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緒 言

心 筋 虚 血 再 灌 流 障 害 の 発 生 機 序 と して,

 oxygen-derived free radicalの 発生 と細胞 内へ

のCa2+ overloadが 二 つ の大 きな要 因 と して挙

げ られ て いる1).し か し,心 筋細 胞 内のCa2+濃

度 の過剰 な上 昇 に続 く障害過 程 につ いて は,不

明 な点 も多い.

最近,多 くのCa2+依 存 酵素 の活性 化 に細胞

内のCa2+受 容 タ ンパ クであ るCalmodulin

(CaM)が 関与 して い るこ とが 明 らかに され て

お り2), Ca2+ overloadに よ る心 筋虚 血再灌 流障

害 の進行 に関わ るCa2+依 存酵 素の 活性化 に も

CaMが 重 要 な役 割 を果 た して いるこ とが指摘 さ

れて い る3) 4).ま た, Ca2+-CaM complexを 阻害

す るCaM阻 害 剤 が,虚 血5)や低 酸 素状 態6),ま

たはCa-paradox3) 4) 7)の際に見 られ るCa2+ over

loadに よる心 筋細 胞の障 害過程 を軽 減す るのに

有効 で あ る とい う報告 も見 られ る.し か し,臨

床 での 開心手術 を想定 した低 温虚 血心 筋 に対す

るCaM阻 害 剤の 影響 に関 して検 討 した ものは

少 ない.そ こで,今 回,我 々 はCaM阻 害 剤 で

あ るtrifluoperazine (TFP)を 低 温虚 血時 に投

与 し,そ の心 筋保護 効果 をラ イソ ゾー ム酵素 活

性 の 細胞 内分布 お よび再 灌 流後 の心機 能の 面か

ら検 討 した.

対 象 と 方 法

300-400gのWistar系 雄 ラ ッ トを使用 した.

エ ー テル麻 酔 の後,大 腿静 脈 よ りヘパ リン200IU

を静 注 した.心 臓 を素 早 く摘 出 し.た だ ち に4℃

に 冷 却 さ れ た 生 理 食 塩 水 に浸 漬 し,心 拍 動 の 停

止 を得 た 後, Langendorff回 路 に接 続 し,逆 行

性 灌 流 を行 っ た.灌 流 液 と してO2 95%, CO2 5%

の 混 合 ガ ス で 飽 和 さ れ た37℃ Krebs-Henseleit

 bicarbonate buffer (KHB) [NaCl: 118mM/

L, KCl: 4.7mM/L, NaHCO3: 25mM/L,

 MgSO4: 1.2mM/L, CaCl2: 2.5mM/L, KH2

PO4: 1.2mM/L, pH7.4]を 使 用 し,基 質 と し

て11mM/Lの ブ ドウ糖 を加 えた. Langendorff灌

流 の 灌 流 圧 は100cmH2Oと し,左 房 よ り僧 帽 弁 経

由 で 左 室 内 に ラ テ ッ ク ス 製 バ ル ー ン付 カ テ ー テ

ル を挿 入 した.左 室 拡 張 末 期 圧 が10mmHgに な る

よ うに バ ル ー ン に生 理 食塩 水 を 注 入 し,左 室 等

容 性 収 縮 力 と し て 左 室developed pressure

 (LVDP:左 室 最 大 収 縮 期 圧-左 室 拡 張 末 期

圧)を 圧 トラ ン ス デ ュ ー サ ー に て 計 測 し,記 録

し た圧 波 形 よ り心 拍 数(HR)を 算 定 し た.

摘 出 した心 臓 を灌 流 装 置 に 接 続 した 後, 37℃20

分 間 のLangendorff灌 流 を行 っ た.そ の 後,大

動 脈 カ ニ ュ ー ラ を遮 断 し, 20℃120分 間 のglobal

ischemiaと した.再 灌 流 は37℃ で30分 間 行 っ た.

ラ イ ソゾ ー ム 酵 素 活 性

心 筋 を虚 血 前 後 に 冷Bufferに 採 取 し,テ フ

ロ ン ホ モ ジ ナ イザ ー を用 い ホ モ ジナ イ ズ した .

市 原 らの 抽 出 液[sucrose 0.25M/L, EDTA 0.1

mM/L, Tris-HCl 10mM/L, pH 7.4]を 用 い

450g, 10分 間 の 遠 心 分 離 に よ っ て 得 られ た 上 清

を30,000g, 40分 間 遠 心 分 離 を行 っ た8) 9).こ の

2回 の 遠 心 分 離 に よ り得 られ た 上 清 を ラ イ ソ ゾ
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ー ム 膜 の 崩 壊 に 伴 い 細 胞 質 内 へ 逸 脱 し た 酵 素

(nonsedimentable enzyme分 画)と し,つ ぎ

に 沈 渣 を0.1% Triton X-100を 含 む 抽 出 液 を加

え 可 溶 化 し た も の を ラ イ ソ ゾ ー ム 中 の 酵 素

(sedimentable enzyme分 画)と し て,そ れ ぞ

れ 酵 素 活 性 を 測 定 し た.虚 血 に よ りラ イ ソ ゾ ー

ム 膜 が 崩 壊 し,ラ イ ソ ゾ ー ム 酵 素 が 細 胞 質 内 に

遊 出 す る程 度 を ラ イ ソ ゾー ム 酵 素 の 細 胞 内 分 布

(LED: lysosomal enzyme distribution)で 示

し た8). LEDは 次 式 よ り求 め た.

LED=nonsedimentable enzyme activity/

(nonsedimentable+sedimentable) enzyme

 activity

ラ イ ソ ゾ ー ム 酵 素 と し て, N-acetyl-β-

glucosaminidase (NAG)お よ びCathepsinD

につ いて 検 討 を行 った. NAGはMCP-NAG法10)

で, Cathepsin DはBarrettら11)の 方 法 で 測 定

を行 っ た(図1).

な お,予 備 実 験 と し て, 20℃ 120分 間 の 虚 血 前

後(各n=6)にLEDを 測 定 し,虚 血 障 害 の

指 標 と して のLEDの 妥 当性 に つ い て 検 討 を行

っ た.

実 験 プ ロ ト コー ル

実 験 群 は4群(各n=6)で,1群 で は大 動

脈 カニ ュー ラ を遮 断 後,カ ニ ュー ラ側 枝 よ り20℃

 KHBの み を初 回3分 間,そ の 後30分 ご とに2分

間 ずつ 注 入 した. II群 では2.5×10-6M/LのTFP

を 添 加 したKHBを 同 様 に 投 与 し た. III群 は,

当 科 で 臨 床 使 用 し て い る 心 筋 保 護 液 で あ る

modified St. Thomas' Hospital液12)[生 理 食

塩 水1,000ml, 10%MgSO440ml, 5%KCI20ml,

 2%Xylocaine 13.6m1, 8.5%Cagluconate6.0

ml, 50%glucose4.0ml]の み を 同 様 に 注 入 し た.

ま た,Ⅳ 群 ではSt. Thomas' Hospital液 に2.5×

10-6M/LのTFPを 加 え 注 入 し た.な お,注 入

圧 は75cm H2Oと した.(図2)

各 群 で20℃120分 間 の 虚 血 後 に 心 筋 内 ライ ソゾ

ー ム 酵 素 活 性 を測 定 しLEDを 求 め た.ま た,

再 灌 流 後15分, 30分 にLVDP, HRを 測 定 し虚

血 前 値 に 対 す る 回 復 率 で 示 し た.

すべ て の測 定 値 は,平 均 値 ± 標 準 誤 差(mean±

SEM)で 表 し,統 計 学 的 な 有 意 差 検 定 はStudent'

 s t-testに よ り行 いp<0.05を 有 意 と判 定 し た.

Fig. 1 Fractionation procedure

Fig. 2 Experimental protocol

Fig. 3 Lysosomal enzyme distribution at 2 

hours' hypothermic ischemia.

結 果

1. ラ イ ソ ゾー ム 酵 素 の 細 胞 内分 布

予 備 実 験 と し て, 20℃120分 間 の 虚 血 前 後 の

LEDを 測 定 した.虚 血 前 のLEDは, NAGで

0.25±0.03, Cathepsin Dで は0.39±0.01で あ

っ た が,虚 血 後 に は,そ れ ぞ れ0.38±0.02, 0.51±

0.02と 有 意(そ れ ぞ れp<0.01)に 増 加 し て い
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Table 1 Effect of TFP on lysosomal enzyme distribution . Values are means•}standard error of the 

mean.

* P<0.05vs. the preischemic value : P<0.05vs. I

Table 2 Systolic function and heart rate at LVEDP 10mmHg, expressed as percent of preischemic value. 

Values are means•}standard error of the mean. KHB, Krebs-Henseleit bicarbonate buffer; 

TFP, Trifluoperazine; ST, St. Thomas' Hospital cardioplegic solution; DP, Developed pres

sure; HR, Heart rate.

* P<0
.01vs. I

LED (N-acetyl-p-glucosaminidase)

Fig. 4 Effect of TFP on lysosomal enzyme 

(NAG) distribution.

Error bars are•}the standard error of the 

mean.

LED (Cathepsin D)

Fig. 5 Effect of TFP on lysosomal enzyme 

(Cathepsin D) distribution.

Error bars are•}the standard error of the 

mean.
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た(図3).こ れ は,虚 血 に よ りラ イソゾー ム膜

が 崩壊 し,細 胞質 内ヘ ライ ソゾー ム酵素 が遊 出

した結 果,細 胞質 内の酵素 活性 が有意 に増大 し

た こ とを しめ して い る.以 上 の結果 か ら, LED

を虚血 障害 の一 つの指 標 としてTFPの 心筋 保

護 効果 につ い て検 討 を行 った.

Fig. 6 Recovery of systolic function after 120 

minutes of global hypothermic ischemia. 

Measurements were made at an EDP of 

10mmHg and are expressed as percent of 

preischemic value.

NAGのLEDは, TFPを 投 与 した Ⅱ群 で は

0.27±0.01で, KHBの み を 投 与 し た1群 の

0.37±0.02と 比 較 す る と,有 意(p<0.05)に 低

い 値 を示 し, TFPは 虚 血 中 のNAGの 細 胞 質

内 へ の 遊 出 を 有 意 に 抑 制 し た.ま た, Cathepsin

 Dで も Ⅱ群 で は0.39±0.02で Ⅱ群 の0.46±0.02

に 比 べ,有 意(p<0.05)に 低 い 値 を 示 し た.

虚 血 中 にSt. Thomas' Hospital液 の み を投

与 した Ⅲ 群 のNAGお よ びCathepsin DのLED

は0.35±0.03, 0.43±0.02で, St. Thomas'

 Hospital液 にTFPを 添 加 した Ⅳ群 で は,そ れ

ぞ れ0.29±0.01, 0.41±0.02で,い ず れ もTFP

を添 加 した Ⅳ 群 で,低 い 傾 向 を示 した.

以 上 の 結 果 か ら, TFPが ラ イ ソ ゾ ー ム 膜 の 安

定 化 作 用 を有 す る こ とが 確 認 さ れ た(表1,図

4, 5).

2. 再 灌流 後心機 能(表2)

HRの 回復 率 は,再 灌流 後15分, 30分 ともに

Ｉ,Ⅱ 群 間,Ⅲ,Ⅳ 群 間で有 意差 を認 めず, TFP

はHRの 回復 率 に は影 響 を及 ぼ さなか った.

LVDPの 回復 率 は,Ｉ 群 で は再 灌 流後15分,

 30分 で,そ れ ぞれ30.2±4.9%, 41.7±5.8%で

あった.一 方, TFPを 投 与 したⅡ群 では, 66.3±

5.2%, 78.2±2.3%で 再灌 流後15分, 30分 と も

に, TFPは 心機能 の 回復 を有 意(そ れぞれp<

0.01)に 改善 した.

Ⅲ群 では,再 灌流 後15分 で76.2±3.5%, 30分

で90.0±3.4%で あ っだ.ま た,Ⅳ 群 では, 75.0±

3.3%, 89.0±2.0%で,Ⅲ,Ⅳ 群 とも心機 能 回

復 は 良好 であ りⅢ,Ⅳ 群 間 で有 意差 を認 め なか

っ た(図6).

考 察

虚 血心筋 では,ミ トコン ドリア をは じめ とす

る種 々の細 胞 内小 器官 の変化 が生 じるが,そ の

中 で虚血心 筋障 害に対 す る ライソ ゾー ムの役 割

が 注 目されて い る13) 14).

ラ イソゾー ムは,種 々の タンパ ク分 解酵素,

核 酸分解 酵素 な どを含 む細胞 内小 器官 であるが,

通常 ライ ソゾー ム酵素 は結 合型 として存在 し活

性 を示 さ ない.し か し,虚 血 に よるス トレスで

ライ ソゾー ム膜は早期 か ら崩壊 し15),水解 酵素が

遊 出 して心筋 細胞 を障害 す る.虚 血再 灌 流障害

に 対 す る ラ イ ソ ゾ ー ム の 役 割 に つ い て,

 Wildenthal16)は 「ライ ソゾーム説 」 と して,以

下 の よ うな機 序 を提 唱 して い る.す なわち, (1)

虚 血 に よ りATPの 低 下,細 胞 内pHの 低 下,

膜活性 化物質 の集積 を きたす. (2)その結 果,ラ

イソゾー ム膜 を含 む膜統 合性 の低下 を引 き起 こ

し, (3)ライ ソゾー ム酵素 が遊 出す る. (4)さらに,

細胞 内acidosisに よ り,至 適pHの 状 態 で活

性化 され た水解 酵素 は基質 と結合 し,細 胞構 成

成分 を崩壊 させ, (5)心筋 内細 胞小 器官 を破壊 し,

不可 逆性 の変化 をきたす,と い うもので あ る.

Wildenthal自 身 もライソゾーム酵素の活 性化

が心 筋 の不可逆 変化 の主 な原 因で あ るのか,単

な る結果 にす ぎないのかは断定 を避け ている し,

ラ イソゾー ムの変化 は,可 逆性 の障 害 を受 け た

細 胞の修 復過程 に お いて も見 られ る こ とも指摘
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され て い る15) 16).し か し,今 回の予 備実 験 で は

20℃120分 間 の虚 血に お いて も,ラ イ ソゾー ム酵

素 であ るNAGお よびCathepsin Dは,と もに

細 胞質 中の 活性が 有意 に高 くな るこ とが確 認 さ

れた.こ の結 果 は,ラ イ ソゾー ム酵 素 の遊 出が

可逆 性 の心 筋障 害か ら不 可逆性 の変 化へ の進行

に重要 な役 割 を果 た してい る とい う考 えに一 致

す る もの であ り,ラ イソゾー ム酵素 の 細胞質 内

への遊 出 の程度 を指 標 として,心 筋保護 効果 を

評価す るこ とは妥 当 と思 わ れた.

Calmodulin (CaM)は, Ca2+依 存性 ホ スホ ジ

エステ ラーゼの活性化 因子 として発 見 された17) 18)

が, cyclic AMPと 並 ぶ細 胞内情 報伝達 物質 で

あ るCa2+の 細 胞 内受 容体 の うち,最 も重要 な も

の のひ とつ と考 えられ てい る.また,細 胞 内Ca2+

依存 性酵 素の 多 くはCaM依 存性 で あ り, CaM

は多 くの細 胞機 能 のCa2+調 節 に重要 な役 割 を果

た して い る.心 筋 ではphosphorylase kinaseの

活性 化 に よ りglycogen代 謝 を調 節19)した り,

心 筋小胞 体 では ホ スホ ランバ ンの リン酸化 に よ

り, Ca2+の 能動 輸送 を制 御 して い る20)ことな ど

が 明 らかに な ってい る.

心 筋 が虚血 に さ らされ る と,種 々 の機能 障害

が起 こ る.心 筋虚 血 に よって起 こる代 謝変 化 と

して,高 エ ネ ルギー リン酸 の低 下,細 胞 内の イ

オ ン濃度 調節 の 乱れ,さ らに細 胞 内Ca2+濃 度の

上昇 を きた し21), proteaseやphospholipaseな

どのCa2+依 存酵素 を活 性化 し,不 可逆 性 の障害

を生 じる.最 近,心 筋虚血 再灌 流障害 の進行 に

関 与す るCa2+依 存 酵素 の活性 化 にCaMが 重要

な役 割 を果 た しているこ とが指摘 されている3) 4).

また,CaM阻 害剤 に よ り, Ca2+-CaM依 存酵

素 の活性 化 を抑制 し,虚 血 再灌 流障 害 を軽 減す

るこ とが可能 であ る とい う報告 もみ られ る22).

しか し,低温虚 血再 灌 流障 害にお いて も,CaM

が関 与す るのか,ま た低 温虚 血 中に投与 したCaM

阻害 剤 の効果 に 関 しては未 だ明 らか では ない.

そ こで,本 実 験 では 開心手 術 におけ る低温 心筋

虚血 お よび再 灌 流 を想定 して, 20℃ のglobal

ischemia中 にphenothiazine系 のCaM阻 害剤

で あ るTFPを 投与 し,そ の効 果 を検 討 した。

現 在 まで,様 々な実験 モデル でCaM阻 害剤

の心 筋保護 効 果が検 討 され て い る. Otaniら23)

は,ブ タを用 いた急性 心筋梗 塞 モデ ルで, TFP

を投与 す るこ とに よって,虚 血 中の心 筋 内ATP

は保 たれ,再 灌流 後の左 室収 縮能 お よび コンプ

ラ イアン ス,冠 血流量 が改善 し, CPKの 漏 出が

減 少す るこ とを認 めて い る.冠 血 流の増 大 に関

して, Beresewiczら6)24》 はphenoxybenzamine

やphentolamineに よって阻 止 で きないこ とか

ら, TFPの この効 果 は α 受容 体遮 断 に よる冠

動 脈 に対す る作用 では な く, CaM阻 害 に よる心

筋に対す る直接作 用 と考 えてい る.また, Higgins

ら25)はラ ッ トのworking heartモ デル で選 択 的

なCaM阻 害剤 であ るW-7(ナ フ タレンス ル

ホ ンア ミ ド誘 導体)を,虚 血 前あ るいは再 灌流

後に投 与 し,心 機能 が改善 され, LDHの 漏 出が

抑 制 され た と述べ てお り, Barronら26)は,ラ ッ

トの冠動 脈結 紮後 の再 灌 流不整 脈 に対 し, TFP

お よびW-7が 抗 不整脈 作用 を有す るこ とを報

告 してい る.

本実 験 では,低 温虚血 中 にTFPを 投与 す る

ことに よって,再 灌 流後 の心拍数 に影 響 を及ぼ

す こ とな く,心 機能 の 回復 が改 善 された.ま た,

同時 に虚血 中の ライ ソゾー ム酵 素 の細 胞質 中へ

の逸脱 が有意 に抑制 され るこ とが確認 された.

この実 験結果 は,低 温下虚 血再 灌流 障害 にお い

て もCaMが 関与 して い るこ とを示 唆 して いる.

さらに,虚 血心筋保 護作 用 を有 するpropranolol,

 diltiazemやprostacyclinな どの薬剤 は,虚 血

中の ライ ソゾー ム膜 を安定 化 す るこ とが報告 さ

れて い る27) 28) 29).これ らの薬 剤 と同様 にTFPも

ライ ソゾー ム膜 を安 定化 す るこ とが心 筋保護 効

果の機 序の ひ とつ であ る と推察 された.ま た,

 Otaniら23)は 虚 血前 にTFPを 投与 して,虚 血

心 筋 でのATPが 高値 に保 たれ るこ とを確 認 し

てい る. ATPは 心筋 の ライ ソゾー ム膜の安 定化

因子 として重 要 であ り30),本 実験 で は虚 血 中 の

ATPが 保 たれ た結果,ラ イ ソゾー ム酵素 の遊 出

が抑制 され た と考 え られた.

一方
, St. Thomas' Hospital液 にTFPを 添

加 した場合,ラ イ ソゾー ム酵 素の遊 出 を抑制す

る傾 向 を示 したが,そ の差 は有意 では な く,心

機 能 に も非 添加 群 とは差 を認 め なか った.

これは, St. Thomas' Hospital液 お よび低温

に よって心 筋代 謝 が抑制 された ためで あ り,虚
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血 が さ らに長 時間 に及 ぶ場合 や心 筋障害 を有 す

る場合 には, TFPは 有 効 であ ろ うと思 われ た.

CaM阻 害剤 の投与 時期 とその効 果については,

意見 の別 れ る とこ ろであ り,再灌 流時 にTFPを

投与 した場合 は無 効 である とい う報告6)も見 られ

るが, Higginsら25)のW-7を 用 い た実 験 では,

再 灌 流 時 に投 与 して も虚血 前 に投与 した場合 と

同様 に心 筋保 護効 果 を認め て い る. CaM阻 害剤

に よって,そ の効 果 が異 な るこ とが報告 されて

い るが,本 実 験 で は虚血 中にTFPを 投与 す る

こ とに よって,虚 血 中の ライソゾー ム酵素 の遊

出 を抑制 して お り,虚 血 中あ るい は虚 血前 に投

与 す る こ とに よ り,十 分 な効果 が期待 で きると

思 われ た.

TFPの 虚血 心筋保 護効 果 については, CaM阻

害 剤 としての 以下 の よ うな機序 が考 え られて い

る.

細胞 内Ca2+濃 度 の上昇 が,心 筋虚 血再灌 流障

害 の共 通 の特徴 で あ り,障 害発 生 の原因 として

重 要視 されて い る.虚 血再 灌 流に よ り細胞 内 イ

オ ン濃度調 節機 能 が破綻 し,細 胞内Na+が 生理

的 レベ ルを越 えて上 昇す る とNa+-Ca2+交 換系

が活性 化 され細 胞 内へCa2+が 流入す る.虚 血再

灌 流 時の 心筋 内へ のCa2+流 入経 路 の中 で, Na+

-Ca2+交 換 系が 心筋細 胞 内Ca2+の 増加 に大 き く

関 わって い る31). TFPはCa2+-CaM依 存 性の

protein kinaseを 阻害 することにより, Na+-Ca2+

交換 系の 活性化 を抑 制 し,有 害 な細 胞 内Ca2+の

過 剰 な上昇 を阻止 して, Ca2+ overload自 体 を

軽 減す る と考 え られて い る23) 25) 32).

また,心 筋虚 血再 灌流 に よるCa2+の 増 加が

phospholipaseを 活 性化 し,生 体 膜 の重要 な構

成 成分 で あ るphospholipidの 変 性 をお こ し,不

可 逆性 の変 化が 作 られ る33). TFPはCa2+-CaM

依 存性 のphospholipaseの 活性 化 を抑 制 し,そ

の結果,膜 の変性 を軽減 し心筋保 護効 果 を示 し

た可能性 も考 え られ る34) 35).

さらに, oxygen-derived free radicalの 産 生

に重 要 な酵素 であるxanthine oxidaseのxanth

ine dehydrogenaseか らの変 換 がCaMに 依 存

してい る との報告 もあ り36), TFPの 心 筋保護 効

果 の機序 と してfree radical産 生 系へ の影響 も

否定 で きない.

その他, CaMは 心 筋のphosphorylase kinase

を活性化 す るこ とが知 られて いる. TFPはCaM

を阻害す るこ とに よって, phosphorylase kinase

の活性化 を抑制 しglycogenの 崩 壊 を阻止 し,

乳 酸の産 生 を抑制 す る と考 え られて いる6).また,

小 胞体 にお け るCa2+輸 送 に対 す る作用や,ア ク

トミオ シン系に対 す る直接作 用 な ど もCaM阻

害剤の心 筋保護 作用 の機序 として挙げ られる37).

CaMは 多 くのCa2+調 節系 に関係 してい る.

この ため,ど のCa2+調 節 系 のCaMが 阻害 され

て心筋保 護効 果 を発 現 したか を確定 す るこ とは

困難 であ る.今 回,用 いたphenothiazine系 の

薬 剤 であ るTFPは,膜 との結 合性 が 高い非特

異的 なCaM阻 害剤 であ り,い わゆ る｢膜 安定

化 作用 」 を有 してい る38) 39).さ らにCa2+-CaM

系 以 外 にCa2+,リ ン 脂 質 お よ びphos

phatidylinositol (PI)代 謝 回転 に よ って産 生 さ

れ るdiacylglycerol (DG)に よ り活性化 され る

タ ンパ ク質 リン酸化 酵素 のCキ ナーゼ を介す る

細胞 内情報伝達 系 が存在 す るが40),多 くのCaM

阻害剤 は同 時にCキ ナーゼ の阻害作 用 も有す る

の で41), TFPもCキ ナーゼ系 を阻害す るこ と

に よって心 筋保 護効 果 を示 した可能性 が あ る.

この ため, TFPの 心 筋保 護効果 がCaM阻 害 の

みに よ る もので あ る,と 断定 はで きな い.

しか し,今 回の実 験結 果 は,低 温虚 血 中の心

筋代謝 お よび虚血再 灌 流障害 にCaMが 関与 し

て いる こ とを示唆 して お り,今 後,他 のCaM阻

害剤 を用 いた一層 の検討 が待 たれ るが,低 温虚

血 中にTFPを 投与 し,心 筋保 護効 果 を認 め た

こ とか ら,臨 床 での開心 手術 にお け る長時 間大

動 脈遮 断例や 重症例 で はCaM阻 害剤 の効 果が

十分期待 で きる と思 わ れた.

結 論

CaM阻 害剤 で あるTFPの 低 温 虚血心 筋に対

す る効果 を,心 筋 ラ イソゾー ム酵素 活性 の細胞

内分 布 の面 か ら検討 し,以 下 の結論 を得 た.

1. 予 備実 験 にお いて, 20℃120分 間の虚 血 に

よ り,ラ イソゾ一 ム酵素 で あ るNAGお よび

Cathepsin Dの 細 胞質 中の活性 は有 意 に増 加 し

た.こ れは,心 筋虚 血 障害 の進 行 に ライ ソゾー

ムが重要 な役割 を果 た して い るこ とを示 して お
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り,ラ イソゾー ム酵素 の 細胞 質 内へ の遊 出の程

度 が心 筋虚 血障 害の 指標 とな り得 る,と 思 われ

た.

2. TFPは,低 温 虚血 中の ライ ソゾー ム酵素

の遊 出 を有 意 に抑制 し,再 灌 流後 の心機 能 を改

善 した.こ れ は,低 温虚 血 中の心 筋代謝 お よび

虚血再 灌 流障 害の進 行 にCaMが 関与 す るこ と

を,示 唆 した.ま た,ラ イ ソゾーム 膜の安 定化
ヒ
がTFPの 心 筋保護 効 果の機 序 の一 つ と考 え ら

れ た.

本論文の要 旨は第89回 日本外科学会総会において

発表 した.

稿 を終えるに臨み,終 始御懇篤なる御指導御校 閲

を賜 りました恩師,寺 本 滋教授に深甚なる謝意を

捧げます.ま た,本 研究に御助言,御 指導 をいただ

きま した,妹 尾嘉昌助教授,中 山頼和講師に心から

感謝致 します.
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of lysosomal membranes

Eiji SUGAWARA

Second Department of Surgery, 

Okayama University Medical School, 

Okayama 700, Japan

(Director: Prof. S. Teramoto)

Disruption of lysosomal membranes is one of the earliest changes seen in the ischemic 

myocardium and a calcium-calmodulin-dependent process may be involved in irreversible 

myocardial injury. This study was designed to determine the effect of trifluoperazine (TFP), 

a calmodulin antagonist, on the isolated rat heart. To assess the cardioprotective effect of 

TFP, changes in the distribution of lysosomal enzymes in myocardial cells and post-ischemic 

myocardial recovery were studied. Experimental groups (n=6 hearts per group) were : Group 

I, infusion of 20•Ž Krebs-Henseleit bicarbonate buffer (KHB) every 30 min during ischemia; 

Group II, infusion of KHB containing TFP (2.5•~10-6M/L); Group III, infusion of St. Thomas' 

Hospital cardioplegic solution (ST); Group IV, infusion of ST containing TFP (2.5•~10-5M/L). 

Isolated perfused rat hearts were ischemic for 2 h at 20•Ž and were reperfused at 37•Ž for 30

min. Functional recovery after ischemia and reperfusion was measured by developed pressure.

Addition of TFP in Group II hearts prevented leakage of lysosomal enzymes (N-acetyl-ƒÀ-

glucosaminidase and Cathepsin D) compared with Group I (p<0.05, respectively). The 

activities of lysosomal enzymes in cytosol were lower in Group IV than in Group III, though the 

difference was not statistically significant. Hearts receiving TFP (Group II) showed improved 

recovery of developed pressure at 15min and 30min after reperfusion when compared with 

Group I (p<0.01, respectively). These results suggest that TFP reduces ischemia/reperfusion 

injury and calcium-calmodulin-dependent enzymes may play an important role in the develop

ment of cellular damage in the myocardium during hypothermic ischemia.


