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研究成果の概要（和文）：吸入麻酔薬であるイソフルランには心筋保護効果があることが知られているが、その
メカニズムの全容は明らかではない。そこで本研究は、in vivo および in vitro マウスモデルを用いて、虚血
再灌流障害に対する吸入麻酔薬の心筋保護作用が、細胞膜マイクロドメインを介することを明らかにするととも
に、ミトコンドリアダイナミクスも同様にその心筋保護作用に重要な役割を演じていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The volatile anesthetic, isoflurane, is known to have the myocardial 
protective effects, but the full mechanism of this effect is not clear. Additionally, the full 
contribution of mitochondrial dynamics to cardiac physiology and function remains poorly understood.
 Using in vivo and in vitro mouse models, this study demonstrated that the cardioprotective effects 
of volatile anesthetics against ischemia-reperfusion injury are mediated by membrane microdomains, 
and that mitochondrial dynamics play an important role in the cardioprotective effects as well.

研究分野： 麻酔科学

キーワード： 心筋保護作用　吸入麻酔薬　細胞膜マイクロドメイン　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本では、ガンが死亡原因の1位であるが、脳卒中・心筋梗塞・心不全・腎不全など心血管障害に基づく死亡は
ガン以上になると推測される。すでに欧米各国では心血管死亡が非常に多く、また、我が国では超高齢化社会を
迎えて加齢による心血管障害が急速に増加しており、その対策は患者自身のQOLや生命予後のみならず、医療経
済面からも極めて重要な課題である。申請者は細胞膜マイクロドメインであるカベオラ、カベオリンの影響に注
目し、循環器障害について新たな面からアプローチし、そのメカニズムを明らかにしている。 

※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。
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１．研究開始当初の背景 
吸入麻酔薬であるイソフルランには、虚血再灌流前に前投与することで心筋保護作用がある

（プレコンディショニング様心筋保護効果）ことが知られている（Anesthetic Preconditioning: 
APC）が、そのメカニズムの全容は明らかではない。 
細胞膜マイクロドメインであるカベオラは細胞膜に存在する直径 50-100 nm 前後の陥凹であ

り、コレステロールやスフィンゴ脂質に富んだ膜ドメインと称され、細胞膜のシグナル伝達など
の性質を持っている。カベオリンはカベオ
ラを構成する構成タンパクであり、特に心
臓においてはカベオリン-3 が多く発現し
ている。骨格ドメインと呼ばれる部分は多
くのシグナル伝達関連分子に結合するだ
けでなくそれらの機能制御にも関与する
と考えられている。申請者はこれまで、吸
入麻酔薬の心筋保護作用が細胞膜マイク
ロドメインを起点に発現していることを明らか
にしてきた（Circulation 121: 2012-2022, 2010）。 
さらに、虚血再潅流障害時にはミトコンドリアにおける Mitochondrial Permeability 

Transition Pore (mPTP)の開口が起こり細胞死へと繋がるとされており、虚血再灌流障害時に
mPTP の開口を抑制することが心筋保護作用の発現に重要であることが明らかになってきた。ま
た近年の研究によると、ミトコンドリア機能の調節も心筋保護作用に関与していることも明ら
かになっている。しかし、細胞膜マイクロドメインを介した APC 心筋保護作用に対してミトコン
ドリア機能調節がどのように作用するかは明らかではない。 
 
２．研究の目的 
プレコンディショニング作用がある様々な薬剤が研究されているが、臨床応用に至っている

薬剤は少ない。申請者の研究グループは、吸入麻酔薬の心筋保護作用の研究に着手し、新たな発
想のもと早くから細胞膜マイクロドメインであるカベオラ、カベオリンの影響に注目し、その影
響を明らかにしてきた。 
本研究は、吸入麻酔薬の APC 心筋保護作用に対し、細胞膜マイクロドメインとミトコンドリア

ダイナミクスが与える影響を明らかにすることで、APC 経路の解明に寄与することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）マウス in vivo 虚血再灌流モデルを用いて対照群、APC 群において心筋梗塞サイズを測定
比較する。また、カベオリン-3 ノックアウトマウスを用い心筋梗塞サイズを測定し、カベオリ
ン-3 の影響を明らかにする。 
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、その

後、2時間再灌流を行う。吸入麻酔薬（イソフルラン 1.0 MAC）群は、虚血再灌流前に 30分間イ
ソフルランを吸入させる。その後、15 分間吸入麻酔薬をウォッシュアウトさせた後、虚血再灌
流を行う。コントロール群、吸入麻酔薬群において心筋梗塞サイズを測定比較する。比較の方法
は通常領域サイズ、リスク領域サイズ（Area at risk：AAR）、心筋梗塞サイズ（Infarct size：
IS）を測定し、IS/AAR で各群の心筋梗塞サイズを比較する。同様の方法でマウスをカベオリン-
3 ノックアウト（Cav-3 KO）マウスに替えて虚血再灌流実験を行う。 
 
（2）マウス in vitro 遊離心筋細胞を用い、低酸素モデルにて心筋細胞死亡率が APC により低
下することを明らかにする。各群について APC 作用がミトコンドリアダイナミクスを含むミト
コンドリア機能に与える影響について調べる。 
マウスの摘出心をランゲンドルフ酵素法にて灌流、得られた遊離心室筋細胞に対して通常培

養液を「グルコースなし」のものに置き換え、1時間低酸素状況 (95%N2, 5%CO2) に暴露するこ
とで心室筋細胞に虚血状態をつくりだす。その後 1 時間通常の培養状態に戻すことで再灌流状
態とする。吸入麻酔群では、イソフルラン 1.0MAC にて 30 分間刺激を与え、APC による心筋保護
作用を明らかにする。Methyl-β-cyclodextrin (MBCD) はコレステロール枯渇剤であり、カベオ
ラの崩壊をもたらす。MBCD を前投与し、同様の実験を行なうことでカベオラの心筋細胞保護作
用が明らかになる。 
各群についてプレコンディショニング作用がミトコンドリアダイナミクスを含むミトコンド

リア機能に与える影響について調べる。 
 
（3）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。 
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、各群の心筋保護作用が棄却するかを

細胞膜のくぼみがカベオラ  

電子顕微鏡による細胞膜の観察  



調べる。 
 
４．研究成果 
（1）マウスin vivo 虚
血再灌流実験より各群
のIS/AARを測定した。
コントロール群、APC
群、Cav-3群、Cav-
3+APC群のIS/AARはそれ
ぞれ、41.7±4.9％、
26.2±4.8%、42.3±
1.2%、41.0±5.6%とな
った（図1）。これによ
って吸入麻酔薬の心筋
保護作用が明らかにな
った。また、Cav-3 KO
マウスを用いることで
イソフルランの心筋保
護作用が棄却されるこ
とから、カベオリン-3
を介した経路が心筋保
護作用に関与している
ことが明らかとなっ
た。 
 
（2）マウスin vitro遊離心筋細胞を用い、低酸素モデルにて心筋細胞死亡率を測定した。心筋
細胞死亡率はコントロール群、APC群でそれぞれ、74±4％、56±5%となりAPCにより低下するこ
とが明らかになった。MBCDを前投与し、同様の実験を行なうことでAPCの心筋保護作用が棄却さ
れたことから、カベオラが心筋細胞保護作用に重要な役割を演じていることが明らかになっ
た。 
ミトコンドリア膜電位を JC-1 assay にて蛍光検出し、ミトコンドリア染色色素（MitoTracker）、

光褪色後蛍光回復法（FRAP assay）を用いて各群のミトコンドリアダイナミクス（ミトコンドリ
アの分裂と融合）を明らかにした。分裂・融合タンパクについてイムノブロット・real-time PCR
を用いて調べることで、ミトコンドリアの融合タンパクである Opa-1 が有意に増加することを
明らかにした。  
 
（3）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
実験を行った。
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、コントロー
ル群、吸入麻酔
薬群、各群の心
筋保護作用が棄
却するかを調べ
た（図2）。そ
の結果、吸入麻
酔薬は心筋保護
作用があり、そ

れらの作用にOpa-1が重要な役割を演じていることが明らかとなった。 
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図 1 各群の心筋梗塞サイズの割合 
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図 2 各群の細胞の死亡率 
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