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研究成果の概要（和文）：ラット肝虚血再灌流モデルで、PDEIII 阻害薬、Rho キナーゼ阻

害薬の再灌流時投与によって保護効果を組織学的障害の有無と TUNELアッセイにより検討

し、PDEIII阻害薬、Rhoキナーゼ阻害薬が薬理学的ポストコン作用を有することが明らか

になった。PI3K-Akt 活性化阻害薬 wortmannin、LY294002 と ERK 活性化阻害薬 PD-98059、

eNOS阻害薬 L-NAME を用いた検討ならびに免疫組織染色、ウエスタンブロット法によって、

PDEIII阻害薬、Rhoキナーゼ阻害薬の薬理学的ポストコン作用に虚血ポストコンと同様に

PI3-Akt、ERK、eNOSが関与していることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：We showed that both phosphodiesterase III inhibitors and Rho kinase 

inhibitors administered just before reperfusion protect against liver ischemia 

reperfusion injury and apoptosis.  This protective effect was attenuated by wortmannin, 

a PI3K-Akt inhibitor, PD-98059, an ERK inhibitor, or L-NAME, a eNOS inhibitor.  Both 

phosphodiesterase III inhibitors and Rho kinase inhibitors administered just before 

reperfusion activated PI3K-Akt, ERK, or eNOS.  Thus both phosphodiesterase III 

inhibitors and Rho kinase inhibitors could have postconditioning effects via PI3K-Akt, 

ERK, or eNOS activation. 
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１．研究開始当初の背景 

（１） 心臓においては再灌流早期に短時間

虚血を行うことで心筋壊死の程度が縮小す

る現象（虚血ポストコン）や薬理学的ポスト

コンに関する検討が行われ、そのメカニズム

において虚血・薬理学的プレコンと同様に、

再灌流早期の reperfusion injury salvage 

kinase (RISK) 経 路 で あ る

pathwayphosphatidylinositol-3-kinase 

(PI3)-Aktと ERKの活性化が重要とされてお

り、薬剤においてもこの経路を活性化させる

ものは虚血前や再灌流早期に投与すること

で保護作用を有する可能性が示唆されてい

る。予期せぬ虚血に対し再灌流時に投与でき

るという点で、ポストコンはさらに臨床応用

の機会が増加することが予想される。 

 また、心臓において揮発性麻酔薬は PKC 活

性化と KATP チャネル開口により、心筋スタニ

ングと心筋梗塞サイズの減少作用を生じるこ

とが知られている。一方、PDEIII 阻害薬は、

プレコンの重要なメディエーターである PKC

を介する経路とは独立した cAMP−PKAを活性化

することで、その下流にある P38MAPK の活性

化と Rho キナーゼの活性化抑制により心筋梗

塞サイズの減少作用を発揮する。しかし、

PDEIII 阻害薬、Rho キナーゼ阻害薬の再灌流

早期投与の影響や RISK経路の関与についての

検討はなされていなかった。 

 肝臓においては、短時間先行虚血（虚血プ

レコン）や PDEIII 阻害薬、Rho キナーゼ阻害

薬の虚血前投与の肝虚血再灌流障害に対する

保護作用は報告されているが、そのメカニズ

ムに関する報告は少ない。また、虚血・薬理

学的ポストコンに関する検討はなされていな

い。 

（２）現在までに、我々の実験グループはヒ

ト肝細胞株を用い、 

１）一酸化窒素（NO）ドナーによるプレコン

作用に HSP70が関与すること、 

２）肝でのプレコンおける KATPチャネルの関

与は否定的であること、 

 また、ラット心虚血再灌流モデルを用いて、 

３）PDEIII 阻害薬、Rho キナーゼ阻害薬の虚

血前および再灌流早期投与が保護作用を有す

ること、 

４）これらのメカニズムに再灌流早期におけ

る PI3-Akt の活性が関与することを報告して

きた。 

 近年、肝の虚血プレコンに再灌流早期の

PI3-Aktの関与を示唆する報告もあり、肝臓に

おいても心臓と同様に虚血ポストコンならび

に再灌流早期の PDEIII 阻害薬、Rho キナーゼ

阻害薬投与により虚血再灌流障害を軽減する

可能性が考えられる。 

術中虚血再灌流が行われる肝切除術や肝移

植術のみならず問脈塞栓などの予定外の肝虚

血において、効果的な薬理学的ポストコン効

果が期待できれば、周術期管理においても有

用である。生体モデルを用いて、薬理学的ポ

ストコン法の開発をすることで、臨床への応

用の可能性を検討し、メカニズムの検討を行

うことでより有効な保護法の開発へ寄与でき

ると考える。 

 

２．研究の目的 

今回、ラット肝虚血再灌流モデルを用い、

虚血ポストコンおよび PDEIII 阻害薬、Rho キ

ナーゼ阻害薬の再灌流時投与による保護効果

の検討と RISK 経路（PI3-Akt、ERK）と eNOS

の関与を検討することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）肝虚血再灌流障害に対する虚血ポスト

コンならびに再灌流早期の PDEIII阻害薬、Rho



キナーゼ阻害薬投与が肝虚血再灌流障害に与

える影響について検討 

 肝虚血再灌流モデル：雄性ウィスターラッ

トにペントバルビタール腹腔内投与にて基礎

麻酔後、右総頚静脈に静脈ルート、右内頸動

脈に A-line を確保、開腹し 90 分の部分肝虚

血（70％）を行う。 

 シャム群、コントロール群：肝虚血再灌流

のみ、虚血ポストコン群；再灌流直後 30秒虚

血 1分再灌流 5 回、PDEIII阻害薬ポストコン

群：再灌流直前にミルリノンまたはオルプリ

ノン投与、Rho キナーゼ阻害薬ポストコン群：

再灌流直前にファスジル投与を行う。 

 再灌流 6時間後に採血し、肝細胞障害の指

標として AST、ALT、LDH、α-GSTを測定する。

また、組織標本を作製し組織学的障害の有無

と TUNEL アッセイによりアポトーシスの検討

を行う。 

 

（２）ポストコンにおける分子機序の解明：

RISK経路と eNOSに関する検討 

 コントロール群、虚血ポストコン群、PDEIII

阻害薬ポストコン群、Rhoキナーゼ阻害薬ポス

トコン群に加えて、PI3K-Akt 活性化阻害薬

wortmannin、LY294002と ERK 活性化阻害薬

PD-98059、eNOS阻害薬 L-NAME を再灌流 5分前

に投与する。 

 再灌流 6時間後に採血し、肝細胞障害の指

標として AST、ALT、LDH、α-GSTを測定する。

また、組織標本を作製し組織学的障害の有無

と TUNEL アッセイによりアポトーシスの検討

を行う。 

 再灌流 15分後に肝前葉を摘出しホモジナイ

ズする。ホモジナイズしたサンプルを用いて

PI3-Akt、ERK、Rhoキナーゼの活性化をウエス

タンブロット法により確認する。 

 再灌流 6時間後に肝前葉を摘出し、組織標

本を作製し、PI3-Akt、ERK、eNOSの免疫組織

学的検討を行う。 

 

４．研究成果 

（１）肝虚血再灌流障害に対する虚血ポスト

コンならびに再灌流早期の PDEIII阻害薬、Rho

キナーゼ阻害薬投与が肝虚血再灌流障害に与

える影響について 

 90分の部分肝虚血（70％）・再灌流 6 時間後、

肝細胞障害の指標である AST、ALT、LDH、α-GST

が著明に上昇していた。組織学的傷害やアポ

トーシスも強く観察された。 

 虚血ポストコンのみならず、PDEIII 阻害薬、

Rho キナーゼ阻害薬を臨床使用量で再灌流早

期に投与することで、AST、ALT、LDH、α-GST

の上昇、組織学的傷害、アポトーシスが抑制

された。 

 

（２）ポストコンにおける分子機序の解明：

RISK経路と eNOSに関する検討 

 PI3K-Akt 活 性 化 阻 害 薬 wortmannin 、

LY294002と ERK 活性化阻害薬 PD-98059、eNOS

阻害薬 L-NAME を再灌流 5 分前に投与すると、

コントロール群では差を認めなかったが、虚

血ポストコン群、PDEIII 阻害薬ポストコン群、

Rho キナーゼ阻害薬ポストコン群による AST、

ALT、LDH、α-GST の上昇抑制、組織学的傷害

やアポトーシス抑制効果が消失した。 

 ウエスタンブロット法による検討では、再

灌流 15分後に、 

コントロール群； 

PI3-Akt→、ERK→、Rhoキナーゼ↑、 

虚血ポストコン群； 

PI3-Akt↑、ERK↑、Rhoキナーゼ→、 

PDEIII阻害薬ポストコン群； 

 PI3-Akt↑、ERK↑、Rhoキナーゼ→、 

Rhoキナーゼ阻害薬ポストコン群； 

PI3-Akt↑、ERK↑、Rhoキナーゼ→ 

であり、虚血ポストコン群、PDEIII 阻害薬ポ



ストコン群、Rhoキナーゼ阻害薬ポストコン群

で、細胞保護的に働く PI3-Akt、ERK の活性化

が生じ、細胞障害へ働く Rho キナーゼ活性化

が抑制されていた。 

今回の結果から、PDEIII阻害薬、Rhoキナ

ーゼ阻害薬は臨床使用量で薬理学的ポストコ

ン作用を有しており、虚血ポストコンと同様

に PI3-Akt、ERK、eNOSが関与していることが

明らかとなった。 
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