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1. 要約 1 

 2 

【背景】 右心不全は肺動脈性肺高血圧症（PAH）患者の重要な予後規定因子であるが、3 

有効な治療法は未だ確立されていない。我々はこれまでに、低出力パルス波超音波4 

（LIPUS）が、内皮型一酸化窒素合成酵素（eNOS）の活性化を介した微小循環の改善5 

により、左心不全動物モデルの心機能を改善することを示してきた。 6 

【目的】本研究では、2 つの右心不全動物モデルを使用し、eNOS の機能不全が右心7 

不全に関与しているかどうか、また、LIPUS 治療が右心不全を改善するかどうかを検8 

討した。 9 

【方法と結果】右室圧負荷による右心不全モデルとして野生型および eNOS 遺伝子欠10 

損（eNOS-/-）マウスの肺動脈縮窄（Pulmonary artery banding；PAB）モデルを使用し、11 

PAH による右心不全モデルとして Sugen/hypoxia（SU/Hx）ラットを使用した。野生型12 

マウスに対して PAB を行ったところ、右室での eNOS 活性が有意に低下しており、13 

eNOS-/-マウスでは野生型マウスに比べて PAB 後の右心不全が有意に増悪していた。14 

プラセボ治療と比較して、LIPUS 治療は eNOS とその下流のシグナル（可溶性グアニ15 

ル酸シクラーゼ、プロテインキナーゼ G など）の活性化を介して、PAB マウスの右心16 

機能障害を有意に改善させたが、eNOS-/-マウスでは LIPUS治療の有効性は消失した。17 

SU/Hx ラットでも、LIPUS 治療はプラセボ治療と比較し右心機能障害を改善させた。18 

さらに、SU/Hx ラットの RV から採取した心筋組織（trabeculae）を用いて電気刺激に19 
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よる収縮下での発生張力と細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+] i）を測定した。LIPUS 治療群では、1 

プラセボ群と比較し最大収縮速度（dF/dt max）、最大弛緩速度（dF/dt min）の有意な増2 

加と、[Ca2+] iの減衰時間の有意な短縮が認められ、LIPUS 治療は組織レベルでも心筋3 

の収縮/弛緩特性を改善させることが示唆された。右室における蛋白発現の解析では、4 

LIPUS 治療により SU/Hx ラットの右室における Ca2+ハンドリング関連タンパク質5 

（SERCA2、ホスホランバン）の発現が亢進した。組織学的には、LIPUS 治療により6 

両モデルにおいて心筋細胞の肥大と心筋間質の線維化の改善が認められた。  7 

【結論】 以上の結果から、eNOS が右心不全の病態生理において重要な役割を果たし8 

ていることが明らかになった。LIPUS 治療は eNOS-NO-cGMP-PKG 経路の活性化を介9 

して右心不全を改善させうることが示唆された。 10 

 11 

12 
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略語リスト 1 

BW：body weight 体重 2 

CO：cardiac output 心拍出量 3 

CSA：cross-sectional area 断面積 4 

cGMP：cyclic guanosine monophosphate 環状グアノシン一リン酸 5 

eNOS：endothelial nitric oxide synthase 内皮型一酸化窒素合成酵素 6 

devF ：developed force 発生張力 7 

EDPVR：end-diastolic pressure-volume relation 右室拡張末期圧容量関係 8 

GAPDH：glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase グリセルアルデヒド 3 リン酸脱水9 

素酵素 10 

HE：hematoxylin-eosin ヘマトキシリン・エオジン 11 

HFpEF：heart failure with preserved ejection fraction  左室駆出率の保たれた心不全 12 

HR：heart rate 心拍数 13 

HT：hypertension 高血圧 14 

HW：heart weight 心重量 15 

Ispta：spatial peak temporal average intensity 時間平均強度の空間的ピーク値 16 

LIPUS：low-intensity pulsed ultrasound 低出力パルス波超音波 17 

LVIDd：left ventricular internal dimension in diastole 左室拡張末期径 18 

LVEDP：left ventricular end-diastolic pressure 左室拡張末期圧 19 

LVEF：left ventricular ejection fraction 左室駆出率 20 

LW：lung weight 肺重量 21 

MRI：magnetic resonance imaging 磁気共鳴画像診断 22 

MT：masson trichrome マッソン・トリクローム 23 

NO：nitric oxide 一酸化窒素 24 

PAB：pulmonary artery banding 肺動脈縮窄術 25 
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PAH：pulmonary arterial hypertension 肺動脈性肺高血圧症 1 

PH：pulmonary hypertension 肺高血圧症 2 

PLN：phospholamban ホスホランバン 3 

PKC：protein kinase C  プロテインキナーゼ C 4 

PKG：protein kinase G  プロテインキナーゼ G 5 

ROS：reactive oxygen species 活性酸素種  6 

RVF：right ventricular failure 右心不全 7 

RVDd：right ventricular dimension in diastole 右室拡張末期径 8 

RVEDP：right ventricular end-diastolic pressure 右室拡張末期圧 9 

RVEF：right ventricular ejection fraction 右室駆出率 10 

RVWTd：right ventricular wall thickness in diastole 拡張末期左室後壁厚 11 

SERCA2a：sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 2a 筋小胞体カルシウム ATP アー12 

ゼ 2a 13 

sGCα：soluble guanylate cyclase α 可溶性グアニル酸シクラーゼα 14 

sGCβ：soluble guanylate cyclase β 可溶性グアニル酸シクラーゼβ 15 

SV：stroke volume 一回心拍出量 16 

SW：stroke work 一回心仕事量 17 

TL：tibial length 脛骨長 18 

VEGF：vascular endothelial growth factor 血管内皮成長因子 19 

 20 

  21 
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2．研究背景 1 

右心不全は、主に肺高血圧症などによる右室後負荷の増大によって引き起こされる2 

臨床症候群であり、右室駆出率（RVEF）の低下と右室の拡大を特徴とする。1 右心3 

不全患者では、全身の静脈うっ血により臓器不全や末梢の浮腫を呈し、その病態は左4 

心不全とは大きく異なる（図1）。1  また、肺動脈性肺高血圧症（PAH）は細い肺動5 

脈に異常があり肺動脈の血圧が上昇する疾患であるが右心不全は最も重要な予後因6 

子の一つであることが知られている。2,3 PAH患者においては、右心機能が低下した7 

患者（RVEFが25％未満）の5年生存率は47.1％であるのに対し、右心機能が保たれて8 

いる患者（RVEFが25％以上）の5年生存率は70.5％であると報告されている。4 さら9 

に、PAH患者において右心機能は肺血管抵抗から独立した予後規定因子としても知ら10 

れており（図2）、右室に直接作用する治療がPAH患者の生命予後を改善する可能性が11 

あると考えられている。5 近年では左室拡張障害患者や、左室補助装置を装着した患12 

者においても右心機能は予後規定因子となっていることが明らかとなり注目が高ま13 

っている。6,7 右心不全のメカニズムは心筋虚血、炎症、代謝異常、間質の線維化など14 

の様々な要因が提唱されているが（図3）、詳細はまだ明らかとなっていない。8 その15 

ため、右心不全のメカニズム解明とその治療法の開発が求められている。 16 

超音波はヒトの可聴域の 20 kHz を超える周波数をもつ音波であり、医療分野でも17 

診断や治療において数多く応用されている。診断用の超音波は、低出力であり（約 0.0518 

〜0.50 W / cm2）、生体へ与えるエネルギーが低いため、低侵襲の検査法として広く利19 
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用されている。一方で、高出力の超音波（約 0.2〜100 W / cm2）は、腫瘍細胞の焼灼療1 

法や血栓溶解療法などに応用されている。近年、診断用超音波レベルの低出力パルス2 

波超音波にも生体への治療効果があることが明らかにされてきている。超音波の生体3 

作用は、音響エネルギーの吸収による熱的作用と、放射圧や振動による機械的刺激に4 

よる非熱的作用である。低出力パルス波超音波（LIPUS）は、ある一定のパルス波形5 

を有する 3 W/cm2以下の低出力の超音波であり、9 低侵襲治療法の 1 つとして注目さ6 

れている。LIPUS は低出力であることから、熱的作用はほぼ認められず、振動による7 

機械的刺激が主な作用機序と考えられている。これまでに LIPUS は生体に対し、抗炎8 

症作用、血管新生作用、および創傷治癒促進作用などを有することが報告されており、9 

整形外科領域や歯科領域で既に臨床応用されている。10 一般的に用いられている低出10 

力超音波は、多くが 1.5MHz、0.03W/cm2、サイクル数 200 であると報告されているが、11 

9 我々は、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を用いた基礎的検討の結果、1.875MHz、12 

0.25 W / cm2、サイクル数 32 という特定の条件の LIPUS が最も効率的に血管新生作用13 

を惹起することを報告している（図 4）。11 私達の研究室では、心筋梗塞モデルマウ14 

スにおいて、LIPUS がメカノトランスダクション機構を介して血管内皮成長因子15 

（VEGF）や内皮型一酸化窒素合成酵素（eNOS）などの血管新生因子の活性化をもた16 

らすことを明らかにしている。12,13 さらに、LIPUS 治療が血管新生を誘導することで、17 

左室圧負荷による左心不全動物モデルの左心機能を改善すること、14 LIPUS 治療に18 

よる eNOS-NO-cGMP-PKG経路の活性化が左室拡張機能障害を有する糖尿病マウスの19 
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左室拡張能を改善することを報告している 15 。eNOS は、アルギニンと酸素を基質と1 

して一酸化窒素（NO）を合成する一酸化窒素合成酵素（NOS）の 1 つである。16 eNOS2 

は主に血管内皮に発現しており、血圧の調節や内皮機能の維持に極めて重要な役割を3 

果たしている他、17 NO シグナル伝達経路は心血管系に対する保護的な作用を持つ4 

ことも明らかとなっている。18,19 NO は、可溶性グアニル酸シクラーゼ(sGC)を活性化5 

し、その下流で環状グアノシン一リン酸(cGMP)とプロテインキナーゼ G(PKG)を刺激6 

することで、心血管機能を調節している。20 この sGC-cGMP-PKG 経路は、血管拡張7 

や心筋細胞のリモデリングを改善するセカンドメッセンジャーシステムであること8 

が知られており、21 心不全の治療標的としても注目されている。22 これまでに、sGC-9 

cGMP-PKG 経路を活性化することで、左心不全動物モデルにおいて心筋細胞の肥大、10 

間質の線維化、心筋細胞におけるカルシウムハンドリングが改善されることが報告さ11 

れているが、23,24 右心不全の病態における同経路の役割についてはまだ十分に解明さ12 

れていない。 13 

私達の研究室では、eNOS遺伝子欠損（eNOS-/-）マウスを低酸素環境下で飼育したと14 

ころ、野生型マウスに比べ右心機能と右室の線維化が有意に増悪することを示し、右15 

心不全の病態にeNOSが関与していることを報告している。25 現在、PAH患者に対す16 

る血管拡張薬や左心不全治療薬としてsGC-cGMP-PKG経路を刺激する薬剤が既に使17 

用されているが、26,27 これらの薬剤は全身の血管拡張作用もあり、低血圧などの副作18 

用が問題となる。一方、LIPUS治療では、心臓における局所的なeNOSの活性化が得ら19 
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れるため、既存の薬剤に対する優位性があると考えられる。 1 

本研究では、右心不全におけるeNOS-NO-sGC- cGMP-PKG経路の関与を検証し、右2 

心不全動物モデルの右室に対するLIPUS治療の有効性と安全性を検討した。 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 
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3．研究目的 1 

本研究では、右心不全における eNOS の役割の解明と、LIPUS 治療が右心不全モデ2 

ルマウスの右心機能障害を改善するかどうかを調べること、また、その機序を解明す3 

ることを目的とした。 4 

  5 
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4. 研究方法 1 

 本研究における私の全ての動物実験は、「国立大学法人東北大学における動物実験2 

等に関する規程」に沿って立案し、国立大学法人東北大学環境・安全委員会動物実験3 

専門委員会（承認番号：2018 医動-222、2018 医組換-152-01）の承認を受けた。研究で4 

用いたすべての動物は、12 時間の明/暗サイクル（8:00 / 20:00）下で気温（20±2℃）お5 

よび湿度（60％）に制御された室内において飼育し、使用した。また、餌と水は自由6 

に摂取させた。餌はマウス・ラット・ハムスター用 CLEA Rodent Diet CE-2（日本ク7 

レア株式会社）を使用した。 8 

 9 

LIPUS 治療 10 

LIPUS 治療には、バイポーラ電源（BA4825; NF Corporation Yokohama、Japan）を備11 

えたマルチファンクションジェネレーター（WF1974; NF Corporation Yokohama、Japan）12 

と、円柱型の超音波素子（HONDA ELECTRONICS、Co.、Aichi、Japan）を使用した。13 

28  LIPUS 治療は、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を用いて周波数とサイクル数を14 

可変させた条件検討において、eNOS および VEGF の mRNA 発現を有意に上昇させた15 

治療用条件を参考にした。具体的には、以下の条件下で実施した；周波数＝1.875 MHz、16 

パルス繰り返し周波数＝2.74 kHz、サイクル数＝32、Ispta（空間ピーク時間平均強度）17 

117～162 mW/cm2、LIPUS の強度 0.25 MPa。11,13-15 本研究で用いた超音波素子は、発18 

生直後のビームにより生成される音場が不安定であるため、血管内皮細胞を用いた条19 
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件検討では超音波ビームが安定する深さ 6 cm に細胞が位置するように超音波素子と1 

細胞の間に寒天を用いて作成した円柱状の寒天製擬似生体組織（寒天ファントム）を2 

通して LIPUS 照射を行っている。11 本研究においても、細胞実験の条件と同様に、超3 

音波素子と動物の間に寒天ファントムを設置した状態で動物に LIPUS を照射した。4 

具体的な治療方法については図 9B（マウス）と図 16B（ラット）に示した。 5 

 6 

肺動脈縮窄マウス（PAB マウス） 7 

C57BL/6J マウス（10 週齢、体重 23±28g）は Charles River Laboratories 社（Wilmington、8 

MA、USA）から購入した。eNOS-/-マウスは P. Huang（Harvard Medical School、Boston、9 

MA）から提供されたもので、C57BL/6J マウスと 10 世代以上に渡って戻し交配を行10 

った。eNOS-/-マウスは野生型マウスに比べ、収縮期血圧、拡張期血圧共に上昇するこ11 

とが知られている。29  心拍数に関しては低下する報告と変化しないという報告があ12 

るが、29,30  体重、生存率、食事摂取量は、野生型マウスと同等である。31,32 肺動脈の13 

縮窄方法はクリップで縮窄を作成するものと、針と肺動脈を同時に結紮し、針を除去14 

することで作成する方法がある。本研究では 25 ゲージ針を用いて PAB モデルを作成15 

した。手術方法は、まずマウスに吸入イソフルラン（2.0%～3.0%）で導入を行い、気16 

管挿管を行った上で左第 2 肋間を切開し（図 5A）、開胸を行った。心膜を開いた後に17 

大動脈と肺動脈を分離した後に（図 5B）、主肺動脈の下にピンセットを通し、主肺動18 

脈周囲に縫合糸を留置した（図 5C-D）。その後血管と縫合糸の間に 25 ゲージの針を19 
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挟んだ状態で縫合糸を結紮し、針をすぐに抜去することにより、肺動脈の縮窄を行っ1 

た（図 5E-F）。肺動脈の結紮後、6-0 シルク縫合糸で閉胸と表皮の閉創を行った（図2 

5G-H）。手術の 1 週間後に心臓超音波検査で肺動脈縮窄部位の最大血流速度が 3m/s(圧3 

較差 48mmHg)より上昇していることを確認し、マウスを LIPUS 治療群とプラセボ群4 

に無作為に割り付けた。Sham 群は肺動脈縮窄以外の手術を同様に行った。無作為化5 

後、治療群のマウスは吸入イソフルラン（0.5～1.0%）による全身麻酔下で、2 週間に6 

わたり週 3 回の LIPUS 治療を行い（図 9A）、プラセボ群に対しては、治療群と同様に7 

全身麻酔を行った上で、LIPUS 照射は行わないという条件で実験を行った。LIPUS 治8 

療の照射は 20 分×3 回（5 分間の休止を挟む）で行った。11-13 LIPUS 治療が終了した9 

2 週間後に心臓超音波検査と侵襲的血行動態の測定を行った。野生型マウスはモデル10 

作成実験において 39 匹（PAB 群 34 匹、Sham 群 5 匹）、心臓超音波検査、侵襲的血行11 

動態評価、組織学的検討において 32 匹（プラセボ群 16 匹、LIPUS 治療群 16 匹）、ウ12 

エスタンブロット分析に 20 匹（プラセボ群 10 匹、LIPUS 治療群 10 匹）、eNOS-/-マウ13 

スはモデル作成実験において 44 匹（PAB 群 40 匹、Sham 群 4 匹）、心臓超音波検査、14 

侵襲的血行動態評価、組織学的検討において 32 匹（プラセボ群 16 匹、LIPUS 治療群15 

16 匹）、ウエスタンブロット分析に 20 匹（プラセボ群 10 匹、LIPUS 治療群 10 匹）使16 

用した。 17 

 18 

Sugen/低酸素暴露による PAH ラット（SU/Hx ラット）   19 
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SU/Hx ラットは VEGF 阻害薬と低酸素負荷を組み合わせた肺動脈性肺高血圧症1 

(PAH)動物モデルである。進行性の肺動脈のリモデリングを認め、経時的に右室後負2 

荷の上昇、右心機能の低下が認められることが知られており、重症の PAH 患者で認3 

められる plexiform lesion(叢状病変)も認められることが特徴である。33 雄の Sprague-4 

Dawley ラット（体重 180〜220g）を Charles River Laboratories 社（Wilmington、MA、5 

USA.）から購入し、VEGF 阻害剤である SU5416(Sigma)を 20 mg/kg 皮下注射した後 36 

週間低酸素で飼育し、その後通常酸素で飼育する。このモデルは通常酸素に戻した後7 

も肺血管のリモデリングが進行し、肺高血圧症・右心不全が進行するが、通常酸素に8 

戻した 2 週間後に右室圧が最大となることが報告されている。34 実臨床でも肺高血圧9 

症患者は症状が進行し右室拡大の所見が出現してから診断されることが多いため、本10 

研究では通常酸素に戻して 2 週間後にラットを LIPUS 治療群とプラセボ群に無作為11 

に割り付け、治療介入を行うプロトコルとした。無作為化後、治療群のラットは吸入12 

イソフルラン（1.0-1.5%）による全身麻酔下で、3 週間にわたり週 2 回の LIPUS 治療13 

を行い（図 16A）、プラセボ群に対しては麻酔を含む LIPUS 照射以外の同様の処置を14 

施した。LIPUS 治療の照射は 20 分×3 回（5 分間の休止を挟む）で行った。11,13-15 LIPUS15 

治療が終了した 3 週間後に、心臓磁気共鳴画像診断（MRI）、トレッドミル運動負荷試16 

験、心臓超音波検査、侵襲的血行動態測定を行った。ラットは、心臓超音波検査、侵17 

襲的血行動態評価、組織学的検討に 37 匹（野生型 5 匹、プラセボ群 16 匹、LIPUS 治18 

療群 16 匹）、心臓 MRI 検査に 19 匹（野生型 3 匹、プラセボ群 8 匹、LIPUS 治療群 819 
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匹）、単離心筋組織（trabeculae）における張力と細胞内 Ca2+の測定に 12 匹（プラセボ1 

群 6 匹、LIPUS 治療群 6 匹）使用した。 2 

 3 

経胸壁心臓超音波検査 4 

経胸壁心臓超音波検査は、マウスでは PAB 後 1、3、5 週目に、ラットでは 11 週目5 

に、Vevo 2100（Visual Sonics、Ontario、Canada）を用いて、吸入イソフルラン（0.4-1.5%）6 

による麻酔下で、先行研究と同様に、M モード、乳頭筋レベルにて左室の内径および7 

収縮能の計測を、三尖弁輪部にて右室の収縮能の指標である三尖弁輪収縮期移動距離8 

（TAPSE）を計測、B モードで右室径、右室壁厚を測定した。35,36 さらに、先行研究9 

と同様に、パルスドップラーモードで右室流出路にて計測した心拍出量と、PAB マウ10 

スにおける縮窄部分の流速を計測した。35,36 検査中の心拍数は、500〜600 bpm の範11 

囲で保持した。 12 

 13 

侵襲的血行動態測定 14 

 カテーテル処置の前に、生理食塩水とMPVS Ultraソフトウェア（Millar Instruments、 15 

Houston、TX、USA）を用いてカテーテル先端圧のゼロ点を定義した。すべてのデー16 

タは連続する 10 心拍の平均値を採用し、PowerLab データ収集システム（AD 17 

Instruments、Dunedin、New Zealand）を使用して分析した。 18 

 19 
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PAB マウスに対する侵襲的血行動態測定 1 

イソフルランによる吸入麻酔（1.5〜2.5％）を行い、LIPUS 治療後 2 週間時点での2 

侵襲的血行動態測定を行った。37 右外頸静脈から右心室に圧コンダクタンスカテー3 

テル（1.4F、SPR-853、Millar Instruments、Houston、TX、USA）を挿入し、右室圧と容4 

積を同時に測定し（PowerLab /4SP、AD Instruments、Dunedin、New Zealand）、手技終5 

了後にデータ解析を行った（Lab Chart 8、AD Instruments、Dunedin、New Zealand）。 6 

 7 

SU/Hx ラットにおける侵襲的圧力-体積分析 8 

機械的換気補助下にイソフルランによる吸入麻酔（1.5〜2.5%）を行い、LIPUS 治療9 

3 週後の時点での侵襲的血行動態を測定した。38,39 開胸後、4 極の圧コンダクタンス10 

カテーテル（1.4F、SPR-847、Millar Instruments、Houston、TX、USA）を心尖部から右11 

室、左室に挿入し、波形の安定後、定常状態の測定値を記録した。その後、5〜10 秒12 

間、下大静脈をナイロン糸にて結紮し右室前負荷を減少させることで、右室 stiffness13 

の指標である右室拡張末期圧容量関係（EDPVR）を測定し（PowerLab /4SP、AD 14 

Instruments、Dunedin、New Zealand）、手技終了後にデータ解析を行った（Lab Chart 8、15 

AD Instruments、Dunedin、New Zealand）。 16 

 17 

心臓磁気共鳴画像診断（MRI） 18 

SU/Hx ラットに対する LIPUS 治療の 3 週後に、7-T BioSpec スキャナー（Bruker 19 
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BioSpin、Billerica、MA、USA）と、専用の小動物心電図および呼吸トリガーシステム1 

（SAII、Stony Brook、NY、USA）を接続して、心臓 MRI を実施した。イソフルラン2 

による吸入麻酔（1.5～2.5%）を用いて導入、維持を行った。右室及び左室の機能は、3 

シネ画像を作成し（IntraGate、Bruker BioSpin、Billerica、MA、USA）、評価した。心基4 

部から心尖部まで 12 枚の短軸像の撮影を行った（スライス厚 1 mm、エコー時間（TE）5 

／繰り返し時間（TR）2.30／93.26 ms、フリップアングル 40°、視野 40×40 mm、マ6 

トリックスサイズ 256×256、空間分解能 0.156 mm/pixel）。撮影後、右室および左室の7 

拡張末期容積、収縮末期容積、駆出率および心室重量の定量化を行った（Vitrea、Cannon 8 

Medical Systems、Tochigi、Japan）。  9 

 10 

血圧測定 11 

血圧測定は、無麻酔科下にテールカフシステム（Muromachi Kikai、MK-2000ST NP-12 

NIBP Monitor、Tokyo、Japan）を用いて、マウスでは PAB 後 1、3、5 週目に、ラット13 

では LIPUS 治療の 3 週後に測定した。 14 

 15 

トレッドミル運動試験 16 

SU/Hxラットに対するLIPUS治療の 3週後に、齧歯類用トレッドミルシステム（MK-17 

680C、Muromachi Kikai、Japan）を使用して、ラットの運動耐容能を評価した。5 m / 18 

min で開始し、5 分ごとに 5 m/min ずつ徐々に速度を上げ、最大 30m/min まで上昇さ19 
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せた。ラットが走行レーンを離れ、10 秒以内にショックパッドに 3 回触れた時点でテ1 

スト終了とし、それまでの走行距離を算出した。すべてのラットには、運動前・後に2 

水と標準飼料を自由に与えた。40 3 

 4 

単離心筋組織（trabeculae）における張力と細胞内 Ca2+の測定 5 

 酒石酸ブトルファノール（2.5 mg / kg）、ミダゾラム（2 mg / kg）、および塩化メデ6 

トミジン（0.15mg / kg）の腹腔内注射によりラットを十分に麻酔した後、41 ラットの7 

心臓を切離した。切離した心臓の処置として、15 mmol/l KCl の HEPES 緩衝液を使用8 

し大動脈から逆行性に冠動脈の灌流を行った。右室を切開し、右心室の心内膜領域か9 

ら trabeculae を切離し、倒立顕微鏡上に設置した。trabeculae は張力トランスデューサ10 

ーとマイクロマニピュレーターの間に取り付け、5 mM KCl を含む HEPES 溶液で満た11 

した水槽につかるように設置した。張力は、シリコンストレインゲージ（model AE-12 

801、SenSoNor、Horten、Norway）を使用して測定した。42,43 細胞内 Ca 2+レベルは、13 

マイクロインジェクションされた fura-2 と光電子増倍管（PMT; E1341 with a C1556 14 

socket、Hamamatsu、Japan）を使用して測定した。42-44 trabeculae には、平行白金電極15 

により 0.5 Hz の電気刺激を与えた（24℃、細胞外 Ca2 + = 0.7 mM）。43,44 16 

 17 

組織学的分析 18 

切離した心臓を、4％ホルマリンで固定し、組織学的および免疫組織学的分析に使19 
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用した。組織標本をパラフィンに包埋し、厚さ 3 µm でスライスした。切片はヘマト1 

キシリン・エオジン（HE）およびマッソントリクローム（MT）、エラスチカ・マッソ2 

ン（EM）で染色した。それぞれの染色は心筋の形態学的評価、心筋の線維化、肺動脈3 

のリモデリングの評価に使用した。心筋断面積（CSA）の計測は、コンピューターイ4 

メージングシステム（BX51、Olympus、Tokyo、Japan）によって得た HE 染色切片の5 

画像を、Image J ソフトウェアを使用し心筋細胞の輪郭をトレースすることにより分6 

析した。線維化領域と毛細血管密度の定量化に関しては、BZ-9000 シリーズオールイ7 

ンワン蛍光顕微鏡（KEYENCE、Osaka、Japan）を使用して画像を取得し、BZ-X 分析8 

アプリケーション（KEYENCE）の Hybrid Cell Count プログラムを使用して分析した。9 

肺血管のリモデリングの評価はコンピューターイメージングシステム（BX51、10 

Olympus、Tokyo、Japan）によって得た肺の EM 染色切片の画像において、70-100 個11 

の小肺動脈（血管外径＜200μm）を用いて評価した。肺血管のリモデリングの評価は12 

先行研究の手法と同様に、以下のスケールを用いて分析した 34；=内膜増殖の所見な13 

し（Grade0）、50%未満の血管内腔の閉塞（Grade1）、50%以上の血管内腔の閉塞（Grade2）。14 

CD31 免疫染色により、心筋の毛細血管密度を評価した。 15 

 16 

ウエスタンブロット分析 17 

心臓から右室自由壁を切り出し、ウエスタンブロット分析に使用した。組織は、プ18 

ロテアーゼ阻害剤カクテル（Sigma-Aldrich、MO、USA）を含む Tissue Protein Extraction 19 
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Reagent（Thermo-Fisher Scientific、Waltham、MA、USA）を使用してホモジェナイズし1 

た。次に、サンプルを 4℃で 20 分間、15,000g で遠心分離し、上清を回収し、BCA タ2 

ンパク質アッセイキット（Biotechnology Inc.、Rockford、IL、USA）を使用して蛋白質3 

量を標準化した。蛋白濃度が 1µg/µl となるように上清を Tissue Protein Extraction 4 

Reagent（Thermo-Fisher Scientific、Waltham、MA、USA）で希釈したものをサンプルバ5 

ッファー（0.3029M Tris-HCL、10％ SDS、30%  2-メルカプトエタノール、20% グリ6 

セロール、01.%  BPB）と 4:1 で混合後、95℃で 5 分間の還元処理を行った。SDS-7 

PAGE ゲルの各レーンに 10µg の蛋白をアプライし、PVDF 膜（GE Healthcare、8 

Buckinghamshire、UK）に転写し、室温で 1 時間、TBS-T で希釈した 5％BSA または9 

5％スキムミルクによるブロッキングを行った。使用した一次抗体は次のとおりであ10 

る。 11 

phosphorylated-eNOS at Ser1177 ( 1:1000、BD Biosciences、#612393) 12 

phosphorylated eNOS at Thr 495 (1:1000、BD Biosciences、#612706) 13 

total-eNOS (1:1000、BD Biosciences、#610296) 14 

PKC (1:1000、abcam、ab184746) 15 

soluble guanylate cyclase α (sGCα) (1:1000、Santa Cruz Biotechnology、sc-514183) soluble 16 

guanylate cyclase β (sGCβ (1:1000)、Santa Cruz Biotechnology、sc-376502) PKGIα (1:1000、17 

Cell signaling、13511S) 18 

phosphorylated Akt (1:1000、Cell Signaling、9271) 19 



Page 22 

total Akt (1:1000、Cell Signaling 9272) 1 

phosphorylated AMPK (1:1000、Cell Signaling、2535S) 2 

total AMPK (1:1000、Cell Signaling、2532S) 3 

CaMKII (1:1000、Cell Signaling、4436S) 4 

phosphorylated phospholamban at Ser16 (1:1000、Santa Cruz Biotechnology、sc-12963-R) 5 

phosphorylated phospholamban at Thr17 (1:1000、Santa Cruz Biotechnology、sc-17024-R) 6 

total phospholamban (PLN (1:5000)、Thermo Fisher Scientific、MA3-922) sarco/endoplasmic 7 

reticulum Ca2+-ATPase 2a (SERCA2a (1:1000)、Thermo Fisher Scientific、MA3-919) 8 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH (1:5000)、Cell Signaling Technology、9 

2118S) 10 

  タンパク質は、enhanced chemiluminescence システム（ECL Prime Western Blotting 11 

Detection Regent、GE Healthcare、Japan）によって可視化し、タンパク質の濃度測定は12 

Image J（NIH、USA）を用いて解析した。 13 

 14 

統計学的解析 15 

すべてのデータは、平均±標準偏差（SD）で標記した。2 群間の差は、Mann Whitney 16 

test を使用して分析した。複数群のデータは、ANOVA followed by Tukey’s multiple 17 

comparison により分析した（GraphPad Prism Software Inc.、San Diego、CA）。全ての解18 

析は P 値< 0.05 を統計学的に有意とした。 19 

  20 
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5．研究結果 1 

右室機能障害における eNOS-NO-sGC-cGMP-PKG シグナル伝達経路の重要性 2 

右心不全の病態における eNOS-NO-sGC-cGMP-PKG シグナル伝達経路の関与を確3 

認するために、まず野生型（WT）マウスに PAB を行い、1 週間後に心臓超音波検査4 

による右心機能と右室における蛋白発現を評価した（図 6A）。PAB1 週間後、Sham 群5 

と比較して、PAB 群では肺動脈縮窄部の流速（PA velocity）は有意に増加し、右室収6 

縮能の指標である三尖弁輪収縮期移動距離（TAPSE）と心係数（CI）は有意に低下し、7 

右室拡張末期径（RVDd）・右室壁厚（RVWT）の有意な増加を認め、右心機能の低下8 

が認められた（図 6B-C）。PAB マウスでは、eNOS の抑制的なリン酸化部位である Thr 9 

495 のリン酸化が有意に増加していたが、eNOS の活性化リン酸化部位である Ser 117710 

のリン酸化は、Sham 群に比べて有意に減少しており（図 6D、E）、eNOS の活性が右11 

室圧負荷で有意に抑制されていることが示された。さらに、PAB マウスでは、eNOS12 

の Thr495 をリン酸化する酵素である PKC の発現が有意に増加し、eNOS-NO-sGC-13 

cGMP-PKG 経路の下流シグナルも Sham 群に比べて有意に抑制されていた（図 6D、14 

E）。また、PKC 発現と eNOS の Thr 495 のリン酸化の割合、および eNOS の Ser 117715 

のリン酸化の割合と eNOS-NO-sGC-cGMP-PKG 経路の下流シグナルとの間に有意な16 

相関関係を認めた（図 6F）。  17 

右心不全における eNOS の重要性をさらに解明するために、eNOS-/-マウスに対して18 

PAB を行い、術後 1、3、5 週の心臓超音波検査による心機能評価と、PAB 後 5 週時点19 
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での組織学的な評価を行った（図 7A）。eNOS-/--PAB マウスは、WT-PAB マウスと比較1 

し生存率の有意な低下を認めた（図 7B）。組織学的な評価では、WT-PAB マウスは WT- 2 

Sham マウスに比べて心筋肥大の有意な増加とともに、間質の線維化が有意に増加し、3 

一方で毛細血管の密度は有意に減少していた（図 7C、D）。eNOS-/--PAB マウスでは、4 

WT-PAB マウスと比較して心筋肥大の有意な増加と、毛細血管密度の有意な低下を認5 

めた。一方間質の線維化は 2 群間で同等であった（図 7C、D）。eNOS-/--PAB マウスで6 

は肉眼的な肝うっ血が認められ、PAB 後 5 週時点での肝臓重量は WT-PAB マウスに7 

比べて eNOS-/--PAB マウスで有意に増加していた（図 7C、D）。心臓超音波検査では8 

eNOS-/--PAB マウスでは、WT-PAB マウスに比べ PAB 後 1 週から 5 週にかけて明らか9 

な右室拡大の増悪と心嚢液の増加を認め、三尖弁輪収縮期移動距離（TAPSE）と心係10 

数（CI）の有意な低下を認めた（図 7E、F）。右室壁厚は eNOS-/--PAB マウスと WT-11 

PAB マウスで有意差は認められず、左心機能は 4 群間で差を認めなかった（図 7F）。12 

eNOS-/-マウスでは、既出報告と同様に軽度の血圧上昇を認めたが、45 PAB 後には血13 

圧の有意な低下を認めた（図 8A）。右室および肺の重量は、WT-PAB マウスと eNOS-14 

/--PAB マウスの間で同等であった（図 8B）。本研究では、eNOS-/-マウスに PAB を行わ15 

なかった群においては心筋肥大、線維化、毛細血管密度、両心室の心機能は正常で、16 

体重や右室、肺、肝臓の重量も野生型マウスと同等であった（図 7C、D、F、図 8A、17 

B）。 18 

 19 
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LIPUS 治療は eNOS の活性化を介して PAB マウスの右心機能障害を改善する 1 

PAB マウスの右室において eNOS 活性が抑制されており、eNOS-/-マウスでは PAB2 

後に WT に比べ右心不全が増悪したことから、右心不全における eNOS の重要性が示3 

された。続いて LIPUS 治療が右心不全に有効かどうかを検討した（図 9A、B）。PAB4 

マウスに対する LIPUS 治療の 2 週間後の心臓超音波検査では、PAB-LIPUS マウスに5 

おいて PAB-placebo マウスに比し三尖弁輪収縮期移動距離（TAPSE）と心係数（CI）6 

の有意な増加と、RVDd の有意な低下を認め、PAB-LIPUS マウスにおいて右心機能が7 

改善していることが示された（図 9C、D）。右心カテーテルによる血行動態の評価で8 

は、右室拡張末期圧（RVEDP）は PAB-LIPUS マウスで PAB-placebo マウスに比べ有9 

意に低下し、一回仕事量（SW）、一回拍出量（SV）、心拍出量（CO）、+dP/dT は PAB-10 

LIPUS マウスにおいて PAB-placebo マウスよりも有意に上昇しており、心エコー検査11 

の結果と一致して LIPUS 治療により右心機能が改善することが示された（図 9E、F、12 

図 10B）。その他の右心機能の指標である右室面積変化率（RVFAC）、RVWT、三尖弁13 

輪収縮期運動速度（S'）、右室拡張末期容積（RVEDV）、右室収縮末期容積（RVESV）、14 

-dP/dT min は 2 群間で同等であった（図 10A、B）。右室収縮期圧は 2 群間で有意差は15 

認められず、右室圧負荷の程度は同等であると考えられた（図 9F）。また、左心機能16 

の指標である左室駆出率(LVEF)は、両群において治療前後で変化は認められなかった17 

（図 9D）。体重、血圧、心拍数、臓器重量、生存率については、2 群間で有意差は認18 

められなかった（図 11A-C）。 19 
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 1 

LIPUS 治療は PAB マウスの心筋肥大と間質の線維化を改善する  2 

組織学的な評価では、PAB-LIPUS マウスは、PAB-placebo マウスと比較して、心筋3 

肥大と間質の線維化が有意に低下していた（図 12A-D）。一方、CD31 の免疫染色を用4 

いて評価した毛細血管密度については、2 群間で差は認めなかった（図 12E、F）。 5 

 6 

LIPUS 治療による eNOS-NO-sGC-cGMP-PKG シグナル伝達経路の活性化 7 

LIPUS 治療により PAB マウスの右心機能の改善が認められた。続いてそのメカニ8 

ズム解明のために LIPUS 治療直後の右室における蛋白発現の評価を行った。PAB-9 

LIPUS マウスでは PAB-placebo マウスと比較し、eNOS の Thr495 のリン酸化には有意10 

差は認められなかったが、Ser1177 のリン酸化の有意な増加が認められ、eNOS の活性11 

化が示唆された（図 13A、B）。また、PAB-LIPUS マウスでは、PAB-placebo マウスに12 

比較して、可溶性グアニル酸シクラーゼ（sGC）や PKG Iといった eNOS の下流13 

のシグナル発現の有意な増加も認められた（図 13A、B）。さらに、eNOS の Ser1177 の14 

リン酸化と sGC、PKGI発現の間には有意な正の相関関係が認められ（図 13C）、15 

LIPUS治療により eNOS-NO-cGMP-PKGシグナル伝達経路に関連する蛋白発現が上昇16 

したことが示された。eNOS の Ser1177 をリン酸化する酵素は複数あることが知られ17 

ているため、46 続いて eNOS のリン酸化酵素の評価を行った。Akt のリン酸化は、18 

PAB-LIPUS マウスにおいて PAB-placebo マウスと比較し有意に増加していたが、19 
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AMPK のリン酸化および CaMKII の発現は 2 群間で同等であった（図 14A、B）。 ま1 

た、eNOS の Ser1177 のリン酸化の割合とリン酸化された Akt との間には有意な正の2 

相関関係が認められたが、eNOSの Ser1177のリン酸化の割合とリン酸化されたAMPK、3 

total AMPK、CaMKII の発現の間には相関関係は認められなかった（図 14C）。以上よ4 

り、LIPUS 治療は Akt をリン酸化させることで Ser1177 のリン酸化を介して eNOS を5 

活性化させ、その下流の sGC-cGMP-PKG 経路の蛋白発現が増加した結果、右心機能6 

が改善したと考えられた。 7 

 8 

LIPUS 治療における eNOS の重要性  9 

LIPUS 治療において eNOS の活性化の重要性をさらに検証するため、eNOS-/--PAB10 

マウスに対する LIPUS 治療の効果を検討した（図 15A）。eNOS-/--PAB マウスに対する11 

LIPUS 治療によって生存率、心臓超音波検査やカテーテル検査によって評価した右心12 

機能、心筋細胞の肥大、間質の線維化、毛細血管密度に有意差は認められなかった（図13 

15B-F）。さらに、eNOS-/--PAB マウスに対する LIPUS 治療においては eNOS-NO-cGMP-14 

PKG 経路の下流の蛋白発現に有意な変化は見られなかった（図 15G、H）。以上より、15 

eNOS は、PAB マウスの治療において LIPUS の治療効果に不可欠であることが示され16 

た。 17 

 18 

LIPUS 治療は SU/Hx ラットの右心機能障害を改善する  19 
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LIPUS 治療の右心不全に対する有効性をより臨床的なモデルで検証するために、続1 

いて PAH モデル動物である SU/Hx ラットを用いて実験を行った（図 16A、B）。心臓2 

超音波検査では、SU/Hx ラットでは野生型ラットに比べ、三尖弁輪収縮期移動距離3 

（TAPSE）、CO、三尖弁輪収縮期運動速度（S'）、右室面積変化率（RVFAC）の有意な4 

低下に加え、RVDd および RVWT の有意な増加を認め、右心機能の低下が認められた5 

（図 16C、D、図 18A）。SU/Hx-LIPUS ラットでは、SU/Hx-placebo ラットと比較して6 

三尖弁輪収縮期移動距離（TAPSE）、RVDd、CO、右室面積変化率（RVFAC）など右心7 

機能の有意な改善が認められた（図 16C、D、図 17A）。左室駆出率（LVEF）および8 

RVWT については、2 群間で有意差は認められなかった（図 17A）。心臓 MRI でも心9 

臓超音波検査に一致して、SU/Hx-LIPUS ラットにおいて SU/Hx-placebo ラットと比較10 

し RVEDV および RVESV の有意な減少、RVEF の有意な上昇など、右心機能の改善を11 

認めた（図 16E、F）。SU/Hx ラットでは、野生型ラットに比べて有意な右室肥大、右12 

室質量の増加、左室拡張末期容積の低下が認められたが、LIPUS 治療の有無によって13 

有意差は認められなかった（図 17B）。 また、左室収縮末期容積（LVESV）、左室駆出14 

率（LVEF）、左室質量についても、2 群間で有意な差はなかった（図 17B）。侵襲的血15 

行動態評価では、SU/Hx ラットは、野生型ラットと比較して平均肺動脈圧（mPAP）、16 

RVSP、RVEDP、RVEDV、および肺血管抵抗（RVR）の有意な上昇を認め、肺高血圧17 

症と右心機能障害が認められた（図 16G、H）。MRI と心臓超音波検査のデータと一致18 

して、SU/Hx-LIPUS ラットは SU/Hx-placebo ラットと比較して RVEDP、RVESV の有19 
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意な低下、CO、RVEF の有意な増加を認め、右心機能の改善が認められた（図 16G、1 

H）。一方、+dP/dtおよび-dP/dtは、LIPUS治療の有無で有意差を認めなかった（図17C）。2 

SU/Hx-placebo ラットと SU/Hx-LIPUS ラットの RVSP、mPAP、PVR、Ea で同程度の上3 

昇が認められたことから、肺高血圧症の程度は 2 群間で同等であることが示唆された4 

（図 16H、図 17C）。下大静脈を閉塞させることで得られた右室拡張末期圧-容積関係5 

（EDPVR）は 3 群間で有意差は認めず、収縮末期圧-容積関係（ESPVR）は SU/Hx-6 

placebo ラットと SU/Hx-LIPUS ラットは同等の上昇を認めた（図 17D、E）。SU/Hx ラ7 

ットは野生型ラットに比べて体重が有意に減少したが、血圧と心拍数に有意差は認め8 

なかった（図 18A、B）。トレッドミルによる運動耐容能評価では、SU/Hx ラットは野9 

生型ラットに比べて運動耐容能が有意に低下していたが、SU/Hx-LIPUS ラットでは運10 

動耐容能の改善傾向が認められた（図 18C）。右室と肺の重量は、SU/Hx ラットで野11 

生型ラットと比較し有意な増加が認められたが、SU/Hx-placebo ラットと SU/Hx-12 

LIPUS ラットの間に有意差は認められなかった（図 18D）。肝臓重量は 3 群間で同程13 

度であった（図 18D）。 14 

 15 

LIPUS 治療は SU/Hx ラットの心筋肥大と間質の線維化を改善する  16 

SU/Hx ラットの組織学的評価を行ったところ、心筋細胞の断面積（CSA）と間質の17 

線維化が有意に増加し、毛細血管密度が有意に減少していた（図 19A-F）。SU/Hx-LIPUS18 

ラットは、SU/Hx-placebo ラットと比較して、心筋細胞の肥大と間質の線維化の有意19 
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な改善が認められた（図 19A-D）。毛細血管密度は 2 群間に有意差は認められなかっ1 

た（図 19E、F）。肺の小血管（200μm 未満）の閉塞率も 2 群間で同等であり（図 19G、2 

H）、LIPUS 治療は肺血管のリモデリングには影響を及ぼさないことが示された。 3 

 4 

LIPUS治療は SU/Hxラットの単離心筋細胞における収縮弛緩特性と Ca2+ handling関5 

連タンパク発現を改善する 6 

続いて、組織レベルでの心筋収縮弛緩能と Ca2+handling に対する LIPUS 治療の効果7 

を評価するために、右心室から trabeculae を採取し電気刺激下での張力と細胞内 Ca2 +8 

濃度（[Ca2 +] i）の変化を評価した。2 群間で発生張力に有意差は認められなかったが、 9 

SU/Hx-LIPUS ラットでは、最大張力発生速度（dF/dt max）と最大張力低下速度（dF/dt 10 

min）が SU/Hx-placebo ラットに比べて有意に増加していた（図 20A、B）。[Ca2+] iの変11 

化に関しては、SU/Hx-LIPUS ラットでは、SU/Hx-placebo 群に比べて[Ca2+] i減衰速度12 

の時定数（TC）が有意に低下していたが、拡張期の[Ca2+]iには有意な差はなかった（図13 

20C、D）。これらの結果は、LIPUS 治療が心筋細胞レベルで心筋の収縮能および拡張14 

能を改善することを示唆している。さらに、右室の Ca2+handling に対する LIPUS 治療15 

の分子メカニズムを明らかにするために、右室における筋小胞体 Ca2+-ATPase16 

（SERCA2a）やホスホランバン（PLN）などの心筋における Ca2+ handling に関連する17 

蛋白発現及びその活性を評価した。PLN の Ser16 でのリン酸化は、SU/Hx ラットでは18 

野生型ラットに比べて有意に低かったが、SU/Hx-LIPUS ラットでは PLN の Ser16 の19 
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リン酸化の有意な改善を認めた（図 20E、F）。一方、PLN の Thr17 のリン酸化や total 1 

PLN の発現量は、3 群間で差がなかった（図 20E、F）。さらに、SU/Hx-LIPUS ラット2 

では、SU/Hx-placebo ラットと比較して、SERCA2a の発現が有意に上昇していた（図3 

20E、F）。total eNOS の発現は、SU/Hx ラットでは有意に減少していたが、SU/Hx-LIPUS4 

ラットにおいて増加する傾向が認められた（図 20E、F）。total eNOS の発現と PLN の5 

Ser16 のリン酸化、SERCA2a 発現との間に有意な正の相関関係が見られたが、PLN の6 

Thr17 リン酸化との間では有意な相関関係は認められなかった（図 20G）。 7 

  8 
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6．考察 1 

本研究によって得られた主な結果は、(1)eNOS の機能不全が右心不全の発症に関与2 

していること、(2)マウスの右室圧負荷による右心不全モデル（PAB モデル）では、3 

LIPUS 治療により eNOS-NO-sGC-cGMP-PKG 経路に関連する蛋白発現の増加を介し4 

て右心機能障害を改善すること、(3)ラットの肺動脈性肺高血圧症モデル（SU/Hx モデ5 

ル）では、LIPUS 治療が肺血管に影響を与えることなく右心機能障害と心筋における6 

Ca2+handling を改善することである。今回の研究は、LIPUS 治療が右心不全患者に対7 

する低侵襲かつ効果的な治療法になる可能性を示したものといえる。 8 

 9 

右心不全に対する新たな治療方法としての LIPUS 治療 10 

私達の研究室では、これまで左心不全モデルマウスを用いて LIPUS 治療の有効性11 

と安全性を示してきたが、14,15 その機序として eNOS の活性化が重要な役割を果たす12 

ことが示されていた（表 1）。本研究では、PAB 後の右室で eNOS Ser1177 のリン酸化13 

が有意に減少し、eNOS Thr495 のリン酸化が有意に増加していた（表 1）。eNOS の14 

Ser1177 部位は eNOS を活性化する主要なリン酸化部位であるが、複数のリン酸化酵15 

素や刺激によってリン酸化されることが知られている。46 一方、eNOS の Thr495 の16 

リン酸化は eNOS 活性を抑制することで知られているが、PKC がそのリン酸化に関与17 

している。47 PKC は圧負荷、交感神経刺激、レニン・アンジオテンシン・アルドステ18 

ロン系によって活性化される。48 右室は圧負荷に対して脆弱とされているが、49 本研19 
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究ではそのメカニズムとして圧負荷による右室での PKC の発現増加と eNOS の1 

Thr495 でのリン酸化が原因となっていることが示唆された。本研究で示されたよう2 

に、右心不全では eNOS-NO-sGC-cGMP-PKG経路の慢性的な抑制が生じており、LIPUS3 

治療はその抑制状態を是正することで右心不全に対する有効な治療法となり得る。 4 

本研究では、LIPUS 治療が SU/Hx ラットの右室の心筋細胞における収縮能・弛緩能5 

および Ca2+handling を改善することも明らかにした。肺高血圧症動物モデルでは、6 

SERCA2a や PLN などの Ca2+handling に関連する蛋白発現が低下していることが報告7 

されており、50 また、心肺移植を受けた肺動脈性肺高血圧症患者の右室においても8 

Ca2+handling に関連する蛋白発現に異常が認められることが報告されている。51 本研9 

究の SU/Hx ラットを用いた検討では、PAB マウスでの結果と同様に、LIPUS 治療に10 

よって心筋肥大と間質の線維化が抑制され、それに伴って心筋細胞の Ca2+handling と11 

右心機能が改善した。SU/Hx ラットにおいては LIPUS 治療の急性期の効果を示すこ12 

とはできなかったが、total eNOS の発現量と PLN の Ser16 のリン酸化の間に有意な正13 

の相関関係があることが示され、eNOSの関与が示唆された。PLNの Ser16部位は PKG14 

による主要なリン酸化部位であることから、52 LIPUS 治療はこの PKG を介した PLN15 

の活性化によって心筋の Ca2+handling を改善する可能性がある。 16 

 17 

右心不全のメカニズムにおける eNOS の機能不全の重要性 18 

eNOS は心血管疾患において重要な役割を果たしている。18,19 eNOS とその下流の19 
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シグナルである NO-sGC-cGMP-PKG 経路は、心臓の炎症、肥大、線維化を改善するこ1 

とが知られているが、21 右室圧負荷における eNOS の役割はまだ十分に解明されてい2 

ない。本研究では、PAB 後 1 週間時点で、右室における total eNOS の発現は変化しな3 

かったが、eNOS 活性および下流の NO-sGC-cGMP-PKG 経路に関連する蛋白発現が有4 

意に抑制されていた。この eNOS の抑制は、圧負荷による PKC の過剰発現により、5 

eNOS の Thr495 部位のリン酸化が亢進したことに起因すると考えられた。さらに、6 

eNOS-/-マウスに PAB を行ったところ、WT マウスに PAB を行った時と比べて右心不7 

全の増悪が認められた。PKC による Thr495 部位のリン酸化を起点とする eNOS とそ8 

の下流シグナルの抑制が、圧負荷による右心機能障害の病態に大きく関与している可9 

能性が高い。さらに、酸化ストレスは右心不全において eNOS の機能障害とそれに伴10 

う NO の生理学的利用能の低下を生じる原因の 1 つとされており、53 私達の研究室11 

では、圧負荷に対する酸化ストレス誘導が左室よりも右室で大きい傾向があることを12 

過去に報告している。54 つまり、圧負荷による内皮機能障害と eNOS 活性の低下が右13 

心不全の病態では左心不全に比べより重要である可能性が高い。 14 

 15 

LIPUS 治療は eNOS のリン酸化部位を変化させ、eNOS-NO-sGC-cGMP-PKG 経路を16 

活性化させることで PAB マウスの右心機能障害を改善する 17 

本研究では、LIPUS 治療が PAB マウスと SU/Hx ラットの右心機能障害を改善し、18 

心筋肥大と間質の線維化を改善することを明らかにした。PAB マウスを用いた検討で19 
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は、LIPUS 治療後に Akt のリン酸化が亢進することで eNOS の Ser1177 のリン酸化が1 

増加することと、それに伴う eNOS-sGC-cGMP-PKG 経路に関連する蛋白発現の増加2 

が重要な役割を果たしていることを示した。Akt は eNOS Ser1177 のリン酸化酵素の3 

一つであり、Akt の活性化はチロシンキナーゼ、G タンパク質共役型受容体刺激、細4 

胞表面に対する機械的刺激によって制御されている。55 また、eNOS の Ser1177 のリ5 

ン酸化酵素として、AMPK と CaMKII が知られているが、本研究ではそれらの分子活6 

性と LIPUS 治療の関与は明らかではなかった。さらに、eNOS の Thr495 での脱リン7 

酸化も eNOS を活性化する可能性があるが、LIPUS 治療後の右室では eNOS の Thr4958 

のリン酸化には変化は見られなかった。以上の結果から、eNOS の Thr495 のリン酸化9 

が亢進している右心不全では、LIPUS 治療により eNOS のリン酸化部位が Thr495 か10 

ら Ser1177 に切り替わり、その結果、eNOS-sGC-cGMP-PKG 経路に関連する蛋白発現11 

が増加していることが示唆された。近年、sGC-cGMP-PKG 経路を活性化する sGC 刺12 

激薬が収縮力の低下した左心不全治療薬として承認されたが、27 この薬剤は eNOS の13 

下流である sGC に作用する。また、cGMP を分解する酵素である PDE5 を阻害するこ14 

とで cGMP-PKG 活性を間接的に促進させる PDE5 阻害剤は、この経路の下流で cGMP15 

を増強させる血管拡張薬として使用されている。このように eNOS-NO-sGC-cGMP-16 

PKG 経路に作用する薬剤は複数存在しているものの、低血圧等の問題により導入困17 

難となることも少なくない。LIPUS 治療は低侵襲で安全性が高く、eNOS の Thr495 の18 

リン酸化を抑制し、経路の最も上流にある Ser1177 のリン酸化を促進させることで作19 
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用することに加え、局所的な eNOS の活性化により低血圧などの全身性の副作用が抑1 

制できる点が既存の治療薬に対する優位性であると言える。LIPUS 治療は、eNOS の2 

活性を制御することで eNOS-sGC-cGMP-PKG 経路を強化し、右心機能障害を改善す3 

るための新しい治療法となり得る。 4 

 5 

研究の限界 6 

本研究にはいくつかの限界がある。第一に、本研究では 2 つの異なる右心不全動物7 

モデルを使用したが、各モデルの病態生理は異なるため、LIPUS 治療の効果の詳細な8 

メカニズムが完全に解明されていない。特に、SU/Hx ラットにおいては治療後 3 週間9 

の時点で右心機能が改善しうることを示すことはできたが、治療前や治療直後の10 

eNOS 動態を明らかにすることはできなかった。第二に、本研究で用いた PAB モデル11 

では、右心機能が Sham 群と比較して有意に低下していたものの（図 6C）、これまで12 

の報告と比べ死亡率の低い軽症の右心不全モデルとなっている。本研究では 25 ゲー13 

ジ針を用いて PAB モデルを作成したが、既報では 27G 針を用いて手術を行い、術後14 

1 週間の時点で心臓超音波検査において縮窄部分の圧較差が 20-35mmHg のものを軽15 

症、35-60mmHg で右室拡大の無いものを中等症、35-60mmHg で右室拡大を認めるも16 

のを重症と定義されている。56  中等症と重症のマウスの生存期間の半減期はそれぞ17 

れ術後 50.8 日、19.6 日であったが、軽症のモデルでは死亡例は認められなかったとさ18 

れている。56 本研究では術後 5 週の時点での生存率は 96%と良好で PAB 群において19 
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右心不全による体重増加も認められず結果的には軽症の右心不全モデルであった。当1 

初 27 ゲージ針を使用した重症のモデル作成を試みたが、周術期死亡率が高く、生存2 

したマウスも LIPUS 治療の長時間の麻酔中に死亡する例が多く、結果として 25 ゲー3 

ジ針を用いて作成した PAB マウスを用いて実験を行った。また、eNOS-/-マウスに対4 

して PAB を施行した場合には重症の右心不全を認め、生存率の低下、肝重量の増加5 

を認めたが有意な体重増加は認められなかった。eNOS-/-マウスは野生型マウスに比べ6 

体重の増加率が低下することが報告されており、57 今回の結果に影響を与えた可能性7 

がある。また、体重変化に関しては食事摂取量の影響も考えられるが、本研究では食8 

事摂取量は未評価であった。第三に、本研究では、右室の虚血評価を毛細血管密度の9 

みで評価しており、右室の血流評価を行っていないため、LIPUS 治療の血管新生効果10 

の有無については今後さらなる検討を要する。第 4 に、PAH と右心不全の病態生理に11 

は炎症の関与が報告されているが、59 本研究では炎症関連因子を検討していない。12 

LIPUS 治療の抗炎症作用については、今後の研究で検討する必要があると考えられる。 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 
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7. 結論 1 

本研究で、PAB マウスにおいて LIPUS 治療が eNOS-NO-cGMP-PKG 経路を活性化2 

することで右心機能障害を改善し、SU/Hx ラットにおいて右心機能障害に加え心筋細3 

胞の Ca2+ handling を改善することを実証した。このことは、LIPUS 治療が、PAH を含4 

む右心不全患者に対する非薬物的かつ低侵襲的な新しい治療戦略となる可能性を示5 

唆している。 6 

 7 

 8 

  9 
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10．図の説明 1 

図 1．右室と左室の構造的・機能的差異  2 

右室と左室は収縮方向、壁厚や心室の形、心室にかかる圧等が異なっており、右心不3 

全では浮腫などの体うっ血の症状が、左心不全では呼吸困難などの肺うっ血の症状が4 

認められる。 5 

 6 

図 2．肺動脈性肺高血圧症における右心機能の重要性 7 

肺動脈性肺高血圧症患者に対して、肺血管拡張薬を用いて加療を行い、その生命予後8 

を解析した研究である。右室駆出率（RVEF）が保たれた群では肺血管抵抗（PVR）に9 

関わらず予後が良好であったのに対し、RVEF が低下していた群では PVR の値に関わ10 

らず予後不良であった。 11 

 12 

図 3．右心不全において想定されているメカニズム 13 

右心不全のメカニズムは心筋虚血、炎症、代謝異常、間質の線維化などの様々な要因14 

が提唱されているが、詳細はまだ明らかとなっていない。 15 

 16 

図 4．LIPUS 先行研究：条件設定 17 

LIPUS のサイクル数を変更し、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）における VEGF の18 

mRNA 発現を評価したところ、32 サイクルのパルス波を照射した際に有意な上昇が19 
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認められた。 1 

 2 

図 5．肺動脈縮窄術の方法 3 

（A）第 2 肋間より開胸を行う。黒点線：左第 2 肋骨。（B）大動脈と肺動脈を分離す4 

る。（C）主肺動脈の下にピンセットを通す。（D）主肺動脈周囲に縫合糸を留置する。5 

（E）肺動脈と縫合糸の間に 25 ゲージの針を挟む。（F）縫合糸を結紮し、針をすぐに6 

抜去することで、肺動脈の縮窄を行う。（G）肺動脈の結紮後に閉胸を行う。（H）閉胸7 

後、表皮の閉創を行う。 8 

 9 

図 6．PAB マウスにおける右心機能障害と eNOS 活性の低下 10 

（A）実験プロトコル。（B）肺動脈縮窄部位での流速（上段）と傍胸骨短軸像（下11 

段）の代表的な心エコー画像。（C）PAB 後 1 週間時点での各種評価項目（PA peak 12 

velocity、TAPSE、CI、RVDd および RVWT）を示すグラフ（Sham、n=5；PAB、 13 

n=10）。（D、E）マウスの右心室におけるリン酸化 eNOS（Ser 1177/Thr 495）、PKC、14 

total eNOS、sGC、PKGIの代表的なウエスタンブロット画像とその定量評価の結15 

果（Sham、n=5；PAB、n=10）。（F）PKC の発現とリン酸化 eNOS（Thr 495）の相関16 

関係、リン酸化 eNOS（Ser 1177）と sGC、PKGIの相関関係、sGCと PKGIとの17 

相関関係を示すグラフ（Sham、n=5；PAB、n=10）。全ての結果は平均値±標準偏差18 

で標記した。（*P<0.05） 19 
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 1 

図 7．PAB マウスにおける eNOS の重要性 2 

（A）実験プロトコル。（B）肺動脈縮窄術（PAB）後の野生型（WT）マウスと3 

eNOS-/-マウスの Kaplan-Meier 曲線（WT PAB、n=24；eNOS-/- PAB、n=25）4 

（*P<0.05、Log-rank test）。（C）hematoxylin-eosin（HE、スケールバー、100μm）、5 

Masson-trichrome（MT、スケールバー、100μm）、抗 CD31 抗体（スケールバー、6 

100μm）で染色した心筋組織の代表的な画像、および肝臓の肉眼的所見（スケール7 

バー、1cm）。（D）心筋細胞断面積（CSA）の定量分析（HE 染色）、心筋の線維化領8 

域の定量分析（MT 染色）、抗 CD31 免疫染色における毛細血管密度の定量分析、お9 

よび肝臓重量の定量的分析の結果（WT sham、n=5；eNOS-/- sham、n=4；WT PAB、10 

n=16；eNOS-/- PAB、n=14）。（E）PAB の 1 週間後（上）と 5 週間後（下）の傍胸骨11 

短軸像の代表的な心エコー画像。 黄色の矢印は心嚢液貯留を示す。（F）経胸壁心臓12 

超音波検査の各種評価項目（TAPSE：三尖弁輪収縮期移動距離、CI：心拍出量係13 

数、RVDd：右室拡張末期径、RVWT：右室壁厚、および LVEF：左室駆出率）の経14 

時的変化を示すグラフ（WT sham、n=5；eNOS-/- sham、n=5；WT PAB、n=16；15 

eNOS-/- PAB、n=14-20）。全ての結果は平均値±標準偏差で標記した。（*P<0.05 vs. 16 

WT sham group、† P<0.05 vs. eNOS-/- sham group、# P<0.05 vs. WT PAB group） 17 

 18 

図 8．PAB マウスの体重、血圧、心拍数、および臓器重量の評価 19 
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（A）収縮期血圧、拡張期血圧、心拍数、体重の時間経過を示すグラフ（WT Sham、1 

n=5；eNOS-/- Sham、n=5；WT PAB、n=16；eNOS-/- PAB、n=14-20）。（B）右室重量、2 

肺、肝臓の重量を示すグラフ（WT Sham、n=5；eNOS-/- Sham、n=5；WT PAB、3 

n=16；eNOS-/- PAB、n=14）。全ての結果は平均値±標準偏差で標記した。 （*P<0.05 4 

vs. WT Sham、†P<0.05 vs. eNOS-/- Sham, #P<0.05 vs. WT PAB） 5 

 6 

図 9．LIPUS 治療は PAB マウスの右心機能障害を改善する 7 

（A） 実験プロトコル。（B） マウスの心臓における LIPUS 照射を示す模式図。 8 

（C）PAB の 1 週間後（上）と 5 週間後（下）の傍胸骨短軸像の代表的な心エコー画9 

像。（D） 経胸壁心臓超音波検査の各種評価項目（PA peak velocity：肺動脈最大血流10 

速度、TAPSE、RVDd、CI、および LVEF）の経時的変化を示すグラフ（PAB-11 

placebo、n=16；PAB-LIPUS、n=16）。（E）代表的な右室圧容量曲線を示す。（F）侵12 

襲的血行動態評価（右室カテーテル検査）による各種評価項目（RVSP：右室収縮期13 

圧、RVEDP：右室拡張末期圧、CO：心拍出量、および dp/dt max：最大右室圧上昇14 

速度を示すグラフ（PAB-placebo、n=16；PAB-LIPUS、n=16）。全ての結果は平均値±15 

標準偏差で標記した。（*P<0.05） 16 

 17 

図 10．WT PAB マウスに対して LIPUS 治療を行った際の右心機能 18 

（A）RVFAC、RVWT、および S'の経時的変化を示すグラフ（PAB-placebo、n=16；19 
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PAB-LIPUS、n=16）。（B）侵襲的血行動態評価（右室カテーテル検査）による各種評1 

価項目（SW：一回仕事量、SV：一回拍出量、RVEDV：右室拡張末期容積、2 

RVESV：右室収縮末期容積、および dp/dt min：最大右室圧減少速度）を示すグラフ3 

（PAB-placebo、n=16；PAB-LIPUS、n=16）。全ての結果は平均値±標準偏差で標記4 

した。（*P<0.05） 5 

 6 

図 11．WT PAB マウスに対して LIPUS 治療を行った際の体重、血圧、心拍数、臓7 

器重量、および生存率  8 

（A）体重、収縮期血圧、拡張期血圧、および心拍数の経時的変化を示すグラフ9 

（PAB-placebo、n=16；PAB-LIPUS、n=16）。（B）右室、肺、および肝臓の重量を示10 

すグラフ（PAB-placebo、n=16；PAB-LIPUS、n=16）。（C）PAB-placebo マウスおよび11 

PAB-LIPUS マウスの Kaplan-Meier 曲線（PAB-placebo, n=24; PAB-LIPUS, n=24）（Log-12 

rank test）。 全ての結果は平均値±標準偏差で標記した。 13 

 14 

図 12．LIPUS 治療は、PAB マウスの心筋肥大と間質の線維化を抑制するが、毛細血15 

管密度は変化させない  16 

（A、C、E）hematoxylin-eosin（HE、スケールバー、100μm）、Masson-trichrome17 

（MT、スケールバー、（上図）1mm、（下図）100μm）、抗 CD31 抗体（スケールバ18 

ー、100μm）で染色した心筋組織の代表的な画像。（B、D、F）心筋細胞断面積19 
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（CSA）の定量分析（HE 染色）、心筋の線維化領域の定量分析（MT 染色）、抗1 

CD31 免疫染色における毛細血管密度の定量的分析の結果（PAB-placebo, n=16; PAB-2 

LIPUS, n=16）。  3 

 4 

図 13．WT PAB マウスに対して LIPUS 治療を行った際の右室での蛋白発現① 5 

（A、B）マウスの右心室における eNOS、リン酸化 eNOS（Ser1177/Thr495）、可溶6 

性グアニル酸シクラーゼ（sGC）、可溶性グアニル酸シクラーゼ（sGC）、プロ7 

テインキナーゼ GI（PKGI）の代表的なウエスタンブロット画像および定量評価8 

の結果（PAB-placebo、n=10；PAB-LIPUS、n=10）。（C）リン酸化 eNOS（Ser 1177）9 

と、sGC、PKGI発現の相関関係、sGCと PKGI発現の相関関係を示すグラフ10 

（PAB-placebo、n=10；PAB-LIPUS、n=10）。 全ての結果は平均値±標準偏差で表し11 

た。（*P<0.05） 12 

 13 

図 14．WT PAB マウスに対して LIPUS 治療を行った際の右室での蛋白発現② 14 

（A、B）マウスの右心室における Akt、リン酸化 Akt、AMPK、リン酸化 AMPK、15 

および CaMKII の代表的なウエスタンブロット画像とその定量評価（PAB-placebo、16 

n=10；PAB-LIPUS、n=10）。（C）リン酸化 eNOS（Ser 1177）と、リン酸化 Akt、リン17 

酸化 AMPK、total AMPK、および CaMKII との相関関係を示すグラフ（PAB-18 

placebo、n=10；PAB-LIPUS、n=10）。全ての結果は平均値±SD で標記した。 19 
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   1 

図 15．eNOS-/-PAB マウスに対する LIPUS 治療は右心機能障害を改善しない 2 

（A）実験プロトコル。（B）eNOS-/- PAB マウスに LIPUS 治療を行った場合と行わな3 

かった場合の Kaplan-Meier 曲線（eNOS-/- PAB-placebo、n=24；eNOS-/- PAB-LIPUS、 4 

n=24）（Log-rank test）。（C）経胸壁心臓超音波検査による各種評価項目（TAPSE、5 

CI、RVDd、RVWT、および LVEF）の経時的変化を示すグラフ（eNOS-/-PAB-6 

placebo、n=12-16；eNOS-/-PAB-LIPUS、n=12-16）。（D）RVSP：右室収縮期圧、7 

RVEDP：右室拡張末期圧、CO：心拍出量、SV：一回拍出量および dp/dt max：最大8 

右室圧上昇速度を示すグラフ（eNOS-/- PAB-placebo、n=12；eNOS-/- PAB-LIPUS、9 

n=10）。（E）hematoxylin-eosin（HE、スケールバー、100μm）、Masson-trichrome10 

（MT、スケールバー、500μm）、抗 CD31 抗体（スケールバー、100μm）で染色し11 

た心筋組織の代表的な画像。（F）心筋細胞断面積（CSA）の定量分析（HE 染色）、12 

心筋の線維化領域の定量分析（MT 染色）、抗 CD31 免疫染色における毛細血管密度13 

の定量分析の結果（eNOS-/- PAB-placebo、n=12；eNOS-/- PAB-LIPUS、n=12）。（G、 14 

H）マウスの右心室における可溶性グアニル酸シクラーゼ（sGC）、可溶性グアニ15 

ル酸シクラーゼ（sGC）プロテインキナーゼ GI（PKGI）の代表的なウエスタン16 

ブロット画像および定量評価の結果（eNOS-/- PAB-placebo、 n=10；eNOS-/- PAB-17 

LIPUS、n=10）。全ての結果は平均値±標準偏差で標記した。 18 

 19 
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図 16．LIPUS 治療は SU/Hx ラットの右心機能障害を改善する 1 

（A）実験プロトコル。（B）ラットの心臓における LIPUS 照射を示す模式図。（C、 2 

D）経胸壁心臓超音波検査による心尖部四腔像の代表的な画像、および各種評価項目3 

（TAPSE、RVDd、LVEF）を示すグラフ（WT、n=5；SU/Hx-placebo、n=12；SU/Hx-4 

LIPUS、n=12）。（E、F）心臓 MRI 検査の代表的な画像、および各種評価項目5 

（RVEDV：右室拡張末期容積、RVESV：右室収縮末期容積、RVEF：右室駆出率）6 

を示すグラフ（WT、n=3；SU/Hx-placebo、n=8；SU/Hx-LIPUS、n=8）。（G）代表的7 

な右室圧容量曲線、右室圧、肺動脈圧を示す。（H）侵襲的血行動態評価（右室カテ8 

ーテル検査）による各種評価項目（RVSP：右室収縮期圧、mPAP：平均肺動脈圧、9 

RVEDP：右室拡張末期圧、CO：心拍出量、RVEDV：右室拡張末期容積、RVESV：10 

右心室収縮末期容積、RVEF：右心室駆出率、PVR：肺血管抵抗）を示すグラフ11 

（WT、n=5；SU/Hx-placebo、n=16；SU/Hx-LIPUS、n=16）。全ての結果は平均値±12 

標準偏差で標記した。（*P<0.05 vs. WT、†P<0.05 vs. SU/Hx-placebo） 13 

 14 

図 17．SU/Hx ラットにおける右心機能 15 

（A）経胸壁心臓超音波検査による各種評価項目（RVWT、PAAT/PET、RVFAC、16 

S'、および LVEF）を示すグラフ（WT、n=5；SU/Hx-placebo、n=12；SU/Hx-LIPUS、17 

n=12）。（B）心臓 MRI 検査による各種評価項目（RV mass：右室質量、LVEDV：左18 

室拡張末期容積、LVESV：左心室収縮末期容積、LVEF：左室駆出率、および LV 19 
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mass：左室質量）を示すグラフ（WT、n=3；SU/Hx-placebo、n=8；SU/Hx-LIPUS、1 

n=8）。（C）侵襲的血行動態評価（心臓カテーテル検査）による各種評価項目（SW：2 

一回仕事量、dP/dt max：最大右室圧上昇速度、dP/dt min：最大右室圧減少速度、3 

Ea：動脈実効エラスタンス、および LVEDP：左室拡張末期圧）を示すグラフ4 

（WT、n=5；SU/Hx-placebo、n=16；SU/Hx-LIPUS、n=16）。（D）下大静脈閉塞時の5 

代表的な右室圧容量曲線。（E）EDPVR：拡張末期圧容量関係および ESPVR：収縮末6 

期圧容量関係を示すグラフ（WT、n=5；SU/Hx-placebo、n=11-12；SU/Hx-LIPUS、7 

n=15）。全ての結果は平均値±標準偏差で標記した。（*P<0.05 vs. WT、†P<0.05 vs. 8 

SU/Hx-placebo） 9 

 10 

図 18．SU/Hx ラットの体重、血圧、心拍数、トレッドミルテスト、および臓器重量 11 

（A）体重の経時的変化を示すグラフ（WT、n=5；SU/Hx-placebo、n=16；SU/Hx-12 

LIPUS、n=16）。（B）収縮期血圧、拡張期血圧、および心拍数を示すグラフ（WT、13 

n=5；SU/Hx-placebo、n=16；SU/Hx-LIPUS、n=16）。（C）トレッドミルテストの走行14 

距離を示すグラフ（WT、n=5；SU/Hx-placebo、n=16；SU/Hx-LIPUS、n=16）。（D）15 

右室、肺、肝臓の重量を示すグラフ（WT、n=5；SU/Hx-placebo、n=16；SU/Hx-16 

LIPUS、n=16）。全ての結果は平均値±標準偏差で標記した。（*P<0.05 vs. WT） 17 

 18 

図 19．LIPUS 治療は SU/Hx ラットの心筋細胞の肥大と間質の線維化を抑制する19 
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が、毛細血管密度や肺動脈閉塞は改善しない 1 

（A、C、E） hematoxylin-eosin（HE、スケールバー、100μm）、Masson-trichrome2 

（MT、スケールバー、100μm）、抗 CD31 抗体（スケールバー、100μm）で染色し3 

た心筋組織の代表的な画像。（B、D、F）心筋細胞断面積（CSA）の定量分析（HE4 

染色）、心筋の線維化領域の定量分析（MT 染色）、抗 CD31 免疫染色における毛細血5 

管密度の定量分析の結果（WT、n=5；SU/Hx-placebo、n=16；SU/Hx-LIPUS、6 

n=16）。（G、H）Elastica-Masson（EM、スケールバー、100μm）で染色した肺動7 

脈の代表的な画像と、肺動脈の閉塞率を示すグラフ（SU/Hx-placebo、n=16；SU/Hx-8 

LIPUS、n=16）。全ての結果は平均値±標準偏差で標記した。（*P<0.05 vs. WT、†9 

P<0.05 vs. SU/Hx-placebo） 10 

 11 

図 20．LIPUS 治療は in vitro で単離心筋組織の収縮・弛緩特性および Ca2 + handling12 

関連タンパクの発現を改善する 13 

（A）右心室から単離した心筋組織（trabeculae）に 0.5Hz の電気刺激を与えた際の、14 

発生張力の変化の代表的なトレース（22℃、細胞外 Ca2+=0.7mmol/l）。（B）Developed 15 

force：発生張力、dF/dt max/N：最大収縮速度/発生張力、dF/dt min/N：最大弛緩速度/16 

発生張力を示すグラフ（SU/Hx-placebo、n=6；SU/Hx-LIPUS、n=6）。（C）右心室か17 

ら単離した心筋組織（trabeculae）に 0.5Hz の電気刺激を与えた際の、細胞内 Ca2 +18 

（[Ca2 +] i）の変化の代表的なトレース（22℃、細胞外 Ca2+=0.7mmol/l）。（D）[Ca2+]i 19 
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decay ：[Ca2 +]i減衰の時定数、Diastolic[Ca2 +] i：拡張期[Ca2 +] iを示すグラフ（SU/Hx-1 

placebo、n=6；SU/Hx-LIPUS、n=6）。（E、F）ホスホランバン（PLN）のリン酸化2 

（Ser16/Thr17）total PLN、SERCA2a、total eNOS の代表的なウエスタンブロット画3 

像とおよび定量評価の結果（WT、n=3；SU/Hx-placebo、n=10；SU/Hx-LIPUS、4 

n=10）。（G）total eNOS の発現と PLN のリン酸化（Ser16/Thr17）、または SERCA2a5 

との相関を示すグラフ。全ての結果は平均値±標準偏差で標記した。（*P<0.05 vs. 6 

WT、†P<0.05 vs. SU/Hx-placebo 7 

 8 

図 21．LIPUS 治療の右心不全に対する治療効果のメカニズムを示す概略図  9 

圧負荷を受けた右室では、PKC を介して Thr495 のリン酸化が亢進した結果 eNOS の10 

機能が抑制され、下流の NO-sGC-cGMP-PKG のシグナル経路が障害され、心筋肥11 

大、間質の線維化、右室における Ca2 + handling に異常を生じ、右心不全に至る。本12 

研究では、LIPUS 治療により Akt のリン酸化を介して eNOS Ser1177 のリン酸化が亢13 

進され、下流の eNOS-NO-cGMP-PKG 経路が活性化された結果、右心機能障害が改14 

善することを示した。 15 

 16 

図 22-26．各実験におけるウエスタンブロットのバンドを示した図  17 
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12．図 1 

  2 

3 

 4 

5 

図 1  右室と左室の構造的・機能的差異 

図 2 肺動脈性肺高血圧症における右心機能の重要性 

MC Van de Veerdonk, A Vonk-Noordegraaf. et al. J Am Coll Cardiol. 2011;58:2511-2519. 
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 1 

Tim L, Daniel RM, et al. J Am Coll Cardiol. 2010;56:1435-1446. 改変 2 

  3 

図 4 LIPUS 先行研究：条件設定 

図 3 右心不全において想定されているメカニズム 

Hanawa K, Shimokawa H, et al. PLoS One. 2014;9:e104863. 
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 1 

図 5 肺動脈縮窄術の方法 
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  1 

図 6  PAB マウスにおける右心機能障害と eNOS 活性

の低下 
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  1 

図 7  PAB マウスにおける eNOS の重要性 
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 1 

  2 

図 8  PAB マウスの体重、血圧、心拍数、および臓器重量

の評価 
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  1 

図 9  LIPUS 治療は PAB マウスの右心機能障害を改善する 
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 1 

図 10  WT PAB マウスに対して LIPUS 治療を行った際の 

右心機能 
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 1 

図 11  WT PAB マウスに対して LIPUS 治療を行った

際の体重、血圧、心拍数、臓器重量、および生存率 
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  1 

図 12  LIPUS 治療は、PAB マウスの心筋肥大と間質の

線維化を抑制するが、毛細血管密度は変化させない 
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 1 

図 13  WT PAB マウスに対して LIPUS 治療を行った

際の右室での蛋白発現① 
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 1 

図 14  WT PAB マウスに対して LIPUS 治療を行った

際の右室での蛋白発現② 
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 1 

図 15  eNOS-/-PABマウスに対する LIPUS治療は右心

機能障害を改善しない 
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 1 

図 16  LIPUS 治療は SU/Hx ラットの右心機能障害を

改善する 
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図 17  SU/Hx ラットにおける右心機能 
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図 18  SU/Hx ラットの体重、血圧、心拍数、 

トレッドミルテスト、および臓器重量 
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図 19  LIPUS 治療は SU/Hx ラットの心筋細胞の肥大と

間質の線維化を抑制するが、毛細血管密度や肺動脈閉塞

は改善しない 
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図 20  LIPUS 治療は in vitro で単離心筋組織の収縮・ 

弛緩特性および Ca2 + handling 関連タンパクの発現を

改善する 
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図 21  LIPUS 治療の右心不全に対する治療効果の

メカニズムを示す概略図 
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図 22  PAB1 週間後の右室におけるウエスタンブロット 
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図 23  PAB マウスに対する LIPUS 治療後の右室における 

ウエスタンブロット① 
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図 24  PAB マウスに対する LIPUS 治療後の右室における 

ウエスタンブロット② 
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図 25  eNOS-/-マウスに対する LIPUS 治療後の右室における 

ウエスタンブロット 
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図 26  SU/Hx ラットに対する LIPUS 治療後の右室における 

ウエスタンブロット 
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13．表 1 

LIPUS 治療の左心不全モデルと右心不全モデルに対する治療効果の違い 2 

 左室 右室 

マウスモデル TAC12 2型糖尿病 13  PAB (本研究) 
 

Control LIPUS Control LIPUS Control LIPUS 

心臓超音波検査 

      

収縮能 ↓ ↑ → → ↓ ↑ 

拡張能 n/a n/a ↓ ↑ n/a n/a 

心室壁厚 ↑ → → → ↑ → 

心室内径 → → → → ↑ ↓ 

組織学的評価 

      

心筋肥大 ↑ → ↑ ↓ ↑ ↓ 

間質線維化 ↑ ↓ ↑ ↓ ↑ ↓ 

毛細血管密度 ↓ ↑ → → ↓ → 

蛋白発現 

      

VEGF → ↑ n/a n/a → → 

p-eNOS(Ser1177)/t-

eNOS 

→ → → ↑ ↓ ↑ 

p-eNOS(Thr495)/t-

eNOS 

n/a n/a n/a n/a ↑ → 

t-eNOS/GAPDH → ↑ → → → → 

p-Akt/t-Akt → ↑ n/a n/a → ↑ 

t-Akt/GAPDH → → n/a n/a → → 

sGC/GAPDH n/a n/a → ↑ ↓ ↑ 

PKG/GAPDH n/a n/a → ↑ ↓ ↑ 

病態生理 心筋肥大による相

対的虚血 

内皮機能障害による

eNOS-NO-sGC-cGMP-

PKG経路の障害 

PKC の活性化による

eNOS の Thr495 のリン酸

化の上昇と、 eNOS の

Ser1177 のリン酸化低下

による eNOS 活性の低下 

LIPUS 治療の効果 eNOS活性化による

血管新生 

eNOS の Ser1177 のリン

酸化による eNOS-NO-

sGC-cGMP-PKG 経路の

是正。血管新生は生じ

ない 

Akt のリン酸化を介した

eNOSのSer1177のリン酸

化による eNOS-NO-sGC-

cGMP-PKG 経路の是正。

血管新生は生じない 

TAC, trans-aortic banding; PAB, pulmonary artery banding.  3 

→ 不変,↑増加,↓減少, n/a 未評価 4 

表 1 

１ 


