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研究成果の概要（和文）：グルカゴン様ペプチド―1（GLP-1）誘導体であるExendin-4または吸入麻酔薬イソフルラン
を前投与することで虚血再潅流障害における心筋梗塞サイズが減少することを明らかにした。また、イソフルランを加
えた場合、GLP-1誘導体を加えた場合においてアポトーシスが抑制されることも明らかにした。さらに、GLP-1受容体拮
抗剤を投与することで、これらのプレコンディショニング様心筋保護作用が棄却されることから、GLP-1のイソフルラ
ンによる心保護作用に対する影響を明らかにした。加えて、これらの心保護作用の経路を明らかにするためイムノブロ
ッティング法やリアルタイムPCRを用いて考察を行った。

研究成果の概要（英文）：To assess the role of volatile anesthetic (isoflurane) and glucagon-like 
peptide-1 (GLP-1) in the protection from ischemia/reperfusion injury, we tested mice with isoflurane or 
exendine-4, GLP-1 agonist, and then exposed the mice to ischemia/reperfusion. Similar infarct size 
reductions were produced by treatment with isoflurane or exendine-4. The cardioprotective effects of 
these pharmacological preconditioning were abolished in GLP-1 antagonist pretreatment. Furthermore, 
apoptosis has been evaluated in these preconditionings and we found after 2 hours of reperfusion that 
apoptosis in myocardium at risk of ischemia is attenuated by preconditionings.
Additionally, to determine the downstream mediators of involved in isoflurane or GLP-1 preconditioning, 
we performed immunoblotting and realtime PCR using preconditioned samples.

研究分野：麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 
2012 年の厚生労働省の統計調査による

と、心疾患の死亡順位は第 2位であり、死亡
総数に占める割合は 15.8%と増加傾向を示し
た。虚血性心疾患はこのうち約 40%を占め、
その予防と治療に関する研究の重要性は今
後さらに高まると予想される。 
1986 年、短時間の虚血再潅流を先行させ

ることにより、その後の長時間の虚血に対す
る心筋梗塞サイズが減少することが報告さ
れた (Murry CE et al., Circulation 
1986;74: 1124-1136) 。この現象は短期虚血
によるプレコンディショニング (IPC) と呼
ばれ、心筋梗塞患者の予後において梗塞サイ
ズが重要因子であることから、臨床的に有用
性の高い発見として注目を浴びた（図 1）。そ

の後 20 年以上にわたり IPC 作用における分
子経路に関する研究が行われてきたが、その
全容はいまだに明らかではない。 
その後の研究により、オピオイドやエリ

スロポエチンなどの様々な薬剤によっても、
IPC と同様の心筋保護効果が得られることが
報告されてきた。 
吸入麻酔薬であるイソフルランにおい

ても、先行投与することで同様の心筋保護効
果が得られることが示された (Kersten JR 
et al., Anesthesiology 1996;85: 794-807)
（図 1） 。吸入麻酔薬は、心筋虚血発生のリ
スクが高い周術期に使用されるため、その臨
床的な有用性が期待されている。また、吸入
麻酔薬によるプレコンディショニング 
(APC) は IPCメカニズムと類似した部分が多
く、心筋保護作用に対し共通の経路を有する
と考えられている。 
GLP-1 は小腸の L細胞から分泌されるペ

プチドであり、ブドウ糖濃度依存性にインス
リンの分泌を亢進させる働きがあり、新しい
糖尿病治療薬として注目を浴びている。他に
も、膵β細胞の増殖、胃内容物の排出遅延
作用、食欲抑制などが知られている。さらに、
近年の研究によるとGLP-1受容体は心筋細胞
にも分布していることが明らかにされ
（Luque et al. J Endocrinol 173: 465-473, 
2002）、心機能の制御や虚血に対する心保護
作用についても報告されている。また、GLP-1
が IPCの作用経路に関与していることが明ら
かになった(Bose et al. Diabetes 
54:146-151, 2005)。しかし、APC による心筋
保護作用が IPC作用同様に GLP-1 により誘導
されるかどうかは明らかではない。 
 
２．研究の目的 

吸入麻酔薬であるイソフルランには心
筋保護効果があることが知られているが、そ
のメカニズムの全容は明らかではない。近年、
小腸のL細胞から分泌されるグルカゴン様ペ
プチドー１Glucagon-Like Peptide (GLP-1)
が心筋保護に関与する可能性があると報告
された(Bose et al. Diabetes 54:146-51, 
2005)。 
本研究は、イソフルランによる心筋保護

作用にGLP-1受容体が関与することを明らか
にし、虚血プレコンディショニング経路の解
明に寄与することを目的とする。 
そこで、申請者は以下の仮説を立てた。 

吸入麻酔薬投与でGLP-1により修飾を受けた
タンパクが心筋保護作用を誘導する。 
吸入麻酔薬投与によりGLP-1受容体が活性化
し、メディエイターを介し心筋保護作用が発
現している。 
上記の仮説を検証するため以下の実験を行
なう。 
実験 1．マウス in vivo 虚血再潅流モデルを
用いて対照群、APC 群において心筋梗塞サイ
ズを測定比較する。同様に、GLP-1 を前投与
し APC 作用の関与を明らかにする。また、
GLP-1 および GLP-1 受容体阻害剤を前投与し
APC 作用の関与を明らかにする。 
実験 2． APC 刺激後の GLP-1 受容体活性をイ
ムノブロッティング法にて確認する。また、
心保護作用を発現する経路がGLP-1受容体活
性作用によってどのように影響を受けるか
を検討する。 
これらによって本研究期間内に、GLP-1

の APC に及ぼす影響が明らかとなる。また、
心筋保護作用経路におけるGLP-1の果たす役
割が解明される。 
 
３．研究の方法 
実験 1.  
  マウスを人工呼吸下に開胸、血行動態を
測定しながら、APC刺激を30分行う。その後、
心臓冠動脈左前下行枝を 30 分間閉塞し、2時
間の再潅流を行う。再び冠動脈を閉塞、Evans 



Blue を注入し心臓を取り出す。心臓をスライ
スし、TTC にて再染色を行い心筋梗塞サイズ
を測定する。 
  GLP-1 誘導体である Exendin-4、GLP-1 受
容体拮抗剤 Exendin を APC 刺激前に投与し、
同様の虚血再潅流実験を行ない、GLP-1の APC
作用に対する影響を明らかにする。 
  さらに、各群の組織サンプルを利用し、
アポトーシスについて評価を加える（リアル
タイム PCR による遺伝子定量、TUNEL 染色）。 
実験 2.  
実験 1. における各群の心臓を虚血-再

灌流前に取りだし、ホモジナイズし、APC 作
用のメディエイターと考えられているタン
パクが増加しているかどうかをイムノブロ
ッティング法にて検討する。また、サンプル
から mRNA を抽出し、リアルタイム PCR にて
解析し、細胞内分子輸送経路モデルを確立す
る。 
 
４．研究成果 
実験 1． 
マウスを人工呼吸下に開胸、血行動態を

測定しながら、吸入麻酔薬であるイソフルラ
ン刺激（APC刺激）を30分行った。その後、心
臓冠動脈左前下行枝を30分間閉塞し、2時間の
再潅流を行った。再び冠動脈を閉塞、Evans 
Blueを注入し心臓を取り出し、心臓をスライ 
スし、TTCにて再染色を行い心筋梗塞サイズを
測定した。それによると、APC刺激によって心
筋の梗塞サイズは、コントロール群と比較 
して有意に減少することが確認された。この
ことは、以前の報告と同様の結果であり、こ
の実験モデルを使用し、さらに以下のことに 
ついて研究を進めた。 
グルカゴン様ペプチド―1（GLP-1）誘導

体であるExendin-4、GLP-1受容体拮抗剤
Exendinをコントロール群及びAPC刺激群に投
与し、同様の虚血再潅流実験を行ない、GLP-1
のAPC作用に対する影響を明らかにしようと
試みた。その結果、Exendin-4によってコント
ロール群の心筋梗塞サイズが減少した。この
ことから、Exendin-4にはAPC刺激と同様の心
保護作用が存在することが明らかとなった。
また、Exendin-4およびAPC刺激を加えること
で、心保護効果は同様に保たれた。 
つぎに、GLP-1受容体の拮抗剤をAPC刺激

の前に投与することでAPC刺激による心筋保
護作用が棄却されたことから、APC刺激による
心保護作用が、GLP-1受容体を介していること
が推測された。 
さらに、アポトーシスにおいての考察も

行った。リアルタイムPCRを用いて
pro-apoptotic gene、anti-apoptotic gene
を測定、TUNEL染色を行うことでイソフルラン
を加えた場合、GLP-1誘導体を加えた場合にお
いてアポトーシスが抑制されることが明らか
となった。 
以上のことから吸入麻酔薬の心筋保護作

用とGLP-1の関連性が示唆された。 

実験2． 
実験1．で行った実験における各群の心臓

を虚血-再灌流前に取りだし、ホモジナイズし、
APC作用のメディエイターと考えられている
これらタンパクが増加しているかどうかをイ
ムノブロッティング法にて検討した。また、
サンプルからmRNAを抽出し、リアルタイムPCR
にて解析し、細胞内分子輸送経路モデルを確
立した。 
これらの結果から、吸入麻酔薬投与で

GLP-1により修飾を受けたタンパクが心筋保
護作用を誘導することが明らかとなった。ま
た、メディエイターを介し心筋保護作用が発
現していることも併せて明らかとなった。 
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