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招待講演

ENDOTHELIUM-DERIVED HYPERPOLARIZING FACTOR(S): The search for the 

putative mediator and its role in vascular smooth muscle function.
Smooth Muscle Research Group, Faculty of Medicine, University of Calgary, 
Calgary, Alberta, Canada T2N 4N1 
Christopher R. Triggle and Hong Ding

Although it is well established that endothelial cells can produce nitric oxide (NO) and prostacyclin 

(PGI2) and, thus, regular vascular tone and blood flow, the existence, role and identity of the putative 
non-NO/PGI2 endothelium-derived hyperpolarizing factor, or EDHF, remains controversial. 
Several candidate molecules/processes have been offered to explain the EDHF phenomenon: an 
epoxyeicosatrienoic acid (EET), an endogenous cannabinoid (anandamide), a small increase in 
extracellular potassium, myoendothelial gap junctions and/or an unknown chemical mediator. 
Studies in our laboratory utilizing resistance and conduit vessels from a variety of species (guinea pig, 
mouse, rabbit and rat) suggest that EDHF is unlikely to be just one substance. Data from the rabbit 
carotid artery suggest the role of an EET, whereas in mouse, rabbit, and rat mesenteric resistance 
arteries, our data suggest that EDHF is not an EET. Furthermore, in the study of vessels of both 
control and eNOS knockout mice, we provide conclusive evidence for the existence of a non-
NO/PGI2 mediator, whose production is upregulated in the absence of eNOS expression. Thus, in 
mouse mesenteric vessels, K+ and ACh-mediated relaxation share some common properties, however, 
in saphenous arteries from eNOS knockout mice, the effects of EDHF are not mimicked by a small 
increase in exracellular K. Comparative studies of vessels from different mouse vascular beds also 
support our hypothesis that there is more than one EDHF.

Supported by the Medical Research Council of Canada.
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特別講演

内皮による血管の制御

東京大学農学生命科学研究科

唐木 英明

生命の進化の過程で、循環系ができたのは後生動物(多 細胞生物)が 成立した後である。多細胞生物の中

でもっとも単純な海綿動物では組織や器官がほとんど分化していないが、刺胞動物になると運動のための筋

組織(平 滑筋)が 分化する。循環系を持つ最初の動物は紐形動物で、閉鎖血管系であるが心臓がなく、血管

壁の弁で血液を動かす。軟体動物は開放血管系と2心 耳1心 室の心臓をもつが、血管には内皮細胞も平滑筋

もなく、血液は凝固系も赤血球も持たず、リンパ系との区別もない。環形動物は閉鎖血管系をもち、血液凝

固系も完成し、血管内皮細胞と一部平滑筋がある血管を持つ。他方、節足動物は他の動物とはかなり違った

形の心臓と、開放血管系を持つ。血管系とリンパ系が分離して、完全な循環系が完成したのは脊椎動物にな

ってからである。このように平滑筋に比べて内皮細胞は比較的新しく進化した組織であり、その役割は血管

新生、血液凝固、平滑筋収縮、平滑筋および内皮細胞自身の増殖などの制御、すなわち閉鎖血管系の機能と

構造の維持である。多くの情報伝達物質がこのような内皮細胞の機能を担っているが、なかでも一酸化窒素

(NO)の 役割が大きい。NOは 節足動物であるカブトガニや植物細胞でも機能しているが、おそらく細胞障

害性の物質であったものが進化の過程で情報伝達に利用されようになったのであろう。このような歴史を考

慮しつっ、NOを 中心にして内皮細胞による血管の制御について考えてみたい。
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教育講演

薬川植物由来の新 しいタイプの ヒスタミンおよびセロ トニン受容体拮抗薬の薬理学的性質

東北大学人学院薬学研究科分 子生物薬学教室

大泉 康

ヒスタミン、セロ トニンなどの生理活性物質は、生体内で重要な生理的役割を果 しており、またア

レルギー疾患、消化性潰瘍などの病気に深く関わっているため、これらの受容体拮抗薬は、生体生理

機構の解明のツールとしてだけではな く、治療薬としても有用である。演者 らは、抗炎症藻 として薬

川に供されているマ ンゴスチンの果皮か らヒスタ ミンおよびセロ トニ ン拮抗作川を示す α-マ ンゴ

スチンおよび γ-マ ンゴスチンをそれぞれ単離することに成功 した。この両化合物は、分 子内に窒

素原子を含んでいない点、従来のヒスタミンあるいはセロ トニンの受容体拮抗薬とは大きく異なる点

が注〕される。摘出ウサギ大動脈および摘出モルモット気管において、α-マ ンゴスチ ンはヒスタ

ミンH1受 容体を介 したヒスタミンの収縮反応を競合的に抑制 したが、他のアゴニス トによる収縮反

応には影響を与えなかった。また、α-マ ンゴスチンは、3H-メ ピレミンの大動脈平滑筋細胞への

結合を競合的に阻害 した。α-マ ンゴスチンの中枢神経系に対する作川を検討 した結果、強い侵害

刺激抑制作用が認められる用量において脈眠増強作川を起こさないことが明らかとなった。 方 、

γ-マ ンゴスチンは各種アゴニス トよる人動脈の収縮反応に影響を与えずに、5HT2A受 容体を介 し

たセロ トニンの収縮反応を競合的に抑制 し、またウサギ血小板において5HT2A受 容体を介 したセロ

トニンの凝集反応を阻害 した。以 上の結果か ら、α-マ ンゴスチンおよび γ-マ ンゴスチンはヒス

タミンH1受 容体および5HT2A受 容体のそれぞれの新 しいタイプの拮抗薬であることが明 らかになっ

た。両化合物の化学構造の違いは、キサントン骨格の7位 の水酸基にメチル基が存在するか否かだ

けであるが、それによってヒスタミン受容体拮抗薬からセロ トニン受容体拮抗薬に変るという点も興

味深いので、その類似化合物を合成 して構造活性相関について検討した結果についても述べる。
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依頼演題R-1

平滑筋細胞でのCaスパークと興奮収縮連関

名古屋市立大学 薬学部 薬物治療学教室1・薬品作用学教室2

今泉祐治、大井義明、山村寿男、村木克彦、渡辺稔

心筋においてCa2+によるCa2+遊離(CICR)の 最小単位として発見されたCaス パークは、興奮収縮連関の中心的Ca動

態を担う現象として、詳細にその性質と機能が解析されてきた。一方、平滑筋のCaス パークについては、近傍の細胞

膜上に存在するCa依 存性イオンチャネルの活1生化を介して膜電位変化を生じさせる機能が強調されている。1980年

代 中ごろから様々な平滑筋細胞において発見され、静止膜電位への寄与などが示唆されてきた自発性二過 性外向き電

流(STOCs)は 、局所細胞内Ca貯 蔵部位からのCa遊 離と再充填の繰り返しにより、近傍の大コンダクタンスCa依 存性

Kチ ャネルが数十個単位で活性化されて生じると推論されてきた。Caス パークとしての局所Ca遊 離の画像とSTOCs

の同時記録は、この推論に明確な根拠を与え鳥 すなわち、Caス パークが細胞膜から離れた位置で生じる場合は、同

期したSTOCが 観察されないことから、細胞膜と非常に緊密な位置関係にある筋小胞体だけがSTOCを 生 じさせ得る。

このような特定のCa貯 蔵剖立の数は1細 胞内で比較的少数と推定され(<10)、同一部位で繰り返しCaス パークとSTOCs

が発生することなどが明かとなった。生理 謝生物質などの刺激による脱分極がCa流 入を増大させると、細胞膜直下で

のCaス パーク発生は増加し、過分極と弛緩が生じるという負帰還が機能する可能性が考えられている。また、興奮性

の高い平滑筋細胞において、静止時にCaス パークを生じる部位は、活動毛位発生時には[Ca2+]i、上昇の起点となってBK

チャネルを強く活性化し、活動電位再分極相と過分樹 生後電位を担う。その[Ca2+]i上 昇は細胞全体に伝播することに

より始めて収縮を引き起こし、興奮収縮連関が完結する。従って、平滑筋において細胞膜直下の筋小胞体の一部は、CICR

により局所Ca動 態に重要な生理的役割を持つ。BKチ ャネル活性を制卸することにより、静止膜電位の調節、活動電

位の波形や発生頻度の制卸を行うとともに、興奮収縮連関でのCa遊 離連鎖の起点となる可能性が高い。
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依頼演題R-2

平滑筋細胞内Ca2+動態のin situ解析

東京大学大学院医学系研究科細胞分子薬理学教室

飯 野 正光

平滑筋の収縮は、細胞内Ca2+濃 度 によって制御 され、低分子量G蛋 白質を介するミオシン軽鎖 リ
ン酸化効率の調節によってモジュレー トされている。更にCa2+濃 度上昇には、細胞外か らのCa2+流

入と伴 に、細胞内Ca2+ス トアからのCa2+放 出も関与 している。このような複雑な収縮制御システム

を正 しく理解するには、生体内に近い条件で平滑筋細胞内Ca2+濃 度を個々の細胞で測定することが

重要 と考 えられる。そこで、我々は摘出動脈組織標本を用い、細胞間の相互作用が維持された状態

で細胞内Ca2+イ メージングを行 って きた。その結果、意外な事実が判明してきた。第一に、動脈壁

の平滑筋細胞 は、交感神経刺激 に対 して個々に独立にCa2+オ シレーションを発生 していることが明

らかになった。これは、平滑筋細胞はシンシチウムを形成 しているという従来の概念 に一見反する。

しか し、Ca2+オ シレーション時の細胞内Ca2+濃 度変化 を詳 しく解析すると、Ca2+濃 度上昇が細胞内

を波状に伝播するCa2+ウ エーブとなってお り、イノシトール三燐酸(IP3)によるCa2+濃 度変化である

ことが判明した。IP3に よるCa2+動 員は必ず しもギャップジャンクションを越えて広がることはない

ので、細胞 ごとに独立したCa2+濃 度上昇の時間経過 をとることができると理解で きる。第二に、こ

のような実験法を用いると、平滑筋細胞 と隣接する内皮細胞のCa2+濃 度変化 もほぼ同時に観測する

ことできる。これにより、内皮細胞内でもCa2+オ シレーションが生 じ、一酸化窒素が生成されて平

滑筋のCa2+オ シレーション頻度を低下 させることが明らかになった。第三に、外来刺激の全 く無い

状況でも、平滑筋細胞に振幅の小 さなCa2+オ シレーション(Ca2+リ プル)が 見られ、局所 レニ ン ・

アンジオテンシン系によるCa2+動 員であることが示唆 されている〇このように、組織内Ca2+イ メー

ジングによって平滑筋細胞内Ca2+動 態を生体内に近い条件で理解できるようになってきている。



シ ン ポ ジ ウ ム

ラ ンチ ョンセ ミナ ー
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SI-1. 平滑筋収縮 蛋 白質 レベルでの制御機構:

細胞か ら分子 レベルへのアプローチ

三菱化学生命科学研究所1、 明治薬科 大学薬理2

石 田行知1、 内田幸宏2

平滑筋 を構成す る分子種は骨格筋の分子種 とは合同ではないことがこれまでの研究で明らかに されてきた。

む しろ、平滑筋は非筋細胞に属 し、平滑筋型の筋収縮蛋白質を多量に発現 させ、非筋細胞の代謝 ・分泌 ・増

殖な どの機能に収縮能を合わせ持つように分化 した と考えられる。一般に、平滑筋組織は、複数のタイプの

細胞からなる機能適合胞体を形成 し、生体における発現部位の機能に応 じて多種類 になっている、,それに伴

い、平滑筋細胞の機能的分化の程度や受容体などを介するシグナル伝達系も多様で複雑になっているように

も思われる。

平滑筋の収縮機構は、 ミオシン軽鎖 リン酸化を軸に収縮機構が論 じられているが、平滑筋に特徴的な収縮

の持続相はその リン酸化と相関 しないことが当初か ら指摘 されていた、,ミオシン軽鎖 リン酸化の意義 とそれ

を修飾す るシグナル伝達系の解明は、カルポニン、カルデスモンな ど日本人研究者の発見 した蛋白質の役割

を含 め、未だ不明な部分が多い〇収縮機構の分子的解明の活路を開 くには、複雑に絡み合った収縮系を細胞

レベルや分子 レベルで解 きほぐした り再び構築 した りする系での研究が必須であろ う。そのよ うな観点をふ

まえ、 このシンポジ ウムでは、新 しい培養系での平滑筋収縮機構の分子的アプローチ法、分 予生物学的手法

の応用、新 しいシグナル伝達系などについて論議 し、収縮機構 の本質的解明に繋がる契機 となることを期待

する。また、 ミオシン軽鎖は非筋細胞系での役割 も明 らかになりつつある、,平滑筋収縮能の研究から 一般細

胞機能を看破 し、その成果が今までと同様 に他分野の研究者 を驚かすことに発展することを期待する、,

[資料](1) Somlyo, A.P. (1999). Kinases, myosin phosphatase and Rho proteins: curiouser and curiouser. Physiol.

 (Lond.) 516: 630. (2) Sanders, L.C., et al. (1999). Inhibition of myosin light chain kinase by p21-activated kinase. 
Science 283: 2083. (3) Special issue on signal transduction in smooth muscle. (1999) ed. R.A. Murphy. Rev. Physiol. 
Biochem. Pharmacol. vol. 134. (4) Special issue on smooth muscle contraction. (1998). Acta Physiol. Scand. 164 (4).

SI-2. シグナルトランスダクション研究のための新 しい人工平滑筋組織:三 次元培養系で再構成し

た平滑筋組織標本での刺激一収縮連関

明治薬科大学薬理学教室

大石 一彦、内田 幸宏

平滑筋組織は複数のタイプの平滑筋細胞と細胞外間隙にある特有の細胞外基質よりなり、機能的な合胞

性を備えている。平滑筋の刺激一収縮連関に関する研究のほとんどは摘出標本を用いて行われてきた。平滑

筋組織より得られたこれらの結果は、平滑筋細胞それ自身の性質というよりは機能的合胞体としての複数

のタイプの平滑筋細胞からなる組織体が引き起こした結果を反映している。したがって、平滑筋細胞の収

縮制御機構 を調べるにあたって、平滑筋組織より単離培養した平滑筋細胞を用いて検討することはきわめ

て有効な手段の一つであるが、培養した後の細胞はしばしば収縮反応性を失ってしまうことが有るため、

培養平滑筋細胞を用いた検討には限界があった。

培養平滑筋細胞をコラーゲンゲルに包埋すると、細胞自身の牽引力のため時間とともに自発的に縮むこ

とが知 られている。この自発的な収縮を物理的に制限 して機械的な緊張を負荷すると、ゲル中の平滑筋細

胞は分化型フェノタイプの形態的特徴である細長い紡錘形に変化し、引っ張 りの方向に対して並行に配向

する。我々は、このことを発展させることで、典型的な収縮性アゴニストに対して等尺性の収縮を発生す

る平滑筋組織標本を再構成する方法を確立した。この標本は、αアドレナリン受容体作動薬やセロトニン

などの収縮性アゴニストに対 して感受性を示し、用量依存性に等尺性の収縮張力を発生 した。この方法を

用いることにより、特定のタイプの平滑筋細胞を用いて収縮反応性を定量的に測定することが可能であり、

また、遺伝子工学的操作を施すことが容易であることから、平滑筋組織や単離平滑筋細胞では見い出せな

かった収縮機構の分子的解析に大変有用である。そこで本シンポジウムでは、この平滑筋組織標本に再構

築された収縮反応性の特徴を示すとともに、収縮制御機構の分子的解析への応用の可能性を考察する。
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SI-3. 三次元培養系で再構成 した平滑筋組織標本における収縮蛋白質の発現と収縮性機能

1東京大学大学院医学系研究科薬理学教室、2明治薬科大学薬理学教室

大室 弘美1、大石 一彦2、内田 幸宏2

平滑筋組織より単離培養した平滑筋細胞の収縮性を定量的に測定する系の確立は、平滑筋の収縮制

御機構の分子的解析や平滑筋の分化制御の研究において重要な意義を持つ。我々は、コラーゲンゲル

にモルモット胃底部由来の培養平滑筋細胞を包埋 して、機械的な緊張を負荷することで、典型的な収

縮性アゴニストに対して収縮張力を発生する紐状の平滑筋組織標本を再構成する方法を確立した。こ

の標本は、セロトニンやノルエピネフリンなどの収縮性アゴニス トに反応して用量依存性に等尺性収

縮を発生する。しかしその一方で、発生張力が摘出平滑筋組織よりも小さく、またアセチルコリンに

対する感受性が欠如しているなど胃底部組織本来の収縮反応性とは異なる性質も兼ね備えている。
一般に、平滑筋細胞は培養に供すると容易にその収縮型フェノタイプを脱分化型に変換することが

知られている。イムノブロット法により平滑筋組織標本を構成する収縮蛋白質の発現を検討したとこ

ろ、収縮蛋白質については脱分化型に類似する一方で、収縮型フェノタイプの特徴である平滑筋α-

アクチンやカルポニンの発現が觀察された。したがって、この平滑筋組織標本は部分的に平筋様の収

縮性機能を獲得しているものの、機械的緊張の負荷だけでは平滑筋細胞の収縮型への形質転換が不十

分であることが考えられる。そこで、様々なサイ トカインの収縮反応性と収縮蛋白質の発現に対する

変化について検討したところ、TGF-β1が 、平滑筋組織標本の再構築を促進 したりカルポニンやh-

カルデスモンの発現を高めたりすることで、収縮反応性を増大することを見い出した。

以上のことよりTGF-β1は 平滑筋の収縮機能の獲得過程における重要な因子の一つであるととも

に、この平滑筋組織標本を用いることにより、平滑筋分化因子の探索や分化制御に絡めた収縮性機能

の分子的解析が可能であることが示唆された。

SI-4. 平滑筋収縮とカルポニン:カ ルポニン遺伝子欠損マウスを用いた検討

東京大学大学院農学生命科学研究科、神戸大学理学部1)、大阪成人病センター2)

尾崎 博、唐木英明、土屋禎三1)、高橋克仁2)

カルポニ ンはニ ワ トリ筋胃より単離、精製されたアクチン結合タンパク質である。その後、哺乳類から3

種 類のカルポニ ンがクローニ ングされ、それぞれの等電点よ りbasic(h1)、neutral(h2)、acidicカ ル ポニ ンに分

類 されている。この中でbasicカ ル ポニ ンは平滑筋にほぼ特異的に発現が認められ、in vitroでア クチ ン活性

化 ミオ シンArPaseを 抑制すること、また細胞内でthin filament上に存在することから、平滑筋収縮において

何 らかの役割を担っていると考えられている。basicカル ポニ ン遺伝子欠損マウスを用いた最近の研究では次

のような成績が報告 されている。すなわち、1)輸 精管を用いlength-tension関係 を求めると、CP+/+マ ウス、

CP-/-マ ウスの両者で違いは認められなかった。CP+/+マ ウス、CP-/一を等張性140mMKCI溶 液で刺激すると、

立ち上が りの速い収縮(peak収 縮)を 発生 した後、静止張力よりわずかに高い持続性収縮を発生 した。2)Peak

収縮 時におけるforce-velocity関係をisotonic quick release法で 求めると、unloaded shortening velocityがCP-/-マ

ウ スで有意に大きかった。3)抗 ミオ シン抗体 と尿素/グ リセロールPAGEを 用 いたウェスタンブロッ ト法で

20KDaミ オ シン軽鎖の リン酸化量を測定 したところ、静止状態、140mMKCI刺 激 後8秒 、15分 後 において、

CP+/+マ ウスおよびCP-/-マ ウス間で ミオシンリン酸化量に違いは認められなかった。4)胸 部大動脈を用い

等張性72.7mMKCI溶 液で標本を刺激す るとCP+/+マ ウス、CP-/-と も持続性の収縮を発生 した。5)KCI収 縮

後5分 後にisometric quick releaseを行 うと収縮の回復はCP-/-マ ウスのほうがCP+/+マ ウスより速か った。また、

静止状態、72.7mMKCI収 縮後30秒 、20分 後 におけるリン酸化 ミオ シン量はCP+/+マ ウス、CP-/-マ ウスの問で

違いは認められなか った。以上の結果より、平滑筋収縮においてbasicカ ル ポニ ンにはクロスブ リッジの回

転を抑制する機能を担うこと、その抑制機構はミオシンの リン酸化によらないアクチン活性化 ミオシン

ATPaseの 抑制によると考えられる。この様な知見を中心として、本シンポジウムでは、最近新たに明 らかに

な ったカルポニ ンの機能全般についても概説 したい。
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SI-5. 平滑筋収縮 におけるROCK(Rho-キ ナーゼ)の 役割
―選択的阻害薬Y-27632を 用いて―

吉富製薬(株)創 薬研究所

上畑 雅義

平滑筋の収縮はカル シウム依存性収縮機構 とカルシウム感受性機構によ り調節 されていると考

え られている。 このうちカル シウム感受性機構についての詳細なメカニズムは依然不明である

が、近年、低分子量G蛋 白質のひとつであるRhoが カル シウム感受性機構に関与する ことや、

Rhoの 活性化が ミオシン軽鎖脱 リン酸化酵素の阻害によ りミオシン軽鎖の リン酸化 レベルを上

昇させることな どが明 らかになってきた。我々は血管平滑筋弛緩作用を有するピリジン誘導体、

Y-27632が カル シウム感受性機構 に作用する ことを見出した。Y-27632と 結合するタ ンパク質

をPhotoaffinity Labelingの 手法を用い単離 したところ、その部分構造 はRhoに より活性化

され るprotein kinaseの 一つであるp160ROCK (ROCK-I)に 含まれる構造と一致 した。そ こで、

精製 したp160ROCKを 用いてY-27632を はじめとする一連の化合物について阻害作用を検討 し

た ところ、平滑筋弛緩作用 と相 関したp160ROCK阻 害作用が認め られた。 また、Y-27632は

p160ROCKのisoformで あるROCK-II(Rho-キ ナーゼ)に 対 しても同様な阻害作用を示 した。一一

方 、Y-27632の 他のprotein kinase(PKC,A-kinase,MLCK)に 対する作用は100倍 以上弱 く、

特にカル シウム依存性収縮機構において重要と考えられているMLCKに 対 してはほとんど阻害

作用 を示 さなかった。これ らの結果 より、Y-27632はROCKを 阻害することで平滑筋弛緩作用を

示す ことが明 らかとなった。また、平滑筋収縮において、Rho/ROCKを 介す るカルシウム感受性

機構が重要な役割 を演 じていることを示唆 された。本シンポジウムでは、Y-27632を 用 いた検

討によ り判明 した平滑筋収縮機構や平滑筋収縮が関与す る病態におけるROCKの 役割を紹介し

たい。

SI-6. ミオシン軽鎖 リン酸化と収縮反応の乖離

1静岡県立大学薬学部薬理学教室
、2三菱化学生命科学研究所

小原一男1、石田行知2、小出昌代1、中山貢一1

平滑筋の収縮に20,000ダ ル トンのミオシン軽鎖(MLC20)の リン酸化が重要な役割を演
じていることが知られている。 しか し、ラッチ状態に見 られるように、MLC20の リン酸化

がほぼ静止状態のレベルまで低下 してもなお張力が維持 されているというMLC20の リン酸

化 と張力との間に乖離が認められている。今回我々はMLC20の リン酸化 レベルが高い状態

に維持されているのも関わらず張力が減少(弛緩)す るというラッチ状態とは異なるMLC20
のリン酸化 と張力との間の乖離現象について検討 した。

モルモッ ト盲腸紐平滑筋において、40mMKCIに より張力とMLC20の リン酸化 レベル

が上昇 した後一定の レベル を維持 した。この とき95%02に かえてN2を 外液に通気 し

hypoxia状 態にすると、張力はほぼ静止 レベルまで低下 したが、MLC20の リン酸化 レベル

はなお高い状態に維持された。一方、イヌ脳底動脈において1mm/secの 速度で初期長の

50%の 伸展刺激 を加えると一過性の収縮が惹起 され、1分 で最大に達 した後自発性に弛緩 し

て伸展15分 後にはほぼ静止 レベルまで減少 した。また、伸展刺激によりMLC20の リン酸化
レベルは上昇 し約1分 で最大に達 し、伸展15分 後でもなおこの高いレベルを維持 していた。

伸展刺激による張力発生と伸展1分 後のMLC20の リン酸化 レベルの上昇はCa2+チ ャネルブ
ロッカーのニカルジピン(100nM)に より抑制されたが、伸展15分 後のMLC20の リン酸化 レ
ベルは薬物未処置のときの約50%に まで上昇 した。

以上の結果より、hypoxiaに よる弛緩や、伸展誘発性収縮の自発性弛緩にMLC20の リン

酸化が関与 していない可能性が示唆 された。
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SI-7. ミオシン軽鎖キナーゼを欠損した血管平滑筋株の性質

群馬大学 ・医学部 ・薬理学教室
小浜 一弘

ミオシン軽鎖 キナーゼ(MLCK)はCa2+と カルモジュリン存在下でミオ シン軽鎖 をリン酸

化 し、アクチ ン ・ミオ シン相互作用 を引起 こす ものとして得 られた。MLCKに は このキ

ナーゼ作用以外 に、 アクチン結合性及び ミオシン結合性 を担 うドメインが明 らか にな り、
いつれ もア クチン ・ミオシン相互作用 を修飾す る(1)。
一方、ア ク トミオ シン系は血管平滑筋細胞で収縮 のみな らず多様 な細胞運動性 を担 って
いるが、MLCKの いくつかの制御機能 とどの様に関連 しているか?ま ず、てはじめ とし

て、血管平滑筋 由来のSM3株(2)を 用 い、MLCK遺 伝子 ・ターゲ ッテ ィングを行った。 この

結果、MLCKの 発現を欠損す るstable transformantが 得 られた。 この変異株 では血小板

由来成長因子(PDGF)が 引起 こすmembrane rufflingが 欠損 していた。 この事実は細胞運

動 にMLCKが 必須である ことを明 らかにす るもので ある。
しか しなが ら、コ ントロール株でのPDGFの 作用はミオシ ン軽鎖の リン酸化 レベルの上

昇 を伴 わ なか った 。 またMLCKの 阻

害 薬 の作 用 も受 け なか った。MLCK

の 作 用 様 式 につ き、in vitroで み つ

か っ たMLCKの 多 機能 性 制御 能 と合

せ 、考 察 を加 え る。(1)Kishi et al.

 (1998); (2) Sasaki et al. J.

 Biochem. 106: 1009-1018 (1989)
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SII-1.ア ドレナリン受容体の調節機構

東京大学大学院薬学系研究科薬効安全性学

黒瀬 等、川崎 亜希子、椎名 考子、長尾 拓

受容体の発現量や活性が、各種病態時に低下 していることが報告 されており、受容体調節の分子

レベルでの機構解明が、病態時の受容体変化の理解のみならず、臨床への応用を可能にすると期待

されている。βア ドレナリン受容体(β 受容体)は3種 のサブタイプ(β1、β2、β3)よりなり、アゴニ

ス ト刺激 による調節機構 も異なっている。HEK293細 胞にβ1および β2受容体を発現 させ、インター
ナリゼーション(受 容体の細胞内小胞への移行)の 違いを調べると、β2受容体はアゴニス ト刺激に

よりインターナライズされたのに対 し、β1受容体はインターナライズされなかった〇 しか し、イン

ターナリゼーションに必要な β-アレスチンの受容体への結合は、アゴニス ト刺激により増大 した。

また、β1受容体のカルボキシル末端に β-アレスチンを付加 させた融合タンパ ク質は、アゴニス ト依

存性にインターナライズした。従って、β-アレスチンは β1受容体 に結合するものの、インターナリ

ゼーションの経路に入る前に解離する可能性が考えられた〇次に、β1受容体にインターナリゼーシ

ョン抵抗性 を与える部位を同定するため、β1受容体 とβ2受容体のキメラ受容体を作製 した。β1受

容体の第7細 胞膜貫通領域以降をβ2受容体の相同な部分 と置き換 えたキメラ受容体はインターナラ

イズした。 この結果は、インターナリゼーシ ョンに必要な部位は第7細 胞膜貫通領域以降に存在す

る事を示唆 しており、またこの領域に β-アレスチンとの結合部位が存在 している可能性を推測 させ

る。インターナリゼーシ ョンは受容体が脱 リン酸化され細胞表面に戻る過程のみならず、受容体が

細胞より消失するダウンレギュレーションの過程にも関与 している。従って、β1受容体のインター

ナ リゼーシ ョン抵抗性は、β1受容体が β2受容体 と異なる経路で分解 される可能性を示唆 している〇

SII-2.交 感神経β受容体の薬物結合様式:Molecular modelingに よる解析

新潟薬科大学薬理学1)、サン トリー生物有機科学研究所2)

長友孝文1)、大貫敏男1)、石黒正路2)

交感神経 β受容体(β 受容体)の 分子レベルでの研究は、分子生物学あるいはコンピュータの技術

開発などによりその構造 と機能的役割が解明されるようにな り、さらにmolecular modeling(分 子

設計支援 システム)の 開発によりリガンドーレセプター間の三次元相互作用部位(結 合部位)の 解析

(推定)も 可能 となってきた。そこで、この研究は、molecular modehngを 用いてβ遮断薬(propranolol,

 bopindolol and its two metabohtes)と β1-、β2-、β3-受容体サブタイプとの相互作用部位、結合様

式および各サブタイプ間における相互作用様式の相違などを解析 したので報告する。(方法)ヒ トβ1-、

β2-およびβ3-受容体の7回 膜貫通型のヘリヅクス状のモデルは、DISCOVER/Insight II (Molecular

 Simulations Inc., San Diego, CA)を 用いて構築 し、バクテリオロ ドプシンの構造 をヒ トβ-受 容体

のモデル構造構築のための骨組みとして使用 した。また、7回 膜貫通型のアミノ酸配列は、Trumpp-

Kallmeyerら によって報告されたものに従って定め、膜内外のヘ リックス構造はレセプターの一次配

列によって形成 した。(結果)モデ リングから、propranolol, bopindololお よび2種 類の代謝産物の

結合可能部位は、各サブタイプの第3(H3)、 第4、 第5、 第6ヘ リックスであると推定された。また、

propranolol構 造中のアミノ基 とアルコール基は、Asp 113(H3)と 水素結合 し、ナフチル基はTry 109

(H3),Val 292(H6),Phe 289(H6),His 172(H4)残 基と、またisopropyl基 はIle 112(H3),Cys 285(H6)

およびPro 288(H6)残 基と疎水結合することが推察された。さらに、β遮断薬とβ1-およびβ3-受容

体 との相互作用部位はβ2-受容体と同じ剖 立で相互作用(結 合)す るが、特にβ3-受容体の場合はβ

遮断薬 との結合部位におけるアミノ酸残基の違いがβ-受容体との三次元構造上相互作用に影響 し、

その結果親和性の差違に影響 していることが推測できた。
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SII-3. The contractile functions of resistance and conduit arteries in dog are

 characterized by different ƒ¿1-adrenoceptor subtypes.

Department ofMedicine, McMaster University, Hamilton, Ontario L8N 3Z5, CANADA

Kwan C.Y.

For the past decade, using radioligand binding, contractility and immunohistochemical techniques, 

we have been characterizing the vascular smooth muscle (VSM) adrenoceptors (AR) in four 

functionally different canine blood vessels: dog aorta (DAO), dog mesenteric artery (DMA), dog 

mesenteric vein and dog saphenous vein. All four vessels elicited ƒ¿1-AR contractile responses 

(antagoniszed by prazosin), but ƒ¿2-AR responses (sensitive to rauwolscine), were found only in veins. 

This communication reviews the pharmacological characterization using ƒ¿1-AR subtype-selective 

antagonists on the DMA, DAO and dog carotid artery (DCA). DAO contains mainly ƒ¿1B-AR 

(some ƒ¿1D-AR), DCA has mainly ƒ¿1D-AR (some ƒ¿1B-AR) and DMA elicits primarily ƒ¿1A/1L-AR. 

Literature survey shows that mesenteric arteries from many species and other resistance vessels all 

elicit ƒ¿1A-AR, whereas large elastic arteries from many species express functional ƒ¿1B/ID-ARs. It is 

interesting to note that DMA (ƒ¿1A-AR) is much more susceptible to agonist(phenylephrine)-induced 

desensitization than DAO and DCA (ƒ¿1B/1D-ARs). The higher susceptibility of ƒ¿1A-AR in DMA 

compared to DAO or DCA may be of physiological significance in the light of its high density of 

sympathetic innervation and the control of peripheral resistance. While the pharmacological 

significance of distinct difference in ƒ¿1-AR subtypes in the resistance and conduit arteries remains 

obscure, the distinctly different ƒ¿1-AR subtypes may be of therapeutic significance in cardiovascular 

diseases involving different vascular beds.

SII-4.α 1ア ドレナ リン受容体 と逆作用薬inverse agonist

福井医科大学薬理学教室

村松郁延,朱 軍,鈴 木史子,高 氏留美子,谷 口隆信

従 来,受 容 体 はagonistが 結 合 して は じめ て活 性 化 され る比較 的静 的 な もの と考 え られ て き

た。 しか し現 在 で は,受 容体 は不 活性 化 と活 性 化 の平 衡 状 態 を とる動 的 な もの と考 え られ て

い る(two state-receptor theory)。 こ の 場合,agonistは 平 衡 を活性 化 方 向 に導 き,antagonist

はagonistに 対 す る拮 抗作 用 と,平 衡 状 態 を不 活性 化 方 向 に導 く,い わゆ る逆 作用 を示 す。前

者 の み を示 すantagonistをneutral antagonist,後 者 の作 用 を併 せ もつantagonistをinverse agonist

と言 い,受 容 体 が過 剰 発 現 した り持 続 的 に活 性 化 して い る病 的状 態 な どで 異 な った効 力 を発

揮 す る と考 え られ てい る。

今 回私 達 は,ヒ トα1、ア ドレナ リン受 容 体 の 第3細 胞 内 ル ー プに ア ミノ酸 変 異(271Ala/

Thr)を 導 入 してconstitutive active mutantと して の性 質 を解 析 す る と とも に,inverse agonist,

 neutral antagonistを 検 索 した 。変 異 受容 体 を発 現 したCHO細 胞 を用 い てIP3産 生 能 を調 べ た と

ころ,agonistを 処 置 しな くて もIP3産 生 能 は持 続 的 に上昇 してい た。 この上 昇 はprazosinで

抑 制 され た が,KMD-3213は 影 響 せ ず,む しろprazosinの 作 用 に拮抗 した。prazosinな ど の

antagonistを 培 養 培 地 中 に加 え て お く こ とに よ り,変 異 型 で は著 明 な 受 容 体 密 度 の 上 昇

(upregulation)を 引 き起 こ した。これ に対 し,KMD-3213はupregulationを 惹 起 せ ず,prazosin

に よ るupregulationを 抑 制 した。以上 の結 果等 よ り,α1aア ドレナ リ ン受 容 体 のantagonistに は

prazosinの よ う なinverse agonistと,KMD-3213の よ うなneutral antagonistが 存 在 す る こと,

前 者 の解析 にはconstitutive active mutantが 有 用 で あ る こ とが 明 らか とな った。
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SII-5.交 感神経 α1-ア ドレナ リン受容体の細胞内局在 と薬理作用

国立小児病院 ・小児医療研究センター ・分 子細胞薬理学研究部

辻本豪三 、平澤明、 許 昭俊

細胞膜 に存在するG蛋 白質共役型受容体(GPCR)は 、非常 に大 きな遺伝 子ファミリーよ りな り、細胞

膜 上のセンサー として細胞外の様々 な刺激を細胞内へ伝 える働 きを持つ蛋白質で、各種疾患治療 上の重要

な標的分子でる。GPCRは 、単純に信号 を伝えるだけではなく、ダイナミックにその細胞内の局在 を変え

その情報伝達機能 を調節することが明らか となって きたが、その分子機構の解析 は余 りなされていない。

この細胞生理学的役割 を明確 にすることは、膜蛋 自の一般的な制御機構を知る 上で も、 また、新たな治療

薬開発の標的を見いだす上でも非常に有意義 と考 えられる。我々は、交感神経 α1ア ドレナリン受容体を

G蛋 白質共役型受容体のモデルとして用い、受容体の細胞内での修飾とそれが受容体の動態に関 して果た

す役割について(1)"可 視 化生物学手法"に よる細胞内局在のモニタリングや定量化:α1ア ドレナリ

ン受容体サブタイプのペプチ ド抗体、蛍光標識 リガン ドやGreen Fluorescent Protein (GFP)を 用 い、受容

体蛋白の標識等の分子生物学手法や蛋白蛍光標識法を確立 し、フローサイ トメ トリー及び レーザー共焦点

顕微鏡にて、蛍光標識 された受容体の細胞内局在変化 を検出、定量を行っている。最近各 α1ア ドレナリ

ン受容体の細胞内局在がサブタイプにより異なること、更に、この細胞内局在の相違によりクロルエチル

クロニジンによる不活化感受性の違いが生 じることを見出した。(2)蛋 白間相互作用検定法による受容

体の細胞内局在調節因子の同定:酵 母ッーハイブ リッドにより受容体蛋白の細胞膜表面への移送に必要な

部位の決定、細胞内局在調節因子の同定に成功 した。シンポジウムではα1-ア ドレナリン受容体の細胞

内局在の分子機構 と薬物作用、平滑筋細胞 における局在、細胞内局在調節因 子について最近の知見を紹介

する。

SII-6.糖 尿病モデル動物の平滑筋収縮反応と情報伝達系異常

昭和大学医療短期大学作業療法学科 ・生理学研究室

坂井 泰

Streptozotocin(STZ)誘 発 糖 尿病 ラ ッ トを用 いて 胃 平滑 筋 にお け る過 収縮 機構 にPKC活 性 増 加

が 関 与 して い る こ とを我 々 は既 に報告 して い る。 今回 、STZ誘 発 糖尿 病 ラ ッ トの 胃 平滑筋 組

織 のPKC-isoformsの 分 布 変動 とDGkinase(DGK)の 活 性 変 動 につ いて検 討 した。

Western blottingの 結 果 、 胃幽 門部 平滑 筋 組織 には8つ のPKC isoforms(-α,-β,-γ,-δ,-ε,-

ζ,-ι,-λ)の 存 在 が確 認 され 、特 にPKC-β は 無刺 激 ドにお ける糖 尿病 標 本 か ら分 離 した核 画

分 で対 照 群 の約1/2に 減 少 した 。Carbacho1作 用 後PKC-β は 対 照群 で は有 意 に減 少 したが 、糖

尿 病群 で は有 意 な変 化 は観 察 され な か った 。PKC-と は 無 刺 激 下にお け る糖 尿 病標 本 の細胞 質

画 分で 対 照 群 の約2.2倍 に 増加 した が、carbachol作 川 後 で は両 群 と も有 意 な変 化 は観 察 され

な か った 。 無刺 激下 にお け るDGK活 性 は糖 尿 病 群 で 約2倍 に増 加 した がstaurosporineや

R59022前 処 置 によ り完全 に阻害 され た。Carbachol作 川 後DGK活 性 は 対照 群で 増 加 し糖 尿病

群 と同程 度 を示 したが 、この増加 はatropineお よ びR59022の 前 処 置 によ り完 全 に阻 害 され た。

糖尿 病 群 で はcarbachol作 用 後DGK活 性 に有 意 な変 化 は観 察 され な か った 。Neomycinは 両 群

にお け るDGK活 性 を抑 制 しなか ったが 、 内 因性phosphatidicacidの 産 生 を有 意 に抑 制 した。

DGKの 活 性 変 動 はphosphatidylinositol-turnoverの 代 謝 回転速 度 を変 動 させ 、 さ らにDG量

の変 動 を介 してPKC活 性 を制 御 して いる 可能 性 が あ り、糖 尿病 群 にお け るPKC-isoforms分

布 変 動 とDGK活 性 の変 動 が 胃 平滑 筋収 縮 異常 に関 与 して い る こ とが 推察 され た。
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SII-7.血 管における病態シグナリングと遺伝子発現制御機構

三重大学医学部薬理学教室

田中利男、西村有平、角田宏、天野誉、中充子

低酸素暴露により、肺血管平滑筋細胞に増殖変化などの血管 リモデリングを伴 う肺高血圧症モデル
ラヅトを作成 し、蛍光ディファレンシャルディスプレイにより遺伝子発現プロフィールを解析 した。

その結果、解析 した7665バ ン ドのうち、低酸素暴露によ り遺伝子発現が上昇するものは275バ ンド

(3.6%)、減少するものは108バ ンド(1.4%)認められた。これ らのシークエンス解析により、我々が既に
独自に分離精製、cDNAク ローニングしている新 しいカルシウム結合蛋白質S100Cが 低酸素により発

現誘導されることを見い出した。さらに、心筋や血管平滑筋細胞において低酸素下でS100C mRNAお
よびS100C蛋 白質の発現上昇を明 らかにした。そこでS100Cの 遺伝子をクローニングし、その構造を

解析 した。その結果、特徴的なエクソンーイントロン構造を見い出した。すなわち、最初のイントロ
ンが開始コ ドン直後に存在することが明かとなった。この位置のイントロンは、他のS100蛋 白質フ

ァミリーには全 く認められず、すべてのカルモデュリン遺伝子に存在することからカルモデュリンフ

ァミリーとの分子進化上の関係が示唆された。さらに、プロモーター領域に少なくともニケ所の低酸

素応答配列(hypoxia response element)を認めた。そこで、S100C遺 伝子のプロモーター領域における低
酸素応答配列の欠失変異株や位置指定変異株を構築し、それぞれのS100C遺 伝子の低酸素依存性発現
における役割を解析 した。また低酸素性細胞傷害に対する保護作用が報告されているタウリンが、こ

の低酸素によるS100C遺 伝子発現を抑制することを見出した。さらにその作用点が転写レベルである

ことを明らかにした。また、S100C蛋 白質に対 しては、心筋梗塞治療薬の一つであるであるプロプラ
ノロールが、作用することを見い出した。一方、自家血の大槽内注入による脳血管攣縮モデルラヅト

脳底動脈におけるHeme Oxygenase 1の役割についても、報告する。
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SIII-1.平 滑筋の基礎と臨床-基 石楚研究から臨床応用-

司会 泌尿器科平滑筋:森 田隆、吉田正貴(熊 本大)

産婦人科平滑筋:瓦 林達比古(福 岡大)

内科(呼 吸器科)平 滑筋:木目灘 首(国立療養所福岡東病院)

研究の成果は、応用されてはじめて達成されると考えています6私 達の個人的な印象か

も知れませんが、企業の研究室におられる方々爪 その役割上、応用できる研究成果を目

指 しておられるのに対し、大学の研究室におられる方々は、研究成果の応用という点で、

余り積極的でないように見受けられます。このような思いは、大学の基礎 臨床そして企

業の研学諸 のみならず多科にわたる臨床医が属する日本平滑筋学会にあって、益 何々とか

しなければいけないと思うようになりました。そこで、今後の日本平滑筋学会の方向性の
一つを探る意味からも、平滑筋の基礎研究から臨床応用という本シンポジウムを企画いた

しました。大学での研究、企業での研究、また、これから応用する研究だけでなく、すで

に応用されている研究についても、その苦労話などを、会員全員が理解できるように、判

りやすく、面白く披露して頂くことによって、会員が、おおいに勇気ずけられることを目

的としていま魂 シンポジウムの一部にランチョンセミナーも含んでおりますので、食事

などしながら、気楽にシンポジウムを楽しんでいただければ幸いです。

SIII-2.下 部尿路平滑筋においてア ドレナ リン性 β3受 容体が担 う機能

東京 田辺製薬株式会社 かず さ研 究所

飯塚 博之,岩 田 俊也,尾 坂 曜子,盛 中泰洋

ア ドレナ リン性 β3受 容体は当初,げ っ歯類の脂肪細胞,胃 腸管平滑筋に存在 し脂肪分解,

熱産生,胃 腸管運動抑制 に関与す ることが報告 された.ヒ トにおいては褐色 ・白色脂肪細胞,

胆嚢,小 腸,結 腸,胃,前 立腺,心 臓 に存在す るこ とが報告 され ている.

これ まで下部尿路におけるア ドレナ リン性 β受容体については,β 受容体を介 して膀胱 平

滑筋が弛緩 し畜尿 が促 され ることが知 られ,こ の反応を担 うβサブ タイプとしては薬理学的

な証 明によ りβ2で あ ることが想定 されていた.

私達 は下部尿路 における β3受 容体が担 う機能を明 らかに しβ3作 動薬GS-332(GS)の

頻尿 ・尿失禁治療薬 としての有効性 を明 らかにす ることを目的 として,GSの ラッ ト,ウ サ

ギ摘 出膀胱弛緩作用の他,in vivo麻 酔 ラッ ト膀胱容量並びに排尿収縮,更 に覚醒 ラッ ト下

腹神経切断頻尿モデルに対す る影響を検討 した.

その結果GSは ラ ッ ト摘出膀胱 を弛緩 させ,ウ サギ摘 出膀胱 には作用 しなかった.ま たin 

vivo麻 酔 ラッ トの膀胱容量を増加 させ たが,排 尿収縮 に及ぼす影響は小 さかった.GSは 更

に覚醒 ラ ッ ト下腹神経切断頻尿モデルに対 して排尿 回数を有意に減少 させた.

以上の結果か ら下部尿路にお けるア ドレナ リン性 β3受 容体 には種差 が存在 し,ラ ッ トに

おいて は β3受 容体 と共に膀胱平滑筋の弛緩反応を担い,蓄 尿機能に寄与す ることが示唆 さ

れ た.こ こでGSは 排尿収縮 に与える影響が小 さかったことから,汎 用 されてい る頻尿 ・尿

失禁治療薬で ある抗 コ リン剤 と比較 して残尿量を増加 させ ない点で有用な頻尿 ・尿失禁治療

薬 となる可能性 が期待 された.
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SIII-3.女 性 ホルモ ンの下部尿路遠心性神経への作用

熊本大学医学部 泌尿器科学教室

稲留彰人、吉田正貴、米納 誠、瀬下博志、宮本 豊、村上滋孝、上田昭一

【目的】性 ホルモ ンは下部尿路機能 に様 々な影響 を及ぼすが、その作用機序 は明 らかでは な

い。我々は家兎尿道、膀胱平滑筋 において神経伝達物質の反応性 と放出量に及ぼす女性ホル

モ ンの影響 を検討 した。 【方法】成熟雌家兎 に対 し卵巣摘除 を行 い、estradiol 0.1mg/kg/day

(E群)、 生食水(Ox群)を2週 間筋 肉内投与 した群お よび偽手術群(C群)を 作成 し、3

週後に 尿道膀胱 を摘 出して平滑筋条片を作製 した。 これを筋浴槽内 に固定 して張 力変化を記

録 し神経伝達物質に対 す る反応性 を観察 した。 また臓器用透析プ ローブを平滑筋条片内 に貫

通 させ 、透析液 を灌流 しなが ら経壁電気刺激(EFS)を 行 いmicrodialysis法 にて透析液 を回収

し、神経伝達物 質の放出量 をHPLCに て 分析 ・測定 した 。 【結果】尿道 平滑 筋で はKCI、

phenylephrineに 対す る収縮 に各 群間で有意差 はな か ったが、EFSに よる収 縮、尿道か らの
norepinephrineの 放出量はOx群 で有意に低 く、phenylephrine前 収縮後のEFSに よる弛緩 反応 、

尿道か らのnitric oxide(NO)放 出量はOx群 で有意に増加 し、NADPH diaphorase陽 性線 維 も

増加 して いた。膀胱平滑筋ではKCI、carbacholに 対する収縮反応、EFSに よるacetylcholine

の放出量 は各群間で差はなかった 。弛緩反応で はisoproterenolに 対す る弛緩 反応 、膀胱組織

内cyclic AMP濃 度 はOx群 で有意 に低下 していた。E群 では上記のパラメー ターはC群 と同

程度まで改善 された。 【結論】去勢によ り雌家兎尿道 ではnitrergic nervesか らのNO放 出量
の増加 とと もに、adrenergic nervesか らのnorepinephrine放 出量の減 少に よ り尿道抵抗 は低

下 し、膀胱 平滑筋では β受容体刺激 によるcyclic AMPの 反応の低下によ り弛緩 反応 は抑制

されると考 え られた。 またエス トロゲンの補充は これ らを改善させる ことが示唆された。

SIII4.ヒ ト前立腺肥大症腺腫の受容体の基礎的研究とその臨床応用

獨協医科大学泌尿器科

近藤 俊

【目的】ヒト前立腺腺腫に含まれる平滑筋組織には前立腺部尿道の収縮に関与する各種の受容体が存在する。

前立腺肥大症ではそれらの受容体に変化が生じ,前 立腺肥大症の病態に関与している.今 回はヒト前立腺

肥大症腺腫に見られる交感神経α,β 受容体の変化,NANC神 経伝達に関与するErR(エ ンドセリン受容

体)の変化やNOS(一 酸化窒素合成酵素)の活性の変化,そ れらの変化と病態との関連,臨 床的な薬物治療へ

の応用の可能性について報告する。

【対象】前立腺腺腫は前立腺摘出術を受けた症例や悪性腫瘍で膀胱全摘出術を受けた症例から得た.両 者の

区別は臨床的な閉塞症状の有無と病理所見によった.

【方法】受容体測定(α,β,ET)に は放射性元素で標識したリガン ドを用いた,NOS活 性はarginineの生成

量で測定した.

【結果】前立腺肥大症腺腫では交感神経α1,α2受 容体の増加,β 受容体の減少,ET-Rの 増加,NOS活

性の減少がみられた.

【考察】α1受 容体は前立腺肥大症の閉塞症状に,α2受 容体は刺激症状に関与するので,各 種のα受容体

阻害剤の前立腺腺腫に対する親和性を比較し薬物療法の効果を推定することが可能であった.ET-RやNOS

の変化からはNO放 出薬剤の前立腺肥大症の薬物治療への応用の可能性が考えられた.
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SIII-5.新 規勃起不全治療薬シルデナフイル(バ イアグラR)

ファイザー製薬(株)中 央研究所

表 雅之,中 村 孝 昭,山 中 教造

勃起不全は 「性交時 に十分 な勃起が得 られ ないため,あ るいは十分 な勃起が維持で きない

ため,満 足な性交 が行えない状態」 と定義 され,我 が国では300万 人,全 世界 では1億 人 を超

える患者が存在す ると推 定 されている。陰茎勃起は,中 枢性 あるいは局所性 の神経刺激 によ

り陰茎海綿体平滑筋が弛緩 し,拡 張 した海綿体洞に血液が流入するこ とにより発現す る。従

って,勃 起不全 は,様 々な病因によ り,陰 茎海綿体の弛緩機能が低下 した状態 と考え られ る。
陰茎海綿 体の弛緩 には,陰 茎に投射す る神経末端 あるいは海綿体内皮細胞 由来 の一酸化窒素

(NO)と,そ のセ カン ドメ ッセ ンジャーであるcGMPが 関与 していることが知 られ ている。

シルデナ フィル は経 口投与に より有効性 を示す世界初 の勃起不全治療薬であ る。前 臨床試
験では,ヒ ト陰茎海綿体のcGMP分 解酵素であるホスポジエステラーゼ タイプ5(PDE5)の 活

性 を選択 的かっ競合 的に阻害 し,NO供 与剤であるニ トロプルシ ッ ドナ トリウム(SNP)と の併

用に より摘 出ウサギ海綿体内のcGMP量 を増大 した。また,経 壁電気刺激 による摘出 ヒ ト海綿

体の弛緩反応 な らびにメサ コ リン及びSNPに よる摘 出 ウサ ギ海綿体の弛緩反応 を増強 し,骨

盤神経刺激及 びSNPに よる麻酔イヌの陰茎海綿体内圧 の上昇 を血圧及 び心拍数 に影響 を及 ぼ

す ことな く増強 した。臨床試験では,勃 起不全患者 の挿入頻度お よび勃起の維持 を改善 し,

また,高 齢者,糖 尿病患者,脊 髄損傷 における勃起不全 に対 しても有効性 を示 した。重篤 な
副作用 はみ られ なかったが,シ ル デナ フィルのPDE5阻 害作用に よりNOの 血管拡張作用が増

強 された ことか ら,硝 酸剤 あるいはNO供 与剤 との併用 は禁忌 とした。

SIII-6.子 宮収縮制御機構 におけるカリウムチャネル とギャップ結合の役割

広島大学医学部産科婦人科学教室

三好 博史、大濱 紘三

新生児 管理が著 しく進歩 した現在 において も、早産 の防止つ ま り子宮収縮 を抑制す るこ

との重要性は変わっていない。子宮平滑筋細胞はL型Caチ ャネル が開いて活動電位 が発生

し、細胞内Ca濃 度が上昇す ることによ り収縮する。活動電位はギャップ結合 によ り子宮全

体 に伝搬 され 同期 した強力 な収縮、分娩 陣痛が発来す る。Caチ ャネルの開閉は、膜電位に

よ り制御 され ている。 そこで、妊娠 ラッ ト子宮 より単離 した子宮平滑筋細胞 にPatch-clamp

法 を応用 し、膜 電位 を制御 す るKチ ャネル の電流 を記録解析 した。 また、対細胞 の各々に

同方 法を使用 し(Double patch-clamp法)、 細胞間を流れるギャップ結合電流 を記録 した。

Whole-cell記 録では比較的大 きな外向きK電 流が観察 された。 不活性化過程が緩やかな

この電流 はtetraethylammoniumに よ りブロックされ る遅延性矩形K電 流であった。少数の
細胞 では不活性化過程が速い一過性K電 流 も観察 され 、4-aminopyridineに 感受性 が高い こ

とよ りA電 流 と考え られた。Inside-out記 録では135pSの コンダクタンスを持つCa依 存性

Kチ ャネルが記録 され、charybdotoxinの 感受性 よ りBKチ ャネル とみな された。

Double patch clamp法 によ り記録 され たギ ャップ結合電流は、その電位依存性 より二種
類に分類 され、それぞれConnexin43お よび45の 電流の性質に よく一致 していた。また、

ギ ャ ップ結合 コンダクタスは、妊娠中期 では5±8nSで あったが分娩 直前で は32±16nS

と著増 してお り、陣痛発来時 に細胞 の興奮性伝搬 が促進 され ることが示唆 された。

それ ぞれ のK電 流、 ギャップ結合電流の子宮収縮制御 における役割 を検討す るとともに、

子宮収縮抑制剤 であるβ刺激剤 な どの薬剤 の作用 についても述べる。
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SIII-7.ラ ット子宮筋における内因性NOS阻 害物質の妊娠期別動態と生理的役割

東京医科歯科大学産婦人科

坂本秀一

NOの 子 宮筋弛緩作用 の有無に関しては未だ意見が一致 して いない。一方、iNOSが 妊娠

中の子宮筋で誘導 され、陣痛発来時 にはそ の活 性は低下す る事よ りNOは 、妊娠子宮筋

において何 らか の役割 りを担 うと考え られ るが、詳細は尚不明である。血管平滑筋にお

いてNOは 、弛緩 因子 として働 くだけでな く、endothelin-1(ET-1)の 産生な らびに作用

発現の調節因子 として機能 していることが明 らかにな ってきている。 この研究では、妊

娠各期のNOの 生理 的役割 を明 らかにするために最近注 目されている内因性NOS阻 害

物質 の子宮筋内で の妊娠期別動態 、SNP誘 発子宮筋弛 緩作用、L-arginine誘 発cyclic
 GMP産 生な らび に子宮筋 におけるET-1含 量の変化 について検討 した。ラッ ト子宮筋中

の内因性NOS阻 害物質含 量(L-NMMA+ADMA)は 、妊娠中期 と後期では減少、分娩直前

な らび に直後では明 らかに増加 してお り、NOS活 性と逆相関 して いたことか ら、内因性

NOS阻 害物質は妊娠子宮にお いてNO産 生を制御 していると考 え られた。NOは 、子宮

筋弛緩 を惹起 しなか ったが、子宮筋でのET-1含 量は、妊娠中期 と後期では減少傾向 を、
一方、分娩直前な らび に直後では明 らかに増加 し、内因性NOS阻 害物質含 量の増減 と

密接 に相 関 していた。また、L-NMMA標 品の投与によって非妊娠子宮筋でのET-1含 量

が著 明に増加 した。以上の事実よ り、NOはET-1産 生抑制作用 を有 し、ET-1産 生の制

御を介 して子宮筋収縮の調節に関与す ることが示唆 された。

SIII-8.予 宮平滑筋におけるadrenergic受 容体を介した反応の特性 と、その妊娠中の変化

福岡大学医学部産婦人科

井上 善仁

産婦人科 日常臨床においてβ2-adrenergic受 容体刺激剤は切迫早産の治療薬として汎用 される薬

剤である。しか し子宮平滑筋のア ドレナ リン受容体の特性や臨床上問題となるβ2刺激剤の長期投

与による脱感作の機序、個々の症例による効果の不安定性な ど、未解決の問題 も多 く残っている。

我 々 は ラ ッ トや ヒ トの 妊 娠 子宮 平滑 筋 に対 して 等 尺 性 収 縮 法 、微 小電 極 法 、[3H]-

dihydroaloprenolol結 合実験、cAMP定 量などの種々の方法で子宮平滑筋のβ受容体 を介する反

応の特性 を検討 した。ラットの妊娠子宮縦走筋の自発収縮に対するritodrineの 抑制効果は妊娠中

期(妊 娠14、16日 目)と 妊娠後期(妊 娠18、21日 目)と を比較すると前者においてその抑制効

果はよ り著明であ り、妊娠経過とともに抑制効果の減弱があることが分かった。またritodrineの

投与で一過 性の収縮増強があ り、これはphentolamineの 前処置で消失することか らα受容体 を

介した反応であることが確認された。また妊娠後期のラット子宮においては輪走筋では妊娠21日

まで α受容体が優位であ り22日 目にβ優位に変化すること、縦走筋では妊娠の全期間を通 じて β

受容体が優位であることが分かった。ラッ トでもritodrine投 与中に脱感作現象が認め られるが、

rit〇drine投与中にcAMP濃 度は増減を繰 り返 し、抑制された収縮が再度出現する際には子宮筋の

cAMP濃 度 は低 く、収縮抑制中は高値とな り、収縮 とcAMP濃 度は相関 していた。 一方[3H]-

dihydroaloprenolol結 合実験か ら(1)ritodrine長 期投与 中はβ受容体の密度は投与20分 で最高 と

な り以後cAMPと 同様に増減 を繰 り返す(2)β受容体の密度は妊娠後期に増加するが、受容体の β2

刺激剤に対する親和性は主 に解離速度の増加のため低下する(3)ヒト子宮筋ではβ2刺激剤の効果の

不安定性は個々の標本の β受容体数に依存することな どが示唆された。
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SIII-9.ア レルギー反応と気道平滑筋の収縮 ・拡張性

東北大学医学部第一内科
一ノ瀬正和

気管支喘息患者で認められる、軽度の刺激に対する過度の気道収縮反応(気 道過敏性亢進)は 、本

疾患の病態及び治療を考える上で極めて重要な現象である。生体で観察される気道過敏性には、気道

径の三次元構築に与る、気道壁の厚さ(気 道浮腫の程度)及 び気道内腔への分泌や、気道のつぶれ易

さ(虚 脱性)と いった因子{な らびに気道平滑筋自体の収縮 ・拡張性が関与すると考えられる。今回

の発表では、アレルギー反応がこの収縮 ・拡張反応にどのような影響を与えるかについて報告する。

1.感 作モルモットに抗原吸入チャレンジを4週 間おこない慢性アレルギー性炎症モデルとした。

本モデルで、コリン作動性神経刺激による気管平滑筋収縮反応は有意に増強 したが、外因性に投与し

たアセチル コリンによる反応は影響されなかった。又、本モデルで、興奮性NANC神 経(タ キキニ

ンが伝達物質)に よる気管平滑筋収縮反応はやはり増強した。一方、外因性タキキニンによる反応は

影響されず、上皮(タ キキニン分解酵素NEPの 存在部位)の 機能低下も認められなかった。つまり、

タキキニンの産生/放 出の増強がその機序と考えられた。

3.抑 制性NANC神 経の伝達物質はVIPお よびNOで ある。 この両伝達物質はアレルギー反応によ

り放出される トリプテース、活性酸素によ りそれぞれ失活化され、その拡張反応も減弱する。

4.IgEは ヒト気管支平滑筋においてコリン作動性神経由来の収縮反応を増強 し、その機序は神経

末端のオー トレセプター(M2受 容体)の 機能不全によるアセチルコリンの過放出と考え られた。

以上の結果から、アレルギー反応は気道平滑筋自体の収縮 ・拡張性を変化させるというより、興奮

性(収 縮性)の 神経機能元進及び抑制性(拡 張性)の 神経機能低下を介して易気道狭窄性(気 道過敏

性亢進)を 示すと考えられた。

SIII-10.平 滑筋の基礎と臨床 ―基礎研究から臨床応用―

気道平滑筋 リモデ リングと気道反応

九州大学大学院医学系研究科附属胸部疾患研究施設、国立療養所福岡東病院臨床研究部

井上 博雅、相沢 久道、福山 聡、古藤 洋、原 信之

気管支喘息は可逆性気道狭窄、気道過敏性、好酸球性気道炎症を特徴 とする疾患である。また、

喘息患者の気道では、上皮細胞の杯細胞化、上皮基底膜肥厚、気管支平滑筋の過形成 ・肥大などの

構造 的変化(リ モデリング)が みられることが知 られてお り、このリモデリングは好酸球浸潤を主

体 とした気道炎症が反復 ・持続する結果生 じると考えられている。 しかし、気道平滑筋 リモデ リン

グの気道過敏性への直接の関与は明らかではない。今回我々は、抗原反復曝露により平滑筋を中心

とした気道 リモデリングを呈する動物モデルを作成 し、平滑筋リモデ リングの気道反応に及ぼす影

響 を検討 した。卵 白アルブ ミン(OVA)の 反復腹腔内投与で感作 したマウスに、計3回 ・6回 ・または

12回OVAを2～3日 毎に反復吸入曝露 した。最終曝露24時 間後に、気道の組織学的変化 ・気管支肺胞

洗浄(BAL)液 中細胞成分 ・吸入アセチルコリン(ACh)に 対する気道過敏性 を測定 した。 さらに、ロイ

コトリエ ン(LT)拮 抗薬 を、抗原曝露期間中に経口投 与し、気道 リモデリング と気道過敏性への関与

を検討 した。組織学的には、OVA3回 曝露後に杯細胞過形成や気道への好酸球浸潤が認められ、6回

曝露後には基底膜肥厚が、12回 曝露後には気道平滑筋層の肥厚が出現 した。BAL液 中の好酸球数は、

6回曝露後にピークを示 し、12回 曝露後には低下した。吸入ACh閾 値は、OVA曝 露6回 後から12回後

にかけて低下がみられた。抗原吸入を長期間反復すると、好酸球性気道炎症はむしろ軽減 したが気

道過敏性充進は持続した〇すなわち、気道平滑筋層肥厚 という気道リモデリングの存在のみで気道

過敏性充進 を惹起することが示唆 された。LT拮 抗薬は、OVA反 復曝露による気道平滑筋層肥厚を抑

制するとともにACh閾 値低下を抑制 した〇LTは 、気道炎症のみでな く、気道平滑筋 リモデリングの

促進も介 して気道過敏性を亢進 させているものと考えられた〇
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SIII-11.ア レル ギー性気管支喘息時の過敏性気管支平滑筋収縮におけるCa2+感 受性亢進
現象の変化
星薬科大学 薬理学教室

千葉 義彦、三澤 美和

非特異的刺激 に対す る過剰 な収縮反応性 の亢進、すなわ ち気道過敏性はア レルギー性気 管

支喘息患者 に共通 の特徴 である。 また喘息患者 において は、患者か ら摘出 した気道 平滑筋 自

体の反応性 も亢進 してい ることが知 られてい る。 このことは、喘息患者では気道平滑筋 に何

らかの変化 が惹起 されて平滑筋の収縮性(contractility)が 大 き くな り、その結果わずかな刺激

でも過剰な収縮反応 を呈 して しまうことが考 えられる。 当教室では これ まで に、感作 ラ ッ ト

に抗原 を反復吸入チ ャレンジすることによ り、再現性の良い気道過敏性状態が得 られ、 また、

本気道過敏性モデルにお いては喘息患者 と同様、摘 出気管支平滑筋 レベルで も過敏性が獲 得

されていることを報告 してい る。このラッ ト気道過敏性モデル を用いて種 々の検討 を行 っ た

結果、気道 過敏性 時の気管支平 滑筋 にお いてacetylcholime(ACh)に 対す る反応性は亢進 して
いるものの、muscarine受 容体数 あるいはantagonist affinityは正常 レベルであ るこ とを明 ら

か に した。 また、気道過敏性時 の気管支平滑筋にお いては三 量体GTP結 合 タンパ ク質 レベ

ルが増加 してお り、その結果、muscarine受 容体 のagonis taffimityが 著 しく大 き くなってい る

ことを明 らかに した。一方、肺 内気管支平滑筋skinned fiber標 本 を用いて検 討を行 ったとこ

ろ、ACh非 存在下で のCa2+に よる収縮 反応 は正 常 レベル であった が、ACh存 在下でいわ ゆ

るCa2+ sensitizationを観察 したところ、 このACh誘 発Ca2+ sensitizing効果は気道過敏性時 に

は著明に増強されてお り、 また、 このACh誘 発Ca2+ sensitizationは低分子量GTP結 合 タ ン
パ ク質Rhoの 不活化薬 の前処置 によ り完全 に抑制 された。以上 の結果 よ り、 抗原誘 発気道

過敏性時 には気管 支平滑筋収縮 を調節 してい る細胞 内情報伝達系にさまざまな変化が もた ら

され、その結果気道過敏性亢進 を呈するようにな ることが示唆 された。

SIII-12.平 滑筋の基礎と臨床―基礎研究から臨床応用―

気道平滑筋のムスカリン受容体に関する検討

秋田大学第二内科',同 医療技術短期大学部2

加賀谷学',塩 谷隆信2,佐 野正明1,進 藤 勉1,伊 藤武史1,佐 藤一洋1,

渡邊亜紀子1,鹿 島正行1,佐 々木昌博1,三 浦 傅1

気道平滑筋は交感神経と副交感神経による相反性拮抗支配を受けるが,通 常は副交感

神経が優位 に働き緊張性に気道平滑筋を収縮状態に保っている。また我々および諸家の報

告より,気 道平滑筋のムスカリン受容体は,副 交感神経節にM1受 容体,気 道平滑筋上に
M3受 容体が分布し収縮に関与し,副 交感神経節後線維にM2受 容体が存在しautoreceptor

として抑制性に機能していると考えられている。従って,閉 塞性肺疾患に対する抗コリン

剤は,M1お よびM3に ついては選択的拮抗作用を有する一方でM2に 対 しては活性作用を

有するかあるいは拮抗作用が小さいことが理想と考えられる。そこで我々は種々の抗コリ

ン剤のムスカリン受容体選択性について検討 した。その結果抗コリン剤であるipratropium 
brornide, flutropiurn bromide, oxtropium bromideと もにatropineに 匹敵する抗コリン

作用を有するが,各 薬剤ともに受容体選択性に乏しく,作 用機序 からみて臨床的にはM3拮

抗作用の大きい薬剤の選択が現時点では賢明と推察された。また老年者の気管支喘息患者
における抗コリン剤の効果について検討した結果,若 年者気管支喘息群および老年健常者

群に比して呼吸機能の改善率は有意に高値であった。従って,老 年気管支喘息では若年者

気管支喘息に比して,副 交感神経緊張に伴う気道平滑筋収縮に強く影響を受けている可能

性が示唆された。気道における副交感神経系は,均 等に分布する交感神経系と異なり,比

較的中枢側の気道に密に存在していることが生理学実験より報告されている。我々はPET
を用いて,ヒ ト肺内ムスカ リン受容体分布の確認を試みている。それらの知見もあわせ

て,呼 吸器内科の立場からムスカリン受容体に関する情報を提供したいと考えている。
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LS.新 規α1受容体遮断薬 塩酸タムスロシン(ハルナールR)の 研究開発

山之内製薬株式会社 創薬研究本部 薬理研究所

佐藤 修一,本 田 一男

前立腺肥大症(BPH)は 男性の力[齢とともに前立腺が肥大し,排尿困難等の閉塞症状が現れる疾患で

ある.BPHに 伴う排尿障害は肥大した前立腺による尿道の機械的圧迫と宛感神経活性の亢進による前

立腺および尿道の機能的収縮で発現すると考えられている.
山之内製薬は1976年 よりスルファモイルフェネチルアミン誘導体の合成研究と下部尿路系の生理機

能解明研究を実施し,尿道および前立腺においてα1受容体が平滑筋収縮に重要な役割を担うことを明
らかにした.ま た,ス ルファモイルフェネチルアミン誘導体の中から強力かつ選沢的なα1受容体遮断

薬である塩駿タムスロシンを発見し,本薬が下部尿路組織に対して選択的に作用することを示した.
臨床において,塩酸タムスロシンの徐放性製剤(本 剤:ハ ルナールR)を 開発し,BPHに 伴う排尿障

害患者を対象としたプラセボ対照二重盲験法による用量設定試験から0.2mg旧 を至適用量として選沢し
た.さ らに,プ ラセボと比較した第皿相試験において,血 圧に影響を及ぼすことなく排尿困難を改善

し,1993年,本 邦にてBPHに 伴う排尿障害を適応として承認された.塩 酸タムスロシンは徐放化によ

り起立性低血圧を起こし難くし,かつ初回より固定用量で投与可能な最初のα1受容体遮断薬である.

近年,α1受 容体はα仏,α1Bお よびαlDの3種 のサブタイプに分類されている.αlA受 容体はヒ

ト前立腺および尿道において優位に存在し,その収縮機能において重要な役割を果たしている.塩 酸タ

ムスロシンはこのサブタイプに選択性を有しており,下部尿路への選択性との関連性が示唆されている.

しかしながら,α1受 容体サブタイプに関する種々の研究から,本薬の下部尿路への選択性は単にαlA

受容体サブタイプへの選択性だけでは十分には説明できないと考えられる.現 在,塩酸タムスロシンの

下部尿路選択性に関して,特 に下部尿路組織での作用持続性に着目し研究を進めている.



一 般 口 演
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1.ラ ット近側結腸自発運動の律動性収縮に対するシクロピアゾン酸の効果

奈良県立医科大学第二生理、第一外科 歯

米田 諭、門脇 真、杉森志穂*、 山内昌哉*、 高木 都

ラ ッ ト近側結腸 の規則 的な律 動性 収縮にお けるCa2+筋 ハ ン ドリング機構 を解明す るため、筋小胞体

Ca2+ポ ン プ阻 害薬 シクロ ピア ゾン酸(以 下CPA)の 効 果を検討 した。Wistar系 雄 性ラ ッ ト(250-350g;

6-8 W)を ネ ンブタール50mg/kg i.p..に よ り麻酔後 に、近側結腸の摘出 を行った。 回盲部 よ り3cm

口側 の近側結腸 の標本2cmを 作 製 し為 マ グヌス法 でisometric force transducerを 用 い、縦走筋

方 向の 自発運動 に対す るCPA 106 Mの 効 果 をamphtudeとfrequencyで 検 討 し為 さらに、Ltype

 Ca2+channel blockerのNicaldipine 10-11M、capacitative Ca2+ entryをblockす るSK&F 96365 10-8

 M、Na+ - Ca2+ exchangerをblockす るKB-R 7943 10-6 Mで 前 処置後、CPA 10-6 Mの 効 果 を検討 し

た。次 に、20-40 W、80 Wの ラ ッ トで、同様 の方法を用 い、CPA 10-6 Mの 効果 を検討 した。CPA

はイ ヌ の近側結腸でペ ースメ ーカ-細 胞 のslow waveのFrequen(yを 減 少 させ ると報告 され ている

が 、ラ ッ ト近側結腸 では律動性収縮のAmphtudeとFrequencyはCPA投 与後、有意に増加 した。

Amplitudeの 増加 はNicaldipineお よびSK&F 96365で 前 処置す る と抑制 されたが、KB-R7943で

は 抑制 され なか った。Frequencyの 増 加 はNicaldipine、SK&F 96365、KB-R 7943で 前 処置 して

も抑制 され なか った。週齢の進んだ ラッ トでは、CPAの 投 与に よ りFrequencyは 全 個体 で増加傾 向

にあったが、Amplitudeが 減 少 または不変の個体がみ られ為 以上 よ り、CPAに よ るラッ ト近側結

腸律 動 性収縮のAmplitudeの 増 加 にはL-type Ca2+ channel、capacitative Ca2+ entryを 介 したCa2+

の 関 与が考 えられ るが、ペースメーカー細胞 のFrequencyの 増 加 に、 これ らの関与は少 ない と考 え

られ る。 週齢が進む とともに、CPAに よ るLtype Ca2+ channel、capacitative Ca2+ entryを 介 した

Ca2+に よ るAmplitude増 加 作用は減弱す るが、Frequencyの 増加 作用に変化 はない と考 え られ る。

2. モルモ ッ ト遠位結腸輪走筋 のコ リン作動性収縮 反応 に及 ぼす2-arachidonoyl glycerolの

効 果

獨協医科大学薬理学教室1,帝 京大学薬学部衛 生化学教室2

児 嶋修一1,渋 川朝子1,内 田幸介 量,杉浦隆之2,和 久敬蔵2,上 川雄 一郎1

目的 2-arachidonoyl glycerol(2-AG)はanandamideと と も に カ ン ナ ビ ノ イ ド様 作 用 を 示 す 新 し い

タイ プのアラキ ドン酸誘導体 として報告 されて いるが、平滑筋組織 にお けるこれ らエイコサ ノイ ド

の作用 はまだ解 明されていない。今 回、モル モッ ト遠位結腸輪走筋標本 のフィール ド電気刺激(EFS ,

1Hz,0.3ms)誘 発 コリン作動性収縮反応 に及 ぼす これ らカンナ ビノイ ド様エイコサ ノイ ドの効果 を

検討 した ので報告す る。方法 雄性 モルモ ッ トよ り遠位結腸を摘出 し、粘膜 を剥離 した後 、短冊型

(8x4mm)の 輪 走筋標本 を作製 した。 これを混 合ガス通気下、37℃Krebs液(eserine 0.1 μM, hexa-

methonium 100μM, indomethacin 3μM, L-nitroarginine 100μM含 む)で 満た した10mlオ ル ガ

ンバス中 に懸垂 し、その機械 的変化 を等張性 に記録 した。結果(1)EFS誘 発 コ リン作動性収縮反応

は2-AG(0.1-1μM)に よ って濃度依存的 に抑制 され たが、anandamide(0.1-1μM)で は何 ら影響

されなかった。(2)2-AG(1μM)の 抑 制作用はSR141716A(1μM,カ ンナ ビノイ ドCB1-受 容 体拮抗

薬)及 びSR144528(1μM,CB2-受 容 体拮抗 薬)に よって拮抗 されなか った。(3)2-AG(1μM)は

acetylcholine(10μM),substanceP(0.3μM),KCl(100mM)に よ る収縮を強く抑制 した。

結論 モル モ ッ ト結腸輪走筋の コリン作動性神経伝達 に対 して2-AGはpostjunctionalな 抑 制効果

を示したが、関与する受容体機構は従来の報告とは異なることが示唆された。
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3. 雑種成犬を用 いた排便運動に対する電気生理学的研究(第4報)

(仙 骨 神経電気刺激 による結腸ペースメー カー作成の可能性)

国立栃木病院小児外科1、 聖路加国際病院小児外科2、 慶應義塾大学 医学部外科3、 生理4

平林 健1、 松藤 凡2、 横 山穣太郎3、 吉岡成浩3、 星野 健3、 森川康英3、 北島政樹3、

渡辺修一4、 羽 金 祐 彦1

小児外科領域 においては、高位鎖肛等排便 障害 を来す症例が数多 く認め られ、 これ らは仙骨奇形

を合併するこ とが多 く、神経支配の異常が排便障害に関与 している可能性が考え られ る。今 回、排便

運 動に対する仙骨神経支配の解 明、さ らに、仙骨神経電気刺激による結腸ペースメーカー作成の可能

性 を、雑種成犬 を用いて電気生理学的に考察 した。

(方法)(1)ス トレインゲージ(SG)を 、 近位結腸(SG1)、 遠 位結腸(SG2)、S状 結腸(SG3)、 直

腸(SG4)、 内肛 門括約筋(SG5)に 横 軸方向に縫着 し、術後3週 間後 よ り意識下排便時の各腸管運

動 を観 察 し た 。(2)椎 弓 切 除 を加 え、 仙 骨 神 経 に電 気 刺 激(1-5mA; 0.5mSec, 10Hz, 10Sec、

 2.0mSec, 2.5Hz, 20Sec、 0.5mSec, 100Hz, 10Sec)を 加 え、各腸管運動の反応を観察 した。

(結果)(1)9匹 の 犬において、133回 の意識下排便を観察 した。排便時には巨大な収縮運動が遠位結

腸(70例8匹)に 生 じ、直腸(80%)及 び 内肛門括約筋(63%)が 弛 緩 し排便が開始 した。収縮運

動が直腸(93%)、 内 肛門括約筋に伝 播 し、便 が排泄され、排便 が終 了 した。(2)仙 骨 神経 電気刺 激

(1.5mA,0.5mSec,10Hz,10Sec)に よ り、14例 中6例(Sl4/14,S2,4/14,S3:2/14)に 遠 位結腸か ら直腸

への収縮運動の伝播が、14例 中4例(S1.2/14,S22/14,S31/14)に 遠位結腸の収縮に連動 した直腸 の弛

緩が観察された。刺激条件 によって直腸の弛緩収縮の反応に差 は認められなか った。

(考察)仙 骨神経 に電気刺激 を加 える事によ り、排便様の結腸直腸運動が誘発 され、左半結腸運動 が

仙骨神経を介 して調節 され ることが示された。排便時の結腸直腸運動に対するペースメー カー領域 が

仙骨神経領域 に存在す ることが示唆された。さらに仙骨神経電気刺激によ り左半結腸運 動がコン トロ
ール され るこ とが示され、仙骨神経電気刺激による結腸ペースメー カー作成の可能性が示され た。

4. 直腸肛門反射の構成因子としての外肛門括約筋(EAS)の 応答の特徴

東海大学 医学部 生理 ・慶応大学 医学部 外科 ・東海大学 医学部 第二解剖

高比良 英輔 ・難波 貞夫、猪原 則行、田村 謙二、横山 様太郎 ・清木 勘治

直腸肛門反射 というのは、直腸にバルーンを入れて、人為的に拡張すると、肛門管内圧が一過性に下降する現

象をいう。'60年 代 の後半に、英国の小児外科医(LawsonとNixon)に よって、無神経節腸管(ヒ ルシュスプルン

グ病)の 患児では、この反応を欠くことが発見され、広く知られるようになった。

ところで、 ヒトおよびここで実験に用いたイヌとネコの肛門管は、長さ数cmの 管腔を囲んで、内側を輪状平

滑筋―内括約筋(IAS)が 、その外側を、前者の約1.5倍 の厚さの輪状骨格筋―外括約筋(EAS)が 取囲む構造

になっている。肛門管の下端114で は、IASは 、その高さの上で終っていて、EASの 末端が管腔にせ りだすよう

な形になっている。

上述の直腸伸展刺激を与えたとき、反射応答の主体をなす、肛門管内圧の下降(IASの 自発性反復興奮の経神

経性抑制)と は別に、EASに も明確な反射応答があるか、あるとすればどんな機能的特徴があるかとい うのは、

我々の実験を初めた時からの疑問であった。

実験の初期に、解剖の教室から提示 されたイヌ肛門管の冠状断染色標本に基づいて、肛門縁末梢皮膚表面電極

が、EAS活 動 を最も独占的に記録できるのではないかと考えた。その電極によって、直腸伸展に対し、長潜時 ・

漸増のスパイク発射が記録された。 しかし、この応答パタンは、文献にも記載され(G.Bishopら,1956)、 我々も深

部電極で記録 した、除脳ネコのEAS持 続発射スパイクの、直腸伸展による即時抑制とは正反対のパタンであった。

昨年来のこの問題についての再検討の結果を報告する。EASの 上記のような応答の二型は、記録電極のEAS

内の位置に依存することが確認 された。 しばしば、1つ の双極電極で、両型の混合型(初 期抑制一後期発射)の

応答が記録されることも気づかれた。現在のところ、この応答パタンの特異性は、EASの 筋束の構造的分離によ

るものであり、ひいては仙髄オヌフ核における、直腸陣展入力の相反性構成に由来すると考えられる。
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5.形 状記憶高分子ゲルを用いた人工肛門括約筋作製の試み

聖路加国際病院小児外科,慶 應義塾大学外科1),北 海道大学大学院理学研究科2)

松藤 凡,横 山 穣太郎1),長 田 義仁2)Gong Gian Pinq2)松 田 篤2),金 子 達雄2)

緒言:形 状記憶高分子ゲルは,温 度,電 位,pH,磁 性などの変化に伴いその形状が変化
し,こ れ らの条件が元に戻るとゲルの形状 も初めの状態に復する特性を有する.今 回実験に

用いたゲルは,ア クリル酸メチルとアクリル酸ステアリルの共重合ゲルである.そ の弾性率
は温度変化に伴い38℃ 付近で急激に変化 し,低 温(35℃)で 大きく高温(40℃)で は小さ
い.円 筒形(内 径2.0cm,外 径2.3cm,高 さ2.0cm)の 本ゲル(人 工肛門括約筋)は,高

温では弾性率が小さいため外力により内径は容易に増大 し,外 力が除かれればすぐに元の形
状に復する.一 方,低 温では伸縮1生が減少 し少々の外力では変形 しない.こ れは括約筋が弛
緩や収縮 した状態に類似 している.
方法:成 犬を静脈麻酔下に開腹 し遠位結腸の切断端を円筒形ゲルに通 した.ス トレインゲ
ージを用いた犬の自然排便時の観察では ,結 腸の巨大蠕動波により便は肛門側へ運ばれ排泄
される.Neostimine 0.1m静 脈投与にて この巨大蠕動波と同等の収縮力を持つ蠕動波

を躍起 し,低 温(35℃)で の便の保持能力と高温(40℃)で の便の通過性について検討を
加えた.

結果:低 温では,腸 内容はゲル部を通過せず,そ の口側に貯留し保持された.一 方,高 温
では,蠕 動に伴う腸内容の移動によってゲルは押 し広げられ便は排泄された.便 が無 くなる
とゲルはすぐに元の口径にもどり,降 温することで再び便は保持された.
考察:肛 門括約筋の主な機能は,収 縮による禁制の保持 と排便時に弛緩 し便を通過せ しめ
ることにある.形 状記憶高分子ゲルを用いた本装置は,シ リコンゴムバン ドやAMS-800な
どの従来型装置に比 して本来の肛門括約筋 により近い特性を発揮 し,人 工括約筋作製やス ト
ーマ管理などの臨床応用への可能性を有することが示唆された.

6. STZ誘 発糖尿病ラット頸動脈における弛緩反応の変化

星薬科大学機能形態

大内 邦弘、鎌田 勝雄

糖尿病 合併症 の主な原 因の一つ と して血 管障害 がある ことはよ く知 られて いる。 血管平

滑筋は、血管内皮細胞 由来の様 々な 因子 によって調節されてい るが、糖尿病 態時には これ

らの働きが何 らか の原 因によって障害 を受 け、血 管障害 を引き起 こす と言われてい る。そ

こでstreptozotocin(STZ)誘 発糖 尿病 ラッ ト頸動脈 における弛緩 反応 の変化 につ いてcontrol

動物 と比較検討 を行 った。STZを 尾 静脈内投与 して、10週 間後の ラッ トを糖尿病動物 とし

て実験に用 いた。摘 出した頸動脈 を幅約3mmの リング標本 とした後 、10mlのorgan-bath

に懸垂 し弛緩 反応を観察 した。isoproterenolに よる弛緩反応 は、糖尿病群で有意 に減 弱した

が、glibenclamide(GBC)の 影響 を受けなか った。forskolinに よる弛緩は、両群にお いて有意

な差 を生 じず 、 ま たGBCの 影 響 も受 け な か っ た 。 こ の こ とよ り、 糖 尿 病 態 時 に は

adenylate-cyclase以 降の細胞内情報伝達機構 は障害 を受 けてお らず 、 β-Rのdown-regulation

が起 きている ことが示唆された。また、AChに よる弛緩反応 は糖尿病群 において有意に減弱

した。LNOARGはAChに よる弛緩 を有 意 に抑制 したが、糖尿病群 よ りcontrol群 において

よ り強 く抑制 した。 しか し、同時 にindomethacinを 処置 してお くと、両群 ともほぼ同程度

に抑制 され た。 この ことか ら、糖 尿病 態時 にはNOに よる弛緩の割 合が減弱 し、代償的 に

PGsの 割合が増加 して いる ことが 示唆され た。 しか し、EDHFに よ る弛緩 は変化がな いこと

が示唆 された。 これ らの ことよ り、糖尿病態 時には血管 内皮細 胞および平滑 筋細胞 におい

て様 々な機能変化が生 じている ことが示唆された。
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7. インスリン抵抗性マウスの胸部大動脈における薬物反応性

星薬科大学医薬品化学研究所機能形態研究室

猪瀬明美、鎌田勝雄

糖尿病は 、インス リン依存 型糖尿病(IDDM)と イ ンス リン非依存型 糖尿病(NIDDM)に 分

け られ、 これ らの合併症の多 くは血管 障害が 関与 している。そ こで今回、NIDDMモ デル動

物及びIDDMモ デル動物の胸部大動 脈 を用いて、内皮細胞、平滑筋細胞の機能変化 について

検討 した。 【方法 】実験 には、control動 物 として、ICR雄 性マウスを用 いた。fructose餌

負荷動物 には、60% fructose餌 を負荷 させ、糖尿病動物 には、streptozotocin(STZ)を 尾静

脈投与 し、12週 間後実験に用 いた。胸部大動脈 を摘 出して リング標本 とし、ACh及 びSNP

による弛緩 反応 、NE及 び5-HT、 等張性high K+に よる収縮反応 を観察 した。 【結果 ・考

察】血 漿insulin値 はfructose群 において有意に増加 し、STZ群 では有意に減少 した。血

漿glucose値 はSTZ群 にお いて有意 に増加 した。血 漿 の総cholesterol、HDL、LDLは い

ず れ もSTZ群 、fructose群 共 に有 意 に 増加 した。AChに よ る弛 緩 反応 は 、STZ群 、

fructose群 共 に有意に減弱 したが、SNPよ る弛緩反応 には差 は見 られなか った。 このことか

らfructose群 、STZ群 では内皮細胞 が障害 を受 けて いる と考え られる。NEに よる収縮反応

はL-NOARGとindomethacinの 未処置、処置の両方でfructose群 において有意 に減弱 し、

5-HTに よ る収縮反応 はL-NOARGとindomethacinの 未処 置、処置 の両方でSTZ群 にお

いて有意 に増加 した。 しか し、high K+よ る収縮反応 には差がなかった ことよ りNE、5-HT

による反応 の変化 は、電位依存性Ca2+チ ャネル や平滑筋 のCa2+感 受性の変化 によるもので

はな く、fructoseで は平滑筋の α 受容体 を介 した反応性低下 、STZ群 では5-HT受 容体 の

作用増強 によるもので はないか と考 え られ る。

8. 自然発症糖尿病マウスの胸部大動脈における収縮反応と弛緩反応の検討

星薬科大学医薬品化学研究所機能形態研究室

蟹江典靖、鎌田勝雄

糖尿病態時 では血管 内皮細胞障害 による内皮依存性弛緩反応が減弱 し、高血圧 を誘発する

危険率が上昇す るとされ、そ の原 因物質 と して血 中LDLが 関与 してい るとされてい る。そ

こで今回、II型 糖尿病モデルである自然発症糖尿病 マウス の胸部大動脈 を用 いて、収縮 反応

および弛緩 反応 について検討 した。また、 コレスチ ラミンを4週 間慢性的に投与 し、収縮反

応が どのよ うに変化す るか を検討 した。実験 には、糖尿病動物 として自然発症糖尿病 マウス

を もちいた 。 そ して 、慢性投 与 動物 作成 には8週 齢 よ り4週 間 コ レスチ ラ ミン(300

mg/kg)を 経 口投与 した。摘出 した胸部大動脈 は幅約3mmの リング標本 とした。

NEの 収縮 反応では、control群 に対 し糖 尿病群 では有意に増強 したが、L-Arginine(10-3

M)前 処置によ り、 この増強 された収縮反応はcontrolレ ベルまで回復 した。また、AChに よ

る弛緩反応 において も有意 に減弱 した。 これ らの ことか ら、糖尿病群 におけるNE収 縮 の増

強は内皮細 胞か らのNO遊 離 の減少が示唆 された。また、indomethacin+L-NOARG前 処

置によるNE収 縮はcontrol群 、糖尿病群間 にお いて有意な差がみ られ ることか ら、糖尿病

態時におけ る収縮の増強は内皮障害 によるものだけではないということが考 え られ る。5-HT

による収縮 反応 は、control群 に対 し糖 尿 病群 では有 意 に増強 したが 、indomethacin+

L-NOARG前 処置 において もほとん ど影響を受けていない ことか ら5-HTの 収縮 には内皮障

害が関与 していな いことが示唆 された。HighK+に よる収縮反応 において、control群 に対

し糖尿病群 では有意 に増強 した ことか ら、糖 尿病態時に は平滑筋の収縮能 に変化が生 じて い

るものと考 え られ る。
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9. 糖尿病性腎不全 による透析患者の 胃運動につ いて
―13C-acetateを 用いた呼 気胃排出機能検査か らの評価―

弘前大学 医学部第三内科

渡辺拓 、中村光男、梶麻子、寺田明功、楠美尚子、長谷川範幸、小、

須田俊宏

[目的]糖尿病患者では、糖尿病性 自律神経障害による胃麻痺の合併が しば しば認め られ る。

糖尿病性 胃麻痺 は糖尿病の罹病期間が長 く、血糖 コン トロールの悪い糖尿病患者に多 く、血
糖 コン トロール悪化の原因 ともなっている。また、糖尿病性 腎不全による透析患者では糖尿

病性 自律神経障害の合併頻度 も高 く胃運動の低下が推定 され る。そ こで、今回我 々は胃では

吸収 されず小腸に排出 されて吸収 される13C-acetateを用いた呼気胃排泄機能検査 を行い糖尿

病性腎不全患者 と健常者につ いて比較検討 した。

[対象及び方法]健 常者14例 及び、糖尿病性腎障害による透析患者14例 を対象 した。早朝空腹

時にテス トミール として13C-acetate 100mgを 混入 したOKUNOS-A 300ml(300kcal)を 摂取 さ

せ、前15、30、40、50、60、70、80、90、100 、110、120、130、140、150、160、170、
180分 後に呼気採取を行い、呼気中13CO2濃 度 を測定 した。

[結果]健 常者 では61.43±17.26分 後に呼気 中13CO2濃 度のピークが認め られたが、糖尿病性腎

不全患者では138.57±2949分 後に ピークが認め られ、130分 値及び150分 か ら180分 値では有

意差が認め られた.ま た、前値 と180分 後の呼気中13CO2濃 度の差 を比較する と健常者では平

均16.49で あったが、糖尿病性腎不全患者では平均26.25で あった。すなわ ち、糖尿病性腎不
全患者では健常者 と比較 して13Cの 呼気中排泄の増加が遅 く、また減少 も遅 くなる傾向が認

め られた.こ れ は糖尿病性腎不全患者の胃排出能の 低下 を反映 している結果 と考 え られた。

10. 圧刺激 および化学刺激 によ り生 じる胃上 部弛緩運動 に関する実験的検討

広島大学第2外 科

吉川雅文、岡島正純、清水洋祐、中島真太郎、羽路 一、池田聡、児一1三真也、小林

理一郎、有田道典、中原雅浩、小島康知、川堀勝史、浅原利正、土肥雪彦

【は じめに】 胃上部は食物摂取時に、自ら弛緩 し、胃内圧の上昇を抑える機能を有 している。 こ

の反応は、単離胃の基礎実験から、non-adrenergic,non-cholinergic神 経 を介 し、神経終末か らの 酸 化

窒素(以 下NO)の 放 出によ り生ずると考えられている。しかし、生体内での消化管運動にはコリン

作動性機構 が大きく関与している。 【目的および方法】 生体内における、圧刺激および化学刺激に

より生じる胃上部弛緩運動に対す るコリン作動性機構、およびNOの 影響を検 討する目的で、以 下の

実験を行った。胃痩を造設 した雑種成犬(n=4)に 、 意識下無拘束でpolyethylene bagを 胃 上部に挿入

し、これ をBarostatに 接 続 した。1)圧 刺激:bag内 に90ml/minの 一定 速度でairを注 人 し、胃を拡張さ

せた時 の内圧の変化 を観察 した。2)化 学刺激:4mmHgにbag内 圧 を固定後、化学刺激 として20%イ

ン トラリボ スを経 口投 与し(2mi/kg)、 胃運動の変化を観察 した。それぞれにつ いて、通常の状態を

コントロールとして、ア トロピン投 与後(0.05mg/kg i.v.)、L-NNA投 与後(5mg/kg i.v.)に 同様の実験を

行った。 【結果】1)圧 刺激:コ ン トロールではbag内 圧が、およそ6mmHgに 達 すると、胃 上部に弛

緩が生 じ、内圧 上昇が抑えられた。 アトロヒン投 与後、胃のtonusが 低 下し、内圧 上昇が全体に緩や

かとなった。L-NNA投 与後、 コントロールと比較 し、6mmHgを 越えるあた りから内圧が有意に高 く

なった。2)化 学刺 激:コ ン トロールでは、化学刺激 によ り、胃上部に急激な弛緩運動が観察 された

(157±92ml)。 ア トロヒン投 与後、胃のtonusが 低 下し、化学刺激による弛緩運動は観察されなかっ

た。L-NNA投 与後 、コン トロール と同様の弛緩運動が観察 された(148±48ml)。 【ま とめ】意識

下雑種成犬 を用いて、胃 上部弛緩運動に関する実験的検討を行 った。圧刺激 による胃 上部弛緩運動

には、NOお よびコリン作動性機構がともに関与していると考えられた。 これに対して化学刺激によ

る胃 上部弛緩運動には、NOの 関 与は少なく、コ リン作動性機構 が大きく関 与していると考えられた。
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11. 脂肪製剤投与により生じる胃の弛緩運動に関する実験的検討

広島大学第2外 科

羽路 一、吉川雅文、岡島正純、清水洋祐、中島真太郎、池田聡、児玉真也、

小林理一郎、中原雅浩、川堀勝史、浅原利正、土肥雪彦

【目的】胃上部は様々な刺激(圧 刺激や化学的刺激)に 対 して弛緩 反応を示す。我々は これまでに

意識下雑種成犬 を用いて、胃上部の弛緩運動について報告 してきた。今回、脂肪製剤の投与経路の

違いが胃上部の運動に与える影響を検討する目的で、以下の実験を行 った。

【方法】あ らか じめ胃痩を造設した雑種成犬(N=4)に 、意識下無拘束でpolyethylenebagを 胃上

部に挿入し、これ をBarostatに 接続 した。4mmHgにbag内 圧 を固定後、

1)脂 肪製剤 として20%イ ン トラリポスを経ロ的に投与し(2ml/kg)、 胃運動の変化 を観察した。

2)20%イ ン トラリポスを経静脈的に投与し(1ml/kg i.v.)、 同様の実験を行 った。

また、bag容 量 は各薬剤投与前の容量を100%と して、それに対する割合で算出 した。

【結果】1)20%イ ン トラリポスの経口投与後、胃上部に急激な弛緩反応が観察された。この反応は

約5分 間で最大値に達し、以後それ以 上の弛緩反応 は認めず、定常状態 となった(5分:274.1±

120.4%、10分:273.9±137.9%)。

2)20%イ ン トラリポスの経静脈的投与後、胃上部は徐々に弛緩した(10分:160.3±54.7%、20分:

206.0±79.8%、30分:261.1±118.9%)。

【まとめ】意識 下の雑種成犬を用いた検討によ り、脂肪製剤は経静脈的投与によっても冑上部に弛

緩反応 を引き起 こすことが確認された。また、その弛緩反応のパター ンは経口投与の場合 と異なっ

てお り、経静脈 的投与の弛緩反応には、経口投与の場合と異なった制御機構 が存在することが示唆

された。

12. 新 しい薬理 学的指標 を導入 したアセ トア ミノフエン法 液状食 胃排 出能検査法の

臨床的評価-RI法 との同時施行 による比較検討-

慈恵 医大 ・外科1)、慈恵医大 ・放射線科2)、東京医歯大 ・難研 ・予防 医学3)

中田 浩二1)、羽生 信義1)、梁井 真一郎1)、向井 英晴1)、古川 良幸1)、

内山 眞幸2)、森 豊2)、奇 錦峰3)、峰下 哲3)、青木 照明1)

アセ トア ミノフエン(APAP)法 は液状食の 胃排 出能検査 として臨床的に広 く行われ てい

るが、検査法 としての信頼性や位置づ けにつ いては十分 に検討 されていない。われ われ は

バ イオアベイ ラビリテ ィーの概念 を導入 した新 しい薬理学 的指標 を用いる ことによ りこの

検査法の信頼性 を増 し、 さらに、APAP法 において も液状食 の 胃排 出動態の定量的な評価が

可能である ことを報告 して きた。[目 的]今 回われわれ はAPAP法 とRI法 とを同時に行 うこ

とによ り、新 しい評価指標を導入 したAPAP法 の臨床 的評価 を試み た。[方 法]健 常人6名

に液状試験食 として、カロ リーメイ ト200mlに99mTc-DTPA40MBqとAPAP500mgを よ く混

和 したもの を摂取 させ 、摂取前(RI法 では摂取直後)と 摂取後15,30,45,60,75,90,105,

120,150,180,210,240,300,360分 後 に、採血 とガンマカメラに よる撮影を行 った。血中

APAP濃 度 はHPLC法 にて測 定 した。コンピュータープログ ラムで全曲線下面積(AUCinf)

を算出 し、各測定時間xに おけ る胃内残 存率を1-AUCx/AUCinf(%)と し、RI法 によ る同測定

時間の胃内残存率 と比 較 して両者の相 関性について検討 した〇[結 果]APAP法 では、RI法

と比べ 胃排 出 曲線の勾配 が小 さ く、胃排 出の遅 延傾 向がみ られた 。各測定 時間の胃内残存

率に おいて、摂取後90分 まで有意な相関が認 め られ た。[結 論]直 接法 であ るRI法 と比べ

て間接法であ るアセ トア ミノフ エン法 では、吸 収 ・分布 ・代謝 ・排泄な どの影響に よ り見

かけ上の 胃排出遅延が認め られた。 しか し、摂取後120分 までの各 胃内残存率 では有意な相

関が認め られ定量的な評価 も可 能である ことか ら、経時 的な液状食の 胃排出動態を反映 し

臨床的に有用な検査法 と考 えられた。
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13.RI法 との同時測定 によ るx線 不透過マーカー を川 いた胃排出試験 の検 討

東京慈恵会 医科大学外科

梁井真一郎,中 田浩二,羽 生信義,宮 川 朗,向 井英晴,西 川勝則,山 本 尚,古 川 良 伝,

青 木照明

[目的］RI法 に よる胃排出検査は直接的定量的検査法であ り,現 在 もっ とも信頼性が高 い測定 法であ

る と考 え られている.し か し,放 射線 の被爆,放 射性物質の取扱 い,特 殊な測定 設備 を必 要とする こ

となどの問題がある.x線 不透過マーカー を用 いた 胃排出試験 は特殊な測定 設備 を必要 とぜず,よ り

簡便 な検査法 として注 目されている.今 回,RI法 と の同時測定によりX線 不透過マーカー法胃排 出

試験 の有用性 を検 討 した.[方 法]健 常人7名 に99mTc-DTPAで 標 識 したホ ッ トケーキ試験食(291kcal)

を 与え,摂 取直後 に レン トゲ ン不透過マーカー(Sitzmarks)を 経 口投与 した.ガ ンマカ メラによる

胃内放射線活性の測定 を試験食摂取後60分 までは10分 おきに,そ れ以降 は30分 おきに6時 間まで

行い,ア イ ソ トープ法による胃排出能検査 を行った.同 時 に腹 部 レン トゲ ン撮影 を60分 おきに行 い

マーカー法 による胃排 出能検査 を行った.[成 績]ア イソ トープ法とマーカー法の胃内残存率(60,

!20,180,240,300,360分 値),排 出 開始時間,1/2排 出 時間,全 排出時間につ いて比較検 討 し

た結果,ア イ ソ トープ法とマーカー法の問に強い相関が認め られたのは全排出時間のみで あった(相

関係数0.785).[結 論]マ ーカー法は簡便な検査法ではあるが健常人においてアイ ソ トープ法 と比

較 して必ず しも経時的胃排 出動態は一致 しな いと考 え られた.し か し,全 排出時間の測定 によ る定性

的な胃排 出能検査法 として は臨床的に有用 と考え られた.

14.意 識 下ラットの胃収縮運動に対するRho-associated kinase阻 害剤Y-27632の 影響

群馬大学小児科,群 馬県立小児医療センター外科

友政 剛,金 子浩章,渡 部登志雄,田 端雅彦、森川昭廣,高 橋 篤

【背景および目的】p160ROCK/Rho kinaseの 選択的阻害剤であるY-27632は 、myosin light chainの リン

酸化を抑制する、新 しいタイプの平滑筋弛緩剤である。Y-27632は 、phcnylephrineに よ る血管平滑筋の

収縮を抑制 し、高血圧ラッ トの血圧を低下させ ることがすでに示されているが、腸管平滑筋に対す る作川

については報告がない。本研究では、 ミニチュア トランスデューサーを用いて意識下ラッ トの胃収縮運動

に与える、Y-27632の 作 用を検討 した。

【対象および方法】雌性Wistar rats(約400g)を ネ ンブタール麻酔下に開腹 し、 ミニチュア トランスデ

ューサー(Fr-08,Star Medical)を 胃幽門5mm口 側漿膜面に縫着 した。5-7日 の 回復期間、および24

時間の飢餓の後、Y-27632(0,3.3,10.0mg/kg)を 尾静脈に確保 したラインか ら静注 した。投与3時 間前か

ら後12時 間までに トランスデューサーから得 られた信号を、コンピューターにとり込み、市販の解析 ソ

フ ト(8ス ター,StarMedical)で 解 析 した。

【結果】Y-276323.3m/kgお よび10.0mg/kg投 与 直後か ら、胃の収縮圧は低下した。投与後20分 間の 平

均収縮圧は投与前の、35.6%(10.0mg/kg)お よび49.1%(3.3mg/k)で あ ったが、約100分 で投与前の レベルに

回復 した。Motility Index(収 縮波の積分値)は 投与直後の20分 間は、33.7%(10.0mg/kg)お よび45.4%(3.3mg/k)

で あ り、これ も約100分 で徐 々に投与前のレベルに復 した。収縮の頻度には明らかな変化を認めなかった。

投 与後に、腹部膨満、嘔吐、下痢などは認めず、死亡 した個体 もなかった。

【まとめ】Y-27632、3.3mg/kgお よび10.0mg/kg、 の静注は、意識 下亀ラットの胃運動を一過性に抑制した。
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15. 意識下 ラ ッ トの 胃運動に対す るvincristineの影響
-投与直後 の反応 の検討-

群馬大学小児科、群馬県立小児医療センター外科*
金子浩章、渡部登志雄、田端雅彦、高橋 篤*、友政 剛、森川昭廣

【背景 ・目的】vincristine(VCR)の 副作用 として、便秘、嘔気 ・嘔吐、食欲不振を認める こと
があ り、下部消化管運動異常が想定 されているが、上部消化管運動異常の有無については明

らかでない。 ラッ トを用いた過去の検討では、投与24時 間後に胃運動の有意な低下が認め ら

れている。本研究では同様 の意識下ラ ッ トモデルを用 いて投与直後の 胃運動の変化の有無 を
検討 した。

【方法】Wistar系 雄性 ラッ ト、体重約400gを 対象 とした。幽門か ら口側5mmの 前庭部後壁、

輪状筋方 向にフォー一ス トラ ンスデ ューサー(FO8-IS,ス ターメデ ィカル)を 縫着 し、増幅器 を通
じてパ ーソナル コンピューターに接続 した。24時 間絶食後、術後6日 目にcontrol(0.9% Nacl),
VCR 0.075,0.25,0.75mg/kgを 静注 し、その後12時 間の胃収縮波を連続記録 した。投与後2時 間

毎の収縮波の積分値を投与前2時 間の収縮波の積分値で除 した値を 胃運動指数比と して比較 し
た。

【結果】投与1時 間後頃か ら、 胃運動 は亢進(波 高 ・収縮波数が増加、収縮波群 内での収縮波
の頻度 は不 変)し 、徐々に低下 した。投与後0-2時 間の運動指数比は、control:0.98±0.17、
VCR 0.075mg/kg:1.29±0.60、VCR 0.25mg/kg:1.48±0.36、VCR 0.75mg/k:1.95±0.21

(mean±SE)で あ った。その後、運動指数比は徐々に低下 し、投与6時 間後にはcontrolと 同
様 とな った。また、VCR 0.75mg/kgに よる運動亢進は硫酸ア トロピン投与によ り抑制 された。

【まとめ】VCRは 、胃収縮運動 を投与直後一過性に亢進させ、 この亢進作用は コリン作動性
神経を介す る可能性が示唆 された。

16. 意識下 ラ ッ トの胃運動 に対す るendotoxinの 影響

群馬大学小児科 群馬県立小児医療セ ンター外科*

渡部登志雄、金子浩章 、田端雅彦、友政 剛、高橋 篤*、 森川昭廣

【背景】重症感染症、特に敗血症 にお いては消化管運動異常 に基づ くと思われる症状が しば しば見

られ る。また、新生児期 に発症す る新生児壊死性腸炎でendotoxinは 重要な役割を演 じているとされ

る。動物実験 において もendotoxinの 投与がラットの 胃排 出を遅延 させ ることが知 られている。しか し、

その病態生理 はあま り明 らかにされ ていない。【目的】本研究 では胃の収縮運動 に対す るendotoxin

の影響を意識下ラットにおいて検討 した。【方法】体重400～5009のWistar系 雄性ラットをネンブタールで麻

酔 し、 胃前庭部後壁にフォーストランスデユーサー(FO8-IS、 スターメディカル)を 縫着 、増幅器を通 じてパーソナルコンピュ

ターに接続 した。得 られ た信号 は市販のソフトウェアーで解析 した。術後6日 目にendotoxinを 尾静脈 よ り静

注 し、control(0.9% NaCl i.v.)と比較検討 した。また、endotoxinに よる胃運動への影響の機序検 索

のためatropineとFK1052(5HT-3,4receptor antagonist)の前処置下 に同様 の検討を行 った。【結果 】

endotoxin 1mg/kg投 与群で は静注後2分 前後よ り高振 幅の収縮波が10分 ～15分 持続 し、その後 、

逆 に減 衰傾 向を示 した。一方control群 では 同様 の持続 す る高振 幅収縮波 は観 察 され なか った。

0.3mg/kg i.v.投与群では1mg/kg群 よりやや振幅の低い波が出現 し、その後の減衰は明 らかではなか

った。endotoxin投 与時の症状 と しては全例で静注後10分 以内に下痢が出現 した。 その他1例 に血

便が認 め られた。 また、atropineとFK1052を 前投与 した群ではendotoxinlmg/kgを 投与 して も高振

幅波の出現は認め られなか った。【まとめ】endotoxin 1mg/kgの 投与は意識下ラットの胃収縮運動 を一

過性に充進させ るが、その後 は抑制す る傾 向にあ った。 この収縮波 はacetylcholine receptor、 5HT

 receptorを 介 している可能性 が示 唆され た。
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17.空 腹期十二指腸内圧からみた早期胃癌幽門側胃切除術後の病態生理学的検討

日本歯科 学外科*、 日本大学医学部第一外科
富田凉一*、 青木信彦、根津 健、藤崎 滋、君塚 圭、野中倫明、五十嵐誠悟、池田

太郎、萩原紀嗣、越永従道、丹正勝久、宗像敬明、福澤正洋

目的:十 二指腸における空腹期強収縮帯inter digestove migrating motor complex (IMMC),

 phase III(以 下 、IMMC-p IIIと 略す)の 発現の有無別か ら2群 に分け、術後quality of life

 (QOL)を 比 較検討 した。対象および方法:早 期胃癌幽門側胃切除術(Billroth I法、D2リ

ンパ節郭 清、根治度A)後 症例30例 であ り、性別は男性18例 、女性12例 、年齢分

布は43-79歳 、平均58、9歳 である。なお、これらの症例の術後経過は良好で合

併症は認めていない。また、術後1年 から1年6ヵ 月(平 均1年3ヵ 月)を 経過 してお

り、化学療法等の補助療法は受けていない。そ して、精神神経疾患 、代謝疾患(糖 尿病、

甲状腺機能低下症)、 消化器疾患(non-ulcer dyspepsia,過 敏 性腸症候群、慢性便秘症、

腸閉塞症)な どの既往はない。方法は空腹 期十二指腸運動の測定(force transducer法)

と問診(直 接法)を 食欲の有無、健常時と比較 した1回 当たりの食事摂取量、健常時 と

比較 した体重減少量、早期 ダンピング症状、逆流性 食道炎症状(胸 やけ、逆流感、嚥下

困難)、 悪心 、腹痛 、腹部膨満感 、腹鳴 、下痢な どのについて行 った。成績:1)
IMMC-p III陽 性群(20例)で は、 陰性群(10例)に 比較 して明 らかに食欲が有 り食

事摂取量 も多 く、体重減少が少なかった。2)IMMC-p皿 陽 性群では、陰 性群に比較 し

て明 らかに早期ダンピン グ症状(全 身症状)、 逆流性食道 炎症状(胸 やけ 、逆流感、嚥

下困難な ど)、 悪心 、腹痛、下痢、腹部膨満感 、腹鳴な どが少なかった。結語:IMMC-
 III陽性群では陰性群に比較 して、術後QOLは 良 好であった。よって、IMMC-p IIIを 発 現

させる消化管運動機能改善薬 を投与すれば、種 々の腹部症状 を改善 させ胃切除術後の

QOL向 上 に役立つもの と思われた。

18.十 二指腸内capsaicinの 空腹期消化管運動に対する効果

東北大学第一外科

柴 田 近、佐々木巌、内藤広郎、上野達 也、松野正紀

capsaicinは 唐辛子 の辛みの主成分 であ り、知覚神経末端 に作用す る ことが知 られて いる。

capsaicinを 胃内に投与すると神経 反射によ り 上部消化管と結腸 の運 動が亢進する ことをわ

れわれは以前に報告 した。<目 的>capsaicin十二 指腸内投 与のmigratimg myoelectric

 complex(MMC)、 血中motilin濃 度 に対す る効果を検 討す ること。〈対象 と方法〉雑種成犬

4頭 を用い、胃体部 、胃前庭部、 十 二指腸、空腸の4ケ 所で消化管運 動が測定できるよう

にstrain gauge force transducerを 縫着 し、十二指腸内投 与川の シリコンチ ューブを挿入、

固定 した。2週 間の回復期間の後 に意識 下で消化管運動を測定 した。空腹期 にMMCが 出現

す ることを確認 し、MMCのphase III(強 収縮)が 胃体部で起 こってか ら5-10分 後にcap-

saicin 0,1,2,5,10mgを10分 間かけて十二 指腸内に投 与した。MMCのphase I(静 止期)

の時期にmotilin 1.0μg/kg-hを30分 間静脈内投与 し、motilin投 与開始10分 後か らcap-

saicin 0,1,5,10mgを10分 間かけて ト 指 腸内に投 与した。capsaicin投 与中の 血中

motilin濃 度 をRIAに て測 定 した。〈結果〉 十.:指 腸 内capsaicinは 自然 に起 こるMMCの

phase IIIを胃で用量依存性に抑制 した。十二 指腸、空腸では抑制効果は認め られなか った。

また、 血.中motilin濃 度 は十二指腸内capsaicinに よ り抑制 された 。十 二指腸内capsaicinは

motilinに よ り誘発 され たphase IIIを胃で川量依存性 に抑制 したが、血中motilin濃 度 には

影響 しなか った。十 二指腸 、空腸では抑制効 果は認め られなかった。 〈結語 〉 上 脂 腸内

capsaicinは 主 として胃のphase IIIを神経反射 により抑制 したことか ら、十 二指腸粘膜内の

capsaicin感 受性神経が胃のphase III制御 に1契1与している可能性が示された。
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19. 腸管筋電図解析による消化管運動生理に関する実験的研究

山梨医科大学第二外科、新潟大学小児外科※

高野邦夫,大 矢知昇、荒井洋志、毛利成昭、宮原和弘、羽田真朗、腰塚浩三、多田祐輔、

八木 実※、岩渕 真※

消化管運動生理の調節およびその障害のメカニズムの解明、手術後の消化管運動の変化および薬剤投与に

よる効果を明らかにするため、我々は動物を用いて実験的に腸管運動を筋電図学的に解析して研究を行って

きた。当初ヒトに近似した腸管の生理運動や薬理反応を期待しうる適切な実験動物としてイヌを用いて研究

を行ってきたが、最近の実験動物使用の環境の変化により、実験動物をラットに変更し研究を継続している。

我々の消化管運動生理に関する研究から興味ある結果を報告するとともに、ラットを用いた腸管運動の解析
の有用な点と問題点を明らかにして、今後の消化管運動機能研究の一手段となりうるか否かを文献的考察を

含めて検討したい。 【対象と方法】SDラ ット150～2009を 用いてコントロール群とともに小腸切除、回盲部切

除、胆管結紮、vagotomyな どの操作を加えた実験モデルを作成するとともに、胃痩造設により薬剤を投与し
てその効果も比較検討した。我々がラット用に特別に開発した極小の銀針双極電極を胃前壁,十 二指腸およ
び空腸 ・回腸に逢着して,電 極コードは腹壁より皮下を通して背側頚部より外界に誘導してアンフセ接続した

後,意 識下に腸管運動を導出記録した。筋電図学的にはBER放 電頻度,腸 管収縮の持続時間とその発生間隔

およびその伝播様式などを比較分析するとともに、イヌでの分析結果と比較検討した。 【結果】ラット腸管

運動の筋電図記録を解析すると、周期的に収縮運動が認められ、その発生間隔は約15分 、持続時間は2～6分
であった。また、腸管収縮の肛門側腸管への伝播が認められたが、ヒトやイヌ比べ収縮運動の周期が早く詳

細の分析は困難で、特に腸管運動をPhaseI～IVに 明確に区別し得なかった。 【考察と結語】ラットを用い

た消化管運動生理に関する実験的研究は、種の特殊性もあり未だヒトにおけるモチリン様の物質が発見され

ていないことなど今後研究を進める必要性も多いが、腸管収縮運動を認めその収縮運動が伝播することが明

らかとなり、動物の値段や大きさなどは手頃であり、さらに種々の疾患病態モデルが開発されていることか

ら、今後消化管運動生理研究の有用な手段の一つになりうると考えられた。

20. マイクロダイア リシス法を用 いた生体下イヌ小腸壁 内神経 からのアセチル コ リン

遊離量の測定

長崎大学第2外 科、 同第2薬 理※

蒔本 憲明、 古市 哲、 川上 俊介、塚本 幹夫、円城寺 昭人、

古井 純一郎、谷山 紘太郎※、兼松 隆之

【背景、 目的】消化管運動 をつかさ どる重要な神経 は副交感神経 である。副交 感神経 か ら遊

離 したアセチル コ リン(ACh)が 平滑筋上のムスカ リン受 容体 に結合 する事 に よ り平滑筋 が収

縮 し消化管運 動が亢進 することか ら消化管ホルモ ン、消化管運動賦活剤等 の作 用機序 の解明

にはACh遊 離量が指標 とされて きた。従来、ACh遊 離量の測定はin vitro下 に消化管の摘 出

標本を用 いて行 われて きたが、得 られ る結果が必ず しもin vivoに お いて十分 に説明出来 ない

ことがあ り、in vivoに おける作用機序の解 明が必要だ と考 えられる。そこで、今回我 々はマ

イクロダ イア リシス法をイ ヌ消化管に応用 し、生体下 におけ るACh遊 離量の測定 を試み た。

【方法 】麻酔下 においてイヌ小腸壁内筋層 に透析 プロー ブを挿入 し、同部位 にstrain gauge

 force transducer(SG)を 縫着 し、ACh遊 離量及び消化管運動をそれぞれ高速液体 クロマ トグ

ラフィー・SGに て測定 した。 【結果 】ACh基 礎遊離量は0.677pmol/15minで あった。この

基礎遊離量はTTX投 与(経 プローブ投与)に よ り約30%ま で減少 し、atropine投 与(経 プ ローブ

投与、動注)に よ り約170%ま で増加 した。小腸壁に電気刺激 を加えたところ、ACh遊 離量は

増加 し同時 に強収縮 の出現 を認め た。TTX,atropineの 前投与によ りこの強収縮は抑制 され、

ACh遊 離量 の増加 はTTXの 前投与 によ り減少 し、atropineの 前投与 に よりさらに増加傾 向が

認 め られ た 。 【結語 】TTX投 与 によ り神 経活 動が遮 断 され たためACh遊 離 量が減 少 し、

atropine投 与によ りmusucarinic autoreceptorが 阻害 されたためACh遊 離量が増加 したと考

えられ本法が副交感神経の 活動 を的確 に反映 していることが示 され、本法は生 体下にてACh

遊離量 を測定 する上で有用な方法 と考え られた。
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21. 術後疼痛緩和を目的とした硬膜外塩酸モルヒネ注投与の腸管運動に対する影響

(血中ホルモン変化の面か らも)

豊橋市民病院 外科 ・肛門科

柴田 佳久

開腹術後の術後疼痛 に対 して塩酸モル ヒネ注の硬膜外投与が有効 として汎用 されてきて い

る.一 方,我 々は塩酸 モル ヒネを硬膜外投与す ると腸管にMigrating Motor Complex(MMC)

様 の強蠕動波が出現す ることを報告 してきた.今 回,塩 酸モル ヒネにて惹起され るMMCの

性質 と正血中ホルモ ン変 動 との関係 を検 討 した.(対 象 と方法)当 院で 開腹 手術を行 った胃癌

症例10例 を対象 とした.術 中腹部操作終了時 に,経 鼻的にDrainage孔 を有す る3重 管を 上

部小腸 まで誘導留置 し,術 直後 よ りinfused catheter法 にて小腸運動 を連続的 に記録 した.

そ の間,硬 膜外腔へ の塩酸モル ヒネ注入(塩 酸モル ヒネ3mg,生 食5ml)の 投与を,術 後に

MMCが 観察 され安定 した時期 に,先 のPhase IIIが 終 了し次のPhase IIIが 出現するまでの

間隔の約20%の 時点で硬膜外 カテーテル よ り投与 した.腸 管運動の変化 とそ の時期の血中

ガス トリン ・モチ リンとモル ヒネ濃度 を経時的 に計測 した.(結 果)塩 酸 モル ヒネ投与で新

たなPhase III様 の強収縮波(induced-phase III)が み られた.induced-phase IIIは,Phase III

に比べ高振幅(210±30%),長 時間(21.5±1.2分:7.9±0.9分)で あった.ま た,次 の強収

縮発生 までの時間には差 はなか った.モ ル ヒネ濃度 は投与後5分 で43.3±45ng/ml(投 与前

1.4土0.6)と 上昇 した.ガ ス トリン値 はモル ヒネ投与後5分 か ら15分 まで 上昇して いたが,

モチ リン値は逆 に低下 していた.(結 語)塩 酸モル ヒネ硬膜外投 与で小腸に新 たなinduced-

phase IIIが 惹起された.Induced-phase IIIは 通常 のPhase IIIよ り持続時間 も長く高振幅であ

った.Induced-phase IIIは モル ヒネの直接の薬理作川 によると考え られた.

22. 腸間膜動脈神経刺激 によるモルモ ット摘出回腸収縮反応に対するノシセプチンの効果

奈良県立医科大学第二生理学教室、第一外科学教室*

杉森志穂*、 門脇 真、米田 諭、山内昌哉*、 藤井久男*、 中野博重*、 高木 都

グアネチジン、ヘキサメソニウム処置下で腸間膜動脈神経の電気刺激(MNS)に より生 じるモル

モッ ト回腸の収縮反応 は、知覚神経末端か らのサブスタンスPの 放出を介するコリン作動性の収

縮であ り、モルヒネの投与により消失することが報告 されている。ノシセプチンはオピオイ ドペ

プチ ドと類似 した構造 のneuropeptideで、その レセ プターは中枢神経系および消化管、精管、脾臓

などの末梢組織 に存在 している。今回MNSに よるこの回腸収縮反応に対するノシセプチ ンの効果

をメチオニンーエ ンケファリンと比較 して検討 した。

【方法】Hardey系雄性モルモッ トの摘出回腸か ら腸間膜動脈神経をつけて長 さ約3cmの 分節を切

離 しマグヌスバス中に懸垂 した。グアネチジ ン2μM、 ヘキサメソニウム50μMを 投与 した後に

MNSを 行い、縦走筋方向の収縮反応 をフォース トランスデューサを用いて記録 した。MNSに よる

回腸収縮反応 に対するノシセプチン(1-100nM)お よびメチオニ ンーエ ンケファリン(0.1-10μM)の効

果を検討 した。

【結果】MNSに よる回腸収縮反応はノシセプチン(1-100nM)の投与によりそれぞれcontrolの59.3±
20.6-25.7±13.1%ま で濃度依存性に有意に抑制 され、メチオニンーエンケファリン(0.1-10μM)の投

与によって も同様に抑制 された。またオピオイ ドのアンタゴニス トであるナロキソンの前投与に
よりメチオニンーエ ンケファリンのMNSに よる回腸収縮反応に対する抑制効果は拮抗 されたが、

ノシセプチ ンの効果 は拮抗されなかった。

【結論】ノシセプチンはオピオイドレセプター とは異なる レセプターを介 して、知覚神経末端
からのサブスタンスPの 放出および腸壁のコリン作動 性神経からのアセチルコリンの放出の、 ど

ちらか一方 または両方を抑制 しているものと考えられた。
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23. 大腸全摘兼 回腸肛 門吻合術後のQOL向 上 をめざ した新 しい術式の開発一特 にileojejunal

 transpositionを 用いた実験的検討

東北大学医学部第一外科

上野達也,柴 田近,内藤広郎,大谷典也,金 学林,舟 山裕士,福 島浩平,佐 々木巌,松野正紀

【背 景】 潰瘍性大腸炎 の根治的治療 として大腸全摘兼回腸肛 門吻合術(IAA)が 広 く行われる ようにな

って きた。 しか し、大腸機能の喪失 による激 しい下痢 や脱水のためQOLが 損 なわれることも多 く、

臨床上問題 となってい る。一方、我々はこれ までIleo-Jejunal Transposition(IJT)を 考 案、検討 し、その

結果IJTで は小腸粘膜の肥厚 と上部消化管運動 の抑制が見 られることを見いだ した。 【目的 】IJTが

IAA後 のQOLを 向 上させ るか否かについて、主 として消化管運動の面か ら検討する。 【対象 及 び方

法 】雑種 成犬 を用い大腸 亜全摘術 を施行 し、 これ を回腸末端 部60cmを 空 腸起始部 に問置 した後回

腸嚢直腸吻合 を施行する群(IJT群)、 空腸起始部 より15cm及 び75cm肛 門側の空腸 を切離再吻合

した後回腸 嚢直腸吻合 を施行する群(TS群)、 お よび消化管手術 非施行群(control群)に 分 けた。各

群はStrain gauge force transducerを 縫 着 し消化管運動 を測定する犬 とFreeze-Drying Methodに よ る胃

排出時間(GE)を 測 定する犬にわけた。4週 間の 回復期 間の後、消化管運動、GE、 体 重変化、便中水

分含有率(WOS)の 変化 を測定 し検討 した。 【結 果】(1)術 前 術後 の体 重変化 では、術前 の体 重 を100

と した場合IJT群 で755、TS群 で82.3と 差 は認め なかった。(2)WOSはIJT群(82±1%)がTS群(85

±2%)に 比 して有意 に低値 を示 した(p〈0.05)。(3)GEは 、 液体 では両群 に差は認 めないが、固体 で

はIJT群(T1/2:212±10分)はTS群(T1/2:147±10分)やcontrol群(T1/2:143±12分)に 比 して延長 し

た。(4)消 化 管運動で は、食後期の長 さはIJT群(10.4時 間)がTS群(8.3時 間)よ り延長 し、腸内容

の輸送 に関わるMMC伝 播 速度 は、IJT(2.4cm/min)とTS群(2.2cm/min)で 差 は認めず、MMCの 周

期 はIJT群(80分)とTS群(81分)がcontrol群(112分)に 比べ短縮 した。 【結語 】IAAにIJTを

付 加する ことで、固体の胃排 出時時間は延長 し、WOSも 減 少 したことか ら、IJTを 付 加す ることでIAA

後 のQOLが 向 上する可能性がある と考 えられた。

24. 病態生理学的検討を行った小児食道アカラジアの1例

名古屋大学小児外科、*同解剖学第一講座
渡辺芳夫、安藤久實、瀬尾孝彦、鳥橋茂子*

小児期の食道アカラジアは稀な疾患であり、病態生理に関して不明な点が多い。私共は6歳 男児
の食道アカラジア症例(以 下本例)を 食道内圧と組織学的検査より検討した結果、興味ある所見が

得られたので報告する。症例:6歳 男児;[現 病歴]1年 前から食事直後に嘔吐を繰り返すように

なり、胃食道逆流症の疑いで紹介された。[生 理堂的検査]食 道透視にて、食道の拡張は軽度であっ
たが、胃食道接合部の通過不全と食道壁の不規則な収縮を認めた。下部食道3点(下 部食道括約筋

部にデントスリーブ、食道体部の2点 をサイドホール)の 同時内圧測定を持続的に行い、嚥下によ
る食道体部にの同時性収縮と下部食道括約筋部の弛緩不全を認めた。 晩 疫組織]手 術時に下部食

道から得た食道筋層をc-Kit、PGP9.5、N-NOS、U-NOS、シナプス開口分泌関連蛋白を用いて免疫染色
し、成人の食道癌患者から得た正常下部食道と比較した。本例の食道の筋層問神経叢および筋層で

はPGP95、N-NOS、U-NOS、 シナプス開口分泌関連蛋白のすべてが減少し、特に、呼NOS、U-NOSの

減少が著明であった。一方、c-Kit陽性細胞は比較的保たれていた。さらに、UNOSとoKitの2重 染色
によって、両者の局在を検討してみると、正常下部食道の組織ではc-Kit陽性細胞周囲に多くの

U-NOS陽 性線維の集積を認めたが、本例ではc-kit陽性細胞の周囲にU-NOS陽 性線維を認めなかった。

まとめ:小 児期には稀な食道アカラジアを経験した。食道内圧検査にて嚥下による食道体部の同時

性収縮と下部食道括約筋の弛緩不全という特徴ある所見がえられた。免疫組織学的にNOS陽 性神経

が著明に減少しており、非アドレナリン性 ・非コリン性抑制神経の障害、特に、c-Kit陽性細胞に対

する作用の障害が食道アカラジアの病態に強く関与するものと考えられた。
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25. 実験的炎症 によるイヌ回腸 輪状筋 細胞 のCa2+動 員異常

長崎大学第2外 科1)、Wisconsin医 科 大学外科2)

入 江 真1)2)、 塚 本幹夫1)、 円城寺昭人1)、 兼松 隆之1)

X.Z.Shi2)、S.K.Sarna2)

目 的:実 験 的炎症 におけ る回腸 輪状筋 の収縮能低下 が細胞外 よ りのCa2+流 入 の変化 に よるもの か、

或いは1,4,5-イ ノ シ トール三 リン酸(IP3)感 受 性 プール よ りのCa2+遊 離 の変化に よるもの かにつ いて

検討 した。 実験 方 法:酵 素処理によ り単離 したイヌ回腸輪状筋細胞 を用 いた。ACh,KCI,Bay K 8644

をア ゴニ ス トとして、 また、ベ ラバ ミル をCa2+チ ャ ンネル ブロッカー として用いた。細胞 内Ca2+プ
ー ル を枯渇 させ る目的でthapsigarginを 用 いた

。45Ca2+を 用 いて細胞 内プールか らのCa2+遊 離 を測定

した。 また、IP3レ セ プター をプロ ヅクする目的でサポニ ン処理細胞 に低 分子量ヘパ リンを用 いた。

結 果:炎 症 によ りAChに 対 す る収縮 は有 意に抑制 され た。1μMに おいて、正常及び炎症細胞 の収縮

はそれぞれ24±1%、12±1%、(n=11,12,p<0.05)で あ った。KCI(50mM)に よ る収縮 も24±3%か ら7±

1%に 抑 制 された(n=5,4,p<0.05)。 同様に、BayK8644(1μM)に よ る収縮 も16±2%か ら9±1%に 抑

制 された(n=5,6,p<0.05)。 ベ ラバ ミル投与あ るいは細胞外Ca2+濃 度 を下げ る事 によ り、 正常、 炎症細

胞 とも濃度依存性 に収縮 が抑制 され た。Thapsigargin処 理 によ りAChの 反 応は有意 に抑制 された(正 常

細胞にてACh 1μMに 対 し21±2%vs.4±2%、 炎症細胞 にて13±1%vs.4±1%、n=4,p<0.05)。 しか し、

ACh(1μM)及 びIP3(1μM)に 対 する細胞内プールよ りのCa2+遊 離 には差 が無 かった(正 常 細胞 でそれ

ぞれ19±3%,13±4%,n=3,炎 症 細胞 で18±3%,16±4%,n=5)。 ヘ パ リン(100μ9/ml)に よ りACh(1μM)

の 収 縮は正常細胞で84±6%(n=3)、 炎症細胞 で88±15%(n=4)抑 制 された。IP3(1μM)に 対 する収縮 反

応は正常、 炎症細胞 で差がなかった(13±2%vs,12±3%、n=3、4)。 結 論:炎 症 時の収縮 能低下は

IP3感 受性 プールか らのCa2+遊 離 の変化 ではな く、細胞外か らのCa2+流 入 減 少が関与 す ると考え られ

た。

26. 熱 ス トレスに対す る拘束 ラ ッ トの血圧 ゆ らぎ と動脈組織 のカテ コール ア ミン含量の変化

秋 田県立脳 血管研究セ ンター ・*,秋 田大学工学資源学部**

猪 又 八郎*、 井上 浩**

我 々 は熱ス トレスに対す るラ ッ トの 自律神 経活 動につ いて、心拍 ・血圧 ゆ らぎのパ ワースベ ク ト

ル解 析 に より検討 し、副腎性 よ りも交感神 経性 関与の優位性 を指 摘 した 本実験は、 この末梢効果

を検 証す るため、血 管組織 のカテ コール ア ミン含 量の変動 を調 べ、輸精 管組織の変動 と比較 した

[方 法]ウ レタン麻 酔下のラ ッ ト(SI)、11～15週 令 、雄)を 使用 し、心電図お よび大腿動脈

のカテーテル に よる観 血的血圧 を測定 した,、直腸温(Tr)は 赤 外 線照射 と温水還流 に よる全身加

温 で38℃ か ら42℃ まで上昇 させ た、,血圧波形 か ら収縮期血圧(SBP)と 拡 張期血圧(DBP)

を抽 出 し、1分 間毎 にパ ワー スベ ク トル解析 を行 った.血 管組織 のカテ コールア ミン含量 は加温前

後 のそれ ぞれ の左 右大腿 動脈 の切片 を摘 出 、以下生化 学的処理 に よ りア ドレナ リン(Ad)、 ノル

ア ドレナ リン(NA)、 ドー パ ミン(DA)の3分 画濃度 を測 定 した、[結 果]す でに我 々は心電図

R-R間 隔 が直腸温38℃ よ り42℃ に 上昇 に より短縮 し、 スベ ク トル解析 によ り高周 波成 分(IIF

:1.6Hz)の 消 失 に対 して、低周 波成分(LF:～0 .2Hz)の 増 強が認 め られ た 一方、

血圧 につ いては、SBP、DBP両 者 のゆ らぎパ ワースペ ク トル はR-Rゆ らぎパ ワー スペ ク トルに

ほぼ近似 し変化 した。 しか し、LFとHFの ピー ク値 の比(LF成 分/HF成 分)の 評価 では、血

圧 とR-Rゆ ら ぎパ ワー の変化に違いが認 め られ た 、一方、輸精管、大腿 動脈両筋組織 の内因性カテ

コー ルア ミン含量 のTr=38℃ と42℃ 下 の濃度 を測定 した.輸 精管(n=9)で はAd、NA、

DAの 各 濃度 は0.07±0.06、13.4±4.0、0.86±0 ,52μg/gで あ り、大腿動脈(n

=3)で はTr=38℃ 下 ではAd 、NA、DAの 各 濃 度は4.1、714、39ng/gの 値

を示 したが、42℃ 下では両筋組織共3分 画中NA濃 度 の上昇 が大き く40%の 増 加 を示 した
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27. 動脈硬化病変 に対するキ トサンの効果:高 コレステロール血症(KHC)ウ サギを

用いて

島根医科大学動物実験施設

権 田辰夫,吾 郷昭夫

キ トサンはエ ビ,カ ニ等の甲殻類の殻 に由来す る動物性食物繊維である。 これまでの実験で

キ トサ ンは高血圧 ラッ ト(SHR)の 血圧降下作用 と血中コレステロール値 を低下させ,脳 卒

中易発症 ラッ ト(SHR-SP)の 脳卒中発症 を遅延させ る作用を有す ることを報告 して き

た。本実験では,キ トサンの給与が高コレステロール血症 ウサギ(KHC)の 動脈硬化病変 に

及ぼす影響 を検討 した。

[材 料 と方法]2ケ 月齢のKHCを1群5匹 の対照群,低 分子 キ トサン群(分 子量約1万,山 陰

建設工業)と 高分子キ トサン群(分 子量約15万,甲 陽ケ ミカル)の3群 に分けた。対照群の餌

はクレアのウサギ標準食CR-3を 与え,キ トサン群はCR-3に 低分子,高 分子 キ トサ ンをそれぞれ

4%添 加 した餌を与えた。実験期間は24週 間で体重 は毎週測定 し,3週 間毎 に血中コレステロ
ール値 と中性脂肪値を測定 した。

[結 果]実 験開始時のKHCの 体重は約2kgで,血 中 コレステロール値は約800mg/dl,血 中中性

脂肪値 は約400mg/dlで あった。キ トサンを投与す ると,体 重の変化は対照群 と比較 し特 に差は

み られ なか ったが,血 中コレステ ロール値 と中性脂肪値 に低下傾向がみ られた。実験終了後 に

解剖 し,大 動脈を比較すると対照群では大動脈弓,胸 大動脈,腹 大動脈に及ぶ高範囲の内膜面

に脂肪沈着が著明に認め られたが,高 分子 キ トサン群では大動脈弓および肋 間動脈分岐部に限

局 して脂肪沈着が認められ るのみであった。低分子 キ トサン群は両者の中間の成績であった。

[結 語]以 上の結果よ り,キ トサ ンには動脈硬化病変の進行 を抑制する作用が有 ることが考 え

られたが,特 に高分子 キ トサ ンの作用が強い ことがわかった。

28. 消化管平滑筋のNANC伝 達物質NOに よる過分極活性化電流の増強効果

九州大学医学部薬理学教室

柳田展江、井上隆司、伊東祐之

前回我々は、消化管平滑筋自動能における過分極活性化電流(1}、)の 重要性 を報告 した。 この電

流は種々の内因性物質によって制御 されていることが知られている〇そこで今回我々は、消化管平

滑筋のIh電流 に及 ぼす自律神経を介 した調節の可能性に着 目し、いかなる制御を受けているか検討

した。

モルモ ッ ト回腸より平滑筋細胞 を酵素的に単離 し、ナイスタチ ン穿孔型パ ッチクランプ法 を適

用 し、傾斜上 昇電位(-120～40mV.63.75s)に よって活性化される1、電流 について、NO及 び膜透過型

cGMPア ナログ(dibutyryl cGMP、8-Br-cGMP)の 効果 について検討した。Ih電流の活性化曲線は、NO

供与体であるSNAP(10μM)や8-Br-cGMP(1mM)に よって5～10mV右 方移動 した。この効果 は、PKG阻

害薬であるKT5823(11μM)存 在下において も認められ、その活性化曲線の右方移動 に有意な変化は観

察されなかった。即ち、消化管平滑筋でみられるIh電流においては、NO及 び細胞内cGMPは リン酸化

を介さずに、Ih活性化曲線を右方移動させると考えられた。更に、微小電極法を用いて、このIh電流

の増強効果が膜電位 に及ぼす影響について検討 した。10μMSNAPに より膜電位は、K+コ ンダクタン

スを誘発する効果によって過分極 を引き起こしたが、w曲outに よって膜電位が対象 レベルに復帰 し

た直後は、slow waveと その上に重畳するCa2+ spikeの頻度が一過性に上昇 した(反 跳現象)。 また単一

細胞の結果か ら、SNAPのIhに 対す る効果はwash out後もしばらく残存することから、この反跳現象 に

はIhの活性化が関与 している可能性が考えられた。
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29.マ ウス消化管 におけるNANC性 弛緩 のメディエイター

大阪府大 ・獣医薬理、1大 阪府立看 護大 ・医療短期大学部

佐藤友治1、 山崎安子、竹 内正吉、畑 文明

ラッ ト消化管のNANC性 弛緩のメディエイ ターについては、多 くの研究があるが、マウ

スにつ いては限 られた報告 に留まっている。今回、ICRマ ウス腸管各部位 のNANC性 メデ

ィエイターについて検索 した。 【方法】ICRマ ウス(8週 齢、両 性)か ら得た空腸、回腸、

近位および遠位結腸条片の縦走筋方向の運動 を、等張性にマグナス法で記録 した。経壁電気

刺激(EFS;10Hz,10s,30V)に よる弛緩 に対する、阻害薬の効果 を調べた。10μMNG
-nitro-L-arginine(L-NOARG)で 抑制 され、1mMArginineで 回復する弛緩をNitric

oxide(NO)-mediatedcomponent,ま た、3μM VIPlo-28,3μMPACAP6-38で 抑制される

弛緩 をそれぞれVIP-,PACAP-mediatedcomp〇nentと した。 【結果】(1)NO-mediated
componentは 調べた全部位で認め られ、回腸では80%を 越えた。(2)VIP-mediated

componentは 空腸 と近位結腸で認め られた。(3)PACAP-mediatedcomponentは 近位お

よび遠位結腸で認め られた。(4)空 腸で のEFSに よる弛緩はL-NOARGとVIP10-28処 置によ

りほぼ完全 に抑制された。 また、近位結腸ではL-NOARG,VIP10-28,PACAP6-38処 置によ

り、遠位結腸ではL-NOARG,PACAP6-38処 置 によ りほぼ完全 に抑制 された。 【考察】ICR

マウス腸管縦走筋の弛緩のメディエイター は、空腸ではNOとVIP、 回腸ではNO、 近位結

腸ではNO,VIP,PACAP、 遠位結腸ではNOとPACAPで あることが示唆された。

30.ラ ッ ト消化管でのNANC性 弛緩 におけるNeurotensinの 役割

太 田麻由子、山路みちる、竹 内正吉、畑 文明(大 阪府大 ・獣医薬理)

私達は ラット消化管の調べた全ての部位で、幼若齢では一酸化窒素が弛緩 をメデ ィエイ ト

していること、その関与が発育 とともに減 弱す ることを報告 した。 また遠位結腸ではVIPと

PACAPが 働いていることも報告 した。本実験では空腸、回腸での一酸化窒素以外のメデイ

エイターにつ いて検索 し、Neurotensin(NT)の 役割 を確認 したので報告す る。 【方法】2、

4、8週 齢のWistarラ ッ トか ら得た空腸、回腸条片 の縦走筋方向の運動 を、等張性にマグナ

ス法で記録 した。経壁電気刺激(EFS;10Hz,10s,30V)に よる弛緩 と、外か ら適用 した薬物

による弛緩を記録 した。 【結果】4および8週齡ラット の空腸お よび 回腸(1)EFSに よ り生

じた弛緩は α-Chymotrypsin処 置 によ り、約50%抑 制 された。(2)外 か ら適用 したNTに よ

り弛緩 を生 じ、さ らに反復適用 によ り脱感作が生じた。脱感作 によ りEFSに よる弛緩は約50
%抑 制 された。(3)NT receptor antagonistのSR48692に よ り、EFSに よる弛緩は約40%

抑制された。(4)NTに よる弛緩はApaminに よ り著 しく抑制 されたが、Charybdotoxinで

は影響 されなかった。また、Tetrodotoxinに よって も影響 されなか った。(5)EFSに よる弛

緩はVIPとPACAP antag〇nistで は影 響されなかった。(6)EFSに よる弛緩はApaminに

よ り著 しく抑制された。2週 齢ラット の空腸 および回 腸(1)α-Chymotrypsin処 置によ

りEFSに よる弛緩は著 しく増強された。(2)外 か ら適用 したNTに よ り収縮 を生 じた。 この

収縮はAtropine、Apaminお よびTetrodotoxinに よって影響されなかったが、SR48692

により著 しく抑制された。(3)SR48692に よ り、EFSに よる弛緩は増強 された。 【考察】NT

は4お よび8週 齢ラッ トの空腸お よび回腸 において、NANC性 弛緩 のメディエイター とし

てApamin sensitive K+ channelの 開口を介 して働いていることが示唆 された。 一方、2週

齢では、興奮性 メディエイター として の働きが示唆された。
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31. ラット遠位結腸でのNANC性 弛緩 における、VIPの 役割の発育 にともな う変化

大阪府大 ・獣医薬理、1岐 阜大大学院 ・連合獣 医

竹内正吉、根来 有、山崎安子 、畑 文 明、武脇 義1

私達は以前にWistarラ ット消化管での、NANC性 弛緩のメディエイター としての一酸化窒

素の役割が、ラッ トの発育 と加齢に ともなって著 しく減弱す ることを報告 した。本報告で

は、Wistarラ ッ ト遠位結腸での、VIPとPACAPのNANC性 弛緩 のメデ ィエイ ター として

の役割 と、そ の発育 にともなう変化 を調べた。 【方法】2-50週 齢のWistarラ ッ トか ら得た

遠位結腸条片 の縦走筋方向の運 動を、等張性にマグナス法で記録 した。経壁電気刺激(EFS;

10Hz,10s,30V)に よる弛緩 と、外か ら適用 した薬物 による弛緩を記録 した。また、縦走筋

細胞の膜電位変化 を細胞 内微小電極法により記録 した。 【結果】(1)VIPのNANC性 弛緩 の
メディエイ ター としての役割を、VIPア ンタゴニス トのVIP10 -28を 用いて調べたが、そ の関

与は2週 齢では殆ど確認できず、4週 齢では18%、8週 齢 では36%、20週 齢 と50週 齢 で

は67%に 増加 した。(2)ど の週齢 において も、低頻度刺激による弛緩 におけるVIPの 関与の

程度 は高頻度刺激の ものと変わ らなかった。(3)外か ら適用 したVIPに 対する遠位結腸縦走筋

の感受性は、2週 齢で最も高 く、その後発育にともない低下 した。(4)PACAPア ンタゴニス

トのPACAP6-38は 、EFSに よる弛緩 をどの週齢で もお よそ40%抑 制 した。(5)EFS(2-5

pulses)に よ り縦走筋細胞 で生 じたij.P.に お いて、4週 齢 まではVIP-mediated
 componentは 確認で きなかった。しか し、8週 齢では25例 中15例 で、50週 齢で28例 中

18例 でVIP-mediated componentが 確認 された。 外か ら適用 したVIPに より、2週 齢で
は膜電位 に変化 を与えなかったが、4週 齢では2.1mV、8週 齢では7 .6mV、50週 齢では
7.0mVの 過分極を生 じた。 【考察 】遠位結腸のNANC性 弛緩 のメデ ィエイ ター としての

VIPの 役割 はラッ トの発育 とともに増大 し、 これは以前報告 した一酸化窒素の役割が減弱す

るのとは対照的であった。一方PACAPの 役割 に発育 による変化 はとくにみ られなかった。

32. ラット回腸運動に対するArpに よる外来神経性抑制生支配

奈良県立医科大学・医・第二生理

門脇 真,米 田 諭,高 木 都

[目的]腸管運動は主に内因性の腸管神経系に支配されているが、外来性の神経にも大きな影響を受け
ている。 しかしなが ら、これらの外来性の神経は直接平滑筋には投射せず、腸管神経系とシナプス
結合して神経を交替した後、平滑筋に分布する。 そこで、外来神経刺激による回腸縦走筋の弛緩反
応は、どのよ うな神経によ り調節されているかについて検討した.

[方法]ラ ットの長さ約2cmの 腸間膜動脈神経一回腸標本を作製してマグヌスバス中に懸垂 し、縦走
筋方向の運動を記録した。 腸間膜動脈神経刺激は5分 間隔で10Hz、0.5msecの 矩形波により最大
反応を誘起した電圧で30秒 間行った。 栄養液 はatropineを1μM含 むHEPES・Tyrode液 を用
いた。

[結果]腸間膜動脈神経の電気刺激により guanethidine感 受 性の弛緩反応(papaverine弛 緩 の約
70%)が 見 られ、 これ はC6(100μM)、 capsaidn(1μM)、L-NAME(100μM)に よ り影 響 を受 けな

かったが、Arpに よる脱感作(100μM×4) によ り68%有 意(P<0.01)に 抑 制 された。 この うち、

4/11例 では80%以 上の強い抑制が見られたが、反対に4/11例 では50%以 下の抑制 しか示さず、
ATPに 強く依存する成分とあまり依存しない成分が混在することが示唆された。さらに、ATPに
強く依存する弛緩反応はreactive blu(≧2(50μM)お よびapamin(0 .5μM)に よっでそれぞれ88%
および79%有 意(P<0.01)に 強 く抑制された。 また、外因性に投与 したATPに よ り1μMで 弛緩

(papaverine弛 緩の約40%)、100μMで 収縮 という異なった反応が見 られ、ATPに よる弛緩反応
は高親和性の受容体を介するTTX非 感受性の反応であった。

[結論]ラ ット回腸において、交感神経は壁内神経叢で神経を交替 し、一部はATP作 動 性の運動神経

を介 して抑制性の神経支配を行っていると考えられる。
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33.ラ ッ ト門脈輪状筋標本におけるL-nitroarginineの 効果について

近畿大学 高血圧研究所1、 薬学部機能形態2

島村佳一1、郷 莉波2、松 田恭子2、関口富美子2、 山本和夫1、砂野 哲2

ラ ットの肝臓の循環調節には一酸化窒素(NO)が 関与 していることが示唆 されている しか し摘出した

門脈標本縦走筋においては内皮由来NOの 収縮調節への関与は否定的である、今回われわれは摘出門脈

輪状筋標本において内皮由来NOの 収縮調節への関与を検討 した。

16週 齢の雄性Wistar Kyotoラ ッ トか らエーテル麻酔下に門脈を摘出し、輪状筋標本 を作成 した,等 尺

性収縮 を37℃ のmodified Tyrode's液 中で記録 した。内腔面を上に した標本において、平滑筋の膜電位 を

微小電極法で記録 した。

内皮正常標本は縦走筋標本 とは異なり、律動性 自発収縮 を示 さず安定な張力を示 した、Lnitroarginine

を作 用 させ ると緊張性収縮を発生 し、この収縮はL-arginine、nifedipine、Ca無 添加Tyrode's液 、

sodium nitroprussideに よって抑制 された。 内皮除去標本ではL-nitroargir血eを 作用 させても収縮を

発生 しなかった、 膜電位記録では低頻度の散発的な活動電位の発生が観察された、L-nitroarginineは

活動電位発生数を増加 させたosodium nitroprussideは 活動電位数を減少 させた。

以上よりラット門脈輪状筋においてL-nitroarginineは 内皮由来NO生 成の抑制によって収縮を発生させ、

その機序には活動電位の増加が関与 していると考 えられ る,

34・ 尿道平滑筋の弛緩反応 に対するnitric oxide(NO)の 役割

熊本大学医学部 泌尿器科学教室、微生物学教室*

吉田正貴、稲留彰人、米納 誠、瀬下博志、宮本 豊、村上滋孝、上田昭一、

赤池孝章*、 前田 浩*

【目的】尿道平滑筋 の弛緩反応の神経伝達物質はnitrergic nerveか ら放出されるNOで あるとされて

いるが、その作用がradid NOあ るいはNO-containing compoun由 によるものか については未だ明らか

にされていない。またNOは さまざまな神経伝達物質の放出も制御しているとの報告 もある。今回

我々は、radical NOの 消去剤であるcarboxy-PTIOを 用いて尿道平滑筋の弛緩反応 と尿道のadrenergic

 nerveか らのnoradrenaline放出量に対するradical NOの 役割について検討した。 【方法】雌家兎より作

成 した尿道の平滑筋条片を筋浴槽内に懸垂固定して、張力変化を等尺性 トランス ジューサーにて記

録 した。1μM phenylephrineで前収縮させた平滑筋条片 に対するcys-NO(0.1μM-1mM)お よび経壁電

気刺激(EFS:最 大下電圧、2msec、0.5-15 Hz)に よる弛緩反応 を観察 した。さらに平滑筋条片に臓器

透析用プローブを刺入しRinger液 を還流 しEFS時 の透析液をmicrodialysis法にて回収し、透析液中の

noradrenaline濃度を電気化学検出器つきHPLCに て測定 した。弛緩反応 とnoradrenaline放出量に対す

る(carboxy-PTIOとL-NNAの 作用について検討した。 【結果】Cys-NOお よびEFSは 家兎尿道平滑筋

を濃度 または周波数依存性に弛緩させた。Carboxy-PTIOはcys-NOに よる容量作用曲線を有意に抑制

したが、LNNAは 影響を及 ぼさなかった。L-NNAはEFSに よる弛緩反応をほぼ完全に抑制したが

carboxy-PTIOの 抑制率は約45%で あった。EFSに より尿道からnoradrenalineが放出され、この放出量

はcarboxy-PTIOの 前処置により有意に増加した。またcarboxy-PTIOとL-NNA両 者の前処置にてもそ

の増加量はcarboxy-PTIO単 独の時と同様であった。 【結論】家兎尿道の弛緩反応にはradical NOだ け

でな くNO-containing compoundsも 関与 してお り、さ らにnitrergic nerveよ り放出されたradical NOは

adrcncrgic nerveか らのnoradrenalineの放出に対 して抑制的に作用 していることが示唆された。
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35. 前立腺を標的 としたα1遮断薬の生体内α1受容体結合動態

静岡県立大学薬学部薬剤学教室

山田静雄、黄倉 崇、當摩紋子、木村良平

α1遮断薬が前立腺肥大症に伴う排尿障害の治療薬 として臨床応用されて以来、血管よ りも前立腺

のα1受容体に選択性 を有するα1遮断薬の開発が進められてきた。ところでα1遮断薬の受容体結合

特性については、加 ガ伽oで 詳細に検討されているが、生体内での臓器選択性は明らかでない。本研

究では新規 α1遮断薬のKMD-3213(KMD)並 びにJTH-601(JTH)を ラヅ トに経口または静脈内

投与し、生体内α1受容体結合動態について検討 した。

ラヅトにKMD(0.2～20.2μmoレkg)を 経口投与後0.5～24時 間において、標識 リガンドとして[3H}

プラゾシン(Pra)を 用いるラジオレセプターアヅセイ法により各臓器 α1受容体を測定 したところ、

前立腺と顎下腺への[3H]Pra結 合の最大結合部位数は、その投与量に依存 して対照値に比べ有意に

減少 したが、脾臓及び大脳皮質では変化がなかった。JTH(21.8μmol/kg)で は各臓器で[3H]Pra

結合の解離定数の増加がみ られ、この増加は前立腺で持続 した。KMD、JTH及 びPraと ともに[3H]・

タムスロシン(Tam)を 静脈内投与 し、各臓器への[3H]Tamの 特異的結合を測定 した。各臓器の

[3H]Tam結 合は、KMD、JTH及 びPraの 投与により用量依存的に抑制された。これより算出した

各 α1遮断薬の抑制効力(ID5。)か ら、大動脈に対する前立腺のα1受容体への選択性はPraよ りKMD

で17倍 、JTHで6倍 高いことが示された。[3H]KMDの 静脈内投与による加vi四 での特異的結合は、

前立腺 と顎下腺で高 く持続的であったが、大動脈 と脾臓では極めて低値であ った。また、[3H]JTH

の特異的結合は大動脈では認められなかった。

以上の結果から、KMDとJTHは 生体内において大動脈より前立腺のα1受容体に選択的に結合す

ることが明らかとなった。

36.デ イスパーゼRに よる気管平滑筋細胞単離

日本大学医学部生理学教室

山下俊一、王瑞霞、國分眞一朗

他の平滑筋組織 と比較 し、気管平滑筋では酵素処理 による細胞の単離が難 しい。従来、 こ

の目的のためには コラゲナーゼ、エ ラスターゼ混合液が用い られてきたが 、酵素のロ ットに

よって収率 が安定 しない問題があった。我 々は最近、エ ラスターゼの代わ りにディスパー

ゼRを 用いてモルモ ッ トおよび ブタ気管平滑筋細胞の分散 を行 い1)、安定 した成績が得 られ

たので報告 する。

モルモ ッ ト気管平滑筋細胞 に1μMア セチル コリン(ACh)を 投与 して観察 され る最大短縮

時 の長径は、エ ラスターゼ群、デ ィスパーゼ群で、それぞれコ ン トロールの82。3±4.2%

(n=19)、68.9±5.5%(n=19)で あ り、ディスパーゼ群の方が有意に短縮 した。L-Type Ca2+電

流 の最大値 には両群問で差 が認め られなかったが 、1μM AChに よ りこの電流を持続的 に抑

制す ると、エ ラスターゼ群、ディスパーゼ群で、それぞれ コン トロールの785±3.8%

(n=10)、69.3±2.9%(n=10)と な り、デ ィスパーゼ群が有意 に強 く抑制された。ブタ気管平

滑筋細胞に10μMAChを 投与 して観察 される非選択的カチオン電流の最大値は、エラスター

ゼ群 、デ ィスパーゼ群で、それぞれ31.7±6.4pA(n=15)、52.6±5.8pA(n=15)で あ り、デ ィ

スパーゼ群 が有意 に大きかった。 これ らの方 法で分散 したブタ気管平滑筋細胞 の表面 を走査

型電子顕微鏡で観察 したが、差は認め られなかった。以上の結果 は、デ ィスパーゼ によ り単

離 した細胞 の方がエ ラスターゼ を用 いた ものよ りAChに 対 して強 く反応する ことを示 してお

り、よ り生理的な機能が維持 されていることが示唆 される。

1) Yamashita, T. and Kokubun, S. (1997). J. Smooth Muscle Res. 33: 175-185
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37. 受容体作動薬投 与による妊娠 子宮平滑筋のPKC活 性およびgap junction数の経時的変化
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斎藤絵美、大浦訓章、中野 真、落合和彦、田中忠夫

(目的)妊 娠末期の強大な子宮筋収縮のメカニズムの1つ にPI-responceに よ るCa感 受 性の亢進があ る。

受容体作動薬投与 によってPKC活 性 が上昇、Ca感 受性が亢進す る。 このPKC活 性 の上昇が、in vitroの

系 においてgap junction数 を増加 させる との報告が されている。今回、妊娠各時期に受容体作動薬を投

与 し、PKC活 性 とgap junction数 を糸蚤時的に計測 。in vivo系 に おけ るPKC活 性 とgap junction形 成 につい

て考察 した。(方 法)Wistar系 ラ ッ トに対 して 、未妊娠 、妊娠7日 目、20日 目にoxytocin(OT)、PGF2 α

を腹腔内に投与。投与30分 、1時 間、4時 間、12時 間 に子宮筋 を摘出。PKC活 性 は細胞質、細胞膜成分

に分けモ ノクローナル抗体2B9を 用 いELISA法 に て測定。gap junction数 は 電顕的にカウン トする とと

もに、connexin 43をRT-PCR法 に て特異マー カー を用い発現の状態を観察 した。(成 績)OT投 与群 で

は 、未妊娠、妊娠7日 目にPKC活 性の変化は無 く、妊娠20日 目では、細胞膜において、投与30分 ～1時

間にかけて上昇。4時 間を過 ぎると有意な上昇は無 かった。gap junction数 は 電顕所見では、未妊娠

妊娠7日 目では増加せず 、妊娠20日 目では投与1時 間以降に増加 した。 しか し、RT-PCR法 に よる

connexin43の 発 現は、妊娠7日 目にもみ られ 、妊娠20日 目では、投与1時 問で最 も発現の上昇を認めた.

PGF2 α投 与群 では 、各群において、投与30分 よ り細胞膜のPKC活 性 は上昇す る傾向が認め られた.ま

た、gap junction数 の 増加、およびcomexin 43の 発 現の上昇 も各群において、投与1時 間か ら4時 問にか

けて認め られた。(結 論)受 容体作動薬の種類 によって 、PKC活 性 の亢進、gap junction数 の 増加に時

期的な相違がみ られた。また、PKC活 性 の亢進が認め られ た ときにgap junction数 が 増加 してい ること

よ り、in vivoの 系 において も両者 に関連があるが、各 々の発現には時間差があ り、PKC活 性 の亢進の

結果に よる子宮筋収縮や、second messengerを 介 し、gap junction数 が増加する可能性が示唆 され た。

38. 血管平滑筋におけるインターロイキン1受 容体を介 した誘導型NO合 成酵素発現における

NF-KBの 核 内移行及びProtein kinaseCの 活 性化の役割

徳島大学薬学部薬理学教室

久山 哲廣,猪 本 美佳,日 置 由佳理,福 井 裕行

イ ン タ ー ロイ キ ン1(IL-1)は 種 々 の 難 治 性 炎 症 性 疾 患 の 発 症 ・維 持 に 深 く関 与す る と され,広 汎 な生

理 活 性 作 用 を有 す る る炎 症 性 サ イ トカ イ ンの 一つ で あ る,、我 々 は 以 前 血 管 平 滑 筋 細 胞(RASMC)に お い て

誘 導 型N〇 合 成 酵 素(iNos)が 発 現 す る こ と を 見 出 した が,こ のiNosや 誘 導 型 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ

(COX-II)の 発 現 はIL-1に よ っ て 引 き起 こ され る こ とが,現 在 広 く知 られ て い る()本 研 究 で はiNOs遺 伝 子

発 現 に重 要 と さ れ る転 写 因 子NF-KBの 活 性 化(核 内 移 行)とPKCの 関 わ りに つ い て 検 討 を加 え た の で 報 告

した い 。

PKC α に対 す るantisense-oligodeoxy nucleotide(AS-PKC α)をRASMCにtransfectionし,PKC α を

knockdownし た 状 態 で,IL-1β 刺 激 に よ るiNOS遺 伝 子発 現 お よびNF-KBの 核 内 移 行 を そ れ ぞ れRT-PCR/

Northern blot及 びEMSA法 を用 い て観 察 した,、 ま た,PKC αの存 在 はWestern blot法 を用 い て 検 討 し た 。

AS-PKc αに よ るPKC αのknockdownはIL-1β に よるiNOS遺 伝 子発 現 を ほ ぼ50%抑 制 し,PKC阻 害 薬 で

あ るRo31-8220を 処 置 した場 合 は,iNos遺 伝 子の 発 現 は ほ ぼ 完 全 に抑 制 され た こ れ に よ りiNos遺

伝 子発 現 はPKC依 存 的 で あ り,PKC α が そ の 活 性 の 約 半分 を担 っ て い る こ とが 示 唆 さ れ た 、一 方,IL-

1β 刺 激 に よ りNF-KBは 細 胞 質 か ら核 内へ 移 行 す る こ とが 確 認 され た 。RASMCに お け るNF-KBは,各 種

抗 体 を 川 い たsupershiftの 実 験 に よ り,p65及 びp50の ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ る こ と が 示 さ れ た 、・iNOS遺 伝

子発 現 に 対 す る作 用 と は 異 な り,IL-1β に よ るNF-KBの 核 内 移 行 はAS-PKC αに よ るPKC αのknockdow

n,あ るい はRo 31-8220処 置 に よ り何 ら影 響 を受 け なか っ た 。従 っ て,NF-KBの 核 内 移 行 はPKC非 依

存 的 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。

以 上の 結 果 よ り,RASMCに お い て は,IL-1β 刺 激 に よ りNF-KBの 核 内 移 行 が 観 察 され た が,こ の 反 応

はiNOS遺 伝 子 発 現 と は 異 な り,PKC α お よ び そ れ 以 外 のPKC isozymesに よ る 調 節 を 受 け な い,PKC非 依

存 的 な 経 路 を介 して い る可 能 性 が 示 唆 さ れ た 、
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39. InsP3受 容体欠損マ ウス胃平滑筋の性質
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鈴木光 ・高野博充 ・山本喜通 ・加藤邦夫*・ 御子柴克彦*

Inositol trisphosphate(InsP3)1型 受 容 体欠損マ ウスか ら摘 出 した 胃平滑筋 の性質 を細胞 内電極 を

用いて記 録 した膜電位変化 を指標 に して調べ た。野生型 マ ウス胃体部 輪走平滑 筋は律動的膜電位 変

動(緩 電位)を 発生 してお り、緩 電位 上に活動電位 の発 生 もみ られ た。緩電位 はneOStigmineに よ り

増大 し、atropineに よ り抑制 され たので、 内因性acetylcholine(ACh)が 興 奮性に作用 しているこ とが

わ かった。Nifedipineは 活 動 電位 を消失 させ 、緩電位 の振幅 を減少 させ たの で、 これ らの電位成 分

はL型Caチ ャ ネルが関与 してい る と思 われ た。欠損マ ウス胃平滑筋では緩 電位 発生 は認 め られ ず、

不規則 な活動電位 の群発がみ られ 、これ らの電位 変化 はni飴dipineで 抑 制 され た。AChは どち らの

マ ウス胃平滑 筋で も膜 を脱 分極 させ たが、野生型で よ り大き く脱分極 させ た。Noradrenalineは α受

容体 を介 し膜 を過分極 させ、 その作用 は野生型 と欠損マ ウスで同 じであった。経壁 的に筋間神経 を

電気刺激 す る と、両型 のマ ウスにおいて抑制性接合部電位(i.j.P.)が 誘 発 され た。野生型 にお けるi.j.

p-の振 幅 はnitroarginineに よ り減少 し、neostigmineやapaminに よ り興奮性接合部電位(e.j.p.)に 反 転

した。E.j.p.はatropineに よ り抑制 された。そ こで野 生型 マ ウス胃平滑筋 には コリン作動性興奮神経

と非ア ドレナ リン作動 性な らび にNO作 動 性抑制神 経が分布 しているこ とがわかった。欠損マ ウス

におけ るi.j.p.はnitroarginineやneostigmineで 変 化せ ず、apaminで 消 失 した。以上 の結果 か ら、InsP3

受 容 体欠損 マ ウス 胃平滑筋 はム スカ リン様 受容体 の機 能低下 、NOな らび に コ リン作動性神 経機能

の欠損、及び筋原性 自発活動の消失 、な どの変化 をきた してい ることがわか った。

40. 血管平滑筋におけるトロンボキサンA2受 容体刺激によるホスファチジルコリン水解

東北大学大学院 薬学研究科 分子生物薬学

中畑則道、高野博通、中谷圭吾、大泉康

トロンボサキサ ンA2(TXA2)は 血管平滑筋を強力に収縮 させることが知 られている。その情報

伝達系としては、Gqを 介 してホスファチジルイノシ トール4,5-ニ リン酸(PIP2)を 分解 し、Ca2+動

員性のセカンドメッセンジャーであるイノシトール1,4,5-三 リン酸(IP3)と プロテインキナーゼC

を活性化するジアシルグリセロール(DAG)の 生成が考えられているが、それ以外の系の存在も示

唆されている。一方、以前よ りある種の化合物が血管と血小板に存在するTXA2受 容体を区別する

ことが報告され、受容体のサブクラスの存在とその情報伝達系が異なることが予想されていた・そ

こで、本研究では血管平滑筋細胞におけるホスファチジルコリン水解反応について検討を加えた。

TXA,受 容体の安定なアゴニス トであるSTA、 は、ブタ大動脈より得 られた初代培養血管平滑筋細

胞においてDAGの 蓄積をもたらした。ホスホリパーゼDの 活性をエタノール存在下のホスファチ

ジルエタノールの蓄積で測定したところ、STA2は わずかにその活性を上昇させたが、その作用は

ホルボールエステルのPDBuや アンギオテンシンIIに 比較すると極めて弱かった。一方、ホスファ

チジルコリン特異的ホスホリパーゼCの 阻害薬であるD-609はSTA2に よるDAG生 成を用量依存

的に抑制し、そのIC50は 約20μMで あった。それに反して、PDBuに よるDAG生 成はD-609に よ

って部分的にしか抑制を受けず、アンギオテンシンIIに よるジアシルグリセロールの生成はほとん

どD-609に よって影響を受けなかった。また、ウサギ大動脈平滑筋のSTA2に よる収縮反応をD-609

は用量依存的に抑制した。以上の結果より、血管平滑筋におけるTXA2受 容体刺激はホスファチジ

ルコリン特異的ホスホリパーゼCを 活性化してDAGを 生成 し、そのDAGに よるプロテインキナ
ーゼCの 活性化が、持続性の収縮反応をもたらしているものと思われる。
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41.ニ ワトリ筋胃平滑筋の収縮制御機構におけるrhoA/ROCK系 の関与
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【目的】 ミオ シン、 ミオシン軽鎖キナーゼおよび ミオシンポスファターゼなど、平滑筋の収縮蛋自系の生化

学的材料の多 くは、ニ ワ トリの筋 胃平滑筋より調製 されている。近年、哺乳動物の平滑筋の収縮機構1に、低

分 子量GTP結 合蛋 白質であるrhoAと それによって制御される(rho-associated coiled-coil forming serine/threonine

 kinase)ROCKが 重要な役割を果たしていることが明らかにされたが、ニワ トリ筋胃平滑筋の収縮制御機構へ

のrhoA/ROCK系 の関与の有無に関 しては、その構成蛋白質の存在 も含めて不明である。そこで本研究では

ニ ワ トリ筋胃平滑筋の収縮制御機構におけるrhoA/ROCK系 の関与を検討 した。 【結果】fura-2を 負荷 した

ニ ワ トリ筋胃平滑筋標本において、高濃度K+(155mM)ま た はカルバ コール(CCh ,10μM)を 投 与すると、 過

性の細胞内Ca2+([Ca2+]i)の 増 加とそれに伴 って 過 性の収縮が生 じた。両者の関係を時間経過を追って比

較すると、高濃度K+お よびCCh刺 激 時の[Ca2+]1と収縮の軌跡はほぼ 一致 し、Ca2+感 受性の変化は見られなか

った。 α毒素処理スキ ンドファイバー標本において、CCh(10μM)+GTP(100μM)の 前処置はpCa2+-収 縮 関係

に全 く影響 しなかったが、GTPγS(100μM)前 処 置によりCa2+受 性 の増加が認め られた。ウエスタンブロッ

ト解析により、ラッ ト大動脈平滑筋においてはrhoA、ROCK I、ROCK IIの いずれも検 出されたのに対 して、

ニ ワ トリ筋胃平滑筋においてはrhoAとROCK IIは 認 められたものの、ROCK Iは 検 出されなか った。

【考察】ニワ トリ筋胃平滑筋において、G蛋 白質を介す るCa2+受 性 増加機構すなわちrhoA/ROCK II系 を

介 した収縮のCa2+感 受性増加機構は存在するが、ムスカ リン受容体刺激によってはこの系が活性化されない

可能性が示唆された。この理由として、1)ニ ワ トリ筋 胃平滑筋においては受容体刺激 とROCK IIの 連 関が欠

損 している可能性 と、2)受 容体刺激に係わるROCKの サ ブタイプはROCK Iで あ る可能性が考え られた。

42. 受容体作動性陽イオンチャネルとtrp関連遺伝 子(trp6)の分 子的関連

九州大学医学部薬理学教室、*国立岡崎共同研究機構生理研

井上 隆司、*森 泰生、伊東 祐之

[目的]シ ョウジョウバエの光受容体変異の原因遺伝 子即は細胞内Ca貯 蔵部位の枯渇によって活性化
され、Ca透 過 性の高い陽イオンチャネルと考えられてきた。 しか し近年、trp関連遺伝 子産物の中に

はG蛋 白質共役型受容体 によって活性化 される非特異的陽イオンチャネルが存在することが注 目され

つつある。本研究ではマウスの脳からクローニ ングされた新 しいtrp遺伝 子の つ 、trp6に対応する陽

イオンチャネル活性(Trp6)の 生物物理的 ・薬理学的特性 を平滑筋のG蛋 白質共役型陽 イオンチャネル

のそれと比較検討 し、両者の分子的対応の性能性を検索 した。

[方法］trp6をHEK293細胞 に強制発現 し、ナ イスタチン穿孔法 による電位固定 下に受容体刺激で活性

化 される電流解析を行った。薬物はY-チ ューブ法により急速投与した。

［結果]保 持電位-50～-60mVで カルバコールあるいはATP(1μM≦)を 投 与すると著明なノイズ増加 を

伴 う内向き電流が活性化された。準生理学的条件 下におけるTrp6電流 の電流電圧関係は、外向き整

流を示 し、平衡電位は0mV付 近であった。 イオン置換実験の結果、Trp6チ ャネルはNa+,Cs+,Ca2+,Ba2+を

透過 させる陽イオン選択的なチャネルである ことが分った。同様 の電流はジアシルグリセロール誘

導体(OAG,100μM)よ っても活性化 されたが、サプシガーギン(2μM)は 無効であった,,細 胞外 にCa2

+(10μM≦)を 添加する とゆっ くりとしたTrp6電 流振幅の増強とそれに引き続 く抑制が観察 された、,ま
たこの電流 は陽イオンチャネル阻害薬 として知られるア ミロライ ド(100μM)、SK&F96365(35μM)、

La3+(100μM)に よって強 く抑制 され、フルフェナム酸(100μM)に よって数倍に増強 した、、これらの'性

質はウサギ門脈平滑筋のα1-アドレナリン受容体作動性陽 イオンチャネルに酷似 しており、両者には

分 子的 レベルで何 らかの関連のあることとが強 く示唆 された。
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43. ラッ ト平滑筋におけるA型K+チ ャネルサブタイプ、Kv4.3の 発 現分布 と機能解析

名古屋市立大学 薬学部 薬品作用学 ・薬物治療学*

大矢 進、奥 琢磨*、 田中麻美子、渡辺 稔、今泉祐治*

早期不活性化K+電 流(IA)は 、活動電位 の発火タイ ミングの決定や持続時間の調節に寄与 している。また、

細胞工学 ・電気生理学を駆使 した研究により、心筋や神経細胞 における同様の電流成分Ito、ISAはKv4.2・

Kv4.3か ら構成 されていることが明 らかになった。我々は、半定量的RT-PCR法 に より、A型K+チ ャネル

サブタイプの うちKv4.2・Kv4.3が 平滑筋のIAに 寄与 し、Kv4.3に ついてはC末 端細胞内領域にフレームシ

フ トを伴わない19残 基の挿入配列を有する新規スプライスバ リアン トであることを示唆 した。

本研究では、平滑筋のIAがKv4の ヘ テロテ トラマーから構成 されるか どうかを検討するために、競合的

PCR法 を用いて各種平滑筋(頚 動脈 ・腸間膜動脈 ・膀胱 ・輸精管)に おけるKv4 .2及 びKv4.3mRNA発 現

量を定量化 した。また、Kv4の 電流不活性化機構は、Kv1に おいて報告 されているS6及 びN末 端細胞内 ド

メインを介 した電流不活性化機構(そ れぞれC型 、N型 不活性化機構)と は異なることが示唆 されている。

そこで、Kv4.3のC末 端細胞内 ドメインdeletion mutant(Kv4.3D)をHEK293細 胞 に形質導入 し、Kv4 .3

の電気生理学的特性 と比較検討することによりC末 端細胞内 ドメインの電流不活性化への寄与を検討 した。

競合的PCRの 結果、実験に用いた全ての平滑筋においてKv4.2と 比べてKv4.3mRNAが かな り優位に

発現 してお り、平滑筋のIAは 、Kv4.3の ホモテ トラマーよ り構成 され る可能性が示唆 された。また、Kv4.3

mRNAは 、膜興奮性の低い血管平滑筋と比べて膜興奮 性の高い泌尿器平滑筋において高発現 してお り、膜

興奮性の高い平滑筋細胞においてIA密 度が比較的高い とい う知見と一致 した。さらに、パ ッチクランプ法を

用いてKv4.3とKv4.3Dの 電気生理学的特性を比較 した ところ、Kv4.3Dに お いて不活性化からの回復速度

が有意に遅かった。 したがって、平滑筋のIAの 電流不活性化機構 にKv4 .3のC末 端細胞内 ドメイ ンが少な

くとも一部寄与する可能性が示唆 された。

44. モルモット胃輪走筋の自発活動の性質

名古屋市立大学医学部第一生理

福田裕康、鈴木 光

胃平滑筋の 自発的膜電位変化(slow wave)の 発 生機序には未だ不明瞭な点が多い。 自発活動の研究の多

くは輪走筋、縦走筋の両方が存在す る標本で行われてきたが、今回モルモ ッ ト胃輪走筋(1～2x0.5mm)の

み を含む標本 を用い、自発活動の性質を微小電極法 による膜電位 と蛍光指示薬(Fura-2)に よる細胞内Ca2+

の同時測定によって調べた。自発活動の細胞内Ca2+濃 度 上昇は膜電位の変化 に続いて観察 された。Nifdipine

(10-6M)は 電位 の自発活動変化にみ られるCa2+ス パ イク成分のみを消失させ、それ に伴 う細胞内Ca2+の 増加

を半分に減少 させた。この自発活動はBAPTA.AM(10.5M)に よ り細胞内Ca2+を 低 下させると消失 した。ま

た、Ca2+-ATPaseの 阻害薬であるCPA(105M)は 一 過性に膜の脱分極 ・自発活動の亢進 とそれ に伴 う細胞

内Ca2+を 増 加 させたが、 しだいに減少 させついには 自発活動を消失 させた。細胞内Ca2+ス トアーからの

IP3-sensitive Ca2+releaseを 抑 制す る2-APB(3x10-5M)も 自発活動を消失 させた。Ca2+-sensitive Crchannel

の阻害薬であるDIDS(5x10-5M)は 持続的な細胞内Ca2+の 増加 を伴っていたが、電位の自発活動を消失 さ

せた。 これ らの結果か らslow waveに よるCa2+の 流入は、電位依存性L型Ca2+ channelを 介 するCa2+流

入 と電位 に依存はしているものの電位依存性L型Ca2+channelを 介 さないCa2+流 入 がある事がわかった。

しか し、どちらのCa2+流 入 も律動的に変化 していたので、胃平滑筋の自動運動に関与 していると考えられた。

また、胃平滑筋の自発活動 にはイノシ トール リン酸の代謝 による筋小胞体からのCa2+遊 離 が重要な役割を果

たしていると考えられた。
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45.マ ウス小腸平滑筋の性質

名古屋市立大学医学部生理学教室

高野博充 ・鈴木光

胃を始めとする消化管平滑筋 は神経活動 を介さないで 一定のリズムを持って自発的に運動 をしている。

この とき、これ らの平滑筋細胞 はslow waveと 呼 ばれる周期的な膜電位変化 を発生 させている。この

slow waveが 自発運動 を誘発 させている と考え られている。 しか し、slow waveそ の ものについては、

その発生 メカニズムや リズムの制御 、関与するイオン電流などについては不明な部分が多い。今回我 々

は、マウス小腸 平滑筋において観 られるslow waveの 性 質について、ガラス微小電極 による細胞内導

出法 を川 いて検討 した〇標本は4週 齢の雄B-6マ ウスの回腸を摘出 して、粘膜 を除去 して輪走筋標本

を作成 した。平滑筋の膜電位はおよそ-53mVで 、slow waveを 毎分24回 ほ どの頻度で発生 してお り、

しばしば反復性 の活動電位がslow wave上 に発生 した〇活動電位 はnifedipineに よって抑制 され、slow

 waveの 振 幅を減少 させ たので、これ らの電位成分にはL type Ca2+チ ャネルを介す る電流が関与 して

いるもの と考 えられた。細胞内Ca2+貯 蔵 部位へのCa2+イ オ ンの取 り込みを抑制す るCPAはslow wave

の振 幅 と活動電位 を抑制 し、slow waveの 頻度 を毎分13回 に減少 させ た。Inositol trisphosphate(IP3)受

容 体 を阻害す る2APBは 、膜 を5mV脱 分 極させ、slow waveの 振 幅 を大幅に抑制 したが、発生頻度は

あま り変化させ なかった。slow waveの 発 生に関与す る細胞内Ca2+やIP3受 容体 、細胞内Ca2+貯 蔵 部位

の働 き等 について考察 した。

46.イ ヌ脳底動脈における伸展誘発性収縮と伸展速度の関係

静岡県立大学薬学部薬理学教室

小原一男、小出昌代、中山貢一

【目的】血管平滑筋は伸展などの機械的刺激により収縮することが知 られているが、そのカ
ルシウム動員機構については不明な点が多い。そこで、イヌ脳底動脈において伸展誘発性収

縮 と伸展速度の関係について検討 した。

【方法】雌雄雑犬(体 重10-18kg)か ら摘出した脳底動脈より作製 したリング標本に機械

刺激装置を用いて種々の速度で初期長の50%の 伸展を加え、発生 した張力を等尺性に記録
した。

【結果】伸展速度5mm/sec以 上の機i械的刺激により、速度依存性に張力の発生が認められ、

伸展速度30mm/secで 最大収縮 を生 じた。この収縮はカルシウムチャネルブロッカーの二
カル ジピン(100nM)や 活性化 チ ャネル を抑制するGd3+1mMで 約70%抑 制 され、残

りの部赫 は筋小胞休 た作用する タブシガルギ ン(0.1mM)に より消失 した.一 方、テ トラエ

チルナンモ二 ウムITEA,5mM)存 在下 、伸展 速度0.2mm/sec以 上の機械 的刺激に より速度

依存性に収縮が薫起され、速度1mm/secで 最大収縮を生じた。この収縮はニカルジピンや

Gd3+で 完全に抑制 されたが、タブシガルギンにより影響されなかった。さらに、TEA存 在

下でも速度5mm/sec以 上の伸展刺激により生ずる収縮はニカルジピンにより約70%し か

抑制 されず、残 りの部分はタブシガルギンにより消失 した。

【考察】以上の結果より、イヌ脳底動脈において機械的刺激受容応答に関わる活性化カルシ

ウム動員機構が伸展速度により一部異なる可能性が示唆された。
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47. モルモット腸間膜動脈最終分枝部の高電位活性化型Ca2篭流の加齢による変化

九州大学医学部薬理学教室.

森田 浩光、井上 隆司、伊東 祐之

モルモット腸間膜動脈最終分枝部には、ニフェジピン非感受性Ca2-電流(NI-ICa)が 高密度 に発現 し

ている。NI-Icaは-50mV付 近か ら活性化され、-10mV付 近 で最大活性化を示す高電位活性化型(活 性化

および不活性化のV05;-11.0mVお よび-52.3nW)で あった。今回我々は、生後2～20週 のモルモ ッ ト

(100-1100g)を 用いてこの電流およびニフェジヒン感受 性電流(NS-Ic)の 加齢による変化について

検討 した。140mMCSCI溶 液 を充填 させた4-6MΩ のハ ッチ電極を用 いて5mM Ba2+溶 液灌流 下に、

conventbnal whole-cell clamp法 によ りBa2+電流を観察した。生後2～5週(100-300g)で は、腸間膜動脈最

終分枝 におけ る全Ba+電 流 に対するNI-IBaの占める割 合は80%以 ―上で あった。 しか し10～13週

(5錐7009)で は約60%、16～20週(900-1100g)で は50%以 下と加齢によりその割合が有意 に減少 し

た。一方、NI-IBaの電流密度には加齢によって有意な変化は見られなかった。また、同様の傾向が腸

間膜動脈の近位分枝部においても観察された。さらにNI-IBaはCGRP 1μMには感受性を示さなかったが

substance P 1μM投与により約20%の 振幅の抑制が観察された。

以上の結果より、末梢血管においては、加齢に伴うニフェジヒン非感受性Ca2+チャネルの相対的減

少 とニフェジヒン感受性Ca2+チャネルの増加が、血圧調節において何らかの重要な生環 学的意 味をも

つ ことが考え られた。

48.ヌ クレオチ ドに対する脳血管平滑筋細胞における細胞内Ca2+濃 度 の変化

東邦大学第二脳神経外科,Mississippi大 学脳神経外科*

岩 渕 聡,青 木和哉*,木 村 仁,牛 久保行男,笠 井敬一郎,上 田守三,鮫 島寛次,He Zhang*

【目的 】 く も膜 下 出 血 後 に発 生 す る脳 血 管 攣 縮 の 発 生 機 序 に 関 して は,く も膜 下 腔 の 血 腫,hemolysateの 存

在 が 大 き な 要 因 で あ る こ とは 論 を 待 た な い 。 我 々 は,in vitroに お い てhemolysateに よ り脳 血 管 平 滑 筋 細 胞

が 収 縮 し,細 胞 内Ca2+濃 度([Ca2+]i)が 急 激 に 上 昇 す る こ と,ま た こ れ ら の 反 応 にprotein tyrosine kinesis

が 関 与 して い る こ と を 報 告 した 。 一 方,近 年 こ のhenlolysateに 含 まれ るsnlall moleculeの ひ とつ で あ るATP

がspasnlogenと して 注 目 さ れ て い る 。今 回 単 離 し た脳 血 管 平 滑 筋 細 胞 にお け る,ヌ ク レオ チ ドに対 す る[Ca2+]i

の 変 化 を 測 定 し,tyrosine kinaseの 役 割 を 検 討 した の で 報 告 す る 。 【材 料 お よ び 方 法 】ratの 脳 底 動 脈 よ り血

管 平 滑 筋 細 胞 を単 離 し,蛍 光 指 示 薬fura-2を 用 い て[Ca2+]iを 測 定 した 。agonistと してfreeze & thaw法 に

て 犬 の 動 脈 血 か ら作 成 したhemolysate,ヌ ク レオ チ ドはATP ,UTPを 用 い,各 種 濃 度 別 に[Ca2+]iを 測 定 した,,

次 にtyrosine kinase inhibitorで 脳 血 管 平 滑 筋 細 胞 をpreincubateし ,同 様 にagonistに よ る[Ca2+]iの 変

化 を測 定 して 統 計 学 的 に 比 較 検 討 した 。 【結 果 】 単 離 した脳 血 管 平 滑 筋 細 胞 にhemolysateお よ びATP ,UTPを

添 加 す る と,い ず れ に お い て も一 過 性 のpeakと そ れ に 続 くPlateauの 二 相 性 の[Ca2+]i上 昇 が 認 め ら れ
,こ れ

らの 反 応 は 濃 度 依 存 性 で あ っ た 。 脳 血 管 平 滑 筋 細 胞 をtyrosine kinase inhibitorでpreincubateす る と

henlolysate, ATP, UTPに よ る[Ca2+]iの 上 昇 がpeak相 ,Plateau相 と も有 意 に抑 制 され た。 【考 察 】ATPは 赤 血

球,hemolysateに も多 く含 ま れ,く も膜 下 出 血 後 の 脳 血 管 攣 縮 の 原 因 物 質 の 一 つ と して も以 前 よ り注 目 さ れ

て い る。今 回,ATP或 い はP2u receptorのselective agonistで あ るUTPを 脳 血 管 平 滑 筋 細 胞 に添 加 す る と[Ca2+]i

の 上 昇 が 認 め ら れ,hemolysateの そ れ に類 似 す る もの で あ った 。 また こ れ ら の 上 昇 はhemolysateと 同 様 に

tyrosine kinase inhibitorに よ り抑 制 され,hemolysateに よ る[Ca2+]iの 上 昇 の メ カ ニ ズ ム と して ,ATPに

よ るP2u receptorを 介 したIP3に よ る細 胞 内Ca2+ storeか ら の 放 出 が 関 与 して い る 可 能 性 が 示 唆 され た 。
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49. Calcium homeostasis in rat resistance size arteries determined by simultaneous 
measurements of calcium transients and membrane currents.
IBLS, West Medical Bldg., University of Glasgow, Glasgow G12 8QQ, Scotland 
Kamishima, Tomoko & McCarron, John G,

The largest change in blood pressure occurs in resistance-sized arteries (diameter < 200 ƒÊm), and these small arteries are 

important in blood flow regulation. However, little is known as to how the intracellular Ca2+ ([Ca2+]i) is controlled in 

resistance arteries. We investigated Ca2+ homeostasis in smooth muscle cells dissociated from rat cerebral superior 

arteries (diameter •`160ƒÊm). Single cells were voltage-clamped using the conventional whole-cell clamp configuration, 

and [Ca2+]i was measured using Fura-2. A depolarizing pulse from a holding potential of -70 mV to 0 mV evoked Ca2+ 

current (Ica) and raised [Ca2+];. Upon repolarization, increased [Ca2+]i returned to the resting level. The Ica was time-

integrated and by estimating the cell volume of 0.7 pL, converted to an expected total [Ca2+]i increase. The total [Ca2+]i 

increase was divided by the actually measured increase in [Ca2+]i, the difference between resting [Ca2+]i and the actually 

measured [Ca2+]i. The ratio, or Ca2+ buffering power, was about 80•`180, indicating about 99 % of Ca2+ entering the 

cell is buffered. The buffering power increased to 170•`280 when cells were treated with 30 ƒÊM ryanodine, an inhibitor 

of Ca2+-induced Ca2+ release. Thus, a significant amount of Ca2+ was released from sarcoplasmic reticulum (SR) by Ca2+ 

influx. The efficacy of Ca2+ induced Ca2+ release was higher when the depolarization was smaller, and we attribute this 

to larger driving force on Ca2+ at less positive potentials. Next, the Ca2+ clearance mechanisms were examined. Ca2+ 

removal rate was calculated as the negative derivative of polynomial fit to the declining phase of Ca2 transient. Ca2+ 

removal rate was determined in the control cells and cells treated with ryanodine or thapsigargin both of which will 

disable Ca2+ uptake by SR. Over [Ca2+]i range of 150•`275 nM, the rate of Ca2+ removal in store-disrupted cells were 

significantly slower than that of the control cells. On the other hand, the replacement of extracellular Na+ with choline+ 

did not affect Ca2+ removal. Thus, SR Ca2+ uptake, but not Na+-Ca2+ exchange, is important in Ca2+ clearance in this 

preparation. We conclude that SR plays significant roles in Ca2+ homeostasis in small cerebral arterial smooth muscle 

cells. Supported by the Wellcome Trust.
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P-1.食 道 アカラシアの術前術後評価における飲水負荷試験の有用性についての検討

日本大学第3外 科

田中和彦、佐藤博信、山形基夫、村山 公、宋 圭男、大塚善久、深瀬知之、小林秀昭、

畠中康晴、小坂和子、田中 隆、岩井重冨

当教室では、食道アカラシア等の術前術後評価法としてX線型による評価、食道内圧測定等を行い

その改良を行ってきた。食道内圧測定による術前術後評価の問題点として患者の愁訴と必ずしも一致

しないこと、、また内圧測定用カテーテルは検査の特性上柔軟性を持たせてあるため、通過障害が著

しい症例ではカテールの噴門通過が困難でLESPの 測定に際し、経内視鏡的なカテーテルの誘導が必要

である等の問題点があり、また、従来の食道内圧検査では嚥下時の動態についての評価は困難であった。

そこで我々は嚥下時の動態を評価する目的で飲水負荷試験を行い、その有用性を検討した。

対象と方法:正 常成人5例 および内視鏡下に手術を施行した食道アカラシア10例 に対し術後評価

をおこなった。測定機器はゲールテック社製カテーテルチップ形3chセ ンサーを使用した。

方法は、カテーテルを門歯より30cmで 固定し、臥位のまま水道水50mlを 飲用、その後の静止圧

上昇、飲用前の静止圧までの回復時間を測定した。

結果:正 常成人では飲水後、静止圧の上昇を認め、その後速やかに飲水前の静止圧に回復した。

食道アカラシア術後では愁訴の改善した7例 で飲水負荷後速やかな静止圧の回復を見たがジ2例で

回復時間の延長、1例 で静止圧回復時間の延長と負荷前の静止圧の上昇が認められ、X線型の変化

や愁訴の強さと一致していた。本法は簡便で患者への負担も小さく、嚥下時の食道内圧の動態を

客観的に評価できることから、食道アカラシアの術後評価においてよい指標になるものと考えられた。

P-2.培 養モルモッ ト気管支平滑筋細胞増殖 に対す るendothelin-1(ET-1)の 作用

日本大学薬学部機能形態学研究室

木澤 靖夫、大内 希、齋藤 清茂、草間 貞、村上 元

ET-1は 、強力な血管及び気管支平滑筋収縮物質である。一方、ET-1は 細胞増殖促進作用

を有 してお り、 ヒ トの気管支平滑筋細胞におけるepidermal growth factor(EGF)に よる細胞増

殖促 進作用 をET-1が 増強す ることが報告 されている。 この ことか らET-1は 、炎症性呼吸

器疾患 に見 られる気道壁 リモデ リング に何 らかの関与を して いる もの と考 え られる。 そ こ

で本研究 では、モル モッ トの初代培養気管支平滑筋細胞 を用いてET-1の 細胞増殖に対する

効果 を検討 したので報告する。

実験方法:Hartley系 雄性モルモッ ト(3～4週 齢)よ り気管支 を摘出 し、平滑筋層 を分

離 して0.2% collagenaseに よ り平滑筋細胞を単離 した。平滑筋細胞は、10%FBSを 含むHam's

 F12 mediumを 用 いて10日 間培養 し、その後FBS濃 度を0.5%と して薬物を含む培養液 にて

5日 間培養 し、細胞増殖測定キ ッ トを用 いて細胞増殖能 を測定 した。

実験結 果 ・考察:ET-1は 濃度依存的にモルモ ッ ト気管支平滑筋細胞の増殖 を促進 し、

EGFに よ る細胞 増殖促進作用 を有意 に増強 した。 このET-1に よる細胞増殖促進作用は、

BQ-123に よ り有意 に抑制 されたが、BQ-788に よっては影響を受けなかった。 これ らの結

果は、ET-1が 単独で も気管支平滑筋細胞 の増殖 を促進 し、EGFに よる細胞増殖促進に対 し

て も増強作用 を有す ることを示 している。また、ET-1に よる細胞増殖促進作用は、主 にETA

受容体 を介 して生 じる ことが示唆 された。本研 究によ り、気管支喘息 におけ る気道過敏性

に密接に関わっていると考え られる気道壁 リモデ リングに、ET4が 促進的に関与 している

可能性が 示された。
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P-3.抗 ムスカリン薬の血管平滑筋細胞 α-アドレナリン受容体 に対する拮抗作用について

東邦大学 医学部 薬理学教室1,国 立小児病院研究センター小児薬理研究部2

水流 弘通1,篠 浦 ひとみ2,辻 本 豪三2,内 山利満1

【目的 】 われ われ は先 にウサギお よび イヌの門脈 には血管収 縮性 コリン作動性神 経が存在 す る こ と

を明 らかに した。 また α-ア ドレナ リン受容体 ア ゴニス ト(norepinephrineあ るい はmethoxamine)で あ

らか じめ収縮 させ た門脈 は、 内皮 の有無 に かかわ らずacetylcholineに よ って収縮 したが、atropine

 sulfateに 対 しては弛緩 反応 を示す こ とを報告 した。本研 究で は数種抗 ムスカ リン薬 の血管平滑筋 α-

ア ドレナ リン受容体 に対 す る拮抗作用 につ いて検 討 した。 【実験 方法 】雄性 日本 白色 ウサ ギ を

pentobarbital sodiumで 麻 酔 し、放血 致死後 、門脈 を速 やかに摘出 、氷 冷Krebs'bicarbonate液 に浸 し

た。門脈切片 か ら縦条片標本 を作成 し、20 ml Krebs'bicarbonate液 を含 み、混合 ガス を通気、37℃ に

保 った ガラス組織浴槽 中に懸垂 した。等尺性張力変化 をインク書 きオ ッシ ログ ラフに記録 した。

【結 果】1)Norepinephrineあ るい はmethoxamineで あ らか じめ収縮 させ た門脈標 本 は、atropineに 対

して弛緩 反応 を示 したが、2)atropineはKCIやhistamineあ るい は5-hydroxytryptamine(serotonin)な

ど に よ る収 縮 に は 無効 で あ っ た。3)選 択 的M,受 容 体 拮 抗 薬 ρ-fluorohexa-hydro-sila-difenidol

(p-F-HHSiD)もatropineと 同 程 度 の 弛緩 作 用 を示 したが 、scopolamineと 選 択 的M,受 容 体 拮 抗薬

pirenzepineの 作 用 はご く弱か った。4)Atropineは 濃 度依存 性 にnorepinephrineの 濃 度 一収縮反 応 曲線

を右方 に平行移動 させた。 【考 察 ・結論 】以上の結 果か ら、atropineは 血 管平滑筋 の α-ア ドレナ リ

ン受容体 に対 して競合 的に拮抗 する ことが示唆 された。 さらに、α1A,α1Bお よび α1D-受容 体 を安 定発

現 させ たChinese hamster ovary(CHO)細 胞 を用 い て[125I]HEATの 受 容体 結 合 実験 をお こ な い、

atropineの α-受容体 サブタイプに対 する結合親和性 を検討 す る予定であ る。

P-4.胃 管 形成術後の 胃内圧測定

新潟大学医学部、 生 理学第二教室寧、 外科 学第一教室

寺島哲郎、 渡辺直純、 丸田智章、 長谷川潤、 西巻正、 鈴木力、 畠山勝義、 本間信治串

序:我 々 は、 食 道 癌 で 食 道、 胃 切 除、 大 腸 置 換 術 後 の 大 腸 の 運 動 を 分 析、 報 告 し た(J.Smooth

Muscle Res., 1(2),J83 1997)。 今 回 は 胃管 に よ る 再 建 術 後 の 再 建 胃 管 胃 の 運 動 を 測 定 分 析 し た。

方 法:圧 セ ン サ ー カ テ ー テ ル(5チ ャ ン ネ ル)(ユ ー ロ テ ッ ク 社 製)を 透 視 下 で 、 被 検 者(n=6)

の 鼻 腔 を 介 し 胃 管 に 挿 入 、 第 一 セ ン サ ー が 肩 甲 骨 下 近 く に、 く る よ う に し、Digitrapperに 接 続 し て

内 圧 を 連 続 記 録 し た。 セ ン サ ー 間 距 離 は1-2が3cm,2-3,3-4,4-5,5-6は5cmで

あ っ た。 カ ロ リ ー メ ー ト2本(100kcal/本)摂 食 前 後 の 内 圧 の 平 均 値 、 平 均 持 続 時 間、FFTに

よ る 周 波 数 分 析 等 を お こ な っ た。 内 圧 周 波 数 は、 胃 電 図 に な ら い、bradygastria(0-2.4 cpm) ,3cpm

(2.4-3.7),tachygastria(3.7-10.0),duodeno-respiratory(10.0-15.0)と 分 類 し た。

結 果:食 後、1、2チ ャ ン ネ ル で は、3cpmの 成 分 は 増 加(平 均17%)、bradygastria成 分 は 減 少

(平 均15%)す る 傾 向 に あ っ た(p<0.05)。 チ ャ ン ネ ル1のDominant power frequency(DPF)は

平 均2.07cpmで 、Dominant frequency instability coefficient(DFIC)は 食 後 減 少 傾 向 に あ っ た。

PDFが 食 前 後 と もbradygastriaの 場 合 は、 食 前 後 のpower ratioは 減 少 傾 向 に あ り、PDFが

bradygastriaか ら3 cpmに 変 化 す る 場 合 はpower ratioが 増 加 傾 向 に あ り、PDFが 食 前 後 と も

3cpmの 場 合 もpower ratioが 増 加 傾 向 に あ っ た。

結 語:以 上 の 結 果 は、 胃 管 が 本 来 の 胃 の 運 動 能 を 保 持 し て い る こ と を 示 す と想 像 し た。
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P-5.モ ルモ ット回腸縦走筋の内在性 ヒスタミンについて

昭和人学薬学部薬理学教室

黄 洋 一、入江香織、百瀬和 享

【U的 】モルモヅ ト回腸縦走筋には比較的多量の内在性 ヒスタ ミンが存在 しており、ヒスタ ミン受容体を介

する縦走筋の反応に生理的な役割を果たすことが示唆される。一般に、組織中の ヒスタ ミン含有細胞 として、

神経細胞や肥満細胞の存在が知 られている。 しか し、縦走筋層におけるヒスタミン作動性神経の存在は明ら

かでない。また、モルモ ット回腸の肥満細胞は、ほ とんどが粘膜層に分布している。従 って、縦走筋の内在

性 ヒスタミンが、 どのような細胞に由来するかについては不明な点が多い。本研究では、この内在性 ヒスタ

ミンの由来 と性質について検討 した。 【方法】縦走筋の収縮反応はオルガンバス中で、等尺的に測定記録 し

た。ヒスタミンの定量は、イオン交換HPLC-ポ ス トカラムOPA誘 導体化法により行った。ヒスタ ミンの分布

は、抗 ヒスタ ミン抗体によ り免疫組織化学的に検討した。 【結果 ・考察】オルガンバス中に懸 垂した縦走筋

標本にジギ トニンを添加 し、表面を透過性処理すると持続的な収縮反応が引き起こされた。この収縮反応は、

H1受 容体アンタゴニス トであ るピリラ ミンにより人部分が抑制された。また、この処理によりオルガンバス

中にヒスタミンの遊離が認められた。一方 、ニコチン受容体アゴニス トであ るエピバチジンにより神経 を刺

激 した際の収縮反応は、 ピリラ ミンにより抑制されず、 ヒスタ ミンの遊離も認め られなかった。また、肥満

細胞からヒスタミンを遊離するコンパウンド48/80に よ る縦走筋標 本の収縮反応および ヒスタ ミン遊離は認

められなかった。以上の結果か ら、縦走筋の内在性ヒスタミンは、神経細胞および肥満細胞に由来するもの

でないことが示唆された。そこで、縦走筋か ら単離細胞 を調製 し、その塗抹標本を抗ヒスタミン抗体により

免疫染色 した。その結果、平滑筋細胞に、ラット腹水由来の肥満細胞に匹敵する強い陽性反応が認められた。

以 上の結果から、モルモ ット同腸縦走筋の 上要なヒスタ ミン貯蔵細胞は、平滑筋細胞であると結論 した。

P-6.モ ルモット回腸縦走筋の収縮反応 に対する局所麻酔薬の抑制作用

日本大学松戸歯学部薬理

久保山 昇、藤井 彰

【目 的 】局所麻酔薬(LA)は 、構造 的あるいは機能的 に類似性 を有 するNa+お よびCa2+チ ャネルの両方

に抑制 的 に作 用す ることを神経 細胞 を用 いてPatch clamp法 に よ り明 らかに した。本研究 では、モル

モ ッ ト回腸 縦走筋 を用い て、刺 激薬の収縮反応 に対 す るLAの 抑制機序 を検 討 した〇【実験方 法 】

モルモ ッ ト回腸 を摘 出 し、縦走筋のみ を剥離 して収縮 反応 を等張性 に記録 した。fura-2負 荷 回腸縦走

筋条片 を用 いて細胞 内遊離Ca2+濃 度([Ca2+]i)と 収 縮 の同時測定 を行 った。共焦点 レーザ ー顕微鏡で

は、単一 回腸縦走筋細胞の[Ca2+]iの 分 布 と経時的変化 を画像化 した。刺激薬 は高K+,Bay K8644,ACh,

Hstamireお よびBK,LA(10-6-10-3M)はLidocaine(Lid),Bupiva(airB(Bup),Mepivacaine(Mep),Prilocaine(Pril),

Dibucaine (Dib),Benzocaine(Benz),Procaine(Proc),Tetracaine(Tet)を 用 いた。【結 果 】高K+(50mM)、 受 容

体刺激(10-8-10-5M)は 、 腸管平滑筋 を濃度依存 的に収 縮 した。 この収縮反応は、細 胞外液Ca2+濃 度 に

依存 し、Ca2+を 除去す る と消失 した。 また、各種刺激薬 に よる収 縮反応 は、L型Ca2+チ ャ ネル拮抗薬

(10-8M)で 強 く抑 制 された。LAは 、高K+お よび受容体刺 激 に よる収 縮反応 を濃 度依存 的 に抑制 し、

濃度 反応 曲線 を右 下方 に移動 させ 非競 合的拮抗 反応 を示 した。刺 激薬 の収 縮反応 を抑 制す る強 さ

は、Dib》Bup≧Tet>Mep>Pril≧Lid>Benz>Procの 順 で あ った。高K+収 縮 に対 するLidの 抑 制効力 を1

とす る と、Dib(16.0)>Bup(13.2)>Mep(7.3)>Tet(6.3)>Pril(2.7)>Lid(1.0)>Benz(0.6)>Proc(0.1)の 順 であっ

た。LAは 刺激薬 によるMn2+流 入 を抑制す るこ とか ら、非特異的 カチ オンチ ャネルを遮断 した。LA

のNa+チ ャ ネ ル遮断効 力(末 梢 神経)と 腸管平滑 筋収縮の 抑制効力の 間 に正の相 関関係 を示 した。

刺激薬 に よ りfura-2負 荷 条 片 は、[Ca2+liの 増 加 に続 い て収 縮反応 を発生 した。 また 、刺激薬 に より

[Ca2+]iの 分 布 の相違が認 め られた。以上の結果 よ り、LAは 、細胞膜 に存在す るL型Ca2+チ ャ ネルお

よび受容体 作動性Ca2+チ ャネル を介 したCa2+流 入 を阻害 し、刺激薬 による収縮反応 を抑制 した。
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P-7.エ ス トロゲ ン及びプロゲステ ロンによるモルモッ ト結腸紐弛緩反応の相違

九州大学医学部 心臓血管研究施設 分子細胞情報学部門1)、同 小児外科2)

家入里志1)2)、平野勝也1)、西村淳二1)、金出英夫1)、水田祥代2)

【目的】 エス トロゲ ンが血管平滑筋 を弛緩 させる ことは報告され ているが、消化管運動 に対

する性ホル モ ンの作用 は明 らかではない。本研究 ではモルモ ット結腸紐を用 いてエス トロゲ

ン及び プロゲステ ロンの腸管運動に対する作用 を比較検討 した。

【方 法】Fura-PE3表 面蛍光測光 法を用いてモルモ ッ ト結腸紐平滑筋 条片 の細胞質Ca2+濃 度

([Ca2+]i)変 化 と発生張力 を同時測定 した。いずれ も非刺激 時(5.9mMK+)を0%、60mMK+

脱分極刺激時 を100%と して相対的 に表 した。実験 はテ トロ ド トキ シン(1μM)存 在下 で行 っ

た。 【結果 】1)エ ス トロゲ ン、プロゲステロンは静止時の[Ca2+]iと 張力に影響 しなかった。

2)細 胞外Ca2+(2.5mM)存 在下に、60mMK+脱 分極刺激がひき起 こす持続的[Ca2+]i上 昇及び発

生張力 をエス トロゲン、 プロゲステ ロンはいずれ も濃度依存性(100nM-100μM)に 抑制 した。

IC50は13.5μM(エ ス トロゲ ン)、32.7μM(プ ロゲステ ロン)で あった。3)エ ス トロゲ ン、プ ロ

ゲステ ロン(10μM)投 与30分 後 の[Ca2+]iと 発生張力は、61.4%、51.8%(エ ス トロゲン)、 及び

82.3%、66.4%(プ ロゲステロ ン)であった。す なわち同程度の弛緩 を引き起 こしたにもかかわ

らず、プロゲステ ロンによる[Ca2+]i低 下はエス トロゲ ンの場合と比べて小さか った。

【総括】エス トロゲ ン、プロゲステ ロンは共に脱分極刺 激が引き起 こす[Ca2+]i上 昇 を低 下 さ

せ、モルモ ッ ト結腸紐平滑筋を弛緩 させた。 しか し両者の作用 には相違が認め られた。エス

トロゲ ンによ る弛 緩反応 は[Ca2+]i低 下 に依 存 したが、プ ロゲ ステ ロンよ る弛緩反応は[Ca2+]i

低下 に加えて平滑筋収縮装置 のCa2+感 受性低下も関与す る可能性が示唆された。

P-8.ウ サ ギ消化管平滑筋細胞 におけ る細胞 内カルシ ウム取 り込み に対 す る

チ ロシ ンキナーゼ の関与

富 山医科 薬科 大学 医学部麻 酔科 学教室1,東 邦大学薬学部疾 病薬学教室2

畠山 登1,澁 谷 伸子1,増 田 明1,山 崎光章1,伊 藤祐輔1,百 瀬 弥寿徳2

チ ロシ ンキ ナー ゼ は細胞 内情報 伝達 経路 に対 して大 きな役割 を果 た して い る と認識 さ

れ てい る。 最近 では 平滑筋 の収 縮反 応 にお けるチ ロ シンキ ナーゼ の関与 につ いて も報

告 が見 られ,そ の細胞 内カル シ ウム動態 に及 ぼす作 用 につ いての解 明が期 待 され る。

今 回,我 々は ウサ ギ大腸 粘膜下 に存在 す るmuscularis mucosaeを 用い,whole-cell voltage

 clamp法 に よ りカ ル シ ウ ム依 存性 カ リウム 電流 で あ るspontaneous transient outward

 current(STOC)を 観察 す るこ とによ り細胞 内カル シ ウム動態 と細胞 内への カル シウム取

り込 み に対 す るチ ロシ ンキナ ーゼ の関与 につ いて検 討 した。 その結 果,チ ロシ ンキナ
ーゼ阻害作 用 を持 つgenistein(0 .1mM)はSTOCを 遮 断 した。 また一方 ではNa3VO4の 適

用 下(0.2～0.6mM)で はSTOCは 濃度依 存性 に増大 した。さ らにgenistein(0.1mM)は 細

胞 内への カル シウムの取 り込み を抑制 した。 さ らに,epidermal growthfactor(200ng/ml)

の適用 下 にてSTOCは 増 大 した。以 上の結果 よ り,細 胞 内に貯蔵 されて い るカル シウ

ムの 放 出,な らび に細 胞 内へ のカル シウムの取 り込 み に対 するチ ロシ ンキナ ーゼ の 関

与が 明 らか とな った 。 さ らに,消 化 管の 炎症性 疾患 にお いて サ イ トカ イ ンな どの放 出

に よる消化 管の運動 異常 にお いて,こ の経路の 関与 が示唆 され た。
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P-9.ラ ッ ト抵抗血管のAch-inducedhyperpolarizationに 及 ぼすプロポフォールの効果

富山医科薬科大学集中治療部、麻酔科学教室*、 東邦大学薬学部疾病薬学**

山崎光章、永川 保*、 渋谷伸子*、 畠山登*、 伊藤祐輔*、 百瀬弥寿徳帰

抵抗血管において、EDHF(endothelium hyperpolarizing factor)は 内皮依存性の血管拡張に関与 し

ている。また、加si加 においては、血管平滑筋の血管壁張力は膜電位 と比例関係にある。本研究では、

まずプ ロポ フォール の抵抗血管(in situ)の 膜 電位 に対す る作用を検討 した。次に、プロポ フォールの

Ach-inducedhyperpolarization(EDHFが 関与 していると考 えられる)に 対する作用について検討した。

雄SDラ ッ トに麻酔後、実体顕微鏡 のチャンバー(37℃)上 で腸問膜動脈を剥離した。剥離後 、

physiological salt solution(PSS)を 血 管外か ら灌流し6 hydroxydopamineを 適 用した。[実験1,n=6]

ガ ラス管微小電極を動脈壁へ5秒 間以上5回 刺入 し血管平滑筋の膜電位 を測定した(対 照値)。 その後

30mg/kg/hの ス ピー ドでプロポフォールを大腿静脈内へ持続投与 し、同様に膜電位 を測定した。[実 験2,

n=10]プ ロポフォールを持続投与 した群 と投与しなかった群にAch(3x10-5M)、L-NAME、 イ ン ドメタ

シンを含んだPSSを 灌流 し、膜電位を測定 した。

1)膜 電位は-41.6±1.4mV(対 照値)か ら-44.0±1.7mVへ 有 意に過分極 した。2)プ ロポフォールを

持続投与 しなかった群では、Ach投 与 により-38.8±2.2mVか ら-45.7±4.6mVへ 過分極した。一方、プ

ロポフォール持続投与群(-43.5±1.3mV)で は、Ach投 与 によ り-45.0±1.6mVと 膜電位はほぼ変化 しな

かった。

Insitu抵 抗血管平滑筋 において プロポフォールによる弛緩作用 が示唆された。この血管 において

Ach-induced hyperpolarizationが 観察 されたが、 プロポフォールの持続投与によ りその膜電位以上 の

Ach-induced hyperpolarizationは 観 察されなかった。

P-10. 平 滑 筋 細 胞 に お け る ペ プ チ ド誘 発ATP放 出 の 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ

福 岡 大 学 医 学 部 薬 理 、*機 能 研**,構 造 研、***同 薬 学 部 薬 理

桂 木 猛 、 為 末 敏 、 佐 藤 千 江 美*、 薄 根 貞 治*、 瀬 川 勝**、 本 多 健 治***

当 研 究 室 で は 消 化 管 を 中 心 と し た 平 滑 筋 細 胞 に お い て 、 ム ス カ リ ン 性 お よ び プ リ ン性 受 容 体 刺

激 に よ り 非 神 経 性 に 引 起 さ れ るATP放 出 に つ い て 一 連 の 報 告 を 行 な っ て き た。 本 研 究 で は モ ル

モ ッ ト結 腸 紐 の 組 織 お よ び 初 代 培 養 平 滑 筋 細 胞 を 用 いangiotensin II(AT-II)やsubstance K

 (SK)な ど の ペ プ チ ド に よ るATP放 出 が ど の よ う な 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ を 経 て 引 起 こ さ れ る か に

つ い て 検 討 を 行 な っ た。 〔実 験 方 法 〕ATPはluciferase法 に よ り、 ま たIns(1,4,5)P3(IP3)

はradioreceptor assay法 に よ り そ れ ぞ れ 測 定 さ れ た 。 〔結 果 お よ び 考 察 〕 組 織 切 片 に お い て

AT-Hはbasal releaseの 約3倍 のATP放 出 を 示 し、 こ れ はneomycinお よ びthapsigarginに

よ っ て 拮 抗 さ れ た 。 さ ら に 、 こ の 反 応 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア 阻 害 薬 のrotenone、oligomycin、

CCCPに よ っ て ほ ぼ 完 全 に 拮 抗 さ れ た 。SKに も 同 程 度 のATP放 出 作 用 が 認 め ら れ た 。 しか し 、

neuropeptideY(NPY)とsomatostatin(ST)に は こ の 放 出 作 用 は 見 ら れ な か っ た。 培 養 細 胞

に お い て 、AT-Hは 投 与 後 直 ち に 最 大 と な るIP3のaccumulationを 示 し、 こ れ はAT1-受 容 体

antagonistのSC-52458に よ っ て 拮 抗 さ れ た 。SKも や や 弱 いIP3 accumulationを 示 した が

NPYとSTに は こ の 作 用 は 認 め ら れ な か っ た 。 同 細 胞 の 灌 流 実 験 に お い て 、AT-nはAT1-

antagonistに よ っ て 拮 抗 さ れ るATP放 出 促 進 作 用 を 示 し た。Fura IIを 用 い た 実 験 か らAT-IIは

Sc-52458で 拮 抗 さ れ る[Ca2+]iの 上 昇 を 示 し た。 培 養 細 胞 の 電 顕 像 で は 小 胞 体(ER)は ミ ト

コ ン ド リ ア に 対 し て 極 め て 近 接 し て 存 在 し て い た。 以 上 の 結 果 、AT-nはAT1-受 容 体 を 刺 激 し

IP3生 成 促 進 、ERか ら のCa2+遊 離 、 さ ら に こ のCa2"シ グ ナ ル の ミ ト コ ン ド リ ア へ の 伝 播 を 経 て 、

何 ら か の 機 序 に よ りATPが 細 胞 外 へ 放 出 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
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P-11. ラッ ト腸間膜動脈平滑筋における内皮依存性弛緩因子,収 縮因子,過 分極因子を介 した

反応の経時的変化-正 常血圧ラッ トと高血圧ラッ トの比較
1近畿大学薬学部

,2近 畿大学高血圧研究所

関口富美子1,中 平智広1,島 村佳一2,砂 野 哲1

脳 卒中易発症性高血圧 自然発症 ラッ ト(SHRSP)とWistar Kyotoラ ッ ト(WKY)の 腸 間膜動脈を

用いて高濃度(10-5M)acetylcholine(ACh)に よ る内皮依存性 反応の経時 的変 化 を観察 し,内 皮 由

来弛緩因子(EDRF,nitnc oxide(NO)),収 縮 因子(EDCF),過 分 極因子(EDHF)の 関 与を比較,

検 討 した.Noradrenaline(NA)で 前 収縮 させたWKY標 本 はAChに よ って弛緩反応 のみ を示 したが,

SHRSP標 本 は一過性の弛緩,収 縮,持 続性弛緩 の三相 性の反応 を示 した.SHRSP標 本 で み られた

一過性収縮 はindomethacin(Indo)存 在 下 で消失 した .NG-nitro-L-arginine(L-NNA)存 在 下ではWKY

標 本 において もAChに よ って三相性の反応 がみ られるよ うになったが,こ の条件下でみ られた収縮

反応 もIndo存 在 下 で消失 した.IndoとL-NNA両 存 在下においてWKY標 本 はほぼ100%の 持 続性

弛緩 を示 したが,SHRSP標 本 はAChを 加 えて約5分 でNA前 収 縮 レベルに もどる一過性の弛緩反

応(約75%)を 示 した.Apaminとcharybdotoxine(ChTX)の 両 存在下で はWKY,SHRSP両 標 本

ともにAChに よ って持続 的な収縮反応を示 したが,さ らにIndoを 前 処理す ることで持続的な弛緩

反応 を示す よ うになった.Apamin,ChTX,Indo存 在 下 における弛緩 反応 にはWKY,SHRSP標 本

間で差 はみ られなか った.LNNA,Indo,apamin,ChTX存 在 下で はWKY,SHRSP両 標 本 ともに

AChに よ って持続性収 縮を示 した.WKY標 本 にお ける この収縮反応 はETAreceptorの 阻 害薬で あ

るBQ-123処 理 によ って消失 したが,SHRSP標 本 の収縮反応 は影響 を受 けなかった.以 上,WKY,

SHRSPど ち らの腸間膜動脈 も10`5MAChに よ りEDRF(NO),EDHF,EDCFを 遊 離す ること,NO

によ る弛緩 にはWKY,SHRSP間 で差 はないが,EDHFに よ る弛緩 はSHRSP標 本 で減弱 して いるこ

とが示 され た.ま たWKY標 本 ではAChに よ りednotheline-1も 遊 離 され る ことが示された.

P-12. 交感神経刺激により誘発される腸間膜動脈収縮へのnon-Ntype Ca2+チャネルの関与の可能性

東邦大学薬学部薬物学教室

望月 佑美、田中 芳夫、田中 光、重信 弘毅

交感神経終末からのノルアドレナリン(NA)の 遊離は、神経終末の電位活1生化Ca2+チ ャネルを介する細

胞外Ca2+流入に依存する。NA遊 離過程で中心的役割を果たしている電位活1生化Ca2+チ ャネルは、N-type膿チ

ャネルであると考えられている。また、最近では、non-N-type Ca2+チャネルの関与を示唆する報告もなされ

ている。しかしながら、血管組識においてはnon-N-type Ca2+チャネルが関与するか否かについては明らかで

はない。そこで＊本研究では、摘出ラット腸間膜動脈標本への交感神経(電 気)刺 激により誘発される収縮

反応におけるnon-N-type Ca2+チャネルの関与の可能性について検討 した。【方法】雄性ラットから腸間膜動

脈を摘出し、内皮を剥離した幅1mmの リング標本を1櫻 した。電気刺激の条件は、束1激頻度2-321Hz、 刺

激幅0.2 msec、超極大電圧、刺激時間30sec、5分 間隔とした。【結果】(1)腸間膜動脈標本への電気刺激に

より頻度依存性の収縮反応が惹起された。この収縮は、テ トロドトキシン、グアネチジン、プラゾシンで消

失したことから、交感神経終末から遊離されるNAに よることが示された。(2)N-typeチ ャネルを抑制する

ω-コノトキシンGVIAは 、低頻度刺緻(2-8 Hz)に よる収縮をほぼ完全に抑制したが、高頻度刺激(12-32 Hz)

による収縮は完全には抑制しなかった。(3)32 Hz刺 激では、ω-コノトキシンGVIA非 感受性の収縮成分は、

P-typeチャネルを抑制するω-アガ トキシンIVAで さらに抑制され、ω-アガ トキシンIVAと ω-コノトキシン

MVHC(N-,P-,Q-typeチ ャネノレの非選択的プロツカー)でほとんど消失した。(4)これらのω-トキシン処置は、

NAの 濃度一収縮反応関係に対して顕著な影響を示さなかった。【考察】本実験結果から、non-N-膿Ca2+チ

ャネル(P-,Q-膿 チャネル)が腸間膜動脈を支配する交感神経終末にも存在し、神経終末からのNA遊 離と本

血管の緊張性制御にも寄与する可能性が示唆された。
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P-13.腸 間膜動脈と大動脈のNOド ナーおよびANPに よる弛緩反応におけるマキシ塩 チャネル活性

化の寄与の比較

東邦大学薬学部薬物学教室

相田 美和子、田中 芳夫、田中 光、重信 弘毅

電位活性化、Ca2+感受性K+チ ャネル(マ キシ 塩 チャネル)は 、血管平滑筋細胞に高密度に存在する。マ

キシ 塩 チャネルの活性化は、膜電位や細胞内Ca2膿 度変動の他に血管作動性物質の刺激によっても修飾さ

れる。とりわけ、細胞内cGMPを 上昇させる刺激(NO関 連物質、心房性ナトリウム利尿ペプチド:ANP)に

よる血管弛緩においては、マキシKc、チャネル活性化がその機能発現に重要な役割を果たしていると考えら

れている。本研究では、摘出ラット腸間膜動脈と大動脈標本でのNOド ナー(ニ トログリセリン、NOR3)お

よびANPに よる弛緩におけるマキシ 塩 チャネル活性化の寄与を薬理学的に比較検討した。【方法】雄性ラ

ットから腸間膜動脈と胸部大動脈を摘出後、内皮を剥離したリング標本を作製し張力変化を等尺性に記録し

た。【結果】(1)いずれの動脈標本でも、ニ トログリセリンとNOR3の 濃度依存性弛緩反応はメチレンブルー

で著明に抑制されたが、ANPの 弛緩は影響されなかった。(2)マキシ 塩 チャネルの選択的プロッカーであ

るイベリオ トキシンは、NOド ナーおよびANPの 弛緩反応を腸間膜動脈でのみ有意に抑制 し、大動脈標本で

の弛緩には全く影響しなかった。(3)クロマカリムの血管弛緩を著明に減弱させるグリベンクラミドは、NO

ドナーおよびANPの 弛緩反応をいずれの動脈でも抑制しなかった。(4)ニ トログリセリンによる腸間膜動脈

の弛緩は、高カリウム液中ではイベリオ トキシンによる抑制と同程度にまで減弱し鳥 【考察】NOド ナーお

よびANPに よる弛緩に対するマキシKc、チャネル活1生化の寄与は、抵抗1生血管においてのみ有意であること

が示された。また、NOド ナーによるラット腸間膜動脈の弛緩に関与するマキシ 塩 チャネルの活性化は、

主として細胞内cGMPの 上昇を介しているものと推察された。

P-14.ラ ッ ト大 動 脈 に お け る 一 酸 化 窒 素(NO)に よ る 弛 緩 反 応:dopamine,

norepinephrineお よ びphenylephrine存 在 下 での 比較

三 菱化 学 生命 科 学研 究 所1、 昭和 大 学薬 学 部 薬理 学 教 室2

石 田行 知1、 長 田直子1・2、 百瀬 和 享2

NOに よ る血 管 弛緩 作 用 の効 力 は 、 高濃 度 カ リウ ム に よ る脱 分 極 刺激 で は小 さ く、受 容

体刺 激 で は大 きい こ とが 知 られ てい る,今 回 、私 達 は、NO遊 離 薬 で あ るNOC5の 弛 緩

反 応 の大 き さが 、dopamine,norepinephrineお よ びphenylephrineの 存 在 下 で異 な るこ とを 見

出 したの で、 そ の機 序 を検 討 した。Dopamine,norepinephrineお よ びphenylephrine(1μM)を

投 与す る と大動 脈 は収 縮 反 応 を 引 き起 こ した これ らの 収縮 反応 は0.1μM prazosinに よ り

消 失 した こ とか ら、 α1-受 容体 を介 してい る こ とが示 され たNOC5(10nM-1μM)は 用 量

依 存 性 に 弛 緩 反 応 を 引 き 起 こ し た が 、 弛 緩 反 応 の 大 き さ はdopalnine存 在 下 の 方 が

norepinephrineやphenylephrine存 在 下 の とき よ り大 きか った これ らの弛緩 反 応 はpropranolol

(1μM,β-拮 抗 薬)やR(+)-SCH-23390(1μM,D1拮 抗 薬)に よ り抑 制 され な か った 一方 、選

択 的 なguanylate cyclase阻 害 薬 で あ る1-H-(1,2,4)oxadiazolo(4,3-a)quinoxalin-l-one(3μM)は

norepinephrineお よ びphenylephrine存 在 下 のNOC5に よ る 弛 緩 反 応 を抑 制 した が 、

dopalnine存 在 下の 弛緩 反 応 は抑制 しなか った 高 速 液体 クロマ トグ ラ フー電 気 化学 的 検 出

法 に よ り、NOC5存 在 下 で はdopalnine量 が 減 少す る こ とが示 され た これ らの 結果 か ら、

NOC5か ら遊 離 したNOはdopamineと 容 易 に反 応 し、α1-受 容体 を刺激 す るdopamine有

効 量 を減 少 させ 、dopamineに よ る収 縮反 応 が減 弱 し、dopamine存 在 下 で は 見か け 上NOに

よ る弛緩 反 応 が 大 き く観 察 され る こ とが示 唆 され る,
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P-15.骨 盤神経刺激によって発現するc-fos蛋 白陽性アウエルバッハ神経細胞の分布

神奈川歯科大学 口腔生理学 湯山徳行、水野潤造、田村謙二

同 口腔組織学 都築英子、高橋理

仙部副交感神経の下部消化管に対する神経支配様式を明らかにする目的で、骨盤神経刺激によってアウ

エルバッハ神経叢内に発現するGfOS蛋 白陽性の神経細胞の分布を検討 した。

実験にはモルモ ット(雄 、体重250-300g)を 用 い、in vivoとin vitroの2種 類の実験を行った。In vitro

の実 験ではケタラール(50mg/kg/hr)に よ る麻酔下に、右後腹膜腔内で骨盤神経を露出し、神経束周囲に

約5μlの マスター ドオイルを注入した。約3時 間後、頭部への殴打と総頚動脈か らの脱血 によりモルモ

ットを屠殺し、肛門縁より0.5cmか ら18cmの 下行結腸から直腸へかけての腸管を摘出 した。In vitroの

実験系では、in vivoと 同様の方法を用いてモルモッ トよ り両側骨盤神経を付着させた下部結腸を摘出し、

これを37℃ に加温 したクレブス液を灌流 させたチ ャンバー内に固定 した。自発性の蠕動運動の開始を確

認した後、骨盤神経の末梢端にマスター ドオイルを与え、その後約3時 間チャンバー内に放置 した。実験

終了後、結腸を4%の パラフォルムアルデヒドで固定 し(overnight)後 、c-fosに 対 する1次 抗体(1:200)

を反応 させ、最終的にはジアミノベンチジンで発色でc-fosの 発現を確認 した。

c-fos蛋 白陽性のアウエルバッハ神経細胞は、すべての標本(in vivo,n=10;in vitro,n=3)で 観察 された。

その分布は個体差が大きかったが、多 くの場合肛門縁よ り1.5-2.5cmの 部 分でもっとも多 く観察 され、口

側 と肛門側の両方向に向かって次第に減少 した。また、同時に行った仙部脊髄の染色では、刺激側の後角

神経細胞と、中間外側核に存在する副交感神経節前神経細胞の核内にC-fos蛋 白の発現が観察され、マス

ター ドオイルを用いた骨盤神経刺激が有効であったことが確認された。これ らの事実か ら、モルモッ トの

骨盤神経の下部消化管壁内における神経終末は、骨盤神経が消化管壁に進入すると考えられる部位でもっ

とも多 く、口側と肛門側 に向かうに従い減少すると推察 された。

P-16.消 化管筋層に分布する組織常在型マクロファージの形態と機能

名古屋大学医学部解剖学第一講座、*東京大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理学教室

鳥橋茂子、*堀 正敏、*尾 崎 博

ヒトを含む哺乳動物の消化管筋層には多数の組織常在型マクロファージがほぼ均一に分布 し

ている。これ らは通常強い呑食能は示さないがFITC-dextranを 静注すると取 り込んで標識 される。消

化管が細菌感染等により刺激 されるとこれ らマクロファージが様々な生理活性物質を放出 して筋層

の収縮能に何 らかの影響 をあたえることを想定 し、Lipopolysacchadde(LPS)で 刺激 した消化管筋層の

収縮能 とマクロファージの動態について検討 した。

材料 と方法:ウ イスター系ラット回腸を2-3cmの 長 さに切 りだし、LPS100μg/mlを 含む栄養液(37℃)

で4時 間または8時 間組織培養 したのち、粘膜を除去 して筋層の一部からRT-PCR法 によりiNOSの

mRNAを 測定 した。また残 りの組織は平滑筋の収縮能を測定 した後固定し、抗iNOS抗 体、OX6、ED2

抗体による免疫染色を行った。コントロール として摘出直後の回腸とLPSを 含まない正常栄養液で培

養 した組織を用いた。

結果:灌 流4時 間でiNOSのmRNAは コン トロールに比べて有意に上昇 し、iNOSの 免疫活性を示す

マクロファージの数は経時的に増加 した。 この時平滑筋のcarbacholに よる収縮は抑制され、この抑

制はL-NMMAで 解除された。さらにMHCclassIIの 発現を示すOX6に 染まるマクロファージの数 も

経時的に増加 した。

結論:筋 層内の組織常在型マクロファージはLPS刺 激により活性化されiNOSを 発現し、これにより

産生されたNOは 平滑筋の収縮を抑制 した。また同時にこれらマクロファージは抗原提示能を増強し、

免疫反応 も惹起 した。
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P-17.平 滑筋 ミオシンは非 リン酸化のままでもミオ シン軽鎖キナーゼ によ り活性化 を
受 けうる

群馬大学 ・医学部 ・薬理学教室

叶 麗虹 、岸 博子、中村彰男、小浜一弘

ミオシン軽鎖キナーゼ(MLCK)に は以前よ りミオシンを リン酸化 させる作用(キ ナーゼ作

用)の 他 に、アクチ ンとミオシンの超沈殿 を引き起 こす作用(レ オ トニ ン作用)が あると提唱
されていた(1)。 しか し、キナーゼ作用が どの程度混入 しているか?と いう点に疑問が残っ

ていた。 しか し、今回、キナーゼ ・ドメインを欠いたMLCKを 発現蛋白質 として得 る(2)こ

とによ りこれを解決 した。そ して、MLCKは キナーゼ作用 を介さな くともアクチ ン ・ミオ

シン相互作用を促進 し得る ことを明 らかに した。ただ し、促進の機序はこれ まで提唱 され

ていたものとは相 当異なる。
― 実験結果 ―

i)MLCKの うち、キナーゼ ・ドメイ ンを含 まないC末 端1/3(Asp777-Glu972)に つき、 こ

れ を発現蛋 白質 として大腸菌内に発現 させ、精製 した。 この蛋白質は予め リン酸化 させ

た平滑筋 ミオシンには作用はなく、非 リン酸化 ミオ シンにのみそのアクチ ン活性化

ATPase活 性にKm=1.06μM、Vmax=7.46倍 の促進作用を及ぼ した。 この促進作用は

ニ ワ トリ砂の う及び牛 胃より精製 したMLCKで も確認 された。

ii)こ の促進作用はCa2+と カルモジュリンを要求 しなか った。

iii)この作用はミオシンを経由 してなされた。

iv)こ の作用 はAla796-Ser815の 配列 に局在 した。

文献:(1) Kuwayama, H., Suzuki, M., Koga, R. and Ebashi, S. (1988) J. Biochem.
 104:862-866.(2) Kohama,K.,Ye,L.-H.,Hayakawa,K.,and Okagaki,T.(1996)

Trends Pharmacol. Sci. 17:284-287.

P-18.等 尺性収縮を発生する培養平滑筋組織標本の構築とその収縮反応性

明治薬科大学薬理学教室
一色 靖洋、大石 一彦、内田 幸宏

培養平滑筋細胞の収縮性を測定することは、平滑筋の収縮機構や分化の研究において極めて有効な手段

となりえる。我々は、コラーゲンゲルにモルモット胃底部由来の培養平滑筋細胞を包埋して機械的な緊張

を負荷することで、典型的な収縮性アゴニストに対して収縮張力を発生する紐状の平滑筋組織標本を構築

することができた。そこで、 この平滑筋組織標本の等尺性収縮がどの程度平滑筋組織の収縮を反映したも

のなのかを調べ、本標本の平滑筋研究への応用の可能性をさぐることを目的とする。

培養平滑筋細胞は、モルモット胃底部より単離後培養に供したものを用いた。コラーゲンゲルに培養平

滑筋細胞を包埋して長軸方向の両端に2本 の棒を立てた溝中で三次元培養すると、培養3日 目にはゲルが

収縮し細長いファイバー状に再構築され、それに伴って静止張力を発生するようになった。培養7日 目の

等尺性収縮を測定したところ、高濃度カリウムによる脱分極や、αア ドレナリン受容体作動薬やセロトニ

ンなどのアゴニストに反応し、用量依存性に持続性の収縮張力を発生した。競合的α受容体拮抗薬である

フェン トラミンは、ノルアドレナリンによる用量反応曲線を右側(高 濃度側)に シフトした。一方、モル

モット胃底部平滑筋組織に対する典型的な収縮性アゴニストであるアセチルコリンに対しては、収縮張力

を発生しなかった。そこで、m3ム スカリン受容体を強制発現させた平滑筋細胞を用いて平滑筋組織標本を

構築しアセチルコリンに対する作用を検討したところ、十分な収縮張力を発生した。

以上のことより、コラーゲンゲルに包埋培養することで構築された平滑筋組織標本は、胃底部本来の収

縮型形質とは異なるアゴニス ト感受性を示しているものの、平滑筋が本来持ち合わせている収縮反応性の

特徴を十分に獲得していることが明らかとなった。


