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1. 要旨 

 これまでの心不全の基礎医学研究は主に左室心筋を扱ってきたが、マウスに

左心不全研究で用いられる薬剤による心不全ストレスを与えた際の、同一個体

由来の左右心室筋のストレス応答によるトランスクリプトームの変化を網羅的

に解析した先行研究はない。本研究では、マウスに対する angiotensin II または

isoproterenol投与によって、右室心筋ではアポトーシス経路が活性化することを、

単離心筋細胞ペレットに対する RNA sequencing を用いたトランスクリプトーム

の網羅的解析や心筋組織のタンパク質発現解析により示し、左右心筋細胞およ

び心筋組織のストレス応答性の違いを示した。また、このストレス応答として

のアポトーシス経路活性化に Wnt inhibitory factor 1 (Wif1)遺伝子が関与している

事を示した。 
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2. 序文 

2.1. はじめに 

 本研究では、マウスを用いて左右心室の薬剤刺激に対するストレス応答性を

検討する。この序文においては、まず、左室と右室の機能的・解剖学的・発生

学的相違点を概説する。次に、臨床での慢性左心不全と慢性右心不全の治療に

際しての相違点に言及する。さらに、心筋のストレス応答すなわち心不全シグ

ナルについて概説し、序文の最後では、左室と右室の分子生物学的相違点を検

討している先行研究について概観する。 

2.2. 心臓における左室と右室の機能的・解剖学的相違点 

 心臓は血液を全身に循環させるためのポンプとしての機能を持ち、その機能

を達成するために、ヒトを含む哺乳類の心臓は大きく 4 つの部屋に分かれてい

る。すなわち 2 つの心房（右房・左房）と 2 つの心室（右室・左室）である。

右房・右室からなる右心系は肺を潅流する肺循環へ血液を拍出し、左房・左室

からなる左心系は肺以外の主要臓器を潅流する体循環へ血液を拍出する[1]。健

常例では、左室収縮で生じる血圧は右室の約 5～6 倍であり、体循環の総流路抵

抗（巨視的には体血管抵抗として表現される）は、肺循環のそれ（巨視的に肺

血管抵抗）の約 10 倍となる。このように右室と左室では、正常な血液循環時に

果たしているポンプとしての機能が異なり、これらの機能的相違点とともに、
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解剖学的な特徴の差異も顕著である。 

 右室と左室の解剖学的相違点として、肉柱を無視した内腔の概形は、左室が

回転楕円体であるのに対して、右室はそれに付着するように扁平である。心筋

組織の厚さは、左室が右室の数倍である[2]。房室弁からの腱索を支える乳頭筋

は、左室内には概ね 2 個認めるのに対し、右室内には概ね 3 個認める。微視的

には、左室心筋は心外膜側表面からの深さによって線維方向の心室長軸に対し

てなす角度が徐々に変化することが知られている[3,4]が、右室心筋は壁が薄いこ

ともあってか左室心筋で見られるような傾向に乏しい[5]。 

2.3. 左室と右室の発生学的相違点 

 前項の様に左室と右室は機能的・解剖学的に多数の相違点を有するが、発生

学的にも、異なる細胞集団から分化することが知られている。心臓の発生では、

古典的には heart tube が looping して heart tube の隣り合った領域が左室と右室に

分化すると考えられてきた[6]が、最近の研究で、心房・右室・流出路などは、

second heart field と呼ばれる領域から細胞が移動してくることにより形成される

ことが明らかになった[7,8]。特に second heart field 内の前方に位置する anterior 

heart field より、流出路と右室自由壁が形成される[7]。一方、cardiac crescent を

形成する first heart fieldからheart tubeに分化した構造は、左室（正確には左室と、

心室中隔の左側）に分化すると考えられている[9]。マウスによる検討では、first 
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heart field 由来細胞（heart tube など）は構造的足場となり、second heart field 由来

細胞は増殖能を保持して心臓の複雑な形態形成に寄与すると考えられている。

さらに、second heart field では Wnt/β-catenin 経路が活性化しており、これが形態

形成期の細胞増殖能の維持に寄与していると考えられている。すなわち、右室

心筋と左室心筋は、発生学的にその由来が異なる[9,10]。 

2.4. 左室と右室の機能不全に対する臨床的介入の現状 

 左室と右室は前述のように多数の相違点を持つが、臨床的に心臓ポンプ機能

低下を扱う際は、全身への酸素運搬を司る左室について論じられることがほと

んどである。心臓ポンプ機能の低下すなわち慢性心不全に対する治療について、

これまで左室に対する検討が重点的に行われてきており、慢性心不全治療に関

するエビデンスやガイドラインは基本的に左心不全に対するものである[11,12]。

慢性心不全に対する薬物治療は、β遮断薬や、アンジオテンシン変換酵素阻害

薬・アンジオテンシン II 受容体拮抗薬・アルドステロン拮抗薬などによって、

交感神経系やレニン-アンジオテンシン-アルドステロン系などの神経体液性因

子をターゲットとして行われ、それらの左心不全治療におけるエビデンスは豊

富である。一方で、右室に対するこれらの薬物の効果を検討した研究は複数あ

るものの、その評価は一定せず[13,14,15,16,17]、右心不全に対する心筋リモデリ

ング抑制薬の使用方法に明確なコンセンサスはないのが現状である。 
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 しかし重要なことに、慢性左心不全における右室機能低下は死亡率に対する

独立したリスクとなることが知られている[18,19,20,21,22,23,24]。左心不全に対

する治療介入は、神経体液性因子への介入と機械的サポート及び心臓移植とい

う一定の解答を得ている[11,12]が、機械的サポート下においても右室機能低下は

死亡リスクとなる[25]。肺高血圧症は右心不全を来たす疾患であり、近年、有効

な薬剤が多数臨床使用されるに至ったが、これらのターゲットは肺血管拡張で

あり[26,27,28]、右室心筋リモデリング抑制という観点からの治療指針は存在し

ない。また、小児心疾患の治療成績の向上[29,30]によって成人先天性心疾患の患

者が増加傾向にあり[31]、比較的単純と思われる心室中隔欠損・心房中隔欠損の

術後成人例であっても、10%以上に肺動脈性肺高血圧が存在する[32]ため、成人

先天性心疾患患者の増加に伴い肺高血圧症患者が増加する事が予測されている。

この様に各種循環器疾患に対する治療法の進歩に伴い、右心不全治療の必要性

がより強く認識されるに至っており[33]、右心不全の治療法の確立が待たれてい

る。 

2.5. 慢性心不全の基礎的先行研究の概観 

2.5.1. G タンパク質共役受容体と病的心肥大シグナル 

 これまでの慢性心不全の基礎的研究から、病的心筋リモデリングの原因とな

る病的心肥大シグナルが明らかにされてきた。病的心肥大シグナルは多数の細
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胞内シグナル経路のネットワークで調節されているが、主な細胞内シグナル経

路として、G タンパク質共役受容体(G-protein coupling receptors, GPCRs)、受容体

型 tyrosine kinase、ナトリウム利尿ペプチド受容体を介するもの、さらに、

mechanosensitive receptor を介するものが挙げられる。このうち特に GPCR とし

て、α1 アドレナリン受容体（α1AR）、β1 アドレナリン受容体（β1AR）、angiotensin 

II 受容体 1（AT1R）、endothelin 受容体（ETAR, ETBR）が知られており、α1AR、

AT1R、ETAR、ETBR には Gαq が、β1AR には Gαs が、Gαサブユニットとして共

役する事が知られている。Gαq サブユニットが活性化すると、phospholipase C 

(PLC)が活性化し、inositol 1,4,5-triphosphate を介する細胞内カルシウム濃度上昇

への経路と、diacylglycerol を介する protein kinase C (PKC)の活性化や、複数の

mitogen-activated protein kinase (MAPK)の活性化を来す。一方、Gαs サブユニット

が活性化すると adenylyl cyclase から cyclic adenosine monophosphate (cAMP)を介

する protein kinase A の活性化により、細胞内カルシウム濃度が上昇する。特に

細胞内カルシウムの上昇は、カルシウム依存性フォスファターゼである

calcineurin の活性化を介した nuclear factor of activated T cells (NFAT)の活性化や、

calcium/calmodulin-dependent kinase type II (CaMKII)の活性化から、 histone 

deacetylase (HDAC)制御を介した myocyte enhancer factor 2 (MEF2)活性化を誘導

する。これら NFAT や MEF2 などの転写因子活性化により、心肥大関連の遺伝
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子発現が亢進し、病的心筋肥大の表現型に至る[34]。この際に NFAT によって

B-type natriuretic peptide (BNP, NPPB)や atrial natriuretic peptide (ANP, NPPA)の発

現が亢進する事が知られている。 

 これらのシグナルを活性化するリガンドである norepinephrine（α1AR、β1AR）、

phenylephrine（α1AR）、isoproterenol（β1AR）、angiotensin II（AT1R）、endothelin 1

（ETAR、ETBR）等（括弧内は対応する受容体）のうち、angiotensin II や isoproterenol

は、マウスなど小動物で病的心肥大モデルを作製するために広く使用されてい

る。マウスに対しては osmotic pump や薬物ペレットを用いて、angiotensin II で

は 432 µg/kgBW/day もしくはそれ以下の量（6 µg/kgBW/day[35]）での持続投与、

isoprotelenol では 0.03—60 mg/kgBW/day の持続投与[36,37,38]を行うことによっ

て、心肥大が惹起される。 

2.5.2. 病的心肥大シグナルにおける calcineurin-NFAT 経路 

 前述のように細胞内カルシウムシグナルの異常により病的心肥大が引き起こ

される[39,40,41]が、特にストア作動性カルシウム流入(store-operated calcium entry, 

SOCE)は calcineurin-NFAT 経路の活性化に寄与していると考えられている[42,43]。

この SOCE に関与すると考えられているカチオンチャネルに transient receptor 

potential canonical (TRPC) channel があり、その中でも TRPC3、TRPC6 は細胞膜

でヘテロ四量体を形成し[44]、calcineurin-NFAT 活性化による心肥大シグナルの
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形成に中心的役割を果たしていると考えられている[45,46,47,48,49]。In vivo にお

ける検討では、Trpc3 と Trpc6 いずれかのシングルノックアウトマウスは左室圧

負荷モデルでの心肥大が抑制されなかったが、Trpc3/6 ダブルノックアウトマウ

スは左室圧負荷モデルでの心肥大が抑制されたため、TRPC3 もしくは TRPC6 単

独でも calcineurin-NFAT の活性化を起こしうると考えられる[49]。 

 実際に calcineurin 酵素活性を測定するには技術的困難を伴う[50]ため、一般に

calcineurin-NFAT経路のシグナル強度を定量するためには、regulator of caicineurin 

1 (Rcan1)の messenger RNA (mRNA)量が測定される[49]。RCAN1 は 2000 年に

myocyte-enriched calcineurin interacting protein (MCIP1)として初めて記載された内

因性 calcineurin 阻害因子であり[51]、calcineurin-NFAT 経路により数時間以内に

発現が誘導される[52]。Rcan1 mRNA 発現量の変化を calcineurin 活性の強度変化

と解釈することができる。 

2.5.3. Wnt シグナル経路と心筋リモデリング 

 近年の研究から、心筋リモデリングに心臓発生シグナルである Wnt シグナル

経路が関与する可能性が示唆されている[53]。Wnt シグナル経路は線虫からヒト

まで広く保存されているシグナル経路で、発生初期からの形態形成や器官発生

に大きな役割を果たし、組織幹細胞の維持や細胞増殖に寄与しており、これま

で発生学や腫瘍学などで精力的に研究され、多数の癌や発生異常と関連してい
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る[54,55]。アゴニストである Wnt タンパク質は分泌型糖タンパク質で、細胞表

面の 7回膜貫通型の Frizzled受容体に結合することで下流へシグナルが伝達され

る。細胞内の Wnt シグナル経路は大きく分けて 3 つあり、(1) Wnt/β-catenin 経路

とも呼ばれる canonical Wnt 経路、(2) non-canonical Wnt 経路の 1 つに分類される

Planar Cell Polarity (PCP)経路、(3) non-canonical Wnt 経路の 1 つに分類される

Wnt/Ca2+ 経 路 が あ る 。 Wnt/ β-catenin 経 路 で は Frizzled 受 容 体 と

low-density-lipoprotein related protein5/6 (LRP5/6)の複合受容体に Wnt が結合する

ことで、 Dishevelled (DVL)タンパクを介して Adenomatous polyposis coli 

(APC)/Axin/Glycogen synthesis kinase 3 β (GSK3β) 複 合 体 が 解 消 さ れ 、

APC/Axin/GSK3β複合体によるβ-catenin の分解促進反応が減弱する事で細胞質

β-catenin 量が増加し、これが核移行することで主に T-cell family (TCF)転写因子

による転写制御を誘導する。Non-canonical Wnt 経路では LRP5/6 非依存的に Wnt

が Frizzled 受容体に結合し、DVL を介して下流のカスケードが惹起される。そ

のうち PCP 経路では Rho や Rac などの小分子 GTPase が活性化される。Wnt/Ca2+

経路では Gαi や Gαq を含む三量体 G タンパク質[56]及び PLC を介して小胞体か

らカルシウムが放出され、細胞内カルシウム濃度上昇に伴い、PKC、calcineurin、

CaMKII が活性化して、NFAT 等を介して転写を調節する。 

 心臓の研究において、Wnt シグナル経路は心臓発生の側面から精力的に研究
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され、心筋細胞分化と second heart field からの形態形成に必須であることが示さ

れているが、心筋リモデリングにおいても Wnt シグナル経路が関与することが

示唆されている[53,57]。例えば、Wnt と細胞外で結合し、Frizzled 受容体への

Wntの結合を競合阻害する soluble Frizzled-related proteins (sFRPs)の心筋特異的過

剰発現マウスでは心筋梗塞後の梗塞領域や心筋アポトーシスが減少すること、

また、マウス心筋梗塞モデルへの sFRP2 過剰発現間葉系幹細胞の心筋内注射で

心筋梗塞領域の減少と心機能の改善が得られる[58]ことが報告されている。心筋

特異的な DVL 過剰発現マウスは CaMKII 等の活性化と拡張型心筋症様の表現型

を示し[57]、Dvl1 ノックアウトマウスは圧負荷による心肥大が野生型マウスに比

べて軽減することが示されている[59]。さらに、β-catenin のコンディショナルな

過剰発現または欠損を誘導したマウスに angiotensin II (2 mg/kgBW/day)を投与す

ると、β-catenin 過剰発現マウスでは左室収縮能が進行性に低下したが、β-catenin

発現抑制マウスでは野生型同胞と比較して心臓の表現型に差を認めなかったこ

とが報告されている[60]。 

 Wnt シグナルは内因性の抑制を受けており、Dickkopf (DKK)ファミリーや

sFRP ファミリーに加えて、Wnt inhibitory factor 1 (WIF1)が分泌型アンタゴニスト

として知られている。WIF1 は 1999 年に初めて記載された 379 アミノ残基の分

泌タンパクで、10 個の exon から構成される[61]。興味深いことに、この初回報



15 
 

告では各臓器での発現量について、特に心臓と肺で mRNA 量が多いことが示さ

れている。WIF1 は腫瘍領域の研究で精力的に検討されており、複数の癌組織で

はプロモーターの hypermethylation などで WIF1 の発現低下が見られる

[62,63,64,65,66,67,68]こと、WIF1 の誘導によって p53 及び p21 を介したアポトー

シスが誘導され[69,70,71]、動物モデルの xenograft 癌組織は血管新生の抑制とア

ポトーシス誘導によって増大が抑制されることが報告されている[69]。なお、

WIF1 は connective tissue growth factor (CTGF/CCN2)と結合し、軟骨細胞において

CTGF の軟骨マトリックス発現誘導能を阻害し[72]、卵巣腫瘍由来細胞系列での

検討ではWIF1は vascular endothelial growth factor (VEGF)受容体 type 2と結合し、

VEGF による phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt のリン酸化と GSK3βの Ser 9 リ

ン酸化を減少させる[71]など、Wnt 阻害以外の生理活性を有することも知られて

いる。心臓において WIF1 の役割は不明であり、これまでに心筋特異的ヒト WIF1

過剰発現マウスが生後 1 ヶ月から進行性の左室拡大と左室収縮能低下を示すこ

とが報告されているのみである[73]。 

本研究では特にこの Wnt シグナル経路と次項に示す心筋アポトーシスに着目

している。 

2.5.4. 心筋リモデリングとアポトーシス 

 心筋のリモデリングにおいては、心肥大反応の他に、細胞死と、その部分へ
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の線維組織の置換が重要であることが知られている[74]。この心筋細胞死はプロ

グラム細胞死であり、アポトーシス、プログラム細胞壊死 (programmed 

necrosis)[75]、オートファジー[76]の 3 つの関与が示されている[34,77]。アポトー

シスは GPCR、サイトカイン、活性酸素の下流で生じ、中でも GPCR の下流で

は、CaMKII や[78]、PKC を介した NIX (BNIP3L)によって[77,79,80]心筋のアポ

トーシスが促進される。また、PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis)はミ

トコンドリアを介したアポトーシスを引き起こす事が知られている[81]が、マウ

ス圧負荷モデルの心機能低下における心筋アポトーシスには PUMA が必須であ

り、Puma ノックアウトマウスに左室圧負荷を加えても、心肥大は生じるが、ア

ポトーシスを伴う心機能低下は生じないことが知られている[82]。 

2.6. 左室と右室の分子生物学的相違点に関する先行研究 

 ここまでで重要なことは、心筋リモデリングにおけるシグナル伝達経路に関

する 2.5 で概説した先行研究は、in vitro では cell line または左右心室筋が混在し

多くが左室由来心筋である初代培養心筋細胞で検討され、in vivo では左室もし

くは両心室全体で研究されている点である。 

左室と右室を分子生物学的側面から比較した先行研究は複数ある。ヒトにお

いては、ヒトの左室または右室心筋サンプルのアレイ解析の結果、既知 12657

遺伝子のうち 53 遺伝子が左右心室筋の間で発現量に差を認めた[83]。拡張型心



17 
 

筋症または虚血性心筋症患者の右室または左室サンプルの 12000 遺伝子を対象

とした発現解析では、20 遺伝子が不全右室心筋と不全左室心筋との間で発現量

に差を生じた[84]。また、先天性心疾患においては、左室流出路狭窄または右室

流出路狭窄の手術時に採取した肥大側の心室筋サンプルにつきマイクロアレイ

解析を行い、心肥大に関連する 175 遺伝子のうち、左室肥大心筋で高発現であ

ったものが 6 遺伝子、右室肥大心筋で高発現であったものが 11 遺伝子であった

ことが報告されている[85]。 

 動物における研究では、ベースラインでのマウス左右心室筋・心房筋の発現

プロファイルの検討で、Wnt シグナルが心室と心房の分化に関与しているので

はないかと推測されているが、左右心室の相違点は考察されていない[86]。スト

レス応答性の検討では、ラットの心筋梗塞モデルにおいて、左室に心筋梗塞を

作成した場合と右室に作成した場合での 13824 遺伝子のマイクロアレイ解析が

ある。この検討で sham 群で右室に多く発現する遺伝子は 729 個あり、左室に多

く発現する遺伝子が 208 個あったが、さらなる解析は心リズム関連の遺伝子 120

個に絞って行われ、一部の電位依存性カルシウムチャネルサブユニットが心筋

梗塞後の右室でより増加する事などが示されている[87]。また、マウス左室圧負

荷と右室圧負荷において、それぞれの心室で発現が増加する遺伝子群の違いが

マイクロアレイ解析で検討されており、圧負荷右室では圧負荷左室に見られな
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い Sfrp2、Dkk3、Wif1といったWnt抑制因子のmRNA発現上昇を認めている[88]。

大動脈-下大静脈シャント作製によるブタ心臓容量負荷モデルでの検討では、

angiotensinogen (AGTN)、prepro-endothelin-1 (ppET1)、insulin-like growth factor の

3 遺伝子の左右心室での発現量の挙動が解析され、AGTN と ppET1 が右室心筋

で発現が増加していることが示され、これは右室心筋への物理的負荷の増加が

左室心筋より多いために起きていると推測されている[89]。ウサギの左右心室圧

負荷モデルではプロテオミクスの解析も行われており、圧負荷左室と圧負荷右

室で shamと比較して発現が上昇するタンパク質が異なることが示されているが、

結果の羅列にとどまっている[90]。 

 このように分子生物学的観点から、左室と右室の遺伝子発現の違いとストレ

ス応答性の違いの関連を示唆する先行研究は圧負荷・容量負荷・心筋梗塞作製

動物を用いたものと複数存在する[2]が、2.2 に述べたように右室と左室では機能

的な相違点が大であるので、これらのモデルでの左右心臓に対しての等価なス

トレスを推測または決定することは困難であり、先行研究で示唆されているス

トレス応答の違いは、どちらかの心室に過剰なストレスを与えた結果現れた応

答の差である可能性を否定できない。病的左室リモデリングの分子生物学的研

究を in vivo で行う際は、圧負荷・容量負荷・心筋梗塞作製だけでなく、薬剤投

与による心肥大シグナルを活性化した動物モデルも利用されるが、これまでの
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左室と右室の分子生物学的相違点の検討で薬剤負荷モデルを用いたものは認め

られない。 
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3. 目的 

 以上のように、心不全においては左心系だけでなく右心系も問題となるが、

これまでの心不全の基礎医学研究は左室に対して詳細に行われてきた。これま

で心負荷モデルでの左右心室の反応の相違点については散発的に検討されてき

たものの、左室研究と同様な薬剤負荷を行った際の左右心室の網羅的な分子生

物学的比較研究は行われていない。臨床的な観察と先行する基礎的検討からは、

左室心筋と右室心筋は心不全における分子生物学的シグナル伝達の様式が異な

ることが予想される。 

本研究では、マウスの左室心筋と右室心筋において、薬剤によるストレスに

対するシグナル応答に差異があることを仮説 1 とし、この仮説 1 での差異形成

の鍵となる遺伝子が存在することを仮説 2 とした。これらの仮説 1、2 を検討す

ることを本研究の目的とした。 
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4. 方法 

4.1. マウスの実験 

 マウスは近交系 C57BL/6J（Jackson Laboratory）及び C57BL/6JJcl（日本クレア）

の、生後 8～9 週齢の、体重 20～26 g のものを用いた。餌は Transgenic Dough Diet, 

Sterile, Bacon flavor (Bio-Serv, #S3472)を用いた。マウスを用いた実験は全て実施

施設の動物実験委員会の承認、すなわち、東京大学医学部動物実験委員会の承

認（承認番号：医-P14-084）、Johns Hopkins University Animal Care and Use 

Committee の承認（承認番号：MO1M379）のもと行われた。 

4.1.1. 遺伝子改変マウスとその特徴 

4.1.1.1. 心筋特異的 Gαq 過剰発現マウス 

 Johns Hopkins Medical Institute で飼養していたこのマウスは、心筋特異的とさ

れるα-myosin heavy chain (αMHC)プロモーターの下流で Gαq タンパクが過剰発

現するように設計された、D’Angelo らによって 1997 年に発表された[91]マウス

で、このグループ（Dorn II ら）から譲渡されたものである。このマウスは心筋

特異的な Gαq の過剰発現をもとにした、拡張型心筋症様の表現型を示すことが

知られている。 

4.1.1.2. Calcineurin Aβノックアウトマウス 

 Johns Hopkins Medical Institute で飼養していたこのマウスは、calcineurin の Aβ



22 
 

サブユニットを全身でノックアウトした、Bueno らによって 2002 年に発表され

た[37]マウスで、このグループ（Molkentin ら）から譲渡されたものである。こ

のマウスは angiotensin IIや isoproterenolの持続投与や圧負荷による心肥大が起き

ないことが知られている[37]。 

4.1.1.3. Trpc3・Trpc6 ダブルノックアウト（Trpc3/6 DKO）マウス 

 Johns Hopkins Medical Institute で飼養していたこのマウスは、Trpc3 と Trpc6 の

両遺伝子を全身でノックアウトしたマウスである。これは、Hartmann らから譲

渡された Trpc3 ノックアウトマウス[92]と、Dietrich らから譲渡された Trpc6 ノッ

クアウトマウス[93]より、Johns Hopkins Medical Institute で作出され、2014 年に

初めて記載されたマウスであり、圧負荷による心肥大反応が減弱している[49]。 

4.1.2. 非観血血圧測定 

 マウスの血圧測定は、MK2000ST NP-NIBP MONITOR（室町機械株式会社）を

用いて行った。マウスを保定具によって保定し、尾動脈に cuff-pulse sensor を装

着し、暗所にて十分な安静を確認した後、3 回測定し、最大血圧、最小血圧、平

均血圧の各項目につき 3 回の平均値を測定値とした。 

4.1.3. 投薬方法 

 マウスに対する薬剤の全身投与は、osmotic pump での持続皮下投与で行った。

薬剤を充填した ALZET osmotic pump（DURECT Corporation、model 1002）を背
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部皮下に植え込む手術は次の通りである：isoflurane（エスカイン吸入麻酔液、

ファイザー株式会社）の吸入と、etomidate（東京化成化学, #E0897）200 µg の腹

腔内注射で十分な麻酔を得たのち、後頚部皮膚を除毛ののち切開し、そこから

皮下に尾側に十分長くトンネルを作成し、その奥にポンプを留置して閉創した。

薬剤は、 angiotensin II (Sigma-Aldrich, #9525)、 (-)-isoproterenol hydrochloride 

(Sigma-Aldrich, #I6504)の生理食塩液溶液を使用し、それぞれ 432 µg/kgBW/day、

15 mg/kgBW/day で 2 週間投与した。 

4.1.4. 左室・右室心筋組織の分離と摘出 

 マウス成体心筋組織の分離と摘出は次の通り行った。マウスを頸椎脱臼で安

楽死の後に開胸して心臓を摘出し、phosphate buffered saline (PBS; 136.9 mM NaCl, 

2.68 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4, pH 7.4)で心臓を十分洗った後、

全心臓の重量を計測し、心房と大血管を除去し、右室自由壁を心室中隔の右室

接合部を切離する事で得て、右室自由壁と、残った心室中隔及び左室自由壁の

重量を測定した。右室自由壁は心室中隔接合部から 0.5 mm～1 mm 程度を捨て、

残りを次の実験に供した。左室は心尖部・心室中隔・左室自由壁に分け、左室

自由壁は右室接合部から 0.5 mm～1 mm 程度を捨て、残りを次の実験に供した。 

 マウス新生仔心筋組織の左右の分離は次の通り行った。断頭にて安楽死の後、

実体顕微鏡下で開胸して心臓を摘出し、右室自由壁と左室自由壁を実体顕微鏡
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下で分離・採取して、次の実験に供した。 

4.2. マウス成体心筋細胞単離 

 成体マウスからの心筋細胞単離は Shioya による方法[94]を一部改変して行っ

た。すなわち、用いる cell isolation buffer（以下 CIB）は 37℃で pH 7.4 に調整し

0.22 µm フィルターで処理したもので、組成は次の通りである：130 mM NaCl, 5.4 

mM KCl, 0.5mM MgCl2, 0.33 mM NaH2PO4, 22 mM dextrose, 25 mM 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES)。マウスに unfractionated 

heparin sodium（ヘパリンナトリウム注、エイワイファーマ） 100 単位を腹腔内

投与し、その 10 分後に頸椎脱臼にて安楽死させ、即座に仰臥位にして開胸し、

左房と上行大動脈で周囲から切離して心臓を摘出し、0.4 mM ethylene glycol 

tetraacetic acid (EGTA)を含む氷冷 CIB に入れ心停止を得た。次いで 2 本の鋭なピ

ンセット（Dumont, #7）を用いて、氷冷 CIB から取り出して 30 秒以内に、摘出

した心臓の上行大動脈断端を、実体顕微鏡下で 22G のカニューレ（Radnoti, 

#130164-22）にカニュレーションして 5-0 絹糸にて固定し、37℃に加温した 0.4 

mM EGTA 含有 CIB を 4 mL/min の流速で 1 分潅流した後、37℃に加温した 1 

mg/mL の collagenase type II (Worthington, #CLS-2)、50 µg/mL の Protease from 

Streptomyces griseus (Sigma-Aldrich, #P8811)、0.1 mM の Ca2+を含む CIB（これを

No. 1 CIB と呼ぶ）を 1.2 mL/min の流速にて 8 分 30 秒潅流した。潅流後の心臓
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を心室基部にて横切し、その心尖部側につき、右室自由壁と左室自由壁を分け

て取り出し、それぞれ、37℃に加温した、1 mg/mL の collagenase type II、50 µg/mL

の protease、2 mg/mL の bovine serum albumin (Sigma-Aldrich, #A7906)（以下 BSA）、

0.1 mM の Ca2+を含む CIB（これを No. 2 CIB と呼ぶ）5 mL の中にて、眼科用剪

刀で 30 回ミンスしたのち大口径のスポイトで 30 回愛護的にピペッティングを

行う事で細胞を懸濁し、メッシュ径 0.2 mm のメッシュを通過させ細胞懸濁液を

回収した。この細胞懸濁液を 300 rpm、2 分で遠心して上清を除去すると、残っ

たペレットは心筋細胞優位の細胞ペレットであり、次のステップに用いた。 

 RNA 抽出に用いる場合は、このペレットに TRI reagent（Molecular Research 

Center, #TR118） 1 mL を加えて再懸濁する事で後の実験に供した。 

4.3. RNA sequencing (RNA-seq)とその解析 

4.3.1. RPKM (reads per kilobase of exon per million mapped sequence reads)の算出 

 RNA-seqのために上記 4.2のごとく調製した左右心室筋細胞ペレットから total 

RNA を抽出し、そのうち polyA が付加されたものを TruSeq Stranded mRNA 

Sample Prep Kit (Illumina, #RS-122-2101)で精製してライブラリを作成し、Genome 

Analyzer II (Illumina)でシークエンスした。得られた raw data は UCSC Genome 

Informatics (www.hgdownload.cse.ucsc.edu/downloads.html#mouse) で 得 ら れ る

C57BL/6J 由来マウスリファレンスゲノム mm9 にアライメントし、統計解析ソフ
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ト R 上で、パッケージツール DEGseq (version 1.16.0)[95]を用いて mRNA 発現量

の指標としての RPKM (reads per kilobase of exon per million mapped sequence 

reads)を算出した。なお、RNA-seq により解析した心筋細胞ペレットは、vehicle 2

週間投与群(n = 3)の右室と左室、angiotensin II 432 mg/kgBW/day 2 週間投与群(n = 

3)の右室と左室由来である。 

4.3.2. RPKM の解析 

 上記の vehicle 群について、左室心筋と右室心筋で RPKM の違いを paired 

Student’s t test で検定し、（左室 RPKM の平均値）/（右室 RPKM の平均値）およ

び（右室 RPKM の平均値）/（左室 RPKM の平均値）を計算した。また、angiotensin 

II (Ang II)刺激によって右室 RPKM と左室 RPKM の示す挙動は、vehicle 群と比

較して減少・不変・増加のいずれかに、次の方法で判定した。まず、vehicle 群

左室 RPKM と Ang II 群左室 RPKM の差を unpaired Student’s t test で検定しその P

値を PL とし、（Ang II 群左室 RPKM の平均値）/（vehicle 群左室 RPKM の平均値）

を算出し FCL とした。次に、vehicle 群右室 RPKM と Ang II 群右室 RPKM の差

を unpaired Student’s t test で検定しその P 値を PR とし、（Ang II 群右室 RPKM の

平均値）/（vehicle 群右室 RPKM の平均値）を算出し FCR とした。Vehicle 群と

比較した Ang II 群の RPKM につき、左室においては、FCL ≦0.67 を減少、0.67 < 

FCL < 1.5 かつ PL ≧0.05 を不変、FCL ≧1.5 を増加と定義し、右室においては
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FCR ≦0.67 を減少、0.67 < FCR < 1.5 かつ PR ≧0.05 を不変、FCR ≧1.5 を増加と

定義した。 

4.3.3. Gene ontology 解析 

 DAVID Bioinformatics Resources 6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) [96,97]の

Functional Annotation Tool を用いた。得られた遺伝子リストを入力し、Gene 

Ontology 内、GOTERM_BP_FAT が示すリストを参照した。 

4.4. ラット新生仔心筋細胞単離と初代培養 

 日齢 1～3 の Wister rat 新生仔をイソフルランで麻酔したのち、70 %アルコー

ルに浸漬し、無菌的に開胸し心臓を摘出した。摘出した心臓は 0.22 µm フィルタ

ー済みの氷冷の修正 Krebs-Henseleit (KH)バッファー（NaCl 140 mM, KCl 4.8 mM, 

MgSO4 1.2 mM, NaHCO3 4 mM, NaH2PO4 1.2 mM, HEPES 10 mM, dextrose 12.5 

mM, pH 7.4 [37℃]）内で心臓 1 個あたり 6 分割した。これをマグネティックスタ

ーラー入りの滅菌済みビーカーに集め、400 µg/mL の collagenase type II と 400 

µg/mL の trypsin（Life Technologies, #15090-046）を含む KH バッファー（37℃）

内で 15 分撹拌して細胞懸濁液を得た。この細胞懸濁液は、等量の、10% FBS・

penicillin-streptomycin 添加 Dulbecco’s modified Eagle medium (Nacalai Tesque, 

#08459-06)（以下 10%FBS-DMEM）と混合して回収した。このステップを 6 回

繰り返し細胞懸濁液を得て、800 rpm・5 分の遠心で細胞ペレットを得て、これ
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を新生仔 20 匹当たり 10 mL の 10%FBS-DMEM 培地で再懸濁し、75 cm2 フラス

コ内で 37℃で 90 分間培養の後、上清の細胞懸濁液を回収して、5 x 105/mL の濃

度に調整して 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)（Sigma-Aldrich, #B5002）を終濃度

0.1 mM で加えて培養皿に播種した。翌日には培地を BrdU 非含 10%FBS-DMEM

に交換した。 

4.5. 新生仔ラット初代培養心筋細胞を用いた実験 

4.5.1. 新生仔ラット初代培養心筋細胞に対する siRNA のトランスフェクション 

 単離・播種した翌日に培地を BrdU 非含 10%FBS-DMEM に交換した後、37℃

で 1 時間培養し、さらに細胞 5 x 105 あたり siRNA 10 pmol、Lipofectamine 

RNAiMAX Reagent（Life Technologies, # 13778075）1 µL となるように Opti-MEM 

I Reduced Serum Medium（Life Technologies, #31985070）で 37℃・5 時間培養して

siRNA をトランスフェクションした後、培地を 10%FBS-DMEM に交換した。 

 siRNA は、Silencer Select Negative Control No. 1 siRNA (Life Technologies, 

#4390843)、Silencer Select Pre-designed siRNA, Wif1, siRNA ID: s137744 (Life 

Technologies)を用いた。 

4.5.2. 薬剤による刺激 

 上記、siRNA のトランスフェクションの 24 時間後から薬剤刺激を行った。培

地を Insulin, Transferrin, Selenium, Ethanolamine Solution（Life Technologies, 
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#51500-056）添加抗生剤含有 DMEM（以下 ITS-DMEM）に交換し、刺激薬剤を

添加した。刺激薬剤の種類・最終濃度・刺激時間は次の通りである。過酸化水

素（Wako, #081-04215）は 20 µM または 50 µM で 24 時間、angiotensin II は 1 µM

で 48 時間、phenylephrine（ネオシネンジコーワ注、興和）は 20 µM で 48 時間。 

4.6. RNA 単離とリアルタイム polymerase chain reaction (PCR)による mRNA 定量 

 組織片または細胞ペレットからの RNA 抽出は、TRI reagent を用いた。組織片

は TRI reagent 内でホモジェナイザーで破砕し、培養細胞は培地除去後に TRI 

reagent を加え十分なピペッティングで懸濁した。製品インストラクションに従

い抽出した total RNA ペレットを蒸留水で溶解した後 NanoDrop 1000（Thermo 

Scientific）で溶液の吸光度を測定して RNA 濃度を調整し、High capacity 

RNA-to-cDNA Kit（Life Technologies, #4387406）で製品インストラクションに従

い逆転写して、各サンプルの cDNA ライブラリを得た。この cDNA を用いて、

各種遺伝子のプライマーミックスと SYBR Green PCR Master Mix （Life 

Technologies, #4309155）または Taqman Gene Expression Master Mix （Life 

Technologies, #4369016）（Johns Hopkins University にて結果 5.1.4.まで及び結果

5.1.6.）と、もしくは THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO, #QPS-201）ま

たは THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO, #QPS-101）（東京大学にて結

果 5.1.5.と 5.2.以降）とを混合し、CFX 384 Touch （Bio-Rad）（結果 5.1.4.まで及
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び結果 5.1.6.）または LightCycler480（Roche Applied Science）（結果 5.1.5.と 5.2.

以降）を用いて、リアルタイム PCR を行った。 

 

表 1 SYBR Green 法で用いたプライマーの一覧 
Gene Forward primer Reverse primer 

Mouse   
Bnp (Nppb) 5'-AAGTCCTAGCCAGTCTCCAGA-3' 5'-GAGCTGTCTCTGGGCCATTTC-3' 

Anp (Nppa) 5'-TCGTCTTGGCCTTTTGGCT-3' 5'-TCCAGGTGGTCTAGCAGGTTCT-3' 

Gapdh 5'-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3' 5'-CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT-3' 

Postn 5'-TAGCCCAATTAGGCTTGGCATC-3' 5'-TAAGAAGGCGTTGGTCCATGCT-3' 

Pecam1 5'-CGGTGTTCAGCGAGATCC-3' 5'-ACTCGACAGGATGGAAATCAC-3' 

Wif1 5'-GCCACGAACCCAACAAGT-3' 5'-TCCCTTCTATCCTCAGCCTTT-3' 

Puma (Bbc3) 5'-ATGGCGGACGACCTCAAC-3' 5'-AGTCCCATGAAGAGATTGTACATGAC-3' 

Nix (Bnip3l) 5'-AAGAGGCAGTTCGCACTGTGACA-3' 5'-TCTACAACTTCTTCTTCTGACTGAGAGCT
G-3' 

Casp3 5'-TCAGAGGCGACTACTGCCGGA-3' 5'-CCACCGGTATCTTCTGGCAAGCC-3' 

Ctgf 5'-AGCCTCAAACTCCAAACACC-3' 5'-CAACAGGGATTTGACCAC-3' 

Sosc3 5'-GGGTGGCAAAGAAAAGGAG-3' 5'-GTTGAGCGTCAAGACCCAGT-3' 

Rgs2 5'-GCAAGAAAAGCAAACAGCAA-3' 5'-AATGCAGCCAGCCCATATT-3' 

Aqp4 5'-TGGAGGATTGGGAGTCACC-3' 5'-TGAACACCAACTGGAAAGTGA-3' 

Notch4 5'-ACAACTGCCCCTGTCACC-3' 5'-CAGCCACCCAGTTCTGTCTC-3' 

Nos3 5'-TGATACGCTATGCGGGCTA-3' 5'-CAGCCATGTTGGATACAGAGC-3' 

Rat   
Wif1 5'-TTTGCCCTCCAGGACTTG-3' 5'-TGCATTTACCTCCGTTTCG-3' 

Puma (Bbc3) 5'-AGTGCGCCTTCACTTTGG-3' 5'-GGCTCATATGCTCTTCACAGG-3' 

Nix (Bnip3l) 5'-TGATGTTGAGATGCACACCAG-3' 5'-AGCCTCAACTTCTTTTTCTCCA-3' 

Gapdh 5'-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3' 5'-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3' 

 

SYBR Green 法で用いたプライマーの塩基配列は表 1 に示すとおりである。蛍

光プローブ法でのプライマーは次の commercial primers を用いた。Mouse Rcan1, 

Mm01213407_m1; mouse Trpc3, Mm00444690_m1; mouse Trpc6, Mm0043441_m1; 

18S rRNA, #4319413E Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control（全て Life 
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Technologies）。 

4.7. タンパク質抽出、Western blotting とその解析 

 培養細胞からのタンパク質抽出は 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)

添加 Cell Lysis Buffer（CellSignaling, #9803）を用い、組織からのタンパク質抽出

は 10 mL当たり 1 錠の cOmplete Mini EDTA-Free（Roche Applied Science, #1836170）

と1錠のPhosSTOP（Roche Applied Science, #04906845001）を溶解した1 mM PMSF

添加 Cell Lysis Buffer を用いて Cell Lysis Buffer の製品説明に準じて行った。すな

わち、組織は氷冷 Cell Lysis Buffer 内でホモジェナイズし、細胞は氷冷 PBS で一

度簡単に洗浄した後、氷冷Cell Lysis Bufferに懸濁の後15秒間超音波破砕を行い、

それぞれの溶解液を 14000 g・10 分間遠心し、上清をタンパク質溶液とした。タ

ンパク質溶液は BCA Protein Assay Reagent（Thermo Scientific, #23227）でタンパ

ク質濃度を定量して至適濃度に調整した。濃度調整後、NuPAGE LDS Sample 

Buffer（Life Technologies, #NP0007）と 0.1 M dithiothreitol を添加し、95℃・10 分

間の変性処理を行ったものを、SuperSep Ace 5-20%ポリアクリルアミドゲル

（Wako, #197-15011）にアプライして 25 mM Tris、192 mM glycine、0.1% sodium 

dodecyl sulfate (SDS)バッファー（Life Technologies, #LC2675-5）で 100 V・60 分

に引き続き 150 V・90 分の電気泳動を行った。これを 10% methanol 添加

Tris-glycine 転写バッファー（Bio-rad, #161-0771）内で、孔径 0.2 µm の
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polyvinylidene difluoride 膜 (Immun-Blot PVDF membrane, Bio-Rad, #162-0177)に

35V・90 分で転写した。転写膜は 5% nonfat dry milk、0.1% Tween-20（Sigma-Sldrich, 

#P2287）添加 Tris-buffered saline (TBS; 50 mM Tris, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCl)中

で室温下 1 時間ブロッキングし、一次抗体で 4℃下 12 時間インキュベートし、

0.1% Tween-20 添加 TBS（以下 TBST）で各 5 分 3 回洗浄の後、二次抗体（Goat 

anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology, #sc-2004）で室温下 1 時間インキュ

ベーションした。最後に TBST で各 5 分 6 回洗浄して、化学発光基質として ECL 

Prime Western Blotting Detection Reagent（GE Healthcare, #RPN2232）または

SuperSignal West Femto Maxmum Sensitivity Substrate（Thermo Scientific, #34094）

を加えて、X 線フィルムへの感光または LAS-4000mini（Fujifilm, Japan）での撮

影により化学発光像を得た。一次抗体は 5% nonfat dry milk 加 TBST にて括弧内

の希釈率で次を希釈して使用した。Santa Cruz Biotechnology: Gαq/11 (1:200), 

#sc-392。Cell Signaling Technology: cleaved Caspase-9 (1:500), #9509; GAPDH 

(1:10000), #5174。 

 得られた化学発光像につき、バンドの定量は画像処理ソフト ImageJ 

(http://imagej.nih.gov/ij/)のパッケージである FIJI (http://fiji.sc/fiji)を用いた。 

4.8. 統計学的解析 

 統計学的解析は、RNA-seqのデータについてはStataSE 13.1 (StataCorp LP, USA)
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を用いた。そのほかは、特に注記しない限り Microsoft Excel 2010 (Microsoft 

Corporation, USA)を用いた。特に注記しない限り、数値の表記は平均±標準偏差

を示す。2 群間の比較は、特に注記しない限り unpaired Student’s t test を用いた。

3 群以上の比較では、one-way ANOVA を用いた。交互作用効果の検討には

two-way ANOVA を用いた。有意水準は 0.05 とした。 
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5. 結果 

5.1. 左右心室筋の mRNA 発現の相違点の探索的解析 

5.1.1. B-type natriuretic peptide (Bnp)の発現量は左右心室筋組織で大きく異なる 

 左右心室筋のストレス応答性の相違点を調べるに先立ち、無刺激下での左右

心室筋の分子生物学的相違点を探索的に解析した。 

心筋の部位によって遺伝子発現が異なるかを簡単に検討するために、心筋組

織を右室自由壁(RVF)、心室中隔(IVS)、左室自由壁(LVF)、心尖部(AP)の 4 つに

分割し、病的心肥大シグナルのバイオマーカーとして知られる B-type natriuretic 

peptide (BNP)の mRNA 発現量をそれぞれの部位について定量すると、LVF での

発現量は RVF と比較して 3.80±0.89 倍と有意に多かった。多重比較検定（StataSE 

13.1 を使用）では、RVF での発現量のみが IVS・AP・LVF と比較して有意に少

ないことが示された（図 1）。Bnp mRNA 発現量の傾向については、上記に示す

心室筋 4 部位の中では、RVF と、残る IVS・LVF・AP に大きく二分され、右室

壁に比べ左室壁では発現が亢進していることが示された。 
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5.1.2. 左右心室筋の Bnp 発現量の違いは、calcineurin 経路を介さない 

 上記 5.1.1 で示された左右心室筋 Bnp 発現量の違いが病的心肥大シグナル経路

の鍵分子である calcineurin によって調整されている可能性を考え、calcineurin Aβ

ノックアウトマウスの心臓でのBnpなどのmRNA発現量を定量した。Calcineurin 

Aβノックアウトマウスにおいても無投薬状態で左右心室に Bnp 発現量の差を認

めた（図 2）。Angiotensin II (432 µg/kgBW/day)を 14 日間投与した後の左右心筋

Bnp 発現量には差を認めるが、野生型マウスで認めるような vehicle 投与群と比

較しての Bnp や Anp の発現上昇は認めなかった（図 3）。これより、Bnp 発現量

の左右心筋での差は calcineurin 経路を介さないと結論した。 

 

 

 

図  1 マウス心臓各部位の Bnp 

mRNA 発現量 

RVF での発現量を 1 とした相対値で

表現している。略号は本文を参照の

こと。*Bonferroni 補正での多重比較

検定でRVFは IVS, LVF, AP 全てに対

して有意な差(P = 0.001, 0.002, 0.001)

を示した。個体数は n = 5。 
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5.1.3. 左右心室筋の Bnp 発現量の違いは、Trpc3/6 経路を介さない 

 心肥大シグナルには Trpc3 や Trpc6 が関与する[45]が、5.1.2 までで示された左

右心筋の Bnp 発現の違いに Trpc3, Trpc6 が関与しているかを検討するために

Trpc3・Trpc6 ダブルノックアウトマウス（Trpc3/6 DKO マウス）の心臓での Bnp

などの mRNA 発現量を定量した。Trpc3/6 DKO マウスにおいても無投薬状態で

左右心室に Bnp 発現量の差を認めた（図 2）。Angiotensin II (432 µg/kgBW/day)

を 14 日間投与した後の左右心筋 Bnp 発現量には差を認めるが、野生型マウスで

認めるようなvehicle投与群と比較したBnpやAnpの発現上昇は認めなかった（図 

3）。これより、Bnp 発現量の左右心筋での差は Trpc3, Trpc6 経路を介さないと結

論した。 
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図 2 各種マウスの左右心室筋での mRNA 発現 

マウスは、野生型（WT）、αMHC-Gαq 過剰発現マウス（GqTG）、Calcineurin Aβノックアウ

トマウス（CnKO）、Trpc3・Trpc6 ダブルノックアウトマウス（TRPC3/6 DKO）を用いた。

Paired t test で P < 0.05 を示したものに*とその P 値を付した。全てのマウスにおいて、未刺

激下で右室心筋より左室心筋で Bnp mRNA は多い。個体数は WT が n = 4、GqTG が n = 5、

CnKO が n = 3、TRPC3/6 DKO が n = 4。 
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図 3 Angiotensin II 投与後の各種マウス左右心筋の遺伝子発現の変化 

マウスの種類の表記は図 2 と同様である。各マウスに angiotensin II (432 µg/kgBW/day)を 14

日間投与した(Ang II)。野生型で見られる、angiotensin II での Bnp mRNA、Rcan1 mRNA の

左右心室筋での上昇は CnKO や TRPC3/6 DKO では見られない。個体数は WT が n = 4、CnKO

が n = 3、TRPC3/6 DKO が n = 4。 
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5.1.4. 左右心室筋で等しい Gαq 過剰発現下でも、Bnp 発現量は左室心筋で多い 

 心筋における Gαq シグナルは心不全シグナルとして知られている。αMHC プ

ロモーター制御下での Gαq 過剰発現マウスは心不全を来す[91]が、この 8 週齢

マウスでの左右心室筋の Bnp 発現量を検討すると、野生型同胞と比較して Bnp 

mRNA 発現量は右室で 13.8 倍、左室で 6.1 倍の高値を示したが、Gαq タンパク

の左右心室筋での発現量に差がないにもかかわらず、左室心筋が右室心筋より

も多く Bnp mRNA を発現している点では、野生型同胞と変わりなかった（図 2、

図 4）。この結果より、同等の Gαq 刺激の結果としても、Bnp mRNA の発現量は

左室の方が多いことが示された。 

 ここまでの結果で、成体マウスの Bnp mRNA は、左室自由壁組織では右室自

由壁組織と比べて多く発現しており、その差異には、心不全シグナルの鍵分子

として知られる calcineurin や TRPC3/6 の決定的な関与がないことが示された。

心不全シグナル経路に関連する分子の中でバイオマーカーとして汎用される

Bnp にあっても、鍵分子を介さない発現量の左右差を認めるため、左右心室筋の

遺伝子発現プロファイルの相違点を網羅的に解析する合理性があると考えられ

た。 
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図 4  αMHC-Gαq 過剰発現マウス左右心室筋での、Gαq タンパクの発現と、心不全関連

遺伝子の挙動 

A. Gαq/11 の Western blotting。各レーンにつきタンパク質 25 µg をアプライした。左（LVF）

右（RVF）心室筋とも、野生型（WT）に比べて心筋特異的 Gαq 過剰発現マウス（TG）

では、Gαq/11 タンパクの発現が同様に増加しており、その増加について RVF と LVF で

大きな差はない。 

B. 左右心室での遺伝子発現の WT と TG の比較。Bnp、Anp mRNA ともに、TG では WT よ

り増加している。TG での Bnp mRNA に左右差があることは図 2 で示した（個体数は各

群 n = 5）。 
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5.1.5. マウス心筋細胞単離手技により大部分の非心筋細胞を除去できる 

心筋に対する網羅的な mRNA 発現解析（トランスクリプトーム解析）を行う

に際して、心筋組織から抽出した mRNA では、組織サンプルに含まれる組織球

や血管内皮細胞などの非心筋細胞の量によってサンプル間のばらつきが生じる

と推測された。そのため、マウス成体単離心筋細胞ペレットからの RNA をトラ

ンスクリプトーム解析の対象とすることを念頭に置き、本研究でのマウス成体

心筋細胞単離において、心筋細胞と非心筋細胞がどの程度分離できるかを検討

した。 

非心筋細胞を代表して、組織球系のマーカーとして periostin (Postn)、血管内

皮細胞系のマーカーとして PECAM-1 (Pecam1)に着目し、心筋細胞単離で得られ

る細胞ペレットと、その際生じる上清に含まれる細胞成分の mRNA を定量した。

Pecam1 mRNA は上清に有意に多く含まれ(paired Student’s t test; P = 0.039, 

0.0008)、Postn mRNA も上清に多い傾向を示した。これらの平均値の比較では 8

～25 倍程度上清での mRNA 発現量が単離ペレットと比較して多かった。一方、

心筋のマーカーと見なせる Bnp は、ペレットと上清で mRNA 量の有意な差を認

めなかった（図 5）。これらから、本研究での心筋単離は、非心筋細胞の多くを

除去することができ、得られた心筋細胞ペレットは心筋組織に比して心筋細胞

の割合が濃縮されていることがわかる。 
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図 5 成体マウス心筋単離における単離ペレットと上清に含まれる mRNA の発現量 

Pecam1 は左右心室ともに、上清から mRNA を多く検出した。これは、単離手技によって

Pecam1 を含む細胞が多く上清に分けられることを示している。Paired Student’s t test で 

P < 0.05 を示したものに*を付した（個体数は n = 4）。 

 

5.1.6. 単離直後の左右心室細胞での各種 mRNA 発現量の相違点 

 心筋組織では右室自由壁と左室自由壁で mRNA の発現プロファイルが異なる

ことが 5.1.4.までの結果から示唆されている。心筋細胞での各種 mRNA 発現量を

解析するために、5.1.5 で示したような、高純度な心筋細胞集団である単離心筋

細胞ペレットに対して各種遺伝子の mRNA 定量を行った。その結果、野生型マ

ウスにおいて、Bnp、Anp、Rcan1、Trpc3、Trpc6 全てについて、右室心筋細胞に

比べ左室心筋細胞で mRNA の高発現を認めた（図 6）。これまでの心筋組織で検

討してきた各遺伝子の mRNA 発現量の差が、単離心筋細胞ペレットでより明瞭

に示された。 

ここまでの検討の結果、心筋細胞の mRNA 発現のトランスクリプトーム解析
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の際には、心筋組織由来 total RNA を用いる手法に比べて、単離心筋ペレット由

来 total RNA を用いる方が、心筋細胞の性質をよりよく反映しており、また、個

体間のばらつきも少なく、より適切であることが示唆された。 

 

図 6 単離直後の左右心室由来マウス心筋細胞での各種 mRNA 発現 

野生型マウス(C57BL/6J)から得た単離心筋細胞ペレット由来 mRNA。Paired Student’s t test

で P < 0.05 を示したものに*を付した（個体数は n = 5）。 
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5.2. 左右心室筋の RNA-seq を用いたトランスクリプトーム解析 

5.2.1. 心不全ストレス非存在下での左右心筋細胞 mRNA 発現プロファイル 

 左右心室のトランスクリプトームの検討を行うため、マウス単離心筋細胞ペ

レット由来の RNA から RNA-seq を行い、non-coding RNA や micro RNA を含む

22134 遺伝子についてその発現量を解析した。心不全ストレス負荷群として、

angiotensin II の 2 週間投与群を設定した。まず、心不全ストレス非存在下と考え

られる vehicle 投与群で、心筋細胞単離手技で得た 3 匹の左室自由壁心筋細胞ペ

レットと右室自由壁心筋ペレットの RPKM を方法 4.3.2.に示す方法で比較して、

左室で発現量が多い（P < 0.05）遺伝子は 2112 個、うち 2 倍以上の差がある遺伝

子は 145 個であった。右室で発現量が多い（P < 0.05）遺伝子は 280 個、うち 2

倍以上の差がある遺伝子は 14 個であった（表 2）。なお、左右の比較において

は発現量が多い方の RPKM が 1 未満の遺伝子は除外した。 

 Gene ontology 解析では、左室心筋細胞で右室より 1.5 倍以上発現量の多い遺伝

子は、”regulation of GTPase mediated signal transduction”や”intracellular signaling 

cascade”などのカテゴリーに含まれるものが多く、右室心筋細胞で左室より 1.3

倍以上発現量の多い遺伝子は、”negative regulation of signal transduction”, ”negative 

regulation of cell communication”, ”negative regulation of Wnt receptor signaling 

pathway”などのカテゴリーに含まれるものが多く含まれた（表 3）。 
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 これより、心不全ストレス非存在下の左右心筋細胞で mRNA 発現プロファイ

ルに明確な差があることが示された。 

 

表 2 単離心筋細胞集団において左室または右室に多く発現する mRNA 

A 左室心筋細胞優位（2 倍以上）の遺伝子 

Gene symbol Gene name 
LV/RV
比 

(a/b) 

LV の 

平均
RPKM 

(a) 

RV の 

平均
RPKM 

(b) 

P value 

Nppa natriuretic peptide precursor type A 17.50  64.58  3.69  0.0128  
Nrn1 neuritin 1 13.21  6.66  0.50  0.0041  
Irx2 similar to iroquois-class homeobox protein IRX2; 

Iroquois related homeobox 2 (Drosophila) 7.92  1.06  0.13  0.0268  

Nppb natriuretic peptide precursor type B 6.51  152.66  23.47  0.0187  
Irx1 Iroquois related homeobox 1 (Drosophila) 4.75  1.59  0.34  0.0032  
Isg15 ISG15 ubiquitin-like modifier; predicted gene 9706 3.72  1.53  0.41  0.0188  
Pcdh12 protocadherin 12 3.34  1.78  0.53  0.0281  
2210010C17Rik RIKEN cDNA 2210010C17 gene 3.34  1.08  0.32  0.0265  
Irx5 Iroquois related homeobox 5 (Drosophila) 3.21  1.31  0.41  0.0224  
Acta1 actin, alpha 1, skeletal muscle 3.19  184.02  57.64  0.0103  
Bcl6b B-cell CLL/lymphoma 6, member B 3.15  2.40  0.76  0.0211  
Ankrd1 ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle) 3.14  240.43  76.65  0.0127  
Rgs4 regulator of G-protein signaling 4 3.11  2.34  0.75  0.0048  
Il2rg predicted gene 614; interleukin 2 receptor, gamma chain 3.09  1.72  0.56  0.0105  
Rbp7 retinol binding protein 7, cellular 3.08  7.09  2.30  0.0325  
Aplnr apelin receptor 3.05  3.32  1.09  0.0440  
Sncg synuclein, gamma 3.00  1.03  0.34  0.0396  
Tpm2 tropomyosin 2, beta 3.00  1.50  0.50  0.0227  
Fmnl3 formin-like 3 2.96  2.22  0.75  0.0278  
Gimap8 GTPase, IMAP family member 8 2.94  1.50  0.51  0.0326  
Podxl podocalyxin-like 2.92  12.74  4.36  0.0454  
P2ry14 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 14 2.88  1.03  0.36  0.0017  
Sema7a sema domain, immunoglobulin domain (Ig), and GPI 

membrane anchor, (semaphorin) 7A 2.84  4.33  1.52  0.0335  

Mir1839 microRNA 1839 2.84  4.41  1.55  0.0400  
Gnb3 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 3 2.82  2.69  0.95  0.0363  
Arhgef15 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 15 2.81  5.12  1.82  0.0380  
Hey1 hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 2.81  2.59  0.92  0.0386  
Zfp366 zinc finger protein 366 2.81  2.40  0.85  0.0436  
Ctsk cathepsin K 2.80  1.06  0.38  0.0294  
Fgfr3 fibroblast growth factor receptor 3 2.78  1.29  0.46  0.0030  
Btnl9 butyrophilin-like 9 2.77  4.73  1.71  0.0415  
Myo1b myosin IB 2.76  1.91  0.69  0.0478  
Gimap4 GTPase, IMAP family member 4 2.75  4.14  1.50  0.0331  
Eltd1 EGF, latrophilin seven transmembrane domain 

containing 1 2.73  9.90  3.62  0.0309  
Arap3 ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat and PH 

domain 3 2.72  4.59  1.69  0.0244  
Ets1 E26 avian leukemia oncogene 1, 5' domain 2.71  5.24  1.93  0.0347  
Rassf9 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 

(N-terminal) member 9 2.70  2.28  0.85  0.0282  
Pcdh1 protocadherin 1 2.69  3.03  1.13  0.0489  
Tie1 tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like 

domains 1 2.67  10.62  3.98  0.0481  
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Cmpk2 cytidine monophosphate (UMP-CMP) kinase 2, 
mitochondrial 2.65  1.44  0.54  0.0198  

Postn periostin, osteoblast specific factor 2.64  2.22  0.84  0.0223  
Gpr4 G protein-coupled receptor 4 2.64  1.89  0.72  0.0452  
Arhgap27 Rho GTPase activating protein 27; SH3 domain 

containing 20 2.61  1.46  0.56  0.0235  
Sh2d3c SH2 domain containing 3C 2.61  3.22  1.23  0.0179  
Cdh5 cadherin 5 2.60  24.01  9.25  0.0454  
Cnksr1 connector enhancer of kinase suppressor of Ras 1 2.59  3.23  1.25  0.0166  
Slc26a10 solute carrier family 26, member 10 2.59  3.12  1.21  0.0345  
Trim30a tripartite motif-containing 30A 2.58  1.32  0.51  0.0270  
Cav2 caveolin 2 2.58  9.88  3.83  0.0406  
Notch4 Notch gene homolog 4 (Drosophila) 2.58  2.60  1.01  0.0291  
Sema3g sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic 

domain, secreted, (semaphorin) 3G 2.56  2.53  0.99  0.0294  

Tspan13 tetraspanin 13 2.54  9.09  3.58  0.0349  
Mxra7 matrix-remodelling associated 7 2.52  1.86  0.74  0.0435  
Gucy1b3 guanylate cyclase 1, soluble, beta 3 2.51  2.10  0.84  0.0214  
Mcf2l mcf.2 transforming sequence-like 2.50  6.46  2.58  0.0249  
Notch3 Notch gene homolog 3 (Drosophila) 2.50  2.36  0.94  0.0402  
She src homology 2 domain-containing transforming protein 

E 2.50  1.56  0.63  0.0273  
Serpini1 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade I, member 1 2.49  1.18  0.48  0.0027  
Ebf3 early B-cell factor 3 2.49  1.03  0.41  0.0236  
Fgd5 FYVE, RhoGEF and PH domain containing 5 2.48  3.06  1.23  0.0482  
9430020K01Rik RIKEN cDNA 9430020K01 gene 2.46  6.52  2.65  0.0388  
Dock9 dedicator of cytokinesis 9 2.44  3.06  1.25  0.0384  
Lrrc8c leucine rich repeat containing 8 family, member C 2.43  3.12  1.28  0.0311  
Pdgfrb platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide 2.42  5.23  2.16  0.0362  
Shroom4 shroom family member 4 2.42  1.66  0.69  0.0135  
Rasgrp2 RAS, guanyl releasing protein 2 2.42  3.78  1.56  0.0077  
Ccdc85a coiled-coil domain containing 85A 2.41  1.31  0.54  0.0124  
Rgs5 regulator of G-protein signaling 5 2.41  50.52  20.98  0.0413  
Shank3 SH3/ankyrin domain gene 3 2.40  3.71  1.54  0.0359  
Rapgef3 Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 3 2.39  2.48  1.04  0.0074  
Dll4 delta-like 4 (Drosophila) 2.39  2.45  1.02  0.0422  
Hspa12b heat shock protein 12B 2.37  4.93  2.08  0.0407  
Timp4 tissue inhibitor of metalloproteinase 4 2.37  13.82  5.84  0.0353  
BC020535 cDNA sequence BC020535 2.36  3.34  1.42  0.0038  
Flt1 FMS-like tyrosine kinase 1 2.36  9.50  4.03  0.0205  
Ifi203 similar to Interferon-activatable protein 203 (Ifi-203) 

(Interferon-inducible protein p203); similar to interferon 
activated gene 203; interferon activated gene 203 

2.35  2.05  0.87  0.0370  

Ptprb protein tyrosine phosphatase, receptor type, B 2.35  7.78  3.31  0.0403  
Kitl kit ligand 2.35  10.25  4.36  0.0281  
Ndufa4l2 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 

4-like 2 2.35  3.47  1.48  0.0474  
Cav1 caveolin 1, caveolae protein 2.34  47.47  20.25  0.0470  
Tshz2 teashirt zinc finger family member 2 2.34  1.39  0.59  0.0288  
Mcc mutated in colorectal cancers 2.34  1.01  0.43  0.0395  
Ly6a lymphocyte antigen 6 complex, locus A 2.33  29.35  12.59  0.0480  
Aspn asporin 2.32  4.02  1.73  0.0358  
Mybpc2 myosin binding protein C, fast-type 2.31  4.08  1.76  0.0140  
4933436C20Rik RIKEN cDNA 4933436C20 gene 2.30  1.20  0.52  0.0267  
Sdc3 syndecan 3 2.30  5.02  2.19  0.0324  
Bdh1 3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 1 2.30  31.05  13.53  0.0125  
Oas2 2'-5' oligoadenylate synthetase 2 2.29  1.79  0.78  0.0384  
Vtn vitronectin 2.29  3.30  1.44  0.0341  
Plekhg1 pleckstrin homology domain containing, family G (with 

RhoGef domain) member 1 2.28  1.39  0.61  0.0098  

Ttll7 tubulin tyrosine ligase-like family, member 7 2.28  1.32  0.58  0.0253  
Ehd2 EH-domain containing 2 2.28  15.87  6.97  0.0423  
Ablim3 actin binding LIM protein family, member 3 2.28  7.12  3.13  0.0410  
BC006779 cDNA sequence BC006779 2.27  2.29  1.01  0.0171  
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Dach1 dachshund 1 (Drosophila) 2.27  1.25  0.55  0.0415  
Gpr116 G protein-coupled receptor 116 2.26  18.34  8.10  0.0249  
Kank3 KN motif and ankyrin repeat domains 3 2.25  7.07  3.14  0.0303  
Gnb4 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 4 2.24  1.38  0.61  0.0211  
Unc5b unc-5 homolog B (C. elegans) 2.24  1.60  0.72  0.0415  
Rgs3 regulator of G-protein signaling 3 2.23  1.53  0.69  0.0422  
Cyp26b1 cytochrome P450, family 26, subfamily b, polypeptide 1 2.22  1.74  0.78  0.0212  
Egfl7 EGF-like domain 7 2.22  11.72  5.28  0.0156  
Abcb1a ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), 

member 1A 2.21  2.68  1.21  0.0382  
Sp100 nuclear antigen Sp100 2.21  2.46  1.12  0.0140  
Coro2b coronin, actin binding protein, 2B 2.20  1.42  0.65  0.0462  
Sipa1 signal-induced proliferation associated gene 1 2.19  1.82  0.83  0.0484  
Lims2 LIM and senescent cell antigen like domains 2 2.18  14.22  6.52  0.0500  
Arhgap31 CDC42 GTPase-activating protein 2.18  4.19  1.92  0.0431  
Cdc42ep4 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 4 2.18  2.29  1.05  0.0444  
B4galt4 UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4-galactosyltransferase, 

polypeptide 4 2.18  2.18  1.00  0.0012  
Spns2 spinster homolog 2 (Drosophila) 2.17  1.55  0.71  0.0352  
Adcy4 adenylate cyclase 4 2.17  2.38  1.10  0.0409  
Prkd2 protein kinase D2 2.16  2.20  1.02  0.0346  
Tmem88 transmembrane protein 88 2.16  2.53  1.17  0.0412  
Tmem204 transmembrane protein 204 2.16  5.70  2.64  0.0415  
Dpysl3 dihydropyrimidinase-like 3 2.15  2.72  1.26  0.0087  
1500017E21Rik RIKEN cDNA 1500017E21 gene 2.15  1.40  0.65  0.0115  
Masp1 mannan-binding lectin serine peptidase 1 2.14  2.13  0.99  0.0372  
Vwa3a von Willebrand factor A domain containing 3A 2.14  1.93  0.90  0.0005  
Rin3 Ras and Rab interactor 3 2.14  2.41  1.13  0.0127  
Gng11 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 

11 2.13  6.80  3.19  0.0172  
Ndrg1 N-myc downstream regulated gene 1 2.13  4.38  2.05  0.0149  
Dok4 docking protein 4 2.13  2.28  1.07  0.0459  
Mmrn2 multimerin 2 2.12  3.96  1.87  0.0314  
Tinagl1 tubulointerstitial nephritis antigen-like 1 2.12  8.10  3.83  0.0497  
Gck glucokinase 2.11  21.05  9.98  0.0113  
Grap GRB2-related adaptor protein 2.11  2.29  1.09  0.0470  
Hecw2 HECT, C2 and WW domain containing E3 ubiquitin 

protein ligase 2 2.10  1.29  0.61  0.0326  
Gpr56 G protein-coupled receptor 56 2.10  8.03  3.82  0.0182  
Cd38 CD38 antigen 2.09  2.15  1.03  0.0188  
Notch1 Notch gene homolog 1 (Drosophila) 2.08  3.01  1.44  0.0289  
Stat2 signal transducer and activator of transcription 2 2.07  1.70  0.82  0.0177  
Srgn serglycin 2.06  8.16  3.96  0.0420  
Slc9a3r2 solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), 

member 3 regulator 2 2.06  14.52  7.04  0.0337  

Rtn4r reticulon 4 receptor 2.06  4.64  2.26  0.0182  
Phldb2 pleckstrin homology-like domain, family B, member 2 2.05  1.82  0.89  0.0181  
Gja4 gap junction protein, alpha 4 2.04  1.28  0.63  0.0078  
Ptgds prostaglandin D2 synthase (brain) 2.04  274.89  134.91  0.0172  
Prex2 phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac 

exchange factor 2 2.03  1.73  0.85  0.0408  

Ddx58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58 2.03  1.23  0.61  0.0059  
Shisa5 shisa homolog 5 (Xenopus laevis) 2.02  5.03  2.48  0.0228  
Fmnl1 formin-like 1 2.02  1.47  0.73  0.0451  
Prkch protein kinase C, eta 2.02  2.48  1.23  0.0286  
Abcg2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 2.00  5.23  2.61  0.0087  
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B 右室心筋細胞優位（2 倍以上）の遺伝子 

Gene symbol Gene name 
RV/LV
比 

(b/a) 

LV の 

平均
RPKM 

(a) 

RV の 

平均
RPKM 

(b) 

P value 

Chst4 carbohydrate (chondroitin 6/keratan) sulfotransferase 4 8.82  0.18  1.59  0.0440  
Wif1 Wnt inhibitory factor 1 6.15  0.54  3.31  0.0030  
C2 complement component 2 (within H-2S) 5.93  0.19  1.13  0.0177  
H19 H19 fetal liver mRNA 4.62  0.54  2.50  0.0046  
Six1 sine oculis-related homeobox 1 homolog (Drosophila) 3.96  0.45  1.78  0.0043  
Aldob aldolase B, fructose-bisphosphate 3.64  1.88  6.85  0.0130  
Ubxn10 UBX domain protein 10 3.16  1.54  4.86  0.0123  
Ddc dopa decarboxylase 2.73  0.95  2.60  0.0107  
Cytl1 cytokine-like 1 2.72  0.88  2.38  0.0442  
Vwf Von Willebrand factor homolog 2.71  1.26  3.42  0.0422  
Aqp4 aquaporin 4 2.60  1.79  4.65  0.0016  
Pfkfb1 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 2.35  7.01  16.48  0.0080  
Npr3 natriuretic peptide receptor 3 2.33  0.71  1.66  0.0413  
0610040J01Rik RIKEN cDNA 0610040J01 gene 2.07  1.35  2.79  0.0198  

 

表 3 左室または右室心筋細胞に多く発現する遺伝子群の Gene ontology 解析 

A 左室心筋細胞優位（1.5 倍以上）の遺伝子群の Gene ontology 解析 
Gene ontology term 遺伝子数 % P value 

regulation of small GTPase mediated signal transduction 14 5.05  0.00002  
negative regulation of cell motion 6 2.17  0.00008  
intracellular signaling cascade 29 10.47  0.00010  
blood vessel development 13 4.69  0.00020  
vasculature development 13 4.69  0.00025  
blood vessel morphogenesis 11 3.97  0.00056  
negative regulation of cell migration 5 1.81  0.00063  
angiogenesis 9 3.25  0.00064  
negative regulation of locomotion 5 1.81  0.00094  
Notch signaling pathway 6 2.17  0.00101  
phosphate metabolic process 25 9.03  0.00136  
phosphorus metabolic process 25 9.03  0.00136  
regulation of Rho protein signal transduction 7 2.53  0.00143  
phosphorylation 21 7.58  0.00325  
regulation of epithelial cell differentiation 4 1.44  0.00361  
positive regulation of cell differentiation 9 3.25  0.00365  
positive regulation of developmental process 10 3.61  0.00366  
activation of NF-kappaB-inducing kinase activity 3 1.08  0.00406  
negative regulation of epithelial cell differentiation 3 1.08  0.00406  
regulation of cell motion 7 2.53  0.00430  
regulation of Ras protein signal transduction 9 3.25  0.00448  
protein amino acid phosphorylation 19 6.86  0.00470  
blood circulation 7 2.53  0.00514  
circulatory system process 7 2.53  0.00514  
protein kinase cascade 10 3.61  0.00683  
cell migration 10 3.61  0.00761  
actin filament organization 5 1.81  0.00830  
actin cytoskeleton organization 8 2.89  0.00950  
regulation of cell migration 6 2.17  0.01018  
lipopolysaccharide-mediated signaling pathway 3 1.08  0.01218  
actin filament-based process 8 2.89  0.01323  
vascular endothelial growth factor receptor signaling pathway 3 1.08  0.01649  
transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway 8 2.89  0.02047  
regulation of locomotion 6 2.17  0.02067  
localization of cell 10 3.61  0.02088  
cell motility 10 3.61  0.02088  
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regulation of phosphorylation 10 3.61  0.02353  
regulation of angiogenesis 4 1.44  0.02622  
regulation of phosphate metabolic process 10 3.61  0.02901  
regulation of phosphorus metabolic process 10 3.61  0.02901  
regulation of nitric oxide biosynthetic process 3 1.08  0.02957  
regulation of protein amino acid phosphorylation 6 2.17  0.02967  
regulation of tube size 4 1.44  0.03099  
regulation of blood vessel size 4 1.44  0.03099  
small GTPase mediated signal transduction 9 3.25  0.03197  
vascular process in circulatory system 4 1.44  0.03440  
negative regulation of angiogenesis 3 1.08  0.03885  
regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation 4 1.44  0.03987  
negative regulation of nitric oxide biosynthetic process 2 0.72  0.04223  
enzyme linked receptor protein signaling pathway 9 3.25  0.04292  
regulation of cell proliferation 14 5.05  0.04493  
patterning of blood vessels 3 1.08  0.04557  
negative regulation of cell differentiation 7 2.53  0.04647  
regulation of cell morphogenesis 5 1.81  0.05011  
positive regulation of cell proliferation 9 3.25  0.05121  
Ras protein signal transduction 4 1.44  0.05204  
cyclic nucleotide biosynthetic process 3 1.08  0.05268  
positive regulation of pigment cell differentiation 2 0.72  0.05590  
positive regulation of melanocyte differentiation 2 0.72  0.05590  
ISG15-protein conjugation 2 0.72  0.05590  
Rho protein signal transduction 3 1.08  0.05637  
I-kappaB kinase/NF-kappaB cascade 3 1.08  0.06015  
regulation of hydrolase activity 7 2.53  0.06319  
regulation of blood pressure 4 1.44  0.06579  
regulation of system process 7 2.53  0.06832  
positive regulation of pigmentation during development 2 0.72  0.06939  
regulation of cell development 6 2.17  0.07802  
MAPKKK cascade 5 1.81  0.08045  
positive regulation of catalytic activity 8 2.89  0.08073  
cell motion 10 3.61  0.08091  
substrate-bound cell migration 2 0.72  0.08268  
regulation of melanocyte differentiation 2 0.72  0.08268  
regulation of pigment cell differentiation 2 0.72  0.08268  
regulation of protein modification process 6 2.17  0.08764  
cyclic nucleotide metabolic process 3 1.08  0.09318  
cytoskeleton organization 9 3.25  0.09470  
positive regulation of axon extension 2 0.72  0.09578  
regulation of potassium ion transport 2 0.72  0.09578  
positive regulation of B cell activation 3 1.08  0.09762  
negative regulation of signal transduction 6 2.17  0.09835  

 

B 右室心筋細胞優位（1.3 倍以上）の遺伝子群の Gene ontology 解析 
Gene ontology term 遺伝子数 % P value 

negative regulation of signal transduction 5 7.25  0.00439  
response to toxin 3 4.35  0.00567  
negative regulation of cell communication 5 7.25  0.00590  
enzyme linked receptor protein signaling pathway 5 7.25  0.02162  
lipid biosynthetic process 5 7.25  0.02484  
response to copper ion 2 2.90  0.02699  
positive regulation of molecular function 5 7.25  0.03115  
fatty acid metabolic process 4 5.80  0.03492  
transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway 4 5.80  0.03885  
response to peptide hormone stimulus 3 4.35  0.05295  
prostaglandin metabolic process 2 2.90  0.05327  
prostanoid metabolic process 2 2.90  0.05327  
chemical homeostasis 5 7.25  0.05358  
blood vessel development 4 5.80  0.06961  
vasculature development 4 5.80  0.07370  
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regulation of protein amino acid phosphorylation 3 4.35  0.08081  
morphogenesis of a branching structure 3 4.35  0.08544  
negative regulation of Wnt receptor signaling pathway 2 2.90  0.09670  
positive regulation of macromolecule metabolic process 6 8.70  0.09948  
skeletal system development 4 5.80  0.09965  

 

5.2.2. Gαq ストレス存在下での左右心筋細胞 mRNA 発現プロファイル 

 次に、心不全ストレスを与えた状態での左右心筋細胞集団での mRNA 発現の

変化を RNA-seq で網羅的に検討した。過去の報告[37]に準じ、Gαq アゴニスト

である angiotensin II の subpressor dose 持続投与（432 µg/kgBW/day、14 日間）に

よって心不全ストレスを与えたマウス（個体数 n = 3）を、vehicle 投与マウス（個

体数 n = 3）と比較した。まず、angiotensin II 群では非観血血圧の有意な上昇は

生じず（図 7A）、心臓重量について vehicle 群と比較し左室+心室中隔は増加し

たが、右室は増加しなかった（図 7B）。Angiotensin II 群と vehicle 群につき、左

右心室からの単離心筋ペレットを RNA-seq で解析すると、angiotensin II 群での

各遺伝子は右室と左室それぞれにおいて vehicle 群と比較して減少・不変・増加

のいずれかの変化を示すが、方法 4.3.2.で定義した挙動の組み合わせで遺伝子を

分類すると、表 4 に示すとおりとなった。左右心室筋いずれかで遺伝子発現が

1.5倍以上の変化を示したものは498遺伝子で、解析対象遺伝子の2.2%に達した。 
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図 7 Angiotensin II 負荷後のマウスの血圧と心筋重量 

A Angiotensin II 432 µg/kgBW/day 2 週間投与(Ang II)の投与前後で有意な血圧上昇は認めな

い（個体数は Vehicle 群 n = 5、Ang II 群 n = 4、それぞれ Paired Student’s t test）。B Tibial length 

(TL)で補正した左右心室筋重量を、vehicle 群の平均値で補正したもの（個体数は各群 n = 10）。

Ang II 刺激で左室のみ心筋重量の増加を認める。SBP, 収縮期血圧; MBP, 平均血圧; DBP, 拡

張期血圧。RV, 右室心筋重量; LV, 左室心筋重量。 

 

表 4 Angiotensin II 負荷後のマウス右室・左室心筋での遺伝子発現の変化 

RPKM の挙動*   
遺伝子数 % 

右室で 左室で   

増加 不変 (Group 1) 122  0.55 
増加 減少 (Group 2) 4  0.02 
増加 増加 (Group 3) 66  0.3 
不変 不変 (Group 4) 10091  45.59 
不変 減少 (Group 5) 105  0.47 
不変 増加 (Group 6) 83  0.37 
減少 不変 (Group 7) 53  0.24 
減少 減少 (Group 8) 61  0.28 
減少 増加 (Group 9) 4  0.02 

その他 
 

11545  52.16 
計   22134  100 

*減少・増加・不変の定義は方法 4.3.2.を参照のこと。 
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 得られた遺伝子群の gene ontology 解析では、angiotensin II 刺激にて右室で 1.5

倍以上増加し左室で不変である遺伝子群（表 4 の Group 1）には、”regulation of 

apoptosis”, “regulation of programmed cell death”に関連する遺伝子が有意に多く含

まれていた（表 5A）。左室で 1.5 倍以上増加し右室で不変である遺伝子群（表 4

の Group 6）には、”blood vessel morphogensis”に関連する遺伝子が有意に多く含

まれていた（表 5B）。左室・右室共に 1.5 倍以上発現が増加した遺伝子群（表 4

の Group 3）には、”circadian rhythm”や”muscle contraction”に関連する遺伝子が有

意に多く含まれていた（表 5C）。さらにこれらの gene ontology term を示した遺

伝子の具体名を表 6 に記した。Vehicle 投与群で左右心室筋細胞の angiotensin II

受容体遺伝子の発現量には有意差はなかった。これらの結果からは、angiotensin 

II 刺激によって、右室心筋細胞では左室心筋細胞に比べてアポトーシス経路など

が活性化され、左室心筋細胞では右室心筋細胞に比べて血管新生経路などが活

性化されることが示された。 

 
表 5 Angiotensin II 負荷後マウス心筋細胞で、左右いずれかで発現量増加を示した遺伝子

群の gene ontology 解析 

A 右室で発現が増加し、左室では変化がなかった遺伝子群の gene ontology 
Gene Ontology term 遺伝子数 % P value 

regulation of apoptosis 10 8.3  0.0043  
regulation of programmed cell death 10 8.3  0.0047  
regulation of cell death 10 8.3  0.0048  
response to toxin 3 2.5  0.0119  
positive regulation of apoptosis 6 5.0  0.0139  
positive regulation of programmed cell death 6 5.0  0.0144  
positive regulation of cell death 6 5.0  0.0149  
actin cytoskeleton organization 5 4.1  0.0149  
induction of apoptosis 5 4.1  0.0155  
induction of programmed cell death 5 4.1  0.0155  
actin filament-based process 5 4.1  0.0185  
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transcription 18 14.9  0.0216  
positive regulation of cytokine biosynthetic process 3 2.5  0.0242  
death 8 6.6  0.0292  
regulation of T cell proliferation 3 2.5  0.0451  
regulation of cytokine production 4 3.3  0.0457  
cellular amino acid derivative metabolic process 4 3.3  0.0474  
apoptosis 7 5.8  0.0506  
regulation of cytokine biosynthetic process 3 2.5  0.0522  
programmed cell death 7 5.8  0.0541  
regulation of activated T cell proliferation 2 1.7  0.0668  
cell death 7 5.8  0.0708  
regulation of lymphocyte proliferation 3 2.5  0.0772  
regulation of mononuclear cell proliferation 3 2.5  0.0772  
regulation of transcription 19 15.7  0.0782  
regulation of leukocyte proliferation 3 2.5  0.0805  
response to endogenous stimulus 4 3.3  0.0891  

 
B 左室で発現が増加し、右室では変化がなかった遺伝子群の gene ontology 
Gene Ontology term 遺伝子数 % P value 

blood vessel morphogenesis 5 6.2  0.0073  
cell motion 6 7.4  0.0139  
cell migration 5 6.2  0.0141  
tissue remodeling 3 3.7  0.0144  
blood vessel development 5 6.2  0.0149  
vasculature development 5 6.2  0.0162  
cellular response to stress 6 7.4  0.0202  
cell motility 5 6.2  0.0246  
localization of cell 5 6.2  0.0246  
response to DNA damage stimulus 5 6.2  0.0254  
immune response 6 7.4  0.0360  
catecholamine biosynthetic process 2 2.5  0.0458  
response to wounding 5 6.2  0.0460  
regulation of cell growth 3 3.7  0.0500  
positive regulation of developmental process 4 4.9  0.0508  
DNA repair 4 4.9  0.0555  
positive regulation of cell growth 2 2.5  0.0606  
cartilage condensation 2 2.5  0.0606  
cell adhesion 6 7.4  0.0667  
biological adhesion 6 7.4  0.0671  
regulation of epidermis development 2 2.5  0.0680  
dopamine metabolic process 2 2.5  0.0716  
positive regulation of cell size 2 2.5  0.0716  
DNA metabolic process 5 6.2  0.0813  
blood vessel remodeling 2 2.5  0.0824  
immune effector process 3 3.7  0.0866  
skeletal system morphogenesis 3 3.7  0.0913  
positive regulation of immune response 3 3.7  0.0985  
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C 左室・右室ともに発現が増加した遺伝子群の gene ontology 
Gene Ontology term 遺伝子数 % P value 

circadian rhythm 4 6.3  0.0002  
rhythmic process 5 7.8  0.0003  
muscle contraction 4 6.3  0.0009  
muscle system process 4 6.3  0.0012  
negative regulation of specific transcription from RNA polymerase II 
promoter 3 4.7  0.0020  

negative regulation of gene-specific transcription 3 4.7  0.0024  
regulation of specific transcription from RNA polymerase II promoter 3 4.7  0.0113  
regulation of gene-specific transcription 3 4.7  0.0190  
negative regulation of macromolecule metabolic process 6 9.4  0.0211  
heart development 4 6.3  0.0333  
regulation of cell growth 3 4.7  0.0342  
negative regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 4 6.3  0.0364  
negative regulation of gene expression 5 7.8  0.0400  
negative regulation of macromolecule biosynthetic process 5 7.8  0.0424  
negative regulation of cellular biosynthetic process 5 7.8  0.0463  
negative regulation of biosynthetic process 5 7.8  0.0476  
positive regulation of cell proliferation 4 6.3  0.0604  
negative regulation of transcription, DNA-dependent 4 6.3  0.0733  
negative regulation of RNA metabolic process 4 6.3  0.0744  
regulation of cell proliferation 5 7.8  0.0893  

 

 

 

表 6 右室のみ・左室のみ・両心室で発現が増加していた、各 gene ontology term に属する

遺伝子の具体名 
Gene ontology term Genes 

右室のみで増加（左室は不変）   

 regulation of apoptosis Xpa, Casp3, Rarg, Btg2, Pycard, Nr4a2, Trp53inp1, Hspa1a, Ngfrap1, Bmf 

 
positive regulation of  

apoptosis Xpa, Casp3, Rarg, Pycard, Trp53inp1, Ngfrap1 

 
transcription Maff, Tshz2, Erg, Egr3, Rarg, Crem, Arid5a, Nr4a2, Wtip, Zfp580, Notch3, 

Ahrr, Btg2, Nr1d2, Ebf1, Irf1, Bhlhe40, Hdac8 

 apoptosis Sema6a, Casp3, Tnfsf10, Pycard, Trp53inp1, Ngfrap1, Bmf 
左室のみで増加（右室は不変）   

 
blood vessel  

morphogenesis Ctgf, Hbegf, Amot, Dbh, Tgfb2 

 cell migration Ctgf, Hbegf, Amot, Dbh, Tgfb2 

 tissue remodeling Enpp1, Dbh, Tgfb2 

 blood vessel development Ctgf, Hbegf, Amot, Dbh, Tgfb2 
右室と左室で亢進   

 circadian rhythm Nr1d1, Dbp, Per2, Per3 

 muscle contraction Mybpc2, Myom2, Myh7, Tpm2 
  heart development Myocd, Nppb, Adamts1, Calcrl 
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5.3. 右室自由壁心筋組織ではストレス応答の結果アポトーシス経路が活性化さ

れる 

 上記 5.2 では単離心筋細胞ペレットでのトランスクリプトーム解析を行った

が、次に非心筋細胞も含めた心筋組織全体としてのシグナルの挙動を検討した。

まずは 5.2 で行った RNA-seq 解析の、リアルタイム PCR での再現性を複数の遺

伝子で確認した。リアルタイム PCR では、vehicle 投与群の左右心室筋で、特に

Wif1、Socs3、Rgs2、Aqp4 が右室優位に発現していることを確認した。逆に左室

優位の発現を示した遺伝子には Notch4 があった。これらの遺伝子の左右差は

RNA-seq の結果と同一であったが、Nos3 など、単離心筋細胞ペレットの RNA-seq

では発現量に左右差があるにもかかわらず、左右心室筋組織からのリアルタイ

ム PCR では発現量に左右差を示さない遺伝子もあり、これは心筋組織に含まれ

る非心筋細胞などが mRNA 発現量に影響しているためと思われた（図 8）。 
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図 8 ベースライン左右心室筋組織の mRNA 発現 

Paired Student’s t test で P < 0.05 を示したものに*と P 値を付した（個体数は n = 3）。 

 

次に心不全ストレス負荷群とコントロール群について、心室の右室自由壁組

織と左室自由壁組織の mRNA またはタンパク質の挙動を解析した。具体的には、

angiotensin II (432 µg/kgBW/day) 2 週間負荷後、isoproterenol (15 mg/kgBW/day) 2

週間負荷後の左右心室筋組織についてアポトーシスシグナルの検討を行った。

アポトーシスのマーカーとして Puma、Nix、Caspase 3 (Casp3)の mRNA 発現量

を定量した。特に isoproterenol 15 mg/kgBW/day 2 週間投与群において、Puma, 

Casp3 mRNA の発現量が右室で増加する（共に Pinteraction = 0.0004）事が示された
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（図 9A）。タンパク質発現においても、アポトーシスシグナルの活性化を意味

する cleaved Caspase-9 の発現上昇を angiotensin II 刺激後の右室のみで認めた

（Pinteraction = 0.006、図 9B）。これらより、右室自由壁心筋では、angiotensin II

刺激または isoproterenol 刺激でアポトーシス経路が活性化することが示唆され

た。 
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図 9 マウスに対するストレス負荷後の左右心室 mRNA・タンパク質発現の変化 

A リアルタイム PCR による mRNA 発現量の検討（各群 n = 3）。Student’s t test で P < 0.05

を示したものに*を付した。B Western blotting による cleaved Caspase-9 の定量。各レーンに

つきタンパク質 40 µg をアプライした。棒グラフの各群は n = 4。略号は、Ang II, angiotensin 

II 432 µg/kgBW/day 刺激群; Iso, isoproterenol 15 mg/kgBW/day 刺激群。いずれも刺激期間は

14 日間。 
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5.4. Wif1 は心筋のアポトーシスシグナルを調節する 

5.4.1. Wif1 mRNA はマウスにおいて右室心筋に多く発現している 

 Wif1 mRNAは右室心筋細胞で左室心筋細胞の 6.15倍多く発現している（表 2B）

ことを 5.2.1.で示した。先行研究で Wif1 mRNA は心臓に多く発現することが知

られている[61]が、マウスの各臓器から RNA を単離し Wif1 mRNA の定量を行う

と、各臓器の中でも特に右室に多く発現していることが示唆された（図 10A）。

また、成長に伴う Wif1 mRNA 発現の左右心室筋における経時的変化は図 10B に

示すとおりで、出生後は成長に伴い発現量の減少を示すが、左右心室筋を比較

すると出生直後より既に右室での発現量が多いことが示された。 

 

 
図 10 マウスにおける Wif1 mRNA の発現 

A 各臓器での Wif1 mRNA の発現量。 

B 成長に伴う左右心室での発現量の変化。2 日齢から 8 週齢にかけて左右心室筋において

共に発現量は低下するが、右室心筋優位な発現を示す（Paired Student’s t test: P = 0.0027, 

0.0009。個体数は n = 4）。 
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5.4.2. Wif1 は in vitro 心筋細胞でのアポトーシスシグナルを増強する 

序文 2.5.3.に示したように、WIF1 は複数の癌組織でアポトーシスを調節する

事が知られているが、心筋細胞での WIF1 の作用の詳細な検討はこれまでない。

本研究では、WIF1 が、5.3 までに示した左右心室筋のストレス応答性の違いに

関与する可能性を検討した。Wif1 の発現を操作することによって心筋細胞のア

ポトーシス経路が調節される様式を解析するにあたり、in vivo で右室心筋のみ

Wif1 の発現を調節することは現時点で技術的に困難であるので、心筋細胞の in 

vitro 解析に汎用される新生仔ラット初代培養心筋細胞を用いて解析を行った。

なお、新生仔ラット初代培養心筋細胞は、新生仔ラットの左室心筋細胞と右室

心筋細胞の混合物の培養系である。新生仔ラット初代培養心筋細胞に対し Wif1 

siRNA（siWif1）のトランスフェクションを行い Wif1 mRNA をノックダウンした

状態で、in vitro で心筋細胞にアポトーシスを惹起することが知られている過酸

化水素（H2O2）で刺激を行った。その結果、Wif1 ノックダウン群では Wif1 非ノ

ックダウン群と比べ H2O2 刺激での Puma mRNA の発現亢進が軽度であった

（Pinteraction = 0.013）（図 11A）。すなわち、心筋細胞においては、Wif1 により薬

物刺激によるアポトーシス経路の活性化が増強しており、Wif1 が心筋細胞のス

トレス応答性を部分的に決定していることが示唆された。 
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図 11 ラット新生仔初代培養心筋細胞のアポトーシスシグナルは Wif1 で調節される 

A Wif1 siRNA (siWif1)による H2O2 刺激の修飾。B A における Wif1 mRNA ノックダウンの

確認。発現量はすべて 18S rRNA で normalization を行い、siNC 処理 vehicle 投与群の発現を

1 とした相対値で表現している。siNC, negative control siRNA 処理群; siWif1, Wif1 siRNA 処

理群（各群 n = 3）。 
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6. 考察 

6.1. 本研究で発見した事実と、それより得られる結論 

 本研究は大きく 2 つの部分に分けられる。前半は、主に RNA-seq を用いた左

右心筋組織・左右心筋細胞の mRNA 発現プロファイルの相違点と、angiotensin II

などの心不全ストレスによる左右心筋の mRNA プロファイルの変化の検討であ

る。ここでは、まず、心不全ストレス非存在下で左右心筋の mRNA 発現プロフ

ァイルが異なることを示した。具体的には、心不全のバイオマーカーとして知

られる Bnp の mRNA 発現は左室で多く、その左右心室での発現量の違いは

calcineurin 経路や Trpc3/6 経路に依存しないことをノックアウトマウスでの検討

で示し、さらに心筋特異的 Gαq 過剰発現マウスを用いて、左右心室筋にほぼ等

しく Gαq 負荷が加わった際も左右での Bnp mRNA 発現量の差は保存されること

を示した。この様に、Bnp 発現の左右差の形成には、心不全シグナルの鍵分子で

ある calcineurin、TRPC3/6 や Gαq が決定的な関与をしていないことがわかった。 

さらに、Gαq 負荷を加えた際の左右心室筋の振る舞いをより明確にするため、

Gαq 刺激モデルとして知られる angiotensin II の subpressor dose での投与をマウ

スに行った後、左右心筋をわけた心筋細胞単離を行い、その RNA-seq と gene 

ontology 解析を行うことで、左右心筋細胞における angiotensin II 刺激への応答性

の違いを検討した。その結果、angiotensin II 刺激によって、右室心筋細胞ではア
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ポトーシス経路が活性化することが示唆され、左室心筋細胞では血管新生経路

が活性化することが示唆された。特に右室心筋のアポトーシス経路の活性化に

ついてはさらに心筋組織でも検討し、angiotensin II や isoproterenol による刺激で

Puma mRNA や cleaved caspase-9 タンパクが右室でより増加することを示し、以

上より、右室心筋では angiotensin II や isoproterenol による刺激によってアポトー

シス経路が活性化することを示した。 

 後半は、この右室特異的なアポトーシス経路の活性化の原因となりうる遺伝

子として、右室に多く発現していることが前半にて明らかになった WIF1 に着目

し、心筋細胞における WIF1 のアポトーシス経路活性化への影響を in vitro で解

析した。新生仔ラット初代培養心筋細胞で、siRNA による Wif1 のノックダウン

によって、H2O2 刺激によるアポトーシス経路の活性化が非ノックダウン群と比

較して減弱する事を示した。この培養細胞は、Wif1 発現の多い右室由来心筋細

胞と、Wif1 発現の少ない左室由来心筋細胞が混在していると考えられるが、右

室由来心筋細胞の Wif1 が大幅にノックダウンされることと、左室由来心筋細胞

の Wif1 もある程度ノックダウンされることで、全体として H2O2 刺激で惹起され

るアポトーシスシグナルが減弱したと思われた。 

 以上のごとく、本研究では、マウスの左室心筋と右室心筋では心不全ストレ

スに対するシグナル応答に差異があること（仮説 1）、特に左室研究で用いられ
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るような angiotensin II 等の薬物による心不全ストレスによって右室心筋でアポ

トーシス経路が活性化することを示した。さらに、アポトーシス経路の活性化

を、右室で多く発現している Wif1 が調節することから、Wif1 遺伝子が左室心筋

と右室心筋のストレス応答性の違いに寄与している（仮説 2）可能性を示した。 

6.2. 本研究の独自性と関連領域に及ぼしうる影響 

 本論文は、右室心筋の心不全ストレスへの応答性が左室心筋と同一ではない

事を、心不全シグナル研究で頻用されている薬剤負荷モデルにおいて示した。

左右心室筋での遺伝子発現の違いとストレス応答性の違いの関連を示唆する先

行研究は序文 2.6.で述べたように圧負荷動物モデル・容量負荷動物モデル・心筋

梗塞動物モデルなどを用いたものが複数あるが、これらの負荷が左右心室にと

って等価であることは保証されていない。本研究では薬剤負荷を行った同一個

体の左右心室筋単離細胞ペレットを解析することで、より洗練された形で左右

心室筋細胞の心不全ストレスに対する反応性の違いを解析し得た点で独自性を

有する。また、その結果左右心室でそれぞれ特異的に惹起されるシグナル経路

を同定し、その左右差に関連しうる遺伝子として Wif1 を示した点でも独自性を

有する。 

解析に用いた手法も一定の独自性を有する。成体マウスの心筋単離において

は、左室・右室の混合された心筋細胞をその後の実験に供するのが一般的であ
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るが、本研究では成体マウスの左室心筋細胞と右室心筋細胞を分けて回収する

ことで左右心室筋細胞の差異の解析を実現した。 

 本研究で認められた左室心筋と右室心筋のストレス応答性の違いは、心臓発

生の研究と心不全シグナルの研究の知見を Wnt シグナルを共通項として統一的

に理解する手がかりになるかも知れない。心臓発生のこれまでの知見では、心

筋前駆細胞より Wnt シグナルの OFF にて first heart field が分化して heart tube と

して形態の足場になり主に左室を形成し、Wnt シグナルの ON にて分化した

second heart field が増殖能を保持したまま心臓の形態形成に寄与して心房と右

室・流出路を形成するとされている[53]が、成体ではこの発生期のプロセスを打

ち消すように右室で Wnt を阻害する WIF1 が多く発現していることは興味深い。

心臓の形態形成プロセスが完了する頃に右室の Wnt シグナルがどのように調節

されるかについての先行報告は知る限り存在しないが、心臓発生の際に Wnt シ

グナルがONとなって心房・右室・流出路が形成され、最終段階で second heart field 

由来組織に WIF1 が強く発現することで、Wnt シグナル抑制と共にその増殖能が

抑制されて形態形成が完了し、WIF1 発現が持続することでその状態を保持して

いるという一連のプロセスが存在するかもしれない。少なくとも、心臓形態形

成の後半の段階で Wnt シグナル強度の左右心室での強弱が逆転する現象が存在

することが強く示唆される。本研究は、心臓形態形成において、Wnt シグナル
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が時間・空間的に調節される際の WIF1 の役割を考察する上での手がかりとなり

得る。 

加えて、心不全シグナルに関する先行研究では Wnt シグナルが心筋リモデリ

ングを促進することが示唆されている[53]が、本研究の結果からは、左室では

WIF1 の発現が少ないため、右室に比べて病的ストレスの下流としての Wnt シグ

ナルを介した心筋リモデリングが起こりやすいことが推測される。これは本研

究の angiotensin II 負荷マウスにおいて左室のみで心筋重量が増加したという結

果だけでなく、より少量の angiotensin II 持続投与マウスで左室のみで心筋重量

が増加したという報告[35]、ラットに対して norepinephrine 持続投与を行った際

に左右心室収縮期圧が上昇し左室心筋重量は増加したが右室心筋重量が増加し

なかったという報告[98]とも整合性を有する。本研究の結果からは、ストレス応

答によって、右室では WIF1 が多く Wnt シグナルが抑制傾向にあるため心肥大

は抑制されるがアポトーシス経路が活性化され、左室では Wnt シグナルが相対

的に強いため心肥大が惹起されるという、左右心室のストレス応答性の違いを

矛盾なく説明しうるメカニズムを推測する事ができる。 

6.3. 本研究の限界 

 本研究は少なくとも次の 5 点の limitation を有している。(1) WIF1 のみが左右

心室のアポトーシス強度を調節していることを示しているわけではない。他に
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も左右の違いを調節している遺伝子が存在している可能性がある。  (2) 

angiotensin II 刺激モデルにて、左室後負荷が上昇していないことを非観血血圧測

定で間接的に示し、肺動脈圧に関しても有意な上昇はないと推測したが、肺動

脈圧を測定しておらず、右室後負荷に変化がないことを直接示せていない。低

酸素暴露ラットの肺高血圧の進行に angiotensin II が必要であること[99]や、低酸

素暴露ラットで肺高血圧が進行するにつれて右室でのアンジオテンシン変換酵

素の発現が増加すること [100]、特発性肺動脈性肺高血圧症患者の血清の

angiotensin II 濃度が上昇していること[101]などから、angiotensin II と肺高血圧の

進展には関連があることが強く示唆されるが、マウスに対する angiotensin II の

慢性投与（432 µg/kgBW/day、14 日間）のみによって肺動脈圧が上昇するかを明

確に検討した先行研究はなく、本研究での angiotensin II の用量で肺動脈圧が上

昇しているかについては検討が必要である。 (3) 左右心室筋の反応性の違いが

心筋への張力などの機械的ストレスでも調節されている可能性がある。 (4) 病

理組織学的検討にて右室心筋でアポトーシスを起こす細胞数が増加しているこ

とを示していない。 (5) ヒト心筋でも本研究と同様の結果、すなわち右室での

WIF1 発現が多い等の結果は確認されておらず、ヒトにおいても心不全シグナル

によって右室にアポトーシスが起きやすいかどうかは不明である。先行研究で

は、マウスとヒトで臓器特異的遺伝子の発現パターンは比較的類似しているこ
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とが示されており[102,103]、転写因子間の相互作用はマウスとヒトで解析対象の

約半数が保存されていたという報告がある[104]。よって本研究でマウス心筋に

おいて示した各種シグナル伝達様式がヒト心筋でも同様である可能性はあるも

のの、それは確認されていない。ヒト心筋における WIF1 とアポトーシスの関連

や、ヒト左右心室筋における angiotensin II などの神経体液性因子に対する応答

の相違点については、今後の検討が待たれる。 

6.4. 本研究の意義と今後の発展の方向性 

 これまでの慢性心不全の基礎的研究は左室心筋に関するものがほとんどであ

ったが、本研究では、左室心筋と右室心筋の心不全ストレスに対する応答の相

違点が左室研究で頻用される薬剤負荷モデルで示されたため、今後の心不全研

究では、左室と右室を分けて検討する必要性があることが明確に示されたと言

える点で意義深い。また、序文 2.4.で述べたように、臨床においては、近年、右

心不全治療の必要性がより強く認識され、右心不全の治療法の確立が待たれて

いる。この要請に応えるためにも左室と右室での分子生物学的プロファイルの

相違点を明らかにし、右室心筋のストレス応答様式を明らかにすることがのぞ

まれ、本研究はその端緒となりうる。 

臨床への橋渡しを念頭に置くと、ヒトの心不全においても、左室と右室のス

トレス応答性が異なる可能性は十分あると考えられる。本研究のように右室で



69 
 

アポトーシス経路がより活性化しているかどうかの検証が必要ではあるものの、

その様な特徴的なストレス応答がある場合は、その経路を標的として右心不全

の治療開発が進むことが期待される。右心不全の原因となる肺高血圧症が今後

増加するという予測は序文 2.4.で触れたが、本研究の結果とそれを元にした推測

は、肺高血圧症に合併した右心不全への治療、または肺高血圧症における右心

不全の進行を抑制する治療の開発に発展しうると考えられる。肺動脈性肺高血

圧症は肺高血圧症に含まれる一病型で、発症患者の 3 年生存率は約 50%と悪く、

多くは右心不全により死に至ることが知られており、その治療開発が望まれて

いる[105]。肺動脈性肺高血圧症で負荷が加わった右室は良好に適応できる場合

と、十分適応できず拡大・収縮低下をきたす場合がある事が臨床的観察から知

られている[106,107]が、その転帰を決定する因子が右室心筋におけるアポトーシ

ス経路のシグナル強度であるかもしれない。ストレス応答としての右室のアポ

トーシスシグナルを抑制することで、右心機能低下を防ぎ肺動脈性肺高血圧症

を含む肺高血圧症の予後改善をもたらすような介入が可能になる可能性がある。 

また、肺高血圧・右心不全モデル動物を用いた検討も期待される。右心不全

の動物モデルとして、肺動脈絞扼による右室圧負荷モデルはこれまで多く利用

されてきた[88,90,108]が、他に、肺動脈性肺高血圧症モデルとして、慢性低酸素

暴露ラット、monocrotaline (MCT)投与ラット、MCT 投与・片肺全摘ラット、VEGF
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受容体拮抗薬である SU5416 (semaxinib)投与に慢性低酸素暴露を加えたラット、

SU5416 投与・片肺全摘ラット、S100A4 過剰発現マウス、interleukin-6 過剰発現

マウスなどが知られており[109]、特にマウスでは SU5416・慢性低酸素暴露モデ

ルがヒト肺動脈性肺高血圧症と比較的似た血管平滑筋増殖・内膜増殖などの肺

血管リモデリングとそれに伴う右室圧上昇を示すことが知られている[110]。こ

れらのモデル動物における右室心筋と左室心筋の反応を解析し、特に右室のア

ポトーシスシグナルを解析することによって、肺高血圧症における右心不全の

発症機序や治療標的、或いは左室への影響に迫れるかもしれない。 

このような in vivo 解析に際しては、左室または右室特異的な遺伝子発現の操

作により、左室と右室を比較する詳細な検討が可能になると思われる。左室心

筋に siRNA 生理食塩液溶液を開胸下で注射して左室心筋の遺伝子をノックダウ

ンする手法はこれまで報告されている[111]が、その手法は右室に応用できる可

能性がある。ただし心筋への siRNA 注射による遺伝子ノックダウン効果は数日

間にとどまる一時的なものである[111]ため、この系をより洗練させるためには、

右室特異的な Cre-loxP システムなどによる遺伝子操作が望ましい。これまで成

体での右室特異的なプロモーターの報告はないが、その様なプロモーターなど

を探索し、それを用いて右室特異的なコンディショナル・ノックアウトマウス

を作成することが可能であれば、右心不全研究の急速な発展が期待できる。 
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左室心筋と右室心筋のストレス応答性についての分子生物学的検討は、本研

究を踏まえてさらに進むことにより、従来の左心不全にとどまらず、右心不全

を伴う左心不全、肺動脈性肺高血圧症を含む肺高血圧症に伴う右心不全、先天

性心疾患、成人先天性心疾患など、左心・右心を問わない全ての心不全の治療

開発に大きく資することが可能であると考える。 
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