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招待講演

Electrophysiology of the  Stomach  : 

Diagnosis and Treatment 

Division of Gastroenterology, University of Texas Medical Branch 

Jiande Chen, PhD

 Gastric myoelectrical activity consists of slow waves and spikes. The gastric slow 

wave originates in the corpus and propagates distally towards the pylorus. Recent 

electrophysiological studies have suggested that interstitial cells of Cajal (ICC) are respon

sible for the generation and propagation of the slow wave. The frequency of the gastric 

slow wave is 3 cycles/min (cpm) in humans and about 5 cpm in dogs. In abnormal cases 

the gastric slow wave may have a frequency too high (tachygastria) or too low (bradygas

tria) . Gastric dysrhythmia is a term standing for various abnormalities in slow wave 

rhythmicity, including tachygastria, bradygastria and arrhythmia (no dominant 

rhythmicity) . Gastric dysrhythmia is often observed in patients with gastric motility 

disorders.

 This lecture will be composed of 3 portions : 1) Origin of gastric slow waves ; 2) Pros 

and cons of electrogastrograpy ; 3) Gastric electrical stimulation for the treatment of 

gastroparesis and obesity.

1. Origin of gastric slow waves : An update will be given on the role of ICC and enteric 

nervous system. Modulational role of cephalic and vagal inputs will also be discus-

sed. 

2. Pros and cons of electrogastrograpy (EGG) : The presentation will be focused on the 

principles and applications of the EGG, pros and cons of the existing commercial 

devices and new development in the field of EGG. 

3. Gastric electrical stimulation: 

a. Gastric electrical stimulation for gastroparesis : Various methods of gastric 

electrical stimulation will first be introduced. Laboratory and clinical research 

data will be updated. Possible mechanisms of gastric electrical stimulation will 

be discussed. 

b. Gastric electrical stimulation for obesity : After a brief introduction of epidemic 

problems of obesity, the basis for the treatment of obesity using gastric electrical 

stimulation will be introduced. Preliminary research and clinical data will be 

presented and possible mechanisms of gastric electrical stimulation for the 

treatment of obesity will be discussed.
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特別講演

消化管運動の制御

東京大学 ・農 ・生命科学研究科

唐 木 英 明

要約 消化管運動は多 くの生理学的 ・病態生理学的研究の対象 となってきた.興 味の中心 は消

化管平滑筋興奮のメカニズム と,多 くの平滑筋の興奮を同調・制御するメカニズムに大別され,

後者 は局所における制御 と中枢 による制御に二分される.中 枢研究の発展 とともに,「食欲」と

「性欲」のような本能の対立関係のメカニズムが解明され,感 情やス トレスのような中枢機能が

消化管機能を制御する「脳-腸 連関」の研究 も大 きく進んだ.局 所ではCajal介 在細胞が平滑筋

細胞 と自律神経細胞のクロス トークの仲立ちをすることが明らかにされ,さ らに消化管Auer-

bach神 経叢 と漿膜面に分布す る常在型マクロファージが消化管収縮制御 に関与する可能性 も

指摘 され,そ の解明が進んでいる.

はじめに

「パブロフの犬」で知 られるように,大 脳辺縁系が摂食中枢 を介して食欲を制御 し,自 律神経

系を介 して消化管運動を制御する 「脳 ・腸連関」,そ して中枢の情報が自律神経系および内分泌

系を介 して免疫系を制御する 「脳 ・免疫連関」も明らかにされ,「脳 ・腸 ・免疫 トライアングル」

も解明 されつつある.身 体内外の情報は中枢を介 して,あ るいは消化管に直接伝 えられてその

運動を制御するが,以 下,消 化管局所 における平滑筋細胞 とその制御にかかわる細胞 のクロス

トークについて概説する.

「神経 ・腸連関」 とカハール介在細胞

局所において消化管運動を制御する因子の一つがInterstitial cells of Cajal(ICC)で ある.

ICCは 消化管のAuerbach神 経叢にある,c-Kitタ ンパク質をもつ細胞である.ま た,ICCと 平

滑筋はgap junctionに より連絡する.ICCを 持たないW/Wvミ ュータント・マウスの消化管で

は,個 々の平滑筋細胞の運動は変わらないが,消 化管蠕動の 「波」は消える1).す なわち,ICC

は消化管運動のペースメーカー として働 く.さ らに,ICCは 副交感神経およびNO神 経の情報

を受け取 り,こ れを平滑筋に伝達する働 きと,消 化管の機械的刺激情報を神経に伝達する働 き

をもつ と考 えられる.

局所 における 「免疫 ・腸連関」

Auerbach神 経叢 を詳細に観察すると,碁 盤の目のように配置する神経叢の間にICCと 常在

型mφ が規則的に分布する.こ れが1985年 にMikkelsenら によって発見された 「常在型マク

ロファージ」(mφ)で ある2).消化管の免疫機能 は粘膜系が担っているが,筋 層間にmφ が存在

することは,筋 層自身 もまた免疫に関係 している可能性 を示す.こ の常在型mφ の役割を検討

するために我々はラット回腸培養標本にLPSを 投与 した ところ,30分 後から組織中のCOX-

2mRNAが 増え始め,90分 後には最大値に達 した.他 方,iNOSmRNAはLPS投 与90分 後か
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ら増え始め,120分 後 に最大値に達した3-5).iNosお よびcox-2の 免疫組織染色 と,常 在型

mφ マーカーであるED2を 用いた免疫染色の二重染色 を行ったところ,両 者 は一致した.さ ら

にiNOSmRNAの 増加 と一致 してNO産 生が増加 し,COX2mRNAの 増加 と一致してPGE2

とPGI2の 産生が増加 した.COx-2を 抑制 してLPSを 投与 したところiNOS発 現が抑制され

たが,iNOSを 抑制してLPSを 投与 して もCOx-2の 発現は影響 を受けなかった.一 方,LPS

存在下で培養 した消化管の収縮 は抑制される.iNos抑 制下で収縮は約半分回復 し,cox-2抑

制下では収縮 はほぼ完全に回復 した.こ れ らの成績か ら,LPSに よる消化管収縮の抑制は常在

型mφ 内のCOX-2の 誘導,PG産 生,PGに よる平滑筋収縮抑制 という経路 と,PGに よる常

在型mφ 内のiNOS誘 導,NO産 生,NOに よる平滑筋収縮抑制 という経路の2種 類があるこ

とが示唆 された.こ れらの成績は,さ らに,消 化管の炎症が常在型mφ を介 して平滑筋収縮,す

なわち消化管運動機能に大 きな影響を及ぼすことを示唆 している.

病態消化管の 「免疫 ・腸連関」

炎症性腸炎 と消化管運動 との関係,と りわけ免疫系細胞 と平滑筋の相互作用に我々は興味を

持 ち,2つ の腸炎モデル系での検討 を行 っている.自 然発症エンドセリンETB受 容体欠損 ラッ

トは直腸から小腸の下部にかけて神経叢が欠損 しているために蠕動運動が起 こらずに,ヒ ル

シュスプラング病 と類似 した症状 を呈する.ETB受 容体欠損はヒト,マ ウス,ウ マでも起 こる.

そして,生 後10日 から2週 間のETB受 容体欠損ラット腸の炎症部分では,mφ の数が約3倍

に増加 していた5).また,炎 症部位の平滑筋の収縮力は,正 常部位 に比べてむしろ増加 していた.

さらに平滑筋細胞層の数が増加 し筋層の肥厚 も観察 された6).ハ プテンであるトリニ トロベ ン

ゼンスルホン酸(TNBS)で 惹起された腸炎の場合 も筋層間常在型mφ の増加が見 られ,細 胞

容積の増大も観察された.そ して平滑筋の収縮性は顕著 に低下 していた.す なわち,腸 炎でも

筋層の機能 的変化の状況は様々である.
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教育講演

カ ハ ー ル の 介 在 細 胞(interstitial cells of Cajal)の 構 造 と機 能

名古屋大学 ・医 ・機能形態学分子細胞学

鳥 橋 茂 子

Interstitial cells of Cajal(ICC)は 真に神経解剖学者カハールが見出した細胞であるかどう

か異論を唱 える者 もいるが,現 在消化管平滑筋層には神経 と隣接する固有の細胞が存在 しこれ

が平滑筋細胞 に大きな作用を与える事は一般 に受け入れられるようになった.従 って100年 も

前に消化管には神経 と平滑筋の間に介在する細胞があるという概念を提示 し,こ こに研究者の

注目を惹起 したカハールの業績は大きい.こ れをもってカハールの介在細胞(ICC)と 称する意

味があると考 える.本 講演ではICCの 基本的な特徴等について以下の項 目について紹介する

1) c-Kitの 発現

前田ら(1992年)は レセプター型チロシンキナーゼc-Kitの 機能阻害が消化管運動ペース

メーカー機構 に異常を生 じると報告 した.こ れはその後に続 くc-Kit発 現細胞がICCで あると

いう証明 とICCが ペースメーカー細胞である事を示唆す る一連の報告の発端であった.c-Kit

をマーカー としたICCの 同定 と機能解析 はこの分野の研究 を飛躍的に発展 させた事は周知 の

通 りであるが今のところc-Kitシ グナル系が直接ICCの ペースメーカー機能 に関与 している

という報告 はない.

2) 微細構造上の特徴

ICCは い くつかの特徴的な微細形態 を示す.ミ トコンドリアや細胞膜の窪みであるカベオラ

そして滑面小胞体が多 く,一 般 的には細胞内の電子密度が高 くて電子顕微鏡下では暗調の細胞

である.ICC同 志 また平滑筋 との間にネクサスを形成 し電気的に結合 している.こ れらの特徴

はICCの 機能に密接 に結びついている.し か し,ICCは 存在部位による違いや種差 も多 く平滑

筋に近い特徴 と線維芽細胞 に似た形態 を併せ持つ独立 した細胞系であると考えられる.

3) 発生学的特徴

c-Kitの 発現を指標 としてICCの 発生 をた どると,マ ウスの小腸では平滑筋 もICCも 共に

c-Kitを 発現する間葉系細胞 に由来する.そ して神経冠細胞か ら分化する壁内神経 とは異なる

起源を持つ.や がて胎生後期 にICCと 平滑筋は独立 した細胞系へと分化し,そ れぞれの機能 を

示すようになる.

4) 可塑性

発生学的には上述のようにICCと 平滑筋 は共 に共通の起源 を持ち細胞系譜上は近い関係に

ある.分 化途上のICCに 対 し実験的にc-Kitの 発現を阻害 したところ,こ の細胞 は平滑筋様細

胞へ と形質転換した.平 滑筋 もICCも 発生過程で共 にc-kitを 発現する時期があるが,平 滑筋

はc-Kit非 依存性に分化する.そ してICCの みが分化増殖にc-Kitシ グナル系を必要 とす るら

しい.

5) ICCの 機能

現在の所,機 能的には異なる少なくとも二種類 のICCの サブグループが存在すると考えられ

ている.一 つは平滑筋の律動的自動運動のペースメーカーである.そ して他方は神経の平滑筋

に対する神経伝達 を調整するグループである.こ のグループのICCは 神経伝達物質 のレセプ

ターを発現 しているものもある.

6) カルシウムイメージング

ICCと 同定 された細胞からペースメーカー機能 と密接 に関連する細胞内カルシウムの周期

的な変動が記録された.細 胞内カルシウムス トアからの放出,お よび細胞外からの周期的なカ

ルシウム流入が リズム発生に関与 している.
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S1-1.遺 伝子改変動物による血管平滑筋イオンチャネルとCaシ グナリングの解析

東北大学 ・医 ・分子薬理学

柳澤 輝行,村 上 学

イオ ンチ ャネル とCaシ グナ リングを基 に した平滑筋収縮弛緩機序に関する研究において,従 来は
コ ンパ ー トメ ン トの概念 で説 明 され て きた一 貝矛 盾 す る諸 現象 が あった.分 子 ・細胞 下 か ら組 織 レベ
ル の構造 と機能 の研 究 にお いて,生 化学 的 に ホモ ジェネ ー トか らスター トしたの で は小黒 官構築 や 隙

電位 な どの機能 は失わ れて しまい,一 方,細 胞 内小器 官や細 胞 ・組織 の形 態的 観察 の みで は機 能を能

定するのみである.構 造 と機能の有機的な理解さらには病態解明のための有力な手法として遺伝子改
変動物の作成とその解析がある. 遺伝子生成物質とその関連小器官の推定されていた機能ばかりでな
く,隠 れて いた機能 や他物 質 ・小器 官 の機能 との関連 や位置 づ け,さ らに は従 来返 り見 られ てな い生

体 物 質 の関与 も明 らか とな るな ど,極 めて幅 広 く奥が 深 い.
血 管平 滑筋細 胞下 の イオ ンチ ャネル,Caシ グナ リング と収 縮 ・弛緩 に関 して,収 縮 に関 与す るの は

Ca2+流 入 経路 としての 主 に電位 依存 性Ca2+チ ャネ ル とIP3受 容体 を介す る振 動性Ca2+waveが 重

要で あ る とされ る.Ca2+wave説 によれ ば,血 管収縮 アゴニ ス トの刺 激 に よ り,IP3生 成 とCa2+流 入
が起 こ り[Ca2+]iが 振動 性 に筋全体 に上 昇 し伝搬 す る.振 動 性 「Ca2+]i上 昇と収 縮 にはIP3受容体

(主)と リア ノジ ン受容 体(従)と が 関与 す る. 両受 容体 と もにca感 受 性 を示 し二 「Ca2+]i上昇が波
動 として伝 わ って行 く原 因 とな る. 一 方

,持 続 的 な[Ca2+]i上 昇 は細胞 に とってむ しろ不利 益で あ り.
これ を処理 す る機構 も重要 で あ る. 種 々 のCa放 出機構 とCa2+輸 送 系(筋 小胞体 ・細胞 膜Caポ ンプ,
Na-Ca交 換体;superficial buffer barrier説:SR内Caの 細胞 外へ の排 出)の 細胞 小器 官構 築上 での

配 置 が明 らか とな って きた.平 滑筋 といわれ て いた3型 よ りも1,2型 の リア ノジ ン受容 体 を介 す る細

胞 膜 直下 の局 所 的 なCa2+sparkは む しろCa2+活 性 化K+(BK)チ ャネル を開 い て一過 性過 分 極

(STOC:spontaneous transient outward(hyperpolarizing)current)に よ り[Ca2+]i低 下 との弛

緩 を生 じ,細 胞小 器官 構築 とフ ィー ドバ ック機 構 の位置 づ け も見 えて きた.

他 の分子細 胞 生物学 的手 法 とと もに,収 縮 に与 るCa2+チ ャネル とCa2+wave,弛 緩 に寄与 す るCa2+
sparkとSTOCと い う機能 的現 象 の解 明 か ら明 らか にな って きた.イ オ ンチ ャネル とC2シ グナ リン
グ関連の細胞内小器官と種々の機能タンパク質の複合体的配置と精妙な相互の調節機構が我々の視野
に入 って きた.本 発表 で は血管平 滑筋 を中心 に これ までのCa2+チ ャネ ル とCaシ グナ リング関連遺 伝

子 改変動 物 に よる解析 を概観 し,本 シ ンポ ジウム の導入 とす る.

S1-2. 電 位 依 存 性Ca2+チ ャネ ル β3サ ブ ユ ニ ッ ト欠 損 マ ウ ス に お け る 中 コ ンダ ク タ ンス

Ca2+活 性 化K+チ ャネ ル 発 現 量 の 解 析

名古屋市立大学 ・薬 ・細胞分子薬効解析学1,東 北大学 ・医 ・分子薬理学2

森村 浩 三1,大 矢 進1,山 村 寿男1,村 上 学2,村 木 克 彦1,布 木 和夫2

柳澤 輝 行2,今 泉 祐 治1

電位 依存 性Ca2+チ ャネル(VDCC)は ボア を形成 す る α1サ ブユニ ッ トとそれ を修飾 す る α2/δ,β,

γサ ブユニ ッ トで構成 され,平 滑 筋 のCa2+流 入 に重 要 な役割 を果 た してい る.な かで もβ サ ブユニ ッ

トは電 流量 の決 定,活 性 化 ・不活性 化 の調節,発 現 の促進 な どに関係 してお り,4種 類 のサ ブ タイプ が

同定 され てい る.平 滑 筋 で は β2と β3サ ブユ ニ ッ トが強 く発 現 してお り,β3サ ブユ ニ ッ ト欠損 マ ウス

で は大 動脈,膀 胱平 滑筋細 胞 のDHP感 受 性L型Ca2+チ ャネ ル の電流 密度 が 減 少す る ことが 報 告 さ

れ て い る.Ca2+活 性化K+チ ャネル(KCa)は 大 コンダ クタ ンス(BK),中 コ ンダク タ ンス(IK) ,小
コ ンダク タ ンス(SK)に 分類 され,細 胞 内Ca2+濃 度上 昇 に よ り活 性化 して過分 極 を誘 発 し

,VDCCを

抑制 す る ことに よ り細 胞 内Ca2+濃 度 を減 少 させ る.本 研 究 で は β3サ ブユニ ッ ト欠損 マ ウス(β-/-)

で の,細 胞 内Ca2+動 態 に関連 のあ るKCaの 発現 を検討 した.RT-PCRに よ りβ3-/-膀 胱 平滑筋 の

KCaの 発 現 を検 討 した ところ,IKの 発現 が野 生型 マ ウス(wt)で は見 られた の に対 し,β3-/-で は

ほ とん ど発 現 して いなか った.そ こで膀胱 単離 平滑 筋細 胞 を用 い て電気 生 理学 的 にIKチ ャネル の発

現量 を検 討 した.細 胞 内Ca2+濃 度 を300nMに 固定 し,ホ ール セルパ ッチ クラ ンプ下 に-100mVか

ら+40mVへ の ラ ンプパ ル ス を送 り,50nMCd2+,100nM apamin存 在下 に600μM1-ethyl-2-ben.

zimidazolinone(1-EBIO)で 活 性化 され るIKチ ャネル電 流量 を比較 した ところ,β3-/-の1-EBIO

感 受性 の電 流密度 が0mVで は約60%,10mVで は約55%に 減 少 して いた.以 上 の結 果 は,β3サ ブ

ユニ ッ ト欠損 マ ウス の膀 胱 平滑筋 細胞 で は
,IKチ ャネル の発現 が抑制 され てい る可 能性 を示 して い る

と考 え られ る.



J-6

S1-3.プ ロス タ ノ イ ドの 血 管 平 滑 筋 細 胞 へ の 作 用 とそ の 生 体 で の 役 割

旭 川医科大学 ・薬理学

藤野 貴行,高 畑 治,牛 首 文 隆

プ ロス タ ノイ ドの血管 収縮 ・弛緩 作用 は良 く知 られ てい るが,そ の血 管平 滑筋細 胞 の増殖 ・肥 大 や

機 能調 節 にお ける役 割 は,必 ず し も明 らかで はな い.そ こで我 々 は,こ れ らの問題 点 を解明 す るた め,

各 プロ スタ ノイ ド受容体 欠損 マ ウス を用 い た解析 を行 った.ま ず,プ ロスタ ノイ ドの血管 平滑筋 細胞

の増 殖 ・肥 大 に対 す る作 用 を,培 養血管 平滑 筋細胞 を用 い検 討 した.そ の結果,プ ロス タグ ラ ンジ ン

(PG)E2,PGI2が その増殖 を抑制 し,ト ロ ンボキサ ン(TX)A2が その肥 大 を促 進 す る ことを解 明 し

た.つ い で,こ のPGI2の 血 管平 滑筋細 胞 に対す る増 殖抑制 作用 に焦 点 をあ て,そ の生体 での役 割 を解

析 した.方 法 として頸動 脈結紮 モ デル を用 い,血 管 リモデ リングにお け るPGI2の 役 割 を検討 した.そ

の結 果,PGI2受 容体(IP)欠 損 マ ウスで は,野 生 型 マ ウス に比 し著 明 な血 管 内膜肥 厚 の亢 進 が認 め ら

れ,PGI2が 血 管 リモ デ リング の場 で重 要 な役割 を果 す ことが示 された.一 方,血 管 平滑筋 細胞 の機 能

調節 にお け るプロス タ ノイ ドの役割 を解 明す るた め,血 管 平滑 筋が 分化 した細 胞 で あ り,腎 臓 の傍糸

球体 装置 を構 成 す るレニ ン分泌細 胞 への作 用 を解析 した.方 法 として,腎 血 流量 の低下 によ るレニ ン

分泌亢 進 に よる高血圧 を きたす 腎血管 性 高血圧 症 のモ デルで あ る腎動脈 狭窄 マ ウス(2KICモ デ ル)を

用 い,解 析 を実施 した.そ の結果,野 生 型 マ ウスで は腎動脈狭 窄 によ るレニ ン分 泌や そ のmRNAの 発

現亢 進 が認 め られた が,IP欠 損 マ ウスで は それ らの著明 な低下 が観 察 された.さ らに,野 生 型 マ ウス

で見 られた 高血 圧 も,IP欠 損 マ ウスで は有 意 に低下 してお り,PGI2が 腎血管 性高 血圧症 の病 態形 成 に

おい て重要 な役 割 を果 す こ とが解 明 された.以 上 の結果,プ ロ スタ ノイ ドは,血 管 平滑 筋細 胞 の増 殖 ・

肥 大や そ の機能 調節 におい て重 要 な役割 を果 す ことが 明 らか とな った.

S1-4.オ キ シ トシ ン受 容 体OTR遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス の 解 析

東北大学 ・農 ・分子生物学1,東 北大学・医 ・分子薬理2,エ モ リー大学・行動神経科学セ ンターUSA3,

大阪府立成人病センター ・婦人科4

西 森 克彦1,高 柳 友 紀1,川 又 理樹1,斉 藤 みの里2,柳 澤 輝 行2,Larry Yang3

Thomas Insel3,木 村 正4

下 垂体後 葉 性 の ホルモ ン ,ナ キ シ トシ ソ(OT)は 僅 か9ア ミ ノ酸 か らな るペ プ チ ドホ ル モ ンで あ り,

脊椎 動物 に広 く保 存 され てい る メ ソ トシ ンや バ ソ プ レ シ ン と近 縁 の, 最 も古 く発 見された 哺乳類 由来
ぺ プ チ ドホ ル モ ンで あ る. 1900年 代初 頭 に は子 宮強 直性 を もた らす活性 や乳 汁射 出活性 につい ての報
告 が.ま た1953年 に は化 学 合 成 の 報 止 が され て い る. OTは また卵巣 ・精巣 や種 々 の胎 児組 織 な どで
も分 泌 さ れ(peripheral oxytocin), 分 娩,時 の 子 宮 半 滑 筋 の収 縮 と分 娩 の 誘 起,乳 脈 から の 乳汁分泌,
生殖 行動 制御 な ど生殖 に関わ る多様 な機能 を持 つ ホル モ ン と考 え られ て いる. 我 々 はオ キ シ トシン遺
伝子 欠損(ot-/-)及 び その受容 体遺 伝子 欠損(otr-/-) 変 異 マ ウ ス を作 成 し,分 手遺伝学的 手 法に よ り

OTと その受容 体OTRの 両遺伝 子 が哺乳 類 にお いて果 た して い る多様 な機 能 につ いて の解析 実 験 を
続 け て い る.
・乳 汁 射 出ot-/-, 及 びotr-/-雌 マ ウス は共 に乳汁射 出機 能 に異常 をきた し,生 まれた仔 マ ウス は生
後24時 間以 内 に餓死 す る. この母 親 マ ゥズで は乳腺 組織(乳 腺 胞)の 発達 も未 熟 であ り,OT/OTRシ
ステ ムが乳 腺 にお け る乳 汁射 出制御 に留 ま らす, 乳腺 の分化,形 成 に も関 わ って い る司能 性 が不 され
た.
・分娩誘 導OTは その強力 な子 宮筋収斂 作用 ゆ え, "quick birth"を意味す るoxtocinと 命 名 さ れ

た の だ が.ot-/-雌 マ ウ ス は 分 娩 に全 く異 常 を見 せ ず, OTが果 たす どざれた分 娩開始 機能 に対 し大 き
な 疑 問 が 提 示 さ れ た(1).otr-/-マ ウ ス もot-/-の 場 合 と同 様 に, 分娩 には殆 ど異 常 は な く,少 な くと
もOT/OTRシ ス テ ム が マ ウ ス の 分 娩 メ カニ ズム の主 要 な部 分 を占 め る とは考 えづ らい 結果 を示 し
た.一 方.Sugimoto Y.ら は プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン(PG) F2α 受 容 体(FP)遺 伝 チ 欠 損 マ ワ ス で,分

娩 予宗 時期 に分 娩 が起 こらずそ の際子 宮で のotr潰 伝 子 発現 上昇 も見 られ ない症状 が,こ のFp-/-マ
ウス の出産 直前 で の卵巣 切除 によ り回復 し, また子 宮 でのOTR発 現 上昇 を伴 った こ とか ら,OTRが
分娩 開始 に必須 で あ る と示唆 してい る(2). 我 々 は相 矛盾 す る此 の二つ の結果 ・解 釈 を同時 に説 明 で
き るメ カニズ ム の解 明 を 目指 し解析 を続 けてい る.
・生殖 器官 形成 ・生 殖能 力 両変 異マ ウ スで は, 従来 か ら言 われ て きた雄 の精 巣形 成 や様 々 な雄 性 の
生殖能 力 につ い ては観察 の範 囲 内で は顕著 な異常 は見 られ なか った. し か しotr-/-雄 マ ウ ス で は 生 殖

行 動 に里堂 が 貝 られ,ま た受精 率 の有意 な低下 が観 察 され た. 一 方 ,otr-/-雌 マ ウ ス の分 娩 に つ い て は
著 しい異常 は 見 られ なか った. otr-/-雌 マ ウ ス 子 宮 筋 で はOTと 極 め て近 縁 の バ ソ ア レ シ ン ボル モン

(VP)に 対 す る感受 性 が野生 型 に比 べ著 し く低下 してい る こ とが観 察 され, VPのOTに 対 す る相 互代
償作 用 の可 能性 が 示唆 され た.マ ウス分娩 時 の子宮 筋収 縮 にお け る, OT/OTRシ ス テム に依 存 しない
メ カニズ ム の解明 は今後 の興 味深 い課 題 で ある.
・脳機 能otr-/-雄 マ ウスで は個体 識別 能 を失 う こ と (Social Amnesia)が 報 告 さ れ て お り(3),OT/

OTRシ ス テ ムが生殖 に関わ る脳機 能 を制御 し, 行 動 ・記憶 とい った脳 の 高次 機能 に関 わ る役割 を も
担 って い る可 能性 が高 い.
(1)NishimoriK.,etal.PNAS93: 11699-11704(1996);(2)Sugimoto Y.et al.,Science277:

681-683(1997);(3) FergusonJ. et al. Nature Genetics25:284-288(2000)
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S2-1.血 管 平 滑 筋 に お け る炎 症 性 サ イ トカ イ ンIL-1に よ るNO合 成 酵 素発 現 機 序

徳島大学 ・薬 ・薬理学

久 山 哲廣,篠 原 靖幸,福 井 裕行

イ ンター ロイ キ ン1(IL-1)は 炎症性 サ イ トカ イ ン類 の一 つで あ り多 くのcommon diseaseを 含 む

難治性 炎症 性疾 患 の発症 ・維持 に重 要 な役割 を果 た してお り,そ の作 用発現 には転写 因子NF-κBの

核 内輸 送 が必須 で あ る とされ てい る。誘 導型NO合 成酵 素(iNos)はIL-1に よ り発 現す る最 も重要

な起 炎性 タ ンパ クの一 つで,細 胞 障害 を誘 発 させ る一方 で強 い降圧 反応 も引 き起 こす。我 々 はIL-1受

容 体 を介 したiNos遺 伝 子 発現 経路 を明 らか にす るた め に ラ ッ トiNos遺 伝 子 の発現 調 節 領域 の構

造 と機 能 にっ いて,シ グナル伝達 を考 慮 した立 場 か らレポー ター遺 伝子 を用 いた 解析 を試 みた。レポ ー

ター遺 伝子 は リボ ソー ム法 を用 い て培 養 ラ ッ ト大動 脈平 滑筋細 胞 に形 質導入 した。

ラ ッ トゲ ノムNDAよ り調 節 したiNos遺 伝 子 の転写 開始部 位 近傍 の構造 解析 によ り従来 報告 され

て いた2つ のκBsiteの 他 に新 た に2つ のκBsiteが 存 在す る ことを見 出す こ とがで きた。 変異 解析

の結果,転 写 開始部位 よ り上流 に存在 す る3つ のκBsiteは いず れ もエ ンハ ンサーで は な くプ ロモ ー

ター として機能 し,IL-1に よる転 写活1生化 には これ ら3つ の すべ ての πBsiteの 存在 が必須 で あ る こ

とが示 された。 一方第1イ ン トロン に存在 す る κBsiteに は主 た る機 能 は無 い よ うに考 え られ た。

とこ ろでProtein kinase C阻 害 薬 で あ るRo31-8220を 処 置 して お く とIL-1刺 激 に よ る レポ ー

ター遺 伝子 の転 写活性 化 は完全 に阻止 された が,Ro31-8220はNF-κBの 核 内移 行 に対 して は何 ら抑

制 効果 を示 さなか った。 これ らの知 見 はIL-1受 容 体 を介 したiNos遺 伝子 の発 現 にはNF-κBの 転

写 調節 領域 へ の結合 が必要 で はあ るが,NF-κBの 活1生化 に至 る系だ け に とどま らずProtein kinase

Cに 依存 した未知 の系 の存在 もまた必須 で あ る と考 え られ た。

S2-2.IL-1β に よ る平 滑 筋 収 縮 性 の 修 飾

東京大学 ・農 ・獣医薬理学

尾崎 博,堀 正 敏,佐 藤 晃 一,唐 木 英 明

【目的 】 動 脈硬 化 の発症 に は血 小板 や単 球系 の細胞 が深 く関与 し,血 管平 滑筋 は各種 のサ イ トカイ

ンや増殖 因子 の影 響 を受 けて い る。 この様 な観 点か ら,我 々 は これ まで,ラ ッ ト大 動脈 平滑筋 に及 ぼ

すIL-1β の長期作 用 を検討 し,一 酸化 窒素 産生 の亢 進 に依 存 す る もの とこれ に依存 しない収縮 抑制 の

機序 が存 在 す る ことを報告 して きた(Takizawa et al.,EJP330,143-150,1977)。 一方,血 管 平滑 筋

に限 らず他 の多 くの平 滑筋 に関 して も,炎 症性 病変部 で は種々 の免 疫系細 胞 由来 のサ イ トカイ ンの影

響下 にあ る と考 え られ る。特 に消 化管 平滑 筋層 には炎症時 に多 くの免疫 系細胞 が浸 潤す るこ とが知 ら

れ てお り,消 化管 平滑筋 にお けるサ イ トカイ ンの長期 作用 につい ての知 見が求 め られ てい る。 本研 究

で は,特 にク ロー ン病 や潰瘍 性大 腸炎 な どの炎 症性腸 炎 にお いて重 要 な役割 を果 たすサ イ トカイ ンで

あ る1L-1β の消化 管平 滑筋 に対 す る長 期作 用 を器官培 養法 に よ り検 討 した。

【結 果 】 培 養液 中で ラ ッ ト回腸 を器 官培 養 し,IL-1β(10ng/ml)を 最 長7日 間作 用 させ,高 濃 度K

な らび に カルバ コール の収縮 性 の変化 を観 察 した。IL-1β を作 用 させ る と3日 以降 か ら収 縮が 抑制 さ

れ た。 これ らの抑 制 は一 酸化 窒素 や プ ロス タグ ランジ ン産 生阻 害剤 で影響 を受 けなか った。 また スキ

ン ドファ イバ ー にお け る最大 張力 を比 べた とこ ろ,IL-1β はその最大 張力 を抑 制 したが,Ca感 受性 に

は影響 し なか った。 また,平 滑 筋組 織 の α-actinと ミオ シン軽 鎖含 量 に差 は認 め られ なか ったが,カ

ルバ コー ル刺 激 に よる ミオ シ ン軽 鎖 の リン酸 化 を有意 に抑制 した。

【考 察 】 以 上 の成績 か ら,今 回観 察 され たIL-1β に よる平滑筋 抑制 作 川 には,主 として平滑 筋収縮

蛋 白質 抑 制機構 の変化 が関与 す る もの と思 われ た。各種 の 炎症性 腸疾 患 で は運動 機能 障害 が起 こ り,直

接 あるい は間接的 に消化 管機 能 に様 々 な悪影 響 を与 え る。 上記 の反応 が,炎 症性 腸疾 患 にお け る運動

機 能 障害 の一 因 とな ってい る こ とが示 唆 された 。

本 シ ン ポジ ウムで は,以 上 の成績 に加 え,筋 層内 に存在 す る常在型 マ ク ロフ ァージ とサイ トカ イ ン

との 関係 につい ての知見 もあわせ て紹 介 した い。



J-8

S2-3. 消 化 管 の ペ ー ス メ ー カ ー 機 構 とそ の病 態 生 理

東海大学 ・医 ・消化器内科1,山 梨医科大学 ・第一 内科2

高 山 一郎1,醍 醐弥太 郎2,藤 野 雅之2,峯 徹 哉1

消 化管 のペ ー スメ ーカ ー は,カ ハ ール の介在細 胞(interstitial cells of Cajal;ICC)か ら成 る。ICC

には,大 き く2つ の種類 が あ る。 ひ とつ は筋 層内 に分布 す る紡錘型 のICC(intramuscular ICC;IC-

IM)で あ り,神 経 一筋伝 達 の役 目 を持 つ と考 え られ てい る。他 のひ とつ は,筋 層 間で ネ ッ トワー クを作

る多突起 型 のICC(ICC at the level of the myenteric plexus;IC-MY)で あ り,ス ロー ウェイ ブ を

発生 してい る。2つ のICCは ギ ャップ結合 で 同期 し,消 化 管 の繊細 な動 きを整 えてい る。

ICCが 欠落 した動物 の 胃腸 で は,in vitroの 筋 の収 縮力 は保 たれ て いるが,in vivoで は胃腸 管 は弛

緩 す る傾 向 を示 す。 トラ ンス デ ューサー法 で調 べ る と,協 調収 縮が 損 なわれ収 縮波群 が形 成 され て い

ない ことが分 か った 。言 い換 えれ ば,胃 腸 管が 一種 の 「細 動」 状態 に陥って い る訳 で あ り,心 臓 の不

整脈 と同様 の考 え方 に基 づい て,消 化 管 の運動 障害 を評価 す るこ とが で きる可 能性 が示 唆 された 。便

秘 や下痢 は 「消化 管 の不整脈 」であ るのか もしれな い。実 際 に,動 物 モ デル(NODマ ウス)で み られ

る糖 尿病 性 胃腸症 は,胃 のペ ース メー カーの機 能が 障害 されて い る。

最近,常 在性 マ ク ロフ ァージが,あ る条件 の下 でICCの 機 能 を代行 す る こ とが報告 されて い る。ICC

と免疫機 構 は何 らか の機能 相 関が あ る可能 性 が ある。 しか し この詳 細,と りわ け分 子 メ カニズ ム に関

す る知 見 は少 ない。我 々 は既 に,ペ ー スメー カー欠 損 マ ウスの 胃腸 筋 層 にお けるRNA発 現差 を デ ィ

フ ァレ ンシ ャルデ ィス プ レイ法,DNAマ イ クロ アレイ法 によ り解析 し,詳 細 な発 現 プロ フ ァイ ル を得

てい る。今 回,こ の結果 を再検 討 し,免 疫 機構 との関連 を探 る ことを試 みる。

S2-4. In vitroに お け る 結 腸 壁 内神 経 系 に対 す るIL-1β の 検 討

日本歯科大学 ・歯 ・外科学1,日 本大学 ・医 ・外科学一2

富 田 涼 一1,2,池 田 太 郎2,藤 崎 滋2,丹 正 勝久2,福 澤 正洋2

【目的】 これ まで,動 物 実験 でIL-1β を は じめ とす るサイ トカ イ ンが,腸 管 壁 内神 経 系 の調 節作 用 を し

て い るこ とが 報告 され て きた.し か し,ヒ ト腸管 壁 内神経 系 に対 す る検討 はみ られ な い.そ こで,わ

れわ れ は,In vitroに お ける ヒ ト結 腸壁 内神 経系 に対 す るIL-1β の作 用 を検 討 した.【 対 象 と方法 】左

側結腸 癌4例(男 性2例,女 性2例,52～60歳,平 均55.4歳)の 正常S状 結 腸筋 条片(n=12)に つ

い て,In vitroでmechanogram法 を用 いてIL-1β の作用 を観 察 した.【 成績 】1)交 感 ・副 交感 神経

遮断後 のIL-1β 反 応;IL-1β は濃 度依 存性 に弛 緩反 応 を示 した(1×10-9,1×10-8,1×10-7,1×10-6g/

ml,お の おの で0%,33.3%,41.7%,66.7%が 弛緩反 応 を示 し,そ の他 は無反応 で あ った).1×10-6g/

mlは1×10-9g/mlよ り有 意 に弛緩 反応 を示 した(p<0.001).(2)テ トロ ド トキ シン投 与後 で は,す

べ ての筋 条片 がIL-1β(1×10-6g/ml)に 対 し無 反応 で あ った.(3)NG-nitro-L-arginine(L-NNA)

(1×10-6g/ml)投 与後 のIL-1β(1×10-6g/ml)反 応 は,91.7%が 無反応 で あ った.【 結 論 】1)交 感 ・

副交 感 神経 遮 断 下 にお い て,IL-1β は ヒ ト正 常S状 結腸 を弛 緩 させ た.2)テ トロ ド トキ シ ンやL-

NNA投 与 下 で はIL-1β の作 用 は認 め られ なか った.以 上 の こ とか ら,IL-1β は腸 管壁 内神 経 に直 接

作用 してnitric oxideを 放 出 させ,弛 緩 反応 を呈 す る もの と思 われ た.
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S2-5.正 常 ・過 敏 性 腸 症 候 群 大 腸 粘 膜 の マ ク ロ フ ァ ー ジ,神 経,平 滑 筋,お よびc-kit陽

性 細 胞 の形 態

東北大学 ・医 ・心療内科1,同 ・医 ・病理形態学2,同 ・医 ・人間行動学3

同 ・医療技術短期大学部4,同 ・医 ・総合診療部`

太 田 達郎1,2,福 土 審3,長 澤 千鶴4,大 谷 明夫2,増 田 高 行4,本 郷 道夫5

名倉 宏2

機能 性腸 障害 の代 表疾 患で あ る過敏 性腸 症候 群(lrritable bowel syndrome:IBS)の 病 因の一 つ に

post-infectious IBSが あ る。下部 消化 管粘膜 の炎症 ・サイ トカ イ ン放 出後 に消化 管知 覚過敏 と消 化管

運 動 異常 が生 ず る機 序が考 え られ る。最近,固 有筋層 神経 筋組織,固 有 筋 層c-kit陽 性カハ ール細胞 と

マ クロ フ ァー ジの相互 関係 が注 目され てい る。 正常 ヒ ト大腸組 織 のマ ク ロフ ァー ジ分布,粘 膜 固有層

内の神 経線 維 お よび筋線維,粘 膜筋板,c-kit陽 性細 胞 の分布 お よび形態 を検 討 し,IBS患 者S状 結腸

粘 膜 と比較 検討 した。ヒ ト正 常大腸 にお いて,粘 膜 固有 層内 にc-kit陽 性細 胞,一 部toluidine blueで

二 重 陽性 に な らな いc-kit陽 性細胞 を認 め,粘 膜 下神 経叢 内 に少 数 のCD68+マ ク ロフ ァー ジが観 察 さ

れた。α-SMAの 免疫染 色 で は,粘 膜 筋板 は薄 い層 をな し,粘 膜 内筋 線維 は腺 管 に沿 い,細 く被覆 上皮

下 まで伸 び る像 が見 られ た。IBS患 者S状 結腸 粘膜 で は,マ クロ フ ァー ジの減 少,粘 膜 固有 層基底 部

での泡 沫化,集 簇 化,な らびに粘膜 筋板 の肥 厚 を認 めた。粘膜 固有 層 内筋線 維 は粘 膜 の基底部 で太 く,

分 布 が不規 則 で走行 が不整 で あ り,神 経線 維 や筋線 維 の泡沫化 像 が認 め られた。以上 の所見 とIBSの

消 化管 知覚 過敏 ・消 化管運 動異 常 との関連 が示 唆 され る。
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P-1. 気 道 平 滑 筋 の特 性 と自律 神 経 支 配

九州大学 ・医 ・生体情報薬理学

伊 東 祐 之

一般 に平 滑筋細 胞 の収縮-弛 緩 サイ クル は細胞 内 自由Ca2+濃 度 に よって調 節 され て い る.細 胞 内

自 由Ca2+濃 度 の上 昇 は膜 脱 分 極 に よ り開 口す るL-型Ca2+チ ャネル を介 して細 胞 外 か ら流 入 す る

Ca2+と,筋 小胞体(SR)か ら放 出 され るCa2+に よ りもた らされ平 滑筋細 胞 は収縮 す る.気 道平 滑筋

細胞 膜 は電 気 的 に非 活性 で活動 電位 の発 生 は観 察 され ず,一 部 の動 物種 におい て 自発徐 波 の発生 が観

察 され る.徐 波 の発 生 は多 くの場 合,張 力 の発生 を引 き起 こし,ま たACh,ヒ ス タ ミン,LTsに よる

スパ スム発 生時 には徐波 の頻度 の増 加が観 察 され るの で,徐 波 は収 縮 を もた らす 因子 の一 つで あ る.一

方,K+-脱 分 極や 電気 的通 電 に よ り求 め た収 縮発 生 の閾値 はイヌ気 管 平滑 筋 の場 合10mVで あ るが,

AChや 神 経刺 激 に よるe.j.pの 場 合,そ の大 きさが4mVに 到達 す る と筋収 縮 を引 き起 こす.す なわ ち

気 道平 滑筋 は,膜 脱 分極 によ るよ りむ しろpharmaco-mechanical couplingを 介 して細 胞 内Ca2+の

遊 離 に よ り収 縮 を引 き起 こす と考 え られ る.ま た128mM[K]。 に よ る収 縮 を1.0と す る とACh

(10-5M)に よ る収縮 の大 きさ は2.5±0.2(n=10)で あ り,膜 脱 分極 に比 べAChは は るか に大 きな収

縮 を引 き起 こす.即 ち気管 平滑 筋で は,化 学 受容体 刺激 に よるPLC活 性 化→IP3産 生→Ca2+遊 離 が

収 縮発 生 の主 た る経 路 と考 え られ る.

気道 平滑 筋 を支配 す る末梢 自律 神経 は,AChやNAdの み な らずNOや 種 々 のペ プチ ドを神 経伝 達

物 質 とす る.す なわ ち気道 を支 配す る迷走 神経 系 はACh,NO及 びペ プチ ド性伝 達物 質 であ るVIPそ

してATPを 放 出す る.AChは 気道 平滑 筋 に収 縮 を もた らすが,NOやVIPそ してATPは,NANC

弛緩 をもた らす.ま た気 道 に分布 す る知 覚神 経系 にはタ キキニ ン(substanceP,(SP)ニ ュー ロキニ

ンA及 びB)が 存在 し,感 覚 神経 の逆行 性興 奮 に よ り放 出 され る.こ れ らの伝達 物 質 は,神 経 因性 炎

症 の原因 と考 え られて い る.

P-2. 遺 伝 子 操 作 マ ウ ス を 用 い た ア レル ギ ー 性 気 道 過 敏 性 の 解 析

岐阜薬科大学 ・薬理

田中 宏幸,永 井 博 弍

ア レル ギ ー反応 によ る気 道過敏 性 の発症 には,様 々 な細 胞,脂 質 メデ ィエ ー ター,サ イ トカ イ ン等

が 関与す る こ とが示唆 されて い る.す なわち,こ れ まで の多 くの基 礎研 究 に よ り,そ の発症 にはヘ ル

パ ー2型T(Th2)細 胞 の分化 に関 わ る機 能分 子,Th2細 胞 が産生 す る種 々 のサ イ トカイ ン,炎 症 性細

胞 の気道 局所 へ の遊走 に重 要 なケモ カ イ ン,細 胞 間相 互作 用 に必須 の細 胞表 面分子,ア ラキ ドン酸代

謝産 物 お よびガ ス状 メデ ィエ ータ ー等 の関与が 推察 されて い る.こ れ らの多 くの成 果 は,機 能分 子 に

対 す る抗 体 や拮抗 薬 あ るい は阻害薬 の他 に,近 年,遺 伝 子工 学 の進 歩 に よ り開発 された多 くの遺 伝 子

操作 マ ウス か ら得 られた成 績 に よる と ころが大 きい.す な わち,遺 伝子 操作 マ ウス に は,遺 伝子 を過

剰 に発現 させた トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス と遺 伝子 を先 天的 に欠損 させた ノ ックア ウ トマ ウスが用 い

られ,そ れ ぞれ の表現 型 を その野生 型 マウ ス と比較 す るこ とによ り,特 定遺 伝子 あるい は機能分 子 の

役割 が解 析 され て い る.教 室 にお いて も,マ ウス ア レルギ ー性気 道炎症 お よび気 道過 敏性 モ デル を作

成 し,そ の発 症 にお ける種 々 の機能 分子 の意義 をそれ ぞれ の トラ ンス ジェニ ックマ ウス あ るい はノ ッ

クア ウ トマ ウ ス を用 い て検 討 して い る.

本 ワー ク シ ョップで は,こ れ らの遺伝 子操作 マ ウ ス を用 いた これ まで の検 討結 果 を総括 す る とと も

に,ア レル ギ ー反応 によっ て生 ず る気道 過敏性 の発 症機 序 に関 し,教 室で 得 られた成 績 を も とに,こ

れ らのマ ウス を用 いた研 究 の有 用性 お よび その限界 につ いて論 ず る.
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P-3.炎 症 気 道 で の神 経 性 調 節

九州大学 ・医 ・胸部疾患研究施設1,久 留米大学 ・医 ・第一・内科2

松元 幸一 郎1,井 上 博雅1,原 信之1,相 沢 久 道2

気 管支 喘息 や慢性 閉塞 性肺 疾患 はい ずれ も持続 す る炎症 が基本 病態 で あ るが,そ の過程 にはいか な

る神 経性 因子 が関与 してい るで あ ろうか.我 々 の動物 実験 お よび ヒ トで の検 討 結果 を示 した い.

モル モ ッ トにタバ コ煙 を曝 露す る と気 道収 縮 ・血漿 漏 出 ・好 中球性 炎症 が生 じるが,こ れ はタ キキ

ニ ン拮抗 剤 で消失 す る こ とか らカプサ イ シ ン感受 性知 覚神 経 を介す る反応 で あ る.し か し気道収 縮 は

抗 コ リン剤 や トロ ンボキサ ン阻害 剤で も一部 抑制 され,し か も両薬 剤 の相 加効 果 がみ られ ない こ とか

ら トロ ンボキサ ン産生 を介 した コ リン作 動性 収縮 が 関与 して い る と考 え られ る.ま た タバ コ煙 に よる

収縮 は β遮 断 剤で増 強 し α遮 断剤 の併 用で更 に増 強 す る こと,そ れ らの増 強 反応 は抗 コ リン剤 併用 下

で はみ られ な い こ とか らコ リン作動 性収 縮 が ア ドレナ リン作 動 性神 経 の調 節 を受 けて い る こ とを示

す.

ア レル ゲ ン吸 入 に よる即 時反 応 は肥 満細 胞 か ら脱 穎粒 した ヒス タ ミンに よ る気 道収 縮 と され て い

る.モ ルモ ッ トの ヒスタ ミン吸入 によ る気 道収 縮 はNO合 成 阻害剤 で増 強 し,そ の作 用 は β遮断 剤 と

抗 コ リン剤 の併 用下 で もみ とめ られ た.更 に この増 強作 用 は神経節 遮 断剤 や迷走 神経切 断 ・星状神 経

節 除去 で 消失 した ことか ら内 因性 の非 ア ドレナ リン性非 コ リン性抑 制性 神経 の存 在 を示唆 す る.

摘 出 ヒ ト気管 支平 滑筋切 片 の電気刺 激 によ る収縮 反応 は抗 コ リン剤 や それ 自体 が平 滑筋 を弛緩 させ

な い低 濃 度 の β刺 激剤 で減 弱す る.健 常 者 お よび軽 症 喘息 患者 ともに ヒスタ ミン吸入 によ る気道 収縮

は抗 コ リン剤 や低濃 度 β刺 激剤 の吸入 で減 弱 す る こ とか ら一部 は神 経1生収縮 を介 す る ことが判 る.軽

症喘 息患 者 にお いてNO合 成 阻害剤 吸入 は ヒスタ ミン吸入 によ る気道 収縮 を増 強 したが,こ の増 強作

用 は健 常 者 で はみ とめ られ なか った.こ れ らの検 討結 果 か らヒ トの炎 症気 道 にお いて も非 ア ドレ ナ リ

ン性 非 コ リン性 抑制 性神 経 が機 能 して い る もの と考 えられ る.

P-4.病 態,治 療 が 及 ぼ す気 道 平 滑 筋 調 節 へ の 影 響 一 イ オ ンチ ャ ネ ル を介 した 効 果

名古屋大学 ・医 ・機能調節 内科

久米 裕昭,小 熊 哲 也,石 川 貴 之,長 尾 能雅,近 藤 征 史,伊 藤 康

山木 健市,下 方 薫

目的:β ア ドレナ リン受 容体 の反応 性 の低下 は気管 支喘息 患者 の特徴 で あ る.こ の疾患 の病態,治 療が

β刺 激薬 の反 応性 に及 ぼす影 響 につ い て,イ オ ンチ ャネル を介 した細胞 内Ca2+動 態 の役 割,お よび

adenylyl cyclase(AC)-cAMP-protein kinaseA(PKA)系 の関与 を中心 につ いて検討 した.

方法:ブ タの気 管平 滑筋 か ら酵 素処 理 に よ り単離 平 滑筋細 胞 を作 製 し,cell-attached,inside-outの

状 態 でCa2+依 存 性K+(Kca)チ ャネルの電 流 を記録 した.モ ルモ ッ ト気 管平 滑筋 の切 片 をfura-2で

処 理 し,等 尺性 張力 とF340/F380を 同 時記録 し,張 力 と細胞 内Ca2+濃 度 との関係 を検 討 した.

結 果:1μMイ ソプ ロテ レノー ル(ISO)の 投与 で活 性化 され たKcaチ ャネル は,5分 間 の投 与 を10分

毎 に繰 り返 す と次第 に低 下 し,6回 目の投与 で 開 口確 率 は初 回の9.8%に な った.一 方,同 様 に10U/

mlPKAを 細 胞質側 へ 反復投 与す る と開 口確率 は逆 に次第 に上 昇 し,開 口確率 は初 回 の1.9倍 に なっ

た.1μMメ サ コ リンの収縮 に対 す る0.3μMISOの 弛 緩作用 は,5分 間投 与 を15分 毎 に繰 り返 す と,

次第 に減 弱 した.こ の時,ISOのF340/F380の 抑制 率 も減 少 した.こ れ らの現 象 は,電 位 依存 性Ca2+

(VDC)チ ャネル 阻害剤 で著 明 に抑 制 に された.10μMフ ォル ス コ リンでACを 直接 刺激 した 時,β 刺

激薬 と異 な り反復 投与 によ りその弛緩効 果 は次 第 に増加 した.phospholipase A2の 代謝 産物 で あ る

lysophosphatidylcholineの 持続暴 露後 で もISOの 弛緩作 用 はそ の暴 露 時間依 存性 に低 下 したが,ISO

によ るF340/F380の 抑 制率 は変化 が な く,細 胞 内Ca2+動 態 に は影響 を及 ぼ さなか った.

結論:β ア ドレナ リン受 容体 の反応 性低 下 は,cAMP非 依 存性 のKc、 チ ャネル活性 化 の抑制 によ る脱

分極 がVDCチ ャネ ル を活性 化 し,そ れ に基 づ く細 胞 内へ のCa2+流 入 に よって生 じる.し か し,炎 症

病態 に よる反応 性 の低 下 は,機 序が 異 な りCa2+動 態 で はな く,Ca2+感 受性 の増加 が関与 してい る.
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P-5.気 管 支 拡 張 薬 の 臨 床 上 の 用 い られ 方

東北労災病院 ・呼吸器科1,東 北大学 ・医 ・感染症呼吸器内科2

三浦 元彦1,一 ノ瀬 正和2

気 管 支拡 張薬 は,従 来,気 管 支喘 息や慢 性閉 塞性肺 疾 患(COPD)と いった 閉塞性 換気 障害 を呈 す る

呼 吸器疾 患 に用 い られ て きた.本 発 表 で は,気 管 支喘 息,COPD,そ れ ぞれ にお ける各種気 管 支拡 張薬

の現 状 につ き文献 的考 察 を中心 に提示 す る.

気 管支 喘息 におい て,吸 入 ステ ロイ ドに よる気道炎 症 の抑制 が長期 喘息 管理 の 中心で あ る ことは疑

い ない.し か し,β 刺 激薬 や テオ フ ィ リン製剤 といった 気管支 拡張 薬 も,種 々 の喘息 治療 ガイ ドライ ン

におい て,発 作時 の リリーバ ー としての みな らず,長 期管 理薬 として の吸 入 ステ ロイ ドの補助 薬 とし

て位 置付 け られ てい る.こ の なか で,最 近,本 邦 で も使 用可能 とな った長時 間作動 型 β刺 激薬(long-

acting beta-2-agonist:LABA)は,す で に欧米 で臨 床使 用 されて お り,長 期連 用 に よって も喘息症

状 の 急性増 悪 の頻 度 を上 昇 させ る こ とな く安 定 した喘 息症状 のコ ン トロール を呈 す る,と 報告 され て

い る.特 にLABAと 吸入 ステ ロイ ドの併用 が有効 とされ,両 者 の合剤 が今後 の喘息 の長期 管理 の主役

の一 つ とな る と考 え られて い る.ま た,喘 息 気道 にお ける主要 な気道 収縮物 質 で あるLTの 拮抗 剤 も

また喘 息患 者 にお いて は,気 管支拡 張作 用 を持 ち うる.

COPDも また,気 道 へ の有 害物 質 の慢性暴 露 によって生 ず る炎症 性変化 が その主体 であ るが,気 道

の可逆性 は喘息 と比 べ小 さい.し か しなが ら,COPDに ステ ロイ ドは基本 的 に無効 で あ り,気 管 支拡

張薬 が薬 物療 法 の 中心 とな る.ま た,COPDは 常 に労 作時 に息切 れ が生 じうるた め,長 時 間作動 型 の

気 管支拡 張薬 の利 便性 が 高い.こ の うち,近 々本邦 で も臨床使 用 が可能 とな る長 時間作 動型 の抗 コ リ

ン剤 で あ るチオ トロ ピウム は,一 日一 回の吸 入でCOPD患 者 のQOLの 改善 が期待 で き,COPD治 療

の基 準薬 とな る と考 え られ る.

P-6.Clinical Overview:閉 塞 性 肺 疾 患 の 病 態 と気 管 支 拡 張 薬 の 方 向性

東北大学 ・医 ・感染症呼吸器内科

一 ノ瀬 正和

臨床 上用 い られ る気 道平 滑筋作 動薬(気 管支 拡張薬)は,気 管 支喘 息や慢 性 閉塞性 肺疾 患(Chronic

 Obstructive Pulmonary Disease,COPD)と いった 閉塞性 肺疾 患 を対 象 としてい る.気 管支 喘息 に関

しては,病 態 の捕 らえ方が従 来 の 「気 管支 平滑筋 のスパ スム」か ら,最 近 で は 「肥 満細 胞,好 酸 球,リ

ンパ球 を中心 とした気道 の慢 性炎症 」と変 わ って きた.そ のた め,β2ア ドレナ リン受容体 刺激 薬 を代

表 とす る気 管 支拡 張薬 中心 の治療 か ら,吸 入 ス テ ロイ ドに よる気道 炎症抑 制 が現在 の喘 息治療 の ス タ

ンダ ー ドとなって い る.も ち ろん,吸 入 ス テ ロイ ドの抗炎症 作 用 のみで,気 管 支喘 息が コン トロール

され てい る場合 は問題 ないが,ウ イル ス感染 等 を引 き金 として,発 作 が起 こる こ とはしば しば見受 け

られ る.こ れ は,気 管支 喘息 患者 が もつ気道過 敏性(少 しの気道 へ の刺激 で容 易 に気 管支 狭 窄 を起 こ

す特性),及 び慢性 炎症 の結 果起 こった気道 壁 の再構 築 に よる もの と理解 され る.こ うい った,喘 息 で

の気 道炎 症 制御 が充分 な場 合 の発作 予防 の面 か ら,気 管 支拡 張薬 は今後 とも治療 上必 要 で ある.本 邦

では,テ オ フィ リン製 剤,抗 ロ イ コ トリエ ン薬 に加 え,β2ア ドレナ リン受容 体刺 激 薬 の長期 作 動薬

(LABA)が 用 い られ る.

一 方
,COPDで あ るが,2001年 の本 邦初 の疫 学調査 で,罹 患数530万 人が 推定 され,そ の管理 の重

要性 が指摘 され てい る.COPDも 喘息 同様炎 症が 疾患 の本 態 であ るが,喘 息 と異 な りス テ ロイ ドが無

効 であ る.よ って,現 時点 で の治療 の中心 は気 管支拡 張薬 の投与 で あ り,抗 コ リン薬 が最 も有効 で あ

る.

本発 表 で は,喘 息,COPDの 安 定期 や増 悪期 の病 態 と気管 支拡 張薬 の効 果 を中心 に概 説 す る.
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1.21 channel topographical esophageal manometry(TEM)に よ る食 道 運 動 機 能 の 評

価(第1報)

日本医科大学 ・第三内科

岩切 勝 彦,林 良 紀,琴 寄 誠,杉 浦 敏 昭,川 上 明彦,坂 本 長逸

目的:21channel TEMに よる食 道運 動機 能評 価 の有用性 を検 討 す る.方 法:21カ 所 のside hole

を有 す るカテ ーテル を使用 し,infused catheter法(0.15ml/min)に よ り測 定 した.内 圧 カテー テ ル

は,遠 位 よ り胃食 道接 合部 周辺 の内圧 を測 定 す るため のside holeが1cm間 隔 で9カ 所,そ の上 方 に

は食 道下 部～ 中部 を測定 す るた め のside holeが2cm間 隔で8カ 所,ま た そ の上 方 に上部 食道 か ら

UES,咽 頭 の 内圧 を測 定 す るため のside holeが4カ 所 の計21チ ャ ンネル のside holeを 有 す る.カ

テー テル挿 入後,LES上 端 に1cm間 隔 に存在 す るside holeの 上端 を設 置 した.測 定 した圧dataは

解 析 ソフ ト(Trace!1.1)を 使用 しcolor圧 デー ター に変換 後,PCモ ニタ ー にtopographic plotsと

して表 示 され た.先 端 の胃 チ ャンネル を比較 チ ャ ンネル とし補正 後,食 道 運動 機能 の解析 を行 った.対

象 は健 常者,逆 流性食 道 炎,dysphagia症 例 で あ る.一 部 症例 にはLES口 側5cmで のpH測 定 も同

時 に行 った.結 果:1)sleeve catheterで はLES圧 が極 めて低値 で あ る症 例 で はcatheterの 位置 決 め

が容 易で はないが,TEMで は,catheterの 位置 決 めが容 易 であ り,ま た,LES長 も判定 可能 で あっ

た.2)TEMで は,呼 吸 によ る内圧 の変 化 が容易 に判 定で きた.ま た食道 内圧 と胃内圧 の違 いが明 ら

か に表示 されachalasia等 の診 断 に有用 で あ った.3)sleeve catheterと 同様 にLESの 弛 緩が判 定 で

きる と同時 に,sleeve catheterに よる測 定 で は食 道裂 孔ヘ ル ニア の診 断 は困難 で あ るが,TEMで は

食道 裂孔 ヘル ニ アの存在,大 きさを容易 に判 定 で きた.4)通 常 の食道 体部4カ 所 の食 道 内圧測 定 で は

判定 で きない一 次蠕 動 波 のfocalfailureを 認 識 で き,よ り正 確 な食 道体 部 運動 の評 価 が可 能 で あ っ

た.5)長 時 間 の測 定 で は,一 過性LES弛 緩,Common Cavityの 判 定 も可能 で あった.結 論:21chan-

nelTEMは よ り詳 細 な食道 運動機 能 の評価 を可能 とす る.

2.細 径 超 音 波 プ ロー ブ を 用 い た 進 行 性 全 身 性 硬 化 症 患者 に お け る食 道 運 動 機 能 の 評 価

広島大学 ・医 ・分子病態制御内科学1,川 崎医科大学 ・消化器 内科II2

眞部 紀明1,春 間 賢2,畠 二郎1,原 睦展1,楠 裕 明2,田 中 信 治1

茶 山 一彰1

【背景 】 進行性 全身 性硬化 症(PSS)患 者 にお け る合併 症 に食 道運 動機 能異 常 を基盤 とした逆流性 食

道 炎(RE)が あ り,し ぼ しば重症 型 として経験 され る.我 々 は,こ れ まで に細 径超音 波 プ ローブ(MUP)

を用 いてRE患 者 にお ける飲 水時 の食 道運 動 を断層像 として リアル タ イム に評 価 で きる事 を報 告 して

きた(Scand J Gastroenterol 2002,inpress).【 目的】MUPを 用 いて,PSS患 者 にお け る食道 運動

の特徴 を検 討 した.【 対象 と方 法】 内視鏡 的 にREを 認 めたPSS患 者10例(PSS群),膠 原病 を有 さ

ず術後 胃 を除 くRE患 者10例(RE群)を 対 象 とした.16FrのGastric tubeを 経鼻挿 入 し,更 に その

内腔 に20MHzのMUP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口 側 におい て水20ccを それぞ れ嚥下 した際 の食 道 内輪筋,縦 走 筋 の収縮 率,食 道壁 のcompli-

ance(最 大伸 展時 の食道 管腔 径),食 道 収縮様 式 につい て検 討 した.【 成績 】PSS群 では,RE群 に比

し内輪 筋 層 の収 縮 率 の低 下傾 向 を示 した.ま た,PSS群 で は,食 道壁 のcomplianceは,LESよ り5cm,

10Cm口 側 で有意 に低下 していた.収 縮様 式 につ いて は,RE群 で は,半 数 に,PSS患 者 で は全例 で食

道管 腔 の 不完 全 閉塞 が見 られ た.【 結 論】PSS患 者 で は食 道 内輪筋 層 の収 縮 率 の低 下傾 向が 認 め ら

れ,そ の た め食 道収 縮 時 に管 腔 の完全 閉塞 しない事 が考 え られ た.ま た,食 道壁 のcomplianceの 低 下

が あ り,粘 膜 下組 織 の結合織 増殖 との関連 性が示唆 され た.
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3.小 腸 運 動 と中 枢 機 能 の 関連 に つ い て一 生 理 学 的 指 標 を 中心 に一

東北大学 ・医 ・心療内科1,同 ・医 ・人間行動学2,同 ・医 ・総合診療部3

野 村 泰輔1,相 模 泰宏1,佐 竹 学1,遠 藤 由香1,庄 司 知隆1,唐 橋 一 人1

福 土 審2,本 郷 道夫3

【目的】 過敏性 腸症 候群 患者 の小 腸運動 は,日 中 と夜 間 におい て異 な り,中 枢 神経 系が,消 化管 運動

に大 きな影 響 を与 えて い る.我 々 は,中 枢神 経活動 と消化器 運動 の関連 を睡眠 中の脳 波変化 と小 腸運

動 の変 動 を同 時 に記 録 す る ことに よ り検 討 した.同 時 に心電 図周 波 数解 析 を用 いて,自 律神 経 系活動

を評 価 した.【 方法 】対 象 は健 常成人7名 ・年 齢18-25歳 であ る.検 査 日午 前9時 よ り絶飲 絶食 と し,

午 後3時 よ り,マ イ クロチ ップ圧 トランス デ ュー サー を装着 したカ テーテ ル を経 鼻的 に挿入 し近 位空

腸 に留 置す る.カ テー テル に は先 端 か ら15cm間 隔 で3箇 所 にセ ンサー を取 り付 け,各 部位 にお ける

圧 力 を測 定 した.デ ー タ は携帯 型記 録装 置 に記 録 し,同 時 にホル ター心 電計 よ り,心 拍変動 を記 録 し

た.脳 波 は,頭 頂 中心部(Cz)よ り導 出 し,終 夜脳 波 を記録 した.被 検 者 は22:00-24:00に 就寝 し,

翌朝AM7:00に 覚醒 させ た.そ の後,小 腸 内圧 カテー テル を抜去 し記録 を終 了 した.小 腸 運動評 価:

小腸 運動 は,睡 眠時 にお ける収 縮周 波数,圧,持 続 時間 を解 析 した.自 律神 経機能 評価:心 臓心 拍変

動 は,AR法 を用 いて解 析 し,交 感 神経 成分(LF/HF)と 副交 感神 経(HF)成 分 を抽 出評価 した.睡

眠深 度 の評価:キ ッセイ コム社 製Sleep Sign Ver2.0を 用 いて解析 した。 さ らに,小 腸 運動 にお ける

phaseI,II,IIIと 自律神 経 ・睡眠深 度 の関連 を検 討 した.【 結果 】LF/HFは 睡眠深 度 の深 ま りと とも

に減 少 し,REM睡 眠 で は増加 した.HF成 分 はS2-S4で,睡 眠深 度 と ともに減 少 しREM睡 眠 で は覚

醒時 以上 に増 加 した.小 腸 運動 は,睡 眠深 度 とと もに減 少 し,REM睡 眠時 は増加 した.【 結 論】 睡眠

深度 と小腸 運 動 に関連 が認 め られた.本 研 究 は,東 北 大学 医学 部倫 理委 員会 の承認 を得,被 検 者 の 同

意 の も と実施 した.

4.胃 電 図 で 見 たShy-Drager syndromeの 一 例

東北大学 ・医 ・心療内科1,同 ・医 ・総合診療部2,岩 手 県立北上病院 ・消化器内科3

相 模 泰 宏1,森 下 城3,野 村 泰輔1,遠 藤 由香1,庄 司 知 隆1,唐 橋 一人1

佐 竹 学1,本 郷 道夫2

Shy-Dragersyndrome(SDS)は,多 系統 萎縮 症 の一 つで 自律 神経 障害 を主 た る徴候 とした疾 患で

あ る.胃 電 図 は 胃の運動 機能 な らび に 自律神 経機 能 を反映 す る検 査 法で あ るが,SDSに お け る胃電図

検 査 の結果 は報 告 が ない.我 々 はSDSの1例 におい て 胃電 図検査 を施 行,解 析 した ので報 告 す る.【 症

例 】54歳,男 性.平 成10年4月,便 秘 出現.平 成11年4月,便 秘増 強 し抑 うつ症状 も出現.同 年7

月地元 の総 合病 院受 診 し消化 管検 査す るも異 常 な く,8月 同院心 療 内科 にて うつ病 と診 断.平 成12年

よ りめ まい,ふ らつ きが 出現,徐 々 に増 悪 し排尿 障害 も認 めた.同 年11月 よ り歩行 障 害出現.平 成13

年1月 に精 査加 療 のた め当科 入院.入 院時 身体 所見,血 液検 査,胸 腹 部X線 異常 な し.起 立性 低血 圧

を認 め,CVR-Rは 安 静 時1.22%,深 呼 吸時1.05%と 著 明 に低下.神 経 学 的 にロ ンベ ル グ試験 陽性,失

調 歩行,衝 動性 眼球 運動 障害 を認 め,神 経 因性膀 胱 の併存 を認 めた.以 上 の結果 よ りSDSと 診 断 した.

消化 器症 状 は便秘 のみ であ ったが,胃 の運動機 能,自 律 神経 機能 障害 の有 無 の検 討 のた め に胃電 図検

査 を施行 した.【 胃電 図所 見】Nipro LE4に て記録.空 腹 時 は3cpmの 律動 波 が明確 に記録 された が,

食事 摂取 後 は規則 性 を持 った波 形 は消失.健 常人 で は安 静 時 に胃の電 気的活 動 が低下 し食 事 で賦活 さ

れ る こと と対 照 的で あ る.睡 眠時 は活発 な3cpmの 電気活 動 が記録 された.【 結語 】SDSで は自律 神

経機 能 障害 に基 づ く胃 の運 動機能 障害が認 め られ るこ とが示 唆 され た.
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5.マ ウ ス 下 部 食 道 括 約 筋 に お け る抑 制 性 神 経 伝 達 の 電 気 生 理 学 的検 討

名古屋市立大学 ・医 ・生理学

今枝 憲 郎,鈴 木 光

【目的】下 部食 道括約 筋(LES)の 嚥 下 に伴 う弛緩 反応 には抑 制性 神経 の 関与 が重要 と考 え られ て い

る.こ の神経 の伝 達物 質 には これ までNOやVIPが 報告 され て い るが,他 の伝 達物 質 の関与 も示 唆 さ

れて い る.我 々 はマ ウスLESを 用 いて,抑 制性 神経 一平 滑筋 の興奮 伝達 機構 にお ける神 経伝 達物 質及

び関与 す るイオ ンチ ャネル につ い て電気 生 理学 的 に検 討 した.【 方法 】 マ ウスLES輪 走 平 滑筋 よ り

1×7～8mm長 に切離 した筋 条片 を作 製 した.Krebs液 潅 流下 にガ ラス微 小 電 極法 で細 胞 内電 位 を測

定 し,経 壁 的電気 刺激 によ り誘発 され る抑 制性 接合 部電位(IJP)を 測定 した.【 結果 】マ ウスLES輪

走 平滑 筋 の静止膜 電位 は平 均 一45.OmVで,atropine(1μM)存 在 下 に電気 刺激 によ り誘発 されたIJP

は持続 時間 が約2秒 で振幅 が約20mVの 一過 性 の成分(fastIJP)と 持続 時 間が 約10～20秒 で振 幅が

約10mVの 持 続性 の成分(slowIJp)で 構 成 されて いた.slow IJpはguanethidine(5μM)に 抵抗

性 でL-NNA(100μM),ODQ(1μM),glybenclamide(10μM)に よ り消 失 した.fastIJpは

guanethidine(5μM)に よ り71%に,PPADS(30μM)に よ り75%に,apamin(0.1μM)に よ り

79%に 抑制 され た.さ らにfast IJpはL-NNA(100μM)に よ り39%に,ODQ(1μM)に よ り46%

に抑制 され,加 えてapamin(0.1μM)存 在下 にお け るfast IJpの 残存 成分 はODQ(10μM)に よ り

ほぼ消 失 した.【 結果 】slow IJpはNANC神 経 か ら放 出 されたNOがcGMPを 介 してATP感 受性

K+チ ャネル を活性 化 して発生 してい る と考 え られ た.fast IJPは ア ドレナ リン作 動性 神経 か ら放 出 さ

れたATPに よるapamin感 受性K+チ ャネル の活1生化,な らび にNANC神 経 か ら放 出 されたNOに

よ るcGMPを 介 したapamin抵 抗性 チ ャネル の活 性化 によ り発生 す る と考 え られた.

6. 脱 分 極 に よ る モ ル モ ッ ト胃輪 走 平 滑 筋 の 興 奮 発 現 に関 与 す る細 胞 内 機 序

名古屋市立大学 ・医 ・生理学

鈴 木 光,鬼 頭 佳 彦,福 田 裕 康,山 本 喜 通

モ ルモ ッ ト胃輪走 平滑筋 を摘出 し,2本 の細 胞 内電極 で膜電 位 を測定 す る と,任 意 の2細 胞 の活 動 は

同期 して いた.一 方 の電極 か ら通電 す る と,発 生 した電気 緊張電位 を他 方 の細胞 か ら記録 で きた.電

気 刺激 の強 さを増 して い くと,電 気 緊張電 位 の上 に緩 電位 が誘発 され た.緩 電位 発生 に必 要 な脱 分極

に は閾値 が あ り,ま た緩 電位 の発生 した後 に は しば らく緩電 位 の発生 で きな い期 間(不 応期)が み ら

れた.不 応 期 は脱分極 の大 きさ と持 続時 間 に よ り反比例 的 に変化 した.緩 電位発 生 の不応期 が生 ず る

機構 につ いて調 べ た.小 胞 体Caポ ンプ抑 制薬(thapsigardin),IP3受 容体抑 制薬(2-aminoethoxy

 diphenylborate),ミ トコン ドリア膜 のプ ロ トノホア(CCCP)等 は緩電 位 の振 幅 を低 下 させた が,不

応 期 を変化 させ なか った.プ ロテ イ ンキナ ーゼCの 抑制 薬(bisindolylmaleimide I,chelerythrine)は

不 応期 を延 長 させ,緩 電位 の振 幅 を著明 に変 化 させ ないか,わ ずか に低 下 させ た.低 濃度(1nM)の

プ ロテ・インキナー ゼC活 性薬(phorbol-12-myristate-13-acetate)は 緩 電 位 の振幅 を増大 させ,不 応

期 を短 縮 させ たが,高 濃 度(1μM)のphorbol-12-myristate-13-acetateは 振 幅 を低 下 させ,不 応期

を延長 させた.ア セチル コ リンは緩 電位 の振 幅 を増大 させ,不 応 期 を短縮 させ た.ア セ チル コ リンに

よ る緩 電 位 振幅 増 大 は2-aminoethoxy diphenylborateに よ り抑制 され,不 応 期 短縮 はbisindolyl-

lnaleimide Iやchelerythrineで 抑 制 され た.そ こで緩電位 の振 幅 は小胞体 か ら遊離 され るCa2+量 に

よ り規 定 され,多 くのCa2+が 遊離 され る と緩電 位 の振幅 が増 大す る と思わ れた.ま た緩電位 発生 の不

応 期 はプ ロテ イ ンキナ ーゼCの 活 性 と関連 して い る と思 わ れた.以 上 の結 果か ら,膜 の脱 分極 は先 ず

プ ロテ イ ンキナー ゼCを 活 性化(あ るい は膜 側 へ の移 動)す る こ とによ ってIP3産 生 を増 大 させ,緩

電 位発 生 を促進 す る機構 が考 え られた.
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7.モ ル モ ッ ト胃 幽 門部 ペ ー ス メ ー カ ー 電 位 の 構 成 成 分 に つ い て

名古屋市立大学 ・医 ・生理学

鬼頭 佳彦,鈴 木 光

モル モ ッ ト胃幽門部 か ら記録 され るペ ー スメー カー電位 に対 す る脱分極 の影 響 につ いて細胞 内電位

を指 標 に して調 べた.ペ ース メー カー電位 は立 ち上 が りの速 い成分 とその後 に発生 す る プラ トー成分

の二 つ の成 分 か ら成 っ ていた.プ ラ トー成分 は,シ クロ ピア ゾン酸,低 濃度Cl溶 液,DIDSで 抑 制 さ

れ た.こ れ よ り,プ ラ トー成分 の発 生 には細胞 内Ca貯 蔵 部位 か らのCa遊 離 とClコ ンダクタ ンスが

関与 してい る と思わ れた.外 液 の カ リウムの濃 度 を通常 の5.9mMか ら10.6mM,15.3mM,20.0mM,

24.7mMへ と増 加 させ てい くと,膜 は濃度 依存性 に脱分極 し,ペ ース メーカ ー電位 の頻 度 は増 加 し,振

幅 は減少 した.ま た,立 ち上 が りの速 い成分 が抑 制 された こ とか ら,立 ち上が りの速 い成 分 とプ ラ トー

成分 とで は電位依 存性 が 異 なる こ とが示 唆 された.通 常 のKrebs液(5.9mM[K+]o)中 で は シク ロピ

ァ ゾン酸 はプ ラ トー成 分 の みを抑制 した が,15.3mM[K+]oで 脱分 極 させ た状 態 で は シクロ ピア ゾン

酸 はペ ース メ ーカ ー電 位 を完全 に消 失 させた.こ の こ とか ら,高 濃 度 カ リウム溶液 で脱 分極 させ た状

態 で は,立 ち上が りの速 い成 分 は抑制 され,プ ラ トー成 分 のみが 発生 して い る と思 われ た.以 上 よ り,

モ ルモ ッ ト胃幽 門部 のペ ー スメー カー電位 は,立 ち上 が りの速 い成 分 とプ ラ トー成 分 とで発 生機 序が

異 な り,前 者 はよ り強 い電位 依存 性が あ るCa2+透 過性 チ ャネ ルで あ り,後 者 は細 胞 内Ca貯 蔵部 位 か

ら遊 離 され るCaに よって活性 化 され るCa2+依 存性Clチ ャネル であ る こ とが わか った.ま た各 成分

は細 胞 内の 歩調 と り機 構 に よ り別々 に活性 化 され る こ とがわ か った.

8. 糖 尿 病 性 胃腸 症 モ デ ル に お け る消 化 管 ペ ー ス メ ー カ ー の 障 害

東海大学 ・医 ・消化器内科

高 山 一郎,峯 徹 哉

【背景 】 糖 尿病 性 胃腸症 は,自 律 神経性 の胃排 出能 と受容 性弛緩 の低 下 か ら起 こる と推 測 され てい

るが,詳 細 な発 症 メカ ニズ ム は明 らか で はない.近 年,カ ハ ール の介在細 胞 が消化 管 のペ ース メー カー

で あ り,in vivoの 消化 管運 動 に重要 な役 目 を持 つ ことが 分か って きて い る.

【目的 と方 法 】 糖尿 病性 胃腸 症 にお け る消化 管ペ ー ス メーカ ーの関与 を検 討 す るた めに,糖 尿病 自

然発 症 モデ ル(NOD/LtJ)マ ウス の胃 を用 いて,1)胃 排 出能,2)内 輪 筋層 の電 気活性,3)Kit陽 性

細胞 の形 態 と分布,4)カ ハ ール の介在細 胞(ICC)の 微 細構 造,の 解析 を行 った.正 常群 と して,糖

尿病 性 胃腸症 を発症 してい ない同系 マ ウス(未 発症 マ ウ ス)を 用 い た.疾 患群 として,腹 部膨 隆等 に

よ り糖尿 病性 胃腸 症 と診 断 され,か つ高血 糖値(_250)が 確 認 され たマ ウス(胃 腸症 マ ウス)を 用 い

た.

【結果 】

1)未 発症 マ ウスの 胃排 出能(3時 間値)94±2%に 対 して,胃 腸 症 マ ウスの 同値 は45±16%と,有

意 に低 下 していた(p<0.02).

2)胃 腸症 マ ウスで は前庭部 の ス ロー ウェイ ブが消失 してい た.ま た 胃底 部 で は,未 発 症 マ ウスで

は認 め られ ない スロー ウ ェイブ様 の膜電 位 の変動 が認 め られ た.

3)未 発症 マ ウスの前庭 部 で はKit陽 性 細胞 は網 目状 に分 布 し,胃 底 部 で は紡 錘形 で あ った.胃 腸

症 マ ウ スの前庭 部 で はKit陽 性細胞 の網 目は断裂 し,胃 底 部 で は形 態が変 化 した.

4)胃 腸症 マ ウスのICCは 線 維芽 細胞 に近 い形 態 を示 し,神 経 か らや や離 れて いた.

【結論 】 糖尿 病性 胃腸症 に,消 化管 ペ ー スメ ーカ ー とICCの 障害 が 関与 して い る可 能性 が示 され

た.
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9.ミ ニ ブ タ に お け るSucralfateが 血 中Clarithromaycin濃 度 と 消 化 管 機 能 に及 ぼ す 影

響

岩手大学 ・農 ・獣医外科1,中 外製薬(株)育 成研究セ ンター2

原 茂 雄1,浅 沼 千佳子1,冨 澤 伸 行1,樫 村 幸 嗣2,星 野 英一

現在,Helicobacter Pylori(HP)除 菌 を 目的 に,PPIに 抗生 剤2剤 を用い る3剤 併用療 法 が行わ れ

てい る.一 方,胃 粘膜保 護剤 で あ るScralfate(SF)をPPIに 代 えた3剤 療法 で も同等 の除菌 率が 得

られ てい る.本 研 究 で は,ミ ニ ブ タを用 いて,除 菌 に用 い られ るClarithromaycin(CAM)の 血 中濃

度 に対 す るSFの 影響 を胃液pH,消 化 管運 動 と併せ 検討 した ので報 告 す る.

【材料 と方 法】 供試 動物 として ミニブ タ5頭 を用 いた.実 験 に先 立 ち,採 血 のた め に頚 静脈 洞 内へ,

投 薬 お よび胃液採 取 のた め に胃体 部 に各々静 脈 ・胃カ テー テル を留 置 した.さ らに消化 管運動 を測 定

す るため に胃 ・小 腸 にforce transducerを 縫 着 して,CAM(10～50mg/kg)投 与 後 の血 中濃 度,胃

液pH・ 消 化管 運動 を経 時的 に測定 した.

【結 果】CAM50mg/kg投 与量 の血 中濃度 にお い て単独 投与 で は2773.7+/-1826.4ng/mLお よ

びSF(19/head)とCAMの 併用投 与 で は4209.1+/-1683.8ng/mLと,両 者 とも2時 間 で最高濃 度

に達 し,移 行 はSF併 用投与 が高 値 を示 しなが ら漸減 した.ま たCAM10mg/kg投 与 のCAM単 独 投

与 で は,691.7+/-679.1ng/mLSFとCAMの 併 用投 与 で は884.8+/-216.1ng/mLと,50mg/kg投

与 時 と同様 にSF併 用投 与 で高 い傾 向が 認 め られた.胃 液pH値 はSF投 与 に よ り15分 でpH2.6前 後

に上昇 し,そ の後低 下 した.消 化 管運 動 にお いて はSFとCAM併 用投 与後120分 でSFとCAMの 併

用 投与 がCAM単 独投 与 よ りも軽度 なが ら亢進 す る傾 向が認 め られた.

以上 の ことか ら,ミ ニ ブ タにお いてCAM単 独投 与 よ りもSF併 用 投与 にお いて血 中CAM濃 度 の

上 昇 が認 め られ,SFの 胃酸緩 衝作 用が 関与 す る可能性 が 示唆 され た.

10.幽 門 輪 温 存 膵 頭 十 二 指 腸 切 除 モ デ ル 犬 の術 後 上 部 消 化 管 運 動 障 害 に つ い て の検 討

東京慈恵会医科大学 ・外科学1,同 ・解剖学第一2

川崎 成郎1,中 田 浩二1,中 尾 誠 利2,古 川 良幸1,梶 本 徹 也1,向 井 英 晴'

山本 尚1,高 橋 朋子1,羽 生 信 義1

【目的】 幽 門輪温存 膵頭 十二 指腸切 除術(PpPD)後 に は経 口摂取 量 も良好 で あ り体 重減少 も少 な い

ことか ら術 後 患者 のQOL向 上 に寄与 す る術 式 として知 られ てい る.し か し,術 後早 期 に は胃内容停 滞

が しば しばみ られ,経 鼻 胃管留 置期 間 の延 長 や 入 院 の長期 化 な どによ り臨床 上 の問題 とな って い る.

PpPD術 後早 期 の消化 管運動 障害 の病 態 につい て は十 分 に解明 され てお らず不 明 な点 も多 い.今 回わ

れわ れ はPpPDモ デ ル犬 を作 成 し,術 後 早期 の消化 管運 動障害 につ いて の検討 した.

【方 法】 ビー グル犬(n=4)を 全身 麻酔 下 に上腹 部正 中切 開 にて開腹 し,幽 門輪 の肛 側約2cmで 十

二 指腸 を離断 した後,肛 側 断端 を縫 合閉 鎖 し離 断 部か ら約3cmの 部位 に端側 吻 合 を行 ったPpPDモ

デル犬 を作 成 した.胃 体部,胃 幽 門前庭部,幽 門輪,十 二指腸,空 腸 の漿膜 面 にstrain gauge transducer

 (SGT)を 縫着 し消化 管運 動 の測定 を行 った.ま た,単 開腹SGTを 行 い同様 の位置 にSGTを 縫 着 し

た対照 犬 を作成 した.PpPD犬,対 照 犬 とも術 後1,3,7,14,28日 の空腹期 消化 管運 動 を測 定 した.

【結果 】PpPD犬 の空腹期 強収 縮 は胃で術 後7日 には2頭,14日 には4頭 にみ られ,十 二 指腸 で は

術 後14日 までみ られ なか った.対 照犬 で はいず れ も術 後7日 に認 め られた.胃 幽 門前庭 部 にお け る空

腹 期強収 縮 の胃 の収 縮 と同期 した 幽門輪 の弛緩(gastro-pyloric coordination)は 術後7日 には2頭,

14日 に は4頭 に認 め られた が,胃 の収縮 と同期 した十 二指腸 運動 の休 止(gastro-duodenal coordina-

tion)は み られ なか った.対 照 犬 の空 腹期 強収縮 はいず れ の部 位 で も術後7日 には全 ての実験 犬 にみ ら

れ,ま た,gastro-pyloro-duodenal coordinationが 認 め られた.

【ま とめ】PpPD術 後 の 胃内容 停滞 には,空 腹期 強収縮 の 出現時期 の遅 延 とgastro-duodenal coor-

dinationの 障害 が関与 してい る もの と考 え られた.
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11.ア ル コー ル 摂 取 が13C-octanoateお よび13C-acetate呼 気 試 験 の13C回 収 量(率)に 及

ぼ す影 響

川崎医科大学 ・内科学消化器II1,広 島大学 ・医 ・病態制御 内科学2

楠 裕 明1,春 間 賢1,原 睦展2,眞 部 紀 明2,畠 二郎2

【背 景,目 的 】呼気 試験 は肝 内の13C化 合物 の代 謝 は速 や かで かつ一定 で あ る とい う原則 の上 に成 り

立 ってい るが,2000年 のAGAで アル コール 摂取 が肝 内の13C-octanoateの 代 謝 を遅 延 させ,13CO

2として排 出 され る13Cの 量 を低下 させ る とい う報 告が見 られた.今 回われ われ は 日本人 の健 常 人 を対

象 に,ア ル コール が13C-octanoateお よび13C-acetate呼 気試 験 の13C回 収 量(率)に 与 え る影響 を検

討 した.【 対象 】13C-octanoateが13例,13C-acetateが7例 で いずれ も健常人 で あ り,平均 年齢 は27

歳 で あ った.【 方法 】空腹 期 にsodium 13C-octanoateお よび13C-acetate(100mg)で 標 識 した水100

mlを 試験 食 として経 口投与 し呼 気試験 を行 った.さ らに同一対 象 に48時 間以上 の間隔 を空 け,0.3g/

kgの ウイ スキ ー(40%ウ イ スキ ー平 均40m1)を 飲 用 させ,30分 後 に試 験食 を投与 して同様 に呼 気試

験 を行 った.呼 気 試験 は摂取 前及 び摂取 後1時 間 まで は5分 毎,1時 間 か ら2時 間 まで を10分 毎,以

後4時 間 まで を30分 毎 に呼 気 を採取 し,赤 外 線 分光 器U-bit 2000で13CO2濃 度 を測 定 した.13CO2

の回収 量(率)は 呼気排 出速度 曲線 のarea under the curve(AUC)及 びm値 で評価 した.ま た15

分 後 に体 外 式超 音波 を用 い て試験食 が 胃か ら排 出され てい る こ とを確認 した.

【結 果】13CO2の 回収 量(率)は13C-octanoateで アル コール 負荷前AUC=45.95,m=0.487,負 荷後

AUC=38.94,m=0.438で あ り13C-acetateで ア ル コール 負 荷 前AUC=42.07,m=0.435,負 荷 後

AUC=42.82,m=0.453で あった.【 考察 】 アル コール は肝 内の β酸化,TCA回 路 な どの過 程 で13C-

octanoateの 代謝 と重複 してい るが,TCA回 路 で重複 す る13C-acetateで は回収 量(率)に 変化 な く
13C-octanoateで 回収 量(率)が 低 下 す る ことか ら

,ア ル コー ル は肝 内 の β酸化 の過程 で13C-octanoic

acidの 代 謝 と拮抗 す る事が 予想 され た.

12. 13C呼 気試験による胃排泄能検査―とくに胃切除後症例について―

日本大学 ・医・外科三

橋爪 正明,佐 藤 博信,小 林 秀昭,田 中 和彦,宋 圭男,高 山 忠利

【目的】 近年,13Cを 用 いた 胃排 泄能検 査 は非侵 襲 的で あ り,簡 便 性 な どの点 か らそ の応 用 につ い

て様 々 な検 討 が なされ て きてい る.胃 切 除後 にお ける胃排泄 能 を評 価 す る こ とは,今 後 の再建術 式 の

決 定や合 併 症 にお け る指標 として重 要 な因子 とな りう る と考 え,そ の第 一段 階 として,胃 切 除後 の流

動食 にお け る胃排泄 能 につ いて検討 した.

【対 象 と方法 】 対 象 は健 常者11例,幽 門側 胃切 除術 後症例5例 で,早 朝 空腹 時 に13Cacetate 100mg

を市販 の液 状バ ラ ンス栄 養食 に混和 した もの(総 カ ロ リ―200 kcal,200ml)を 経 口摂 取 して もらい,

摂 取前 お よび摂 取後2時 間 まで は10分 毎 に,以 後3時 間 まで は15分 毎 に呼気 を採取 した.測 定 に は

UbiT-IR200を,解 析 はMicrosoft Excelを 用 い,%dose/hの 経 時的 変化 お よび積算 値 につ いて比 較

検 討 した.な お,胃 切 除後 症例 は術 後合併 症 の ない症例 とし,愁 訴 もな く術 後造 影検 査 で も異 常 のな

い症例 とした.

【結果 】 健常 者 にお いて は個 体差 はあ る もの の,ほ ぼ近似 した 曲線 を呈 した.胃 切 除後 症例 で は,健

常 者 に比 較 してTmaxが 早期 で あった が,以 後 の排泄 には個 体差 が生 じた.

【考察 】 検査食 として,液 状 のバ ランス栄 養食 を用 いた が,流 動食 の 胃排泄能 を評 価 す るの には簡

便 で あ る と考 え られた.健 常者 に比 較 して,胃 切 除後 の症例 で は,流 動食 に おいて排 出亢 進が 示唆 さ

れたが,さ らに症 例 を重 ね検討 す る必要 が あ る と考 え られ た.



J-19

13. 13C呼 気 試 験 に よ る 胃排 出 測 定 ―Prokineticsが 胃排 出動 態 に与 え る影 響 か ら分 か る

もの ―

東海大学 ・医 ・消化器内科1,協 和発酵工業株式会社 医薬学術企画セ ンター2

済生会川口総合病院3,海 老名総合病院4

財 裕 明1,高 山 一郎1,高 安 博 之1,峯 徹哉1,野 坂 千裕2,名 越 淳人3

原澤 茂3,三 輪 剛4

【目的】我 々 は「胃排 出促 進効 果」とい う薬 効 で一括 されて い るい くつか のproKineticsに つ いて,胃

排 出動 態 に与 え る影響 の違 い を検 討 す る こと とした.【 方 法】既 報 の ご と く,13C octanoic acid 100

mgを 含有 す る,200Kcalの 自家製 ク ッキー を試験 食 とした.健 常人50名 か ら得 られ た コン トロー ル

デー タ と,10名 ず つ の健 常人 におい て,proKinetics投 与 に よ り得 られ たデ ータ を比 較検討 した.pro-
kineticsはdomperidone 10mg,itopride 50mg ,mosapride 5mg,cisapride 2.5mgを 用 いた.【 成

績 】%dose/hで 示 され る胃排 出曲線 で 排 出動 態 の変化 を検 討 した.D2受 容体 拮抗 薬 で あ るdomper-

idoneとitoprideは,試 験 食摂 取直後 よ り素早 い排 出速度 の立 ち上 が りを示 し,な おかつ最 大 の 胃排 出

速 度 到達 後 に,特 徴 的 な 一過性 の排 出 速 度低 下 を認 め た.5HT4受 容 体 刺激 薬 に分類 され るmosa-

pride,cisaprideの 効 果 は,D2受 容 体拮 抗薬 に比 し,排 出速 度 の上昇 は緩 やか であ った ものの試 験終 了

時 ま で持 続 す る傾 向 を示 した.【 結 論 】D2受 容 体 拮 抗 薬 は 胃 の壁 内 コ リン作 動 性 神 経 に お け る,

dopamine受 容体 を介 した,ア セチル コ リン放 出抑制 作用 を解 除す る事 で消 化管 運動 賦活 作 用 を発揮

して い るが,上 部 小腸 へ のカ ロ リー負 荷で発 生 す るcaloric-feedback regulation(duodenal brake)

の影 響 を よ り強 く受 け る と推 察 され た.ま た,こ の現 象 は個人 差が 非常 に大 き く,胃 排 出速 度 の高低

だ けで は説 明で き ない個 々 のgastrointestinal accommodationの 有 り様 を反映 してい る とも考 え ら

れ た.一 方5HT4受 容 体刺 激薬 は,コ リン作動 性神 経か らの アセ チル コ リン放 出 を,よ り亢進 させ る

事 で消化 管運 動賦活 作 用 を発 揮 して お り,こ の アセ チル コ リン放 出にお け る 「亢進 」 と 「抑 制 の解除 」

の違 いが,胃 排 出動 態 の差 とな って現 れ るので はな いだ ろ うか.

14. 13C呼 気 試 験 に 関 す る基 礎 的検 討

東北大学 ・医 ・消化器病態学1,同 ・医 ・情報科学研究科2

北 川 靖1,大 原 秀 一2,下 瀬川 徹1

【目的】 胃排 出能 を測定 す る13C呼 気 試験 法 につ いて様 々 な報 告が な されて い るが,使 用す る試 薬,

試 験食,評 価 指標 な どが統一 され て はお らず,他 施 設 の成績 との比較 が困難 なのが現状 で あ る.試 薬

としてsodium 13C-octanoate(以 下OC)やsodium 13C-acetate(以 下AC)が あ るが,以 前 よ り我 々
はOCを 用 いた場 合half-emptying time(以 下T1/2)は13Cの 総 排 泄率(以 下m)と 相関 し,胃 排

出能以 外 の吸収 ・代 謝 ・排泄 の影響 が大 きい可 能性 が あ る ことを報告 して きた.今 回我 々 は健 常者 に

対 しACを 用 いた呼 気試験 を行 い,T1/2とmと の関係 につ いて検討 した.ま た他 の評価 指標 として

計 算上 のpeak time(Tpeak)お よび実測上 の最初 のpeak point(以 下Tmax)を 用 い,よ り簡 略化

した定性 的検査 法 の可能性 につい て も検 討 した.【 方法 】検討(1):対 象 は健 常者 ボ ラ ンテ ィア11名 .

試 薬 としてAC100mg,試 験 食 は ラコー ル を用 いT1/2とmの 関係 につ いて検討 した.検 討(2):対

象 お よび検 査法 は検 討(1)と 同様 で,胃 排 出遅 延 のモ デ ル としてscopolamine butylbromide(以 下

SB)20mgを 筋注 し,評 価 指標 としてTpeakを 用 い検 討(1)の 結果 と比較 した.ま た,呼 気採 取 回数
を減 らしTmaxを 用 い て定性 的 にSB投 与 を識別 で きるか ど うか検 討 した.【結 果】検 討(1):T1/2
とmと の 問 に は相 関 を認 め なか った(R=0 .46).検 討(2):検 討(1)お よびSB投 与 時 のTpeaKの

mean±SDは それ ぞれ51.9±8.5分,77.0±11.8でSB投 与時 に有 意 に延長 して いた.ま たTpeakと
Tmaxの 問 には強 い相 関 を認 めた(R=0.92).そ こで呼気 採取 時間 を検討(1)の 平均付 近 で ある30～90

分 とし,評 価指標 としてTmaxを 用 い,Tmax≦50分 を正常,Tmax≦60分 以 を遅 延 とす る と,SB

投与 によ る 胃排 出遅延 の識 別 に関 して はsensitivity90.0%,specincitgy95.0%で あった.【 結論 】AC

はmと の相 関 が な く,OCに 比 べて吸収 ・代 謝 ・排 泄 の影 響 が少 ない と推測 され,よ り適 切 な試薬 と

考 え られた.ま た評 価指標 として特 別 な計算 を必 要 としないTmaxを 用 い,呼 気採取 回数 を健 常者 の

平均 付近 に限定 す る ことに よ り,今 まで以 上 に簡便 に胃排 出遅 延患 者 を拾 い上 げる こ とが可能 と考 え

られた.
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15. 13C呼 気試験法胃排出能検査において代謝排泄能の個体差 を補正する新 しい評価法の

試み

東京慈恵会医科大学・外科学

中田 浩二,羽 生 信義,川 崎 成郎,高 橋 朋子,梁 井真一郎,梶 本 徹也

古川 良幸,山 本 尚,向 井 英晴

13C呼 気試 験法 胃排 出能検 査(13C法)は 非 侵襲 的で簡 便 な新 しい 胃排 出能 検査 として本邦 で も急速

に広 ま りつ つあ る.し か し,RI法 の よ うな直 接法 とは異 な り,間 接法 で あ るた め に胃排 出速 度以 外 に

も13C標 識化 合物 の代 謝排 泄能 に影響 され るこ と,代 謝排 泄能 の個体 差 を補正 す る方法 が ない こ と,な

どが問題 とされ て きた.

「目的 」 今 回 われわ れ は,13C法 にお いて代謝 排泄 能 の個 体 差 を補正 し 胃排 出 能検 査 として の信頼

性 を高 め るた めの新 しい工夫 を した ので報 告す る.

「方 法 ・結 果 」 健 常 人 被 験 者6名 に,Ghoosら の試 験 食 に準 じて13C-octanoic acid 100mgと
99mTc-DTPA 40MBqを 卵 黄 に添加 し白味 とは別 に加熱 調理 した 目玉焼 き1ヶ,ロ ー ルパ ン1ヶ,バ

ター4g,コ ン ソメスー プ160mlを 投与 した.呼 気 採取 とガ ンマカ メラ に よる撮 影 を摂取後6時 間 まで

15分 毎 に行 った.今 まで,呼 気 中13CO、 存在 率 曲線 にお け るTmaxと バ イオ アベ イ ラビ リテ ィー の概

念 を導入 した 胃内残存 率 の算 出法(retention rate%=1-AUCx/AUCinfinity)を 考案 し報 告 して き

たが,呼 気 中13CO2存 在率 曲線 の消失 相 の傾 き は代 謝排 泄能 の個体差 に よ り変 動 す るため従 来法 で は

胃排 出速 度以 外 の要 因 に影 響 され る こ とが問題 で あった.そ こで,消 失相 の影 響 を除 くた め に胃内残

存 率 を(retention rate%=1-AUCx/AUC[Tmax])と して算 出 しRI法 との相 関性 を検討 した と こ

ろ,従 来法 と比 べ て よ り強 い相 関が認 め られ た.

「結語 」13C法 にお いて代謝 排泄能 の個 体差 を補 正す る こ とに よ り,よ り信頼 性 の高 い胃排 出能 検

査 とす る こ とが 可能 と考 え られた.

16.内 圧 法 に よ る排 便 時 の 結 腸,直 腸,内 肛 門 括 約 筋 の 協 調 運 動 の 観 察

聖路加 国際病院 ・小児外科

松藤 凡,横 山穣 太郎

排便 に は,直 腸 内肛 門括約 筋抑制 反射,外 肛 門括約 筋や骨 盤底 筋群 の弛 緩 と収縮,直 腸 肛 門角,腹

圧 な ど多 くの要因 が関 わ ってお り,こ のた め排 便 は直腸 肛 門 に限局 した現 象 として取 り扱 われ て きた.

しか し,force strain gaugetransducerを 用 いたイ ヌ にお ける 自然排 便 時観察 か ら,以 下 の3つ の特

徴 的な運 動パ タ ー ンが存 在 す る ことを報 告 して きた.

1)GMCが 直 腸 また は内肛 門括約 筋 まで伝 播 す る.

2)直 腸 で は収 縮 に先 立 って弛 緩が 出現 す る.

3)内 肛 門括約 筋が 弛緩 す る.

これ らの観察 結果 か ら,排便 は直腸 が収 縮 して 内肛 門括約 筋が 弛緩 す る とい った単 純 な もので はな く,

結腸 か ら始 ま り直 腸,肛 門括 約筋 に至 る一 連 の協調運 動 の結果 で あ る ことが判 明 した.

今 回 は,臨 床例 におい てグ リセ リン注腸 にて誘 発 した排 便 時の結 腸,直 腸,肛 門 の運 動 を内圧 法 を

用 いて観 察 が したの で報告 す る.

排 便 時 に は,巨 大収 縮波(High Amplitude Propagated Contraction)が,結 腸 か ら直腸 また は内

肛 門括約 筋 まで伝 播 す る.こ の間 内肛 門括 約筋 は弛 緩 し便が排 泄 され る.収 縮 が直腸 まで 到達 す る と

排便 は終 了 す る.

これ らはイ ヌにお け る自然排 便時 の運動 と類 似 して お り,臨 床例 にお いて排便 障害 の病 態 を解 明 す

る うえで有 用 と考 え られ る.
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17.モ サ プ リ ドに よ る排 便 反 射(直 腸― 直腸 反 射 と直 腸 ― 内 肛 門 括 約 筋 反 射)に 対 す る促 進

効 果

奈良県立医科大学 ・第一外科学1,同 ・第二生理学2

島谷 英彦1,門 脇 真2,中 川 正1,藤 井 久男1,中 島 祥 介1,高 木 都2

【目的 】モ サプ リ ド(M)は 選択 的5-HT4受 容体 作動 薬 として,主 に上 部消 化管 に対 す る運 動促 進

剤 として使用 され てい る.5-HT4受 容体 の ヒ トの結腸,直 腸 にお け る存在 が知 られ てお り,下 部 消 化

管 に対 す る作 用,特 に排便 反射 に対 す る作用 に注 目した.【 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 吸後,直 腸 へ挿入 したバ ルー ン を5分 間加 圧伸 展 す る ことによ って誘 起 され た

直腸 の反 射性収 縮反 応 と内肛 門括約 筋(IAS)の 反射性 弛緩 反応 を記 録 した.M投 与 前 に両者 の反応

を記 録 しCONTROLの 反 応 とし,続 けてMの 投 与量 を段 階 的 に増 や しなが ら静注 し,同 様 の記 録 を

行 った(無 侵 襲群:n=20).さ らに腰髄,仙 髄 を破 壊 して腸 壁 内神経 系 のみ を残 したモル モ ッ トを作

製 し,腸 壁 内神 経 系 を介 す る反応 の みに焦点 を絞 り,同様 の実験 を行 った(腰 ・仙髄破 壊群n=23) .【結

果】 両群 のCONTROLの 反応 として直腸加 圧伸 展 に伴 って直 腸 に起 こる数 回の反 射性 収 縮 とほぼ 同

期 してIASに 数 回起 こ る反 射性 弛緩 が 認 め られ た.両 反射 の定量 的評 価 法 と して直 腸― 直腸 反 射 は

area under the curve(AUC)を,直 腸 ―IAS反 射 はarea over the curve(AOC)を 用 いた.M投 与

前 のAUCとAOCを1と して投 与後 のAUC,AOCを 比 率 として求 めreflex index(R.I .)と して比較

検 討 した.Mを 投与 す る と直腸 ―直 腸反 射 のR.I.は 無侵 襲群 で は0.5mg/kg,1.0mg/kg,腰 ・仙髄 破

壊 群 で は1.0mg/kg,2.0mg/kgで 用量依 存性 に有意 な増 加 を認 めた.一 方,直 腸―IAS反 射 におい て

無 侵襲 群 で は0.1mg/Kg,1.0mg/kg,腰 ・仙髄 破 壊群 で は5.0mg/kgで 有 意 な増 加 を認 めた.5-HT

4受 容体 遮 断薬GR-113808 1.0mg/kg静 注 によ りMの 両 反 射 に対 す る促 進効 果 は拮抗 され た.【 考 察

と結論 】M投 与 によ り排便 反射 の重 要 な構 成 要素 で ある直腸 ―直 腸収 縮 反射 と直 腸-内 肛 門括 約筋 弛

緩 反射 の5-HT4受 容体 を介 す る亢 進作 用 が認 め られ,5-HT4受 容体 刺激 によ る統合 的 な排 便 機能 の

増 強が 示 され た.

18.ア ル フ ァ2受 容 体 拮 抗 剤yohimbineの 結 腸 運 動亢 進 ・排 便 誘 発 作 用 とその 機 序

東北大学 ・医 ・生体調節外科1,同 ・医 ・消化器外科2

柴 田 近1,内 藤 広郎1,金 学 林1,長 尾 宗紀1,舟 山 裕 士1,福 島 浩平1

橋 本 明彦1,松 野 正 紀2,佐 々木 巌1

【目的】交 感 神経 系,特 に アル フ ァ2受 容 体 の結 腸運 動制 御 にお け る役 割 に つ いて検 討 す る こ と.

【方 法】体 重13-16kgの 雑 種成 犬 を用 い,十 二 指腸,回 盲 弁 か ら10,20cmの 回腸,結 腸5カ 所,の 計

8カ 所 に消化 管運 動測 定用 のstrain gaugeforce transducerを 縫着 した.2週 間 の回復期 間 の後,意

識下 で消 化管 運動 を測 定 した.十 二指腸 運 動が 空腹期 パ ター ン を示 してい る時期 に,yohimbine 0.5,

1.0,3.0mg/kgを 静脈 内投与 し,回 ・結腸運 動,排 便 に対 す る効 果 を検討 した.ま た,yohimbine3.

0mg/kgの 結腸 運動亢 進 効果 に対 す るatropine(ム スカ リン受容体 拮 抗剤,0 .1mg/kg+0.1mg/kg-h),

hexamethonium(ニ コチ ン受容 体拮 抗剤,5mg/kg+10mg/kg-h) ,FK224(neuroKinin 1受 容 体拮

抗 剤,1mg/kg+1mg/kg-h),ondansetron(セ ロ トニ ン3受 容体 拮抗 剤,1mg/kg+1mg/kg-h)の

影 響 を検 討 した.【 結果 】yohimbineは,ど の 用量 で も,対 照 に比 べて 回・結腸運 動 の亢 進 を引 き起 こ

した が,運 動亢 進 の程度 に用量 依存 性 は認 め られ なか った.Yohimbine投 与後30分 以 内 の排 便誘 発率

は,0.5,1.0,3.0mg/kgで そ れ ぞれ,80,20,60%で あった.ま た,波 高 が 高 く伝 播速 度 の速 いgiant

 migrating contractions(GMCs)の 誘発 率 は0.5,1.0,3.0mg/kgで それ ぞれ,100,20,67%で あ った.

GMCsが 中部 結腸 まで しか伝 播 しな い ときに は排 便 を誘 発 しなか ったが,遠 位結 腸 まで伝播 した とき

に は排 便 を誘発 した.atropineとhexamethoniumは,こ の ようなyohimbineの 回 ・結 腸運 動亢 進効

果 を完 全 に抑制 した.Ondansetronに も抑制 効果 は認 め られた ものの,atropineとhexamethonium

に比 べ て 弱 か った.FK224はyohimbineの 回 ・結 腸 運 動亢 進 効 果 に影 響 しな か った.【結 語 】 ア ル

フ ァ2受 容体 が結腸 運動,特 に排便 の制 御 に対 して抑制 的 な生理 的役 割 を担 ってい る可 能性 が示 され

た.
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19.ラ ッ ト腸 管 に お け るcapsaicin(vanilloid)receptor(VR1)の 局 在 ― 生 理 機 能 との 関

連 で ―

奈良県立 医科大学 ・第二生理1,京 都工芸繊維大学 ・繊維 ・応用生物学2

富 山医科薬科大学 ・薬 ・薬 品作用学3

門脇 真1.藏 本 博 史',山 崎 夏維1,橋 本 裕 子1,倉 石 泰3,高 木 都1

[目的]ラ ッ ト腸 管 にお け るcapsaicin (vanilloid) receptor (VR1)の 局在,性 質 につ いて,生 理

学 的,組 織 学的 お よび分子 生物学 的 に明 らか にす る.[方 法]ラ ッ ト(Wistar系 雄性7週 齢)の 空腸,

回腸,近 位側 結腸 お よび遠 位側 結腸 を摘 出 し,atropine(3μM)お よびguanethidine(3μM)を 含 む

Tyrode液 中で縦走 筋方 向 に懸垂 した.つ いで,1)capsaicin(1μM)の 効 果,2)そ の効 果 に対 す る

VR1拮 抗薬capsazepineとrutheniumredの 効果 を検 討 した.3)ラ ッ トVRIC端 抗体 を用 いて

VR1の 腸 管 での存 在部位 を検 討 した.4)RT-PCRに よ り,VR1mRNAの 腸 管 での存 在 につ い て検

討 した.[結 果]空 腸 でcapsaicin(1μM)は 弛緩 反応 を起 こした.し か し,capsaicin(1μM)2回

投 与 に よ りVR1を 脱感 作 して も,フ ィー ル ド刺 激 に よ る弛緩 反 応 お よび腸 間膜 動 脈神 経刺 激 に よる

弛 緩反 応 は変 わ らなか った.近 位 側 結腸 で はcapsaicin(1μM)は 弛緩反 応 を ほ とん ど起 こさず に,自

発 性 の縦走 筋方 向 の律 動収 縮 を強 く抑制 した.そ して,こ れ らのcapsaicinに よる空腸 の弛緩 反応 と近

位 側結腸 の律動 収縮 の抑制 反応 は,capsazepine(10μM)お よびruthenium red (3-10μM)の 前投

与 で 強 く抑 制 されwashoutに よ りcapsaicinの 効 果 は再 出現 した.続 い て投与 したcapsaicinは 抑制

性 反応 を起 こさず,capsaicinに よる脱 感作 が観 察 され た.し か しなが ら,capsaicin(1μM)は 回腸

お よび遠位 側結 腸 にお いて は明 らかな反 応 を起 こさず,VR1の 部位 特異 性が 示唆 され た.さ らに,空

腸 お よび近 位側 結腸 の筋 層間神 経叢 お よび粘膜 下神 経叢 のwholemount標 本 で のVRIC端 抗体 を用

い る免 疫組 織化 学 的検討 で,粘 膜下 神経 叢 と筋 層 問神 経叢 に はvaricosityを 持 ったVR1陽 性 神 経線

維が認 め られ たが,VR1陽 性 反応 を示 す壁 内神経 細胞 は神 経節 には見 られな か った.ま た,RT-PCR

によ るVR1mRNAの 部位 別 の検討 で は,近 位側 結腸 には後 根 神経 節 と同 じ位 置 にVR1mRNAの バ

ン ドを検 出 したが,回 腸,遠 位側 結腸 で は認 め られ なか った.

20.水 浸 拘 束 ス トレス に よ る ラ ッ ト大 腸 内 圧 の 変 化 に 関 す る検 討

弘前大学 ・医 ・第一内科1,同 ・保健管理センター2

佐 藤 研1,瀧 本 美耶 子1,佐 々 木大輔2

消 化管 機能 の検 討 のた め に様 々 なス トレス負荷 や薬 物 負荷 が考案 されて い るが,寒 冷 ス トレス によ

る大 腸運 動 の変化 を検 討 した発表 も散 見 され る.今 回我 々 は大 腸機 能異 常 の検 討 を目的 として,急 性

潰瘍 モ デル として広 く用 い られ て い る水浸 拘束 ス トレス負荷 を応用 し,ス トレス条件下 で の ラ ッ ト大

腸 内圧 の変化,及 び薬 物 の影響 につい て検 討 した.

(方法)S-D系 ラ ッ ト20匹(雄10匹,体 重550-600g,雌10匹,体 重250-300g)を 用い,24時

間絶食後 実験 を行 った.エ ー テル にて麻酔 後,圧 トラ ンス ジューサ ーで あ るMIKROTIPを 経肛 門 的

に挿入 し,distal colonに 固定 した.そ の後 ネ ッ トにて ラ ッピング し拘 束 した状 態で意 識下 に60分 間

内圧 を記録 した.そ の後 に60分 間剣状 突起 の 高 さ まで水 に浸 し,同 様 に内圧 の測定 を行 った.大 腸 内

圧 はペ ンレ コーダー にて内圧 曲線 として記録 した.ま た水温 は23℃ とし,同 一個 体 に対 して拘 束後 水

浸 を2回 く り返 した 後,水 温 を30℃ として 同様 に拘束 後水 浸 を1回 行 った.3回 の実験 は それぞ れ別

の 日に絶食 後 に行 った.負 荷前 後 の内圧 曲線 よ り5分 ご とにmotility index(MI)を 計測 し,評 価 し

た.ま た麻 酔下 及 びア トロピ ン投与 後 に水浸 拘束 負荷 を行 い比較 検討 を行 った.

(結果,考 察)23QCの 水 浸拘 束 負荷後,著 明 にMIは 増加 した.ア トロピ ン投与 後 水浸拘 束 した ラ ッ

ト群 で は抑 制 され た こ とか ら,ア ー チ ファク トに よる影響 は少 な い と思 われ た.IBSで はス トレス に

よ り症 状 の悪化 が あ り,ま た便秘 型 にお いて は,distal colonの 内圧 の亢 進 を認 め る こ とか ら,水 浸拘

束 ラ ッ トがIBSモ デル とな りうる可能 性 につ いて,今 後検 討 した い.
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21.培 養 結 腸 紐 平 滑 筋 細 胞 に お け るangiotensin IIに よ るCa2+シ グ ナ リン グ とATB放

出

福岡大学 ・医 ・薬理学1,同 ・薬 ・薬理学2

桂木 猛1,佐 藤 千江 美1,Lou Guangyuan1,本 多 健 治2

本研 究 の 目的 はangiotensin II (Ang II)に よる平滑 筋培 養細胞 か らの オー トク リン/パ ラク リン と

してのATPの 放 出 に関与 す る細胞 内 シグナル 系 を明 らか にす る ことで あ る.

【方法】 培養細 胞 を灌 流 し,ア ゴニ ス ト刺 激 に よ り放 出 され た液 中のATPをluciferase法 に よ り,

また細 胞 内Ins(1,4,5)P3は ラ ジオ レセ プ ターア ッセ イ によ りそれ ぞれ測定 され た.

【結 果 】 本 実 験 でAngIIは0.3-1μMで コ ン トロー ル の約8倍 の著 明 なATP放 出作 用 を示 した

が,ヒ トfibroblast cell lineにAng II10μMを 投与 して も何 らATP放 出変化 は見 られ なか った.こ

のAng IIに よるATP放 出 はAT2ア ンタ ゴニス トのPD123319で は全 く影響 され ず,AT1ア ンタ ゴ

ニ ス トの10μMSC52458に よ り完全 に拮 抗 された .さ らに このATP放 出 はphospholipase C阻 害薬

の10μM U-73122やCa2+-ATPase阻 害薬 の0.5μM thapsigarginさ らに細 胞 内Ca2+キ レー ター の

BAPTAに よ り,い ずれ も著 し く拮抗 された.Ang IIは 培養細 胞 におい て早 い立 上が りの著 しいIns

(1,4,5)P3の 産生増 加 を引起 し,こ れ はAT1ア ンタ ゴニス ト前投与 に よ り完 全 に拮 抗 され た.

以上 の結 果 よ り,Ang IIに よる培養細 胞 か らのATP放 出 には小 胞体 のIns(1,4,5)P3受 容 体 系の

Ca2+シ グ ナルが 関与 す る もの と考 え られ る.

22.モ ル モ ッ ト結 腸 紐 の カ ル バ コ ー ル収 縮 に対 す るY-27632の 効 果

九州大学 ・医 ・小児外科

家 入 里 志,水 田 祥代,中 辻 隆徳

【目的 】Rho kinase阻 害 薬 であ るY-27632は 特異 的 にRho kinase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 のカルバ コー ル収

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(5.9mM K+)を0%,60mM K2+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)10μM Y-27632は10μMカ ル バ コール刺 激 に よる持続[Ca2+]i上 昇及 び発 生張 力 を

64.4±8.8%,18.7±6.0%と 優 位 に抑制 した.2)10μM Y-27632は60mM K2+脱 分極 によ る持続 的

[Ca2+]i上 昇 に は 影 響 を与 え な か った が 発 生 張 力 を50.5±6.1%と 優 位 に 抑 制 した.3)30μM

 Fasudi1は10 、μMカ ルバ コー ル刺激 によ る持続[Ca2+]i上 昇 及 び発生 張力 を69.6±7.4%,13.2±7.5%

と優 位 に抑 制 した.4)10μM Y-27632及 び30μM fasudilに よるカルバ コール刺激 時 の[Ca2+]i上

昇及 び発 生 張力 の抑制 効果 は40mM K+で 消 失 し,さ らに10μM Y-27632に よる[Ca2+]i上 昇 の抑

制効 果 はApamin存 在 下で消 失 した.

【総 括 】 モ ルモ ッ ト結腸 紐平 滑筋 の カルバ コール収 縮 にはRho kinaseに よるCa2+感 受 性上 昇 機

構 が関与 し,Y-27632が 抑制効 果 をもつ と考 え られ た.ま たRho kinaseは 一部 のKチ ャンネル の調

節 に関与 して いる と考 え られた.
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23.ト ロポ ニ ンI抑 制 領 域 由来inhibitory peptideに よ る盲 腸 紐 ス キ ン ド標 本 収 縮 抑 制

東京医科大学 ・生理学第一1,九 州大学 ・医 ・臨床薬理学2

吉 野 恭正1,渡 辺 賢1,森 本 幸 生2

平 滑筋 細胞 にお け る細 い フィラ メ ン ト側 収縮制 御機構 の実体 を明 らか にす る 目的で,モ ル モ ッ ト盲

腸紐 βエ ス シ ン処理 スキ ン ドファイバ ー収縮 に対 す る トロポニ ンIの 抑 制領 域(残 基104-115)合 成 ペ

プチ ド(inhibitory peptide;IP)の 効 果 を検討 した.横 紋 筋 同様 に,IPは 数100μMで 盲腸 紐 のCa

イオ ン活 性 化収縮 張力 発生 を可 逆的 に抑制 した.一 方,予 めCaイ オ ンで収 縮 させ た標 本 にIPを 加 え

た とき には,そ の抑制 効果 は減弱 した.又,IPは 弛緩 速度 には殆 ど影 響 しなか った.IPに よ る収縮 抑

制 時 に ミオ シン軽鎖 リン酸 化 の程度 の抑制 はみ られな か った.又,IPの 収 縮抑制 効 果 は,ATPγSで

ミオ シ ン軽 鎖 をチオ燐 酸化 した後 に,リ ン酸 化反 応 の基質 に はな りに くいが ミオ シ ンATPaseの 基質

として は働 くCTPで 活 性化 した標 本 で も観 察 され た.更 に,IPは 高Mg(+)CTPに よ り惹 起 され る

ミオ シ ン軽 鎖 リン酸 化非依 存性 収縮 も可 逆的 に抑制 した.以 上 の結 果 か ら,IPは ミオ シン軽 鎖 リン酸

化 ・脱 リ ン酸化 過程 で はな く,細 い フ ィラメ ン ト側 に直 接働 き ミオ シ ン ・ア クチ ンの結合 を阻害 す る

こ とに よっ て盲 腸紐 収縮 を抑制 す るこ とが示 唆 された.

24.盲 腸 紐 ス キ ン ド標 本 収 縮 に 対 す るheat shock protoin 20由 来 ペ プ チ ド

(HSB20110-121)の 効 果;inhibitory peptideと の 比 較

東京医科大学 ・生理学第一・1,九州大学 ・医 ・臨床薬理学2

渡 辺 賢1,吉 野 恭 正1,森 本 幸 生2

平滑 筋細 胞 に存 在 す るheat shock protein 20 (HSP20)は ア クチ ン結 合能 を持 ち,cGMP依 存性

弛 緩反 応 に関与 す る と考 え られて い る.最 近,HSP20に トロポニ ンIの 抑制領 域(残 基104-115)合

成 ペ プチ ド(inhibitory peptide;IP)と 高 い相 同性 を持 っ ア ミノ酸配 列が 存在 し,そ の合 成ペ プ チ ド

(HSP20110-121)は 豚 頚動 脈 を トリ トン処 理 して作 成 した スキ ン ドフ ァイバ ー のCaイ オ ン活性 化収 縮

を抑制 す る こ とが 明 らか にな った(Rembold CM et al.J Physiol 524;865-878,2000).HSP20110-12

1の平 滑筋収 縮抑 制機 序 を明 らか にす る 目的 で,盲 腸 紐 β エス シ ン処理 ス キ ン ドフ ァイバ ー収縮 に対 す

るHSP20110-121とIPの 影響 を比 較 検 討 した.HSP20110-121はCaイ オ ン活 性 化 収 縮 や 高Mg(+)

CTPに よる ミオ シン軽 鎖 リン酸 化非 依存 性収 縮 を僅 か に抑制 す るが,そ の抑制 の程 度 はIPに 比 べ て

少 な か った.一 方,HSP20110-121はIPと 異 な り弛 緩 速 度 を 有 意 に延 長 した.以 上 の 結 果 か ら,

HSP20110-121に はア クチ ン と ミオ シンの解 離 を妨 げる とい う,IPに はない作 用 を持 つ こ とが示唆 され

た.
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25.ラ ッ ト門 脈 縦 走 筋 の 自発 収 縮 に対 す る ア ル ギ ニ ンの 作 用 につ い て

北海道医療大学 ・薬 ・臨床薬理毒理学1,北 海道大学 ・医 ・病態解析学2,近 畿大学 ・薬 ・機能形態学3

木村 真一1,鳥 羽美 由起1,周 明1,島 村 佳 一1,川 口 秀 明2,関 口富 美子3

砂野 哲3

先 の平滑 筋学 会総会 で,ラ ッ ト門 脈 の輪状筋 標本 にお けるアル ギ ニ ンの収 縮促 進作 用 のにつ いて報

告 した.今 回 は,ラ ッ ト門 脈 の縦 走筋 標本 を もち いて,ア ル ギニ ン収縮 促進 機序 につ いて検討 した.麻

酔 ラ ッ トよ り門 脈縦走 筋 を摘 出 し,タ イ ロー ド液 中で等 尺性 張力 を測 定 した.規 則 的 な 自発 収縮 を示

す標本 は,10-4～10-2MのL-ア ル ギニ ンで収縮 頻度 が増 加 した.収 縮 高や収 縮持 続時 間 には著 しい変

化 はみ られ なかっ た.D-ア ル ギ ニ ンは 自発収 縮 を ほ とん ど変化 させ なか った.L-ニ トロ アルギ ニ ンは

自発収 縮 に影響 を与 えなか った.L-ニ トロ アル ギニ ン存 在下 におい て も,L-ア ルギニ ンは自発収縮 頻

度 を増 加 させ た.蛍 光 色素 を用 いた細 胞 内遊離Ca濃 度 の測定 におい て,自 発 収縮 に ともなって細胞 内

遊 離Ca濃 度 の上 昇 が み られ た.L-ア ル ギニ ン は細胞 内遊 離Ca濃 度 の上 昇 の頻度 を増加 させ た.微 小

電 極 法 に よる膜 電位記 録 に よ り活動 電位 数 の増 加が 観察 された.

以上 よ り,ラ ッ ト門脈 縦走筋 の自発収 縮 に対 す るL-ア ル ギニ ンの収縮 促進 作用 に は,活 動 電位発 生

の増加 が 関与す るこ とが示 唆 され た.

26.ウ サ ギ 血 管 お よ び 血 小 板 に対 す る新 規 トロ ンボ キ サ ンA2受 容 体 遮 断 薬Z-335の 作 用

東北大学 ・薬 ・細胞情報薬学

吉 田 真,志 村 徳 郎,佐 藤 ゆか り,大 久保 聡子,中 畑 則道

トロ ンボキサ ンA2受 容体(TP)の 薬理 学的 な性 質 は血管 と血小 板 で異 な るこ とが以 前か ら報告 さ

れ て い る.し か し,そ の実 体 につ いて は現 在 の ところ明 らか で はな い.本 研 究で は,新 規TPア ンタ

ゴニ ス トであ るZ-335((±)-sodium[2-(4-chlorophenylsulfonylaminomethy1)indan-5-y1]acetate

 monohydrate)の ウサ ギ大 動脈 血管 平 滑筋 と血小 板 に お けるTPに 対 す る作 用 に つ いて検 討 を加 え

た.

TPア ゴニ ス トのU46619は 血小 板 の形態変 化 と凝集 を引 き起 こし,pD2値 はそれ ぞれ7.93お よび

6.26で あ った.Z-335はU46619に よ る凝集 反応 を抑制 したが,そ の抑制 形式 は非競合 的 で あった.一

方,U46619に よる血 小板 の形 態変化 に対 してZ-335は 競 合 的 に抑 制 し,そ のpA、 は8.06で あ った.ま

た,TPア ンタゴニ ス ト[3H]SQ2)548の 結合 をZ-335は 用 量依存 的 に抑制 し,そ のpKi値 は7.85で

あ った.Z-335は 血小 板 にお いてU46619に よるイ ノシ トール リン脂 質(PI)水 解反応 も抑 制 した.一

方,U46619は ウサ ギ大動脈 血管 平滑筋 を用量依 存 的 に収縮 させ(pD27.34),そ の収縮 はZ-335に よっ

て競 合的 に抑 制 され た(pA28.60).Z-335は 他 の受容 体刺 激 に よる血管収 縮 反応 を抑 制せ ず,そ の作

用 はTP受 容 体 に特異 性が 高 い もの と考 え られ た.ま た,そ の作用 の特徴 として受容 体 か ら解 離 しに

くい薬物 と考 え られ た.初 代培 養血 管平 滑筋細 胞 で は,U46619に よって 引 き起 こされ るPI水 解反 応

をZ-335は 用量依 存 的 に抑 制 し,ま た[3H]SQ29548の 結 合 も用量 依存 的 に抑 制 した(pKi8.78) .以

上 の結果 よ り,Z-335は 血 管 お よび血小板 にお け るTPを ともに強力 に遮 断す るが,そ の抑 制 に要す る

濃度 は血 管 の方 が血小 板 に比べ て低濃 度 で ある こ とか ら,Z-335は 血 管 と血小板 のTPの 相 違 を認識

してい る もの と考 え られ る.
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27.正 常 血 圧 と高 血 圧 自然 発 症 ラ ッ ト大 動 脈 の カ フ ェイ ン に よ る弛 緩 反 応 の 比 較

近畿大学 ・薬 ・機能形態学

関 口富美子,三 宅 義雅,樫 本 孝 史,砂 野 哲

カ フ ェイ ンは血 管標 本 を弛緩 させ るが,こ の弛緩 には内皮依 存性 の部分 が あ る とい う報 告 が み られ

る.ま た,高 血圧 動物 の血 管 で は内皮 依存 性 弛緩 に異常 が ある こ とも知 られ てい る.本 研 究 で は,カ

フ ェイ ンに よる弛緩 反応 を正常 血圧 のWistar Kyotoラ ッ ト(WKY)と 脳 卒 中易発 症性 高血圧 自然 発

症 ラ ッ ト(SHRSP)の 大動 脈 を用 いて比較,検 討 した.ノ ル ア ドレナ リンで前 収縮 させ た標 本 のアセ

チル コ リン に よる内皮依存 性弛 緩 はWKY標 本 に比 べSHRSP標 本 で著 明 に減弱 していた が,カ フェ

イ ンに よる弛緩 は標 本間 で差 はな か った.ど ち らの標本 において もカ フ ェイ ンに よる弛 緩 は内皮 除去

の影響 をほ とん ど受 けなか った.膜 透過型 の安 定 なサ イ ク リックAMP (cAMP)の アナ ログ で ある

N6,2'-O-dibutyryladenosine 3':5'-cyclic monophosphate (db-cAMP)に よる弛緩反 応 もWKY,

SHRSP標 本 間 で差 はみ られ なか った.大 動 脈平 滑筋 の細胞 内cAMPレ ベ ル を測 定 した ところ,非 刺

激 条件 下,ノ ル ア ドレナ リン存 在下,ノ ル ア ドレナ リン とカ フェイ ン存 在下 の全 て の条件下 におい て

SHRSP標 本 のcAMPレ ベ ル はWKY標 本 よ り有 意 に高 い値 を示 した.カ フ ェイ ンは どち らの標 本 の

cAMPレ ベル も増加 させ たが,そ の増 加量 は標本 間 で差 はみ られ なか った.以 上 よ り,ラ ッ ト大 動脈

にお けるカ フ ェイ ン弛緩 には内皮 由来弛 緩因 子 は関与 して お らず,カ フ ェイ ンの血管 平滑筋 に対 す る

直接 的 な作 用 に よる もので あ るこ と,ま た,こ の カフ ェイ ンの作用 はSHRSP標 本 にお いて変化 が な

い こ とがわ か った.db-cAMPに 対 す る感 受性 にWKY,SHRSP標 本 間で 差 が なか った こ とか ら,

cAMPに 対 す る感 受性 も標本 間 で差 はな い と考 え られ るが,基 礎 的 なcAMPレ ベ ルがSHRSP標 本

で上昇 して いた結果 につい て はさ らに検 討 が必要 と思 われ る.

28.ラ ッ ト腹 部 大 動 脈 に お け るAtypicalβ-ア ドレナ リン受 容 体 を介 した弛 緩 反 応 の 特 徴

東邦大学 ・薬 ・薬理学

松 下真 由美,堀 之 内孝 広,田 中 芳夫,小 池 勝夫

【緒 言】 β-ア ドレナ リン受容 体(β-AR)は 従来,β1-AR及 び β2-ARに 細分類 され ていた が,現 在

で は β1-AR拮 抗 薬 や β2-AR拮 抗 薬 に よって拮 抗 され に くい とい う特 徴 を有 す るAtypical β-AR

(β1-ARあ るい は β2-AR以 外 のサ ブタ イプ)も し くは β2-AR(便 宜 上,3種 のサ ブ タイプ に分 類 され

る こ とか ら)の 存在 が 明 らか にされ てい る.本 研 究で は,ラ ッ ト腹 部大 動脈 に機 能 的なAtypical β-AR

が存 在 して い る ことを明 らか に し,Atypical β-ARを 介 した弛緩 反 応 の特 徴 を検 討 した ので 報 告す

る.

【方法 】Wistar系 雄性 ラ ッ ト(6～8週 齢)を 撲殺潟 血後,直 ちに腹 部 大動脈 を摘 出 し,血 管 内皮 を

除去 した らせ ん標 本 を作成 した.筋 の機 械 的反応 は19の 負荷 の下,等 尺性 に記録 した.β-ARを 介 し

た反 応 は,(-)-Phenylephrine(0.3μM)で 収縮 させた標 本 に β-AR作 用薬 を累積 投与 す るこ とによ

り観 察 した.な お,β-AR拮 抗薬 の処 理 時間 は60分 間 とした。

【結果及 び考察 】(-)-lsoprenaline及 び(±)-CGP12177A (non-conventional atypicalβ-/β3-

AR作 用薬)に よ る弛緩 反 応 は,CGP20712A(0.1μM,選 択 的 β1-AR拮 抗 薬)及 びICI-118,551(0.1

μM,選 択 的 β2-AR拮 抗 薬)に よ る拮抗 作 用 に抵 抗性 で あ った.CGP20712A(0.1μM)及 びICI-118,

551(0.1μM)共 存下,(-)-Isoprenaline及 び(±)-CGP12177Aの 濃 度 反応 曲線 は,SR59230A(0.1

～1μM,選 択 的 β3-AR拮 抗 薬)に よ って影 響 を受 け なか ったが,(±)-Bupranolol (3～10μM,非

選択 的 β1-,β2-,Atypical β-/β3-AR拮 抗 薬)に よって濃 度依 存的 に右 方へ移 動 した.し か しなが ら,

30μMの(±)-Bupranolol処 理 に よって それ 以 上 の移 動 は観 察 され なか った.こ れ らの知 見 か ら,

ラ ッ ト腹 部大 動脈 にお ける β-ARを 介 した弛緩 反応 には,β3-ARと は異 な るAtypicalβ-ARが 関 与

して お り,Atypicalβ-ARを 介 した弛緩 反応 は,(±)-Bupranolol感 受 性 及 び非 感受 性 とい う2つ の

タイ プが あ る可能 性 が示 唆 された.
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29.テ レメ トリー 法 測 定 に よ る低 体 温 過 程 ラ ッ トの 血 圧 変 動 の スペ ク トル 解 析

国立療養所秋田病院1,秋 田大学 ・工学資源2

猪 又 八郎1,井 上 浩2,布 施 力恵2

[目的]テ レメ トリー法 を用 い,無 麻 酔無 拘 束状態 の ラ ッ トで冷 却環境 下 の血圧 変動 を測定 し,低

体 温過程 の 自律神 経活 動 の関与 につ いて検討 した.

[対象 と方 法]使 用 ラ ッ トはSprangue Dawley (SD)系,21～28週 齢,体 重415～470gで あ る.

生体 電位,温 度両 信号 の送信 機 と受信 機 か らな るテ レメター シス テム はData Sciences製(Mutiplus

 TL11M2-C50-PXT)を 使 用 した.腹 腔 内深部 に装 着 した送信 機部 位 の温度(Tr)を,カ テテー ル を

挿 入 した下行 大 動脈 の血 圧(BP)を それ ぞれ 測定 し所 定 の深 部 温 度(Tr=38～30℃),収 縮 期 血 圧

(SBP)を 記 録 した.冷 却 環境 として冷凍 庫 を利用 し,対 象 ラ ッ トを無 拘束 下で庫 内 に解放 し庫 内温

度 を環 境温 度(Ta)と して評 価 した.庫 内の冷 却暴露 後12時 間,解 除後 復温 過程10時 間 にわた りTr

に対 す るSBPお よびSBPの 時 間間 隔(SBPi)を 連続 的 に測定 し,2つ の変動 の周 波数分 析 を行 った.

[結果]Ta=23℃,Tr=38℃ で はSBPi=0.18sec,SBP=150mmHgが 冷却暴 露 に よ り一時 的 に

0.14secの 短縮,SBP=158mmHgの 上 昇 に急変 後,Tr=36℃ か ら30℃ まで体 温下 降過程 でSBPの

低 下 とSBPiの 延 長 が み られ た.体 温復 温過程 で はヒス テ リシス現 象が み られ た.周 波数 解析 によ り求

め られたVery Low Frequency (VLF),Low Frequency (LF),High Frequency (HF)の3成 分 の

瞬時振 幅VLFA,LFA,HFAは38℃ か ら冷却 暴露 に よ り抑制 減 少 す るが低 体温 過程 でLFA,HFA

が34℃ 近 傍 か ら増加 傾 向 を示 し,特 にHFAで は この傾 向が よ り顕 著 で あった.以 上 の知見 か らラ ッ

トの低 体温 過程 で は交感神 経 系 の抑 制 に対 して,副 交感 神経 系 緊張 の優 位 の可能 性が 暗示 され た.

30.培 養 血 管 平 滑 筋 の収 縮 能 に 及 ぼ す 活 性 酸 素 の影 響 ―in vitroモ デ ル 血 管 を 用 い た検

討 ―

九州大学 ・医 ・生体情報薬理学

大 池 正 宏,木 村 千 稚,辛 島 裕士,久 留 和成,伊 東 祐 之

酸 化 ス トレス は動 脈硬 化 や高血圧 な どの心血管 病変 の原 因 として重要 で あるが,そ の血 管収縮 に及

ぼ す影響 につい て は不 明の 点が多 く残 され て い る.我 々 は,培 養 ウ シ大動 脈平 滑筋細 胞(BASMC)に

及 ぼす活 性酸 素(O2-)の 効果 を,細 胞 内Ca2+濃 度([Ca2+]i)測 定 とin vitroモ デル血管 を用 い て検

討 した.xanthine(X)とxanthine Oxidase(XO)を37℃ で反 応 させ てO2-を 発生 させ,細 胞 を45

分 間曝 露 した.コ ラーゲ ン コー トした 培 養 プ レー トにBASMCを 培 養 してO2-に 曝露 した とこ ろ,

ATPに よるP2受 容体 刺 激 で生 じる[Ca2+]i上 昇 と,thapsigargin刺 激 に よって惹 起 され る容 量 性

Ca2+流 入 の両 者 が有意 な減 少 を示 し,こ れ らはsuperoxide dismutase(SOD)に よって 回復 した.こ

れ に対 し,高K+溶 液 に よる脱分極 で生 じ る[Ca2+]i上 昇 は,O2-に よって も影響 を受 けなか った.一

般 に平滑 筋細 胞 は培養 によっ てその収 縮 力 を失 うが,BASMCを コラー ゲ ンゲル 内 に包 埋 して24穴

培養 プ レー トに培 養 した ところ,こ れ らの[Ca2+]i上 昇刺 激 に よって ゲル の収 縮が み られた.そ こで

我 々 は,こ れ をデ ジ タル カメ ラで 経時 撮影 した の ち にゲル表 面 積 を計 算 す る こ とで平 滑筋 収縮 のin

 vitroモ デル 系 として使 用 した.こ の コ ラーゲ ンゲル に上記 のO2-暴 露 を行 なった ところ,[Ca2+]、 反

応 の低下 がみ られたATPとthapsigarginに よる刺 激 に対す る収縮 は抑 制 を認 め,こ れ らは[Ca2+]i

の場 合 と同様 にSODに よっ て回復 した.と ころが,[Ca2+]iに は影響 を認 めなか った高K+溶 液 に よ

る収 縮 もO2-に よって有 意 に抑制 され,さ らに,Ca2+イ オ ノ フ ォアA23187に よ って生 じ る収 縮 も

O2-に よって有 意 に抑制 され た.こ れ らもSODに よって 回復 した.以 上 の結果 よ り,O2-は 血管 の収

縮能 を低 下 させ,こ れ は一部 のCa2+動 態 の抑 制 に加 えて血 管平 滑筋 のCa2+感 受性 の低 下 に もよって

い るこ とが示唆 された.
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31.ラ ッ ト腸 間 膜 動 脈 末 梢 部 に存 在 す る 高 電 位 活 性 化 型 ジ ヒ ドロ ピ リジ ン(DHB)非 感 受

性Ca2+チ ャ ネ ル のT型Ca2+チ ャネ ル に類 似 した 薬 理 学 特 性 に つ い て

九州大学 ・医 ・生体情報薬理学

井上 隆 司,森 田 浩光,伊 東 祐之

全 身の血 管 系 にはL型 チ ャネルが普 遍 的 に分 布 し,血 管 の抵 抗(緊 張度)の 調 節 に中心 的 な役 割 を

果た して い る と考 え られて きた.し か し最近 の研 究か ら,細 動脈 以降 の末梢 抵抗 血管 部 に は,幾 つ か

のDHP非 感 受性Ca2+チ ャネ ル のisoformが 部 位 特異 的 な分 布 を して い る こ とが 明 らか に なって き

た.腸 間膜 動 脈 末梢 部 で も,従 来 の電位 依 存性Ca2+チ ャネ ル とは異 な る性 質 を示 すCa2+チ ャネ ル

(NICCs)が 種 を越 えて存在 す る こ とが 報告 され て い るが,そ の分 子実体 を知 るた めの必須 の情報 が か

な り不 足 して い る.そ こで本研 究 で は,こ のチ ャネル に似 た電気 生理学 的性 質 を示 す こ とが示唆 され

てい るR-型,T-型Ca2+チ ャネル に対応 す る遺伝 子,a1E,a1Gを 安定 発現 した細胞 を用 い て,3つ の

Ca2+電 流 の電気 生理 学的性 質,種 々 の薬 物 に対 す る感 受性 を詳 細 に比 較検 討 した.(結 果)(1)3つ

のCa2+電 流 の電 流電 圧関係,活 性 化 ・不活性 化 の電位 依存 性 お よびキネ テ ィ ックス,イ オ ン透過 性 に

は明 らか な違 いが見 られ た.(2)R-型,T-型Ca2+チ ャネル を特異 的 に抑 制 す るSNX-482,sFTX3.3

は,そ れ ぞれa1E,a1Gに よるCa2+電 流 を特異 的 に抑制 した.(3)DHP系Ca2+拮 抗 薬nimodipine

(10μM)はa1Eに 対 して全 く効 果 が な く,NICCを 中等度,a1Gを 高度 に抑制 した.(3)従 来T-型

に選択 的 と考 え られ て きたCa2+拮 抗 薬mibefradilは3つ の電流 に対 して ほぼ同等 の抑制効 果 を示 し

た(-60mVに お けるNICC,a1E,a1Gに 対 す るIC50値:0.3,0.35,0。14μM).(4)T-型 に対 す る抑

制 が報 告 され てい る新 規Ca2+拮 抗薬SUN N5030やphenytoin,etosuximideに よる阻害効 果 に関 し

て も,NICC,a1E,a1G間 に僅 か な差 しか見 られ なか った.(結 論)以 上 の結果 か ら,NICCsの 分 子 構

造 を特徴 付 ける幾 つ かの重 要 な性 質 はa1E,a1Gの それ と決定 的 に異 な る ものの,そ の薬 理学 的 特性

に は3種 の 電流 問で(特 にNICCとa1G)殆 ど差 が ない ことが 明 らか にな った.

32.高 血 圧 発 症 ラ ッ ト(SHR)大 動 脈 平 滑 筋 の 酸 性下 で の異 常 収 縮 機 構 の 電 気 生 理 学 的検

討

名古屋市立大学 ・薬 ・細胞分子薬効解析学1,東 北大学 ・薬 ・分子生物薬学2

喜 吉 英和1,橘 川 美香1,齊 藤 真 也2,大 矢 進1,村 木 克彦1,大 泉 康2

今 泉 祐治1

外 液pHを 酸性 にす る こ とに よ り引 き起 こされ る大 動脈 平 滑筋 の収縮 反 応 が,正 常血 圧 のWister

 Kyotoラ ッ ト(WKY)に 比 べ高血圧 発症 ラ ッ ト(SHR)で は顕著 に増 大 して い る ことが知 られて い

る(FuruKawa et al.,1996).今 回,こ の異常 収縮機 構 につ いて,電 気 生理 学的 手法 を用 いて検 討 を

行 った.大 動 脈標 本 にガ ラス微 小電極 法 を適 用 し平 滑筋 の膜 電位測 定 を行 った ところ,酸 性pH変 化 に

伴 う脱分極 が確認 された.こ の酸 性pH誘 起 性 の脱 分 極 は,WKYに 比 べSHRに お い て有意 に大 き

か った.大 動脈 平 滑筋 を単離 し,パ ッチ クラ ンプ法 に よ り外 向 きK+電 流測 定 を行 った ところ,酸 性pH

変化 に伴 うK+電 流 の減少 が認 め られ た.こ の電 流の変 化 は,WKYに 比 べSHRで 大 きい傾 向 が見 ら

れ た.1μM Penitrem Aを 用 い て大 コ ンダク タ ンスCa2+活 性化K+(BK)チ ャネル を阻害 した とこ

ろ,BKチ ャネル電 流成分 はWKYに 比 べSHRの 方が大 きい こ とが 明 らか とな った.1μM Penitrem

 A存 在 下 にお いて,酸 性pH変 化 に よるK+電 流 の減 少 は僅 かで あ った.大 動脈 平滑 筋 にお いてRT-

PCR及 びWestern blotよ る解 析 を行 った ところ,pH感 受性K+チ ャネル と してBKチ ャネル以 外 に

TASK1,TASK2の 発現 が確 認 され た.WKYとSHRで 比較 した ところ,そ れ らの蛋 白発現 量 に有意

な差 は認 め られ なか った.一 方,BKチ ャネ ルの蛋 白発 現量 はSHRで 有意 に増 大 して いた.以 上 の結

果か ら,酸 性pH誘 起性 の収縮 は,BKチ ャネル の抑制 とそれ に伴 う脱 分極 を介 して お り,SHRで の

BKチ ャネ ル の発 現 増 大 が 酸 性pHに よ る異 常 収 縮 に大 き く寄 与 し て い る可 能 性 が 示 唆 され た.

TASKの 寄 与 はあ った として も僅 かで あ る と推測 され た.
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33.モ ル モ ッ ト膀 胱 平 滑 筋 の 自発 性 収 縮 の 性 質 とBKチ ャネ ル の 役 割 の 検 討

東邦大学 ・薬 ・薬理学1,同 ・薬 ・薬物学2

田 中 芳夫1,2,今 井 利安2,岡 本 貴 男1,2,堀 之 内孝広1,田 中 光2,小 池 勝夫1

 重信 弘毅2

【目的】膀 胱 の生理 的役割 は尿 の貯 留 と排泄 で あ り,そ の機 能 は膀 胱 平滑 筋 の収 縮性 変動 を反映 す

る.膀 胱平 滑筋 の収縮 は様 々 な化学 因子 や物理 的要 因 に よる複 雑 な制御 を受 けるが,基 本 的 には平 滑

筋 で発 生 す る自発 性 の筋原 収縮 が その構成 要素 で あ る.自 発性 収縮 の発 生機 序 の詳 細 はい まだ に不 明

で あるが,平 滑 筋細胞 で発 生 す る活動 電位 との関係 が示 唆 され てい る.本 研 究 で は,モ ル モ ッ ト膀 胱

平 滑筋 で発 生す る自発 性収 縮 の基本 的特徴 を活 動電 位 との関連 性 も含 め て解 析 す る とともに,平 滑筋

細 胞 に高 密 度 に発 現 して い るBKチ ャネル の役 割 を検 討 した.【 方法 】 モル モ ッ トか ら膀 胱 を摘 出

後,三 角部 を取 り除 い て標 本(長 さ8～10mm× 幅1～2mm)を 作製 し,張 力変 化 を等尺性 に記 録 し

た.膜 電位 変動 は微 小電極 法 に よ り記録 した.ま た,ペ ン トバ ル ビタール で麻酔 したモル モ ッ トの膀

胱 内 にバ ルー ン を挿 入 して内圧 変 動 を記録 した.【 結 果】(1)摘 出標 本 に0.5gの 負荷 を与 え て15-40

分経 過 後 に筋 原性 の 自発性 収 縮 の発 生 を認 め た.ま た,記 録 され た活 動 電 位 も筋 原 性 で あ った.(2)

Nisoldipine(100nM)・diltiazem(10μM)は,活 動 電位 を完全 に消 失 させた が,自 発性収 縮 に対 し

て は有 意 な抑 制 を示 した もの の消 失 させ る こ とは なか った.Nisoldipine非 感 受性 の収 縮 成 分 は,

gadolinium (200μM)に よ り強 く抑制 された.(3)今 回検 討 したKチ ャネル 阻 害薬 のな か で はBK

チ ャネ ル に選 択性 を有 す るIberiotoxin(IbTx)に 最 も強 い収縮増 強効 果 を認 めた.IbTxは 活 動電位

の頻 度 を顕著 に増加 させ,活 動電位 持続 時 間 も有 意 に延長 させ た.(4)骨 盤 神経 切 断の有無 によ らず律

動 的 な膀 胱 内圧変 動が観 察 され,IbTxは この膀 胱運 動 の発 生頻 度 を増大 した.【 考 察】活 動電位 の制

御 に よ りモ ルモ ッ ト膀 胱 平滑 筋 の 自発性 収 縮 の発 生 に際 して 負帰 還 機構 と して機能 す るBKチ ャネ

ル の役割 の重要性 が示 された.生 体 内 にお け る尿 の排 泄制御 に対 して もBKチ ャネル の果 た す役割 の

比 重 は高 い もの と推測 され る.

34.蛋 白 分 解 酵 素 に よ るブ タ尿 道 平 滑 筋ATB感 受性 力 リウ ム チ ャネ ル の 化 学 的 修 飾

九州大学 ・医 ・生体情報薬理学

寺本 憲 功,伊 東 祐之

細胞 膜 内側 か らchymotrypsin,carboxypeptidase A,papain等 の蛋 白分解 酵素 を投与 す る とイ オ

ンチ ャネ ル の立 体構 造が 変化 しチ ャネ ルの電 気生 理学 的特性 が,劇 的 に変化 す る こ とが様 々な種類 の

イオ ンチ ャネルで知 られて い る.蛋 白分 解酵 素 は,主 に各種細 胞 内小 器官 に広汎 に分布 し高 濃度 で貯

蔵 されて お りイオ ンチ ャネル と蛋 白分解 酵素 に よる修飾 とには密 接 な関係 が あ る と考 え られ て い る.

例 えば膵臓 β細胞,心 筋 のATP感 受性K+チ ャネル(KATPチ ャ ネル)は チ ャネル活性 が ラ ンダ ウ ン

した後,蛋 白分解酵 素処 理 に よ りチ ャネル の再活 口生化 が 報告 され てい るが 平滑 筋 のKATPチ ャネル に

関す る蛋 白分 解酵 素 に よる修 飾 に関す る報告 は全 くない.

今 回,我 々 は,パ ッチ ク ランプ法 を用 いて ブ タ尿 道平 滑筋 にお け るKATPチ ャネル に及 ぼす蛋 白分解

酵 の効 果 を検 討 した.イ ンサイ ドア ウ ト状 態(細 胞 内外液共 に140mM)でKATPチ ャネル の チ ャネル

活 口生が完 全 に ラ ンダ ウ ンした後 にtrypsin(1mg/ml)やcarboxypeptidase B(0.1mg/ml)を 細 胞膜

内側 か ら投与 す る と約10分 後 にセル ア ッタ ッチ状態 でlevcromaKaliln(10μM)存 在 下 で観察 され た

KATI,チ ャネル と同 じコンダ クタ ンス,同 じ開 口,閉 口時 間,同 様 の 内向 き整 流性 を有 す るK+チ ャネ

ル の活性 が観 察 され た.こ のK+チ ャネル のcibenzoline感 受性 及 びATP感 受性 はKATPチ ャネル と

有為 な差 は観 察 され なか ったが(cibenzoline,IC50値,5μM;ATP,IC50値,300μM),一 方gliben-

clamide感 受性 は,KATPチ ャネ ル に比 し約10倍 減弱 していた(IC,。 値,5μM).ま た細胞 外側 か ら蛋

白分 解酵 素 を投与 して も膜 電流 は惹起 されずlevcromaKalim(100μM)投 与 に よ り惹起 したKATP電

流 に も影 響 を及 ぼ さなか った.

以 上よ り蛋 白分解 酵 素 を細 胞 膜 内側 に投 与 す る とブ タ尿道 平 滑 筋KATPチ ャネ ル は再 活性 化 され

チ ャネ ル のボ ア領域 には影 響 を及 ぼ さないがglibenclamide結 合 部位 を修 飾 して いる こ とが示 唆 され

た.
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35.ヒ ト膀 胱 平 滑 筋 か らのacetylcholine(ACh)放 出量 に及 ぼ す加 齢 の 影 響

熊本大学 ・医 ・泌尿器科

吉 田 正 貴,村 上 滋孝,稲 留 彰人,宮 前 公 一,桝 永 浩一,上 田 昭一

[緒言]膀 胱 機能 は加齢 に よ り変 化す るこ とが知 られて い る.ま た,膀 胱収 縮 の主要 な神経 伝達 物質

はAChで あ るが,膀 胱 平滑 筋 か らのAChの 放 出 に対 す る加 齢や膀 胱 張力 の影響 につい ての検討 はほ

とん ど行 われ てい ない.今 回我 々 は,摘 出 ヒ ト膀 胱条 片 を用い てACh放 出 とこれ らの因子 との 関係 を

検 討 した.[方 法]ヒ ト膀 胱 条 片 は膀 胱 腫瘍 に よ り摘 出 した正 常 膀 胱 体 部 よ り作 成 し,こ れ にmi-

crodialysis用 プ ロー ブを挿 入 して筋 浴槽 内 に懸垂 固定 し,等 尺性 トランス デ ューサ ー介 して張力 変化

を記録 した.AChの 基礎 放 出お よび経壁 電気 刺激(EFS:supramaximum voltage,duration0.3msec,

40Hz,train 3sec)時 のACh放 出量 に対 す る年齢 と膀 胱条 片 のbasal tension(0～4g)の 影響 を観

察 した.ACh量 はmicrodialysis法 で 回収 され た透析液 を電 気化 学検 出器付 きHPLCに 注入 して測定

した.[結 果]EFSに よ りヒ ト膀 胱平 滑筋 か らは周 波数依 存性 にAChが 放 出 され,収 縮 反応 が惹起 さ

れ た.こ のEFSに よ るACh放 出量 は加 齢 とと もに減少 し,年 齢 との問 に有意 の負 の相 関 関係が認 め

られた.ま た,張 力 をか けな い状 態 で もテ トロ ドトキ シ ンで抑制 され ない,神 経 原性 以外 のACh放 出

(基礎 放 出)が 認 め られた.こ の基礎放 出量 は加 齢 に よ り有意 に増加 した.ま た膀胱 上皮 を有 す る切 片

で は,条 片 のbasal tensionを 増加 させ る こ とに よ り基礎放 出量 は増 加 し,そ の増加 率 は高齢 者で有 意

に高 か った.上 皮 を有 さない条片 で はbasaltensionの 増加 に よって も基礎 放 出量 の変化 は認 め られ な

か った.[結 論]膀 胱 か らのEFSに よるACh放 出 は加 齢 に よ り減 少 す るが,AChの 基 礎放 出 は膀 胱

の伸 展 お よび加齢 によ り増加 す る.ま た,こ の増加 には膀胱 上皮 が関係 してい る こ とが示 唆 された.こ

れ らのACh放 出量 の変化 が加齢 に伴 う膀 胱機 能障 害 に関係 して い る可 能性 が推 察 された.

36. In vivo microdialysis法 を用 い た2型 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トに お け る 膀 胱 平 滑 筋 か ら

の ア セ チ ル コ リン放 出量 の 測 定 に つ い て

熊本大学 ・医 ・泌尿器科

宮 前 公 一,吉 田 正貴,稲 留 彰人,宮 本 豊,村 上 滋 孝,岩 下 仁

 大谷 将 之,桝 永 浩一,上 田 昭一

【目的】2型 糖 尿病 の膀 胱平 滑筋 にお ける 自律神 経 障害 につ いて検 討 す る 目的で 非肥 満2型 糖 尿病

モデ ルで あ るGKラ ッ トを用 いて骨盤 神経 の電 気 刺激 に よるア セ チル コ リン放 出 量 をin vivomi-

crodialysis法 にて測 定 した.

【方 法】8週,32週 の雌性 のwistarラ ッ トと非肥 満2型 糖尿 病 モ デル のGKラ ッ トを900mg/kg

のウ レタ ン麻 酔 下 に開腹 し,経 尿道 的 に20Gの カテ ーテル を膀胱 内 に挿入 した.膀 胱 壁 に臓器 用透析

プロ ーブ を貫 通 させ,エ ゼ リン入 りリンゲル液 を透析 液 として2μl/minで 潅 流 させ なが ら圧力 トラ ン

スデ ューサ ー を介 して膀胱 内圧 を測 定 した.透 析液 は10分 毎 に回収 しなが ら片側 の骨 盤神 経末 梢側 を

フ ック型 電極 にのせ電 気刺 激(supramaximum voltage,pulse duration 0.1ms,frequency 1-10Hz,

train of pulse 60 s)を 行 った.回 収液 は電 気化 学検 出器 付 き高速 液体 ク ロマ トグ ラフ ィー に注 入 し分

析 して アセ チル コ リ ン量 を測定 した.

【結果 】8週 齢 に おい ては骨盤 神経 刺激 によ る膀胱 収縮 力,ア セ チル コ リン放 出量 共 にwistarラ ッ

ト,GKラ ッ トで有意 な差 は認 め なか った.32週 齢GKラ ッ トの膀胱収 縮 力,ア セ チル コ リン放 出量

はwistarラ ッ トに比 べ て有意 に低 下 して いた.

【結 論】 非肥 満2型 糖 尿病 モ デル の膀胱 平滑 筋 にお いて加齢 が進 む につれ,ア セ チル コ リン放 出量

が減 少 し,膀 胱収縮 力 も低下 す るこ とによ り これが2型 糖 尿病 の膀 胱機 能障 害 と関係 してい る可能性

が示 唆 され た.



J-31

37.摘 出 ヒ ト膀 胱 平 滑 筋 に対 す るYM905の 作 用 の 検 討

熊本大学 ・医 ・泌尿器科

桝永 浩 一,吉 田 正貴,宮 本 豊,村 上 滋 孝,大 谷 将 之,宮 前 公一 

岩下 仁,上 田 昭一

【目的 】 頻尿 ・尿 失禁治 療薬 として開発 されたYM905は,ム ス カ リンM3受 容 体 に比較 的高親 和性

を示 し,動 物 実験 で は他 の臓器 に比 較 して膀胱 に対 す る選択 性 が認 め られて い るが,ヒ ト膀胱 に対 す

る本 薬剤 の作 用 を検 討 した報 告 は見 られ ない.今 回我 々 は摘 出 ヒ ト膀 胱 平滑 筋 に対 す るYM905の 薬

理学 的特性 につ いて検討 した.

【方法 】 膀 胱腫瘍 にて膀胱 全摘術 を受 けた患者 か ら摘 出 した膀 胱 の正常 体部 か ら平 滑筋 条片 を作 成

し,こ れ を37℃ で 酸 素 化 し たKrebs-Henseleit液 を満 た した 筋 浴 槽 内 に懸 垂 固定 し,carbacho

l(CCh),80mM KCl及 び経 壁電 気刺 激収縮(EFS:supramaximum voltage,0.3msec duration,2-60

Hz,3.0sec train)に 対 す るYM905の 作用 を等 尺性 トラ ンス デ ューサー を介 して記録 した.

【結果 】CCh(0.1μM-10mM)は 膀胱 平滑 筋 を用量依 存性 に収 縮 させ た.YM905(10nM-10μM)

の 前処置 はCChの 用 量反応 曲線 を右 方 に移動 させ たが,高 濃度 の前処 置 で も最 大収縮 はほ とん ど抑 制

しなか った(pA、 値:7.83±0.07;Slope1.19±0.03).ま た80mM KClに よる収 縮 に対 してYM905

はほ とん ど影 響 を示 さなか った.EFSに よる周波 数反応 曲線 に対 してYM905は 用量 依存 性 に収縮 反

応 を抑制 した.ま た,atropine1.0μMの 存 在下 で残存 す るEFSに よるatropine抵 抗 性収 縮 に対 して

YM905は 有意 な抑制 作用 を示 さなか った.

【結論 】YM905は ヒ ト膀胱 平滑筋 に対 して主 に抗 ム スカ リン作 用 に よ り収 縮 反応 を抑制 す る こ と

が 示 され,頻 尿 ・尿失 禁治療 薬 として有用 で あ る可能 性 が示唆 された.

38.妊 娠 ラ ッ ト子 宮 平 滑 筋 細 胞 に お け るATB受 容 体 の 電 気 生 理 学 的性 質 と収 縮 制 御 機 構

と して の 役 割

広島大学 ・医 ・産婦人科

三好 博史,大 濱 紘 三

子宮収 縮 の周期 性 つ ま り陣痛 間隔 を制御 す る機構 は十 分 に解 明 され てい ない.昨 年我 々 は,妊 娠 ラ ッ

ト子宮平 滑 筋細胞 の非 選択 性 陽イオ ンチ ャンネル(以 下NSCC)が 自然脱 分極 を介 し周 期性 を制御 し

てい る可能 性 を報告 した.一 方,子 宮平 滑筋 にお いて分 子生物 学 的 にATP(P2)受 容体 の存在 が報 告

された が収 縮促 進機 序 は明 らかで はな い.今 回,ATP受 容体 を透 過す るイオ ン電 流 を記 録 した ので,

その性 質 と収縮 制御 にお け る役 割 を検 討 す る.妊 娠18-20日 の ラ ッ ト子 宮縦走 筋 よ りコ ラゲナー ゼで

単 離 した平 滑筋 細胞 にwhole cell patch clamp法 を使 用 した.阻 害剤 でCa,K,NSCC電 流 を抑制 し

ATP受 容 体 電流 を分離 記録 した.細 胞 外ATP(0.01-1mM,Kd=0.07mM)に よ り活 口生化 され た電

流 は電位 依 存性 の ない矩形 電流 で あ り,細 胞外Na濃 度 に依 存 して いた.ATP以 外 の プ リン体 お よび

誘 導体 にお いて も促 進効果 を認 め,そ の強 さ は αβ-Methylene ATP>ATP>2-Methylthio ATP>

UTP>GTP>ADPの 順 で あった.各 一 価 陽 イ オ ン の逆転 電 位 はK;11.0±2.8mV (n=11),Cs;

7.3±1.7mV(n=14),Li;7.2±4.4mV(n=10),Na;1.8±2.6mV(n=15)と 計 測 され,透 過 工生はK>

Cs>Li>Naの 順 で あった.P2阻 害 剤 で ある スラ ミン(0.1mM)お よびP2X選 択的 阻害 剤PPADS

(0.03mM)に 高 い感 受性 を示 す ことよ りこの チ ャンネル はATP受 容 体 の 中で もP2X receptorで あ

る と判 断 した.ATP受 容体 電流 はNSCCと 同様 に静 止膜 電位-50mVに おい て持続性 内 向 き電 流 で

あ り,膜 を脱 分極 させ子宮収 縮 を誘発 す る と推 測 された.ま た,細 胞外Mgに よ りATP受 容 体 は濃度

依 存性(Kd=0.32mM)に 阻害 され,臨 床 的 に早産 治療 に使用 され るMgの 子 宮収縮抑 制機 構 の一 つ

と考 え られ た.
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39.新 規 海 洋 天 然 毒 ペ ク テ ノ トキ シ ン2の 平 滑 筋 に対 す る ア ク チ ン脱 重 合 作 用

東京大学 ・農 ・獣医薬理学

堀 正敏,尾 崎 博,唐 木 英 明

【目的】 ペ クテ ノ トキシ ン-2(PCTX-2)は,養 殖 ホタテ貝 の毒化 の原因物 質 として単離精 製 ・構

造決 定 され た,多 数 のエ ーテル環 とラ ク トン環 を持 つマ ク ロライ ド化 合物 で あ る.PCTX―2の 生理 活

性作 用 につ い て は,種 々 の癌化細 胞株 に細胞 毒 性 を示す こ とが報告 され て い るが,そ の詳 細 は不 明で

あ る.そ こで,本 研 究 は,平 滑筋 を用 いてPCTX-2の 生物 活性作 用 を明 らか にす る こ とを 目的 とした.

【結果 】PCTX-2は,ラ ッ ト大動脈 にお ける72.7mM KClお よび1μMフ ェニ レフ リ ン収縮 を濃

度依 存性 に抑 制 した.さ らに,血 管平 滑筋 由来 のA7r5細 胞 にお いて,PCTX-2は 細胞形 態 に は大 き

な変 化 を与 え なか ったが,FITC・ フ ァロイ ジン染色 によ りア クチ ン線 維 を減少 させ る ことが示 唆 され

た.次 に,PCTX-2が 直接 ア クチ ン重 合 を阻害 す る可 能性 を検証 す るた め に,単 離骨 格筋G-ア クチ ン

を用 いてア ク チ ン重合 へ の影 響 を検討 した.PCTX-2は,ピ レ ン蛍光 ラベ ル したG-ア クチ ンの重合 に

伴 う蛍光 強度 増強 速度 とその最大 蛍光 を濃 度依 存性 に抑制 した こ とか ら,ア クチ ンに直 接作 用 して そ

の重 合 を抑制 す るこ とが明 らか に なった.ま た,PCTX-2はF-ア クチ ンを切 断 す る作 用 は持 た ず,G-

アクチ ン を隔離 す る ことに よって脱重 合 を引 き起 こす ことが示 唆 された.最 後 に,PCTX-2のA7r5細

胞 への影 響 を電子 顕微 鏡 にて詳細 に検 討 した ところ,PCTX-2は 接着 斑 を形成 す る基底膜 側 の細胞 膜

直下 の ア クチ ン繊 維 に は全 く影響 を与 えず に,細 胞表 面 の細胞膜 直 下 の裏 打 ち アクチ ン構 造 を選択 的

に脱 重合 す る こ とが明 らか に された。 また,PCTX-2は 微 小管構 造 や中 間径 フィラメ ン トの構 造 に は

影響 を与 えなか った.【 考察 】PCTX-2はG一 ア クチ ンを隔離 す る ことに よ り,F-ア クチ ンを脱 重合 さ

せ る新規 の ア クチ ン脱 重合剤 で あ る ことが 示唆 され た.ま た,平 滑筋 細胞 におい て は接 着斑 を形成 し

ない細 胞 表面 の細胞 膜 裏打 ち アクチ ン構 造 を特 異的 に脱重 合 す る ことが 示唆 され た.

40.平 滑 筋 細 胞 の 薬 理 学 的 性質 及 び タ ンパ ク質 の 培 養 に よ る変 化

昭和大学 ・薬 ・薬理

百 瀬 和享,飯 島 道 子,桐 木 里佳,高 田 憲子,野 部 裕 美

【目的 】単離 直後 の平 滑筋 細胞 は収縮 能 を保持 してい るが,ウ シ胎 児血 清(FCS)存 在 下 で培 養 す る

と収 縮能 が消 失 す る.す なわ ち,分 化 型 か ら脱 分化型 へ の形質転 換 を示 す.両 者 を比較 ・検 討す る こ

とは平滑筋 収 縮機構 の解明 に意義 ある もの と考 える.本 研 究 は,FCS存 在 下及 び非 存在 下 で培 養 した

平滑 筋細胞 につ いて,そ れ ぞれ の薬理 学的性 質 及 び収 縮 タ ンパ ク質 の変化 を観 察 す る ことに よ り,収

縮 に関す る知 見 を得 る こ とを 目的 とす る.【 方法 】単 離細 胞 はモル モ ッ ト回腸縦 走 筋 か ら酵 素 法 に よ

り調 製 し,FCS存 在 下 で培養 を開始 した.サ ブ コンフル エ ン トあ るい は コンフル エ ン トの時 点でFCS

を除 去 して,さ らに培養 を続 けた.収 縮 能 は弱 い トリプ シ ン処理 後,CChあ るい はATPを 適 用 し,位

相差顕 微鏡 で観 察 し,画 像 をデ ジタル カメ ラ にて取 得 した.Ca2+応 答 は蛍光顕 微鏡 画像 解析 システ ム

にて検 出 した.タ ンパ ク質 の分離 及 び同定 はSDS-PAGE及 びWestern Blottingに よ り行 った.【 結

果】 単離平 滑 筋細胞 は紡錘形 を示 すが,FCS存 在 下 で培 養す る と玉 石状 を経 て再 び紡 錘 形 となった.

FCSを 除 去 す る とさ らに長 い紡錘 形 を示 した.CCh適 応 によ るCa2+応 答 は上 昇傾 向 を示 す よう にな

り,同 時 にM3受 容 体 タ ンパ ク質 も増加 傾 向 を示 した.収 縮 タ ンパ ク質 につい て は,平 滑筋 型 ア イ ソ

フォーム の増加 と同時 に非筋 型 アイ ソ フォー ム の残存 が観 察 された.収 縮 能 は,サ ブコ ンフルエ ン ト

の時 点で は観察 された が,コ ンフルエ ン トの時点 で は観察 され なか った.各 々 の時 点 でFCS非 存 在下

で も同様 で あった.【 結論 】FCS除 去 に よ り,培 養平 滑筋細 胞 の脱分 化型 か ら分 化 型 へ の部 分 的 な形

質転 換 が起 きて い る こ と及 びCChに よ るCa2+応 答 の上 昇 に は受容 体 タ ンパ ク質 の増 加 が 関与 して

い る こ とが示 唆 された.ま た,培 養 に よる収 縮能 の消 失 は収縮 タ ンパ ク質 の非筋型 アイ ソフ ォーム へ

の変化 によ る こ とが示 唆 され,こ れ につ いて は細 胞骨 格 系の再構 築 が関与 す る可能 性 が考 え られ る.
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41.イ ヌ 脳 底 動 脈 の伸 展 誘 発 性 プ ロテ イ ンキ ナ ー ゼCδ の 活 性 化 に お け る イ ンテ グ リ ン を

介 す るRho/Rhoキ ナ ー ゼ 系 の 関与 につ い て

静 岡県立大学 ・薬 ・薬理学

見 立 絢子,小 原 一男,野 沢 佳代,中 山 貢一

【目的】 イ ヌ脳 底動 脈 にお いて緩徐 伸 展刺激 によ りプ ロテイ ンキ ナーゼC(PKC)δ の トランス ロ

ケー シ ョンが惹起 され る ことを報告 して きた.今 回 は伸 展誘 発性PKCδ の活 呼生化 にお けるRho/Rho

キ ナー ゼ系 の関与 につい て検討 した.

【方 法】 雌雄 雑種成 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1mm/secの 速 度 で初期 筋長 の1.5倍 に緩徐伸 展 を15分 間加 えた.PKCお よびRhoの

活 性化 の指 標 として細 胞 質か ら膜 フ ラク シ ョンへ の トランス ロ ケー シ ョン をSDS-PAGE,イ ム ノブ

ロッ ト法 を用 いて測 定 した.

【結 果】 イヌ脳底 動脈 に はPKCα,δ,ζ お よび η の4種 類 の ア イ ソフォー ムが存在 し,こ の うち緩

徐 伸 展 に よ りPKCδ のみ の トラ ンスロ ケー シ ョンが 惹起 され た.ま た,緩 徐 伸展 によ りRhoも トラ ン

ス ロケ ー シ ョンす るこ とが確認 された.PKCδ お よびRhoの トラ ンス ロケー シ ョンはイ ンテ グ リンの

活性 を阻害 す るRGDペ プチ ドお よびRhoの 活性 を阻 害 す るボ ツ リヌ スC3酵 素 に よ り抑制 され た.

PKCδ の トラ ンス ロケー シ ョン はRhoキ ナー ゼ阻害 薬 のY-27632で 抑制 され た.ま た,PKCの 阻 害

薬 カル ホスチ ンCに よ り,PKCδ の トラ ンス ロ ケー シ ョンは抑 制 され たが,Rhoの トラ ンス ロ ケ

ーシ ョンは影響 をう けなか った.

【考察 】 イヌ脳底 動脈 におい て伸展 刺激 に よ るPKCδ の活 口生化 はイ ンテ グ リン を介 す るRho/Rho

キナー ゼ系 の活性 化 に よ り調 節 され る こ とが示 唆 された.

42.神 経 幹 細 胞 か ら血 管 内 皮 細 胞 へ の 分 化 誘 導

明治薬科大学 ・薬理学

川北 映輔,大 石 一 彦,内 田 幸 宏

神 経幹 細胞 は,増 殖 し継 代 を繰 り返 す ことがで き る と同時 に,中 枢神 経系 の細胞 に分化 誘 導す る こ

とがで きる未分化 な神 経系 の細胞 と考 え られ てい る.我 々 は,脳 内 に存 在 す る神経幹 細胞 か ら平滑 筋

細胞 に分 化誘 導 す る系 を確 立 し,こ の細胞 を三 次元 培養 して人 工 の平滑 筋組織 に構 築す る と,血 管 作

動性 アゴ ニス トに よ り平滑 筋様 の収縮 を発 生 す る ことを見出 した(Oishi K.et al.,J.Physiol.,540,

139-152,2002).一 般 に,血 管 平滑 筋細胞 の多 くは,側 板 中胚 葉 由来 の未 分化 間葉細胞 に,ま た,大 動

脈起 始部 の血管 平滑筋 細胞 は神 経冠細 胞(neural crest cells)に 由来 す る と考 えられて い る.し た が っ

て,生 体 内 には神経幹 細胞 由来 の平 滑筋細 胞 が新 た に存 在す る可能 性 が考 え られ る.神 経幹細 胞 の血

管形 成 へ の関与 を調 べ る 目的 で,今 回我 々 は この神 経幹 細胞 が内 皮細胞 に分 化誘 導す る可能性 につい

て検 討 した.【 方法】 マ ウス胎仔(E12)由 来 培養 神経幹 細胞 を10%牛 胎仔 血清(FBS)存 在 下,低 密

度(2.5×103cells/cm2)で1か ら7日 間培 養 す る こ とで分化 を誘 導 した.ま た,こ の ときの発現 蛋 白

質 を免疫 染 色法 とRT-PCR法 に よ り解 析 した.【 結 果】培 養1日 目で は,ほ とん どの細 胞 は敷石状 の

形 態 に変化 し内皮 マー カー蛋 白質 のVE-cadherinやPECAM-1の 発現 が観 察 され た.培 養1日 目で

は,平 滑筋 型 ア クチ ンで あ る α-actinの 発現 はほ とん ど観 察 され なか ったが,培 養 日数 を増 大す るに

従 っ て α-actin陽 性 の細 胞 が増 大 し,培 養7日 目で はほ とん どの細 胞 が α-actin陽 性 で あった.【 考

察 】神 経幹 細胞 をFBS存 在 下 で培養 す る と平 滑筋細 胞 へ の分化 に先 ん じて 内皮細 胞 へ の分化 が誘 導

され る こ とが 明 らか とな った.し たが って,神 経幹 細胞 よ り分化 誘導 した血管 系細 胞 が脳 血管 の形成

や 再構 築 に関与 す る可能 性が 考 え られ る.
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43.SHRお よびWKY摘 出大 動 脈 標 本 に お け る細 胞 外 低pH誘 発 性 細 胞 内pH低 下 お よ

び 収 縮 応 答 の 比 較
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デ ィ リープ ・クマー ル ・ロー ラ,斉 藤 真也,大 泉 康

平滑 筋 を含 め,細 胞 にお いてpHは 様 々な機 能 を制 御 してい る.以 前 に我 々 は自然発症 性 高血圧 ラ ッ

ト(SHR)お よびWister Kyotoラ ッ ト(WKY)か ら摘 出 した大動 脈標 本 にお いて は,細 胞 外pH(pH0)

の酸 性化 に よって収 縮 が引 き起 こされ,し か もその大 き さは前者 にお いて よ り強 い こ とを報 告 した

(FuruKawa et al.,1996).本 研究 で はSHRお よびWKYよ り摘 出 した大動 脈標本 に対 す るpH0の 低

下 に よる細 胞 内pH(pHi)変 化 お よび酸性pH誘 発 性収 縮 との相 関性 を検 討 した.

【結果 】pH07.4に お け るpHiはSHRお よびWKYは 同程度 で あった.ど ち らの標 本 におい て も

pH。 を6.5に 下 げる と急激 にpHiが 低 下 し,収 縮 が 発 生 した.pH。 を6.5に した 場合 のpHi低 下 の

ピー ク はSHRの 方 がWKYよ り有意 に高 か った.静 止時 の大動 脈 に対 して の,Na+/H+交 換体 抑制

薬 で あ るamilorideの 投 与 はSHRに お いてpHiの 低下 と収 縮 を引 き起 こしたが,WKYに おい て は

ご く弱 い反 応 しか見 られ なか った.し か しpH0が6.5の 場合 で はWKYに お いてamilorideは さ らに

pHiを 低 下 させ収 縮 を引 き起 こした が,SHRに お いて はわず か な作 用 しか示 さなか った.

【結論 】 酸性pH誘 発 性収 縮 の大 き さは細 胞 内の酸性 化 の程度 に比 例 す る.ま た,SHR大 動脈 にお

け るpHiの 低 下 はWKYに お けるそれ よ りも大 き く,そ れ はNa+/H± 交換 体 の機 能不 全 とい う よ り

も細 胞 内へ の酸取 り込 み機構 の活 性化 に よる もの と考 え られ る.

44.Rho-Kinaseを 介 す る血 管 平 滑 筋 収 縮 のCa2+感 受 性亢 進 に お け る ス フ ィ ン ゴ脂 質 お

よ びSrc Family Protein Tyrosine Kinaseの 役 割

山口大学 ・医 ・分子細胞生理学

佐 藤 正史,中 尾 文 昭,津 田 泰 任,津 本 麗奈,最 上紀 美子,小 林 誠

血 管平 滑筋 細胞 のCa2+非 依 存性 収縮 は,血 管 攣縮 な どの血 管 緊張 異 常 の本 態 として注 目 され て い

る.こ のCa2+非 依存 性 収 縮 を引 き起 こす細 胞 内 シ グナ ル機 構 と して は,RhoA-ROKに よ る経 路,

PKCと その下 流 のCPI-17に よる経 路,ア ラキ ドン酸 に よる経 路等 が知 られて い る.最 近,我 々 は,新

た にス フ ィ ンゴ脂 質-ROKの 経 路 を同定 した.本 研 究 で は,ブ タ冠 動脈 平滑 筋 を用 いて,ス フィ ンゴ

脂質-ROKの 経 路 にお け るSrc Family Protein Tyrosine Kinase(SrcPTK)の 関与 につ い て検 討 し

た.

ブタ冠動 脈 平滑筋 にお いて,SrcPTK阻 害薬(PP1)お よびROK阻 害薬(Y27632)は,sphingosyl-

phosphrylcholine(SPC)に よるCa2+非 依 存性 収縮 を阻害 したが,高 カ リウム刺激 に よる収 縮 は阻害

しなか った.ま たSrcPTK inhibitorのnegative compoundで あ るPP3は,こ のSPCに よる異 常収

縮 を阻害 しなか った.ラ ッ ト大 動脈平 滑 筋 の初 代培 養細 胞 を用 いてSPCで 刺激 した と ころ,SrcPTK

お よびROKは 細 胞質 か ら細胞膜 へtranslocationを お こ した.ROKのtranslocationはPP1に よ り

阻害 され たがPP3で は阻害 され なか った.抗 リン酸化 抗体 を用 い たwestern blottingに よっ て酵 素活

性 を検 討 してみ る と,SPCはSrcPTKとROKを 活性 化 させた.SrcPTKの 活 性化 はPP1で 阻害 され

たが,PP3やY27632は 無効 で あ った.ROKの 活性 化 はPP1とY27632で 阻害 され たが,PP3は 無効

で あった.こ れ らの結 果 に よ りSPCはSrcPTKの 活 性 化 を介 してROKを 活性 化 し,血 管平 滑筋 収縮

のCa2+感 受性 を亢 進 させ る もの と考 え られた.


