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虚血性心疾患における細胞死とアポトーシス

竹村元三＊，藤原久義＊

はじめに

　多細胞生物は，細胞の増殖・分化の制御と同時

に細胞の死を制御することで，その細胞社会の統

一性のバランスを保持している．アポトーシスは

細胞死の制御の重要な機構のひとつであり，細胞

増殖と対局の意味を有する．従って，一般的には

増殖しないと考えられている最終分化細胞である

心筋細胞においてはアポトーシスの関わりは少な

いと思われていたが，近年，種々の心疾患の原因

あるいは進行にアポトーシスが深く関わっている

ことを示唆する報告が相次いでなされ，従来の細

胞死に対する概念の変革が迫られている．本稿で

は，まず細胞死の定義と問題点を整理する．次に，

虚血性心疾患におけるアポトーシスの関わりにつ

いて，現在までの報告と著者らの研究結果をまじ

えて紹介する．最後に，この方面でのアポトーシ

ス研究の問題点・展望について言及する．

細胞死の定義と問題点

i）用語の問題点一アポトーシス，オンコーシス，

　　不クローシスー

　現在アポトーシスに対立する言葉としてネク

ローシスが通常使用されているが，このネクロー

シスという用語には以下のような問題がある．第

一に，アポトーシスも，従来のネクローシスもそ

の最終段階においては細胞は激しい変性におちい

り，他の細胞に貧食されるなどして形態学的に区

別ができなくなる点である．例えば，アポトーシ

スで死んだのにネクローシスと区別がつかなく

なった場合，postapoptotic　necrosisなどと呼ぶ煩

雑さが生じる．第二に，細胞は通常可逆的段階を

経てその後，不可逆的な死に陥るが，ネクローシ

スは一般的に不可逆二段階のみを指す用語である

ため，可逆的変化の段階を表現できず不便である．

例えば，可逆的ネクローシスなどという言葉はナ

ンセンスである．以上の問題点に対し，近年

Majnoら1）は細胞死のプロセスに「オンコーシス」

（oncosis）という用語を再発掘・導入した（図1）．

オンコーシスとはoncologyすなわち腫瘍学とい
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図1　細胞はアポトーシスあるいはオンコーシスの過程を

　　経て，最終的にネクローシスにおちいる（文献1）よ

　　り引用）．
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う言葉からもわかるように「腫大する」「腫れる」

という意味である．すなわち，細胞が縮んで死ん

でゆく過程であるアポトーシスに対比する用語と

して，膨化～腫大して死んでゆく過程を従来のネ

クローシスのかわりにオンコーシスという言葉で

表すことを提唱した．さらに，オンコーシス，ア

ポトーシスの両者の変性の進んだ最終的な段階を

ネクローシスと呼ぶことを提唱した．これにより，

上記の用語上の問題は解決され，可逆的オンコー

シスという言葉が使えることに加え，形態上判別

がつかない最終段階はネクローシスとしてクリア

にまとめてしまえるわけである．このMajnoら

の提唱は非常に卓越したものと考えられるので著

者らはこれに従い以下の話をすすめたい．

ii）アポトーシスの定義と同定法

　アポトーシスは元来，その特徴的な超微形態か

ら定義されたものである2）．まず著明な核の変化

が特徴的で，核膜に沿って核クロマチンが濃縮し

境界明瞭で均一な濃度の塊を形成し，しばしば半

月状ないし球状を呈する．さらに細胞質が濃縮し，

ある種の細胞では細胞質が核とともにくびれて，

やがて断片化する．断片化した細胞片は細胞膜に

包まれておりアポトーシス小体と呼ばれる．細胞

内小器官の形態は最後まで比較的保持されてい

る．アポトーシスでは死細胞の内容物が細胞外に

放出されず，炎症を伴わない．アポトーシスは生

理的かつ遺伝子により制御された細胞死であり，

発生・器官形成，正常な細胞のターンオーバー，

ホルモン依存性の組織萎縮，そして免疫系におけ

る生体防御機構の確立等の過程における「不要な」

細胞の除去機構の基礎をなしている2～4）．一方，

オンコーシス（従来のネクローシス）は，有害な

外的刺激により誘発され，細胞膜の透過性の充進，

細胞の膨化，細胞内小器官の破壊がおこり，崩壊

した死細胞からは有害な内容物が放出され炎症反

応が惹起される．

　上記の形態学的特徴に加え，アポトーシスでは

DNAのヌクレオソーム単位での断片化が見られ

ることが知られており5・6），現在，ゲル電気泳動

上のDNAラダー，あるいはTem血al　deoxynuc－

leotidyl　transferase－mediated　dUTP　in　situ　nick　end

labeling法（TUNEL法）による生化学的指標によ

る同定法が広く使われている．むしろ，DNA断

片化のみでアポトーシスの同定を行っている研究

が圧倒的多数を占めているのが現状である．しか

し，これには大きな問題点がある．以前より，ア

ポトーシスにDNA断片化は必ずしも伴わないと

いう議論や，DNA断片化は必ずしもアポトーシ

スに特異的ではないのではないかという議論は散

見されていたが，Dongらは7），細胞膜の透過性

を充進させ一次的に細胞膜を傷害した典型的なオ

ンコーシスのモデルにおいてもDNA断片化がコ

ンスタントに生じることを明らかにした（図2）．

すなわち，DNA断片化は現在の研究状況に反し

て，アポトーシスに特異的でないということが判

明しつつある．

虚血性心疾患における心筋細胞死

i）心筋梗塞におけるアポトーシス

　A　急性心筋梗塞における梗塞心筋細胞のアポ

　　トーシス（従来の報告）

　従来，病理学的に典型的なオンコーシス（すな

わち従来のネクローシス）とみなされてきた急性

心筋梗塞にアポトーシスが関与するという報告が

1994年に初めて報告された．以来，心筋梗塞にお

けるアポトーシスの役割を支持する知見が急速に

ひろまった．Gottliebら8）はウサギの30分虚血＋

4時間再灌流心の梗塞領域において，TUNEL法

とゲル電気泳動法（図3）でDNAの断片化を証
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図2　ストレプトリジン0により一次的に細胞膜傷害を

　　きたして細胞死にいたった典型的なオンコーtシス

　　のモデルで，DNAラダーがみとめられる．したがっ

　　て，DNA断片化はアポトーシスに特異的な所見で

　　はない（文献7）より引用）．
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図3　ウサギ心筋のDNAアガロース電気泳動．

　　レーン1：Sham　opera血on群の心筋，レーン2：30

　　分虚血のみ，レーン3：30分虚血＋30分再灌流，レー

　　ン4：30分虚血＋2時間再灌流，レーン5：30分虚

　　血＋4時間再灌流，レーン6および7：30分虚血＋

　　24時間再二流，レーンMは100ベースペアのマー

　　カーラダーを示す．DNAラダーが2時間，4時間，

　　24時間の一部にみとめられる．

明し，電子顕微鏡では核に散在性のクロマチンの

凝集を観察した8）．虚血のみの心筋や好中球を除

去したモデルでは上記所見を認めず，アポトーシ

スは心筋細胞の郵駅流障害に特異的であると結論

した．一方，Kaj　sturaら9）は再灌流を伴わないラッ

ト心筋梗塞モデルで，Flissら10）はラット心筋虚

血＋再血流モデルで相当量の梗塞心筋細胞に

DNA断片化を見出し，アポトーシスが梗塞サイ

ズにかなりのウェイトを占めることを示唆した、

そのうちKaj　sturaらはアポトーシスが虚血性心筋

障害の主なメカニズムであり，ネクローシス（但

し，従来の意味での）はアポトーシスに続発して

起こり，梗塞後に進行する細胞消失に関する独立

したメカニズムであると推察している．ヒトにお

いては，Itohらが心筋梗塞の剖検心を用いて，

TUNEL法，ゲル電気泳動で収縮DNA断片化を

梗塞心筋細胞に証明し，心筋梗塞による細胞死に

は従来の意味でのネクローシスとアポトーシスが

混在すると推測した11）．ヒトの急性心筋梗塞でこ

れと同様の所見が相次いで報告されたが，Saras－

teら12）は再灌流症例を用いており，またBardales
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ら13）はTUNEL陽性細胞が虚血後2～3時間後か

ら検出可能なことより心筋梗塞の早期診断に有用

であることを指摘した．

　B　急性心筋梗塞における梗塞心筋細胞死はア

　　ポトーシスか？

　急性虚血性細胞死は従来病理学的に典型的なオ

ンコー一一シスであると考えられてきた．しかし，神

経組織腎における虚血性細胞死にアポトーシス

の関与が報告され14～16），引き続き前述のように

心筋でも急性心筋梗塞や虚血再灌流障害でアポ

トーシスの存在が示された．しかしながら，ここ

で注目すべきことは，急性心筋梗塞におけるアポ

トーシスに関する多数の報告はすべて8～13），アポ

トーシスの証明をDNA断片化の検出のみに依存

していることである．すなわち，電子顕微鏡検索

によりアポトーシス小体等を含む心筋細胞のアポ

トーシスの典型的な超微形態を示した報告は皆無

である．これらのうち，Gottliebら8）のみ，電顕

観察を行い，DNA断片化を呈する心筋細胞を含

む虚血再灌流心に核クロマチンの不規則な散在性

の凝集（clumpi皿9）をみとめる心筋細胞が高頻度

にみられることを示している．しかし，この形態

変化は心筋の再灌流直後（数分後）からみられる

ことは従来から知られており17），アポトーシスと

いうより，面高流に特徴的な変化であると考えら

れる．かつ，核クロマチンの凝集はみられるもの

の，大小不同不規則かつ散在性に分布し，アポトー

シスに典型的な核膜に沿った境界明瞭で均一な濃

縮（condensation）とは全く異なっている．

　虚血というアクシデントによる細胞死が生理的

あるいはプログラムされた死であるとは一般的に

考えにくく，かつ遺伝子の制御下にあるとの証拠

は今のところない．また，急性心筋梗塞ではアポ

トーシスに特徴的な超微形態が見出されていな

い．さらに，急性心筋梗塞では，CPKやLDHな

どの細胞内容の逸脱がみられ，引き続き炎症が生

じる．すなわち，急性心筋梗塞での心筋細胞死は

アポトーシスの基本的特徴を満たしていないと考

えられる．現在のところ，DNA断片化のみが梗

塞心筋細胞死におけるアポトーシスの存在を示唆

する唯一のデータである．但し，アポトーシスを

おこしている心筋細胞は一部であるためにアポ

トーシスに特徴的な超微形態を有する細胞が見落

とされ，また，炎症反応はその他の壊死心筋細胞
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に由来するものであるとの考えも成り立つ．そこ

で，DNA断片化を呈する心筋細胞は本当にアポ

トーシスを意味するのか？という疑問を再検討す

る必要がある．この疑問を解決するためには，ま

ず，DNA断片化を呈する心筋細胞がどのような

超微形態を有するのかを確認する必要があるであ

ろう．そのアプローチとして著者らは電顕的

TUNEL法を採用した18）．本法によれば同一細

胞で超微形態とDNA断片化（より正確には高頻

度のDNA　3’一〇H末端）を同時に観察できる．電

顕的㎜L法の畑物は金コロイドで塾し
た．ウサギの30分虚血＋再灌流による心筋梗塞モ

デルで検討したところ，非虚血群では心筋細胞は

超微形態的に正常（図4－A），金コロイドは核辺

縁のヘテロクロマチンに僅かに集積をみとめるの

みであった．30分虚血のみで再灌流しない群のリ

スクエリア内の心筋細胞では，グリコーゲン穎粒

の消失，ミトコンドリアの膨化，細胞質の浮腫，

筋原線維の弛緩（1バンドの開大）がみられ，核

ではクロマチンの辺縁化に伴う著しいセンターリ

ングをみとめた．これらは従来報告されている再

豊里を伴わない虚血心筋細胞の超微形態に合致す

る所見である19）．辺縁に凝縮したクロマチンには

㎜L陽性を示す著明な金コロイドの鰍よみ

られなかった．これに対し，30分の再灌流を加え

た群では，ミトコンドリアの膨化，クリスタの崩

壊があり，デンスボディを有するものもみられ，

筋原線維では過収縮帯（contraction　band）が見ら

れ，細胞膜の破綻も観察された．核ではクロマチ

ンの辺縁化に加え，不規則な大きさのクロマチン

凝集塊が散在していた．これらの所見は従来報告

されている虚血後再建流された心筋細胞の超微形

態に合致し17），不可逆白墨ンコーシスの像である．

しかし，凝集クロマチンへの金コロイドの著明な

集積はいずれの細胞にもみとめられなかった．2

時間再臨流群では，30分再灌流群と基本的に同様

であったがより明瞭な形態変化がみられた．しか

し，この時点ではじめて，一部の心筋細胞で核内

の凝集したクロマチンへの著明な金コロイドの集

積がみとめられた．再灌流に特徴的な形態変化は

4時間再灌流群でより明瞭となる傾向があった．

この群ではより多くの心筋細胞（＞80％）で著明

な金コロイドの集積が認められたが，それらは観

察しうる限りすべて，明らかに細胞膜が破綻し，

図4　正常心筋細胞（A），および30分虚血十4時間再灌流

　　により作製されたウサギ心筋梗塞の梗塞心筋細胞

　　（B）の電顕的1’UNEL法標本の電子顕微鏡写真。

　　（B）の細胞は細胞膜の破綻，浮腫，ミトコンドリア

　　の膨化とデンスボディの沈着（矢尻）がみられ，

　　不可逆的オンコーシスの特徴がみられる．TUNEL

　　陽性を示す金粒子は，（A）では核（N）の辺縁部に僅

　　かに集積しているのみであるが，（B）では凝集した

　　核クロマチンに著明に集積している。すなわち，

　　（B）はDNA断片化をともなったオンコーシスであ

　　る．金コロイドのコントラストを出すため，写真

　　は薄くプリントされている．バー：1ミクロン．

形態的には典型的なオンコーシスを呈していた．

すなわち，DNA断片化が超微形態的にはオン

コーシスを呈する心筋細胞にみられた（図4－B）．

再編流の経過を通じてアポトーシスの超微形態を

示す心筋細胞は全く見出されなかった．従って，

急性心筋梗塞で報告されているいわゆるアポトー

シス心筋細胞は，DNA断片化を伴うオンコーシ

ス心筋細胞であることが示された．つまり生化学

的にはアポトーシス，形態学的にはオンコーシス

という死の様式を示す．また，急性虚血性心筋障

害は，可逆的オンコーシスより先ずDNA断片化
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を伴わない不可逆的オンコーシスに進み，さらに

大部分の細胞はDNA断片化を伴う不可逆的オン

コーシスに到ることが明らかになった．

　C　急性心筋梗塞におけるアポトーシス関連因

　　子の変動ならびに阻害因子の影響

　著者らは心筋梗塞のヒト剖検心での免疫組織学

的検討により，梗塞周囲の残存心筋細胞に急性期

ではアポトーシス抑制因子であるBcl－2蛋白が発

現するのに対し，小鷺期になるとそれが消失し，

逆にアポトーシス促進因子であるBaxが過剰発

現することを見出した20）．Bc1－2とBaxの両者の

比が，アポトーシスの進行を決定する因子となる

ので，急性期のBcl－2の発現は虚血に対する防御

機構である可能性があるのに対し，陳旧都のBax

発現は陳旧期におけるアポトーシスの促進を意味

している可能性がある．Kaj　stUraらは，ラット心

筋梗塞モデルで同様の結果に加え，Fas抗原の発

現も示した9）．

　著者らは急性心筋梗塞発症24時間後に，アポ

トーシス抑制因子のひとつである可溶性Fasの血

中濃度が，著明にかつ有意に上昇し，その後急速

に元のレベルに戻ることを見出した21）．

　Yaoitaら22）はラットの虚血再灌流による心筋梗

塞モデルにてCaspase阻害薬（ZVAD－fnk）の投与

により梗塞サイズの減少および心機能の改善を観

察した．

ii）陳旧事心筋梗塞周囲の残存心筋におけるアポ

　　トーシス

　Chengら23）はラットの陳旧性心筋梗塞モデルで

一見正常にみえる梗塞周囲の残存心筋にDNA断

片化を認めた．また，Sharovら24）はイヌの冠動

脈へのマイクロスフイア注入による多発性微小梗

塞の慢性期モデルで残存心筋にアポトーシスを見

出し，これら残存心筋の持続的な死が本モデルで

の心不全進行に関与する可能性を示唆した．ただ

し，これらのモデルは同時に心不全を伴っている

ことに注意すべきである．

iii）心筋梗塞後増殖した間質細胞におけるアポ

　　トーシス

　急性心筋梗塞の発症にともない，梗塞巣には好

中球を中心とした急性炎症細胞が浸潤し，引き続

き1肉芽組織が形成され最終的に細胞成分がきわめ

て乏しい線維組織（scar）におきかわる．著者ら

は電子顕微鏡観察，DNA断片化の両所見から，
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（A）ウサギ心筋梗塞2日後の急性炎症組織にみら

れた白血球のアポトーシス（矢印），および（B）2

週間後の肉芽組織にみられた筋線維芽細胞のアポ

トーシスの電子顕微鏡写真．

M：心筋細胞，バー：1μm．

心筋梗塞の治癒過程における白血球，筋線維芽細

胞，マクロファージ，内皮細胞などの細胞がアポ

トーシスを介して消失することを証明した（図
5）25）．

まとめと今後の展望

　急性心筋梗塞の梗塞心筋細胞の死にアポトーシ

スが関与することが数年来報告されてきたが，こ

れはオンコーシス（従来のネクローシス）である

ことが判明した．しかしながら，このオンコーシ

スではDNA断片化が見られ，アポトーシス関連

因子の変動を伴い，また，Caspase阻害薬により

梗塞サイズの縮小がみられるという報告もある．

一方，Shimizuらは26），青酸カリ（KCN）などに
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よる化学的低酸素による細胞死，すなわちオン

コーシスのモデルに対し，アポトーシス抑．制因子

であるBcl－2やCaspase阻害薬が死の抑制効果を

もつことを示している．これらを総合すると，、急

性心筋梗塞における梗塞心筋細胞のオンコーシス

の進行のプロセスにはアポトーシスのメカニズム

もかなり関与する可能性が示唆される．したがっ

て将来の展望としては，第一に細胞死（アポトー

シスのみならずオンコーシスに関して）のメカニ

ズムをさらに解明することが重要であり，第二に，

細胞癌に関与する阻害薬等を用いて細胞死をコン

トロールし，臨床応用することが今後の重要な課

題になると思われる．
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