁張力ひいてはエネルギー

需要の増大が代償される。短期的には理に適った順応であるが、長期的に拡張障害

を生じると HFpEFへ陥る [16]。順応状態から不順能状態へ転換する契機は明確にな

っていないが、細胞内 Ca2+濃度の調節障害は拡張障害を生じる変化の 1つと考えら

れている。通常細胞内 Ca2+は、L型 Ca2+チャネルを経由した細胞外からの流入と

ryanodine受容体チャネルを経由した小胞体からの放出により増加し、SERCA2 を介

した小胞体への再取り込みと Na+/Ca2+交換輸送体を介した細胞外への排出により正

常化する。しかし GPCR シグナルによる PKAや CaMKIIの活性化は、SERCA2 の減

少や機能低下、ryanodine 受容体チャネルからの Ca2+漏出増加を招き、結果として生

じる拡張期 Ca2+濃度の上昇は拡張障害を引き起こす [40]。また増大する心筋細胞に

対する冠微小血管密度の不均衡 [32] [41]、GPCR シグナルにより惹起される心筋細

胞のアポトーシス [42]、細胞外マトリックスにおける線維化の亢進 [43]なども、拡

張障害の原因となりうる。 
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心肥大は心血管系合併症や死亡の独立した危険因子である他 [44]、心臓関連突然

死の危険性も増加させる [45]。心肥大に対する臨床研究は降圧薬を中心に多数行わ

れており、β遮断薬、Ca拮抗薬、利尿薬、ACE阻害薬、ARB、抗アルドステロン薬

で心肥大の軽減が認められているものの [46] [47]、拡張能の改善が示された試験は

ごく限られており [48]、変化が見られなかった報告の方が多い [49] [50] [51] [52]。

心肥大を伴う心不全に対する臨床試験は HFpEFを対象に β遮断薬、ACE阻害薬、

ARB、PDE5阻害薬を用いて実施されているが、大半の試験で予後の改善効果が示せ

ていない [53] [54]。心肥大軽減効果のある薬剤が HFpEFの改善を示せない理由とし

ては、HFpEFひいては拡張障害が多因性の病態であること、病勢も多様であること

などが挙げられており [53] [55]、薬剤への反応性が高い患者群を選択する重要性が

指摘されている [56]。 

3.4. Sildenafil―心不全治療薬として期待される PDE5 阻害薬 

心不全の薬物治療としては β遮断薬、利尿薬、ACE阻害薬、ARB、抗アルドステ

ロン薬などが推奨されているが、cGMP シグナルを活性化する薬剤が近年心不全治

療薬として期待されており [57]、PDE5 阻害薬はその 1つである。Sildenafil は PDE5

阻害薬の中でも心機能への影響、抗リモデリング効果、心不全に対する治療効果が

最も調べられてきた。 

3.4.1. PDE5 阻害薬の心血管系における分子的作用機序 
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PDEは活性型の環状ヌクレオチド（cGMP、cAMP）を不活性型の線形（5’-GMP、

5’-AMP）へ加水分解する酵素である [58]。11種類の PDEのうち心臓では PDE1、

3、4、5、8、9の 6種類が発現しており、それぞれ cGMP と cAMP の分解効率が異

なるが、PDE5 は cGMP だけを特異的に分解する [34]。Sildenafilなどの PDE5 阻害

薬は分解抑制により cGMP を増加し、PKGの活性化を介して効果を発揮する。PKG

により各種 Ca2+チャネルがリン酸化を受けると、小胞体からの細胞内 Ca2+放出が低

下し、細胞外への Ca2+排出が増加するため、細胞内 Ca2+濃度が減少し血管平滑筋が

弛緩する [59]。この血管拡張効果から、現在 sildenafil は勃起不全や肺高血圧に対し

て臨床使用されている。 

PDE5 阻害薬は、投与開始直後は β-adrenaline受容体刺激による心収縮を抑制する 

[60]。これは PDE5 阻害により活性が上がった PKGがサルコメアの構成要素である

troponin Iをリン酸化し収縮力を低下させること、また PKGが L型 Ca2+チャネルを

リン酸化し Ca2+の細胞内取り込みが抑制されることが原因と考えられている [34]。

一方、長期投与された場合には逆に肥大心において収縮能を改善する [61]。不全心

で発現が減少している SERCA2 の発現が促進され、細胞内の Ca2+濃度調節能が改善

するためと考えられている。Sildenafil はまた心筋の拡張能を亢進させるが、これは

サルコメアを連結する titin をリン酸化する影響とされている [62]。Sildenafil の右室
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へ対する影響としては、健常な右室では機能的な変化を生じないが [63]、機能の低

下した右室では収縮能・拡張能改善をもたらすという報告がある [63] [64] [65]。 

3.4.2. Sildenafil の抗リモデリング効果 

Sildenafil は心肥大抑制効果が知られている。動物の心肥大モデルの 1つに横行大

動脈縮窄（TAC）があるが、これは左室後負荷の増大によって急性期に求心性心肥

大を生じ、慢性期には遠心性心肥大に転じるモデルである。Sildenafil は TAC マウス

の心肥大を抑制するばかりでなく、TAC により 1 度生じた心肥大を改善するが、こ

れには PKG-1活性化を介した心肥大シグナル（calcineurin-NFAT、ERK1/2、Akt）の

活性抑制が関与している [66]。PKG活性化により L型 Ca2+チャネルや TRPC チャネ

ルの機能が低下し、細胞内 Ca2+濃度上昇の抑制を介して calcineurin-NFAT 経路が阻害

される他、PKGによる RGS2 活性化により GPCR シグナルが減弱されることによる

とされる [37]。 

Sildenafil の右室リモデリングに対する効果は明らかでない点が多い。リモデリン

グ抑制効果は認めるが肺動脈拡張に伴う後負荷の軽減が主な作用とする研究 [67]

や、反対に線維化を促進したとする研究 [64]、肺高血圧に長期間さらされた右室に

おいては線維化を抑制したという研究 [65]など結果は多様であり、分子的変化の検

討はこれまで行われていない。 

3.4.3. 心不全に対する sildenafil の臨床試験成績 
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Sildenafil を用いた心不全治療に関する臨床試験は複数行われている。HFrEF患者

を対象とした試験では、運動耐容能の指標である最高酸素摂取量に改善が見られ 

[68] [69]、メタアナリシスでも血行動態の改善が示されている [70]。一方 HFpEF患

者を対象とした試験では、肺血圧が低下し、右心機能・左室拡張能が改善したとの

単施設研究が 1例あるのみで [71]、最高酸素摂取量に変化が見られなかったとする

報告が多施設研究を含めて優勢である [72] [73]。他の薬剤と同様、sildenafil が

HFpEF治療に有効性を示せない原因の 1つとして、HFpEFの原因・程度の多様性が

考えられており、今後 sildenafil が効果的な患者群を検索することの必要性が指摘さ

れている。なお sildenafil による心不全の予防を目的とした臨床試験は実施されてい

ない。 
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4. 目的 

以上で示したように、左心病変の進行から左心不全、右心機能低下へ至る流れは

臨床的に見られ、かつ予後を悪化させる経過である。臨床予後改善のためには左心

病変が右室心筋へ与える影響の解明は重要と考えられる。しかし心室間相互作用は

構造的な関係からの検討が主体であり、右室心筋に生じる分子的な影響の解析はこ

れまでほとんど行われてこなかった。また右室リモデリングの研究は専ら不全状態

の右室を対象に行われており、肺高血圧を伴わない右室におけるリモデリングはほ

とんど検討されていない。そこで本研究では、左心不全を生じうる左心病変の 1つ

である左室肥大を対象とし、左室肥大を生じうる圧負荷が短期間で右室に生じる分

子リモデリングについて動物モデル（TAC マウス）を用いて検討した（目的 1）。 

一方、心不全治療薬の研究では細胞内 cGMP シグナルを増強する薬剤が近年注目

されている。その中でも PDE5 阻害薬 sildenafil は心機能への影響、抗リモデリング

効果、心不全患者への効果について最も研究されてきた薬剤の 1つであり、TAC マ

ウスの左室に生じる分子的変化も明らかにされている。しかし sildenafil の右心臓に

対する作用については肺動脈狭窄等による右室後負荷増大モデル等で検討されてい

るのみであり、分子生物学的な検討も行われていない。本研究では sildenafil の心不

全治療薬としての新たな作用を検索するため、sildenafil が左心病変早期の右室へ及

ぼす影響に関して TAC マウスを用いて調査を行った（目的 2）。 
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5. 方法 

5.1. 実験対象マウス 

全ての実験には 7-8週齢、19-26gのオス C57 BL/6J マウス（日本クレア）を用い

た。食餌として Transgenic Dough Diet（Bio-Serv、USA）100g/kg/dayを与え、12時間

ごとの明暗環境下で飼育した。動物実験計画書は東京大学動物実験専門委員会で承

認を受けた（医-H15-099）。 

5.1.1. 大動脈縮窄（TAC）と投薬方法 

まずマウスを以下の 3 群に分けた：（１）sham 手術を受ける群（Sham 群）、（２）

TAC 後 sildenafil の投与を受けない群（TAC-Vehicle群）、（３）TAC 後 sildenafil の投

与を受ける群（TAC-Sildenafil 群）。1% isofluraneの吸入と etomidate 10mg/kgの腹腔

内投与で麻酔を行い、挿管後は機械による人工呼吸を行った。胸部正中の皮膚を切

開した後、第 2・第 3胸肋関節を脱臼して開胸し、胸腺の奥にある横行大動脈を露出

した。腕頭動脈と左鎖骨下動脈の間の横行大動脈に 27ゲージ金属針をあてがった状

態で 7-0 proleneにて結紮した後、金属針を抜去すると大動脈は外径 0.4mm に縮窄さ

れた。Sham 手術では横行大動脈の露出のみ行い、縮窄は行わなかった。6-0 prolene

で閉胸後麻酔から覚醒させた。TAC-Sildenafil 群の食餌には sildenafil citrate（シルデ

ナフィルくえん酸塩；和光純薬工業）を投与量が 200mg/kg/dayとなるよう混合し、

Sham 群・TAC-Vehicle群の食餌には何も混合しなかった。 
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5.1.2. 経胸壁心エコー検査 

手術前と術後 2日目に、麻酔をかけていない状態のマウスに対して、30MHz リニア

アレイ探触子を備えた Vevo 2100（VisualSonics、Canada）を用いて経胸壁心エコー検

査を実施した。左室短軸断面で 2Dガイド下の M モードにて、LVESD、LVEDD、IVST、

LVPWTを測定した。描出と計測は一人の計測者が実施した。LVFS、LV mass を以下

のように計算した。 

LVFS = (LVEDD-LVESD) / LVEDD 

LV mass = 1.055×((IVST+LVEDD+LVPWT)3-LVEDD3) [74] 

5.1.3. 侵襲的血行動態検査 

In vivoの両心室機能を 4電極圧容積測定カテーテルにて評価した。0.5% isoflurane

の吸入、urethane 1000mg/kg、etomidate 10mg/kgの腹腔内投与にて麻酔を行い、気管

切開の後、1分間あたり 120回、一回換気量 6-7µl/gの人工呼吸を行った。左外頚静

脈に挿入した 30ゲージ金属針を通じ、3分間で 10%ウシアルブミン 50-100μl の容量

負荷を行った後、左肋骨弓と横隔膜を切開し心尖部を露出した。左室心尖部に 26ゲ

ージ金属針を穿刺した孔を通して、1.4Fr圧容積測定カテーテル（SPR-839；Millar 

Instruments、USA)を長軸に平行になるよう左室内に挿入した。また右室心尖部に 27

ゲージ金属針を穿刺した孔を通して、1Fr圧容積測定カテーテル（PVR-1035；Millar 

Instruments）を右室内に挿入した。測定・保存・解析には LabChart 7 ソフトウェア
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（ADInstruments、Australia）を備えたMPVS Ultra Foundation System

（ADInstruments）を利用した。全測定値は血圧が安定している 9心拍の平均値を採

用した。 

5.1.4. 左室・右室心筋分離 

最後に、マウス心筋組織の摘出と分離を行った。マウスを頸椎脱臼により安楽死さ

せた後、開胸して心臓を摘出し、リン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline：

PBS；136.9mM NaCl、2.68mM KCl、8.1mM Na2HPO4、1.47mM KH2PO4、pH 7.4)で十分

洗浄し重量を測定した。心房を除去した後、心室接合を離断して右室自由壁を分離し

た。右室自由壁は重量を測定し、心室接合部から 0.5mm 程度の組織を除去した後、液

体窒素にて急速凍結した。残った左室は重量を測定してから心尖部と心室中隔を離断

し、心室接合部から 0.5mm 程度の組織を除去した後、液体窒素にて急速凍結した。そ

れぞれの組織は RNA抽出・タンパク抽出まで-80℃で冷凍保存した。 

5.2. 全 RNA単離とリアルタイム PCR による mRNA定量 

全 RNAは凍結保存した心筋組織から TRI Reagent（Molecular Research Center、

USA）を用いて製造者のプロトコルに従って抽出した。抽出した全 RNAを蒸留水に

溶解した後、分光光度計 Nanodrop 2000（Thermo Fisher Scientific、USA）を用いて溶

液の吸光度を測定し、A260/A280 比から収量を推定して濃度を一定に調整した。

High Capacity RNA-to-cDNA kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて mRNAを cDNA
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に逆転写した後、得られた cDNAライブラリを SYBR Green 法もしくは Taqman プロ

ーブ法を用いて PCRにて増幅した。 

SYBR Green 法では THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡）を使用し、

LightCycler 480（Roche Applied Science、Germany）にて PCR 反応の実施、記録、解

析を行った。PCR 条件は、2分間 50℃、2分間 95℃の後、15秒間 95℃、1 分間 60℃

を 40周期反復した。使用したプライマーは以下の通りである。 

マウス BNP  forward primer 5’-AAGTCCTAGCCAGTCTCCAGA-3’ 

reverse primer 5’-GAGCTGTCTCTGGGCCATTTC-3’ 

マウス GAPDH forward primer 5’-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3’ 

reverse primer 5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT-3’ 

 Taqmanプローブ法では THUNDERBIRD Probe qPCR Mix（東洋紡）を使用し、

QuantStudio 5（Thermo Fisher Scientific）にて PCR 反応の実施、記録、解析を行っ

た。PCR 条件は、2分間 50℃、10分間 95℃の後、15秒間 95℃、1分間 60℃を 40周

期反復した。以下の TaqMan プライマー＆プローブセット（Thermo Fisher 

Scientific）を使用した。 

マウス RCAN1 Mm01213407_m1 

マウス GAPDH Mm99999915_g1 
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 PCR サンプルは 2つ組で測定し、データはそれぞれ対応する標本で測定した

GAPDHで標準化して示した。 

5.3. タンパク抽出 

 心筋組織からのタンパク抽出には、全タンパクを得る非分画抽出と、可溶性タン

パク（細胞質画分）・非可溶性タンパク（細胞膜・核・ミトコンドリア画分）に分離

する分画抽出を行った。 

5.3.1. 非分画抽出 

 凍結保存した心筋組織からのタンパク抽出は、Cell Lysis Buffer（Cell Signaling 

Technology、USA）を用いて行った。1mM phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF）を

添加した Cell Lysis Buffer にプロテアーゼ阻害剤カクテル（cOmplete Mini EDTA-

Free；Roche Applied Science）とフォスファターゼ阻害剤カクテル（PhosSTOP；

Roche Applied Science）を 10ml 当たり各 1錠ずつ溶解し作成した溶液内で、組織を

ホモジェナイズした。4℃、17,800 gで 10分間遠心し、上清としてタンパク溶液を得

た。タンパク溶液は、BCA Protein Assay Reagent（Thermo Fisher Scientific）を用いて

濃度を定量し、至適濃度に調整した。NuPAGE LDS Sample Buffer（Thermo Fisher 

Scientific）、0.1M dithiothreitol を添加し、95℃10分間で変性処理を行った後、-20℃で

冷凍保管した。 

5.3.2. 分画抽出 



27 

 

凍結保存した心筋組織からの可溶性タンパクの抽出は、FOCUS Global Fractionation 

（Geno Technology、USA）のキット内容である Soluble Protein Extraction Buffer（SPE 

buffer）を用いて行った。1mM PMSFを添加した SPE bufferに、前項のプロテアーゼ

阻害剤カクテル・フォスファターゼ阻害剤カクテルを 10ml 当たり各 1錠ずつ溶解し

作成した溶液内で、組織をホモジェナイズした。4℃、20,000 gで 30分間遠心して上

清を回収した後、沈殿に上述の SPE buffer溶液を加え超音波破砕した。再度 4℃、

20,000 gで 30分間遠心して上清を回収し、初回に回収した上清とあわせて、可溶性

タンパク溶液とした。続けて非可溶性タンパクの抽出は、前項の Cell Lysis Buffer を

用いて行った。1mM PMSF添加 Cell Lysis Buffer に前項のプロテアーゼ阻害剤カクテ

ル・フォスファターゼ阻害剤カクテルを 10ml 当たり各 1錠ずつ溶解し作成した溶液

を、先ほど上清を回収した残渣に加え超音波破砕し、4℃、17,800 gで 10分間遠心し

た。上清を回収し非可溶性タンパク溶液とした。タンパク溶液は前項と同様に、濃

度調整と変性処理を行った後、-20℃で冷凍保管した。 

5.4. Western blottingとその解析 

タンパク溶液は 12.5%ポリアクリルアミドゲル（SuperSep Ace；和光純薬工業）で

分離を行い、セミウェット方式でポリフッ化ビニリデン（Polyvinylidene difluoride：

PVDF）メンブレンに転写した。メンブレンは 5%脱脂粉乳、0.1% Tween-20（Sigma-

Aldrich、USA）を含むトリス緩衝生理食塩水（Tris-buffered saline：TBS；20 mM Tris, 
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500 mM NaCl, pH 7.4）中で 1時間ブロッキングした後、4℃で 1晩 1次抗体溶液とイ

ンキュベートした。使用した 1次抗体は以下の通りである。 

anti-RGS2 1:1,000（ab36561；Abcam、USA） 

anti-RGS4 1:1,000（#15129；Cell Signaling Technology） 

anti-PKG-1α 1:200（cGKIα；sc10335；Santa Cruz、USA) 

anti-Erk1/2 1:1,000（p44/42 MAPK；#9102；Cell Signaling Technology) 

anti-phospho-Erk1/2 1:1,000（phospho-p44/42 MAPK；#9101；Cell Signaling Technology） 

 対応する horseradish peroxidase共役二次抗体でインキュベートした後、化学発光基

質として SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate（Thermo Fisher Scientific）

を添加し、LAS-4000 mini（富士フイルム）を用いて化学発光像を撮影した。バンド強

度の定量は、画像処理ソフト ImageJ（NIH Image、USA）を用いて行った。 

5.5. 統計学的解析 

数値は平均値±標準誤差で示した。多群間の平均値の比較は一元配置分散分析（one-

way ANOVA）にて行った後に、post hocとして Tukeyの多重比較を用いて検定した。

多群間の平均値の経時的変化の比較には二元配置反復測定分散分析（two-way repeated 

measures ANOVA）を用いた。P<0.05を有意とみなした。One-way ANOVA・多重比較・

two-way repeated measures ANOVA は R（The R Foundation for Statistical Computing、

Austria、version 3.3.1）のパッケージである EZR（自治医科大学附属さいたま医療セン
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ター）で行い [75]、それ以外の統計解析は全て Excel 2013（Microsoft Corporation、USA）

で行った。 
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6. 結果 

6.1. 2日間の TAC は心エコー検査上の左室の大きさや機能に影響を生じない 

TAC が左室の大きさと機能に及ぼす変化と、その変化に sildenafil が与える影響を

調べるために、術前と術後 2日目にM モード経胸壁心エコー検査を実施した

（Fig.1）。LVEDDや LVFS の時間経過に、3 群間で差は認められなかった（Fig. 

1A）。また心エコー検査から推定した左室重量の時間経過にも、3群間で違いは見ら

れなかった（Fig. 1B）。 

以上から、2日間の TAC および sildenafil は、心エコー検査で測定される左室の大

きさや機能に影響を与えないことが示された。 
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Fig.1. 経胸壁心エコーで測定したデータ 

A: 左室拡張末期径（LVEDD）と左室内径短縮率（LVFS）。TAC および sildenafil に

よる心機能への影響は見られない。 

B: 心エコーデータから推定した体重あたりの左室重量（LV mass/BW）。TAC および

sildenafil による左室重量への影響は見られない。 

平均値±標準誤差で示してある（各群 n=5）。n.s.; two-way repeated measures ANOVA

にて交互作用なし。 
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6.2. 2日間の TAC は左室圧を上昇させるが右室圧の上昇を生じない 

より詳細な心機能の検討のために、圧容量測定カテーテルを用いた侵襲的血行動

態検査を行った。TAC による左室後負荷の増加を反映して、左室収縮期圧は Sham

群（89mmHg）と比較し TAC-Vehicle群（139mmHg）・TAC-Sildenafil 群

（150mmHg）で上昇が見られた一方で、平均右室圧は Sham 群（16mmHg）・TAC-

Vehicle群（13mmHg）・TAC-Sildenafil 群（15mmHg）の間で差が見られず（Fig.2）、

TAC 後も右室後負荷が増加していないことがうかがわれた。また TAC-Vehicle群と

TAC-Sildenafil 群の間で左室収縮期圧・右室平均圧に有意差は見られず、sildenafil 内

服による左室圧・右室圧への影響は認められなかった。両心室の収縮能の指標

（dp/dtmax）と拡張能の指標（dp/dtmin、relaxation time constant tau）の変化を Fig.3に

示す。TAC-Vehicle群は Sham 群と比較し、両心室における dp/dtmax・dp/dtminは同等

であったが、左室 tauが高い傾向にあり、TAC の影響で拡張障害が生じた可能性が

ある。また TAC-Sildenafil 群は TAC-Vehicle 群と比較し左室 tauが低い傾向が見ら

れ、TAC による拡張能低下を sildenafil が改善させた可能性が示唆される。 

なお、TAC による右室圧への長期的な影響を調べるため、本研究と同様の方法で

TAC-Vehicleマウスを作成・飼育し、術後 3週間後に右室圧を測定した。3 週間後の

TAC-Vehicle群右室平均圧（18mmHg、n=6）は、2日後の TAC-Vehicle群

（13mmHg、n=3）に比べ上昇が見られた（p=0.02、対応のない t 検定）。C57B6J マ
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ウスを用いた先行研究で、右室の収縮期圧・拡張期圧（21.3mmHg・1.25mmHg）が

TAC 後 8週間で上昇する（EF > 50%の群で 38.7mmHg・3.15mmHg、EF < 50%の群で

55.1mmHg・8.37mmHg）との報告があり [76]、これと矛盾しない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2. 侵襲的血行動態検査の結果 

左室収縮期圧（LVP sys）と平均右室圧（RVP mean）。TAC により左室圧は上昇する

が、右室圧には変化がなく、sildenafil は両者に影響しない。 

平均値±標準誤差で示してある（各群 n=3）。n.s.; one-way ANOVAにて有意差なし。

*; p < 0.05。 
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Fig.3. 侵襲的血行動態検査の結果 

収縮能の指標である dP/dtmax、および拡張能の指標である dP/dtminと relaxation time 

constant (tau)。Tauにより表される左室拡張能が TAC により低下し、sildenafil がそれ

を抑制する傾向が見られた。 

平均値±標準誤差で示してある（各群 n=3）。n.s.; one-way ANOVA にて有意差なし。

†; p = 0.05、‡; p=0.07。 
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6.3. 2日間の TAC は心臓重量を増加させるが、右室重量に影響しない 

最後にマウスを安楽死させた後、心臓を摘出し重量測定を行った。TAC 後の心臓

は重量が増加しており（+13%）、sildenafil はその増加を抑制した（Fig. 4A）。左右の

心室に分離し重量を測定したところ、左室では TAC による重量増加を sildenafil が抑

制する傾向が見られたが、右室自由壁の重量には TAC や sildenafil の影響は見られな

かった（Fig.4B）。 

なお、TAC による両心室重量への長期的な影響を調べるため、本研究で解析に用

いたマウスとは別に、同様の方法で Sham マウス（n=6）と TAC-Vehicleマウス

（n=8）を作成・飼育し、術後 2週間後に心臓を摘出し重量を測定した。Sham マウ

スと比べ TAC-Vehicle マウスの脛骨長当たりの心重量（+48%、p<0.01）・左室重量

（+64%、p<0.01）・右室自由壁重量（+15%、p=0.04）は全て増加が見られた（p値は

対応のない t 検定による）。先行研究では 3週間で+100%の心重量増加が報告されて

いる [66]。 
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Fig.4. 摘出した心筋重量 

A: 脛骨長当たりの心臓重量（HW/TL）。TAC により心重量は増加し、sildenafil は増

加を抑制する。 

B: 脛骨長当たりの左室重量（LV weight/TL）および右室重量（RV weight/TL）。左室

では TAC による重量増加を sildenafil が抑制する傾向が見られるが、右室では TAC

や sildenafil の重量への影響は見られない。 

平均値±標準誤差で示してある（各群 n=5）。n.s.; one-way ANOVAにて有意差なし。

*; p < 0.05。 
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6.4. 左室後負荷の増大は後負荷が上昇していない右室にも分子リモデリング反応を

惹起し、sildenafil はその反応を抑制する 

続いて、両心室の心筋における分子的なリモデリング反応を検証するため、BNP 

mRNAおよび RCAN1 mRNA の発現と ERK1/2 の活性化割合（リン酸化 ERK1/2 と全

ERK1/2 の比）について調査した。BNP は胎児型遺伝子の一種で、心筋の伸展を伴う

心機能低下により分泌が増え [77]、心筋リモデリングに相関する [78]。RCAN1 は

心肥大メディエータの 1 つである calcineurin の活性化により発現が増加する [79]。

また ERK1/2 は心肥大を促進する Gαq-receptor-coupled-signaling [80]や calcineurin の活

性化 [81]によって誘導され心肥大に寄与する。 

TAC-Vehicle群では Sham 群と比較し、両心室において BNP mRNAの発現増加が

見られ、TAC による左室圧負荷が左室のみならず、後負荷に変化が見られなかった

右室においてもリモデリング反応を惹起していることがうかがえた（Fig.5A）。また

TAC-Sildenafil 群は TAC-Vehicle群と比べ、両心室において BNP mRNA発現の上昇が

少なく、TAC により両心室で引き起こされるリモデリング反応を sildenafil が抑制し

たと考えられた。RCAN1 mRNA も BNP mRNAと同様、TAC により両心室において

発現が増加し、sildenafil は両心室における発現増加を抑制した（Fig. 5B）。 

ERK1/2 の活性化割合も、TAC-Vehicle群で Sham 群と比較して、両心室において

上昇が見られた（Fig. 6、Fig.7）。BNP mRNAや RCAN1 mRNA 発現と同様、左室の
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みならず右室においても TAC によってリモデリング反応が誘発されたことを示唆す

る。また sildenafil は右室において TAC による ERK1/2 の活性化を抑制した

（Fig.7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5. BNP mRNAおよび RCAN1 mRNAの発現 

GAPDHの値で標準化してある。両心室において、TAC により発現が増加し、

sildenafil はその増加を抑制した。 

平均値±標準誤差で示してある（各群 n=5）。*; p < 0.05。 
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Fig.6. 左室の phospho- (p-)と total- (t-) ERK1/2 の western blot 

下側には phospho/total ratio (p/t ratio)を、Sham 群の平均値で標準化した結果を示して

いる。TAC は左室において ERK1/2 のリン酸化を促した。 

平均値±標準誤差で示してある（各群 n=3）。*; p < 0.05、†; p = 0.05。 
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Fig.7. 右室の phospho- (p-)と total- (t-) ERK1/2 のWestern blot 

下側には phospho/total ratio (p/t ratio)を、Sham 群の平均値で標準化した結果を示して

いる。TAC は右室において ERK1/2 のリン酸化を促し、sildenafil はリン酸化を抑制

した。 

平均値±標準誤差で示してある（各群 n=3）。*; p < 0.05。  
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6.5. Sildenafil は左室後負荷が増大している状況の両心室において PKG-1αの細胞膜

移行を促す 

TAC や sildenafil がリモデリング抑制シグナルへ与える影響を詳細に検討するた

め、PKGのうち心臓で発現している PKG-1α、RGS2 および RGS4 の細胞内局在の変

化を particulate/soluble ratio（P/S 比）を用いて調査した。Sildenafil による心肥大抑制

には、PKG-1αと RGS2 が細胞質から細胞膜に移行することが必要であることが示さ

れている [37]。 

PKG-1αは Sham 群では両心室において細胞質（可溶性画分）に濃密な分布が見ら

れた（Fig.8、Fig.9）。TAC-Vehicle群は両心室ともに Sham 群と P/S比に有意差が見

られなかった。TAC-Sildenafil 群は両心室ともに TAC-Vehicle群と比較して P/S 比が

増加し、細胞膜（非可溶性画分）における分布が sildenafil により増したことがうか

がえた。 

RGS2 は Sham 群では両心室において、細胞膜に分布が偏って見られた（Fig. 10、

Fig.11）。TAC-Vehicle 群は両心室ともに Sham 群と P/S 比に有意差が見られなかっ

た。TAC-Sildenafil 群は右室においてのみ Sham 群と比較して P/S比の上昇が見られ

たが、TAC-Vehicle群との間には両心室において有意差が見られなかった。 

RGS4 は Sham 群では両心室において、細胞質で分布密度が高く、RGS2 との細胞

内局在の差異が認められた（Fig. 12、Fig.13）。TAC-Vehicle群は両心室ともに Sham
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群と P/S 比に有意差は見られなかった。TAC-Sildenafil 群は両心室ともに Sham 群と

比較して P/S 比の増加が見られたが、TAC-Vehicle群との間には両心室において有意

差が見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.8. 左室 PKG-1αの western blot 結果。 

細胞質分画（soluble [S]）と細胞膜分画（particulate [P]）が並べてあり、各々のグル

ープにおいて番号が同じレーンは同一のサンプルから得ている。下側には

particulate/soluble ratio（P/S ratio）を定量化した結果を示してある。 

TAC による局在の変化はなし。Sildenafil により細胞膜へ移行。 

平均値±標準誤差で示してある（各群 n=4）。*; p < 0.05。 
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Fig.9. 右室 PKG-1αの western blot 結果。 

細胞質分画（soluble [S]）と細胞膜分画（particulate [P]）が並べてあり、各々のグル

ープにおいて番号が同じレーンは同一のサンプルから得ている。下側には

particulate/soluble ratio（P/S ratio）を定量化した結果を示してある。 

TAC による局在の変化はなし。Sildenafil により細胞膜へ移行。 

平均値±標準誤差で示してある（各群 n=4）。*; p < 0.05。 
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Fig.10. 左室 RGS2 の western blot 結果。 

細胞質分画（soluble [S]）と細胞膜分画（particulate [P]）が並べてあり、各々のグル

ープにおいて番号が同じレーンは同一のサンプルから得ている。下側には

particulate/soluble ratio（P/S ratio）を定量化した結果を示してある。 

TAC や sildenafil による局在の変化はなし。 

平均値±標準誤差で示してある（Sham 群 n=4、TAC-Vehicle群 n=6、TAC-Sildenafil

群 n=6）。n.s.; one-way ANOVA で有意差なし。 
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Fig.11. 右室 RGS2 の western blot 結果。 

細胞質分画（soluble [S]）と細胞膜分画（particulate [P]）が並べてあり、各々のグル

ープにおいて番号が同じレーンは同一のサンプルから得ている。下側には

particulate/soluble ratio（P/S ratio）を定量化した結果を示してある。 

TAC や sildenafil 単独からは局在の影響を受けず、併用により細胞膜へ移行。 

平均値±標準誤差で示してある（Sham 群 n=4、TAC-Vehicle群 n=6、TAC-Sildenafil

群 n=6）。*; p < 0.05。 

  

RV RGS2 
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Fig.12. 左室 RGS4 の western blot 結果。 

細胞質分画（soluble [S]）と細胞膜分画（particulate [P]）が並べてあり、各々のグル

ープにおいて番号が同じレーンは同一のサンプルから得ている。下側には

particulate/soluble ratio（P/S ratio）を定量化した結果を示してある。 

TAC や sildenafil 単独からは局在の影響を受けず、併用により細胞膜へ移行。 

平均値±標準誤差で示してある（Sham 群 n=4、TAC-Vehicle群 n=6、TAC-Sildenafil

群 n=6）。*; p < 0.05。 
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Fig.13. 右室 RGS4 の western blot 結果。 

細胞質分画（soluble [S]）と細胞膜分画（particulate [P]）が並べてあり、各々のグル

ープにおいて番号が同じレーンは同一のサンプルから得ている。下側には

particulate/soluble ratio（P/S ratio）を定量化した結果を示してある。 

TAC や sildenafil 単独からは局在の影響を受けず、併用により細胞膜へ移行。 

平均値±標準誤差で示してある（Sham 群 n=4、TAC-Vehicle群 n=6、TAC-Sildenafil

群 n=6）。*; p < 0.05。 
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7. 考察 

7.1. 本研究で発見された事実と、それより導かれる結論 

本研究ではまず 27Gの太さで横行大動脈を縮窄する TAC が術後 2日間で左室と右

室に引き起こす形態的変化と血行力学的変化を検討した。摘出心重量の測定から

は、2日間の TAC は、軽度の心肥大を招くものの右室重量には影響を生じないこと

がわかった。侵襲的血行動態検査の結果からは、左室圧の上昇が見られ TAC による

左室後負荷の上昇が認められた一方で、右室平均圧に変化は見られず肺高血圧や右

室後負荷の増大は生じていないことが示された。心エコー検査・侵襲的血行動態検

査の結果から、左室の明らかな拡大や収縮能低下は見られなかったが、拡張能が低

下する傾向が認められた。 

 本研究では TAC の影響で両心室に引き起こされる分子的変化を検証した。TAC 2

日後の左室では胎児型遺伝子 BNP や calcineurin 調節因子 RCAN1 の mRNA発現増

加、Gαqシグナルカスケードの一部である ERK1/2 のリン酸化促進が見られ、また右

室でも同様に BNP・RCAN1 発現増加や ERK1/2 活性化促進が見られた。これらの結

果から、短期間の左室圧負荷が後負荷の増大に伴い左室に分子的なリモデリング反

応を生じるばかりでなく、後負荷が増大していない右室にも分子的なリモデリング

反応を生じていることが明らかになった。また本研究では心肥大抑制に関わる主要

なタンパクである PKG-1α、RGS2、RGS4 の細胞内局在に対して TAC が与える影響
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を観察した。Sham マウスでは、両心室ともに PKG-1α・RGS4 は細胞質に、RGS2 は

細胞膜に分布が多く偏っていたが、TAC-Vehicleマウスでもそれらの局在に変化は認

められず、2日間の左室圧負荷が心肥大抑制タンパクの細胞内局在に与える影響は検

出されなかった。 

本研究ではまた、2日間の TAC によって両心室に生じる変化に PDE5 阻害薬

sildenafil が及ぼす影響を調べた。2日間の TAC によって生じる心肥大を sildenafil は

抑制した。侵襲的血行動態検査では、左室圧・右室圧に対する sildenafil の影響は見

られなかった。心エコー検査・侵襲的結構動態検査の結果から、左室の大きさや収

縮能への影響は見られなかったが、TAC による左室拡張能低下を sildenafil が抑制す

る傾向が見られた。また両心室において、2日間の TAC で誘導された分子リモデリ

ング反応（BNP および RCAN1 mRNA発現）が、sildenafil により抑制された。また

TAC 後の両心室において sildenafil が PKG-1αの細胞質から細胞膜への移動を促した

が、RGS2・RGS4 の細胞内局在に与える影響は検出されなかった。これらの結果か

ら、sildenafil が両心室においてリモデリングを抑制に関与するタンパク（PKG-1α）

の細胞膜への移行を促し、TAC により誘導された分子リモデリングを抑制したこと

が示された。 

7.2. 本研究の独自性と関連領域へ及ぼしうる影響 
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左室機能低下に伴い肺高血圧が進行し、後負荷増大により機能が低下した右室で

は、形態的・分子的なリモデリングが生じていることが知られている [82] [83] 

[84]。しかし左心病変発症早期の右室リモデリングは詳しく検証されてこなかった。

本研究は左心病変早期の右室に着目した点に独自性があり、また短期間の左室圧負

荷が後負荷非依存的に右室に分子リモデリングを惹起するという本研究の知見は新

規性がある。本研究で用いた TAC モデルは C57BL/6 マウスにおいて 3週間で左室求

心性肥大を生じ、9週間で収縮能の低下した左室遠心性肥大を生じる左室肥大モデル

である [66]と同時に、8 週間後には右室重量の増加や右室収縮期圧・拡張期圧の上

昇などの右室リモデリングが生じることが先行研究にて示されており [76]、本研究

の追加研究でも TAC の 3週間後には右室平均圧の上昇が見られた。TAC モデルの時

間経過は、左心病変の進行から左心不全、右心機能低下へいたる臨床的に見られる

経過と類似するものであり、本研究の知見を外挿するとすれば、左室肥大患者の右

室では二次性肺高血圧発症前であっても分子リモデリングが生じている可能性が示

唆される。 

左心機能の低下が右心機能の低下を招く要因の 1つである構造的な心室間相互作

用はこれまでも検証されてきたが [15]、分子的な影響に関してはあまり解析されて

こなかった。右心病変が左室心筋に及ぼす分子的変化は、肺高血圧を作成する右室

肥大モデルを用いた研究で報告されている [85] [86] [87]。Monocrotaline [85]や低酸
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素血症 [86]によって肺高血圧と右室肥大を誘導したラットでは、後負荷が増加して

いないにも関わらず左室でミオシン重鎖アイソフォームの転換が起こる。また同様

の monocrotaline肺高血圧ラットモデルで、左室において肥大化や線維化は認めない

ものの収縮能の低下が見られるとする報告がある [87]。この研究では左室で

endothelin-1 mRNA発現の増加が見られ、endothelin 受容体拮抗薬が左室収縮能低下

を抑制したため、endothelin-1の関与が指摘されている。しかし肺高血圧を誘導する

手段である monocrotalineや低酸素血症はそれ自体が炎症を引き起こすうえ [88] 

[89]、monocrotalineを使用した研究では収縮期左室圧や体血圧の有意な減少が見られ

ており、左室の分子的変化が肺高血圧以外の要因で誘発されている可能性も否定で

きない。その点、本研究では左室肥大誘発のために薬剤を使用しておらず、片側の

心室の後負荷の増大自体が対側の心室の心筋に分子リモデリングを生じたことを確

認したという点は本研究の特徴と言える。 

本研究では TAC や sildenafil がリモデリング抑制シグナルへ与える影響を詳細に調

べるため、PKG-1α・RGS2・RGS4 の細胞内局在の変化を観察した。左室と右室の

各々において RGS2 と RGS4 の両者を検討した点は本研究の独自性として挙げられ

る。RGS2 と RGS4 は共に Gタンパク Gαサブユニットを不活性化することで GPCR

シグナルを減弱する点で共通している。しかし Gαサブユニットの選択性が異なり、

RGS2 は Gαqとの反応性が非常に高い一方、RGS4 は Gαiとの選択性が高いものの Gαq



52 

 

とも反応する [90]。細胞内における局在も異なり共焦点蛍光顕微鏡での観察では、

RGS2 は細胞膜・細胞質・核と細胞種によっても分布が様々である一方、RGS4 は細

胞質への分布が主体であると報告されており [90] [91] [92] [93]、負荷がかけられて

いない状態の両心室心筋では RGS2 は細胞膜に、RGS4 は細胞質に多く分布したとい

う本研究の結果はそれらと一致する。PKG-1αは活性化されると細胞質から細胞膜に

移行し [37]、RGS2 [94]と RGS4 [95]も PKGにより活性化されると細胞膜上の分布が

増えることが報告されている。本研究では TAC 2 日後の両心室において、PKG-1α・

RGS2・RGS4 の細胞膜への移行が認められなかった。PKG活性化に始まる抗リモデ

リング反応が誘導されなかったことがうかがわれ、心肥大が生じた結果と矛盾しな

い。一方、TAC 後の sildenafil 内服は、両心室において PKG-1αの細胞質から細胞膜

への移動を促進したが、RGS2・RGS4 の細胞内局在へ与える影響は本研究では検出

されなかった。TAC 後の心筋において PKG-1より下流のシグナルが sildenafil の増強

効果を受けるには十分な心肥大刺激が必要と結論づける論文があり [96]、本研究で

も刺激強度が不足していた可能性は考えられる。また左室の RGS4 は群間で有意差

が見られたのに対し RGS2 は見られなかったことから、同じ PKG-1α活性のもとで

も RGS2 と RGS4 は活性閾値が異なる可能性や、PKG-1α以外の経路で RGS4 が刺激

された可能性が示唆され、今後研究の余地が残る。 
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本研究では、右室に生じる分子リモデリングを sildenafil が抑制することが確認さ

れた。これまでも sildenafil が右室のリモデリングに与える影響については様々な報

告がある。Monocrotalineによる肺高血圧モデルでは sildenafil が右室圧を低下させる

とともにリモデリング反応を抑制した一方で、肺動脈絞扼による右室負荷モデルで

は右室圧に変化を生じずリモデリング反応をむしろ促進する傾向にあったとする研

究がある [67]。著者らは sildenafil の右室におけるリモデリング抑制作用は肺動脈弛

緩による後負荷軽減が主体であるとし、右室心筋に対する直接的作用ではないと結

論づけている。また肺動脈絞扼を実施直後から sildenafil を投与した場合、右室の線

維化を有意に促進したという報告がある一方で [64]、肺動脈絞扼から時間が経過し

右室機能低下が顕在化してから sildenafil を投与すると右室肥大は抑制されなかった

ものの線維化の進行が抑制されたという報告もある [65]。著者らは sildenafil が右室

心筋に対し直接的なリモデリング抑制作用を持つと結論づけ、右室機能低下が発症

した後の治療効果に対して期待を述べている。本研究は、後負荷の増大がない右室

においても sildenafil が分子リモデリング抑制効果を生じたことを示した点で新規性

を持つ。また健常な心筋では sildenafil は PKG-1活性を増加せず [66]、健常な右室で

はそもそも PDE5 の発現量が少ないため PDE5 阻害の影響も少ないとされる [63]。

しかし本研究では sildenafil が右室において PKG-1αを活性化したことからも、右室
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は後負荷の増大がないにも関わらず PDE5 が増加するに足る刺激を受けていたこと

がうかがえる。 

7.3. 本研究の限界 

本研究は少なくとも 3 つの limitation を有している。1点目は術後 2日目の

sildenafil 血中濃度を測定していないことである。2日間食餌に混ぜて投与という形式

で血中濃度が平衡状態に達するか定かではないが、TAC 48 時間後に sildenafil の有意

な影響が見られた先行研究の投与方法に従った [37]。2点目は TAC 動物モデルにお

ける心肥大とヒトにおける心肥大の時間経過の乖離である。TAC モデルは後負荷の

増大により拡張障害を伴う求心性心肥大を生じるが、さらに時間が経過すると心腔

が拡大し収縮障害を伴う遠心性肥大に転じる [66]。同様の求心性肥大から遠心性肥

大への転化はヒトでは大動脈弁狭窄や肥大型心筋症などで見られるものの、HFpEF

で見られる求心性心肥大が収縮障害を主体とする HFrEFへ進行することは稀である 

[55]。そのため TAC 動物モデルにおける心肥大とヒトの病的心肥大では異なる機序

が働いている可能性は考慮に入れておかなければならない。3点目もモデルの問題で

あるが、TAC モデルの呈する病態は上述のように進行性であり肺動脈圧を上昇しな

いまま維持し続けることができないため、本研究で確認された右室の分子リモデリ

ング反応の長期的な影響や、sildenafil がそのリモデリング反応を抑制することによ

る長期的な影響を検討することが困難な点である。 
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7.4. 本研究の意義と今後の発展の方向性 

これまでの右室リモデリング研究はほぼ全てが、後負荷の増加に伴い既に右室機

能が低下している段階におけるものであり、肺動脈圧が上昇する前の段階はほとん

ど検討されてこなかった。本研究で用いた左室肥大モデルである TAC モデルにおい

ても、早期の右室リモデリングに言及した論文は見当たらない。本研究は、左心病

変初期の右室において後負荷非依存的な分子リモデリングが生じていることを示

し、左心臓から右心臓への心室間相互作用を分子的変化として確認した初の研究で

ある。しかし介在する機序は明らかになっておらず、心筋細胞の自己分泌や傍分

泌、交感神経系メディエータ、炎症反応、酸化ストレスなどの関与が可能性として

挙げられる。今後各種メディエータ mRNAの発現、抗炎症薬・抗酸化薬の投与によ

る影響などを調査する予定である。右室リモデリングの長期的な役割については今

後明らかにする必要があるが、それはこれまで着目されていなかった「左心病変初

期段階の右室」に研究の余地が残されていることも意味する。本研究で用いた短期

間の TAC は心肥大を呈するものの右室圧は上昇していない点から、二次性肺高血圧

を生じていない左室肥大初期のモデルとして用い得る。 

内科領域における sildenafil は肺高血圧治療薬としての役割を果たしてきたが、近

年さらに心不全治療薬としての位置づけが期待されている。本研究では左心病変初

期の二次性肺高血圧がない状態の右室に、sildenafil が抗リモデリング作用を持つこ
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とが初めて示された。ただしその機序は明らかではなく、（１）左室リモデリングの

抑制による右室への影響の縮小化、（２）心室間相互作用を介在する分子的変化の抑

制、（３）右室心筋に対する直接的なリモデリング抑制作用、などのいずれが主体的

な要因であるかは今後研究を重ねる必要がある。例えば単離した右室心筋細胞にお

いて、cGMP 刺激薬に対する PKGや RGS の反応を観察すれば、右室心筋に対する

sildenafil の直接作用を検証する一助になると考えられる。長期的効果については今

後明らかにする必要があるものの、今回 sildenafil に右室リモデリングの進行を抑制

する作用が認められたことから、sildenafil が左心不全における右室機能低下の発症

を遅延させる可能性も示された。近年実施されている HFpEFに対する sildenafil の大

規模臨床試験の中で予後改善効果を示したものはいまだなく、HFpEFの多因性・多

様性を考慮し、sildenafil の効果が感受性の高い集団や投与時期を探索することの重

要性が唱えられている。これまでの臨床研究は二次性肺高血圧が発症している

HFpEFを対象に行われているが、今後二次性肺高血圧発症以前からの sildenafil 内服

の効果を検討する臨床研究を行う意義もあるかもしれない。 

本研究は、左心病変発症初期の右室という新たな研究テーマを開拓し、その段階

における sildenafil の心不全治療薬としての新たな可能性を示した点で意義があると

考える。 
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