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研究成果の概要： 

心筋を短時間の虚血で前処置することによって誘導される ischemic preconditioning(IPC)の

虚血、再潅流障害に対する心筋保護効果は、ミトコンドリアの保護と密接に関係していること

が知られている。我々は、その心筋保護効果がミトコンドリアの機能温存に伴う再潅流時 ATP

産生の増加とジストロフィンの細胞膜への再分布促進と関連していることを明らかにした。こ

の成績は、虚血、再潅流時にジストロフィンが細胞膜から遊離し、細胞骨格分画へと局在変化

する機序がミトコンドリアの機能消失に伴う細胞内 ATP の低下に起因しているという仮説を支

持している。そこで、細胞内 ATP 低下に伴うジストロフィンの局在変化の分子機序を明らかに

し、その再潅流障害における役割を明確にすることがまず必要であると考えられた。我々はま

た、IPC の心筋保護効果は再潅流直後に心筋の収縮性を一過性に抑制することによって著明に

増強されることも明らかにした。このことから、心筋保護的処置によってミトコンドリアが保

護された心筋においては、再潅流時にミトコンドリアによる ATP の産生増加に伴ってジストロ

フィンが細胞膜に再分布するまで心筋収縮力を抑制することが有効な再潅流障害の予防法にな

りうると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

分子生物学、細胞生物学の進歩に伴い低酸素
や各種ストレスによって引き起こされる細

胞死に関する研究は格段の進歩を遂げた。し
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かし、心筋虚血、再潅流障害の機序が十分に

解明されているとは言い難く、心筋細胞特異

的心筋保護法は確立されていない。その原因

は虚血、再潅流によって惹起される心筋に特

異的な病態生理を十分に解明できなかった

点にあると考えられる。虚血や再潅流に伴う

心筋細胞死の機序がその他の細胞死と大き

く異なる点は、心筋細胞では再潅流後早期に

筋原線維の収縮に伴って細胞膜が破綻し、壊

死 (一次的な細胞膜透過性の亢進によるonc

osis) に陥ることである。この現象は病理学

的には収縮帯壊死と定義され、虚血のみによ

って起こる凝固壊死とは区別されてきた。本

研究の代表研究者はこの点に着目し、心筋細

胞には収縮に伴う機械的ストレスから細胞

膜を保護するために他の細胞には存在しな

い重要なタンパクが発現し、そのタンパクの

性質や局在が虚血、再潅流に際して大きな影

響を受けると考えた。 

アクチン-ミオシンの相互反応によって発

生する収縮力はZ-バンドを介して細胞膜に

伝達される。したがって、Z-バンドの細胞膜

接合部は最も機械的ストレスのかかる部位

である。この部位にはビンキュリン、タリン

やパキシリンなど多くの細胞骨格タンパク

が集合し、機械的ストレスから細胞膜や細胞

骨格を保護していると考えられている。しか

し、これまでに報告された多くの研究結果か

らは、心筋再潅流障害に一次的に関与しうる

タンパクは同定できなかった。 

ジストロフィンは心筋細胞と骨格筋細胞

にのみ存在する膜タンパクであり、α、β-

ジストログリカンおよびサルコグリカンフ

ァミリー (α、β、γおよびδ-サルコグリ

カン)と連結し、ジストロフィン-グリコプロ

テイン複合体を形成して細胞膜と細胞骨格

の強い物理的結合を提供している。ジストロ

フィンはそのカルボキシル末端において細

胞膜の細胞質側でβ-ジストログリカンと結

合し、アミノ末端は細胞内でZ-バンド上のア

クチンに結合して、心筋細胞の収縮に伴いZ-

バンドの細胞膜接合部で発生するshare str

essから細胞膜を保護する役割を果たしてい

る。進行性筋ジストロフィーはジストロフィ

ンが欠損することによって進行性に骨格筋

や心筋の壊死・変性を引き起こす遺伝性疾患

である。また、ジストロフィンやサルコグリ

カンの遺伝子が欠損したマウスでは拡張型

心筋症を発症することが知られている。最近、

本研究課題の代表研究者はラットの摘出潅

流心を用いた実験でジストロフィンが虚血

中に細胞膜から細胞骨格分画に移動するこ

とを発見した。この変化は同様な働きをする

他の膜タンパクや細胞骨格タンパクではみ

られず、ジストロフィンに特徴的な生化学的

変化と考えられた。また、ラットの摘出潅流

心をミトコンドリア呼吸鎖の脱共役剤であ

るジニトロフェノールまたはミトコンドリ

アF1-F0 ATPase抑制剤であるオリゴマイシン

で処置することによっても虚血時と同様に

ジストロフィンの局在変化がみられた。この

ことから、ジストロフィンの局在変化は単に

ミトコンドリア膜電位の脱分極ではなく、AT

Pの産生低下そのものに起因していることが

示唆された。 

心筋を短時間の虚血で前処置することによ
っ て 誘 導 さ れ る ischemic 
preconditioning(IPC)の虚血、再潅流障害に
対する心筋保護効果は、ミトコンドリアの保
護と密接に関係していることが知られてい
る。我々は、その心筋保護効果がミトコンド
リアの機能温存に伴う再潅流時 ATP産生の増
加とジストロフィンの細胞膜への再分布促
進と関連していることを明らかにした。この
成績は、虚血、再潅流時にジストロフィンが
細胞膜から遊離し、細胞骨格分画へと局在変
化する機序がミトコンドリアの機能消失に
伴う細胞内 ATPの低下に起因しているという
仮説を支持している。そこで、細胞内 ATP 低
下に伴うジストロフィンの局在変化の分子
機序を明らかにし、その再潅流障害における
役割を明確にすることがまず必要であると
考えられた。我々はまた、IPC の心筋保護効
果は再潅流直後に心筋の収縮性を一過性に
抑制することによって著明に増強されるこ
とも明らかにした。このことから、心筋保護
的処置によってミトコンドリアが保護され
た心筋においては、再潅流時にミトコンドリ
アによる ATPの産生増加に伴ってジストロフ
ィンが細胞膜に再分布するまで心筋収縮力
を抑制することが有効な再潅流障害の予防
法になりうると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、これまでの研究で導かれた
作業仮説を証明するために、まず心筋細胞を
用いた in vitro の実験系でジストロフィン
の細胞膜局在における細胞内 ATP濃度依存性
を検討する。ジストロフィンは細胞膜結合領
域とアクチン結合領域を有し、どちらかの結
合領域を欠くジストロフィンは細胞膜強度
保持作用がないことが予想される。そこで、
心筋細胞にアクチン結合領域を欠くジスト
ロフィンを強制発現させて心筋細胞膜の脆
弱性が惹起されるか否かを検討する。次に、
心筋細胞のジストロフィンが ATP依存性に細
胞膜に局在するタンパク領域を明らかにし、
細胞内非移行性ジストロフィンを強制発現
させて、低酸素下または前述のミトコンドリ



 

 

ア機能阻害剤を用いて ATPが減少した心筋細
胞において細胞膜の強度が維持されるか否
かを検討する。 
 
３．研究の方法 

(1) 心 筋 虚 血 、 再 潅 流 時 に お け る

dystrophin-glycoprotein complex 

(DGC)の変化に関する検討 

心筋虚血、再潅流時における DGC の分布およ
び量的な変化を検討した。S-D 系雄性ラット
250-300g の摘出心を Langendorff 潅流し、虚
血前、常温虚血後 5 分、15 分、30 分および
再潅流後 5 分、15 分、30 分で DGC を免疫組
織化学染色してその分布および量的な変化
を共焦点レーザー顕微鏡(当該研究機関に設
置済み)にて観察し、免疫電気泳動法を用い
て膜分画、細胞骨格分画および細胞質分画に
おける DGC の分布変化を定量化した。 

(2) 心筋虚血、再潅流障害の病態生理におけ

る DGC の役割に関する検討 

   DGC の分布および量的な変化が再潅流
後の心筋収縮再開に伴い生ずる心筋細胞障
害と関連があるか否かを検討した。ラットの
摘出心を 15分の可逆性虚血または 30分の重
篤 な 虚 血 後 心 筋 収 縮 抑 制 剤 で あ る
2,3-butanedione monoxime (BDM)を用いて 5
分または 30 分再潅流した後 BDM を含まない
Krebs-Henseleit 重炭酸緩衝液を用いて潅流
した。BDM 再潅流後細胞膜 DGC の減少程度と
Krebs-Henseleit 重炭酸緩衝液に交換し収縮
再開後の心筋細胞障害程度との相関を検討
した。心筋収縮力は当該施設に設置済みの心
機能測定用システムを用いて測定し、心筋細
胞障害程度は冠静脈洞中への creatine 
kinase (CK)の遊離と再潅流 2 時間後に
triphenyltetrazolium chloride 染色法によ
り求めた梗塞サイズから評価した。再潅流後
細胞膜 DGC の減少が、他の細胞膜構成タンパ
ク(wheat germ agglutinin 反応性糖タンパ
ク)や細胞膜の安定性に関る細胞骨格タンパ
ク(vinculin,、talin および desmin)の減少
に先行して起こることを免疫組織化学的方
法および免疫電気泳動法にて検討した。 

(3) 虚血に伴う DGC の細胞内分布変化の機序

に関する検討 

DGC がリン酸化タンパクであり、細胞内高エ
ネルギーリン酸化合物濃度とミトコンドリ
ア機能依存性にその分布が変化するか否か
を 検 討 し た 。 ラ ッ ト の 摘 出 潅 流 心 を

digitonin 処置し細胞膜を透過性にした後、
アルカリフォスファターゼ処置して DGCの分
布変化を観察する。また、digitonin 処置し
た心臓で潅流液 ATP 濃度と心筋 DGC の分布変
化との関係を検討した。次に常温虚血後 5分、
15 分、30 分またはミトコンドリア脱共役剤
である dinitrophenol 処置後 5分、15 分、30
分で心筋高エネルギーリン酸化合物濃度を
当該研究施設に設置済みの高速液体クロマ
トグラフィーにて測定し、DGC の分布変化と
心筋高エネルギーリン酸化合物濃度との関
係を検討した。  
 
４．研究成果 
Dystrophin は虚血中に細胞膜から細胞骨格
分画に移動し、さらに再潅流時には分解され
消失した。細胞膜を digitonin によって透過
性にし、低濃度(2 mM)の ATP で心臓を潅流す
ると Dystrophin は細胞膜から細胞骨格分画
に移行したことから Dystrophin の局在変化
には細胞内ＡＴＰの減少が関与していると
考えられた。この変化は同様な働きをする他
の膜タンパクや細胞骨格タンパクにはみら
れず、Dystrophin に特徴的な生化学的変化と
考えられた。再潅流時に Evans blue 色素を
用 い て 同 定 し た 細 胞 壊 死 は 細 胞 膜
Dystrophin が消失した心筋細胞において認
められた。一方心筋壊死は再潅流時に心筋収
縮抑制剤 2,3-butanedione monoxime (BDM)
を用いることによって抑制されたが、BDM 除
去後収縮再開によって細胞膜 Dystrophin が
消失した心筋細胞において Evans blue の取
り込みがみられた。次に、再潅流障害を抑制
す る こ と が 知 ら れ て い る ischemic 
preconditioning (IPC)を行うと再潅流時に
ミトコンドリアの機能温存と心筋ＡＴＰの
増加に伴って Dystrophin の細胞膜への再分
布が認められ、心筋壊死は有意に抑制された。
また、IPC 施行心において再潅流時 BDM を用
いて一過性に収縮を抑制すると IPCの心筋保
護効果はさらに増強された。以上の結果から、
細胞膜 Dystrophin の消失は再潅流障害の成
因として重要であり、ミトコンドリアの機能
温存をもたらす心筋保護的処置と再潅流時
に一過性収縮抑制を併用することによって
再潅流障害が著明に軽減されることが示唆
された。  
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