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イソフルランのHPV抑制作用へのNOあるいは
　　　　シクロオキシゲナーゼ代謝産物の関与

大嶋嘉明＊，石部裕一＊，岡崎直人＊
日高康蔵＊，坂本成司＊，佐藤　暢＊

要 旨

　吸入麻酔薬は低酸素性肺血管収縮（hypoxic

pulmonary　vasoconstriction：HPV）を抑制するが，

その抑制機序は明らかでない．今回，イソフルラ

ンのHPV反応の抑制機序に一酸化窒素（nitric

oxide：NO）あるいはシクロオキシゲナーゼ代謝

産物が関与するか否か家兎国側肺を用いて検討し

た．自家血加PSS液を定流量で再灌流し，吸入

酸素濃度を21％から5分間3％に切り替えたと

きの肺動脈圧上昇値をHPV反応の強さの指標と

した．家兎灌流肺を無処置群，NO合成酵素阻害

剤であるNG・monomethyl　L・arginine（L・NMMA）

30μMを層流液中に投与した群，インドメタシン

10mg・kg－1を全身投与後さらに20μMを灌流液中

に投与したシクロオキシゲナーゼ阻害群に分け，

それぞれイソフルラン非吸入下，0．5，1，2MAC

吸入下のHPV反応を観察した．イソフルラン非

吸入下のHPV反応をRMAXとし，各濃度吸入下

のHPV反応（％RMAX）とイソフルラン濃度

（MAC）間の用量一反応曲線を非線形最小二乗

法で求めた．イソフルランは各群とも用量依存性

にHPV反応を抑制した．しかし，　ED50は無処置

群で0．65±0．12MAC，　NO合成酵素阻害群で

0．70±0．09MAC，シクロオキシゲナーゼ阻害群

で0．96±0．11（mean±SE）MACで，曲線の傾き

slopeは無処置群で1．30±0．13，　NO合成酵素阻

害群で1．35±0．16，シクロオキシゲナーゼ阻害群

で1．88±0．17（mean±SE）であった．シクロオ

キシゲナーゼ阻害群のED50は無処置群のそれに

比較してやや大きく（p＝0．08）かつ，同群の

slopeは無頼平群のそれに比較して有意に大きく，

同群でイソフルランのHPV抑制作用の減弱を認

めた．以上の結果，イソフルランのHPV抑制機

序にNOは関与しないが，シクロオキシゲナーゼ

代謝産物は少なからず関与すると考えられた．

緒 言

　吸入麻酔薬は低酸素性肺血管収縮（hypoxic

pu1monary　vasoconstriction：HPV）　を抑制し，低

酸素血症発生の要因となる1・2）．その抑制機序に

ついては，同薬の自律神経系への作用や血管平滑

筋への直接作用など多くの因子が帰一していると

考えられている．最近になって，血管内皮細胞は

血液と血管平滑筋の単なる隔壁ではななく，血管

緊張性のために一酸化窒素（nitric　oxide：NO），

シクロオキシゲナーゼ代謝産物であるPGI2など

の弛緩因子や，ロイコトルエン，エンドセリン，

やはりシクロオキシゲナーゼ代謝産物であるトロ

ンボキサンA2などの収縮因子を産生・分泌する

ことが明らかになってきた．一方，HPV反応の

詳細な機序は未だ不明であるが，血管内皮細胞で

産生されるNOあるいはシクロオキシゲナーゼ代

謝産物がその修飾因子であることは明らかであ

る3）．今回，われわれは家兎灌流肺を用い，イソ

フルランのHPV抑制機i序にNOあるいはシクロ

オキシゲナーゼ代謝産物が関与するか否か検討し

た．
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方法

　雌性ウサギ18羽（日本白色種）をベントバルビ

タール20　mg・kg　’1静注，ケタミン35　mg・kg－1筋注で

麻酔し，ヘパリン4501U・kg　’i　Pt注で抗凝固した．

頸部を1％リドカインで局所麻酔し，気管切開を

行ったのち，小動物用人工呼吸器（Model　681，

Harvard　Apparatus）により，呼吸回数40回・min“1，

一回換気量10me・kg－1，　PEEP　2　cm　H20の条件で

室内空気で換気した．胸骨領域を1％リドカイン

で局所麻酔し，胸骨切開を行い，胸腔と心嚢を開

いた．右脚流出路を切開し，失血死させた．胸腔

に貯留した自家血液は回収した．Y字型の送血管

の一・端を同切開部より肺動脈まで挿入し，肺動脈，

大動脈と一括して結紮し固定した．他の一端は圧

トランスデュサー（Gould／三栄）に接続した．

左室の心尖部を切開し，脱血管を左房まで挿入し，

心尖部で結紮し固定した．拍動ポンプ（Mode1

1215，Harvard　ApParatus）を用い，リザーバー

に満たした3％アルブミン加physiological　salt

solution（PSS）を送血管から灌流した．3％ア

ルブミン加PSSの組成は，　NaCl　119　mM，　KC1

4．7mM，　MgSO4　1．17　mM，　NaHCO3　22．61　mM，

KH2PO41．18　mM，　CaC123．2mMのPSS　100　m4に

対してブドウ糖100mg，インスリン20　mU，8％

NaHCO31me，牛血清アルブミン3gを加えたも

のである．脱血管からの流出液が清明になった時

点で，リザーバーに自家血20meを加えて30㎡

・kg－1・min－1の定流一再門流方式に移行した．灌

流液は3％アルブミン加PSSと自家血液の混合

液（V／V＝5：2）合計70m4となった．左房圧

はOmmHgに維持した，灌流量は電磁血流計
（MF－1200，日本光電）で持続的に測定した．肺

はそのまま胸腔内に置き，胸腔内を生理食塩水で

満たし，サランラップで覆い，電熱球により胸腔

内温度をおよそ38℃に保った．リザーバーの外

腔を温水で灌流し，灌流目の温度を38℃に保った．

峠下回路の空気と凝塊物は輸血用フィルター

（Paul）で除去した。左房のレベルを0点とし，

肺動脈圧（PAP），左房圧，気道内圧を圧トラン

スデューサー（Gould／三栄）で持続的に測定した．

吸入酸素濃度をガスアナライザー（Multicap，

Datex）で持続的に測定した．標本作製後の肺換

気はNormoxic　gas（21％02，5％CO2，　balance

N2）で行い，　HPV反応は吸気ガスをHypoxic　gas

（3％02，5％CO2，　balance　N2）に切り替える

ことにより起こし，そのときのPAPの上昇値（△

P）をHPV反応の強さの指標とした．予備実験

でhypoxic　gas換気により5分以内にPAPが最

大値まで上昇し，プラトーに達することを確認し

た．

　家兎を無処置群（体重2．1±0．1kg，　n＝6），

NO合成酵素阻害剤のNG－monomethyl　L－arginine

（L－NMMA）前処置群（体重2．2±0．1kg，　n＝6），

シクロオキシゲナーゼ阻害剤のインドメタシン前

処置群（体重2．2±0．1kg，　n＝6）に分けた．　L－

NMMA群では標本作製直後にリザーバー内にL・

NMMA　30μMを投与した．インドメタシン群で

は麻酔時にインドメタシン10　mg・kg　’1を静注し，

さらに同剤20μMを標本作製直後にリザーバー内

に投与した．インドメタシン群ではインドメタシ

ン静注直前と右室切開時に採血し，Prostaglandin

I2（PGI2）とThromboxane　A2（TXA2）のおのおの

の安定代謝産物である6keto－Prostaglandin　F1。

（6keto・PGF1α）とThromboxane　B2（TXB2）の

血漿濃度を定量した．6　keto－PGF1。はRIA　PEG

法（1251－6－keto一プロスタグランジンF1αキット，

NEN），　TXB2はRIA　PEG法（トロンボキサン

B2・1251キット，第一化学）で測定した．

　3群において，以下の手順で実験を進めた．標

本作製30分後，PAPの安定を確認し，まず，イ

ソフルラン非吸入下で前対照のHPV反応を2回

観察した．次に順不同で，イソフルランおのおの

0．5，1，2MAC吸入下でのHPV反応を観察した．

家兎のイソフルランの1MACは2．05％とした4）．

イソフルランは専用気化器アコマ1型MK　IIIを

用いて吸入気に混合し，麻酔ガスモニター（type

1304，Brtiel＆Kiaer）で持続的に呼気濃度を測

定した．灌流弾のイソフルラン濃度は吸入濃度を

変化させてから10分以内に平衡に達するので1），

各濃度のイソフルランはhypoxic　gas換気に切り

換える15分前より吸入させた．最後に再び，イソ

フルラン非吸入下で後対照のHPV反応を2回観

察した．

　なお，前後対照時に憩流液のヘマトクリットと

Normoxic　gas及びHypoxic　gas換気中のpH，

PCO2，　PO2を血液ガスアナライザーOBA－7，常

光）により測定し，実験終了後に肺湿乾重量を測
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定し，Lung（wet－dry）／dry　weightを算出した．

　測定値はすべて平均±標準誤差で示した．群内

の比較には2元配置分散分析あるいはFriedman

検定により検定し，多重比較にはScheffe　F－test

あるいはnonparametric－testを用いた．群問の対

応する値の比較はunpaired　t－testにより検定した．

また，6keto－PGF1、とTXB2の血漿濃度の変化は

paired　t－testにより検定した．　P＜0．05をもって

有意と判定した．

結果

　各群問，及び各群内の前後対照時の灌流液のガ

ス分析とヘマトクリットに有意差はなかったので，

以下にその平均値を示す．灌流液のガス分析は

normoxic　perfusate　：　pH　7．370±O．009，　PCO2　32．8

±1．0　mmHg，　PO2　149．1±1．7　mmHg，　hypoxic

perfusate　：　pH　7．　382　±　O．008，　PCO2　33　．9　±　O．4

mmHg，　PO227．1±0．5mmHgであった．灌流液

のヘマトクリットは8．9±0．2％であった．Lung

（wet－dry）／dry　weightは，無処置群で4．04±0．27，

レNMMA群で4．33±0．18，インドメタシン群で

4．54±0．06で，群間に有意差を認めなかった．

　インドメタシン投与により6　keto－PGF1。濃度

は420．0±110．0から62．2±13．8　（pg／mの，　TXB2

濃度は3551．7±2288．7から84．2±10．3（pg／m4）

に有意に低下した（図1）．

　表1に示すように，L－NMMA群のBaseline

PAPはイソフルラン吸入下及び後対照において

無処置群と比較して有意に大きかった．L－NMMA

群のbaseline　PAPは後対照が前対照に比較して
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Fig．　1　Effect　of　indomethacin　on　cyclooxygenase　products．　（A）　Effect　of　indomethacin　on　production

　　of　6－keto　prostaglandin　Fi．，　the　stable　metabolite　of　prostacyclin　（PGI2）　．（B）　Effect　of　indometha－

　　cin　on　production　of　thromboxane　B2，　the　stable　metabolite　of　thromboxane　A2　（TXA2）　．　Both　6－

　　keto－prostaglandin　Fi．　and　thromboxane　B2　concentrations　in　plasma　significantly　decreased　af－

　　ter　10mg’kg－i　of　indornethacin　administered　intravenously．　Data　was　expressed　as　mean　±　SE（n

　　＝6）　．　“P〈O．05　compared　with　pre－administranion．
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Table　1　Effect　of　isoflurane　on　Baseline　PAP　and　HPV

Group Parameter
Preanesthetic

　Control
O．5　MAC 1MAC

　　　　　Postanesthetic
2　MAC
　　　　　　Control

Isoflurane

　　alone

Isoflurane

＋L－NMMA

Isoflurane

＋lndomethacin

Baseline　PAP　（mmHg）

A　p　（mmHg）

Baseline　PAP　（mmHg）

A　p　（mmHg）

Baseline　PAP　（mmHg）

Ap（mmHg）

11．3±0．6　　　11．3±0．4　　11．2±0．7　　　11．5土0．8　　　12．3土0．7

10．4±1．7 5．5±O．9＊　3．7±O．8＊　1．8±O．5＊　10．4±1．4

12．5±O．5　13．5±O．7＃　13．8±O．6＃　14．0±O．8＃　14．9±O．7＊＃

11．5±1．1 8．5±1．0　6．2±O．6＊＃　2．2±O．3＊　16．7±1．5＃

14．4±O．4＃　14．0±O．5＃　14．1±O．8＃　14．3±O．5＃　15．8±O．9＃

7．5±O．9 6．6±1，2　4．2±O．7 1．8±O．2＊　10．0±1．9

Values　are　mean±SE　（n＝6）　．

△P＝increase　in　pu1皿onary　artery　pressure　with　hypoxic　ventilation．＊Significant　difference（p＜0．05）compared　with　preanesthetic

co皿trol　phase　within　the　group　by　analysis　of　variance　or　Friedman　test．＃Significant　difference（pく0，05）compared　with　isoflurane

alone　group　in　the　same　phase　by　unpaired　t　test．

有意に大きかった。インドメタシン群のBaseline

PAPは各時相において無処置群と比較して有意

に大きかった．また，前対照時の△Pについては

し－NMMA群あるいはインドメタシン群は無処置

群に対して有意差はなかったが，後対照時の△P

は無処置群に比較してL－NMMA群が有意に大き

かった．L－NMMA群及びインドメタシン群の前

対照と後対照の△Pには有意差はなかったが，後

対照で大きくなる傾向があった．3群ともにイソ

フルランは濃度依存性に△Pを減弱させた．

　前対照と後対照の△Pの平均値をRMAXとし，

イソフルラン吸入時の△P（％RMAX）とイソフ

ルラン濃度（MAC）問の用量一反応曲線を次の

式：R＝RMAx・Cs・（Q’i＋Cs）一1により非線形最小二

乗法（Gauss－Newton’s　method）を使って求めた5＞．

EDsOは無処置群で0．65±0．12，　L－NMMA群で

0．70±0．09，インドメタシン群で0．96±0．11

（MAC）で，インドメタシン群は無処置群に比

較してやや大きかった（p＝0．08）．slopeは無処

置群で1．30±0．13，L－NMMA群で1．35±0．16，

インドメタシン群で1．88±0．17で，インドメタシ

ン群は無処置群に比較して有意に大きく，インド

メタシン群でイソフルランのHPV抑制作用の減

弱を認めた（図2）．
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Fig．　2　Dose－response　relationship　for　hypoxic　pul－

　　　monary　vasoconstriction　．（HPV）　inhibition　by

　　　isoflurane　alone，　isoflurane　with　L－NMMA　pre－

　　　treatment　and　isoflurane　with　indomethacin　pre－

　　　treatment．　The　HPV　response　was　expressed　as

　　　a　percentage　of　the　pressor　response　in　the　abs－

　　　ence　of　isoflurane，　and　the　dose－response　re－

　　　lationships　were　evaluated　with　the　following

　　　equation5）　：　R＝　RMAx’CS’　（Q’i　＋　CS）　’i，　using　a

　　　nonlinear　regre＄sion　based　on　a　least　square

　　　method．　Values　（mean　±　SE）　for　EDso　were

　　　O．65±O．12，　O．70±O．09，　O．96±O．11　MAC　and

　　　the　slopes　were　1．30±O，13，　1．35±O．16，　1．88

　　　±0．17for　isoflurane　alone，　isoflurane　withレ

　　　NMMA　pretreatment，　isoflurane　with　in－

　　　domethacin　pretreatment，　respectively．　There

　　　was　a　statistical　difference　of　slopes　between

　　　isoflurane　alone　and　isoflurane　with　indometha－

　　　cin　pretreatment．
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shallらはラット灌流肺において，ハロタン，イ

ソフルラン，エンフルランは同程度の力価で

HPV反応を抑制するので，その抑制機序は吸入

麻酔薬の血管平滑筋に対する直接の弛緩作用によ

ると考察している1）．一方，HPV反応の詳細な機

序は不明であるが，血管内皮細胞で産生されるシ

クロオキシゲナーゼ代謝産物あるいはNOがその

修飾因子であることは明らかである3）．今回の研

究の結果，イソフルランのHPV抑制機序にシク

ロオキシゲナーゼ代謝産物の関与が示唆された．

　L－NMMAあるいはインドメタシン前処置によ

りBaseline　PAPが上昇したのは各々，　NOと

PGI2の基礎分泌の減少のためと考えられた．また，

レNMMA群の後対照のHPV反応が無処置群に比

較して大きかったのは，低酸素刺激により起こる

NO放出がL－NMMA処置により抑制されたため

と考えられた．また，一般にシクロオキシゲナー

ゼ阻害剤はHPV反応を増強させるが3），インド

メタシン群の対照のHPV反応が無処置群のそれ

に比較してむしろ小さい傾向にあったのは，イン

ドメタシンによりTXA2の作用がPGI2に比較し

てより優位に抑制されたためと考えられた．シク

ロオキシゲナーゼ代謝産物の血漿濃度の実測値か

らは，インドメタシンのTXA2産生抑制の効果は

PGI2のそれに比較して著明であった．また，　L－

NMMA群，インドメタシン群において時間経過

とともにHPV反応の増強の傾向があったが，そ

れらの灌流終了時の肺門乾重量比は正常値であり，

肺水腫の発生は否定できた．

　今回の実験において，NO合成酵素阻害下でも

ED50，用量一反応曲線の傾きslopeは無処置群と

の間に有意差はなかった．これは，Marshallら

がラット灌四脚で，メチレンブルー前処置により

血管平滑筋のレベルでNOの作用を阻害した実験

系で得た結果と一致している6）．また，大動脈等

の体循環系の血管リングでは，ハロタン等のハロ

ゲン化麻酔薬はむしろ，アセチルコリン刺激によ

るNO産生を抑制する7～10）．従って，イソフルラ

ンのHPV抑制機序にNOは関与しないと考える

のが妥当であろう．

　ハロゲン化麻酔薬の血管内皮におけるエイコサ

ノイド産生への影響に関して多くの報告があるが，

以下に述べるごとく，未だ断片的で意見の一致を

みてないのが現状である．犬のin　vivoの標本で

肺動脈圧一流量曲線解析により，ハロタン1．2％

は肺血管を収縮させるが，その強さはインドメタ

シン処置でも変化しない11）．しかし，ラット血

管リングでは，低濃度のハロタン，イソフルラン，

エンフルランは胸部大動脈を収縮させ，その強さ

はインドメタシン処置で増強する12）．また，牛

肺動脈血管内皮培養細胞では，ハロタンはPGI2

の放出を促＝平し13），家兎灌流肺ではハロタンは

t一ブチルヒドロキシパーオキサイド刺激の

TXA2放出を促進する14）．しかし，牛大動脈血管

内皮培養細胞ではハロタンとイソフルランは

PGI2の基礎分泌には影響せず，逆にハロタンは

ブラディキニン刺激のPGI2放出を抑制する15）．

また，ラット大動脈の血管リングでは，ハロタン

とイソフルランはフェニレフリンで前収縮させた

血管より，TXA2やPGF2。で前収縮させた血管を

より優位に拡張させる．これは，吸入麻酔薬が細

胞膜のprostanoidレセプタに対し選択的に作用

したためと考えられている16）．吸入麻酔薬は血

管内皮でのエイコサノイド産生に何らかの影響を

与えると考えてよいようである．意見の一致をみ

ない理由はハロゲン化麻酔薬の濃度の違い，種の

違い，血管の部位の違い，実験モデルの違い，他

の血管収縮・弛緩因子であるNOやエンドセリン

やロイコトルエンの実験結果への影響が考えられ

る．

　今回の家兎船脚肺の実験では，インドメタシン

前処置によりイソフルランのHPV抑制作用の減

弱を認めた．同じ灌外湯の実験において，ラット

ではイブプロフェン前処置により17），犬ではイ

ンドメタシン前処置により18），ハロタンのHPV

抑制作用が減弱する．しかし，Ishibeらは家兎灌

俳聖において，イブプロフェン前処置にてもセボ

フルランのHPV抑制作用は変化しなかったと報

告している2）．この実験結果の不一致は，吸入麻

酔薬の違いかあるいは，シクロオキシゲナーゼ阻

害剤の種類や投与量，ヘパリンの投与量，灌流液

への血小板の混入の程度により，拡張因子である

PGI2と収縮因子であるTXA2に対するシクロオ

キシゲナーゼ阻害剤の抑制のバランスに違いが生

ずるからではないかと考えられた．また，Naeije

らは犬のin　vivoの標本で肺動脈四一流量曲線

解析により，イソフルラン1MACではHPVは抑

制されず，さらにアスピリン前処置によりイソフ
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ルラン1MACがHPV反応をむしろ増強させると

報告した19）．さらに高濃度のイソフルランを吸

入させたなら，HPV反応が抑制され，アスピリ

ンで前処置するとそのイソフルランのHPV抑制

作用が減弱することが十分に考えられる。

　吸入麻酔薬は脂質溶解性が高い薬物であり，麻

酔作用の強さは麻酔薬の脂質溶解性と極めて良く

相関しており，これが吸入麻酔薬の作用部位が細

胞膜の脂質部分と考えられている根拠となってい

る．今回の研究からは吸入麻酔薬は細胞膜のリン

脂質に結合しているアラキドン酸の代謝に影響を

与え，HPV反応を抑制する可能性が示唆された．

結論

　イソフルランのHPV抑制作用に血管内皮細胞

由来の血管収縮・弛緩因子が関与するか，家兎灌

流肺を用いて検討した．イソフルランのHPV反

応の抑制作用はNO合成酵素阻害下では不変であ

ったが，シクロオキシゲナーゼ阻害下ではその作

用が減弱した．イソフルランのHPV抑制機序に

NOは関与しないが，シクロオキシゲナーゼ代謝

産物が少なからず関与すると考えられた．

　本研究は平成4年度文部省科学研究補助金（課

題番号04670925）により援助されている．
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Contribution　of　NO　and／or　Cyclooxygenase　Products　to　lsoflurane－induced　HPV　lnhibition

Yoshiaki　Oshima’，　Yuichi　lshibe“，　Naoto　Okazaki“，

　　Kozo　Hidaka’，　Seiji　Sakamoto“　and　Toru　Sato“

’Department　of　Anesthesiology，　Faculty　of　Medicine，　Tottori　University，　Yonago，　Japan

　　The　aim　of　this　study　is　to　test　a　hypothesis　that

nitric　oxide　（NO）　and／or　cyclooxygenase　products

are　involved　with　inhibition　of　hypoxic　pulmonary

vasoconstriction　（HPV）　by　isoflurane．　Lungs　iso－

lated　from　eighteen　rabbits　were　perfused　in

cons．　tant－flow　recirculation　manner　with　a　mixture

of　the　physiological　salt　solution　and　the　autologous

blood，　The　HPV　response　was　i／nduced　by　changing

the　inspired　oxygen　concentration　from　21　O／o　to

3　・O／o　for　five　min　and　was　evaluated　by　an　increase

of　the　pulmonary　artery　pressure．　End－tidal　isoflur－

ane　concentration　of　O．5，　1，　and　2　MAC　were　tested

at　random　order，　The　HPV　response　in　the　presence

of　isoflurane　was　expressed　as　a　percentage　of　the

pressor　response　in　the　absence　of　isoflurane，　and

the　dose－response　relationships　were　calculated　us－

ing　the　the　nonlinear　least－squares　method．　The　fol－

lowing　three　groups　were　studied　：　1）　witho／ut　pre－

treatment　（n＝　6）　，　2）　pretreatment　with　NO　synth一

ase　inhibitor　；　NG・monOmethyl－L－arginine　（L－

NMMA＞30μM　in　the　reservoir（n＝6），and　3）pre－

treatment　with　indomethacin　10　mg・kg－1　before

surgery　and　add．itional．　indomethacin　20μMin　the

reservoir（n＝6）．In　all　three　groups　isoflurane　de・

pressed　HPV　in　a　d．ose－related　manner．　The　ha1・

finhibition　values（ED50）of　HPV　with　isoflurane　in

the　group　1，2and　3　were　O．65±0．12，0．70±0．09，

0．96±0．11MAC（mean±SE），respectively．　Slopes

of　dose　response　curves　in　the　group　1，　2　and　3

were　1．30±0．13，1．35±0．16，1．88±0．17（mean±

　　　　　　　チ
SE），respectively．　There　was　a　statistical　difference

of　slopes　between　group　l　and　3．　Inhibition　of　HPV

by　isoflurane　was　slightly　attenuated　with　indomet－

thacin　pretreatm．ent　butレNMMA　pretreatment　ex・

erted　no　more　effect　on　the　dose－response　curve．　It

is　clonceivable　that　isoflurane　may　inhibit　HPV　par－

tially　through．cyclooxygenase　p．athway，

Key　Words　：　HPV，　lsoflurane，　NO，　lndomethacin，　lsolated　perfused　lung

（Circ　Cont　16：538’一544，　1995）
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