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Ischemic　preconditioning時の心筋問質内

　　　　　　　noradrenaline濃度上昇

　一adenosine　AI　receptor，　protein　kinase　Cの関与一
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要 旨

　ウサギにおいてische血。　preconditioning（PC）

のメカニズムとして，adenosine　A　I　receptor，　pro－

tein・kinase・Cの他に，　PC中に交感神経末端より放

出されるnoradrenaline（NA）によるα・IB　receptor

刺激が重要である．これらのプロッカーは単独で，

PC効果をブロックできることから，情報伝達系

は，心筋細胞レベルで相互に関連しているとされ

る．我々は，交感神経レベルでもこれらのメカニ

ズムが起こっているという仮説を考えた．日本白

色種ウサギ（オス，約2kg）の心臓前側二二の5

分虚血・5分再灌流のPC前後に，　microdialysis

法を用い，心筋間質内NA濃度をHPLCと電気化

学法にて測定した．PC中に生ずる心筋間質内

NA濃度の上昇が，　adenosine　AI　receptorおよび

protein　kinase　Cのプロッカー（8－p－sulfophenyl

theophy皿ine：8－SPT，7．5mg／kg，　i．v．，　polymyxin　B：

PB，24　mg／kg，　i．v．）でブロックされるか否かを

検討した．PCによって，心筋間質内NA濃度は

有意に上昇した（n＝7，p＜0．05）．この上昇は，

8－SPT（n＝6）あるいはpolymyxin　B（n＝6）

前処置下では抑制された．PC時の心臓交感神経

からのNA放出に，心臓交感神経細胞のadeno－

sine　receptorおよびprotein　kinase　Cが関与してい

る．

　キーワード：Ischemic　preconditiony，心筋間質

内ノルアドレナリン，プロテインキナ・一・ゼC

緒言

　先行する短時間の虚血・再墨流が存在すると，

続発する長時間の虚血に対して心筋は耐性を獲得

し，梗塞サイズを縮小することが知られており，

この現象をischemic　preconditioning（PC）と言い，

イヌ，ウサギ，ブタ，ラットにおいて認められて

いる1”“4）．ウサギにおいては，PCのメカニズム

として，adenosine　A　l　receptor2），　protein　kinase　C5）

の他に，noradrenaline（NA）によるα1B　receptor

刺激が重要と考えられている6・7）。これらのプロッ

カー，すなわち非選択的adenosine　receptor　block－

erの8－p－sulfophenyl　theophylline（8－SM「），　pro－

tein　kinase　C　inhibitorのstaurosporine，　polymyxine

：B，αIB－receptor　blockerのchloroethylclonidine

（CEC）はそれぞれ単独で，　PCによる梗塞縮小

効果を完全にブロックできることから，情報伝達

系は，心筋細胞レベルで相互に関連しているとさ

れる．そこで著者らは，交感神経レベルでもこれ

らのメカニズムが起こっているという仮説を考え，

PCによる心筋間質内NA濃度上昇が，　adenosine

receptor刺激，　protein　kinase　C活性化に関連して

いるか否かを検討した．

方 法

＊岐阜大学医学部第二内科

　日本白色種ウサギ（オス，約2kg）をsodium

pentobarbital（30～40　mg／kg，　i．v．）にて麻酔後，機
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械的人工呼吸下にて，左内頸動静脈をカニュレー

ションし，左内頸動脈から動脈圧モニターを，左

内頸静脈を薬物投与のルートとした．第3肋間を

開胸，心膜を切除し心臓を露出した．冠動脈前側

壁枝周囲にオクルーダーを装着し，虚血を生ぜし

めることを可能とした．その後，図1に示すごと

く，血crodialysis　probe（PNFユ700，20㎜length，

O．31　mm　outside　diameter，　O．2mm　inside　diameter，

transverse　type，50，000　MW　cut－off）を前側壁枝

周辺の虚血領域に縦方向に心筋中層まで植え込ん

側
・

評鵬㎞

　　Pump
1　O　”　ltmin

　　　　　Occluder

Microdialysis

　Probe

s
覧

図1　心臓microdialysis法の実験セット

’9，b．．，

Samp血9

　ウサギ冠動脈のanterolatera1　branchに㏄duderを装着

し虚血を生ぜしめる。虚血領域の心筋に図に示すように

microdialysis　probeを挿入し，リンゲル液を10　pt　1／皿inの

速度で灌流する．

だ．Microdialysisは，10μ1／m　i　nの速度でリンゲ

ル液を灌流し，透析血中ノルアドレナリン濃度を

安定させるために，実験セット終了後60分の安静

を保った．透析液は，虚血前10分間および5分虚

血・5分再臨流のischemic　preconditioning（PC）

の10分間にて採取し，測定を行うまで一83℃にて

凍結保存した．心筋間質内ノルアドレナリン濃度

測定は，H：PLC（高速液体クロマトグラフィー）

と電気化学法により，検体を直接注入することに

より行った．

　プロトコールは図2のごとくであり，以下に示

す3群において検討した．

1）salineを前処置した後にPCを加えた群

2）adenosine　blockerの8－p－sulfbphenyl　theophyll－

　ine（8－SPT，7．5mg／kg，　i．v．）を前処置した後

　にPCを加えた群

3）protein　kinase　Cのinhibitorのpolymyxin　B

　（PB，24　mg／kg，　i．v．）を前処置した後にPCを

　加えた群

結 果

血行動態

　実」験経過中，8－SPT投与により心拍数，平均血

圧の変化を認めなかったが，polymyxin　B投与に

て，心拍数は変化しなかったが，平均血圧は有意

の低下を示した．

　　　1－

compe　eti　on　of　i　nstrumentation

　　　　　　　　　　　　　　　sal　i　ne

　　　　　　　　　　　　　　　8一　SPT　（7．5　mg／kg，　i　．v．）

　　　　　　　　　　　　　　　pol　ymyxi　n　B　（24　mg／kg，　i　．v．）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ischemia

＿＿至9」コ虹釜玄＿．．＿レ＿＿一

di　al　ysate　sampl　i　ng　　　　　　　　　　　　　lO　min

　　　　　　　　　　一

図2　実験プロトコール

　実験セット終了後60分間の安静を保ち，図に示す薬物の存在下で，

preconditioning　k前と中の10分間ずつにわたり，透析液を採取する．

5分虚血・5分再配流のischemic
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9「oup n before　PC dur血g　PC

sahne十PC

W－spr十PC

oB十PC
7
6
6

99±10

X7±14

X2±9

189±48＊

X4±15

P12±17

＊p＜0．05vs　befo爬P℃，　NA＝ロoradrenaline，　PC＝ischemic　p爬condition血g

心筋間質内ノルアドレナリン濃度

　表1は虚血領域におけるPC前後の心筋問質内

ノルアドレナリン濃度を示す．表1のごとく，

PCにて心筋問質内ノルアドレナリン濃度は有意

の上昇を示したが，この上昇は，adenosine　block－

erの8－SPT，　protein　kinase　C　inhibitorのpolymyxill

B前処置により抑制された．

考 案

　本研究において，ウサギモデルにて，5分虚血・

5分再二流のischemic　preconditioning（PC）によ

り，虚血領域の心筋問質内noradrenaline（NA）

濃度は有意の上昇を示し，この上昇はadenosine

blockerの8－SPT，　protein　kinase　C　inhibitorのpo－

lymyxin　Bにより抑制されることが明らかとなっ

た．ウサギ8）およびラットモデル9）においてα1

受容体刺激により梗塞サイズは縮小し，また，交

感神経末端においてNAを枯渇させるレセルピン

処置によりPC効果が消失するという報告lo）があ

る．しかしながら，一方で，ラット10）およびウサ

ギ12）においてα1受容体遮断薬のphenoxyben㎜一

ine，　BE2254の前投与がpc効果をブロックしな

いことから，α1受容体刺激は梗塞縮小効果はあ

るが，PC効果発現には関与しないとされてきた．

しかし，最近になって，α1B受容体刺激がラット

の左室機能に対するPC効果に関与していること

が報告6）され，また，我々もウサギにおいてPC

による梗塞縮小効果に，PC中のα1B受容体刺激

が関与していることを報告7）し，PC中のNA遊離

がPC効果発現に重要な役割を演じていることを

確認した．したがって，本研究で認められたよう

に，PC中の心臓交感神経末端からのNA遊離：充

進すなわち心筋間質内NA濃度の上昇が，
adenosine　blockerの8－SPrあるいはprotein㎞ase

Cinhibitorのpolymyxin　Bによって抑制されたと

いう結果は，8－SFrあるいはpolymyxin　Bによる

PCの梗塞縮小効果抑制作用には，直接的な

adenosine　A　l　receptorの遮断protein㎞ase　C活

性化の抑制以外にNAによる心臓α1B受容体刺激

が抑制された結果による部分も含まれている可能

性を有する．

　虚血によりadenosineが産生される13）が，

adenosineのNA遊離に対する作用はbiphasicであ

り，10nMから1μMの低濃度のadenosineは，

transmitter・releaseを促進し，1μM以上の高濃度

のadenosineは，　transmitter　releaseを抑制すると

いう報告14）から，一つの可能性として，本研究に

おけるPC中のadenosine上昇は低濃度であり，

そのためadenosineがNA遊離を促進しているた

め，adenosine　blockerの8－SPT前処置により，NA

遊離が抑制されたと考えられる．しかし，PC中

にはadenosineの濃度は1μM以上に達するとす

る報告15）も認められるため，この考え方にも矛盾

は存在する．しかし，最近，adenosine　AI　recep－

torの刺激は交感神経末端からのNA遊離を抑制

するが，adenosine　A2　receptorの刺激はNA遊離

を促進することが報告16・17）されており，この考え

方から，本研究の結果を解釈すると，本研究で認

められたnon－selectiveなadenosine　blockerの8－SPr

によるPC中のNA遊離抑制には，　PC中に増加

したadenosineによる交感神経末端のadenosine　A2

receptorの刺激によるNA遊離促進が強く関与し，

adenosine　A　l　receptorの刺激によるNA遊離抑制

の関与は少ないものと考えられる．

　Protein　kinase　Cのinhibitorであるpolymyxin　B

は，PC中のNA上昇を抑制したが，このことは，

protein　kinase　Cの活性化がNA遊離促進に強く関

与していることを示している．実際，種々の動物

における種々の臓器において，protein　kinase　Cの

活性化がNA遊離を促進させることが確認されて
いる18～20）．

結 論

　ウサギモデルにおいて，5分虚血・5分再灌流

のischemic　preconditioning時に心筋問質内norad－

renaline濃度は上昇するが，この上昇には心臓交感

神経細胞のadenosine　receptorおよびprotein　kinase

Cの刺激が関与していることが示された．
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Cardiac　interstitial　Noradrenaline　Level　during　lschemic　Preconditioning　in　Rabbits

　　　　　　　　　　　　　　－Role　of　Adenosine　Receptor　and　Protein　Kinase　C一

Shinya　Minatoguchi　“　，　Tatsuya　Kariya“　，　Yoshihiro　Uno　“　，　Masazumi　Arai　“　，　Michiya　Ohno　＊　，

　　　　Yoshitsugu　Ohno＊　，　Kazuaki　Hashimoto　“　，　Yoshio　Nishida“　，　Hisayoshi　Fuj　iwara＊

“Second　Department　of　lnternal　medicine，　Gifu　University　School　of　Medicine，　Gifu，　Japan

　　Many　mechanisms　such　as　a　iB－adrenoceptor，　ade－

nosine　A　l　receptor　and　protein　kinase　C　involve　in　the

ischemic　preconditioning　（PC）　effect．　lt　is　considered

they　ar℃　cross－talking　each　other　at　the　level　of

myocytes，　However，　the　cross－talk　may　occur　at　the

level　of　sympathetic　nerve　endings．　We　hypothesized

that　the　increase　in　cardiac　interstitial　noradrenaline

（NA）　by　PC　is　modified　by　the　activation　of　adenosin

receptors　and　protein　kinase　C．

　　Methods：　in　19　open　chest　Japanese　white　male

rabbits　anesthetized　with　pentobarbital，　cardiac　in－

terstitial　NA　levels　in　the　area　at　risk　were　measured

before　and　during　PC　of　5　min　ischemia　and　5　min

reperfUsion　in　the　presence　or　absence　of　adenosine

blocker　（8－p－sulphophenyl　theophylline，　7．5　mg／kg），

protein　kinase　C　inhibitor　（polymyxin　B，　24　mgZkg）

using　microdialysis　technique　and　HPLC．

　　Results：　PC　increased　cardiac　interstitial　NA　levels

and　this　increase　was　inhibited　by　adenosin　blocker　or

protein　kinase　C　inhibitor．

　　Conclusions：　PC　increases　cardiac　interstitial　NA

through　qctivation　of　adenosine　receptor　and　protein

kinase　C．

Key　words　： Ischemic　preconditioning，　Cardiac　interstitial　noradrenaline，　Adenosine，

Protein　knase　C，　Rabbit

（Circ　Cont　19　：　225　’一　229，　1998）
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