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研究成果の概要（和文）：肥大型心筋症例で見いだされた遺伝子変異を再現するため、ゼブラフィッシュ胚にMYBPC3に
対するアンチセンスモルフォリノ及びゼブラフィッシュMYBPC3 mRNAをインジェクションし、心臓表現型を解析した。
野生型mRNAのみ、野生型mRNAおよびA745D mRNA、A745DおよびR815Q mRNAをインジェクションし、それぞれ野生型、単
独変異モデル、複合ヘテロ接合体モデルを作成した。モルフォリノ単独群に比し、野生型モデルおよび単独変異モデル
は心室径、心室内径短縮率、心房面積、心拍数に有意な変化を認めなかったが、複合ヘテロ接合体モデルでは有意に心
室の拡大、心拍数の増加を認めた。

研究成果の概要（英文）：MYBPC3 antisense morpholino oligonucleotide (MO) and MYBPC3 mRNA were injected in 
one cell stage zebrafish embryos to assess the functional consequences of the MYBPC3 mutations found in 
human hypertrophic cardiomyopathy patients. Wild type MYBPC3 mRNA, wild type and A745D mutant mRNA, or 
double mutant mRNA (A745D and R815Q mutants) were co-injected. They corresponds wild type, single 
mutation (heterozygote) and compound heterozygote, respectively. Ventricular dimension
and heart rate were similar between the MYBPC3 MO group and the MYBPC3 MO with WT mRNA group or the 
MYBPC3 MO with Ala745Asp mRNA and WT mRNA group, whereas ventricular dimension and heart rate were 
significantly increased in the MYBPC3 MO with Ala745Asp mRNA and Arg815Gln mRNA group compared with the 
MYBPC3 MO group.

研究分野：循環器内科

キーワード： 肥大型心筋症　ゼブラフィッシュ　遺伝子変異

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
心不全は、一旦治療抵抗性に陥ると、5 年
間の死亡率が約 50%に及ぶ 予後不良な症候
群である。心不全治療には一定の前進が見ら
れるが、依然として心不全患者の予後は不良
である。それは一つには心不全発症の仕組み
に関する分子機構の解明が十分でないこと
も一因と考えられる。心筋肥大、繊維化とい
った心不全の典型を示す疾患として肥大型
心筋症に着目し、進展にかかわる遺伝子群を
網羅的に探索する必要があると考えた。そこ
で、短期間に肥大型心筋症を発症し、より効
率的に左室収縮不全・心不全発症進展に関わ
る分子を in vivo においてスクリーニング可
能とする肥大型心筋症ゼブラフィッシュモ
デルの確立を目指した。ゼブラフィッシュ胚
は無色透明であり、心臓の構造や拍動を顕微
鏡下に直接観察することが可能である。また、
アンチセンス・モルフォリノリゴを用いた標
的遺伝子ノックダウン後、72時間以内に心臓
の表現型を観察し得る。肥大型心筋症ゼブラ
フィッシュを用いて心肥大や心筋線維化の
細胞内伝達経路のスクリーニングを行い次
世代型の心不全治療法の確立を目指すもの
である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は 
(1) 短期間で肥大型心筋症を発症するゼブラ
フィッシュモデルの作成を目指すこと、(2) 
肥大型心筋症ゼブラフィッシュモデル作成
にあたっては、実際に肥大型心筋症患者で同
定された遺伝子変異を導入すること、(3) 肥
大型心筋症ゼブラフィッシュモデルを用い
て高効率に心筋肥大、線維化に関わる機序を
解明し治療法の開発を目指すこと 
である。 
 
３．研究の方法 
(1) 肥大型心筋症ゼブラフィッシュモデルの
作成 

MYBPC3 の翻訳開始領域に対するアンチ
センスモルフォリノオリゴのマイクロイン
ジェクションを行い内因性 MYBPC3 のノッ
クダウンを行うことにより心筋肥大や拡張
障害といった肥大型心筋症にみられる心臓
表現型が観察される (J Am Heart Assoc 
2:e000231, 2013.)。同時にゼブラフィッシュ
MYBPC3 mRNA をインジェクションした。
野生型モデルは野生型 mRNA のみ、単独変
異 モ デ ル は 野 生 型 mRNA お よ び
A745D(V762Dに相当) mRNAを、複合ヘテ
ロ 接 合 体 モ デ ル は A745D お よ び
R815Q(R820Qに相当) mRNAをインジェク
ションした。 
 
(2) ゼブラフィッシュにおける心機能解析 
 心臓特異的に EGFP を発現するゼブラフ

ィッシュを用い、蛍光顕微鏡を用いて心室系、
心室内径短縮率、心房面積、心拍数を計測す
る。 
 
(3) 候補遺伝子のモルフォリノリゴによる
ノックダウン、mRNA によるレスキュー 
 肥大、繊維化に至るパスウェイの候補遺伝
子に対してモルフォリノリゴによるノック
ダウンや、mRNA によるレスキューを行うこと
により、対照群と比較して HCM モデルゼブラ
フィッシの心臓表現型の重症度に変化が認
められるか否かを解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 肥大型心筋症ゼブラフィッシュモデル
の心臓表現型の解析 
モルフォリノ単独群に比し、野生型モデル、
単独変異モデル、複合ヘテロ接合体モデルで
は有意に生存率が改善した。また、モルフォ
リノ単独群に比し、野生型モデルおよび単独
変異モデルは心室径、心室内径短縮率、心房
面積、心拍数に有意な変化を認めなかったが、
複合ヘテロ接合体モデルでは有意に心室の
拡大、心拍数の増加を認めた(図 1, 2)。 

この結果は 2014年欧州心臓病学会、2015年
アメリカ心臓病学会で発表し、大きな反響を
得た。またこの結果を含む論文が欧文誌に採
択された。(雑誌論文 6) 
 
(2) パスウェイの候補遺伝子のノックダウン
による心臓表現型の変化 
 肥大、繊維化進展に関与する候補としてミ
トコンドリアATP合成酵素のサブユニットに
着目した。同遺伝子のノックダウンにより、



心室短縮率の低下、心房径の拡大といった病
的リモデリングがみられた(図 3)。 

さらに、マイクロアレイによる解析ではナト
リウム利尿ペプチドをコードする nppa 遺伝
子の有意な発現増加やサルコメア関連遺伝
子の発現低下が見いだされた。また MAPK フ
ァミリー、アポトーシス関連遺伝子の発現の
変化が見られた。しかしながら、mouse 
neonatal cardiomyocyteを用いた網羅的遺伝
子発現解析では同様の変化を確認しえなか
った。 
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