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は し が き

虚 血 に な る と 心 筋 収 縮 力 は 低 下 し 、種 々の 機 能 障 害 が 起 こ る 。 虚

血 時 間 が 短 い う ち は 、 虚 血 後 再 灌 流 に よ って 障 害 さ れ て い た 心 臓 機

能 は 、 ほ ぼ 完 全 に 回 復 す る 。 しか し 、 虚 血 時 間 が 長 く な っ て く る と 、

再 灌 流 を して も 心 臓 機 能 は 回 復 し な く な り 、 最 終 的 に は 心 筋 に 不 可

逆 性 の 変 性 が 起 こ って 、 心 筋 細 胞 は 死 に 至 る 。 虚 血 に よ る 心 筋 障 害

が 不 可 逆 的 に な る 原 因 に っ 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

(lchiharaandAbiko,1982)、 脂 肪 酸 代 謝 中 間 体 の 蓄 積(lchihara

eta1.,1981)、 ミ ト コ ン ド リ ア 呼 吸 機 能 の 低 下(Rei●erand

Jennings,1981)、 高 エ ネ ル ギ ー 燐 酸 化 合 物 の 減 少(lchiharaand

Abiko,1983)な ど が 挙 げ られ る 。 他 の 臓 器 組 織 の 細 胞 と 同 じ よ う に 、

心 筋 細 胞 内 に も リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 が 存 在 す る 。 リ ソ ゾ ー ム 穎 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 、 リ ソ

ゾ ー ム は 細 胞 内 の"清 掃 屋"と し て 知 られ る 。 こ の リ ソ ゾ0ム 穎 粒

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 て い る 分 解 酵 素 が 細 胞 質 中 に 遊

出 、 拡 散 す る(図1)。 冠 動 脈 を結 紮 し た ウ サ ギ 心 臓 の 心 筋 細 胞 内

で は 、 リ ソ ゾ ー ム 由 来 の 酵 素 活 性 が リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 内 よ り も 細 胞 質

中 に 高 く な る(Wildenthaleta1.,1978)。 こ の 事 実 は 虚 血 に よ っ

て 心 筋 細 胞 内 の リ ソ ゾ0ム 穎 粒 が 破 裂 し 、 中 に 含 まれ て い た リ ソ ゾ

ー ム 酵 素 が 細 胞 質 中 に 遊 出 、 拡 散 し た こ と を 示 唆 す る 。 虚 血 時 に 細
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胞 質 中 に 遊 出 、 拡 散 し た 種 々 の 分 解 酵 素 が 心 筋 細 胞 構 造 を 破 壊 し 、

心 筋 に不 可 逆 的 な 障 害 を も た ら す こ と が 充 分 に 考 え られ る 。 図1に

は リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 破 裂 の 原 因 の 一 っ に 虚 血(lsche皿ia)も 書 き加 え

て あ る 。 こ の 考 え に 基 づ く と 、虚 血 心 筋 保 護 効 果 の あ る よ う な 薬 物

は 、 虚 血 に よ っ て 起 こ る リ ソ ゾ0ム 穎 粒 の 障 害 あ る い は 破 裂 を 防 ぐ

こ と に よ って 、 虚 血 心 筋 の 不 可 逆 的 変 性 を 抑 制 し て い る の か も しれ

な い と 考 え る こ とが で き る 。 事 実 、 プ ロ ブ ラ ノ ロ ー ル 、 プ ロ ス タ サ

イ ク リ ンや ス テ ロ イ ドホ ル モ ン は 虚 血 心 筋 を 保 護 す る 作 用 を 右 す る

こ とが 報 告 さ れ て い る(Rovetto,1977;Ogletreeetal・,1979;

IchiharaandAbiko,1983)が 、 こ れ ら の 薬 物 は い ず れ も 、 虚 血 時

や 無 酸 素 時 に リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 を 安 定 さ せ る こ と が 知 られ て い る

(Leferetal.,1978;Deckeretal.,1978;Wel皿ans1979)。 こ

れ らの 事 を 踏 ま え て 、 本 研 究 で は 、 灌 流 ラ ッ ト心 臓 標 本 を 用 い 、 虚

血 時 に リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 が 破 壊 さ れ 、 リ ソ ゾ ー ム 中 に 含 ま れ る 分 解 酵

素 が 細 胞 質 中 に 遊 出 し て くる か 否 か を 調 べ 、 こ の 虚 血 時 の リ ソ ゾ ー

ム 穎 粒 の 変 化 に 、 狭 心 症 治 療 薬 が ど の よ う な 影 響 を お よ ぼ す の か を

検 討 す る 。
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研 究 成 果

カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 で あ る ジ ル チ ア ゼ ム は 虚 血 心 筋 保 護 効 果 の あ る

こ と が 知 ら れ て お り(Weishaaretal.,1979;Nagaoetal.,1980;

IchiharaandAbiko,1983)、 臨 床 的 に も 狭 心 症 治 療 薬 と し て 使 用

さ れ て い る 。 ま たa新 規 に 開 発 さ れ た 蛋 白 質 分 解 酵 素 抑 制 薬NCO-

700も 虚 血 に よ る 心 筋 梗 塞 域 を 縮 小 し た と い う 報 告 が あ り(Toyo-

okaetal.,1982)、 狭 心 症 治 療 薬 と し て 期 待 さ れ る 薬 物 の 一 っ で

あ る 。 こ れ ら の 薬 物 の 虚 血 に よ る 心 筋 リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 変 化 に 対 す

る 作 用 を 調 べ る と い う こ と は 、 単 に 薬 物 作 用 を 調 べ る こ と に と ど ま

ら ず 、 前 老 は 虚 血 時 の リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 安 定 化 の た め に カ ル シ ウ ム

が 関 与 し て い る の か 否 か と い う 点 で 興 味 が あ る し 、 後 老 は リ ソ ゾ ー

ム 穎 粒 外 に 存 在 す る 酵 素(CAMP;Calciu●activatedneutralpro-

tease)を 抑 制 し(Toyo-okaetal.,1982)、 こ の 酵 素 は 名 前 の

と う り 、 カ ル シ ウ ム に よ っ て 活 性 化 さ れ る の で や は り 、 虚 血 時 の リ

ソ ゾ0ム 穎 粒 安 定 化 に カ ル シ ウ ム が 関 係 し て い る か ど う か を 知 る う

え で も 興 味 深 い 。 し た が っ て 、 本 研 究 の 目 的 は 、 灌 流 ラ ッ ト心 臓 標

本 を 用 い 、 虚 血 時 に リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 が 破 壊 さ れ 、 リ ソ ゾ ー ム 中 に 含

ま れ る 分 解 酵 素 が 細 胞 質 中 に 遊 出 し て く る か 否 か を 調 べ 、 こ の 虚 血

時 の リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 変 化 に 、 ジ ル チ ア ゼ ム やNCO-700が ど の よ う

に 作 用 す る か を 検 討 す る こ と で あ る 。
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実 験 方 法

体 重250-350gの 雄 性Sprague-Dawleyラ ッ ト か ら 摘 出 し た 心 臓 を 、

95×Oz-5xcozガ ス で 平 衡 に し た 、11mMグ ル コ ー ス を 含 むKrebs-

Henseleitbicarbonatebufferで 灌 流 し た 。10分 間 の ラ ン ゲ ン ド ル

フ 法 に よ る 灌 流 で 、 心 筋 内 の 血 液 残 渣 等 を 洗 い 流 し た の ち 、 心 臓 は

左 房 充 満 圧9皿mHg、 後 負 荷 静 水 圧60mmHgで 、workingheart法

で 灌 流 さ れ た 。 灌 流 装 置 の 概 略 を 図2に 示 す 。 心 機 能 を 評 価 す る 場

合 は 大 動 脈 圧x心 拍 数 を 計 算 し た 。15分 間 のworkingheart法 に

よ る 灌 流 の の ち 、 後 負 荷 圧 をOm皿Hgに 下 げ る こ と に よ っ て 、 虚 血

心 筋 標 本 を 作 製 し た(Ichiharaetal.,1981)。 ジ ル チ ア ゼ ム

(2.21x106M、1.1x10-5M、 あ る い は2.21×10イM)は 虚 血 作 製

5分 前 に 、 そ れ ぞ れ の 濃 度 の ジ ル チ ア ゼ ム を 含 む 灌 流 液 に 切 り 換 え

る こ と に よ っ て 、 灌 流 心 臓 に 投 与 し た 。NCO-700も 同 様 に し て 、

200mg/1を 含 む 灌 流 液 に 切 り 換 え て 投 与 し た 。 虚 血 直 前(薬 物 処 置

の 場 合 は 、 投 与5分 後 に あ た る)、 虚 血20分 後 あ る い は 、 虚 血40分

後 に 心 筋 を 冷 緩 衝 液 に 採 取 し 、 心 筋 重 量 測 定 後 、2っ に 分 け た 。 心

筋 サ ン プ ル の 一 方(600-800皿g)を 冷 抽 出 液 中 、 は さ み 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 。 抽 出 液 の 組 成 に っ

い て は 予 備 実 験 を 行 な い 、0.25Msucrose,0.1mMEDTA,10酬Tris

-HCI(pH7 .4)か ら 成 る 液 を 抽 出 液 と し て 用 い た(結 果 の 項 参 照)。

350xg、5分 間 の 遠 心 分 離 に よ っ て 得 ら れ た 上 清 を40,000xg、

20分 間 遠 心 分 離 を 行 な っ た 。 こ の2回 目 の 遠 心 分 錐 に よ っ て 得 ら れ

た 上 清 を�nonsedimentableei]ZylDe分 画 と し 、 沈 澱 に は0.1XTriton

X-100を 含 む 抽 出 液 を 加 え て 可 溶 化 し 、"sedimentableenzy皿e"分
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画 と し た 。"nonsedi配ntableenzy皿e"分 画 中 に は リ ソ ゾ ー ム 穎 粒

か ら 細 胞 質 へ 遊 出 し た 酵 素 が 、"sedi●entableenzy●e分 画 中 に は

無 傷 の リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 中 の 酵 素 が 存 在 す る こ と に な る 。 残 り の 心 筋

サ ン プ ル(200-3000g)は0.1XTritonX-100を 含 む 冷 抽 出 液 で 激

し く ホ モ ジ ナ イ ズ さ れ 、350Xg、5分 間 遠 心 分 離 さ れ た 。 得 ら れ

た 上 清 を リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 全 活 性 測 定 用 の 試 料 と し て 用 い た 。 こ れ

ら の サ ン プ ル の 調 製 方 法 を 図3に 示 し て あ る 。 リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 活

性 は 図4に 示 す よ う に 、Barrettら(1977)の 方 法 に 準 じ た 。 す な わ

ち 、cathePsinD活 性 は 、pH3.2,45℃ で 精 製 ヘ モ グ ロ ビ ン を 分 解

し て 遊 離 し て く る ト リ ク ロ ル 酢 酸 に 可 溶 の 小 ペ プ チ ド の 量 をF●lin

法 で 定 量 す る こ と に よ っ て 測 定 し た 。 β 一N-acetyl-glucosa●inid-

ase活 性 は 、pH4.3,37℃ でp-nitrophenyl一 β 一acetyl-D-glucosa-

●inideを 分 解 し て 遊 離 し て く るp-nitrophenolを 、acidphosphat-

ase活 性 はpH4.5,37℃ でp-nitrophenyl-phosphateを 分 解 し て

遊 離 し て く るp-nitrophenolを そ れ ぞ れ 比 色 定 量 す る こ と に よ っ て

測 定 し た 。

リ ソ ゾ0ム 酵 素 遊 出 の 指 標 と し て 、 リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 細 胞 内 分 布

(Lysoso皿alEnzyロeDistribution;LED)を 次 式 に よ っ て 計 算 し た 。

LED=

{nonsedisentableactivity/(nonsedi●entable+sedieentable)

activity}x100(x)

こ の 数 値 が 大 き く な れ ば 、 細 胞 質 中 に 遊 出 、 拡 散 し て い る リ ソ ゾ ー

ム 由 来 の 酵 素 が 増 え て い る こ と を 示 す 。
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図2Workingheart灌 流 装 置 。

二 系 統 の 装 置 を 三 方 コ ッ ク で 接 続 し、 薬 物 を 含 ま な い 灌 流 液 か ら 薬

物 を 含 む 灌 流 液 へ と切 り換 え られ る よ う に な っ て い る 。 長 い カ ラ ム

は ラ ン ゲ ン ドル フ法 に よ る 灌 流 、 あ る い はforkingheartに 後 負 荷

を か け る た め に 使 用 さ れ 、 短 い カ ラ ム はWorkingheart法 に よ る 灌

流 に お い て 灌 流 液 を 酸 素 化 す る た め お よ び 前 負 荷 を か け る た め に 用

い られ た 。 虚 血 心 筋 は 大 動 脈 弁 上 に か か る 後 負 荷 を 取 り除 く こ と に

よ って 作 製 し た 。
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図4リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 活 性 測 定 法 。

リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 代 表 と し てcathepsinD,β 一N-acetylgluco

saminidase,acidphosphatase活 性 を 測 定 し た が 、 こ れ ら の 酵

素 が 虚 血 時 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と い う 訳 で は な い 。

i



一

実験結果

リソゾーム穎粒抽出液 についての検討

正 常 灌 流 液 で 灌 流 し た ラ ッ ト 心 臓 を 次 に 示 す 組 成 の 抽 出 液 で ホ モ

ジ ナ イ ズ し 、 リ ソ ゾ0ム 穎 粒 を 抽 出 し てCathepsinD,β 一N-Acetyl-

glucosa璽inidase,acidphosphatase活 性 を 測 定 し 、LED値 を 計 算

し た 。

(1)0.25MKC1,1●MEDTA,50●MTris-HCI(pH7.4)

(2)D.25MSucrose,0.2MKCI,0.1●MEDTA,10●MTris-HC1

(pH7.4)

(3)0.25MSucrose,0.06MKCI,10mMEDTA,40●MImidazole-

propinate(pH7.0)

(4)0.21●MMannitoi,0.07MSucrose,0.1●MEDTA,10●M

Tris-HCI(pH7.4)

(5)0.25MSucrose,0.1●MEDTA,10●MTris-HCl(pH7.4)

図5に 示 す よ う に 、 ど の 抽 出 液 で リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 を 抽 出 し よ う と も 、

acidphosphataseに 関 す るLED値 は77.5瓢 ～79.7Zで あ り 、 あ ま り

大 き な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 し か し 、 β 一N-acetylgluco-

sa罰nidase,cathepsinDに 関 す るLED値 は 、 各 抽 出 液 で 差 が 認 め

ら れ 、 特 にKC1を 含 む 液 で 抽 出 し た 場 合 はLED値 が 大 き く な る 傾 向

を 示 し た 。 β 一N-acetylglucosasinidaseのLED値 は 抽 出 液(1)で 抽

出 し た 時 最 大(44.4紛 と な り 、 抽 出 液(5)で 抽 出 し た 時 、 最 小

(24.眺)と な っ た 。LED値 が 小 さ い と い う こ と は 、 リ ソ ゾ ー ム 穎 粒

中 に 存 在 す る 酵 素 活 性 が 高 く 、 細 胞 質 中 に 遊 出 し て い る 酵 素 の 活 性

は 少 な い と い う こ と で あ る か ら 、 抽 出 液(1)よ り も 抽 出 液(5)の 方

一12一
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図5リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 抽 出 液 に っ い て の 検 討 。

KCIを 含 む 抽 出 液 で は 、cathepsinD,β 一N-acetylglucosa-

minidaseのLED値 が 高 く な る 傾 向 に あ っ た 。



T一

が リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 を 無 傷 の 状 態 で 抽 出 で き る こ と を 示 す 。 し た が っ

て 以 後 の 実 験 で は 全 て 、 抽 出 液(5)を 用 い た 。

虚 血 に よ る リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 心 筋 細 胞 内 分 布 の 変 化

虚 血 に よ るcathePsinD,β 一N-acetylglucosaminidase,acid

phosphataseのLED値 の 変 化 を 図6に 示 す 。 虚 血 直 前 のcathe-

psinD,β 一N-acetylglucosa皿inidase,acidphosphataseのLED

値 は 、 そ れ ぞ れ40.2±2.5,33.8±0.5お よ び78.5±o.sxで あ っ た 。

灌 流 心 臓 を20分 間 虚 血 に す る と 、 こ れ らLED値 は 次 第 に 増 加 す る

傾 向 を 示 し 、 虚 血 後40分 に は 、 す べ て の 酵 素 のLED値 は 虚 血 前 の

LED値 と 較 べ て 有 意 に 増 加 し て い た 。

虚 血 心 筋 か ら の 蛋 白 質 の 遊 離

虚 血 前 、 あ る い は 虚 血 後 の 灌 流 心 臓 か ら 蛋 白 質 が ど の く ら い 遊 離

し て く る か を 図7に 示 す 。 ラ ン ゲ ン ド ル フ 法 に よ る 灌 流 で も 、Work-

ingheart法 に よ る 灌 流 で も 、 冠 流 出 液 中 の 蛋 白 質 濃 度 に 差 は 認 め

ら れ な か っ た 。 し か し 、Workingheart法 に よ る 灌 流 心 臓 の 方 が 冠

流 量 が 多 い の で 、 心 臓 の 灌 流 方 法 を ラ ン ゲ ン ド ル フ 法 か らWorking

heart法 に 切 換 え る と 、1分 間 あ た り に 心 臓 か ら 遊 離 し て く る 蛋 白

質 量 は 増 加 し た 。 虚 血 に す る と 確 か に 冠 流 出 液 中 の 蛋 白 質 濃 度 は 虚

血 前 値 の 約2倍 に 増 加 し た が 、 冠 流 量 が ほ と ん ど な い た め 、 虚 血 心

筋 か ら の 蛋 白 質 の 遊 離 も ほ と ん ど 観 察 さ れ な か っ た 。 虚 血40分 後 に

心 筋 を 再 灌 流 す る と 、 初 め の 数 分 間 の 冠 流 出 液 中 の 蛋 白 質 濃 度 は 、

一 過 性 に 急 上 昇 し 、 そ の 後 減 少 し た 。 し か し 、 こ の 再 灌 流 初 期 の1

～2分 の 時 も 冠 流 量 が 少 な い の で 、 心 臓 か ら の 蛋 白 質 流 出 量 が 虚 血

前 値 を 越 え る こ と は な か っ た 。
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図7虚 血 心 筋 か ら の 蛋 白 質 の 遊 離 。

冠 流 出 液 中 の 蛋 白 質 濃 度 を 測 定 し た 。 虚 血 の 間 は 冠 流 量 が

少 な い た め 、 虚 血0～10分 間 お よ び10～40分 間 の 冠 流 出 液

を 集 め た 。
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ジ ル チ ア ゼ ム の 作 用

図8に は 、 ジ ル チ ア ゼ ム2.21x10写Mで 処 置 し た 時 の 結 果 を 示

し て あ る 。 ジ ル チ ア ゼ ム 処 置 に よ り 、 β 一N-acetylglucosa●inid-

aseのLED値 の み が 、 未 処 置 群 よ り 高 値 を 示 し た が 、 残 り の 二 種 類

一s
の 酵 素 のLED値 は ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。 ジ ル チ ア ゼ ム2.21x10M

で 処 置 を し て お く と 、 虚 血 に よ るLED値 の 上 昇 、 す な わ ち 、 リ ソ ゾ

ー ム 穎 粒 か ら 細 胞 質 へ の 酵 素 の 遊 出 が 、 ほ ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ 、 虚 血

40分 後 のLED値 は ジ ル チ ア ゼ ム 未 処 置 群 と 較 べ て 、 す べ て 右 意 に 低

い 値 で あ っ た 。 ジ ル チ ア ゼ ム で 処 置 し て い な い 心 筋 と2.21xlr㌔

ジ ル チ ア ゼ ム で 処 置 し た 心 筋 に お け るcathepsinD,β 一N-acetyl-

glucosa■inidase,acidphosphataseの 全 活 性 に お よ ぼ す 虚 血 の 影

響 を 表1に 示 し て あ る 。 ジ ル チ ア ゼ ム の 右 無 に か か わ ら ず 、40分 間

の 虚 血 を 通 じ て 各 酵 素 の 全 活 性 が 変 化 す る こ と は な か っ た 。

低 濃 度2.21x1ゼ ㌔,1.11x10」5Mの ジ ル チ ア ゼ ム で も 同 様 の 実

験 を 行 っ た 。CathepsinD,β 一N-acetylglucosa●inidase,acid

一らMジ ル チ ア ゼ ム 処 置
phosphataseの 虚 血 前 のLED値 は 、2.21x10

群 で は 、 そ れ ぞ れ39.5±5.3,32.8±1.9お よ び77.7±0.sxで あ り 、

1.11xlO」SMジ ル チ ア ゼ ム 処 置 群 で は 、 そ れ ぞ れ37.5±3.0,35.2

±2.0お よ び78.9±0.8Xで あ っ た 。 こ れ ら の 値 は ジ ル チ ア ゼ ム 未 処

置 群 の 虚 血 前 値 と ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。 虚 血 前 のLED値 と 虚 血40分 後

のLED値 の 差 を 図9に 示 す 。 こ の 差 は 虚 血40分 間 で 各 酵 素 のLED値

が 何%増 加 し た か 、 す な わ ち 、 虚 血 に よ る リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 遊 出 が

ど の く ら い あ っ た か を 示 す 。 ジ ル チ ア ゼ ム で 処 置 し て い な い 心 筋 に

一17一
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ゼ ム の 作 用 。

ジ ル チ ア ゼ ム(2.21x10_5M)は 虚 血 開 始 の5分 前 に 灌 流 液 を

切 り 換 え る こ と に よ っ て 心 臓 に 投 与 さ れ た 。

**Pく0.01,非 虚 血 心 筋(0●in)と の 比 較 。

☆P〈0.05;☆ ☆Pく0.01,同 一一虚 血 時 間 の ジ ル チ ア ゼ ム 非 投

与 群 と の 比 較 。
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表1リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 全 活 性 と蛋 白 質 濃 度 に お よ ぼ す

虚 血 の 影 響 お よ び ジ ル チ ア ゼ ム の 作 用 。

Periodof

ischemia

(min)

0

20

40

Diltiazem

十

十

十

β,N-AcetylAcid

CathepsinDglucosaminidasephosphatase Protein

μmolsubstratehydrolyzed/mgProtein/h

154.2±4.00.56±0.031.99±0.09

150.3±16.40.56±0.021.81±0.06

169.5±9.30.60±0.022.09±0.08

136.2±11.20.51±0.021.79±0.04

176.5±8.00.58±0.032.16±0.08

147.5±13.20.52±0.031.92±0.10

mg/g

52.4±1.7

55.3±2.2

52.2±1.8

54.7±1.7

52.4±0.9

54.2±2.2
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図9虚 血 に よ る リ ソ ゾ ー ム 酵 素 遊 出 に お よ ぼ す ジ ル

チ ア ゼ ム の 作 用 。

_も 一5虚
血5分 前 に ジ ル チ ア ゼ ム(2.21x10M,1.11x10

-S
M)を 含 む 灌 流 液 に 切 り 換 え た 。 虚 血40分M,2.21x10

後 の 心 筋 のLED値 と 非 虚 血 心 筋 のLED値 の 差 で 示 し て あ る 。

*P〈0.05;**P〈0.01,ジ ル チ ア ゼ ム 非 投 与 群(OM)と の 比

較 。

一20一



一

お け る 虚 血40分 後 のLED増 加 は 、cathepsinD,β 一N-acetylglu-

cosa●inidase,acidphosphataseで 、 そ れ ぞ れ13.2,7.6お よ び

4.2xで あ っ た が 、 ジ ル チ ア ゼ ム2.21x10『6M処 置 群 で は 、5.O,

3.0お よ び 一 〇.6x,1.11x10ぶM処 置 群 で は 、3.3,-0.2お よ び

一〇.1z,2.21x10^5M処 置 群 で は 、0.2,-1.3お よ び_2.8xと

ジ ル チ ア ゼ ム の 濫 度 に 依 存 し て 漸 減 し た 。

虚 血 後 再 灌 流 の 心 機 能 回 復 に お よ ぼ す ジ ル チ ア ゼ ム の 作 用

も し 、 ジ ル チ ア ゼ ム は リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 遊 出 、 拡 散 を 抑 制 す る こ

と に よ っ て 、 虚 血 心 筋 の 不 可 逆 的 障 害 を 防 い で い る の で あ れ ば 、 虚

血 後 再 灌 流 で 心 機 能 が 回 復 し な い よ う な 不 可 逆 的 障 害 に 陥 っ た 心 臓

で も ジ ル チ ア ゼ ム で 処 置 し て お く こ と に よ っ て 、 再 灌 流 で 心 機 能 が

回 復 す る よ う に な る か も し れ な い 。 結 果 を 図10に 示 す 。 虚 血20分 後

に 再 灌 流 を し て も 、 ジ ル チ ア ゼ ム で 処 置 さ れ て い な い 場 合(OM)は 心

一6機 能 が 全 く 回 復 し な か
っ た 。 一 方 、 ジ ル チ ア ゼ ム2.21x10M,1.11

x10‾5Mあ る い は 、2.21x10」 ～Mで 虚 血 の 間 処 置 を し て お い て 再 灌

流 す る と 、 虚 血 に よ り 停 止 し て い た 心 機 能 は ジ ル チ ア ゼ ム の 濃 度 に

依 存 し て 回 復 し た 。 再 灌 流20分 後 の 心 機 能 の 回 復 率 は 、 ジ ル チ ア ゼ

ム2.21x10『 ㌔,1.11x1『 ㌔,2.21x105醒 で 、 そ れ ぞ れ 虚 血

前 値 の19,54,75xで あ っ た 。

NCO-700の 作 用

NCO-700の 虚 血40分 間 で 変 化 す るcathepsinD,β 一N-acety1-

glucosa●inidase,acidphosphataseのLED値 に お よ ぼ す 効 果 を 図

11に 示 す 。NCO-700処 置 群 に お け る 虚 血 前 の 各 酵 素 のLED値 は 、 そ
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図10虚 血 後 再 灌 流 に よ る 心 機 能 回 復 に お よ ぼ す ジ

ル チ ア ゼ ム の 作 用 。

虚 血20分 後 に 再 び 後 負 荷 を か け て 心 臓 を 再 灌 流 した 。 心 機

能 は 大 動 脈 圧 に 心 拍 数 を 乗 じた 値 で 示 し た 。 い ず れ の 場 合

も 虚 血 に よ り 心 臓 の 拍 動 は 停 止 して い た 。

*Pく0.05;**P〈0.01,同 一 再 灌 流 時 間 の ジ ル チ ア ゼ ム 非 投

与 群(OM)と の 比 較 。
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れ そ れ44.5±3.2,43.5±2.3お よ び75.8±0.9xで あ り 、 未 処

置 群 の 虚 血 前LED値37.8±1.2,39.3±1.7お よ び73.7±1.7z

と 較 べ て み て 右 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 図11に 示 す よ う に 、 虚

血40分 間 で 増 加 す るcathepsinD,β 一N-acetylglucosa●inidase,

acidphosphataseのLED値 は 、 そ れ ぞ れ8.9,5.5お よ び2.8x

で あ っ た が 、NCO-700で 処 置 し て お く と 、 そ の 増 加 分 は 、 そ れ ぞ れ

5.8,3.3お よ び 一1.9Xに 減 少 し た 。 こ の 時 、NCO-700の 右 無 に

か か わ ら ず 、 非 虚 血 心 筋 と 虚 血 心 筋 の リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 全 活 性 は 同

じ で あ っ た(表2)の で 、 こ こ で 得 ら れ た 結 果 はNCO-700が 虚 血 に

よ る リ ソ ゾ0ム 穎 粒 の 破 裂 を 防 止 し 、 リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 細 胞 質 内 へ

の 遊 出 、 拡 散 を 抑 制 す る 傾 向 が あ る こ と を 示 す 。

も し 、 心 筋 組 織 に 混 在 し た 微 量 のNCO-700が リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 活

性 を 測 定 す る 試 験 管 の 中 に 存 在 す る と 、 そ の 微 量 のNCO-700が 酵 素

活 性 を 抑 制 す る か も し れ な い 。 し か し 、 図12に 示 す よ う にNCO-700

をCathepsinD活 性 を 測 定 す る 試 験 管 内 に 加 え て も 、 そ の 値 は ほ と

ん ど 影 響 を 受 け な か っ た 。 こ の 事 実 はNCO-700は や は り 、 虚 血 時 の

リ ソ ゾ ー ム 酵 素 遊 出 を 抑 え る こ と に よ っ てLEDの 上 昇 を 抑 制 し た も

の と 考 え ら れ る 。

リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 安 定 性 に お よ ぼ す カ ル シ ウ ム の 影 響

虚 血 に よ っ て 、 細 胞 内 に 異 常 に 蓄 積 し た カ ル シ ウ ム イ オ ン が リ ソ

ゾ ー ム 穎 粒 の 破 裂 、 も し く は リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 細 胞 質 内 へ の 遊 出 を

引 き起 こ した の か 否 か を 調 べ る た め に 次 の 実 験 を 起 な っ た 。 結 果 を

表3に 示 す 。 抽 出液 を350×g,5分 間 で 遠 心 分 陸 し て 得 られ た 上 清

を 高 濃 度 の カ ル シ ウ ム(2.4ま た は15mM)存 在 下 で イ ン キ ュ ベ0ト し 、
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図11虚 血 に よ る リ ソ ゾ ー ム 酵 素 遊 出 に お よ ぼ すNCO-

700の 作 用 。

虚 血5分 後 にNCO-700(200皿g/1)を 含 む 灌 流 液 に 切 り 換 え た 。

虚 血40分 後 の 心 筋 のLED値 と 非 虚 血 心 筋 のLED値 の 差 で 示 し

て あ る 。

**Pく0.01,NCO-700非 投 与 群(一)と の 比 較 。
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表2非 虚 血 心 筋 と虚 血 心 筋 の リ ソ ゾ ー ム 酵 素 全 活 性 に

お よぼ すNCO-700の 作 用 。

1

誤

1

Periodof
ischemia

(min)

0

40

NCO-700

十

十

CathepsinD
〆9,N-AcetylAcid

glucosaminidasephosphatase

μmolsubstratehydrolyzed!mgproteinlh

121.7±13.60.56±0.051.74±0.07

128.6±9.50.54±0.041.67±0.08

136.3±8.3

120.0±7.7

0.59±0.04

0.49±0.04

1.91±0.06

1.69±0.11
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作 用 。

え た 。

OM

O.88x10.3M

2.19x10-3M

4.38x10.3M

204060

1ncubationtime,min

CathepsinD活 性 に お よ ぼ すNCO-700の

CathepsinD活 性 を 測 定 す る 試 験 管 内 にKCO-700を 加
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そ の 後40,000xg,20分 間 遠 心 分 離 を し てLEDを 測 定 し た 。 虚 血 心

筋 で は 組 織pHが 低 下 す る こ と も 知 ら れ て い る の で 、 こ の 時pH7.4の

他 にpH6.7で も 実 験 を 行 な っ た 。 確 か に 、 高 濃 度 の カ ル シ ウ ム と イ

ン キ ュ ベ ー ト す る とCathepsinDのLED値 は 増 加 す る 傾 向 に あ り 、

特 に 低pHで 顕 著 に 見 ら れ た 。 し か し 、 β 一N-glucosa●inidase,acid

phosphatase活 性 に 関 し て は は っ き り と し た 差 は 認 め ら れ な か っ た 。
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表3

pHの 影 響 。

リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 安 定 性 に お よ ぼ す カ ル シ ウ ム と

pH7.4

2.4mMCam

Incubation

Omin40min

15mMCam

Incubation

Omin40min

pH6.7

2.4mMCa骨

Incubation

Omin40min

什
15mMCa

Incubation

Omin40min

31.733.4 34.3

CathepsinD

38.7132.638.9 33.441.9

34.7 35.2

1,N-Acetylglucosaminidase

34.235.3134.636.1 38.8 36.9

78.978.8

Acidphosphatase

78.275.9176.876.9 77.075.7

40,000xgの 遠 心 分 離 でnonsedi皿entableenzy皿eとsedimen-

tableenzy皿eに 分 け る 前 に サ ン プ ル を 上 に 示 す 条 件 で30℃,

40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

」



考 察

リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 に つ い て 研 究 す る 場 合 は そ の 抽 出 液 お よ び 抽 出 法

が た い へ ん 重 要 に な る 。 収 率 が 悪 く て も 無 傷 の リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 を 抽

出 す る に は 、 た く さ ん の 操 作 段 階 を 経 な け れ ば な ら な い が 、 最 終 的

に 目 的 は 達 成 さ れ 得 る 。 し か し 、 取 り 出 し た 心 筋 細 胞 中 に 存 在 す る

そ の ま ま の 割 合 で 無 傷 の リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 を 取 り 出 す こ と は 非 常 に 困

難 で あ る 。 な ぜ な ら 、 リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 膜 は 非 常 に 不 安 定 で 、 抽 出

液 の 組 成 や 、 ホ モ ジ ナ イ ズ の 条 件 に よ っ て 容 易 に 破 壊 さ れ る 。 通 常 、

リ ソ ゾ0ム 穎 粒 を 抽 出 す る に は 、KCIを 含 む 緩 衝 液 が 使 用 さ れ る

(Wildenthaletal.,1978)。 ま た 、0.25Msucrose,O.06MKC1,

10皿MEGTA,40皿Mi●idazolepropionate(pH7.0)と い う 緩 衝 液 が 、

無 傷 の リ ソ ゾ ー ム が 豊 富 に 抽 出 で き る と い う 報 告 も あ る(Baxter

andSuelter,1983)。 し か し 、 本 研 究 の 実 験 結 果 に よ る と 、 組 成 と

し てKCIを 含 む 抽 出 液 は す べ て 、cathepsinD,β 一N-acetylglucosa

面nidaseのLEDは 高 値 を 示 し た(図5)。 す な わ ち 、KCIを 含 ま な

い 液 で 抽 出 し た ほ う が 、 リ ソ ゾ0ム の 抽 出 操 作 に よ る 破 壊 が 少 な い

と い う こ と に な る 。Mannitolとsucroseか ら な る 抽 出 液 は ミ ト コ ン

ド リ ア を 抽 出 す る た め の 緩 衝 液 で あ る が 、sucroseの み で 等 張 に し

たTris-HCl緩 衝 液 と 比 べ て 、 な ん の 利 点 も 認 め ら れ な か っ た 。 し た

が っ て 、 本 研 究 で は0.25酬Sucrose,O.1mMEDTA,10●MTris-HCl

(pH7.4)の 緩 衝 液 を 抽 出 液 と し て 用 い た 。

ウ サ ギ 心 臓 を 用 い たinvivo実 験 で は 、 冠 動 脈 結 紮15分 後 か ら

LED値 の 有 意 な 増 加 が 観 察 さ れ 、 結 紮45分 後 に お け るLED値 の 増 加

分 はcathepsinDはsx,β 一N-acetylglucosa●inidaseは8X,acid
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phosphataseは3xで あ っ た と報 告 さ れ て い る(Wildenthaletal.,

1978)。 こ の 結 果 は 、 本 研 究 で 得 ら れ た 灌 流 ラ ッ ト心 臓 に お け るin

vitroの 結 果 と非 常 に よ く一 致 して い る 。 表1と 表2に 示 す よ う に

各 酵 素 の 全 活 性 は 虚 血 に よ っ て ほ と ん ど 変 化 し な か っ た の で 、LED

値 の 上 昇 は 虚 血 に よ って リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 内 の 酵 素 が 細 胞 質 中 へ 遊 出

して リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 細 胞 内 分 布 が 変 っ た こ と を 意 味 す る 。 一 方 、

虚 血 時 に 心 臓 か ら遊 離 して く る 蛋 白 質 量 を 測 定 す る と 、 虚 血 で あ る

た め 冠 流 量 が 極 端 に 少 な く 、 冠 流 出 液 に 含 ま れ る 蛋 白 質 量 は 多 い に

も か か わ ら ず 、1分 間 あ た りの 蛋 白 質 遊 離 量 が 虚 血 に よ っ て 増 加 す

る と い う こ と は 観 察 さ れ な か っ た(図7)。 こ の 実 験 事 実 は 、 虚 血

時 に リ ソ ゾ0ム 穎 粒 が 破 裂 して 中 に 含 ま れ て い る 蛋 白 分 解 酵 素 が 細

胞 質 に 出 て き て 、 細 胞 構 成 蛋 白 を 分 解 す る と い う考 え と 矛 盾 す る 。

し か し 、 リ ソ ゾ ー ム 酵 素 で 分 解 さ れ た 蛋 白 質 が 冠 流 出 液 中 に 出 て く

る か ど う か わ か って い な い 。 む し ろ 蛋 白 質 の よ う な 巨 大 分 子 は リ ン

パ 液 中 に 排 出 さ れ る と い う(Michaeleta1.,1985)。 ま た 、 虚 血 時

に 遊 離 して く る リ ソ ゾ ー ム 酵 素 は 、 特 に そ の 初 期 に お い て 、 細 胞 の

蛋 白質 全 て を 分 解 し な くて も 、 細 胞 に と って 重 要 な 蛋 白 質 を 攻 撃 し

て い る 可 能 性 も あ る 。

虚 血 の 間 、 ジ ル チ ア ゼ ム で 処 置 して お く と濫 度 依 存 的 に 、 虚 血 時

に お こ る 各 酵 素 のLED値 上 昇 が 抑 制 さ れ た(図9)。 こ の 事 実 は 、

虚 血 に よ っ て リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 が 破 裂 し 、 中 に 含 まれ て い た 一 群 の 分

解 酵 素 が 細 胞 質 中 に 遊 出 、 拡 散 す る の を ジ ル チ ア ゼ ム が 抑 制 す る こ

と を 示 唆 す る 。 虚 血 時 に 遊 出 し た 分 解 酵 素 が 細 胞 質 で 、 種 々 の 細 胞

構 造 や 他 の 酵 素 、 た と え ば ク レ ア チ ン 燐 酸 キ ナ ー ゼ(CPK)な ど を 変

一30一



性 失 活 さ せ て し ま う の で 、 細 胞 は 不 可 逆 的 障 害 を 受 け る 。 ジ ル チ ア

ゼ ム が リ ソ ゾ0ム 酵 素 の 遊 出 を 抑 え る と す る と 、 こ の 薬 物 が 虚 血 後

再 灌 流 に よ る 心 臓 の ポ ン プ 機 能 を 回 復 さ せ る こ と と も よ く符 合 す る

(図10)。 し か し 、 こ こ で 問 題 に な る の は 、 ジ ル チ ア ゼ ム 自身 が 細

胞 内 に 入 り込 ん で 、 直 接 リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 を安 定 化 さ せ る の で あ ろ う

か?た ぶ ん 、 答 え は"No"で あ ろ う 。 で は な ぜ 、 ど の よ う な 機 構 で

ジ ル チ ア ゼ ム は 虚 血 心 筋 障 害 を 防 ぐの か?

NCO-700は 最 近 開 発 さ れ た 蛋 白 質 分 解 酵 素 阻 害 薬 で 、 と く にCAMP

活 性 を 抑 制 す る とい う(Toyo-okaetal.,1982)。 こ のNCO-700も

虚 血 に よ る 心 筋 梗 塞 領 域 を 縮 小 す る とい う報 告 が あ り 、 本 実 験 で も

虚 血 に よ る リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 破 裂 を 抑 制 す る と い う こ と が 示 さ れ た

(図11)。CAMPは 細 胞 質 や 筋 線 維 周 辺 に 存 在 し 、 基 質 と して は 主 に

筋 線 維 成 分 や 細 胞 質 中 の 酵 素phosphorylasekinaseな ど が 知 ら れ る

(Obinataeta1.,1981)。CANPが リ ソ ゾ ー ム 膜 自 身 を 基 質 に し得 る

か 否 か 不 明 で あ る が 、 も し虚 血 に よ って 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 が 上

昇 しCANPが 活 性 化 さ れ て リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 を 破 壊 す る と 本 研 究 の 一 連

の 実 験 は 全 て 説 明 が っ く 。 図13に そ の 仮 説 を 示 す 。 虚 血 に よ って 細

胞 内 カ ル シ ウ ム 量 が 増 加 し 、CANPが 活 性 化 さ れ る 。 活 性 化 さ れ た

CAMPは 筋 線 維 成 分 の 分 解 と 同 時 に リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 膜 成 分 を 分 解 し 、

リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 を 破 裂 さ せ 、 中 の 分 解 酵 素 群 が 細 胞 質 中 に 遊 出 、拡

散 す る 。 こ れ ら 分 解 酵 素 が 細 胞 を 破 壊 し 、 最 終 的 に 細 胞 死 を も た ら

す 。 ジ ル チ ア ゼ ム は カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 で あ る の で 、 細 胞 内 カ ル シ ウ

ム 量 を 増 加 さ せ ず 、CAMPも 活 性 化 さ れ な い の で 、 以 下 の 反 応 は 起 こ

り得 な い 。NCO-700は 細 胞 内 に 入 っ て 直 接CAMPを 抑 制 す る と 、 こ の
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図13虚 血 に よ る 心 筋 細 胞 障 害 に お け る リ ソ ゾ ー ム 穎 粒

の 役 割 。

虚 血 時 に 細 胞 内 に 過 剰 に 流 入 す る カ ル シ ウ ム が ミ トコ ン ド リ ア

の 機 能 を 障 害 し てATP産 生 を 低 下 さ せ 、 リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 か ら蛋

白質 分 解 酵 素 を 遊 出 さ せ て 細 胞 構 造 を 破 壊 す る 。
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時 も 以 下 の 反 応 は 起 こ ら な い 。 し た が っ て 、 こ れ ら 二 種 類 の 作 用 機

序 の 異 な る 薬 物 が 、 と も に 、 虚 血 に よ る リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 破 裂 を 防 ぎ 、

虚 血 障 害 か ら心 筋 細 胞 を保 護 す る と い う こ と が 矛 盾 な く 説 明 で き る 。

し か し、 この 仮 説 に は あ ま り に も 仮 定 が 多 い こ と も 否 め な い 。 ま た 、

リソ ゾ ー ム 穎 粒 の 安 定 性 に カ ル シ ウ ム が ど の よ う に 作 用 す る か に っ

い て も 調 べ た が 、 い ま 一 っ は っ き り し た 結 果 は 得 られ な か っ た(表

3)。 い ず れ に し て も 、 虚 血 時 に リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 が 重 要 な 働 き を し

て い る こ と は 間 違 い な い 。

結 論

虚 血 に な る と心 筋 細 胞 内 に 存 在 す る リ ソ ゾ0ム 穎 粒 が 破 裂 し て 、

中 に 含 ま れ る種 々 の 分 解 酵 素 が 細 胞 質 中 に 遊 出 、 拡 散 す る 。 これ ら

の 分 解 酵 素 は 細 胞 構 成 成 分 を 分 解 しL虚 血 心 筋 の 障 害 を 不 可 逆 的 に

す る 。 カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 で あ る ジ ル チ ア ゼ ム や 蛋 白質 分 解 酵 素 抑 制

薬 で あ るNCO-700は 、 虚 血 時 の リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 破 裂 を 抑 制 し た 。 今

後 、 虚 血 時 の カ ル シ ウ ム 蓄 積 と リ ソ ゾ ー ム 穎 粒 の 関 係 、 ま た 、 虚 血

心 筋 障 害 に お け る リ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 役 割 に っ い て 詳 し く 調 べ る こ と

に よ っ て 、 将 来 リ ソ ゾ ー ム 酵 素 や 他 の 蛋 白 質 分 解 酵 素 が 働 か な い よ

う に す る 薬 物 が 、 心 筋 梗 塞 等 の 治 療 薬 と して 使 用 で き る よ う に な る

か も しれ な い 。
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