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論文内容の要旨

(背景)

心筋虚血再潅流障害のうち， stunned myocardium は可逆的な一過性の心機能低下を示す心筋障害であり，その発

生は臨床上しばしば問題となるがその病態および発生機序は充分に解明されていない。 心筋虚血再潅流障害の病態

の 1 っとして，細胞骨格障害が注目されており，このうち特に microtubules は他の細胞骨格に比し，可逆的心筋障害

時にも障害を受けること，細胞内 Ca2 + の上昇により障害されることが報告されているが， stunned myocardium に

おける microtubules の障害に関して詳細な検討は行われていなし、。一方， stunned myocardium の発生機序として，

細胞内カルシウム (Ca) 過負荷の関与が示唆され，興奮収縮連関の障害が可逆的心機能低下の機序の 1 つであると

報告されているO さらに細胞質内に存在するカルシウム依存性中性プロテアーゼ (CANP) は，細胞内 Ca2 + 濃度

の上昇により活性化され，細胞骨格障害を惹起することが推察されているO

(目的)

stunned myocardium を想定した虚血心筋における microtubules 障害の推移を再潅流早期より経時的に明らかに

するとともに，その発生に対する Ca過負荷および CANP の関与を明らかにすることを目的とした。

(対象および方法)

1 )実験プトロコール:雑種成犬摘出心を 30 分間の常温虚血の後，再潅流初期 10 分間を潅流圧 90mmHgで，酸素化

同種血による controlled reperfusion を行った。この後，交差潅流下に 170 分間，計 180 分間の再潅流を行った。経

過中，摘出心より心筋の生検を行うとともに，左室機能の指標として，前負荷，後負荷への依存性が少ない指標であ

る preload recrui table stroke work (PRSW) を測定した。

2 )組織学的検討:経時的に採取した左室心内膜側より 5 阻までの心筋組織について， microtubules と actin

filaments の免疫組織学的二重染色を行った。その後，各生検標本 1 個から得られる無作為に選んだ 2--3 視野をす

べて一定の露出時間で写真撮影した。写真上心筋細胞について正常の蛍光染色パターンが観察される細胞Cintact

cell) と蛍光染色パターンが減弱ないし消失している細胞Cinjured cell) に判別した。写真上の全視野における心筋

細胞(100--150 個)をこの二種類に判別， intact cell ratio (IR : intact cell 数/全心筋細胞数)を算出し，細胞骨

格障害の程度を評価した。

3) 左室機能測定法:多極式コンダクタンスカテーテルおよび、かて先マノメーターを左室心尖より左室内に挿入し，
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心摘出前は下大静脈閉塞により，再潅流後は左房に挿入したカテーテルから容量負荷することによりそれぞれ算出さ

れる PRSW を求めた。再潅流後の PRSW の値の摘出前値に対する割合を左室機能回復率として算出した。

4) 実験グループ: (実験 1 )再潅流初期 10 分間の潅流血中 Ca2 + 濃度を変化させて microtubules 障害の発生を検

討した。正常 Ca2 + 濃度 (0.92 :t O.lmEq/L) で再潅流した群 (N 群; n = 6) , EDTAを添加し Ca2 + 濃度 (0.29 :t 

0.07mEq/L) を低下させた群 (LC 群; n = 6) および CaCL2 を添加し Ca2 + 濃度 (5.3 士 0.6mEq/L) を上昇させ

た群 (HC 群; n = 6) とした。

(実験 2) CANP の選択的阻害剤である E-64 の効果を検討した。本阻害剤の投与濃度は， 6μM/L とした。再

潅流初期 10 分間に，正常 Ca2 + 濃度同種血に E-64 (6μM/L) を添加した群 (N+ E64 群: n = 6) と CaCL2 添加

により Ca2 + 濃度を上昇させた同種血に同量のE -64を添加した群 (HC+E64 群: n = 6) の 2 群を作成し比較した。

なお対照群は，実験 1 の正常 Ca2 + 濃度再潅流群を用いた。

(結果)

(実験 1) N 群の IR は，再潅流 5 分後 (53 士 3 %)に虚血終了時 (66 土 3 %)に比しさらに低下し (P <0.05) ，再

潅流 60 分後に虚血終了時 (62 :t 4 %)と同程度まで回復した。しかし，再潅流 180 分後 (75士 4 %)においてなお

虚血前に比し有意 (P <0.05) に低値であった。 LC 群の IR は再潅流 5 分後 (66 :t 2 %), 60分後 (78 :t 4 %)に

おいて同時点の N 群に比し有意 (P <0.05) に高値を示し HC 群の IR は再潅流 5 分後 (42 :t 2 %)から 180 分後

(42 :t 3 %)までの各時点において有意 (P <0.05) に低値であった。一方再潅流 60 分後の PRSW 回復率は， LC 

群 (79 :t 2 %)において N 群 (63 士 3 %)に比し有意 (P <0.05) に高く， HC 群 (44 土 3 %)において N 群に比

し有意 (P <0.05) に低かった。

(実験 2 )再潅流 5 分後および 60 分後の IR は N+E64 群 (65 :t 3 %, 74:t 4 %)および HC+E64 群 (64 :t 2 %, 

71 :t 3 %)がそれぞれ N 群に比し有意 (P <0.05) に高値であり，再潅流 180 分後では， N+E64 群 (77 :t 4 %), H 

C+E64 群 (72 :t 3 %)と， N 群との聞に有意差が認められなかった。再潅流 60 分後の PRSW 回復率は， N+E64 群

(77:t 3 %)および HC+E64 群 (72 士 4 %)において N 群に比し有意 (P <0.05) に高値，再潅流 180 分後では， N

+E64 群 (73 士 3 %), HC+E64 群 (70 :t 6 %)と N 群との間に有意差を認めなかった。

(総括)

雑種成犬摘出心を30分間の常温虚血後，交差潅流下に 180 分間の再潅流を行い microtubules 障害の推移を経時的

に検討した。

1) microtubules は再潅流早期に虚血終了時と比しさらにその構造の崩壊が進行した。一方actin filaments は，こ

の間その構造に変化を示さなかった。

2) 再潅流時の microtubules の崩壊は低カルシウム再潅流により有意に軽減され，高カルシウム再潅流により有

意に高度となった。

3) カルシウム依存性中性プロテアーゼの選択的阻害剤 (E -64) の再潅流時投与により， microtubules の崩壊は

再潅流初期のカルシウム濃度にかかわらず有意に軽減された。

4) 異常より， 30 分常温虚血後の再潅流心において，再潅流により microtubules の崩壊が克進し，その機序として

細胞内カルシウム過負荷と カルシウム依存性中性プロテアーゼの活性化が関与していることが示された。

論文審査の結果の要旨

本研究は，雑種成犬摘出心における 30 分間常温虚血後減負荷状態の再潅流時の microtubules 障害を免疫組織化学

的手法により検討し，その回復過程および障害の発生機序におけるカルシウム過負荷とカルシウム依存性中性プロテ

アーゼの関与を明らかにせんとしたものである。その結果， stunned myocardium を想定した 30 分常温虚血心にお

いて再潅流により microtubules の崩壊が克進し，細胞内カルシウム過負荷の抑制およびカルシウム依存性中性プロ

テアーゼ選択的阻害剤の投与によりこの崩壊が軽減されることが明らかとなった。

この成績は， stunned myocardium の発生機序解明において有用な知見であり，関心術における再潅流障害軽蔑へ

の応用が期待され，学位に値するものと考えられる O
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