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［背　景］
 血管内皮細胞表面の糖鎖の層は内皮グリコカ
リックス（Glycocalyx: GCX）とよばれ，プロテ
オグリカンを中心にグリコサミノグリカンが枝の

ように結合している．GCXは，血管透過性の調
節や血流のセンサー機能のほか1），血管内皮依存
性弛緩反応にも関与している2）．虚血再灌流障害

（Ischemia Reperfusion Injury: IRI）に伴う酸化
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要　　旨

【背景】血管内皮依存性弛緩反応は臓器血流の調節を担う．血管内皮細胞表面の糖鎖の層は内皮
グリコカリックスと呼ばれ，血管透過性の調節のほか，内皮依存性弛緩反応にも関与する．虚血
再灌流障害に伴う酸化ストレスはグリコカリックスを障害し，病態を悪化させる．したがって，
グリコカリックスの直接的な保護もしくは回復は病態の改善につながる可能性がある．今回，酸
化ストレスによる内皮グリコカリックスの障害に対してセボフルランが保護的に働くことを仮説
として検討した．

【方法】ラット胸部大動脈リング状標本を調製した．フェニレフリンとアセチルコリンの投与に
よる血管内皮依存性弛緩反応の等尺性張力変化を，0.5 mM過酸化水素の暴露/非暴露で測定した．
また，過酸化水素の暴露前後で，2.4%もしくは4.8%セボフルランを30分間投与し，張力変化を
測定した．さらに，等尺性張力変化に使用したサンプルから20μm厚の凍結切片を作製し，糖鎖
に特異的に結合し標識するWGA-FITCレクチンを用いて免疫組織化学染色を行った．それぞれ
のサンプルの血管内皮層内におけるWGA-FITC層の平均蛍光強度を測定した．統計解析として，
One-way ANOVAを行った後，調整p値を用いたTukey法による多重分析を行った．p < 0.05を
有意とした．

【結果】過酸化水素の暴露によって弛緩反応は減弱し，セボフルランはこの減弱を有意に回復さ
せた．セボフルランの前投与では，弛緩反応は減弱したままであった．過酸化水素の暴露はグリ
コリックスの平均蛍光強度を減少させた．過酸化水素暴露後のセボフルランの投与は平均蛍光強
度を有意に増加させた．

【結語】セボフルランは過酸化水素暴露による血管内皮依存性弛緩反応の減弱を回復させた．こ
の機序として，セボフルランが内皮グリコカリックスの障害を回復させることが示唆された．
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ストレスにおいて，過酸化水素種（Hydrogen 
Peroxide: H2O2）は主要な活性酸素腫であり，血
管内皮障害に関与する3）．最近の研究では，GCX
はIRIの環境下で高度に障害されること明らかと
なっている4）．したがって，GCXの直接的な保護
もしくは回復は病態の改善につながる可能性があ
る．現在まで，虚血プレコンディショニングや，
虚血前のヒドロコルチゾンやアンチトロンビンの
投与などが，IRIにおけるGCXを保護することが
報告されている5）．吸入麻酔薬であるセボフルラ
ンに関してもGCXに対する保護効果が報告され
ているが，これらの報告の多くは，GCXの構成
成分の逸脱産物の測定による間接的評価が中心で
あり，GCXに対する生理機能学的評価を行なっ
た報告は稀である．今回，酸化ストレスによる内
皮GCXおよび血管内皮依存性弛緩反応の障害を
セボフルランが回復させることを仮説として検討
した．

［方　法］
等尺性張力変化測定
　札幌医科大学医学部動物実験倫理委員会の承認
のもと（承認番号：17-107），雄性Wistarラット

（200-300 g）より麻酔下に胸部下行大動脈を摘出
し，長さ5.0 mm x 幅3.5 mmのリング状標本を
作製した．この切片はクレブス・リンゲル液で満
たした組織管の中に懸垂し，95% 酸素と5% 二酸
化炭素の混合ガスを持続的に送気した．切片の張
力変化を測定するために，切片の一方を等尺性張
力変換器に接続し，事前検討で最大上張力を発生
するために最適とされた3.0 gに安静時張力を設
定した．切片は60 分間の平衡させた後，3 x 10－2 
M KClを投与して血管の収縮を惹起させ，1.0 g
の張力に満たないものは，サンプル操作によって
平滑筋が損傷したものとして張力変化の検討は行
わずに棄却した．また，3 x 10－7 M フェニレフ
リンの投与による血管収縮の後に10－6 M アセチ
ルコリンで血管内皮依存性弛緩反応を惹起させ，
その弛緩の割合が最大収縮の60％に満たないも
のは，血管内皮が損傷しているものとして棄却し
た．一般的な血管張力測定の経過をFigure 1.に
示す．実験グループをFigure 2.に示した．切片
の0.5 mM H2O2の暴露は37℃，8分間行ない，暴
露後はクレブス・リンゲル液で5回洗浄した．ま
た，セボフルランの暴露は，ラットの1 MAC

（Minimum Alveolar Concentration：肺胞内最小

SEV: 

SEV SEV

Figure 1．典型的な等尺性張力変化測定．

　大動脈リングは 3 × 10－ 2 M KCl の投与で平滑筋の損傷がないことを確認し，3 × 10－ 7 M フェニレフリン投与によ
る血管収縮の後，10－ 6 M アセチルコリンの投与で血管内皮依存性弛緩反応を惹起させ，その弛緩率を算出した．
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濃度），2 MACに相当する，それぞれ2.4%, 4.8%
の投与を30分間行なった（Figure 3）．

レクチン染色による内皮グリコカリックスのイ
メージング
　等尺性張力変化に使用した切片に対して，クリ
オスタットによって20μm厚の凍結切片を作製し

た．この切片をクレブス・バッファーにて洗浄
後，糖鎖に特異的に結合するFITCで蛍光ラベル
されたレクチンである20μg/ml WGA（Wheat 
Germ Agglutinin）を37℃，20分間暴露し，そ
の後クレブス・リンゲル液で3回の洗浄を行った．
レクチン染色した切片は，蛍光顕微鏡を用いて観
察を行い，切片の円周2/3以上が含まれるように

Group A.
SEV

H2O2 wash wash

SEV

H2O2 wash

Group B.

H2O2: 0.5 mM SEV: 2.4% 4.8% 

Figure 2．実験プロトコル．

Group A: 大動脈リングを 0.5mM 過酸化水素を 8分間，37℃で処理した後，2.4％もしくは 4.8％ セボフルランを 30 分
間投与した．処理の前後で等尺性張力変化測定を施行し弛緩率の変化を算出した．
Group B: 大動脈リングを 4.8％ セボフルランを 30 分間投与し，投与終了 8分前から 0.5 mM 過酸化水素を 8分間，
37℃で処理した．処理の前後で等尺性張力変化測定を施行し弛緩率の変化を算出した．
Group A, B 各々のグループにはコントロール群，過酸化水素単独群，セボフルラン単独群を含み，各グループに 4群が
存在する．
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Figure 3.

（A）ラット大動脈の血管内皮依存性弛緩反応における過酸化水素処理後セボフルラン投与の効果（Group A）（n = 8）
H2O2: 過酸化水素 ; SEV: セボフルラン．*p < 0.001
（B）ラット大動脈の血管内皮依存性弛緩反応におけるセボフルラン前投与の効果（Group B）（n = 8）
H2O2: 過酸化水素 ; SEV: セボフルラン．*p < 0.001

Presented by Medical*Online



体液・代謝管理　2018　Vol. 34

― 14 ―

1.2

1.0

0

0.8

0.6

0.5 mM H2O2

4.8% SEV
- - +- -+ +

+
200

(a)

(c)

(b)

(d)

(a’) (b’)

(c’) (d’)

500 m 500 m

500 m500 m

100 m 100 m

100 m100 m

(A)

(B)

Figure 4.

（A）ラット大動脈の内皮グリコリックスのレクチン染色における過酸化水素処理後セボフルラン投与の効果（Group A）（n = 5）
（a） コントロール群 ; （b） 4.8% セボフルラン単独群 ; （c） 過酸化水素単独群 ; （d） 過酸化水素＋4.8% セボフルラングルー
プ （a’） - （d’） 拡大像．

（B）ラット大動脈のレクチン染色における平均蛍光強度（Mean Fluorescence Intensity: MFI）
H2O2: 過酸化水素 ; SEV: セボフルラン．*p < 0.001
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Figure 5.

（A）ラット大動脈の内皮グリコリックスのレクチン染色におけるセボフルラン前投与の効果（Group B）（ｎ＝５）
（a）コントロール群 ; （b）4.8% セボフルラン単独群 ; （c）過酸化水素単独群 ; （d）過酸化水素＋ 4.8％ セボフルラングルー
プ（a’） - （d’）拡大像 .

（B）ラット大動脈のレクチン染色における平均蛍光強度（Mean Fluorescence Intensity: MFI）
H2O2: 過酸化水素 ; SEV: セボフルラン．*p = 0.02，**p = 0.03
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200倍，4視野ごとに血管の最内層の平均蛍光強
度（Mean Fluorescence Intensity: MFI）を算出
した（Figure 4，Figure 5）．

統計手法
　統計解析には，GraphPad Prism（Version 7.00., 
GraphPad Software, Sandiego, CA）を用いた．
一元配置分散分析（One-way ANOVA）を行っ
た後，調整p値を用いたTukey法による多重分析
を行った．データは平均 ± 標準偏差，もしくは
平均差（Mean Diff erence: MD）とともに平均差
の95％信頼区間（Confidence Interval: CI）で表
した．p < 0.05を有意とした．

［結　果］
過酸化水素暴露後のセボフルランの投与は血管内
皮依存性弛緩反応を回復させる
　フェニレフリン投与後のアセチルコリン投与に
よる内皮依存性弛緩反応は最大で110％であり，
平均105 ± 5.3％であった．H2O2の暴露はコント
ロールに対して弛緩反応を著しく低下させた

（MD 26.3, 95% CI 16.1 - 36.6, p < 0.001）．Group 
Aにおいて，H2O2暴露後にセボフルランを30分
間投与した場合，内皮依存性弛緩反応は有意に改
善した（2.4% セボフルラン; MD -18.3, 95% CI 
-28.4 - -8.0, p < 0.001, 4.8% セボフルラン; MD 
-21.8, 95% CI -32.6 - -10.9, p < 0.001）．セボフル
ラン単独の投与は内皮依存性弛緩反応に影響を与
えなかった．

過酸化水素暴露前にセボフルランを投与しても血
管内依存性弛緩反応の障害は保護できない
　Group Bにおいて，H2O2暴露前にセボフルラ
ンを投与しても，血管内皮依存性弛緩反応は保護
できなかった（MD -13.3, 95% CI -10.7 ‒ 13.3, p 
= 0.99）．

過酸化水素暴露による内皮グリコカリックスの障
害はセボフルラン投与により回復する
　Group Aにおいて，H2O2暴露によって，レク
チン染色における内皮グリコカリックスのMFI

は有意に減少した（MD 0.28, 95% CI 0.18 ‒ 0.38, 
p < 0.001）．H2O2暴露後にセボフルランを投与す
るとMFIは有意に回復した（MD -0.2, 95% CI 
-0.3 - -0.1 p < 0.001）．一方でGroup Bのうち，
H2O2暴露前にセボフルランを投与した群では，
MFIの減少は抑制できなかった．

［考　察］
　本研究の新たな知見を以下に述べる．1）H2O2

の暴露後のセボフルランの投与は血管内皮依存性
弛緩反応を回復させる，2）この作用はセボフル
ランの前投与ではみられない，3）GCXの観察で
も，セボフルランの作用は血管内皮依存性弛緩反
応と同様の傾向がみられ，H2O2暴露後のセボフ
ルラン投与のみGCXの回復作用がみられた．
　セボフルランの内皮GCXに対する回復作用を
示した報告は現在までほとんどない．本研究で
は，内皮依存性弛緩反応とGCXは同様な回復を
示した．これらの知見は内皮GCXの障害が動脈
硬化を引き起こすことや2, 6），GCXの存在が内皮
依存性弛緩反応に機能的に重要な役割を担うこと
を示唆していると考えられる．
　いくつかの報告では，障害を受けたGCXが回
復することが示されている．GCXの構成成分で
あるグリコサミノグリカンと類似したSulodexide
はGCXを再構築し，内皮機能を保護することが
報告されている7）．他にもヘパラン硫酸は市販さ
れているGCXの構成成分であり，損傷したヘパ
ラン硫酸を置換することが示されている8）．ヘパ
ラン硫酸を含めて，GCXの回復を促進する試み
がなされており，その機序として構成成分の置
換，構造的な安定性，競合的結合，合成などが考
えられているが，これらの成分の投与のみによっ
て回復するのかは明らかになっていない9）．GCX
の構成は持続的な脱落と合成の繰り返す中で，血
管内皮細胞によって活発に調整されている10, 11）．
絶え間ない合成のためには，新しいプロテオグリ
カンを小胞体/ゴルジ装置から細胞膜へ輸送する
ことと同時に，損傷したプロテオグリカンをマト
リックスメタロプロテアーゼファミリーやほかの
ヘパラナーゼによって切り離す必要がる．セボフ
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ルランがこれらのGCXの合成または脱落の機序
に作用するのか，また作用するのであればどの部
分のポイントに作用するのかは今後の検討する必
要がある．われわれは，GCXの構成成分であり，
酸化ストレスに関与するとされるポリシアル酸を
分解する酵素のシアリダーゼを用いて，この酵素
にセボフルランが作用することを見出している

（データ未公表）．
　今回の検討では，ラット大動脈に対して，
H2O2処理後のセボフルラン投与はGCXや血管内
皮依存性弛緩反応を回復させた．一方で，セボフ
ルランの前投与はこれらの効果がみられなかっ
た．セボフルランの虚血ポストコンディショニン
グ効果は以前から報告があり，ラット脳組織の虚
血再灌流障害に対してセボフルランが酸化ストレ
スを抑制することが報告されており12），今回の検
討結果と合致する．セボフルランの虚血プレコン
ディショニングは今回みられなかった原因として
は，本研究のセボフルラン投与が持続的に30分
間投与し，臨床的側面により近いものにしたこと
に対して，他の報告では頻回の短時間投与として
いることが考えられる13, 14）．今後，虚血プレ/ポ
ストコンディショニング効果に対するセボフルラ
ンの影響に関しても分子レベルの解明が待たれる．

［結　語］
　セボフルランは過酸化水素の暴露による血管内
皮依存性弛緩反応の減弱を回復させた．この機序
として，セボフルランが内皮グリコカリックスの
障害を回復させることが示唆された．
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