
は じ め に

冠動脈の完全閉塞により心筋が虚血にさらされ再灌

流が起こると，虚血心筋部位では虚血による細胞壊死

ばかりでなく，再灌流そのものによっても壊死が拡大

する．この障害は再灌流傷害と呼ばれ，臨床上，急性

心筋梗塞における再灌流療法の梗塞縮小効果に限界を

もたらす重大な一因となっている．再灌流傷害の発生
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─────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────
Objectives. Leukocyte infiltration is very important in myocardial ischemia/reperfusion injury. A new

extracorporeal circulation therapy using a granulocyte-apheresis column（G-1）has recently been proved to
be effective and safe in patients with rheumatoid arthritis and with ulcerative colitis. This study investigat-
ed whether this therapy would reduce myocardial ischemia/reperfusion injury. 

Methods. Rabbits were subjected to 30 min ischemia followed by 180 min reperfusion with no treatment
（control group : n＝12）; or treated with extracorporeal blood circulation（2 ml/min）passing through the
G-1（G-1 group : n＝12）, or sham column（sham group : n＝12）. Infarct size was determined by tetra-
zolium staining and expressed as a percentage of the area at risk. 

Results. Infarct size in the G-1 group（15.9±3.4%）was significantly（p＜0.01）smaller than in the con-
trol（34.7±3.9%）and sham（35.2±4.1%）groups. Granulocyte emigration into the ischemic myocardium
assessed by histopathological score was significantly（p＜0.01）less in the G-1 group（0.58±0.17）than in
the sham group（1.42±0.26）. There was a significant（r＝0.78, p＜0.0001）positive correlation between
this score and infarct size. Flow cytometry showed alterations in the adhesion molecule expression on
granulocytes during the passage through the G-1, but not sham, columns as a low L-selectin and high Mac-
1 form, which is associated with the inability to home to the inflamed site.

Conclusions. Extracorporeal circulation with the G-1 column, a newly-developed clinically applicable
therapy, appears to reduce infarct size at least in part by limiting the emigration capacity of granulocytes
into the ischemic myocardium.
─────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────J Cardiol 2000 ; 36（5）: 321－329
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機序には，再灌流直後のCa過剰負荷と，これに続く

白血球の心筋組織浸潤によって惹起される炎症機転が

重要な役割を演じると考えられている1）．このような

炎症機転の発現には，白血球と冠動脈内皮細胞の接着

が必須であり，この接着過程には双方の細胞表面で活

性化される一連の細胞接着分子群が介在する．

最近，我々は新しい顆粒球体外吸着カラム（G-1）を

開発した2）．G-1は，表面を特殊加工した酢酸セル

ロースビーズを充填したカラムである．この吸着カラ

ムは循環血液のカラム通過中に白血球，とくに顆粒球

を吸着処理し，その細胞表面の接着分子の発現動態を

修飾する特性を持つことが判明した3）．そこで，この

吸着カラムを用いた体外循環療法を慢性炎症疾患であ

る慢性関節リウマチや潰瘍性大腸炎治療に臨床応用し

たところ，患者の臨床症状を軽減し，おのおのの疾患

に特異的な炎症所見を改善することが確認された4－6）．

本研究では，この顆粒球吸着療法が心筋虚血再灌流

における炎症機転を抑制することによって，梗塞サイ

ズ縮小効果を示す可能性を家兎の心筋梗塞モデルにお

いて実験的に検討した．

対象と方法

1．対象と実験手技

雌日本白色家兎（週齢 : 10－12週）をペントバルビ

タール麻酔下に挿管開胸，左第4肋間を切開し，左冠

動脈回旋枝結紮による急性心筋梗塞モデルを作成し

た．右大腿動脈に留置針を挿入し圧トランスデュー

サーに接続して動脈圧を，また双極誘導を用いて心電

図を記録した．Fig. 1にG-1カラムを用いた体外循環

回路を図示する．上述したように，G-1は長さ 6 cm，

直径1.8 cmのポリカーボネート管腔内に表面を特殊加

工した酢酸セルロースビーズ11 gを充填したカラムで

ある．本研究では家兎頸動脈より2 ml/minで動脈血を

脱血し，吸着カラムを通過後，耳静脈に返血した．回

路全体の死腔は約6 mlである．G-1カラムの対照とし

て吸着ビーズを充填せず同一の死腔を持つカラム

（shamカラム）も作成した．両カラム入口部より，ヘ

パリンを50 U/kg/hrで持続注入した．36匹の家兎を無

作為に 3群に分割し，いずれも手術手技終了後 30分

の休止期を置いたのち，30分間虚血，3時間再灌流を

施した．対照群（12例）は体外循環を使用しない群，

sham群（12例），G-1群（12例）は，それぞれ shamカラ

ム，G-1吸着カラムを用いた体外循環施行群である．

体外循環は左冠動脈結紮直後より開始し，30分間虚

血，3時間再灌流の全経過を通して持続した．本研究

の実験プロトコルは京都大学動物実験取り扱い基準に

従って行った．

2．循環白血球数

実験手技終了時，虚血前，再灌流 1時間後，2時間

後，3時間後でEDTA入容器に採血し， 血球カウン

ター（THMSH 1 ; Technicon製）で白血球分画を計測し

た．

3．フローサイトメトリー

再灌流1時間後，sham群（11例），G-1群（11例）のカ

ラム入口部，出口部で血液を200μlのヘパリン入り容

器に採取，抗LAM1-3抗体（Coulter Healeah製）または

抗CD11b抗体（Serotec 製）を加え染色し，それぞれ顆

粒球接着分子LセレクチンおよびMac-1の抗原発現量

の変化をフローサイトメトリー（Profile ; Coulter

Healeah製）により解析して平均蛍光強度を求めた．

4．心筋梗塞サイズの測定

3時間の再灌流終了後，心臓を摘出し，上行大動脈

をLangendorff灌流装置に装着した．灌流液の滴下後，

心拍動の開始を確認して，冠動脈を再結紮した．虚血

Fig. 1 Extracorporeal circuit including a newly devel-
oped column（G-1）which contains beads coated
with cellulose acetate to interact with granulo-
cytes 
Rabbit blood was drawn into the column at a flow rate
of 2 ml/min from the carotid artery and was returned to
the ear vein.
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領域，非虚血領域の色別のため0.5%フタロシアニン

ブルー粒子を灌流液中に注入したのち，心臓を装置か

ら取り外した．右室心筋を切除し，左室心筋を短軸方

向に沿って切り分け，2 mm厚ごとの切片を作成した．

各スライスの虚血領域（ブルー非染色領域）を分離し

て，重量を測定，pH 7.4リン酸バッファーに溶解した

1%トリフェニル塩化テトラゾリウム液（TTC染色液）

に漬け，37°Cで15分間インキュベートした．10%ホ

ルマリンで各切片を固定後CCDカメラでそのデジタ

ル画像をApple製コンピューターに取り込んだ．虚血

領域（TTC染色部）と梗塞領域（TTC非染色部）を画像

解析ソフト（NIH Image V 1.57）で計測，各切片の重量

を乗じて梗塞量を求めた．梗塞サイズは虚血領域に対

する百分率（%）で表現した．

5．病理組織学的検討

TTC染色で梗塞サイズを決定した心筋切片（sham

群10例，G-1群12例）で，梗塞サイズを測定したのち，

各心筋切片をパラフィンで固定し，ヘマトキシリン－

エオジン染色を施した．すべての組織切片を 5×

5 mm画の観察視野に分けた．各視野における顆粒球

の血管腔から心筋組織への遊走能の程度を下記の基準

でスコア化した．

0 : 血管内集積（－），血管外遊走（－），心筋内浸

潤（－）

1 : 血管内集積（＋），血管外遊走（－），心筋内浸

潤（－）

2 : 血管内集積（＋），血管外遊走（＋），心筋内浸

潤（－）

3 : 血管内集積（＋），血管外遊走（＋），心筋内浸

潤（＋）

5 : スコア 3＋周囲の組織障害所見を伴う顆粒球

心筋内集積（＋）．

各心臓の最終スコアは，観察視野の平均スコアとし

て求めた（合計スコア/観察分野数）．病理組織学的所

見判定と梗塞サイズ解析はそれぞれ別個の験者が担当

し盲検法で行った．

6．統計処理

すべての結果は平均±標準誤差で表した．対照群，

sham群，G-1群の3群間比較は一元配置分散分析を用

い，有意であれば Scheffeの post-hoc検定を行った．

Sham群とG-1群における循環血液中白血球分画の時

間経過の比較は二元配置分散分析を用いた．他の

sham群とG-1群の2群間の比較はMann-Whitney U検

定を行った．Sham群とG-1群における細胞接着分子

発現の変化はWilcoxonの符号順位検定に拠った．ま

た相関は単回帰分析を用いて検討した．統計処理は

p＜0.05を有意差の判定とした．

結　　　果

1．血行動態

Table 1に血行動態の変化を示す．虚血前，再灌流

直前，3時間再灌流後の平均動脈圧，心拍数は対照群，

sham群，G-1群の3群間で有意差を認めなかった．

Table 1　Hemodynamic data

Preischemia

　　Mean arterial pressure（mmHg） 

　　Heart rate（beats/min）
End of ischemia 

　　Mean arterial pressure（mmHg） 

　　Heart rate（beats/min）
End of reperfusion 

　　Mean arterial pressure（mmHg）
　　Heart rate（beats/min）

Control group

（n＝12）

97±4

258±25

99±4

250±18

89±6

248±20

Sham group

（n＝12）

103±5  

263±10

103±5  

228±13

95±4

228±11

G-1 group

（n＝12）

103±5  

263±10

103±5  

228±13

  95±4  

228±11

Values are mean±SEM.
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2．末梢白血球数

実験手技終了時の顆粒球，単球，リンパ球の絶対値

はそれぞれ sham群で0.80±0.10，0.06±0.01，1.82±

0.26× 103/μl，G-1群で 0.89± 0.14，0.05± 0.01，

2.18±0.18×103/μlであり，両群間に有意差を認めな

かった．Fig. 2に sham群，G-1群の顆粒球，単球，リ

ンパ球それぞれの白血球分画の時間経過を実験手技終

了時の値に対する%で表示したが，各分画とも両群

間に有意差はなかった．体外循環開始1時間後のG-1

カラム入口部と出口部の各白血球細胞数の変化から求

めたビーズへの吸着率は顆粒球 9.9± 1.3%，単球

6.4± 1.5%，リンパ球 1.3± 0.3%でいずれも軽度で

あったが，顆粒球，単球の吸着率はリンパ球に比べて

有意に（p＜0.01）高かった．

3．梗塞サイズ

Table 2に 3群の梗塞サイズを要約した．家兎の体

重，左室重量は，対照群，sham群，G-1群の3群間で

有意差を認めなかった．虚血領域の重量も3群間に差

を認めなかったが，梗塞領域重量は対照群，sham群

に比べてG-1群では有意（p＜0.05）に小さかった．Fig.

3は 3群の個体ごとの梗塞サイズを示す．梗塞サイズ

も対照群（34.7±3.9%），sham群（35.2±4.1%）に比べ

Fig. 2 Time course of changes in circulating
granulocyte, monocyte and lympho-
cyte counts in the sham and G-1
groups
Values are expressed as the percentage of
the baseline condition（Pre）after the end of
the surgical procedure.

Table 2　Body and heart mass, and infarct size data

Body mass（kg）
Left ventricle mass（g）
Area at risk（g）
Infarct size（g）

Control group

（n＝12）

2.7±0.1

4.7±0.1

1.25±0.10

0.51±0.08

Sham group

（n＝12）

2.7±0.1

4.7±0.2

1.14±0.11

0.50±0.07

G-1 group

（n＝12）

2.6±0.1　
4.5±0.2　

1.25±0.11    

0.19±0.03＊†

Values are mean±SEM.
＊p＜0.05 vs control group, †p＜0.05 vs sham group.

Fig. 3 Infarct size expressed as a percentage of the area
at risk in control animals, animals treated with
the sham column and those treated with the G-1
column 
＊p＜0.01 vs control group, †p＜0.01 vs sham group.
AAR＝area at risk.



てG-1群（15.9±3.4%）では有意（p＜0.01）に縮小して

いた．G-1群の12匹中1匹で39.2%と大きな梗塞サイ

ズを示したが，本例では虚血領域の重量も1.57 gと他

例に比べて大であった．

4．病理組織学的検討

再灌流3時間後の虚血部心筋部における顆粒球の心

筋組織浸潤は sham群では著しく（Figs. 4－A, B），G-1

群ではその程度が抑制された（Figs. 4－C, D）．Fig. 5

は病理組織学的に検討した虚血領域への顆粒球遊走能

スコアを示す．Sham群（10例，1.42±0.26）に比べて

G-1群（12例，0.58± 0.17）では浸潤スコアの有意な

（p＜0.05）減少が認められた．さらに，梗塞サイズと

顆粒球浸潤スコアの間には統計学的に有意な正の相関

関係（r＝0.78, p＜0.0001）がみられた．

5．顆粒球の接着分子発現

Fig. 6はフローサイトメトリーで解析した再灌流 1

時間後の shamカラム，G-1カラム入口部，出口部よ

り採取した顆粒球表面上のLセレクチンとMac-1の平

均蛍光強度である．Sham群（11例）では，入口部，出

口部の平均蛍光強度の差はLセレクチン（9.10± 0.83

から8.37±0.80），Mac-1（2.13±0.38から2.22±0.35）

の両接着分子とも認められなかった．一方，G-1群

（11例）では入口部に比べて出口部でLセレクチンの平

均蛍光強度は有意に低下し（9.85± 1.34から 4.55±

1.22，p＜ 0.01），逆にMac-1の平均蛍光強度は増加

（2.28±0.56から3.67±0.53，p＜0.01）していた．

考　　　察

1．心筋虚血再灌流傷害と抗白血球療法

急性心筋梗塞症において，可能な限り早期に虚血心

筋への血流再建を図る再灌流療法は，心筋の虚血傷害
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Sham G-1

A

×

160

C
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Fig. 4 Photomicrographs of ischemic myocardium with hematoxylin and eosin staining 
Myocardial specimens A and B were taken from the heart treated with a sham column at the end of experi-
ments and specimens C and D from the heart treated with a G-1 column. 
Original magnification×160 for A and C ; ×650 for B and D.



を軽減する最も有効な治療法である．再灌流後の虚血

心筋には多数の白血球浸潤による炎症反応が亢進して

おり，慢性期における梗塞心筋の瘢痕化に重要な役割

を演じる7,8）．しかし，再灌流後数時間の炎症反応は，

逆に虚血心筋，とくにその辺縁部位における心筋壊死

をさらに拡大させる9）．Entmanらのグループ10－13）は，

再灌流傷害における腫瘍壊死因子αやインターロイキ

ン6などのサイトカインの役割に注目し，虚血によっ

て心筋のマスト細胞から腫瘍壊死因子αが遊離し，組

織浸潤した単球からのインターロイキン6産生を促す

こと，さらにこのインターロイキン6が心筋細胞膜の

細胞接着分子 intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1）

の合成を促し，ICAM-1の発現が浸潤顆粒球との接着

を介して心筋細胞傷害を引き起こすという仮説を提唱

している．種々の動物モデルで，白血球の完全除去14），

補体の抑制15），さらに種々の抗細胞接着分子抗体の前

投与16－18）が梗塞サイズを縮小させることが明らかにさ

れ，白血球が主体の急性炎症反応が再灌流傷害に重要

な役割を演じることが示唆されている．したがって，

この炎症機転を抑制して再灌流傷害を軽減すること

は，再灌流療法の有効性をさらに高める治療戦略であ

ると考えられる．しかし，実際の急性心筋梗塞の再灌

流療法において，血中から白血球を完全除去すること

は治療法として非現実的であり，抗細胞接着分子抗体

投与などによる治療も種々の副作用発現の可能性があ

るため，臨床応用には至っていない．

本研究では，家兎の心筋梗塞モデルにおいて顆粒球

吸着カラムG-1の梗塞縮小効果を検討した．Sham群

に比べてG-1群では有意の梗塞サイズの減少がみられ

た．Sham群の梗塞サイズは体外循環を施行しなかっ

た対照群と同等であり，G-1群の梗塞サイズ減少は，
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Fig. 5 Histopathological score of granulo-
cyte emigration from vascular beds
into the ischemic myocardium in the
sham and G-1 groups（left）, and scat-
terplots showing the correlation
between the infarct size and this emi-
gration score（right）

Fig. 6 Mean fluorescence intensity of L-selectin and
Mac-1 on granulocytes in the circulating blood
taken from the inlet and outlet, respectively, of
sham and G-1 columns 1 hr after reperfusion 
＊p＜0.01 vs inlet.



明らかに顆粒球吸着カラムG-1を用いた体外循環療法

の効果によるものと考えられる．病理組織学的検討で

は，G-1群は sham群に比べて虚血心筋領域の顆粒球

遊走能が抑制されていた．さらにG-1群，sham群に

おいて，梗塞サイズと顆粒球遊走能の間に有意の正の

相関関係がみられた．これらの事実は，G-1を用いた

体外循環療法の梗塞サイズ縮小効果が，血管から心筋

組織への顆粒球遊走能の抑制，すなわち炎症機転の抑

制による再灌流傷害軽減に依存することを示唆してい

る．

2．接着分子発現と顆粒球遊走能

一般に炎症反応においては，顆粒球，単球，リンパ

球などの白血球が組織に滲出し，直接的あるいは炎症

メディエーターを遊離，放出して間接的に組織を傷害

する．この一連のカスケードを決定付ける最初のイベ

ントは，白血球成分と血管内皮細胞の接着である．こ

の接着は4つのステツプから成り立つと考えられてい

る．ステップ1は回転（rolling）と呼ばれ，血管内を速

い速度で流れる白血球成分を血管内皮細胞に繋ぎ止め

る．ステップ2は活性化（activation）と呼ばれ，ケモア

トラクタントの遊離による白血球，血管内皮細胞の活

性化を促す．ステツプ3は白血球と血管内皮細胞の接

着過程で，強固な接着（strong adhesion）と呼ばれる．

さらに，ステップ 4は遊走（transmigration）と呼ばれ，

白血球が血管内皮細胞間をすり抜け組織ヘ遊出する過

程である．接着分子群におけるセレクチンファミリー

の一つLセレクチンは，好中球と血管内皮細胞接着の

最初の回転過程で，一方，インテグリンファミリーに

属するMac-1は，引き続いて起こる強固な接着過程で，

それぞれ重要な役割を演じるとされる．本研究で用い

たG-1吸着カラムは，体外循環による血液のカラム通

過過程で，カラム内に活性酸素が産生され炎症様の反

応が惹起されることがわかっている19）．したがって，

この過程で好中球の細胞接着分子発現動態の変化する

ことが予想される．実際，本研究ではカラム通過後の

顆粒球細胞接着分子Lセレクチンの発現が抑制され，

逆にMac-1の発現が亢進していた．Shamカラムでは，

これらの発現動態の変化はまったくみられなかった．

Jutilaら20）は，ホルボールミリステートアセテートあ

るいはロイコトリエンB4により好中球を前処置する

と，容量依存性に低Lセレクチン/高Mac-1の発現形式

を示すこと，さらにこの発現形式を示す好中球は，炎

症部位への遊走能が低いことを in vivoの実験で明らか

にしている．またMaら18）は，ネコの心筋梗塞モデル

において抗Lセレクチンモノクローナル抗体の投与が

心筋梗塞サイズを有意に減少させたと報告している．

これらの事実は，G-1カラムを用いた顆粒球吸着療法

の心筋梗塞サイズ縮小効果が，カラム内を通過する顆

粒球細胞接着分子発現動態を低Lセレクチン/高Mac-1

パターンに修飾し，再灌流心筋部位への遊走能を抑制

することによって，炎症機転を軽減することによるも

のであることを強く示唆している．

3．臨床応用と課題

本研究で使用した顆粒球吸着カラムG-1による体外

循環療法は，慢性関節リウマチ患者に最初に試みられ

た． 本療法は，顆粒球の接着分子発現を修飾して関

節腔への浸潤能を抑え，その関節症状を減少させ

た3－5）．さらに，最近では重症潰瘍性大腸炎への臨床

適応が承認され，臨床症状ばかりでなく大腸炎内視鏡

所見を有意に改善することがわかった6）．これら慢性

疾患の臨床使用においては本研究と同様に抗凝固剤を

用い，全血を直接カラムに流して血液灌流する．流速

は 30 ml/minで 60分の循環を週 1回で 5週間行うが，

静脈－静脈灌流であり，シャントの作成は不要である．

したがって，急性心筋梗塞患者の再灌流療法と併行し

て本体外循環療法を施行することは，手技的に十分可

能であると考えられる．

一方，実際の応用にあたっては検討すべき課題も残

されている．第1に，本研究では虚血と同時に体外循

環を開始しているが，実際の臨床応用では再灌流後に

体外循環を開始しても同様の梗塞サイズ縮小効果があ

るか否か，興味深い検討課題である．第2に，本研究

では体重約2.7 kgの家兎に2 ml/minの流速で体外循環

を行っており，これは臨床的に 30 ml/minの循環を体

重約44 kgの患者に施行する量に匹敵する．したがっ

て，本体外循環療法を 30 ml/min以上の流速で使用し

た場合の臨床的安全性を確認する必要がある．

結　　　論

本研究により，家兎の心筋虚血再灌流モデルにおい

て新しく開発された顆粒球吸着カラムを用いた体外循

環療法が，明らかな心筋梗塞サイズ縮小効果をもたら

顆粒球吸着カラムによる再灌流傷害抑制 327

J Cardiol 2000; 36: 321– 329



すことがわかった．さらに，この吸着カラムによる体

外循環療法は，少なくとも実験段階において血行動態

の変動や循環血液中の白血球数減少など重篤な副作用

をもたらすことはなかった．したがって，急性心筋梗

塞の再灌流療法における再灌流傷害を克服する現実的

手段として，本体外循環療法の臨床応用が期待され

る．

328 胡内・岩瀬・柏木 ほか

J Cardiol 2000; 36: 321–329

目　的 : 虚血再灌流傷害発生に顆粒球活性化による炎症が中心的役割を担っているが，臨床的に
有効な治療法は確立されていない．慢性関節リウマチや潰瘍性大腸炎に臨床的有効性が証明されて
いる顆粒球吸着カラム（G-1）を用いた体外循環療法の心筋梗塞縮小効果を実験的に検討した. 

方　法 : 家兎の冠動脈回旋枝30分間結紮後3時間再灌流の急性心筋梗塞モデルを作成，対照虚血
群（対照群 : 12例），G-1カラム治療群（G-1群 : 12例），shamカラム治療群（sham群 : 11例）に分けた．
梗塞サイズは塩化テトラゾリウム染色により測定した．
結　果 : 対照群，G-1群，sham群の梗塞サイズ（虚血域に対する%）はそれぞれ 34.7± 3.9%，

15.9±3.4%，35.2±4.1%で，G-1群で有意（p＜0.01）の縮小をみた．病理組織学的に検討した顆粒
球遊走能スコアは sham群（1.42±0.26）に比べてG-1群（0.58±0.17）で有意な（p＜0.05）低下を認め，
さらに梗塞サイズとスコアに有意（r＝0.78，p＜0.0001）の正相関が認められた．G-1群（11例）では
カラム入口部に比べて出口部の顆粒球は低Lセレクチン/高Mac-1の細胞接着分子発現型を示し，
sham群（11例）では接着分子発現型に変化はみられなかった.

結　論 : 家兎の急性心筋梗塞モデルにおいてG-1を用いた顆粒球吸着体外循環療法は，顆粒球遊
走能の抑制により炎症に基づく再灌流傷害を軽減し，梗塞サイズ縮小をもたらすことがわかった．
本療法の臨床応用が期待される．

J Cardiol 2000; 36（5）: 321－329
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