
0

　「F

馬

ψ曜

醗瓠
灘

罵距議
雛

　　

@　
@　
@　
@　
@　
@　｣

　　@　@　@　
@
難
欝

議
銀
嘩

搾．

S
灘
爺
騨
騨
臨

鰹
雛
職

践
｝

鰯酵4ワ輔

懇■
．
．

¶1

e

’「
F 、

匠

膠．　，

1

1

7臼

㍗

‘層
つ

r

i

’

」



　　　イヌの右室心筋リモデリングに対する

アンジオテンシン変換酵素阻害薬（ACEI）ならびに

アンジオテンシンII受容体拮抗薬（ARB）の影響

　　　　山根　剛

獣医学研究科　臨床獣医学系
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第1章緒　言

　循環血液中においてレニンーアンジオテンシン（RA）系の生理活性物質であ

るアンジオテンシンII（ANGII）は、血管平滑筋の収縮、副腎からのアルドス

テロンの分泌促進、交感神経の活性化ならびに抗利尿ホルモンの分泌刺激など

の作用を有し、血圧ならびに体液量・電解質などのホメオスタシスの保持にき

わめて重要な役割を果たしている。RA系が高血圧の発症機序に関与しているこ

とは古くから知られており、高血圧治療にアンジオテンシン変換酵素阻害薬

（ACEI）が用いられてきたが、一方ではACEIの有する血管拡張作用を期待し

て心疾患治療薬としても幅広く用いられている。

　心疾患により心拍出量が低下する結果、動脈圧受容体反射を介する交感神経

活性ならびにRA系の活性などが充進し、血管平滑筋の収縮ならびに各種ホルモ

ンを産生することにより末梢血管抵抗を増大させ循環血流量を維持する。これ

らの作用は病態の初期おいては循環動態維持のため代償的作用として生じるが、

結果的には心臓に対し前負荷ならびに後負荷の増大をもたらし、さらなる心機

能の低下を招来する。これらの病態に対し、ACEIは末梢血管を拡張することに

より前負荷ならびに後負荷を軽減する。これまでACEIによる心疾患治療効果

については数々の大規模臨床試験が実施され、症状の改善、死亡率の低下なら

びに心不全進展の防止などの効果が認められており、高血圧治療薬としてのみ
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でなく心疾患治療薬としても一定の評価が得られている［19，82，83］。

　しかしながら1980年代以降、高血圧ならびに心疾患治療にACEIが広く用い

られる一方、ACE阻害と従来のRA系との間に矛盾する点があることが知られ

るようになった。当時RA系は、腎臓の傍糸球体細胞から分泌されたレニンが循

環血液中においてアンジオテンシノーゲンをアンジオテンシン1（ANG　I）へ・

さらにANG　Iが肺もしくは血漿中のアンジオテンシン変換酵素（ACE）により

ANGIIへ変換されるという経路のみが知られていた。したがってACEIの開発

当初は、循環血液中のRA系が元下している高レニン性の高血圧にgみに対して

有効であると考えられていたが、予想に反して正常あるいは低レニン性の高血

圧に対しても有効性が認められた［23，43］。循環血液中のRA系の活性が充暫し

ていないにも関わらず、ACEIにより降圧効果が認められたことを契機に、ACEI

の作用機序ならびにRA系についての研究がさらに広く行われた。その中で、従

来の循環血液中のRA系に加え、各組織においてもRA系が存在し、この組織

RA系が高血圧の発症に関与しているという考えが提唱された【17，51］。その後、

この考えを支持するように心臓、血管、腎臓、脳ならびに副腎などの各組織に

おいてレニン、アンジオテンシノーゲン、ACE、　ANG　I、ANGIIならびにANG

II受容体などのRA系のコンポーネントの存在が報告され［8，12，18，86］、組織RA

系の存在が証明された。現在、組織RA系は、循環血液中のRA系のように全身
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的な血圧ならびに電解質バランスなどの機能的変化に直接関与しているのでは

なく、心肥大、血管肥厚ならびに動脈硬化などの局所組織における器質的変化

に関与していると考えられている。

　通常、心臓に対し長期的な負荷が持続すると、心筋細胞肥大ならびに細胞外

マトリックスの増加などの心筋リモデリングと呼ばれる変化が生じる。しかし

ながら、負荷に対する適応として生じる心筋リモデリングも次第に心臓の拡張

障害を招来し、最終的には心不全に移行する。ANGIIは心筋および血管平滑筋

細胞の肥大・増殖ならびにコラーゲンなどの細胞外マトリックスg増加作用を

有しており［25，37，47，67］、これらの一連の過程には、心臓における組織RA系が

関与していると考えられている。ラヅトを用いた実験などでは、ACEIによって

心筋肥大ならびに細胞外マトリックスの増加が抑制されており、心筋リモデリ

ングの進展を防止することが報告されている［7，22，45，46，80】。

　このように心疾患においてACEIは減負荷を目的とした治療効果以外にも、

心筋リモデリング抑制効果を持つことが認められ、臓器保護の面からもその効

果が期待されていた。しかしながら、ラットの頚動脈内皮細胞を傷害した後に

認められる血管肥厚が、ACEIを投与することにより抑制されるのに対し［24，65】、

ヒトの経皮的冠動脈形成術後に生じる再狭窄に対してはACEIの効果は認めら

れていない［50］。また、1979年、Cornishらによりハムスターの頬袋にACE



以外にもANGIIを産生する酵素があることが報告されていたことから【10，11】、

心血管系においてもACE以外のAN　II産生酵素によるANGII産生の可能性、

さらには動物種によるANGII産生経路の相違に関して検：討が行われた。

　1979年のCornishiらの報告以来、イヌの血管ならびにネコの心臓におい

てもACEに起因しないA：NG　II産生経路が報告された［62，84］。1984年、

okunishiらはAcE以外のANGII産生酵素の存在を、イヌならびにサルの摘出

血管を用いた実験において証明した。摘出した血管にANG　Iを添加するとANG

IIに変換され血管の収縮が生じるが、　ACEIを加えると血管収縮反応は抑制され

た。ACEI濃度の増加に伴い血管収縮反応はより強く抑制されたが、イヌ血管で

は最大約70％の抑制が認められたのみであった。しかしながら、ANGII受容体

拮抗薬（ARB）の投与では血管収縮反応は完全に抑制された。また、この酵素

によるANGII産生はキモスタチンにより完全に抑制されることも報告した［63］。

ついでUrataらはヒトの心臓ホモジネート里中におけるANGII産生はACEI

では約15％の抑制にとどまるのに対し、セリンプロテアーゼ阻害薬では80％が

抑制されると報告した［90］。さらに1990年、Urataらはその酵素の単離に成

功し［88】、1991年にクローニングにより、この酵素がchymaseであること

を明らかにした【39，87］。その後も、ラヅトの摘出血管ではACEIの添加により

ANGII産生は完全に抑制されること、人の摘出血管においては添加するACEI
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の濃度を増加させてもANGIIは完全には抑制されないことなど、動物種によっ

てはACEIではANGII産生を完全に抑制できないことが証明された［64，78，79】。

　ACEIによりANG　II産生をほぼ完全に抑制できるラットにおいても、

chymaseの存在は確認されている［95］。chymaseを有しているにもかかわらず、

ACEIによってANGII産生が抑制される背景には、　chymaseの基質特異1生が大

きく関与している。一般的にchymaseはチロシンならびにフェニルアラニンな

どの芳香族アミノ酸を認識し、それらのC基末輩を切断するエンドペプチダー

ゼの性質を有している。しかしながら、各動物chymaseのチロシ≧ならびにフ

ェニルアラニンの認識には相違がある。ANG　I分子はアミノ（N）基末端側か

ら4番目と8番目にそれぞれチロシンならびにフェニルアラニンを有している。

ラットchymaseはANG　Iのチロシンを認識し、　Tyr4・11e5結合を切断するため、

ANG　I一（1－4）とANG　I一（5－10）の不活性断片を産生する。さらに産生された

ANG　I・（5－10）断片中のフェニルアラニンを認識し、　Phe8－His9結合を切断する

ため、ANG　I一（5・8）とHis一：Leuに分解する。一方、ヒトchymaseはラット

chymaseと異なり、　ANG　Iのチロシンを認識せず、フェニルアラニンのみを認

識しPhe8－His9結合を切断するためANGIIとHis・：Leuを産生する［95］。このよ

うな，hym。，eの顧獺性の相違により、・hymaseによる姻GII産生の有無

が生じる。これまでにヒト、サル、ハムスターならびにイヌchymaseはANG
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1をANGIIへ変換することが確認されているが、ラット、ウサギならびにブタ

chymaseはANGIIを産生しないことが報告されている［2，26，27，73，77，89］。加

えて、chymaseによるANGII産生能を有している動物においても、動物種なら

びに臓器によってその割合には相違があることも報告されている［3，34］。

　これまでACEIによる心筋リモデリング抑制効果は数多く報告されているが、

そのほとんどはchymaseによるANGII産生能を有さないラヅトなどの動物を

用いたものである。したがって心臓においてchymaseによりANGIIが産生さ

れている動物に対しては、ACEIによってANGII産生を完全に抑判ずることは

不可能であり、chymaseによるANGII産生割合によっては、　ACEIによる心筋

リモデリング抑制に対する有効性を期待することは出来ない。しかしながら近

年、ACE以外の酵素から産生されたANGIIでも、受容体レベルにおいてその

生理作用を遮断できるARBが開発され、　chymaseによりANGIIが産生可能な

動物においても心筋リモデリング抑制効果が期待されている。

　ANG　II受容体は、1989年、　WhitebreadらによりANG　II受容体に2種類の

受容体が存在することが報告されたのを端緒に【93］、1991年、ANGIIType　1

　（AT　1）受容体のクローニングが［54，70】、続いて1993年にはANGII　Typ　e2

　（AT2）受容体のクローニングが報告されており［36，53】、現在までにANGII受

容体は神経芽細胞腫の細胞株からAT3受容体［9】、さらにANGIVに高い親和性
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を有するAT4受容体【13】を含む4種類の受容体が報告されている。これらの

ANGII受容体のうち、　AT　1受容体は心筋細胞・血管平滑筋細胞の肥大・増殖な

らびに細胞外マトリックスの増加などの心血管リモデリングに関与しているこ

とが報告されており［28，76】、心筋リモデリングに深く関与していると考えられ

ている。一方、AT2受容体に関しては、ペプチド性AT2受容体アゴニストを用

いた実験において、ラット血管内皮傷害後の内膜増殖が抑制されること［33］、バ

ルーンにより傷害した血管腫にAT2受容体遺伝子を導入した場合、血管内膜の

増殖が抑制されることなどが報告されている［55】。また、AT2受容体刺激によっ

て、丘bronectinやco■agenの合成・分泌が抑制され、間質線維組織の増殖が抑

制されること［611、ならびに主にACEによるANGII産生経路のみ有するラヅ

トにおいてACEIと比較してARBの肥大退縮効果が優れていることなどが報告

されており［81］、現時点ではAT2受容体はAT　1受容体に拮抗的に働くと考えら

れている【30，75，85，94］。

　ARBはAT　1受容体に対して特異的にANGIIの結合を阻害する薬剤である

【58，72］。このためARBによりAT　1受容体に結合できないANG　IIが、選択的に

AT2受容体に結合することが予想されことから、さらなる心筋リモデリング抑

制効果が期待される。

　小動物の心疾患に対する治療としては、外科的根治療法ならびに薬剤を用い
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た内科的維持療法が行われている。しかしながら、多くの心疾患に対して外科

的治療が行われている人医学領域とは異なり、獣医学領域においては実施可能

な施設ならびに技術的な問題が多く、内科的維持療法が主体をなしているのが

現状である。多くの心疾患に対して根治療法が確立されていない獣医学領域に

おいては、臓器保護に対する有効的な薬剤が望まれている。本研究において、

イヌに対してARBの心筋リモデリング抑制効果を立証することで、今後の獣医

領域における心疾患治療に対して、大いに貢献できるものと考えられる。

　そこで今回、イヌにおいてはフィラリアならびにPSなどの右心系の疾患が多

く認められること、さらに右室心筋リモデリングに対しての報告は認められな

いことから、イヌの右心肥大モデルを作製し、右室心筋リモデリングの進展に

対する両ANGII産生酵素活性の関与を明らかにするとともに、　ACEIならびに

ARBの投与を行い、各薬剤の心筋リモデリング抑制効果について検討を行った。

　その結果、右心負荷初期にはACE活性の上昇が、長期的右心負荷時にはACE

ならびにchymase活性がともに上昇していることから、初期の右室心筋リモデ

リングにはACEが、長期の心筋リモデリングには両ANGII産生酵素が関与し

ていることが示唆された。また、ARB投与において右室壁厚の肥大抑制ならび

に線維組織増加抑制などの心筋リモデリング抑制が認められた。ACEIに心筋リ

モデリング抑制効果が認められなかったことは、ACEからのANGII産生は抑
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制する結果、chymaseによるANGII産生が元進ずることに起因すると考えられ

た。これらのことから、chymaseによるANGII産生経路を有するイヌにおいて

は、ACEIでは右室心筋リモデリングを抑制することは困難であると考えられた。

　以上、本研究によりARBはANGII産生経路に関係なく、受容体レベルにお

いてANGIIを阻害することから、イヌの右室心筋リモデリング抑制に対して有

効的な薬剤であることが明らかになった。
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第II章右室肥大に伴う右室心筋内ANGII産生酵素活性の変化

　心筋内ANGII産生酵素であるACEおよびchymase活性は動物種あるいは臓

器により異なること、ならびに心疾患の病期により変化することが報告されて

いる。しかしながら、イヌの心臓における心肥大進行と心筋内ANGII産生酵素

活性の経時的変化については明確にされていない。そこで本実験ではイヌの内

室肥大モデルを作製し、肥大に伴うACEならびにchymase活性の変化を観察

し、心筋リモデリングと心筋内ANG　II産生酵素活性との関連について検討を行

った。

第1節　実験材料ならびに方法

第1項供試犬

　供試犬はCSKリサーチパークより搬入し、一般臨床検査、血液・血液生化

学検査、心電図検査ならびに胸部単純X線検査により正常と認められたビーグ

ル犬24頭を使用した。供試犬はSham群（年齢：12．6±1．0ヶ月、体重：9．4

±0．2kg）、15日群（年齢：16．1±0．2ヶ月、体重：10．0±0．7kg）、60日群（年

齢：13．9±1．6ヶ月、体重：9．2±0．3kg）ならびに180日群（年齢：13．7±0．4

ケ月、体重：10．0±0．5：kg）の4群（1群：雌雄各3頭）に無作為に分類した［Table

1】。
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第2項実験方法

　実験犬は実験の12時間前より絶食絶飲と・した。麻酔導入10分前に硫酸アト

。ピン。．・25mg生9を皮下投与し、麻酔導入5分前からマスクを用いて…％酉菱

素吸入を行った。ついで、塩酸ケタミン5mg！kgおよびフルニトラゼパム

0．1mglkgの静脈内投与により麻酔導入し、直後に気管挿管を行い吸入麻酔器に

接続した。維持麻酔にはイソフルレンを使用し、1．5～2．5％にて維持を行った。

　麻酔が安定した後、実験犬を右側横臥に保定した。頚部切開により頚動静脈

を確保し、大動脈圧測定用カデーテルを頚動脈から大動脈弓付近1チ、右室圧測

定用カテーテルを頚静脈から右心室に挿入留置した。その後、左側第4肋間切

開により開胸し心膜切開を行い、主肺動脈起始部を露出した（Sham群に対して

は、この時点において閉即した）。ついで肺動脈起始部の周囲を剥離し、絹糸を

用いて肺動脈外周径の測定を行い、サテンテープを使用して肺動脈外周径の

60％までBandingを行った［Fig．1］。　Banding終了後、胸腔洗浄を行い定法にて

閉胸した。覚醒後は、痙痛緩和の処置として鎮痛剤ケトプロフェン（0．2mllkg，

SC）ならびに感染防止の処置として術後1週間の抗生剤アンピシリンナトリウ

ム（25mg！kg，　IV）の投与を行った。

　　術後、供試犬は室内ケージ飼育とし、15、60ならびに180日間の経過観察

を行った。実験終了後、供試犬をベントバルビタール麻酔にて安楽死させ、心
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臓を摘出した。

　なお、本研究は、麻布大学動物実験倫理委員会の許可を得て実施した。

第3項測定項目

1．心エコー検査

　実験終了日に、心エコーを用いて収縮末期ならびに拡張末期の右筆壁厚の測

定を行った。轡虫壁厚の測定部位は、右側胸壁からの左室長軸四腔断面におけ

る三尖弁直下の右岸壁（右室長軸断面）ならびに左室短軸断面乳頭筋レベルに

おいて前後乳頭筋の中間点に垂線を引き、その垂線が右室壁と交わる部位の右

室壁（右室短軸断面）とした。

2．血液レニンーアンジオテンシンーアルドステロン（RAA）系の測定

　検：査項目はACE活性、血漿レニン（PRA）活性、　ANG　I濃度、　ANGII濃度

ならびにアルドステロン（ALD）濃度とした。採血は実験終了後に実施した。

採血時間は午後12時から1時の間とし、頚静脈より同一者が採血を行った。ACE

活性の測定には3000rpmにて5分間の遠心を行うことにより分離した血清を使

用した。測定法としては、測定成分を着色物質に変化させ、その色調を同様に

処理した既知物質の色調と比較し、目的物質を吸光光度から測定を行う比色法

を用いた。また、PRA活性、　ANG　I、ANGIIならびにALD濃度の測定には

3000rpmにて5分間の冷却遠心を行うことによって分離した血漿を使用した。
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測定法としては、放射性同位元素で標識した反応物質を用い、抗原抗体反応か

ら抗原あるいは抗体の濃度を測定するRIA法を用いた。

3．心筋内ACE活性測定方法

　心筋内ACE活性はHoriuchiら［29］ならびにJinら［35］の報告した方法を改良

し測定を行った。はじめに凍結保存しておいた心室筋を200mglm：しとなるよう

に、氷冷したmodified　Tds・HCI（Ths　20　mmol！：L、　Mg（CH3COO）25mmo11L、

KCI　30mg／L、　sucrose　250mmo11：L、　Nonidet　P－400．5％（vlv）、　HCIにてpH8．3

に調節）に入れ、ポリトロンにて9，500回転！秒の条件で15秒間ホラジナイズし

た。この溶液を4。C、20000gで20分間遠心分離し、上清液をACE活性測定に

使用した。50F：しの上清液を5mmo1！：L　Hip－His一：Leuと600mmo11：L　NaClを含有

した100mmol！：Lリン酸カルシウム緩衝液（pH8．3）200｝巳：しに浮遊させ、37。Cにて

30分間インキュベーションをした後、メタリン酸750F：L加えて撹絆させ、氷言

下にて10分間放置することにより反応を停止させた。そして40C、12000gで

10分間遠心分離し、上清中の生成された馬尿酸濃度を測定した。この値と

100｝肛Mカプトプリルを添加した上清含溶液をインキュベーションすることによ

り生成した馬尿酸濃度の値を比較し、その差をACE活性とした。なお、37。Cに

てHip－His一：Leuより馬尿酸1Fmol生成される酵素活性を1ユニヅト（1U）とし

た。
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4．心筋内chymase活性測定方法

　心筋内chymase活性は、　De■’llahaら【16］ならびにBalce■sら［2】の方法に準

じて測定を行った。はじめに凍結保存心室筋を10倍量（w！v）の氷冷した

200mmo11：Lリン酸ナトリウム緩衝液ΦH7．4）中に浸漬し、ポリトロンにて9，500

回転1秒の条件で15秒間ホモジナイズした。このホモジネートを4℃、20000g

で20分間遠心分離し、上清液を廃棄後、再び10倍量（w！v）の氷冷した200mmo11：L

リン酸ナトリウム緩衝液（pH7．4）中に浸漬し、ポリトロンにて9，500回転1秒の条

件で5秒間ホモジナイズした。この作業を再度繰り返し、上清みを廃棄後、残

ったペレヅトに正確に200mglm　しとなるよう2mol／：L　K：Cl、0．1％Nonidet　P－

40を含有した10mmo11：L四則リン酸ナトリウム緩衝液（p　H　8．0）を注入しホモ

ジナイズした。このホモジネートを一晩4。Cにて保存した後、4。C、20000gで

20分間遠心分離し、上清液をchymase活性測定に使用した。上清25Fしに1

mmol！L，　phenanthrohne（Sigma）、20Fmol！：L　protinin（Sigma）ならびに2mm1几

EDTA（Wako　purechemical）を含有したリン酸カリウム緩衝液（pH8。3）を加え、

30分間室温でインキュベートした。次に600脚ol／L　ANG　I（Bachem）を添加し、

1時間37。Cでインキュベートした。3倍量のエタノールにて反応停止させた後、

4。C、12000　gで10分間遠心分離を行った。上清中の生成されたANGII量を、

HP：LCを用いて測定し、100｝1mo11：L　cymostatinを添加した上清をインキュベー
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トすることによって生成させたANGIIの値と比較してchymase活性を求めた。

心筋chymase活性は、心臓湿重量1gあたりの山分間で生成されたANGIIの量

（nmo1）で表した。

第4項　統計方法

　血液RAA系、右室壁厚ならびに心筋内ANGII酵素活性の比較には、　Fisher’s

P：LSDを使用した。検：定はすべて危険率5％以下をもって有意とし、各群の測定

値は平均値±標準誤差（mean±SE）として表記した。

第2節実験成績

第1項　開室壁厚

1．右室短軸断面：収縮末期（short　axis：end－systohc）

　Sham群、15日群、60日群ならびに180日群の右室壁厚は、それぞれ5．3±

0．2mm、7．3±0．2mm、9．2±0．4mmおよび9．3±0．2mmであり、60日まで有意

な増大が観察されたが、60日群と180日群との間には有意差は認められなかっ

た［Table　2・3，　Fig．2］。

2．右室短軸断面：拡張末期（short　axis：end－diastohc）

　Sham群、15日群、60日群ならびに180日群の右室壁厚は、それぞれ4．0±

0．2mm、5．6±0．3mm、6．8±0．2mmおよび6．7±0．2mmであり、60日まで有意

な増大が観察されたが、60日群と180日群との間には有意差は認められなかっ

15



た［Table　4・5，　Fig．3］。

3．右室長軸断面：収縮末期（long　axis：end・systoHc）

　Sham群、15日群、60日群ならびに180日群の右室壁厚は、それぞれ5．6±

0．1mm、7．0±0．2mm、9．1±0．4mmおよび9．2±0．2mmであり、60日まで有意

な増大が観察されたが、60日群と180日群との問には有意差は認められなかっ

た［Table　6－7，：Fig．4】。

4．右室長軸断面：拡張末期（long　axis：end－diastoHc）

　Sham群、15日群、60日群ならびに180日群の右室壁厚は、それぞれ4．1±

0．1mm、5．5±0．3mm、7．1±0．3mmおよび6．6±0．3mmであり、60日まで有意

な増大が観察されたが、60日群と180日群との間には有意差は認められなかっ

た【Table　8－9，：Fig．5］。

第2項血液RAA系

1．ACE活性

　Sham群、15日群、60日群ならびに180日群のACE活性は、それぞれ5．5

±0．51U、4．9±0．41U、5．3±0．31Uおよび5．9±0．51Uであり、4群間に有意差

は認められなかった【Table　10，：Fig．6】。

2．PRA活性

　Sham群、15日半、60日群ならびに180日群のPRA活性は、それぞれ1・3
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±0．2ng！ml・h、1．0±0．3nglml・h、0．9±0．2nglm1・hおよび0．7±0．2nglml・

hであり、4群間に有意差は認められなかった［Table　11，：Fig．6］。

3．ANG　I濃度

　Sham群、15日群、60日群ならびに180日群のANG　I濃度は、それぞれ570．2

±123．4pg！m1、676．5±128．1pglml、355．8±53．2pg！mlおよび4712±

113．Opg！mlであり、4群間に有意差は認められなかった［Table　12，：Fig．7］。

4．ANGII濃度

　Sham群、15日群、60日群ならびに180日群のANGII濃度は、モれそれ20．7

±8．Opglml、28．5±11．8pglml、10．0±0．Opglmlおよび15．8±3．6p　glmlであり、

4群間に有意差は認められなかった【Table　13，：Fig．7】。

5．ALD濃度

　Sham群、15日群、60日群ならびに180日群のALD濃度は、それぞれ26．5

±8．2やglm1、35．2±6．Opglml、27．5±7．1pg！mlおよび33．7±9．8pglm1であり、

4群間に有意差は認められなかった【Table　14，：Fig．8］。

第3項　右室心筋内ANGII産生酵素活性の変化

1．右室心筋ACE活性

　Sham群、15日群、60日華ならびに180日群のACE活性は、それぞれ1．85

±0．26mU！g　tissue、8．24±0．29mUlg　tissue、2．69±0．22mUlg　tissueおよび4．53
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±0．50mU！g　tissueであり、15日群ならびに180日群のACE活性は、　Sham群

ならびに60日群と比較して有意な上昇が認められた。また、15日群のACE

活性は180日群との比較においても有意な上昇が認められた［Table　15，　Fig．9］。

2．右室心筋chymase活性

　Sham群、15日群、60日群ならびに180日群のchymase活性は、それぞれ

20．71±2．14nmol／min！g　tissue、21．34±4．63nmol！minlg　tissue、18．70±

2．79nmol　lmin！g　tissueおよび38．95±7．18nmol！minlg　tissueであり、180日

群のchymase活性は、他の3群と比較して有意な上昇が認められ拳［Table　15，

：Fig．9］。

第3節小括

　本章では、右室肥大と血液RAA系ならびに心筋内ANG　II産生酵素活性の関

連について検：討を行った。

　肺動脈狭窄作製後から右室壁厚は、経時的に増大したのに対して、血液RAA

系に変化は認められなかった。このことから、血液RAA系は180日までの心肥

大には関与していないと考えられた。右室心筋中のACE活性は、15日で上昇

し、60日後にはSham群レベルまで低下していた。しかしながら、180日には

再び有意な上昇が認められた。また、chymase活性は、60日までは変化が観察

されなかったが、180日において有意な上昇が認められた。
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　このことから、右室肥大の初期には心筋内ACEによるANGII産生が関与し

ていることが示唆された。また、右室肥大の進展が緩やかになった180日時点

では、ACEならびにchymase活性が有意に上昇していることから、長期的な右

室肥大の進展には両ANGII産生酵素が関与している可能性が示唆された。
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第III章　ACEIならびにARBの右室心筋リモデリング抑制に対する検討

　第1実験において、心肥大初期にはACE活性が上昇していることが明らかと

なったことから、ACEIはACEからのANGII産生を阻害するため、右室心筋

リモデリングの進展を抑制することが期待される。また、ARBは受容体に作用

するためANGII産生経路に関係なく、心筋リモデリング抑制効果が期待される。

　第2実験では両薬物の右室心筋リモデリング抑制効果を明確にする目的で、

以下の実験を行った。

第1節　実験材料ならびに方法

第1項　供試犬

　実験には第II章で用いたSham群（年齢：12．6±1．0ヶ月、体重：9．4±0．2kg）

ならびに60日群をPS群とし（年齢：16．1±0．2ヶ月、体重：10．0±0．7kg）、

新たにCSKリサーチパークより搬入し、一般臨床検：査、血液・血液生化学検

査、心電図検査ならびに胸部単純X線検査により健康と認められたビーグル犬

をACEI群（年齢：13．9±1．6ヶ月、体重：9．2±0．3：kg）ならびにARB群（年

齢：13．7±0．4ケ月、体重：10．0±0．5kg）として使用した（各群：雌雄各3頭）

［Table　16］。
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第2項　実験方法

　　ACEI群ならびにARB群に対しても、第II章と同様の方法を用いて右室肥

大を作製した。

第3項　供試薬物

　実験にはアンジオテンシン変換酵素阻害薬としてマレイン酸エナラプリル

（ACEI）ならびにアンジオテンシンII受容体拮抗薬としてカンデサルタンシ

レキセチル（ARB）を用いた。第II章において、右室壁厚の増大は60日以降に

はほとんど認められなかったことから、本実験の観察期間は60日間とした。

第4項供試薬物投与方法

　ACEI平ならびにARB群は右室肥大モデル作製翌日より、それぞれACEI

（0．5mglkg）ならびにARB（1．Omg！kg）を実験終了までの60日間、1日1回

（朝9時）経口投与した。各薬剤の投薬は食餌条件によるバイオアベイラビリ

ティの変化を考慮し、必ず給餌前に行った。

第5項　検査項目

1．胸部単純X線検査

　モデル作製前（0日目）、作製後7日目、15日目、30日目ならびに60日目に

胸部単純X線検査を行い、心陰影の変化を観察した。撮影は右側横臥位ならび

に背階位で行い、右側横臥位における側面像にて脊椎心臓比（以下VHS：
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Vbrtebral　Heart　Size）を、下腹位における下腹像にて心胸郭比（以下CTR：

Cardio　Thoracic　Ratio）の測定を行った。

2．心エコー検査

　モデル作製前（0日目）、作製後7日目、15日目、30日目ならびに60日目に

心エコー検査を行い、右室壁厚の測定を行った。右室壁厚の測定は、第II章、

第3項・1に記載した方法に準じて行った。また、同短軸像において左室内径短

縮率（以下：FS：：Fractional　Shortening）ならびに左室駆出分画（以下E：F：Ejection

：Fraction）を測定した。

3．心筋組織検査

　心筋組織検査として右室心筋における線維組織量ならびに心筋細胞径の測定

を行った。ベントバルビタールにて安楽死させた後、速やかに心臓を摘出した。

摘出した心臓は房室間溝に沿って切離し、10％中性緩衝ホルマリン溶液にて固

定を行った。固定完了後、裾野心筋を切り出し、定法にてパラフィン包埋を行

った。包埋後、3脚に薄切し、マヅソントリクローム染色を施し組織切片を作

製した。

　組織切片作製後、画像取り込みソフト（FUJI　FILM　Photograb　2500　Vbエ1．1）

を使用し、光学顕微鏡からコンピューターに組織画像を取り込み線維組織面積

の測定を行った。コンピューターに取り込まれた組織画像を、画像解析ソフト
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（Mac　SCOPE　Vb二2．6）を用いて線維組織部分のブルー色調を認識させ（2値

化処理）、画像全体に占める線維組織の割合を測定した［：Fig．10】。この際、右室

壁を心外平等ならびに心内国側、さらに心筋間の線維組織面積ならび血管周囲

線維組織面積に分けて測定を行った。

　心筋間の線維組織面積は、切片全体を一定間隔で無作為に抽出し（接眼レンズ

×10、対物レンズx10）測定を行った。血管周囲線維組織面積は1個体につき15

個以上の血管を無作為に抽出し（接眼レンズ×10、対物レンズ×20）測定を行った。

この際、選択された血管の大小により血管周囲の線維組織面積に棉違が生じる

が、正常犬の右室心筋における血管径ならびに血管周囲線維組織面積との間に

有意な相関（p＜0．05）が認められたことから、血管周囲線維組織面積値は血管

周囲の線維組織面積をその血管断面積で割ることにより算出した【Fig．11】。

　また、核が明瞭に見える縦断された心筋細胞を無作為に抽出し（各個体50個以

上：接眼レンズ×10、対物レンズ×40）、核を中心に心筋細胞の横型を測定した。

4．血液RAA系の測定

　採血は実験開始前（0日目）ならびに実験終了日（60日目）に行った。以下、

血液RAA系は第II章、第3項一2に記載した方法に準じて測定した。

5．心筋内ACEならびにchymase活性の測定

　心筋内ACEならびにchymase活性の測定は、第II章、第3項一2、3に記載
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した方法に準じて行った。

第6項　統計方法

　各群の血液RAA系の比較には、　Paired　t－testを使用した。4群間の比較には

：Fisher’s　PLSDを使用した。これらの検定はすべて危険率5％以下をもって有意

とし、各群の測定値は平均値±標準誤差（mean±SE）として表記した。

第2節実験成績

第1項　椎体心臓比（Vbrtebral　H：eart　Size：VHS）

　0日目のVHSを基準とした60日目におけるSham群、　PS群、今CEI群なら

びにARB群のVHS増大率は、それぞれ98．0±1．4％、103．5±1．8％、104．7±

1．7％な5びに100．1±2．0％であり、Sham群と比較してPS群ならびにACEI

群において有意な増大が認められた［Table　17－18，　Fig．12】。

第2項　心胸阿比（Cardio　Thoracic　Ratio：CTR）

　0日目のCTRを基準とした60日目におけるSham群、　PS群、　ACEI群なら

びにARB群のCTR増大率は、それぞれ101．0±1．4％、107．9±3．1％、99．4±

1．9％ならびに106．5±3．5％であり、ACEI群と比較してPS群において有意な増

大が認められた［Table　19－20，　Fig．13］。

第3項左室内径短縮率（：Fractional　Shortening：FS）

　0日目のFSを基準とした60日目におけるSham群、　PS群、　ACEI群ならび
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にARB群の：FS増大率は、それぞれ105．0±4．5％、117．4±2．8％、115．4±4．2％

ならびに107．4±5．0％であり、各群間に有意な変化は認められなかった【Table

21－22，Fig．14】。

第4項　左室駆出分画（Ejection：Fraction：E：F）

　0日目のE：Fを基準とした60日目におけるSham群、　PS群、　ACEI群ならび

にARB群のEF増大率は、それぞれ103．6±3．2％、110．6±1．8％、110．9±2．9％

ならびに104．9±3．3％であり、斉群間に有意な変化は認められなかった［Table

23－24，Fig．15］。

第5項　開室壁厚

1．響町短軸断面：収縮末期（short　axis：end－systohc）

　0日目の右室壁厚を基準とした場合の60日目におけるSham群、　PS群、ACEI

群ならびにARB群の平明壁増大率は、それぞれ105．5±1．6％、172．7±10．3％、

180．0±4．6％、135．0±4．3％であり、Sham群と比較してPS群、　ACEI変なら

びにARB群において有意な増大が認められた。また、　ARB群と比較してPS群

ならびにACEI群において右四壁厚の有意な増大が認められた【Table　25－26，

Fig．16］0

2．右室短軸断面：拡張末期（short　axis：end－diastohc）

　0日目の右手壁厚を基準とした場合の60日目におけるSham群、　PS群、ACEI
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群ならびにARB群の小室壁増大率は、それぞれ102．9±3．0％、157．9±7．3％、

166．5±5．2％、139．6±4．9％であり、Sham群と比較してPS群、　ACEI群なら

びにARB群において有意な増大が認められた。また、　ARB群と比較してPS群

ならびにACEI群において右室壁厚の有意な増大が認められた［Table　27－28，

Fig．17］0

3．右室長軸断面：収縮末期（long　axis：end－systohc）

　0日目の右四壁厚を基準とした場合の60日目におけるSham群、　PS群、　ACEI

群ならびにARB群の一室壁増大率は、それぞれ100．3±1．7％、16字．6±7．1％、

177．8±6．6％、135．5±5．4％であり、Sham群と比較してPS群、　ACEI群なら

びにARB群において有意な増大が認められた。また、　ARB群との比較におい

てもPS群ならびにACEI群において開室壁厚の有意な増大が認められた

【Table　29－30，　Fig．18］0

4．右室長軸断面：拡張末期（long　axis：end－diastohc）

　0日目の右室壁厚を基準とした場合の60日目におけるSham群、　PS群、　ACEI

群ならびにARB群の同室壁増大率は、それぞれ102．6±1．9％、161．5±4．6％、

169．7±8．8％、143．5±6．1％であり、Sham群と比較してPS群、　ACEI群なら

びにARB群において有意な増大が認められた。また、　ARB群と比較してPS群

ならびにACEI群において右室壁厚の有意な増大が認められた［Table　31－32，
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Fig．19］。

第6項　心筋細胞径

　Sham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群の右室心筋細胞径は、それぞれ

28．5±0．諏m、35．5±1．0脚、33．2±0．6｝巳m、30．0±0．5Fmであり、　Sham群お

よびARB群と比較してPS群ならびにACEI群において心筋細胞径の有意な増

大が認められた［Table　33，：Fig．20］。

第7項　心筋細胞間線維組織面積

1．心外船側の線維組織面積

　Sham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群の心外四四の心筋細胞間線維組織

割合は、それぞれ0．98±0．15％、3．11±0．35％、3．29±0．45％、1．31±0．06％で

あり、Sham群およびARB群と比較してPS群ならびにACEI群において線維

組織面積の有意な増大が認められた［Table　34，：Fig．21－23］。

2．心内膜側の線維組織面積

　Sham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群の心内膜側の心筋細胞間線維組織

割合は、それぞれ0．49±0．07％、3．02±0．40％、2．67±0．55％、1．27±0．05％で

あり、Sham群およびARB群と比較してPS群ならびにACEI群において線維

組織面積の有意な増大が認められた［Table　34，：Fig．21，24－25】。
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第8項　血管周囲線維組織面積

1．心外膜側の線維組織面積

　Sham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群の心外山側の血管周囲線維組織割

合は、それぞれ1．73±0．13％、4．85±0．61％、4．66±0．64％、2．80±0．22％であ

り、Sham群およびARB群と比較してPS群ならびにACEI群において線維組

織面積の有意な増大が認められた［Table　35，　Fig．26－28］。

2．心内膜側の線維組織面積

　Sham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群の心外側側の血管周嗣線維組織割

合は、それぞれ1．76±0．17％、6．13±0．41％、4．90±0．67％、2．28±0．13％であ

り、Sham群およびARB群と比較してPS群ならびにACEI群において線維組

織面積の有意な増大が認められた。また、PS群はACEI群と比較しても、線維

組織面積の有意な増大が認められた［Table　35，　Fig．26，29・301。

第9項　血液RAA系の変化

1．ACE活性

　Sham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群の0日目のACE活性は、5．5±

0．51U、5．9±0．41U、5．2±0．21Uならびに6．3±0．71U、60日目のACE活性は

4．3±0．41U、5．3±0．31U、1．7±0．11Uならびに5．5±0．41Uであり、ACEI群に

おいてACE活性の有意な低下が認められた［Table　36，　Fig．31］。
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2．PRA活性

　Sham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群の0日目のPRA活性は1．3±

0．2nglml・h、0．8±0．2nglml・h、1．0±0．2ng！ml・hならびに1．2±0．1ng！ml・

h、60日目のPRA活性は1．4±0．4nglml・h、0．9±0．2ng！ml・h、3．3±

1．1ng！ml・hならびに8．5±1．7ng！ml・hであり、　ARB群においてPRA活性の

有意な上昇が認められた［Table　37，　Fig．31］。

3．ANG　I濃度

　Sham群、　PS群、　ACEI妙ならびにARB群の0日目のANG　I四度は、570．2

±123．4p　glml、318．0±57．1pglml、412．7±77．9pglmlならびに696．7±

85．7pg！m1、60日目のANG　I濃度は504．8±87．3　pg！m1、355．8±53．2pg／ml、

1576．3±449．9pglm1ならびに5175．2±1064．7pg！mlであり、　ACEI群ならびに

ARB群においてANG　I濃度の有意な上昇が認められた【Table　38，：Fig．321。

4．ANGII濃度

　Sham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群の0日目のANGII濃度は、20．7

±8．Opglm1、10．0±0．Opglml、10．0±0．Opglm1ならびに38．0±13．1pg／ml、60

日目のANG　II濃度は14．3±4．3pglml、10．0±0．Opglml、20．0±9．6pg！mlならび

に209．3±63．3pg！mlであり、　ARB群においてANGII濃度の有意な上昇が認め

られた【Table　39，　Fig．32】。
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5．A：LD濃度

　Sham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群の0日目のALD濃度は、26．5±

8．2pglml、47．7±12．8pglm1、47．5±12．8pg！mlならびに27．8±7．8pg！ml、60日

目のALD濃度は20．7±2．6pglml、27．5±7．1pg！ml、47．3±13．2pglmlならびに

19．0±6．7pglmlであり、各群のA：LD濃度に有意な変化は認められなかった

【Tal）le　40，　Fig．33］。

第10項右室心筋内ANGII産生酵素活性の変化

1．ACE活性

　右室心筋におけるSham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群のACE活性は、

それぞれ1．85±0．26mUlg　tissue、2．69±0．22mU！g　tissue、1．97±0．32mU1g

tissueおよび2・80±0・67mUlg　tissueであり・各群間に有意差は認められなかっ

た［Table　41，：Fig．34］。

2．chymase活性

　右室心筋におけるSham群、　PS群、　ACEI群ならびにARB群のchymase活

性は、それぞれ20．71±2．14nmol　lminlg　tissue、18．70±2．79nmol　lminlg　tissue、

54．87±10．11nmol！min！g　tissueおよび32．59±9．63nmol　lminlg　tissueであり、

Sham群ならびにPS群と比較してACEI群においてchymase活性の有意な上

昇が認められた［Table　41，　Fig．34］。
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第3節　小括

　本章では右室肥大モデルに対してACEIならびにARBの投与を行い、両薬剤

の右室心筋リモデリング抑制効果について検討を行った。

　各群のVHSならびにCTRに顕著な差が認められなかった理由としては、圧

負荷時には求心性に肥大が生じることに起因すると考えられた。また、ACEI

群においてACE活性の低下ならびにANG　I濃度の上昇、ARB群においてPRA

活性、ANG　I濃度ならびにANGII濃度の上昇が認められた。これはACEIの

ACE阻害作用およびARBのANGII受容体拮抗作用による影響で剰り、両薬物

ともに血液中への吸収は十分頃行われていると考えられた。

　PS群ならびにACEI群の争奪壁厚、心筋細胞径ならびに線維組織面積の増大

の程度に差が認められなかった。一方、ARB群の右室壁厚、心筋細胞径ならび

に線維組織面積の増大は、PS群ならびにACEI群と比較して有意に抑制された。

このことからARBは、イヌの芽室心筋リモデリング抑制に有効的であると考え

られた。ACEI群の心筋内chymase活性は、　PS群と比較して有意に上昇してい

ることから、ACE活性が阻害されると、　chymaseを介したANG　II産生系が活

性化することが示唆された。ACEI群に右室心筋リモデリングの抑制効果が認め

られなかったことは、chymaseによるANGII産生が元進ずることに起因すると

考えられた。ARBはANGIIを受容体レベルにおいて抑制する薬物であること
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から、ACEならびにchymaseからのANGII産生経路を有するイヌにおいては、

右室心筋リモデリング抑制に有効的であると考えられた。
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第IV章　ARBの投与量による右下心筋リモデリング抑制効果の検：討

　第III章において、　ARB投与による右室心筋リモデリング抑制効果が認められ

た。しかしながら、イヌの右室心筋リモデリング抑制効果に対するARBの用量

鰍生については酷されていない．そこで騨では、曲投与量の髄1こ起

因する右室心筋リモデリング抑制効果の差異について検討を行った。

第1節　実験材料ならびに方法

第1項供試犬

　第II章において実験に供したPS群ならびにARB群に加え、　C　S　Kリサーチ

パークより搬入し、一般臨床検査、血液・血液生化学検査、心電図検査ならび

に胸部単純X線検査により健康と認められたビーグル犬6頭（雌雄各3頭）を

使用した。第III章で用いたPS群ならびにARB群をControl群（年齢：16．1±

0．2ヶ月、体重：10．0±0．7kg）およびARB－1群（年齢：13．7±0．4ヶ月、体重：

10．0±0．5kg）、新たに実験に供したビーグル犬6頭をARB－10群（年齢：13．1

±0．6ヶ月、体重：9．3±0．5kg）に分類した【Table　42］。

第2項　実験方法

　ARB－10群に対しても第II章、第1節、第3項と同様の方法を用いて船室肥大

モデルを作製し、60日間の経過観察を行った。

33



第3項　供試薬物

　実験にはアンジオテンシンII受容体拮抗薬としてカンデサルタンシレキセ

チル（ARB）を用いた。

第4項　供試薬物投与方法

　イヌにおいては20mglkg以上のARBを投与により腎毒性が発現すると報告

されていることから、ARB－10群のARB投与量は10mg！kgに設定した［31，69】。

右室肥大モデル作製翌日より、ARB－1群およびARB－10群に対し、1．Omg1kg

ならびに10．Omg／kgのARBを実験終了までの60日間、1日1回！朝9時）経

口投与した。薬剤の投薬は食餌条件によるバイオアベイラビリティの変化を考

慮し、必ず給餌前に行った。

第5項　検：査項目

　第III章、第1節、第5項と同様の検：査を行った。

第6項　統計方法

　各群の血液RAA系の比較には、　Paired　t－testを使用した。3壁間の比較には

Fisher’s　P：LSDを使用した。これらの検定はすべて危険率5％以下をもって有意

とし、各群の測定値は平均値±標準誤差（mean±SE）として表記した。
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第2節実験成績

第1項椎体心臓比（VHS）

　Control群、　ARB－1字ならびにARB－10群における60日後のVHS増大率は、

103．5±1．8％、100．1±2．0％ならびに101．2±2．4％であり、各群のVHS増大率

に有意差は認められなかった【Table　43－44，：Fig．35］。

第2項心胸郭比（CTR）

　Contro1群、　ARB　1群ならびにARB－10群における60日後のCTR増大率は、

107．9±3．1％、106．5±3．5％ならびに1072±1．4％であり、各群のCTR増大率

に有意差は認められなかった［Table　45－46，：Fig．36］。

第3項　左室内径短縮率（：FS）

　Control群、　ARB－1群ならびにARB・10群における60日後の：FS増大率は、

117．4±2．8％、107．4±5．0％ならびに119±7．0％であり、各駅の：FS増大率に有

意差は認められなかった［Table　47－48，：Fig．37］。

第4項　左室駆出分画（EF）

　Contro1群、　ARB－1群ならびにARB－10群における60日後のEF増大率は、

110．6±1．8％、104．9±3．3％ならびに112．9±3．7％であり、各群のE：F増大率に

有意差は認められなかった［Table　49－50，：Fig．38］。
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第5項右室壁厚

1．右下短軸断面：収縮末期（short　axis：end－systolic）

　Contro1群、　ARB－1罪ならびにARB－10群における60日後の右室壁増大率は、

それぞれ172．7±10．3％、135．0±4．3％および132．9±2．7％であり、Contro1群

と比較してARB－1群ならびにARB－10群に恥曝壁厚の有意な増大抑制が認めら

れた［Table　51－52，　Fig．39］。

2．右室短軸断面：拡張末期（short　axis：end－diasto：hc）

　Contro1群、　ARB－1群ならびにARB－10群における60日後の右室畢増大率は、

それぞれ157．9±7．3％、139．6±4．9％および137．0±5．2％であり、Control群と

比較してARB－1群ならびにARB－10群に右目壁厚の有意な増大抑制が認められ

た［Table　53・54，　Fig．40］。

3．右室長軸断面：収縮末期（long　axis：end－systohc）

　Contro1群、　ARB－1群ならびにARB－10群における60日後の右室壁増大率は、

それぞれ162．6±7．1％、135．5±5．4％および131．0±5．6％であり、Control群と

比較してARB－1愚ならびにARB－10群に右室壁厚の有意な増大抑制が認められ

た［Table　55－56，：Fig．41］。

4．右室長軸断面：拡張末期（long　axis：end－diastohc）

　Control群、　ARB－1群ならびにARB－10群における60日後の右室壁増大率は、
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それぞれ161．5±4．6％、143．5±6．1％および139．1±4．4％であり、Control群と

比較してARB－1群ならびにARB－10群に右室壁厚の有意な増大抑制が認められ

た［Table　57－58，：Fig．42］。

第6項　心筋細胞径

　Control群、　ARB－1群ならびにARB－10群における右室心筋細胞径は、それ

ぞれ35．5±1．OFm、30．0±0．5ドmおよび29．7±0．3脚であり、　Control群と比

較してARB－1群ならびにARB－10群に心筋細胞径の有意な増大抑制が認められ

た【Table　59，：Fig．43］。

第7項　心筋細胞間線維組織面積

1．心外一側の線維組織面積

　Control群、　ARB－1群ならびにARB－10群における心外膜側の心筋細胞間線

維組織面積は、それぞれ3．11±0．35％、1．31±0．06％および1．13±0．15％であり、

Contro1群と比較してARB・1群ならびにARB－10群に心外膜側の心筋間線維組

織面積の有意な増大抑制が認められた［Table　60，：Fig．44］。

2．心内膜側の線維組織面積

　Control群、　ARB・1平ならびにARB－10群における心内膜側の心筋細胞間線

維組織面積は、それぞれ3．02±0．40％、1．27±0．05％および1．08±0．21％であり、

Control群と比較してARB－1群ならびにARB－10群に心内膜側の心筋間線維組
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織面積の有意な増大抑制が認められた［Table　60，　Fig．44］。

第8項　血管周囲線維組織面積

1．心外膜側の線維組織面積

　Contro1群、　ARB－1群ならびにARB－10群における心外膜側の血管周囲線維

組織面積は、それぞれ4．85±0．61％、2．80±0．22％および2．59±0．29％であり、

Contro1群と比較してARB－1群ならびにARB－10群に心外膜側の血管周囲線維

組織面積の有意な増大抑制が認められた［Table　61，　Fig．45］。

2．心内膜側の線維組織面積

　Control群、　ARB－1群ならびにARB・10群における心内膜側の血管周囲線維

組織面積は、それぞれ6．13±0．41％、2．28±0．13％および3．05±0．49％であり、

Control群と比較してARB－1群ならびにARB・10群に心内膜側の血管線維組織

面積の有意な増大抑制が認められた【Table　61，：Fig．45］。

第3節小壁

　第III章においてARB投与により右室心筋リモデリング抑制効果が認められた

ことから、本章ではARB投与量の相違により右室心筋リモデリング抑制効果の

差異について検討を行った。

　VHS、　CTR、：FSならびにEFともにARB群一1とARB－10群との間に有意な

変化は認められなかった。さらにARB群・1とARB－10群の右室壁厚、心筋細胞
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径ならびに線維組織面積の増大は、同程度の抑制が認められた。

　これらのことから、1mglkgと10mglkgのARB投与では右室心筋リモデリン

グ抑制効果の程度に差はなく、1mglkgのARBによりイヌの右室心筋リモデリ

ング抑制効果が得られることが確認された。
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第V章　考察

　心臓に対する負荷の増大によって、心筋細胞は単位心筋あたりの壁ストレス

を軽減するために肥大し、加えて心臓の壁強度を上昇させるために線維組織な

どの細胞外マトリヅクスの増加が生じる。これらの負荷に対する適応現象とし

て生じる一連の変化は、心筋のリモデリングと呼ばれている。病態初期におい

て重要な役割を果たす心筋リモデリングも、過度の進行によって心室のコンプ

ライアンスの低下を招来し、心室の拡張障害を生じさせる。また、長期間の負

荷による心筋の収縮機能の低下により、心臓は心拍出量を維持する辛めに拡大

するが、その結果としてさらなる壁ストレスの増大という悪循環を招来し、最

終的には心不全に移行する。したがって、心疾患において心筋リモデリング抑

制などの臓器を保護することは、内科的治療を実施する上で必要不可欠な要素

となっている。

　小動物に対する心疾患の内科的治療には、ジギタリスなどの強心薬、フロセ

ミドなどの利尿薬ならびにACEIなどの血管拡張薬などが幅広く用いられてい

る。ジギタリスは迷走神経刺激により心拍数減少を招来し、拡張期容積を増大

することによって心筋の収縮力を増大させ、心拍出量を維持する。利尿薬は過

剰な水分を排除することにより、さらにACEIは末梢血管を拡張させることに

より前負荷ならびに後負荷を軽減して、心機能を改善する。また、ACEIには
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ANGII産生を抑制することによる心筋リモデリング抑制に対する有効性が、ラ

ヅトなどで報告されていたことから【7，22，45，46，80】、イヌやネコなどにおいても

ACEIの臓器保護作用が期待されこれまで頻繁に使用されてきた。しかしながら、

ヒトやイヌではchymaseによるANGII産生経路が認められ［63】、さらにイヌの

心室におけるANGII産生はchymaseによるものが多いことが報告されたこと

から【2，16】、近年ではイヌに対するACEIの心筋リモデリング抑制効果は疑問視

されている。現在、小動物領域においては、心疾患治療において重要とされて

いる臓器保護に対して、明確な有効性が認められている薬剤は報告されていな

い。

　小動物の先天性心疾患において多く認められる肺動脈狭窄症（PS）ならびに

大動脈狭窄症（AS）などの流出路障害性疾患は［5】、圧負荷により顕著な心肥大

を生じる心疾患である。これらの心疾患に対しては、ジゴキシン等の強心薬は、

圧較差の増大を招来する可能性があり、その使用には否定的な意見が多い。ま

た、フロセミドのような利尿薬は、循環血流量減少に伴う血圧低下を、ACEI

などの血管拡張薬も、降圧作用による拍出量の低下を招来し、症状を悪化させ

る可能性があることから、使用には細心の注意が必要であるとされている。PS

に対しては近年、内科的治療の1つであるバルーン弁口拡大術の安全性ならび

に有用性が報告され［4，6，74］、PS治療の第一選択として、多くの施設で実施さ
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れるようになった。しかしながら、本邦におけるPS好発犬種は小型犬が多く、

バルーン弁口拡大術の適応が困難な場合が多い。また、バルーンによる治療で

は負荷を軽減することは可能であるが、完全に負荷を解除することは困難であ

り、術後も心臓に対する負荷は残存する。さらにASに関しては、バルーンによ

る拡張部位の再狭窄が重大な問題となっており【14，91］、ほとんど実施されてい

ないのが現状である。PSならびにASは無処置のまま経過すると、加齢に伴い

不整脈による突然死のリスクが高くなることが報告されている【21，38］。肥大し

た心筋では酸素消費量が増大するのに対して、間質の線維化により少動脈のコ

ンプライアンスは低下するため、心筋は虚血状態に陥り不整脈を引き起こす。

ヒトにおいても高血圧症により心肥大を呈した患者には不整脈による突然死が

多いことが知られており、心筋リモデリングを抑制することは、不整脈の予防

にも効果があることから、臓器保護に有効な薬剤の登場が期待されている。

　近年開発されたARBは、　ANGIIの生理作用を受容体レベルにおいて遮断す

る薬剤であることから、イヌなどのchymaseによるANGII産生経路を有する

動物においても心筋リモデリング抑制作用が認められると考えられる。また、

ARBはACEIと同様に血管拡張作用を有しているが、有効的な治療薬のない流

出路障害性疾患に対しても、心筋リモデリング抑制という観点から考えれば、

その効果は十分に期待できる。
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　医学領域においては、ほとんどの心疾患に対して日常的に体外循環による外

科的根治術が行われている。しかしながら、獣医学領域における外科的治療は・

安全性、施設ならびに費用などに大きな問題があり、根治手術は動脈管開存症

などの一部の疾患に限られている。このように内科的維持療法が主体である獣

医領域においては、長期の心負荷による心臓への障害を軽減する治療を行うこ

とは、重要な意味を持つ。そこで今回、イヌの心臓における右室肥大と右室心

筋内ANGII産生酵素活性との関連およびACEIならびにARBの右心心筋リモ

デリング抑制効果について検討を行った。

　本研究では、肺動脈を狭窄することにより右腕肥大の作製を試みた。その結

果、右室壁は肺動脈狭窄作製から60日までは急激に、60日から180日までは

緩徐に肥大した。しかしながら、右心壁肥大に伴う血液RAA系の変化は認めら

れなかった。心不全の末期では、循環血液量の減少から血液RAA系の活性元進

が生じるが、代償期の心不全においては血液RAA系の変化は認められないと報

告されている［661。今回、右室肥大を作製したイヌは、右心不全を示唆する頚静

脈拍動あるいは後大静脈拡張などの兆候は観察されていない。このため血液

RAA系に変化が生じなかったと考えられた。

　一方、坐職心筋中のACE活性は、15日で上昇した後、60日では低下し、180

日目において再び上昇するという二峰性の変化が認められた。また、右室心筋
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中のchymase活陛は60日まで変動しなかったが、180日後には上昇が認めら

れた。これらのことから、初期の右翼肥大には心筋内ACEが関与していること

が考えられた。また、180日では右室心筋内ACEならびにchymase活性は共

に有意に上昇していることから、長期的な右心負荷時においては両酵素が右室

心筋リモデリングに関与していることが示唆された。

　心筋リモデリングに対する心筋内のACEならびにchymase活性の変化につ

いては、ハムスターを用いた実験においても報告されている。心筋症ハムスタ

ーを用いた実験では、心筋細胞死ならびに残存心筋の代償性肥大や線維化が生

じる時期には、chymase活性が上昇するがACE活性は変化していない。病態が

さらに進行した心不全期ではACE活性も上昇している【73】。心筋梗塞モデルハ

ムスターの実験では、直後にはACEならびにchymase活性ともに上昇してい

るが、時間の経過とともにACE活性はコントロール群との間に有意差が認めら

れないまでに低下するにもかかわらず、chymase活性は高いレベルを維持して

いる［35】。また、：Liらの行った圧負荷モデルハムスターを用いた報告では、　ACE

活性ならびにchymase活性ともに初期から上昇しているが、　chymase活性グ初

期から高値を維持したままであるのに対し、ACE活性は時間の経過とともにさ

らに上昇している［44］。本実験結果を含め、これらの報告における心筋リモデリ

ング進展に伴うACEならびにchymase活性の変化には一定の傾向が認められ
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ない。この原因としては、心筋症、心筋梗塞ならびに圧負荷などの異なった供

試モデルを用いていることが考えられる。また、本実験と同様に圧負荷モデル

を用いた実験と比較しても、ANGII酵素活性の変化には相違が認められる。し

かしながら、本実験は低圧系である右室に関する検討であるのに対し、：Liらは

高圧系である左室に関する検討である。さらに我々は供試動物としてイヌを使

用しているのに対して、Liらはハムスターを用いている。これらの疾患モデル

の相違、右室と左室に対する負荷ならびに動物種の相違によって、ANGII産生

酵素活性に変化が生じる可能性が示唆された。

　今回の実験において、肺動脈の狭窄により生じる右室肥大の初期には、右室

心筋内ACE活性が上昇していることが明らかとなった。　ACEIはACEからの

ANGII産生を阻害するため、初期には嫡室心筋リモデリング抑制効果が期待さ

れる。また、ARBは受容体に作用するためANGII産生経路に関係なく、右左

心筋リモデリング抑制効果が期待される。そこで、右室肥大モデルに対して

ACEIならびにARBの投与を行い、両薬物の皇室心筋リモデリング抑制効果に

ついて検討を行った。

　その結果、VHSはSham群と比較してPS群ならびにACEI群において有意

な増大が、CTRはACEI群と比較してPS群において有意な増大が観察された。

しかしながら、各群の心陰影の変化には一定の傾向は認められなかった。通常、
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圧負荷の加わった心臓は求心性肥大を呈することから、初期に心拡大は見られ

ないが、病態が進行し右心不全を呈する状態では心室の拡張が生じ心陰影の拡

大が明瞭になる。今回の右室肥大モデルは右心不全に至っていないことから・

心陰影の変化に一定の傾向が認められなかったと考えられた。

　右脳心筋リモデリング進展による心機能への影響を、FSならびにEFを指標

として検討を行った。その結果、：FSならびにE：Fは、　PS群、　ACEI群ならびに

ARB群において7日目に低下し、その後、回復するといった変化が認められた。

7日目の心機能の低下は、右室肥大を作製した3群ともに観察されていζことか

ら、この変化は肺動脈狭窄による急激な負荷により生じたものであると考えら

れた。また、各群の60日目のFSおよびEFには有意差は認められず、　ACEI

ならびにARBの心機能に対する影響は見られなかった。心機能は、心肥大進行

に伴い低下することが報告されている［71］。しかしながら、代償期にある肥大で

は、心機能は維持される。各群ともに心機能の低下が認められなかったことは、

本実験モデルが代償期の心肥大であることに起因すると考えられた。

　今回の実験では、肺動脈を狭窄させ圧負荷を加えることによって右室肥大を

作製しているが、心肥大が形成される過程には、いくつかの機序が報告されて

いる。心筋細胞は胎児期には活発に分裂増殖を行っているが、出生後は速やか

に分裂能を喪失する。したがって心肥大は、心筋細胞の増加に起因するもので
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はなく、心筋蛋白生合成の充進により、筋原線維内のミオシンフィラメントな

らびにアクチンフィラメントを増加させることによって生じる。心筋蛋白の生

合成を充進させ心肥大を生じさせる例としては、血行動態による機械的刺激が

挙げられる。ネコの心筋培養細胞をシリコン膜上で伸展させた場合、心筋細胞

内のRNAならびに蛋白の生合成が元進ずること［48］、あるいはラットの培養心

筋細胞に伸展刺激を加えることによって、細胞増殖や分化の調節に関与する遺

伝子である。－fosのmRAN発現が増加することが報告されている［41】。これら

の成績は神経体液陛因子の影響を受けない培養心筋における実験であ防単な

る機械的刺激によっても、心肥大が誘発されることを示している。

　また、機械的刺激が神経体液性因子の分泌を促進し、心肥大を生じさせるこ

とも報告されている。イヌに対して血圧を上昇させない程度の微量のノルエピ

ネフリンを投与した場合、心肥大が発症することから【42】、ノルエピネフリンな

どのカテコラミンも、心肥大の成因に関与する一つの因子であると考えられて

いる。さらに、心筋細胞に伸展刺激を加えると、RA系が活性化され、　AT　1受

容体を介して肥大が促進することが撮告されている［68】。また、ラット圧負荷モ

デルに対して、左室収縮期圧を低下させない程度のACEIを慢性投与した際に

も、心肥大の抑制が認められること［92】、あるいはARBを添加した心筋細胞に

伸展刺激を加えることによって、C－fOSの発現ならびに蛋白生合成の元進が、両
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者共に50％以上抑制されることなどから［98］、心肥大の形成にANGIIが関与し

ていることが報告されている。機械的刺激は心肥大形成の一次的な要因である

が、二次的にANGIIなどの血管作動物質の産生を贈進させ、心肥大を生じさせ

る。

　今回、右室壁厚の計測において、PS群、　ACEI群ならびにARB群ともにモ

デル作製後7日目から右室増大が観察され、60日目の右室壁厚はSham群と比

較して3群ともに有意な増大が認められた。しかしながら、ARB群の右直壁の

肥大は30日目以降ほとんど認められなかったのに対し、PS群ならびにACEI

群の右室壁は、60日目まで、ほぼ一定の割合で肥大が認められた。60日目の右

室壁厚の比較では、ARB群と比較してPS群ならびにACEI群の富盛壁厚は有

意に増大した。また、組織切片による右室の心筋細胞径の計測においても、ARB

群と比較して、PS群ならびにACEI群の心筋細胞径は有意な増大が認められた。

ARB群において右垣壁ならびに心筋細胞の肥大抑制が認められたことは、　ANG

IIの受容体への結合を阻害したことに起因すると考えられた。また、　ANGIIの

作用を受容体レベルにおいて遮断しているARB群において、　Sham群と比較し

て有意な右室壁厚の肥大が認められたことは、機械的刺激が原因であると考え

られた。

　心筋間線維組織および血管周囲線維組織面積の計測では、Sham群とARB群
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との間には有意差が認められなかったのに対して、PS群ならびにACEI群にお

いて有意な増大が認められた。ANGIIは線維芽細胞ならびに平滑筋細胞の分裂

促進作用を有するplatelet　derived　growth　factor（PDG：F）などの細胞増殖因子

の産生を増加させる作用［32】、あるいはGi蛋白を介してMAPキナーゼの活性

を上昇させ、線維組織などの細胞外基質を増加させることが知られている［97】。

ARB群において線維組織の増大抑制が認められたことは、　ARBによりAN　G　II

作用が阻害されたことに起因すると考えられた。

　血液中のRAA系の測定では、　ACEI群において血液中のACE活性（p低下な

らびにANG　I濃度の上昇、　ARB群において血液中のPRA活性、　ANG　I濃度

ならびにANGII濃度の上昇が認められた。　ACEI群におけるACE活性の低下

は、ACEIによるACE阻害の影響であり、　ANG　I濃度の上昇はACE活性の低

下によりANG　IからANGIIへの変換がスムーズに行われない結果であると考

えられた。また、ARB投与によりPRA活性ならびにANGII濃度が上昇するこ

とが報告されており［49］、ARB群におけるRA系の変化は、　ANGII受容体拮を

阻害したことによりフィードバヅク機構が作動したものと考えられた。血液

RAA系のこれらの変化は、ACEIならびにARBの両薬剤が血液中へ十分に吸収

されていたことを示しており、薬剤吸収の相違により心筋リモデリング抑制効

果に差が生じたものではないと考えられた。
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　画室心筋内のACEならびにchymase活性の測定では、PS群と比較してACEI

群において、右室心筋中のchymase活性の上昇が認められた。また、　ACEI群

のACE活性はPS群と比較して低下する傾向が認められた。これらのことから、

ACEIによりACE活性が抑制された場合、　ANG　II産生の代替経路として

chymase活性の充進が生じると考えられる。今回は心筋内のANGII濃度の測定

は行っていないことから、心筋内ANGII産生酵素活性の凄艶により、ANGII産

生が増加することは確認していない。しかしながら、ACEIに見られなかった心

筋リモデリング抑制効果が、ARBでは認められていることから、　AC耳群では

chymaseからのANG　II産生が直進していると考えられる。本実験において形態

学的ならびに組織学的にもACEIの心筋リモデリング抑制が認められなかった

ことは、イヌの心臓ではchymaseによるANGII産生経路が存在することに起

因すると考えられた。

　以上の実験により、ARBに心筋リモデリング抑制効果が認められたことから、

ついでARB投与量の相違による心筋リモデリング抑制効果について検討を行っ

た。その結果、ARB－1群ならびにARB－10群の海沿壁厚、心筋細胞径ならびに

線維組織面積の増大は、Contro1群と比較して同程度の抑制が認められた。これ

らの結果は、今回実験に使用したカンデサルタンシレキセチル（TCV－116）を

用いたラヅトの実験と類似する点が多い。Obayashiらの、ラットの圧負荷モデ
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ルを用いた実験においては、0．3mg1：kgならびに3mg1：kgのTCV・116投与では、

拡張末期における左室壁の肥大抑制効果に差は認められなかったと報告してい

る［59，60】。ぬmaza：kiらは、ラヅトの容量負荷モデルに対する0．1mglkgと

1mglkgのTCV－116投与では、左室重量は同程度の減少が認められたとしてい

る【96】。Kojimaらは高血圧自然発症ラットを用いた実験において、1mglkgと

10mglkgのTCV－116投与では、心室中隔ならびに左室壁厚は同程度の抑制が、

左室線維は1mg！kgで抑制されたとしている［40】。また、　Kimらの、高血圧自然

発症ラットに対するTCV－116投与では、左室における線維組織増殖に関わる

且bronectinやco■agenなどの遺伝子発現は0．1mglkgでは抑制されないが、

1mg！：kgと10mglkgでは同様に抑制されたと報告している［56］。これらの報告で

は1mg！：kg以上のTCV－116では、心肥大ならびに線維化ともに抑制が認めら

れている。本実験においても、1mglkgならびに10　mglkgのARBの投与によ

って、右室心筋リモデリング抑制効果に差は認められなかった。このことから、

イヌにおいては1mglkgのARBにより右室心筋リモデリング抑制効果が得られ

ることが確認された。

　今回の実験によウ、右室心筋内ANGII活性の元進が生じることが認められた

が、心肥大や線維化作用を有するAT　1受容体も負荷により変化が生じることが

報告されている。ラットの圧負荷モデルにおいて、モデル作製3日後［1］ならび

51



に2週間後［20】にAT　1受容体の密度の上昇が認められている。また、イヌの容

量負荷モデル対しACEIを投与した場合、　AT　1受容体のm－RNAのアップレギ

ュレーションが惹起されることも報告されている［15］。本実験ではAT　1受容体

に関して検討を行っていないが、ARBはAT　1受容体自体を阻害することから・

受容体のアヅプレギュレーションが生じた場合においても、右室心筋リモデリ

ング抑制効果が期待されると考える。

　本研究においてARBによる右室肥大ならびに線維化抑制などの皇室心筋リモ

デリング抑制効果が認められた。また、右室心筋内ANGII活性の変化力1らも、

ARBの右室心筋リモデリング抑制効果が確認された。　ARBの血管拡張作用は

ACEIと同程度であることが報告されており［52，57】、　ARBにはACEIと同様な

前負荷ならびに後負荷軽減作用があると推察されることから、ARBは心筋リモ

デリング抑制作用と心負荷軽減作用を併せ持つと考えられる。現在、獣医学領

・域においては臓器保護ならびに流出路障害性疾患に対する有効的な薬剤が無く、

その開発が望まれている。今回、ARBにイヌの心筋リモデリング抑制作用が立

証されたことは、今後の獣医領域における心疾患の内科的治療に対して、多大

な示唆を提供するものと考えられた。
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第VI章　結語

　イヌの右室肥大モデルを用いて・右室心筋リモデリングの機序およびACEI

ならびにARBの右室心筋リモデリング抑制効果を検討した結果、以下の知見が

得られた。

1．右室肥大初期には右室心筋内ACE活性のみが上昇していることから、右甘心

肥大初期には右室心筋内ACEにより産生されたANGIIが関与していることが

示唆された。また、180日時点では右室心筋内ACEならびにchymase．活性の

上昇が認められていることから、長期にわたる右心負荷時には、両ANGII産生

酵素により産生されたANGIIが右室心筋リモデリングに関与すると考えられ

た。

2．ACEI投与により右室心筋内chymase活性の上昇が認められたことから、

ACEからのANGII産生が抑制された場合には、　chymaseによるANGII産生が

方早し、右室心筋リモデリングを進展させると考えられた。

3．カンデサルタンには右室壁厚増大、心筋細胞肥大ならびに線維組織の増殖

を抑制する作用が認められたが、エナラプリルにはその効果は観察されなかっ
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た。このことから、イヌの右室心筋リモデリング抑制に対してカンデサルタン

は有効的な薬物であることが確認された。

4．イヌの右室心筋リモデリング抑制に対しては、1mg！k9のカンデサルタンに

より効果が得られることが確認された。
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   Abstract

The effects ot an angiotensin converting enzyme inhibitor (ACEI) and an

 angiotensin il receptor blocker (ARB) on right ventricular myocardial

                      remodeling in dogs

   11suyoshi Yamane (Student No.: DV9905)

CIinical Veterinary Course, Veterinary Science

                         [Backgroundl
 Long-term mechanical stress on the heart causes myocardial remodeling such

as cardiomyocyte hypertrophy and an increase in extracellular matrix. Such

remodeling is the result of the heart's response to stress. It gradually causes

diastolic dysfunction of the heart and results in cardiac faiiure. Thus, in treating

cardiovascular disease it is essential to prevent myocardial remodeling.

 It is known that angiotensin 11 (ANG II) is involved in myocardial remodeling. In

rat and mouse hearts, ANG II is produced by ACE. But in human and canine

hearts, ANG ll is produced ACE and chymase. It has been reported that ACEIs

inhibit the formation of ANG II, and thus inhibit myocardial remodeling in rats. It

isimpossible for ACEIs to inhibit ANG ll formation that involves chymase, and as

such, ACEIs cannot be expected to have a myocardial remodeling inhibitory

effect in dogs. By contrast, recently developed ARBs prevent the physiological

action of ANG il at the receptor level, and are therefore considered to have a

myocardial remodeling inhibitory effect in animals that have an ANG ll formation

pathway involving chymase.

 Change of ANG ll forming enzymes occurs as a consequence of cardiac

hypertrophy or inhibitory effects of ACEI and ARB on myocardial remodeling are

not cleared in dogs. In this study, a canine model of the right ventricular

hypertrophy was produced, and mechanism or inhibitory effects of ACEi and

ARB on the right ventricular myocardial remodeling were examined.

  Experiment 1. Change of the ANG 11-forming enzyme activity in right

           ventricular myocardium by cardiac hypertrophy

[Objectivesl
 lt has been reported that the ANG ll-forming enzyme activity in cardiac muscle



varies in accordance with animals, organs and clinical stage. In this experiment,

changes in the activity of the ANG ll-forming enzymes in the right ventricular

myocardium caused by mechanical stress (different stress periods) was

examined.

[Materials and methods]

 24 healthy Beagles were used in this study. They were dMded into 4 groups (1

group; 6 dogs): Sham group (pericardiotomy was performed), 15-day group, 60-

day group, and 180-day group (Creation of right ventricular hypertrophy[RVH]

was performed in 15, 60 and 180-group). Tb create RVH, the main pulmonary

artery was isolated and encircled with polyester tape to reduce the outer

diameter to approximately 60% (F¥X Banding).

 Echocardiography was periodically carried out, and right ventricular wall

thickness was measured during the experiment. At the completion of the

experiment, the heart was removed and immediately frozen using liquid nitrogen.

The heart was stored in a freezer at -800C until the day of measuring. ACE

activity was evaluated by using HPLC to measure the amount of hippuric acid

generated by Hip-His-Leu in cardiac muscle homogenate. One unit of ACE

activity was defined as the enzyme activity that generates 1 pmol of hippuric acid

from Hip-His-Leu at 370C. Chymase actMty was evaluated by means of HPLC to

measure the amount of ANG1that was converted to ANG II. Chymase activity

was expressed as the amount of ANG il (nmol) that was generated per 1 g of

heart (wet weight) in 1 minute.

[Results]
 Right ventricular wall thickness increased by time-dependent. Right ventricular

 (RV) ACE activity increased in the 15-day and 180-day groups compared with

Sham and 60-day groups (P<O.05). In addition, chymase activity was observed

significant increase in the 180-day group compared with another 3 groups

 (P<O.05).

 [Conclusion]
 An increase in ACE activity in right ventricular myocardium was observed 15

 days afteroperation,but no change was observed in regard to chymase activity

 up to 60 days. This suggests that ANG ll formation by ACE contributes to early

 right ventricular hypertrophy. Significant increases in ACE and chymase

 activities were observed 180 days after operation. This suggests that both

 enzymes are involved in myocardial remodeling in the right heart under Iong-

 term pressure overload.



    Experiment 2. The inhibitory effects of ACEI and ARB on the right

                 ventricular myocardial remodeling

[Objectives]

 ln the first experiment, ACE and chymase actMtys are closely involved in

myocardial remodeling. ACEIs can inhibit ANG ll formation by ACE, and ARBs

can prevent the physiological action of ANG ll at the receptor level. In this

experiment, the inhibitory effects of ACEI and ARB on the right ventricular

myocardial remodeling were examined by administering these agents.

[Materials and methods]
 The Sham group in the first experiments was used as the control group, and the

60-day group in the first experiments was used as the PS group. In addition, 12

new beagles were added to form a ACEI group and a ARB'group. A RVH model

was made in each of the new groups as described in the first experiment.

 Enalapril maleate (O.5 mglkg SiD) and candesartan (1.0 mglkg SID) were

administered to the ACEI and ARB groups, respectively. Administration

commenced on the day following preparation of the model and continued until

the completion of the experiment (60 days).

  Measurement of Right ventricular wall thickness and ANG ll-forming enzyme

activity in right ventricular myocardium were the same as those in the first

experiment. Following the completion of the experiment, histological samples of

the right heart were prepared to measure the cardiomyocyte diameter and the

fibrous tissue area in cardiac muscle using computerimage-data processing.

[Results]
 Right ventricle wali thickness increased in PS and ACEI groups compared with

ARB groups (P<O.05). Moreover, Cardiomyocyte diameter and fibrous tissue

area increased in PS and ACEI groups compared with ARB groups (P<O.05).

 [Conclusion]
 An obvious right ventricular myocardiai remodeling inhibitory effect was

 observed in the ARB group, compared to ACEI group, and increase in chymase

 activity due to administration of ACEI was observed. It was considered that a

 right ventricular myocardial remodeling inhibitory effect was not observed in the

 ACEI group due to the ANG 11 formation pathway involving chymase, in addition

 to the pathway involving AC E.



  Experiment 3. The effect of different ARB dosages on right ventricular

                 myocardial remodeling inhibition

[Objectives]

 ln the second experiment, a right ventricular myocardial remodeling inhibitory

effect was observed in the ARB group. In this experiment, the difference in the

right ventricular myocardial remodeling inhibitory effect due to different ARB

dosages was examined.

[Materials and methods]

 The ARB group in the second experiment was designated as the ARB-1 group

(candesartan: lmglkg), and a new group of 6 beagles was prepared and

designated as the ARB-1 O group (candesartan: 10mg/kg). For the ARB-1 O group,

a cardiac hypertrophy model was prepared in the same method as in the first

experiment. The parameters and their measuring methods were the same as

those in the second experiment.

[Result]

 Changes of Right ventricular wall thickness, cardiomyocyte diameter and

fibrous tissue area did not differ in ARB-1 and ARB-1O groups.

[Conclusion]

 Similar levels of the right ventricular myocardial remodeling inhibitory effect

were observed in both the ARB-1 and ARB-10 groups. This suggests that the

myocardial remodeling inhibitory effect of ARB is not dose-dependent when the

dosage is 1 mg/kg or more.

                          [Discussion]

 At the early stage of the right ventricular hypertrophy, ACE actMty was

activated mostly. Furthermore, at the late stage, both ACE and chymase

activities were activated. It was suggested that both ACE and chymase are

involved in right ventricular myocardial remodeling under Iong-term right

ventricular pressure overload. However, it was not observed that ACEI has a

right ventricular myocardial remodeling inhibitory effect, and lncrease in

chymase activity due to administration of ACEI was observed. It was considered

that a right ventricular myocardial remodeling inhibitory effect was not observed

in the ACEI group due to the ANG 11 formation pathway involving chymase.

 In this study, it was proven that ARBs are effective for right ventricular

myocardial remodeling because ARBs prevent the physiological action of ANG il

at the receptor level, irrespective of the formation pathway.



                          [Conclusionl
 ln this study we examined the inhibitory effects of ACEI and ARB on myocardial

remodeling in a canine model of cardiac hypertrophy, and changes in the actMty

of the ANG 11-forming enzymes in cardiac muscle. The following findings were

obtained.

1. ACE is involved in early stage of right ventricular hypertrophy, and ACE and

chymase are involved in right ventricular hypertrophy of heart under long-term

pressure overload.

2. Administration of ACEI increased chymase actMty in right ventricular

myocardium. This suggests that ANG ll is produced by chymase if ACE-related

ANG ll formation is inhibited.

3. Administration of ARB inhibited right ventricular hypertrophy and

cardiomyocyte hypertrophy. These effects were not observed in the ACEI group.

In addition, the increase in fibrous tissue was inhibited by administering ARB.

Thus, ARB's myocardial remodeling inhibitory effect was proven.

4. There was no difference in the right ventricular myocardial remodeling

inhibitory effects of low-dose ARB (1 mglkg) and high-dose ARB (1 Omglkg). This

proves that right ventricular myocardial remodeling inhibitory effect of ARB is not

dose-dependent when administered at the rate of 1 mg/kg or more, and that 1

mg/kg of ARB is sufficient.


