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緒 言

心筋 にお いて虚血 再灌流 傷害の本質 的な特徴は細胞質 のカル シウムイオ ン(Ca2+)

過剰負荷 であ り、特 に再灌流後 の基本的病理学的特徴 である収縮 帯壊 死はそれ と関

連 が深 い。虚血再灌流 による形質膜傷害は、細胞外か らの大量のCa2+流 入 を引き起

こし細胞 を死 に至 らしめ る。その機序 は、虚血 中では細胞 質Ca2+濃 度 の増加 とCa2+

依存性酵 素の活 性化 によ る形質膜 の脆弱化1,2)、また再灌流 時では急速 なCa2+流 入で

発 生 した収縮 蛋 白の過剰収縮 と、それ によ る細胞骨格 の破壊3)や 形質膜 の破壊4)等

と関連 を有 して いる。この収縮蛋 白の過剰収縮 を生 じさせ るCa2+の 由来 にっ いて は、

虚 血中 に生 じた細胞内pHの 低 下や細胞 内ナ トリウムイオ ン(Na+)負 荷 の結果 、再

灌流時 にH+-Na+交 換機構やNa+-Ca2+交 換機構 を介 してCa2+が 流入す る とい う説

や、カル シウムチ ャネル を介 してCa2+が 流入す るとい う説があ る5-8)。

従 って虚 血再灌流傷害防止の根本原理 のひ とつは細胞 内Ca2+流 入 の抑制 が重要で

あ り、それ には大 きく3つ の方法が考 え られる。一つ はカル シウムチ ャネル 阻害剤

や、H+-Na+交 換機構 またはNa+-Ca2+交 換機構 に対す る阻害剤 の利用で ある。しか

しなが ら阻害剤 の利用 は直接的では あるが、同時 にさまざまな生理的機 能 を抑制 す

る ことにな り大 きな効果 を期待す ることは困難 である。 二つ 目は、虚血 中に脱分

極 した膜電位9)を 再 灌流後 、可及的早期 に静止膜電位 にまで再分極 させ る方法 であ

る。膜電位 再分極 は、電位依 存性Ca2+チ ャネル を介す るCa2+流 入 の低下 とNa+-

Ca2+交 換機構 によ るCa2+排 出の促進 をもた らす10)。膜電位再分極 の方 法 にはNa+-

K+ポ ンプ活性(Na+-K+ポ ンプ外向き電流)の 増大 とK+流 出(K+外 向き電流)の

増大 がよい方 法 と考 え られ る。

三 つ 目は、細胞 内のNa+過 負荷
MyocardialIschaemia

軽減 とK+負 荷増強で ある。特

にNa+-K+ポ ン プ活 性 の増大

は、虚血 中に生 じた細胞内Na+

負 荷 を軽減 す る こ とによ って

Na+-Ca2+交 換機構 を介 する細

胞 内へのCa2+流 入 を抑制 した

り(右 図)、細 胞内K+負 荷 によ

りK+外 向き電流 を増大 し心 筋

保 護 的 に作用 す る と予想 され

る。

本研 究では、1)Na+-K+ポ
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ンプ活性化 条件 を電気生理学的 に検 討 し、2)そ の条件下で再灌流 した際 の心筋酸

素消費 とイ オ ン移動 の関連 に着 目し、Na+-K+ポ ンプのイオ ン移動効果 とイ オ ン移動

効率つ いて検 討 した。
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方 法

1.単 離 心 筋 細 胞 のパ ッチ ク ラ ン プ法 を用 いた 電 気 生 理 学 的検 討

● 単 離 心 筋 細 胞 の採 取

体 重300gか ら500gの 雌 性モ ル モ ッ トに ペ ン トバ ル ビタ ー ル ・ナ ト リウ ム 塩

(100mg/kg)を 投 与 す る こ とに よ って 麻 酔 し、人 工 呼 吸器 下 で 胸 部 を切 開 し、心 臓

を摘 出 しラ ンゲ ン ドル フ灌 流 を行 った 。そ の摘 出心 に37。Cで 以 下 の 溶 液 を灌 流 し

た 。(1)Tyrode液3分 間 、(2)nominally無 カ ル シウ ムTyrode液5分 間 、(3)

0.07mg/mlのcollagenase(Sigma.St.Louis,MO,USA)と0.09mg/m1の

protease(NagaseBiochemicals,Tokyo,Japan)を 含 むnominally無 カ ル シ ウ

ムTyrode液10分 間 、(4)高K+細 胞 保 存 液 に10分 間浸 漬 後 、心 房 を 除去 し、心

室 を小 片 に刻 ん だ後 、心 筋 細 胞 が 単 離 され る よ う撹 搾 した 。心 筋 組 織 を含 む 溶 液 を

210ｵmの ス テ ン レス製 の メ ッシ ュ で濾 過 した 後 、40Cに 保 存 した 。

● 溶 液 組 成

(1)Tyrode液(mmo1/L):NaC1143、KC15.4、CaCl21.8、MgC120.5、

NaH2PO40.25、HEPES5、glucose5.6、pHはNaOHで7.4に 調 節 され た。

(2)nominaUy無 カル シ ウ ムTyrode液:上 記(1)の 溶 液 か らCaCl2を 含 ま な い

溶 液 で あ る。

(3)高K+細 胞 保 存液(mmol/L):KOH70、KC140、L-glutamicacid50、

taurine20,KH2PO420,MgC123,glucose10,HEPES10,EGTAO.5,

pHはKOHで7.4に 調 節 さ れ た。

(4)test液(mmol/L):NaCl140、CsCl2、NiC122、BaC121、HEPES

5、Glucose5.5、MgCl21、pHはNaOHで7.4に 調 節 され た 。KCIは5か20mM

と した。

(5)pipette液(mmo1/L):NaCl30、CsOH100、L-asparticacid100、

tetraethylammonium(TEA)(Br)20,MgC122,MgATP5,creatine

phosphate(Tris)5、HEPES10、EGTA5、glucose10、pHはaspartic

acidで7.4に 調 節 され た。

カ ル シウ ム電 流 は 無 カ ル シウ ムtest液 で 防 ぎ 、電 位 依 存 性 カ ル シ ウ ムチ ャネ ル を

介 す るバ リウ ム 電 流 は2mmo1/LのNic12で 抑 制 した 。電 位 依 存 性 ナ トリウ ム チ ャ

ネ ル を介 す る ナ トリウ ム電 流 は電 圧 プ ロ トコー ル に よ って 抑 制 した 。カ リウ ム電 流

は 細 胞 内液(pipette液)の カ リウ ム を100mmol/Lの セ シ ウ ム に置 換 す る こ と、

pipette液 にTEAを 入 れ る こ と、 さ らに細 胞 外 液(test液)に バ リウ ム を入 れ る こ

と に よ って 抑 制 した 。Na+-Ca2+交 換 電 流 はteset液 内 の2mmol/LのNiC12と

pipette液 内 の10mMのEGTAに よ って 抑 制 され た 。 これ らの 条 件 で 電 位 変 化 に

よ って 生 じた 電 流 は 小 さ く概 ね 時 間 非依 存 性 で あ っ た。Tyrode液 とtest液 はwater

jacketに よ って370Cに 維 持 され た 。Na+-K+ポ ンプ電 流 の温 度 依 存 性 を調 べ るた

め にtest液 が18。Cと280Cに 維 持 で き る よ う に した 。
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●Na+-K+ポ ンプ 電 流(Ip)の 測 定

モ ル モ ッ ト心 室 筋 単 離 細 胞 のwholecellclamptechniqueはHami1ら の方 法11)

で 行 わ れ た。pipetteのsea1はTyrode液 内 で行 わ れ 、wholecellclampが 確 立 した

後 、Tyrode液 をtest液 に変 更 した 。Ipは 一40mVの 固 定 電 位 の 後 、ramppulse

protocolで 測 定 され 、膜 電 位 とIpの 関係 を 明 らか にす る に はramppulseprotocol

(18mV/sec)を 行 っ た 。 電 位 依 存 性 ナ ト リウ ム チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 防 ぐ た め

negativeramp(+50か ら一130mVへ)を 用 いた 。test液 に よ る測 定 を終 了 した 後 、

ouabain溶 解test液(ouabain100ｵmo1/L)に 変 更 し再 び測 定 した。 電 流 信 号 は

5kHzの フィ ル ター を通 しon-1inedataacquisitionsystemを 使 って コ ン ピ ュー ター

(9801RL,NEC,Tokyo,Japan)に 保 存 さ れ た。

● 実 験 プ ロ トコ ー ル

A.細 胞 外(test液)K+濃 度:5、20(mmol/L)

B.灌 流 温(test液):18、28、37(oC)

2.開 心術 中 にお ける心 筋酸 素消 費 とイ オン動態

開心術 において大動脈遮 断解 除直前 に常温酸素加血液 心筋保 護(OBC)液 を投与

した際(OBC液 による再灌流 中)の 、心 筋酸 素摂取 、心 筋のK+の 取 り込み(K+内

向 き移 動量)とNa+の 排 出(Na+外 向き移動量)を 検 討 した。

●対 象

対象 は開心術44例(表2)で 、平均年齢49±4歳 、男女 比26/18で あった。

●サ ンプ リングの システム と方 法

体外循環開始後大動脈基部 と冠静脈洞 にカニ ュー ラを挿入 した。 冠 静脈洞 に留置

されたカニュー ラと体外循環回路 を接続 しているチューブの途中に8個 の三方活栓 を

設置 し、それ らよ り連続 して8点 のサ ンプル を採取す る ことがで きるように した。

大 動脈基部 か らOBC液 が注入 されて いる間 に、OBC液 注入 中に冠静脈洞液(CS液)

を採取 した。

●心 筋保護(OBC)液 組成

OBC液 は注入直前 に体外循環 回路か らの酸素加血液 と晶質液(Na+:145.3;K+:

33.2;Ca2+:2.4;Mg2+:22.6mmo1/L)を1:1に 混合 して作 られ た。注入直前 の

各イオ ン濃度 を表1示 す。

表1心 筋保 護 液組成(mean±SEM)

Na+・

K+.

CI-:

Glu:

134.8±0.4(mmol/L)

18.7±0.1(mmol/L)

134.5±0.4(mmol/L)

204.3±14.0(mg/dL)

pH・

pCO2:

Hb:

SO2:

7.37±0.01(unit)

38.4±0.8(mmHg)

3.5±0.1(g/dL)

99.6±0.1(%)
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●OBC液 投与方法

心 筋保護 の順 序 はYoung氏 液(2ml/kg)に よる心停止後 、初 回か ら30分 毎 に

180Cで15m1/kgの 量 を投与 し、最後 に34。～360CのOBC液 を10ml/kg注 入 した。

●測 定指 標 と評価

A.体 外循環 中虚血前

体 外循環 回路血液 と冠静脈洞 液のHb濃 度、酸素飽和度、[Na+]、[K+]を 測定 した。

B.terminallywarmOBC液 注入中

OBC液 と冠静脈洞液 のHb濃 度、酸素飽和度 、[Na+]、[K+]を 測定す る。

OBC液1Lあ た りの酸素消費量 とK+移 動量 は以下の式 によって算 出す る。

酸 素 消 費 量(mlO2/L)=1.39・Hb・(SoBcO2-ScsO2)/100・10(a)

イ オ ン 移 動 量(mmo1/L)一([K+]OBc-[K+]cs)(b)

C.単 位 酸 素消 費 量 あ た りのK+移 動量(Ek)

式(a)、(b)よ り(b)/(a)に よ ってEk(mmo1/mlOxygen)を 求 め る 。

Ek=7.194・([K+]oBc-[K+]cs)/Hb/(SoBcO2-ScsO2)

こ こで 、

Hb:ヘ モ グ ロ ビ ン濃 度(g/d1)、SoBcO2:0BC液 酸 素 飽 和 度(%)、ScsO2:冠

静 脈洞 液 酸 素 飽 和 度(%)、[K+]OBc:OBC液K+濃 度(mmol/L)、[K+]cs:冠 静

脈 洞 液K+濃 度(mmol/L)。

3.心 筋保護液 自体 による影響

OBC液(組 成:表1参 照)中 の赤血球 によるイオ ン移 動や蛋 白に結合 したイ オ ン

解 離 の影 響 を検 討す るため、以下 の条件下でpH、pCO2、[Na+]、[K+]を 測定 した。

A.5%CO2と95%N2吹 送 によ る低酸 素の状態

B.100%CO2吹 送 による低酸素、高二酸化炭 素、アシ ドー シスの状態

両 プロ トコール にお いて心筋保護液 を370Cに 保 ち、吹送前 、吹送 開始5分 、10分 、

20分 、30分 でのサ ンプ リング した。

4.結 果 の表現 と統 計処理

結果 の数 値 は平 均 値 ±標 準 誤 差 で表 した。統 計処 理 は 、二 群 間 の差 の検 定 は

Studentttestで5%以 下 の危険率で差 をみ とめる ものを有意 とし、複数 の群 と対 照

群 との問の差の検 定 は、F検 定で有意で あった群 間の 中でDunnett'sttestで5%

以下 の危険率で差 をみ とめるものを有意 とした。

本研究は動物実験に関する指針(日 本動物実験学会)に 基づいて行なわれた。
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結 果

1.単 離 心 筋 細 胞 のパ ッチ ク ラン プ法 を用 いた 電 気 生 理 学 的検 討

pipetteのX抵 抗 は2.4-4.OGo㎞ で あ り た。test液 が37。C、KCI5mmol/L

(mEq/L)の 条 件 で 、ouabainfreetest液 とouabain溶 解test液 に お け る電 流 電 圧

関 係(1-Vrelation)を 図1に 示 す 。ouabain溶 解test液 にお け る1-Vrelation(B)

は 、ouabainfreetest液 にお け る1-Vrelation(A)よ り大 き く下 方 に移 動 し、 測

定 電 圧 域(+50か ら 一130mVへ)で 電 流 の 変化 が 小 さな1-Vrelationと な っ た。両

者 の差(A-B)はouabainsensitivecurrentで 、Na+-K+ポ ンプ 電 流(外 向 き電 流)、

Ipを 示 す 。sb。 。,
oρ5甑

+200pA

鵡 
側

一100mV

一100pA

37。CK+=5mEq/L-一 一(A》

subtraction(A)‐(B)

ouabainK+=5mEq/L-一(B)

+50mV

図1:negativeramp(+50か ら 一130mV)に よ っ て 記 録 さ れ たouabainfreetest液 下 で のcurrent(A)と

ouabain(100ｵmol/L)溶 解test液 下 で のcurrent(B)、 及 びsubtraction(A-B)で 得 ら れ たouabainsensitive

current(Na・.K・pumpcurrent)。 左 上 図:voltage-rampprotocol

A.Ipに 対 す るtest液[K+]の 効 果

37。Cの 条 件 で 、KC15と20mmol/L(mEq/L)1こ お け るIpを 図2に 示 す 。test

液 の[K+]上 昇 は測 定 電 圧 域 で ほ ぼ30mVのIp-Vrelationの 上 方 偏 位(よ り大 き

な 外 向 き電 流)と な った 。 さ らにKC120mmo1/L(mEq/L)に お いてtest液 を

37。Cか ら28。Cへ 低 下 させ る とIp-Vrelationは 下 方 偏 位 した(図2)。

・40面V

・60mV

＼ 鵬 撒 ・2・。pA

・130回v

一100mV

37。CK+=20mE4/L .

37。CK+=5mEq/L

.28。CK÷ 昌20mEq/L

+50mV

一100pA

図2:37・CでK=5と20mmol1L、K=20mmol!Lで37。 と28。Cに お け るouabainsensitivecurrent(Na+-

K・pumpcurrent)。 左 上 図:voltage-rampProtoco1
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B.Ipに 対 す るtest液 温 度 の 効 果

test液KCI5mmo1/L(mEq/L)の 条 件 で 、-40mVに お け るIpの 温 度 依 存 性 を

調 べ た 。18。 、28。 、37。Cに お け るIp値(Na+-K+pumpcurrent)を 図3に 示 す 。

Ip値 は180Cで22.7±1.2、28。Cで67.7±3.8、37。Cで114.3±17.2(pA)で 、温 度 が

高 い ほ ど 高 値 を 示 し た 。

(〈
Ω
)
芒
Φ
ヒ
召

α
∈
コ
α
+
〉マ
+
6
Z

140

120

100

80

60

40

20

0

membranepotential=-40mV

K+=5mEq/L

{
n=13

・

n=3

★

3

〒幽
1

=n

18°C28°C37°C

Perfusiontemperature

図3:test液 温 度(perfusiontemperature)と

Ip値(Na+-K+pumpcurrent)の 関 係 。

膜 電 位(membranepotential)ニ ー40mV、

test液[K・]=5mmol/Lの 条 件 で 、18。C、

28。C、37。Cに お け るIp値 を 示 す 。 数 値 は

平 均 値 ±標 準 誤 差 を 示 し、★はp<o.osで18。C

と有 意 差 が あ る こ と を 示 す(n:標 本 数)。

2.開 心 術 中 にお け る心 筋酸 素 消 費 とイ オ ン動 態

A.虚 血 前 にお け る心 筋 酸 素 消 費 とイ オ ン動態

体 外 循 環 開始 後 で虚 血 前 、低 負 荷 拍 動 中 にお け る回 路 血(C)と 冠 静脈 洞 液(CS)

の[Na+]、[K+]、 酸 素飽 和 度(SO2)を 図4に 示 す 。[Na+]と[K+]に 関 して は 回路

血 と冠 静 脈 洞 液 の 問 に差 が み られ な か っ た が([Na+]:そ れ ぞ れ134.1±0.8と

134.6±0.8mmol/L、[K+]:そ れ ぞ れ3.9±0.2mmo1/Lと3.8±0.1mmol/Lど ち ら

もNS)、SO2に 関 して は冠 静 脈 洞 液 は 回路 血 に比 し有 意 に低 い値 を示 した(そ れ ぞ

れ61.5±4.2%と100±0%、p<0.05)。

150

140

130

120

110

100

90

(Na+]

(mmoレL)

NS

一
4.8

4.4

4.0

3.6

3.2

2.8

2.4

【K+】

(mmol/L)

NS

f1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

9

8

7

6

5

4

3

2

1

SO2

(%)

p<0.05
一

2.O

CCSCCSC

N=14,C:circuitblood,CS:coronarysinuseffluent

CS

図4:虚 血前 、低負荷拍動 中 に

お ける回路血(C)と 冠静脈洞

液(CS)のNa+濃 度([Na+])、K+

濃度([K+])、 酸素飽和度(SO2)

数値 は平均値 ±標準 誤差 を示す

(N:標 本数)。NS=notsignificant
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B.terminallywarmOBC液 によ る再灌流中の心 筋酸 素消費 とイオ ン動態

OBC液 と冠 静脈洞液 の間にお ける[Na+]較 差お よび[K+]較 差 と、酸素消費量

(OBC液1Lあ た りに換算)を プロ ッ トす る と(図5)、 高 い酸 素消費のサ ンプル ほ

ど、よ り大 きなNa+の 外 向き移動(心 筋か らのNa+排 出)とK+の 内向き移動(心 筋

へのK+の 取 り込 み)が 認 め られ た。また18。CのOBC液(coldOBC)注 入 中で は

酸素消費 もイオ ン移動 も顕著な変化 を示 さなかった。

0
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2

0
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∈
)
8

⊆
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潅
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薯
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・L.
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図5:心 筋保護i液1Lあ た りの酸 素消 費量(Vo2)

と[Na+]較 差(上 段)お よび[K+]較 差(下 段)

の散布 図。 正値 は外 向 き移動 、負値 は内向 き

移動 を表す 。● は常温心筋保護 液(temlinalwa㎜

OBC)再 灌流時のサ ンプル、○は18。Cの 心筋保

護液(coldOBC)注 入 中のサ ンプル

OBC液 と冠静脈洞液 の間における[Na+]較 差(横 軸)と[K+]較 差(縦 軸)を プ

ロッ トす る と(図6)、 よ り大 きなNa+の 外 向き移動 を示すサ ンプル ほ ど、よ り大 き

なK+の 内向 き移動 を示 した。
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図6:[Na+]較 差(横 軸)と[K+]較 差(縦 軸)の

散布 図。正値 は外 向 き移動 、負値 は内向 き移動

を表す。● は常温心 筋保 護液(terminalwarm

OBC)再 灌流時のサ ンプル、○ は18。Cの 心筋保

護液(coldOBC)注 入 中のサ ンプル
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OBC液 と冠 静 脈 洞 液(最 初 に採 取 され た サ ンプ ル)のpHを 図7に 示 す 。冠 静 脈

洞 液 のpHは 有 意 に心 筋 保 護 液 のpHよ り低 い値 を示 した(そ れ ぞ れ7.16±0.02vs

7.36±0.01unit,p<0.05)o

7.6

7.5

7.4

7.3

x7.2
f-.

7.

7.0

6.9

6.8

p<0.05
一 一

・'

圏
CS

N=44,0BC:oxygenatedbloodcardioplegia,CS:coronarysinuseffluent

図7:心 筋保護液(OBC)と 冠 静脈 洞液(CS)

のpH値 。数値 は平均値 ±標準 誤差 を示す(N:

標本数)。

C.単 位 酸素消費量あた りのイオ ン移動

個 々の症例 につ いてOBC液 一冠静脈洞液間の[K+]較 差 と酸素消費量 の関連性

を検 討す る と、r-0.9以 上 の相関係数が得 られた(図8)。 単位 酸素消費量 あた り

のK+移 動量(K+移 動効率 、Ek)と して回帰直線 の傾 きを算 出す る と、対象症例

すべて にり いて平均Ekは0.095±0.008mmol/血n(0.227-0.019mmol/min)で

あった。

Vo2(mlO2L)
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図8:一 例 における心筋保護液1Lあ た りの酸素消

費量(VO2)と[K+】 較差の関係(負 値 は内 向 き移

動 を表す)。 直線 は回帰 直線 を示す。
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平均大動 脈遮 断時間は108±7分(23-214分)で あ った。全症例 につ いて大 動脈

遮 断時間 とEkの 関係 を図9に 示す 。Ekは 大動脈遮断時 間の延長 とともに低下 した。

0.24

0.20

　
N

OO.16

窟
=き0

.12

∈

∈
)0 ,08

占
0.04

111

・

・

・
・

●

●

・

・

● ・

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

'

●

●

●

●
.

●

℃

・

●

馬

●
●

●

●

04080120160200240

Aorticcross…clamptime(min)

図9:大 動 脈 遮 断 時 間(Aorticcross-clamptime)とEk

3.心 筋保護液 自体 による影響

A.低 酸素の効果(5%CO2と95%N2吹 送)

pHとpCO2が ほぼ正常 に保 たれた条件で心筋保護液が低酸素 に曝露 された場合 の

イオ ン濃度変化 を表3に 示す。[Na+]、[K+]と もに有意な変化 を示 さなか った。

表35%CO2と95%N2吹 送 に よる低酸素 の影響 数値は平均 ±SEM*p<0.05vsO分 値(n=3)

time(min) 0 5 10 20 30

[Na+](㎜ol几)134.㈹.6

[K+](mmol/L)18.9±0.4

SO2(%)99.7±0.2

pCO2(mmHg)39.6±0.8

pH(unit)7.39±0.01

134.3±0.7

18.9±0.4

88.1±3.5*

41.5±1.6

7.37±0.02

134.3±0.7

19.0±0.5

67.4±6.3*

40.4±0.6

7.38±0.01

134.7±0.3

19.1±0.5

34.6±6.5

40.2±0.6

7.39±0.01

134.7±0.3

19.1±0.6

15.5±4.3*

40.4±0.6

7.39±0.01
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B.低 酸素、高二酸化炭素、 アシ ドー シスの効果(100%CO2吹 送)

100%CO2吹 送下ではpHの 著 しい低下 とpCO2の 著 しい上昇がみ られた。この条

件で心筋保護液 が低酸素 に曝露 された場合 のイオ ン濃度変化 を表4に 示す。[Na+]

はわずかで はあるが有意 な上昇 を示 したが、[K+]は 有意 な変化 を示 さなかった。

表4100%CO2吹 送 による低 酸素、高二酸化炭素、 アシ ドー シスの影響

数値 は平均 ±SEM*P<0.05vsO分 値(n=6>

time(min) 0 5 10 20 30

[Na+](mmol/L)134.2±1.1

[K+](mmol/L)18.3±0.3

SO2(%)99.0±0.4

pCO2(mmHg)38.1±1.2

pH(unit)7.40±0.02

136.3±1.2136.7±1.2136.8±1.1*137.7±1.2*

18.4±0.318.4±0.318.3±0.318.3±0.3

83.0±3.9*59.7±4.426.5±3.1*12.7±1.6*

372.2±45.9*532.0±27.0*609.7±10.2*634.9±12.4*

6.51±0.05*6.36±0.05*6.31±0.01*6.30±0.01

考 察

本研究 では虚 血再灌流 による心筋傷害 のメカニズムの点か ら、Na+とK+の 移 動

を操作す る心 筋保 護法 を検 討 した。 いわ ゆる 「terminallywarmoxygenated

bloodcardioplegia(常 温高K+酸 素加血液 によ る再灌流)」 は、弛緩 性心停 止(K+

脱 分極)、 常温 、酸 素加血液 の3条 件下 によ る再灌流 が以下 の機序 によ って心 筋

保護 に大 き く寄 与する と考 え られる(図10)。

1)筋 小胞体Ca2+ポ ンプによるエネルギー消費は心拍数依 存性で あ り10)、弛緩 性心

停止 とい う筋小胞体 内外 のCa2+移 動が少ない状態 ではそ のエネル ギー消費は低 い

と考 え られるため、産 生 されたエネル ギー の殆 どはNa+-K+ポ ンプによ るイオ ン移

動 に使 われる。

2)常 温 お よび酸素加 血液再 灌流 では、充分 な酸素供給 によ る好気 的代 謝 の促 進

によ りエネルギー依 存性 のイオ ンポ ンプが活性化 され る。Na+-K+ポ ンプ活 性化 に

よ り細胞 内Na+過 負荷が正常化 された り細胞 内K+喪 失 が改善(ま たはK+負 荷 が促

進)さ れた りす る。

3)こ れ ら3条 件下 によ る再灌 流が終 了 した後 もNa+-K+ポ ンプ電流(外 向 き電

流)の 増大 は維 持 され再灌流時早期 に膜電位 を正常化す る。

本研究 ではNa+-K+ポ ンプの活性化条件 を明 らか し、そ の条件 を有す る心筋保護

液再 灌流(常 温 高K+酸 素加血液 による再灌流)時 のイオ ン移動 の有 無 を開心術 に

お いて 明 らかにす る こ と、 さ らに虚 血 による細 胞 内イオ ン環 境異 常か らの 回復 能

力の指標 として再 灌流時のK+イ オ ン移動能 力(Na+-K+ポ ンプによるイオ ン移 動能

力の近似)の 定量 を試みた。
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HighK+,Warm,OxygenatedBloodCardioplegia

HighK+solution
(10-30mmol/L)

Oxygencarrier
(redbloodcell)

Warminfusion

(34-36°C)

sustained
membranedepolarization
(Nachannelinactivation)

oxygenconsumption
(ATPproduction)

闘

■

圏 ATP

increased
Na/Kpumpactivity

inhibition

contractionandrelaxation ionmovement

ADP

図10:terminallywarmoxygenatedbloodcardioplegiaの 作 用 機 序 か ら見 た 効 果 発 現 の た め の3条 件 。

ATP=adenosinetriphosphate,ADP=adenosinediphosphate

1.Na+-K+ポ ンプの活性化条件

Na+-K+ポ ンプ活性化 条件 の設定 として細胞外灌流(test液)温 度 と細胞外K+濃

度 に関 して実験的 に検 討 した。Na+-K+ポ ンプ電流(外 向き電 流)は 灌流温が18。C

の時よ りも280Cや370Cの 時の方で大 きく、高い温度依存性 を示 した。 この ことは

心筋保護液の灌流温度が低温(180C)の 時 よ りも常温(37。C)の 時のほ うがエネ

ルギー依存性イオ ンポ ンプが活性化 する ことを示 唆 して いる。 さ らに灌流液(test

液)のK+濃 度が5mmol/Lよ りも20mmol/Lで 大 きなNa+-K+ポ ンプ電 流が得 ら

れ、Na+-K+ポ ンプが細胞外K+濃 度 にも依存 し、高濃度 ほ どポ ンプ活性 が高い こと

を示 して いる。 これ によ り臨床的 に使用 される高K+性 心筋保護液 が、常温 で使用 さ

れ るか ぎ りはNa+-K+ポ ンプ活性 を少 な くとも低め る ことはな いと考 え られ る。Ko

らは16mmo1/LのK+濃 度 を有 するwarmcardioplegiaの 投 与時 にNa+-K+ATPase活

性が上昇す る ことを生化学的 に明 らか にした12)。一方 、Na+-K+ポ ンプは細胞 内Na+

濃度 にも依存 し高濃度 ほどその活性が高い ことが 明 らか にされて いる13・14)。 虚 血

中に生 じる細胞 内イオ ン環境異常の重要な要素はNa+過 負荷 であるため、虚 血 に暴

露 された心筋細胞で はNa+-K+ポ ンプ活性が よ り増大 して いる ことが予想 され る。

2.開 心術 にお ける再灌流時イオ ン移 動の検討

常温高K+酸 素加 血液 による再灌流(terminallywarmoxygenatedblood

cardioplegia)時 には、心筋温 の上昇 による心 筋代謝 の回復 とともに酸 素 と基質の

消費が増大 して高エ ネルギー燐酸 の産生が充進す る結 果、エネル ギー依 存性 のイオ

ン移動 が生 じる と考 え られ る。本研 究で は冠静脈液 のイオ ン濃度 を測 定 した結果 、

注入 された心筋保護液がcoldOBCで は酸素消費の程度 とイオ ン濃度 の変化 が乏 しい

の に対 し、terminallywarmOBCで はK+濃 度が よ り低 く、Na+濃 度 がよ り高 くな る
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ことがわか った。 この時、酸 素消費量の大 きい(酸 素含 量が低 い)サ ンプル ほ どイ

オ ン濃 度 の変化 が大 きい ことか ら、そ れ らのイ オ ン濃度 の変 化 が酸 素消 費依 存性

(エネル ギー依存 性)で あ ると考 え られ る。冠静脈液 のK+濃 度 を低下 させ る他 の機

構 としてNa+-K+-2C1-cotransportが 関与す る可能性 もあるが 、 これ はエネルギー

依存性 ではな くNa+流 入 を伴 うため、本研 究の結果 と合致 し得 ない と考 え られ る。

Cytosol
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ATP

ADP

TCA

②
Cat+

誌契 能1⊇P
2K+

3Na+

c-#[H+
HCOa'

E

Na+
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HC
E

ci

⑭
㊥

03]H2・ ・cot

図11:酸 素 消 費 依 存 性(エ ネ ル ギ ー 依 存 性)イ オ ン 移 動 。Mit=mitochondria、SRニsarcoplasmic

retuculum,ATP=adenosinetriphosphate,ADP=adenosinediphosphate,Cre=creatine,CreP=creatine

phosphate,P=energydependentionpump,E=exchanger

3.エ ネルギー依 存性イオ ン移 動の効率(酸 素消費1m1あ た りのK+移 動量)

心筋 の弛緩 には、収縮期 に上昇 した細胞質Ca2+が 筋小胞体膜 のCa2+ポ ンプ によっ

て筋小胞体 に取 り込 まれ る。そ の際、1mmo1のATPが 加水 分解す る毎 に2mmo1の

Ca2+が 取 り込 まれ る15)。一方 、Na+-K+ポ ンプで は1mmo1のATPが 加水分解 す る毎

に3mmolのNa+が 排 出され、2mmo1のK+が 取 り込 まれ る10)。虚 血(30分 間 の常

温虚血)で は細胞 内Na+濃 度 は30-40mmo1/L(正 常 の600%程 度16)、正常域:5-6

mmo1/L17))ま で上昇 し、hypoxia(75分 間 の常温hypoxia)で は細胞 内Na+濃 度

は40mmo1/L(hypoxia前 は約8mmo1/L)ま で上昇す る18)のに対 し細胞 内Ca2+濃

度 は2-3ｵmol/L程 度19)であ り、再灌流時 にお いてイオ ン濃度 の低下 に要す るATP

量 はNa+に 比 しCa2+で 極 めて小さい と考 え られ る。 また心拍動が生 じて いな い弛緩

性心停止下 において も細胞質Ca2+濃 度は300nmo1/L以 下19)であ り、筋小胞 体Ca2+

ポ ンプに消費 されるATP量 は少ない と考 え られ る。従 って本研 究 の条件 にお ける再

灌流 時のエネルギー依 存性 イオ ン移動 は主 としてNa+-K+ポ ンプによるNa+排 出 と

K+取 り込みで あ り、 この能 力を評価す ることによって細胞 内高Na+状 態か らの回復

能 力が近似 可能 と考 え られ る。単位酸 素消 費量 あた りのK+移 動量 は酸素消費 か ら

イオ ン移 動 までの問のすべての効 率の積 であ り、ATP産 生効率、CPKに よるADP

への燐酸基転移 効率な どが関与す ると考 え られる(図11)。
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本研究 における 「単位酸素消費量あた りのK+移 動量」 という指標の意義は、この

指標が虚血再灌流によって生 じた高度障害細胞または死細胞 の関与 を含まず生存心

筋(ス タン心筋)の イオン移動能力を定量 してお り、虚血中に生 じた細胞内高Na+状

態か らの回復能 力を評価 していると考えられる。従 って この数値が高ければ高いほ

ど細胞内高Na+状 態からの回復能力が良好で、Na+-Ca2+交 換機構を介 して流入する

Ca2+が 少ないことが予想される。本研究では単位酸素消費量あたりのK+移 動量は大

動脈遮断時間(心 筋虚血時間)の 延長にともない低下すること(イ オン移動効率の

低下)が 明 らか となった。 これは細胞内イオン環境異常からの回復能力が虚血時間

が長 くなるほど低下す ることを意味 している。 換言すれば、効率低下によって細

胞 内イオン環境異常か らの回復 により多 くの酸素消費が必要とな り、 もし単位時間

あた りの酸素摂取量 に限界がある場合は、回復によ り長い時間がかかることを示 し

ている。スタン心筋では高酸素消費の割 に心機能が低下 してお り20)、これは酸素の利

用効率が低下 し正常のイオン環境を維持できない状態である ことも考え られ今後の

検討が必要 と思われる。

4.心 筋保護液自体による影響

低酸素、高二酸化炭素、アシ ドーシスな ど細胞内外の環境変化の中で心筋保護液

中の赤血球がイオン移動を行 った り蛋 白か らイオンが解離 し、冠静脈洞か ら得 られ

た結果 に影響を及ぼす ことがあり得る。本研究では低酸素のみ と低酸素およびアシ

ドー シスの二種類の低酸素環境下におけるイオ ン濃度の変化 を調べた。結果は低酸

素のみではNa+濃 度やK+濃 度に影響を与えなかったのに対 し、低酸素およびアシ

ドーシスではNa+濃 度にわずかであるが統計学的に有意な変化を与えた。このNa+濃

度の上昇の原因は不明であるが、冠静脈液のpHは 低下 していることか ら、本研究の

結果に影響 していると思われる。

5.本 研 究 の問題点 と今後 の研 究展開

本研 究で は虚血再 灌流心 筋 にお ける膜 電位 の変化 を測定 す るの至 らなか った。そ

の理 由は適 切な虚 血再灌流心 筋細胞 モデル の作 成が困難 で あったため で ある。間接

的な知見 として以下 の2点 が結論で きる。1)Na+-K+ポ ンプ電流の増大条件 を満 た

す常温高K+酸 素加 血液心 筋保護液で再灌流す ると、開心術 において採取 された冠静

脈洞液 のNa+濃 度 がよ り高 く、K+濃 度 がよ り低 い ことよ り、Na+-K+ポ ンプ活性増大

によるイ オ ン移動 が考 え られ る。2)Na+-K+ポ ンプ活性増大は心筋保護液再灌流か

ら体 外 循 環血 液(常 温 酸素 加血 液)に 切 り替 え られて も持 続 す る と考 え られ るた

め、そ のイ オ ン移 動 に ともな う外 向き電流 によ って膜電位 が 早期 に再分 極へ 向か う

ことが推測 できる。

他 の問題点 として虚血再灌流心筋 にお ける細胞内K+濃 度の測定が困難で あった。

そ の理 由はK+濃 度測定用 イオ ン感受性蛍光 プロー ブであ るPBFIで は10mmo1/Lの

K+濃 度変化 で も捉え に くく、 さ らにNa濃 度変化 も影響す るため、本研究 の 目的完遂

には不適 と考 え られたためである。
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今後の研究展開は1)上 記の問題点を克服すべ く他の方法を試みること、2)心

筋虚血時間の延長 とともにイオン移動効率が低下することか ら、スタン心筋の特徴

である酸素消費増大をともなう心機能低下がイオン移動効率の低下によるものか ど

うかを研究 して行きたい。
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