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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) .
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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.



J-8

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.



J-21

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.



J-27

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.
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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.


