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研究成果の概要（和文）：麻酔下ラットに心臓マイクロダイアリシス法を用い、心虚血（冠動脈閉塞３０分）・
再灌流時におけるヒドロキシラジカル産生をトラッピング法によってモニターし、心筋細胞傷害の指標として心
筋間質ミオグロビン濃度をモニターした。虚血部において、ヒドロキシラジカル産生、およびミオグロビン放出
は虚血時に上昇し、再灌流でさらに上昇した。また、モノアミンオキシダーゼ阻害薬の局所投与により、ヒドロ
キシラジカル産生、およびミオグロビン放出は虚血時、再灌流時ともに抑制され、心虚血・再灌流時において、
モノアミンオキシダーゼは、ヒドロキシラジカル産生および心筋細胞傷害に関与していることが解明された。

研究成果の概要（英文）：We applied microdialysis technique to the heart of anesthetized rats. 
Dialysate samples were collected during 30 min of induced ischemia followed by 60 min of 
reperfusion. We monitored dialysate 3,4-dihydrobenzoic acid (3,4-DHBA) concentration as an index of 
hydroxyl radical production using a trapping agent (4-hydroxybenzoic acid), and dialysate myoglobin 
concentration as an index of cardiomyocyte injury in the ischemic region. Dialysate 3,4-DHBA 
concentration increased during ischemia and further increased after reperfusion. Pargyline, a MAO 
inhibitor, suppressed the averaged increase in dialysate 3,4-DHBA concentration during ischemia and 
reperfusion. Dialysate myoglobin concentration increased during ischemia and further increased after
 reperfusion. Pargyline reduced the averaged dialysate myoglobin concentration during ischemia and 
reperfusion. MAO plays a significant role in hydroxyl radical production and cardiomyocyte injury 
during ischemia and after reperfusion.

研究分野：循環生理学
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 研究代表者らは、心虚血・再灌流時にお

いて虚血部心臓交感神経終末からは大

量の norepinephrineが、また、虚血部血

小板からは大量の serotonin が放出され

ることを明らかにしてきた。虚血部心筋

間 質 norepinephrine は adrenergic 

receptorを介して、また虚血部心筋間質

serotoninは serotonin receptorを介して、

血小板凝集の促進、冠動脈収縮、心筋酸

素消費量の増大、求心性交感神経線維刺

激、不整脈、等の病態を引き起こし、心

虚血・再灌流時における心筋細胞傷害を

助 長 す る と 考 え ら れ て い る

(receptor-dependent effect)。 

(2) 一方、研究代表者らは、心筋間質

norepinephrine は、 uptake1、および

uptake2 carrierを介して、また、心筋間

質 serotoninは、serotonin transporter、

お よ び extraneuronal monoamine 

transporterを介して、細胞内に取り込ま

れ、ミトコンドリア膜に存在する

monoamine oxidase により、それぞれ

dihydroxyphenylglycol, 5-hydroxyindole 

acetic acidに代謝されて細胞外に放出さ

れることを明らかにしてきた。生理的条

件下では、これら monoamine の代謝の

際に、活性酸素である過酸化水素(H2O2)

が生成されるが、細胞内酵素等により直

ちに不活化される。しかし、心虚血・再

灌流時において大量に放出された

monoamineの代謝からは大量のH2O2が

産生され、大量の H2O2は強い心筋細胞

傷害作用を有する hydroxyl radical を産

生し、この hydroxyl radical が非可逆的

心筋細胞傷害を起こすのではないかと

考えられている(MAO-dependent effect)。 

(3) し か し な が ら 、 MAO を 介 し た

monoamine 代謝が、どれほど心虚血・

再灌流時における hydroxyl radical産生、

および心筋細胞傷害に関与しているか

は検討されていない。 
 
２． 研究の目的 
(1) in vivoにおいて心虚血・再灌流時のMAO

を介した monoamine 代謝が、どれほど

心虚血・再灌流時の hydroxyl radical 産

生に関与しているかを解明するために、

まず、microdialysis 法による hydroxyl 

radical産生モニター法を確立させる。次

に、心虚血・再灌流時の虚血部心筋間質

hydroxyl radical産生をモニターし、MAO 

inhibitorの投与でhydroxyl radical産生が

どの程度抑制されるかを明らかにする。 

(2) 心筋細胞傷害の指標として心虚血・再灌

流時の虚血部における myoglobin 放出

をモニターし、in vivoにおいて心虚血・

再灌流時の MAO による hydroxyl 

radical 産生を抑えることで、心筋細胞

傷害がどの程度抑制されるかを解明す

る。 
 
３． 研究の方法 
ネンブタール麻酔下および人工呼吸下で、ラ

ットを左開胸した。左冠動脈に冠閉塞用の糸

をかけ、虚血予定部位の心筋にmicrodialysis 

probe を植え込み、一方より微量注入

injection pumpにてリンゲル液、あるいは薬

剤を含んだリンゲル液を灌流し、他方より

microfraction collectorにて心筋透析液を連続

的に採取した。心筋間質の生体物質は、半透

膜部分の dialysis fiberを介して、濃度勾配に

従って灌流液中に移動する。一方、リンゲル

液に含まれた pharmacological agentsは、血

流のない虚血部でも、dialysis fiberを介して、

灌流液から心筋間質に移動する。controlの心

筋間質透析液 sampling 後、冠閉塞により虚

血を惹起し、冠閉塞開放により再灌流し、心

虚血・再灌流時を通じて連続的に心筋間質透

析液を sampling した。透析液中の生体内物

質濃度を高感度 HPLCで測定することで、虚



血部心筋間質における生体内物質の濃度の

指標とした。 

(1) 麻酔下ラットにおいて心臓microdialysis

法を用い、4-hydroxybenzoic acid を

trapping agentとして灌流液中に含ませ、

4-hydroxybenzoic acid と組織 hydroxyl 

radical との反応物である心筋間質

3,4-DHBA をモニターすることにより、

心筋間質 hydroxyl radical 産生をモニタ

ーした。虚血部において心虚血・再灌流

時の hydroxyl radical産生をモニターし、

monoamie oxidase 阻 害 薬 で あ る

pargylineの dialysis probeを介した局所

投与の影響を調べた。 

(2) また、麻酔下ラットにおいて心臓

microdialysis法を用い、心筋細胞傷害の

指標として心筋間質myoglobin濃度を心

虚血・再灌流時においてモニターし、

monoamie oxidase 阻 害 薬 で あ る

pargylineの dialysis probeを介した局所

投与の影響を調べた。 
 

４． 研究成果 

(1) trapping agentである 4-hydroxybenzoic 

acidを用いたmicrodialysis法により、心

虚血・再灌流時における hydroxyl radical

産生をモニターすることが可能となっ

た。 

(2) monoamine oxidaseは、虚血・再灌流全

体を通じて虚血部心筋間質における

hydroxyl radical 産生に関与しているこ

とが解明された。 

(3) monoamine oxidaseは、虚血・再灌流全

体を通じて心筋細胞傷害に関与してい

ることが解明された。 

(4) 心虚血・再灌流時において大量に放出さ

れ る monoamine は 、 monoamine 

receptorを介した心筋細胞傷害だけでな

く、monoamine oxidaseを介した活性酸

素産生による心筋細胞傷害を引き起こ

すことが解明された。 
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