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の 冗進がみ られ
,
転写を活性化 して い ると想定されて い る I L - 6 も

,
正常の 非心筋細胞に比 し第

1 5 日目の 非心筋細胞 で約 1 0 9 倍に冗進 して い た . P A P の 受容体の 一 つ と考え られて い る r e g e n-

e r ati n g g e n e ( R e g) 受容体を有する細胞は , 広汎 で あり, 心筋細胞お よび αβT 細胞や マ ク ロ

フ ァ
ー ジなどの炎症細胞, さらに線維芽細胞, 血管内皮細胞, 平滑崩細胞を含む非心筋非炎症細

胞にも発現 が認められた .
これらの ことか ら

,
こ れらの P A P は E A M 心崩細胞で劇的に発現が

冗進 し, 産生分泌され, オ ー ト クリ ンと して 心筋細胞に
,
ある い は パ ラ ク リ ンと して周囲の細胞

に影響を与えて い ると考えられた . 心崩炎 における心筋細胞で の P A P に つ い て の検討は全く報

告されて い な い が, 急性月率炎 にお ける P A P の 報告 で は, 分泌型ス ト レ ス 蛋白と して の 作用, 抗

ア ポ ト
ー シ ス 作用, 細胞の 再生に関与する作用などを有すると されて おり, 心筋炎 の病態形成

や心筋細胞障害の 進展抑制 などに大きく関与する可能性が考えられた .

キ
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ド : 劇症型心筋炎 , 実験的自己免疫性心崩炎, D N A マ イ ク ロ ア レ イ, p a n c r e atiti s a s s oI

ci at e d p r o t ei n

は じ め に

劇症型心筋炎は重篤な炎症 性心疾患 であ る . 忠

性期 に は心筋組織 に著明な炎症細胞浸潤と心筋細

胞 の 壊死
･ 脱落を来た し高度 の 心機能障害を引き

起 こ し, 時に は敦死的 と なる . 慢性期 にな ると炎

症細胞浸潤は消近 し, 広範な線維化を認 め , リモ

デリ ン グ が起 こ る が, 心機能は徐々 に回復傾向を

示す.
これ らの こ とか ら

,
心筋細胞 の 遺伝子発現

は
,
こ の経過中著しく変化 し, 周囲の 細胞 とク ロ

ス ト
ー

クする こ と によ っ て心機能障害の 進展抑制

や心崩炎の病態形成に大きく関与して い るの で は

ない か と推測され る . 今回我 々 は, ヒ ト の劇症型

巨細脂性心筋炎に類似する ラ ッ ト実験的自己免疫

性心筋炎 (E A M ) 1) の 心崩細胞 と, 正常ラ ッ ト の

心筋細胞 と の 遺伝子発現 の 変化を D N A マ イ ク ロ

ア レ イを用 い て網羅的に比較検討 し, そ の 中で大

きく変化 して い る遺伝子 を選別 した後, 更に定量

的 R T - P C R で これ らを確認 しようと試み た .

心筋炎 の 心臓 で は, 正 常の 心臓 と は異なり, 多

数の 炎症細胞 の 浸潤や線維芽細胞 の 増加などが認

められる 2) . そ の ため, 単に心筋炎の 心臓全体か

ら抽出した R N A と正常 の 心臓全体か ら抽出 した

R N A と を比較 した だけで は , 非心 筋細胞 の 特徴

で ある遺伝子発現 の 変化が大きく影響し, 心筋細

胞 の 遺伝子発現変化の 検討は困難 になる と考えら

れ る . 以前我々 は ラ ン グン ドル フ還流装置下に コ

ラ ゲナ ー ゼ 処理 を行 い , 心臓 か ら細 胞 を分 離 し,

ス テ ン レ ス 性ふ る い を用い て心筋細胞 を精製する

方法を確立 した 3) . こ の 方法によ っ て , 炎症細胞

の 混 入 は 3 % 以下, 内皮細胞, 線維芽細胞, 平滑

筋細胞 など の 非心筋非炎症細胞 の 混 入 は 10 % 以

下 に抑え る こ とが で きる . 我々 は こ の 方法によ っ

て細胞を分離精製 し, それを比較する こ と によ っ

て
, 心崩炎にお ける心崩細胞の みの 遺伝子発現 の

変化を測定する こ と がで きる と考えた . その 結果,

D N A マ イ ク ロ ア レイ および定量的 R T - P C R で も

E J M 心筋細胞 で発 現 が冗進あ る い は減弱 して い

る遺伝子 が いくつ か同定され その中でも p a n c r e -

atiti s a s s o ci at e d p r o t ei n (P A P I ) とい う心疾患 で

は全く未知 の タ ン パ ク が, 劇的に発現が克進 して

い る こ と が み い だされ た . 我 々 は, そ の 関連遺伝

子の 発現に つ い て も検討を加 えた .

方 法

1 . E A M の作成

以前我々 が報告 したように , ブタの 心臓 か ら心

筋ミオ シ ン精製 し 1) , 結核死菌を含ん だ完全 フ ロ

イ ン トア ジ ュ バ ン ト (結核菌死菌濃度5 .5 m g / m l)

を同量加え十分 に混和 した後, 8 週齢 Le w i s ラ ッ

ト の 両足 底 に 10 0 FL l ず つ 皮下注射 し E A M を作

成 した 1) .

2
.
E A M 組織所見

E A M 第 6 , 9 , 12 , 15 , 18 日 の 心臓を ホル マ リ ン
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図l 正常ラ ッ トおよび E A M ラ ッ ト か らの 心臓摘出

正常 ラ ッ トある い は感作後第 6 , 9 , 1 2 , 1 5 , 1 8 , 21 , 3 0 , 60 日目の E A M ラ ッ

ト の心臓を拍動下で摘出し, I , a n g e n d o rff 濯流法で心筋組織を濯流させ た.

固定パ ラ フ ィ ン匂埋後, 心室中部の 横断切片を へ

マ トキシ リ ン ･ エ オ ジ ン染色 した .

3 . 心室の心筋細胞と非心笈細胞の 単離精製

正常ラ ッ トあ る い は感作後第6 , 9 , 12 , 15 , 18 ,

2 1 , 3 0 , 6 0 日 の E A M ラ ッ ト を, ペ ン ト パ ル ビタ

ー ル で麻酔後, 気管切開を行 い , 人工呼吸 管理下

に 開胸 し, 拍動下 で心臓を摘出し大動脈より逆行

性 に カ ニ ュ
- レ を 挿 入 し , 心 筋 組 織 を

IJ a n g e n d o rff 濯流装置を用い て 37 ℃ に維持された

以下 の 各濯流亨夜を経冠動脈的に濯流させ た .
つ ま

り , ま ず T y r o d e ( ＋) ( 1 .8 m M C a C1 2 , 1 40 m M

N a Cl , 0 .33 m M N a H 2 P O 4 , 5 .4 m M K Cl
,
0 .5 m M

M g C1 2 , 5 m M ⅢE P E S , 5 .5 m M gl u c o s e , p H 7 .4)

を濯流 し, 血管内や心腔内の 血液成分 の洗 い流 し,

続 い て コ ラ ゲ ナ ー ゼ t y p e Ⅱ ( I n v i t r o g e n

c o r p o r a ti o n ) 4 0 0 m g / 1 を 含 む T y r o d e ( - )

( 14 0 m M N a Cl , 0 .33 m M N a H 2 P O 4 , 5 .4 m M K Cl ,

0 .5 皿 M M g C 12 , 5 m M H E P E S , 5 .5 m M gl u c o s e ,

p H 7 .4) で 2 5 分 間濯流し, 心筋組織 の 細胞間結合

を 酵素分 解 し た . 更に K B 液 ( 7 0 m M gl u t a m i c

a cid , 25 m M K Cl , ll m M gl u c o s e , 1 0 m M t a u ri n e ,

1 0 m M K H 2P O 4 , 10 m M H E P E S , 0 ･
5 m M E G T A

,

p H 7 .3) で濯流 し, コ ラゲナ
ー ゼを洗い 流した後,

4 ℃ K B 亨夜中で 濯流後の 心臓 を丁寧に分離 し, 心

筋組織中の 細胞 を単離 した . 単離 した細胞を含む

K B 液 は , まず目開きサイ ズ が 120 FL m の ス テ ン

レ ス 性ふ る い を通 し, 酵素分解されず単離で きな

か っ た大きな組織塊を除去した . 通過 した細胞を

含む K B 液 は 目開き サイ ズ が 38 FL m の ス テ ン レ

ス 性ふ る い に通し, ふ る い 上 の 残 っ た細胞を さ ら

に もう
一

度同 じふ る い に通し, 上 に残 っ た細胞を

心筋細胞 と した . また こ の ふ る い を通過 した細胞

を含む K B 液は, 更に 目開きサイズ が 2 0 F l m の ス

テ ン レ ス 性ふ る い に 2
-

3 回避し, 完全 に心筋細

胞 を除去 し, 通過 した細胞 を非 心筋細胞 と し た

( 図 1 , 図 2) .

4 . 非心筋細胞か らの 炎症細胞と非心 前非炎症

細胞の分離精製

非心筋細胞 に P E 標識抗 αβT 細胞 受容体抗体

( R7 3) ( P h a r m i n g e n , S a m D i e g o , C A) を反応 さ
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(D ラングンドルフ で

単離した細胞群

3 0 〝 m

2 0 〃 m

I
③ 非心筋細胞

② 心筋細胞

①

②

③

図 2 単離された細胞か ら の 心筋細胞および非心崩細胞 の分離

①I . a n g e n d o rff 濯流法で単離した細胞群 . 心筋組織中の あらゆ る細胞が含まれる . ま

た完全 に酵素分解されず細胞間結合が残っ て い る ために組織塊とな っ て い るも

の も含まれる.

②分離精製された心筋細胞 . 目開きサイズ 1 2 0 〃m の ス テ ン レ ス 性ふ る い で捕捉 し

て組織塊を除去した後に , 通過 した細胞群は更に目開きサイズ 3 0 〃m の ス テ ン レ

ス 性ふ る い に通 した . 細胞径 の 小 さな非心筋細胞は ふ る い を通過するた め ,
心筋

細胞 だけが捕捉 され
,
こ れを 2 - 3 回繰 り返すこ とにより

,
分離した心筋細胞 の

純度を高め た .

③分離精製された非心筋細胞 . 目開きサイズ 3 0 〃 m の ス テ ン レ ス 性ふ るい を通過し

た細胞群は
,
更 に目開きサイズ 2 0 /∠ m の ふ る い で ,

残 っ て い る心筋細胞や 非心筋

細胞塊を捕捉した . 通過 した細胞群 は細胞径 の小さな非心筋細胞 で あり
,
こ れを

2 - 3 回繰り返すことにより分離した非心筋細胞の 純度 を高めた .

せ た 後 , 抗 P E マ イ ク ロ ビ ー ズ 抗体 ( M ilt e n yi

Bi o t e c , B e r gi s c h Gl a db a c h , G e r m a n y) を結合 さ

せ
, 磁 気細胞分離カ ラ ム ( M ilt e n yi Bi o t e c h) を通

し, α β T 細胞 の分 離を行 っ た . そ の 後同様 に ,

P E 標識抗 C D ll b 抗体 ( 0 Ⅹ- 42) ( P b a r m i n g e n ,

S a n D i e g o , C A) を反応 させ た後, 抗 P E マ イク ロ

ビ ー ズ 抗体を反応 さ せ , 磁気細胞 分 離カ ラ ム で

C D l lb ＋細胞 ( マ ク ロ フ ァ ー ジ/ 樹状細胞/ 願 粒

腔細胞) を分離 した . 最後 に残 っ た細胞 を線維芽

細胞 , 血管内皮細胞 , 平滑筋細胞 などが含まれ る

非心筋非炎症荊朋包と した .

5 . R N A の抽 出

正常ある い は感作後第6 , 9 , 12 , 1 4 , 1 5 , 1 8 , 21 ,
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28 , 3 0 , 60 日 の E A M ラ ッ トの 心筋細胞 , 非心筋

細胞, C D l lb ＋細胞, α β T 細胞, ある い は分離

前 の 心 臓 か ら , そ れ ぞ れ T ri z ol 試 薬 ( Lif e

T e c h n ol o gi e s , 東京) を用 い て R N A を抽出 した .

6 .
D N A マ イクロ ア レイ

正常心臓か ら分離精製された心筋細胞および心

筋炎極期第1 8 日 の E A M の 心臓 か ら分離精製さ

れ た心 筋細胞 か ら上 記の よう に N A を 5 Fl g ず

つ 抽出 し, こ の 2 検体で ラ ッ ト D N A マ イ ク ロ ア

レ イ ( D N A c hip
T M
,
SI G M A - A L D RI C H

, 東京)

を用 い て 77 93 種類の遺伝子発現の差 を解析 した .

7 . c D N A の 合成

それぞれ総R N A 5 F L g と m u ri n e M ol o n e y l e u k e m i a

vi ru s r e v e r s e t r a n s c ript a s e , R N A a s e i n hibit o r ,

R a n d o m p ri m e r を用 い て総量 20 Fll の c D N A を合

成 した .

8 . 定量的 R T
- P C R に よる m R N A の 定量と ス

タンダ ー ド用の プラスミ ド作成

D N A マ イ ク ロ ア レイ の 結果か ら, 正 常心筋細

胞に比 し, 心筋炎の 心筋細胞で 2 倍以上の 発現元

進あ るい は減弱が認められた既知の遺伝子 につ い

て文献的に考察 し, 非心筋細胞 の混入 と考えられ

る遺伝子を除い た後, 残 っ た候補遺伝子 (表 1 a)

に つ い て 定量 的 R T - P C R を行 っ た プライ マ ー と,

その 他大き な変化の 認 め られ た P A P I に関連 し

た遺伝子 の プライ マ
ー を示 した (表 1b) . 定量 的

R T - P C R ス タ ン ダ ー ド用 の プラ ス ミ ドは, E A M

の 心臓 か ら得 られ た c D N A と プライ マ
ー をそれ

ぞれ 用 い て P C R で 増幅 し, それ らを p G E M - T

e a s y ベ ク タ
ー

に 挿 入 し , M a g E x t r a ct o r pl a s m id

Ki t ( T O Y O B O , 大阪) に て精製した . 尚, プラス

ミ ドは, シ リ コ ン化 した チ ュ
ー ブに 1 0 n g/ m l M S 2

R N A ( R o ch e , I n di a n a p oli s , I N) を含 む D N A s e

fr e e 水で 壁 に吸着 しない よう に希釈 し, c D N A は

同様 に , シ リ コ ン 化 し た チ ュ
ー ブ に 1 0 n g/ m l

M S 2 R N A ( R o c h e , I n di a n ap oli s , I N) を 含 む

D N A s e f r e e 水 で 1 0 0 倍希釈 して , そ の 5 F L l を定

量 的 R T - P C R に用 い た . c D N A と希釈 し た プ ラ
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ス ミ ドは, スタ ンダ
ー

ドの プラス ミ ドを作成 したプ

ライ マ ー と同じもの と Li gh t C y cl e r - F a s tSt a rt D N A

M a st e r S Y B R G r e e n l kit ( R o c h e , I n di a n a p oli s ,

I N) を用 い , Lig h tC y cl e r で解析 した ( d e n a 山r a
-

ti o n 95
o

C
,
1 0 秒, a n n e ali n g 62

o

C
,
10 秒, e x t e n -

si o n 72 ℃ , 13 秒, 40 サイ ク ル) . 絶対 コ ピ ー 数 は

Lig h tC y cl e r ソ フ ト ウ
エ ア

一

により, 5 つ の プラ ス

ミ ドの ス タ ン ダ
ー

ドを用 い て計算 した
4)

.

結 果

I . 分 離前 の 心臓 ある い は分 離精製後の心 茄細

胞 か ら抽出さ れた心 韻細胞 特異 遺伝子発現

の比較

ラ ン グ ン ドル フ還流装置下 コ ラゲナ
ー ゼ処理 の

影響の 有無を見 る た め, 心筋細胞特異遺伝子で あ

る心房性利尿 ペ プチ ド ( A N P) , α 錯心筋 ミオ シ

ン およびβ鋳心筋ミ オシ ンの 遺伝子発現を, 正常

心臓, 第 14 , 21 , 28 日 の 心筋炎の心臓で それ ぞれ

比較 した と こ ろ, 分離前後で ほぼ同様な変化が認

め られ た ( 国 3) .
こ の こ と より ラ ン ゲ ン ドル フ 還

流装置下 コ ラゲナ
ー ゼ処理 は心筋細胞 の 遺伝子発

現 に大き な影響は与えない と考えられた .

2 . D N A マ イク ロ ア レイ

正 常心筋細胞 と E A M 第 1 8 日心筋細胞 を比較

した D N A マ イ ク ロ ア レイ に よる 77 93 種類遺伝

子解析 の ス キ ャ ッ タ プロ ッ トを図 4 に示す. こ れ

らの中か ら, 正常心筋細胞 に比し, 心筋炎の 心筋

細胞 で 2 倍以上 の 発現冗進あ るい は減弱が認 めら

れ, 非心筋細胞 の 混入 だけで は説明の つ か な い 候

補遺伝子 で , 定量 的 R T
-

P C R で も同様な結果の

得 られた遺伝子 を表2 a および 2 b に示 した . こ の

中に は A N P などが あ っ た .

3 . P A P アイ ソ フ ォ ー ムの m R N A

p A P I の 遺伝子発現 は , E A M 第 1 8 日の 分離精

製 し た心 筋細胞 で 元進 して い た ( 図 5 a) . 第 18

日の分離精製 した心筋細胞 ( n - 7) と非心筋細

脂 ( n - 8) と で P A P I の 発現 を測 定 し た と こ

ろ, 明 ら か に 心筋細 胞 で P A P I が大量 に発現 し
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表 1 a 候補遺伝子 の G e n B a n k a c c e s sio n n u m b e r と遺伝子名
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て い る こ とが認 め られ た ( 図 5 b) .
こ の こ と より,

P A P I の 発現元進は, 炎症細胞や線維芽細胞 など

非心筋非炎症 細胞 の 混入 の ため で は なく, 何 ら か

の刺激に よ っ て , 心筋細胞が P A P I の 発現 を劇

的に冗進する た め と 考えられ た . そ こ で P A P ア

イ ソ フ ォ ー ム で あ る P A P Ⅱ
, P A P Ⅲ を同様 に測

定 した と こ ろ
,
どちら も E A M 第 1 8 日の 分離精製

し た心筋細胞 で 明 ら か に元進 して お り ( 図 5 a) ,

こ れは 同様に, 心筋細胞 で も十分 な発現 が み られ

to z o t o ci n d i a b e ti c

る た め非心筋細胞 の 混入によ るも の で は なく (園

5 b) , 心崩細胞 が何 らか の 刺激に よ っ て , こ れ ら

の 発 現 を 冗進 する た め と 考 え られ た . た だ し
,

P A P I と異なり , P A P I で は非心 崩細胞 で も約

1/ 5 ほ ど, P A P Ⅲで は ほぼ 同程度 の 発現 がみ られ

た . 分離心筋細胞中の P A P I , P A P Ⅱ, P A P Ⅲ発

現 の経過 を, 第 6 , 9 , 12 , 15 , 1 8 , 2 1 , 3 0 , 60 日で

測定 し たと こ ろ, P A P I , P A P Ⅲは心筋炎が ほ と

ん どみ られ か 1 第 6 日か ら発現 が少し増強 し, 発
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表 I b プライ マ ー の 塩基配列
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表1 の 遺伝子 の正常心筋細胞と E A M 第 18 日心筋細胞で の 且u o r e s c e nt の シ グ ナ ル 強度,
その

比率, 定量 R T - P C R の ス タ ン ダ
ー

ド周 の プ ラ ス ミ ドを作成するため に使用 し た f o n v a rd

p ri m e r と r e v e r s e p ri m e r の s e q u e n c e を示 した .

症初期に は劇的 に増加 し, 極期 の 第 1 8 日 に は正

常と比較する と P A P I は 182 0 倍の 発現増強が認

め られた ( 図 6 a , 図 6 b) . 心不全時に, 心筋細胞

で の 発現 増強 が以 前 か ら報 告 さ れ て い る A N P ,

B N P と比較して み て も ( 図 6 c) , P A P I の 発現 の

増強はか なり程度が大きく, また心崩炎の発症の

ごく初期 から起 こ る こ とが認められ た .

4 . P A P に関連 した遺伝子の m R N A

p A P の 転写 活性化因子 の 1 つ と考 え ら れて い

る p 8 の 発現 の 経過 を分離精製 した 心筋細胞で 調

べ た と ころ
,
正常 心筋細胞 に比 し第 1 8 日目 の 心

箭細胞 で 約 12 倍 の 元 進が み ら れ た . また , P A P

の 転写を活性化 して い ると想定され, マ ク ロ フ ァ

ー ジ
,
T 細胞, 線維芽細 胞, 血管内皮細胞 などか

ら産生 さ れる と され る IL - 6 も, 正常 の 非心筋細
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国 3 心鉄柵胞と心筋組織で の m R N A 発現 の 時間経過

○
,
分離精製された心筋細胞の A N P .

△
,
c a r di a c m y o si n . ◇ , βc a r

dia c m y o sin . ●
,
分離前心崩組織中の A N P .

▲
,
α c a r dia c m y o si n . ◆ ,

βc a r di a c m y o sin . 分離精製された正常心崩細胞ある い は分離前正常心

筋組織で の 発現量 を 1 と した ときの
,
E A M の各時期 ( 第 1 4

,
2 1 , 2 8

日) に おける心筋細胞で の発現量 の比 を示す.
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図 4 D N A マ イ ク ロ ア レイの ス キ ャ ッ タプ ロ ッ ト

7 9 00 種類の遺伝子発現 の ス キ ャ ッ タプ ロ ッ ト. 各遺伝子 につ き
,
正

常心筋細胞は C y 5 で ,
E A M 第 18 日心筋細胞 は C y3 で ,

標識されたサ

ン プ ル を D N A マ イ ク ロ ア レイ に ハ イ プリ ダイ ゼイ シ ョ ン して得 られ

た 且u o r e s c e n t の シ グ ナ ル の 強度 をプ ロ ッ ト した もの . 中央 の 太 い ラ イ

ン は C y5 と C y3 の 比 が 1 で あり ,
上 方 の 破線は C y3 が C y 5 の 2 倍,

下方 の 破線は C y5 が C y3 の 2 倍で ある こ とを示す.
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表 2 a 定量 R T - P C R で E A M 第 1 8 日心崩細胞 > 正常心筋細胞で あ っ た遺伝子

E ÅM - D a y 1 8 心筋細塊 > 正 常心筋細胞
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シグナル 強度はD N A マ イクロ アレイでの 落果を示す o

正常心筋細胞, E A M 第 1 8 日心筋細胞 はそれぞれの fl u o r e s c e nt の シ グナ ル 強度 を示す･

正常/ E A M 倍率は, 正常心筋細胞/ E A M 第1 8 日心筋細胞の シ グ ナル強度の比を表す･

胞 に比 し第 15 日目の 非 心筋細胞で 約 1 09 倍に元

進 して い た ( 図 7) . また P A P の 受容体 の 一

つ と

考え られて い る r e g e n e r a ti n g g e n e -( B e g) 受容体

を有する細胞 を, 第1 8 日 E A M 心臓 の 分離精製 し

た細胞群で 調 べ たと こ ろ, 心筋細胞, α β T 細胞,

マ ク ロ フ ァ
ー ジなどの 炎症細胞, 線維芽細胞, 血

管内皮細胞 , 平滑筋細胞を含む非心筋非炎症細胞

など心筋炎心臓に存在する広範な細胞 に発現 して

い た ( 図 8) .
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考 察

近年, D N A マ イ ク ロ ア レイ技術 の 進歩によ り,

膨大な遺伝子発現の 解析を, 迅速に おこ なう こ と

がで きる よう に な っ た .
コ クサ ッ キ

ー

B 3 によ る

ウイ ル ス性心筋炎にお い て , マ イ ク ロ ア レイ を使

用 し正常心筋と の 遺伝子発現 で, 有意 に変化して

い る遺伝子 を検索 した り
5)
,
ヒ トに お い て , 正常

心 と肥大型心筋症に よる不全心 と の 間で変化した
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遺伝子 を検索した り 6) , 不全心 で の 左室補助循環

( L V A D) 装着前後の遺伝子発現 の 変化を検索 し

た り 7) , 多数 の 遺伝子 の 発現 プ ロ フ ァ イ ル を観察

し
, 治療に対 する反応や 予後を予測で きる可能性

もでて き た . しか し
, 心筋炎や 心筋梗塞, ある い

は線維 化の 進ん だ心筋症 などは, 正常 とは異な る

細胞か ら構成されて い る . した が っ て, 心筋細胞

の遺伝子発現 の 変化を見る とき は, 単にそれら の

混 在 した心筋組 織 を正常 心筋組織 と比較 して も,

心筋細胞の 遺伝子発現の 変化が その 他 の細胞 が発

現 して い る遺伝子 の 影響を受けるた め, 特異的 な

変化を同定する こ とは困難と考え られる . 我々 は,

その こ とを鑑 み , 心筋細胞 だけを高純度 に分離精

製 し, 比較検討 した .
こ の よう な方法で 心筋細胞

の i n vi v o で の変化 を D N A マ イ ク ロ ア レイ で比較

した報告 はな い が , 今回の D N A マ イ ク ロ ア レイ

の 解析 におい て , 心崩炎で の心筋細胞の 遺伝子発

現 を見 る上で , 心崩細胞 に特異性の 高 い , 候補遺

伝子を同定 しや すか っ た と考え られ る . ラ ッ ト不

全心で は, 心筋細胞 の A N P , β心筋ミオ シ ン の 遺
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d a y 6 d a y 1 5

d a y 9 d a y 18
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図 6 a E A M 心筋組織の時間経過

第 6 日か ら第 9 日で は 明らか な炎症細胞浸潤

は認めず心崩組織は ほぼ正常に近 い . 第 1 2 日で

は炎症細胞浸潤を認 め るように なり, 第 1 5 日か

ら第 1 8 日 で は著明 な炎症細胞浸潤や心筋組織

の壊死 ･

脱落を認 めるようになる .

伝子発現 が増加 し, α 心筋ミ オシ ン が減少する こ

とが 報告されて い る
4)

.
これ らの 遺伝子 は, 心筋

細胞 の み が発現する遺伝子 であ る . 分離する前の

心筋組織で み た これ らの 遺伝子発現変化は , 我 々

が分離精製 した心筋細胞と , ほ ぼ 同様な変化が心

筋炎の 経過で認 め られた .
こ の こ とは

, 我 々 の 分

離精製法が, 心筋細胞の 遺伝子 発現 をあまり変化

させずに, 生理 的に近 い 心筋細胞 の 遺伝子発現 を

見る こ と がで きる こ とを示 して い る と考え られ

る .

今 回我々 は, その ような解析の デ
ー タをもと に,

絞り込ん だ遺伝子 に つ い て プラ イ マ
ー を作成 し,

定量的 R T - P C R に よ っ て その 結果 を さら に確か

めた. いく つ か の遺伝子で は, 少数混入 した非心

筋細胞 の 影響を受 けた と 考 え ら れた り, D N A マ

イ ク ロ ア レイ と定量 的 R T - P C R で 異な っ た結果

5 3 1

が見 られ たが , い く つ か の興味深い 候補遺伝子 が

浮か び上 が っ た . そ の 中で も今回検討を加え た

P A P I は劇的な変化が 見られ, 非常に興味深い遺

伝子で あ っ た .

p A P I は, 正 常の月華臓 で は発現量 は少ない が ,

肺炎の 急性期 に外分泌細胞で劇的に発現 が増加す

る蛋白と して 発見された
8)

. 実験的腸炎モ デル で

も発現 が克進する こ と が確認されて い る
9) 1 0)

. ま

た月華炎に おい て , 肺臓 の 再生 して い る組織か らク

ロ ー ニ ング されたため r e g e n e r ati n g g e n e ( R e g) と

して も研究されて い る . P A P I は R e g f a m ily
l l) ‾13)

の 1 つ と して分類されて おり, 牌臓β細胞 の複製,

成長, 成熟に関与する と考えられて い る . ま た糖

鋳を認識 し結合する レ クチ ン関連蛋白と して の 作

用 も有 し 8) , c ty p e ( カ ル シ ウ ム 依存性) レ ク チ

ン fa m ily に類似 して い ると考えられて い る . 分泌

型 ス ト レ ス 蛋白と して の 作用
8) 14)

, 抗アポ ト
ー シ

ス 作用 15) , 細胞 の 再生 に関与する作用
16) などの

可能性が報告されて い る . P m I 遺伝子 は遺伝子

長2 74 8b p で あり, 6 つ の e x o n と 5 つ の i nt r o n が

あり, t r a n s c rip ti o n , s pli ci n g , t r a n sl a ti o n され, シ

グ ナル ペ プチ ドを持 つ 1 76 ア ミ ノ酸からなる蛋白

と なる . 最終的 に 2 6 ア ミ ノ酸 か らなる シ グ ナ ル

ペ プチ ドが切り離さ れ, C 端に糖領認識部位を持

つ 15 0 ア ミ ノ 酸か ら な る分 子量 約 1 4 K d a の 蛋白

と して細胞外に分泌さ れる と考え られて い る . 肺

臓で は前述 したよう に, いく つ か検討が されて お

り, 肝臓 で も報告が み られる が
1 6)
, 心臓で は全く

検索されて お らず, 心崩炎に お ける心筋組織で の

投割 につ い て も全く不明であ る . 上流の p r o m o t e r

領域に は IL - 6 r e sp o n s e el e m e n t と グ ル コ コ ル チ

コ イ ド r e s p o n s e el e m e n t が ある と推測 されて い

る
12) 1 7) 1 8)

. よ っ て IL - 6 や グ ル コ コ ル チ コ イ ドな

どの 刺激 により P A P の 転写が促進され, 遺伝子

発現 が活性化さ れる可能性が示唆されて い る . 今

回 の 検討 で も, E A M 心 臓 の 非心 筋細胞 で IL
-

6

が増加 して お り, お そらく マ ク ロ フ ァ
ー ジや T 細

脂, 線維芽細胞 などで IL - 6 が 産生 され, P A P I

の 転写を促進した可能性も考えられる . また P A P

I の 転写活性化 因子 の 1 つ と して p 8 が考 え られ

て お り, p 8 は正常の 脚蔵には ほ とん ど発現 して い



5 3 2

1 0 0 0 0

% 1 0 0 O
,
エ)

∈
コ
⊂:

> トゝ

% 1 0 0
u

盲蓋 1｡

G
, 3

善悪

0 . 1

新潟医学会雑誌 第 1 1 9 巻 第9 号 平成 1 7 年 (2 0 0 5) 9 月

1 82 0 . 6

9 7 . 1

1 2 .0

4 2 0 . 1

● p A P

O p A P Ⅲ

⑳ p8

P A P

P ÅP Ⅲ

p8

♂ ♂
も

♂
q

♂
や

♂
や

♂
や
♂
¢
♂
や
♂
ゆ

図 6 b E A M 心筋細胞で の m R N A 変化率の 時間経過 - 1

P A P I
,
P A P Ⅲ

, p 8 の 正常心筋細胞で の 発現量を 1 と したときの ,
E A M の 各時期

( 第 6 , 9 , 1 2 , 1 5 , 1 8 , 21
,
3 0

,
6 0 日) における心筋細胞で の 発現量の 比.

1 0 0 0 0

岳 1 0 0 0
J ⊃

∈
コ

; =

喜 100
U

盲蓋 1.

己
,j

善悪 1

0 . 1

1 8 2 0 . 6

4 2 .8

5 . 1

1
1 t l L ‾‾‾ [

♂ ♂
b

♂
q

♂
や
♂
や
♂
や
♂
¢
♂
や

♂
ゆ

● p A P

O A N ㌘

⑳ B N P

P A P

A N P

B N P

図 6 c E A M 心筋肺胞 で の m R N A 変化率の 時間経過 - 2

A N P
,
B N P の 正常心筋細胞 で の 発現量を 1 と した と き の

,
E A M の 各時期 ( 第 6

,
9
,

1 2
,
1 5

,
1 8

,
2 1

,
30

,
6 0 日) に おける心崩細胞 で の発現量の比 .



渡辺 : ラ ッ ト自己 免疫性心筋炎の 急性期 に おい て 劇的な発現冗進を認 め た P a n c r e atitis
A s s o ci at e d P r o t ein ( P A P) の検討

虐 10 00

∈
コ
G

> ､
n

u
o

1 0 0

盛蔓

i$ 1.

真薫

.1

c op y 皿 m b e r / t o t al

R N A t i g

6
,
0 0 0

,
0 00

5
,
0 0 0

,
0 00

4 , 00 0 ,0 00

3
,
00 0

,
0 00

2
,
00 0

,
0 00

1
,
00 0

,
0 0(〉

0

1 0 9 ･ 2 ＋ IL
- 6

一 暮 ● ● ■ ■ lE 一 t J ● ● ■ 暮 一 ■ ■ ● ■ ■ t ■ t ● * ■ ■ 事
一 一 一 → . t ■ ■ 一 - - ■ l ] l * I- 暮 一 一 一 - - 1F l- -

t ■ 暮 ■ 暮 t ● I ■ t ● t 暮 ■ 暮

Jg% ♂
も

♂
q

♂
や
♂
や
♂
や

図7 E A M 非心筋細胞で の I L - 6 の m R N A 変化率の時間経過

I L - 6 の 正常非心筋細胞 で の発現量を 1 と した ときの ,
E A M の 各時期

(第 6 , 9 , 12 , 1 5 , 1 8 日) に おける非心崩細胞で の発現量 の 比

心筋細胞 M ¢ α βT c ell 非心筋

非炎症細胞

〔警還蓋慧≡〕
非心筋細胞

図 8 心筋組織で の R e g r e c e p t o r の 発現

E A M 第 1 8 日目の心崩組織中の 心筋細胞 ,
マ

ク ロ フ ァ ー ジ
,
αβT c ell , 線維芽細 胞や血管内

非細胞 や平滑筋細胞を含む非心筋非炎症細胞で

の定量 R T - P C R に よる R e g r e c e p t o r の発現呈 .

平均値±標準誤差で示す.
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な い が , P A P と同じように急性腸炎にお い て発現

が冗進する と言 われて い る
1 9) 20)

. 急性肺炎 で は

P A P I の 発現 は p 8 に依存性で ある とする報告も

ある 1 9) . 今回の検討で, 時間経過を見る と, p 8 も

第 1 8 日で ピ ー クとなり, 正常の 約 12 倍の 発現 が

み られて い る . ま だ不明な点も多い が, E J M の心

臓 で もこ れを介 して転写 が元進 した可能性も考え

られる .

p A P I は ア イ ソ フ ォ ー ム と して P A P Ⅱ 2 1) ,

p A P Ⅲ 2 2) が あ る . P A P Ⅱ は P A P I と 7 4 .3 % の

ア ミ ノ酸 の ホ モ ロ ジ ー があり, P A P m は P A P I

と 66
0/o の ア ミ ノ酸ホ モ ロ ジ

ー

があ ると報告され

て い る . 肺炎で は同様に発現 が克進する と考 えら

れ て お り, 同様 な作用 が 推測さ れ て い る ･ 今 回

我 々の P A P I , P A P Ⅲの D N A マ イ ク ロ ア レイ の

結果で は , 2 倍以上の 変化する遺伝子 と して は見

い ださ れ なか っ た もの の , 定量 的 R T - P C R の 検

討 で は, 明ら か に P A P I と 同様に発現の 克進が 認

め られ た . こ れら P A P I , P A P II および p A P Ⅲ

の 受容体は, まだ詳 しく は判明 して い ない もの の ,

R e g 受容体が その
一

つ で ある と の 報告があ る ･ 今
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回 こ の 受容体の発現細胞を調 べ たと こ ろ, 心筋細

脂
,
αp T 細胞 や マ ク ロ フ ァ

ー ジ などの 炎症細胞 ,

線維芽細胞 , 血管内皮細胞 , 平滑筋細胞 を含む非

心筋非炎症細胞 など心崩炎の 心臓 に存在する細胞

に広 範に発現 が認 め られた . オ ー トク リ ン, パ ラ

ク リ ン と して どの よう に作用する の か, 今後詳 し

く検討され る必要があ る . また , P A P I の 遺伝子

発現 の 増加 の 割合は , 現在, 心不全 の マ ー カ ー と

して 用 い られて い る A N P
,
B N P より もは る か に

大きい もの で あ っ た . 今後, 心疾患の 臨床的に 用

い られ る マ ー カ ー とな る可能性 もあり
2 3)
, その

ような点 か らも検討 が望 まれ る .
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