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虚血時のLysosome酵素遊出に及ぼすDiltiazemの効果
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虚血時のLysosome酵素遊出に及ぼすDiltiazemの効果

市原和夫＊安孫子保＊

EffectofDiltiazemonSubceIlularRedistributionofLysosomaI

EnzymeｓｄｕｒｉｎｇＩｓｃｈｅｍｉａ

虚血による心筋傷害が不可逆的になる原因に

ついては，種々の代謝因子が考えられている。

たとえば,虚血心筋には乳酸が蓄積し,組織ｐＨ

が低下すること')，脂肪酸代謝中間体の蓄積2)，

ミトコンドリア呼吸機能の低下3)，高エネル

ギーリン酸化合物含量の減少4)などがあげられ

る。心筋細胞内にもlysosome穎粒が存在する。

Lysosome頼粒内には蛋白質分解酵素，核酸分

解酵素などがたくさん含まれておりlysosome

は細胞内の“清掃屋',として知られる。この

lysosomeは機械的衝撃,浸透圧変化,凍結融解，

蛋白質分解酵素，界面活性剤などによって破裂

し，中に含まれる分解酵素が細胞質中に遊出，

拡散する。もし，虚血によって，lysosome穎粒

が破裂すると，やはり中の蛋白質分解酵素など

が細胞質中に遊出，拡散するので，これらの分

解酵素が心筋細胞構造を破壊し，心筋に不可逆

的な傷害をもたらすことが,充分に考えられる。

したがって，本研究の目的は，虚血時に

lysosome頼粒が破壊され，lysosome中に含ま

れる分解酵素が細胞質に遊出してくるか否かを

調べ，この虚血時のlysosome頼粒の変化に,虚

血心筋保護作用があるといわれている4)dilti、

azem（Herbesser③）がどのように作用するか

を検討することである。

実験方法

雄性SpragueDawleyラット（体重250～350

9)から摘出した心臓を,Krebs･Henseleitbicar．

bonatebufferを潅流液として，workingheart

法6)で漕流した。Workingheart法で濯流され

ている心臓にかけられている後負荷を除去する

ことによって虚血心筋標本を作製した4)。Dilti・

azem処置群においては，虚血５分前に漕流液

をdiltiazem（2.2×･10-6Ｍ，1.1×10-6Ｍ，2.2×

10-5Ｍ)を含むbufferに切り換えた。虚血直前

あるいは虚血４０分後に心筋を冷bufferに採取

し，心筋重量測定後，２つに分けた。心筋の一

方（600～800ｍｇ）を冷抽出液(0.25Msucrose，

１，ＭＥＤＴＡ，５０ｍＭＴｒｉｓ.ＨCl，ｐＨ7‘4)中，

鉄で細切し，次にテフロンホモジナイザーでホ

モジナイズした。350×９，５分間の遠心分離に

よって得られた上清を４０，０００×９，２０分間遠心

分離を行った。この２回目の遠心分離によって

得られた上清を“nonsedimentableenzyme”分

画(lysosomeから細胞質へ遊出した酵素)とし，

沈殿には0.1％TritonX-100を含む抽出液を加

えて可溶化し，“sedimentableenzyme"分画(無

傷のlysosome頼粒中の酵素）とした。

他の心筋サンプル（200～300ｍｇ）は，0.1％

TritonX､100を含む抽出液でホモジナイズさ

れ，350×９，５分間遠心分離された。得られた

上清をlysosome酵素の全活性測定用の試料と

して用いた。Lysosome酵素としては，cathep・

ｓｉｎＤ,β､Ｎ・acetylglucosaminidase，acidphos‐

phataseの活性をBarrettら6)の方法に従い測

定した｡Lysosome酵素遊出の指標として,酵素
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