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研究成果の概要（和文）：In vivoおよびIn vitro実験によって、吸入麻酔薬の心筋保護作用が示された。また
特に、吸入麻酔薬のプレコンディショニング様心筋保護作用は、オートファジー抑制群ではその保護作用が棄却
されることから、オートファジーがその作用に重要な役割を演じていることが明らかになった。
さらに、吸入麻酔薬はミトコンドリア融合に作用し心筋保護作用を発揮することが示唆され、加えて吸入麻酔薬
はmPTPを閉鎖し、心筋保護作用をあらわすことが明らかになった。これらのミトコンドリア作用は、オートファ
ジーの誘導によっても引き起こされることから、吸入麻酔薬の心筋保護作用にはこれらの関与が重要であること
が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Both an in vivo and in vitro model of ischemia-reperfusion injury was tested
 in anesthetic (isoflurane)-induced preconditioning mice. Mice were randomly assigned to receive 
anesthetic preconditioning with/without autophagy agonist/antagonist. Biochemical and mitochondrial 
swelling assays were also performed. Mice treated with volatile anesthetic-induced preconditioning 
had a significant reduction in infarct size as a percentage of the area at risk compared to 
controls, whereas mice treated with the autophagy inhibitor were not protected by anesthetic 
preconditioning. Furthermore, anesthetic preconditioning 
prevented swelling which was reversed by the addition of autophagy inhibitor.
Volatile anesthetic, isoflurane, exhibits a protective effect in myocardial ischemia-reperfusion 
injury and that autophagy plays an important role in this preconditioning effects.

研究分野：麻酔科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
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。研究
代表者の研究グループは、早くから吸入麻酔薬の心筋保護作用に注目し、その経路を明らかにしてきた。また、
オートファジーの活性化により引き起こされる虚血再灌流障害に対する反応は近年注目を浴びている。そのた
め、これらの関連を明らかにすることは、極めて重要であると思われる。これらを介した詳細な機序について検
討していくことで心筋虚血再灌流障害などによる細胞死に対する生体内の役割が明らかになると思われる。ま
た、これによって虚血性心疾患患者の予後改善が行われ、社会的意義が非常に高いと思われる。

※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 
（１）虚血再灌流障害は、本邦において死亡率の上位を占めており、その発生および予防、治療
の解明は患者の予後にとって重要な因子となっている。1986 年、短期の虚血を長期の虚血の前
に行う事によって、虚血再灌流障害の心筋梗塞サイズが減少することが Murry らによって報告
された（Circulation 74: 1124-1136, 1986）、これは短期虚血によるプレコンディショニングと呼ば
れ、臨床的にも有用性の高い発見であった。また、同様のプレコンディショニング様心筋保護作
用は吸入麻酔薬や、オピオイドなどにも存在することが証明され、注目を浴びてきた。これらの
プレコンディショニング様心筋保護作用の機序は、類似した部分が多く、心筋保護作用には共通
の経路を有するものと考えられてきた。 
 
（２）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、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、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）。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（Circulation 121: 2012-2022, 2010）。しかしながら、吸入麻酔薬の心筋保護
作用、特にプレコンディショニング様心筋保護作用に関して、オートファジーとミトコンドリア
の機能調節についての関連性は未だ明らかになっていない。 
 
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。研究代表者の研究グループは、早くから吸入麻酔薬の心筋保護作用、特にプレコン
ディショニング様心筋保護作用に注目し、その経路を明らかにしてきた。また、オートファジー
の活性化により引き起こされる虚血再灌流障害に対する反応は近年注目を浴びている。しかし
ながら、吸入麻酔薬の心筋保護作用をオートファジー・ミトコンドリアダイナミクスと関連付け
た報告は、国内外を含め知る限りにおいて存在しないため、これらを明らかにすることは、極め
て重要であると思われる。そのため、これらを介した詳細な機序について検討していくことで心
筋虚血再灌流障害などによる細胞死に対する生体内の役割が明らかになると思われる。さらに、
これらを標的とした新たな心筋梗塞・心筋障害の治療開発へとつながるものと思われる。そこで
本研究は、イソフルランのプレコンディショニング様心筋保護作用に対し、オートファジーとミ
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、プレコンディショニング経路
の解明に寄与することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）In vivoマウス実験として、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分間閉塞する。その後、2時間再灌流した
のち、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、オー
トファジー抑制剤（3-メチルアデニン: 3-MA）群
において心筋梗塞サイズを測定比較する（図１）。 
 
（２）各群のマウスの摘出心に対し関連タンパク
についてイムノブロッティング法にて比較する。 
 
（３）In vitro実験として、マウスの摘出心をラン
ゲンドルフ酵素法を用い得られた遊離心室筋細
に対し、1 時間低酸素状況に暴露することで心室
筋細胞に虚血状態をつくりだす。その後通常の培
養状態に戻すことで再灌流状態とする。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
明らかにする。また、ミトコンドリア膜電位を蛍光検出し、プレコンディショニング作用が与え
る影響について考察を加える。さらに、ミトコンドリア膨化アッセイにより吸光度の変化によっ
て Ca2+依存性ミトコンドリア膨化が吸入麻酔薬のプレコンディショニング刺激による心筋保護
効果にどのように影響するかを calsein-AM 試薬を用いて細胞を蛍光ラベルし、mPTP 開閉を観

図１．虚血再灌流実験のスキーマ 



察する。 
 
４．研究成果 
（１）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、オートファジー抑制剤（3-メチルアデニン: 3-MA）群において心筋梗塞サイ
ズを測定比較した結果、吸入麻酔薬群においてはコントロール群と比較して心筋梗塞サイズが
減少した。このことは以前から報告のある、吸入麻酔薬のプレコンディショニング作用を示す
ものとして相違はなかった。また、オートファジー誘導群においては吸入麻酔薬群と同等の心
筋梗塞サイズの減少を認めた。オートファジー抑制群では心筋梗塞サイズの減少は認めず、コ
ントロール群同様、心筋保護効果がないことが明らかとなった。 
次に、吸入麻酔薬イソフルランにオートファジー抑制剤（3-メチルアデニン: 3-MA）を加えた
群、およびオートファジー誘導剤（ラパマイシン）にオートファジー抑制剤（3-メチルアデニ
ン: 3-MA）を加えた群について虚血再灌流後の心筋梗塞サイズを測定した。その結果、両群と
もに心筋梗塞サイズの減少は認められず、オートファジー抑制剤（3-メチルアデニン: 3-MA）
によって、吸入麻酔薬やオートファジー誘導剤の心筋保護効果が棄却されることが明らかにな
った。 
 
（２）各群のマウスの摘出心（コントロール群、吸入麻酔薬イソフルラン群、オートファジー
誘導剤群、オートファジー抑制剤群）についてイムノブロッティング法にて関連タンパクを比
較した。特に、オートファジーの評価については、LC3を用いたオートファジーの定量を用
い、LC3-II/LC3-Iを指標とし、オートファジー誘導タンパクであるBeclin1を測定した。その結
果、吸入麻酔イソフルラン群ではコントロール群に比較してオートファジーの誘導が高かっ
た。これにより、吸入麻酔薬の虚血再灌流障害に対する心筋保護作用、特に吸入麻酔薬による
プレコンディショニング様心筋保護作用は、オートファジーの影響が考えられた。 
 
（３）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）を明らかにした結果、吸
入麻酔薬はミトコンドリア融合に作用し心筋保護作用を発揮することが示唆された。さらに
calsein-AM試薬を用いて細胞を蛍光ラベルし、ミトコンドリアmPTP開閉を観察した。吸入麻酔
薬はmPTPを閉鎖し、心筋保護作用をあらわすことが明らかになった。 
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