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研究成果の概要（和文）：本研究では麻酔薬による臓器保護作用に関与するマイクロRNA（miRNA）を見出すこと
を目的に研究を行った。ラット腎虚血再潅流（IR）モデルから採取した腎を対照群と比較 、有意な発現増加・
減少を認めたmiRNAを見出し（miR-122-5p）、リアルタイムRT-PCR 法、データベース検索よりそのターゲットと
して SLC7A1、RhoA が推測された。これによりSLC7A1やRhoA-ROCK系がIR傷害の機序に関わっていることが強く
示唆された。またこれらの発現変動はセボフルランを付加した群において抑制されることが明らかとなり、麻酔
薬による腎IR傷害抑制メカニズムの一端を解明することができた。

研究成果の概要（英文）：The aim of our study was identification of micro RNA (miRNA) relating to 
this organ protective effects of anesthetics. We tried to identify miRNA involved in organ injury 
using rat renal ischemia-reperfusion injury model. With microarray analysis and real-time PCR, we 
found that miR-122-5p, SLC7A1 and RhoA are involved in ischemia-reperfusion injury in rat kidney. We
 also found that inhalational anesthetics sevoflurane inhibits the expression of miR-122-5p and 
SLC7A1, suggesting sevoflurane has the protective effects on the renal ischemia-reperfusion injury.

研究分野：麻酔科学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ラット虚血再潅流モデルから採取した腎を用い虚血再潅流傷害に関与するマイクロRNAを見出し、リアルタイム
RT-PCR 法、データベース検索により腎虚血再潅流傷害の機序を解明した。これらの発現変動は吸入麻酔薬セボ
フルランを付加した群において抑制されており、麻酔薬が腎虚血再潅流傷害に対して保護的に作用するメカニズ
ムを解明できた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
1997 年、心筋虚血再灌流前にイソフルラン等の吸入麻酔薬を投与しておくことにより心筋の
梗塞サイズが有意に減少し、当時すでに知られていた ischemic preconditioning と同様の心筋
保護 作用が認められることが示された。吸入麻酔薬による臓器保護作用は、腎虚血再灌流によ
る腎障害モデル、中大脳動脈閉塞あるいは総頸動脈閉塞と低酸素による脳傷害モデル等でも報
告され、さらに、肝動脈および門脈を遮断した肝切除術患者へのセボフルラン 投与により術後
の有害事象発生が抑制された、肺切除術時の術側無気肺に見られる炎症性 肺傷害がセボフルラ
ン麻酔患者では抑制された、など、臨床においてもその効果が観察され ている。一方、これら
吸入麻酔薬による薬理学的プレコンディショニングあるいはポストコンディショニング効果と
同様、プロポフォール等の静脈麻酔薬による臓器保護作用も示唆されている。したがって、患
者の臓器保護を目的とした全身麻酔薬の選択が可能となるなど、そ の有用性が評価されつつあ
る。その作用機序としては、情報伝達系としてアデノシン A1 受容体や プロテインキナーゼ 
C(PKC)、三量体 GTP 結合タンパク質 Gi の関与やある種の活性酸素種(reactive oxygen 
species: ROS)の関与、そしてミトコンドリアおよび細胞膜 KATP チャネルの関与などが考え
られているが、現在までのところ不明な点が多い。特に、セボフルランのわずか 10 分間処置
の効果が一年以上有効性を示すなど、長期予後改善のメカニズムについては、ほとんど研究さ
れていないのが現状である。 
マイクロ RNA(miRNA)は約 22〜23 塩基長の non-coding RNA であり、その存在が知られ
ていた当 初はいわゆる“junk” RNA と考えられており、生理的機能は有していないものと考
えられていた。 しかしながら最近になって、このごく小さな miRNA が、標的遺伝子 mRNA 
の 3’非翻訳領域(3’UTR) に相互作用してその遺伝子の翻訳を阻害することが見いだされ、新た
なタンパク質発現制御因子として、現在多くの研究者に注目されている。さらに最近になって、
細胞内でのみ機能すると考えられていたこの miRNA が、エキソソームと呼ばれる膜構造体に
封入されて細胞外に分泌され他の細胞の機能を調節するといった細胞間情報伝達に寄与してい
ることが証明されつつある。また、がん患者の血中エキソソームに含まれる miRNA のプロフ
ァイリングは健常者と大きな違いが認められるなど、各種疾患の新たなマーカーとして診断や
治療への応用に血清 miRNA が注目され始めている。一方、まだまだ研究は始まったばかりで
あるが、虚血心筋細胞においてある 種の miRNA の発現増加が認められ、また血清エキソソ
ーム miRNA が心筋梗塞のマーカーになる可能性など、心筋虚血再灌流傷害における miRNA 
の関与が示唆されてきた。さらに興味深いことに、ischemic postconditioning 効果における 
miRNA の関与も示唆されてきている。この miRNA による細胞機能の制御は、エピジェネテ
ィック変化と同様、比較的長期間にわたりその効果が持続するものと考えられている。 
  以上の背景より、全身麻酔薬による臓器保護効果にもこのmiRNA が重要な役割を担ってお
り、上述した臨床における長期予後の改善について miRNA の発現変動で説明できるのではな
いかと考え、本研究計画の着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
近年、ある種の全身麻酔薬による薬理学的プレコンディショニングあるいはポストコンディシ 
ョニング効果が報告され、麻酔薬による臓器保護作用が認知されつつある。しかし、そのメカ
ニズムについては不明な点が多いのが現状である。一方、これまではその存在意義が不明であ
ったマイクロ RNA (miRNA)が、標的遺伝子の翻訳を制御することにより、多彩な生理反応、
病態生理に寄与していることが明らかにされつつある。本研究計画ではこの miRNA に着目し
て、麻酔薬がもたらす臓器保護作用に関与する miRNA を同定する。さらに、同定した miRNA 
のターゲット遺伝子を明らかにして、新たな側面から全身麻酔薬による臓器保護作用のメカニ
ズムに迫る。 
 
３．研究の方法 
 
雄性 Wistar ラットを 3 群(対照(C)群、虚血再潅流(IR)群、セボフルラン(S)群)に分けた。

pentobarbital (40 mg/kg, i.p.) 麻酔下、気管切開、人工呼吸 (一回換気量 8 mL/kg、70回/min)  

を行い vecuronium (1 mg/kg/hr, i.v.) にて不動化させ、動脈血圧および動脈血液ガスのモニタ

リング下、腎動静脈をクランプすることにより両腎を同時に 30 分間虚血状態にした。その後

クランプを解放して血流を確認し、両腎を 60分間再灌流して腎 IR傷害モデルを作製した。再

潅流終了後に両腎を摘出し、一方は RNA later液中に保存、もう一方は凍結保存した。C群は

開腹操作のみを行った。また S群は IR群を同様のプロトコルだが気管切開後の全行程で 2%セ

ボフルランを付加した。 



 
  
４．研究成果 
 
3群から得られた腎組織を用い、タンパク質サンプルおよび small RNAを含む total RNAサ
ンプルを調製し、解析に用いた。まず、Western blot解析を用い腎障害マーカーとして知られ
ている LCN2の測定を行ったところ、IR群の腎組織において LCN2発現の有意な増加が認め
られ、本虚血再潅流モデルにおいて腎障害が引き起こされている可能性が示唆された。次に
miRNAマイクロアレイ解析を行ったところ、12分子種のmiRNAsについて興味深い発現変動
が認められた。この 12分子種のmiRNAsについて、IR群において 4分子種の発現低下が認め
られ、そのうちの 1分子種について S群におけるリバースが確認できた。 
 
一方、IR群において 8分子種の発現増加が認められ、そのうちの 4分子種について S群にお
けるリバースが確認できた。 
 
これら miRNA分子種のうち、特に著しい発現増加の認められた miR-122-5pに着目して検討
を行った。リアルタイム RT-PCR法を用いて検討を行ったところ IR群で miR-122-5pの有意
な発現増加が確認でき、TarBase 等のデータベース検索よりそのターゲットとして SLC7A1
が推測された。実際に、IR 群の腎組織において SLC7A1 タンパク質発現の有意な低下が認め
られ、miR-122-5p発現増加による SLC7A1 発現低下が腎 IR傷害に関与している可能性が示
唆された。 
さらに、IR群で認められたこれら miR-122-5pおよび SLC7A1の発現変動は S群において抑
制されることが明らかとなり、セボフルランによる腎 IR 傷害抑制メカニズムの一端を解明す
ることができた。 
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