
は じ め に

マウス，ラットなどの小動物は，従来の生理実験に

用いられたイヌ，ブタなどの大・中動物に比べて繁

殖・飼育も容易であることから，これらの小動物を利

用した虚血性心疾患の研究が盛んである．しかし，

ラットやマウスにおける心筋梗塞やリスクエリアの計

測にはさまざまな試み1）はあるものの，対象が小さい

ゆえに十分な精度が確立されておらず，死後染色法2,3）

に依存しているのが現状である．

高周波超音波装置を用いると，小動物でも良好な心

エコー図が記録できるため，その左室壁運動評価や心
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─────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────
Objectives. Few intravenous myocardial contrast echocardiography trials have evaluated myocardial

perfusion in small animals. The feasibility of using intravenous myocardial contrast echocardiography to
assess the ischemic area in rats was investigated.

Methods. Fourteen open chest Wister male rats were examined. Intravenous myocardial contrast
echocardiography was performed by fundamental and intermittent mode using a high frequency（5－
12 MHz）transducer（SONOS 5500）with injection of NC100100（20% dilution）into the femoral vein. The
mechanical index was set to 1.6. Baseline-subtracted video intensity（256 level）was measured in the anteri-
or, posterior, septal and lateral walls of the left ventricle. The left anterior descending artery was ligated in
16 rats. The area at risk was evaluated by myocardial contrast echocardiography and compared to the area
of defect by Evans Blue staining.

Results. All wall segments were clearly opacified（anterior 63.8±24.7, posterior 27.0±11.0, septal
44.5±11.6, lateral 52.3±19.1）, although the baseline-subtracted video intensity of the posterior wall was
low. The area at risk was clearly observed, and there was a good correlation with the nonperfused area by
Evans Blue staining（y＝1.13x－3.54, r＝0.98）.

Conclusions. Intravenous myocardial contrast echocardiography can detect the perfusion defect even in
rats using a high frequency transducer and suitable setup of equipment. 
─────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────J Cardiol 2001 ; 37（4）: 209－214
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室容積計測に用いられている4,5）．心筋灌流評価には，

心筋コントラストエコー図法が期待できるが 6），小動

物を対象にした方法論や精度に関しての十分な知見が

得られていない．

そこで本研究の目的は，ラットにおける経静脈性心

筋コントラストエコー図法による心筋染影の可能性，

冠動脈結紮による虚血領域の定量的評価を検討するこ

とにある．

対象と方法

1．実験1: 心筋コントラストエコー図法の方法論

ウィスター系雄性ラット 14匹（7－10週齢，体重

180－250 g）を対象とした．ネンブタール（1.0 ml/kg）の

腹腔内投与により麻酔，仰臥位に固定した．気管内挿

管後，従量式レスピレーター（シナノ，SN-480-7）に接

続し，1回換気量を2.5－3.0 ml，換気回数を70－80/min

とした．大腿静脈を切開し，シリコンチューブ（内径

0.5 mm，長さ約 4.5 cm）を留置した．傍胸骨縁に沿っ

て開胸し，心外膜を切開して心臓を露出させた．

使用した超音波装置は Agilent Technologies製

SONOS 5500で，探触子は扇形走査型高周波ワイドバ

ンド対応のS12探触子（5－12 MHz）を用いた．ラット

の心臓は小さく，探触子を直接心臓表面に接触させる

と近距離音場の問題があるため，探触子の先端に超音

波診断用ゲルを満たしたゴム製薄膜袋を約2.5 cm長に

装着し，これを探触子と心臓間のスペーサーとして用

い，良好な画像を得られるようにした．左室中央部短

軸像が明確に得られるように，探触子を支持器で固定

した．ラットの心臓は短軸径 1 cmと非常に小さいた

め，本装置に搭載されてる音響的ズームを使用して拡

大描出した．画像は単純な拡大であるために，それに

より空間分解能が改善するわけではないが，肉眼的観

察には非常に有用であった．

心筋コントラストエコー図法のための装置側の設定

は，基本波モードとし，収縮末期同期の間欠送信法

（5－6心拍に 1回照射 ; ラットは頻拍であるので，約

50－60照射/minに相当）とした．超音波造影剤として，

フッ化炭素ガスを主成分とするNC100100（Nycomed

Imaging AS）を用い，0.15 mlを大腿静脈に留置した

チューブよりボーラス投与した．この際，チューブが

非常に細いために，注入による過剰な圧が造影剤の微

小気泡に加わらないように，約 1秒で緩徐注入した．

フラッシュ用の後追い注入，造影剤自体の持続投与は

過大な容量負荷を危惧して行わなかった．至適濃度，

装置側の至適音圧の検討のために，別途予備実験を

行った．すなわち，NC100100の濃度を 2%，5%，

100%の 3種類に，mechanical index（MI）を 0.3，1.0，

1.6 （最大値）の3段階に変化させた．濃度を5%にした

場合，MIが高いほど左室前壁の染影度は上昇した

（MIが0.3，1.0，1.6でそれぞれの輝度値は13，46，79）．

MIを1.6に固定した場合，NC100100の濃度が高いほ

ど染影度は大きいが（2%，5%，100%において輝度値

は 67，79，116），高濃度では左室前壁および心腔内

の造影剤による音響陰影のため後壁は染影されなかっ

た．それゆえ，本実験では造影剤濃度を5%とし，超

音波音圧をMI 1.6として検討した．

心筋コントラストエコー画像はビデオテープに記録

し，オフラインにてTomTec製Color Cardiology Work

Stationを用いて，心筋染影度をグレースケール256階

調で輝度解析した．左室前壁，後壁，側壁，中隔の4

ヵ所に関心領域を置き，超音波造影剤流入後の最高輝

度値から流入前の基本輝度値を引いたものを輝度上昇

度として求めた．

2．実験2: 虚血領域の定量評価

ウィスター系雄性ラット 16匹（9－13週齢，体重

371.6±44.8 g）を対象とした．実験1と同様に心筋コ

ントラストエコー図法施行後，左冠動脈7）の前室間枝

分岐点より近位を完全結紮し，同様に心筋コントラス

トエコー図法を施行した．その後 30% Evans Blue

（10 ml/kg）を大腿静脈より注入し，心臓を摘出した．

摘出心臓は生理食塩水で洗浄後，10%中性ホルマリン

で固定し，心筋コントラストエコー図と同一断面の左

室短軸切片を作成した．ホルマリン固定した切片より，

Evans Blue非染色部分面積（非灌流領域）の左室壁全面

積に対する割合を求め，心筋コントラストエコー図像

より求めた超音波造影剤の非染影部分面積の左心室壁

全面積に対する割合と比較検討した．

3．統計処理　

すべての統計学的数値は平均±標準偏差で表し，測

定値の群間比較の検定はpaired t検定を行い，p＜0.05

を有意差の判定とした．また2指標の相関は最小2乗

法により回帰直線を求めた．



結　　　果

1．実 験 1

すべてのラットで良好な心筋染影を肉眼で確認でき

（Fig. 1），輝度上昇度は左室前壁 63.8± 24.7，後壁

27.0±11.0，中隔44.5±11.6，側壁52.3±19.1であっ

た（Fig. 2）．後壁部分の輝度上昇度は他の部位に比べ

て有意に低かった．なお心拍数は，超音波造影剤投与

前276±31/min，投与後283±29/minで，投与前後で

の有意差はなかった（Fig. 3）．

2．実 験 2

冠動脈結紮を施行した16匹中15匹において，心筋

コントラストエコー図法により，心筋染影欠損部が検

出でき（Fig. 4），その欠損部の位置，範囲は剖検で判

定した虚血部分のそれに一致した．染影欠損のみられ

なかった 1匹では，剖検でも虚血領域は認められな

かった．虚血領域の左室壁全体に対する割合は，良い

相関（y＝1.13x－3.54，r＝0.98）を示した（Fig. 5）．

考　　　案

今回の検討で，ラットにおいても経静脈性心筋コン

トラストエコー図法が可能であることが示された．非
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Fig. 1 Myocardial contrast echocardiography in an open chest rat
All images were recorded by fundamental and intermittent mode. Mechanical index was set at 1.6.
Left : Baseline. Middle : Myocardial contrast echocardiography. Right : Myocardial contrast echocardiogra-
phy after ligation of the left coronary artery.

Fig. 2 Baseline subtracted peak intensity at the anteri-
or, posterior, septal and lateral walls of the left
ventricle
All images were recorded by fundamental and intermit-
tent mode. Mechanical index was set at 1.6. 
＊p＜0.05, ＊＊p＜0.0001.

Fig. 3 Heart rate before and after administration of the
contrast agent
Heart rate before administration was 276± 31
beats/min, heart rate after administration was 283±29
beats/min.
HR＝heart rate.



灌流領域を心筋非染影領域として表すことができ，心

筋灌流を極めて少ない侵襲で定量的に評価できる可能

性が示唆された．その際いくつかの工夫を試し，検討

した．その第1は，高周波探触子を使用したとはいえ，

探触子を直接心表面に置いた場合には明確な心断層像

が得られなかった．それゆえ，スペーサーとして手術

用ゴム製手袋の指部分を利用することにより明瞭な画

像が得られた．第2は造影剤の投与量で，0.15 ml程度

であれば心拍数には変化がなく，過大な容量負荷にな

らないことが示された．

一般に心筋コントラストエコー図法に対しては，基

本波モードよりもハーモニックモードが用いられる．

対象がラットのような小動物では高い空間分解能を必

要とするため，高周波探触子が必須であるが，高周波

探触子にはハーモニックモードの技術が用意されてい

ない．それゆえ，必然的にハーモニックモードを利用

できないが，基本波モードでも十分な心筋染影が得ら

れ，虚血領域も肉眼的に検出できたことは注目に値す

る．また心拍数300近いラットにおいて，心拍同期の

間欠送信法とはいえ，1－2 frame/secの短い送信間隔

でも十分な心筋染影画像が得られたことも注目でき

る．通常ヒトでは，ハーモニック法や数秒に1回送受

信する間欠送信が必要である．なぜラットでは基本波

モードで短い送信間隔での心筋染影が得られるかは不

明である．一つには，用いた超音波造影剤が音圧に対

して抵抗性があるのか，または，高周波数の超音波の

使用が，1－2μmの付近に粒度分布が多い微小気泡の

検出に適していた可能性がある．今回の設定での間欠

送信でも心筋が十分染影されたことより，工夫によっ

ては壁運動評価のためのリアルタイム心筋コントラス

トエコー図法が可能かもしれない．

本実験の対象が小動物であるために，経静脈性心筋

コントラストエコー図法を施行する際の制限がいくつ

か発生している．第 1に造影剤注入用のシリコン

チューブの内径は 0.5 mmと非常に小さく，かつ注入

には細小のシリンジを用いたため，超音波造影剤注入

時に高い圧力が付加されると推測され，微小気泡の崩
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Fig. 4 Demonstration of perfusion defects
Left : Myocardial contrast echocardiography. Right : Evans Blue staining.

Fig. 5 Correlation between perfusion defects by
myocardial contrast echocardiography and
Evans Blue staining
MCE＝myocardial contrast echocardiography.



壊も示唆される．注入量を大きくすることや，持続注

入することで解決されうるが，全体注入量が増え負荷

が大きくなるなど，小動物ゆえに実際にこれらの方法

を取り入れることは困難であろう．第2に超音波造影

剤注入量を僅少にするために，持続投与ではなくボー

ラス投与しているので，左室後壁の音響陰影の出現は

避けられず，後壁の輝度上昇度は低下した．音響陰影

の出現を低減させるため，今後さらに投与方法や投与

濃度，投与速度などを検討する必要がある．

経静脈性心筋コントラストエコー図法により，心筋

虚血領域が剖検心と良い対応を示した点は評価でき

る．Scherrer-Crosbieら8）によるマウスでの心筋虚血領

域の心筋コントラストエコー図法による評価でも，

Evans Blue非染色領域と良い対応を示している．しか

し，超音波照射後の検討の場合には，超音波照射によ

り直接エネルギーを受け組織の透過性，活性が高くな

り，超音波造影剤の微小気泡崩壊によるキャビテー

ションが発生することから，真の虚血領域よりも超音

波照射後のほうがEvans Blue染色範囲が広くなること

が示唆されているので9），超音波の影響という意味で，

別途検討が必要であろう．

対象としたラットの心臓が小さいため，超音波記録

に際しての技術的問題点があった．超音波探触子先端

に装着した指サックの直径は2 cm，心臓の長軸径は約

1.5 cmであり，任意の短軸像を描出するのは困難であ

る．今回の検討では左室中央部に設定したが，それよ

りも心尖部での評価は事実上難しいと思われる．

本研究の意義

ラットにおいて，経静脈性心筋コントラストエコー

図法を用いて心筋灌流の観察・評価が可能であること

は大きな意味がある．臨床的には冠動脈閉塞後，すな

わち急性心筋梗塞後の心筋灌流の経時的変化，それに

対する冠動脈再疎通や側副血行路の影響，さらには再

疎通療法開始前の薬剤療法の効果判定など，重要な問

題でありながら未解決である項目は多い．これらの解

決には動物実験が不可欠であるが，心筋灌流の状況は

今までは剖検心でのみ診断された．すなわち，一時期

のみの評価からすべてを推測していた．しかし，心筋

コントラストエコー図法により in situの状態で任意の

時期に反復評価できる利点が生かせる途が開かれ，こ

れらの問題点の解決に近づく可能性が高い．

結　　　語

ラットにおいて，経静脈性心筋コントラストエコー

図法により十分な心筋染影が得られ，冠動脈閉塞によ

る非灌流領域の正確な定量的評価が可能であった．
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目　的 : 経静脈性心筋コントラストエコー図法によりラットにおける心筋染影の可能性，さらに
は心筋虚血領域の定量評価の可能性を検討する．
方　法 : 対象は麻酔開胸したウィスター系ラット14匹で，SONOS 5500，セクター型S12探触子

（5－12 MHz）を使用して検討した．探触子先端にゼリーを満たしたゴム薄膜を装着した探触子を心
表面に当て，支持器により位置方向を固定した．基本波モード，mechanical index 1.6，5－6心拍に
1回の間欠送信に設定し，20倍希釈のNC100100を用い，0.15 mlを大腿静脈から注入して，コント
ラストエコー画像のビデオ記録（256階調グレースケール）から心筋の輝度上昇度を求めた．つぎに
麻酔開胸ラット16匹で，左冠動脈結紮により虚血領域を作成し，その非染影面積をEvans Blue染
色法と対比した．
結　果 : 左室心筋染影の輝度上昇度は前壁63.8±24.7，後壁27.0±11.0，中隔44.5±11.6，側壁

52.3±19.1であった．冠動脈結紮による非染影領域はEvans Blue染色による虚血領域と良い相関
（y＝1.13x－3.54，r＝0.98）を示した．
結　論 : 経静脈性心筋コントラストエコー図法により，ラットの虚血領域を定量的に評価するこ

とができる．

J Cardiol 2001; 37（4）: 209－214
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