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要旨 
 

【背景と目的】 

心臓血管外科手術においては，虚血再灌流障害は術後の心機能障害の主な

原因であり，術後死亡率に影響する．虚血再灌流障害を抑制するためにさま

ざまな研究が行われてきたが，いまだ確立された方法はなく，さらなる研究

が必要である．腎臓や脳においては，抗マラリア薬として開発され膠原病に

対して薬事承認を受けているクロロキン（ C Q）の投与が再灌流障害を抑制

するという報告が存在する．しかしながら，心臓の全虚血再灌流モデルにお

ける C Q の再灌流障害抑制効果に関する報告はない． 

虚血再灌流障害の抑制機序として，①R e p e r f u s i o n  i n j u r y  s a l v a g e  

k i n a s e（ R I S K）  p a t h w a y，②オートファジー（自食作用），③抗炎症作

用などが報告されている．C Q は抗炎症作用や自己免疫抑制作用を有してい

る他，オートファジーの阻害薬として知られている．C Q による脳および腎

臓の再灌流障害抑制においては抗炎症作用の関与が報告されているが，心臓

においてはどのように虚血再灌流障害に関与するかは知られていない． 

本研究の目的は，ラットを用いた心筋全虚血モデルにおいて，C Q の虚血

前投与が再灌流後の心機能障害抑制効果を有するかを検討し，さらにその機

序を解明することである．  

 

【対象と方法】 

実験を計画するにあたり，「ラット心筋全虚血モデルにおいて，C Q 虚血

前投与により再灌流後の心機能障害抑制効果が得られる．」という仮説のも

と実験を行った．C Q 虚血前投与による再灌流後の心機能障害抑制効果およ

びその作用機序を検証するため，以下の３つの実験を行った． 

 

実験①：心臓の全虚血再灌流モデルにおける C Q の適正な投与濃度の検討 

実験動物として，1 0 週齢の雄の S p r a g u e - D a w l e y ラットを使用した．ラ

ットの心臓を摘出し，速やかにランゲンドルフ回路に接続した．摘出した心

臓は K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  ( K H B )で 3 0 分間灌流したのち， 3 0 分間

の常温全虚血（ 3 7℃）とした．虚血直前に上行大動脈より冠動脈に投与し

た C Q の濃度により４群 (各群 4 匹ずつ )に分けた（K H B 群： K H B のみ，K H B  

＋  C Q  5 0μ M 群，K H B  ＋  C Q  7 5μ M 群，K H B  ＋  C Q  1 0 0μ M 群）．その後

6 0 分 間 K H B で 再 灌 流 し た 後 ， 左 室 最 大 圧 と 心 拍 数 の 積 で あ る r a t e  
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p r e s s u r e  p r o d u c t（ R P P）の回復率を測定した．再灌流 6 0 分後の R P P の

回復率は，虚血前の R P P 値に対する割合（％）で示した． 

 

実験②： C Q 虚血前投与による再灌流後の心機能障害抑制効果と虚血再灌流

障害関連マーカーの検討 

ラットの心摘出およびランゲンドルフ回路への接続は実験①と同様に行っ

た．虚血直前に上行大動脈より冠動脈に投与した溶液により 2 群 (各群 4 匹

ずつ )に分けた（K H B 群： K H B のみ，K H B  ＋  C Q 群： K H B  ＋  クロロキン）．

その後 6 0 分間 K H B で再灌流した後，以下の心機能の回復率を測定した：冠

灌流量，心拍数，l e f t  v e n t r i c u l a r  d e v e l o p e d  p r e s s u r e（ L V D P），

+ d p / d t， - d p / d t， R P P．さらに再灌流 6 0 分後の心臓を採取し，後日 C Q の

作用機序を検討するために使用した．再灌流後の心筋細胞のアポトーシスを

評価す る た め ， T U N E L 染 色を 行った ． 虚 血 再 灌 流 に お い て重要 な R I S K  

p a t h w a y を 評 価 す る た め ， A K T お よ び e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l -

r e g u l a t e d  k i n a s e（ E R K） 1 / 2 をウエスタンブロッティングで定量した．

オートファジー活性化評価のため，オートファジーマーカーとして最も一般

的な m i c r o t u b u l e - a s s o c i a t e d  l i g h t  c h a i n  3（ L C 3） - I I および p 6 2

をウエスタン ブ ロ ッティングで定量し た ．炎症性マ ーカー と し て t u m o r  

n e c r o s i s  f a c t o r（ T N F）-αを E L I S A 法で定量した．  

 

実験③： C Q 虚血前投与による心機能障害抑制効果における作用機序の検証  

実験②において C Q 群でウエスタンブロッティングおよび E L I S A 法で増加

していたタンパクに対する阻害薬を使用し，再灌流後の心機能およびアポト

ーシスを再評価した（K H B 群，K H B  ＋  C Q 群，K H B  +  阻害薬群，K H B  +  C Q  

+  阻害薬群，各群 4 匹ずつ）． 

 

【結果】 

実験①：  

各 C Q の濃度ごとの R P P の回復率はそれぞれ K H B 群 4 3 . 8  ±  2 . 6  %，

K H B  ＋  C Q  5 0μ M 群  3 7 . 0  ±  3 . 2  %，K H B  ＋  C Q  7 5μ M 群  6 5 . 3  ±  

2 . 3  %，K H B  ＋  C Q  1 0 0μ M 群  6 9 . 0  ±  7 . 4  %であり，K H B  ＋  C Q  7 5

μ M（ P  =  . 0 4 8）群および K H B  ＋  C Q  1 0 0μ M 群（ P  =  . 0 0 2）において

有意に K H B 群より高かった．従って本実験では最も回復率が高かった C Q の

濃度である 1 0 0μ M を以降の実験では使用することとした． 
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実験②：  

再灌流後の冠灌流量および心拍数の回復率に群間差を認めなかった．再灌

流後の L V D P， + d p / d t， - d p / d t， R P P の回復率は，K H B  +  C Q 群で有意に

高かった：L V D P ( K H B ,  6 8  ±  8 %  v s .  K H B  +  C Q ,  9 1  ±  3 % ;  P  =  . 0 3 4 )，

+ d p / d t ( K H B ,  5 2  ±  3 %  v s .  K H B  +  C Q ,  9 1  ±  7 % ;  P  =  . 0 0 2 )， −

d p / d t ( K H B ,  4 7  ±  4 %  v s .  K H B  +  C Q ,  7 4  ±  8 % ;  P  =  . 0 1 9 )， R P P  

( K H B ,  4 4  ±  3 %  v s .  K H B  +  C Q ,  6 9  ±  7 % ;  P  =  . 0 1 9 )．再灌流後の

左室心筋組織の T U N E L 染色において， T U N E L 陽性細胞率は K H B  +  C Q 群で

有意に低かった( K H B ,  8 . 3  ±  1 . 2 %  v s .  K H B  +  C Q ,  4 . 8  ±  0 . 6 % ;  P  

=  . 0 4 4 )．ウエスタンブロッティングにおける A K T のリン酸化率には群間

差が見られなかった．一方，E R K 1 / 2 のリン酸化率は K H B  +  C Q 群で有意に

高かった( K H B ,  0 . 7 8  ±  0 . 0 5  v s .  K H B  +  C Q ,  1 . 0 3  ±  0 . 0 7 ;  P  

=  . 0 2 9 )．オートファジーのマーカーである L C 3 - I I および p 6 2 のタンパク

発現には群間差を認めなかった．再灌流後の左室心筋組織における T N F -α

の発現量には群間差を認めなかった． 

 

実験③：  

実験②において E R K 1 / 2 が有意に活性化していたため，選択的 E R K 1 / 2 阻

害薬を添加して作用機序の検証を行った．C Q による + d p / d t， − d p / d t， R P P

の上昇は，選択的 E R K 1 / 2 阻害薬の添加により低下し K H B 群と同等となっ

た．さらに， T U N E L 染色においても C Q 群の T U N E L 陽性細胞率は，選択的

E R K 1 / 2 阻害薬の添加により増加し K H B 群と同等となった． 

 

【考察】 

本研究ではラット心筋全虚血モデルにおいて，C Q 虚血前投与により再灌

流後の心機能障害およびアポトーシス抑制効果が得られた．さらに C Q 投与

により R I S K  p a t h w a y の一つである E R K 1 / 2 の活性化を認めた.一方，オー

トファジーマーカーと炎症性マーカーには差が見られなかった．また，選択

的 E R K 1 / 2 阻害薬の C Q への添加により，C Q の心機能障害およびアポトーシ

ス抑制効果が消失した．したがって，C Q 虚血前投与により再灌流後の心機

能障害抑制効果が得られ，その心機能障害抑制効果は，R I S K  p a t h w a y の一

つである E R K 1 / 2 の活性化に依存していると考えられた．本研究では C Q 投

与のオートファジーおよび炎症反応への関与は否定的と考えられるが，さら

なる検討が必要である． 
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本研究の問題点として，心筋細胞における C Q のイオンチャネルへの影響

を検討していないことが挙げられる．細胞内イオン動態を含めたさらなる研

究が必要である．また C Q の長期投与では Q T 延長症候群や致死性不整脈，

網膜症などの副作用の報告がある．本研究の K H B  +  C Q 群には再灌流後に明

らかな不整脈を認めなかったが，実臨床に応用するためには大動物を含めた

i n  v i v o モデルでのさらなる研究が必要である． 

 

【結論】 

ラットの心筋全虚血モデルにおいて，C Q 虚血前投与により再灌流後の心

機能障害抑制効果が得られた．その心機能障害抑制効果は，R I S K  p a t h w a y

の一つである E R K 1 / 2 の活性化に依存していた．この研究結果は心臓手術に

おける新たな心筋保護液や移植保存液への臨床応用に向けた，さらなる研究

につながると考えられる． 
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略語表 
 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

C Q   :  c h l o r o q u i n e  

E R K   :  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e g u l a t e d  k i n a s e  

G A P D H   :  g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  

K H B   :  K r e b s − H e n s e l e i t  b u f f e r  

L C 3   :  m i c r o t u b u l e - a s s o c i a t e d  l i g h t  c h a i n  3  

L V D P   :  l e f t  v e n t r i c u l a r  d e v e l o p e d  p r e s s u r e  

p 6 2   :  p 6 2 / S Q S T M 1  

R I S K   :  r e p e r f u s i o n  i n j u r y  s a l v a g e  k i n a s e  

R P P   :  r a t e  p r e s s u r e  p r o d u c t  

S C H   :  S C H 7 7 2 9 8 4（選択的 E R K 阻害薬） 

T N F   :  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  
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緒言 
 

①論文の背景 

 

心臓血管外科領域における虚血再灌流障害の重要性  

虚血再灌流障害とは，虚血状態にあった臓器や組織に血液の再灌流が起き

た際に，その臓器や組織内の微小循環において種々の毒性物質の産生が惹起

されて引き起こされる障害のことである( M c C o r d ,  1 9 8 5 )．その機序として

は，細胞死や炎症反応，微小血管内皮障害などが報告されている．  

多くの心臓血管外科手術は大動脈遮断により心臓が虚血となる時間があ

り，その後の大動脈遮断解除により虚血心筋への再灌流が起こる．よって心

筋の虚血再灌流障害は大動脈遮断を要する心大血管手術において重要な問題

である．長時間の大動脈遮断は術中の心筋虚血時間の延長に直結しており，

実際術中の大動脈遮断時間の延長は心筋障害を招き，術後の心拍出量減少や

手術死亡の増加をもたらす( I i n o  e t  a l . ,  2 0 1 7 )  ( D o e n s t  e t  a l . ,  

2 0 0 8 )．さらに近年は内科的治療やカテーテル治療の発展に伴い単純な外科

的手術が減少したため，長時間の大動脈遮断を要する複合的な外科的手術が

増加している．実際に冠動脈バイパス術単独手術に比べて，冠動脈バイパス

術と弁膜症の同時手術では９０分以上の大動脈遮断を要する症例が有意に多

く（６％  v s .  ３３％），９０分以上の大動脈遮断を要する症例の方が９０

未満の大動脈遮断時間の症例より３０日手術死亡率が有意に高い（２ .４％  

v s .  ６ .５％）という報告がある( S m i t h  e t  a l . ,  2 0 0 6 )．したがって長

時間虚血を伴う手術が増えている中で，虚血再灌流障害を抑制する手段を開

発できれば手術成績のさらなる向上につながる可能性がある． 

 

薬剤による虚血再灌流障害の抑制 

虚血再灌流障害を回避するために，様々な薬剤的治療戦略が報告されてい

る( E l t z s c h i g  a n d  E c k l e ,  2 0 1 1 )．例えば麻酔薬として広く用いられて

いるプロポフォールは心大血管手術において，心筋の虚血再灌流障害を抑制

する効果が知られている( K a t o  a n d  F o e x ,  2 0 0 2 )．またニコランジルの虚

血中もしくは虚血後投与も、心筋における虚血再灌流性障害抑制効果が報告

されており，実臨床にも利用されている( T a k a r a b e  e t  a l . ,  2 0 0 7 )．ま

た，クロロキン（ C h l o r o q u i n e : C Q ）も虚血再灌流障害抑制効果が報告さ

れている．C Q は元来，抗マラリア薬として開発された薬剤であり，最近で
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は C O V I D - 1 9 の治療薬としても注目を浴びた( W a n g  e t  a l . ,  2 0 2 0 )．現在

では膠原病に対しての薬事承認も受けている．C Q の主な作用としては，ラ

イソソームの阻害によるオートファジーの抑制，抗原提示の抑制，炎症性サ

イ ト カ イ ン の 抑 制 ， イ オ ン チ ャ ネ ル 活 性 の 抑 制 な ど が 報 告 さ れ て い る

( S c h r e z e n m e i e r  a n d  D o r n e r ,  2 0 2 0 )  ( S a n c h e z - C h a p u l a  e t  a l . ,  

2 0 0 1 )．   

 

虚血再灌流障害とその抑制のための分子機構  

虚血再灌流障害の抑制に関して，以下の３つのメカニズムが注目されてい

る． 

 

１）  M i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  ( M A P )  k i n a s e  (図 1 )  

H a u s e n l o y らはラットの心筋虚血再灌流モデルにおいて，再灌流後の細

胞 死 を 抑 制 す る 重 要 な 機 序 と し て ， R e p e r f u s i o n  i n j u r y  s a l v a g e  

k i n a s e  ( R I S K )  p a t h w a y を報告した( H a u s e n l o y  a n d  Y e l l o n ,  2 0 0 4 )．

R I S K  p a t h w a y は，M E K 1 / 2  –  E R K 1 / 2 と P I 3 K  –  A K T という２つのカス

ケードより成り立っており，再灌流によるストレス刺激に応答してこれらの

カスケードが活性化し，細胞死の抑制効果を示すとされている． 
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図１． H a u s e n l o y らが提唱した R I S K  p a t h w a y の概要 

E R K，  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e g u l a t e d  k i n a s e；  

M E K ,  m i t o g e n - a c t i v a t e d  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l  r e g u l a t e d  

k i n a s e；  P I 3 K，  p h o s p h a t i d y l  i n o s i t o l - 3  k i n a s e；  

R I S K ,  r e p e r f u s i o n  i n j u r y  s a l v a g e  k i n a s e  

 

２）オートファジー 

オートファジーとは，細胞内における自食作用の一つである．細胞内の傷

害されたタンパクを細胞内にある隔離膜が取り込み，二重膜のオートファゴ

ゾームを形成する．オートファゴゾームが細胞内でライソソームと融合して

オートファゴライソソームを形成し，最終的に内容物が分解されるという機

構である（図２）． 

虚血中には，オートファジーは細胞死に対して抑制的に働くことが知られ

ている．虚血心筋細胞においては，オートファジーはエネルギー基質の利用

効率を上げ，障害されたミトコンドリアを取り除き，酸化ストレスを軽減す
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る．しかしながら，再灌流中のオートファジーの働きについては不明なとこ

ろも多く，オートファジーが細胞死に抑制的に働くかどうかもまだ議論の余

地がある( S c i a r r e t t a  e t  a l . ,  2 0 1 8 )．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．オートファジーの概要 

 

 

３）抗炎症作用  

心筋虚血再灌流により惹起される炎症反応も，虚血再灌流障害の重要なメ

カニズムの一つである． T N F -αは心筋虚血再灌流における炎症反応のトリ

ガーとなるタンパクである． T N F -αの上昇は炎症反応の重要な指標と考え

られており，心筋虚血再灌流障害抑制のための治療ターゲットとしても注目

されている( X i o n g  e t  a l . ,  2 0 1 0 )．  

 

 

②何がわかっていて，何がわかっていないのか 

T o d o r o v i c らは，C Q の虚血前急速静注がラットの腎臓における全虚血

再灌流後の血清クレアチニン値の上昇および病理学的な壊死を抑制したと報

告していており、そのメカニズムとして T N F -αを介した抗炎症作用や血管

内皮細胞における一酸化窒素合成酵素の刺激などを指摘した( T o d o r o v i c  

e t  a l . ,  2 0 1 4 )．さらに，マウスの脳においては，3 週間前からの C Q の

腹腔内投与が，片側の中大脳動脈閉塞による虚血再灌流障害を，抗炎症作用

を介して抑制したと報告されている( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 2 0 )．また心臓に

おいては，ラットにおける左前下行枝結紮による心筋梗塞モデルで，虚血前

3 日間の C Q 経口投与が，E R K 1 / 2 活性化を介して梗塞サイズを減少したと
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いう報告がある( B o u r k e  e t  a l . ,  2 0 1 5 )．しかしながら，心臓の全虚血

再灌流モデルにおける C Q の再灌流障害抑制効果に関する報告はない． 

 

 

③本研究で何を明らかにしようとしているのか 

本研究の目的は，ラットを用いた心筋全虚血モデルにおいて，C Q の虚血

前投与が再灌流後の心機能障害抑制効果を有するかを検討し，その機序を解

明することである．この目的を達成するため，本研究は以下の３つの実験に

分けて行った． 

 

実験①：心臓の全虚血再灌流モデルにおいて異なる濃度の C Q を虚血前投与

し，適正な投与濃度を決定する． 

 

実験②：実験①で決定した濃度の C Q 虚血前投与が，再灌流後の心機能障害

抑制効果を有するかを検討する．さらに心機能障害抑制効果の機序として

R I S K  p a t h w a y，オートファジー，抗炎症作用のマーカー変化を検討する． 

 

実験③：実験②において有意な変化を示した作用機序に対し，その選択的阻

害薬を添加して心機能障害抑制効果が消失するかを検証する． 
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実験① 

方法 
 

目的：  

ラットを用いた心筋全虚血モデルにおける C Q の投与濃度を決定する．  

 

 

 

 

すべての実験過程は，国立大学法人北海道大学動物実験に関する規程，ア

メリカ国立衛生研究所により定められた動物実験使用指針に従い施行した． 
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１．実験動物と飼育環境管理方法 

1 0 週齢の雄の S p r a g u e - D a w l e y ラット(三共ラボサービス ) (体重 3 0 0  〜

3 3 0  g )を使用した．飼育環境は，温度 2 2 . 0〜 2 4 . 0  ℃，湿度 4 0〜 6 0％，

照明の明暗は 1 2 時間サイクル（7 - 1 9 時）とした．餌は M F (オリエンタル)

を使用し，水分は自由飲水，個別換気ケージシステムを使用した．すべての

ラットは，実験開始日の 1 週間前に北海道大学大学院医学研究院附属動物実

験施設に輸送され管理された． 

 

２．安楽死と心臓摘出方法 

ラットの安楽死には，1 5 0  m g / k g のペントバルビタールナトリウム (ナカ

ライテスク)の腹腔内投与を用いた．ラットの痛み刺激に対する反応が完全

に消失したことを確認したのち，腹部を横切開し 1 0 0 0  u n i t / k g のヘパリ

ンナトリウム (持田製薬)を下大静脈に注射した．次に，胸部正中を胸骨上

端 ま で 切 り 上 げ て 心 臓 を 胸 腺 組 織 や 気 管 と 一 塊 に 摘 出 し た ． 氷 冷 の

K r e b s − H e n s e l e i t  b u f f e r ( K H B )の中で余剰組織を切除し，上行大動脈を

速やかにランゲンドルフ回路 ( L a b o S u p p o r t )（図３）に接続した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．ランゲンドルフ回路  

リザーバー内で酸素化された灌流液が，上行大動脈経由で冠動脈内に灌流

される． 

 

K H B の組成は以下とした：塩化ナトリウム  1 2 8  m M，塩化カリウム  5 . 0  

m M，硫酸マグネシウム  1 . 3  m M，硫酸二水素カリウム  1 . 0  m M，塩化カル

シウム 2 . 5  m M，炭酸ナトリウム  1 5  m M， D -グルコース 5 . 0  m M．いずれの



 14 

試薬も S i g m a - A l d r i c h 社のものを使用した．冠動脈灌流圧は 7 6  m m H g で

一定に保ち，K H B は混合ガス（酸素  9 5％  ＋  二酸化炭素  5％）の送気によ

り酸素化した．回路チャンバー温度は 3 7  ℃に設定した． 

 

３．実験プロトコール 

実験プロトコールを図４に示す．全ての摘出した心臓は K H B で 3 0 分間灌

流したのち，虚血前の心機能( b a s e l i n e )を測定した．その後冠灌流を一旦

停止し，上行大動脈から順行性に冠動脈へ下記の溶液を 1 0 m L 投与した．投

与終了後直ちに 3 0 分間の常温全虚血（3 7℃）とした． 

ランゲンドルフ回路による心臓の全虚血再灌流モデルにおける C Q の再灌

流障害抑制効果に関しては既報がないため，確立された投与濃度設定はな

い．C Q の o v e r  d o s e による臨床報告によると，C O V I D の治療の最大用量で

は血中濃度は 2 0μ M 程度であり、その濃度では中毒による死亡例は少ない．

一方，血中濃度が 1 0 0μ M になると中毒による死亡率が高くなるとされてい

る( W a t s o n  e t  a l . ,  2 0 2 0 )．そこで本実験では C Q の投与濃度は 0μ M  ，

5 0μ M（約 0 . 8 3  m g / k g），7 5μ M（約 1 . 2 5  m g / k g），1 0 0μ M（約 1 . 6 7  

m g / k g）で検討を行うこととした． 

投与した溶液により 4 群（各群 n  =  4）に分けた（K H B 群： K H B のみ，

K H B  ＋  C Q  5 0μ M 群，K H B  ＋  C Q  7 5μ M 群，K H B  ＋  C Q  1 0 0μ M 群）．

溶液は 3 7℃，p H  7 . 4 に調製し，6 0  m m H g 定圧で冠動脈へ投与した．C Q

は，クロロキン二リン酸塩（和光純薬工業）を用いた． 

3 0 分間の全虚血後に K H B で再灌流を行い，再灌流後 6 0 分の時点で心機

能測定を行なった．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．実験①のプロトコール 

μM

μM

μM
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C Q ,  c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r．  

 

４．心機能測定   

ランゲンドルフ回路で灌流している心臓の左心房を切開し，左心房から左

心室内へラテックスバルーン（ A D I n s t r u m e n t s）付き 1 4 G ダブルルーメン

カテーテル（ A r g y l e）を挿入して圧波形を計測した（図５）．左心室拡張

末期圧が 5〜 1 0  m m H g になるようにバルーンの拡張期圧を調整した．圧波

形は P o w e r L a b（ A D I n s t r u m e n t s）を用いて記録し， L a b C h a r t

（ A D I n s t r u m e n t s）で波形の解析を行なった．心機能評価は，心拍数と左

室最大圧の積である R a t e  p r e s s u r e  p r o d u c t（ R P P  ） ( m m H g・ b p m )を用

いて評価した． 

B a s e l i n e の心機能において，冠灌流量  ＜  8  m l / m i n および L V D P  ＜  1 0 0  

m m H g の個体は本研究から除外した．再灌流 6 0 分時点における心機能の回復

率は，b a s e l i n e 値に対する割合（％）で示した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５．左心室内へのバルーン挿入（左）と代表的な圧波形（右） 

L V D P ,  l e f t  v e n t r i c u l a r  d e v e l o p e d  p r e s s u r e  

 

 

５．統計解析  

す べ て の 連 続 変 数 は 平 均 ± 標 準 誤 差 で 示 し た ． 群 間 比 較 は o n e - w a y  

a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e で検定し， T u k e y 検定で多重比較を行なった．統

計解析には G r a p h P a d  P r i s m（ v e r s i o n  9 . 0， G r a p h P a d  S o f t w a r e )を用

いた．  
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結果 
 

各 C Q の濃度ごとの R P P の回復率を図６に示す．R P P の回復率はそれぞ

れ K H B 群 4 3 . 8  ±  2 . 6  %，K H B  ＋  C Q  5 0μ M 群  3 7 . 0  ±  3 . 2  %，K H B  

＋  C Q  7 5μ M 群  6 5 . 3  ±  2 . 3  %，K H B  ＋  C Q  1 0 0μ M 群  6 9 . 0  ±  7 . 4  %

であり，K H B  ＋  C Q  7 5μ M 群（ P  =  . 0 4 8）および K H B  ＋  C Q  1 0 0μ M 群

（ P  =  . 0 0 2）において R P P 回復率が有意に K H B 群より高かった．前述の

通り既報ではヒトにおける C Q 全身投与において，血中濃度が 1 0 0μ M 以上

になると死亡例が報告されている .しかしながら本モデルのような心筋へ

の局所投与モデルの報告はなく，本実験では C Q の効果を調べるために最大

効果が得られる濃度で検討することとした．従って以後の実験②および実

験③では，実験①で最も高い回復率が認められた C Q の濃度である 1 0 0μ M

を用いることとした． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６．C Q の濃度変化と R P P の回復率 

C Q ,  c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  

R P P ,  r a t e  p r e s s u r e  p r o d u c t  

* P 値＜  . 0 5 ,  * * P 値＜  . 0 1  
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実験② 

方法 
 

目的：  

1 0 0μ M の C Q 虚血前投与が，再灌流後の心機能障害抑制効果を有するかを

複数のパラメーターを測定して検証する．さらに心機能障害抑制効果の機

序として R I S K  p a t h w a y，オートファジー，抗炎症作用のマーカー変化を

検討する．  

 

 

すべての実験過程は，国立大学法人北海道大学動物実験に関する規程，ア

メリカ国立衛生研究所により定められた動物実験使用指針に従い施行した． 
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１．実験動物と飼育環境管理方法 

実験①と同様．  

 

２．安楽死と心臓摘出方法 

実験①と同様． 

 

３．実験プロトコール 

実験プロトコールを図７に示す．全ての摘出した心臓は K H B で 3 0 分間灌

流したのち，虚血前の心機能( b a s e l i n e )を測定した．その後冠灌流を一旦

停止し，上行大動脈から順行性に冠動脈へ下記の溶液を投与した．投与終了

後直ちに 3 0 分間の常温全虚血（3 7℃）とした．投与した溶液により 2 群

（各群 n  =  4）に分けた（K H B 群： K H B のみ，K H B  ＋  C Q 群： K H B  ＋  C Q  

1 0 0μ M）．溶液は 3 7℃，p H  7 . 4 に調製し，6 0  m m H g 定圧で冠動脈へ投与

した．  

3 0 分間の全虚血後に K H B で再灌流を行い，再灌流後 5 分，1 0 分，2 0 分，

3 0 分，4 0 分， 5 0 分，6 0 分で心機能測定を行なった．再灌流 6 0 分後に心

臓を採取し，心尖部を 3 . 5 %ホルムアルデヒド含有中性緩衝ホルマリン液

(武藤化学)に保存して後日組織検査に使用した．それ以外の左室心筋は速

やかに液体窒素で凍結させて − 8 0℃で保管し，後日ウェスタンブロッティン

グと E L I S A に使用した．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７．実験②のプロトコール 

C Q ,  c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r．  
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４．心機能測定   

ランゲンドルフ回路で灌流している心臓の左心房を切開し，左心房から左

心室内へラテックスバルーン（ A D I n s t r u m e n t s）付き１４G ダブルルーメ

ンカテーテル（ A r g y l e）を挿入して圧波形を計測した（実験①の図５参

照）．左心室拡張末期圧が 5〜 1 0  m m H g になるようにバルーンの拡張期圧

を調整した．圧波形は P o w e r L a b（ A D I n s t r u m e n t s）を用いて記録し，

L a b C h a r t（ A D I n s t r u m e n t s）で波形の解析を行なった．心機能評価のた

めに測定した項目を以下に示す． 

1 )  冠灌流量  ( m L / m i n )： 1 分間で冠静脈洞からドレナージされた灌流液

の量  

2 )  心拍数  ( b p m )  

3 )  L e f t  v e n t r i c u l a r  d e v e l o p e d  p r e s s u r e :   
L V D P  ( m m H g )  =  (左室最大圧 ) - (左室最小圧 )  

4 )  + d p / d t  ( m m H g / s )  (左室圧一次微分最大陽性値 )：左室収縮能の指標  

5 )  − d p / d t  ( m m H g / s )  (左室圧一次微分最大陰性値 )：左室拡張能の指標  

6 )  R a t e  p r e s s u r e  p r o d u c t :   
R P P  ( m m H g・ b p m ) =  (心拍数 )× (左室最大圧 )  

B a s e l i n e の心機能において，冠灌流量＜  8  m l / m i n および L V D P  ＜  1 0 0  

m m H g の個体は本研究から除外した．各計測時点における心機能の回復率は，

各パラメーターの b a s e l i n e 値に対する割合（％）で示した． 

 

５．組織学的検査  

心筋のアポトーシスを評価するため， T U N E L 染色を行なった．3 . 5 %ホル

ムアルデヒド含有中性緩衝ホルマリン液 (武藤化学)で固定した左室心尖部

心筋を，パラフィン包埋し，単軸方向に 5 m m 厚で切り出した．切片はエタ

ノールの濃度勾配により脱パラフィン処理と再水和を行った．切片はプロテ

インナーゼ K  ( T a K a R a )で透過処理を 1 5 分間行なった後，3 %過酸化水素水

で 5 分間， T d T  b u f f e r  ( T a K a R a )で 7 0 分間，a n t i - F I T C  h o r s e r a d i s h  

p e r o x i d a s e  ( H R P ) - c o n j u g a t e d  s o l u t i o n  ( T a K a R a )で 3 0 分間のイン

キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 な っ た ． 発 色 ア ッ セ イ に は ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 

( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s ) を使用した．核の対比染色はヘマトキシリン 

を用いた．無作為に 1 0 視野を抽出し， T U N E L 陽性細胞をカウントした．

T U N E L  i n d e x は 1 視野内の核の総数に対する， T U E N L 陽性細胞数の割合

（％）で算出した．核のカウントは I m a g e  J  s o f t w a r e  ( N I H )を用いて行

なった． 
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６．酵素結合免疫吸着測定法 （E L I S A 法） 

心筋の炎症反応を評価するため，酵素結合免疫吸着測定法（E L I S A 法）

にて t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r ( T N F ) -αの定量を行なった．凍結心筋組織

中の T N F -αは，E L I S A キット（B i o V i s i o n）を使用して定量した． T N F -

αの定量値は p g / m g  p r o t e i n で表示した． 

 

７．ウェスタンブロッティング  

虚 血 再 灌 流 に 重 要 と さ れ る c e l l  s u r v i v a l  k i n a s e で あ る R I S K  

p a t h w a y には P I 3 K - A K T 経路および M E K 1 / 2 - E R K 1 / 2 経路という２つのカ

スケードがあり，本実験では A K T および E R K 1 / 2 のリン酸化をウェスタンブ

ロッティングで測定した． 

またオートファジーを評価するために，オートファゴソームのマーカーで

あ る m i c r o t u b u l e - a s s o c i a t e d  l i g h t  c h a i n  3 -Ⅱ  ( L C 3 -Ⅱ ) と ，

p 6 2 / S Q S T M 1  ( p 6 2 )のタンパク発現を測定した(図８ )．通常オートファジ

ーが活性化されるとオートファゴソームが増加するため， L C 3 -Ⅱの発現量

は増加する．また p 6 2 はオートファゴソームにより選択的に分解され減少

する( M i z u s h i m a  a n d  L e v i n e ,  2 0 1 0 )． C Q はライソソーム阻害によりオ

ートファゴソームの分解を抑制するため，C Q の作用により L C 3 - I I および

p 6 2 の増加を招く可能性があると考えた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図８．オートファジーと関連タンパク 

L C ３ ， m i c r o t u b u l e - a s s o c i a t e d  l i g h t  c h a i n  3 ； p 6 2 ，

p 6 2 / S Q S T M 1．  

 

p62
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電気泳動とブロッティングは，セミドライ式ウェスタンブロッティング装

置である M i n i - P R O T E A N  T e t r a  S y s t e m（ B i o - R a d )を用いて行った．ド

デシル硫酸ナトリウム -ポリアクリルアミドゲルの 1 0 %  M i n i - P R O T E A N T G X

（会社名： B i o - R a d )で電気泳動の後に，タンパクをポリビニデンジフルオ

リ ド 膜 ( 会 社 名 ： M i l l i p o r e ) に ブ ロ ッ ト し た ． ブ ロ ッ キ ン グ に は E C L  

b l o c k i n g  a g e n t  ( C y t i v a )を用いた．一次抗体はそれぞれ A n t i - L C 3 B  

( 1 : 5 0 0 ; a b c a m ) ， a n t i - p 6 2  ( 1 : 1 0 0 0 0 ； C e l l  S i g n a l i n g ) ， a n t i -

E R K 1 / 2 ( 1 : 2 0 0 0 ； C e l l  S i g n a l i n g ) ， a n t i -

p E R K 1 / 2 ( T h r 2 0 2 / T y r 2 0 4 ) ( 1 : 2 0 0 0 ； C e l l  S i g n a l i n g ) ， a n t i -

A K T ( 1 : 1 5 0 0； C e l l  S i g n a l i n g )， a n t i - p A K T ( S e r 4 7 3 ) ( 1 : 1 5 0 0； C e l l  

S i g n a l i n g ) ， a n t i - G A P D H ( 1 : 1 0 0 0； C e l l  S i g n a l i n g ) を使用し ， 4℃  

o v e r n i g h t でインキュベーションした．二次抗体は A n t i - r a b b i t  I g G  

( 1 : 2 0 0 0； C e l l  S i g n a l i n g )を使用し，常温で 1 時間インキュベーション

した．d e t e c t i o n  r e a g e n t  ( C y t i v a )を膜に反応させて化学発光させた．

バ ン ド は J u s t T L C  ( S w e d a y ) を 用 い て 定 量 し た ． バ ン ド 強 度 は

G A P D H ( C e l l  S i g n a l i n g）の発現で補正した． 

 

８．統計解析  

すべての連続変数は平均±標準誤差で示した．2 群間の差の検定は

S t u d e n t の t 検定を用いて行った．差の程度を評価するために，C o h e n の

d を算出した（d が 0 . 8 以上を効果大と判断した）．サンプルサイズ設定

は，実験①の結果から，C Q による 2 0 %の R P P 回復率変化を見込み有意水準

を. 0 5，検出力を 8 0  ％として， G * P O W E R  3 . 1 . 9 . 3 ( H e i n r i c h  H e i n e  

U n i v e r s i t ä t  D u s s e l d o r f )を用いて行い，各群 n = 4 とした．統計解析に

は G r a p h P a d  P r i s m（ v e r s i o n  9 . 0， G r a p h P a d  S o f t w a r e )を用いた． 
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結果 
 

1．心機能パラメータ  

表１に K H 群および K H  +  C Q 群の虚血前（b a s e l i n e）の心機能を示す．

両群に有意差を認めなかった． 

 

表１． B a s e l i n e の心機能 

 K H B  K H B  +  C Q  P  値  

冠血流量（m l / m i n）  8 . 8  ±  0 . 9  1 0 . 1  ±  1 . 4  . 1 5  

心拍数（ b p m）  1 8 6  ±  3 4  1 8 7  ±  7 . 5  . 9 6  

L V D P（m m H g）  1 3 2  ±  1 8  1 2 2  ±  1 2  . 3 8  

+ d p d t（ × 1 0 3  m m H g / s）  3 . 0  ±  0 . 4  2 . 6  ±  0 . 1  . 1 1  

‒ d p d t（ × 1 0 3  m m H g / s）  2 . 2  ±  0 . 6  2 . 0  ±  0 . 1  . 4 5  

R P P（ × 1 0 4  m m H g / m i n）  2 . 4  ±  0 . 4  2 . 3  ±  0 . 3  . 5 8  

値  ±  標準誤差．各群 n  =  4．  

C Q， c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e s e l e i t  b u f f e r ;  

L V D P ,  l e f t  v e n t r i c u l a r  d e v e l o p e d  p r e s s u r e ;  

R P P ,  r a t e  p r e s s u r e  p r o d u c t  

 

再灌流後の心機能回復率を図９に示す．再灌流 6 0 分後において，冠灌流

量 ( K H B ,  4 3  ±  6 %  v s .  K H B  +  C Q ,  6 1  ±  1 0 % ;  P  =  . 1 6 )および心拍

数 ( K H B ,  6 7  ±  6 %  v s .  K H B  +  C Q ,  7 5  ±  6 % ;  P  =  . 3 7 )には群間差を

認めなかった．一方， L V D P ( K H B ,  6 8  ±  8 %  v s .  K H B  +  C Q ,  9 1  ±  3 % ;  

P  =  . 0 3 4 ,  d  =  1 . 9 )， + d p / d t ( K H B ,  5 2  ±  3 %  v s .  K H B  +  C Q ,  9 1  ±  

7 % ;  P  =  . 0 0 2 ,  d  =  3 . 7 )， − d p / d t ( K H B ,  4 7  ±  4 %  v s .  K H B  +  C Q ,  

7 4  ±  8 % ;  P  =  . 0 1 9 ,  d  =  2 . 3 )， R P P  ( K H B ,  4 4  ±  3 %  v s .  K H B  +  

C Q ,  6 9  ±  7 % ;  P  =  . 0 1 9 ,  d  =  2 . 2 )の回復率は，K H B  +  C Q 群で有意に

高かった． 

 

 

 



 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９．再灌流後の心機能回復率 

a .冠灌流量，b .心拍数，c . L V D P，d . + d p / d t， e . - d p / d t， f . R P P  

C Q ,  c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  

L V D P ,  l e f t  v e n t r i c u l a r  d e v e l o p e d  p r e s s u r e  

R P P ,  r a t e  p r e s s u r e  p r o d u c t  

各群 n  =  4  

 * P 値＜  . 0 5 ,  * * P 値＜  . 0 1（各時点での群間比較） 
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２．心筋細胞アポトーシス   

再 灌 流 後 の左室心 筋組織の T U N E L 染色の結果 を図１０に示す ． T U N E L  

i n d e x は K H B  +  C Q 群で有意に低かった( K H B ,  8 . 3  ±  1 . 2 %  v s .  K H B  +  

C Q ,  4 . 8  ±  0 . 6 % ;  P  =  . 0 4 4 ,  d  =  1 . 8 )．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１０．再灌流後の左心室心筋細胞の T U N E L  i n d e x  

C Q ,  c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  

各群 n  =  4  

 * P 値＜  . 0 5  

 

 

３．R I S K  p a t h w a y  （ A K T，E R K 1 / 2）  

再灌流後の左室心筋組織における A K T および E R K 1 / 2 のタンパク発現を図

１１に示す． A K T のリン酸化率には群間差が見られなかった( K H B ,  0 . 2 4  

±  0 . 0 1  v s .  K H B  +  C Q ,  0 . 2 4  ±  0 . 0 1 ;  P  =  . 7 2 )．  

一方，E R K 1 / 2 のリン酸化率は K H B  +  C Q 群で有意に高かった( K H B ,  0 . 7 8  

±  0 . 0 5  v s .  K H B  +  C Q ,  1 . 0 3  ±  0 . 0 7 ;  P  =  . 0 2 9 ,  d  =  2 . 0 )．以上

の結果から，C Q 虚血前投与により E R K の活性化を認めた． 
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図１１．再灌流後の A K T ( a )および E R K ( b )のタンパク発現  

C Q ,  c h l o r o q u i n e；  E R K ,  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e g u l a t e d  

k i n a s e ;  G A P D H ,  g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  

d e h y d r o g e n a s e ;  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  

各群 n  =  4  

 * P 値＜  . 0 5  
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４．オートファジーマーカー（ L C 3 - I I， p 6 2）  

再灌流後の左室心筋組織における L C 3 - I I および p 6 2 のタンパク発現を図

１２に示す．再灌流後の L C 3 - I I ( K H B ,  1 . 1  ±  0 . 1  v s .  K H B  +  C Q ,  1 . 1  

±  0 . 1  a r b i t r a r y  u n i t ;  P  =  . 7 7 )および p 6 2  ( K H B ,  0 . 1 8  ±  0 . 0 2  

v s .  K H B  +  C Q ,  0 . 2 0  ±  0 . 0 3  a r b i t r a r y  u n i t ;  P  =  . 5 4 )のタンパ

ク発現には群間差を認めなかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１２．再灌流後左室心筋の L C 3 - I I  ( a )と p 6 2  ( b )のタンパク発現  

C Q ,  c h l o r o q u i n e ；  G A P D H ,  g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  

d e h y d r o g e n a s e；  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  

L C 3 ,  m i c r o t u b u l e - a s s o c i a t e d  p r o t e i n  1  l i g h t  c h a i n  3  

各群 n  =  4  
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５．炎症性マーカー（ T N F -α） 

再灌流後の左室心筋組織における T N F -αの発現量を図１３に示す． T N F -

αの発現量には群間差を認めなかった( K H B ,  7 0  ±  7  v s .  K H B  +  C Q ,  6 1  

±  6  p g / m g  p r o t e i n ;  P  =  . 3 2 )．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１３．再灌流後の左室心筋の T N F -αの発現量  

C Q ,  c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  

T N F ,  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r   

各群 n  =  4  
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実験③ 

方法 
 

目的：  

実験②において，C Q 虚血前投与により再灌流後の心機能障害抑制効果が

得ら れ た ． ま た C Q 虚 血前投 与 により ， R I S K  p a t h w a y の 一つで あ る

E R K 1 / 2 が活性化していた.  

この結果を踏まえて，実験③の目的は C Q の虚血前投与による虚血再灌流

後の心機能障害抑制効果が，E R K 1 / 2 の活性化に依存しているかどうかを

検証することとした．  

 

仮説：  

C Q に選択的 E R K 阻害薬（S C H 7 7 2 9 8 4）を添加することにより，C Q によ

る虚血再灌流後の心機能障害抑制効果が消失する． 
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１．実験動物と飼育環境管理方法 

実験①と同様  

 

２．安楽死と心臓摘出方法 

実験①と同様  

 

３．実験プロトコール 

図１４に実験プロトコールを示す．実験③では K H B および K H B  ＋  C Q の

それぞれに選択的 E R K 阻害薬である S C H 7 7 2 9 8 4 を添加した，K H B  ＋  S C H

群： K H B  ＋  1 0 0 n M  S C H 7 7 2 9 8 4 および K H B  ＋  C Q  ＋  S C H 群： K H B  ＋  C Q  

1 0 0μ M  ＋  1 0 0 n M  S C H 7 7 2 9 8 4 の２群で同様に追加実験を 4 例ずつ行い，

実験②の２群とともに４群で再灌流 6 0 分後の心機能を比較した． 

ラ ン ゲ ン ド ル フ の 灌 流 お よ び 心 機 能 測 定 は 実 験 ② と 同 様 に 行 っ た ． 

S C H 7 7 2 9 8 4 ( C a y m a n  C h e m i c a l ) の 濃 度 設 定 は ， C h a i k u a d ら の

S C H 7 7 2 9 8 4 に よ る E R K 抑 制 効 果 の 文 献 に 基 づ い て 1 0 0  n M と し た

( C h a i k u a d  e t  a l . ,  2 0 1 4 )．再灌流 6 0 分後に心臓を採取し，心尖部を

3 . 5 %ホルムアルデヒド含有中性緩衝ホルマリン液 (武藤化学)に保存して後

日組織検査に使用した．それ以外の左室心筋は速やかに液体窒素で凍結させ

て − 8 0℃で保管し，後日ウェスタンブロッティングに使用した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１４．実験②のプロトコール 

C Q ,  c h l o r o q u i n e ；  E R K ,  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e g u l a t e d  

k i n a s e ;  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r．  
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４．組織学的検査  

実験②と同様に K H B  ＋  S C H 群および K H B  ＋  C Q  ＋  S C H 群の２群で

T U N E L 染色を行い， T U N E L 陽性細胞率を実験②の２群とともに計４群で比

較した． 

 

５．ウェスタンブロッティング  

実験②で凍結保存していた左室心筋も用いて改めて４群でタンパク定量を

行い，ウェスタンブロッティングを行った.  実験③では E R K 1 / 2 のタンパク

発現のみをウェスタンブロッティングで定量した． 

 

６．統計解析  

す べ て の 連 続 変 数 は 平 均 ± 標 準 誤 差 で 示 し た ． 群 間 比 較 は t w o - w a y  

a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e で検定し，C Q と S C H 7 7 2 9 8 4 の交互作用に有意差

を認めた場合には，4 群それぞれが独立した水準であるととらえ， T u k e y 検

定で多重比較を行なった．さらに差の程度を評価するために，η 2 を算出し

た（η 2 が. 1 4 以上を効果大と判断した）．統計解析には G r a p h P a d  P r i s m  

（ v e r s i o n  9 . 0， G r a p h P a d  S o f t w a r e )を用いた．  
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結果 
 

1．  選択的 E R K 1 / 2 阻害薬の E R K 1 / 2 タンパク発現に対する影響 

再灌流後の左室心筋組織における E R K 1 / 2 のタンパク発現を図１５に示

す． E R K 1 / 2 の総発現量（t o t a l  E R K 1 / 2）は 4 群で差を認めなかった．

一方， E R K 1 / 2 のリン酸化率は，K H B  ＋  C Q 群に比べ K H B  +  C Q  +  S C H 群

で有意に小さかった( K H B  +  C Q ,  3 . 1 9  ±  1 . 7 0  v s .  K H B  +  C Q  +  S C H ,  

0 . 6 6  ±  0 . 1 1 ;  P  =  . 0 1 4 )． K H B 群と K H B  +  S C H 群では，リン酸化率に

差を認めなかった( K H B ,  1 . 3 6  ±  0 . 4 4  v s .  K H B  +  S C H ,  1 . 5 7  ±  0 . 8 2 ;  

P  =  . 9 9 )．   

 

図１５．選択的 E R K 1 / 2 阻害剤による E R K 1 / 2 タンパク発現の変化  

C Q ,  c h l o r o q u i n e ；  E R K ,  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e g u l a t e d  

k i n a s e ;  G A P D H ,  g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e ;  

K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  ;  S C H ,  S C H 7 7 2 9 8 4（選択的 E R K 1 / 2

阻害薬）． 

各群 n  =  4， * P 値＜  . 0 5  
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2．心機能パラメータ  

表２に K H 群，K H  +  C Q 群，K H  +  S C H 群，K H  +  C Q  +  S C H 群の虚血前

（b a s e l i n e）の心機能を示す．各群の b a s e l i n e の心機能に差を認めなか

った． 

 

表２．B a s e l i n e 心機能 

 K H B  K H B  +  C Q  K H B  +  
S C H  

K H B  +  C Q  
+  S C H  P  値  

冠血流量
（ m l / m i n ）  8 . 8  ±  0 . 9  1 0 . 1  ±  1 . 4  7 . 5  ±  1 . 3  9 . 5  ±  3 . 7  . 3 8  

心拍数  
（ b p m ）  

1 8 6  ±  3 4  1 8 7  ±  7 . 5  1 8 1  ±  2 0  1 9 9  ±  2 1  . 7 2  

L V D P  
（ m m H g ）  1 3 2  ±  1 8  1 2 2  ±  1 2  1 5 1  ±  2 3  1 3 4  ±  2 6  . 3 1  

＋ d p d t  
（ × 1 0 3  m m H g / s ）  

3 . 0  ±  0 . 4  2 . 6  ±  0 . 1  3 . 2  ±  0 . 4  2 . 8  ±  0 . 6  . 3 2  

− d p d t  
（ × 1 0 3  m m H g / s ）  

2 . 2  ±  0 . 6  2 . 0  ±  0 . 1  2 . 2  ±  0 . 3  2 . 1  ±  0 . 5  . 7 5  

R P P  
（ × 1 0 4  m m H g / m i n ）  

2 . 4  ±  0 . 4  2 . 3  ±  0 . 3  2 . 7  ±  0 . 3  2 . 7  ±  0 . 7  . 5 2  

値  ±  標準誤差．各群 n = 4．  

C Q， c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e s e l e i t  b u f f e r ;  

L V D P ,  l e f t  v e n t r i c u l a r  d e v e l o p e d  p r e s s u r e ;  

R P P ,  r a t e  p r e s s u r e  p r o d u c t ;  S C H ,  S C H 7 7 2 9 8 4（選択的 E R K 1 / 2 阻

害薬）． 
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再灌流 6 0 分後の心機能回復率を図１６に示す．冠灌流量および心拍数は

4 群間で有意な差を認めなかった． L V D P は実験②との統計手法の違いによ

り K H B 群と K H B  +  C Q 群の有意差が消失したが，K H B  +  C Q  +  S C H 群では

K H  +  C Q 群より有意に L V D P が低値であった( K H B  +  C Q ,  9 1  ±  3 %  v s .  

K H B  +  C Q  +  S C H ,  4 4  ±  8 % ;  P  =  . 0 0 2 )． + d p / d t は K H B  +  C Q 群で

K H B 群より有意に高く( K H B ,  5 2  ±  3 %  v s .  K H B  +  C Q ,  9 1  ±  7 % ;  P  

=  . 0 0 1 )， K H B  +  C Q  +  S C H 群では K H  +  C Q 群より有意に低値であった

( K H B  +  C Q ,  9 1  ± 7 %  v s .  K H B  +  C Q  +  S C H ,  3 4  ±  1 % ;  P  

<  . 0 0 1 )． − d p / d t は K H B  +  C Q 群で K H B 群より有意に高く( K H B ,  4 7  ±  

4 %  v s .  K H B  +  C Q ,  7 4  ±  8 % ;  P  =  . 0 1 6 )， K H B  +  C Q  +  S C H 群では

K H  +  C Q 群より有意に低値であった ( K H B  +  C Q ,  7 4  ±  8 %  v s .  K H B  +  

C Q  +  S C H ,  3 0  ±  1 % ;  P  <  . 0 0 1 )． R P P は K H B  +  C Q 群で K H B 群より

有意に高く( K H B ,  4 4  ±  3 %  v s .  K H B  +  C Q ,  6 9  ±  7 % ;  P  =  . 0 0 8 )，

K H B  +  C Q  +  S C H 群では K H  +  C Q 群より有意に低値であった ( K H B  +  

C Q ,  6 9  ±  7 %  v s .  K H B  +  C Q  +  S C H ,  4 2  ±  5 % ;  P  <  . 0 0 1 )．すべて

のパラメータにおいて，K H B +  S C H 群と K H B  +  C Q +  S C H 群に有意差を認め

なかった。  
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図１６．再灌流 6 0 分後の心機能回復率 

a .冠灌流量，b .心拍数，c . L V D P，d . + d p / d t， e . - d p / d t， f . R P P  

C Q ,  c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  

L V D P ,  l e f t  v e n t r i c u l a r  d e v e l o p e d  p r e s s u r e  

R P P ,  r a t e  p r e s s u r e  p r o d u c t ;  S C H ,  S C H 7 7 2 9 8 4（選択的 E R K 1 / 2  

阻害薬） 

各群 n  =  4  

* P 値＜  . 0 5 ,  * * P 値＜  . 0 1  
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３．心筋アポトーシス  

再灌流後の心筋組織の T U N E L 染色の結果を図１７に示す． T U N E L 陽性細

胞率は実験②との統計手法の違いにより K H B 群と K H B  +  C Q 群の有意差が

消失したが，K H B  +  C Q  +  S C H 群は K H  +  C Q 群より有意に T U N E L 陽性細

胞率が高かった( K H B  +  C Q ,  4 . 8  ±  0 . 6 %  v s .  K H B  +  C Q  +  S C H ,  8 . 8  

±  1 . 0 % ;  P  =  . 0 4 9 5 )．   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１７．C Q と E R K 阻害薬の T U N E L  i n d e x に対する影響 

C Q ,  c h l o r o q u i n e；  K H B ,  K l e b s - H e n s e l e i t  b u f f e r  

S C H ,  S C H 7 7 2 9 8 4（選択的 E R K 1 / 2 阻害薬） 

各群 n  =  4  

* P 値＜  . 0 5 ,  
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考察 
 

1．本研究で得られた新知見  

ラットの心筋全虚血モデルにおいて，C Q 虚血前投与により再灌流後の心

機能障害抑制効果が得られた．その心機能障害抑制効果は，R I S K  p a t h w a y

の一つである E R K 1 / 2 の活性化に依存していた． 

 

2．新知見に至った根拠  

1 ) C Q 虚血前投与による虚血再灌流障害抑制効果 

実験②において，K H B  +  C Q 投与群では K H B 群に比べ，再灌流後の L V D P，

+ d p / d t， - d p / d t， R P P の回復率が有意に高かった．さらに，再灌流後の左

室心筋組織の T U N E L 染色では，K H B  +  C Q 群で有意に T U N E L 陽性細胞数が

少なく，C Q 虚血前投与によるアポトーシス抑制効果が示唆された．以上の

結果から，ラットの心臓における 3 0 分間の全虚血モデルにおいて，C Q の虚

血前投与により再灌流障害抑制効果が得られたと考えられた． 

 

2 ) C Q の心機能障害抑制効果の機序（E R K 1 / 2 の活性化） 

実験②において，K H B  +  C Q 投与群では K H B 群に比べ，E R K 1 / 2 の活性が

有意に高かった．さらに実験③において，K H B  +  C Q  +  S C H 群では K H B  +  

C Q 群に比べ，E R K 1 / 2 リン酸化率の抑制を認めると同時に，C Q 投与による

再灌流後の心機能障害抑制効果が消失した．以上の結果から，C Q 虚血前投

与による再灌流後の心機能障害抑制効果は，E R K 1 / 2 の活性化を介している

と考えられた． 

 

３．文献的考察  

1 ) E R K 1 / 2 活性化による虚血再灌流障害抑制効果 

虚血再灌流に対する c e l l  s u r v i v a l に関与する重要なカスケードとして

R I S K  p a t h w a y が知られている．R I S K  p a t h w a y は，M E K 1 / 2  –  E R K 1 / 2 と

P I 3 K  –  A K T という２つのカスケードより成り立っている( H a u s e n l o y  a n d  

Y e l l o n ,  2 0 0 4 )． E R K 1 / 2 と A K T は m i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  ( M A P )  

k i n a s e の一種であり，チロシンキナーゼと G タンパク共役型受容体の相互

作 用 に 反 応 し て 細 胞 生 存 と 細 胞 分 化 を 調 整 し て い る タ ン パ ク で あ る

( W i d m a n n  e t  a l . ,  1 9 9 9 )．  
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E R K 1 / 2 が虚血再灌流障害において心保護効果を示すという報告がいくつ

かある．ラットの心臓の間欠的低酸素プレコンディショニングモデルでは，

E R K 1 / 2 活性化を介した梗塞サイズの減少を認めた一方， A K T の活性化は認

めなかった( B e g u i n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .これは本研究と同様の結果である．

また，ラットにおける i n  v i v o の心筋梗塞モデルにおいて，虚血前 3 日間

の経口投与による C Q プレコンディショニングが，E R K 1 / 2 活性化を介して

梗塞サイズを減少したという報告もある( B o u r k e  e t  a l . ,  2 0 1 5 )．これは

本研究と類似した研究であるが，いくつかの相違点もある．１つ目の相違点

は実験モデルである．B o u r k e らの実験は冠動脈左前下行枝結紮による梗塞

モデルであり，全虚血再灌流モデルではない．２つ目の相違点は C Q の投与

方法である．B o u r k e らの実験では虚血前３日前からの経口投与したのに対

し，我々の実験では虚血直前に上行大動脈から冠動脈に直接注入した．これ

は，心臓の外科的治療や心臓移植における心筋保護液や保存液の投与方法に

則したものである．３つ目の相違点は再灌流後の心機能評価の有無である．

B o u r k e らの実験では心筋梗塞サイズのみの評価であり，心機能測定は行わ

れていない．４つ目の相違点は E R K 1 / 2 阻害薬の種類である．B o u r k e らの

実験では E R K 1 / 2 の上流である M E K 1 / 2 の阻害薬を使用している．一方，

我々は E R K 1 / 2 の選択的阻害薬である S C H 7 7 2 9 8 4 を使用したため，直接的

な E R K 1 / 2 の関与を証明できたと考える． 

 

２ ) E R K 1 / 2 活性化とアポトーシス  

E R K 1 / 2 が心保護効果を示す機序は未だ明らかではないが，アポトーシス

と関連した報告がある．B a x t e r らは，ラットの心筋細胞の低酸素モデルに

おいて， T r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  β 1 が E R K 1 / 2 の活性化を介し

て心筋細胞のアポトーシスを抑制したと報告している ( B a x t e r  e t  a l . ,  

2 0 0 1 )．我々の実験においても，K H B  +  C Q 群では K H B 群に比べて心筋細胞

のアポトーシスが有意に少なかった．また C Q によるアポトーシス抑制効果

は，選択的 E R K 阻害薬の添加により打ち消された．つまり，C Q 虚血前投与

による再灌流後のアポトーシス抑制効果には，E R K 1 / 2 が関与していたと言

える．本研究では左心室心尖部の切片のみでアポトーシスの評価を行なって

いるため，今回の投与方法で心筋全体にわたって同様の変化が起きているか

は検討していない．これに関しては今後の検討を要する． 
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３ )  C Q 虚血前投与の再灌流後の炎症性マーカーへの影響 

C Q は抗炎症作用をもつため，C Q 虚血前投与が再灌流後の炎症性マーカー

を低下させる可能性がある．マウスの心筋細胞において，C Q 投与が様々な

サイトカイン産生を減らし， T N F -αの抑制による抗炎症作用を示すという

報告がある( T h o m e  e t  a l . ,  2 0 1 3 )．我々の研究において C Q 虚血前投与

は，虚血再灌流後の炎症性マーカー（ T N F -α）に影響を与えなかった．こ

れには全身投与と局所投与の違いや，i n  v i v o と e x  v i v o の実験モデルの

違いなどが影響していると考えられる．また，3 0 分間の虚血時間が，炎症

性マーカーに影響を与えるには不十分であった可能性も考えられる．しかし

ながら予備実験において，虚血時間を延長すると心機能の回復が十分に得ら

れず，心機能評価ができなかったため本実験では虚血時間を 3 0 分と設定し

た． 

 

４ )  E R K 1 / 2 リン酸化に対するオートファジーの関与 

オートファゴソームマーカーである L C 3 - I I の増加が E R K 1 / 2 のリン酸化

を促進するという報告がある( M a r t i n e z - L o p e z  e t  a l . ,  2 0 1 3 )． C Q はオ

ートファゴソームとライソソームの融合を阻害するため，オートファジー阻

害薬として知られている．一般的にオートファジーが阻害されるとライソソ

ームと融合できないオートファゴソームが細胞内に貯留するため， L C 3 - I I

は増加する．一方，肝細胞を用いた研究では増加した L C 3 - I I が足場となっ

て ， E R K 1 / 2 の リ ン 酸 化 を 促 進 す る こ と が 報 告 さ れ て い る ( M a r t i n e z -

L o p e z  e t  a l . ,  2 0 1 3 )．我々の実験②では C Q 虚血前投与により E R K 1 / 2

のリン酸化率は増加したが， L C 3 - I I のタンパク発現は増加していなかった．

従って，我々の実験モデルでは E R K 1 / 2 リン酸化にオートファジーは関与し

ていないと考えられる．しかしながら今回の実験では心機能測定を行う必要

があったため，再灌流 6 0 分後の検体でのみしかオートファジーマーカーの

評価をしていない．C Q 投与直後や虚血直後などの別の時点で評価するとオ

ートファジーマーカーが変動している可能性があるため，今後さらなる検討

が必要である． 
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５ )  E R K 1 / 2 選択的阻害薬( S C H 7 7 2 9 8 4 )の効果と機序 

本 実 験 で は E R K 1 / 2 の 活 性 を 抑 制 す る 目 的 で S C H 7 7 2 9 8 4 ( C a y m a n  

C h e m i c a l )を用いた．E R K 1 / 2 のリン酸化はヌクレオポリンのリン酸化を介

して E R K 1 / 2 の核移行を誘導し，核内での転写因子の活性化に役立っている．

S C H 7 7 2 9 8 4 は E R K 1 / 2 に特異的に結合し，そのリン酸化を阻害する薬剤

( C h a i k u a d  e t  a l . ,  2 0 1 4 )であるため， E R K 1 / 2 リン酸化の構造的な抑

制 を 介 し て ， E R K 1 / 2 の 活 性 を 選 択 的 に 阻 害 す る 薬 剤 と 考 え ら れ る ． 

S C H 7 7 2 9 8 4 の濃度設定に関しては，C h a i k u a d らの S C H 7 7 2 9 8 4 による E R K

抑制効果の文献に基づいて 1 0 0  n M とした( C h a i k u a d  e t  a l . ,  2 0 1 4 )．

本実験の結果では E R K 1 / 2 リン酸化の抑制効果が得られたが，本実験のよう

な心筋虚血再灌流における心臓への局所投与モデルにおいて S C H 7 7 2 9 8 4 が

使用された報告はないため，適正な濃度検討のためのさらなる追加実験は検

討が必要である． 
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４．本研究の問題点  

１ ) C Q の各種イオンチャネルへの影響 

本研究では，心筋細胞における C Q のイオンチャネルへの影響を検討して

いない．C Q は内向き整流性カリウムチャネル，ナトリウムチャネル， L 型

カルシウムチャネルなど，さまざまなイオンチャネルを阻害することが報

告されている( S a n c h e z - C h a p u l a  e t  a l . ,  2 0 0 1 )．これらのイオンチャ

ネルへの影響は，カルシウム過負荷などによる再灌流障害の抑制に関与し

うる．細胞内イオン動態を含めたさらなる研究が必要である． 

 

２ ) C Q の血管内皮への影響 

C Q は一酸化窒素合成を介した血管内皮細胞保護効果もあるとの報告があ

る( G h i g o  e t  a l . ,  1 9 9 8 )．実際に本実験②の心機能測定結果でも，C Q

投与群において冠灌流量の増加傾向がみられた．有意差が見られなかった

ため冠動脈の血管内皮に対する C Q の影響について追加実験をしなかったが，

今後の検討課題である． 

 

 

３ )臨床応用にむけての課題（C Q 投与による副作用） 

C Q は自己免疫性疾患を有する患者に対して使用されており，長期投与に

よる Q T 延長症候群や致死性不整脈 ( W h i t e ,  2 0 0 7 )，網膜症 ( M a r m o r  e t  

a l . ,  2 0 1 6 )などの副作用の報告がある．本研究の K H B  +  C Q 群には再灌流

後に明らかな不整脈を認めなかった．我々の実験は C Q 単回投与であるため，

長期投与で報告されているような副作用が出現するかどうかは不明であり，

実臨床に応用するためには i n  v i v o モデルでのさらなる研究が必要である．

しかしながら i n  v i v o での実験には人工心肺装置などが必要となるため，

実験系の確立にはまだ技術的な課題も多い． 
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結論 
 

1．本研究で得られた新知見  

・ラットの心筋全虚血モデルにおいて， C Q 虚血前投与は再灌流後の心機 

能障害を抑制する． 

・C Q の心機能障害抑制効果は，R I S K  p a t h w a y の一つである E R K 1 / 2 の活

性化に依存している． 

 

2．本研究で得られた新知見の意義  

本研究では，ラット心筋全虚血モデルにおいて，C Q を虚血前に投与する

ことにより再灌流後の心機能障害抑制効果が得られ，C Q の効果は E R K 1 / 2

の活性に依存していた．この研究結果は心臓手術における新たな心筋保護液

や移植保存液への臨床応用に向けた，さらなる研究につながると考えられる． 

 

3．新知見から今後どのような研究が展開されうるか． 

C Q を虚血再灌流障害抑制において臨床応用するために，下記のような研

究が今後展開されうる． 

 

1 )虚血再灌流障害における C Q のカルシウム過負荷に対する影響の研究 

 

2 )大動物を含めた i n  v i v o モデルにおける C Q の虚血再灌流後心機能 

障害抑制効果に関する研究 

 

3 )臨床における C Q の適正な投与量や心毒性に関する研究 

 

4．今後の課題  

本研究はランゲンドルフ回路を用いたラットの心臓虚血再灌流モデルであ

るが，臨床応用を見据えた大動物を含めての i n  v i v o モデルでのさらなる

検証が必要である． 
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