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ラット心虚血再灌流モデルの非虚血領域心筋において
アデノシンA1受容体遺伝子の発現は増加する

大矢　俊之*　　日台　智明**　　中山　智祥**

風間　宏美**　　上松瀬勝男*　　國分眞一朗**

要　旨：ラット心虚血再灌流モデルを作成し，心室筋におけるアデノシンA1受容体（A1R）遺伝子の

発現量の変化を検討した。A1R遺伝子発現は虚血再灌流後 5 分から有意に増加し，特にその増加

は虚血領域（左心室）よりも非虚血領域（右心室）において著明であった。この知見はアデノシンの

心筋保護作用におけるA1Rの新たな役割を示唆するものである。（J. Jpn. Coll. Angiol., 2004, 44: 29-

34）

序　　文

　心臓は短時間の虚血に暴露されることで，引き続い

て起こる虚血に対する耐性を獲得する。虚血プレコン

ディショニングと呼ばれるこの現象は，1986年にMurry

らによって報告された1）。その後の研究により，プレ

コンディショニングが虚血性心疾患の予後を改善する

ことが証明され，虚血性心疾患の新たな治療戦略の対

象として注目を浴びている2）。プレコンディショニン

グとは，すなわち虚血に対する新たな心臓保護機構を

形成するものであり，その成立機序には，アデノシ

ン，KATPチャンネル，reactive oxygen species，熱性

ショック蛋白などの関与が推測されている3～6）。アデノ

シンは，心筋においてアデノシンA1受容体（A1R）と結

合し，Giと共役して細胞内のアデニルシクラーゼを抑

制することで，虚血や心不全などの病的状態において

心筋保護作用を示すと考えられている7）。事実，A1R遺

伝子の過剰発現マウスは虚血刺激に対して高い耐性を

示し，A1Rが虚血に対する心筋保護に有効であること

が示された8）。また，心室筋におけるA1R遺伝子発現が

虚血再灌流後ごく早期に増加することが報告され，

A1Rはプレコンディショニング成立にも主要な役割を

果たすことが示唆された9）。一方で，単離培養心筋細

胞やLangendorffの手法を用いて心臓全体に低酸素刺激

を加えた場合には，アデノシンの心筋保護作用はわず
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かであり，A1R遺伝子の発現が変化しないという報告

もある10～11）。そこでわれわれは，虚血再灌流後に生じ

るA1R遺伝子発現の変化について検討するために本研

究を行った。

対象と方法

1．ラット冠血流結紮とRNA抽出

　動物実験はRecommendation from the Declaration of

Helsinki and Guiding Principles in the Care and Use of

Animalsに基づき，手術手技は主に三浦らの方法に

従った12）。雄ウィスターラット（350～400g）の左冠状動

脈前下降枝に絹糸をかけ，Heads等の方法に従い 5 分間

冠動脈の血流を遮断し，10分間再灌流した後に心臓を

摘出し，TRIzol（Invitrogen）を用いて心筋よりtotal RNA

を抽出した（虚血再灌流群）13）。対象群は左冠動脈前下

降枝に絹糸をかけ放置し，15分後に心臓を摘出し同様

にtotal RNAを抽出した。

2．ノーザンブロット法

　Sambrookらの方法により，A1R遺伝子のノーザンブ

ロット解析を行った14）。プローブの作成，ハイブリダ

イゼーション，撮像はAlkPhos DIRECT labeling kit Gene

image（Amersham Pharmacia Biotech）とHyperfilm

（Amersham Pharmacia Biotech）を用いて行った。画像は

NIH imageを用いて解析した。A1R遺伝子のmRNA量は

内部コントロールの� actin遺伝子のmRNA量に対する比
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で表した。結果は平均�標準偏差で表し，マン・ホイッ

トニー検定を行い，p<0.01の場合有意差ありとした。

3．インサイツハイブリダイゼーション

　虚血 5 分，再灌流10分後に摘出心をO.C.T.コンパウ

ンドを用いて凍結包埋し，5�mの切片を作製して 4％

パラフォルムアルデヒドで固定後，GenPo in t  k i t

（DAKO）を用いてハイブリダイゼーションおよび発色

反応を行った。

4．比較定量PCR

　心室筋を虚血部（左心室前壁および側壁）と非虚血部

（右心室自由壁）に切り分けた後にtotal RNAを調整し

た。Super Script II（Invitrogen）を用いてcDNAを合成し

たのち，ABI PRISM 7700 sequence detecting system Ex-

press（Applied Biosystems）を用いてTaqMan PCR法を行っ

た。A1R遺伝子のmRNA量は内部コントロールの

GAPDH遺伝子のmRNA量に対する比で表した。結果は

平均�標準偏差で表し，マン・ホイットニー検定を行

い，p<0.01の場合有意差ありとした。

成　　績

1．虚血再灌流心におけるA1R遺伝子発現

　心室筋では虚血再灌流群におけるA1R遺伝子発現量

は対象群の約 3 倍に増加していることがノーザンブ

ロット法により示された（Fig. 1）。
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Figure 1 Northern blot analysis of adenosine A1 receptor mRNA in the control and
the ischemia reperfusion rat hearts.  Total RNA was prepared from ventricular region
of the heart and Northern blot analysis was performed. �-actin gene was employed as
an internal control (A).  The amount of A1R mRNA, expressed by the ratio to that of �-
actin mRNA, is normalized to the value obtained in control hearts.  n = 6.  Columns and
bars indicate mean � SD.  **; p<0.01 (B)

2．虚血部位の同定とA1R遺伝子発現

　冠動脈結紮時に経静脈的に 100Mのdi-8-ANEPPS

（Molecular probes）を0.3ml注入したところ，虚血再灌流

ラットにおいて左心前壁から側壁にかけてdi-8-ANEPPS

の取り込みのない領域を認め，その部位を虚血部位と

同定した（Fig. 2A，B）。A1R遺伝子発現量はその部位よ

り，非虚血領域である左室後壁や右室全体で明らかに

増加していることが示された（Fig. 2C，D，E，F）。

3．A1R遺伝子発現量の部位による経時的変化

　虚血再灌流群の左室虚血領域では虚血開始後 5 分で

発現量が約 5 倍に増加したが，再灌流後は虚血前のレ

ベルまで低下した（Fig. 3）。非虚血域である右室では

A1Rの遺伝子発現量が再灌流後 5 分で約 4 倍に増加

し，10分後にはさらに増加して約 6 倍になった。一

方，対象群では有意な変化は認められなかった。

考　　案

　虚血刺激の直後の心筋では数多くの遺伝子の転写が

活性化する。Deindlらの報告によれば，最も早期に

mRNA量が増加するのはc-fos等の早期反応性遺伝子群

であり，10分間の虚血により増加が認められる15）。 早

期反応性の転写因子の増加に引き続き，熱ショック蛋

白やカルシウム結合蛋白の遺伝子が活性化される。低

酸素刺激に反応して種々の遺伝子発現を誘導するhy-

poxia inducible factor（HIF）も，早期反応性の転写因子に
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Figure 2 The distribution of di-8-ANEPPS and the expression of
A1R gene in myocardium of the control (A, C, E) and the ischemia
reperfusion hearts (B, D, F).  Iv-injected 100 M di-8-ANEPPS is
equally distributed in the whole area of the control myocardium
(A), whereas in the ischemic myocardium the area in which the
agent is not distributed is observed, indicating that perfusion in
this area during ligation of the left coronary artery was limited
(ischemic area) (B).  In situ hybridization with the anti-sense probe
(C, D) and sense probe (E, F) is shown.  The sequences of probes
for  in  s i tu  hybr id iza t ion  are  as  follow.  Antisense; 5, -
CTGGCAGCGGAAATGGTCATTCCAAATCTT-3, Sense; 5, -
AAGATTTGGAATGACCATTTCCGCTGC CAG-3.  LV: left
ventricle; RV: right ventricle; ANT: anterior; POST: posterior.

よる新たな蛋白合成を経て働く16）。本研究で

は，虚血刺激後 5 分という非常に早い時期から

A1R遺伝子の虚血領域での発現増加が観察され

た。この結果はA1R遺伝子が早期反応性転写因

子と同様に，虚血刺激時に最も早く反応する

遺伝子であることを示している。

　虚血刺激に対する反応性が同様であること

から，A1R遺伝子とc-fos遺伝子の転写調節機序

も類似している可能性がある。虚血刺激直後

に観察されるc-fos遺伝子の転写亢進は，L型カ

ルシウムチャンネルから流入するカルシウム

がカルシウムカルモジュリン依存性キナーゼ

を活性化し，それによってcAMP-responsive el-

ement binding protein-1（CREB-1）がリン酸化を

受けることが引き金になる17）。c-fosのプロモー

ター領域に存在するcAMP-responsive element

（CRE）やserum responsive element（SRE）がcis el-

ementとして機能する。特にSREは必須であ

り，この部位に変異を加えるとc-fos遺伝子の

低酸素に対する反応性は消失する。一方，A1R

遺伝子のプロモーターにはAとBの 2 種類があ

り，プロモーターBにはSREが存在する18, 19）。

このSREがA1R遺伝子の虚血刺激への反応に関

与している可能性が高い。また，A1R遺伝子の

プロモーターBにはAP-1 siteもあり，c-fos蛋白

の増加がA1R遺伝子の素早い反応の増幅に寄与

しているのかもしれない。

　非虚血領域におけるどのような変化がA1R

遺伝子の転写を亢進させるのだろうか。本研

究では，5 分間の虚血により虚血部位の左室に

おいてA1R遺伝子の発現が増加した。続いて

再灌流後に非虚血領域の右室で反応が起こっ

た。この時間的なずれからいくつかの可能性

が考えられた。一つは，虚血部位から生ずるreactive

oxygen speciesをはじめとするさまざまな物質が再灌流

により非虚血部位へ到達し，A1R遺伝子の発現を誘導

する可能性である21）。この可能性については実際に

reactive oxygen speciesがこのように短い時間でA1R遺

伝子の発現を誘導できるか，また，その拮抗薬により

反応を阻止できるかを実験することで明らかになると

思われる。また，再灌流を行わなければ，reactive oxy-

gen speciesの循環は起こらないため，非虚血域の反応

も誘発されないであろう。別の可能性として，左室心

機能低下により肺動脈圧が上昇し，拡張した右室心筋

が伸展し，それがc-fos遺伝子の転写を促進することが

A1R遺伝子の転写活性化につながる可能性もある22）。

加えて，多様な神経体液性の変化が非虚血部位の心筋

に作用すると思われる。例えば，A1R遺伝子のプロ

モーター領域にはglucocorticoid responsive element

（GRE）があり，ストレス下で増加するステロイドホル

モンにプロモーターBが反応してA1R遺伝子の転写を
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促進する18）。このように間接的に反応が誘導されると

考えるには，虚血後10分という反応時間では短すぎる

と思われるが，補助的な役割は果たしているかもしれ

ない。いずれにしても，非虚血領域でのA1R遺伝子の

発現亢進は二次的な現象と考えられ，虚血特異的な反

応ではない可能性もある。虚血以外の心疾患における

A1R遺伝子の関与も興味深い23）。

　本研究において，虚血により増加した左室虚血領域

でのA1R遺伝子発現は，再灌流後には減少してしまっ

た。これは，再灌流障害のため心筋細胞の生理的機能

が著しく低下したためと考えた。再灌流後のA1R遺伝

子の増加はもっぱら非虚血領域において観察された。

非虚血領域におけるA1Rの発現は，心臓という臓器全

体にとってどのような意味があるだろうか。A1Rを介

する情報伝達は交感神経系に対して拮抗的に働く。心

筋梗塞患者に対する�遮断薬の投与に心筋保護作用が

あることが報告されている24）。アデノシンは心臓にお

いて陰性変力作用があり，A1Rの活性化は�遮断薬の投

与と同様な効果が推察される。本研究に用いた左冠動

脈の結紮による虚血再灌流モデルでは，右室心筋の収

縮が抑制されることで，機能の低下した左室にとって

の前負荷を軽減し循環を維持するのに役立つと思われ

る。また，左室非虚血領域の収縮を制御することで，

虚血境界域での代謝バランスを改善することも心筋保

護につながるであろう。

　A1R遺伝子の発現は，虚血プレコンディションニン

グにおいて重要な働きをしていると考えられている8）。

しかし虚血プレコンディションニングがA1Rを介して

誘導されることについて，単離培養心筋や心臓全体へ

の虚血刺激を用いた実験系では否定的な報告が多かっ

た10, 20）。A1R遺伝子の転写が活性化されるのが主に非

虚血領域であるならば，非虚血域が存在しない実験系

では，アデノシンとA1Rの関与を正しく評価するのは

困難であろう。同時に，それらの報告は非虚血域にお

けるA1Rが虚血プレコンディションニングに，何らか

の意味を持っていることを示唆している。その視点か

ら考えると，非虚血領域でA1R蛋白も増加しているの

か，また，虚血プレコンディショニングにおいてA1R

の活性化に引き続いて観察されるKATPチャンネルなど

の賦活化が起こっているのかなどの機能的実験を行う

必要があろう。また，右室の影響を取り除いた灌流モ

デルでの虚血プレコンディショニングにおけるアデノ

シンの影響を評価することも重要と思われる。

　非虚血領域においてA1R遺伝子発現が増加するとい

う事実は，アデノシンの心臓への作用が心筋組織単位

ではなく臓器全体でとらえられるべきであることを示

唆している。われわれの実験結果は，そこでのA1Rの

新たな役割を示唆するものである。
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Figure 3 The time course of the production of A1R mRNA in ischemic and non-ischemic
area evaluated by RT-PCR.  The total RNA was prepared from the ischemic left ventricle area
and the non-ischemic right ventricle area, respectively.  The primer pair and TaqMan probe
used in  TaqMan PCR are  5’ -CACTTCGCGATGCCACCT-3’ (Forward)and 5’ -
CCAACGGCCACATCAGC -3’(Reverse), and 5’-FAM-CTGCTTCATCGTGTCACTGGCGGT-
TAMRA-3’ (TaqMan probe), respectively.  A1R mRNA expression is expressed by the ration to
GAPDH mRNA expression.  n = 6. Columns and bars indicate mean � SD.  *; p<0.01, **;
p<0.001.  LV: left ventricle; RV: right ventricle.
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結　　論

　虚血再灌流モデルラットにおいて，A1R遺伝子の発

現は虚血領域だけでなく非虚血領域において超急性期

から増加していた。
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ラット心虚血再灌流モデルの非虚血領域心筋においてアデノシンA1受容体遺伝子の発現は増加する

The Expression of Adenosine A1 Receptor is Accelerated in the Non-ischemic Area
of the Ventricle in Ischemia Reperfusion of Rat Hearts

Toshiyuki Ohya*, Chiaki Hidai**, Tomohiro Nakayama**, Hiromi Kazama**,
Katsuo Kanmatsuse*,  and Shinichiro Kokubun**

Adenosine is one important factor involved in ischemic preconditioning (PC) of the heart. To investigate the molecu-
lar event evoked by ischemia, the expression pattern of adenosine A1 receptor (A1R) gene was studied in a rat ischemia

reperfusion model. Northern blot analysis revealed that the expression level of A1R gene was higher in the ischemic heart
than in the control heart. Following this, in situ hybridization showed that in the ischemic heart, A1R gene signal was

higher in the right ventricular (RV) free wall and left ventricular (LV) posterior wall, both non-ischemic areas, than in the
ischemic area. In the last study, the temporal expression pattern of A1R gene was evaluated by comparative RT-PCR. In

the non-ischemic area of RV free wall, the expression of A1R gene increased within 5 minutes of reperfusion. After 10
minutes of reperfusion, it increased about six fold. On the other hand, the expression of A1R in LV increased after

ischemia and return to the control level after reperfusion. These data suggest that the up-regulation of A1R gene in the
non-ischemic area possibly play an important role in rat ischemia reperfusion model.

(J. Jpn. Coll. Angiol., 2004, 44: 29-34)
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