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要 旨

心筋炎 の 後
,

心臓リ モ デ リ ン グが進行すると拡張型心筋症様慢性心不全状態となる . 心晶炎

にお ける心臓リ モ デリ ン グ で は物理的負荷 の ほ か に
, 炎症性浸潤細胞やサイ ト カ イ ン なども成

因に か か わ っ て い ると考えられるが そ の詳細は明ら か にな っ て い な い
. そ こ で我々 は心臓 か ら

心室筋細胞 ( 心崩細胞) , 浸潤細胞 (T 細胞,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ) , 非心前非炎症性細胞を分離する

方法を確立 し
,

ラ ッ ト実験的自己免疫性心筋炎 ( E A M ) における各細胞群 の遺伝子発現 の特徴

に つ い て 検討を行 っ た . 正常 ラ ッ ト, 急性期および慢性期 E A M ラ ッ トの 各心臓に I . a n g e n d o rff

還流装置で コ ラ ゲナ
ー ゼを還流し細胞の 単離を行 い

, 次 い で ス テ ン レ ス ス チ ー

ル 製の 飾を使 い

心筋細胞を分離 し た. 残りの 非心筋細胞群をビ ー ズ抗体 ･ マ グネ ッ ト細胞分離装置を用 い てさ

らに T 細胞
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ

, 非心筋非炎症細胞 へ 分離 し た. 各検体より R N A を抽出 し た後,

定量的 R T - P C R を行 い 心筋炎 の 病態形成に関わ ると思 われる蛋白の 発現を遺伝子 レ ベ ル で検

討 し た . 急性期 E A M で は心筋細胞 の 収縮, 弛緩をつ か さどる カ ル シ ウ ム ハ ン ドリ ン グ関連蛋白

リ ア ノ ジ ン受容体, 球状晶小胞体 C a - A T P a s e
,

カ ル セ ク エ ス トリ ン の 減少がみられた
. 心臓リ

モ デリ ン グに関与 し て い る ア ン ジオ テ ン シ ン ー ア ル ドス テ ロ ン系 に つ い て は ア ル ドス テ ロ ン受

容体が心茄細胞で強く発現 し
,

ア ン ジオ テ ン シ ン変換酵素,
ア ン ジオ テ ン シ ン Ⅱ t yp e l 受容体

は非心筋非炎症性細胞 で 主に発現 し て い た . また心筋炎 の 急性期 に は ア ル ドス テ ロ ン合成酵素
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が非心筋非炎症性細胞,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ で僅か に発現 して い た . サイ トカイ ン, ケ モ カ イ ン の 発

現にお い ては IL - 1 0 や M C P
-

1 が非炎症性非心筋細胞より発現して おり, おそらく線維芽細胞

か ら の 発現によるもの と考えた . ま た E A M の 初期にみ られるオ ス テオ ポ ン チ ン は マ ク ロ フ ァ

ー ジ
, 非心筋非炎症性細胞 か ら分泌され, そ の 受容体 の 1 つ C D 4 4 を持 つ T 細胞及び マ ク ロ フ

ァ
ー ジ自身に対し細胞 の 活性化を促進さ せ て い ると考えられた . また接着因子と して の 作用を

併せ持 つ ケ モ カ イ ン
,

フ ラ ク タ ル カ イ ンも心筋細胞 か ら強 い 発現が認め られた . これは
, 外界 か

ら の異物に対する免疫機構を心筋細胞自身が備えて い る可能性が推測された. 心筋細胞と非心

筋非炎症性細胞は
, 互 い に密接 に関わりな がら病変を形成する だけでなく, 免疫担当細胞とも

密接に ク ロ ス ト ー ク しながら
,
心筋炎の 病態形成に関与するもの と考 えられた.

キ ー ワ ー ド : 実験的自己免疫性心筋炎, 心臓細胞分離
,
カ ル シ ウ ム ハ ン ドリ ン グ関連蛋白, ア ン

ジオ テ ン シ ン ー ア ル ドス テ ロ ン系, サイ トカイ ン

は じ め に

心筋梗塞 な どに よ っ て 心筋細胞 が脱 落する と
,

機械的負荷や神経体液因子, 細胞増殖因子 の作用

で残存する心臓構成細胞 ( 心筋細胞, 繊維芽細胞,

血管内皮細胞, 平滑筋細胞など) に形質変換が お

こ り, 組織構築が変化 して心臓 リ モ デリ ン グ が進

行する . 心筋炎で は これ らの 因子 に加えて
, 多彩

な炎症性浸潤細胞と数多くの サイ ト カイ ン が 心臓

リ モ デ リ ン グ の形成にか か わ っ て い る .
しか しi n

vi v o にお い て各々 の 細胞 がどの 様な遺伝子を発現

し他細胞と影響 し合い
, 病態 を形成 して い るか は

現在十分検討 されて い な い . 今回我々 は実験的自

己免疫性心崩炎 ( E A M ) ラ ッ ト の 心臓 で こ れら

の 細胞 がどのよう に関わ っ て い る の か を検討する

た め心臓を構成する各細胞を分離 した後, 定量的

R T - P C R 法を用 い て様々 な 化学物質の 遺伝子発

現に つ い て解析 した .

方 法

E A M の作成

既報 の ごとく精製した ブタ心筋ミオ シ ン と 同量

の 完全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ( 含結 核死菌

l l m g/ m l) を混和 したもの を生後8 週齢ルイ ス ラ

ッ ト の 両足底 へ 各 1 00 FL l ず つ 皮下注射 し
,

E A M

を作成 した 1)
. ミオ シ ン感作後第1 8 病 日日を急

性期 E A M ラ ッ ト, 3 ケ 月以上経過 した もの を慢

性期 E A M ラ ッ トと した .

L a n g e n d o r ff 還流装置 を用 い たラ ッ ト

心室構成細胞の単離法

ラ ッ トを エ
ー

テ ル麻酔し心臓 の摘出を行 っ た後

I, a n g e n d o rfE 還流装置を用 い て 38
o

C の 条件下 , 大

動脈より経冠動脈的に 1 .8 m M C a C1 2 含有 T yl o a d

(1 40 m M N a Cl , 0 .33 m M N a H 2 P O 4 , 5 .
4 m M K Cl

,

o .5 m M M g C1 2 , 5 m M H E P E S
, p H 7 .4 w i血 N a O Ⅲ)

を還流 し血管内細胞成分 の 洗い 出しを行 っ た
. 引

き続き同装置で C oll a g e n a s e 40 0 m g/1 含有,
C a C12

非含有 T ylo a d 液を心室晶が軟化するま で還流 し

た後, 摘出した両心室を 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 ,
10 m M t a u ri n e

,

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

p H 7 .3 wi th K O H) 内で 掻破 し心室構成細胞 の 単

離を行 っ た
. 単離後の 細胞 は K B 液に浮遊 さ せ ,

以降は氷上あ る い は 4 ℃ の 条件下で取り扱 っ た
.

心臓単離細胞の分離

単離した 心室 構成細胞 を目開き 3 8 / ∠ m の ス テ

ン レ ス 梨節を用 い て心室筋紳胞 ( 心筋細胞) の み

を捕捉
･ 分離した

. 急性期 E A M 心室細胞にお い

て は 38 〃 m 飾を通過 させ た細胞浮遊液をさ らに

20 〃 m 節に通し完全 に心筋細胞 を除去 し
, 浮遊液

に含まれ た細胞を非心筋細胞と した . 非心筋細胞

か ら フ ロ
ー

サイ ト メ トリ
ー 法 に よ っ て E A M 浸潤

細胞の 分画を検討した . 次 い で 非心筋細胞 に P E

標 識 抗 ラ ッ ト α β T 細 胞 受 容 体 抗 体 ( B D

p b a r M i n g e n
,

S a n D ie g o , U S A) を反応させ た後,

二 次抗 体抗 P E マ イ ク ロ ビ ー ズ 抗体 ( M ilt e n y i

Bi o t e c G m b b
,

G e r m a n y) を結合させ磁気細胞分
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表l 使用プ ライ マ ー

G e n e S e n s e p ri m e r A n ti s e n s e p ri m er
･

D e s mi rl

C D 3 ∈
i N O S

C o ll a g e n t y p e 3

C al p o ni n 1

Y o n W nl eb r a n d fa ct o r

α c a rdi a c m y o si皿

β c a rdi a c m y o si n

R y a n o d h e r e c e p t o r
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C al s e q u e s t rin

A C E
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離 カ ラ ム ( M ilt e n yi Bi ot e c G m b b) を通し, α βT

細胞 の 分離を行 っ た . 同様 に αβT 細胞分離後 の 非

心 筋細胞 へ P E 標識抗ラ ッ ト C D l l b c 抗体 ( B D

P b a r M i n g e n) , 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 マ ク ロ フ ァ
ー ジ を分離

した . 最後 に残 っ た細胞 を非 丁細胞 ･

マ ク ロ フ ァ

ー ジ非心筋細胞 (非心筋非炎症性細胞) と した .

R N A の抽出および c D N A の合成

各病期 の 心筋細胞 ( 正常心崩細胞 n - 3 , 急性

期 E J M 心筋細胞 n = 4
, 慢性期 E A M 心崩細胞 n

- 3) , α βT 細胞 ( n - 3) ,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ ( n - 3)

非 心崩非炎症性細胞 ( n - 3) の R N A を T ri z ol

( Lif e T e c n ol o gi e s , T o k y o
, J ap a n) を使い抽出し

た
. そ して 2 .5

-

5 .0 / ∠ g R N A , r a n d o m p ri m e r s ,

M ol o n e y
-

m u ri n
- l e u k e m i a vi r u s r e v e r s e t r a m -

s c ri p t a s e か ら全 20 FL l と して各 c D N A を合成 した .

定量的 R T - P C R ス タンダ ー ドサ ンプル

プラスミドの 作成

心 崩 炎 ラ ッ ト 心 筋よ り得 ら れ た c D N A を

Am pliT a q p ol ym e r a s e (T O Y O B O
,

O s ak a
, J a p an )

を使 い 表 1 に示 す. 各 p ri m e r に つ い て 94 ℃ 6 0

秒 ,
58 ℃ 9 0 秒 ,

73
o

C 1 20 秒を計 3 5 サイク ル で増

幅 し p G E M - T v e c t o r へ 組 込 ん だ . さ ら に

M a g E x t r a c t o r pl a s m id Ki t ( T O Y O B O ) を使 い

E ch e n
'

c h )
'

a C ol)
'

J M I O9 c o m p e t e n t c ell s へ 導入 し
,

導入細胞を増殖 した後 pl a s m id を再抽出 し, シ リ

コ ン チ ュ
ー ブ壁 面 へ の 付着を防ぐた め 10 n g / FL g

M A 2 R N A ( R o c b e
,

I n dia n a p olis
,
I N

,
U . S . A) 令

有 D N a s e
- fr e e w at e r に希釈保存 した . なお 心臓

単離細胞 の 分離,
R N A 抽出過程 に個体サ ン プル
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C D 3

C D 4

C D 8

α βT C R

γ ∂T C R

C D 1 6 1

C D 2 5

C D l l b c

E D l

0 2 0 4 0 6 0 8 0 (%)

図 l 急性期 E A M 浸潤細胞の 分画

E A M 浸潤 細 胞 の 分 画 を 検討 し た .

M a c r o p b a g e が 6 5 %
,

T 細胞 は 1 4 %
,

N K

細胞 は全体 の 2 % 未満で あ っ た . T 細胞 の

キ ャ ラ ク タ ー に つ い て は C D 4 陽性 C D 8 陰

性 α β T 細胞 が ほぼ全体を占め て い た
. ( n

- 5
,
平均 ±標準偏差)

間で m R N A の 断片化の 影響を受け る可能性が あ

る こ と か ら , 我 々 は c D N A 合成 時 に r a n d o m

p ri m e r を用 い
, す べ ての遺伝子 に つ い て 約2 50 か

ら 35 0 b p の範囲で P C R 定量 が で きるよう p ri m e r

を設型 した .

定量的 R T - P C R

各サ ン プル c D N A を 10 n g/ 〃 g M A 2 R N A 含有

D N a s e - fr e e w at e r に 1 00 倍希釈し 5 F L g を定量的

R T - P C R に 使 用 し た
. 勾 配希釈 し た st a n d a r d

pl a s m id とサ ン プ ル c D N A は pl a s m id の 作成時に

使用 した p ri m e r と Lig h t C y cl e r
- F a st St a rt D N A

M a st e r S Y B R G r e e n I (R o c b e) と共に増幅した
.

また 同時に逆転写前の R N A を n e g ati v e c o n t r ol と

した 9 5 ℃ 1 0 分で 熱変性を加 えた 後tb r e e - st e p

c y cl e 法 ( 熟変性 95 ℃ 0 砂 ,
ア ニ ー

リ ン グ 62 ℃

1 0 秒, 伸張反応 7 2 ℃ 1 3 秒) を計 4 0 サイ ク ル 施

行 した . 各 st a n d a r d pl a s m id の 発光シ グナ ル が指

数 関数 的 に増幅す る サイ ク ル 数 を Li g h t C y cl e r

s o ft w a r e により算出し st a n d a r d 曲線を描出 した .

各 サ ン プ ル の 絶対 コ ピ ー 数 は st a n d a r d 曲線か ら

Li gh t C y cl e r s oft w ar e で算出した .

m R N A 絶対コ ピ ー

数の補正値算出法

各個体 間に お い て m R N A 断片 化の 影響を考慮

し, γ
- アク チ ン で補正 した . また γ- ア クチ ン は

各細胞群で差 がみ られた こ とか ら以下 の よう な式

で m R N A の絶対量補正値を算出した
.

目的 m R N A 絶対 コ ピ ー 数 の 補正値 ( コ ピ
ー

数/ 総 R N A l / ∠g)
-

各個体の 目的 m R N A 絶対 コ ピ ー 数

各個体の γ ア クチ ン m R N A 絶対コ ピ ー 数

×各細胞群 の γ ア ク チ ン m R N A 絶対 コ ピ ー

数の 平均値

急性期 E A M 浸潤細胞 ( 図 1)

E A M 浸潤炎症細胞分画 は
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ が

65 % ,
T 細胞 は1 4 %

,
N K 細胞 は全体の 2

0/o 未満

で あ っ た . T 細胞 の キ ャ ラ ク タ ー

に つ い て は C D 4

陽性 C D 8 陰性の α β T 細胞 が ほ ぼ全体を占め て

い た .

急性期 E A M 心室分離細胞における特異的

細胞遺伝子発現の検討 ( 図 2)

分離細胞の 特徴を遺伝子発現 レ ベ ル で検討する

た め , それぞれ の 細胞 に特異的 な D e s m i n ( 心筋

細胞) ,
C D 3 E ( T 紺胞) ,

C D ll b ( マ ク ロ フ ァ
ー

ジ) ,

C oll a g e n ty p e 3 (線推芽細胞) , c alp o ni n 1 ( 心筋

細胞 ある い は平滑筋細胞) ,
v o n W ill e b r a n d f a ct o r

(内皮細胞) の R N A 発現量を測定 した . 図 2 に示

すよう に各群 で 特異的遺伝子 の 発現 が 高値を示

し
, 非心筋非炎症性細胞 は線維芽細胞 , 内皮細胞 ,

平滑鉄柵 胞 などか ら構成 されて い る と考 えられ

た .

心筋収縮蛋白およびカルシウム ハ ン ドリン グに

関わる蛋白の遺伝子発現の 変化 ( 表 2)

α 型 ミオ シ ン垂鐙 R N A の 発現量 は正常ラ ッ ト

心 崩細胞 で 優位 に 高 く ( v s . a c u t e E A M p <

o .o oo1 , v s . ch r o ni c E A M p - 0 .01 31) , 急性期 に最

も低値であ っ た .

一

方β型 ミオ シ ン 重鎮は正常ラ

ッ ト心 筋細胞 に お い て 有意 に 低値 で あり ( v s .

a c u t e E A M p - 0 .0 0 0 6 ,
v s . c h r o n i c E A M p

-

o .oo 2 7) 急性期 E A M 心崩細胞 で最 も高値で あ っ

た .

リ ア ノ ジ ン受容体 ( R y R) , 球状筋小胞体 C a -

A T P a s e ( S E R C A) は正常心筋細胞と比較 して急
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心 筋細胞 丁細胞 マ クロ フ ァ
ー

ジ 非心筋

非炎症性細胞

図 2 急性期 E A M 心月蔵分離細胞 に おけ る特異的細胞遺伝子 の 発現

D e s m i n ( 心崩細胞)
,
C D 3 E ( T 細胞)

,
C D ll b c ( マ ク ロ フ ァ

ー ジ)
,

C oll a g e n t y p e 3 (繊維芽細胞) ,
c alp o ni n 1 (心筋細胞あ る い は 平滑筋

紳胞) ,
v o a W ille b r a n d f a c t o r ( 内皮細胞) の R N A 発現量 を定量 的

P C R 法を行 い 測定 し た
. 各群 で 特異的 に高値を示 し

, 非心筋非炎症性

細胞 は 繊維芽細胞
,

内皮柵鞄
,
平滑筋細胞 など か ら 構成され て い る と

考えられ た . ( 平均 ±標準誤差)

性期 E A M 心筋細胞で は約 1/ 3 にまで減少 し
, 悼

性期 E A M 心筋細胞 で は増加傾向を認め た . カ ル

セ ク エ ス トリ ン の 発現量も正常心筋細胞 と比較 し

て 急性期 E A M 心筋細胞 で は約半分に まで減少 し

慢性期 E A M 心筋細胞 に は正常心筋細胞 と ほぼ同

レ ベ ル にまで 回復して い た .

ア ンジオテン シン
ー

ア ル ドステロ ン系の

遺伝子発現 (表 2
, 表 3)

心筋炎急性期で , ア ン ジ オ テ ン シ ン 変換酵素

( A C E) 発現 は 非心筋非炎症 性細胞で 最 も高く
,
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ま た心筋細胞で も極少量み られ た
. そ して 心崩細

胞 の A C E 発現 は正常心筋に比べ 急性期心筋炎で

釣 4 倍上昇して い た . A T l 受容体 はほ と んどが非

心筋非炎症性細胞 で発現 して い た
.

År2 受容体 は

T 細胞 ,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ
, 非心筋非炎症性細胞の

何 れに も発現が み と め た が A T l 受容体 発現量 に

比 しその 発現量 は きわめ て 少ない もの で あ っ た .

ア ル ドス テ ロ ン合成酵素は非心筋非炎症性細胞 で

発現が み られ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ にも少量 の 発現 が

認め られた . ア ル ドス テ ロ ン受容体の発現は心筋細

胞で高く, 非心筋非炎症性細胞にも認められた . 各

病期の 心筋細胞で ア ル ドス テ ロ ン受容体発現量を比

較したが
, 各々 に有意な変化は認めなか っ た.

サイ トカイ ンの発現 (表 2 , 表 3)

IL - 1 0 は主 に非心筋非炎症性番田胞 に高 い 発現 が

み られ, その 受容体は マ ク ロ フ ァ
ー

ジ,
つ い で T

細胞 の順 に強く発現 され て い た . IL
-

2 は T 細胞

か ら,
M C P - 1 は主 に非心筋非炎症性細胞 か ら発

現され,
わずか に マ ク ロ フ ァ

ー

ジか らも発現 がみ

られた
. P D - 1 は T 細胞 が発現 し

, その リガ ン ド

は主 に マ ク ロ フ ァ
ー ジが持 っ て い た . I N F γ は T

細胞 か ら発現 が認 め られ, そ の 受容体は T 細胞 ,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ

, 非心筋非炎症性細胞 に強い 発現

を認 め た ほ か
,

心筋細胞 で の 発現 も確認 さ れ た .

T N F α は急性期 E A M にお い て マ ク ロ フ ァ
ー ジ か

ら発現 が多く認 め られ, その 受容体は非心筋非炎

症性細胞, 次 い で マ ク ロ フ ァ
ー

ジに多くみ られた

が, 心筋細胞に も少量認め られた
. オス テオポ ン

チ ン は急性期 E A M に お い て マ ク ロ フ ァ
ー ジ

, 非

心筋非炎症性細胞 に強 い 発現を認め ,

一

方その 受

容体の 1 つ で ある C D 44 に つ い て は T 細胞,
マ ク

ロ フ ァ
ー ジ

, 非心崩非炎症性細胞 の 順に強い 発現

を認め た .
フ ラ ク タ ル カイ ン は非心筋非炎症性細

脂, また心筋細胞 か らも高 い 発現が認 め られ, そ

の 受容体で ある C X3 C R l は マ ク ロ フ ァ
ー ジ

, T 細

胞が高い 発現を示 した
.

考 察

細胞分離

今回 L a n g e n d o rff 潅流装置を使い 経冠動脈 的に
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α 型ミオシン重鎖 国国国 β型ミオシン重 鎖

正 常心 筋細胞

急性期 E A M

心 筋細胞

慢性期E A M

心筋細胞

0% 50 % 1 0 0 %

図 3 ミ オ シ ン 垂領分画 の 変化

α 型 ミ オ シ ン 重鎮は 正常心筋細胞 で優位で あ

る が
,

急性期, 慢性期 E A M 心茄細胞 で はP 型

ミ オ シ ン 垂鎖が優位とな る .

c oll a g e n a s e を心臓 組織内 へ 潅流 し心臓構成細胞

を単離した
. さらに ス テ ン レ ス ス チ

ー ル製節を用

い て心崩細胞/ 非心筋細胞 と に分離 した . 我 々 が

行 っ た フ ロ
ー

サイ ト メ トリ
ー を用 い た E A M 炎症

性浸潤細胞の 検討は組織免疫染色法で の 浸潤細胞

の こ れまでの検討とほぼ同様な結果が得られた 2)
.

さらに E A M 非心筋細胞を ビ ー ズ抗体細胞分離シ

ス テ ム を用 い て 分離 した T 細胞 ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ

の 純度 は高く (92 . 3 %
,
95 .7 % ) , 非心筋非炎症性

細胞 へ の T 細胞 ･

マ ク ロ フ ァ
ー ジの 混入も非常に

低値であ っ た (2 .7 % ) . 心筋細胞,
T 細胞 ,

マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ の マ
ー

カ
ー

と し て d e s m i n , C D 3 ど,

C D ll b c の 発現量 を各細胞群で測定 した
. そ の 結

果何れ の 細胞群 も特異的な遺伝子 を強く発現 して

おり, 細胞分離の 精度は高い もの と思われた .

各病期 における E A M ミオシン重弟分画の変化

ミオ シ ン 重鎮の 表現型 は胎仔期に はβ型 が優勢

で あ る が新生仔期 まで に α 型 とβ型 の 比が逆転

し
, 成獣期 には α 型 が優勢と なる. 単離心筋細胞

か ら定量的 R T - P C R 法で ミ オシ ン 重鎮の 表現型

を検討 したと こ ろ正常ラ ッ ト心筋紳胞 で は α 型 が

優勢であ っ た が急性期 E A M で は α 型
, /

9 型 の 表

現型 は劇的な変化をみ せ , その 比は ほぼ逆転した .

慢性期 E A M に は比率の 回復はみ られ るもの の 依

然β型優勢で あ っ た ( 国 3) . これ は細胞単離を

して い な い ラ ッ ト心室細胞で の ミオ シ ン 垂鏡表現

型 の 検討 とほ ぼ同様の 結果で あ っ た 3)
. 以上より

コ ラゲナ ー ゼ処理や節を用 い た心室単離 ･ 細胞分

離行程を経て も R N A 発現 レ ベ ル で は なん ら細胞

に影響を及 ぼ して い ない と考えられ た
.

カル シウム ハ ン ドリング関連蛋白の発現

臨床的に劇症型心筋炎の 急性期 は心機能が著 し

く低下 し
, 大動脈内バ ル ー ン バ ン ビン グや 経皮的

心肺補助 装置など の 心肺補助循環法 を必要と し
,

急性期を脱すると これ ら補助循環装置 か ら離脱で

き多く は正常心機能 へ 回復する. 急性期心筋炎の

心筋細胞 で はどの 様な遺伝子 が発現 し
, 可逆的な

収縮能の 低下 がもた らされて い る の か は 明らか で

は ない .

一

方細胞 レ ベ ル で は心筋細胞の 収縮/ 弛

緩の 制御 は主 に カ ル シウ ム ハ ン ドリ ン グ が中心的

役割 を果 た して い る. 収縮期に は心崩細胞膜電位

の 上昇により L 型 C a チ ャ ネル か ら流人 した少量

の カ ル シ ウ ム が セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー

と して働

普
, 球状筋小胞 体 (S R) 内カ ル シ ウ ム が R y R か

ら放出され細胞内カ ル シ ウ ム濃度 の 上昇をもた ら

す. 拡張期 は S E R C A が 細胞 内カ ル シ ウ ム を S R

に取り込み細胞内カ ル シ ウ ム濃度を低下さ せ
,

カ

ル セ ク エ ス トリ ン は S E R C A に よ っ て 取り込まれ

た カ ル シ ウ ム を S R 内に貯蔵する機能を有す る .

我 々 は単離心筋細胞を使 っ て 各病期 における カ ル

シ ウ ム ハ ン ドリ ン グ 関連蛋白 R y R
,

S E R C A
,

カ ル

セ ク エ ス トリ ン に つ い て 検討した . R y R , S E R C A
,

カ ル セ ク エ ス トリ ン は い ずれも急性期 E A M にお

い て低下 して い た . R y R の 減少は収縮期細胞 内カ

ル シウ ム 濃度 の 上昇を押さえ心筋収縮能の低下を

もた らす.

一 方 S E R C A
,

カ ル セ ク エ ス トリ ン の 減

少は拡張期 S R の カ ル シ ウ ム取 り込み と S R 内の

カ ル シ ウ ム 保持能を低下 させ拡張期細胞内カ ル シ

ウ ム過負荷を生 じ細胞弛緩能の低下と細胞障害作

用をもた らすと考え られる . また カ ル シ ウ ム 貯蔵

能が低下する こ とより収縮期の S R か らの カ ル シ

ウ ム放出も制限され る と考えられ る.
これら急性

期 E A M 心筋細胞 にみ ら れる遺伝子発現 の 変化が

急性心筋炎の極期 に
一

過性に心機能低下 をもた ら

す原因で あると推測する . 今後 こ れら分子的機序

の さらなる解明に より急性心筋炎治療の 治療戦略

の 拡大が期待さ れる .
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ア ンジオテ ンシン ー ア ル ドステロ ン系の発現

近年体循環系 レ ニ ン ー ア ン ジオテ ン シ ン ー ア ル

ドス テ ロ ン (R J u ) 系の ほか に心血管, 腎, 脳 な

ど局所臓器 に組織 R A A 系 が存在 し
, 庄 負荷あ る

i l は梗塞心などで は心筋細胞肥大や組織線維化と

い っ た心臓 の リ モ デリ ン グ ヘ の 関与が言われて い

る
4)

. A C E 阻害剤を内服 して い る重症心不全患者

にア ル ド ス テ ロ ン受容体括抗薬ス ピ ロ ノ ラク ト ン

を追加 した と ころ総死亡率が ス ピ ロ ノ ラ ク ト ン併

用で 約 3 0 % 改善 した と い う報告 は
, 組織 ア ル ド

ス テ ロ ン の 心不全 にお ける影響と して注 目を集め

て い る 5)
. さらに ア ル ド ス テ ロ ン は心筋の線維化

を促進する因子 と して も注目されて い る 6)
. 我々

の 研究で は ア ル ド ス テ ロ ン受容体発現は心筋細胞

および非心筋非炎症性細胞で認 め られた が
, そ の

発現量 は心筋細胞で有意 に高値で あ っ た . したが

っ て急性期 E A M 心臓組織で ア ル ドス テ ロ ン は 心

筋細胞を直接刺激して
, 何らか の 影響を与えて い

る と思われた
. H a r a d a E . らは心崩細胞 と非心筋

細胞 の 混在 した心臓培養細胞 で
, ア ル ドス テ ロ ン

が A C E m R N A 発現 を増幅さ せ R - A
-

A 系 に ポジ

テ ィ ブフ ィ
ー ドバ ッ クを与えて い ると報告した

7)
.

我 々 も分離心筋細胞 か ら A C E m R N A の 発現 を認

め, さらに極期で その 発現が上昇 して い る結果を

得て い る . しか し A C E m R N A の 発現 の 主体 は非

心茄非炎症性細胞に あり,
心筋細胞と非心筋非炎

症性細胞 の 間に何らか の ク ロ ス ト
ー

クが存在して

い る こ と が推測され る . さらに A C E が ア ン ジ オ

テ ン シ ン Ⅰをア ン ジオテ ン シ ン Ⅰ ヘ 変換 し非心筋

非炎症性細胞( おそらくは線維芽細胞 と考える が)

の 持つ A T l 受容体を介 して心臓 に 線維化をもた

らす可能性が あ る の で は な い か と 考え て い る .

M i z u n o Y . らは
,

ア ル ドス テ ロ ン の 合成 が
, 不全

心で 産生 されて い ると報告して い る が 8)
, 我 々の

検討で は
, 非心崩非炎症性細胞が 主に産生 して い

る と考 えられた .

サイ トカイ ンの発現
一

般 に I L - 1 0 は 2 型 ヘ ル パ ー T 細胞 ( T b 2)

か ら分泌 され
,
IL - 4

,
IL

-

5
,
IL

-

6 と共に T H 2 サ

イ トカイ ン の 一 種で液性免疫促進作用 と細胞性免

疫を促進させ る 1 型 ヘ ル パ ー T 細胞 ( T h 上) の 抑

制作用 を持つ
9)

. w at a n a b e K . ら は細胞性免疫反

応が病態 の 中心 をなすE A M にお い て
, 遺伝子導

入 によ り IL - 1 0 を過剰発現 させ 心筋炎の 進行を

効果的 に抑制 した と報告 して お り 10)
, I L - 1 0 は

E A M の 発症 か ら治癒 過程 にお い て 重要なサ イ ト

カイ ン の 1 つ と い え る . 当初我 々 は急性期 E A M

心臓組織にお ける IL - 10 産生細胞 は n 2 ,
つ まり

T 細胞と考えて い た が 1 1)
, 今回の 研究で は IL - 1 0

の 分泌 は非心筋非炎症性細胞が担 っ て い る こ と が

判 っ た . 近年慢性リ ウ マ チ患者の 線維芽細胞型 の

滑膜 細胞 が IL - 1 0 を産生 して い る と の 報告 もあ

り 1 2) 1 3)
, E A M 心 におい て も線維芽細胞が IL - 1 0

を分泌 して い る 可能性が あ る と 思 われ る . また

M C P
-

1 は マ ク ロ フ ァ
ー

ジを遊走促進させ る ケ モ

カイ ン で ある が,
こ れを最 も産生する紳胞 は非心

筋非炎症性細胞 で あ っ た . こ れも非 心前非炎症性

肺胞 が マ ク ロ フ ァ
ー

ジに対して , 重要な役割 を持

っ て い る こ と が推測され る.

T 細胞を初期 に活性化さ せ るサイ トカイ ン の
一

種と考えられて い るオス テオポ ン チ ンも, E A M の

発症初期 に急激に上昇する と報告されて い る が 3)
,

そ の 産生細胞 は マ ク ロ フ ァ
ー

ジあ る い は非心筋非

炎症性細胞 が主 なも の であ っ た
. オ ス テ オポ ン チ

ン 受容体 を持 つ T 細 胞 の 活性化に マ ク ロ フ ァ
ー

ジや 非心崩非炎症性細胞が 関与 して い る可能性が

推測 された
.

心筋細胞 と免疫細胞 がどの 様に関わる の か はま

だ十分に理解されて い ない が , 今回の 結果か ら互

い がか なり直接的な作用を及 ぼ し合 っ て い る可能

性がある こ とが示唆された .
つ まり, 細胞表面 に

膜蛋白と して存在 し
, ケ モ カイ ン と細胞接着分子

の性質を併せ 持つ フ ラ クタ ル カイ ン が
,

心筋細胞

で 高い発現が 認め られ, その 受容体を持 っ て い る

マ ク ロ フ ァ
ー ジ や T 細胞に何らか の 影響を与え

て い る可能性が考え られる . 近年, 脳 にお い て も

神経細胞自体が フ ラ クタ ル カイ ン を持 っ て い る こ

と が明 ら か に されて い る 1 4) 1 5)
. 心茄細胞も同様

に外界か らの 病原体の攻撃か ら, 免疫細胞を誘導,

防御 して い る可能性が 推測される .

一 方 こ れまで

心筋細胞 が T N F α 受容体を発現 して い る と い う

こ と は過去 に報告 されて きた が
1 6)

, 今回 の研究
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で は IN F γ受容体 も心筋細胞 か ら発現 されて い る

と思われ た
.

こ の こ と より心筋細胞 は免疫細胞か

ら何ら か の直接的な影響を受けて い る可能性が推

測される .

こ の ように心筋細胞 で は
, 急性心晶炎によ っ て

,

心機能に影響を及ぼす様々 な遺伝子発現 が変化し

て い る . 急性期 に は, 心筋細胞が炎症細胞 , 非炎

症細胞 と密接に関わり合い ながら, 単に受動的に

影響を受 けて い る だけで は なく ,
それら の細胞 に

,

何ら か の 指示 を与えて い る可能性が強く考えられ

た . また非心筋非炎症性細胞 も炎症細胞か ら影響を

受けて い るだけで はなく, 炎症細胞に様々 な指示 を

与えて いる ことが強く示唆された
.
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J M oI C ell C a rdi o1 2 9 : 4 9 1
-

5 0 2 19 9 7 .

1 2) Hi r血 A , Sk a p e n k o A
,

& n n e R W , E m m ri c b F ,

S c h ul z e
- K o o p s H a n d S a c k U : C y t o ki n e m R N A

a n d p r ot e in e x p r e s si o n i n p ri m a ry
-

c ult u r e a n d

r e p e at e d -

p a s s a g e sy n o vi al fib r o bl a st s f r o m

p a ti e n t s wi th r h e u m at oid a rt h ri ti s . A r th ri ti s R e s

4: 1 1 7
-

1 2 5 2 0 0 2 .
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1 3) C h o M L
,

K i m W U
,

M in S Y
, M i n D J , M i n J K ,

L e e S H , P a r k S H , C h o C S a n d Ki m H Y :

C y cl o s p o ri n e diff e r e n ti ally r e g u l at e s i n t e r -

1 e u ki n
- 1 0 , i n t e rl e u ki n

- 1 5 , a n d 山 m o r n e c r o si s

f a ct o r a p r o d u cti o n b y rh e u m at oid sy n o vi o c yt e s .

A rthri ti s R h e u m 4 6: 42
-

5 1 200 2 .

1 4) H at o ri K
,

N a g ai A
,

H ei s el R
,

R y u J K an d R i m

S U : F r a ct alki n e a n d f r a c t alk i n e r e c e p t o r s i n

h u m a n n e u r o n s a n d gli al c ell s . ∫ N e u r o s ci R e s

69 : 4 18 - 4 2 6 20 0 2
.

1 5) Z uj o vi c V
,

B e n a vi d e s J ,
Vig e X

,
C a rt e r C a n d

T a u pi n V : F r a ct alki n e m o d ul at e s T N F - alp h a

s e c r eti o n a n d n e u r ot o xi city i n d u c e d b y m i c r o gl i al

a cti v ati o n
.
Gli a 29 : 305

-

3 1 5 2000 .

1 6) T o r r e
- Am i o n e G , E a p adi a S , Le e J , B i e s R D ,

Le b o vi t z R a n d M a n n D L : E x p r e s si o n a n d fu n c -

ti o n al sig ni五c a n c e of t u m o r n e c r o si s f a ct o r r e c e p
-

t o r s i n h u m a n m y o c a r di u m . Ci r c ul a ti o n 9 2 :

1 48 7
-

1 493 1 99 5 .

( 平成 1 5 年 2 月 4 日受付)


