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研究成果の概要： 
心不全時の病態にかかわる神経体液性因子や、チロシンキナーゼ阻害抗がん剤は、心筋細胞に

オートファジーを誘導した。少量のオートファジーは細胞保護的に働き、心筋アポトーシス回

避効果を有するが、大量のオートファジーは細胞死を誘導する。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

2008 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,200,000 960,000 4,160,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・循環器内科学 
キーワード：心筋細胞、アポトーシス、オートファジー 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 心不全は依然予後不良の病態であるが、
最近不全心筋にオートファジー性細胞死を
認めたとの報告がなされ、ネクローシス、ア
ポトーシスに続く細胞死として注目されて
いる。 
(2) 細胞飢餓時に誘導されるオートファジー
は本来細胞保護機構のひとつであるが、最近
はオートファジーの細胞保護的、あるいは細
胞障害性役割が注目されている。 
(3) 心不全の病態進展に関与する神経体液性
因子と心筋オートファジーの関連は報告さ
れていない。 
(4) 慢性骨髄性白血病治療薬であるイマチ
ニブは治療濃度において心毒性、心筋アポト

ーシスを来たすことが報告されているが、オ
ートファジーに対する影響は報告されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
(1) 心不全増悪因子である酸化ストレス、お
よび心不全の病態進展に関わる神経体液性
因子であるノルエピネフリン、アンジオテン
シン II、アルドステロン、エンドセリンは心
筋細胞オートファジーを誘導するか否か、ま
たオートファジーと細胞死との関連を検討
する。 
(2) 分子標的薬イマチニブは心筋オートファ
ジーを誘導するか否か。またオートファジー
が誘導された場合細胞保護的か、障害的かを



検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ラット新生仔培養心筋細胞を用いた。 
(2) 酸化ストレス付与としてH2O2(10-4̶6 M)を
4－24 時間心筋細胞に投与した。 

 (3) 神経体液性因子としてノルエピネフリ
ン(10-7̶9 M)、アンジオテンシンII (10-7 M)、
アルドステロン(10-7̶9 M)、エンドセリン
(10-9̶11 M)を 6 時間投与した。 
 (4)イマチニブ(1-50 µM)を 6 時間、心筋細胞
に投与した。 

(5) オ ー ト フ ァ ジ ー の 検 出 は 、
monodancylcadaberin (MDC)によるオートフ
ァゴゾームの観察と LC-3 II 発現の検討に
より行った。 

(6) 心筋アポトーシスの検討は核の形態変化
と caspase 3 活性測定により行った。 
(7)心筋ミトコンドリア膜電位は JC1 染色に
より検討した。 

(8) 心筋細胞内 ROS は ROS 感受性蛍光指示薬
である DCF を用いて検討した。 
また ROS 産生源の検討のため、アポシニン
(NADPHoxidase 阻害薬)、BHA (ミトコンド
リア ROSs 消去薬)を用いて阻害実験を行っ
た。 

 (9) 心筋細胞死は培養液中の LDH 活性及び
トリパンブルーexclusion assayにて行った。 

(10)オートファジー阻害薬として 3MA を、ア
ポトーシス阻害薬として Z-VAD FMK を前投
与した。 

 
４．研究成果 
(1) ① H2O2 は濃度依存的、時間依存的にオ
ートファゴゾーム形成を促進し、LC3-II 発現
を増加させ、心筋細胞にオートファジーを誘
導することが示された。 
②H2O2 10-4 M、６時間付与は培養上清中のＬ
ＤＨ濃度を有意に増加させ、細胞障害性に働
いた。また同条件のH2O2付加は断片化心筋細
胞核、Caspase 3 活性化を伴っており、心筋
アポトーシス誘導も認められた。 
③H2O2 投与に先立ちアポトーシス阻害役の
Z-VAD やオートファジー阻害役の 3MA を投与
した群を作成した。Z-VAD は心筋アポトーシ
スを非投与群レベルに抑制し、LDH 放出も有
意に抑制した。一方 3MA はアポトーシス、LDH
放出ともに有意な影響を与えなかった。 
④ 以上より H2O2 は心筋細胞オートファジー
を誘導し、同じ刺激条件下で心筋細胞死、ア
ポトーシスを来す。H2O2依存性心筋細胞死は
アポトーシスによる関与が大きいことが示
され、オートファジーの関与は少ないことが
示された。 
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       図 1 H2O2によるオートファジー誘導 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 

 
 

図 2 H2O2誘導性細胞死に対する 
アポトーシス・オートファジー阻害薬の影響 
 
 
(2)ノルエピネフリン、アンジオテンシン II
は軽度オートファジーを誘導する傾向にあ
ったが有意ではなかった。一方アルドステロ
ン、エンドセリンは濃度依存性にオートファ
ジーを誘導した。いずれも心不全時の血中/
心筋組織中濃度のレベルでオートファジー
を誘導することがわかった。 
 
(3) ①イマチニブは濃度依存的に、また時間
依存的にオートファジーを誘導した。6時間
の薬物投与で 10μM、50μM で有意なオート
ファジー誘導を認めた。 
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図３LC3-II 発現に対するイマチニブの影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図４ LC3 免疫染色 
 
②イマチニブ 10μM、50μM は JC-1 染色で評
価したミトコンドリア膜電位の低下が濃度
依存性に認められ、ミトコンドリアからのチ
トクローム c 放出も合致する結果であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 5 ミトコンドリア膜電位に対するイマチ
ニブの影響 
 
 

 
③イマチニブは DCF染色で検討した細胞内活
性酸素種(ROS)レベルを増加させ、阻害薬を
用いた検討よりこの ROSの産生源はミトコン
ドリアであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図６ 心筋細胞内 ROS 産生 
 
 
④ROS は前述の様にオートファジーを誘導す
る因子であるが、イマチニブ誘導性のオート
ファジーは ROS消去薬により減弱を認めなか
った。 
 
⑤イマチニブ 10μMは心筋アポトーシスを約
2倍に増加させた。一方 50μM 投与ではアポ
トーシスの有意な増加は認めなかった。一方
培養上清中への LDH放出及びトリパンブルー
による細胞死の検討では、10μM イマチニブ
は有意な影響を与えず、50μM 投与は有意な
細胞死誘導を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 

 
図７ Caspase 3 活性 
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⑥3MA は、イマチニブ 10μM による心筋アポ
トーシスには増強作用を示し、一方イマチニ
ブ 50μMによる心筋細胞死に対しては抑制的
に働いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

 
 
 図８ 培養上清中 LDH 濃度 
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