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白倉良太＊

はじめに

　生物のもつ機能や構造を解析し，それを人工的

に再現して利用しようとする学問「生体工学」の

進歩はめざましく，分子生物学の分野にさまざま

な工学的手法が取り入れられてきた．遺伝子工学

もそのひとつで，診断や治療に応用されるように

なった．

　心臓血管の領域でも，原因遺伝子がコードする

タンパク質の機能が解明され，心不全や高血圧症，

動脈硬化症に関連する病態の診断や治療に関する

分子生物学的研究が盛んに行われている．最近，

家族性肥大型心筋症の発症に7つの遺伝子が関与

していることが明らかにされ，診断基準や病型分

類に応用する提案があり，遺伝子治療の可能性も

示唆されている．また，原因遺伝子が次々解明さ

れている筋ジストロフィーの中に家族性拡張型心

筋症として発症する例があることも報告されてい

る．しかし，特発性拡張型心筋症（DCM）につ

いては分子生物学的にはまだまだ不明な点が多

い．

　一方原因遺伝子の究明とは別に，心筋細胞を遺

伝子操作で機能的増幅，修復したり，細胞置換し

て心不全を治そうとするcardiomyocytoplastyとい

う概念の治療法に関する研究が盛んになってい

る．これまでに臨床応用されている遺伝子治療に

は，体外に取り出した細胞に遺伝子を導入し体内

に戻す方法と，生体内の組織や臓器に遺伝子を直

接導入するin　vivo遺伝子導入がある．後者につ

いては現在，個々の臓器に適したベクターの選択，

臓器特異的にしかも臓器全体に均一に遺伝子を導
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評する方法などが精力的に研究されており，心不

全や，閉塞血管の遺伝子治療に応用されようとし

ている．

原因遺伝子の解明

（1）肥大型心筋症

　家族性に発症する遺伝病はもちろん，高血圧症

や動脈硬化症などおよそ遺伝病からほど遠い疾患

まで原因遺伝子の解明がなされるようになり，病

態が分子生物学的に把握されて診断，治療，予後

判定が遺伝子レベルでなされるようになってい

る．

　常染色体性優性遺伝の様式をとることの多い家

族性肥大型心筋症の発症がβミオシンH鎖遺伝

子のミスセンス変異による1～3）ことは以前から言

われていたが，最近そのほかにトロポニンT4），

αトロポミオシン4），ミオシン結合C蛋白5～6），

必須および調節ミオシンL鎖7），トロポニン18）を

コードする遺伝子の突然変異による例が報告され

ている．これらの遺伝子は全てサルコメア蛋白の

構築に関与しており，肥大型心筋症はサルコメア

の異常による疾患と見なされ，これらの遺伝子の

変異による診断基準や飛型分類が提唱されてい
る9）．

（2）ジストロフィン心筋症

　筋ジストロフィーは巨大分子であるジストロ

フィンの遺伝子に広範な変異がみられ，病型も多

岐にわたっていて，併発する心疾患もいろいろで

ある．伴性劣性遺伝であるデュシャン型筋ジスト

ロフィーの男児では80％が晩期に心不全を呈す

る．最近X染色体性拡張型心筋症が，ジストロ

フイン遺伝子のプロモーター領域の欠損によるこ

とが明らかにされた10）．しかし，DCMを調べて

も，ジストロフィン遺伝子の異常は全く認められ
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ていない11）．

（3）ウイルス性心筋炎とDCM

　DCM患者35人の心筋生検標本をPCR法で調べ

たところ，約半数に微量のエンテロウイルスの

RNAを検出したが，健常者には全く検出できな

かったと言う報告がある12）．しかも，陽性者の82

％が1年以内に心不全に陥ったと．心筋組織をハ

イブリダイゼーション法にて調べた同様の報告も

ある13・14）．

　ウイルス性心筋炎の多くは自然治癒するし，し

ばしば診断されずに終わる．しかし，中に心機能

障害が持続し，死亡するケースもある．ウイルス

性心筋炎に対する過剰免疫反応が心筋症に至ると

いう考えもある15）．また，心筋炎およびDCMの

心臓に浸潤する抗原特異的T細胞の活性化を重

視する論文もある16）．心筋細胞にB7－1，B7－2，

CD40が過剰発現していることから，心筋細胞が

CTLやNK細胞に対してAPCの役割を果たし，

心筋細胞破壊を持続させているという仮説を提唱

している．

（4）Extracellular　Matrix　Dyna血cs　in　Heart　Failure

　虚血性心筋症やDCMによる慢性心不全の病態

は心筋細胞の支持組織であるExtracellular　Matrix

（ECM）のりモデリング傷害状態といえる．正

常の心筋においてはECMを解体する蛋白融解酵

素（matrix　metalloproteinases，　MMPs）とその抑制

因子（tissue　inhibitor　of　metalloproteinases，　TIMPs）

の均衡によって構築が維持されている17～19）．心

筋症の心不全はこの均衡が崩れた状態，即ち

MMPsの異常活性化，　TIPsの機i能低下によって

コラーゲン繊維の断裂や不連続が起こった状態と

いえる．この状態はMMPsをコードする遺伝子

の過剰発現，TIMPs遺伝子の低発現により引き

起こされる．これらの不均衡は虚血性，拡張型，

肥大型の心筋症でおのおの異なっている20）．

遺伝子導入法の開発

　以上のように心筋症の分子生物学的研究が盛ん

になり，遺伝子レベルでの病因，病態が解明され

てくると，同時に治療戦略として関連遺伝子の遺

伝子導入の研究がクローズアップされる．これま

で多くの遺伝子治療プロトコールが期待したほど

の成果を上げていない理由は，目的遺伝子が目的

細胞の中に十分量入っていないためである．効率

よく，特異的に，必要期間，随伴障害を極力ない

ようにして導入する方法が必要になる．心臓血管

領域，循環器領域でも数多くの検討がなされてい

る．

（1）ベクター

　心臓，心筋への遺伝子導入を目的とした遺伝子

導入用ベクターとしては，ウイルス遺伝子を除い

た（replication－defective）アデノウイルス21～32），

アデノ随伴ウイルス（AAV）33～34），の検討が目に

付くが，心臓全体に冠状動脈を介して導入できる

HVJリポゾウム35“’40）も目的によっては有効と言

われている．いずれも遺伝子を細胞核内に導入で

きるが，染色体に組み込まれることはないので導

入目的は制限される．心筋細胞は分裂しないので

レトロウイルス41～42）のベクターは使にくいため，

ほとんど報告がない．

（2）プロモーター

　発現効率や特異性を高めるために各種プロモー

ターが検討されている．転写調節を目的にラウス

肉腫ウイルスプロモーター27・28・30・4il）を用いた報告

が散見される．心筋に特異的に遺伝子を導入する

目的ではミオシンL鎖一2（mlc一　2　v）23・28）やαミオ

シンH鎖23・es）のプロモーターが使用されている．

（3）エンハンサー

　虚血心の治療目的で遺伝子導入する場合，虚血

部位に効率的に導入するため，hypoxia－responsive

enhancer　elements43）を筋特異的プロモーター・・一一と組

み合わせて用い，有効だったとする報告がある．

（4）デリバリーシステム

　目的遺伝子を目的臓器に到達させる方法論が精

力的に検討されている．心臓の場合，小切開・左

前方開胸を行い直接心筋に注射する方法30・41・43・44）

から，単に遺伝子を組み込んだベクターや遺伝子

そのものを静脈注射する方法21）まで種々ある．ホ

ルモンやサイトカインなど各種血清因子を産生さ

せたい場合は大腿一等の骨格筋に注入する方

法22・　23）もある．in　vitroで遺伝子導入した培養細

胞（新生児心筋細胞，繊維芽細胞，血管平滑筋細

胞等）を心筋内に移植する方法36・45・46）も試みられ

ている．冠状動脈に遺伝子を組み込んだベクター

を注入して心臓全体に遺伝子を発現させる方法と

して，カテーテルを使う方法33）と心臓手術時や移

植の時に直接冠状動脈に注入する方
法32β8・40・47～49）が検討されている．変わった発想
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としては縫合糸（クローミック・ガット糸）に遺

伝子をコーティングして心臓切開部を縫合する試

み50）がある．

心筋症の遺伝子治療

　遺伝子の欠損，変異遺伝子による機能喪失に対

し，本来の遺伝子を過剰発現させたり，置換する

方法が開発されているし，変異遺伝子が機能充潤

している場合はこれを抑制するような遺伝子操作

が考えられている．

（1）遺伝子の置換

　遺伝性疾患で原因遺伝子の突然変異によること

が判明している疾患では，原因遺伝子の補填，置

換療法が有効と考えられる．

。家族性肥大型心筋症1

　前述したように，特発性肥大型心筋症のような

家族性遺伝病でも，心筋ミオシンH鎖遺伝子の

点突然変異が同定される頻度は約半数で，他に6

種類もの原因遺伝子が同定されていている．これ

らを置換する試みはまだ報告されていない．

・ジストロフィン心筋症：

　最後には心筋症を併発するデュシャン型やベッ

カー型筋ジストロフィーがジストロフィン遺伝子

の広範な突然変異によることが判明しているが，

前述したようにこの遺伝子は巨大なため，これを

核内に導入する方法がまだ見つかっていない．ジ

ストロフィン遺伝子のプロモーター領域の欠損が

示されたX染色体性拡張型心筋症に関しても未

だ報告がないようである．

（2）病態の改善のための遺伝子導入

・ポンペ病：

　肥大型心筋症，骨格筋の筋力低下をきたし，2

歳前後で心不全のため死亡するll型糖原病
（Pompe　disease）はα一1，4一グルコシダーゼ欠損

による代謝性疾患だが，Paulyら22）はこの遺伝子

をクローニングし，アデノウイルスベクター

（E1－deleted　recombinant　adenovirus）に組み込ん

で新生児ラットの心筋内または後肢筋肉内に注入

した．筋肉内に正常の6～10倍の酵素活性を認め，

ウェスタンプロット法にても酵素蛋白の過剰発現

を検出しており，ポンペ病の遺伝子治療の可能性

をしめした．

・心筋症の心不全：

　Tyagi22）は虚血性心筋症やDCMによる慢性心
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不全の病態がMMPsをコードする遺伝子の過剰

発現，TIMPs遺伝子の低発現により引き起こさ

れるExtracellular　MaUix（ECM）のりモデリング

障害状態であることを報告していることは先にの

べた．彼らはECM構築維持に関連する種々の遺

伝子（MMPs，　TrMPs，　TGF一β，デコリン，コラー

ゲン等）量を調整することによって心筋症の心機

能を改善することができるだろうとしている．

（3）心筋細胞への分化増殖，細胞移植

e　myogenic　determination　gene　（MyoD）

　心筋組織中には幹細胞がないため，また成人の

心筋細胞に分裂・増殖能がないために心筋細胞は

障害を受けると減少し結合織に置き換わる．心筋

に障害が加わった時の癩痕形成時に心筋組織内の

繊維芽細胞を遺伝子操作で骨格筋細胞に分化させ

ようと言う実験がある30）．MyoD遺伝子をラウス

肉腫ウイルスの転写調節下にアデノウイルスベク

ターに組み込んで，培養心繊維芽細胞に導入する

と骨格筋に変i施する（myogeninとskeletal　myosin

heavy　chainsが発現する）ことから，ラット心に

上記遺伝子を直接注入した．凍結傷害を加えて1

週間後に遺伝子を注入した場合，四徳部にmyo－

geninとskeletal　myosin　heavy　chainsが染色され

た．

・心筋細胞移植

　心筋梗塞などで障害を受けた部位に心筋細胞を

移植する発想がある．この場合，心筋細胞を収縮

筋として補う目的と，遺伝子導入した心筋細胞を

移植し長期間発現蛋白の効果をねらう（担体とし

て使う）目的がある．in・vitroで増殖因子を遺伝

子導入した胎児心筋細胞または新生児心筋細胞を

墨痕部位に移植し，心筋の再構築をねらう細胞移

植45・46）も考えられている．　　　　闘

（4）虚血領域の血管新生（虚血性心筋症関連）

e　vascular　endothelial　grawth　factor　（VEGF）　：

　血管新生因子の一つであるVEGF遺伝子を虚

血心筋に直接注入して血管新生をはかった臨床と

動物実験の報告がある．

　Losordoら44）は治療抵抗性で有症状の慢性心筋

虚血患者に第1相試験としてVEGF遺伝子をミ

ニ開胸下に直接心筋に注入した成績を発表した．

遺伝子はベクターを用いず，プラスミドDNAの

まま虚血領域に注入．注入による血行動態の変化

はなく，軽度の不整脈を認めたのみで安全に行わ
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れた．5例に施行し，術後全例に明らかな狭心痛

の軽減を認．め，NTGの使用量は平均で1／5に

なった．ドブタミン負荷SPECT検査で全例に虚

血領域の減少を認め，CAGにてRentropスコア

の改善を認めたという．

　Sayeed－Shahら39）はtransmyocardial　CO2－laser　re－

vascularizationを虚血領域に行う際に，同時にプ

ラスミドDNAまたはHVJ－hposomeをベクター一に

VEGF遺．伝子を心筋内に注入した場合の効果を

ブタを用いて検討した．処置後3日目にみた遺伝

子の発現量はベクターの有無に関係なく高発現を

得た．血管新生の効果を左室自由壁の動きで見た

ところ，CO2－laser　revascularizationと遺伝子導入

を同時に行った群のみ有意差（p＝0．004）をもっ

て壁運動の改善を認め，効果は6週間後も持続し

ていた．

e　human　basic　fibroblast　growthfactor　（FGF－2）　：

　血管新生因子FGF－2遺伝子をin　vitroで繊維芽

細胞にtransfect（アデノウイルスベクターを使用）

しておいて，基底膜蛋白のゲルに封入してマウス

の皮下に注入した実験では，FDG－2の分泌と注．入

部位での平滑筋細胞の増殖と血管新生を認めたと

いう25）．

おわりに

　心筋症に関連してベクターやプロモーターなど

遺伝子導入法に関する研究と血管新生因子や酵素

など治療目的で導入する遺伝子の研究の最近の文

献をレビューしたが，虚血性心筋症に関連するも

のが大部分でDCMについての報告はほとんどな

かった．
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