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は しが き

心筋 における虚血 ・再潅流障害の重要 な原 因は、酸素の心筋への供

給の低下であるが、我々は虚血 ・再潅流障害の原因は心筋への酸素供

給の低下ばか りではなく、虚血 ・再潅流中に心筋組織 に蓄積する虚血

毒(活性酸素,リ ゾホスファチジルコリン(LPC)、 長鎖アシルカルニチン

など)が心筋細胞 にさらなる障害 を与えることが重要な原因であるとい

う仮説 を立てている。

この仮説の真偽 を確かめるのが本実験の第1の 目的で、第2の 目的は

虚血 ・再潅流障害に一酸化窒素(NO)が どのように関与 しているのか を

知ることである。 この理由は、近年、LPCは 一酸化窒素(NO)の 合成 を

促進すること、 ならびに内因性のNOが 活性酸素 による組織障害を抑

制することが報告 されているからである。

まず、虚血毒 と思 われる過酸化水素(H202)、LPC、 または

palmitoyl-L-carnitine(PALCAR)を ラ ッ ト潅流心臓 に投 与す る と、心機

能やエ ネルギー代 謝 に著 しい障害(虚 血 ・再 灌流 障害 に似 た障害)が お

こるこ とを確 かめた。 これ ら虚血毒 による心筋 障害が 、虚血 ・再灌流

障害 を抑 制す る作用 を もってい るこ とが確 かめ られてい るdilazepや

K-7259な どに よって軽減 す るこ とを認 めた。 この事 実 は、我 々の仮

説が正 しい ことを示 唆する。

しか し、 これ らの薬物 が どの ような作用機序 で、H202に よる心筋 障

害 を抑 制す るかは明 らかで ない。 そ こで、dilazepやK-7259が 潅流心臓

においてNO産 生 を促進 す るか否 か を検 討 した。 しか し、dilazepま た

はK-7259を 投 与 して も、冠流出液中のNO2 ,NO3遊 離量(高 感度の オゾ

ン化学発 光法 を用 いて測 定)に 有 意 な経 時的変化 が認 め られ なかった。

従 って、dilazepやK-7259は 冠流 出液 中のNO2+NO3遊 離量 に影響

を及 ぼ さない こ と、 す なわ ちNO産 生 を促 進 しない ことを示 した。 し

たが って、過酸化水 素 に対 す るdilazepやK-7259の 心筋保護作用 の機序

に、NOが 関与 する可 能性 は少 ない もの と思 われる。
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研究成果(引用論文の番号は原著論文番号をあらわす)

1虚 血毒 の心筋 に対 す る作用

虚血 ・再潅流 に よって心筋組織 に蓄積 し、 しか も心筋 に対 して

虚血 ・再潅流 障害 に似 た障害 をお こす物 質 を我 々 は虚血毒 と呼 ん

でい る。虚血毒 と しては、活性 酸素、 リゾ リン脂 質、 アシルカル

ニチ ンが ある。本研 究 で は、それ らの代表 であ る過 酸化水 素

(H202)、 リゾホス ファチジル コリン(LPC)、 な らびにパ ル ミ トイル

カルニチ ン(PALCAR)を 用 いた。

a)H202:H202は 心筋細胞 内のCa2+を 上昇 させ(1)、 心筋 の収縮 能 を

低 下 させ 、エネルギ ー代 謝 に障害 を与 えた(3,10)。H202に よる心

筋 の障害 は、虚血 ・再 潅流 に よる障害(8,13)と 非常 に よ く似 てい

た。

b)LPC:LPCは 心筋細胞 内のCa2+を 上昇 させ た(4,6,15)。 また、心

筋 の収縮 能 を低下 させ、エ ネルギー代 謝 に障害 を与 える ことは、

今 まで に報告 して きた。LPCに よる心筋 の障害 は、虚血 ・再潅流

による障害(8,13)と 非常 に よ く似 ていた。 さ らに、LPCは 心筋 の

非特異 的陽イオ ンチ ャネル を開口す る こ とを明 らか に した(2)。

LPCが 細胞 内Ca2+を 上昇 させ る原 因の一つ に この作用 が考 え られ

る。

c)PALCAR:PALCARもLPCと 同 じように両親媒性 の物 質 なので、

細胞 膜 に取 り込 まれ、細胞 に障害 をお こす こ とが考 え られ る。事

実、PALCARはH202やLPCと 同 じような作 用、つ ま り虚血 ・再潅

流 障害 に似 た障害 を心筋 細胞 に与 え るこ とが明 らか とな った(5,9,

12)0
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)b

C

虚血毒 に よる心筋 障害 を抑 制す る物 質

B一遮 断薬:信 遮 断薬 はH202やLPCに よる心筋 内Ca2+濃 度 の上昇 と

心筋 障害 を抑 制す る(1,4,7)が 、すべ てのB遮 断薬が抑制 す るわけ

では ない。虚血毒 に拮抗 す るの はB遮 断作用 では な く、お遮 断薬

の もつ膜安 定化作 用 と疎水性 のためであ る と考 え られ る。 その証

拠 にd-propranololはdl-propranololと 同程度 に虚血毒 による作 用 を

減弱す る(4)。

Ca2+チ ャネル遮 断薬:Ca2+チ ャネル遮 断薬 も虚血毒 の作用 に拮

抗 す るが、その作 用 の本体 はCa2+チ ャネル遮 断作用 で あ る とは考

え られ ない(15)。 この場 合 に も疎水性 が 関係 してい る ようであ

る。

DilazepとK-7259:K-7259はdilazepの 誘導体 であ るが、dilazepの

よ うなadenosinepotentiatingactionは 弱 く、冠動脈 を拡 張 す る作

用 も弱 い。 しか し、dilazep同 様 に虚血 ・再潅流 障害 を抑制 す る(8)

と ともに、PALCARに よる心筋 障害 を軽 減す る(5 ,9)。 また、K

7259に よる心筋保 護 は、K-7259が 心筋 の機能 に何 らの影響 を及

ぼ さない濃度 で発揮 す るので、 いわ ゆるenergysparingeffectの た

めでは ない。興 味あ る ことに、LPCとPALCARは 赤 血球 の溶血 を

お こすが、dilazepとK-7259は 享容血 を抑制 す る(14)。 従 って、

dilazepやK-7259は 細胞膜 に直接作用 して、虚血毒 に よる細胞 膜

の破 壊 を守 る作用 が あ る と考 え られ る。

3NOの 関与

活性酸素は、心筋 における虚血 一再潅流障害の主要な原因物質のひ

とっ と考 えられてい る。先に我々は、活性酸素の0種 である過酸化水
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素(H202)を ラ ッ ト潅流心臓 に投与 す る と、心機能やエ ネルギ ー代 謝 に

著 しい障害が発 現す る こ と、 さ らにH202に よる これ らの心筋 障害が、

dilazep(1μM)やK7259(1μM)に よって軽 減 され るこ とを認 めた。

しか し、 これ らの薬物が どの ような作 用機序 で、H202に よる心筋 障害

を抑 制す るかは明 らかで ない。近年 、内 因性 の酸化窒素(NO)が 活性

酸素 に よる組織 障害 を抑 制 す る こ とが報告 されてい る。 そ こで本研 究

では、dilazepやK-7259が 潅流 心臓 においてNO産 生 を促 進 す るか否か

を検 討 した。

実験 方 法

(1)潅 流 方 法 ・

雄 性Sprague-Dawleyラ ッ ト(9～10週 令)か ら摘 出 した 心 臓 を 、95

%02+5%CO2で 平 衡 に したKrebs-Henseleitbicarbonate液(組 成:

NaCI118mM,KCI4.7mM,KHZPO41.2mM,MgSO41.2mM,CaCl22.5

mM,NaHCO325mM,glucosellmM)を 用 い てLangendorff式 に 潅 流

した 。 潅 流 は 定 流 量 潅 流(10ml/min)と し、 電 気 刺 激 に よ り心 拍 数 を

一 定(300beats/min)に した
。 約20分 潅 流 し心 臓 を安 定 させ た 後 、 大

動 脈 カニ ュ ー レの側 管 よ りdilazepま た はK-7259(両 薬 物 と も最 終 濃

度 と して1μM)の 注 入 を 開 始 した 。 注 入 は0.1ml/minの 割 合 で18分 間

行 っ た 。 薬 物 投 与 前 、 薬 物 投 与5、10お よ び18分 後 に 冠 流 出 液 を採

取 し、 こ れ を凍 結 保 存 した 。

(2)Nitrite(NO2)、Nitrate(NO3)総 量 の 定 量

潅 流 心 臓 に お け るNO産 生 の 指 標 と して 、 冠 流 出 液 中 のNO2お よ び

NO3総 量 を測 定 した 。 採 取 し た 冠 流 出 液100μ1に 、Aspergillus硝 酸 還

元 酵 素(1U/m1)、B-NADPH(500μM)お よ び 蒸 留 水120m1を 加 え 、 一一
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時間室温で放置 す るこ とに よ り、冠流 出液 中のNO3をNO2に 還元 し

た。 これ に、2.8NNaOH40m1を 加 え還元 反応 を停止 させ た後 、得 ら

れたサ ンプル20mlを 、1%ヨ ウ化 カ リウム を含 む酢 酸5mlを 入れた専

用 のチ ャ ンバ ー内へ注 入 した。 そのチ ャンバ ー内でNOを 、NOガ ス

analyzer(SiversNOanalyzer;Model270B)を 用 いた オゾ ン化学発 光法

で定量 した。 この方法 は、還元 されたNOが オゾ ン と反応 す る こ とに

よ り産生 された二酸化窒素 の0部 が励起 され、 それが基 底状態 に戻 る

際の発 光(600-3000nm)の 強 さ(NOの 分子数 に比例す る)を 測 定す る

もの であ る。 この操作 に よ り得 られた発光強度 の ピークをイ ンテ グ

レーター(HewlettPackard3396)を 用 いて記 録 した。 なお、既 知濃度

の亜硝 酸 ナ トリウム溶 液か ら検量線 を作成 し、冠流 出液 中のNO2お

よびNO3総 量 を算 出 した。

実験結 果

表1に 示 した ように、dilazep(1μM)ま た はK7259(1μM)投 与 に よ

る冠流 出液 中NO2,NO3遊 離量 に、有意 な経 時的変化 は認 め られなか っ

た(ANOVAに おいてP>0.05)。

なお、PALCARに よる心筋 障害 がNG-L-arginine(L-NAME)に よって

抑 制 されるか否 か を実験 した ところ、L-NAMEはPALCARに よる心筋

障害 を抑 制 したが、 この抑制 はL-arginineに よって逆転 す る ことが出

来 なか った。 この事 実 はL-NAMEに よるPALCARの 心筋 障害抑 制 はNO

とは関係 ない ことを示 す ものである。
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表1冠 流 出 液 中 のNO2,NO3遊 離 量 に お よ ぼ すDilazepとK-7259の 影

響

NO2+NO3遊 離 量(nmol/9/min)

Dilazep K-7259

薬物投与前

薬物投与

5分 後

10分 後

18分 後

1.8±0.22.3±0.1

2.2±0.12.5±0.3

1.8±0.22.3±0.2

1.8±0.21.9±0.3

各値 は平 均 値 ±標 準 誤 差 。Dilazep(1μM)投 与 群 お よ びK-7259(1

mM)投 与 群 の 例 数 は 、 い ず れ も4で あ る。

考 察

NOは 心筋 や冠血管 内皮 において産生 され るこ とが知 られて いる。

本 実験 では、dilazepとK-7259が 潅流心臓 においてNO産 生 を促 進 す る

か否か を検 討 した。NOは 通常気体 として存在 す るた めに、冠流 出液

中 のNOを 正確 に定量 す るこ とは困難であ る。 そ こで、 我 々は、NOの

代 謝産物 で あ るNO2お よびNO3量 を、高感 度のオ ゾ ン化学発 光法 を用

いて測 定 す る こ とに よ りNO産 生 を評価 とした。本実験 で は、潅流心

臓 におい て過 酸化水 素 による心筋 障害 を著 明 に抑 制す るdilazep(1μM)

とK7259(1μM)の 濃 度 を用 いた。

本 実験 の結 果 は、dilazep(1μM)とK-7259(1μM)が 、冠流 出液 中の
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NO2+NO3遊 離量 に影響 を及 ぼ さない こ と、 す なわ ちNO産 生 を促進

しない ことを示 した。 したが って、過酸化水 素 に対 す るdilazepやK-

7259の 心筋保護作用 の機序 に、NOが 関与す る可能性 は少 ない もの と

思われる。

さらに、PALCARに よる心筋 障害 に対す るNOの 関与 は少 ない ことが

分 かった。

以上 の ことか ら、虚血 ・再 潅流障害 にNOが どの ように関 わ って い

るのか とい う結論 を出す ことは まだで きない。我 々の行 った実験 か ら

は虚血 ・再 潅流障害 に対 す るNOの 関与 は む しろ否 定的 であ る。

総括

虚血 ・再潅流による心筋障害の原因は酸素供給の不足によるエネル

ギー不足 によると考え られるが、心筋障害 の原 因はエネルギー不足 ば

か りではなく、虚血 ・再潅流によって心筋内に虚血毒が発生すること

が障害をさ らに増悪させ ることが明らか となった。虚血毒 として現在

考え られているのは、活性酸素、リゾリン脂質、アシルカルニチ ンで

ある。また、 これ らの虚血毒の作用を抑制す る物質が あり、 この物質

が新 しいメカニズムをもつ抗虚血薬 として医学 に登場する日が来る こ

とを期待 している。

虚血 ・再潅流障害にNOが どのように関わっているかは重大な こと

であ り、本研究で も種々検討 してみたが、結果的にははっき りせず、

NOの 関与はむしろ否定的であった。文献を調べて も、虚血 ・再潅流

障害にNOが どのように関わっているか につ いては、まだ結論が 出て

いない。また、NOは 虚血 ・再潅流障害 を抑制するように作用 してい

るのか、その逆であるのかの議論にも賛否両論があり、結論 が出てい

ないのが現状である。
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