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by usingaPeR-directsequencemethod,andthereweretwotypesofpointmutation,

namely,970T-C調le-Thy(oneof3cases)and478C-T/Pro-SeHotheT2cases).The

pointmutationaも478Twaspreviouslyreportedbyo抽eTTeSeaLrCheTS.WhまsisthefiTSも

repol･ttOShow thealternativesplicinginexons1and 9 andthepointlnutationat

970cICD36d e f ic ie n cy maycontributethepaもhogeneSisofheartdiseasesandarterio-

selprosisth r ｡ ugllab110rTllalrattyacidmetabolisnl.

Keywords:旦23王-BM王PPmyocardialscintigraphy,CD36,

hypeT徳ophiecardiomyopathy,
且23I-BMIPP心筋シンチグラフィー

1 は じ め に

心臓は休むことなく全身に血液を抽出しており,その

機能維持のため心筋細胞は大量のエネルギ-を消費し続

けている.心筋細胞がエネルギ-産生に利用する基質と

して空腹時は全エネルギー産生の60%-90%を脂肪酸

で賄い,食後は約70%を糖質の代謝から得ている.脂肪

酸は血中から心筋の細胞質内へ移行した後,アシル化さ

れ一部はトリグリセリドプ-ルへ移行し,残りはカルニ

チンシャトルを介してミトコンドリア内へ移行しβ酸化

･ . ∴ ･･ l･.､ ･ト .I･･＼日..･･･..1ト､.1日.､l.･

acid(BMIPP)は 201TICl(Tl)などの心筋血流

画像では得られない脂肪酸代謝異常を検出でき,虚血

性心疾患や心筋疾患の診断と病態評価に応用されてい

る1ト5).健常人では BMIPPの良好な心筋集積像が得

られ,虚血性心疾患や心筋疾患では部分的な集積低下を

認めることが多い.一方,稀に BM王PP の心臓-の集

積が全く見られない心疾患症例が報告され,その機序や

臨床的意義が問題になっていが )6)

クラスター分類 (CD)36は血小板の第Ⅳ糖蛋由であ

り,トロンボスポンジやコラーゲン受容体,さらに酸化

LDL受容体としての役割が指摘されてきた.近年 CD

36は長鎖脂肪酸の細胞内への取込みに関与していること

が明らかとなり,動朕硬化の成因との関連が注目されて

いる7トu).また CD36欠損症の一部では BMIPP の

心筋-の寮集積が報告され CD36欠損症と心疾患およ

び心筋脂肪酸代謝障害の関連が注目されている.

今軌 心疾患における CD36欠損症の頻度とBMIPP

心筋軽集積,さらに遺伝子異常との関係を検討した.

2 対 象 と 方 法

対象 :新潟大学医学部付属病院または燕労災病院循環

器内科外来に各種心疾患で通院中の200名 (肥大型心筋

geneabnormality

CD36,肥大型心筋症,遺伝子異常

症舶例,拡張型心筋症16例,心筋梗塞症26例,狭心症55

例,その他59例)を対象とした.全例で末梢血単球及び

血小板の CD36発現様式を検索 し,Tまと BMIPP心

筋シンチグラフィ-は178例で,心臓カテ-テル検査は

133例で施行した.男性112例,女性88刑で,年令は30

才から86才までの平均62士5才であった.

Tl心筋シンチグラフィ一 二1'1心筋シンチグラフィー

はエルゴメ-夕運動負荷を行い最高運動量で 201Tlを

111-148MBqを静注し,15分後 し初期像)と3時間

級 (後期像)に SPECT像を撮像した.BMIPP心筋

シンチゲラ7 [-は6時間の絶食後,1コ3IIBMIPPを

111-1▲18m,IBq静注L.15分後 (初期惟)と3時間後

(後期像)に planneT像と SPECT像を撮像した.使

用機器は低エネルギ-汎周コリメ-夕を装着した r-め

メラ(シーメンス社 ZLJC-ORBITER75)を用い,PlaIト

ner像は5分間.SPECT像は5.6度毎スライスを25秒 ,

180度収集で撮像し,デ-夕処理は島津社シンチパック

24000を用いた一

心膿カテーテル検査 :心臓カテーテル検査は133刑に

施行した.診断的両心カテーテル法に引き続いて左室造

影と冠動脈造影を行った.冠れん縮性狭心症の18例では

methyleTgOmetrinemaleateを用いて冠れん楯を誘

発した5)12).肥大型心筋症と拡張型心筋症では左室心内

膜心筋生検を行い,黒滝三重毅色,H-E染色,Azan

染色で観察した.

フローサイトメトリー :CD36の発現は7ローサ 1'ト

メトリー法を川いて評価した.各種モノクロ-ナル抗体,

FACScLanrrll.1(B.D.,BectonDickinson社)フロー
･… ､､･ I:. 一､一 l＼､･･l I :.≡) ･ .､･-

アを糊いた.血小板は末梢血から得られた血小板濃縮血

饗を FITC標識抗 CD36抗体 (Coult.er干上)にて音接

ラベルし,lightseattprにて血小板に gateを設定し,

発現の有無を検索した7ト11､.単球は末梢血から比重遠
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心法にて得られた単柁細胞を FITC標識抗 CD36抗体

と PE標識抗 CD14抗体 (B.D.)にて直接ラベルして

eD14陽性単球に gateを設定 し,CD36の発現の有無

を検索 した13ト151㌧ 単球 とlIpll小板の両者 ともに し.11~)36

を矢指 している症例をⅠ型.血小板のみ CD36を矢指 し

ている症例をtI型とした.

遺伝子解析 :遺伝子解析は 1-131_B九,1IPP の取 り込

みが欠指 し,7ローサ 11トメトリーにて血′｣､板と単球の

両方に CD36が矢指してい/+IⅠ型 CD36欠摘症3例に

ついて行った (表11.患者および正常対照者の末梢Ifll

から比重遠心法により単相球を分離し,tot､alRNA お

よび genolllicDNA を抽出 した.得 られた tot′al

RNAから 1,andom primerを剛 ､て rel-er･setrans-

el･iptaseにて eT)NA を合成 し,CD36遺伝十すべて

の openreadingfI･ameを含む1:l個の各 exonを網

羅するよう烏 受電 した pl･imerを朋いて RTIP(1R を

行一･)た (表2､).PLIR 産物は30,i-agalosegel上で電

気泳動を行いそれぞれの PCR 産物が 1種籾の場合は

す一 トシーF/エンサーを丹巨､て diI､eetSeqL】enee法に

よu-誌基配列を決定した.複数の PeR 産物が存在 し

た場合にはそれぞれを gelよi用 曲 Lた後サブ クロー

ニンF/を行い,サブクローニングした複数の]/ローンに

ついてそれぞれオ- トシークエンサーにて塩基配列を決

定 した.同様に gerlOrllieDNAの exon相当部位につ

いても前後の intron に primel,を設定 し PCR-

dil･ectsequenep法によi)塩基配列を決定した.

上記いずれの検査も患者に説明のうえ同意を得て施行

した.

結 果

CD36欠損症の頻度 :単球と血小板ともに CID36の発

現が完全に矢指 しているⅠ型欠指症は肥大型心筋症2例.

拡張型心筋症 1例,心筋梗塞症2例,狭心症 3例,の計

8例 (4%)にみられた (図1).血か夜のみ欠損する

Ⅲ型 CD36欠指症は肥大型心筋症 3例 .拡張型心筋症 1

刑.心筋梗塞症 1刑.狭心症 8刑.その他3刑(T)計16例

(8Q,O)にみられた.

CD36欠損症と BMIPP心筋集積の関係 :Ⅰ型 CD

36欠指症の8†町ぐは全例で BMIPPの心筋-の集積が

全くみられなか一一.'た (図21.u聖 Llr)36欠指症の16例

申13例で B九･:llPP心筋シンチゲラ7 f-を施行 し.13

T)36欠指症8例とu型 CI)36欠指症13刑の Tl心筋シ

表l CD36欠損症例

HCM:恒,pertrophic｡aI･dioml,opat恒,.OMl:oldI叩･･OCardialinfarction

表2 Prinlel､Setting

SPnSeprlmer antisenseprlmer

lR aaaattcatgtぐttgdgtt (代On21 1L acagaagtttacagaeagttttg (eXOn小

2R Ctg.gdgtgtttggaggtattet LmOn3) 2L ggaaaatgtaaぐぐeaggaCLget (eXOnい

3R agtgatgatgaaeageageaaぐa (e又on 3L ぐぐaagteagaaぐttt即gagaaCt (門OnGj

4R gatectcaattc.acHattflaeaa 亘XOn6) 4L ttgttgagElaaagぐぐaggta Lexon9)

5R tattgggaaagtCaぐtgCgaC (eXOn射 5L ettectea=ttrtgtatgCaagt LeXOn1ll

6R gcctttgcctcteeagttga (mon岬 6L gt打aCtggaaaaataaaertert Lexonl小

TR aetatattgtgeぐtattetttgg (eXOn13) 7L gecaaagaataggcaeaatatagt (mOn141

8R ggtecttttatetggdgaeteaaggdgC tintronU 8L taagtacattteaatacaatgaぐ (intronr))

9R etaatcattt酢Caet曙att (intronH) 9L agcatacHataetteagtatctgtctta 山一trOnl)
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ンチゲラ7イーでは全例で Tlの心筋-の集積がふLT)

れた.

Ⅰ型 CD36欠損症の遺伝子解析 :検索 した3例の T

型 Lll)36欠指症においてexonご1を含む pllimerのL)R

と2L をll~巨､た RT-PCR 法によi)2種類の PCR 産

物がみとめられた (図3).それぞれをサブタロ-ニン

グした後,2種類のクローンについて塩基配列を決定 し

たところ正常塩基配列の機に,哲ⅩOn4の開始部分から

52塩基が矢指し.その結果 fr～1meShiftによi)43TTC,:㌔

nornliii (‥ase1

()U
〇
三 _̂"i

CD36寸‡1C

図l I型 CD36欠損症におけるプロ-サイト

メトり一一.左は正常コントローールであり.

右が症例1の血小板 (上段)と単球 (下

段)の CD36の発現を示す.血小板,単

球ともに CD36の発現がみられない,

Stopeodollを生 じるような配列をみとめた (図｣日,

また,exon9を含む primeI･の5R と5L を用い/+I

毘7-PCR においても2種類の PCR 産物をみとめ,

同様に塩基配列を決定 したところ正常塩基配列の他

に,exor19の70塩基が欠損 してお り,その結果として

iO那TGAstopcodonを生じるような配列をみとめた

し図5). 弓工 pxon.iと exon9の gLPnOmieDNA

には対応する塩基欠損をみとめなかった (図6,7),こ

の2カ所の 毘NA の欠損が同じ aneleより生 じてい

るか否かを判宝するために,exom魂と exon9の欠損

部位に重なるよJ)に pl･i111t､rを設定して RT-P(1R を

行った.正常対照者と症例2,3においてはバンドをみ

とめたが,症例 まではバンドを認めなかった (図8).

また cDNA の塩基配列では上記異常の他に症例 1に

という2種類のホモ変異の poinもmutaもionをみとめ,

それぞれの変異部位の 琵enOmicDNA にも同様の

poilltmutationをふとめた (図▲･1-71.対照とLた

健常者にはいずれの異常もみとめなかった.

考 察

BMIPPの心筋無集積の機序として,①BMIPP 薬

剤自体の問題,②撮影上の問題,③患者側因子,が考え

られる.心筋簸集積を呈する症例においても良好な肝娩

集積をみとめているので薬剤自体の問題は否定的である.

撮影法に関しても心筋無藤橋症例は再現性をもって蕪集

積を呈することから技術的要因の可能性は少なく,撮影

図2 Ⅰ型 CD3･6欠摘症の BMIPP心筋シンチゲラ7(-.左は

正常コントロールであり右は症例1である,症例 1では

BM王PPの肝臓への簸碑は良好であるが心臓への象積は全

くみとめない.
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2R-2L
ControlPatient

5R-5L
Control Patient

等 雨 g:gT_①

図3 exon･-l上t,xonOLl)し･Ⅰ)N八.pxon-1を含む primeLrの2Iミ とL)

Lを用いた RT-PC民法により2種類の PCR産物が認められ

た また exon9を含む primerの5民 と5L を用いた RT-

PC民法においても2種類の PCR産物を認めた.

上の問題も考えにくい.従･.)て想首側【~町1-I(J'〕叶能性が高

い.BM王PP心筋簸藤橋が局所的でなく心臓全体に及ん

でいるということは,虚血性心疾患や心筋疾患にみられ

る心筋障害所見とは異なってお吟,何らかの脂肪酸輸送

の異常が全ての心筋内血管内皮細胞や心筋細胞に均質に

生じているものと考えられる6)7)li).cD36は当初,血

か板の第4番削二発見された糖蛋白であり血小板の粘着

に関わる園子として研究されてきたが,その後様々な機

能を有していることが明らかになってきた刷-15).将に

長鎖脂肪酸の膜輸送システムに深く関与していることが

明らかになってきた,我々の検索でもⅠ型 CD36欠損症

の8例全例で BMiPPの心筋蟹集積をみとめているこ

とから BM王PPの心筋無集積はⅠ塑 CD36欠損が原因

と考えられる.

肥大型心筋症は約半数がサルコメア遺伝子の異常によ

る疾患であると報告されているが,残る約半数の原因は

未だ不明である,最近では心筋細胞膜異常やエネルギ-

代謝異常も原因として考えられている.実験的には心筋

細胞に脂肪酸代謝異常が生じると心筋細胞が肥大するこ

とが報告されているや肥大型心筋症の中にI型およびⅢ

型 CD36欠損症を高率にみとめるという報告があり,今

回の我々の検索でも肥大型心筋症と虚血性心疾患の中に

CD36欠損症がみられた.CD36欠損症では脂肪酸の心

筋内への取り込みが障害されると考えられることから,

心筋エネJLギー代謝障害や心肥大が引き起こされ, ･部

の肥大型心筋症の原因に関連している可能性がある,

冠れん縮性狭心症では非発作時に施行 した Tlなど

の心筋血流画像では異常所見を得られないことが多い.

これに対して狭心症発作後の数日間は虚血にさらされ

た心筋細胞に脂肪酸代謝障害が生 じ,BMⅠPP心筋



CDNASequencin句bvPrimer2R-2L exon4
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Frameshift

GTG ,437TGA

Stopcodon

図4 exon4の cDNAの塩基配列.exon鐘を含む2種類の PCR 産物のうち塩基配列の短いものは exon4の開始部分から52

塩基が欠損しており,frameshim により437TGAs廟 codonを生じるような欠損であった.
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M C P-1P -2P-3

(+)(-)(+)(+)
図8 exon壕とexon9の2カ所の欠損が同じ

alleleより生じているか否かを判定する

ために,欠損した2煎所の exonに塞な

るようにpTimerを設定して RT-PCR

を行った.正常対照者と症例2,3にお

いてほPCR産物を認めたが,症例1で

は認めなかった.

シンチグラフィ-により異常を検出できることがあ

るi)~5)12)一一般に陳旧性心筋梗塞や冠れん縮性狭心症

での BM王PP心筋シンチグラフィ-所見は障害心筋領

域に一致した局所的な欠損像を量する7).冠れん縮性狭

心症の中で BM王PPの心筋簸集積を里するI型 CD36

欠損症は18例中1例で特に頻度が高いわけではなかった

---:H,Ⅲ型を含む CD36欠損症の総数は冠れん縮性狭心

症の18例中4例 (22%)であり,正常人にみられる CD

36欠損症の頻度より高かった したがって,CD36欠損

による血管内皮や血管平滑筋の脂肪酸代謝障害が冠れん

齢性狭心症の成因に関与している可能性が考えられる.

これまでⅠ型CD36欠損症の遺伝子異常としては478T

の変異体 (pro90の seTへの置換),exon5における2

塩基の欠失,exonま0における1塩基挿入などの異常に

より細胞表面に CD36が発現されないことが報告され

ているiO)13ト輔.今回の我々の解析では症例2,3にお

いて 478Tの変異体をみとめたが,さらに過去に報告の

ない新たな遺伝子異常をみとめた.3症例とも exon4

と exon9に cDNA の塩基欠損をみとめたが,症例ュ

においては Figur･e6の結果よi)この2カ所の矢指が異

なる allelpよi)生じるために正常な CD36が合成され

ないものと考えられた.症例1の 970T-C/Ile-Thy

という poilltIlltltati｡nが CD36矢指に関与している

か否かは不明である.症例2,3においては exon4お

よび exon9の欠損が同一の aueleより生 じていると

考えられるが,過去の報告と同様に genOmicDNA

の exon4に存在する 478Tのホモ変異 (pro90の seT

-の置換)のために CD36合成が阻害されていると考

えられた.Exon4と exon9における cDNA 塩基配

列の欠損は genomまcDNA には変異を認めないこと

より転写時における splieingsiteの missreading

によると考えられるが,その詳しい機序については不明

である.

CD36欠損によって脂肪酸取り込み障害が生 じると心

筋細胞のエネルギー代謝に異常を生じ,心肥大や心機能

障害などが出現してくることが考えられる.本研究では

症例数が少ないこともあり CD36欠損例と非欠損例,

BMIPP心筋無集積例と集積例との比較で臨床所見に

差は見られなかった.CD36欠損は健常者よりも心疾患

症例に高率にみとめられることから CD36欠損症と脂

肪酸代謝異常,動脈硬化,血管内皮異常や心肥大などと

の関連が推測され,今後同様な症例で詳細な検討が必要

である.
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