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3.今後の研究計画

モルモット虚血再濯流障害に対するNOの心筋保護作用のメカニズムについて

①ランゲ、ンドルフ心臓を作成して、 ESR器械で、虚血と再濯流中の酸素ラジカルを測定する。

②NO供与体FK409をランゲ、ンドルフ心臓に投用して、 ESR器械で虚血と再濯流中の酸素ラジ

カルを測定して、酸素ラジカルを減少させることが確認、する。

③通常電顕でのミトコンドリアの形態学観察。

④凍結切片のcytochromec， caspase 3， caspase 9， bcl-2， bax等apoptosis関連蛋白の免疫

組織化学染色して、心筋細胞apoptosisとの関連を調べる。

4.指導責任者の意見

研究者は愛知医科大学当講座に籍を置いて以来、外科臨床をやりながら積極的に研究活動

を行って来ました。すでに研究成果を上げており、特にモルモットLangendor釦心臓モデ、ノレを用い

て心筋細胞虚血再濯流障害に対するNOの心筋保護作用が明らかにしております。現在、さら

に研究を発展させており、 NO供与体を含有する心筋保護液分野での新たな成果が大いに期待

できます。

指導責任者氏名

5.研 究 報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

蒸発表に当つては、日中医学笛会助成金による旨を明記して下さい。
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Summary 
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虚血再港流心筋障害に対するNOの心筋保護作用について

一-NO供与体FK409添加心筋保護液の検討ーー
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Effects of FK409 were investigated in perfused guinea-pig Langendorff hearts subjected to ischemia 

and reperfusion. Nitric oxide electrode， fluorometry and31P-NMR were used to monitor the changes in 

the cel lular high phosphorous energy and NO and Ca2+ content in the heart together with simultaneous 

recordings of left ventricular developed pressure. An NO electrode was placed in the right atrium 

of a fura-2 loaded heart. After cardioplegic arrest with St. Thomas' Hospital solution， normothermic 

(370C) global ischemia was induced for 40 min， and the hearts were reperfused for 40 min. FK409 at 

10-IM， which has a minimum inotropic effect on nonischemic hearts， was added to the cardioplegic solution. 

Treatment with FK409 reduced the left ventricular end-diastol ic developed pressure during and after 

the ischemia and improved the post-ischemic recovery of LVDP from 55.4% at 40 min of reperfusion in 

FK409-free hearts up to 80.4% in hearts treated with FK409 (p < 0.01). The flow rate (ml/min) at 1.5 

m i n a f te r t rea tmen t w i t h STS was 27. 7 i n hea r ts t rea ted w i th FK409 compa red w i th 21. 2 i n d rug-f ree hea r ts 

(p < 0.01). Treatment with FK409 had a significant preservation effect on the tissue level of s-ATP 

at the end of ischemia or reperfusion. During ischemia， arrested with STS， the intracellular Ca2+ 

accumulation and NO release were reduced. At the end of the 40 min period of ischemia in FK409-treated 

hearts， NO release was 86完greaterthan in drug-free hearts without reference to the Ca2+ concentration. 

In cardiac surgery， normothermic arrested hearts are subject to damage by oxygen-free radicals in 

reperfusion-injury. Therefore， NO exogenously suppl ied. by FK409 was responsible for the 

cardioprotective action， presumably by actingdi rectly as an oxygen radical scavenger during reperfusion. 

It is suggested that a specific NO-donor， like FK409， has potential therapeutic use as an NO-mediated 

vasorelaxer and additional protective action of the NO-donor for reperfusion-injury hearts if added 

before i schemi a. 

Keywords: FK409，nitric oxide electrode， Ca2t_fluorometry， 31P-NMR， ischemia-reperfusion. 

目的

一酸化窒素 (NO)は冠血管平滑筋を弛緩、 ATPの減少を抑制し、心筋細胞内 Ca2+レベル低下や酸素ラジカル

を減少することによって心筋保護できる一方、スーパーオキサイド (02・)と共存するとパーオキシナイトライ

ト (ONOO-)を産生し、むしろ細胞障害を引き起こす可能性がある。本研究ではNO供与体FK409(藤沢薬品K.Kよ

り供与)を用いてモルモット摘出心臓に対する虚血再樫流心筋保護作用を検討した。ランゲンドルフ心臓に

S t. Thomas液と薬液を注入して心臓を停止させ、再濯流を行い、虚血前(100%)と再濯流後の左室内圧の変化(1e f t 

ventricular developed pressure LVDP， left ventricular end diastolic developed pressure LVEDP) 
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冠血流量(FR)の回復率(%)を求めると同時に‘ 3Ip-NMRを測定し、高エネルギーPの動態について、薬物投与群と比

較した。また、 NO-meterとFluorometerを用いて、虚血再濯流中のコントロール， S1. Thomas液のみ、

S 1. Thomas +FK409投与群のCa
2t
、NO動態について経時的に測定し比較検討した。

方法

A.モルモット摘出心潜流

摘出モルモット(♂平、 400g前後)心臓の大動脈にカニューレを挿入し、 Krebs-Henseleit液(阻液、 Ca
2t
2. OmM、

pH7.4、37"C、 95% O
2
+5% C02混合ガス飽和)で濯流 (75cmH20)し、 Langendorff (LN)心臓を作成した。コン

トロール (Cgroup， n=8)として、阻i液で 30分間濯流安定化させた後、 40分間濯流停止し、 40分間阻液で

再潅流した。また、一群のモルモット LN心臓 (Tgroup， n=8)を即液で 30分間安定化した後 St. Thomas液を

注入して、心臓を停止させて、 40分間濯流停止し、 40分間阻液で再濯流した。また、別の一群のモルモット

LN心臓 (Fgroup， n=8)をNOの供与体FK409を含む S1.Thomas液で心臓を停止させて、 40分間瀧流停止し、 40

分間 FK409含有しない新しい阻液で再濯流した。各群のモルモットの LN心臓の左心室にバルーンを挿入し、

左室内圧 (LVDP) と左室拡張期圧 (LVEDP)を経時的に測定した。大動脈に連結したカニューレに電磁流量計

を付けて、冠血流量 (FR)を経時的に測定した。下のプロトコールに従い、各群の再濯流後の LVDPの回復率

(%)を虚血前 100%として求めた。

B.31p_NMRの測定方法

上に述べた群のモルモットの LN心臓は GSX400FT-剛R装置(JEOL)の直径 20mmのP核種専用プローブ中に設

置し、虚血前、虚血再濯流中の高エネルギーPの動態を経時的に同時に測定した。

c. NO・と Fura-2Ca
2t 

signalの測定

1) NO電極の設置と Fura-2の負荷

摘出モルモット(♂♀、 400g前後)心臓の大動脈にカニューレを挿入し、阻{液を流量 7"-'9ml/minの速度で

ポンプを用いて送液し、 Langendorff心臓を作成した。収縮力は左心室にバルーンを挿入し、左室内圧 (LVDP)

を測定した。 NO選択電極は心臓の右心房(冠状静脈洞)に挿入され心臓から流出する NO・の変化を測定した。

対照カーボン電極は心臓の外の外液中に置き、 NO電極を安定化させながら心臓に fura-2AM 5μM (25% 

Cremophore EL)含有阻液を 30min開港流し fura-2を心臓に負荷した。負荷後に新しい問液で洗浄して、心

筋細胞外の fura-2AMを完全に除去し、 20min間安定化させた後、実験を行った。 (EurJ Pharmacol.1995; 282: 

121.) 2) NO測定法 NO選択電極は心臓の右心房(冠状静脈洞)に挿入され、電磁波の影響を受けない環境下

で測定した。 NO電極は、直径 0.2mmで platinumと iridiumの合金 (Pt90%， Ir 10%)よりなり、 KCl膜、 NO

選択性セルロースレジン膜、ガス透過性シリコン膜の3層より構成ーされている。 NO選択電極と対照カーボン電

極の pAレベルの還元電流を NO-meter(NO-501， Inter Medical Co.)を用いて 50160HzNoi se e 1 imina tor (Hum Bug 

Quest Scientific Instrument， Canada)を介してノイズを除去して測定した。 NOレベルは、定流量濯流で基礎

値が安定した電流値 (pA)をゼロとした。

3)蛍光測定

Fura-2を負荷した摘出心臓は Fluorometer(CAF-I00、JASCO)の測定ユニットの恒温槽の中に心臓の左心室

表面部分に光が当たるように設置した。即液を濯流しながら心筋に 340と380nmの励起光を当て、蛍光波長500nm

での蛍光強度の比(rat i 0) 340/380を記録計に心臓内 Ca2t濃度変化として記録させた。Cgroup， T group， F group， 

各n=8について Fura-2Ca
2t 

signal、NOsignalおよびLVDPを同時に記録した。

D.虚血再濯流後の心筋のミトコンドリアの電顕観察 各組モルモットの LN心臓の虚血直前、虚血 40分間後、

再濯流 40分間後に左心室から心筋組織を摘出して、超薄切片を作製し、酢酸ウラン電子染色とクエン酸鉛染

色を行い、乾燥して透過電顕でミトコンドリアを観察した。

結 果
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1 ATP、LVDP回復率とFRの変化率

虚血再濯流40分後のLVDPの回復率はF:81%T:55% C:33%の順に有意に存在を認めた。虚血40分後のATP回復率

はF:91%T:74% C:57%の順に有意 (pぐ0.05)に存在を認めた。

St. Thomas液注入直後の FRの増加率は F:187%T:145% C:I00%の順に有意 (pぐO.0幻に増加し、再潅流 40分

後の FRの回復率も F:81.4%T:64. 8% C:41. 7%の順に有意 (pぐ0.05)に増加した。

2虚血再潜流中の NOとCa2+の濃度

T groupはCgroupより虚血後半のCa2t濃度を低下させた (C: ratio 1.09→ T: ratio 0.94 pぐ0.05)。

F group (ratio 0.88)は虚血後半の Ca21濃度が Tgroupと同程度 (TとN.S.)で示されたが、 NOのみ上昇

していた (T: 302 pA→ F : 533 pA pぐ0.05)。再濯流後の NO、Ca21濃度は各群有意差は認めなかった。

3心筋細胞のミトコンドリアの電顕観察

F groupは再潅流 40分後に Cgroup、Tgroupに比べ、ミトコンドリアの膨化拡大、ミトコンドリア内の障

害が軽度で、虚血前の心筋電子顕微鏡像と同様、ミトコンドリアの大きさ、扇平形態、クリス夕、マトリック

ス、および内外膜構造は良好に保たれていた。

考 察

1. KO供与体 FK409は 31p-NMRの測定においてコントロール、 St. Thomas液のみに比べて虚血後半に ATPの存

在を認め、虚血後の再濯流により LVEDP、LVDP、FRおよびATP、PCrなどの高エネルギー Pの回復を示し心筋保

護作用が認められた。

2. これに加えて， FK409投与後の虚血再濯流後の心臓の電額所見においても ATPを産生するミトコンドリアの

保持が認められた。

3. S t. Thomas液停止心臓においてコントロールよりも再濯流後の収縮力の回復は良くなるが虚血後半の Ca2t

および百0・を低下させた。これに FK409を加えた心臓では虚血後半に Ca2tはほぼ同程度であるがNO・のみ上昇し、

更に再濯流による収縮の回復を高めた。

4. FK409投与群は再濯流直後にもi¥0の大きなトランジェントを示した。

以上より、虚血中の NO増大は、ミトコンドリアにおいて再濯流時に発生し、障害を起こす・02ーに作用し、ミ

トコンドリア機能を保持し、心筋の保護作用を示すと恩われる。
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