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研究成果の概要（和文）：虚血心筋の再灌流時に発生する虚血再灌流傷害は、細胞内Ca2+過負荷を主な原因とす
る心筋傷害である。我々はこれまでに、心筋虚血再灌流傷害の細胞傷害モデルであるオキシゲンパラドックスや
Ca2+パラドックスの発生機序について、正常マウス心室筋細胞を用いて検討を行い、RyR2やSOCEチャネルなどの
Ca2+制御タンパク質の機能異常がその分子基盤であることを見いだした。本研究課題では、虚血性心疾患に密接
に関わる肥大心におけるオキシゲンパラドックスについて検討し、肥大心では正常心と比較して、さらにCa2+制
御タンパク質の機能異常が発生しており、オキシゲンパラドックスの発生が増強することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Ischemia-reperfusion injury, which occurs upon reperfusion of ischemic 
myocardium, is a myocardial injury primarily caused by intracellular Ca2+ overload. We have 
previously investigated the molecular mechanism underlying the occurrence of the oxygen paradox and 
Ca2+ paradox, which are experimental cellular models of myocardial ischemia-reperfusion injury, 
using normal mouse ventricular myocytes. We found that the dysfunction of Ca2+ handling proteins, 
such as RyR2 and SOCE channel, caused the abnormality in intracellular Ca2+ homeostasis, leading to 
cellular injury.
In this study, we found that the development of the oxygen paradox in the hypertrophic 
cardiomyocytes was exaggerated, compared with normal cardiomyocytes.

研究分野：麻酔学

キーワード： 吸入麻酔薬　心筋保護効果　Ca2+制御タンパク質　虚血再灌流傷害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
吸入麻酔薬の心筋保護作用の検討の多くは、prosurvival signaling pathwayに着目して行われてきたが、我々
がこれまでに明らかにしてきた吸入麻酔薬の心筋保護作用のメカニズムは、Ca2+制御タンパク質（RyR2やSOCEチ
ャネル、CaMKII）を標的としたものである。肥大心や不全心においてはSOCEチャネルタンパク質の発現増加や
RyR2の機能亢進が報告されているため、正常心のみならず病態心における虚血再灌流傷害に対しても、セボフル
ランの心保護効果が期待できる。本研究成果は、吸入麻酔薬の保護作用を応用した新規の心筋保護法や心筋保護
薬の開発に寄与すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



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

 虚血心筋の再灌流時に発生する虚血再灌流傷害（不整脈や心筋細胞死など）は、細胞内 Ca2+

過負荷を主な原因とする心筋傷害である。再灌流時には過酸化水素（H2O2）などの活性酸素種

が爆発的に産生され、また虚血再灌流時には心筋細胞内の Ca2+ストアが枯渇することが知られ

ているが、これらは細胞内への異常な Ca2+流入を引き起こし（Ca2+ホメオスターシスの破綻）、

細胞内 Ca2+過負荷による心筋傷害の原因となる。我々はこれまでに、吸入麻酔薬のもつ心筋保

護作用の分子基盤を明らかにする目的で、心筋虚血再灌流傷害の実験的な細胞傷害モデルであ

るオキシゲンパラドックス（活性酸素種による心筋傷害）や Ca2+パラドックス（Ca2+ストアの

枯渇を誘因とする Ca2+流入（store-operated Ca2+ entry, SOCE）による心筋傷害）に対する吸

入麻酔薬の作用を、リアノジン受容体（type 2 ryanodine receptor, RyR2）や SOCE チャネル、

Ca2+/カルモデュリン依存性タンパク質キナーゼ II（CaMKII）などの Ca2+制御タンパク質に着

目して、正常マウス心室筋細胞を用いて検討を行ってきた。その結果、吸入麻酔薬セボフルラン

はこれらの Ca2+制御タンパク質を抑制して、Ca2+ホメオスターシスの破綻を正常化することに

より、この 2 種類の細胞傷害モデルにおいて心筋細胞を保護することを見いだした。この我々

の研究成果は、RyR2 や SOCE チャネル、CaMKII を標的とすることで虚血再灌流傷害を軽減

できる可能性を強く示唆する。 
 しかし、虚血性心疾患は加齢や心肥大、心不全と密接に関わるため、このような病態において

こそ有効に心筋保護効果を発揮することが重要である。加齢によりイオンチャネルの発現が変

化することや、肥大心や不全心においてイオンチャネルや Ca2+制御タンパク質の機能変化が起

こることが示されている。このような正常心とは異なるイオン制御機構をもつ病態心において

も、吸入麻酔薬が細胞傷害から心筋を保護することができるのか検討することは、喫緊の課題で

ある。そこで、我々は TAC 手術により、心肥大モデルマウスを作製し、肥大心におけるオキシ

ゲンパラドックスの発生と、セボフルランの抑制効果について検討することとした。 
 
２．研究の目的 

 本研究課題では、病態心における細胞傷害モデルに対するセボフルランの保護効果、およびそ

のメカニズムを細胞レベルで検討するだけでなく、病態心の虚血再灌流傷害への Ca2+制御タン

パク質の関与について臓器（心臓）レベルで検討を行い、心筋保護に関わる、より臨床に即した

情報を提供し、病態心にも適用できる心筋保護法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 

① 心臓虚血再灌流傷害における SOCE メカニズムの関与についての検討 
正常マウスより摘出した心臓にランゲンドルフ灌流法を施行し、全虚血（30 分）/再灌流（60
分）中の左心室機能（① 左室拡張末期圧（LVEDP）、② 左室 developed pressure（LVDP）
およびその一次微分（③ +dP/dt、④ −dP/dt））を、左室内バルーンカテーテルにより測定

する。 
コントロール群、SOCE チャネル阻害作用をもつ 2-APB 投与群（5 µM）、La3+投与群（10 
µM）、RyR2 阻害作用をもつフレカイニド投与群（1 µM）で比較・検討を行う。 
 

② 病態心筋細胞における細胞傷害モデルの発生の検討 



成体 C57BL/6J マウスを実体顕微鏡下に第 2 肋間より左開胸して、大動脈弓部に 7-0 絹糸

でバンディングを行い（TAC 手術）、心肥大モデルマウスを作製する。 
作製した心肥大マウスより単離した心室筋細胞を用いて、オキシゲンパラドックスの検討

を行う。蛍光 Ca2+指示薬（fluo-3）を負荷した心室筋細胞を H2O2（10 µM）溶液で灌流す

ると、細胞内 Ca2+濃度の上昇から細胞拘縮（細胞死）を起こす（オキシゲンパラドックス）。

この際に発生する振動性膜電位や triggered activity などの電気生理学的異常の発生および

その分子基盤について、Ca2+制御タンパク質の阻害薬を用いてパッチクランプ実験にて検

討する。肥大心室筋細胞におけるオキシゲンパラドックスの発生に関わる Ca2+制御タンパ

ク質について、ウェスタンブロッティング法にて確認する。この細胞傷害に対するセボフル

ランの保護効果を検討する。 
 
４．研究成果 

① コントロール群における虚血再灌流後のマウス摘出心臓では、虚血前と比較して、LVEDP
の有意な上昇、LVDP の有意な低下、+dP/dt、−dP/dt の有意な減少が認められた。一方、

再灌流直後の 5 分間に SOCE チャネル阻害薬（2-APB、La3+）を投与した群では、再灌流

後の心機能がコントロール群と比較して、いずれも有意に改善した（図 1）。また、全虚血

前後の各 5 分間に RyR2 阻害作用のあるフレカイニドを投与した群においても、再灌流後

の心機能がコントロール群と比較して、いずれも有意に改善した。 
このことから、マウスの心臓虚血再灌流傷害の発生に SOCE チャネルや RyR2 が関与して

いることが明らかとなった。 

 
図 1 

 
② 開胸手術のみでバンディングを行わない Sham マウスの心臓に比べ、TAC 手術を施したマ

ウスの摘出心臓は肥大し、心体重比が有意に増加した。TAC 手術を施したマウスより単離

した心室筋細胞は Sham マウスと比較して、膜容量が有意に増大した。 
H2O2による細胞拘縮発生率は Sham 心臓に比べ TAC 心臓で有意に増加した。また、TAC
心臓では、活性型である p-CaMKII の発現が増加していることが、ウェスタンブロッティ

ング法にて確認できた。さらに、TAC 心臓において、H2O2による撃発活動発生頻度が Sham



心臓と比較して、有意に増加した。TAC 心臓における撃発活動発生頻度は、CaMKII のブ

ロッカーによって有意に減少したことから、TAC 心臓における H2O2 による撃発活動の発

生には、CaMKII の活性化亢進が関与していると考えられた。この TAC 心臓における撃発

活動の発生増加が、H2O2による細胞拘縮発生率の増大に結びついていると考えられた。 
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