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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞後のすみやかな心臓の再灌流は、心筋保護のために必須である。しかしながら、再
灌流はそれ自身が虚血心筋の障害をかえって悪化させてしまうことがある（再灌流障害）。心筋神経終末からの過剰な
ノルエピネフリン放出は、虚血心筋障害に関与している。プロスタノイドは、プロスタグランジン(PG)とトロンボキサ
ンからなる生理活性脂質である。本研究で我々は、PGE2受容体欠損マウスを用いて、心筋梗塞におけるプロスタノイド
の心筋保護作用のメカニズムについて解析した。その結果、虚血心臓において、内因性のPGE2は、EP3受容体を介して
ノルエピネフリン放出を抑制していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：After the onset of myocardial infarction, timely myocardial reperfusion is essenti
al for myocardial salvage.  However, reperfusion itself exacerbates injury of previously ischemic myocardi
um. (reperfusion injury).  The excessive release of norepinephrine from cardiac sympathetic nerve terminal
 is known to be involved in the pathogenesis of ischemic cardiac injury.  Prostanoids are bioactive lipid 
mediators consisting of prostaglandins (PGs) and thromboxane.  In this research, we analyzed the mechanism
 of the cardioprotective action of prostanoids in myocardial infarction, using mice lacking the PGE2 recep
tors.  In ischemic hearts, we demonstrated that endogenous PGE2 suppresses norepinephrine release via EP3 
receptor.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 心筋梗塞は、動脈硬化巣の破綻に続いて
形成された血栓が冠動脈を閉塞することに
より突然発症し、心筋壊死を生じる疾患であ
る。近年、緊急カテーテル治療法の進歩によ
り、閉塞してしまった冠動脈の速やかな再灌
流が可能となり、生存率は飛躍的に向上した
が、心筋梗塞は今なお死因の上位を占めてお
り、その治療法の確立が重要な課題となって
いる。冠動脈の閉塞は、心筋の壊死を生じる
ため速やかな血流の再灌流を必要とする。し
かし、再灌流することによって生じるフリー
ラジカルなどがかえって病態を悪化させる
ことが知られており、再灌流障害と呼ばれ問
題となっている。 
(2) プロスタノイドは、プロスタグランジン
（PG）とトロンボキサン（TX）より成る生理
活性脂質であり、生体内において非常に多彩
な作用を示す。この作用は、標的細胞表面に
存在する各プロスタノイドに特異的な受容
体を介して発揮される。現在まで、PGD2、PGE2、
PGF2、PGI2、TXA2の受容体として DP、EP、FP、
IP、TP が知られており、EP には EP1〜EP4の
４種類のサブタイプが存在する。プロスタノ
イド受容体は、共役するシグナル伝達系によ
って 3つのサブファミリーに分類できる。つ
まり、① Gsに共役してcAMP産生系に働くDP、
EP2、EP4、IP、② Gqに共役して細胞内 Ca

2+ 動
員に働く EP1、FP、TP、③ Giに共役して cAMP
産生抑制系に働く EP3、である。一方、生体
のほとんどの細胞が何種類かのプロスタノ
イドを産生すること、プロスタノイド受容体
の組織発現が多岐に渡ること、さらに最近で
は、各 PG 受容体は発現する細胞によって共
役する G タンパク質の種類が異なる場合や G
タンパク質非依存性のシグナル経路が活性
化されるケースも報告されていることなど
からプロスタノイドの生体における作用や
役割は多種多様な様相を呈している。我々は
これまでに、心肥大における PGI2-IP 系の心
肥 大 抑 制 作 用 （ Circulation 
112:84–92,2005.）、炎症性頻脈における
TXA2-TP 、 PGF2-FP 系 の 頻 脈 惹 起 作 用
（Nat.Med.11:562–566,2005.）、腎血管高血
圧における PGI2-IP 系のレニン分泌促進作用
を介した昇圧作用（J.Clin.Invest.114: 
805–812,2004.）を明らかにし、循環器疾患
の病態形成におけるプロスタノイドの重要
性を示してきた。一方、心筋梗塞においては、
従来、低用量アスピリンを用いた抗血小板療
法が、心筋梗塞発症後の血栓再発防止を目的
として広く用いられている。これは、2 種類
存在するプロスタノイド産生の律速酵素で
あるシクロオキシゲナーゼ（COX）のうち、
血小板に存在する常在型 COX（COX-1）を阻害
することにより、血小板活性化能の高い TXA2
産生を抑制することを原理としている。その
後、炎症により発現が誘導される誘導型 COX 
（COX-2）を選択的に抑制する COX-2 阻害薬
が、炎症性疾患の軽減のために開発された。

しかし、その一つであるロフェコキシブを用
いた数種の大規模臨床試験において、この薬
物が心筋梗塞の発生リスクを増大させるこ
とが報告された。その原因の 1つとして血管
内皮での PGI2 産生を抑制したことが考えら
れている。これらの事実は、心筋梗塞発症機
軸におけるプロスタノイドの役割の重要性
を示すものである。しかし、血栓形成後に生
じる心筋梗塞自体の病態形成でのプロスタ
ノイドの役割の詳細は不明である。このよう
な状況下、我々は心筋梗塞に伴う COX-2 の発
現誘導や COX 阻害薬の心筋梗塞増悪作用を
見出した。これらの結果は、プロスタノイド
が心筋梗塞の病態形成に関与することを示
唆していた。これまでに我々は、プロスタノ
イド受容体欠損マウスを用い、心筋梗塞病態
形成における PGI2-IP 系と PGE2-EP4 系が心
保護作用を発揮することを明らかにした
（ Circulation 104:2210-2215,2001; 
Circulation 109:2462-2468,2004）。また、
PGE2-EP3系についても心保護作用を示すこと
が我々を含めた幾つかのグループから報告
されている。しかし、その詳細については不
明な点が多く残されている。 
(3) 心筋虚血時には交感神経から神経伝達
物質であるノルアドレナリンが過剰に放出
され、再灌流後の不整脈発症の原因となって
おり、心機能障害の悪化に関与していると考
えられている。このノルエピネフリン放出に
は、エンドセリン、アンジオテンシン、ヒス
タミンなどのG蛋白質共役型受容体の関与が
報告されているが、内因性プロスタノイドの
関与についての詳細な検討はなされていな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、プロスタノイドが心筋梗塞
の病態形成においてどのようなメカニズム
により心保護作用を発揮するのか解明する
ことにある。 
 
３．研究の方法 
(1) 心筋梗塞の病態生理は心臓の虚血-再灌
流障害と考えられている。そこで、この病態
［一定時間の血流の遮断（栄養の途絶、無酸
素化）と再開通（栄養供給の再開、再酸素化）］
に即した実験系を用いて解析を行った。 
(2) 摘出灌流心臓への虚血-再灌流実験 
マウスをペントバルビタール(50 mg/kg 体
重)で麻酔後、心臓を摘出し、ランゲンドル
フ灌流装置（プライムテック製：IPH-L2）に
装着し、大動脈に栄養液(95% O2、5% CO2 混
合 ガ ス を 十 分 に 通 気 さ せ た
Krebs-Henseleit bicarbonate buffer)を逆
行性に定圧（60 mmHg）で供給することによ
り冠動脈を灌流した。20〜30 分間安定化さ
せた後、栄養液の供給を途絶(30 あるいは 40
分間)-再開(60 分間)することにより虚血-
再灌流負荷とした。 
(3) 心虚血-再灌流負荷による灌流液へのノ



ルエピネフリン放出量の解析 
摘出灌流心臓へ供給された後に排出された
灌流液を、再灌流開始から 5分後まで回収し、
HPLC を用いてノルエピネフリン放出量を定
量した。 
(4) DNA マイクロアレイを用いた解析 
虚血-再灌流負荷をかけた心臓と負荷をかけ
ていない心臓について、RNeasy fibrous 
tissue mini kit （キアゲン）を用いてトー
タル RNA を抽出し、3D-Gene®マイクロアレイ
解析（東レ）をおこなった。 
(5) 定量 RT-PCR による mRNA 発現量の解析 
虚血-再灌流負荷後、心臓を摘出し、サンプ
リングした左心室をホモジナイズし、RNeasy 
fibrous tissue mini kit を用いてトータル
RNA を抽出し、SuperScript VILO (インビト
ロジェン)により逆転写反応を行った。そこ
から total RNA 抽出、逆転写反応を行いサン
プルとした。PCR は、TaqMan Probe 法によ
り、7300 Real Time PCR System（アプライ
ドバイオシステムズ）を用いて行った。 
(6) ウェスタンブロット 
虚血-再灌流負荷後、心臓を摘出、ホモジナ
イズし、抗リン酸化 ERK 抗体、抗リン酸化
p38MAPK 抗体 、抗リン酸化 AMPK 抗体(Cell 
signaling 社)を用いて、心臓保護に関係す
るキナーゼのリン酸化をウェスタンブロッ
トにより解析した。 
(7) マウス成獣心筋細胞の培養 
麻酔をかけたマウスから心臓を摘出し、ラン
ゲンドルフ灌流装置に装着し、カルシウムフ
リーの緩衝液で心臓を灌流後、500 U/ml コ
ラ ゲ ナ ー ゼ （ Worthington ）、 10 mM 
2,3-butanedione monoxime（BDM:SIGMA）、
0.02 mg/ml プロテアーゼ XIV、50 mM CaCl2･
2H2O の加えられた緩衝液で 20 分間酵素処理
灌流した。酵素処理終了後、酵素液を洗浄し、
培養用培地（DME:インビトロジェン）の濃度
まで徐々にカルシウム濃度を上げ、最後の培
養液には、BDM の代わりに 25 uM のブレビス
タチンを加えた。この単離したロッド状の成
獣心筋細胞をラミニンコートされた培養容
器にまきこみ接着させ、実験に用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 虚血-再灌流後の心交感神経からのノル
エピネフリン放出 
野生型マウスおよび EP3欠損マウスのいずれ
の心臓においても虚血にする前の灌流液か
らは、ノルエピネフリンを検出できなかった。
これに対し、野生型マウス心灌流液において
再灌流開始後1分間のノルエピネフリン放出
量は、最も高い値を示し、その後減少してい
った。一方、EP3欠損マウス心灌流液において
は、再灌流開始 1分間のノルエピネフリン放
出量が野生型マウスの約3倍と有意に高い値
を示した。一方、冠血管の弛緩収縮の変化を
表す灌流液量については、再灌流後に虚血前
の 2〜3 倍に増加したが、両群間で有意な差
は認められず、冠血管の弛緩に PGE2-EP3系は

関与していなかった。この結果は、PGE2-EP3
系による虚血心筋保護作用の一部として、虚
血時に心臓組織内で内因性に産生されたPGE2
が、EP3受容体を介して神経終末からの過剰な
ノルエピネフリン放出を抑制し，心機能障害
の抑制に関与していることを示している。 
(2) 虚血-再灌流による心臓組織内 mRNA 発
現変化の解析 
野生型マウスと EP3受容体欠損マウスとで、
虚血-再灌流負荷を加えたサンプルについて
比較を行った。その結果、DNA マイクロアレ
イでいくつかの遺伝子発現量に変化が認め
られ、リアルタイム RT-PCR で確認をおこな
った。その結果、アポトーシス関連遺伝子の
発現が有意に変化していた。 
(3) 虚血-再灌流による心臓組織内リン酸化
蛋白質産生量の変動解析 
心臓の虚血-再灌流負荷前と負荷後の心臓サ
ンプルについて、虚血心筋保護作用が報告さ
れているリン酸化 ERK、リン酸化 p38 MAPK、
リン酸化 AMPK の産生量を比較したが、今回
の条件下では、虚血-再灌流による産生量の
増加に野生型マウスとEP3欠損マウスの心臓
間で有意な差は認められなかった。 
(4) マウス成獣心筋細胞の培養 
成獣心筋細胞への EP3アゴニスト刺激による
蛋白質発現の変化を介した虚血心筋保護作
用を解析するために、成獣心筋細胞の長時間
培養系の確立を試みた。BDM の代わりにブレ
ビスタチンを培養系に添加することにより、
BDMでは不可能だった24時間以上の長時間培
養が可能となった。この系を用い、低酸素刺
激や過酸化水素刺激といった虚血状態にお
けるプロスタノイドの役割については現在
さらに検討中である。 
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