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虚血性脳障害に対するカルシウム括抗剤の効果

に関する実験的研究
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Using an experimental model of global ischemia of the brain in rats, effects of a dihydro-

pyridine Ca++ antagonist nicardipine on liberation of free fatty acids (FF As) were studied, and 

compared with those of pentobarbital (PB), an established brain protecting agent. In rats of 

control group in which the distilled water (5 ml/kg) was intraperitoneally geiven 15 minutes 

prior to decapitation, FFAs showed a rapid progressive increase for a whole experimental period 

of up to 60 minutes without reaching a plateau. Such a rapid increase in FFAs was inhibited, 

though partially, by an intra peritoneal injection of either nicardipine (1 mg/kg) or PB (60 mg/kg) 

15 minutes prior to decapitation. With the dosages used in this studv. nicardipine was less 

effective than PB, but its effect was more marked in the early than the late phase of FFA liberation 

and for unsaturated FFAs. 

Using the same model of global ischemia, effects of a dihydropyridine Ca++ agonist YC-170 

and nicardipine on FFAs at 10 minutes postdecapitation were studied. An intra peritoneal injec-

tion 15 minutes prior to decapitation of YC-170 (3 mg/kg) significantly enhanced, and that of 

nicardipine (1 mg/kg) reduced, the accumulation of FF As. Pretr巴atmentwith nicardipine 

(15 minutes prior to an injection of Yぐー170)negated the e仔ectofYC-170 on FFAs. suggesting the 

competitive action of YC-170 and nicardipine on dihydropyridine binding sites in vivo. 

Using a radioreceptor assay, nicardipine levels in the rat brain following an intraperitoneal 

injection was measured. Fifteen minutes after a 1 mg/kg dose‘the level of nicardipine was 

15.85 ng/g in the rat brain and 34.14 ng/r叫 inthe plasma, indicating that the su伍cientamount 
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of drug to mediate a pharmacologic effect accumulates in the brain. 

Role of ぐ札、＋ in the ischemic brain cell damage and the possible therapeutic effect of Ca++ 

antagonist against cerebral ischemia were discussed. 

緒百

破裂脳動脈溜患者においては脳血管筆縮が－fj美Jたど

上きわめて重要な因子であり，その原因究明及び治療

が課題となっている． ζれと関連して脳血管拡張作用

をもっカルシウム措抗剤が動物実験で脳動脈筆縮を防

止ないし解除し，また臨床的にも有用であるとする報

告があるが，最近乙の臨床効果は脳動脈筆縮の解除lと

あるのではなく，脳虚血時の脳保護作用によるのでは

ないかと もいわれるに至ったl山1'13，出19•2"32>.

一方最近，虚血性脳障害におけるカルシウムの役割

が注目されており30）， ζの点からもカルシウム桔抗剤

の脳保護作用の可能性は十分想定される山．さ らに，

脳虚血に際し脳内遊離脂肪酸（FFAJが急速に増加蓄

積することが知られておりへ とれは各種薬剤の脳保

護作用の一つの指標として利用されている2日 ω．たと

えば，ペントバノレビターノレ （PB）に見られる虚血脳で

の FFA増加に対する抑制作用が，との薬剤の脳保護

作用の一つの根拠とされ，カルシウム拾抗剤のう ち

nifedipineもPBとほぼ同等かこれよりやや強くFFA

増加を抑制したと報告されている時．

以上より，カノレシウム措抗剤のうちωオこわれわれが

破裂脳動脈痛患者lζ使用してきた nicardipineを選ん

で，その虚血性脳障害lこ対する効果を脳内 FFA測定

を中心に検討する目的で，ラ ットを用いて，

I 断頭虚血モデルにおける脳内遊離脂肪酸増加に

対するカノレシウム詰抗剤 nicardipineの効果と，先lζ

脳保護物質として知られている PBの同様の効果との

比較検討，

日．断頭虚血モテツレにおける脳内遊離脂肪酸増加化

対するカノレシウム刺激剤ljVC-170の作用およびζれと

nicardipineとの相互作用の検討，

皿．ラジオレセプタ ーアッセイを用いた腹腔内投与

後の脳内 nicardipine濃度測定の三点、について実験を

行な った．

実験 I, 断頭虚血モデルにおける脳内遊

離脂肪酸増加に対するカルシウム措抗剤

nicardipineの効果

材料および方法

雄性ウイスター系ラット．体重 220-300gを用い

た．各療薬剤を腹膝内投与し，15分後に断頭，1,10, 

30, 60分後の全脳 FFAを測定した．用いた薬剤と用

量；は， nicardipine持lmg/kgおよび PB60mg/I《Eで

あり， 対照と して蒸留水 5ml/kgを投与した．脳内

FFA測定は， 市iuらの方法lζ準じた27). 虚血1分の

群は，断頭後直ちに脳を摘出 し，正確に1分後lζ液体

窒素（ー196'C)につけ，凍結した．他の群では， 断頭

後直ちに生理的食塩水を浸したスポ ンジの上に頭部を

のせてラ ップフィノレムで覆い， 37。Cの恒温槽で保温し

た後，脳を摘出 し，断頭後正確に10,30, 60分で液体

窒素につけ，凍結した．非虚血脳（ 0分虚血）として

は，蒸留水 5ml/kgを投与15分後に断頭，直ちに頭

部全体を液体窒素につけ，その後低温室（0℃）で摘出

した脳を用いた．

凍結した脳を秤量し， 20倍量のク ロロホルムーメタ

ノール （2:1,V, v）混液中で予め氷冷したテフロ ンホ

モジナイザーを用いてホモジナイズし全脂質を抽出し

た酌 乙の際， へプタデカ ン酸 （17:0)500 nmoleを内

部標準として加えた．抽出液からガラス繊維フィルタ

ー（札 l減紙，GA100）を用いたl吸引減過で組織残澄

を除き， 0.1%N正 lで 1回， メタ ノーノレー生理的食塩

水（1:1，”v）混液で2回洗浄後，40'C恒温水槽中で窒

素気流下に溶媒を蒸発乾因した．得られた脂質画分を

クロロホノレム 500μ！で溶解し， このうち 150μ！を濃

縮ゾーン付きシリカゲル心プレー ト（ワット7 ン社，

LK-5）にスポッ トし，へブタンー無水ジエチノレエーテ

ノレ氷酢厳 （70:30:1.5, by vol.）を展開浴媒として展

開し，脂質を分離した．（討nwlerand Blankの変法）31』

脂質の検出lζはヨ一ド噴霧を行ない，FFAに相当する

層をプレ－ トからカ〉きとり， 3mlのクロロホルムー酢

酸 （99:1,v/v）混液中lζ溶解した．

1, 000 Xgで5分間i選比しシリカゲルを沈降させ上

i1!iを得， ζνJf'i¥('1・をさらに 2回繰り返し， 上清を合計

し，蒸留水 2m！を加え洗浄， 上清を除去し，硫酸ソ

ータを加え吸引減過で結晶を除去し，クロロホルム層

を 40℃恒温水槽中で室井；気流下に出媒を蒸発乾固し
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fこ．得られた FFAをジアゾメタン 40μ1により メチ

ルエステル化し，窒素気流下に反応液を乾固後へプタ

ン100μ1で再構成し，このうち 2μ1についてガスク

ロ7 トグラフ（HewlettPackard model 5830A）を用

いて FFAを分析した．カラムは ShinchromE-71 5 

% 80/100 mesh (1. 8 m×l.8mmはよカラム温度は

190℃～240℃； 10℃／min，キャリヤーガスはヘリウ

ム（20ml/min）を用いた．主なピークは，パルミチン

酸（16:0），ステアリン酸 （18:0），オレイン酸（18:1），ア

ラキドン酸（20:4）であり，アラキドン酸以外の FFA

は内部標準として加えたへプタデカン酸（17:0）との

ピーク面積比（peakarea m四 surement），アラキドン酸

はピーク高さ比（peakheight measurement）から，標

準物質を用いた検量線の直線回帰式より 16:0,18:0, 

18:1, 20:4の値を計算し，これらの合計を総遊離脂肪

酸量（totalFFA）とした．統計学的処理は Student/-

testを用い， P値が0.05以下を有意とした．

結果

結果は， T:ible1および Figure1 Iζ示した（Table

1) (Fig. 1). 

対照群では虚血早期より各FFλ（ハルミチ ン酸，ス

テア リン酸，オレイン酸，アラキドン酸） は，程度の

差が多少あるもののプラトーに達する ζとなく， 急激

に増加蓄積し続けた．虚血1分と比較すると， 10分後

上記の各 FFAはそれぞれ， 約2.3, 1. 7, 1. 5, 1. 5倍，

30分後には3.8, 2. 6, 2. 9, 2. 1倍，60分後には5.7, 

3.6, 4.5, 2.9倍に増加した．標本採取上の差がある

ので単純には比較できないが，0分虚血を非虚血群と

すると， これに対し各 FFAはl分虚血ではそれぞれ

Table 1. Effects of intraperitoneal pentobarbital and nicardipine on free foll¥' acid liberation 
in the ischemic brain of rats 

lschemia No. of Free fatty acid• 
ti~e Group Animals -PalmTtiCacid ・Stear百五；d 万長記 長可－ .Ar長岡山cacirl 
(min) (16: 0) (18: 0) (18: 1) (20 4_/ Total 

0 c 4 60.8土15.34 94.8土23.53 105.6土19.34 105. 6 ± 28. 30 366. 8土86.04

1 c 7 109. 5 13. 02 225. 3 8. 70 125. 2 10. 03 376. 1 12. 27 836. 1 30. 54 

PB 7 58. 6 8. 79 124. 6 9. 06 81. 7 9. 29 184. 8 22. 02 449. 6 44. 19 

ホホ＊ ネキ＊ ＊＊本 判院本＊ キ＊本

NIC 7 75. 1 13. 58 190. 3 12. 26 81. 2 7. 74 295. 8 22. 44 642. 5 55. 39 

本本 本本 ＊＊本 本＊＊ ＊＊ 

10 c 5 247. 7 5. 15 375. 0 9. 81 190. 7 9. 98 580. 6 13. 7 1394. 0 37. 4 

PB 5 210. 6 9. 07 329. 0 15. 67 160. 4 12. 17 507. 0 21. 5 1170. 3 42. 9 

＊＊本 キキ＊ 本＊本 ネ＊＊ ネネ＊

N IC 5 237. 0 5. 35 356. 5 9. 45 169. 8 7. 71 525. 8 17. 9 1289. 2 38. 5 

NS N行 N計 ＊本

30 c 7 411. 4 14. 27 591. 3 6. 29 356. 3 8. 92 780. 3 11. 16 2139. 2 25. 3 

PB 7 326. 5 12. 28 487. 6 8. 50 287. 7 23. 36 629. 4 9. 90 1702. 6 29. 39 

＊＊＊ ＊本＊ ＊＊本 ネヰ ＊＊＊ 

N IC 7 435. 7 13. 81 561. 5 12. 32 331. 0 10. 88 729. 9 28. 15 2058. 1 52. 59 

NS ＊ ネ NS :'¥ ~づ

60 c 7 622. 2 13. 44 816. 9 36. 68 559. 9 33. 11 1103. 0 51. 23 3102. 0 121. 4 

PB 7 511. 5 10. 32 682. 8 16. 51 417. 2 16. 38 78」.1 23. 48 2395. 6 40. 98 

本川区本 本本＊ ＊刻ドネ ＊本司区 本木本

NIC 7 626. 9 7. 55 875.1 9. 79 493. 1 21. 07 846. 8 58. 78 2751. 9 75. 74 

NS NS ドJS ＊キキ ＊本＊

•: nmol/g, mean士S.E.M.,C: control, PB: pentobarbital, NIC: nicardipine, FFA: free fatt¥・ acid. 
料配p<O.01，学卒： pく0.05, *: pく0.10, NS: no statistical significance, when compared to the control 
for each. 
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Fig. 1. Effects of intraperitoneal pentobarbital and nicardipine on the frt'e fattv acid liberation 

in the ischemic brain of rats. v .. nic:il bars represent the mean and I S.E.M.. White 

bar: control, dark bar: pentobarbital-treated group, shaded bar: nicardipine-treated group. 
Total: total free fatty acids, 20: 4: arachidonic acid, 18: 1 oleic acid, 18:0: stearic acid, 
16:0: palmiticはcid.＊・ pく0.10,**・ pく0.05, when compared to the control for each. 

約J.8,2.4, 1.2, 3.6倍，10分虚血では.4, l, 4, 0, イン酸といった不飽和脂肪酸に対し抑制効果をつよく

}. 8, 5. 5倍に増加した．つまり，非虚血群に対し虚血 示した．特にアラキドン酸でみると， 30分虚血を除き，

l分までの超早期ではアラキド ン酸（3.6倍），ついで l分， 10分， 60分虚血で統計学的に有意な増加抑制を

ステアリン酸（2.4倍）の増加が著しく，虚血10分まで 示した.PBは軽度アラキドン酸増加抑制が強い傾向

の早期では，アラキドン酸を筆頭にオレイン酸以外の があったほか，全 FFAをほぼ一様に著明lζ抑制した．

FFAで増加がみられ，その後虚血時聞に対しほぼ直

線的』ζ，60分後に約9から10倍lとなるまで増加し続け

た．オレイン酸も増加し続けたものの， 60分後で約5

倍にとどま った（Fig.2）・

ζの増加に対し PBは全ての虚血時聞において全て

のドドAの増加を著明IC抑制した．乙の抑制の程度は

対照群lζ対して虚血1分で35-50勿と最も強く， 10分以

降では15-30%とほぼ一定であった（Table2）.一方，

nicard巾neは PBと問機全般的に FFA増加抑制効

果を示したが，その効果は用いた投与量の範囲内ては

PB tζ比しやや弱く，虚血1分では2035%の抑制，

他の虚血時間ではノマノレミチ ン酸以外の三者で約10必の

抑制にとどまった．即ち nicardipineは虚血1分では

全ての FFAの増加を有意に抑制したが，他の虚血時

間では平均値はXsJ慣がに比して低値で抑制傾向を示す

ものの，必ずしも全ての FFAで統計学的有意差を得

るには至らなかった．総 FFA足でみると，I分およ

び60分虚血で， nicardipineは統，fi・学的に有意な増加抑

制を示した．

各 FFAでは， nicardipin＂は，アラキド ン酸，寸レ

考察

本実験で対照群での虚血脳内の FFAは， Shiuらも

指摘しているように，虚血早期よりプラトーに達する

ことなく急激に増加蓄積し続けた27》．各測定値を過去

の報告者の測定値に比較すると，アラキドン酸で約2

倍高値を示しているものの， 他の FFAについてはほ

ぼ一致していた．虚血時聞に対する各 FFAの変化を

と；hiuらは虚血30分以内の earlyphaseとそれ以降の

late phase lζ分けて FFA増加に少なく とも2つのメ

カニズムを：限定し， PBと nifedipineが両 phaselζ有

効なのに対して， 他のカルシウム桔抗期~ (D 600, flu・

narizine, cinnarizine, lidoflazine）は earlyphase lζの

みの幼だったと している抑．また，ステアリン酸とア

ラキド ン酸，パルミチ ン酸とオレイ ン酸の増加の時間

的経過について，前者は10分までに急激に増加し，

その後60分までほぼ直線的に増加するのに対し，後者

は虚血初期から虚血60分までずっとほぼ直線的に増

加するといった差がある ζとを強調している．今回の

実験結果はほぼこれと一致していたが，彼らが early
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Fig. 2. Changes in the free fatty acids at 0, 1, 10, 30 and 60 minutes postdecapitation. Sy-
mbols and vertical b:us represent the mean and l S.E.M.. White circle: control, dark 
square: nicardipine-treated group, white squ昌re:pent barbital treated group. Sn・ legend 
to Figure l for other details. 
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phaseでステアリン酸とアラキドン酸の急激な増加を

認めたのに対し今回の測定では，乙の両者lζパルミチ

ン酸を加えた三者に earlyphaseでの急激な増加の傾

向が認められた．

PB による FFA増加抑制についてはすでにいくつ

かの報告がある.Yoshidaらは，PBはアラキドン酸

には有効でなかったとし抑， Hattori らは，ステアリ

ン酸とオレイン酸には有効でなかったとした川 また

Shiuらは虚血時聞が長くなるほど PBの効果が大き

くなるとした点などで今回の結果と異なるが， 全虚血

時聞を通し著明な抑制を示したということでは一致し

ている27>.

Table 2. Effects of intraperitoneal pentobarbital and nicardipine on free fottv acid 

liberation in the ischemic brain of rats 

Ischemia Free fatty acid a 

(t~~~） Gr叫百震なCid-St君主o)cid 0~1~ ： ~）id A奇抜~i~ acid 

l PB 53.5 

NIC 68.6 

一 一 一一一一一一
10 PB 85.0 

NIC 95. 7 
一 回一一

30 PB 79.4 

NIC 105.9 

60 PB 82.2 

NIC 100.8 

55.3 

84.5 

87. 7 

95.1 

82.5 

95.0 

83.6 

96. 1 
ー 一一

65.3 

64.9 

84. 1 

89.0 

80. 7 

92.9 

74.5 

88. 1 

49.l 

78.6 

87.3 

90.6 

80. 7 

93.5 

71. 1 

76.8 

•: per cent to the average of control group. PB: pentbarbital, NlC: nicardipine. 

Total 

53.8 

76.8 

HO  

92.5 

79.6 

96.2 

77.2 

88. 7 
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乙れに比し， 11i仁川 rdipine の効 ＇~~は PB のそれに比し

やや弱かったが，アラキドン酸では30分虚血以外で統

計学的に有意な増加抑制を示し，総 FFA量もほぼ問

状の傾向であり虚血性脳障害に対する保自立効果の可能

性を示唆した.PBと nicardipineの効果の差は，断

頭時ラッ トが，前者では十分な麻酔状態にあり脳代謝

がつよく抑制されているのに対し，後者では覚醒状態

にあるととも影響していると思われる. FFA増加に

対する各種カルシウム措抗剤の効果について検討して，

~h i u らは 2 ' 3のカノレ、ンウム措抗期jがearlyphaseに

有効なことを報告している29》．今回使用した nicardi-

pine も同t~に虚血早期K効果的であり， しかもその

効果は出hiuらの用いた D-600,flunarizineより強

力であったか， nifedipinelこは及ばなかった．また，

Shiuらの結果では， D・600はステアリン酸を虚血4,

10, 30分で抑制し，虚血10分ではパルミチン酸とアラ

キドン酸を抑制した以外はほとんど効果なく，日unari-

zineは cinnarizine,lidoflazineと同様総 FFA，ノマJレミ

チン酸，オレイン酸とアラキドンEまにはあまり抑制を

示さず，ただステアリン散に対して有効であったが，

nicardipineは不飽和脂肪酸lこ対し抑制効果を示した．

乙のような各 FFAIζ対する各種脳保護物質の抑制効

果の差は，単lζ薬物の種類の差だけでなく，同じ薬剤

を用いても例えば PBの結果にもみられるように報告

者間で差があり，脳虚血lの負荷の方法，脳採取法，薬

物の投与経路や投与量などの実験方法lζ影響された可

能性もある と思われる.nicardi pineも他のカルシウム

括抗剤と同様全身循環及び脳循環［ζ対する薬理作用を

有する． 今回の実験では，脳虚血モデJレの選択に際し，

とれら循環系への影響をできるだけ少なくし，代謝面

での効果を比較するため断頭による虚血モデルを使い

nicardipincが虚血脳における FFA産生を効果的le抑

制することを認めたが，今後至適投与経路，投与量な

どについての検討とともに，より臨床例に近い不完全

虚血後再瀧流なと、の実験モテ〉レを用いて，血圧や脳血

流量などのカノレシウム桔抗剤による影響とあわせての

検討が必要である．

実験 II 断頭虚血モデルにおける脳内遊

離脂肪駿増加に対するカルシウム刺激剤

YC・170の作用およびこれとカルシウム

措抗剤 nicardipineとの相E作用

材料および方法

雄性ウイスター系ラット．体重 220-300g を用い

た．ラッ トを以下の4群lて分け，各種薬剤を腹腔内投

与し，断頭した．

Table 3. Effects of intraperitoneal VC-170, and 刊 mbinednicardipine and YC-170, 

on free f:ittv acid liberation in the ischemic brain of rats 

Free fott、 acid•No. of 
Group animals 下訂市市ca:cld::'t1・山t "c:司一一 C>kllacid Arachidonic acid 

(16:0) (18:i) 118:1) (20:4) Total 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

5 

5 

10 

8 

5 

5 

248.6±3.27 418.7±8.08 192.5±11.6 526.7土12.9 1386. 4 x 27. 8 

206.0土3.43 367.6土4.39 142. 7土 5.33 459. 3± 8. 14 1175. 7土20.l

キ＊ 本本 ネキ 対幹＊ 本＊

214.2土4.10 365.4土4.24 156. 9± 5. 81 499. 4士24.1 1233. 2 ± 25. 1 

:228. 7土7.51 384.0土9.42 158. 4 ± 6. 35 501. 0土22.4 1272. 1土28.3

NS NS NS :¥IS NS 

237. 0±5. 35 356. 5±9. 45 169. 8± 7. 71 525. 8ォ17.9 1289. 2士38.5

247. 7士5.15 375. 0-c-9. 81 190. 7 ± 9. 98 580. 6± 13. 7 1394. 0±37. 4 

NS NS :\I~え ＊＊ ＊ 

•· nmol, g. mean土日E.:vl. じroupl：、C-170(3 mg/k日）i・l’， 15 minutes prior to deca-
pitation, Group 2: C‘ontrol to group 1, vehicle of 九（ー170(5 ml/kg) i.p., 15 minutes 
prior to decapitation, Croup 3: Nicardipine (1 m k’kg) i.p., 30 minutes prior to deca-
pitation, followed by VC'-170 (3 mg/kg) i.p. 15 minutes later, Croup 4: Control to group 
3, distilled water (5 111]1 K日Ii.p., 30 minutes prior to dee・.1p1l日tinn,followed by vehicle 
of 、（ー170(5 ml1kg1i.p.15 minutes later，心roup5: nicardipine (1 mg/kg) i・p.,15 minutes 
p巾 rlo decap江ation,Group 6: Control tn group 5, d山 lledwntl'r (5 mi/kg) i.p., 15 
minutes prior to decapitation. 

水本． pく0.05, *' Pく0.10,NS: no statistical signitican《e,com pared to the control for each. 
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で9分間保温し，素早く脳を摘出し正確に断頭10分後

lζ液体窒素につけ，凍結した．脂質の抽出法及び分離

法， FFA定事法，統計学的処理は，実験！と同様で

ある．

カルシウム刺激剤 YC-170を投与した第1群では，

第2群lζ対し， ステアリ ン酸，パルミチン酸，オレイ

ン酸，アラキドン酸，総 FFAとも有意な高値を示し

た（それぞれ p<O.05) (Table 3). 

一方， YC-170を投与する15分前に nicardipineを投

与した第3群では，対照である第4群と比較して，各

FFAも総 FFA量も，有意差はみられなかった．

さらに，それぞれの対照群の FFA量に対する比を

百分率で表わすと， nicardipineはアラキドン酸及び総

FFA産生それそ・れ約9.4%, 7, 55ぢ抑制した．これに

虚血性脳障害に対するカノレシウム桔抗剤の効果lζ関する実験的研究

果結

第1群， YC-170柑 3mg/kgを断頭15分前に投与し

た.YC-170は， iiiWt:（エタノール INHCl－蒸留水，

20:4:76, by vol.）で lOmg/mlとなるよう溶解してお

き，投与直前に生理的食塩水で 1mg/ml溶液を調製

して用いた（5匹）．

第2群；；第1群の対照として，上記溶媒を生理的食塩

水で10倍希釈した液 5ml/kgを断頭15分前IC投与し

た（5匹）．

第3群，蒸留水l乙溶解した nicardipine(1 mg/ml溶

液J1 mg/kgを断頭30分前に，その後さらに YC・170

3 mg/kgを断頭15分前に投与した（10匹）．

第4群；第3群の対照として，蒸留水 5ml/kgを断

頭30分前lζ，その後さらに第2群と同じ溶液 5ml/kg 

を断頭15分前に投与した （8匹）．

断頭後直ちに，生理的食境水を浸したスポンジの上

lζ頭部をのせ． ラップフィ ルムで覆い，37。Cの恒混槽

18 : 1 20: 4 
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対し＼＇C-170はこれらをそれぞれ約14-7%. 17. 9%増

強したが，乙の増強作用は，l、icardipineを前投与する

乙とで消失した（Fig.3). 

考察

最近， 山中学的スクリーニンクの過程でいくつかの

カルシウム刺激剤が発見され26，知，カルシウムチャン

ネノレ機構やカルシウム措抗剤の薬理学的研究の有用

な手段として利用されている5,z，，・22, ¥'(' -170も dihy-

dropyridine系カルシウム括抗剤の沈；.；q本の検索中に，

たまたま発見されたカノレシウム刺激剤である33＞. 実

験 Iにおいて虚血脳での FFA治加へのカルシウム

の関与がつよく示唆された．そζで，カJレシウムの

関与の一つの裏付けとして， カノレシウム刺激剤 YC-

170を用いた実験日を行い，また，カノレシウム桔抗弗l

n1仁川 Iipineを前投与し，乙れとの相互作用 について

検討した．

断頭による完全10分間虚血モデルを用いた今回の結

果では， 九C・170は全ての ドFA についてつよい脳内

FFA増加増強作用を示したー従来カルシウム刺激剤

を用いた実験は主に心血管系で行なわれており，脳神

経領峻におけるカルシウム刺激斉ljの研究はきわめて少

なく，それも invitroの研究が（まとんどであるs.20.w.

今回の結果は，脳虚血時の脳細胞内カル‘ンウム過負荷

が細胞障害を増悪するという仮説を支持するデータを

in vivoで示した．

in vitroでは，カノレシウムチャンネノレに女Jし， nicar-

di pineと H ・170は競合的措抗を示すとされている．

今回の invivo における nicardipine 前投与の結

果 （第3群と第4群）は， YC-170の虚血脳！とおける

FFA増加増強作用がnicardipineにより消失するこ と

を示 した． とれは， dihydropyridine系薬剤結合部位

へ nicardipineが先に結合し，1をから投与した同じく

dihydropyridine系拡斉ljである YC-170の結合を阻害

し，YC-170による細胞内カルシウム過負荷を防いだ

可能性を示すものと恩われる．脳内の dihydropyridi-

ne系薬剤結合部位とカルシウムチャンネルとの関係

は必ずしも明確でなく，また平滑筋や心筋と異なり，

脳細胞でのカルシウムチャンネJレlζ 対する dihydro-

pyridine系カノレシウム倍抗期lの作用OJfr)!i(についても

必ずしも意見の一致はみられていない22・23》． しかし，

最近 Kendall らは，ラッ トの脳スライス -1:- f~~ った実

験で， カリウムによる脱分極性イノシトールリ ン脂質

の破境増強反応が， dihydropyr凶 ne系カルシウム姑

抗剤 （PN・200-110）で立体特異的に抑制され，逆！こ

dihydropyridine系カルシウム刺激剤（BAY-K-8644) 

で促進されることより，脳でも機能的な電位依存性カ

ルシウムチャン不Jレが存在し， dihydropyridine系カル

シウム括抗剤及び刺激剤が dihydropyridine系薬剤結

合部位を介して電位依存性カルシウムチャンネルlこ影

響を与えたことを示している20ぺ今回の結果は，間接

的ではあるか，脳でも invivoでカルシウムチャンネ

ノレに対して dihydropyridine系薬剤l結合部位を介して

dihydropyridine系カルシウム括抗剤と刺激剤が影響

を与えることを示した．

実験III. ラジオレセプターアッセイを用

いた腹腔内投与後の脳内 nicardipine

濃度測定

材料および方法

雄性ウイスタ ー系ラ ット，体重 220-240g を用い

た． 生理的食塩水に溶解した nicardipine1 mg/I沼を

腹腔内投与し，15分後lζ断頭，直ちに大脳半球を摘出

して左右半球lこ分け，その l側半球を測定lζ供した

( 5匹）． 同時lこ，躯幹より血液（混合血）を採取，

4'Cで 3時間保存後30分間 900×gで遠沈し， 2mlの

血清を得た（3匹）．対照群と して，生理的食塩水を

lml’k腹腔内投与し， 同様の処理を行なった（4

匹）． 摘出脳は，4倍量のメタノ － ）レー0.1N HCI 

(9:1, v/v）でテフ ロンホモジナイザーを用いホモジナ

イズ後，4・c.goo x gで15分間法化し，上清 2mlをロ

ータリ ーエパポレーターを用い， 38℃減圧下で乾回し

た．乙れを 40μ1メタノ ール.360 μI 0. 190アスコノレヒ

ン酸で溶解し，4°C,900 Xgて遠沈し．上清を反応に

用いた.(methanol extract) 

f;1i (]Iと／，［： 111 ~り＞ f'.','i 本（立以下のよう に作成した． 別群の

雄性ウイスタ ー系ラ ット （7-9週齢）を断頭し，大脳半

球を摘出， o.ss乞 N.1CI溶液中に氷冷し， 9倍量の

50 m:¥I Tri同 一HCI,lOm¥1 EDTA, pH 7.7液中でテ7

ロンホモジナイザーを用 いホモジナイズ した． つい

で、 ギぐ 900×gで10分間遠沈し，その上清をさらに

18,000 Xgで20分間遠沈して得られた沈溢を トリ ス緩

衝液（50mM  Tris-HCI, 0. 1 m¥l EDTA, pH 7.7）で2

度洗い.-80℃でf~＇. frし，用事解凍して， 実験IC使用

した（この膜の Kd= 0. 378 n :VI, Bmax = 144. 6 fmol/ 

g). 

3H-nitrendipine (193.1 dpm/fmol, 1 μぐ＇・μI）は，米

国 NewEngland Nuclear社より購入したものを使用
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した．検量線用 nicardipine は， 105ぢメタノーノレo.1 

Zアスコルビン酸（the diluent）で溶解し， 0.2mM

液を， 2,6, 20, 60 nM液になるよう順次希釈して使用

した．

結合実験は， Gouldらの方法lζ従った9>. Caを含ん

だ緩衝液（50mM  Tris-HCl, 0.1 mM  EDT A, 1.25 mM  

CaCl2, pH 7・7)7ml k結合反応用膜標本（蛋白濃度

25. 4 mg/ml) 2 mlを溶かしたうち 100μ！と，Caを含

んだ緩衝液 4.5mlに 3Ci/μlを溶かした 31-1-nitren-

di pine 50 μl を， Caを含んだ緩衝液 800μ！中で 50μ[

の以下の試料と 25。Cの暗所で60分間インキュベー卜

した．試料とは，

;; ) the diluent, 

b）検量線用 nicardipine,

こ）測定すべき脳摘出液（methanolextract), 

d) 5倍希釈した血清

のいずれかである。この後，上記反応液をワット 7 ン

GF/Bフィルターで吸引鴻過し，フィルターを 4mlの

氷冷したトリス緩衝液で4回吸引しながら洗浄した．

このフィルターの lOmlBrayシンチレーター中での

放射能を液体シンチレーションカウンター（PACARD

TRICARB 4640）で測定した．試料a）のカウント

より全結合量を出したー 0.2 mM  nicardipine存在下の

カウントから非特異的結合量を求め，特異的結合量

6000 

は各試料の結合量から非特異的結合量を差し引いて求

めた．また，試料b）のカウ ントからstandardcurve 

を作成した．

測定は 1匹のラ ットについて少なくとも 2試料を用

い， 2回測定した logit-log直線回帰の方法により値

を求めた（

結果

今回のラット脳の膜標本を用いた standard curve 

はFigure4のごと くで，logit-log直線回帰の方法で求

めた近似式は F(X)=6082-5150/(l+O. 2436/X）とな

った． ζ の standardcurveを用い，nicardipineの

脳内及び血清濃度を測定した （Table4). nicardipine 

1 mg/kg腹腔内投与15分後の脳内nicardipine濃度は，

15.85土1.51 ng/g，乙のとき血清中 nicardipineは，

34.14±4. 63 ng/ml(g），血清濃度lζ対する脳内濃度の

比は 43.12±3.7796であった． ζれに対し対照として

の生理的食塩水投与群では脳内 nicardipine濃度は

0.35士0.13ng勾，血清中は 0ng/ml(g）であった．

考察

腹腔内に投与した nicardipineの脳内移行を確かめ

るためこの実験を行なった．

近年カルシウムチャンネルを標識する目的で3H-

5000 F(X) =6082-5150/(1 +0.2436/X) 

4000 

dpm 

3000 

2000 

1000 』ー0ー．〒0ー3 
0.1 0.3 1.0 3.0 

Nicard1pine (pmol/assay) 

Fig. 4. Standard curve showing relative binding of 3H-nitrendipine correlated with 
the concentration of unlabeled nicardipine. Dilutions of stock nicardipine 
were prepared in diluent to give concentrations of 2, 6, 20 and 60 nM in the 
日nalincubation. Data given are the means of triplicate assays performed in 
a single experiment. Each experiment was duplicated. 
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Table 4. Nicardipine concentration in the brain and serum of rats 

measured by radioreceptorは時 I¥'

九l川、ln:il given 
Nicardipine concentration• 

Brain/Serum 
Brain (n日／日J Serum (ng/ml) （勾）

i'¥ic:mlipine lS.86二1.51 (5) 34. 14 ' 4. 63 (3) 43. 12士3.77 (3) 

Normal saline 0. 35±0. 13 (4) 。 (4) 

•: mean土メE.:Vl.. Either nicardipine 1 mg/kg or normal salinぞ 1ml/ 

kg m川 givenintraperitoneally 15 minutes prior to decapitation. Con-

centrations of nicardipine were determined from the standard curve in 

Figure 4. For each sample assays of a single experiment were per-
formed in duplicate, and each experiment was performed twice. 
Numbers in parentheses indicate number of rats. 

nitrendipine, 3H-nimodipineなどが用いられ，カルシ

ウムチャンネノレには nicardipine,nimodipine, nifedi 

pineなどの dihydropyridineよ淀伊lの結合部位があ

るとされている． 一方， radioreceptorassayは，簡便

で感受性の高い測定法であり， 3H-nitrendipine,3H-

nimodipineなどのリガン ドを利用して，カノレシウム

倍抗剤の血中濃度測定fC::用いられている 10人 例えは

11imodipineでは， 10-100nM (4-40 n店／ml）が測定で

き， parentdrugとactivemetabolitesだけを測定して

いる．今回この方法を脳内濃度測定（と応用した．

nicardipineの SHnitrendipineに対する Ki値は，

約 0.9nMといわれている 34・35》．また， liP、ネズミの

脳の膜標本において， nimodipineの結合部位の最大

数（Bmax）は， 12nmol/kg=l2 pmol/gと報告されて

いるJS＞.従って，今回得られた脳内 nicardipine濃度

約 31.8 pmol/g，すなわち 15.9 ng/gは結合部位の最

大数の約3倍であり， Ki値と比較し薬理効果を期待す

るのに十分な量である．たfこ，脳内血液からの持ち込

みにより脳内濃度値が見かけ上高くなっている可能性

があるが，その影響を差し引し、ても十分であると考え

られる．また，平行して行なった成猫を用いた脱血後

の脳内濃度測定においても， ほぼ同様の結果（10-18 

ng/g）が得られており，血液からの持ち込みは大きな

意義を持たないと考える．

ラットにおける nicardipine役与後の血清濃度につ

いては，ガスクロ 7 トグラ フィーなどによる化学定量

法で 0.1mg/kg静脈内投与10分後，約 50ng/mlと

いう報告があるl7l. 今回の血清濃度 34.14土4.63 ng/ 

ml(g）は 1mg/kg腹腔内投与の成績であり，単純に

は比較できないか，妥当な結果であった．

血清濃度lζ対する脳内濃度の比は，約4N；であった．

脳内濃度が血清濃度に対し低く，これは血清から脳へ

の移行自体がこの程度であったとも考えられるが， 反

面 nicardipineは脂溶性が高い乙とを考え合わせると，

脳内濃度がみかけ上低値を示している可能性がある．

その一つの理由と して， 測定に供した methanolex・ 

tract k至るまでの抽出過程での損失があり得る．な

ぜなら， nicardipineは蛋白質と結合しやすしとれが

抽出過程で沈殿層lと入っている可能性がある．

dihydropyridine不拡仰l結合部位そのものに対する

nicardi pineの影響については現在さらに実験中であ

るが，乙の結合部位への 3H-nitrendipine結合の親和

性lζ抑制的に作用するようである．今回使用した膜に

ついては，ーユーロンの， 主！とシナプトゾームとされ

ているが，今後，各種病態時，例えば虚血時の膜lζ対

してカノレシウム括抗剤がどのように作用するのか，ま

た， Creba らの報告にあるようにペ薬剤が十分量存

在するζ とを証明するだけでなく，あわせて機能的効

果を詳しくみる実験が必要であると思われる．

総 括

神経放射線診断， l麻酔Iえび術前術後の患者管理の進

歩，手術用顕微鏡下K行う 7 イクロサージエリーの器

具の改良と手技などの向上により，近年破裂脳動脈

痛の治療成績は飛躍的iζ向上した．今日，十分な設備

と熟練した手技によれば，超重症例を除き，破裂後

24-48時間以内の急性期においても90旬以上の例で動

脈溜柄の閉塞を安全に行なうことができる．

一方，子術の有無に拘らず，脳動脈嫡破裂によるク

モ膜下出血例でしばしば見られる脳動脈奇襲縮は今日な

おそOJ)c＇十1!;(1刈かllJJらかでなく， したがって確実な治

療法を欠き，破裂脳動脈癌患者の生死及び機能予後を
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決定する最大の因子となっている．

最近， volumeexpansion, induced hypertensionとと

もに各種のカルシウム拾抗剤が脳動脈筆縮の治療に用

いられている山.in vivoで多くのカルシウム括抗剤

は実験的脳動脈綾縮を抑制する山印．臨床的にも， 2'

3のカルシウム拾抗剤についてその有用性が報告され

ており，我与も nicardipineの有用性を認めたが12',

最近ζれらカルシウム詰抗剤の効果は脳動脈嬢縮の発

生防止ないし解除よりは，むしろ虚血時のなんらかの

脳保護作用にあるのではないかと考えられるに至り2ペ

カルシウム桔抗期jの脳血管，脳血流への作用だけでな

く，神経機能や代謝函での作用を示す報告も散見され

るlhl6d9，仙．そとで，本研究では nicardipineの虚血

脳での細胞障害に対する有効性を脳内 FFA測定によ

り検討した．

脳虚血時の FFA増加のメカニズムについては，そ

の起源、が何であり，どのような酵素が関与しているの

かなど，未だ不明な点が多く結論を得るには至ってい

ない．これまでの報告から，一般にその起源は膜リン

脂質とされ，その中でもポリホスホイノシチドの可能

性が提唱されている．また，活性化される酵素として

は， ζれまでホスホリパーゼ A2とされていたが，ホ

スホリバーゼC，リバーゼとする説もあり刊，この点は，

ζれらの酵素のカノレシウムイオン依存性との関係で興

味深い.flPち，従来ホスホリパーゼはカルシウムイオ

ン依存性であるとされていたが， Edgarらの報告では，

脳でのホスホリパーゼ Ai,A2はカルシウム非依存性

であるという 7＞＿ 一方， Hirashima らは脳ミクロゾー

ム分画を用いた実験でホスホリバーゼc.リバーゼな

どは，カルシウムイオンの影響を受けやすいと述べて

いる即．今回の結果は，間接的ではあるがカル、ンウム

括抗剤がリン脂質関連酵素iζ影響を与えた可能性を示

しており，今後， FFA増加のメカニズム解明にあたっ

ては虚血脳でのこれらの酵素の動態の詳細な検索が必

要である．

虚血脳での神経細胞障害については，細胞内カルシ

ウム過負荷が重要な引き金となるという Siesji:i らの

説が有力である抑．すなわち虚血に陥ると細胞内カル

シウムホメオスターシスの消失と高リン酸化合物の枯

渇が生じ，これに伴い電位依存性およびレセプター依

存性カルシウムチャンネルを介したカルシウム流入に

よる細胞内カルシウム過負荷，とれによるホスホ リパ

ーゼ A2活性化による膜の脂肪分解（lipolysis），さら

に非特異的な膜透過性冗進から神経細胞壊死lζ至ると

する仮説である．今回の実験結果から， カルシウム括

抗期lは虚血脳でのカルシウム負荷を軽減し，逆iζカル

シウム刺激剤はとれを増悪する傾向があり，虚血脳で

のカルシウムの関与は dihydropyridine系薬剤結合部

位及びカルシウムチャンネルを介している可能性が示

唆された．ただ，はたして虚血時ICカルシウムチャン

ネルがと、のような状態にあり，カルシウム括抗剤が電

位依存性およびレセプター依存性カルシウムチャンネ

ルのどちらにどの程度作用するのか， また，細胞内カ

ノレシウム流入に対してのみ効果があるのか，あるいは

細胞内小器官からのカルシウム遊離にも影響を及して

いるのかは今後に残された問題である．いずれにして

も，本実験は使用したがカルシウム桔抗期Jnicardipi・ 

neが臨床上使用される範囲内の投与で脳内iζ移行し，

完全虚血脳における FFA増加を抑制するととを明ら

かにし，虚血脳の細胞障害に対し脳保護作用を有する

可能性を示した．

なお，本実験では薬剤jの全身血圧，脳血流量などに

対する影響をできるだけ除外するため，断頭による完

全虚血モテソレを使用した．今後， 臨床例により近い不

完全虚血，虚血後濯流再開などの動物モテソレでの検討

が必要である．さらに，本実験では脳採取にあたって

標本採取法をできるだけ一定にし，薬物効果を比較す

る乙とを中心に調べる目的で全脳を用い FFAを測定

した． ζれに関連して，近年カルシウムチャ ンネJレ数

の脳内分布に部位差があることが報告されているが2へ
これと脳の代謝3 機能との関係は明らかではない．ま

た， Bhakoo らは砂ネズミを用い，前頭葉，頭頂葉，

後頭葉聞で虚血時脳内 FFA増加に有意差は認めなか

ったとしているがペ カルシウムチャ ンネルの分布と

虚血iζ対する脳のいselectivevulnerability＇’との関係

は興味ある問題であると恩われる．

要 旨

1. ラットの断頭による完全虚血モテソレを用い，脳

内 FFAを経時的に測定し，カルシウム桔抗剤 nicar-

di pineの脳保護効果を先IC脳保護剤として知られて

L、る PBと比較して検討した．対照群では，断頭後脳

内 FFAは虚血早期よりプラトーに達することなく，

急激に増加し続けた．本実験での投与量（1mg/kg) 

で nicardipineは PB(60 mg/kg）よりは弱し、ものの，

このような虚血脳内 FFA増加に対し抑制作用を示し，

とれは虚血早期に，また，不飽和脂肪酸iζ対し強い傾

向があった すなわち全脳 FFA測定という global
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な測定法ではあるが，虚血脳での細胞障害へのカルシ

ウムイオンの関与が示唆された

2. ついで同じくラット断頭虚血モデルを用い， If

血10分での脳内 FFAを測定し， 最近合成されたカル

シウム刺激剤jYC-170の作用及びこれとカルシウム措

抗剤 川cardipine との相互作用を検討した vc・170

は虚血時の各 FFA及び総 FFA量を有意に増加させ，

乙の効果は nicardipine前投与により消失した．す

なわち虚血脳の細胞障害へのカル、ンウム関与は， dihy-

dropyridine 系薬剤結合部位及びカルシウムチャンネ

Jレを介している可能性が示された

3. 神経細胞に対するカルシウム措抗剤の作用が一

部で証明されており脳内濃度については， nimodipine

について Heffezらの報告があるか， nicardipineの脳

内移行は確認されていない そとで簡便でかつ感度の

高い radioreceptorassayを用いて， nicardipine1 mg/ 

kg腹腔内投与15分後の脳における nicardipineを測定

し， 薬理活性を得るに十分な量の nicardipine(ca. 16 

ng/g）が脳細胞に存在するととを確認した．同時lζ血

清中には化学定量法での測定結果lζ相当する量 （ca.

34 ng/g）が存在していた．

4. 以上より， nicardipineは臨床的に用いられる

量の投与で薬理作用を示すに十分な量脳細胞に移行

し，虚血に陥った脳に対して保護作用を示し，これは

dihydropyridine .；［，薬剤結合部位及びカルシウムチャ

ンネノレを介して細胞内カルシウム過負荷を防ぐことに

よると考えられる．

脚 J主

幹Nicardipine:2, 6-dimethyl-4・0・nitrophenyl）ー1,4-

dihydropyridine-3, 5-dicarboxylic acid 3-[2-(n-

benzyl-N-methylamino)] ethyl ester 5-methyl ester 
hydrochloride. 

持持 VC-170・2・（2-pyridil)ethyl 4-(2・chlorophenyl）・2,
6-dimethyl-5・phenylcarbamoyl-1,4-dihydropyridi-
ne-3-carboxylate. 

本研究は一部文部省科学研究費補助金によった．

稿を終えるにあたり御指導，御校閲を賜わりました半田譲
二教授に深甚なる感謝を跨げます．

また， YC・170を提供された山之内製薬株式会社， 長駄に
助言と指導をいただいた滋賀医科大学医学部生化学第一講座

野崎光洋教綬，群馬大学医学部生化学講座保坂公平博士， 並

びt'C-i.11之内製広中央研究所寺井道夫氏， 清水捻氏に深謝し
ます．
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