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研究成果の概要：心交感神経活性の亢進は、心筋収縮不全や心筋傷害といったカテコールアミ

ン心筋障害を引き起こす。本研究では、カテコールアミンの過剰分泌や虚血によって引き起こ

されると考えられている収縮帯壊死がギャップ結合を介して伝播する機序を解明した。ギャッ

プ結合を構成するコネキシン43が虚血により介在板で増加し、ギャップ結合を介した細胞間情

報伝達を活性化することにより、収縮帯壊死がこの活性化したギャップ結合を介して伝播して

いた。 
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１．研究開始当初の背景 
心交感神経活性の亢進は、心筋収縮不全や
心筋傷害といったカテコールアミン心筋障
害を引き起こす。カテコールアミンの過剰分
泌や虚血によって引き起こされると考えら
れている収縮帯壊死は心臓突然死の重要な
指標である。 
心筋コネキシン43（Cx43）は細胞膜上で
hemi-channel（HC）を形成し、介在板に移動・
集合して斑を形成する。この斑は隣接する細
胞の斑と結合してgap junctions（GJs）とい
う細胞を繋ぐチャンネルとなる。隣接する細

胞間では、GJを通じた無機イオンや低分子物
質の授受により情報を伝達して、心拍動を同
調させ、心筋組織の恒常性を保っている。交
感神経過緊張や細胞内カルシウム濃度
（[Ca2+]i）上昇により惹起される心筋の収縮
帯壊死は隣接する細胞群に連続して観察さ
れることから、GJsの関与が示唆される。こ
のGJsを介した収縮帯壊死の伝播の可能性は、
これまでに培養細胞の収縮を評価するとい
う方法で検証されてはいるが、in vivoで実
際に収縮帯壊死の生起のメカニズムを解明
した報告はなかった。そこで、ラットを用い
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てカテコールアミン投与あるいは虚血再灌
流により生起される収縮帯壊死の伝播とGJs
の関係を明らかにすることは、心臓性突然死
の病態の理解や診断方法の確立に貢献でき
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 収縮帯壊死がGJsを介して伝播する機序を
明らかにするために、カテコールアミン投与
あるいは虚血再灌流時のCx43の発現量やGJs
を介した細胞間情報伝達（GJ intercellular 
communication, GJIC）活性の変化を調べ、
これらの変化が収縮帯壊死の伝播にどのよ
うに関わっているのかを明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物モデルの作製 
SDラットを麻酔下で開胸し、左冠状動脈前
下行枝をシルク糸で結紮することにより虚
血モデルを作製した。ウェスタンブロッティ
ング及びGJIC活性測定では30分の虚血後心
臓を採取した。収縮帯壊死エリア及び心筋梗
塞サイズの測定には30分の虚血後、結紮糸
をはずしてそれぞれ5分間、6時間再灌流し
た後、心臓を採取した。なお、このプロトコ
ルは東京大学動物実験専門委員会の承認を
得ている。 
 
(2) Cx43タンパクの定量 
心臓のホモジネートを遠心分離によりP1
（核及び筋原線維）、P2（細胞膜）、S（細胞
質）画分に分画した。各画分をウェスタンブ
ロッティング法によりCx43タンパクを検出
し定量した。Cx43量はβ-アクチン量で補正
した。 
 
(3) GJIC活性測定 
心臓を心室の高さで厚く輪切りにし、さら
に虚血領域と非虚血領域がまたがる様に前
壁の中間層で縦に切り、ルシファーイエロー
（LY、GJICの指標）とデキストランローダミ
ン（DR、細胞膜破綻の指標）を含む溶液に浸
漬し、切り口からのLYとDRの拡散距離を測
定した。 
 
 (4) 収縮帯壊死エリアの測定 
心室の高さで輪切りにした心臓セクション
をパラフィン包埋後、リンタングステン酸ヘ
マトキシリン染色を行った。顕微鏡写真をデ
ジタルカメラで撮り、収縮帯壊死所見が観察
される心筋のエリアの大きさを画像解析ソ
フトで測定した。 
 
 (5) 心筋梗塞サイズの測定 
心臓を約2-3 mmの厚さに輪切りし、これら
のブロックを1% 

2,3,5-tetraphenyltetrazolium chloride 
(TTC)溶液に浸漬し、37℃で10分間インキュ
ベートした。各ブロックの両面をデジタルカ
メラで撮り、梗塞領域（TTC陰性部）と非梗
塞領域（TTC陽性部）の大きさを画像解析ソ
フトで測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 虚血におけるCx43タンパク量とGJIC活

性の経時的変化 
Cx43は虚血30分をピークに一過性にP1画
分からP2画分に移行することが明らかにな
った。また、移行するCx43は介在板の局在
やGJIC活性に必須であると考えられている
リン酸化したものであった（図１）。また、
虚血30分でのCx43の免疫染色を行ったとこ
ろ、Cx43は介在板で増加していた。 
この虚血30分の時点でのGJIC活性を測定
したところ、リスク（虚血）領域のGJICは
sham群と比較して約3倍高かった（図２）。
一方、非リスク領域のGJICはshamのそれと
同程度であった。 
 以上の結果から、虚血30分をピークにCx43
はリスク領域で一過性に介在板に移行し、
GJIC活性を上昇させると考えられた。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ P2画分のCx43タンパク量の経時的変
化．パネルAはCx43のウェスタンブロット．
total Cx43; 全てのCx43を認識する抗体を
用いて検出されたCx43のバンド（リン酸化
されたCx43は44-46 kDaの位置に、脱リン
酸化されたCx43は41 kDaの位置に検出され
る）, dp368-Cx43; Ser368が脱リン酸化され
たCx43のみを認識する抗体を用いて検出, 
C; コントロール（開胸のみ）, R; リスク領
域, NR; 非リスク領域, hP-Cx43; リン酸化
型Cx43, dP-Cx43; 脱リン酸化型Cx43, *; 
P<0.05（対コントロール）. 
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図２ 虚血30分後の心臓におけるGJIC活性
測定．GJICの指標であるルシファーイエロー
(LY)の拡散は非リスク領域と比較してリス
ク領域で約3倍に増えているが、細胞膜破綻
の指標であるデキストランローダミン(DR)
は両領域間で差がない． 
 
(2) 虚血再灌流時の収縮帯壊死の伝播におけ
るGJICの関係 
虚血30分後、再灌流すると数分でリスク
領域と非リスク領域の境界からリスク領域
に向かって、心筋の中間層を中心に広がって
分布していた。再灌流の直前にGJsのブロッ
カーであるcarbenoxolone (CBX)を1分間静
脈投与したところ、この収縮帯壊死のエリア
が約1/3に狭小化した（図３）。この結果は
虚血再灌流時に形成される収縮帯壊死はGJs
を介して伝播することを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 再灌流後収縮帯壊死形成に対するGJ
ブロッカーCBX投与の影響．パネルAはコン
トロールと虚血30分再灌流5分後の心臓の
リンタングステン酸ヘマトキシリン染色像．
パネルBは各6個体の輪切りされた心臓での
収縮帯壊死の分布を黒色で示した。パネルC
とDはPBS投与群とCBX投与群のリスク領域
の大きさと収縮帯壊死エリアの大きさをそ
れぞれ定量化したもの．**; P<0.01（対PBS
投与群）． 
 
(3) GJブロッカーの心筋梗塞サイズへの影響 
収縮帯壊死におちいった領域が将来心筋
梗塞になると考えられている。そこで、CBX
投与による収縮帯壊死エリアの狭小化が心
筋梗塞サイズに影響を及ぼすのか否かにつ
いて検討した。再灌流6時間後の心筋梗塞サ
イズはCBXの投与によって約2/3に減少した
（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 心筋梗塞発展に対するCBX投与の影響．
パネルAはTTC染色後の心臓スライスの写真．
白色部が心筋梗塞エリア、赤色部はリスク領
域で非梗塞エリア、青色は非リスク領域．パ
ネルBは心筋梗塞エリアを定量化したもの．
*; P<0.05（対PBS投与群）． 
 
(4) 考察 
以上の結果から、１）虚血でCx43が一過
性に介在板に移行する。２）GJsを介した細
胞間情報伝達を促進させるが、この時、再灌
流が起こると、収縮帯壊死がこの活性化した
GJsを介して伝播していくと考えられた。 
 収縮帯壊死はリスク領域と非リスク領域
の境界に多く観察される。収縮帯壊死のGJs
を介した伝播はこれまでも細胞培養を用い
た実験で示唆されていた。しかし、これまで
の知見だけでは、なぜ収縮帯壊死がリスク領
域に限られ、非リスク領域には伝播しないの
かという疑問を解き明かすことは出来なか
った。本研究で得られた結果からこの謎を図
５のように説明することができる。 
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図５ 収縮帯壊死がリスク領域にのみ広が
るメカニズム．Cx43の介在板への移行に伴う
GJICの活性化はリスク領域でのみ起こり、非
リスク領域ではGJsは不活性なままである．
そのため、再灌流直後に生起した収縮帯壊死
はリスク領域にのみ広がっていく． 
 
(5) まとめ 
 本研究は国内外で初めて、収縮帯壊死が
GJsを介して伝播することをin vivoで立証
した。心臓突然死症例で観察される、収縮帯
壊死のリスク領域での限局性の疑問を解明
した。また、再灌流時にGJsブロッカーを投
与すれば、収縮帯壊死の拡大抑制を通じて、
心筋梗塞進展を遅らせるという知見は臨床
的意義が大きい。 
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