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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、虚血心筋の再灌流時に発生するCa2+過負荷を原因とする虚血再灌流傷害に
、容量性カルシウム流入機構（store-operated Ca2+ entry, SOCE）を介するCa2+流入が関与していることを明らかに
した。マウスランゲンドルフ灌流心を用いた実験で、30分の全虚血後の再灌流時に発生する収縮能の低下を、SOCEの阻
害剤である2-aminoethoxydiphenyl borateやLaCl3が軽減した。さらに、フレカイニドもまた虚血再灌流傷害を軽減し
たため、筋小胞体からのCa2+リークを阻害する薬剤もまた虚血再灌流傷害に対して保護作用を持つことが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：The present investigation provides experimental evidence to support that the 
store-operated Ca2+ entry (SOCE) is involved in ischemia/reperfusion injury in the heart. For example, in 
Langendorff-perfused mouse heart model, reperfusion following 30 min of global ischemia was associated 
with contractile dysfunction such as elevation of left ventricular end-diastolic pressure and reduction 
of left ventricular developed pressure. These dysfunctions were partially but significantly attenuated by 
the SOCE blockers 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) and LaCl3. In addition, flecainide, which blocks 
Ca2+ leak through type2 ryanodine receptor and thereby preserves Ca+ content in SR, was also effective in 
preventing the contractile dysfunction associated with ischemia/reperfusion injury in the heart. These 
observations suggest that the drugs that block Ca2+ leak from SR have protective effects against 
ischemia/reperfusion injury in the heart.

研究分野： 心臓生理学

キーワード： 虚血再灌流傷害　容量性カルシウム流入機構　Ca2+過負荷　筋小胞体　リアノジン受容体　2-APB　フレ
カイニド　ランゲンドルフ灌漑

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
心筋を栄養する冠状動脈の狭窄・閉塞により
虚血に陥った心筋を救済するには、血流の再
開（再灌流）が必須であるが、虚血心筋の再
灌流は必ずしも細胞機能の回復につながる
とは限らず、逆に収縮機能の回復遅延（気絶
心筋）、不整脈（再灌流不整脈）、さらには心
筋細胞過拘縮（致死性再灌流傷害）などの心
筋傷害を伴うことが知られている（心筋虚血
再灌流傷害）。これらの心筋虚血再灌流傷害
には，再灌流時に発生する心筋細胞の Ca2+

過負荷により惹起された細胞機能障害を主
な原因としているが、その発生機転について
は十分に解明されていない。さらに，虚血再
灌流傷害は狭心症や心筋梗塞などの虚血性
心疾患に加えて，高血圧や糖尿病など広く生
活習慣病に合併することも知られており、そ
の発生機転の解明や予防・治療法の開発は、
これらの生活習慣病の予後を改善するため
の喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、再灌流に伴って発生する細
胞内 Ca2+過負荷の主たる原因として、筋小胞
体内の Ca2+含量の減少により活性化される
容量性（ストア調節性）Ca2+ 流入機構
（store-operated Ca2+ entry, SOCE）に新た
に着目して、その関与を広く正常心臓から病
態心臓（肥大心）を用いて生理学的・分子生
物学的に検討を行う。得られた知見は虚血性
心疾患における閉塞冠動脈の再疎通療法時
など虚血再灌流傷害が発生しうる状況下で
の心筋保護法の開発に役立て、虚血性心疾患
の予後改善に寄与することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
心筋虚血再灌流傷害の発生における SOCE
の関与を、ランゲンドルフ灌流下でのマウス
単離心臓および酵素処理により得られたマ
ウス単離心室筋細胞を用いて行う。虚血再灌
流傷害に対する SOCE 阻害剤の効果により
評価する。さらに、心筋細胞の Ca2+ストアで
あ る 筋 小 胞 体 の リ ア ノ ジ ン 受 容 体
（ryanodine receptor 2、RyR2）の阻害剤で
あるフレカイニドの虚血再灌流傷害に対す
る保護効果も検討する。 
 
４．研究成果 
i) 心筋虚血再灌流傷害の発生に SOCE が関
わっているかを、マウス摘出灌流心を用いて
検討した。ランゲンドルフ灌流下に虚血（30
分間の灌流停止）および再灌流（60 分間）を
行い、バルーンカテーテルを用いて左心室機
能（左室拡張末期圧; LVEDP、左室 developed 
pressure; LVDP）を計測した。 
 a) 対照群では、再灌流 60 分後の LVEDP
は 33.7±13.4 mmHg と虚血前値（9.0±2.7 
mmHg）と比較して有意に上昇し、また、
LVDPは42.8±12.0 mmHgと虚血前値（80.7
±22.5 mmHg）と比較して有意に低下した。

この虚血再灌流傷害に起因する左心室機能
低 下 は 、 SOCE の 阻 害 剤 で あ る
2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB、10 
M)もしくは LaCl3（10 M）の投与により
有意に改善した。 
 b) フレカイニド（1 μM）を投与すると、
虚血再灌流後の左心室機能低下を有意に改
善することが明らかとなった。 
 
ii) パッチクランプ法を用いた電気生理学的
検討により、マウス心室筋細胞に SOCE 電流
の存在が確認できた。 
 
iii) 免疫細胞化学法により、マウス心室筋細
胞に TRPC (transient receptor potential  
canonical)1、TRPC3、TRPC4 の発現が認め
られた。 
 これらの実験結果により、マウス心室筋細
胞には TRPC チャネルが発現・機能しており、
この TRPC チャネルを基盤とする SOCE が、
心筋虚血再灌流傷害の発生に関わっている
ことが明らかとなった。 
 
iv) 心肥大モデルマウスを作成して心筋虚血
再灌流傷害の発生機転について解析を行っ
た。具体的には、成体 C57BL/6J マウスを実
体顕微鏡下に左第２肋間より開胸して大動
脈弓部に到達して、腕頭動脈と左総頸動脈の
間に 7-0絹糸を用いて bandingを行い大動脈
狭窄を作成した（TAC 手術群）。別のマウス
に対しては、banding を除く同様の手術操作
を行った（Sham 手術群）。肥大心における虚
血再灌流傷害の発生機転を解明する目的で、
虚血心筋の再灌流時に産生される過酸化水
素（H2O2）による左室心筋細胞への効果を全
細胞型パッチクランプ法を用いて検討した。
その結果、以下のことが明らかとなった。 
 a) TAC 手術群から得られた左室心筋細胞
では、正常タイロード液で灌流中でも、振動
性膜電位やそれから発生する異常自動能が
出現していた（図 1）。 

 
図 1. TAC 心室筋細胞から記録された異常自
動能 
 
 
H2O2 (10 M) を投与するとこれらの電気生
理学的異常はさらに増強され、投与後 10 分
以内に不可逆的細胞拘縮（細胞死）を呈した。 
 b) Sham手術群から得られた左室心筋細胞
では、振動性膜電位や異常自動能の発生頻度
やそれらに対する H2O2 による増強作用は有
意に少なかった。これらの実験結果は、肥大



心においては筋小胞体RyR2からCa2+リーク
が増強しており、それが形質膜の Na+/Ca2+

交換機転を介して細胞外へ排出されている
ことを示唆している。さらに、肥大心におい
てこれらの電気生理学的異常が H2O2 により
増悪したということは、RyR2 からの Ca2+リ
ークが H2O2 により増強されやすいと考える
ことができる。このように、肥大心における
虚血再灌流傷害の発生機転として、RyR2 か
らの Ca2+リークの亢進とその活性酸素種に
よる増強作用が関わっていることが明らか
となった。 
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