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研究成果の概要（和文）：セボフルランプレコンディショニング(SEVO-PC)の虚血心筋保護効果は虚血時間が長いと消
失する。そこで、虚血前のオートファジー誘導によりこの効果を回復できるかを検討した。モルモット灌流心で30分ま
たは45分間の虚血後120分間再灌流を行った。30分虚血ではSEVO-PCの梗塞縮小効果は見られたが、45分間虚血では消失
した。オートファジー誘導剤クロラムフェニコールを虚血前に投与すると梗塞サイズ縮小効果は回復した。Calceinに
よるmitochondrial permeability transition pore(MPTP)の検討で、この現象にはMPTP開口抑制が関与していることが
判明した。

研究成果の概要（英文）：Sevoflurane preconditioning(SEVO-PC) is lost if the ischemic insult is too long. W
e examined whether induction of autophagy prolongs SEVO-PC protection during a longer ischemic insult.Isol
ated guinea pigs hearts were subjected to 30 or 45min ischemia,followed by 120min reperfusion. Anesthetic 
preconditioning was elicited with 2% sevoflurane for ten minutes prior to ischemia. Infarct size sparing e
ffect of SEVO-PC was seen in 30min ischemia, but not 45min ischemia.Induction of autophagy by chlorampheni
col prior to ischemia restored the infarct size limiting effect of SEVO-PC lost by 45min ischemia. Western
 blot analysis showed that expression of Akt and glycogen synthase kinase 3beta was enhanced by induction 
of autophagy.The effect of autophagy on calcium-induced  mitochondrial permeability transition pore(MPTP) 
opening in isolated mitochondria from cardiomyocytes was assessed.The restoration of SEVO-PC lost by 45min
 ischemia is associated with enhanced inhibition of MPTP by autophagy.
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１．研究開始当初の背景 
 
近年の高齢化社会により高血圧、虚血性心
疾患、動脈硬化などの循環器疾患を有する患
者の全身麻酔の機会が増加している。これら
の患者は術中、術後に急性冠症候群に陥り、
広範囲急性心筋梗塞からポンプ失調をきた
し、死に至ることもある。このような high 
risk 患者の致死的合併症を防ぐためには心
筋に虚血耐性を惹起させるような全身麻酔
法の確立が急務である。一般に揮発性麻酔薬
は循環抑制があることが知られている。しか
し、近年イソフルラン、セボフルランなどの
揮発性麻酔薬が心筋に対して Ischemic 
Preconditioning（IPC：長時間虚血前の反復
する短時間虚血再灌流が、続発する長時間虚
血による心筋梗塞巣を劇的に縮小する現象）
様の虚血心筋保護効果を有することが明ら
か と な り 、 Anesthetic Preconditioning 
(APC)と呼ばれている。IPC のメカニズムとし
て我々はこれまで再灌流後の心筋代謝が改
善すること(Circulation 88:223-234,1993)、
短時間虚血再灌流時のROS産生が重要な役割
を果たすこと (Exp Clin Cardiol 7:173- 
179,2003)を報告した。一方、揮発性吸入麻
酔薬と同様に薬理学的プレコンディショニ
ングを惹起できるものとして我々は慢性軽
度～中等度のアルコール摂取を世界で初め
て提唱し、この虚血心筋保護効果は IPC に匹
敵すること（Proc Natl Acad Sci USA 94: 
3235-3239,1997）、そのメカニズムには種差
があること (Am J Physiol 275,H50-56, 
1998)、εprotein kinase C (εPKC)が関与
すること（Proc Natl Acad Sci USA 95:8262- 
8267,1998）を報告した。また、揮発性麻酔
薬の心保護のメカニズムとしてセボフルラ
ンが抗アポトーシス効果を有すること
（Anesthesiology 339,2004, J Anesth 24: 
215-224, 2010）、アルコールによる IPC 効果
をさらに増強すること（Anesth Analg 106: 
9-16,2008）、効果の持続には心筋細胞内
PKC-α, εの細胞膜への translocation が関
与すること（Eur J Anaesthesiol 26;582- 
588,2009）、再灌流後の protein kinase C-δ, 
glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β)の
リン酸化が重要であること（Anesthesiology 
111:1036-1043,2009）を報告した。 
不全心の細胞死のメカニズムとしてネク
ローシス、アポトーシス、オートファジーな
どが知られている。我々は揮発性麻酔薬の心
筋保護効果においてネクローシス、アポトー
シスの抑制を明らかにしたが、オートファジ
ーの関与は未だ報告がない。オートファジー
（自食作用、自己貪食）は飢餓応答、細胞内
浄化、老化などとの関連が考えられてきたが、
最近、遺伝学研究により多数のオートファジ
ー関連遺伝子（Atg 遺伝子）群が発見され、
新たな役割が次々と解明されてきた。心筋で
は虚血や圧負荷などのストレス応答として
も誘導される。一方、オートファジーが過度

に誘導されることが、心筋の変性や細胞死の
実行に深く関与している可能性も示唆され、
心筋のホメオスターシス維持に多面的な役
割を果たしていると考えられている。現在、
オートファジーの誘導が虚血心筋に対して
保護的に働くか細胞死の誘導になるのか意
見の一致を見ておらず、揮発性麻酔薬の虚血
心筋保護作用におけるオートファジーの関
与については未だ報告を見ない。最近、
antimicrobial agent であるSulfaphenazole
による虚血心筋保護にはオートファジーと
PKC が必要であることが報告されており、セ
ボフルランによる心筋保護でのオートファ
ジーの関与を示唆するものである。我々はセ
ボフルランを虚血再灌流直後に投与するこ
とでアポトーシスに関与する caspase 3, 9
の活性化阻止を介して梗塞サイズが縮小で
きることを報告した（J Anesth 24: 215-224, 
2010）。 
上述より、アポトーシスとオートファジー
は密接に関連することから、セボフルランに
よる心筋保護においてオートファジーがど
のように作用しているかを明らかにしたい。
これらの解明は全身麻酔時における心筋保
護に最も有効な麻酔方法の確立に大きく寄
与するものと思われる。 
 
２．研究の目的 
 
不全心の心筋細胞死のメカニズムとして
ネクローシス、アポトーシス、オートファジ
ーなどが提唱されている。揮発性麻酔薬はネ
クローシス、アポトーシスを抑制し、虚血心
筋保護作用を有することが明らかとなって
いる。しかし、オートファジーの関与につい
ては未だ報告がない。本研究の目的は、臨床
で用いられる揮発性麻酔薬の心筋保護作用
におけるオートファジーの関与を明らかに
し、全身麻酔時における周術期心筋保護に最
も有効な麻酔方法の確立を分子生物学的手
法を用いて解明することである。セボフルラ
ンプレコンディショニング(Sevo PC)は周術
期の虚血心筋を保護するが、その効果は、虚
血時間が長すぎると消失する。我々は虚血前
のオートファジーの誘導が長時間虚血によ
り消失した Sevo PC の心筋保護効果を回復で
きるか検討した。 
 
３．研究の方法 
 
1）虚血再灌流実験：体重約 600ｇのモルモ
ッ ト を 用 い 腹 腔 内 に pentobarbital 
(60mg/kg) を投与後、心臓を摘出した。
Langendorff 灌流装置で灌流圧 70mmHg にて
定圧灌流を行った。20 分間血行動態安定後、
大動脈ラインを遮断し、30 分または、45 分
間の虚血後 120 分間再灌流（IR）を行った
(CTL-30, CTL-45, 各 n=8)。これにそれぞれ
セボフルラン(2%)を虚血前 10 分間投与した
群(SEVO-30, n=8, SEVO-45, n=9)と、オート



ファジー誘導剤クロラムフェニコール
(CAP：300 µM)を 45 分の虚血前 20 分間と IR
中投与した群(CAP-45, n=8)、これに SEVO
を加えた群(SEVO-45+CAP, n=8)、さらにこれ
にオートファジーの阻害薬である 3- 
methyladenine(3-MA：10µM)を投与した群
(SEVO+CAP+3-MA, n=8)を作製した。これらの
群で、左心室圧(LVDP)、左心室終末拡張期圧
(LVEDP)、冠血流量（CF）、梗塞サイズ(IS)
を比較した。梗塞サイズの同定は再灌流終了
後、心臓を水平方向にカットし、37℃にて
1% の 2,3,5-triphenyl tetrazolium 
chloride(TTC)で 10 分間 incubate して梗塞
領域と非梗塞領域を区別した。Adobe 
Photoshop image にて梗塞サイズを算出した。 
 
2）電子顕微鏡によるオートファゴゾームの
出現程度の検討：上記の群のそれぞれで虚血
前に心筋を採取し、2.5%グルタールアルデヒ
ドで固定し、電子顕微鏡でオートファゴゾー
ムの出現程度を比較検討した。 
 
3)Western blotによるシグナル伝達物質の発
現の検討：オートファジー関連蛋白である
LC3-II/ LC3-I、心保護に関与するとされる
Akt, Glycogen synthase kinesis 3β 
(GSK3β)の発現を調べ、オートファジーの出
現程度との関連を検討した。 
 
4）Flow cytometry によるミトコンドリア内
膜透過性遷移ポアー（MPTP）の検討：虚血心
筋の細胞残存にはミトコンドリア内膜透過
性遷移ポア(MPTP)の開口抑制が重要である
ことがわかっている (West MB et al. 
Circulation 2008)。上記のそれぞれの群か
ら単離ミトコンドリアを採取し、蛍光色素で
ある calcein (1 μmol/L) を負荷した。その
後、Ca2+ (50-100 μmol/L) を加え、MPTP の
開口による fluorescense の低下を検討した。 
 
４．研究成果 
1) 虚血再灌流実験：血行動態では IR 後
SEVO-30のみ他の群に比しLVDPが高く、LVDEP
が低かった。梗塞サイズは 30 分虚血ではセ
ボフルランを投与した群でコントロールに
比 べ 有 意 に 縮 小 し た (Sevo-PC ：
SEVO-30:24±8% vs. CTL-30:48±6%, p<0.05)。
しかし、この効果は 45 分では消失した
(SEVO-45:53±6% vs. CTL-45:54±11%, p=NS)。
45 分虚血に対し、クロラムフェニコールを虚
血前に投与した群ではこの効果が回復した
(SEVO-45+CAP: 34±8% vs. SEVO-45: 52±10%, 
p<0.05)。しかし、これにオートファジーの
阻害薬である 3-MA を投与するとこの回復効
果は消失した(SEVO-45+CAP+3MA: 51±8% vs. 
CTL-45: 54±11%, p=NS)。冠血流量(CF)はす
べての群で有意差はなかった。 
 
2) 電子顕微鏡によるオートファゴゾームの
出現程度の検討：オートファゴゾームは、

SEVO-45+CAP で他群に比して有意に増加した。
しかし、3-MA を投与した群ではオートファゴ
ゾームは見られなかった。 
 
3) Western Blot による蛋白発現の検討:オー
トファジーの指標である LC3-II/I はクロラ
ムフェニコールを投与した群では有意に上
昇した(SEVO-45+CAP)。しかし、3-MA を投与
した群では上昇しなかった。Akt, GSK3β の
リン酸化の発現も同様の結果が見られた。 
 
4) Flow cytometry による MPTPの検討：50 μM 
calcium 負荷ではどの群でも fluorescense 
の低下は見られなかった。しかし、150μM 
calcium 負荷では SEVO, CAP を投与しなかっ
た群、および 3-MA を投与した群では有意に
低下した（MPTP の開口）。特に SEVO と CAP の
両方を投与した群(SEVO-45+CAP)では最も
fluorescense の低下が小さかった。 
 
以上の結果は、長時間虚血により消失した
Sevo PC の心筋保護効果が虚血前のオートフ
ァジーの誘導により回復することを示唆す
る。その効果には MPTP の開口阻止によるミ
トコンドリアの保護が重要な役割を果たし
ていることが明らかになった。虚血前のオー
トファジーの誘導は周術期の心筋保護にお
ける新しい戦略となりうる。 
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