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論 文 内 容 要 旨

デノパ ミン((一)一(R)↓(p-hydroxyphenyD-2一[(3,4-dime七hoxyphenethyl)am玉noコe七hanol,

den)は,新 しく開発 された経口強心薬である。従来,経 口強心薬と してはジギタ リスが主に用

いられて来たが,強 心作用 と不整脈などの副作用 との開 きが小さい為,臨 床上用:量設定が難 しく

問題があった。一方,ド ーパ ミンや ドブタミン等のカテコールアミンも強心薬として用い られて

いるが,い ずれも静脈内投与で しか有効でない。それに対 して,denは 血圧に影響す る事 な しに

持続的な強心作用を発現 し,し かも心拍数や心筋酸素消費増加作用が弱 く,さ らには不整脈誘発

作用が極めて弱い強心薬である。 しかも,薬 効量で耐性が発現 しないといった特徴 もある。

これらの薬理学的特徴には,denの 極めて高いβ・選択性とpartialagonist的 性質が関与 して

いるものと思われる。そこでこれら薬理作用機構 の解明を目的 として生化学的検討を行った。

1.薬 理 学的検討

灌流 ウサギ心臓標品 にdenを100μg(灌 流 液中 での終濃度:400ng/m1,1.3×10-6M)を 作 用

させ ると顕著 な強 心作 用(dP/dhnaxの 増 加)を 示 し,こ の作用 はプ ロプ ラ ノ ロール(15×

10-6M)で 完 全 に抑制 された(1)。 この事 は,denが β一受容体作動薬であ る事 を示唆 して いる。

更 に,ペ ン トバル ビタール(8～16×10-4M)を 作 用 させるか,あ るい は前負 荷 一後 負 荷 を繰 』

り返す事 によって収縮力 を約75%ま で減少 させ た不全心臓 で も,denは3.17μg(灌 流 液 中で の終

濃度:13ng/m1,4×10-8M)以 上 で心収縮 性を元 の レベルに回復 させた(1)。

一 方
,犬 の灌流心臓標 晶を用 いて虚血 一再灌流処 置でdP/d七maxを 元 の約40%減 少 させ た不

全心臓 に対 して も,denは317μg(灌 流 液中での終濃 度:264ng/m1,8.3×10-7M)で,dP/dtm

axを ほ ぼ元の レベ ルに回復 させた(3)。

又,ラ ンゲン ドルフ法 で灌流 したモルモ ッ ト心臓標 品を用 いた実験 で は,den(3×1r6M)に よ

る強心作用(dP/dtmax,心 収 縮力)が イ ソプ ロテ レノ ール(iso,1r7M)と 同 じ時,denは

isoと 比 べて心拍 数:の増加 が少 な く,し か も陽性弛緩促進作用 が弱か った(5)。

2.生 化 学的検討

犬 の灌流心臓標 品 を用 いて虚血 「再灌流処置でdP/dtmaxを 元 の約40%減 少 させ た不全 心臓

に,denを317μg(8×10-7M)さ せ た後,心 筋細胞 膜であ るsarcolemmalvesicles(SL)を 調 製

し,SL機 能[ATP依 存 性Ca2+一 取 り込 み能,ア デニ レー トサイ ク ラー ゼ活 性(AC活 性),SL

蛋 白への リン酸化 能]とSLの 総 蛋 白量(蛋 白収量)に 及ぼす影響 をみた。 そ の結 果,虚 血 一再
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灌流処 置の不全心臓か ら調製 したSLで は,SL機 能 とSLの 総 蛋白量 の低下 が見 られ た(2,3)。

しか し,denを 作 用す る事 によって,低 下 したdP/dtmaxの 回 復 と共 にSL機 能及 びSLの 蛋 白

収量 が,い ずれ もほぼ元 の レベルへ回復 した(3,4)。denに よ ってSL機 能 及 びSL蛋 白の収量が

改善 したのは,denがdP/dtmaxを 改 善 した為 と考え られ るが,他 方,denに よ るSL機 能 の改

善効果 が薬理学 的改善効果 を導 いたと も考え られる。

一方
,正 常犬 の心臓 か ら調製 したSLを 用 いて,invitroでdenのAC活 性 化 に対す る作用を見

たところ,is。 は最大 で約56%の 活 性化作用 を示 したのに対 し,deぬ は:最大約14%と 僅 か な作用 し

か示 さなか った(2,3)。 こ の事 は,denがpar七ialag。nist的 性質の ある事 を示唆 してい る。

と ころで,β 一受容 体作 動薬 に よ る強心 作 用 の発 現 には,心 筋 内 のcAMPレ ペ ル の 増加 と

cAMP一 依 存 性 プロテイ ンキ ナーゼ(cAMP-PK:)の 活 性化が密接 に関係 して い ると言 わ れて い

る。そ こで,den(3×10一6M)に よ る心筋cAMP増 加 作用 を,灌 流 モルモ ッ ト心臓標本 を用いて,

強心作用 が同 じiso(10一?M)と 比 べ た結果,心 筋 ホモジネー ト及 びそれ を遠心分離(100,000xg,

10min)し て得 た沈澱 画分 でのcAMPレ ベ ル は,isoに 比 べ てdenで は有意 に低か った(5,6)。

しか し,心 筋 ホモ ジネー トの遠心分離上 清をLi2so4塩 析(20～84%)し て 得 た沈澱 画分 で は,

denに よ るcAMP増 加 作用 はisoに よ るそれとほぼ同程度 であった(6)。1こ の結果 は,こ の画 分

に於 けるcAMPの 増 加 が強心作用 の発現 と関連 している事 を示唆 してい る。

一方
,Li、so、 塩 析後の上 清画分 に於 て は,isoで 顕 著 なcAMPレ ベ ルの増加 が見 られ たの に

対 して,denで は僅かであ った(6)。 又,心 筋 ホモジネ ー ト上清 に於 けるcAMP-PK活 性 につ い

て,den(3×10-6M)と 強 心作用 が同 じiso(1r7M)と を 比 べた と ころ,isoに 比 べ てdenの 方

が低か った(6)。

β一受容体作動薬 による耐性発現 の機作 は,β 一受容体が リン酸化 される為 で,そ れ にはcAMP-

PKに よ る リン酸化 を介 したheter。logousdesensitiza七i。n(異 型 脱 感作)と,cAMP非 依 存 性

β一受容体 キナーゼ(β 一ARK)に よ る リン酸化 を介 したhomologousdesensitization(相 同 性 脱

感作)が あ るとされて い る。 そ して,β 一ARKに よ る β一受容体 の リン酸化 作用 は,ACの 活 性 化

作用 と非 常 に良 く相関 して いると言われて いる。 ところで,denに よ る心 筋 ホ モ ジネ ー トでのc

AMP増 加 作 用が,強 心作用 が同 じisoに 比 べて低 く,し か もcAMP-PK:の 活 性化作用 もisoに 比

べて低 か ったと言 う上記 の結果 は,denで は異型脱感作が起 り難 い事 を示 唆 してい る。更 に,in

viもroで,SLで のACの 活 性化作用 がisoに 比 べ てdenで 低 かった事 か ら,相 同性 脱感作 もiso

に比 べて起 り難 い事が示唆 され る。

又,不 整脈誘発作用 と心筋 内cAMP増 加 作用 との間 には,正 の相 関があ る とされ ている。心筋

ホモジネー ト画分,特 に心筋 ホ毛 ジネー トの遠心分離上清をLi、so、 塩 析(20～84%)し て得 た

上清画分で のcAMPの 増 加が,isoで は顕著 であ ったのに対 しdenで は僅 かであ った。 この事 と
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denで は不整脈誘発作 用が弱 い事 との間 に何 らかの関係が有 ると思 われ る。

一方
,32P一灌 流 モルモ ッ ト心筋標品を用 いて,強 心作 用が 同 じ条件 下で,iso(10-7M)とden

(3×10-6M)に よ る心 筋蛋 白へ の リン酸化反応 を見た結 果,こ れ らの薬剤で5っ の心筋蛋 白(C一

蛋白,ト ロポニ ンー1,ミ オ シン軽鎖,SL蛋 白,フ ォス フォラ ンバ ン)へ の リン酸 化反 応 が充進

した。 しか し,そ の中 で トロポニ ンー1と フォス フォ ランバ ンへの リン酸化反応 は,isOに 比 べ て

denで は有意 に低か った(5)。 トロポニ ンー1と フォス フォランバ ンへの リン酸化反応 の充進 は,

心 筋 の弛緩速度 と関係 す ると言 われている。陽性弛緩促進作用が,強 心作用 が 同 じ くisoに 比 べ

てdenで 弱 いの は,弛 緩 と関係す る心筋蛋 白(ト ロポニ ンー1と フォス フォ ラ ンバ ン)へ の リン

酸化 の程度がdenで は低 い為 と考え られ る。

ところで,灌 流 ウサギ心臓標品を用いた正常又 は不全心臓 モデル(バ ル ビタール誘発 あ るい は

前負荷一後負荷誘 発)で,den(100μg,灌 流 液中で の終濃度:400ng/ml,1.3×10-6M)は,強 心

作用 を発現す る条 件で,高 エネルギー燐酸化体(CP,ATP,ADP)及 び解糖 系 中間体(G-6-P,

F-6-P,F-1,6-DP,α 一GP,ジ ヒ ドロキ シアセ トン燐酸,ピ ル ビ ン酸,乳 酸)量 に影響 を及 ぼ さ

なか った(1)。 一 方,灌 流 モル モ ット心臓標品 を用 いた実験で,den(3×10-6M)に よ るグ リコー

ゲ ンフォス フォ リラーゼの活性化作用を見た結果,iso(10-7M)は 顕 著な作用 を示 したの に対 し

て,denで は有意 な作用 ではなか った(6)。 グ リコーゲ ンフォスフォ リラー ゼの活性 化 は,筋 肉

組織 で は乳酸 の産生増 加 に結 びつ く事を考え ると,denが 強 心作用発現時,乳 酸量 をあ ま りi変動

させなか ったのは,グ リコーゲ ンフォスフォ リラーゼの活性化作用 が弱か った為 と思われ る。

以上 の結果,denはisoと 異 な り,強 心機能 に直結 した心筋細胞 内の コ ンパ ー トメ ン ト[心 筋

ホモ ジネー トの遠 心分離上清 をLi、SO、 塩 析(20～84%)し て得 た沈澱画分]で 効率良 くcAMP

を増 加 させ る事 によ り,強 心作用を効果的に発現 させ,同 時 に耐性の発現が少 な く,か っ不 整脈

の誘発作用 も弱 い とい う特徴 を与え る事 になると考 え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

ジギタリスはその強心作用を期待 しうっ血性心不全の治療薬として繁用 されているが,副 作用

である重篤な不整脈を惹起する用量:との間隔が狭 く,臨 床使用上の難点となっている。近年,心

筋の興奮一収縮連関における重要な知見が集積されるに伴って,ジ キタリスに代替 し得る新 しい

強心薬の開発の要望 は急速に高まっている。

Denopamineは ジギタリスに代替 し得る強心薬 として,最 も早くその開発に成功 したものの一

つである。本論文は動物実験におけるdenopamineの 強心作用について解析 したもので,現 在臨

床的にその有効性が確認 されるに至ったものである。

論文要旨は薬理学的および生化学的検討とか らなり,以 下に概略 される。

①Denopamineは 各種動物の灌流心臓標本において心収縮力増大作用を有 し,実 験的心不全に

おける心収縮力減退を改善させることを示 した。また,イ ソプロテレノ・一ル(β 受容体作動薬)

との比較実験により,denopamineは 心拍数の増大作用と陽性弛緩促進作用が比較的軽度 な作用

をもっ部分的 β作動薬であるという薬理学的特徴を明確にした。

②イヌ心筋細胞のsarcolemmalvisicle(SL)で のSL機 能(ATP依 存性Ca'+取 り込み能,ア

デニレー ト・サイクラーゼ活性,SL蛋 白へのりん酸化能)とSL総 蛋白量は,心 臓灌流標:本の虚

血一再灌流処置心不全で低下するが,こ れらの低下効果はdenopa血ineの 投与によりいずれ も回

復 される。また,正 常イヌ心筋SLで のアデニレート・サイクラー ビ活性はdenopamineに より

上昇す る。

③灌流モルモ ット心臓 ホモジネー ト各分画のcyclicAMPレ ベルはdenopamineに よって上昇

するが,他 の各分画 と異なり,遠 心分離上清 のLilSO、 塩析沈澱分画におけるcyclicAMP上 昇

作用はisopro七ereno1と 同等である。これらの結果からdenopamineの 強心作用 と密接に関連す

るcyclicAMP上 昇作用を惹起する心筋細胞内のコンパートメントの存在を示唆 した。

④Denopamineは 灌流モルモット心筋標本での心筋蛋白のリン酸化反応を充進することを示 し

た。また,ト ロポニンー1とフォスフォランバ ンへの リン酸化反応の充進作用 はisoproterenolに

比 し低活性であることを示し,denopamineの 軽度の陽性弛緩促進作用との関連性を示 した。

本研究論文で得 られた知見 は,denopamineの 臨床使用上に有用な情報を提供す るばかりでな

く,心 筋収縮 におけるcyclicAMP-Ca動 態に関する新知見を含んでいる。

以上,本 研究内容は学位論文として価値あるものと判断する。
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