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研究成果の概要（和文）：我々は虚血再灌流傷害を想定して、虚血再灌流時に発生する細胞内Ca2+制御機構の異常に起
因した細胞傷害モデルであるオキシゲンパラドックス（過酸化水素による傷害）、Ca2+パラドックス（筋小胞体内Ca2+
枯渇による傷害）をマウス心室筋細胞に施し、吸入麻酔薬セボフルランによる心筋保護効果を、共焦点レーザ顕微鏡下
のCa2+イメージング法およびパッチクランプ法を用いて検討した。
　その結果、セボフルランは複数のCa2+輸送タンパク質をブロックすることにより、これらの細胞傷害から心筋細胞を
保護することを明らかにした。この細胞保護効果はセボフルランの持つ心筋保護作用の一端を担うと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The disturbance of intracellular Ca2+ homeostasis occurs in myocaridium during isc
hemia/reperfusion and is responsible for cellular injury leading to cardiac dysfunction, namely ischemia/r
eperfusion injury. We investigated the molecular mechanisms underlying cardioprotective action of the vola
tile anesthetic sevoflurane on ischemia/reperfusion injury, using experimental models for Ca2+ overload-in
duced cellular injuries mediated by oxidative stress or store operated Ca2+ entry (SOCE) process.
We found that sevoflurane protects mouse ventricular myocytes against these cellular injuries, presumably 
by affecting multiple Ca2+ transporting pathway, including ryanodine receptor, Na+/Ca2+ exchanger and SOCE
 channel. These actions appear to produce the cardioprotection on ischemia/reperfusion injury associated w
ith intracellular Ca2+ overload.
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１．研究開始当初の背景 

 虚血に陥った心筋に血流が再開されると、

不整脈（再灌流不整脈）、収縮機能の回復遅

延（stunned myocardium）、さらには心筋細

胞死（reperfusion-induced cell death）等の

種々の心筋傷害が発生する（虚血再灌流傷

害）。その原因として再灌流に伴って発生す

る細胞内 Ca2+過負荷が挙げられており、オキ

シゲンパラドックスと Ca2+パラドックスは

その主要な発生機転と考えられている。我々

はこれまでに Ca2+パラドックスが、筋小胞体

（SR）内の Ca2+含量の減少により活性化さ

れた TRPC (transient receptor potential 

canonical) チャネルを介する Ca2+流入によ

り発生することをマウス心室筋細胞におい

てはじめて明らかにした。さらに、この Ca2+

パラドックスに対して、臨床使用濃度のセボ

フルランがポストコンディショニング作用

を介して有効に抑制することを示し、セボフ

ルランのもつ新たな心筋保護作用の分子基

盤を解明した。 

 一方、オキシゲンパラドックスは再灌流時

に爆発的に産生される活性酸素種 (reactive 

oxygen species, ROS) に起因する。ROS は、

細胞内 Ca2+ホメオスターシスを制御するタ

ンパク質（細胞膜 L 型 Ca2+チャネル、

Na+/Ca2+ exchanger (NCX)、TRPC チャネル、

リアノジン受容体（RyR2）等）に酸化作用

をおよぼし、その破綻（細胞内 Ca2+過負荷に

よる細胞拘縮や細胞死）を引き起こす。吸入

麻酔薬はこのオキシゲンパラドックスに対

して保護作用をおよぼしていると考えられ

ているが、その作用機序は十分には解明され

ていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では、吸入麻酔薬のもつ心筋保

護作用の分子基盤を明らかにする目的で、心

筋虚血再灌流傷害であるオキシゲンパラド

ックスと Ca2+パラドックスに対する吸入麻

酔薬の作用を、TRPC チャネルやリアノジン

受容体などの Ca2+輸送タンパク質に着目し

て電気生理学的、分子生物学的手法により検

討を行う。得られた知見は、周術期における

吸入麻酔薬の心筋保護作用の理解のみなら

ず、そのメカニズムを応用して広く心筋虚血

再灌流傷害の予防・治療戦略の構築に寄与す

ることが期待される。 

 

３．研究の方法 

(1) 正常マウス心臓から酵素処理により単離

した心室筋細胞に蛍光 Ca2+ 指示薬

（fluo-3）を負荷し、共焦点レーザー顕微

鏡を用いて細胞内 Ca2+濃度のイメージ

ングおよび細胞形態の観察を行った。正

常タイロード液に H2O2（100μM）を加

えた溶液で心筋細胞を 15 分間灌流し、細

胞内 Ca2+濃度の上昇と異常収縮、細胞拘

縮（細胞死）を誘発した。 

 

(2) この現象における L 型 Ca2+チャネル、

NCX や RyR2 等の関わりを、それらの抑

制剤を用いて検討した。 

 

(3) パッチクランプ法を用い、異常収縮の原

因として、早期および遅延後脱分極

（early and delayed afterdepolariza- 

tion; EAD、DAD）や異常自動能の発生

の関わりについて検討した。 

 

(4) 臨床使用濃度 (1~5%) のセボフルラン

を H2O2と同時に投与して、上記(1)、(3)

の実験を行った。 

 

(5) 上記の実験から明らかとなったオキシゲ

ンパラドックスおよび Ca2+パラドック

スに関わる Ca2+輸送タンパク質の心臓

虚血再灌流傷害への関与を、ランゲンド

ルフ灌流心に虚血再灌流操作を行い、そ

の阻害薬による左心室収縮期圧・拡張期

圧の改善の有無で検討した。 

 

４．研究成果 

(1) マウス心室筋細胞において、15 分間の

H2O2（100μM）灌流により、約 55%

の細胞が細胞内 Ca2+濃度の上昇ととと

もに異常収縮を引き起こし、ついには細

胞拘縮（細胞死）に至った。 

 

(2) この細胞死の発生率は、L 型 Ca2+チャ



ネル、NCX、RyR2 の阻害薬にて減少し

たため、これらの Ca2+輸送タンパク質

が、H2O2による細胞内 Ca2+過負荷に関

与していることがわかった。 

 

 

図 1  H2O2による細胞内Ca2+過負荷を伴う

細胞死の発生と、Ca2+輸送タンパク質の関与 

 

(3) パッチクランプ実験から、H2O2（100

μM）は静止したマウス心室筋細胞に異

常自動能の発生につながるDADを引き

起こすことがわかった。この DAD は

NCX 阻害薬で発生が抑制された。 

 

(4) さらに H2O2は、電気刺激存在下でのマ

ウス心室筋細胞に EAD から triggered 

activity を発生させ、これも異常自動能

の原因となることがわかった。この

EADの発生はL型Ca2+チャネル阻害薬

で抑制された。 

 

(5) これらの結果から、H2O2 による細胞傷

害の発生機転として、①  筋小胞体

RyR2 からの Ca2+リーク ② NCX によ

る Ca2+排出とそれに伴う細胞膜脱分極

（EAD, DAD）③ 異常自動能の発生と

L 型 Ca2+チャネルを通る Ca2+流入、と

いう Ca2+ホメオスターシスの破綻の可

能性が考えられた。 

 

(6) 1~5%のセボフルランは濃度依存性に

H2O2 による細胞死の発生率を減少させ

た。 

 

 

図 2 H2O2 による細胞死の発生に対するセ

ボフルランの抑制効果 

 

(7) セボフルランによる細胞死の減少には、

DAD、EAD、triggered activity 発生の

抑制作用が関わっており、その背景とし

てセボフルランによる RyR2、NCX、L

型 Ca2+チャネルの抑制作用の存在が、

パッチクランプ法で明らかとなった。 

 

 

図 3 セボフルランによる DAD、EAD、異

常自動能発生の抑制 

 

 
図 4 オキシゲンパラドックスとCa2+パラド

ックスに関わる Ca2+輸送タンパク質と、セボ

フルランの作用部位 

 

(8) ランゲンドルフ灌流下のマウス心臓に

虚血再灌流を施行し、心機能（左室

developed pressure；LVDP）を評価し

たところ、再灌流時に TRPC チャネル

阻 害 薬 （ 2-aminoethoxydiphenyl 

borate；2-APB、La3+）を投与すること

によって、再灌流後の心機能が対照群と

比較して有意に改善した。このことから、

心臓虚血再灌流傷害に TRPC チャネル



が関与していることが明らかとなった。 

 

 
図 5 TRPC チャネル阻害薬による虚血再灌

流後の心機能の回復 
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