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論文内容の要旨

【目的】

虚血再濯流障害は心筋梗塞や関心術後の心筋再潜流に伴う重要な病態であり、心機能に大きな影響を与えるo 再潜

流により炎症性サイトカイン、接着因子、補体など多くの因子が活性化され、病理学的には心筋細胞のアポトーシス

が引き起こされる o アポトーシスは梗塞巣の拡大、心筋リモデリングの進行ひいては心機能低下の原因となる事が報

告されている。また、様々な分子生物学的手法がアポトーシスを抑制し、心筋障害の軽減、心機能改善をもたらすこ

とが知られつつある。

HGF (hepatocyte growth factor ;肝細胞増殖因子)は培養肝細胞に対する増殖促進活性を指標に発見・単離お

よびクローニングされた蛋白であるが、 HGF は肝細胞のみならず c-Met/HGF レセプターを発現した多くの細胞に

対して増殖促進、運動性促進、上皮組織の管腔形成に代表される形態形成誘導、抗アポトーシス、血管新生など多才

な生物活性を発揮することが知られている。さらに HGF は多くの臓器障害モデルにおいて治癒・再生を促進するこ

とも報告されている o 一方、心臓における HGF の生理的意義、機能については L、まだ不明な点が多い。

本論文においてはラット心筋虚血/再濯流モデルを用いて HGF の内国性心筋保護因子としての機能と、虚血再濯

流障害予防・治療への応用の可能性を検討した。

【方法】

1 )虚血/再濯流モデルと内因性 HGF および c-Met/HGF レセプタ一発現解析

4 週齢 SD ラットを用いぺントバルビタール麻酔、気管内挿管下に左冠動脈を20分間結紫し再濯流するモデルを

作成した。再濯流後の経時的血中 HGF レベルを ELISA 法により定量した。左室心筋における c-Met 蛋白およ

び mRNA の発現を免疫組織染色および定量的 RT-PCR 法により観察した。

2) HGF 中和抗体投与による虚血/再濯流障害の病態変化の解析

中和活性を持つ抗ラット HGF 家兎抗体500μg を再瀧流20分前および再濯流後12、 24、 36時間後の計 4 回腹腔

内投与した (n=lO) (コントロール群;正常家兎 IgG 投与、 n=lO)o 48時間後における心筋細胞のアポトーシス

を TUNEL 法により観察した。 α-sarcomeric actin 免疫染色像により梗塞サイズの定量を行った。

3 )リコンビナント HGF 投与による虚血/再瀧流障害の病態変化、 Bcl-xL の発現解析

リコンビナントヒト HGF 160μg を再濯流直後に経尾静脈投与し、さらに同量を12、 24、 36時間後の計 4 回投
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与した (n=8) (コントロール群;生食投与、 n=8)。再濯流 3 、 48時間後に TUNEL 法、左室心筋における Bcl­

xL の発現を免疫染色および Western blot により観察した。 48時間後に経頚動脈カテーテルによる心機能 (LV

SP、 LVEDP、 max.dP/dt) 測定および梗塞サイズの定量を行った。

【成績】

ラット虚血/再濯流モデルにおける血中 HGF レベルは 3 時間後にシャム手術群の約 6 倍、 24時間後に約12倍と 2

相性の増加を示した。また心筋における c-Met mRNA の発現は、非虚血領域である左室自由壁において有意な増加

を示し、 12時間後にピークとなったが、非虚血領域である心室中隔部においては c-Met mRNA の有意な変化は認め

られなかった。免疫染色の結果、 c-Met の発現部位は主として梗塞領域に接する部位 (risk area) の心筋細胞であっ

Tこo

内因性 HGF の機能を検討するため HGF 中和抗体を投与したところ、コントロール群に比べて TUNEL 陽性の心

筋細胞が著しく増加し、 48時間後における梗塞領域の有意な拡大が認められた。コントロール群においては48時間以

内の心不全による志望は認められなかったが、抗体投与により内因性 HGF を中和すると48時間以内に50%のラット

が死亡した。

一方、リコンビナント HGF を投与すると、左室自由壁心筋における Bcl-xL の発現がコントロールに比べて有意

に増加した。免疫染色の結果、 Bcl-xL 陽性心筋細胞はコントロール群に比べて約 4 倍の増加を示した。一方

TUNEL 陽性心筋細胞は約1/4に抑制された。 48時間後の梗塞サイズはコントロール群に比べて有意に縮小した。ま

た心機能に関しては LVEDP および max.dP/dt の有意な改善を認めた。

【総括】

虚血再潅流後急性期に増加する内因性 HGF は重要な生理的心筋保護因子として機能する。またリコンビナント

HGF の速やかな投与は、心筋細胞における Bcl-xL の発現を高め、アポトーシスの進行を抑制した。アポトーシス

の抑制は二次的なネクローシスの抑制へとつながり結果的に梗塞サイズ、の縮小をもたらすと考えられる。

以上のことから HGF は虚血再濯流障害の病態生理に基つH、た合理的な予防、治療となり得ると考えられるo

論文審査の結果の要旨

心筋虚血/再濯流障害は循環器領域において最も重要な研究課題の一つである。この病態は心筋梗塞、心臓手術な

ど様々な場面においてみられ、重篤な心筋障害、機能低下を来し生命予後にも関わる。その病態には多くの因子が関

与するが、早期の共通の病理学的現象として心筋細胞に著明なアポトーシスを来たす事が知られているo 一方アポトー

シスを抑制する手法として、これまでにいくつかの増殖因子による研究が進んでいるが、内因性保護因子としての意

義が明らかにされているものはな~ '0 本論文では、ラット虚血/再濯流モデルにおいて再濯流後早期に肝細胞増殖因

子 (HGF) およびその特異的レセプターの発現が充進すること、中和抗体を用いた実験から、内因性 HGF は心筋細

胞のアポトーシスを抑制し虚血/再濯流障害を軽減する重要な心筋保護因子として機能することが明らかにされた。

さらに本論文では外的 HGF 投与は内因性 HGF の機能に基つS~ 、た虚血/再濯流障害に対する合理的な治療法である

ことも明らかにされた。本論文は虚血/再濯流障害における増殖因子の生理的意義を世界に先駆けて明らかにした論

文であり、これにより HGF の臨床応用への可能性をさらに高めた非常に意義深い研究である。よって本論文は学位

に値するものと考える o
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