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骨格筋の C a
廿
パ ラ ド ッ ク ス に関する研究

－ その 発現機序およ び筋疾患成立 に関わる意養の検討 一
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膜異常 お よ び筋細胞内過剰 C a
廿

を引き 金と して展開す る病態と ， ジス トロ フ ィ ー 筋と の 類似性が

注目 され て久 し い ． 本研究は ， 細胞内過剰 C a
廿

流入 をもた ら す膜の 病的機序を解明す るた め， 心筋 で見

られ る C a
サ
パ ラ ド ッ ク ス

，
す な わ ち濯流溶液の C a

什

濃度 を フ リ ー か ら正 常に 戻す と
，
C a
廿
が 細胞内へ

過剰流入 し筋細胞壊死 に 至 る 現象が 骨格筋 でも起 こ るか を調 べ
， 起 こ る とす れ ばその 発現機序 は何であ る

か に つ き検討 した ．
ウイ ス タ

ー 系雄 ラ ッ ト横隔膜筋 を用 い ， C a
腑

を含 まな い 溶液 くC a
廿
フ リ ー 溶液 げ潜

流後， リ ン ゲ ル 液 で再濯乱 C a
什
プ リ

ー 溶液濯流前 に 対す る変化 を， 電気生理学的方法， お よ び細胞内イ

オ ン濃度測定 に より 調べ た ． 更 に 本現象の発現機序検討の た め
， 濯流溶液 に 種々の 修飾 を加 えた． C a

廿

フ

リ
ー 溶液湾流 に よる筋張力変化で は

，
リ ン ゲ ル 液再潜流15 分後の 記録 で

， 単収縮張力 は 60 士11 ％ くm e a n

士S ． D －I ， 強縮張力は 60 士10 ％に 低下 した． 湾流条件 を変えた場合の 張力変化を C a
廿

フ リ
ー

溶液の みの 潜

流群 と比較 した 結果 で は
，
C a
什
フ リ ー 溶液 へ の ウ ア パイ ン 添加

，
お よ び再湾流溶液に 低 N a ＋ 処理 を加 え

た場合， 再濯流後 の 張力低下 は 一 層著明化 し
， 再濯流中亡N a ＋L － E C a

廿

コ。 交換系 に よ る細胞外 N a ＋ 流出，

細胞内 C a
廿

流入機序が 示唆 され た． C a
廿

フ リ
ー 溶液濯流 句 再濯流に わた り ニ フ ェ ジピ ン を添加， また は

C a
廿

フ リ
ー

溶液 の M g
廿

濃度 を高め た場合 に は
， 再濯流後の 張力低下は阻止 さ れず， 本現象 へ の sl o w C a

廿

C h a n n el の 関与は少 ない と示 唆さ れ た． C a
骨
フ リ ー 溶 掛こ， ミ ト コ ン ド リア脱共役剤 の c a rb o n yl c y a nid e ．

p
－t rifl u ol o m e th o x y ph e n ylh y d a z o n e くF C C P l を添加 して

，
ミ ト コ ン ドリ ア へ の C a

廿

取り込み 阻止 に よ

る 張力低下 阻 止 を期 待 した が
， 逆 に 張力消失．持続的筋拘締 を認め

，
F C C P に よ り ad e n o si n e t ri ph o s p h a t e

仏 T Pl 過剰 消費 か ら細胞崩壊 が促 され る機序が考えら れた ． 筋細胞内イ オ ン濃度は， C a
廿
フ リ ー 溶液 に

ウア パ イ ン を添加 し本現象を強調化し た筋で， 再漂流 15 分後 に細胞内 C a
廿

増加， N a 十 増加， K
十

減少 を

み とめ た．
C a
廿
フ リ

ー 溶液湾流直後 で は， C a
什
フ リ

ー 溶液 の み の 潜流群で細胞内 C a
i＋

減少 を認め， 低

N a
＋ 処理 を加 え た C a

廿

フ リ
ー 溶液潜流群 で は， C a

什
フ リ ー 溶液の み の潜流群 に 比 し，細胞内 C a

骨

減少

が有意に 抑 えら れ
，
C a
什
フ リ

ー 溶液潜流中E N a
＋

j 。一仁C a
什

コ．交換系に よ る細胞外 へ の C a
廿

流出機序が

示唆さ れた ． 以 上 よ り
， 骨格筋 で も細胞内過剰 C a

柵

流入 に よ る C a サ パ ラ ド ッ ク ス が起 こ る こ と を明ら

か に す ると 共に ， 発現機序 と して
，
C a
廿
フ リ ー 溶液濯流中で はE N a ＋j 。－ E C a

廿

L 交換 系が ， リ ン ゲ ル 液

再濯流中で は 仁N a
＋

コド 亡C a一
け

コ0 交換系が主 役を演ずる と考え られ た．

K e y w o r d s C a
廿

p a r a d o x ， N a
＋
－ C a

廿

e x c h a n g e s y s t e m ，
Sl o w C a

廿

ch a n n el
，

m it o ch o n d ri al u n c o u pl e r ， in t r a c ellu l a r C a
i＋

o v e rl o a d

遺伝性， 進行性の 筋力低下 を主徴と す る筋 ジス ト ロ あ っ て 細胞外 C a
骨 の 細胞 内 へ の 過剰流入 が 生 じ，

フィ
ー 症 くm u s c ul a r d y s tr o p h yl に お け る筋細胞崩壊 C a

廿

依存性中性 プ ロ テ ア ー ゼ が 活性化さ れ 限定分解

成立機序の 一

つ と し て
，
筋細胞膜 に 何ら か の 異 常が が 行われ ， ま た リ ソ ゾ ー

ム ー カ テ プシ ン 群に よ る非限

A bb r e vi ati o n s こ A T P
，
ad e n o si n e t rip h o s p h a t e ニ E D T A ， e th yl e n e di a m i n et e t r a a c e t a t e ニ

E G T A
，
e th y le n e g ly c ol

－bis －U ，－ a m i n o － et h y l e t h e rJ N ， N
，

－t e t r a a C etic a cid 3 F C C P ， C a r b o n y l －

C y a ni d e － P
－t rifl u ol o m e t h o x y p h e n y lh y d r a z o n e 三 O C P C ， 0 － C r e S Ol

－

p h t h alei n c o m p le x o n e ニ P o ，
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定分解な どが進行 し， 筋細胞壊死 に 至 る過程が考 えら

れ て い る
り21

．
し か し

，
過剰 C a

骨

流入 の 最初 の 引 き金

と な る筋細胞膜異常が何で あ るか に つ い て は， 多くの

議論がある と こ ろで ある
釣

．

本研究は， こ の点の解明 の糸口 を求 め る こ と を目的

と して， 心筋壊死の モ デ ル と して 広く研究 され て い る

t t

c a
什 パ ラ ド ッ ク ス

，，

現象の概念を導入 し検討 した．

本現象は， Z i m m e r m a n ら
41が

，
ラ ッ トの 心臓 を C a

廿

フ リ
ー 溶液で 濯流 した後， さ ら に C a

廿
を含 む溶液で

再濯流す ると， 心 筋細胞 C a
骨
の 増加 と共に ， 非可逆

的な筋張力消丸 著明な心 筋細胞拘縮， ク レ ア チ ン カ

イ ネ
ー ス くC E．う等筋酵

素の大量遊出を認 める こ と を発

見 し， 呼称 され た も の で ある．
その 後， そ の 成立機序

に つ い ては， C a
廿
c h a n n el

，
N a
＋
－ C a

廿

交換系 を含む

多く の解析が加 えら れ てき た ．

一 方， 骨格筋 に つ い ても ， 異常 C a
廿

流入 に よ る筋

壊死の機序 を解明す べ く， 実験的に 細胞外か ら の 非生

理的 C a
廿

流入 を お こ す モ デ ル が作 ら れ てき た ． C a
サ

イ オ ノ フ ォ ア A 2 3 1 8 7
5I
，
塩酸プ ビバ カイ ン

61
，
リ ゾレ シ

チ ン
7
月こよ る 筋細胞処理 や ， タ ン グ ス テ ン線穿刺 に よ

る膜破壊等81が そ れで あ る．
しか し

，
い ずれ も薬理 学

軌 機械的修飾 を必要とす る も ので あ っ た ．
そ こで

，

これ らの修飾な し に細胞内異常 C a
廿

流入 をも た らす

方法 と して， 既述の C a
廿 パ ラ ド ッ ク ス 現象が有用 と

考え られ る．
しか し

，
骨格筋で も 心筋同様 に本現象が

お こ り う る か が 問題 と な る．
C a r p e n t e r ら

9l
， S o z a

ら
1 01 1 1
鳩 ， 骨格筋で も お こ りう る と報告 して い るが ， 彼

ら は 大量 の e th yl e n e di a m i n e t e t r a a c e t a t e くE D T A

l ．
e th yl e n e gl y c ol

－b i s －く月 － am i n o ． eth yl et h e rl N ， N
，

－

t et r a a c e ti c a cid くE G T A l を併用 して 成功 して お り，

これ らキ レ
ー

ト剤に は， 膜結合 C a
什
に 対す る キ レ ー

ト作用1 21 ， N a ＋ － C a
廿

交換 系促進作 用
1 31
，
お よび N a

＋

等の イ オ ン の 細胞膜透過性 を高 める作用
川 が あ る こ と

を考 えれ ば， その 二 次的影響 に よる修飾 は無視 で き な

い と 思わ れ る．

本研究で は， C a
廿
フ リ

ー 溶 液作製の た め に は 最少

限度の E G T A く0 ． 1 m M l 添力朋子と どめ て， ラ ッ ト横隔

膜筋を処理 し， 筋張力変化お よび筋細胞内イ オ ン 濃度

変化 を指標と して， 骨格筋 に お ける C a
廿 パ ラ ド ック

ス 現象 を定量的に 評価 す る と共 に ，
一 部， 心筋の それ

と は異な る膜の イ オ ン 透過機構 を解析 し， 筋 ジス トロ

フ ィ
ー 症類似 の C a

廿
．i n d u c e d m y o p a th y の 引き 金と

なる細胞膜 の病態に つ き検討 を加 え考察 した．

材料お よ び方法

工 ． 動 物

雄 ウイ ス タ
ー くW i st a rl ラ ッ ト く250 へ 30 0 gl より

横隔膜筋標本を得， 下記溶掛 こて 湾流 し た．

工1 ． 濯流溶液

リ ン ゲ ル 液組成は ， 1 2 2 m M N a C l ， 4 ． 7 m M K C l
，

1 5 ． 5 m M N a H C O 3 ， l ．2 m M M g C 1 2 ， 1 ．2 m M

K H 2 P O 4 ， 2 ．6 m M C a C 1 2 ， 11 ．5 m M gl u c o s e ， P H 7 ． 4

と し た ．
C a

廿

を含 ま な い リ ン ゲル 液 く以下 C a
什

フ

リ ー 溶液う は， 上 記 リ ン ゲ ル 液か ら C a C l 2 をの ぞき，

さ ら に 0 ． 1 m M E G T A を添加 した．
C a．什 フ リ ー 溶液

中の C a
骨 濃度 に つ い て は ，

E G T A 末添加状態で ， 0 ．

c r e s ol － ph th al ei n c o m pl e x o n e くO C P Cl 法 に て 0 ． O

m gノdl を 確認， 従っ て E G T A O － 1 m M を添 加す る こ

と に よ り
，
1 0－8 M 程度に 低下 する と推定 した

1 引 用
． さ

らに こ の C a
什
フ リ ー 溶汲， リ ン ゲ ル 液 に 種々 の 処理

を加 え， 表 1 に 示 す順序 で 筋標本 を連流 し た． この う

ち 低 N a
＋ 処 理 を 加 え た 溶 液 に は サ ッ カ ロ

ー ス

くs u c r o s el 溶液 を添加 して 浸 透圧 を調整 し た．
ま た ニ

フ ェ ジ ピ ン くnif ed i pi n e l は 1 m g ノ m l の 割合 で エ タ

ノ ー ル で 溶解 くエ タ ノ ー ル 添加は 筋張力 に 影響を与え

な い こ と を確認
1 7

り， リ ン ゲ ル 液 で 最終濃度 を 頼 M

と した
1 鋸

．
なお 各港流液 は， ガ ス く0 2 こ C O 2 ニ 95 二 5 さ

負荷， 37
0

C の
一 定温度下 に お い た ．

HI ． 電気生 理 学的検討

横隔膜筋標本 く乾燥重量20 へ 3 3 m gン を リ ンゲ ル 液

で 濯流 く表 1 ， p e rf u si o n l l し つ つ 等尺性筋張力計に

セ ッ ト， 最大単収縮張力が得ら れ る静止 時張力と し，

白金電極 く筋全長に わ た り同時刺激 の た め板電極とし

たl に よ る最大刺激 く0 ． 5 m s e cl に て筋直接刺激 くd －

ツ ボ タ ラ リ ン 10 メgノm l 添加 で 筋 内神経刺激 の 可酸性

除却 し， 単収縮張九 166 H z 反復刺激 に よる強縮張

力 を記録 し た ． ひ き つ づ き， 表 1 の 2 句 7 の 漂流

くp e rf u si o n 2 ， 31 を行 い 経過中単収縮張力を記録， 強

縮張力に つ い て はリ ン ゲ ル 液再漂流 くp e rf u si o n 31 15

分後の み 記録 した ． 諸処理 に よ る張力の 変化は， 処理

前張力 く100 ％うの ％で表現 した ． な お ， 本実験に要す

る 30 分間 くp e rf u si o n 2 ＋3l ， 筋標本 を リ ン ゲル 液の

み で湾流 した 場合， その 前後 で 張力の 変化 はな い こと

を確認 した く表1 ， 表2 －1 う． ま た． 細胞 内電極法を

用 い ， 横 隔膜筋の 直接刺激に よ る誘発 筋活動電位お よ

び静止膜電位 を， 処 理前， C a
柵
フ リ

ー 溶液濯流中， リ

m a x i m um t e t a n ic f o r c e ニ P t ， m a X i m u m t w it ch f o r c e i
P v ．

， p r O b a bilit y v e r s u s i R S ， R
i ng e r

s ol uti o n ．



骨 格筋の C a
什

パ ラ ド ッ ク ス に 関す る研究

ン ゲル 液再濯流中で そ れ ぞれ 記録 した．

1 V ． 筋細胞 内イ オ ン濃 度測定

C a
什

フ リ ー 溶液濯流後リ ン ゲ ル 経 で再濯流 し た群

く表1 p 2 1 ， ウ ア パ イ ン くo u a b a i n l 添加 C a．
什

フ リ ー

溶液濯流後リ ン ゲル 鞭で 再湾流した 群 く表 1 －5 う の

筋細胞内C a
什

，
M g

仲

，
N a
＋

，
K
＋

濃度 をリ ン ゲル準で

30 分間湾流 し た対照 筋 く表1
－ い の それ と 対比 し

た． さら に ， C a
什
フ リ ー 溶液 15 分間潜流直後， リ ン

1 17ニう

ゲル 液 で の 再湾流 に 移ら な い 時期で の 筋細胞内イ オ ン

変化に つ い て ， C a
廿

フ リ
ー 溶液濯流群 く表 1 － 8 う，

低 N a 十 処 理 を 加 え た C a
廿
フ リ ー 溶 液 濯流群 く表

1 －9 1 ， ウア パ イ ン 添加 C a
什

フ リ ー 溶液濯流群 く表

1 －10ユ を対照群 く表1 － い と比較 した． イ オ ン濃

度測定 に つ い て は
，
ま ず濯流後の 筋標本 を直ち に 0 ． 4

M サ ッ カ ロ ー ス ．1 m M E G T A ． 10 m M トリ ス緩衝液

くp王i 7 ． 4
，
0 へ 2

0

cう で 洗浄， つ い で 濾紙 で プ ロ ッ ト
，

T a bl e l
I S u m m a r y of e x p e ri m e n t al g r o u p s a n d s e q u e n c e o f p e rf u si o n s

G r o u p P e rf u si o n l P e rf u si o n 2 P e rf u si o n 3

1 ． R S

2 ． R S

3 ．
R S

4 ． R S

5 ． R S

6 ．
R S

7 ． R S

8 ． R S

9 ．
R S

l O ． R S

R S

C a
刃
イr e e s ol u ti o n 十 E G T A

C a
甘
イr e e s ol u ti o n 十 E G

＋ nif e di pi n e く4 F LM I

C a
什
qf r e e

，
hi g h M g

i＋

く12 m M J
S O l u ti o n 十 E G T A

C a lしf r e e s o l u ti o n 十 E G T A

＋ o u a b ai n く1 ．7 x IC r
．1
M I

C a
＋しf r e e s ol u ti o n 十 E G T A

C a
龍
一f r e e s ol u ti o n 十 E G T A

＋F C C P く0 ．5 FL M ナ

C a
l＋

－f r e e s ol u ti o n 十 E G T A

C a
廿
－ fr e e

，
l o w N a ＋く22 ．5 m M I

S Ol u ti o n ＋ E G T A

C a
il

－f r e e s ol u ti o n ＋ E G T A
＋ o u a b a in く1 ．7 x lO仙4 MJ

R S
，
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骨格筋の C a
什
パ ラ ド ッ ク ス に 関す る研究

この 操作 を 4 回繰 り返 した．
な お

， 洗浄綾中の E G T A

添加 く1 m M l に つ い て は， 細胞 外液 の C a
骨

濃度 を

10
－ 8
M 以 下に し

1 9I
，
か つ 膜の 外向き電流に 影響 をあ た

えな い
2 01 濃度と した．

次に 筋肉片を 1 4 0
0

C に て 60 時間

乾燥， 硝酸 を加 え加熱分解後， 誘導結合プ ラ ズ マ 発光

装置に て測急 筋肉単位重量当た りの C a
廿

，
M g

什

，

N a
＋

，
K
十 濃度を算出 した．

V ． 統計処理

得られ た デ
ー

タ は 平均値士 標準偏差 くM e a n 士S ． D ．

I で表した． 3 群以 上 の 平均値 の 差の 検定 は， 分散分

析後D u n c a n の 多重 比較法 を行い ， P く0 ． 05 を有意羞

ありと し た．

成 績

I ． C a
車

フ リ
ー 溶液海流に よ る 電 気生 理 学的変化

く図1 ， 図2 ． 表2 －2 1

骨格筋に お い て も パ ラ ド ッ ク ス 現象 が起 こ り う るか

に つ い て ， 筋収縮張力 ． 活動電位 ． 静止 膜電位変化 を

0

ニ
凸

こ
l

u

O
O

寧
て
も
ー
鵬

き
ト

11 7 5

指標と して 検討 した． 筋収縮張力に つ い て は， リ ン ゲ

ル 液再湾流15 分後 く表1 －

2 1 に お ける単収縮張力

くm a x i m u m t w it c h f o r c e
，
P tl は ， 処理前の 60 士1 1 ％

に 低下， また 強締張力 くm a x i m u m t e t a ni c f o r c e
，
P ol

も処理 前の 60 士1 0 ％に 低下 した くp く0 ．0 1 ニ n
ニ 1 5プ．

再濯流後 の 時間経過 と共に ， 張力低下の 程度が変化す

る か を調 べ るた め， 単収縮張力の 経時的変化を追 っ た

く図 2ユ． その 結果， リ ン ゲ ル 液再濯流後 1 分日 で は処

理 前の 61 士 9 ％と 低下 し た が
，
以 後 5 分日 で は 58 士

9 ％， 1 0 分日 で は 59 士1 1 ％と， 再湾流後い ずれ の 時期

を比 較 し て も， 有意の変化 はみ られ な か っ た くn こ 1 5

う． した が っ て
， 骨格筋に お ける パ ラ ド ッ クス 現 象は，

再湾流後 1 分目ま で に 完成す る と予想さ れた． 活動電

位 は
，
C a
廿
フ リ ー 溶液潜流後半お よ び リ ン ゲ ル 液再

潜流1 5 分日 に
， 振幅の 低下 ．持続時間の 延 長が み られ

た く図 1 う． 静止 膜電位 ほ， 処 理 前の － 7 7 士2 ． 3 m V

くn ニ 2 0っ か ら
，
C a
什
フ リ

ー 溶液濯流 1 へ 5 分目 に －

6 6 士6 ． 1 m V くn ニ 2 0つ， 10 旬 1 5 分 目 に －

5 5 士8 ． 8 m V

妄 5 1 n ，去 ，n ， く ，1 0 1 5 2 0 2 5 3 0

Ti m e くm inl
Fi g － 2 ． C h an g e S Of t wi t ch d u ri n g th e C a

廿
．f r e e p e ri o d a n d t h e r e p e rf u si o n p e ri o d ． F o r c e s a r e

e x p r e s s e d a s p e r c e n t of th o s e r e c o rd e d p ri o r t o th e C a
甘

－f r e e p e rf u si o n ． e
一

書
，
G r o u p 2 ．くC a

廿

f r e e p e rf u si o n l i O － 0
，
G r o u p 3 ．くa d d iti o n o f n if e d i pi n el ．
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くn ニ 2 0う と脱 分極化 を示 した くp く0 ． 0 1う．
リ ン ゲ ル 液

再湾流後 5 旬 1 0 分目 の 測定 で は
－ 8 2 士4 ．5 m V くn 二

抽 と過 分極 に 傾い た が くp く0 ．0 1う
，
1 0 句 1 5 分目 に

は － 6 1 士4 ． 3 m V くn 二 8っ と 再 び 脱分極化 を 示 し た

くp く0 ． 0 1 H 図1 つ．

I王
． 潜流液条件 を変 えた場合 の 筋収縮力変化

1 ．
ニ フ ェ ジ ピン く4 ノ上伸 添加で処理 した場合 く図

2
，
図3 ， 表 2 － 3 う

C a
什
フ リ ー 溶液湾流中， お よ びリ ン ゲル 液再濯流

中に ， Sl o w C a
廿

c h a n n el の関与が ある か を調 べ る た

め に， C a
什

桔抗剤の ニ フ ェ ジ ピ ン
1 8
埠 C a

廿
フ リ ー

溶液潜流 へ 再湾流に か けて添加 した． 結果は， リ ン ゲ

ル 液再濯流 15 分後 く表 1
－

3うの単収縮， 強縮張力 は

それ ぞれ 処理前 の 65 士13 ％， 5 8 士 6 ％ くn ニ 引 を示 し，

C a
廿 フ リ

ー 溶液 の み の処理 群 と の 間に 有意差 を認 め

なか っ た ．
また

，
リ ン ゲ ル 液再港流直後か ら 15 分目ま

で経時的に単収縮張力変化に つ い て測定 した結果 も，

C a
什
フ リ

ー 溶液 の み の 処 理 群 と 有意善 が な か っ た

く図2 つ． した が っ て ， C a
什

フ リ
ー 溶液濯流中， お よ び

リ ン ゲ ル 液再港流中の い ずれ の 時期 に も ， 本現象 は

C a
什

招抗剤 に よ る影響を受 け ない と判断され た．

2 ． 高 M g
甘

く12 m M l ． C a
廿
フ リ

ー 溶 液 で 処 理

した場合 く図4 ， 表 2
－ 4 う

C a
廿
フ リ

ー 溶液濯流中， Sl o w C a
廿

c h a n n el の 関

与 が あ る か を 調 べ る た め， C a
鯖
フ リ

ー

溶 液 に sl o w

C a
廿
c h a n n el ブ ロ ッ カ

ー と して働 く M g
廿 2 い
の 洩度

を高め る処理 を加え た． 結果 は， リ ン ゲ ル 液再濯流15

分後 く表1 － 4 う の 単収縮， 強縮張力は それ ぞれ処理

前の 65 士12 ％， 6 7 士 6 ％ くn
こ 5うを示 し， C a

廿
フ リ ー

溶液の みの 処理群 との 間 に有意莞 を認め な か っ た ． し

た が っ て， C a
冊
フ リ

ー 溶 液 濯 流 中 sl o w C a
廿

ch a n n el を ブ ロ ッ ク す る操作 を行な っ て も， 本現象は

影響を受け な い と判断さ れ た．

3 ． ウア パ イ ン く1 ．7 X l O
－ 4
M ン 添加 で 処理 した場

合 く図 5 ． 表 2
－

5 う

ーリ ン ゲ ル 液 再濯流中， E N a
＋

L －E C a
廿

コ。 交換系が作

動 して い るか を調 べ る た め， C a
廿
フ リ

ー 溶液中に
，

くN a ＋ － K ＋l A T P a s e 活性阻害剤である ウ アパ イ ン
細
を

添加 し た．
その 結果， リ ン ゲ ル 液 再濯流 15 分後 く表

1 － 5 1 の 単収縮， 強締 張力 は それ ぞ れ 処理前の 21 士

8 ％
，
2 7 士2 ％ くn ニ 5うと， 筋張力低下 は C a

廿
フ リ

ー

溶 液 の み の処 理 群 に 比 し，
一 層著 明 と な っ た く共に

p く0 ． 0 1う
．

4 ． 低 N a ＋く72 ．5 m M l ． 正 常 C a
骨

溶液 で 濯流し

た 場合 く図6 ． 表 2
－

6プ

リ ン ゲ ル 液再漂流中， 亡N a
＋

コ．．L C a
廿

コ0 交換系が作

動 して い るか を調 べ るた め， 再濯流溶液 に 低 N a
＋ 処理

を加 え た．
そ の 結 乳 低 N a

＋
． 正常 C a

廿

溶液で の再

G r o u p 3 ．

C a
＋

－ f r e e p e rf u si o n a n d

r e p e rf u s i o n w it h nif e d i p i n e く4 p 醐

ユご
O g

4 0 0 m s e c

F i g ． 3 ． C a
廿

－f r e e p e rf u si o n a n d r e p e rf u s
i o n w ith n if e d i pi n e く4

FL M H G r o u p 3 ． i n T a bl e ll － T e n si o n s r e c o r d e d p ri o r t o th e

C a
廿

．f r e e p e rf u si o n a r e sh o w n o
n th e l e ft sid e ， a n d th o s e

af t e r 1 5 － m i n u t e r e p e r fu si o n w ith R i n g e r s o l u ti o n a r e s h o w n

O n th e ri gh t si d e ．
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潜流15 分後 く表 1
－

6 1 の 単収縮 ， 強締張力は それ ぞ 5 ． F C C P く0 ． 5 J L M ト添加 C a
廿
フ リ ー 溶液 で処理

れ処理前の 33 士1 2 ％， 3 4 士13 ％ くn
ニ 7っ と

，
C a
廿
フ した場合 く図7 ． 表2 －

7 ユ

リ
ー 溶液の み の 処理 群に 比 して 張力低下 は著明 であ っ ミ ト コ ン ド リ ア へ の C a

廿

取 り込 み 阻害 に よ る パ ラ

た く共に p く0 ． 0い ． ド ッ ク ス 現象阻止効果 を期待 して， ミ トコ ン ド リ ア脱

G r o u p 4 ．

P e rf u s j o n w i t h C g － f r e e
，

hi g h M g り 2 m M I s o l u ti o n

H

4 0 0 m s e e

F i g ． 4 ． P e rf u si o n w ith C a
廿

，f r e e
，
h i gh M g

甘

く12 m M I s ol u ．

ti o n くG r o u p 4 ． i n T a b l e ll ． A r r an g e m e n t O f ri gh t
－

a n d ．l e ft i s

th e s a m e a s th a t i n F i g ． 3 ．

G r o u p 5 ．

C占
一
－f r e e p e rf u s i o n w it h

O u a b a j n く1 ． 7 x l O
－

1

M I

H

4 0 0 m s e c

F i g ． 5 ． C a
＋r

．f r e e p e rf u si o n w ith o u a b ai n く1 ．7 X l O
－ 4
M l

くG r o u p 5 ． i n T a b l e ll ． A r r an g e m e n t O f ri gh t － a n d －1 e ft i s th e

S a m e a S th a t i n F i g ． 3 ．
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共役剤で ある F C C P を C a
廿
フ リ

ー 溶 液中 に 添加 し 5 ％ くn ニ 3i に 低下 した ．

た
．
その 結果， リ ン ゲ ル 液再濯流 15 分後 く表 1

－ 7 1 ， m ． 覇細胞内イ オ ン 濃度と その 諸処 理 に よ る変化

静止張力は 8 句 1 0 g と上昇 く拘綿状態1 す る と共 に ， 1 ． リ ン ゲ ル 液再濯流 15 分後 の 筋細胞内イ オ ン洩

単収縮， 強緒張力 はそれ ぞれ処 理前 の 3 士 3 ％， 7 士 度変化 く表 3 1

G r o u p 6 ．

r e p e rf u s i o n w jt h n o r m a J C d
＋

，

I o w N a
＋

け 2 ．5 m M I s o l u ti o n

と
O g

4 0 0 m s e c

F i g ． 6 ． R e p e rf u si o n w ith n o r m a l C a
廿

，
l o w N a

＋

く72 ．5 m M I

s ol u ti o n くg r o u p 6 ． i n T a bl e ll ， A r r a n g e m e n t o f ri gh t－a n d
－

1 ef t i s th e s a m e a s t h a t i n F i g ， 3 ．

G r o u p 7 ．

C 才 一f r e e p e rf u s i o n w it h

F C C P く0 －5 〆 M I

と
O g

4 0 0 m s e c

Fi g ． 7 ． C a
廿

．f r e e p e r f u si o n wi th F C C P く0 ．5 FL M l くg r o u p 7 － i n

T a b l e ll ． A r r a n g e m e n t o f ri gh t － a n d
－1 eft i s th e s a m e a s th a t

i n Fi g ． 3 ．



骨格筋の C a
サ パ ラ ド ッ ク ス に 関す る研究

骨格筋 に お い ても ， パ ラ ド ッ ク ス 現象は細胞内へ の

C a
什 過剰流入 に よ り 発 現 す る か を 調 べ る 目 的で ，

C a
廿 フ リ

ー 溶液濯流毒乳 リ ン ゲ ル 液 で再濯流 した群

くパ ラ ド ッ ク ス 筋フ， ウ ア パ イ ン添加 C a
廿
フ リ

ー 溶液

潜流後， リ ン ゲ ル 液 で 再清流し た群 くウア パ イ ン添加

パ ラ ドッ ク ス 筋， お よ び対照筋の間で筋細胞内イ オ ン

濃度変化を比 較 した く表 1 －1 ， 2 ， 5 フ． その 結果，

パ ラ ドッ ク ス 筋は対照筋と比 較 して ， い ずれ の イ オ ン

濃度に も差 を認め なか っ た ． しか しウ ア パ イ ン添加 パ

ラド ッ ク ス 筋で は， 対照筋に 比 し細胞内 C a
廿

の増加

h ニ 8
， p く0 ．0 1l ， N a

＋
の 増加 くn ニ 8 ， p く0 ． 0 1I ， K ＋

T a bl e 3 ． T o t al ti s s u e c o n t e n t s of C a
骨
，
M a 甘

，

wi th R in g e r s ol u ti o n く15 m i nI

1 1 7 9

の減少 くn ニ 8
， p く0 ． 腑 を認め た．

2 － C a
骨
フ リ

ー 溶液濯流直後の筋細胞内イ オ ン 沸

度変化 く表4 う

C a
廿
フ リ

ー 溶液湾流中仁N a
＋

コ0 一仁C a
廿

コ． 交換系 を

介 した 細胞外 C a
廿

流出機序 が作動 してい る か否 か を

明 らか に す る た め， C a
廿
フ リ

ー 溶液潜流直後 で の 筋

細胞内イ オ ン 濃度変化に つ い て， 対照群， C a
廿
フ リ

ー

溶 液 の み の 処 理 群 くC a
廿
フ リ ー 溶 液 群う， 低 N a ＋

く22 ． 5 m M l ．

C a
十ト
フ リ

ー 溶液で処理 した群 く低 N a
＋

処理 群うの 間で比較 した く表1 －

1 ， 8 ， 9 1 ． その 結

果， C a
廿
フ リ ー 溶液群で は対照群 に 比 し， 筋細 胞内

N a
＋

，
a n d K ＋くJ L m O ll g d r y w tl ， af t e r r e p e rf u si o n

C o n t r oI E x p e ri m e nt al p v ．
くn こ 6J G r o u p c o n t r o l

C a
井

M g
骨

N a ＋
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＋

－f r e e p e rf u si o n
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廿
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甘
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1 18 0

C a
什

減少 くn ニ 7 ， p く0 ． 0 11 を認め た．

一 九 低 N a
＋

処理 群で は筋細胞内 C a
什

濃度は 対照群 に 比 し軽度の

減少 くn ニ 7 ，p く0 ．0 51 が み られ た が ， C a
廿
フ リ ー 溶液

群 に 比 べ る と有意 に 減少 が お さ え ら れ て い た くp く

0 ．0 11 ． そ して筋細胞内 N a
＋

濃度は対照群 に 比 し減少

くn 二 7
， p く0 ．0 11 を認めた ．

な お ， 前述 の ウ ア パ イ ン 添加 で 処 理 し た場合 く図

5 一 表2 －

5 さ， ウ アパ イ ン 添加 ． C a
廿
フ リ ー 溶液潜

流中， 細胞内 N a
＋ 濃度が確か に 増加 し てい る か 否 か を

明らか に す る た め， C a
骨
フ リ ー 溶液濯流直後 で の 筋

細胞内イ オ ン 濃度変化に つ い て ， 対照群， C a
廿
フ リ ー

溶液群， C a
仲
フ リ

ー 溶液に ウ ア パ イ ン を添加 した辞

け ア パ イ ン添加群う の間で比 較 した く表1
－ 1

，
8
，

1 0う． その 結果， ウ アパ イ ン 添加群 で は， 筋細胞内 N a
十

濃度は 対照群に 比 し増加 くn
ニ 7

， p く0 ． 0 1l ， C a
廿
フ

リ
ー 溶液群 に比 べ て も， 有意 の増加 くp く0 ．0 1うが 認め

られ た ．
そ して筋細胞内 C a

什

濃度 は対照群 に 比 し減

少 くn ニ 7 ， p く0 ．0 1 h K
＋

濃度 も 対照群 に 比 し減少

くn ニ 7
， p く0 ． 0 1フ が み られ た．

考 察

C a
廿 パ ラ ド ック ス に お け る 過剰 C a

什

流入 の メ カ

ニ ズム に つ い て は
，
心筋 では 多く の 研究が あり， リ ン

ゲル 液再津流時の C a
廿

流入経 路と して， 主 に 次 の 5

つ が 考え られ て い る細 ． 第 1 は ， C a
廿
フ リ ー 溶液濯流

時に 膜結合 C a
柵

の 減少に よ り， 基底膜内で の 剥離が

お こ り， こ れ に よ る C a
廿 過剰流入 が お こ る とい う仮

説瑚 珂 で あ る．

こ の考 え 方 は， 低 温下
2 612 71

，
n e O n a t a l

h e a r t
細
，
お よ び C a

廿
フ リ ー 溶液 に 少量の C a

廿

を添

加 した場合 細 に ， パ ラ ド ッ ク ス 現象が抑 え られ る と 同

時に ， 基底膜内の 剥離 も阻止 され た等 の報告に よ り裏

付 け られ てい る． しか し， C a
廿
フ リ

ー 溶液中 へ の 二 価

イ オ ン 添加 に よ り， 基底膜内の 剥離は阻止 され て も，

パ ラ ド ッ ク ス 現象は抑え られ な か っ た と の 報告
3 0 削
も

あり
，
本機序だ けで は C a

廿 過剰流入 の原因の す べ て

を説明 し得 な い と考 え られ る． 第 2 は ， Sl o w C a
廿

c h a n n el を介 して の C a
廿

流入 説で ある ． こ れ は
，
リ ン

ゲ ル 液再濯流時に C a
廿

桔 抗剤 を 添加 す る こ と に よ

り，
一 時的に C a

廿
の 細胞内流入

32I
， 心筋障害の指標 で

あ る蛋白遊離 ． ミ オ グ ロ ビ ン 遊離
3 2I ま3I

，
及 び A T P ．

c r e a ti n e ph o s p h a t e s レ ベ ル の 低下
3 4 再 61 が抑 え られ た

と の結果 に 基づ く．
しか し

，
こ れ ら の 結果 は ほ とん ど

が， リ ン ゲ ル 液再濯流後 1 へ 3 分ま で で あり， こ れ 以

後は C a．
什

指抗剤非添加群 との 間に 有意差 は み られ て

い な い ．
さら に

，
Sl o w C a－什 c h a n n el は細胞 内 C a

什

増加に よ り不溶性化さ れ る性質
抑
が あ る こ と とあわ せ

て， Sl o w C a
廿

ch a n n el を通 っ て の C a
＋r

流入 は， リ

ン ゲ ル 液再濯流後の 初期 に 限ら れ る と考 えら れる． ま

た
，
C a
廿

指抗剤の う ち ベ ラ バ ミ ル や ジ ル チ ア ゼ ム に

は， N a
＋ 電流 に 対 して も抑制作用 が あ る こ と

3 郎

，
C a
外

桔抗 剤を リ ン ゲ ル 液 に 添加し ても 無効 と の 報告
瑚
がみ

られ る こ と よ り， Sl o w C a
什

ch a n n el が C a
廿

流入の

主 経路と は考 え に く い ． 第 3 は， E N a
＋

L － E C a
i＋

コ。交

換系 を介 して の C a
惰

流入 試 で あ る．
す な わ ち C a

せ

フ リ
ー 溶液濯流中 に細胞内 N a

＋
は増加

，
C a

朴

は減少

し
4 01
，
つ い でリ ン ゲル液で再濯流すると，仁N a

＋

コ．－E C a
叶

コ。

交 換 系 を 介 し て 細胞 内 へ の C a
廿

過 剰流入 が お

こ る と い う考 え方で あ る
4 り 4 2I

．
と く に C a

廿

フ リ ー 溶

液濯流中の 細胞内 N a
＋ 増加 は， 本現象発現 に 重要とさ

れ て お り
，
こ の磯序 と して は， C a

廿
c h a n n el を通 っ て

の N a
＋ 流入 瑚 ， 亡N a

＋

j 。－ L C a
竹

コ． 交換系 に よる N a
＋

の 流入
1 61
，
お よび くN a ＋ － K ＋I A T P a s e の 活性低下によ

る N a
＋
の細胞外排出障害 仰 が 想定さ れ て い る． C a

什

c h a n n el を通 っ ての N a
＋ 流入 は， 細胞外液の C a

什

濃

度が 10
－ 6
M 程度 に 減少す ると 出現す る現象で あり

21I
，

骨格 筋に お い ても み られ る
欄

．
心 筋で は C a

f－

フ リ ー

溶液漂流中 の 細胞内 N a
＋ 増加の 主 要因と も 考え られ

てお り
4 3l
，
N a
＋
c h a n n el 阻害剤の テ ト ロ ド トキ シ ン

くt e t r o d o t o x i n1 461 を C a
廿

フ リ
ー 溶液中 に 加え ても細

胞内 N a ＋ 増加が 抑 え ら れ な か っ た こ と
4 31 4 7 I

，

一 方，

sl o w C a
廿
c h a n n el ブ ロ ッ カ

ー で あ る C a
什

桔抗剤や

M g
骨 21
憧 C a

廿
フ リ ー 溶液 に 添 加す る こ と に よ り，

細胞内 N a
＋

増加が 阻止 さ れ た こ と
欄 等で 裏付けら れ

て い る
．
ま た

，
リ ン ゲ ル 液再濯流時にE N a

＋

L－E C a
什

コ。

交換系が働 い てい る こ と を示 す 結果と して ， C a
什

フ

リ
ー 溶液濯流時に ウ ア パ イ ン を 添加 し て 細胞内 N a

＋

を 増加 さ せ る操作
刷4 8
や ，
リ ン ゲ ル 液再濯流時に 低

N a
＋ 処理 を 加 え て 細胞外液 の N a

＋
を 減少 さ せる 操

作
3 別に よ り パ ラ ド ッ ク ス 現象 は顕著化 し，

一 方C a
廿

フ リ
ー

溶液濯流時 に 低 N a
十
処 理 を 加 え る 操作1 613 冊

に より パ ラ ド ッ ク ス 現象が 阻止 され る こ と があ げられ

る
．
しか しリ ン ゲ ル 液両港流後， 細胞内 C a

什

増加に

お くれ て ， 細胞内 N a 十 増加 ． K
＋

減少が み と められる

現象
3 2I 瑚 は

， 仁N a
＋

コ．一 にa
廿

コ0 交換 系に 矛盾する． そ

こ で
， 第4 と し て p a s si v e d iff u si o n に よ る C a

什

流入

説 相 が あ げ ら れ る ．
こ れ は

， 前 述 の sl o w C a
什

c h a n n el
，
お よび 仁N a

＋

j ．－ L C a
州

コ。 交換系 を介し ての

C a
廿

流入 が リ ン ゲ ル 液再濯流の 早期 に お こ る現象で

ある の に 対 して ， 後期 に 出現 す る現象と して と らえら

れ て い る
抑

． す な わ ち リ ン ゲ ル 液再湾流の早期にC a
什

が 過 剰 に 流 入 し ， ミ ト コ ン ドリ ア は C a
骨
を取りこ

む た め に A T P を 過剰 に 消費 し
4 り
，
ま た ミ ト コ ンドリ

ア自体 も破壊さ れ る
4射

．
さ ら に

，
C a

廿
－ A T P a s e 活性

化
5 0，
，
ミオ シ ン A T P a s e 活性化

4 い
， 筋小胞体 へ の C a

廿



骨格筋の C a
什

パ ラ ド ッ ク ス に 関 する 研究

取りこ み
49I が 進行 し， こ れ ら に 際 し て も A T P が 消費

される ．
G ri n w ald ら

4 11
は
，
こ れ ら A T P 消費に よる H ＋

増加5 り が細胞質内酸性化 を も た ら し， つ い で 内 因性

フ ォ ス フ ォリ パ
ー ゼ が 描性化さ れ る5

2I
可 能性 を指摘 し

て い る ．
こ の E

十 増 加 あ る い は C a 廿 自 体 に よ る53I

フ ォ ス フ ォ リ
パ ー ゼ 活性化， C a

骨

依 存性中性プ ロ テ

ア
ー ゼ活性化

54J
，
A T P 枯渇， そ して 拘縮5 51 な どに よ り

，

細胞膜は機能的 に も 形態的に も障害 され
3 1I3 2 I

， p a S Si v e

diff u si o n に よ り C a
廿

，
N a
＋ の細胞内乱入， K 十

，
M g

什

の 細胞外流出が も た ら さ れ る と い う 考 え方で あ る．

第5 と し て 異 常部位 か ら の C a
什

流入
，
す な わ ち

i n te r c al a t e d d i s c に お け る細胞間結合が失われ
，
こ こ

か ら C a
廿

が流入 す る可 能性5 6j
，
お よび イ オ ン選択性

ch a n n el が C a
什

フ リ
ー

溶液潜流中 に 障害 され て， こ

こから C a
竹
が 流入 す ると い う仮説4 11が あ げ ら れ て い

る
． 前者の 細胞間結合障害説を支持す る結果 と して

，

培養心 筋細胞 で は パ ラ ド ッ ク ス 現 象が 阻止 さ れ る こ

と
5 7 潮

，
ウア パ イ ン を C a

廿

フ リ
ー 音容液湾流前の み に

添加する と， 細胞間結合が維持さ れ る と共 に パ ラ ド ッ

ク ス 現象も 軽減 す る こ と5 91 が あ げら れ る
．
しか し

，

i n te r c al a te d d i s c の 細胞間結合解離 の 程度 と パ ラ ド ッ

ク ス現象の 程度と は相関 しな い 町 な どの 報告か ら，C a
廿

流入 の 一 次 的原因 と は考 え に く い 引封
．
なお リ ン ゲ ル

液再潜流時の 細胞内 C a
什

増加 に は ， C a
骨

の 細胞質

内か ら排出障害 も関与 して い る と報告叫 も ある． した

が っ て
， 心 筋の パ ラ ド ッ ク ス 現 象に お ける細胞内 C a

廿

増加の 主 体 は ， 細 胞 外 か ら の 過剰 C a
廿

流入 で あ

り， 早期 に は主 と してE N a
＋

j ．－ E C a
腑

コ。 交換 系， 後期

には主 と して p a s si v e diff u si o n が関与， こ れ に 形態学

的膜異常と し て の 基底膜内の 剥離や細胞間結合解離が

修飾を加 える もの と 考え られ る
．

本研究は
，
こ れ ら心筋 に 関す る諸現 象と そ の 解釈 を

ふ ま え
， 骨格筋に つ い て検討 を試み た

．
ま ず

，
ラ ッ ト

横隔膜筋 を用 い 等尺性単収縮 張力くP tI ， 強縮張力くP oJ

変化を指標と し， C a
廿

フ リ
ー

溶液濯流後， リ ン ゲ ル 液

で 再濯流す ると ， 張 力は それ ぞれ 潜流前対照 く表 2 －

い と比 べ
，
P t

，
P o 共低下 く図1 ． 表 2 －2う みと め

，

骨格筋で も C a
廿

パ ラ ド ッ ク ス が 起 こ り う る こ と を明

らかに した
． 本現象 は， くN a 十 － K ＋l A T P a s e 活性阻害

剤で ある ウ ア パ イ ン 細 を添カロく表 1 －5う して， C a
什

フリ ー 溶液濯流中に 細胞内 N a
＋

濃度 を高 め た り く表

4 二 N a
＋
i m m e di a t el y a ft e r C a

廿
－f r e e ＋ o u a b ai nl ，

あるい は低 N a ＋ ． 正 常 C a
什

溶液で 再 濯流 し く表1 M

6 l ， E N a ＋L 一 仁C a
什

コ。 交換系を介 した N a 十 細胞外流

出，C a
什

細胞内流入 を強調す る こ と に よ り
，

一 層顕著

化する こ とが で き た く図5 ． 表 2 －

5
，
お よ び 図6 ．

表2 －

6 L 筋イ オ ン 濃度も， ウア パ イ ン 添加で 強調 し

1 18 1

た 筋 で は C a
廿

増 加 を 伴 っ て い た く表 3 ニC a 廿

a ft e r C a
什

－f r e e ＋ o u a b a in l ． な お ， ウア パ イ ン で 修飾

しな い 筋 に お い て は， 生理 学的指標で は パ ラ ド ッ ク ス

現 象の 成立 を認 め たも の の ， 筋イ オ ン濃度 に有意 な変

化を見出 し得な か っ た く表 3 こ C a
什
a ft e r C a

廿
－f r e e

p e rf u si o nl の は， イ オ ン測定法の技術的限界 に よ る定

量的問題に よ る も の と推察 され る． さ ら に ， C a
廿
フ

リ ー 溶液港流直後
，
リ ン ゲル 液再清流直前の 時点で筋

細胞イ オ ン 濃度 を測定す ると ， 細胞内 C a 廿 減少 を認

め た く表 4 二i m m e d i a t el y a ft e r C a
廿

．f r e e p e r
．

f u si o nl ， ウア パ イ ン 添加筋で は細胞内 C a
廿

減少 に加

え
， 有 意 の N a

＋

増加 を認 め た く表 4 こi m m e d i a t el y

a ft e r C a
什

－f r e e ＋ o u a b ai n l ． C a
廿
フ リ

ー 溶液濯流中

の 電気生理学的指標は， 静止膜電位脱分極化， 活動電

位振幅低下．持続時間の 延長を示 し く図 1 J ， 細 胞 内

C a
廿

減 少 に よ る くN a ＋ － K ＋J A T P a s e 活 性 の 低

下
2 3 湘

，
そ し て こ れ に よ る N a

十
－ K
＋
ポ ン プ の障害6 りが

想定され た． ま た リ ン ゲ ル 液再濯流中の 電気生理学的

指標で は， 心筋の 場合 嘲 と 剛乱 そ の 静止膜電位 は初期

過分極の 後， 1 5 分目ま で に 脱分極化 を示 し た． 初期 の

過分極化 に つ い て は
， 細胞 内 C a

心
増加に よ り C a

骨

a cti v a t e d K 十 c h a n n el が 開口 して K ＋ が 細胞外 へ 流

出6 2ン， また はL N a
＋

L －L C a
惰

コ。 交換 系を介し て N a ＋ が

細胞外 へ 流出瑚 した結果を反映 して い る も の と推察 さ

れ る
．
その 後 の脱分極化 に つ い て は， 初期の イ オ ン 動

態 に加 えて
， 細胞 内C a

骨

増加 に よ る A T P レ ベ ル の

低下
4 21 か ら くN a ＋ － K ＋l A T P a s e 活性が低下 した 可能

性が考 えら れ る．
こ れ らの 事実は， 骨格筋パ ラ ド ッ ク

ス に も心筋の 場合同様， その 発現機序の なか に は リ ン

ゲル 液再濯流時で の E N a
＋

L －L C a
廿

コ。 交換系の 関与が

あ る こ と を示 唆す る と と も に ， 前段階と して C a
廿

フ

リ
ー 溶液濯流中の仁N a

＋

コ0 ．亡C a
冊

コt 交換系 を介 して の

細胞内 C a
什

減少も 重要と考 えられ る ． 事実， 筋イ オ

ン 測定 に お い て， C a
廿

フ リ
ー 溶液濯流直後の細胞内

C a
廿

は減少を認 め， C a
甘

フ リ ー 溶液の N a
＋

が 低 け

れ ば く表 1 －9 う， こ の C a
什

減少は有意に 抑 えら れた

く表4 ニC a
i ＋
i m m e di a t el y a ft e r C a

什
qf r e e ＋l o w

N a
十
l ． す な わ ち C a

什

フ リ ー 溶液 で 濯流中の 筋で は

E N a
＋

コ。 ．E C a
什

コ． 交換系が 活性化され る 叫 が
， 同時 に

細胞外液 N a
＋

濃度が低 い 場合 に は ， こ の 交換系が抑制

さ れ， C a
廿

の 細胞 外 へ の 流出が 抑え られ る 機序6 引が

作動す る と推察 され る．

次 に
， 心 筋 で そ の 存在 が論 じ られ て い る

t
C a

廿

フ

リ
ー 溶液濯流中の sl o w C a

什
c h a n n el を介し た N a ＋

流入機序 が， 骨格筋で も起 こ りう る か を明 らか に す る

た め
，
C a
廿
フ リ

ー 溶液 中に sl o w C a ＋r c h a n n el ブ

ロ ッ カ ー で あ る こ フ ェ ジ ピ ン
3 8I
を 添加 した 場合 く表



1 1 8 2 橋

1
－

3 l ， 及び C a
柵

フ リ
ー 溶 液の M g

冊

濃度 を 高め

た
2 り場合 く表 1 －

4 1 に つ い て， 筋張力の 観点か ら パ ラ

ド ック ス 現象の 変化 の有無 を調 べ た．
その結果， い ず

れ の操作に よ っ て も本現象 を抑 え る こ と はで き な か っ

た く図3 ． 表 2 －

3
，
お よび 図 4 ． 表 2 － 4 I ．

な お
，

sl o w C a
十十

c h a n n el を介 した C a
什

流入 は， リ ン ゲ ル

液再潜流後の初期 く1 句 3 分 まで い こ重要視 され る も

ので あり
32I
， 他 の機序も混 在 しう る 15 分間再潜流終 了

時で の 生理 学的指棟の判定で は， 必ず しも本機序の介

在 を否定で き な い と考 え， C a
寸十
フ リ

ー 溶液濯流期か

らリ ン ゲル 液再濯流期に わ た る 30 分間に 径 時的に 誘

発 し た単収縮張力 くP tう の 変 化 を プ ロ ッ ト し た く図

2 こP o は1 度誘発すれ ば10 句 1 5 分間 に わ た り そ の後

の誘発張力に 修飾 を与 え る 輔 の で， 本実験 で は対照時

お よ び処理 終了時の み に 誘発 し， 従 っ て こ の プ ロ ッ ト

の中 に入れ られ な か っ た1 ． その 結果， リ ン ゲ ル 液再濯

流 の初期 を含む い ずれ の 時期 に も ニ フ ェ ジ ピ ン は Pt

低下の 阻止効果 をもた らさ ず， 骨格筋で の本現象関与

を示 唆す る証左は得 られ な か っ た ．
な お

，
S o z a ら

1 11 は

骨格 筋 パ ラ ド ッ ク ス に お い て ， ニ フ ェ ジ ピ ン く100

JL M l を ， C a
廿
フ リ ー 溶液 くE D T A 1 4 ． 6 m M

湾流期か らリ ン ゲル液再濯流期 に わ た り添加す る こ と

に より本現象の阻止 を み と め， 骨格筋パ ラ ド ッ ク ス で

も sl o w C a
廿
ch a n n el の関与 を示 唆 して い る． しか

し彼 らが用い た ニ フ ェ ジ ピン 濃度 は その効果至適濃度

く2 ． 0 へ 鳩 ．O JL M l
18
増 はる か に 越 えて お り ，

また E D T A

の添加量も高値で， キ レ ー ト剤自体 に よ るイ オ ン 透過

性冗進作用
l 軋
や膜結合 C え

廿
へ の 作用1 2りこよ る副次的

修飾を否定 しが た い と思 わ れ る ．
ま た

， 図 2 は ， 心筋

パ ラ ド ッ ク ス 成立機序の
一 つ と さ れ る p a s si v e dif

－

f u si o n の
， 骨格筋 に お け る存否の 検討を含 んで い る．

本機序は， リ ン ゲ ル 液再濯流の後期 に作動す る
瑚 と さ

れ てい るが ，再湾流の 直後 か ら 15 分目に わ た り経時的

に 誘発 した P t が ， 特 に 後期 で有意に 低下 す る 所見は

な く
， 本機序 の骨格筋 パ ラ ド ッ ク ス 成立 に 関わ る役割

は否定的と思 われ た．

以上 は， Jb ， 骨格筋間の パ ラ ド ッ ク ス 過程の 質的な

相違を の べ ， 骨格筋に お け る本現象の特異性 を浮き彫

り に して きた が， 両筋 間の もう
一

つ の相違 は， 量的な

相違であり， ウア パ イ ン添加 と い う修飾 を加 えな けれ

ば， 心筋に く らべ， 骨格筋 に み られ る パ ラ ド ッ クス 現

象の程度は有意 に軽い と い う事実であ る．
こ の相違は

細胞膜構造 の 違い に ある と考 え られ ， その 1 は， 細胞

膜の N a
＋
－ C a

什

交換系の 問題である．

一 般に心筋で は

筋収縮の トリ ガ
ー

と して， 細胞外 か ら の C a
寸一

流入 を

必要とす る 仰 が， こ の C a
廿

流入 に際 して， また増加 し

た 細胞内 C a
廿
を細胞外 へ 排出する強力なポ ン プ機構

と して ， 細胞膜結合 C a
廿

を介 して の N a
＋
－ C a

廿

交換

系が 重要な役割 を果た す と い われ る
8 3 抑

．

一 方
， 骨格筋

で は筋収縮に 際し て ，
C a
廿

の細胞外 か ら の 直接流入

は な い とさ れ て い る
68 柳

．
N a
＋
． C a

廿

交換系 は， 細胞膜

を介 し ての C a
廿
の 出入 りが 盛ん な組織 に よ り発達し

て い る こ と
701
，
また N a

＋
－ C a

廿

交換系は細胞内 C a 冊

が 生理 的範囲 を越え た場合 に の み作動 す る
711
とさ れ て

お り
，
骨格筋で は， 心筋 ほ ど に は表面膜 の N a

十
－ C a

廿

交換 系が 発達 して い な い と予 想 さ れ る． そ の 2 は
，

sl o w C a
廿
ch a n n el の 働 き， お よび 局在 の 違 い で ある

．

心筋で は ， 収縮 に 際 して 筋小胞体か ら の C a
甘

遊離を

お こす ト リガ
ー と し て， 表面膜 に 存在 す る sl o w C a

柵

ch a n n el を通 っ ての C a
十卜

流入 が 重要な働 き を持 つ と

さ れ る
6 71

．

一 方
，
骨格筋 で は sl o w C a

廿

c h a n n el のほ

と ん どが T 小菅 に 存在 し7
2I
，
か つ 筋収縮 に 際し ての

sl o w C a
廿
c h a n n el の 役割 を否定

73 ト 75l
，
また は重要

で な い 瑚 とす る報告も多 い ．
そ の 3 は 膜 結合 C a

廿

の 局在の 相違 であ り， 前 に述 べ た N a ＋ － C a
廿

交換系の

違 い， Sl o w C a
柵
ch a n n el の局在の遠 い を反映する

と考 え られ る． L a n g e r
7 61
は
，
筋細胞 に お ける cit e rn al

v ol u m eノs u rf a c e a r e a 比が ， 骨格筋の 方が心筋よ り54

倍 も高 い こ とか ら， 膜結合 C a
廿
の局在は骨格筋では

主と して T ィJ l 管 に ，
一 方

，
心 筋で は 主 と して s u rf a c e

a r e a に あ る と 予測 して い る． しか し本研究の ウア パイ

ン 修飾 の 結果 よ り， 骨格筋 パ ラド ッ ク ス に お い て も，

前段階と して細胞内 N a
＋

増加 が伴う な らば， 仁N a
＋

コ．－

E C a
廿

コ。 交換 系 を介 し て C a
廿

流入 が 著明化す る こ

とが わ か っ た ．
これ より ， 骨格筋で も， C a

廿
の 透過性

が 変化す る よ うな膜異常 に加 えて ， 細胞内 N a
＋ 増加が

あ る な ら ば
，
C a
十ト

ーi n d u c ed m y o p a th y が起 こ りうる

こ と が想定さ れ る．

加 え て， わ れ わ れ は ウ ア パ イ ン の他， 骨格筋 に心筋

同様 の強 い パ ラ ド ッ ク ス 現象 を起 こす 修飾因子 に ， ミ

ト コ ン ド リア の 脱共役剤 であ る F C C P 7
7Iが ある こ とを

見い 出 した く図 7 ． 表2 － 7 う． 本 剤は ミ ト コ ン ドリア

の H
＋

勾配を障害 し， 酸化的 リ ン 酸化 の 脱共役 を起 こ

し 叩
，
A T P レ ベ ル の 低下 と とも に ミ ト コ ン ドリ ア へ の

C a
什

取り 込 み を阻止 す る 作用 矧 が あ る ． 後者 の機序

か ら当司軌 本剤 は パ ラ ド ッ ク ス 現象 を阻止 する 方向に

働 く こ と
79
鳩首期待 したが

，
結果 はむ しろ逆で あ っ た ．

本

実験 の 結果は ， 前者の 機 序， す な わ ち A T P の 過剰消費

か ら細胞崩壊 へ の過程が 促さ れ た こ と
80
切 反映と解釈

さ れ る
．

筋 ジス ロ フ ィ ー 症 の C a
什

流入 の 引き 金 と なる膜異

常 と して は， 膜透過性 ．

イ オ ン輸送 を司 る細胞膜装置

とさ れ る oli g o cl o n al a r r a y の 密度減少
81
や ， 形質膜の

部分的障害を反映す る部分壊死巣 くd elt a l e si o nl の出



骨格筋の C a
什 パ ラ ド ッ ク ス に 関す る 研究

現
82I
が報告され て い る ．

一 方卜細胞内 N a
十 異常の 関与

も報告され てお り， ジス ト ロ フ ィ
ー 筋細胞膜の脱分極

化
831
，
細胞内 N a

十

増加 師 朝 ， 超微構造変化 の見られ な

い 時期か ら です で に ， 細胞内 N a
＋ 増加 に よ ると 考え ら

れる活動電位変化 が見 られ る こ と
細 が報 告 さ れ て い

る． ま た F o n g ら
8 71
は
，
ジ ス トロ フ ィ

ー

マ ウ ス に 見られ

る細胞内 N a
十 増加 は， N a ＋ － K ＋ ポ ン プ の障害 に よ るの

ではな い こ と を示 す と と も に， 細胞 内 N a
＋

設定濃度自

体の変化 を予 想 して い る． 本研究で の ウア パ イ ン修飾

の 結果は， 筋 ジ ス ト ロ フ ィ
ー 症の 一 次的成因に 細胞内

過剰C a
朴
の 存在が 重要と した場合， そ の 前段階の 機

序と して細胞内 N a
＋ 異常が 重要 で ある こ と を示 唆 し

てい る． な お， 筋 ジ ス トロ フ ィ ー 症成因の 一 部 に は，

細胞内器官自体の 機能的異常も注目 され て お り， ミ ト

コ ン ドリ アで は， 月旨肪酸酸化障害 抽 お よび 酸化的リ ン

酸化細 の障害， C a
廿 濃度上 昇

9 03 が報告 され ， 筋小胞体

では
，
C a
廿

．

a c ti v a t e d A T P a s e 活性の 低下911が 報告さ

れてい る． 本研究 で の F C C P 修飾の 結果も， 本病病態

成立に， 細胞 内器官機能異常も関与す る こ と を示 唆し

てい る．

結 論

ラ ッ ト横隔膜筋 に 心筋同様の C a
廿 パ ラ ド ッ ク ス 現

象がお こる か否か に つ き， 等尺性筋収繍張力 ． 活動電

位 ． 静止 膜電位変化お よ び
，
筋細胞内イ オ ン濃度変化

を指標と して検討 した ． また パ ラ ド ッ ク ス 現象 に対 す

る ミ トコ ン ドリ ア脱共役剤 の 影響 に つ き 検 討 し ， 以

下の 結果 を得 た．

1 ． C a
廿
フ リ

ー 溶液潜流中，E N a ＋コ。－E C a
什

コ1 交換

系を介して細胞内 C a 廿 は減少し た．

2 ， C a
廿
フ リ

ー 溶液漂流中
，
C a
廿

c h a n n el を通 っ

ての N a
十 流入機序 は， 骨格筋パ ラ ド ック ス の発現 に は

関与しない も の と 判断さ れた ．

3 ． リ ン ゲ ル 液再濯流時の C a
廿

流入 に は 亡N a
＋

コ1 －

亡C a
廿

コ。 交換系が 主 役 を演 じ， Sl o w C a
柵

c h a n n el
，

p a s si v e d iff u si o n の 役割は少な い と考 え られ た．

4 ． 骨 格 筋 パ ラ ド ッ ク ス 現 象 は 細胞内 へ の 過剰

C a
廿

流入 に よ る と考 えら れ るが ， 心 筋の それ に 比 べ

ると
，
C a

廿

の細胞内流入 が少 な く程度 が軽 い ．
しか

し
， 前段階と して細胞内 N a ＋増加 が あ れ ば， L N a

＋

コ1 ．

にa
廿

コ0 交換 系促進 に よ り， C a
甘

流 入 は著明 化 した．

5 ． ミ トコ ン ドリ ア脱共役剤 は， ミ トコ ン ド リア ヘ

の C a
廿

取り込 み阻害 か ら細胞壊死 を抑え る よ り， む

しろ A T P 消費か ら細胞崩壊 へ の機 序 を促進す る と考

えられた
．

以上 の 諸結果は
， 細胞 内過剰 C a

廿
で誘起 され る筋

ジス トロ フ ィ
ー 症類似 の筋細胞壊死 の 引き 金と なる膜

118 3

異常の 本態解明に ，

一 つ の 糸口 を与 える もの と して考

察した．
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R i c h t e r

，
M ．

R ． 鹿 C a m e r o n
，
I ． I ． ． こ I n t r a c ell u l a r el e m e n t al

c o n t e n t of c a rd i a c a n d s k el e t a l m u s cl e of n o r m al

a n d d y s t r o p hi c h a m st e r s ． M u s cl e 8 t N e rv e
，
6
，
4 8 1 －

4 89 く19 8封．

8 51 W a r d ， E ． 二M
． 鹿 W a r e h a m

，
A

． C ． ニ

I n tr a c e11 u l a r a c ti v it y o f s o di u m i n n o r m a l a n d

d y st r o p hi c sk el e t a l m u s cl e f r o m C 57 B L J
I
6J m i c e ．

E x p e ri m e n t al N e u r ol o g y ， 8 3 ， 6 2 9
－6 3 3 く19 8 4I ．

瑚 J a c k s o n ， M ． J ．
，
J o n e s

，
D ． A ． 8 E E d w a r d s

，
R ．

H ． T ． ニ M e a s u r e m e n t s o f c al ci u m a n d o th e r

el e m e n t s i n m u s cl e b i o p s y s a m pl e s f r o m p a ti e n t s

W ith D u c h e n n e m u s c u l a r d y s t r o p h y ． Cli n i c a

C h i mi c a A c t a
，
1 4 7

，
2 1 5－22 1 く19 8 5J ．

87J F o n g ， C ． N ．
，
A t w o o d

，
H ． I ． ． 息 C h a rt o n ， M ．

P 一 二I n t r a c ell u l a r s o d i u m －

a C ti v it y a t r e st a n d af t e r

1 1 8 7

t e t a n i c si m ul a ti o n i n m u s cl e s o f n o r m al an d

d y st r o ph i c くd y
2Jノd y

2

りC 5 7 B L 16J m i c e ． E x p e ri m e n t a l

N e u r o l o g y ， 9 3 ， 3 5 9
－3 6 8 く19 8 6J ．

8 8I C a r r oll ， J ． 軋
，
N o r ri 畠

，
鼠 J ． 鹿 B r o o k e

，
M ． 軋 こ

D e f et ti v e E U －1 4 Cコ p al mi ti c a ci d o x i d a ti 。n i n

D u c h e n n e m u s c ul a r d y s t r o p h y ． N e u r ol o g y ， 3 5 ， 9 6 － 9 7

く19 8 5I ．

8 91 S c h o l t e ， H ． R ． ， L u y t
－ H o u w e n ， I ． 駄 M ． 及

B u s ch
，
H ． F ． M ． ニ M u s cl e mi t o ch o n d ri a f r 。 m

p a ti e n t s w ith D u ch e n n e m u s c ul a r d y st r o ph y h a v e a

n o r m al b e t a o x id a ti o n
，
b u t a n i m p ai r e d o x id a ti v e

ph o s ph o r yl a ti o n ． N e u r ol o g y ， 3 5 ， 1 3 9 6 く19 8 51 ．

9 0J M a u n d e r
，
C ． A ．

，
Y a r o m ， R ． 及 D u b o wi t z

，
V こ

El e c tr o n m i c r o s c o pi c X
－

r a y m i c r o a n al y s I S O f

n o r m al a n d d i s e a s e d h u m a n m u s cl e ． J ． N e u r ol ． S ci ．
，

33
，
3 2 4 一 黒4 く197 71 ．

91I K a w a m o t o
，
R

． M ． 及 B a 8 k i n
，
R ． J ． ニ C al ci u m

t r a n s p o rt ， A T P a s e a c ti v it y a n d li pi d c o m p o si ti o n i n

S a r C O pl a s mi c r e ti c ul u m i s ol a t e d f r o m i s o g e ni c l in e s

O f n o r m al a n d d y s tr o ph i c c h i c k e n s ． Bi o c h i m ．

B i o ph y s － A ct a ． ， 73 2 ， 6 2 0 －6 2 6 く19 8 3J ．
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S t u d y o n C a
i＋

P a r a d o x i n S k el e t al M u s cl e － P o s sibl e M e c h a n is m s i n t h e D e v el o p m e n t

o f C a
廿

P a r a d o x a n d It s R ol e i n t h e P a t h o g e n e sis of M y o p a t h i e s ． M i n a k o H a s h ii
，

D e p a r t m e n t o f N e u r ol o g y ， S c h o o
l o f M e d i ci n e

，
K a n a z a w a U n i v e r s lty ， K a n a z a w a 9 2 0 L J ． J u z e n

M e d ． S o c ．
，
，6

，
1 1 7 l － 1 1 8 8 く1 9 8 71

K e y w o r d s ニ C a
廿

p a r a d o x ， N a
十

－ C a
十ト
e x c h a n g e sy st e m ， Sl o w C a

廿
c h a n n el

，
m i t o c h o n d ri al

u n c o u p l e r ， i n t r a c ell u l a r C a
．什 o v e rl o a d

A b st r a c t

T h e fu n c ti o n al a n d s t r u c t u r al d a m a g e of c a r d i a c m u s c l e s u bj e c t e d t o C a
骨

一 丘e e p e rf h si o n

f b 1l o w e d b y e x p o s u r e t o C a
．

什
h a s b e e n w e11 d o c u m e n t e d a s t h e C a

廿

p a r a d o x ． T h e p r e s e n t s t u d y

C O n C e r n S a n a p p
r O a C h t o e n s u r e i f t hi s p h e n o m e n o n c o u l d o c c u r i n s k e l e t al m u s cl e ， a n d al s o t o

S e a r C h fb r a cl u e t o u n d e r st a n d i n g t h e p a th o g e n e sis o f D u c h e n n e m u s c u l a r d y st r o p h y a n d o th er

m y o p at h i e s w h e r e i n t r a c ell ul a r C a
廿

o v e rl o a d h a s b e e n r e p o rt e d t o p l a y a n i m p o r t a n t r ol e i n

m u s cl e d et e ri o r ati o n ． R a t di a p h r a g m s w e r e p e r fu s e d w i th C a
サ

ー 丘 e e s ol u ti o n f b r 1 5 m i n u t es
，

fb ll o w e d b y 1 5
－

m i n u t e r e p e r fu si o n w i th R i n g e r s o l u ti o n ． T h i s p r o c e d u r e c a u s e d t w i t c h a n d

t e t a n i c f b r c e s t o d e cli n e ． T h e c o n t r a c til e d e p r e s si o n as s o c i a te d w i th i n c r e a s e d i n t r a c e11 u l a r C a
什

W a S a u g m e n t e d w h e n i n t r a c ell u l a r N a
＋

g al n W a S i n d u c e d b y th e a d d i ti o n o f o u a b ai n t o th e C a
柵

－

fr e e p e r fu s a te ， O r b y l o w e r l n g N a
＋
c o n c e n t r a ti o n i n t h e r e p e r f u s a t e ． T h e p h e n o m e n o n m a y r e s u lt

fr o m C aJH
－

e n t ry th r o u g h a E N a
＋コl －E C a

l十

コ。 e X C h a n g e s y ste m d u ri n g th e r e p e r fu si o n p e ri o d ．

D u ri n g th e C a
廿

－ fr e e p e ri o d ， i n t r a c ell u l a r C a
l＋
w a s d e c r e a s e d

，
a n d t h i s w a s sl g n ifi c a n tly

s u p p r e s s e d b y l o w e r l n g N a
＋
c o n c e n tr a ti o n i n th e C a

廿
－ fr e e p e r fu s a t e ． T h e d a t a i n d i c a t e th a t

C a，M e 皿u x o c c u r s b y e n h a n ci n g a E N a ＋コ。 －E C a
廿

L e x c h a n g e sy st e m a t th e C a
廿

一 丘e e p e ri o d ．

T h e i n v o I v e m e n t of sl o w C a
廿
c h a n n e l s e e m s t o b e u n li k el y b e c a u s e t h e d e c r e a s e i n t w it c h a n d

t et a n i c fo r c e s w as n o t p r e v e n t ed b y a d d i n g n i fb d i p i n e i n t h e C a
廿

－ fr e e p e r fu s a t e a n d th e

r e pe r fu s a t e ， O r b y i n c r e a sl n g M g
廿
c o n c e n t r ati o n i n t h e C a

サ
ー fr e e p e rf u s at e ． P a s si v e d ifr u si o n ，

w hi c h e s s e n tiall y t a k e s p l a c e d u ri n g th e l a t e p h a s e o f r e p e r fu si o n p e ri o d ， m a y n O t p a r tl C l p a te i n

t h e p h e n o m e n o n b e c a u s e t h e d e p r e s s e d t w itc h e s r e m ai n e d a t th e l e v el w h i c h h a d b e e n r e a c h e d at

a n e a rl y p h a s e ． T
h e m i t o c h o n d ri al u n c o u p l e r ， F C C P ， W a S a d d e d t o th e C a

骨
－f r e e p e r fu s a t e a s a n

i n h i bit o r fb r m i t o c h o n d ri al C a
廿
a c c u m ul a ti o n l e a d i n g t o s u b s e q

u e n t c ell d a m a g e ． It i n d u c e d

d r a sti c d ecli n e i n t e n si o n a n d s u st ai n e d c o n t r a c t u r e ， S u g g e Stl n g th a t F C C P a c t s a c o n s u m e r of

i n t r a c ell u l a r A T P ． I n c o n cl u si o n ， th e p h e n o m e n o n o f C a
廿

p a r a d o x o c c u
r s a s a c o n s e q u e n c e o f

e n h a n c e d 仁N a ＋コ。 －E C a
廿

コi e X C h a n g e s y ste m d u ri n g th e C a
什

一丘 e e p e ri o d ， a n d s u b s e q u e n t

i n t r a c ell u l a r C a
l 十
o v e rl o a d th r o u g h E N a ＋コl －E C a

廿

コ。 e X C h a n g e sy st e m d u ri n g th e r e p e r fu si o n

p e ri o d ．


