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グリコーゲン脱分枝酵素阻害薬N－methyl－1－deoxyn（）j　iri－

　　　　　mycinによる虚血心筋保護のメカニズム

荒井正純＊，湊口信也＊，熊田裕一＊，宇野嘉弘＊
西田佳雄＊，王　寧元＊，橋本和明＊，藤原久義＊

要 旨

　α一1，6－glucosidase阻害薬である1＞一methyl－1－

deoxyn（）jirimycin（MOR－14）は，虚血中の嫌気性

糖代謝を抑制し心筋梗塞サイズをischemic　pre－

conditioningと同程度に減少させる．本研究にお

いて著者らは，MOR－14の心筋保護のメカニズム

を詳細に検討するため，ischemic　preconditioning

における主要なmediatorであるprotein　kinase

C（PKC）の関与について検討した．ウサギを，

control群（n＝10＞，　MOR－14を虚血10分前に投与

したMOR－14群（n＝10），　PKCのblockerである

staurosporineをMOR－14の10分前に投与したstau－

rosporine＋MOR－14群（nニ10）に分け，冠動脈

を30分結紮一48時間再灌流した後TTC染色で梗

塞を定量した．area　at　riskに占める梗塞域の割合

は，各々46±5％，17±2％，47±4％であり，

staurosporineによりMOR－14の梗塞縮小効果は完

全にブロックされた．また，ウサギのLangen－

do㎡f灌流心を用いた実験で，　MOR－14は虚血20

及び30分におけるmembrane分画の，また，虚血

30分におけるcytoso1分画のPKC一εの蛋白量を，

非投与群に比して有意に増加させた．以上の結果

からMOR－14による心筋保護のメカニズムに

PKCの細胞内分布の変化が関与していると考え

られた．
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長時間の虚血に先行する短時間の虚血一再灌
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流，即ちischemic　preconditioningは動物種を越え

て強力に虚血心筋保護作用を有する．心筋保護の

研究における現在の大きなテーマは，このische－

mic　preconditioningの機序を解明しそれを薬理学

的に応用することで心筋の虚血傷害をischemic

preconditioningなみに軽減することである．著者

らは，ischemic　preconditioningされた心筋では

sustained　ischemia中に嫌気性糖代謝の抑制が生じ

ていることに着目し，グリコーゲン脱分枝酵素の

α一1　，　6－glucosidaseに対し阻害作用を有する1＞一

methyl－1－deoxynojirimycin（MOR－14）の虚血前投

与が虚血中に生ずるグリコーゲン分解や乳酸蓄積

を抑制し著明な心筋梗塞縮小効果を発揮すること

を見い出した1）．

　しかし近年の研究により，嫌気性糖代謝の抑制

はischemic　preconditioningの心筋保護の機序の一

つではあるが2・3），その他にも細胞内情報伝達を

介する多くのmediatorが存在することが明らか

にされてきた．ischemic　preconditioningの心筋保

護効果は，PKCの阻害薬により完全にブロック

され4・5），PKCのactivatorによりmimicされる4～6）．

また，adenosine　A17），α　一adrenergic8），　bradykillin

B29）受容体などのPKCとcoupleする受容体の刺

激によりischemic　preconditioning同様の心筋保護

効果が得られる．これらの事実からPKCを介す

るシグナル伝達が，ische血。　precoriditioningの心

筋保護のメカニズムにおいて中心的な役割を果た

していると考えられる．

　一方で嫌気性糖代謝の抑制とPKCの関連につ

いて，最近興味深い知見が示されている．Armst－

ronglo）らは代謝の抑制による虚血心筋細胞傷害の
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軽減がPKCの選択的な阻害薬であるcalphostin　C

によりキャンセルされることを報告した．このこ

とは，嫌気性糖代謝の抑制とPKCがそれぞれ

別々に作用するのではなく，リンクしたかたちで

ischemic　preconditioning効果に関与しているとい

うことを示唆している．

　本研究において著者らは，絶大なる虚血心筋保

護効果を有するMOR－14の作用メカニズムをよ

り明らかにする目的でPKCの関与について検討

した．

方法

1）MOR－14の梗塞縮小効果及びグリコーゲン代

　　謝抑制作用に対するPKC　inhibitorの影響

心筋梗塞サイズ

　ウサギを以下の4群，即ち1）salineを虚血開

始10分前に投与したsaline群（n＝10），2）

MOR－14（100　mg／kg）を虚血開始10分前に投与

したMOR－14群（n＝10），　salineやMOR－14の投

与10分前（虚血前20分）にstaurospo血e（50μg／kg）

を投与した各々3）staurosporin＋saline群（n＝10），

4）staurosporine＋MOR－14群（n＝10），に分け，

冠動脈を30分間閉塞48時間再灌流させTTC染色

で梗塞量を測定した11）．

グリコーゲン代謝

　上記のcontrol群（n＝1！），MOR－14群（n＝11），

staurosporine十MOR－14群（n＝9）の3群につい

て，虚血30分の時点での心筋グリコーゲン及び乳

酸含量について酵素反応を用いて評価した．

2）MOR－14による虚血中のPKC一εの細胞内分

　　布に対する影響

Langendorff灌流

　ウサギの心臓を素早く取り出しLangendorff装i

置にて100cmH20の圧で灌流した．20分のstabi－

lize　perfusionの後，　MOR－14群では2　mmo　1／eの

MOR－14を，　saline　i群では同量のsalineを10分間

Krebs－Henseleit　solutionに加え灌流した．各々の

グループについて，虚血の開始時点及び虚血開始

後10，20，30分の各時点で心筋を素早く凍結した．

Subcellular　Fractionation

　凍結サンプルを300mM　sucrose溶液でホモジナ

イズした後1000gで遠沈した．こうして得られた

上清を105000gで1時間遠沈し，得られた上清を

soluble（cytosol）分画，　pelletをmembrane分画と

した．pa1ticulate（membrane）分画は0．5％Tri－

tonX－100を含むTris　bufferに溶解した．

Western　Blotting

　ウサギの心臓に存在する幾つかのPKC　isofom1

のなかで代表的であるとされるPKC一εについ

て，そのcytoso1及びmembrane分画の蛋白量を

通常のSDS－PAGE　Western　immunoblotting法を用

いて評価した．一次抗体には抗ヒトPKC一εモノ

クローナル抗体（Transduction　Laboratories，1：

100dilution）を使用した．　Bandの発光にはECL

を用いた．

結果

　area・at・riskに占める梗塞領域の割合は，　stau－

rosporine＋MOR－14群で47±4％であり，　saline

群（46±5％）と差はなくMOR－14群（17±2

％）に比し有意に高値であった（図1）．stauros－

porine単独では梗塞サイズに影響を及ぼさなかっ

た（図1）．虚血中の血圧と心拍数，及び左室に

対するarea・at・riskの大きさには，4群間で差は認

められなかった．

　虚血30分の時点での虚血領域中心部の心筋グリ

コーゲン量（mg／g　wet　wt）は，　MOR－14群では

！．6±0．1でありsaline群（0．6±0．1）に比し有意
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図1　Area　at　riskに対する梗塞の割合（％）

　　＊p〈O．　05　vs．　saline　group．　Bars：　means±SEM．
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に高値を示した．staurosporine＋MOR－14群にお

けるこの指標は1．6±0．2であり，staurosporineの

投与下でもMOR－14の持つグリコーゲン分解抑

制作用は保持された（図2）．

　一方虚血30分の時点での虚血領域中心部の心筋

乳酸量（mg／g　wet　wt）は，　MOR－14群（2．4±0．2）
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図2　虚血領域，非虚血領域の虚血30分の時点での心筋グ

　　リコーゲン量

　　“p〈O．05．　Bars：means±SEM．
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とstaurosporine＋MOR－14群（2．4±0．2）で差は

なく，これらは共にsaline群（3．7±0．3）に比し

有意に二値であった（図3）．

　PKC一εの蛋白量は，　saline群及びMOR－14群

共に，虚血の開始にともない，membrane分画で

は虚血20分をピークに増加し，cytosol分画では

虚血30分まで漸減するパターンを示した．虚血20

分及び30分でのmembrane分画におけるPKC一ε

は，stable　perfusion後に比較し各々3．6±0．6倍，

1．9±0．2倍でありsaline群（各々2．3±0．5倍，

0．8±0．1倍）に対し蛋白レベルで有意に増加して

いた（図4）．一方cytosol分画においてもPKC一

εは，虚血30分でMOR－14群においてsaline群に

対し有意に保持されていた（stable　perfUsion後に

比較し各々0．3±0．1倍，0．1±01倍）（図5）．

考 案

　MOR－14の持つ心筋梗塞縮小効果はPKCのin－

hibitorであるsraurosporineの前投与により完全に

ブロックされた．この結果について著者らは，

MOR－14の嫌気性糖代謝に対する抑制効果がPKC

に依存しているのではないかと考え，staurospo－

rine存在下でのMOR－14の糖代謝に対する作用を

評価した．しかし，MOR－14の持つ虚血中のグリ

コーゲン分解や乳酸蓄積を抑制する効果は，

staurosporineによりPKCを阻害しても完全に保
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図4　membrane分画におけるPKC一εの経時的変化

　　各時点のPKC一εの蛋白量は，20分の定常血流後の

　　PKC一ε量を100として表した．

　　＊p＜O．　05vs．同一時点でのsaline群のPKC一ε量

　　　†p＜0．05vs．各群の虚血開始時点のPKC一ε量

　　Bars：　means±SEM，
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図5　cytosol分画におけるPKC・・　Eめ経時的変化

　　各時点のPKC一εの蛋白量は，20分の定常灌流後の

　　PK：C一ε量を100として表した。

　　＊p＜0．05vs．同一時点での’saline群のPKIC一ε量

　　†p＜0．05vs．二巴の虚血開始時点のPKC一ε量

　　Bars：means±SEM．

持された．このことは，MOR－14による梗塞縮小

のメカニズムにおいて，嫌気性糖代謝の抑制が少

なくとも直接的なmediatorではなく，むしろ代

謝の抑制が何らかの形でPKCを介して心筋保護

効果を発揮していることを示唆する．ただしこれ

らの結果だけでPKCがMOR－14による虚血心筋

保護のmediatorであることを結論づけることは

できない．なぜなら，staurosporineがselectiveな

PKCのinhibitorではないからである．そのため

我々は，PKCの関与をより明確にするために，

ischemic　preconditioningにおいて見られるように，

MOR－14の投与によりPKCの細胞内translocation

が生じるか否かを検討した．その結果ウサギにお

いて主要なPKCのisofo㎜であるPKC一εが，

MOR－14投与群でmembrane分画においては虚血

20分と30分で，cytosol分画においては虚血30分

の時点で，蛋白レベルで非投与群より多くdis－

tributionしていた．

　PKC一εは虚血により活性化され細胞質から細

胞膜にtranslocationした後虚血時間の延長に伴い

分解される12）．本実験でMOR－14群のmembrane

分画でPKC一εがsaline群に対し多く存在してい

た理由としては，translocationの充進より分解の

抑制が考えられる．なぜならcytosol分画でも虚

血30分においてMOR－14群でsaline群よりPKC一

εが保持されているからである．translocatiOnの

充進ではこのことは説明できない．Yoshidaら13）

はPKCの分解にはcalpainが主にあずかることを

示している．calpainは虚血中にCa2＋により活性

化される．MOR－14は，嫌気性糖代謝を抑制する

ことで虚血中の細胞内H＋の蓄積を減少させ，そ

れがNa＋一H＋及びNa＋一Ca2＋交換系を介して細胞内

Ca2切蓄積を抑制させることにより，　calpainの活

性化を防ぎPKC分解を抑制していると考えられ

る．このことに関しては今後実際の細胞内Ca2＋

やcalpain活性を測定する必要があると考えられ

る．

結 論

　MOR－14の心筋梗塞縮小効果は，　PKCのinhi－

bitorであるstaurosporineにより完全にブロック

されることから，何らかの形でPKCを介するζ

とが示された．MOR－14による嫌気性糖代謝の抑

制が，虚血中のPKC分解の軽減を生じ心筋保護

効果が発揮される可能性が示唆された．
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　　We　previously　demonstrated　that　preischemic

treatment　with　N－methyl－1－deoxynojirimycin　（MOR－

14）　attenuates　anaerobic　glycolysis　by　inhibiting

a　一1，6－glucosidase　activity　of　glycogen　debranching

enzyme　and　markedly　reduces　infarct　size．　However，　it

is　unknown　whether　the　beneficial　effect　is　due　to

direct　protection　against　cytotoxicity　・of　accumulated

products　of　anaerobic　glycolysis．　To　fUrther　clar　ify　the

precise．血echanism，　we　investigated　whether　the

cardioprotective　effect　is　dependent　on　protein　kinase

C　（PKC），　a　main　mediator　of　ischemic　precondition－

ing．　Rabbits　were　subjected　to　30　min　ischemia

followed　by　48　hrs　reperfusion．　The　infarct　size－

limiting　effect　of　MOR－14　was　completely　blunted

when　50　ptg／kg　of　staurospoime，　a　PKC　inhibitor，　was

administered　10　min　prior　to　MOR－14　injection

although　staurosporine　alone　did　n／ot　alter　the　infarct

size．　However，　after　30　min　of　ischemi．　ai　glycogen　and

lactate　levels　in　the　staurosporine　＋　MOR－14　group

were　similar　to　those　in　MOR－14　alone　group　and

significantly　different　from　those　in　the　control　group．

Immunoblot　analysis’　of　PKC一　was　performed　using

Langendorff－perfUsed　rabbit　hearts．　lschemia　caused

translocation　of　PKC－e　from　the　cytosol　to　the

membrane　fraction，　peaking　at　20　min　of　ischemia．　At

20　and　30　min　of　ischemia，　the　amount　of　PKC一　e　in

the　membrane　fraction　were　significantly　more　than

those　in　the　control　group．　These　data　suggest　that

PKC，　rather　than　glycogenolytic　inhibition，　is　the　main

mechanism　of　cardioprotection　afforded　by　MOR－14．

Key　words　：　N－methyl－1－deoxynojirimycin，　Protein　’knase　C，　Anaerobic　glycolysis，　Preconditioning
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