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はしがき

心筋が虚血状態になると、心筋組織のATPが 減少 し、収縮力は低下し

て心筋組織に器質的な障害が残る。虚血状態にある心筋を再潅流すると

虚血障害は緩解する筈であるが、再潅流時に不整脈その他の重篤な障害

がおこることも報告されている。従って、虚血と再潅流による障害をま

とめて、虚血 ・再潅流障害と呼んでいる。

虚血障害に細胞内のATP減 少が関連 していることは事実であるが、再

潅流障害にはATPレ ベルはあまり関係ない。その理由は、再潅流によっ

て虚血で低下 したATPレ ベルは上昇するからである。最近の研究によれ

ば虚血 ・再潅流時に心筋内に活性酸素が生 じ、この活性酸素がフリーラ

ジカルを発生させ、このために心筋に障害がおこるのであろうという。

もしこの説が正 しいとすれば心臓に活性酸素を投与すれば虚血 ・再 崔

流障害と同様の障害がおこらなければならない し、フリーラジカルを 肖

去する作用のある薬物は活性酸素による障害ばか りでな く、虚血 ・再 崔

流障害をも軽減する筈である。さらに、虚血 ・再潅流時に心筋 に

lysophosphatidylcholine(LPC》 が蓄積 し、 このLPCが 虚血 ・再 潅流障害

の原 因物質にな っているという推察もある。これが事実とすれば、LPC

によ る障害 も虚 血 ・再潅流 障害 を軽減する薬物によって、軽減 される筈

である。

本実験は上記の説を確かめるためにおこなった。活性酸素 としては、

過酸化水素(H202)を 用 いた。H202はFe2・ の存在下で、組 織 に障害を与

え る作用の強いhydroxyradicalを 生 じることが 分か って いる。 また、

LPCに 関す る実験 も行 った。LPCは 心筋 の虚血 ・再 潅流時 に心 筋組織に

蓄積するばか りでな く、細胞内C解 ・濃度 を上昇 させ 、赤血 球の溶血をお

こすことも分か っている。

そこで、我々は虚血 ・再潅流 によって、まず心筋 に活性酸素が生 じ、

この活性酸素か らフ リーラジカルが生 じ、フ リーラジカルは細胞膜の リ

ン脂質を過酸化 し、このためphosphoiipaseA2の 活性 が増 し、 これ に

よ って細胞膜の リン脂質か らLPCを 生 じ、 このLPCが 組 織障害 を おこす

とい う仮説 を立 てた。本研究はこの仮説が正 しいか否かを確かめるため

に行 った。本研究の中で行われた0連 の実験 は、すべ て この仮説 の妥当

性を確かめるためのものである。
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一

研究成果

1過 酸化水素は心臓 に虚血 ・再潅流障害と同様の障害をひきおこす ことが出来、

lidocaineは 過酸化水素による心筋障害を減弱す る。

目的

活性酸素は生体内でフ リーラジカルを生 じることが分かって いる。虚血 ・再潅流障

害の原因は活性酸素とフリーラジカルであるとすれば、活性酸素の一種である過酸化

水素を心筋に与えると、虚血 ・再潅流障害に似た障害をひきお こす筈であ。また、過

酸化水素による心筋の障害の程度は、虚血 ・再潅流障害を軽減す る薬物で軽減できる

に違いない。この考え方が正 しいが否かをたつかめるために、 この実験を行 った。虚

血 ・再潅流障害を軽減する物質としては、lidocaineを 用いた。Lidocaineは 虚血 ・再

潅流 による不整脈の発生を抑制するが、β一blocking作 用もない し、Ca2+

antagonistic作 用 もないので、実験結果を分析 しやすいと思 って、これを用いること

にした。

実験方法

ラッ トの心臓をLangendorff式 に潅流 し、Pacingす ることによ って心拍数を一定に

した(300/min》 。また、冠血管の潅流量を一定(10ml!min)に した。過酸化水素に

よって心筋細胞に過酸化がおこっているのを確かめるために、心筋表面のferryi-Mbを

光学的手法を用いて測定 した。過酸化水素を潅流液中に入れると、心筋のoxy-Mbが

減少 し、ferryl-Mbが 増加 した。第1図 は投与 した過酸化水素が用量依存的にferryi-Mb

量を増加させていることを示 している。この実験から200-600ｵMの 過酸化水素は確

実にMbの 過酸化を用量依存的におこしていることが分か ったので、実験には200,

400お よび600ｵMの 過酸化水素の過酸化水素を用いた。

実験 結果

第2図 は左 心室 圧(LVP)、 潅流圧(CPP}、 およ びferry!-Mbの レベ ルが過 酸化水 素 に
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第1図 投 与 し た過 酸 化 水 素(H202)とferry(myoglobin(ferryl-Mb)

と の 関係 。 ラ ンゲ ン ドル フ潅 流 ラ ッ ト心 臓 。Pacingrateは300

beats/min。 潅 流 量 は10ml/min。

よってどうように変化 したのかを示 している。上から200ｵM、400ｵM、 および600

ｵMの 過酸化水素を投与 した時の変化を示 している。過酸化水素は用量依存的に左心室

圧収縮期を低下 させ、拡張期圧を上昇させることが分かる。600ｵMの 過酸化水素を投

与 した時の変化が一番はっきりとしていたので、次の実験か らは600ｵMの 過酸化水素

による心筋の反応が5idocaineよ って軽減するか否かを調べた。Lidocaineは 局所麻酔

薬であるが、虚血 ・再潅流時に発生する不整脈に有効であることが認められてお り、

臨床的にも虚血性心疾患に用いられている。 まずlidocaineの 投与を開始 し(30分 間連

続投与》、lidocaine投 与の開始後2分 から5分 まで(つ まり3分 間)過酸化水素を投与 し

た。

第3図 は600ｵMの 過酸化水素による心臓の機械的活動がlidooaineよ って軽減する

ことを示 している。Aで はH2◎2で600ｵMの 過酸化水素を5分 間投与 し、KHBでKrebs-

HenseleitBicarbonatebufferを 投与 している。 これによって過酸化水素が心臓の機

械的活動に重大な障害を与えていることが分かる(この障害は虚血による障害によ く似

ている》。Bで はKHBの 代わ りにlidocaine50ｵMを 投与 した時の変化である。過酸化

水素による左心室収縮期圧の減少が抑制され、左心室拡張期圧の上昇が抑制されてい

る。Cはlidocaineを200ｵMに 上げた時の効果である。Lidocaineは 用量依存的に過酸

S
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第2図H202に よ る心 機 能 障 害 。 過 酸 化 水 素 に よ って 、leftventri-

cularpressure(LVP》 の 低 下 、coronaryperfusionpressure

(CPP》 の 低 下 、ferry)myoglobin(ferry)-Mb》 の 上 昇 が 見 られ

る。 しか も 、H202の 作 用 はconcentrationdependentで あ

る。
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第3図H202に よ るsystofisLVPの 低 下 とend-diastolicLVPの 上 昇

をlidocaineがconcentrationdependentに 減 弱 す る 。

CatalaseはH202を 分 解 す る か ら無 効 で あ る 。

化水素による心臓の機械的障害を軽減 していることがわかる。Cはiidocaineの 代わ り

にcatalaseを 投与 した時の結果である。Catalaseは 過酸化水素の心臓障害を100%蜘

制 している。 これはcatalaseが 過酸化水素を分解 したためである。 つまり、過酸化水

素による心臓障害はた しかに過酸化水素によるものであることを裏付けている。

次に、過酸化水素は心臓の機械的活動を障害するだけでなく、心臓の代謝活動 も障

害するか否を調べた。心筋の虚血は心臓の機械的活動を障害す るだけでなく、代謝活

動をも障害することが分かっている。第4図 は心筋のA丁Pお よびクレアチンリン酸

(CrP)の 心筋組織の含量を測定 した結果である。過酸化水素を投与する前(lidocaine投

与後2分 》のATPレ ベルはlidocaine(50ま たは200ｵM}投 与に変化 しなかったが、過酸

化水素投与終了後25分(lidocaine投 与後30分 》には、過酸化水素投与群ではATPも
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第4図H202は 心 筋 のATPとcreativephosphate(CrP》 含 量 を 低 下

し、lidocaineはH202の こ れ ら の作 用 を 抑 制 す る。

CrPも 著 しく低 下 してい る ことを示 してい る。 と ころがlidocaineは 用量 依存 的 に過酸

化水素投 与 によるATPとCrPの 減 少 を抑 制 して いる。

次 に、過 酸化水 素 に よるferry)-Mbの 上昇 をlidocaineが 抑 制 す るか否 か を調べ た。

第6図 はそ の結 果で あ る。 この図か らlidocaineは 過酸 化水 素 によ るferry)-Mb生 成 には

影響 を与 えな い ことが 分 か った。過酸化 水素 を生体 に投与 す る とFenton反 応 に よって
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第1表Buffersolutionの 中 のH202の 濃 度 に お よ ぼ すlidocaineの 影

響。LidocaineはH202の 濃度 に何 らの影 響 も及 ぼ して いな い。

Group
H202,Lidocaine,

μMｵM

TissueMDALevel,

ｵcool/gdrywt

2.5Min25Min

NormalO
Control600
Lidocaine(50ｵM)600
Lidocaine(200ｵM)600

08.9±L7鳶7。8±L4ゆ

038.6±4.924.5±2.3

5024.9±3.8'18.1±3.2

20018.2±1.1`16.7±1.5'

Valuesaremeans±SEofror8heartsforeachexperiment.MDA,

malondialdehyde.FortissueA4DALevels,2.5and25minrefertotime

afterH202infusion.*P<0.05whencomparedwithvalueincontrol

group.

第2表Norma1,control及 びiidocaine群 に お け るmalon

dialdehyde(MDA)の 心 筋 内 の レベ ル ・Lid・CaineはH2(塾1こ よ

るMDAの 上昇を抑制 している。

Mixture

FiuoreacenceH202

1ntensity,Concentration,

%μM

H2Q2(60QｵM)33.2±1.3598.2±12.4

H202(600μM)+lidocaine(200μM)35.4±1.1577.8±10.4

H,0、(600μM)+catalase(440UJml)94・3±0.8'27.4f7.3'

Vsluesaremeans±SEof4samplesforeachezperiment.Solventof

ロ血;toreis50mlvlphosphatebuffer(pH7.0).Fluorescenceintensitywa£

obtained30r30minafterincubationat37。C三nca応eorlidocalne・

。。漁in塊m撫,respecti・ ・1y,蝕dn・ ・蹴 ・ceintensity・fH・0警 ・

倉eebuffergo董utionwastakenas100%.H202concentrationwasest1:

matedfromvalueoffluorescenceintensity.摩Pく0,05賓henoompar㏄

withvaluein600uMH202group.

フ リー ラ ジカルを生ず ることが分 か って いる。Ferry{-MbはFenton反 応に よ って 出来

る ことが分 か って いる ので㌦lidocaineはFentotonを 抑制 して過 酸 化水素 の作 用を抑

制するのではないことが分かる。

次にlidocaineが 過酸化水素に直接結合することによって過酸化水素の作用を弱めて

いるのではないかと考え、invitroで の実験を した。その結果が第1表 である。 この結

果はlidocaineが 過酸化水素と直接結合することを否定 している。

次に、過酸化水素が フリーラジカルを生 じ、その結果、細胞の脂質の過酸化が起

こっているか否かを調べた。脂質過酸化の指標としては心筋のマ ロンジアルデヒ ド

(MDA》 を測定 した。その結果が第2表 にある。この表から明らかなように、過酸化水
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素は心筋の脂質の過酸化をおこすがfidocaineは 過酸化水素による脂質過酸化 を抑制す

ることが明らかとなった。

考察

以上のことから、過酸化水素は虚血 による障害に非常によ く似 た障害を心臓にひき

おこすことが分か った。さらに過酸化水素による心臓障害はlidocaineに よってかな り

軽減 されることが分かった。また、lidocaineは 過酸化水素が フ り一ラジカルになる過

程は抑制せず、フリーラジカルが脂質の過酸化をおこす過程を抑制することが分かっ

た。 しか し、どのような機構でlidocaineは 活性酸素による脂質過酸化を抑制す るのか

はまだ不明である。

以上の考察をまとめてみると、虚血 ・再潅流によってまず活性酸素が出来、これが

フリーラジカルの発生をおこ し、フリーラジカルが細胞膜の脂質の過酸化 をおこし、

このためphospholipaseA2の 活性 を高め、膜 リン脂質の崩壊を招 き、細胞障害をおこ

し、ATPや αPレ ベルの減少をおこし、機械的活動を低下 させ ると考えられる。また、

Lidocaineは フリーラジカルの脂質過酸化を防止することによって、虚血 ・再潅流障

害を抑制すると考えられる。

結論

過酸化水素は心筋内でフ リーラジカルを生 じ、このため細胞膜 の脂質過酸化をおこ

し、心臓の機能不全を起 こす。Lidocaineは フ リーラジカルによる脂質過酸化を抑制

するために、過酸化水素による心筋の機械的、代謝的障害を抑制す る。
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2過 酸 化水 素は心筋細 胞 に障 害を お こ し、dilazepの 誘 導体K-7259とd-propranololは

過酸 化水 素によ る細 胞 障害 を軽 減す る

目的

上記 の実験 で、過 酸化 水素 は ラ ンゲ ン ドル フ心臓で虚血 ・再 潅流 障害 に似 た障 害 を

お こす ことが 明 らか にな り、虚 血 ・再 潅流不 整脈 の発生 を抑 制 す るlidocaineが 過酸 化

水素 によ る心筋 の障 害 を軽減す ることが わ か った。本実験 は、 この ことが 心筋 の細 胞

レベ ルで もおこる のか否 か を確 か めるため に行 った。な お、本 実験 ではlidocaineの

代わ りに、dilazepと その誘 導体 のK-7259を 用 いた。Dilazepはlidocaineと 同様 に、

虚血 ・再 潅流 によ る障害 を抑制 す るが 、β一blocking作 用 もない し、強 いCa2+

antaganistic作 用 もな いことが分 か ってい る。 さ らに、d-proprano(olを 用 いた 。d-

propranololは β一blocking作 用 はpropranololに 比べ るとず っ と弱 いが 、虚 血 ・再潅

流障 害に対 して はpropranololと 同程 度 に有効 である ことが我 々 の潅流心 臓で の実験

か らわ か って いる。K-7259はdilazepの 誘 導体 であるが 、dilazepの ように

adenosineの 作 用 を増強 す る ことは証 明 されて いない。

実験方 法

ラ ッ ト心臓 か ら得 られ た細 胞 を用 いた。 この細胞 にH202とFeSO4とdiethyl-

triaminopentaaceticacid(DErAPAC)を いれた。H202が 細 胞 障害 をお こす た め に

は、Fe2・ が 必要 で あ り(Fenton'sreaction)、Fee+は す ぐFe3+に 酸 化 されるた め、 安

定 したFe2+の 濃度 を得 るため にDETAPACを 用 いた。 さらに細 胞 膜 の分解 の程 度 をみ

るため、心筋細 胞 の中 の遊離脂 肪酸 の濃度 も測定 した(虚 血 ・再 潅 流時 にも遊 離 脂肪酸

が心筋 に蓄積す るこ とが 分か って いる)。

実験結果

まず、H202の10分 間投与によって、心筋細胞の形態がどのように変化するかを

観察 した。第6図 はその実験結果を示 している。心筋細胞を調製す ると、正常の場合

でも約66%の 細胞だけが短冊形(rodshape》 を していた。2mMH202単 独ではrod

shapeの 割合には何 らの影響をも及ぼさな っかたが、H202に2mMFeSO4を 入れ る
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と、rodshapeの 細 胞が 時間 とともに減少 した。2mMD日rAPACはFe2・ の安 定の ため

に入れ た。 もちろん、DErAPACの みで は細 胞の形 態変化 に影響 をお よぼさ な っか

た。従 って、次か らは2mMH202+2mMFeSO4+2mMDETAPACの 条件 下で 実

験 を行 い、H2q2に よ る細 胞障害 を各種薬 物が どのよ うに軽 減す るか を観 察 した。 ま

た、H202に よる細胞 障害 はMPGに よ って抑制 され た。以 上の ことか ら、H202とFee+

を投 与す ると細胞 内でFenton'sreactionが お こ り、その結果 と してhydroxyradical

が でき ることを示 して い る。

第7図 はH202に よる細胞 の形態変 化 に対す る薬物 の効果 を示 して いる。 この 図か

ら分 かるよ うに、30ｵMdalazepは ほとん ど効果が な く、50ｵMdalazepで は多少 の

効果が あるが 、そ の効果 は有意 で はなか った。 しか し、50ｵMd-propranololと30

ｵMK-7259は 有 意 に効 果が あ ることが認 め られ た。従 って 、d-propranololとK-

7259に はH202に よ る細 胞 の形 態変化 を抑制 す る作 用のあ る ことが 明 らか とな っ

た。 しか し、そのメ カニ ズム はまだ不 明であ る。DifazeRの 作 用 はadenosineの 細胞

内への と りこみを抑制 す るか らで あ るといわれ て きた、 つ ま りdilazepはadenosine

の作用 をpotentiateす る結果 であ ると言わ れて きた。 た しか に、adenosineは

ischemicpreconditioningの 時に重要 な役 目をはた し、虚血 ・再潅 流保護 をす ること

が証 明 されて いる。 しか し、我はK-7259に はdilazepの よ うなadenosine増 強 作用 は

ない ことを証明 した。従 って、K・7259の 虚血 ・再 潅流保護 作用 はadenosine増 強作

用のためではな いと考え られ る。

第8図 はH202が 心筋 細 胞 内か ら長鎖飽 和脂 肪酸 を遊 離 して い るこ とを示 して い る。

さ らに、 この脂肪酸 の蓄 積 を50ｵMd-propranololと30ｵMK-7259が 有意 に抑 制 して

いる ことを示 して い る。 しか は い、50ｵMdalazepに はH202に よ る脂肪 酸 の蓄積 を

抑制 する作 用 はなか った。 この実験 結果 はH202に よる細 胞 の形 態変 化の結果 と一 致す

る。

第9図 はH2Q2が 心 筋細 胞 内か ら不飽 和脂肪 酸 を遊 離 して いる こと を示 して いる。 こ

の実験結 果 も長鎖飽 和脂 肪酸 の場合 と同様 に、50ｵMd-propranololと30ｵMK-7259

はH202に よる不 飽和 脂肪 酸 を遊 離を有 意 に抑制 したが 、50ｵMdalazepはH202に よ

る不 飽和脂肪酸 の蓄積 を抑制 す る作 用 はなか った。
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第6図H2Q2に よ る心筋 細胞 の形態 変化。縦軸 は細胞 全体 の 中での

rod-shape(短 冊型》を した細 胞 の割合 。 ●:Krebs-Ringer

(KR)HEPESBuffer中 で心筋 細胞 を保温 。 ▲:2mMH202を

含 むKrebs-Ringer(KR)H日'ESBuffer中 で心筋 細胞 を保温。

▼:2mMDETAPAC+2mMFeSo4を 含むKR-H日 ⊃ESbu行er

で心筋 細胞 を保温。 ○:2mMDETAPAC+2mMFeSo4+2

mMH202を 含む/'日 ⊃ESbufferで 心筋細 胞 を保 温。 ◆:2

mMDETAPAC+2mMFeSo4+2mMMPG(N-(2-mercaptop

ropionyl》giycine)+2mMH2◎2を 含むKR4拒PESbufferで 心

筋細胞 を保温 。★P〈.05(● グ ループに対 して)

H202で 短冊 型の細胞 が減 る(round型 に なる)が 、 これ には鉄

イ オ ンが 必要 で ある。 また、H202に よる細胞 の形 態変化 は

hydroxyradicalscavengureで あるMPGに よ って抑制 され る。
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第7図H202に よる心筋細胞 の形 態変化。縦 軸 は細 胞全体 の 中で の

rod・shape(短 冊 型)を した細胞 の割合。O:2mMH202+2

mMDETAPAC+2mMFeSo4を 含むKR斗 拒PESbufferで 心筋

細胞 を保 温。●:0で 用 いたKR-HEPESBuffer+50ｵMd-

propranololで 心筋細 胞 を保温 。 ▲:○ で 用 いたKR-HEPES

Buffer+30ｵMdilazepで 心 筋細胞 を保 温 。 ▼=Oで 用 いた

KR羽EPESBu貿er+50ｵMdilazepで 心筋 細胞 を保 温。 ■:○

で用 いたKR+IEPESB耐er+30ｵMK-7259で 心筋 細胞 を保

温。*P<.05(Oグ ループ に対 して)

H202で 短冊 型の細胞が 減 る(round型 にな る}が 、 このH202

によるH202に よ る細 胞の形 態変化 は細胞 の形 態変化 はd-

propranololとK-7259で 抑止 されたが 、dilazepに よ って は抑

制 され なか った。
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第8図H202に よ る心筋細 胞 の飽 和脂肪酸 レベ ル。

A:H202投 与直前 。B:H202投 与60分 後。

2mMDETAPAC+2mMFeSo4を 含むKR射EPESbufferで 心

筋細 胞 を保温 。★P<.05(buffer+H202群 に対 して)#P<.05

(buffer群 に対 して}

H202は 心筋細 胞の飽和 脂肪酸 レベル を上 昇 させ 、 この上 昇

をd-propranololとK・7259が 抑制 する。
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第9図H202に よる心筋細胞 の不 飽和脂肪酸 レベル 。

A:H202投 与直前。B:H202投 与60分 後 。

2mMDETAPAC+2mMFeSo4を 含 むKR-HEPESbufferで 心

筋細胞 を保温 。★P<.05(buffer+H202群 に対 して》#P<.05

(buffer群 に対 して)

H202は 心筋細 胞 の不飽和 脂肪酸 レベル を上昇 させ、 この上

昇 をd-propranololとK-7259が 抑制 す る。
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考察

結 果 の中で も述 べ た よ うに 、H202は 心筋細胞 の形 態をround型 に変 化 させ、脂肪酸

の遊 離 を起 こ した。H202はFenton'sreactionに よ ってhydroxyradica{を 生 じ、 この

ラジカルが細 胞膜 にあ る リン脂質 の主 と して不飽 和脂肪酸 の過 酸化 をお こ し、 このた

めphospholipaseA2が 作 用 しや す くな り、arachidonicacidの よ うな脂肪酸 が遊 離す

る ものと考 え られ る。phospholipaseA2で 切 断 され た リン脂質 の残 りの部分 は リゾ

リン脂質(lysophospholipids)と よばれ る物質 であ り、細胞 膜 に対 す る破壊作 用が 強

いこ とが分 か って いる。 従 って、 このlysophospholipidsが 心筋 細胞 に作 用 し、心筋

細胞 の形態 を変化 させて い る可能性 が ある。

す なわ ち、虚血 にな る とATPが 低 下 し、 ことため細胞 膜の リン脂 質 の代謝 回転 が悪

くな り、脂肪 酸 と リゾ リン脂質が細 胞 内に蓄積 す る。 また、再 潅流 時 には活性酸 素が

生 じ、 これが フ リー ラ ジカルを生 じさせ、 このフ リー ラジ カルが 細 胞 に悪 影響 を及ぼ

す とい う仮説が な りたつ。 この仮説が正 しいとす れば、 フ リー ラ ジカル によ る脂 質の

過 酸化 を抑 制 す る物 質 やlysophospholipidsの 細胞 に対す る破壊 作 用を減弱 す る物質

は虚血 ・再 潅 流障 害か ら心臓 を守 る ことが 出来 るはずであ る。d-PropranololやK-

7259に は これ らの作用 が ある と考 え られ るが 、その詳細 につ いて は まだ不 明 であ

る。 な お、K-7259とdilazepの 化 学構造 を第10図 に示す。

結論

H202はFe2+の 存在 の もとで、心筋細 胞の形態 をrod型 か らpound型 に変化 させ 、細

胞 内に脂肪 酸(特 に長鎖 で不飽 和》の遊離 を起 こ した。 この細 胞障 害 はMPGに よ って軽

減 した。 また、d-propranololとK・7259もH202に よる細 胞障 害 を軽 減 した。
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O CH3OOCH3 

                                             2 HCI H2O 

                                                         M.W. 695.6 

 K-7259 

CH30OCH
3 

                  /-N    CH3O(CH2)4 - N
CJN -(CH2)4 OCH3 

      V CH3OOCH3 

                                          2 HCI 

                                                         M.W. 617.7 

M10 Vic] Dilazep K-7259 04L*4itiA0
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3Lysophosphatidylcholine(LPC)は 心筋 の収縮機能 とエネル ギー代謝 を障害 し、

dilazepとd-propranololは 旺℃による これ らの障害 を軽減 す る

目的

今 までの研究によって、虚血 ・再潅流障害の究極の原因物質は汗℃にあるという仮

説を立てると説明しやすいとが分かった。 しか し、U⊃Cが 虚血 ・再潅流障害と同 じ様

な障害をおこすのかどうか分からない。虚血 ・再潅流障害の特徴は、心臓の収縮機能

障害とATPの 減少を含めたエネルギー代謝障害である。 もし、LPCが 虚血 ・再潅流障

害のような障害をおこしたとしても、虚血 ・再潅流障害を軽減する薬物はU⊃Cに よる

障害をも軽減することができるのだ ろうか。 こような疑問にこたえるために本実験を

行 った。

実験 方法

ペ ン トバ ル ビタールで麻 酔 した ラ ッ トか ら心臓を摘 出 し、Langendorff式 に潅 流 し

た。 まず、90cmH20に て14分 間 定圧潅 流 した後 、workingheart法 で潅流 した。

Workingheart潅 流条件 は左 心房圧が12.5cmH20で 、後負過 が90cmH20で あ る。 こ

の条件で30分 間潅流 した。潅流液 はKrebs-Hensefeitbuffer(KHB)で ある。 この潅流

液 を95%02+5%CO2で 飽和 した。

次 のi2群 に分 けて実験 を した。 使用 した0の 濃度 は10μMと した。Control群 、

U⊃C5min群 、IPC25min群 、LPC(LPC5min+KHB20min)群 、LPC+dilazep(5

μM》群、1」⊃C+dilazep(10ｵM)群 、 び℃+difazep(20ｵM)群 、LPC+d-propranolol

(30μM}群 、 び℃+d-propranolol(50ｵM)群 、0+lidocaine(30ｵM)群 、U⊃C+

lidocaine(100μM)群 、U⊃C+bovineserumalbumin(BSA)(10ｵM)群 であ る。

Control群 ではKHBで35分 間workingheart潅 流 を行 った後 、freeze-clampを した。

LPC5min群 、LPC25min群 では、U⊃Cで それ ぞれ5分 間 、25分 間workingheart潅

流を してか らfreeze-clampを した 。0(LPC5min+KHB20min}群 で は、5分 間

LPCで 間流 した後20分 間KHBで 潅 流 してfreeze-clampし た。LPC+dur9(orBSA》 で

は、0(LPC5min+KHB20min)と 同 じで あ るが 、び℃で5分 間 潅流 の時にdrugま

たはBSAを 同 時 にあ たえ た。Freeze-clampは あ らか じめ一173度 に冷却 してお いた
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一
●W
oilenbergerのclampで 心臓 を圧座 冷却 した。 サ ンプ ルは一173度(液 体窒 素)で 保存

し、生化学的分析 に用 いた。

ATPそ の他のエ ネルギ ー代 謝中間体 、 な らびに乳酸 は酵 素法で 測定 した。Free

fattiyacids(FFA)はchloroform/methanolで 抽 出 の後 、9-anthryldiazomethaneで

蛍光標識 し、HPLCで 分離定量 を した。

こ

流

5

01

+

o

葦
匡

で

芙

実験 結果

心臓 の機械 的活動

第11図 は心臓 の機械 的活動(ratepressureproduct,RPP)の 時間 経過 をあ らわ して

いる。潅流 をLngendorff式 か らwork6ngheart式 に変 え ると、.,..が 上昇 す る ことが

示 されて いる。0も 薬物 も投与 して いな いと、時間経過 とと もにRPPは やや低 下す

る。いか し、0を5分 間与 える とRPPは ほ とん どOmmHg/minに なる。 汗℃の投与

をやめて もRPPは 回復 しなか った。BSAが 存在 す るとび℃によ るRPPの 低 下 は完 全 に

防止 された。Dilazepはconcentrationdependentに び℃によ るRPPの 低下 を抑 制 し

た。

第12図 も心臓 のRFPの 時 間経過 をあ らわ している。 この実験 で はd-propranofolと

lidocaineの 効果 を調べ て いる。 この実験 か ら分 かるよ うに、d-propranoloiは

concentrationdependentにLPCに よ る心臓 の機 械的活 動低下 を抑 制 している。 しか

し、lidocaineは 無 効で あ った。

心臓 の代謝 活動

第13図 は心筋組 織のATPレ ベル を調べ た実験で ある。0を10分 間投与 した だ けで

は、ATPの レベル に変化 はないが 、LPCを25分 間投 与す る と、ATPレ ベル は著 明 に減

少 してい ることが 分 か る。面 白 いこ とに、LPC5分 間投与 で はATPレ ベ ルに変 化が な

か ったが 、その後20分 間KHBで 潅 流 す ると、ATPは 著 明 に低 下 した。つ ま り、rC

の代謝 に与 える影響 はす ぐお こるので はな く、時間 を必要 とす る こが 分 か った。 この

条件 、つ ま りLF℃(LPC5min+KHB20min)の 条件 で、 しPCと ともに薬物を投 与す る

と、その薬物 はび℃のATP低 下作 用 にど う影 響を与 えるかが分 か る。 この図か らわか

るよ うに、dilazepとd-propranololはconcentrationdependentにLPCに よるATPの

減少 を抑制 した。 しか し、lidocaineは 無 効で あ った。 また、BSAはLPCの 作 用を完 全
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第11図Lysophosphatidy(choline(LPC)の 心 臓 の機能(rate

pressureproduct)に 及ぼすdilazepの 作 用。 摘 出 ラ ッ ト心臓 の

潅流。

○:Krebs-Hensileitsolution(KHB》 で潅 流。 ●:LPC10画

で5分 間潅 流。以後 はKHBで20分 間潅流。 △:汗 ℃10μM+

bovineserumalbumine(BSA,10ｵM)で5分 間潅 流。以後 は

KHBで20分 間潅流 。▲:LPC10μM+5ｵMdilazepで5分 間

潅流。以 後 はKHBで20分 間潅流 。口:び ℃10ｵM+10μM

dilazepで5分 間潅 流。以後 はKHBで20分 間 潅流 。■:び ℃

10ｵM+20ｵMdilazepで5分 間 潅流。以 後 はKH8で20分 間

潅 流。Langendorff:Langendorff潅 流 。Working;Working

heart法 に よる潅流。Treatment:炸 ℃等 の物 質 の投与。

0は 心筋 の収縮機 能 を障害 し、dilazepはconcentration

dependentに び℃によ る障 害 を軽減 す る。
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第12図Lysophosphatidylcholine(LPC)の 心 臓 の 機 能(rate

pressureproduct}に 及 ぼ すd-propranololと 置idocaineの 作

用 。 摘 出 ラ ッ ト心 臓 の 潅 流 。

O:Krebs-Hensileitsolution(KHB)で 潅 流 。 ●:U=℃10ｵM

で5分 間 潅 流 。 以 後 はKHBで20分 間 潅 流 。 △:LPC10μM+

d-propranoioi30ｵMで5分 間 潅 流 。 以 後 はKHBで20分 間 潅

流 。 ▲:1..PC10ｵM+50ｵMd-proprano(o(で5分 間 潅 流 。 以

後 はKHBで20分 間 潅 流 。 口:LPC10ｵM+30ｵMlidocaine

で5分 間 潅 流 。 以 後 はKHBで20分 間 潅 流 。 ■:び ℃10ｵM+

100ｵMlidocaineで5分 間 潅 流 。 以 後 はKHBで20分 間 潅 流 。

Langendorff:Langendorff潅 流 。Working:Workingheart法

に よ る潅 流 。Treatment:rC等 の 物 質 の投 与 。

び℃は 心 筋 の 収 縮 機 能 を 障 害 し、lidocaineとd-propranolol

は び ℃ に よ る障 害 を軽 減 す る 。
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して 、 そ の 後20分 間KHBで 潅 流 した 後 にfreeze-clampし た 。

0+Dila10μM:10μMU=℃+10ｵMdilazepで5分 間 潅 流

して 、 そ の 後20分 間KHBで 潅 流 した 後 にfreeze-clamp。 び ℃

+d-Pro30ｵM:10μMU⊃C+30ｵMd-propranoio1で5分 間

潅 流 して 、 そ の 後20分 間KHBで 潅 流 した 後 にfreeze-clamp。

0+d-Pro50ｵM:10μMLPC+50ｵMd-propranolo1で5

分 間 潅 流 して 、 そ の 後20分 間KHBで 潅 流 した 後 に 、freeze-

clamp。 〇+Lido30ｵM:10μMLPC+30ｵMlidocaineで

5分 間潅 流 して 、 そ の 後20分 間KHBで 潅 流 した後 にfreeze-

clampoLPC+Lido100ｵM:10ｵMLPC+100ｵM

lidocaineで5分 間 潅 流 して 、 そ の 後20分 間KHBで 潅 流 した 後

にfreeze-clamp。LPC+BSA:10ｵMLPC+10ｵMbovine

serumalbuminで5分 間 潅 流 して 、 そ の 後20分 間KHBで 潅 流

した後 にfreeze。clamP。*P<.05(LPC(LPCsmin+KHB20

min)群 に 対 して)#P<.05(Control群 に 対 して)

第13図 ラ ッ ト心 臓 のadenosine

triphosphate(ATP》 レ ベ

ル 。Control:KHBで 潅

流 。U=℃5min:10ｵM

LF℃ で5分 間 潅 流 して す ぐ心

臓 をfreeze-clamp。LF℃(5

min+KBH20min):10

μMLPCで5分 間 潅 流 して 、

そ の 後20分 間KHBで 潅 流 し

た 後 にfreeze-clamp。r℃

+Dila5ｵM:10ｵMLPC+

5ｵMdilazepで5分 間 潅 流
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第14図

Symbolは 第13図 に同 じ。

為
s粥 灘 紺 蕨

3x

ラ ッ ト心 臓 のcreatinephosphate(CrP)レ ベ ル 。

に抑 制 した。 この結果 は心機 能で の実験 と基本 的 には同 じで あ り、 これに よ って 、

我 々の仮説が 指示 され た ことにな る。

第14図 は心 筋組織 の ク レアチ ン リン酸(CrP)レ ベル を調 べ た実験 であ る。LPCはCrP

の レベル を低 下 させ、dilazepとd-propranololは 、0に よ る(浦 の低 下を抑制 し

た。従 って、Q槽 のdataは 基 本的 にはATPのdataと 同 じで あ る。 第75図 は心 筋組 織の

energychargepotential(ECP)レ ベ ルを調べた実験 であ る。 この実 験結果 も基本 的に

はATPや(ンPのdataと 同 じで、dilazepとd-propranololは 、U=℃ に よるECPの 低 下 を

抑制 した。 第16図 は心筋組 織 の乳酸(lactate)レ ベル を調 べ た実験 であ る。LPO投 与

によ って 、lactateレ ベ ルは上昇 した。U⊃Cに よるlactateの 上 昇 は 、dilazepとd-

propranololに よ って抑 制 された。Lidocaineは 無効で あ った。
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第15図 ラ ッ ト心 臓 のenergychargepotentia1(ECP)レ ベ ル。

Symbolは 第13図 に 同 じ。
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Symbolは 第13図 に 同 じ。
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第17図 は心筋組 織 の アラキ ドン酸 レベル を調べ た実験 である。LPC投 与 によ って、

アラキ ドン酸 レベル は著 明に上昇 した。LPCに よる アラキ ドン酸 レベ ルの上昇 にも時

間が かかる ら しく、U⊃Cを 与 えて5分 後 に は上昇 しなか ったが、 そ の後KHBで20分 間

潅 流す ると、ア ラキ ドン酸 レベル は著 明 に上昇 した。 この上昇 は 、dilazepとd-

propranololに よ って抑制 され たが、lidocaineに よ って は抑 制 されなか った。第18図

は心 筋組 織 の リノー ル酸 レベル を調 べ た実 験で ある。LPCに よ って リノール酸 レベル

は上昇 した。 この上 昇 はdilazepとd-propranoloiに よ って抑制 され たが 、lidocaine

によ って は抑 制 され なか った。第19図 は心筋組織 の パル ミチ ン酸 レベル を調べた実

験 であ る。U⊃Cに よ ってパ ル ミチ ン酸 レベルは上昇 した。 この上昇 はdilazepとd-

propranololに よ って抑制 されたが 、lidocaineに よ って は抑制 されなか った。第20図

は心筋組 織の ステア リン酸 レベル を調べ た実験で あ る。LPCに よ って ステア リン酸 レ

ベル は上昇 した。 この上 昇 はd9(azepとd-propranololに よ って 抑制 され たが 、

lidocaineに よ って は抑 制 されなか った。
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第19図 ラ ッ ト心臓 のパ ル ミチ ン

酸(palmitoleicacid)レ ベ

Symbolは 第13図 に同 じ。
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第20図 ラ ッ ト心 臓 の ス テ ア リン

酸(stearicacid)レ ベ ル

Symbolは 第13図 に 同 じ。

考察

本 実験 の結果 か ら、LF℃ は心臓 の機械 的活動(収 縮力}と 代 謝活 動 を低下 させ る こと

が分 か った。 これ らの変 化 は虚血 による変化 とよ く似 て お り、LPCは 虚血 ・差 潅流 障

害の原因物 質であ る可能 性が あ る。

大変面 白いことに、1」⊃Cによる心筋 障害 はdilazepとd-proprano(olに よ って軽減 さ

れ る ことが分か った。 この二つ の物質 はCa2+antagonistで もな けれ ば、 β一adreno-

ceptorantagonistで もな い。 た しか に、Ca2+antagonistや β一adrenoceptor

antagonistは 虚血 ・再 潅流 障害 に有効 で あるが、 その作 用メ カ ニ ズム は収縮力 や拍動

数 の減少 や後負荷 の低下 であ る。 従 って、心臓 を と りま く因子 に作用 した結果 、虚血

心筋保 護 を したとい う可 能性が ある。 しか し、本 実験 の場 合、心 臓 は摘 出 してあ る し

前負 荷 も後負荷 は一定 に して あるので 、dilazepやd-propranoloiの 作 用 メカニ ズムは

心臓 を と りま く因 子 に効 いた結果 で はな く、心臓 自身 に作 用 した結果 で ある と考 え ら

れ る。 この ように、虚血 ・再潅 流障害 を防止 す る薬物 は心 臓の細 胞 を保護 す る薬物 で

あると考え た方が よ いで あ ろう。
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で はなぜ 、dilazepとd-propranololはU⊃Cの 作 用を保護す るので あ ろうか 。 この疑

問 に対 して は、 まだ 答え ることが で きない。 この問題 を解 決 す るため には、心筋細胞

そ の もにに対 して、U⊃Cは 害作 用が あるのか、 また日⊃Cによ る細 胞障害 に対 して 、

dilazepとd-propranolo1は 有 効 なのか どうかにつ いて も研 究 しな ければな らない。

4

結論

虚血 ・再 潅流 時 に蓄積 す るLPCは 虚血 ・再潅流 と同 じよ うな障 害 を心 臓に あたえ る

ことが 分か った。Dilazepとd-propranololはLPCに よ る心 臓 障害 を軽減す ることが分

か った。
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4Dilazepとd-propranololはiysophosphatidyicholine(LPC)に よ る 心 筋 細 胞 内Ca2・ 濃

度 の 上 昇 を 抑 制 す る。

目的

今 までの研究 に よ って 、LPCは 虚血 ・再潅流 と同 じよ うな障 害 を心臓 にあたえ、

dilazepとd-propranoiolはLPCに よ る心臓 障害を軽減 す る ことが 分 か った。虚血 ・再

潅流障 害の時 には細 胞 内Ca2+濃 度が 上昇 す るので、本研 究で は、LF℃ は心 筋細胞 内の

をCa2+濃 度 を上昇 させ るのか どうか 、ま た、0に よ る細 胞 内Ca2+濃 度 上昇 は

dilazepやd-propranoloiに よ って、抑制 され るのか ど うかを確 か める ために行 った。

実験方 法

ラ ッ トか ら心臓 を摘 出 し、心 室筋細胞 を分離 し、Krebs-Ringerbicarbonate(KRB>

bufferに 浮遊 させ た。 あ る実験 ではEGTAを 含むCa2・ イreeKRBbufferを 用 いた。 細胞

内Ca2+濃 度 はfura-2を 細胞 内にloadし 、そ の蛍 光を蛍光 光度 計で 測定 す る ことによ っ

て得 られ た。 また 、細胞 の形 態変化 も測定 した。

実験結 果

U⊃Cを 与え る前 の 蛍光比(340nmと500nmの 比で 、 これ に よ ってCa2+濃 度 を測定

出来 る》は0.77で あ り、71%の 細胞 は短 冊形(rodshape)を して い た。20ｵMの

LPCを 投 与す ると、蛍 光比 は急 激に しか も著 明に上昇 した(4.69に な った}。 つま り、

LF℃ は細胞 内Ca2+濃 度 を著 明に上昇 した。 また、び℃投 与 によ ってす べ ての細 胞 は丸

形(roundshape)に な った。 つま り、rodshapeは0%に な った。Ca2+-freeKRB

buffer中 では、1」℃ は細 胞 内Ca2・ 濃度 を上昇 させなか った。 この状 態 下 で1mMCaC12

投与す る と細 胞 内Ca2+濃 度 を著 明に上昇 した。80μMのKCI投 与で 細 胞 内Ca2・ 濃度 は

上昇 し、 この上昇 は200ｵMのverapamilに よ って抑制 され た。 しか し、U)Cに よる

細胞 内Ca2+濃 度 上昇 は200ｵMのverapamilに よ って は抑 制 され なか った。

Tetrodotoxin(T丁X,0.1mM》 は0に よ る細胞 内Ca2+濃 度上 昇 を抑制 しなか った。

Dilazep(20ｵM》 はKCLに よる細胞 内Ca2+濃 度上 昇を抑制 しなか っ たが 、LF℃ に よる

細胞 内Ca2・ 濃度 上昇 を著 明 に抑制 した。d-Propranofolもdilazep同 様 の作用 を示 し
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第21図Fura-2でloadさ れ た分 離 ラ ッ ト心室筋 細胞 のoriginalrecording

を示 す。A:Lysophosphatidylcholine(LPC》 の20ｵMを1mMCaCl2

を含 むKrebs-RingerBicarbonate(KRB)buffer中 の 心筋細胞 に与 え

ると、細 胞 内Ca2+急 激 に上昇 した。Digitoninで 細 胞 膜を破壊 して も

細胞 内Ca2+は 大 き くは上 昇 しなか ったの で、LF℃ は細胞外 液 のCa2+

濃度 近 くまで 細胞 内Ca2+を 大 き く上昇 した もの と思われ る。B=1

mMEGTAを 含むCa2+-freeKRBbuffer中 で のLF℃ に対す る心筋細 胞

内Ca2+濃 度 の反能。r℃ は心筋細胞 内Ca2+濃 度 を上昇 させ ない。 し
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か し、外 液 中 にCaCl2を 入れれ ば細胞 内Ca2+濃 度 は上昇 す る。C:

び℃によ る細 胞 内Ca2+濃 度上昇 に及ぼすverapamilとdilazepの 影

響。DilazepはU⊃Cに よ る細胞 内Ca2+濃 度上昇 を抑制 したが 、

verapamilはKCIに よ る細胞 内Ca2+濃 度上昇 を抑制 す る濃度 でLPCに

よ る細 胞 内Ca2+濃 度 上昇 を抑制 しなか った。
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第22図0作 用 に対 す る各種 薬物な どの影 響。A:0(20ｵM)に よ る細

胞 内Ca2・ 濃度 上昇 に及 ぼすCa2・-freeKRBbuffer,tetrodotoxin

(TTX),dilazepな らびにd-propranololの 作 用。 ●(nodrug),◆

(Ca2+-freeKRBbuffer>,■(1mMTTX),▲(20ｵMdilazep>,▼

(20ｵMd-propranolol)B:0に よる心筋 細胞 の形 態変化 に及 ぽす

各種 薬物 な どの影響 。LF℃ 投与 によ って心 筋細 胞 はrod型 か らround

型 に形 態変化 す る。1mM丁TXはU⊃Cに よ る心筋 細胞 の形 態変 化を
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抑 制 しな か っ たが 、20ｵMdilazepと20ｵMd-propranololは 抑 制 し

た。 ★P<.05(● 群 に対 して)

た。 この結果 は第21図 に示 して ある。第22図 は形 態変 化 について の実験結 果を示 し

て ある。LPCに よ る形 態変化 はdilazepとd-propranololに よ って抑制 され たが 、TTX

によ っては抑制 されな か った。 つ ま り、dilazepとd-propranoloiはLPCに よる心 筋細

胞 内Ca2+濃 度 上昇 を抑 制 し、LF℃ によ る細 胞 の形 態変 化 を抑 制 したが 、TTXは び℃に

よる心筋細 胞 内Ca2+濃 度 上昇 も、LPCに よ る細 胞の形 態変化 も抑制 しなか った。

考察

Verapamilが び℃による心筋細 胞 内Ca2+濃 度 上昇 を抑制 したが 、verapamilに よ る

この作 用 はCa2+channelに 対 す る拮 抗作 用で はない。理 由 は、LF℃ 実験 に用 い られた

濃度 で電位依存性Ca2+channelを 遮 断す ることが 分 か ってい るか らである(本 実験 で も

KCIに 対す る作 用 は抑 制 して いる)。 この考えが正 しい ことはd-propranololがU⊃Cの

作用 を抑制す るこ とか らも支持 され る。 また、LPCの 作 用に は、丁Dくに感受性 を もつ

Na+channelの 部分 に も関係が ない。 しか し、Na+channelの 他 の部分 に関与 して いる

かど うか は分 か らない。

u⊃CはNa+channelのinactivationprocessを 抑制 す るとい う報 告が ある。 も しこれ

が 事実 とす れば、LpCはNa+の 細 胞内へ の移動 を促進 す ること にな る。細胞 内のNa+

濃度が上昇す れば、Na・/Ca2+exchangemechanismに よ って細 胞内Ca2+濃 度 上昇 を

お こす。LPCの 細 胞 内Ca2+濃 度上昇 機構 の メカ ニズムは この よ うなprocessで あ るか

も知 れない。 も し、 そ うだ と して、dilazepやd-propranololは なぜ 旺℃ の作用 を抑制

す るのであ ろうか。 この問 いに対す る答え は まだな い。
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結論

び℃ は心筋 細胞 内Ca2+濃 度上昇 と細胞 の形 態変化(rod型 か らround型)を おこす 。

0の これ らの作用 はdilazepとd-propranololに よ って抑 制 され る。 しか し、 これ ら

薬物 によ る抑 制の メカ ニズム はまだ 明 らか では ない。
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ら

5Lysophosphatidylcholine(LPC》 に よ る心 筋 細 胞 内Ca2+濃 度 の 上 昇 に及 ぼ す 各 種

β一adrenolceptorantagonistsの 作 用 。

目的

今 までの研 究 によ って、LPCは 心筋細 胞 内のCa2+濃 度 を上 昇 させ 、dilazepとd-

propranololは び℃によ る心筋細胞 内Ca2+濃 度 の上昇 を抑制 す る こ とが分 か った。d-

propranololはR一 遮断作 用が弱 い とはいえ、propranolo1の 約1/50は あ る。 そ こで、

d-propranololのanti⊥PC作 用 にはβ一遮 断作 用が本 当 に関係 して いな いのか どうか を

確かめ るため に本 実験 を行 った。

実験 方 法

ラ ッ トか ら心 臓 を摘 出 し、 心 室 筋 細 胞 を 分 離 し、Krebs-Ringerbicarbonate(KRB)

bufferに 浮 遊 させ た 。 細 胞 内Ca2・ 濃 度 はfura-2を 細 胞 内 にloadし 、 そ の 蛍 光 を 蛍 光 光

度 計 で 測 定 す る こ と に よ っ て 得 られ た 。 ま た 、 細 胞 の 形 態 変 化 も 測 定 した 。 β一遮 断薬

と して は 、1-propranolol,d-propranoloi,i-penbutolol,d-penbutolol,acebutalol,

timolol,atenolol,practololを 用 い た。 これ らの β一遮 断 薬 の 薬 理 学 的 性 質 は 第3表 に

示 して あ る。

実験結果

心筋細胞に15Aの ロ℃を投与すると、細胞内Ca2・ 濃度([Ca2+1)は72nMか ら

3042nMへ 上昇 し、短冊形(rodshape》 の細胞数の全体の細胞数に対す る割合 は、69

%か ら5%へ と減少 した。0の よるこれらの変化は、投与2分 後 の変化である。つ

まり、U⊃Cの 心筋細胞に対する変化は急激で しかも著明である。第23図 はLPC投 与に

よる【Cat+];変 化と細胞の形態変化の時間経過を示 してある。 この図から分かるよう

にLPC投 与5分 後には【Ca2+】iと形態の変化はほぼ最大に達 している。 このため、以後

おこなわれるLPCに 対する薬物作用の実験では、LpC投 与後5分 の時点での【Ca2+】iと

形態の変化を観察 した。

第24図 は各種β一遮断薬(20ｵM)に よる前処置がLPC(15ｵM)の15分 間投与による変

化に対 してどのような影響を及ぼすかが示 してある。β一遮断作用(βAA》と膜安定化作
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第23図 心筋 細胞 内Ca2+濃 度([Ca2+】i)上 昇 な らび心筋細 胞 の形態変

化 に及ぼすLPC(15ｵM)投 与 の影響。LPCは[Ca2+1・ を急激 に しか も

著 明に上昇 させ 、細胞 の形 態をgod型 か らround型 へ変 化 させてい

る。

用(MSA)を 合わ せ持 つi-propranololと1-penbutololは び℃によ る【Ca2+】i上 昇 を著 明に

抑 制 した。βAAは 弱 いがMSAを 持 つd-propranololとd-penbutololも び℃に よる

【Ca2+】i上 昇 を著 明 に抑制 した。第26図(a)に 示 して あ るよ うに、 これ らの β一遮断薬 の

作 用 は投与 した濃度 に依 存 して いた。第3表 にはLF℃ によ る[Ca2+1,上 昇 を50%抑 制 し

た時の薬物 の濃度(IC50)も 記 載 されて いる。Pindiololとacebutoiolは βAAとMSAの 両

方 を持つが 、0に よ る[Ca2・ 】i上昇 を抑制 しなか った。Timolol,atenololお よび

ρractoIo1は βAAを もつがMSAを 持 たな いが 、 これ らの薬物 もロ⊃Cによる[Ca2+1上 昇

を抑 制 しなか った。 あ る実験 では、pindololとacebutololの 濃 度 を200ｵnnに 上げ て

実 験 を したが、 睦℃ を投与 する と[Ca2・1iは66nMか ら1863nMへ 上昇 した。 つ ま

り、pindololとacebutololはLPCに よる[Ca2+1上 昇 を抑 制 しなか った。Lidocaine

(100ｵM)も 旺℃による[Ca2+】i上 昇 を抑 制 しなか った(第24図)。
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第24図 旺℃(15μM)の5分 間投 与 による[Ca2+1上 昇 に及 ぼす 各種

β一遮断薬(い ずれ も20ｵM)とlidocaine(100ｵM)の 影 響。 β遮 断薬 の

種類 によ って、び℃の作用 に対す る効 果が 異な って いる。 この 図か

ら、β遮 断薬 のanti-LPC作 用 の差 異 はβ一遮 断の強 さの差 異 に よる もの

ではな い ことが分 か る。

第25図 はび℃による心筋 細胞 の形態 変化 にたいす る各種 β一遮 断薬(20ｵM)前 処置 の

影響が 示 されて い る。1-Propranolol,1-penbutololな らび にd-penbutololはU=℃ によ

る心筋細 胞 の形 態変 化(round型 へ の移 行)を 有意 に抑制 した。 しか も、 これ らの薬物

の作 用は濃度依 存 的で あ った(第26図(b))。d-Propranololは20ｵMで はLPCに よる心

筋細胞 の形態 変化 を抑制 しなか ったが 、50ｵMで は抑 制 した。IC5。値 は計算 出来 な

か った。そ の理 由は、使 用 した最 大濃度 でも、形態変 化 を100%抑 制 出来 なか ったか

らであ る。Timoloi,pindolol,acebutolol,atenolol,practololお よびlidocaineはLPC

によ る形態 変化 を抑制 しなか った。
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第25図LPC(15ｵM)の5分 間投与 によ る心筋細 胞 の形 態変化 に及

ぼす各種 β一遮 断薬(い ずれ も20ｵM)とlidocaine(100ｵM)の 影

響 。β一遮 断薬 の種類 に よ って、LPCの 作用 に対 す る効 果が 異 な ってい

る。 この図か らも、 β・遮 断薬のanti-LPC作 用 の差異 はβ一遮断 の強 さの

差 異 によ るもので はな い ことが分 か る。
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第26図1-Propranolold-propranolol,1-penbutololお よ びd-

penbutololのLF℃(15ｵM)の 心 筋 細 胞 作 用 に対 す る 用量 依 存 的 な抑

制 作 用 。

(a}U⊃C(15ｵM》 投 与 に よ る[Ca2+li上 昇 に 及 ぽ す1-propranolold-

propranololI-penbutolo!お よ びd-penbutololの 用 量 作 用 曲 線 。

(b》(15ｵM)投 与 に よ る 心 筋 細 胞 の 形 態 変 化 に 及 ぼ す1-propranolol,

d-propranolol,1-penbutololお よ びd-penbutololの 用 量 作 用 曲線 。

●:1-propranolol,■:d-propranolol,▲:1-penbutolol,▼=d-

penbutolol
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第4表 各種β一遮断薬の0に よるクレアチンキナーゼ(CPK)遊 離に

及ぼす作用。

treatment
CPKrelease

nodrug-LPC

nodrug+LPC(15μM)

1-propranolo璽(20」 μM)+LPC

d-propranolol(50μM)+LPC

acebutolol(20μM)+LPC

dmolo1(20μM)+LPC

6

20

9

10

5

5

9±1

45±2

31±3*す

32±2*1

48±3*†

4bt7*†

*sig面 ㎝ 雌y礁 ・・nげ・・
m・ ・dmg・LPCg・ ・up .

†s凶 ・副y・ 雌 ・… 伽m・ ・d皿9-LPCgm・P -

Alldataareshowninmeanfs .e.mean.

第4表 は各種 β一遮断 薬の0に よ るク レアチ ンキナ ーゼ(CPK)遊 離 作 用に対 す る抑 制

効果 を示 してあ る。U=℃ な しの時は遊 離 した(猟 の値 はtotal(黙 の9%で あ った。

0を5分 間作 用 させ る と、(黙 の値 はtotal(猟 値 の45%と な った。1-PropranoloI

(20ｵM》 とd-propranofol(50ｵM)はLPCに よるCPK遊 離 を有意 に抑 制 したが 、

acebutolol(20ｵM》 とtimolol(20ｵM>は 抑制 しなか った。

考察

LF℃は【Ca2+Lを 上昇 させ、細胞の形態を変化 させた。本研究の結果は各種β一遮断

薬のLPC作 用に対する効果は一様ではないということである。各種β一遮断薬のβAAだ
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けで は説 明 でき ない。MSAは 細 胞 の膜 安定化 に関連 してい るので、U⊃Cの 作用 に拮 抗

す る重要 な候補 で あるが 、acebutololが 無効 であ ったことか ら、MSAの 関与 も大 き

くな いと考え られ る。 しか し、pindololやacebotololのMSAは それ ぞれ、300ｵM及

び134μMで ある とす る報告が あ るので、MSAの 関与 を完 全に否 定す るわ けには いか

ない。そ こで200ｵMのpindololとacebutoloiで 実験 を したが 、 それで も この両薬物

はU⊃Cに よ る作 用 を減弱 で きなか った。 従 って、MSAの みでanti-LPC作 用 を説 明す る

ことも出来 ない。

1-Propranoloi,d-propranoloi,1-penbutoIolお よびd-penbutololは 他 のβ一遮断

薬 に比べ てanti-LPC作 用が高 か ったが 、脂溶 性 も高 い。1-Penbutololとd-penbutolo!

は最 も脂 溶性が 高 く、最 も強 いanti-LPC作 用 を示 した。U⊃Cは 両親媒性 の ために細胞

膜に とけ込み、細 胞 の内外 にある蛋 白質 と結合 す る。 このため に、LF℃ は細 胞膜 にた

いす る障 害作用が 強 い と考 え られ る。 脂溶性 の強 いβ一遮 断薬 は活 性酸素 によ る脂 質過

酸化 を、 そ の脂 溶性 のため い膜 に おいて、 よ く抑 制す ると いう報 告があ る。 またU=℃

による[Ca2*1.の 上昇 をflunaridineが 抑 制す るが 、flunaridineは 脂溶性が 高 いと いう。

従 って、本 実験 で得 られ た結果 は、β一遮 断薬のanti-LPC作 用は その脂溶性 に依存 して

いるであ ろ うことを示 して いる。

結論

U⊃Cは[Ca2+】1を 上 昇 させ 、細 胞 の形 態 を変 化 させる という細 胞 障害作用 を持 っ

て いるが 、 ある種 のβ一遮断 薬はLPCに よる これ らの作用 を抑 制 した。最 もよ く抑制 し

たの は、脂 溶性 の高 いβ一遮 断薬で ある1-andd-propranoloiと1-andd-penbutololで

あ った。β一遮 断薬 のanti-LPC作 用 はβAAとMSAだ けでは説 明で きない。
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ABSTRACT

We conducted experiments in order to examine whether  lysophosphatidylcholine 

(LPC) decreases the L-type Cat+ current (Ica) at pH 7.4 and pH 6.4 in guinea-pig 

ventricular myocytes by the use of whole-cell voltage clamp technique. At pH 7.4, 

LPC (3 ,uM) did not affect Ica, but LPC (10µM) decreased Ica (the mean rate of 

decrease was 60.0 %) without affecting shape of the current-voltage curve (though 

amplitude of Ica was reduced), relative inactivation curve and inactivation time 

constants. In addition, LPC (10µM) shifted the holding current abruptly to an 

inward direction, suggesting that LPC increases non-selective leaky current. At pH 

6.4, LPC (3 µM) decreased Ica gradually (the mean rate of decrease was 49.4 %). 

The following results were also obtained at pH 6.4. LPC (3 µM) did not change 

shape of the I-V curves (though amplitude of Ica was reduced), and also did not 

change the inactivation time constants. The inactivation curve, however, shifted to 

negative potentials by LPC (3 µM). LPC (10µM) reduced also /Ca, the mean rate 

of decrease was 89.9 % but increased the holding current to inward direction 

greatly. In conclusion, LPC decreased Ica at both pH 7.4 and 6.4 in the guinea-pig 

myocyte, and the inhibitory action of LPC on Ica was greater at pH 6.4.

Keywords: calcium channels; lysophosphatidylcholine; whole-cell patch clamp; 

guinea pig ventricular myocyte; pH modulation
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Introduction

Both ischemia and reperfusion of the heart produce accumulation of  Ca2+ in the 

myocardial tissue (Das and Engelman, 1993). The mechanism of accumulation of 

Ca2+ induced by ischemia and reperfusion, however, is not fully understood. One 

of the candidates responsible for accumulation of Ca2+ is lysophosphatidylcholine 

(LPC), because LPC accumulates during both ischemia and reperfusion in the 

myocardium (Corr et al., 1987; Kinnair et at., 1988) and increases intracellular Ca2+ 

concentration markedly when given exogenously (Sedlis et al. ,1983 ; Ver Donck et 

al., 1992; Das and Engelman, 1993; Hashizume and Abiko, in press). LPC was 

shown to cause long-lasting bursts of opening and prolongation of the inactivation 

process of the Na+ channel, leading to abnormal opening of the Na+ channel 

(Burnashev et a/. ,1991), and therefore it increases the intracellular Na+ concentration 

and then the intracellular Ca2+ concentration through the Na+/Ca2+ exchange 

system. In addition, we have reported that exogenous LPC increases non-

selective cation current (including Ca2+ current) in the guinea-pig ventricular 

myocytes (Magishi et al., in press), being another mechanism of the LPC-induced 

increase in the intracellular Ca2+ level. There is also other possibility that LPC may 

increase the voltage-dependent Ca2+ current. If LPC opens the voltage-dependent 

L-type Ca2+ channel (L-type Ca2+ channel), the mechanism of the LPC-induced 

increase in the intracellular Ca2+ concentration can be more clearly understood. 

However, the effect of LPC on L-type Ca2+ current has not been adequately 

examined. 

    The present study therefore was designed to examine the effect of LPC on the
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L-type  Cat+ current in the guinea-pig ventricular myocytes. In addition, influence 

of acidic condition on the effect of LPC was investigated, because pH of the 

myocardial tissue decreases during ischemia and optimum pH of the phospholipase 

A2, which is responsible for release of LPC from membrane phospholipids, is at the 

acid pH (Das and Engelman, 1993), and because the effect of LPC on the electrical 

property of the heart increases under the acidic conditions (Snyder et al., 1981).
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Materials and Methods

Preparation of ventricular myocytes

Single ventricular myocytes of a guinea-pig were prepared as described by Yazawa 

et al. (1990). Briefly, a female guinea-pig weighing 300-500 g was anesthetized by 

intra-peritoneal injection of sodium pentobarbital (100 mg/kg). After thoracotomy 

under artificial respiration, the heart was taken and mounted on a Langendorff 

perfusion system for retrograde perfusion of the coronary artery. The heart was 

perfused with the following oxygenated solutions in the following order at 37  °C; 

(1) Tyrode solution for 3 min, (2) nominally calcium-free Tyrode solution for 10 min, 

(3) nominally calcium-free Tyrode solution containing collagenase 0.08 mg/ml 

(Yakult, Tokyo, Japan) for about 5-10 min, and (4) the high-K+ solution for storage of 

the myocytes (storage solution) for 10 min. Subsequently, the atria were dissected 

away and the ventricles were cut into pieces, which were placed in a beaker 

containing the storage solution and then gently shaken to disperse the isolated 

myocytes. The small pieces of myocardial tissue were filtered by a 210 ,um stainless 

steel mesh. Ventricular myocytes were incubated with deoxyribonuclease 0.02 

mg/ml (Tokyo Kasei, Tokyo, Japan) and protease 0.09 mg/nil (alkaline protease, 

Nagase Biochemicals, Tokyo, Japan) at 37 °C for 10 min. Finally myocytes were 

washed twice with the storage solution after centrifugation at 1000 rpm (about 90 G) 

for 5 min at room temperature, and then stored in the storage solution at 4 °C.

Solutions
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Tyrode solution (mM):  NaCI, 143; KCI, 5.4; CaC12, 1.8; MgCl2, 0.5; NaH2PO4, 0.25; 

HEPES, 5; Glucose, 5.6; pH 7.4 adjusted with NaOH. Nominally calcium-free 

solution: this solution was identical with the standard Tyrode solution except that 

CaC12 was omitted. Storage solution (mM): KOH, 70; KCI, 40; L-glutamic acid, 50; 

taurine, 20; KH2PO4, 20; MgC12, 3; glucose, 10; HEPES, 10; EGTA, 0.5; pH 7.4 

adjusted with KOH. Test solution (pH 7.4) (mM) for isolation and measurement of 

L-type Cat+ current (Ica): CsCI, 130; CaC12, 1.8; MgC12, 0.5; 4-aminopyridine, 3; 

HEPES, 10; pH 7.4 adjusted with CsOH. Test solution (pH 6.4): test solution (pH 

7.4) in which 10 mM MES was added in place of HEPES and pH was adjusted to 

6.4. Pipette solution (pH 7.4) (mM): GsOH, 110; CsCI , 20; MgCl2, 1; K2ATP, 5; 

potassium creatine phosphate, 5; HEPES, 5; EGTA, 10; CaC12, 1.43; pH 7.4 adjusted 

with aspartic acid. When the test solution (pH 6.4) was used, the following pipette 

solution (pH 6.4) (mM) was used: CsOH 110; CsCI, 20; MgC12, 1; K2ATP, 5; 

potassium creatine phosphate, 5; MES, 5; EGTA, 10; CaCl2 0.015; pH 6.4 adjusted 

with aspartic acid. The amounts of Ca2+ in the pipette solution (pH 7.4) and that in 

the pipette solution (pH 6.4) were calculated according to the equation of Fabiato 

and Fabiato (1979) corrected by Tsien and Rink (1980), so that pCa in both solutions 

could be 8. External solutions including Tyrode and test solutions were warmed to 

35-37 °C by the use of a warm water jacket before use, and the pipette solutions 

were also warmed to 35-37 °C before use. L-a—lysophosphatidylcholine 

(palmitoyl) (abbreviated as LPC) (Sigma, St. Louis, MO, USA) was dissolved in 

distilled water to make a solution containing 10 mM LPC, which was frozen and 

stored at - 20 °C. The frozen and stored LPC was thawed and diluted to
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appropriate concentrations with the test solution before use. All the experiments 

were performed at 35-37 °C.

Recording of ICa

The whole-cell clamp technique employed in the present study was essentially the 

same as that described by Hamill et al. (1981). The resistance of the pipette filled 

with the pipette solution was 1.8-3.6 MQ. A tight seal was established with Tyrode 

solution. After whole-cell clamp was established, the perfusate was changed from 

the Tyrode solution to the test solution. Depolarization square pulses having 150 

msec in duration were applied to the cell with the frequency of 0.14 Hz. Membrane 

holding potential was kept at -40 mV. Current signals were filtered at 5 kHz, stored 

in a computer ( 9801 RL, NEC, Tokyo, Japan) using an on-line data acquisition 

system and also in a video tape recorder (Panasonic Macload, National, Tokyo, 

Japan). The peak amplitude of ICa (simply expressed as amplitude of ICa or ICa in 

the present study) was defined as the difference between the peak of the inward 

current and the current taken immediately after the end of a depolarization pulse. 

ICa was recorded in the test solution, in which other ionic currents, such as 

Na+ current, inward rectifier K+ current (IK1), electrogenic Na+/Ca2+ exchange 

current and Na+-K+ pump current were eliminated because neither Na+ nor K+ 

existed in the test solution. The delayed outward potassium current (IK) was 

suppressed by application of Cs+ in both extra (test)- and intracellular (pipette) 

solutions. Under the conditions of the present study, T-type calcium channels 

should not be activated because the holding potential was maintained as -40 mV
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(Bean, 1985; Mitra and Morad, 1986).

Data analysis

The rate of decrease in Ica induced by LPC was calculated as {[(Ica without LPC) - 

(Ica with LPC)] /(ICa without LPC)} x 100 (%). (ICa without LPC means Ica under 

the control conditions.) All the values were expressed as mean ± s.e. Statistical 

analysis of difference among means was performed by Student's t test.
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Results

Effects of LPC on  ICa at pH 7.4

After whole cell patch clamp was established using Tyrode solution, the external 

solution was changed to the test solution (pH 7.4). The holding potential was kept 

at -40 mV. The depolarizing pulses (from the holding potential to -30 mV- +40 mV) 

having150 msec in duration were applied to the myocyte at a frequency of 0.14 Hz. 

Figure 1 shows original tracings (A-D) and current-voltage relationships (I-V curves; 

bottom panel) of Ica in the absence or presence of 10/4M LPC at pH 7.4; A and B 

were taken before application of LPC, and C and D were taken 5 min after the 

application of LPC. I,PC (10,uM) decreased the amplitude of Ica and increased 

background current; the LPC-induced increase in background current can be 

recognized when tracings of C and D are compared with those of A and B, i.e. LPC 

shifted the holding current to the inward direction or increased the inward current 

even when the membrane potential was kept at the holding potential. Nevertheless, 

LPC did not modify the shape of the I-V curve and did not shift the range of 

membrane potential at which the peak current was attained. The range of 

membrane potential, at which peak current was attained, was between 0 and +10 mV 

regardless of the application of LPC. 

    Application of a low concentration of LPC (3 ,uM) did not change the 

amplitude of ICa, however. We also tried to examine the effect of 20 ,uM LPC. 

After application of 20 ,uM LPC, the myocyte began to beat and round up within 3 

min after the application. Therefore we were not able to make any further
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experiments with 20 ,uM LPC.

Effects of LPC on  ICa at pH 6.4

The conditions of the experiments with pH 6.4 were similar with those of the 

experiments with pH 7.4 except for pH. It is known that L-type Cat+ current 

decreases when intracellular and/or extracellular medium becomes acidic (Yatani and 

Goto, 1983; Sato et al., 1985 ; Irisawa and Sato, 1986), and therefore pH of both 

pipette and external was changed from 7.4 to 6.4 before application of LPC. The 

pipette solution was changed to the pipette solution (pH 6.4) from the beginning of 

all the experiments in this series of study. The whole cell patch clamp was then 

established in Tyrode solution at pH 7.4, and next the Tyrode solution was changed 

to the test solution (pH 6.4). When the external solution (pH 7.4) was changed to 

the solution (pH 6.4), the amplitude of Ica began to decrease and stopped to decrease 

attaining a steady state. After the steady was established, LPC was applied to the 

myocyte. Although 3 ,uM LPC did not change the amplitude of /ca at pH 7.4 as 

stated earlier, it had the effect on the amplitude of Ica at pH 6.4. Figure 2 shows 

original tracings and I-V relations of ka in the presence or absence of 3 ,uM LPC at 

pH 6.4 (A and B are tracings in the absence of LPC, and C and D are those in the 

presence of LPC). LPC (3 /AM) decreased ka at pH 6.4 slowly, but it did not change 

the shape of the I-V relation and did not shift the range of membrane potential at 

which peak current was attained. LPC (3 ,uM) did not change the holding current 

either. Because LPC (10,u M) decreased the amplitude of Ica markedly and hence 

the amplitude of ka became very small, and because it increased the holding current
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(inward current) very markedly, reliable data on I-V curves and inactivation curves of 

 ICa in the presence of LPC (10,u M) were not obtainable.

Effects of LPC on the time-course change in ICa at pH 7.4

After the whole-cell patch clamp was established using Tyrode solution, the external 

solution was changed to the test solution (pH 7.4). The holding potential was kept 

at -40 mV, and the pulses (150 msec in duration and 0.14 Hz in frequency) 

depolarized to 0 mV were applied. Spontaneous run down of ICa was not observed 

at least within 40 min after the start of experiments under the control conditions. 

Figure 3A illustrates the time-course change of amplitude of /Ca before and during 

application of 10,uM LPC. The amplitude of ICa began to decrease within 7-350 

sec after the application of LPC; there was a time-delay in the appearance of the 

effect of LPC and the mean time-delay being 88.4 ± 22.5 sec (n=16). In an 

experiment with a myocyte shown in Figure 3, LPC (10 ,uM) decreased the amplitude 

of ICa from 1.52 nA (before application of LPC) to 0.81 nA (immediately after the end 

of application of LPC), and therefore the rate of LPC-induced decrease in /Ca was 

47.0 %. In 16 myocytes, the mean decrease in /Ca induced by LPC was 60.0 ± 4.64 

% immediately after the end of LPC application. 

    Figure 3B shows original tracings taken at a, b and c in Figure 3A. LPC not 

only decreased the amplitude of ICa, but also shifted the holding current to an inward 

direction in 11 out of 16 cells (Fig. 3B (b,c)), while it did not change the holding 

current in 5 other cells. In 2 out of 11 cells, in which the holding current that had 

been shifted to the inward direction, the holding current fluctuated like an oscillation
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wave. Microscopic examination revealed that some myocytes contracted and 

rounded up, while others did not change their shape, in 11 cells in which the holding 

current had been shifted to the inward direction.

Effects of LPC on the time-course change in  Ica at pH 6.4

After the whole-cell patch clamp was established using the pipette solution (pH 6.4) 

and Tyrode solution, the external solution was changed to the test solution (pH 6.4). 

The holding potential was kept at -40 mV, and Ica was elicited by the pulses (150 

cosec duration, 0.14 Hz) depolarized to 0 mV. Spontaneous run down of Ica was not 

observed at least within 40 min after the start of experiments under the control 

conditions. LPC (3,u M) decreased the amplitude of Ica as was described earlier. 

Figure 4 shows the time-course change in amplitude of Ica after application of 3,u M 

LPC. The rate of decrease in the amplitude of Ica induced by LPC was 49.4 ± 8.85 

% (n=12). There was also a time-delay in the appearance of the effect of LPC, and 

the mean time-delay was 59.5 ± 17.7 sec (n=12). The holding current shifted 

abruptly to an inward direction during application of LPC in 4 of 12 cells. 

    A high concentration of LPC (10 j M) decreased the amplitude of Ica 

markedly from 0.99 ± 0.22 nA to 0.09 ± 0.04 nA within 270 ± 60.9 sec (n=5). The 

mean rate of decrease was 89.9 ± 2.32 %.

Effects of LPC on the voltage-dependent inactivation of Ica at pH 

7.4
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The effects of LPC on the voltage-dependent inactivation of  /ca were examined by 

using a double-pulse protocol, which is shown in the inset of the left panel of Figure 

5. The holding potential was kept at -40 mV. A pre-pulse, which was hyper-

polarized or depolarized from the holding potential to various potentials ranging 

from -80 to +10 mV, was applied to the myocyte. The duration of a pre-pulse was 

500 cosec, because this was the time sufficient to attain a steady-state inactivation of 

Ica. After 10 msec of the end of a pre-pulse (i.e. after clamp back to the holding 

potential), a test pulse (a pulse depolarized from the holding potential to 0 mV) 

having a 150 msec duration was applied to the myocyte. Figure 5 shows voltage-

dependent inactivation of /ca in the absence or presence of 10,uM LPC at pH 7.4. 

The data were fitted to the Boltzmann equation formulated as follows: 

Imax  
I 1 

+ exp((V - Vh) / K)

where I is the normalized peak current at any pre-pulse potential, Imax is the 

maximum peak current evoked by such a step, Vh is the pre-pulse potential at which 

inactivating current is half inactivated, V is the pre-pulse potential and K is a slope 

factor of the curve. 

     In the absence of LPC, the mean values of Vh and K were -20.6 ± 1.98 mV 

and 4.50 ± 0.29 (n=5), respectively. LPC (10,uM) decreased the amplitude of Ica. 

In the presence of 10,uM LPC, the mean values of Vh and K were -21.0 ± 0.49 mV 

and 4.42 ± 0.36 (n=5), respectively. The relative values of the amplitude of Ica 

were plotted against the pre-pulse voltage (right panel of Fig. 5). There was no 

significant difference in the relative value of the amplitude of /ca between the 

presence and the absence of LPC (10,uM) . These results suggest that LPC (10,uM) 

does not affect the inactivation state of the L-type Ca2+ channel. 
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    We then calculated the time constant of the inactivation phase of  Ica. The 

inactivation phase of Ica was plotted on a semi-logarithmic scale and fitted by 

double-exponential components. The values of the fast and slow components in the 

absence of LPC were 9.54 ± 0.16 and 70.2 ± 0.54 msec (n=16), respectively. In the 

presence of lO,uM LPC, the values of the fast and slow components were 9.60 

0.31 and 75.2 ±0.38 msec (n=16), respectively. There was no significant difference 

between the data in the absence and in the presence of 10 ,uM LPC.

Effects of LPC on the voltage-dependent inactivation of /Ca at pH 

6.4

Voltage-dependent, steady-state inactivation curve of the amplitude of /Ca was 

constructed by the double-pulse protocol at pH 6.4 as shown in the experiments at 

pH 7.4. Amplitude and relative amplitude of /ca were plotted against the pre-pulse 

potential, and curves were fitted to the Boltzmann equation. When LPC (3 ,uM) 

was applied, the value of Vh of /Ca inactivation curve changed from -19.4 ± 1.00 mV 

to -24.8 ± 0.89 mV (n=5). The difference in the Vh value between the absence and 

the presence of 3 ACM LPC was significant when evaluated by Student's t test (p 

value = 0.008), suggesting that 3 ,uM LPC had an effect on the inactivate-state of Ica 

at pH 6.4. The slope factors in the absence and presence of 3 ,uM LPC were 4.04 

0.26 and 4.37 ± 0.69, respectively. 

     There were slow and fast components in the inactivation phase time constant 

of Ica at pH 6.4 as was observed at pH 7.4. The data on inactivation phase of ICa 

were plotted against the pre-pulse potential on a semi-logarithmic scale. In the
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absence of LPC, the time constant of the fast phase was 8.70 ± 0.28 msec, and that 

of the slow phase was 70.4 ± 0.52 msec. Upon application of  3  ,uM LPC, the time 

constant of the fast phase became 9.98 ± 0.34 msec and that of the slow phase 

became 69.6 ± 0.96 msec (n=12). There was no significant difference in the value of 

time constant between the data in the presence and absence of LPC (3 ,uM), 

suggesting that LPC (3 ,uM) had no effect on the inactivation phase of Ica at pH 6.4.
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Discussion

On the contrary to our expectation, the results of the present study clearly indicated 

that exogenous LPC  (10,uM) did not increase but decreased 'Ca. Therefore, the 

mechanism by which LPC increases intracellular Cat+ cannot be an increase in L-

type Cat+ current. It also became clear that LPC reduced /ca without markedly 

affecting the voltage-dependence of both activation and inactivation of the L-type 

Cat+ channel, suggesting that the effects of LPC on 'Ca are independent of channel 

state at pH 7.4 and that LPC reduces the maximum conductance of Ica. 

Interestingly, Wu and Corr (1992) have demonstrated that long-chain acylcarnitine 

(LCAC), a substance having similar structure with LPC, decreases the L-type Cat+ 

current. Because both LPC and LCAC are amphiphiles, these substances may have 

an action on the cell membrane. Nevertheless, the mechanism of the inhibitory 

action of LPC on the L-type Cat+ channel remains unsolved. 

    A direct action of LPC on the membrane can be a candidate for the mechanism 

of action of the inhibitory action of LPC on the L-type Cat+ channel, because LPC 

forms micelle at the concentration above 2 4uM (Weltzien, 1979), 71uM(Stafford et al. , 

1989), or 40 duM (Bergmann et al. ,1981). If 10 ,uM LPC (the concentration of LPC 

we used in the present study) forms micelle, it would affect lipid bilayers of the cell 

membrane markedly. According to Gross et al. (1982), incorporation of LPC into 

the cell membrane elicits electrophysiological derangements in canine Purkinje fiber 

and ventricular muscle. It is possible that incorporation of LPC into the cell 

membrane phospholipid bilayers results in perturbation of the orderly packing of 

adjacent phospholipid molecules and a conformational change in integral membrane
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proteins including  Cat+ channel. In fact, low concentrations of LPC bind with 

membrane proteins (Weltzien, 1979). 

    Modification by changes in pH of the effect of LPC on the L-type Cat+ 

current induced by pH change is another feature of the results of the present study. 

Although 3 ,uM LPC was not effective in decreasing ICa at pH 7.4, it decreased Ica at 

6.4. Under control conditions, a decrease in extra- and/or intracellular pH results in 

reduction of magnitude of Ica (Yatani and Goto, 1983; Sato et al., 1985; Kaibara and 

Kameyama, 1988) without alternation of steady-state inactivation of IC'a (Kohlhardt 

et al., 1976). The inhibitory effect of LPC on the L-type Cat+ channel, however, 

was augmented by a decrease in pH in both intra- and extracellular solutions. This 

indicates that the inhibitory effect of LPC on the L-type Cat+ channel is greater 

under acidic conditions like ischemia (Lange et al., 1983; Abiko et al. ,1984). 

These findings accord with those of Pacini and Kane (1991) and Boachie-Ansah et 

al. (1992), who demonstrated that the effect of LPC on the cardiac action potential 

in the acidic external solution is greater than that in the control external solution. 

    One of the other important findings in the present study is that LPC increased 

the background leak current of the myocyte. This suggests that LPC may increase 

the non-selective current. In fact, we demonstrated that LPC increased the non-

selective cation current in the guinea-pig ventricular myocyte (Magishi et al. , in 

press). Liu et al. (1991) and Sato et al. (1992) also reported that LPC increased the 

inward current at the holding potential (holding current). Lee and Chan (1977) 

have reported that LPC forms an ion channel (through which europium ion can pass) 

in the phosphatidylcholine bilayer membrane. This ion channel formed by LPC may 

increase the inward current at the holding potential of -40 mV. 

    It has been reported that LCAC shifts voltage-dependence of activation and 
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inactivation of  Ica to positive potentials (Inoue and Pappano, 1983; Wu and Corr, 

1992), probably because LCAC reduces surface negative charge of the cell 

membrane (Meszaros et al., 1988). LPC, however, did not change the voltage-

dependency of Ica at pH 7.4, suggesting that LPC does not affect surface charge of 

the membrane at pH 7.4. Nevertheless, LPC shifted the voltage-dependent 

inactivation at pH 6.4 toward negative potentials, suggesting that the action of LPC 

on the cardiac cell membrane is different from that of LCAC. 

  We conclude that LPC (10 ,uM) at pH 7.4 decreased Ica without affecting the 

state of the L-type Cat+ channel in guinea-pig myocyte. LPC (3 PM), the 

concentration of LPC that did not affected Ica at pH 7.4, reduced Ica and affected 

inactivation state of Ica at pH 6.4.
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Figure legends

Figure 1 Effects of LPC on Ica at pH 7.4. A-D illustrate original tracings of  ka 

under voltage clamp. The holding potential (HP) was kept at -40 mV. The 

membrane currents were elicited with a depolarization pulse having 150 msec in 

duration (0.14 Hz) to -30 mV - +40 mV. A and B are tracings of ICa before 

application of LPC, and C and D are those after application of LPC (10 ,uM). The 

bottom is the current-voltage (IN) relationship in the absence (.) or presence of 10 

,uM LPC (A). The amplitude of ka was defined as the difference between the peak 

value of the inward current and the current taken immediately after the end of a 

depolarization pulse. Note that LPC decreased ka (bottom) and increased the 

background current (C and D compared with A and B), but it did not affect the 

shape of the I-V curve in respect to the membrane potentials (bottom).

Figure 2 Effects of LPC on ICa at pH 6.4. A-D illustrate original tracings of ka 

under voltage clamp. The holding potential was kept at -40 mV. The membrane 

currents were elicited with a pulse having 150 msec in duration (0.14 Hz) depolarized 

to -30 mV - +40 mV. A and B are tracings of ka before application of LPC, and C 

and D are those after application of LPC (3 ,uM). The bottom is the current-voltage 

(I-V) relationship in the absence (•) or presence of 10 ktM LPC (A). Note that LPC 

(3 ,uM) decreased Ica, but it did not affect the shape of the I-V curve in respect to the 

membrane potentials.

Figure 3 Time-course change in ka at pH 7.4 before and during application of 
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10  ,uM LPC. The holding potential (HP) was kept at -40 mV. ICa was elicited by 

clamp pulses (150 msec in duration, 0.14 Hz) depolarized to 0 mV. A: Time-course 

change in /Ca . B: /ca tracings before (a), 1.7 min after, and (c) 5 min after the 

application of 10 ,uM LPC. Tracings a, b, and c in the panel B correspond to those 

in the panel A, respectively.

Figure 4 Time-course change in Ica at pH 6.4 before and during application of 3 

,uM LPC. The holding potential was kept at -40 mV. Ica was elicited by clamp 

pulses (150 msec duration, 0.14 Hz) depolarized to 0 mV. A: Time-course change in 

Ica . B: Ica tracings before (a) and 3.5 min after (b) the application of LPC. 

Tracings a and b in the panel B correspond to those a and b in the panel A, 

respectively.

Figure 5 Effect of 10,uM LPC on the steady-state inactivation curve of Ica. at 

pH 7.4. The holding potential was kept at -40 mV. Inactivation of Ica was induced 

by a 500 msec pre-pulse to various potential levels ranging from -80 to +10 mV. 

After 10 msec of clamp back to -40 mV, a test pulse (to 0 mV) having 150 msec in 

duration was applied. Peak Ica recorded during the test pulse (ordinate) was plotted 

against pre-pulse potentials (abscissa). A: Ica values at individual pre-pulse in the 

absence (S) and in the presence of 10 ,uM LPC (A) at pH 7.4. B: Relative /Ca 

values at individual pre-pulse in the absence (!) and in the presence of 10 ,uM LPC 

(A) at pH 7.4.

Figure 6 Effect of 3 ,uM LPC on the steady-state inactivation curve of Ica. at pH
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6.4. The holding potential was kept at -40 mV. Inactivation of  1Ca was induced by 

a 500 msec pre-pulse to various levels ranging from -80 to +10 mV. After 10 msec of 

clamp back to -40 mV, a test pulse (to 0 mV) having 150 msec in duration was 

applied. Peak Ica recorded during the test pulse (ordinate) was plotted against pre-

pulse potentials (abscissa). A: ICa values at individual pre-pulse in the absence (II) 

and in the presence of 10,uM LPC (A) at pH 6.4. B: Relative Ica values at 

individual pre-pulse in the absence (•) and in the presence of 10,uM LPC (A) at pH 

6.4.
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おわりに

本研究は、虚血 ・再潅流によって、まず心筋 に活性酸素が生 じ、この

活性酸素からフ リーラジカルが生 じ、フリーラジカルは細胞膜の リン脂

質を過酸化 し、このためphospholipaseA2の 活性が増 し、 これ によ って

細胞 膜の リン脂質か らLPCを 生 じ、 このLPCが 組織 障害 をお こす とい う

仮説が 正 しいか否かを確かめるために行 った。

実験結果を総合すると次のようになる。

1.潅 流心臓 におい て、過酸化水 素 は虚血による変化によ く似た変化を

おこし、心筋細胞の脂質を過酸化する。過酸化水素による虚血様心

臓変化 と脂質過酸化は、lidocaineに よ って抑制 され る。Lidocaine

はradicalscavengure作 用が あ り、 このradicalscavengure作 用が

過酸 化水素 によ る変化 を抑制 したものと考えられる。

2.分 離 心 筋 細 胞 に お いて 、過 酸 化 水 素 は細 胞 の形 態 を変 化 させ 、 遊 離

脂 肪 酸 の 蓄 積 を お こす 。 過 酸 化 水 素 の作 用 は 、lidocaineで は抑 制

出来 な か ったが 、d-propranoloiとK-7259が 抑 制 した。Lidocaine

のradicalscavengure作 用 は弱 いの で 、細 胞 レベ ル で は 発揮 出 来 な

か った も の と思 わ れ る 。d-PropranololとK-7259はradical

scavengure作 用 、 も し くはcytoprotectiveeffectに よ って過 酸 化

水 素 に よ る 障 害 を抑 制 した の で あ ろ う。

3.潅 流 心 臓 に お い て 、LPCは 虚 血 同 様 の 作 用 を あ らわ した。 こ のLPC

の作 用 は、lidocaineで は抑 制 出来 な か ったが 、d-propranolol,

dilazep,K-7259に よ って 抑 制 さ れ た 。

4.分 離 心 筋 細 胞 に お いて 、LPCは 細 胞 内Ca2+濃 度 を上 昇 させ 、 形 態

変 化 を お こ した 。LPCに よ る これ らの 変 化 は、dilazepとd-prapra-

nololに よ って抑 制 され た。

5.分 離 心 筋 細 胞 に お いて 、LPCは 細 胞 内Ca2・ 濃 度 を 上 昇 させ 、細 胞

の 形 態 変 化 を お こ した 。LPCに よ る これ らの変 化 は、iお よ びd-

propranolol,1一 お よびd-pembutololな ど、 脂 溶 性 の高 いR遮 断 薬

に よ って 抑 制 され た。 βAAやMSAは 関係 して い な か った 。
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6.分 離 心 筋 細 胞 に お いて 、LPCはnon-selectivecationcurrentを 増

加 させ た。LPCに よ る細 胞 内Ca2・ 濃 度 上 昇 作 用 の一 部 は これ に よ っ

て 説 明が つ く。

以上のことか ら、我々の仮説は一部証明出来たと思われ る。 しか し、

問題はまだある。分離心筋細胞 において、過酸化水素作用 は、なぜ

lidocaineで は抑制 出来 なか ったのか不 明である。また、LPCが どの よ う

なメカニ ズムで遊離 脂肪酸を蓄積 したのかが分か らない。虚血 ・再潅流

によって生 じたLPCが 膜の リン脂質 を分 解 して新 たなLPCを つ くると考

え られ 、LPCは 虚血 ・再 潅流 障害 における中心的な役割を担う悪玉物質

で、 しかも新たなLPCを 作 り出す とい う悪 循環 を して いることが分か

る。なぜ、d-propranoloiやK-7259がLPCの 作用 を抑制 す るのかを解

明す ることが、今後の最大の問題である。
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