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研究成果の概要（和文）：遊離心室筋細胞およびマウス虚血再還流モデルを用いて，アミノ酸であるロイシンの
心筋保護作用の作用機序を検討した。
ロイシンの心筋保護作用にタンパク合成系であるmammalian target of rapamycin（mTOR）-S6Kinase経路が関与
することが明らかになった。この心筋保護作用は，インスリンシグナル系（PI3Kinase-Akt経路）とは別経路で
の作用機序を有し，糖尿病モデルマウスでも有効であった。

研究成果の概要（英文）：Using isolated ventricular myocytes and ischemia-reperfusion in-vivo model 
of mouse, we investigated the mechanism of leucine's myocardial protection. 
It was revealed that the myocardial protection of leucine is involved in the mammalian target of 
rapamycin (mTOR) -S6 Kinase pathway. This myocardial protection has a mechanism different from that 
of the insulin signal system and was also effective in diabetic model mice. 

研究分野：周術期循環管理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病罹患者は非罹患者に比べて虚血性心疾患の発症率が高いことが知られている。一方，短時間の虚血再灌流
がその後の長時間の虚血に対する心筋梗塞サイズを減少させる現象，プレコンディショニング作用や吸入麻酔
薬，オピオイドの投与による心筋保護作用のメカニズムは，インスリンシグナルと多くを共有しているため，高
血糖モデルでは心筋保護効果が減弱してしまう。ロイシンによる心筋保護作用が，これらと異なるmTORを介した
作用機序であり，糖尿病モデルでも有効であることが明らかになった．この結果は，糖尿病患者における心筋虚
血予防の新しい治療法の確立および治療薬の開発の観点からも非常に重要であると思われる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 近年，高齢化の急速な進行および食生活の変化にともなう生活習慣病の増加は，本邦における
心血管疾患患者を急増させている。虚血性心疾患やリスクを有する患者の心合併症発生予防と
その治療は患者予後を左右する重要な因子となる。プレコンディショニング作用による心筋保
護作用とは，短時間の虚血再灌流がその後の長時間の虚血に対する心筋梗塞サイズを減少させ
る現象である（Murry et al. Circulation 74: 1124-36, 1986）。この現象は他のどの治療薬よ
りも有効的な手段であり，30 年を経た現在においてもその重要性が研究されている。現在まで
に，申請者らも吸入麻酔薬やオピオイドなどの先行投与によって同様の心筋保護作用を示すこ
と，この作用がカベオリンを介した作用であることを多く報告してきた（Anesth Analg 111: 
1117-21, 2010，Anesthesiology 115: 955-62, 2011，J Anesth 28: 733-9, 2014）。 
 これら心筋保護作用のメカニズムの全容はいまだ明らかにされていないが，高血糖によって
この作用が抑制されることが知られている。心筋保護のメカニズムとして，インスリンシグナル
である経路（PI3Kinase-Akt 経路）やタンパク合成系である経路（mammalian target of rapamycin 
-S6Kinase 経路）などの関与がこれまでに報告されている。このようにインスリンシグナルと心
筋保護のメカニズムは多くを共有しているため，高血糖モデルでは心筋保護効果が認められず，
実際の臨床現場でも糖尿病罹患者は非罹患者に比べて 2 倍以上心疾患の発症率が高いことが知
られている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，アミノ酸，特にロイシンに応答する mammalian target of rapamycin（mTOR）
に注目し，ロイシンの心筋保護経路に mTOR がどのように影響するかを検討する。 
 また，一般的に心筋保護作用が抑制される高血糖状態においても，ロイシンの心筋保護作用は，
シグナル経路の違いからその効果が期待できると考え，それらの作用機序について明らかにす
る。さらに，心筋保護作用のエンドエフェクターとして考えられているミトコンドリアダイナミ
クスにロイシンが与える影響を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（実験１）in vitro 遊離単一心筋細胞を用い，低酸素モデルにて心筋細胞死亡率がロイシン刺
激により低下することを明らかにする。イムノブロット等を用いてこれらのシグナルメカニズ
ムについて明らかにする。 
（実験２）低酸素時にミトコンドリアダイナミクスを含むミトコンドリア機能についてロイシ
ンが与える影響について調べる。特に，ミトコンドリア融合に関与する Opa-1 の影響を明らかに
するため，Opa-1 をノックダウンした細胞を用いて上記実験を行う。 
（実験３）マウスの in vivo 虚血再灌流モデルを用いて対照群，ロイシン群において心筋梗塞
サイズを測定比較する。また，mTOR ノックアウトマウスを用いたモデルにてロイシンの影響を
明らかにする。さらに同様の実験を糖尿病モデルマウスにて行う。 
 
４．研究成果 
（１）摘出心をランゲンドルフ酵素法にて灌流し，得られた遊離心室筋細胞をディッシュに接着
させた。通常培養液を「グルコースなし」のものに置き換え，特殊チャンバーを用い，1時間低
酸素状況（95%N2, 5%CO2）に曝露することで心室筋細胞に虚血状態をつくりだした。その後 1時
間通常の培養状態に戻すことで再灌流状態とした。続いて細胞をトリパンブルー染色すること
で死亡細胞と正常細胞を区別し，生存率を割り出した。ロイシン 40mM であらかじめ 2時間刺激
を与えたロイシン群では，心筋細胞保護効果が認められた。mTOR inhibitor である rapamycin，
PI3K inhibitor である wortmannin を用いて同様の実験を行うと，rapamycin では心筋保護作用
が棄却されたが，wortmannin を加えてもロイシンの心筋保護作用は有意に変化することはなか
った。これらのことより，ロイシンの心筋保護作用に mTOR の経路が影響していることが示唆さ
れた。 
 次に，ロイシン刺激の細胞に対しイムノブロットを用いてシグナル経路の活性化を調べた結
果，ロイシンはインスリン受容体シグナルの下流シグナルには影響を与えることはなかったが，
mTOR や S6K などのシグナル活性を誘発することが明らかとなった。 
（２）ミトコンドリア融合に関与する Opa-1 の影響を明らかにするため，Opa-1 siRNA を電気穿
孔法にて細胞に注入，トランスフェクションさせた細胞を用い，ロイシンの心筋保護作用がどの
ように変化するかを検討した。その結果，Opa-1 をノックダウンさせることでロイシンの心筋保
護作用が棄却されることが明らかとなった。 
（３）マウスを人工呼吸下に開胸，血行動態を測定しながら，心臓冠動脈を 30分間閉塞し，2
時間の再灌流を行った（コントロール群）。再び冠動脈を閉塞，Evans Blue を注入し心臓を摘
出した。心臓をスライスし，再染色後心筋梗塞サイズを測定した。ロイシン群は，虚血再灌流
前にロイシン（200 mg/kg i.v.）によるプレコンディショニングを行った。これらの結果，ロ
イシン群はコントロール群に比較して，心筋梗塞サイズを有意に減少し心筋保護作用を認め
た。この心筋保護作用は mTOR inhibitor である rapamycin を前投与することで棄却された。 
 また，同様の実験を mTOR ノックアウトマウスを用いて行うと，ロイシン群の心筋保護作用が



棄却されたことから，ロイシンの mTOR を介するシグナルへの影響が明らかとなった。さらに，
糖尿病モデルマウス（HFD-obese マウス）を用いて虚血再灌流実験を行った。インスリンシグ
ナル系の心筋保護作用が棄却されているこのモデルにおいてもロイシン群の心筋保護作用が保
持されたことから，ロイシンの心筋保護作用はインスリンシグナル系とは別経路での作用機序
を有することが明らかとなった（図 1）。 
 

 
 

図 1 

Cont: control group 

Leu: leucine group 

Leu+Rap: leucine + rapamycin group 
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