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研究成果の概要（和文）：　虚血再灌流傷害は、血行再建手法が進歩した今日においても、特異的な予防法・治
療法が存在しない未解決の重要課題である。本研究では、申請者がこれまで取り組んできた生理活性脂質代謝物
(脂質メディエーター)解析を通して、虚血再灌流傷害の原因となりうる全身ならびに局所の生理活性脂質メディ
エーター変化の評価を行うことで、病態に関わる新たなメカニズムの端緒を解き明かすことができた。
　今後のさらなる研究の展開によって、虚血再灌流傷害の新たな病態メカニズムの解明・治療戦略の発見が期待
される。

研究成果の概要（英文）： Ischemia-reperfusion injury remains unsolved critical issue which lacks any
 specific prevention and treatment under the era of development in revascularization. Here, we found
 novel disease mechanisms of ischemia-reperfusion injury by comprehensively analyzing bioactive 
lipid metabolites (lipid mediators), which we have developed as LC/MS/MS system-based 
metabololipidomics. These findings unveil a detailed pathological mechanism of  ischemia-reperfusion
 organ injury and suggest a novel therapeutic approach.

研究分野：脂質生化学

キーワード： 虚血再灌流傷害　脂質メディエーター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　虚血再灌流傷害は、現在の医学では特異的な予防法・治療法が存在せず、臨床現場における重要な課題であ
る。動脈硬化性疾患に由来する心筋梗塞や脳梗塞、さらには臓器移植におけるドナー臓器等では、虚血再灌流に
陥った臓器そのものの傷害が生じる。また大血管手術・整形外科手術ならびに災害によって四肢末梢の広範な虚
血が生じた場合、再灌流によって肺・腎臓・脳・肝臓等の遠隔臓器に深刻な臓器傷害を生じることが知られてい
る。虚血再灌流傷害を新たな視点から見直し、新しい病態メカニズムを理解したうえで、新規の特異的予防法・
治療法を確立することが強く求められている。
　

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
虚血再灌流傷害は、現在の医学では特異的な予防法・治療法が存在せず、臨床現場における重

要な課題である。動脈硬化性疾患に由来する心筋梗塞や脳梗塞、さらには臓器移植におけるドナ
ー臓器等では、虚血再灌流に陥った臓器そのものの傷害が生じる。また大血管手術・整形外科手
術ならびに災害によって四肢末梢の広範な虚血が生じた場合、再灌流によって肺・腎臓・脳・肝
臓等の遠隔臓器に深刻な臓器傷害を生じることが知られている。 
特に循環器内科領域においては、冠動脈血行再建術後に生じる虚血再灌流心筋傷害が未解決の

課題である。ST 上昇型心筋梗塞患者に対する経皮的冠動脈インターベンションの直前に、免疫
抑制剤であるシクロスポリンを投与するという臨床研究が報告されたが（CIRCUS 研究、N Engl 
J Med 2015;373:1021-1031）その有効性は確認されなかった。したがって、虚血再灌流傷害を新
たな視点から見直し、新しい病態メカニズムを理解したうえで、新規の特異的予防法・治療法を
確立することが強く求められている。 
 申請者は循環器内科医としての背景を持ちながら、2008 年より神戸大学大学院医学研究科 
質量分析総合センターにて質量分析技術の医学研究応用に取り組み、包括的代謝物解析（メタボ
ロミクス研究）すなわち、血液中の水溶性代謝物プロファイルに着目した疾患関連バイオマーカ
ー研究を行ってきた。2011 年-2014 年には、脂質由来生理活性代謝物（脂質メディエーター研
究）を行うため、ハーバード大学ブリガムウィミンズ病院 Charles N. Serhan 研究室において、
液体クロマトグラフ質量分析を応用した包括的脂質メディエーター解析手法を習得し、現在、
様々な病態に関連する生理活性脂質メディエーターの研究を実施している。申請者は脂質メデ
ィエーターの中でも、多価不飽和脂肪酸より産生され、炎症の収束・制御に関わる炎症収束性脂
質メディエーター（レゾルビン群・プロテクチン群・マレイシン群）の研究に取り組んでいる。 
 
２．研究の目的 

 
虚血再灌流傷害において、生理活性脂質メディエーターが病態に深く関与していることが示唆

されてはいるが、心筋虚血再灌流傷害に関する検討はいまだ世界的にもほとんど報告されてい
ない。本研究では、以下の点について解き明かすことを目標とする。 
（1）小動物モデルを用いた虚血再灌流病態メカニズムの解明 
 マウス心筋虚血再灌流モデルを用いて、虚血再灌流傷害における全身（血中）ならびに局所（心
臓）での生理活性脂質メディエーター変動を包括的に評価し、病態における役割を解明する。 
（2）ヒト虚血再灌流における生理活性脂質メディエーター変動の解明 
 ST 上昇型心筋梗塞患者に対する経皮的冠動脈インターベンション前後の採血サンプルを用い
て、心筋虚血再灌流傷害における全身（血中）生理活性脂質メディエーターを解析し、ヒト病態
における変動を評価する。 
（3）培養細胞系虚血再灌流モデルを用いた病態機序の解明 
 無酸素チャンバーを用いることで、培養細胞系（心筋細胞・心臓線維芽細胞・内皮細胞・好中
球・単球・血小板等）に低酸素/再酸素化刺激を加え、産生される生理活性脂質メディエーター
を包括的に評価し、おのおのの細胞系が虚血再灌流傷害時にどのような応答を示すか検討する。 
（4）脂質メディエーターに介入する新しい治療手段の検討 
 上記１−３の検討により、見出される虚血再灌流病態にて変動する脂質メディエーターに対し
て治療的介入を試みる。増加する脂質メディエーターに対しては、産生酵素阻害薬・受容体阻害
薬を用いた治療効果を検討し、減少する脂質メディエーターに対しては外部から補充した際の
治療効果を検討する。申請者は、主にω3系多価不飽和脂肪酸から産生される炎症収束性脂質メ
ディエーターを用いることで、急性炎症に対する治療効果を証明してきた。小動物モデルを用い
た心筋虚血再灌流モデルを用いて、レゾルビン群・プロテクチン群・マレイシン群等の治療効果
ならびにその作用機序を検討し、循環器内科臨床現場での応用の可能性について検討を進める 
 
３．研究の方法 

 
（1）マウス心筋虚血再灌流モデルを用いた包括的脂質メディエーター解析 
 ガス麻酔（ハロセン）を維持麻酔に用い、気管内挿管下にマウス用レスピレーターにて呼吸管
理を行う。冠動脈前下行枝に対し、血管用クリップを用いて虚血（30分間）再灌流（2時間）傷
害を作製する。2時間の再灌流後に、EDTA 採血による血液検体ならびに心臓を解析サンプルとし
て回収する。虚血再灌流心筋障害の確認には、心臓組織の薄切標本作成後、TTC染色ならびにミ
トコンドリア膜電位依存性の蛍光色素にて染色し、ミトコンドリア傷害を指標として心筋傷害
を定量的に評価する。 
 血漿（100µl）を用いて血漿包括的脂質メディエーター解析を実施する。申請者がこれまでに
確立した解析手法に基づき、既知濃度の内部標準物質を添加したのちにメタノールにて総脂質
を抽出し、固相抽出法によって脂質メディエーター含有分画を分取する。本分画を濃縮後、神戸
大学質量分析総合センターにて運用されている液体クロマトグラフ質量分析によって分析を実
施する。sham 手術群と比較することで、虚血再灌流傷害がどのような影響を全身性に及ぼして
いるか解明する。 



 また心臓サンプルもメタノール中でホモジネートした後に、上記と同じプロトコールにて包
括的脂質メディエーター分析を行い、虚血再灌流傷害による変動を評価する計画である。炎症性
細胞浸潤ならびに炎症性サイトカインプロファイルに関しても、心臓サンプルを用いて定量的
解析を実施する。 
（2）ヒト虚血再灌流過程における血中脂質メディエーター変動の解析 
 適切なインフォームドコンセントが取得された ST 上昇型心筋梗塞症例において、経皮的冠動
脈インターベンション治療直前ならびに治療完了後の末梢血採血を行う。血漿（100µl）を用い
て血漿包括的脂質メディエーター解析を実施し、治療前後すなわち虚血再灌流によって変動す
る血中生理活性代謝物を評価する。 
（3）培養細胞系を用いた虚血再灌流モデルでの検討 
 虚血再灌流病態に関わる可能性のある細胞群として、心臓には心筋細胞・繊維芽細胞・血管系
細胞が含まれており、さらに循環血液には好中球・単球・血小板が含まれている。これら各細胞
群の培養細胞系を用い、無酸素チャンバーを用いて虚血再灌流モデルを構築する。具体的には、
心臓を構成する細胞群として、心筋細胞（H9c2細胞）・心筋線維芽細胞・冠動脈内皮細胞・冠動
脈平滑筋細胞、循環血液由来の細胞群としてヒト末梢血から遠心操作にて分離した好中球・単
球・血小板を用い、当循環器内科で運用されている無酸素チャンバーを使用することで虚血再灌
流モデルを作製する。これまでの予備実験の結果、1x106 個前後の細胞数があれば、微量のもの
も含め包括的脂質メディエーター解析が可能であった。本細胞モデルを用いることで、個別の細
胞種における虚血再灌流時の脂質メディエータープロファイル変動を評価し、プロファイル変
動に関連する酵素発現の変動を mRNA・蛋白レベルにて検討する。 
（4）脂質メディエーターに介入する新しい治療手段の検討 
 上記１−３の検討により、虚血再灌流病態にて変動する脂質メディエーターが明らかとなれば、
その経路に介入する新しい治療手段を検討する。増加する脂質メディエーターに対しては、産生
酵素阻害薬・受容体阻害薬の治療効果を検討し、減少する脂質メディエーターに対しては、外部
からの補充を実施し、その効果を検討する。心筋傷害の定量的評価にはミトコンドリア傷害を反
映する TTC染色ならびにミトコンドリア膜電位依存性色素を用いる。 
 また申請者は、主にω3系多価不飽和脂肪酸から産生される炎症収束性脂質メディエーター研
究に取り組んできた。小動物モデルを用いた心筋虚血再灌流モデルを用いて、炎症収束性脂質メ
ディエーター静脈内投与の治療効果ならびにその作用機序を検討し、循環器内科臨床現場での
応用の可能性について検討を進める。 
 
４．研究成果 
 
（1）小動物虚血再灌流モデルを用いた包括的脂質メディエーター解析：当初、マウス・ラット
を用いた心筋虚血再灌流モデルを計画したが、再現性のよい実験モデル作成が困難であったた
め、学内脳神経外科学分野の協力のもと、ラットを用いた脳虚血再灌流傷害サンプルを用い
て、虚血再灌流傷害において変動するさまざまな脂質メディエーターの解析を進めた。また、
虚血再灌流傷害が全身に与える影響を検討するために、マウスを用いた両下肢虚血再灌流傷害
モデルを作成し、血中・遠隔臓器中における脂質メディエーター変動の解析を進めた。いずれ
の虚血再灌流モデルにおいても、炎症惹起性ならびに炎症収束性脂質メディエーターの経時的
な変動が確認され、病態形成において重要な働きを担うことが示唆された。特に虚血再灌流時
に、循環血液中で活性化された血小板-好中球の凝集が生じ、さらにそれぞれの血球細胞が持つ
酵素活性が組み合わされて産生される脂質メディエーターが見出された。虚血再灌流病変にお
ける本脂質メディエーターの関与はこれまで報告がなく、さらなる病態メカニズムの解明を進
めることで、今後、虚血再灌流傷害の新たな治療ターゲットとなる可能性が示された。 
（2）ヒト心筋虚血再灌流過程における血中脂質メディエーター変動の解析：共同研究施設にお
いてサンプリングされた心筋梗塞例での検体を用いて、血中脂質メディエーターの包括的解析
を進めた。  
（3）培養細胞系を用いた虚血再灌流モデルでの検討：培養細胞を一定時間、無酸素チャンバー
で培養し、その後通常培養条件に戻すことで 虚血再灌流モデルを作成した。包括的な脂質解析
によって、いくつかの脂質メディエーターが虚血再灌流によって大きく変動することを見いだ
し、現在その病態における意義の検討を進めている。  
（4）脂質メディエーターに介入する新しい治療手段の検討：マウスを用いた両下肢虚血再灌流
傷害モデルに対して、炎症収束作用が期待されるω3多価不飽和脂肪酸由来脂質メディエータ
ーを投与し、その治療効果・治療メカニズムの検討を進めた。  
 
虚血再灌流傷害は、血行再建手法が進歩した今日においても、特異的な予防法・治療法が存在

しない未解決の重要課題である。本研究では、申請者がこれまで取り組んできた生理活性脂質
代謝物(脂質メディエーター)解析を通して、虚血再灌流傷害の原因となりうる全身ならびに局
所の生理活性脂質メディエーター変化の評価を行うことで、病態に関わる新たなメカニズムの
端緒を解き明かすことができた。今後のさらなる研究の展開によって、虚血再灌流傷害の新た
な病態メカニズムの解明・治療戦略の発見が期待される。 
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