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研究成果の概要（和文）：虚血再潅流障害に対する心筋保護作用メカニズムの全貌は明らかにな

っていない。申請者は細胞膜特殊構造であるカベオラに注目し、その構成要素であるカベオリ

ンがプレコンディショニング作用に関与していることを明らかにした。最近注目されているポ

ストコンディショニングはプレコンディショニングに比べより臨床的なスタンスの処置方法で

あり、申請者はカベオラ、カベオリンがポストコンディショニングに及ぼす影響を同定し、心

筋保護経路を明らかにすることを目的とする。 
 
研究成果の概要（英文）：Caveolae are small, flask-like invaginations of the plasma membrane. 
Caveolins are structural proteins found in caveolae that have scaffolding properties to 
allow organization of signaling. The authors tested the hypothesis that cardiac 
protection induced by postconditioning is caveolae or caveolin dependent. 
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１．研究開始当初の背景 
近年の食生活の欧米化、人口の高齢化およ

び生活習慣病の増加は、本邦における心血管
リスクを急激に増加させている。虚血性心疾
患やリスクを有する患者の心合併症発生予
防とその治療は患者予後にとって重要な因
子となっている。 

短時間の先行虚血（Ischemic 
Preconditioning ; IPC）により、その後に
生じる虚血性心筋障害が抑制される現象は

他のどの治療薬よりも有効的な手段であり、
20 年以上を経た現在においてもその重要性
が研究されている。さらに、オピオイドや吸
入麻酔薬イソフルランの先行投与において
も同様の保護作用が確認され、そのメカニズ
ムが IPCと非常に類似することも報告されて
いる。 
最近、短期虚血・麻酔薬による刺激を長期

間虚血の後に加えた場合においても心保護
作用が引き起こされることが報告され、ポス
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トコンディショニングとして注目を浴びて
いる。このポストコンディショニングによる
心筋保護作用は、虚血後に行なわれる手技に
起因するため、プレコンディショニングに比
較してより臨床的であるとされている。すな
わち、心筋梗塞発症を予測し、プレコンディ
ショニングを行なうことは難しいが、心筋梗
塞発症直後の患者に対し心筋保護効果を期
待し、ポストコンディショニングを行ない心
筋梗塞サイズを減少させうることが期待さ
れている。しかしながら、プレコンディショ
ニング同様、ポストコンディショニングにお
いてもそのメカニズムは未だに全て明らか
になってはいない。 

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、エンドサイトーシスな
どの断片的な性質は明らかにされてきた。カ
ベオリンはカベオラを構成する構成タンパ
クであり、異なる遺伝子でコードされるカベ
オリン-1,2,3 が同定されているカベオリン
は両末端が細胞質側に露出し脂質分子と結
合しシグナル伝達に関与すると考えられる。
特に、カベオリン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。 
吸入麻酔薬は古くから臨床において使用

されており、そのハロゲン化炭酸水素やエー
テル構造は直接的もしくは間接的に細胞膜
脂質や膜タンパクに作用することが知られ
ている。そのため、吸入麻酔薬がカベオラの
ような膜脂質ドメインに影響を与えること
が予想され、プレコンディショニングによる
心筋保護作用の起点となっている可能性が
ある。さらに、オピオイド受容体はカベオリ
ン骨格ドメインに存在することが明らかに
なっている。 
 
 
２．研究の目的 
 申請者はイソフルラン先行投与（プレコン
ディショニング）によって細胞膜カベオラ数
が増加し、カベオリンを介した心筋保護作用
が活性化されることを突き止め、カベオリン
-3 過剰発現マウスにおいては虚血再潅流障
害に対し内因的心筋保護作用が存在するこ
とを明らかにした。さらに、共同研究者らは
オピオイド・プレコンディショニングがカベ
オラに与える影響を報告している。これらの
結果からカベオラ及びカベオリン-3 が心筋
保護作用に重要な役割を担っていることが
明らかとなった。しかし、これらの因子が、
ポストコンディショニングにどのように作
用し、心筋保護効果にどのように関与してい
るのかは明らかではない。 

そこで申請者は以下の仮説を立てた。 
（短期虚血・オピオイド・吸入麻酔薬による）
ポストコンディショニング作用によりカベ
オラが増加、カベオリン-3 が活性化され心筋
保護効果が発現する。 
ポストコンディショニングによる心筋保

護作用カはベオラ・マイクロドメインに存在
するトリガー・メディエイター・エンドエフ
ェクター等を介し発現している。 
上記の仮説を検証するため以下の実験を

行なう。 
実験 1．ポストコンディショニング刺激後の
カベオラ数、及びカベオリン-3 の活性化を形
態学的方法、イムノブロッティング法にて確
認する。 
実験 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ポスト
コンディショニング刺激により低下するこ
とを明らかにする。さらに、同様のモデルを
使用しカベオラ阻害剤、siRNA を使用したカ
ベオリン-3ノックダウン細胞によりカベオ
ラ、カベオリン-3 のポストコンディショニン
グ作用への関与を明らかにする。 
実験 3．マウスの in vivo 虚血再潅流モデル
を用いて対照群、ポストコンディショニング
群において心筋梗塞サイズを測定比較する。
同様に、カベオリン-3 ノックアウトマウスを
用いたモデルにてカベオリン-3 の影響を明
らかにする。 
実験 4．カベオラに局在するトリガー（、メ
ディエイター、エンドエフェクターがポスト
コンディショニング作用によってどのよう
に影響を受けるかを検討する。 
これらによって本研究期間内に、ポストコン
ディショニングのカベオラ、カベオリン-3 に
及ぼす影響が明らかとなる。また、心筋保護
作用経路におけるカベオラ、カベオリンの果
たす役割が解明される。 
 
 
３．研究の方法 
実験 1. マウスの摘出心を酵素法にて潅流、
得られた遊離心室筋細胞をディッシュに接
着させ、ポストコンディショニング刺激（短
期低酸素、モルヒネ、吸入麻酔薬イソフルラ
ン）を加えた後、組織固定。これらの細胞を
電子顕微鏡を使用してその細胞表面を観察、
単位表面積あたりのカベオラの数を対照群
と比較評価する。さらに、ポストコンディシ
ョニング後のカベオリン-3 の活性をイムノ
ブロッティング法にて確認する。 
 
実験 2. 遊離心室筋細胞をディッシュに接着
させ、特殊チャンバーを用い 2時間低酸素状
況 (95%N2, 5%CO2) に暴露する。実験 1.で決
定した濃度を用い、ポストコンディショニン
グ刺激を加えた後、トリパンブルー染色し細



胞数を数える。生きた細胞の割合を計算し、
対照群と比較検討する。
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 (1mM)をポストコンディショニン
グ刺激の前投与し、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。カベオリン-3 の siRNA を電気穿孔法に
て細胞に注入、同様の実験を行なう。これに
よりカベオリン-3 の心保護作用に及ぼす影
響が明らかになる。 
 
実験 3. マウスを人工呼吸下に開胸、血行動
態を測定しながら、心臓冠動脈左前下行枝を
30 分間閉塞した後ポストコンディショニン
グ刺激を行なう。その後、2時間再潅流し、
再び冠動脈を閉塞、Evans Blue を注入し心臓
を取り出す。心臓をスライスし、TTC にて再
染色を行い心筋梗塞サイズを測定する。さら
に血漿トロポニン-I 濃度を測定し梗塞サイ
ズを確証する。 
同様の虚血再潅流実験をカベオリン-3ノッ
クアウトマウスで行ない、カベオリン-3 のポ
ストコンディショニング作用に対する影響
を明らかにする。 
 
実験 4. 遊離心室筋細胞をポストコンディ
ショニング刺激後、ホモジナイズし、密度勾
配遠心法にて分画を得る。ポストコンディシ
ョニング作用のトリガー（オピオイド受容体、
KATPチャネル）及びメディエイター（PKC、NOS、
Src、PI3K）と考えられているこれらタンパ
クがカベオラ分画に増加しているかどうか
をイムノブロッティング法にて検討する。さ
らに、心室筋細胞をカベオリン-3 とトリガー、
メディエイター、エンドエフェクターと共に
蛍光抗体を反応させ、共焦点顕微鏡を使用し
タンパクの局在を同定する。また、ポストコ
ンディショニング刺激後 (1, 5, 10, 30, 60, 
120 分) のサンプルから mRNA 抽出し、リアル
タイム PCR にて遺伝子定量・発現時間を解析
し、時間軸を踏まえた細胞内分子輸送経路モ
デルを確立する。さらに、これらを実験 2. で
使用したカベオリン-3 ノックダウン細胞に
おいても検討を行い、通常細胞と比較するこ
とでカベオリン-3 のポストコンディショニ
ング作用における意義を明確にする。 
 
 
４．研究成果 
実験１. 単位面積当たりのカベオラの個数
を電子顕微鏡にて観察し比較した結果、ポス
トコンディショニングを行った軍において
有意に個数が増加していることが分かった。
この作用は、短期低酸素、オピオイド、吸入
麻酔薬すべての群において有意に認めるこ
とができた。 

また、イムノブロッティングによりカベオリ
ン-3 の活性を定量すると、ポストコンディシ
ョニング刺激によってコントロール群と比
較して有意にカベオリン-3 の活性化が発現
していることが明らかとなった。 
 
実験 2. マウスの心臓を摘出後、ランゲンド
ルフ法にて灌流、コラゲナーゼにより細胞間
結合を解き、マウスの単一心筋細胞を取得し
た。この単一心筋細胞を用いて、siRNA を使
用しカベオリン-3 のノックダウン細胞を作
成した。この細胞を PCR 法およびイムノブロ
ット法を用いノックダウンされていること
を確認した後、低酸素 in vitro 実験を行っ
た。通常の遊離心室筋細胞を用いた低酸素 in 
vitro 実験においてはポストコンディショニ
ング作用（オピオイドならびに吸入麻酔薬に
よるポストコンディショニング）によって心
室筋細胞の生存率が上昇したが、ノックダウ
ン細胞においてはこの心筋保護作用が棄却
されたことから、オピオイドならびに吸入麻
酔薬によって誘起されるポストコンディシ
ョニング心保護効果にカベオリン-3 が重要
な役割を演じていることが推測された。 
 また、コレステロール枯渇剤を前投与して
カベオラの崩壊をもたらした場合、これらの
ポストコンディショニング心保護作用が棄却
されることから、カベオラの構造もカベオリ
ン同様この作用発現に重要であることが推測
された。 
  
実験 3. マウスに麻酔をかけ人工呼吸下に
開胸、心臓の冠動脈を一時的に遮断すること
で 30 分の虚血および 2時間の再灌流を行っ
た。再灌流終了後に染色、心臓を取り出し、
顕微鏡下に心筋梗塞サイズを測定した。再灌
流期に短期虚血を行うことによってポスト
コンディショニング刺激を加えた場合、心筋
梗塞サイズは対照群と比較して有意に減少
し、ポストコンディショニングによる心筋保
護作用が明らかとなった。また、再灌流期に
オピオイドを与えた場合、吸入麻酔薬である
イソフルランを与えた場合においても心筋
梗塞サイズが減少し、短期虚血を行ったポス
トコンディショニングと同様の作用を得る
ことができることからこれらの薬品におい
てもポストコンディショニング作用が存在
することが明らかになった。 
さらに、カベオリン-3 をノックアウトしたマ
ウスを用いて同様の虚血再灌流実験を行い
カベオリン-3 のポストコンディショニング
作用に及ぼす影響を検討した。短期虚血、オ
ピオイド、吸入麻酔薬によって誘起された心
筋保護作用はいずれの場合もカベオリン-3
ノックアウトマウスにおいては観察されず、
ポストコンディショニング効果が棄却され
ることが明らかになった。このことより、心



筋保護作用にカベオリン-3 を介した経路が
重要であることが推測された。 
 
実験4.  マウスの摘出心臓をランゲンドル
フ法にて灌流することで、単一心筋細胞を取
り出した。得られた心筋細胞をディッシュに
定着させ、培養を行った。その後、遊離心室
筋細胞に対し短期虚血、オピオイド、および
吸入麻酔薬を用いてポストコンディショニン
グ刺激を行った。ポストコンディショニング
刺激を行った細胞をホモジナイズし、超遠心
を行う事で密度勾配遠心法にて細胞分画を得
た。この細胞分画を用いて、イムノブロット
法を行う事により、各ポストコンディショニ
ング作用のシグナル伝達物質として、オピオ
イド受容体、ATP感受性Kチャネル、Protein 
Kinase C、Nitric Oxide Synthase、Src、
Phosphoinositide 3-kinase、Protein Kinase 
Bの関与が明らかとなった。 
さらに、上記酵素法にて取り出した心室筋細
胞を前述の伝達物質およびカベオリン-3と共
に蛍光抗体を反応させることによってタンパ
クの局在を調べた。共焦点顕微鏡を使用し局
在を同定した結果、カベオリン-3とオピオイ
ド受容体、ATP感受性Kチャネル、Protein 
Kinase C、Nitric Oxide Synthase、Src、
Phosphoinositide 3-kinase、Protein Kinase 
Bが共発現していることによりこれらの伝達
物質がカベオリン-3を介した作用であること
が明らかとなった。さらに、カベオリン-3の
ノックアウトマウスを用いることでこれらの
実験の結果が棄却されることを明らかにし、
ポストコンディショニング心筋保護作用にお
けるカベオリン-3の重要性を明らかにした。 
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