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【目的と背景】

虚血再灌流時 に発 生す る活性酸素種(ROS)は 、心 筋障害 の主要な原 因物質 で あ

り、DNAの 酸化的塩基損傷 をもた らす。 申請者 らは、代 表的な酸化的DNA塩

基損傷産 物で ある8・hydroxydeoxyguanosine(8・OHdG)が 実験 的な虚血再 灌流

心筋細胞のDNA中 のみな らず、ヒ ト急 性心筋梗 塞の再灌 流療法時の末梢血 白血

球 中 に お い て も 増 加 す る こ と を 明 ら か に し た(Circulation102,

2000)(Circulation103,2001)。 一方 このよ うな損傷塩基 は、生体 内で は一般 的

にDNAグ リコシラーゼ、AP(apuriniclapyrimidinic)エ ン ドヌ ク レアーゼ 、

DNAポ リメ ラーゼ ・リガーゼ によ る塩基除去修 復(baseexcisionrepair:BER)

機構 によって修復 され る。最近、 ラッ トの虚 血再灌 流モデル でエ ン ドヌ ク レア

ーゼ活性が上昇す る ことが示 され(JMolCellCardiol32
,2000)、 虚 血再灌流心

筋 にお いて も酸化的塩基損傷 に対 してBER機 構が作動す る可能性 が示 され た。

生体の防御機 転 と して合 目的的な現 象 と考 え られ るが、損傷塩基 修復機 構 の活

性化が虚血再 灌流心筋障 害 自体 な い しはそ の予後 に どのよ うな影 響 をおよ ぼす

のかは全 く知 られて いな い。

そ こで 申請者 は、虚血 再灌流心筋 にお ける酸化的DNA塩 基損傷 の修 復機構 の

活 性変化 を検 討 し、 この機構が心筋障害 に対 して保護的 に作用 し得 るのか否か、

さらに遺伝子導入 手法 によ って修 復機転 の活性 を増幅 させた際 に、障害心 筋の

予後は リモデ リングを含めていかな る修飾 を受 けるのか を明 らか にす るため に

本研究 を計画 した。

①虚血再灌 流心 筋障害に ともな うBER機 構 の活性変化 を明 らか に し、ROS産

生の修飾 とBER機 構 の活性 変化 が心機能お よび梗 塞サイズ にお よぼす効 果 を

明 らか にす る。

②虚血心 筋の代表 的な保護機序 のひ とつ で ある虚 血 プ レコ ンデイ シ ョニ ング効

果 の有無 によるBER機 構 の活性変 化 を明 らかに し、両者は相加的 あるいは相

反的 いずれ に作用 し合 うものであ るか を明 らか にす る。

損 傷DNAの 修 復 機 構 は 、主 に悪 性 腫 瘍 の 領 域 にお い て研 究 が 進 め られ て き た 。

本研 究 は 、損 傷DNAの 修 復 機 構 の修 飾 が 、虚 血 再 灌 流 後 の心 筋 障 害 の 軽 減 お よ

び 心 機 能 の保 持 につ な が る可 能 性 を仮 説 と して 計 画 した も の で あ り、 こ の視 点

か らの研 究 は 過 去 に報 告 が な い 。 我 々 は既 に 、虚 血 再 灌 流 に伴 っ て 発 生 す る

hydroxylradical(OH・)が 心 筋 細 胞 内 のDNA塩 基 の 損 傷 を も た らす 事 を

8-OHdG量 の 変 動 か ら捉 え て い る(Circulation98,1998)(Circulation102,

2000)。 最 近 、『YbuHJ(JMollCellCardiol32,2000)ら に よ っ て 、虚 血 再 灌 流



に伴 い心筋組織 中のエ ン ドヌ ク レアーゼ活性が 上昇す る ことが示 された。 申請

者 らは既 に予備研究 にお いて、虚血 プ レコンデ イ シ ョニ ング操作 によって心筋

組織 中のエ ン ドヌ ク レアー ゼ 活性 が 上昇す る可 能性 を確 認 してお り、酸 化的

DNA塩 基 損傷 の修 復機構 の活性_,...IL進が 心筋保護効 果 を もた らす 可能 性は十分

考 え られ る。本研究 は酸化的DNA塩 基損傷 のBER機 構 の活性 を修飾す る手法

が、虚血再灌 流心 にお ける新 たな治療戦 略 とな り得 るか否か を検 討す るもので

あ り、独創性 と現実性 を合 わせ持 つ本研 究の学術的意義 は高 い。

国内外 を通 じて、過去 に虚血再灌 流心筋 の保 護 を、酸 化的損傷塩基 の修 復機構

との関わ りで検 討 した報告 はな く、上述 の ごと くエ ン ドヌク レアーゼ活 性の上

昇 を示 したYouHJ(JMollCellCardio132,2000)ら の報告 が唯0こ の保護機転

の存在 を示唆す るのみ であ る。今 回の研 究 は、 まず虚血 再灌流心筋 障害 にお け

る酸化的DNA塩 基損傷 のBER機 構 の存在 とその詳細 を明 らか にす るもので あ

り、虚 血再灌流心 筋障害 の軽減お よび慢性期心機 能保持 のため の新 たな治療 タ

ーゲ ッ トを提言す る ことがで きるもの と考 える
。最 近エ ン ドヌ クレアーゼGが

ミ トコ ン ドリアか ら放 出され る ことがアポ トー シス の重要 な実行系 とな る こと

も明 らか にされてお り(Nature412,2001)、 心筋 保護の上でエ ン ドヌ クレアー

ゼ活性 の_,._.n進が いか な る効果 を生む のかは極 めて興 味深 い トピックスで ある。

また、虚血 プ レコンデ イ ショニ ングは、ROSの 産 生を介 して心筋保護効果 を発

現 す ることが示 されて いるが、 これがDNAの 酸化 的損 傷塩基 のBER機 構 を活

性 化す るか否 かは全 く知 られて お らず、本研 究 は これ を明 らか にす る目的 も合

わせ持 つ ものであ る。

【方法と結果】

心 筋虚血再灌流 によ る活 性酸素種 ・ラジカル の産 生 と消去系活性 の変化お よび酸

化 的DNA損 傷塩基 の除去修復(BER:BaseExcisionRepair)機 構 の活性変化 と

虚血 プ レコンデイ シ ョニ ングの修飾効果

家免 の摘 出灌流心(Langendorff法)標 本 を用 いて30分 虚血180分 再灌流 を行 っ

た 。Hydroxylradical(OH.)の 追加曝露群 では、再灌流 と同時 にH202を 負荷

した。 力学 的 ・血行 動態的指標 、梗塞心 筋量(TTC法)お よびアポ トー シス誘導

(TUNEL法 、DNAladder形 成)か ら心筋障害度 を比較検 討 した。経時的に採取

したサ ンプルか らROSの 産 生量 を検 討 した。これ ら実験 系 にお いて虚 血終了時

と再灌流 終了時の二 時点 の心摘 出各群 か ら採取 した心筋組織標本 を用 いて、心



筋組織抽 出DNA中 の8-OHdG量(HPLC-ECD,UV法)を 免疫組織染色 によ り検

討 した。.-

,上 記(1)の 家免摘 出灌流心標本 にお いて、5分 虚 血 による虚血 プ レコ ンデイ シ ョ

ニ ング(PC)の 前処 置後 に同様 プロ トコール を施行 し、虚血 再灌流心筋 の障害度

お よび レ ドックス制御 にお よぼすPCの 効果 を、心筋DNA中 の8-OHdG量 の

発現変化 および活性変化 の点か ら検 討 した。

Table1.HemodynamicParameters

Baseline Reporfusion(60min)

LVSPLVEDPDPCFLVSPLVEDPDP%DPCF

(mmHg)(mmHg)(mmHg)(ml/min)(mmHg)(mmHg)(mmHg)(9b)(mUmin) コ
Control(n=12)12016Sf1115±679t1385t7'7f278t7'67f4'64fll

PC(n=13)117士65±1112±687±1389±5軸3±186±5韓77±3韓74±4

ROS(n=14)113±4

ROS+PC(n=13)117f4

6±1107±378±484±6章 ゆ34±6申 申50±5牽 傘46±4・.

tttttt

6±1`-110f581f893±3"12t4#ｧ80f5'"ｧ72f4"ｧ

42±4ゆ 申t

62士10#

LVSP:leftventricularsystolicpressure,LVDP;leftventriculardiastlicpressure,DP:developedpressure
,CF

:coronaryflow.Valuesaremeans士S.E.M.

'P<0 .05,"P<0.01vsBaseline,tP<0.05,ttP<0 .01vsConhol,#P<0.05vsPC,ｧP<0.01vsROS

hr→{ト ー 一 圃

家 兎 摘 出 灌 流 心 にお ける発 生圧(Devel・pedPressure;DP)の 経 時 的 変 化



心筋梗 塞サイズにおよぼす プレコンディショニ ング(PC)とROS(且202)負 荷の効果

心筋梗塞サイズにおよぼすPCとROS(H202)負 荷 の効果:心 内膜側および外膜側 の比較

「P<0・01

*



心筋GSH含 量 におよぼすPCとROS(H202)負 荷の効果

心筋GPX活 性 におよぼすPCとROS(R202)負 荷の効果



心筋8-OHdGレ ベル におよぼすPCとROS(且202)負 荷 の効果

,

心筋組織8-OHdGレ ベル におよぼすPCとROS(H202)負 荷の効果
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