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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞のごく早期に心筋に観察される収縮帯は、心筋梗塞に進展す

ると考えられている。この急性心筋梗塞をラット虚血再灌流モデルで再現し、収縮帯形成と心

筋梗塞進展の因果関係を検討した。収縮帯形成は、筋小胞体カルシウム調節タンパク質である

フォスフォランバン(PLN)の脱リン酸化が原因であった。一方、抗 PLN 抗体を用いてその働きを

ブロックすると、収縮帯壊死は抑制されたが、心筋梗塞サイズはむしろ拡大した。これは、ミ

トコンドリアのカルシウム過負荷による mPTP の開口が原因であった。このことから、心筋梗塞

進展には心筋過収縮（収縮帯）よりも mPTP 開口が重要であることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Contraction bands (CBs) are formed in early phase of myocardial 
infarction and have been believed to cause myocardial infarction. In rat model of coronary 
occlusion, the causality of CB for myocardial infarction was investigated. In 
ischemia-reperfusion, phospholanban (PLN), a regulatory protein of SR calcium uptake, 
was dephosphorylated, thereby causing formation of CBs. In vivo injection of anti-PLN 
antibody enhanced SR calcium uptake and inhibited the CB formation. On the other hand, 
the antibody induced mPTP opening through mitochondrial calcium overload and enlarged 
the region of myocardial infarction. These results indicate that mPTP opening, but not 
CB formation, is pivotal for the development of myocardial infarction. 
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疫学調査上、心臓突然死の主たる原因疾患

は急性心筋梗塞を含む虚血性心疾患である。

心筋細胞の不可逆的細胞死を意味する心筋

梗塞の初期には、凝固壊死と収縮帯壊死が出

現する。凝固壊死の出現には数時間以上の血

流遮断を要する。一方、収縮帯壊死は血流再

開（再灌流）後数分以内に生起されることが

動物モデルで確認される。再灌流の際に収縮

阻害剤（BDM）を投与すると、収縮帯壊死及

び早期の心筋梗塞進展が抑制される。これは、

収縮帯壊死が過収縮によって生起される不

可逆的細胞死であることを示す。しかし最近、

過収縮は細胞死の直接原因ではなく、細胞死

へ至る 1つの過程を示すに過ぎないとする分

子生物学的な知見が報告された。一方、収縮

帯壊死の生成にはカテコラミンの関与も示

唆されているが、実験上のエビデンスは乏し

い。 

 収縮帯壊死は心臓突然死の証拠とされ多

くの突然死症例に認められるが、外因死事例

や救急事例にも認められることが多い。そし

て、微視的な虚血やカテコラミンが外因死に

おける収縮帯壊死生成に寄与している可能

性がある。従って、収縮帯壊死生起の分子機

構を解明し、収縮帯壊死が不可逆的細胞死の

証拠か否かを明らかにすることが重要であ

る。その上で、心臓突然死における収縮帯壊

死の組織診断的価値を再評価する必要があ

る。 

 Gap junction（GJ）は隣接する心筋細胞を

つなぐ介在板に存在し、イオンやセカンドメ

ッセンジャーなどの低分子物質を細胞間で

授 受 す る こ と で 細 胞 間 情 報 伝 達 (GJ 

intercellular communication, GJIC)を担う

チャンネルである。私は、前回の科研費研究

によって、心筋 GJ が虚血再灌流時の収縮帯

壊死の拡大に関与していることを明らかに

した。ラットの冠状動脈を結紮し、心臓を短

時間虚血（30 分）に曝露すると、心筋 GJ の

主要構成タンパク質である connexin43

（Cx43）が介在板に移行し、GJ の GJIC が活

性化される結果、再灌流時に収縮帯壊死が細

胞間に伝播することを見出した。また、最近

Cx43 がミトコンドリアにも存在し、ミトコン

ドリアで産生された ROSの細胞質への放出を

制御していることが明らかになったが、私は

予備的実験で、虚血でミトコンドリア Cx43

が減少することを見出した。さらに、カルパ

インは虚血再灌流時に活性化され、細胞骨格

を破綻し細胞死を引き起こすタンパク分解

酵素であるが、私は GJ 阻害剤が再灌流時の

カルパインの活性化を抑制することも見出

している。これらの結果は Cx43 が収縮帯壊

死から心筋梗塞へ至る病態に深く関わって

いることを示唆している。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究の目的は、Cx43 と GJIC が収縮帯壊

死及び心筋梗塞（不可逆的心筋細胞死）の生

成に寄与する分子機構を解明することであ

り、以下について明らかにしようと考えた。 

(1) 収縮帯壊死による細胞死は可逆的なの

か、不可逆的なのか 

収縮帯壊死の領域がその後梗塞巣とな

るのか否かを、そしてこれを GJ 阻害剤

が抑制するか否かを、ラットの冠状動脈

結紮開放（虚血再灌流）による心筋梗塞

モデルを用いて検証する。 

(2) 収縮帯壊死生起のメカニズム 

前回の科研費研究で明らかにした GJ を

介した収縮帯壊死の細胞間伝播には、再

灌流時に多量に細胞内流入したカルシ

ウムが関与している可能性が高い。また、

カルパインはカルシウム依存性のタン

パク分解酵素である。そこで、再灌流時

に GJ が細胞内カルシウム過負荷を介し

てカルパインを活性化し、収縮帯壊死を

生起する可能性を検証する。 

(3) Cx43 の細胞膜移送のメカニズム 

前回の科研費研究の過程で、虚血によっ

て Cx43 はミトコンドリアから細胞膜に

移行していることを見出した。ミトコン

ドリアは虚血による細胞死に密接に関

与していることから、ミトコンドリア

Cx43 の細胞死への関与と、細胞膜移行の

分子メカニズムを明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) 心筋梗塞モデルの作製 

ラットの左冠状動脈を 30 分結紮後開放
して、虚血再灌流モデルを作製した。心
臓摘出前に、エバンスブルーを心臓内に
注入して虚血領域と非虚血領域を識別
した。 

(2) 収縮帯占有面積の測定 
乳頭筋レベルの短軸断で薄切切片を作
製し、リンタングステン酸ヘマトキシリ
ン染色を行った。収縮帯が確認された心
筋領域の大きさを、画像解析ソフトを用
いて計測した。 

(3) タンパク質の発現量、リン酸化レベルの
測定 
虚血領域、非虚血領域の心筋をホモジネ
ートし、各特異抗体を用いてウェスタン



 

 

ブロッティング法により定量した。 
(4) カルパイン活性化の確認 

活性化型カルパイン特異的抗体を用い
て、心筋ホモジネートのウェスタンブロ
ッティングを行った。 

(5) 心筋梗塞サイズの測定 
エバンスブルー注入後の心臓を摘出し、
心室を短軸断で 3分割し、TTC 染色を行
った。左心室、エバンスブルー陰性の虚
血領域、および TTC 染色陰性の心筋梗塞
領域の大きさを、画像解析ソフトを用い
て計測した。 

(6) 抗 PLN 抗体の心筋導入 
抗PLN抗体を封入したセンダイウィルス
ベクター（GenomONE-CAb、石原産業株式
会社）を、注射器を用いて左心室に注入
し、導入した。 

(7) mPTP 開口の確認 
虚血再灌流後の心臓からミトコンドリ
アを単離し、Calcium-induced 
mitochondria swelling 法を用いて評価
した。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 虚血による PLN 脱リン酸化の分子機序
と心筋収縮帯形成との因果関係について 
 

ラット左冠状動脈結紮による虚血 30 分
再灌流 5 分後において、虚血領域の広範に
わたり収縮帯が形成され、カルパインが活
性化された。これらは GJ 阻害剤によって阻
害され、収縮帯形成や心筋傷害の伝播に GJ
が関与することを確認した。 

フォスフォランバン(PLN)は筋小胞体
(SR)へのカルシウム取り込みに関与する、
カルシウムポンプ構成タンパク質 SERCA2a
の活性を調節し、脱リン酸化すると、
SERCA2aに結合して SRカルシウムの取り込
みを阻害する。上述の実験において、PLN
が虚血の間に脱リン酸化していることを偶
然見出した。脱リン酸化した PLN は、SR へ
のカルシウム取り込み能低下から細胞内カ
ルシウム過負荷を引き起こし、再灌流 5 分
後の収縮帯形成を促進させていた。この結
果は、収縮帯形成の機序を知る上で重要な
新規知見であるため、申請時の計画を一部
変更して、この虚血時の PLN 脱リン酸化の
分子機序とその生理学的意義について詳細
に検討することにした。その結果、以下の
知見を得た。 

 
① PLN の脱リン酸化にはカルシウム依存性

脱リン酸化酵素であるカルシニューリン
が関与している。 

② 虚血30分により活性化したカルシニュー

リンは、プロテインキナーゼ C(PKC)-αを
活性化する。 

③ 活性化した PKC-αはプロテインフォスフ
ァターゼ１(PP-1)の内因性インヒビター
であるインヒビター１(I-1)の Ser67をリ
ン酸化することにより、I-1 を不活性化す
る。 

④ I-1 の不活性化によって、PP-1 が活性化
し、PLN を脱リン酸化する。 

⑤ 抗 PLN 抗体を導入して SERCA2a との複合
体形成を阻害すると、SR へのカルシウム
取り込みを促進させ、再灌流時の細胞質
カルシウム過負荷を軽減する。その結果、
収縮帯形成およびカルシウム依存性プロ
テアーゼであり、虚血再灌流傷害に深く
関わっていると考えられているカルパイ
ンの活性化を抑制する。 

 
(2) 収縮帯と心筋梗塞進展の因果関係につ
いて 
 

上述のように、抗 PLN 抗体を導入すると
再灌流時に形成される収縮帯を抑制する
ことができる。そこで、収縮帯が不可逆的
細胞死の証拠であり、心筋梗塞進展に関与
しているのか否かについて、抗 PLN 抗体を
導入したラットで検証した。その結果、以
下の知見を得た。 

 
① 抗 PLN 抗体の心筋への導入は再灌流 5 分

後の収縮帯壊死形成を抑制するが、その
後の心筋梗塞進展は抑制せず、むしろ亢
進させる。 

② 抗 PLN抗体によって改善した SRのカルシ
ウム取り込みは、ミトコンドリアユニポ
ーターを介して、SR からミトコンドリア
へのトランスポートにより、ミトコンド
リアのカルシウム過負荷を引き起こす。 

③ ミトコンドリアカルシウム過負荷は、
mitochondria permeability transition 
pore （mPTP）を開口させ、心筋梗塞進展
を亢進させる。 

④ 心筋梗塞進展には、細胞質内よりもむし
ろ、ミトコンドリア内カルシウム過負荷
によるミトコンドリア機能不全が重要な
役割を担っている。 

 
これまで、心筋梗塞は収縮帯壊死の延長

線上にあると考えられており、心筋収縮帯
は心臓突然死の一所見とみなされてきた。
しかし、上述のように、収縮帯形成を抑制
しても、心筋梗塞が進展する条件が存在す
ることが明らかとなった。 
 

(3) 収縮帯壊死の診断価値の再評価 
 

 以上、急性心筋梗塞における収縮帯壊死



 

 

の診断価値を再評価した結果、収縮帯を指
標として用いるのは正しくないことを立
証した。抗 PLN 抗体導入や PLN 遺伝子改変
等によるPLNのノックダウンは心不全を改
善するという報告が多くある。しかし、急
性心筋梗塞においては、抗 PLN 抗体導入は
細胞質のカルシウム過負荷を軽減させ、収
縮帯形成やカルパイン活性化を抑制する
が、驚くべきことに、心筋梗塞の進展はむ
しろ亢進させた。この新知見は、臨床治療
においても重要な情報である。 
 抗 PLN 抗体導入は、SR へのカルシウム取
り込みを促進し、SR からミトコンドリアへ
のトランスポートを介して、ミトコンドリ
アのカルシウム過負荷を引き起こす。その
結果、mPTP が開口することが、心筋梗塞の
進展に重要であることが示された。よって、
急性心筋梗塞の診断には収縮帯よりも、ミ
トコンドリア機能不全を指標とするのが
適当であると考えられた。 
 今後の展望として、ミトコンドリア機能
不全に至る分子機序と心筋梗塞進展との
因果関係を詳細に解明すれば、正確な指標
を見出すことができると期待される。 
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