
カフェインやマグネシウムが各々心筋細胞内Ca2＋動態
に関連するとされているが，マグネシウムとカフェイン
との相互の関係を調べた研究はこれまでのところ見当た
らない．本研究は標準食あるいは低マグネシウム食飼育
下のラットを用い，カフェインの左室機能，特に拡張障
害に及ぼす影響を調べると共に，細胞内Ca2＋動態と密接
に関係しているカルシウム結合蛋白質アネキシンVの局
在変化を免疫組織学的に検討した．

実験方法

1. 実験プロトコール
体重200 g前後，5〜6週齢Wistar系雄性ラットを用いて
実験を行った．本実験は当大学実験動物委員会の許可を
得て，本学実験動物倫理規定に基づいて行われた．動物
を購入後，ラットを低マグネシウム食餌（低マグネシウ
ム群）または標準食餌（対照群）で飼育した．標準食餌，
低マグネシウム食餌のマグネシウム含量は飼料100 g中，
各々 52 mg，2 mgであった．両群の飲み水は脱イオン水
を用いた．
　1 ヵ月間，12週齢まで両食餌で飼育後，ラット（各群，
n＝6）を3％イソフルラン（メルク社）で吸入麻酔し，ポ
リエチレンチューブ（SP102，Natsume社）を気管内に

緒　　言

　マグネシウムやカフェインが心疾患の発生と関連する
ことを示唆する報告は少なくない．虚血性心疾患で死亡
した患者の心筋内マグネシウムは低値であること1），ま
た，マグネシウム欠乏は突然死をおこす2）という報告や，
さらにマグネシウム欠乏は心筋細胞の壊死量に関係し，
冠動脈疾患を増加させる3〜5）とする報告がある．しかし，
急性心筋梗塞（AMI）による死亡率やその予防と飲料水
中のマグネシウム濃度との関連性は乏しいとする報告6, 7）

もあり，マグネシウムと心疾患との因果関係は定まって
いない．
　一方，コーヒーまたはカフェイン消費量と心疾患との
関連についても種々，議論されてきた．カフェインの過
度の消費はAMIや冠動脈死の危険性を増加させる8〜11）

とする報告があるが，カフェインの消費が冠動脈疾患の
発生の危険性を増すとはいえないという反論もある12〜14）．
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低マグネシウム下のカフェイン誘発性左室拡張障害の発生
に関する実験的検討
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那須野尚久

要　旨　低マグネシウム下でのカフェインの左室血行動態に対する影響をラットを用い検討した． また， 
Ca2＋結合蛋白質アネキシンVの細胞内の変化を検討した．6週齢ラットに低マグネシウム食（低マグネシウム
群；n＝6）または標準食（対照群；n＝6）を1 ヶ月間与え，その後，カフェイン5 mg/kg/分を10分間静脈内投
与し，心拍数，左室収縮期圧，左室拡張期最小圧，左室拡張末期圧，＋dP/dt，−dP/dtを調べた．その結果，
血行動態パラメーターは，カフェイン投与前では対照群と低マグネシウム群との間に有意差を認めなかった．カ
フェイン投与により，低マグネシウム群で左室拡張期最小圧および左室拡張末期圧の有意な上昇，＋dP/dt の
有意な減少を認めた．また，クレアチンホスホキナーゼ活性値の有意な上昇およびアネキシンVの心筋細胞内
トランスロケーションや細胞外への逸脱を認めた．以上より，低マグネシウム下では心筋のCa2＋感受性が変化
し，さらにカフェインにより細胞内Ca2＋の増加，心筋小胞体からのCa2＋逸脱が心筋壊死を惹起させ拡張障害に
発生させる可能性が示唆された．
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3. 心筋病理組織染色ならびにアネキシンV免疫組織
染色

　血行動態を測定後，塩化カリウムを静脈ラインより注
入し，心停止させ，すぐに開胸し，心臓を取り出した．
摘出した心臓は脂肪や結合組織などを除去，10％ホルマ
リン溶液で48時間固定後，心臓中央部で横断し，再固定
し，心筋組織片を20％中性緩衝ホルマリン溶液で固定，
パラフィン包埋後，厚さ3 µmの薄切標本を作製しヘマト
キシリンエオシン染色を行った．また，未染色標本は3
％過酸化水素を含むメタノールに5分間浸し蒸留水で洗
浄，ついで10 mM リン酸緩衝液（PBS）で洗浄後，3％
ウシ血清アルブミン（BSA）を含むPBSに30分間浸し
た．3％BSA-PBSで5 µg/mlに調整した抗ヒト心筋ア 
ネキシンVモノクロナール抗体HCA-290を一次抗体と
して反応させ，DAKO LSABTM 2/HRP（DAB）キット

（DAKO，Japan）のビオチン標識二次抗体反応後，さら
にHRP（horse radish peroxidase）標識ストレプトアビ
ジンを加え，同キット付属の発色基質を加えた基質緩衝
液で発色させた．

4. 統計解析
　各データは平均値±標準偏差で表した．統計ソフトは
SPSS（バージョン14.0J）を用いpaired t-testで行った．
p値0.05以下を有意差ありとした．

結　　果

　対照群と低マグネシウム群の体重，血中マグネシウム
およびカルシウム濃度を表1に示した．両群間で体重は
有意差を認めなかった．血中マグネシウム値は，対照群

挿管し人工呼吸器（SN-480，シナノ社）を装着，1回換
気量3 ml，60回/分で呼吸管理した．四肢に心電図電極
を装着し，第2誘導をモニターした．右総頚動脈から圧
測定チップ付きカテーテル（2F；SPC-320，ミラー社）
を左室内まで挿入した．心電図及び圧波形は生体アンプ

（P55，GRASS Inc.）でモニターし，記録計に接続した．
右大腿静脈からポリエチレンチューブ（SP10，Natsume
社）を挿入し，持続注入器（KDS 210，KDS）に装着し，
各溶液注入用の静脈ラインとした．血圧，心拍数が安定
化した状態でカフェイン5 mg/kg/分を10分間投与し
た．カフェインの溶媒として蒸留水を用いた（図1）．投
与に用いたカフェイン量は， 予備実験で1，2.5，5，10 
mg/kg/分で段階的に投与し，対照群の血行動態を変化
させる最小量で決定した．また，両群でカフェイン投与
終了後，血液を採取し，血清マグネシウムおよびカルシ
ウム濃度を測定した．又，低マグネシウム群（n＝4）で
カフェイン投与直後，1時間後，6時間後に血液を採取し，
クレアチンホスホキナーゼ（CPK）活性値を測定した．

2. 血行動態の測定
　各群において，血行動態が安定してからカフェインを
投与した．カフェイン投与直前，直後1分ごとに10分間，
心拍数，左室収縮期圧，左室拡張期最小圧，左室拡張末
期圧を測定し，ダブルプロダクト（心拍数×左室収縮期
圧），左室圧一次微分の最大陽性dP/dt（＋dP/dt），左室
圧一次微分の最大陰性−dP/dt（−dP/dt）を算出した．
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図 1　実験プロトコール

表 1　対照群および低マグネシウム群の体重，マグネシウム値，カルシウム値

対照群 低マグネシウム群 p値

体重（g） 390.5±16.7 359.8±22.7 ns

血清マグネシウム値（mg/dl）   2.3±1.1   0.6±0.1 ＜0.005
血清カルシウム値（mg/dl） 10.8±0.4 11.3±0.7 ns

ns；有意差なし
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かった．対照群，低マグネシウム群の血行動態パラメー
ターは両群間で有意差を認めなかった（表2）．
　対照群（図2）と低マグネシウム群（図3）の左室圧曲

2.3±1.1 mg/dl，低マグネシウム群0.6±0.1 mg/dlで，低
マグネシウム群において有意に低値であった（p＜
0.005）．血中カルシウム値では両群間で有意差を認めな
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図 2　対照群のカフェイン投与直前（左列）と10分後（右列）の左室圧，dP/dt，心電図の同時記録．
矢印は心電図のR波に一致する部位で左室拡張末期圧測定位置である．カフェイン投与後左室拡張末
期圧は軽度上昇した．

表 2　対照群および低マグネシウム群の血行動態

対照群 低マグネシウム群 p値

心拍数（心拍／分） 300.7±25.8 314.2±26.5 ns
左室収縮期圧（mmHg） 90.7±7.0 104.5±13.5 ns
ダブルプロダクト 27272.4±2979.9 33077.8±6465.5 ns
左室拡張期最小圧（mmHg） 2.2±1.2 2.6±0.7 ns
左室拡張末期圧（mmHg） 4.7±1.8 5.7±1.1 ns
＋dP/dt 5650.3±843.1 6696.6±1737.8 ns
−dP/dt 4015.0±665.8 5106.4±1332.4 ns

ns；有意差なし
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昇し，5分後13.7±8.2 mmHg，10分後26.6±6.3 mmHg
と有意に著明に上昇した（各々 p＜0.05，p＜0.001）（図
5）． ＋dP/dtは低マグネシウム群では投与前6696.6±
1737.8， 投与後減少し，7分後5052.2±1202.2，10分後
4034±629.6と対照群に比し有意に減少した（各々 p＜
0.01，p＜0.001）．−dP/dtは両群間で有意差はなかった

（図6）．
　血清CPK活性値は，対照群ではカフェイン投与で有意
な変化はなかったが，低マグネシウム群でカフェイン投
与直後146±22 IU/L，1時間後249±79 IU/Lであった
が，6時間968±594 IU/Lと有意に上昇した（p＜0.05，
図7）．
　心筋標本の病理組織学的染色においては，アネキシン
Vは正常対照心筋では細胞質全体に認められた（図8B）．

線，dP/dt，心電図の同時記録を示す．対照群でもカフ
ェイン投与後，左室拡張末期圧の上昇を認めたが，低マ
グネシウム群では著明な左室拡張期最小圧および左室拡
張末期圧の上昇，＋dP/dtの減少を認めた．図4， 5， 6は
カフェイン投与後の両群の経時的な血行動態である．心
拍数はカフェイン投与後，対照群，低マグネシウム群で
ともにごく軽度上昇した．左室収縮期圧は，両群で有意
な変化はなく，ダブルプロダクトでも両群ともごく軽度
上昇する傾向はあったが有意差はなかった（図4）．左室
拡張期最小圧は低マグネシウム群でカフェイン投与前
2.6±0.7 mmHgで，投与後上昇し，6分後4.5±2.1 
mmHg，10分後5.5±1.5 mmHgと対照群に比べ有意に上
昇した（ともにp＜0.05）．左室拡張末期圧も投与により，
低マグネシウム群で投与前5.7±1.1 mmHgで，投与後上
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図 3　低マグネシウム群のカフェイン投与直前（左列）と10分後（右列）の左室圧，dP/dt，心電図の同時記録．
矢印は心電図のR波に一致する部位で左室拡張末期圧測定位置である．カフェイン投与後左室拡張末期圧は著
明に上昇した．＋dP/dtは著明に減少した．
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り，そのうち骨に60〜65％，筋肉に27％，組織内に6〜
7％，残り1％が細胞外液中に存在する15, 16）．マグネシウ
ムはカルシウムやカリウムなど他の陽イオンと同様，心
臓代謝やホメオスタシスに重要な役割を果たしている．
虚血性心疾患，心筋症，心不全では心筋内や血球内のマ
グネシウムは低下していると報告されている17〜20）．
　本研究では，1 ヶ月間，低マグネシウム食餌を与えた
ラットにカフェインを投与し左室血行動態に及ぼす影響
を調べた．血清マグネシウム値は，低マグネシウム群0.6
±0.1 mg/dlで，対照値2.3±1.1 mg/dlに比べ有意に低下
していたが，低マグネシウム食餌のみでは血行動態に標
準食餌群の対照群と有意な変化を示さなかった．しかし，
カフェイン投与により，低マグネシウム群では左室拡張
末期圧，左室拡張期最小圧を有意に増加させた．これら
の結果から，低マグネシウム下のカフェインは，左室拡
張障害を起こすことを示している．
　低マグネシウム下でのカフェインが何故，拡張障害を

低マグネシウム（図8C）およびカフェインのみ（図8D）
では，心筋のアネキシンV染色性はやや不均一性を認め
たが，アネキシンVの細胞外への逸脱は見られなかった．
低マグネシウム下でカフェインを投与すると心筋の過収
縮を認め（図8E），心筋内アネキシンVの不均一性や細
胞質から間質への逸脱，細胞膜の染色性の増加を認めた

（図8F）．

考　　察

　マグネシウムは生体に欠かすことができない2価の金
属陽イオンで，細胞内ではカリウムに次いで2番目に多
い．成人男性の生体には約20〜28 gのマグネシウムがあ
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図 4　�対照群および低マグネシウム群の心拍数，左室収
縮期血圧，ダブルプロダクトのカフェイン投与後
の経時的変化．

図 5　�対照群および低マグネシウム群の左室拡張期最小
血圧， 左室拡張末期圧のカフェイン投与後の経時
的変化．

　低マグネシウム群では左室拡張期最小血圧，左室拡張
末期圧が著明に上昇した．＊；p＜0.05，＊＊；p＜0.005，
＊＊＊；p＜0.001． いずれもその時点における対照群と低
マグネシウム群との間の比較である．
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内に豊富に存在する27）．心筋内Ca2＋代謝に関与し，急性
心筋梗塞や虚血では心筋内局在が変化し，血中に極めて
早期に逸脱する27, 28）．アネキシンVはCa2＋濃度に依存し
細胞膜リン脂質ホスファチジルセリンに結合する性質を
有し29），虚血時に膜へ移動する27）．梗塞心に対するa 受
容体刺激で，アネキシンVの細胞内からの消失，細胞外
への逸脱が起こる23）．最近，アネキシンVとa 1受容体刺
激により活性化されるd プロテインキナーゼC（dPKC）
との相互関係が明らかになってきた． アネキシンVが
dPKCと結合することによりdPKCの細胞内でのトラン
スロケーションを活性化するという30）．また，アネキシ
ンVが心筋細胞内Ca2＋ハンドリングや心不全の進行に
関与している報告がある31）．低マグネシウム下でのカフ
ェインで拡張障害を起こること，その際にアネキシンV
の細胞内トランスロケーショウンが起こっていることか
ら，アネキシンVならびにその細胞内トランスロケーシ
ョンも左室拡張障害の発生の1要因になっている可能性
がある．
　本研究ではCPK活性値は上昇し，壊死が起こることが
わかった．低マグネシウム状態単独では壊死を認めなか
った．Nyskaらはラットにアドレナリン類似薬効を示す
エフェドリン投与下でカフェインを加えると急性出血性
心筋壊死や突然死が発生することを報告している32）．
　本研究における低マグネシウム状態下でカフェイン投
与により，＋dP/dtの低下を認めた．＋dP/dt低下の機
転として，心筋壊死の発生や，マグネシウムの欠乏下で
の筋小胞体におけるCa2＋取り込みが結果として＋dP/dt
の低下をもたらすことが考えられた．
　以上，本研究においてマグネシウム欠乏単独では血行
動態変化が無くても，カフェイン投与で有意に拡張障害

起こすのだろうか．すでに我々はCa2＋過負荷状態におい
てノルエピネフリンが拡張障害を起こす21）ことや，梗塞
心においてもノルエピネフリン22）や，a 刺激薬フェニレ
フリンにより拡張障害が起こる23）ことを報告してきた．
これらはいずれも細胞内カルシウムの増加が拡張障害の
一因になっていることを示唆する．カフェインはそれ自
体で心筋のカルシウム感受性を高める24, 25）こと，また，
マグネシウムは急性心不全やb アドレナリン受容体の感
受性を抑制する26）ことが知られている．低マグネシウム
状態の心筋はCa2＋感受性が変化し，さらにカフェインに
よる細胞内Ca2＋の増加，心筋小胞体からのCa2＋逸脱が心
筋壊死を惹起し，拡張期Ca2＋濃度を上昇させ拡張障害を
引き起こす可能性がある．今回検討していないが，低マ
グネシウムによる心筋小胞体Ca2＋-ATPase（SER-
CA2a）によるCa2＋摂取の低下も関与していると考えら
れる．
　さらに，本研究において，低マグネシウム群でカフェ
イン投与によりアネキシンVの細胞内トランスロケーシ
ョンが起こることが明らかとなった． アネキシンVは
Ca2＋結合蛋白質，アネキシンファミリーの1つで，心筋
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図 6　�対照群および低マグネシウム群の＋dP/dt，−dP/
dtのカフェイン投与後の経時的変化．

低マグネシウム群では＋dP/dtは7分以降著明に減少し
た．＊＊；p＜0.005，＊＊＊；p＜0.001．いずれもその時点
における対照群と低マグネシウム群との間の比較である．

図 7　�低マグネシウム群におけるカフェイン投与後の
CPK活性値の変化．

カフェイン投与後，6時間で有意な上昇を認めた（p＜
0.05）．ns；有意差なし．
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が起こることが明らかとなった．このことは，マグネシ
ウム低下のもとで，カフェインが拡張不全を起こすこと
が考えられ，今後，拡張障害患者の発生機転や拡張不全
患者の治療に示唆を与えると考えられる．

結　　論

1．�低マグネシウム単独では血行動態変化を認めなかった
が，低マグネシウム下カフェインは，左室拡張期最小

圧及び左室拡張末期圧を上昇させ，左室拡張障害を惹
起させる．

2．�低マグネシウム下カフェインは，CPKを上昇させ，心
筋壊死をおこす．また，＋dP/dtを低下させる．

3．�低マグネシウム下カフェインは，アネキシンVの心筋
細胞内トランスロケーションをおこし，アネキシンV
の細胞質からの消失，間質への逸脱を起こす．

4．�以上より，低マグネシウムでは有意の左室機能障害を
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図 8　心筋病理組織染色ならびにアネキシンV免疫組織染色．
A；対照例のHE染色．B；対照例のアネキシンV染色．アネキシンVは心筋内に均一
で豊富に存在する．C；低マグネシウム例のアネキシンV染色．D；カフェインのみ投
与例のアネキシンV染色．C，Dいずれもやや散在性であるが心筋内にアネキシンVは
存在し，細胞外への逸脱はない．E，F；低マグネシウム下にカフェイン投与例．心筋
は過収縮（E，HE染色）している．アネキシンVは心筋内から細胞外へ著明に逸脱し，
細胞膜が濃染している（F，アネキシンV染色）．全て倍率は400倍である．スケールは
50 mmを示す．

A

C

E

B

D

F
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起こさないが，カフェインにより拡張不全がおこり，
その機序として，心筋Ca2＋の感受性の変化，心筋内
筋小胞体のCa2＋遊離やCa2＋逸脱ならびにアネキシン
Vのトランスロケーションが関与していることが示
唆された．
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