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研究成果の概要（和文）：高齢化社会により手術患者も高齢化が進み，虚血性心疾患を有する患者は増えている．亜硝
酸塩は心保護作用が指摘されており，周術期への応用が期待される．
本研究において，ラット心筋虚血モデルに対して亜硝酸塩を投与したところ0.15mg/kgの投与により虚血によって誘発
される心室性不整脈が抑制されることが示された．その機序として，低酸素環境で亜硝酸塩が還元され一酸化窒素とし
て作用し，心筋ギャップジャンクションであるコネキシン43機能が維持されることが示唆された．心筋虚血後の心室性
不整脈は致死的となることが知られており，本研究により周術期だけではなく救急領域においても今後の発展が期待さ
れる．

研究成果の概要（英文）：Recently, the number of elderly patients with ischemic heart disease, who receive 
surgical procedure, are increasing. Therefore, anesthesiologists are required for safety and high quality 
peri-operative management. 
Recent studies have shown that nitrite has cardioprotective effects against ischemia-reperfusion injury. W
e examined the effects of nitrite on ischemic hearts using rat models. Our results demonstrates that 0.15m
g/kg nitrite can attenuate ischemia-induced ventricular arrhythmias. Nitric oxide reduced from nitrite may
 be involved in this anti-arrhythmia effect via preservation of gap junction proteins, connexin 43. Ischem
ia-induced arrhythmias leads to a lethal condition in acute coronary syndrome. Therefore, our results high
light a potential of nitrite for cardioprotection not only in peri-operative management but also in emerge
ncy medicine.
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１．研究開始当初の背景 
 
高齢化社会及び周術期環境の質的向上に伴
って，虚血性心疾患を有する患者が増えてい
る．虚血心疾患は生命予後に直結する疾患で
あるため，より安全で質の高い周術期管理の
ためには，マクロからミクロレベルに至るま
で心筋虚血に伴う合併症を軽減することが
重要である．麻酔科学領域では，吸入麻酔薬
を虚血前に投与することで得られる心保護
作用（APC: Anesthetic Preconditioning）に
関するエビデンスが集積され，臨床にも応用
されている (J Am Coll Cardiol 2009)。その
一方，実際の臨床麻酔や救急の現場では，虚
血イベント後の患者に対応することが求め
られる．したがって，虚血後の合併症を軽減
する新たな戦略が望まれる． 
亜硝酸塩は日本食に多く含まれる成分であ
る．近年，循環器内科領域において，亜硝酸
塩の酸化体である亜硝酸の傾向摂取が高血
圧の予防になるという報告，加齢による動脈
硬化を予防するという報告，虚血再灌流障害
に対して心保護作用を有することなどが相
次いで報告されている．一方，周術期管理を
視野に入れた研究は皆無であり，周術期にお
ける応用が期待される． 
 
２．研究の目的 
周術期管理において問題となる心筋虚血に
対する亜硝酸塩の影響を明らかにすること
が本研究の目的である．臨床への応用を視野
に入れ，様々な用量を用いて効果的な用量を
検討する．亜硝酸塩は高濃度の投与によりメ
トヘモグロビン血症など有害な作用も有す
るため，安全かつ有用な濃度を検討する．ま
た，これまで亜硝酸塩が心血管系へ及ぼす影
響として詳細な分子機序については未だ不
明な点が多い．本研究では，ミトコンドリア
など作用の中心的役割を担うと考えられる
酵素から発生する活性酸素種の役割につい
て検討を行う． 
 
３．研究の方法 
（１）亜硝酸塩が虚血心筋に対して及ぼす影
響及び効果的な濃度の検討	 
ラット心筋虚血モデルを用いて，心筋虚血後
に亜硝酸塩が血行動態について及ぼす影響
を調べた．Wistar	 rat を用いて，麻酔下に左
冠動脈前下行枝を確保した．左下行枝結紮に
より心筋梗塞モデルを作成した．心筋梗塞前
後に亜硝酸塩を異なる濃度で投与し，亜硝酸
塩が血圧や脈拍，不整脈発生へ及ぼす影響を
調べた．	 
	 
（２）亜硝酸塩の心筋に対する影響としてミ
トコンドリア由来活性酸素種の役割につい
ての検討．	 
亜硝酸塩は低酸素環境下で一酸化窒素に還
元されることにより生物学的活性を示すこ
とが示唆されている．そこで，ミトコンドリ

ア由来の活性酸素種の発生と影響を検討す
るために，ミトコンドリアを単離し低酸素環
境下ミトコンドリアに対する亜硝酸塩の影
響を検討した．ミトコンドリアは心筋組織を
粉砕，遠心分離を繰り返すことで抽出した．
また，ミトコンドリアより発生する活性酸素
種の一つであるスーパーオキサイドアニオ
ンについて照度計を用いて測定した．	 
	 
（３）亜硝酸塩心保護作用の分子機序の解明．	 
（１）及び（２）の研究により，亜硝酸塩は
一酸化窒素を介して，虚血に起因する心室性
不整脈を抑制することが示唆されたため，機
序の解明のために虚血性不整脈において中
心的役割を担うと考えられている心筋ギャ
ップジャンクションコネキシン 43 の発現へ
の影響を調べた．	 
	 
４．研究成果	 
	 
（１）亜硝酸塩が虚血心筋に及ぼす影響と至
適用量の検討	 
本研究により，亜硝酸塩は虚血に起因する心
室性不整脈を抑制することが明らかになっ
た．本作用は，濃度非依存性であり，
0.15mg/kg という投与量においてのみ抗不整
脈作用を示した（図１）．一方，血圧や心拍
数などの一般的な血行動態への影響は認め
られなかった．また，本効果は，虚血前によ
る投与においてのみ発現し，虚血後の投与で
の有効性は認められなかった．	 
また，亜硝酸塩による抗不整脈作用は，一酸
化窒素除去薬である PTIO により棄却された
ことから，亜硝酸塩が一酸化窒素に還元され
た後に効果を発現していることが示唆され
た．亜硝酸塩を低酸素環境下で還元する酵素
として，キサンチン酸化還元酵素やミトコン	 
ドリア呼吸鎖，ヘモグロビンなどが知られて
いる．本研究では，キサンチン酸化還元酵素	 

	 図１.亜硝酸塩が虚血誘発性不整脈へ及ぼす影響	 
	 

阻害薬である Alloprinol	 (図中の Allop)に
より抗不整脈作用が棄却されたことから，亜
硝酸塩の還元にはキサンチン酸化還元酵素



が関与していることが示唆された．	 
	 
（２）亜硝酸塩の心筋に対する影響としての
ミトコンドリア活性酸素種の役割について．	 
研究計画当初，亜硝酸塩による心保護作用に
おいてはミトコンドリアによる活性酸素種
が関与していると考えた．亜硝酸塩の低酸素
環境下ミトコンドリアへの影響を調べるた
めに，ラット心筋よりミトコンドリアを単離
し酸素電極を用いて研究を行った．ミトコン
ドリア基質投与により，ミトコンドリアは酸
素を消費し，低酸素環境が構築される．低酸
素状態で亜硝酸塩を投与し，その影響を観察
したが，亜小差塩の影響は認められなかった．
（図２）従って（１）で認められた虚血心筋
に対する保護作用（抗不整脈薬作用）はミト
コンドリア由来の活性酸素，一酸化窒素の関
わりは低い可能性が示唆された．また，一酸
化窒素を測定できる電極を用いた研究にお
いても，一酸化窒素の測定自体は極めて不安
定であり，ミトコンドリア由来の一酸化窒素
の同定には至らなかった．	 

図 2.亜硝酸塩が低酸素下ミトコンドリアへ及ぼす

影響	 

	 
（３）亜硝酸塩心保護作用の分子機序の解明	 
（１），（２）より亜硝酸塩は，虚血心筋にお
いて低酸素環境下でキサンチン酸化還元酵
素により一酸化窒素に還元され，抗不整脈作
用を示す可能性が示唆された．	 
虚血誘発性不整脈を制御する機序として心
筋ギャップジャンクション蛋白であるコネ
キシン 43 の関与が考えられている．ウェス
タンブロットを用いて，亜硝酸塩によるコネ
キシン 43 発現への影響を調べた．心筋虚血
はコネキシン 43 の発現を抑制した．本結果
はこれまで報告されてきた虚血とコネキシ
ン 43に関する結果と矛盾しないものである．
心筋虚血による不整脈がコネキシン 43 の
down	 regulation により，緩徐伝導，伝導途
絶，再分極や不応期の不均一性によりリエン
トリー回路と自動能亢進が生じることで心
室性不整脈が発生していると考えられる．亜
硝酸塩はコネキシン 43 の down	 regulation
を抑制し，抗不整脈作用を示していると考え
られる．コネキシンに対する作用は，PTIO や
Alloprinol の投与により棄却されたことか

ら，亜硝酸塩から派生した NO 及び，Nitrite	 
reductase であるキサンチン酸化還元酵素の
関与も確認された．	 

図 3.亜硝酸塩がコネキシン 43 発現へ及ぼす影響	 

	 
現在，虚血によるコネキシン 43 の down	 
regulation が生じる機序として，全身性及び
局所により発生する活性酸素種（Reactive	 
oxygen	 species）が深く関与すると考えられ
ており，種々の活性酸素種（ヒドロキシラジ
カル，スーパーオキサイドアニオン，ペルオ
キシナイトライト）の発生量について研究を
継続中である．	 
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