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平山陽示

【要旨】本研究では，preconditioningが，急性期と慢性期の虚血心筋に及ぼす影響を高エネルギーリン酸

化合物（HEP）から検討した．体重8～15　kgの雑種成犬48頭を使用し，以下の6群に分類した．対照群と

してC群11頭．preconditioning操作として左冠状動脈回旋枝を5分間結紮10分間再灌流を4回反復したP

群9頭．同様の操作後1時間結紮したPL群7頭．更にその後7日間再灌流したPLR群7頭．先の操作なし

に直ちに1時間結紮したL群6頭．その後7日間再灌流したLR群8頭である．これらの操作後，心臓を摘

出し，虚血部心内・外膜側のATP，　ADP，　AMPを測定した．さらにATP＋ADP＋AMPの式より，total

adenine　nucleotides（TAN）を算出した．

　P群はC群に比し，HEPは有意に掛値を示したが，　PL群とL群間に有意差は認めなかった．　PLR群は

LR群に比し，　HEPは有意に高値を示した．　PLR群は，　PL群に比し心内膜側でHEPは有意に高値を示し，

心外膜側でも同様の傾向を認めた．L群とLR手間にHEPの有意差は認めなかった．

　本研究によりpreconditioningは，虚血心筋内HEPの保持に対して，急性期には効果を認めなかったが，

慢性期には，その効果を顕著に認めた．このことは，再暖流後の心筋エネルギー代謝改善に

preconditioningが効果的に作用していると考えられた．

はじめに

　本邦の諸施設において急性心筋梗塞の治療とし

て，経静脈性血栓溶解療法や，PTCR（percutane－

ous　transluminal　coronary　recanarization），　PTCA

（percutaneous　transluminal　coronary　angioplasty）等

の発症早期の再灌流療法が，確立した治療法として

積極的に行われている．それに伴い，冠状動脈閉塞

後の再開通，すなわち虚血，再灌流が心筋に及ぼす

影響についての関心が高まり，様々な研究が進めら

れている．一方，臨床的に心筋梗塞患者において，

狭心症の既往のある場合とない場合とで，前者の方

が予後良好であるという報告がある1）．Jennings等

は犬を用いた実験により狭心症を想定した冠状動脈

の短時間反復結紮，すなわちpreconditioningを施

行することで，非施行例に比較して梗塞範囲の縮小

を認めたと報告している2・　3・　4・5＞．その後，諸施設に

おいて，preconditioningに関する多様な角度から

の研究が進められており，preconditioningの虚血

心筋代謝に対する保護i効果が認められている．本研

究では，虚血，再灌流が心筋代謝に及ぼす影響につ

いて，preconditioningを中心に，各種モデル犬を

作成し，虚血心筋内高エネルギL一一・一リン酸化合物

（HEP；high　energy　phosphate）の変動を観察する
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ことにより考察し，さらに，急性期と慢性期の比較

検：討を行った．

研究材料および方法

　体重8～15kgの雑種成犬48頭を使用し第1図の

ごとく6群に分類した．すなわち，冠状動脈を結紮

せずに心臓を摘出した対照群（以下C群と略す）11

頭，左冠状動脈回旋枝近位部を5分間結紮した後

10分問再灌流する操作を4回反復したprecondition－

ing群（以下P群と略す）9頭，同様のprecondi－

tioningに続けて1時間結紮したpreconditioning－

ligation群（以下PL群と略す）7頭，　preconditioning

を施行せず，直ちに1時間結紮したligation群（以

下L群と略す）6頭，1igationに続けて1週間再灌

流したligation－reperfusion群（以下LR群と略す）

8頭，preconditioning－ligationに続けて1週間再灌

流したpreconditioning－ligation－reperfusion群（以

下PLR群と略す）7頭である．

　各群の動物はまずKetamin　20　mg／kgを皮下注射

して前麻酔した後Pentobarbital－Na（Sodium）10

mg／kgによる静脈麻酔を施し，　room　airによる人

工呼吸管理を行った．動物は右側臥位に固定し左第

3肋間にて開胸後，心膜を切開し左心耳を挙上，そ

の直下を走行する左冠状動脈回旋枝を近位部で剥離

し，同部位に縫合糸のループを有するocculuderを

装着し結紮ならびに再灌流の操作を行った．また，

心電図の第ll誘導をモニターし，更に大腿動脈よ

りカテーテルを挿入し動脈圧を記録した．なお，冠

状動脈結紮時に心電図上ST上昇を認めないものや

心室細動に移行した症例は除外した．急性期群にお

いて，プロトコール終了後ひき続き麻酔下にて心臓

を大血管基部より迅速に摘出した．慢性期群におい

ては，一度覚醒後，通常飼育をおこない7日間後同

様の麻酔を施し心臓を摘出した．本研究では，心筋

内高エネルギーリン酸化合物を測定するにあたり，

できるだけ短期間での心停止が必要とされたため，

生体内での心停止は断念し，拍動心を摘出後すみや

かに00Cの等張なKCL溶液に入れ3分間冷却し

た．なお，心摘出30秒前に5％Fluorescein－Na　l

ml／kgを静注した．冷却後，右心室を除去し，左心

室を翻転させ紫外線ランプ下でFluorescein－Naの

蛍光の有無により虚血部と非虚血部を同定し，虚血

領域中心部である左室後壁の心内膜側および心外膜

側より，各々約100mgの心筋片を採取した．　C群

については，他の群の虚血部に相当する部位から心

筋を採取した．心筋内ATP，　AD　P，　AMPの測定は，

第2図に示すごとく，以下の方法によった．すなわ

ち，各心筋片は，1．5m1の3．6％Perchloric　acid溶

液中に入れ質量測定後，polytronを用いてhomoge－

nizeし，0。C，2，000　rpmで30分間遠沈．その上清

をKOH／K2CO3溶液でpH　5．0～6．0に調整後，さら

にOoC，10，000　rpmで5分間遠沈し，その上清を測

定に供した．測定には，島津社製高速液体クロマト

グラフィーLC－6Aを使用しAnderson＆Murphy等
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　図1　各群の実験台作
図中の「L」は結紮（1igation）を示し，「R」は再灌流（reperfusion）を示す．

P群，PL群，　L群を急性期群とし，　LR群，　PLR群を慢性期群として分類した．なお，各群の詳細は本文参照とする．
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　　　　　　　亀

　　o℃　Kcl（11g　Kcl／1　oooml　H　20）

　　　　　　　　畢
　　　　　　　Pl，　’PO

　　　　3．6％　PCA（1．5ml）

　　　　　　　　1
　Homogenized　（O℃）　by　Polytron

　　　　2，000　rpm　（30min）

　　　　　　　　1
pH　5．0・一6．0　（Adjusted　by　KOH／K　2　CO3）

　　　　　　　　畢
　　　　10，000rpth　（5　min）

　　　　　　　　畢
　　　　　　　H．P．LC

　　　匝イ［義’「be

　　（pm＝　ATP十ADP十AMP）

　　　　　　　　P1：左室後壁心内膜側心筋

　　　　　　　　PO：左室後壁心外膜側心筋

　　　　　図2　心筋片処理方法
　　PCA；perchloric溶液
　　H．PLC．；高速液体クロマトグラフィー

　　TAN　；　total　adenine　nucleotides

　　詳細は本文参照とする．

の変法を用いた6）．カラムは島津社製CLC－ODSを

使用し，温度40。C，流速1ml／minとし，移動相

にはリン酸にてpHを2．40に調整した0．5％トリ

エチルアミン溶液を用い，波長254nmでその吸光

度を定量化し測定した．心筋内ATP，　ADP，　AMP

の含有量は，各標準試薬より求めた検量線をもとに

換算式を用いて測定（μmo1／g．wet．weight．）し，更

に，これら3者の総和で表されるtotal　adenine

nucleotides（以下TANと略す）を算出した．

結 果

　7日間の再略叙を行っていない画すなわち，P群，

PL群，　L群を急性期群とし，7日間の再灌流を行

った群，すなわち，PLR群と：LR群を慢性期群とし

て成績を述べ，更に，preconditioningを施行した

群と施行していない群の比較も加えて成績を述べ

る．各群における虚血領域中心部である左室後壁心

内膜側心筋および同一心外膜側心筋内のATPおよ

びTAN含有量（mean±SD）を以下（μmol／g．wet．

weight．）に示す．各群問の検：定には，　two－tailed　t

testを用い危険率5％以下を有意差ありとした．

1：急性一群における心筋内HEP含有量の比較

　1）P群，PL群，　L群問における心筋内Arp含

有量の比較．

　左室後壁心内膜側心筋におけるATP値は，　C群

では3．737±0．480（mean±SD．以下同様），　P群で

は2．566±0．428，PL群では0．671±0．388，　L群で

は0．610±0．358であった．これら4群の比較を第3

図左に示す．P群，　PL群，　L群はいずれもC群に

比較して有意に低目を示した（P〈0．0001）．また，

PL群，　L群ともにP群に比較して有意に低値を示

した（P＜0．0001）．PL群，　L群間には有意差は認

めなかった．

　左室後壁心外膜側心筋におけるATP値は，　C群

では3．684±0．386，P群では2．996±0．311，　PL群

では1．828±0．568，L群では1．304±0．742であっ

た．これら4群間の比較を，第3図右に示す．P群，

PL群，　L群はいずれもC群に比較して有意に低値

を示した（P＜0．001または，P＜0．0001）．また，

PL群，　L群ともにP群に比較して有意に低値を示

した（P＜0．001または，P〈0．0001）．　PL群，　L群

問に有意差は認めないものの，PL群がし群に比較

して高い傾向を示した．以上の成績をまとめると，

心筋内ATP値は，操作を加えた群（P群，　PL群，

L群）は，全てC群に比較して有意に低値を示した．

また，P群は，　C群に比較して有意に低値を示した

にもかかわらず，P群に更にligationを加えたPL

群は，L群に比較して有意差は認めず，左室後壁心

外膜側心筋においては，むしろ高い傾向を認めた．

　2）P群，PL群，　L群間における心筋内TAN含

有量の比較．

　左室後壁心内膜側心筋におけるTAN値は，　C群

では6．2！6±0．629，P群では4．693±0．820，　PL群で

は1．834±0．695，L群では1．852±0．451であった．

これら4群の比較を第4図左に示す．P群，　PL群，

L群はいずれもC群に比較して有意に低値を示した

（P〈0．001または，P＜0．0001）．また，　PL群，　L

群ともにP群に比較して有意に低目を示した（P＜

0．0001）．PL群とL群間に有意差は認めなかった．

　左室後壁心外膜側心筋におけるTAN値は，　C群

では6．195±0．776，P群では5．486±0．476，　PL群で

は4．045±1．130，L群では2．974±1。292であった．

これら4冥罰の比較を第4洋髪に示す．P群，　PL

群，L群，いずれもC群に比較して有意に低値を示
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図3　P群はC群に比較して有意に低値を示したが，PL群とL群書に有意差は認めなかった．
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図5C群とPLR群長に有意差は認めなかったが，　PLR群はLR群に比較して有意に高値を示した．

した（P＜0．05，P＜0．001または，　P＜0．0001）．

またPL群，　L群ともにP群に比較して有意に低値

を示した（P＜0．01または，P＜0。001）．　PL群とL

群問に統計学的に有意差は認めないものの，PL群

がし群に比較して，高い傾向を示した．

　以上の成績からP群におけるTAN値は，　C群に

比較して有意に丁丁を示したにもかかわらず，PL

群におけるTAN値は，　L群に比較して有意差は認

めず，左室後壁心外膜側心筋においては，むしろ高

い傾向を認めた．

（4）



一　322　一 東京医科大学雑誌 第56巻第3号

皿：慢性期群における心筋内HEP含有量の比較

　1）PLR群とLR群間における心筋内ATP含有量
の比較．

　左室後壁心内臆断心筋におけるATP値は，　C群

では3．737±0．480，PLR群では2．844±1．416，　LR

群では0．998±0．511であった．これら3群の比較

を第5図左に示す．C群とPLR群間には有意差は

認めなかったが，PLR群はLR群に比較して有意に

高値であった（P＜0．01）．

　左室後壁心外膜側心筋におけるATP値は，　C群

では3．684±0．386，PLR群では3．016±1．286，　LR群

では1．909±0．359であった．これら3群の比較を

第5図画に示す．C群とPLR群間には有意差は認

めなかったが，PLR群はLR群に比較して有意に高

値を示した（P＜0．01）．

　以上の成績から，preconditioning施行群は，非

施行群に比較して虚血心筋内のATP値は有意に高

値であった．

　2）PLR群とLR瞬間における心筋内TAN含有量
の比較．

　左室後壁心内膜側心筋におけるTAN値は，　C群

では6．216±0．629，PLR群では5．231±2．531，　LR群

では2．022±0．935であった．これら3群の比較を

第6図左に示す．C群とPLR群間には有意差は認

めなかったが，PLR群はLR群に比較して有意に高

値を示した（P＜0．01）．

　左室後壁心外膜側心筋におけるTAN値は，　C群

では6．195±0．776，PLR群では5．895±2．365，　LR群

では3．913±0．508であった．これら3群の比較を

第6図画に示す．C群とPLR群間には有意差は認

めなかったが，PLR群はLR群に比較して有意に高

値を示した（P＜0．05）．

　以上の成績から，preconditioning施行群は，非

施行群に比較して虚血心筋内のTAN値は有意に高

値であった．

皿：preconditioning施行群での心筋内HEP含有量

の比較

　1）P群，PL群，　PLR群薄における心筋内ATP

含有量の比較．

　左室後壁心内臆説心筋におけるATP値の比較を

第7塗物に示す．C群に比較してP群は有意に低値

を示し（P＜0．0001），P群に比較してPL群は更に

有意に低潮を示した（P＜0．0001）が，PLR群では

PL群に比較して有意に高値を示し（P＜0．01）P群

と有意差は認めなかった．

　左室後壁心外都側心筋におけるATP値の比較を

第7図右に示す．C群に比較してP群は有意に低

回を示し（P＜0．001），P群に比較してPL群は更

に有意に低値を示した（P＜0．001）が，PLR群で

はPL群に比較して有意に高値を示し（P＜0．05）P

群と有意差は認めなかった．

　以上の成績から，preconditioning施行群におい

て，慢性期では急性期に比較して虚血心筋内の

ATP値は有意に高値であった．

　2）P群，PL群，　P：LR群問における心筋内TAN

含有量の比較．

　左室後壁心内膜側心筋におけるTAN値の比較を

第8図左に示す．C群に比較してP群は有意に早

耳を示し（P＜0．001），P群に比較してPL群は更

に有意に半値を示した（P＜0．0001）が，PLR群で

はPL群に比較して有意に高値を示し（P＜0．01）P

群と有意差は認めなかった．

　左室後壁心外膜側心筋におけるTAN値の比較を

第8図右に示す．C群に比較してP群は有意に低

値を示し（P＜0．05），P群に比較してPL群は更に

有意に低値を示した（P＜0．01）が，PLR群では

PL群に比較して有意差は認めないものの，高い傾

向を示し，またP群と有意差は認めなかった．

　以上の成績から，preconditioning施行群におけ

る虚血心筋内TAN値は，慢性期では急性期に比較

して，左室後壁心内早撃心筋においては有意に高値

を示し，また，左室後壁心外側側心筋においては有

意差は認めないものの高い傾向を示した．

IV：preconditioning非施行群での心筋内HEP含有

量の比較

　1）L群とLR群間における心筋内Arp含有量の
比較．

　左室後壁心内軍側心筋におけるATP値の比較を

第9図左に示すが，L群とLR群問に有意差は認め

なかった．

　左室後壁心外膜側心筋におけるATP値の比較を

第9図右に示すが，L群とLR群間に有意差は認め

なかった．

　以上の成績から，preconditioning非施行群にお

ける虚血心筋内のATP値は，慢性期と急性期の問

に有意な変動は認めなかった．

　2）L群とLR離間における心筋内TAN含有量の
比較．

（5）
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めなかった．

　左室後壁心外膜側心筋におけるTAN値の比較を
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第10図右に示すが，L群とLR群間に有意差は認

　以上の成績から，preconditioning非施行群にお

ける虚血心筋内のTAN値は，慢性期と急性期の間
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で有意な変動は認めなかった．

考 察

　臨床の急性心筋梗塞患者において，狭心症の既往

のある場合とない場合とでは，前者の方が予後良好

であるという報告がある1）．また，心筋の虚血性変

化が可逆的と考えられる15分以内の冠状動脈結紮

を反復する実験を行い，心筋内のHEPは累積的減

少をみないという報告がある7・　8）．一方，臨床の場に

おいて，急性心筋梗塞に対しての早期再灌流療法が

盛んに行われ，一定の成績を修めているが，実際に

再灌流が行われるのは心筋梗塞発症後，既に数時間

経過している場合が殆どである．しかしながら，こ

れまでに報告されている基礎的研究では，冠状動脈

血流が途絶した場合，心筋細胞活動に必要なHEP

の急激な減少をきたし，15～20分以内に再灌流が

得られなければ，その灌流領域心筋組織の壊死とい

った不可逆的変化をきたすとされている2・3・9・10）。こ

の臨床と基礎的研究との問にある時間的差異に関し

て，明確な解答は得られていない．そこで本研究で

は，短時間反復虚血，およびそれに続く再灌流が，

虚血心筋エネルギー代謝に及ぼす影響について，

preconditioningあるいはreperfusionを行い，心筋

内HEPを指標として検：討を行った．

　急性期では，1時問持続結紮を行う前の時点では，

preconditioning施行群（P群）は，非施行群（C群）

に比較して有意にHEPの低値を認めた．　P群はPL

群の1時間持続結紮を行う前の状態を示しており，

C群はL群の1時間持続結紮を行う前の状態を示

していることになる．即ち，1時間持続結紮を行う

前の時点では，PL群よりL群の方がHEPは有意

に高値であるにもかかわらず，1時間持続結紮が終

了した時点では，preconditioning施行群（PL群）

と，preconditioning非施行群（L群）間では有意差

（7）
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を認めなかった．このことは，急性期において

preconditioningの虚血心筋エネルギー代謝に対す

る明らかな影響は，認められないことを示している．

　また，慢性期では，preconditioning施行群（PLR

群）は，preconditioning非施行群（LR群）に比較

して有意にHEPの高値を示しており，明らかな

preconditioning効果を認めている．

　このpreconditioningの心筋保護効果の機i序につ

いては，以下のような推測がなされる．

　1）生体の防御機転として，心筋虚血に呼応して

心仕事量の低下をきたすこと（stunned　myocardium）

が知られているが，preconditioningにおいては，

初回の結紮によりこの防御機転が働き，虚血心筋内

の02およびATP消費量の低下，　lactate蓄積の減

少，ion　homeostasisの維持，細胞内pHの維持など

が効果的に行われる11・12・13＞．

　2）冠血流途絶後再一流においてはCa　overload

が生じ細胞障害が惹起されるが，preconditioningは

このCa　overloadを抑制する11・13・14・　15）．

　3）冠血流途絶後再三流においては，creatine

phosphateには虚血前値を上回った回復をきたす現

象（overshoot　phenomenon）がみられ，このover－

shootに伴ってArP産生が助長されるが，　over－

shootはpreconditioningを行った場合において，

より顕著に認められる3・13，16）．

　4）preconditioningのたびに，　free－radicalの産生

が反復して起こり，それによって，radica1消去系

の誘導および賦活化が促進される17）．

　5）preconditioningが好中球の浸潤を抑制し，そ

の結果，02一，102などのfree－radicalの発生18～20）が

抑制される．

　以上のmechanismのうち，今回の実験結果に対

応した心筋内のHEPの態度から直接に支持し得る

ものは，overshoot　phenomenonによるATP産生量

の増加であると考えるが，文献的な考察にとどまり，

また，他のmechanismを積極的に否定するもので

は無いと考えられる．

　今回の犬実験による研究では，preconditioningに

よる明らかな心筋保護効果が確認された．さらに，

このpreconditioning効果は，急性期でなく慢性期

において顕著に認められた．このことは，前述した

虚血再灌流に関する臨床と基礎的研究の問にある時

間的差異に対して何等かの解答を示唆するものであ

る可能性がある．しかし，preconditioning効果自

体が，そのメカニズムに関してはまだ十分に解明さ

れたとはいえず，今後のさらなる検討，研究が必要

であると考えられる．

結 論

　本研究では，雑種成犬48頭を使用し，冠状動脈

持続結紮前に短時間反復結紮（preconditioning）を

施行し，この操作が虚血心筋代謝に及ぼす保護効果

について，虚血心筋内のhigh　energy　phosphteを

指標に，急性期と慢性期において比較検討を行い，

以下の結論を得た。

　1）急性期では，P群におけるATP値および

TAN値は，　C群に比較して有意に低回を示したに

もかかわらず，preconditioningを施行したPL群に

おけるATP値およびTAN値は，　preconditioning

を施行しなかったL群と同程度であり，明らかな

preconditioningによる影響は認めなかった．

　2）慢性期では，preconditioningを施行したPLR

群は，施行しなかったLR群に比べ，　ATP値および

TAN値ともに有意に高値を示し，明らかなpre－

conditioning効果を認めた．

　3）急性期と慢性期の比較では，preconditioning

を施行した群では，慢性期に有意なATP値および

TAN値の回復を認めたが，　preconditioningを施行

しなかった群では，急性期と慢性期の間に，ATP

値およびTAN値に有意差を認めなかった．

　以上，本研究により，preconditioningは，虚血

心筋内high　energy　phosphteの保持に対して，急性

期においては，明らかな効果を認めなかったが，慢

性期においては，その効果を顕著に認めた．このこ

とは，preconditioningが，再灌流後の心筋エネル

ギー代謝改善に対して，効果的に作用していると考

えられた．

　本研究の要旨は，第14回心筋代謝研究会におい

て報告した．

　謝辞：稿を終わるに臨み，懇篤なる御指導，御校

閲を賜りました東京医科大学内科学教室伊吹山千晴

教授に深甚なる謝意を捧げます．また，この研究に

終始御助力戴きました同大学内科学第二講座の諸兄

に謹んで感謝の意を表します．
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SUMMARY

　　The　effects　of　preconditioning　on　the　ischemic　myocardium　in　acute　and　chronic　periods　were

investigated　by　analysis　of　high　energy　phosphates　（HEP）．

　　Forty－eight　adult　mongrel　dogs　weighing　8－15　kg　were　divided　into　6　groups．　Eleven　dogs　in　Group

C　served　as　controls．　ln　group　P　（9　dogs）　a　procedure　involving　5－minute　ligation　of　the　circumflex　of

the　left　coronary　artery　（LCx）　and　10－minute　reperfusion　was　repeated　4　times．　ln　group　PL　（7　dogs）

the　LCx　was　ligated　for　1　hour　after　the　procedures　that　had　been　carried　out　in　group　P　were

performed．　ln　group　PLR　7　dogs　received　additional　reperfusion　for　7　days　after　the　procedures　for

group　PL．　Group　L　consisted　of　6　dogs　in　which　the　LCx　was　ligated　for　1　hour．　ln　group　LR　8　dogs

underwent　ligation　of　the　LCx　for　1　hour　and　then　reperfusion　for　7　days．　After　these　maneuvers，　the

heart　was　isolated．　The　levels　of　HEP　（ATP，　ADP，　AMP）　in　the　inner　and　outer　layers　of　the　left　ischemic

ventricle　were　measured．　The　levels　of　total　adenine　nucleotides　（TAN）　were　also　calculated　by　the

formula　ATP　十　ADP　十　AMP．

　　The　values　of　HEP　in　group　P　were　lower　than　those　in　group　C．　There　was　no　difference　in　HEP

between　groups　PL　and　L．　ln　group　PLR，　HEP　was　higher　than　in　group　LR．　ln　group　PLR，　HEP　on

the　inner　side　was　higher　than　in　group　PL，　and　a　similar　tendency　was　observed　on　the　outer　side．

There　was　no　difference　in　HEP　between　groups　L　and　LR．

　　This　experiment　shows　that　although　preconditioning　is　not　effective　for　the　maintenance　of　HEP

in　the　acute　period，　in　the　chronic　period　preconditioning　is　very　effective．　Therefore，　precondition－

ing　is　thought　to　be　effective　in　improving　myocardial　energy　metabolism　after　reperfusion．

〈Key　words＞　Preconditioning，　lschemic　myocardium，　High　energy　phosphate
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