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　　　　　　　　ウサギ心筋における

isoflurane－induced　preconditioningの検討

　　　　一Ischemic　preconditioningとの比較
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大舘　満＊，岩田　修＊，吉田和市＊

　要　　　旨

　本研究は，in・viVOウサギ心筋虚血再論流モデ

ルを用い，i8chemic　preconditioningおよびイソフ

ルランによるpreconditioningが心筋虚血再話流障

害に及ぼす影響を循環動態，虚血域（以下area　at

risk）および心筋壊死域（以下infarct　size）を指

標とし検討した．

　ウサギ（n＝23）をケタミン／ザイラジンによる

全身麻酔下に開胸し，左冠状動脈前下行枝を結紮

し30分間の虚血を行った後，180分間の再二流を

行った．実験中は血圧，心拍数，心電図を持続的

にモニタリングした．

　実験群はコントロール群（C群：n＝8），ische－

mic　preconditioning群（IP　i群：n＝8），イソフルラ

ンによるpreconditioning群i（1群＝n＝7）とした．

Infarct　sizeは1％2，3，5－Triphenyl　tetrazolium　chlo－

ride（以下，　TTC溶液）による染色で評価した．

infarct　sizeはC群が52．2±1．6％に対し，　IP君羊

36．3±2．6％，1群39．8±1．9％（mean±SEM）

であり，P群と1群において心筋壊死域は有意に

減少した．

　以上よりウサギ心筋虚血再島流モデルにおいて

心筋虚血前に一時的に投与したイソフルランは

ischemic　preconditioningと同様に心筋に対して保

護的に作用し，そのメモリー現象は少なくとも30

分は持続する可能性が示唆された．

緒 言

　近年，虚血性心疾患を有する全身麻酔症例の増

加に伴い，麻酔領域においても心筋虚血再二流障

害が注目されている．

　1986年にMurryら1）はイヌモデルにおいて長時

間の心筋虚血前に頻回の短時間虚血再灌流操作を

加えると，その後に起こる虚血再二流後のinfarct

sizeが減少することを報告し，これをischemic

preconditioningと名付けた．その後，多くの研究

がなされウサギ2・3），ラット4）ヒト5）などにische－

mic　preconditioningが認められることが明らかに

された．

　一方，イソフルランがpreconditioning作用を有

し，心筋に保学的に作用することが報告されてい

る6～8）．しかしこれらの研究はベントバルビター

ルやプロポフォール麻酔下でのものであり，ケタ

ミン／ザイラジン麻酔下での報告はない．

　そこで本研究ではケタミン／ザイラジンをベー

スに用いたin　vivoウサギ心筋虚血再灌流モデル

において，ischemic　preconditioningおよびイソフ

ルランによるpreconditioningが心筋虚血再灌流障

害に及ぼす影響を循環動態，area・at・ri　skおよびin－

farct　sizeを指標とし検討した．

対象と方法

＊神奈川歯科大学麻酔学教室

外科処置

　ウサギ（New　Zealand　White，2，5－3．2kg，雄）

23羽を対象とし，無作為にコントロール群（C群

：n＝8），　ischemic　preconditioning群（IP君羊＝n＝8），
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イソフルランによるpreconditioning群（1群：n＝7）

の3群に分類した．

　麻酔導入はケタミン（35mg／kg）／ザイラジン

（5mg／kg）混合液の筋肉内投与にて行い，全身

麻酔下に気管切開をし，気管内チューブを挿入し

た．

　麻酔の維持は3群ともにケタミン（35mg／kg／hr）

／ザイラジン（5mg／kg／hr）混合霧の静脈内持続

投与で行った．

　換気は動物用人工呼吸器と動物学麻酔器を用い

ルームエアーで調節呼吸を行い，必要に応じて純

酸素を加えた．換気数は25～30回／minに調節し，

呼吸ガスモニタを用い，連続的に終末呼気炭酸ガ

ス分圧が35～45　mmHgになるように換気条件を設

定した．さらに動脈血液ガス分析によりPao2＞

100　mmHg，　Paco2　：　35　mmHg’一45　mmHg，　pH　：　7．　35一一

7．45，Base　Excess：一3～＋3であることを確認し

た．体温は加温パッドシステムを用い直腸温を

37．5～38．5℃に維持した．輸液は左頸静脈に留置

したポリエチレンカテーテルから生理的食塩液を

lS　me／hで実験終了まで持続投与した．また再灌

二時の血栓防止のために500unit／hのヘパリンを

持続点滴静脈内投与した．

　開胸は二二4肋間から行い，心嚢膜を切開し，

心臓を露出させた．針付絹糸を房室溝二と心尖の中

問線上の左冠状動脈前下行枝（以下LAD）の周

りに一周させ，その絹糸の両端を内径2㎜，長さ

2．5cmのビニールチューブに通して結紮器を作成

し，結紮による急性心筋梗塞モデルを作成した．

虚血は結紮器の糸を牽引し止血鉗子でビニール

チューブを固定することにより行い，閉塞は局所

のチアノーゼ，心電図上STの変化を指標として

確認した．

実験プロトコール

　Fig．1に示すように全ての実験群で循環動態を

安定させるために外科手術後15分間放置し，実験

操作に先行し循環動態のコントロール値を測定し

た．その後，30分間の虚血に引き続き180分間の

獲麟流（以下，虚血再灌流）を行った．IP群に

ついてはコントロール値の測定後5分間の虚血と

10分間の再毎毎を行った後，虚血再灌流を行った．

1群についてはコントロール値の測定後，イソフ

ルラン吸入を開始し終末呼気濃度が1．5％に達し

てから15分間維持し，その後イソフルランが0％

になるまで洗浄した後，虚血再灌流を行った．

　虚血域を同定するためにLADを再結紮し10％

Evans　blueを頸静脈より投与して虚血部位と非虚

血部位に明らかな境界ができるのを視認し，再結

紮したまま，直ちに心臓を摘出し，凍結させた．

Group－C

Group・夏P

Gro叩一1

国b曲・醐 囲・・du・i・n 懸rep・細・n

Fig．　1　Schematic　diagram　of　the　protocol．　All　rabbits　were　subjected　to　30　min　of　LAD　occlusion　and　fol［owed　by

　　　180　min　of　reperfusion．　Group－C　received　no　intervention　before　LAD　occtusion　and　reperfusion．　Group－IP

　　　underwent　5min　LAD　occlusion　with　10min　of　reperfusion　before　30　min　LAD　occlusion．　Group－1　received

　　　1　5min　of　isoflurane　（1　．50／o　end　tidal）　followed　by　wash－out　period　before　30　min　of　LAD　occlusion．
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循環動態の測定

　循環動態，心電図，直腸温の測定および記録は

心電図モニタを使用し，心拍数，収縮期血圧，拡

張期血圧，平均血圧を測定した．血圧は左頸動脈

にポリエチレンカテーテルを留置し血圧トランス

デューサを介して測定した．心電図は第II誘導

で持続的にモニタリングした．また心筋酸素消費

量の指標としてrate　pressure　product（以下RPP）

を算出した．

　測定ポイントは外科手術15分後をベースライン

とし，虚血15分後，再灌流60分後，再灌流180分

後とした．

Area　at　risk／LV（左心室），　lnfarct　size／area

at　riskの計測

　Fig．2に示すように凍結した摘出心臓は2㎜厚

にスライスし，その切片を37℃，pH　7．4に調整し

たTTC溶液に浸漬，染色した．染色した切片の

area　at　risk，　infarct　size，非虚血域の境界は透明ア

クリルシートに書き写し，スキャナで取り込み，

コンピュータ処理により各々の面積を計測し，

area　at　riskのLVに占める百分率およびinfarct

sizeのarea　at　riskに占める百分率を算出した．

統計処理

　各々の実験結果は平均値（mean）±標準誤差

（SEM）で示した．

　Area　at　risk1LV，　Infarct　size1　area　at　riskの統計処

理はKruskal－Wallis　testを用い，　p＜0．05で有意差

が認められた場合にはDunn　procedureの多重比較

検定を行いp＜0．05で有意差ありとした．平均血

圧，心拍数，RPPの各測定ポイントにおける群

間の比較は一元配置分散分析を用い，p〈0．05に

て有意差が認められた場合には，Fishers　PLSDの

多重比較検定を行い，p＜0．05で有意差ありとし

た．

結 果

1循環動態

　循環動態は平均血圧，心拍数，RPPを指標と

した．Table　1はベースライン，虚血15分，再灌

流60分，再灌流180分後の平均血圧，心拍数，

RPPを示す．平均血圧，心拍数，　RPPはいずれ

も各測定ポイントにおいて3群間に有意差はな

かった．

2　Area　at　risk／LVおよびinfarct　sizelarea　at　risk

　Table　2はarea　at　risk！LVを示す．　Area　at　risk1LV

は3群間において統計的に有意差は認められな

かった．Table　2，Fig．3はinfarct　sizelarea　at　risk

を示す．Infarct　size！area　at　riskはC群で52．2±

1．6％，IP群36．3±2．6％，1群39．8±1．9％であっ

た．IP群，1群はともにC群と比較してinfarct

sizeは有意に小さかった．しかしIP群と1群に

は有意差は認められなかった．

考察

　本研究はウサギ心筋においてケタミン／ザイラ

ジン麻酔下，虚血前に1．5％のイソフルランを15

分間吸入させる操作を加えると，30分の虚血と

180分の再出流によるinfarct　sizeが有意に縮小し，

ischemic　preconditioningによって得られる心筋壊

死縮小効果と同程度の効果がある可能性を示唆し

ている．
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Table　1．　Hemodynamics　during　ischemiaand　reperfusion

Group－C

（n＝8）

Group－IP

（n＝8）

Group－1

（n＝7）

Mean　arterial　pressure　（mmHg）

　Baseline

　15min　after　occlusion

　60min　repe血sion

　180min　reperfusion

Heart　rate　（bpm）

　Baseline

　15min　after　occlusion

　60min　reperfusion

　1　80min　reperfusion

Rate　pressure　product

　Baseline

　15min　after　occlusion

　60min　reperfusion

　1　80min　reperfusion

66．　1±2．　8

59．　1±3．　7

63，　3±3．　1

6L　9±3．　6

166．4±4．　1

165．　5±6．　7

157．　6±4．　7

154．4±5．3

13317．　6±　238．　0

11728．　6±671．　1

11976．6±386．4

11788．0±504．8

66．　1±2．　6

64．0±2．7

66．　4±2．　9

62．　8±2．　6

167．　1±10．　1

172，9±11．3

169．　4±10．　1

157．1±　7．2

13759．3±1031．9

12882，　9±　1049．　3

13350．3±　968．4

11697．3±　810．3

54．　6±8．　1

61．3＝ヒ2．7

65．　7±2．　2

61．　9±3．　3

175．　1±20．　2

167．6±　7．9

162．9±12．3

166，　7±　7．　6

12528．　9±573．　7

12032．　0±671．　0

12574．　7±862．　1

11900．　3±597．　4

Data　are　expressed　as　mean　±　SEM．

Table　2．　Area　at　risk1LV　and　lnfarct　size／area　at　risk

％
8
0

Area　risldl．V　（90）　lnfarct　size／area　at　risk　（90）

Group－C　（n＝8）

Group－IP　（n＝8）

Group－1　（n＝7）

67．9±8．1

66．0±5．9

67．4±5．9

52．2±1．6

36．3±2，6＊

39．8±1．9＊

（se’

40

　Data　are　expressed　as　mean±　SEM．

＊　Significantly　different　（p〈O．05）’　from　Group－C

　Ischemic　preconditioningは長時間の虚血に先行

する短時間の虚血により得られる心筋の虚血耐性

獲得現象として知られ，そのメカニズムにはアデ

ノシンレセプタ2＞，KATPチャネルの開口3），フリー

ラジカル9）などの多くの因子が複合的に関与して

いる10）．一一方，イソフルランがpreconditioning効

果を有することがウサギ6＞，イヌ7）で観察され，

イソフルランの心筋保護効果にKATPチャネル7）

やアデノシンレセプタ8）が関与していることも明

らかにされており，ischemic　preconditioningと共

通のメカニズムが示唆されている．

　最近，Kehlらはイヌにおいてイソフルランに

よる心筋壊死縮小効果が濃度依存性であることを

明らかにし，0．25MACの低濃度でもpreconditio－

ning効果が発現することを見出した11）．ウサギの

20

o

n　GroapC
rz　Gronp－IP

讐Grcup・1

＊ ＊

Fig．　3　The　figure　shown　infarct　size　expre＄sed　as

　　　percentage　of　anatomic　area　at　risk．　Data　are

　　　expressed　as　mean±　SEM．

　　　　＊　Significantly　（p〈O．05）　different　from　Group　C

場合，イソフルランの1MACが2．1％である12）こ

とから，本研究では約0．7MACのイソフルラン

を吸入させた．予備実験の結果，1MACイソフ

ルランをケタミン／ザイラジン麻酔下で吸入させ

ると循環抑制が強く生じ，麻酔の維持が困難であ

り，本研究では有意な循環抑制を起こさない程度

の濃度のイソフルランを用いた．

　本実験において，ischemic　precondition㎞g群お

よびイソフルランによるpreconditio血g群の循環

動態およびRPPはコントロール群に比較して有
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急な差が認められないことから，少なくともイソ

フルランによるpreconditioning効果に心筋酸素消

費量は関与していないと考えられる．また，イソ

フルランの心筋保護効果のメカニズムの1つとし

て，冠動脈拡張作用による側副血流の増加が考え

られるが，本研究で用いたウサギは側副血行が極

めて少ないことが証明されており13），その可能性

は低い．

　Casonら6）はウサギでプロポフォール麻酔下，

1．1％のイソフルランがpreconditioning効果を発

現させることをすでに報告しているが，米国にお

いてウサギモデルで最も一般的に用いられている

ケタミン／ザイラジン麻酔下での報告は著者らの

検索した限りではない．ケタミン単独では麻酔の

維持が困難であり，ケタミン（35mg／kg）とザイ

ラジン（5　mg／kg＞の混合液を静注すると開胸術

にも有効である．ケタミンは興奮性伝達物質受容

体であるNMDAレセプタを非競合的に遮断し，

再灌流不整脈を抑制する14）．しかしin　vivoでは

血圧上昇，心拍数増加，心拍出量増加が生じ，心

仕事量を増加させるため心筋虚血を増悪させる．

しかし，逆にザイラジンは，脳幹部および血管平

滑筋の前シナプスにおいてα2レセプタのアゴニ

ストとして作用し，血圧を下降させ心筋酸素消費

量を減少させるためケタミンの作用は相殺される

可能性がある．また，ケタミンはKATPチャネル

におけるglibenclamideの拮抗作用を増強し15），

ischemic　preconditioningによる心筋壊死縮小効果

を阻害すること16）が報告されている．本研究にお

いても虚血およびイソフルランによるprecondi－

tioningでのinfarct　sizeはそれぞれ36．3％，39．8％

であるのに対し，プロポフォールを用いたCason

らの報告ではそれぞれ8．7％，23．　4％と小さかっ

た．これはプロポフォールがラジカルスカベン

ジャとして働き心筋に保護的に作用する17＞のに対

し，ケタミンは上記の理由からpreconditioningを

抑制している可能性を示唆するものである．この

ようにベースに用いる麻酔薬によりpreconditio一

血g効果は影響されると考えられる．

　以前，著者らは今回と同様な実験系においてケ

タミン／ザイラジンによる全身麻酔下とイソフル

ラン1．2％による全身麻酔下で30分の心筋虚血と

180分の再灌流を行いinfarct　sizeを検討した結果，

イソフルランの持続投与には心筋壊死縮小効果が

認められないことを報告した18）．このようにイソ

フルランの心筋虚血再灌流障害に与える影響の相

違は投与濃度の違いも否定できないが，投与方法

が大きく関与する可能性が考えられる．ischemic

preconditioningはメモリー現象を有すると言われ

ているが，イソフルランもこれと同様な性質を有

する7）．つまり虚血前にイソフルランを投与し，

それを洗浄した後もイソフルランの心筋保護効果

が続く現象である．本研究においてもイソフルラ

ンのメモリー現象が認められ，少なくとも30分持

続することが示唆された．イソフルランにより心

筋保護効果を得るには持続投与ではなく虚血前に

一時的に投与しメモリー現象を引き出すことが必

要条件であると考えられた．しかしイソフルラン

の心筋保護効果を最大限に発揮させる投与時期，

投与時間，イソフルラン濃度および心筋保護のメ

カニズムについては今後の研究課題である．

結 論

　イソフルランはウサギ心筋虚血再直流モデルに

おいてischemic　preconditioningと同様に心筋梗塞

に対して保護的に作用することが確認された．し

かし，この心筋保護効果は，イソフルランによる

全身麻酔つまりイソフルランの持続投与では認め

られなかったことより，虚血前の一時的投与によ

り得られる可能性が示唆された．

〔本研究の一部は平成12～13年度文部科学省研究

費補助金（奨励研究A，課題番：号1277ユ249）で行

われた．〕
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Comparative　study　of　ischemic　preconditioning　and　isoflurane－induced　preconditioning　in　rabbit　hearts

Hi　sao　Maruyarna＊，　Munetaka　Furuya＊，　NaofUmi　Nishida＊，

　　Mitsuru　Ohdachi“，　Osamu　lwata＊，　Kazu－ichi　Yoshida＊
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　　We　evaluated　the　effects　of　ische血。　precondi廿ning

and　lspflurane　induced　preconditioning　on　myocardial

infarction　within　a　quantified　area　at　risk　in　rabbit

hearts　subjected　to　a　regional　ische血a！reperfUsion

injury．　ln－vivo　rabbit　hearts（n＝23）　were　received

regional　ischemia　by　30min　of　the　left　anterior

descending　artery　occlusion　and　followed　by　180min

of　reperfusion　under　ketaminelxylazine　anesthesia．

Rabbits　were　randomly　devided　into　three　groups　：

Group－C　（Control，n＝8）　were　given　no　pretreatment，

Group　IP（lschemic　preconditioning，n＝8）　were　pret－

reated　with　5min　of　coronary　occlusion　followed　by

10min　of　reperfusion，　Group－IP　（lsoflurane　induced

preconditioning，n＝7）　were　pretreated　with　15min　of

isoflurane（1．5％　end－tidal）　inhalation　and　washout．

The　infarct　size　determined　by　tetrazolium　staining

was：　52．2±1．60／o　in　Group－C，　36．3±2．60／o　in　Group

IP，　39．8±1．90／o　in　Group－1．　The　infarct　size　was

smaller　in　the　Group　IP　and　一Group　1　than　in　the

Group・一C　（p〈O．05，　respectively）．

　　The　administration　of　1．50／o　isoflurane　before　LAD

occlusion　resulted　in　a　reduction　in　myocardial　infarct

size　similar　to　that　observed　with　ische血。　pre－

conditioning　in　an　in　vivo　rabbit　model，　suggesting　the

presence　of　preconditioning　effect　in　isoflurane．

Key　wo　rds　：　lschemia－reperfusion　injury，　Myocardial　protection，　lsoflurane　，

　　　　　　　　　　　　Ischemic　preconditioning，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Circ　Cont　23：410t－415，　2002）
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