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チ ラ ミン 投与 に よ りラ ッ ト心筋中に産生する ヒ ドロ キ シル ラジカル の

マ イ クロ ダイア リシス 法に よ る検出

小 畑　俊 男
1

1 緒 言

　 人体 内 で 酸 素 が使 わ れ る と きに 生 じる 「フ リーラ ジ カ ル

（活性酸素）」 とい う非常 に反応性 の 高い 酸素 の
一
種が 場合

に よ っ て 体内の 細胞を構成す る脂質などを酸化 させ て 老化

や 病気 の 原因をつ くる とい わ れ て い る．フ リー
ラ ジ カ ル に

関す る 研究 の 夢 は，生 きた まま の 動物か らフ リー
ラ ジ カ ル

を検出す る こ とで ある．心臓 は虚血 に 陥りや すい 臓器 の
一

つ で あ り，こ れ よ り産 生 した フ リー
ラ ジ カ ル

1）2｝
が 生 体 内

の 生理病理現象に広 くか か わ っ てい る こ とが 明らかになり

つ つ ある．心臓 に は運動 外 的ス ト レ ス，心 筋虚 血 な どの

代謝異常 に対 して迅 速 に対応 で きる循環制御 メ カ ニ ズ ム が

備わっ てお り，こ れ が フ リー
ラ ジ カ ル の 産生 源 と な っ て い

る．例えば，心筋 に お い て モ ノ ア ミ ン 酸化酵素 （MAO ）

に よ っ て ノ ル ア ド レ ナ リ ン が 代謝 される と，過酸化水素

（H202 ）を生 じ，　 Fenton 反応 を経 て ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ

ル （・OH ）が 生 成 す る 可 能 性 が あ る
s）．

　生 理 的 条件下 で フ リー
ラ ジ カ ル の 挙動 を検討す る ツ

ー
ル

として マ イク ロ ダ イ ア リシ ス 法
4）5｝

が注 目され て い る．マ

イク ロ ダイア リ シス 法 と は，微小 透析 の
一

部 に備 え られ た

半透膜を介 して単純拡散に よ り膜内部 に 移行して きた 物質

を連続的に 回収す る 方法 で あ る．Ungerstedt ら を 中心 と

した グル
ー

プに よ る中枢領域 で の 研究 は画期的な もの で あ

っ た
6｝．以 後 中 枢 に お け る マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス 法 が基

礎 と なり，他 の 臓器，組織 で の 検討 へ と応 用範囲 を広げ る

切 っ 掛 けと なっ た．挧 鋤 o マ イ ク ロ ダ イ ァ リ シ ス 法 は生体

物質 を 生 理 的条件 下 で 経時的に 分析 で きる とい う利点か

ら，最近 30年間に発展 して きた方法 で あ り，連続的なサ

ン プ リン グに よ りル ーチ ン に稼動さ せ る こ とが 可能で あ

る．し か し，心臓 は 他 の 臓 器 と異 な り拍動す るた め マ イ ク

ロ ダイア リ シ ス 法 を心筋 に適用 す る こ とは 困難 と され て い

た．すな わ ち，マ イ ク ロ ダイア リシ ス の プ ロ ーブ の 留置部

位 で の 損傷 が 大 きな 問題 と な っ て い る．著者 らは こ の 問題

点 を解決す る た め，目的とす る心筋領域 に マ イ ク ロ ダイ ア

リ シス の プ ロ
ー

ブを装着 した 後 プ ロ ーブ を軸 に 固定 し，

1
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半 回転運 動 させ る こ と で プ ロ ーブ と心臓 の 動 きを連動させ

る工夫を施 した．こ れ に よ り，プ ロ
ーブ と組織 との 摩擦を

除去 し，心筋 に対す る負荷を和 らげる こ とに成功す る とと

も に，ラ ッ ト心筋で 生 成す る
・OH の 測定を可能とした

71
．

　内因性 ノ ル ア ドレ ナ リ ン を遊離す る 作用を有す るチ ラ ミ

ン が ・OH ラ ジ カ ル の 発生源 に な る可能性 が 考え られ る．

そ こ で マ イク ロ ダイア リシ ス 法をラ ッ ト心筋 に応用 す る こ

と に よ りチ ラ ミ ン に よ る ラ ジ カ ル 産生 の メ カ ニ ズ ム につ い

て 検討 した．

2　実 験

　 2・1 試　薬

　2，3一及 び 2，5一ジ ヒ ドロ キ シ安息香酸 （DHBA ）（98 ％ 以

上 ），塩酸 チ ラ ミ ン （95％ 以 上），硫 酸 第
一鉄 ア ン モ ニ ウ

ム （99％ 以 上），サ リチ ル 酸 ナ トリウ ム （99，5％ 以上 ） は

和光純薬製試薬特級 を用 い た．50％ フ ィ チ ン 酸溶液 は 和
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 か ん

光 純 薬 製 和 光 化 学 用 を 用 い た．灌 流 液 の 組 成 と し て は 147

mM 塩化 ナ ト リウ ム （NaGl，98．5％ 以 上 ），2．3　mM 塩 化

カ ル シ ウ ム ニ 水和物 （CaCl2・2H20 ，99〜103％ ），4mM

塩化 カ リウ ム （KCI，99．5％ 以 上 ）に 調 製 した．こ れ ら は

和光純薬製試薬特級 を用 い た．

　2・2　実験動物

　実験動物と して Wistar系雄性 ラ ッ ト （6 週 齢 体重 200

〜300g ）を室温 25 ± 2℃．湿度 50 ± 5％，照 明 時間 16

〜18 時聞 で ，水 及 び 飼料 を 自由に 摂 取 させ て 1 週 間予備

飼育後，実験 に供 した．

　2・3 装　置

　マ イク ロ シ リン ジポ ン プ は BAS 製 CMA ／100 を使用 した．

電気化学検出高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLGEC ）に

は，Eicompak 　MA −50DS カ ラム （φ4．5 × 150　mm ）．　 ECD −100

電気化学検出器 （い ずれ もエ イ コ ム 製）及 び PU −980 高速

液体 ク ロ マ トグ ラ フ ポ ン プ （日本分光製）を使用 した，

2・4　実験操作

マ イク ロ ダイア リシ ス 法 は著者 らが 既 に 開発 した方法で
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Fig．　 l　 Microdialysis　probe−holding　sアstem 　in　heart

（A ）The 　microdial γsis　probe−holding　system 　involves
loose員xation 　of 　the 加 be　and 　synchronization 　of 　move −

ment 　of 　the 　heart　and 　probe ，　the　probe 　being 　sup −

ported　bアastainless 　steel 　axis ．　This　system 　increased
rec ・ve ・y　rate 　Without　an 　accompanying 　increase　in　tiy

sue 　damage ，　The 　dialysis　probe　was 　implanted　in　the
left　ven 頃 cular 　myocardium ．　 The 　inlet　tube 　of 　micro −

dialアsis　probe 　was 　 connected 　to　 a　microi 勾 ection

pump ，　and 　outlet 　tube 　led　to　the　dialysate　reservoin

（B）Microdialysis　probe　was 　implanted　from 　the 　epicar −

dial　surface 孟nto 　the 　left　ventricular 　myocardium 　to　the

depth　of 　3　mm 　and 　perfUsed　with 　Ringer
’
s　solution 　by

aIIlicroi 両ection 　pump ，　 The 　probe （3　mm 　exposure ）

was 　implanted　frorn　the　epicardial 　surface 　into　the 　left

ventricular 　myocardium 　to　the　depth　of 　3　mm ．　 The
・OH 　is　react 　with 　salicylate （SA）and 　generate　2β一and
2，5−DHBA ，　which 　can 　be　measured 　ele α rochemically

in　picomole　quanti甲 by　an 　HPI1C −EC 　procedure・

行 っ た
7）
．試料中の ・OH は，サ リ チ ル 酸 を トラ ッ プ 剤 と

して 使用 し，生成す る 2，3−DHBA を検出す る こ とで 間接的

に測定 した．す な わ ち，400mg ／kg抱水 ク ロ ラ
ー

ル の 静

脈内投与 に よ り麻酔 した ラ ッ トを開胸 し，Fig．1 （A ） に

示 す よ うに，左心室筋層内にマ イ ク ロ ダ イア リ シ ス の プ ロ

ーブ を装着 した．リ ン ゲ ル 液 に溶か したサ リチ ル 酸 をマ イ

ク ロ シ リ ン ジ ポ ン プを用 い て 1 μL／min の 流量で プ ロ
ーブ

中 に灌流 させ ，氷水中に セ ッ ト した 0．1　N 　HCIO4 中に 試料

を 回 収 し た，15分 ご と に 集 め た 試料 中 の 2，
3−DHBA を

HPLGEC に よ り分析 した．　 HPLC −EG の 移動相 は，　 Ls　g

3dihydrexybenzeic　acid

　 　 　 ceOH

1．＠
°”

2，5■dihydroxvbortzolc　acid

Fig・　2　　Products 　of 　the 　attack 　by　hydrexyl　radical

（
・OH ＞radicals 　on 　the　salycylate 　molecule

1一ヘ プ タ ンス ル ホ ン 酸ナ トリウ ム （シ グ マ ア ル ドリ ッ チ ジ

ャ パ ン 製，試薬特級）．0，1g エ チ レ ン ジア ミ ン 四 酢酸ニ ナ

トリ ウ ム ニ 水和物 （和光純薬製，試薬特級）及 び 3　 mL ト

リエ チ ル ア ミ ン （和光純薬製，試薬特級）を水 に 溶解 した

後 リ ン酸を用 い て pH 　2．8 に調整 し，1L と した．移動相

流量 は  ，7mL ／min と した．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 そく

　 ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル の 捕捉実験 は 次 の よ うに 行 っ

た．・OH の トラ ッ プ 剤 に は サ リチ ル 酸 を用 い ，　 Fig．2 に

示す よ う に，サ リ チ ル 酸 は ・OH と 反 応 し て 2，3一及 び

2，
5−DHBA と カ テ コ ー

ル を 生 成す る
s｝．中で も 2，3−DHBA

は非酵素的 に 生 成 し，安定で あ る こ とか ら，こ れ を ・OH

の 指標 と した．Fig．1 （B）に 示す よ うに．リ ン ゲ ル 液に

溶か した 05mM サ リチ ル 酸 を マ イ ク ロ シ リ ン ジ ポ ン プ

（CMA ／IOO ） を用 い て 1μL／min で プ ロ ーブ 中に 灌流 させ ，

氷水中に セ ッ トした O．1　N 　HGIO4 に 試料 を 回収した，試料

中の 2，
9−DHBA を HPLaEC 法に よ り測定 した

2）9）．

3　結果と考察

　心筋 へ の マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス 法 は 1990年 に Van

Wylen らが 初め て 導入 して以 来
1ω
，著者 ら も含め 幾つ か の

施設 で 実用 化 され，現在心筋組織 間液中の 物質濃度を生理

的条件下 で 経時的か つ 連続的 に測定 で きる最 も有用 な方法

と考 え られ て い る
5｝7）11）．Fig．1 に示 す ように，マ イ ク ロ ダ

イ ア リ シ ス の プ ロ ーブ を心筋 に 装着した後 毎分 1 μL の

速度 で サ リチ ル 酸 （0．5mM ） を灌流 した．15分 ご と に灌

流液 を 集め．HPLC −EC 法 で測定した と こ ろ，は じめ の 90

分 は侵 襲 に よる と思 わ れ る 2，3DHBA レ ベ ル の 増滅が見 ら

れ た が，90分 以 降 は Fig．3 （A＞に 示 す よ うに 0．04　M 付

近 で一
定 と な っ た．135〜150 分 の 2，3−DHBA 濃度 を対照
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Fig．3　 Effect　of 　tyramine 　on
・OH 　formation　in　rat

myocardium

（A ）After　a　90　min 　washout 　with 　Ringer
「
s　solution ，　the

time 　course 　of 　in　vivo 　trapping 　of 　highly　reactive ・OH
in　extracellular 　fluid　of 　myocardium 　after 　tyramine
（1mM 　or 　l　nmol 　pL

−l
　min

−1

）Was　investigated 　by
infUsing　sodium 　salicylate 　in　Ringer，

s　solution （0．5　mM
or  ，5　nmol 　pL

−1min 一
且

＞through 　a 　myocardial 　micro −

dialysis　probe　placed　in　the　epicardial 　surface 　into　the
left　ventricular 　myocardium 　and 　perfhsed　with 　Ringer
bアa 　microinjection 　pump ．　 Dialアsate 　samples 　were

collected 　at　l5　min 　intervals　and 　immediately　assayed

f（｝rthe 　level　of 　2β一DHBA 　using 　an 　HPLC −EC 　proce−
dure．　 Values　are 　means ± S，EM ．　for　6　animals ；

＊

P
く 0，05versus　levcls　at ユ35〜150　min （ANOVA 　and

Fisher’s　test）．　 （B）The 　level　of 　2，3DHBA 　measured 　at

30〜45min 　after 　application 　of 　tyramine （I　 mM
，
　as

indicated　in　abscissa ）in　the 　absence （diagonallア
shaded 　column ）and 　in　the　presence（closed 　column ）
of 　prazosine （ユ0 μM 　or 　10　pmol μL

−1
　min

−1
），and

given　as　percentage　of 　the　value 　measuredjust 　before
apPlication 　of 　tyramine ．　 Each　column 　and 　vertical

bar　means ± S．E．M ．　fbr　6　animals ；
＊

P く 0．05 　versus

levels　at 　l35〜150　min （ANOVA 　and 　Fisher「s　test）．

値 とした．チ ラ ミン は ノ ル ア ドレナ リ ン を放 出す る作用 を

有す る
12 ）

こ とか ら，ノ ル ア ドレ ナ リ ン の 作用 に よ り生 成 す

る ・OH の 捕捉 実 験
2）9）

を 行 っ た．サ リ チ ル 酸存 在下 で

2，3−DHBA の レベ ル が 定常状 態 に達 した 150 分後 か らチ ラ

ミ ン （lmM ）をプ ロ ーブ中 に灌 流す る と，有意 に 2，3−DHBA

の レ ベ ル の 上昇が 認 め られ た IFig．3 （A ）1．　 Fig．3 （B）

に示す よ うに，Na・チ ャ ネ ル ブ ロ ッ カー
で あ る プ ラ ゾ シ ン

（10 μM ）存在 下 で はチ ラ ミ ン に よ る 2β一DHBA の レ ベ ル

の 上 昇が 認 め られ な か っ た．したが っ て，チ ラ ミン に よ り

放出 され る ノ ル ア ド レ ナ リ ン の 作 用 に よ っ て 産 生 す る

・OH は Na．チ ャ ネル が 関与 して い る可 能性が ある
ls ）．

　緒言 で も述べ た よ うに，ノ ル ア ドレ ナ リ ン が MAO に よ

り代謝 され る と H202 を生 じる た め，ノ ル ア ドレナ リ ン に

よ る ・OH の 産生 に は，　 Fenton 反 応が 関与 して い る可 能性

が あ る．そ こ で ，チ ラ ミ ン 存在下 で の 第一鉄イ オ ン に よ

る ・OH 産生 レ ベ ル の 増強効 果 に 対す る フ ィ チ ン 酸の 抑制

作用を検討 した．第
一

に第
一

鉄イオ ン の 作用，第二 に チ ラ

二
丶

【

《
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＝
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Fig．4　 Dose−response 　relationship 　between　iron（II）
and 　the　formation ・of ’OH 　products　of 　salicylate 　in

phytic　acid

Iron（II＞and 　sodium 　salicylate （0．5　 mM 　or 　O，5　nmol

μrl 　mi ガ
1
）were 　in血 sed 　through 　the　dialysis　probe，

When 　iron（II）（0，2，
5and 　10　pM ）was 　administered

，
　it

was 　given　directly　through 　the 　dialysis　probe．　The 　lev−
els 　 of 　2，3−DHBA 　in　 all　three　groups 　tyamine −on1 ア

treated 　rat （open 　circle ）and 　tア
ramine （1　mM ）plus

phytic　acid （100　pM ）−treated 　rats （closed 　circle ＞and

non −treated 　 rats （rectangle ） were 　 compared ，
Dialysate 　samples 　were 　 collected 　and 　immediately
assayed 　fbr　2，S−DHBA ，　using 　a　HPLC −EC 　procedure ．
Values　are 　means ± SE ，M ．　fbr　six　animals ．　

＊

P ＜  ，05
versus 　the 　level　of 　2β一DHBA 　by　tyramine ・treated 　tats

（ANOVA 　and 　Fisher　test）

ミ ン 存在下 に お ける 第
一

鉄 イ オ ン の 作用，第三 に フ ィ チ ン

酸及びチ ラ ミ ン 存在下 にお ける第
一

鉄イオ ン の 作用の 3 点

につ い て 検討 した．Fig．4 に示す よ うに，灌流液中に第
一

鉄イ オ ン （0，2，5，ユOpM ） をそ れぞ れ 混ぜ る と 2β一DHBA

の レベ ル は 用量依存的 に 上 昇 し，第
一

鉄イオン と ・OH 産

生 に は正 の 相関が 得 られ た （R2 ＝0，983 ）．更 に チ ラ ミ ン

（1mM ）存在下で は第
一

鉄 イオ ン に よ る 2，3−DHBA の レ ベ

ル は増強 した．一
方，100 μM フ ィ チ ン 酸存在下 で は チ ラ

ミ ン と第
一

鉄 イ オ ン に よる 2，3−DHBA の レ ベ ル は有意 に 抑

制 され た．フ ィ チ ン 酸 は 穀類 な ど に 多 く含まれ ，抗酸化作

用を示す
14）

こ とか ら，・OH 産生 を抑制す る こ とが期待 さ

れ る，こ れ らの 結果か ら，チ ラ ミ ン は Fenton 反応 に よ る

・OH 産 生 を よ り増強する こ とが ラ ッ ト心 筋 を用 い た マ イ

ク ロ ダ イ ア リ シス 法 に よ る ・OH の 捕捉実験 に おい て 証明

され た．

　MAO に よ る遊 離 カ テ コ ー
ル ア ミ ン （心 臓 で は 主 に ノ ル

ア ドレナ リ ン ）の 代謝 に伴 い 生 成す る H202 は，還元型金

属 イ オ ン に よ る Fenton 反応 で 細胞障害性 の 高 い
・OH と

な り
S）
，こ れ が 標的分子 を容易 に 酸化す る．細胞内 で は ，

Fe と Cu は フ ェ リチ ン ，トラ ン ス フ ェ リン ，セ ル U プ ラ

ス ミ ン な どの 貯蔵型 で 存在 して い る た め，・OH 生 成反応

を触媒で きない が．虚 血 に よ っ て 細胞障害や こ れ に 連動 し
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た 金 属 イ オ ン の 遊 離 （フ リ
ー

ラ ジ カ ル 生 成 の ため の 準備状

態）が 生 じた 場合，再灌流 に 伴う再酸素化で ・OH 生成が

増大す る．心筋 に お い て ，虚血 に よ り遊離 した 第二 鉄 イ オ

ン は，再酸素化 に 伴うキ サ ンチ ンオ キ シ ダーゼ 反応 に よ り

生成す る 02
一
と反応 して，第

一
鉄イオ ン に還元 され る．生

成 した 第
一

鉄イ オ ン と，カ テ コ ール ア ミ ン の 代 謝 に よ り生

じ る H20E が Fenton 反 応を引 き起 こ す こ と で ・OH を生成

す る．した が っ て，生体 で は，鉄は 3 価 と して 存在す るた

め Haber−Weiss反 応 を触 媒 して
・OH 生 成 を増 大 させ る 可

能性が あ る
15｝．一

方 で，著者 らは既 に 3価 の 鉄の 特異的 な

キ レーターで あ る デ ス フ ェ リ オ キ サ ミ ン （DES ）に よ り

Haber −Weiss反 応 を 阻害す る と，　 Fenton 反 応 に よ る ・OH

産生 が 増強す る こ とを証明 した
16）．しか し，この 実験結果

は 先 の 説明 と矛盾す る こ と に な る．Haber −Weiss 反応 は

Fenton 反応 に 比 べ て 反応速度が か なり遅 く
17脳

，実際 に

生体で 起 きて い る かは更なる検討が必要で ある．

　心臓 は他 の 臓器 と異な り拍動する た め，従来，マ イ ク ロ

ダ イ ア リ．シ ス 法を心筋 に 適用 する こ と は 困 難 と され て い た

が，マ イク ロ ダ イア リ シ ス の プロ ーブ と心筋を連動 させ，

心筋 に対する負荷を和 らげる よ う工 夫する こ とで，ラ ッ ト

の 心筋 に 適用 する こ とを可 能 と した，こ の 方法に よ り，チ

ラ ミ ン に よる ラジ カ ル 産生の メ カ ニ ズム に つ い て検討 した

とこ ろ，チ ラ ミ ン 自身又 は チ ラ ミ ン の 作用 に よ り放出 され

た ノ ル ア ド レ ナ リ ン が MAO に よ り代謝 さ れ，生 じ た

H202 と 第
一

鉄 イオ ン の 反応 に よ り・OH を生成す る こ と

が分か っ た．こ の ・OH ラ ジ カ ル 産生 に Na一チ ャ ネル が 関

与 して い る こ とが．本実験 に よ り証 明 さ れ た ．マ イ ク ロ ダ

イア リシ ス 法 は神経伝達物質 の み な らず，様 々 な生体物質

の モ ニ タ
ー

に利用されて お り，臨床応用 も試 み られ つ つ あ

る ．治療 に 直結す る 更なる 基礎研究 の 進展 が必要 と考え ら

れるが，今後 の 研究 に期待 したい ．
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Tomita-machi,

 The  present study  was  examined  the effect  of  tyramine-induced  hydroxyl radical  ( '
 OH)  gener=

atien.  A  flexibly mounted  microdialysis  technique  was  used  to detect the  generation of  
'OH

 in
in vivo  rat hearts. Tb measure  the  level of  

'OH,
 sodium  salicylate  in Ringer's solution  (O.5

nmol/pL/min)  was  infused directly through a microdialysis  probe to detect the generation of
'OH

 as reflected  by the  nonenzymatic  formation of  2,B-dihydroxybenzoic acid  (DHBA). [Ib

confirm  the generation of  
'OH

 by the, Fenton-type reaction,  iron(II) was  infused through  a

microdialysis  probe. A  positive linear correlation  between iron(II) and  the  formation of
2,B-DHBA  (R2 =  O.988) was  observed.

Kaywo,zls :hydroxyl  radical;salicylic  acid  ; 2,8-dihydroxybenzoic acid  (DHBA) ; microdialysis.


