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Neurogastroenterology-そ の由来と展望

群馬大学 ・名誉教授

伊 藤 漸

消化器病学がscienceの 一分野としての地位を確立 したのは胃酸分泌の機 序解明が

進み,ガ ス トリンや ヒスタミン等の体液性調節因子が機能的にも形態学的 にも物質

として同定されてか らである.か って のPavlovを 頂点とするNervism全 盛時代は

BayhssとStarHngに よるセクレチンの発見 によ りホルモン全盛時代へ と方向転換が

なされた.数 々の消化管ホルモンが登場し脳 内にも同様の活性ペプチ ドの存在が確

かめ られると,そ れ らはbrain-gutregulatorypeptidesと して包括され一つの調節系を

形成 したかに見えたが,セ ロ トニンやヒスタミンと言った非ペプチ ド性調節物質の

存在は消化器の調節機構を画一的に統合しよ うという試み に矛盾を来し,他 方神経

性調節 との整合性の点で混乱 を来 してきた感があった.し かしその後のさまざまな

研究結果か ら,機 能調節因子 を単に情報を伝達する物質として捉えるな らば生体機

能の調節機構 特に消化器の機能調節は新しい概念 に基づいて再構築さるべき時に

さしかかった と言えよう.元 来消化管の機能は外来神経系の他に消化管特有の独立

した腸管神経 系による調節が知られてお り,前 述の矛盾や混乱も各分野での研究の

進展の結果,調 節の主体はや はり外来 性及び内在性 の神経系であって,消 化管ホル

モン等の体液性調節 因子は神経性回路網の一因子 とする新 しい概念,す なわちNeo-

Nervismと も称すべき考え方が誕 生してきた.事 実こうした新しく再構築された概

念に基づく消化管機能の解釈は基礎研究で も臨床上の諸問題の解決 にも有効な方向

性を示している.例 えば胆嚢 の収縮はホルモ ンとしてのCCKで 説明されてきたが,

このCCKに よる調節はCCK細 胞 を感覚性細胞とし,最 終の情報伝達はAChに よる

神経 回路網であ り,モ チ リンの場合 も同様である.一 方,臨 床的にはNUD(或 いは

functional dyspepsia)やIBSの 病態解明は現在未解決であるが,こ うした新しい概念

に基づ く研究 こそが将来を展望出来 る重要な手段 となる.中 でも重要なのは外来性

・内在性を問わず求心性神経 に関す る研究であ り,遠 心性神経では促進系 と抑制系

の両面か らの理解である.し かしそ うした要望に応 えうる方法,特 に臨床研究での

検査法は殆ど皆無であると言って良い状態で ある.今 後は こうした観点に基づいた

研究が未解決の諸問題に解決の糸 口を与えることは確実であり,現 在不足 している

方法論の確立 こそがNeo-Nervismと してのNeurogastroenterologyに とって焦眉 の急

といえよう.
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消化管機能 と神経制御

東北大学医学部附属病院総合診療部

本 郷 道 夫

消化 管運 動平滑筋 の収縮 と弛緩は、相性(phasic)な 運動 と緊張性(tonic)運

動 とに大別 され る。消化管各部位は内容物 を消化 ・吸収、および排泄 のため に

混和 ・撹梓 し、適切 な部位へ貯蔵あるいは移送 を行 い、また各分 節間の逆行性

移動 を防 ぐな ど、多彩な機能を有す る。 この ような機能のための収縮/弛緩の運

動 は基本 にはア クチンとミオシ ンの重合 によって起 こるが、協調運動のために

は、神経性、液性 因子の関与が重要で ある。 消化管運動機能障害 の面か らみる

と、機能 障害は平滑筋 自体の障害(myogenic)と 神経機序の障害(neurogenic)と

にわけて考 えられ る。

消化管運 動機能の観察 にはさまざまな方法があ るが、すべての要素を同時 に

観察する ことは困難である。従来の消化管運動の研 究は相性収縮運動 と内容物

移動状況の観察 にその焦点 があて られ、様 々な知識が集積 されてきた。 しか し、

胃排 出遅 延 を示 す病態 を例 に とって み る と、逆 流性 食道 炎 、機 能性 胃腸 症

(functional dyspepsia)、 糖尿病性 ガス トロパ レーシスは、いずれ も高頻度 に胃排

出遅延 を示す ものの、臨床症状 あるいは臨床所見 はそれぞれに異な る。 したが

って 、胃排 出遅延 として表現 され る臨床所見 は様 々な背景を有す ることが推測

され る。 また一方 で、機能性 胃腸症では必ず しも全ての症例で 胃排出遅延 を認

め るとは限 らない ことが指摘 されて いる。最近、消化管内臓知覚過敏 とされ る

ものの中 には、知覚神経の機能異常ではな く消化管壁 コンプライ アンスの異常

のために起 こる ことが明 らかにされつつある。 したがって、 このよ うな病態の

解 明には緊張性弛緩に関する検討が必要 になって くるであろう。

消化管平滑筋の収縮/弛緩 は最終 的にはアクチンとミオ シンの反応によって規

定 され るものの、消化管運動機能障害はアクチ ン/ミオ シンの異常よ りも全体 の

協調運動 を制御する機構の異常 が大 き く関与する ことになる。壁 内神経叢や カ

ハールの間質細胞 などの壁在性神経系、迷走神経や交感神経な どの外来性神経、
そ して液性 因子の面 を含 めた消化管運動の検討が、今後の大 きな課題 となろう。
その 中で も、緊張性運動に関わ る研究は、今 だ適切な検討方法が確立 されて い

ない分野 であ り、今後 の発展が望 まれる。
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消化管におけるc-kit遺 伝子の分子病理学

大阪大学病理

廣 田 誠 一

c-klt遺 伝 子は受容体型チロシンキナーゼ(KITレ セ プター)を コー ドしており,そ の リガン ドは

Stem Cell factor(SCF)で ある。c-Kit遺伝子は,ネ コの線椎肉腫の原因癌遺伝子v-kitの 正常ホモローグ

としてクローニングされた。KITレ セ プターは免疫 グロブリンの細胞外領域に似 た5個 の繰 り返 し構

造を持つ細胞外領域,細 胞膜貫通領域,傍 細胞膜領域 と介在部により2つ に分けられるチロシンキナ

ーゼ領域から構成されている
。正常のKITレ セプターは,SCFと 結合 して二量体を形成することによ

り活性化され,様 々な細胞内シグナル伝達経路を介 して特定の細胞の増殖や分化を誘導する。

1. 消化 管におけるc-kit遺 伝子の機能喪失性突然変異の影響

KITレ セ プターはマウスの第5染 色体上のW遺 伝子座にコー ドされている。W遺 伝子座に機能喪

失性突然変異を持つマウスを用いた研究から,メ ラノサイ ト・赤芽球 ・生殖細胞 ・マス ト細胞の分化 ・

増殖 にはKITレ セ プターが必須 であるこ とがわか っていたが,1992年 に カハ ールの介在細胞

(Interstitial cells of Cajal; ICCs)に もKITレ セ プターが発現 していることが示された。我々はチロシンキ

ナーゼ領域の突然変異によりKITレ セプターの機能が喪失 したラット(Wsラ ッ ト)を用いて,ICCsの

分布 と消化管運動の関係 を調べた。Ws/Wsラ ッ トの胃筋層内にはKITレ セ プター発現細胞は全 く認

められず,小 腸の筋間神経叢でも著明に減少 していた。また,幽 門輪の機能異常 に伴 う胃内への著明

な胆汁逆流 と小腸の自発的収縮弛緩運動の障害がみ られた。このことは,ICCsの 分化 ・増殖にもKrr

レセ プターが必須 であ り,ICCsの 欠損は消化管運動異常を起こすことを示 したものである。

2.消 化管におけるc-kit遺 伝子の機能獲得性突然変異の影響

マス ト細胞 とICCsは 共 に分化 ・増殖にKITレ セ プターを必須 としてお り,マ ス ト細胞ではc-kft遺

伝 子の機能獲得性突然変異によるマス ト細胞性腫瘍があることがわかっていた。そこでIC(誌 に もc-1dt

遺伝 子の機能獲得性突然変異 による腫瘍発生があるのではないかと考えた。神経 ・平滑筋への明瞭な

分化を示さずに起源不明 とされていたGastrointestinal stromal tumors(GISTs)がICCsの 腫瘍である可能

性 を考え,KITレ セ プターの免疫染色を行 った。その結果,94%(46例/49例)に 陽性像が得 られ,

6例 のGISTsの うち5例 に傍細胞膜領域の欠失または点突然変異が認め られた。これらの変異を293T

細胞 に導入すると,変 異型KITレ セ プターはSCFに よる刺激 なしでも恒常的に活 日生化 してお り,

Ba/F3細 胞 に導入すると,細 胞は自律的に増殖するようになりヌー ドマウスに腫瘍 を形成 した。

我々はGISTsが 多発 した60才 の女性例 を経験 した。この家系を詳 しく調べると,こ の女性の甥 と

姪 も多発性GISTsに よ り手術 を受けていることがわかった。多発 性GISTsの 患者では,腫瘍組織のDNA

のみ ならず,末 梢血白血球のDNAに もc-kit遺 伝子の傍細胞膜領域に機能獲得性の突然変異がみられ

た。 もう一つのGISTs多 発 家系をみつけ,同 様にc-kit遺 伝 子の傍細胞膜領域に突然変異が存在する

ことを示 したが,多 発性GISTsの 患者では,正 常 に見える小腸組織 の筋間神経叢にICCsの 過形成 と

考えられるKITレ セ プター陽性の紡錘状細胞の増殖 も認められた。これらの事実はgermlineに お ける

c-kit遺伝子の機能獲得性突然変異が,家 族性 にICCsの 過 形成を起 こし,こ れを前駆病変 として多発

性GISTsが 発 生することを示 したものである。
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13C -Acetate Breath Test for the Measurement of Gastric Emptying 

Y. Ghoos 

KU Leuven, UZ Gasthuisberg 

Gastrointestinal Pathophysiology 

B-3000 Leuven, Belgium

The gastric emptying of solid, liquid or semisolid meal differs geatly. . Solids are 

predominatly stored in the fundus. The distribution of liquids is more homogeneous in the 

whole stomach and the emptying process is most affected by volume and gravity. 

[13C]acetate is the sunstrate that has been used to measure gastric emptying of liquids by 

means of 13CO2 breath test. The molecule is poorly absorbed in the stomach, rapidly 

absorbed in the small intestine and quickly oxydized.

The lecture will consist of four parts. Part one, Generalities about [13C]acetate test, i.e. test 

meal (liquid and semisolid) and test protocol, problems in evaluation of CO2 production, 

measurement facilities, reproducibilty, sensitivity and specificity, occurrence of lag phase, 

mathematical calculations and parameters of evaluation (time of 13CO2 peak excretion and 

half emptying time), discussion on simplification of test procedures.  Part two, Presentation 

of test applications, i.e. in children, in normal adults following position during test 

execution, effects of exercise, influence of endogenous NO production.., in pathological 

conditions as diabetes, Helicobacter pylori infection, permeability in relation to altered 

motility, patients with dyspepsia (effect of cisap ride), in HIV infected patients...Part 

three, Recent progress in the study of gastrointestinal transit, i.e. gastric emptying of solids 

and measurement of orocecal transit time, combination of breath tests, small intestinal 

transit and small intestinal half emptying time. Part four, Organisation and advices in 

performing 13CO2 breath tests.
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S1-1. ヒトの下部食道括約筋、幽門括約筋、内肛門括約筋における壁内神経調節

日本歯科大学外科*、 日本大学第一外科

富田涼一*、 藤崎 滋、朴 英智、君塚 圭、丹正勝久、福澤正洋

[目 的]ヒ ト下 部食 道 括約 筋(LES)、 幽 門括 約 筋(PS)、 内肛 門括 約 筋(IAS)に お け る壁

内神 経 系 の調 節 機構 は未 だ不 明 で あ る。 今 回 、 ヒ ト正 常括 約筋 を用 いて壁 内神 経 系 の役 割

をinvitroで 検 討 した。[対 象 と方 法]対 象 は 、 胃癌 手術 後18症 例(男 性12例 、 女性6

例 、45-74歳 、平 均60.1歳)と 直 腸 癌 手 術 後8症 例(男 性6例 、 女性2例 、48
-72歳 、平 均54.6歳)で あ る。 これ ら各 摘 出標本 の 正 常部LES、PS、IASか ら筋 状

片(1×0.5cm大)を そ れ ぞ れ 、48個 、52個 、20個 作 製 した 。 研 究 方 法 は 、

mechanogram法 を 用 い て 、 各 種 自律 神 経 遮 断薬 の 投 与 前 後 で の 、筋 状 片 に対 す るelectrical

field stimulation(EFS)反 応 を検 討 した。 な お 、EFSは 壁 内神経 刺 激 条件 下 に行 い、研 究

に 用 い た筋状 片 はEFSに 反 応 す る もの の み を使 用 した。 ま た 、tetrodotoxine投 与 下 で はEFS

反 応が 遮 断 され る こ とを 確 認 した。[成 績]LESとSPに つ いて;交 感 ・副交 感神 経遮 断

前EFS反 応 は 、両 括 約 筋 と も弛緩 よ り収 縮反 応 を 有意 に示 した(そ れ ぞれ 平P<0.05、

p<0.01)。 交感 ・副交 感 神 経遮 断 後EFS反 応 は、両 括 約 筋 と も収 縮 よ り弛緩 反応 を

有 意 に 示 した(そ れ ぞ れ 、P<0.05、P<0.01)。IASに つ い て;交 感 ・副交 感 神 経

遮 断前EFS反 応 は 、 弛緩 よ り収 縮 反応 を多 く示 した。 交感 ・副 交感 神 経遮 断後EFS反 応

は、収 縮 よ り弛 緩反 応 を有 意 に示 した(P<0.001)。[結 論]LES、SP、rASの 壁 内

神 経 系 の調 節機 構 は 、興 奮 神経 調 節(特 にcholincrgicnerve)が 主 に作 用 して いた 。 そ して 、

弛 緩反 応 には 、主 にnon-adrenergic non-cholinergic(NANC)inhibitory nerveが 作 用 して い る と

思 わ れ た。 す なわ ち、 これ ら括 約 筋 の 閉鎖(収 縮)は 、 主 にcholinergic nerve調 節 に よ り、

括 約 筋 の 開大(弛 緩)はNANC inhibitory nerve調 節 に よ るこ とが 示 唆 され た。 な お 、 これ

ら括約 筋 に対す る、peptide hormone(VIP,substancc P, neurotensin, motilinな ど)やnitric oxide

の 調節 機 構 に つ いて も報 告 す る 。

S1-2。 Bauhin弁 における括約筋機能の実験的検討および胃全摘術後に置換された回結腸におけるBauhin

弁の機能評価

東京慈恵会医科大学外科

梶本徹也,向 井英晴,羽 生信義,高 山澄夫,青 木照明

Bauhin弁(ileocolonic junction:ICJ)には高圧帯が存在 し,小腸内容の結腸への通過の調整や結腸内容の回腸への逆

流防止などの括約筋機能が存在することが知られている.目 的:(1)ICJが,括 約筋機能を有 し終末回腸の内

容物の通過 に関与することを実験的に証明し,(2)胃 癌 に対する胃全摘術後に回結腸を置換臓器 として用いた

症例を対象 として,ICJが 再建臓器内で括約筋としての機能を保持するかどうかを確認することである.方 法:

(1)全 身麻酔下のブタを対象として,内 圧測定カテーテルを用いて,pullthrough後 に スリーブがICJに 位置す

るように固定し,回 腸 ・結腸内に留置 したバルーン拡張に対するICJ圧 の変化を計測 した.flowmeterを 回腸末

端に固定し,回 腸内に注入 した生理食塩水のflowと 回腸 ・ICJ圧の関係を観察した.(2)X線 透視下に内圧測

定カテーテルを挿入 し,ス リーブがICJに 位置するように固定した.基 礎状態で食道 ・回腸 ・ICJ・結腸内圧を

記録し,嚥 下が各内圧に与える影響を検討した.結 果:(1)Pullthroughに おいて,ICJは15.6±1.8mmHg(mean

±SE,n=9)の 高圧帯を示した.ICJ圧 は回腸拡張により低下 し(P<0.Ol,n=7),結 腸拡張により上昇した(P<0.05,

n=6).Yohimbineに よ り惹起された回腸の収縮波は回腸内容物のflowを ともないICJへ と伝播 した(n=2).(2)基

礎状態において4例 中3例 にICJのtonic activityが観察された(11.3±6.6mmHg).全 症例において,ICJに 平均

7.1c/mのphasic activityが,全 計測時間の57.5%に 認められた.回 腸からICJ・ 結腸へ と伝播する収縮波群が全

症例の全44収 縮波群で観察された.4例 中3例(全44収 縮波群中29)に おいて収縮波群の伝播中にICJは より

高いtoneを 示 した。嚥下にともなう食道の収縮波は全症例で下部食道までしか伝播 しなかった.結 論:(1)ブ

タのICJは 括約筋機能を有し,回 腸の排出能に関与 しているものと思われた.(2)胃 全摘術後の再建臓器内に

おいてICJは 高圧帯を示し,回 腸→ICJ→ 結腸へと伝播する収縮波群が観察されたが,嚥 下にともなうICJの 弛

緩・収縮反応はみられなかった.ICJの 括約筋としての運動機能は再建臓器内でも損なわれていないことが示唆

された.
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S1-3. 内肛門括約筋の神経性制御機構

聖路加国際病院小児外科1,慶 應義塾大学外科2,国 立栃木病院小児外科3

松藤 凡1,横 山 穣太郎2,平 林 健3,渡 辺 稔彦2,森 川康英2

(緒言 〉 内肛 門括約筋は,平 常時には収縮 し肛門管圧を保 つことで禁制 を維持 し,排 便時には弛緩 して便 を通過せ しめる.解 剖学的に内肛 門括約筋

は,腸 管神経系 と外来神経系(交 感,副 交感神経)か ら支 配を受 けてい る.今 回,内 肛門括約筋の神経支配様式 と排便,禁 制時の神経制御機構 につ

いて薬理学的および生理学的に検討を加 えた.

〈実験方法>I,神 経支配様式 に関する薬理学的検討:内 肛 門括約筋筋条片をオルガンバス内で懸垂 し,electrical field stimulation(EFS)お よび交感,

副交感神経系 の各種薬剤への反応を記録 した.

II, 排便時の運動様式:force strain gauge transducerを イヌ内肛門括約筋 と直腸,結 腸 に逢着 し,意 識 下自然排便時の観察を行 った.ヒ トにおいて

は内圧法を用いて観察 した.

III, 仙骨神経を介 した制御:麻 酔下イヌの仙骨神経を電気刺激 し,内 肛門括約筋および直腸,結 腸 の反応 を肛門内圧,内 肛 門括約筋筋電図,force

strain gauge transducerを 用いて観察 した.

<結 果>I,神 経支配に関す る薬理学 的検討:(1)内肛 門括約筋筋条片は,norepinephrineま た はEFSに より収縮 した.こ れらの収縮反応 はphentolamine

により抑制 された.

(2)EFSに よる弛緩 は,phentolamine, propranolol, atropineの 前処置 では影響 を受けないが,tetrodotoxineの 存在下では消 失 した。

II,排 便時の運動様式:自 然排便時に,結 腸,直 腸,内 肛 門括約筋 に以下のような特徴的 な運動パ ターンが観 られた.

(1) 結腸 にGiant Migrating Contraction(GMC)が 出現 して肛門側へ と伝播 した,

(2) この間直腸、内肛 門括約筋は弛緩 し便が排泄 された.排 便時 の内肛門括約筋の弛緩 は,直 腸肛門抑制反射とは異 なったパ ター ンであった.

(3) GMCが 到達 して直腸が収縮する と排便が修了 した.

便意 を催 した時 に結腸 にGMCが 出現 していたが,排 便 をこらえている間はGMCの 遠位側への伝播 は中断 し,上 記の運動パ ター ンは出現 しなかっ

た.こ の時内肛 門括約筋 は弛緩することがあ った.

ヒ ト結腸肛門内圧:結 腸にGMCに 相当するHigh Amplitude Propagating Contractionが 出現 し直腸へ と伝播 した.こ の間肛 門管圧は低下 して便が排泄

された,m,仙 骨神経電気刺激:自 然排便時に見 られた結腸 、肛 門管運動パターンと類似 した以下の ような反応 が誘発 された.

(1) 結腸 に収縮が躍起 され遠位側へ伝播 した.

(2) 直腸 は弛緩 または収縮 した.

(3) 内肛 門括約筋 は電気活動が抑制 され弛緩 し,肛 門管圧は下降 した.

〈考察 〉 上記の結果か ら以下 のことが示唆 され た.

内肛 門括約筋 は、筋原性収縮 に加えて外来神経であるa-adrenergic神 経か ら興奮性支配 を受 け,腸 管壁内神経系 に属す るnon-adrenergic,non-

cholinergic神経 により抑制性支配を受けている.

排便 時には,結 腸お よび直腸肛 門の一連の協調運動 として内肛門括約筋は弛緩す る,こ れには腸管神経系が重要な役割 を果た している.中 枢神経

系からの刺激 は仙骨神経を介 して,こ の排便運動パ ター ンを躍起する.

禁制 時の排便運動パ ター ンの抑制機構については今後の検討課題 である,
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straingauge慢 性埋込犬(n=9)を用 いて無拘束下に133回 の自然排便時における結腸運動の観察を行った結果、排

便時には大収縮(HAPC)が 遠位結腸に出現 し、この収縮は直腸に伝えられ(93%)、80%の 例で直腸においては収

縮に先立つ弛緩が認められた。そしてこの直腸の弛緩に引 き続いて起こる収縮 と括約筋の弛緩の一連の協調運

動が排便に重要な役割を果たしていることを報告 してきた。また、仙骨神経に対する電気刺激(5mA,05sec,10Hz)

が同様の運動を誘発することを観察した。これらの観察を通 じてイヌはケージ内に拘束されている状況と無拘

束時では遠位結腸に生 じた大収縮に対する直腸以下の運動が異なることが観察された。すなわち排便のurgeと

holdingの関係が生じ、多発する大収縮にたいして括約筋の弛緩がみられない状況も拘束下には観察されている。

以上の実験結果を踏まえて、ヒルシュスプルング病10例(開 腹術式1例 、腹腔鏡下術式9例)、 直腸肛門奇形6

例 および仙尾部腫瘍1例 の術後における下部消化管運動をforce transducerにより3点 で同時に測定 し、排便運動

を観察 した。ヒルシュスプルング病10例 はいずれ も洗腸刺激により下部結腸に大収縮が出現 し(132.0±

39.8mmHg)、 これが直腸および肛門管に伝達された(evokedHAPC)。 排便時には肛門管の弛緩および後収縮を

伴い、動物における観察と本質的に同様な態度を示 した。これらの症例は全例便意とともに自然排便が得 られ

ているが、直腸肛門反射は1例 のみに陽性であった。高位鎖肛術後5例 中4例 は同様の反応を示したが仙骨奇形

などの失禁例では刺激によるHAPC様 波形の出現を認めていない。仙尾部原発横紋筋肉腫により恥骨直腸筋の

右半を切除された症例では、涜腸刺激による収縮は認められるものの肛門側への伝達がなされず、さらに直腸

における液体の保持は困難であった。ヒルシュスプルング病術前例では刺激に対応する遠位結腸の収縮が観察

されるもののその収縮圧は100mmHg以 下であ り直腸への伝達並びに括約筋の弛緩は見られない。

排便運動はHAPCの 出現に密接に関係 してお り、さらに直腸の前弛緩 と括約筋の協調運動が正常排便 にとっ

て重要な意味を持っているものと推察された。また、排便にかかわる括約筋運動の制御機構 として下部結腸に

対する神経支配、とくに仙骨神経の役割と、さらに上位中枢の関与が重要であることが示された。
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S1-5. 直腸・括約筋反射における内括約筋と外括約筋の役割

東海大学医学部生理

高比良英輔

現在、生理学または外科学の教科書、あるいは、一般向けの胃腸機能解説書一 たとえば、マイケル ・D・ガーシ

ョン著 古川奈々子訳、セカンド ブレイン― 腸にも脳がある!(2000年3月 、小学館刊行)で 、肛門括約筋を論

ずる部分(p.199～205)で は、はじめに、この括約筋が、内・外の二重構造から成ることが強調されている。

「括約筋の二重性」が、「肛門解剖学のモダンな構想」として提唱されたのは、1959年 のJ.C.Goligherに よるもの

が最初であろう。しかしGoligherは 、その図に詳細な説明を与えているものの、「モダンな構想」とは何であるか、

言葉の上で要約してはいない。これは、「モダンな構想」には、いくつかの問題点がふくまれていて、当時、形態学

的にも確立 しておらず、現在もまだ未解決なことによると思われる。

著者は1970年 代の末から、1980年 代の半ばまで、伊勢原で、除脳ネコおよびイヌ約200例 について、小児外科の

研究者たち、難波、猪原、田村、横山(穣)ら と実験をおこなったが、当時は、臨床上の問題にとらわれすぎており、

また、Goligherの 問題提起も知らず、ただネムブタールの麻酔効果をさけるために、除脳標本の使用を示唆したり、

平滑筋および横紋筋の固有の電気活動を記録するために、マクロの双極電極の位置を工夫したりしていたにすぎなか

っ鶴 データのあるものは、難問として、その解釈を与えられず、現在までもちこされたが、今日はじめて、それが

Goligherの 「モダンな構想」に答えることに気づいたので、その二・三について報告する。

「モダンな構想」のなかで、最重要な点は、内・外括約筋の肛門管の包囲が、「完全な並列二重性」ではなく、「つ

れた二重性」によることである。これは、前記ガーションの著書では無視されているが、肛門管壁の最下部は、内括

約筋を欠いており、外括約筋のみから成っている。この事実は、外括約筋、すなわち横紋筋束が、反射の出力として

機能的に単一の筋束から成るか、それとも、複数の筋束から成るかという、重要な問題と関連する。一方、内括約筋

は、直腸輪状筋の連続した肥厚部にすぎないというGoligherの 記載は、広く信ぜられ、ガーションにおいても繰返

されているが、再考の余地はないであろうか。それらについて論じたい。
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S2-1.21世 紀の平滑筋研究を展望する

S2-2.名 古屋大学医学部名誉教授1,東 京大学大学院農学生命科学研究科2,名 古屋大学医学部名誉教授3

奈良県立医科大学名誉教授4,富 田忠雄1,唐 木英明2,重 井達朗3,白 鳥常男4

悠久の時の流れにミレニアムという区切 りをつけようとする風潮を前向きにとらえて、わが国が世界をリー

ドした数少ない分野の一つである平滑筋運動の研究を振 り返ると共に,そ の21世 紀 を展望したい。

基礎分野からは3名 の演者を予定する。まず富田が 『膜電位変化:「複雑系」の観点から』と題して論ずる。

すなわち、平滑筋は組織として存在し機能するものであ り、膜電位についても単細胞レベルの研究から複雑な

多細胞 レベルを対象とした研究に発展させることの必要性を中心に述べる。続いて唐木が 『収縮制御系:「分子

の移動」の観点から』と題して論ずる。すなわち、蛍光指示薬などの新たな技術開発により細胞内分子の動き

が捉えられるようになり、収縮タンパク質 とCa以 外にも多 くの分子が細胞構造の中を動 く様子が明らかになり

つつある現状を中心に述べる。続いて、特別発言として重井達朗名古屋大学名誉教授が 『反応の部位差:「発生」

の観点から』 と題して論ずる。すなわち、血管反応は大 きな部位差、種差があるが、個体発生および系統発生

(進化)の 観点からこれを見直すと、このような違いを生じた原因が浮き彫りになってくることを考察する(抄

録参照)。

臨床分野からは、白鳥常男教授が 『消化管運動:「 臨床」の観点から』と題して論じられるが、その内容は次

の抄録のとおりである。

S2-3.反 応の部位差:「 発生」の観点から

名古屋大学名誉教授

重井 達朗

血管系を中心に、以下の点に触れながら、自他の成績を引用、考察 してご参考に供 したい。

(1)門 脈系平滑筋の特徴と部位差について:イ ヌの門脈系諸静脈には、縦走筋、 自動性、コリン作動性興奮

性神経支配があり平腸管に似た特徴 を示す。同様の特徴が平下大静脈の特定の部位にも見られる。一方、門

脈系の中で、脾静脈の性質は全く異なる。これらの部位差は、脊椎動物の体制と平静脈系発生の由来を反映

していると思われる。

(2)循 環系の個体発生では、先ず、内皮管から成る脊椎動物共通の初期循環路ができる。続いて、多 くの変

形を重ねて、成体の形になるが、この過程で血管系のいろいろの部位につぎつぎと平滑筋が生じ平神経が分

布する。流路の変遷はよく研究されているが、平滑筋出現の経過 と、その直接の起源に関する情報はまだ少

ない。

(3)脊 椎動物血管系における内皮、中膜平滑筋、交感神経の意義―その新しい見方:進 化の過程で、脊椎動

物の循環系には、二つの大きな変化が起こったらしい。すなわち、 「内皮あるいは内皮管系」と、 「交感神

経/中 膜平滑筋系」の出現、発達である。私どもは、後者は 「内皮によって裏打ちされた脊椎動物の閉鎖循

環系を、全体として制御する為に、新 しく発達 した機構」と考える*。

(4)環 形動物、原索動物の無内皮循環系では、一部の血管壁に筋が分化して、血液を拍動性に送っている。

その実体は、一層の筋上皮(体 腔臓側上皮)で ある。これは脊椎動物血管の中膜平滑筋とは異なる一方、脊

椎動物の心筋とは、系統発生的に密接な関係があるという。
*

T. Shigei, H. Tsuru, N. Ishikawa, K. Yoshioka: Pharmacol. & Toxicol. 83, Suppl. 1, 99, 1998;

重 井:日 薬 理 誌113,367―370,1999.
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S2-4. 消化管運動:「 臨床」の観点から

奈良県立医科大学名誉教授

白鳥常男

本学会は基礎の研究者の協力の下に、平滑筋筋電図研究の臨床応用 を目指 して発足した。この原点に立って、温

故知新的考 えから、私共の行って来た消化管運動の研究を回顧 ・展望して見る。

1)平滑筋学会 と消化管運動研究の回顧

現在までの平滑筋学会の研究課題(演 題、シンポ、特別講演など)の 推移、消化管運動研究に関する歴史に触

れ、文部省の 「平滑筋筋電図に関する総合研究」、3回 に及んだ 「日米セミナー」などの果した役割を考えなが

ら、基礎的 ・臨床的研究成果が如何に臨床の場に役立って来たかを考察する。

2)消化管運勤の研究はどこまで進んだか

胃運動について見ると研究当初は、胃の運動は迷走神経支配で、全てが説明されていた様に思われる。それが

胃の横切離 により、切離下部胃に幽門痙撃を含めた運動の異常充進の起こることが明らかにされた事により、ま

ず、迷走神経切離により幽門痙攣が起こると考えられて来た説が否定された。ついで、胃横切離の立場から再

手術後の残胃の運動機能が見直され、外科医が長年望んで来た幽門保存胃切除術の開発に及んだ様に考えられ

る。その他、胃腸管の種々の進歩に触れて見たい。

3)臨床の立場から求められるものは何か

基礎的研究 としては、胃横切離による異常元進、ReceptiveRelaxationの 発 生機序、粘膜知覚による運動異常な

どたくさん挙げられると思われる。臨床に求められるもの としては、内圧 ・胃電図 ・排出機能 ・透視などの検

査法の改善開発など挙げられるものは多い。また、胃手術後のQOLの 評価 ・改善に、すでに解明された運動

機能を良 く理解 し、応用することも望まれよう。
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P-1.腹 部 外科手術後急性期にみ られる上部消化管運動障害の病態と治療について

慈恵医大 外科

中田浩二、羽生信義、向井英晴、西川勝則、梁井真一郎、宮川 朗、川崎成郎、古川 良幸、

青木照明

開腹術後の消化管運動障害は胃、十二指腸において最も著明にみ られ,胃 内容停滞をきたして悪心

嘔吐や腹部膨満な どの術後の消化器症状の要因となる。このため経鼻胃管留置期間の延長や食事摂取

開始時期の遅延 を余儀な くされ臨床上の問題となっている。[目 的]今 回われわれは、開腹術後急性

期の上部消化管運動を慢性実験犬 を用いて観察 し、その病態の解明を試みるとともに、上部消化管運

動障害の遷延化がみられた自家小腸移植術犬の術後急性期における合成モチ リンの効果について検討

した。[方 法]対 照犬(単 開腹)と 自家小腸移植術犬(以 下移植術犬)各6頭 を作成 し、術直後か ら

術後2週 目までの空腹期運動をstrain gauge transducer法 により測定し、各部位における強収縮出

現の時期および頻度 と、運動様式について検討した。また、移植術犬 の術後3日 目に合成モチリン

(0.1mcg/kg)を 静脈内投与し、運動記録および透視下での胃内バ リウム排出により、その運動効果を

観察した。[結 果]胃 、十二指腸における強収縮は、対照犬では術後3～7日 目に出現したが、術後

3日 目までは出現頻度の有意な減少がみ られた。また、幽門輪において術後1日 と3日 目に高振幅収

縮波の頻発が認められた。これ らの上部消化管運動障害は、対照犬では術後7日 以降消失したが、移

植術犬では遷延化 し、術後2週 目においても強収縮出現頻度の有意な減少がみられた。合成モチリン

の投与によ り、術後3日 目の移植術犬の胃、十二指腸には強収縮様収縮が出現し、胃内バ リウムのほ

とんど全てが十二指腸以下の小腸へと排出された。[結 論]腹 部外科手術後急性期の上部消化管運動

障害 には、 胃、十二指腸 の強 収縮発現 障害だ けでなく、幽 門輪 にお ける高振幅 収縮波 の出現

(pylorospasm)も 関与 していると考え られた。合成モチ リンの投与は、術後の上部消化管運動障害

による胃内容停滞の治療に有用と考えられた。

P-2. 局所麻酔薬による回腸縦走筋収縮および消化管運動に対する抑制作用

日本大学松戸歯学部薬理学教室

久保山 昇,藤 井 彰

[目 的]我 々 は、第41回 本 学 会 にお い て モ ルモ ッ ト回腸 縦 走 筋 を用 い て 、刺 激 薬(高K、BayK8644、ACh、Histamine、

BK)に よ って 誘 発 す る収 縮 反 応 を局 所 麻 酔 薬(LA)は 、非 競 合 的 に抑 制 す る こ とを 明 らか に した。本研 究 で は 、迷

走 神 経 刺 激 時 の腸 管収 縮 に対 す るLAの 抑 制 作 用 をマ ウス小 腸 輸 送 能 で 検 討 した 。ま た、モ ルモ ッ ト回腸 縦 走 筋

の収 縮 と細 胞 内遊Cat+濃 度([Ca2+]i)を 同時 測 定 した 。[実験 方 法]Invivo:マ ウ ス腸 管 輸 送 能 の抑 制 作 用 は 、24時

間絶 食 、 自由飲 水 したddY系 マ ウス を1群7匹 を用 い て測 定 した 。LA皮 下投 与15分 後 に、AChを 皮 下投 与 し、

15分 後 に2%活 性 炭 を経 口投 与 した 。活 性 炭投 与30分 後 に腸 管 を摘 出 し、炭 末 輸 送 率 を算 出 した 。Invitro:fura-

2負 荷 回腸 縦 走 筋 条 片 の収 縮 と細 胞 内遊 離Ca2+濃 度([Ca2+]i)の 同時 測 定 は 、モ ルモ ッ ト回腸 縦 走 筋標 本 に 、Ca

蛍光 プ ロ ー ブfura-2を 取 り込 ませ て 行 っ た。[結果]Invivoの マ ウス 腸 管 輸 送 能 で は 、AChは マ ウ ス腸 管輸 送 を用

量依 存 的 に促 進 した。LA単 独 で は 、Procaine(Pro)を 除 い て い ず れ の用 量 にお い て も腸 管 輸 送 能 を抑 制 した。ACh

刺激 に よる マ ウ ス腸 管 輸送 の促 進 作用 に対 して局 所 麻 酔 薬 は 用量 依 存 的 に抑 制 した 。そ の 効 力 はDibucaineが 最

も強 力 で 、Tetracaine>Bupivacaine>Mepivacaine>Prilocaine>Lidocaine>Benzocaine>Proの 順 で あ っ た。 また 、Ca拮

抗薬 もatropineと 同 程度 に有 意 に抑 制 した。fura-2負 荷 回腸 縦 走 筋 条 片 の 収 縮 と[Ca2+]iの 同時 測 定 で は 、高K+

お よ びACh刺 激 と もに[Ca2+]iの 増 加 に続 い て 回腸 縦 走 筋 の収 縮 反 応 が 発 生 した。 ま た、ACh収 縮 に お け る

[Ca2+]i増 加 は、 高K+よ り低 い の に比 較 して 、 収縮 は高K+収 縮 よ り大 きか っ た 。LAは 、高K+お よびACh刺

激 に よ り誘 発 され る収 縮 お よび[Ca2+]iを 共 に抑 制 す るが 、AChよ り高K+刺 激 を約1.5倍 強 く抑 制 した 。以 上 の

結 果 よ り、受 容体 作 動 性 チ ャネ ル を介 す るCa2+流 入 よ り高K+脱 分 極 依 存性 のL型Ca2+チ ャネ ル を介 す るCa2+

流 入 を強 く阻 害 した 。 また 、LAは 、Invivoの マ ウス腸 管 輸 送 能 に対 す る抑 制 効 力 と、 回 腸 縦走 筋 のagonist収

縮 反 応 に対 す る抑 制効 力 の 間 に正 の相 関 関 係 が 認 め られ た 。
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P-3.食 道 アカラシア術前、術後食道機能検査の検討

日本大学医学部第3外 科

田中和彦,佐 藤 博信,村 山 公,山 形基夫,宋 圭男,深 瀬知之,小 坂和子,橋 爪正明,

岩井重富,田 中 隆

食道アカラシアに対する外科治療において、十分な筋層切開による恒久的噴門拡張と食道胃逆流防止機構の

再建をおこなうGirard-田 中変法等の様々な術式が施行されるようになって以来、手術成績は飛躍的に向上 し

ている。さらに最近ではより低侵襲で外科治療が可能な腹腔鏡下術式が標準術式 となりつつある。その一方で、

術後症状の改善を認めても愁訴が残存する症例も認められる。

我々は正常成人5例 および腹腔鏡下Girard-田中変法を施行した食道アカラシア10例 のうち愁訴の残った4例

に対し飲水負荷試験を施行 し両者の比較検討を行うとともに、24時 間食道内圧、pH測 定 も食道アカラシア

1症 例に施行し食道アカラシア術前、術後食道機能検査の検討をおこなったので報告する。測定機器は飲水負

荷試験にはGaeltec社 製 カテーテルチップ型3chセ ンサーを使用、カテーテルを門歯より30cmで 固定 し、臥

位のまま水道水を50mlを 飲用、その後の静止圧の上昇、飲用前の静止圧までの回復時間を測定した。24時

間食道内圧、pH測 定ではsynectics社製MicroDigitrapperを 使用、内圧センサー先端を食道胃接合部まで・pH

セ ンサー先端を胃内まで挿入 し測定した。健常人における飲水負荷試験での静止圧回復時間の平均は35秒 で、

内圧上昇の平均は22cm/H20で あった。それに対し愁訴の残る食道アカラシア術後症例では静止圧回復時間の平

均は163秒 で、内圧上昇の平均は19cm/H20で あ り、愁訴の残る食道アカラシア術後症例においては静止圧回復

時間の延長が認められた。24時 間食道内圧測定では術前に胸痛が出現する症例において日中、夜間に同期性

収縮波を認めた。pH測 定では胃酸の逆流は認められなかった。食道アカラシアの術後食道機能の評価法とし

て飲水負荷試験が、病態の把握に24時 間食道内圧測定が有用と思われた。食道アカラシアにはまだ不明な点

も多 く、今後も詳細な検討が必要と考える。

P-4.食 道癌切除再建後の消化管運動機能障害と対策

大阪市立大学第2外 科

大杉治司,徳 原太豪,總 野 進,高 田信康,竹 村雅至,木 下博明

胸部食道癌に対する切除後にみられる嚥下障害、逆流等の機能障害を予防する再建術式について検討した。対

象と方法:1)胸 部食道切除再建後;30例(Re群)、 健常人;33例(C-1群)を 対象に頚部食道壁進展刺激に対する上

部食道括約筋(UES)の 反応を内圧測定にて検討した。2)後縦隔亜全胃再建;20例(PM群)、 胸骨後亜全胃再建;13

例(RS群)、 後縦隔空腸再建;5例(J群)、 健常人;12例(C-2群)を 対象に食道シンチグラフィにて嚥下動態を定量

評価 した。3)後縦隔経路の空腸再建;7例G群)、 細胃管再建;29例(ns群)、 亜全胃再建;26例(fs群)を 対象に

Bilitec2000を用 いて気管分岐部(T)および裂孔部より5cm口 側(H)に お ける再建臓器内のビリルビン逆流を測定

し、観察時間に対する百分率を%timeと した。結果:1)両 群 とも頚部食道壁進展刺激によってUES静 止圧は有

意に上昇 した。その圧は反回神経麻痺の無いRe群;21例 ではC-1群 と差がなかったが、同麻痺合併Re群;9例

では有意に低かった。2)嚥下後の頚部食道通過時間 ・口腔内残存量はC-2群 に比べRS群 で有意に遅延 しかつ多

かったが、他の群では差が無かった。PM群 では反回神経麻痺8例 の嚥下動態もC-2群 と差が無かった。臥位嚥

下2分 後の再建臓器内口側の残存量 もRS群 では他の群 より高値であった。頚部食道への逆流はRS群;44%、PM

群;13%、J群;0%に 、蠕動による排出はJ群 にのみみられた。3)Hに おける%timeはj群;16%でns群;42%、

fs群;45%よ り有意に低値であった。Tに おける%timeはfs群;25%、 とj群;5%、ns群;14%よ り有意に高値

であった。考案:食 道癌根治術後では上部食道括約筋の逆流防止機能が低下 してお り、非生理的な胸骨後再建

では頚部食道への逆流が多いことから、誤嚥性肺炎が危惧 される。嚥下機能は生理的な後縦隔再建によって温

存され、反回神経麻痺例でも正常に近い嚥下が可能である。空腸再建では蠕動による食物排出と十二指腸液逆

流防止機能が期待される。胃再建では細胃管を用いることにより逆流を低下させることが出来る。結語:結 語:

食道切除後は生理的な後縦隔再建により反回神経神経麻痺例でも正常な嚥下が可能で、逆流防止には空腸再建

が最もすぐれており、胃を用いる場合は細胃管が好ましい。
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P-5. 胃切除術後に生じる食道運動機能異常

広島大学原医研腫瘍外科

山下芳典,井 上秀樹,大 田耕司,吉 田和弘,平 井敏弘,峠 哲哉

[目的]胃 切除術後の逆流性食道炎の発症は手術後の患者のQOLを 障害する最大の課題である.食 道体部の蠕

動波は逆流 した消化液を胃に排出するclearanceforceと して重要であり,逆流性食道炎の防止機構の役割を担っ

ている.そ こで胃切除術後の蠕動波の変化を中心に機能的に解析する.

[対象と方法]幽 門側胃切除術16例(49-74歳),胃 全摘術7例(43-76歳)を 対象に,術 前および術後1-6ヶ 月で

検討した.食 道内圧検査はstation pull-through法 により下部および上部食道括約筋(LES)を 同定した後,食 道

体部の上,中,下 部の蠕動波を,5mlの 飲水を負荷 して各10回 観察した(PC polygraph, Synectics).ま た 逆流

性食道炎に関するアンケート調査(30点 満点)に 加え,食 道内,残 胃内の24時 間pHモ ニタリング施行 した(LS-

2,Synectics).[結 果]ア ンケー トから算出したrefluxscoreは 全摘後に高かった(5.3,3.9).幽 門側胃切除術後に

はLESは 圧,長 さともに低下 したが有意差はなかった.体 部の蠕動波において,amplitude,durationは 胃全摘術

後に小さくなり(88.8,85.0%),幽 門側胃切除後には大きくなる傾向を示した(120.0,111.4%).蠕 動波の伝搬速

度は切除範囲に関わらず手術後には遅くな り,全 症例で検討すると術前3.76か ら術後3.23cm/sec(P=0.058)と

低下した.一 方,1回 の検査中に発生する異常波の出現については,同 時波の出現頻度は大きな変化はなかっ

たが,蠕 動の途絶(interruption)の発現頻度は何れの切除群でも増加 した.特 に幽門側胃切除術後の1.8回 に比

べ胃全摘術後では4.9回 と有意に発症頻度は高 く(p=0.040),また術前後の変化について全症例で検討すると,1.0

か ら2.7回 と有意に発現頻度は増加した(p=0.043).24時 間pHモ ニ タリングでは術後の食道内のアルカリ化は

示されなかったが幽門側胃切除術後のの残胃内は有意にアルカリ化した.[結 語]胃 切除術後には蠕動波の伝搬

速度の低下や異常波の出現など食道蠕動波の機能的変化が生じ,特に胃全摘術後に逆流愁訴とともに顕著であっ

た.逆 流性食道炎の対策として遺残食道の機能を賦活することはアプローチの1つ と思われる.

P-6. 早期 胃癌幽門側胃切除術後の病態生理学的検討―幽門輪温存の利点 ・欠点一

日本歯科大学外科*、 日本大学第 一外科

富田涼一*、 青木信彦、藤崎 滋、池田太郎、五十嵐誠悟、萩原紀嗣、

野中倫明、越永従道、丹正勝久、福澤正洋

術後1年 以上経過 した早期胃癌手術症例(D2、 根治度A)に ついて、幽門輪温存の有無

から術後におけるQOLと 残 胃機能を検討した。対象:迷 走神経非温存の幽門側胃切除術3
4例 を、幽門輪非温存術24例;A群(男 性15例 、女性9例 、36-72歳 、平均60.4歳)、 幽門

輪温存術10例;B群(男 性8例 、女性2例 、34-72歳 、平均63.6歳)に 分けた。対照は健常

人10例;C群(男 性10例 、28-61歳 、平均49.8歳)を 用いた。方法と成績:1)直 接問診

法;食 欲良好例は、A群70.8%がB群100%よ り少なかった。早期ダンピング症候群(全 身

症状陽性例)は 、A群20.8%がB群0%よ り多かった。食後腹満感は、A群375%がB群80.

0%よ り有意に少なかった(P<0.05)。 残 胃炎は、A群29.2%がB群0%よ り多かった。胆

石症(超 音波所見)は 、A群8.3%がB群0%よ り多かった。2)胃 内残存率50%時 間(全

粥を試験食としたRI法);A群61.8±9.0分 、B群72.0±12.5分 、C群47.8±8.4分 でA、B群

ではC群 より有意に長かった(p<0.01)。3)ア セ トアミノフェン法(オ レンジジュース

飲用後の45分 値);A群145±2.4μg/ml、B群11.0±2.5μg/ml、C群9.88±3.4μg/mlで 、
A群 ではB、C群 より有意に高値を示した(P<0.01)。4)十 二指腸空腹期強収縮帯;A群

では625%、B、C群 では100%に 認められた。5)空 腹期ガス トリン値;A群48.3±7.4pg

/ml、B群68.3±6.2pg/ml、C群93.0±17.9pg/mlで 、A群 ではB、C群 より、B群 ではC

群 より低値を示した(そ れぞれp<0.01)。 結果:幽 門輪を温存すれば、胃切除後障害の発

生は少なく、空腹期十二指腸運動、液性食物排出についての残胃運動機能、ガス トリン分

泌機能などが良好であった。 しかし、半固形食(全 粥)の 排出機能低下が存在し、多 くの

例が食後腹満感を訴え、それを自覚しない例(20%)に 残 胃拡張を認めた。よって、術

後注意深 く経過を観察 し、今後は迷走神経温存の有用性を評価する必要があると考える。
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P-7. 胃切除術後の胃食道逆流を軽減するための再建術式の検討

愛知医科大学医学部第二外科

宮地正彦,長 谷川恒雄,三 浦 敦,清 田義治,永 田昌久

【目的】胃切除術後の胃食道逆流はQOLを 悪化させる因子である。今回は胃切除術後に発生する胃食道逆流の

病態について従来のBillroth I法 とBillroth II法において検討した。最近の症例では胃食道逆流症を予防するため

に噴門後壁 を食道後壁に巻き付け噴門形成を付加 したBillroth I変法、さらに残胃が小さい症例ではBraun吻 合

を追加 したBillroth II法での再建法を行い、その有効性について検討 した。

【対象 ・方法】胃癌に対してリンパ節郭清を伴 う胃切除術後に、従来のBillroth I法28例(B-I群)、Billroth II

法17例(B-II群)、 さらに最近の10例 に噴門後壁を食道後壁に巻き付けるように横隔膜脚に固定 した噴門形

成を付加したBillrothI変法(B-I変 法群)、左胃大網動脈最終前前枝より口側で胃切除を行う小胃症例4例 では

Braun吻 合 を追加 したBillroth II変法(B-II変 法群)で 再建 した。B-I群 とB-II群 では、術後1年 以上経過後に食

道24時 間pHモ ニタリング、食道内圧測定を行った。また4群 間での逆流症状の発生頻度について検討 した。

【結果】逆流症状を呈した症例は、B-I群 では32%、B-II群 では47%と 高率であったが・B-I変 法群、B-II変

法群の逆流症状併発率は、それぞれ10%、0%と 従来法と比べ、有意に減少し、夜間の逆流症状を有する例 も

認めなかった。内視鏡検査で食道炎と診断された症例の頻度はB-I群 では11%で 、B-II群で は18%で あった

が、残胃炎の頻度はそれぞれ53%、76%と 高率であった。食道24時 間pHモ ニ タリングでpH>7.4の%holding

timeが4%以 上のアルカリ逆流例はB-1群 では41%で あ り、B-II群では47%で あ り、逆流症状例ではそれぞ

れ66%、71%で あった。食道内圧測定での下部食道括約筋圧はB-1群 、B-II群ともに正常範囲内であったが、

腹部長は短かった。

【考案 ・結語】従来のBillroth I法 、II法での再建術後の胃食道逆流の頻度は高 く、残胃内に逆流した腸液が逆流

防止機構の減弱により食道内に容易に逆流することで生 じていたが、噴門形成を付加したBillroth I変法、Braun

吻合 を追加したBillroth II法で、減弱した逆流防止機構を補強することで胃食道逆流を減少させることができた。

P-8. 胃切除兼空腸嚢間置術における空腸嚢の運動機能の検討

岩手医科大学第1外 科

旭 博史,大 森浩明,清 水光昭,佐 々木 章,島 田 裕,山 本政秀,寺 島雅典,斎 藤和好

【目的】空腸嚢を用いた再建術式は術後の小胃症状を予防するのに優れていると考えられる。そこで、胃切術後

の再建空腸 とくに空腸嚢の運動を24時 間内圧、pH測 定を行い検討した。

【対象と方法】対象は胃悪性腫瘍で胃切除を施行した10例 で、術式の内訳は噴門側胃切兼空腸嚢間置7例 、幽門

側胃切兼空腸嚢間置1例 、幽門側胃切兼空腸間置2例 。平均年齢は58歳 であった。内圧の測定は術後30日 を過

ぎ、全粥の摂取が可能になった退院時に行なった。測定にはMicroDigitrapperを 用 い、内圧およびpHカ テーテ

ルをX線 透視下で留置し、24時 間連続して測定 した。食事は1日3回 とした。

【結果】通常の空腸間置法では小胃症状が認められたが、空腸嚢問置法では認められなかった。pH測 定では間

置空腸嚢内はpH6前 後 で推移し、大きな変動はみられなかった。残胃内pHは 幽門側が4か ら5で 推移し、噴門

側では6前 後で推移 した。全例に逆流性食道炎はなかった。内圧測定では噴門側残胃には明らかな収縮波はみ

られなかったが、幽門側残胃には弱い収縮波がみられた。再建空腸には小腸の収縮波が記録された。平均内圧

は噴門側空腸嚢が23.8mmHg、 幽 門側空腸嚢25.0、間置空腸29.0、 幽門側残胃34.3、噴門側残胃内22.5で あった。

また、いわゆる空腹期強収縮(phaseIII)の出現が空腸嚢内、間置空腸、幽門側残胃で観察されたが、噴門側残胃

ではみられなかった。観察されたphaseIIIは 出現間隔、持続時間等が不規則で、pouch内 での内圧波形からは伝

播の方向を決めることは難 しかった。空腸嚢ではphaseIIIの 平均出現回数は11回 、間隔は37分 、持続時間は7.3

分、収縮波の頻度は10.4回/分 。運動パターンでphaseIIIの 占める時間の割合は14.5%で あった。

【まとめ】臨床例でも間置空腸嚢内には不規則ではあるが空腸の運動パターンが観察され、欠落 した胃の代替と

して十分な機能があると考えられ、空腸嚢作成は術後障害の少ない優れた術式である。
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W-1. バ リウム.マ ーカ―による胃排出検査法の開発とその臨床応用

群馬大学医学部第一内科

菊地一真,河 村 修,草 野元康,森 昌朋

【目的 】現 在 、 胃排 出 検査 のgoldstandardは ア イ ソ トー プ法 で あ る が 、本 法 は わが 国 にお い て必 ず し も多 数 の 施

設 で可 能 とい う わけ で は な い。胃排 出 の 遅 延 はfunctional dyspepsiaやGERD患 者 のみ な らず 、糖尿 病 や強 皮 症 患

者 で も認 め られ 、 この病 態 は全 身 管理 の一 部 と して 治 療 され るべ きで あ る。 一 方 、 胃排 出の 亢 進 も消化 管 疾 患

の一 病 態 と考 え られ る が、 この 方面 の知 見 は非 常 に 少 な く、 これ は簡 便 な 胃排 出検 査 法 が 少 ない こ とに も原 因

が あ る と思 わ れ る。こ こで は腸 管 の通 過 時 間 測 定 用 に 開発 され たバ リウ ム(Ba).マ ー カ ー法 を 胃排 出検 査 法 に転

用 し、そ の 臨 床 応 用 を行 っ たの で 報 告 す る。 【方 法 】 基 礎 的 な検 討 と して健 常 人5名 にお い て、 形(リ ン グ状 、

球 状)、 大 き さ(2.0-4.5mm)、 比 重(1.2-2.4)の 異 な る3種 類 の硫 酸Ba・ マ ー カ ー を用 意 し、 そ れ ぞ れ20コ 含 有 す

る ゼ ラ チ ン ・カ プ セ ル3コ を試験 食(380Kcal、 比 重1.2、 カ イ ゲ ン)と と もに3channelのstrain gauge transducer

(μDigitrapper, Sweden)に よる 胃 内圧 測 定 を併 用 しなが ら投 与 し、前 庭 部 運動 と最 も相 関 す るマ ー カ ー を選 択 し

た 。そ の後 、 健 常 人(n=11人)、 食 道 運 動 障 害 を認 め る強 皮 症(8)、 認 め な い強 皮 症(24)、dysmotility-likedyspepsia

(21)、 下痢 型 のirritable bowel syndrome: IBS(7)、 腹 部 症 状 を有 す る糖 尿 病患 者(9)に 前 記 の試 験 食 と と も に1カ プ

セ ル を投 与 し、食 後2-6時 間 にわ た り1時 間毎 に腹 部 単 純 写 真2枚 を撮 影 し、胃か ら排 出 され た マ ー カ ー を数 え

た。強 皮 症患 者 の食 道 運 動 の 評価 はinfused catheter(Amdorfer,USA)に よ る内 圧 測 定 法 で 行 った。 【結 果 】健 常 人

に お い て 胃前 庭 部 のmotility indexと 最 も良 く相 関 して 排 出 され た の は 、直径4.5mm、 リ ン グ状 、比 重1.2の マ ー

カ ー(SITZMARKS,USA)で あ り、振 幅 が50mmHg以 上 の比 較 的大 きな収 縮 波 と有 意(P<0.05)に 相 関 して いた 。

疾 患 群 でIBS患 者 で は2時 間後 のBa・ マ ー カ ー の排 出 は有 意 に充 進 し、dyspepsia、 食 道 運 動 障 害 の あ る強 皮 症

患 者 、糖 尿 病 患 者 で5時 間後 の排 出 が 有意 に(P<0.05、Kruskal Walli stest)低 下 して い た。 【結 語 】 通常 の レ ン

トゲ ン撮 影 装 置 のみ で 測定 が可 能 なBa・ マ ー カー 法 で 、食 後2、5時 間 の腹 部 単 純 写 真 の撮 影 す る こ とに よ り、

胃排 出 の亢 進 お よ び遅 延 の いず れ の 病 態 の診 断 も可 能 で あ る こ とが 示 唆 され た。

W-2. 13c呼 気試験胃排出能検査の標準化 を目指 した評価指標の検討

東京慈恵会医科大学外科1,東 京慈恵会医科大学消化器内科2,東 京慈恵会医科大学放射線科3

梁井真一郎1,中 田浩二1,羽 生信義1,鳥 居 明2,宮 川 朗1,西 川勝則1,向 井英晴1,内 山眞幸3,

森 豊3,青 木照明1

[目的]13C呼 気試験は放射線活性のない安定同位元素を用いる間接的な胃排出能検査法であり、非侵襲的な検査

法として近年注目され行われるようになってきたが、その方法は施設により異なり統一されていないのが現状

である。この新しい検査法の普及促進に際 して、その位置づけを明確にし、試験食、測定ポイント、評価指標

を統一 し標準化をはかることは重要な課題である.今 回われわれは,13C呼 気試験の簡便な胃排出能評価の標準

化を目的としてアイソトープ法(RI法)と の同時測定結果を検討 した.[方法]1.健 常人6名 に試験食(99mTc-DTPA

と13C-octanoic acid 100mgを 卵黄に加え加熱調理 した卵焼 き1個 、ロールパン1個 、バター49、 コンソメスープ

160ml、計230kcal)を 摂取させ、ガンマカメラによる撮影と呼気の採取を試験食摂取後6時 間まで行った.RI法

と13C呼 気試験法の相関性について検討 し13C呼気試験におけるTmaxが 胃排出能評価の指標として適切である

か検討 した.2.健 常人35名 に13C呼 気試験を行い、Tmaxのmean±2SDを 求め、その結果よりTmaxの 正常範

囲の算出を試みた。[成績]1.13C呼 気試験法におけるTmaxは 、RI法 の結果と強 く相関が認められた。2.健 常人

35名 の測定値から算出したTmaxの 平均値は109±32分(mean±SD)で あ り、正常域をmean±2SDと する

と45-173分 が正常域と考えられた。[結論]RI法 との間に強い相関が認められたことから13C呼 気試験における

Tmaxは 胃排出能評価の指標として適切であると考えられ、また、その正常域は45-173分 と考えられた.Tmax

を指標として用いることにより,13C呼気試験を簡便な定性的胃排出能検査とすることが可能であると考えられ

た.
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W-3. 胃排 出能検査の標準法を目指しだc呼 気試験の検討

広島大学第一内科1),公 立三次中央病院消化器科2)

楠 裕明,春 間 賢,青 木信也,原 睦展)畠 二郎2)

【緒言】1℃呼気試験は放射線活性の無い安定同位元素を用いる間接的な胃排出能検査法であり,現 在極めて

非侵襲的な評価法として注目されているが,こ れまでの検討では試験食や評価項目が統一されていない。

【目的】呼気試験の適切な試験食と評価項目について最適なものは何かを検討した。 【対象】対 はそれぞ

れの試験食で健常人1～3名 ずつとした。 【方法】早朝空腹期に13C-sodium octanoate または13C-sodlum

acetate(100mg)を 含 む試験食(生 理食塩水,5%ブ ドウ糖液,コ ンソメスープ,Okunos-A,エ ンシュア

リキッド,イ ントラリピッド,パ ンケーキ,パ ンとスクランブルエッグ,親 子丼)を被験者に摂食させ,原

則として摂食前及び摂食後2時 間までを10分 または15分 毎,そ れ以後を30分 毎に呼気を採取した。

cot度 は質量分析機で測定し,排 出パラメーターを算出した。評価項目としてはlag phase, gastric

emptying coefficient(GEC),half-emptyingtime(t1/2),平 均滞留時間mean residence time(MRT)・ ピーク時間

(Tmax)に ついて比較検討した。各評価項目の算出はYamaoka,Ghoosら の方法に準じ,非 線型最小二乗法を

用いた。 【結果】液体試験食としては評価の際に使用する排出パターンモデルが作 りやすい事か ら,極 めて

早期に大部分が排出されるのものより,脂 質を含むものが適していると思われたが,固 形食では特に優劣を

認めなかった8評 価項目としては排出の早い生理食塩水や5%ブ ドウ糖液でGECが 実際の排出と解離がみ ら

れたが,そ の他の評価項目は排出能をよく反映していた。排出に時間を要する固形食ではMRTが 最 も有用

な評価法と思われたが、その他の評価項目でも同様な評価結果が得られた。 【考察】今後呼気試験を臨床の

場で活用するためには,排 出が遅れた症例でさらに検討を重ね,健 常者との間に明確な違いがある試験食を

選択し,評 価項目も適宜選択する必要がある。

W-4.13C-octanoic acid breathtestに よ る胃 排 出 能 の検 討

東 北 大学 医 学部 消 化 器 病 態 学

北 川 靖,大 原 秀一,下 瀬 川 徹

[目 的]胃 排 出能 測 定 法 と して13Cを 用 い た呼 気 試 験 がRI法 と良 好 に相 関す る こ とが報 告 され て い るが 、試 験 食

の 設 定 、正 常 範 囲 の設 定 な ど解 決 しな け れ ば な ら ない 課 題 が 残 され て い る 。今 回我 々 は健 常 人 を対 象 に13C-oc-

tanoic acid breath testを 行 い再 現 性 、 試 験 食 の 内容 に よ る影 響 につ い て検 討 した 。

[方 法】対 象 は健 常 人14人(男 性7人 、 女性7人 、平 均 年 齢24歳)。 試験 食 は13C-octanoic acid 100mgを 混

入 したス ク ラン ブル エ ッグ、食 パ ン、マ ー ガ リン、水150mlで 、試 験 食1を 食 パ ン1枚(250kcal)、 試 験 食2を

食 パ ン2枚(330kcal)と し比較 検 討 した。 呼気 採 取 時 間 はGhoosら の 方 法 に準 じ6時 間 で計19回 と し、呼 気 中

の13CO2は 質量 分 析 法 に て測 定 して 、half-emptying time(t1/2)、lag phase(tlag)、gastric emptying coefficient(GEC)、

及 び13CO2総 排 泄量 を も とめ た。

[結果]2種 類 の試 験食 につ い て 各パ ラ メ ー ター を比 較 す る と 、試験 食2で 胃排 出が 遅 れ る傾 向 が あ った が 有意 差

は認 め なか った 。再 現性 の検 討 と して 同 一試 験 食 で の 各 パ ラメ ー タ ー の差 の 平均 、SD値 、お よ び個 体 内 変動 係

数(CVintra)を もとめ た とこ ろ、各 パ ラ メー ター のCVintraはt1/2が18-1%,tlagが18.4%、GECが11.0%で あ っ

た。 しか し今 回 の検 討 で13CO2総 排 泄量 が大 き く異 な る例 が あ り、その よ うな場 合 各 パ ラ メ ー タ ー も比 較 的 大

き く変動 してい た 。そ こで13CO2総 排 泄 量 の 差 が10%未 満 の群11症 例 と、10%以 上 の群5例 に分 けCVintraを

求 めた と ころ、13CO2総 排 泄 量 の 差 が 大 きい群 の ほ うが 、CV値 も大 き く再現 性 に劣 る と考 え られ 、こ の よ う な

群 で は 胃排 出 の変 動 だ けで な く、 消 化 、吸 収 、 代 謝 、排 泄 の 過程 の変 動 が あ る と推 測 され た 。

[ま とめ]固 形 食 を用 い た13C-octanoic acid breath testで はCVintraがtl/2で 約20%あ り、 本試 験 で 胃排 出能 を評

価 す る場 合 には この 点 を考 慮 す る必 要 が あ る と考 え られ た 。また 、同 一 被験 者 に同 条件 で2回 本 試 験 をお こな っ

た な か で13CO2総 排 泄量 が 異 なる例 が あ り、消 化 、吸 収 、代 謝 、排 泄 の過 程 の 影響 が 推 測 され 、再 現 性 を高 め

るた め に は更 なる検 討 が必 要 と考 え られ た 。
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W-5. 赤外分光分析装置を用いた13c-octanoic acid呼 気試験法
一リアルタイムによる簡便な胃排出能検査として一

千葉大学第一内科1)、多古中央病院内科2)、川鉄千葉病院内科3)、君津中央病院内科の、

船橋中央病院内科5)

新保 泉、山口武人、山口 和也、尾高健夫、露口利夫、税所宏光1)、中島賢一3)、小出明範3)、

関谷武司、駒 嘉宏の、小山秀彦5)、

【目的】13C-octanoic acid呼 気試験は、胃排出能の間接的検査法 として有用である。 しかし、頻回の検体

採取や長い検査時間などが普及の妨げになっていると考えられる。今回我々は、より安価であり、リアル

タイムに結果を得ることができる赤外分光分析装置を用い、本検査法の簡便化の可能性につき検討した
。

【方法】健常者30例 、胃排出遅延を有する總 例5例 を対象とした。試験食は13C-octanoic acid100mgを

混入し卵黄1個 で作ったスクランブルエッグ、 トース ト1枚、スキムミルク140ml 、総熱量280kcaiで あ り、

早朝空腹時に摂取させた。呼気は終末呼気バッグを用い、食前と食後15分 毎に6時 間採取し、赤外分光分

析装置(UbiT-IR200)に て測定した。呼気曲線からピーク時間を求めた。

【結果及び考察】ピーク時間は健常者106.2分 、胃排出遅延を有する疾患例190 .0分 であった。ピーク時間

の正常範囲を健常人のmean±2SDと す ると57 .0～155.4分 であった。胃排出遅延例では様々な排出パター

ンを認め、fittingcurveに 収束しない例が多くみられた。正常範囲を越えてピーク値を示す場合は排出遅

延 と考えられた。

赤外分光分析装置を用いてピーク値を指標とすることにより、13C-octanoicadd呼 気試験を応用した胃排

.出検査の簡便化、低コス ト化が図れると思われた。

W-6. 13c-acetate gastric emptying breath test臨 床 応 用 の た め の 基 礎 的 検 討

滋 賀 医 科 大 学 第 二 内 科

小 山 茂 樹 、 西 山順 博 、 石 塚 泉 、 馬 場 忠 雄

Dysmotility like functional dyspepsiaの 確 定 診 断 は 、 胃蠕 動 運 動 低 下 を 証 明 しな け れ ば な らな

い 。現 在 ま で 、胃 蠕 動 運 動 を 測 定 す る 方 法 に は 、RI・US・X-P・manometory・EGG・duoble smpling

法 ・ア セ トア ミ ノ フ ェ ン 法 ・ス ル フ ァ メ チ ゾー ル 法 な ど が あ る が 手 技 的 煩 雑 さ ・侵 襲 性 ・危 険 性 ・

概 算 的 な ど研 究 的 位 置 づ け か ら 脱 却 で き ず 、 日 常 臨 床 上 の 検 査 と して は 応 用 し に く か っ た 。1988

年Yvo Ghoosら の13C-acetate gastric emptying breath testの 報 告 が あ っ た が 、 本 邦 に お い て は

検 討 され な か っ た 。 しか し、 最 近 、 安 価 な13C赤 外 線 分 光 器 が 使 用 可 能 とな り、 数 施 設 に お い て 検

討 され 始 め た 。 当 教 室 で は 、 水 溶 性 で あ る13C-acetateに よ る 胃 排 出 検 査 の 臨 床 的 応 用 を 目的 に 、

そ の 基 礎 的 検 討 を 行 っ て い る。 呼 気13CO2値 か ら得 られ る グ ラ フ よ り、 予 測 値AUC∞ をMicrosoft

 Excelマ ク ロ機 能 を 用 い 計 算 し 、 胃 内13C-acetate残 存 率 を(1-AUCT/AUC∞)x100と し て 表

示 で き る よ う に 、Nonliner Analysis Softwarefor Gastric Emptyを 作 成 した 。H.pylori(-)健 康 成

人 を 対 象 に 水400mlのliquid、 日本 平 滑 筋 学 会 ガ ス トロ グ ラ ム 研 究 班 提 唱 標 準 固 形 試 験 食 のsolid

胃 排 出 時 間 を 、99mTc-DTPAと13C-acetateと の 同 時 測 定 に よ り検 討 し た 。 測 定 ポ イ ン トは10分 間

閣 に て 行 っ た 。Liquidの 呼 気 △13CO2%・ ピー ク時 間 は26.0±4.9分 、solidは86.0±29.4分(m±

SD)で あ っ た 。RIと13Cと のlag Timeは66分 で あ り 、RI残 存 率 曲 線 と13CO2(1-AUCT/AUC

∞)%胃 内 残 存 曲線 か ら、liquidはT1/2と 、solidはT1/2・150RRに お い て 相 関 した 。Prokinetics

で あ る ク エ ン 酸 モ サ プ リ ド、 シ サ プ リ ドは 固 形 食 で 有 意 に 胃 排 出 を短 縮 させ た 。 しか し、13C呼 気

試 験 の 問 題 点 は 、呼 気 採 取 及 び 長 時 間 の 検 体 採 取 で あ る 。前 者 は 終 末 呼 気 バ ッ ク の 作 成 、後 者 は 我 々

の 作 っ た プ ロ グ ラ ム に て16点 か ら5点 採 取 に て 可 能 で あ っ た た め よ り 臨 床 応 用 が 可 能 と思 わ れ た 。
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1. ヒ トにおける食道内へのslow fluid infusion刺 激は二次蠕動波発現前にtonusの 変化をもたらす

群馬大学医学部第一内科

前田正毅,草 野元康,三 梨桂子,富 澤さやか,下 山康之,河 村 修,森 昌朋

「目的 」Opossumに お い て食 道 内 へ のslow fluid infusion(SFI)刺 激 は粘 膜 のmechanorecepterを 介 して二 次 蠕 動 波

を発 現 させ る こ とが 知 られ て い る(Kusano et al. AJP,1996)。 こ こで は ヒ トにお け るSFI刺 激 の 影響 を検 討 した。

「対 象 と方 法」9名 の健 常volunteerに お い て食 道 内 圧(LES上25、7.5、12.5cm)を3-channnel strain gauge transducer

(μDigitrapper, Sweden)、2カ 所(LES上5、20cm>のpHを 微 小 ガ ラス 電極(ケ ミカ ル機 器)で 測 定 し、LES

上5cmに 生 食 また は0.1 N塩 酸 をinfusion pump(テ ル モ)を 用 い て0.25ml/secで 注 入 した 。 嚥 下 の指 標 と し

て前 頚 部 の筋 電 図(日 本 光 電)を 記録 した。 注 入 は 収 縮 運動(二 次 蠕 動 波 、 同期 性 収 縮 、 一次 蠕 動 波)が 生 じ

る か 、 ま た は50mlを 終 了 す る ま で続 け た 。 コ リ ン作 動 性 神 経 の影 響 を検 討 す るた め 、硫 酸 ア トロ ピ ン80μg/

kg IVの 影 響 を検 討 した 。各 注 入 は3回 ず つ行 い 、各注 入 の 問 に は食 道 内pHが4以 上 にな る ま で水 嚥 下 を 行 い 、

そ の後 空 嚥 下 を繰 り返 した 。「結 果 」SFI刺 激 は二 次 蠕 動 波 の 発 現前 に注 入 部 位 よ り口側 でtonic contractionと 肛

門側 でrelaxationを 来 した。 こ の現 象 のlatency(秒)、tonusの 上 昇 圧(mmHg)、tonusの 下 降 圧(mmHg)の 各 パ

ラメ ー タ ー にお け る、生 食 群 、生 食+ア トロ ピン群 、 塩 酸 群 、塩 酸+ア トロ ピ ン群 の4群 に お ける 値(mean±

SE)はlatency(23±4、23±3、23±3、24±3)、 上 昇 圧(8.4±1.4、4.0±0.9、8.2±1.5、4.9±1.0)、 下 降 圧

(8.0±1.2、6.9±1.0、8.5±1.2、7.3±1.0)で あ り、 各 パ ラ メ ー タ ーで 生 食 群 と塩 酸 群 で は 差 を認 めず 、 ア ト

ロ ピ ンは 上 昇圧 を有 意 に(p<0.05)抑 制 した が 、下 降圧 に は有 意 差 を認 め な か っ た。SFI刺 激 はtonusの 変 化 を

もた ら した 後 に 二次 蠕 動 波 を発 現 させ た が 、生 食 群 、生 食+ア トロ ピ ン群 、塩 酸 群 、塩 酸+ア トロ ピ ン群 の4群

で発 現 回 数 は計27回 の 注 入 中16、19、22、15回 で あ り、塩 酸+ア トロ ピ ン群 で有 意 に低 か っ た。 「結語 」 ヒ ト

にお い て 食 道 内 のSFIは 二次 蠕 動 波 を発 現 す る よ り早 期 に口 側 のtonic contractionと 肛 門側 のrelaxationを 生 じさ

せ 、 この現 象 の一 部 はcholinergic pathwayに よ る も の と思 われ た 。Opossumに お い て は こ の現 象 は 認 め られ な い

こ とか ら、 ヒ トで は非 常 に低 い 閾値 か ら液 体 に対 す る逆 流 防止 機 構 が 存 在 して い る もの と推 測 され た。

2. 細 径超音波プローブを用いた逆流性食道炎 における食道運動機能 の評価

1)広 島大学第1内 科2)広 島大学医学部附属病院総合診療部3)広 島大学医学部保健学科

○眞部紀 明1),春 間 賢,畠 二郎,花 ノ木睦 巳,楠 裕明,島 谷智彦2),井 上正規3),

【背 景】 食道の収縮運動の評価は,マ ノメ トリーによる内圧 測定を中心 としていくつか の方法 が

存在するが,こ れ を断層像 としてリアルタイムにかつ貫壁性 に評価 した報告は少ない.ま た,逆

流性食道炎(RE)の 発症要因の一つ として,食 道運動機能異常の関与が報告されている.

【目的】細径超音波 プロー ブを用 いて飲水時の食道運動 を評価 し,健 常人とRE間 の食道断層像で

の相違点について検討 した.

【対象および方法】健常者10例 とRE9例 を対 象に,16FrのGastric tubcを 経鼻挿入 し,更 にその 内

腔に20MHzの 細径 超音波プ ロー ブを挿入 した.下 部食道括約部(LES)を 同定 した後・LESよ り

5cm,10cm,15cm,20cm口 側 において,水20ccを 嚥下 した際 の筋層の収縮率,壁 のコンプライ

アンス(最 大伸展時の最大径),収 縮時間,内 容物の通過速度につ いてそれぞれ評価 した.

【結果】REは 健常者に比べてLESよ り口側5cm,10cmに お ける内輪筋の収縮率が有意 に低下 して

いた.縦 走筋 につ いては,LESよ り10cm,15cm,20cmに お いて有意に収縮率の低下を認めた.

また収縮時間につ いては,LESよ り 口側5cmに お いてREで 有意 に延長 していた.

【結論】細径 プローブ使用 による超音波検査 は飲水 時におけ る食道運動の リアルタイムな評価が

可能であった.ま た,REに お け る食道筋層の収縮率 の低下と収縮時間の延長は,REの 病 態に関

与 している事が示唆された.
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3. 塩酸イ トプリド治療前後における糖尿病性胃麻痺患者の胃運動について
-13C-acetate呼 気 胃排出機能検査による検討-

渡辺病院1,弘 前大学医学部第三内科2,板 柳中央病院3

渡辺 拓1,中 村光男2,梶 麻子2,寺 田明功3,楠 美尚子2,丹 藤雄介2,長 谷川範幸2,小 川吉司2,

須田俊宏2

【目的】自律神経障害を有する糖尿病患者では、胃運動の低下がしばしば認められる。糖尿病性胃麻痺は血糖コ

ントロールの悪い糖尿病患者に多く、それ自体も血糖 コントロール悪化の原因となっている。糖尿病性胃麻痺

の治療には塩酸イトプリドが有効 と考えられているが、今回我々は13C-acetateを用 いて呼気検査を行い、塩酸イ

トプリド治療前後で比較検討した。【対象及び方法】糖尿病性胃麻痺患者13例 を対象 した。早朝空腹時にテス

トミールとして13C-acetate100mgを 混入 したOKUNOS-A300ml(300kcal)を 摂取させ、経時的に呼気採取を行

い、呼気中13CO
2及び血糖値を測定 した。次に同一症例に塩酸イトプリドを投与 し、同様 に呼気中13CO、及 び血

糖値を測定した。【結果】呼気中13CO2の ピーク出現時間は塩酸イトプリド投与前では平均154.6分 後であったが、

投与後では平均120.0分 後 と改善が認められた。また、塩酸イトプリド投与後では血糖値の上昇傾向が認められ

た。すなわち、糖尿病性胃麻痺患者では13Cの 呼気中排泄の増加が遅 く、血糖値の上昇 も低 くなる傾向が認めら

れたが、塩酸イ トプリド投与により改善が認められた。これは糖尿病性胃麻痺患者の胃排出能の改善によりテ

ス トミール摂取後の血糖が上昇したためと考えられる。したがって、糖尿病性胃麻痺患者の血糖コントロール

に塩酸イトプリド投与は有用であると考えられた。

4. 13C aceticacidに よるクッキーを用いた胃排出能検査の検討

東海大学医学部消化器内科21,埼 玉 県済生会川口総合病院2

財 裕明1,高 安博之1,白 井孝之1,高 木敦司1,原 澤 茂2,三 輪 剛1

背景:こ れまで様々な胃排出測定法が考案されてきたが、我々の教室においても、アセトアミノフェン法を用

い、胃排出能と種々の消化器疾患の関係について報告を行ってきた。1990年 頃 より、13Cな どの安定同位元素

標識化合物による胃排出測定法の報告が散見 されるようになり、また、簡便で無侵襲な信頼性を兼ね備えた胃

排出能測定方法の確立は、以前からの大きな課題でもあった。

目的:以 上の背景を踏まえ、我々は簡便で、保存性にも優れ、カロリー負荷の調節も容易な固形食、クッキー

による[13]C acetic acidを用いた胃排出能測定法の確立を目指す とともにこの検査法のルーチン化に向けての問

題点を検討する事 とした。

方法:計200kcalで 、100mgの[13]Cacetic acidを含有する試験食、クッキーを摂取後、経時的に呼気を採取。赤

外分光分析装置により、呼気中13CO2を 測定。その変化により胃排出能を判定。

結果:標 準曲線は、試験食摂取後60分 にピークを有するなだらかなカーブとして描かれた。呼気採取時間各々

の呼気中13CO2濃 度 の変化率のばらつきは、p<0.0001で あ り極めて信頼性の高い検査方法である事が裏付けら

れた。また、Functional dyspepsiaの 患者や、prokineticsの投与を行った被検者の排出カーブは、明確な有意差を

もって、ピークが移動 し、またその形状が変化する事が確認された。

結語:我 々は、[13]Caceticacidを用いた、完全な固形食、クッキーによる胃排出能測定法を確立 した。この測定

法は、prokineticsの効果やfunctional dyspepsiaの 病態を反映し得る十分な信頼性を有するとともに、ルーチン検

査に十分対応可能であると考えられた。
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5. 経静脈的脂肪投与によって生じる胃上部弛緩運動の制御機構

広島大学第2外 科

羽路 一,岡島正純,吉川雅文,小島康知,大城望史,平田雄三,清水洋祐,中島真太郎,

池 田聡,児玉真也,中原雅浩,川堀勝史,浅原利正

【背景と目的】胃上部は様々な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、脂肪の経静脈的投与が胃上部に経口投与の場合とは異ったパターンの弛緩運動をひきおこす

ことを報告 してきた。今回、脂肪の経静脈的投与によって胃上部に生じる弛緩運動における一酸化窒

素(NO)と コリン作動性機構の関与を検討する目的で、以下の実験を行った。

【方法】あらかじめ胃瘻を造設した雑種成犬(N=6)に 、意識下無拘束でpolyethylene bagを 胃上

部に挿入留置し、これをBarostatに 接続した。4mmHgにbag内 圧 を固定後、1)コ ントロールとして

脂肪製剤である20%イ ン トラリポス(1m1/1.V.)を 投与し、胃運動の変化を60分 間観察した。2)

NO合 成酵素阻害剤であるL-NNA(5mg/kg i.v.)投 与後に同様の実験を行った。3)ア トロピン

(0.1mg/kg iの 投与後に同様の実験を行った。

【結果】1)コ ントロールのbaseline volume(脂 肪投与前の胃内容量)は56.9±17.7ml(Mean±

SD)で20%イ ン トラリポス静注後の胃内容量増加は190.4±70.5m1で あった。2)L-NNE投 与により

baseline volumeは54.6±11.9m1か ら66.0±27.5mlと 増加したが、有意な変化は認めなかった。しか

し、L-NNA前 投与後では20%イ ン トラリポス静注による胃内容量増加は53.4±41.8mlと コントロー

ルと比較し、有意に抑制された(p<0.005)。3)ア トロピン投与によりbaseline volumeは48.1±

11.0mlか ら225.7±83.0mlと 有意に増加した(p<0.005)。 ア トロピン前投与後では20%イ ン トラリポ

ス静注による胃内容量増加は26.5±20.3miと コントロールと比較し、有意に抑制された(p<0.005)。

【結語】脂肪の経静脈的投 与による胃上部の弛緩反応にはNOと コリン作動性機構の関与が示唆され

た。

6. 高血圧ラッ トの胃平滑筋におけるイソプロテレノールの弛緩および過分極反応について

近畿大学ライフサイエンス研究所1,薬 学部機能形態学2

島村佳一1,山 本和夫1,関 口富美子2,砂 野 哲2

[目的]胃 平滑筋にはβ-ア ドレナリン受容体を介する弛緩機構が存在することが知られている。高血圧ラットの

胃平滑筋での報告は少なく、弛緩反応と膜電位反応との関係 も明らかではない。今回、われわれはβ-ア ドレナ

リン受容体作動薬イソプロテレノールを用いて、高血圧 ラットの胃平滑筋における弛緩反応 と膜電位変化につ

いて検討 した。

[方法]16週 齢の脳卒中易発症性高血圧自然発症ラット(SHRSP)お よび正常血圧のWistar Kyotorat(WKY)よ りエー

テル麻酔下に胃を摘出し、胃底部輪状筋標本を作成 した。Tyrode液 中で等尺性収縮張力を記録した。膜電位記

録には微小電極法をもちいた。

[結果]WKYお よびSHRSPの 輪状筋標本は細胞外Ca依 存性の緊張性自発収縮を発生 した。緊張性自発収縮中に

イソプロテレノールを作用させると濃度依存性の弛緩反応が生 じた。イソプロテレノールによる弛緩反応には

SHRSPの 標本においてWKYよ りも高濃度を要 した。 フォルスコリンおよびdibutyrylcAMPは 濃度依存性の弛

緩反応を示 したが、弛緩反応の大きさにはSHRSP、WKYの 標本間に差はみとめられなかった。イソプロテレ

ノールは輪状筋平滑筋細胞膜を濃度依存性に過分極 させた。SHRSPの 標本における過分極の程度はWKYに く

らべ小 さかった。フォルスコリンによる過分極反応にはSHRSP、WKYの 標本間に差はみとめられなかった。

[結語]イ ソプロテレノールによる弛緩には細胞膜の過分極が一部関与すると考えられる。また,フ ォルスコリ

ンによる弛緩反応や過分極反応が高血圧ラット標本、正常血圧ラットで差がないことから、高血圧ラット標本

におけるイソプロテレノールの弛緩反応や過分極反応の低下はβ-アドレナリン受容体からアデニル酸シクラー

ゼ活性化までの過程の異常によるものと思われる。
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7. Glucagonは 意識下犬の胃幽門輪弛緩運動を抑制するが、収縮運動は抑制 しない

広島大学医学部総合診療部1,広 島大学医学部保健学科2,広 島大学医学部第二外科3,日 赤広島看

護大学生理学4

島谷智彦1,井 上正規2,吉 川雅文3,岡 島正純3,藤 井一元4

(目的)先 にわれわれは、glucagonは 意識下犬において胃前庭部運動に対しては抑制的に作用 し、一方十二指腸

以下の運動に対 してはむしろ促進的に作用するが、潜在的には抑制性機構が存在することを報告した(J. Smooth

 Muscle Res.,33:145-162,187-201,1997)。 今回は、胃幽門輪運動ならびに胃前庭部や十二指腸との協調運動に対

するglucagonの 作用について検討した。

(方法)雑 種成犬を用い、胃前庭部 ・幽門輪 ・十二指腸の運動をstrain gauge force transducer法で無麻酔無拘束下

に記録 した。

(結果)(1)Phase Iの 時期にglucagon(20～50μg/kg)を 静脈内投与すると、胃前庭部においては何 らの収縮

も誘発 しなかったが、幽門輪および十二指腸に強収縮を誘発 した。(2)自 然発生のphaseIц の時期には、胃前庭

部の強収縮と同期 して幽門輪が弛緩 し、―一方、十二指腸の収縮と同期して幽門輪が収縮するという協調運動が

観察された。同様の協調運動はmotilin agonistのerythromycin(0.15mg/kg)の 静脈内投与によっても誘発された。

(3)こ れ らの協調運動に対 し、glucagonは 幽門輪運動においては収縮を抑制することなく弛緩のみを抑制 した。

同時に、胃前庭部の収縮は強力に抑制したが、十二指腸の収縮は抑制しなかった。

(結論)こ れらの結果より、胃前庭部 ・幽門輪 ・十二指腸の各部位の運動において、神経 ・体液性調節機構に違

いのあることが明らかであり、また、glucagonは十二指腸胃逆流を抑制する作用を有 している可能性が示唆され

た。

8. 大建中湯胃内投与の空腹期および食後期運動におよぼす影響について

東京慈恵会医科大学外科学講座第21,東 京慈恵会医科大学解剖学講座第12

川崎成郎1,中 田浩二1,羽 生信義1,古 川良幸1,向 井英晴1,西 川勝則1,梁 井真一郎1,青 木照明1,

中尾誠利2,山 下 廣2

[目的]大建中湯(以下DKT)は 山椒、人参、乾姜を主成分とし、消化管運動亢進作用を有することが知られている。

しかし、空腹期と食後期の投与時期の違いによるDKTの 運動効果を比較した報告はほとんどない。今回、われ

われは慢性実験犬を用いDKTの 投与時期の違いによる運動効果について実験的に比較検討した。

[方法]ピー一グル犬5頭 を全身麻酔下に開腹し、胃底部、胃体部、胃幽門洞部、十二指腸、空腸、回腸、近位および

遠位結腸の漿膜面にstrain gauge transducerを縫着し、胃体部よりシリコンチューブの留置を行った。消化管運

動の観察記録を行い、空腹期(強 収縮終了後20分)お よび食後期(液 状食10kcal/kg摂 取後60分)にDKTエ キ

ス原末0.1g/kg(生 食で15mlに 混和)を 胃内チューブより緩徐に投与 した。消化管運動の解析は、まず肉眼的に

収縮パターンの解析を行い、さらにコンピュータープログラムを用いて30分 間のtotal amplitude(TA:全 収縮波

高の和)、mean amplitude(MA:平 均収縮波高)、frequency(Fr:収 縮頻度)を算出し、生食投与時(空 腹期)ま たは

DKT投 与前30分(食 後期)と の比較を行った。

[結果]空 腹期には、DKT胃 内投与後平均約1.5分 で、胃に強収縮とほぼ同じ収縮波高を持ち、平均約13.8分 の

持続時間を持つ収縮波群の出現がみられ、生食投与時と比べてTA、MA、Frの いずれにおいても有意な運動亢

進が認められた。また、この運動効果は投与部位である胃だけでなく、十二指腸、空腸にも観察された。これ

に対 して食後期では、DKTの 投 与による明らかな収縮パターンの変化はみられずTA、MA、Frの いずれにおい

ても差は認められなかった。

[結論]空腹期には、DKTの 胃内投与により胃、十二指腸、空腸において消化管運動亢進作用がみられたが、食

後期には明らかな運動効果は認められなかった。DKTの 投与時期によりその運動効果は異なった。
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9. モルモット胃底におけるβ3-ア ドレナリン受容体に対するカルテオロールの部分活性作用について

東邦大学薬学部薬理学教室

堀之内孝広,辻 谷典彦,小 池勝夫

【緒 言 】私 達 は 第101回 日本 薬 理 学 会 関東 部 会 にお い て 、モ ルモ ッ ト胃底 に β3-ア ドレナ リ ン受 容 体(β3-

AR)が 存 在 す る こ とを報 告 し、カテ コラ ミン及 び β3-AR作 用 薬 に よ る弛 緩反 応 が β3-AR拮 抗 作 用 を も有

す る非 選択 的 β-拮 抗 薬 で あ る ブ プ ラ ノ ロー ル に よ っ て競 合 的 に拮抗 され る こ と も報 告 した。今 回、 一般 的 に

β1-及 び β2-ARの 部分 活性 薬 と して知 られ て い る カ ルテ オ ロー ルが 、モ ル モ ッ ト胃底 に存 在 す る β3-AR

に対 して 部 分 活 性 薬 と して作用 す る こ と を見 出 した ので 報 告 す る。

【方 法 】モ ル モ ッ ト胃底 縦 走筋 標 本 を作 製 し、筋 の 反 応 は0.5gの 負 荷 の 下 、等 尺 性 に記 録 した 。 β3-ARを

介 した 弛緩 反 応 は、選 択 的 β1-AR拮 抗 薬 で あ るア テ ノ ロ ー ル10-4M及 び選択 的 β2-AR拮 抗 薬 で あ るブ

トキサ ミ ン10-4M存 在 下 、あ らか じめ プ ロス タグ ラ ン ジ ンF2a3×10-6Mで 収 縮 させ て お い た標 本 に β-

AR作 用 薬 を累 積 的 に投 与 す る こ と に よ り観 察 した 。

【結 果 及 び 考 察 】モ ルモ ッ ト胃底 に お いて 、カ ル テ オ ロー ル に よ り用 量 依 存 的 な弛 緩 反応 が 生 じた が(pD2値;

5.55±0.06,内 活 性;0.94±0.02)、 その 反 応 はア テ ノ ロ ー ル10-4M及 び ブ トキサ ミ ン10
-4Mに よ っ て ほ とん ど影響 を受 け な か っ た(pD

2値;4.91±0.05,内 活 性;0.94±0.02)。 し

か しなが ら、 アテ ノ ロ ー ル及 び ブ トキ サ ミ ン存 在 下 、β3-AR拮 抗 作 用 を も有 す る非 選 択 的 β-拮 抗 薬 で あ る

ブ プ ラ ノ ロ ー ル に よっ て カ ルテ オ ロー ル の 濃 度 反応 曲線 は濃 度 依 存 的 に右 方へ 平 行 移 動 した(pA2値;5.2

9±0.07)。 また 、アテ ノ ロー ル及 び ブ トキサ ミ ン存 在 下 、 カ ル テ オ ロ ー ル(10-5M)は イ ソ プ レ ナ リ ン、

ノルエ ピ ネ フ リ ン、エ ピネ フ リ ン及 び β3-AR作 用 薬(BRL37344及 びCGP12177A)に よ る弛

緩 反応 を弱 い なが ら も有 意 に抑 制 した。 それ ぞ れ の 作 用 薬 に対 す る カ ル テ オ ロー ル のapparentp A

2値 は5.71±0.02(イ ソプ レナ リ ン)、6。04±0.06(ノ ル エ ピネ フ リ ン)、5.97±0.02

(エ ピネ フ リ ン)、6.49±0.06(BRL37344)及 び5.54±0.05(CGP12177A)で

あ っ た。こ れ らの結 果 か ら、カ ル テ オ ロー ル は モ ル モ ッ ト胃底 の β3-ARに 対 して 部分 活 性 薬 と して作 用 して

い る こ とが 明 らか に なっ た。

10. 覚醒イヌにおける胆嚢摘出後の十二指腸胃逆流増加機構 とそれに対するマレイン酸 トリ

メブチンの作用

田辺製薬創薬研究所1),広 島大学第二外科2),同 第一内科3)

能城広司1),谷 口弘之1),四 方 田英二1),小 野 田有一1)

岡島正純2),花 ノ木睦巳3),春 間 賢3),楠 裕 明3),梶 山梧朗3)

【背景 と目的】胆嚢摘出(以 下,胆 摘)後 に認められ るdyspepsia様 の上部消化器症状は胆摘後症

候群 として知られてお り,そ の成因の一つに胃内への胆汁逆流の増加が考えられている.本 研究で

は胆摘後における十二指腸胃逆流の発生機序解明を目的として,イ ヌにおける胃 ・十二指腸運動お

よび胃内への胆汁逆流に対する胆摘の影響を検討した.さ らに胆摘イヌにおける消化管運動調整薬

マレイン酸 トリメブチン(ト リメブチン)の 効果を検討した.

【方法】雑種成犬の胃,幽 門輪,十 二指腸球部,十 二指腸にstraingauge fbrce transducerを 縫着

し,胃 瘻管を装着した.一 部のイヌに胆摘を施 して,空 腹期3時 間における上部消化管運動および

胃液中胆汁酸濃度を測定し,対 照群のそれと比較検討した.ま た,ト リメブチン(3mg/kg/hr)の

静脈内持続注入は胃液採取30分 前より開始し,実 験終了時まで維持した.

【結果】胆摘 したイヌにおいて,胃 液中総胆汁酸量が有意に増加した.ま た,胆 摘により,空 腹期

Phase II収 縮期における幽門輪弛緩頻度の増加が認められた.ト リメブチンは,胆 摘イヌにおける

胆汁の胃内逆流を有意に抑制した.ま た,ト リメブチンは,幽 門輪弛緩頻度の低下と空腹期収縮サ

イクルの短縮作用を示 した.

【まとめ】胆摘後の胆汁胃内逆流の増加に幽門輪の機能異常が関与し,ト リメブチンは幽門輪弛緩

頻度の低下と空腹期収縮サイクルの短縮作用により,胆 摘後の胆汁胃内逆流増加を抑制することが

示唆された.
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11. IP3受 容体欠損 マ ウス胃幽 門部平滑筋の神 経応 答の変化

名古屋市立大学医学部第一生理学教室、*東 京大学医科学研究所

鈴木 光 ・高野 博充 ・福田 裕康 ・山本 喜通 ・加藤 邦夫*・ 御子柴 克彦*

[目的 と方法]IP3受 容 体(タ イプ1)欠 損 マ ウスにおける胃幽門部平滑筋の支配神経の性質を調べ

た。実験は摘出平滑筋に経壁的に電気神経刺激を与 え、誘発 され る等尺性収縮反応 を指標にした。

[結果]幽 門部平滑筋で発生する自発収縮は、野生型マ ウスでもIP3受 容 体欠損マウスでも見 られた

が、後者の方が頻度が低 く不規則であった。高K液 は両筋をほぼ同程度収縮 させた。野生型マ ウス

において、経壁神経刺激 は刺激中と刺激終了時に収縮反応を誘発 した。前者はネオスチグミンで増強

され、ア トロピンで抑制されたのでコ リン作動性神経か ら遊離 されるアセチルコリンによる反応 と考

えた。ニ トロアルギニンやアパ ミンは刺激時の収縮反応 を増強 し、アパ ミンは刺激終了時の収縮反応

を抑制 した。アセチルコリン(ACh)は 自発収縮の頻度を増大 させ、持続性収縮を誘発 させた。 ノル

ア ドレナ リン(NA)や ニ トロプル シ ドNa(SNP)は 自発収縮 を抑制 した。IP3受 容 体欠損マウスで

は経壁神経刺激により、多くの場合刺激終了時の反応のみが誘発され、アパ ミンで抑制 されたが、ネ

オスチグミン作用下では刺激時にもコリン作動性収縮が誘発 された。ニ トロアルギニンは神経刺激に

よる収縮反応には無効であった。AChは 持 続性収縮を発生 させ ることな く自発収縮の頻度を増大さ

せたが、この効果は野生型より低下 していた。NAやSNPは 自発収縮 を抑制 したが、SNPの 抑制作用

は野生型 より低下していた。[結 論]マ ウス幽門部平滑筋はコリン作動性興奮神経な らびにNO作 動

性および非 コリン非ア ドレナ リン作動性抑制神経が分布 してお り、IP3受 容体欠損マウスでは平滑筋

の収縮機能を変化 させることなく自動能の低下やNO作 動性神経機能ならびにコリン作動性神経機能

の低下などをきたしていることがわかった。

12. propylbenzilylcholine mustard (PrBCM)感 受性及び抵抗性ムスカリン受容体を介 した収縮反応の

Ca2+感 受性の相違とミオシン軽鎖の燐酸化

日本大学薬学部機能形態学研究室1,東 邦大学薬学部薬理学教室2

齋藤清茂1,木 澤靖夫1,草 間 貞1,小 池勝夫2,村 上 元1

私達はモルモット腸管平滑筋及び心筋のムスカリン受容体にPrBCMに 感受性と抵抗性の2つ のタイプが存在

することを見出し,そ の受容体機構について検討 してきた。モルモット回腸縦走筋を用いた検討から,部 分活

性薬のpilocarpine(Pilo)はPrBCM感 受性受容体を介して収縮反応を引き起こすのに対 し,完全活性薬のcarbachol

(CCh)は 正常標本では主にPrBCM抵 抗性受容体を,phenoxybenzamine (PBZ)処 理標本ではPrBCM感 受性受

容体を介して収縮反応を引き起こすこと,さ らにそれぞれの受容体刺激により生 じた細胞内Ca2+濃 度([Ca2+]i)

の増加が同程度であるにもかかわらず,発 生 した収縮張力はPrBCM感 受性受容体を活性化した場合の方が,

PrBCM抵 抗性受容体を活性化したときよりも大きく,[Ca2+]iと発生張力との関係が一致 しないことを明らかにし

た。本研究では,こ の相違がミオシン軽鎖(MLC)の 燐 酸化量の差に起因するものかを明らかとするために,

PrBCM感 受性及び抵抗性受容体刺激時([Ca2+]iの増加が同程度である条件下)に おけるMLC燐 酸化量を二次元

電気泳動法により求め,比 較検討 した。正常標本において,cch(0.1μ M)及 びPilo(10μM)に よるMLC燐

酸化量の経時的変化はほぼ一致しており,そ の最大値の間に有意な差はみられなかった。MLC kinase阻 害薬

KT5926 (3μM)ま たはwortmannin(1μM)存 在下において,Pilo及 びPBZ処 理標本におけるCCh(10μM)

は,正 常標本におけるCChと 比較すると有意に大きな収縮を引き起こしたが,こ のときMLC燐 酸化量の増加は

みられなかった。これらの結果は,PrBCM感 受性及び抵抗性受容体を介 した収縮反応における[Ca2+]iと発生張

力との関係の相違はMLC燐 酸化量の差によるものではなく,MLCの 燐酸化に依存しない収縮経路(静 止 レベ

ルのミオシン軽鎖の燐酸化によって制御される収縮経路)に よる可能性が示唆された。
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13. 血小板 ・巨核球系白血病細胞株Meg-01の ミオシン軽鎖のクローニング

北里大学内科学IV

渡辺 真理子、郡 美佳、東原 正明

【目的】 我々は、既にヒト赤血球および血小板のミオシンの生化学的性状は平滑筋細胞のそれに類似し、

20-kDa軽 鎖のリン酸化がactin-activated ATPase活 性 を制御していることを報告した(Biochemistry 28:

1642-1949,1989; Blood 78:3224-3231,1991)。 しかし、現在までに造血細胞のミオシン軽鎖のアミノ酸

配列は報告されておらず、特に20-kDa軽 鎖 のリン酸化 部位であるN末20個 のアミノ酸配列に平滑筋 ミオシ

ンとの相 同性があるのかは不明のままである。また、赤血球の20-kDa軽 鎖 は、SDS-PAGEで の分子量は

19,500、 血小板は20,000で あ り、血球の違いにより若干の相違がみられる。

今回、我々は造血細胞ミオシン軽鎖が平滑筋細胞ミオシン軽鎖とどの程度相同性があるのかを調べるため、

ヒト血小板 ・巨核球系白血病細胞株Meg-01の ミオシン軽鎖全長のクローニングを行い、一次構造の比較を

試みた。

【方法】Meg-01よ り、RNAを 調製、oHgotexビ ーズを用いてpoly(A)+RNA selectionを 行った。その後、

既に報告 されている様々な動物種のミオシン軽鎖で保存されている場所を縮重プライマーに選択 し、RT-

PCRを 行 った。増幅されてきたDNAフ ラグメントをプラスミ ドベクターにサブクローニングし、塩基配列を

決定した。さらに、5'-および3'-RACE法 によりミオシン軽鎖全長のクローニングを試みた。

【結果および考察】 今回、血小板 ・巨核球系白血病細胞株Meg-01よ りクローニングされた2種 類のミオシ

ン軽鎖は、様々な動物の筋肉や平滑筋などで報告されている17-kDaの 必須軽鎖(MLC-3)や20-kDaの 制御軽

鎖(MKLC-2)と 相 同性が認められた。さらに、20-kDaの 制御軽鎖のリン酸化を受けるアミノ酸残基 も、既に

報告されているchicken gizzard 20-kDaの 制御軽鎖と一致しており、おそらくこれらのN末5個 のアミノ酸残

基(Ser-1,Ser-2,Thr-9,Thr-18,Ser-19)が リン酸化を受ける可能性が示唆された。

14. モルモット盲腸紐のV-1蛋 白質およびmyosinレ ベルに対する低酸素の影響

三菱化学生命科学研究所1,東 海大学工学部工業化学科2

小林麻須美1,2,本 間隆夫2,鈴 木伸英1,山 国 徹1,石 田行知1

低酸素条件では、各種の代謝反応が変化し、筋肉の収縮能は低下する。モルモット盲腸紐は、酸素要求度が大

きい平滑筋である。15分 以上低酸素条件に曝すと、再び酸素を通気しても、盲腸紐の収縮能は完全には回復 し

ない。回復 しない原因の一部は、ATPを 含むadenylate化合物の細胞内濃度が減少することにある(Ishida & Paul,

1989)。 今回は、低酸素条件が盲腸紐の蛋白質レベルにどのような影響を与えるのかを検討 した。

方法:モ ルモットから盲腸紐を摘出し、好気的条件では95%O2、5%CO2を 、低酸素条件では95%N2、5%CO2

を栄養液に通気 した。盲腸紐の収縮反応は等尺性に記録した。蛋白質 レベルは、それぞれの実験条件で盲腸紐

を液体窒素で凍結 し、ホモジナイズ後、SDS-PAGEを 用いて分離し、Coommassie Blueで 染色 した。ankyrin re-

peat構造 をもつV-1蛋 白質の定量はWestem blotting法を用いた。V-1蛋 白質mRNAはNorthern blotting法を用い

て検出した。

結果:好 気的条件で高濃度K+(40 mM)を 投与すると、盲腸紐は持続的な収縮反応を引きおこした。低酸素条件

ではK+の 収縮反応は好気的条件の10%に 抑制された。低酸素条件後5分 に再び酸素を通気すると、収縮反応は

完全に回復 した。低酸素暴露時間を0.25、1、2時 間と長くすると、その時間に依存 して再酸素通気による収縮

力の回復率は83、75、57%に 低下した。低酸素後2時 間でV-1蛋 白質量は約2倍 に増加していた。一方、myosin

重鎖 は低酸素2時 間後には明らかに減少していた。V-1蛋 白質mRNAの 発現は低酸素条件により上昇 していた。

考察:今 回の結果から、低酸素長期暴露により、myosinが 減少することにより、収縮能が非可逆的に抑制され

ることが示唆される。V-1蛋 白質は成熟ラットの交感神経細胞の細胞質に強く発現する(Ymakuni et al.,1998)

が、出生後の骨格筋ではV-1蛋 白質の発現はmyosin発 現増加とは逆に顕著に減少する(Furukawa, et al., 1999)。こ

れらを総合すると、盲腸紐では、低酸素下でV-1蛋 白質が増加 してmyosinが 減少することが考えられる。
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15. 新 しいカルシウム結合タンパク質(S100C)に よる平滑筋機能制御機構

三重大学医学部薬理学教室

中 充子,趙 小青,田 中利男

我々は長年にわたりカルシウム結合蛋白質の機能について、カルシウム結合蛋白質阻害剤を使用する薬理

学的研究法により、その生理機能を明らかにしてきた。今回我々は、新 しく見出したカルシウム結合蛋白質

S100Cが 平滑筋の収縮反応調節に関与 していることを見い出したので報告する。我々は既に、S100Cの 遺伝子を

クローニングし、その構造を解析したところ特徴的なエクソン-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が、この遺伝子構造は他の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)を認めるとともに、心筋、肺、血管平滑筋細胞において低酸素下でS100CmRNAお よびS100C蛋 白質

の発現上昇を明らかにした。

そこで、S100C蛋 白質の作用機構を明らかにするために標的分子の探索を行ったところ、S100C蛋 白質は以

前我々が見い出しているアネキシンIに加え、アクチンとカルシウム依存性 に結合 し、アクチン活性化ミオシン

MgATPase活 性 を阻害することが明らかになった。アクチンに対する親和性はアクチンとの共沈実験でカルシ

ウム存在下において、Kdは1x10-6Mで あ った。このアクチンに対する作用は、S100A1,S100A2,S100B等

他 のS100蛋 白質ファミリーおよびカルモデュリンには認められなかった。さらに、アクチンとS100C蛋 白質の

結合部位を解析した。アクチンとγ-Sリ ン酸化ミオシンの相互作用をカルポニンは阻害するが、S100Alと カル

モデュリンはその阻害作用を回復させた。しかし、S100A2は 影響を与えず、S100C蛋 白質は相加的な阻害作用

を示した。すなわち、S100C蛋 白質はカルポニンとは異なる分子機構によりアクトミオシンMgATPase活 性 を抑

制することを明らかにした。

平滑筋の収縮機序はミオシン軽鎖のリン酸化反応が中心的機序と考えられてきたが、最近、ミオシン軽鎖

のリン酸化反応以外の機序の存在がが注目されている。今回の結果から、我々の見い出した新しいカルシウム

結合蛋白質S100Cは 平滑筋収縮反応において、ミオシン軽鎖のリン酸化反応に関与しない、アクチン側の調節

機序に関わっていることが示唆された。

16. 31PNMR法 によるスキン ド平滑筋ATP分 解機構の検討

東京慈恵会医科大学 ・生理学講座第1(現 東京医科大学生理学第―講座)1,東 京慈恵会医科大学 ・

医学科4年 生2

渡辺 賢1.富 田益臣2

31P NMRは 、非侵襲的に生体組織の代謝測定方法として、広 く用いられている。平滑筋においても、31P NMRを

用いた細胞内リン化合物測定の試みがなされてきた(例 えば、Nakayamaら;1988)。 しかし、このような生筋標

本を用いた方法での平滑筋代謝の定量的な検討には少なからず問題がある。すなわち、平滑筋では細胞内環境

を一定に保つことが難しい。更に、平滑筋では一見同様 にみえる細胞内環境においても、化学一力学変換機構

の効率が変化することが知られている(い わゆるlatchな ど)。

そこで、細胞内環境を一定に固定 したまま定量的に細胞内リン化合物代謝の検討を行なう目的で、細胞膜をサ

ポニンエステルの一種 βエスシンで化学的に破壊し、更に筋小胞体にCa ionophore A23187で 孔 を開けたスキン

ド標本がその周囲の人工細胞内液中のATPを 分解する過程を31P NMRを 用 いて測定した。

βエスシン処理モルモット盲腸紐スキンドファイバーは、筋弛緩条件下でもl mM/min以 上 の速さで標本内部及
び周囲の人工細胞内液(弛 緩液)のATPを 消費し、その消費速度は細胞内ATPases活 性 の高い骨格筋スキンド

ファイバーのそれに匹敵する。その由来は主に細胞内ATPasesに よるものなのか、それともectoATPases (細胞

外ATPasesの 総称であり、細胞外に存在する神経伝達物質としてのATPの 分解に寄与する)に よるものなのか

を明らかにするために、基質の種類や種々のectoATPases阻 害条件がβエスシン処理平滑筋標本のATP分 解過

程に与える影響について定量的に検討を行い、生筋平滑筋標本(ectoATPasesが 弛緩液ATP分 解 を引起こす)や

TritonX100処 理平滑筋標本(細 胞内ATPasesが 弛緩液ATP分 解 を引起こす)の 結果と比較を行っている.本 研

究の途中経過を報告する.
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17. 平滑筋研究のための新しい人工平滑筋組織:三 次元培養した培養平滑筋細胞に再構築された平滑
筋様収縮

明治薬科大学薬理学教室

大石一彦,内 田幸宏

平滑筋組織より単離培養 した平滑筋細胞の収縮反応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。

モルモ ット胃底部の培養平滑筋細胞で作製した人工平滑筋組織標本は、αアドレナリン作動薬やセロトニン

などのアゴニス トに反応 し、用量依存性に等尺性収縮を発生 した。これらの収縮は細胞内外のCa2+に 依存 し、カ

ルシウムチャネル阻害薬のD-600、MLCK阻 害薬のML-9、Rho-キ ナーゼ阻害薬のY-27632で 抑制されることよ

り、典型的な平滑筋の収縮様式を保持 していることが示唆された。しか しその一方で、胃底部組織本来の収縮

反応性とは異なり、アセチルコリンに対する反応性が欠如していたが、このアセチルコリンに対する反応性は、

標本を上頚神経節細胞 と共培養することにより回復 した。脳底動脈の培養平滑筋細胞で作製した人工平滑筋組

織標本は、 αアドレナリン作動薬、セロトニン、アセチルコリンなどのアゴニス トに反応し、用量依存性に等

尺性収縮を発生 した。しかしながら、これらの収縮は胃底部の標本 とは異なり、Ca2+に非依存性の収縮成分が大

きく、また、カルシウムチャネルを介して流入 したCa2+は 、収縮 を逆に抑制 した。このCa2+に よる収縮抑制は、

標本を長期培養 して平滑筋の分化程度を高めることで細胞外のCa2+に 依存性の収縮を発生するようになった。

この人工平滑筋組織標本は、平滑筋細胞を取 り巻 く細胞外環境を人工的に制御することが容易であり、以上

の様に標本の培養環境を整えることで、平滑筋様の収縮反応性 を自在に再構築することが可能である。

18. ラット胃単離平滑筋細胞におけるlKr及 びlKs様 成分の電気生理学的検討

名古屋市立大学薬学部薬品作用学

朝倉圭一,大 矢 進,村 木克彦,渡 邉 稔,今 泉祐治

分子的・電気生理学的検討により、心筋における遅延性流性カリウム電流成分I KrとI Ksに 寄与 しているチャ

ネル遺伝子が明らかとなった。I KrはERG1とMiRP1(KCNE2)が 会合して、またIKsはKvLQ

T1(KCNQ1)とIsK(KCNE1)が 会合してそれぞれチャネル蛋白質を形成していると考えられて

いる。当研究室ではラット胃平滑筋より、胃体部及び胃底部からERG1/KCNE2の 、胃体部においては

さらにKCNQ1/KCNE1のmRNA及 びタンパク質の発現を確認 しており、ラット胃平滑筋に心筋 と同

様ERG1/KCNE2やKCNQ1/KCNE1か ら構成されるI KrやI Ks様 成分が発現している可能性が

考えられた。これまでにも胃平滑筋では、自発的膜電位変化(s l o w w a v e)や 静止膜電位形成などの

膜興奮性にカリウム電流の関与が示唆されてきたが、I Kr・I Ks様 成分に関しては検討されていない。そこで

本研究ではラットの胃を胃体部と胃底部に分け、それぞれから単離した平滑筋細胞にホールセルパッチクラン

プ法を適用し、I Kr様 成分(E-4031感 受性電流成分)及 びI Ks様 成分(indapamide感 受性電

流成分)の 測定を行った。ホールセルパ ッチクランプ法によりE-4031(1μM)及 びindapami

de(100μM>感 受性末尾電流成分の検討を行ったところ、-50mVに おけるE-4031感 受性末尾

電流(I taｉi(E-4031))は 胃体部及び胃底部単離平滑筋細胞において共に全体の約40%を 占め、Itail(E

-4031)密 度 は共に約0.1pA/pFで あることが明らかとなった。一方、indapamide感 受性末

尾電流(I tail(indap.))は 、胃体部単離平滑筋細胞においてのみ観察され約35%を 占め、その密度は約0.

2pA/pFで あった。以上の結果 より、ラット胃単離平滑筋細胞において分子的 ・電気生理学的にIKr及

びIKs様 成分が部位特異的に発現しており、これらが胃平滑筋における膜興奮性の制御に一部寄与 している可

能性が示された。
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19. ウシ毛様体平滑筋細胞における非選択性陽イオンチャネルのムスカリン受容体刺激による活性化

にかかわる信号伝達経路

名古屋大 ・院 ・医 ・細胞生理学講座 ・分子動態学1,名 古屋大 ・院 ・医 ・眼科2

高井 章1,高 井佳子2,三 宅養三2

[目的]ウ シ毛様体平滑 筋ではM3受 容 体の刺激 によ り一 種の非選択性 陽 イオ ンチャネルの開 口に よると考 え られる電流応

答が観 察 され る[Takai et al.(1997)PfugersArch.433,705-712]。 今 回、我 々は この電流 応答 に伴 うノ イズの解析 を行 い、

この単 一チ ャネル コンダク タンス(γ)と 平均 開口時間(τ)と を予想 した。 また、この平滑筋 にお けるtrpチ ャネル遺伝子

の発現 をRT-PCR法 を用 いて検討 した。

[方法]コ ラゲナーゼ処理 に より単離 した ウシ毛様体 筋細胞 に全細胞 モー ドの膜電位 固定法 を適用 し電流 を記録 した。灌

流液 には10 mM-HEPESでpHを7.4に 滴 定 した正常 生理食塩水(PSS)を もちいた。電極 はK+を 含 まない 、100mM Cs as-

partate, 5 mM-BAPTA ([Ca2+]=70 nM)and 200 mM-GTP (pH7.0)を 含 む液 を用 いた。実験 は全 て30℃ でお こな った。RT-

PCRに 使 用 したプライマ対 は、ヒ トまたはマ ウス で報告 され ている7種 類 のtrp(trpl-trp7)遺伝子 の塩基配列 を もとに、チ ャ

ネル孔形成 部 とされる100-130ア ミノ酸配列 に当た る部位 の全域 を挟む よ うに設計 した。

[結果]膜 電位 を-50mVに 保持 して,CCh(2μM)を 灌流液 中に投与す る と、著明 にノ イズの増加 を伴 う内向 き電 流が観

察 された。そのパ ワースペ ク トル と非定 常分散の分析 か ら、 γ と τ はそれぞれ39pSと17msと 見積 もられ た。 電極液

に2mM-CChを 含むPSSを 用 い、in-situパ ッチ法で記録 す ると、ノイズ解析で得 られ たの と同様 の γ(31±1pS)と τ(10

±1ms;n=8)を もつチ ャネルの開 口が 観察 された。電極 内のGTPをGTPγSで 置 き換 える と、CChの 投 与 なしで も徐々

にチ ャネルが開 口するのが観察 された。 このCChに 対す る反応 は灌流液 中にthapsigarginを 投 与 して もチ ャネルの活性化

は見 られず、1μM以 上 の濃度で はかえ って不 可逆的 な抑 制が見 られた。RT-PCR法 に よる遺伝 子解析 の結 果か ら、ヒ ト

trp3お よびtrp6に きわめて類似 したtrpが 多 く発 現 してい るこ とが明 らか になった。

[結論]ウ シ毛様体平滑筋 の非選択性 陽イ オンチ ャネルが ムス カリン受 容体刺激 に よ り開口す る際 の信号伝達 は、いわゆ

る容量依 存性の経路 ではな く、何 らか のG蛋 白を介 す る経路 を介す る ものであ るこ とが示唆 され た。 また、RT-PCRに よ

り、G蛋 白経 由の調節 を受 ける非選択性 陽 イオンチ ャネルを形 成す る とされて いるtrp3お よびtrp6が この組織で発 現 して

いるこ とが明 らかにな った。電気 生理学 的に捉え られたチ ャネル とこれ らの遺伝子 との関連 に興味が持 たれる。

20. 電位依存性Caチ ャネルα、βサブユニットの一時的発現におけるtail currentの 動態

名古屋大学医学部内科学第二講座1,名 古屋大学医学部細胞情報科学細胞生理学講座2,名 古屋大学

医学部病理学第二講座3,東 北大学医学部分子薬理学講座4

青山昌広1,中 山晋介2,岩 下寿秀3,村 上 学4,伊 藤 康1,山 木健市1

(目 的)平 滑 筋 の 多 くは活 動 電位 を示 し、その ス パ イ ク は電 位 依 存 性Caチ ャ ネル の 活性 化 に起 因 す る 。一 方 、気

管 や血 管 にお け る平 滑 筋 は 、静止 膜 電 位 や 脱 分極 時 にみ られ る持 続 性 の張 力(緊 張 状 態 あ る い は緩 除 な収 縮)も

同種 の電 位 依 存性Caチ ャネ ル を通 じたCaイ オ ンの 継 続 的流 入 に よ る と考 え られ て い る。 こ の よ う に平 滑 筋 の

Caチ ャ ネル は 、一過 性 の もの か ら持 続 的 な機 能 に まで 関 与 す る 。平 滑 筋 に存 在 す るCaチ ャ ネ ル は、強 い 脱 分極

に よっ て第 二 の 開 口状 態 へ 遷 移 す る。 この 第二 の 開口 状 態 は 、通 常 の 開 口状 態 と特 性 が 異 な り、脱 分 極 中 に不

活性 化 せ ず 、再分 極 時 にゆ っ く りと脱 活性 化 さ れ る。広 範 囲の 機 能 にか か わ る平 滑 筋 のCaチ ャネ ル に、 この よ

うな複 数 の開 口 状態 が 存 在 す る事 は興 味 深 い 。今 回 の実 験 で は、培 養 細 胞 系 を用 い て電 位 依存 性Caチ ャネ ル に

お け る複 数 の 開 口状 態 と補 助 サ ブユ ニ ッ トの 関係 を調 べ た 。

(方法)ウ サ ギ肺 由来 の α1-Cbサ ブユ ニ ッ トを安 定発 現 させ たCHOα9細 胞 を用 い て、 これ に βサ ブユ ニ ッ ト

(β2a、 β2a、 β3)のplasmid DNAを そ れ ぞれtransfectionし た 。Whole cell voltage clamp下 で 電位 依 存 性Ba電

流 を記 録 した 。Holding Potentialは-60mVと した 。4～5secのconditioning Pulse(+80mV)と したあ との 再 分極

時 の脱 活 性 化 特 性 を調 べ た 。

(結果)conditioning pulseを 与 えた場 合 で は、tail currentのamplitudeも 大 き く脱 活 性 化 の 時定 数 も通 常 よ り大 き

か っ た 。 このtail currentはCaチ ャネ ル作 動 薬 で あ るBAY K8644存 在 下 で さ らに大 き くな り時定 数 も さ らに 延

長 した 。各 βサ ブユ ニ ッ トに お け るtail currentの 変 化 を見 る と、 β 2eで は α 1-Cbの み の場 合 と比 べtail current

に有意 な変 化 は 見 られず 、機 能 的 な変 化 は見 られ な か っ た。 β3で は明 らか にamplitudeと 脱活 性 化 の 時 定 数 の

大 きなtail currentが 得 られ 、α1-Cbと β3の 共 発 現 が 第 二 の 開 口状 態 へ の 移 行 を促 進 して い る と考 え られ た。
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21. モルモッ ト腸間膜動脈最終分岐部の新型nifedipine非感受性Ca2+チ ャネルを介 したNa+電 流 の性質

九州大学大学院医学系研究科生体情報薬理

森田浩光,井 上隆司,伊 東祐之

以前 、我 々 は モ ルモ ッ ト腸 間膜 動脈 最 終 分 岐 部 以 降 の 平 滑 筋細 胞 に高 密 度 に存在 し、現 在 、生 理 学 的 に分 類 さ

れ て い る ど の タ イ プ と も異 な った 性 質 を示 す 高 電 位 活 性 化 型(HVA)nifedipine非 感 受 性Ca2+チ ャ ネル の 存 在 を

明 らか に した 。今 回、我 々 は この 新 型Ca2+チ ャネ ル のNa+イ オ ン の透 過 性 につ い て検 討 し、他 のHVACa2+チ ャ

ネル の性 質 と比 較 した 。

細胞 内液 を140mM CsCl溶 液 と し、 灌流 液 の二 価 イ オ ン を除去 し、140mM NaCI+200μM EDTA+10μ M

nifedipineの 溶 液 の 条件 下 で 、-100mVか ら各 電 位 へ の 脱 分 極パ ル ス に よ り活 性 化 され るNa+電 流(INa(ca))を 観 察

した 。INa(ca)は-70mV付 近 か ら活 性 化 され、-20mV付 近 で 最大 振 幅 を示 した 。活 性 化 のV0 .5は-35.2mVで 、 不 活

性化 のV0.5は-61.6mVで あ った 。 これ らの結 果 は、 灌流 液 を5mMのBa2+と して 計 測 した時 の 電 流(IBa)と 比 較

す る と約20mV陰 極 側 に シ フ トして い た。 さ らにINa(ca)はIBaよ りも最 大振 幅量 が 約10倍 大 き く、ま た脱 活 性 化 の

時 間 も約2倍 遅 くな った 。このINa(ca)は、10μMのtetrodotoxinに 全 く感 受 性 を示 さ なか っ た が、nimodipine 10μ

Mに よ り約48%の 抑 制 を受 け た。 これ らの結 果 はIBaの 時 とほ ぼ同 様 で あ った 。 ま たINa(ca)は、Cd2+100μMに

よ り完 全 に抑 制 され た(IC50=0.4μM;EDTA無 添 加)° 以 上 の 結 果 か ら、こ のINa(ca)は新 型nifedipine非 感 受 性Ca2+

チ ャネ ル を 介 した電 流 で あ り、そ の高Na+透 過 性 、二価 イ オ ン除去 に よ る電位 依 存性 の変 化 等 、他 のHVA型Ca2+

チ ャネ ル に 報告 され て い る性 質 と良 く一致 す る こ とが 明 らか に なっ た 。

22.イ ヌ脳底動脈における浸透圧変化によるL型 カルシウムチャネル電流増強作用に対するハービマイ

シンA感 受性チロシンキナーゼの関与について

静岡県立大学薬学部薬理学教室

小原一男,木 村 誠,中 山貢一

平滑筋細胞において電位依存性L型 カルシウムチャネル(VDC)電 流が浸透圧変化による機械的刺激により増

強されることが報告されている。一方、VDCが チロシンキナーゼにより調節される可能性が示唆されている。そ

こで、イヌ脳底動脈単離平滑筋細胞において、浸透圧変化によるVDC電 流増強作用に対するチロシンキナーゼ

の関与について検討した。

[方法]ホ ールセルパッチクランプ法を用いて保持電位-80mVか ら+10mVへ の脱分局刺激によりVDCを 通 る

バリウムイオンをチャージキャリアーとする内向き電流(I
Ba)を測定した。浸透圧変化は外液のマンニ トール濃度

を150mM(等 張)か ら0mM(低 張)へ 減少 させることにより行った。

[結果]外 液を等張液から低張液へ置換することにより細胞容積とIBaは外液の浸透圧に依存して増加 した。細胞

容積の増加 とIBaの増加との間には非常に良い相関関係が認められた。しかし、浸透圧変化は閾膜電位、ピーク

電流を与える電位および逆転電位には影響を与えなかった。浸透圧変化によるIBaの増強はVDCプ ロ ッカーのニ

カルジピンで抑制された。チロシンキナーゼ阻害薬のゲニステイン、ハービマイシンAお よびラベンダスチン

Aは 低張液により増強されたIBaを抑制 した。また、ゲニステインは等張条件下でもIBaを抑制したが、ハービマ
イシンAはIBaに 影響を与えなかった。一方、ゲニステインの不活性型誘導体のダイドゼインは等張および低張

条件下でもIBaに影響を与えなかった。また、チロシンホスファターゼ阻害薬のオル トバナジン酸ナ トリウムは

等張および低張条件下でIBaを増 強した。

[考察]イ ヌ脳底動脈における浸透圧変化によるL型 カルシウムチャネル電流増強作用にハービマイシンA感 受

性チロシンキナーゼが関与する可能性が示唆 された。(BrJ. Pharmacol.,in press)
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23. 消化管Slow waveと そのペースメーカー細胞:培 養組織小塊標本での検討

名古屋大学大学院 ・医学専攻 ・細胞生理学1,名 古屋大学大学院 ・医学専攻 ・分子細胞学2

中山晋介1,鳥 橋茂子2

「目的」 消化管運動は、Slow waveと 呼ばれる緩徐な自発性の膜電位変動によって駆動される。このSlow wave

の発生機構について多 くの解析が行われ、動物種や消化管部位の差異により、電位依存性や電位非依存性など

いくつかの種類のペースメーキング様式が提示された。また一方、癌原遺伝子c-kitを発 現する細胞がペースメー

カーである可能性が示されているが、未だ結論には至っていない。これは単離細胞においては、Slow wave発 生 ・

観察が、難しいことに起因すると考えられる。そこで本研究では、Slow waveの 発生を比較的容易に再現できる

消化管の培養組織小塊(細 胞塊)を 開発 し、この標本 も用いて検討 した。

「方法」 マウス小腸から、筋層(筋 層間神経叢含む)を 摘出して細切 した後、酵素処理によって作成した細胞

塊の培養を行った。

「結果」 免疫染色を行ったところ、培養3-4日 において、細胞小塊中には平滑筋 と神経細胞が(生 きたまま)

存在していた。また、抗c-kit抗体陽性細胞 も存在し、ネットワーク状の形態を示 した。この細胞小塊の辺縁に

あ り、カバーガラスに定着 した細胞から、whole-cell voltage clamp法 を用いて電流記録を行ったところ、規則正

しい内向き電流のオシレーション(周 波数:約14-20/分 、液温35℃)が 観察された。このオシレーシ

ョンは温度依存的であ り、室温では大きく抑制された。しかし、電位依存性Naチ ャネルやCaチ ャネルの阻害

剤であるTTX(tetrodotoxin)やnifedipineでは、その周期は影響されなかった。一方、その形態からペースメーカー

と思われるいくつかの単離細胞でも膜電流を記録した。そこでも細胞塊から得られたものと同質の内向き電流

オシレーション(周 波数が膜電位非依存性)が 観察された。観察後に染色 したところ、c-Kit陽性細胞であった。

細胞塊標本は、in vivoとin vitroの研究をつなぐ良い試料となる可能性が示唆された。

24. ヒト膀胱平滑筋におけるacetylcholineとATP放 出量におよぼす加齢の影響

熊本大学医学部泌尿器科

吉田正貴,稲 留彰人,米 納 誠,瀬 下博志,宮 本 豊,村 上滋孝,岩 下 仁,宮 前公一,上 田昭一

【緒言】膀胱平滑筋の収縮には副交感神経から放出されるacetylcholine(ACh)が 主要な役割を演 じているが、他

にも様々な神経伝達物質の関与が知られている。この中でATPは 膀胱収縮反応のアトロピン抵抗性収縮に強く

関係していることが示唆されている。我々はこれまでにヒト膀胱平滑筋において、このアトロピン抵抗性収縮

が加齢により増加することを報告してきたが、今回はin vitroマイクロダイアリシス法を用い1ヒ ト膀胱平滑筋

の経壁電気刺激時のATPお よびAChの 放出量に対する加齢の影響について検討した。

【方法】膀胱癌にて手術時に摘出したヒト膀胱より平滑筋条片を作成し、臓器用透析プローブをこれに貫通させ、

リンゲル液を透析液として2μl/minで 潅流させながら、Krebs-Henseleit液 を満たした20mlのorgan bath内 に懸

垂固定 し、等尺性 トランスデューサーを介 して張力変化を記録した。経壁電気刺激(supramaximum voltage,pulse

 duration 0.5msec,frequency 20Hz,train of pulse 2sec,10分 間)を行いながら、透析液を10分 おきに回収し、回収 し

た透析液はHPLCに 注入してAChお よびATP量 を測定した。AChに ついては透析液にイソプロピルホモコリン

を内部標準物質として混合 し、電気化学検出器付 きHPLCに て、ATPに ついては紫外検出器でその吸光度の変

化を検出し、標準液のクロマトグラムから一点絶対検量線法で計算 した。

【結果】AChとATPの 検出限界は0.02お よび0.1pmol/injectionで あった。経壁電気刺激によるACh放 出量は加

齢に伴い有意に減少し、年齢とACh放 出量は有意の負の相関関係を示した。一方、ATP放 出量は加齢とともに

有意に増加し、年齢とATP放 出量の間には有意の正の相関が認められた。またアトロピン感受性収縮はACh放

出量 と、アトロピン抵抗性収縮はATP放 出量 との間にそれぞれ有意の相関関係が認められた。

【結論】ヒト膀胱平滑筋では加齢に伴い経壁電気刺激時のATP放 出量の増加とACh放 出量の減少が認められ、こ

れが加齢に伴う膀胱収縮力の低下やアトロピン抵抗性収縮の増加 と関係 している可能性が示唆された。
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25. モルモット膀胱平滑筋に対するイソプロテレノールの作用

名古屋市立大学医学部第1生 理学教室1,名 古屋市立大学医学部泌尿器科教室2

橋 谷 光1,中 平洋子1,2,福 田裕康1,鈴 木 光1

モルモット膀胱平滑筋標本を用いて自発活動に対するイソプロテレノールの細胞内作用機序を検討した。ガラス

微小電極による細胞内電位記録とFura-PE3に よる細胞内カルシウム蛍光比の変化を指標に実験を行った。

すべての膀胱平滑筋標本で自発活動電位 とこれに伴って起こる細胞内カルシウム濃度の上昇が観察され,これら

はニフェジピン(10μM)で 抑制された。膀胱平滑筋の静止膜電位は約-40mVで,イ ソプロテレノール(0.01-1プ

μM)は 濃度依存性に膜を過分極させ自発活動電位の発生を抑制した。イソプロテレノールによる過分極はフロフ
ラノロール1μM存 在下では見られなかった。フォルスコリン10μMも 膜を過分極させて自発活動電位の発生

を抑制した。またイソプロテレノールの過分極作用はプロテインキナーゼA阻 害剤であるH-89(10μM)お よび

Rp-cAMP(25μM)で 抑制された。以上よりイソプロテレノールはβ受容体を活性化し細胞内サイクリック

AMPを 上昇させプロテインキナーゼAを 介して膜の過分極を起こすと考えられた。イソプロテレノールによる

過分極はカリウムチャネル阻害剤であるグリベンクラマイド(10μM),カ リブドトキシン(0.1μM),ア パ ミン(0.1

μM),4ア ミノピリジン(lmM)お よびバリウムイオン(0.1mM)で 抑制されなかったが,高 カリウム溶液中、(30

mM)で は抑制された。またイソプロテレノールによる過分極はウワバイン(10μM)お よび,低 カリウム溶液

(0.5mM)で 抑制されたので特殊なカリウムチャネルないしナ トリウムポンプが関与 していると考えられた。

イソプロテレノール(0.01-1μM)お よびフォルスコリン10μMは 自発カルシウム濃度上昇を抑制した。これらの

抑制作用および過分極作用はCPA(10μM)存 在下でも見 られたので細胞内カルシウム貯蔵部位へのカルシ

ウム取り込みの関与は少ないと考えられた。イソプロテレノール(0.01-1μM)お よびフォルスコリン10μMは ウ

ワバイン(10μM)存 在下では自発カルシウム濃度上昇を抑制 したが,高 カリウム溶液中(30mM)で はあまり

抑制 しなかった。以上よりイソプロテレノールには主に膜を過分極させ自発活動電位の発生を抑制することによ

り自発細胞内カルシウム上昇を抑制して膀胱平滑筋の弛緩に関わると考えられたが,少 なくとも高カリウム溶液

中では細胞内カルシウムの著明な変動を伴わずに膀胱平滑筋の弛緩を起こす機序 も関与していると考えられた。

26. モルモット膀胱平滑筋の自発活動の組織内伝播

名古屋市立大学医学部第―生理学

福田裕康,高 野博充,橋 谷 光,鈴 木 光

膀胱平滑筋における自発活動の伝播を検討する目的で2本 のガラス微小電極を用いた細胞内電位記録と蛍光指

示薬による細胞内カルシウム濃度の記録を行った。FuraPE3AM(10μM)を 摂取させたモルモット膀胱平滑筋繊

維束標本(0.5×2mm)か ら細胞内電位と細胞内カルシウム濃度の同時測定をおこなった。膀胱平滑筋の静止膜

電位は約-40mVで あ り、1分 間に10-20回 の 自発活動電位 と、それに伴 う細胞内カルシウム濃度の上昇が観察

された。ほとんどの標本で細胞内カルシウム濃度の上昇は筋繊維束の最も外側で発生して繊維東内を拡がった。

細胞内カルシウムを測定する(20ms間 隔)と 筋繊維長軸に沿った方向では1mm以 上離れた場所でも完全に同期

していたが、筋繊維走行と垂直方向に約300-500μm離 れた場所では、数100msの ずれが観察された。また、

自発的な細胞内カルシウム反応の拡が りのほとんどは一端から他端まで到達 したが、一端から始まり中間で消

失するものも見られた。2本の微小電極を用いて自発活動電位の伝播 を観察すると、筋繊維長軸に沿った方向で

は500μm離 れて電極を挿入しても10ms以 下のずれしか認められないが(sampling rate lms)、細胞内カルシウ

ムと同様に垂直方向では数100msの ずれが観察された。また、nifedipine存在下で自発活動を消失させた後、1本

の微小電極を通 して細胞内通電をおこない、他の電極で電気緊張電位を記録 したところ、筋繊維に対し垂直方

向では緊張電位の振幅は著 しく減少し約50μm以 上離れると観察されなかったが、長軸方向では約900μmま

で観察できた。細胞のcouplingの 方向性をneurobitotin(2%W/V)を 微小電極から細胞内に注入し観察した。

Neurobiotinを充填した微小電極から自発活動電位を観察した後に、細胞を固定 し共焦点顕微鏡を用いて染色さ

せた細胞を観察した。Neurobiotinは筋繊維の長軸方向にそって数個の周辺細胞に拡がっていたが、筋繊維と垂

直方向への拡散は確認できなかった。以上の結果から、膀胱平滑筋束では自発活動電位 とそれに伴 う細胞内カ

ルシウム濃度の上昇がみられ、筋繊維の長軸方向により伝播 しやすいことがわかった。
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27. ln vivo microdialysis法 を用いたラット膀胱平滑筋から放出されるアセチルコリン放出量の測定

熊本大学泌尿器科

稲留彰人,吉 田正貴,米 納 誠,瀬 下博志,宮 本 豊,村 上滋孝,宮 前公一,岩 下 仁,高 橋 渡,

上田昭一

【目的 】膀 胱 平滑 筋 は骨 盤神 経 か ら放 出 され る アセ チ ル コ リ ンに よ りム ス カ リ ン受 容 体 を介 し収 縮 反 応 を示 し、

排 尿 にお い て重 要 な役 割 を果 た して い る と考 え られ て い る。と ころ で、microdialysis法 は神 経伝 達 物 質 の 測 定 に

お い て最 近広 く用 い られて い る方法 であ るが 、泌 尿 器 科 領 域 に お い て はあ ま り報 告 され てい ない 。我 々 は これ

までin vitroに お い て膀 胱 平滑 筋 か らの ア セチ ル コ リ ン(ACh)放 出量 をmicrodialysis法 を用 い て検 討 して きた

が、今 回in vivo microdialysis法 を用 いて 、 ラ ッ トの骨 盤 神 経 を電気 刺 激 した 際 のACh放 出量 と、 それ に対 す る

ア トロ ピ ンの効 果 を検討 した。

【方 法 】約200gの 雌 性SDラ ッ トを900mg/kgのurethane麻 酔 下 に 開腹 し、両側 尿 管 、骨 盤 神 経 を結 紮 切 断 し、経

尿 道 的 に20Gの カ テ ー テル を膀 胱 内 に挿 入 し、 圧 トラ ンス デ ュー サ ー を用 い て膀 胱 内 圧 を測 定 した 。 ま た、膀

胱 壁 に専 用 の透 析 プロ ー ブ を貫通 させ 、エ ゼ リ ン入 り リンゲ ル 液 を2μ1/minで 還 流 させ10分 毎 に透 析 液 を回収

し高 速 液体 ク ロマ トグ ラ フ ィー に注 入 、分析 してACh量 を測 定 した 。骨 盤 神 経 刺 激 は 片側 の骨 盤 神 経 を フ ック

型 双 極 電 極 に乗 せ 、 電気 刺 激(supramaximum voltage, lmsec duration, frequency 1-10Hz, 5times at lmin intervals)を

行 った 。 ま た、 ア トロ ピン0.05-0.1mg/kgを 経 静 脈 的 に投 与 し、 投 与前 と比 較 した。

【結 果 】 膀胱 は骨 盤神 経 刺 激 に よ り2相 性 の収 縮 反 応(rapid phase,tonic phase)を 示 し周波 数依 存 性 に いず れ の

収 縮 反 応 も増 加 反 応 を示 した 。AChの 測 定感 度 は10fmol/injectionで あ った 。 刺 激前 のACh放 出 量 は約36fmol/

injectionで 、 これ も周 波 数 依存 性 に増 加 反応 を示 した。 ア トロ ピ ンに よ り膀 胱 収 縮(tonic phase)は 有 意 に抑 制

され たが 、ACh放 出量 には有 意 な変 化 は認 め られ なか った 。

【結 論 】 ラ ッ ト膀胱 にお い て 、骨 盤神 経 刺 激 は周 波 数 依 存性 に膀 胱 収縮 反応 、ACh放 出量 を増 加 させ た 。ア トロ

ピ ン に よ り膀 胱 の 収縮 反 応 は抑 制 され た が 、 ア セチ ル コ リ ンの放 出 量 には 有意 な差 は認 め られ なか った 。以 上

よ り、 この方 法 はin vivoに お け る膀胱 平 滑 筋 か らの 神 経伝 達物 質 の 測 定 に有 用 で あ る こ とが示 唆 され た 。

28. ブタ尿道平滑筋におけるATP感 受性カリウムチャネルに及ぼす新規カリウムチャネル開口薬

ZD6169の 二相性効果

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理学

寺本憲功,柚 木貴和,伊 東祐之

[目的 ・方法]近 年、尿失禁症の治療薬として膀胱平滑筋のATP感 受性カリウムチャネル(KATPチ ャネル)を 標

的チャネルとする種々のカリウムチャネル開口薬が開発されてきた。ZD6169はin vlvo実験 において膀胱選択性

を示すことが報告されているが電気生理学的解析はほとんど行われていない。またカリウムチャネル開口薬に

よる尿道平滑筋の筋弛緩反応は膀胱選択性とは相反する作用でありその有無を検討することはその薬理作用を

考える上で大変重要であると考えられる。今回我々はブタ尿道平滑筋から酵素処理により単離した平滑筋細胞

のKATPチ ャネルに及ぼすZD6169の 効果をパッチクランプ法により検討 した。

[結果]ホ ールセル電流固定下でZD6169(〓1μM)を 投 与すると濃度依存的な過分極反応が惹起 され

glibenclamide追 加投与により抑制された。一方ZD6169(〓30μM)を 投 与すると一過性の過分極に引き続き

脱分極反応が惹起された。ZD6169(〓30μM)を 除去すると再び一過性の過分極が生じその後ZD6169投 与前

の膜電位に回復した。次にホールセル電位固定法下にZD6169を 累積投与すると内向き整流性K+電 流(IzD:細

胞外液140mMK+、 細胞内液140mMK+の 実験条件、保持電位、-50mV)が 惹起され10μMZD6169投 与 に

よりIzDが最大(約250pA)が 観察され100μM投 与によりIzDは完全に消失 した。ZD6169(100μM)を 除去

すると再び内向き整流性K+電 流が生じこの一過性の内向きK+電 流はglibenclamide前投与により完全に抑制され

た。

[考察]ZD6169は 尿道平滑筋のKATPチ ャネル活性に対 して二相性の反応を惹起した。すなわち低濃度ではKATP

チャネルを活性化するのに対 して高濃度ではそのチャネル活性を抑制 した。一方膀胱平滑筋では濃度依存的に

K+電 流を増強するのみでありZD6169は 従来のカリウムチャネル開口薬にはない膀胱選択性を有する可能性が

示唆された。
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29. ラット膀胱平滑筋プリン受容体のサブタイプ

日本大学医学部生理学教室

高尾 恭一、國分 眞一朗

我 々 は 、 ラ ッ ト膀 胱 平 滑 筋 に 少 な く と も2種 類 のP2-purinoceptorが 存 在 し、そ れ らが 生 理 的 な

収 縮 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ とを 明 らか に して き た 。 本 研 究 で は ラ ッ ト膀 胱 平 滑筋 に お け

るP2-purionoceptorの サ ブ タ イ プ を検 討 し た 。 単 離 膀 胱 平 滑 筋 細 胞 にfura-2を 付 加 して 各 種 ア ゴ

ニ ス ト に よ る 細 胞 内Ca2+濃 度(〔Ca2+〕i)変 化 を 検 討 し た と こ ろ 、 細 胞 外Ca2+存 在 下 に α,β-

MeATP(10-9M～10-4M)、ATP(10-8M～10-4M)と も に 〔Ca2+〕iを 上 昇 させ た が 、 細 胞 外Ca2+非 存 在

下 で は 前 者 は 〔Ca2+〕iを 上 昇 させ な か っ た に も か か わ らず 、 後 者 は や は り濃 度 依 存 性 に 〔Ca2+〕i

を 上 昇 さ せ た 。 細 胞 外Ca2+非 存 在 下 に お け る 、 〔Ca2+〕i上 昇 効 果 に お け る 各 種 薬 剤 の 効 果 は

ATP>UTP>ADP>UDPの 順 で あ っ た 。RT-PCR法 に よ る検 討 で は 、P2X1,P2Y2,P2Y4,P2Y1の

発 現 を 認 め 、そ れ ら の発 現 量 をABIPRISM7700に よ り定 量 的 比 較 を行 っ た と ころ 、そ れ ぞ れ 、5.4x

108、3.7x107、4.9x105、2.9x106(copies/μg RNA)で あ り、P2X1とP2Y2の 発 現 量 が 多 い

こ とが 明 らか と な っ た 。 以 上 の 結果 よ り、 ラ ッ ト膀 胱 の 生 理 的 な 収 縮 にお い てP2X1とP2Y2の 寄 与

が 大 き い こ と が 示 唆 さ れ た 。

30. 子宮頚管縫縮術は早産を誘発するか一子宮頚管熟化と子宮筋収縮への影響一

慈恵医大産婦人科

大浦訓章、斎藤元章、齋藤絵美、落合和彦、田中忠夫

(目的)子宮頚管縫縮術は、子宮収縮や絨毛羊膜炎がある場合、その改善後に行うとされている。しかし待機するこ

とにより頚管が熟化 ・開大し、縫縮術が不完全となり早産へ進行していくことがある。今回我々は子宮頚管縫縮

術モデルラットを用い、子宮頚管の熟化および子宮筋収縮1生に頚管縫縮術がどのような影響を及ぼすか検討した。

(方法)Wistar系ラットを用い、未妊娠、妊娠5日 目、妊娠17日 目に開腹、幅3mmの テフロン糸にて灘 内で子宮頚

管を縫縮した。また妊娠5日目のものには、EColi1.0×109dfuにて頚管炎を起こした群を作成し、同様に縫縮した。

対照は各々の未結紮群とした。48時間後に開腹し、子宮頚部および子宮分岐部の子宮筋を摘出した。頚管熟化の

指標として、ハイドロキシプロリン量をトータル量と、塩可溶性分画に分け測定した。また妊娠17日 目群に対し

てSDS電 気泳動用bufferにて透析、タンパク定量を行いI、III型 コラーゲンを解析した。子宮筋収縮性の指標とし

て、gapjunctibnの特異タンパクであるoonnexin43と 、オキシトシンレセプター(O'TR)の発現を、Rr-PCR法 にて

比較した。(成績)子宮頚部の可溶性ハイドロキシプロリンの割合は、対照群に比し、未妊娠、妊娠5日目、妊娠5日

目頚管炎群では有意に上昇せず、妊娠17日 目では上昇し、頚管の熟化を認めた。また、III型のコラーゲン比が、

頚管縫縮群では減少した。oonnexin43の 発現は、妊娠17日 目では明らかな発現の増強を認め、妊娠5日 目頚管炎

群においても、軽度発現が増強した。他群では発現の差はなかった。OTRは 、妊娠17日 目の縫縮群のみ発現し、

収縮性の亢進を認めた。(結論)妊娠17日 目のラット子宮筋ではCa感 受性の亢進がみられ、この時期の頚管縫縮術

は早産を誘発する可能性が示唆された。妊娠中期以前のCa感 受性の低い時期では、頚管炎が存在していても頚管

熟化は認められず、子宮筋の収縮性も軽度であり、頚管縫縮術による早産の誘発は少ないことが確認された。
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31. 妊娠ラット子宮輪走筋細胞における3種 類のKチ ャンネルと膜電位制御機構における役割

広島大学医学部産科婦人科学

三好博史,大 濱紘三

子宮平滑筋細胞はL-type Caチ ャンネルが開き、細胞内Ca濃 度が上昇 して収縮するが、その開閉は細胞膜電位

により制御されている。そこで膜電位 を制御 しているKチ ャンネルに着目し、その電気生理学的特性やCaチ ャ

ンネル制御における役割をpatch clamp法 を用いて検討した。妊娠18-21日 のラット子宮輪走筋層 より酵素法

で単離 した子宮平滑筋細胞にwhole-cell patch clamp法 お よびinside-out patch clamp法 を応用 し、Kチ ャンネル

電流を記録解析 した。Ca-free細胞外液で保持電位-80mVか ら脱分極させると、緩やかに立ち上がり徐々に減

衰する比較的大きな外向き電流と、約1/3の細胞に速やかに立ち上が り減衰する一過性外向きK電 流が観察され

た。前者はtetraethylammonium(TEA)に 感受性が高 く遅延性矩形K電 流と考えられ、後者は4-aminopyridine(4AP)

に感受性が高 く神経細胞などで観察されるA電 流と性質が似通っていた。これらの電流に対する他の特異的阻

害剤の効果についても検討 した。inside-out法では細胞内Ca濃 度が10-6M以 上で開き始める単一外向き電流が

記録された。単一コンダクタンスは250pSでcharybdotoxinに 非常に感受性が高く、Ca依 存性Kチ ャンネルのな

かでもmaxi-Kチ ャンネルとみなされた。子宮平滑筋細胞には少なくとも3種 類のKチ ャンネルが存在すると考

えられた。子宮収縮において遅延性矩形K電 流は発生 した活動電位の再分極相に相当し、Caチ ャンネルを閉じ

収縮を終息させる。maxi-Kチ ャンネルは収縮時のみならず細胞内Ca濃 度が上昇した際に開き、膜電位を過分

極 し活動電位の発生を抑制する。一過性外向きK電 流は活動電位の立ち上が り相で活性化され、その発生を抑

制することが示唆された。

32. 妊娠ラット子宮平滑筋におけるトロンビン受容体発現増加と収縮反応の増強

九州大学大学院医学系研究科附属心臓血管研究施設分子細胞情報学

新谷可伸,平 野勝也,西 村淳二,金 出英夫

【目的】トロンビンはprotease-activated receptors(PARs)を 介 して、血管平滑筋収縮や血小板凝集を引き起こすが、

子宮平滑筋に対する作用は明かではない。本研究では、ラット子宮平滑筋収縮に及ぼす トロンビンの作用を明

らかにし、妊娠に伴う反応性の変化と、その機序を明らかにする。

【方法】表面蛍光測光法を用いて、Fura-PE3負 荷 ラット子宮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。[Ca2+]i及び張力レベルは、非刺激時(5.9mMK+)の 値 を0%、40mMK+脱 分極刺激時の

値を100%と して相対的に表した。子宮平滑筋における トロンビン受容体、PAR I、 の発現を逆転写PCR法 に

より解析 した。

【結果】非妊娠ラット子宮平滑筋(10-12週 齢)に おいて、トロンビンは、濃度依存性(〓0.03units/ml)に 、[Ca2+]

i上昇 を伴う収縮を引き起こした。l unit/mlの濃度で最大収縮反応が得られ、その収縮の程度は40mMK+脱 分

極による収縮の40%で あった。一方、妊娠19日 齢のラット子宮平滑筋において、0.01unit/ml以上の濃度で、ト

ロンビンは持続的な収縮を引き起こした。l unit/mlで最大反応が得 られたが、3units/ml、10units/mlで はむし

ろ収縮反応は減弱 した。妊娠子宮において、l unit/mlト ロンビンが引き起こす[Ca2+]i上昇 と発生張力は130%、

140%で あ り、非妊娠子宮における反応と比べて3倍 の増強が見られた。非妊娠子宮にわずかに認められたPAR

l mRNAの 発現は、妊娠により10倍 に増加 した。増加の程度は妊娠日数によっては変化がなかった。一方、β-

actin mRNAの 発現は約3倍 に増加した。

【総括】トロンビンはラット子宮平滑筋を収縮させること、さらにこの収縮は妊娠によって著 しく増強されるこ

とが明かとなった。妊娠によるトロンビン収縮反応の増強は、 トロンビン受容体の発現増加によると考えられ

た。 トロンビンの生理機能の一つとして、分娩後の子宮収縮と引き続 く生物学的止血機構に関与することが示

唆された。
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33. LPS暴 露による消化管平滑筋収縮抑制作用機序

=消 化管常在型マクロファージからのiNOSとCOX-2の 誘導=

東京大学 ・院・農学生命科学 ・獣医薬理1,名 古屋大学 ・院 ・医学研究科 ・分子細胞学2

堀 正敏1,鳥 橋茂子2,佐 藤晃一1,尾 崎 博1,唐 木 英明1

【目的】腸炎や敗血症発症時において血中のLPS濃 度が増加すると消化管運動の低下をきたすことが知られてい

るが、その作用機序については明らかではない。本研究では、摘出回腸組織標本をLPSと ともに器官培養する

ことにより、LPSに よる消化管平滑筋収縮抑制機序について検討した。【結果】摘出回腸標本をLPS100μg/ml

で4時 間処置すると、charbachol(CCh)に よる収縮反応は有意に抑制され、この時iNOSとCOX-2のmRNAレ ベ

ルが有意に増加 していた。iNOSとCOX-2の タンパク質レベルでの発現を組織免疫染色法で検討したところ、縦

走筋と輪走筋の筋間層に両抗体に陽性反応 を示す細胞が検出された。iNosを 産生する細胞は常在型マクロ

ファージを特異的に認識するED-2抗 体で染色され、さらにFITC-dextranを 取 りこむ貧食作用を有することも示

された｡一 方、平滑筋細胞におけるiNosとcox-2の 発現はほとんど検出できなかった。さらに、酵素抗体法

により、LPSを 暴露した回腸組織からはPGI2とPGF2aの 産生が確認された。LPSと ともに、COX阻 害剤である

indomethacin10μMを 処置すると、iNOSのmRNAの 発 現は有意に抑制された。一方、NOSの 阻害剤であるNG-

monomethy-L arginine(L-NMMA)300μMをLPSと ともに処置 しても、LPSに よるiNOSのmRNA発 現 には影

響しなかった。また、COX-2のmRNAの 発現はindomethacinあ るいはL-NMMAに よって影響されなかった。LPS

により抑制 されたCCh収 縮 は、LPSと ともにindomethacinま たはL-NMMAを 作用 させることにより、有意に回

復した。【考察】LPSの 暴露により、消化管平滑筋筋間層に分布する常在型マクロファージでiNosとCOX-2が

誘導され、これから産生されるNOとPGsに よ り消化管運動が抑制されることが示唆された。また、マクロファー

ジにおけるiNOS発 現 はCOX-2を 介 したPGsに より増加される可能性が示唆された。これらの反応は腸炎や敗

血症時の消化管運動不全の発症機序の一因となっていると考えられる。

34. LPSに よるiNOS誘 導 はlL-1β 遺伝子発現を介 している

徳島大学薬学部薬理学教室

久山哲廣,山 下裕美子,福 井裕行

我 々 は ラ ッ ト胸 部 大 動脈 標 本 をlipopolysaccharide (LPS; endotoxin)で 刺 激 す る と,L-arginineに 対 して弛 緩 反 応

を示 す よ う にな る こ とを見 い だ し,こ の弛 緩 反応 の発 現 は 血 管平 滑 筋 にお い てinducible typeのNO synthase(iNOS

)が 誘 導 さ れ た こ とに よ る こ と を明 らか に して きた。今 回,LPSに よるiNOS発 現 機序 を代 表 的 な炎 症性 サ イ ト

カ イ ンで あ るIL-1及 び遺伝 子 発 現 に関 与 す る蛋 白 キ ナ ー ゼ との関 連 か ら検 討 した。mRNA量 はRT-PCR法 を用

い て定 量 した 。

血 管 標 本 をLPSで 処 理 す る こ とに よ り産 生 され るiNOS mRNAは,IL-lreceptor antagonistを 同時 処 置 す る こ

とに よ り濃 度依 存 的 にほ ぼ 完全 に抑 制 され た。LPSはIL-lの 産 生 遊 離 を介 してiNOS遺 伝 子 を発 現 す る こ とが 示

唆 され た。LPS適 用 後IL-IβmRNA量 は 速 や か に増 大 し,適 用1時 間後 に ほぼ プ ラ トー に達 した。 なお,同 標

本 にお い て はIL-1αmRNAの 存 在 はLPS処 置 の 有 無 にか か わ らず 見 い 出 され なか った 。tyrosine kinase阻 害 薬

で あ るherbimycinAはLPS及 びIL-1β に よるiNOSmRNA産 生 な ら び にLPSに よ るIL-1βmRNA産 生 を共 に

抑 制 した 。LPSに よるIL-1β 遺 伝 子 発 現 及 びIL-1β に よ るiNOS遺 伝 子 発 現 に至 る 情報 伝 達 経 路 にtyrosine kinase

が 関 与 して い る こ とが示 唆 され る。PKC阻 害薬 で あ るRo31-8220も 同 様 にLPS及 びIL-1β に よ るiNOSmRNA

産 生 な らび にLPSに よるIL-1βmRNA産 生 を抑 制 した 。近 年,PKCはcPKC,nPKC,aPKCの 少 な くと も3種

のisoformsに 分 類 で きる こ とが 知 られ て い る 。cPKC及 びnPKCを 阻 害 す るcalphostinCはLPS及 びIL-lβ に よ

るiNOS mRNA産 生 を抑 制 したが,LPSに よ るIL-1βmRNA産 生 には 影 響 を与 え なか った 。 なお,IL-1β に よ

るiNOS mRNA産 生 はcPKC阻 害 薬 で あ るGo 6976に よ り部分 的 に抑 制 され た 。

以 上 の結 果 よ り,ラ ッ ト大 動 脈 平 滑 筋標 本 に お い てLPSはIL-1β 遺 伝 子 をtyrosine kinase/aPKC依 存 的 に発 現 さ

せ てIL-1β を産生 遊 離 し,こ れ がautochne/paracrine的 に平 滑 筋 に働 くこ とに よ りtyrosine kinase/cPKC/nPKC依

存 的 にiNosを 発 現 させ てい る可 能 性 が示 唆 さ れ た 。
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35. 大建中湯小腸内投与の消化管運動に対する効果

東北大学医学部第―外科

金 学林,柴 田 近,内 藤広郎,舟 山裕士,福 島浩平,児 山 香,上 野達也,松 野正紀,佐 々木 巌

背景:大 建中湯は腸閉塞に対 して有効であることが知られているが、その作用機序については不明な点が多い。

以前、われわれは大建中湯を胃内に投与すると胃前庭部、十二指腸、空腸にコリン受容体、セロトニン3受 容

体を介した収縮が引き起こされることを報告した。しかしながら、大建中湯は実際の臨床の場では、イレウス

チューブから小腸内に投与されることが しばしばである。目的:大 建中湯の十二指腸、空腸内投与が上部消化

管運動に及ぼす効果とその作用機序について検討すること。対象と方法:雑 種成犬を用い、胃前庭部、十二指

腸、近位空腸(Treitz靱 帯 より60cm)、 遠位空腸(Treitz靱 帯 より120cm)、 の4カ 所に消化管運動測定用のstrain

g auge force transducerを縫着した。シリコンチューブを十二指腸、近位空腸にチューブ先端がforce transducer縫

着部のすぐ近位に位置するよう留置 した。一定の回復期間の後に意識下で消化管運動を測定した。空腹期に大

建中湯05,1.5,3.0gを 十二指腸内、または空腸内に投与 した際の消化管運動の変化について検討した。さらに、

大建中湯1.5gに より誘発された収縮に対するatropine,hexamethonium,ondansetron,phentolamine,propranololの

影響について検討した。収縮の定量化には大建中湯投与後15分 間の波形下面積をmotility Index(MI)と して算出

した。結果:大 建中湯の十二指腸内投与は十二指腸に始まり遠位空腸に伝播する、3-5分持続する収縮を引き起

こしたが、胃前庭部は全く反応 しなかった。MIは 全ての大建中湯の用量について対照群 との間に有意差が認め

たが、最大反応は大建中湯1.5gの 時 に認められた。空腸内投与でも同様に大建中湯投与部位の遠位側に伝播性

収縮が認められたが、投与部位より口側には何 ら収縮を認めなかった。MIは 用量依存性に増加 し、全ての大建

中湯の用量について有意差が認められた。大建中湯により誘発された収縮はatropine,hexamethoniumに より抑制

されたが、ondansetron,phentolamine,propranololに は影響されなかった。結語:大 建中湯の小腸内投与は投与部

位より肛門側に伝播性収縮を引き起こした。この収縮はコリン受容体を介 した収縮であり、アドレナリン受容

体、セロトニン3受 容体は関与していないと思われた。このような大建中湯の作用が腸閉塞改善に関与 してい

る可能性が高いと考えられた。

36.
―酸化窒素によるラット近位結腸平滑筋弛緩の細胞内機序

大阪府立大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理
杉本圭祐,藤 田秋一,竹 内正吉,畑 文明

我 々 は 以前 に 、 ラ ッ ト近位 結腸 縦 走 筋 に お い て、 一 酸 化窒 素(NO)が 細 胞 内cyclic GMPの 変 動 や 膜 電位 の

変 化 とは無 関係 に弛 緩 を生 じる こ と を示 した 。本 報告 で は、NOの 弛 緩 の細 胞 内 機 序 をさ らに検 討 した 。(方 法)

Wistarラ ッ ト近位 結 腸 か ら粘 膜 を除 い た条 片(2x7mm)を 作 成 し、 縦 走筋 方 向 の 張 力 と細胞 内Ca2+の 変動

をfura-2を 用 い て 同 時測 定 した 。(結 果)1.予 めCarbacholで 収 縮 させ た標 本 にお い て 、NO donorで あ るNORl

は弛 緩 と細 胞 内Ca2+の 減少 を濃 度 依存 性 に 生 じた。両 者 の変 動 の 程 度 は 良 く並 行 した。2.NORlに よる弛 緩 は、

ApaminやCharybdotoxinに よ って 全 く影響 さ れ なか った 。3.PKG阻 害 薬Rp-8-Bromo cGMPSに よ って も全 く影

響 され な か っ た。4.標 本 をCa2+非 存 在 下 で 、SR Ca2+-ATPase阻 害 薬 のThapsigargin(TG)を 処 置 した後 、 正 常

Ca2+濃 度 溶 液 に戻 す と'容 量性Ca2+流 入'に よ り、収 縮 した 。NORlは この状 態 の 標 本 には 殆 ど作 用 を示 さ な

か っ た。5.cGMP-PKG系 の働 きを さ ら に確 認 す るた め 、膜 透 過 性 のcGMP analogで あ る8-Bromo cGMPの 反 応

を調 べ た。高 濃 度(30μM)適 用 す る と、Ca2+減 少 を伴 うあ る程 度 の弛 緩 を生 じた が 、 これ らの 反応 も標 本 を

TG処 置 す る こ とに よ り消 失 した 。(考 察)ラ ッ ト近位 結 腸 縦 走 筋 で は 、一 酸 化 窒 素 はSRのCa2+取 り込 み を促

進 し、細 胞 内Ca2+濃 度 を低 下 させ る こ と に よっ て 弛緩 を生 じて い る こ とが示 唆 され た。一 方 、外 因性 のcGMP

に よるPKGの 活性 化 も同様 な作 用 を示 す が 、 通 常 のNOの 弛 緩作 用 には 、 この系 は含 まれ てい ない と考 え ら

れ る。
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37. Hybrid Logistic Functionに よるヒ ト直腸内圧曲線数式化の試み

奈良県立医科大学第2生 理学教室1,奈 良県立医科大学第1外 科学教室2

杉森志穂2,山 内昌哉2,藤 井久男2,中 野博重2,高 木 都1

【背 景 】我 々 は,こ れ まで に,摘 出モ ル モ ッ ト腸 管 を用 い 回腸 単 収 縮 反応 お よ び近位 側 結 腸 自動運 動 の 収縮 カ ー時

間 曲線 のHybrid Logistic Functionに よる数 式 化 を行 い,Hybrid Logistic Functionが 収 縮 力-時 間 曲線 とよ くフ ィ ッ

トす る こ と,こ の方 法 に よ り両者 の運 動 の パ タ ー ンの 違 い を 表現 で きる こ とを報 告 した 。 そ こで このHybrid

 Logistic Functionに よる数 式 化 を消 化管 運 動 の 新 しい評 価 法 と して臨 床応 用 で きる の で は ない か と考 えて きた 。

【目的 】 今 回 我 々 はHybrid Logistic Functionに よ る ヒ ト直腸 内圧 曲線 の 数 式 化 を試 み た 。

【方法 】 直 腸 癌 患者6例(術 前3例 、術 後3例)を 対 象 と し,グ リセ リ ン浣腸 の 前 処置 後,左 側 臥 位 に て外 径2.5

mmの ポ リエ チ レ ンチ ュー ブ を肛 門 よ り挿 入 して 脱 気水30ml/hrの 注 入 を行 い な が らオー プ ン チ ップ法 にて 直腸

内圧 曲線 を約20分 間記 録 した。記 録 した直 腸 内 圧 時 間 曲線 を コ ン ピ ュー タ を もちい て デ ジ タル 化 した後,直 腸

内圧 時 間 曲 線 お よび最 高 内 圧 とその 時 間 で 標 準 化 した 曲線 を以 下 のHybrid Logistic Functionを 用 い て カ ー ブ

フ ィ ッ トし,パ ラ メ ー タA～Fを も とめ た。

F(t)=A/[1+exp{-(4B/A)(t-C)}]-D/[1+exp{-(4E/D)(t-F)}]+g

【結 果 】Hybrid Logistic Functionは ヒ ト直 腸 内圧 時 間 曲線 とよ くフ ィ ッ トした。 標準 化 曲線 のベ ス トフ ィ ッ トパ

ラメ ー タの 平 均 は,術 前 患 者(n=36waves)でA=1.46±0.33,B=2.09±0.23,C=0.53±0.05,D=1.54±0.26,E=1.7g

±0.17,F=1.53±0.08,術 後 患 者(n=60waves)で はA=1.45±0.11,B=1.96±0.02,C=0.55±0.003,D=1.58±0.06,

E=1.71±0.36,F=1.57±0.05で あ り、術 前術 後 で ほ ぼ 同 じ値 と な り、 直腸 内圧 時 間 曲線 の圧 変 化 のパ ター ン に

差 違 はみ ら れ なか っ た。

【結論 】Hybrid Logistic Functionに よ りヒ ト直 腸 内圧 曲線 の 数 式 化 が 可 能 で あ っ た こ とか ら,今 後様 々 な病 態 で

の 消 化管 運 動 の評 価法 と して この 手法 を用 い る こ とが で きる と考 え られ る 。

38. ラット遠位結腸のcyclic AMPを 介 した弛緩における筋小胞体の役割

大阪府立大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理学研究室

竹内正吉,杉 本圭祐,藤 田秋一,畑 文明

これ ま で、 ラ ッ ト遠 位 結 腸 にお け るnonadrenergic,noncholinergic (NANC)性 弛 緩 の 伝 達物 質の 一 つ がVIPで あ

り、VIPは 細胞 内 のcyclic AMPの 増 加 、charybdotoxin(ChTX)感 受 性K+channelの 開 口 を介 して弛 緩 を生 じる こ

とを明 らか に して い る 。今 回 、cyclic AMPを 介 した弛 緩 にお け る筋 小 胞 体 の 役 割 につ い て 検討 した。 【方 法 】

Wistarラ ッ ト遠位 結 腸 か ら2x7mmの 縦 走 筋 標 本 を作 成 し、縦 走 筋 方 向 の張 力 と細 胞 内Ca2+濃 度 の変 動 をfura-2

を用 い て 同時 測 定 した。【結 果 】Isoproterenol(IPR)は 予 めcarbacholで 収 縮 させ た 標 本 を濃 度 依 存性 に弛 緩 させ 、同

時 に細 胞 内Ca2+濃 度 の 減 少 を生 じた。IPRに よ る弛 緩 はprotein kinaseAの 阻 害薬Rp-8 bromo cAMPSに よ り有

意 に抑 制 され た。ChTX 100nMはIPRに よる 濃 度 一弛緩 曲線 を右 方 に 移動 した。Apaminは 全 く影響 しなか った 。

標 本 をCa2+非 存 在 下 で 、筋 小 胞体Ca2+-ATPase阻 害 薬 のthapsigarginを 処 置 した後 、正 常Ca2+濃 度溶 液 に戻 す と、

容量 性Ca2+流 入 に よる収 縮 を生 じた。 この 収縮 に対 してIPRの 低 濃 度 は 全 く作 用 を示 さな か っ た。高 濃 度 で は

弛緩 を生 じた が、細 胞 内Ca2+濃 度 は 変化 しなか っ た。このIPRに よる 弛緩 はChTXに よ り影 響 され ず 、Rp-8bromo

cAMPSに よ り抑 制 され た。一 方 、VIPに よ って も弛 緩 と細 胞 内Ca2+濃 度 の減 少 を生 じた 。 これ らのVIPに よ る

反応 はChTXに よ り抑 制 され た。ま た、thapsigargin処 置 後 の 標 本 で はVIPの 抑 制作 用 は認 め られ な くな った 。【考

察 】ラ ッ ト遠位 結 腸 縦 走 筋標 本 にお い て 、細 胞 内cyclic AMPの 増 加 は筋 小 胞体 へ のCa2+の 取 り込 み増 加 、筋 小

胞体 か らのCa2+放 出 に よるChTX感 受 性K+channelの 活 性 化 に よ り弛 緩 を生 じる もの と思 われ る 。高濃 度IPRに

よるCa2+の 減 少 を伴 わ ない 弛緩 は収 縮 機 構 のCa2+感 受 性 低 下 に よる もの と考 え られ る 。
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39. PACAPの ラ ット遠位結腸平滑筋における弛緩機序の発育に伴 う変化

大阪府立大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理

山崎安子,藤 田秋一,竹 内正吉,畑 文明

以前 に ラ ッ ト遠 位 結 腸平 滑 筋 のNANC性 弛 緩 に お い て、NOとVIPの 関与 の 程 度 が発 育 と と も に変 化 す る こ

とを報 告 した 。 また、弛 緩 の 一部 にPACAPもtyrosine kinase-SK channel系 を介 して 関与 してい る こ と を報告 し

た 。本 報告 で はPACAPの 弛 緩作 用 機 序 が 発 育 に伴 っ て変 化 す るか 否 か を調 べ た。【方 法 】2、8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、1μMア トロ ピ ン、5μMグ ア ネチ ジ ン存 在 下 に等 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 】2週 齢(1)外 か ら適 用 したPACAPに よ り濃 度 依存 性 の弛 緩 が生 じた。SKchannelの 阻害 薬

apaminは ご く僅 か な抑 制効 果 しか 示 さな か った 。(2)tyrosinekinaseの 阻害 薬tylphostin25は 低 濃 度 のPACAPに

よる弛 緩 に は効 果 を示 さず 、高 濃 度 に よる弛 緩 を僅 か に抑 制 した 。(3)PKA阻 害 薬Rp-8bromocAMPSは 著 し く

弛 緩 を抑 制 した。(4)EFSに よる弛 緩 はPACAPア ン タ ゴニ ス トPACAP6-38に よ り約50%抑 制 され た が 、Rp-8

bromo cAMPSを 適 用 して もそ れ 以上 抑 制 され な か っ た。ま たtyrphostin25に よ って もそ れ以 上 抑 制 され な か っ

た 。(5)EFSに よる弛 緩 はL-NOARGに よ り80%抑 制 され た の で 、NOとPACAPの 相 互作 用 を検 討 した 。外 か

らのPACAPの 弛 緩 がL-NOARGに よ り抑 制 され 、 一 方外 か らのNOに よ る弛 緩 もPACAP6-38に よ り抑 制 され

た 。8週 齢(1)外 か ら適 用 したPACAPに よ る弛 緩 はapaminに よ り濃 度 依存 的 に抑 制 され た 。(2)ま たRp-8

bromo cAMPSお よびtyrphostin25に よ りそ れ ぞ れ約50%抑 制 され た 。(3)EFSに よ る弛 緩 はPACAP棚 お よび

tyrphostin25に よ りそ れ ぞ れ約40%抑 制 され た。(4)EFSに よ る弛 緩 はL-NOARGで35%抑 制 され た 。 外 か ら

のPACAPとNOに よる弛 緩 はそ れ ぞ れL-NOARGとPACAP6-38に よ り影 響 され な か っ た。 【考 察 】2、8週 齢 で

NANC性 弛 緩 のPACAPに よ る コ ンポ ー ネ ン トは 約 半分 と変 わ ら ない が 、2週 齢 で は主 と してcAMP-PKA系 を

介 して働 い て お り、SK channelの 関与 は ない 。8週 齢 で はtyrosine kinase-SK channel系 が 加 わ り、と もにPACAP

の 細 胞 内伝 達 系 と して働 い てい る こ とが 示 唆 され た。 ま た2週 齢 で はNOに よ る伝 達 系 との相 互 作 用 が 示 唆 さ

れ た 。

40. 排便反射時における腰部交感神経の役割

奈良県立医科大学第―外科1,奈 良県立医科大学第二生理学2

山内昌哉1,杉 森志穂1,藤 井久男1,中 野博重1,高 木 都2

(目的)直腸癌に対する外科治療としての低位前方切除術ではリンパ節郭清に伴い腰部交感神経系の下腸間膜動脈

神経に障害が生 じ、これが術後排便機能障害を起こす原因の一つと考えられる。我々は、腰部交感神経の排便

反射、特に直腸-直 腸反射と直腸-内 肛門括約筋反射に対する役割を検討 した。

(方法)モルモットをウレタン麻酔下にガラミンで非動化し人工呼吸を行った。長さ1.5cm大 のラテックスバルー
ンを肛門より4cm挿 入 し、0.6mlの 温水で直腸を加圧伸展させ、直腸-直 腸反射性収縮と直腸-内 肛門括約筋反

射の張力変化を測定する。測定の際は、1.無 処置(control)2.第13胸 髄横断、3.下腹神経切断、4.腰 部結腸神経

切断、5.仙 髄破壊を組み合わせて行い、さらに外来神経を除外された腸管にguanethidine,L-NAMEを 投 与し同

様の測定を行った。

(結果)無処置群では、直腸伸展加圧に伴って直腸-直 腸反射性収縮が全例に見られ、それに伴い直腸-内 肛門括

約筋反射性弛緩が認められた。腰部結腸神経を切断するとこれらの反射は増強 した。一方、第13胸 髄を横断す

ると直腸-直 腸反射および直腸-内 肛門括約筋反射は消失し、下腹神経を切断しても変化はなかった。しかし、

腰部結腸神経切断で直腸-直 腸反射性収縮が再出現し、直腸-内 肛門括約筋反射性弛緩も認められた。続いて仙

髄破壊を行い、腸壁内反射成分のみにすると、両反射は消失した。これにL-NAMEを 投与すると直腸-直 腸反

射性収縮が再出現し、直腸-内 肛門括約筋反射は収縮反応に変わった。

(まとめ)直腸加圧伸展により腰部結腸神経は腰髄レベルの抑制反射を引き起こすが、その活動は上位中枢により

完全ではないが抑制されているために、直腸の反射性収縮と内肛門括約筋の反射性の弛緩を起こす。一方、壁

内神経を介する内反射性の反応はL-NAMEで 増 強されることよりNO性 壁内ニューロンが直腸および内肛門括

約筋の弛緩に関与 していることが示唆された。
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41. モルモット結腸紐自発収縮に対するY-27632の 効果

九州大学大学院医学系研究科 心臓血管研究施設 分子細胞情報学講座1,九 州大学大学院医学系

研究科 生殖発達医学専攻 小児外科学講座2

家入里志1,2,西 村淳二1,平 野勝也1,金 出英夫1,水 田祥代2

【目的】Rhokinase阻 害薬であるY-27632は 特異的にRhokinaseを 抑制し、Ca2+感 受性を下げることで平滑筋を

弛緩させる。本研究ではモルモット結腸紐を用いて消化管平滑筋自発収縮に対するY-27632の 作用を検討した。

【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)自 発収縮はテトロドトキシン(1μM)及 び アトロピン(1μM)で 抑制されなかった。2)60mMK+脱 分極

下で細胞外Ca2+濃 度を階段的に上昇した際に得られるCa2+-張 力関係を基本的なCa2+-張 力関係 と定義した。細

胞Ca2+(2.5mM)存 在下で観察される自発収縮のCa2+-張力関係はこの基本的なCa2+-張力関係 よりも左方に位置す

る傾向がみられた。2)60mMK+脱 分極刺激がひき起こす持続的[Ca2+]i上昇 に対して10μMY-27632は 影響を与え

なかった。3)60mMK+脱 分極刺激の発生張力に対 しては低濃度(<300nM)で は有意な抑制効果はみられなかったが

1μM以 上では有意差をもって抑制 した。4)自発収縮に対 しては100nMY-27632は[Ca2+]iを 下げることなく発生

張力を77.4±6.6%と 有意に抑制した。

【総括】Y-27632(100nM)は モルモット結腸紐平滑筋自発収縮の発生張力を[Ca2+]iを低下させることなく抑制した。

モルモット結腸紐の自発収縮にはRhokinaseが 一部関与 していると考えられた。

42. モル モ ッ ト結腸の部位 に よる運動 パ ターンの相違

国立国際医療セ ンター消化器科

大和 滋、正田良介、村岡 亮、秋山純一、山下浩子、朝山雅子、岡裕之、吉永秀哉、

猿田雅之、正木尚彦、林 茂樹、松枝 啓

【背景および目的】結腸において分節運動 と蠕動運動 の異なる運動パターンが存在 し、これ らは各 々

内容物 の撹拝、輸送に関与 している。我 々は以前か らヒ ト結腸蠕動運動の存在 を報告 して きたが、

今回モルモ ット結腸を用い、近位および遠位結腸 において分節運動 と蠕動運動 の出現 が異なるか否

かを検討 した。 【対象および方法】モルモ ット結腸を摘出し、全長約50cmの うち近位部(盲 腸から

約5cm肛 側)お よび遠位部(肛 門から約12cm口 側)の 各 々約7cmを 用 いた。摘出結腸の近位端を結

紮、遠位端をガラス管 に接続 し、organ bath内 に水平 に固定 した。結腸およびガラス管内には外液 と

同様のKrebs液 を充満 させ、ガラス管 にelectro-magnetic flow meter(SKALAR,オ ラ ンダ)を 接続 し

結腸内容の流量を測定 した。 ガラス管の遠位端から、結腸 内に3cmH20の 圧 を加 え定常状態 とし、さ

らに1～6cmH20の 圧 を負 荷 し、結腸運動 を誘発 した。 さらに結腸の縦走筋方向の張力 をisometric

 transducerに て測定 し、輪状筋方向の収縮 を肉眼的に観察 した。 【結果】モルモ ット摘 出結腸の近位

部におい て、圧負荷 によ り、分節運動が 出現 した(12.3回/分)。 この運動 に一 致 して、内腔のto

and froの 流 量も増加 した(3vs 8cmH2O:0.7vs5.3ml/分)。 一方、遠位結腸においては、圧負荷

により肛門側 に伝播する、内腔が完全 に閉塞する強 い収縮(蠕 動運動)が 規則的かつ反復性に出現

した(1.9回/分)。 この運動に一致 して、内腔の流量は肛 門側方向へ最大 とな り(3vs8cmH2O:

0.3vs7.6ml/分)、 縦走筋方向の張力 も最大 となった。 【考案】結腸の部位により異なる運動パタ

ーンが独立 して観 察された ことにより、各々の運動 に対する生理学的、薬 理学的な検 討が可能 とな

る と思 われた。 【結語】モルモ ット摘出結腸において、圧負荷 により近位 結腸では頻 回な分節運動

が、遠位結腸では肛門側へ伝播する蠕動運動が出現 し、明 らかな運動パ ターンの相違 を認めた。
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43. モルモット回腸縦走筋の内在性 ヒスタミン遊離の性質

昭和大学薬学部薬理学教室

黄 洋一,百 瀬和享

【目的】組織中の内在性ヒスタミン含量は、概ねその組織に分布する肥満細胞の数に相関する。モルモット回腸

の肥満細胞は、ほとんどが粘膜層、粘膜下層および腸管膜に局在 してお り、縦走筋層には全体の僅か2%が 分

布するに過 ぎない。しかし、縦走筋には、腸管膜に匹敵する多量の内在性ヒスタミンが存在している。我々は、

縦走筋の内在性ヒスタミシについて検討し、これが平滑筋細胞に由来することを示唆してきた。一方、肥満細

胞からヒスタミンを遊離する種々の薬物の存在が知られている。そこで、本研究では、これらの薬物による縦

走筋および腸管膜肥満細胞のヒスタミン遊離の性質について比較した。

【方法】モルモット回腸縦走筋あるいは腸間膜を、TyrodeHEPES溶 液0.5mL中 、薬物の存在下および非存在下

でインキュベート(37℃,30min)し た。それぞれの溶液中の遊離ヒスタミン量を、高速液体クロマ トグラフィー・

ポストカラムo-phthalaldehyde(oPA)誘 導体化法により測定 した。結果は、組織中の内在性ヒスタミン含量に

対する遊離ヒスタミン量の割合で示 した。

【結果 ・考察】Compound48/80(C48/80)は 、ラット腹水肥満細胞からヒスタミンを強力に遊離するが、モルモッ

トの肥満細胞はC48/80に 非感受性であることが報告されている。まず、C48/80(10μM)の ヒスタミン遊離作

用について検討 した。その結果、C48/80は 、モルモット腸間膜のヒスタミンを遊離しなかったが、縦走筋から

0.15%の 僅かなヒスタミンを遊離 した。次に、モルモット腸間膜肥満細胞からヒスタミンを遊離することが知

られている、プロタミンの作用について検討した。プロタミン(0.4mg/ml)は 、縦走筋から0.42%、 また、腸

間膜から055%と 同程度のヒスタミンを遊離した。次に、70mMKCI処 理 の影響について検討した。KCIは 、

縦走筋から0.53%の ヒスタミンを遊離したが、腸間膜のヒスタミンを遊離しなかった。最後にイオノマイシン

の作用について検討 した。イオノマイシン(1μM)は 、縦走筋のヒスタミンを0.43%遊 離 した。これは70mM

KCIに よるヒスタミン遊離と同程度であった。一方、イオノマイシンによる腸間膜 ヒスタミンの顕著な遊離(3.1

%)が 認められ、その遊離量は、縦走筋のおよそ7倍 であった。

以上の結果は、これらの薬物に対する縦走筋のヒスタミン遊離の性質が、腸間膜肥満細胞とは異なることを

示している。従って、縦走筋の内在性 ヒスタミンは、肥満細胞に由来するものではないことが強 く示唆される。

44. モルモット胸部大動脈に存在するα1-ア ドレナリン受容体の性質について

東邦大学薬学部薬理学教室

山本佳久,小 池勝夫

【緒言】モルモット胸部大動脈に存在するα1-ア ドレナリン受容体(以 下α1-AR)の サブタイプに関する報

告はいくつか存在するが,数 種のアンタゴニス トのpA2値 と各α1サ ブタイプにおける既報の数値(pA2値

またはpKi値)と を比較し,それらの相関関係からサブタイプを同定 した報告はない.そ こで,我 々はモルモッ

ト胸部大動脈のノルア ドレナリン誘発収縮に対する5種 類のアンタゴニスト(プ ラゾシン,WB4101,5-

メチルウラピジル,BMY7378お よびタムスロシン)のpA2値 を算出し,結 合実験および機械的反応より

得られた既報の数値と比較することにより,サ ブタイプの同定を試みた.

【実験方法】Hartley系 雄性モルモットを撲殺潟血後,直 ちに胸部大動脈を摘出し,結 合組織,内 皮を取

り除いた後,長 さが約5mmに なるように細切 し,リ ング標本とした.こ の標本に2本 のワイヤーを通し,一

方を固定し,他 方を糸を介 して トランスデューサーに連結させ,37℃ に保温 したLocke-Ringer液

で満たされたオルガンバス(20ml)内 に初期張力0.5gの 負荷をかけて懸垂 した.90分 の平衡化後,薬

物による反応を等尺性に記録 した.

【結果】ノルアドレナリンは胸部大動脈標本を濃度依存的に収縮 させた.5種 類のアンタゴニスト(プ ラゾシン,

WB4101,5-メ チルウラピジル,BMY7378お よびタムスロシン)は いずれもノルアドレナリンの濃

度反応曲線を濃度依存的に右方へ平行移動 させ,シ ルドプロットより得 られた回帰直線の傾 きは1と 有意な差

はなく,pA2値 はそれぞれ7.83,8.20,7.78,5.73お よび9.59で あった.こ れらの値を

既報のデータと比較したところ,α1L-ARの 存在が報告されているウサギ腸管膜動脈,膀 胱三角部,尿 道,前

立腺およびヒト下部尿路平滑筋における各アンタゴニス トのpA2値 と1対1の 相関関係が得られた.

【考察】今回用いた5種 類のアンタゴニス トはいずれもノルア ドレナリン誘発収縮に対 し,1対1の 競合的拮抗

作用を示すことが明らかになった.ま た,既 報の各 α1-ARサ ブ タイプにおけるpA2値 もしくはpKi値 との

比較から,モ ルモット胸部大動脈に存在するα1-ARは,α1L-ARが 存在すると言われる臓器(ウ サギ腸管

膜動脈,膀 胱三角部,尿 道,前 立腺およびヒト下部尿路平滑筋)の それと薬理学的に非常に類似 した性質を有

することが示唆された.
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45. PDGFは 血管平滑筋よりプロスタグランジンを遊離させ平滑筋収縮を抑制する

東京大学大学院農学生命科学研究科RI施 設1,東 京大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理学教室2

佐藤晃一,堀 正敏2,尾 崎 博2,唐 木英明2

血小板由来増殖因子(PDGF)は もっとも強い細胞増殖因子の一つとして知 られており、その長期作用について

は多 くの知見が得られている。近年、このような長期的な細胞増殖作用に加えて、PDGFの 急性作用として、血

管平滑筋に直接作用 して細胞内Ca濃 度を増加させ収縮を起こす作用や、血管内皮細胞に作用 して一酸化窒素

(NO)を 放 出し弛緩作用を起こすという結果も報告されている。今回我々は、PDGFが 血管平滑筋に作用 して、

抑制性プロスタグランジン類を産生し、血管弛緩作用を起 こすことを明らかにした。【方法】雄性 日本白色ウサ

ギ(2-3kg)を 放血致死させた後、腸間膜動脈を摘出しリング状標本を作製 した。血管内皮細胞は一部の実験を

のぞき剥離 した。収縮張力は等尺性に測定し、プロスタグランジン12およびE2は 酵素免疫法を用いて測定 した。

【結果】正常栄養液中で静止状態の内皮剥離標本にPDGF(1-200ng/ml)を 投与しても、張力に変化は認められ

なかった。一方、10μMノ ルェピネフリン収縮に対 して、PDGF(1-200ng/ml)は 濃度依存性の弛緩作用を示

した。シクロオキシゲナーゼ阻害薬であるインドメタシン(10μM)を30分 間前処置すると、PDGFに よる弛

緩作用は完全に阻害された。しかし、No合 成酵素阻害薬であるL-NMMA(200μM)を30分 間前処置しても、

弛緩作用は影響を受けなかった。内皮剥離標本にPDGF(100μM)を 適用すると、外液中へのPGI2お よびPGE2

の放出量は有意に増加した。PGI2ア ナログであるアイロプロス ト(1μM)ま たはPGE2(1μM)の 投与によ

り、ノルエピネフリン収縮は有意に抑制された。Ca除 去液中ではPDGFに よるプロスタグランジン産生は完全

に抑制された。さらに、内皮付着標本において、PDGFのPGI2産 生能は内皮剥離標本と比較して有意に抑制さ

れ、この抑制作用はL.NMMA処 置 により完全に解除された。【考察】以上の結果より、PDGFは 血管平滑筋に作

用 しプロスタグランジン(PGI2お よびPGE2)を 産生 ・放出することにより血管収縮を抑制すること、また、プ

ロスタグランジン産生機構はCaに 依存 しており、内皮細胞から放出されるNOに より抑制されることが明 らか

となった。

46. 腸間膜細動脈のニフェジピン非感受性Ca電 流 ・細胞内遊離Ca([Ca2+]i)上昇 ・血管径減少に対する

mibefradilの効果について

九州大学大学院医学系研究科生体情報薬理

田中 潔,森 田浩光,中 島 匡,伊 東祐之,井 上隆司

最近、モルモット・ウサギ ・ラット等の腸間膜細動脈には、ニフェジピンに抵抗性を示す、新 しいタイプの高

電位活性化/急 速不活性化型Caチ ャネル(NI-VDCC)が 優勢に発現 していることが報告されているが、Cd2+、Ni2+

以外 にこのCaチ ャネル活性を完全に抑制する阻害薬は知られていない。今回我々は、NI-VDCCと 類似性 を示

すT-型 、R-型Caチ ャネルの強力な阻害薬、mibefradilが、同程度の効力でNI-VDCCを 抑制 し、更にこれに伴

う[Ca2+]量上昇 ・血管径減少を有意に減少させることを見い出したので報告する。

結果:(1)モ ルモット腸間膜細動脈から酵素的に単離した平滑筋細胞を電位固定し(保 持電位-80mV;電 極内液:

CsCl;細 胞外液:5mMBaCl2及 び10μM nifedipineを含むKrebs液)、OmVへ 脱分極させると、'NI-VDCCを 介す

る電流(NHca)が 活性化された。この電流はmibe丘adilによって、頻度依存的かつ濃度依存的に抑制された(Ki=1.02

μM,n=1)。 更に保持電位を一60mVに す るとKi値 の有意な減少がみられた(0.38μM)。(2)fura-2AMをloadし た

細動脈組織片に過剰Kを 急速投与 して誘発されるCa2+蛍 光増加 も、1-10μMmibefradilに よって濃度依存的抑

制を受けた。(3)ウサギ腸間膜細動脈を管内圧固定 し、ビデオ画像解析によって外径変化を観察した。10μM

nifedipine存在下に、過剰K(77mM)で 誘発した細動脈外径の減少(正常K濃 度時の外径の約50%)は 、1及 び10μ

Mmibefradil前 投与によってそれぞれ約40、80%抑 制 された。(結論)mibefradilに よるNHca抑 制の効力及び様

式(頻 度 ・電位依存性)はT-型 、R-型Caチ ャネルに報告されている結果と良く一致 した。また、Ca2+蛍光 、血

管径変化測定の結果から、NI-VDCCを 介 すると考えられるCa流 入が、腸間膜細動脈の[Ca2+]iや筋緊張調節に重

要な役割を果たしていることが強く示唆された。
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47.高 脂血 症 に伴 う血 管平 滑 筋緊 張 異 常 の 新 しい分 子 機 構=ス ラ ィン ゴ脂 質 とRhoキ ナ ー ゼ(RK)

の 役割

山 ロ 大 学 医学 部 生 理 学第 一 講 座1,山 口大 学 医 学 部 外 科 学 第 一 講座2

小 林 誠1,森 景 則保1,2,轟-池 田奈 津 子1,最 上 紀 美 子1,水 上 洋 一1,江 里 健 輔2

高血 圧症や血管攣 縮 などの血管 緊張異常 の病 態 と して、血管平滑 筋のCa2+非 依存性 収縮([Ca2+]i増 加の程

度 だけでは説明 で きない異常収縮)が 注 目されてい る。 一方、高脂 血症 においては、血清総 コレステ ロー ル(Chol)

濃度 の増加 に伴 って、冠動脈 疾患の発症 頻度が増加 す るこ とが知 られてい る。特 に、Chol濃 度 が200mg/dlを 越 える と

冠動脈 疾患 リスクが増加す るこ とが知 られてい る。しか しなが ら、このChol濃 度 とCa2+非 依存性収 縮 との 関係 は

不 明であ り、また、その分子機構 も明 らか にされてい ない。最近 、我 々は、スキ ン ド血管 平滑筋 標本 を用 いて、Rhoキ

ナーゼ(RK)の 酵素活性領域 の リコンビナ ン ト蛋 白(活 性型RK)を 血管平滑 筋の細胞内 に直接投与 す るこ とに よって、

RKがCa2+非 依存性収縮 を引 き起 こす情 報伝達 因子で ある事 を報告 した。今 回、我 々は、ヒ トお よび動物(正 常 お よ

び高Chol血 症)の 血管標本 におけ るCa2+非 依存 性収縮 と血清Cho1濃 度 の関係、お よびそ の原 因 となる細胞 内

情報伝達機構 を検索 し、RKと の関連 について検討 した。

α-ト キシ ンや β-エ スシ ンに よるスキン ド血管平滑 筋 において、ス フィンゴ脂 質の一つ であ るスフ ィンゴシルフ ォス

フォリルコリ ン(SPC)は 、[Ca2+]i一 定 で、かつG蛋 白の活性化 に必 要なGTPが 無 い条件 下で も、Ca2+

非依存性収縮 を引 き起 こ したが、トリ トンXに よるスキ ン ド標本 には無効 であっ た。RK阻 害薬 は、SPCに よる収縮 を

ほ ぼ完全 に阻害 した。従 って、これ らの結果 か ら、SPCは 、RKの 上流 にあって、Ca2+非 依存性 収縮 を引 き起 こす

新規 の細胞 内情報伝達 因子であ る事 が示唆 された。一方 、ヒ トにおい ては、正常Chol濃 度(<220mg/dl)の 患 者 さん

か ら得 た血管 で は、SPCに よる異 常収縮 は、ほ とん ど認め られな かったが、高脂 血症(>220mgldl)患 者 さんか ら得 た

血管 では、急激 に増加 し、その収縮 の大 きさはChol濃 度 と強い相 関 を示 したが、他 の危険 因子(喫 煙 、糖尿病)と は

相 関が低 かっ た。さ らに、高脂血症 治療 薬 によって、Chol濃 度 が低下 した患者 さんか ら得 た血 管で は、SPCに よる

Ca2+非 依存性収 縮は抑制 されていた。また、Chol負 荷 ウサギの血管 において も、ヒ ト血管 と同様 な結 果が得 られ

た。さらに、高脂血 症 ウサ ギか ら得た血管 をChol吸 着剤 であ るβサ イ クロデキス トリン と作用 させ る と、SPCに よ

る収縮は消失 した。

以上の結果 より、SPC-RK情 報伝達系 は、ヒ トの高脂 血症 に合併す る血 管緊張異常 の発症 に重要 な役 割 を果 た して

い る可能性が示 唆 され た。さらに、総Chol濃 度 を220mg/dl以 下 に コン トロールす るこ とは、動脈硬化 予防や プラー ク

コン トロールのみで な く血 管緊張異常 を予 防す る上 で も有意 義で ある もの と考え られ た。

48. streptozotoch誘 発糖尿病ラット腸間膜動脈における流れ負荷に対する内皮依存性血管反応の変化

について

星薬科大学医薬品化学研究所機能形態研究室

織田修一,鎌 田勝雄

血管内皮細胞は血管内腔を覆う細胞層であるが、様々な血管調節機能を有することが知 られている。その中

の収縮 ・拡張機能において、内皮細胞は物理的あるいは化学的な刺激に反応 して、血管収縮 ・弛緩物質を産生

し血管のtoneを 調節 している。この収縮 ・弛緩物質の産生を調節 している生理的因子の一つとして血流があり、

内皮細胞は血流の影響によりその形態や機能が変化することが知られている。我々は糖尿病態時において血流

が内皮細胞に及ぼす影響について検討するため、streptozotocin(STZ)誘 発糖尿病ラット腸間膜動脈に流れ負荷

を与え、そのときの血管反応を観察した。

STZ誘 発糖尿病ラット群と対照群の流れ負荷時の灌流圧には有意な差はみられなかった。また、両群にTri-

tonXを 前処置して内皮細胞を除去 したところ、対照群では流速の上昇にしたがって灌流圧が有意に増大したが、

STZ群 では灌流圧が増大したものの有意差は認められなかった。Indomethacin(Indo,

10-5M)前 処置下では両群ともに有意な差は認められなかった。NO合 成酵素阻害薬であるL-NOARG(104M)及

び、可溶性guanylate cyclase阻 害薬であるmethylene blue(MB,3×10-5M)を 前処置すると、対照群では灌流圧

が有意に増大したが、STZ群 では未処置時と比べて差は認められなかった。K+-channelblockerで あ るtetraethy-

lammonium(TEA,10-2M)を 前処置すると、対照群及びSTZ群 で灌流圧が有意に増大 した。Indo、LNOARG、

MB、TEAを 前処置すると、対照群では流速の上昇にともなって灌流圧が著明に増大 した。また、STZ群 で も

有意に上昇したが、対照群に見られたような著明な灌流圧の増大はなかった。以上のことより、ラット腸間膜

動脈床においても流れ刺激を与えた場合、刺激に応じて収縮反応が生 じ、この収縮反応に内皮細胞由来弛緩物

質(NO,EDHF)が 制御していることが明らかとなった。一方、STZ誘 発糖尿病ラットでは流れ刺激に対する

血管収縮反応そのものが減弱していることが考えられる。
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49.ブ タ冠動脈単離平滑筋細胞における代謝障害時の大コンダクタンスCa2+依 存性K+チ ャネルの活性化

名古屋市立大学 薬学部 薬品作用学

山村寿男,村 木克彦,渡 邉 稔,今 泉祐治

冠動脈の攣縮や狭窄による冠血流量の減少によって、低酸素状態が誘発されると、生体は冠動脈を弛緩させ、

冠血流量を増加させようとする。代謝障害時に細胞内ATP量 の減少により漕性化されるATP感 受性K+(KATp)

チ ャネルと、ATPに よって駆動 されるCa2+排 出系が阻害された結果として活性化される大コンダクタンスCa2+

依存性K+(BK)チ ャネルが、この弛緩機構に関与していると考えられている。しかしながら、それらのチャネ

ルの寄与の程度については、まだ充分に検討されていない。そこで本研究では、代謝障害を誘発した際の細胞

内Ca2+動 態 を細胞内小器官(ミ トコンドリアや筋小胞体)と 細胞膜上のK+チ ャネルを中心に、その解明を試み

た。ブタ冠動脈単離平滑筋細胞に、100μMIndo-1を 記録電極内より負荷 し、共焦点蛍光顕微鏡(Nikon RCM-

8000)に よる二次元Ca2+画 像解析法とホールセルパ ッチクランプ法を適用し、同一細胞より、細胞内Ca2+動 態

と電気現象 を同時に測定した。また、Rhodamine-123を 用いてミトコンドリアの膜電位変化 も測定した。代謝障

害は、1μMFCCPの 添加と外液中の14mMグ ル コースを2-デ オキシ-D-グ ルコースに全置換することによっ

て誘発 した。電流固定下、代謝障害によって、細胞内Ca2+濃 度([Ca2+]i)の 増加が観察され、それに伴って細胞

膜の過分極が誘発された。この過分極は、主にイベリオ トキシン感受性成分で、グリベンクラミド感受性成分

は僅かだった。同一条件下で、10μMレ ブクロマカリムは、グリベンクラミド感受性の過分極を誘発 した。ま

た、保持電位を-40mVに 固定したときに観察される自発一過性外向き電流は、代謝障害による[Ca2+]iの上昇に

伴い増強され、イベリオトキシンにより抑制された。以上の結果より、ブタ冠動脈単離平滑筋細胞において、少

なくとも本実験条件下で生じた代謝障害では、KATPチ ャネルよりむしろ、BKチ ャネルが主に活性化されること

が明らかとなった。


