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研究成果の概要（和文）：高精度 CCD 生体顕微鏡による毛細血管の可視化とイヌ糖尿病型モデル

における心筋内冠微小循環観察が可能となった。心筋虚血後の冠微小血管側副血行路拡張

の血流調節因子として、 nitric oxide (NO)と endothelium-derived hyperpolarizing 

factors (EDHF)としての H2O2が関与していた。エリスロポエチン（EPO）および angiotensin

受容体拮抗薬（ARB）が側副血行路改善に重要な役割を示し、その作用の中に H2O2の関与が明ら

かとなった。また、心筋虚血時の EPOによる心筋内 e-NOSと p-Akt の増加作用を認め、その作

用には、EDHFとしての H2O2の関与が窺われた。血管内皮障害の改善因子として、EPO、ARB, EDHF

（H2O2）が重要な因子と成り得る事が窺われた。 
 
研究成果の概要（英文）：It was possible to visualize the blood capillary and observe the 
coronary microcirculation in dogs of diabetes mellitus by a CCD intravital microscope of 
high accuracy.  We have demonstrated that endothelium-derived hyperpolarizing factors 
(EDHF)/H2O2 and NO were key mediators of vasodilatation of coronary native collateral microvassels 
after myocardial ischemia, and erythropoietin (EPO) and angiotensin receptor blockers (ARB) enhanced 
the vasodilatation in canine coronary collateral microvessels in vivo,   and also enhanced 
H2O2-induced canine coronary collateral vasodilatation. Myocardial expression of eNOS and Akt 
activity as the ratio of phospho-Akt/total Akt in the myocardium of ischemic LAD area of control group 
were increased by EPO.  These results indicate that EPO improves eNOS protein expression and Akt 
phosphorylation, at least in part, through activation of PI3K/Akt and EDHF/H2O2 pathway.  EPO, ARB 
and EDHF/H2O2 play an important role for improvement factor of vascular endothelial disturbance. 
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病による冠微小循環障害は、高血糖によ
るプロテインカイネース Cの活性に伴うサイ
トカイン産生、間質増生、接着因子やマクロ
ファージ遊走に伴う冠微小循環障害、糖尿病
による酸化ストレスやインスリン抵抗性増
大に伴う NO レベルの低下を認め、血管内皮
障害を伴う冠微小循環障害、ひいては動脈硬
化へと進展し、最終的に、心内膜側心筋虚血
を惹起し、心筋梗塞となる。また、一酸化窒
素（NO）、内皮由来過分極因子（EDHF）、プロ
スタサイクリンからなる内皮由来血管拡張
因子（EDRF）あるいは、アデノシンを含めた
主な冠動脈血流調節因子の作用の場が、冠微
小循環であることや心筋細胞と酸素や糖な
どの物質を直接交換するのは主に毛細血管
である。よって、毛細血管を含む心筋内冠微
小循環の血流動態を評価することは、心筋虚
血の発症メカニズムを理解する上で極めて
重要であるが、方法論的に生体内の評価は不
可能であった。 
２．研究の目的 
冠微小循環解析システムのレベルアップを
行い、毛細血管を含む細小微小循環の動態評
価を可能にし、糖尿病に伴う心筋虚血時心筋
内冠微小循環障害の発症メカニズムの解明
およびエリスロポエチンや血管拡張薬によ
る側副血行路を含めた心筋内冠微小循環の
血行改善に関する治療研究を行う。 
３．研究の方法 
【平成 19年度】高精度 CCD 生体顕微鏡の試
作とイヌ糖尿病型モデルにおける心筋内冠
微小循環観察システムの確立 
（１）高精度 CCD生体顕微鏡の試作: 
心臓の動きに対応できる倍率 300倍の CCD生
体顕微鏡を試作し、50μm以下の微小血管観
察を可能にする。 
（２）高精度 CCD生体顕微鏡システムの測定
精度の評価：分解能評価：空間分解能を評価
のため、既知のマイクロスケール（2μm、5
μm、10μm）と USAFターゲット 1957を計測
する。像の歪みは、正方形のグリッドである
血算板を開発した高精度 CCD 生体顕微鏡で
観察して検討する。 
（3）高精度 CCD生体顕微鏡の in vivo 実験
への応用：人工呼吸器装着後、ペントバル
ビタールにて麻酔開胸し、高精度 CCD 生体
顕微鏡を用いてイヌ正常冠微小循環の心外
膜側微小血管を長時間測定し、冠血管予備
能評価のため、冠血管拡張薬（内皮依存性
血管拡張薬：ブラジキニン投与（6μg/kg 冠
注）、内皮非依存性血管拡張薬：Sodium 
nitroprusside 80μg 冠注）による心筋内
冠微小血管に対する血管拡張反応を NO合成
阻害薬（L-NMMA 2μmol冠注）、EDHF阻害薬
（過酸化水素分解薬: catalase 40000U/kg
静 注 、 240000U/kg 冠 注 ）、 お よ び

cyclooxygenase 阻 害 薬  (ibuprofen 
12.5mg/kg 静注)投与前後で観察し、作用部
位の異なる血流調節因子 NO、EDHFの役割を
評価し、特にこれまで観察不可能であった
50μm 以下の微小血管の観察および血流速
度の測定が可能か評価する。イヌ糖尿病モ
デルにおいて同様の評価を行う。 

【平成20年度】 

（1）高精度CCD生体顕微鏡による虚血時冠
微小血管側副血行路の血行再建評価 
①虚血部（左前下行枝）と非虚血部（回旋
枝）の間の側副血行路におけるEDHF関与の
評価：EDHF阻害薬（過酸化水素blocker: 
catalase, Ca++

②エリスロポエチン（EPO）による血行再建
の評価：側副血行路における血行再建のた
め、EPO 1000U/kg 静注および血管拡張薬 
[angiotensin 受 容 体 拮 抗 薬 （ ARB, 
olmesartan, 10μg/kg/min, 10min, 冠注）]
の投与群と非投与群の比較をイヌ正常およ
び糖尿病モデルで対比する。EPOを介した
phosphoinositide 3-kinase (PI3-kinase)
とNO、EDHFの関与を明らかにするため、
PI3-kinase阻害薬投与前後でいずれも、イ
ヌ正常モデルで行う。 

 activated K channel 
blocker: TEA）投与前後の虚血時冠微小血
管側副血行路評価をイヌ正常および糖尿病
モデルで対比する。 

（2）マイクロスフェアによる局所血流の評
価：マイクロスフェア（Ce, Ba, I, In, Zr）
を用いて、虚血時の側副血行路に及ぼす影
響を心内膜側、心外膜側に分けて評価する。 

【平成21年度】 

心筋虚血時の心筋組織内 eNOS、p-Akt および
過酸化水素の評価 
（1）心筋組織内 eNOS、p-Aktと H2O2のの評
価：イヌ正常モデルを対象に、虚血（LAD閉
塞 90 分）、再灌流後 5時間時に EPO 投与後の
心筋組織内 eNOS、p-Aktの評価を western 
blot法によって行う。 
４．研究成果 

【平成19年度】 

毛細血管観察時には、CCD 生体顕微鏡（倍率
600倍、空間分解能 0.5μm/pixel、時間分解
能 33 ms、30 frames/s）を用い、50μm 以下
の微小血管観察時には、ペーシング負荷によ
る心拍動増加に対応するために倍率 300 倍
(空間分解能 1.4μm/pixel)の CCD生体顕微鏡
を用いて可視化が可能であった。イヌ糖尿病
群は、alloxan (40mg/kg 静注)投与により、
１週間後の血糖値が約 300mg/dl の高血糖と
なり、安定した血糖値の糖尿病モデルを作製
できた。コントロール群における毛細血管
（血管径約 5μm）の血流速度は、1mm/s であ
った。細動脈レベル（30-100μm）における
血管内皮機能は、ブラジキニン投与に対して、



 

 

コントロール群に比べ、糖尿病群において血
管拡張反応および血流低下を認めた。
Catalase 投与群において細動脈の血管拡張
反応を認め、さらに、L-NMMA を投与する事に
よって有意な低下を認め、糖尿病群と同等の
変化を認めた。ニトロプラッシド投与に対し
ては、コントロール、糖尿病両モデルにおい
て、血管拡張反応および血流反応に有意差を
認めなかった。ペーシング負荷時（心拍数 60
→120bpm）の代謝性冠血管拡張反応は、コン
トロール群に比べ、糖尿病群において血管拡
張反応および血流低下を認めた。以上より、
高精度 CCD生体顕微鏡による毛細血管の可視
化とイヌ糖尿病型群における心筋内冠微小
循環観察が可能となり、コントロール群に比
べ、糖尿病群において、血管内皮機能および
代謝性冠血管拡張反応が低下していること
が、窺われた。 

【平成20年度】 

イヌ正常群における心筋虚血（90分左冠
動脈前下行枝閉塞）前後の回旋枝との側
副血行路において、内皮依存性拡張物質
（ブラジキニン）に対する血管拡張反応
は、虚血後、有意に低下した。糖尿病群
においては、虚血前後共に、正常群に比
べ、側副血行路微小血管拡張反応は、低
下した。その反応は、NOのみならず、EDHF
であるH2O2の反応低下を認めた。イヌ正
常群において、EPO投与後の虚血後、側副
血行路微小血管拡張反応が、有意に認め
られ、その作用ルートの一部に
phosphoinositide 3-kinase 
(PI3-kinase)/Aktが関与し、その作用にNO
とEDHF/ H2O2の関与が窺われた。イヌ糖
尿病群においては、ARB投与によって、心
筋虚血後の血管内皮障害に伴う側副血行路
微小血管拡張障害が改善し、その作用に
NOとEDHF/ H2O2の関与が窺われた。イヌ
正常群におけるEPO投与後のマイクロスフ
ェアによる心筋虚血時の側副血行路に及ぼ
す影響を心内膜側、心外膜側に分けて評価し
た所、EPO投与前に比べ、EPO投与後、有意に
心内膜側及び心外膜側側副血行路血流の増
加を認めた。以上より、心筋虚血後の冠
微小血管側副血行路拡張の血流調節因
子として、NOとEDHFが関与し、EPOおよび
ARBが側副血行路改善に重要な役割を示す事
が明らかとなった。 

【平成21年度】 

心筋虚血後の EPO投与群では、コントロール
群に比べ、western blot 法による心筋内
p-Akt と e-NOS 発現は、共に有意な増加を認
めた。さらに EPO 投与群の作用として、NO、
EDHF/H2O2、PI3-K の関与を明らかにするため、
EPO 投与群と EPO に L-NMMA、 L-NMMA＋
catalase、PI3-K 阻害薬を各々加えた群の比
較を行った。心筋内 p-Akt は、EPO 投与群に

比べ、EPO＋L-NMMA 投与群では、有意差を認
めなかったが、EPO＋L-NMMA＋catalase 投与
群と EPO＋PI3-K 阻害薬投与群では、有意な
低下を認めた。心筋内 e-NOS は、いずれの抑
制薬混合投与グループにおいても、有意な低
下を認めた。以上より、心筋虚血時の EPO に
よる心筋内 e-NOSの増加以外に、心筋内 p-Akt
の増加作用を認め、その作用には、EDHFとし
ての H2O2の関与が窺われた。 
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