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`よ し 力斗 き

《

{

心 筋 が 虚 血 に な る と 、 さ ま ざ ま な 変 化 が お こ る 。 す な わ ち 、 心 筋

収 縮 力 の 低 下 、 心 筋 糖 代 謝 の 変 動 、 心 筋 エ ネ ル ギ0代 謝 の 変 化 、 組

織 学 的 変 化 な ど で あ る 。 我 々 の 教 室 で は 、 虚 血 に な る と心 筋 のpHが

低 下 す る こ と に 注 目 し 、 た く さ ん の 実 験 を 行 な っ て き た 。 ま ず 、 心

筋pHが 心 筋 の 虚 血 の パ ラ メ ー タ と し て 役 に 立 っ こ と 、 ま た こ の パ ラ

メ0タ を 利 用 し て 抗 虚 血 薬 ま た は 抗 狭 心 症 薬 の 薬 効 評 価 を す る こ と

が で き る こ と を 報 告 して き た 。

と こ ろ で 、 虚 血 に な る と心 筋 のpHが な ぜ 低 下 す る の か とい う 基 本

的 な 問 に 対 して は 、 ま だ 直 接 的 な 答 は 得 られ て い な い 。 虚 血 に よ っ

て 糖 代 謝 が 充 進 し 、 そ の た め に 乳 酸 が 心 筋 に 蓄 積 す る こ とがpH低 下

の 原 因 で あ ろ う と い う 説 が 右 力 で あ る が 、 虚 血 に よ るpHの 低 下 を 乳

酸 の 蓄 積 の み で 説 明 す る こ と は 不 可 能 で あ る(水 素 イ オ ン の 上 昇 に

見 合 う だ け の 乳 酸 の 上 昇 が な い)。 虚 血 に よ る 心 筋 遊 離 脂 肪 酸 の 蓄

積 も 水 素 イ オ ン の 上昇 に っ な が る の で 、 本 実 験 で は 虚 血 に な る と心

筋 の 遊 離 脂 肪 酸 が 実 際 に 上 昇 す る の か 、 ま た虚 血 に よ る 心 筋pHの 低

下 を 抑 制 す る β 一 ア ド レナ リ ン 遮 断 薬 は 、 虚 血 に よ る 心 筋 遊 離 脂 肪

酸 の 上 昇 を も 抑 制 す る の か 否 か を 検 討 し た 。 虚 血 に よ る 心 筋 遊 離 脂

肪 酸 の 上 昇 は 、 虚 血 に よ る 心 筋 細 胞 膜 の 脂 質 の 分 解 と 結 び っ い て い

る の で 、 こ の 研 究 は 虚 血 に よ る 心 筋 膜 の 障 害 に 関 係 す る も の で あ り 、

虚 血 の 病 態 生 理 を 解 明 し 、 虚 血 か らの 心 筋 保 護 の メ カ ニ ズ ム を 知 る

上 に お い て も 重 要 で あ る とい う こ とが 出 来 る 。
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虚 血 に よ る 心 筋 内 脂 肪 酸 の 蓄 積 と

そ の 抑 制 物 質 に 関 す る 研 究

1目 的

冠 動 脈 の 閉 塞 に よ っ て 心 筋 が 虚 血 に な る と 、 嫌 気 的 代 謝 が 活 発 と

な り、 そ の 中 間 体 が 心 筋 に 蓄 積 す る 。 こ の 中 間 体 の 蓄 積 は 、 心 筋 の

機 能 に 対 して 大 き な 影 響 を 与 え る 筈 で あ る 。 例 え ば 、 嫌 気 的 糖 代 謝

の 充 進 に よ って 心 筋 に 乳 酸 が 蓄 積 す れ ば 、 心 筋 組 織 は ア シ ドー シ ス

と な り 、 心 筋 の 収 縮 力 は 低 下 す る 。

と こ ろ で 、 心 筋 が 虚 血 に な る と 、 脂 質 代 謝 に も 変 動 が お こ り 、 心

筋 内 に 遊 離 脂 肪 酸 が 蓄 積 す る こ と が 確 か め られ て い る(Chien,et

al.91984)。 心 筋 内 に 遊 離 脂 肪 酸 が 蓄 積 す れ ば 、 心 筋 を 障 害 す る 可

能 性 が 出 て く る 。 遊 離 脂 肪 酸 は 、 心 筋 を 障 害 す る 可 能 性 が あ る か ら

で あ る(VanDerVusse,1983)。

こ の 実 験 の 目 的 は 、 虚 血 に よ る 心 筋 障 害 を 軽 減 す るPropranolol

(Rei●eretal.,1973)は 、 虚 血 に よ る 心 筋 内 脂 肪 酸 蓄 積 も 抑 制 す

る の か 否 か を 検 討 す る こ と で あ る 。 さ ら に 、Propranololの よ う な

ア ド レ ナ リ ン β 一 受 容 体 達 断 作 用 を も た な い が 、Propranololと 同

様 の 膜 安 定 化 作 用 を も ち 、 しか も 虚 血 に よ る 心 筋 障 害 を 軽 減 し な い

d-Propranolol(Rei皿eretal.,1976)の 虚 血 に よ る 心 筋 内 脂 肪 酸

蓄 積 に 対 す る 作 用 も 検 討 し た 。Propranololとd-Propranololの 虚

血 に よ る 心 筋 内 脂 肪 酸 蓄 積 に 対 す る 作 用 を 比 較 検 討 す る こ と に よ っ

て 、 虚 血 に よ る 心 筋 内 脂 肪 酸 蓄 積 が 、 ア ド レ ナ リ ン β 一 受 容 体 を 介

して ひ き お こ さ れ て い る の か 否 か が わ か る か らで あ る 。
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2実 験 材 料 な ら び に 方 法

2-1動 物 の 処 理

雑 種 成 犬 を ペ ン トバ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム(300g/kg)で 静 脈 麻

酔 し 、 人 工 呼 吸 下 に 左 第5肋 間 を 開 き 、 心 臓 を 露 出 し た 。

左 冠 動 脈 前 下 行 枝(LAD)を 剥 離 し 、LADを90分 間 結 紮 し た 。 薬 物

は 、LAD結 紮5分 前 に 静 脈 内 に 投 与 し た 。Propranololお よ びd・

Proprano】olは 塩 酸 塩 の も の を 用 い 、 投 与 量 は 塩 酸 塩 と し て の 量 で

あ ら わ し た 。so分 の 結 紮 直 後 に 、 虚 血 心 筋 を 取 り 出 し 、 液 体 窒 素 に

よ っ て 冷 凍 固 定 し た 。 対 照 実 験 に は 、sha●operationを し た 心 臓

を 用 い た 。 こ の 心 筋 サ ン プ ル も 液 体 窒 素 で 冷 凍 固 定 し た 。 冷 凍 固 定

後 、 次 の よ う な 方 法 に よ っ て 、 心 筋 に 含 ま れ る 遊 離 脂 肪 酸 を 定 量 し

た 。

2-2遊 離 脂 肪 酸 の 定 量

冷 凍 固 定 し た 心 筋 約2000ngを 取 り 、 こ れ を あ ら か じ め 液 体 窒 素

で 冷 却 し て お い た 乳 鉢 の 中 に 入 れ 、 液 体 窒 素 下 で 砕 き 、 細 粉 と し た 。

こ の 粉 末 に ク ロ ロ ホ ル ム ・メ タ ノ ー ル ・水(8:4:3)の 混 液(40sl)、

ア ン チ オ キ シ ダ ン ト のbutylatedhydroxytoluene(0.01竃)sな ら び

に 内 部 標 準 物 質 のC17:0(ヘ プ タ デ カ ン 酸)2000ngを 加 え 、 ホ モ ゲ ナ

イ ズ し て 抽 出 し た 。(こ の 抽 出 方 法 は 原 理 的 に は 、Folchの 方 法(

Folchetal.,1957)に よ っ て い る 。 抽 出 物 を20分 間 振 温 し 、2000

gで10分 間 遠 心 し 、 ク ロ ロ ホ ル ム 層5薗1を 取 り 、 こ れ を 減 圧 下 に

蒸 発 乾 固 し た 。 次 い で 、 そ の 抽 出 物 に9一 ア ン ス リ ル ジ ア ゾ メ タ ン

(ADAM)試 薬(0.05zメ タ ノ ー ル)0.1璽1を 加 え 、 混 和 し た あ と 、

5



3時 間 室 温 で 放 置 し 、2-4ulを 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 注 入

し て 分 析 し た 。

抽 出 の 手 順 は 、 図1に 示 さ れ て い る 。 図2はNimuraand

Kinoshita(1980)に よ っ て 開 発 さ れ たADAM試 薬 に よ る 脂 肪 酸 の 蛍

光 ラ ベ ル の 原 理 を 示 す 。ADAM試 薬 は 、 溶 液 中 で 安 定 で 、 カ ル ボ ン 酸

と よ く 反 応 す る 。 こ の エ ス テ ル 化 反 応 は 室 温 で 進 行 し 、 触 媒 を 必 要

と し な い 。

蛍 光 ラ ベ ル さ れ た 脂 肪 酸 は 、 メ タ ノ ー ル と 水 を 移 動 相 と す る 逆 相

分 配 系HPLCで 分 離 さ れ 、 分 光 蛍 光 ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー で 感 度 よ く 検

出 さ れ る 。 こ の 方 法 に よ れ ばPico●oleレ ベ ル の 脂 肪 酸 の 検 出 が 可 能

で あ る 。ADAM試 薬 と 脂 肪 酸 の 反 応 は 図2に 示 さ れ て い る 。HPLCに よ

る 分 析 の 条 件 は 、 図3に 示 さ れ て い る 。HPLCは 島 津 製 作 所 製 のLC-4

A型 で 、 カ ラ ム は ゾ ル バ ッ ク スODS(4.60●x25ca)、 カ ラ ム 恒 温 槽

はCTO-2ASで 、 そ の 温 度 は60Cに 設 定 し た 。 溶 媒 相 は メ タ ノ ー ル

:水 比90:10と し 、 流 速 は1.2nl/●inと し た 。 蛍 光 分 光 ス ベ ク ト

ロ メ0タ0は 島 津 製 作 所 のRF-530を 用 い 、 励 起 波 長365n璽,蛍 光 波

長412n● で 抽 出 物 の 分 析 を 行 な っ た 。 図4は 標 準 物 質 をADAM試 薬 で

処 理 し た 後 のNPLCに よ る 蛍 光 分 析 の ク ロ マ ト グ ラ フ で あ る 。C12:0

を 先 頭 に 、C14:0,C16:1,C20:4,C18:2,Cl6:0,C18:1,C17:0,

C18:0と 連 続 的 に 脂 肪 酸 が 検 出 さ れ て い る 。 図5は 内 部 標 準 物 質

で あ るC17:0の2000ng/100ul(74.On厘ol/｠1)の 蛍 光 の 強 さ(Hr)

に 対 す る 各 標 準 物 質(ng/100ul)の 蛍 光 の 強 さ(H)の 比(H/Hr)を

示 す 。 こ の 標 準 曲 組 か ら 、 各 脂 肪 酸 の 定 量 が 可 能 で あ る 。
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(

frozencardiacmuscle

ca.200mg

C17:0(1・S・)chloroform:methanol:water(8:4=3)ゆ
2000ngぐ 一10ml

homogenize

t

shake(20min.)

1(2000g,10min.)
i

chloroformlayer5ml

i
evaporate

卜ADAM(0.05%methanoD

O.1ml

vortexmix

stand(3hr.)

sample

(ADAMderivativesofFFA)

124μl
HPLC

図1心 筋 の 抽 出 と高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー に よ る 分 析 に か け

る ま で の 抽 出 液 の 前 処 理 。C:17(ヘ ブ タ デ カ ン酸)は 内 部 標 準 物

質(1.S.)と して 抽 出 の 途 中 で 抽 出 液 中 に 入 れ た 。 遊 離 脂 肪 酸(FFA)

に 蛍 光 標 識 す る た め の 蛍 光 試 薬ADAMも こ の 操 作 の 途 中 で 入 れ て あ る 。

蛍 光 標 識 した サ ン フ●ル2-4ulをHPLCに 注 入 し た 。
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1

CH(v2CH20CO●R

R・C・・H+○ ○ ○ 一 一〇 〇 〇+麗2

ADAMADAMderivativeoffattyacid

(9-Anthryldiazomethane)

図2遊 離 脂 肪 酸(R-COON)とADAM試 薬(9-Anthryldiazo璽ethane)と

の 反 応 式 。
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Analyticalconditions

HPLC

flowrate

mobilephase

column

ShimadzuLC-4A

1.2ml/min.

methanol:water(90:10)

SorbaxODS(4.6mmX25cm)

A

Columnoven

temp.

Shimadzu

60●C

CTO-2AS

Fluorescencespectrometer

excitationwavelength

emissionwavelength

Shimadzu

365nm

412nm

RF-530

{

図3ADAM試 薬 で 蛍 光 標 識 し た 遊 離 脂 肪 酸 サ ン プ ル のHPLC分 析 条 件 。

カ ラ ム はSorbaxODSの4.6x25c■ を 用 い て い る 。 励 起 波 長365n●,

蛍 光 波 長412n匿 で 蛍 光 分 析 を し て い る 。 用 い たHPLCは 島 津 のLC-4A

で あ る 。
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0 20 40 60 80 論

図4蛍 光 標 識 し た標 準 の 脂 肪 酸 の ク ロ マ トグ ラ ム 。C17:0は 生 体 一

内 に は 含 ま れ て い な い の で 、 内 部 標 準 物 質 と して 用 い た 。
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ρ

ρ

3.0

z.s

z.o

1.5

1.0

o.s

C12:0

C14:0

C16:0

C16:1

C18:0C20
:

C18:1

C18:2

0
500 iOOO 15002000ng

図5脂 肪 酸 標 準 物 質 の 標 準 曲 線 。Hは 各 脂 肪 酸 の 蛍 光 光 度 。Hrは

C17:0の 蛍 光 光 度 。 す な は ち 、 各 脂 肪 酸 の 量 はC17:0に 対 す る 比 と

し て あ ら わ し て あ る 。 横 軸 は 、 サ ン プ ル100ul中 の 量 を あ ら わ す 。

従 っ て 、2000ngと あ る の は 、2000ng/100ulサ ン プ ル の こ と で 、

20■9!｠1サ ン プ ル の こ と で あ る 。
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3実 験 結 果

3-1非 虚 血 心 筋 の 遊 離 脂 肪 酸

図6は 脂 肪 酸 の 標 準 物 質(上)と 非 虚 血 正 常 心 筋 か ら 得 た サ ン プ

ル(下)のHPLC分 析 結 果 を 示 す 。C17:0(ヘ ブ タ デ カ ン酸)は 心 筋

に は 含 ま れ て い な い の で 、 内 部 標 準 物 質 と して 使 用 した 。 こ の 図 か

ら わ か る よ う に 、 心 筋 の 抽 出 液 中 にC12:0(ラ ウ リ ン 酸),C14:0

(ミ リス チ ン 酸),C16:1(パ ル ミ ト レ ン 酸),C20:4(ア ラ キ ド

ン 酸),C18:2(リ ノ レ ン酸),C16:0(パ ル ミ チ ン 酸),Cl8:1

(オ レイ ン 酸),お よ びC18:0(ス テ ア リ ン酸)を 検 出 し得 た 。

非 虚 血 心 筋(8例)に 含 ま れ る 各 脂 肪 酸 の 含 量 は 次 の 通 り で あ る 。

ラ ウ リ ン 酸

ミ リス チ ン酸

パ ル ミ ト レ ン酸

ア ラ キ ド ン酸

リ ノ レ ン 酸

パ ル ミ チ ン 酸

オ レ イ ン酸

ス テ ア リ ン 酸

5.73土0.70(n皿ol/9四ettissue)

23●57土3.44

2.94±0.48

7.54±0.80

48●80土.5.42

79・32」L9●00

38.64±7.52

32.92±3.36

こ の 分 析 結 果 か ら わ か る よ う に 、 パ ル ミ チ ン 酸 の 含 量 が 一 番 多 く 、

次 い で リ ノ レ ン 酸 、 オ レ イ ン 酸 が 続 い た 。 測 定 し た 遊 離 脂 肪 酸 の 総

和 は239.5n●ol!gyettissueで あ っ た 。 こ の 値 はvander

Vusse(1980)の29Wool/gやHune●anetal.(1981)の56n四 〇1/g,

Weglickieta1.(1973)の175n臨ol!gよ り も 高 い が 、Weishaar

etal.(1979)の900nsol/gやWeishaaretal.(1977)の
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図6脂 肪 酸 のHPLCク ロ マ トグ ラ ム 。(上)脂 肪 酸 標 準 物 質 の ク ロ

マ トグ ラ ム 。(下)非 虚 血 正 常 心 筋 内 遊 離 脂 肪 酸 の ク ロ マ トグ ラ ム 。
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1240n皿ol/gよ り も 低 い 。

Kra皿erandHulan(1978)は ラ ッ トの 心 筋 に 含 ま れ る 遊 離 脂 肪 酸

を 注 意 深 く抽 出 し定 量 し た と こ ろ40ug/g(す べ て パ ル ミ チ ン酸 だ

っ た と して 計 算 す る と 約156n●ol1g)で あ っ た とい う 。 こ の 値 は 我

々 が 犬 心 筋 で 得 た 値 に 近 い 。 多 く の 研 究 者 た ち は 、 ガ ス ク ロ マ トグ

ラ フ ィー を 用 い て い る が 、 我 々 は 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

(HPLC)を 用 い た 。HPLCに よ る 方 法 は 、 前 処 理 が 簡 単 で あ り、 さ らに

ADAM試 薬 を 使 う こ と に よ って 測 定 感 度 が 高 く な って い る 。 従 って 、

こ の よ う な 方 法 で 我 々 が 得 た 犬 心 筋 遊 離 脂 肪 酸 の 値 は 真 の 値 に 近 い

も の と思 わ れ る 。

3-2虚 血 心 筋 の 遊 離 脂 肪 酸

図7は 脂 肪 酸 の 標 準 物 質(上)と 虚 血 心 筋(LADを90分 間 完 全 結

紮)(下)の ク ロ マ トグ ラ フ を 示 す 。 各 遊 離 脂 肪 酸 の 測 定 結 果(7例)

は 次 の 通 り で あ る 。

ラ ウ リ ン酸

ミ リス チ ン酸

パ ル ミ ト レ ン 酸

ア ラ キ ド ン酸

リノ レ ン酸

パ ル ミ チ ン酸

オ レイ ン酸

ス テ ア リ ン 酸

10.23土1.69(nno1!gwettissue)

48●29土11.20

7●53」k1.24

25.48±3.18

106.61±12.28

135.02±21.29

78.58±8.00

57.47±3.23

図8は 非虚 血 心 筋 の遊 離 脂 肪酸 含 量 と虚 血心 筋 の遊 離 脂肪 酸 含 量

とを比 べ た図 で ある 。 この 図 か らわ か る よう に 、虚 血 に よ って 心 筋

14
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図7脂 肪 酸 のHPLCク ロ マ トグ ラ ム 。(上)脂 肪 酸 標 準 物 質 の ク ロ

マ トグ ラ ム 。(下)虚 血 心 筋(90分 間 のLAD完 全 結 紮)の 遊 離 脂 肪

酸 ク ロ マ トグ ラ ム 。
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の 遊 離 脂 肪 酸 含 量 の 比 較 。 生 理 的 食 塩 水(Salaine)は 虚 血(LADを90分 間 完 全 結

紮)5分 前 に 静 脈 内 に 投 与 し た 。
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戸

内 の遊 離脂 肪 酸 の 含量 が 上 昇 す る こ とがわ か った 。虚 血 に よる各 遊

離脂 肪酸 の上 昇 の程 度 は次 の通 りで あ る 。

ラ ウ リ ン 酸

ミ リス チ ン酸

パ ル ミ ト レ ン 酸

ア ラ キ ド ン酸

リ ノ レ ン酸

パ ル ミ チ ン 酸

オ レイ ン酸

ス テ ア リ ン 酸

倍

倍

倍

倍

倍

倍

倍

倍

9

5

6

8

8

0

3

5

7

0

5

3

1

7

0

7

1

2

2

3

2

1

2

1

この 実 験 結 果 か ら 、 虚 血 に よ る 心 筋 の 遊 離 脂 肪 酸 の 上 昇 の 程 度 は

各 脂 肪 酸 に よ っ て 異 な り 、 上 昇 の 程 度 が 最 も 高 か っ た の は ア ラ キ ド

ン酸 で 、 そ の 上 昇 は3倍 以 上 で あ っ た 。 こ れ に 反 して 、 ラ ウ リ ン酸 、

パ ル ミチ ン酸 、 ス テ ア リ ン酸 の 上 昇 の 程 度 は 低 く 、1.70-1.80倍

程 度 で あ っ た 。 ミ リス チ ン酸 、 パ ル ミ トレ ン酸 、 リノ レ ン 酸 、 オ レ

イ ン 酸 の 上 昇 の 程 度 は 、 ア ラ キ ド ン酸 の 上 昇 の 程 度 と ラ ウ リ ン酸 群

の 上 昇 の 程 度 との 中 間 に あ っ た 。

3-3非 虚 血 心 筋 に 及 ぼ す プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル の 作 用

図9は 非 虚 血 正 常 心 筋 の 遊 離 脂 肪 酸 含 量 に お よ ぼ す プ ロ プ ラ ノ ロ

ー ル の 影 響 を 示 して い る 。 プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル を1■g!kg(ア ド レナ

リ ン β0受 容 体 を 抑 制 す る の に 充 分 の 量)を 投 与 して90分 間 経 過

して か ら 心 筋 を 採 取 して 、 そ の 中 に 含 ま れ る 遊 離 脂 肪 酸 を 定 量 し た 。

そ の 結 果 に よ れ ば 、 プ ロ プ ラ ノmル は 心 筋 の 遊 離 脂 肪 酸 含 量 に 対

17



nmole/gW@ttissue

150

100

50

4
、

Nonischemicmyocardium

無
騒
難

…

蕪
蕪
聾

難
難

蕪
難
灘
…

日Saline(0.5ml1kg)(n=8》

團Pr・pran・1・1(1mg/kg》(n=7》

盟醜
鼎
照

…

譲

欝

難
lC!

0

(C12:0)(C14:0)(C16:0)(C16:1)(C18b)(C18:1)(C18:2)(C20:4)

LauricMyristicPalmiticPalmitoleicStearicOleicLinoleicArachidontc

acidacidacidacidacidacidacidacid

図9非 虚 血 心 筋 の 遊 離 脂 肪 酸 含 量 。 虚 血5分 前 に 生 理 的a水 ま た は プ ロ ブ

ラ ノ ロ ー ル 溶 液 を 静 脈 内 に 投 与 し た 。

oO

H

」



一

戸

して 大 き な 変 化 を 与 え な か っ た 。 た だ し 、 パ ル ミ チ ン酸 だ け は 、 プ

ロ プ ラ ノ ロ0ル に よ っ て 、 や や 上 昇 した 。

3-4虚 血 心 筋 に 及 ぼ す プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル の 作 用

図10は 虚 血 心 筋 に お よぼ す プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル の 作 用 を 示 し て い る 。

こ の 図 か ら わ か る よ う に 、LADの 結 紮5分 前 に プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル

1皿g/kgを 静 脈 内 に 投 与 して か らLADを90分 間 結 紮 し た 群(7例)と

プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル を投 与 し な い でLAD結 紮 の み を 行 な っ た 群(7例)

の 間 で は 、 心 筋 内 各 遊 離 脂 肪 酸 含 量 に 差 が な か っ た 。 っ ま り 、 プ ロ

プ ラ ノ ロ ー ル は 虚 血 に よ る 心 筋 脂 肪 酸 の 上 昇 を ほ ぼ 完 全 に 抑 制 し た 。

右 旋 性 の プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル に っ い て も 同 じ実 験 を 行 な っ て い る が 、

ラ セ ミ 体 の プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル(一 般 的 に は 単 に プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル と

呼 ば れ て い る)で 得 られ た 成 績 と同 じ成 績 が 得 られ っ っ あ る 。

戸
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4考 察

従 来 、 心 筋 の 遊 離 脂 肪 酸 は ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 測 定

さ れ て き た 。 本 実 験 で は 、HPLCを 用 い て 測 定 を 行 な っ た 。 サ ン プ ル

の 前 処 理 の 煩 雑 さ と い う 点 か ら み れ ば 、HPLCを 用 い る 方 法 の 方 が 簡

単 で あ り 、 ま さ っ て い る 。 本 実 験 の 一 つ の 特 徴 は 、ADAM試 薬 を 用 い

て 脂 肪 酸 を 定 量 し た と い う 点 に あ る 。ADAM試 薬 を 用 い る こ と に よ っ

て 、 測 定 感 度 が 上 り 、 心 筋 内 遊 離 脂 肪 酸 の 安 定 し た 測 定 が で き る よ

戸
う に な っ た 。 従 っ て 、ADAM試 薬 にHPLCを 組 合 せ た 方 法 は 、 心 筋 の 遊

離 脂 肪 酸 を 測 定 す る の に 、 簡 便 で し か も 感 度 の 高 い 、 優 れ た 方 法 で

あ る 。

心 筋 内 遊 離 脂 肪 酸 の 正 常 値 は 、 研 究 老 に よ っ て 大 き く 異 な り 、29

n皿ol/gyettissueか ら11,000nm1/gWettissueま で の 報 告 が

あ る(VanderVusse,1983)。 こ の よ う に 値 が 大 き く 異 な る の は 、

心 筋 サ ン プ ル の 採 取 方 法 の 違 い に あ る こ と が 指 摘 さ れ て き た 。 す な

わ ち 、 心 筋 サ ン プ ル を 室 温 で 放 置 し て お く と1ipolysisが お こ り 、

次 第 に 遊 離 脂 肪 酸 の 含 量 が 増 加 し て く る 。 故 に 、 心 筋 サ ン プ ル は 採

取 後 す ぐ に 凍 結 し な け れ ば な ら な い(Fairbairn,1945)。 注 意 深 く

戸

分 析 し たKra璽erandHulan(1978)の ラ ッ ト 心 筋 で の 遊 離 脂 肪 酸 の

値 は 約150n●ol!gyettissueで あ っ た 。 こ の 値 は 、 本 実 験 で 得 ら

れ た 値 に 近 い 。 ま た 、 犬 の 心 筋 で 得 ら れ たWeglichietal.(1973)

の 値(175n旧ol!gyettissue)、 お よ びChienetal.(1984)の 値(

約350n自01!g舵ttissue)も 本 実 験 で 得 ら れ た 値 に 近 い 。

本 実 験 で 得 ら れ た 重 要 な 知 見 の … っ は 、 心 筋 を90分 間 虚 血 に す る

と 遊 離 脂 肪 酸 が1.70か ら3.38倍 に ま で 増 加 す る と い う こ と で あ る 。

21



こ の 増 加 の 程 度 は 脂 肪 酸 の 種 類 に よ って 異 って お り 、 ア ラ キ ドン酸

の 増 加 は 一 番 大 き か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、VanderVusseetal.

(1982)やChienetal.(1984)の 結 果 に 似 て い る 。

虚 血 に よ る 心 筋 の 遊 離 脂 肪 酸 増 加 に 対 し て β 一 遮 断 薬 の 効 果 を み

た 報 告 は 、 知 る 限 り に お い て 、 こ の 報 告 が 初 め て で あ る 。 β 一 遮 断

薬 で あ る プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル(lmg/kg)は 、 虚 血 に よ る 心 筋 遊 離 脂 肪

酸 の 増 加 を ほ ぼ 完 全 に 抑 制 し た 。 こ の 事 実 は 、 プ ロ ブ ラ ノmル の

虚 血 に よ る 心 筋 内 遊 離 脂 肪 酸 増 加 を 抑 制 す る 作 用 は 、 プ ロ ブ ラ ノ ロ

ー ル の 抗 虚 血 な い し は 抗 狭 心 症 作 用 に 関 連 し て い る こ と を 示 唆 す る
。

プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル が ど の よ う な 機 序 で 抗 虚 血作 用 を あ らわ す の か に

っ い て は 、 ま だ 完 全 な 解 答 が 得 ら れ て い な い 。 虚 血 に な る と 心 筋 内

に カ テ コ ー ル ア ミ ン が 放 出 さ れ る の で(SakaiandAbiko,1982)、

プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル は こ の カ テ コ ー ル ア ミ ン の β 一 受 容 体 刺 激 作 用 に

拮 抗 す る こ と に よ っ て 、 虚 血 か ら 心 筋 を 保 護 す る 作 用 を あ らわ す の

で あ ろ う 。 し か し 、 ど の よ う な メ カ ニ ズ ム で カ テ コ0ル ア ミ ン が 心

筋 細 胞 に 障 害 を あ た え る の か は わ か ら な い 。

こ の 疑 問 に 対 す る 一 っ の 考 え 方 と して は 、 カ テ コ ー ル ア ミ ンが β

一 受 容 体 を 刺 激 し 、 そ の た め に 心 筋 細 胞 の 収 縮 力 と興 奮 性 が 増 加 し 、

そ の 結 果ATPの 消 費 が 高 ま り、 エ ネ ル ギ ー の 収 支 バ ラ ン ス が 悪 化 す

る と い う 考 え 方 が 成 り た つ 。 エ ネ ル ギ ー の 収 支 バ ラ ン ス が 悪 化 す れ

ば 細 胞 膜 に 障 害 が お こ る 。 こ の 考 え 方 が 正 しけ れ ば 、 プ ロ ブ ラ ノ ロ

ー ル の 虚 血 か ら の 心 筋 保 護 作 用 は 理 解 で き る 。 しか しa遊 離 脂 肪 酸

と プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル との 関 係 は い ぜ ん と して 不 明 で あ る 。
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カ テ コ ー ル ア ミ ン は 脂 肪 組 織 に お い て リパ ー ゼ の 活 性 を 上 昇 さ せ 、

中 性 脂 肪 を 分 解 して 遊 離 脂 肪 酸 を 生 成 す る 作 用 の あ る こ とが わ か っ

て い る 。 た しか に イ ソ プ ロ テ レノ ー ル を 静 脈 内 に 投 与 す れ ば 血 漿 遊

離 脂 肪 酸 の 儂 度 は 上 昇 し、 こ の 脂 肪 酸 上 昇 は プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル に よ

って 遮 断 さ れ る(Nishi●uraetal.,1983)。 こ れ と同 じ こ とが 心 筋

細 胞 内 で も お こ れ ば 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル が 虚 血 に よ る 心 筋 遊 離 脂 肪

酸 上 昇 を 抑 制 す る と い う 作 用 は 理 解 で き る 。 し か し 、 細 胞 内 に は 中

性 脂 肪 よ り も リ ン脂 質 の 方 が 多 い の で 、 本 実 験 の 結 果 を こ の メ カ ニ

ズ ム の み で す べ て 説 明 で き る と は 思 え な い 。

本 実 験 の 成 績 の 中 で 、 虚 血 に よ る 遊 離 脂 肪 酸 上 昇 の 中 で 一 番 上 昇

が 著 明 だ っ た の は 、 ア ラ キ ド ン酸 の 上 昇 で あ っ た 。VanderVusse

etal.(1982)に よ れ ば 、 心 筋 を 虚 血 に し て も 動 脈 血 と冠 静 脈 血 中

の ア ラ キ ドン酸 儂 度 較 差 は 変 化 し な い と い う こ と な の で 、 虚 血 に よ

る 心 筋 内 ア ラ キ ドン 酸 の 上 昇 は 血 液 中 の ア ラ キ ドン 酸 の 心 筋 内 に 蓄

積 し た か らで は な い 。 ま た ア ラ キ ド ン酸 は 主 と して リ ン脂 質 の 中 に

見 出 さ れ る の で 、 虚 血 で 心 筋 の ア ラ キ ドン 酸 が 上 昇 し た と い う こ と

は 、 虚 血 に よ って 心 筋 細 胞 膜 内 に あ る リ ン 脂 質 の 分 解 が お こ っ た こ

とを 示 唆 す る 。 心 筋 内 に は 、 ホ ス ホ リパ ー ゼAも ホ ス ホ リパ0ゼ

Cも 存 在 す る(Weglicki,1980)。 ま た 細 胞 膜 の ボ ス ホ リパ ー ゼ 活

性 は イ ソ プ ロ テ レノ ー ル に よ っ て3-4倍 上 昇 し 、 こ の 上 昇 は プ ロ ブ

ラ ノ ロ ー ル に よ って 遮 断 さ れ る こ とが わ か って い る(Fransonet

al.,1977)。 従 って 、 虚 血 に よ って ま ず カ テ コ ー ル ア ミ ン が 心 筋 内

に 遊 離 し 、 こ の カ テ コ ー ル ア ミ ン が β 一 受 容 体 を 刺 激 して ホ ス ホ リ
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パ ー ゼ の 活 性 を 上 昇 さ せ 、 そ の 結 果 リ ン 脂 質 の 分 解 が お こ り 、 心 筋

内 に 遊 離 脂 肪 酸 が 蓄 積 す る と考 え られ る 。 ま た 、 虚 血 に よ る 遊 離 脂

肪 酸 の 心 筋 内 蓄 積 は 、 プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル の 前 投 与 に よ って 防 止 さ れ

る と い う こ と に な る 。

プ ロ ブ ラ ロ ー ル は β 一 受 容 体 遮 断 作 用 の 他 に 膜 安 定 化 作 用(局 所

麻 酔 作 用)も も って い る 。 故 に 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル の 作 用 に う ち 、

β 一 遮 断 作 用 が 虚 血 に よ る 心 筋 内 遊 離 脂 肪 酸 の 上 昇 抑 制 に 役 立 って

い る の か 、 膜 安 定 化 作 用 が 役 立 っ て い る の か わ か ら な い 。 こ の た め 、

プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル の 光 学 異 性 体 で あ るd。 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル を 用 い

て 同 じ実 験 を 現 在 行 な って い る 。 現 在 ま で に 得 られ た 成 績 に よ れ ば 、

d一 プ ロ プ ラ ノ ロ0ル も プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル 同 様 虚 血 に よ る 心 筋 内 遊

離 脂 肪 酸 増 加 を 抑 制 す る 。 従 っ て 、 プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル の 膜 安 定 化 作

用 も β 一 遮 断 作 用 同 様 に 虚 血 に よ る 心 筋 内 遊 離 脂 肪 酸 の 蓄 積 に 貢 献

して い る と 思 わ れ る 。 しか し 、 膜 安 定 化 作 用 が ど の よ う に して 虚 血

に よ る 遊 離 脂 肪 酸 の 蓄 積 防 止 に 役 立 って い る の か に っ い て は ま だ 不

明 で あ る 。
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5要 約

(1)ADAM試 薬 と高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 用 い る こ と に よ っ て 、

心 筋 内 遊 離 脂 肪 酸 が 比 較 的 簡 単 に 定 量 で き る よ う に な っ た 。 同 定 、

定 量 し た犬 心 筋 遊 離 脂 肪 酸 は ラ ウ リ ン酸 、 ミ リス チ ン 酸 、 パ ル ミ ト

レ ン酸 、 ア ラ キ ド ン酸 、 リ ノ レ ン 酸 、 パ ル ミ チ ン酸 、 オ レ イ ン 酸 、

ス テ ア リ ン酸 の8種 で あ っ た 。 こ れ ら遊 離 脂 肪 酸 の 合 計 は239.5

戸
n●ol/9yettissueで あ っ た 。

(2)犬 の 冠 動 脈 前 下 降 枝(LAD)を90分 間 完 全 結 紮 す る と 、 虚 血 に

な った 部 位 の 心 筋 内 の 遊 離 脂 肪 酸 の 含 量 が1.70-3.38倍 増 加 し た

(と く に ア ラ キ ドン酸 の 増 加 が 著 明 で あ っ た)。

(3)虚 血 に よ る 心 筋 内 遊 離 脂 肪 酸 の 増 加 は 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル(1

皿g/kg,i.v.)に よ っ て ほ ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ た 。

(のLADを 結 紮 す る と 、 虚 血 に な っ た 心 筋 内 に カ テ コ ー ル ア ミ ン の

戸
遊 離 が お こ り、 こ の カ テ コ0ル ア ミ ン が ボ ス ホ リパ ー ゼ の 活 性 を 上

昇 さ せ 、 こ の た め に 遊 離 脂 肪 酸 が 心 筋 内 に 蓄 積 す る こ と が 示 唆 さ れ

た 。
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