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学位論文内容の要旨

    I．  緒  言
  心筋梗塞における左室リモデリングは梗塞初期の梗塞部位伸展と急性期以降の非梗塞
部位の反応性肥大のニっの機序からなる，梗塞心においてAng IIの局所産生増加が線維芽
細胞の増殖やコラーゲン合成亢進に寄与することがりモデリングを引き起こす，これまで
の研究から，AngIIの受容体は主に2っのisoformがあり，1型受容体（AT1）と2型受
容体（AT2）では組織分布及び生理学的作用に違いがあることが報告されている．AT1
とAT2は相反する作用を持ち，その発現バランスによって心筋リモデリング進展が調節さ
れていることが示唆される．しかし，AT2の役割は十分に解明されていない，AT2KOマ
ウスにおいて心筋梗塞を作製した場合，早期リモデリング過程がより進行するかどうか，
また，どのような遺伝子が発現し，変化するかについては十分な検討がなされていない，
    II.  目  的
  心筋梗塞後早期リモデリングにおけるRA系の意義，ことにAT2の役割を明らかにする
ことにある．
    III．  方  法
1．実験動物
  12 -16週齢の雄性AT2KOマウス(Agtr2う及び同腹のWildtypeマウス（Aぎむ2ナ）を用い，
それぞれ心筋梗塞作製と8ham手術を行い2群に分けた．
2．心筋梗塞の作製
  マウスは腹腔麻酔後、経口的に気管内挿管し，人工呼吸器に．接続した．心筋梗塞は左前
側胸部を開胸し，左冠動脈近位部で7‐0絹糸を用いて結紮することにより作製した．虚血
の確認は心電図のST上昇，結紮部より末梢の壁運動低下，色調変化により判断した，8ham
群絃開胸のみ施行した．両群とも術中・術後の生存率を記録し，術後7日もしくは14日
後に心臓を摘出した．

3．RNAの抽出及びcDNA microarray解析
  手術7及び14日後に心臓を摘出し，心筋梗塞群では「梗塞部」，「非梗塞部」及び「梗塞
周囲部」に分離された．組織は速やかに液体窒素で凍結しRNAを抽出した．抽出した「梗
塞部」及び「非梗塞部」のtotal RNAよりmRNAを精製し，cDNA microarray解析を
施行した．
4．組織病理学的評価
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  手術7及び14日後で心臓を摘出し，10％中性ホルマリン溶液で固定後，パラフィン包
埋し，薄切標本をHematoxilin-eosin(H-E)染色及びAzan染色を施行し，光学顕微鏡にて
形態，線維化を評価した．
5．MRI解析
  動物用MRI撮像装置を用いて，心筋梗塞群の手術前，手術7及び14日後でMRIを撮
像し，各群の形態的変化，心機能の変化を評価した．短軸方向でImm毎に撮像し，得ら
れた最大拡張期及び収縮期の画像をNIH imageで処理して左心室面積及び，外周径，内
腔径を計測し左心室体積を求めた．
6．統計学的解析
  各群のcDNA microarray，MRI解析より得られた結果はANOVAとSPSSを用いて統
計学的比較検討を行った，AT2KO及びWild typeの心筋梗塞後生存率はKaplan-Meier
解析を行った．

    IV.  結  果・考  察
  AT2KOマウスで冠動脈を結紮することにより心筋梗塞を作成し，その後の行動，形態
学的変化，遺伝子発現の差異を観察し，Wild typeマウスと比較した．その結果，AT2KO
マウスでは，摂食行動と活動性の低下，死亡率の増加を認めた．超急性期における心室頻
拍等の致死性不整脈の出現率及び亜急性期の心破裂もAT2KOで有意に高頻度であった，
ATlaKOマウスの心筋梗塞モデルで｜ま，Wild typeと比較し，活発で，死亡率も低下する
と報告されていることから，活動性の点でもAT1はAT2と相反すると考えられる．また，
心筋梗塞ラットにおいてAT1受容体拮抗薬を投与した場合，コラーゲンの蓄積が減少し線
維化が抑制され，左室拡張末期径が減少し，駆出率が増加することが報告され，AT1受容
体の抑制は，心筋梗塞後の生存率を改善し，逆にAT2受容体抑制は生存率を低下させるこ
とが推測されていた．MRIの結果にて，心筋梗塞後のAT2KOで内径が拡大し，梗塞部
が脆弱化していた．手術前の左室収縮終期容積はWild typeと比較してAT2KOが有意に
小さいが，心筋梗塞後14日目には有意に増加していた．AT2KOでは心筋梗塞後14日目
の心尖部に瘤が形成され，血栓が付着している像が観察されたが，Wild typeには同様の
所見は無かった．心破裂以外の早期死亡率増加の原因として，前述の心室性不整脈の出現
のほかに，血栓塞栓の可能性が示唆される．
  cDNA microarrayの結果，AT2KOの梗塞部ではWild typeと比較して転写因子である
Ets-lやIL-llRa，IL-2Ra，IL-15などのサイトカイン及びアポトーシスに関連するBcl~2
が7日目より発現していた， 14日目では有意差がないことより，心筋梗塞慢性期よりも，
むしろ心筋梗塞発症早期にAT2の存在することが予後に影響する可能性がある．Ets-l
が早期に発現する機序は，心筋梗塞後に局所の壁張カの増加，局所心筋の伸展とぃう機械
的刺激を介して賦活化された心組織RA系からのAngIIが増加することが直接刺激となる
ことが考えられる．さらに虚血の結果としての組織低酸素もEts-lを誘導する原因となる
と考えられた．AT2KOマウスでは早期にEts-lの発現が亢進することでMMPsの早期
発現を引き起こし，細胞外マトリックス代謝回転の不均衡が出現することが推測される．
そのために不完全なコラーゲン蓄積，リモデリング進行がみられ心室瘤，心破裂，心室性
不整脈を発症すると考えられた．

    V．  結  語
心筋梗塞後早期リモデリング過程において，AT2発現抑制は，心室瘤，心破裂を引き起こし，生
存率を低下させた．その機序にはAT2，Ets-l，MMPsの発現が影響する可能性がある，
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

心筋梗塞後リモデリングにおける

レニン・アンジオテンシン系の意義

- AngiotenslnIItype2reCeptorknOCkoutmiCeを用しゝた検討―

  心筋梗塞における左室リモデリングは梗塞初期の梗塞部位伸展と急性期以降の非梗塞
部位の反応性肥大のニつの機序からなり、梗塞心においてAng IIの局所産生増加がりモデ
リングを引き起こす。AngIIの受容体には1型受容体（AT1）と2型受容体（AT2）があ
り、その発現バランスによって心筋リモデリング進展が調節されていることが示唆される。
AT2KOマウスにおいて心筋梗塞を作製した場合、早期リモデリング過程がより進行する
かどうか、また、どのような遺伝子が発現し、変化するか検討した。12―16週齢の雄性
AT2KOマウス及びWild typeマウスを用い、それぞれ心筋梗塞作製とsham手術を行っ
た。処置後7及び14日目に心臓を摘出し、心筋梗塞群では「梗塞部」及び「非梗塞部」に
分離後RNAを抽出し、cDNA microarray解析を施行した。また、MRIを撮像し、各群の
形態的変化、心機能の変化を評価した。
  AT2KOマウスでは、摂食行動と活動性の低下、死亡率の増加を認めた。超急性期にお
ける心室頻拍等の致死性不整脈の出現率及び亜急性期の心破裂もAT2KOで高頻度であっ
た。MRIにて、心筋梗塞後のAT2KOで内径が拡大し、梗塞部が脆弱化していた。左室駆
出 率 は Wild typeと 比 較 し て AT2KOの 梗 塞 後14日 目 で 有 意 に低 下し てい た。
  cDNA microarrayの結果、AT2KOの梗塞部ではWild typeと比較してEts-lや炎症性
サイトカイン及びBcl-2が7日目より発現レていた。14日目では有意差がないことより、
心筋梗塞慢性期よりも、むしろ心筋梗塞発症早期にAT2の存在することが予後に影響する
可能性がある。Ets．1が早期に発現する機序は、局所の壁張カの増加、局所心筋の伸展と
いう機械的刺激によるAngIIの増加、組織低酸素による誘導が考えられた。AT2KOマウ
スでは早期にEts-lの発現が亢進することでMMPsの早期発現を引き起こし、細胞外マト
リックス代謝回転の不均衡が出現することで不完全なコラーゲン蓄積、リモデリング進行
がみられると考えられた。
  副査安田慶秀教授から、活動性低下について定量的な評価法の有無、及び他論文での一
般的ナょ検討方法について質問があり、飲水量、摂食量の計量、電気刺激に対する反応、植
え込み型無線心電図装置による比較等が挙げられるが、今回は行っていなぃ旨解答した。
また、梗塞の範囲、死亡例の組織変化についても質問があり、梗塞の範囲についてはMRI
及びH-E染色にて二群間で差はなかったが、摘出心の梗塞巣の脆弱化が顕著であり、瘤様
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の形態変化もみられたこと、今後免疫染色等で更なる検討が必要であることを解答した。
他にAT2の胎児での意義付けについて質問があり、KOマウスでも正常な発育を遂げてい
ることより発生の主体ではないが、心筋形成、支持組織増減に関与する可能性が考えられ
ていると解答した。

  副査川口秀明教授よりAT2KOで形態的変化があるにもかかわらず、AT2発現に関る遺
伝子に大きな変化は無く、Ets-l、MMPについては変化が出ているが、同様の報告が今ま
でのレポートでもあるのか、と質問があり、他の心筋梗塞モデルでもAT1及びAT2の発
現は増加、普遍いずれも報告があること、またEts-l及びMMPについてそれぞれ虚血に
よる遺伝子発現増加及びタンパク増加の報告があるが、一連の流れとして報告したものは
無い、と解答した。また、Ets-lを抑制しているのがAT2とぃう可能性があるか、との質
問に対し、直接AT2からEts-lにっながる報告は無く、AngIIがEts-lを誘導する報告の
みであり、可能性はあるが検討が必要である、と解答した。更に、治療について、AT1

blockerがよいのか、AT2 blockerがよいのか、また治療薬としてAT2 blockerの可能性は
あるのか、との質問に対し、ATl blockerの有用性についてはすでに大規模試験も行われ
ているが、AT2 blockerについてはむしろ害になる可能性が今回の検討からも予測される、
と解答した。
  主査よりAT2からEts．1へのシグナル及びEts-lからMMPへのシグナルについて報告
があるか、そのメカニズムについては解明されているか、と質問があり、細胞と細胞外基
質との接着刺激がEts-lのmRNAを発現し、Ets-l蛋白が転写因子としてMMPsを制御
することが報告されていること、低酸素刺激やAngIIがEts-lの発現を直接的に誘導する
と報告されていること、MMP-2 KOマウスやMMP阻害薬が心筋梗塞後心破裂を抑制する
こと、それぞれ単独では報告があるが、それぞれを結びっけた研究報告が無いことより今
後検討が必要である、と解答した。病理も含めてメカニズムについて今後検討をすすめる
ように指摘された。
  この論文は、心筋梗塞後の早期リモデリシグ過程において、AT2、Ets．1、MMPsの発現が影
響する可能性を見出した点で高く評価され、今後のりモデリング機序解明への足掛かりとして期待
される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し，大学院過程における研鑽や取得単位なども併せ申
請 者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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