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は し が き

心 筋 は 休 み な く収 縮 、弛 緩 を繰 返 して い る臓 器 で あ り、 この ため 心

筋 は莫 大 な エ ネ ル ギ ー を消 費 して い る。 こ のエ ネル ギ ー は 冠 動 脈血 に

含 まれ るグル コー ス な どの 熱 源 と酸 素 に よ って 心 筋 の ミ トコ ン ドリア

内 にお いて効 率 よ く生 産 され て い る 。従 っ て 、冠 動 脈 に 閉 塞 が お こ る

と心 筋 はエ ネル ギー を生 産 出 来 な くな り、心 筋 は 機 能 的 に も器質 的 に

も障 害 を受 け る 。 この よ うな 障害 か ち心 筋 を保 護 す るの が 、抗虚 血 薬

で あ る。抗 虚 血 薬 と して は 、β 一遮 断 薬 、カル シウム チ ャ ネル 遮 断 薬

や 硝 酸薬 が あ るが 、そ れ ちの物 質 の 抗 虚 血 作用 の メ カ ニ ズム は 必 ず し

も解明 され て い る とは 言 えな い 。

本 研 究 で は 、抗虚 血薬 の 作 用 メ カ ニ ズム を心 筋 細 胞 膜 の 面 か ら追 及

しよ うとす る もの で あ る 。 まず 、心筋 細 胞 膜 の 酸 素 透 過 性 に つ い て検

討 した 。酸 素透 過 性 の 指 標 と して 、心 筋 の ミオ グ ロ ビ ンの 酸素 飽 和 度

を利 用 した.次 にマ グ ネ シウ ムの 虚 血 心 筋 保 護作 用 につ い ての 研 究 を

行 った 。3番 目 に ジル チ ア ゼム の 虚 血 心筋 保 護作 用 の メカ ニ ズ ム を心

筋 細胞 膜 の リン脂質 の分 解 と関 連 づ け て検 討 した 。 この た め 、虚血 に

よ る遊 離脂 肪 酸 の心 筋 内蓄 積 を測 定 し、 それ に対 す る薬物 の 作用 を調

べ た 。4番 目に 、心 筋 細 胞 膜 の カル シ ウム チ ャ ネ ル に対 す る虚 血(A

TPの 低 下)の 影 響 に つ い て検 討 した 。

この よ うな 研 究 は 単 に虚 血 心 筋 保 護 の メ カ ニ ズム を解 明 す るだ け で

な く、虚 血 性心 疾 患 の 治 療 方 針 をた て る に 当た って 、重 要 な 情 報 を提

供す る もの で あ り、 よ り有 効 な虚 血 心 筋 保 護 薬 を 見つ け るため の基 礎

デ ー ター を 与え る もの で あ る 。 さ ちに 、臓 器 移植 に 当た って どの よ う

に すれ ば 臓 器 を長 く保存 で き るの か と い う問題 を解 決 す るた め の 基 礎

資料 にな る筈 で あ る。

一1一



研究組織

研究代表者 安孫子

橋爪

矢沢

保(旭 川 医科大学副学長)

裕子(旭 川医科大学助手)

和人(旭 川医科大学 助手)

研究経費

平成元年度

平成2年 度

計

4,700千 円

2,100千 円

6,800千 円

研究発表

(1)学 会誌 等

Nakamura,K.,Ichihara,K.andAbiko,Y.:Effectofpropra-

nololonaccumulationofNEFAintheischemicperfused

ratheart.Eur.J.Phar・macol.160:61-69(1989).

Hara,A.,Matsumura,H.andAbikO,Y.:Effectofnisoldipine
O

ontheoxymyoglobinlevelofmyocardialcellsin

hypoxic,per'fusedr'atheart・Ar℃h.int.Phar・macodyn.

298:78-89(1989).

一2一



Nakamura, K., Ichihara, K. and Abiko, Y.: Effect of 
      lidocaine on the accumulation of non-esterified fatty 

      acids in the ischemic perfused rat heart. Eur. J. 
     Pharmacol. 169: 259-267 (1989). 

Nasa, Y., Ichihara, K. and Abiko, Y.: Myocardial 
      non-esterified fatty acids during normoxia and ischemia 

      in Langendorff and working rat hearts. Japan. J. 
      Pharmacol. 53: 129-133 (1990). 

Matsumura, H., Hara, A. and Abiko, Y.: Effect of diltiazem 
      on the oxymyoglobin level of myocardial cells in the 

      isolated, perfused rat heart during hypoxia. 
      Cardiovasc. Drugs and Therapy 4: 719-722 (1990). 

Hara, A., Matsumura, H. and Abiko, Y.: Beneficial effect of 
      magnesium on the isolated perfused rat heart during 

      reperfusion after ischaemia: comparison between 

      pre-ischaemic and post-ischaemic administration of 
      magnesium. Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol. 342: 

     100-106 (1990). 

Nasa, Y., Ichihara, K. and Abiko, Y.: Both d-cis- and 

      1-cis-diltiazem have anti-ischemic action in the 
      isolated, perfused working rat heart. J. Pharmacol. 

     Exp. Ther. 255: 680-689 (1990). 

Hara, Y., Nakamura, K., Nasa, Y., Ichihara, K. and Abiko, 
      Y.: Changes in myocardial nonesterified fatty acids 
      during ischemia and reperfusion in isolated, perfused, 

      working rat hearts. Heart Vessels 6: 21-31 (1990). 

Yazawa, Y., Kameyama, M. and Kameyama, A.: Tissue 

     distribution of the cytoplasmic protein that protects 
      L-type calcium channel from run-down. Jap. J. Physiol. 

     39: S63 (1990). 

Yazawa, K., Kaibara, M., Ohara, M. and Kameyama, M.: An 
      improved method for isolating cardiac myocyte useful 

      for patch-clamp studies. Jap. J. Physiol. 40: 157-163 

     (1990). 

Yazawa, Li J.-M., Yasai, K., Abiko, Y., Kameyama, A. and 
      Kameyama, M.: ATP directly regulates the cardiac L-type 

      calcium channel. Jap. J. Physiol. 40: S262 (1990).

 -  3  -



(2)口 頭 発 表 等

市 原 和 夫 、安孫 子 保:虚 血 に よ る心 筋 障 害 とそ の 対 策 第62

回 日本 薬理 学 会 総 会(平 成 元年3月 、京 都)

中村 一 博 、安孫 子 保:ラ ッ ト虚 血灌 流 心 筋 標 本 に お け る遊 離 脂

肪 酸 の蓄 積 にお よぼ す リ ドカ イ ンの 効 果 第62回 日本 薬 理 学

会 総 会(平 成元 年3月 、京 都 》

奈 佐 吉 久 、安 孫子 保:虚 血 に よ る ラ ッ ト心 筋 遊 離 脂 肪 酸 に お よ

ぼ すdiItiazemの 効 果 第40回 日本 薬 理 学 会 北 部 会(平 成 元

年9月 、札 幌 〉

中村 一 博 、安 孫 子 保:ラ ッ ト虚 血心 筋 に お よぼ すprapranalol

の 効 果 は 膜 安 定化 作 用 に よ る と ころ が大 き い 第40回 日本 薬

理 学 会北 部 会(平 成 元 年9月 、札 幌 〉

三浦 格 、安 孫子 保:虚 血 に よ るイ ヌ心 筋 遊 離 脂肪 酸 蓄 積 に お よ

ぼ すbevantolalの 抑 制 効 果 第40回 日本 薬 理 学 会 北 部 会(平

成 元 年9月 、札 幌)

奈 佐 吉 久 、安 孫 子 保:ラ ッ ト摘 出灌 流 心 臓 にお け る1-cis-Dil-

tia7em(1-D)の 虚 血 に よる遊 離 脂 肪 酸 蓄 積 に お よぼ す作 用 第

63回 日本 薬 理 学会 総会(平 成2年3月 、東 京)

奈 佐 吉久 、市 原 和夫 、安 孫 子 保:虚 血 ・再 灌流 心 筋 に お け る

遊 離脂 肪 酸 蓄 積 と虚 血 心 筋 保 護 効 果 の 関 係 第18回 薬 物 活 性

シ ンポ ジ ウム(平 成2年9月 、旭 川)

奈 佐 吉 久 、A.N.EhsanulHogue、 安 孫 子 保:Amilorideの 虚 血

・再 灌 流心 筋 に お け る遊 離 脂 肪 酸 の 代 謝変 動 に お よぼ す 作 用 一

再 灌 流 障 害 とNa-H、Na-Ca交 換 機 構 第41回 日本 薬 理 学 会 北

部 会(平 成2年 】0月 、福 島 〉

三浦 格 、安孫 子 保:虚 血 に よ るイ ヌ心 筋 遊 離 脂肪 酸 蓄 積 に お よ

ほPすAtenolalの 抑 制 効 果 第41回 日本 薬 理 学 会 北 部 会(平 成

2年10月 、福 島)

4一



矢 沢 和 人 、李 金 鳴 、安 井 健=、 安孫 子 保 、亀 山 亜 砂 子 、

亀 山 正樹:ATPは 、Caチ ャネ ル を直 接 活 性 化 させ る 第41

回 日本薬 理 学 会 北 部会(平 成2年10月 、福 島)

安 孫 子 保:虚 血 性心 疾 患 治 療 薬 第64回 日本 薬 理 学 会 総会(平

成3年3月 、神 戸)

安 孫 子 保:抗 狭 心 症 薬の 薬 理 第13回 日本 麻 酔 ・薬 理 学 会(平

成3年6月 、東 京)

5



第1部 心筋の ミオグロビン酸素飽和度 に及ぼす ジルチ

アゼムの作用

1目 的

心筋細胞 を低酸素状態にす ると、その細胞膜の機能が変化する。こ

の機能変化の中には化学的変化の外に物理的変化もある。物理的変化

の中でも膜の酸素透過性が低酸素によつてどうなるのか、また、低酸

素によって変化 した細胞膜の透過性を抗狭心症薬がどのような影響を

与えるのかについて検討するのがこの実験の目的である。

2実 験 方 法

実 験 には スプ ラー グ ・ドー リー ラ ッ トを用 いた 。ペ ン トバ ル ビ ター

ル で 麻 酔 後 、心 臓 を取 出 し、 ラ ンゲ ン ドル フ式 に定 圧(80mmNg)灌 流 を

行 った 。灌 流 液 と して は 、95%酸 素 と5%二 酸 化 炭 素 で 飽和 した ク

レー ブス ヘ ンセ ラ イ ト液(高 酸素 液)を 用 いた 。次 に 、定流 量 ポ ン プ

を用 い て 、定 流 量(9ml/min)1流 を行 った 。 さ らに 、電 気刺 激 装 置 を

用 い て300加inで 心 臓 をぺ.,シ ン グ した 。圧 トラ ンス ジュー サ ー を用

い て 、灌 流 圧 、左 心 室圧 を測 定 し、同時 に心 筋 表 面 の細 胞 内 にあ る ミ

オ グ ロ ビ ンの 酸 素 飽和 度 を光 学 的 に 連続 測 定 した 。 ミオ グ ロ ビ ンの 酸

素 飽 和 度 を測 定 す る測 光 器 は 、ユ ニ オ ン技 研 製 の 瞬 間 マル チ 測光 検 出

器 で 、波 長 は580nmと620nmを 用 い た.

次 に 、低 酸 素 灌流 液(30%酸 素 と5%二 酸 化 炭 素 と65%窒 素 の

混 合 ガ ス で ク レー プ スヘ ンセ ライ ト液 を飽 和 した 液)で 心 臓 を灌 流 し

た 。心 臓 の 低酸 素 灌 流 中 に ジル チ アゼ ム を灌 流 液 中 に 投与 した 。最 後

に無 酸素 液(95%窒 素 と5%二 酸 化 炭素 の 混 合 ガ ス で ク レー ブス ヘ

ンセ ラ イ ト液 を飽 和 した液)で 灌 流 し、 ミオ グ ロ ビ ンの酸 素 飽 和 度0

の レベ ル を決 定 した 。
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3実 験 結 果

(1)低 酸素 心 臓 実 験(図1):高 酸素 灌 流 下 で は 、左 室 圧 と潅 流 圧

は それ ぞれ58.2な らび に49.gmmHgで あ った 。 ミオグ ロ ビ ンの 酸 素 飽 和

度 は100で あ った 。低 酸 素灌 流 をす る と 、左 室圧 、灌 流 圧 、 ミオ グ ロ

ビ ンの 酸 素飽 和 度 は と もに急 激 に 減 少 した 。減 少 した そ れ ぞ れ の パ ラ

メ ー ター の値 は10分 間 の低 酸 素 灌 流 中 は ほ ぼ… 定 で あ った 。低 酸 素

灌 流 か ち高 酸素 灌 流 に 戻 す と、 これ らのパ ラメ ー ター は 急 速 に元 の レ

ペ ル に 戻 った 。 ジル チ ア ゼ ムは 低酸 素灌 流5分 後 か ら低 酸 素 灌 流 が 終

了す るま で灌 流 液 中 に 投 与 した 。0.72μMの ジル チ ア ゼ ム は 低 酸

素 心 筋 の ミオ グ ロ ビ ンの 酸素 飽 和 度 に対 して何 等 の 影 響 も与 えな か っ

た が 、2.41お よび4.82μMの ジル チ ア ゼ ム は用 量 依 存 的 に 低

酸 素 に よ って 低 下 した ミオ グ ロ ヒ ン酸素 飽 和 度 を 止昇 させ た4さ ちに

2.41お よび4.82μMの ジル チ ア ゼ ムは 、低 酸 素 に よ って 低 下

した左 室 圧 を よ り低 下 させ た が 、低 酸 素 に よ って 低 下 した濯 流 圧 に対

して は 、ほ とん ど作 用 を現 わ さな か ったc.以 上 の 事 実 は 、 ジ ル チ ア ゼ

ムが 低 酸 素 状 態 の心 筋 の 左 室 圧 を低 下 させ る と と も に 、心 筋 細 胞 内の

酸 素 濃 度 を高め る よ うに作 用す る こ と を示 す もの で あ り、 ジル チ アゼ

ムが 低 酸 素 障害 に対 して 良 い影 響 を及 ぼ して い る こ と を示 唆 す る 。

(2)高 酸素 心 臓 実 験(図2):こ の 実 験 は ジル チ ア ゼ ム が 高 酸 素 心

臓(ふ つ うは正 常 酸 素 心 臓 と考 えて い る 〉に どの よ うな 作 用 を及 ぼ す

か を調 べ た もの で あ る 。つ ま り、 ジル チ ア ゼ ム が ミオ グ ロ ビ ン を正 常

以 上 に 酸 素化 す るク)か否 か 、 また 、心 臓 の機 械 的仕 事 に 対 して どの よ

うな作 用 を 与 え るの か を調べ た 。使 用 した ジル チ ア ゼ ム の 濃 度 は 低 酸

素心 臓 実 験 の 場 合 と同 じで あ る 。図2は ジル チ ア ゼム が用 量 依 存 的 に

左心 室 圧 と灌 流 圧 を低 下 させ た が 、 ミオ グ ロ ビ ンの 酸 素 飽 和 度 には 影

響 を及 ぼ さな い こ と を示 して い る 。
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図1低 酸 素 心 臓 に 対 す る ジル チ ア ゼム の 影 響 。低 酸 素 状 態 は 低 酸素

液 を灌 流 させ る こ とに よ って 作 った 。ジル チ ア ゼム は 低 酸 素 灌 流 開始

5分 後 に 灌 流 液 中 に注 入 した 。MbO2一 ミオ グ ロ ビ ンの 酸 素 飽 和度

LVP=左 室 圧(左 心 室 内圧)PP=灌 流 圧
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ル は 図1に 同 じ。ジル チ アゼ ム のLVPお よびPP低 下 作 用 は 低 酸 素

心 臓 に 対 す るよ りも強 い 。
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4考 察

低 酸 素 に す る と、心 筋 細 胞 内 の ミオ ク ロ ビン酸 素 飽 和 度 が 低 下 し、

ジル チ ア ゼ ム は低 酸 素 に よ って低 下 した心 臓 細 胞 内 の ミオ グロ ビ ン酸

素 飽 和 度 を用 量 依 存 的 に 上 昇 させ る こ とが 、この 実 験 か ち明 ちか とな

った 。 ミオ グ ロ ビンの 酸素 飽和 度 は 、細 胞 内の 酸 素 濃 度 の 指 標 に な る

こ とは 、多 くの研 究 者 に よ って 認め られ て い る 。従 って 、 ジル チ ア ゼ

ム は 低 酸 素 に よ って 低 下 した心 筋 細 胞 内 の酸 素 濃 度 を ヒ昇 させ た とい

うこ と にな る 。図2か ちわ か る よ うに 、 ジル チ アゼ ム は ミオ グ ロ ビ ン

の 酸 素 飽 和 度 に直 接 影 響 を与 え る作 用 は な い 。故 に 、 止記 の 結論 は 正

しい もの と思 わ れ る 。

で は 、 ジル チ ア ゼム が低 酸 素 心 筋 細 胞 の酸 素 濃 度 を上 昇 させ る メ カ

ニ ズ ム は 何 で あろ うか 。細 胞 内の 酸 素 濃度 を 上昇 させ る とい うこ との

原 因 は2つ 考 え られ る。 その1は 細 胞 に対 す る酸 素 の 供 給 が 上昇 した

こ とで あ り 、その2は 細 胞 の 酸 素 消 費 が減 少 した こ とで あ る。 あ るい

は 、 そ の 両 方 が あ る と考 えね ば な ちな い 。 まず 、第1の 可 能性 につ い

て考 え て み る 。 この実 験 モ デル で は 、灌 流 量 は ポ ンプ に よ って一 定 に

保 た れ て い る 。ま た.灌 流 液 中の 酸素 濃 度 は 高 酸 素 実験 中 で も低 酸 素

実 験 中 で も 、それ ぞれ 一定 に 保 た れ て い る 。従 って 、低酸 素 灌 流 中 に

灌 流 液 か ち心 筋 全 体 へ の 酸 素 供 給 は例 え どん な 薬物 を投 与 しよ うと 、

変 化 す る筈 が な いr,心 筋 全 体へ の 酸素 供 給 が一 定 で あ った と して も 、

も し、 ジル チ ア ゼム が 低 酸 素心 筋 細胞 膜 の 酸素 透 過性 を一ヒ昇 させ るの

だ とす れ ば 、こ の実 験 結 果 は よ く説明 で き る 。 しか し 、ジル チ アゼ ム

が 低 酸 素 心 筋 細 胞 膜 の 酸 素 透過 性 を上 昇 す る とい う報 告は 今 まで に は

な され て いな い.次 に 、第2の 可能 性 を考 え て み る 、ジル チ アゼ ム に

よ って心 筋 細 胞 の 酸 素消 費 量 が減 少 した ため に 、細 胞 内の 酸 素 濃 度 が

L昇 の で は な いか とい う考 えで あ る 。 この考 えは か な りの 妥 当性 が あ

る と考 え られ る。 とい うの は 、 ジル チ ア ゼム は 左 心 室 圧 を低下 させ た

か ちで あ る 。左 心 室圧 が 低 下す れ ば 、心 筋 が な す べ き仕 事量 は減 少 す

る 。 この 摘 出心 筋 モ デル で は 、ペ ー シ ン グに よ って 心 拍数 は一 定 に保

たれ て い るの で.左 室 圧 の 減 少 は その ま ま心 筋細 胞 の酸 素 消 費 量 の 低
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下 とな る 。図3は 低 酸 素 心 臓 に お け る左 室 圧 と ミオ グ ロ ビンの 酸素 飽

和 度 との 相 関 を とった グ ラ フで あ る 。 この グ ラ フか ち分 る よ うに 、左

室 圧 が 下 が れ ば 、細 胞 内 の ミオ グ ロ ビ ンの 酸素 飽 和 度 が上 が る 。 こ の

こ とは 、 ジル チ ア ゼム の左 室 圧減 少 作 用 が 、細 胞 内 の酸 素 上 昇 につ な

が って い るこ とを示 唆 す る もので あ る 。 ジル チ ア ゼ ム が左 室 圧 を低 下

させ たの は 、 その カ ル シウ ム チ ャ ネル 遮 断作 用 に よる もの で あ ろ う。

ジル チ ア ゼム は 高 酸 素心 臓 では 灌 流圧 を下 げ た(つ ま り冠 血 管 を拡

張 させ た)の に 、低 酸 素心 臓 では 灌 流 圧 をFげ な か った の は 何 故 か と

い う疑 問 もあ る 。 これ は 、低 酸 素 心 臓 では 冠 血管 は既 に拡 張 して い る

(低 酸 素 にす る と灌 流 圧 が減 少 す る こ とか ちわ か る 〉の で 、 ジル チ ア

ゼム を投 与 して も 、 これ 以 上は 拡 張 しなか った た め で あ る と説 明 で き

る 。低 酸 素 心 臓 で の ジル チ ア ゼム の左 室圧 低 下 作 用 は 、高 酸 素 心 臓 で

の 左 室 圧 低 下 作 用 よ りも軽 度 で あ った と い う事 実 も、低 酸 素 自身 に よ

って 既 に 左 室 圧 が低 下 して いた ため で あ る と説 明 で き る 。

以 上 の こ とを ま とめ て み る と、 ジル チ ア ゼ ム が 低 酸 素心 臓 の 細 胞 内

酸 素濃 度 を上 昇 した の は 、 ジル チ アゼ ム が心 筋 に 直 接作 用 して心 筋 の

機械 的活 動 を低 下 させ 、そ の結 果 心 筋 の 酸素 消 費 量 を減 少 させ た か ち

で あ る と結 論 され る 。 も し、ジル チ ア ゼ ムが 心 臓 の機 械 的 仕 事 に対 し

て何 ちの 影 響 を も現 さな けれ ば 、心筋 細 胞 膜 の 酸 素 透 過 性 に つ いて 考

察 が で きた 筈 で あ るが 、 ジル チ アゼム が 低 酸 素 心 臓 の 機 械 的 仕 事 を低

下 させ た た め に 、初期 の 目的 を達 成 出来 な か った0し か し、 この こ と

に よ って ジル チ ア ゼム の 心 筋 細胞 膜 に対 す る直 接 作 用 が 否 定 され た わ

け で は な い 。将 来 、他 の 方 法 を用 いて ジル チ ア ゼ ム の心 筋細 胞 膜 に対

す る作用 、 と くに虚 血 また は低 酸 素 下 に お け る心 筋 細胞 膜 に対 して ど

の よ うな 作用 を発 揮 す るの か につ いて の研 究 を す すめ る予 定 に して い

る。
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は 、 薬 物 投 与直 前 の 値 を100と して い る。両 者 の間 に 直線 関 係 の あ

る こ とが 分 る 。
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5要 約

ラ ッ トの 心 筋 を定 流 量 で ラ ン ゲ ン ドル フ式 に灌 流 し、潅 流液 中 の酸

素 濃 度 を低 下 させ 、低 酸 素 濯 流 モ デル 心 臓 を作 った 。低 酸 素 に よ って

ミオ グ ロ ビ ンの酸 素 飽 和 度 、左室 圧 、灌 流圧 が それ ぞれ 低 下 した 。低

酸 素 灌 流 開 始5分 後 か ち ジル チ ア ゼム を0.72,2.41,ま た は

4.82μM投 与 す る と 、用 量依 存 的 に ミオ グ ロ ピ ンの 酸 素 飽 和 度 は

上 昇 し、左室 圧 は 低 下 し、灌 流圧 に大 きな変 化 は な か った 。 この 実 験

結 果 か ら 、 ジル チ アゼ ム は 低 酸素 心 筋 細胞 内 の酸 素濃 度 を上 昇 させ る

こ とが わ か った 。 この 原 因 は ジル チ ア ゼ ム が心 臓 機 能 を抑 制 した ため

と考 え ちれ る 。 ジル チ ア ゼ ム が低 酸 素心 筋 細 胞 膜 の 酸 素 透 過 性 に 対 し

て 何 らか の影 響 をお よぼ す の か否 か につ いて は 、 この 実験 結 果 か らで

は わか ちなか った 。
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第2部 摘出灌流 ラ ット心臓の虚血 ・再灌流障害に対す

るマグネシウムの保護効果

1目 的

虚 血 ・再灌 流 障害 の原 因 と して あ げ られ て い る ものの 中で 、 一番 重

要 な もの の一 つ は カル シ ウム で あ る 。す な わ ち 、虚血 に よ って 心 筋細

胞 膜 に 何 ちか の 障害 が お こ り、再 灌 流 した 時 に細 胞外 液 か ちカ ル シウ

ム が 細 胞 内 に 流れ 込 み(カ ル シ ウム オ ーバ ー ロー ド)、 この た め に細

胞 が よ り大 きい 障害 を受 け 、時 に は それ が非 可 逆 的 に な る とい うの で

あ る 。 と ころ で 、マ グ ネ シウム は カ ル シ ウム と拮 抗 関係 に あ り.細 胞

に対 す るカ ル シ ウム の 作用 が マ グ ネ シウ ム に よ って 減 弱 され る こ とが

よ く知 られ て い る 。そ れ では 、虚 血 ・再 灌流 時 にみ られ る細胞 内カ ル

シ ウム オ ー バ ー ロー ドの影 響 も、マ グ ネ シウ ム に よ って 軽 減 され るの

か 否 か は 興 味 あ る問 題 で あ る 。 この 実験 は 体外 か ら与 えた マ グ ネ シウ

ム が 虚 血 ・再 潅 流 に よ る心 筋 細 胞 の 障害 を軽減 す るの か 否 か を検 討 す

るた め に 行 わ れ た 。 と くに 、 マ グ ネ シ ウム 虚血 の 前 に与 えた場 合 と虚

血 の 後 に 与 えた 場 合 の 違 い につ いて 特 別 の 考 慮 を計 った 。投 与時 期 の

違 いは マ グ ネ シ ウム の 作用 機 序 を考 え る上 で大 切 で あ るの は勿 論 で あ

るが 、臨 床 応 用 を考 え るLで も重 要 で あ る 。 も し、 マ グ ネ シウ ムが 再

灌 流 時 にの み 効 くの で あれ ば 、マ グ ネシ ウム は 虚 血 前 に与 え る よ りも

再 灌 流 時 に与 えた 方 が よ り有 効 な 筈 で あ る 。

2実 験 方法

実 験 には 雄 の ス プ ラー グ ・ドー リー ラ ッ トを用 い た 。ペ ン トバル

ビ タ0ル で麻 酔 後 、心 臓 を取 出 し、 ラン ゲ ン ドル フ式 に灌 流 した 。灌

流 液 と しては95%酸 素 と5%二 酸化 炭 素 の 混 合 ガ ス で飽 和 した クレ

ー ブ ス ヘ ン セ ラ イ ト液 を用 いた 。正 常 マ グ ネシ ウ ム灌流 液 と して は 、

硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム と して1.2mM、 そ のほ か 浸 透 圧 調 整 のた め マ ニ
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トー ル18.7mMを 含 む液 と し、高 マ グ ネ シ ウム 灌 流 液 と して は 、

硫 酸 マ グ ネ シ ウム と して 、5,10ま た は15mM含 む 液 を用 いた 。

高マ グ ネ シ ウム 液 の マ ニ トー ル 濃 度 は 、正 常 マ グ ネ シ ウム 灌 流 液 の 浸

透 圧 に等 しくな る よ うに それ ぞれ 調 整 した 。

10分 間の ラ ン ゲ ン ドル フ灌 流 の 後 、定流 量灌 流(10ml/min)に 切

換 えた 。拍 動 数 は 約250/minで あ ったが 、ペ ー シ ン グ をす る こ

とに よ って 、300/minに 統 一 した 。

実験 プ ロ トコー ル は 次 の如 くで あ る 。10分 間 の 灌 流 の 後 、灌 流 ポ

ンプ を停 止 させ る こ とに よ って 心 臓 を虚 血状 態 に し.ポ ンプ を再 開 さ

せ るこ とに よ って 再 灌流 を行 った 。対照(虚 血 〉群 で は 、15分 間正

常 マ グ ネ シ ウム 灌 流 液 で灌 流 し、25分 間 虚血 と し、15分 間再 灌流

を行 った 。高 マ グ ネ シ ウ ム(虚 血 前)群 では 、 まず 正 常 マ グ ネ シウ ム

灌 流液 で10分 間 灌流 の 後 、高 マ グ ネ シウム 液(15mM)で5分 間

灌流 し、次 に25分 間虚 血 に し、 さ ちに15分 間 の 再 灌流 を行 った 。

高 マ グ ネ シ ウム(虚 血 後)群 で は 、正 常マ グネ シウ ム灌 流 液 で15分

間灌 流 の 後 、25分 間 虚 血 と し、再 灌 流 初 期 の5分 間だ け高 マ グ ネ シ

ウム 液(5,10ま た は15mM)で 灌 流 し、次 の10分 間 は 正 常 マ

グ ネシ ウム灌 流 液 で灌 流 した 。高 マ グ ネ シウ ム+高 カ ル シ ウム(虚 血

後)群 での プ ロ トコー ル は 、 高マ グ ネシウ ム(虚 血 後)群 で の プ ロ ト

コー ル と同 じで あ った が 、マ グ ネ シ ウム の濃 度は15mM 、カ ル シウ

ム の 濃度 は4.51nMと した 。実 験 終 了 時 には 、エ ネル ギ ー 代謝 の 代

謝 物 を測 定 した 。

心 機 能 の パ ラメ ー ター と して 、収縮 期 圧(SP)、 拡張 終期 圧(E

DP)、 脈 圧(DP)、 左 室 圧(LVP)と したuDPはSPか らE

DPを 差 引 い た 値 で あ る 、実験 終 了後 、心 筋 を冷 凍 固 定 し 、ア デ ノ シ

ン三 リン酸(ATP)と ク レア チ ン リン酸(CrP)の 心 筋 内含 量 を

酵 素 法 に よ って 測 定 した 。

15一



3実 験 結 果

(1)高 マ グネ シウ ム の虚 血 前 また は虚 血 後 投 与 の 再灌 流 時 の 心 機能

にお よぼ す 作用:図4は 高 マ グ ネ シウム を虚 血前 また は虚 血 後(再 灌

流 時)に 与 えた 時 のヘ モ ダ イナ ミ ックスの 変 化 を示す 。高 マ グ ネシ ウ

ム(]5mM、 虚 血 前)投 与 に よ って 、SPとDPは 著 しく減少 し、

EDPは す こ し上 昇 した 。虚 血 に す る と 、 どの群 で もSP、EDP、

DPは と もにOkPaと な った 。対照(虚 血)群 では 、再 灌 流 を して

もDPは ほ とん ど上 昇 せ ず にEDPは 上 昇 した 。高 マ グ ネ シウ ム(1

5mM、 虚血 前)群 で も 、虚 血 ・再灌 流 に よ って もヘ モ ダイ ナ ミック

ス の変 化 は改 善 され ず 、対照(虚 血)群 で の変 化 とほ ぼ 同 じで あ った

が 、高 マ グ ネ シ ウム(15mM>を 再 灌 流 時 に与 え る と 、再灌 流 に よ

るEDPの 上昇 が 抑 制 され 、DPは 上 昇 した 。つ ま り、高 マ グ ネ シ ウ

ム を再 灌 流 時 に 与 え る と効 くが 、虚 血 前 に 与 えて も効 か な い こ とが わ

か った 。

高 マ グ ネ シ ウム を再灌 流 時 に投 与 す る と効 く こ とは わ か った が 、投

与 した マ グ ネ シ ウム の 量 と有 効 性 との 間の 関 係 を検 討 したの 、図5に

示 され て い る 。 この り図 か ちわ か るよ うに 、5mMの マ グ ネ シ ウム は

あ ま り有 効 で は な く、10mMの マグ ネ シ ウム はや や 有 効 、15mM

の マ グ ネ シウ ム はた しか に 有 効 で あ る こ とが わ か った 。有 効性 の 判定

は再 灌 流 時 のEDPの 上 昇 の 抑制 、な らび にDPの 上昇 で 行 った 。従

って 、再 濯 流 障 害 を抑 制 す るの に は虚 血 後 再 灌流 時 に15mMの マ グ

ネ シ ウ ム を投 与 す る こ とが必 要 で あ る こ とが わ か った 。

次 に 、高 マ グ ネ シ ウム に よ る再 灌 流 障 害 保 護効 果 は 、高 カル シ ウム

に よ って 拮 抗 され るの か否 を検 討 した 。図6は 高 マ グ ネ シ ウム(虚 血

後)投 与 に よ る再 灌流 障害 は4.5mMの カル シ ウム に よ って 拮 抗 さ

れ る こ と を示 して い る 。つ ま り、再 灌 流 時 に細 胞 内 に流 入す るカ ル シ

ウム イオ ンの 作 用 に に対 して 、マ グ ネ シウム イ オ ンが拮 抗的 に作 用 す

る こ と を物 語 って い る 。 この こ とは 、図7か ち も明 ちか で あ る 。す な

わ ち 、15mMマ グ ネ シ ウム のLVP低 下 作 用 は 、4.5mMの カ ル

シウ ム に よ って ほぼ 完 全 に 拮 抗 され た ので あ る 。
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図4高 マ グネ シウ ムの 虚 血 ・再 灌流 心 臓 の ヘ モ ダ イナ ミ ックス にお

よぼす 作 用 。黒 丸 は対 照(虚 血)群 、 白 四角 は 高 マ グ ネ シウ ム(虚 血

前)群 、 白三 角 は高 マ グ ネ シウ ム(虚 血 後)群 をあ ちわ す 。
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図5マ グ ネ シ ウム の濃 度 を変 えた 場 合 の 虚 血 ・再 灌流 心 臓 の ヘ モ ダ

イ ナ ミ ック ス 。黒 丸 は対 照(虚 血)群 、 白丸 は マ グ ネシ ウム5mM(

虚 血 後 〉群 、白 四 角 は マ グ ネ シ ウム10mM(虚 血 後)群 、白三 角は

マ グ ネ シウ ム15mM(虚 血後)群 をあ ちわす 。
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にお け る虚 血 ・再 灌 流 時 のヘ モ ダイ ナ ミ ッ クス 。黒 丸 は対 照(虚 血)

群 、 白四 角 は]5mMマ グ ネ シ ウム+4.5mMカ ル シ ウ ム(虚 血 後

〉群 、 白三 角は15mMマ グネ シ ウム(虚 血 後)群 。
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図7非 虚 血 心 臓 に お け るマ グ ネシ ウム 、カ ル シウ ム 、お よ び マ グ ネ

シ ウム+カ ル シウ ム投 与に よるLVPの 変 化 。15mMの マ グ ネ シ ウ

ム のLVP低 下作 用は4.5mMの カ ル シウ ム に よ 一・て ほぼ 完 全 に拮

抗 され て い る。
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4考 察

この 実 験 結 果 は 、高 マ グ ネ シ ウム を虚 血後(再 灌 流 時)に 投 与 す る

と 、虚 血 ・再 灌 流 に よ る心 筋 の 機 械的 機 能 な ちび に代 謝 的 機 能 の 障 害

を減 弱 させ る こ と をは っ き りと示 して い る 。

多 くの 薬 物 に よる心 筋 保 護 効 果 は 、虚 血 前 に 投 与 して お く と効 果 が

あ るが 、再 灌 流 時 に投 与 して もほ とん ど効 果 が な いか 非 常 に 弱 いの が

ふ つ うで あ る 。例 えば 、プ ラゾ シ ン、ベ ラパ ミー ル 、ニ フ ェデ ィピ ン

な どの 抗 虚 血 ・再灌 流 効 果 は 、虚血 前 に 投 与 しな けれ ば 発 揮 され る こ

とはな い 。 この 理 由は 、 これ ちの 薬物 を虚 血 前 に 投 与 す る と 、心 筋 の

機 械 的 機 能 が 低 下 す るの で 、 この 状態 で心 筋 を虚 血 に して も虚 血に よ

る障 害 が 少 な くてす むか ちで あ る。す な わ ち 、エ ネル ギ ー ・ス ペ ア リ

ング効 果 で あ る 。

マ グ ネ シ ウム も心 機 能 を低 下 させ る作用 が あ り、そ の 意 味 で は エ ネ

ル ギ ー ・ス ペ ア リン グ効 果 が あ って も良 い 筈 で あ るが 、 この 研 究 の実

験 結 果 は 、マ グ ネ シ ウム に よ るエ ネル ギ ー ・ス ペ ア リング は虚 血 ・再

灌 流 障 害 に 対 す る保 護 効果 に つ なが って い な い こ と を示 して い る 。マ

グ ネ シ ウム の 虚 血 ・再 濯流 障害 保 護 効 果は 、マ グ ネ シウ ム を再 灌 流 時

に投 与 した 場 合 にの み 発 揮 され る とい う事 実 は 、マ グ ネ シウ ム が再 灌

流 時 の カ ル シ ウムオ ー バ ー ロ ー ドを抑 制す る か 、カ ル シウ ム の 作用 に

拮 抗 す る こ と を物 語 って い る 。事 実 、マ グ ネシ ウ ム の効 果 は カル シ ウ

ム に よ って 拮抗 され る こ とが本 研 究 で示 され た が 、カル シ ウ ム オ ー バ

ー ロー ドの 抑制 か カ ル シウ ムの 作 用 に 直接 拮 抗 した の か につ い て は 明

らか で は な い 。細 胞 内 マ グ ネ シウム お よび 細 胞 外 マ グ ネ シ ウ ム の濃 度

が 上 昇 す る と 、Na-Ca交 換 の 抑 制 がお こ る こ とに よ って 、ま た細

胞 膜 や 筋 小 胞体 にお け るカル シ ウム ポ ン プ が活 性 化 され る こ とに よ っ

て 、細 胞 内 の カル シ ウム濃 度 が 低 下 す る とい う論 文 が あ る 。今 回 の実

験 で も 、お そ らくマ グ ネ シ ウム は 細 胞 内カ ル シ ウ ム濃 度 を低 下 させ る

こ とに よ って 、虚 血 ・再 灌 流 心 臓 に 対 して 良 い効 果 を現 した もの と想

像 て き る 。
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5要 約

ラ ッ トの 心 臓 を ラ ンゲ ン ドル 式 に 定流 量 灌 流 ポ ンプ を用 い て灌 流 を

行 い 、ポ ンプ を止め る こ とに よ って心 臓 を25分 問 虚 血 に し、15分

間再 潅 流 を行 った 。高 濃 度の マ グ ネシ ウム(15mM)を 虚 血 前 に投

与 して も 、虚 血 ・再 灌 流 に よ る拡張 終 期圧 の上 昇 を減 弱 で きな か った

が 、虚 血 後 、つ ま り再 灌 流 時 に 投与 す る と虚 血 ・再 灌 流 に よ る拡 張 終

期 圧 の 上 昇 を減弱 で きた 。 この マ グ ネ シウ ム の虚 血 ・再 灌 流 障 害 保 護

作 用 は 、 マ グ ネ シ ウム の エ ネル ギー一・スペ ア リン グ作 用 に よ るの で は

な い 。 お そ ら くは 、マ グネ シウ ム が再 灌流 時 にお け るカ ル シウ ム オ ー

バ ー ロ ー ドを抑 制 した ため か 、また は 細胞 内カ ル シ ウム の 作用 に拮 抗

した た め か 、 あ る いは そ の 両 方 のた め で あ ろ うと考 え られ る。再 灌 流

時 に 投 与 して 、虚 血 ・再濯 流 障害 を抑制 で き る薬 物 は ほ とん ど知 ちれ

て いな いの で 、虚 血 ・再濯 流 障 害 に お け るマ グ ネ シ ウム の価 値 は臨 床

医学 の 見 地 か ちみ て も大 き い 。
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第3部 虚血'再 灌流 による心筋内遊離脂肪酸の上昇 と

ジル チアゼムの虚血 ・再灌流障害保護作用のメ カニズム

1目 的

ジ ル チ アゼ ム は カ ル シウム チ ャ ネル を遮 断 す る薬 物 の 一 つ で 、虚 血

心 筋 保 護 をす る と い うこ とが わ か って い る 。で は 、 どん な メ カ ニ ズム

に よ って 虚 血 心 筋 保 護 をす るの で あ ろ うか 。 この メ カ ニ ズ ム を解 明 で

きれ ば 、虚 血 心 筋 保 護 の実 態 が わ か り、これ を 手掛 か りに して 抗 狭 心

症 作 用 の 強 い新 しい薬物 を開 発 す る こ とがで き る筈 で あ る 。 この た め

に この 実 験 を計 画 した 。虚 血 ・再 灌 流 障害 の 指 標 と して は 、心 筋 の 遊

離 脂 肪 酸 蓄 積 を利 用 した 。遊 離 脂 肪 酸蓄 積 の 実 態 の ため に 基 礎 的 な 実

験 を し、 その 上 でd-cis-diltiazemと1-cis-diltiazemの 作 用 を比 較

した 。L-cis-dilriazemの カ ル シウ ム チ ャ ネル 遮 断 作用 はd-CIS-dil-

tiazemの 約1/20か ち1/30で あ るの で 、この 両 薬 物 の虚 血 ・再 灌 流 障害

に対 す る保 護効 果 を比 較 すれ ば 、 カル シ ウム チ ャネル 遮 断 が虚 血 ・再

灌 流 障害 の保 護 に どれ だ け 役 に 立 って い るか を 明 ちか にす る こ とが で

き る 。

2実 験 方 法

実 験 に は 雄 の スプ ラ ー グ ・ ドー リー ラ ッ トを 用 い た 。 ペ ン トバ ル

ビ タ ー ル 麻 酔 後 、 心 臓 を 取 出 し 、 ま ず ラ ン ゲ ン ドル フ 法 で10分 間 灌

流 し 、 次 にworkingheart法 で 灌 流 し た 。Workingheart法 に お い て

は 、preloadを12cm水 、afterloadを90cln水 と した 。

NEFAは 次 の よ う に して 測 定 した 。 液 体 酸 素 で 冷 却 した ク ラ ン プ

で 心 筋 を 挟 み 、 こ れ を 液 体 酸 素 温 度 下 で 粉 末 と した 。 脂 質 の 抽 出 は ホ

ル チ 法 に よ っ た 。 内 部 標 準 物 質 と して は ヘ プ タ デ カ ン酸(C17:0)を 用

い た 。 抽 出 物 にADAM試 薬(カ ル ボ ン 酸 に 対 す る 蛍 光 試 薬)を 作 用

さ せ て 脂 肪 酸 を 蛍 光 ラベ ル した 後 、HPLCでNEFAの 同 定 、 定 量

した 。NEFAほ か に 、ATP、CrP、 乳 酸 な ど 代 謝 物 も 同 時 に 測

牢 し 、 心 筋 内 の そ れ ち の 物 質 の 含 量 も算 出 した 。
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3実 験 結 果

(1)虚 血 ・再灌 流 に よ る心 機 能 の 変化 とNEFA含 量の 変 化

図8は 虚 血 時 間 を変化 させ た 場 合 、再 灌 流 後 の心 機能 の 回復 が どの

よ うに な るの か をみ た基 礎 的 な 実 験 で あ る 。 この 図 か ちわ か るよ うに

虚血 時 間10分 の 場 合 は 、再 灌 流 に よ って 心 機能(圧 拍 動 積)が 戻 っ

て くる 。 しか も、心 機 能 が 回 復 す る程 度 は 、再 灌 流 の 時 間 に よ く比 例

して い る こ とが わ か る 。虚 血 時 間 が20分 の場 合 は 、再灌 流15分 ま

で は 心 機 能 は 全 く 回復 せ ず 、再灌 流30分 で少 し回 復 が み ちれ た だ け

で あ った 。虚 血 時 間 が30分 にな る と 、再灌 流 後 の 心 機能 の 回復 は さ

ちに悪 くな った 。

図9は 虚 血 時 間 を変 化 させ 、その 後 再 灌流 させ た 場合 の 心 機 能 、遊

離 脂肪 酸 、ATP、CrP、 お よび 乳 酸含 量 の 変化 を示 して る 。図8

の実 線 は 虚 血 時 間 を表 し、点 線 は再 灌 流 時 間 を表 して い る 。虚 血 だけ

につ いて み る と、虚 血 に よ って心 機 能 は 最 低 に な り 、NEFAは 上 昇

傾 向 を示 し、ATPとCrPは 低 下 し、乳酸 は 増 加 した 。面 白 いの は

再 灌 流 を して か らの 変 化 で あ る 。心 機 能 は虚 血 時 間 が 短 か けれ ば 再灌

流 後 回復 した が 、虚 血に よ って 増 加 したNEFAは 再 灌流 して も低下

す る ど ころ か 、 さ ちに 増加 す る傾 向 を示 した 。ATPとCrPは 虚 血

に よ っ て低 下 し、再灌 流 に よ って 回 復傾 向 をみせ た 。乳 酸 は 虚 血 で増

加 し、再 灌 流 で元 の レベ ル に 低 下 した 。以 上 の こ とか ら、NEFAの

虚 血 ・再 灌 流 に よ る変 化 は 、他 の パ ラメー ター とは非 常 に違 うこ とが

分 った.つ ま り、虚 血 に よ るNEFA含 量 の上 昇 は 再 灌 流後 さ ちに 上

昇 した とい うこ とで あ る 。そ こ で 、虚 血障害 と再 灌 流 障 害 をわ けて考

える場 合 に は 、NEFAの 変 化 を指 標 に す る と便 利 で あ るこ とが わ か

った 。即 ち 、虚血 中 のNEFAの 上 昇 は虚 血障 害 の パ ラメ ー ター とな

り、再 灌 流 に よ るNEFAの 上 昇 は 再 灌流 障 害 の パ ラメ ー ター とな り

得 る 。
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離 脂 肪 酸 、ATP、CrP、 乳 酸 含量 。実 線 は 虚 血 を表 し、点 線 は再

灌 流 を表 す 。5、10、15,20、25お よび30分 間 の 虚 血 群 の

ほ か 、10分 間 虚 血 後20分 間 再 灌流 、20分 間 虚 血後20分 間 再灌

流 、30分 間 虚 血 後20分 間 再灌 流 群 で の 実験 成 績 をま とめ て あ る 。

一26一

L



次 に虚 血 ・再 灌 流 に よ って 変 化 したNEFAの 中 で最 も大 きな 変化

を示 した ア ラギ ドン酸 と心 機 能 お よび 他 の代 謝 物 との相 関 を と った 。

図10は 虚 血 中(左)お よび 再 灌 流 中(右 》に お け る ア ラ キ ドン酸含

量 とATP含 量 との 相 関図 で あ る 。虚 血 に よ ってATPが 減 少 して 、

その レベ ル が5μmol/g以 下 にな る と 、ア ラ キ ドン酸 が蓄 積 して

く るこ とが わ か る 。再 灌 流 時 の ア ラキ ドン酸 含 量 とATP含 量 との 関

係 は虚 血 の 時 の 関 係 と一 見 似 て い るが 、異 な っ て い る よ うにみ え る 。

図11は ア ラキ ドン酸含 量 とAMP含 量 との相 関 を とった 図 で あ る 。

AMPが 増 加 す る と 、ア ラキ ドン酸 が 増 加 して くる こ とが わか る 。図

12はATPとAMPの 比(ATP/AMP)と ア ラキ ドン酸 含 量 と

の 相関 を表 して い る。 この 比 が1以 下に な る と、 ア ラキ ドン酸 が 蓄 積

して くる こ とが わ か る 。つ ま り 、虚 血 に よ ってATP/AMPが 低 下

す るこ とが 、ア ラキ ドン酸 の 含 量 増 加 に 密接 に関 係 して い る よ うで あ

る 。図13は 心 機能(圧 拍 動 積)とATPな ちび に ア ラキ ドン酸 含量

の相 関 を と った もので あ る 。ATPの 低下 と心 機 能 の 減 少 は よ く相関

してお り、ア ラキ ドン酸 の 増 加 と心 機 能の 低 下 も よ く相 関 して い る 。

この よ うな 事実 か ち、 ア ラキ ドン酸 は虚 血 ・再 灌 流 障 害 の 重 要 な パ ラ

メー ター とな るこ とが 明 ちか とな った 。 と くに 、ATPと は 異 な り、

ア ラキ ドン酸 は再 灌 流 時 に 増加 す るの で 、 ア ラキ ドン酸 の 蓄 積 は再 灌

流 障 害 の 指 標 とな り得 る と考 え られ る 。

以 上 の よ うな基 礎 実験 をふ まえ て 、カル シ ウム 拮 抗 薬 で あ り、抗 虚

血作 用 を も って い る ジル チ ア ゼ ム の作 用 の メ カ ニ ズ ム を追 及す る 目的

で実験 を し、その 結 果 を以下 に 記載 す る 。 ジル チ ア ゼ ム に 関す る実 験

の 方 法 は 、薬 物 投 与 を除 け ば 、今 まで 述 べ て きた 基 礎 的 実 験 の 方法 と

全 く同 じで あ る 。
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図10心 筋 の ア ラ キ ドン 酸 含 量 とATP含 量 と の 関 係 。 左 は 虚 血 時

に お け る 関 係 で 、右 は 再 灌 流 時 に お け る 関 係 を 表 す 。
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(2)ジ ル チ ア ゼム の 虚血 ・再 灌 流 心 臓の 機能 に お よぼ す 作用

図14は 非 虚 血 正 常心 臓 に薬 物 を投 与た 場 合 の ヘ モ ダ イ ナ ミ ックス

に 与 え る影 響 を示 す 、D-cis-diItiazemは 圧 拍 動 積 、拍 動 数 、最 大 動

脈 圧 は す べ て 減 少 させ 、 その 程 度 は用 量 依 存 的 で あ った 。 卜cis-diI

tiazemの 作 用 はd-cis-diltiazemに 比 べ る と弱 く 、 しか も最 大 動 脈 圧

は 上 昇 した 。低 カル シ ウム(1mM>に よ って も 、d-cis-diltiazem

と同 じよ うな ヘ モ ダ イ ナ ミ ックス の減 少 が み とめ ちれ た 。但 し、拍動

数 の減 少 の 程度 はd-cis-diltiazemに 比 べ る と弱 か った 。図15は 虚

血 前 か ち薬 物 を投 与 した 場 合 の再 灌 流 時 の 心 機 能 の 回 復 を調べ た もの

で あ る 。虚 血 時 間 は す べ て20分 と し、薬 物投 与 は 虚血5分 前 か ち始

め た 。た だ し、再 濯 流 時 に は薬 物 は 入 って い な い 。 まず 、対 照 実 験(

薬 物 な し 〉をみ る と 、虚 血 の 後 に再 灌流 して も心 機 能 は ほ とん ど 回復

せ ず 、再 灌 流20分 後 に わず か に回 復 した のみ で あ った 。 とこ ろが 、

d-cis-dilriazemを 投 与 して お く と 、用 量 依 存 的 に再 濃 流 後 に心 機 能

の 回 復 が み ちれ た(上 段)。 と ころ が 、カ ル シ ウム チ ャ ネル 遮 断 作 用

の弱 い 筈 の1-cis-tliltia∠emも 再 灌流 後 の 心 機 能 を 回復 す る作 用 の あ

る こ とが わ か った(下 段)。 しか も、1-cis=ditlis∠e旧 の 再 灌 流後 の

心 機 能 を 回復 す る作 用 の強 さはd-CIS-diltiazemの 作 用 の 強 さに 匹敵

して いた 。 この 事 実 は ジル チ ア ゼ ムの 虚 血 ・再 灌流 障 害 保 護 作用 は 、

カ ル シ ウム チ ャ ネル 遮 断作 用 の み では 説 明 で きな い こ と を示 す 。図 の

16は 薬 物 に よ る心 機 能 の抑 制(下 向 き)と 再灌 流 後 の 心 機 能の 回復

(上 向 き)を 示 して い る.d-cis-diltiazemは 用 量 依 存 的 に心 機 能 を

抑制 し、その抑制の程度に反比例 して再灌流後の心機能の回{虻ユ られ
ハ

た 。 つ ま りd-cis-diltiazemは 心 筋 の エ ネ ル ギ ー 消 費 を減 少 させ る こ

と に よ っ て 、 再 灌 流 時 の 心 機 能 を 回 復 せ た の で あ る(エ ネ ル ギ ー ・ス

ペ ア リ ン グ 効 果>0し か し 、1-cis-diltiazemは 心 機 能 低 下 作 用 は 小

さ い の に 、再 灌 流 後 の 心 機 能 を 回 復 させ た 。 故 に 、1-cis-diltiazem

の 虚 血 ・再 灌 流 障 害 保 護 作 用 は 虚 血 時 に で は な く 、 再 灌 流 時 に こ そ 発

揮 さ れ た も の と考 え る こ と が 出 来 る 。 で は 、1-cis-tliltiazemを 再 灌

流 時 に の み 投 与 した ち ど うな る か と い う実 験 を す る 必 要 が あ る 。 図 の

17は 再 灌 流 時 に の み 薬 物 を 投 与 した 場 合 の 実 験 結 果 を 示 して い る 。
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図14圧 拍 動 積(Pressurerateproduct)、 拍 動 数(Heartrate),

お よ び 最 大 動 脈 圧(Peakaorticpredsure)の 薬 物 投 与 に よ る 変 化 。 薬

物 投 与 前 と 投 与5分 後 の 値 の パ ー セ ン ト 変 化 。 薬 物 と し て は 、d-cis-

diltiazemと1-CIS-(111tiazemを 用 い た 。Lowcalcium灌 流 液 に よ る

効 果 も 調 べ た 。
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い 、 再 灌 流 も20分 間 行 っ た 。 白 丸 はnodrug.黒 四 角 は1-cis-dil-

tiazem3x10-6M。 黒 三 角 はd-cis-diltiazemlx10-5M。 黒 丸 は

d-cis-diltiazem3x10-5M。 黒 菱 形 はi-cis-d日tiazemlx10-5

M.黒 六 角 は1-cis-diltiazem3x10-JM。 白 三 角 はlowCa 。
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し
図17は 再 灌 流 時 に の み 投 与 たd-cis-diltiazemも1-cis-tliltiazem

n

も 、再 灌 流 時 の 心 機 能 を少 しで あ るが 回復 させ る こ と を示 して い る。

従 って 、 ジル チ ア ゼ ム は再 灌 流 時 に受 け る細 胞 膜 の 障 害 を 、お そ ら く

はカ ル シ ウム チ ャ ネル の遮 断 以 外 の メ カニ ズ ム に よ って 抑制 して い る

こ とが わ か る 。

(3)ジ ル チ ア ゼ ム の 虚 血 ・再 灌 流 心 臓 の 代 謝 に お よ ぼ す 作 用

図18は 虚 血 ・再 灌 流 に よ る心 筋 の 全NEFA含 量 の 変 化 と 、 そ れ

に お よ ぼ す 薬 物 の 影 響 を み た もの で あ る 。 ま ず 、 対 照(nodrug)実

験 か ち み とみ る と 、 虚 血 に よ っ てNEFAは 心 筋 内 に か な り蓄 積 し、

再 灌 流 を す る と 蓄 積 したNEFAが 少 な くな る ど こ ろ か 、 も っ と蓄 積

す る こ と が わ か っ た 。 つ ま り 、NEFAは 虚 血 の 時 ば か りで は な く再

灌 流 の 時 に も 蓄 積 す る の で あ る 。灌 流 液 の 中 に は 脂 肪 な い し脂 肪 酸 は

全 く 入 っ て い な い の で 、 心 筋 の 蓄 積 したNEFAは 心 筋 自身 か ち 出 て

き た こ と に な る 。 お そ ち く は 、心 筋 の リ ン 脂 質 か ら切 り 出 さ れ て き た

も の と思 わ れ る 。D-cis-diltiazemの 前 投 与 は 、 虚 血 に よ るNEFA

の 蓄 積 を ほ ぼ 完 全 に 抑 制 した が 、 再 灌 流 に よ るNEFAの 蓄 積 は 完 全

に は 抑 制 し な か っ た(3x10-6、1x10-5M)。 しか し 、d-cis-dil-

tiazemの 濃 度 が3x10-5Mと 高 く な る と 、 再 灌 流 に よ るNEFAの

蓄 積 は 完 全 に 抑 制 され た 。L-cis-diltiazemは 虚 血 に よ るNEFAの

蓄 積 を 全 く 抑 制 しな か っ た が 、 再 灌 流 に よ るNEFAの 蓄 積 を 高 濃 度

で 完 全 に 抑 制 し た 。 っ ま り 、d-cis-d日tiazemは エ ネ ル ギ0ス ペ ア リ

ン グ 作 用 の た め に 虚 血 に よ るNEFAの 蓄 積 を 抑 制 し 、 高 濃 度 で は お

そ ち くは 非 特 異 的 作 用 の た め に 再 灌 流 に よ る 細 胞 膜 の 障 害 を 減 弱 さ せ

た と考 え られ る 。 こ れ に 反 して 、1-cis-diltiazemは 再 灌 流 時 の 障 害

の み を 減 弱 さ せ た と 考 え られ る 。 面 白 い こ と に 、d-cis-diltiazemを

投 与 した 群 で も1-CIS-diItiazemを 投 与 した 群 で も 、 再 灌 流 後 に お け

るNEFAの 含 量 は 同 じで あ っ た 。 こ の こ と は 、 虚 血 ・再 灌 流 に よ る

心 機 能 障 害 をd-C1S-diltiazemや1-cis-diltiazemが 抑 制 す る の と よ

く 似 て い た.低 カ ル シ ウ ム 液 の 影 響 は 、Icis-diltiazemに よ る 影 響

と ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。
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酸 量(totalNEFA)と 薬 物 作 用 。 虚 血 に よ っ てNEFAは 上 昇 し 、 再 灌 流

す る とNEFAは さ ら に 上 昇 し た 。D-cis-dittiazemは 虚 血 に よ るNFFAの

上 昇 を よ く よ くせ い し 、1-cis-tliltiazeroは 再 灌 流 に よ るNEFAの 上 昇

を よ く抑 制 した 。 従 っ て 、 虚 血 ・再 灌 流 後 の 心 筋 のNEFAの 含 量 はd-

cis-diltiazemを 与 え た 場 合 も1-cis-diltiazemを 与 え た 場 合 も ほ と

ん ど 同 じ で あ っ た 。

一38一



図19は 高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸 化 合 物 の 心 筋 内 含 量 の 虚 血 時 、 再 灌 流

時 に お け る 変 動 と 、 そ れ に 対 す る 薬 物 作 用 を 示 す 。 対 照 実 験 で は 、 虚

血 に よ っ て 心 筋 のATPとADPの 含 量 が 低 下 し 、AMPの 含 量 が 増

加 したc再 灌 流 に よ っ て これ ちの 変 化 した 代 謝 物 の 含 量 は 元 の レ ベ ル

に 戻 る 傾 向 を 示 した 。D-cis-diitiazemは 虚 血 に よ る変 動 を よ く抑 制

した 。 こ れ に 対 して 、1-cis-tliItiazemは 虚 血 に よ る 代 謝 物 の 変 動 を

あ ま り抑 制 しな か っ た 。再 灌 流 時 の 代 謝 物 の 変 動 は1-cis-diltiazen

の 方 が む し ろ よ く 抑 制 した の で 、再 灌 流 後 に お け る最 終 的 な 高 エ ネ ル

ギ0リ ン 酸 化 合 物 の 心 筋 内 含 量 は 、d-cis。diltiazemを 投 与 し た 場 合

で も1-cis-diltiazemを 投 与 した 場 合 で も 、 ほ ぼ 同 じに な っ た 。 低 カ

ル シ ウ ム 灌 流 液 の 場 合 は 、1-cis-d日tiazem投 与 の 場 合 と ほ ぼ 同 じ よ

うな 結 果 とな っ た 。 図20はATP、ADP、AMPの 含 量 か ら計 算

した エ ナ ジ ー ・チ ャ ー ジ ・ポ テ ン シ ャ ル の 変 化 を示 し て い る 。 こ の 変

化 はATPの 変 化 と よ く似 て お り 、d-cis-diltiazemは 虚 血 心 筋 を 保

護 す る 作 用 が 強 く 、1-cis-diltiazemは 再 灌 流 障 害 を よ り効 果 的 に 防

止 し 、 結 局 は ど ち ら の 薬 物 を 用 い て も 、 再 濯 流 後 の エ ナ ー ジ ー ・チ ャ

ー ジ ・ポ テ ン シ ャ ル は 同 じ レ ベ ル に な った 。 図20は 心 筋 ク レ ア チ ン

リ ン 酸 の 虚 血 ・再 灌 流 に よ る 変 動 を 示 して い る 。 ク レ ア チ ン リ ン 酸 の

変 動 もATPと ほ ぼ 同 じで 、d--cis-diltiazemは 虚 血 に よ る ク レ ア チ

ン リ ン 酸 の 低 下 を 抑 制 し 、1-cis-diltiaze旧 は 再 灌 流 時 に よ り効 果 を

発 揮 して い る よ うに み え た 。 結 局 、 ど ち ち 型 の ジ ル チ ア ゼ ム を 与zて

も 、再 灌 流 後 の 最 終 的 な ク レ ア チ ン リ ン 酸 の 値 は ほ ぼ 同 じ で あ った 。

図22は 心 筋 の 乳 酸 の 含 量 を 示 す 。 虚 血 に よ っ て 乳 酸 含 量 は 増 加 し 、

再 灌 流 に よ っ て ほ ぼ 元 の レ ベ ル に 戻 っ た 。D-cis-diltiaiemも1-cis-

diltiazemも 虚 血 ・再 灌 流 に よ る 乳 酸 レ ベ ル に 大 き な 影 響 は 与 え な か

っ た 。 低 カ ル シ ウ ム 灌 流 液 も 大 き な 影 響 を 与 え な か っ た 。 図23は 再

灌 流 を 始 め て か ら 、 心 臓 が 動 き 出 す ま で の 時 間 を 比 べ た も の で あ る 。

低 カ ル シ ウ ム 液 で は 、 再 灌 流 を し た あ と 心 臓 が 動 き 始 め る の に 約10

分 か か っ た の に 対 し 、d-cis一 ま た は1-cis-diltiazemを 投 与 した 群 で

は 心 臓 が 動 き 出 す ま で の 時 間 が5分 以 下で あ り 、 こ こ でd-cis-dii
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1

tiazemや1-cis-diltiazemを 与 え た こ と と 、 灌 流 液 を 低 カ ル シ ウ ム に

した こ と と は 、 同 じで は な く 、 意 味 が 全 く異 な る こ とが わ か っ た 。

4考 察

この 実 験 で は虚 血 ・再灌 流 に よ って心 機 能 が 非 可 逆 的 に 障害 を受 け

た場 合 、心筋 に ア ラキ ドン酸 の よ うなNEFAが 蓄 積 す るこ とが明 ち

か とな った 。脂 肪 酸 は リパ ー ゼ に よ って脂 質(リ ン脂 質 や 中性 脂 肪 な

ど)か ち切 り出 され て く るが 、 アセ チ ルCoA合 成 酵 素 な どの 酵素 に

よ って 、脂 質 に再 合 成 され る とい うサ イ クル を 回 っ て い る。 従 っ て 、

脂 肪 酸 が蓄 積 す るの は 、 リパ ー ゼ(と くに ホス ホ リパ ー ゼ 〉に よ る切

り出 しが 速 くな っため か 、脂 質(と くに リン脂 質)へ の 合 成 が 遅 くな

った ため か 、あ るいは そ の両 方 の た め で あ ろ う と推 察 出 来 る 。 さて 、

虚 血 中 に はATPが 低 下す る とと もにAMPが 上 昇 す る 。 と ころ で 、

アセ チ ルCoA合 成 酵 素 が その 機 能 を発揮 す るた め に は 、ATPを 補

助 因 子 と して必 要 で あ り、またAMPに よ って ア セ チルCoA合 成 酵

素 の 活性 が 抑制 され る 。虚 血 中の 心 筋 では 、ATPの 低 下 とAMPの

上昇 が あ るの で 、 アセ チルCoAの 活性 は 低 下 して い る こ とが 予 想 さ

れ る 。従 って 、虚 血 中 の遊 離 脂 肪 酸 の蓄 積 はATPの 減 少 とAMPの

上 昇 で ほ ぼ 説明 出来 る。U-cis-diltiazemは エ ネ ル ギ ー の 消 費 を低 下

させ る こ とに よ って 虚血 中のATPの 低 下 とAMPの 上 昇 を防 止 す る

の で 、虚 血 中のNEFAの 蓄 積 が 少 な くて す ん で い る と考 えて よ いで

あ ろ う。エ ネル ギ ー ・スペ ア リング効 果 はd-cis-diltiazemに か ぎ ち

ず 、心 機 能 を低 下 させ て エ ネ ル ギ ー の消 費 を低下 させ る薬 物 を投 与 す

れ ば 、現 れ る と考 えて よい 。 しか し、 これ ちの薬 物 は 心 機 能 を減 少 さ

せ るわ け で あ るか ら、再 灌流 後 に これ ちの薬 物 が残 れ ば 、再 灌流 した

心 臓 の収 縮 力 は低 下 す る筈 で 、 これ は 虚血 ・再 灌 流 障害 か ち心 筋 を保

護 す るこ とに水 を さす 結果 とな る 。 この意 味 で は 、心 機 能 を ほ とん ど

低 下 させ なか った1。cis-diltiazemが 虚 血 ・再 灌 流 に よ る障 害 を保 護

した とい う成 績 は 特筆 す べ き もの で あ る 。同 時 に 、再 灌 流 時 にお け る

心 筋 保 護 は 虚 血 時 に お け る心 筋 保護 とは そ の メ カ ニ ズ ム が 異 な る こ と

を示 唆 す る 。 こ こで 、虚 血 に よ る障 害 と再 灌 流 に よ る障 害 とは 基 本 的
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に 異 な る こ と を再確 認 す る必 要 が 出て きた 。

虚 血 に よ る障害 の基 本 にあ るのは 、エ ネ ル ギ ー の減 少 で あ る こ とは

前 述 した 。 しか し 、再 灌 流 に よ る障 害 は エ ネル ギ ーの 減 少 で は 説 明 で

きな い 。な ぜ な ち、再 灌 流 に よってATPやCPの レベ ル がL昇 し、

乳 酸 やpHの 値 が正 常 の 値 に 向 か って も 、な お 、障 害 が 進 行 す るか ら

で あ る 。 障害 が 進 行 して い る こ とは 、NEFAの 値 が 再 灌 流 後 も上 昇

し続 け る こ とか ちわ か る 。この こ とは 、再 灌 流 時 もNEFAが 切 り出

され て い る こ と を物 語 って い る 。お そ ら く、再 灌 流 に よ って 細 胞 内 の

カ ル シ ウ ム濃 度 が 上 昇 した た め に ホ ス ホ リパ ー ゼ 活性 が上 昇 し、これ

がNEFA含 量 の 上 昇 につ な が ったの で あ ろ う。 これ が事 実 だ とす れ

ば 、ホ ス ホ リパ ー ゼ を抑 制 す る薬 物 は 再 灌 流 障 害 を減 弱 させ る こ とに

な る.事 実 、ホ ス ホ リパ ー ゼ が 再灌 流 障 害 を減 弱 した と い う報 告 は あ

る 。 しか し、本 実 験 では1-cis-diltiazemが 再灌 流 障 害 を減 弱 させ た

とい う結果 が 出た 。 この 作用 メカ ニ ズ ム は今 の と こ ろ不 明 で あ る 。心

筋 の 細 胞 膜 に対 して1-cis-diltiazemは 何 ちか の 保 護 作 用 を も って い

る もの と考 え られ る 。 もち ろんd-CIS-diltiazemに も同 じ作 用 が あ る

が 、 この 場 合 に は カル シ ウム チ ャ ネル 遮 断 作 用(エ ネル ギ0・ スペ ア

リ ン グ作 用 ♪の ため に 、膜 に対 す る作 用 が 隠 され て しま っ た の で あ ろ

う.こ の よ うに考 えて ゆ く と 、再灌 流 障 害 に対 しては 膜 安 定 化 作 用 を

もつ 薬 物 が有 効 で あ る とい うこ とに な る。 ホ ス ホ リパ ー ゼ を抑 制 す る

物 質 もその 中に 入 るが 、細 胞 膜 に 対 して非 特 異 的 に 作 用 す る物 質 、例

えば リ ドカ イ ン もこ の 中 に 入 る 。現 段 階 で は リ ドカ イ ンの 細 胞膜 に対

す る作 用 メ カ ニ ズ ムが は っ き りとは わ か って い な い 。 ジル チ ア ゼ ム も

カ ル シ ウ ム チ ャ ネル 遮 断 作 用の 他 に リ ドカ イ ン様 の 作 用 を も って い る

の で 、 この 細 胞 膜 安 定 化 作用 の 本 態 を解 明す る こ とが 将 来 の 研 究 の 重

要 な 課 題 で あ る.こ の点 に関 して は プ ロ プ ラ ノ ロー ル の 作 用 と も関 連

す る.プ ロプ ラノ ロ ール は β一 遮 断作 用 の 他 に 細 胞膜 安 定 化 作 用 を も

っ て い るか ちで あ る 。膜 安 定化 作 用 を もつ 薬 物 が虚 血 心 筋 の 保 護 に役

に立 つ とい う事実 は 、膜 安定 化 作 用 が 実 は 虚血 後 の 再 灌 流 に 有効 で あ

る こ と を強 く示 唆 す る もの で あ る 。
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5要 約

心 筋 中 に 含 まれ るNEFAの 含 量 を指 標 と して 虚 血 な ちび に再 灌 流

障 害 を推 測 で きる こ と を実 験 に よ って示 した 。NEFAは 高 エ ネル ギ

ー リン酸 化 合物 や 乳 酸 含 量 とは 異 な る情 報 を提 供 す る もの で 、 とく に

再灌 流 障 害 を判 定 す るの に便 利 で あ るこ とが わ か った 。虚 血 に よ っ て

お こ る心 筋 中へ のNEFAの 蓄 積 は 、ATPの 減 少 とAMPの 増 加 に

よ って ア セ チルCoA合 成 酵 素 の 活性 が抑 制 され 、 この た めNEFA

の リン脂 質へ の 再 合 成 が抑 制 され た か らで あ ろ う。再 灌 流 に よ って お

こ るNEFAの 蓄 積 は 、再 灌 流 に よ って生 じた カ ル シ ウム オー バ ー ロ

ー ドの ため に細 胞 内カ ル シウム 濃 度 が上 昇 し、 この た め ホ ス ホ リパ ー

ゼ の 活 性 が 上昇 し、 リン脂 質 か ちの脂 肪 酸 の 切 り出 しが 増 えた た め で

あ ろ う。0-cis-dlltiaze剛 は 心 機 能 を抑 制 す るの で 、 この た め に虚 血

心 筋 の エ ネ ル ギー 消 費 を減 少 させ 、そ の結 果 と して 虚 血 心 筋 を保 護 す

る こ とが わ か った 。1.-cis-diltiazemは 主 と して 再 灌 流 時 の 心 筋 細 胞

膜 を保 護 す るこ と によ って 、再 灌 流障 害 か ち心 筋 を保 護 す る こ とが 示

唆 され た 。D-cis-diltia7emも 再 濯流 障 害 を保 護 す る作 用 を も って い

るが 、エ ネル ギー ・スペ ア リング作 用 が あ ま り強 い ため に 、表 面 に は

出 に くか ったの であ ろ う。虚 血 ・再灌 流 障 害 か ら心 筋 を保 護 す るに は

従 来 か ら言 われ て いるエ ネル ギ ー ・スペ ア リング効 果 の 他 に 、心筋 細

胞 膜 を強 化 す る効 果 を考 え る必 要 が あ る こ とが示 唆 され た 。
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第4部

の影響

心筋細胞膜のカル シウムチ ャネルに対す る虚血

]目 的

虚 血 に よ って 心 筋 内 のATP含 量 が 低下 す る こ とは 、す で に 証 明済

み の事 実 で あ る 。 とこ ろで 、細 胞 内 のATPが 低 下 す る と細 胞 膜 の カ

ル シ ウ ム チ ャ ネル活 性 に何 らか の 影響 が 出 て く るこ とが示 唆 され て き

た 。 しか し、ATPと カ ル シ ウム チ ャ ネル 活 性 との間 を正 確 に関 連 づ

け る こ とは難 しい 。な ぜ か と い うと、ATPを 減 少 させ る と細 胞 内 の

カ ル シ ウ ム濃 度 が上 昇 し、 この ためCainducedCainactivationと い

う現 象 が お こ る 。つ ま り、細 胞 内ATP減 少 の カル シ ウム チ ャネ ル 活

性 にお よぼ す 影 響 は 、ATPの 減 少 その もの に よ る直 接 的 な 影響 の 他

に 、細 胞 内カ ル シ ウム 濃度 上 昇 に 由来 す る二 次 的 な 影 響 が あ る 。こ の

他 、ATPの 減 少 は 収縮 を ひ きお こす の で 、 これ もカ ル シウ ム チ ャ ネ

ル 活 性 を正 確 に見 る こ とを妨 げ る 。故 に 、whole-ce口 を用 い た実 験 で

は 、ATP減 少 の カル シ ウム チ ャネル にお よぼ す影 響 を正確 に 見 る こ

とが 出来 な い 、この 問 題 を解 決 す る には 、単 離 した 心 筋 細 胞 をinside-

outの 状 態 に し、 この 細 胞 膜 に対 してパ ッチ ク ラン プ法 を用 いて カ ル

シ ウム チ ャ ネル の 状 態 をみ る の が よ い 。そ うす れ ば 、CainducedCa

inactivationの 問 題 も収縮 の問 題 もな くな る 。 しか し、 この よ うな 標

本 を用 い て 実 験 を して も、 まだ 問 題 が残 る 。 それ は 、inside-outの 標

本 を使 って 実 験 す る と、Caチ ャ ネル の活 性 が 時 間 の 経 過 と と もに減 少

す るか ちで あ る。 この 現 象 をrun-downと 呼 ん で い る 。最近 、 この 問 題

が 解 決 した.す なわ ち 、心 筋 組 織 の抽 出液 を用 い る と、run-down現 象

が 出 な い こ とがわ か った 。そ こで本 実 験 は 、run-dawnし な い条 件 下 で

ATPと カ ル シ ウム チ ャネル 活 性 との 間 の 関係 を求 め るの を 目的 と し

て行 った 。
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2実 験 方 法

実 験 に は 雌 モ ル モ ッ ト(体 重300-600g)を 用 い た 。 モ ル モ ッ トか ち

心 臓 を 取 出 し 、 これ を コ ラ ゲ ナ ー ゼ(Yakult社)で 処 理 し 、 図24に

示 す 方 法 で 心 室 筋 細 胞 を 単 離 した 。

ま ず 、 心 筋 組 織 液 か ち タ ン パ ク 質 を 抽 出 し 、 こ れ をDEAE一 セ ル

ロ ー ス カ ラ ム を用 い て 分 離 し 、run-downし た カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 活

性 を 回 復 さ せ る タ ン パ ク 質 は 、 カ ラ ム に よ る 分 離 の ど の 部 分 に あ る か

を 電 気 生 理 学 に 確 認 した 。 こ の タ ン パ ク 質 を 部 分 精 製Caチ ャ ネ ル 活

性 蛋 白(PartiallypurifiedCachannelactivatingprotein;pCAp)

と 呼 ぶ 。 こ のPCAPを 高 カ リウ ム 液(inside-out液)で 透 析 して 得

られ た 液 をrun-downを 防 止 す る 液 と して 用 い た 。

実 験 方 法 の 概 要 は 図25示 さ れ て い る 。 ま ず 、NorvalTyrode液 中

でcell-attachedpatchを 作 り(図25-1)、 そ の 後 、外 液 をhigh

K溶 液 に 変 え た(図25-2)。 これ をControlと し 、holdingpo-

tentiaiカs-60mV、depolarizingpatentialカ{OmV、durstionカ{200

msec、mainintervalが2secの 刺 激 を 与 え た 。 次 に 、inside-outに

して カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 活 性 をrun-downさ せ た(図25-3)。 次

にPCAPを 図25-4に 示 して あ るbathに 入 れ 、 そ の 中 ま た は そ の

入 口 にpatch膜 を 近 づ け た 。電 極 内 成 分(pipettesolution)はBa電

極 にBayK8644を 加 え た も の で あ る 。Inside-out液 はhighKの 溶 液 で

あ るC

実 験 槽 は 倒 立 顕 微 鏡(NikonTMD>の ス テ ー ジ に 固 定 し 、 こ の 中 に

は35-37Cに 加 温 した 外 液 を 入 れ た 。
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Tyrodesolution3min(Langendorffapparatus)

i

Ca‐freeTyrode5‐7min

i

CollagenaseinaCa‐freeTyrode10‐15min

i

Storagesolution5‐10min

i

DispersionandFiltration

ProteaseandDNase14‐15min

i

CentrifugationCentrifugation

600‐1000rpm5min600‐1000rpm5min

2times2times

II
Storageat4°CStorageat4'C

AIIstepsaredoneat31°Cexceptstorage

図24モ ル モ ッ ト心 室 筋 細 胞 の 一単離 方 法

ラ ン ゲ ン ド ル フ 灌 流 心 臓 にProteaseとDNaseを 流 し 、effluent中 に

出 て き た 細 胞 を 遠 心 し て 得 る 。
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1.Cell-attachedpatch

Tyrode

2.

IOso(.

3.Insido-outpatch

PipetteSolution

BaCl250mM

CholineCl70

HEPES10

EGTAO.5

pH7.4

BayK86443メ 」M

Inside-outSol.

KAsp90

KCI30

KH2PO410

HEPES10

EGTA)

pH7.5
4.

到
0

∵
図25心 筋 細 胞 の パ ッチ ク ラ ンプ実 験 の 手 順
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3実 験 結 果

Run-downし たCaチ ャ ネ ル の 活 性 を 回 復 させ る タ ンパ ク 質 がD[A[一

セ ル ロ ー ス カ ラ ム の ど の バ ン ドに あ る の か を電 気 生 理 学 的 に 調 べ る

と 、 電 気 泳 動 の パ タ ー ン か ち56-360mMのKCIで 溶 出 して く る タ ンパ ク

質(PCAP)が 考 え ちれ た 。PCAPをinside-out液 で 透 析 して 得 ちれ た 物 質

を 用 い て 、Caチ ャ ネ ル に 対 す るATPの 効 果 を 調 べ た 。

実 験 結 果 を ま とめ る と次 の 如 く で あ る 。

(1>ATP単 独 で はCaチ ャ ネ ル の 活 性 は 回 復 しな か っ た 。

(2)ATPが 存 在 し な くて も 、PCAPが 存 在 す れ ばCaチ ャ ネ ル

の 活 性 は 回 復 した 。

(3)MgATPが 存 在 す る と 、PCAPのCaチ ャ ネ ル 活 性 回 復 作

用 は よ り顕 著 に 現 れ た 。

(4)K2ATPが 存 在 す る と 、PCAPのCaチ ャ ネ ル 活 性 回 復 作

用 は よ り顕 著 に 現 れ た 。

(5)ATPの ア ナ ロ グ で あ る が 加 水 分 解 しな いAMP-PNP(5'-

adenylylimidodiphasphate)が 存 在 す る と 、PCAPのCaチ

ャ ネル 活 性 回 復 作 用 は よ り顕 著 に 現 れ たC

cellattachに した 場 合 のcaヲ ヤ ネ ル のNPo(開 口 確 率xチ ャ

ネ ル の 数 で あ り 、 チ ャ ネ ル の 活 性 を 表 す)を1に した 場 合 、inside-

outに す る とNPoは0.05に 低 下 した 。 こ れ にPACPを 加 え る

と 、NPoは0.17と 少 し上 昇 し 、 さ ち に10mMのMgATPを

加 え る とNPoは0.83と か な り上 昇 した 。 こ の 様 子 は 表1と 図2

6に 示 され て い る 。

さ ら に 、Aキ ナ ー ゼ でCaチ ャ ネ ル を リ ン 酸 化 して お く と 、ATP

+PCAPのCaチ ャ ネ ル 活 性 回 復 作 用 は よ り顕 著 で あ っ た 。
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図26Caチ ャ ネ ル の 活 性(NPo)とATPとPCAPの 作 用

縦 軸:正 常 化 され たNPo値(開 口 確 率xチ ャ ネ ル の 数)

横 軸:c.A… …Cellattachの 状 態

1.0… …lnside-outの 状,態

ATP(一 〉… …PCAPは 投 与 し た がATPの な い 場 合

MgATP… …PCAP+10mMMgATP投 与

PCAP… …Partis口ypurifiedCachannelprotein
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表1Caチ ャ ネ ル の 活 性

値 はNPo(開 口 確 率xチ ャ ネ ル の 数)を 表 す 。

mean+S.E.

Celiattached1.00

1nside‐outに し て1分 後0.05+0.02

PCAP単 独0,17+0.05

PCAP+10mMMgATPO.83+0.22

(値 は1分 間 の 平 均 加 算 を と っ て い る)

n

∩
U

∩
U

5
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4考 察

本 実 験 の結 果 は 、ATPはrun-dawnし たCaチ ャ ネル の 活 性 を回復

させ な いが 、PACPはCaチ ャ ネル の 活 性 を回 復 させ るこ とが わか

った 。 また 、PACPに よ るCaチ ャ ネル 活 性 の 回 復 はATPの 存 在

に よ って 、よ り顕著 とな る こ とが わ か った 。PACPの こ の作 用 はA

キ ナ ー ゼ を介 して い な い こ とが 示 唆 され た 。そ の 理 由 と して は 、PA

CPのCaチ ャネル 回復 作 用 は 、MgATP存 在 下 の 時 ば か りでは な

くK2ATPま たはAMP～PNP存 在 下 で も同様 に発 現 した こ とが

あげ ちれ る 。

ATPはCaチ ャ ネル を リン酸 化 す る こ とに よ って 、Caチ ャ ネル

の活 性 を修飾 す る こ とは 、以 前 か ち知 られ て い る事 実 で あ る 。本 実 験

に よ って 、ATPはCaチ ャ ネル の リン酸 化 ば か りで は な く 、他 の 方

法(お そ ら くはATPそ の もの に よ る 直接 作 用)に よ 一)てもCaチ ャ

ネル の 活性 を修 飾 す るこ とが わ か った 。 また 、Caチ ャ ネル を リン酸

化 した 後 にお いて も 、MgATP+PCAPはCaチ ャ ネル を活 性 化

す る効 果 が あ った こ とか ち 、ATPの2つ の作 用(Caチ ャ ネル の リ

ン酸化 とCaチ ャ ネル に対 す る直 接作 用)は 互 い にadditiveで あ る こ

とが示 唆 され た 。

以 上 の実 験 結果 か ち 、細 胞 内ATPの 減 少 はCaチ ャ ネル の 活 性 を

低 下 させ るこ とが 明 ちか とな った 。従 って 、心 筋 が 虚 血 に な った 場合

には 、Caチ ャ ネル は 閉 じる方 向 に あ る こ とが 示 唆 され た 。 虚 血 ・再

灌 流 に よ ってカ ル シウ ムオ ー バー ロー ドが お こ る が 、そ の 時 に は カル

シ ウム チ ャ ネル は 閉 じて い る こ とが 予想 され る 。故 に 、虚 血 ・再 灌 流

に よる障 害 に 対 して カル シウ ム チ ャ ネル 遮 断薬 が 有効 な の は 、虚 血 ・

再 灌 流 時 に カル シ ウム チ ャ ネル を通 っ て細 胞 内に 入 るカ ル シ ウム の 量

を減 ち して い るか ちで は な く、 カル シ ウム チ ャ ネル 遮 断 薬 の そ れ 以 外

の 作 用(例 えば エ ネル ギ ー ・スペ ア リン グ効 果)に よ る もの と 考え ち

れ る 。
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5要 約

モ ル モ ッ ト心 筋 細 胞 膜 をinside-outに す る と、Caチ ャ ネル の 活 性

は次 第 に低 下 す る(run-down)す る が 、 これ にPCAPとATPを 加

え る と 、チ ャ ネル の 活 性 が 回復 した 。虚 血 心 筋 中 のATPは 低 下 して

い るか ち 、この 時 には カル シ ウ ム チ ャ ネル の 活 性 は低 下 して い る もの

と考 え ちれ る 。
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