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は し が き

カル シ ウ ムパ ラ ドッ ク ス とは1966年 にNature誌 に発 表 され た もの で 、

心 臓 を カ ル シ ウム フ リー の 栄 養 液 で灌 流 して か ら、 正 常 の カ ル シ ウム 濃度 の 栄

養液 で 灌流 す る と、 心 筋組 織 が 障 害 を 受 け る現 象 を い う。

本研 究 は、 カ ル シ ウム パ ラ ドック ス とい う現 象 を利 用 して、 心 筋 細胞

膜 が破 壊 され る メカ ニ ズ ム を調 べ 、 し らべ られ た メカ ニ ズム か ら どん な薬 物 が

細 胞 膜 の破 壊 を 阻止 で き る のか を検 討 した もの で あ る。 この 研 究 に よ っ て、 す

ぐれ た虚 血 心 筋 保 護 薬 の 開 発 の 手 が か りが 得 られ る と考 え られ る。 虚 血 心 筋 保

護 薬 は 虚 血 性 心 疾 患 の 治 療 に も ち い られ る ばか りで は な く、 臓 器 移 植 の さ い に、

と りだ され たdonnorの 臓 器 の 長 期 保 存 液 と して利 用 さ れ る と考 え ら れ る。

本 研 究 の成 果 か ら、 細胞 膜 の ナ トリウ ム チ ャネ ル を抑 制 す る作 用 が、 心 筋 を カ

ル シ ウム パ ラ ドッ クス や 虚血 再 灌 流 障 害 か ら保 護 す るの に、 重 要 で あ る可能 性

が 示 唆 され た。 ナ トリウ ム チ ャ ネ ル抑 制 作 用 に 関 して は、 い ま ま で あ ま り重 要

と考 え られ て い な か っ た。 した が って 、 こ れか らの新 しい心 筋 保 護 薬 の開 発 に

新 しい試 金 石 を投 じた とい うこ とが で き る。
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研 究 成 果

1.研 究 目的

心 臓 は た えず 拍 動 して 全 身 に血 液 を送 っ て い る。 その 心 臓 の 収 縮 弛 緩 す る

拍 動 ご とに、 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム 濃度 は10-4Mか ら10`'Mへ と変 化 して い る。

この よ うに心 筋細 胞 内 の カ ル シ ウム 濃度 を 的 確 に調 節 す る こ とが、 心 臓 の機 能

を正常 に保 っ こ とに重 要 で あ る。 心 筋 細 胞 が 虚 血 に よ って 障 害 され る とき、 心

筋細 胞 内 の カ ル シ ウ ム 濃度 は 上 昇 して いる 。 した が っ て心 筋 細 胞 が 虚 血 障 害 に

陥 っ た とき は、 細 胞 内 の カ ル シ ウム濃 度 の 調 節 が 、 損 な われ て い る と考 え られ

る。 したが っ て、 心 筋 細 胞 と細 胞 内 の カ ル シ ウム 濃度 との 関 係 を詳 しく調 べ る

こ とは、 虚 血 障 害 が お こ る メカ ニ ズ ム を解 明 し、 心 筋 細 胞 を 虚 血 障 害 か ら保 護

す る薬 物 を開 発 す るの に、 重 要 な て が か りを与 え て く れ る と考 え ら れ る。

本 研 究 の 目的 は、 カ ル シ ウ ム パ ラ ドック ス と い う現 象 を利 用 して 、 心

筋細 胞 が 破 壊 さ れ る メ カ ニ ズ ム を調 べ 、 調 べ られ た メ カニ ズ ム か ら どん な薬 物

が細 胞 の 障 害 を阻 止 で き る の か を検 討 す る こ とで あ る。 そ の ため に 次 の4つ の

実験 を行 な っ た。

(1)心 臓 か ら分 離 した心 筋 細 胞 を も ち い て、 カ ル シ ウム パ ラ ドッ クス の とき

の 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 を、 蛍 光 カ ル シ ウム 指 示薬 で あ るfura-2を も

ち いて 測 定 した。 また カ ル シ ウ ム拮 抗 薬 ジ ル チ アゼ ム と、 β 一遮 断 薬 プ

ロ プ ラ ノロー ルの 作 用 を 検 討 した。

(2)左 心 房 標 本 を もち い て、 カ ル シ ウム パ ラ ドッ クス 時 の張 力 と細 胞 内 カ ル

シ ウム 濃 度 を 同時 に測 定 し、 両 者 の 間 の 関 係 を 検討 した。 ま たプ ロ プ ラ

ノ ロー ルの 作 用 を検 討 した。

(3)分 離心 筋 細 胞 を も ち い、 細 胞 内 の ナ トリウ ム とカ ル シ ウムの 両 方 を 増 加

させ て 細 胞 障 害 を お こす ベ ラ トリジ ンを作 用 させ、 この 時 の 細 胞 障 害 に

対 す る い ろ い ろ な薬 物 の 作 用 を検 討 した。

(4)灌 流 ラ ッ ト心 臓 を も ち い 、 虚 血 再 灌 流 障害 に対 す る薬 物 の作 用 を検 討 し

た。
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以 下 そ れぞ れ の 実 験 につ い て 述 べ る。

2.心 筋 細 胞 で の カ ル シ ウ ム パ ラ ド ッ ク ス と細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度

(1)実 験 方 法

ラ ッ トか ら心 臓 と り だ し、 コ ラ ゲ ネ ー ス 処 理 す る こ と に よ り心 筋 細 胞

を 分 離 した 。 分 離 し た 心 筋 細 胞 に 蛍 光 カ ル シ ウ ム 指 示 薬FURA-2を と り こ ま せ た 。 ,

そ の の ち1mMの カ ル シ ウ ム を ふ く むKrebs-Ringer-HEPESバ ッ フ ァ ー(KR-

HEPES液)に 浮 遊 さ せ て か ら、 カ ル シ ウ ム フ リ ー のKR-HEPES液 に か え 、 ふ た た び

KR-HEPES液 の カ ル シ ウ ム 濃 度 が1mMに な る よ う に 、 カ ル シ ウ ム を く わ え た 。

こ の 時 の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 測 定 装 置(日 本 分 光

CAF-110)を 用 い て 測 定 した 。 ま た カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 ジ ル チ ア ゼ ム(1μM)と

β 一遮 断 薬 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル(1μM)の 作 用 を 検 討 し た 。

(2)実 験 結 果

細 胞 外 液 中(KR-HEPES液)に1mMの カ ル シ ウ ムが 存 在 す る と きの 細

胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 は、 約100nMで あ っ た。 カ ル シ ウ ム フ リー の 液 にか え

る と細 胞 内 の カル シ ウ ム 濃 度 は 、 約50nMに 低 下 した。 そ こへ1mMの カ ル

シ ウム を くわ え る と、10分 後 に細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 は、600nMに 上 昇

した。 ジル チ アゼ ム を あ らか じめ、KB-HEPES液 に くわ え て お く と、 細 胞 内 カ ル

シ ウム 濃度 の 上 昇 は、400nMに 抑 制 さ れ た。 また プ ロプ ラ ノ ロ ー ル を くわ

え た場 合 も、 細 胞 内 カ ル シ ウム 濃度 の 上 昇 が、300nMに 抑制 さ れ た。

(3)考 察

分 離 心 筋 細 胞 に お いて 、 カル シ ウ ム フ リー か ら1mMの カ ル シ ウ ム を

くわ え る こ と に よ り、 細 胞 内 カ ル シ ウム 濃 度 は カ ル シ ウム フ リー に す る以 前 の

濃度 以 上 に上 昇 し、 心 筋 細 胞 に細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃度 を 正 常 に保 っ こ とが で き

な い、 な ん らか の 障 害 が お こっ て い る こ とが示 唆 され た。 ジ ルチ ア ゼ ム とプ ロ

プ ラ ノ ロー ル は、 こ の細 胞 内 カ ル シ ウム 濃 度 の 上 昇 を 抑 制 したが、 そ の メ カ ニ

ズ ム が、 カ ル シ ウム 拮 抗 作 用 や 、 β 一遮 断 作 用 に よ る もの か どう か に つ い て は、
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この 実 験 か ら は明 らか で は な い。 しか し、 今 回 も ち い た細 胞 は静 止 した状 態 に

あ り、 収 縮 して い な い。 ま た カ ル シ ウ ム フ リー の 際 に 収 縮 が お こ る とは 考 え に

く く、 よ くい わ れ る心 収 縮 を抑 制 す る た め に細 胞 の エ ネ ル ギ ー 消 費 を抑 制 して 、

保 護 効 果 を表 わ した とは 考 え に くい。 現 在 カ ル シ ウム パ ラ ドック ス が 起 こ る メ

カニ ズ ム に関 して は、2つ の 説 が あ る。1っ は、 カ ル シ ウム フ リー の さい に細

胞膜 が 障 害 さ れ て、 カ ル シ ウム をふ た たび くわえ た とき に 大 量 の カ ル シウ ム 細

胞 内 に 流 入 して細 胞 障 害 が 起 こ る と言 う説 で あ る。 も う1つ は、 カ ル シ ウ ム プ

リー の さ い に細 胞 内 に ナ トリ ウ ムが 貯 留 し、 カル シ ウ ム を くわ え た とき に た ま

っ た ナ トリ ウ ム を ナ トリ ウム ー カ ル シ ウム 交換 系 が 逆 方 向 に は た ら い て、 そ れ

に よっ て、 カ ル シ ウム が細 胞 内 に流 入 す る とい る 説 で あ る。 いず れ に して も、

ジル チ アゼ ム とプ ロプ ラ ノ ロー ルは、 カル シ ウム フ リー の あ い だ に お こ る心 筋

細 胞 に起 こ る変 化 を抑 制 して、 カル シ ウム を ふ た たび く わ え た さ い の 細 胞 内 カ

ル シウ ム 濃度 の 上 昇 を抑 制 した と、 考 え る の が も っ と も可 能 性 が 高 い と思 わ れ

た。

(4)結 論

分 離 心 筋 細 胞 にお いて 、 カ ル シ ウム フ リー に して ふ た たび カ ル シ ウム を

くわ え る と、 細胞 の 細 胞 内 カ ル シウ ム濃 度 の調 節 機 能 が 障 害 され て 、 細 胞 内 カ

ル シ ウ ム濃 度 が正 常 の 値 を こ え て上 昇 した。 ジル チ ア ゼ ム とプ ロ プ ラ ノロ ー ル

は、 この 細 胞 内 カ ル シ ウム 濃 度 の上 昇 を抑 制 した。
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3.左 心 房 標 本 で の カ ル シ ウム パ ラ ドック スの さ い の、 張 力 と細 胞 内 カル シ ウ

ム 濃度 の 関 係

(1)実 験 方 法

ラ ッ トか ら左 心 房 を と りだ し、fura-2/AMと3時 間 か ら5時 間 イ ンキ ュ

ベ イ シ ョ ン して、fura-2を 取 り込 ませ た。 この 左 心 房 標 本 を カ ル シ ウム 濃 度 測

定 装 置 の組 織 灌 流 チ ャ ン バ ー に 固定 し、 一 端 を圧 トラ ン ス ジ ュ ー サ ー にっ な い

で 、 発 生 張 力 と細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 を 同時 に測 定 で き る よ うに した。 静 止 張

力 を0.5gか け、1Hzで 電 気刺 激 した。 この 状 態 で カ ル シ ウム2.4mMを

ふ くむ栄 養 液 で 灌 流 して か ら、 カ ル シ ウ ム フ リー の液 にか え10分 間 灌 流 した

あ と、 ふ た た び2.4mMの カ ル シ ウ ム を ふ くむ 栄養 液 に か え て10分 間 灌 流

した。 こ の時 の 張 力 と細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 の 関 係 を 検 討 した。 ま た カ ル シ ウ

ム フ リー に す る 直前 か らカ ル シ ウム フ リー終 了時 まで プ ロ プ ラ ノ ロー ル(1

μM)が 存 在 した場 合 に っ い て も検 討 した。

(2)実 験 結 果

fura-2を 取 り込 ませ た 左心 房 標 本 で、 細 胞 内 カ ル シ ウム と張 力の 同時

測 定 が 可能 で あっ た。 カ ル シ ウ ム フ リー の液 で灌 流 す る と、 張 力 は も との20

%に 減 少 した が、 この 際 収 縮 時 の細 胞 内 カ ル シウ ム 濃 度 は減 少 した が、 拡 張 時

の 細 胞 内 カ ル シ ウム 濃 度 は か え っ て上 昇 した。 灌 流 液 の カ ル シ ウム 濃 度 を2.4

mMに も どす と、 張 力 は カ ル シ ウム フ リー にす る 前 の43%に な っ た。 収 縮 時

の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 は カ ル シウ ム フ リー に す る前 の レベ ル に ま で 上 昇 し、

拡 張 時 の カ ル シ ウ ム濃 度 も、 カ ル シ ウ ム フ リー の 時 の 濃 度 以 上 に上 昇 して、 収

縮 と拡 張 時 の 細 胞 内 カ ル シウ ム 濃度 の 差 が せ ま く な っ た。

プ ロ プ ラ ノロ ー ル は張 力 を79%減 少 さ せ た が、 この 時 細 胞 内 の カル

シ ウム 濃 度 は 収縮 時 、 拡 張 時 と もに上 昇 した。 プ ロ プ ラ ノ ロー ル存 在 下 で カル

シ ウム フ リー にす る と、 張 力 は プ ロ プ ラ ノ ロー ル 投 与 以前 の 値 の25%に 減 少

した 。 この 値 は プ ロ プ ラ ノロ ー ル の あ る な しで 差 が な か っ た 。 収 縮 時 の細 胞 内

カル シ ウ ム濃 度 は、 プ ロ プ ラ ノ ロー ル が な い場 合 と同様 減 少 した。 拡 張 時 の 細

胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 も減 少 し、 プ ロプ ラ ノ ロー ル が な い場 合 上 昇 したの と異 な

っ た。 灌 流 液 の カ ル シ ウ ム 濃度 を2.4mMに も どす と、 張 力 は も との 値 の7
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9%に 回 復 した。 細 胞 内 カ ル シ ウム濃 度 は 収縮 時 、 拡 張 時 と も に上 昇 したが 、

プ ロプ ラ ノ ロ ー ルが な い場 合 に み られ た 両者 の 差 が せ ま くな る こ と は なか っ た。

(3)考 察

本 来 で あ れ ば、 カ ル シウ ム パ ラ ドッ ク ス は カ ル シ ウム フ リー に した後 、

カ ル シ ウム を再 び くわ え る と、 張 力 が 上 昇 し細 胞 内 カ ル シ ウム 濃度 も異 常 に上

昇 す るは ず で あ る。 しか し、 こ の 実験 で は 異 常 な 張 力 と細 胞 内 カル シ ウム 濃 度

の 上 昇 は み ら れ な か っ た。 そ の 原 因 は灌 流 液 を切 り替 え て か ら、 組 織 灌 流 チ ャ

ンバ ー 内 の灌 流 液 が 完 全 に入 れ 替 わ る まで に時 間 が か か り、 チ ャ ンバ0の 灌 流

液 が 完 全 に カ ル シ ウム フ リー の 状 態 に な らな か っ た こ とが あ げ られ る。 も う少

し長 時 間 カ ル シ ウム フ リー の灌 流 液 で 灌 流 す れ ば よか っ たの で あ る が、 左 心 房

に取 り込 ませ たfura-2が 時 間 と と も にで て しま い、 不 可 能 で あ っ た。 した が っ

て、 この 実 験 で は、 カ ル シ ウ ム パ ラ ドッ ク スの 現 象 を観 察 す る こ と は で き な か

っ た。 しか し張 力 と細 胞 内 カ ル シ ウム 濃度 の 関係 で重 要 な こ とが わ か っ た。 張

力 の 減 少 と増 加 と、 細 胞 内 カル シ ウ ム 濃度 とは パ ラ レル に動 か な い と い う こ と

で あ る。 す な わち 細 胞 外 液 の カ ル シ ウ ム を フ リー にす る と、 当然 張 力 は減 少 す

る が、 拡 張 時 の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 はか え っ て 上 昇 したの で あ る。 した が っ

て、 この場 合 は細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 以 外 に も張 力 に影 響 を 与 え る 因子 が あ る

こ とに な る。 また この時 、 拡 張 時 の 細 胞 内 カ ル シ ウム 濃度 の 調 節 機 構 が障 害 さ

れ て い る 可能 性 が あ る。 カ ル シ ウム フ リー の 液 で 灌 流 して い る間 は 、 細 胞 外 か

ら細 胞 内へ 流 入 す る カ ル シ ウ ム の量 は 減少 す るは ず で あ る か ら、 収 縮 時 に は お

そ らく細 胞 内 の カ ル シ ウ ム ス トアか らの カ ル シ ウム の 放 出 が増 加 す るで あ ろ う。

拡張 時 にはSRの カ ル シ ウム の 取 り込 み か、 細 胞 外 へ の カ ル シ ウム の 排 出 が 抑

制 され て い る の 可 能 性 が あ る。 興 味 が あ る の は、 プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル は そ れ 自体

で張 力 を減 少 させ たが、 この 時 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 を少 な く とも 減 少 させ な

か っ た こ とで あ る。 この こ とか らも、 張 力 を規 制 す るの は 細 胞 内 カ ル シ ウム 濃

度 だ け で な い こ とが わ か る。 そ して プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル が、 カ ル シ ウ ム フ リー の

液 での 灌 流 の さい に み られ た、 拡張 時 の 細 胞 内 カ ル シ ウム 濃 度 の 上 昇 を抑 制 し

た こ とか ら、 プ ロプ ラ ノロ ー ル は カ ル シ ウム フ リ ー の 間 に お こ る細 胞 機 能 障害

を抑 制 す る こ とが わ か っ た。 こ の た め に灌 流 液 の カ ル シ ウ ム 濃 度 を も とに戻 し

9



た時、 張 力 の 回復 が プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル が あ る場 合 の 方 が 高 か っ た とか んが え ら

れ る。

(4)結 論

ラ ッ ト左 心 房 に お い て、 そ の 発 生 張 力 は 細 胞 内 カ ル シ ウム 濃度 だ け で

規 制 され て い るの で は な く、 そ れ 以 外 に も、 重 要 な 規 制 因子 が あ る と考 え られ

る。 カ ル シ ウ ム フ リー で灌 流 す る と、 拡 張 時 の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 を調 節す

る機 構 が 障 害 さ れ る。 プ ロ プ ラ ノ ロー ル は この カ ル シ ウム フ リー の あ い だ にお

こる障 害 を抑 制 す る。

10
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4.分 離 ラ ッ ト心 筋 細 胞 に お け る べ う ト リ ジ ン が ひ き お こ す ナ ト リ ウ ム な らび

に カ ル シ ウ ム オ ー バ ー ロ ー ドに よ る 細 胞 障 害 に 対 す る 薬 物 の 効 果

(1)方 法

① ラ ッ ト の 心 臓 か ら心 筋 細 胞 を 分 離 し た 。 心 筋 細 胞 はCaCl2を 最 終 濃 度 で

1mMふ く むKrebs-RingerHEPESbuffer、pH7.4、37℃(KR-HEPES)に 浮 遊 さ

せ て 、 実 験 に 供 す る ま で 十 分 に 酸 素 を 通 気 した 状 態 で 室 温 に て 保 存 した 。

② ベ ラ トリ ジ ン に よ る心 筋 細胞 の 形 態 変 化 を 観 察 した。 心 筋 細 胞 はKB-

HEPESに 浮 遊 させ て 、40倍 あ る い は100倍 で 光 学 顕 微 鏡 を もち い てそ の形 態 を観

察 した。5分 間preincubationし た の ち、6.3x10-6Mベ ラ トリ ジン を心 筋細

胞 に くわ え、 そ の 形 態 変 化 の 時 間経 過 を 観 察 した。 形 態 変 化 は心 筋 細 胞 を100個

数 えて 、 その うち の 桿 状 型 を示 す細 胞 の割 合 で 表 わ した 。

③ ベ ラ トリ ジ ン に よ る心 筋 細 胞 の形 態 変 化 に 対 す る薬 物 の 効 果 を検 討 した。

薬 物 存 在 下 で5分 間preincubationし た の ち、6.3x10_6Mベ ラ トリジ ンを心

筋 細 胞 に く わ え、5分 後 に桿 状 型 を しめ した 細 胞 の割 合 で 表 わ した。

④ 心 筋 細 胞 内 カ ル シ ウム 濃 度 変化 を測 定 した。 心 筋 細 胞 内 カル シ ウム 濃 度

は、 細 胞 内 イ オ ン測定 装 置(日 本 分 光CAF-110)を 用 い て 細 胞 内 に負 荷 した

fura-2の 蛍 光強 度 で測 定 した。 心 筋 細 胞 は5nMのfura-2/AMと1時 間 室 温 に

て イ ンキ ュベ イ シ ョ ン してfura-2を 負荷 し、 そ の後2回KR-HEPESで 洗 浄 した。

測定 条 件 は340nmと380nmで 励 起 して、500nm長 波 長 透 過 フ ィ ル タ ー を もち い

て そ の 蛍 光 を 測 定 した。

(2)結 果

① ベ ラ ト リジ ンに よ る心 筋 細 胞 の 形 態 変 化

ベ ラ トリ ジ ン に よる心 筋 細 胞 の 形 態 変 化 を 図1に 示 した 。 分 離 した心 筋 細胞

は、70%が 桿 状 型 で あ っ た。5分 間 のpreincubationの 後 に6.3x10-6Mベ ラ ト

リジ ンを心 筋 細 胞 浮 遊 液 に加 え る と、 不 規 則 な 収 縮 一弛 緩 運 動 が 誘 発 され て、

1分 以 内 に す べ て の 細 胞 は球 型 に変化 した。 選 択 的 な 電 位 依 存 性 の ナ トリウム チ

ャ ネ ル 阻害 薬 テ トロ ド トキ シ ン(TTX)が バ ッフ ァ ー 中 に存 在 す る と、 ベ ラ トリジ

ンに よ る心 筋 細 胞 の 形 態 変 化 は 抑 制 さ れ た。 また 高 濃 度(2xZO-4M)の 局 所 麻 酔
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薬 リ ドカ イ ン で も抑 制 が み られ た。 さ らに カ ル シ ウム フ リー の バ ッ フ ァー を も

ち い た 場 合 も、 ベ ラ トリジ ンに よ る心 筋細 胞 の 形 態 変 化 は 抑 制 さ れ たが、 この

状態 で1mMの カ ル シ ウム を くわ え る と、1分 以 内 に全 ての 細 胞 が球 型 に 変化 した。

この こ とよ り、 ベ ラ トリジ ンは ナ トリ ウム チ ャ ネ ル を 開 い て 、 さ ら にな ん らか

の経 路 を 介 して カ ル シ ウ ム オ ー バ ー ロ ー ドをお こ し細 胞 を 障 害 す る こ とが わ か

っ た。

② ベ ラ ト リ ジ ン に よ る 心 筋 細 胞 の 形 態 変 化 に 対 す る 薬 物 の 効 果

ベ ラ ト リ ジ ン は ① で しめ し た よ う に 、 ナ トリ ウ ム ー、 カ ル シ ウ ム オ ー バ ー

ロ ー ドを お こ して 心 筋 細 胞 障 害 を ひ き お こ す が 、 抗 狭 心 症 薬 が こ れ を 抑 制 で き

る か 否 か 検 討 し た 。 図2と 図3に 、 β 一 遮 断 薬 を も ち い た 場 合 の 結 果 を ま と め

た 。 薬 物 が 存 在 し な い 場 合 は 、 ベ ラ ト リ ジ ン投 与5分 後 の 桿 状 型 細 胞 の 割 合 は0

%で 、 全 て の 細 胞 が 球 型 に 変 化 して い た 。 ま ず 代 表 的 な β 一 遮 断 薬 で あ る

dl一 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル に っ い て 検 討 した 。10-6M、5x10-6M、10-SMの

dl一 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル が 存 在 す る と、 ベ ラ ト リ ジ ン 投 与5分 後 の 桿 状 型 を しめ

す 細 胞 の 割 合 は そ れ ぞ れ1鴨 、54%、64%で あ り、 濃 度 依 存 的 に 抑 制 した 。 β 一

遮 断 作 用 は な い が 、dl一 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル と 同 程 度 の ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル 抑

制 作 用 が あ る と さ れ るd一 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル(10-5M)も 抑 制 し た(34X)。 と こ

ろ が β 一遮 断 作 用 は あ る が 、 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル 抑 制 作 用 は な い チ モ ロ ー ル と

ア テ ノ ロ ー ル は 抑 制 しな か っ た 。 ま た β 一遮 断 作 用 と ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル 抑 制

作 用 の 両 方 を も っ ア セ ブ トロ ー ル も 抑 制 しな か っ た 。 β 一 遮 断 作 用 と ナ ト リ ウ

ム チ ャ ネ ル 抑 制 作 用 の 両 方 を も っ1一 ペ ン ブ トロ ー ル(10_6M、5x10-6M、

10-5M)は 、 濃 度 依 存 的 に 抑 制 し た(そ れ ぞ れ7%、52%、61X)。d一 ペ ン ブ ト

ロ ー ル は1一 ペ ン ブ ト ロ ー ル の 光 学 異 性 体 で あ り、 β 一遮 断 作 用 が な く ナ ト リ

ウ ム チ ャ ネ ル 抑 制 作 用 が あ る も の で あ る が 抑 制 し た 。

図4に は カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 と 血 管 拡 張 薬 で あ る ジ ラ ゼ ッ プ とニ トロ グ リセ

リ ン の 効 果 に つ い て ま と め た 。 カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 で は ニ フ ェ ジ ピ ン(10-5M)

は 抑 制 しな か っ た が 、 同 じdihydro-pyridine系 の カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 で あ る ニ ソ

ル ジ ピ ン(5x10-6M、10-5M)は 抑 制 した(そ れ ぞ れ28%、63%)。 ジ ル チ ア ゼ

ム(10`SM)は 抑 制 し な か っ た 。 ま た ニ トロ グ リ セ リ ン(2.2x10-5M)は 抑 制

a]
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しな か っ た 。 ジ ラ ゼ ッ プ(10-6M、5x10-6M、10-5M)は 濃 度 依 存 的 に ベ ラ トリ

ジ ン に よ る 心 筋 細 胞 の 形 態 変 化 を 抑 制 し た(23%、48%、55%)。

③ 心 筋 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 変 化 と薬 物 の 効 果

図5にfura-2に よ っ て 測 定 し た 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 変 化 のoriginal

traceを 示 し た 。340nmで 励 起 し た 場 合 と380nmで 励 起 した 場 合 の 蛍 光 強 度 の 比

(ratio)は 、 な に も 処 理 し な い 場 合(図5(a))変 化 しな い 。 しか し、 薬 物 非

存 在 下 で ベ ラ トリ ジ ン を 加 え る と(図5(b))、ratioは 増 加 して 細 胞 内 カ ル シ

ウ ム 濃 度 が 上 昇 し た こ と を 示 し た 。 ベ ラ ト リ ジ ン に よ る 形 態 変 化 を 抑 制 し た プ

ロ プ ラ ノ ロ ー ル(10-SM)が 存 在 す る と 、ratioは 変 化 せ ず 、 ベ ラ ト リ ジ ン に よ

る細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 上 昇 を 抑 制 した(図5(c))。 しか し形 態 変 化 を 抑 制

しな か っ た チ モ ロ ー ル(10-5M)は 、 ベ ラ トリ ジ ン に よ っ てratioが 上 昇 して 細

胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 上 昇 を 抑 制 しな か っ た(図5(d))。

図6はoriginaltraceか ら得 ら れ た デ ー タ を 、Tsienetalの 式(1)に

し た が っ て 計 算 した 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 に ま と め た も の で あ る 。

[Ca2+]ニKd・

R-Rmin Sf2

Rmax-R Sb2

(1)

R:ratio

Kd:fura-2と カ ル シ ウ ム 解 離 定 数(224nM)

Rmin:fura-2が す べ て 遊 離 型 の と き のratio

Rmax:fura-2が す べ て 結 合 型 の と き のratio

Sf2:fura-2が す べ て 遊 離 型 の と き の380nmで

励 起 し た と き の 蛍 光 強 度

Sb2:fura-2が す べ て 結 合 型 の と き の380nmで

励 起 し た と き の 蛍 光 強 度
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[Ca2+1  i 
 (nM)

200

100

0

veratridine  6.3x10-6M

no drug (n=6) 

nitroglycerine 

2.2x10-5M (n=7) 

timolol 10-5M (n=6)

d-propranolol 

10-5M (n=6) 
no treatment (n=6) 
dl-propranolol 

10-5M (n=6) 

dilazepl0-5M (n=6)

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 
Time (min)

absence

 Changes in 

or presence

 [Ca2+]iinduced by veratridine in 

of antiischemic drugs.

the
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-

心 筋 細 胞 の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 は 約100nMで あ り、 な に も 処 理 を しな け れ ば、

10分 間 は こ の レベ ル を 維 持 し た 。 ベ ラ ト リ ジ ン を 加 え る と 、100nMか ら ほ ぼ 倍

の200nMに 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 は 上 昇 し た 。dl一 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、d一

プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 ジ ラ ゼ ッ プ が い ず れ も10-5M存 在 す る と、 ベ ラ ト リ ジ ン に よ

る 細 胞 内 カ ル ジ ウ ム 濃 度 の 上 昇 は 抑 制 さ れ た 。 し か し、 ニ ト ロ グ リ セ リ ン(2.2

x10-5M)、 チ モ ロ ー ル(10-5M)は こ れ を 抑 制 し な か っ た 。 こ の 結 果 は ほ ぼ 形 態

変 化 の 結 果 と 一 致 した 。

(3)考 察

① ベ ラ トリジ ンが心 筋細 胞 の 形 態 変化 をお こす 機 序

ベ ラ トリジ ン に よる 心 筋細 胞 の形 態 変 化 はTTXで 抑 制 さ れ た こ とか ら、 ベ ラ

トリ ジ ン は膜 電 位 依 存 性 の ナ トリ ウム チ ャ ンネ ル に作 用 して い る。 ま た カ ル シ

ウム をKRBか ら除 く と形 態 変化 が お こ らず、 細 胞 内の カ ル シ ウ ム 濃 度 が ベ ラ トリ

ジ ンに よっ て 増 加 した。 以 上 の こ とを考 慮 す る と、 ベ ラ トリ ジ ンの 心 筋 細 胞 の

形態 変化 を お こす メカ ニ ズ ム は、 ナ トリウ ム チ ャ ネル を開 け て ナ トリ ウム オー

バ ー ロー ドが 起 こ り、 さ らに カ ル シウ ム オ ー バ ー ロー ドが 起 こ っ て 形態 変 化 に

い た る と考 え られ る。

② ベ ラ ト リジ ンに よ る心 筋 細 胞 の形 態 変化 を 抑制 した薬 物 の 作 用機 序

実験 結 果 か らdl一 プ ロ プ ラ ノロ ー ル、d一 プ ロ プ ラ ノ ロー ル、1一 ペ ン

ブ トロ ー ル、d一 ペ ンブ トロ ー ル、 ニ ソ ル ジ ピ ンな らび に ジ ラゼ ップ が、 ベ ラ

トリジ ン に よ る心 筋 細 胞 の形 態 変化 を抑 制 す る こ とが わ か っ た。 ま た これ らの

薬 物 の うちd1一 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル、d一 プ ロ プ ラ ノ ロー ル と ジ ラ ゼ ップ は、

ベ ラ トリ ジ ン に よ る細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 の上 昇 も抑 制 した 。 β 一 遮断 薬 や カ

ル シウ ム拮 抗 薬 で効 果 の あ る も の とな い もの が あ る が、 これ はベ ラ トリジ ンに

よる細 胞 障 害 を抑 制 す る メ カニ ズ ムが 、 β 一,≫.断作 用 や カ ル シ ウ ム拮 抗 作 用 と

は異 な る こ と を示 唆 して い る。

効 果 の あ っ た薬 物 の 共 通 点 は 、 いず れ も① ナ トリ ウム チ ャ ネル 抑 制 作 用 を も

っ て い る こ と と、 ② 脂 溶 性 が 高 い こ と が あ げ られ る。 ナ トリ ウム チ ャ ネ ル抑 制

作 用 は、 ベ ラ トリ ジ ンの 作 用 メ カ ニ ズ ム か らも重 要 と思 わ れ る。 しか し、 ナ ト
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TABLE Inhibition 

channel blocking

 of cell shape change induced 

action, and lipid solubility of

by veratridine,  Na+ 

antiischemic drugs.

agent IC50*

(PM)

 Na+ channel 

blocking action
 log octanol/water 

partition coefficient 

    (at 37°C, pH7.4)

dl-propranolol 

 d-propranolol 

dilazep 

1-penbutolol 

 d-penbutolol 

nisoldipine

acebutolol

timolol 

atenolol 

diltiazem 

nifedipine 

nitroglycerin

 2.1 

10 

 2.2 

 2.9 

 2.2 

 5.4

>200

>200 

>200 

>10 

>10 

>22

++ 

++

+>100 pM

1.31 
1.31 

2.40 (at 25°C) 
2.25 

2.25 

4.04

-0 .17

 0.06 
-1.83 

1.57 (at 20°C) 

3.22 (at pH6.8) 
 2.06

   * Concentration of 

shape change by 50%.

agent required to inhibit veratridine-induced cell

I.-----------------------
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一

リウム チ ャネ ル 抑 制 作 用 の あ る と さ れ る ア セ ブ トロー ル が効 果 が な か っ た こ と

か ら、 これ の み で は 説 明 で き な い。 ま たベ ラ トリ ジ ン に よる心 筋 細 胞 形 態 変 化

のIC5。 は、 プ ロプ ラ ノ ロ ー ル は2.1x10-6Mで あ っ た が、 プ ロプ ラ ノ ロー ルの

ナ トリ ウム抑 制 作 用 は10-4Mに な らな い と十 分 で な い と され る。 ま た同定 度 の ナ

トリ ウム チ ャ ネル 抑 制 作 用 を持 っ て い る と考 え られ るd一 プ ロプ ラ ノ ロー ル と

プ ロプ ラ ノロ ー ル はそ のIC50の 値 が 異 な る。 こ れ らの こ とか らも、 ナ トリウ ム

チ ャネ ル抑 制 作 用 の み で は説 明 で き な い。

脂 溶性 に っ いて は、Tableに 文 献 か ら引 用 した 脂溶 性 の指 標 とな る 「オ ク タ

ノ ール/水 分 配 係 数 の 対 数 値 」 を ま と め た。 ま たTable2.に 、 ベ ラ トリ ジ ンに

よ る細胞 の形 態 変 化 に対 す る抑 制 率 か らも とめ た 各薬 物 のIC5。 を ま とめ た 。 両

者 を比 較 す る と、 形 態 変 化 を 抑 制 し た薬 物 は、 オ ク タ ノー ル/水 の 分 配 係 数

(対 数 値)が1以 上 で あ っ た こ とが わ か っ た。

(4)結 論

①dl一 プ ロプ ラ ノ ロ ー ル、d一 プ ロ プ ラ ノ ロー ル、1一 ペ ン ブ トロ ー ル、

d一 ペ ンブ トロー ル、 ニ ソル ジ ピ ン な らび に ジ ラ ゼ ツプ は、 ナ トリ ウム 、

カ ル シ ウム オー バ ー ロ ー ドを お こす ベ ラ トリジ ンに よ る心 筋 細 胞 障 害 を

抑制 した。

② そ の作 用 メ カニ ズ ム は β 一遮 断 作 用 や カ ル シウ ム遮 断 作 用 で は説 明 で き

な い。

③ いず れ の 薬 物 も脂 溶 性 が 高 い こ と と、 ナ トリウ ム チ ャ ネ ル抑 制 作 用 を

あわせ もっ て い る。 この こ とか らナ トリウ ム抑 制 作 用 は、 ベ ラ トリ ジ ン

に よる細 胞 障 害 を 抑 制 す るの に重 要 な作 用 メカ ニ ズ ム と考 え られ る 。
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5.ラ ッ ト灌 流 心 臓 に お け る虚 血 一再 灌流 障害 に対 す るd一 プ ロプ ラ ノロ ー ル

の効 果

(1)方 法

心 筋保 護 薬 に お け る ナ ト リウム チ ャ ネル抑 制 作 用 の 重 要 性 を 検討 す るた

め に ラ ッ トの 灌 流 心 臓 を も ち い てd一 プ ロプ ラ ロー ル の 虚 血 再 灌 流 障 害 に対 す

る作 用 を、dl一 プ ロ プ ラ ノロ ー ルの 作 用 と比較 した。 ま た ナ トリ ウム チ ャ ネ

ル抑 制 作 用 の な い チ モ ロ ー ル の 作 用 も検 討 した。

ラ ッ トの心 臓 をLangendorff式 に灌 流 した の ちWorkingモ ー ドにす る。 後

負 荷 を と り除 くこ と に よ り、15分 間 心 臓 を虚 血 に し20分 間再 灌 流 した。

薬 物 の 投 与 方 法 は2通 り行 な っ た。 虚 血 にす る5分 前 か ら薬 物 投 与 を開 始 し、

虚 血終 了時 ま で投 与 した群(R群)と 、 虚 血 にす る5分 前 か ら薬 物 投 与 を 開始

し、 再 灌 流10分 後 まで 投 与 した群(RD群)で あ る。 も ち い た薬 物 は、

dl一 プ ロ プ ラ ロー ル10μMと30μM、d一 プ ロ プ ラ ノ ロー ル10μMと

30μM,な らび にチ モ ロー ル50μMで あ る。

心 機 能 の指 標 と して 大 動 脈圧x心 拍 数(RatePressureProduct、

RPP)を モ ニ タ ー した 。 ま た、 心 筋 エ ネ ル ギ ー 状態 の 指標 と して 、 心 筋 組 織

のAdenosineTriphosphate(ATP)とCreativePhosphate(CP)含 量 の 変化 を、

酵 素 法 で測 定 した 。 さ ら に細 胞 膜 障 害 の指 標 と して、 心 筋組 織 の 遊 離 脂肪 酸 含

量 の 変 化 をHPLCを も ち いて 測 定 した。

「

(2)結 果

図7にRPPの 変 化 を示 す 。10μMのdl一 プ ロ プ ラ ノ ロー ルな らび

にd一 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル は薬 物 非 投 与 群 と比 較 して大 き な差 は な か っ た。 しか

し、30μMのdl一 プ ロ プ ラ ノ ロー ル な らび にd一 プ ロ プ ラ ノ ロー ル は、 虚

血前 のRPPを 有 意 に減 少 さ せ て 、 再 灌 流 後 のRPPの 回復 も有 意 に促 進 した。

チ モ ロ ー ル は 再 灌 流 後 のRPPを 回復 させ なか っ た。

図8に 心 組 織 のATPとCrP含 量 の変 化 を示 す。 い ず れ の 濃度 のd

l一 プ ロプ ラ ノロ ー ル、d一 プ ロ プ ラ ノロ ー ル と も に虚 血 時、 再 灌 流 時 の

ATPな らび にCrP含 量 は、 薬 物 非 投 与 群 よ り も有 意 に高 か っ た。 しか しチ

モ ロー ル投 与 群 で は、 有 意 な 差 が な か っ た。
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図9と 図10に 、 心 筋 組 織 中 の遊 離 脂肪 酸 含 量 の変 化 を 示 す 。 ア ラキ ド

ン酸 、 パ ル ミ トレイ ン酸 、 リノ レイ ン酸 、 な らび に ス テ ア リ ン酸 の 含 量 は 虚 血

時 に増 加 して 、 再 灌 流 す る とさ らに上 昇 した。dl一 プ ロ プ ラ ノロ ー ル とd一

プ ロプ ラ ノ ロ ー ル は、 再 灌 流 に よる遊 離 脂 肪 酸 の さ らな る上 昇 を有 意 に よ くせ

い した。 そ の 効 果 は、dl一 プ ロプ ラ ノロ ー ル とd一 プ ロ プ ラ ノロ ー ル で 大 き

な 差 は な か っ た。 チ モ ロ ー ル は再 灌 流 に よ る遊 離 脂 肪 酸 の 上 昇 を 全 く抑 制 しな

か っ た。

(3)考 察

β 一遮 断 作 用 の な いd一 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル の 虚 血 再 灌 流 障害 に対 す る作

用 は、dl一 プ ロ プ ラ ノ ロー ル の作 用 とあ ま り差 が な か っ たの に も か か わ らず、

β 一遮 断作 用 がdl一 プ ロ プ ラ ノロー ル の6倍 強 い と い わ れ る チ モ ロー ル は、

虚 血 再 灌 流 障 害 を 抑 制 しなか っ た。 この こ とか らdl-、 な らび にd一 プ ロ プ

ラ ノロ ー ル の 考 え られ る虚 血 再 灌 流 障 害 抑 制 メ カ ニ ズ ム と して、 β 一遮 断 作用

以 外 の作 用 が まず 考 え ら れ る。 虚 血 再 灌 流 障害 時 の遊 離 脂 肪 酸 の 増 加 を、 これ

らの薬 物 が抑 制 す る こ とか ら、 細 胞 膜 を保 護 す る作 用 と関 係 が あ る と考 え られ

る。 直接 の証 拠 は な いが 、 ナ トリウ ム チ ャ ネ ル抑 制作 用 が 関 与 して い る 可 能性

も十 分 あ る と思 わ れ る。 そ の ほ か、 再 灌 流 時 に発 生 す る ラ ジ カ ル を抑 制 して い

る 可能 性 の あ る。 ま た、 心 機 能 を抑 制 して 組 織ATP含 量 を保 持 した こ とか ら

β 一遮 断作 用 も関 係 して 可 能 性 も否 定 で き な い。

(4)結 論

d一 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ルはdl一 プ ロ プ ラ ノ ロー ル と 同程 度 に 虚 血再 灌 流 障

害 を抑 制 す る 。 この こ と は、 β 一遮 断 作 用 の ほ か に も細 胞 保 護 に重 要 な 作 用 が

あ る こ とを しさ して い る。 その ひ とつ に ナ トリウ ム チ ャ ネ ル抑 制 作 用 の 考 え ら

れ る。

25



 U 

V 0 

a a) 

a a) a 

crd

(mmHg/min) 

X 1000 

40--
                to, 

E 0 ate--ate=~o

X 1000

40 

30 

20 

10 

0         it* Ile-•10 !0

-5 b 6 10 1'5 20 25 30 35 40 45 50 (min)

Non-1w emia schemiai ReDerfusion

Langendorff R
RD

rug

RI 7

2 6



 lid 7 Effects of 10 AM dl- and d-propranolol (upper panel) and 

of 30 AM dl- and d-propranolol on the cardiac function (rate 

pressure product).After 10 min of preliminary perfusion, 

the perfusion was continued for 5 min with either normal perfusate 

(control group) or solution containing 10 or 30 AM d- or 

dl-propranolol. Drugs were administered 5 min before ischemia 

until the end of ischemia (R group) or until the first 10 min after 

reperfusion (RD group). In the control group, drugs were not 

administered. (NI) Non-ischemic group; (I) Ischemic group; 

(R) Reperfused without any drug group; (RD) Reperfused with a drug 

group. Note that in both R and RD groups drugs were administered 5 

min before ischemia, and the difference between R and RD is the time 

of removal of the drugs; in R group the drug administration was 

stopped at the end of ischemia, and in the RD group the drug 

administration was stopped at the first 10 min after reperfusion. 

(0) Control group; (d) d-Propranolol:R group; 

(0) d-Propranolol:RD group;( A ) dl-Propranolol:R group; 

( ^ ) dl-Propranolol:RD group. All data are expressed as means ± 

S.E.M. * p < 0.05 compared between each of the drug-treated groups 

and the control group at a certain time. 
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of reperfusion (R or RD).
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6.全 体 の ま とめ

1)ラ ッ トか ら分 離 した心 筋 細 胞 を、 カ ル シ ウ ム フ リー の栄 養 液 で 灌 流 す

る と細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 の 調 節 機 構 が 障 害 され る。 ジ ル チ ア ゼ ム と プ ロ プ ラ

ノ ロー ル は こ の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 調 節機 構 の 障 害 を抑 制 した。

2)ラ ッ ト左 心 房 標 本 で の カ ル シ ウ ム パ ラ ドッ ク スの 実 験 か ら、 発 生 張 力

と細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 とは、 パ ラ レル で は な い こ とが わか っ た。 カ ル シ ウ

ム フ リーの 栄 養 液 での 灌 流 の 間 に、 と くに拡 張 時 の細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 調 節

機 構 が 、 障 害 され る こ とが わ か っ た。 プ ロ プ ラ ノ ロー ルは、 この 障 害 を抑 制 し

た。

3)ナ ト リウ ム チ ャ ネ ル抑 制作 用 が あ って、 脂 溶 性 の 高 い薬物(d1一

な らび にd一 プ ロ プ ラ ノ ロー ル、1一 な らび にd一 ペ ンブ トロー ル 、 ニ ソ ル ジ

ピン、 ジ ラゼ ップ)は 、 ベ ラ トリ ジ ンに よ る心 筋 細 胞 の ナ トリウ ム な らび に カ

ル シ ウム オ ー バ ー ロー ドに よ る細 胞 障 害 を抑 制 した。 この こ とか ら、 ナ トリウ

ムチ ャ ネル抑 制 作 用 は、 心 筋 細 胞 の細 胞 障 害 を抑 制 す る の に重 要 な 役割 を は た

して い る可能 性 が 示 唆 さ れ た。

4)ラ ッ ト灌 流 心 臓 に お い て、 虚 血 再 灌 流 障 害 に対 す るd一 プ ロプ ラ ノ ロ

ー ル の作 用 は
、dl一 プ ロ ブ ラ ノ ロー ルの 作 用 と大 き な差 が なか っ た。 この こ

と よ り、 ナ トリ ウム チ ャ ネ ル抑 制 作 用 は虚 血 再 灌 流 障 害 か ら心 筋 を 保 護 す るの

に関与 して い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
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