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研究成果の概要（和文）：本研究は，APCによるNaチャネルへの効果（チャネル蛋白の増加，電流の増大）をプ
レコンディショニングを受けないDahl-Sラットで検討した．Dahl-Sラットでは上記のAPC効果が発現しなかっ
た。また，5分間の酸化ストレス/再灌流傷害を与えた心筋細胞では，APC群においてNa電流が抑制された．再灌
流から10分後，15分後とNa電流は両群において増大したが，APC群での増大は有意に抑制された．Na過負荷とそ
れに続くCa過負荷による心筋障害はAPCにより抑制される可能性が示唆された．In vivo APC後の心臓の虚血/再
灌流傷害（30分間）では，Na電流がコントロールレベルまで有意に抑制された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the APC effects on sodium channel in the Dahl-S 
rats which were not pre-conditioned by anesthetics. Increase in the sodium current, and channel 
protein expression by APC was abolished in the Dahl-S rats. Five minutes oxidative stress and 
reperfusion injury increased the sodium current in 10 and 15 minutes reperfusion, but the change was
 not observed in the anesthetic-preconditioned cardiomyocytes. These results suggested that APC 
treatment reduced myocytes injury by sodium overload and following calcium overload. The increased 
sodium current by APC was decreased by 30 minutes ischemia-reperfusion injury.

研究分野：麻酔，集中治療

キーワード： プレコンディショニング　心筋傷害　麻酔プレコンディショニング　虚血・再灌流傷害
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
虚血プレコンディショニング作用が心筋

梗塞巣を縮小することは 1980 年代に報告さ
れている．吸入麻酔薬により，虚血/再灌流
傷害が抑制される心筋のプレコンディショ
ニ ン グ 作 用 （ Anesthetic-induced 
Preconditioning; APC）は，Kersternらによ
り報告されている 1．APC発現の機序としては
G 蛋白，プロテインカイネース C，プロテイ
ンタイロシンカイネース，Reactive Oxygen 
Species (ROS），Nitric Oxide（NO）などの
細胞内情報伝達系への作用が報告されてき
た 2．また，パッチクランプ法を用いた細胞
膜上の ATP感受性カリウム（sarcKATP）チャネ
ル，電位依存性イオンチャネルに対する APC
効果に関する報告もされている 3,4．その後，
ミトコンドリアが APCの心筋保護効果におけ
る重要な役割を担っているとの考えが主流
となってきている．ミトコンドリアを介する
APC の効果発現機序としては，ミトコンドリ
アの Ca2+過負荷の減少，膜電位の保持および
アポトーシスの抑制などが報告されている 5．
これらのメカニズムに関するミトコンドリ
アに存在するイオンチャネル，トランスポー
ターとして，Ca2+依存性カリウム（mitoKCa）
チャネル，ATP感受性カリウム（mitoKATP）チ
ャ ネ ル ， mitochondrial permeability 
transition pore（mPTP），multiconductance 
チャネルなどがある 6．また，心筋虚血によ
る致死性不整脈（心室頻拍、心室細動など）
に関与するチャネル(inner membrane anion 
channel;IMAC）もミトコンドリア内膜に存在
することが知られている．しかし，これらの
研究はミトコンドリア内の Ca2+濃度や膜電位
の測定，あるいは選択的ブロッカーの使用に
よる心筋梗塞巣の縮小や抗不整脈作用とい
ったプレコンディショニング作用の消失を
証明するなど，チャネル作用の間接的な観察
である．また電気生理学的研究としては，人
工的に作製した脂質二重膜にミトコンドリ
アから抽出したチャネル蛋白を発現させて
チャネル電流を記録したものがある 7．これ
までの研究から，APC による心筋保護作用に
おけるミトコンドリアイオンチャンネルの
関与は上記のとおり明らかである．パッチク
ランプ法を用いた APC の作用発現に関わる
種々のミトコンドリアイオンチャネルの今
回の研究は，今後 APCのメカニズムを明らか
にしていく上で新しく，重要な分野である． 
また，敗血症性ショックは，心臓，肺，腎

臓，肝臓などの臓器不全を引き起こし，その
致死率約 40％と報告されている．敗血症にお
ける臓器不全の原因としては，高サイトカイ
ン血症により引き起こされる凝固異常や血
流障害など関与しているとされるが，その明
らかな機序は不明である．敗血症や，それに
合併する播種性血管内凝固に対する臨床的
治療薬は存在するが，その細胞レベルでの機
序は全く不明である．虚血再灌流による臓器
障害，プレコンディショニングの関係を，敗

血症と多臓器障害への分野に応用できる可
能性が大いにあると考える．そこで，敗血症
モデルの心筋細胞において現在臨床使用さ
れている薬剤による臓器保護作用の有用性
を検討する．敗血症における多臓器不全の抑
制，死亡率の減少は救急集中治療領域におけ
るホットトピックスであり，重要な領域であ
る． 

 
２．研究の目的 
 APCの心筋保護作用に重要な役割を果たし
ているミトコンドリアのイオンチャネルのほ
とんどはその内膜に存在することがわかって
いる．これらのイオンチャネルの活動を観察
するためにミトコンドリアの外膜を取り除い
たもの（マイトプラスト）を作製し，パッチ
クランプ法を用いて直接的にチャネルの電気
生理を観察する．また，心筋細胞イオンチャ
ネルは虚血再灌流障害による心筋壊死，不整
脈の発生に大きく関与している．心筋細胞膜
状の電位依存性チャネルへのAPCの効果は虚
血再灌流障害からの心筋保護作用の解明に重
要であり，また抗不整脈作用のメカニズムの
解明にもつながる．敗血症による多臓器不全
は先述のとおり，高い死亡率となっている．
敗血症モデルを用いて，薬剤による臓器保護
作用を細胞レベル，イオンチャネルレベルで
検討する．この分野での臓器保護，死亡率改
善に貢献することが目的である． 
 
３．研究の方法 
ラットの心筋から，低速および高速の遠心

分離によりミトコンドリアを単離する．
Osmotic Shock を利用して，ミトコンドリア
外膜を破り内膜が露出した状態（マイトプラ
スト）を作製する．パッチクランプ法を用い
て，マイトプラストからミトコンドリア内膜
上のチャネル電流を計測する．またランゲン
ドルフ装置による逆行性還流により心筋細
胞を採取し，そのイオンチャネル電流測定も
パッチクランプ法を用いて行う．APC のイオ
ンチャネルに与える効果を観察するために
in vivo モデルを用いる．また，敗血症によ
る心筋細胞イオンチャネルの変化，および各
種薬剤（麻酔薬，利尿薬，抗 DIC薬など）に
よる心筋保護作用についての研究を行う．方
法は，心筋細胞レベルでのストレス耐性への
効果，および心筋細胞イオンチャネルにおけ
る薬剤効果の評価を行う． 
１）ミトコンドリアの単離 
十分な麻酔下にラットの心臓を摘出し，氷

上でマンニトール－スクロース（MS）溶液内
にて心室筋を細かく刻んだ後にホモジェナイ
ズする．ミトコンドリアを単離するために，
低速および高速で遠心分離を行う（4℃）．単
離されたミトコンドリアはMS溶液中にて氷上
で保存する． 
２) 心筋細胞の単離 
  十分な麻酔下にラットの心臓を摘出する．
この際，上行大動脈を5mm程度残した状態で切



離する．ランゲンドルフ装置上で，上行大動
脈から逆行性に心臓を酵素溶液で環流させる
（38℃，12～15分）．その後，心室筋を切離
し細かく刻んだ後にホットバスにて振盪させ
る（38℃，5～8分）．低速で遠心分離後に上
澄を破棄し，Tyrode溶液で攪拌する．この作
業を2回行い心筋細胞は22℃のTyrode溶液内
で保存する． 
３）パッチクランプ法 
マイトプラスト電流は，室温下でシングル

チャネルモード（inside-out patch）を用い
て行う．２）で得られた浮遊液を１μＬのせ，
そこに等浸透圧溶液を 500 μＬ加える．フェ
ーズコントラスト下でマイトプラストを確
認し，ガラス電極（15-20MΩ、等浸透圧溶液
中）を接触させギガオームールを形成した後，
パッチ膜を excise する．チャネル電流の記
録は，はじめに ramp protocol を用いて記録
した後，single-channel protocol を用いて
チャネルの活動する電圧を中心に各電圧で
のシングルチャネル電流の記録を行う．心筋
細胞のイオンチャネル電流は whole-cell 
modeを用いて記録する，各イオンチャネル電
流記録用に調整した細胞外液，ピペット溶液
を用いる．心筋細胞にガラス電極（3-5MΩ）
を接触させギガオームシールを形成した後，
パッチ膜を破りピペット内と細胞内を連絡
させる．この状態で Step-up protocol を用
いてチャネル電流を記録する．対象は Na チ
ャネル電流とする． 
４）In vivo APC モデル 
APC はin vivo モデルを用いる．吸入麻酔

薬はイソフルランを用いる．ラットを1.4％
（1MAC）のイソフルランに調節したクリアケ
ースに30％の酸素投与下で30 分間いれてお
く（プレコンディショニング）．その後30 分
間，空気下でのイソフルランのwash out を行
う．このモデルによるAPC の効果については
心筋細胞の酸化ストレス/再灌流傷害に対す
る耐性の増加により証明されている4． 
５）虚血/再灌流傷害モデル 
 ３）と同様にランゲンドルフ装置上で，上
行大動脈からの逆行性環流が確立した後に，
環流液を30分停止した．その後，酵素溶液で
再灌流を行い心筋細胞を単離した． 
６）Sepsis モデル 
  敗血症（Sepsis）モデルを用いる．敗血症
モデルは，エンドトキシンの静脈内投与もし
くは腹膜投与により作成する．日本版敗血症
診療ガイドラインでは，感染症に伴う臓器障
害を敗血症と定義したことで，臓器障害を伴
うモデルを作成する必要がある． 
 
４．研究成果 
これまで APC による Na 電流の有意に増加

（1.53倍），Naチャネル蛋白の発現量の有意
な増加を確認してきた．これらの Na チャネ
ルの変化は APC による心筋保護，抗不整脈作
用へ寄与していると考えられている． 
本研究では，上記のAPCによるNaチャネルへ

の効果を，プレコンディショニングを受けな
い食塩感受性高血圧症モデルラット（Dahl-S）
で検討した．食塩感受性高血圧症モデルラッ
トでは，Na電流の増加（図1），Naチャネル蛋
白の発現量は増加しなかった．このことから
APCによるNaチャネルの変化は心筋保護，抗不
整脈作用へ寄与していると考えられた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1．食塩感受性高血圧症モデルラットのNa
チャネル電流へのAPCの効果． 

 
 

また，5分間の酸化ストレス/再灌流傷害を与
えた心筋細胞では，APC群においてNa電流が抑
制された（図2）． 再灌流から10分後，15分
後とNa電流は両群において共に増大したが，
APC群でNa電流の増大は有意に抑制された（図
3）．これらから，Na過負荷とそれに引き続き
おこるCa過負荷による心筋障害はAPCにより
抑制される可能性が示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図2．APCが酸化ストレス/再灌流傷害後のNa
電流に与える効果 
 
 
 次に，吸入麻酔薬によるプレコンディショ
ニングをin vivoで施した後に，心臓に虚血/
再灌流傷害（30分間）を与えた．コントロー
ル（CTL）群，APC単独（APC－TR）群，APC+
虚血/再灌流障害（APC－IR）群の3群でNa電流
を比較した（図4）．APCにより増大したNa電流
は，虚血再灌流障害により有意に抑制された． 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3．APCが再灌流障害とNa電流に与える効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4．Na電流のAPCによる効果と虚血/再灌流傷
害による影響． 
 
 
 吸入麻酔薬によるプレコンディショニング
効果は，細胞膜上のNaチャネル蛋白の増加お
よびNa電流の増大が関係している．この効果
は，プレコンディショニングを受けないラッ
トで消失することを証明した．虚血/再灌流傷
害により，Na電流が増大し細胞内のNa過負荷，
Ca過負荷による細胞死がおこる．APCではこの
Na電流の増大を抑制する効果があり，この機
序によりプレコンディショニング作用をもた
らすことが示唆された． 
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