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研究成果の概要（和文）：心筋障害部位での超急性期の代謝の継時的な変化をとらえるために、マイクロダイア
ラシス法を用いた技術の開発を行った。Wistarラットの左室心筋局所に ダイアリシスプロープを植え込んで、
インジェクションポンプを用いて灌流し、終端より環流液を回収し、質量分析法で代謝産物を網羅的に解析し
た。虚血時および再還流時に、細胞外のグルタチオン関連物質の有意な変動が明らかになった。心筋培養細胞で
も、虚血再酸素化時に、グルタチオンの細胞外への放出が増大し、細胞内の活性酸素、過酸化脂質が経時的に増
大した。またグルタチオンの投与は、細胞内のグルタチオン濃度を保持し、虚血再酸素化時の細胞障害を抑制し
た。

研究成果の概要（英文）：A microdialysis method was developed to capture the metabolic sequential 
changes during the hyperacute phase at the site of myocardial injury. A dialysate rope was implanted
 in the left ventricular myocardium of Wistar rats, perfused with an infusion pump, and the annulus 
fluid was collected from the tip for comprehensive analysis of metabolic products using mass 
spectrometry. The products were analyzed exhaustively by mass spectrometry. Significant variations 
in extracellular glutathione-related substances were revealed during ischemia and during reflux. In 
cultured cardiomyocytes, extracellular glutathione release increased during ischemia and 
reoxygenation, and intracellular reactive oxygen species and lipid peroxide increased over time. 
Intracellular glutathione levels were also maintained by glutathione administration, and cellular 
damage during ischemia and reoxygenation was suppressed.

研究分野：循環器内科

キーワード： メタボローム　虚血再灌流　代謝　マイクロダイアライシス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
虚血再灌流における詳細なRedox代謝変化を検証するため、空間的および時間的な網羅的代謝解析技術を確立し
た。マイクロ波による心臓処理を行うことで代謝産物の死後のdegradationを完全に抑制し、虚血再灌流時の
Redox代謝産物の局在の可視化（マッピング）に成功した。さらに、虚血および再灌流に伴い、ダイナミックに
変化する代謝産物の推移を時間軸で把握するために、メタボローム解析とマイクロダイアリシス法を組み合わせ
た、同一個体で心筋細胞外の代謝変化を連続的に測定する手法を確立した。これらの手法を組み合わせた代謝4
次元マッピングは代謝物の時間的変化を明らかにした点に特色を有する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
基礎研究の発展には、物質の定量技術や局在の可視化技術の開発が必須である。心臓疾患の病
態生理学的な発見もこれらの技術の発展に大きく依存している。1970-1980 年に開発が進んだウ
ェスタンブロット法や免疫染色法は、タンパク質の定量的や空間的な解析を可能とした。また、
同時期に開発が進んだ、fluorescence in situ hybridization、1987 年にキャリーマリスが開
発した polymerase chain reaction 法は、mRNA, DNA の空間的、定量的な解析を可能とした。一
方、解糖系やアミノ酸を含む低分子代謝産物の正確で網羅的な解析は長年困難であったが、2002
年の Capillary electrophoresis-mass spectrometry (CE-MS)の開発により、組織内の網羅的な
低分子代謝産物の解析が可能となった。さらに質量分析法の改良が進み、2007 年には imaging 
mass spectrometry (imaging MS)を応用し、低分子代謝産物を時空間的に解析する技術が開発
された。この技術の開発により、タンパク質に対する免疫染色法や、mRNA に対する in situ 
hybridization に加え、低分子代謝産物を中心とする未知の物質の局在をメタボリックイメージ
ングで評価することが可能となった。 
一方、心臓における低分子代謝産物のイメージングを行う際に、低分子代謝産物の分解が急速
である点が大きな障壁となる。従来は、急速凍結により、代謝産物の degradation を最小限に抑
制していたが、この方法でも、凍結時や再融解時に一部の低分子代謝産物の degradation が進
み、正確な解析が困難であることが認識されていた。特に、心臓における代謝産物のイメージン
グでは、死後の degradation をほぼ完全に抑制する技術の併用が望まれたため、我々はマイクロ
波を用いたサンプルの処理に注目した。組織をマイクロ波で処理すると、代謝産物の分解酵素を
瞬時に死活化させるこができるため、低分子代謝産物の degradation は死後も進行しない。この
方法を心臓に応用し、imaging MS と組み合わせることで、これまで不可能であった心臓の虚血
再灌流傷害時の代謝の変化を、正確に空間的に解析し、視覚的
にとらえることが可能となった。冠動脈結紮 10分後の乳酸の
マッピングを行うと、虚血部位に一致して、乳酸が蓄積するこ
とが高解像度で可視化できた（図 1）。 
しかし、超急性期の心筋障害部位での代謝の継時的な変化
については、代謝がドラスティックかつ急速に変化するため、
不明な部分が多い。特に、in vivo での局所の代謝変化の連続
的な解析はこれまで困難であった。慢性期の心筋リモデリン
グは、超急性期から急性期の代謝の変化がトリガーとなって
進行する。超急性期の障害を受けた心筋の代謝の変化を把握
し、治療介入することが慢性期のリモデリングの改善に大き
く関与すると考えられる。そのため、代謝の時間的・空間的イ
メージング（in vivo 四次元代謝イメージング）技術の開発
は、喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
心臓の虚血再灌流障害における、代謝の時間的・空間的イメージング（in vivo 四次元代謝イメ
ージング）技術の開発を通して、新たな治療ターゲットを同定することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
心筋障害部位での超急性期の代謝の継時的な変化をとらえるために、マイクロダイアラシス法
を用いた技術の開発を行った(図 2，3)。心臓マイクロダイアリシス法は、半透膜の特性を利用
して、心筋間質に存在する低分子生体内物質を、中空糸状透析膜を介して灌流液中に分離採取す
る方法である。Wistar ラットの左室心筋局所に ダイアリシスプロープを植え込んで、インジェ
クションポンプを用いて灌流し、終端より環流液を回収し、質量分析法で代謝産物を網羅的に解
析した。10分毎に 違うマイクロチューブに集積することで、局所の心筋代謝の変化を連続的に
評価することが可能となる。 

 

 
図 1 Lactateの代謝地図 

図 2 マイクロダイアリシス 図 3 心筋内への留置 



４．研究成果 
虚血時および再還流時に、多くの代謝産物がダイナミックに変化していることが可視化できた。
特に、乳酸やアデノシンは、既存の報告と同様に、虚血時に上昇し、再灌流後に徐々に減少する
挙動を示しており、本研究がうまくワークしていることが確認できた。得られた結果を用いて、
Volcano plot などの統計分析を行い、細胞外のグルタチオン関連物質（GSH、GSSG 等）の有意な
変動が明らかになった(図 4)。  

この成果をもとに、グル
タチオンの細胞間移動を
ラットの初代心筋培養を
用いて検証した。心筋培
養細胞でも、虚血再酸素
化時に、グルタチオンが
細胞外への放出が経時的
に増大した。その結果、細
胞内グルタチオン 
濃度が低下し、活性酸素、
酸化脂質が経時的に増大
した(図 5)。またグルタチ
オンの投与は、細胞内の
グルタチオン濃度を保持
し、虚血再酸素化時の細
胞障害を抑制した。この
現象は、マウス虚血再灌
流モデルでも検証し、グ
ルタチオンの投与が、
area at risk を減少し、
虚血再灌流障害を抑制す
ることが証明された(図 6)。 
 これまでの成果をもとに、虚血時、再灌流時に、心臓における酸化ストレスの防御機構に重要
な役割を果たしているグルタチオンの細胞外放出が持続的に起こっているメカニズムの解明を
すすめる。特に、グルタチオン輸送に関わる各種トランスポーターの関与、酸化脂質産生やフェ
ロトーシス誘導との関連を明らかにする。近年では細胞内外でのグルタチオン関連代謝物の移
動が、細胞内および細胞外の代謝環境を変化させ、生理学的機能の維持または病態形成に重要な
役割をもつことが神経系や血管内皮、癌組織等でわかってきた。神経系では、終末分化した神経

 
図 4 マイクロダイアリシス法で得た心筋灌流液のメタボローム解析 

 

図 5 虚血再灌流時の細胞内グルタチオン、活性酸素、酸化脂質 

 

図 6グルタチオン投与による、虚血再灌流軽減効果 



細胞は自身でシステインを合成する能力を喪失しており、その供給を周辺のアストロサイトか
らのグルタチオン放出に依存している。脳の血管内皮細胞のバリア機能維持にもアストロサイ
トから受け取るグルタチオンが重要であり、このグルタチオン移動の阻害はバリア機能の破綻
を引き起こす。T細胞の活性化には細胞外の還元状態が重要であるが、癌組織は反対の酸性環境
を作り出すことで T細胞を不活性化している。これらの知見を踏まえて、虚血再灌流障害時に放
出されたグルタチオンの非心筋細胞に及ぼす病態生理学的影響の解明を行い、新たな治療ター
ゲットの同定を試みる。 
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