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成人T細胞白血病由来因子（ATL－derived　factor：ADF）の

　　　　　　　　　　虚血再補流不整脈に及ぼす影響
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要 約

　ウイスターラットの摘出心を用い，再二流不整

脈に対する成人T細胞白血病由来因子（ATL－de－

rived　factor：ADF）の抗不整脈作用を検討した．

灌流液であるKrebs－Henseleit液の中にADFを

添加，ADF濃度をO（control），0．01，0．1，0．25，

O．5，　O．75，　1．0，　2．5，　5．0，　10．0，　15．0，

50。Omg／1の12群（各群12匹）とし，ランゲンド

ルフ法による冠灌流を行った．冠状動脈左前下行

枝を11分間結紮閉塞させ，その後，結紮を解除す

ることにより高島流を行ない，再二流不整脈の発

生頻度，持続時間について検討した．その結果，

持続性心室細動（sustained　VF）の発生頻度，心

室細動持続時間においてはADFの濃度が0．5な

いし0．75mg／1を最低とする逆ベル型の用量効果

曲線が認められた．またADFによる摘出灌流心

の冠灌流量，心拍数の変化には有意差を認めなか

った．これらの結果から，ADFには抗再灌流不

整脈作用があり，その効果発現は濃度依存性では

なく，至適濃度が存在することが判明した．

　心筋虚血後に再灌流を行うと重症不整脈が発生

することが知られている1）2）．この再灌流不整脈

は血栓溶解療法や経皮経管冠動脈形成術などによ

る閉鎖冠動脈の血行再門流療法，また麻酔中の冠

状動脈の攣縮後や人工心肺離脱時の再漂流におけ

る合併症として注目されている2）3）4）．再灌流不

整脈の発生原因については諸説があるが，活性酸

素の関与が成因のひとつとして重要視されるよう

になってきた5）6）．しかし，そのメカニズムにつ

いては未だ不明な点も多く，有効な予防薬の開発

が待たれているのが現状である．

　一方，1985年に発見された成人T細胞白血病由

来因子7）（Adult　T　cell　leukemia・derived　factor：

ADF）は酸化ストレス防御因子のサイトカイン

であり，過酸化水素のスカベンジャーとして作用

することが示唆されている8）9）．そこで我々は

ADFに再二流不整脈の予防薬としての効果が期

待できるのではないかと考え，ラット摘出心にお

ける上記流不整脈に対するADFの効果について

検討を行った．

対象および方法

＊近畿大学医学部麻酔科学教室
＊＊s立貝塚病院麻酔科

　1．実験動物

　273－318gの雄性ウイスター系ラットを用い，

各群12匹とした．

　2、灌流モデル作成および実験手順

　エーテル麻酔下に，ヘパリン200単位を大腿静

脈から投与，1分後に心臓を摘出し直ちに4℃の

回流液で冷却，心停止させた後，ランゲンドルフ

法による冠灌流を開始した．灌流液には95％酸素

＋5％炭酸ガスでバブリングさせた37℃の
Krebs－Henseleit緩衝液（mmol／1：NaCI　l18．5，

N　aHCO3　25，　KCI　3．　2，　KH2PO4　1，　19，　MgSO4　1．18，

CaC122．5，91ucose　11）を用い，ユOOcmH20のi静

水圧による定圧冠灌流を行なった．なお灌流液は

使用前にフィルター（0．45μm，ミリポア）にて

濾過した．

Presented by Medical*Online



成人T細胞白血病由来因子（ATL－derived　factor：ADF）の虚血再灌流不整脈に及ぼす影響　　595

　2本の液漕のうち，1本の液漕にはKrebs－

Henseleit緩衝液のみを，他の昨年には各濃度に

ADFを添加したKrebs－Henseleit緩衝液を入れ，

バブリングを行った．

　摘出心をランゲンドルフ装置に装着後，冠状動

脈起始部付近の左前下行枝周囲に針付き糸（5－0

ネスピレン，日本商事）をまわし，糸の両端を約

2cmのプラスチックチューブのオクルーダーの中

へ通した．その後，心電図電極を心尖部と大動脈

起始部に装着，心外膜心電図を全経過を通して

ハートモニター（HR－3，三栄電子）で観察し，

図1に示す測定点では記録計（レクチコーダー，

日本光電）を用いて25mm／secで記録を行なった．

摘出心をKrebs－Henseleit緩衝液のみで15分間灌

流させて心拍数および冠灌流量を一定に安定させ

た後，図1に示す測定点において後述の測定項目

についてコントロールの測定を行なった（測定点

1）．その後，スイッチャーにより後述の各濃度

のADFを混和したKrebs．Henseleit緩衝液にて灌

流を行い，10分間ADF添加灌流液による変化を

観察（測定点2），その後オクルーダーで左前下

行枝の冠状動脈の結紮を行ない（測定点3），11

分間の虚血を行なった後，結紮糸を切断，オクルー

ダーを取り除き，3分間再下流を行った10）（測

定点4）．

　3．ADFの調製および濃度

　ADFは味の素㈱中央研究所より提供を受けた

recombinant　ADF（MW＝12000）8）を使用した．

ADFをKrebs－Henseleit緩衝液に混和し，0
（control），　O．Ol，　O．1，　O．25，　O．5，　O．75，　1．0，

2．5，5．O，10．0，15．0，50．Omg／1の12群（各群

12匹）となるように調製した．

　4．測定項目

　1）冠灌流量の測定

　各測定点（図1）で10mlのメスシリンダーを

用い，流出する灌流液量を各測定点の前1分間で

測定した．

　2）心拍数の測定と蟹江流不整脈の分析

　心拍数は図1の測定点1，2，3，4の前30秒

間記録した心電図から計測し，計測値を2倍して

算出した．但し，測定点4において洞調律でない

灌流心では測定は行わなかった．再戸冠不整脈は

再州流直前から二流後3分までの心電図を連続記

録し，出現した不整脈をLambeth　Conventionsガ

イドライン11）に従って分析した．再灌流後3分

の観察時間を過ぎてもVFが持続しているものを

sustained　VFとし，　VF持続時間は再下流開始か

ら3分間の観察時間内に認めたVFの時間の合計

時間とした．

　5．統　　計

　統計処理には発現頻度の検定にはX2検定

（Yatesの補正），群内の検定にはStudent’s

paired　t－testを用い，壁間の検定には分散分析を

行ない，有意差の生じたものについてはコント

ロール群とStudent’s　unpaired　t－testを用いて行

ない，P＜0．05を有意と判定した．

15min

　　　　　　　ADF－treatment
l＜トー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一→レ・

　　　10min　11min　3min’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

Equilibration Observation
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Reperfusion

　　　　　　　　　十

Measurements　1

▲
T
－
2

図1　実験のプロトコール

　測定点1．Control：摘出心のランゲンドルフ装着後，安定平衡15分後．

　測定点2．Pre－ischemia：冠状動脈結紮直前

　測定点4：Reperfusion：再導流後3分

　1。2．3．4．の各室定点において過賞流量，心拍数を測定．

　測定点3．の直前から測定点4．の間は心電図を連続記録

▲
T
－
3

測定点3．Ischemia：再三流直前

▲
T
－
4

測定点1．の直後から各濃度のADFの灌流を開始．
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結 果

　1．冠灌流量の変化

　コントロール値と比較して全濃度において

ADF投与による冠灌流量の統計的有意な変化は

認めなかった．虚血時には冠灌流量は全群約60％

に減少したが，群生には有意差は認められなかっ

た（表1）．

　2．心拍数の変化

　全群でADFの投与による心拍数の統計的有意

な変化はなく　（Pre・ischemia），虚血時ではADF

非投与のコントロール群：（0）contro1を含む全

群で結紮前と比較して有意に低下したが各群間に

有意差は認められなかった（表2）．

　3．心室性頻拍（VT）・VF発現頻度

　VT発現頻度はコントロール群およびADF投

与の全群で100％であった．VF発現頻度につい

てはADF　O．25，1．Omg／1の濃度で92．7％となっ

たが，その他の濃度群では全て100％であった．

VTおよびVF発現頻度はコントロール群と比較

して統計的有意差は認められなかった．

　4．Sustained　VF発現頻度

　ADFO．5，0．75，1mg／1の3群でコントロL一一一ル

群と比較して有意に発現頻度の低下を認めた．ま

た0．5mg／1を最低とする逆ベルシェープ型の用量

効果曲線となった（図2a））．

　5．VF持続時間

　Sustained　VF発現頻度と同様，　ADF　O。5，0．75，

1mg／1の3群でコントロール群のVF持続時間

と比較して有意な低下が認められた．VF持続時

間については0．75mg／1を最小とする逆ベルシ

エープ型の用量効果曲線を認めた（図2b））．

　6．VT持続時間，心室性期外収縮（PVC）数

　　の変化

　VT持続時間，　PVCの数においてはコントロー

ル群の値とADF添加後の各測定値では統計的有

意差は認められなかった（表3）．

考 察

　ランゲンドルフ法を用いた摘出心標本の左前下

行枝結紮および解除による丁丁流不整脈について

は多くの研究がなされている1）5）6）．再灌流不整

表1　冠灌流量の変化（me／min）

Concentration　of　ADF

@　　　（mg〃）
Control Pre－isckemia Ischemia Reperfusion

（0）control 10．9±0．4 10．5±0，2 6．Q±0．2ab 15．0±0．6ab

0．01 10．9±0．3 10．4±0。4 6．8±0．2ab 15．3±0．6ab

0．1 10．9±0．3 10．5±0，2 6．8±0．4ab 14．9±0．5ab

0．25 11．0±0．2 10．6±0．2 6．7±0．3・b 15．2±0，6ab

0．5 11．1士0．3 10．8±0．3 7．1士0．3・b ユ4．4±0．．7ab

0．75 10．8±0．2 10．4±0．3 7．3±0．5・b 14．4±0．6・b

1．0 11．8±0．5 11．4±0．6 6．9±0．3・b ユ4．8±O．6・b

2．5 10．6±0．4 10．3±：0．3 7．2±0．4・ρb’ 14．5±0．5・b

5．0 10．8±0．3 10．4±0．2 7．3±0．4・b 15．0±1．Oab

10．0 10．8±0．4 10．6±0．3 6．9±0．4ab 12．3±0．8・’b’

15．0 10．9±0．2 10．5±0．2 7．1±0．3・b 14．6±0．5ab

50．0 10．3±0．4 10．3±0．5 7．0±0．2・b 14．0±0．8ab

群はADFの濃度によって分けた，

Control（0）：ADFは含まずKrebs．Henseleit液のみで灌流を行った群．

Control：摘出心のランゲンドルフ装着後，安定平衡時間15分後の値

Pre・ischemia：冠状動脈結紮直前の値．

Ischemia：再二流直前の値．

Reperfusion：再三流下3分の値．

数値は平均±平均誤差．

a　：　P　〈O．Ol　vs　Control　a’　：　P　〈O．05　vs　Comtror

b　：　P　〈O．Ol　vs　Pre－ischemia　b’　：　P　〈O．05　vs　Pre－ischemia
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表2　心拍数の変化（beats／min）

Concentration　of　ADF

@　　（mg／の
Contro1 Pre・ischemia Ischemia Reperfusion

（0）control 284．5±7．9 277．5±5．6 261．7±3．4・b 282　　　　（n＝1）

0．01 285．1±6．2 278．6±6．1 254．8±7，4・b 270．0士4．6　　（n＝3）

0．1 287．9±6．5 277．9±6．2 255．4±4．Oab 252．8±7．2　　（n＝＝4）

0．25 277．3±6．1 270．3±4．7 251．7±6．2・b 257．2±5．4　　（n＝5）

0．5 278．3±6．8 275．3±9．2 257ユ±6。4・’b「 256．6±7．0　　（n；8）

0．75 287．2±5．8 280．4±5．5 255．3±7．5ぎbP 258．6±9．1　　（n＝7）

1．0 284．9±4．5 278．7±4．4 261．3±7．4・げ 271．4±11．0　（n＝7）

2．5 276．3±6．3 266．3±7．6 253．8±9．8・げ 267．3±10．9　（n＝4）

5．0 281．0土5．5 280。5±7．2 266．0±5．7・b 268．5±2．9　　（n＝4）

10．0 277．5±5．7 268。5±4．9 255．0±6．5a 264．0±12．5　（n＝3）

15．0 281．5±3．6 274。0±4．5 244．3±3．lab 260．0±12．2　（n＝3）

50．0 278．5±6．8 269．8±5．9 247．0±5．9ab 240　　　　　　　　　（n；1）

群はADFの濃度によって分けた．
Contro［（0）＝ADFは含まずKrebs－Hemseleit液のみで灌流を行った群．

Control：摘出心のランゲンドルフ装着後，安定平衡時間15分後の値．

Pre・ischemia：冠状動脈結紮直前の値．

Ischemia　：再灌流直前の値．

Reperfusion：再灌流後3分の値
数値は平均±平均誤差．

a　：　P　〈O．Ol　vs　Control　a’　1　P　〈O．05　vs　Control

b　：　P　〈O．Ol　vs　Pre－ischemia　b’　：　P　〈O．　05　vs　Pre－ischemia

表3　再灌流による心室性不整脈

Concentration　of　ADF Duration　of　VT Number　of　PVC
（mg〃） （sec） （beats）

（0）controI 9．0±1．8 98．8±15．4

0．01 10．3±2．7 129．5±40．4

O．1 14．5±2．5 160．8±34．5

0．25 12．8±3．1 145．9±38．6

0．5 12．8±3．0 161．5±37．7

0．75 13．2±2．9 140．3±30．3

1．0 9．8±2．1 117．4±17．4

2．5 10．3±1．4 124．0±16．2

5．0 7．8±1．2 94．3±18．3

10．0 14．0±3．6 147．2±48．2

15．0 10．3±2．3 121．8±25．1

50．0 9．9±3．4 122．3±36．7

Control（0）：ADFは含まずKrebs・Henseleit液のみで灌流を行った群．

VT：心室性頻拍　　PVC：心室性期外収縮
数値は平均±平均誤差．
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図2　持続性VF出現頻度およびVF持続時間

　a）持続性VF頻度

　　持続性VFは再灌流後に発生したVFが3分間
　　の観察時間の終了時まで止らずに連続したものと

　定義した．

　b）VF持続時間

　　VF持続時間は再軽鴨後3分間に発生したVF

　の総合計時間．値は平均±平均誤差．

CTRはADFは含まずクレブス液のみで灌流を行っ
た群の値．

　＊＊　：　P　〈O．Ol　vs　CTR　＊　：　P〈O．　05　vs　CTR

脈の発生原因についてはカルシウムイオンのin－

fluxの増加12），リエントリー13）等が報告されて

きたが，最近ではスーバ一飛キシドアニオンラジ

カルが引金となる活性酸素説が有力な仮説の一つ

として提唱されている5）6）14）．我々と同様のラン

ゲンドルフモデルを用いた実験においても電子ス

ピン共鳴法により虚血再灌流後の初期にバースト

状にラジカルが発生することが確認されている

14）．これに対してラジカルスカベンジャーであ

るsuperoxide　dismutase（SOD）やカタラーゼ，

グルタチオンが再灌流不整脈の発生を軽減させる

作用があることが報告されている5）6）．これらの

ことからフリーラジカルのスカベンジャーや抗酸

化剤が，再灌流不整脈の有効な治療薬として期待

されている15）16）。

　1985年に勅使河原ら7）はHTLV－1（human　T

cell　leukemia　type－1）の陽性細胞株であるATレ2

（adult　T　cell　leukemia－2）の培養上清中にIL－2R

（interleukin・2　receptors）／P55　（tac　antigen）　言秀

導因子を発見し，成人T白血病由来因子ADFと

名づけた．このADFは生体内に広く分布し，ウ

イルス感染細胞の増殖促進，co－cytokine活性な

どの種々の生物活性をもつサイトカインである

17）。ADFは活性部位に2つのシスチン基をもち，

還元活性を持つことが判明しており，腫瘍壊死因

子や過酸化水素による細胞障害活性を抑制するこ

とが報告されている18）．またNADPH，　thioredo．

xin　reductase（TxR）の存在下にキサンチン／キ

サンチンオキシダーゼにより発生する活性酸素を

消去する作用を有している．この作用は過酸化水

素に対する作用であり，還元反応とカタラーゼ様

の反応は同じ活性部位で起こっていることが示唆

されている8）。しかし，現在までADFの再闇流

不整脈に対する作用についての報告は見当たらな

い．ADFは低濃度（4．2～8．3×10’8M）で心拍数

や灌流量に影響を与えず，再二流不整脈を抑制す

ることを認めた報告は，我々が最初である．

　今回の実験では再灌肥後3分間でのsustained－

VF発現頻度，　VF持続時間からみた場合，0。5～

1mg／1で有意に重症不整脈の発生が低下してお

り，ADFの虚血再灌流不整脈発現に対する抑制

作用が認められた．ADFがカタラーゼと同様ラ

ジカルスカベンジャーとして作用して，再灌流不

整脈を抑制したと考えられる．しかし，ADF投

与下でのVT出現頻度，　VF出現頻度については

全群高率であり，同様な再門流モデルで行われた

SOD，カタラーゼ，グルタチオンなどのスカベン

ジャーの結果と比較してADFの抗不整脈効果は

弱い5）6）．中村らによると過酸化水素あるいは

phorbol　myristate　acetate（PMA）で活性化した

好中球による血管内皮細胞障害系に対してADF

はこれらの細胞障害を防御する．この作用は同

mo1のカタラーゼ，グルタチオンと比較するとカ

タラーゼの防御効果が最も強く，ついでADF，

グルタチオンの順であったと報告している19）．
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カタラーゼは単独で，主として細胞外で過酸化水

素を消去することによって細胞を保護すると考え

られるのに対し，ADFはNADPHとTxRの共存

のもとに細胞質レベルで過酸化水素を消去する9）

17）．この点でカタラーゼとは異なった経路で過

酸化水素が消去され，再灌流不整脈発生が抑制さ

れたものと考えられる．またカタラーゼの場合，

濃度依存性で効果を現わしている6）のに対しADF

は逆ベルシエープの用量効果曲線を示した．この

逆ベルシエープを示す理由は定かではないが，高

濃度のADFが存在すれば，通常，酸化環境であ

る灌流空間が還元環境にさらされ，S－S結合によ

って高次構造の保たれているレセプタなどの細胞

表面に露出している蛋白質のS－S結合の切断によ

ってその機能を障害され，これが有効1生消失につ

ながる一因となっている可能性があり，今後検討

を要するものと考える．

　下下流不整脈に有効な治療薬としてSODが検

討されている4）15）が，臨床実用化されるには至っ

ていない．ADFはそのレドックス制御が活性酸

素に関連した各種の病態を改善し，細胞傷害を防

止する物質9）17）として注目されつつあり，今後の

臨床応用が期待される．

ま　と　め

　ADFの虚血再灌流不整脈に対する抗不整脈効

果をラット摘出灌流心モデルを用いて検討した．

　ADFは心拍数，冠灌流量に対して変化を及ぼ

さず，再灌流不整脈の発生を抑制する効果を示し

た．その効果発現様式は用量依存性ではなく逆ベ

ルシェープ型であり，至適濃度はO．5・一一〇．75mg／1

であった．
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：Effects　of　ADF　on　the　Repe㎡usion－Induced　Arrhythmias　in　lsolated　Perfused　Rat　H：earts

　　　　　　Takashi　Umeda，　Kazuhiko　Tanaka，　Masato　Nakamura，

Manabu　Takura，　Takafumi　lzumi，　Keita　Suekane　and　Yoshihisa　Koga

Department　of　Anes’thesiology，　Kinki　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Osaka，　Japan

　　Using　the　isolated　perfused　rat　heart，　we　have　in－

vestigated　the　influence　of　adult　T　cell　leukemia－de－

rived　factor　（ADF）　on　the　reperfusion　induced

ventricular　arrhythmias．

　　Isolated　rat　hearts　（n　＝：12　per　group）　were　sub－

jected　to　regional　ishemia　（occlusion　of　left　anterior

descending　coronary　artery　for　11　minutes）　and　re－

perfusion．　ADF　（O　（control），O．Ol，　O．1，　O．25，　O．5，

O．75，　1．0，　2．5，　5．0，　10．0，　15．0，　or　50．0　mg／1　added

to　the　perfusate）　were　gjven　from　10　minutes　perior

to　the　ischemia　and　throuhout　the　experiment．　ADF

did　not　affect　the　heart　rate　or　the　coronary　flow　of

the　perfused　ratheart．　ADF　reduced　the　duration　of

ventricular　fibrillation　（VF）　and　the　incidence　of

sustained　VF，　describing　an　asymmetric　U－shaped

curve　in　the　dose－response　characteristic．　The

optimal　dose　of　ADF　（O．5　and　O．75　mg／1）　reduced

the　duration　of　VF　from　the　control　value　of　159．3

±2．1（mean　±　SEM）　to　78．3±23．2sec　（P　〈O．Ol）

and　the　incidence　of　sustained　VF　from　its　control

value　of　91　，7　to　33．30fo　（P〈O．05）．

　　These　results　indicate　that　ADF　has　an　inihibi－

tory　effect　on　reperfusion－induced　ventricular

arrhyth血ias　and　that　there　is　an◎ptimal　dose　for

the　inhibitory　action．

Key　words　：　ADF，　Arrhythmia，　Reperfusion，　lschemia，　Reperfusion－induced　arrhythmia．
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