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消化管平滑筋機能 障害の研 究をめ ぐって

― 平滑筋 学会 とともに学んだ30年 ―

東北大学総合診療部(日 本平滑筋学会理事長)

本 郷 道 夫

消化管は上部食道を除 き全てが平滑筋によって内容物の移送,混 和,貯 蔵,逆 行防止,な ど

の機能を行っている.消 化管平滑筋の機能は,基 本的には収縮 と弛緩の運動によって,前 述の

ような多彩の機能を遂行 している.そ のため消化管平滑筋の機能障害 も多彩であり,ま たその

評価法も多彩 となる.さ らに消化管平滑筋機能 は ICC (カハールの間質細胞)を 含む内在神経

や外来神経 による機能制御,内 腔刺激等に由来する液性因子の影響,そ して更には中枢神経系

の制御 と,多 種の制御系 によって機能が営まれる.筆 者は研究生活2年 目の昭和52(1977)年

8月,仙 台で開催 された第19回 日本平滑筋学会においてイヌ十二指腸酸性化時の LES 圧 と消

化管ホルモンの検討でシンポジス トとして始めての全国学会発表 を行 った.そ れ以来,海 外留

学期間中 を除いて毎回,本 学会に参加 してきた.ア カラシアの Ca 拮抗薬による治療, RI によ

る胃排出機能評価,胃 電図の臨床応用,放 射線非透過マーカーによる消化管通過時間の評価,な

ど,消 化管平滑筋機能の評価法あるいは運動障害の病態生理の研究を本学会で発表 して きた.

本学会の独特の学際的集団のなかで,多 くの先輩や仲間の励 ましを受 けて研究者 として育てて

いただいた. RI による胃排出機能検査標準法の確立はその中で も印象 に残 ることである.さ ら

にこのような研究 をもとに国際グループの一員 として消化管運動障害の新分類 の作業 に加

わったことも,平 滑筋学会で育てていただいた恩恵のひ とつである.こ れか らの平滑筋研究の

推進にあた り,筆 者のこれまでの歩みを振 り返 り,新 たな出発点としたい.
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消化管の知覚一運動制御

東北大学大学院医学系研究科行動医学

福 土 審

臨床的に消化管の知覚一運動制御機構 を考える時,消化管自動能の制御機構が重要である.し

か し,こ の過程において,脳 腸相関を除外することは既 に極めて困難である.脳 腸相関とは,脳

と消化器 の機能的関連を指す.臨 床的 にはス トレスによって発生 もしくは増悪す る消化器症

状,な らびに,消 化器症状によって情動が影響される現象をいう.基 礎的には脳機能 と消化器

の機能のあらゆる関係が脳腸相関に包含される.脳腸相関は消化器病以外の専門家には耳馴れ

ぬ用語か もしれない.し かし,最 近,基 礎的にも臨床的にも脳腸相関の持つ重要性が認識 され

はじめている.「脳が末梢臓器を支配する」というのが19世 紀以来の科学観であると言って も

過言ではなかろう.運 動野か ら出た一次運動ニューロンは脊髄前角でシナプスを形成 し,二 次

運動ニューロンに信号を伝達 し,骨 格筋を収縮 させる.こ の現象か らの類推で脳由来の自律神

経による末梢臓器の機能制御が解明されて来た.研 究の進展により,消 化管は,こ の類推があ

てはまらない代表的臓器であることが判明 して来た.20世 紀後半には,消 化管ホルモン,消 化

管の持つ自動能,独 自の神経ネットワーク( enteric nervous system: ENS )の 機能が明らか

にされた.そ の過程において,脳 由来の自律神経による消化器の機能制御は,き わめて限定的

な意味 しか持たぬもの という印象が賦与された.消 化性潰瘍 は,脳 由来の迷走神経興奮がその

病態形成上重要 とされ,1970年 代 まで盛んに迷走神経切断術がなされた.そ の後,ヒ スタ ミン

H2受 容体拮抗薬 とそれに続 くプロ トンポンプ阻害薬の開発,更 には Helicobacter pylori 除菌

療法の好成績により,脳 由来の迷走神経興奮の意義 はあまり重視 されなくなった.し かし,こ

れ らの知識 を動員 しても,な お克服できないあ りふれた消化器病の一群が存在する.過 敏性腸

症候群( irritable bowel syndrome: IBS )と その類縁疾患群( functional gastrointestinal

 disorders: FGIDs )で ある.消化管の持つ自動能に焦点をあてて も解決できない.1970年 代に

見い出されていた内臓知覚過敏の病態生理を復活再検討 して,や っと解明への道程が見 えて来

た.内 臓知覚過敏は,「消化管由来の信号が脳機能を左右する」という概念 を生む.こ れは,「脳

が末梢臓器 を支配する」とい う概念 とは全 く逆である.か くして,消 化器から脳への信号の臨

床的重要性が認識されるに至った.さ らに進んで,脳 か ら消化器への信号の多様性 と臨床的意

義が再認識 されつつある.21世 紀前半には,脳 腸相関を軸 とした消化管の知覚一運動制御機構

の解明が さらに進むであろう.
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MaxiK channels, Caveolin and Vascular Function

Department of Anesthesiology, Division of Molecular Medicine, University of California,

 Los Angeles, Los Angeles, CA, 90095, USA.

Abderrahmane Alioua, Rong Lu, Yogesh Kumar, Mansoureh Eghbali,

 Enrico Stefani and Ligia Toro

The large conductance, voltage-and Ca^2+-activated potassium (MaxiK, BK) channel 

and caveolin-1 play an important role in vascular function. MaxiK channels are com

posed of the pore-forming ƒ¿-and modulatory ƒÀ-subunits. Caveolin-1 is a structural 

protein of caveolae, which are invaginations of the plasma membrane. Disruption of 

caveolae with ƒÀ-methylcyclodextrine impairs agonis-tinduced vascular contraction and 

MaxiK ƒÀ1 subunit gene ablation produces moderate hypertension. At the cellular level, 

MaxiK channels and caveolin-1 coexist. Immunolocalization demonstrates a striking 

proximity of both proteins and sucrose gradient centrifugation demonstrate that both 

caveolin and MaxiK ƒ¿ subunit commigrate to low-density fractions. Reverse co-im

munoprecipitation experiments indicate that both vascular caveolin-1 and MaxiK associ

ate in a macromolecular complex. In vitro experiments indicate that in vascular smooth 

muscle MaxiK a subunit interacts directly with caveolin-1 via its carboxyl terminus. 

Interestingly, electrophysiological and immunocytochemistry experiments demonstrate 

that MaxiK ƒ¿ subunit surface targeting was dramatically prevented by caveolin-1 over

expression due to channel trapping in cytoplasmic compartments. Thus, caveolin-1 and 

MaxiK interaction favor their co-localization in caveolae, and possibly control MaxiK 

channel surface targeting in vascular smooth muscle. Supported by NIH (LT, ES) and 

AHA (ME and AA) .



J-4

SL-4

アシ ド―シスによる血管平滑筋収縮のメカニズム

東北大学大学院薬学研究科分子生物薬学

大 泉 康,斉 藤 真 也,山 国 徹

生物 は個々の細胞が正常 に機能 を発揮することで生 きてい くことが出来 るが,そ のために

 pH を含め,生 体における恒常性の維持 というものが重要になって くる.体 液の pH は通常 pH

 7.2-7.4の 範囲に収まるように厳密な調節 を受 けており,細 胞内の pH もそれよりは若干低い

ものの, pH 7.0-7.2に 維持 されている.し かしなが ら,何 らかの原因により血液循環に障害が

起 こると,末 梢 においては容易に pH の低下が起 こることが知 られており,至 適条件を離れた

 pH によって蛋白質の機能は何らかの影響 を受け,病 態生理的状態へ移行する.

アシドーシスが起 こると,血 管が弛緩あるいは収縮するという相反する報告があり,そ の反

応について統一的に説明することはまだ不可能である.例 えば,大 動脈,冠 動脈および脳底動

脈)な どではアシドーシスにより弛緩するという報告が一般的であるが,肺 動脈や腸間膜動脈

では収縮 を起 こすといわれている.我々の研究室ではラット摘出大動脈でも収縮するという興

味深い事実を見い出したので,現在その詳細なメカニズムの解明を試みている.すなわち,ラ ッ

ト摘出大動脈ならびにラット冠動脈において,酸 性pHに よる平滑筋の収縮(酸 性収縮)が 起

こったが,酸 性収縮の大きさと血圧 との間に強い正の相関が見 られた.こ の発見はアシ ドーシ

スが重大 なリスクファクターとな り,高血圧によって血管の攣縮が起 こりやす くなることをは

じめて示す ものとして注目される.

筆者 のグループはラッ ト大動脈 において,そ の収縮がKチ ャネル開口薬な らびに Ca チャ

ネル阻害薬だけでな く, C1 チャネル阻害薬 によって も抑制 を受けること,また培養血管平滑筋

細胞 においてアシドーシスで実際の脱分極が C1 チャネル阻害薬 によって阻害 されることを見

出 し'少 なくとも一部 は C1 チャネルの関与による脱分極 を介 して電位依存性の Ca チャネル

が開口し,そ の結果流入する Ca が収縮の直接の引き金になっていることを明 らかにした.

最近,筆 者 らは血管平滑筋の酸性収縮の発生メカニズムについて,蛋 白質の リン酸化 という

観点から詳細に検討 を行ない,興 味深い知見 を得ることができた.す なわち,こ の酸性収縮 は,

チロシンリン酸化阻害剤である genistein や tyrphostin A 23お よび PI3 キナーゼ阻害剤の

 LY -294002お よび wortmannin により用量依存性に抑制 を受けること,ま た酸性収縮時にチ

ロシンリン酸化が促進される蛋白質が存在 し,しかもそのなかの数種類の蛋白質のリン酸化が

チロシンリン酸化阻害剤で抑制 されることな どが明 らか となった.さ らに,酸 性pHに より

 PI3 キナーゼのチロシンリン酸化が顕著 に促進された.こ れ らの結果は,こ れ らの蛋白質が酸

性収縮メカニズムに重要な役割 を果していることを示すものである.
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下部尿路機能障害に対する薬剤開発の現況

熊本大学大学院医学薬学研究部泌尿器病態学

吉 田 正 貴

下部尿路機能障害 と一言でいって も,原 因としては様々な疾患が存在 し,そ の症状は多彩で

あ り,治 療法 も様々である.治 療法 としては,原 因疾患に対する治療 を優先させることは言 う

までもないが,下 部尿路機能障害自体が生活の質( QOL )に関係するものであるため,対 症的,

保存的に治療 されることも多 く,特 に,薬 物療法が第一選択 となることが多い.

下部尿路機能障害は大 きく蓄尿障害 と排尿障害に分 けられる.過活動膀胱は尿意切迫感 を主

症状 とし,頻 尿や夜間頻尿 を有する症候群 として最近定義 され,蓄 尿症状 を呈する主要な疾患

であ り,本 邦において も800万 人 を超す患者の存在が報告されている.こ の過活動膀胱の治療

には,抗 コリン薬が汎用されている.し か しその治療効果 については必ずしも満足が得 られる

成績が得 られているわけではな く,現 在使用できる薬剤の種類 も限られている.抗 コリン薬に

ついては口渇,便 秘,残 尿の発生や認知障害などの副作用の軽減 をめざして,膀 胱選択性の高

い薬剤や, DDS や薬物動態の工夫 による新たな薬剤の開発や治験が現在行われてきている.ま

た,膀 胱平滑筋の弛緩に関与するものとして β_3受容体やKチ ャネルなども注目され,こ れ ら

の薬剤への期待 も高まってきている.さ らに最近,蓄 尿症状や排尿筋過活動の発生メカニズム

として,膀 胱上皮由来の因子( ATP ,プ ロスタグランジン,タ ヒキニンなど)の関与が指摘さ

れるようになってきた.こ れ らの因子は膀胱の伸展などの刺激により,上 皮から放出され,上

皮下 に存在する知覚神経を刺激することにより,排尿反射や過活動膀胱症状 に関与 していると

想定 されている.そ のため,こ れらの因子やその受容体 をターゲ ットやとした薬剤の開発 も進

められて きている.

一方,排 尿症状に対する治療薬の開発については,前 立腺肥大症治療薬 として α受容体サブ

タイプの選択性 を応用 した薬剤の開発が行われているのを除けば,あ まり進展していないのが

現状である.特 に,排 尿筋収縮障害に対する治療薬については,こ こ数十年間,新 しい薬の出

現はな く,コ リン作動薬や α_1プロッカーが経験的に使用 されているにすぎない.ま た,こ れ ら

の薬剤の臨床効果についてのエビデンスもほとん ど皆無であり,新 しい薬剤や治療法の開発が

望 まれている.

今回は,現 在使用されている下部尿路機能障害治療薬の効果や問題点 を整理するとともに,

ド部尿路機能障害の克服に向けての開発や治験がなされている薬剤'ま た,研 究中であるが今

後有望 と考えられている薬剤や新 しい治療法 についてご紹介したい.
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体外式超音波で診た消化管運動

川崎医科大学内科学食道 ・胃腸科

春 間 賢

ヒトにおける消化管運動の評価は,最 も簡便な方法 としてはバ リウムの通過をX線 透視下

に直接観察する方法があり,数値化して評価するにはアイソトープや呼気法を用いた胃排出能

や内圧測定による消化管収縮運動の測定,さ らに消化管壁の拡張能や知覚の評価についてはバ

ロスタッ ト法が用い られている.こ れ らの手技は確立されてきた ものではあるが,使 用する機

器が高額であった り,被 験者への侵襲 も臨床の場で用いるのは問題 となる.侵 襲のない検査法

としては,胃 電図や腸電図,腸 音図の測定などがあるが直接的に消化管運動を観察するもので

はな く,消 化管運動のうちの限 られたものしか評価が出来ない.

体外式超音波はもともとは肝臓や腎臓などの実質臓器,ま た実質臓器 に接する胆嚢の観察に

用いられていたが,機 器の開発や診療技術の進歩にともない,胃 や腸などの消化管の観察 も可

能 となってきた.私 たちの施設では,体外式超音波 を消化管疾患の画像診断に用いるとともに,

食道から大腸 に至る消化管の運動機能評価 に応用 してきた.本 セミナーにおいては,超 音波で

観察する消化管運動 とはどのようなものか,ま た,Functional dyspepsiaや 過敏性腸症候群な

ど消化管の機能性疾患を診断するために確立した手技 とその成績 について概説する.
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S1-1. 呼 吸 器 疾 患 管 理 に お け る気 管 支 拡 張 薬 の現 状

和歌 山県立 医科大学内科学第三内科

一 ノ瀬 正和

気管 支拡 張薬 は,軽 症 か ら重 症 まで の気管 支喘息 や慢 性閉 塞性 肺疾 患(COPD)患 者 の治療 薬 とし

て広 く用 い られ て い る.気 管支拡 張薬 には β2ア ドレナ リン受容 体刺 激薬,抗 コ リン薬,テ オ フ ィ リン

の3種 類 があ りそれ ぞれ作 用機 序が 異 なっ てい るが,そ れ らを正 し く理解 す る ことは,疾 患 の治療上

重 要 であ る.逆 の見 方 をすれ ば,そ れ ぞれの気 管支 拡張 薬 の効 果 の有 無か ら,気 道 の病 態 を読 み取 る

こと もで きる.即 ち,β2ア ドレナ リン受 容体刺 激薬 は気管 支喘 息 に有効 性が高 く,抗 コ リン薬 はCOPD

に よ り効 果 的で あ る.近 年長 時 間作用 型 の吸入 気管支 拡 張薬 が開 発,臨 床 応 用 され るよ うにな った.こ

れ までの気 管支拡 張薬 の効 果判 定 は,ス パ イ ログ ラムで の一秒 量 の変化 を指標 として な されて きた.し

か し,特 にCOPD患 者 で,気 管支 拡張 薬 に よる運 動耐 容能 の 上昇 は,一 秒量 の変化 で予 測 で きず,肺

容 量 の減 少程 度 に良 く相関 す る こ とが最近 報告 され た.こ れ は主 に細 気管支 領域 の拡 張 に よる肺 の過

膨 張改善 に よる と考 え られ る.本 発 表 では,こ うい った呼吸 器疾 患管 理 にお ける気管支 拡 張薬 の現状

につ いて概説 す る.

S1-2. β2刺 激 薬 と抗 コ リン薬 の現 状 と展 望

久留米大学医学部 内科学第一

相 沢 久道

気 管支 拡 張薬 は閉塞性 障 害 を有 す る気道 疾患 の治療 に用 い られ るが,そ の主 なター ゲ ッ トは気 管支

喘息 とCOPD(慢 性閉塞 性肺 疾 患)で ある.そ れ ぞれ の疾 患 の特 徴 を理 解 した上 で使 い分 け る こ とが

必要 で あ る.現 在臨 床的 に用 い られて い る気 管支 拡張薬 は,β2刺 激 薬,抗 コ リン薬,テ オ フ ィ リンの

3種 類 が ある.

気 管支 喘息 の治 療で は,気 道 の炎症 を治 療 し気道過 敏性 を低 下 させ てや る こ とが最 も重要 な こ とと

位置 づ け られ,長 期管理 薬 としての 吸入 ステ ロイ ド(ICS)が 第 一選 択薬 で ある.し か しなが ら,狭 窄

した気道 を拡 張 してや るこ とは もち ろん必 要 であ り,特 に発作 時 は速 やか に気 管支 を拡 張 して や る こ

とが 最 も重要 な治療 とな る.発 作 治療 薬 として は,短 時 間作 用型 の吸入 β2刺激 薬(SABA)が 最 も有

効 であ る.ま た,長 時 間作 用 β2刺激薬(LABA)が 喘 息治療 に用 い られ る ように なったが,こ れ は発

作時 に使 用 す るので はな く,ICSと 併用 す る長期 管理薬 として用 い られ てい る.我 が国 で はまだ発 売 さ

れ てい ないが,近 年,欧 米 で はLABA/ICS合 剤 が喘 息治 療 の主流 になっ て きて い る.

COPDで は,ICSよ りも気管 支拡 張薬 が第一 選択 薬 と考 え られて い る.気 管支拡 張薬 によ り,臨 床

的 に も自覚症状 の軽 減,QOLの 改善 な どに加 え,増 悪 を減少 させ るこ とが報 告 されて い る.一 般 的 に

は,COPDに 対 して は抗 コ リン薬 が有 効 と考 え られ て い るが,そ の他,β2刺 激薬,テ オ フィ リン を重

症 度 に応 じて単独 また は組 み合 わせ て使用 す る こ とが勧 め られ てい る.そ の中で も,長 時間作 用 型抗

コ リン薬 やLABAが 今後 主流 となっ てい くと考 え られ る.

こ こで は,そ れぞれ の疾 患の病 態異 常 に基づ いた,β2刺 激薬 と抗 コ リン薬 の臨床 的用 法 の現状 と将

来 につい て述 べ る.
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S1-3. テ オ フ ィ リン と気 管 支 拡 張 作 用

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理

大池 正宏, 伊 東 祐之

テオ フィ リン は気管 支喘 息 の発作 予防 と急性 症状 の改 善 に,半 世 紀以 上 にわた り使 用 されて い る.そ

の気管 支拡 張作 用 は気 道平 滑筋 にお け るホス ポ ジエ ス テ ラーゼ(PDE)阻 害 に よ る細胞 内cAMPの

増加 や ア デノ シ ン受容 体 の阻害 な どによ る と考 え られ てい るが,作 用機 序 は必ず し も明確 で はない.例

え ば治療 濃 度 の テオ フ ィリ ンで はPDEの 阻 害作 用 はわ ず かで あ る と報 告 され て お り,一 方 外 因性

cAMPに よ る平 滑筋 の細胞 内Ca2+濃 度低 下や収 縮 蛋 白 リン酸 化 に は高濃度 が必 要で あ る.従 って,テ

オ フィ リンの平 滑筋弛 緩作 用 として低 濃度 のcAMPに よる ものや 他 の未知 の機 序 に よる もの も考 慮

す る必 要が あ る.我 々 は,気 管 支喘 息 の主要 な病 態の ひ とつで あ る気 道過敏 性 に及 ぼす テオ フ ィ リン

の効 果 を検 討 した.は じめ に,コ ラー ゲ ンゲ ル に包 埋培 養 した ウ シ気 管平 滑筋細 胞(BTSMC)を 用 い

て気道 過敏性 のin vitroモ デル を作成 した.BTSMCを 包埋 培養 したゲル はアゴニ ス ト刺 激 に よって

収 縮 し,こ れ は小分子G蛋 白RhoAの 活性 化作 用 を持 つ リゾフ ォス フ ァチ ジ ン酸(LPA)に よ り有 意

に増 大 した.一 方,BTSMCの 細 胞 内Ca2+濃 度 上昇 にはLPA処 理 に よ る影響 はな く,ゲ ル収 縮 の増

大 はCa2+感 受 性 の 増 大 に よ る もの と考 え られ た.さ らにRhoキ ナー ゼ 阻 害 剤Y-27632に よって

LPAに よるゲル収 縮 の増 大 反応 が抑制 され,LPAはRhoA/Rhoキ ナー ゼ系 の活 性化 に よって平滑 筋

の過剰収 縮 を引 き起 こす と考 え られた.次 にLPAに よる過剰 収縮 へ の テオ フ ィリン の効 果 を検 討 し

た と ころ,対 照 ゲル には影 響 を与 え ない1μMの 低濃 度 に よって過 剰収 縮部 分 のみが 抑制 され た.こ の

効 果 はテオ フィ リンに よ るcAMP産 生 を介 したRhoA活 性化 の阻 害作 用 によっ てお り,以 上 の結 果

は,テ オ フ ィ リンが新 た な作用 機序 す なわ ち気道 過敏性 阻害 に よって気管 支拡 張作 用 を示す可 能性 を

意 味 す る もの と考 え られ た.

S1-4. テ オ フ ィ リ ン と抗 炎 症 作 用

和歌 山県立医科大学内科学第三内科

平野 綱 彦, 一 ノ瀬 正和

テ オ フ ィ リン製剤 は,気 管 支喘 息 や慢性 閉塞性 肺疾 患(COPD)に 対 して,従 来 ホ スポ ジエス テ ラー

ゼ阻害 作用 や アデ ノ シン受容体 拮抗 作 用 な どを介 した気管 支拡 張薬 と して使 用 され て きた.近 年,い

ずれ の疾患 の病 態 に対 して も慢 性 の炎症 が重 要 な役割 を果 た して い る ことが 明 らか にな り,治 療 戦 略

として気道 ・肺 に対 す る抗炎症 薬 が注 目され る ようにな った.し か し,テ オ フィ リン製 剤 に も気 管支

拡 張作 用以 外 に抗炎症 効 果が あ る こ とが明 らか に な りつ つ あ り,そ の位 置づ けにつ いて新 しい可 能性

が期待 され て い る.そ の機序 につい て はホス ポジエ ステ ラー ゼ阻害 作用 や アデ ノ シン受 容体 拮抗 作 用

に よ る炎症 細胞 の抑制,IL-10分 泌亢 進,転 写因 子 であ るNF-κBの 発現 抑制 等 が提唱 されたが,こ れ

らの作 用 はい ずれ も臨床 的 に高容 量で あ る20μg/ml以 上 で発 揮 され る こ とよ り,テ オ フ ィ リンの抗

炎症作 用 の機序 を説 明 す る もの でなか っ た.そ こで注 目され るの が炎症 遺伝 子 のス イ ッチ をオ フ にす

るヒス トン脱 アセ チル酵 素(histone deacetylase; HDAC)の 活性 をテオ フ ィ リンが 高 め,そ の結 果

炎症性 サ イ トカイ ンの産 生 を抑制 す る とい う分子 機序 に よる もの で ある.更 に この抗 炎症効 果 は臨 床

的 に低 容量 で あ る10μg/ml以 下 で発 揮 され るた め,低 容量 の テオ フ ィ リンが抗炎 症薬 として,治 療 薬

とな る可能 性 が考 え られ る.そ こで今 回 は この ような最近 の テオ フ ィ リンの抗炎 症効 果 につ いて の機

序 と臨床 的有効 性 を概 説 し,更 に当施 設 で施 行 した ニ トロチ ロ シ ンに着 目 した テオ フ ィ リンの抗 炎 症

効 果 の知見 を交 えなが ら発表 を行 う.
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S2-1. 肺 の低 酸 素 応 答 に お け る カ リウ ム チ ャネ ル とヘ ム 分 解 酵 素 ヘ ム オ キ シゲ ナ ー ゼ

東北大学大学院医学系研究科分子薬理学

小 川 和 宏, 柳澤 輝 行

肺 で は低換 気部位 の動脈平 滑筋 が収 縮 して,血 流 を高換 気部 位 へ振 り向 け る(換 気― 血流 マ ッチ ン

グ).こ の低酸 素性肺 血 管収縮 は高い換 気効 率 の維持 に重 要で あ るが,過 剰 な収 縮 は肺高 血圧症 を引 き

起 こす.低 酸 素 に よるカ リウム チ ャネル遮 断(急 性期)や チ ャネ ル発現 量減 少(亜 急性期)が 報 告 さ

れ,カ リウム電流減 少 ・脱 分 極が 低酸 素性肺 血 管収縮 の 主要機構 として挙 げ られ てい る.ま た この血

管収 縮 はCO(ヘ ム分 解 で生成 し,ヘ ム に親和 性 が高 い)で 阻害 され るため,ヘ ム が低酸 素検知 に関与

してい る と考 え られ て きた.

最 近我 々 は,ヘ ム分解 酵素 ヘ ムオ キ シゲ ナー ゼ(HO)の 構 成 型 アイ ソザ イムで あ るHO-2を 欠損 し

たマ ウスが低 酸素血 症 を呈 し,低 酸素 で起 きる換 気亢 進 が野生 型 マ ウス に比 べて減 弱 して い るこ とを

見 出 した.こ のHO-2欠 損 マ ウスの肺胞 構造 には異常 が見 られな いた め,HO-2が 換気― 血 流マ ッチ

ング を含 む低 酸素応 答 に関与 してい る こ とが示 唆 された.他 のグル ー プか らは,ヘ ムが カ リウ ムチ ャ

ネル に結 合 して遮 断す る こ と,HO-2が カ リウムチ ャネル と複合 体 を形成 し,HO-2に よ るヘ ム分解 で

生 じ るCOが チ ャネ ル を活性 化 して酸 素 セ ンサー として働 くこ とな どが報 告 された.一 方HOの 誘 導

型 アイ ソザ イムで あ るHO-1は,ヒ トの細胞 で は低酸 素 に よ り発 現 が減 少す る こ とを我 々 は見 出 して

い る.こ の結果 は,低 酸素 はHO-2を 介 す る応 答 に加 え,HO-1発 現低 下 に よるCO産 生減 少 に よっ て

も,血 管 収縮 の 方向 に働 く可 能性 が あ る ことを示唆 してい る.こ の他,肺 胞上皮II型 由来 細胞 で は肺

動 脈平 滑 筋 とは逆 に,低 酸素 で カ リウムチ ャ ネル群 の発現 が増加 す る とい う興 味深 い現 象 を我 々 は見

出 し,こ の発 現増加 の病 態 にお け る意義 を検 討 して い る.

肺 にお ける低 酸素 応答 につ い て,カ リウムチ ャネル とヘ ム分解 系 に焦点 を当て て上 述 の よ うな話 題

を概観 し,疾 患 との関連 を考 察 した い.

S2-2. 脂 質 メ デ ィエ ー ター に よ る血 管 の 機 能 調 節 と臨 床 応 用

愛知学院大学薬学部薬効解析学,名 古屋市立大学大学院薬学研究科細胞分子薬効解析学

村木 克彦, 大 矢 進, 今 泉 祐 治

リゾ フ ォス フ ァチジル コ リン(LPC)や ス フ ィンゴ シ ン1リ ン酸(S1P),リ ゾ フォス フ ァチ ジン酸

(LPA)な どの長鎖脂 質 は,そ の非特 異的 な作 用 に よ り血 管平 滑筋 や血 管 内皮細胞 に対 して様 々 な作 用

を お よ ぼ す と報 告 さ れ て き た.近 年,こ れ ら の 長 鎖 脂 質 が 特 異 的 に 作 用 す るendothelial

 differentiation gene (EDG)受 容体 が 発見 され,LPCやSIP,LPAな どが新 規 の脂 質 メ デ ィエ ー ター

と して,心 循 環器 系組 織 にお いて多様 な生 理作 用 を引 き起 こす こ とが 明 らか になっ て きた.ま た 最近,
一部 のEDG受 容体 の強力 な拮 抗薬 が 開発 され

,新 規 の免疫 抑制 薬 と して の臨床 応 用 が期待 され て い

る.一 方S1Pは カル シウム貯蔵 部位 か らカル シウム を遊 離 させ,一 部 の組織 におい てセ カ ン ドメ ッセ

ンジ ャー として機 能 す る可 能性 や,脂 質 メ デ ィエ ータ ーが直接 イオ ンチ ャネル を活 性化 す る可能 性 も

指摘 され てい る.本 発 表 では,心 循環 器組 織 にお け る脂 質 メデ ィエ ーター の作用 お よび その受容 体 に

つ いて,EDG受 容体 とそ の作 用薬 を中心 に概説 す る と ともに,演 者 らが最近 行 って きた血管 平 滑筋 お

よび血管 内皮 細胞 に対 す るSIPを は じめ とした脂 質 メデ ィエ ータ ーの作 用 につい て報告 す る.
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S2-3. 膀 胱 平 滑 筋 の 機 能 調 節 と臨 床 応 用

東邦大学薬学部薬理学

田中 芳 夫, 堀 之 内孝 広, 小 池 勝夫

先 進国 に おい ては,高 齢化 に伴 い蓄 尿機能 障害 な どの排尿 障 害が 急増 して い るが,そ の発症 機序 は,

膀胱 平滑筋 の収 縮 ・弛緩 機能 の異 常 と捉 え るこ とが で きる.蓄 尿機能 障 害 に対 して主治療 薬 として汎

用 されて い る抗 コ リン薬 は,強 い副作 用が 患者 の服薬 コンプ ライ ア ンス を低下 させ るため,新 しい タ

イ プ の治療 薬 の登 場 が期 待 され て い る.本 研 究 で は,膀 胱 平滑 筋 に高 密度 に発現 して い るマ キ シK

チ ャネル と β3-ア ドレナ リン受 容体 に着 眼 し,膀 胱 平滑 筋 の収縮 性変 動 の基 本 的 な構 成 要素 と考 え ら

れ る 自発性 筋 原収縮 の制 御 にお け る役 割 と,そ れ らの活性 薬 の新 しい治 療薬 としての可 能性 を検 討 し

た.

まず,モ ル モ ッ ト摘 出膀胱 標本 で発 生す る自発性収 縮 と活動 電位(Caス パ イ ク)に 対 す るマキ シK

チ ャネル 阻害薬(IbTx)の 影 響 を検討 した と ころ,非 常 に顕著 な収 縮増 強効 果 と活 動電 位 の頻 度 の増

加効 果 を示 した.ま た,チ ャネル のポ アサ ブユニ ッ ト(α-サ ブユ ニ ッ ト)に作 用 す るNS-1619・niflumic

 acidは,単 離平 滑筋細 胞 で記録 された マキ シKチ ャネル の開 口確率 を増 大 させ,活 動電 位 の頻度 を有

意 に減少 させ る とと もに,自 発性収 縮 も顕 著 に抑 制 した.マ キシKチ ャネルの修 飾性 サ ブユニ ッ ト(β-

サ ブユニ ッ ト)に作 用 す るestradiolに も同様 の効 果が認 め られ た.次 に,自 発性収 縮 に対 す るカ テ コ

ラ ミンの抑 制効 果 を検 討 した ところ,そ の効力順 位 は,β3受 容 体 に対 す る順位 と一 致 した.ま た,β1・

β2受容 体 を遮 断 した条件 下 にお いて,自 発 性収 縮 に対 す るイ ソプ レナ リンの抑制 作用 は,β3受 容 体拮

抗作 用 を有 す るブプ ラノ ロール に よって有 意 に抑制 され た.

以 上 の結果 か ら,膀 胱 平滑 筋 の 自発 性収縮 制御 にお け るマ キ シKチ ャネル な らび に β3-ア ドレナ リ

ン受 容体 の役 割 の重要性 と,そ の活性 化薬 の新 しい蓄 尿機 能 障害治 療薬 と して の有 用性 が示 唆 され た.
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O-1. Phasic筋 で あ る モ ル モ ッ ト膀 胱 平 滑 筋 の 高 濃 度K+収 縮 に お け るモ ネ ン シ ン の 弛

緩 機 構

日本獣医畜産大学獣医薬理学

金 田 剛 治, 竹 内麻 由美, 清 水 一 政, 浦 川 紀 元, 中條 眞二 郎

モ ネ ン シン(Mon)は 広 くNaイ オ ノフ ォア と して知 られ て い る.Monは モル モ ッ ト盲 腸紐 の高 濃

度K+誘 発性(高K+)収 縮 を酸 素消費 量 お よびATP含 量 の減 少 に よ り抑 制 す るこ とが報 告 され てい

る.一 方,イ ヌ冠状 動脈 にお いてMonの 前処 置 は ウワバ イ ン誘 発性収 縮 を有意 に減 弱 した こ とか ら,

弛 緩 に はNa+含 量 の変 化が 関連 してい る ことが考 え られ て い る.こ れ らの報告 はMonの 弛緩 機構 が

phasic筋 で あ る盲 腸紐 とtonic筋 で ある冠状 動 脈 で は異 な る こ とを示唆 して い る.本 研 究 に おい て,

我 々 はphasic筋 に分 類 され る モル モ ッ ト膀 胱 の高K+収 縮 に お け るMonの 抑 制 機構 に つ い て調 べ

た.1)Mon(1nM-1μM)は 高K+収 縮 を濃度 依存 性 に抑 制 し,0.1μMで 最 大抑 制 を示 した.2)

Mon(0.1μM),NaCN(300μM)お よび フォル ス コ リン(10μM)は 高K+に よる[Ca2+i]の 増 加 よ

り,収 縮 張 力 を よ り強 く抑 制 した.3)フ ォル ス コ リン(10μM)は 高K+存 在 下 で組織cAMP含 量

を増 加 したが,Mon(0.1μM)は 影響 しなか った.4)Mon(0.1μM)は 高K+誘 発性還 元型 ピ リジ

ンヌ ク レオ チ ド蛍 光 に影 響 せず,酸 化型 フラ ビン蛋 白質蛍 光 を有 意 に抑 制 した.5)高K+存 在 下 で

Mon(0.1μM)お よびNaCN(300μM)は ク レ アチ ン リン酸 お よびATP含 量 を有 意 に減 少 した

が,フ ォル ス コ リン(10μM)は 減 少 しなか った.6)フ ォル ス コ リン(10μM)は α-トキ シ ン脱 膜

化標 本 のCa2+収 縮 を有 意 に抑 制 したが,Mon(0.1μM)は 抑制 しなか った.7)MonはNa+を 除去

した栄養 液 中で も,高K+収 縮 を顕 著 に抑制 した.こ れ らの結果 よ り,phasic筋 で あるモ ルモ ッ ト膀

胱 で は盲 腸紐 と同様,Monに よ る弛緩 機序 が ミ トコ ン ド リアの呼 吸抑制 に よる ことを示唆 す る.

O-2. 神 経 因性 膀 胱 患 者 の摘 出 膀 胱 か らのacetylcholine (ACh)とadenosine triphos-

phate (ATP)の 放 出 に関 す る検 討

熊本大学大学院医学薬学研究部泌尿器病態学

桝永 浩 一, 吉 田 正貴, 前 田 善 寛, 里地 葉, 稲 留 彰 人, 上 田 昭一

【緒言 】 最近 膀胱上 皮 か ら放 出 され るAChやATPが 排 尿反 射 やOABの 症 状 に関与 してい る との

報 告が 見 られ る.今 回,神 経 因性膀 胱患者 か ら摘 出 された膀 胱 か らのAChとATP放 出量 を非 神経 因

性膀 胱 患者 か ら摘 出 され た膀胱 か らの それ ぞれ の放 出量 につ いて比 較 検討 した.【 対 象 と方法 】膀 胱

拡大 術 あ るい はVUR防 止 術 を施行 した8例 の神経 因性 膀胱 患者(NB群:二 分 脊椎5例;脊 髄 損傷3

例)お よび膀胱 腫瘍 にて膀胱 全摘 出術 を施行 した10例 の摘 出膀 胱(非NB群)か ら,膀 胱 条片 を作 成

した.こ れ に臓 器透 析用 プ ロー ブ を刺 入 して筋 浴槽 内 に懸 垂 固定 し,透 析液 と してRinger液 を還流 し

た.回 収 した透析 液 中 に放 出 され たAChお よびATP放 出量 は それ ぞれHPLCとluciferin-lucifer-

ase法 に て測定 した.各 放 出量 に及 ぼす膀胱 上皮 と膀胱 条 片の伸 展 の影響 を検 討 した.【結 果 】NB,非

NB群 の いずれ の膀胱 条片 か らも非神 経性 のAChとATPの 放 出が確 認 された .こ の放 出量 は 上皮 を

有 した 条片 において有 意 に高値 で あ り,い ず れ の放 出量 もNB群 で非NB群 よ り有意 に高 か った.両

群 と も,上 皮 を有 す る条片 の伸 展 はAChお よびATPの 放 出 を有 意 に増 加 させ た.各 群 でAChと

ATPの 増 加率 を比較 す る と,NB群 の条片伸 展 に よ るATP放 出量 の増加 率 はAChに 比 べ て顕 著で

あ った.【 結 論】NB群 の膀 胱 か らの非神 経性AChお よびATPの 放 出 に は膀 胱上 皮 が関 与 してい る

こ とが示 された.ま た,膀 胱伸 展 に伴 い これ らの放 出量 は増加 し,NB群 に おいて はATPの 放 出が よ

り重 要 な役割 を演 じてい る可 能性 が 示唆 され た.
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O-3. 膀 胱 下 閉 塞(BOO)ラ ッ トに お け る膀 胱 平 滑 筋 か らの ア セ チ ル コ リン(ACh)お よ

びATP放 出 量 の 検 討

熊本大学大学院医学薬学研究部泌尿器病態学

前 田 善寛, 吉 田 正 貴, 里地 葉, 桝 永 浩一, 杉 山 豊, 稲留 彰 人

【目的 】膀胱 下 閉塞 に よ り膀胱 の肥 大化,膀 胱 平滑 筋収 縮 の変 化 が起 こる こ とは報告 され て い るが,

神経 伝達物 質 の放 出量 の変 化 につ いての報 告 は これ まで ほ とん どない.今 回,BOOラ ッ トモデ ル を用

い て摘 出膀胱 か らのACh及 びATP放 出量 の変 化 を検討 した.【 方 法】SD雌 性 ラ ッ トに対 して部 分

的 にBOOを 作製 し,2週,3ヵ 月,6ヵ 月後 に膀 胱 を摘 出 し,平 滑筋 条 片 を作 製 してKrebs-Henseleit

液 を満 た した筋浴 槽 内 に固 定 した.カ ルバ コール(CCh),ATP,80mMKCl及 び経 壁電 気刺 激(EFS)

に対 す る収縮 を等尺性 トラ ンスデ ューサ ー を介 して記録 した.ま た,EFS時 にマイ ク ロダイ ア リシス

法 を用 いて透 析液 を回収 し,AChはHPLCに て,ATPは ル シフェ リンル シ フェ ラーゼ法 に て測 定 し

た.ま た,S100蛋 白免 疫組 織染 色 も行 った.【 結果 】KClに よ る収縮 反応 は各 群 で有意 差 は なか った

が,偽 手術 群 と比 較 してBOO群 で は術 後6ヵ 月 でCCh収 縮 の有 意 の減 弱,術 後2週 及 び3ヵ 月 で

ATP収 縮 の有 意 の増 強 が見 られ た.EFS刺 激 収縮 につい て は,術 後3ヵ 月 で低頻 度刺 激 にお け る反 応

性 の有意 の増 強,6ヵ 月で収 縮 の有意 の減 弱が み られた.ま た,ACh及 びATP放 出 は,BOO群 で は

術 後6ヵ 月 で有意 に減 少 して いた.S100蛋 白染色 陽性 神経 は主 に筋 層 内 に認 め られ,閉 塞 の経 過 と と

もに陽性 神 経 の減少 が観察 された.【 結論 】BOOラ ッ トにおい て,ACh及 びATP放 出 の変化 が み ら

れ,こ れが 膀胱 平滑筋 の収 縮 に影響 を及 ぼ して い る可能 性 が示唆 された.

O-4. ラ ッ ト腎杯 尿 管 標 本 に お け る蠕 動 起 始 部 位 の 検 討

日本大学医学部生理学1,東 京医科大学生理学第一2,名 古屋大学大学院医学専攻細胞生理学3

山下 俊 一1, 小 西 眞人2, 中山 晋介3, 國分 眞一 朗1

ラ ッ ト尿 管 を腎杯 か ら一塊 として取 り出 し,蠕 動 の起始部 位 を観 察 した.肉 眼 に よる観察 で は,蠕

動 は腎孟 の頭腹 側,頭 背側,尾 腹側,尾 背側,腎 孟尿 管移行 部 に5区 分 に した場合,そ れ ぞれ25.0,37.5,

16.1,12.5,8.9%で 起 始 した.ま た,我 々の実 験条 件(25.C,02バ ブ リング)で は,標 本 作成 後実 験終

了 までの 間 に蠕 動起 始部位 が 移動 す る こ とは なか った.蠕 動 の リズ ム は約3回/分 を維持 す るこ とが で

きた.こ の標本 をfluo3で 染 色 して観 察 したCa2+濃 度上 昇 の起 始部 位 は,ほ ぼ蠕 動運動 の起 始部 位 と

一致 して お り
,蠕 動 運動 と同様 に下流 に伝 播 した.こ のペ ー ス メーカ ー領域 は複 数 の細 胞 か ら構 成 さ

れ てお り,下 流 に伝 播 す るCa2+濃 度 上昇 を発 生す る場合 には複数 の細 胞が 同期 してCa2+濃 度上 昇 を

起 こす.し か しなが ら,い くつか の細胞 は周期 に同期 せ ず に単 独 でCa2+濃 度 上昇 を起 こす こ とが あ っ

た.興 味深 い こ とに,ペ ー ス メー カー領域 とは異 な る部 分 にお いて,蠕 動 の リズム とは無 関係 にCa2+

濃度 上昇 を起 こす領 域 が観察 され る こ ともあ ったが,下 流へ の伝播 は発 生 しなか った.ギ ャ ップ ジ ャ

ンク シ ョンの 阻害 剤 で あ るヘ プタ ノール を低 濃 度投 与 す る とペ ース メー カー領 域 か ら下流 へ のCa2+

濃度 上昇伝 播 は阻 害 された が,ペ ー ス メーカ ー領域 の周 期的活 動 は維 持 された.ヘ プ タノール を高濃

度投 与す る とペ ース メー カー領域 におい て細胞 間の 同期 したCa2+濃 度上 昇 が失 わ れ た.こ れ らの観

察 は,ペ ー スメ ーカ ー領 域 で は複 数 の細胞 が ギ ャ ップ シ ャン クシ ョンで電 気的 に結合 す るこ とでペ ー

ス メー カー として機能 してい る こ とを示 唆す る.本 手法 を膜 電位感 受 性色 素 に よる解析 と組 み合 わせ

る ことで,よ り多 くの情 報 が得 られ る と考 え られ る.
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O-5. α1dア ドレナ リン受 容 体 の 分 子 薬 理 学 的機 能 解 析

新潟薬科大学薬学部薬理学

長友 孝 文, 長 岡 祐子

α1d 受 容体 は主 に前立 腺 や膀胱排 尿筋 に多 く存 在 し,下 部 尿路 閉 塞 に よ る過 活動 膀胱(頻 尿 ・尿 意

切 迫 な ど)に 深 く関 与 して い る と考 え られ て い る.本 研 究 は ヒ ト α1d受容体 を発 現 させ たHuman 

Embryonic Kidney (HEK293)細 胞 にお ける4つ の薬物(prazosin, tamsulosin , (+)-nigludipine,

 ketanserin)の 置換力 価評 価 と,コ ンピ ュー タモ デ リング に よって解析 されたtamsulosinと α1d受 容

体 との結合 部位 を参 考 に してア ミノ酸配 列 を変異 させ た α1d変異 受容 体 と薬物 との親 和性 お よび ア ン

タ ゴニ ス ト活性 を結 合実験 法 お よびInositol Phosphates (InsPs)産 生実 験法 に よ り評 価 し,リ ガ ン

ド結 合部位 を同定 す る こ とを 目的 と した.Wild type受 容体 との置換 力値(pKi値)はprazosin≧

tamsulosin>ketanserin>(+)-nigludipine,ま たpA2はprazosin>tamsulosin>(+)-nig-

ludipine>ketanserinの 順 で あった.D176A受 容体(176番 目の ア スパ ラギ ン酸 をア ラニ ンに置換 した

変 異受容 体)に お いて は リガ ン ドとの特 異的 結合 は認 め られ な か った.一 方,E237A受 容体(237番

目の グル タ ミン酸 をア ラニ ンに置換 した変 異 受容体)のprazosinでpKi値 は有意 に増加 し,S258A受

容体(258番 目の セ リン をアラニ ン に置 換 した変 異受容 体)のprazosinやtamsulosinのpKi値 は とも

に有意 に増加 した.し か し,E237A受 容 体 お よびS258A受 容 体 にお けるpA2値 は,prazosinとtaM-

sulosinと もに有意 に低下 した.以 上 の結果 か ら,コ ンピ ュー タ モデ リングに よって結合 部位 と して推

定 され た α1d受容 体D176A, E237Aお よびS258Aは,prazosinとtamsulosinの 結合部 位 として重 要

で あ る こ とが判 明 した.

O-6. モルモッ ト胃輪走平滑筋の自発電気活動及び自動収縮におよばす低酸素の影響

名古屋市立大学大学院医学研究科細胞機能制御学

中村 江里, 横井 剛, 鈴木 光

消化管平滑筋は緩電位(Slow wave)を 律動的に発生し,こ れが胃の自発収縮を誘発している.緩

電位は筋間神経叢に分布するカハールの間質細胞において発生する歩調とり電位により発生すると考

えられているが,そ の発生機序については不明な点が多い.現 在までに提唱されているいくつかの仮

説によれば,自 発活動発生は歩調とり細胞内におけるミトコンドリアの活性と深く拘っている事が指

摘されている.そ こで,ミ トコンドリア活性を変化させれば緩電位の発生頻度や自発活動の諸性質が

変化するのではないかと推定されたので,モ ルモット摘出胃体部輪走平滑筋において低酸素素により

もたらされる自発活動の変化を電気生理学的手法を用いて調べた.低 酸素状態は生理塩溶液に酸素ガ

スの代わりに窒素ガス(5%CO2含 有)を10-20分 通気することにより作成した.輪 走筋の収縮張力

を等尺性に測定すると,律 動的は収縮が観察され,低 酸素状態にすると,静 止張力は一過性に増加し

た後に低下し,そ れに伴い自発収縮の頻度増加 と張力の減少が観察された.ガ ラス微小電極による細

胞内電位記録で観察される緩電位の頻度もまた増加したが,そ の振幅や持続時間など電気活動の諸性

質に著明な変化は観察されなかった.高 カリウムイオン溶液やアセチルコリンによる平滑筋の張力な

らびに膜電位反応に及ぼす低酸素状態の影響について調べたところ,収 縮張力や細胞の電気活動に有

意な変化は観察されなかった.シ アン(酸 化的リン酸化阻害剤)は 自発活動の頻度を低下させ,そ の

作用は低酸素状態で有意に促進された.以 上の結果から,胃 平滑筋の歩調とり細胞における自発活動

は一時的な酸素濃度低下では容易に障害されないが,ミ トコンドリア機能阻害薬の作用はより増強さ

れることがわかった.
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O-7. マ ウ ス 小 腸 ペ ー ス メ ー カ ー 電 位 の 自発 活 動 発 生 機 序 に つ い て

名古屋市立大学大学院医学研究科細胞機能制御学

鬼 頭 佳彦, 鈴 木 光

近年,消 化管 平滑筋 の 自発活 動 の源 は筋 組織 内 に分布 す るカハ ール の介在 細胞(interstitial cells of

 Cajal; ICC)で あ る こ とが 明 らか に なって きた.胃 や小 腸 に おい て は筋 間神 経層 に分 布 し網 目状 の

ネ ッ トワー クを形 成 して い るICC-MY(myenteric ICC)が ペー ス メー カー細胞 で あ る と考 え られ て

い る.こ の細 胞 は立 ち上 が り速 度が速 く,そ れ に引 き続 くプ ラ トー相 か ら成 るペ ー スメ ーカ ー電 位 を

発 生 し,こ の電位 が 受動 的 に輪 走平 滑 筋 に伝 達 され る こ とで ス ロー ウ ェー ブが 発 生 す る こ とが モ ル

モ ッ ト胃幽 門部 に おいて 明 らか にされた(Dickens et al. 1999).一 方,小 腸 のペ ー ス メーカ ー電位 に

関 して はマ ウス小腸 由来培 養ICC-MYを 用 い た実験 報告 しか な く,組 織 標本(in situ)に お いてICC-

MYが どの ような電位変 化 を引 き起 こす のか につ いて は知 られて いな か った.今 回我 々 はマ ウス小 腸

ペ ー スメ ー カー電位 の測定 に初 めて成功 したので そ の電 気生 理学 的性 質 につ いて発表 す る.マ ウス回

腸 か ら幅約0.5mm,長 さ約0.5mmの 小標 本 を作成 し,ガ ラス微 小電 極 によってICC-MYの 細 胞 内電

位 を測 定 した.ICC-MYは1分 間 あた り20-30回 の頻 度 で振 幅50-60mV,持 続 時 間約1s,最 大立 ち

上 が り速度 約1.5V/sの ペ ー スメ ーカ ー電位 を発 生 して いた.さ らに各 種 阻害 剤 の投 与 によ る検 討 か

ら,マ ウス小 腸 ペー ス メー カー電位 はモル モ ッ ト胃幽 門部ペ ー スメ ーカ ー電位 と同様 に2つ の成分(速

い立上 が り相 とプ ラ トー相)か ら成 る ことが分 か った.速 い立 ち上が り相 は電位 依存 性Ca透 過 性 チ ャ

ネル の活 性化 に よる もので あ り,プ ラ トー相 は細胞 内Ca貯 蔵部位 か らのCa遊 離 に よって引 き起 こさ

れて い る と思 われ る.

O-8. マ ウ ス結 腸 基 部 粘 膜 下 に 分 布 す る 間質 細 胞 の 自発 活 動 電 位 の性 質

名古屋市立大学大学院医学研究科細胞機能制御学

堀 田 彩, 鬼頭 佳 彦, 鈴木 光

マ ウス結腸 基部 には筋 間神 経叢 に加 え粘膜 下 に も一層 の間質 細胞 が分 布 して お り,そ の領域 はP領

域 と呼 ばれ,特 殊 な生 理機能 と関連 してい る と考 え られて い る.P領 域 の粘膜 下 間質細 胞 は,c-Kit陽

性 でプ ラ トー型 の活動電 位 を律動 的 に発生 してい る.活 動電位 は,ニ ッケル感受 性 の立 ち上が り相 と

それ に続 くニ フェ ジピ ン感 受性 の プラ トー相 か ら成 り,そ の発生 は ミ トコ ン ドリア活 性 に伴 う細 胞 内

貯蔵 部位 か らのCa遊 離 に よ り誘 発 され る と報 告 され てい る.本 実 験 で は,マ ウスか ら摘 出 した結腸 基

部 の粘膜 を除去 した標本 にお いて,ガ ラス微小 電極 を用 い て細 胞 か ら記録 され る活動 電位 の性 質 につ

いて調 べた.活 動 電位 は,低Cl溶 液(イ せ チオ ン酸置 換)やDIDS(Ca感 受性Clチ ャネル抑 制薬)に

よ り発生頻 度 が減 少 し,そ の プ ラ トー成分 が抑 制 され たの で,こ の成分 はCa感 受性Clチ ャネル活 性

に よ り形 成 され る と考 えた.外 液 のK濃 度 を増加 させ る と,膜 の脱分 極 に伴 い活 動 電位 の頻度 が増 加

し,振 幅 と立 ち上 が り速度 が低 下 した.ミ ベ フラジル(電 位依 存性Caチ ャネル)は 活動電 位 の立 ち上

が り相 と立 ち下 が り相 を抑 制 し,プ ラ トー電位 を三 角波 形 に した.DIDSは 正 常K濃 度(5.9mM)溶

液 中で は プ ラ トー相 の みを抑制 したが,高K濃 度(20mM)溶 液 に よる脱 分極 中 で は活 動電位 を消失

させた.以 上 の結果 か ら,P領 域 の粘膜 下 間質細 胞 が発生 す る活動 電位 の立 ち上 が り相 に は電位 依 存性

非選 択性 カチオ ンチ ャネ ルが,ま た,プ ラ トー相 に はCa感 受性Clチ ャネル活 性 が関与 してい る こ と

が 示唆 され た.
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O-9. 膀 胱 平 滑 筋 収 縮 時 に お け るRyR2機 能 の 重 要 性

名古屋市立大学大学院薬学研究科細胞分子薬効解析学1,東 北大学大学院医学系研究科医化学2

堀 田 真吾1, 森村 浩三1, 大 矢 進1, 村木 克彦1, 竹 島 浩2, 今 泉 祐 治1

平滑 筋 の収縮 には細 胞 内全体 のCa2+濃 度上 昇 が必要 で あ る.筋 小胞 体膜 上 のryanodine receptor

 (RyR)か らのCa2+放 出 を誘 発 し,細 胞 内Ca2+濃 度上 昇 を増幅 す るCa2+誘 発 性Ca2+遊 離(CICR)

機 構 が,平 滑筋 の興 奮収縮 連 関機構 に どの程 度関与 す るか は,平 滑筋 組織 によっ て も異 な る と推 測 さ

れ,ま だ議 論 の ある ところで あ る.そ こで,本 研 究で は2型 リア ノジ ン受 容体 異型接 合型 ノ ッ クアウ

トマ ウス(RyR2+/-)を 用 いて,膀 胱平 滑筋 にお ける収 縮 に対 す る100μM ryanodineの 反応 性 につ

いて詳細 に検討 を行 った.今 回の実 験 で は筋 直接電 気刺 激 の刺激 条件 を変 えて収 縮 を発生 させ た.そ

の結果,弱 い刺 激条件 で生 じた収縮 は野 生型 マ ウス(RyR2+/+)及 びRyR2+/-の 両 方 におい て100μM

 ryanodineの 投与 に よ り著 明 に減弱 された.し か しRyR2+/-に お い て はRyR2+/+に 比 べ 減弱 率 が 有

意 に低 か った.一 方,強 い刺激 条件 で刺 激 した場合 には100μM ryanodine投 与 によ って収 縮 力 は有

意 に変 化 せず,RyR2+/+とRyR2+/-で 有 意 な差 が無 か った.一 方,100μM ryanodineは 単 離膀 胱 平

滑 筋 にお いて,比 較 的短 い脱分 極(<30ms)に よる電位 依存性Ca2gチ ャネル(VDCC)の 活 性化 を

介 した電 流 は抑制 しなか った が,細 胞 内Ca2+濃 度 上昇 を強 く抑 制 した.こ の よ うな結果 か ら,膀 胱 平

滑 筋 は1発 の活 動 電 位 発 生 時 に お い てVDCCを 介 したCa2+流 入 だ けで は充 分 な収 縮 は生 じ ず,

RyR2を 介 したCICRが 興奮 収縮連 関 に必須 で あ る ことが示 され た.又,脱 分 極刺 激 時間 が長 くな る

と,収 縮 を もた らすCa2+濃 度 上昇 に占め るCa2+流 入 の割合 が大 き くな り,RyR2を 介 した遊離Ca2+

の寄与 の割 合 が減 少 す る ことが明 らか とな った.

O-10. 毛 様 体 筋 収 縮 調 節 に関 与 す る受 容 体 作 動 性陽 イオ ンチ ャネ ル の 分 子 本 体 の 検 討

旭川医科大学生理学第一1,名 古屋大学 医学部眼科2

高井 章1, 宮津 基1, 大 日向 浩1, 高井 佳 子2

【目的】 毛様体 筋 の持続 的収 縮 に必 要 な細 胞 外 か らのCa2+イ オ ン流 入経 路 と して機 能 す るム スカ

リン受容 体 作動性 非選 択性 陽 イオ ンチ ャネル の特性 を解 析す る とと もに,そ の分 子本体 候補 と して 注

目 され るTRPC型 陽 イオ ンチ ャネル の存在 を検 討す る.【 方法 】 ウ シ単 離毛様 体筋細 胞 にお い て電位

固 定 法 に よ り全膜 電 流 を記 録.筋 束 に お け る 張力 記 録 に は等 尺 性 トラ ンス ヂ ュー サ を使 用.各 種

TRPCの 発現 の検討 にはRT-PCRと 免疫 蛍光 顕微 鏡法 とを併 用 した.【 結 果】 カル バ コール(CCh;

0.01-100μM)投 与 によ り発生 す る電流 の ノイ ズ解析 か ら,CChが2種 類 の非選 択性 陽 イオ ンチ ャ ネ

ルLNSCCL(35pS)とNSCCS(100fS)]を 開 口させ る こ とがわ か った.外 液陽 イオ ンをすべ てCa2+

で 置換 して もCCh刺 激 に よる電流 発生 は観 察 された.Gd3+やSKF96365(100μM)は 両 チ ャネル電

流 お よび収縮 持続 相 を抑制 した.RT-PCRに よ りウ シ毛 様体 筋 にTRPC1,3,4お よび6のmRNAが

検 出 され た.短 期 培 養 した毛様 体筋 細胞 の表 面膜 の細胞 質側 を これ らのTRPCの 特異抗 体 を用 い て蛍

光 染色 す る と約1spot/μmの 抗 体 結 合 を認 めた.【 結 論 】ム ス カ リン受 容体 刺 激 に伴 いNSCCLと

NSCCSが 開 口.収 縮持続 相 に必 要 なCa2+の 流入 経路 を形 成す る もの と考 え られ る.そ れ らの有 望 な

分子 本体 候補 で あ るTRPCの い くつか が筋細 胞膜 に発 現 して い る ことが確認 され た.
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O-11. 血 管 平 滑 筋 の カル シ ウ ム 非 依 存 性 収 縮 を抑 制 す る新 規 物 質 の 同定

山口大学医学部 医学科器官制御医科学分子細胞生理学1,山 口大学医学部医学科4年 生2,産 業総合

研究所 脂質工学研究グループ3

久本 仁 美1,2, 春 木 貴 史1,2, 郭 鳳 玲1, 三輪 さお り1, 公文 保幸3, 中原 東郎3,

 徐 丹1, 加 治 屋勝 子1, 川道穂 津美1, 岸 博 子1, 小林 誠1

Rho-kinaseを 介 す る血 管平 滑筋 の カル シウム非 依存 性 異常 収縮 は,血 管攣 縮 な どの血 管 病 の原 因

として注 目 されて い る.当 教 室 で は,こ のRho-kinaseの 上 流 の シグナル 分子 として,ス フ ィン ゴシル

ポス ホ リル コ リン(SPC)⇒Srcフ ァ ミ リーチ ロ シンキナ ーゼ経 路 を同定 し,血 管 攣縮 にお けるSPCの

重 要性 につい て報告 して きた.さ らに,こ の病 的 な シグ ナル経路 の み を特 異的 に阻 害 し,カ ル シウム

依 存性 の正 常 な血管収 縮 には影響 を与 えな い物 質 として,n-3多 価 不飽和 脂肪 酸 の一 種 で あ るエ イ コ

サペ ンタエ ン酸(EPA)を 同定 した.現 在,EPAは 血 管病 の予 防 ・治療薬 として使 わ れ始 めて い る.

しか しなが ら,EPAは,内 服 の み可能 で あ り,急 性 発症 の血管 病 への対 応 が困難 で あ る.ま た,魚 油

か ら精 製 され るた め,今 後 の供 給安 定性 に不安 が あ る.そ こで,EPAに 代 わ る新 規 の血管 異常 収縮 抑

制 物質 の探 索 を開始 し,候 補物 質 として,物 質Aお よび物 質Bを 同定 した ので,報 告 す る.ブ タ冠 状

動 脈平 滑筋 条片 の張 力測定 を行 ない,ま た,フ ラ2負 荷 血管 条片 を用い て,張 力 と細 胞質 カル シウム

濃 度 の同時 測定 を行 な った.SPC(30μM)は,細 胞 質 カル シウム濃度 を増加 させ る こ とな く,長 時間

持 続 す る収 縮 を引 き起 こした.SPC刺 激 に よる収 縮 が最大 にな りか つ安 定 した時点 で,物 質A,物 質

Bを 投 与 した.物 質A,物 質Bは 細 胞質 カル シウム濃度 を変 える こ とな くSPCに よ る収縮 を濃 度依 存

性 に抑 制 した.そ の抑制 の程 度 は,EPAの 抑 制効 果 に匹敵 す る もので あった.物 質Aお よび物 質Bの

立 体構 造 を検討 してみ る と,一 部EPAと の類 似性 が認 め られた.物 質Aお よび物質Bに は,安 定 し

た供給 が得 られ る とい う利 点 が あ るの で,将 来,EPAに 代 わ り,血 管病 の予 防 ・治療 薬 として使 用で

きる可 能性 が あ る.

O-12. 血 管 平 滑 筋 収 縮 を抑 制 す るエ イ コ サ ペ ン タ エ ン酸 の 作 用 機 序

山口大学医学部 医学科器 官制御医科学分子細胞生理学

春木 貴 史, 久本 仁 美, 郭 鳳玲, 三 輪 さお り, 徐 丹, 加 治屋勝 子,

川道 穂津 美, 岸 博 子, 小林 誠

正常 な血 管 緊張 を制御 してい る血 管平 滑筋 の カル シ ウム依存性 収 縮 に対 して,Rhoキ ナ ーゼ を介 す

るカ ル シウム非 依存 性収縮 は,血 管 攣縮 な どの血 管緊 張異 常 の本 態 で ある と考 え られ てい る.我 々 は,

ス フ ィンゴ シルポ スホ リル コ リン(SPC)が,Srcフ ァ ミ リーチ ロ シンキ ナー ゼの活性 化 を介 して,Rho

キナ ーゼ を活性 化 す る事 によっ て血 管平 滑筋 のCa2+非 依 存性 収 縮 を引 き起 こす事 を見 出 した.さ ら

に,エ イ コサペ ンタエ ン酸(EPA)が,Srcフ ァ ミ リーチ ロ シ ンキナー ゼ を抑制 す る事 に よっ て,SPC/

Rhoキ ナ ーゼ に よるカル シウム非依 存性 収縮 を抑 制 す る事 を見 出 した.今 回 の研 究 で は,EPAの 血管

平 滑筋 収縮 に対 す る作用 を詳細 に検 討 す るた めに,SPCの み な らず,U46619(ト ロ ンボ キサ ン受 容体

ア ゴニス ト)お よび高K脱 分極 が 引 き起 こす収 縮 と細胞 質 カル シ ウム濃 度([Ca2+]i)変 化 に対 す る

EPAの 作 用 を比較 検討 した.ブ タ冠状 動脈 平滑 筋条 片 に フラ2を 負荷 し,張 力 と[Ca2+]iを 同時 測定

した.SPCは[Ca2+]iを 増加 させ る こ とな く血 管平 滑筋 を収縮 させた が,EPAは,[Ca2+]iに は影響

を与 える事 な く,SPCに よ る収 縮 を抑 制 した.こ れ に対 して,EPAは,高K脱 分極 が 引 き起 こす

[Ca2+]i増 加 と収縮 には無 効 で あった.ま た,EPAは,U46619が 引 き起 こす[Ca2+]i上 昇 と収縮 の両

方 と もほぼ完全 に抑制 したが,低 濃 度(<30μM)のEPAで は,[Ca2+]iは 抑 制 され ず に張力 の み抑

制 され る傾 向 を示 した.こ れ らの結 果 よ り,EPAはRhoキ ナ ーゼ を介す るカル シウ ム非 依存 性収 縮 を

抑 制 す るのみ な らず,[Ca2+]i増 加 を抑制 す る事 に よって,カ ル シウム依 存性収 縮 も抑制 す る事 が解 っ

た.EPAに よる[Ca2+]i低 下作 用 は,電 位 依存 性 カル シ ウムチ ャネル で はな く,受 容体 活性 型 カル シ

ウム チ ャネル の抑制 によ る もの と考 え られ た.
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O-13. 血 管 平 滑 筋 の カ ル シ ウ ム非 依 存 性 収 縮 に お け るFynチ ロシ ンキ ナ ー ゼ の 重 要 性

山口大学医学部医学科器官制御医科学分子細胞生理学

郭 鳳玲, 川 道穂 津美, 岸 博 子, 苗 俊 英, 三輪 さお り, 徐 丹,

加治 屋勝子, 小林 誠

血 管平 滑 筋 のカ ル シウム 非依 存性 収 縮 の主 要 な シ グナル 分子 としてRhoキ ナー ゼ,プ ロテ イ ンキ

ナー ゼCが 注 目されて い る.我 々 は,プ ロテ イ ンキナー ゼC系 とは独 立 して,Rhoキ ナー ゼ を活 性化

して血管 平 滑筋 の カル シウム非依 存性 収縮 を引 き起 こす分 子 として,ス フ ィンゴ シル ポス ホ リル コ リ

ン(SPC)を 同定 した.さ らに,SPCが,Srcフ ァ ミリー チ ロシ ンキナ ーゼ(Src-TK)の 活 性化 を介

して,Rhoキ ナ ーゼ を活 性化 す る事 を見 出 したが,Src-TKの 中で も,ど のチ ロ シンキナ ーゼ分 子 が

関与 して い るかは不 明な ま まで あ る.本 研 究 で は,血 管 平滑筋 のカル シウム非依 存性収 縮 に関与 して

い るチロ シ ンキナー ゼ分子 を同定 す る こ とを 目的 とした.血 管平 滑筋 におい て,SPCは,カ ル シ ウム

非依 存性 収 縮,Src-TKとRhoキ ナーゼ の活性 化,お よびp60蛋 白の チ ロシ ン リン酸化 を引 き起 こ し

た が,Src-TK阻 害 薬(PP1, PP2)は,こ れ らのSPCに よる全 ての反応 を抑制 した.SPCは,Src-

TKの 中 で もFynを 細胞 質 か ら細胞 膜 へ移動 させたが,c-Srcは 移動 させ なか った.SPCは,ヒ ト冠

動脈 平 滑筋 の培養 細胞 を著 明 に収 縮 させ たが,RNA干 渉(siRNA)に よ ってFynを ノ ックダ ウ ンさ

せ た培養 細胞 では,SPCに よ る収縮 が抑 制 され た.RNA干 渉作 用 の無 い コン トロールsiRNAを 作 用

させ て も,SPCに よ る細胞 収縮 には影響 が なか った.β エ スシ ンに よるス キ ン ド血 管平 滑筋 に おい て,

constitutively active Fynは,カ ル シウム非 依存 性収縮 を引 き起 こした.以 上 の結果 か ら,Fynチ ロ

シ ンキナ ーゼ は,SPCに よ るRhoキ ナ ーゼ を介 した カル シ ウム非依 存 性収 縮 におい て重 要 な役 割 を

果 た して い る と考 え られた.

O-14. prazosin処 置 に よ る ラ ッ ト血 管 の α1-ア ドレナ リ ン受 容 体 サ ブ タ イ プ の ス イ ッチ

ング

福井大学医学部生命情報医科学薬理学

村松 郁延, 鈴 木 史子, 山本 はつ み, 田 中 高 志, 森島 繁

prazosinな ど α1-ア ドレナ リン受容体 遮 断薬 が長期 間服 用 され る と,prazosinの 効果 が次 第 に減弱

す る,い わ ゆ る トレラ ンスが 観察 され る.こ の機 序 を明 らか にす るた め,ラ ッ トに2週 間prazosinを

投与 し,α1-ア ドレナ リン受 容体 の変 動 の有 無 を検討 した.摘 出 した ラ ッ ト尾動脈 のphenylephrille反

応 は,prazosin2週 間投与 によ りsupersensitivityを 惹起 した.対 照 ラ ッ トのphenylephrine反 応 は,主

に α1A-ア ドレナ リン受容体 を介 して惹起 され ていた が,prazosin処 置 に よ りsupersensitiveと な った

反応 は主 に α1B-ア ドレナ リン受容体 を介 して いた.同 様 な変化 は,経 壁 電気 刺激 に よる交感神 経 性反

応 で も観 察 され た.組 織 片結 合実験 で α1-ア ドレナ リン受 容体 サ ブ タ イプの変動 を調べ た ところ,対 照

ラ ッ トの尾 動脈 で は α1A-アドレナ リ ン受容 体 が 主 に存在 した の に対 し,prazosin処 置 で は α1B-ア ド

レナ リン受容 体 が有意 に増加 し,α1A-ア ドレナ リン受容 体 は減少 してい た.し か し,mRNAレ ベ ル で

は,α1ア ドレナ リン受容体 サ ブ タイ プ間 に変 動 を認 めなか った.以 上の結 果 よ り,prazosinを 長 期投

与 す る と α1-アドレナ リン受 容体 反応 がsupersensitiveに な るこ と,こ のsupersensitivityに は α1-ア

ドレナ リン受容体 のサ ブ タイ プ レベ ルで の スイ ッチ ングが関与 して い るこ とが示 唆 された.
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O-15. 高 コ レス テ ロ。 ル 負 荷 マ ウ ス に お け る腸 間 膜 動 脈 の 血 管 反 応 性 の 検 討

星薬大医薬研機能形態

宮 森 清人, 松本 貴 之, 小林 恒雄, 鎌 田 勝雄

糖尿 病 や高脂 血症 は種 々 の合併 症 を誘 発 す るが,合 併症 は血 管障 害,中 で も内皮 細胞 の機能 障害 か

ら始 まる.内 皮 細胞 機能 障害 は酸 化LDLやsuperoxide anionな ど種 々 の因子 が 関与 して い る と報 告

され て い るが,ま だ詳細 な機 序 は分か っ てい ない.本 研 究 で は,高 脂 血症 モ デル にお いて血 管 の状 態

をsuperoxide anionに 焦点 を当 てて検 討 した.(目 的)今 回我 々 は,コ レステ ロール含有 特殊 エ サ負

荷 マ ウ スの腸 間膜動 脈 にお け る血 管反応 性 につ いて検 討 を行 った.(方 法)実 験 にはICR系 雄性 マ ウ

ス に,コ レステ ロール2%,コ ー ル酸0.5%含 有 した特 殊 エサ の12週 負荷 に よ り高 コレス テロー ル負

荷 マ ウ ス(HC)を 作 成 し,同 週 齢 のICR系 雄性 マ ウス をcontrol動 物 として用 い た.腸 間膜 動脈 はマ

ウ スを潟血 後摘 出 し,顕 微 鏡下 で結合 組織 を剥 離 した後,長 さ2mmの リング標本 と した.標 本 は95%

O2+5%CO2の 混合 ガ ス を通 気 し37℃ に保温 したKrebs-Henseleit Solution中 に懸 垂 し,0.5gの 静

止 張力 を か けて 等 尺性 に反応 を記 録 した.(結 果,考 察)高 コ レ ス テ ロー ル 負 荷 マ ウ ス に お い て

phenylephrine (PE)に よる収 縮反 応 の増強 が観 察 された.こ の増 強 は フ リー ラジカルscavengerで

あ るtempolで 改 善 され,NO合 成 阻 害薬 に よる収縮 反応 は減 弱 して いた.HPLC法 に よ りplasma中

のNOxを 測定 した と ころ,NOx及 びNO3/NO2の 増 加 が確認 された.今 回の研究 によ り高 コレス テ

ロー ル負荷 マ ウス の腸 間膜 動 脈 にお いて はsuperoxide anionsが 増 加 し,NO系 に障害 を与 え,結 果 と

してPE収 縮 を増強 させ て い る可能 性 が示唆 された.

O-16. ア セ チ ル コ リン は 内皮 細 胞 のK+お よ びCl-電 流 を 同時 に 活 性 化 す る

名古屋市立大学看護学部生理1,名 古屋市立大学大学院医学研究科細胞機能制御学2

山本 喜通1,2, 鈴 木 光2

血管 内皮 細胞 はアセ チル コ リン(ACh)に よ り過分 極反 応 を示す が,こ の現 象 に関与 す る電流 系 を

解 明 す るた め膜 電位 固定 実験 を行 った.モ ルモ ッ ト腸 間膜 動脈 か ら内皮細 胞 層 を剥離 し,内 腔膜 面 を

上 に して 固定灌 流 し,こ れ にパ ッチ電極 に よるperforated whole-cell clampを 適 用 した.標 本 には

互 い にギ ャ ップ結合 で電 気的 に連絡 した多 くの 内皮細 胞 が含 まれ るた め,先 端 直径100μmほ どの ガ

ラス ピペ ッ トを押 しつ け る ことに よって 円周 状 に細胞 を破 壊 し,中 央 に生 き残 った少数 の細 胞群 を実

験 対象 とした.ス ペ ー ス クラ ンプの状況 は近 接 す る別 の細 胞 に2本 目のパ ッチ電極 を適 用 し,電 流 固

定 下 で膜 電 位 を観察 す る こ とで確認 した.こ の標 本 で の内皮細 胞静 止膜 電位 はOmVに 近 か った ので,

保 持 電 位 はOmVと し,5秒 お きに膜 電位 を-100～+100mVの ラ ンプ状 に 変 化 させ(持 続 は500

ms),各 時 点で流 れ る電流 のI-V関 係 を観 察 した.AChはOmVで 外 向 き電流 を惹 起 し,そ の逆 転電

位 は-50mV付 近 にあ り,計 算 上 のK+平 衡電 位(EK)と は一致 しなか った.AChで 活 性化 され る電

流 の 逆 転 電 位 はDIDSでCl-電 流 を抑 制 し て お く とEK方 向 に変 化 し,charybdotoxin and/or

 apaminに よってK+電 流 を抑 制 して お くとOmV方 向 に変化 した.こ れ らの ことか ら,AChは 血 管 内

皮細 胞 のK+お よびCl-電 流 を同時 に活性 化す る ことが 示 され た.
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O-17. 閉経 モ デ ル ラ ッ トに お け る内 皮 由来 弛 緩 因 子 群 の 変 化 とそ の 分 子 機 構

北海道大学大学院医学研究科循環器病態内科学1,札 幌医科大学医学部薬理学2,国 立長寿医療 セン

ター研究所 ラジオアイソ トープ管理室3,北 海道大学大学院医学研究科細胞薬理学4

縄 手 聡1, 深尾 充 宏2, 滝川 修3, 三 輪 聡一4

【目的 】血管 弛緩 反応 に は,NO, PGI2, EDHFの3種 類 の 内皮 由来弛緩 因子 が重 要 な役 割 を果 た し

て い る.閉 経 後女性 にお ける冠動脈 疾 患の増 加 はエ ス トロゲ ンの抗 動脈硬 化作 用が 減少 す るた め と考

え られて い る.最 近,エ ス トロゲ ンの抗 動脈 硬化 作用機 序 として,脂 質代 謝改 善作 用以外 の血 管 弛緩

反応 への 関与 が注 目されて い る.本 研 究で は,ラ ッ ト閉経 モ デル の腸 間膜 動脈 を使 用 し,こ れ ら弛緩

因子 の変 化 につ いて検討 した.【 方法 】40週 齢 の雌性Wistarラ ッ トを偽手 術群(CON),卵 巣 摘 出群

(OVX),卵 巣 摘 出+エ ス トロゲ ン補充 群(OVX+E2)の3群 に分 け,4週 後 に腸 間膜動 脈 を摘 出 し,

内皮依 存 性弛 緩反応 お よび膜 電位 を測 定 した.さ らに,eNOS, eNOS活 性調 節蛋 白で あ るcaveolin-

1・calmodulin・hsp90お よびEDHF関 連 蛋 白で あ るconnexin-43の 発 現 レベ ル をWesternプ ロ ッ ト

によ り解 析 した.【 結果 】totalの 内皮 由来弛緩 反応 は3群 間で差 を認 めず,ま た,COX阻 害剤 で 影響

を受 けなか った.EDHFに よ る弛緩 反応 及 び過分極 反応 はOVX群 で減弱 す る と ともに,EDHF関 連

蛋 白connexin-43も 低下 した.逆 に,NO由 来 弛緩 反応 はOVX群 で増 強 した.eNOSレ ベル は3群 間

で差 を認 めなか ったが,そ の活 性抑制 因子 で あ るcaveolin-1が 低 下 した.こ れ らの変 化 はOVX+E2

群 で は回復 した.【 結論 】卵 巣摘 出 に よ り,ラ ッ ト腸 間膜動 脈 にお け る内皮 由来弛緩 反応 は全体 として

変化 しなか った.し か し,内 皮 由来反 応 を個々 に解析 す る と,EDHF反 応 は低 下 し,NO反 応 は増 加 し

て いた.EDHF反 応 の低 下 はconnexin-43の 発 現低 下 に,一 方,NO反 応 の増強 はeNOS抑 制 因子 で

あるcaveolin-1の 発現 低下 によ る と考 え られ た.

O-18. ヒ ト食 道 ・胃 に お け るGABAB 受 容 体 局 在 につ い て の 検 討

長崎大学大学院医歯薬学総合研究科病態解析制御学移植 ・消化器外科1,長 崎大学大学院医歯薬学

総合研究科病態解析制御学医学薬理2

虎 島 泰洋1, 上 園 保 仁2, 円城 寺 昭人1, 兼松 隆 之1, 谷 山紘太郎2

【背景 】最 近,逆 流性 食道 炎 の患者 に対 し,γ-amino butyric acid (GABA)B受 容 体 ア ゴニ ス ト

baclofenに よる下部 食道 括約 筋弛 緩 の抑制効 果 を利 用 した治療 法 が注 目 され て い る.GABAB受 容体

はGABABR1, GABABR2と い うサ ブユ ニ ッ トがヘ テ ロニ量体 を形 成 す る ことに よ り機 能的受 容 体 を

構成 す る.更 にR1に はR1a～gの7種 類 の サ ブタイ プが存在 す るこ とが知 られ て い る.【 目的 】 ヒ ト

消化 管 に お けるGABAB受 容 体 の局在 につ い て は,大 腸 を用 いた我 々 の報 告 の みで(JPS 94:211

 (2004)),食 道 ・胃 にお ける局 在 につ いて は報 告が ない.今 回,我 々 は食 道 ・胃にお け るGABAB受 容

体局 在 に つい て検 討 を行 った.【 方法 】 当院 にて行 われ た 胃癌 ・食 道癌 手術 症例 の切除標 本 か ら,上 部

食道,下 部食 道,胃 噴 門部,胃 体 部 の非 癌部 を切 離,そ れ ぞれ の組織 よtotal RNAを 抽 出 した.各

GABAB受 容 体 サ ブタイ プ を特 異的 に増幅 す るプライ マー を用 いてReverse transcription-polymer-

ase chain reaction (RT-PCR)法 を行 い,増 幅産 物 の電気 泳動 を行 った.ま た,得 られた結 果 を ヒ

ト脳 で の発 現 と比 較 した.【 結 果】上 部食 道,下 部食 道,胃 噴 門部,胃 体部 におい て,機 能 的GABAB

受 容体 を構 成 す るR1a, 1b並 び にR2の 発現 を認 めた.ま た,R1サ ブタイ プ は,1d以 外 の1a,1b,1c,

1e,1f,1gの 発 現 を認 めた.こ の発現様 式 は大腸 で得 られた結 果 と同一 で あ った が,ヒ ト脳 組織 で の 発

現 とは異 な る もの であ った.【 結論 】 胃,食 道 に は機能 的GABAB受 容体 を構成 す るサ ブユニ ッ トが

発現 して いた.R1サ ブ タイ プの局在 が 消化管 組織 と脳 で違 っ てい る こ とか ら,消 化管 特 異的 に発現 し

てい るR1サ ブユ ニ ッ トが中枢 とは違 った作 用 を担 って い る可能 性 が考 え られ た.
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O-19. 糖 尿 病 性 胃 運 動 障 害 に お け るエ ン ドセ リン受 容 体 の 役 割

名古屋市立大学大学院医学研究科臨床機能 内科学

加藤 岳 史, 今 枝 憲郎

【目的】糖 尿病 モ デル ラ ッ トを用 い て胃 自動運 動 に対 す るET-1の 効 果 とETレ セ プター の関 係 を

検 討 した.【 方 法 】SDラ ッ トにStreptozotocin (STZ)を 腹 腔 内投 与 し糖 尿 病 モ デル ラ ッ ト(STZ

群)を 作製 し,同 週 齢 のSDラ ッ トを コン トロール(C)群 とした.等 尺性張 力測 定法 で 胃前庭部 輪走

平滑 筋切 片 の 自動 運動 を測 定 した.ETB受 容体 へ の作 用 は選 択 的作動 薬 のsarafotoxin S6c (S6c)を

用 い,ETA受 容体 へ の作用 は選択 的ETB受 容体 拮抗 薬 であ るBQ788の 存在 下 にET-1を 投 与 し,そ

れ ぞれ の効 果 を比 較検 討 した.【 結果 】C群 で はS6c(10nM)は 筋 緊張 度,頻 度,振 幅す べて有 意 に

亢進 したが,STZ群 で は筋 緊張度 のみが亢 進 し,頻 度 と振幅 は亢 進 しな かった.BQ788(1mM)の 存

在下,ET-1(10nM)を 投 与 した と ころ,C群(n=5)の 筋 緊張 度(前019±0.03g; BQ788 1.01±

0.14g, P<0.05)は 有意 に亢 進 したが,振 幅(前056±0.05g; BQ788 0.38±0.04g,P<0.05)は 減 弱 し

た.し か し頻 度 は変化 しなか った.STZ群(n=5)は 筋 緊張度(前013±0.02g;BQ788 0.74±0.07g,

p<0.05),振 幅(前0.33±0.03g;BQ7880.82±0.08g,p<0.05)が 亢進 した が頻度 は変 化 しなか った.

【結語 】ET-1は コ ン トロー ル ラ ッ トにお いてETB受 容体 を介 して 自動運 動 の頻度 を亢 進 し,ETA受

容 体 を介 して緊張度 を亢 進 した.し か し糖 尿病 モ デル ラ ッ トで はS6cは 頻 度 を亢進 しなか った.ETB

受容体 を介 した反応 経路 の 障害 が糖尿 病性 胃運 動障害 の原 因 に なって い る と考 え られ た.

O-20. Growth hormone releasing peptide-2(GHRP-2)の 消 化 管 運 動 及 び 食 事 摂 取 量

に対 す る効 果

東北大学医学部生体調節外科

藤 克 昌, 柴 田 近, 舟 山 祐 士, 福 島 浩平, 高 橋 賢一, 西 條 文 人,

長 尾 宗紀, 羽根 田 祥, 渡辺 和宏, 神 山 篤史, 佐 々木 巌

Growth hormane secretagogue (GHS)の 生理 的 リガ ン ドで あるグ レ リン は,消 化管 運動 を亢 進 さ

せ,食 事 摂 取量 を増加 させ る こ とが報 告 されて い る.し か し,犬 にお いて,グ レ リンの消化 管運 動 に

対 す る効 果 は まだ明 らか になっ ては いな い.ま た,GHSの 合 成 リガ ン ドであ る,GHRP-2の 消化 管運

動 に対 す る効 果 も明 らか に なっ てい ない.今 回我 々 は,グ レ リン及 びGHRP-2の 消化管 運動 に対 す る

効 果,GHRP-2の 食事摂 取 量 に対 す る効果 を検 討 した.<方 法>雑 種成 犬 の,胃 体部 ・前庭 部 ・十 二指

腸 ・空腸 にstrain gauge force transducerを 縫着 し,2週 間 の回復期 間 をお いた後,意 識下 で消 化管

運 動 の測 定 を行 った.空 腹期 のphaseIに,グ レ リン10μg/kg, GHRP-20.5,2,5μg/kg,生 食 コ ン ト

ロール をbolusで,食 事投 与90分 後 にグ レ リ ン40μg/kg, GHRP-20.5,2,5,10μg/kg,生 食 コ ン ト

ロール をbolusで 静 注 し,消 化 管運 動 に対 す る効果 を検 討 した.食 事 摂 取量 の評価 は,食 事 投 与直 前 に

GHRP-2を0.5,2,5μg/kg,生 食 をbolusに て静 注 した後,固 形食 を投 与 し,そ の後2時 間 の食事 摂取

量 を計測 した.ま た,固 形 食投 与2時 間後 に,GHRP-2を0.5,2,5μg/kg,生 食 をbolusで 静 注 した後

2時 間 の,固 形 食追 加摂 取量 を計 測 した.<結 果>空 腹期phaseIに グ レ リン,GHRP/2を 投与 して も,

消化 管運 動亢 進効 果 は認 め られな か った.グ レ リンは食 後期 消化 管運 動 に影 響 しなか ったが,GHRP-

2は 数分 間 の食 後 期上部 消化 管運 動抑 制効 果 を示 した.GHRP-2の 食 前 投与 は,容 量依存 的 に食 事摂

取量 を増加 させ たが,GHRP-2の 食事 投与2時 間後 の投与 は,食 事 量 を変 化 させ なか った.<結 論>

GHRP-2は 食事 摂取 量 を増加 させ,食 後期 消化 管運 動 を抑 制 した.一 方,グ レ リン は犬 の消 化管 運動

に対 して効 果 を示 さなか った.
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O-21. 胃 排 出能 検 査 と して の13C呼 気 試 験 標 準 法 の有 用 性 の 検 討

―Tmax実 測 値 と排 出 速 度 曲 線 の2峰 化 に つ い て ―

川崎医科大学内科学食道胃腸科1,川 崎医科大学検査診断学2

楠 裕 明1, 春 間 賢1, 畠 二 郎2, 鎌 田 智有1

【背景 】わ れわ れ数施 設 は,平 滑 筋学 会 ワー ク シ ョップ 案 と して液 体試験 食 を用 いた 胃排出能 標準 検

査法 を発 表 した.こ れ には18ポ イ ン ト4時 間 法 と10ポ イ ン ト90分 法 が あ るが,90分 法 はTmax実

測値 の み をパ ラメー タ としてい る.し か し,Tmax実 測値 は世界 的 に認知 されたパ ラ メー タで はな く,

有用性 の十分 な検 討が され てい ない.ま た,わ れわ れ は以 前 よ り体 外式超 音 波(US)法 を用 い て,消

化管 運動 機能 を評価 して きた.【 目的 】 目的 は,Tmax実 測値 の表 す意 味 と排 出速 度 曲線 の2峰 化 の

原因 の解 明 を試 み るこ とで あ る.【 対 象】健 常 人4例,排 出遅延dyspepsia患 者2例(平 均年 齢31.3

歳)を 対 象 とした.【 方法】 早朝 空腹期 に13C acetate Na塩100mgを 混 じた ラコール200ml(200

kcal)を 経 口投 与 し,標 準 案4時 間法 の18ポ イ ン トで呼 気 を採 取 し,Tmax実 測値 を含 むパ ラ メー タ

を算 出 した.US法 は前 庭部横 断面積 を呼気 試験 と同 じポイ ン トで 測定 し,排 出 曲線 を算 出 した.ま た,

前庭部 運 動 を可能 な限 り詳細 に観 察 した.【 結果 】健 常人 と排 出遅延 患者 のパ ラメー タは,呼 気 試験 と

US法 と も排 出遅 延例 で延長 した.呼 気試験 のTmax実 測値時 には健常 人 で は約50%,排 出遅 延例 で

は約25%の 試 験食 が排 出 され ていた.排 出速 度 が一 定で ない例 で はTmax実 測値 と他 の パ ラ メー タ

に乖 離が 見 られた.ま た,投 与直後 にラ コール は十二 指腸 に達 し,一 時 的 に前庭部 運動 が停止 す る現

象が確 認 された.【 結語 】Tmax実 測値 は,試 験 食投 与投与 直 後 の不 安定 な排 出動態 を示 す期 間 と安

定 した排 出 を示す期 間 の一部 を含 んだ 時間 を表 す.Tmax実 測値 は簡 便 な排 出能評価 パ ラ メー タ とし

て有 用で あるが,排 出速 度 が著 明 に変 化す る特 異 な症 例 で は,こ れの みで の評価 は困難 と思 われ た.排

出速度 曲線 の2峰 化 は一 時的 な前庭 部収 縮 の停 止が 関与 して い る可 能性 が考 え られた.

O-22. 簡 易 飲 水 試 験 法 を用 い たfunctional dyspepsia患 者 の 病 態 診 断 の 有 用 性 につ い て

東京慈恵会医科大学外科

中田 浩二, 川崎 成郎, 仲 吉 朋 子, 羽 生 信義, 柏 木 秀幸, 矢永 勝彦

近年,Functional dyspepsia (FD)の 病態 の一 つ として内臓知 覚 過敏 が注 目 され てい るが,本 邦 で

はFD患 者 の内臓 知覚検 査 の報 告 はわず かで あ る.内 臓 知覚 検査 法 として は,バ ロス タ ッ ト法,粘 膜 電

気 刺激 法,drink testな どが行 わ れて お り,そ の中 で もdrink testは 簡便,非 侵襲 的 な検 査法 と して

期 待 され る.欧 米 で行 われ てい るdrink testの 方法 はmaximum satietyま で飲 み続 けるた め,患 者

の身体 的心 理 的負担 も大 き く日常診 療 の場 に適 用 し うる簡便 な検 査 法 としての普及 は難 しい と考 え ら

れ る.そ こで飲 水上 限量 を設定 した飲 水 試験 を考 案 しその有 用性 につい て検 討 した.「 方法 」健 常 人被

験 者54名 とFD患 者22名 に対 し飲水 試験(体 重[kg]×10[ml]の 水 を5分 間 か けて均 等 な速 度 で

飲 水)を 行 い,出 現 した腹 部症 状 の強 さ と持続 時 間 をス コア化 し(ス コア0… 症状 な しor軽 度症 状

〔30分以 内〕,ス コア1… 軽度 症状 〔30分以 上 〕or中 等度 症状 〔30分以 内〕,ス コア2… 中等度 症

状 〔30分以 上〕or強 度症 状or全 量飲 水 不可)比 較 検 討 した.「 結 果 」飲水 試験 で ス コア1以 上 の患 者

の割 合は健 常人 被験 者37%,FD患 者77%(p<0.05)とFD患 者群 におい て有意 に高頻 度 であ った.「結

語 」飲水 試 験 は容量 負荷 に対 す る消 化器 症状 の有 無 と程 度 を調 べ る方法 で 胃適 応弛緩,胃 排 出能,内

臓 知覚,飲 水 した水 の消化 管 内分布 な どに影 響 され る と考 えられ る.飲 水 試験 は簡便,非 侵襲 的,安

価 に行 え,日 常診療 へ の導入 も容 易で あ る こ とか ら,FD患 者 の新 たな病 態診 断法 として有 用 で あ る.
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O-23.迷 走神経 ・下部食道括約筋 ・幽門括約筋温存胃亜全摘術兼J型 空腸嚢間置術後

 QOL に対するクエン酸モサプリドの有用性

日本歯科大学歯学部外科学1,日 本大学医学部外科学小児外科2,日 本大学医学部救急医学3

富 田 涼 一,池 田 太郎2,五 十嵐 誠悟2,丹 正 勝 久3,越 永 従 道2

【目的】早 期 胃癌 にお け る括 約筋 温存術 式 で ある迷走 神経 ・下部 食道 括約 筋 ・幽門 輪温存 胃亜 全摘 兼

有 茎J型 空 腸嚢 間置術 後 で は,食 後 腹部膨 満 感 を訴 え る症例 が 多い.そ こで消化 管 運動改 善剤 で あ る

クエ ン酸 モ サ プ リ ドの 本術 式 施 行 前後 で そ の有 用性 を QOL か ら検 討 した.【 対 象 と方 法 】 M 癌 で

 NO 症例 に対 して行 われ た迷走 神経 ・下部食 道括 約筋 ・幽門括 約筋 温存 胃亜 全摘術 兼J型 空 腸 間置術 後

症例( D 1,根 治度 A )12例(男 性9例,女 性3例,44～70歳,平 均58.1歳)で あ る.モ サ プ リ ド15

 mg /日(1か 月連 続経 口投与)投 与前( A 群),投 与後( B 群),投 与 中止後1か 月 目( C 群)の 臨床 症

状 を比 較検 討 した.【 成績 】食 欲;A群 はB群 よ り有 意 に低下 し( p <0.05), C 群 は B 群 よ り低 下傾 向

を示 した( p <0.1).1回 あた りの食 事摂 取量; A 群 は B 群 よ り, C 群 は B 群 よ り有意 に少 な か った(そ

れぞ れ, p <0.01, p <0.05).食 後腹 部膨満 感; A 群 は B 群 よ り, C 群 は B 群 よ り有意 に多 く認 め た(そ

れぞ れ, p <0.001, p <0.01).逆 流 性食道 炎症 状 と早期 ダ ン ピング症候 群; A, B, C群 の全例 に認 め な

か った.【 結論 】迷走 神経 ・下部 食 道括約 筋 ・幽門 輪温存 胃亜全摘 兼有 茎 J 型空腸 嚢 間置術 後 で は,腹

部膨 満感 を訴 え,経 口摂取 が制 限 され る症例 を認 めた.し か し,モ サ プ リ ドを服 用 す る こ とで腹部 膨

満感 は消失 し QOL の改善 を認 めた.

0-24.難 治性胃食道逆流症( GERD )に 対する噴門スコアの検討

明舞中央病院内科1,鐘 紡記念病院和漢診療科2,山 本 クリニック3,近 畿大学東洋医学研究所4

高屋 豊1・4,新澤 敦2,二 宮 裕 幸2,山 本 篤3,森 山 健三4,田 原 英一・4,

新谷 卓 弘4

目的:噴 門 を内視 鏡的 に観察 し,そ の噴 門の弛 緩 の程度 をス コア化 し,胃 食 道逆 流症( GERD )と の

関連 を検 討 した.緒 言:第21回 和 漢医 薬学 会大会 で難 治性 GERD に東洋 医学 的 な氣 の失 調が 深 く関

わ ってお り,特 に氣逆 お よび氣 虚 と GSRS スケ ール の酸逆 流 スケー ル との相 関性 を明 らか に し, GSRS

 スケ ール上,改 善 して い る症例 中の過半 数 に未 だ氣虚 が改 善 して いな い こ とを報 告 した.氣 虚病 態 で

は高率 に内臓下 垂 を伴 う こ とが知 られ てお り,胃 下 垂 が ある と噴 門 のHis角 が 鈍化 し,こ の結 果,逆

流 防止機 構 が障 害 され る こ とによ り GERD が難 治化 す るこ とが推 察 され た.こ れ を証 明す るべ く噴 門

の弛緩状 態 をス コア化 し, GSRS ス ケール,寺 澤 の氣 の ス コア との対 比 を行 った.対 象 と方法:プ ロ

トンポ ンプ阻害 剤( PPI )で コン トロール良好 で, H2 受容 体拮 抗 剤( H2RA )で コン トロール不 良 な

難 治性 GERD を対 象 として,臭 化 ブ チル ス コポラ ミン20 mg 筋注 後,内 視鏡 的 にJタ ー ンで噴 門 を観

察 し,噴 門 の弛 緩程度 をス コア化 した.噴 門 ス コア は,0:胃 粘膜 が 内視 鏡 に絡 みつ いてお り,噴 門部

と内視 鏡 との 隙間 は全 く無 い,1:噴 門部 にわず か に隙間 が認 め られ る,2:噴 門部 は開大 して い るが,

その 口側 は しっか り閉 じて い る,3:噴 門部 は開大 し,そ の 口側 の食 道 を十分 に観 察 で きる,4:明 ら

かな食 道裂 孔ヘ ルニ アが認 め られ る,に 分類 し検 討 した.結 果:難 治性 GERD 40例 で は,噴 門 ス コア

1が2.5%(1例),2が17.5%(7例)'3が45.0%(18例)'4が35.0%(14例)で あ った. GSRS スケ ー

ル の酸逆 流 ス ケール は3.21±1.48,氣 虚 ス コア(30点 以上 が陽性)52.8±17.8と 高値 であ った.考 察:

難 治性 GERD におい て は食 道裂 孔 ヘ ルニ ア を明 らか に伴 わ ない噴 門 ス コ アの2と3の 総 和 が高 率 で

あ り,機 能 的 で はな く器 質 的 な噴 門異 常が GERD を難 治 に してい る事が 示唆 され た.今 後 は噴 門 ス コ

ア と臨床 症状 の関連 を確認 す る目的 で これ らの ス コア との相 関性 を GERD 患 者全 般 を対 象 に探 索 す

る予定 で あ る.
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O-25. DMD 患者の胃電図周波数の摂食前後における統計処理による検討

国立病院機構 あきた病院1,秋 田大学工学資源学部2

猪又 八郎1,大 石 洋平2,井 上 浩2,小 林 顕1

【目的】一 般 に筋 ジス トロ フ ィー症 で は消化 器 運動 機 能障 害 が主 要 合併 症 の1つ として指摘 され て

い る.今 回デ ュ シェ ンヌ型 筋 ジス トロ フ ィー( DMD )患者 を対 象 に して 胃腸部 位 の 胃電 図観 察 を試 み,

平 滑筋組 織 の電 気活動 の性状 につ いて,周 波数 の経 時変 化 に焦点 をお き,摂 食 負荷前 後 の周 波数 変動

を測 定 し,統 計処 理 に よ り比較検 討 を行 った.【 対 象 と方法 】 DMD 患 者 の胃電 図 を,ニ プ ロ胃電 計 EG

 を用 いて4電 極 法 に よる電極 配置 で計 測 した.被 験 者 は DMD 患者6名(25.7±6.1歳)で あ る.計 測

開始 か ら30分 か ら60分 後 に固形(半 流動 食)を 摂 食 させ,さ らに60分 か ら90分 にわた り計 測 を続

けた.計 測 した 胃電 図 は1区 間250秒 毎 に分 け,10秒 ず つず らして フー リエ解析 し,各 区間の うち最

も振 幅が 最 大 の周 波数( Fmax )と 経 過時 間 の推 移(ド ミナ ン トグラ フ)を 求 めた.そ して, Fmax が摂

食前 と後 で 発生 した割 合 を表 した発生 頻度 分布(ヒ ス トグ ラム)を 求 め,最 も頻 度 の高 い周 波数 を Fmaj 

と定 めた.【 結果 】時 間 ―周 波数 解析 の結 果,ド ミナ ン トグラ フに よる と, DMD 患者 は健常 者 に比べ

て,胃 電 図周波 数が 時間経 過 とと もに激 し く変 動 す る こ とが示 され,健 常 者 よ りも0.03 Hz 以 下 の異常

な周 波数 が 多 く発 生 して いた.ヒ ス トグ ラムで み る と,健 常者 は Fmaj の頻 度が大 き く,分 散 が小 さい

の に対 して, DMD 患 者 は Fmaj の頻 度 が小 さ く, Fmaj 以外 の周波 数 との差 が小 さい,分 散 が大 きい,と

い う相違 が み られた.ま た,健 常者 は摂食 後 に ヒス トグ ラムの分散 が大 き くな る傾 向が あ るが, DMD

 患者 は摂 食 前か らヒス トグ ラムの分散 が大 きい.摂 食前後 にお け る Fmaj は健 常 者 で は0.004 Hz 以 内

で変 化 す るが, DMD 患者 は Fmaj の変 化 が大 きか った.た だ し,健 常者 を対 象 とした摂 食前後 の ドミ

ナ ン トグ ラフお よび ヒス トグ ラムの特 徴 につ いて は第44回 日本生体 医工 学大 会(2005)で 報 告 した.

0-26.ア クチン結合 タンパク質のアクチンー トロポ ミオシン結合部位由来ペプチ ドがス

キン ド平滑筋弛緩に与える影響

東京医科大学医学部生理学第一1,東 京医科大学医学部脳神経外科学2,九 州大学大学院医学研究院

臨床薬理3

渡 辺 賢1,吉 野 恭 正1,橋 本 亮1,2,森 本 幸 生3

最近,ア クチ ン ・トロ ポ ミオ シ ン結 合 タ ンパ ク質(カ ルデ スモ ンな ど)は,平 滑筋 の収 縮過 程 よ り

も弛緩 過 程 を変調 す る ことが明 らか にな って きた(例 え ば Albrecht ら,1997).そ こで,ア ク チ ンー

トロポ ミオ シ ンに作 用 して平 滑筋収 縮 を変調 す るこ とが知 られ る,横 紋筋 トロポニ ン I 抑 制領域(心 筋

型:領 域136-147)由 来 ペ プチ ド( Tnlp; Ac-GKFKRPTLRRVR-NH2 )と ヒ ト熱 シ ョックタ ンパ ク

質20ア クチ ン ・トロ ポ ミオ シ ン結 合領域(領 域110-121)由 来 ペ プチ ド( HSP20p; Ac-GFVAREF

IIRRYR )が,ス キ ン ド平 滑筋 弛緩 過程 に与 える影響 を検 討 した.昨 年 の 本総 会 で報 告 した よう に, 

TnIp は Ca2+除 去 に よって惹 起 され る弛緩 時 に その初 期相 を短縮 す る一 方 で,続 く緩 徐相 を延 長 し

た.解 離 しつ つあ る クロス ブ リッジの一部 が ラ ッチ ブ リ ッジ に移 行 す る と仮定 す る と, TnIp は ク ロス

ブ リッジ解 離 を促進 す る と同時 に,早 い クロ スブ リッジか らラ ッチブ リッジへの移 行 も促 進 す る こ と

が 考え られ る.一 方, HSP20p は弛緩過 程 の全経 過 を延長 した. HSP20p は,ク ロ スブ リッジ解離 延

長 とラ ッチ ブ リッジ移行 に働 くこ とが示 唆 され た.
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O-27.  Heat shock protein 20由 来ペプチ ドの平滑筋収縮 タンパク質活性変調効果の構

造活性相関

東京医科大学医学部生理学第一1,九 州大学大学院医学研究院臨床薬理2

吉野 恭 正1,渡 辺 賢1,森 本 幸生2

 Heatshockprotein 20 ( HSP 20)は ア クチ ン結 合能 を持 ち,そ の ア クチ ン結 合部位(残 基110-121

 GFVAREFHRRYR )は トロポニ ン I 抑制領 域(心 筋;残 基136-147 GKFKRPTLRRVR )と 相 同性

が 高 い.我 々 は この アクチ ン結合 部位 由来 の合成 ペ プチ ド( HSP 20p110-121)が モル モ ッ ト盲腸紐 平 滑

筋 ス キ ン ド標 本 において, Ca2+ 活性 化最大 収縮 を抑 制 す る一 方 で,収 縮 の Ca2+ 感 受性 を増 強 す る こ と

を見 いだ した(第45回 日本平 滑筋 学会総 会 で発表).昨 年 の本会 で は この HSP 20pの ス キ ン ド平滑 筋

に対 す る二相 性効 果 の メカニ ズム は, HSP 20pが ミオ シ ン軽 鎖 リン酸 化 を促 進 す る一 方 で,ク ロス ブ

リッジに直 接的 に働 きアクチ ンー ミオ シ ン相互 作 用 を抑 制 す る ことに因 る こ とを発表 した.今 回我 々

は この HSP 20pの 二相 性効 果 の構 造 活性 相 関 を調 べ る 目的 で, HSP 20pの12個 の ア ミノ酸 残 基 を1

残基 毎 に グ リシ ンに置 換 した11個 の HSP 20pア ナ ログ( F 111 G, V 112 G, A 113 G, R 114 G, E 115 G,

 F 116 G, H 117 G, R 118 G, R 119 G, Y 120 G, R 121 G )を 合成 し, Ca2+活 性 化収縮 に対 す る各 アナ ログ の効

果 を検討 した.結 果 は R 114 G, H 117 G, R 118 G, R 119 G, Y 120 G の5種 類 の アナ ログ は Ca2+感 受性 に

関与 しなか った が,そ の他 の アナ ロ グは Ca2+感 受性 の増 強効 果 を示 した.

0-28. MYH 9異 常を伴わない May / Hegglin 異常症の病態機構の検討

北里大学医学部血液内科学1,杏 林大学医学部解剖学第22,マ サチューセ ッツ大学医学部生理学3

宮崎 浩 二1,渡 辺 真理子1,片 山 卓爾1,川 上 速 人2,池 辺 光 男3,東 原 正 明1

昨年 われ われ は本学 会総 会 にて, May-Hegglin 異 常症 の病態 分子 機構 を解 析 し報告 した.非 筋 ミオ

シ ン重鎖 MYH 9の 尾部 の異 常 が ミオ シン フィラ メ ン トの可溶 化 を妨 げ る こ とによ り,本 疾 患 に特 異

的 な細胞 質 封入体 を形 成 し,巨 核 球 の血小 板産 生 に も影 響 を及 ぼす こ とが推 測 され た.今 回 は, MYH 9

分子 に変 異 を認 め ない ものの 臨床 的 には典型 的 な May-Hegglin 異 常症 の症 例 の病 態 につ い て検 討 し

た.本 症 例 の末梢 血塗 沫標 本 で は,白 血 球 に典型 的 な細 胞 質内封 入体 お よび 巨大血 小板 を認 めた.ま

た,そ の封 入体 は血小 板 ミオ シン抗 体 で染 まるため非 筋 ミオ シ ンか らな るこ とが分 か った.し か しな

が ら電子 顕微 鏡 で は典 型 的 な縦 方 向 に走 る線 維状 の構 造物 は認 め られず粗 面小 胞体 の重 な った もの で

あった.本 症 例 末梢血 単核 球 か ら DNA を抽 出 し MYH 9の 全 エ キ ソ ンお よび イ ン トロ ン との境界 領

域 の塩基 配 列 を調べ た ところ異常 は認 め られ なか った.20- kDa ミオ シ ン軽 鎖 につ い て も検 索 した が

正 常配列 で あ った.本 症例 の原因 として ミオ シ ンフィ ラメ ン トに関係 す る蛋 白質 や MYH 9異 常 を伴

わ な い May-Hegglin 異 常症 に異 常 がみ られ た との報告 の あった フィ ンブ リンにつ い て も検 索 中 で あ

る.ミ オ シ ンの先天 異常症 を研 究 す る こ とは ミオ シン分子 の生体 内で の役割 を解 明す る上 にお いて 重

要 で あ る と考 え られ る.
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O-29.胃 平 滑 筋 の Na+ - Ca2+ exchange 機 構 と NCX isoform 発 現 の特 徴

昭和大学保健医療学部生理学1,島 根大学医学部環境生理学2,福 岡大学医学部薬理学3

坂井 泰1,橋 本 道男1,岩 本 隆宏1

【目的 】 Na+ - Ca2+ exchanger ( NCX )は 形 質膜 に存 在 し,細 胞 内外 の Na+濃 度 勾配 を利 用 して細

胞 内 Ca2+を 細 胞外 へ排 出す る機構 で あ る.今 回,胃 底 部平 滑筋 弛緩機 構 に着 目 し,胃 底 部平 滑筋 と胃

幽門 部平 滑筋 にお け る NCX isoform の 発現 と Ca2+調 節 機構 につ いて検 討 した.【 方法 】:モ ル モ ッ

ト胃 を摘 出後,底 部 お よび幽 門洞部 を分 離 し,粘 膜剥 離後 平滑筋 条 片 の等尺性 収縮 を記録 す る とと も

に,ウ エ ス タ ンブ'ロテイ ング法 に よ り NCX 1, NCX 2の 発 現部位 の特 徴 を観察 した.胃 底 部 か らは形

質膜 を分 離 し, 45Ca2+に よる トレーサ ー実験 に よ り検 討 した.【 成 績 】: K+除 去液 交換 後,胃 底 部 で は

徐 々 に収縮 が発 生 した が,幽 門洞部 で は殆 どこの収 縮 は観察 され な か った. Ouabain (10μ M )を 作 用

させ る と,胃 底 部 で は徐 々 に収 縮が 発生 したが,幽 門 洞部 で は一 過 性の収 縮が 惹起 され その後 弛緩 に

転 じた. NCX 1は 幽門洞部 お よび 胃底 部 に発 現 したが, NCX 2は 胃底 部 の 発現 量 が有意 に多 か った.

 NCX の発 現量 と Na+ - Ca2+ exchange 機 構 の関係 を明 らか にす るため,胃 底 部 か ら分 離 した形 質膜 を

用 い た.分 離膜 の電 子顕微 鏡像 は小胞 状 で あ り,5'-nucleotidase 活性 お よび ATP-dependent Ca2+

 uptake. 活性 が最 も高 か った. Na+負 荷形 質膜 の Na+依 存 性 Ca2+ uptake は Ca2+濃 度依存 性(10

μ M ～500μ M )で あ り,こ の uptake は Na+イ オ ノ フォア であ るモ ネ ンシ ンで完 全 に阻害 され た.形

質膜 小胞 か らの Ca2+放 出 は外液 Na+に よ り促 進 され たが,こ の放 出 はカ チオ ンイオ ノ フォア であ る

グ ラ ミシ ジ ン に よ り有 意 に 阻 害 さ れ た.【 結 論】:胃 底 部 に はNCX2が 多 く発 現 し, Na+ - Ca2+

 exchange 機 構 によ り細 胞 内 Ca2+が 過 剰 に増加 しな い よ うに胃底 部 の弛 緩維 持 に関与 してい る と推

察 した.

0-30.炎 症性サイ トカインによるCPI-17発 現抑制を介 した消化管平滑筋運動機能障害

東京大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理。学

大濱 剛,堀 正敏,尾 崎 博

【背景 と 目的 】我 々 は,炎 症性 腸炎 疾患 発症 時 に認 め られ る消 化 管運 動機 能 障害 の分子機 構 の一 つ

として, IL -1β によ る脱 リン酸 化酵 素 阻 害蛋 白質 CPI -17の 発 現量 低 下 を介 した収縮 蛋 白系 の Ca 感

受性 増加 機構 の抑 制 が重要 で あ るこ とを,回 腸筋 組織 培養 法 に よる illvitro の系 で提 唱 した( J . Biol.

 Chem. 2003,278).本 研究 で は'腸 炎 モ デル動物 にお いて も CPI -17の 減 少 が認 め られ るか検証 す る と

と もに,炎 症 性 サイ トカ イ ンに よ る CPI -17の 発現 抑 制機 構 に つい て解析 した.【 成績 】 TNBS 誘 発

回腸 炎モ デ ル ラ ッ トにお いて,筋 層炎 症部 の CPI -17発 現 量 は減少 し,カ ルバ コール( CCh )刺 激 に よ

る収縮 も減弱 した.こ の とき,筋 層部 での TNFα , IL -1β お よび IL -6の 発現 量 は上 昇 して いた.し か

し, TNFα お よび IL -1β 処 置 を した ラ ッ ト回腸筋 組織培 養標 本 にお いて のみ, CPI -17発 現量 の減 少

と CCh 収 縮 の抑 制が認 め られ た. TNFα 欠損 マ ウスか ら摘 出 した回腸筋 組織 培養標 本 で は, IL -1β に

よ る CPI -17の 減少 と収 縮張力 の抑 制 は消失 した.一 方, IL -1α/β 欠損 マ ウスか ら摘 出 した 回腸 筋 組

織培 養標 本 で は, TNFα によ る CPI -17の 減 少 と収縮 抑制 は消失 しなか った.さ らに, TNBS 誘 発腸

炎モ デル にお いて も, TNFα 欠損 マ ウ スで は炎症 に よる CPI -17発 現量 低下 は消 失 したが, IL -1α/β

欠損 マ ウ スで は発現 量が低 下 した.【 結論 】 CPI -17は in vivo の回腸 炎 モデル にお いて も消化 管 運 動

機能 障害 機 構 の重要 な因子 と考 え られた.ま た,炎 症 時 の CPI -17発 現量 低下 には, TNFα が必 須 で

あ り, IL -1β は TNFα の下流 に位置 して消化 管運 動機 能 障害 に関与 して い る ことが示 唆 され た
.謝

辞: IL -1α/β欠 損 マ ウスを ご提供 頂 い た東大 医科 学研 究所,岩 倉 洋一 郎教 授 に感 謝致 します.
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O-31. TNBS 誘発腸炎モデルにおける筋層部炎症応答 と運動機能障害

東京大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理学

清末 正晴,堀 正敏,尾 崎 博

【背景 と目的 】炎症 性腸 疾 患 にお ける消化 管運動 機能 障害 機構 を明 らか にす るには,消 化 管筋 層部 で

の炎症 応答 を解 析 す る ことが 重要 で あ る.本 研究 は, TNBS 誘発 結腸 炎 モデル ラ ッ トを用 い て,腸 炎

に伴 う消化 管 筋層 部 炎症 応答 と消 化 管運 動 機 能 障害 との関 係 に つ いて 解 明 す る こ と を 目的 とした.

【結果 】 TNBS 投 与2日 後 におい て,粘 膜上 皮 は脱落 し,多 数 の炎症性 細胞 の浸 潤 が粘膜 と筋 層 に認 め

られ た. TNBS 投与7日,14日 と次第 に炎 症像 は軽減 した. TNBS 投与2日 目で は,粘 膜 と筋 層 の両

者 で顕 著 な MPO 活性 の上昇 が認 め られた が,筋 層 部 で の MPO 活 性 は粘 膜 部 のお よそ1/10で あ っ

た. MPO 活 性 は その後 急速 に減 弱 した が, TNBS 投与14日 目で も有 意 に増加 していた. TNBS 投与

2日 目に は,各 種 炎症性 サ イ トカイ ンの mRNA 発 現 は,粘 膜部 と同様 に筋層 部 にお いて も顕 著 に増加

してい た.し か し,こ れ らの mRNA 発 現 は TNBS 投与 後7日 目で は元 の レベ ル まで低下 した.一 方, 

TNBS 投与2日 目か らカルバ コール収 縮 は顕 著 に抑制 され,こ の抑制 は TNBS 投与14日 目で も全 く

回復 しなか った.こ れ に対 して,平 滑筋 の 自発性 収縮頻 度 は TNBS 投 与2日 目で は消失 して いた が,

14日 目で は ほぼ完全 に回復 した. TNBS 投 与2日 目,7日 目で は, ckit 陽 性の ICC のネ ッ トワー ク も

崩壊 して いたが, TNBS 投 与14日 目で はネ ッ トワー クの 回復 が認 め られ た.【 考察 】 TNBS 誘 発 腸

炎 におい て粘膜 部 に匹敵 す る炎 症応 答 が筋層部 に存 在 す る こ とが明 らか とな った.炎 症性 メデ ィエー

ター の発 現 は病 態初期 で の み上 昇 して いた.筋 原 性の収 縮能 と ICC 依 存性 の 自動能 の障害 は,こ の炎

症 性 メデ ィエ ー ターの発 現 に対 応 して生 じたが,自 動能 は炎 症性 メデ ィエー ター の消失 と ともに回復

す るの に対 して,筋 原性 の障 害 は炎症性 メデ ィエー ター の消失 した後 も長 期 にわ た り回復 しな い こ と

が明 らか に なった.

0-32.過 敏性腸症候群における CRH 拮抗薬の大腸知覚 ・運動機能への効果

東北大学病院心療内科1,東 北大学病院総合診療部2,東 北大学 医学部行動 医学3

相 模 泰宏1,本 郷 道夫2,福 土 審3

〔背景 〕 Corticotropin-releasing hormone ( CRH )の 末梢 投与 で大腸 運 動機 能 は亢 進 す る.ま た

 CRH 投与 に よ る大 腸機 能 の変 化 は健 常人 よ りも IBS 患者 にて 有意 に亢進 す る.〔 目的〕過 敏性 腸 症

候群( IBS )で, CRH 拮抗 薬 α- helical CRH の末 梢投与 が 大腸運 動 ・知覚 機能 に与 える影 響 を検討 す

る.〔 対 象 〕20～30代 の健 常 人10名, IBS 10名.〔 方法 〕バ'ロス タ ッ トバ ッグ と大 腸 内圧 測 定 用 カ

テー テル を下行 ～S状 結腸 に挿 入,直 腸 に粘 膜電 気刺 激用 カ テー テル を留置 し,そ の後安 静臥 床 とし安

静期'電 気刺 激 期( electrical stimulation : ES ),回 復 期で の motility index ( MI ),バ ツグ容量 に よ

る大腸 tone,自 覚 症状 の変化, ACTH, cortisol の血 中濃 度 を CRH 拮抗 薬 α- helical CRH 非 投与 時,

投 与時(α- helical CRH ;10μ g/ kg d. i. v.)で 比 較検 討 した.バ ロス タ ッ トバ ッグ は圧 感覚 閾値 の測

定 時以 外 は10 mmHg で加 圧 した.〔 結果 〕1) IBS にお いて,薬 物 非 投与 時 の ES で MI は健 常 人 に

比 べ 有意 に亢進 した が CRH 拮抗 薬 投与 時 は有 意 差 は認 め られ ず.2)健 常 人 で は CRH 拮 抗 薬 投 与

後 にバ ッグ容量 が 有意 に増 加 したが IBS で は有意 な増 加 は認 め られ なか った.3) IBS で ES で の腹

痛,不 安感 の強度 が CRH 拮抗 薬投 与後 に有 意 に改善 した.4) ACTH, cortisol は両 群 で有意 な変 化

をしめ さなか った.〔 結 論〕 CRH 拮 抗薬 α- helical CRH の末梢 投与 は, HPAaxis へ影響 を及 ぼさ な

い投与 量 で IBS の大腸 電気 刺激 時 の機 能変 化 お よび随伴 症状 を抑 制 した.
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P-1.雌 性 ラッ トの腹部大動脈狭窄による心肥大形成に対する卵巣摘出の影響

東北大学大学院薬学研究科薬理学

阿部 智大,福 永 浩司

［目的］ 心疾 患 の罹 患率 には性差 が ある こ とが知 られて お り,男性 よ りも女性 の ほ うが心疾 患 の罹 患

率 が低 い.し か し,女 性 で も更 年期 に差 し掛 か る と心疾 患 の罹患 率が 増加 し始 め,や が て男 性 との性

差 は消 失 す る.こ れ らの こ とか ら,心 疾 患 に対 し女 性 ホル モ ンが保 護 的 に働 いてい る と考 え られて い

る.本 研 究 で は,心 肥 大形 成 に対 す る女性 ホルモ ンの影 響 を明 らか にす る.［ 方法 ］実験 には Wistar

 系 の雌性 ラ ッ トを用 い,6週 齢 で卵巣 を摘 出 し8週 齢 で腹 部大 動脈 を狭 窄 させ,12週 齢 で心臓 を摘 出

し,心 重 量 と心肥 大誘 導 の関わ る カル シウム シ グナル系 について調 べ た.ま た,心 臓 を摘 出す る直前

に心 機能 を測 定 した.偽 手術 群 と卵巣 摘 出 し腹 部大 動脈狭 窄 を行 な ってい ない群 を コ ン トロール と し

た.［ 結 果 と考察 ］心臓 に圧 負荷 をか けた ラ ッ トで は心重 量 と共 に活 性型 カル シウム/カ ルモ デ ュ リン

依存性 プ ロテイ ンキ ナーゼ IIδ( CaMKIIδ )の 量 が有意 に増 加 した.卵 巣 摘 出の みで は心 重量 の増 加

は認 め られ なか ったが,卵 巣 摘 出後 に圧 負荷 をか けた ラ ッ トでは圧 負荷 をか けた群 と同様 に有 意 な心

重量 の増加 と,活 性型 CaMKIIδ 量 の増加 が認 め られ た.し か し,圧 負荷 をか けた群 と比較 して心機 能

の低下 や拡 張末 期圧 の上 昇が認 め られ た.さ らに,卵 巣 摘 出後 に圧 負荷 をか けた ラ ッ トにお いて は心

重 量 と CaMKIIδ の発現 量 及 び活 性 型 CaMKIIδ 量 の間 に有意 な相 関性 が見 られ た.以 上 の結 果 は

 CaMKIIδ が 心肥 大形成 の素 過程 に関与 す る とい う これ まで の報 告 と一 致 して いる.今 後 は,心 肥 大 か

らの心不 全 へ の移行 に どの よ うな カル シ ウム シグナル が関与 す るの か を明 らか にす る.さ らに,カ ル

シ ウム シグナル の異 常 を抑 制 して心肥 大 と心 不全 の発症 を防 ぐ創薬 を 目指 し研究 を進 めて行 く
.

P-2.酸 性 pH によるラッ ト冠動脈の環流圧の増加のメカニズム

東北大学大学院薬学研究科分子生物薬学1,弘 前大学医学部薬理学2

洞井 康1,古 川 賢一2,岩 田 慎吾1,ロ ー ラ デ ィ リー プ ・クマ ール1,山 国 徹1,

大泉 康1

［目的］冠 動脈 は低 酸素状 態 に よって起 こる心臓 病 に深 く関わ っ てい る.酸 素 の供給 が不 充分 にな る

と,血 液 が 酸性 化 して心臓,血 管 な どの循 環器 に障害 が起 きる.そ こで,ラ ンゲ ン ドル フ心 臓標 本 を

用 い て環 流 液 の pH の変 化が 冠動脈 に与 え る影響 を検 討 した.ま た,そ の分子機 構 を解明 す るた め,チ

ロシ ン リン酸化 の関与 につい て検 討 した.［ 方 法］ ラ ッ トか ら心臓 を摘 出後,ガ ラス カニ ュー レを胸部

大動脈 に挿入 して ラ ンゲ ン ドル フ装置 に装 着 した. Krebs-Ringer 液 を一定 の流速 で環流 し,そ の環流

圧 を圧 トラ ンス ジ ューサ ー を用 いて測 定 を行 な った.チ ロシ ン リン酸化 は,ウ ェス タ ンブロ ッ ト法 に

よ り検 討 した.［ 結 果］ 環流 液 の pH をアル カ リ性 にす る と, Wistar-Kyoto ラ ッ ト( WKY )は
,自 然

発症高 血 圧 ラ ッ ト( SHR )と 同様 に環 流圧 が増加 した.一 方,環 流 液 の pH を酸 性 にす る と,環 流圧

が増加 したが, SHR の それ は WKY に比 べ よ り顕著 に認 め られた.酸 性 pH に よ る環流 圧 の増 加 は,

 verapami1, cromakalim お よび adenosine に よ り抑制 された. WKY に N-nitro-L / arginine を投 与

して 血圧 を上昇 させ る と,酸 性 pH に よ る環流 圧 の増加 は著 し く増強 され た. SHR の摘 出胸 部 大動 脈

にお いて も同様 に酸 性 pH に よ り顕著 な収縮 反 応が 認 め られ,そ の反応 は PI 3キ ナ ーゼ阻 害薬 で抑 制

された.ま た, PI 3キ ナー ゼ は酸性 pH に よ り,チ ロシ ン リン酸 化が促 進 され た
.［考 察 ・結 論 ］以 上

の結 果 か ら,ラ ッ ト冠動脈 にお ける酸性 pH に よる収縮 は,電 位依 存性 Ca チ ャ ンネル を介 した Ca 流

入 に よ り起 きる こ と,ま た,そ の収縮 に は PI 3キ ナ ーゼ の リン酸 化 が関与 してい る こ とが 明 らか と

な った.
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P-3.ラ ッ ト胸部大動脈平滑筋におけるエンゴサク由来成分 stylopine の弛緩作用

東北大学大学院薬学研究科分子生物薬学

内田 圭祐,斉 藤 真也,田 中 正志,李 玉山,大 泉 康

エ ン ゴサ ク Corydalis Tuber は,古 来 よ り鎮 痛 ・鎮痙 胃腸 薬,消 化 器潰瘍 治療 薬 として常用 され て

きた.エ ン ゴサ クはベ ルベ リン骨格 を有 す るアル カ ロイ ドを数多 く持 つ ことが報 告 され てい るが,そ

れ らの薬理 作 用 につい て はまだ知 られ てい ない ことが 多い.そ こで本 研究 で は,ラ ッ ト胸 部大 動脈 平

滑筋標 本 を用 い てエ ンゴサ クの成 分 の1つ で あ る stylopine の薬 理作 用 の解 析 を行 った.平 滑筋 標 本

を用 いた 張力測 定 にお いて, stylopine は norepinephrine 及 び高濃 度 K+ 液誘 発 性収 縮 を濃 度依 存 的

に弛緩 させ たが, norepinephrine 誘発 性収 縮 に対 して よ り顕著 な弛緩 作 用 を示 した.ま た, Ca2+蛍 光

指示薬 fura -2を 負荷 した標 本 で細胞 内 Ca2+動 態 を測定 した 結果, stylopine に よる弛緩 作用 は細胞 内

 Ca2+濃 度 の減 少 を伴 って お り, norepinephrine に よ り上 昇 した細胞 内 Ca2+濃 度 を よ り顕著 に減 少 さ

せ た.こ の傾 向 は, forskolin に よる弛 緩作 用 と類 似 して いた.そ こで,細 胞 内 cAMP 含 量 の変化 につ

いて検 討 したが, stylopine で刺 激 した標 本 は対 照 標 本 と比 較 して cAMP 含 量 の増 加 は認 め られ な

か った.ま た, PKA の関与 を検討 す るた め に,抗 phospho-PKA substrate 抗体 を用 いて Western

 blotting を行 った結果, stylopine 単独 で刺 激 した標 本 で は, PKA の基質 とな りうるタ ンパ ク質 の リン

酸化 の亢 進 はわずか しか認 め られ なか ったが, forskolin と併 用 して刺激 した標本 で は,リ ン酸化 の亢

進 が認 め られ た.以 上 の結 果か ら, stylopine はラ ッ ト胸 部大 動脈 におい て弛緩 作用 を持 ち,そ の作 用

は PKA 活 性の上 昇 に よ り引 き起 こされ てい る ものの, cAMP 含 量 の増加 によ る作 用で はな い こ とが

示 唆 された.

P-4.ヒ ト胎盤および大網血管の収縮調節機構の比較

東北大学医学部周産期医学

今井 紀昭,斉 藤みの里,菅 原 準一,木 村 芳孝,岡 村 州博

胎 盤血 管 は神経 支配 を受 けてい ないた め,胎 盤循 環調 節 に は内因性 の血管 作動 性物 質が 大 きな役 割

を担 ってい る と考 え られ てい る.そ こで ヒ ト胎 盤 の絨毛膜 板 内小 動脈 を用 い て血管作 動性 物質 に対 す

る反応 を検 討 し,さ らに体 血管 で あ る大 網小 動脈 の反応 と比 較 した.正 期 産 で合併症 のない妊 婦 の胎

盤(12例)と 卵巣 癌 患者 よ り切 除 した大 網(4例)か ら内皮細 胞 の付着 した血管標 本 を作製 し, wire

 myograph ( DMT, Denmark )を 用 い て norepinephrine ( NE ), arginine vasopressin ( AVP ),

 U 46619( thromboxiane A 2 mimetic )に対 す る用量 反応 曲線 を描 出 した.ま た U 46619収 縮 に対 す る

 acetylcholine ( ACh ), bradykinin( BK ), histamine( His )の 弛緩 反応 を検 討 した.さ らにNO合

成 酵素 阻害 薬( L-NAME )存 在 下 にお け る BK と His の弛緩 反応 につい て も検討 した.胎 盤 血 管 の

最 大収 縮 は U 46619> AVP> NE の順 だ った. ACh に よる U 46619収 縮 の弛緩 反応 は両 血 管 で ほ とん

ど見 られ なか った. BK に よ り体 網血 管 で91%,胎 盤 血管 で29%の 弛緩 反応 が見 られた. L-NAME

 前処置 に よ り大網 血管 の弛緩 反 応 は影 響 を受 けなか った が,胎 盤 血管 の反応 は3%ま で 抑制 され た.

 His に よ り大 網血 管 は80%の 弛 緩反 応 が得 られ た が,胎 盤 血管 で は弛緩 反応 は見 られ な かった. L-

NAME 前 処 置 は大網血 管 の反応 に影 響 しな か ったが,胎 盤 血管 で は弱 い収縮 反応 が見 られ た.こ の収

縮 は H1 受容 体 阻害薬( chlorpheniramine )に よ り抑制 された.今 回 の研究 で は,胎 盤小 動脈 にお け

る BK の弛 緩反 応 が は じめて確認 され,こ の弛緩反 応 で は NO を介 した経 路が 大網 血管 と比 べ よ り重

要 で ある と考 え られ た.ま た,胎 盤 小動 脈 にお け る His の反応 に は,大 網血 管 で はみ られ な い H1 受容

体 を介 した収 縮 反応 が認 め られた.以 上 の結 果 か ら,胎 盤小 動脈 の収 縮調 節機構 は体血 管 とは異 な る

ことが示 唆 され,こ れ を解 析 す る こ とは胎児 胎盤 循環調 節 を解 明す る上 で重 要で あ る と考 え られた.
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P-5.ラ ッ ト大動脈平滑筋細胞 に対する EDG 受容体活性化薬の効果 と EDG 受容体の発

現変化

名古屋市立大学大学院薬学研究科細胞分子薬効解析学

田中 良一,大 矢 進,村 木 克彦,今 泉 祐治

【目的 】脂 質 メ デ ィエ ー ターで あ る ス フ ィン ゴ シ ン1リ ン 酸( SIP )や リ ゾ フ ォス ファチ ジ ン酸

( LPA )は, endothelial differentiation gene ( EDG )受 容体 を介 し血 管平 滑筋( VSM )に お いて細

胞増 殖,細 胞 遊走 作用 な どを示 す こ とが報 告 され てい る. VSM に は数種 の EDG 受容 体 が発現 し,こ

れ らの受 容体 の活 性化 が その生理 機能 の調整 に関与 す る と考 え られ るが,い まだ不 明 な点 が 多 い.そ
こで ラ ッ ト大動 脈 平滑 筋細 胞( ASMC )を 用 いて, SIP お よび LPA の細 胞 内 Ca 濃 度([ Ca2+ ]i)に

対 す る効 果及 び ASMC に発 現 す る EDG 受 容体 につ い て検 討 した.【 方 法】 Wistar 雄 性 ラ ッ トか ら

大動脈 を摘 出 し,酵 素法 に よ り平滑筋 細胞( ASMC )を 得 て'細 胞 培養 を行 った .こ の細胞 を用 い脂

質 メデ ィエ ーター に よる[ Ca2+ ]i変 化及 び, RT-PCR 法 によ り EDG 受容 体 の発現 を検討 した.ま た
タブ シガル ギ ンに よ り細胞 内 Ca ス トア を枯 渇 させ た ときに活性 化 され る容量 性 Ca 流 入( SOC )に

対 す る脂 質 メデ ィエ ーター の効 果 につ い て検 討 した.【 結 果】 ウ シ胎 児 血 清( FCS )存 在 下 に おい て

細 胞培 養 を行 った ところ, ASMC にお ける SIP 誘 発[ Ca2+ ]i上 昇効 果 は,摘 出直 後 に比 べ培 養 す る こ

とによ り増 加 した.ま た反 応細 胞数 も有 意 に増 加 した .一 方LPA誘 発 の[ Ca2+ ]i上 昇効 果及 び LPA

 に反応 を示 す細 胞数 は細胞 培養 に よ り変 化 しな か った. RT-PCR 法 に よ り SIP 受 容体 で あ る EDG -

1,-3,-5の 細 胞 培養 に伴 う発現 変化 につ い て検 討 した ところ, EDG -1及 び EDG -5の 発 現 は変化 しな

か っ たが, EDG -3の 発現 が細 胞培 養時 間の増 加 に伴 い有意 に増加 した.ま た ASMC にお いて観 察 さ

れ た SOC を介 した[ Ca2+ ]i上 昇 は SIP の投与 に よ り抑 制 された .さ らに SIP や LPA はラ ッ ト大動

脈 の リング標 本 にお いて'収 縮作 用 を示 さなか った .【考 察】以 上 の こ とか ら脂質 メ デ ィエ ータ ーで あ

る SIP や LPA は ASMC に対 して 多様 な効 果 を示 す と考 え られ る.ま た そ の受 容 体 と考 え られ る

 EDG の一部 は,血 管 平滑 筋 の形質 変化 に よ り発現 変化 す る可能性 が 高 い.

P-6.ノ ルア ドレナ リンの気管平滑筋弛緩作用に2種 類の β1-アドレナ リン受容体が関与

する可能性 について

東邦大学薬学部薬理学

田中 芳夫,堀 之内孝広,小 池 勝夫

【目 的 】 気 道 平 滑 筋 に は,β2-ア ドレ ナ リ ン受 容 体(β2- AR )が 高 密 度 に 発 現 し て お り,そ の 緊 張 性 制

御 に 重 要 な役 割 を果 た し て い る.し か し,内 因 性 カ テ コ ラ ミ ン( noradrenalille , NA; adrenaline,

 AD ),特 に, NA の 弛 緩 作 用 に 関 与 す る β- AR の サ ブ タ イ プ に 関 して は 'い ま だ に不 明 の 点 が 多 い.本

研 究 で は,各 種 β- AR 拮 抗 薬 を用 い て, NA の 弛 緩 作 用 に関 与 す る β- AR サ ブ タ イ プ の 薬 理 学 的 同 定

を行 っ た.【 方 法 】 雌 雄 モ ル モ ッ トの摘 出 気 管 標 本 を histamine に て 収 縮 さ せ, NA の 濃 度 反 応 曲線 に

対 す る 各 種 β- AR 拮 抗 薬[ propranolol: β1/β2非 選 択 的 拮 抗 薬; bupranolol: β1/β2/β3拮 抗 薬;

 atellolol, CGP -20,712 A: β1選 択 的 拮 抗 薬; butoxamine , ICI -118,551:β2選 択 的 拮 抗 薬]の 影 響 を 解

析 し た.【 結 果 】(1)α 一受 容 体 拮 抗 薬 ・取 り 込 み 阻 害 薬 非 存 在 下 に お い て は, propranolol・ bu

prallolol・ butoxamine・ ICI -118,551の NA に 対 す る pA2 値(そ れ ぞ れ,7.5,7.6,4.8,6.4)は, salbutamol 

に 対 す る 値(そ れ ぞ れ,8.7,8.9,6.9,8.8)よ り も有 意 に小 さ な 値 を 示 し,10- PA2 の 比 は,20～300で あ つ

た.(2)α-受 容 体 拮 抗 薬( phentolamine )存 在 下 に お い て は, ICI -118 ,551の PA2 値(6.9)は,

 phelltolamine 非 存 在 下 で 算 出 さ れ た 値 よ り も3倍 大 き な値 とな っ た.(3) Phelltolamine, 取 り込 み

阻 害 薬( desipramine, deoxycorticosterone )存 在 下 に お い て は, ICI -118,551の PA2 値 は,取 り込 み

阻 害 薬 非 存 在 下 に お い て 算 出 され た 値 と一 致 し た .一 方, propranolol・ atellolol は, NA の 濃 度 反 応

曲線 を2相 性 に 抑 制 し,そ れ ぞ れ,8.6と8.3( propranolol ),7.0と6.5( atenolol )付 近 の2つ の PA2

 値 を持 ち合 わ せ る こ とが 示 さ れ た.【 考 察 】 NA の 気 管 平 滑 筋 弛 緩 作 用 に は,β- AR 拮 抗 薬 に 高 親和 性

な ら び に 低 親 和 性 を 有 す る2種 類 の β1- AR( β1 AR( high ),β, AR( low) )が 関 与す る こ と が 示 され た .
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P-7.ヒ ト膀胱平滑筋におけるムスカ リン受容体サブタイプの役割:正 常膀胱 と過活動膀

胱 との比較

猫協医科大学泌尿器科

山西 友典,水 野 智弥,中 西 公司,阿 部 英行,釜 井 隆男

【目的】 ヒ ト膀 胱平 滑筋 には M2 ム スカ リン受容 体が 多 く分布 してい るが,そ の収縮 は主 にM,受 容

体 が関 与 して い る と報告 され てい る.し か し実験 的 に脊 髄 を損傷 した り,骨 盤神 経 を切除 した ラ ッ ト

で は, M2 の up-regulation が お こ り,そ の収縮 は M2 が主 に関与 した もので あった とも報 告 され てい

る.今 回 ヒ ト膀 胱体 部 の平滑筋 収縮 にお けるム スカ リン受容 体 のサ ブ タイプ の役割 につ き,正 常膀 胱

と過活 動膀 胱 とで比 較検 討 した.【 方法 】下 部尿 路 症状 を認 め ない症 例 にお け る膀 胱全 摘 出術 時(正

常 膀胱),ま た は神経 因性 膀胱 で膀 胱拡大 術 あ るい は前 立腺肥 大症 で前 立腺 被膜 下摘 出術 を行 った症 例

の うち過活 動膀 胱症 状 を有 し,尿 流動 態検査 で排 尿筋 過活 動が認 め られ た症例( DO )に お け る膀胱 平

滑筋切 片 を摘 出 した.組 織切 片 か ら粘膜,漿 膜 を摘 除 し, Krebs 液5 ml の入 った organ bath に吊 る

し,1 g の静 止 時張力 で1時 間 固定 した後, carbachol ( CA )の 濃度一 収 縮 曲線( CRC )を 作 成 した.

次 に種 々 の ムス カ リン受容体 拮抗 薬(4- DAMP, methoctramine, pirenzepine, tolterodine, propiver

ine, oxybutynin, trospium) の親 和性( pA2 値)を 測 定 した.【 結果 】正 常膀 胱 にお け るム スカ リン拮

抗薬 は, CA の CRC を競合 的 に拮 抗 し,そ の親 和性 は, M3 受容体 に一 致 した.過 活動 膀胱 症例 にお

い て もムス カ リ ン拮抗薬 の親 和性 は変 わ らな か った.【 結 論】 ヒ ト膀胱 平滑筋 にお ける収縮 は,正 常膀

胱,過 活 動膀 胱 ともに,主 に M3 受容 体 が関与 してい る と考 え られた.

P-8.ヒ ト膀胱平滑筋における電位依存性L型 Ca2+電 流に及ぼす頻尿治療薬塩酸フラボ

キサー トの効果

九州大学大学院医学研究院泌尿器科学1,九 州大学大学院医学研究院生体情報薬理学2,九 州大学大学

院医学研究院病理病態学3

友 田 稔 久1,2,寺 本 憲 功2,相 島真奈 美1,2,高 野 徳 昭1,中 野 敏 明3,米 満 吉和3,

居石 克 夫3,関 成人1,内 藤 誠二1,伊 東 祐之2

【目的】 塩酸 フラボ キサ ー ト(以 下 フ ラボキサ ー ト)は これ まで頻 尿治 療薬 として広 く泌尿 器科 領域

で用 い られ て きた.そ の作 用機序 として フ ラボキサ ー トは主 に中枢 神経 の排 尿 中枢 に作 用 し排尿 機 序

を制御 す る と考 え られ て きた.し か し一方 で フ ラボキサ ー トは,排 尿平 滑筋 その もの に効 果 を及 ぼ し

弛緩作 用 を引 き起 こす とい う報 告 もあ るが,未 だ その詳細 な弛緩機 序 や標 的 とな るイオ ンチ ャネル 等

に関す る報 告 は ほ とん どな い.そ こで我 々 は ヒ ト膀 胱 平滑 筋L型Ca2+チ ャネル に対 す る フ ラ ボキ

サ ー トの効 果 に つい て検 討 した.【 方 法】 ヒ ト膀 胱平 滑 筋 を用 い た等 尺張 力測 定 法 とL型 Ca2+電 流

に対 す る効 果 をパ ッチ クラ ンプ法 を適用 して観 察 した.【 結 果 】高 濃度 カ リウム 液投 与 に よ り惹 起 さ

れ た膀胱 平 滑筋 の筋収 縮 に対 して フ ラボキサ ー トは濃度 依存 的,可 逆 的弛 緩作 用 を示 した.ま た電 位

依存 性 内向 き Ba2+電 流 の最大 振 幅値 は,フ ラボキサ ー ト投 与 によ り濃度 依存 的 か つ電 位依 存 的 に抑

制 さ れ た.保 持 電 位 を ―90 mV と した 時 フ ラ ボ キ サー トは電 位 依 存 性 Ba2+電 流 の steady-state

 inactivation 曲線 を左 方移 動 させ た.免 疫化 学 組 織 学 的 染 色 手 法 に よ り ヒ トL型 Ca2+チ ャネル の

チ ャネ ル ポア の構 成成 分 で あ る α1c subunit 蛋 白が存在 す る こ とが 明 らか とな った.【 結論 】 フラ ボキ

サ ー トはヒ ト膀 胱平 滑筋 のL型 Ca2+チ ャネル を直接 抑制 し排 尿筋 の弛 緩作 用 を もた らす 可能 性 が示

唆 され た.
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P-9.低 酸素による肺胞上皮細胞カリウムチャネル発現調節 と電流変化

東北大学大学院医学系研究科分子薬理学1,東 北大学大学院歯学研究科歯科 口腔麻酔学2

今 野 俊宏1,小 川 和 宏1,増 宮 晴子1,高 橋 雅彦2,柳 澤 輝行1

【緒 論 】肺胞 上 皮細胞 はガス交換 に主 に関わ る1型 細胞 と,サ ー ファ クタ ン ト分 泌 お よび肺胞 腔 の水

分輸 送 に関 わ る2型 細胞 で構 成 され てい る.肺 水腫 や COPD は,肺 胞 上 皮細胞 が低 酸 素状態 に おかれ

る疾 患で あ る.肺 胞 上皮2型 細胞 が,低 酸素 状 態で 水分輸 送 に関 わ るイオ ン輸 送 に障害 を受 ける とい

う報 告が あ る.そ こで我 々 は,低 酸素状 態 での イ オ ン輸送 と細 胞容積 の調節 に,ど の よ うなカ リウム

チ ャネル が 関 わ るか を検討 した.【 方法 】肺 胞 上皮2型 細胞 由来 の癌 細胞 であ るA549細 胞 を用 い て

24～72時 間 の低酸 素曝 露( H )を 行 った.こ の条件 下 で培養 した細 胞 を用 い て,パ ッチ クラ ンプ法 に

よる イオ ン電 流 の測 定 と, RT-PCR 法 に よるカ リウムチ ャネル群 の遺 伝子 発現 変化 の解析 を行 った.

【結果 】 RT-PCR 法 の結果, H 24時 間で Kv1.2, Kv1.5の mRNA level が大 き く上昇 した.一 方,そ れ

よ り遅 れ て発現 量 が上昇 した もの は, Kv2 .1, Kv3.3, Kv9.3, KCNQ1, HERG, BK, TWIK-1, TWIK-2,

 TREK-1 で あ った.ま た, TASK-2 に っい ては' H 24時 間で発 現量 が減 少す る とい う結 果 を得た.パ ッ

チ クラ ンプ法 に よ り,外 向 きカ リウム電流 が H 48時 間以 降 で増 加 す る こ とが観察 され た.ナ トリウム

電 流や カ ル シウム電 流 は観 察 され なか ったが,容 積 感 受性 の クロ ライ ド電 流が低 酸 素下 で維持 されて

いた.【 結 論】 今 回我 々 は H 48時 間 で, A 549細 胞 にお いて カ リウムチ ャネ ル群 の発 現量 増加 を伴 っ

て,外 向 きカ リウム電 流 が増 加 す る とい う結果 を得 た.ま た, H 24時 間 で は,電 流増 加 を伴わ ず に発

現増 加 の み られ るチ ャネルや,発 現量 が減 少 す る もの もあった.こ れ らの現象 は各 々,急 性 ・亜急性

の低 酸素 状 態 にお け るイオ ン輸 送 の変 化 に関 わ って い る可能 性 があ る.今 回我 々が観 察 した現象 は,急

性 か ら亜 急性 の低 酸 素状態 に関連 した呼 吸器疾 患 の病態 機序 へ の関わ りが 考 え られ る.

P-10.ヒ ト子 宮 平 滑 筋 で 発 現 変 化 す る4種 のT型 Ca2+チ ャネ ル CaV3.2の ス プ ラ イ ス ア

イ ソ フ ォー ム に つ い て

福岡歯科大学歯学部細胞分子生物学1,福 岡大学医学部産婦人科学2

大 久保 つや 子1,井 上 善仁2,瓦 林 達 比古2,北 村 憲 司1

【目 的 】 T 型 電 位 依 存 性 Ca2+チ ャネ ル Cav3.2の III-IV リ ン カー領 域 に 存 在 す る exon 25 B と

 exon 26 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り生 じ る4種 の ア イ ソ フ ォー ム,Δ25 B /Δ26 ,Δ25 B /+26

(α1 Ha; native form ),+25 B /Δ26,+25 B /+26の クロー ニ ング及 び電流 特性 の比較検 討 を行 い,分

子構 造 の変 化 が及 ぼす チ ャネル特性 へ の影響 を検 討 した.ま た ヒ ト子宮平 滑筋 にお ける発 現 を検討 し

た.【 方 法 】 ヒ ト子 宮筋 組 織 よ り得 た cDNA を鋳 型 に Cav3.2の 塩 基 配 列( Genbank: AF 073931)

 PCR ク ローニ ングを行 った.こ れ を鋳 型 に cRNA を合 成 して ア フ リカ ツメ ガエル卵 母細胞 に注 入 し,

二電 極膜 電位 固 定法 にて Ba2+電 流(10 mM Ba2+ 溶液 を用 いた)を 測 定 した.ま た,こ れ らア イソ

フ ォー ム の半定 量的 PCR 解析 を行 った.【 成績 】 exon 25 B によ るア ミノ酸 配列 は,電 位依 存性 の活性

化及 び 不活性 化 の電位 を過 分極 側 に移 動 させ た.ま た,活 性 化 と不活 性化 の速 度 を速 くした.こ れ ら

の 電 流 特 性 に は exon 25 Bの ア ミノ酸 配 列 中 の疎 水 性 の高 い領 域 が 関 与 す る こ とが 示 唆 され た.

 exon 26単 独 で は上記 の電 流特性 に殆 ど影 響 しなか った. exon 25 B と exon 26の 組 み合 わせ で正 電荷

を獲 得す る と,不 活 性化過 程 か らの回復 が早 くなった.妊 娠 によ って,子 宮筋組 織 にお け るこれ らア

イ ソフォー ムの発 現量 が変 化 した.【 結論 】以 上 の こ とか ら, Cav3.2の III-IV リンカー領域 の分 子構

造 の変化 が チ ャネル の活性 化,不 活性 化 に影響 を与 える こ とが示 唆 された.ま た ヒ ト子宮平 滑筋 にお

い てT型 電 位依 存性 Ca2+チ ャネル が何 らかの生 理的 機能 を担 う可能 性 が示唆 され た.
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P-11. モ ル モ ッ ト胃 輪 状 平 滑 筋 に お け る サ イ ク リッ ク ヌ ク レオ チ ド活 性 化 に よ る電 位 依

存 性Ba2+電 流 に対 す る修 飾 機 序 に 関 す る検 討

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理学1,オ ース トラリア国立大学ジ ョン=カ ーテ ィン医学研

究所神経科学部門2

朱 海雷1, 寺本 憲功1, デー ビ ッ ト ハー ス ト2, 伊東 祐 之1

【目的】 β ア ドレナ リン受容体 を介 したcAMP産 生 に伴 うPKA経 路(cAMP/PKA経 路)の 活 性化

と神 経終 末 か ら放 出 され るNOに よって活 性 化 され るcGMP/PKG経 路 は平 滑 筋弛 緩 反応 の重 要 な

セ カ ン ドメ ッセ ン ジャー機 序で あ る.そ こで我 々 はモル モ ッ ト胃平 滑筋 におい て両サ イ ク リックヌ ク

レオ チ ド依存 性経 路 を活 性化 す るこ とが電 位依 存性Ba2+電 流(Ba2+電 流)に 対 して どの ような効果

を もた らす か を検 討 した.【 方法 】 モル モ ッ ト胃平滑 筋単 離細胞 にパ ッチ クラ ンプ法 を適用 した.【 結

果】膜 透 過型cAMPで あるdibutyryl cAMP(db-cAMP)はBa2+電 流 の最 大振 幅値 を濃度 依存 的 に

抑制 しforskolinやisoproterenolも 同様 にBa2+電 流 の最大振 幅値 を濃 度依 存 的 に抑制 した.し か し

Rp-cAMPやPKA inhibitor peptide 5-24存 在下 で はdb-cAMPやforskolinはBa2+電 流 は抑 制 さ

れ なか った.一 方,sodium nitroprussideや 膜 透過 型cGMPの8-Br-cGMPはBa2+電 流 は濃度 依存

的 に抑制 された.db-cAMP前 投与 に よ りBa2+電 流 を抑 制 した後8-Br-cGMPを 追加 投 与 して も さ

らな る抑 制 は観察 され なか った.ま たPKG inhibitor存 在 下 にdb-cAMPやforskolinを 投与 して も

Ba2+電 流抑 制 の程度 はPKG inhibitor非 存在 下 の時 と比 し有 為差 はなか った.同 様 にPKA-IP存 在

下 で8-Br-cGMPを 投与 して もBa2+電 流 抑制 の程 度 はPKA-IP非 存 在 下 の時 と比 較 して有 為 差 は

なか った.【 結 論】 モル モ ッ ト胃輪状 平 滑筋 の電位 依 存性Ca2+チ ャネ ル に対 してcAMP/PKA経 路

とcGMP/PKG経 路 は非 依存 的 に抑制 す る と考 え られた.

P-12. ヒ ト摘 出 胃粘 膜 筋 板 の 自律 神 経 支 配 の 薬 理 学 的特 徴

― 外 層 の 縦 走 お よ び 輪 走 平 滑 筋 との 比 較 ―

獨協医科大学医学部薬理学1,獨 協医科大学医学部第1外 科2,国 立医薬品食 品衛生研究所薬理部3

内田 幸 介1, 渋川 朝 子1, 児嶋 修 一1, 佐 々木 欣郎2, 宮 地 和人2, 砂 川 正 勝2,

大 野 泰 雄3, 上川 雄一 郎1

【目的】 消化 管粘膜 筋板 の生理 的役割 は未 だ十 分 に解明 され て はい ない.特 に,ヒ ト消化管 の粘 膜筋

板 につい て の研 究報 告 は極 めて少 な い.今 回,わ れ われ は外科 手術標 本 か ら得 られた ヒ トの 胃粘 膜筋

板 を用 い,そ の 自律神 経支 配 につ いて検 討 し,外 層 の縦走,輪 走 平 滑筋 と比較 した.【 方法 】外科 標本

よ り得 られた切 片 を,粘 膜側 と外 層 の平滑筋 層 とに分 割 した.粘 膜 側 を粘膜 筋板標 本,外 層 の平 滑 筋

層 を縦 走 あ るい は輪 走筋 標本 として,オ ル ガ ンバ ス内 に懸 垂 した.そ れぞ れの標 本 での フ ィー ル ド刺

激(FS: 0.3ms duration, 1-64 Hz and 20-30V for 10s)に よる反 応 を導 出 し,そ の反応 へ の各 種 拮

抗 薬 の影響 を検 討 した.【 成績 】 胃粘膜 筋板 で は,一 般 にFSに よって頻 度依 存性 の速 や かな弛緩 反 応

が得 られ た.こ の速 い弛緩 反応 は,テ トロ ド トキ シ ン(0.3-1μM)やL-NAME(300μM)に て消 失

し,む しろ収縮 へ と反転 した.こ のL-NAME処 置 でみ られた収 縮 反応 は ア トロ ピン(1μM)に よ っ

てわ ずか に抑制 された.ま た,一 部 の 胃粘膜 筋 板標 本 で は,低 頻度 刺激(1-8Hz)で 緩 やか な弛緩 反

応 を認 めた.こ の緩 や か な弛緩反 応 は プロ プラ ノロール(5μM)に て消失 した.外 層 の縦 走,輪 走 筋

標 本 で は,FSに よって頻 度依 存性 の速 い収 縮反 応が認 め られ た.こ の速 い収 縮反 応 はア トロピ ン(1

μM)に よって著 明 に抑制 され た.さ らに,自 発性 張 力 の高 い標 本 やア トロ ピン存 在下 の標 本 な どで は,

頻 度依 存性 の弛緩 反応 が観 察 された.こ の弛緩 反応 はL-NAME(300μM)に て消失 した.【 結 論 】 ヒ

ト摘 出 胃粘 膜 筋板 で は,抑 制性 のNO神 経 支配 を強 く受 けて お り,抑 制性 の ア ドレナ リン性神 経 支配

や興奮 性 の コ リ ン性神 経支 配 は弱 い もの と考 え られ る.そ れ に比 して,外 層 の縦 走,輪 走 平滑筋 は,主

に興 奮性 の コ リ ン性神 経支 配 と抑 制性 のNO神 経 支配 を受 けて い る と考 え られ る.



J-33

P-13. モ ル モ ッ トの排 便 反 射 に対 す る 直 腸 吻 合 術 の影 響

奈良県立医科大学消化器 ・総合外科1,奈 良県立医科大学第二生理学2

勝 井 錬太1,2, 児島 祐1,2, 中川 正2, 藤 井 久男1, 中島 祥介1, 高木 都2

【目的 】直 腸手術 後 の排便機 能 障害 の原 因 として,吻 合部 狭 窄や直 腸貯 留能 の低 下,リ ンパ 節郭 清 に

伴 う外来 性 自律神 経切 離 な どが挙 げ られ るが,腸 管 切離 に伴 う壁 内神経 系 の遮断 もその原因 の一 つ と

考 え られ る.そ こで今 回,モ ル モ ッ ト直腸 吻合 モ デル を作 製 し,手 術操 作 に よる神 経損 傷が排 便 反射

にお よぼ す影 響,お よび そ の経 時 的 変 化 に つ い て検 討 した.【 方 法 】対 象:体 重350-450gの 雄 性

SPFモ ルモ ッ ト.手 術:ネ ンブター ル全身 麻酔 下 に開腹,壁 内神経 線維 が切 離 された モデル を作 製す

べ く結腸 神経 を温 存 し,肛 門縁 よ り3cmの 直腸 を切 離 した後,7-0 polypropylene suture 18針 にて

一 層全層 単結 節縫 合 を行 った
.排 便反 射(直 腸-直 腸 収縮 反射 お よび直腸-内 肛門 括約筋 弛緩 反射)の

測定:ウ レタ ン全 身麻 酔下 に筋弛 緩薬 で非 動化 し,肛 門 管 にstrain gauge force transducerを 装 着 し

た後,肛 門縁 よ り5cm口 側 の直 腸 を加圧 伸展 させ,直 腸 の内圧 変化 お よび 内肛門 括約筋 の張 力変 化 を

術後1週 目か ら4週 目 まで計 測 した.両 反 射 の定量 的評価 方 法 として直 腸-直 腸反 射 に はarea under

 the curve (AUC),直 腸-内 肛 門括約筋 反 射 に はarea over the curve (AOC)を 用 い,AUC, AOC

の比 をreflex indexと して非 手術 例 の コン トロー ル群 と比 較検 討 した.【 結果 】直 腸/直 腸反射 はいず

れ の期 間 にお いて も認 め られ,コ ン トロー ル群 と有意 差 は認 めなか った.一 方,直 腸-内 肛 門括約 筋反

射 は いずれ の期 間 におい て もコ ン トロー ル群 に比べ て有 意 に低 値 で あった が(P<0.01),術 後1週 に比

べ術 後3週 目(P<0.05)お よび4週 目(P<0.01)で は有 意 に増大 した .【結 語】術 後経 過 に伴 う排便

反射 の経 時 的 な回復 が認 め られ,壁 内神経 系 の再生 が示 唆 された.さ らに,直 腸 切除 吻合 モデ ルで の

検討 お よび免 疫組 織学 的検 討 の結 果 も合 わせ て報告 す る.

P-14. W/Wvマ ウ ス の摘 出 小 腸 で は蠕 動 は起 こ らな い

奈良県立医科大学医学部生理学第二1,奈 良県立医科大学医学部消化器総合外科2

中川 正1, 三 澤 裕 美1, 藤 井 久男2, 中島 祥 介2, 高木 都1

【目的 】壁 内神経 系(enteric nervous system: ENS)が 蠕 動運動 に欠か せ ない もので あ り,振 子運

動 や分節 運動 な どの 自動運動 の発 生 に はカハ ール の介在細 胞(interstitial cells of Cajal: ICC)が 重

要 な役割 を担 ってい る こ とは よ く知 られ て い る.し か しICCの 働 きが蠕 動運 動 の発生 に不可 欠 か ど う

か につ い ては議論 の余 地が あ る.蠕 動 運動 にお けるICCとENSの 役 割 を明 らか にす る ことを この研

究 の 目的 とした.【 方 法】雄 マ ウス(WBB6F1-W/Wvと+/+)か ら長 さ4cmの 回腸 を摘 出 し,50

mlのTyrode液(37℃)を 満た した灌 流槽 内 で実験 を行 った.縦 走 筋 方向 の収縮 はisometric force

 transducer,輪 走筋 方向 の収縮 はpressure transducerを 介 して記 録 した.ビ デ オ撮影 も行 い これ を解

析 した.【 結果 】腸 管 内腔圧0～0.5cmH2Oで 自動 運動 を比 較 した.+/+マ ウスで は 口側端 か ら肛 側

端 に向 か って伝播 す る強 い蠕 動 が認 め られた.L-NAMEの 投与 に よ りその 出現頻 度 と伝 播性 が 増加

したが,TTXの 投 与 に よ り蠕 動 は消失 した.W/Wvマ ウスで は不規 則 な 自動 運動 が観察 されたが,蠕

動 は認 め られ なか った.L-NAMEの 投与 に よ りその 自動運 動 の出現頻 度 と振 幅が増 加 した.TTXの

投与 によ りこれ らの運 動 の振幅 が 減少 す る こ とが あ ったが 消失 しなか った.【 結 論】 少 な くと もマ ウ

スの回腸 におい て は,蠕 動 の発生 にICCとENSの 両方 が不可 欠で あ る と考 え られ る.
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P-15. 平 滑 筋 細 胞 か ら のbradykininに よ るATP放 出 へ のABCト ラ ン ス ポ ー タ ー の 関

与 の 可 能 性

福 岡 大学 医 学 部薬 理 学1,福 岡 大学 医 学部 病 態 機能 系 総 合2

桂 木 猛1, 趙 玉 梅1, 佐 藤 千 江 美1, 薄 根 貞 治2, 右 田 啓 介1

培 養 結 腸 紐 平 滑 筋 細 胞 の 灌 流 実 験 か らbradykinin(0.1-1.0μM)はATPの 細 胞 外 へ の 放 出 を 引 き

起 こ し,こ れ はB1で な くB2-受 容 体 遮 断 薬(HOE140)で 拮 抗 さ れ た.さ ら に こ のATP放 出 はU-

73122(phospholipase C阻 害 薬),thapsigargin(Ca2+-ATPase阻 害 薬),W-7(Ca2+/Calmodulin阻

害 薬)お よ びBAPTA/AM(細 胞 内Ca2+キ レ ー タ ー)に よ っ て抑 制 さ れ た.ま た,こ れ はhemichannel

遮 断 薬 のgap26や α-glycyrrhetinic acid, CFTRと 関 連 す るCl-channel遮 断 薬 のglybemclamide,

 Gd3+, NPPBで は拮 抗 さ れ ず,MRP阻 害 薬 のMK-571, benzbromaroneに よ っ て拮 抗 さ れ た.し か

し,cyclosporine Aやprobenecid, verapamilな ど は無 効 で あ っ た.そ の 他,こ のATP放 出 は,cyto-

chalasin D, staurosporin, ninumicacid,NEMに よ り抑 制 さ れ た が,ゴ ル ジ体 か らの 小 胞 輸 送 を 阻 害

す るbrefeldinAや ミ トコ ン ド リア 阻 害 薬 のrotenoneやoligomycinで は 抑 制 され な か っ た.以 上 の

こ と よ り,bradykininに よ るATP放 出 に は,先 ず 小 胞 体 か らのATP遊 離 と これ に続 く膜 のABCト

ラ ンス ポ ー タ ー,特 に多 剤 耐 性 トラ ン ス ポ ー タ ー を介 した 細 胞 外 へ の輸 送 機 構 の 存 在 が 示 唆 さ れ た.

P-16. オ キ シ トシ ンの マ ウ ス子 宮 平 滑 筋 一 過 性 ・持 続 性 収 縮 機 構 の 解 析

東北大学医学研究科分子薬理学1,東 北大学農学研究科分子生物学2,大 阪府立成人病センター婦人

科3

川又 理樹1,2, 殿村 優2, 木村 正3, 柳 澤 輝行1, 西 森 克彦2

オ キ シ トシ ン(OT)子 宮 平 滑 筋 を収 縮 させ る ホル モ ン で あ るが,特 に分 娩 時 に は そ の受 容 体

(OTR)の 発現 が劇 的 に上昇 し,感 受性 や収 縮力 が上 が る と言 われ てい る.し か し,マ ウス子宮 平滑 筋

を用 い た場合,非 妊娠 発情 期 と妊 娠期 で は これ らに顕著 な差 は認 め られず(1),唯 一 の相 違点 は発 情

期 で は一 過性 の収 縮 が主 で持続性 収 縮 は非 常 に小 さい の に対 し,妊 娠 期 で は主 に持続 性収 縮 が発生 し

て い る こ とで あ る.一 方,発 情 休止 期 で は持 続性収 縮 同様,一 過性 収縮 もほ とん ど生 じなか った(2).

そ こで我 々 は持続 性収 縮 のみ の濃度 反応 曲線 も作製 して両者 定量 的 に調べ,さ らにそれ らの発 生機構,

特 に妊娠 期 で持続 性 の収縮 力が増 大 す る仕 組 み につい て調べ た.発 情 期 ・妊娠期 で発 生 す る一 過性 の

収縮 は低 濃度 のOTに 対 して も大 きな収 縮 を示 し,濃 度 反応 曲線 に お けるslope値 は非常 に高 く,pD2

値 は発 情 期 で9.44,妊 娠期 で9.06で あった.こ れ に対 し,持 続性 収縮 は最 大収 縮力 にの み顕著 な差 が

見 られ(発 情期30.0%,妊 娠期176.4%),発 情期 で のslope値 は1.60,pD2値 は8.20,妊 娠期 で のslope

値 は1.55,pD2値 は8.46で 発 情期 と同様 の値 を示 した.以 上 の結果 か ら一過 性収 縮 と持続性 収縮 とで

は最大 収 縮力,slope値,pD2値 にお いて大 きな違 いが あ るこ とが 明 らか とな った.次 に この一 過性 収

縮 と持 続 性収 縮 の発生 す る機 構 を0Ca2+条 件下 やverapamil, Y-27632, CPAの 各種 阻害 剤 を用 い て

調べ た ところ,両 収 縮 は細胞 外 のCa2+流 入 に よ り生 じ,そ の収縮 力 はRho signalに よって増 加 す る

こ とが示 された.ま た一過性 収縮 はL一 型Ca2+ channel,持 続 性収 縮 はL-型Ca2+ channelとstore-

operated Ca2+ channel (SOC)か らのCa2+流 入 に よ り生 じ,発 情期 に比 べ妊 娠期 で大 きな持 続性 収

縮 が 引 き起 こされ る原 因 の一 つ はSOCに よ る収 縮 が 妊 娠 期 で非 常 に大 きい た めで あ る事 が 示 され

た.(1) Kawamata et al. 2003 EJP 472, 229-234 (2) Kawamata et al. 2004 BBRC 321, 695-699
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P-17. Th1/2サ イ トカ イ ン に よ る気 道 平 滑 筋 の 収 縮 能 の 変 化

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理

太 田 良紀, 大池 正 宏, 伊 東 祐 之

気管 支 喘息 の主 要 な病 態 は気道 の炎症 と過敏 性 で あ る と考 え られ て いる.サ イ トカ イ ンバ ラ ンスの

異 常,す なわ ちTh2サ イ トカイ ンの過剰 が気 管支 喘息 の発 症原 因の ひ とつ とされ るが,Th2サ イ トカ

イ ン と気道 過敏 性 形成 との因 果 関係 は十 分 には解 明 され て い ない.我 々 はTh2サ イ トカ イ ンの イ ン

ター ロイ キ ン4(IL-4)と13(IL-13),及 びTh1サ イ トカイ ンのイ ンター フ ェロ ン γ(IFN-γ)が ウ

シ気管 平滑 筋細 胞(BTSMC)の 収 縮能 に与 える影響 を検 討 した.BTSMC包 埋 コ ラーゲ ンゲル をIL/

4で 前 処置 す る とATP及 びA23187に よるゲル収 縮 が有意 に抑 制 された.一 方,IL-13で 処理 す る と

ゲル の収縮 は著 明 に増大 した.こ れ らの効 果 はサ イ トカ イ ン投与1時 間後 か ら認 め られ,3日 後 に も残

存 して いた.こ れ に対 し,IFN-γ はBTSMCの 収縮 に影響 を与 え なか った.PI3キ ナー ゼ阻害 薬 の

wortmanninとLY294002で 処理 す る と,対 照 ゲル の収 縮 には影響 が なか ったが,IL-4に よる収縮 低

下 とIL-13に よ る収縮 増強 の両者 とも有意 に抑 制 され た.一 方,こ れ らのサ イ トカ イ ンは何 れ もATP

やA23187に よ る細胞 内Ca2+濃 度 の上 昇 に は影 響 を与 え なか った.ま た,平 滑筋 の収 縮 能 はRhoキ

ナー ゼ に よって増 強 を うける こ とが知 られ てい るが,Rhoキ ナーゼ 阻害薬Y27632に よって もIL-4と

IL13の 作用 は阻害 されず,ま たRhoA活 性 化 の指 標 としてのRhoAの 細 胞膜 移行 もサイ トカ イ ンに

よって影響 を受 けなか った.以 上 の結果 よ り,IL-4とIL-13はBTSMCの 収縮 能 に影響 を与 え,こ れ

はPI3キ ナーゼ の活 性化 に よる もので,RhoA/Rhoキ ナー ゼの活性 化 やCa2+動 態 の変 化 は関与 しな

い こ とが 明 らか にな った.

P-18. ヒス タ ミ ンH3受 容 体 に 結 合 す る細 胞 内 分 子 の 同 定

東北大学大学院医学系研究科分子薬理学1,東 北大学大学院医学系研究科機能薬理学2

助 川 淳1, 倉増 敦 朗2, 谷 内 一 彦2, 柳 澤 輝行1

消化 管 や気管 支 な ど体 内 の主要臓 器 に存在 す る平 滑筋 は,多 くの神経伝 達物 質 に よ る複雑 な 自律神

経 支 配 を受 けてお り,そ の異 常 は消化管 運動 障 害や 喘息 な どを始 め とす る種 々 の病 態 の原因 とな って

い る.ま た,こ の平 滑筋 の収 縮や 弛緩 を制御 す る神経 伝 達物質 の放 出 は,シ ナ プス前膜 に存 在す るG

タ ンパ ク質共役 型 受容体(GPCR)の 活 性 に よって抑 制 的 に調 節 され てい る.シ ナ プス前GPCR刺 激

に よる神経 伝達 物 質放 出抑制 には,シ ナ プス前 膜 に存 在 す るCa2+チ ャネ ルの抑 制 が 関与 す る と され

て いるが,異 論 もあ り詳 細 は明 らか にされ てい な い.我 々 は,代 表 的 な シナ プ ス前GPCRで あ る ヒス

タ ミンH,受 容 体 によ る神経 伝達 物質放 出抑 制 機序 を分 子 レベル で明 らか にす るた めに,H3受 容 体 と

相 互作 用 す る細 胞 内 タ ンパ ク質 を酵母Two Hybrid法,ま た,質 量 分析 法 を用 いて スク リーニ ン グ し

た.Two Hybrid法 によ るス ク リーニ ングの結 果,H3受 容体 カル ボキ シ末端細 胞 質 内 ドメイ ン と相互

作 用 す るタ ンパ ク質 として,神 経細 胞 の シナ プス小胞 膜 上 に存 在 す る とされ る細胞 内 クロライ ドチ ャ

ネル分 子 を同定 した.イ ン・ビ ト'ロの結 合実 験 か ら,こ の分子 が直接H3受 容体 カル ボキ シ末 端 と相互

作 用 す る こ とが明 らか に なった.さ らに,ラ ッ ト脳組 織 抽 出液 を用 い た免疫 沈降 実験 の結果 か ら,こ

の ク ロラ イ ドチ ャネル 分子 がH3受 容体 と脳組 織 中で も相 互作 用 してい る ことが示 唆 され た.ま た,

H3受 容体 カル ボキ シ末 端 ドメイ ン と相互 作 用 す る タ ンパ ク質 を ラ ッ ト脳 抽 出液 か らア フ ィニ テ ィ精

製 し,MALDI-TOF質 量 分析 法 に よって解析 した結果,シ ンタ キ シン結 合 タ ンパ ク質 と して知 られ る

Munc-18や,シ ナ プ トタグ ミン,CaMKIIα 鎖 な ど,神 経伝 達物質 放 出 に直 接関 わ る一連 の タ ンパ ク

質 が 同定 され た.現 在,こ れ らの タ ンパ ク質 の相互 作 用がH3受 容体 の活 性 発現 に果 たす役割 を検 討 中

で ある.


