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心臓外科領域における microfluorometryの応用

1. Microfluorometry による心筋 Viabilityの判定
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An on-line、non-invasiv巴methodof monitoring the viability of myocardium in cardiac ische-

mia is described in this report. The technique is based on the differences in spectrol properties 

between the oxidized and reduced forms of pyridine nucleotides. Mitochondrial J'¥ADH fluo 

rescence is an efficient indicator of intracellular oxygen concentration and changes in metabolic 

condition. 

Under total cardiopulmonary bypass, the fluorescent emission from the surface of the canine 

hearts (R ¥' epicardium) was monitored. As soon as the aorta was clamped, the fluorescence was 

increased promptly and reached a plateau. Experimental results obtained at declamping after 

90 minutes’contenuous myocardial ischemia were as described bellow. In hypothermia (20°C) 

the fluorescence returned to the pre-clamping level promptly, and the heart recovered normal 

beating. In normothermia (36°C), the fluorescence decreased slowly, but not to the pre-clamping 

level and the heart showed only feeble 五brillation.

From the extent of decrease of the N AD H fluorescence at reperfusion, four grades of v叩bility

of myocardium in cardiac ischemia were classified. 

Grade 1 : viability is excellent 

At reperfusion, the fluorescence returns to the pre damping level within one minute. 

Grade 2・ Viabilityis good 

Key words: Fluorometry. Viability of myocardium, :¥1、川ardial metabolism, :¥Iyoは rdialprotection, Mitochon-
drial redox state. 
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At reperfusion, the fluorescence returns to the pre-damping level within two minutes. 

Grade 3 : Viability is poor 

At reperfusion, the fluorescence decreases, but not to the pre-clamping level. (the decrease 

is more than a half to the pre-clamping level) 

Grade 4: Viability is damaged 

At reperfusion, the fluorescence decreases only scarcely. (the decrease is less than a half 

to the pre-clamping level) 

はじめに

関心術中の心筋組織濯流の状態や，心筋細胞自身の

呼吸代謝の状態をより良く反映する指標となるものを，

心臓外科医は追求して来た．従来より，組織濯流や細

胞自身の呼吸代謝を評価する方法として，血行動態面

から心機能を検討する方法と，細胞レベノレでの Via

bilityを評価する方法が行なわれて来ており，後者と

しては，血液採取！とよる代謝産物や逸脱酵素の測定問

29）’切除心筋組織の生化学的定量，あるいは電顕によ

る超微細構造問の変化などを検索する方法が中心であ

った．しかしながら，呼吸代謝系は，元来動的なシス

テムであり，たえず生体内で変化しているものである．

血液採取や，切除組織から個々の要素の変化を調べて，

それらを組み合わせ，再構築するのではなく，動的

なシステムの変化を， リアルタイムK，なおかつ非破

壊的に測定する方法とそが，理想的評価法と考えられ

る．現在のところ，との要求を満たす唯一の方法は，

ChanceSJらによって紹介された， Fluorometry法によ

る細胞内 pyridinenucleotideの redoxstateの測定

であろう l"24'.還元型の pyridinenucleotide (N ADH) 

は波長 340nmに極大吸収を持ち，吸収エネルギーの

一部は 460nmを極大とする後光を発するが，酸化型

の pyridinenucleotide (NAD）は鐙光を発しない（図

1 ）.それゆえ一定量の励起紫外線を目標組織に照射

して発生する畿光量を測定すれば，その組織内の py-

ridine nucleotideの redoxstate lζ対応して後光量が

変化するので，測定し得た鐙光量をもって，その組織

の redoxstateの指標とする乙とが出来る．

従来ζの方法は，血液が濯流する insituの組織で

は，赤血球や，循環血流量の変動にもとずく，血行性

アーティファクト24lのために測定が困難であったが，

小林ら20,wが関fとした新しい microfluorometry法は

この障害を解決し， insituの臓器に対する応用を可能

とした．著者はこの点に着目して，この microfluoro-

metry法を心臓に対して使用し，心筋lζ対する血流遮

断時と血流再濯流時における変化と，その再現性lと関

する実験を行ない，心筋の Viabilityの判定に利用可

能であるか否かを検討した．

方 法

体重 10～16kgの雑穫成犬30頭を用い， 0.4ml/kg

のソムノベンチノレで静脈麻酔後，気管内挿管を行ない，

Harvard型レスピレーターに接続， roomairによる間

歓的陽圧呼吸を行なった．第4肋聞にて，胸骨横断に

よる両側関胸を行ない．送血管を右総頚動脈lζ，脱血

管を右心耳より右房IC挿入し，体外循環下lζ実験を行

なった．人工心肺装置は，ローラー型ポンプと，テン

プトロール Q110人工肺を使用，充填液として，乳酸

リンゲ、ル液， 77ぢ重炭酸ソーダ液，カルシウムグルコ

ネート．及び207ぢ7 ニトールを加えたものを使用し，

濯流量は 80ml/kgとした．心筋温度計はテルモ社製

を使用し，左室心尖部lζ，針型プロープを穿刺して連

続的に測定した．
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果

① 常温下（心筋温 34。C～37℃）において，上行大

動脈を遮断.90分後lζ血流を再開した場合

大動脈遮断により鍾光量は急激に増加し， 平均2分

で180~仰と達し， 以後プラトーとなった.90分後lと大動

脈遮断を解除して血流を再開すると，鐙光は再び減少

するが，その減少速度は避し平均160箔までの減少

にとどまった．心筋は堅く，外観上暗赤色を示し，い

わゆる「stoneheart」の様相を呈し，直流除細動によ

っても正常心拍動の再開をみなかった（図2下）．

② 低温下（心筋温 20°C～24°C）において，上行大

動脈を遮断.90分後lζ血液を再開した場合

大動脈遮断lとより．後光量は急激に増加し，平均2

分で， 180？ちに達し，プラトーとなった.90分後の血流

再聞により，主査光景は瞬時re減少し， 100%の基線iζ

戻った．心筋は，大きな心室細動を示し，直流除細動

lとより容易に正常心拍動をとり戻した（図 2上）．

③ 常温下で大動脈遮断後， 30分毎lζ約2分間の血

液再濯流を行なった場合

大動脈遮断後，鐙光量カ'180%でプラトーとなるが，

30分後の血液再滋流では，鐙光量は瞬時lζ減少し，

常温下測定では，生理食境水を輸血用のウォー7 ーコ

イJレを通して加温し，心のう内lζ注入して心筋温を維

持し一方低温下測定では，生理食塩水で作った ice

slushを用いる局所冷却法により心筋温を調整した．

結

心臓外科領域における microfluorometryの応用

体温および血液温は，プロープを直腸（咽頭）また

は，人工肺リザーパーに直接挿入し，テルモ社製温度

計で測定した．

右心室前壁の心外膜表面に，測光プローフを，アロ

ンアJレフ 7fζて貼付装着し， これに直径 3mm，長さ

70cmのグラスファイパーをつないで， 立石ライフサ

イエンス研究所製の Redoximeterk接続した．励起

紫外線，発生鐙光は，乙のグラスファイパー内を通っ

て， Redoximeterから組織へ組織から Redoximeter

k伝えられる．

次のような条件下で，後光量の変化を測定した．

①常温下（心筋温 34℃～37。C）において，上行大

動脈を遮断.90分後に血流を再開する．

②低温下（心筋温 20。C～24°C）において，上行大

動脈を遮断.90分後に血流を再開する．

③常温下で大動脈遮断後， 30分毎lζローラーポン

プで約2分間の血液再濯i流を行なう．

①低温下で大動脈遮断後.30分毎lζ，ローラーポ

ンプで約2分間の血液再謹流を行なう．

①～＠の条件下で， 360nmの紫外線を，右室心筋

表面lζ照射し，励起される後光（460nm）量を， フィ

Jレターを通して測定記録した． との際， 720nmの近

赤外反射光を測定し，心筋内lこ含まれる血液によって

生する後光変化の補正を行なっている．鐙光の測量は，

盤光の入射ロを閉じた状態を 0%，非虚血心筋におけ

る生理的状態での後光量を1005ぢとして示した．なお
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大動脈遮断後1分以内iζ心室細動となり，次第に減弱して完全に心停止と

なる．常温下で，心室細動が続く．
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1007ちに戻った.60分後の血液再濯流では，鐙光量は に減少し，数秒以内f;'.:1005'ぢの基線iζ戻った. 90分後

100%まで減少するが，平均 1分30秒を要した.90分， の血液再濯流では，鐙光量は100%に戻るが，平均1分

120分後の 2分間の血流再濯流では，後光量は，各々 30分を要した.120分後， 150分後の血液再濯流では，

110%, 1407ちまでしか減少しなかった. 150分後の血 畿光量は， 1407ぢの減少にとどまった.180分後の血液

液再瀧流では，鐙光量の減少は軽微で，約10%の減少 再濃流では，畿光量の減少は軽微で，約30%の減少の

にとどまった（図3上段）． みであった（図3下段）．

④低温下で大動脈遮断後， 30分毎lζ，約2分間の なお，常温下lζ大動脈遮断を行ない， 30分毎lζ血液

血液再謹流を行った場合 再濯流した場合（条件③）， 120分迄の血液再開では，

大動脈遮断後，重量光量が1807ちでプラトーに達した 心室細動はしだいに強大となり，直流除細動lζて正常

後.30分後， 60分後の血液再濯流では，鐙光量は瞬間 心拍動をとり戻すととができたが.150分以後は，細動
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も微弱で，いわゆる rstoneheartjの様相を呈した． bilityを次の 4段階に分類した9》（図4〕．

低温下大動脈遮断で. 30分毎lと血液再濯流を行なった Grade 1. Excellent 

場合（条件③）， 150分迄の血液再開では，心室細動は Viabilityは極めて良好．鐙光量は 1分以内IC基線

強大で．直流除細動l乙て容易に正常心拍動をとり戻す に復する

ととができたが， 180分後以後は，細動は微弱であった． Grade 2. Good 

考 察
Viabilityは良好．後光量は 2分以内lζ基線lζ復す

る．

一連の実験を通して．大動脈遮断による虚血心停止

中，関歌的血液再潅流，または血流再開時の鐙光量の

変化が．心筋の Viabilityを示す指標となり得る ζと

が明らかとなった．

Grade 3. Poor 

心筋細胞は軽度障害.2 分間の濯流で， 140~ぢ以下

K鐙光量は減少するか，1007ちの基線ICは戻らな

ζの後光量の変化のパターンから，心筋細胞の Via- Grade 4. Damaged 
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心筋細胞は高度障害. 2分間の濯流でも，告を光量

の減少は軽微で， 140第以上にとどまる．

なお，直流徐細動法によって正常心拍動をとり戻す

には，主査光量の変動は Grade3 で， 130~ぢ以下K減少

していることが，必要であった．

ととろで，心筋は好気性代謝lζ依存するところが大

きく 1ペ低酸素状態では正常な心機能を維持するとと

はできない．心筋はエネノレギーを産出するためにいろ

いろな基質を利用しているが，その中lとは glucose,

遊離脂肪酸， lactateと pyruvateがあり，アミノ酸な

どはあまり利用されない

炭水化物の代謝は，細胞質で行なわれ，図 51ζ示す

ように， 1モノレの glucoseは， 2モJレの pyruvateと

なり，更に 2モルの lactatek分解される．との glu-

caseから lactateまでの全過程において酸素は使用き

れない．

ただ， 2つの過程で，酸化還元反応が行なわれる．す

なわち， glyceraldehydeが 1,3-diphosphoglycericacid 

k酸化され， pyruvateが lactatelζ還元される いず

れの場合も， pyridinenucleotide (NAD, NADH）が関

与し，結果的IC，酸化も還元も行なわれない．またエ

ネJレギー産生については， glucoseが， glucose-6-pho-

sphate l乙 fructose-6-phosphateカffructose-I, 6-di-

phosphate になる 2つの過程で（phosphoriration）で，

計 2モルの adeninetriphosphate(ATP）が消費される

-/J~， 1, 3 diphosphoglyceric acid カ~ 3 phosphoglyceric 

NAD＞レ。…te－－....て Co

acid K，また phosphopyrubicacidがpyruvateにな

る反応で，計 4モJレの ATPが産生される結果，全体

として 2モノレの ATPが産出される．

好気的条件下では， pyruvateは acetyl-CoAおよび

oxaloacetic acidとなり，ミトコンドリア内で， Krebs

cycle lζ入る（図的. pyruvateから acetylCoA, iso-

citric acid 3から αKetoglutaricacid，日『Ketoglutaric

acidカ〉ら succinylCoA, malic acid均3らoxaloacetic

Co A になる過程で， NADが NADHIζ還元される．

また， Succinicacidが fumaricacid になる時には，

FADが FADH2となり， さらに， succinylCoAが

succinic acid lとなる際， GDPが GTPへとリン酸化

が行なわれ， lモJレの ATPが産生される．

とのように生じた 4モノレの NADH と1モルの

FADH2はミトコンドリアの電子伝達系で酸化され，

14モルの ATPが産生される．

結局， 1モJレの glucoseが好気性代謝で，完全燃焼

され C02とH20に分解される時に， 38モJレの ATP

が産生されるととになる．

ととろが，嫌気的条件下山では， pyruvateは acetyl

Co Aからミトコンドリアへ入るととが出来ず， lactate

lζ進む結果，産生される ATPはわずかに 2モルのみ

である．乙のように，心筋が収縮を行うために必要な

エネルギーを得るためには好気性代謝が絶対に必要で

ある．

細胞内にとり込まれた酸素の90忽以上は，ミトコン

／ 、、出0 / 
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ドリアの電子伝達系で， NADH,FADH2を酸化する 法は，急性心筋使塞後の緊急、手術IC際し，心筋梗塞巣
ために利用される22>. この NAD/NADH比を知る の範囲を知る目的や，術中，術直後の心筋綬塞の発見，

ことにより，その細胞の酸化還元状態（redoxstate）を AC川イパスの有効性を知る目的などに応用が可能

察知することが司能である酌． である．とくに fluorescencephotography1.2＞は，今後

lactate dehydrogenase系は細胞質内での［NAD+]/ 臨床に充分使用できるであろうと考える．
[NADH］を反映し，/l-hydroxybutyratedehydrogenase 

系はミトコンドリア， クリスタの［NAD+]/[NADH]

を， glutamatede hydro genase はミトコンドリア，マト

リックスの［NAD+]/[NADH］を反映しており， 乙れ

らの反応系での平衡定数を求めると， それぞれの

[NAD+]/[NADH］が判かる.Iまぽ生理的状態での rat

liverでは細胞質内での（NAD+]/[NADH］は，平均

725, ミトコンドリア内では， クリスタ，マトリック

スもほぼ同じで，［NAD+J/[N ADH］は平均8であり，

乙のことからミトコンドリア内では細胞質と比べて非

常に還元状態にあると考えられる山. NAD, NADH 

はミトコンドリア膜を容易に通過することが出来ない．

(Shuttle機構）叫8・2へそれ故， このような異った酸化

還元状態が保たれるわけである．

と乙ろで， Fluorometry法で得られる後光は，還元

型の NADおよび NADP，すなわち NADH,NADP 

H から発せられるが， NADPは生体内ではほとんど

還元型 NADPHとして存在するとされており，本実

験でみられるような鐙光量の急激な変化は， NADの

redox stateの変化と考えられるわ．しかも先述したよ

うに，細胞内の NAD は細胞質とミトコンドリアの

2つの区画に分けられ， NADはミトコンドリア膜を

容易に通過し得ない 量的には ミトコ ンド リアにはる

かに多く存在しているととから， Fluorometry法によ

って得られる情報は，主としてミトコンドリア内の

redox stateを表わしていると考えられる．

心臓手術において，無血視野で．しかも静止した状

態で，正確にかつ迅速に手術操作を行なえることが術

者の扇いであった．このため，大動脈遮断による一時

的虚血，電気的細動，超低体温i法25に局所冷却法3,15, 

31》，薬物による心停止法およびその聞の心筋保護法8.!lo

13・19.26・27・30》が行なわれて来た，しかし， これらの心停

止中の心筋保護手段の安全性や許容時聞については，

明確な指標もなく経験的に行なわれて来たのが現状で

ある．

この実験を通して，虚血による心停止状態での心筋

の Viabilityを約 2分間の冠滋流時の鐙光の変化のバ

ターンから realtimeで，かつ非破壊的に知ることが

可能であることがわかった．その他lζも， Fluorometry

結 論

還元型の pyridinenucleotideは波長 340nmk極

大吸収を持ち，吸収エネノレギーの一部は 460nmを極

大とする後光を発するが，酸化型の pyridinenucleo-

tideは後光を発しない．それゆえ，一定量の励起紫外

線を照射して後光量を測定すれば，その組織内の pyri-

dine nucleotideの redoxstate IC対応して後光量が変

化するので，その後光量をもって，その組織の redox

stateの指標とすることが出来る ζの方法を利用し

て．大動脈遮断による虚血心停止中， 30分毎IC2分間

の血液濯流を行ない，その時の鐙光量の変化のパター

ンから，心筋の Viabilityを次の 4段階に分類した．

Grade 1. Excellent 

Viabilityは極めて良好．後光量は 1分以内lζ基線

lζ復する．

Grade 2. Good 

Viabilityは良好．蛍光量は2分以内lこ基線lζ復す

る．

Grade 3. Poor 

心筋細胞は軽度障害.2分間の血液濯流で， 140%

以下lζ畿光量は減少するが100%の基線iζ戻らな

Grade 4. Damaged 

心筋細胞は高度障害. 2分間の血液潅流でも後光

量の減少は軽微で， 140）ぢ以上にとどまる．

本論文の要旨は，第B問 WorldCongr田sof Cardiology 
（東京， 1978），第1回，代謝コロキューム（京都 1979）にお
いて発表した．

稿を終えるにあたり，終始御指導を頂き，且つ御校関を賜
わりました恩師日笠頼H憎授，並びに御指導，御教示を頂き
ました能回憲和講師に1主〈感謝の念を表します．また御教示
を頂きました大頭信義先生，立石ライフサイエンス研究所，

小林茂樹所長に厚〈御礼申し上げます．
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