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研究成果の概要（和文）：GLP-1受容体拮抗剤を前投与することで、GLP-1および吸入麻酔薬によるプレコンディショニ
ング心筋保護作用が棄却されることを示した。このことより、吸入麻酔薬による心筋保護作用がGLP-1を介して発現す
ることが明らかとなった。
さらに、GLP-1受容体抗体とメディエイターの抗体とを共に蛍光抗体反応させ、共焦点顕微鏡を使用しタンパクの局在
を同定した。また、ミトコンドリア膨化アッセイ等を用いて、GLP-1のプレコンディショニング作用に心筋保護作用が
あること、また、これらの作用が各種メディエイターを介して発現していること、そして最終的にはミトコンドリア機
能に影響していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Exendin-4, GLP-1 receptor agonist, protected cardiac myocytes (CM) from 
ischemia-reperfusion. Additionally, myocardial infarct size was smaller in the isoflurane- [1.0 minimum 
alveolar concentration (MAC)] or exendin-4- (30 ng/kg i.v.) treated groups than the controls. Infarct 
size was not affected by isoflurane at 0.5 MAC or 3 ng/kg i.v. exendin-4, but the combination of these 
treatments reduced infarct size.
Immunofluorescence analysis of the expression and colocalization of caveolin-3 (Cav-3) and GLP-1R in 
cardiac myocytes. Fluorescent secondary antibodies were used to determine Cav-3 and GLP-1R localization, 
and strong colocalization were observed on the cell surface membrane. Additionally, these preconditioning 
significantly attenuated the calcium-induced swelling compared with the control.

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。 
1986 年、短時間の虚血再灌流がその後の

長時間の虚血に対する心筋梗塞サイズを減
少させるという報告がなされた(Murry CE et 
al., Circulation 1986;74:1124-1136)。短
期虚血によるプレコンディショニング（IPC）
と呼ばれるこの現象は、虚血によって障害さ
れる心筋を保護するという観点から、臨床的
に有用性の極めて高い発見であった。そのメ
カニズムを明らかにすることで、心筋梗塞患
者の救命につながるため、その後 20 年以上
にわたりIPC作用における分子経路の解明が
なされてきたが、その全容は未だ明らかでは
ない。 
近年、オピオイドやアデノシンなど IPC

様作用をあらわす様々な薬物が報告されて
おり注目を浴びてきた。また、吸入麻酔薬で
あるイソフルランにおいても前投与によっ
て同様の心筋保護効果が得られることが報
告された(Kersten JR et al., 
Anesthesiology 1996;85:794-807)。この吸
入麻酔薬によるプレコンディショニング
（APC）は IPC のメカニズムと類似した部分
が多く、心筋保護作用に対して共通の経路を
共有するものと考えられている。 
GLP-1 は小腸の L細胞から分泌されるペ

プチドであり、ブドウ糖濃度依存性にインス
リンの分泌を亢進させる働きがあり、新しい
糖尿病治療薬として注目を浴びている。他に
も、膵β細胞の増殖、胃内容物の排出遅延
作用、食欲抑制などが知られている。さらに、
近年の研究によるとGLP-1受容体は心筋細胞
にも分布していることが明らかにされ
（Luque et al. J Endocrinol 173: 465-73, 
2002）、心機能の制御や虚血に対する心保護
作用についても報告されている。また、GLP-1
が IPCの作用経路に関与していることが明ら
かになった(Bose et al. Diabetes 54:146-51, 
2005)。しかし、APC による心筋保護作用が
IPC 作用同様に GLP-1 により誘導されるかど
うかは明らかではない。 
 
２．研究の目的 
吸入麻酔薬であるイソフルランには心

筋保護効果があることが知られているが、そ
のメカニズムの全容は明らかではない。近年、
小腸の L細胞から分泌される Glucagon-Like 
Peptide (GLP-1)が心筋保護に関与する可能
性があると報告された(Bose et al. Diabetes 
54:146-51, 2005)。 
本研究は、イソフルランによる心筋保護

作用にGLP-1受容体が関与することを明らか
にし、虚血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。 

そこで、申請者は以下の仮説を立てた。 
吸入麻酔薬投与でGLP-1により修飾を受けた
タンパクが心筋保護作用を誘導する。 
吸入麻酔薬投与によりGLP-1受容体が活性化
し、メディエイター・エンドエフェクター等
を介し心筋保護作用が発現している。 
 
３．研究の方法 
実験 1． 
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 APC 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GLP-1およびGLP-1受容体阻
害剤を前投与し APC 作用の関与を明らかに
する。 
実験 2． 
in vivo 虚血再潅流モデルを用いて対照群、
APC 群において心筋梗塞サイズを測定比較
する。 
実験 3．  
APC 刺激後の GLP-1 受容体活性を確認する。
また、メディエイターが GLP-1 受容体活性作
用によってどのように影響を受けるかを検
討する。 
 
４．研究成果 
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、特
殊チャンバーを用い、吸入麻酔薬イソフルラ
ンにてAPC刺激を加えた後、2時間低酸素状況 
(95%N2, 5%CO2) に暴露した。トリパンブルー
染色し細胞数を数え、生きた細胞の割合を計
算し、対照群と比較検討した結果、細胞の生
存率はイソフルランによって上昇することが
分かった。また、GLP-1群においても生存率が
上昇した。 
さらに、APC刺激前にGLP-1受容体拮抗剤

であるExendinにて細胞をインキュベートし、



同様の実験を行なった場合、イソフルランの
心筋細胞保護作用は棄却された。このことよ
り、GLP-1のAPC誘導性心筋細胞保護作用に及
ぼす影響が明らかになった。 
実験2. 
マウスを人工呼吸下に開胸、血行動態を

測定しながら、イソフルランを用いAPC刺激を
30分行った。その後、心臓冠動脈左前下行枝
を30分間閉塞し、2時間の再潅流を行う。再び
冠動脈を閉塞、Evans Blueを注入し心臓を取
り出し、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した。薄い濃度の
GLP-1(3ng/kg)、イソフルラン(0.5MAC)は共に
心筋梗塞サイズに変化がなかったが、

GLP-1(30ng/kg) イソフルラン(1.0MAC)にお
いては心筋梗塞サイズを減少させた。また、
薄い濃度どうしを加えることによっても心筋
梗塞サイズを減少させることができた。 

このことより、APCによる心筋保護作用が
GLP-1と相互作用を発現することが明らかと
なった。 
実験3． 
各群の心臓を虚血再潅流前に取り出し、

GLP-1受容体抗体とメディエイターの抗体と
を共に蛍光抗体反応させ、共焦点顕微鏡を使
用しタンパクの局在を同定した。また、ミト
コンドリア膨化アッセイによりカルシウムイ
オン依存性ミトコンドリア膨化がGLP-1によ
りどのように変化するかを調べた。これらの
結果からGLP-1のプレコンディショニング作
用に心筋保護作用があること、また、これら
の作用が各種メディエイターを介して発現し
ていること、そして最終的にはミトコンドリ
ア機能に影響していることが明らかとなった。 
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