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SU捌ARY

加e　changes　in　ceヱ’eb℃al　me七abolism　in　mice　in　severe　hypoxia　we］℃

inves七igated　by　analyses　Of　changes　in　the　levels　Of　energy　me　ta－

bolユtes　and　near　工r迂’rared　spec七rOpho七〇me七ric　assessπ1en七　〇f　翫e

s七a七es　of　hemoglobin　and　cy七〇chrOme　oxidase．　　Under　4．4％02，　the

contribution　of　anaerob工c　ATP　prOduc　tion　was　at　most　剖bOut　20％of

the　demand．　Hbwever，　the　cerebral　ATP　level　was　kept　a七　the　con一

七r◎1　1evel　un七il　about　one㎜u七e　befbne　death．　　PentObεぼb工tal

anaes七hesia，　which　reduced　七he　cerebraユ　rate　of　me　tabolisrl1，

pro10nged　the　surv工va1　七工π1e，　al　thOugh　anaerObic　ATP　pro（加c　tion

st工11　did　no七　suppo℃七　ATP　demand．　　工n　七hese　cond工tiOns，

deoxygenatiOn　of　hemoglob工n　and　re（匁c七iOn　of　cytochrαne　oxidase

pr℃ceeded　rε江）工dユy　w工thin　One　m由1ute．　　HemOglob工n　reached　the　max一

㎞　state　of　deoxygenatiOn　ゴΩ　七he　middユe　phase　of　hypoxia，　wi七h

no　fUrther　change　しm七il　deat力．　　｝k）wever，　cytochrOme　oxユdase　　was

re（ねced　slowly　wi七h　one　phase　of　par七工al　reoxidation　due　to　in－

crease　of　cerebral　blood　volume，　arld　neεにhed　七he　co㎎）1e七ely

De（ねced　state　a七　death．　　FrOm　these　resul　ts　it　was　conc工uded　that

the　aerOb工c　ATP　synthesis，　which　supp1工ed　more　七han　80％of　七he

cerebral　demand，　was　ゴユぜern∋d　to　decrease　graduaユ1y　because　of

limi七at工on　of　oxygen　supply，　and　tha七　the　failure　of　oxidative

phosphoryla七iOn七〇meet　demand　trigger鴇d　decrease　工n　tわe　cellular

ATP　level　tha七　led　to　death．
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　There　have　been　many　S七UdユeS　On　七he　effeC七S　Of　hypOXia　On　energy

me七abolism　in　the　brain．　　Resuユts　have　shOwn　that　七he　ce℃ebral

ATP　leve　l　rern鋤s　aユmost　Oonstant　un七il　the　insp工red　oxygen　con－

　ten七　（FiO2）　decreases　七〇　4％　（1），　or　七he　εぼ七erial　o）ζygen　pressure

　（PaO2）　to　15－20　mmHg　（2，3），　al　though　七he　creatゴ∫1e　phosphate　（P－

Cr）　1evel　decre品es　and　lac七a七e　accuπ氾ユa七es　at　an　FiO2　0f　7％　（1）

and　PaO2　0f　35－40醐g　（2，3）．　　These　resul七s　indicate　that　energy

balance　is　well　maエntained　even　in　severe　hypoxia．　Cons工stent

wi　th　this，　many　laboratories　have　neported　七he　ex工stence　of　com－

peru3at工On　mechar江sms，　such　as　decpease　in　energy　demand　（4，5），

accelera七ユon　Of　glycolysis　（6，7），　and　lncrease　of　cerebral　blood

f10w　for　increasゴ∫1g　the　sq）ply　of　oxygen　（8－10）．　　As　Johannsson

and　S工esjo　pointed　ou七，工ncrease　工n　the　efficiency　of　the　o）Cygen

supPly　system　seerns　the　most　significan七　compensa七〇ry　mechanism

fOr　meeting　七he　cerebraユ　er£rgy　demand　under　hyPoxユa　（9），　aユー

though　lac　t工c　accumuユat工on　orεK膓tivation　of　鵬e　r◎bic　glycolysis

are　marked　featλm∋s　as　ηeflec七ions　of　decrease　工n　oxygen　cor卿）一

七iOn（6）．恥wever，　under　severe　hyp。xia，　tわe　energy　balance　can－

no七be　ma血taユned　for　long　and　the　cerebraユ　ATP　level　dec】プeases，

1eading　to　dea七h　（11）．　　There　鍋∋no　廿eports　on　how　七his　energy

faユ1ure　occurs　and　procee（韮∋，　1eading　to　dea七h．

　　　　　Recen七1y，　near－infrared　q）ec七rて）photOme七ry　has　been　shown　to

be　very　usefUl　forεn江Lyzing　七he　s七ate　of　oxygenation　of

hemoglobin　and　the　redox　state　of　cytochrome　oxi（垣5e　工n　vivo　（12－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－

17）．　　工n　tれe　present　s七udy，　we　used　tわ工s　method　七〇　follow　changes

in　oxygenπ1e七abO1ユsm　in　hypoxic　Inouse　brain，　where　in　sp工te　of

increased　blOod　flow　（麺・ing　hypoxia，　cytochrOme　oxi（培3e　was

graduaユ1y　re（ねced　and　peached　七he　level　of　cO㎎）1e七e　reduc　tiOn　at
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dea七h．　We　a工so　ana工yzed　changes　工n　the　ceコ℃braユ　1eve　ls　of　high

energy　COmpOunds　under　variOus　cOn（士1tions・　The　resul　ts　showed

ma七　anaer℃b　ic　glycolysis，　even　when　ir℃reased　severaユーfold，　con一

七ribu七ed　only　in　s臓ヨユl　part　七〇　the　七〇taユ　ce］5ebral　energy　d己㎜d，

wh工ch　mユs七mε血Ly　be　sしヰ）plied　by　aerObic　me　tabolism　even　under

severe　hypoxia．　　The　（iecrease　in　the　cerebral　ATP　level　工n　the

la七e　stage　of　severe　hypoxia，　which　led　（五rectly　to　death，　was

fOmd　七〇be　caused　by　decrease　in　ox工dative　phospho℃ylation　ac－

t工vi　ty　（ねe　to　the　］貸e（ねced　oxygen　supPly．

M醍E肛ALS　AM）㎜

　　　　　Anユmaユs　and　sanヰ）1ing　pr◎ce（㎞sトA（如ユt　ma工e　d（1Y　m工ce，　weigh一

ゴれg　abou1ヒ　20g，　were　main七a血ed　wi　th　free　access　to　s七andard

labora七〇ry　chow　and　tap　wate℃．　　欺）Ox工c　cOnditions　were　in七℃o－

duced　without　any　anaes七he七ic，　by　placing　the　mice　ゴn　a　chεm｜ber

（abOut　500祉）comec　ted　to　a厄xed　gas　cylinder　tha七皿壇plied　a

mix証e　of　oxygen鋤d泣trOgen　at　a　constant　fユow　rate　of　1．5

1／min令　　For　工nduc　tion　of　anaesthesia，　sod工um　pentobarbi七al

（Nembutal，　Abbott励Ora七〇ries，　U．S，A．）at　a　dose　of　30㎎／㎏

body　weight　was　injec七ed　　ゴ∫1七raperitoneally　（i．P．）　10　m工nu七es

before　the　experimen七・　　ぷ）erglycem工a　was　in（加ced　by　i．P．　injec－

tiOn　of　O．6　ml　of　2．8　M　glucose　so工ution　one　hour　beforヤe　exposα℃

七〇hypOxia．　　The　sしぼviva工　七工me　was　（1efined　as　七he　time　un七il

resp　iratory　failure．　　The　clir江caユ　course　of　hypoxic　death　was　as

descr工bed　by　others　（4）．　　At　the　in（江cated　times，　tわe　brain　was

frozen　by　i㎜ersing　the　mice　head－first　in　liqμ工d　rエL　tエ℃gen　七〇

頑mize　me　tabO1工c　changes　（18）．　　Then　the　brain　was　Ohiselled
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Out，　lyophilized　ovemigh七，孤d　kept　in　a　desicca七〇r　at－80℃un－

til　analyzed．　　Thle　lyophilize（ユbrain　was　we　ighed　（dry　weight）　and

homOgenized　in　O．5　M　per℃hlOric　acid．　　臨e　hoπ｝ogenate　was

cen七rifuged　a七　10，000g　for　lO　min，　and　the　supematεロt　was

neutraユized　wi七h　l　M　potassium　hydrOxide．　　The　resu1七ant

precipitate　was　removed　by　centrifugatiOn　and　the　supernatarlt　was

used　as加e　test　s卿le．臨e　extrac七i・n　pr。ce（㎞s　described『

above　were　done　a七　〇℃．

　　　　　Assay　me　thO（主s－－ATP　and　ADP　levels　were　de　termined　by　HPLC，

as　repOr七ed　previously　（19）．　　AMP　wa5　（1e　termined　using　a　reverse

phase　HP1£　c　O1㎜　（MlcrOsorb　C　18，0．4　cm　x　15　cm，　Rair血　工ぬ5txu－

ment　Co．，　U．S．A．），　which　was　eqpユ1ibrated　with　O．4　M　NaH2PO4　at　a

flOw　rate　of　1．O　m1／min．　　AMP　was　de　tec七ed　at　9．6　min　by　change

工n　the　absOrbance　at　260　nm．　　Creatゴよユe　phosphate　was　assayed

using　an　an土on　exchanger　DEA匡一2SW　cOl㎜　（O．4　cm　x　25　cm，　Tosoh

Co．，　Japan），　wh工ch　was　equユ1ibrated　wi七h　80　mM　so（江um　phosphate

buffer，　pH　6．○．　　The　co1㎜was　developed　a七　a　flow　rate　of　1．○

旺L／min，　and　c　rea七ine　phospha七e，　rnon工七〇red　by　i　ts　absorbance　at

210nm，　was　elu七ed　a七　10．O　min．　　The　sensi七ivi　ties　of　七he　assays

of　AMP　εmd　crea七ゴハe　phosphate　were　similar’tO　七hose　of　the　assays

of　ATP　and　ADP．　　Lac　ta七e　was　de七ermined　by　a　newly　develOped

elec　trOchemユcal　me　thod．　　The　appara七us　cor田is輻ed　Of　a　co1㎜of

immobilized　lac七a七e　ox工da5e　（レlac七a七e：oxygen　oxidoひeduc　tase，　EC

1．1．3．2）　f℃Om　Pe（江OcOccus　sp．　and　an｝｛202　elec七rOde．　　The　prin－

ciple　of　th工s　rne　tわod　wa5　the　same　as　七hat　Of　the　me七hOd　for

measuring　glucose　described　pneviOusly　（20），　but　wi　tれ　1ac　tate

oxi（込e　加Stead　of　gユucose　oxi（ぬe　　（β一D－glucOse：Oxygen　1－

Ox工dOreduc　tase，　EC　1．1．3．4）．　　Hbwever，　braゴn　samples　conta工n
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large　amOunts　of　reduc　ing　subs七ances，　such　as　ascOrb工c　ac　id，　七ha七

reac七　wi七h　the　elec七rOde．　　賢1erefore，　七hese　substances　were　first

㏄mOved。n　a　D班一2皿c。1㎜e（睡1ibrated　wi　th　80㎜s。伽ph。s－

pha七e　buffer，　pH　6．○．　　The　re七en七iOn　time　of　lac七a七e　was　7．8min

at　a　flow　ra七e　of　O．75　ml／㎜．　W工th　this　system，　O．05－1．O　nmol

of　L－1ac　tate　cOuld　be　de七ermined　pr℃cisely．　　D－Lac七a七e　and　o七her

organユc　acids　did　not　13eac　t　wi　th　the　enzyme．　　工n　glucose　de　ter－

mnat工on，　the蹴ention　t加e　was　5．○π江n．　A　sample　of　3㎎of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

dry　tissue　was　suff工cien七　for　aralyses　of　all　these　釦bstε凱ces．

The　cyc1工c　AMP　level　was　de　termined　by　HP工℃　wi七h　a　C　18　coluπm

eqμユ1工brated　with　O．4　M　NaH2　Eて）4　corlt輌g　4％εにetor】ユtrile，　and

the　absorp七工On　of　the　e　luate　at　260　nm　was　meε＝d．　　At　a　flow

ra七e　of　O．5　m1，　cyc　liO　AMP　was　eluated　at　17．O　min　and　l　pm◎1　0f

this　subs七ance　could　be　determゴned．　　肥e　fnユctose　2，6－

bisphOspha七e　level　was　de　termined　er輌ticaユ1y　（21）．

　　　　　Caユcuユat工On　ofπ1e七abolic　rate5－－As　described　by　工ρwry　e七　aユ．

（22），　the　ce刀ebra工　energy　demand，　or　the　rate　of　ut工1izat工on　of

high　energy　phosphate　bon（お　（△～P），　cou］．d　be　calcuユated　fr◎m　t力e

irli　tエal　velocエty　of　cha㎎e　ln廿〕e　high　energy　phosphate　level

d己ing　co㎎）1e七e　工schemユa　（decap工七atiOn），　accord‡ng　to　七he

fOrmuユa；△～P＝△PCr＋2x△ATP＋△ADP－△厩ta七e．　Thus，　we

plot七ed　the　leve　ls　of　total　higb　energy　phospha七e　co㎎）ounds　m〔i∫lus

lac　tate　（Σ（～P）　＝PCr　＋　2　x　ATP＋　ADP－　Lac七ate）　agains七　廿1e　tiwle

after　decap工七a七ion，　and　frOπ1　the　slOpe，　de七eヱマnユned　the　ra七e　of

energy　utilizatiOr1．　As　reported　ppev工ously　（5，23），　the　me　tabo－

1工te　levels　on　in　situ　freezゴエ19　（see　above）　were　dユfferen七　frOm

those　Of　brε血　fヱて）zen　soOn　af七er　decapi七atiOn．　　Thユs　differerlce

was　due　七〇　the　七ime　re（旭red　for　freez工ng　the　braユn　tissue　（5－10
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sec）．　　！me　best　linear　刀elationship　wεu30b七ained　fOr　our　data　as－

suming　a　freez工ng　time　Of　7．5　sec．　　Thus，　da七a　in　Fig．　2　were

plOt七edε嬉aユnst　the　1‘rea1”　ischern工c　七ime，　taken　as　七he　七ime　after

decapi七a七iOn　plus　7．5　sec．　　The　aerObic　glycolytic　rate　was　ca1・・

cu工ated　as　（4～P）／38　assu血g　tha七　the　resp工℃a七〇ry　qμ〇七ien七　was

1．O，　and　38　mol　Of　ATP　was　pro（匁ced　per　l　mol　of　glucOse．　　The

b］．ood－bra工n　bar’rier　is　repor七ed　to　be　i凝唄enneable　to　lac　tate

（24）．　　Thus，　七he　ra七e　of　arぬerOb工c　glycolysis　was　calculated　from

that　Of　lactate　accumulatiOn．　　The　ra七e　Of　ATP　pr◎duc七ion　by

εmaerObiC　glycOlySiS　waS　alSO　e（胆ユ　tO　七he　ra七e　Of　laC七a七e　aC－

cumuユa七iOn　under　hypoxia，　assしming　t力at　al　l　the　lac七ate　was

prOduced　fひOm　g］．ucOse．

　　　　　For　corwersion　of　（均　we　ight　to　we　t　we工gh七，　we　de七ermined

tぬe　we　t／dry　we　igh七　rat工o　and　obtaゴned　a　vaユue　Of　4．7．　　工f　not

specified，　”9‘9主n　the　tables　meξ鵬　we　t　we工ght．

　　　　　Evalua七ion　of　工ntrac　eロebral　changes　in　s　tates　of　hemog10bin

and　cytOchrOme　Oxidase　by　near　infrared　spectrOpho七〇me　try－一兜ere

has　been　much　recent　prOgηess　in　spec七rOphOtome　tric　analysis

using　trar蹴tted　light　irl　the　near　irぜrar℃d　reg工On　（12－17）．

This　me七hod　was　aPplied　for　measuring　tわe　state　of　o）くygenation　of

hemoglObin　and　the　redOx　s七a七e　of　cytochrOme　oxidase　in　hypoxic

mouse　brain．　Mice　were　anaesthetized　wi　th　pen七〇barbi七al　and

fixed　in　the　supirユe　pOsi七iOn　On　a　black　bOard、　　Then，　an　optical

f工ber（5㎜di｛抑e　ter）was　placed　Over　the　jaw孤d七he　he認w品il－

1uminated　in　the　ven敏）d。rsal　directi。n・The　transmエtted　ligh七

was　deもec七ed　wエth　a　photOmuユ七工plier　de七ector　placed　benea七h　the

cranium・　　The　spectral　chε脇ges　inducedヒ）y　hypoxia　rela七ive　to　the

spec七㎜under　aerObic　cOnd瓜t工Ons　were　analyzed　using　a　Uni　sO㎞
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BiO－spec七rOphOtometer，　MS－4C1－01（U厄s。㎞Co．，L七d．　Osaka，　Japan）

in　七he　wavelength－scann工ng　mOde　with　a　scanning　tiτne　Of　IO　sec

　and　the　工n七ervaユ　of　15　sec．

　　　　　｝旭）oxic　cOndi七ions　weヱ℃　introduced　by　covering　tねe　whOle

body　of　the　rnouse　wi　th　a　jar，　thrOugh　which　mixed　gas　was　passed

at　a　rate　of　1．O　l／㎜．　　The　accuracy　of　七hese　hypOxic　corldユtions

were　aSSeSSed　by　l　the　SurViVal　time．

　　　　　臨en，　we　εnε江yzed　the　changes　of　hemoglobin　and　cytochrome

oxi（漉e　semi－quan七itatively．　　As　廿eported　by　Hazeki　and　Tamユra

（15），七he　spec七ral　changes　at　7∞－8∞nm　due　to　cha㎎es　in七he

s七a七eof　cytOchrome　oxidase　were　sligh七工n　the　brain．　Thus，　tわe

al　teratiOn　in　the　saturat工on　state　of　ce廿ebral　hemOglobin　　ε臓d

the　to　tal　hemog10bin　content　were　calculate（ユfrOm　△A7◎◎nm　and

　△A730　nm　as　described　by　Se工yama　e七al・　（14）；

　　　　』［Hb］　＝　2．92△A700　nm　・－　2．75△A730　nm

　　　　△［HbO2］＝－4．23△A700nm＋　5・15△A730　nm

　　　　△［Hb　＋H≧）02］＝－1・31△A700　nm＋　2・41△A730　m

The　spectral　char培es　at　800－900　rm　were　the　sum　of　t力ose　due　to

hemog工ob加and　cy七〇chrOmes　（15）．　　The　℃educ　tion／oxidation

response　of　cy七〇chPOme　oxi（漉e　（cyt・垂）　（麺irlg　hypoxia　was　cal－

cula七ed　frOm　the　equation　of　Hazeki　e七aユ．（16），

　　　　　－3．05△A700　nm　＋　2．66△A730　nm　－1．404A830　nm

　　　　　Ma七ex’ial　s－一工ac七ate　oxidase　was　a　generous　gift　from　Toyobo

Co．　（Osaka，　Japan）．　　All　o七her　enZyme　preparationsしu3ed　were

prOduc　ts　of　e　i七her　Sigma　Chemical　Co．　（U．S．A．）oエ・BOehri皿ger　Man－

nhe　im　（B．R．D．）．　　All　neagen七s　we　re　of　the　highest　grade　cO㎜eエ㌔

cially　ava工1able．
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RESULTS

　　　　　Chεmges　ゴ且　cerebra1　1ε℃七ate　and　high　energy　phospha七e　levels

（己づ1〕g　severe　hypOxia－－The　sし㎜vaユ　time　of　experimentaユ　an工maユs

mder　hypOxic　condi七iOns　depen（おOn　t才〕e　partia工　pressure　of　O2　as

well　as　on　severaユ　other　fac　tors，　such　as　t士1e　a七mospheric　七em－

peratλユre　and　body　weight　Of　the　animals　（25）．　　工n　our　experirnen一

七aユ　cond工七iOrus，　mice　without　pre　treatment　surv工ved　a七　1east　30

m工nunder　5．（万602，　but　dユe（i　after　3．9土O．7　m麺under　4．4％02．

Durゴng　severe　hypox工a，　cerebral　ATP　hεu3　been　shown　no　t　七〇

decrease　until　about　one　minu七e　befOr℃deat力（26）．　Th工s　was　con－

firmed　in　tれe　presen七　work．　　As　shown　in　Fig．　1，　under　4．4％02，

the　crea七工ne　phosphate　level　decrea5ed　partially　in　the　in工tial

phase，　while　ATP　remaゴned　at　七he　cOntrOl　leve　1　εmd　lac　tate　ac－

cumuユated．　　After　3．O　rn工n，　crea七ine　phospha七e　and　ATP　decrea5ed

rapidly，　εロd　at　dea七h，　the　七wo　h工gh　energy　phosphate　con曝）Ounds

had　both　disappearedε臓d　lac七a七e　had］門eached　a　maxi㎜　1eve1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．1

Thus，　the　disapPearance　of　cerebral　high　energy　phosphate　cOm－

pounds　seemed　to　be　associated　d工rectly　with　death　of　hypoxic

ar山nal　s．

　　　　　COnt℃ibution≦些ac　tivated　anaerObic　glycolysis圭竺ATP　supPly

under　severe　hypox工命一Under　severe　hypox工a，　≡robic　glycOlysis

was　greatly　accelera七ed工n　七he　brain，　as　indicated　by　the　great

accumu［la七工On　Of　lac七a七e　（F工9．　1）．　　The　εK〕tivatiOn　of　glycolysis，

the　Pas七eur　effect，　has　been　explalned　as　a　rnechanism　fOr　cor曝）en－

sa七ing　fOr　the　shOr七ε唱e　Of　ATP　supP工y　エ・esul　t口g　fr℃m　dec⑰eased

Ox工（ねt工ve　phOsphorylatiOn　in　ischemia　（22）　and　hypoxia　（6）．　　TO
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estima七e　the　cOntribu七ion　of　ar迫erObic　glycolys工s　七〇　the　tota工

ATP　s可）ply　ゴn　℃he　brain　mder　hypoxia，　we　de七ermined　七he　ra七e　of

cerebral　enex・gy　utilization，　which　was　assumed　tO　be　equa1　七〇

七ha七〇f　ATP　prOduc　t工on．　臨e　me七abolic　ra七e　of　mouse　brain　was　so

h工gh　tha七　ATP　and　creatine　phosphate　vanished　wi七hゴ」ユ　l　min　af七er

decapエ七ation，　but　七〇tal　high　energy　phosphate　bOnds，　including

changes　in　lac七ate　leve　l，　deα℃ased　linearly　for　セhe　f工rs七　30

secorlds　（F工g．　2）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．2

FpOrn　七he　slope，　もhe　rate　was　calcula七ed　to　be　97．3戊コmo1／g　dry

we　igh七／min　＝　20．7只mo1／g　we　t　weight／min　for　un七reated　mice．　　As＿

緬ng　t力at　the　ra七e　of　cerebral　energy　utihzation　mder　4．賜02

was　equaユ　七〇　せ｝at　under　ae　robic　condユ七ions，　a屹rObic　ATP　syn－

thesis　was　onユy　18％of　the　七〇tal　amoun七　r℃quユred，　even　when

glycolysis　Was　accelerated　4．5“・fold　（TABLE　工）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TABLE工

　　　　　Ceヱ’ebra1　ε㈱rて）b工c　glycolysis　has　been　observed　to　be

gPeatly　ε℃celerate（ユwhen　七he　blood　glucose　level　エs　eleva七ed　urト

der　工schema　and　hypoxia　（27）．　　This　was　also　the　case　in　the

pr℃sen七　stu（方．　When　hyperglycemic　mice，　with　up　to　81．2蜥blOod

91ucose，　were　expoSed　to　4・4％02，七heエr　rate◎f　lac七ate　fOrma七工on

was　abou七1・4　times　tねat　of　con七rols，　bu七their　surv工val七ime　was

not　s工gnユfican七ly　prolo㎎ed　（TABLE　工）．　　As⊇g　七hat　七he　ra七e　of

ATP　consしmp　tiOn　（△～P）　in　hyperglycema工s　the　same　with　that　in

nO㎜）glycemia，　ar過erOb工c　ATP　synthes工s　increased　to　mee七　25％of

the　demand．　But　on　8－fOld　e　leva七工on　of　the　b100d　glucOse　level，

七he　increase　of　anaerobic　ATP　prOduc　t工on　frOm　that　in　nOr－

mOglycemia　amounted　七〇　〇r〕ユy　7％of　地e　de㎜d．　　Therefore，　i　t
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seemed　工mPossib　le　七〇pro工ong　七he　s頑val　七ime　s工gn主fican七ly　by

ac七1va七iOn　of　glycclysis．　　工ndeed，　cha㎎es　in　cerebraユ　ATP　level

were　no　t　irぜ1uenced　s工gnifican七ly　by　工ncrease　in　glycolysis　（da七a

no七shown）．

　　　　　AI　though　εロaerOb工c　glycolysis　contribute（i　orLLy　slightユy　to

the　cerebral　energy　demand，　it　seerned　interest工ng　七〇　exam加e　how

its　ac七ivi七y　was　increaSed　severaユーfold工頂ne（並ately　af七er　in（垣c－

tiOn　of　hypox工a．　　1・i　ttle　change　wa50bserved工n　the　level　of

fruc七〇se－2，6－bisphosphate，　a　potent　ac　tivaセor　of　fruc　tose－6－

phospha七e　kinase，　bu七　the　cycl工c　AMP　leve工　inc　reased　several－fold

under　hypoxia，　indica七ing　工nvolvement　of　pr◎七ein　phosphorylat工on

in七he皿tiatエon　of　the　Pasteur　effect　in　the　brε血（TABLE工工）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TABLE工工

　　　　　Effec七〇f　pentOba垣℃a1｛麺StheSia－一｝加OXiC　attaCk　iS㎞O～m

七〇be　effec七ive　ly　allevia七ed　by　anesthesia．　Pentobarb工tal　anes一

七hesia　is　repor七ed　to　r桧（ねce　tカe　（1emands　for　ATP　（4～P）　and　oxygen

（28）．　　Ac　tし田ユly，　in　Our　cor1（江七ion3◎fε鵬esthesia，　the　rate　of

cor剛）tiOn　of～P　was　signユficantly　reduced　to　75％of　that　in

untreated　r疵ce　（Fig．　2），　and　the　suヱvivaユ　七ime　urtder　4．4％02　was

increa5ed　mor・e　than　2－fold　（TAB1工　工）．　　The　cerebral　ATP　level

changed　lit尤：Le　unt工1　about　2　r血before　deat±㍉　鎌∋　observed　i∫1　tわe

case　of　untneatedε血mals　（TAB工五　工工工）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TABLE工工工

工nanesthe七ized　mice，　acceleヱ’ation　of　a㈱rObic　glycolys工s　was

significan七ly　less　t㎞in　cOntrols，　and　its　con七ribu七工On　to　the

七〇七al　synthesis　of　ATP　was　ε止）out　13％．　　Thus，　pentObarbital　anaes－

thesia　prObably　prOlO㎎edもhe泣vival　time　of　mce　by　causing

cOntinuance　of　oxi（垣t工ve　phosphOrylat工on，　wh工ch　sし＠ported　8フ％of
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tわe　energy　demand．　　HOwever，　麺　the　late　phase，　tれe　supply　couユd

no　longer　mee七　t力e　demarユd　bec延3e　of　the　limi七ed　supply　Of　O2　to

七he　brε血under　hypoxia　a七　4．4％02．

　　　　　Changes　in　也e　oxygena七ion　state　of　cerebraユ　heInO910bゴ」ユ　and

redox　state　Of　cy七〇chrOme　Oxid㎏e　after　lnduc　tユon　七〇　hypOx工a㌣一

Since　decrease　in　七he　ceヱ㌣ebraユ　ATP　level　in　the　la七e　phase　of

seve℃e　hypox工a　was　prObably　ca鵬ed　mair］ユy　by　ε口　insufficient

energy　supPly　from　the　oxida七主ve　phOsphoryla七ion　system，　we　ex－

amined　the　changes　ir1七he　redox　sta七e　in　pen七〇barbi七aユ耐・

anesthe　tized　rnice　by　七he　near工rfrared　spectrOpho七〇metric　me七hod．

Fig．　3　shows　typica1　でesuユ℃s　on　spectraユ　ch餌ges　frOm　七he　time　of

工nduc　tiOn　of　hypoxia　urltil　death　at　12．7　min．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．3

臨e　spect㎜obta工ned　15　sec　after　工n（ねc　t工on　to　hypoxia　indicated

predOmir測tly　deoxygenation　of　hemoglobゴ且and　a　s1工ght　re（加c　t主on

of　cytochr◎me　oxidase，　judged　frOm　the　blue　sh工ft　of　七he　inter－

secting　point　frOm　七he　isosbestic　poin七　at　805　nπ1．　　Then

deoxygena七ion◎f　hemOglObin　proceeded　and　was　almos七cor可）1e七e　at

2．5　mir1．　　皿’ing　tカis　per工od，　zηe（ねc七ion　of　cytochrOme　ox工dase

also　p　rOceeded，　as　judged　f㎜七he　furthe℃blue　shエfも　Of　七he　in＿

tersecting　point　and（iecpease　in　absorbance　be七ween　8∞　and　860

rm　（Fig．　3a）．　　Froπ12．5m工n　七〇　5min，　七he　工ntersecting　poin七

shif七ed　gradロユ1y　七〇　10nger　wavelengths，　indユca七工ng　increa≦5e　ゴ迫

the　totaユ　amount　of　hernOglob工n　due　to　ゴ刀crease　irl　cerebral　blOod

volume　（Fig．　3b）．　　Subse（担ently　1主七七le　change　was　observed　excep七

fo℃decrease　inε㊤sorbance　at　about　830㎜，　prObably　due　七〇　fur－

ther　gra（㎞ユ　re（垣c七ion　Of　cytochrome　oxidase　（Fig．　3c）．　　After

dea七h，　the　spec七ra　mOved　in　paraユlel　七〇　shOrter　wavelengths　ゴコー
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dica七ing　decrease　in　b100d　volume　and　co㎎）1ete　reduc　t工On　of

cytochr（）me　oxidase　（Fig．3d）．　　F㎝n　the　series　of　spectra，　tねe

chε江1ges　加oxygenatiOn　sta七e　of　cePebral　hemoglObin　were　caユcu－

1a¶ヒed　by　tわe　fOrmuユa　of　Se工yama　et　aユ．（14），　and　are　plotted　in

Fig．4・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．4

臨eplots　shOw　七he　cha㎎es　in　oxygenat工on　state　of　hemoglobin　a

l工ttle　mOre　precisely，　bu七　the　pattem　is　apProx工ma七ely　the　same

as　that　described　above．　　The　maximum　level　of　deOxyger温ted

hemoglOb工n，　which　was　r℃ached工n　the　middユe　phase　Of　hypOxia，

seeπ｝ed　tO　］勲epresent　the　state　of　fu［11　deOxyger店1t工on，　bec飢se　the

spec　tral　changes　do　not　reflec　t　the　arterial　but　predominan七ly

七he　venous　phase　（14）．　　F工g．4also　shows　changes　in　the　total

amoun七　〇f　hemoglobまn，　which　was　calcuユated　f㎜　七he　sum　Of　the

cha㎎es　o£deoxy－　and　oxyhemOglobin　（14）．　　The　cしwe　廿epresents

charlge　in　cerebra工　venous　blood　voluπ1e・

　　　　　The　spec七raユ　change　corn∋sponding　tO　the　nedox　sta七e　Of

cytoch刀Ome　oxidase　wa5　calcuユa七ed　by　七he　form」ユa　of　Hazeki　e　t　al．

（16）．　　Re（ねc　tiOn　of　cytoch℃Ome　oxi（治日e　p　rOceeded　in七he　f工rst　2．5

m血ユ，　fOllOwed　by　slOw　1当30x工datior寸until　abOu七　5　min，　prObably　due

七〇　slight　increase　in　the　oxygen　supPly．一皿en　tねe　cy七〇chヱ’αne　was

agaゴ」コ　reduced　and　i　ts　z℃duc　tion　cOntinued　more　slowly　until

death，　ind工ca七ing　graduaユ　decnease　in　the　oxygen　suPPly．　　臨e

Slight　r℃duc　t工on　Observed　a£ter　death，　may　in（iica七e　Complete

re（匁c　tion　due　to　cut－off　of　tねe　oxygen　sし基）ply　（Fig．　5）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．5
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DISCUSS工ON

工n七he　brain，　glucOse　is　the　sole　subs七rate　for　produc七iOn　of

ATP．　　Under　aerOb工c　condi　tions，　glucose　is　Ox工dユzed　almOst　cOm－

ple七ely　七〇　carbOn　dユoxi（戊e　and　water，　whereas　in　hypOx工a　or　工s－

Cheπ江a，　laCtate　aCCurmユlateS　dUe　七〇　aCCelerat工On　Of　glyColyS工S

（29）．　　工n　七he　present　s七u（取，　we　analyzed　the　chε臓ges　in　levels　of

cOmpOun（お℃hat　are　related　tq飽ergy　metabolism　under　severe

hypoxエa　and　found　七ha七　〇xi（込tive　phosphorylat工on　is　essential　for

ATP　supply　εれd　七hat　i七s　shor七age　due　七〇　hypoxia　camot　be　cα可）en－

sated　for　fUI！y　by　anaerObic　glycOlys工s，　even　in　hypeエ’glycem工a．

1メ⊃wry　e　t　aユ．　（20）　reported　that　irl　conヰ）1e七e　ischemia，　in　spite　Of

7－fOld　accelerat工On　Of　glycolys工s，　ATP　synthes工s　by　anaerObic

91ycOlys工s　cOuld　meet　onユy　29％Of　the　demand・　and，仇at　七he

ceひebraユ　1evels　of　ATP　and　crea七加e　phospha七e　were　depleted

wi　th工n　abou七　1　min．　　工n　Our　cond工tioru∋under　4．∠1％02，　the　ATP

level　was　輌七ained　fOr　3　mゴェ1　untエエ　about　l　rnirl　before　death．

工n　七hese　condi　t工Ons，　3．5－fold工nc　Pease　of　glyco工ysis　was　ob－

served，　bし1七　anaerObic　ATP　ppO（加c　t工On　rne　t　or止y　ε止）Ou七　2C％Of　tれe

demand．　　Thus，　the　rema工nder孤st　have　been　supPlied　by　oxi（担七ive

phosphorylation，　the　ac七工vi亡ゾof　which　decn∋ased　gra（垣ny　工n　the

la℃e　phaば3e　of　hypoxia　due　to　decnease　in　oxygen　sし取ply　fr℃m　the

b100d　and　fina1ユy　became　unabユe　to　meet　七he　ene℃gy　demand．　　The

rate　of　ATP　ut工1工zatiOn　工n　the　bra血　is　so　high　that　slight　im－

balance　（ねe　七〇　sho℃七age　Of　i七s　s可）Ply　prObably　caused　rε江）id

decrease　戊n　七he　celユuユar　ATP　leve1．　　From　our　re　suユts，　七h工s

sho℃七age　Of　supply　cOUId　be　εx〕cOun七ed　for　by　progress工ve　reduc－

tiOn　Of　cy七〇chrome　Oxida6e，　or　in　o七her　wOrds，　decrea5e　of　t工ssue
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oxygen・

　　　　　S工nce　七he　pionee℃ing　wOrk　by　Jobsis　（12）　and　i　ts　developrnent

in　Ta㎜a’s　labOratOry，　鋤aユys工s　Of　trε㏄m工tted　light　ゴハ　tれe　near

irlfx・ε㏄ed　regiOn　（700－900㎜）has　been　used　七〇　stu（ちτchanges　in　the

s七ate　of　in七racerebral　hernOglob血　an（i　cy七〇chrOme　Oxユdase　in　rat

brε血　（13，15－17）．　　Usi㎎　this　me七hod，　we　Observed　tha七　in　mouse

brain　cerebral　hemoglobin　was　quickly　deoxygena七ed　after工n（カユc－

tion　of　hypOxia，　and　was　soOn　deoxyger臓七ed　con塞）letely　ゴn　venous

b100d．　　The　rne¶ヒhodし£ed　d工（1　no七provide　any　irエfor㎎tエon　on

cha㎎es　in　the　Oxygena七ion　s七ate　of　hemo910bin　irl　arter工al　b　lood

（14）．　　D工rec七　anaユysis　of　blOod　gas　of　SD　rats　reveaユed　tha七　the

arteria工　oxygerl　ter田iOn　dec廿eased　rap工dly　fPOm　120　mrnHg　tO　23

醜　when　the　O2　1eve　l　was　re（ねced　to　4．4％，　but　七hat　this　level

of　oxyger砲ted　hemcg10bin　was　then　r㎜taゴ」ユed　unt工1　（1eath

（H．Ue〈垣，　unpublished　daヒa）．　We　could　no七measure’tれe　aエ・・ヒeriaエ

oxygen　七ension　of　mice，　bu七　i七prObably　showed　a　very　s工milar

cha㎎e　しmder　4．4％02．　　臨山∋，　under　4．∠1％02　七he　oxygen　carried　in

arterial　blood　have　been　less　than　a　q曝rter　Of七hat　in　nor改）x工a，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t

and　was　prObably　used　up　in　hypOxic　brain．

　　　　　MO江工七〇rゴ∫1g　Of　tわe　］3edox　State　Of　cytochrOme　oxi（抵se　wεus　a

litt！e　mOre　（江fficuユ七　than　tha七　〇f　the　oxygenation　s七a七e　Of

hem◎globin，　becε鵬e　七he　irエ£rared　peak　of　i　ts　oxidized　fOrm　is

brて）ad　（30）and　spectral　changes　wer℃　εぼfected　by　changes　in

deOxygenatiOn　of　hemoglObin　εロd　in　bユOod　volume．　　工n　hypoxic

mouse　braln，　cytochpOrne　was　Observed　to　be　pe（垣ced　very　s10wly　工n

七he　mi（童dle　phase　of　hypoxiaε肌d　to　be　a1π1cs七　co㎎）1etely　re（1已ced

at　death，　工nX）lying　a　gra（ぬL　decrease　in　the　oxygen．興）P！y　（麺・in9

七he　mddle　phase　Of　hypoxia．　This　was　very　cur1αユs　because主n
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this　phase　Of　hypOx工a　the　Oxygen　tensiOns　in　the　artery　εmd　ve　in

were　unchεmged．　　The　（江screpancy　be七ween　changes　in　blOod　Oxygen

teα5エOn　and　the　r・edox　state　of　cy七〇chrOme　may　be　explained　by

decx℃ase　ln　cerebraユ　blOod　f10w．　　Actu∋ユ1y，　decrease　in　the　ar－

terial　CO2　pres釦re　（加ring　sever℃　hypoxia　is　廿epor七ed　to　have　ad－

verse　effec七s　On　the　blood　pressしぼe　（2，31）．　　HOwever，　七he

ロ1echanユsm　of　decrease　irl　oxygen　supply　ゴェ1七he　la七e　phase　of

hypoxia　is　s七ill　cOn七rOversial　and　re（工res　study．

We　tharUくMs．　K．　Chihara　fo℃　七echr〕丘cal　assエs七ance．

’
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TABLE　工．　Glycolytic　ra℃es　and　c◎ntribution　of　anaerて）bic　glycolysis　to　ATP　de皿md　in　mouse　brain

under　4．4％02，　　Values　are　means　（土SD）　for　six　mice．　　Data　in　pa疏n七heses　show　per℃entages　of

th・d・m飢d（20・7戸・・1／9・min　with　n・釦aesth・ti・・15・3｝・・。1／9・min　with　p・nt・b杣1t泣；see砿・・

Fig．　　2）．　　The　mean　blood　glucose　leve　ls　we　re　I　L　21画1n　un一セKeated　mi〈膓e，　　81．2耐4　in　hyper－
　　　　　　　　　　 I

glycemic　Inice，　and　14．1　mM　in　pentobarbita1－t刀eated　mlce．

Survival

Time

Anaex’obic　ATP

Produc　tion　8

　　　　　　GlycOlysis

Aerて）bicb　Anaerobicc Sum

（min） （♪】mo1～P／9・min） （pm・1／9’min）

No　anaes七he　tic

鍬）rmoxia

Hypoxia

｝旬poxia

＋Hyperglycemia

Pentobarbita1

鍬）moxia

Hypoxia

3．9＋O．7

4．O＋0．7

9．1土2．6

O．0

3．72土0．86　　（18％）

5．20±O．98　　（25％）

0．0

2．03　土O．58　　（13％）

0．54

0．45

0．41

O．40

0．35

O．0

1．86

2．60

O．0

1．02

O．54

2．31

3．01

O．40

1．37

8（舶aer・bic　ATP　pr・（bcti・n）・（ムLa・tate）／（suNiv飢time）．

b（Rate・f　aer・bic　gly・・1ysis）・（△～P一ム垣・tat・）／38．

c（Rate　of　anaerobic　glycolysi日）　＝　（△Lac　tate）／2．
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TABLE　　工工．　　Cerebraユ　1eve　ls　Of　mO（加ユa℃Ors　Of　glycOエysis　after　in＿

duc七工on　七〇　hypox工a・

hypox工a（4・4％02）・

VS．　Normoxia）

　Braユns　we℃e　fr◎zen　l　min　after　ゴ11duC七iOn　Of

Values　we口e　means土SD　foヱ’3π己ce．　（怜P＜○．．05，

cycエエc　AMP F］惣ctose－2，6－bisphOsphate

Nbnnoxia

Hypoxia

Hypoxia

　＋｝M）erglycemia

9．1＋1．8

17．9　土3．6祷

16．8　・←　O．2祷

46．5土6．1

43．6土3．9

42．O＋　2．2

（nmo1／9（W　weigh七）

2ユ



TABLE∬L　Levels　of　high　energy　phOsphate　cOmpounds　in　brains　of

pen七〇barbi七aユ　anesthe七工zed　m工ce　under　4．4％02．　　A七　七he　ind工cated

七ilnes，　　the　braユru3　were　frozen　and　the　levels　of【ne　taboli七es　were

anaユyzed　as　described　in　”MA㎜L」3　AND　　METHODS　l　l．　　　　返ユues　　are

π1eans　土SD　for　at　least　七hエ℃e　br工．

Al工ve Deada

Omin 4mir1 7min （644min）

ATP

P－Cr

lo．9　＋　o．9

19．9上2．0

lO．1土O．5

12．1土4．7

10．4土O．6

12．O＋　5．8

1．3＋O．5

0．6＋O．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（声ol／9　（坤we工ght）

aMbu5e　brairus　we］責∋　fr◎zen　㎞∋diately　after　dea笛．
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工£gends　to　figしu℃s

Fig．　1．　Changes　in　cerebraユ　1eve工s　of　high　energy　phosphate　com－

pounds　（A），　glucose　and　lac　tate　（B）しmder　4．4％02．　At　七he　七imes

麺（江cated，　brains　were　frOzen　and　七he　levels　cf　cOmpOunds　were

mea5ured　as　described　工n　l，MA㎜AM）METHODS”．　（A）　Crea七ine

phOspha七e　（P－Cr，●一●），ATP　（▲一▲），　ADP　（■一■），　AMP　（▼一▼）　（B）

1ac　tate　（●一●），91ucose　（▼一▼）．　PolntS　are　mean　values　fOr　at

least　three　an工ma工s，　and　verticaユ　bars　repr℃sent　SDs　（no七　shOwn

when　less　than　the　d工ame七er　of　七he　symbo1）．　祷P＜O．05，　祈祈P＜O．01　vs．

contrOl．

Fig．　2．　Changes　in　七he　conten七s　of　to　taユ　hユgh　ene℃gy　phospha七e

bond　（Σ（～P）　＝　PCr　＋　2　x　ATP　＋ADP　－Lac　ta七e）　εぼter　decapitaヒエOn

of　unanes出e七ized（○一〇）and　pe就Obarbi七aエーanes七he七主zed（●一●）

mice．　Points　are　mean　values　for　three（or　two）mエce，　and　ver七i－

caユ　bε江’s　represent　SDs．　　The　rate　Of　energy　utilizatユOn　was　caJ－

culated　fx℃m　the　s10pe．

Fig・　3・　Spec　tral　changes　of　light　trεmsmi　tted　thエ℃ugh　mouse　bra工n

d㎏ring　hypOxia．　（a）O－2．5　min，　（b）　2．5－5．O　min，　（c）　5．○－11．25

min，　（d）　11．25－13．5mゴn．

Fig・　4・Changes　in　Oxygenation　s七a七e　Of　hemO910bゴn　in　mOuse

brain．　Values　were　calculated　a6　reported　by　Se工yama　e七al．（14）．

Fig・　5・Change　戊n　redox　state　Of　cytOchrome　oxi（培3e　in　mOuse

braゴn．　　Value　s　were　Oalcula七ed　as　repOr七ed　by　H泣ek工　e　t　a1．（16）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　23
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Masataka　MuRAKAMI，　Yoshiteru　SEo，　Hiroshi　WATARI，

　　　　　　　Hirokazu　UEDA，＊Tadao　HAsHIMoTo，＊

　　　　　　　　　　　　　　and　Kunio　TAGAwA＊

Depαr鰍eM　qf　MolecぬγPhysiology，　Nαtionα口nsti泌e∫br
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Abstract　Phosphorus　nuclear　magnetic　resonance（31P　NMR）was　used

to　study　energy　metabolism　in　the　rat　mandibular　gland．　The　gland

was　isolated，　perfused　arterially　and　set　in　the　NMR　tube．　At　rest，7reso－

nance　peaks　were　observed　and　6　peaks　identi6ed　from　low五eld　as：1）

sugar　phosphates（SP）and　nucleotide　monophosPhate（NMP），2）in－

organic　phosphate　（Pi），3）creatine　phosphate（PCr），4）γ一nucleotide

triphosphate（NTP）andβ一nucleotide　diphosphate（NDP），5）α一NTP，α一

NDP，　NAD＋，and　NADH，6）an　unknown　peak，　and　7）β一NTP．　From　the

results　of　high　perfbrmance　liquid　chromatography（HPLC），　NTP　con－

sisted　mainly　of　ATP　and　GTP，　and　UTP　was　not　detected．　The　tissue

contents　of　ATP　and　GTP　in　the　perfUsed　gland　were　determined　by

HPLC　as　1．86±0．03　and　O．37±0．Ol　mmol／kg　wet　tissue（S．E，η＝5）．

From　31P　NMR　and　HPLC　data，　the　tissue　levels　of　creatine　phosphate，

ADP，　and　sugar　phosphates　were　estimated　as　3．3，0．4，　and　4．2　mmol／kg

wet　tissue，　respectively．　The　cessation　of　perfusion　d㏄reased　the　tissue

levels　of　PCr　and　ATP　and　increased　those　of　Pi　and　SP．　On　the　other

hand，　administration　of　acetylcholine（1μM），　which　is　an　optimal　40se　fbr

secretion，　decreased　PCr　and　increased　Pi　but　did　not　change　SP．　The　ATP

was　unchanged　in輌tially　and　slowly　d㏄reased　to　the　lower　level　during

sustained　secretion．　These　findings　suggest　that　a　sustained　secretion

requires　more　energy　from　ATP　hydrolysis　rather　than　initial　secretion．

故γworぬ：31P　NMR，　perfused　salivary　gland，　creatine　phosphate，

ATP，　GTP．

　　　　Fluid　secretion　by　the　salivary　gland　is　considered　to　be　an　osmotic　60w

induced　by　the　active　transport　of　electrolytes　and　is　accompanied　by　an　increase　in

energy　metabolism．　Oxygen　consumption（TERRoux　and　BuRGEN，1959；STEwARTθ∫

R㏄eived　fbr　publication　January　27，1987
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412 M．MURAKAMIθ’α／．

α1．，1983），heat　production（MuRAKAMI，1979），　and　lactate　production（NoRTHup，

1935）increased　several　times　during　s㏄retion．　But　these　parameters　deal　with　only

the　overall　results　of　metabolism．

　　　　Phosphorus　nuclear　magnetic　resonance（31P　NMR）sp㏄troscopy　enabled　a

sequential　and　non－invasive　measurement　of　the　phosphorus　compounds　in　the

same　organ．　B㏄ause　of　these　advantages，31P　NMR　has　already　been　applied　to

various　organs　such　as　the　heart（HoLLIsぴα1．，1978）and　the　liver（McLAuGHLINθτ

α1．，1979）．We　applied　NMR　to　the　perhlsed　submandibular　gland　of　the　dog

（MuRAKAMI¢’α1．，1983，1984；NAKAHARIθτα1．，1985）and　reported　that　creatine

phosphate　and　ATP　d㏄reased　by　acetylcholine．　However，　several　problems　remain

unsolved　if　the　method　is　applied　to　the　canine　gland：1）the　di伍culty　of　surgical

operation，　2）the　large　variation　in　the　arterial　routes　to　the　gland，　3）the

unsuitable　size　of　the　gland　for　the　conventional　NMR　probe（less　than　l　5　mm　in

diameter），　etc．　To　overcome　these　problems，　we　have　developed　a　procedure　to

perfuse　the　rat　mandibular　gland　in　an　NMR　tube（10mm　in　diameter）．

　　　　The　present　study　demonstrates　the　application　of　the　31PNMR　method　to　the

perfused　mandibular　gland　of　the　rat．　We　assigned　the　spectral　peaks　to　nucleotide

phosphates　by　authentic　samples，　and　confirmed　them　by　using　a　high　performance

liquid　chromatography（HPLC）．　To　assess　the　energy　state　during　sustained

s㏄retion，　we　measured　the　levels　of　ATP，　creatine　phosphate（PCr），　and　inorganic

phosphate（Pi）sequentially　during　prolonged　stimulation　with　acetylcholine（ACh）

（1μM）for　l　h．

METHODS

　　　　、Pe吻ぷjoη．　Male　rats（Std：Wistar，280－350　g　weight）were　used．　The　animals

were　anesthetized　by　an　intraperitoneal　injection　of　pentobarbital　sodium

（Nembutal⑧，50－70　mg／kg　body　weight）．　The　mandibular　glands，　weighing

150－290mg，　were　surgically　isolated負）r　perfusion　as　described　elsewhere（CAsEετ

α1．，1980；CoMpToNθτα1．，1981）and　placed　in　a　l　O－mm　diameter　NMR　tube．　The

mandibular　artery　was　cannulated　with　a　polyethylene　tube　that　was　pulled　over　a

name．　Vascular　per血sion　of　the　gland　o舵rs　two　advantages：1）asu伍cient　oxygen

supply　via　capillary　bed；2）arapid　replacement　of　extracellular　fluid．

　　　　The　gland　was　perfused　arterially　with　the　aid　of　a　ColひPalmer⑧peristaltic

pump　at　the　rate　of　2　ml／min．　The　composition　of　the　control　perfusate（in　mM）was

as　follows：Na　146．0，　K　4．3，　Ca　l．0，　Mg　l．0，　Cl　148．3，　phosphate　l．0，　and　glucose

5．0．The　solution　was　bu舵red　at　pH　7．4　with　HEPES（N－2－hydroxyethylpiperazine－

N’－2－ethanesulRmic　acid）（10mM）and　gassed　with　l　OO％02．　The　temperature　of

the　experiment　was　kept　at　24°C．．

　　　　31P　NMR．　A　superconducting　magnet　of　8．45　T（Oxford）was　used　and　31P

NMR　spectra　were　coll㏄ted　at　l45．8MHz　using　a　WM－360wb　NMR　spectrometer

（Bruker）．　For　the　kinetic　measurement，　radio　frequency（RF）pulses　of　50r　l　Oμs（15

0r　30°pulse）followed　by　a　relaxation　delay（RD）of　O．3s　and　l，000－times
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accumulation　were　taken（5　min　for　each　sp㏄trum）．　Since　RD　of　the　kinetic

measurement　was　too　short　fbr　complete　relaxation，　we　cannot　relate　the　signal

intensities　among　di舵rent　kinds　of　phosphorus　compounds．　However，　we　can

increase　a　time　resolution，　and　the　time　course　of　each　phosphorus　compound　can

be　traced．　For　determination　of　the　relative　concentrations　of　the　phosphorus

compounds　in　the　gland，　a　pulse　width　of　5μs，　a　RD　of　4．Os　and　512－times

accumulation　were　taken（35min　for　each　spectrum）．　The　resonance　areas　beneath

the　phosphonls　compounds　were　measured　R）r　quantitative　analysis．　Tissue

concentrations　of　phosphorus　compo皿ds　were　obtained　by　comparison　of　the

relative　concentrations　with　the　value　of　ATP　content　determined　by　HPLC．

　　　　C舵η2icα1αηα4夕ぷ」∫（ゾημc1θoτゴ4θぷbγHPLC．　The　procedure　for　analysis　of

ATP　was　a㏄ording　to　the　method　of　WATANABEε’α1．（1985）．　Immediately　a丘er

the　control　perfusion　for　20　min，　or　without　perfusion，　the　glands　were　dissected

and　frozen　with　a　brass　clamp．　The　brass　clamp　was　cooled　in　liquid　nitrogen　be一

最）re　use．　The　frozen　samples　were　freeze－dried　and　extracted　with　perchloric　acid

（0．5N）．　The　extract　was　neutralized　at　pH　7　with　9．2　N　KOH　and　analyzed　by

HPLC（Hitachi　638）with　an　anion　exchange　column（TSK，　DEAE－2SW）．　The

column　was　eluted　with　O．25　M　sodium　phosphate　GH　6．2）at　the　rate　of

l．O　ml／min，　and　the　nucleotides　were　detected　at　260　nm．

RESULTS

Iden雌cαt拓n（ず31P　NMRγeson飢ces

　　　Seven　resonance　peaks　were　observed　in　the　31P　NMR　spectrum　of　the　rat

mandibular　gland（Fig．1）．　By　comparing　them　with　spectra　of　the　authentic

samples，6peaks　were　identified　as：1）sugar　phosphates（SP）and　nucleotide

monophosphate（NMP），2）inorganic　phosphate（Pi），3）creatine　phosphate（PCr），

4）γ一nucleotide　triphosphate（NTP）andβ一nucleotide　diphosphate（NDP），5）α一

NTP，α一NDP，　NAD＋，　and　NADH，6）an　unknown　peak，　and　7）β一NTP．　This

assignment　agreed　with　reported　spectra（HouLTαα／．，1974；BuRTετα1．，　l　g76；

NAvoN　erα1．，1977）．　The　areas　and　the　heights　of　phosphorus　peaks　were　stable

during　the　perfusion　with　the　control　solution　f、）r　24　h，　indicating　that　the　viability

of　the　gland　can　be　maintained負）r　24　h．

Chαmicα1αnαlys輌s　qf　n秘cleo磁es　by　HPLC

　　　Figure　2　shows　a　typical　chromatogram　of　nucleotides　extracted　f十〇m　the　rat

mandibular　gland，　which　was　perfused　arterially　for　20　min　before　freezing．　By

comparison　with　the　chromatogram　of　authentic　samples，6peaks　were　assigned　to：

1）GMP（guanosine　5ノーphosphate），2）AMP（adenosine　5’－phosphate），3）GDP

（guanosine　5’－diphosphate），4）ADP（adenosine　5’－diphosphate），5）GTP（gua－

nosine　5’－triphosphate），　and　6）ATP（adenosine　5’－triphosphate）．　The　uridine

nucleotides　such　as　UDP　and　UTP，　and　the　cytidine　nucleotides　were　not　det㏄ted．

　　　The　tissue　concentrations　of　ATP，　ADP，　and　AMP　in　the　perfUsed　gland　were
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sugor　PhosPhotes　ond　NHP
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Fig．1．　Assignment　of　31P　NMR　spectrum　of　perfused　mandibular　gland　of　the　rat．

　　　Seven　resonance　peaks　were　observed　and　6　peaks　were　identi6ed　as：1）sugar

　　　phosphates（SP）and　nucleotide　Inonophosphate（NMP），2）inorganic　phosphate

　　　（Pi），3）creatine　phosphate（PCr），4）γ一nucleotide　triphosphate（NTP）andβ一

　　　nucleotide　diphosphate（NDP），5）α一NTP，α一NDP，　NAD＋，　and　NADH，6）an

　　　unknown　peak，　and　7）β一NTP．

Table　1．　Tissue　concentratiolls　of　Nucleotides　in　the　mandibular　gland　of　rat；

　　　　　　　　　　　　　measured　by　HPLC（mmol／kg　wet　weight）．

ATP ADP AMP GTP GDP GMP

1）per血sed
　　（η＝5）

2）iηぷ輌川

　　（η＝5）

1．86

±0．03

1．65

＋0．05＊

0．47

±0．02

0．63

＋0．Ol＊＊

0．23

±0．01

0、37

＋0．03＊

0．37

±0．01

0．30

＋0．01＊＊

0．10

＋0．004

0．12

　十〇．004＊＊＊

0．40

±0．02

0．40

　＋0．006N・s・

　　　Values　are　mean±SE．　fbr　No．　of　glands　given　in　parentheses．＊・＊＊・＊＊＊and　N’s’denote

signi血cant　dif丘rence；ρ＜0．Ol，ク＜0．001，ρ＜0．02　and“no　signi6cant　di舵rence．”

ATP／ΣNTP ADP／ΣNDP AMPIΣNMP

1）perfused
2）　輌η3∬μ

0．835

0．845

0．818

0．838

0．367

0．479

ΣNTP＝ATP十GTP，ΣNDP＝ADP＋GDP，ΣNMP＝AMP十GMP．

measured　as　1．86，0．47，　and　O．23　mmo1／kg　wet　weight，　resp㏄tively（Table　l）．　The

tissue　concentrations　of　GTP，　GDP，　and　GMP　were　O．37，0．10，　and　O．40　mmol／

kg　wet　weight，　respectively．　Since　nucleotides　other　than　adenine　were　not　ob－

served，　the　ratio　of　ATP　to　total　NTP，　ATPINTP＝ATP／（ATP十GTP），　was　o．84，
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HPLC　of　the　perfused　mandibular　gland
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　the　rat．

1．GMP
6　　　　2．AMP

3．GDP
4．ADP
5．GTP
6．ATP

4

1

2
5

3

　　　　　　　　　　　＋一一一レー－4－一一→一一一一一＿
　　　　　　　　　　　0　　2　　4　　6　　8　　10　12　min

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RETENS工ON　TIME

Fig．2．　HPLC　chromatogram　of　nucleotides　extracted　from　the　rat　mandibular　gland，

　　　which　was　perfUsed　fbr　20　min　befbre　diss㏄tion．　By　comparison　with　the　chro－

　　　matogram　of　authentic　samples，6peaks　were　assigned　to：1）GMP，2）AMP，3）

　　　GDP，4）ADP，5）GTP，　and　6）ATP．

ADP／NDP　was　O．82，　and　AMP／NMP　was　O．37．

　　　Table　l　also　shows　the　comparison　of　the　nucleotide　levels　between　a　perfused

gland　and　an’ηぷ↓τμgland，　which　was　frozen　immediately　without　perfUsion．　The

ATP　and　GTP　levels　of　the　perfused　gland　were　slightly　higher　than　those　of　the加

ぷ吻gland．　The　ADP　and　AMP　levels　of　the　perfused　gland　were　less　than　those　of

the加5枷gland．　The　total　adenine　nucleotide（sum　of　ATP，　ADP，　and　AMP）in　the

perfUsed　gland　was　the　same　as　in　the　fη5W　gland．　These　observations　could　be

interpreted　as：1）　the　O2　supPly　to　the　iηぷ’τμgland　could　be　decreased　by　the
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lowered　respiration　and　circulation　under　deep　anesthesia；2）the　lower　temperature

（24°C）could　slow　ATP　hydrolysis　in　the　perfused　gland．　The　GDP　of　the　per∩1sed

gland　was　shghtly　less　than　that　of　the　jη5枷gland．　The　GMP　levels　of　both　glands

were　similar．

　　　The　two　glands　were　left　uncirculated　R）r　about　20　min（hypoxic　gland），

thereafter　frozen，　and　their　nucleotide　levels　were　measured　by　an　HPLC．　The　ATP

content　of　the　hypoxic　gland　was　about　40％less　than　that　of　the　perfUsed　gland．

The　ADP　and　AMP　levels　were　both　higher　than　those　of　the　perfused　gland．　The

total　content　of　adenine　nucleotide（sum　of　ATP，　ADP，　and　AMP）in　the　perfused

gland　was　larger　than　in　the　hypoxic　gland．

Rest施g　levets　o∫p加sphoγus　compo照ds　estim磁ed介om　 31　P　NMR　

specぬαnd　HPLC
血τα

　　　The　proportion　of　the　resonance　areas　in　the　31P　NMR　sp㏄trum　ren㏄ted　the

proportion　of　the　amounts　of　phosphorus　compounds　included　in　the　observable

space　of　the　NMR　tube　under　the　condition　that　all　phosphorus　spins　were

completely　relaxed　during　the　relaxation　delay　of　the　measurement．　Table　2　shows

the　relative　concentrations　of　phosphorus　measured　from　the　quantitative　31P

NMR　spectra．　The　proportion　of　NTP：NDP：PCr：Pi：SP十NMP　was
1：0．23：1．50：1．60：1．87．Accordingly，　the　resti血g　levels　of　PCr，　ADP，　Pi，　and

SP十NMP　were　estimated　as　3．3，0．4，3．6，　and　4．2mmol／kg　wet　weight，　using　the

above－mentioned　ATP　value　measured　by　HPLC．

Table　2．　Relative　concentration　of　phosphorus　compounds　measured　by　31P－NMR

　　　　　　　spectroscopy，　and　the　tissue　concentrations　estimated　from　NMR

　　　　　　　　　spectra　and　ATP　and　GTP　levels（HPLC　data　in　Table　l）．

Relative　concentrations　of　pbosphorus　compounds　estimated　from　31P－NMR　sp㏄tra

SP十NMR Pi PCr NDP NAD＋十NADH　　NTP

1．87＋0．08

　　（26）

1．60＋0．08

　　（26）

1．50十〇．11

　　（26）

0．23＋0．06

　　（26）

0．78＋0．05

　　（26）

1

　　　SP（sugar　phospbates），　Pi（inorganic　phosphate），　PCr（creatine　phosphate），　NMP＝

AMP十GMP，　NDP＝ADP十GDP，　NTP＝ATP十GTP．　Values　are　mean±S．E．　R）r　No．　of

glands　given　in　parentheses．

Tissue　concentrations　of　phosphonls　compounds（mmol／kg　wet　weight）

SP十NMP Pi PCr NDP　（ADP）NAD＋十NADH　NTP （ATP）

4．2 3．6 3．3 0．5 （0．4） 1．7 2．2＊ （1．86＊）

　　　＊Values　of　NTP　and　ATP　were　measured　by　HPLC　and　values　of　other　pbosphorus

compounds　were　estimated　from　relative　concentrations　and　NTP　value．

JαPαηese　JournαI　o∫Physiology



31P　NMR　IN　THE　PERFUSED　SALIVARY　GLAND　OF　THE　RAT 417

（a） （b）

stOP◎f
perfusion

time〒〒T〒一門一F〒〒－R〒〒〒一〒門一丁〒〒
（mln｝　　　　　　　　　Pi　　　PCr　　　　　　　　　　　　ATP

一 10－5

一 5－0

0－5

5－10

09

O
m

（
　
　
O

　
O
9
　
8
　
　
0
　
9
8
　
0
㊤

喜
Φ
＝
9
c
8
ち
“
）
㎝
せ
§
E
8
㎝
昊
》
五
ω
。
五
ち

8
↑
　
　
8

冠
〉
主
Φ
コ
頃
ψ
F

10－15

15－20

20－25

25－30

‘

　

1

o 20　　　10　　　　0　　　　10　　　20　　　30　　　40

　　Time　from　Stop　of　Perfusion（min）

Fig．3．　Metabolic　changes　induced　by　a　transient　cessation　ofper血sion　R）r　l　5　min．（a）

　　　31P　NMR　spectra　were　collected　sequentially　every　5　min．（b）Time　course　of

　　　changes　in　PCr，　ATP，　and　Pi　levels　by　cessation　of　perhlsion，　as　expressed　by　a

　　　percentage　of　the　resting　control　level　of　phosphorus　compounds．

跡eαsqlr　cessαtion　o∫pe吋汕ion （Fig、3）

　　　　The　cessation　of　perfhsion　caused　hypoxia　of　the　tissue　and　reduced　the

“ supply”of　ATP臼om　the　oxidative　metabolism．　When　the　perfusion　was　stopped

R）r15min，　ATP　and　PCr　d㏄reased　to　50　and　O％of　the　resting　levels，　respectively，

while　Pi　illcreased　to　200％of　the　resting　leve1．　The　level　of　PCr　d㏄reased　more

quickly　than　the　level　of　ATP，　indicating　that　PCr　supplies　ATP　rapidly　via　the

Lohmann　react三〇n．　The　resonance　peak　of　Pi　shifted　to　a　higher　magnetic　field，

indicating　that　the　tissue　pH　d㏄reased．　After　perfusion　was　resumed，　the　phos－

phorus　compounds　quickly　recovered　their　resting　levels　and　the　peak　of　Pi　sig－

nal　shif、ed　to　its　original　position，　indicating　the　recovery　of　tissue　pH．

砂αS（ずαcαylcho撤eαd禰niSfγ頑on

　　　　Continuous　stimulation　with　l．0μM　ACh　caused　a　marked　salivary　s㏄retion
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Fig．4．　Metabolic　changes　of　the　isolated　per血sed　mandibular　gland　of　rat（24°C）

　　　　during　salivary　s㏄retion　induced　by　acetylcholine（1μM）．（a）Secretory　rate　of　saliva

　　　　（μ1／（g・min），〃＝4，　mean±S．E）．（b）31PNMR　spectra　were　taken　sequentially　every

　　　　5min．（c）Time　course　of　changes　in　PCr，　ATP，　Pi，　and　SP．
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（Fig　4a）．　The　secretory　now　rate　reached　the　maximum（181±24μ1／（g・min），

±S．E，ηニ4）at　the　initial　2　min　and　decreased　time－dependently　to　the　plateau　level

（41．6±2．2μ1／（g・min），±S．E．，η＝4，　sampled　at　75つO　min）．　The　secretory　rate　at

24°Cwas　about　one　half　of　that　at　37°C．　The　optimal　concentration　of　ACh　was

between　O．l　and　lμM　for　the　secretory　flow　rate．

　　　　Figure　4b　shows　31P　NMR　spectra　during　the　secretion．　The　changes　in　the

phosphorus　compounds　are　shown　as　a　percentage　of　the　resting　level　in　Fig．4c．　By

the　administration　of　ACh，　the　tissue　level　of　PCr　decreased　quickly　to　63．1±3．6％

（±S．E，η＝8）of　the　resting　level，　and　during　secretion，　the　PCr　gradually　regained

its　level　to　75．2±9．2％（±S．E．，η＝8）of　the　resting　value．　The　ATP　level　decreased

slowly　to　84．3±7．6％at　5－10min　after　the　start　of　stimulation　and　maintained　the

level（80－90％of　the　resting　level）．

　　　　The　level　of　Pi　increased　quickly　during　the　initial　5　min　and　measured

l45．2±11．3％of　the　resting　level．　During　the　stimulation，　Pi　maintained　the　level

（about　l　80％of　the　resting　level）．　The　level　of　SP　was　slightly　increased　by　several

percent　of　the　resting　level（ρ＜0．001）and　maintained　its　level　during　the　ACh

StimUlatiOn．

DISCUSSION

　　　　In　most　of　the　epithelial　transport　systems，　Na＋／K＋ATPase　is　believed　to

establish　the　Na＋gradient　across　the　cell　membrane　to　create　the　driving　force　for

Na＋－coupled　transport　systems．　R㏄ently，31P　NMR　has　been　applied　to　kinetic

measurement　of　phosphorus　energy　metabolites　in　various　epithelia（BALABANθτ

α1．，1981；BoNDετα1．，1981；LINθτα1．，1982；NuNNALLYθτα1．，1983）．　The

mandibular　salivary　gland　has　several　advantages　for　NMR　measurement　as　follow：

1）almost　all　NMR　signals　from　the　gland　come　from　acinar　cells，　because　there　is

no　smooth　muscle　but　only　a　trace　volume　of　myoepithelial　component；2）asimple

evaluation　of　secretion　can　be　achieved　by　measuring　the　amount　of　secreted　saliva；

and　3）no　secretion　without　added　secretagogues．

　　　　We　have　applied　the　31P　NMR　method　to　the　isolated　per血sed　sub－

mandibular　gland　of　the　dog（MuRAKAMIθτα1，1983，1984；NAKAHARIαα1．，1985）

and　reported　that　during　salivary　secretion　by　ACh，　the　levels　of　ATP，　PCr，　and

tissue　pH　decreased，　the　ADP　level　increased，　and　the　Na－replacement　suppressed

these　responses　by　ACh．　However，　as　described　above，　there　were　several　disadvan－

tages　in　using　the　dog　mandibular　gland．　On　the　other　hand，　many　physiological，

biochemical，　and　morphological　studies　on　the　salivary　glands　have　been　conducted

using　the　rat（YouNG　and　VAN　LENNEp，1978），　and　the　vascular　archit㏄ture　is　rather

simple　and　the　individual　variation　of　laboratory　rats　is　minimum．　In　addition，　the

isolated　perfused　mandibular　glands　of　rat　and　rabbit　can　secrete　as　well　as　an∫η

γゴvo　gland（CAsEθτα1．，1980；CoMPToN百α／．，1981；CAsE　and　HuNTER，1982；

MARTINEz　and　CAsslTY，1983）．

　　　　In　the　present　study，　we　applied　the　31P　NMR　method　to　the　rat　mandibular
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gland，　f㏄using　especially　on　the　determination　of　ATP　and　the　efF㏄t　of　sustained

stimulation．　Comparing　31P　NMR　spectrum　of　the　rat　gland　with　that　of　the　dog

gland，　NTP，　NDP，　and　PCr　were　similarly　observed，　but　some　di洗rences　were

observed　as　fbllows．　The　resonances　of　phosphodiesters　were　not　observed　in　the

rat　gland．　The　sugar　phosphate　of　the　dog　gland　was　observed　as　a　composite

resonance　of　several　components，　but　that　of　the　rat　gland　was　a　single　component．

Interpretation　of　these　dif正brences　requires　further　investigation．

　　　31P　NMR　sp㏄troscopy　can　measure　the　amount　of　nucleotide　phosphate　but

cannot　discriminate　the　kinds　of　nucleotide－5’－phosphates．　By　HPLC，　adenine　and

guanine　nucleotides　were　separated負）r　the　nrst　time　in　the　rat　mandibular　gland．

As　a　result，80－90％of　NTP’s　resonance　reflects　ATP　in　the　mandibular　gland．

Thus，　the　tissue　content　of　ATP　was　determined　by　HPLC　as　1．64　mmol／kg　wet

weight．　This　value　agreed　well　with　the　reported　value，　L24　mmol／kg　wet　weight

in　immediately　frozen　rat　mandibular　glands（DREIsEBAcH　and　GERLAcH，1967）．

As　mentioned　in　RESULTS，　a　slight　diffbrence　bf　ATP　content　was　measured　by

HPLC，　indicating　that　HPLC　is　a　powerful　method　for　precise　determination　of

ATP　content、

　　　The　ATP　system　is　well　known　as　the　major　energy　carrier　system　and　GTP　is

also　recognized　as　the　energy　donor　to　several　kinds　of　biosynthesis　materials　such

as　cellulose，　porphyrin，　protein，　etc．（LEHNINGER，1975）．　The　present　study　sug－

gested　that　about　80－90％of　the　total　energy　phosphate　could　be　carried　by　ATP

system　and　the　rest　by　GTP　system　in　the　mandibular　gland．　On　the　other　hand，

UTP　is　known　to　act　as　a　phosphate　donor　leading　to　polysaccharide　synthesis，　and

that　it　possibly　participates　in　the　biosynthesis　of　mucin　in　the　mandibular　gland．

However，　uridine－5’－phosphates　were　not　detected　in　the　present　study，　suggesting

that　UTP　level　is　possibly　very　low　in　the　rat　mandibular　gland，　less　than　the　noise

level　of　HPLC　result，0、05mmol／kg．

　　　The　resting　level　of　PCr　in　the　salivary　gland　was　reported　as　O．62－1．1mmol／kg

tissue　weight　in　the　d　og　submandibular　gland（NoRTHup，1935；MuRAKAMI百α1．，

1983），and　O．46　mmol／kg　tissue　weight　in　the　rat　mandibular　gland（FuRuYAMA

¢rα／、，1980）．We　estimated　the　tissue　level　of　PCr　as　3．3mmol／kg　from　the　relative

PCr　concentration　by　31P　NMR　and　the　ATP　concentration　by　chemical　analysis、

The　breakdown　ofPCr　was　so　rapid　that　the　chemical　analysis　did　not　allow　estima－

tion　of　the　actual　level　of　PCr　in　the　Iη5∬μgland．　In　the　present　study，　the

combination　of　31P　NMR　and　the　chemical　analysis　of　ATP　gave　the　highest　value

of　PCr　among　the　reported　values，　indicating　the　usefulness　of　this　procedure．　The

total　creatine（creatine十PCr）was　reported　as　2．56　mmol／kg　wet　tissue（FuRuYAMA

ε’α／．，1980）．The　present　findings　suggest　that　most　of　the　creatine　could　be　in　the

R）rm　of　creatine　phosphate　in　the　mandibular　gland　of　the　rat．　FuRuYAMAε’α1．

（1980）also　reported　that　the　PCr　level　in　the　rat　mandibular　gland　was　as　high　as

that　in　the　brain，　and　that　the　creatine　kinase　activities　occurred　in　the　cytosolic　and

mitochondrial　fractions．　The　mitochondrial　creatine　kinase　in　the　rat　mandibular

gland　was　suggested　to　be　dir㏄ted　to　PCr　fbrmation　and　to　be　coupled　with
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oxidative　phosphorylation（SuGIYA　and　SAKAI，1982）．

　　　We　used　Pi　in　the　perfusate　and　the　venous　e田uent　was　drained　freely　out　of

the　gland．　Since　the　NMR　method　cannot　discriminate　intracellular　or　extracellular

signals，　the　Pi　signal　in　the　present　study　was　not　only　from　the　intracellular　Pi　but

from　the　extracellular　Pi，　Pi　in　the　per血sate　and　the　efHuent．　That　is，　the　resting

value　of　signal　intensity　of　Pi　re且ected　a　sum　of　glandular　Pi　and　extraglandular　Pi．

On　the　other　hand，　the　increase　in　Pi　by　ACh　stimulation　or　by　the　cessation　of

per血sion　indicated　an　increase　in　the　breakdown　of　phosphoms　energy　com－

pounds，　i．e．　increase　in　ATP　hydrolysis，　qualitatively．　However，　it　is　unknown

whether　extracellular　Pi　increased　or　not．

　　　The　existence　of　Na＋／K＋ATPase　was　reported　in　the　rat　mandibular　gland

（ScHwARTz　and　MooRE，1968；BoGART，1975），　and　there　are　many　reports　on　the

inhibitory　effects　by　ouabain　on　salivary　s㏄retion（PETERsEN　and　PouLsEN，1967；

MARTINEz，1971；MARTINEz　and　CAsslTY，1983）and　on　Na＋dependency　of　salivary

secretion（PETERsEN，1970；CAsE　and　HuNTER，1982）．　BuRGEN（1956）and　IMAI

（1965）reported　that　ACh　increased　the　Na＋entry　in　the　salivary　gland．　The

importance　of　Na　in　the　coupling　between　secretion　and　energy　supply　was　stressed

by　the　6ndings　that　ACh　caused　no　change　in　the　ATP　and　PCr　levels　during　the

Na－depleted　per血sion（MuRAKAMIθ’α1．，1984）．

　　　　The　short－period　stimulation（1μM　of　ACh　for　3　min）caused　no　change　in　the

ATP　level　of　the　dog　mandibular　gland（MuRAKAMI　eτα1．，1984）．　Also　in　the　present

study，　ATP　was　maintained　at　94．9±7．7％（±S．E．，η＝8）of　the　resting　level　at　the

initial　O－5　min　of　the　s㏄retion．　ThereaRer，　ATP　level　decreased　slightly　during

sustained　stimulation．　These　6ndings　suggest　two　possibilities：1）the　sustained

secretion　requires　more　energy　than　the　initial　secretion，　and　2）ATP　supply　could

d㏄rease　during　sustained　s㏄retion．　As　shown　in　Fig．4a，　the　secretory　rate　is

maximal　at　the　initial　stage　of　secretion　and　decreases　time－dependently．　If　the丘rst

possibility　is　the　case，　the　sustained　secretion　could　require　more　energy　than　the

initial　s㏄retion．　In　the　present　experiment，　ATP　level　was　lower　but　maintained　at

the　same　level　during　sustained　secretion，　indicating　that　the　ATP　supply　and　the

ATP　consumption　are　balanced．　But　the　rate　of　ATP　supply　is　unknown．　Recently

we　measured　the　oxygen　consumption　of　the　rat　mandibular　gland，　which　increased

by　ACh　stimulation　and　was　maintained　at　the　same　level　during　sustained　secretion

（Murakami，　unpublished　data），　suggesting　that　ATP　could　be　supplied　constantly．

　　　We　wish　to　thank　Mr．　H．　Hattori（National　Institute　R）r　Basic　Biology），　and　Messrs．0．

Ichikawa，　A．　Ikeda　and　K．　Suzuki（National　Institute　for　Physiological　Sciences）fbr　their
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The　E岱ect　of　the　Calcium　Antagonist　Nimodipine　on　the　Gerbil

　　　　　　　　　　　　　　Model　of　Experimental　Cerebral　Ischemia

　　　　ATsusHI　FuJlsAwA，　M．D．，・MAsAYAsu　MATsuMoTo，　M．D．，ToMoHIRo　MATsuYAMA，　MD．，

HIRoKAzu　UEDA，　M．D．，AKIo　WANAKA，　M．D．，　SHoTARo　YoNEDA，　M．D．，KAzuFuMI　KIMuRA，　M．D．，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AND　TAKENoBu　KAMADA，　M．D．

SUMMARY　The　gerbil　model　was　used　to　assess　the　ther叩eutic　e飾cts　of　the　calc諏m　antagonist　nimodi－

pine　on　cerebrぷschemia．　Transient　cerebral　ischemia　was　produced　in　each　gerb輌l　by　bilateral　common

carotid㏄clusion　of　10・，15・or　20・min　dura60n．　Nimodipine（0．010r　O．1mg／kg）was　administered　inぬper・

“oneally　just　befbre　the　carotid㏄clusion　or　10－30　min　after　the　removal　of　the　arterial　clips．　Morbidity　of

each　animal　was　evabated　us拍g　the　stroke　index，　and　the　sum　of　stroke　indices　was　calculated　fbr

evaluating　the　overall　morbid晦during　a　particular　period　of　reperfUsion．　Mortality　was　observed　fbr　24

hou㎎諭er　cUp　removal．　A“hough，　depending　on　tbe　timing　of　the　drug　administration，　the　low・dose（0．01

m｛ヅkg）nimodipine　worsened　the　morbi飽y　in　the　gerbils　w“h　10・m拍ischemia，　the　high・d①se（0．1mg／kg）of

the　dmg　had　a　clear　bene6cial　e｛艶ct　on　the　mortal晦ass㏄iated　w“h　cerebral　ischemia．　These　resu“s　are

considered　worthwhile血r血耐her　trialsωassess　the　usefUlness　of　nimodipine　as　a　therapeutic　agent　in’the

management　of　the　acute　ischemic　stroke．
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RECENrLY　there　has　been　increasing　interest　in　the

pathophysiological　role　of　calcium　in　ischemic　brain

司ury．14　Calcium　has　been　implicated　in　the　6nal

common　pathway　not　only　fbr　contraction　of　vascular

smooth　muscle　in　a　variety　of　pathophysiological　con－

ditions，5　but　also　fbr　cell　death　caused　by　membrane

degradation．6・71t　seems　justi6ed，　therefbre，to　consid－

er　whether　calcium　entry　blockers　may　have　therapeu－

tic　ef允cts　on　ischemic　brain珂ury．

　　Amongst　several　calcium　antagonists，　nimodipine

【BAY　e　9736，　isopropy1（2－methoxyethyl）－1，4－dihy－

dro－2，6－dimethy1－4（3－nitrophenyl）－3，5－pyridinedi－car－

boxylate】has　been　shown　to　be　one　of　the　most　prom－

ising　ones　with　a　preferential　action　on　cerebral　blood

vessels．8・9Kazda　et　allo　suggested　that　nilnodipine　pre－

vents　the　postischemic　impairment　of　repe㎡usion　fol－

lowing　7－min　global　cerebral　ischemia　in　cats，　and

Ho61meister　et　alll　showed　in　the　same　mode1，　that　the

circulatory　ef飴cts　are　paralleled　by　improvement　of

hmctional　recovery　with　increased　survival　rates．　Fol－

10wing　these　studies，　several　investigations12－16　were

reported　on　the　pathophysiological　eflbcts　of　this　drug

on、、　cereb写al　ischemia．

　　The　mongolian　gerbil（Meriones　unguiculatus），
which　lacks　a　fUnctional　connection　between　the　carot－

id　and　vertebrobasilar　arterial　circulations，17・18　has

great　advantages　fbr　the　screening　of　compounds　as

protective　agents　against　brain　ischemia．1多23　There

have　been，　however，　no　reports　on　the　e価ects　of

nimodipine　on　the　gerbil　model　of　cerebral　ischemia．

In　the　present　study，　by　assessing　the　changes　both　in

morbidity　and　mortality　fbllowing　temporary　bilateral
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cine，　Osaka　University　Medical　School，　Osaka　553，　Japan．
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common　carotid　occlusion　in　gerbils　with　nimodipine

or　vehicle　treatment，　we　attempted　to　evaluate　the

therapeutic　potency　of　the　drug　in　the　acute　phase　of

ischemic　stroke．

　　　　　　　　　　　　　　　　　Methods

　　Atotal　of　202　adult　Mongolian　gerbils　of　both　sexes

weighing　60－80　g　were　used　in　tbe　present　study．　The

gerbils　were　anesthetized　with　ketamine　hydrochloride

（Ketalar⑧，50　mg／kg　i．p．）and　placed　in　the　supine

position．　Bilateral　common　carotid　arteries　were　then

exposed　through　a　ventral　midline　incision　oflthe　neck，

and　were　looped　with　silk　sutures．　As　the　gerbils

emerged　f㌃om　the　anesthetic，　the　two　common　carotid

arteries　were　occluded　simultaneously　by　pulling　the

sutures　around　them　and　thereafter　they　were　occluded

by　aneurysmal　clips　fbr　l　O，150r　20　min．　Following

these　ischemic　periods，　the　clips　were　removed　to　re－

store　the　blood　now　and　the　patency　of　the　arteries　was

ascertained　by　visual　inspection．　After　this，　the　ani－

mals　were　retumed　to　their　cages　again　fbr　recovery

and　observation．　Morbidity　and　mortality　were　evalu－

ated　and　scored　by　an　evaluator　who　was　blinded　as　to

the　duration　of　cerebral　ischemia，　the　drug　or　the　dos－

age　used．　Morbidity　of　each　animal　was　evaluated

every　one　hour　using　the　McGraw’s　method．19　The

neurological　signs　included　ptosis，　paucity　of　move－

ments，　cocked　head，　circling　behavior，　splayed　hind－

limb，　seizure　and　coma，　and　were　tabulated　as　the

stroke　index　such　that　a　higher　score　indicated　a　more

severe　neurological　dencit．　We　fUrther　calculated　the

sum　of　stroke　indices　in　each　gerbil　fbr　evaluating　the

morbidity　of　a　particular　period　of　repe㎡usion．　The

number　of　deaths　in　each　category　was　ascertained　24

hours　after　clip　removaL　In　order　to　compare　the　ani－

mals　receiving　nimodipine　with　the　control　animals

receiving　vehicle，　lifξtables　were　also　constructed　by

actuarial　methods　to　indicate　the　cumulative　probabi1－

ity　of　dying　as　in伽enced　by　a　speci6c　time　fbllowing

the　ischemic　insult．　In　all　animals　which　survived　24一
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TABLE　l　TんS況m　qf　S’roke∫ηdicεs　Ob’α’nedαε1－6　Hoμrs　qヵer　10，15α閲20　Mlηqf　Bjlα1erαI　Cαro∫id　Ar8eriα1

Occlμ5ioηin　Gerb目ぷTreωed　wi仇Veh▲de　or　Mmodψinε

Duration　of　Bilateral　Carotid　Occlusion

Treatment 10min 15min 20min

Vehicle

Nimodipine（0．Ol　mg／kg）

　befOre　carotid　occlusion

　　lO　min　after　reperfusion

　30min　after　repe㎡usion

Nimodipine（0．1　mg／kg）

　befbre　carotid　occlusion

　10min　after　reperfusion

　20min　after　reperfusion

　30min　after　reperfusion

193±3．2

56．6±4．0＊

45．5±3、7＊

36．0±5．1＊‡

14．8±5．1

29．3±6．2

46．0±5．2＊‡

50．4±7．6

65．1±5．2

62．0±4．6

60．0±35

53．3±7．6

57．3±4．2

57．3±5．0

66．1±7．1

81．2±5．1

83．7±13．9

59．8±45†

67．1±6．6

73．2±4．4

62．9±9．2

60．2±8．4

　Each　value　represents　mean±S．EM．　For　the　number　of　animals　in　each　group，　see　table　20r　3．

　＊ρ＜0．01；signi血cantly　dif允rent　from　the　gerbils　with　vehicle　treatment†ρ＜0．05，‡ρ＜0．Ol；signi丘cantly　different

from　the　gerbils　with　nimodipine　treatment　before　bilateral　carotid　occlusion．　Statistical　signi6cance　was　detemined　by

the　unpaired　t－test．

hour　reperfusion　after　global　cerebral　ischemia，　the

existence　of　forebrain　ischemia　during　bilateral　com－

mon　carotid　occlusion　was　con6㎜ed　by　the　carbon

black　perfusion　method．18

　　The　treatment　consisted　of　a　single　intraperitoneal

切ection　of　either　nimodipine（0．010r　O．1mg／kg）or

vehicle　just　prior　to　bilateral　carotid　occlusion　or

10－30min　after　reestablishment　of　cerebral　blood　cir－

culation．　The　volume　of　injection　was　the　same（0．1

ml）for　each　gerbil．　The　vehicle　contained，　per　liter　of

solution，200996％ethanol，1709Polyethyleneglycol
400，2g　sodium　citrate，　and　O．5　g　citric　acid．　Because

nimodipine　is　very　sensitive　to　white　light，　the　drug

was　always　dispensed　under　sodium　light　and　the　sy－

ringe　fOr両ection　was　always　covered　in　aluminum

K）il．　Each　dmg　and　dose　was　also　administered　to　5

gerbils　without　carotid　occlusion　to　vedfy　the　absence

of　toxicity　in　the　dosage　selected．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results

　　There　were　no　intraoperative　deaths　among　the　ger－

bils．　The　morbidity　fbr　each　treatment　group　was　rep－

resented　by　the　sum　of　stroke　indices　obtained　at　1－6

hours　after　bilateral　common　carotid　occlusion，　and

summarized　in　table　1．　In　the　gerbils　with　15－or　20－

min　bilateral　cerebral　ischemia，　there　was　no　signifi－

cant　difference　in　the　sum　of　stroke　indices　between

the　nimodipine－treated　and　vehicle－treated　animals

though　the　tendenCy　of　decrease　of　stroke　indiceS　was

noted　in　the　gerbils　with　nimodipine　treatment　that

survived　24－hour　reperfusion．　On　the　other　hand，　in

the　gerbils　with　10－min　ischemia，　significant　increase

of　the　morbidity　scores　was　observed　in　the　groups

treated　with　the　low－dose（0．Ol　mg／kg）nimodipine

and　the　group　with　the　high－dose（0．lmg／kg）nimodi－

pine　30　min　after　repe㎡usion．　Depending　on　the　timing

of　the　administration　of　the　dnlgs，　signi6cant　differ－

ences　Were　observed　in　the　morbidity　even　among　the

gerbils　with　the　same　dose　of　nimodipine．

　　Mortality　rates　fbr　each　treatment　group　are　summa一

rized　in　table　2．　Although　a　signi6cant　increase　of

mortality　rate　was　observed　in　l　O－min　ischemic　gerbils

with　the　low－dose　nimodipine　just　befbre　bilateral

common　carotid　occlusion，　no　signincant　differences

were　noted　in　mortality　rate　between　the　vehicle：treat－

ed　gerbils　and　the　remaining　nimodipine－treated　ani－

mals　with　10－min　ischemia，　and　no　signi6cant　effects

of　nimodipine　on　mortality　rate　were　observed　in　15－

mih　ischemic　gerbils．　On　the　other　hand，　signi6cant．

decrease　of　mortality　rate　was　observed　in　the　20－min

ischemic　gerbils　with　the　high－dose　nimodipine，　as

compared　to　the　vehicle－treated　controls．　This　bene6－

cial　ef飴ct　of　the　high－dose　nimodipine　on　the　mortality

rate　of　the　20－min　ischemic　gerbils　was　clearly　demon－

strated　in　6gure　L　With　respect　to　the　20－min　ischemic

gerbils，　there　were　no　signincant　differences　in　the

probability　of　dying　among　the　low－dose　nimodipine－

treated　groups　and　among　the　high－dose　nimodipine一

TAELE　2　Moπαlity　Rαfεsα言24　Hoμrsψer　10，15αnd　20　M’n　qf

BiεαferαI　Cαro∫id　Arferiα10cc伽sion　jn　G●rb日s　7］rα訂ed　wε仇Vε屍i一

c｝eor　Nほrnodipin¢

Treatment

Duration　of　Bilateral　Carotid　Occlusion

10min 15min 20min

Vehicle　　　　　　　　　　　　　　　　l　3％　　（15）

Nimodipine（0．01　mg／kg）

　before　carotid　occlusion　73％＊　（11）

　10min　after　reperfusion　50％　　（4）

　30min　after　reperfusion　17％　（12）

Nimodipine（0．1mg／kg）

before　carotid㏄clusion

lOmin　aRer　repe血sion

20min　after　repe血sion

30min　after　reperfusion

58％　（12）　100％　　（11）

80％　（10）　100％　　（10）

80％　　（5）　100％　　　（3）

63％　　（8）　100％　　　（4）

10％　　（10）　40％　（10）

0％　　（10）　　50％　（10）

0％　　　（6）　　50％　　（6）

60％＊（10）

80％　（10）

60％＊　（10）

60％＊（10）

　Each　value　represents　percent　mortality　at　24　hours　after　bilateral

cerebral　ischemia．　The　number　of　animals　in　each　group　is　given　in

parentheses．＊ρ＜0．05；signi且cantly　dif允rent　fξom　the　gerbils　with

vehicle　treatment．　StatistiCal　signincance　was　detemined　by　the

chi－square　tesL
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FIGuRE　1．　　Coηψαrj50ηqrη20〃α’め）cμrvεぷα〃20η8功εvθぬ∫－

cle－trεαted　gεrbiこs（●）αnd　the　gerbas　with　O．01　mglkg（△）α磁

0．1mg／た8f▲，励10砺輌ηε∫rεα’雁励∫30涌ηψεrc’ψrε〃10v一

α1．Si8頑cαM　d渉re㏄e（X2＝5．46，　Pく0、05）動Mh・vεhi一

cle－‘reαted　confrolαπi㎜IS　Wαs　i㎡icαted　by　fheαSferisk（★）、

S励Sficαl　sig頑鋤cθWαS∂e’er加nθd　by　fhe　chi－∫q顕rε鰍・

Nパg姉拠ε4酌ence　wα・・b∫¢rve4　in　m・r重αεむ・α1εb・・

伽een仇e　vehicle一εγeαfedαnd　O．01　mglkg　mmodipine－frεαfed

α加ηαls．

treated　ones．　Therefbre，　these　groups　were　combined

and　analyzed　as　a　single　group．　Figure　2　presents　the

life　tables　fbr　the　three　treatment　groups　with　20－min

bilateral　cerebral　ischemia．　No　signincant　improve－

ment　was　observed　in　the　gerbils　with　the　low－dose

nimodipine　but　the　gerbils　treated　with　the　high－dose

nimodipine　proved　to　have　a　significantly　lower　prob－

ability　of　dying　than　the　vehicle－treated　gerbils　at　7－24

hours　after　reperfUsion．

　　The　gerbils　with　cerebral　ischemia　often　showed

seizures：・which　in　tum　could　af£ect　survival．　We　there－

fbre　checked　the　incidence　of　seizures　in　each　group　of

gerbils　and　summarized　the　results　in　table　3．　The

gerbils　with　longer　duration　ischemia　showed　higher

incidence　of　seizures．　There　were　no　significant　differ－

ences　in　incidence　of　seizures　between　the　vehicle－

treated　and　nimodipine－treated　gerbils，　except　for　10－

min　ischemic　gerbils　with　the　low－dose　nimodipine

treatment　that　showed　an　increased　incidence　of　sei－

zures　during　the　early　recovery　period．

　　　　　　　　　　　　　　　　　1）iscussion

　　In　recent　years，　the　model　of　transient　bilateral　cere－

bral　ischemia　in　the　gerbil　has　been　intensively　used

for　testing　therapeutic　agents　in　the　management　of　the

acute　brain　ischemia．2（L23　Bilateral　common　carotid　oc－

clusion　produces　a　fairly　unifo㎜ischemia　in　the　telen－

cephalon　without　ambiguityl8・24・25　and　the　surgical

procedure　is　so　simple　that　large　number　of　animals

can　be　assessed　statistically．　The　transient　ischemic

model　can　also　allow　vascular　access　of　administered

dmgs　or　improved　blood　now　to　affect　the　ischemic

areas　of　the　brain．　In　the　previous　experiments，26　we

characterized　the　morbidity　and　established　a　mortality

curve　during　the　duration　of　ischemia　as　the　dependent

variable　in　this　model　of　transient　global　cerebral

ischemia．　Bilateral　common　carotid　artery　occlusion

resulted　in　l　OO％mortality　during　a　24－hour　period　in

the　gerbils　su旬ected　to　20－min　occlusion，　whereas

negligible　mortality　was　associated　with　the　bilateral

carotid　occlusion　of　10－min　duration．　In　the　present

study，　we　introduced　a　single　administration　of　nimo－

dipine（0．010r　O．lmg／kg）or　vehicle　as　independent

v頭ables　to　dete㎜ine　possible　changes　in　the　morbid－

ity　and　the　mortality　curve　fbllowing　the　identical　peri－

ods　of　bilateral　common　carotid　occlusion．

　　There　is　no　doubt　that　the　outcome　of　cerebral　ische－

mia　can　be　innuenced　by　the　calcium　antagonist
nimodipine　as　indicated　by　the　present　results．　This

study　also　indicates　that　the　effectiveness　depended　not

only　on　the　dose　of　nimodipine　but　also　on　the　timing

of　the　drug　administration．　As　a　matter　of　fact，　the

detrimental　effects　of　the　low－dose　nimodipine　were

unexpectedly　observed　in　the　gerbils　with　l　O－min
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FIGURE　2．　Ac伽αriαi　tαble∫∫br　f｝te　three　trεαtmeM　gγoμps

（i、ε、，11gerba∫wi重h　v¢hicle（●），17with　O．01　mg／kg　nimodipine

｛△）αn嘘40wi重hα1　mglkg　nimodゆ掘e（▲｝）可重er　20－m漁bふ

1α‘εrαlcerebrαl　ischemiα．　Sig頑cαm唖erence曲y仇e　chi一

sq照e　teSf　werεobserved　iηprobαb混輌砂qf　d獅g　b脚een　the

vdliclεイreαtedαnd　O．1　mg／kgれimodipin¢－treα‘ed　gerb杜sαf　7

fX2＝6．72，p＜0．01，，8f）（2＝4．75，　p＜0．05ノ，9↓）（2＝4．28，

P＜0．05／or　24カoμr∫↓）こ2　＝　5．25，　P〈0．05ノψεr↓5c力θ〃口c

εpisode、
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TABLE　3　∫πc∫4εηcε（ゾ∫ε輌zμrε∫4μγ輌η96－」20μr　Rのθη㌦ぷ↓oηψεr

塁0，15臼nd　20　Mm　qf　Bi呈砿eml　Cαro柱d　Ar婁er輌α10ccl艮sion　in　Ger一

bijs　Trεαted　w撤Whiclεor　Nimo仰iη¢

Treatment

Duration　of　Bilateral　Carotid　Occlusion

10min 15min 20min

Vehicle　　　　　　　　　　　　　　　13％　　（15）

Nimodipine（0．01　mg／kg）

　befOre　carotid　occlusion　64％＊　（11）

　10min　after　repe㎡usion　50％　　（4）

　30min　after　reperfUsion　42％　（12）

Nimodipine（0．1　mg！kg）

　before　carotid　occlusion　20％　　（10）

　10min　aReロepe㎡Osion　20％　（10）

　20min　after　reperfUsion　　　－

　30min　after　reperfusion　17％　　（6）

75％　（12）　　　82％　（豆1）

70％（10）　100％（10）

80％　（5）　100％　（3）

75％　　（8）　　　75％　　（4）

70％（10）

90％（10）

33％　（6）

90％（10）

100％（10）

80％（10）

70％（10）

　Each　value　represents　percent　incidence　of　seizures　du亘ng　6－hour

repe㎡Usion　after　bilateral　cerebral　ischemia．　The　number　of　animals

in　each　group　is　given　in　parentheses．＊ρ　＜　0．01；signi6cantly

dif臨ent　fセom　the　gerbils　with　vehicle　trea口nent（X2＝　7．13）．

S伍tistical　signi丘cance　was　dete㎜ined　by　the　chi－square　tesL

ischemia，　especially　when　the　drug　was面ected　just

before　the　carotid　occlusion（tables　1，2and　3）．　On　the

other　hand，　clear　beneficial　effects　of　the　high－dose

nimodipine　were　observed　in　the　gerbils　with　20－min

ischemia，　irrespective　of　the　time　of　administration－

whether　given　pdor　to　or　after　termination　of　the　ische－

mic　episode（table　2，　figs．1and　2）．

　　Although　it　is　very　difficult　to　explain　the　exact

mechanism　of　these　effbcts　of　nimodipine，　the　effects

of　this　drug　on　the　postischernic　reperfbsion　of　the

ischemic　brainlo・11・15・16　seemed　to　be　one　of　the　m司or

factors　which　dete㎜ine　the　outcome　of　the　ischemic

gerbils．　In　our　preliminary　experiment，　a　single　intra－

peritoneal　injection　of　O．Ol　or　O．1mg！kg　nimodipine

reduced　mean　arterial　pressure，which　was　continuous－

ly　monitored　with　an　intra－aortic　catheter，　by　3－7％for

about　l　5　min　or　by　7－20％for　more　than　30　min，

respectively．　In　this　model　of　cerebral　ischemia，　sig－

nificant　regional　or　systemic　hemodynamic　changes

were　reported　both　during　and　after　bilateral　cerebral

ischemia．2L　24・27・28　An　initial　fall　of　mean　blood　pres－

sure，　which　may　cause　secondary　impai㎜ent　of　cere－

bral　blood　flow，　was　observed　soon　after　the　release　of

the　aneurysmal　clips．21・28　There負）re，　it　seems　to　be

most　probable　that　when　administered　just　before　the

carotid　occlusion　in　l　O－min　ischemic　gerbils，　the　low－

dose　nimodipine　produced　only　the　potentiation　of　the

initial　fall　of　blood　pressure　after　clip　removal　because

of　the　shorter　duration　of　action　and　the　weaker　effects

on　cerebral　blood　How，　and　showed　the　detrimental

e飽cts　on　morbidity　and　mortality　through　the　impair－

ment　of　the　postischemic　repe㎡usion．　Even　if　this　dose

of　nimodipine　still　has　a　selective　action　on　brain　ves－

sels2g　during　the　occlusion　of　both　the　carotids，　there

are　almost　no　functional　collateral　pathways　I　7パ8

through　which　drugs　can　affect　the　vessels　in　the　ische－

mic　brain　regions，　and　immediately　after　the　recircula－

tion　strong　postischemic　dilatation　of　these　vessels　can

be　seen　without　vasodilatory　drugs．30・31　A　dif允rent

time　schedule　experiment　was　then　added　to　clarify

this　point．　A　signi丘cant　dif飴rence，　detected　in　mor－

bidity　and　mortality　between　the　gerbils　with　the　low－

dose　nimodipine　treatment　before　carotid　occlusion

and　at　30　min　after　repe㎡usion，　supports　the　above－

mentioned　suggestion．　However　it　may　be　the　ische－

mia－produced　seizures，　and　not　the　lowered　blood

pressure　per　se，　which　more　directly　accounts　fbr　re－

duced　survival　in　the　lower　dose　regime．　As　shown　in

tables　2　and　3，aclear　association　between　seizures　and

outcome　was　observed　and　the　inef飴ctive　and　some－

times　ha㎜ful　dose　schedule　of　nimodipine　was　indeed

accompanied　by　increased　seizures　in　the　early　recov，

ery　period　which　might　be　caused　by　the　fall　in　blood

pressure．　But　other　mechanisms　such　as　the　metabolic

e飾ects　of　nimodipine32　cannot　be　wholly　excluded　and，

in　the　primate　model　of　focal　cerebral　ischemia，　it　was

suggested　that　nimodipine　increases　the　susceptibility

of　tissue　to　ischemic　damage　in　the　areas．where　blood

now　is　critically　reduced．13

　　0n　the　other　hand，　the　high－dose　nimodipine　has　a

greater　modifying　effect　of　longer　duration　on　regional

cerebral　blood　now　than　the　low－dose；29・33　this　may　be

am司or　factor　responsible　for　the　observed　dif民rences

in　the　survival　of　the　gerbils（table　2，　ngs．1and　2）．

Our　results　obtained　in　the　gerbils　with　the　high－dose

nimodipine　were　in　agreement　with　the　previous　re－

ports．11・1←16　A　consistent　6nding　in　previous　experi－

ments　and　in　ours　has　been　that　treatment　with　nimodi－

pine　improves　survival　after　ischemic　cerebral
damage．　In　order　to　understand　how　nimodipine　may

bene6t　the　gerbils　with　predicted　100％mortality，　we

should㎞ow　the　pathophysiological　cause　of　death．　As

mentioned　above，　the　lethality　of　prolonged　cerebral

ischemia　may　be，　in　part，　related　to　the　metabolic　ha㎜

廿om　the　seizures　triggered　by　the　cerebral　ischemia．

But　the　bene盒ts　of　the　higher　dose　regime　cannot　be

explained　by　control　of　seizures，　because　no　signifi－

cant　di日erence　was　detected　in　the　incidence　of　sei－

zures　between　the　gerbils　with　vehicle　treatment　and

those　with　high－dose　nimodipine　treatment（table　3）．

Avery　et　al34　recently　reported　that　in　this　model　of

transient　global　cerebral　ischemia，　mortality　correlated

well　with　the　evolution　of　cerebral　edema．　In　our　in－

vestigation，26　we　also　could　detect　signi6cant　differ－

ences　in　speci6c　gravity　between　the　ischemic　telen－

cephalic　brain　regions　f士om　the　dying　animals　and　the

others．　This　lethal　edema　process　could　resolve　with

repe㎡usion　when　the　postischemic　impairment　of　ce－

rebral　blood　now，　which　might　be　responsible　for　a

large　part　of　the　ultimate　brain　damage，lJ5・16　was　ame－

liorated　in　the　gerbilsl　with　nimodipine　treatment．　The

present　results　also　indicate　that　nimodipine　need　not

be　given　pre－ischemia　to　improve　the　outcome　of　se－

vere　transient　cerebral　ischemia．

　　We　conclude　that　nimodipine　has　bene且cial　e洗cts

in　the　gerbil　model　of　cerebral　ischemia　when　adminis－

tered　in　an　adequate　dosage　and　with　proper　timing．

This　drug　should　be　considered　sedously　for　fUrther

therapeutic　trials　of　acute　ischemic　stroke．
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