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研究成果の概要： 
心筋細胞死は、心筋梗塞や高血圧による心不全の主要な原因の一つであるが、不全心において

細胞死がもたらされる機序は明らかにされていない。その原因として本研究では、不全心の細

胞障害に対して防御的に働く hypoxia inducible factor-1α（HIF-1α）の内因性保護機構の

破綻に注目した。その結果、HIF-1α の発現量には不全心と健常心で差がなかったが、ミトコ

ンドリアの酸化ストレス亢進により細胞死への受攻性が亢進しており、HIF-1α の作用で発現

するエリスロポエチンの心筋保護効果が消失していることが明らかになった。 

 
 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 2,100,000 0 2,100,000 

2008年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,200,000 330,000 3,530,000 

 
 
研究分野：医師薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・循環器内科学 
キーワード：分子心臓病態学 
 
１．研究開始当初の背景 
 心不全は循環器疾患による死亡原因とし
て最も重要であり、その機序の解析と治療法
の開発が大きな課題となっている。最近、不
全心では機序の異なる細胞死が生じており、
その中でも necrosis が主たる細胞死の原因
であることが報告された。しかし、どのよう
な機序で細胞死がもたらされるかについて
は明らかにされていない。不全心における心

筋細胞死は散在性にみられ、一時点の評価で
は心筋細胞全体の 0.1%程度に過ぎないが、心
不全の増悪が数か月から数年にわたって関
序に進行し心筋細胞の脱落像を伴っている
ことを考慮すると、心不全進行の重要な原因
であることが予想される。また、necrosisが
主たる細胞死の原因であることを考慮する
と虚血再灌流障害に類似した機序があるこ
とを予想させる。 
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２．研究の目的 
  
 以上の背景を踏まえて本研究では、「不全
心には微小循環障害による虚血障害が存在
し、それに対して防御的に作動する hypoxia 
inducible factor-1α、2α（HIF-1α、2α）
などの内因性保護の破綻が心筋細胞死を惹
起する」という仮説を設定した。この仮説の
主たる根拠として、心筋梗塞後ならびに高血
圧による不全心では肥大した心筋細胞の心
筋酸素需要は亢進する一方、間質線維化のた
め毛細血管から心筋細胞への酸素の拡散距
離の増大があり、心筋細胞は慢性的に虚血に
さらされ易いと考えられること、低酸素によ
り誘導される転写因子である HIF-1α、2αが
心筋梗塞後の不全心において散在性に発現
亢進するとの報告、また不全心における細胞
死 は 虚 血 障 害 に よ る necrosis と 同 じ
phenotype を示すものが多いとの報告、が挙
げられる。HIF-1α は、サイトカインや成長
因子の発現を調節する転写因子であり、その
中でもエリスロポエチン(EPO)は虚血による
細胞死を抑制することを我々を含めた多く
の研究者が観察している。 
本研究では上記の仮説の検証を二種類の心
不全モデルを用いて検証することを目的と
する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)  
重症度の異なる心不全を作成するために高
血 圧 性 肥 大 心 の モ デ ル で あ る SHR-SP 
(Spontaneously hypertensive rat-stroke 
prone)と 正 常対 照 群 (Wistar-Kyoto rat: 
WKY)を用いた。ラットの左冠動脈を麻酔調節
呼吸下に結紮することで実験的心筋梗塞を
作成した。梗塞作製 4 週後の時点で HIF-1α
の遺伝子及び蛋白発現を RT-PCR 及び免疫染
色により検討した。 
 
(2)  
(1)の検討の結果、肥大心における内因性の
心筋保護機構破綻による細胞死の機序は、
HIF-1α の発現低下ではないことが明らかと
なった。そのため次に、肥大心の細胞死への
受攻性の変化を検討した。最近、肥大心にお
いて necrosis の主要な機序であるミトコン
ドリア透過性遷移孔（mPTP）の開口閾値が低
下していることが報告されたことに注目し
て以下の検討を行った。 
 
①  
12～15週齢の SHR-SP及び WKYに、20分間冠
動脈閉塞／2 時間再灌流を行い、心筋梗塞を
作成した。EPOは虚血 15分前に 5000単位/kg

を投与した。梗塞サイズは、虚血域体積に対
する百分率として表した。 
 
②  
摘出灌流心モデルを用いて EPO（10 U/ml）投
与前後で心筋サンプルを採取し、Akt、ERK及
び GSK-3betaのリン酸化、さらに、mPTPの主
要な構成蛋白である CyP-Dと ANTの蛋白量を
定量した。また CyP-D と ANT の結合が mPTP
開口のトリガーとなることが知られている
ため、虚血／再灌流 5分後の CyP-D と ANT の
結合量を免疫沈降法で測定した。 
 
③   
虚血再灌流後のミトコンドリアを抽出し、酸
化ストレスの指標としてミトコンドリア蛋
白のカルボニル化を測定した。カルボニル化
の定量的は、OxyBlotTM

 

 protein oxidation 
detection kit (Chemikon, International, 
Inc)を使用して行った。 

 
４．研究成果 
 
(1)  
梗塞４週間の時点で測定した非梗塞領域の
HIF-1α の遺伝子発現量は、WKY と SHR-SP で
差がなかった。また、免疫染色で HIF-1α の
蛋白発現を評価したが、発現の程度や発現し
ている領域に明らかな差はなかった。 
この結果から重症度の異なる心不全モデル
において HIF-1αの発現に差がないことが明
らかとなった。 
 
(2) 
 
①  
SHR-SPは WKYに比べて心重量体重比が高値で
あり（5.3±0.2 vs. 4.2±0.2 mg/g）心肥大
を呈していた。EPO は、WKY において梗塞サ
イズを 54.8±3.7% から 44.2±2.8% へ縮小
した。SHR-SP では WKYに比べて梗塞サイズが
有意に大きく (71.2±3.1%)、EPO の投与は梗
塞サイズに影響を与えなかった 
(67.4±4.7%)。 
一方、5分間虚血・5分間再灌流を虚血前に
２回繰り返すことにより誘導された虚血プ
レコンディショニング（IPC）は、SHR-SPに
おいても梗塞サイズを有意に縮小した(20.8
±1.6%)。 
 
②  
EPO投与後の Akt、ERK1/2及び GSK-3beta の
リン酸化の程度は両群間で差はなかった。
CyP-D及び ANTの蛋白量も WKYと SHR-SPで同
様であったが、EPO 投与は WKYにおいて再灌
流 5分後の CyP-Dと ANTの結合を 32%抑制し



 

 

た。SHR-SPでは、CyP-Dと ANTの結合が WKY
に比べ約 2倍に増加しており、EPOの投与は
この結合に影響を与えなかった。一方、IPC
は SHR-SPにおいても CyP-D と ANTの結合を
40%抑制した。 
CyP-Dと ANT の結合は、酸化ストレスにより
増加することが知られているので、フリーラ
ジカル消去薬の効果を検討した。SHR-SP では、
フリーラジカル消去薬の虚血前投与により
再灌流後の CyP-Dと ANTの結合が約 50%低下
した。 
 
③   
SHR-SPにおける虚血再灌流後の CyP-Dと ANT
の結合増加がフリーラジカル消去薬により
低下することを考慮すると、EPOと IPC の効
果の差異は酸化ストレス軽減効果の差異で
あることが示唆された。そのため、次に再灌
流時のミトコンドリアの酸化ストレスの程
度を評価した。 
再灌流時のミトコンドリアのカルボニル化
は、SHR-SPでは WKYと比較して約 20%増加し
ていた。IPCはこの SHR-SPにおけるミトコン
ドリア蛋白のカルボニル化を 18%軽減した。
一方、EPO の投与は SHR-SPにおけるミトコン
ドリア蛋白のカルボニル化に影響を与えな
かった。 
 

 
結論 

 

不全心では、HIF-1αの発現には変化がなか
ったが、虚血に対する易障害性があり、mPTP
の開口閾値低下がその機序であると考えら
れる。肥大心におけるミトコンドリアの酸化
ストレス亢進によるmPTPの開口閾値低下が
細胞死を惹起し、不全心への進展に関係して
いる可能性が示唆された。肥大心の虚血耐性
に対するHIF-1αの直接的な影響については
今後の検討を要する。 
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