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研究成果の概要（和文）：テノモジュリンという膜貫通蛋白質に注目し、腱索断裂との関連につ

いて解析した。心臓では、テノモジュリンは腱索の内皮下のエラスチンが豊富な層に同心円状

に発現しており、特異的であった。ヒト腱索断裂症例において、テノモジュリンの発現は断裂

部に一致し減少しており、成犬による腱索損傷モデルでも類似した所見が得られた。また、腱

索間質細胞培養上清には血管管腔形成能、内皮細胞遊走能を抑制する作用が認められ、以上の

結果よりテノモジュリンの欠失による血管新生と組織変性が腱索断裂を引き起こす原因となる

ことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that tenomodulin, which is a recently isolated 

anti-angiogenic factor, was expressed abundantly in the elastin-rich subendothelial 

outer layer of normal chordae. The immunohistochemical analysis was performed and 

tenomodulin was locally absent in the ruptured areas of chordae, the same as chordaes 

of dog after surgically filed. Conditioned medium from cultured chordae interstitial 

cells strongly inhibited tube formation and mobilization of endothelial cells. These 

findings provide evidence that tenomodulin is expressed universally in normal chordae 

in a concentric pattern, and that local absence of tenomodulin is associated with chordae 

rupture. 
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１．研究開始当初の背景 
心臓弁膜症は、症状が悪化すると心不全に

至ることもある疾患であるが、診断技術の進

歩、人類の高齢化等に伴いその発症頻度も増

大している。しかし治療に関しては外科手術

（弁置換術・弁形成術）の術式やそのタイミ

ングのみが主に議論されており、発症にいた

る分子機序の解析や内科的治療、さらには予

防策に対する研究はなされてこなかった。 

生体内において、軟骨・眼球・心臓弁及び

筋肉の腱組織は代表的な無血管組織であり、

軟骨・眼球では血管新生を抑制するための特

殊な防御機構が備わっていることが知られ

ている。この防御機構が破綻し無血管性が保

てなくなり、血管浸潤が生じることにより、

様々な疾患（関節炎、網膜症等）が発症する

ことが知られている。我々は無血管組織とし

て知られている心臓弁にも同様の防御機構

が存在すると考え、心臓弁が発現する血管新

生抑制因子をスクリーニングした。その結果

軟骨に発現する血管新生抑制因子コンドロ

モジュリン－Ⅰがヒト、ラット、マウス生体

の心臓弁に発現すること、マウスにおいて胎

生 9.5日から成獣にいたる心臓弁に発現す

ること、コンドロモジュリン－Ⅰ遺伝子ノッ

クアウトマウスの心臓弁では VEGFの発現増

加と新生血管の増加、炎症細胞の浸潤、弁の

肥厚・石灰化・脂肪沈着が観察されること、

ノックアウトマウスの心エコー図では弁膜

症様の弁肥厚と乱流が生じること、さらにヒ

ト弁膜症症例の病理組織を解析し、感染性心

内膜炎、リウマチ性弁膜症、動脈硬化性弁膜

症症例の心臓弁ではコンドロモジュリン－

Ⅰの発現低下とそれに一致して VEGFの発現

増加、新生血管の増加、MMP1,2,9,13の活性

化を観察した(Yoshioka et al. Nat Med, 

2006)。 

次に我々は同じく心臓弁膜症に関与する

心臓内のもうひとつの無血管構造物、腱索に

注目した。腱索は弁尖と乳頭筋を結ぶ線維性

組織であり、弁と同様無血管であることが知

られている。腱索が断裂することにより弁膜

症（特に僧帽弁閉鎖不全症）をきたすが、そ

の成因には詳細な検討がなされておらず、特

発性の場合も多い。弁と腱索の発生過程は軟

骨・腱の発生過程と類似点が多く、胎生期に

おいて弁には軟骨に、腱索には腱に特異的な

マーカーが発現していること、弁には軟骨か

ら抽出されたコンドロモジュリン－Ⅰが防

御因子として作用していること、コンドロモ

ジュリン－Ⅰと相同性をもつテノモジュリ

ンという蛋白質が筋肉の腱組織に発現し防

御因子として作用している可能性があるこ

とから考え、このテノモジュリンが腱索にお

いても無血管性維持に関与する防御因子と

して重要なのではないかと仮定した。実際、

腱索において同心円上にテノモジュリンが

発現していることが mRNAレベル、蛋白レベ

ル、免疫染色にて確認されており、テノモジ

ュリンが腱索断裂の成因になり得ることが

推測され、弁膜症に対する新たな治療方法が

開発される可能性があり、非常に意義深い。 

 
２．研究の目的 
血管新生抑制因子テノモジュリンの心臓

腱索における発現部位、発現時期、腱索断裂

の際における発現様式の変化、ノックアウト

マウスの作成とその解析（組織学的解析、腱

索断裂発症の有無）、vitroにおいて腱索培養

細胞の分泌の有無、またテノモジュリンがヒ

ト冠動脈内皮細胞へ及ぼす作用を解析する

機能解析、犬を用いた腱索損傷モデル作成と

成獣マウス心臓 



 

 

その解析を施行し、これらの結果をふまえ、

最終的にはまだその機序に不明な点が多い

腱索断裂発症のメカニズムについて言及す

ることを目標とする。 

 
３．研究の方法 
(1) テノモジュリンの発現時期・部位を明ら

かにするため、マウス胎児（胎生10.5日、12.5

日、14.5日、16.5日、18.5日）・新生児（出生

直後、生後6週）・成獣（52週、75週）および

ブタより心臓を摘出し、遺伝子レベル(RT-PCR

法)、たん白レベル(Western blot法、免疫染

色)にて発現の有無を解析する。 

(2) ヒト正常および心臓弁膜症症例に対し腱

索の病理標本を作成し、各種染色(HE, Azan, 

EVG, von Kossa, SudanⅢ)、各種抗体(テノモ

ジュリン、VEGF、vWF、MAC1、コラーゲンtype

１、エラスチン、MMP1,2,3,9,13)を用いた免

疫染色を行い、ヒトにおける正常・病的状態

における腱索の解析を行う。 

(3) 腱索細胞の培養というのはこれまで報告

がなく、今回ウサギ心臓腱索からのexplant 

cultureにて腱索細胞の初代培養を確立し、さ

らに腱索細胞がテノモジュリンを発現してい

るかをRT-PCR法、Western blot法にて確認す

る。次にテノモジュリンの、ヒト冠動脈内皮

細胞のtube形成能、遊走能に対する作用、及

びアポトーシス誘導の有無を観察し、冠動脈

の血管新生を阻害するかを確認する。 

(4) テノモジュリンノックアウトマウスを

作成し、腱索の変化（血管新生、炎症細胞浸

潤、VEGF発現上昇）を各種染色（HE, Azan, 

EVG）、免疫染色（テノモジュリン、VEGF、vWF、

MAC1、MMP1,2,3,9,13）にて解析する。 

(5) 大動物（ビーグル犬）に対し腱索損傷モ

デルを作成し、腱索の状態及びテノモジュリ

ンの発現様式の変化を評価する。具体的には

ビーグル犬を全身麻酔下に右開胸し、心膜切

除、心臓露出させ、上行大動脈送血、上下大

静脈脱血にて人工心肺を確立させる。心拍動

下に右房切開したのち三尖弁を心房側へ反

転させ、弁に付着している腱索の表面（のみ）

をヤスリにて摩耗させ右房閉鎖、人工心肺離

脱、創閉鎖し麻酔から覚醒させた後、1,3,6

ヶ月後に犠牲死させ、腱索を摘出し、各種染

色（HE, Azan, EVG）、免疫染色（テノモジュ

リン、VEGF、vWF、MAC1、MMP1,2,3,9,13）に

て解析する。 

 

４．研究成果 

(1) マウス胎生期、成獣およびブタの心臓を

用いて、RT-PCR法、Western blotting法に

より、胎生 14.5日からテノモジュリンの発

現は確認された。発現は腱索に特異的であっ

た。 

(2) ヒト剖検例及び手術例における腱索組

織標本を作製し、HE・EVG染色、免疫組織化

学染色を施行した。正常ヒト腱索において、

テノモジュリンは内皮下のエラスチンが豊

富な層に同心円状に発現していた。ヒト腱索

断裂症例において、テノモジュリンの発現は

断裂部に一致し減少しており、同部位には

VEGF-A、MMP-1, 2, 13の強い発現、炎症性細

胞浸潤、異常な新生血管が認められた。 

(3) ウサギ腱索を用いて腱索間質細胞の初

代培養を行い、その培養上清を用いてヒト冠

動脈内皮細胞の血管管腔形成能、遊走能に対

する作用を解析した。免疫組織化学染色・

RT-PCR法により、腱索間質細胞の細胞質中に

はテノモジュリン蛋白の存在が確認された。

培養上清を用いて血管内皮細胞の管腔形成

能及び遊走能に対する作用を解析したとこ

ろ、これらを抑制する作用が認められ、また、

テノモジュリンのsiRNAを用いることにより

効果を減弱させることができた。 

(4) 成犬を用いた腱索損傷モデルを作成し



 

 

た。1,3カ月後にそれぞれ犬を犠牲死させ、腱

索の組織学的変化を経時的に評価した。肉眼

的所見にて、明らかな腱索断裂は認めなかっ

た。採取した腱索を用いて各種染色検査、免

疫化学組織検査を施行したところ、腱索の中

心部に向かい経時的に新生血管、VEGF-A、MMP

の発現が進行性に認められ、ヒト腱索断裂組

織における所見と類似していると考えられた。 

以上より、テノモジュリンの欠失・血管新生

促進・MMP活性化が腱索断裂に関与すること

が示された。 
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