
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３３０１

若手研究(B)

2014～2011

虚血による心臓の痛みに関わる心臓知覚神経へのＡＳＩＣ３の関与

Involvement of ASIC3 in rat model of isoproterenol induced ischemic cardiac pain

６０５３２１８２研究者番号：

山口　豪（YAMAGUCHI, TAKESHI）

金沢大学・医学系・助教

研究期間：

２３７９０６４０

平成 年 月 日現在２７   ６   ９

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：Isoによる心臓痛にASIC3が関与することを明らかにすることを目的とした。虚血の評価は血
清CK-MB、心電図、組織学的解析を用いた。疼痛の評価はIso、モルヒネ（Mor）、ASICs非特異的拮抗薬アミロライド（
Ami、30 mg/kg）による行動変化と脊髄後角のc-Fos発現を解析した。CK-MBは有意な上昇はみられず、心電図は特徴的
波形がみられた。組織学的には炎症と虚血による低酸素を示した。Iso投与により特異的行動・c-Fos発現はいずれも上
昇するが、MorやAmiの前投与によっていずれも有意に減少した。よってIsoによる心臓痛にはASIC3を含むASICsが関与
することが示された。

研究成果の概要（英文）：【Aim】We characterized Isoproterenol(Iso)-induced myocardial ischemia in rat to 
clarify the involvement of acid-sensing ion channel (ASIC) 3 in ischemic cardiac pain.【Methods】Male SD 
rats were injected with 50 mg/kg of Iso subcutaneously. The behavioral changes and c-Fos expression in 
intra-spinal cord neurons after Iso-injection were analyzed. Furthermore, effects of morphine (Mor, 1 
mg/kg) and ASICs antagonist amiloride (Ami, 30 mg/kg) on behavioral changes and c-fos expression were 
examined.【Results】Rats showed characteristic behaviors after Iso-injection. The rats lay on their side 
or back with their head extended. Iso group expressed more c-Fos in intra-spinal cord neurons compared to 
control group significantly. Mor and Ami significantly reduced the characteristic behaviors and the c-Fos 
expression respectively.【Conclusion】These results suggest that ASICs were involved in Iso-induced 
ischemic cardiac pain.

研究分野：境界医学・疼痛学
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１．研究開始当初の背景 
（1）本研究に関連する国内外の研究動向 
近年、酸感受性イオンチャネル ASIC3
（Acid-sensing ion channel 3）が心臓の知覚
に重要であるという報告がなされている 1）。
特に虚血時に生成される乳酸を侵害刺激と
して受容し、虚血時の心臓の痛み=狭心痛を
引き起こす受容体として注目されている。
ASIC3 は知覚神経に発現しており、pH6.7～
7.3 の比較的狭い pH 域で活性化されること
が分かっている 2）。心臓において酸感受性イ
オンチャネルについては TRPV13）が心筋層
の心外膜側に発現していること４）が報告され
ているが、心臓における ASIC3受容体の分布
や病態時の形態学的変化については明らか
でない。 
（2）Isoproterenol（Iso）心虚血モデル 
応募者のこれまでの研究成果・着想に至った
経緯や今後の展開内容 
応募者は今まで心臓刺激伝導系の形態と不
整脈との関連について研究してきた。心筋梗
塞による知覚神経刺激は、自律神経を介して
不整脈の発症に関与することが報告されて
おり４）、梗塞に伴う心臓の痛みの知覚メカニ
ズムに興味をもっていた。しかし、梗塞の痛
みの受容メカニズムには不明な点が多い。そ
こで、モデル動物での心臓の痛みの評価法の
確立、虚血性心疾患の痛み関連因子を明らか
にすることを計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究では心臓痛の定量的解析に有用な動
物モデルを確立し、心臓侵害刺激の受容に関
与する機能分子、とくに ASIC3に着目して、
その発現量や分布、虚血による変化を解析す
ることで、心臓痛の分子メカニズムを解明す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）モデルの作成 
雄性SDラット(200-400 g)に 50 mg/kgの Iso
を皮下投与した。対照群には 50 mg/kg の生
理食塩水（Sal）を皮下投与した（Sal投与群）。 
（2）薬効評価 
ペントバルビタール深麻酔下（50 mg/kg、腹
腔内投与）にて心電計を装着し、また大腿動
脈にてカニュレーションを行った。Iso 投与
前後で血圧と心拍数を測定した。心電図は虚
血の評価に用いた。 
（3）虚血の評価 
生理食塩水（Sal）および Iso投与後 90 min、
6 h、24 h後に採血を行い、心筋梗塞のマー
カーである血清 CK-MB を測定した。また、
Salおよび Iso投与 90 min、6 h、24 h、48h
後に 4 ％PFAにて還流固定を行い、パラフィ
ン包埋切片に Hematoxylin-Eosin(HE)染色を
行った。さらに、組織の低酸素を検出できる
Hypoxyprobe-1を Iso投与直前に腹腔内投与
し、Iso投与 90 min後に還流固定を行い、虚
血状態を免疫組織学的に評価した。 

（4）行動解析 
Iso によって体幹を伸ばしたり、手足の伸ば
して横たえるなどの特異的行動が報告され
ており 5）、Iso による行動変化を解析するた
め、Iso 投与前後のラットの行動をビデオカ
メラにて撮影した。また、1 mg/kgのMorphine
（Mor）を Iso投与 30 min前に前投与したう
えで Iso を投与し、特異的行動の変化を解析
した。対照群では 1 mg/kgの Salを 30 min
前に前投与したうえで Iso を投与した
（Sal+Iso投与群）。さらに、ASIC3の非特異
的拮抗薬である Amiloride（Ami、30 mg/kg）
を Iso投与 30 min前に前投与したうえで Iso
投与し、特異的行動の変化を解析した。対照
群では 30 mg/kgの DMSOを 30 min前に前
投与したうえで Iso を投与した（DMSO+Iso
投与群）。 
（5）組織学的解析 
Iso 投与前後における脊髄後角ニューロンで
の c-Fos発現の変化を免疫組織化学染色を用
いて解析した。脊髄は心臓の知覚への関与が
報告６）されている T2と、その前後３つの高
さの脊髄（C7～T5）を用いた。また、1 mg/kg
の Mor を前投与したうえで Iso を投与し、
c-Fos 発現の変化を解析した。さらに、30 
mg/kgのAmiを前投与したうえで Iso投与し、
c-Fos発現の変化を解析した。各対照群は（4）
行動解析．と同じとする。 
 
４．研究成果 
（1）モデル作成 
雄性 SDラットに 50 mg/kgの Isoおよび Sal
を投与したところ、途中薬物投与による死亡
例はなかった。 
（2）薬効評価 
Iso 投与 1 min 後には有意な血圧の低下がみ
られ、心拍数は増加傾向を示し、時間ととも
に回復した。 
（3）虚血の評価 
血清 CK-MB はいずれの時間でも有意な変化
は見られなかった。HE染色では 90 min、6 h
後には変化がみられなかったが、24 hおよび
48h後には心筋層内に炎症性細胞の浸潤がみ
られた。心電図では Hiramatsuら 7)が報告し
ているように、S波がマイナスの電位方向に
大きく低下する心虚血時特有の波形がみら
れた。Hypoxyprobe-1をもちいたところ、左
室心筋では心内膜から心筋層の半分くらい
の範囲で陽性反応がみられた。右室心筋では
反応がみられたが、ごくわずかであった。 
（4）行動解析 
Iso投与後、体幹を伸ばしたまま横たえたり、
手足を投げ出して横たえるといった特異的
行動がみられた。この特異的行動は Iso 投与
5 分後位からみられはじめ、投与 15～30 分
後が最も頻度が多く、その後徐々に回数が減
少していった。対照群（Sal 投与群）ではそ
のような特異的行動はみられなかった。次に、
1 mg/kgのMorを前投与したうえで Isoを投
与すると、この特異的行動は対照群（Sal+Iso



投与群）と比較して有意に減少していた。さ
らに、30 mg/kgの Amiを投与したうえで Iso
を投与すると、この特異的行動は対照群
（DMSO+Iso投与群）と比較して有意に減少
していた。 
(5)組織学的解析 
Iso 投与後における脊髄後角ニューロンでの
c-Fos発現は対照群（Sal群）と比較して有意
に増加した。一方、1 mg/kgの Morを前投与
したうえで Isoを投与すると、この c-Fos発
現細胞数は対照群（Sal+Iso 投与群）と比較
して有意に減少していた。さらに、30 mg/kg
の Ami を投与したうえで Iso を投与すると、
c-Fos陽性細胞数は対照群（DMSO+Iso投与
群）と比較して有意に減少していた。 
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