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論文内容の要旨

〔目的〕

心筋細胞内 adenosine triphosphate (A T P) は従来化学的方法により測定され，虚血時における心

筋 viability の指標として用いられてきたが，心筋ATP量と再濯流時の心機能との相関性に関しては

未だ明確ではない。さらに阻血・再濯流時における心筋ATPの変動も心筋細胞内において均一ではな

い事 (compartmen taliza tion) が示唆されている O この心筋細胞内におけるATP の compartmentali

zation を把握する事は，阻血時の critical level や再濯流時の機能回復との関連性を検討するうえで重

要と考えられるがその詳細は未だ不明である。一方 high energy phosphate (H E P) の測定において

化学的測定法は心筋内のすべてのHEPを測定するのに対し，燐の核磁気共鳴法♂P-NMR) には

運動性の低いタンパク結合型の燐化合物やミトコンドリア内ATP等は観測しない特異性があることが

示唆されてきた。本研究は担P-NMR法と化学的測定法を対比する事により心筋細胞内ATP の com

partmen taliza tion とその阻血時の変動を明らかにする事を目的とするものであるO

〔対象及び方法〕

体重約180 g の雄性 Sprague- Dawley ラットの摘出心を用いてランゲンドルフ濯流を行い，心筋内H

EP の測定法により化学的測定群と NMR測定群に分け，正常濯流時および330Cの阻血時における心筋

肉HEP量を測定した。

心筋肉HEPの化学的測定法

正常濯流時 (n = 9) および阻血時 (n ニ 3) において，心筋内ATPおよびクレアチン燐酸 (Cr-

P) をそれぞれ上池および金香等の方法に準じて測定した。即ち心筋を液体窒素にて凍結固定し過塩素
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酸による抽出の後，心筋内HEPを高速液体クロマトグラフィーを用いて測定し心筋乾燥重量あたりの

モル数 (μmol/g. dry wt.) で表した。

心筋肉HEP のNMR測定法

WM -360 N M R spectrometer (Brucker) を用い，正常濯流時における心筋内HEP の測定 (n = 

5) に関しては亘等の方法により以下の如く定量化したO まず31p _ NMR法にて濯流心内のATP と

Cr-P のスペクトルを得てこれを標準溶液と対比したO つぎに同一濯流心の市a-NMR スペクトルを

観測する事により観測視野中における濯流心の細胞内容積比を求め，これにて先に 31p - NMRで求め

た心筋のHEP量を補正し細胞内容積あたりのモル数 (μmol/mP V 1C ) で表したO さらに sucrose を

細胞外スペースマーカーとして用いた濯流実験より心筋の乾燥重量と細胞内容積の比率を求め (n= 5) , 

NMR測定値を心筋乾燥重量あたりのモル数 (μmol/g. dry wt.) に換算した。組血時における心

筋内HEPの測定においては，積算時間 1 分にて連続的に担P-NMRスペクトルを得て正常濯流時の

スペクトルとの比較により心筋肉HEP量を求めた。

〔結果〕

1 )正常濯流時における心筋肉HEP量

正常瀧流時におけるATP と Cr-P の化学的測定値はそれぞれ22.4:t 0.71 と 22.9 :t 5.1μmol/g. dry 

wt. であった。一方31p _ NMRより求め市a-NMRにて補正したATP と Cr- P の細胞内容積あた

りのモル数は3.38 :t 0.53 と 5.61 :t1.41μmol/mP V 1Cであった。 sucrose を用いた濯流実験よりこの瀧流

心における心筋乾燥重量と細胞内容積の比率は0.246 :t 0.037 g. dry wt./ mR V 1 C と求められたため，こ

れより先の値を換算すると NMR測定によるATP と Cr-P はそれぞれ13.7 :t 2.2 と 22.8 :t 5.8μmol/

g. dry wt. となったO このNMR測定による Cr-P値は化学的測定値と有意差はなかったが， ATP 

のNMR測定値は化学的測定値に比し有意に低く (P<O.Ol) その61%であった。

2) 阻血時におけるATPの変動

阻血時には担P-NMR測定におけるATPのシグナルは次第に減少し阻血開始後16分にて完全に消

失した。同時点における化学的測定では5.7 :t1.7μmol/g. dry wt. のATPが測定された。すなわち

NMR法にてATPが観測されなくなった時点において化学的測定では正常濯流時の25%のATPが残

存していた。

〔総括〕

1. 心筋肉ATPを測定するに際しNMR法と化学的測定法を対比させることにより，心筋内ATP に

はNMRにて観測し得る分画(全体の約60%) と観測されない分画(約40%) の二種類の存在様式があ

る事が明らかとなった。 NMRの特徴より前者は細胞質の遊離型として存在し後者はミトコンドリア

内ATP またはタンパク結合型ATP として存在しているものと推察されるo

2. 阻血時においてNMRにて観測される細胞質の遊離型ATPがより早く枯渇したことより，阻血時

におけるATPの減少は心筋細胞内において均一ではないことが示された。
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論文の審査結果の要旨

心筋肉ATP量は組血時における心筋 viability の指標として広く用いられているが，阻血による A

TPの心筋細胞内における変動は不明であった。本研究は心筋内ATPの測定において 31p - NMR ス

ペクトルを定量化するとともに化学的測定値と対比することにより以下の点を明らかにした。すなわち

心筋細胞内ATP にはNMRにて観測される分画と観測されない分画の二種類の存在様式があり，且つ

前者は阻血時においてより速く枯渇することが示された。

本研究は従来困難であった 31p - NMRスペクトルの定量化を可能にするとともに，阻血による心筋

障害の機序を解明し心筋保護法を確立する上で重要な知見を与えるものと考えられる。
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