
は じ め に

αヒト心房性Na利尿ペプチド（alpha-human atrial

natriuretic peptide : α-hANP）はNa利尿作用1），血管拡

張作用2,3），レニン・アルドステロン分泌抑制作用4,5）

などを有し，前負荷・後負荷を軽減する目的で心不全
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─────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────
Objectives. Alpha-human atrial natriuretic peptide（α-hANP）has been used to treat patients with heart

failure due to its natriuretic and vasodilatory activities. Recent reports have suggested that α-hANP gener-
ates nitric oxide（NO）that is known to be involved in myoprotective mechanisms. In this study, the effects
of preischemic infusion of α-hANP against reperfusion injury were evaluated.

Methods. Isolated rat（Sprague-Dawley rat, age 8－10 weeks, weight 260－340g）hearts were subjected
to Langendorff perfusion with buffered Krebs-Henseleit solution and were divided into three groups : Six
hearts were treated with 0.1μM ofα-hANP for 10 min（Group H）, six hearts with 1 mM of a NO syn-
thetase inhibitor NG-nitro-L-arginine methyl ester（L-NAME）for 5 min beforeα-hANP（Group L）, and six
hearts served as the controls with no interventions（Group C）. All groups were then subjected to 20min of
global ischemia followed by 120 min of reperfusion. Left ventricular pressures and coronary flow were
measured throughout the experiment and infarct size was evaluated at the end of the experiments.

Results. Treatment withα-hANP significantly reduced infarct size as compared to control hearts where-
as pretreatment with L-NAME almost reversed the preventive effect（Group C＝42.7±2.3%, Group H＝
26.1±2.8%＊, Group L＝39.0±1.6%; ＊p＜0.01 vs Group C）. There were no significant differences in
left ventricular pressure and coronary flow between the three groups. 

Conclusions. Preischemic infusion ofα-hANP may provide myoprotective effects against postischemic
reperfusion, possibly through a NO-dependent mechanism.
──────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────J Cardiol 2002 Jun ; 39（6）: 299－304

Key Words
Natriuretic peptide, atrial Nitric oxide Ischemia, reperfusion
Ischemia, preconditioning Myocardial infarction, pathophysiology

Abstract



300 大川・堀本・三重野 ほか

J Cardiol 2002 Jun; 39（6）: 299 –304

治療に広く臨床応用されている．

α-hANPは血管平滑筋内の膜型グアニル酸シクラー

ゼ受容体と結合し，細胞内サイクリックグアノシン

2′, 3′-一リン酸（cyclic nucleoside 2′, 3′-monophosphate :

cGMP）濃度を上昇させる6）．また近年，α-hANPが一

酸化窒素（nitric acid : NO）を放出することが報告され

ている7）．一方，心筋虚血再灌流障害に対する心筋虚

血プレコンディショニングを含む種々の心筋保護反応

には，ATP感受性Kチャネルをはじめ，さまざまな因

子が関与している．cGMPもその一つで，NO供与体

を投与することにより可溶性グアニル酸シクラーゼを

活性化させ，細胞内cGMP濃度を上昇させることによ

り8），虚血再灌流障害に対する心筋保護効果が得られ

ることが報告されている9）．また，我々は心筋虚血プ

レコンディショニングにNO合成酵素阻害薬NG-nitro-

L-arginine methyl ester（L-NAME）またはNO-cGMP阻害

薬メチレンブルーを投与することにより心筋保護効果

が消失する事実から，心筋虚血プレコンディショニン

グにおけるNO-cGMP経路の関与を報告している10）．

以上より，α-hANPを虚血前に投与することにより，

NO-cGMP経路を介した虚血再灌流障害に対する心筋

保護効果が期待される．

今回我々は，ラット摘出心Langendorff冠灌流モデ

ルを使用し，α-hANP虚血前投与における心筋プレコ

ンディショニング効果およびその機序におけるNO関

与の可能性について検討した．

対象と方法

1 使用薬剤

α-hANPは 28個のアミノ酸よりなるα型ANPで，

サントリー生物医学研究所から提供された11）．また

NO合成酵素阻害薬L-NAMEはSigma Aldrich から購入

した．

2 実験動物

日本SLCで生産された雄性Sprague-Dawlayラット

（8－10週齢，260－340g）を使用した．

動物実験に関しては，すべて「動物実験に関する指

針」12）に従った．

3 摘出心の作製

ジエチルエーテル麻酔後，ペントバルビタールナト

リウム（40 mg/kg）を腹腔内投与し，大腿静脈よりヘパ

リンナトリウム（1,000 U/kg）を静注した後，迅速に心

臓を摘出した．摘出心をただちに局所冷却し，心停止

させた後，摘出心の大動脈にカニューレを挿入して

Langendorff灌流装置に装着した．ただちに肺動脈ベ

ントを作製し，左心耳を切除後，経左房的に左室圧計

測用バルーンを挿入した．

4 Langendorff灌流プロトコル

95%O2，5%CO2により平衡化されたKrebs-Henseleit

灌流液（NaCl 115 mM, NaHCO3 25 mM, KCl 4.7 mM,

MgSO4 1.2 mM, KH2PO4 1.1 mM, CaCl2 1.7 mM，グル

コース 1 1 . 5 m M，ピルビン酸 4 . 9 m M，フマル酸

5.4 mM）を 37°C，75 mmHgの定圧Langendorff灌流を

行った．

摘出心はLangendorff灌流開始後，30分間安定化さ

せた．その間に摘出心の左心耳を切除し，経左房的に

挿入したバルーンに生理食塩水を注入し，左室拡張末

期圧が5－10 mmHgとなるようにバルーン容量を設定

し，等量バルーンとして実験終了時まで左室圧および

冠灌流量を測定した．

5 実験群 Fig. 1

実験は無処置のC群（6例），全虚血前の 10分間α-

hANP（0.1μM）を投与したH群（6例），α-hANP投与前

Fig. 1 Langendorff perfusion protocol
Isolated rat hearts were subjected to Langendorff perfu-
sion with buffered Krebs-Henseleit solution. Group H
was treated with 0.1μM ofα-hANP for 10 min, and
Group L with 1mM of L-NAME for 5min followed by
0.1μM ofα-hANP for 10 min. Group C（control hearts）
received no drug infusion. All groups were then sub-
jected to 20 min of global ischemia followed by 120min
of reperfusion. 
α-hANP＝ alpha-human atrial natriuretic peptide ; L-
NAME＝NG-nitro-L-arginine methyl ester ; GI＝glob-
al ischemia ; RE＝ reperfusion.



にL-NAME（1 mM）を5分間投与したL群（6例）の3群

に分けて行った．

α-hANPおよび L-NAMEの投与濃度は諸家の報

告13－16）に準じた．各群，20分間の大動脈遮断による

全虚血と120分間の再灌流を行った．

6 測定項目

左室圧および摘出心より流出する1分間当たりの灌

流液量（冠灌流量）を経時的に計測した．また実験終了

後，ただちに摘出心の左室部分のみを残し，その他の

領域は切除した．左室心筋を左室横断面で2 mm厚に

スライスし，2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride（37°C,

pH 7.4, Sigma Chemical Co.）と15分間反応させ，白色

部分を梗塞領域としてトレースした．この方法で判明

した心筋梗塞領域の面積を計測（Sigma Scan Pro, SPSS

Inc.）し，総面積（表面＋裏面）に対する梗塞領域面積

（表面＋裏面）の割合を心筋梗塞範囲と定義した．

7 統計処理

各群の結果は平均±標準偏差で表し，分散分析検定

を行い，p＜0.05を有意差の判定とした．

結　　　果

実験で使用したSprague-Dawlayラットの体重におい

て，各群間に有意差は認められなかった．

1 左室発生圧

左室発生圧は各時点において左室収縮期圧から左室

拡張末期圧を減じることにより算出した．実験を通し

ての左室発生圧の虚血前値に対する割合（%）をFig. 2

に示した．虚血前および再灌流 120分間において，3

群間で有意差は認められなかった．

2 冠灌流量

実験を通しての冠灌流量の虚血前値に対する割合

（%）をFig. 3に示した．虚血前および再灌流 120分間

において，3群間で有意差は認められなかった．

3 心筋梗塞範囲

実験終了時の心筋梗塞範囲をFig. 4に示した．H群

ではC群に比べて梗塞範囲が有意に低値を示した（C

群 vs H群 : 42.7±2.3% vs 26.1±2.8%, p＜0.01）．ま

たL群ではH群と比べて梗塞範囲が有意に高値を示し

た（H群 vs L群 : 26.1±2.8% vs 39.0±1.6%, p＜0.01）．

3群の再灌流後の左室心筋横断面の代表的な例をFig.

5に示した．

考　　　察

本実験により，1）α-hANPを虚血前投与することに

より再灌流後に生じる心筋梗塞範囲が減少した，

2）同効果はNO合成酵素阻害薬L-NAMEにより阻害さ

れた，の2点が明らかになった．

我々は以前より家兎摘出心灌流実験において，NO

およびcGMPの心筋プレコンディショニング反応にお

ける役割について明らかにしてきた10）．交感神経β遮

断様作用17），細胞内へのCa流入抑制作用18），ミトコ

ンドリアにおける呼吸を軽減させる作用19）など，これ

らNOの持つエネルギー消費抑制作用が虚血心筋に保
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Fig. 2 Normalized left ventricular peak
developed pressure with time
The time course of events is shown in Fig.
1. There was no significant difference
between the three groups throughout the
experiment.
%LVPDP＝ percentage left ventricular
peak developed pressure. Explanation of
the groups and other abbreviations as in
Fig. 1.



護的に働き，再灌流後の心筋梗塞範囲を減少させるの

ではないかと考えられる．同実験においては，NO前

駆体，L-アルギニンを虚血前投与することにより，心

筋保護効果が得られたが，ATP感受性Kチャネル阻害

薬グリベンクラミドでその効果が阻害されたことによ

り，NOによるATP感受性Kチャネルへの何らかの作

用が存在することも否定できない．さらに，NOがプ

レコンディショニング反応において重要な働きをする

とされるプロテインキナーゼC-εを活性化することが

知られており20），NOによるプレコンディショニング

効果がプロテインキナーゼCを介して発揮されている

可能性も考えられる．

また，NOの多くの作用は cGMPをセカンドメッセ

ンジャーとして発揮されていることが知られてい

る21）．cGMPの細胞内での作用は多岐にわたり，プレ

コンディショニングにおけるcGMPの役割については

正確に把握することは難しいが，L型Caチャネルを

阻害することで細胞内へのCa流入を抑制し，虚血心

筋細胞にみられる浸透圧上昇を抑制すること22）も

cGMPを介した細胞保護効果の一つと考えられる．さ

らに，細胞内cGMP濃度の上昇は心筋酵素消費を抑制

する23）ことが知られており，その結果，虚血時のエネ

ルギー消費を抑制し，プレコンディショニング効果を

誘導することも考えられる．

いずれにしても，α-hANPによる心筋プレコンディ

ショニング効果がL-NAMEにより阻害された事実よ

り，α-hANP投与によりNOが産生され，心筋保護効

果に寄与したことが強く示唆される．

一方，NOにはperoxynitriteによる細胞傷害性がある

ことも報告されている．本実験ではそのような作用は

明らかでなかったが，これは本実験が摘出心による灌

流モデルであり，血液成分が灌流液中に含まれていな

いことが原因と推察される．また，peroxynitriteは代

謝速度が速く，本実験系においては細胞傷害性を発揮

することができなかった可能性が考えられる．いずれ

にしても，今後，血液灌流モデルにおいても同様の実

験が必要と思われる．臨床では急性心筋梗塞患者にお

いて，経皮的冠動脈形成術前にα-hANPの冠動脈内投

与を行い，血行動態，不整脈発生率，心電図変化の各

指標において再灌流障害が抑制されたとの報告がみら

れる24）．同報告ではNOの関与については言及されて

いないが，α-hANPがヒト心筋に対しても再灌流障害
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Fig. 4 Infarct size for the different groups
Note thatα-hANP significantly decreased infarct size,
but prior infusion of L-NAME reversed the effect.
＊p＜0.01 vs group C.
Explanation of the groups and abbreviations as in Fig.
1.

Fig. 3 Normalized coronary flow with time
The time course of events is shown in Fig.
1. There was no significant difference
between the three groups throughout the
experiment. 
%CF＝ percentage coronary flow.
Explanation of the groups and other abbre-
viations as in Fig. 1.



に対する保護効果を発揮することを示唆するものであ

ろう．

α-hANPの投与時期については光島ら25）がラット心

筋超微細構造の観察から，虚血前に投与した群では虚

血後に投与した群に比べて，形態的傷害が軽微であっ

たと報告している．我々の実験でもα-hANPを虚血前

にのみ投与し，良好な結果が得られたことから，虚血

前からの投与が望ましいと思われる．

一般に，α-hANPはその種々の薬理作用により，前

負荷および後負荷を軽減するため，心不全治療に用い

られている．その際に使用されるα-hANPの投与量が

本実験で確認されたNOを介した心筋保護作用を発揮

するに足りうるかどうかについては今後の検討課題で

あるが，少なくとも，今回の実験結果がα-hANPの心

不全のみならず，虚血再灌流障害に対する有効性を示

唆していると思われる．

結　　　語

α-hANPの虚血前投与により心筋梗塞範囲が減少し

たことから，α-hANP投与による心筋プレコンディ

ショニング効果が確認された．また，この効果はNO合

成酵素阻害薬であるL-NAMEを投与することにより

抑制されたことから，α-hANP投与による心筋プレコ

ンディショニング効果にはNOの関与が示唆された．
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Fig. 5 Representative photographs of left ventricular myocardium by 2, 3, 5-triphenyltetrazolium
chloride staining after reperfusion in each group 
Unstained area indicates infarction. Group H exhibited less unstained area compared to Group C or Group
L.
Explanation of the groups as in Fig. 1.

目　的 : αヒト心房性Na利尿ペプチド（α-hANP）は血管平滑筋の膜型グアニル酸シクラーゼ受容
体に作用し，強力なNa利尿作用および血管拡張作用を有し，心不全治療に使用されているが，心
筋への直接作用については不明である．一方，近年α-hANPが一酸化窒素（NO）を産生することが
報告されており，我々はNOを介した心筋プレコンディショニング効果を確認していることから，
α-hANPの虚血前投与によりNOを介した心筋保護作用が期待される．今回我々は，ラット摘出心
におけるα-hANPの虚血再灌流障害に対する心筋プレコンディショニング効果およびNOの関与に
ついて検討した．
方　法 : Sprague-Dawlayラット（8－10週齢，雄，260－340 g）摘出心を37°C，75 mmHgで酸素化し

たKrebs-Henseleit液を用いてLangendorff冠灌流し，30分間の安定化後，20分間の全虚血，続いて
120分間の再灌流を行い，以下の3群に分けた．無処置のC群（6例），全虚血前の10分間にα-hANP

（0.1μM）を投与したH群（6例），α-hANP投与前にNO合成酵素阻害薬L-NAME（1 mM）を5分間投
与したL群（6例）．実験を通じて左室圧および冠灌流量，再灌流120分後に心筋梗塞範囲を測定し
た．

要　　　約

Group C Group H Group L
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結　果 : 120分後の心筋梗塞範囲はα-hANP投与により有意に減少し，L-NAME投与によってα-

hANPの作用が抑制された（C群42.7±2.3%，H群26.1±2.8%＊，L群39.0±1.6%，＊p＜0.01 vs C

群）．左室圧および冠灌流量は3群間でいずれも有意差が認められなかった．
結　論 : α-hANP虚血前投与により心筋プレコンディショニング効果を認め，その効果はNO産

生を介して発揮されている可能性が示唆された．

J Cardiol 2002 Jun; 39（6）: 299－304
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