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One of the most severe forms of myocarditis is giant cell myocarditis, because it has

a poor prognosis with occurrence of fatal arrhythmias and it may develop into dilated

cardiomyopathy (DCM) through Immune-mediated myocadial damage. Experimental

autoimmune myocarditis (EAM) in rats is a model of giant cell myocarditis which resembles

that of giant cell myocarditis in humans. In order to investigate the possible role of TGF-/81

in the accumulation of extracellular matrix (ECM) proteins in rats with EAM, we examined
the expression of TGF一郎　types I and II TGF-β receptors and ECM proteins (flbronectin,

α1 type I collagen, α1 type　訂　collagen and α2 type IV collagen) in the heart during

60_. days of the EAM course by rlbonuclease protection assay and immunostaining.

Furthermore we performed ribonuclease protection assay of collagenase 72, collagenase

92 and TIMP-1.
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TGFjlmRNA expressiollmarkedl),increasedonDays16and21inparalleltoan

increaseinmRNA expressionoftype I and ITTGトj receptors､suggestingthe

interdependenceoftype IandtTTGF-βreeeptorsforsignaltransduction. Immunofluores-

cencemicroscopyshowedthepr･eseneeofTGF-β1insomemacr()phagesbutn()ti一lall

infiltratillginthehearts. Type ITGF一万;receptorwasimmunostainedintheinterstitium

oftheheart.

AnincreaseinmRNA expressionoffibronectin,type IcoILagen,typem collagen

andtypeⅣ collagenwasalsoobser･vedfrom Day16toDay;12. Theexpressi()n()fmRNA

fortyp(-,Ic｡llagenandtypeTVeollagendecI･eased()nDay60whereasfibronectinand

typeⅢ collagenmltNA werestillele＼･ratedonDay6OintheEA九･･Ih(テarts. Thechanges

inthemRNA expressionwpIでarbitrarilycomparabletotheexpansionofECM depositi o n

detectedb),imnlL1n()nu()ⅠでSeelュee. Theexpressi()∩()∫mRNA fぐ)rCr)llag erlaSe72andぐ(111age-

nase92whichdegradetypeTVeollagen,wasincreasedinthecontrolgroup.reachedtheir

peaksonDay30 (1mddecreasedthereafter. TIMP-1mRNA expressionmarkedlyincreased

onDay16.decreasedslightlyonDay21,remainedunchangedonDay30,anddecreased

sharplyonDay42and60. TheselでSultsmayindicatethatTGF-β1alongwithTGF-β

reeeptorsplayacrucialroleintheexp1-eSSionanddepositionofECM componentsinEAM

hearts.

Keywords:TGトi31.'rGF--㌔receptor･.extraeellularmatt-ixproteins.giantcellautoimmune

myocarditis,dilatedcardiomyopこlthy

TGトBl.TGF-β受容体.細胞外基質蛋FLj.巨細胞性心筋炎,拡張型心筋症

は じ め に

心筋炎は,心筋纏胞だげではな く,間質,血管,ある

いは心外膜にも炎症により傷害をきたすIL.また.心筋

炎は免疫 を介 Lて心筋傷害が進L,拡張型心筋症になる

可能性が指摘 されている2㌧ いせまで,原因不明の拡張

型心筋症の多くは心筋炎かL､)発症すると(T)報告がなされ

あi).急速に進む致死性の心筋炎で,若年および中年成

人にふ られる.

TGF-β1は細胞外基質を調節する主要な田子である

ことが明らかをこなってきており,近範 心臓血管系の病理7)

や疾患削9),あるいは移植反応10)ll)を論ず る時をこ注 目

さIILるようiこなってきた.培養 した線維芽細胞に TGF一

郎 を加えると.fibronectinと collagell生成が増加

し,細胞外基質内でのそれ らの結合を促進することが明

らかをこされている12). さらに TGF｣釘 は免疫抑制作周

を有 し13),心線保護作用14)があることも指摘 されてい

ら.

Collagennetworkは組織構築や心房心室の構造を保

〆)ことに役立/'ている15㌧ 心膜に存在する主要な collagen

は t)1XPI｡011ageni-LlI),叩 Ⅲcollagenである.type

は eiastieityに関係すると考えられている.

今風 ラットの嚢験的自己免疫性巨細胞性心筋炎 (RAM)

の拡張型心筋症Cこ進展す る過程における TGF-Pl(T)役

割を明らかiこするた抑 こ,TGト ij'1.t11ガ Ⅰと tyl父 n

TGトβ受容体,fibrolleCtin.typeI,I),pem およ

び typeTVeollagenの発現を発症から治癒期までのい

ろいろな時期に ribonucleaseprotectionassayiこて

検討 した.さらに,蛍光抗体法を用い,fibI･OneCtin.tyTX

Icollagellと typeⅢcollagellの細胞外基質内での

出現.TGトPl産生細胞および TGF-β受容体の局在

を検討 した.

対 象 と 方 法

1) 動 物

E]本 CharlesRiverから購入 し,新潟大学医学部動

物実験施設で飼育 した 5--6適齢の雄の Lewisラ･､′卜

を用いた.すべての手技は,実験動物の使用 と管理のガ
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イドラ1'ンiこ準 して行-つた (ILAR,1996㌦

2) ブタ rodcardiacmyosinの精製

ブ タ心室筋から既報の方法で,wholecardiacmyosin

を輯製 し17､㌧ さ吊こ.α-chymotrypsjnで20℃,16分

間.O.12rrmol.,LLNaCl.20nmol,･:已imidazole-Fill(pH

7.0㌦ lmmoILEl)TA 中で消化 した (酵素 :基質-

1:2O()i.100,000gで 1時間遠心 した後.そL')べし.L,

卜を 0.6moILLNaCl,烈)mmol:LimidこUOle-1iCl(pH

7,0)で溶解 し,3倍麓の冷エタノ-ルを加えた.9,GOO

gで10分遠心 した後,ペレットを同様の緩衝液で溶解

し.一晩透析 した.溶液を 100,000gで 1時間遠心 し

た後.上清を rodcardiacmyosinとして開いた.

3)EAM の作成法と検体の採取法

第OF=こ40匹の Lewisラ､Lp,卜に 0.3mgのブタ rod

cardiacmyosin を 10mg.mlの l}lIJlr()blIr/erzIzLflZ

llLI'(7l･(7Ll()LitlL<を含む completeFreund'sadjuvantで

混和後,皮下注射 して EAM 作成 し,エーテル麻酔下

で第16,21,30,42,および60日に屠殺 した.13匹のラッ

トは屠殺前に死亡 し,今回の検討の対象から外 した.ブ

タ cardiacmyosinを皮下注射 しなかった 8匹のラッ

トをコソトロ-ルとした.

屠殺直後に体重および心臓重畳/体嘉比を測定 した.

心臓の大きさを示す数値として,以下の3つのスケ-ル

を測定 した (心尖部から前心室中隔溝を通って大動脈基

都まで.心尖部から後心室中隔溝を通って心房心室港ま

で.および左心室の心室壁を含めた短軸径).

心室筋の一部は免疫組織標本作成のため n-hexan【-.fl

で-70℃10分間急速に凍結 した.また.心室筋の別の一一･

部は109,6formalin固定後.parafin包埋を した.残 i)

(/り組織は小切片にして RNA 抽出iこ使用した.

4) RNA 抽出法

心陣の小切片は IsogL,n‖]本ジーーン社,東京, 円本)

を用いた guanidium-thiocyanatくさ内でホモジネ---卜

(polytron.Ⅰtinematicこ1AG,Switz,eI･lalldlおよび ultr･a-

sonicatl'on を行った.総 lモNA は こleid-guam)-dinium-

phenolでhloroform 変法iこて抽出 した.

5) Probeの調整

ラ･ソトの GAPDH,α11yT貯 Ieollagen.α1tyTn Ⅲ

C()lageI一,α2typeⅣ e()llagell,fibrolleCtillおよび

TGF131の protx は r)r.L.Fellg(TheScrippsRe-

searchInstitute,LaJolla.CA)から,typeiTGF-β

1･eceptorと tylXlⅢTGF-plreceptorはそれぞれ Ⅰ)r･.

宮園 (Ludwig.lllStituteforCancerResearch,Uppsala,

Sweden)と Ⅰ)r.土田 (TheSalkInstitute.LaJolla,

CA)から提供 されたものを使用 し,-部を豪 1に示す

ベクターでサブクロ-ニソグした.

6) RitN)nudeaseprotectiona浴ay

32p-laヒeledalltisenseCRNAprotesは invitro中

表 l PrepamtionofGAPDH.TGF-封,tIrlでSIand□TGF-βReceptors,Fibr･onectin,
亡rlType ICollagen.rrlTypeⅢ Collagen,α2TypeⅣ Collagen.TIMP--1.
Collagenases72and92CDNATemplates

CDNA L ength Sequence Vector RNA A ceession♯
Templates (bp) Polymerase GenBank

GAPDH 1:～4 664-ノ787 pGEM 4Z SP6 M17701

TGトβl 225 500-754 pGEM 4Z T7 X52498

TGF-βRI 550 40-511 pGEM 4Z SP6 D25540

TGF一声RIl 195 1--195 pGEM 4Z T7 LO9653

FN 330 329-658 pGEM 4Z T7 LOO191

Col.王 291 113--403 pGtミM 4Z T7 JO4464

Col.皿 176 350--525 pGEM 3Z T7 M21354

Col,〟 497 2802.-3298 pGEM 4Z T7 JO4695

C72 222 notperformed pGEM 42. T7 U30822

C92 356 notperlormed pGEM 11ヱf(+) SP6 U36476

TIMP-1 368 notperformed pGEM i12, SP6 L31883

TGF-Plindicatestransforminggrowthfactor131;TGF-βRl,typeltransfominggrowth
factor一声receptor;TGF-βRII.type 口 transforminggI10Wthfactor-βreeeptor',FN.

f1-bronectin;Col.I.(yltI,peIcollagen.'Col.Ⅲ.α1type ⅢCollagen:Col.Ⅳ,什2type
Ⅳ Collagen;C72.Collagenase72;C､92,Collagenase92.
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で転写生成 し,templateは RNase-freeDNase I

(B(光hringerMallnheim,東鼠 日本)にて消化 した.

次に 7.5mgの α1type Icollagen,代･ltype Ⅲ

collagen.10mgの fibroneetin,(r2tyI光 Ⅳcollagen,

eollagenase72.collagenase92,TIMP-1.および 15

mgの type I,typeⅡTGF-βreceptors.TGF-β1

の RNA サンプJLを GAPDH とそれぞれの antisense

CRNA (1×105cpm)中で45℃,一晩 ′＼1'ブ りす1'ゼ-

シ=Zンした.RNaseA にて-イブ りす1'ゼ一二:7ンし

たか -,,た probeは消 化 し, 末分解 probeを 69･o

polyac!ylamidesequencinggelにて電気泳動 し､X-ray

film (FujiPhotoFilmCo..■東京. 日本)に80℃.12

-,48時間,露光 した.

露光 Lた film は opticalscanner(Hewlet卜Packard

G)..Greeley,Co)にてスキ1･ンし.血Idの強度を Nm

hnagesoftwareを開いて, :1ソピ.1-･-rJ--(PowerMac

9500;:J132,Applecomputer.Inc..Cupcrtino.CA,

USA)にて定量化 した.GAPDH との比を欄いること

によって解析 し,サンプ′レ アプラ.(畳の誤差を少な く

し.EAM の病期による変化を比較するためiこ平均値を

求めた.

7)組織所見

心室中部の横断を periodicacidSchiff染色 し,光

学顕微鏡にて観察 した.卜 mm2 ごと;･こ100倍率で観察

し,炎症細胞浸潤,心筋細胞変性,あるいは線維化のあ

る病変の占める割 合を以下のように mieroscopicscores

と して grade分け した (0 :病変がないもの.1:柄

変が lJ::J3以下のもの.2:病変が 1:-3-2,;r3の もの, 3:

病変が 2:-.;3以上のもの)211

8) 蛍光抗体染色

新鮮凍結切片を ク1)すスタッ トにて 4ILm の厚 さに

切 り, スラ1'ドプラス上で15分間乾燥 させ.5分間,棉

7七テ- 卜にて固定 し,10分間取乾 した.

ウサギ抗ラL:J卜fibronectin (1:1001.ty阿 Ieollagen

(1:100㌦ ty押 mcollagen(1:40;Dr.大嶋から揖

供)抗体､TRITC-1at光ledphalloidin(1:1000､S血Tla

ChemicalG).,St.Louis.MO)で インキ:Lベー トし,

さらにヤギ FITC-1atだled一抗 ウサギ IgG 抗体 (1:100 ,

MedicalEuldBiomedicalLaboratories.名古鼠 日本)

にて インキュベ- トした.Negativecontrolと して.

正常 ウサギ血清 を用いた.TRITC-labeledphailoidin

はフ ィラメン ト了クチンを染色するために用いられた.

Fibronectin.ty【妃 Ieollagenおよび typeⅢcollaBPn

の出現はL:上下のように grade分け した.1:免疫染色

の部位が視野の 1.,･:6以下の場合,2:免疫染色の部位が

視野の 1.:6-･1∴■3の場合.3:免疫染色の部位が視野の 1.:･!

3-23の場 合.4:免疫染色の部位が視野の 2...■3以上の

場合.

′rGトβ1と macr()pllageを二重染色するために1十F

の抗体を用いて行一一､た.つまり. ウサギ抗 ヒ トTGF-Pl

抗体 (こかはラ-卜の TGF-I31に結合するが.TGF-β2

Corロ..Madison､WI)(Okarglyeta1..1994)とヤ

ギ FITC-latx!1ed抗 rtJサギ IgG (1:100 ,Medicaland

BiomedicalLaboratories,Nagoya.Japan).抗 ラ･ソ

ト monocyteslmaCrOphages抗体 (EDl.Dainippon

SeiyakuCo..(太aka,Japanlとヤギ RITC-1abeled抗

てr?ス IgG (CooTXrBiomedical.lnc..Malvem ､PA)

である.正常 ウサギ IgG7･-globulin(10/Lg,I;ml)は抗

'Ⅰ､GF-β1抗体の controlとして用し､LL,)ftた.

′rypeITGF-βreceptol･と心筋細胞を以 下の抗体

で二重染色 した.つまi),polyclonaitypeITGF-β

recept()r(Dr.宮園,LudwigInstituteforCancer

Research,Uppsala,Sweden,より提供)とヤギ FITC-

1atpled抗rlJサギ IgG (1:100.MedicalalldBiomedical

Laboratories.名古屋, 日本)および TRrrC-1at杷led

phall()idinである.

9) 統計解析

デ--タは平均±標薪偏差で示 し,各群間比較は Bonfe-

rroni'S阜巌比較検定を行い,p<0.01を有意とした.

結 果

l) 肉眼所見

ブ タ心筋 ミす,Iソを碇下注射 さかた Lewisラ･リトは

第16,21.30日に心蕪液が貯留 し,心拡大,心筋白色化

が肉眼的に見 L㌧わた.第42,60日日には心筋白色化.心

拡大はさ吊 こ著明となり,拡張型心筋症様病態 と考えら

れた.

2)mRNAExpression

各々の mRNAの検出はランダムiこ抽出 した RNA サ

ンナ′レを用いて,5回の実験の平均値を求めた.

TGFIBlの RNAexpressionは第16日目に増加 し,

21日削こピー.-クとな i),30日日iこ減少 L 以後漸減 して

いった (図 1A).ty㌍ Ⅰと tyDeⅡ TGF-βreceptors

の RNAexpressionは TGF-βlmRNA と並行 して

増減 していた (図 1B,lC).

Fibronectinの mRNA は第16日目に急激に増加 し,

30日まではほぼ同 じ状態で,42日に明らかに減少 して く
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図 1 EAM 経過中のラLソトTGF-β1,typeiTGF一βreceptor,tyt治 ⅡTGトβreceptor
および GAPDH の antisenseCRNAprotx を用いた ribonucleaseprotectionassay.
LaneI:ラLソト心臓第 0日目,lane2:第16日目,lane3:第21日目.Iane4:
第30日目.lanes:第42日EL lane6:第60日目.

A.上部のバンドをよTGF-βlmRNA の expression.下部のバンドは GAPDH の

expression.TGFIPlmRNA の expressionの増加の ビー.--JjC･ま第21日目にLんとTlわ

た.最 も左の laneは lXIO2cpm の TGF-β1および GAPDH のための cRNA
probeの電気泳動.
B.上部の ,I(ンドは type ITGF-p̂receptormRNA の expression.ど- クは

第21日目にムlTっわた.下部の /(ン卜は GAPDH の expression.最 も左の laneは

1×102epm の type ITGF-βreceptorおよび GAPr)H のための cRNA probe

の電気泳動.

C.上部のバン ドは type 打 TGF-βreceptnrmRNA の expression.Type I

TGF-メreceptormRNA の expression と並行 して増加 した.最 も右の Laneは

1×103cpm の typeⅢTGF-メrecel)tOrおよび GAPDH のための cRNA prok
の電気泳動.
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表 2 ChaIlgeSillHeLlrtSizeDuringtheCoul･seofEAM

DaysAfter ∩ HW/BW HeLdrtSi′ HeartSize HeartSiZe
Immunization AntLmmう Post(mm) SA (mm)

Control 8 2.64±0.ll 14,92士0.33 ll.08±0.37 ll.42±0.42

Day16 6 6,58±0.38* 15.33j=0.61 ll.93±0.45 12.13±0.57

Day21 5 ∴32±0.45* 16.6iljIO,8一* 12.54±0.67* 12.82j=0.75†

Oay30 5 5.16±0.59* 17.13±0.37* 13,14±0.51* 13.36±0.37*

r)ay1? 6 4.46j=0.33+ 17.85j=0.33* 13.58j=0.42* 13,紳 士0.48*

n indicates nunlbt,rorrats:HW.heartweight:r3W.bo直 weight:ValuesaIで
lllean±SI).

*pく0.01;ぐ(mtr(-1group㌔.･sratsfronlDal･ys16,21,30.▲12and60.

†pく0.05:coIltrOlgroup＼･･sl･atsfI･om Days16,21∴札 L12and60.

表 3 nlRNA flIxt)reSSionF.＼･;_11ut･IltedbyRatiosBetwtnetlTGF-封.ty,ppsIand TTTGFlj

GAPt)H int)iffeTでntStとIg(､SOltheヒAM Course

DaysAfter TGトβl TGF守 Rト TGF-βRⅠⅠ/ FN/ Col.王/ Co一.m/ Col.Ⅳ/
Immunilation GA PD H GAPⅠ)H GAPl)H GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH

Control 1.31± 0.63 0.66±0,30 0.96士0.36 0.2±0.- 5.06±4.52 2O.53±6.5 ll,23±2.13

Dayl6 8.56± 1.26* 2 .53±0.63* 3.1±0.53* 42.4士5.62* 74.3±5.56 116.9±7.85* 26.9±4.26*

Day21 ll.83± 一､37* 4 .86±1.13* 5.33士0.85* 38.46±3.26*73,3±4.36* 117.-3±7.64*26.9士5.12*

Day30 4.83± 0.39* 2.43十0.52* 5.06±1.06* 39.26士6.23*78.46±4.82*132,63±9.28*30.03+_6.15+

Day42 1.66j=0.52 2.2±0.65* 2.46±0.67★ 19.7±3.26* 17.63:±6.2†71.86±6.48*22,23±5,21*

TGFl'31illdieatestransformiTlggrowthfactor-,jl;TGF-βRI.type ItrallSfor･minggrowthfactoII-㌔

receptor;TGトβRII,typentransfomlinggrowthfとICtOr-βreeept()r:FN,fibI･oneCtinこCol.I,(rltype
Teollllg(､rlこCol.Ⅲ,tTltypem collagen:Col.
*pく0.01;controlgroup㌔-sratsfrom Days16.
†p<0.05;ビ()TltrOlgroup＼･srこItSfrom 1)ays16.

るが,COntrOlと比較すると60【]までは有意に上昇して

いた (図 2A上

αltype IcollagenL')mRNA の上昇は第16日臼

には上昇がjlL11Jlており.3()臼まで持続 し.42Fl巨=こは

Ⅲ collagenの mRNA LT)expressione･よ16円目には

増加 しており.30日日まで増加した状態が続き,そ(I)後

減少するが,60日目まで明らかに高い状態が続いており,

α1tylだ Icollagenとは異な一一'ていた し図 2C).Er2tⅥ父

Ⅳ collagenmRNA は16E]日増加し,16日臼か三㌧42日

目までほとんど変わらず,60日目に元iこ戻一､ていた (図

2D).Collagenase72および collagenase92は control

ていた.′rIMP-1mRNA の expressiollは C()ntl-()1群

ではわずかに見られるのみであったが,EAM 評では16

Ⅳ .α2tyPeⅣ eollagen
21.30,̀12and60.

21.30,42and60.

表 4 mRNA Expr.essionEヽ!aluatedbyRatios
fktweenCollagenase72,Collagenase92,
Tl～IP･一一･laI1dGAPDH inDifferentStages
oftheCAM Course

C72indicatesCullagenase72:C92,Collagenase
92.

*p<0 .01:controlgl･oupVSratsfrom Days16.
21.3(1.▲12and60.

Tp<().05;controlgroupvsratsfrom Days16.
21.30.42andGO.
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く:,GAPDH

図 2 FJAM 経過中nう､リ恒')fibronectin.O･1I),peIcollagen.rrltyT)emcollagen.

什2typeⅣcollagetlおよび GAPDH の antisenseCRNAprL1k を用いた Ribo-
nLlCleasept･otectionassこlさ,.Lane1:う･リ卜心拭第 0日El.lane2:第16日臥 1alle
3:第2)ll]E].lalleこ1:第30日目.1こIne5:第 1̀2日E].lane6:第6ORi;i.

A.上部の 2つのバ ン ドは fibronectinの mRNA の expression.下部のバ ン ド

は GAPr)H の expression.FibronectinmRNA cTlexpressi(-Tlは第16F=]F‖こ急

激に増加 し 30員目まで持続 し,その後減少がみ られた. 2つのパソ ドはスプライ

シソグを示す.最 も左の 且aneは 3×102cpm の TGF-釘 および GAPDH のた

めの CRNAprobeの電気泳動.

B.上部し71_r"｢の バン ドは α1typeIeLlllagenmRNA Jlexpression.第16日

目か ら30日目に増加 し 42日目に減少がみ られた. 2つのバ ン ドは同様をこスプライ

シングを示す,下部のバソ ドは GAPDH の expression.最 も左の lameは 1xIが

cpm の αlt)rpeIc()llagenおよび GAPr)H のための cRNAprobeの電気泳

動.

C.上部の ベン ドは α1t),peⅢcollagenmlくNAの expI-eSSion.第30日目にビーー

F'が入 られ る.60日日まで rrlt).p亡,ⅢeollagenmRNA a.)expt･essionは まだ

よ くも̀られ (lltype IcollagenmRNA Jlexpressionとは異なっている.最

も右の Laneは 1×103cpm の frltype Ⅲcollagenおよび GAPDH の mRNA
のための eRNApT･otX の電気泳動.

D.上部の バン ドは α1)typeⅣcollagenmRNA L')expression.第16E]目に増

加 し,42日目まで持続 し,明[)かな ビー-クを作 らずに60日目には減 少す る.下部の

バン ドは GAPDH の expression.最 も右の laneは lXIOacpm の α2typeⅣ
collagenおよび GAPr)H の mRNA Jlための ｡RNAprobe の電気泳動.



516 新潟医学会雑誌 第 111巻 第8号 平成 9年 8月

Type ICL州とIgP11aIldTyp(､m CL)11とIgt･‖DuringEAM Course

mimdicaもesnumberofrats;micro,
I.'tplい1)(､ILIOllLlgPn:Col, Ⅲ,

microscopicsCOTt,S:ITN,fibr川leCtin:CL)1.

rllI.ypeⅢ eollこlgt,n
*p<0.01;eontro首gTOupVSratsfrom Days16,21,30,42and60.
†呈nnammatoTyCeuinfiltrationswerealmostrep互acedby紬rosis.

H目に劇的に増加 し.21HFlにわーJL'かに減少∴iOL=1ま

でほぼ同じレベルで42日乱 闘 日日に急激に減少 してい

た.これらの定量を衷 3,速に示す.

3) 組織所見

ブタ心筋 ミオシソを免疫 したラットの心臓は病初期の

第16日目に単核球の浸潤がみられる.単横塚の浸潤は21

[~=｣にど- ▲7に達 し.30口臼にも依然として存在 し.･12

日目,60日目には消失し,この頃は線線組織に置き換わっ

ていた.これらの microscopicseoreを泰 最に示す,

蛍光抗体法をこよる組織所見では EAM の心臓中にす

べてではないが,macrophage中に TGF-釦 の産生を

は正常および EAM の心臓の間質内に存在する細胞,

おそらく線維芽細胞と思われる纏胞に観察された (図 3C,

3Dl.二ハ細胞は phLllloidillは陰性で融 合した形に見

える細胞で:Jtト ーた.TGト .･う1および TGト .:3receptor

ド雛 ･-.細胞に=(用 トJに増加 しておi).mRNA の expression

と同様な動態を示していた.

および tlT貯 mCOllagellが観察されヒ (図 1A.4ⅠトlG上

が浮感状の間質に観察 され (図 4B上 それは白血球が

浸潤 している部位により著明に観察された.Fibtl011eCtill

の楯 は罰日日まで強くみられ その後減少するが,C繍tml

と比較すると60日目にもまだ増強 していた.

一一一万,type 1collagen と typem eollL,igenは16

日目にはあまりはっきりしないが,21日目には強 くなり,

罰日日にはピ-夕となり60日目まで持続した く図 3F,3壬).

16日Ei.21fj札 3OE]臥 こ12日臥 60日目と phこllloidin

によ-つて染色さかていた心肺細胞は fibronecti11,tyl)e

王 および もype招 coliagenの沈着によって置 き換え

られ 残存心筋に肥大を認めた (図 感 ,4C,覗 ,4F,連投,

4い.Contl･()1群LT)心筋細胞は図 4A,JD.4G に示す.

考 案

TGト.jlが細胞増軌 遺伝子の exprLISSion.接着,

血管増生予ECM の産生に重要な役割を演 じているとの

報告はいくつかの実験研究にて指摘されている.TGF一

声は主な ECM 蛋白,f主bronectin,colla酢nの発現を

増加 させ,それらを基質の車に結合させる且2).潜在性

の TGF-声 が免疫応答の車で,活性化される過程は十

分には解明されてはいないが,macTOphageが潜在性

および活性化 TGF-β を浄泌 していることは推測され

ている26).本研究によって,EAM の経過中に TGF一郎

cT)rnRNA n cLXPrLISSjonが Ⅰ二C九･.l蛋白の mRNA (J')

expressiotl十一緒に増加することが明l､'かにな---､た.

TGト封 の蛋白がいい ーt)かL/TlnlL,iCrOPhagei･こ存在 した

ことは,免疫応答の車でこれらの macropha齢 が TGF-

声を産生 していると考えられる.

りガント∴!二結合することはできず;こ type rt'1､Gト β

receptoTと結合することによって リガンドを認識でき

ら.この複合体の構造は signallingに深 く関わってい

る27＼.RecepIOl･Ⅲ は TGF-βreceptor複合体け末端

をこ情報を伝達する receptorI の リン酸化を起 こさせ

る2ホ＼..ReceptortTは TGト βの増穂抑制作用に必要

なものであり,それを介しておこなわれる.-方,f沌TO-

nee血 合成は TeCeptOrⅠ を介して行われる望9).本研
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図 3 A.第16日目の病変部位における TGF-釘 の蛍光抗体法,円形の細胞にみられる

(朱印).TGF-釘 は東頭で示すこれらのすべての細胞にはみられない.線は Wpm書

臥 同じ部位での切片をこよる像では朱印で示す TGF-釘 陽性細胞は maeTOPhage

である.いくつかの macrophageは TGF-β1を産生していない (究頚上 線は 10

/Jl11･
(I.tlTPe IT(i,ド---I3rpeeptorは contr(-1群し')問質し∵欄円胞内にIl'ti､-,卜た.い矢Ⅰ~てぎ｣1.
線は 20pm.

D.type 蓬 TGF一声yeceptorは第16E3目の EAM 心臓の問質の細胞内にみられ
た (東関).線は 20pm.

究で TGF一釦 の mRNA の e叩TeSSionは type I と

type Ⅱ TGF一声receptorの増加と共に EAM の発症

初期に増加することが観察された.Type 王 TGF-拷

TeCePtOrは蛍光抗体法にて心臓の間質に存在する細胞

に存在 したが,これらは紡錐形の細胞であり,おそらく

線維芽細胞と思われる.これらの知見からラTGF-βは

間質の線維芽細胞の reeeptorに結合して,ECM 蛋白

の産生のひきがねとなり,これがラットの EAM からⅨ 更滴

になる過程をこ関与するものではないかと考えられる中

TGF-釘 は免疫や感染において調節因子としても働

いていると考えられており,それは免疫抑制作用として

働 くとされている.TGF-鋸 の}ックアウトマウスは

多発性の炎症細胞反応巣と組織壊死を生 じ,臓器不全と

死亡に至る ＼＼-こ1StillgSy11droTlleに陥る30､.'l､Gトβは

窯験的自己免疫疾患で保護作用を示すとされる3且)32)

EAM はT細胞依存性の心筋炎であることが判明してい

ら.このモデ瑚 £多数の活性化されたT細胞が心臓や心

褒液に浸潤する.巨細胞は劇症期にみられるのみで,こ

れらは免疫する抗原の畳に関係する｡TGF…釦 は EAM

の経過中に炎症反応を抑える役割を示しているのかもし
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H

図 4 A.D,G.control群での fibronectin,t)peIcollagenおよび.typeⅢcolla-
genの免疫染色.緑色の所が fibronectin,type Icollagenおよび,typcⅢcolla一

genを示 し,赤い部分が RITC-labeledphall()idirlで染色 した心筋細胞を示す.

線は ▲.10Jfm.

B,E,H.第16日目の EA＼･;IJL､臓における fibronectin､t1-pe Icollagenお

よび,typeⅢcollagenしり免疫染色.Fibr()nectin.t),peicollagenおよび､tyT)e
Ⅲ collagel1が増加 し,そIH二t不均一･一にjtit-,IILる.Fibl･onectin.type Ieollagen
および,typea eoまlagenのある部分には赤で染まる心筋細胞はみられない.心

筋炎の初期に盈症な心筋傷害を疑わせる.心筋細胞肥大がみられる.線は 40fBm.

C.F, I.第6OlJ目の Ejl_M IL､織における fibroneetin.type Ieollagenお

よび,typem c()llagenI)免疫染色.心筋組織の広範な部分に心筋細胞 し赤い部

分)に置 き換わ--1て fibronectin.type Icollagenおよび.typeⅢeollagen陽

性所見がある (緑色の部分).心筋細胞肥大がム上､1わる.線は EIOILm.
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壁,異常な caTdiacremodeiingを引 き起こし,つい

には 1)CM に進展 させる可能性があり心眼組織i･こ対 し

て好ましくない作周が考えられる.TGF一声1が細胞周

囲の PTOもeaSe活性を抑える機序の 1つに TIMP の産

生を刺激 している可能性が考えられる.

ECM 成分の変化が心血管病変をこ関わっていることは

よく知られている8)37)-42).今回の結果で ty野 辺col主脚 n

が type icolla屠em よりも長 く出現 していたことはあ

る意味で EAM から DCM に進展する過程を説明 して

いる,なぜなら もypeI旺collagen の張力は type I

collagerlよりも弱いと考えられているので,変形を抑

えたり,適切な支えとなるには不十分であるからである.

さらに心筋線維間の鱗の結合が少なくなるために,心筋

の減少,壁厚減少,伸展,拡張および心機能低下を引き

起こし易す くL DCM への進展を説明することができ

る.

Fibl･oneetinは細胞表面,ECM.および体液の中に

見出される.この ECM 成分は様々な細胞によって食

成 され,細胞 の接着 を支 えている.今回の結果 で

fibronectinは心筋炎の初期に急激をこ上昇 し,60日目ま

で mRNA および蛋白レベルで持続が確認されており,

おそらく fibromectinが ECM の中の type Ⅲcolia鍔em

と関係 していると思われる.

以上まとめると,1)fmF-卵 の mRNA の expression

は typ(さⅠ と tI,pe [ TGF-j弓recpptorと並行 して

増加 し,EAM における ECM 成分の産生をこ重要な役

割を演 じていると推測された.2)このモデルにおける

和 し郎 産生細胞は macTOpha酢 であり,ty搾 王r掛 声

TeCepもorはおそらく間質率の線維芽細胞にみられると

思われた.これらから macTOphageが TGト釘 を産

生 し 線維芽細胞により ECM の産生が考えられた.3)

Collagenase72と92の mRNA の expTeSSiomは control

群にもみられ,これが typeⅣ co舶酢nの産生と分解

のバラソスを練つのなこ墓要であると考えられた.射 TM チ-

1の mRNA L')expressiol1は16｢1[｣に増加 し, これ

は EAM の初期の ma漬Ⅹmetalloproteinases(MMPs)

の阻害に関わっていると考えられた.5)T聯 Ⅲcolla節n

の出現の持続が type lcollagenよりも長かつたこと

は心筋炎から DCM に進展戟序をこ霊草な役割を演 じて

いると考えILIIlた.61FibroneLCtin,tylXtIcollagefl.

type m coHagen の組織中への沈着は mRNA の

expression と相関 しており,collagennetworktT)広

範な remodelingが.心筋炎後の病変を修飾 している

ものと考えられた.
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