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Carrier-Mediated Norepinephrine Release and Reperfusion

   Arrhymias Induced by Protracted Ischemia in Isolated

Perfused Guinea Pig Hearts : Effect of Presynaptic Modulation

      by cv2-Adrenoceptor in lVIild Hypothermic Ischemia

（モルモット単離心臓モデルの虚血再灌流におけるノルエピネフリン放出と

  再灌流不 整脈：低温虚 血におけるa2レセプター調整による効果）

学位論文内容の要旨

    はじめに
  ノルエピネフリン(NE)は循環系の調整に必要不可欠である一方，過剰な負荷は心血管

系に障害をもたらすことが知られている．NEの放出機構にはexocytotic releaseとcarrier-
mediated releaseの2っがあり，前者は生理的状態において交感神経終末の脱分極によるCa2゙
の流入によっておこり，後者は虚血などの病的状態でAIPが不足した際に神経終末でのNE

及びNa゙ の集積によって惹起されることが解明されている．心筋虚血では交感神経の過活
性により過度のNE放出が生じて虚血再灌流後の心機能障害や致死性不整脈の原因となり，
過度の′NE放出を抑制することにより虚血再灌流障害を軽減しうると考えられる．実際，
a 2-adenoceptor  inhibitor投与でNE放出を抑制することにより虚血再灌流障害を軽減でき
たとする実験的報告は多く，心臓手術における心筋保護への臨牀応用が期待される．心臓
手術では心筋保護液で心停止を得るが，従来用いられてきた冷却心筋保護液(cold
cardioplegic solution; cold CP)では低温（心筋温15℃前後）により心筋細胞の酸素需要と代
謝を抑制することで虚血許容時間が延長が計られてきた．しかし，cold CPの使用は再灌

流後の心機能回復に時間を要することから，最近では軽度低温(30－34℃前後）CPの有用
性が報告されて臨牀導入されている．一方で，薬剤の心筋保護作用は温度依存性であるこ
とが知られている．
  本研究では，d 2-adenoceptor  inhibitorであるYohimbineの常温での心筋保護効果に着目
し，これが軽度低温虚血(32℃；以下低温とする）においても心筋保護効果を有するか否か
を ， 単 離 摘 出 心 を 用 い NE放 出 と 心 室 性 不 整 脈 (V:Oの 観 点 か ら 検 討 し た ・

    実験材料および方法

  モルモット単離摘出心の逆行性冠灌流モデル(Langendorff circuit)を用いた．冠灌流圧

30mmHgとし灌流液にはlく:rebs-Henseleit液を用いた．心臓摘出後，まず常温(37℃）下で30
分間の灌流を行い安定化した後，常温(37℃）では30分間（常温control群），低温(32℃）で

は60分間（低温control群）灌流を停止して全虚血とした．その後45分間常温で再灌流し



た．ついで，常温，及び低温虚血実験を同様のプロトコールにて行い，NE transport inhibitor

のDesipramme（100nM：DMI群），Na゙ 爪゛exchangerinhibitorのEIPA（10nM：EII’A群），a2―

antagonistのYbhimbine（1ルM：Yo群），a2－agonistのUK14，304（10ルM：UK群），UK10ルM十1b

1ルM（UK十Yo群）をそれぞれの濃度で灌流液に添加し虚血前30分，再灌流45分問投与し

た，各群（n〓6）において再灌流後の冠灌流液を収集し再灌流量とそのNE濃度をHPLC（高

速液体ク口マトグラフイー）にて測定し，45分間の再灌流中に放出された全NE放出量を心

筋重量あた1りで算出した（pmol／g）．またECGにて再灌流後の心室細動（VDの持続時間を（分）

測定した．

    結果

  （1）常温虚 血：常温control群でのNE放出は520+21pmol/gであったが，DMI及びEIPA

の投与によりNE放出量それぞれ85+8pmol/g，163+40pmol/gと有意に抑制された（pく0．01）．

YbもNE放出を284＋一35pmol/gに抑制し（pく0.01)，UKは1289+81pmol/gに促進した（pく0．01）．

UKにYoを 加えること により，UKのNE放 出促進作用 を約1/2 (512+64pmol/gに抑制した

（pく0．01vs．UK群）．Vf持続時間は常温control群で3．0＋－O．5分に対し，DMI’EII’A，Y0各群

でそれぞれ0．2＋－0．1，0，O．4土0．1分と有意に短縮した（pく0．01）．UKは4．3士0．4分に延長した

が ， Y0を 加 え る こ と で 1． 5士 O． 2分 と 有 意 に 短 縮 し た （ pく 0． 01vs．UK群） ．

  （2）低温虚血：低温eontrol群でのNE放出は920士47pmol/gで，DMI’EII’A投与によ

りそれぞれ100士11pmol/g，594士35pmol/gに有意に抑制された（pくO．01）．YoもNÉ 放出を

499土27pmol/gに抑制し（pく0．01），UKは2216士165pmol/gに促進した（pく0．01）．UKにY0を加

えることにより，UKのNE放出促進作用を約1／4（535士83pmol／g）に抑制した（pくO．01vs．UK

群），Vf持続時間は低温C0ntrol群で3．9士0．5分に対し，DMI，EIPA，Yo各群でそれぞれ2．2士0．1，

0，1．2土0．5分と有意に短縮した（pく0．01）．UKは6．2士O．5分に延長したが，Y0．を加えること

で2．0土014分とVf持続時間を有意に短縮した（pく0．01vs．UK群）・

    結論および考察

  NE放出機序にはexocytotic releaseとcarrier-mediated release (CMR)のニっがあり，後者は

前 者に比ベ多 量のNEを放出 する．脱分極によるCa2+の流入が強く関与するexocytotic

releaseではa2レセプターはN-type Ca2+ channelとGi蛋白により共役しているため，生理

的状態ではば2刺激はNE放出抑制に働く．一方では，長時間の虚血により惹起されるCMR

で は，交感神 経終末での ArPの枯渇によりNa+/K+-ATPaseの失調と細胞内のH+の増加に

よりNa+/H+ exchangerが活性化され細胞内でのNa+の蓄積とvesicleへのNEの貯蔵が破綻

し て細胞質へ のNE蓄積が起 こるとされる．本実験でも，常温虚血後のNE放出が，DMI,

EIPA投与により有意に抑制されたことよりCMRによるものであることが確認された．ま

たa2レセプターには，Na+/H+ exchangerとの相乗効果(synegism)が報告されており，本実

験結果からもa 2-antagonistであるYohimbin投与によりNa+/H+ exchangerが抑制されCMR

によるNE放出が抑制されたものと考えられる．

  これらの常温虚血における薬理学的効果は，低温虚血(32℃60分）再灌流のモデルにお

い て も全 く同様 の結果が得 られた．虚 血後のNE放出が 常温，低温 の両条件下 でa2。

antagonistであるYohimbine投与により有意に抑制され，さらにVf持続時間も有意に短縮

したことから，低温においてもYohimbinが心筋保護効果をもつことが示され，心臓手術で

の低温虚血において同薬剤の有用性が示唆された．



学位論文審査の要旨

Carrier-Mediated Norepinephrine Release and Reperfusion

  Arrhymias Induced by Protracted Ischemia in Isolated

Perfused Guinea Pig Hearts : Effect of Presynaptic Modulation

      by a2-Adrenoceptor in IN/Iild Hypothermic Ischemia

（モルモット単離心臓モデルの虚血再灌流におけるノルエピネフリン放出と

  再灌流不整脈：低温虚血におけるa2レセプター調整による効果）

  心筋虚血再灌流ではcarrier-memated耐ea頓CMR）によって交感神経終末から過度のノ

ルエピネフリン（NE）が放出され、これを抑制することで虚血再灌流障害を軽減するこ

とができる。常温虚血で薬理学的にNE放出を抑制する研究報告は多数あるが、低温

虚血での研究は殆どみられない。本研究では，軽度低温（32℃）虚血におけるa2一

鮒畷mst；Ybmm醯1e（Yb）の´灘駲杲護効果についてNE放出と心室性不整嘛VDの観点か

ら検討した。

  実験材料および方法：モルモットの単離湖蔵全虚血モデルを用い、常温（37℃）では30

分、低温く32℃）では60分虚血とし、その後45分間常温で再灌流した。冠潅流液を収集

し、NEをH阿．Cにて測定、RニGにて再灌流後のVf持繝埓間を観察した。NE弧nSpor町

imbi卿のDM（100n齣、M卿eXchangerimbi缸のHPA（10n恥、a2一antagonistの

Yol五m醯lKYo，1ルM）、a2蜊stのUK14，30印取，10ルM）をそ・れぞわ（I讎め潅流液に添むロ

し虚血前より投与した。

  結果：常温虚血（（xmnDl）でのNE放出は520土21pm酬gであったが、DMIと口PAに

よりそれぞれ1／6、1居に抑制されフコpく0．01）ことから、このNE放出はCMRであるこ
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とカ沫された。YoはNE放出を1/2に抑制し、UKは2倍に促進した（pく0.01)。UKにYo

を加えることにより、UKのNE放出促進作用は1/2に抑制された（pく0.01)。Vf持続時

間は常温contr01で3．O土O●5分に対し、Yoにより014士011分と短縮された（pくo．01）。UK

はVf時間を43士0．4分に延長したが、Yoを加えることで115土0．2分に短縮した（pくo．01）。

一方；低温虚血（00n虹Dl）でのNE放出は920土4りm酬gで、DM、口PAによりそれぞゎ

1/9、1／2に抑制された（pくO．01）。これより軽度低温虚血でのNE放出はCMRであること

カ咏された。Y’oはNE放出を1尼に抑制、UKは215倍に促進した（pくo．01）。UKにY，o

を加えることによりUKのNE放出促進作用を1／4に抑制したくくo．01）。再灌流時のVf

持繝埓間は低温oon刪で3．9士o．5分に対し、Yoで1．2土O．5分と短縮された（pくO．01）。UK

はVf持続時間を6．2土0．5分に延三長したが、Y．oを加えることでこれを2．O土014分に短縮

した（pく0．01）。32℃60分の低温虚血において虚血前のYohimbm投与を行うことによっ

て、NE放出抑制とVf持締蒔間短縮効果がみられ心筋保護効果が認められた。  ́

  公開発表に際し，副査の川口教授から心筋保護液の使用によるNE放出への影響につ

いて，主査の北畠教授から虚血時間時間とNE放出抑制との関係，安田教授から低温心

筋保護液の今後の位置付けについて質問があり，申請者は関連論文および聾蒭知霓績をも

とに誠実に，概ね妥当な回答をなし得た．この論文は、」い霊血再灌流におけるNE放出

と再灌流不整脈の抑制にa2遮断が軽度低温虚血において有用であることを示した点で

高く評価され、今後の開´己術における心筋保護法での臨床応用が期待される。審査員一

同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども併せ申請

者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。
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