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研究成果の概要（和文）：　マウスの心筋虚血再灌流モデルを用いて，吸入麻酔薬イソフルランの心筋保護作用
に，抗老化作用を有するSirtuinおよび細胞膜マイクロドメインを構成するカベオリンが関与していることを明
らかにした。
　また、遺伝子組み換え動物を使った実験・分子生物学実験などにより，イソフルランの吸入刺激により
Sirtuinが誘導され，カベオリンを介した経路によって心筋保護作用を発現する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using the mouse myocardial ischemia-reperfusion model, our results show 
that, volatile anesthetic-induced cardiac protection is dependent on an anti-aging gene, sirtuin, 
and a membrane microdomain, caveolin.
Additionally, our results suggest that caveolin within the heart are critical for sirtuin-induced 
cardiac protection via volatile anesthetics.

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）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。 
 
（２）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。 
 
（３）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，この麻酔薬によ
るプレコンディショニング作用（APC）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，申請者らの研究グループは吸入麻酔薬
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を明らかにした。 
 
（４)サーチュイン Sirtuin (Sirt)ファミリ
ー蛋白質は，クラス III ヒストン脱アセチル
化酵素であり，遺伝子の転写制御において重
要な役割をはたしていることで知られてい
る。また，Sirt 遺伝子の活性化により合成さ
れる Sirt はカロリー制限や飢餓によって発
現することが知られており抗老化作用を有
することで注目を浴びている。ヒトにおいて
は7 種類の Sirt が存在することが分かって
おり，抗老化作用だけでなく，代謝，細胞保
護，悪性腫瘍などに関与しており生理学的，
病態生理学的に重要であることが明らかに
なってきた。しかし，APC による心筋保護作
用と Sirt との関与を示した報告はなく，さ
らに，この保護作用がカベオラおよびカベオ
リンを介しているかを調べた研究はない。 
 
２．研究の目的 
 

本研究において申請者らは，吸入麻酔薬の投
与で Sirt の発現が増加し，細胞膜マイクロ
ドメイン（カベオラ・カベオリン）を介して
心保護作用が誘導されることを明らかにす
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．APC 刺激後の Sirt 発現を RT-PCR 法
およびイムノブロッティング法にて確認す
る。 
 
実験 2．マウス 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。同様に，Sirt の誘導剤を
投与し Sirt の作用を明らかにする。 
 
実験 3．実験 2.の各群においてカベオリン の
活性化をイムノブロッティング法，蛍光抗体
法にて確認し，その Sirt の関与を明らかに
する。 
 
実験 4．カベオリン-3 ノックアウトマウスを
用い実験 2. の各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。カベオラは，その構造を構成タンパク
であるカベオリン-3 に依存しているため，カ
ベオリン-3 ノックアウトマウスにはカベオ
ラ構造が存在しない（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 細胞膜の陥凹構造であるカベオラ 
 
３．研究の方法 
 
実験 1. 
C57BL/6 マウスに吸入麻酔薬イソフルラン
を 30 分間 1.0 MAC 吸入させ，続いて 15 分
間 washout した後（APC 刺激），心室筋を分
離してホモジナイズしリアルタイムPCR法を
用いてmRNAレベルにおいてSirt の発現が増
加しているか Control 群と比較検討した。 



 
実験 2. 
C57BL/6 マウスを 3 群に分け，人工呼吸下
に Sirt 群 は Sirt の 誘 導 薬 で あ る
resveratrol（10mg/kg）を冠動脈閉塞 60 分
前に投与し，APC 群はイソフルラン（1MAC）
を冠動脈閉塞前に 30 分間吸入後，15 分間
washout した。Control 群は前処置なしで開
胸した。全群ともに左冠動脈前下行枝を 30 
分間閉塞し，120 分間の再灌流を行った。心
筋梗塞危険領域を同定するため，再び左冠動
脈前下行枝を閉塞，10% Evans blue を注入
し心臓を摘出した。心臓の横断スライスを作
成し，1% triphenyltetrazolium chloride で
染色した。心筋梗塞範囲，梗塞危険領域およ
び全左室の重量，各重量比を計測した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 実験 2プロトコール 
 
 さらに，各群の組織サンプルを利用し，ア
ポトーシスについてイムノブロッティング
法で評価を加えた。 
 
実験 3.  
実験 2．の各群のマウスの摘出心を用い
Sirt とカベオリン-3 を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
を同定した。また，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した。 
 
実験 4. 
実験 2．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 Control
群，APC 群，Sirt 群の 3群に分けて虚血再潅
流実験を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Sirt の mRNA の発現レベルは，Control
群に比べて APC 群で有意に高かった (1.230
±0.263 vs. 3.449±0.797)（図 3）。 
 
（２）Control 群（41±4%、n=8）と比較し，
Sirt 群，APC 刺激群では心筋梗塞/梗塞危険
領域比が有意に減少した（30±7%，28±6%，
P<0.05）（図 4）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3 Sirt の mRNA レベル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 各群における心筋梗塞/梗塞危険領域
の重量比 
 
 さらに，各群の組織サンプルを利用し，ア
ポトーシスについてイムノブロッティング
法にて評価を加えた結果，anti-apoptotic 遺
伝子の活性が Sirt 群および APC 群で認めら
れた。 
 
（３）共焦点顕微鏡を用い，Sirt とカベオリ
ン-3 の蛍光抗体にて反応させると，これらが
共発現していることが明らかとなった。この
ことは Sirt とカベオリン-3 の抗体を用いた
免疫沈降法によっても確認された。 
 
（４）カベオリン-3 ノックアウトマウスを人
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 分間閉塞し，2時間の再灌流
を行った。心臓を取り出し，再染色後心筋梗
塞サイズを測定した。野生型マウスで認めら
れた APC 群・Sirt 群による心筋保護作用は，
ノックアウトマウスにおいてはその作用が
棄却された。 
 
これらのことより，吸入麻酔薬・Sirt による
心筋保護作用はカベオリンを介しているこ



とが明らかになった。また，虚血再灌流障害
に対する APC 心筋保護の作用経路における
Sirt の果たす役割，カベオリンを介した心
筋保護作用に与える影響が明らかになった。 
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