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研究成果の概要（和文）：マウスを人工呼吸下に開胸、心臓冠動脈を30 分間閉塞、2 時間再潅流し、心筋梗塞サイズ
を測定した。コントロール群、吸入麻酔薬群、オートファジー誘導剤群において心筋梗塞サイズを測定比較した結果、
吸入麻酔薬群、オートファジー群はコントロール群に比べて優位に心筋梗塞サイズを減少させた。同様のモデルを使用
し、細胞膜マイクロドメインの関与を明らかにした。。
また、関連タンパクについてイムノブロッティング法にて比較する検討した結果、LC3-I/LC3-II、Beclin1 などのオー
トファジー関連タンパクが活性化が見られた。

研究成果の概要（英文）：The protocol was approved by the institutional Animal Care and Use Committee. 
Following thoracotomy and establishment of baseline values, male C57BL/6 mice were assigned to 
experimental groups. The autophagy group received rapamycin, active agent of autophagy before coronary 
artery occlusion (CAO). In the APC group,isoflurane was administered for 30 min and discontinued 15 min 
before CAO. All mice then underwent 30 min of CAO followed by 2 h of reperfusion. Compared with the 
Control group, myocardial infarction size in the autophagy group and APC group were reduced 
significantly. Additionally, cardiac protection was not observed in caveolin knockout mice following the 
administration of APC, and rapamycin.Furthermore, LC3-I/LC3-II and Beclin1 were activated by 
preconditioning.

研究分野： 麻酔科学
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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。 

右図に示されるとおり、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、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。 

1996年にKersten等によって吸入麻酔薬を

投与することで心筋保護効果が得られるこ

とが報告された（Anesthesiology 1996;85: 

794-807）。以来、この保護経路に対し様々な

考察が行われてきたが、そのメカニズムは未

だに全て明らかになってはいない。 

 近年、申請者は吸入麻酔薬によって細胞膜

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

（FASEB J 2007;21: 1565-74、J Mol Cell 

Cardiol 2008;44: 123-30、Anesthesiology 

2010;112: 1136-1145）、細胞膜マイクロドメ

インであるカベオラおよびカベオリン-3 が

心筋保護作用に重要な役割を担っているこ

とが明らかにした。 

オートファジーは自食作用と呼ばれ、細胞

内タンパク分解機構であり、一般的には栄養

飢餓などで誘導され、タンパクを分解して再

利用することで細胞や組織に保護的に働く

システムである。また、不要なタンパク質や

ダメージを受けた器官を除去して細胞を正

常に保つ働きも行っており、近年の研究によ

ると、虚血再潅流時にオートファジーの誘導

が心筋に対し保護的に作用することが示唆

されている（Autophagy 2006;2: 305-306）。

しかしながら、虚血再灌流障害に対して細胞

膜マイクロドメインを介する吸入麻酔薬に

よる心筋保護作用が、オートファジーの誘導

にどのように作用しているかは明らかでは

ない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、 

（１）吸入麻酔薬によりカベオラが増加、カ

ベオリン-3が活性化され、オートファジーが

誘導されることを明らかにすること。 

（２）心筋保護作用は細胞膜マイクロドメイ

ンを介しオートファジーが誘導されること

で発現することを証明すること。 

である。 

上記の仮説を検証するため以下の実験を行

なう。 



実験 1． マウスの in vivo 虚血再潅流モデ

ルを用いて対照群、吸入麻酔群、オートファ

ジー誘導剤群において心筋梗塞サイズを測

定比較する。さらに、同様のモデルを使用し

オートファジー抑制剤によりオートファジ

ーの心保護作用への関与を明らかにする。 

実験 2． カベオリン-3ノックアウトマウス

を用い上記3群に対して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。 

実験 3． 実験 1．及び実験 2．の各群におい

てカベオラ数、カベオリン-3 の活性化、及び

オートファジーの誘導を形態学的方法、イム

ノブロッティング法にて確認する。 

これらによって本研究期間内に、吸入麻酔薬

の細胞膜マイクロドメインを介したオート

ファジーに及ぼす影響が明らかになると共

に、心筋保護作用経路におけるオートファジ

ーの果たす役割が解明される。 

 

３．研究の方法 

実験 1.  

マウスを人工呼吸下に開胸、血行動態を測

定 (血圧-容量曲線)しながら、心臓冠動脈左

前下行枝を 30 分間閉塞した後を行なう。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。コントロール群、吸入麻

酔薬（イソフルラン 1.0 MAC）群、オートフ

ァジー誘導剤（ラパマイシン）群において心

筋梗塞サイズを測定比較する。 

同様のモデルを使用し、オートファジー抑

制剤（3-メチルアデニン: 3-MA）を刺激前に

投与し、虚血再潅流実験を行いオートファジ

ーのイソフルランによる心保護作用に対す

る影響を明らかにする。 

実験 2.  

実験 1．と同様の

方法でマウスをカ

ベオリン-3ノック

アウトマウスに替

えて虚血再潅流実

験を行う。コント

ロール群、吸入麻

酔薬群、オートフ

ァジー誘導剤群に

おいて心筋梗塞サイズを測定比較する。 

実験 3.  

実験 1．及び実験 2．の各群のマウスの摘出

心をカベオリン-3 の活性をイムノブロッテ

ィング法にて確認する。 

また、関連タンパクについてイムノブロッ

ティング法にて比較する（LC3-I/LC3-II、

Beclin1 など）。 

 これらを行うことで、吸入麻酔薬の心筋保

護作用における細胞膜マイクロドメインと

オートファジーの関係がより明らかとなる。 

 

４．研究成果 

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

閉塞した後を行なった。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。 

コントロール群、吸入麻酔薬（イソフルラ

ン1.0 MAC）群、オートファジー誘導剤（ラパ



マイシン）群において心筋梗塞サイズを測定

比較した。その結果、コントロール群におい

て心筋梗塞サイズがリスク領域の43％であっ

たのに対し、イソフルラン投与群においては

32％と減少した。さらに、オートファジー誘

導群においては、28％であり、イソフルラン

同様に心筋梗塞サイズの減少が認められた。 

同様のモデルを使用し、オートファジー抑

制剤（3-メチルアデニン: 3-MA）を刺激前に

投与し、虚血再潅流実験を行った。その結果、

オートファジー誘導群の心筋保護作用は棄却

され、心筋梗塞サイズは46％に上昇した。さ

らに、イソフルランによる心保護作用におい

ても、オートファジー抑制剤によって心保護

作用は棄却されたことから、イソフルランの

心筋保護作用にオートファジーの関与が考え

られた。 

さらに、上記と同様の方法で、マウスをカ

ベオリン-3ノックアウトマウスに変えて虚血

再灌流実験を行った。カベオリン-3ノックア

ウトマウスにおいては、コントロール群（リ

スク領域に対する心筋梗塞サイズの割合が

46％）、吸入麻酔薬（イソフルラン1.0 MAC）

群（リスク領域に対する心筋梗塞サイズの割

合が44％）、オートファジー誘導剤（ラパマ

イシン）群（リスク領域に対する心筋梗塞サ

イズの割合が44％）であり、これらの心筋保

護作用が棄却されることが明らかとなった。 

また、関連タンパクについてイムノブロッ

ティング法にて比較する検討した結果、

LC3-I/LC3-II、Beclin1 などのオートファジ

ー関連タンパクが活性化が見られた。 
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