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略語 

AC5；Adenylyl cyclase type 5     アデニル酸シクラーゼ 5 型 

AC5KO；Mice with type 5 adenylyl cyclase knockout     アデニル酸シクラーゼ 5

型ノックアウトマウス 

ANOVA；Analysis of variance     分散分析 

AoVTI；Time-velocity integral of aortic flow     大動脈流速時間積分値 

FS；Fractional shortening      左室内径短縮率 

GFR；Glomerular filtration rate     糸球体濾過量 

LA/Ao；Ratio of left atrium to aortic root diameter     左房・大動脈径比 

LVIDd；Left ventricular internal diameter at diastole    左室拡張末期内径 

LVIDs；Left ventricular internal diameter at systole     左室収縮末期内径 

SV；Stroke volume     １回拍出量 
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 心臓に向かう交感神経線維は脊髄の第 1 から第 5 胸椎より分岐し、傍脊椎神

経節内でシナプス形成後、洞房結節や房室結節のみならず、心臓全体に分布す

る [Lymperopoulos et al 2013, Triposkiadis et al 2009]。心臓における交感神経の活

性化は循環血液中のカテコラミン濃度の増加および交感神経終末からのノルア

ドレナリンの放出増加により生じる [Long and Kirby 2008]。ノルアドレナリンは

主に心筋の β1 受容体に結合し、共役している Gs 蛋白質を刺激する。刺激され

たGs蛋白質はアデニル酸シクラーゼの活性化を介した細胞内 cAMPの増加を引

き起こし、プロテインキナーゼ A を活性化する [Ishikawa and Homcy 1997]。活

性化されたプロテインキナーゼ A はトロポニン、ホスホランバンおよびカルス

タビンなどの様々なカルシウムハンドリング蛋白質をリン酸化することにより、

最終的に心拍数や心筋収縮力、心拍出量の増加を引き起こす [Bers 2002, Fujita 

and Ishikawa 2011, Yano et al 2005]。 

 心不全時にはレニンアンギオテンシンアルドステロン系や交感神経系、バソ

プレシン、エンドセリンなどの様々な神経体液性因子が活性化し、病態に関与

している [Sisson 2004]。中でも心不全時の心拍出量および血圧の低下による末

梢循環不全に対する代償機序として病期の比較的早期より交感神経の活性化が

生じていることが知られている [Bristow 2000, Fujii and Wakao 2003, Leimbach et 

al 1986]。心不全時の循環不全に伴う交感神経の活性化は、初期には心拍出量や

血圧の上昇により末梢臓器への循環血液量を維持するため、心不全を代償する

働きをなす。しかしながら、慢性的な交感神経の活性化はカテコラミンによる

心筋毒性、頻拍に伴う拡張傷害や心筋虚血などにより、左室収縮力の低下や心

筋肥大、組織障害 (心筋間質線維化や心筋細胞死)、心筋酸素消費量の増加、不



 3

整脈の誘発などを引き起こすため、末梢循環血液量を減少させる。そのため、

慢性的な交感神経の活性化は心不全による病態の悪化を助長する [El-Armouche 

and Eschenhagen 2008, Iwase et al 1996a]。さらに、慢性的な交感神経の活性化は

慢性心不全患者の予後を悪化させることが報告されていることから [Cohn et al 

1984, Floras 2009, Kaye et al 1995]、β遮断薬などの交感神経遮断薬を用いた治療

法は心不全治療における予後の改善の目的において重要な要因となると考えら

れている [CIBIS-Ⅱ Investigators and Committees 1999, Gilbert et al 1996, MERIT-HF 

Study Group 1999, Packer et al 1996, Packer et al 2001]。 

 β 遮断薬は心臓における交感神経を抑制する代表的な薬剤である [McTavish 

et al 1993]。β遮断薬は作用する β受容体のサブタイプや血管拡張作用の有無な

どにより作用に差異が存在するが、交感神経抑制作用による陰性変時・変力作

用を引き起こす薬剤であるという点において共通している  [Adamson and 

Gilbert 2006, Bristow 2000]。心不全治療において用いられる代表的な β遮断薬は

β1 受容体に対して選択性を示すメトプロロールとビソプロロール、および β 受

容体に対して非選択性を示すカルベジロールである [Triposkiadis et al 2009]。心

不全患者における β 遮断薬の投薬はカテコラミンによる心臓毒性の抑制や陰性

変時・変力作用に伴う拡張能の改善、心筋酸素消費量の低下、β受容体のアップ

レギュレーション、血管収縮因子や炎症性サイトカインの抑制、心筋細胞内カ

ルシウムハンドリング蛋白質の発現正常化などの様々な有益な作用を引き起こ

すことが現在までに報告されている [Adamson and Gilbert 2006, Mochizuki et al 

2007, Nikolaidis et al 2006]。中でも、カルベジロールは他の β遮断薬と異なり、
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抗酸化作用や α 遮断作用による血管拡張作用等を有しており、多様な作用にて

心機能保護作用を示すことから、他の β 遮断薬に比較して心保護効果が強いこ

とが予想される [Chua et al 2008, Cimmino et al 2011, Dandona et al 2000, Kukin et 

al 1999, Le et al 2013, Mochizuki et al 2007, Sun et al 2005, Zhou et al 2011, Zhuang et 

al 2009]。 

 獣医臨床領域における心疾患動物に対する β 遮断薬の報告は限られており、

投薬に関する明確なガイドラインは存在しない [Atkins et al 2009]。Rush らは自

然発生性の粘液腫様僧帽弁疾患の犬に対するメトプロロールの影響を報告して

いるが、コントロール群を伴っておらず、メトプロロールの安全性に言及する

のみであり有効性を確認するに至ってはいない [Rush et al 2002]。また、心疾患

犬に対するカルベジロール治療に関していくつか報告されているものの、自然

発生性の心疾患犬に対するカルベジロール治療の血行動態改善効果に関して一

定した見解は得られなかった [Gordon et al 2012, Marcondes-Santos et al 2007, 

Oyama et al 2007]。さらに、カルベジロールの臨床報告で用いられている維持薬

用量は 0.3 mg/kg および 1.1 mg/kg であるが、これらの臨床報告にて用いられて

いる維持薬用量における薬用量間の差異がどの程度交感神経抑制作用の違いを

生じるのかはわかっていない。そのため、獣医臨床領域において心疾患犬に対

するカルベジロールの最適な薬用量および使用方法が確立されていないのが現

状である。 

 また、人医領域においてカルベジロールによる交感神経抑制作用は心不全患

者の副作用を増加させ、本薬剤に耐用できない患者が存在することが問題とな

っている [Bristow 2000, Ko et al 2002]。近年、心臓型アデニル酸シクラーゼ 5 型
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阻害作用を有するビダラビンは心不全マウスの生存率改善作用および心臓組織

保護作用を有することが発見された [Iwatsubo et al 2012]。また、本薬剤は心機

能低下作用が弱いことが in vitro にて報告されており [Iwatsubo et al 2004]、カル

ベジロールに比較して耐用性が高い薬剤であることが期待されている。しかし

ながら、本薬剤の大型動物に対する心血行動態や心臓組織に及ぼす影響は不明

であり、臨床応用に至っていない。 

 本研究の目的は、健常犬および心不全犬におけるカルベジロールの臨床維持

薬用量における交感神経抑制作用を評価するとともに、心臓型アデニル酸シク

ラーゼ 5 型を標的とした新規交感神経遮断薬であるビダラビンの心不全犬に対

する有効性を検討することである。 
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1. 緒言 

 

 カルベジロールは非選択的 β 遮断作用を有すると共に、α1 遮断作用による血

管拡張作用および抗酸化作用などの多様な作用を有する β 遮断薬である 

[McTavish et al 1993]。心不全患者に対するカルベジロールの有効な作用として、

心拍数の低下作用 [McAlister et al 2009, Packer 2003]や心臓の構造ならびに機能

の改善作用、腎機能の維持作用等が報告されている [Bakris et al 2006, Kukin et al 

1999, Watanabe et al 2000, Zhou et al 2011]。特に心拍数の減少は心不全患者におけ

る死亡リスクを減少させると共に心筋収縮力を改善することが人医領域におい

て報告されている [Cullington et al 2012, Flannery et al 2008, Fox et al 2008, 

McAlister et al 2009, Thackray et al 2006]。また、犬においても陰性変時・変力作

用は心筋酸素消費量の低下や左室機能の改善に寄与することが報告されている 

[Colin et al 2003, Coin et al 2004, Guth et al 1987, Nagatsu et al 2000]。さらに、カル

ベジロールは実験的に作出された心不全犬において他の β 遮断薬に比較して心

血行動態の改善作用や抗炎症作用が強いことが報告されており [Le et al 2013, 

Nikolaidis et al 2006]、獣医臨床領域においてもカルベジロールは心不全治療薬と

しての有効性が期待されている。 

 拡張型心筋症および粘液腫様僧帽弁疾患の犬にカルベジロール治療を行った

獣医臨床研究が過去に報告されている [Gordon et al 2012, Marcondes-Santos et al 

2007, Oyama et al 2007]。これらの臨床報告にて用いられているカルベジロール

の維持薬用量は 0.3 mg/kg および 1.1 mg/kg である。しかしながら、Oyama らは

0.3 mg/kg の薬用量は拡張型心筋症の犬に対して適切な交感神経抑制作用を示さ
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なかった可能性を示唆している [Oyama et al 2007]。また、カルベジロールは血

中濃度の半減期が短い (90 分)ことから 1 日に複数回の投薬が必要であること

が健常犬に対する薬物動態の研究より示唆されている [Arsenault et al 2005, 

Gordon et al 2012]。しかしながら、Uechi らは低用量 (0.2 および 0.4 mg/kg)のカ

ルベジロールを健常犬に対して 1 日 1 回投薬することによってイソプロテレノ

ールによる交感神経活性を 24 時間以上抑制することを明らかにしている 

[Uechi et al 2002]。これらの報告間におけるカルベジロールの効果に関する相違

の理由としては内因性および外因性交感神経活性間においてカルベジロールが

異なる薬物力学を示す可能性が考えられる。 

 本研究の目的は、健常ビーグル犬への内因性および外因性交感神経刺激に対

する低用量および高用量カルベジロールの交感神経抑制作用を評価することで

ある。 
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2. 材料および方法 

  

 本研究は日本大学生物資源科学部動物実験委員会の承認を得て、実験指針に

基づき行われた。 

 

1) 供試動物 

 日本大学生物資源科学部付属第 3 実験動物研究センターにて飼養されており、

身体検査ならびに血圧測定、胸部 X 線検査、心臓超音波検査にて心臓の構造お

よび機能に異常を認めない健常ビーグル犬 9 頭 (雄 4 頭、雌 5 頭、体重 8-12 kg、

年齢 1-7 歳齢)を本試験に用いた。イソプロテレノール刺激試験および運動負荷

試験をそれぞれ 7 頭に行った。また、運動負荷試験を行った 7 頭中 4 頭にて血

中カルベジロール濃度を測定した。各犬を 1 頭ずつ個別ケージにて飼育した。

実験前から実験終了までの間、市販のドライフードを 1 日 2 回給餌し、水は自

由飲水とした。各犬を実験環境に順応させるため、実験開始前に実験室および

ハンドリングへの順応処理を行った。また、運動負荷試験開始 1 週間前より、

各犬はトレッドミルにて走行練習を行った。 

 

2) カルベジロールの投薬 

 カルベジロール (アーチスト○R、第一製薬株式会社、東京)の薬用量は、過去の

臨床試験の薬用量に基づき、低用量として 0.4 mg/kg、高用量として 1.0 mg/kg

と設定し [Gordon et al 2012, Marcondes-Santos et al 2007, Oyama et al 2007]、1 日 1

回 (午前 8 時)、経口投与にて 7 日間投薬した。また、無投薬において各負荷試
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験を行った結果をコントロールとした。なお、本実験はクロスオーバー試験に

て行った。各薬用量間の実験は最低でも 1 週間の休薬の後に行った。 

 

3) イソプロテレノール刺激試験 

 外因性交感神経刺激としてイソプロテレノール負荷試験を行った。イソプロ

テレノール刺激試験はカルベジロール投薬開始 1 日目 (Day 1)および 7 日目 

(Day 7)に行った。また、Uechi らの過去の報告により、カルベジロールは投薬後

3 時間にて健常犬に対して交感神経抑制作用を認めることが報告されているこ

とから、本研究においてもカルベジロール投薬後 3 時間よりイソプロテレノー

ル刺激試験を開始した [Uechi et al 2002]。なお、全ての犬に対して実験開始 20

分前にブトルファノール (0.1 mg/kg)(ベトルファール○R、明治製菓株式会社、東

京)の静脈内投与にて鎮静を行った。イソプロテレノール (プロタノール-L○R、興

和創薬株式会社、東京)を橈側皮静脈に挿入した留置針 (サーフローF&F○R 22G、

テルモ株式会社、東京)よりシリンジポンプ (テルフュージョンシリンジポンプ

TE-331S、テルモ株式会社、東京)を用いて投与を行い、低用量より 10 分毎に用

量を漸増した (0.01、0.02、0.04、0.06、0.08 および 0.10 μg/kg/min)。イソプロテ

レノールの各用量時において血行動態が安定した時点にて心拍数、観血的動脈

血圧の測定および心臓超音波検査を行った。心拍数の測定には携帯型心電計 (リ

ード・マイハート○R、デイリーケアバイオメディカル株式会社、中壢、台湾)を用

い、30 秒毎に連続的に計測した。動脈血圧は足背動脈に 24G の留置針 (サーフ

ローF&F○R 24G、テルモ株式会社、東京)を設置した後、生理食塩水 (大塚生食注

○R、大塚製薬株式会社、東京)にて充填されたトランスデューサー (DX-300、日本
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光電株式会社、東京)に接続する事により計測し、解析は生体情報モニタ (生体

情報モニタ BP-608V Evolution、オムロン コーリン株式会社、東京)を用いて行

った。心臓超音波検査 (APLIO SSA-770A(R)、東芝メディカルシステムズ株式会

社、東京)は犬を右側横臥位に保定した状態にて [Thomas et al 1993]、5MHz のセ

クタ型超音波プローブ (PST-50AT(R)、東芝メディカルシステムズ株式会社、東

京)を用いて行われた。なお、各個体の計測値として 3 回の心周期の平均値を使

用した。心臓超音波検査による計測値として右側傍胸骨短軸像より M モード法

を用いて左室内径短縮率 (FS)を計測した。また、右側傍胸骨長軸像より得られ

た大動脈弁輪部の半径 (r)および左側心尖部 5 腔像よりパルスドプラー法を用い

て得られた大動脈流速時間積分値 (AoVTI)より、以下の公式を用いて心拍出量

を計測した [Lewis et al 1984]。 

心拍出量 (L/min) = 心拍数 (bpm) × AoVTI (cm) × (r2 [cm] × 3.14) 

 

4) 運動負荷試験 

 内因性交感神経刺激として運動負荷試験を行った。運動負荷試験は Day 1 お

よび Day 7 においてカルベジロール投薬前および投薬後 1、3、6、12 および 24

時間に行われた。各犬はトレッドミル (犬の散歩道○R、スナガインパルス株式会

社、栃木)を用いて速度 4.5 km/h にて 10 分間走行した。走行前の安静時 (安静時

心拍数)および走行中 (運動時心拍数)の心拍数を携帯型心電計にて 30 秒毎に連

続的に計測した。 
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5) 血中カルベジロール濃度測定 

 カルベジロールの薬物動態を評価するため、カルベジロール投薬後の血中濃

度を測定した。運動負荷試験直前に頚静脈より血液を採取し EDTA-2Na (ベノジ

ェクト○RⅡ真空採血管、テルモ株式会社、東京)にて抗凝固処理後、3000 rpm、4℃

にて 10 分間冷却遠心 (ユニバーサル冷却遠心機 5930、株式会社久保田製作所、

群馬)した後、血漿を分離した。採取した血漿を血中濃度測定までの間、-80℃に

て保存した (マイバイオ VT-78、日本フリーザー株式会社、東京)。血中濃度の

測定は Behn らの方法を用いて行った [Behn et al 2001]。測定には高速液体クロ

マトグラフィー (SCL-20A シリーズ、島津製作所株式会社、京都)を用いた。サ

ンプル分離は ODS C18 カラム (ODSpak F-411、4.6 mm i.d. × 150 mm, particle 

size 5 μm、昭和電工株式会社、東京) で行った。カラムオーブンは 40℃、流速

は 2.0 mL/min に設定した。移動相はアセトニトリル (アセトニトリル、和光純

薬工業株式会社、大阪): 2.5mM 酢酸ナトリウム (酢酸ナトリウム三水和物、和光

純薬工業株式会社、大阪)を 1:1 (v/v)で、励起波長および蛍光波長はそれぞれ 285 

nm および 360 nm とした。血漿 500 μl に内部標準物質 (ベラパミル 10 μg/ml、シ

グマアルドリッチ株式会社、セントルイス、アメリカ)を 25 μl 加えた後、水酸化

ナトリウム (水酸化ナトリウム、和光純薬株式会社、大阪)を 250 μl、酢酸エチ

ル (酢酸エチル、和光純薬株式会社、大阪)を 2.7 ml 加え、ミキサーにて 1 分間

回転させた後、980 × g で 5 分間遠心した。その後、有機層のみ抽出し、真空

遠心器によって乾燥固化した。残渣を 100 μl の移動相に溶解し、その中の 65 μl

を高速液体クロマトグラフィーに注入することで濃度を測定した。なお、本手

法における検出限界濃度は 0.5 ng/ml であった。 
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6) 統計 

 全てのデータを平均値 ± 標準偏差にて表記した。3 群間 (コントロール、カ

ルベジロール 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg)における各評価項目の違いは繰り返し

のある二元配置分散分析 (ANOVA)を用いて解析を行い、有意差のあった場合多

重比較検定 (Bonferroni 検定)を行った。P < 0.05 にて統計学的に有意差があるも

のとみなした。なお、全ての統計解析は GraphPad Prism software version 5 (グラ

フパッドソフトウェア有限会社、サンディエゴ、アメリカ)を用いて行なった。 
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3. 結果 

  

 実験期間中、カルベジロールを投薬された犬において失神や虚脱、運動不耐

などのカルベジロール投薬に関連した副作用は認められなかった。 

 

1) イソプロテレノール刺激試験 

 イソプロテレノール刺激試験にて外因性交感神経刺激に対するカルベジロー

ル 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg の交感神経抑制作用を評価した。カルベジロール

無投薬の健常犬に対するイソプロテレノールによる陽性変時・変力作用の効果

を示している心臓超音波像を図 1-1 に示している。 

 心拍数 (図 1-2)：Day 1 においてカルベジロール 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg に

おける心拍数はコントロールに比較してそれぞれ 0.02 μg/kg/min および 0.01 

μg/kg/min 以上のイソプロテレノール薬用量にて有意に低値を示した (P < 0.05)。

また、イソプロテレノール 0.08 μg/kg/min にて 1.0 mg/kg の心拍数は 0.4 mg/kg

に比較して有意に低値を示した (P < 0.05)。Day 7 において 0.4 mg/kg および 1.0 

mg/kg における心拍数はコントロールに比較して 0.01 μg/kg/min 以上のイソプロ

テレノール薬用量にて有意に低値を示した (P < 0.05)。また、0.06 μg/kg/min 以上

のイソプロテレノールの薬用量にて 1.0 mg/kg の心拍数は 0.4 mg/kg に比較して

有意に低値を示した (P < 0.05)。 

 FS (図 1-3)：Day 1 においてカルベジロール 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg におけ

る FS はコントロールに比較してそれぞれ 0.06 μg/kg/min および 0.01 μg/kg/min

以上のイソプロテレノール薬用量にて有意に低値を示した (P < 0.05)。また、0.08 
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μg/kg/min 以上のイソプロテレノールの薬用量にて 1.0 mg/kg における FS は 0.4 

mg/kg に比較して有意に低値を示した (P < 0.05)。Day 7 において 0.4 mg/kg およ

び 1.0 mg/kgにおける FSはコントロールに比較して 0.01 μg/kg/min以上のイソプ

ロテレノール薬用量にて有意に低値を示した (P < 0.05)。また、0.02 μg/kg/min

以上のイソプロテレノール薬用量にて 1.0 mg/kg における FS は 0.4 mg/kg に比較

して有意に低値を示した (P < 0.05)。 

 心拍出量 (図 1-4)：Day 1 においてカルベジロール 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg

における心拍出量はコントロールに比較して0.01 μg/kg/min以上のイソプロテレ

ノール薬用量にて有意に低値を示した (P < 0.05)。また、0.08 μg/kg/min 以上のイ

ソプロテレノール薬用量にて 1.0 mg/kg における心拍出量は 0.4 mg/kg に比較し

て有意に低値を示した (P < 0.05)。Day 7 において 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg に

おける心拍出量はコントロールに比較してそれぞれ 0.06 μg/kg/min および 0.01 

μg/kg/min 以上のイソプロテレノール薬用量にて有意に低値を示した (P < 0.05)。

また、0.04 μg/kg/min および 0.10 μg/kg/min のイソプロテレノール薬用量にて 1.0 

mg/kg における心拍出量は 0.4 mg/kg に比較して有意に低値を示した (P < 0.05)。 

 収縮期血圧 (図 1-5)：Day 1 においてカルベジロール 0.4 mg/kg および 1.0 

mg/kg における収縮期血圧はコントロールといずれのイソプロテレノール薬用

量においても差を認めなかった。一方、Day 7 において 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg

における収縮期血圧はコントロールに比較してそれぞれ0.08 μg/kg/min以上およ

び 0.10 μg/kg/min のイソプロテレノール薬用量にて有意に高値を示した (P < 

0.05)。 
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2) 運動負荷試験 

 内因性交感神経刺激に対するカルベジロールの交感神経抑制効果を評価する

ため、運動負荷試験を行った。Day 1 においてカルベジロール 0.4 mg/kg にて投

薬後6 および24時間においてコントロールに比較して運動による心拍数の上昇

を有意に抑制した (P < 0.05)。一方、1.0 mg/kg にて投薬後 3、6 および 24 時間に

おいてコントロールに比較して運動時心拍数の上昇を有意に抑制した (P < 

0.05)(図 1-6)。また、Day 7 において 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg 共に投薬前から

投薬後 24 時間までの全ての時間帯においてコントロールに比較して運動時心拍

数に対する有意な低下作用を認めた (P < 0.05)(図 1-7)。また、カルベジロールは

Day１において 0.4 mg/kgおよび 1.0 mg/kg共にコントロールに比較して安静時心

拍数の低下作用を示さなかった (図 1-6)。一方、Day 7 において 0.4 mg/kg にお

ける投薬前および投薬後 1、3、6 時間および 1.0 mg/kg における投薬後 3 および

6 時間にてコントロールに比較して有意な安静時心拍数低下作用を認めた (P < 

0.05)(図 1-7)。 

 

3) カルベジロール血中濃度 

 血中カルベジロール濃度は投薬後 1 から 3 時間にてピークを示し、その後速

やかに低下した (図 1-8)。また、Day 7 におけるカルベジロール 1.0 mg/kg の投

薬後 24 時間の犬 1 頭を除き、Day 1 および Day 7 における投薬後 24 時間および

Day 7 における投薬前においてカルベジロールの血中濃度は全頭で検出限界以

下であった。 
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図 1-1 イソプロテレノール投薬前後における心臓超音波検査の M モード像。イ

ソプロテレノール投薬後に心拍数上昇および左室収縮力の上昇が認められた。

なお、M モード法は右傍胸骨短軸像乳頭筋レベルにおける前乳頭筋および後乳

頭筋間にカーソルを合わせて計測された。 
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図 1-2 イソプロテレノール負荷試験における心拍数の変動。各図は投薬後 1 日 

(上段)および 7 日 (下段)におけるコントロール (○)、0.4 mg/kg (▲)および 1.0 

mg/kg (■)投薬後のイソプロテレノール負荷試験における心拍数の変動を示す。

＊：P < 0.05, vs. コントロール、†：P < 0.05, vs. 0.4 mg/kg。 
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図 1-3 イソプロテレノール負荷試験における左室内径短縮率の変動。各図は投

薬後 1 日 (上段)および 7 日 (下段)におけるコントロール (○)、0.4 mg/kg (▲)お

よび 1.0 mg/kg (■)投薬後のイソプロテレノール負荷試験における左室内径短縮

率の変動を示す。＊：P < 0.05, vs. コントロール、†：P < 0.05, vs. 0.4 mg/kg。 
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図 1-4 イソプロテレノール負荷試験における心拍出量の変動。各図は投薬後 1

日 (上段)および 7 日 (下段)におけるコントロール (○)、0.4 mg/kg (▲)および 1.0 

mg/kg (■)投薬後のイソプロテレノール負荷試験における心拍出量の変動を示す。

＊：P < 0.05, vs. コントロール、†：P < 0.05, vs. 0.4 mg/kg。 
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図 1-5 イソプロテレノール負荷試験における収縮期血圧の変動。各図は投薬後

1 日 (上段)および 7 日 (下段)におけるコントロール (○)、0.4 mg/kg (▲)および

1.0 mg/kg (■)投薬後のイソプロテレノール負荷試験における収縮期血圧の変動

を示す。＊：P < 0.05, vs. コントロール。 
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図 1-6 投薬後 1 日における運動負荷試験における心拍数の変動。図はコントロ

ール (○)、0.4 mg/kg (▲)および 1.0 mg/kg (■)投薬後の運動負荷試験における心拍

数の変動を示す。＊：P < 0.05, vs. コントロール。 
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図 1-7 投薬後 7 日における運動負荷試験における心拍数の変動。図はコントロ

ール (○)、0.4 mg/kg (▲)および 1.0 mg/kg (■)投薬後の運動負荷試験における心拍

数の変動を示す。＊：P < 0.05, vs. コントロール。 
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図 1-8 カルベジロール血中濃度の変動。図はカルベジロール 0.4 mg/kg (A)およ

び 1.0 mg/kg (B)投薬後 1 日(左)および 7 日(右)におけるカルベジロールの血中濃

度の変動を示す。破線は各個体の血中濃度の変動を示しており、実線は全頭の

平均値を示している。 

  



 25

4. 考察 

  

 今回の研究において、カルベジロールはイソプロテレノールによる β1 受容体

介在性の心拍数および収縮力上昇作用および β2 受容体介在性血圧低下作用を有

意に抑制した。また、心拍数や収縮力に対するカルベジロールの β1 遮断作用に

は用量依存性が認められた。過去の報告において健常犬におけるイソプロテレ

ノールに対する外因性交感神経抑制作用を認めるカルベジロールの薬用量とし

て 0.2-1.5 mg/kg が報告されている [Abbott et al 2005, Gordon et al 2006, Uechi et al 

2002]。しかし、拡張型心筋症の犬における臨床試験において、低用量のカルベ

ジロール治療 (0.3 mg/kg)は心臓超音波検査における各種パラメーターや診察時

心拍数に改善を認めなかったことから、低用量では適切な交感神経抑制作用を

示さない可能性を示唆している [Oyama et al 2007]。拡張型心筋症の犬において

内因性の交感神経は顕著に活性化していることが報告されている [Marcondes 

Santos et al 2006, Ware et al 1990]。内因性交感神経活性時には中枢および末梢組

織からの調節機構により副交感神経および交感神経間の自律神経バランスが調

節されている [Gallagher et al 2001, Lassen et al 1989]。そのため、内因性交感神経

活性時の自律神経バランスは心不全時と類似するものの、イソプロテレノール

による交感神経刺激時においては副交感神経への影響は最小限となっており、

心不全時とは異なる自律神経バランスとなる [Binkley et al 1991]。また、内因性

交感神経活性では循環血中カテコラミン濃度および神経終末から放出されるカ

テコラミン濃度が増加するが [Long and Kirby 2008]、イソプロテレノール投与で

は循環血液中のカテコラミン濃度を増加させるのみである。これらのことから、
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内因性と外因性とでは生体に対する交感神経刺激のメカニズムが異なるため、

これらの状況下においてカルベジロールは異なる薬物力学を示す可能性が考え

られた。しかし、今回の結果ではカルベジロール 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg 共

に健常犬に対する内因性交感神経刺激を抑制することが明らかとなった。この

ことから、0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg 共に内因性および外因性交感神経刺激に対

して交感神経抑制作用を示すことが明らかとなった。 

 カルベジロールは腸管より良好に吸収され、投薬後 1 から 3 時間にて血中濃

度のピークを迎える [Arsenault et al 2005, Beddis et al 2008, Schaefer et al 1998, 

Uechi et al 2002]。また、カルベジロールの血中濃度はその後急激に低下し、短

い半減期 (72-90 分)を示す [Arsenault et al 2005, Beddis et al 2008]。そのため、薬

物動態の観点よりカルベジロールの投薬間隔は犬において 12 時間以内にするこ

とが推奨されている [Arsenault et al 2005, Gordon et al 2006]。しかしながら、本

研究においてカルベジロールの血中濃度が検出限界以下である時間帯 (Day 1に

おける投薬後 24 時間および Day 7 における投薬前および投薬後 24 時間)におい

ても交感神経抑制作用を示すことが明らかとなった。ヒトの in vivo 研究におい

てカルベジロールは血中濃度消失後も交感神経抑制効果が持続することが報告

されており、本研究と一致する [Kindermann et al 2004]。また、この現象は他の

β 遮断薬では認められない特性であることが報告されており [Kindermann et al 

2004]、この違いはカルベジロールと他の β 遮断薬との受容体に対する結合部位

や結合力、脂溶性の違い等が関与しているものと考えられる [Baker et al 2003, 

Baker 2005, Bristow 1997, Joseph et al 2004, Molenaar et al 2006]。これらの結果は人

および犬においてカルベジロールの血中濃度はカルベジロールの効果持続時間
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に関与しないことを明らかにしたものと考えられた。本実験よりカルベジロー

ルの効果は血中濃度に依存せず 24 時間以上持続することが示されたことから、

カルベジロールは 1 日 1 回の投薬にて効果的に交感神経抑制作用を示すものと

考えられた。 

 本実験においてカルベジロールは 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg 共に同程度の安

静時心拍数低下作用を認めた。安静時心拍数の低下は心不全患者の生存率改善

に寄与することが報告されている [Flannery et al 2008, McAlister et al 2009]。犬に

おいても実験的に作出した僧帽弁逆流モデルにおいて β 遮断薬による安静時心

拍数の低下は左室機能の改善をもたらすことが報告されている [Nagatsu et al 

2000]。また、自然発生性粘液腫様僧帽弁疾患の犬において安静時の頻拍は負の

予後因子として報告されていることから [Borgarelli et al 2008, Ebisawa et al 

2012]、β 遮断薬による心拍数抑制作用は心疾患犬の予後を改善する可能性があ

るものと考えられる。それゆえ、カルベジロール 0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg に

よる安静時心拍数の低下作用は自然発生性心疾患犬に対して有効性を示す可能

性が示唆された。 

 様々な大規模臨床試験に基づき [Packer et al 1996, Packer et al 2001]、人医領域

においてカルベジロールの推奨薬用量が定められている [Hunt et al 2005]。しか

しながら、推奨薬用量のカルベジロールを投薬することによりめまいや徐脈な

どの副作用の頻度が増加することが報告されており [Bristow et al 1996, Hori et 

al 2004, Ko et al 2002]、推奨薬用量まで薬用量を漸増出来ない患者が存在するこ

とが問題となる [Fonarow et al 2008, Gattis et al 2004, Mehta et al 2004]。一方で、

心不全患者に対する低用量治療を支持する報告は少なく [Okamoto et al 2013]、
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多くの報告において、心不全患者に対して薬用量を出来る限り漸増することを

推奨している [Bristow et al 1996, Fiuzat et al 2012, Kato et al 2013, Hori et al 2004, 

Huang et al 2006, Nishiyama et al 2009, Yamamoto et al 2013]。現在、獣医臨床報告

にて用いられているカルベジロールの維持薬用量は 0.3 mg/kg [Marconde-Santos 

et al 2007, Oyama et al 2007]および 1.1 mg/kg [Gordon et al 2012]である。今回の研

究において、これらの臨床試験と同様の薬用量のカルベジロールが交感神経活

性に対して用量依存的に陰性変時・変力作用を示すことが明らかとなった。そ

のため、高用量のカルベジロール治療は心機能の悪化が著しい症例において副

作用を増大させる可能性があり、各症例において副作用と効果を天秤にかけた

上で薬用量を調整する必要があるものと考えられた。今後、心疾患の犬におけ

るカルベジロールの薬用量と副作用や予後の関係性についての臨床試験が期待

される。 

 今回の研究の制限として、本研究は健常犬で行ったものであるという点であ

る。心不全心においては交感神経終末におけるカテコラミンの枯渇や心筋 β 受

容体のダウンレギュレーションが生じている事が知られており、健常犬および

心不全犬において β 遮断薬への反応性は異なることが予想される [Javed and 

Deedwania 2009]。しかしながら、実験的に僧帽弁逆流を作出した犬においてカ

ルベジロールは 0.2 mg/kg および 0.4 mg/kg 共に健常犬同様、イソプロテレノー

ルに対する交感神経抑制作用を認めると報告されており [Uechi et al 2002]、今回

の結果が心疾患犬においても外装可能な可能性が高いと考えられた。 

 本実験ではカルベジロールの投薬量の漸増を行わなかった。通常、カルベジ

ロールの投薬初期には副作用の発生を抑えるために低用量より投薬を開始し、
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その後徐々に維持薬用量まで漸増することが推奨されるものの、今回の研究に

おいては維持薬用量にて投薬を開始した [Dickstein et al 2008]。そのため、本研

究においてはカルベジロールの維持薬用量の投薬により急激な β 遮断作用を生

じた可能性があり、結果を過大評価している可能性があるものと考えられた。 

 結論として、カルベジロールは外因性および内因性交感神経刺激に対して用

量依存的に交感神経抑制作用を示した。また、カルベジロールの交感神経抑制

作用は血中濃度に依存せず 24 時間以上持続することが明らかとなった。それゆ

え、各症例において効果と副作用を注意深く観察した上で、低用量より投薬を

開始し、必要に応じた薬用量の増加が必要であるものと考えられた。 
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5. 小活 

  

 内因性および外因性交感神経刺激下の健常犬において低用量および高用量カ

ルベジロール間の交感神経抑制作用を評価した。外因性交感神経刺激としてイ

ソプロテレノール刺激試験を行った。また、内因性交感神経刺激として運動負

荷試験を行った。イソプロテレノールに対する心拍数、左室内径短縮率および

心拍出量の上昇をカルベジロールは用量依存的に抑制した。また、運動による

内因性交感神経刺激に対してカルベジロールは心拍数抑制作用を 24 時間以上示

した。カルベジロールの血中濃度は投薬後 1 から 3 時間においてピークを示し、

その後、投薬後 24 時間において検出限界以下となった。これらのことから、カ

ルベジロールは内因性および外因性交感神経刺激に対して用量依存的に交感神

経抑制作用を示すものと考えられた。また、カルベジロールは血中濃度に依存

する事なく、24 時間以上の持続時間を有するものと考えられた。 

 

  



 31

 

 

 

 

 

第２章 

 

 

心不全犬に対する短期的カルベジロール投薬が 

心拍数および運動耐性に及ぼす影響 
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1. 緒言 

  

 カルベジロールは α 遮断作用による血管拡張作用を有する非選択的 β 遮断薬

である [McTavish et al 1993]。また、カルベジロールは交感神経抑制作用以外に

も抗酸化作用や抗炎症作用、細胞内カルシウムの正常化作用等を有しており、

多様な作用にて心機能保護作用を示す [Chua et al 2008, Cimmino et al 2011, 

Dandona et al 2000, Kukin et al 1999, Le et al 2013, Mochizuki et al 2007, Sun et al 

2005, Zhou et al 2011, Zhuang et al 2009]。このようなカルベジロールの特異的な作

用により他の β 遮断薬に比較して心不全患者への有益な作用が強いことが期待

される [Dinicolantonio et al 2013, Gilbert et al 1996 , Metra et al 2005, Poole-Wilson 

et al 2003, Remme et al 2007]。犬に対する基礎実験において、カルベジロールは

実験的に作出された拡張型心筋症の犬の左室機能や細胞内カルシウムハンドリ

ング蛋白質発現量を改善することが報告されていると共に、これらの作用は他

の β 遮断薬に比較して顕著であることが報告されている  [Le et al 2013, 

Mochizuki et al 2007, Nikolaidis et al 2006]。これらの結果は心疾患犬に対してカル

ベジロールが有用な心不全治療薬となることを示唆しているものと考える。 

 心疾患犬に対する臨床研究において用いられているカルベジロールの維持薬

用量は 0.3 および 1.1 mg/kg である [Marcondes-Santos et al 2007, Oyama et al 2007, 

Gordon et al 2012]。カルベジロールは用量依存的に交感神経抑制作用を示すため、

これらの維持薬用量の違いは心疾患犬への交感神経抑制効果に大きな差を生じ

ることが予想される [Abbott et al 2005, Uechi et al 2002]。また、粘液腫様僧帽弁

疾患の犬においてカルベジロールの薬用量と生存率が相関する傾向が認められ
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たと報告されていることから [Gordon et al 2012]、心疾患犬への交感神経抑制作

用の程度は生存率の改善に関連する可能性がある。しかしながら、高用量のカ

ルベジロール投薬により心機能の抑制が強く現れる可能性があるため、心不全

の犬に対して副作用を増加させる可能性が考えられ、心不全犬に対するカルベ

ジロール投薬が敬遠される要因となる [Bristow et al 1996, Hori et al 2004, Ko et al 

2002]。しかし、心不全の犬に対する臨床用量間におけるカルベジロールの交感

神経抑制作用と副作用の発生率の関係性についての報告はない。 

 本研究の目的は、心不全犬に対する低用量および高用量カルベジロールの心

拍数および運動耐性に対する短期的影響を検討することである。 
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2. 材料および方法 

 

 本研究は日本大学生物資源科学部動物実験委員会の承認を得て、実験指針に

基づき行われた。 

 

1) 供試動物 

 日本大学生物資源科学部付属第 3 実験動物研究センターにて飼養されており、

身体検査および血液検査、血圧測定、胸部 X 線検査、心臓超音波検査にて心臓

構造および機能に異常を認めない健常ビーグル犬 5 頭 (雌 5 頭、年齢：1-3 歳、

体重：8-11 kg)を用いた。各犬は 1 頭ずつ個別ケージにて飼育され、実験前から

実験終了までは市販のドッグフードを 1 日 2 回給餌し、水は自由飲水とした。

なお、運動負荷試験前 12 時間は自由飲水下にて絶食とした。 

 

2) 心臓ペーシングワイヤーの装着 

 開胸術を行う前に鎮痛を目的としてメロキシカム (0.2 mg/kg)(メタカム○R0.5%

注射液、ベーリンガーインゲルハイムジャパン株式会社、東京)を皮下投与した。

麻酔前投与薬としてアトロピン (0.025 mg/kg)(アトロピン硫酸塩注○R、扶桑薬品

工業株式会社、大阪)を皮下投与した後、ミダゾラム (0.2 mg/kg)(ドルミカム○R注

射液、アステラス製薬株式会社、東京)およびブトルファノール (0.2 mg/kg)を静

脈内投与した。導入はプロポフォール (4 mg/kg)(動物用プラポフォール注○R1%、

マイラン製薬株式会社、大阪)を静脈内投与し、気管挿管 (トップ気管内チュー

ブ○R 8Fr、株式会社トップ、東京)後、イソフルラン (2%)(動物用吸入麻酔剤 動
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物用イソフルラン○R、株式会社インターベット、東京)にて吸入麻酔を行い、維持

した。犬を左側横臥位にて保定し、定法に従い右側第 4 肋間を開胸した後、心

膜を切開して心臓を露出させた。右心室の冠状動脈に注意し、右冠状動脈心室

枝間の右心室の心筋内にペーシングワイヤー (ペーシングワイヤー BM604A、

トライテック株式会社、東京)の電極を設置した後、ペーシングワイヤー遠位端

を肩甲骨背側より体外に露出させた [Shannon et al 1993]。側孔付き胸腔ドレーン 

(アトム多用途チューブ○R 8Fr、アトムメディカル株式会社、埼玉)設置後、胸腔内

を陰圧にした状態にて定法に従い閉胸した。術後は予防的抗菌薬治療としてセ

ファゾリン (20 mg/kg)(セファメジン○Rα、アステラス製薬株式会社、東京)の静脈

内投与を 8 時間おきに 1 日 3 回、3 日間行った。胸腔ドレーン は 6 時間おきに

排液量を確認後、翌日に抜去した。手術からの回復期間として手術から実験開

始までに最低でも 1 週間の期間を設けた。その間に各犬を運動プロトコールお

よびハンドリングに順応させるため、各犬に対してトレッドミルによる運動練

習を行った。 

 

3) 実験プロトコール 

 体外式心臓ペースメーカー (体外式心臓ペースメーカー SEP-101、スターメデ

ィカル株式会社、東京)を用いて犬に 250 bpm にて右室高頻拍ペーシングを 3 週

間行い、心不全状態を誘発した。心臓超音波検査にて心不全状態 (定義：FS <15%

および左室拡張末期内径 >35 mm)を確認した後 [Mochizuki et al 2007, Nikolaidis 

et al 2006]、高頻拍ペーシング下 (240 bpm)にてカルベジロール (カルベジロール、

和光純薬工業株式会社、大阪)を 1 日 1 回 (午前 9 時)連続 5 日間、経口にて投薬
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を行った。カルベジロールを 1 日目に 0.4 mg/kg、2 から 5 日目に 1.0 mg/kg にて

投薬した。運動負荷試験はペーシング前 (健常期)、ペーシング 3 週間後 (心不

全期)、カルベジロール投薬 1 日目 (0.4 mg/kg)、2 日目 (1.0 mg/kg)および 5 日目 

(1.0 mg/kg 5days)に行った。 

 

4) 運動負荷試験 

 運動負荷試験はカルベジロール投薬前および投薬後 3 時間にて行った [Uechi 

et al 2002]。トレッドミルの速度を最初の 5 分間は 2 km/h に設定し、その後、3、

4.5、5.5 km/h に 5 分毎に漸増した。心拍数は携帯型心電計を用いて各速度にて 5

分間連続的に測定し、各速度における平均の心拍数を走行時心拍数とした。安

静時心拍数としてペーシング中断後 30 分から走行前に 5 分間測定した心拍数を

用いた。運動負荷試験中に犬がトレッドミル上にて足をつっぱり走行を中断す

るなどの走行を拒否するような動作を示した場合、運動不耐性 (図 2-1)とみなし、

トレッドミルを停止し、運動負荷試験をその時点で終了した。また、犬が運動

不耐を示した場合、運動不耐を示す直前まで心拍数を測定し、計測可能であっ

た心拍数の値を走行時心拍数として用いた。 

 

5) 統計 

 全てのデータは平均値 ± 標準偏差にて表記した。健常期および心不全期間の

各パラメーターの比較は対応のある t 検定にて行われた。また、薬剤投薬後の各

群間の心拍数の比較は反復測定1元配置分散分析 (ANOVA)を用いて解析を行い、

有意差のあった場合多重比較検定 (Bonferroni 検定)を行った。P < 0.05 にて有意
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差有りと判断した。なお、全ての統計学的処理は GraphPad Prism software version 

5 を用いて行った。 
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図 2-1 運動負荷試験中における走行時 (A)および運動不耐時 (B)の犬の状態。

運動不耐時にはトレッドミル上にて足を突っ張り、走行を拒否している様子が

観察される。 
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3. 結果 

 

1) 高頻拍ペーシングによる心不全状態の確立 

 3 週間のペーシングの後、全ての犬において心拍数および左室拡張末期内径の

有意な増加を認める (P < 0.05)と共に左室内径短縮率の有意な低下を認めた (P 

< 0.05)(表 2-1)。 

 

2) 運動不耐性の評価 

 健常期の運動負荷試験において全頭 (5/5)が全ての速度を完走した。しかし、

心不全期において 3 km/h および 5.5 km/h にて 1 頭ずつが運動不耐性を示した。

また、0.4 mg/kg において 3 km/h および 4.5 km/h にて 1 頭ずつが運動不耐を示す

と共に、1.0 mg/kg および 1.0 mg/kg 5days において 2 km/h にて 2 頭が運動不耐性

を示した (表 2-2)。 

 

3) 心拍数の評価 

 全ての群において 2 km/h までの走行時心拍数のデータが存在したため、安静

時心拍数および 2 km/h における走行時心拍数の統計学的解析を行った。カルベ

ジロール投薬前は全ての群間において安静時および走行時心拍数共に各群間に

おいて差を認めなかった (図 2-2)。一方、カルベジロール投薬後において安静時

心拍数および走行時心拍数共に用量依存的な心拍数の減少を認めると共に、安

静時心拍数における 1.0 mg/kg および 1.0 mg/kg 5days、および走行時心拍数にお

ける 1.0 mg/kg 5days にて心不全期の安静時および走行時心拍数に比較して有意
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な低値を示した (P < 0.05)(図 2-3)。  



 41

 

 

 

 

 

表 2-1 右心室高頻拍ペーシングによる心血行動態の変動 

 健常期 心不全期 

心拍数 (bpm) 99 ± 22 127 ± 16＊ 

左室拡張末期内径 (mm) 29 ± 2 36 ± 1＊ 

左室内径短縮率 (%) 35.5 ± 1.3 10.7 ± 0.2＊ 

＊：P < 0.05, vs. 健常期。 
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表 2-2 運動負荷試験における各速度の完走頭数 

  2 km/h 3 km/h 4.5 km/h 5.5 km/h 

健常期 (n = 5 頭) 5 頭 5 頭 5 頭 5 頭 

心不全期 (n = 5 頭) 5 頭 4 頭 4 頭 3 頭 

0.4 mg/kg (n = 5 頭) 5 頭 4 頭 3 頭 3 頭 

1.0 mg/kg (n = 5 頭) 3 頭 3 頭 3 頭 3 頭 

1.0 mg/kg 5days (n = 5 頭) 3 頭 3 頭 3 頭 3 頭 
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図 2-2 投薬前における安静時および走行時心拍数。図は健常期、心不全期、お

よびカルベジロール投薬 1 日目 (0.4 mg/kg)、2 日目 (1.0 mg/kg)、および 5 日目 

(1.0 mg/kg 5days)における安静時および走行時心拍数の変動を示す。 
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図 2-3 投薬後における安静時および走行時心拍数。図は健常期、心不全期、お

よびカルベジロール投薬後 1 日目 (0.4 mg/kg)、2 日目 (1.0 mg/kg)、および 5 日

目 (1.0 mg/kg 5days)における安静時および運動時心拍数の変動を示す。図の上の

P 値は一元配置分散分析の結果を表している。＊：P < 0.05, vs. 心不全期。 
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4. 考察 

  

 本研究において、カルベジロールは心不全の犬の安静時および走行時心拍数

に対して用量依存的に陰性変時作用を示すことが明らかとなった。心不全犬に

おける安静時頻拍は負の予後因子であることが過去に報告されている 

[Borgarelli et al 2008, Ebisawa et al 2012]。また、心不全犬において、カルベジロ

ールの薬物動態および力学の観点より、カルベジロールの高用量治療が推奨さ

れているとともに [Arsenault et al 2005, Gordon et al 2006]、粘液腫様僧帽弁疾患

の犬に対して高用量のカルベジロール治療は生存率に対して有益な作用がある

ことが報告されている [Gordon et al 2012]。そのため、カルベジロールの高用量

治療による強い陰性変時作用は心不全治療において有効性が高い可能性がある。

しかしながら、人医領域においてカルベジロールの用量依存的な陰性変時・変

力作用によりめまいや徐脈などの副作用の発生率も用量依存的に増加すること

が報告されており、心不全患者に対して本薬剤を投薬することが敬遠される要

因となっている [Bristow et al 1996, Hori et al 2004, Ko et al 2002]。本実験におい

て心不全の犬においても軽度運動時の運動不耐性の発生率が用量依存性に増加

することが明らかとなった。それゆえ、心不全の犬に対して高用量のカルベジ

ロールを使用する際にはカルベジロール投薬に関連した副作用が増加するもの

と考えられ、副作用に対する注意深いモニタリングが必要になるものと考えら

れた。 

 心不全患者において運動能の低下は心不全に関連した主要な症状の一つであ

る [Wilson and Mancini 1993]。運動能を制限する心機能に関連したメカニズムは
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多様であるが、運動時の心係数 (心拍出量 [L/min] ÷ 体表面積 [m2])が最大運動

能に関与する事が報告されている [Hummel et al 2012]。心不全時における運動時

の心拍出量の低下は骨格筋への血液還流量を低下させ、労作時疲労感の原因と

なる [Harrington and Coats 1997, von Haehiling et al 2013, Wilson and Mancini 1993]。

本研究においてもカルベジロールによる用量依存的な走行時心拍数の低下は心

不全によって既に低下している心拍出量の低下をさらに助長したものと考えら

れた。人医領域における心不全患者において、カルベジロールとピモベンダン

の併用療法は生存率の改善に有用であることが報告されている [Murai et al 

2013, Yoshikawa et al 2000]。ピモベンダンはホスホジエステラーゼⅢ抑制作用お

よび Ca2+感受性増強作用を有する血管拡張性経口強心薬であり [Boyle and 

Leech 2012]、心不全患者の運動能を改善する [Lubsen et al 1996]。それゆえ、心

不全の犬においても高用量カルベジロールを使用する際には、運動能を維持す

るためにピモベンダンとの併用療法を実施し、カルベジロールの心機能低下作

用を緩和することが有効である可能性があるものと考えられた。 

 本実験は以下の制限を有する。一つ目は、0.4 mg/kg および 1.0 mg/kg の投薬間

に薬物の排泄期間を設けなかった点である。カルベジロールの犬における血中

半減期は短い (72-90 分)ものの、1.0 mg/kg 投薬時の運動負荷試験において 0.4 

mg/kg の効果が残存している可能性が考えられた [Arsenault et al 2005, Beddis et 

al 2008、Uechi et al 2002]。しかし、本実験において 1.0 mg/kg 投薬前の心拍数が

前日の投薬前の心拍数と差がないことを確認した。二つ目はカルベジロールの

投薬時に漸増期を設けなかった点である [Dickstein et al 2008]。それゆえ、導入
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期からの維持薬用量の投薬は急激な β 受容体遮断作用を引き起こした可能性が

あり、運動能に対する効果を過大評価している可能性があるものと考えられた。

三つ目はカルベジロールの血中濃度を評価していない点である。それゆえ、我々

は心不全の犬におけるカルベジロールの薬物動態を評価することが出来なかっ

た。 

 結論として、カルベジロールは心不全の犬に対して用量依存的に陰性変時作

用を示すとともに、軽度の運動に対する運動不耐性の発生率を増加させること

が明らかとなった。そのため、各症例に必要な効果に応じて薬用量を調節する

とともに、高用量使用時には副作用に対して注意深いモニタリングを行うこと

が心疾患犬に対して求められるものと考えられた。  
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5. 小活 

  

 低用量および高用量カルベジロールが高頻拍誘発性心不全モデル犬の心拍数

および運動耐性に及ぼす短期的影響を評価した。高頻拍誘発性心不全モデル犬

は 3 週間の右心室高頻拍により作出した。その後、カルベジロールを 1 日目に

0.4 mg/kg、2 から 5 日目に 1.0 mg/kg 投薬した。ペーシング前 (健常期)、ペーシ

ング 3 週間後 (心不全期)、およびカルベジロール投薬後 1 日目 (0.4 mg/kg)、2

日目 (1.0 mg/kg)および 5 日目 (1.0 mg/kg 連日投薬)に運動負荷試験を行った。カ

ルベジロール 1.0 mg/kg の投薬は心不全期および 0.4 mg/kg に比較して軽度の運

動時に運動不耐性を示す犬の数を増加させた。また、カルベジロール投薬後に

安静時および走行時心拍数共に用量依存的に減少した。これらの事から、カル

ベジロールは心不全の犬に対して用量依存的に陰性変時作用を示すとともに、

軽度の運動に対する運動不耐性の発生率の増加させることが明らかとなった。 
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第３章 

 

 

心不全犬に対する心臓型アデニル酸シクラーゼ 5 型阻害薬の 

心血行動態に及ぼす影響  
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1. 緒言 

  

 人医領域における大規模臨床試験によりメトプロロールやビソプロロール、

カルベジロールなどの β 遮断薬は心不全患者に対する左室収縮力および生存率

に対する有効性が証明されている [CIBIS-Ⅱ Investigators and Committees 1999, 

Gilbert et al 1996, MERIT-HF Study Group 1999, Packer et al 1996, Packer et al 2001]。

しかし、β遮断薬導入期および漸増期の一時的な心収縮力および心拍出量の低下

による徐脈やめまいなどの副作用により、本薬剤に耐用できない重度心不全患

者が存在することが問題となっている [Bristow et al 1996, Bristow 2000, Hori et al 

2004]。それゆえ、心機能低下作用の弱い交感神経遮断薬の開発が心不全患者の

新しい治療薬として期待されている。 

 アデニル酸シクラーゼは β 受容体シグナリングカスケードの下流に存在する

蛋白質である [Ishikawa and Homcy 1997]。アデニル酸シクラーゼは 9 種類のア

イソフォームを有しており、中でも 5 型アイソフォーム (AC5)は成熟期の心臓

に優位に発現しているアイソフォームである [Espinasse et al 1995, Ishikawa et al 

1992, Katsushika et al 1992]。さらに、AC5 蛋白質発現量は心不全時の心筋ストレ

スに反応して上昇することが知られており、心不全時において心臓アデニル酸

シクラーゼ全体における AC5 の優位性はさらに増すものと考えられる [Hu et al 

2009]。また、AC5 過剰発現マウスにおいて基礎心機能が上昇していることが報

告されていると共に、圧ストレスに対して心筋肥大が促進されることが報告さ

れている [Esposito et al 2008, Tepe et al 1999]。そのため、心不全時の慢性交感神
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経刺激に対する心臓応答において AC5 は主要な役割を担っているものと考えら

れている [Okumura et al 2009]。 

 AC5 ノックアウトマウス (AC5KO)において心不全に伴う心筋アポトーシス

および心不全の進行が抑制されることが報告されている [Okumura et al 2003a, 

Okumura et al 2007]。さらに、AC5KO においてイソプロテレノールによる心筋過

剰収縮が抑制されたものの、ワイルドタイプのマウスに比較してベースライン

の血行動態パラメーターに変化は認められなかったことが報告されている 

[Okumura et al 2003b]。これらの結果は心不全時において AC5 の選択的な抑制は

固有の心筋収縮機能を抑制する事なく交感神経抑制作用および心臓保護作用を

示すことが期待された。 

 ビダラビンは帯状疱疹やヘルペスウイルス性脳炎などに対する抗ウイルス薬

として長年使用されている薬剤であり、アメリカ食品医薬品局において認可さ

れている薬剤である [Kleymann 2003]。しかしながら、近年、ビダラビンは AC5

を選択的に抑制することが明らかとなり、選択的心臓型アデニル酸シクラーゼ 5

型阻害薬として注目されている [Onda et al 2001]。心不全モデルマウスに対する

ビダラビン治療は心機能の改善および生存時間を延長することが明らかとなっ

た [Iwatsubo et al 2012]。さらに、AC5 の薬理学的抑制は in Vitro において心筋収

縮力を抑制しないことが報告されており [Iwatsubo et al 2004]、AC5KO における

結果と類似する。それゆえ、ビダラビンは心不全患者に対して効果的かつ安全

に投薬できる新規交感神経遮断薬である可能性が期待された。 

 高頻拍誘発性心不全モデル犬は人の拡張型心筋症の病態に類似した動物モデ

ルである [Kiuchi et al 1993, Ishikawa et al 1994, Shen et al 1999, Houser et al 2012]。
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本モデルの心機能は β 遮断薬により改善することが報告されている [Nikolaidis 

et al 2006, Mochizuki et al 2007]。しかしながら、実験的心不全モデル犬の心血行

動態に対する新規交感神経遮断薬であるビダラビンの効果は明らかになってい

ない。 

 本研究の目的は、心臓型アデニル酸シクラーゼ 5 型阻害薬であるビダラビン

が心不全モデル犬の心血行動態および心臓組織に及ぼす影響を検討すると共に、

β遮断薬であるカルベジロールとの効果を比較検討することである。 

  



 53

2. 材料および方法 

 

 本研究は日本大学生物資源科学部動物実験委員会の承認を得て、実験指針に

基づき行われた。 

 

1) 供試動物 

 日本大学生物資源科学部付属第 3 実験動物研究センターにて飼養されており、

身体検査および血液検査、血圧測定、胸部 X 線検査、心臓超音波検査にて心臓

構造および機能に異常を認めないと共に、各種腎臓機能検査 (血液検査、尿検査、

尿中アルブミン・クレアチニン比測定およびイヌリンクリアランス試験による

糸球体濾過量測定)にて異常を認めない健常ビーグル犬 18 頭 (未避妊雌 18 頭、

年齢：1-5 歳、体重：8-11 kg)を本実験に供した。なお、β 受容体刺激に対する

反応性は性差が存在することが報告されていることから [Hori et al 2008]、本研

究においては雌のみを実験に供した。各犬を 1 頭ずつ個別ケージにて飼育した。

実験前から実験終了まで市販のドッグフードを 1 日 2 回給餌し、水は自由飲水

とした。 

  

2) 心臓ペーシングワイヤーの装着 

 開胸術を行う前に鎮痛を目的として、メロキシカム (0.2 mg/kg)を皮下投与し

た。麻酔前投与薬としてアトロピン (0.025 mg/kg)を皮下投与した後、ミダゾラ

ム (0.2 mg/kg)およびブトルファノール (0.2 mg/kg)を静脈内投与した。導入はプ

ロポフォール (4 mg/kg)の静脈内投与にて行い、気管挿管後、イソフルラン (2%)
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にて吸入麻酔を行い、麻酔を維持した。犬を左側横臥位にて保定し、定法に従

い右側第 4 肋間を開胸した後、心膜を切開して心臓を露出させた。右心室の冠

状動脈に注意し、右冠状動脈心室枝間の右心室心筋内にペーシングワイヤーの

電極を設置した後、ペーシングワイヤー遠位端を肩甲骨背側より体外に露出さ

せた [Shannon et al 1993]。側孔付き胸腔ドレーン設置後、胸腔内を陰圧にした状

態で定法に従い閉胸した。術後は予防的抗菌薬治療としてセファゾリン (20 

mg/kg)を 8 時間おきに 1 日 3 回、経静脈的に 3 日間投薬した。胸腔ドレーンは 6

時間おきに排液量を確認後、翌日に抜去した。手術からの回復期間として手術

から実験開始までに最低でも 1 週間の期間をもうけ、その間に意識下で実験用

テーブルの上にてハンドリングに順応させた。 

 

3) 実験プロトコール 

 全ての犬においてペーシング開始前に健常期の各種心血行動態の測定を行っ

た。その後、体外式心臓ペースメーカーを用いて右室高頻拍ペーシング (250 回

/分)を 3 週間行い、心不全状態を誘発した。心臓超音波検査にて心不全状態 (定

義：FS <15%および左室拡張末期内径 >35 mm)を確認した後 [Mochizuki et al 

2007, Nikolaidis et al 2006]、ビダラビン投薬群 (24 mg/kg/day, n = 6)(ビダラビン一

水和物、東京化成工業株式会社、東京)、カルベジロール投薬群 (1 mg/kg/day, n = 

6)およびプラセボ投薬群 (n = 6)に無作為に群分けを行い、各薬剤を高頻拍下 

(240 回/分)にて 7 日間投薬した。なお、本実験で使用した実験モデルに対して用

いることが出来る最大薬用量をビダラビンの薬用量として設定した。また、本

実験におけるカルベジロールの薬用量は人医および獣医領域における臨床維持
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薬用量に設定した [Gordon et al 2012, Hunt et al 2005, Packer et al 1996, Packer et al 

2001]。その後、高頻拍ペーシングを中止した後、自己拍動下にてさらに 3 日間

の投薬を行った。最後の心血行動態の測定終了後、犬に麻酔前投与薬としてア

トロピン (0.025 mg/kg)を皮下投与した後、鎮静剤としてミダゾラム (0.2 mg/kg)

およびブトルファノール (0.2 mg/kg)を静脈内投与した。その後、プロポフォー

ル (4 mg/kg)の静脈内投与にて導入し、KCL (2 mmol/kg)(KCL 補正薬○R、大塚製薬

株式会社、東京)の静脈内投与にて安楽死を行った。心停止確認後、心臓を摘出

し、左房および左室の重量を測定した後、各部位を組織学的および生化学的検

査に供した。 

 

4) 心血行動態測定 

 心血行動態の測定はペーシング開始前 (健常期)、ペーシング開始 3 週間後の

心不全状態確立後 (心不全期)および投薬 7 日後 (投薬期)に行われた。心拍数測

定、経胸壁心臓超音波検査、オシロメトリック法による血圧測定 (BP-100D、フ

クダエム・イー工業株式会社、東京)、イヌリンクリアランス法を用いた糸球体

濾過量 (GFR)の測定を行った。全ての測定はペーシング中断後 30 分における、

心血行動態の安定後に行った。経胸壁心臓超音波検査は 5 MHz のトランスデュ

ーサーを用い、犬を右側横臥位にて保定して行われた [Thomas et al 1993]。左室

拡張末期内径 (LVIDd)および左室収縮末期内径 (LVIDs)は右側傍胸骨短軸像乳

頭筋レベルにおける M モード法にて計測した後、LVIDd および LVIDs より FS

が算出された。左房・大動脈径比 (LA/Ao)は右側傍胸骨短軸像大動脈レベルに

て計測された。1 回拍出量 (SV)は右側傍胸骨長軸像より得られた大動脈半径 (r)
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および左側心尖部四腔断面像よりパルスドプラー法にて得られた大動脈流速波

形より計測された AoVTI を用いて以下の公式より算出された [Lewis et al 1984]。 

SV (ml) = AoVTI (cm) × (r2 [cm] × 3.14) 

 GFR の測定は尿中イヌリンクリアランス法 (イヌリード○R、株式会社富士薬品、

埼玉)を用いて計測した [Nishida et al 2012]。イヌリン溶液 (100 mg/ml の原液を

0.9%生理食塩水にて希釈し 10 mg/ml に調節)を初期投与量 (0.5 mg/min/kg)にて

30 分間、橈側皮静脈に挿入した 24G の留置針より投与後、維持投与量 (0.2 

mg/kg/min)に用量を変更した。維持投与量にて 15 分間投与した後、尿道カテー

テル (サフィード EL バルーンカテーテル○R 6Fr、テルモ株式会社、東京)より膀

胱内の尿を完全に抜去し、20 ml の生理食塩水にて膀胱内を洗浄した。その後、

完全排尿および膀胱洗浄を 30 分毎に 3 回繰り返し、それぞれの尿および生理食

塩水の混合液を尿サンプルとして採取した。また、血液サンプルをそれぞれの

完全排尿間の中間地点にて行った。採取した血液は凝固させた後 (血清分離剤入

スピッツ セパクリーン-A○R、栄研化学株式会社、栃木)、遠心分離し血清を分離

した。尿サンプルおよび血清サンプルをイヌリン濃度測定までの間、冷蔵にて

保存した。イヌリン濃度の測定は株式会社エスアールエルに外注依頼し、酵素

法にて行われた。なお、尿中イヌリンクリアランス値は以下の式にて算出した。 

尿中イヌリンクリアランス (ml/min) = (尿中イヌリン濃度 [mg/ml] × 尿量 [ml]) 

                                  /(血清イヌリン濃度 [mg/ml] × 30 分) 

各犬の糸球体濾過量の値は 3 回のクリアランス値の平均の値を用いた。 
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5) イソプロテレノール負荷試験 

 ビダラビンおよびカルベジロールの β 受容体遮断作用を評価するため、イソ

プロテレノール負荷試験を行った。イソプロテレノールを橈側皮静脈に挿入し

た留置針より 0.02、0.04、0.08 μg/kg/min にてシリンジポンプを用いて投与した。

なお、各イソプロテレノール投与量の投与時間は 10 分とした。心拍数、観血的

収縮期動脈血圧の測定、および心臓超音波検査による FS の測定を各イソプロテ

レノールの用量において血行動態が安定した時点で行った。観血的収縮期動脈

血圧の測定は動脈カテーテルを足背動脈に設置する事によって行い、カテーテ

ルは生理食塩水にて満たしたトランスデューサーに接続した。心拍数および収

縮期血圧の解析は生体情報モニタを用いて行った。なお、イソプロテレノール

負荷試験開始 20 分前に全ての犬をブトルファノール (0.1 mg/kg)の静脈内投与

にて鎮静した。 

 

6) 組織学的検索 

 心筋組織を 10%ホルマリン液 (10%中性緩衝ホルマリン液、和光純薬工業株式

会社、大阪)にて固定した後、パラフィン (パソプレップ 568、和光純薬工業株

式会社、大阪)に封入し、ミクロトームを用いて 5 μm の厚さで薄切した。心筋間

質線維化はシリウスレッド染色にて評価した [Iwatsubo et al 2012]。なお、シリ

ウスレッド染色は札幌総合病理研究所に依頼した。さらに、心筋アポトーシス

の評価は terminal dUTP nick end-labeling (TUNEL)染色 (DeadEndTM Fluorometric 

TUNEL system、プロメガ株式会社、東京)にて評価した [Okumura et al 2003, 

Iwatsubo et al 2004]。線維化面積および TUNEL 陽性細胞の割合は低視野 (× 100)



 58

にて 10 ヵ所の視野より評価し、それぞれの視野における値の平均値を用いた。

なお、各組織標本の評価は BIOREVO 蛍光顕微鏡 (BZ-9000、キーエンス株式会

社、大阪)を用いて行った。 

 

7) AC アッセイ 

 細胞膜標本は液体窒素にて急速凍結した後、-80℃にて保存された凍結心筋サ

ンプルより抽出した [Kiuchi et al 1993]。AC 活性は Salomon らの改訂法を用いて

行われ、アデニル酸シクラーゼの作動薬であるフォルスコリン (フォルスコリン、

シグマアルドリッチ株式会社、セントルイス、アメリカ)負荷前後の左室サンプ

ルにおける cAMP の産生量を測定することによって求めた [Salomon et al 1974, 

Iwase et al 1996b]。また、cAMP の測定はラジオイムノアッセイにより測定され

た。 

 

8) 統計学的解析 

 全てのデータは平均値 ± 標準偏差にて表記した。各群間における心血行動態

パラメーターの比較は 2 元配置分散分析 (ANOVA)によって行われ、有意差があ

った際には多重比較検定を行った (Bonferroni 検定)。組織学的評価および AC 活

性の各群間における比較は 1 元配置分散分析 (ANOVA)によって行われ、有意差

があった際には多重比較検定 (Bonferroni 検定)が行われた。P < 0.05 の時に統計

学的有意差有りとみなした。なお、全ての統計学的解析はGraphPad Prism software 

version 5 を用いて行った。 
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3. 結果 

 

1) 心不全状態の確立 

 表 3-1 はペーシング前 (健常期)およびペーシング 3 週間後 (心不全期)におけ

る左室および全身血行動態の変動を示している。3 群間において心不全の進行と

ともに、同程度かつ顕著な LVIDd および LVIDs の上昇、および FS、SV、平均

血圧の低下を認めた。 

 

2) 各薬剤剤投薬後の心血行動態の変化 

 表 3-2 は各薬剤の左室および全身血行動態に及ぼす効果について示している。

プラセボ投薬群およびカルベジロール投薬群は投薬期において心不全期に比較

して LVIDd および LA/Ao の有意な増加を認めた (P < 0.05)。一方、ビダラビン

投薬群において LVIDd および LA/Ao の増加は抑制され、投薬期における LA/Ao

において他の 2 群に比較して有意に低値を示した (P < 0.05)。さらに、プラセボ

投薬群は投薬期において LVIDs の有意な上昇 (P < 0.05)および FS の有意な低下 

(P < 0.05)を認めたが、ビダラビン投薬群およびカルベジロール投薬群にて FS の

有意な増加 (P < 0.05)を認めると共に、投薬期において両群共にプラセボ投薬群

に比較して有意に高値を示した (P < 0.05)。また、SV はビダラビン投薬群にお

いて投薬後に有意に増加した (P < 0.05)が、プラセボ投薬群およびカルベジロー

ル投薬群において投薬前後に差を認めなかった。さらに、プラセボ投薬群にお

いて投薬後の GFR の低下傾向が認められたものの、ビダラビン投薬群では GFR

が維持され、投薬期においてビダラビン投薬群はプラセボ投薬群に比較して
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GFR の有意な高値を認めた (P < 0.05)。カルベジロール投薬群においては投薬後

に GFR の増加傾向が認められたが、投薬期においてプラセボ投薬群との有意差

は認められなかった。一方、心拍数および平均血圧はいずれの群においても投

薬前後に差を認めなかった。 

 

3) β遮断作用 

 各薬剤における β 遮断効果を検討するため、イソプロテレノール投与時の心

拍数、FS および収縮期動脈血圧を評価した (表 3-3)。 

 心拍数：投薬前における心拍数は各群間にて差を認めなかった。一方、各薬

剤投薬後においてビダラビン投薬群およびカルベジロール投薬群の心拍数はプ

ラセボ投薬群に比較して0.02 μg/kg/min以上のイソプロテレノール投薬量におい

て有意に低値を示した (P < 0.05)。さらに、カルベジロール投薬群において 0.04 

μg/kg/min 以上のイソプロテレノール薬用量にてビダラビン投薬群に比較して有

意に低値を示した (P < 0.05)。 

 FS：投薬前の FS は各群間において差を認めなかった。一方、各薬剤投薬後に

おいてビダラビン投薬群およびカルベジロール投薬群にてプラセボ投薬群に比

較して0.04 μg/kg/min以上のイソプロテレノール薬用量において有意に低値を示

した (P < 0.05)。 

 収縮期動脈血圧：投薬前の収縮期動脈血圧は各群間において差を認めなかっ

た。一方、各薬剤投薬後はカルベジロール投薬群においてプラセボ投薬群に比

較して0.08 μg/kg/minのイソプロテレノール薬用量において有意に高値を示した

が (P < 0.05)、ビダラビンおよびプラセボ投薬群間においては差を認めなかった。 
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4) 心臓組織重量 

 心臓組織摘出後の左室および左房の組織重量・体重比を測定した (表 3-4)。左

室重量・体重比は 3 群間において差を認めなかったが、左房重量・体重比はビ

ダラビン投薬群においてプラセボ投薬群に比較して有意に低値を示した (P < 

0.05)。 

 

5) 組織学的検索 

 心臓の組織学的解析として心筋間質の線維化の評価のためにシリウスレッド

染色 (図 3-1)を行うと共に、心筋細胞アポトーシスの評価のために TUNEL 染色

を行った。ビダラビン投薬群およびカルベジロール投薬群の心筋間質線維化面

積はプラセボ投薬群に比較して左室および左房において有意に低値を示した (P 

< 0.01)(図 3-2)。また、ビダラビン投薬群およびカルベジロール投薬群のアポト

ーシス陽性細胞率はプラセボ投薬群に比較して左室および左房において有意に

低値を示した (P < 0.01) (図 3-3)。 

 

6) AC アッセイ 

 図 3-4 は左室組織におけるフォルスコリン刺激に対する cAMP 産生量を示し

ている。ビダラビンおよびカルベジロール投薬群はプラセボ投薬群に比較して

フォルスコリンに対する cAMP 産生量をそれぞれ 26%および 20%抑制したが、

統計学的有意差は認められなかった。
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表 3-1 右心室高頻拍ペーシングによる心血行動態の変動 

 プラセボ (n =6) ビダラビン (n = 6) カルベジロール (n = 6) 

 健常期 心不全期 健常期 心不全期 健常期 心不全期 

心拍数 (bpm) 107 ± 26 108 ± 27 94 ± 15 127 ± 11** 93 ± 13 119 ± 22* 

LVIDd (mm) 28.6 ± 1.7 35.8 ± 1.5** 29.1 ± 0.9 36.3 ± 2.2** 29.0 ± 1.7 35.7 ± 1.6**

LVIDs (mm) 18.3 ± 1.2 32.0 ± 1.4** 18.5 ± 2.2 32.4 ± 2.0** 18.5 ± 1.5 31.9 ± 1.5**

LA/Ao 1.2 ± 0.2 1.5 ± 0.1* 1.2 ± 0.1 1.6 ± 0.1** 1.2 ± 0.1 1.6 ± 0.1** 

FS (%) 35.2 ± 3.4 10.9 ± 0.4** 36.4 ± 7.1 10.8 ± 0.3** 36.1 ± 2.0 10.8 ± 0.3**

SV (ml) 21.6 ± 4.5 14.7 ± 3.2* 22.3 ± 2.6 15.3 ± 1.8** 19.5 ± 4.0 12.5 ± 2.1**

平均血圧 (mmHg) 110 ± 10 80 ± 10** 111 ± 11 84 ± 14** 100 ± 15 82 ± 15 

GFR (ml/min/m2) 77 ± 12 74 ± 22 72 ± 13 80 ± 19 74 ± 12 63 ± 7 

FS = 左室内径短縮率、GFR = 糸球体濾過量、LA/Ao = 左房・大動脈径比、LVIDd = 左室拡張末期内径、LVIDs =  

左室収縮末期内径、SV = １回拍出量。 

＊：P < 0.05, vs. 健常期、＊＊：P < 0.01, vs. 健常期。  
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表 3-2 投薬後の心血行動態の変動 

 プラセボ (n = 6) ビダラビン (n = 6) カルベジロール (n = 6) 

 心不全期 投薬期 P 値 心不全期 投薬期 P 値 心不全期 投薬期 P 値 

心拍数 (bpm) 108 ± 27 126 ± 29 n.s. 127 ± 11 127 ± 13 n.s. 119 ± 22 116 ± 25 n.s. 

LVIDd (mm) 35.8 ± 1.5 36.7 ± 1.5 p < 0.01 36.3 ± 2.2 36.4 ± 2.5 n.s. 35.7 ± 1.6 37.6 ± 2.7 p < 0.05 

LVIDs (mm) 32.0 ± 1.4 33.5 ± 1.2 p < 0.01 32.4 ± 2.0 31.6 ± 2.1 n.s. 31.9 ± 1.5 32.5 ± 2.2 n.s. 

LA/Ao 1.5 ± 0.1 1.7 ± 0.1 p < 0.05 1.6 ± 0.1 1.4 ± 0.1** n.s. 1.6 ± 0.1 1.9 ± 0.1**,† p < 0.01 

FS (%) 10.9 ± 0.4 8.7 ± 1.4 p < 0.05 10.8 ± 0.3 13.2 ± 0.7** p < 0.001 10.8 ± 0.3 13.7 ± 0.7** p < 0.001 

SV (ml) 15.2 ± 2.5 13.3 ± 3.2 n.s. 13.4 ± 1.8 15.6 ± 2.8 p < 0.05 12.2 ± 2.4 14.0 ± 3.1 n.s. 

平均血圧 (mmHg) 80 ± 10 72 ± 7 n.s. 84 ± 14 84 ± 7 n.s. 82 ± 15 80 ± 10 n.s. 

GFR (ml/min/m2) 74 ± 22 56 ± 11 n.s. 80 ± 19 79 ± 19* n.s. 63 ± 7 79 ± 25 n.s. 

FS = 左室内径短縮率、GFR = 糸球体濾過量、LA/Ao = 左房・大動脈径比、LVIDd = 左室拡張末期内径、LVIDs =  

左室収縮末期内径、SV = １回拍出量。 

＊：P < 0.05, vs. プラセボ、＊＊：P < 0.01, vs. 健常期、†：P < 0.05, vs. ビダラビン。 
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表 3-3 イソプロテレノール負荷試験に対する各種評価項目の変動 

 心拍数 (bpm) FS (%) 収縮期動脈血圧 (mmHg) 

 プラセボ ビダラビン カルベジロール プラセボ ビダラビン カルベジロール プラセボ ビダラビン カルベジロール 

治療前          

Baseline 57 ± 11 60 ± 4 72 ± 22 34.4 ± 4.0 35.4 ± 3.3 33.8 ± 2.5 127 ± 24 134 ± 11 137 ± 5 

0.02 μg/kg/min 98 ± 22 101 ± 13 116 ± 17 42.3 ± 6.4 42.8 ± 3.3 40.6 ± 2.9 116 ± 26 125 ± 15 127 ± 6 

0.04 μg/kg/min 135 ± 30 135 ± 23 150 ± 16 49.5 ± 4.1 48.4 ± 3.4 48.4 ± 3.3 108 ± 23 117 ± 18 119 ± 13 

0.08 μg/kg/min 173 ± 26 179 ± 24 185 ± 15 57.7 ± 3.7 56.1 ± 4.1 56.7 ± 3.0 98 ± 20 113 ± 13 114 ± 11 

治療後          

Baseline 59 ± 10 65 ± 5 58 ± 10 23.6 ± 3.2 25.5 ± 3.9 24.7 ± 2.5 123 ± 8 116 ± 11 126 ± 10 

0.02 μg/kg/min 104 ± 21 72 ± 9** 64 ± 11** 29.4 ± 4.1 25.8 ± 3.5 25.4 ± 2.8 111 ± 10 109 ± 10 119 ± 13 

0.04 μg/kg/min 138 ± 25 118 ± 21 74 ± 10**,† 35.2 ± 3.5 29.3 ± 4.3* 26.2 ± 2.7** 100 ± 9 103 ± 23 118 ± 13 

0.08 μg/kg/min 172 ± 19 138 ± 20** 84 ± 14**,† 38.3 ± 2.8 32.4 ± 5.8* 27.7 ± 3.0** 96 ± 5 98 ± 22 118 ± 13* 

FS = 左室内径短縮率。＊：P < 0.05, vs. プラセボ、＊＊：P < 0.01, vs. 健常期、†：P < 0.05, vs. ビダラビン。 

 



 65

 

 

 

 

 

 

表 3-4 各群における左室および左房重量・体重比 

 プラセボ 

(n = 6) 

ビダラビン 

(n = 6) 

 カルベジロール 

(n = 6) 

左房重量・体重比 (g/kg) 0.9 ± 0.3 0.6 ± 0.1*  0.9 ± 0.1 

左室重量・体重比 (g/kg) 5.1 ± 1.0 5.0 ± 0.3  5.2 ± 0.7 

＊：P < 0.05, vs. プラセボ。 
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図 3-1 プラセボ (A)、ビダラビン (B)、およびカルベジロール (C)投薬群にお

ける左房組織のシリウスレッド染色像。 
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図 3-2 プラセボ (■)、ビダラビン (□)、カルベジロール (■)投薬群における左室

および左房組織の線維化面積。＊＊：P < 0.01, vs. プラセボ投薬群。 
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図 3-3 プラセボ (■)、ビダラビン (□)、およびカルベジロール (■)投薬群におけ

る左室および左房組織の TUNEL 陽性細胞率。＊＊：P < 0.01, vs. プラセボ投薬

群。 
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図 3-4 プラセボ、ビダラビン、およびカルベジロール投薬群における左室組織

の AC 活性。図は各投薬群におけるフォルスコリン刺激前 (□)および刺激後 (■)

の cAMP 産生量を示している。 
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4. 考察 

  

 ビダラビンは抗ヘルペスウイルス薬として帯状疱疹やヘルペスウイルス性脳

炎の治療薬として長年使用されてきた薬剤である [Kleymann 2003]が、近年、心

臓における AC5 活性を選択的に抑制する作用を有することが明らかとなったこ

とから新たな心不全治療薬として注目されている [Iwatsubo et al 2004, Iwatsubo 

et al 2012, Onda et al 2001]。AC5 を過剰発現させたトランスジェニックマウスは

野生型のマウスに比較して基礎心拍数や心筋収縮力が増加することが示されて

いる [Esposito et al 2008, Tepe et al 1999]。さらに、AC5KO マウスではイソプロ

テレノールに対する心筋収縮力への反応性が抑制されていることが報告されて

いる [Okumura et al 2003b, Tang et al 2006]。これらの報告は AC5 が交感神経に対

する心臓の応答を担う重要な要素であることを示唆しているものと考えられる。

本研究においても、ビダラビン投薬がイソプロテレノールによる陽性変時・変

力作用を抑制するとともに左室心筋におけるフォルスコリンによる cAMP の産

生を抑制することを明らかにした。これらの結果よりビダラビン投薬は心臓に

対する交感神経活性を抑制することが明らかとなった。一方、今回の研究にお

いてビダラビンの交感神経抑制効果は臨床薬用量のカルベジロールよりも弱い

ことが明らかとなった。そのため、本研究にて用いた薬用量におけるビダラビ

ンの交感神経抑制作用は臨床薬用量におけるカルベジロールの作用に比べ投薬

後の心機能低下作用が弱いことが予想されることから、ビダラビンはカルベジ

ロールより耐用性の高い心不全治療薬である可能性が示唆された。 

 本研究において、ビダラビンの投薬により左室収縮力の改善、心拡大の抑制、
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心筋間質線維化および心筋アポトーシスの抑制による心臓組織保護効果を認め

た。過去の報告において、胸部大動脈絞扼による左心室への圧負荷に対して

AC5KO マウスは左室の拡張の抑制や左室駆出率の改善、心筋アポトーシスの抑

制を示したことが示されている [Okumura et al 2003a]。さらに、心筋梗塞誘発性

心不全モデルマウスに対するビダラビンの投薬は左室駆出率の改善および心筋

間質線維化の抑制を引き起こすことが報告されている [Iwatsubo et al 2012]。心

筋線維化や心筋アポトーシスなどの心臓の組織学的変化は心機能の低下と関連

していることが報告されているため [Hayakawa et al 2003, Wencker et al 2003, Xia 

et al 2009]、AC5 の抑制は心不全時の心臓の組織学的変化を抑制することにより、

心筋収縮力や心血行動態を改善するものと考えられた。 

 過去の報告において、ビダラビン治療による心不全への有益な効果をもたら

す細胞内メカニズムはプロテインキナーゼ A を介した β 受容体シグナリングの

抑制のみならず、MEK/ERK シグナリング経路もまた関与していることが示唆さ

れている [Iwatsubo et al 2012, Yan et al 2007]。MEK/ERK シグナリングの活性化

は心筋ネクローシスおよびアポトーシスの抑制に重要な役割を担うとともに 

[Ravingerová et al 2003, Strohm et al 2000]、酸化ストレスへの抵抗性に関する重要

なメディエーターの一種としても作用する [Finkel and Holbrook 2000, Yan et al 

2007, Yoon et al 2002]。AC5KO マウスにおいて、MEK/ERK シグナリングの活性

化を介して、心筋内におけるマンガンスーパーオキシドディスムターゼの増加

により、酸化ストレスに対して抵抗性を示すことが明らかとなっている [Lai et 

al 2013, Yan et al 2007]。これらのメカニズムは、我々の実験にて認められたビダ

ラビン治療に伴う AC5 抑制による心保護作用に関与している可能性があるもの
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と考えられた。 

 本研究において、心不全期にプラセボ投薬群にて GFR の減少が認められたも

のの、ビダラビン治療により心不全による GFR の減少が抑制されることが明ら

かとなった。AC5 は腎臓皮質に発現しており、cAMP 産生に関与していること

が報告されている [Erdorf and Seifert 2011]。さらに、AC5KO マウスにおいて交

感神経刺激に対する傍糸球体細胞からのレニン分泌が抑制されることが報告さ

れており、AC5 は腎臓におけるレニン分泌の調節に寄与しているものと考えら

れている [Aldehni et al 2011]。近年、心機能および腎機能の密接性を考慮した心

腎連関という概念が提唱されている [Ronco et al 2008]。うっ血性心不全におい

て、心拍出量の低下や静脈のうっ滞は腎機能の悪化を引き起こし、結果的に GFR

の減少を導く要因となると考えられている [Cody et al 1988, Damman et al 2007, 

Seymour et al 1994]。特に、心拍出量の低下は腎血流量の低下を生じることによ

り [Cody et al 1988, Leithe et al 1984]、傍糸球体細胞からのレニン分泌を促進し、

レニンアンギオテンシンアルドステロン系の活性化を引き起こす [Damman et 

al 2011]。レニンアンギオテンシンアルドステロン系の活性化は糸球体内圧の上

昇および腎臓間質の線維化、交感神経の活性化により腎機能を障害する。それ

ゆえ、心不全患者に対して AC5 の抑制によるレニン分泌の抑制はアンギオテン

シン変換酵素阻害薬と同様の作用により腎臓の障害を抑制し、GFR を維持する

ものと考えられた [Hillege et al 2003, Lefebvre and Toutain 2004]。 

 第 3 世代の β 遮断薬であるカルベジロールは左室収縮不全患者 [Gilbert et al 

1996]および実験的心不全モデル犬 [Le et al 2013, Mochizuki et al 2007, Nikolaidis 

et al 2006]の心機能を改善することが報告されている。本研究においても、カル
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ベジロールはビダラビン治療と同様に心不全犬のFSを改善することが明らかと

なった。しかしながら、カルベジロール治療においては FS の改善とともに左室

および左房の拡大が認められた。カルベジロールの β 遮断作用は陰性変時・変

力作用により投薬初期に心機能の一時的な低下を引き起こすことが知られてい

る [Bristow 2000, Ko et al 2002]。過去の報告において、Bozkurt らはカルベジロ

ール治療により心不全患者の左室駆出率の改善を認めているにもかかわらず、

カルベジロールの心筋自体に対する陰性変力作用は投薬後 3 ヵ月においても認

められることを報告している [Bozkurt et al 2012]。それゆえ、本研究においても

カルベジロールによるFSの改善は前負荷の増大などによる二次的な作用による

ものであると考えられ、実際の心筋自体の収縮力は抑制されていることにより

心拡大が生じたものと考えられた。これらの結果はカルベジロールによる FS の

改善のメカニズムはビダラビンによるものとは異なる現象であることを示唆し

ているものと考えられた。 

 本研究はいくつかの制限を有する。一つ目は、本実験における投薬期間は 10

日間のみであり短期間であった点である。そのため、長期的な薬剤の安全性に

ついては明らかに出来ていない。二つ目は、心筋細胞と非心筋細胞のアポトー

シスを厳密に見分けるためにローダミン抱合体小麦胚芽凝集素にて共染色を行

っていない点である [Park et al 2009]。しかし、非心筋細胞のアポトーシス抑制

もまた炎症やネクローシス、線維化の抑制に寄与することが明らかとなってい

ることから、心臓組織におけるアポトーシスの抑制は心筋保護の観点から有用

であるものと考えられる [Park et al 2013]。 

 結論として、ビダラビンによる AC5 の抑制は高頻拍誘発性心不全モデル犬の
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心機能および腎機能を改善するとともに、心臓の組織学的構造を維持した。さ

らに、ビダラビンは外因性の交感神経刺激作用に対して抑制作用を示したが、

臨床薬用量におけるカルベジロール投薬に比較して弱い作用であった。そのた

め、ビダラビンは β 遮断薬に比較して弱い心機能抑制作用によって交感神経を

抑制出来ることから、β遮断薬に耐用できない心不全患者や重度に心機能の低下

した心不全患者においても耐用出来る可能性があるものと考えられた。これら

の結果より、心不全治療薬としてのビダラビンによる AC5 の抑制は安全かつ有

効性が高いものと考えられた。  
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5. 小活 

  

 高頻拍誘発性心不全モデル犬に対する心臓型アデニル酸シクラーゼ 5 型阻害

薬であるビダラビンの心血行動態および心臓組織への影響を評価した。高頻拍

誘発性心不全モデル犬は 3 週間の右心室高頻拍ペーシングにより作出した。そ

の後、プラセボ、ビダラビン (24 mg/kg/day)およびカルベジロール (1 mg/kg/day)

を高頻拍ペーシング下にて 1 週間投薬した。また、各薬剤投薬前後においてイ

ソプロテレノール負荷試験を行った。ビダラビンの投薬により左室内径短縮率

の改善および左房・大動脈径比の低下を認めた。さらに、ビダラビンの投薬に

よりイソプロテレノールによる心拍数および左室内径短縮率の上昇を抑制した

が、その作用は臨床維持薬用量のカルベジロール投薬に比較して弱いものであ

った。また、ビダラビンは心筋間質線維化および心筋アポトーシスを抑制した。

これらのことから、ビダラビンは弱い交感神経抑制効果により、心不全に伴う

心筋の組織学的変化を抑制し心機能の改善をもたらすものと考えられた。 
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 心不全時における慢性的な交感神経活性は心筋収縮力の低下や心筋障害、心

筋酸素消費量の上昇、不整脈の誘発等を引き起こし、心不全の悪化を助長する 

[El-Armouche and Eschenhagen 2008, Iwase et al 1996a]。そのため、心不全治療に

おいて交感神経活性を抑制することが重要となってくる [Packer et al 1996, 

Packer et al 2001]。心不全治療において β遮断薬は頻拍の防止や左室拡張能の改

善、細胞内カルシウムの正常化等の様々な有益な作用を及ぼす [Chua et al 2008, 

Dandona et al 2000, Kukin et al 1999, Le et al 2013, Mochizuki et al 2007, Nikolaidis 

et al 2006, Sun et al 2005, Zhou et al 2011, Zhuang et al 2009]。しかしながら、β遮断

薬の交感神経抑制作用による一時的な心機能抑制は心不全症例の循環動態を悪

化させる可能性があり、心不全症例への β 遮断薬投薬が敬遠される要因となる 

[Bristow 2000, Ko et al 2002]。そのため、獣医領域における β遮断薬の使用に関

する情報は少なく、獣医循環器専門医の間においても使用時期や使用量に関す

る明確な同意は得られていないことから、心疾患犬に対する β 遮断薬の使用方

法に関する明確なガイドラインが存在しないのが現状となっている [Atkins et 

al 2009]。 

 カルベジロールは非選択的 β 遮断薬であり、交感神経抑制効果のみならず、

抗酸化作用や抗不整脈作用、腎機能保護作用など多様な作用を有しており、他

の β 遮断薬に比較して心不全患者への有益な作用が高いことが期待される 

[Bakris et al 2006, Kukin et al 1999, Le et al 2013, Mochizuki et al 2007, Nikolaidis et 

al 2006, Zhou et al 2011]。獣医臨床報告において用いられているカルベジロール

の維持薬用量は0.3 mg/kgおよび1.1 mg/kgであるが [Marcondes-Santos et al 2007, 

Oyama et al 2007, Gordon et al 2012]、これらの低用量および高用量カルベジロー
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ル間における交感神経抑制効果の違いは明らかになっていない。さらに、高用

量カルベジロール投薬は心機能の低下に伴う副作用の発生率増加が懸念される

ものの [Bristow et al 1996, Hori et al 2004]、心不全犬において薬用量と副作用の

関係性についても明らかになっていない。 

 また、近年、新たな交感神経遮断薬として心臓型アデニル酸シクラーゼ 5 型

阻害薬であるビダラビンが注目されている [Iwatsubo et al 2012]。ビダラビンは

in vitro において心筋抑制作用が認められないことから [Iwatsubo et al 2004]、副

作用により β 遮断薬に耐用できない重度心不全患者に対しても安全に交感神経

活性を抑制出来ることが期待されている。しかしながら、心不全犬に対するビ

ダラビンの交感神経神経抑制作用や心血行動態および心臓組織への影響は明ら

かになっていない。 

 本研究では、心不全犬における交感神経遮断薬の使用法を確立するため、健

常犬および心不全犬における投薬量に応じた交感神経抑制作用を評価すると共

に、心臓型アデニル酸シクラーゼ 5 型を標的とした新規交感神経遮断薬である

ビダラビンの心不全犬に対する心血行動態および心臓組織への影響を検討する

ことを目的とした。 

 第 1 章より、健常犬における外因性および内因性交感神経刺激に対して低用

量および高用量カルベジロールの交感神経抑制効果を比較検討した。カルベジ

ロールは健常犬に対して低用量より用量依存的に交感神経抑制作用を示すと共

に、その作用は血中濃度に依存せず 24 時間以上持続することが明らかとなった。

そのため、個々の症例に対して心拍数や血圧、心収縮力などの薬物動態以外の

効果モニタリング方法に応じて、カルベジロールの薬用量を調節する必要があ
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ることが明らかとなった。 

 第 2 章では、心不全犬における低用量および高用量カルベジロールの心拍数

および運動耐性に及ぼす影響を比較検討した。心不全犬においてカルベジロー

ルは用量依存的に交感神経抑制効果を示すが、高用量カルベジロール投薬によ

り運動不耐などの副作用の発生率が増加することが明らかとなった。過去の粘

液腫様僧帽弁疾患を有する犬に対する臨床研究において、カルベジロールは用

量依存的に生存率を改善する傾向が報告されていることからも [Gordon et al 

2012]、カルベジロールの交感神経抑制作用の程度は心疾患犬における生存率の

改善に関与する可能性が考えられる。これらのことから、心不全犬においてカ

ルベジロールを投薬する際には、低用量より使用し、症例の耐用性や効果等に

注意しながら徐々に漸増していくこと、および高用量使用時には副作用に対す

る厳密なモニタリングが必要であるものと考えられた。 

 第 3 章において心不全犬に対する心臓型アデニル酸シクラーゼ 5 型阻害薬で

あるビダラビンの心血行動態に及ぼす影響を検討した。ビダラビンは心筋間質

線維化や心筋アポトーシスなどの心臓組織障害を抑制するとともに、心拡大を

抑制し、心収縮力を改善することが明らかとなった。また、本研究にて用いた

薬用量におけるビダラビンの交感神経抑制効果は臨床薬用量におけるカルベジ

ロールの効果に比較して弱いことが明らかとなった。このことから、ビダラビ

ンは β 遮断薬に比較して、心不全患者において高い耐用性が示されることが示

唆された。また、心臓組織障害を抑制すると共に、心機能改善作用を示したこ

とから、β遮断薬に耐用できない心不全患者に対する新規心不全治療薬としての

有効性が期待された。 
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 これら本研究にて明らかにされた結果を臨床応用することにより、心不全犬

に対して交感神経遮断薬を安全かつ有効に導入出来るものと考えられ、本研究

の結果は心不全犬における交感神経遮断薬の使用方法の確立に向けた一助にな

るものと考えられた。 
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