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研究成果の概要（和文）：グルカゴン様ペプチドー１(GLP-1)受容体作動薬は、近年本邦においても臨床承認さ
れ糖尿病患者に対して広く使用されている。GLP-1は小腸のL細胞から分泌されるペプチドであり、近年の研究に
よるとGLP-1受容体は心機能の制御や虚血に対する心筋保護作用についても報告されている。
そこで本研究は、イソフルラン・GLP-1受容体の心筋保護作用に対し、その作用のエンドエフェクターとして考
えられているミトコンドリア・ダイナミクスがこれらに与える影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) is an intestinal hormone secreted in a 
nutrient-dependent manner that stimulates insulin secretion and inhibits glucagon secretion and 
gastric emptying, resulting in reduced post-prandial hyperglycemia. Recently, GLP-1 has been shown 
to reduce an infarct size in both in vitro and in vivo animal models of cardiac ischemia/reperfusion
 injury. Thus, I tested the hypotheses that the cardioprotective effects of Iso and GLP-1 against 
ischemia/reperfusion injury. In conclusion,  isoflurane and exendin-4 reduced infarct size,  and the
 cardioprotective effects of these agents are mediated by fusion of mitochondria.

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。申請
者は、小腸のL細胞から分泌されるGLP-1がイソフフランによる心筋保護作用に関与することを明らかにした。し
かしながら、そのメカニズムの全容は明らかではない。
そのため、周術期患者においてもGLP-1と吸入麻酔薬との相互作用を明らかにすることは、臨床的にも極めて重
要であると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
吸入麻酔薬であるイソフルランを前投与によって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)。これを吸入麻酔薬によるプレコンデ
ィショニング（APC）作用という。APC のメカニズムは現在までに報告されている虚血再灌流障
害に対する心筋保護のメカニズムと類似した部分が多く、それらは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。 
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。 
そうしたなか現在までに、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。申請者は、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、グルカゴン様ペプチドー１(GLP-1)受容体作動薬は、近年本邦においても臨床承認され糖
尿病患者に対して広く使用されている。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。 
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: 465-473, 2002）、心機能の制御や虚血に対する心筋保護作用についても報告
されている。さらに近年、申請者は、in vivo 虚血再灌流実験を通してGLP-1受容体のアゴニス
トがAPC作用と相乗効果を発揮することを明らかにした(Hamaguchi et al. Eur Rev Med Pharmacol 
Sci 19: 1285-1290, 2015.)。そのため、周術期患者においてもGLP-1と吸入麻酔薬との相互作用
を明らかにすることは、臨床的にも極めて重要であると思われる。 
 
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。申請者は、小腸の L細胞から分泌される GLP-1 がイソフフランによる心筋保護作
用に関与することを明らかにした(Hamaguchi et al. Eur Rev Med Pharmacol Sci 19: 1285-1290, 
2015)。しかしながら、そのメカニズムの全容は明らかではない。 
そこで本研究は、イソフルランの GLP-1 受容体を介した心筋保護作用に対し、その作用のエン
ドエフェクターとして考えられているミトコンドリアにこれらが与える影響を明らかにするこ
とで、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。 
 
３．研究の方法 
（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
GLP-1 (Exendin-4)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 を前投与し
APC 刺激の相互作用を明
らかにする。イムノブロッ
ト等を用いてこれらのシグナルメカニズムについて明らかにする。 
（２）各群についてプレコンディショニング作用がミトコンドリアダイナミクスを含むミトコ
ンドリア機能に与える影響について調べる。 
（３）ミトコンドリア融合に関与する Opa-1 の影響を明らかにするため、Opa-1 をノックダウ
ンした細胞を用いて上記実験を行う。 
 
４．研究成果 
（１）ラットの摘出心をランゲンドルフ酵素法にて灌流、得られた遊離心室筋細胞をラミニン
を用いてディッシュに接着させた。In vitro 遊離心室筋細胞を用いた低酸素実験は、通常培養
液（グルコース濃度 5.5 mmol/L）を「グルコースなし」のものに置き換え、特殊チャンバーを
用い、1 時間低酸素状況 (95%N2, 5%CO2) に暴露することで心室筋細胞に虚血状態をつくりだ
した。その後 1時間通常の培養状態に戻すことで再灌流状態とした。 
細胞をトリパンブルー染色することで死亡細胞と正常細胞を区別し、生存率を割り出した。
GLP-1 群は、低酸素-再潅流の 1 時間前に GLP-1 受容体作動薬 Exendin-4 にて細胞を処置する
ことによって作った。これにより GLP-1 によるプレコンディショニング作用が明らかとなった。
同様に、吸入麻酔薬イソフルラン（1.0 minimum alveolar concentration [MAC]）にて 30 分
間刺激を与え前処置を行った APC 群においてもその心筋保護作用が明らかとなった。 



さらに、これらの両方を与えた場合の生
存率を対照群と比較検討すると、GLP-1 
と APC の相互作用が明らかとなった。 
（２）実験 1．の低酸素再灌流モデルに
て 、 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。 
分裂・融合タンパクについてイムノブロ
ット・real-time PCR を用いて調べるこ
とで、ミトコンドリアの融合タンパクで
あるOpa-1が有意に増加することを明ら
かにした。 
（３）ミトコンドリア融合に関与する
Opa-1 の影響を明らかにするため、Opa-1 
siRNA を電気穿孔法にて細胞に注入、ト
ランスフェクションさせた細胞を用い、
各群の心筋保護作用が棄却するかを調
べた。 
これらの結果、吸入麻酔薬の心筋保護作
用にミトコンドリアも融合タンパクが重要な役割を演じていることが明らかになった。 
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