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研究成果の概要（和文）：ラット摘出心臓標本において、臨床使用が既に可能な尿中トリプシン

阻害薬であるウリナスタチンは、心筋虚血再灌流障害による心機能低下を改善し、再灌流不整

脈の持続時間を抑制した。更に、人工心肺手術において使用されるプロタミンは心筋抑制作用

を有するが、ウリナスタチンはプロタミンによる心筋抑制作用を減弱した。これらのウリナス

タチンによる心筋保護作用は、ウリナスタチンによる抗 TNF-α作用によることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Pretreatment with ulinastatin, a clinically available protease 
inhibitor, offers protective effects against ischemia-reperfusion injury and protamine- 
induced cardiotoxicity by inhibiting TNF-alpha in the isolated rat heart. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 心筋虚血再灌流において心臓自体から
TNF-αが放出するとされている(J Am Coll 
Cardiol 1997; 30: 1554- 61)。一方、虚血
再灌流により発生した TNF-α はスーパーオ
キサイドを発生させて冠動脈血管内皮を障
害を起こすとされる(Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2006; 26: 475）。これに対して、
抗 TNF-α 抗体により、心筋虚血再灌流時の
心機能回復が有意に改善したり(J Am Coll 
Cardiol 1997; 30: 1554-61)、心筋虚血再灌
流によるスーパーオキサイド産生が消失(Am 
J Physiol Heart Circ Physiol 2008; 296(6): 

H2242-9)するとされる。 
 
(2)人工心肺手術において使用される抗凝固
剤・ヘパリンの拮抗薬であるプロタミンは、
血管拡張作用・直接心筋抑制作用・肺血管収
縮作用を有するために、時に危機的循環不全
を引き起こす。血管拡張作用は Nitric Oxide
を介すること、肺血管収縮作用はアラキドン
酸カスケードを介することが報告されてい
る。一方、プロタミンを摘出心臓に投与する
と 、 心 筋 か ら TNF- α が 放 出 さ れ る
(Anesthesiology 95: 1389-95, 2001）こと
から、プロタミンによる直接心筋抑制作用に
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は TNF-αの関与が指摘されている。 
 
(3) ウリナスタチンは、臨床使用可能な尿中
トリプシン阻害薬であり、好中球エラスター
ゼとカテプシン G を阻害して、ライソゾーム
膜と細胞膜を安定化させる。更に、好中球か
らの酸素ラジカル放出を抑制する(Jpn 
Pharmacometrics 1986; 31: 663 ／ Jpn J 
Pharmacol 1992; 60: 239)。 
 これまでに、ウリナスタチンは、TNF-α を
抑制することにより肝臓・肺における虚血再
灌 流 障 害 を 軽 減 (Transplantation 
Proceedings 2006; 38: 2777-9／1998; 30; 
3732-4) することが報告されている。ウリナ
スタチンは、ウサギの人工心肺モデルにおい
て心機能回復を促進する(Ann Thrac Surg 
2000: 69; 1121-6)とされているが、機序は
不明である。 
 
２．研究の目的 
(1) 心臓における虚血―再灌流障害には
TNF-αが関与しているとされる。一方、既に
臨床使用可能な尿中トリプシン阻害薬であ
るウリナスタチンには TNF-α産生抑制作用
があり、抗 TNF-α作用により肝臓・腎臓・肺
における虚血―再灌流障害を軽減するとさ
れている。そこで、本研究においては、ウリ
ナスタチンの心筋における虚血―再灌流に
及ぼす効果と機序を解明することを目的と
した。ウリナスタチンの心筋に対する保護作
用が解明されれば、心臓外科手術においてウ
リナスタチンを使用する新たな根拠が得ら
れ、更に虚血性心疾患を合併した患者の麻酔
管理においても新たな心筋保護薬になるこ
とが期待される。 
 
(2) プロタミンには直接心筋抑制作用があ
り、その作用は TNF-αを介するとされている。
そこで、ウリナスタチンは、TNF-α を抑制す
ることにより、プロタミンの心筋抑制作用を
軽減することが予想される。そこで、本研究
においては、ウリナスタチンがプロタミンの
心筋抑制作用を軽減するかどうかについて、
TNF-α産生の面から解明することを第 2の目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 心筋虚血再灌流障害に対するウリナス
タチンの保護効果の検討 
 
① 摘出心臓標本の作成 

心臓灌流用システムを用いて、ラットから
摘出した心臓の大動脈にカニュレ−ションを
行い、Langendorff 法により灌流する。肺静
脈からバルーンカテーテルを左心室内へ挿
入して左心室圧（LVP）を測定する。LVP から
左室 dP/dt max を求めて、心収縮能の指標と

する。肺動脈から流出する冠流液（coronary 
effluent）を経時的に採取して心筋酸素消費
量を算出する。 

 
② スーパーオキサイドの測定 
虚血再灌流後に心臓を凍結乾燥して、細胞

破砕装置（MS-100R）を用いて心筋組織をホ
モジナイズ処理する。液体クロマトグラフィ
ーを用いて心筋組織内の DHBA を測定する。
スーパーオキサイドがサリチル酸と反応し
て DHBA になることから、DHBA からスーパー
オキサイドの発生量を間接的に測定する。 
 

③ TNF-αの測定 
経時的に採取した肺動脈から流出する灌

流液（coronary effluent）の TNF-α濃度を 
Rat-ELISA Kit を用いて測定する。虚血再灌
流後に心臓を凍結乾燥して、細胞破砕装置
（MS-100R）を用いて心筋組織をホモジナイ
ズ処理して、心筋組織の TNF-αを測定する。 
 

④ 実験プロトコール 
上記のラット摘出心臓標本において、冠灌

流停止による心筋虚血―再灌流実験（虚血 15 
分・ペーシング 222bpm→再灌流 20 分）を行
い、コントロール群とウリナスタチン群（5
～10 万単位／L）の間で、心機能の回復・サ
イトカイン産生量・スーパーオキサイド発生
量を比較して、ウリナスタチンの心筋保護効
果について検討する。 
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(2)プロタミンの心筋抑制作用に対するウリ
ナスタチンの保護効果の検討 
 
① 心筋虚血再灌流障害に対する実験と同様
に、Langendorff 法によるラット摘出心臓標
本を作成する。 
 
② 冠灌流液中の TNF-α濃度を Rat-ELISA 
Kit を用いて測定する。心臓を凍結乾燥して、
細胞破砕装置（MS-100R）を用いて心筋組織
のホモジナイズ処理を行い、心筋内 TNF-α量
を測定する。 
 
③ 上記の実験系において、コントロール群
では通常の灌流液で 10 分間灌流後、プロタ
ミン（20mg/L）を加えた灌流液で 10 分間灌
流する。ウリナスタチン群では、ウリナスタ
チン 10 万 U/L）を加えた灌流液で 10 分間灌
流した後、ウリナスタチンおよびプロタミン
（20mg/L）を加えた灌流液で 10 分間灌流す
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
４．研究成果 
(1) 心筋虚血再灌流障害に対する保護効果 
 
① 心機能に及ぼす影響 

虚血前の好気的灌流において、ウリナスタ
チンは心機能に有意な影響を及ぼさなかっ
た。一方、虚血後の再灌流において、ウリナ
スタチン投与により心機能の回復が有意に
改善した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

② 虚血再灌流不整脈に及ぼす影響 
心筋虚血―再灌流によって発生した心室

細動・心室性頻拍の持続時間は、コントロー
ル群に比較してウリナスタチン群で有意に
短縮された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
③ TNF-αに及ぼす影響 
心筋虚血―再灌流時の冠流液中の TNF-α

濃度は、コントロール群に比較してウリナス
タチン群において有意差を認めなかった。 
 TNF-αそのものによる心機能低下作用は、
ウリナスタチン投与により有意に抑制され
た 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
④ 成果の意義 
ウリナスタチンは、摘出心臓において、虚

血―再灌流時の心機能の低下を改善した。更
に、ウリナスタチンは再灌流によって誘発さ
れる致死的不整脈の発生を抑制することも
示された。冠流液中の TNF-αの濃度に有意な
変化を認めなかったが、TNF-αそのものによ
る心抑制作用をウリナスタチンは抑えた。こ
れらの結果は、ウリナスタチンの心筋虚血に
対する保護効果は、TNF-αの産生量を減らす
ことによるのではなく、TNF-αの作用を減弱
することによると示唆された。 
本研究により、ウリナスタチンの心筋保護

効果を動物実験において証明できたことに
より、今後は臨床においても心筋虚血に対す
る有用性を検証する価値がある。ウリナスタ
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チンの心筋に対する保護作用を臨床におい
ても証明できれば、心臓外科手術においてウ
リナスタチンを使用する新たな根拠が得ら
れ、更に虚血性心疾患を合併した患者の麻酔
管理においても新たな心筋保護薬になるこ
とが期待される。 
 
(2) プロタミンに対する心筋保護効果 
 
① 心機能に及ぼす影響 

コントロール群ではプロタミン投与によ
り左室圧 dP/dtmax が 50%減少したのに対し、
ウリナスタチン群では 9%の減少に留まり有
意に心機能低下を軽減した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
② TNF-α産生に及ぼす影響 

冠流液中の TNF-α濃度は、プロタミン投与
前はコントロール群とウリナスタチン群で
同等であった。これに対して、プロタミン投
与5分後の冠流液中のTNF-α濃度はコントロ
ール群に比較して、ウリナスタチン群では有
意に抑制された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

プロタミン投与後に心臓を凍結乾燥して、
心筋内 TNF-αを Rat-ELISA KIｔを用いて測
定した結果、心筋内 TNF-αは、コントロール
群に比較して、ウリナスタチン群において有
意に抑制された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
③ 成果の意義 
プロタミン投与により心筋からの TNF-α

産生量は増加して、心筋収縮力が低下した。
これに対して、ウリナスタチンの前投与によ
り心筋からの TNF-α産生は抑制され、プロタ
ミンの持つ心筋抑制作用は軽減した。 
本研究により、ウリナスタチンの心筋保護

効果を動物実験において証明できたことか
ら、プロタミンの心抑制作用に対するウリナ
スタチンの有用性を臨床においても検証す
る価値があると考えられる。プロタミンは心
臓外科手術において循環不全を引き起こす
原因の一つであり、ウリナスタチンの有用性
を臨床においても証明できれば、より安全な
心臓外科手術の麻酔管理に寄与できるもの
と期待される。 
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