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心筋炎および心筋梗塞の心筋細胞における

へ プ シ ジ ン 遺 伝 子 発 現 の 検 討
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要 旨

鉄は様 々な臓器において重要 な生理的機能 に関 与一しているが,最近,へブシジンとい うペプ

チ ドホルモンが鉄の恒常性 において中心的な役割 を示す ことが明 らかにされた.このホルモン

は抗菌作用を持ち,炎症性サ イ トカインである ‡L-6や鉄過剰によりその発現が増強 し,フェロ

ポルチ ンとの結合 を介 して鉄の細胞外への排出を抑制することが種告されている,心臓中にも,

ある条件下でへブシジンの発現が増強す るとの報吾があるが,心臓病におけるその発現の変化

に関 してはほとんど知 られていない.今回私は,心筋炎あるいは心筋梗塞の心臓でへブシジン

の発現がどのように変化す るかを検討 した.ラッ ト自己免疫性心筋炎および ラッ ト心筋梗塞の

心臓を,ランゲン ドルフ還流装置にてコラダナ-ゼ処理 した後,心筋細胞,非心筋細胞を金属師

にて分離精製 し,へブシジンの遺伝子発現 を定量的 RT-PCRで測定 した.さらに ヒ ト心筋炎の

心臓でへブシジンの党規が増加するかを検討 した.統計解析は one-wayANOVAと Bonferroni

の 多群間比較検定あるいは対応のない t検定 を用いた.ラッ ト心筋炎および心筋梗塞において,

へブシジンは心筋細胞にのみ発現 していた.また,フェロポルチ ンは心臓中の様 々な細胞で発

現が認め られた.へブシジンは,ラッ ト心筋炎および心筋梗塞の心筋細胞において早期に 100

倍以 上発現 が増強 し,‡L-6の発現 との関係 をみ ると,強 い iEの相関が見 られた (EAMr-

0.781,p<0.0001;AMⅠr-0.563,p-0.0003).それに対 して,BNPの発現 とIL-6の発現 との

関係 については,心筋炎および心筋梗塞いずれ も有意な正の相関を認めたものの,へブシジン

よりも小 さい相関係数を示 した (EAMr-0,516,p-0.0052;AM王r-0.387,p-0.019).また,

ヒ トの心臓では,心筋炎のない症例群 に比 し心筋炎のある症例群で有意にヘブシジンの発現が
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増強していた (0.0400±0.0195vsO.0032±0.0017,p-0.00舶).それに対して,BNPの発葺馴こ

ついては両群間で有意差は無かった (58,5±24.1vs42.3±21.4,p-0.68).以 卜の結果から,

へブシジンは心筋炎および心筋梗塞の心筋細胞で有意に発現が増強しており,その発現は炎症

性サイトカインであるIL-6により誘導された可能性があると考えられた.このことは,障害を

受けた心臓において,へブシジンがフェロポルチンを介して鉄の分布に影響を及ぼしている可

能性を示唆し,へブシジンは心臓での鉄の恒常性に重要な役割を担っている可能性があると考

えられた.

キーワード:へブシジン,心筋炎,心筋梗塞,IL-6,鉄の恒常性

緒 言

へブシジンは最近発見されたペプチ ドホルモン

で,N端に2射園のシグナルペプチ ドを含む84個

のア ミノ酸からなり,C端の 25個のア ミノ酸か

らなるペプチ ドが生理作用をもつ 1).へブシジン

は最初に肝臓でその発現が認められ 2),鉄の恒常

性の中心的な役割を示すと考えられている3).へ

ブシジンはフェロポルチンに結合することで鉄の

細胞からの排出を阻害 し4),貧血では発現が抑制

され,鉄過剰においては発現が増強する5)6). 感

染と炎症はへブシジンの発現を増加 させ 5),炎 症

性サイ トカインの IL-6によってその発現が誘導

される3)7).へブシジンによって細胞外スペ-ス

の鉄が低下すると,細菌などの鉄の利用が抑制 さ

れ,宿主防御に重要な役割を示すと考えられてい

る 1),また,鉄は多くの蛋白や酵素 (ヘモグロビ

ン,ミオグロビン,チ トクロームなど)に必須の

ミネラルであるが 8)9㌦ 一方で鉄は活性酸素種

(ROS)を産生することで様々な組織 ･臓器障害

に関与するとも考えられており 10),へブシジンは

組織傷害にも大きく関わっている可能性がある11)

特に心筋細胞は ミオグロビンを含み,鉄を非常に

多く含有する細胞の一つである 12)13).鉄が様々

な心臓病 (ヘモクロマ トーシスや虚血再還流傷害

など)で病態生理学的な役割を演 じることは以前

から知 られている 14)15).このような中で,最近,

肝臓以外の臓器でもへブシジンの発現が認めら

れ,皮膚の炎症や低酸素状態で心臓中に発現が増

強することが報告 された 16).へブシジンは心臓

病でも重要な役割を示 している可能性があると考

えられるが,心臓での発現変化やその役割につい
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ては全くわかっていない.

ラッ トの 自己免疫性心筋 炎 (experimental

autoimmunemyocarditis,以下 EAM)はヒ トの劇

症型心筋炎に類似 し17),多くの リンパ球 とマク

ロフ ァージが浸潤す る動物 モデルで ある 18)

EAM の心臓では様々なサイ トカインが発現する

が,へブシジンを誘導すると考えられているIL-

6に関 して も心臓内で発現が増強す る 19)20),ま

た,急性心筋梗塞 (acutemyocardial豆nfarction,

以下 AMI)の心臓では炎症のカスケ- ドの引 き

金が引かれ,様々なサイ トカインが産生される21)

本研究で私はラットEAM とAMIでへブシジン

の発現がどのように変化するかを検討 し,さらに

ヒトの心筋炎でもへブシジンがどのように変化す

るのかを検討 した.

材料と方法

1.動物

雄のル イスラッ トをm本 チャールズ リバ ー

(Atsugi,KanagawaJapan)より購入し,新潟大学

脳研究所バイオリソースセンターで生後 7週まで

飼育 し,以下に示すようにEAMモデルを作成 し

た.また雄のブイツシャ-ラットを同様に生後 8

過まで飼育 し,AMIモデルを作成 した.動物の扱

いは全経過を通 じて我々の施設の承認を受けた指

針に従った,

望.EAM モデルの作成

心筋 ミオシンを既報のごとくブタの心臓から抽

班 (終濃度 2mg/ml) し,10mg/mlの結核死菌

を含む完全 フロイン トアジュバ ン ト (Difco,



78 新潟医学会雑誌 第 124巻 第 2号 平成 22年 (2010)2月

Detroit,Michigan)同量と漏和 し,EAM を作成す

るために第 0日目に足底に皮下注射 した.

:i.心筋炎構成細胞の分離精製方法および心臓

組織の採取方法

第 18【HJの EAM ラッ トの心臓 をランゲン ド

ルフ装置還流下に20分間コラゲナ-ゼ処理 して

心筋炎心臓の構成細胞を分離 した.次に38′tjm と

20/1mの金属箱を用いて,まず心筋細胞と非心筋

細胞を既報のごとく梢製 した 22).多くの炎症細

胞 は, αi/iT細胞,Cml且be+細胞 であ るため,

PE-eo廊 gatedTCR勘r,)(R73),CDま1bc(0Ⅹ-42)

(Pharmingen,SamDiego,CA)を使用 して抗-PE

マ イ ク ロ ビ - ズ (MiltenyiBiotec,Bergisch

Gladbach,Germany),MACSマグネット細胞ソ-

ティングシステム (MiltenyiBiotech)により,罪

心筋細胞からα/yr細胞,CDllbc+細胞を梢製し,

その他の細胞 (多くは線維芽細胞,平滑筋細胞,

内皮細胞など)を非心筋非炎症性細胞 (NCNI細

脂)として分離精製 した.このように精製 された

4つの分画について,へブシジン,チ トタロ-ム

オキシダ-ゼサブユニ ッ ト6a2(Cox6a2),BNP,

フェロポルチンの遺伝子発現を検討 した.Cox6a2

は心臓内では心筋細胞のみに発現する遺伝子であ

り,コン トロ-ルとして朴 ､た 23)

心筋細胞の遺伝子発現の時間経過を検討するた

めに,正荷 ラットおよび第 6,9,12,15,18,30,

60日の EAM ラットから号L述の方法で心筋細胞

分画を精製 し,へブシジン,Cox6a2の遺伝 子発現

を測定 した.

へブシジンとIL-6の関係,BNPとIL-6の関

係を調べるために言 E常ラットおよび第 6,9,12,

15,18,30,60日の EAM ラット,アジュバ ントの

みを注射 したコン トロ-ルラットから心臓の一部

を採取 した.へブシジン/Cox6a2とIL-6/γアク

チンおよび BNP/Cox6a2の遺伝 子発現の比 を測

定 し,その相関を調べた.

-I.:u:Tlモデルと細胞の精製方法

ブイ､ソシャーラットを塩化ベントパルピタ-ル

(30mg/1唱筋注)麻酔下に開胸 し,冠動脈左前下

行枝 を糸で縛 り,心筋梗塞モデルを作成 した.開

胸 し,前下行枝を縛 らずに開胸 したラッ トをコン

トロ-ルとした.第 3日目にラ､ソトを殺処置 し,

前 下行枝の糸 をほどいた後に,EAM ラッ トと同

様に 1二述 したように心筋細胞,非心筋細胞を分離

精製 し,へブシジン,Cox6a2,BNPの遺伝子発現

を調べた.

齢 宗吾ラット,第 1,3,7日ほ の心筋梗塞 ラット

を採取 し,へブシジン遺伝 子発現の時間経過を調

べた.また,へブシジン/Cox6a2とIL-6/γアク

チンおよび BNP/Cox6a2の遺伝子発現の比 を測

定 し,その相関を調べた.

5.ヒト心不全症例の心臓標本

心不全を望 した26症例の心筋生検あるいは心

生検に関 しては, 心臓カテ-テル検査時に得られ
た -つの心筋生検 標本を半分に分け, ･方を組織

学的な検索のために用い,もう 一方を遺伝 子発現

の検索のために用いた.剖検標本に関 しては,同

様な組織学的検査および遺伝子発現検査のため

に,死後 12時間以内に心筋の山部を採取 した.過

伝子発現検査のための標本は採取接すぐにTrizol

(Invitrogen,Tokyo,Japan)でホモジュネ- トし,

-80℃で保存 した,後 日RNAの抽出を後述のよ

うに行い,へブシジン,Cox6a2および BNPの遺

伝子発現について測定 した.

6. Rヽ Aの抽出と定量的 Rrr -PCR

上述 した標本から総 RNAをTrizolをffiいて抽

出した AMIモデルは,心筋梗塞部位として白く

変色 した左室前壁領域からRNAを抽出 し,非梗

塞部位 として赤い左室後壁領域からRNAを抽出

した･このようにして抽出 した 2-5/1gの RNA

か らラ ンダムプ ラ イマ - とマ ウス Moioney

leukemiavirus逆転写酵素を用いて cDNAを合成

した.定量的 RT-PCRのコピ-数を求めるスタ

ンダ- ドと して用 い る ラッ トのへ ブ シジ ン,

Cox6a2,フェロポルチン,γアクチン,BNP,IL-
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表 1 才封列の臨床データ

症例葡萄 年齢/性別 診齢

病理学的に心筋炎と診断

帆/発 憤性心筋炎

帥 男̀ 劇症型心筋炎

('リノ罪 劇症型心筋炎

速了I男 劇症型心簸炎

(,(,/男 劇症型心筋炎

瀬償 急性心筋炎

57;男 劇症型心筋炎

病理学的に心筋炎ではないと診断

仙 女 拡張型心筋症

53女 心臓弁膜症

22男 拡張里心斉芸症

･弓 2日/女 原発性肺高血圧症

う うh与男 拡張型心筋症

t- 5tI女 心サルコイ ド-シス(治癒期盲

/ 5乙)男 拡張型心筋症

六 三51男 好酸球性心筋症(治癒期)

り 51)′女 感染性心内膜炎

糊 12′男 拡張型心筋症

11 5針発 ミトコンドリア月表筋症

12 5｣男 高血圧性心筋症

u 3Ll男 拡張型心筋症

Il うI女 頻脈誘発慢心秀美症

15 仙 界 頻脈誘発性心筋症

1(1 71'男 拘縮聖心筋症

[7 44女 心アミロイ ド-シス

は 朋 男 肥大型心筋症

lq 絹も男 拡張型心筋症

剖検 暮生検 治療

剖検 カテコラ三ン

剖検 カテコラミン ト＼榊一

別噴 カテコラミン ト＼l汁 PtI-ヽ

剖検 カテコラミン l･＼日､L.tl･ヽ

剖検 カデコラミン 川 汁 T･(､Il＼

生横 力テコラミン利尿剤

剖検 カテコラミン 川 1l-1､しl-ト

別様 カテコラミン

剖検 カテコラミン利尿剤

剖検 カテコラミン

剖検 カテコテミン

生検 ARri利尿剤

生検 ト)

生検 八(､iI3ジギタuス耶尿利

生積 ･.･

剖検 カテコラミン 1･＼川-F､tlll＼

生検 Ll(､i=,Eジギタリス 利尿剤
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NYHA心機能分類 結果 死亡の原因
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不

･し
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全不､い

死亡 心不全

死亡 心不全

死亡 心不全

死亡 心不全

生存

生存

生存

生存

死亡 心不全

生得

生検 AR11ジギタリス利尿剤 βブロッカー 川 生存

生検 ＼Ru利尿剤

生検 へ約 利尿剤

生検 カテコラミン

生検 ノ＼Rfi利尿剤 βプロッカ-

生検 ARl主ジギタFjス 利尿剤 βフロッカー

生検 ･ほ ほ利尿剤

生検 孝萱3屍剤

u 生存

＼ヽ

_

__

_

生存

死亡 多緒終不全

生存

/4-荷

寸行

川 死亡 敗血症

生検 !1日三菱ジギタuス 利尿剤 = 生存

lABP.大 動 脈内パル-ンパ ンピンク.PrPS,経度的心肺補助装置 ARB.アンジオテ ンシン汁受容体 限富薬 .Fも(1FlJ.ア ンジオテ ンシン変換酵素弧審轟

6,ヒ トのへブシジン,Cox6a2,BNPのプラスミ

ドは,以前報告 したプライマー 19)20)23)および表

2に示 す プ ラ イマ - を用 いて PCRを行 い,

PGEM-Teasyベクタ-に挿入 してJMIO9コン

ビテン ト大腸菌に トランスフォーメ-ションし,

MagExtractorプラスミドキット (Toyobo,Osaka,

Japan)を用いて作成 した.それらの mRNAの絶

対コピ-数は,上述 した同 じプライマー,SYBR

Prem呈ⅩExTaq(Takara,Otsu,Japan)とライ トサ

イクラ一にて測定 し (10分間 95℃,次に 95℃

10秒,62℃10秒,72℃13秒を45サイクル),ラ

イ トサイクラ-ソフ トウエア-を用いてスタンダ

ー ドカ-プから求めた.

7.細胞の染色

心筋梗塞の心臓から精製 した非心筋細胞をサイ

トスピンにかけてスライ ド標本を作製 し,May-

Giemsa染色を行った.心筋細胞の精製分画は,染

色をせずに倒立顕微鏡で観察 した.

8.統計解析

統計解析は one-wayANOVAとBonferron豆の

多群間比較検定あるいは対応のないt検定を用い

た.p<0.05を有意 とし,産屋的 RT-PCRで求

めた値は平均±標準誤差で示 した.対数変換 した

IL-6/Yアクチンの mRNAのコピ-数比 とへブ

シジンあるいはBNP/Cox6a2の mRNAのコピー

数比の相関については回帰分析を用い,そのデー

タはピアソン相関係数およびブイツシャ-の Z

変換 testで解析 した.

結 果

1.心臓内におけるへブシジンの産生細胞

第 18日目の EAM心臓の分離精製分画の解析

では,へブシジンの発現細胞は心筋細胞であった.
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羨望 定巌的RT -PCRに用いたプライマーのリスト

センスプライマー アンチセンスプライマー

rLllthLllCidin

ratCox6a2

rLltren.Ot-いnil1

11川1-こlnhepLlidin

hLImanBNI)

hulllこ1nLlo＼(1ilコ

5Lctgtctc c tgcもtcもcctccも-3き 57-cta噺taもgcaacagagaccaca-3I

5'-cgcatcc aaaggagaecac-3' 5才-aaaggaも鳴aegtgg裟gaもト3'

5Latgctaceattagaaggattgacc昔 5書-ea批a左喝もtcac邑各atgtもagag-3守

5Latggeac鳴agCtccc喝aト3千 5書-cagcacatcccacactt鴨at-3や

5l-LICLltgctcltcttLuClItLltg-3p 5I-ggtCCLILLltectcLILlこ-こ-1昭一-i/

57瑠tetgCtgaeCttCgtge穣一3' 5I-gtggctattgtggaacagagt針3'

cox6a2およびBNPも心臓では心筋細胞のみに発

現すると考 えられているが 24)25),同様に心筋細

胞分画にその発現が認められた∴ ･方,へブシジ

ンが結合するとされるフェロポルチンは NCNI

細胞分画,心筋細胞分画,CDllbc+細胞分画に発

現が認められた (図 l).第 3日目のAMIのへブ

シジン発現細胞 も,心筋細胞 にみ られた (図

2A).なお,非心筋細胞で少量のへブシジンの発

現を認めたが,それは損傷を受けた心筋細胞の混

入が原因と考えられた.(サイ トスピン標本で絹

傷を受けた心筋細胞が非心筋細胞分画に観察 さ

れ,図2B,C,Eに示すように BNPや Cox6a2

も同様に非心筋細胞分画に少量混 ざっている理由

から.)

2.心箭細胞中のヘブシジン発現の推移

心臓中のへブシジンは心筋細胞のみに発現がみ

られることから,EAM の心臓から精製 した心筋

細胞分画におけるへブシジンの遺伝子発現量の推

移を調べた.へブシジンは,EAM の心筋細胞で第

9日日頃から発現が増強し始め,第 12日目にピ-

クとなり,その後徐々に減少 した (図3A).一方,

Cox6a2の遺伝子発現はいつもほぼ一定であった

(図 3B),それ紋,へブシジン/Cox6a2の mRNA

比の変動は,へブシジンの mRNAのレベルと概

ね同じであり,さらに細胞をコラゲナーゼ処理に

て分離していないそのままの心臓標本から得られ

たへブシジン/Cox6a2の mRNA比の変動 とほぼ

同様であった (図3C,4A).このような理由か

ら,たとえ心臓に様々な炎症細胞が浸潤 していよ

うとも,心筋細胞の単位 RNAあたりのへブシジ

ンの義と,そのままの心臓標本からえられたへブ

シジン/Cox6a2の mRNAの比は,ほぼ比例する

と考えられた.皮膚の炎症でも心臓中のへブシジ

ンの発現増加があるとの報告があるが 16),アジ

ュバン トのみを注射 した第 18日目のコントロー

ルラットの心臓では,第 18日目の EAMの心臓よ

りもへブシジン/Cox6a2の値は明らかに低かった

(図4A).

正常心臓の心筋細胞および非梗塞部位の心筋細

胞はあまり減少しないと考えられるが,梗塞部位

の心筋細胞は非心筋細胞に比べてかなり減少する

と考えられるため,精製 しないそのままの心臓組

織からへブシジンの発現義を調べても,心筋細胞

あたりのへブシジンの発現遍を比較することは固

鯉である.しかし,心筋梗塞心から精製された心

筋細胞中の Cox6a2のmRNAの量は,正常の心臓

から精製 された心筋細胞車の Cox6a2の mRNA

と同様であり (図 5A),かつ Cox6a2とへブシジ

ンは心臓では心筋細胞のみで発現が認められるこ

とか ら (図 2A, B),へ ブ シ ジ ン/Cox6a2の

mRNAの比は,心筋梗塞心の様々な場所での単位

心筋細胞あたりのへブシジンの発現墨に比例する

と考 えられ る.心筋梗塞部位 でのへブシジン

/cox6a2の mRNAの比 は第 1日目で最 も高 く,

その後徐々に低 卜した.第 1日目の非心筋梗塞部

位 とコン トロール ラッ トの心臓のへブシジン

/cox6a2の mRNAの比は,正常の心臓のそれよ

りも少 し高い値であるが有意ではなかった (図

5B).このコン トロールラッ トでのわずかな値土
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図 1

第 18ln当の EAM ラットを殺処置 し,心筋細胞分画 (n-

5),a/ヲT細胞分画 (n- 5),CDllbc+細胞分画 (n- 5),

NCNI細胞分画 (n-6)を分離精製 した.A,へブシジンの

mRNAコピ-敬/総 RNA (pg);a,Cox6a2の mRNAコピー数

/総 RNA(捕 );C,BNPの mRNAコピー数/総 RNA (fig);D,

フェロポルチンの mRNAコピ-敬/総 RNA (/1g).エラーバ

ーは標準誤差.

昇は,開胸手術創の炎症が原因である可能性が考

えられた.

3.IL-6とへブシジンの関係

へブシジンの発現は,IL-1や TNF-tyによっ

てではなく,IL-6によって誘導 されると考えら

れている7)26).EAM心臓中の IL…6は NCNI細

胞で主に産生 されるため 20),EAMの心臓中の

王L16はパラクラインとして働 き,心筋細胞のへ

ブシジンを発現させると考えられる.このような

理由で,心臓中の IL-6の量をIL-6mRNAコピ

81

-敬/YアクチンmRNAコピ-数で表 し,心筋細

胞中のへブシジンの量をヘブシジンmRNAコピ

ー数/Cox6a2mRNAコピー数の比で表 し,その結

果を統計解析 した.EAM から得 られたデータで

は,対数変換 したIL-6mRNAコピ-数/γアク

チンmRNAコピ-数の比とへブシジンmRNAコ

ピー数/Cox6a2mRNAコピー数の比の関係は,育

意で強い正の相関関係を示 した (r- 0.781,p<

0.0001)(図 5I)).また,AMIから得 られたデータ

でも,それらは有意で強い正の相関関係を示 した
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図2

第 3mの AMIラッ トを殺処置 し,心筋細胞分画 (n-5)と非心筋細胞分画 (n-
5) を分離精製した.A,へブシジンの mRNAコピ-数/γアクチンのmRNAコピ-数;

B,Cox6a20)mRNAコピ-数/γアクチンの mRNAコピ-敬;C,BNPの mRNAコピ-

数/γアクチンの mRNAコピ-数;D,心筋細胞分画の倒 立顕微鏡橡;E,サイ トスピン

処理 した非心筋細胞分画 (May-Giemsa染色).損傷をうけた心筋細胞瑚 謹壱人がみ ら

れる.エラ-バ-は標準誤差.

mRNAコ ピー数/γアクチ ン mRNAコ ピー数 の

比とBNPmRNAコ ピー数/Cox6a2mRNAコ ピー

数の比の関係は,EAMでもAMIのデータでも有

意な正の相関関係 を示 したが,IL-6とへブシジ

ンとの相関係数と比較すると,小 さい相関係数を

示 した (EAM,ど- 0.516,p- 0.0052;AMI,r-

0.387,p-0.019)(図4Ⅰ),5E).

ll.ヒト心箭炎の心膜におけるへブシジンの発現

ヒ トの剖検心,生検心には様々な細胞が存在 し,

その細胞の割合は検体ごとに異なるので,心筋細

胞が発現す るmRNAの量の割合 は,検体によっ

て異なる.しか しながら,上述 したように心臓中

のへブシジンとCox6a2が心筋細胞のみで発現 さ

れ るのであれば,へブシジン/Cox6a2の mRNA

の量の比は,検体中の心筋細胞におけるへブシジ

ン/Cox6a2の mRNAの墓の比 に相 当すると考 え

られる.それゆえ,病理学的に診断 された心筋炎

と非心筋炎の心臓検体でその比を測定 し比較 した

ところ,心筋炎では有意に高か った (0.0400±
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図3

正常ラット (n-4)とEAM ラット第6日目 (n-4),第 9日日 (n-5),第 12日H (n-4),節
15日日 (n-5),第 18日日 (n-5),第 30口目 (n-4),第 60日日(rl-3)は殺処置 した後,ラ

ンゲンドルフ装置還流 円ニコラゲナ-ゼ処置 したのち,金属箱を用いて心筋細胞を分離精製 した.A,

へブシジンの mRNAコピ-敬/総 RNA(/1g);B,Cox6a2のmRNAコピ-数/総 RNA (/1g);C,Cox6a2
に対するへブシジンの mRNAの比.エラーバーは標準誤差.

0.0195vs0.0032±0.0017,p-0.0045). 一方 ,

BNP/Cox6a2の mRNAの量の比は,両群閥の差

は有意ではなかった (58.5±24.1vs42.3±21A

p-0.68)(図6).

考 察

最近,皮膚の炎症や低酸素ス トレスを与えたラ

ットの心臓でへブシジンが発現することが報告さ

れたが 16),今回の検討では,へブシジンが心筋炎

および心筋梗塞部位の心筋細胞で強 く発現するこ

とが示 された.アジュバントのみを注射 されたラ

ットや開胸のみを行ったコントロ-ルラ､ソトの心

臓および非心筋梗塞部位の心臓では,へブシジン

の発現は心筋炎の心臓や心筋梗塞部位の心臓より

も弱かった.これらの事実は,全身的な状況より

も局所的な状況により,へブシジンの発現がより

強い影響を受ける事を示 していると考えられる.

実際に,心臓の小片の標本から求めたへブシジン

の発現量は,IL-6の発現量 と強い正の相関を示

していた.これは,心臓中の NCNI細胞が産生す

るIL-6がその周 りの心筋細胞に影響を与え,へ

83

ブシジンの発現を増強させたものと推測 させる.

フェロポルチンは細胞からの鉄の排出に関わっ

ているが 27),へブシジンが結合すると細胞内に

移行 し分解 され,その作用が阻害 される.フェロ

ポルチ ンは心臓内では NCNI細胞,心筋細胞,

CDllbc+細胞など,様々な細胞に発現がみ られ

た.今回のデ-タから,心筋炎や心筋梗 塞 部位の

心筋細胞はサイトカインの影響によりへブシジン

を強 く発現 し,それらの細胞からの鉄の排出を抑

えようとしたと考えられる.鉄は貧血やヘモクロ

マ トーシスだけでなく様々な疾患に関わってお

り,また,酸素の運搬,ATPの産生,DNA合成な

ど,すべての生細胞にとって重要な代謝過程に必

須の ミネラルである.-=-方,フリーの鉄や蛋白と

の結合の弱い鉄はフリーラジカルを産生 し,様々

な障害 を引 きおこす原因にもなる 28).心筋細胞

は鉄を多く含むため,傷害を受けると鉄が放出さ

れ 心筋炎や心筋梗塞の心臓では劇的に鉄の分布

が変化 しているものと考えられる.へブシジンは,

傷害を受けた心臓での鉄の分布を制御 しているの

ではないかと思われるが,その詳細な役割に関し

ては今後の検討が必要であろう.
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正常ラット (n- 3)とEAM ラ､ソト第 6日日 (n- 4),節

9日日 (n-3),第 12u冒 (n-3),第 15[3日 (n=5),第

第 18["=ヨのアジュバントのみを注射 したコントロールラット

(n-4)は殺処置 した後心臓を採取 し,各々のRNAを抽出し,

定量的RT00PCRでへブシジン,Cox6a2,γアクチン,Ⅰし6お

よびBNPのmRNAを測定した.A,Cox6a2に対するへブシジ

ンのmRNAの比;B,γアクチンに対するIL-6のmRNAの比

エラ- バ可 ま標準誤差.C,対数変換 されたγアクチンに対す

る‡L-6の mRNAの比は,対数変換 されたCox6a2に対する

へブシジンのmRNAの比に強い正の相関関係を示す.D,対数

変換 されたγアクチンに対するIL-6の mRNAの比は,対数

変換 されたCox6a2に対するBNPの mRNAの比に中程度の

正の相関関係を示す.

心不全において貧血が進むのはよく知られてい

る29).心不全での貧血はしばしばエリスロポエチ

ン不応性であり,様々な機序が考えられている3°)

心不全では炎症性サイ トカインが増えているとの

報告があるが 31)32),炎症性サイ トカインは鉄代

謝を乱 し,赤芽球前駆細胞に対する抑制作用を発

揮す ることによってエリスロポエチンの作用を阻

害する事が知られている30)33).今回の検討で,秩

の恒常性の中心的役割をするへブシジンが,心筋

炎や心筋梗塞の心筋細胞で発現が増強 しているこ

とを明らかにした.このことは,心臓の中で産生

された炎症性サイ トカインが心筋細胞のへブシジ
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図 5

正常ラット (n-4)と第 3日目のAMIラット (n-5)は殺処置 した後,心筋細胞を分離

精製した.正常ラット (n==7)と心筋梗塞ラット第 1RR (∩-6),第 3HR (∩-4),第

7日El行1- 4) と開胸のみしたコントロールラット (n- 6)は殺処置 した後心臓を採取 し,

各々の RNAを抽出 し,定量的 RT-PCRでへブシジン,Cox6a2,γアクチン,IL-6および

BNPの mRNAを測定 した.A,正常ラットおよび第 3日目のAMIラットから精製 された心筋

細胞分画中の Cox6a2の mRNAコピ-敬/総 RNA (ll蛋);B,Cox6a2に対するへブシジンの

mRNAの比;C,γアクチンに対するⅠL-6のmRNAの比.MIは心筋梗塞部位で白くなった産

室前壁.MIintactは非心筋梗塞部位で赤い左事後壁.Shamは開胸のみを行ったラット エラ

ーバーは標準誤嵐 正常群と他群との有意差を示す.D,対数変換 されたγアクチンに対する

Ⅰレ 6の mRNAの比は,対数変換 されたCox6a2に対するへブシジンの mRNAの比にl酎 1正の

相関関係を示す.E,対数変換されたYアクチンに対するIL-6の mRNAの比は,対数変換 さ

れたCox6a2に対するBNPのmRNAの比にやや弱い正の相関関係を示す.

ンの発現を誘導 し,その後貧血を引 き起 こす可能

性を示唆 しているのかもしれない.いずれにせよ,

何 らかの状況下で心筋細胞 はヘブシジンを発現

し,不全心はへブシジンを分泌する臓器の一つで

あることが示唆 された.不全,むにおけるへブシジ

ンの役割,貧血との関連につ き今後検討が必要 と

85

思われる.

結 語

ラッ ト心筋炎,心筋梗塞で,心筋細胞がへブシ

ジンを発現することが示 された.ヒ トの心筋炎で
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図6

心不全症例の生検および剖検の心臓標本からRNA
を抽出 し,定量的 RT-PCRでへブシジン,Cox6a2お

よび BNPの mRNAを測定 した.A,Cox6a2に対する

へブシジンの mRNAの比;ら,Cox6a2に対するBNP

の mRNAの比.Cox6a2に対するへブシジンの mRNA

の比は心筋炎症例で有意に高値であったが,BNPの

mRNAの比は両群間で有意差はなかった.エラーバー

は標準誤差.対応のないt検定を行った.

も岡様 にへブシジンの発現 が克進す ると考 えら

れ,炎症性サ イ トカイン払-6との相関が示唆 さ

れた.今後,心臓でのその役割 を 十分検討する必

要があると考えられる.
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