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旨

【目的】急性心筋梗塞の予後は経皮冠動脈インタ-ペンション治療の標準化によって改落した

が,これに代わって慢性心不全の治療があらたな目標となった,赤血球造血因子のエリスロポ

エチン (EP0)には造血器以外の臓器 .組織に対する生存/保護作用があることが明らかにな

ってきた 我々はこれまで各種 EPO誘導体の生物作用の違いに関する一連の研究をおこなって

きたが,今回はラット心筋梗塞再環流モデルを用いてEPOとアシアロEPO (AEPO)の心筋保

護効果を比較した.

【方法と結果】ラット冠動脈左前 F降桟を30分間結梨することで心筋梗塞再環流モデルを作

成した.500IU/kg/dayのEPOまたはAEPOまたはメディウムの持続静脈内投与･を行い,28日
後の心機能,組織染色,および心臓でのmRNA発現を比較した.左室駆出率 (%)はコントロ

-ル :42.6±2.3,rhEPO投与群 :53.2±5A,rhもEPO投等群 :60.2±5.2であった.また心

筋梗塞面積比率 (%)はコントロ-ル :8.24±0.88,rhEPO投 与一群 :7.68±0.53,rhAEPO投

与群 :3.17±0.68(p<0.01)であった.rhEPO投与による心筋梗塞および心機能の改善効果
はわずかであったが,rhAEPOによる攻落効果は顕著であった AEPO群では心筋の 抗アポト
ーシス因子 Bc卜2および心筋保護因子eNOSの強い発現が見られた.EPO段与野では多血症

による心負荷増大に起因すると思われるIL-6およびBNPの発現増強が見られたが,AEPO投
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与では多血症の誘発はなかった.心臓におけるEPOを介した生理的なパラタリンのシステムを
推測する目的で,正常ヒト細胞を用いたmRNA発現解析を行った.冠動脈血管内皮および同平

滑筋にEPOの発現が見られ,心筋に対する恒常的な細胞保護作用に関与-している可能性が推測
された.

【結論】AEPOは多血症を誘発することなく,強い心筋保護作用を抱っことが示された,本

EPO誘導体はおそらく生理的な生体内自然物のlつであり,安全に臨床応用される[31能性があ
る.また心臓では冠動脈血管内皮および閲平滑筋の発現するEPOを介した,心筋保護の生理的
パラタリンが存在することが示唆された,

孝一ワード:心筋梗塞,再環流モデル,エリスロポエチン,アシアロエリスロボエテン,心筋保

護作用

緒 口

急性心筋梗塞 (AMI)は力テ-テル的にバルー

ンあるいはステントを用いて冠動脈狭窄/閉塞を

解除する経皮冠動脈 インタ-ペンション治療

(PCI)の標準化により大幅に死亡率が低下 した

が,それに伴って表面化した慢性期心不全による

QOL書労働力の低下および医療費の増大を改善

することが新たなテーマとなった.

エリスロポエチン (EPO)は赤血球造血因子と

して発見され,腎性貧血の治療に用いられてきた.

gpo/EPO受容体 (EPOR)システムは赤血球系
造血細胞のみならず心血管系や中枢神経などの多

様 な臓 器 に存 在 して お り 1),EPORか らの

Jab/stat経路などの細胞内シグナルを活性化 し,

細胞保護作用 ･血管新生作用等の多彩な生物作用

を介して一定の役割を果たしていることが推測さ

れている.

AMI動物モデルの治療実験において,EPOの
全身投与は梗塞範囲の縮小と心機能の予後を改善
した 2)3).我々は動物下肢虚血モデルに対する

EPO投与が鹿管新生作用を示すことを示したが4),
AMIにおいても虚血心組織においてEPOが強い

血管新生作用を示すことが心機能改善の 作 用機序
として重要であることが明らかとなった5).

臨床において先行した研究として,貧血を合併

した慢性心不全患者を対象とした試験でEPO投

与が心機能を改善したが 6),我々は急性心筋梗塞

患者を対象としたパイロット臨床試験を,本学を

中心とした多施設共同研究として実施 し,急性心

筋梗塞1校病変患者の PCI後に12,000国際単位

のrbEPOを静脈内投与 した.左室機能の低下が

著しい左前下降枝 1枝病変患者の6ケ月後の左室

駆出率の自然回復 (ALVEF)がプラゼボ群では
5.3%であったのに対 し,EPO投与群では15.30/0

であり,EPO投与がAMI後の慢性心不全の発症
を予防することを種害した7).

ヒトのEPOはア ミノ酸 165残基からなる糖タ

ンパクで,1コの 0-型糖鎖と3コの N-型糖鎖を

有し,2カ所のS-S結合によって --定の形状を保

つ 8).EPOの生物活性には糖鎖が必須であるため

ヒトcDNAを大腸菌に党現 させて得 られたEPO

は活性を持たない.各糖鎖の生合成は単糖の複雑

な付加と刈り込みのあと,最終的にα (2- 3)

シアル酸転移酵素によってシアル酸を付加されて

終了する (シアル酸キャッピング).腎臓から分
泌 されるEPOは1分子あたり10-14コのシア

ル酸を有する.シァル化 されたEPOとシァル化

されないかまたは脱シァル化されたシアル酸をも

たないアシアロEPO(AEPO)ではその生物活性

が著しく異なる9),AEPOは糖鎖末端がガラクト

-スで終止 し,肝臓のクッパ-細胞に発現 してい

るアシアロ糖タンパク受容体 (ガラクト-ス受容

体)10)によって速やかに代謝されるため,血中濃

度が上昇せずinvivoでの造血活性を欠く.

我々はこれまで各種EPO誘導体における,追
血作用以外の生物活性に関する-日日-連の研究をおこ

ない,その中でThEPOに比LrhAEPOに強い血

管新生作用があり,血管再生治療に応用可能であ

ることを示 した (特許第4200509号,平成 20年
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lQ剛 .今回は急性心筋梗塞の薬物治療への応用

を目指し,ラット心筋梗塞再環流モデルに対する

EPOとAEPOの効果を比較する目的で研究をお

こなった.

材料と方法

ラット心筋梗塞再環流モデルの作成

チャールズリバ-(Yokohama,Japan)より8-
10適齢の雄 kwisラット (280-320g)を購入

し実験に用いた.全ての実験手順はGuideforthe

CareandUseofhboratoTyAnimals(NIHpubli-

仁ationNo.86-23;NationalInstitutesofHea祉h,

Bethesda,MD,USA)に基づき無菌的に行われた.

研究計画は施設の動物研究委員会からの承認を受

けた.

あらか じめ RPMI1640メデ ィウム (Nipro,

Tokyo,Japan)で希釈 したリコンビナント･ヒ

ト･エリスロポエチン (rhEPO)またはアシアロ

gpo:rhAEPO (いずれもChugaiPharmaceut呈cal,

Tokyo,Japan)を満たしたNzet小浸透圧ポンプ

(Model2004,Durect,Cupertino,CA)にAIzetラ

ット頚静脈カテ-テル (Durect)を接続 し37℃

で48時間以上静置し準備した.

ラットをアトロピン筋注による前処置後,ケタ

ミン筋注により麻酔し,気管内挿管を行い,人工

呼 吸 器 (MouseVentilatorMode‖587,Harvard

Apparatus,SouthNatiek,MA)を用いて呼吸管理

(10mUkg,80/man)した.右側臥位で左側胸部よ

り開胸レb臓を霜出し,左前下行枝をナイロン糸

で結致し,30分後に虚血解除して再濯流モデルを

作成した,同時に右あるいは左内頚静脈に頚静脈

カテーテルを挿入し,浸透圧ポンプを背部皮下に

埋没 させた.虚血解除と同時に rhEPO500IU/

kg/day,rhAEPO500IU/kg/day,または同容量の

メディウムの持続投与を開始し,開胸し抜管した.

心筋梗塞作成の28日後に,2%イソプルラン吸

入麻酔下で心エコー (EUB6500and13MHzlin-

earscanprobe,Hitachi,Ibaraki,Japan)により心

機能を計測した.その後開腹して下大静脈より採

血したのち心臓 ･牌臓 ･肝臓を摘出し重量を測定

した.

心腹摘出標本の処理

心基部で切断し心臓を摘出し,中心線で心臓を

二分割した.中心線より心基部側へ向けて 1mm

厚で順に切り出し,目視にて梗塞部 ･境界部 ･非

梗塞部の判定を行い,境界部をRNA抽出に用い

た.中心線より心尖都側は10%ホルマリンで固

定し,パラフィンに包埋した.この車から心基部

側の部分と心尖都側の部分を切り出し (厚さ5〃
m),H,E,染色およびAzanMal旦ory染色を行った.

心基部側のAzanMalloyy染色標本をBX60顕微

鏡 (Olympus,TokyQ,Japan)を剛 ､て20倍で観

察 し,OlympusTVシステムDP50を用いてデジ

タル画像 を稚成 した.MacSCOPE(Mitani,

Fukui,Japan)を摺いて画像処理を行い,心筋梗

塞面積比率を計算した.

RNA発現解析のための標本作製

EPOの作用機序を推測する目的で,ラット♭筋

梗塞啓環流モデルの心標本以外に以下のヒトの臓

器 ･細胞におけるRNA発現解析を行った.購入

した ヒ ト冠動脈血管内皮細胞 (HCAEC:Cell

Applications,SamDiego,CA上 ヒト冠動脈血管平

滑筋細胞 (HCASMC:CellApplications),および

ヒト心臓線維芽細胞 (HCF:CeilAppl豆cations)は

培養を行わず,そのままRNAを抽出した ヒト

左心室TotalRNA (HI,V:Ambiotl,Austin了rX)お

よびヒト腎TotalRNA (totalkidney:Ambion)は

そのまま解析に用いた.

EPOおよびEPORの細胞当たりの発現豊は極

めて微量であるため,陽 性コントロールサンプル

を得る目的で健康な男性成人2名 (31才および

38才)から文章による同意ののちに骨髄を採取

した.骨髄から単核細胞 (MNC)を分離し,そこ

からさらに PE-標識抗 CD34抗体 (Beckon

D豆ckinson,SamDiego,CA)と免疫磁気 ビ-ズ法

(Myltenyi,BergischGladbach,Germany)を用い

て既報の手順によりCD34陽性細胞を精製 した

くcD34陽性純度それぞれ90および95%)ll)

TotalRNAの摘 出には トリゾル試薬 (Life
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表II-t･inlLIT･sfor(Jl〈T-l'しⅠ(

SellSePrimer Antisenseprimer

ratγ-Actin gaccttccttccgggcatggagt

ratCOX6A cgcatccaaaggagaccac

ratCD45 gcatgaactagagatgagcaaaga

ratBNP ctgggaagtcctagccagtct

ratBcト2 tataagctgtcacagaggggctac

ratIL-6 aatttgcctattgaaaatctgctc

ratIL-6Ra ctgggacccaagttactacttgtt

rateNOS tatttccaaggaagttacagagcc

ratEPO ctgctgcttttactatccttgcta

ratEPOR acacctacctggtattggatgaat

llunlanPBGD ccatgtctggtaacggcaat

hLJmanEPO actgtcccagacaccaaagttaat

llUmanEPOR aactacagcttctcctaccagctc

hul¶anIL-6 Cagaacgaattgacaaacaaattc

humanIL-6Ra gtcaaagacattcacaacatggat

humallBcト2 ctgggagaacagggtacgataac

仙maneNOS gagatggtcaactatttcctgtcc

Technoまog豆es,Tokyo,Japan)を 用 い ,5llgの
TotalRNAか らランダムプライマ-及びTakara

PCRキ ッ トVer息1(Takara,Tokyo,Japan)を用

いてcDNAを酌 戴し,走駁PCRに用いた.

定量PLIIi

mRNA発現鼠を各サンプルから得られたcDNA

を用い,既報のとおりrea豆-七五mequantitat呈ve沢で-

pcR(Q琵T-PCR)法によって定義 した 12).衰1

にQRT-PCRに用いたプライマ-配列 を示す.

interna音standardとしてヒ トPBGDまたはラ､ソド

γ-ア ク チ ン を測 定 した .Q況T-PCRに は

IJightCycler(Roche,Indianapohs,IN) を 用 い ,

95℃5秒,60℃15秒,72℃13秒 を 1サイクル

とし計 45サイクル施行 した.RNAlljgあたりの

各 RNAのコピー数を計算 し,各指標のコピ-敬

の PBGD (ヒ ト)または γ-アクチ ン (ラッ ト)
のコピー数に対する比 として表示 した.各サンプ

tggaggggcctgactcgtcatact

aaaggattgacgtggggatt

gcagaatataggctgaggatttgt

gtctatcttctgcccaaagcag

ctgactggacatctctgcaaagtc

ttcttcaagtgctttcaagatgag

ctcgtggttgtcatagtcttcaac

tatggttacagatgtaggtgaaca

tatgaagctgaagactctctggtg

acaccacaaggtacaggtacttca

cttcaaggagtgaacaaccagg

gaaattggagtagactcggaagag

gagacgtcatgggtgtctcag

gcatctagattctttgcctttttc

tactgaagaagaatcttgcactgg

gagggtcaggtggaccacag

acaccacgtcatactcatccatac

ルの うち,LightCyclerによるγ-アクチンの実測

値が1.0(約1.8×106コピ-//欄 総 RNA)未満

のサ ンプ射 ま,RNAの質に問題のある不良サン

プルとして解析から除外した

統言†

各群の測定値はmean±SEMで表記 し,多群

間の比較はone-wayANOV射 こよって行い,引

き続 きBon勧roni'sMultipleComparisonTestに

より各群間の差の検定を行った.p<0.05をもっ
て有意とした.

結 果

心機能の解析

拭 lに心エコーによる解析結果を示す.1回心

拍出竃は左室拡張末期径 (LVEDd)と左等収縮

莱期径 (LVESd)の関数で あ り,左室駆出率



高山 :ラット心筋梗塞再環流をデルに対するアシアロエリズロボエチン投 与一の有効性 483

IFtu7273

(/m ill)
51-O

JHI

ご･川りIlllllll■
~ 2Ml

llM

¢

町政

*5iiiiiiiiiiiiiiiiiiit
+ t i

) 2 3 1

JI<lI･川M1

1 2 3 1

IT<0.000I

2 3 1

tl<い.…IM

1 2 3 1

国見 心機能の解析

ラット心筋虚血再環流28日後の心機能を心エコ-で測定した.パ

ネルA :心拍数,ち :左室駆出率,C :左室拡張末期径,D :左室収
縮末期径,1:11･I帯ラット (n=5),2:心筋梗塞後メディウム持続投
与 (姑 3:500王U/kg/dayrhEPO持続投与 (5),4:500IU/kg/day

rhAEPO持続投与 (5).EPOよりAEPOの方が有意に強い心機能改善

効果を示 した.one-wayANOVAで解析 したあと (右上の p値),

盛onferroni'sMultipleComparisonTesもにより各離間の差の検定を行

った:車,<0.05;*車,<0.01;**串,<0.001.

(LVEF)は 1回心拍出量を左妾拡張末期容積で除

した値である.心拍数 (HR/m豆n)は健常ラット

(n==5日 389.0±5.6,虚血再環流後メディウム

投与群 (4日 435.3±9.0,rhEPO投与一群 (5):

399.8±7.2,rbAEPO投与群 (5):397.8± 13.7

ど,メディウム投与群でやや増加していたが,左

竃駆出率等の機能解析に大きな影響を与える変化

ではなかった.左等駆出率 (%)は健常ラット:

90.7± 1.5,メデ ィウム投与群 :42.6± 2.3,

rhEPO投与群 :53.2± 54 rhAEPO投与群 :

60.2±5.2,左室拡張末期径 (cm)は健常ラッ

ド:0.472±0.029,メディウム授与群 :0.810±
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図 2 心FIJnir瀬耐榊比率
ラソト心抑虎llJHll糊淡28H後の心服を胤LL■.LrTl心線で2/JyL排し.中心線より心/I;部mlJ引1'JI'JiZした買本
とした (アサン染色 パネル八一r)) u'r.tL 心述部′かっのL8-r桁,F段 心/);詔S′耕りのIqh-rlT心前傾避

而糊のL析Tl17Trll榔乍LjLに対する比率を洲',ii'した (パネルE)′てネルA if:'F;Jlラ､ノト(n-5).パ1ルB
およびパ イ ル E-1(∠l) メディウム持続1'ilj.バイルCおよびパネルE/2(5) rllT二PO持続柁I),/､
ネルr)およびパオル】二-3(5) rllAEIつ()川iJuJxLワ El'OよりAllt'0(7)jJがTl)1'tに倣い心筋樺准郁小

幼141を,(,した one-wayANOVAで解析したあと (Jl卜のpftrrl) BonferronlSMullLE)1ccorTlparlSOn
Teslにより'dfrFrtl.[のf/の険Iji;を行-)た.H .<001

0008.[･hEPO揺 り耶 ■0805±OO31.rllAEPO
授 与I!Y O620±0030,また/Ll.雀JT丈蔚Fi末朋子_i

(cm)はrW'fLTulラット 0206±0024,メディウム

投与耶 0658±0015,rTIEPOJ'i与耶 0635±

oo38.11AEPO粒 Ij一群 .0444±0036であった

メディウム投JJ肺と比較 して EPOliLrj即では心
機能がやや改粥したがイう意ではなかった 後述の

とおりEPOf'kLlj一郎では多rfrLfT:による心Fll"'fO)q.I
人があり.これが心機能tlのイ＼1分な阿filL二形響 し
ていた可能性がある 方,AEPO粒I-1肝では不

意に~掛IJ]な心機臆の改#効果が見られた

心筋梗塞面積縮小効果

図 2に心馴 娘非のAzanMalloTY染色憤本およ

び心筋横堀血糊の測TtJを示す 心筋梗韮(rli棚比率

(%)はメデ ィウム投 Ij肝 (n-4) 824±

088,EPO授与桝 (5).768±O53,AEPO投与

群 (5)):317±068であった メディウム投 プ̀

群に比LEPO粒与群では有意な心fTJ)峻拒面材iの

縮小は見られなかったが,AEPO投Lj郡ではイl,iil､

な心筋雌'RlLLl糊の鮒小が軌解された

EPO誘導体の造血作用

図3に赤血球造【仙7C進のマーカーとして,rTlL中

ヘモグロビン他および順臓市TlLを示す ラ ソFお

よびマウスでは造l(TlのJl亡進に際 して王に鵬1J臓で0)

赤lll雌 系の胤外造L(lLが槻繁される Hb(g/dl)測

定Ill-1は惟荷 ラソト(ll-5) 131±03.メデ ィ

ウム粒 Ij耶 (n-4) 128±03.EPOfiLtJ肝

(5).199±1,2,AEPO授 与群 (5) 136±08

であり,また順臓郡 諒(i,)はfW滞 ラット●0532

±0002.メデ ィウム投 ,ji汗 0661±0015.

EPOIiiLIJ耶 1210±0155.A上PO授与群 ●

0669±0035であった EPO投 与酢では掛IJJな

赤rlIL球道rrrLO))t北が見られたが.AEPO投与即で
の造血のノ■L進は観察されなかった このことから

EPO粒Ij伴では多rrEl山三誘発による心貝7,.lfの桝人

が存在することが想定された

心筋梗塞境界部におけるmRNA発現*

結米をEg]LIに'111す 心崩似非.tWでは組織の壌タヒ

が破 くmRNAの解析ができなかったので.嶋'#

部での解析を/(7った 心n77特異的なマ-カ-てあ
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図3 EPO誘導体の造血作用

ラット心筋虚血再環流28日後の血中ヘモグロビン値 (パネルA)および牌

重量 (パネルB,髄外造血)を示す.1:正常ラット (n-5),2:心筋梗塞後

メディウム持続投与 (4),3:rhEPO持続投与 (5),4:rhAEPO持続投与

(5).EPO投与によって赤血球造血の先進が観察されるが,AEPOには造血作

用が認め られない.one-wayANOVAで解析 したあと (右上の pl直),

Bonferroni'sMultipleComparisorlTestにより各群間の差の検定を行った :*
*.<0.01;**車.<0.001.

るCOX6Aの発現量は,メディウム投与群,EPO

投与群およびAEPO投与群でほぼ等 しかったの

で,この3群の他のマ-カ-の比較に心筋屋の影

響を考えなくてよい.また組織に浸潤している白

血球量のマ-め-であるCD45の発現量は,有意

差は出なかったものの,メディウム投与群やEPO

投与群に比 LAEPO投与群では正常ラット程度

に低い値を取ったことから,白血球に由来するマ

ーカ-の解釈に影響を与える.

心不全に呼応 して発現の上昇するBNPの分布

は,図 1の心機能の分布とは関連せず,図3の血

中ヘモグロビン値の分布と一 致したことから,多

血症による心負荷の増大を反映したものと推測さ

れた.Bc巨2は主に白血球や心筋に発現する抗ア

ポ トーシス因子である.AEPO投与群では白血球

マ-カーが少ないにも拘わらず Bc巨2の発現量

が多いことから,心筋でのBc卜2発現が誘導され

たことが推測された,

IL-6の発現はBNPの発現の分布と-日日-一致 した

ことから,やはり多血症による心負荷の増大を反

映したものと推測された.eNOSは血管内皮およ

485

び心筋に発現し,発現細胞自身に対する保護摩周

を持つ.eNOS発現最の分布には有意差が見られ

なかったが,AEPO投 与▲群で Bcl-2と同様に

eNOSの発現墓が高いことから,これもAEPOに

よる直接または間接の作用である可能性がある.

またIL-6がeNOSの発現を抑制することが知ら

れているが 13),EPO投与群でeNOSの発現が少

ないことはIL-6の影響である可能性がある.

正常ヒト心腹細胞成分におけるmRNA発現

EPO/EPO受容体システムの心における生理的

な意義を理解する目的で,正常ヒト心の各種細胞

でのmRNA発現を解析 した (n-2,図 5).EPO

およびEPORは他の分子に比 し生理的発現巌が

少ないため,mRNA発現量が少ない場合の評価が

問題となる.骨髄では未熟な造血前駆細胞からの

EPO分泌によるオ- ト/パラタリンシステムの存

在が知られているので 14),正常人骨髄 CD34陽性

細胞を陽性コントロ-ルとして比較した.

血管内皮および心筋の細胞内にはeNOSが発

現しており,細胞保護作用に寄与する15).また抗



486 新潟医学会錐誌 第 12竣巻 第 9をチ 平成22年 (2010)9月

tり＼(ハ l1日.…1-i

1.川1

0.7.<

い.511
tI.25
をき

C

∴ 1
1 2 3 1

トド

lトII II=･ll日日
tI.15

IL111

0.115

ti
1 2 3 J

tIJド 11日･=111

ll.2tl

い.15

0.1 0

0.lL<

u

nn
J｢

Jヽ

'
l

I

A_

11U

爪H
v

n
V

n
V

e2.
1
'

C
t
C

r

仁
1 2 3 1

?
Ilr

IT=tl.川13I

.

1

41J'-
rl=
L

l･＼=ヽ J… ･HM
1.川 l

lI.75

0.5tl

l_I.25

0ド
] 三 j J

図4 心筋梗塞境界部におけるmRNAの発現農壬を

ラット心筋虚血再環流28日後の心臓を摘出し中心線で2分断し,中心線より心基部
側へ向けた連続切片を作成し,心筋梗塞境界部からRNAを抽出した.各RNAコピ-

数のγ-アクチンRNAコピー数に対する比を解析した.1:正常ラット (n-4),2:

心筋梗塞後メディウム持続投与 (3),3:rhEPO持続投与-(3),4:rhAEPO持続投

与 (5).心筋特異的マ-カ-のCOX6A発現毅には差がなく,浸潤した自血球のマ-カ

-CD45の発現墨ではEPO投 射 二比 LAE王)0校与で少ない傾向が見られた.心不全

マ-カ-BNPはEPO投与-でg)み賢しい 上膏摘ミ見られ,多血症による心不全の発症が

推測された.AEPO投与･群ではCD45発現当麦が少ないにも拘わらず,白血球および心

筋に主に発現している銑アポ ト-シス囚f-Bet-2の強い発現が見られ,心筋のBcl12
誘導作用があることが推測された.EPO投与一群でIL-6の誘導が見られたが,EPOに

よる直接作用か心不全による誘導かはわからない.血管内皮および心筋に発現 してい

る細胞保護作用のあるeNOSは,AEPO投与一群で発現の多い傾向が見られた
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アポ トーシス因子の 1つであるBei-2は血液細

胞および心筋細胞に発現していることが知られて

いる 碑 .主に心筋からなる左書 くHLV)および

冠動脈血管内皮 (HCAEC)にeNOSが発現 して

おをつ,他の細胞には発現 していなかった.また

HLV･HCASMCおよび骨髄細胞にBC卜2が発

現 しており,他の細胞には発現 していなかった.

このことからmRNA発現巌の解析に信頼性があ
ることが推測される.

造血系未分化細胞に重し-6受容体が発現してい

ることが知られているが,心臓成分では冠動脈血

管平滑筋細胞 凋CASMC)および心線維芽細胞

(HCF)に恒常的にIL-6が発現 しており,一方

IL-6受容体はHLVにわずかに発現 していた.

EPOはHCAECおよびHCASMCで骨髄 CD34陽

性細胞に匹敵する発現壷がみられ,HLVおよび

HCFでの測定値は低く,発現 していない可能性

が高い.また腎臓にはEPOの恒常的な発現は見

られなかった.心臓細胞成分におけるEPORの恒

常的な発現は微量である.このことからHCAEC

およびHCASMCにおいておそらくパラタリンと

して発現 しているEPOの心内における標的細胞

種は不明であった.

考 察

肝臓での連やかな代謝を受け,血中濃度が上昇

しないため造血活性を欠くAEPOが,なぜこのよ

うな強力な心筋保護摩周を持つのかは不明であ

る.造血系に発現しているEPORl量体はEPOの

存在 円ニホモ2敬体を形成 してJak2/stat5経路を

介して細胞内へシグナルを伝える.これに対 し

EPO感受性の非造血系組織にはEPORとサイ ト

カイン受容体共通β鎖 (I? C,CD131)のヘテロ2

鼠体として存在し,やはりJac2/stat5のリン酸化

を介した活性化が行われる17).EPOの糖鎖末端

はシアル酸で終止 し,3つのN-型糖鎖と1つの

0-型糖鎖はいずれも末端が強く陰性に荷電する

が,AEPOではガラクト-スが霧出して陽性に荷

電する.EPOとAEPOはinvitroでは同等の赤芽

球増殖活性を示すことから,両者のEPORそれ自

体に対する親和性には差がないと思われるが,β

Cのリガンド結合部位周辺には酸性アミノ酸残基

がクラスターを形成する部位 (wSXWSモチ-フ

の近俸)と塩基性アミノ酸残基がクラスターを形

成する部位 (前者より膜寄り)が存在 し,AEPO

の糖鎖は前者にEPOの糖鎖は筏酎 二結合する可

能性があり,これによってWSXWSモチ-プを介

した細胞内への情報伝達に差が生じる可能性が指

摘される18)

我々の今回の検討では,心筋細胞にEPORが発

現しているかどうかは明らかではなかった,造血

のみならず心臓の発生においてもEPOfEPORシ

ステムは必須であり頼 ,胎児期における心筋細

胞の増殖には心外膜から分泌されるエリスロポエ

チンとレチノイン酸が必要である20).EPO投与

は虚血性心筋障害を改善するが3),その機序の1

つとして,EPO投写が虚血によって誘導される心

筋細胞のアポ トーシスを心筋のAk卜依存性シグ

ナル経路を介して阻害することが報告 されてお

り,この中で新生児 ラッ トの心室心筋細胞に

EPORが発現 していることを免疫染色法によって

示 している21),成体ラットを用いた研究でも心

筋細胞にEPORが発現 しているというものがあ

るが,彼らは免疫染色法および定性的 RT-PCR

法によって示 している 22).彼らがRT-PCRに用

いたサンプルはラングンドルフ還流法によって心

臓から得られたものであり,心筋細胞以外の成分

を混 じている可能性がある.元来,EPORは他の

サイ トカイン受容体と比較して,はるかに少ない

量しか発現しておらず,抗 EPOR抗体を用いて細

胞を染色することには国難があったが,ましてや

さらにEPOIそ発現巌の少ない非造血系細胞では

免疫染色法で判断することには慎重を要する.こ

れに対 し,EPOの作用が心筋でのAkt一経路およ

びJak/staもs-経路を介することを明らかにしたゲ

ル-プは芝S),精製 した心筋細胞および心臓線維

芽細胞からそれぞれ抽 出した蛋白をサンプルとし

たWesもernblot解析によって,EPOR蛋白が心筋

細胞ではなく線維芽細胞に発現 していることを明

らかにした 24).EPOは線維芽細胞に例 日f"JL,何

らかの液性国子の分泌を介して心筋のJak/stat3-
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図5 ヒト組織 ･細胞でのRNAの発現

各パネルのカラムのうち,1:左軍,2:冠動脈血管内皮,3:冠動

陽性細胞,7:腎臓.

パネルA :eNOSは左室 (心筋)と内皮に発現 している.パネル

a :Bcl-2は血液細胞と左等および平滑筋に発現 している,パネル

C :IL-6は平滑筋と線維坪細胞に発現 している.パネルD :IL6受

容体は造血前駆細胞に発現 している,心筋細胞にもわずかに発現して

いる可能性がある.パネルE:EPOは造血前駆細胞 ･内皮および平

滑筋に発現 している.パネルF:EPO受容体は骨髄細胞に発現して

いる.心臓における発現墨は少ない
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経路 を活性化す ると結論づ けている.実際,

EPORconditionalKOを用いた心筋梗塞再環流モ

デル実験でも,EPOの心筋への作用にはstat3の

リン酸化が係わっていることが示されている25)

EPOが心線維芽細胞に作用して分泌 される心

筋保護性サイトカインは何かということが新たな

問題となる.心筋細胞にはIL-6Rが発現 してお

り,IL-6はCD126/GP130へテロ受容体を介し

てGP130の活性化によりstat3をリン酸化する.

GP130は11.-6ILIF･CNTF･CこIrdiotrophit卜1

(CT-1ト IL-11およびoncostatinMの受容体共

通β鎖であり,これらいずれのサイトカインによ

ってもstat3のリン酸化は起こる.また,AEPOに

は強い血管新生作用があるが,これはAEPOが線

維芽細胞からのは-6分泌を活性化することによ

る間接作用であると考えられる26),しかも,EPO

の心筋梗塞改善作用には,心臓虚血部位での血管

新生効果が重要な働きをしていた 5).AEPOの心

筋保護作用も再びIL-6分泌を介した間接作用で

あることは十分に考えられる.今回の研究では心

筋梗塞後早期のIL-6の発現を調べていないので,

これについては不明である.また,王L-6は本質的

には急性期に分泌 され,組織保護および血管新

生 ･肉芽形成などの治癒機転に大きく係わるマス

タ-サイ トカインの 1つであるが,慢性的なIL-

6の発現は本来病的な現象であり,慢性炎症性貧

血 ･関節炎 ･心肥大などの不適切な生体反応を惹

起する.

ところで心臓を形成する主な細胞は心筋細胞,

血管内皮細胞,血管平滑筋細胞および筋線維芽細

胞を含む線維芽細胞群であり,他にマクロファー

ジや肥満細胞および毛細血管周囲に分布する白血

球が存在する.全身の貧血または低酸素血症に呼

応 して腎臓からのEPO分泌が起こるが,心臓に

限局した心筋虚血の場合はこれに該当せず,心臓

内でのEPO/EPORパラタリンシステムの存在が

想定 される.上記のように心筋虚血に反応 して

EPORの発現が増強する心線維芽細胞が,同じく

虚血に反応 した細胞の分泌するEPOによって刺

激され,何 らかの液性因子を介して心筋保護僅用

を発現することが想定 されるが24),心臓内で虚

血に反応 してEPOを産生 ,分泌する細胞が何で

あるかを調べる必要がある.

心臓とならんでEPO/EPORシステムが重要な

働きをしている臓器に率枢神経がある.中枢神経

でも虚血に反応 してEPOおよびEPORの発現が

克進するが,それぞれ発現 している細胞に関する

信頼のおける研究は意外と少ない.少なくとも純

化 した細胞のinvitroの反応に関しては,神経細

胞 ･血管内皮および ミクログリアは酸化ス トレス

負荷の培養条件で外来性 EPOに反応 しているの

で,これらがEPORを発現 していることはほぼ間

違いない27).また虚血反応性にEPOの発現が克

進するのは主に海馬 ･内包 ･皮質および中脳であ

るが,具体的な分泌細胞の正確な特定には注意を

資する.実際,腎臓におけるEPO分泌細胞の同産

が報告されたのですら,2008年になってからであ

る28)

EPOは赤血球系細胞の生存に必須の因子であ

り,腎は貧血 ･低酸素応答性にEPOを分泌する

が恒常的にはEPOを分泌 していないことから,

恒常的な造血においては赤血球系細胞の生存を保

証するために骨髄内でのEPOのパラタリンシス

テムが存在することが推測 される,実際に,赤芽

球 系 前 駆 細 胞 (CD34陽性細胞の一部)それ自身

がEPOを分泌するようであり29),今回の検討で

も骨髄 CD34陽性細胞が一定のEPOを恒常的に

発現 していた.これをEPO発現細胞の陽性コン

トロ-ルとして,ヒト心臓の各種細胞でのmRNA

発現を観察した結果,冠動脈血管内皮および平滑

筋細胞が心臓におけるEPO産生細胞である可能

性が示唆 された.血管内皮および平滑筋はEPO

分泌を介して心筋を保護するには都合の良い解剖

学的な位置にある.虚血に陥った骨格筋組織 ･心

臓あるいは中枢神経で発現するEPOがAEPOで

あるか否かに興味が招たれる.今後,プロテオミ

クス解析法を用いて,パラタリンEPOの糖鎖解

析を行う予定である.

結 語

EPOには直接または間接作用としての心筋保
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護作用があり, -一部の施設では急性心筋梗塞の薬

物療法として EPO投 与が試 み られ て いる.非造

血性 EPO誘 導 体 の AEPO に は ぬ然 型 EPOより

もは るか に強 力な心 筋 梗塞 治療 効 果が認められ

た.今後,臨床へ抗沌転用が期待 され る.
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