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急性膵炎犬をモデルとして,低 酸素環境下における解臓の燐脂質代謝に及ぼすphospholipaseの役

割を検討し, さらにこの酵素活性に阻害的に作動すると思われる薬剤とくに抗生物質を中心に検討を

行った。膵炎発症後24時間で膵臓の総脂質は65%,燐 脂質は45%,蛋 白質は76%に減少したがとくに

燐脂質の減少が顕著であった。この際,lecithinが減少しlysolecithinおよび遊離脂肪酸の増加が認め

られた。さらに,lecithin,phosphatidylethanolamine,lysolecithinなどの構成脂肪酸は飽和脂肪酸が

増加し,不 飽和脂肪酸が減少する傾向がみられ,遊 離脂肪酸では逆の傾向がみられた,一 方,抗 生物

質に関しては,benzylpenicillin,carbenicillin,tetracyclinには著明なphospholipase活性阻害効果が

認められたが,pol抑nyxin Bには阻害効果は認められなかった。

索引用語 :急性膵炎,燐 脂質代謝,phospholipase,脂 肪酸分析,phosphollpase inhibitor

I 緒  言

種々の臓器細胞は,低 酸素環境下にさらされると,

ついには細胞壊死に陥いることは自明の理ではある

が,細 胞壊死に至る過程に認められる様々な生理生化

学的,形 態学的変化に関してはなお不明の点も多い。

そこで虚血性低酸素環境下での臓器細胞の動態を解明

することは,細 胞病態の代謝研究上重要な問題点の一

つと考えられる。

生体膜は,蛋 白質 とともに燐脂質から構成されてい

るが, この燐脂質の流動性 (auidity)は,外 界からの

種々の刺激,情 報によって変化を受けて細胞内の代謝

系が巧妙に調節される結果,細 胞機能,ひ いては生物

全体の(恒
常性

ルが維持されるものとされている。.
一方,陣 臓の ミトヨン ドリアは,脳 および心臓,腎

臓などの ミトヨン ドリアについで虚血性低酸素環境に

対しては脆弱であるとの報告があるの。したがって,虚

血性低酸素環境下で解細胞が壊死に至る過程では,内

因性ホスホ リパーゼなどの一連の酵素系の活性化が惹

起され,生 体膜の燐脂質の代謝に変化が生じ,ひ いて

は細胞機能にも影響をおよばすものと考えられる。

また,Creutzfeldめ,本庄りらは実験的に急性瞬壊死を

作製して検討した結果,急 性解炎 (急性解壊死)の 発

症に際してのホスホリパーゼの果す役割の重要性を指

摘している。また一般に,細 菌のcontalninationが認

められない際の急性陣炎 (急性膵壊死)は ,nOn‐in_

fectious inna■llnationと考えられている。
一方,近 年燐脂質代謝およびホスホリパーゼに関す

る詳細な研究が積極的に行われた結果,ク 'ル プロマ

ジンゆ,テ トラカインの,ポ リミキシンBのなどにはホス

ホリパーゼに対する活性阻害作用のあることが報告さ

れるようになった。

このような観点に立脚して今回著者は,前 編におい

ては実験的に作成した急性陣壊死について,虚 血性低

酸素環境下における解組織の変化を主として燐脂質代

謝を中心に検討を加えた,

さらに後編では,急 性膵炎 (急性膵壊死)の 際に認

められた陣臓における燐脂質代謝の変化をin vitroに

おいて再現し,併 せて虚血性低酸素環境下における膵
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臓燐脂質代謝および内因性ホスホリパーゼ活性におよ

ばす種々の薬剤, とくに抗生物質の影響を中心に実験

的に検討を行った。

II 前   編

1.実 験材料および方法

(1)実 験材料

実験動物 としては体重7.0～15,Okgの成熟健常犬を

用いた。実験試薬中ケイ酸およびシリカグルHは それ

ぞれ Mallinckrodt Chemical Work(st.Louis,USA)

および Merk AC(Darlnstadt,Gel■ lany)よ り購入,

活性アル ミナ(200mesh),セ ライ ト545は半井化学(京

都)よ り購入した。 ク ロロホルム (CHC13), メタノー

ル (CH30H),ヘ キサンなどの有機溶媒はすべて使用

前に再蒸留したものを使用した。

(11)急 性膵炎の作成法

17時間絶食 させた成熟健常犬に対 して10mg/kgの

イソゾール (吉富製薬)を 静脈内投与後,仰 臥位に固

定の上,上 腹部正中切開を施して開腹した。まず対照

として解右葉を結繁切除ののち,副 膵管を結繁離断し

た。ついで胆襲穿刺により得られた自家胆汁0.5m1/kg

を主解管より加圧下に急速注入の上, この主膵管も二

重に結繁し離断した。このようにして作成した急性陣

炎犬においては表 1に示 したように血清アミラーゼ値

(Caraway法 ゆ)は ,急 性鮮炎誘発後 6時 間で230%,

さらに炎症増悪につれて24時間後では320%ま で上昇

をつづけた。

(111)総脂質の調製

湿重量約 lgの 膵臓 か らBligh‐Dyer法 めに従って

総脂質の抽出を行った。すなわち,細 切 した陣組織に
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蒸留水 5mlを 加えた後,Ul竹 a‐Turrax(Ika werk)を

用いて十分ホモジナイズした。ついで総量 8mlと なる

ように蒸留水を加 えてその うち0 5mlを 蛋白質定量

(kjeldahi法)に供し,残 りは蒸留水0.5mlを加えた後,

CH30H 20mlを 加えて十分撹拌後, さらにCHC13 10

mlを 加え十分撹拌の上,遠 心分離 (3,000rev./min,5

分)を行って上澄を集めた。沈澄に一相系(CHCi3/CH3

0H/H20(1:2,0.8,v/v/v)溶 液20mlを 加え,合

計 5回 にわたって抽出操作を繰 り返 した後, この全上

澄を一括 して95mlと した,

次にこの上澄に,CHC13/CH30H/H20の 混合比が,

1:1:0。 9(v/v/v)の 二相系となるようにCHC13,

H20を ,そ れぞれ25mlず つを加え十分撹拌後,,遠 心

分離 (3,000rev./min,lo分)を 行ってCHC13層 を分取

し,10mlの CH30H/H20(10:9,v/v)で 一回洗浄

後,全 CHC13層 をロータリーエバポレーター(Buchi)

にて濃縮乾回して総脂質を得た。

(市)燐 脂質の調製

Hanahanら 1のの方法に従って,総脂質をケイ酸カラ

ムクロマトグラフィーによって,単 純脂質と燐脂質に

分離した。すなわち,120℃にて1時間活性化したケイ

酸/セライト545(2:1.w/w)1.5gを CHC13に 懸濁

し,ガ ラスカラム(1× 5.5cm)に 充項した。これに1

mgの 1lpid‐Pに 相当する総脂質のCHC13溶 液を注入

し,ま ずCHCi3/CH30H(98:2,v/v)50mlに て単純

脂質を,つ いでCH30H 50mlに て燐脂質を溶出した。

脂質燐量はBartlett変法1'およびKing法 1のによっ

て測定を行ったが,CH30H画 分における燐量の回収

率は95%以 上であった。

表 1 急 性陣炎犬における解臓脂質,質 白質量の経時的変化 (n=5)

注 入 働 2 4 く 時 間 )

血清 ア ミラーゼ

裕ほ質

強脂質

重 白質

い 。)

(μ。)

8 4 2 . 9

3 5 , 1

1 0 0 0 . 3

25.3

1 6 3 5 , 7

3 1 . 6

9 0 5 . 9

2 3 . 4

1950.0

27.8

845.9

22.6

23ユエ.4

22.8

626.4

23.1

2 7 1 4 . 3

2 2 . 7

4 4 6 . 0

2 0 . 0(nぃ0)
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P),ま た遊離脂肪酸 (約900″g)を 30mlナ ス型フラス

コに取 り,10%methanolic HC1 5mlを 加え, 2時 間

還流した。冷却後,ヘ キサン5 mlと蒸留水5 mlと を

加えて強振し,ヘ キサン層のみを分取し,再 度残部に

ヘキサン5 mlを加えて,同 操作を繰り返して脂肪酸

メチルエステルを得,分 析に供した。

2.実 験成績

(1)成 熟健常犬の陣臓の脂質,蛋 白質量の部位差

成熟健常犬の陣臓における総脂質,燐 脂質,蛋 白質

量を測定した成績を図 1に示した。

すなわち, lg湿 重量当り,総 脂質は36～38mg,燐

脂質は880～1,000/g―P,ま たは蛋白質は26～30mgで

あったが,解臓における部位差は約10%内 外であった。

したがって,急 性陣炎組織の各分析に際しては,解

右葉を対照として,膵 左葉に作成した急性陣炎組織を

経時的に摘出の上,分 析に供した.

(■)急 性膵炎犬における膵臓脂質,安白質量の変化

表 1に急性陣炎誘発前後の総脂質,燐 脂質,蛋 白質

の量的変化を検討した結果を示した。総脂質はlg湿

重量当 り急性陣炎誘発前35.lmg,3時 間後31.6mg

(94%),6時 間後27.8mg(89%),12時 間後22,8mg

(69%),24時 間後22.7mg(65%)と 経時的に減少する

傾向がみられた.

蛋白質は25.8mgか ら3時間後23.4mg(93%),6時

間後22.6mg(91%),12時 間後23.lmg(93%),24時 間

後20.Omg(76%)と 減少する傾向がみられた.
一方,燐 脂質 (lipid‐p)は 1,000.3/gから3時 間後

905.9″g(84%), 6時 間後845.助査(78%)と 漸減傾

向がみられたが,12時 間後では626.4μg(59%), さ ら

に24時間後では446.竹g(45%)と 急激な減少傾向を示

した。

(よ1)膵臓における脂質組成の変化

膵臓の主要な燐脂質はレシチンおよびホスファチ

図1 成 熟健常犬の陣臓脂質,蛋 白質量の部位差

(n=3)
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(v)レ シチン,ホ スファチジールエタノールア ミ

ン, リツレシチンの単離

上述の精製燐脂質 よ り調製用薄層 クロマ トグラ

フィーによって,レシチン,ホスファチジールエタノー

ルアミン, リソレシチンの単離を行った。すなわち,

120℃にて 2時 間活性化 したシ リカゲルHプ レー ト

(20×20cm,0.6111mthick)に燐脂質200″g‐Pを アプラ

イして,溶 媒 CHC13/CH30H/H20(60i35:8,v/v/

v)に て展開した。風乾後,0,01%Rhodanin 6Gを 噴

霧して,紫 外線下に既知のレシチン,ホ スファジール

エタノールアミン, リソレシチンの Rf値 に一致 した

バン ドを,それぞれプレー トよりかきとった後,Bligh‐

Dyer法 に準じて脂質を抽出した。

得 られたレシチン画分をさらに Rhodesら 1りの方法

によって精製 した。すなわち,ガ ラスカラム (lX 3

cm)に 活性アル ミナ (200mesh)lgを CHCi3に て充頃

後,全 レシチン画分をアプライして,50mlの CHC13/

CH30H(1:1,v/v)で 溶出した。 こ のようにして

得 られたレシチン,ホ スファチジールエタノールア ミ

ン, リソレシチンは上述の薄層クロマ トグラフィーを

用いて単一であることを確認した。

(vi)遊 離脂肪酸の単離

単純脂質画分より,調 製用薄層クロマ トグラフィー

によって遊離脂肪酸の単離を行った。120℃,2時 間活

性化 したシリカゲルHプ レー ト (20×20cm, 0.6mm

thick)に5 mg相 当の単純脂質をアプライし,ヘ キサ

ン/エーテル/酢酸 (70:2511,v/v/v)に て展開,風

乾後0.01%Rhodamin 6 Gを 噴霧し,既 知の脂肪酸の

Rf値 に一致したパン ドをかきとり,Bligh‐Dyer法 に

準 じて脂質を抽出した。 こ のようにして単離した遊離

脂肪酸は薄層クロマ トグラフィーによって単一である

ことを確認し得た。

(宙i)脂肪酸分析

使用したガスクロマ トグラフは島津製の水素イオン

化検出器を備えた CC‐3BFで ある。カラムは 2 mX

3■lmの ガラス製 spiral tubeを用い,充 填剤には10%

Silar 10 C gas chrom.Q(100～120mesh)を 用いた。

カラム温度は180℃より200℃に昇温 した。窒素ガス,

水素ガス,空気はそれぞれ1.Okg/cm2,1.Okgたm2,0.6

kg/cm2でぁった。各 ピークの同定は,標 準品の保持時

間 (Rt)お よびマススペク トルの比較により,ま た定

量は半値巾法1つによって行った。

脂肪酸メチルエステルの調製はレシチン,ホ スファ

チジールユタノールア ミン, リソレシチン (約30/g‐
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ジールエタノールアミンであり両者で約70%を 占めて

いる.図 2に 示したように,ホスファチジールエタノー

ルアミンは急性膵炎誘発前後においても約20%で あっ

て,著 明な変動は示さなかった。 し かしながらレシチ

ンは誘発前は56%で あったのに反 して,24時 間後には

46%に 減少していた。また, レシチンの加水分解生成

物である リソレシチンは,急 性膵炎誘発後12時間で

7%,24時 間で10%と 増加傾向がみられた。

(市)レ シチン,ホスファチジールエタノールアミン

における構成脂肪酸の変化

表 2に 示したように,膵 炎誘発前のレシチンの主要

構成脂肪酸はパル ミチン酸 (C16:0),ス テア リン酸

図2 急 性膵炎における陣臓燐脂質組成の変化

(n=4)
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(C18:0),オ レイン酸(C18:1), リノール酸(C18i2),

であ り,ア ラキ ドン酸(C20:4)は 9%で あった。急性

膵炎 の発症につれて C18:0の 増加 お よび C1812,

C20:4の 減少傾向が認められた。
一方,ホ スファチジールニタノールア ミンでは,

C2014が 30%以 上を占めてお り,そ の他 C18:0,C181

2が 主要な構成脂防酸であった.急 性膵炎誘発後は

C16:0,C1810,C20:4の 増加および C18:2の 減少傾

向が認められた。

(v)リ ソレシチンの構成脂肪酸および遊離脂肪酸

の変化

急性膵炎誘発後, リソレシチンおよび遊離脂肪酸の

増加傾向が認められたが,そ の 1例 について,構 成脂

肪酸の経時的変化を検討した(表3).リ ソレシチンの

主要な構成脂肪酸は C16:0,C18:0,C18:1,C1812

であったが,急 性解炎誘発後24時間では C1610,C18i

oの増加およびC18:2の 減少傾向が著しかった。

同一例における遊離脂肪酸の主要なものは C16:0,

C18:0,C18:1,C18:2で あって,急 性解炎誘発後で

は C18:0,C18:1の 減少とC1812の 増加傾向が認めら

れた。また C2014は 最初は痕跡的に過ぎなかったが,

24時間後には 7%ま で増加していた,

3.小 括

虚血性低酸素環境下における解臓の燐脂質代謝を検

討する目的で,急 性膵炎作成犬についてその燐脂質を

中心に検討を加えた結果以下のような成績を収めるこ

とが出来た。

虚血性低酸素環境下では総脂質,燐 脂質ならびに蛋

H vrT t

04  ^71 | r i - ) t r t  / - t t7a>
H,  t rv tu>

時 間

表 2 レ シチン,ホ スファァチジールユタノールアミンにおける構成脂肪酸の変化

レ  ン   チ   ン

脂肪酸
注入前 2 4 ( 晴 問 ) 注 入 前 2 4 ( 埼 問 )

14:0

14:1

16:0

16:1

1810

1811

18:2

20:3

20:4

2 2 1 6

0.8 亀

1.2

36.1

2 . 5

9 8

7.1

24.8

3.1

9.3

2,8

1.4 培

1.0

3 4 , 7

2 . 3

13.3

8.3

2 5 , 6

2.8

1 0 . 1

2,7

3,7 忠

0.7

33,9

2 . 5

1 4 . 4

7 . 6

2 0 . 9

2.2

7.8

2 . 4

7.8 島

7.3

5.0

15.8

4.4

14.6

3.0

3 1 . 1

5 . 1

5.4 を

9,1

7.2

14.1

5.3

13.4

2.3

33.3

4.6

4 . 0  鳥

10.4

4 . 5

16.7

7.3

11.9

2.2

34.5

3,9
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表3 リ ツレシチンの構成脂肪酸および遊離脂肪酸の変化

日消外会議 16巻  8号

リツレシチン 遊母脂肪酸

12 2 4 ( 時 間 ) 注 入 前 2 4 ( 時 間 )

14=0

16:0

1611

18:0

■8:1

18:2

2 0 : 4

2 . 2  る

2 3 . 8

3.1

25.3

11.9

19.2

9 . 2

1.1 も

27,7

2 . 3

31.6

9,7

13,7

6.8

3,0 ネ

15.5

5.8

13.2

36,1

12.2

0,2

1.2 名
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自質はともに経時的に減少する傾向がみられるが, こ

れらの中でもとくに燐脂質の減少が顕著にみられた。

また低酸素環境下での膵臓においては燐脂質の50%以

上を占めるレシチンが減少し,そ の加水分解産物であ

るリツレシチンおよび遊離脂肪酸が増加する傾向がみ

られた。また急性陣炎発症後, レシチン,ホ スファチ

ジールエタノールア ミン, リツレシチン画分において

は,飽 和脂肪酸が増加し,不 飽和脂肪酸が減少する傾

向がみられたのに反 して,遊 離脂肪酸では逆に不飽和

脂肪酸が増加し,飽 和脂肪酸が減少する傾向がみられ

た。以上の結果から明らかなように虚血性低酸素環境

下では解臓の燐脂質代謝は著明に変化 していること,

およびこの様な変化に内因性ホスホ リパーゼが重要な

役割を演じているのであろう可能性が示唆された,

IH 後   編

1.実 験材料および方法

(1)実 験材料

使用 した薬剤は以下のごとくである.ベ ンジルペニ

シリン (明治),カ ルベニシリン,ポ リミキシンB(台

糖ファイザー),テ トライサクリン (日本レダリー),

クロールプロマジン (塩野義),テ トラカイン (キョウ

リン),メ リチン (Sigma).

また,実 験動物は体重140～160gの Wistar系 雄性

ラントを17時間絶食後使用した。

(五)実 験方法

ラットに50mg/kgの ネンブタール (アボット)を腹

腔内に投与の上,膵 臓約300mgを 摘出した。

(反応系a)

低酸素環境下での膵組織における燐脂質の分解状況

を知るために,摘 出膵臓を 2等 分の上一方は直ちに

Bligh‐Dyer法 に準じて総脂質の抽出を行った。すなわ

ち,犬 陣臓 と同様に一相系溶媒を用いて 3回 抽出を繰

り返し,一相系溶媒の総量が38mlと なるように抽出を

行った。他方の膵組織には50mMト リス塩酸緩衝液

(pH7.4)2.Omlを 加えて,37℃ で一定時間インキュ

ベー トした後,CH30H 5.Oml CHC13 2.5mlと を加え

て反応を停止の上,Bligh‐Dyer法 に従って総脂質の抽

出を行った。

(反応系 b)

抗生物質の存在下における反応系については,陣 組

織150mgに 50mMト リス塩酸緩衝液 (pH7.4)を 加え,

さらに各種抗生物質を添加の上,最 終容量が2.Omlと

なるように調製 した。これを37℃で 4時 間インキュ

ベー トした後,Bligh―Byer法 に従って総脂質の抽出を

行った.

(反応系C)

つぎに in vi廿oに おいて,ホ スホ リパーゼ活性を高

めるために,メ リチンの存在下で以下のような実験を

行ったlф.体向140～160gの Wistar系 雄性ラットから

陣臓 を抽 出 し,こ れを 2等 分の上,一 方 は直 ちに

Bligh‐Dyer法 に従って総脂質の抽出を行い,他方は50

mMト リス塩酸緩衝液 (pH7.4)を 加えた後, さらに

メリチン50,100,150/gを 加えて最終容量を2.Omlと

して,37℃ で 3時 間 インキュベー トした後,Bligh‐

Dyer法 に従って総脂質の抽出を行った。

(反応系 d)

さらにメリチンの存在下における抗生物質の影響を

検討するために,以 下のような実験を行った。すなわ

ち,摘 出陣臓の一方は直ちに Bligh‐Dyer法 に従って

総脂質の抽出を行い,他 方は50mMト リス塩酸緩衝液



1983年8月

(pH7.4)と 抗生物質 とを添加の上15分間 プレイン

キューベー トした。その後さらにメリチン50/gを 加え

て最終容量を2.Omlに調製の上,37℃ にて合計 3時 間

インキュベー トした後,Bligh‐Dyer法 に従って総脂質

の抽出を行った。

脂質燐の定量は King法 により,蛋 白質の定量は

Lowry法 10に従って行った。

2.実 験成績

(1)ラ ット瞬組織の燐脂質,蛋白質の経時的分解お

よび燐脂質組成の変化

図 3に 示したように,蛋 白質は 6時 間で10%の 減少

を示したに過ぎなかったが,燐 脂質は 2時 間で10%,

4時 間で25%, 6時 間で45%の 減少を示し,燐 脂質の

減少傾向は蛋白質よりも顕著であった。

反応系にメリチンを添加すると,図 4に 示 したよう

に,燐 脂質の分解は促進される傾向がみられ,50″g添

加時には 3時 間で25%の 減少が認められた.100,150

″gの メリチン添加によって,燐脂質の分解は幾分促進

されるが,その程度は50″g添 加の場合 とほぼ同程度で

あぅた。
一方, ラット膵臓の燐脂質はイヌの場合と同様に,

薄層上で認められたものはレシチン(50%),ホ スファ

チジールユタノールアミン(20%),ス フィンゴミエ リ

ン (10%)で あった。これらの燐脂質は図 5の ように,

膵組織を 4時 間インキュペー トした時点では,ホ ス

ファチジールエタノールアミン,ス フィンゴミエ リン

画分の変化は認められなかったが, レシチンは10%減

少し, リソンシチンは逆に 8%の 増加がみられた。

図3 ラ ット膵組織の燐脂質 (●),蛋 白質 (■)の経

時的分解 (n=5)
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(11)ラ ットの陣臓燐脂質分解におよぼす抗生物質

の影響

ラットの瞬組織を抗生物質の非存在下で, 4時 間イ

ンキュベー トすると,燐脂質は25%の 減少がみられた,
一方,ベ ンジルペニシリンを添加した際には,そ の濃

度が1.6mMで は15%の 燐脂質減少にとどまるが,3.2

mMで はその分解はほぼ完全に抑制された。カルベニ

シリンでも1.5mMの 添加で10%の 減少に,3.OmMで

はほぼ完全に抑制された (図 6a).

テ トラサイク リンも,3.OmMで 燐脂質の分解を完

全に抑制 したが,ポ リミキシンBは ,3.OmMで は燐脂

質の抑制をし得なかうた (図 6b).

さらに,抗 生物質ではないが,ホ スホリパーゼ活性

図4 ラ ット解組織の燐脂質分解におよばすメリチン

の効果 (n=5)

図5 ラ ット膵組織の燐脂質組成の変化 (n=3)

v . ' t >  ( Q ) ,  i 7 2 r 7 i - , v r t  ) - ) t 7 a t  ( E \

z ) 4 ' A a r t ) >  ( x ) ,  u ' t  v > s >  ( L )  .
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ラット膵組織の燐脂質分解におよばす薬剤の影

(n=5)

ベンジルペニシリン

図7 メ チリン存在下におけるラット膵組織の燐脂質

分解におよぼす影響 (n=5)

認められた。これらの諸成績から明らかなように, メ

リチンの存在下ではメリチンの非存在下での3～10倍

の抗生物質量の存在が必要であることが判明した。

夏V 考  韓

著者は虚血性低酸素環境下における陣細胞の病態生

理を明らかにする目的で,主 として鱗脂質代謝とホス

ホリパーゼの果す役割を中心にin vivoな らびにin

vitroの実験的検討を行った。

前編においては,イ ヌ陣管内に自家胆汁を加圧下に

急速注入することによって急性解炎 (急性膵壊死)を

作成の上, これをin vivoにおける膵組織の循環障害

あるいは低酸素環境下のモデルと考え, この際の解臓

における燐脂質代謝を内因性ホスホリパーゼとの関連

において追求した。

急性膵炎の成因は各種解酵素が何らかの誘因によっ

て膵組織で活性化され, 自己の産生する酵素によって

陣臓自体が自己消化 (autodigestion)をおこすことが

その本能であると一般に考えられている。

従来より,解 臓の自己消化をおこす酵素として トリ

プ トシンが最も重視されてきた1の.し かし,1934年

Dragstedtら1めはトリプシンは蛋白質とともに生体膜

の重要構成成分であるグリセロ燐脂質に直接作用し得

ないことから, トリブシン中心の膵炎発生機序に疑問

を抱き, さらにBeckら 1りは急性膵炎の発症に際して

解組織中でのトリプシン活性の証明が困難であること

を指摘した。

また,Elmslie2の2,は実験的に膵炎を発症させる場

合,一 定の圧を加えて, トリプシンを鮮管内へ注入す

るのでなければ成功し難いことを指摘した。これらの

諸事実から以前の トリプシン中心の膵炎発症機序に疑

間がもたれるようになった。さらにCreutzfeldら221は

力,レヽ ニシリン

O    i 0    2 0    3 0    0     ■0    2 0    3 0

濃度 ・nM

阻害剤 とされている。クロールプロマジンおよびテ ト

ラカインの効果についても同様に検討を行ったが,両

者 ともに1.OmMで 膵臓燐脂質の分解抑制作用が認め

られはじめ,3.OmMで は分解は完全に抑制 されてい

た (図6c).

一方,メ リチンの存在下における抗生物質の効果に

ついても検討を行ったが,結果は図 7に 示 したように,

3.OmMの テ トラサイクリンでは,燐 脂質の分解に対

する影響は認められなかったのに反 して,9.OmMで

は燐脂質の分解は完全に抑制されていた。さらにベン

ジルペニシリンでも,30mMの 添加群では抑制効果が

水リミキシンB
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ラットを用い,ホ スホ リパーゼを低濃度の胆汁酸 とと

もに,膵 管内へ注入することによって急性膵炎を発症

し得ることを明らかにし, この際に蛋白質分解酵素活

性はほとんど検出されなかったことから,膵 炎発症に

おけるホスホ リパーゼの重要性を指摘 した。

また,本 庄りらも実験的にイヌ胆汁性解炎において,

ホスホ リパーゼAの 果す役割を強調 している。

今回,著 者の行った実験結果はこれらの報告を強 く

支持するものと思われる。すなわち,著 者の実験結果

においては急性膵炎発症後24時間で鮮臓総脂質 は

65%,蛋 白質は75%,燐 脂質は45%ま で減少した.特

に燐脂質の著明な減少は急性膵炎 と燐脂質代謝との間

に強い因果関係があることを示唆しているものと思わ

れる。

また,急 性膵炎発症時の陣臓における燐脂質の質的

変化をみてみると,約 50%を 占めるレシチンが発症後

24時間で10%減 少し,同 時にその加水分解生成物質で

あるリツレシチンおよび遊離脂肪酸が増加していた。

元来,生 体膜は燐脂質の二重層に蛋白質が うめ込ま

れた形2りをしているが,外 界からの刺激や情報に対 し

ては内因性のホスホ リパーゼなどの酵素が対応して生

体膜は量的にも質的にも順応 して,そ の(恒
常性

"を
常

に維持しているものとされている.

そこで著者は虚血性低酸素環境下のモデルとして急

性陣炎 (急性膵壊死)を 作成し, この(恒
常性

ルに破綻

を来たした時の膵細胞の燐脂質の質的変化をより詳細

に検討す る目的で レシチン,ホ スファチジールエタ

ノールアミン, リ ソレシチンの構成脂肪酸および遊離

脂肪酸の経時的変化について検討を加えた。今回の実

験結果から,急 性解炎の増悪につれて膵細胞の生体膜

はその構築がもろくなってゆ くような印象が得 られ

た。たとえば,膵 臓燐脂質の70%以 上を占めるレシチ

ンおよびホスファチジールニタノールア ミン画分で

は,急 性膵炎発症後飽和脂肪酸が増加し,不 飽和脂肪

酸は減少する傾向がみられた。また, レシチンの加水

分解生成物であるリツレシチンに関しても,飽 和脂肪

酸が増加し,不 飽和脂肪酸が減少する傾向が認められ

た。一方,遊 離脂肪酸においても, これらの結果とし

て不飽和脂肪酸が増加し,飽 和脂肪酸が減少するもの

と思われた.ま た, リ ツレシチンそれ自身は細胞毒性

を有してお り,急 性膵炎の増悪過程において解臓に対

する影響はもちろんのこと, さらには門脈系を介して

肝にも何らかの障害をおよぼすであろうことが容易に

推定される。
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一方,Trulnpら
20はラット腎臓スライスを用いて,

in vitroにおける虚血性低酸素環境下での ミトコン ド

リアの燐脂質の変化を検討した結果,低 酸素環境下で

の腎臓では内因性ホスホ リパーゼの活性化によって燐

脂質においては不飽和脂肪酸が減少し,飽 和脂肪酸の

増加がみられたとしている.

これらの結果は著者の in vivoにおける急性膵炎犬

に認められた膵臓構成脂肪酸の経時的変化 とよく一致

しており,急 性陣炎 (急性膵壊死)発 症に際 して,内

因性ホスホリパーゼ,と くにA2の果す役割が重要であ

ることが明らかとなった.

さらに著者は後編においてラット陣組織片を用いて

in vitroにおいてイヌ急性膵炎 (急性膵壊死)に認めら

れた燐脂質代謝の変化を再現し,虚 血性低酸素環境下

での内因性ホスホ ツパーゼの果す役割 と,そ れにおよ

ばす各種薬剤, とくに抗生物質の影響に関して実験的

検討を行った。

抗生物質の非存在下では急性膵炎犬 と同様に膵臓に

おける燐脂質の減少は蛋自質の減少 よりも顕著であ

り,さらに膵臓燐脂質の質的変化もみられた。したがっ

て, この実験系は急性膵炎犬に認められた膵臓の燐脂

質代謝の様想 と内因性ホスホ リパーゼの関与 とを,in

vitroにおいて十分再現し得たものと考えられる。

ついで,著 者は各種薬剤の内因性ホスホリパーゼに

対する影響を検討した結果,ベ ンジルペニシ リン,カ

ルベニシ リンは3.OmMに て解臓燐脂質の減少をほぼ

完全に抑制した。その機序に関しては不明の点が多い

が,生 体膜を構成する代表的な燐脂質であるレシチン

を例 に とれ ば,化 学 的 には一般 に,1,2‐diacyl―sn‐

glyceryl‐3‐phosphocholineであるが,こ の中にはひと

つの分子中に疎水性の脂肪酸部分と,親 水性のホスホ

コリンがあるために, レシチンしたがってまた一般に

燐脂質は,両 親媒性の物質と考えられている。一方,

ベンジルペニシ リン, カルベニシリンもまた両親媒性

の薬剤 であ る。したがって,こ れ らの抗生物質 は

Michel129,Defrize‐Quertain2いらがい うように,内 因

性ホスホリパーゼの基質である肝臓の“
膜燐脂質

力に作

用することによって,生 体膜の生理,生 化学的性状に

何らかの変化を生じさせ, したがって活性化された内

因性ホスホ リパーゼから防禦 された もの と考えられ

る.

同様の機序によるホスホリパーゼ阻害剤 としては,

局所麻酔剤が近年報告 されている。.著 者の行った実

験結果からも,テ トラカインには顕著な陣臓の燐脂質
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減少の抑制効果が認め られた。
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対する抗生物質の影響を検討 した結果,ベ ンジルペニ

シ リン,カ ルベニシ リン,テ トラサイク リンには著明

なホスホ リパーゼ活性阻害効果が認め られたが,ポ リ

ミキシンBに は, この作用が認め られなかった。 さら

に内因性ホスホ リパーゼをよリー
層活性化 させ るため

にメ リチンを投与 して実験を行 った結果,ベ ンジルペ

ニシ リン,テ トラサイク リンにはより高濃度の投与に

よって同様のホスホ リパーゼ活性阻害効果のあること

が明らか となった。

稿を終るに臨み終始御懇篤なる御指導ならびに御校閲を

賜あ りました思師山本政勝教授に深甚の謝意を持げるとと

もに医化学教室において終始御指導をいただき,ま た御校

開賜 りました本学医化学斎藤国彦教授に心より深謝の意を

表する。また数々の御教示,御協力をいただきました外科学

教室員ならびに医化学教室員各位に感謝の意を表する。

なお,本論文の要旨は第53回,第54回日本生化学学会大会

において発表した。本研究の一部は昭和53年度文部省科学

研究費 (第348258号)の 援助によった。
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しかし, これらの仮説はあくまでもその一要因とし

て考えられ,今 回著者が検討した抗生物質の中で,テ

トラサイクリンはキレー ト作用を有した薬剤であ り,

内因性ホスホリパーゼ活性の発現に不可欠である細胞

内 Ca2+zn2■ などを除去する作用があ り,そ の結果,ホ

スホ リパーゼ活性は失活し,鮮 臓燐脂質減少の抑制効

果が認められたものと考えられる。

さらに著者は内因性ホスホ リパーゼをよリー層活性

化させる151ために,メ リチンを投与 して実験を行った。

これによるとベンジルペニシリン,テ トラサイクリン

により,高 濃度で陣組織片を前処置 しておけば陣臓燐

脂質の減少は抑制 された。

従来,抗 生物質の一義的な意義は,微 生物に作用す

ることであるが,今 回著者の行った実験的検討結果か

らも明らかなように,高 等動物の燐脂質代謝にも重要

な役害Jを演 じていることが判明した。

V 総 括ならびに結論

虚血性低酸素環境下における陣臓燐脂質代謝 と,そ

れにおよぼす各種薬剤の影響について主として抗生物

質を中心として実験検討を行い,以 下の成績を収める

ことができた,

① 虚血性低酸素環境下では総脂質,燐脂質および蛋

白質はともに経時的に減少する傾向がみられたが,な

かでもとくに燐脂質における減少が顕著であった。

② 解臓の主要な燐脂質はレシチン,ホスファチジー

ルエタノールアミン,ス フィンゴミエリンであるが,

低酸素環境下では燐脂質の50%以 上を占めるレシチン

が減少し,そ の加水分解生成物質であるリソレシチン

および遊離脂肪酸の増加が認められるなど質的にもか

なりの変化を来していることが明らかとなった。

③ 騨臓のレシチン,ホスファチジールユタノールア

ミン, リソレシチンの構成脂肪酸および遊離脂肪酸は

低酸素環境下においては大きく変動した。すなわち,

急性膵炎発症後,レシチン,ホスファチジールエタノー

ルアミン, リツレシチン画分においては,飽 和脂肪酸

が増加し,不 飽和脂肪酸が減少する傾向がみられた。

さらに遊離脂肪酸では逆に不飽和脂肪酸が増加し,飽

和脂肪酸が減少する傾向がみられた。 こ れらの諸成績

から,虚 血性低酸素環境下においては,膵 臓の燐脂質

代謝は著明に変化することが明らかとなったが, この

際とくに内因性ホスホリパーゼの果す役割が重要であ

ることが明らかとなった。

④ 低酸素環境下における内因性ホスホリパーゼに
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