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論文内容の要旨

【目的】

近年，虚血性新疾患に対し再瀧流療法が広く施行されるようになり，虚血・再濯流障害の発生機序の解明が重要な課

題となってきた。また，急性必筋梗塞患者において，多機能性サイトカイン・インターロイキン- 6 OL -6) が一過

性に上昇することや，細胞間接着分子を介して心筋と好中球の接着性を高めることが報告され，サイトカインの虚血・

再瀧流障害への関与が注目されている。本研究では，心筋細胞が1L-6 を産生するか否か，また虚血・再瀧流時に心筋

がさらされるとされる種々の因子が心筋細胞の 1L -6 を再生を増強し得るか否かを明らかにすることを目的とした。

【方法】

1 日齢ラットから心臓を摘出し，酵素的に単離した後，培養皿への接着時間差を利用して培養心筋細胞および非心筋

細胞を調製した。通常の培養には 10%新生仔牛血清を含むMedium199 (M -199) を用いた。 95% N2/5 % C02 

下での 2時間培養を低酸素刺激とした。重曹非含有M-199 を用いた 95% air/5 % C02下での 2時間培養をアシ

ドーシス刺激 (pH 5.82::t 0.7) とし，アシドーシス刺激後，正常pH下 2時間の培養上清中の 1L -6 活性を測定した。

また，カルシウム・イオノフォア(イオノマイシン 5x10- SM) の培養液への添加をカルシウム負荷， 10- 7M および 10→

Mエビネフリン添加をカテコラミン刺激とし， 4時間培養を行った。培養上清中の 1L-6 は， MH60.BSF2 細胞を用い

たバイオアッセイ法により測定したロ低酸素刺激前および刺激中の培養心筋細胞より全RNA を AGPC 法で抽出し，

1L -6mRNA の発現をノーザンブ、ロット法により検討した。

【成績】

まず，心筋細胞および非心筋細胞が， 1L -6を産生するか否かを検討した。培養液の 1L -6 活性は 36::t 0.07pg/ml 

(n = 3) であったが， 5x10s の心筋細胞を 2時間培養した後の培養上清中 1L -6 活性は， 90::t 36pg/ml (n = 5) と

有意に高値を示した (p< 0.01)。次に，心筋細胞に低酸素刺激(酸素分圧約 30torr) を加えた後培養液を交換しさ
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らに好気的に 2時間培養後の上清中 IL -6 活性は 880 ::!: 36pg/ml (n = 5) であり，刺激前に比し有意な IL -6 活

性の上昇 (p< 0.01) が認められた。以上より，好気的条件下での心筋細胞の IL -6産生が明らかとなり，低酸素刺激

後，再酸素化することにより IL -6 産生はさらに増強することが示された。一方，非心筋細胞の X 105) では低酸素

刺激前の培養液上清中IL -6活性は 120 ::!: 42pg/ml (n = 5) であり心筋細胞に比べ有意に高値を示した (p< 0.01) 

が，刺激後においても 112 ::!: 32pg/ml と反応生の IL -6 産生増強は認められなかった。

次に，アシドーシス，カルシウムおよびカテコールアミン刺激についても，心筋細胞の IL -6産生に与える影響を検

討した。結果は通常の培養条件下での IL -6活性をコントロールとして，アシドーシス刺激では 6.3 ::!: 1.4 倍，カルシ

ウム刺激では 2.2 :::!: 0.1 倍， 10-7M , 10- 5M エビネフリン刺激はそれぞれ2.1 :::!: 0.2 倍， 5.4 ::!: 0.1 倍と，いずれも IL

-6活性の有意な増強が認められた。エビネフリン刺激では， IL -6産生増強作用に濃度依存性がみられた。以上の結

果より，虚血・再濯流時に心筋がさらされると考えられる種々の刺激によっても，心筋細胞の IL -6産生が増強するこ

とが明らかとなった。

次に， IL -6 の産性増強が転写レベルで調整されているか否かを検討するため，ノーザンプロット解析を行った。無

刺激心筋細胞では， IL -6mRNAは検出できなかったが，低酸素刺激開始30分後に IL -6mRNAの発現が認められ，

60分後に最高となり， 90分後には検出できない程度にまで減少した。また，タンパク合成阻害剤を用いた実験では，低

酸素刺激により IL -6mRNA発現の増強の著明な強調を認めた。このことから，低酸素刺激/再酸素化による IL -6 

産生の増強は IL -6 遺伝子の発現によることが示された。

【総括】

心筋細胞の低酸素刺激時の細胞内情報伝達系は未だ明らかではないが，本研究において示された低酸素刺激による IL

-6遺伝子の発現は，この問題の詳細な検討に有用な情報を提供すると考えられる。また，筆者は，培養心筋細胞にお

いて IL -6が細胞内カルシウム濃度を減少させることを報告しており，虚血・再濯流時に直面する種々の刺激によっ

て心筋が産生した IL -6 は，心筋への好中球接着性増強作用のみならず，虚血・再潅流障害時の心筋不全のメデ、イエー

ターとして作用することを示唆する。

論文審査の結果の要旨

心筋梗塞急性期に血中インターロイキン- 6 (IL -6) 値が上昇することは知られていたが，その詳細なメカニズム

は不明であった。本論文において

1) 心筋細胞は通常培養条件下において IL -6 を産生する。

2) 心筋細胞は低酸素刺激，アシドーシス刺激，カルシウム負荷，カテコールアミン刺激によって IL -6 の産生を増強

する。

3) 低酸素刺激により，心筋細胞は IL -6 mRNA の発現を一過性に増強する。

の 3点が明らかにされたことにより，虚血再濯流時に心筋が自ら IL -6 を産生することが明らかとなった。また、心

筋細胞の O2 センサーおよび心筋細胞の低酸素刺激時の細胞内情報伝達系は未だ明かではないが、本論文において明

かにされた低酸素刺激による IL -6遺伝子の発現は，低酸素刺激により惹起される情報伝達系の詳細な検討に有用

な情報を提供すると考えられる。

以上より，本論文は学位の授与に値すると考えられる。
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