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は し が き

心 臓 が全 身 に血 液 を送 り出す と い うポ ンプ 機 能 を全 うす る た め に は、

心筋 が絶 え ず、 規 則 正 し く、 収 縮 と弛 緩 を繰 り返 して い な け れ ば な

ら な い。 心筋 も骨 格 筋 と同様 に ミオ シ ン とア ク チ ン の ス ラ イ デ ィ ン

グ に よ り収 縮 が起 こる が、 この と き、 ア デ ノ シ ン三燐 酸(ATP)の 加 水

分 解 に よ って得 られ る化 学 エ ネ ル ギ ー が必 要 で あ る。 した が って、

心 筋 がそ の 収縮 の た め に消 費 す るエ ネ ル ギ ー は莫 大 な もの とな る。

幸 い な こ と に、 心 筋 は ミ トコ ン ド リア を 多 く含 み、TCA回 路 や電 子 伝

達 系 の発 達 した臓器 で あ るの で、 糖 質 や 脂 肪 酸、 時 に は、 ア ミノ酸

な どを基 質 として、 好 気 的 に効 率 よ くエ ネ ル ギ ー(ATP)を 産 生 す る こ

とが で き る(図1)。 好 気 的 に エ ネ ル ギ ー を産 生 す る と い う こ と は、

冠 動 脈 血液 に よ って 運 ば れ て くる酸 素 を使 用 して 基 質 を燃 焼 しな け

れ ば な らず、 心 筋 は運 ば れ て くる酸 素 を最 大 限 に摂 取 して 利 用 して

い る。 した が っ て、 も し心 筋 が 利 用 で き る酸 素 の 量 が 低 下 す る と、

即 座 に心 筋 は好 気 的 代 謝 が 営 め な くな って、 エ ネ ル ギー 不 足 が 起 こ

り、 心筋 に種 々の変 化 が 起 こっ て くる。

心 臓 を養 っ て い る冠 動 脈 に通 過 障 害 が 起 こ る と、 心 筋 組 織 へ の 血

液 の 供 給 が減 少 し、 心 筋 細 胞 に対 す る酸 素 の 供 給 が不 足 して、 エ ネ

ル ギー 不足 とな り、 狭 心 症 や 心 筋 梗 塞 な どの 虚 血 性 心 疾 患 が発 症 す

る。 虚 血 時 間 が短 時 間 で あ っ た り、 酸 素 不 足 の程 度 が軽 微 で あ る と

心 筋 に対 す る虚 血 の影 響 が可 逆 的 で あ り、 臨 床 症 状 は狭 心 症 で あ る。
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しか し、 虚 血 時 間 が長 引 い た り、 酸 素 不 足 の程 度 が 重 篤 に な る と心

筋 に対 す る虚 血 の影 響 は不 可 逆 的 に な り、 臨 床 的 に は心 筋 梗 塞 とな

る。 この狭 心 症 か ら心 筋 梗 塞 へ 移 行 す る過 程 で は種 々の変 化 が心 筋

細 胞 内 で起 こって い る。 虚 血 に な る と心 筋 細 胞 は酸 素 不 足 の程 度 に

応 じて い ろ い ろ な障 害 を受 け る。 例 え ば、 虚 血 早 期 か ら心 筋 組 織 の

エ ネ ルギ ーが 不足 してATPや ク レアチ ン燐 酸 な どの含 量 が 低 下 した り、

組 織 乳 酸含 量 や 脂 肪 酸 含 量 が 蓄 積 した り、 血 中 に遊 出 した りす る。

また、 心 筋 ア シ ドー ジス な ど も起 こ る。 この 時、 細胞 を障 害 す る ブ

リー ラ ジ カル の 発 生 や、 カ ル シ ウム イ オ ンの異 常 な蓄 積 も観 察 され

る。 虚血 の 程 度 が更 に進 む と、 心 筋 細 胞 中 に存 在 す る リソゾ ー ム穎

粒 の 中 に含 まれ る蛋 白分 解 酵 素 や核 酸 分 解 酵 素 な どが細 胞 質 中 に遊

離 して、 活 性 化 さ れ る。 これ ら一 群 の分 解 酵 素 が活 性 化 さ れ る と心

筋 細胞 の機 能 蛋 白質 や 構 成 蛋 白質 な どが 分 解 され、 破 壊 され る。 虚

血 の 程 度 が 強 くな る と、 乳 酸 脱 水 素 酵 素(LDH)や ク レア チ ンキ ナー ゼ

(CPK)、 更 に は未 知 の 蛋 白質 な どが 血 中 に出 て く る。 種 々の 組 織 で 分

解 し た蛋 白質 の 小 片 や、 無 機 物 な ど は静 脈 血 中 に 排 出 され るが、 比

較 的分 子 量 の 大 きい物 質 は リンパ液 中 に排 出 さ れ る。 心 臓 に お い て

も、 虚 血 に よ って 分 解 さ れ た心 筋 細 胞 中 の機 能 蛋 白質 や構 造 蛋 白質

の 一 部、 特 に 巨大 分 子 量 の もの は心 臓 リン パ液 中 に で て くる こ とが

知 られ て い る。 した が っ て、 本 研 究 の 目 的 は、 血 液 中 で は検 出 さ れ

な い蛋 白質 断 片 を心 臓 リンパ 液 中 で 捕 捉 し、 虚 血 に な っ た心 筋 で は、

どの よ うな機 能 蛋 白質、 構 造 蛋 白質 が 壊 れ て い るの か を知 り、 虚 血

に よっ て、 心 筋 細 胞 が 死 ん で い く過 程 を考 察 す る こ と にあ る。 この
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よ うな研 究 に よ って、 虚 血 性 心 疾 患 にお いて、

へ と移 行 す る過 程 が 類推 で き るか も しれ ない。

狭心症 か ら心筋梗塞
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研 究 成 果

虚 血 にな る と、 冠 動 脈 に よっ て運 ば れ て くる血 液 が来 な くな るの

で、 心 筋 細 胞 は 酸素 不 足 に な り、 好 気 的代 謝 が行 え な く な って、 エ

ネ ル ギ ー 不 足 に な る。 エ ネ ル ギ ー の供 給 が不 足 す る と、 心 筋 組織 の

代 謝 は い ろい ろな影 響 を受 け る。 私 は、 昭和60年 度 科 学 研 究 費補 助

金 を得 て、 虚 血 に な る と心 筋 細 胞 中 に含 まれ る リソ ゾ ー ム穎 粒 が破

裂 して 穎 粒 内 の蛋 白質 分 解 酵 素 、 拡 散 分 解 酵 素 な どの種 々の 分解 酵

素 が細 胞 質 中 に放 出 され、 細 胞 構 造 を破 壊 す る とい う こ とを見 い だ

した。 本研 究 で は、 まず、 虚 血 に な っ た ときの 心 筋 組 織 のエ ネ ル ギ

ー状 態 が どの よ うに変化 す るか を調 べ た
。 次 に リソ ゾー ム 内 の蛋 白

質 分 解 酵 素 が 細 胞 質 中 に 遊離 して、 細 胞 の機 能 蛋 白質 、 構 造 蛋 白質

を分 解 す る な ら、 これ ら崩 壊 し た蛋 白質 断 片 が 心 臓 リンパ 液 中 に捕

捉 で き るか 否 か を検 討 した。
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心筋エネルギー代謝実験

体 重10～20kgの 雌 雄 雑 犬 をペ ン トバル ビター ル ナ ト リウム30mg

/kgを 静 脈 内投 与 す る こ と に よ って 麻 酔 をか け、 気 管 内装 管 術 を施

して 人 工 呼 吸器 で人 工 呼 吸 をか け なが ら左 胸 部 を第5と 第6肋 間 で

開 胸 した。 心 嚢 膜 を切 開 し、 心 臓 の 左 心 室 を露 出 し た。 左 冠 動 脈 前

下行 枝 の起 始 部 か ら約1cmの 部 位 を丁 寧 に剥 離 し、 冠 血 流 量 測 定 用 の

微 小 電 磁 血 流 計 プ ロー ブ(ス カ ラー社 製、MDL-1401)と 冠 動 脈 狭 窄

用 の オ クル ー ダー を装着 した。 冠動 脈 狭 窄 に よ って 虚 血 に な る と思

わ れ る心 筋 部 位 に表面 心 電 図導 出 用 の電 極 を取 り付 け た。 全 身動 脈

圧 は左 大 腿 動 脈 か ら大動 脈 弓近 傍 まで挿 入 した カ ニ ュー レか ら圧 ト

ラ ンス デ ュー サ ー を介 し、 ま た、 心 拍 数 は第II肢 誘 導 の心 電 図波 形

か らタ コメー ター を介 して、 そ れ ぞ れ ポ リグ ラ フ に入 力、 記 録 した。

全 て の 準備 が完 了 して各 種 の パ ラ メー ター が 安 定 す る約30分 か ら1時

間 後 に実 験 を 開始 した。

心 筋 組 織 の エ ネ ル ギー 代 謝 中 間体 を生 化 学 的 に定 量 して虚 血 に よ

る心 筋 のエ ネル ギー 状 態 を調 べ る ため に、 冠 動 脈 結 紮 直 前、 あ る い

は オ クルー ダー で 冠 動 脈 を結 紮3分 後、 ま た は結 紮30分 後 にそ の 冠 動

脈 支 配 下 の 心 筋 を鋏 で す ば や く採 取 し、 予 め液 体 窒 素 で 冷却 して お

い た ク ラ ンプで 瞬 時 に圧 挫 凍 結 固 定 した。 実 験 プ ロ トコー ル を図2

に示 す。 この と き、 心 筋 に方 向性 を持 たせ て クラ ンプ に挟 む こ とに
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図2心 筋 エ ネ ル ギ ー代 謝 実 験 の プ ロ トコー ル

冠 動 脈 結 紮 直 前(Omin)、 あ る い は オ クル ー ダー で冠 動 脈

を結紮3分 後(3min)、 ま た は結 紮30分 後(30min)に そ

の冠 動 脈 支 配 下 の 心 筋 を鋏 です ば や く採 取 し、 液 体 窒 素 で

冷凍 固定 しサ ンプル と した。
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よ っ て 心 筋 内 膜 側 と外 膜 側 に 分 け 、 心 筋 内 膜 側 の 心 筋 の み を サ ン プ

ル と して 採 取 し た。 凍 結 し た 心 筋 内 膜 側 の サ ン プ ル は 液 体 窒 素 温 度

下 で 乳 鉢 と乳 棒 を 用 い て 微 細 粉 末 と し、 少 量 の 組 織 粉 末 を と っ て 一

昼 夜 オ ー ブ ン に 入 れ て 組 織 水 分 含 量 を 測 定 し、 残 りの 組 織 粉 末 に3倍

量 の6%過 塩 素 酸 を 加 え て 組 織 抽 出 液 を 作 製 し た。11,000r.p.m.,4.

C,5分 間 の 遠 心 分 離 で 得 ら れ た 上 清 に1Mの3-[N-Morpholino]pro

panesulfonicacid(MOPS)を 添 加 し た 後 、70%KOHで 中 和 し た。 こ の

中 和 に よ っ て 生 じ た 過 塩 素 酸 塩 を 再 び11,000r.p.m.,4.C,5分 間 遠

心 分 離 す る こ とに よ っ て 取 り除 き、 上 清 を エ ネ ル ギ ー 代 謝 中 間 体 濃

度 の 定 量 に 供 し た 。 エ ネ ル ギ ー 中 間 体 と し て は ア デ ノ シ ンー 燐 酸(A

MP),ア デ ノ シ ン ニ 燐 酸(ADP),ATP、 お よ び ク レ ア チ ン燐 酸(CrP)の

濃 度 を 酵 素 法 に よ っ て 測 定 し た。 心 筋 組 織 の エ ネ ル ギ ー 状 態 を 知 る

た め に エ ネ ル ギ ー ・チ ャー ジ ・ポ テ ン シ ャ ル(ECP)を 次 式 に し た が っ

て 計 算 し た 。

([ATP]+1/2[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP])

心 リンパ の

体 重15～20kgの 雌 雄 雑 犬 にペ ン トバ ル ビ ター ル ナ トリウ ム30mg/

kgを 静 脈 内 投 与 す る こ とに よっ て 麻酔 を か け、 気 管 内 装管 術 を施

して人 工 呼 吸 器 で 人工 呼 吸 を か け な が ら正 中切 開 を行 っ た。 電 気 メ

ス で 出血 を抑 えな が ら皮 膚 、 筋 肉組 織 、 及 び結 合 組 織 を切 開 しな が

ら、 胸 骨 を露 出 した。 胸骨 を電 動 鋸 で切 開 して胸 腔 を 開 き心 臓 を露
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出 した。 心 嚢 膜 を切 開 したの ち、 上 大 静 脈 に絹 糸 を か け軽 く持 ち上

げ る よ うに して、 胸 腺 を綿 棒 で 丁 寧 に分 け、 心 臓 リンパ 管 の リンパ

節 を露 出 した。 通 常、 心 臓 リンパ 節 は上 大 静 脈 と腕 頭 動 脈 の 間 に あ

った。 心 臓 リンパ 節 の 場 所 を図3に 示 す。 心 臓 リンパ 節 か ら心 臓 へ

向 か って走 行 す るの リンパ 管 を綿 棒 を用 いて 丁 寧 に剥 離 し、 絹 糸 を

か け た。 左 心 室 筋 に0.5%エ バ ン スブ ル ー を0.2ml注 射 して数 分 経 つ

と、 心室 筋 表 面 を走 行 す る リンパ 管 にエ バ ン スプ ル ー が流 れ 込 み、

青 く染 まっ た。 この エ バ ンス プ ル ー が 心 臓 リンパ 管 を通 って、 心 臓

リンパ節 に到 達 す る頃、 ク リニ ックマ イ ク ロス コー プ(甲 南 カ メ ラ

研 究 所 製、CLM-150)で 覗 き なが ら、 心 臓 リンパ 管 を マ イ ク ロサ ー ジ

ュ リー 用 の勇 刀 で 切 開 した。 切 開 した リンパ 管 の 心 臓 か ら リン パ液

が流 れ て くる方 向 に直径 約1mmの ポ リエ チ レ ンチ ュー ブ を挿 入 し、

絹 糸 で 固定 した。 ポ リエ チ レ ンチ ュー ブ の他 方 端 を正 中 切 開 して い

る上 端 の とこ ろ まで導 き咽頭 の と こ ろで皮 膚 か ら出 して絹 糸 で 固 定

した。 とき ど きヘ パ リン溶 液 を逆 行性 に ポ リエ チ レ ンチ ュー ブ に注

入 し凝 固 を防 いだ。 左 冠 動 脈 廻 旋 枝 を剥 離 し、 電 磁 血 流計 プ ロー ブ

と冠 動 脈 狭 窄 用 の オ クル ー ダ ー を装 着 し、 プ ロー プ の 端子 とオ クル

ー ダー の 先 端 を 背部 の皮 膚 上 に 出 し固 定 した。 以 上 の準 備 が終 了 し

た後 、 丁 寧 に閉 胸 した。 ペ ニ シ リン(100万 単 位)あ るい は セ フ ェ ム

系 の抗 生 物質(600mg)を に縫合 した部 位 お よび筋 肉 内 に 投与 した。 、

覚 醒 した後 も保 温 した室 内 で2日 間飼 育 し実 験 に供 した。 ポ リエ チ レ

ンチ ュー ブ か ら リンパ液 が流 出 して い るの を確 認 し、 と き ど きヘ パ

リン溶 液 で フ ラ ッシ ュ した。
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図3心 臓 リンパ節 の大体 の位置 を示 す模 式図

矢 印で示 す位置 に心臓 リンパ節 がある。
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実 験 プ ロ ト コ ー ル と し て は は じ め に コ ン ト ロ ー ル の サ ン プ ル と し

て 、 冠 動 脈 結 紮 前 に 流 出 し て く る リ ン パ 液 を 採 取 し 、 そ の 後 冠 動 脈

を 結 紮 し て30分 後 の リ ン パ 液 を 採 取 し た 。 リ ン パ 液 を 採 取 す る の に

約5分 必 要 と し た 。 採 取 し た リ ン パ 液 は 直 ち に 尿 素 と 溶 解 液(9.5M

urea,2%NonidetP-40,2%Ampholine(pH5-7,pH3.5-10),5%a

-mercaptoethanol)に て 溶 解 し
、 二 次 元 電 気 泳 動 用 の サ ン プ ル と し

た 。 二 次 元 電 気 泳 動 法 は 基 本 的 に はO'Farrell(1975)の 方 法 に し た が

っ た 。 等 電 点 電 気 泳 動 用 の ゲ ル はurea5.52g,acrylamide1.33m1,

10%NonidetP-402m1,H201.97ml,Ampholine(pH5-70.4ml,pH

3.5-100.1m1)を 溶 解 し 、10%Ammoniumperoxosulfate10μ1とN,N,

N',N'-Tetramethylethylenediamine(TEMED)10μ1を 加 え て 直 ち に 、

直 径 約3mm、 長 さ 約12cmの ガ ラ ス チ ュ ー ブ に 充 填 し 、 重 合 さ せ た 。

SDS電 気 泳 動 用 の ゲ ル は 電 気 泳 動 用 ガ ラ ス 間 隙 に 分 離 ゲ ル(1.5

MTris-HClpH8.8,0.4%SDS,acrylamide16 .12m1,TEMED27u1,

Ammoniumperoxosulfate1.07m1)を 充 填 し 、 直 ち に 濃 縮 ゲ ル(0 .5

MTris-HCIpH6.8,0.4%SDS,acrylamide1.5m1,TEMEDlOｵ1 ,

AmmoniumperoxosulfateO.4m1)を 上 部 に 静 か に 乗 せ 、 一一 昼 夜 放 置

し て 重 合 さ せ た 。 等 電 点 電 気 泳 動 用 の ゲ ル を 泳 動 槽 に セ ッ ト し 、 プ

レ ラ ン し た 後 、 溶 解 液 に 溶 解 し た リ ン パ 液 サ ン プ ル(20μ1,20μg

protein)を の せ 、400voltsで12時 間 、 さ ら に800voltsで1時 間 泳 動

し た 。 等 電 点 電 気 泳 動 が 終 了 し た ゲ ル を ガ ラ ス チ ュ ー ブ か ら 取 り 出

し 、SDS電 気 泳 動 用 ゲ ル の 上 部 に の せ 、5mAで 約2時 間 、 さ ら に20

mAで マ ー カ ー と し て 泳 動 液 に 添 加 し た プ ロ ム フ ェ ノ ー ル プ ル ー の 色

一11一
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が 下 方 に 到 達 す る ま で 電 気 泳 動 を 行 っ た。 泳 動 の 終 了 し たSDSゲ

ル は ガ ラ ス か ら は ず さ れ 、CoomassieB.B.染 色 、 あ る い は 銀 染 色 に

か け られ た。
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心 斥エ ネ ル ギ ー'妻

麻 酔 開胸 犬 の左 冠 動 脈 前 下 行 枝 を30分 間 結 紮 した とき の動 物 群 の

血行 動 態 の 変 化 を図4に 示 す。 冠 動 脈 結紮 前5分 間 血 行 動 態 パ ラ メー

ター を観 察 して か ら冠 動 脈 結 紮 を施 行 し た。 冠 動 脈 を結 紮 す る前 は

ほ とん ど全 身 血 圧(収 縮 期 血 圧、 拡 張期 血 圧)、 心拍 数 、 冠 血 流 量

に は変 化 が 認 め られ なか った。 冠 動 脈 を結 紮 す る と も ち ろん 冠 血 流

量 はOm1/minに な っ た。 心 拍 数 は ほ とん ど変 わ らな か った が、 収

縮 期 血 圧、 拡 張期 血 圧 と もに冠 動 脈 結 紮 初 期 に低 下 し、 結 紮30分 後

に はほ とん ど結 紮 前 値 に 回復 して い た。 冠 動 脈 を結 紮 して心 筋 を虚

血 にす る と、 心 室 表 面 心 電 図上 のST部 分 は上 昇 し、 虚 血30分 後 まで

ほ ぼ持 続 して い た。

左 冠 動 脈前 下 行 枝 を結 紮 す る直 前 あ る い は結 紮 して3分 後 と、30分

後 に取 り出 した虚 血 心 筋 の 組 織ATP,ADP,AMPお よび 全 アデ ニ ン ヌ

ク レオ チ ド含 量 を図5お よび 図6に 示 して あ る。 冠 動 脈 を結 紮 して

心 筋 が 虚 血 に な る と、 組 織ATP含 量 は虚 血3分 、30分 と次 第 に 減少 し

た。 組 織ADPは 虚 血3分 後 に 上 昇 した が、 虚血30分 後 に は 虚 血 前 値 に

戻 って い た。 組 織AMP含 量 は虚 血3分 後 に増 加 し、 虚 血30分 後 で もそ

の増 加 は持 続 して い た。 組 織ATP含 量 の低 下 を反 映 して全 ア デ ニ ン ヌ

ク レオ チ ド含 量 も虚 血3分 、30分 と次 第 に低 下 して い た。 組 織ATP,

ADP,AMPお よび全 アデ ニ ンヌ ク レオ チ ド含 量 か ら計 算 した エ ネ ル ギ

13一
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一 ・チ ャ ー ジ ・ポ テ ン シ ャ ル(ECP)を 図7に 示 して あ る
。 虚 血 前0.9

16±0.005のECP値 は 虚 血3分 後 に は0.854±0.007に 減 少 し、 虚 血30分

後 に は0.801±0.017と さ ら に 減 少 し た 。

組 織 ク レ ア チ ン燐 酸(CrP)の 虚 血 に よ る 変 化 を 図8に 示 す 。 冠 動 脈

結 紮 に よ っ て そ の 初 期 に 、 組 織CrPは 著 明 に 低 下 す る が 、 結 紮30分 後

に は 多 少 回 復 し て く る 傾 向 に あ っ た 。
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図5虚 血 に よ る 心 筋AIP,ADP,AMP含 量 の 変 化

心 筋 サ ン プ ル は 冠 動 脈 結 紮 直 前(口)、 結 紮3分 後(図)、

結 紮30分 後(囲)に 採 取 さ れ た。

**P〈0.01結 紮 直 前 の 値 と 比 較 。
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図6虚 血 に よ る 全 ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ ド含 量 の 変 化

Tota1:全 ア デ ニ ン ヌ ク レオ チ ド

心 筋 サ ン プ ル は 冠 動 脈 結 紮 直 前(口)、 結 紮3分 後(囲)、

結 紮30分 後(囮)に 採 取 さ れ た。

*P〈0.05;**P〈0.01結 紮 直 前 の 値 と比 較 。
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虚 血 に よ る エ ネ ル ギ ー ・チ ャ ー ジ ・ポ テ ン シ ャ ル の 変 化

エ ネ ル ギ ー ・チ ャ ー ジ ・ポ テ ン シ ャ ル はATP,ADP,AMPの 値

か ら次 の 式 に よ り計 算 さ れ た。

([ATP]+1/2[ADP])/([ATP]+[ADP]+(AMP])

心 筋 サ ン プ ル は 冠 動 脈 結 紮 直 前(口)、 結 紮3分 後(0)、

結 紮30分 後(図)に 採 取 さ れ た。

**Pく0.01冠 動 脈 結 紮 前 値 との 比 較 。
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図8虚 血 に よる心筋 ク レアチ ン燐酸含量の変化

心 筋 サ ンプ ル は冠 動 脈 結 紮 直 前(口)

結紮30分 後(閣)に 採 取 さ れ た。

**P〈0.01冠 動 脈 結 紮 前 値 との 比 較。

、 結 紮3分 後(圃)、
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心臓 リンパ の 実験

a.心 臓 リンパ管 へ の カ ニ ュ レー シ ョン

麻 酔 した犬 を正 中 切 開 す る と き、 気 を つ け な け れ ば な ら なか っ た

の は出 血 で あ った。 そ の た め、 切 開 に は電 気 メ ス を使 用 し、 絶 え ず

止 血 しなが ら手 術 を進 め た。 ま た、 術 後 感 染 を 防 ぐ ため に 手 術 器 具

は全 て 滅菌 消 毒 し、 な るべ く無 菌 的 に手 術 を行 っ た。 術 後 の抗 生 物

質 の投 与 もあ って 、 閉胸 覚 醒 後 の 生存 率 は90%に 達 す る よ うに な っ た。

心 臓 リンパ管 を見 つ け る た め に左 心 室 の心 外 膜 側 の筋 肉 に0.5%エ バ

ンス ブ ル ー を 注 射 す る と1分 以 内 に左 心 室 筋 表 面 を走 行 す る リンパ管

が青 く染 ま っ て き た。 約3分 位 す る と図3に 示 す リンパ 管 も青 く染 ま

って きた。 心 臓 か ら出 て心 臓 リンパ節 に は い る直 前 の リンパ管 を綿

棒 で丁 寧 に、 約3cm位 剥 離 し、2本 の 絹 糸 をか け た。 リ ンパ 管 は非 常

に脆 弱 で あ る の で、 細 心 の 注 意 を要 した。 リンパ 節 側 の 絹 糸 で リン

パ管 を結 紮 す る と、 心 臓 か ら くる リンパ 液 で リンパ 管 が 膨 らんで き

た。 図9に 示 す よ うなマ イ ク ロサ ー ジ ュ リー 用 の ピ ンセ ッ トと、 バ

ネ付 きの 鋏 を用 いて、 リンパ 管 を切 開 し た。 この と き、 膨 らん で い

た リンパ管 か ら リンパ 液 が 流 出 す る ため、 リンパ 管 は 瞬 時 に細 くな

って しま っ た。 切 開部 か ら心 臓 方 向 へ、 直径 約1mmの ポ リエ チ レ ン

チ ュー ブ を挿 入 した が、 この行 程 が い ち ば ん 困難 で、 成 功率 は、 約

50%で あ っ た。 リンパ管 に挿 入 した ポ リエチ レン チ ュー ブ の反 対 側 を

咽 頭 部 で 体外 に 出 し絹 糸 で 固 定 した。 この後 、 左 冠 動 脈 廻 旋 枝 の起

始 部 を剥 離 し、 電 磁 血 流 計 プ ロー ブ と、 冠 動 脈 結 紮 用 オ ク ルー ダー
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図9心 臓 リンパ 管 にカ ニ ュー レを挿 入 した時 に用 い た ピ ンセ ッ

トと鋏
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図10冠 動脈結紮用オ クルー ダーの体外に出 た部分
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を装 着 し、 そ れ ぞ れ の反 対側 を 背部 で体 外 に 出 し た。 図10に 冠 動 脈

結 紮 用 オ クル ー ダ ー の生 理 的食 塩 水 注入 部 が体 外 に 出 て い る と こ ろ

を示 して あ る。

b.心 臓 リンパ液 の二 次 元 電 気 泳動

心臓 リンパ管 に カニ ュー レを挿 入 して約2時 間後 に採 取 した心 臓 リ

ンパ 液 の 二次 元 電 気 泳 動 の ゲ ル をcoomassieB.B.染 色 した と きの 結

果 を 図11と 図12に 示 す。 図11で は、 一 次 目 の等 電 点 電 気 泳 動 に溶 解

液 で処 理 した心 臓 リンパ液 サ ンプ ル を40μgproteinア プ ライ し、 図

12で は、15μgproteinア プ ライ した。 図 か ら も明 らか な よ うに蛋 白

量 に比 例 して各 ス ポ ッ トの大 き さが 異 な って い た。 た だ し、 図11の

左 上 部 に ア ル ブ ミンの 大 き な ス ポ ッ トが 見 られ る の で、 余 り大 量 の

サ ンプ ル(少 な くと も40μgprotein以 上)は 等電 点 電 気 泳 動 のゲ ル

中 に入 っ て行 か な い こ とが わ か っ た。 したが って、 以 後 の等 電 点 電

気 泳 動 に ア プ ライ す るサ ンプ ル の 蛋 白量 は 多 くて も20μgprotein

以 下 と した。

心 臓 リンパ 管 にカ ニ ュー レ を挿 入 した 後2日 間飼 育 して か ら動 物 が

覚 醒 して い る条件 下 で、 採 取 した心 臓 リンパ液 の二 次 元電 気 泳動 パ

ター ン を図13と 図14に 示 す。 図13に は冠 動 脈 結 紮 前 に採 取 した 心 臓

リンパ 液 の、 図14に は冠 動 脈 を結 紮 して か ら30分 後 に採 取 した心 臓

リンパ 液 の電 気泳 動 パ タ0ン を示 す。 冠 動 脈 結 紮30分 後 に採 取 した

心 臓 リンパ液 の二 次 元 電 気 泳 動 パ ター ンで は、 全 体 に細 か い ス ポ ッ

トが数 多 く現 れ、 また図14中 に矢 印 で示 す ク レア チ ンキ ナ ー ゼ と思
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図11心 臓 リ ンパ管 に挿 管 した2時 間後 に得 られ た リンパ 液 の

二 次 元 電 気 泳 動 パ ター ン

蛋 白量 と して40μgproteinの サ ンプ ル が一 次 元 目の等

電 点 電 気 泳 動 にか け られ た。
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図12心 臓 リンパ管 に挿 管 した2時 間後 に得 られ た リンパ液 の

二 次 元 電 気 泳 動 パ ター ン

蛋 白量 と して15μgproteinの サ ンプ ル が一 次 元 目の等

電 点 電 気 泳 動 に か け られ た。
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図13心 臓 リンパ液 の二 次 元電 気 泳 動 パ ター ン

心 臓 リンパ管 に ポ リエ チ レ ンカ ニ ュー レを挿 入 す る手 術

終 了後2日 目、 冠 動 脈 を 結紮 す る直前 に サ ンプ ル を採 取 し

た。 蛋 白量 と して20μgproteinの サ ンプ ル が 一 次 元 目

の等 電 点電 気 泳動 に か け られ た。
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図14心 臓 リンパ液 の二 次元 電 気 泳 動 パ ター ン

心 臓 リンパ管 に ポ リエ チ レ ンカニ ュー レを挿 入 す る手 術

終 了後2日 目、 冠 動 脈 を結 紮 して30分 後 に サ ンプ ル を採 取

した。 蛋 白量 と して20μgproteinの サ ンプ ル が一 次 元

目の等 電 点 電 気 泳 動 に か け られ た。
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わ れ る部 分 の ス ポ ッ トが 強 く出 現 す る傾 向 が 認 め られ た。

CoomassieB.B.で 染 色 した場 合 、 二 次 元 電 気 泳 動 パ ター ン上 の 小

さ い ス ポ ッ トが は っ き りし な いの で、 次 に 染 色 性 能 が よ り鋭 敏 な銀

染 色 法 を用 いて実 験 を行 った。 は じめ に、 染 色 性 能 を比 較 す る ため

に犬 の 血 漿 をサ ンプ ル と して、 血 漿 中 の タ ンパ ク質 を二 次 元 電 気 泳

動 で展 開 した。 結 果 を図15と 図16に 示 す。 図15は 血 漿 サ ンプ ル の 二

次 元 電 気 泳 動 ゲ ル をCoomassieB.B.で 染 色 した場 合、 図16は 同一 の

サ ンプ ル、 同量 の 二 次 元 電 気泳 動 ゲ ル を銀 染 色 法 で 染 め た場 合 を示

して あ る。 図 か ら も明 らか な よ う に、 銀 染 色 で は 無 数 の ス ポ ッ トが

検 出 され るの に対 し、CoomassieB.B.で 染 色 した 場 合 は に検 出 され

る ス ポ ッ ト数 は非 常 に 少 ない。

冠 動 脈 を結 紮 す る直 前 に得 られ た心 臓 リンパ液 の 二 次 元 電 気 泳 動

の銀 染 色 され たパ ター ン を図17に 、 冠 動 脈 結 紮30分 後 に採 取 さ れ た

心 臓 リンパ 液 の 二 次 元電 気 泳動 の銀 染 色 パ ター ンを 図18に 示 して あ

る。 銀 染 色 の場 合 は感 度 が 増 す の で、 一 次 元 目の 等 電 点 電 気 泳 動 に

ア プ ラ イす るサ ンプ ル の 蛋 白量 は5μgproteinに 減 ら して あ る。 図

18に 示 す よ うに、 冠 動 脈 結 紮30分 後 の 心 臓 リンパ 液 の 二 次 元 電 気 泳

動 パ ター ン に は、 ク レ アチ ンキ ナ ー ゼ と思 わ れ るス ポ ッ トが 強 く、

しか も広 が りを持 って検 出 さ れ た。 また、 図18中 に矢 印 で 示 す よ う

に、 図17で は認 め られ な か っ た よ うな ス ポ ッ トが い くつ か 見 い だ さ

れ た。

冠 動 脈 結 紮30分 とい う時 間 は、 心 筋 の 一 部 で は 不 可 逆 性 の 変 化 が

起 こる よ う な時 間 な の で、 心臓 リンパ だ け で な く、 全 身 の リンパ 液
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図15CoomassieB.B.で 染 色 し た 血 漿 蛋 白 質 の 二 次 元 電 気 泳 動

パ タ ー ン

蛋 白質 と し て10μgproteinの 血 漿 サ ン プ ル を 一 次 元 目 の

等 電 点 電 気 泳 動 に か け た 。
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図16銀 染 色 した血 漿 蛋 白質 の二 次 元 電 気 泳 動 パ ター ン

蛋 白質 と して10μgproteinの 血 漿 サ ンプ ル を一 次元 目の

等 電 点 電 気 泳 動 に か け た。
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図17銀 染 色 に よ る心 臓 リン パ液 の 二 次 元 電 気 泳 動 パ タ ー ン

冠 動 脈 結 紮 直 前 に採 取 し た心 臓 リンパ 液5μgprotein

を一 次 元 目の 等 電 点 電 気 泳 動 に アプ ラ イ した。
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図18銀 染 色 に よる心 臓 リンパ液 の二 次 元 電 気 泳 動 パ ター ン

冠 動 脈 結 紮30分 後 に採 取 した心 臓 リンパ 液 サ ンプ ル

5μgproteinを 一 次 元 目 の等 電 点 電 気 泳 動 に ア プ ラ イ し

た。 冠 動 脈 結 紮 前 に は認 め られ なか っ たス ポ ッ ト(矢 印)

が散 見 され る。
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図19銀 染 色 に よ る鼠 径 部 リンパ 液 の 二 次 元 電 気 泳 動 パ ター ン

冠 動 脈 結 紮 直 前 に鼠 径 部 リンパ管 か ら採 取 した リンパ 液

サ ンプル5μgproteinを 一 次 元 目の 等 電 点 電 気 泳 動 に

ア プ ライ した。
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図20銀 染 色 に よ る鼠 径 部 リンパ液 の二 次 元電 気 泳 動 パ ター ン

冠 動脈 結 紮30分 後 に鼠 径 部 リンパ管 か ら採 取 した リンパ

液 サ ンプ ル5μgproteinを 一次 元 目の等 電 点電 気 泳動

に アプ ライ した。
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中で も何 か 変化 が観 察 さ れ るの で は な い か と考 え、 鼠径 部 リンパ 節

よ り リンパ 液 を採 取 し、 二 次 元電 気 泳動 で展 開 し、 銀 染 色 を施 し た。

結果 を図19と 図20に 示 す。 冠 動 脈 結 紮 直 前 に 鼠 径 部 リンパ 管 か ら採

取 した リンパ液 の 二 次 元 電 気 泳 動 パ ター ン を図19に 、 冠 動 脈 結 紮30

分 後 に採 取 した サ ンプ ル の パ タ ー ン を 図20に 示 して あ る。 心 臓 リン

パ 液 の 二 次 元電 気 泳 動 パ ター ン と比 較 して、 鼠 径 部 リン パ液 の パ タ

ー ン中 の ス ポ ッ トの数 は 少 な か った。 また、 ク レア チ ンキ ナ ー ゼ と

思 われ る ス ポ ッ トもSDSゲ ル 上 で上 下 の広 が りは観 察 さ れ ず分 子

量 的 に は単 一 と思 わ れ た。 冠 動 脈 を結 紮 す る と、 ク レ アチ ン キナ ー

ゼ と思 わ れ る部 分 の ス ポ ッ トが 強 く現 れ、 ス ポ ッ ト数 も増 えて い た。

また、 冠 動 脈 結 紮 前 に は検 出 され なか っ た小 さ な ス ポ ッ トも い くつ

か検 出 さ れ る よ うに な っ た。 したが って、 心 臓 リンパ 液 で 観 察 され

た と同様 の 変化 が鼠 径 部 リンパ液 で も観 察 さ れ る こ とに な っ た。
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本研 究 で は まず、 冠 動 脈 結 紮 に よる虚 血 心 筋 の エ ネ ル ギ ー 状 態 が

調 べ られ た。 冠 動 脈 結 紮 初 期 か ら組 織ATP、 ク レア チ ン燐 酸 含量 が低

下 し、 エネ ル ギ ー ・チ ャー ジ ・ポ テ ンシ ャル が低 下 した(図5,7,8)。

エネ ル ギー ・チ ャー ジ ・ポ テ ン シ ャル は、 ア デ ニ ン ヌ ク レオ チ ドの

中 に細 胞 が エ ネ ル ギー と して 使 用 で き る高 エ ネ ル ギ ー 燐 酸 が どの く

らい存 在 す るか を示 す指 標 で あ り、 この値 が低 くな る とい う こ と は、

そ の細 胞 の エ ネ ル ギ ー 状態 が 悪 化 して い る こ と を示 す。 虚 血 が30分

も続 く と、 そ の状 態 が さ らに悪 くな って い た。 虚血30分 後 で は心 筋

ADP含 量 が虚 血3分 後 よ りも低 下 して い た(図5)が 、 これ は、 図6で

全 ア デ ニ ンヌ ク レオ チ ドが 減 少 して い る こ とか ら もわ か る よ うに、

ATPの 分 解 産 物 が どん どん細 胞 外 に流 出 して い る こ とを反 映 して い る

と考 え られ る。 虚 血 が長 く続 くと、 心筋 組織 の 収 縮機 能 が 低 下 す る

だ け で な く、 細 胞構 造 に も破 綻 が く る。 心 筋 細 胞 中 の リソ ゾー ム穎

粒 が 破裂 して、 中 に含 まれ る種 々の 蛋 白質 分解 酵 素 が 細 胞 質 中 に放

出 さ れ、 細 胞 の機 能 蛋 白質 や構 造 蛋 白質 を破 壊 す る(Ichiharaet

a1.,1987)。 分 解 さ れ た り、 切 断 され た りし た蛋 白質 は、 心 臓 リン

パ液 中 に排 泄 され る こ とが知 られ て い る(Michaeletal.,1979)。

本 研 究 で は、 虚 血 に よ るエ ネ ル ギ ー状 態 が か な り悪 化 して い る冠

動 脈 結 紮30分 後 の心 臓 リンパ液 を 二 次元 電 気 泳 動 法 を 使 用 して 調 べ

た。 結 紮30分 後 の 心 臓 リンパ 液 の 二 次 元電 気泳 動 パ ター ンで は、 結

紮 前 に は認 め られ なか っ た小 さ な 蛋 白質 の ス ポ ッ トが た くさん 見 ら
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れ、 特 に銀 染 色 した とき は、 そ の 傾 向 が 強 く現 れ た(図18)。 また、

ク レア チ ン キナ ー ゼ と思 わ れ るス ポ ッ トは心 臓 リンパ 液 で は、 虚 血

前 で もSDSゲ ルの 上 下 に 多少 広 が って お り、 分 子 量 の異 な る い く

つ か の断 片 に な っ た もの が、 心 臓 リンパ 液 中 に 出て い る こ とが示 唆

され た(図17)。 冠 動 脈 結 紮30分 後 で は そ の傾 向 が さ らに 強 くな っ

て い た。 これ らの結 果 は、 も とも と心 臓 リンパ 液 中 に は、 心 筋 細 胞

で処 理 され た蛋 白質 が排 出 され て い るが、 虚 血 に な る と切 断 さ れ る

蛋 白質 の量 も増 え、 断 片 の 種 類 も増 えて く る もの と思 わ れ る。 驚 い

た こ とに、 心 臓 リンパ 液 中 の み な らず、 鼠 径 部 の リン パか ら採 取 し

た リンパ 液 中 に も冠 動 脈 結紮 に よ る と思 わ れ る蛋 白質 断 片 が 検 出 さ

れ、 ク レア チ ンキ ナ ーゼ の 分 解 も認 め られ た。 特 に、 虚 血 前 の ク レ

アチ ン キ ナー ゼ は等 電 点 電 気 泳 動 で 分 別 され る い くつ か の ア イ ソマ

ー は認 め られ た が、 分 子 量 的 に は、 ほぼ 均 一 で あ っ た(図19)。 し

か し、 虚血30分 す る とSDSパ ター ンが ブ ロー ドに な り、 多 少 分 解

した ク レアチ ンキ ナー ゼ が 鼠 径 部 リ ンパ に も認 め られ る こ とに な っ

た。 虚 血 前 に採 取 した鼠 径 部 リンパ 液 の 二 次 元 電 気 泳 動 パ ター ン と

比 較 す る と、 心 臓 リンパ 液 で は、 虚 血 前 で も分 解 した ク レア チ ンキ

ナ ーゼ が認 め られ る こ とが よ くわ か る(図17、 図19)。 今 回、 心 臓

リンパの み な らず、 鼠 径 部 リンパ で も認 め られ た蛋 白質 断 片 が何 で

あ るか、 ク レアチ ン キナ ー ゼ を 除 い て は弁 別 す る手 段 が な く、 今 後

の 問題 と して残 っ た。 ま た、 ク レ アチ ン キナ ー ゼ に して も どの よ う

な崩 壊 の仕 方 を して い るの か に も非 常 に 興 味 が あ る。 二 次 元 電 気 泳

動 に よ って、 蛋 白質量 が 定量 さ れ る こ と もわ か った の で、 崩 壊 蛋 白
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質 の量 を測 定 す る こ とに よ っ て、 虚 血 の 程 度 を推 測 す る こ とが で き

るか も しれ な い とい う期 待 も も たれ る。 これ らの 虚 血 に よ る心 筋 細

胞 内機 能 蛋 白質 や 構 造 蛋 白質 を抑 制 す る薬 物 の 開 発 につ い て は さ ら

に検 討 を要 す る。 カル シ ウ ム拮 抗 薬 で あ る ジル チ アゼ ム(Ichihara

eta1.,1987)、 蛋 白質 分 解 酵 素 阻 害 薬 で あ るNCO-700(Ichihara

etal.,1990)が 虚 血 に よ る心 筋 細 胞 内 リソゾ ー ム穎 粒 の破 裂 を抑

制 す る こ とを報 告 して い るの で、 これ らの薬 物 が虚 血 に よ る心 筋 蛋

白質 の崩 壊 を抑 え る可 能 性 は十 分 に考 え られ る。
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