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心疾患におけるtitin,CaMml3およびZASP/CyphermRNAの

選択的スプライシングの調節
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Abstract

【OIJectivesIAlternativesI)1icingalle,･sI),･()leinsIructure, localizationan(lli,nclio,,a,,(l i,,c,･eascs

biologicaldiversilyinl･esI)()nselophysiol()gicalan(lpathologicalstresscoI1(lilions.Weinv(jsligal-

edhowalternativesplicingoftilin,CaMKII6andZASP/Cyphergeneschangesillhearlsunder

pathologicalstresscoll(litio11s.

【MethodslThealtemalivesI)licing()ftilin,CaMKII6andZASP/Cyl)hergenes, inresI)oI1seto

acuteinnammation,pressureovel･loa(lan(1hyl)oxia,wasanalyzedbyquantilaliveRT-PCRinthe

heartsofexperimentalautoimmunemyocar(litisratsandmyocardilispatients,m()nocrolalinel)111-

mollalyhypertensionl･alsan(l illcardiomyocytesclllluredundel･hypoxicConditions.

【Resultsl LargeN2BA-titill,cylol)lasmicCaMKII6andPGM1-bindillgZASP/Cypheriso-

fOrmssigniflcanllyincrease(l inral llearlswithmy()carditisandhypertl･ophycoml)are(1wilhnol･-

malhearis.LargeN2BA-tilinan(lcy(()1)lasmicCaMKII6 isofOmlsalsosignincanllyincreasedin

myocarditispaUentheartscoml)are(lwilll lh()sewithDCM. Incardiomyocylesull(1el､hyl)oxiCCon-

ditions,PGM1-bindingZASP/Cyl)herisolbl･mssignincanllyincrease(1,butlargeN2BA-titinan(1

cytoplasmicCaMKII(j isok)1･ms(lecrease(1,c()ml)al･e(Iwithcellsundel･1101moxicco11(lilions.

【ColIclusioIIs】 '1､heallemalivesI)licing()ftilin,CaMKII6all(IZASP/Cyl)hel･gcneswasmal･k-

edlymodulatedinhearlsundel･ 1)alll()1()gicalstresscoll(lilionsandmaybeillvoIve(l ina(lal)tali()I1s

topathologicalchanges.
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(Cypherinc-ex4) とそれを含まないPGM1と結

合できない型(Cyl)1'c'･exc-ex4)の2つに分け

ることができる. PGMlは，グルコース-1-リン

酸から解棚系に入るグルコースー6‐リン酸への変

換を触媒する. 11'i代I洲系は， ストレス下での心|職

では必彼の燃料であるので, PGM1をZ帯に補充

するPGM1結合ﾉ(!ZASP/Cyl)11c'･は， ス|､レス下

の心臓ではダメージを繩｛||できるかもしれない8）

緒
一
宮
ロ

選択的スプライシングは， ・つの辿仏j'Lから機

能，榊造，局在の異なる様々な蛍ILI,アイソフォー

ムを作ることができるが， 企ての辿仏]'･の約

86％は選択的スプライシングを受けるとどえら

れている’)．心臓において発j兇する様々な心筋蛍

ILIのアイソフォーム変換は, 'li後発ffの過栂で側

察され2)－ l),心臓の苑fiのkで機能の適応上，

亜要な役割を演ずると琴えられている3)4)． また

アイソフォーム変換は心疾忠においても観察され

ているがl),その詳糺llについてはI)NAマイクロ

アレイによって調べられる網雑的過伝r･発現の検

討に比べてあまり研究は進んでいないのが現状で

ある’)．

心筋細胞に発現するlilil1はJli州にたくさんの

アイソフォームが〈〃fするが，火まかに分けると

大きなN2BA-titillとそれより小さいN2B-lilill

の2椰顛のアイソフォームに分畑することができ

る5)．大きなN2BA-litinアイ ､ノフォームは，小

さなN2B-titinアイソフオームに比べて，よりIIII

展性が商いと考えられている:I). 1,1様に心筋細胞

に発現するCaMKII6アイソフォームも，核h〃f

のシグナルを持つエクソン14を含む核局ｲf型

CaMKII6アイソフォーム (CaMKII6B)とエク

ソン14を含まない細胞『'iﾙ〃lil(!CaMKIIdアイ

ソフォームに分煎できる･1)6). さらに, #ll lluri局

在型CaMKII6アイソフオームは，エクソン15と

16を含むT蝋;局〈f咽アイソフォーム (CaMKII6

A)とそれらのエクソンを含まないびまん性細胞

質kijil"!CaMKII6アイソフォーム(C&IMKII6C)

に分けることができる4). SERCAの調節lklj2で

あるホスホランバンをリン酸化する糺IIIIM'ilij<f)M

のCaMKII0アイソフォームは1),典附収縮巡閲を

卿強するようである･'). =",核1口jｲ|ﾐﾉMCaMKIId

アイソフオーム (C&MKIIdB)は，熱ショック蛍

白面のリン酸化を介する細lluﾀ I沸導'l!ll激などによ

る心筋細胞のアポトーシスを強ﾉjにllll llillすること

が知られている7).Z'lll;を榊成するZASP/Cyl)her

アイソフォームは, I)h()sI)h()gluC()mlllasel

(PGM1) と結合できるエクソン4を含む型

本研究は，様々な病的ストレス状態ドにおける

心臓中のtitill,CaMKII"およびCypher/ZASPの

選択的スプライシングアイソフォーム変化を調べ

ることである． ‘せ(性炎症および圧負荷状況下での

アイソフォーム変化を検荷､Iするために，我々は実

験的自己免疫'|'|§心筋炎!I) (EAM)とモノクロタリ

ン (MCT) lliliiRilill lilj*llU大ラットモデル10)を

川いた． また， ヒト心筋炎の'|4検および剖検標本

を用いての解析も行った． さらに、低酸素下での

反応を見るために，新'k児ラッ |､培従心筋制ll胞を

低酸素ドで啼侭し，それらを検討した． この研究

によって，我々は様々な心ll職瓶でtitin, CaMKII

6およびCyl)her/ZAsPで選択的スプライシング

アイソフォーム変換が′kじていること， これらの

変化は臨床的に｛l.川なマーカーになる可能性があ

ることを兇いだした．

方 法

動物モデル

雄のLewiSラ.ソ ｜､をチ-1'一ルズリバー （厚木，

神奈川）から11櫛人し，新潟大学脳研究所動物実験

施設で8週齢になるまで維持し，肋物モデルを作

成した．すべての肋物'ﾉﾐ験は，新潟大学動物実験

倫理委興会のﾉki泌下でifわれた．

EよいIラットモデル

心筋ミオシンは，以前報iliしたようにブタの心

室筋から＃i'i製した9). ラット (n=23)はイソフ

ルランl吸入にて麻酔をし, EAMを作成するため

第OHI Iに各々のラ･ソ 1，に結核死菌H37RA

(Dift(), I)ctr()i1,MI,USA) 1()mg/mLを含む完全
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フロイントアジュバン|､とブタ心筋ミオシン同lit

を含む0.2mLを免疫した． EAMラットは，第0

日 (n=3), 9日 (11=3), 12H (11=3), 15[I

(n=3), 18H (11=4), 3() 11 (I1=3), 601j

(n=4)に以|fのようにして解剖した．つまり，

すべてのラッ 1,は過剰のイソフルラン吸入によっ

て安楽死させ， タピ亡はチャンバーから動物を取り

出した時の無呼I股と心I幟からの脱lⅢで確認した．

各々のEAMラッ |､から病III!*ll織棟本として心臓

の横断切片を採取し，辿伝r･発現実験には左室か

ら小片を採取して'ﾉﾐ験にlllいた．

DMEM瀞液で維持端j!§した. 2HIIIIの埖養の後，

心筋細胞を1％の低駿糸1《で611*|ﾊ|端推し （低酸

%, ''=4 ; 11雅酸紫,n=4), 2 1]後に糺ll胞を採

取して検討した．

心不全症例の心標本

心筋'k検あるいは剖検の描理所兇，臨床所見，

画像所見，過伝-f解析結果から心ｲ《全症例(''=

34）を心筋炎(''=9)と拡張型心筋症(DCM)

(''=25)に分激した．心筋炎は， ｿI"|!所見から

診断した．各々の心筋生検楪本は2つに分荊し，

一方を病理組織標本に， もう ．〃を辿低子発現解

析のための標本に使川した. fill検は， タピ後12時間

以|ﾉ1に採取し，辿伝f発現解析のための標本は，

I![ちにTl･iz()1 (II1vitrogen,Cal･1sba(1,CA,USA)中

でホモジェネートするか，－80℃に保存して凍

結標本のままII!I:ちにTrizoI ! | !でホモジェネー卜し

てRNAを抽出した．

11CT肺高血圧右室肥大ラットモデル

MCTを注射することによってllllii副血圧を発症

させ， イゴ室肥大ラ･ソトモデルを以下の様に作成し

た． ラット (''=9)はイソフルラン吸入によっ

て麻酔し,MCT(60mg/kg;SigmaChemiCal,St.

Ipuis,MO,USA)を皮下に1 Iml注射した． ラット

は,MCT注射後4)MI (I1=4), 5)Im (11=3), 6

)ul (''=2)に解(llし，検荊･した． コントロール

ラットは生理食蝋水をllil様に皮1､．注射して作成し

た(4)li, 11=2 ; 5jm, 11=2 ; 6)m,n=2).す

べてのラットはEAMラットと|同1じょうに安楽死

させ，各々のラットに対して，病理組織標本とし

て‘心臓の横断切片を採取し，辿伝子発現実験には

右心室の3カ所，左心宝の3ヵ所から小片を採取

して実験に川いた．

臨床研究における倫理および患者の同意

新潟大学医学部倫哩委乢会のﾉ侭,淵のド，全ての

悠背から同意の_|z, li)I究をけった．

RNAの抽出とリアルタイムRT-PCR

総RNAはTrizolを川いて心標本，心筋培養細

胞から抽出した. cDNAは0.5-5/4gの総RNAか

らランダムプライマーとMoloneymulineleukemia

virus逆il咳写酵紫を川いて合成された． リアルタ

イムRr-PCRのスタンダードのためのプラスミ

ドを作成するために, titill,CaMKIIdとCypher/

ZASPのアイソフォームは表lに示すプライマー

を川いてPCRを行い， それらのPCR産物を

I)GEMリコンビナントプラスミドにIIi接挿入し，

ArllMIWJM109コンピテント細胞を形Y'I転換して

MagExIractorl)lasmidkit (Toyobo,人阪）を用い

てう．ラスミドを稲製した．各々のmRNAの絶対

コピー激は， ライトサイクラーと|両lじプライマー

とSYBRPl･emixExTa(I II (Takal･a,火沖）を用い

て定l,t的RT-PCRによって測定された． ライト

サイクラーは95℃, 10分|H1の初lりl変性の後，

95℃, 10W''llll, 62℃, 101'"llll, 72℃, 10秒間の3

新生児ラット心筋細胞培養

安楽死させた各々の新化児ラ.ソトの心臓から心

房を除いた後に，心籠を細かく切り刻みDMEM

溶液で洗った．心筋制ll胞の分離は, 0.0075%コラ

ゲナーゼタイプII (IIIvitrogcnLiICTechnologies.

東京） を含む().25%I、 リブシンEDTA涛液

(Invitroge'')を川いて, 37℃での10分|ﾊlの細|胞

分離を数1回l行った.#lil球をRBCLysisSolulion

(BioLegend,Sanl)ieg()､CA)を川いて溶lilさせ，

心筋細胞をDMEM溶液で洗った後に嬬養プレー

トに撒いた．一・晩心筋細胞をおいて， 10％胎児ウ

シ血清, 2mML-グルタミン, 100U/MLペニシ

リンと100mg/MLストレプトマイシンを含む
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表I プライマーリスl、

エクソンアンチセンスプライマーセンスフライマー エクソン

ラットIi1inN2B

ラットli【inN2BA

ラットZASP/Cypherincludingエクソン4

ラットZASP/Cypherexcludingエクソン4

ラットCaMKII6A

ラットCaMKII6B

ラットCaMKII6C

ヒトlitinN2B

ヒトtilinN2BA

ヒトZASP/Cypherincludingエクソン4

ヒトZASP/Cyl)herexcludingエクソン4
ヒトCaMKII6B

50-Itcaaagciggcagagagaltla(-3'

5'-agcclacaccgclaaaaglgccca-3'

5'-gacttcaaiaigcccclcaclatc-3'

5'-gactlcaataigcccctcactalc-]'

5'-cgagaaalltttcagcagcc-3'

5'-cgagaaattttlcagcagcc-3'

'cgagaaatllttcagcagcc-3'

=caaattcacctgtgagatccaa-3'

#tlcaggalglgaciCiga"gaag-3'

5'-gacttcaacatgcccctcactatc-3'

'gacllcaacaigcccctcactalc-3'

#caaggaalUctCagcagcc-3'

50

218-219

12-l3

12-l3

12-13

50

IO7

12-I3

50-cllcllclicggglcIclllclla-3'

5'-cIIcItcllcggglclclllclla-3'

50-cIgcigUcglglccagKIga-3'

5'-gttggCiggagaatlggclac-3'

5'-acaglagltlggggclccag-3'

5'-gcIcにagl焔ac1ccaIcatc-3'

50-clcag(Igaclcclllacccc-3'

#cllcllcclllggllcagglttac-3'

5'-alca"ggacactlcaCactcaaa-3'

5'-ctgccgllcgtglccagagc-3'

5'-gllggclggagagllgaclac-3'

5'-gclclcagIIgaclccalcalc-3'

220

220

4

5－6

15－16

14－17

13－17

220

108

4

5－6

14－17

ヒトCaMKII6C 50-caaggaalllclcagcagcc-3 12-13 50-clcagll"cIcclllaCccc-3' 13－17

ステップを45サイクル行った.mRNAの絶対コ

ピー数はスタンダードカーブを川いたライトサイ

クラーのソフウェアを用いて計算され，各々のア

イソフォームmRNAのコピー数の比もそれによっ

て計算された．

細胞の没淵が兄られ（図IB),特に第15 I」目

(図lC) と181 1 1 I (図1D)のEAMの心臓には

多くの炎症細胞が没洲していた. titinN2BA/titin

N2BmRNA比, CaMKII6A/CaMKII6BmRNA

比, CaMKII6C/CaMKII6BmRNA比, Cypher

inC-ex4/Cyphel･exc-ex4mRNA比は，第121]

ljのEAMの心I磯でｲ『意に墹加しており (Cypher

inc-ex4/Cyl)hereXc-ex4mRNAP<0.01; titin

N2BA/titinN2BmRNA,CaMKII6A/CaMIql6B;

CaMKIldC/CaMKIIdBmRNAP<0.001),第

1511llに減少し,"1811 1 |に)tのレベルに戻っ

た（図2A,2B,2C,21)). ヒト心筋炎の組織病理

所兇を図IEに,爪すが多くの炎1IMI1胞が没淵する

典咽的な所兄が兄られ,DCMのﾙ"I!所見では図

1Fのように!|!呼度の線維化があるもののほとん

ど炎ｿi"l1胞没洲は兄られなかった．心筋組織｢|'の

titinN2BA/titillN2BmRNAとCaMKII6C/

CaMKII6BmRNAの比はI)CM群に比較して心

筋炎群でｲ1意に向かった（図3A,3B;P<0.001).

しかしながら,Cyl)herinc-ex4/Cyphel･exc-ex4

mRNAの比は，心筋炎群とDCM群とでｲ丁意な差

はなかった（図3C). CaMKIIdAmRNAは多く

の心筋糺l"! | !では検出できず, CaMKII6A/

CaMKII6BmRNA比を求めることはできなかっ

た．

組織病理所見

組織洲柵'1観察のための標本は， 10％ホルマリン

にて室温でl,';|定され，次いでアルコール系列によ

って脱水を行い，パラフィン包MI!された.4"mの

切片をキシレンで脱パラフィンを行い，アルコー

ル系'lで脱水した．切片はヘマトキシリン・エオ

ジンあるいはアザン・マロリー染色を行った．

統計解析

統討|･解析は，対応のないt-検定あるいは一兀

配世分敞分析とB()nfeIToniの多重比較検定を行っ

た.P<0.05を有意差とし，データは平均±標準

誤茨でホした．

結 果

EAMとヒト心筋炎

第91」'三|のEAMラットの心臓では，正常の心

臓と比べて組織病III!所兇の変化は観察されなかっ

た（図lA)."12日目のEAMの心臓には、炎症
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図1 EAMラッ|､心臓および心筋炎,DCM忠者の心II剛のl1織所兇

EAMラッ1,の第9I:1I二I (A),第12 1 1 1=1 (B),"151二I I*I (C),第1811月(D)の左室．心筋炎悠省(E)
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MCT肺高血圧右室肥大ラットモデル

MCr肺高血圧ラッI､の右室は4週後から肥大

と拡張がみられ，その後右室の肥大と拡張は進行

していった（図4B,4D,4H).一方,MCrllili高血

圧ラッ|､の左室の肥大（図4F,4J)は，コントロ

ールラッ|、 （図4E,41) と比!陵しても見られなか

った. UtinN2BA/ntinN2BmRNA, CaMKII6A/

CaMKII6BmRNA, CaMKII6C/CaMKII6B
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mRNA,Cyphermc-ex4/Cypherexc-ex4mRNA

の比は，コン|､ロールラッI､の右室の心筋組織II1

と比べて有意に高値だった（図5A, 5B, 5C,

5D) ; (4週後,P<0.05ItitinN2BA/titinN2B

mRNA,CaMKII6A/CaMKII3BmRNAIP<

0.001 [CaMKII6C/CaMKII8BmRNA,Cyphel･

inc-ex4/Cyl)hel･exc-ex4mRNA1;5週後,P<

0.01 [CaMKII8A/CaMKII6BmRNA]P<0.001

{titinN2BA/titinN2BmRNA,CaMKII6C/

CaMKII6BmRNA,Cypherinc-ex4/Cypher

exc-ex4mRNAI;6週後,P<0.001 [UtinN2BA/

titinN2BmRNA,CaMKII6A/CaMKII6B,

CaMKII6C/CaMKII6BmRNA,Cypherinc-

ex4/Cyphel･exc-ex4mRNAl).6週後MCT肺高

血圧ラッ｜､の左室で"nN2BA/titinN2BmRNA

比はコントロールラッ|､に比べて有意に衞く （図

5AiP<0.05), CaMKII8C/CaMKII6BmRNA

の比は4週後と6週後MCr肺高血圧ラットの左
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図5MCT肺高1m圧,占判lu火ラッl､の心室II)のtitin,CaMKII6,

CypherアイソフォームmRNAの発現比

liUnN2BAmRNA/6UnN2BmRNAlt(A) . CaMKII6AmRNA/CaMIqI6BmRNA比(B)

CaMIQI6CmRNA/CaMKn6BmRNA比(C), Cyphel･ inc-ex4mRNA/Cyphel･exc-ex4

mRNAlt (D)リアルタイムRT-PCRは各々のmRNA1I(を2IIilずつ測定した. 4",注

！､l･した4週後; 5)m!,注射した5週後: 6)ml,注射した6迦後；コントロールは4jm,5週，

6週のすべてのラッ1,の発現比を示す*P<0.05,**P<0.01,***P<0.()01 (コントロー

ルラットの右室vs.MCr肺高lilIE{:iLKllu火ラットのｲi*). .iP<0.05,↑↑P<0.01 (コン

トロールラットのﾉf宅vs・MCTlllliMlilif:li室肥大ラッ1,のﾉ":) .
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幸でコン|､ロールラットに｣．こくて有意にﾊﾞ5かつた

(図5C;P<0.05,P<().01).

ではないかと仮説を立て，以|ざのような椎illllで考

察してみた．

心筋炎における選択的スプライシングアイソ

フォーム

titinN2BA/tilinN2BmRNA, CIIMKIldA/

CaMKII6BmRNA, CaMKII6C/CaMKII6B

mRNACypherinc-ex4/Cypherexc-ex4mRNA

の比はEAMの発ｿi群ﾉjIWIにだけlZ外していた．以

前我々が，ナトリウムドllll<ペプチド，サイ ｜､カイ

ン，ケモヵィン，成腿|ﾉ《II'･, レニンーァンジォテン

シンーアルドステロン系，エンドセリン, illl胞外JIL

WiのmRNAを調べたll､↑には， これらのmRNAの

け|.は発症初期から28「|後までI断かつた’1)．今

|回峨々が洲べたアイソフォーム比の変化は，それ

に比べて発症初期だけの ・過性の_I:外であった．

そのIII!IIIはまだｲ《Iﾘlではあるが，我々は以下の様

に椎測している．

EAMの発症初1ﾘlには心筋細胞は進行性に|珊審

をうけ，各々の生き残った心ii"ll胞の機械的スト

レスは怠速に大きくなると推測される．我々の以

前のiﾙ究では， ノI兼拡恢イ<I91圧は,"71 lから第

低酸素下の培養心筋細胞

titinN2BA/titinN2BmRNAとCaMKIIdA/

CaMKII6BmRNAの比は， 正術酸楽lく埖従に比

べて低酸紫1苛端腱の心筋細胞で｛丁意に低下してい

た（図6A,6B;P<0.()01,P<0.01). しかしなが

ら,CaMKII6C/CaMKII6BmRNAの比はｲi恵な

鑛はなく （図6C),対!!(!的に, Cyl)hel･ inc-eX4/

Cyl)hel･Cxc-cx4mRNAの比は, 1[術駿衆lfの啼

推心筋細胞に比し，低駿糸|く暗jを心筋刑ll胞でｲ丁意

にil.lill''iであった（図61);P<().01).

考 察

選択的スブライシングは蛍ILIの榊造, IWI;,機

能に変化をlj･X,生III!的あるいは病的ストレス状

況での'|;物'､);:的な多様性をjW加させる．我々は，

心筋炎， イi衆肥大，低酸衆のりI断的な状況ドで，心

筋剤l1胞はlilil1, CaMKII6, ZASP/Cyphel･辿伝子

の選択的スブライシングによって適応しているの
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cyl)IMI･7'イソフォーム111RNAの発現比

tilillN2BA/lilillN2BmRNA比(A), CaMKII r)A/CaMKII6BI111<NAlt (B).

CaMKII ()C/C&IMKII6BI11RNA比（C)， CyI〕heI･ inC-ex4/CyI)11《’1･ (･xc-ex4

mRNA比(I)). リアルタイムRT-PCRは各々の'11RNAIItを21! !lずつillllだした．

*I)<0.01,***P<0.001vs. ll猟酸兼下端腱心筋細胞．
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例が少ないためi淵くることはできなかった．心筋

炎の心臓におけるアイゾフォームの時|H1経過によ

る変化は，心筋炎のI臨床経過をr測するkで有用

な↑ll糊を'j･えてくれるIII能性がある． ヒト心筋炎

の時|ﾊl維過におけるアイソフォーム変化について

は，今後のlil{究が必甥と思われる．

1411に大きく上昇する12).そのような状況ドで

は， ノkき残った心筋細I胞は大きくなり，興断収縮

連関を1I･5める必甥があるであろう．我々は，以前

心エコーでEAMを調べた1lキには，第1() IIから

151]目までに左室拡帳ｲﾐ!＃l係は急激に大きくなっ

ていた("10H, 5.5mm;"15H, 6.5mm)'3).

EAMの発症"!Ulに, titinN2Bの発現よりもi'l'"

性の尚いlilil1N2BAの発現がM強すること， リ“『

収縮迎|11をil.liめる細胞価ﾙ〃12のCaMKII6AとC

の発j兇がjW枕することは， このような病的スl､レ

スの状況ドではl1にかなっているかもしれない．

さらに, 11'i代謝経賂は心臓のストレス下でのエネ

ルギー藤生には111甥であり,Z'III:でPGMlと粘合

できるエクゾン4を持つCyI)herの発現哨強は，

エネルギー柵甥の)‘〔逃した状況では利にかなって

いるかもしれない．我々の以前の検討では，第7

｢1から14 1 Iの庵室拡帳末期l 1;の卜昇よI)も第14

1｣以降の左窄拡恢ｲﾐ期圧の上界のほうが小さかっ

た12).そして,"10I1から15Hの左室拡張ｲﾐ1ﾘl

ifの墹川Iよりも第15 1｣以降の左室拡張末101ifの

墹加("21 11, 6.6mm;"301], 6.7mm;"

4211, 6.3mm)のほうが小さかった13). EAMの

悩性期の生き残った心筋細胞は‘歓性期よりは安定

しており，あまり大きなス|､レスを受けておらず，

アイソフォームのこれらの変化は徐々に"きり， ノt

のレベルまでl' 'l復するのかもしれない．

我々の臨床li冊究は, I)CM腓に比べて心筋炎IIド

でtitinN2BAとCaMKII6Cの発現が期強してい

た．心筋炎での生き残った心筋州||胞はDCMに比

べてより進行‘|'|§のストレスを受けているのかもし

れず，そのようなアイソフォーム変化は利にかな

っているのかもしれない. ･", Cyphe,･ inc-

ex4/Cyl)hel･cxc-ex4mRNAの比は，心筋炎鮮と

DCM腓で鑛は兄られなかった.DCM群の多くの

悠背は，心筋へのイ〈均一な12:II-BMIPPの摂取，

つまり心筋脂II'I代謝の部分的な欠欄を示すと報告

されている1･1). それ故, l)CM忠者においては，

il猟の心臓と比べてCyl)hel･アイソフォームの比

が異なっているのかもしれない．今回のEAMで

の心臓でみられたこれらのアイソフオームの時|H1

経過については， ヒトにおいては心筋炎の臨床1,ii

llCT肺高血圧右室肥大ラットにおける選択的

スプライシングアイソフォーム

tilillN2BA/1ilillN2BmRNA,CaMKII6A/

CaMKII <)BmRNA, CKIMKII6C/CaMKII6B

mRNA,Cyphel･ inc-ex4/Cyphcl･exc-ex4mRNA

の比は,MCTIl,li,imlll2イi寵肥大ラットの右室で

上昇しており， これはEAMの発症初期の心ll厳と

liil様な変化であった.MCI､ llliiifilm圧ｲi室肥大ラ

､ソ l､のイ糀圧やｲi篭Iml,iは4週以降増加し続ける

とされ15) 16),アイソフォームの変化も4週以降

ずっと統いたのかもしれない.MCT肺高Ⅲl圧右

宰肥人ラットのイ権の心筋細胞では，進行性の機

械的なストレスを受けており，大並のエネルギー

が必‘災とされることが1$illllされる．それはEAM

の苑1赫ﾉjIWIとliil様であり，そのような状況ドでは

fllにかなっているのかもしれない．MCTIl'ii!闘血

llﾐｲ門§llu火ラッ |､のﾉ,誰では心筋細胞のllu人は見

られなかったが, lilillN2BA/titinN2BmRNAと

CaMKII ()C/CaMKII6BmRNAの比は少しでは

あったがn通に墹川|していた．右室の拡大によっ

てﾉi蕊が彬辨され，心籠! ' ! |渦を介したｲ了察からの

川;排によるﾉI封ﾐの機能低1fがあるのかもしれな

い'7)．今|! 'lの左漿に兄られたアイソフォームの

経度な変化はそれによるものかもしれない．

低酸素下での心筋細胞の選択的スプライシング

アイソフォーム

Cyl)11(pl･ illc-cx4/Cyl)herexc-ex4mRNA比は，

低駿紫ドでの心筋細胞でjW加していた． この変化

は,EAMの発1,i初期およびMCT肺碕1m圧ｲi室肥

大ラットのイi宅での変化と|, il様であった．一方，

lilillN2BA/titiIIN2BmRNA,CaMKIIOA/

CaMKIIdBmRNA, C&IMKII6C/CaMKIIdB

mRNAの比は, EAMの発椛初期やMCTIIIIi高血
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圧占室肥大ラッ I､のｲｰ『室と災なってjW加しておら

ず，むしろ少し低下していた．生体外で低樅紫下

培養された心筋糺lll泡は，生体IﾉﾘでのEAMXaMCT

肺高血圧ｲ丁索肥大ラッ |､の心筋細胞とは異なりIIII

展されてはおらず，適応反応としてのlilillの描

造,CaMKII6の1月)ｲfの変化は起こらないのかも

しれない．火きなlilillは，広範llilに及ぶ冠勁脈疾

忠をもつ秘li''i心で垪加することが示され18), ま

た，虚血再遠流|脇害の後に訓ll胞質IjｲfのCaMKII

6が増川lするといわれている19).生体内におけ

る冠勅脈り災心の心ll'慨における心筋糺llllaは，進行性

のストレスをうけると想定される． しかしながら，

我々が今Inl検i;､l･した生体外の培養心筋細胞の検討

では、心筋細胞のIIII腱はなく，生体|ﾉ1でおこなっ

た以前の検討とは災なる可能性がある．核局{l§型

CaMKII6Bは，興斯収縮連関を塒強する細胞面

局在型CaMKIIdと異なって,心筋訓ll胞のアポトー

シスを強力に仰ilillするようである．それ故, 11畠体

外で伸腱のない低駿紫~ド増従心筋刑||胞では，アポ

トーシスをりllilillするという意味において, fllにか

なっているのかもしれない．

各々のアイソフォームを特典的に検ll}が可能にな

れば臨床上ｲ丁川となるかもしれない．可能性のあ

る3爵'1の応lllとしては，心疾忠の流療への応用

である．アンチセンスオリゴヌクレオチドを使用

して，選択的スプライシングを調節することがこ

れからの臨床応用として考えられている’)．それ

には， さらなる研究が必要とされるが，様々な心

疾患における心蛋I&lのアイソフォ･一ム変化を-l･分

剛解する必要があろう．

結
筆
銅

本研究によって，急性炎唯, JI症な圧負荷，低

駿糸の状況下で．心蛋白titin, CaMKII6,ZASP/

Cyphel･の選択的スプライシンク・アイソフォーム

は大きく変化することが兇いだされた．心蛋白の

選択的スブライシングは，病的ストレス下での適

応において覗喫な役削を演じているのかもしれな

い．

研究の限界

心蛋白の選択的スプライシングアイソフォームの

将来への臨床応用

現在のところ，心疾忠における選択的スプライ

シングアイソフォームの臨床応用については不|ﾘl

である． つの可能性としては，心筋生検採本の

診断への応lllである．今Inl,淵べた心蛍白の選択的

スプライシングアイソフォームは，心筋糺lllluだけ

に発現すると豚えられ，たとえ心筋生検標本! |!の

心筋細胞の;I31合が災なっていようとも，アイソフ

ォームの比は理論的に再現性があると琴えられ

る．それ故，心筋生検巾のアイソフォームの比は，

心疾患のステージや拡症度を予兇できる可能性が

あると思われる． しかしながら, tilillJPCaMKII

6の発現は，様々な病的条件下で変わるiII能|'|;が

あり，注怠深い解釈が必甥となるであろう． もう

一つの臨床応川としては，画像診断への応川であ

る．放射性|両1位体で標識したアンチセンスオリゴ

ヌクレオチドの使川によって， これからのmRNA

の画像診断は統々進腱する可能性があり20)21）

lii述したように,本研究はいくつかの限界がある．

ヒト心筋炎の検討では，樅例敢が限られていたた

めに，心筋炎の臨床経過におけるアイソフォーム

の変化は検討できなかった． また正術ヒト心臓で

のアイソフォームを検討･しなかったので,DCM

の心l1職でのアイソフォーム変化の特徴は不Iﾘ1であっ

た． さらに，限られた疾心でのmRNAの検討であ

り，蛍l掌Iの検討は行われてはいない． さらなる研

究が，様々な疾忠で,"ILIも含めて行われる必要

があると思われる．
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