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教育講演

平滑筋研究の今昔

西南女学院大学

栗 山 煕

この10年 間の平 滑筋の研究 は著 し く進歩 した .こ の進歩 は主 として遺伝子 の研 究 の展開 に依

存 す る ところが多 く,受 容体,ion channelsや 細 胞 内機能調 節因子の新た な物質 やsubfamilies

の存 在 が証 明 された.し か しその多 く物質が如何 に生体機能 と関連す るかについて は まだ不 明

な点 も多 い.10年 前 の平滑筋研 究の テーマ として内皮細胞 か らの放 出物 質(EDNO,EDHF,

endothelin)の 生 理 と病 態機 能,平 滑筋 にお けるCa2+動 態 とCa2+sensitizationとdesensitiza-

tion,KATPの 構 造 と機 能,受 容体 の代謝(βARKな ど を含 めて のdesensitization processな

ど),mitochondria(Mt)のapoptosisと そ の抑制 因子(bcl-2 familyやtransient permeability

 poreを 含 め),消 化 管 自動 能 とc-kit (Cajal cell)の 関 係 や消化 管運 動調 節 因子 としての

PACAPな どが あった.こ れ ら種 々の領域 の研 究 の現在 の進歩 の うち2,3の 例 を取 り上 げて考

察 す る.

Estrogen受 容 体(ER)は 細 胞膜 と核 内 に存在 し(non-genomic and genornic receptor),受

容 体 も α と β に分類 され ているが,血 管内皮細胞膜 受容体(neutrophil cell,monocyteを 含 め)

の17β-estradiol(ES2)に よ る活性化 はNOを 産 生す る事が明 らかになった.こ の現 象 は動脈

硬化 とも関連 し,ま た中枢神経系(特 に海馬系CA1系)で はdepressionやAlzheimer病 の 発

生 とも関連す る とされてい る.さ らに内皮細 胞膜EPの 活性化 はMAPKやbc1-2 familyと も

関連 す る と報告 されてい る.平 滑筋 弛緩 と関連 してのNOの 作用 はcGMPの 産 生 と関連 し,細

胞 内Ca2+の 減 少 と関係 す る とされ るがそ の機構 は充分理 解 され て い ない.し か し4Ca-cal-

modulin-myosin light chain kinase系 を介 した弛緩 に関係 してcGMPのheat shock protein-

20に 対 す る作用 は興 味あ る結果 であ る.

EDHFの 発 生機構 につ いては現在 で は4つ の仮 説(epoxyeicosatrienoic acid(EET)説,gap

 junction説,K+説,PLA2説 な ど)が あるが まだ不 明な点 も多 い.薬 理学 的 にはEETの 抗 炎

症作用 と関連 して興味深 い.

Mtの 膜 電 位 は形 質膜 との問 で約-220mV--250mVで あ り,Mt膜 内 外 で は-100mV-

-150mVと 測 定 されてい る(E
K=30mV).KATPの 興 奮 は脱分極 を もた らしMt内 への濃 度勾

配 によるCa2+の 流 入 を抑制す る.Apoptosisと 関連 して イオ ンとして はCa2+,Cl-(voltage

-dependent anion channel;transient permeability pore)やpHが 関与 す る.こ れ らのイオ ン

のapoptosisへ の 関与機構 について紹介す る。
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特別講演

カ リウムチャネル と細胞機能制御

大阪大学大学院医学系研究科情報薬理

倉 智 嘉 久

イオンチャネルは無機イオンが細胞膜 を通過するための膜蛋白質である.内 向き整流カリウ

ム(Kir)チ ャネルはイオンチャネルとして最 も単純な分子構造を持っている.し かしながら,

このチャネルは細胞の静止膜電位形成,受 容体依存性の細胞興奮の抑制,細 胞内代謝活性によ

る細胞興奮の制御,イ オン輸送 といった様々な重要な細胞機能を担っている.Kirチ ャネルが こ

のような種々の機能を担 うためには2種 類の制御機構が重要である.一 つはチャネルポア機能

の制御であ り,も う一つはチャネルの細胞内での位置の制御である.

第一のチャネルポアの制御では,チ ャネルポアのサブユニット構成,チ ャネルポア蛋白と小

分子や リピッドの相互作用,チ ャネル蛋白と他の膜蛋白間相互作用などが重要である.我 々は

G蛋 白によるカリウムチャネルの活性化機構 とスルフォニル尿素受容体(SUR)に よるATP感

受性カリウムチャネル(KATP)の 機能制御 について検討 してきている.特 に後者は種々のカリ

ウムチャネル開口薬(KCO)や 経口糖尿病治療薬の作用標的 としても重要である.KATPチ ャネ

ルは3種 類のSURと2種 類のKirチ ャネル(Kir6.1,Kir6.2)の ヘテロ8量 体である.SURの

違いにより,各 臓器(膵 臓,心 臓,平 滑筋,骨 格筋,神 経)で のこのチャネルの生理的役割や

KCOに 対する反応性が異なっている.我 々は特 に細胞内ADPに よるKATPチ ャネル活性化 と

薬剤に対する反応性制御機構について構造レベルからの理解を目指 して解析 を進めている.

第2の チャネルの位置制御に関しては,我 々が内向き整流カリウムチャネルの中でも,KAB-

2(Kir4.1)と 名付けたグリア細胞のカリウムチャネルについて検討をすすめている.Kir4.1は

脳のアス トロサイ トや網膜のミューラー細胞に発現し,細 胞膜上で特徴的な集積分布示す.こ

の集積分布により所謂グリア細胞のカリウムバ ッファー作用を担っていると考えられる.こ の

Kir4.1の 集積分布にはPDZド メインを持つアンカー蛋白がKey roleを 果していることが明 ら

かとなった.ま た,こ のチャネルは腎尿細管上皮細胞,網 膜色素上皮細胞,胃 壁細胞 など種々

の上皮細胞において,能 動輸送系にたいするカリウムイオ ンリサイクル作用を担 っていること

もわかってきた.こ れ らも,Kir4.1チ ャネルが細胞内での特異的に集積分布 していることが重

要であった.そ こで,PDZア ンカー蛋白の作用 を種々のKirチ ャネルについて も検討 した とこ,

(1)細 胞膜上でのチャネルの集積作用,(2)Kirの 細胞内turn-overの 制御,(3)Kirの ゲー

ト機構 の直接制御,と いう3つ の作用機構があることが明らか となった.
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招待講演1

Role of the ryanodine receptor complex in calcium 

release in airway smooth muscle

Cornell University

M.I.Kotlikoff, G. Ji, M.L. Collier, K.-Y. Deng, H. Takeshima,

Y.-M. Zheng, M. Rishniw, H.-B. Xin and Y.-X. Wang

 We and others have established a link between the activation of  Ica and calcium release 

through the ryanodine receptor complex in the urinary bladder. Unlike in cardiac 

myocytes, coupling between the two calcium permeant channels is not obligate and occurs 

via a rise in global cytosolic calcium. This calcium release is an extension of the calcium-

induced calcium release (CICR) that results in "spontaneous" Ca2+ sparks in other smooth 

muscle tissues. Our recent experiments have demonstrated that ryanodine receptor-

mediated calcium release is also triggered by cell stretch in urinary bladder myocytes. We 

have also focussed on the role of FK506 binding proteins (FKBPs) and specific ryanodine 

receptor isoforms on CICR in smooth muscle. FK506 and cADPR alter spontaneous 

calcium release in smooth muscle cells, evidence of a role of FKBPs in CICR. RYR2, but 

not other RYR isoforms or InsP3 receptors, bind to FKBP12.6, but not FKBP12, GST fusion 

proteins. Experiments in FKBP12.6 knockout mice demonstrate a lack of cADPR 

modulation of calcium release. Finally, we have generated conditional RYR2 knockout 

mice in which the gene is inactivated in smooth muscle cells. The Ca2+ release phenotype 

of this mouse will be presented.
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招待講演2

Physiological Regulation of Smooth Muscle 

Contractile Apparatus Gene Expression 

Professor of Medicine and Pediatrics University of Chicago 

Julian  Solway, MD 

Co-Investigators 

Blanca Camoretti-Mercado, PhD, Andrew Halayko, PhD, 

Hong Wei Liu, MD, John McConville, MD, 

Darren Fernandes, PhD, Yiping Fu, MD, 

Paul Kogut, BS, Joel McCauley, BS

 We developed a novel airway smooth muscle culture system that generates functionally 
and structurally differentiated, contractile airway smooth muscle cells. Low passage 
canine tracheal myocytes are plated on uncoated plastic or glass coverslips at low density, 
grown to confluence in 10% FBS, and then serum-deprived for up to 3 weeks. During 
serum deprivation, striking morphologic and functional changes emerge within 3-4 days, 
are fully developed by 7-10 days, and persist for at least 3 weeks. About 1/6 of cells 
become markedly elongated and tend to align in bundles, whereas the remaining cells 
become flattened and circular. Elongated serum-deprived myocytes share important 
biochemical, structural, and functional similarities to mature contractile cells found in 
intact airway tissue : i) They exhibit strong immunoreactivity for smooth muscle [sm]-
α-actin, smMHC, and SM22. ii) They contain ultrastructural teatures typlcal ot mature

contractile smooth muscle cells, including cables of contractile myotilaments, dense bodies 
and membrane plaques, linear arrays of membrane caveoli, numerous mitochondria, and 
intercellular contacts that include zonae adherens and functional gap junctions. iii) 
Elongated myocytes possess punctate clusters of surface muscarinic M3 receptors, that are 
functionally coupled to intracellular calcium mobilization upon acetylcholine (ACh) stimu-
lation. iv) Elongated mvocvtes shorten moon ACh stimulation.

 In studies of the cellular and molecular determinants of smooth muscle differentiation in 
this system, we discovered that transcription of smooth muscle contractile apparatus genes 
is not constant, but rather is controlled physiologically in response to external cues and 
internal cell signals. In particular, the activities of the smMHC and SM22 gene promoters 
are high in serum-fed, subconfluent myocytes, whereas they are low in long-term serum-
deprived cells. This physiological regulation of smooth muscle gene transcription is 
attributable to parallel changes in the transcription promoting activity of serum response 
factor (SRF) , a protein that is known to bind to and activate transcription from several 
smooth muscle specific genes. In turn, we found that the transcription promoting activity 
of SRF is regulated in part through a previously unknown mechanism-regulated nuclear 
translocation of SRF. Additional studies demonstrate that SRF activity is regulated by 
intracellular signaling through the RhoA/Rho kinase pathway, an effect mediated at least 
in part through control of SRF nuclear trafficking. These findings suggest that novel 
interventions designed to effect long-term inhibition of SRF transcription-promoting 
activity in airway smooth muscle cells could prevent their synthesis of contractile appara-
tus proteins. The consequent anticipated weakening of airway smooth muscle might be 
exploited for therapeutic benefit. For example, we speculate that this approach could be 
employed to blunt bronchoconstriction in asthma, to reduce pulmonary artery hypertension 
related to pulmonary arterial vasoconstriction, and perhaps to control systemic hyperten-
sion. The real value of this potential approach remains to be tested.

Supported by NHLBI SCOR HL56399 and NHLBI HL64095.
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S1-1.尿 失禁の診断 と治療―高齢者を対象 とした診療ガイ ドライン案

九州大学大学院医学研究院泌尿器科

関 成人

高齢者 における尿失禁の頻度は極 めて高 く,在 宅高齢者の約10%,病 院や介護施設などに入所して

いる高齢者では50%以 上 に尿失禁がみられるとの報告 もある.我 が国では,60歳 以 上の高齢者の50%

以上 に尿失禁があると報告 され,そ の実数は300万 人 か ら400万 人 と推測されている.尿 失禁 は直接

生命 にか かわることはないが,精 神的な苦痛や日常生活での活動性低下 をもた らす泌尿器科領域にお

ける代表 的なQOL疾 患 であり,尿 失禁を軽快ないしは治癒させることで,生 活範囲が広が り,よ り充

実 した生活 を取 り戻すことも可能である.社 会的には,高 齢化の進行で尿失禁にかかる費用は増大 し,

介護保 険制度の導入や高齢者の自己負担額の増大 により施設入所者の泌尿器科専門医受診は抑制がか

かるようになると予想 される.こ のような状況を考慮すると,医 学的にもコス ト的にも効率良 く高齢

者の尿失禁 を診断し治療 してい くことが必要である.そ のためには,一 般医ならびに泌尿器科専門医

それぞれのレベルにおける尿失禁の診断,治 療の標準化を推進するシステムを形成することが望 まし

く,こ の考 えの一環 として提唱 されているのが診療ガイ ドラインである.尿 失禁 に関する代表的な診

療ガイドラインは1992年 に米国か ら始めて報告 され,そ の後 も欧米 を中心 として複数の案が示されて

いるが,本 邦における独 自のガイ ドライン案は提示 されていない.今 回紹介す るガイ ドラインは,高

齢者を対 象 とした尿失禁の診断 ・評価 と治療 ならびに介護方法 を提示することで,一 般医や看護婦お

よび介護者 レベルにおいてより効率的な尿失禁の管理を確立することを目的 として,厚 生科研 ・長寿

科学総合研究事業の一環 として作成 された試案である.今 回の発表 を通 して,本 案 に対する一般 医な

らびに泌尿器科医の方々のご意見 とご批判 を頂 けれ ば幸いである。

S1-2.各 種 抗 コ リン薬(頻 尿 ・尿失禁 治療薬)の 薬理学的特性 についての比較検討

熊本大学医学部泌尿器科

吉田 正貴,稲 留 彰人,米 納 誠,村 上 滋孝,宮 前 公一,上 田 昭一

【緒言】過活動膀胱 に伴 う頻尿・尿失禁 に対 して抗 コリン薬が繁用されてお り,現 在 も新規薬剤の開

発,治 験が進め られているが,こ れ らの薬剤の薬理学的特性について比較検討 した報告は少ない.我 々

は摘出ヒ ト膀胱平滑筋に対する各種抗コリン薬(atropine, oxybutynin, propiverine, temiverine,

 vamicamide, tolterodine, KRP-197, darifenacin)の 薬 理学的特性 について比較検討 を行 った.【 方

法】膀胱腫瘍にて摘出 した膀胱の体部 より平滑筋条片 を作成 し,こ れに臓器透析用プロ―ブを刺入 し

て,酸 素化 したKrebs-Henseleit液 を満たした筋浴槽内に懸垂固定 して,張 力変化を等尺性 トランス

デューサーにて記録 した.Carbachol,KCl,CaCl2,経 壁 電気刺激(EFS)収 縮 に対する各抗コリン薬

の作用を検討 した.ま た,EFSを 行 いなが らmicrodialysis法 にて透析液 を回収 し放出され るacetyl-

choline(ACh)量 をHPLCに て測定 し,こ れに対す る抗 コリン薬の作用 も検討 した.【 結果】各薬剤

はcarbacho1の 用量反応曲線を右側移動させ,pA、 値 による抗ムスカ リン作用はdarifenacin≧KRP-

197≧atropine=tolterodine>oxybutynin=vamicamide>propiverine≧temiverineの 順 で あった.

KCl(80mM)とCaCl2(5mM)収 縮 に対する抑制作用はpropiverine=temiverine>oxybutyninの

順 であり,そ の他の薬剤 には抑制作用は見 られなかった.各 薬剤はEFSに よる周波数反応曲線 も用量

依存性に抑制 した.Propiverine,temiverine,oxybutyninはEFSのatropine抵 抗 性収縮の抑制作用

も示したが,そ の他の薬剤にはこの作用 は認め られなかった.EFSに よるACh放 出量はKRP-197と

oxybutyninの 前処置により有意 に減少したが,他 の薬剤 は影響を及 ぼさなかった.【 結論】 ヒ ト膀胱

平滑筋に対する各抗コリン薬 の作用は異なり,こ れは薬剤の受容体subtype選 択性 などと関係す ると

考 えられ,臨 床においてはその特性を十分理解 して使用する必要があると考 えられた.
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S1-3. ED (Erectile Dysfunction)治 療 薬 について

総合せき損センター泌尿器科

木元 康介

ED (Erectile Dysfunction)の 治療 は,1998年 にアメリカでSildenafolが 発 売されて以来,革 命的

に変化 した.そ れ までのEDの 治療はProsthesisを 挿入する手術 を受けるか,ペ ニスに直接Prostag-

landin E1を 注 射するか,グ ロテスクな真空ポンプ式の器具 を使用するかしかな く,多 くの患者に とっ

てEDの 治療は大変手間のかかるものであった.し か し,1988年 のTejadaら に よる陰茎海綿体か ら

のEDRFの 放 出の証明(Am J physiol 254:H459),1991年 のやは りTejadaら に よる海綿体内皮か

らと海綿体神経(NANC神 経)か らのNOの 放 出の証明(J CIin Invest 88:112)に よ り,勃 起 の発

現に関する細胞内情報伝達の解明がすすみ,つ いには狭心症治療薬の開発の方向転換 により,経 口で,

on demandで 使用できる薬剤Sildenamが 開発 されるに至った.Sildenafilの 登場 により,多 くの患者

が外来を受診するようになり,循 環器系疾患を持つ患者がEDを 合併す ることが多い ことがわかって

来た.そ こで最近ではEDは 全身の血管病変の一部"ED=ED"(Erectile Dysfunction=Endothelium

 Dysfunction)と して捉える考えもでてきて,昨 年パースで開催 された世界イ ンポテンス学会ではCar-

diovascularと い うセ ッションも設けられた.

本講演ではEDの 疫学・病態生理からSildenamは もちろん,臨 床試験段階にあるPDE5阻 害剤 も含

めて,そ の薬理 ・臨床薬理について述べる.

S1-4.前 立腺癌の薬物療法

九州大学大学院医学研究院泌尿器科

古賀 寛史,内 藤 誠二

前立腺癌は典型的な高齢者癌であ り,欧 米 に多 く米国では癌死因の第2位 を占めている.本 邦で も

近年,急 速に増加 してお り,生 活様式の欧米化や診断技術の進歩な どが原因 とされている.前 立腺癌

はそのほとんどが男性ホルモン(ア ンドロゲン)依 存性であ り,従 来 より治療 としてアン ドロゲンを

遮断 し癌の増殖を抑制することを目的 とした内分泌療法が行われてきた.根 治的前立腺摘除術や放射

線療法の進歩 した現在において も,転 移 を認 める進行前立腺癌に対す る治療 は内分泌療法が第一選択

とされる.内 分泌療法はその作用機転によりい くつかの方法 に分類される.最 も多 く使用されてい る

のは,LH-RHア ゴニス トであり,こ れは大過量のLH-RHを 投与することにより下垂体のLH-RH

レセプターを枯渇 させ,結 果 としてLHが 産生 されずに精巣性アン ドロゲン(テ ス トステロン)を 低

下させる.一 ・方,女 性ホルモン剤(エ ス トロゲン製剤)は,視 床下部や精巣 に直接作用し,テ ス トス

テロンの産正 を抑制す る.抗 アン ドロゲン剤 は,活 性型 テス トステロン(ジ ヒドロテス トステロン)と

アン ドロゲンレセプターの結合 を競合的に阻害することにより,腫 瘍細胞の増殖 を抑制す る.こ れは,

精 巣性 アンドロゲ ンだけでな く副腎性アンドロゲンに対 しても効力を発揮する.LH-RHア ンタゴニ

ス トやジヒドロテス トステロンの産生酵素を阻害する5α-リ ダクターゼ阻害剤 も欧米では検討された

が,本 邦では前立腺癌の治療薬 としては現在の ところ臨床応用されていない.一 方,前 立腺癌に対す

る抗癌剤 は有効 なものはないとされてきた.し かし,最 近エス トロゲ ン製剤 とナイ トロゲ ンマスタ―

ドとの合剤であるリン酸エス トラムスチンとアルカロイ ドであるタキサンとの併用療法が注 目されて

いる.両 者 はともに異なる作用で細胞の微小管に作用 し,細 胞増殖 を抑制する.こ のセッシ ョンでは

現在行われている前立腺癌の薬物療法について概説 し,さ らに臨床成績 を提示す る予定である。
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S1-5.膀 胱選択性カ リウムチャネル開口薬の下部尿路系平滑筋に及ぼす薬理作用 とその

臨床応用の可能'性

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理

寺本 憲功,伊東 祐之

細胞内ATP濃 度が急激に減少するとそのチャネル活性が,増 大するカリウムチャネルの存在が報

告され,以 来"ATP感 受性カリウムチャネル(KATPチ ャネル)"と 定義されきたが一方で近年,こ の

カリウムチャネルは,細 胞内代謝産物によって複雑に制御され静止膜電位維持 ・調節に重要な生理的

役割を果たしていることも明らかとなった.

このKATPチ ャネルを選択的に活性化する薬剤が,カ リウムチャネル開口薬であり創薬,開発された

当初より,心 血管系に対する降圧作用のみならず泌尿器科領域での排尿障害,不 安定膀胱及び尿失禁

症等の臨床治療の可能性が強 く示唆されてきた.

近年,心 血管系に比し膀胱平滑筋KATPチ ャネルを選択的に活性化する数多くの新規カリウムチャ

ネル開口薬が,報 告され高い臓器選択性を有する点で今後の下部尿路系機能異常に対する新しい治療

法の糸口と期待されている.

今回のシンポジウムでは膀胱選択性カリウムチャネル開口薬の最近の知見を交えながら膀胱平滑筋

と尿道平滑筋 との標的チャネル,活 性化作用等の相違点を中心に膀胱選択性カリウムチャネル開口薬

の薬理作用及び臨床応用の有効性について述べる。
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S2-1.ヒ ルシュスプルング病無神経節腸管における増生外来神経の発生メカニズム

名古屋大学大学院医学研究科病態外科学講座小児外科

渡辺 芳夫,安 藤 久實,瀬 尾 孝彦,金 子健一朗,勝 野 伸介,丸 井 祐二

増生 した外来神経線維はヒルシュスプルング病(H病)の 無神経節腸管に特異的に認め られ,H病

の診断に応用されている.し かし,こ の増生のメカニズムに関して,一 定の見解が得 られていないの

で,こ のメカニズムを研究 した.【 対象 ・方法】胎生10.5か ら15.5日 の正常 ラット胎仔(n=30),お

よびH病(n=7),Hypoganglionosis(n=2)と 他病死 した児(n=5)を 用 いた.伸 展および凍結切

片標本の免疫染色(PGP9.5,NFH,NFM,TH,NPY,SP,CGRP,c-Ret)で 結腸の外来神経支配を検

討 した.透 過型光学顕微鏡および共焦点 レーザー顕微鏡で観察 した.【 結果】1.ラ ッ ト胎仔で は胎生

12.5日 に食道周囲に,そ して13.5日 に胃壁内の迷走神経線維 にNFMが 陽性 となった.一一方で,肛 門

側結腸壁 内には胃壁内の迷走神経よ り遅 く15.5日 に肛門側か ら進入 したNFM陽 性 の外来神経が観

察で きた.2.H病 の結腸の粘膜下層および粘膜 固有層には他病死 した児 の同部 と比較 して増生 した

外来神経線維を認め,こ れらはTHお よびNPYに 陽性 の神経が主体で,SPお よびCGRP陽 性神経

線維 は少 なかった.3.Hypoganglionosisの 結腸で はH病 の結腸 と異な り外来神経線維の増生 は認

めなっかった.【 考案】結腸の壁内を支配する外来神経支配は骨盤神経叢由来の遠心性の交感・副交感

の神経線維 を含むascending nervesで,直 腸か ら結腸の筋層に入 り,筋 層間を口側 に走行する.こ の

神経 は腸管 の壁 内神経叢 と同様 に,口 側の迷走 神経 よ り遅 れて結腸壁 内 に認 め られた.さ らに,

Hypoganglionosisの 結腸では外来神経の増生 を認 めず,腸 管神経系の形成 に関与する結腸壁内の因

子が,外 来神経の増生 に影響す ることが示唆された.【 結語】H病 の無神経節腸管にお ける増生 した

アセチルコリン陽性神経は骨盤神経叢 由来の遠心性の交感 ・副交感神経が主体であ り,そ の増生のメ

カニズムに結腸壁 内の腸管神経系の形成に関係する時間 と環境の因子の関与が推測 された.

S2-2. hypoganglionosisとHirschsprung病 移 行帯部腸 管 との比較検 討

―腸管神経節細胞 の数 が少 ない病態 につ いて―

都立清瀬小児病院外科,同 病理1

広部 誠一,林奐,鎌 形正一郎,渕 本 康史,下 野 隆一,小 寺 厚志

羽藤 晋,佐 久 間恒,森 川 征彦1

【目的と方法】hypoganglionosis(hypo)で は腸管神経節細胞の数が少ない形態を示す.hypoの 病

態 として,Hirschsprung病(H病)の 移行帯部 と類似 した形態を示すことか ら,H病 の無神経節部 を

欠いた不全型で神経堤細胞の遊走異常が病因 と考 える説がある.一 方,そ の病因 として神経節細胞が

形成 された後 に,細 胞死が過度にお こり細胞数が減少した との説 もある.一 般的な細胞死 の機構 は,神

経栄養因子であるNGFが 神経細胞 にあるレセプターtrkと 結合 し神経細胞の生存を維持するが,そ の

栄養因子の不足などの生存に不利な環境下では細胞死が起 き,そ の際,bcl-2な どのアポ トーシス調節

因子が関与 して細胞死 を制御 していると考 えられている.

今 回,hypoで の病態を検討する目的で,正 常,hypo,H病 移行帯部腸管を対象 に,免 疫組織化学的

染色 により,神 経細胞の骨格蛋白であるneurofilament (NF),シ ナプスのマーカーであるsynapto-

physin (SY),細 胞死 の機構のマーカー としてtrk,bcl-2の 発現 を観察 した.

【結果】H病 移行帯部では神経細胞の数 は少ないが,個 々の細胞 でのNF,SYの 局在 は正常対象 と

同様 に豊富な局在 を認めたが,hypoで は個々の神経細胞でのNF,SYの 局在 は乏 しく神経細胞の構造

に質的異常があると考 えられた.trkの 発現 はH病 移行帯部では正常の神経細胞 と同様 の豊富な発現

を認 めたが,hypoの 神経叢では減少 していた.bcl-2は 正常腸管では新生児例に豊富な発現 を認 めた

が,そ れ以降の時期 には発現が乏 しくなっていた.H病 移行帯部腸管で もbcl-2の 発現 は乏 しかった

が,hypoで はbcl-2が 異常発現 している症例 を認 めた.

【考察】hypoはH病 とは異なる病態であると考えられた.hypoの 神経細胞ではtrkの 発 現が低下

し生存 に不利 な環境 にあ り,そ の病態に神経細胞の細胞死が関与 している可能性が考 えられた.
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S2-3. Hirschsprung病 に おけるinterstitial cells of Cajalの 分 布 と平滑筋 への作用

国立岩国病院小児外科

植村 貞繁,中 川 賀清

【目的】Hirschsprung病 の無神経節結腸 にinterstitial cells of Calal(ICCs)が 存 在することは知

られてい るが,そ の分布や働 きについて未知な点が多い.ICCsは 腸 管のpacemakerの 働 きをしてお

り,腸 管神経系を介 して平滑筋 に興奮性あるいは抑制性の作用 をしていることが最近明 らかになった.

そ こで,Hirschsprung病 腸 管を用いて,無 神経節結腸 におけるICCsの 分布 と壁内神経線維 との関連

を調べた.

【方法】 手術時に採取 した4例 のHirschsprung病 結腸 の全長にわた り,c-kit抗 体 を用いて免疫組

織染色 を行った.ま た,PGP9.5とVIPで 腸管神経系を同定 し,二 重染色を行 うことにより,c-kit陽

性 細胞 と神経線維 との関連を調べた.

【結果】 口側無神経節腸管 には筋層間と輪状筋粘膜側 に多数の神経線維がみられるが,こ の神経線

維のほとん どはVIP陽 性 である.ICCsは この神経線維の多い部位に一致 して多数みられた.特 に,

transitional zoneに 近 い口側無神経節腸管ではc-Kitの 発現が強い細胞がみられ,そ の突起に神経線

維のvaricosityが 接す るように認められた.肛 門側結腸ではICCsの 分布 はまばらとなった.

【考察】 口側無神経節腸管におけるVIP陽 性線維 は口側の腸管神経系から肛門側 に降 りて くる抑

制性の神経 と考えられるが.こ れはICCsと 強 い相関が認められ,ICCsを 介 して無神経節結腸 の平滑

筋に抑制性の作用 をしているのではないか と考 えられ る.従 来,無 神経節腸管壁内の筋層に分布する

神経線維 はどのような働 きをしているか不明であったが,今 回の結果か らこの神経はICCsへ 分布 し,

腸管の平滑筋 に働いているのではないかと思われ る.

S2-4.ヒ トお よび ラッ トモデル にお ける ヒル シュスプル ング病無神 経節腸 管 の膜 性質 と

神経筋伝達 様式

九州大学大学院医学研究院小児外科,同 生体情報薬理1,

Department of Physiology&Biophysics,Mayo Clinic2

窪 田 正幸,水 田 祥代,伊 東 祐之1,J.H. Szurszewski2

【目的と方法】ヒルシュスプルング病(H病)に おける機能的腸閉塞症の病態解明のために,ヒ ト無

神経節腸管並びに全結腸型H病 モデルである先天性無神経節ラットを用いて,無神経節部平滑筋細胞

の電気的膜性質と神経筋伝達様式を検索した.ヒ ト術中摘出標本ならびにラットモデルより平滑筋条

片を作成し,Krebs液 灌流下にガラス微小電極法を用いて細胞内静止膜電位ならびに経壁的神経刺激

に対する神経筋接合部電位を記録し,張 力変化は等尺性収縮記録法を用いて記録した.ま た,二 重薦

糖隔絶法を用いて膜電位変化 と張力変化の同時記録を行った.【結果】ヒト無神経節腸管:同 じ無神

経節部においても部位別相違が存在し,腹 膜翻転部レベルにおける無神経節腸管の検討では(n=8),

静止膜電位は神経節部と差はなかったが,自 発膜活動の発生頻度は減少していた.経 壁的神経刺激に

対しては,20%の 細胞においてコリン作働性興奮性脱分極反応と収縮反応のみが認められ,抑 制性神

経支配は欠如していた.一 方,移 行帯部領域の無神経節部では(n=5),自 発膜活動能は良く保たれ,

神経刺激に対し減弱したNANC作 働性抑制性神経接合部電位と弛緩反応が記録され,そ の発生頻度,

振幅は狭小部に近づくにつれ低下し,狭 小部でほぼ消失していた.ラ ットモデル:外 来性神経線維の

分布する肛門縁に近い無神経節腸管の部位別相違を検索したが(n=5),内 肛門括約筋部においては,
コリン作働性興奮性神経反応とNANC作 働性抑制性神経反応が認められ,非 括約筋部無神経節部で

は,コ リン作働性興奮性神経反応のみが認められ,そ の発生頻度と振幅は近位側程低下する傾向が認

められた.【結語】無神経節腸管においては膜性質ならびに神経支配様式に部位別相違が存在し,内因

性神経支配は移行帯部において漸減するものの,狭 小部では遠位側ほど有効に神経筋伝達を営む外来

性神経支配が存在し,両 因子が関連しあって本症の蠕動不全が発生しているものと結論された.
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S2-5. Hirschsprung病 内 肛門括 約筋 に対す るnitric oxide(NO)の 生理 ・薬理学 的検 討

日本大学医学部第一外科1,日 本歯科大学外科2

富 田 涼一1,2,池 田 太郎1,藤 崎 滋1,越 永 従道1,朴 英 智1,野 中 倫明1

丹 正 勝久1,福 澤 正洋1

目的:Hirschsprung(H)病 内肛門括約筋(IAS)に 対 す るNO作 用 を生理 ・薬理学的に検討した.

対 象 と方法:H病8例(男6例,女2例,0.5-1.6歳,平 均7.1か 月)の 歯状線上部内IASに つ いて,直

腸癌12例(男10例,女2例,46-72歳,平 均54.2歳)の 歯状線上部正常IASを 対 照にmechanogram

法 に て各種 自律神経遮断薬,NG-L-arginine (L-NNA),L-arginine投 与前後でのelectrical field

 stimulation(EFS)反 応 を検討 した.結 果:1.交 感 ・副交感神経遮断前EFS反 応:対 照(n=28)で

は収縮反応67.)%,弛 緩反応32.1%で あった.H病(n=20)で は収縮反応100%で あった.H病 は

対照より有意に収縮反応を示した(P<0.01).2.交 感 ・副交感神経遮断後EFS反 応:対 照(n=28)で

は収縮反応7.1%,弛 緩反応92.9%で あった.H病(n=20)で は無反応が100%で あ った.H病 よ り

対照が有意 に弛緩反応 を示 した(p<0.001).3.交 感 ・副交感神経遮断後L-NNA(1×10-6g/ml)反

応:対 照(n=28)で は収縮反応が78.6%,弛 緩 反応が10.7%,無 反応が10.7%で あ った.H病(n=

20)で はすべて無反応であった.対 照ではL-NNAで 弛緩反応 は抑制 され収縮反応 を示 した.4.3の

実 験に引 き続いてのL-arginine(1×10-6g/ml)反 応 ±対照(n=28)で は収縮反応が10.7%,弛 緩 反

応が82.1%,無 反応が7.7%で あ った.H病(n=20)で は無反応が100%で あった.対 照ではL-ar-

ginineで 収縮反応 は抑制 され弛緩反応が回復 した.4.tetrodotoxinに て全壁内神経系遮断後EFS反

応:対 照 とH病 ともに無反 応が100%で あった.結 論:正 常部IASに は,non-adrenergicnon-

cholinergic(NANC)inhibitory nerveveが 存 在 し,そ の神経伝達物質にNOが 挙げられた.H病IAS

で はNANC inhibitory nerveお よびNOが 欠 如していた.H病IASのmotility異 常 にNANC inhib-

itory nerveお よびその神経伝達物質であるNOの 欠如が示唆された.

S2-6.ヒ ル シュス プル ング病:増 生 した外来神 経の病態 と病 因お よび遺伝子異 常の解析

杏林大学医学部小児外科,同 生化1,同 生理2

韮澤 融司,伊 藤 泰雄,阪 井 哲男1,赤 川 公朗2

ヒルシュスプルング病の無神経節部腸管で増生している外来神経の病態に関して電顕を用いた形態

学的な検討 と薬理学的検討を,神 経増生の原因を探るために神経発芽を抑制的に制御している蛋白質

HPC―1の 免疫組織学的検討を行った.ま た本疾患の発生原因を探求するため遺伝子異常を解析した.

【対象および方法】 電顕的検討は5例,薬 理学的検討は6例,組 織化学的検討は7例 を対象とした・

また遺伝子異常の解析はsporadicに 発症した28例 を検索した.電 顕的検討はAChEを 染色した後,

透過電子顕微鏡にて観察した.薬理学的検討は無神経節部筋条片の電気刺激に対する反応を観察した.

HPC-1は 関連蛋白質を含め免疫組織化学染色を行い光顕にて観察した.遺 伝子の解析は(1)RET

(2)EDNRB(3)EDN3(4)GDNF(5)NTNの5種 の遺伝子についてそのDNA配 列の解析を

行った.

【結果】 筋層間に侵入した神経線維の神経終末は平滑筋細胞に200nm以 下の間隙を介して近接し

ていた.神 経刺激条件の電気刺激によりコリン作動性神経を介した収縮反応を示し,非 アドレナリン

非コリン作動性抑制性神経の反応は欠如していた.HPG1で は増生した神経線維は染色されなかっ

た.RETで は6種 類7個,EDNRBで は3種 類5個,GDNFで1種 類の変異をそれぞれ発見した.

【考察】 ヒルシュスプルング病無神経節部では外来性のコリン作動性神経線維が増生し直接平滑筋

細胞に接合 ・作用することと非アドレナリン非コリン作動性抑制性神経の欠損とあわせ腸管は充進線

維優位 となり収縮すると考えられた.ま た神経発芽を抑制的にコントロールしているHPC-1の 含有

量が少ないため,神 経線維の発芽が促進された状態であるため外来神経線維が増生している可能性が

示唆された.遺 伝子異常の発現頻度はRET14.3%,EDNRB10.7%で あり,異 常の発現頻度はそれ程

高いものではなく,今 回検索した5種 の遺伝子異常だけでは本症の発症を説明できないと思われた.
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S3-1.受 容体活性化されるCaチ ャネル群の分子的実体 と生理学的 ・病理的意義 と展望

岡崎国立共同研究機構統合バイオサイエンスセンター生命環境研究領域

森 泰生

形質膜 越 えのCa流 入 は,主 要な細胞内Caイ オ ン濃度調節機構 の一つであると同時 に,膜 電位の脱

分極 を担 うという生理的意義 を有す る.な か で も,受 容体活性化 され るCaチ ャネル(Receptor-

activated Ca channel)(RACC)群 が注 目を集めつつある.し か しなが ら,本 機構 は非常に多様な上,

各RACCサ ブタイプの選択的かつ高親和的な阻害剤がないことか ら,機 能同定や分子的・生化学的解

析が極 めて困難であった.そ のため,平 滑筋のみならず多 くの組織 ・細胞において,RACCの 生理学

的・病理的意義に関しては未解明な課題が多い.RACC研 究 にアプローチすることにより我々が得た,

最新の知見のいくつか を紹介 したい:1)RACCの 分 子的実体であるTRPが,カ プサイシン受容体等

を含 む他 の相同タンパク質 とともに,非 常 に大 きなスーパー ファミリーを形成 している.2)7つ の

TRPは,protein kinaseC非 依存的にdiacylglycerolに よって活性化されるTRP3,6,7,Caに よって

活性化され るTRP5,Caス トアの枯渇に連関 した容量性 カルシウム流入 を調節するTRP1等,に 機能

分類 され る.3)TRP1はIP3受 容体 を機能修飾す る.4)血 管 平滑筋におけるTRP6,B細 胞 におけ

るTRP1等,そ れぞれのTRPが 特 異的な生理学的役割を担 っている.5)ニ コチンアミドを介 して,

数10μMのH2O2に よって活性化開口する新規Caチ ャネルROSC1を 同定 した.TRP関 連 チャネル

の このよ うな分子 ・機能 的多様性は,特 定 の生体応答の惹起 に必要な,Caシ グ ナル及び膜電位変化 の

空間的 ・時間的パ ターン制御の重要な基盤である と考 えられる.

S3-2.エ ンドセ リンにより活性化 されるCa2+透 過性チャネルの薬理学 とその調節機構

北海道大学大学院医学研究科情報薬理

三輪 聡一,深 尾 充宏,川 那辺吉文

エン ドセリン-1(ET-1)の 血管収縮作用は細胞外か らの持続的なCa'± 流入によるが,こ のCa2+流

入 は電位依存性Ca'+チ ャンネル(VOCC)以 外 のCa2+透 過 性チャンネルによる.ET-1は 血管平滑筋

細胞 において,3種 類のCa2+透 過 性チャンネル―2種 類のCa2+透 過性非選択的陽イオンチャンネル

(NSCC-1お よびNSCC-2と 命名)と ス トア作動性Ca2+チ ャンネル((SOCC)― を活性化する.こ れら

のチャンネルは,LOE908(NSCC-1お よびNSCC-2の 遮 断薬)お よびSK&F96365(NSCC-2お

よびSOCCの 遮 断薬)と いう2種 類 の遮断薬で薬理学的 に区別で きる.ETタ イプAお よびB受 容体

を安定的に発現 したCHO細 胞(CHO/ETARお よびCHO/ETBRと 表 記)をET-1で 刺 激す る と,

CHO/ETARで は薬理学的に上記3つ のチャンネルが活性化 されるが,CHO/ETBRで はNSCC-1お

よびNSCC-2の みが活性化 された.チ ャンネルの活性化機構を明 らかにするために,変 異受容体 を作

製 した。Gqと のみ共役する受容体 を用いた場合 には,NSCCsは 活 性化 されずSOCCだ けが活性化 さ

れ,G蛋 白質 との共役のない受容体ではチャンネルの活性化 は起 こらなかった。 また,G12のdomi-

nant negative変 異体では,NSCCsの 活性化が失われ,G13の 変 異体では影響はみ られなかった.こ

れらの結果か ら,1)ETARはNSCC-1,NSCC-2お よびSOCCを 活性化するが,ETBRはNSCC-1,

NSCC-2の み を活性化する,2)SOCCの 活 性化 はGqを 介し,NSCCsの 活性化はG12タ ンパク質を

介 してお こる,こ とが明 らかになった.
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S3-3.脂 質メディエ-タ ーとCa流 入機構:細 胞増殖 を制御する機能分子群 としての働

き

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

血管平滑筋や内皮細胞をはじめ,細 胞の分化増殖 は様々な因子により多様に制御 されている.細 胞

内Ca濃 度([Ca2+]i)の 増 減はその因子の一つであり,細 胞増殖制御への関与が強 く示唆されている

が,そ のCa動 員機構 には不明な点 も多い.一 方,最 近血漿中に存在する一部の長鎖脂質 メディエー

ターが,血 管平滑筋や内皮細胞の[Ca2+]iを 増加 させ ること,ま た強力な細胞増殖活性 を有すること,

な どが明 らか となってきた.本 研究では,ス フィンゴシン1リ ン酸(splp)及 び その関連脂質のCa動

員機構1について検討 した.ヒ ト臍帯静脈内皮細胞(HUVECS)に10nM～1μMのsp1Pを 投与 したと

ころ,約70%の 細 胞で,[Ca2+]iの 上昇が観察され,そ の50%有 効 濃度 は約100nMで あった.外 液

のCaを 除 去す ると,splp誘 発性の[Ca2+]i上 昇 は,観 察 されなかったが,Caの 添 加により有意な

[Ca2+]iの 上昇が引き起 こされた.一 方 ヒスタ ミン(His)や ブチルハイ ドロキノン(BHQ)は 細胞内

Ca貯 蔵 部位 の枯渇 と容量性のCa流 入経路(SOC)の 活性化を引き起 こした.チ ロシンリン酸化酵素

阻害薬 はsplp誘 発 性の[Ca2+]i上 昇 に無効であったが,HUVECSを 百 日咳毒素(PTX)で 処理す

ると,splp誘 発性の[Ca2+]i上 昇 は消失 した.一 方,細 胞を保持電位-50mVに 固定し,splpを 投

与 した ところ,[Ca2+]iの 上 昇に先行 して内向 き電流が活性化 された.こ の電流の逆転電位 は約20

mVで あ った.さ らに,ピ ペ ット内に0.3μM splpを 添 加し,inside outパ ッチ膜 を作製すると,17pS

のカ チオン透過性チャネルが観察された.こ のチャネル活性 はパッチ内膜側へのGTPやGTPγSの

添加 により影響 を受 けた.一 方ジアシルグ リセロールアナログにより,一 部の細胞では[Ca'+]i上 昇

が観察 されたが,こ の反応 とsplp誘 発反応 とは無関係であった.SplpはPTX感 受性G蛋 白を介 し

て,SOCと は別のカチオンチャネルの開閉 を制御 している可能性が高い.

S3-4.平 滑筋受容体作動性Caチ ャネルの分子実体

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理,

岡崎国立共同研究機構統合バイオサイエンスセンター生命環境研究領域1

井上 隆司,森 泰生1,伊 東 祐之

内臓の多彩な機能の調節には,そ の主要な構成要素である平滑筋に対する自律神経やホルモン,オ ー

タコイ ドによる受容体 を介 した制御が重要な役割 を果たしている.こ れらの受容体 の殆 どはイノシ

トール リン脂質代謝回転等 と連関 したG蛋 白質共役型の代謝型受容体(G-protein coupled receptor:

GPCR)で あ る。多 くの平滑筋組織において,GPCRが 刺 激されると細胞内貯蔵部位か らCa放 出が起

こるの と同時に細胞外か ら持続的なCa'+流 入 が直接的・間接的に惹起 され,そ の結果,組 織の運動性

や緊張性が変化する.し かしこのような重要性 にも関わらず,受 容体刺激 に伴 うCa流 入経路(rece-

ptor-operatedCa2+ entry channel:ROCC)の 分子実体 は最近 まで全 く不明であった.本 シンポジウ

ムでは,少 なくとも一部の平滑筋ROCC(血 管 の α1-ア ドレナリン作動性Ca2+流 入)に は,シ ョウジ ョ

ウバエの光情報伝達異常から同定されたTRP蛋 白質(transient receptor potential protein)の ホモ

ログTRP6が 必 須の構成分子 として密接 に関与 していることを,電 気生理学的 ・分子生物学的 ・免疫

組織化学的手法 によって検証する.更 に,他 の平滑筋組織のROCCとTRP蛋 白質の分子レベルでの

対応の可能性について も,文 献的考察 も加 えなが ら検討する.
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S3-5.血 管の内膜肥厚に関与する平滑筋細胞の遊走および増殖の制御

―カルシウムイオンの役割―

昭和大学薬学部病態生理,国 立嬉野病院病理1

清水 俊一,内 藤 慎二1

虚血性 心疾患の治療に経皮的血管形成術(PTCA)が 行われ,飛 躍的な治療成績 を治めているが,

PTCA後 には再狭窄が生 じ問題 となっている.再 狭窄は,通 常中膜に存在する血管平滑筋細胞が内膜

に遊走し増殖することにより引き起 こされ る.そ の機構 の1っ として,PTCAを 施 行することにより

血管内皮 の傷害が起 こり,そ の傷害部位へ凝集 した血小板 よ りPlatelet-derived growth factor

(PDGF)が 分泌 され,平 滑筋細胞の遊走や増殖が惹起 され ると考 えられている.平 滑筋細胞の内膜へ

の遊走 には細胞外マ トリックスの分解が必須 であ り,こ の過程 にはmatrix metalloproteinases

(MMPs)が 重要な役割 を演 じている。また,MMPsの 発 現制御に関与する転写因子 としてETS-1が

り,そ の発現には細胞外Ca2+は 必要ではないが,細 胞内Ca'+貯 蔵 部位である小胞体のCa2+が 重要な

役割を演 じているようである.一 方,PDGFに よる血管平滑筋細胞の増殖には細胞外Ca2+の 細胞 内へ

の流入が重要であり,こ の流入は,電 位依存性Ca2+チ ャネル拮抗薬では部分的にしか抑制 されないこ

とか ら,膜 電位非依存性Ca2+チ ャネルを介していると考 えられる.膜 電位非依存性Ca2+チ ャネルの

分子実態 は長 く不明であったが,近 年その本体 としてtransientreceptor potential protein(TRP)が

注 目されている.最 近,TRP1が 血 管平滑筋細胞 において容量性Ca2+流 入 を担ってい る可能性 や

TRP1に よるCa2+流 入 が細胞増殖に関与 している可能性が相次いで報告された.TRPチ ャネルの機

能変化が小胞体のCa2+濃 度 を制御 している可能性 も考 えられる。今回は,血 管平滑筋細胞の遊走お よ

び増殖におけるCa2+の 役割ついて考察する.
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W-1.細 胞はいかにしてイノシ トールリ ン脂質を利用するか:PI代 謝系の進化

姫路工業大学大学院理学研究科生命科学

八木澤 仁

グリセロ リン脂質の一種であるイノシ トール リン脂質(PI)は,細 胞膜脂質 としてはマイナーな灰

分である.し かし,細 胞の内外での情報伝達におけるこの脂質 ファミリーの役割 は極めて重要である.

ヘ ッドグループであるイノシ トール環のOH基 は,エ ステル結合 によりリン酸 と結合 することがで

き,通 常の細胞内の条件では,リ ン酸化PIは 膜 に極 めて強い負の電荷 を賦与する.こ のため リン酸化

PIは 単分子で も,あ るいは,膜 上のクラスター としても,正 電荷 を持 ったタンパク機能 ドメインに対

す る静電的相互作用の場 として機能する.リ ン酸化イノシ トール環 の構造異性体 のバ リエーションは,

それ らと多 くのタンパ クとの群特異的相互作用 を保証す る.最 近,PHド メイ ン,ENTHド メイ ン,

FYVEド メイ ンな ど,PIに 結 合す る新規の機能 ドメインを持つタンパクが次々に報告 されてお り,そ

れらの細胞 内局在およびその変化,結 合の特異性,細 胞内での機能等について解析が加 えられつつあ

る.ヒ トゲノム解析結果か ら予測 されるPHド メイン様の構造 を持つタンパ クをコードする遺伝子の

数は約200で あ り,非転写因子をコー ドするものの中ではIg様 モチーフに次いで多 く存在す る.一 方,

細 胞内には種々のPI修 飾(リ ン酸化,脱 リン酸化,加 水分解)酵 素やPI転 移 タンパクが存在す るが,

これらは単にPIの 代謝制御 に重要であるばかりでな く,各 々のPIが 果た している細胞内機能の制御

にも重要である.こ の中で,Ptdlns(4,5)P2を 加 水分解す るホスホ リパーゼC(PLC)は,Ins(1,4,5)

P3とDAGと い う2っ の二次メッセ ンジャーを産生する以外に,PtdIns(4,5)P2が 担 っている細胞の

増殖や形態 ・運動性の制御機能 を修飾 するキーエ ンザイムである。PLCゲ ノム遺伝子は酵母では1つ

だが,ヒ トで は11-12個 が存在することが報告されており,そ のほ とんどのcDNAが す でに得 られて

いる.今 回はPLCに よる細胞形態や運動性の制御 についても考察する.

W-2.イ ノシ トール1,4,5三 リン酸 レセプターと生理機能

東京大学医科学研究所脳神経発生分化分野,理 化学研究所脳科学総合研究センター

御子柴克彦

外界の刺激が細胞に伝達 され るとセカン ドメッセ ンジャーが産生され,細 胞の生理機能 を引き起 こ

す.イ ノシー トール1,4,5三 リン酸 レセプター(IP3)お よびCa2+は 細胞内の重要なセカンドメッセ

ンジャー として,知 られている.Ca2+は 細 胞に とっては有害な金属イオ ンであるために細胞内は10-7

Mに 保 ち細胞外 との問に10,000倍 の濃度差をつ くっている.従 来は細胞外からのCa2+流 入 が重要な

役割を全て果たしていると考えられていたが,近 年,細 胞内に小胞体 としてのCa2+の 貯 蔵庫か らの放

出にとりIP3レ セ プターが重要な役割 をはた していることが明 らか となって きた.こ れまでに,IP3レ

セ プター を介 した小胞体か らのCa2+放 出が,受 精,細 胞分裂,背 腹軸形成,神 経可塑性 などの多様な

機能 に重要な役割 を果たす ことが明 らか となってきた.IP3レ セ プター は,313KDの 巨大な蛋白質で

あり,N末 端側にIP3結 合部位,C末 端側がチャネル領域,中 央部分が他の情報伝達系 とのカップリ

ング領域 となっている.ヒ ト,ラ ット,マ ウス,カ エル には3種 のアイソフォームがあり,タ イプ1型

は平滑筋 とニューロンに強 く発現 している.し かしショージョーバエ,線 虫,ヒ トデでは,一 種のみ

である.す でにこれ までに,IP3レ セ プターは細胞内カルシウム動態に重要な役割をしていることが明

らか になっている.IP3レ セ プターの基本的な役割 はCa2+振 動 を引 き起 こす重要な役割 を有 してお

り,そ のためにIP3レ セ プターは通常のレセプターとは異なる大変ユニークな性質 を有 していること

が明 らか となって きたので,こ れ らのデータも含めて最近の知見を紹介する。
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W-3.リ アノジ ン受容体及びイノシ トール1,4,5三 リン酸受容体を介 した細胞内局所

Ca2+遊 離によるイオンチャネル活性制御機構

名古屋市立大学大学院薬学研究科細胞分子薬効解析学

今泉 祐治

細胞 内局所 にお けるCa2+濃 度 の変動 は,Ca2+ウ エ ーブやCa2+オ シ レーション等の細胞全体 の

Ca2+濃 度 変化の因子(起 点や伝播中継点)と して重要であるのは論 を待たないが,局 所だけの一過性

Ca2+濃 度 上昇 も,重 要 な生理的意義を有することが明 らかとなってきた.特 に平滑筋 において他の組

織 に先駆 けてCa'+ス パ ークによるCa2+依 存 性イオ ンチャネル(BKチ ャネル等)活 性制御機構が示

された意 義は大 きい。さらにリアノジン受容体を介するCa2+ス パ ークだけでなく,IP3受 容 体を介 し

たCa2+パ フによっても同類 のイオンチャネル活性制御機構が機能することが示 されている.こ れ ら

細胞 内局所Ca2+遊 離 による細胞膜上のイオンチャネル活性制御 は,細 胞膜 に接合 した特定の小胞体

上のCa2+遊 離 チャネル と細胞膜上のイオンチャネル間の機能的な連関によっている.非 興奮性細胞

ではIP3受 容 体が主要なCa2+遊 離 チャネルなので,HEK293細 胞 等の非興奮培養性細胞 にBKチ ャ

ネルを高発現させるとCa2+パ フ によるチャネル活性化が観察で きる可能性がある.確 か に低濃度 の

アゴニス ト存在下で律動的なBKチ ャネル電流活性化が観察 さる場合があった.一 方,本 来機能発現

していないリアノジン受容体 をBKチ ャネル と共発現させた ところ,Ca2+ス パ ークで トリガ―される

自発性Ca2+オ シ レーシ ョンとそれにほぼ同期 したBK電 流の発生が観察 された.こ の系で リアノジ

ン受容体 とBKチ ャネルが高い機能的連関を持つ場合 もあったが,多 くは弱い連関 を示 した.ま た

Ca2+オ シ レーションの細胞内伝播 にはIP3受 容 体 も寄与 している可能性が高い ことが判 った.局 所

Ca2+遊 離 によるイオンチャネル活性制御機構 を解明す る上で,小 胞体 と細胞膜 の接合部形成 と機能的

連関に必要な要因 を明 らかにすることが当面の課題であろう.

W-4.モ ルモッ ト胃平滑筋の緩電位発生におけるIP3の 関与

名古屋市立大学医学部生理

鈴木 光,鬼 頭 佳彦,福 田 裕康,山 本 喜通

モルモ ット胃体部平滑筋 は,輪 走筋のみの標本 にして も律動的に緩電位や活動電位 を発生してお り,

そ の歩調取 りは筋層内間質細胞が行っていると報告 されている。輪走筋の微小標本(単 一筋束,長 さ

100-150μm)を 作成 し,2本 の微小電極を異なる細胞 に刺入 し,一 つの電極から通電 し,歩 調取 り電

位 を模倣 し,他 の電極で膜電位変化を記録 し,通 電により誘発 され る緩電位の潜時を測定 した。刺激

しない状態で緩電位は毎分0.5-3回 発 生した.1-3秒 パルス(1-5nA)で 脱 分極 させる と緩電位 と活動

電位が誘発 され,nifedipineは 活動電位のみを抑制 した.Nifedipine存 在下で通電 により誘発される緩

電位 の潜時は5秒 程であったが,CPAやthapsigarginは 自発緩電位の頻度 を低下させ,通 電により誘

発 させた緩電位の潜時 を延長 させたので,筋 小胞体か らのCa2+遊 離 が緩電位発生 には必要であると

考 えた.2-APBは 自発緩電位の発生頻度 を低下させ,通 電 により誘発 される緩電位の潜時 を延長させ

た。また,caffeineは 膜 をわずかに過分極 させ,緩 電位の頻度 を低下させ,誘 発緩電位の潜時を延長 さ

せた.一 方AChは 自発緩電位の発生頻度や振幅を増大 させ,ま た誘発緩電位の潜時を短縮させた .そ

こで,通 電 による脱分極がIP3産 生 を促進 させ,筋 小胞体からCa2+を 遊 離 させることにより緩電位が

発生すると考えた.誘 発緩電位発生の潜時はryanodineに よ り著明に変化 しなかったので,Ca2+-in-

duced Ca2+ release機 構 の関与 は大 きくないと推定 した。 これ らの結果は,平 滑筋細胞膜の脱分極に

より産生 されたIP3が 筋小胞体からCa2+を 遊 離 させる過程が緩電位発生の初期 において起 こってい

ることを示唆 していると考 えた。
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W-5.イ ノシ トール三 リン酸受容体を介する平滑筋細胞内力ルシウムダイナミックス

東京大学大学院医学系研究科細胞分子薬理

飯野 正光

血管平滑筋の収縮は,交 感神経系,レ ニン・アンジオテンシン系,内 皮由来弛緩/過 分極因子 によっ

て制御 され,血 圧をコン トロールしている.正 常なコン トロールか らの逸脱は,高 血圧などの病態 を

生 じさせる.我 々は,平 滑筋収縮制御 に重要なカル シウムシグナル系について,特 に細胞内カルシウ

ムス トアか らのカルシウム放出に注 目して研究 してきた.こ の研究では,蛍 光 カルシウム指示薬を負

荷 したラッ ト尾動脈摘 出標本 を用 い,共 焦点顕微鏡あ るいはCCDカ メ ラを装着 した蛍光顕微鏡 に

よって細胞 内カルシウム濃度を測定 している.こ れによ り,組 織中において個々の平滑筋細胞 内カル

シウム濃度変化を経時的にモニターで きるので,細 胞集団中での現象を細胞 レベルで解析できる大き

な利点がある.

この ような実験系を用いて,交 感神経伝達物質のノルア ドレナリンとATPに 応 じた特徴的な細胞

内カルシウム濃度変化 を観察 し,特 にノルア ドレナ リンはイノシ トール三 リン酸受容体 を介 したカル

シウム・ウエーブ/オ シレー ションを起 こす ことを明 らかにしてきた.更 に最近,外 因性の刺激がない

状態で もアンジオテンシン系阻害薬によって抑制 される,自 発的なカルシウム濃度変化(カ ルシウム

リプル)を 発見 した.カ ルシウム リプルで見 られるカルシウム濃度変化は,ア ンジオテンシンIIに よ

る反応 に酷似 しているが,そ の成因はまだ明 らかでない.こ のようなカルシウムダイナ ミックスが高

血圧モデル動物や,レ ニン ・アンジオテンシン系を構成する分子のノックアウ トマウスでどのように

変化するかについて解析を進めている.

W-6.新 しいIns(1,4,5)P3結 合 蛋 白質(PRIB)の 役 割

九州大学大学院歯学研究院口腔細胞工学,同 医学研究院生体情報薬理1

兼松 隆,竹 内 弘,土 井良順子1,大 池 正宏1,平 田 雅人

PRIP(PLC-related catalytically inactive protein)と は,我 々が見いだ した分子量130,000の 新

しいIns(1,4,5)P3結 合 蛋白質である.遺 伝子クローニングによりこの分子 はPLC-δ1類 似蛋白質で

あることが判明 したが,名 前の由来になったようにPLC酵 素 活性 を持たない.

Ins(1,4,5)P3は,こ の分子のプレックス トリン相同領域(PHド メ イン)に 結合することか ら,我 々

は,こ の分子がIns(1,4,5)P3-Ca2+シ グナ リング系に及 ぼす影響 を調べ,細 胞刺激 によって産生 され

たIns(1,4,5)P3と 細胞質中で結合す ることでIns(1,4,5)P3受 容体へのシグナル入力を抑制す ること

を明 らかにした.ま た,PRIPに 結合 したIns(1,4,5)P3はIns(1,4,5)P3代 謝 酵素による代謝 を遅延さ

せることか ら,Ins(1,4,5)P3シ グナル を持続 させ る働 きも有す ると考 えられる.さ らに最近Yeast

 two-hybridでPRIP相 互 作用分 子 をス ク リーニ ング した と ころ,プ ロテ イ ンホス ファターゼ1

(PP1)を みいだした.PPIはPRIPのPHド メイン直前部位 に結合 した.PP1とPRIPの 結合 にIns

(1,4,5)P3は 関与 しなかったが,PP1がPRIPと 複 合体 を形成するとホスファターゼ活性が抑制 され

ることをみいだ している.な おPP1は ミオシン軽鎖の脱 リン酸化 に関わることが分かっている.

本 ワークショップでは,Ins(1,4,5)P3と 脱 リン酸化酵素(PP1)の シグナ リングを調節する新 しい

Ins(1,4,5)P3結 合 蛋白質(PRIP)が 担 う役割について論じたい.
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P-1. cholinergic&adrenergic:抗 コ リン薬の基礎 と臨床応用

秋田大学医療技術短期大学理学療法学科

塩谷 隆信

気道平滑筋 において,副 交感神経伝達物質アセチルコリン(ACh)が 働 く受容体 はムスカ リン受容

体(Receptor;R)で,M1か らM5サ ブ タイプに細分化 されている.ヒ ト気道では,興 奮性MIRが

迷 走神経節に,抑 制性M2Rが 迷走神経終末に,興 奮性M3Rが 上 皮細胞や分泌腺,気 管支平滑筋 に分

布 してい る.ム スカリンR拮 抗薬は抗 コリン薬 とよぼれ,atropineが その代表であるがM1-M3Rに

対 する選 択性 はみられず,そ の後開発 されたipratropium,nutropium,oxitropiumはatropineと 異 な

り4級 ア ミンであることか ら,脂 溶性で気道粘膜か らの吸収 は低 く,吸 入 による全身作用 は発現 しに

くい.tiotropiumは,M1-M3Rへ の親和性が強 く,M2Rか らの解離が早 くM1お よびM3Rか らの解

離が遅い ことから,長 時間作動性抗 コリン薬 として現在臨床治験中でその成果が期待 されている.

近年,慢 性閉塞性肺疾患(COPD)に お ける抗 コリン薬の位置付 けについて,ATSの ガイ ドライン

では,段 階的薬物療法 の使用順位 として,軽 度～中等度 の症 状が継 続す る場 合 のステップ2に

ipratropiumのMDIを 推奨 している.し かし,COPDに お ける抗 コリン薬の有用性の報告は多 く,本

薬はCOPDの 第 一選択治療薬 としてステップ1の 軽症か ら広 く使用 されるべきである。一方,気 管支

喘息において抗 コリン薬の有用性 のEBMが 確 立されているのは,重 症喘息発作時におけるβ2刺 激

薬 との併用効果だけである.わ が国においては,よ り効果的な作用発現のため,ネ ブライザーで使用

可能 な抗 コリン薬の開発が急がれる.抗 コリン薬が有効 と考えられる喘息の病態 として,(1)老 年喘

息,(2)喘 息合併COPD,(3)運 動 誘発性喘息,(4)夜 間喘息があるが,そ の有用性 については,今 後,無

作為化比較対照試験による検討が必要である.以 上,国 内外 の抗 コリン薬の最新の基礎 ・臨床成績 を

検証 し,抗 コ リン薬のCOPDと 気管支喘息 における有用性および限界 について概説する.

P-2. peptidergic&gas:VIB,BACAP誘 導体の長時間作動性の気道平滑筋弛緩効果に

ついて

獨協医科大学小児科

吉原 重美,有 阪 治

【緒言】気道で機能 している非ア ドレナ リン非コリン作動性(NANC)神 経 は,気 道平滑筋 を拡張さ

せる抑制性NANC神 経(i-NANC)と 収 縮させる興奮性NANC神 経(e-NANC)の2つ である.i-

NANC神 経 は,副 交感神経遠心路 にあた り,ア セチル コリンと同時に放出されるNOやVIP ,PACAP

な どのペプチ ドが神経伝達物質の候補 として考 えられている。VIPは,す でにヒ トに投与 した場合の

気道拡張効果が報告されている.し か し,喘 息患者 にVIPを 吸入 しても軽度の拡張効果 しか認めず,そ

の理由として投与 したVIPが 気 道に存在するペプチ ド分解酵素 により速やかに分解 されやすい こと

が考えられている.そ こで今回,i-NANC神 経 を活性化す る拡張性神経ペプチ ドPAcAP,VIPの 誘

導体 を合成 し,モ ルモ ット,サ ル気道平滑筋 に対する弛緩作用 とその持続効果について検討した。【結

果】1)PACAP-27の 誘 導体 で あ るBM-PACAP-27:[Arg15,20,21,Leu17]PACAP-27-Gly-Lys-

Arg-NH2は,カ ルバ コールによるモルモ ット,サ ル気道平滑筋収縮反応に対 しPACAP-27と 同等の

最大弛緩反応 を認めた.2)PACAP-27は1.5時 間 以内に弛緩反応が終了す るのに対 し誘 導体 は6時

間にわた り弛緩持続効果 を認 めた.3)captopril,phosphorarnidonの 前処置 によりPACAP-27の 弛

緩効果は有意に増強 したのに対 し,誘 導体では増強効果を認めなかった.4)PACAP誘 導体 は,サ ル

ブタモール と比較 してカルバ コール静注によるモルモッ ト気道収縮 に対 して弛緩持続効果 を認 めた

(in vivo).5)VIP誘 導体であるBM-VIPl[Arg15,20,21,Leu17]VIPCIy-Lys-Arg-NH2は,VIPと

比 較 して6時 間 にわた り弛緩持続効果を認めた。【結論】PACAP,VIP誘 導体は長時間作動性の気道

平滑筋弛緩効果 を認めた.ま た,こ れ ら誘導体 はペ プチ ド分解酵素により不活化 されにくい ことが示

唆された.
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P-3. channel&intracellular signaling:Kcaチ ャ ネル の リン酸化 を中心 に

東北大学医学部感染症呼吸器内科

奈良 正之

平滑筋の細胞膜 には種々のイオンチャネルが分布 し,膜 の興奮性に寄与 している.気 道平滑筋 はもっ

とも興奮性の低い平滑筋に分類 されるが,単 一 コンダクタンスの大 きいCa2+依 存性K+(KCa)チ ャ

ネルが密に分布 してお り,そ の開口が低興奮性 に寄与 してい る.気 道の収縮,弛 緩 は喘息の病態,治

療 を考 える上で重要で,今 回,気 道平滑筋 の弛緩物質であるβ2ア ドレナリン作動薬及びANPがKca

チ ャネルに及ぼす効果について報告する.Xenopus oocyte上 にKcaチ ャネル とβ2ア ドレナ リン受容

体(β2AR),ANP受 容体 を発現させ,two-electrode voltage clamp法 を用いて検討 した.Kcaチ ャ

ネルとβ2ARを 共 に発現 させ,イ ソプロテレノール(ISO)を 投与す るとKcaチ ャネルは活性化された.

ア デニル酸シクラーゼ活性薬であるフォールスコリンを投与 しても同様 の活性化が認め られた.ま た,

oocyte内 にprotein Kinase A(PKA)regulatory subunitを 注入 した後ISOを 投 与すると活性化 は抑

えられた.さ らに,KCaチ ャネルの869番 目のセ リン残基 をアラニ ンに置換すると,活 性化が抑制 され

た.一 方,膜 型のグアニル酸 シクラーゼ(GC)で あ るANP受 容体 をANPで 刺 激す るとKcaチ ャネ

ル は活性化 された.こ の活性化 はprotein Kinase G(PKG)inhibitorで 抑制 された.さ らに,Kcaチ ャ

ネルの869番 目および855番 目のセ リン残基をアラニンに置換すると,活性化 は完全 に抑制された.以

上 より,Kcaチ ャネルは,β2ARと の共役ではPKAを,ANP受 容体 との共役ではPKGを 介 すること

が示唆 された.ま た,PKAに よるリン酸化には869番 目のセリン残基が,PKGに よるリン酸化には

855番 目 と869番 目のセ リン残基が重要な役割 を担っていることが示唆 された。

B-4. diseasemodel:気 道 リモデ リング

九州大学大学院医学研究院附属胸部疾患研究施設,国 立療養所福岡東病院臨床研究部1

井上 博雅,福 山 聡,木 部 敦子,古 藤 洋,松 元幸一郎,相 沢 久道1

原 信之

気管支喘息患者 の気道では,上 皮の杯細胞化,基 底膜下肥厚,気 管支平滑筋の過形成 ・肥大な どの

組織構築変化がみられる.こ のリモデ リングは非可逆的気道狭窄の原因であり,好 酸球浸潤 を主体 と

した気道炎症が反復 ・持続する結果生じると考 えられている.今 回我々 は,抗 原反復曝露により平滑

筋 を中心 とした気道 リモデ リングを呈す る動物モデルを作成 し,気道反応 に及 ぼす影響 を検討 した.ま

た,cysteinyl leukotriene(cysLT)やangiotensin II(AT2)はin vitroで の気道平滑筋増殖に関与

していると報告されている.動 物モデルを用いて,in vivoで の平滑筋 リモデリング成立 におけるこれ

らの内因性 メディエーター拮抗薬の効果 を検討 した.卵 白アルブミン感作マウスに,抗 原を計12回 反

復吸入曝露 した.組 織学的には,6回 曝露後 には基底膜肥厚が,12回 曝露後 には気道平滑筋層の肥厚

が観察された.曝 露終了24時 間の時点での気道過敏性 は6回 か ら12回 曝露後にかけて亢 進がみ られ

たが,好 酸球性気道炎症はむしろ軽減 した.さ らに,6回 曝 露群 までは最終曝露終了96時 間後 には気

道過敏性亢 進 は消失 したが,12回 群 では曝露終了7日 後 にも気道過敏性 の亢 進が持続 していた.

cysLT受 容体拮抗薬(PranluKast)やAT2受 容体拮抗薬(Losartan)は,12回 群 での気道過敏性亢

進 と平滑筋層肥厚 を抑制 したが,好 酸球性気道炎症には影響を与 えなかった.以 上 より,抗 原反復吸

入曝露後での気道過敏性亢 進は,好 酸球性気道炎症 よりむしろリモデ リングによるもの と考えられた.

cysLTやAT2受 容体拮抗薬はリモデ リングの抑制 に有用である可能性が示唆された.



一 般 演 題



J-19

1.摂 食障害患者の胃内臓知覚の検討

東北大学医学部心療内科,同 大学院人間行動学1,同 医学部総合診療部2

庄 司 知隆,福 土 審1,野 村 泰輔,佐 竹 学,遠 藤 由香,唐 橋 一人

相模 泰宏,本 郷 道夫2

背景:臨 床上,神 経性食思不振症(AN)は 易 満腹感 と心窩部不快感 を,ま た神経性過食症(BN)は

満腹感 の消失をしばしば訴 える.こ れらの症状は,食 行動異常が胃内臓知覚 を変化 させた可能性 を示

唆する.わ れわれは臨床症状か ら,1)ANで は胃内臓知覚過敏が,2)BNで は 胃内臓知覚鈍麻が存

在すると仮説をたて,こ れを検証 した.

方法:AN9例,BN5例,年 齢 ・性 をマッチさせた健常女性9例 に胃伸展刺激による内臓知覚測定

を行 った.一 晩の絶食の後,ポ リエチレンバ ックを経口的に挿入 し,胃 底 ・体部に留置 した.バ ロス

タット装置 によりバ ックを1分 間に1mmHgず つ拡張 して胃伸展刺激を行 った.胃 内臓知覚は,被 験

者が初めて心窩部 に刺激を感 じた時点 を感覚閾値,初 めて心窩部不快感あるいは心窩部痛を訴 えた時

点 を不快閾値 と定義 した.そ れぞれの閾値 におけるバ ッグ内圧,バ ッグ容量および理論上の胃壁ten-

sionを 算 出し評価 した.

結果:ANと 健常者では,各 閾値圧には差は認められなかった(感 覚閾値:平 均8.0vs.11.0,不 快

閾値:平 均9.9vs.12.8mmHg).ま た,両 群で,各 閾値 における胃容量および胃壁tensionに も差 は

みられなか った.一 方,BNで は,健 常者 に比 して各閾値圧は著明に高値であった(感 覚閾値:平 均17.2

mmHg,不 快 閾値:平 均20.4mmHg).さ らにBNで は,健 常者に比 して各閾値時の胃容量(感 覚閾

値:平 均809vs.294,不 快 閾値:平 均895vs.415ml)と,胃 壁tensionは 高値であった.

結語:ANの 胃内臓知覚 と胃容量 は同等であった.BNで は,胃 内臓知覚鈍麻 と胃容量の増加が認め

られた.過 食行動による胃内臓知覚の変化が示唆された.

2.Functional dyspepsiaと 過 敏 性腸症候群 の24時 間十 二指腸運動

東北大学医学部心療内科,同 大学院人間行動学1,同 医学部総合診療部2

唐橋 一人,野 村 泰輔,佐 竹 学,遠 藤 由香,庄 司 知隆,相 模 泰宏

福土 審1,金 澤 素1,本 郷 道夫2

(目的)Functional dyspepsia(FD)と 過敏性腸症候群(IBS)は,そ れぞれ胃,大 腸の運動異常

が病態の重要な要素 となる.そ の中で,互 いに症状が重複す る症例,移 行する症例があり,主 症状以

外の消化管での検討 も病態を考 える上で有用な情報 を得 られる可能性がある.そ こでFDとIBSの 十

二指腸運動 について検討 した.

(方法)FD12例,IBS26例,健 常者9例 を対象 とした.十 二指腸水平脚の運動を24時 間内圧 セ

ンサーを用いて記録 した.覚 醒 ・睡眠時におけるinterdigestive motor complex(IMC)の 出現回数,

食後のmotility index(MI)を 計測 した.

(結果)覚 醒時のIMCに お いて,健 常者 と比較 して,FD,IBSで は 出現回数の減少 を認めたが,睡

眠中のIMCの 出現回数 には差を認 めなかった.昼 食後お よび夕食後のMIは 健常者 と比較 してFDで

は低値で推移 した.

(結論)FDとIBSで は ともに覚醒時においてのみIMCの 出現頻度 の減少を認 めた.睡 眠時にはこ

の変化が消失 した ことより,機 能性消化管疾患にお けるIMCの 変 調には精神活動 の関与が考 えられ

た.ま た,FDで は健常者IBSと 比 較し食後のMIが 低値で推移 し,FDの 病 態 との関与が考 えられた.
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3.CRH末 梢投与前後での胃運動 と自律神経機能の変化の検討

東北大学医学部心療内科,同 総合診療部1

相模 泰宏,野 村 泰輔,佐 竹 学,遠 藤 由香,庄 司 知隆,唐 橋 一人

本郷 道夫1

【背景】ス トレスは消化管運動機能 に多大な影響 を与 える.corticotropine releasing hormone

(CRH)は そ のメディエーターとなる可能性がある.CRHの 薬 理作用 として,動 物ではCRHの 中枢・

末梢投与で胃排出が遅延 し,ヒ トではCRHの 末梢投与で小腸・大腸運動が亢進する.【 目的】CRHの

末梢投与が 自律神経系及び胃運動 に与 える影響 をホルター心電図 と胃電図,胃 前庭部での消化管内圧

測定にて検討する.【 対象】18～25歳 の健常人13名(男 性10名,女 性3名).【 方法】安静臥位 を保ち

空腹時 にCRH100μgを 静脈内投与する.CRHの 投与前20分 間 と投与後120分 間 での心拍変動及び

胃運動の変化 を20分 間単位で比較した.ホ ルター心電図ではLF/HFを 比 較し,胃 電図で は周波数 を,

normogastria(2.4～3.6CPM),bradygastria(～2.4CPM),tachygastria(3.6～CPM)と し,各 々の

時間帯での周波数帯の割合 を比較 した.前 庭部の内圧測定では,motility index(M.I.)を 比較 した.

【結果】

+#* :P<0.05(V.S.Pre-CRH)

【結論】健常人においてCRHの 末梢投与は胃の運動機能に対し影響を及ぼす.

4.ス トレス負荷時の胃電図と心電図

新潟大学医学部生理第二

本間 信治

序:消 化 器 症 状 を訴 え心 身 医 学 外 来 を受 診 す る患 者 に星 像 の 鏡 像 をペ ンで な ぞ るMirror Drawing

 Test(MDT)を 行 い,胃 電 図 とホ ル タ ー 心 電 図 を記 録,ス トレ ス と心 身 相 関 に つ い て 検 討 し た.対 象:

神 経 性 食 欲 不 振 症5例,心 気 障 害2例,過 敏 性 腸 症 候 群2例,疼 痛 性 障 害3例,特 定 不 能 摂 食 障 害1例,

そ の 他3例 の16例,男 性4,女 性12例,年 齢 は36.4±14.7歳 で あ っ た 。 方 法:ス トレ ス 負 荷 と して

MDTを,食 事 負 荷 と し て カ ロ リー メ ー トを 摂 取 させ た.R-R間 隔 の ス ペ ク トル よ りLF/HF(LF=

0.039-0.148,HF=0.148-0.398Hz)を 計 算,交 感 神 経 系 活 動 の 指 標 と した.心 理 因 子 の評 価 に は,質 問

紙,1)Hospital Anxiety(A) and Depression(D) Scale(HADS),2) Somatosensory Amplification

(S) Scale(SSAS)に 解 答 し て も ら っ た.結 果:心 か 部 の 胃 電 図 の 周 波 数 分 析 で の3cpmの ピー クが

MDTで2倍 以 上 に な っ たX群(10.6±5.62,mean±SE,n=6)と2倍 未 満 のY群(0.69±0.139,n=

10)に 分 類 す る と,X群 の 食 事 負 荷 後 の 胃 電 図 の ピー ク比(12.7±9.01),安 静 時 とMDT負 荷 時 のLF/

HFの 比(1.9±0.51)はY群(3.1±1.16,1.2±0.20)よ り大 きか っ た が 有 意 差 は な か っ た.X群 のA

(6.0±1.76),D(5.6±1.81),S(29.3±0.63)と もY群(A=9.1±1.23,D=7.1±1.21,S=34.1±2.33)よ

り小 さ か った が 有 意 差 は な か っ た.安 静 時 とMDT負 荷 時 のLF/HF比 が1.5以 上 に な っ たP群

(2.2±0.25)と1.5未 満 のQ群(0.79±0.129)に 分 類 す る と,胃 電 図 で はMDT(7.1±5.26),食 事 負 荷

(13.2±8.27)と もP群 がQ群(2.7±1.39,1.2±0.35)よ り大 きか っ た が 有 意 差 は な か っ た.し か し,A

(4.5±1.52),D(4.3±1.17)と もP群 はQ群(A=9.8±0.54,D=9.7±0.72)よ り有 意 に小 さ か っ た.S

もP群 がQ群 よ り小 さ か っ た が 有 意 差 は見 られ な か っ た.結 語:な ん らか の心 理 因 子 が 胃 電 図,心 電

図 の ス トレ ス 反 応 性 を 修 飾 す る 可 能 性 が 想 像 さ れ た.
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5.体 外 式超音波 と内圧測定 を併用 した近位 胃適応弛緩 の評価

広島大学医学部第一内科,公 立三次中央病院消化器科1

原 睦展,春 間 賢,楠 裕明,眞 部 紀明,島 谷 智彦,井 上 正規

畠 二郎1

【緒言】近位胃の適応弛緩能の評価にはバロスタッ トが用いられているが,よ り生理的条件下での評

価法 は確立 されていない.最 近体外式超音波(以 下US)で 近 位胃の断面積を測定 した報告が散見 され

るが内圧 との関連 は明らかではない.食 物の胃内分布などを評価 した報告は以前から散見される.【 目

的】US法 で近位胃の断面積を測定すると同時 に経鼻胃管で胃内圧 を測定 し,適 応弛緩能の評価 を試

みた.【 対 象】健常男性7名(清 涼飲料4名,流 動食3例)で 平均年齢 は34歳 であった.【 方法】早朝

空腹期に2種 類の液体試験食(清 涼飲料:ポ カ リスエット,流 動食:か ロリーメイ ト)を 経鼻胃管か

ら5分 毎 に100m1つ つ投与 し,US法 で左肋間走査で近位 胃の断面積 を測定 した.同 時 に三方活栓で

垂直方向に接続 した水柱管 によって胃内圧 を計測 した.【 結果】投与量の増加 に比例 して近位胃の断

面積 は増 加 したが,内 圧は清涼飲料13.93±4.13cmH2O,流 動 食10.41±0.81cmH2Oで ほ ぼ一定で

あった.ま た清涼飲料1,050±65ml,流 動食1,367±88m1投 与 後で断面積の増加率は減少 し,内 圧 は

清涼飲料1,150±50ml,流 動食1,300±100mlで 上 昇した.清 涼飲料 と流動食 の結果に明かな差 は認 め

なかった.【 結語】健常人の液体食負荷 において,1,000～1,300mlま で は等圧の近位胃弛緩反応が認

められ る.負 荷量 とUS上 の断面積がlinearな 正 の相関を示す領域では,等 圧な弛緩が行われている.

6.高 張食塩 水(マ イル ドイ リタン ト)に よるエタ ノール 胃粘膜傷 害抑制(ア ダプテ ィブ

サ イ トプ ロテ クシ ョン)の メカ ニズ ム―胃粘膜微小血管 の反応か らの解析 ―

北里大学医学部薬理1,同 内科2,伊 勢原協同病院内科3

鎌 田 一寿1,2,大 野 隆2,3,佐 伯 威男2,朴 勝 春1,水 口 澄人1,鹿 取 信1

西 元寺克禮2,馬 嶋 正隆1

エ タノール(EtOH)胃 粘 膜傷害は細静脈(集 合細静脈を含む)の 収縮 による欝血である.高 張食塩

水を予め投与するとプロスタグランジン(PGs;PGE2とPGI2)が 生成され,こ の後EtOHを 投与す

ると内因性CGRPの 遊離が起 こりEtOH胃 粘膜傷害 は抑制される.そ のCGRP遊 離 はインドメタシ

ン(IDM)前 処置で消失することよりPGsに よ りEtOH刺 激 でCGRPが 遊 離 されると推察 される.今

回ラット胃粘膜微小循環観察にてアダプティブサイ トプロテクション(AC)に お けるPGs(PGE2,

PGI2)とCGRPの 関係 を解析 した.【 方法】SD系 雄性ラッ トを18-24時 間禁食 し,ウ レタン麻酔下に

胃を大變切開 し後壁の粘膜面 を下にして灌流槽 に固定 しTyrode液 で灌流した.漿 膜,固 有筋層,粘 膜

下層の一部 を切 り取 り観察窓 を作製 し,透 過光 を用いて奨膜側 より生体顕微鏡 にて胃粘膜基底部微小

循環 を観察し,微 小血管の径の変化 を測定 した.[薬 物]PGE2,ベ ラプロス ト(PGI2の 誘 導体);0.001-

10μM, CGRP8-37(CGRP拮 抗 薬;10μM)は 観 察窓に20μl投 与 し,1MNaCl,EtOH(50%)は

粘膜面 に1ml投 与 した.【 結果】1)PGE2は 用 量依存的に細動脈 を拡張させ細静脈 を収縮 させた.

PGI2は 用 量依存的に細動脈のみを拡張 させた.2)ACは 血 流 を変化 させないPGsの 用量 で起 こる

為,そ の用量のPGE2,PGI2を 投 与 しEtOHを 投与 すると鬱血の原因である細静脈の収縮 はほぼ完全

に抑制された.3)1MNaC1を 前投与 してお くとEtOHに よる細静脈の収縮はほぼ完全に抑制 され

た.4)CGRP8-37を 予 め投与 しておき1MNaC1→EtOH又 はPGI2→EtOHを 投与すると細静脈

は再び収縮した.5)CGRP8-37を 予 め投与 しておきPGE2→EtOHを 投与すると細静脈 は収縮 しな

かった.【 結論】ACはPGI2存 在下 にEtOH刺 激 でCGRPが 遊離 され,そ のCGRPがEtOHに よる

細静脈の収縮を抑制 し胃粘膜傷害 を抑制する と考 えられた.
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7.13C呼 気試験による胃排出能の検討

～ Caloric-feedback Regulation の視点から～

東海大学医学部消化器内科

財 裕明,高 安 博之,三 輪 剛

【目的】13Cオ ク タン酸で標識 したクッキーを用い,caloric-feedback regulationの 視 点か ら,呼 気

試験 による胃排出能の検討を加えた.【 対象 ・方法】40名 の健常人が対象.被 検者は100mgの13Cオ

クタン酸で標識 したクッキー(総 カロ リー200kcal)を 摂取後,経 時的に呼気を採取.Ghoosら の方程

式 を一部modifyし 解析 した.ま たcaloric-feedback regulationを 評 価すべ く,t lag時(%dose/h

が上 昇から下降に転じる)の 呼気中13Cの 積算値を,上 部小腸へのcaloric-loadの 近 似値 として利用

する事を考えつ き,こ のパラメーター(Relative excreted% cumulative dose at t lag:Rt lag-CD

(%))を 加 味し検討を行 った.ま た10名 の健常者 にdomperidone 10mgを 経 口投与 し,そ の影響 を

検討 した.【 結果】コントロール群 の各パラメーターは,GEC(Gastric Emptying Coefacient)=

3.53±1.09(SD), t lag=1.53±0.68h(SD),t1/2=2.25±0.77h(SD)で あった.ま たRt lag-CDは,

変動係数が0.080と 極 めて小 さく,29.15±2.35%(SD)と な った.domperidoneの 投 与は,試 験開始

後,少 なくとも30分 間は明 らかな有意な差をもって%dose/hの 値 を上昇させたが,対 象によっては,

試験開始後の急激な%dose/hの 上 昇後,む しろ極端 に低下す る例が存在 した.Rtlag-CDは,25.04±

1.72%(SD)で,明 らかな有意差 をもって低下 した.【 考察 ・結論】胃排出は食物 の上部小腸への流入

により,様 々なfeedbackを 受 ける.我 々の実験系では,接 種 した13Cの 約29%が 呼気中に排出され

た時点で,胃 排出のパターンが変化 している.domperidoneは,こ の値 を低下させたが,こ れは十分

なcaloric-feedback inhibition(ileal brake)の 発 生が,よ り少ないcaloric-loadで も発生した こと

を意味する.%dose/hは,単 位時間あた りの上部小腸 に対するcaloric-loadを 近似 し,ま たその変化

が,caloric-feedback regulationに 重 要な役割 を果たしていると考えられる.

8.13C-octanoic acid breath testに よる逆流性食道炎 患者の 胃排 出能 の検 討

東北大学医学部消化器病態学

北川 靖,大 原 秀一,下 瀬川 徹

【背景】 これまでの胃排出能を測定する検査法 は侵襲性,簡 便性 などに問題があ り,必 ず しも一般 に

広 く行われてきたわけではない.近 年13Cを 用いた呼気試験による胃排出能測定法が開発され,そ の有

用性 について検討 されてきている.逆 流性食道炎患者 において,酸 逆流の主因 は食道運動機能 異常 と

されているが,胃 排出遅延 も影響 を及ぼす因子の一つとして想定 されている.し か しこれまで一定の

見解 は得 られていない.【 目的】13C-octanoic acid breath testを 用 い,逆 流性食道炎患者の胃排 出能

について検討する とともに,本 試験法の有用性についても検討す る.【 方法】対象は内視鏡的に逆流性

食道炎を認めた既往のある患者11人(男 性7人,女 性4人,平 均年齢 とし,正 常 ボランテ ィア と比較,

検討 した.13C-octanoic acid breath testはGhoosら の方法 に準 じ,試 験食の総カロリーは250kca

と した.検 討パラメーターはlag Phase(tlag),half-emptying time(t1/2),gastric emptying

 coefncient(GEC)を 用 いた.【 結果】正常 ボランティアと比較すると,逆 流性食道炎患者においては,

tlag,t1/2は 延長 していたが,GECで は有意差はなかった.ま た明 らかに胃排出能が遅延 していると

判断で きる例が1例 あった 【結語】本試験法は逆流性食道炎の胃排出能を評価 し,そ の病態を検討す

るのに有用 となる可能性が考 えられた.



J-23

9.13C呼 気 試験法 胃排 出能検査(13C法)の 位置づ け と胃切除後 の残 胃排出能評価へ の

応用 についての検討

東京慈恵会医科大学外科

中田 浩二,川 崎 成郎,羽 生 信義,梁 井真一郎,山 本 尚,向 井 英晴

宮川 朗,古 川 良幸,青 木 照明

[目的]13C呼 気試」験法胃排 出能検査(13C法)は,簡 便 ・安価で非侵襲的な胃排出能検査 として注 目

され本邦で も急速 に広 まりつつある.し か し,13C法 に おける試験食,測 定方法,評 価指標な どは報告

者により異な り,RI法 との比較による胃排出能検査法 としての位置づけについて も明確にされていな

い.今 回われわれ は,13C法 とRI法 を同一被験者 に同時 に行いその位置づ けを明確 にす るととも

に,13C法 を用いて胃癌胃切除後患者 の残胃排 出能 を評価 しその臨床的有用性 について検討 した.

[方法]健 常人6名 に13C-octanoic acid100mgと99mTc-DTPA40MBqを 卵 黄に添加 し加熱調理 し

た目玉焼 き1ヶ,'ロ ー ルパン1ヶ,バ ター4g,コ ン ソメスープ160ml(約230kcal)か らなる固形試

験食 を摂取 させ,食 後6時 間まで15分 毎に呼気の採取 とガンマカメラによる撮影を行った.RI法 と
13C法 にお ける胃排出能の各評価指標を比較 し

,そ れぞれの相関性 について検討 した.ま た,術 後6ヶ

月以上経過 した胃癌幽門側胃切除+Billroth I法 再 建術後患者4名 に13C法 に よる胃排出能検査 を行

い健常人 と比較検討した.[結 果]13C法 のTmax,T1/2とRI法 とT1/2,胃 排 出曲線の摂取後120分

値 から240分 値,の 間に相関係数0.8以 上 と高い相関が認 められた.胃 切除後患者では健常人 と比較 し

てTmax,Lagtime,T1/2,摂 取後15分 か ら165分 の胃内残存率 において有意な胃排出亢進が認めら

れた.[結 論]13C法 は間接法であるがデータ処理を行なうことにより定量的な胃排 出能評価が可能

であった.Tmaxは 複雑 な計算を必要 とせず検査時間の短縮(4時 間)が 可能であることか ら定性的な

胃排出能評価の指標 として有用であった.コ ンピュータブ'ログラムにより求めたLag time,T1/2,各

時点の胃内残存率 を用いることにより,よ り詳細で定量的な胃排 出動態の評価が可能であった.13C

法 を胃切除後患者 に行 うことにより残胃排出能 の評価が可能であ り,術 後QOLを 評 価す る上で臨床

的に有用 と考 えられた.

10. 胃 切 除後の食道痙攣 を伴 う噴門通 過障害の1症 例

日本大学医学部外科学講座外科3部 門

田中 和彦,佐 藤 博信,村 山 公,宋 圭男,大 塚 善久,深 瀬 知之

橋爪 正明,小 林 秀昭,稲 見 直邦,高 山 忠利

はじめに:食 道痙攣を伴 う噴門通過障害の1症 例を経験 したので,食 道機能検査,特 に食道内圧測

定に関す る考察を含 めて報告する.

症例:88歳 の男性.2年 前,嚥 下困難 を主訴 に発症 し,2000年10月 近 医を受診 した.食 道透視 にて

食道アカラシアの診断をもとに食道 ブジー施行 したが改善 しないため同年12月 精査加療 目的にて当

科紹介受診 した.

既 往歴:30歳 時 胃潰瘍 にて広範囲胃切除術(Billroth II法)施 行.甲 状腺機能低下症.

所 見:食 道透視では胸部中部か ら下部食道 にかけての食道痙攣,バ リウムの噴門部通過障害を認め

た.臭 化ブチルスコポラ ミン静脈注射にて若干の改善 を認 めるが十分 な効果は認められなかった.内

視鏡では噴門部 は開き,食 道 より胃内が観察可能であった.食 道内圧測定上ではLESPの 上 昇を認め,

嚥下波 も同期性パターンで,同 期性収縮波 も認 められた.飲 水負荷試験では静止圧の回復時間の遅延

が認 められた.

経 過:2001年3月 入院したが,高 齢のうえに誤嚥に伴 う肺炎の合併 も認 められたため手術治療 を断

念 した.臭 化 ブチルスコポラミン,Ca拮 抗 剤,マ イナー トランキライザー経口投与 にて症状の改善が

認められたため,同 年4月 軽快退院した.

考 察:食 道透視,内 視鏡所見はともに相反する結果が得 られた.食 道内圧測定,食 道透視上では食

道痙攣を伴 う食道アカラシアを思わせる所見が認 められたが内視鏡では通過障害を示唆する所見は認

められなかった.本 症例 は食道痙攣 を伴 う噴門通過障害ではあるが,食 道アカラシア とも,食 道痙攣

とも明確に分類できず,鑑 別 に難渋 した1例 であった.
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11.胃 切 後の再建術 式 に関す る腸管運 動生理学的観 点か らの研究

山梨医科大学第2外 科

高野 邦夫,毛 利 成昭,荒 井 洋志,大 矢 知昇,腰 塚 浩三,多 田 祐輔

【研究の目的】 胃切除後の再建術式 は,な がらくBillroth法 が行われて きたが,近 年術後の消化液

の胃内及び食道への逆流による種々の症状や障害,残 胃癌の発生が臨床的に問題 となってきている.

そ こで,我 々は消化管運動生理の観点から,逆 流による障害 を減 じ,発 癌の危険がないような再建

方法を明らかにするため研究を進 め興味ある知見を得た.研 究結果 を報告す るとともに,胃 切除後の

術式に関して我々の考 えを述べたい.

【対象 と方法】 雑種成犬 を用いて以下の3群 に分 けた.コ ン トロール を1群 とし,銀 針双極電極 を

十二指腸お よび空腸5カ 所 に逢着した.2群 と3群 はそれぞれ全身麻酔下に空腸間置 またはR-Y法 に

よる再建 を行い,術 後約1年 に再開腹 して1群 と同様 に銀針双極電極 を逢着 した.全 群犬が健康を回

復 してから意識下に腸管運動を導出記録 し,得 に腸管の協調運動 を筋電図学的にBER放 電 頻度,Mi-

grating myoelectric complex(MMC)の 発 生間隔 ・持続時間 ・伝播様式な どを分析検討 した.

【結果】 空腸間置 による再建術で は間置空腸か ら十二指腸への伝播が協調 しないため,間 置空腸や

胃に腸 内容が停滞することが推測 されたが,R-Y法 で はMMCがY-脚 を 口側か ら肛門側へ と伝播

し,口 側空腸 との良好 な協調運動を認めた.

【結語】 胃切後の消化液 の逆流のメカニズム としては,消 化管の協調運動の障害によることが示唆

された.ま た,消 化液が胃内に逆流しに くい術式を選択するにあたっては,R-Y法 が 実験的にも臨床

的にも,優 れた再建術式 として,今 後積極的に用いられてよい と考 えられた.

12.ラ ッ ト腸間膜動脈 内皮除去標本 におけ る血管弛緩反応 の増強

岡山大学大学院自然科学研究科臨床薬学

川崎 博己,礒 部佐知子,黒 崎 勇二

【目的】血管内皮細胞 は単なる血管壁のバ リアー としての役割を持つだけでな く,様々な血管内皮由

来物質を遊離することによって血管緊張度を調節 していると考えられている.血 管収縮物質 による血

管収縮反応 は内皮除去により著明に増強することは知 られているが,血 管弛緩反応に対す る内皮除去

の影響 は未 だ不明な点が多い.我 々は,血 管拡張性神経の経壁電気刺激による血管弛緩反応が内皮除

去により増強することを報告 した.今 回,各 種血管弛緩物質,す なわち β受容体作動薬isoproterenol,

NO供 与体sodium nitropuruside(SNP),カ ル シ トニン遺伝子関連ペプチ ド(CGRP),経 壁電気刺

激(PNS)の 血 管弛緩反応に対する内皮除去の影響,お よびその機序について検討した.【 方法】実験

はラット腸 間膜動脈血管床の灌流標本 を用い,灌 流圧の変化 を抵抗血管の緊張度変化 として測定 した.

内皮細胞除去 はsodium deoxycholateを30秒 間灌流することで行 った.【 結果】guanethidine(5

μM)存 在 下 にmethoxamine(7μM)で 血管収縮を起 こした正常 内皮保持標本 において,acetyl-

choline(ACh0.5nmol)注 入では一過性の血管弛緩反応が出現 した.ま たisoproterenol(10-9-10-6

M), SNP (10-9-10-6M),CGRP(10-10-10-8M)の5分 間の灌流によって濃度依存的な持続性の血管

弛緩反応が出現 し,PNS(0.5-2Hz)で は刺激頻度依存的な血管弛緩反応が出現 した.内 皮細胞除去

標本では,AChの 反 応は消失 したが,isoproterenol,SNP,CGRP,PNSに よ る血管弛緩反応 は増強

し,反 応の持続 も延長 した.ま た,indomethacin(0.5μM)の 灌流により各血管弛緩反応 は増強する

傾向が見 られた.【考察】以上の結果,血 管内皮細胞 は血管収縮の調節ばか りでな く,血 管弛緩 も抑制

的に調節す ることによ り,血 管緊張度 をコン トロールしていることが示唆される.
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13.ラ ッ ト腸間膜動脈抵抗血管におけるアセチルコリンおよびニコチンによるニコチン

受容体 を介する内皮非依存性血管拡張反応

岡山大学大学院自然科学研究科臨床薬学

手塚 智子,黒 崎 勇二,川 崎 博己

【目的】我々はラット腸間膜動脈 には非ア ドレナ リン性非 コリン性 の血管拡張性神経で あるCal-

citonin Gene-Related Peptide(CGRP)作 動性神経が分布 し,交 感神経 とともに血管の緊張度に関与

していることを明 らかにしている。 また内皮除去標本 においてアセチル コリン(ACh)がCGRP神 経

上 のムスカ リン受容体を介し,ま たニコチンが交感神経上のニコチン受容体 とCGRP作 動 性神経を介

して内皮非依存性血管拡張反応 を起 こす ことを報告 している.今 回AChお よびニコチンによる,ニ コ

チン受容体 を介す る血管拡張反応 について検討 した.【 方法】摘 出ラット腸間膜動脈血管床の灌流標

本を作製 し,Krebs液 を一定流量で灌流 し,灌 流圧変化 を血管緊張度変化 として測定 した.【 結果】内

皮除去標本においてACh10-6～10-4Mの 灌流 により起 こる濃度依存性血管拡張反応は冷所保存によ

る除神経処置 により消失 した.ま たatropine存 在 下 において,ニ コチ ン受容体遮断薬(hexameth-

onium),交 感 神経遮断薬(guanethidine,bretylium),交 感神経破壊薬(6-hydroxydopamine),CGRP

作動性神経毒capsaicin前 処理およびCGRP受 容 体遮断薬CGRP[8-37]に よってさらに抑制 された.

ニ コチンの血管拡張反応 もhexamethonium,guanethidine,bretylium,6-hydroxydopamine,cap-

saicin,CGRP[8-37]に よって抑制 されたがNMDA受 容体遮断薬CPP,L-DOPA受 容体拮抗薬L-

DOPACHE,ド パ ミンD1受 容体拮抗薬SCH23390,ド パ ミンD2受 容体拮抗薬haloperidol,ATP

P2X受 容 体脱感作薬 α,β-methylene ATPで は抑制 されなかった。 【考察】AChお よびニコチ ンは

交感神経上のニコチン受容体 に作用しさらにCGRP作 動性神経 を介 してCGRPを 遊離 し血管拡張反

応 を起 こす ことが示唆 された.こ の反応 において,gultamete,L-DOPA,dopamine,ATPの 関与 は

少ないと考 えられる.

14.ラ ッ ト門脈輪状 筋 におけるL-ア ルギ ニ ンに よる収縮 について

北海道医療大学薬学部臨床薬理毒理学,近 畿大学ライフサイエンス研究所1,

同薬学部機能形態学2

島村 佳一,木 村 真一,山 本 和夫1,関 口富美子2,砂 野 哲2

ラ ット門脈輪状筋の収縮調節 における一酸化窒素の役割 について検討 してきたが,そ の際L-ア ル ギ

ニンが,し ばしば収縮を発生 させたので本研究で は,レ アルギニンの作用について再検討 した.麻 酔

したWistarラ ッ トか ら門脈 を摘出し,輪 状筋方向の標本 を作成 した.等 尺性収縮力 をタイ'ロー ド液 中

で記録 した。また微小電極法で輪状筋 の膜電位 を記録した。

すでに報告したように,内 皮正常標本でL-ニ トロアルギニ ン10-4Mは 細胞外Ca依 存性 の緊張性

収縮を発生 させ,さ らにL-ア ルギニ ン10-3Mを 加 えると弛緩 したが,弛 緩は一過性収縮 を伴った.膜

電位記録 において もL-ニ トロアルギニン10-4Mに よ る活動電位数の増加 はL-ア ルギニ ン10-3M

を加 えると減少 したが,こ の とき減少の前に一過性増加がみられた.L-ア ル ギニン10-3M単 独投与 に

おいて も一過性収縮 を発生 した.

以上 よりラット門脈輪状筋 におけるL-ア ルギニンの収縮作用には活動電位の増加が関与 すると考

えられる.
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15.糖 尿病ラットの胸部大動脈における内皮依存性弛緩反応の減弱 とエン ドセ リン-1

の関与

星薬科大学医薬品化学研究所機能形態学

蟹江 典靖,鎌 田 勝雄

近年様々な病態時 においてET-1の 関与が示唆され,糖 尿病時でのET-1の 関与 も多数報告されて

いる.当 研究室においても以前 より糖尿病時 におけるET-1の 関与 を報告 してきた.そ こで今回,ET-

1の 内皮依存性弛緩反応の関与 を検討す るために,新 規ET-1受 容 体拮抗薬であるJ-104132(ETA/

ETBreceptor antagonist Banyu Co.:10mg/kg)を 糖尿病ラッ トに4週 間経口投与し,胸 部大動脈

における収縮反応,弛 緩反応の変化 について検討 した.

糖尿病動物はSTZ75mg/kgを 尾側静脈内投与することにより作成し,投 与後11週 経過 した もの

を使用 した.摘 出した胸部大動脈を長さ20mm幅2mmの らせん標本 を作製 した.標 本 は,Krebs-

Henseleit液 を含むorgan bath中 に懸垂 し1.0gの 静止張力 をか け,反 応は等尺性 に記録し,NE,ET-

1に よ る収縮反応ACh,SNPに よる弛緩反応を検討 した.

J-104132を 慢 性投与 してもNE,ET-1やSNPに よる収縮反応,弛 緩反応 は変化が見 られなかった

が,AChに よる内皮依存性弛緩反応は糖尿病群に対 し有意に改善 され,ま たコン トロール群 と同 レベ

ルまで改善 されていた.ま た,RT-PCRに よ りeNOS mRNA発 現 量の定量を行 った ところ,変 化 は

見 られなかった.

以上 のことから糖尿病時 における内皮依存性弛緩反応の減弱 は,ET-1が 一 因していることが示唆

された.

16.妊 娠 中毒症抵抗血管 にお ける内皮 由来過分極 因子 に関す る検討

名古屋市立大学医学部産科婦人科,同 薬理1

鈴 木 佳克,山 本 珠生,鈴 森 薫,服 部 友紀1,梶 栗 潤子1,伊 藤 猛雄1

【目的】妊娠中毒症(中 毒症)は 末梢血管抵抗の増大による血圧の上昇,血 管透過性 の亢進による全

身浮腫や血液凝固障害などを主徴 とする重篤な妊娠異常である.我 々はその病態解明のために中毒症

血管の特性 に関する研究を進めて来た結果,こ れまでに中毒症抵抗血管 において内皮 由来弛緩因子の

一つであるnitric oxide(NO)に よ る血管平滑筋弛緩反応 に異常を認めるとの結論 を得た
.内 皮由来

過分極因子(EDHF)はNOよ りさらに細 い動脈での循環 に重要な役割 を果たす とされているが,中

毒症における特性は明らかではない.【 方法】対象は純粋型中毒症15名 と正常血圧妊婦25名 とした.

同意の得 られた患者 より帝王切開時 に,大 網 を摘出,直 径0.1-0.3mmの 動脈 を分離し,標 本を作成 し

た.ジ クロフェナック(シ クロオキシゲナーゼ阻害薬)とL-ニ トロアルギニン(NO阻 害 薬)存 在下

で,内 皮温存標本を用いて等尺性張力測定法によりトロンボキサンA,類 似薬(STA、)収 縮に対 する

EDHFの 反 応性 について検討 した.内 皮除去標本にてKチ ャネル開口薬の反応性 を検討した.ま た,

内皮温存標本 を用 いて微少電極法 によ り平滑筋細胞 の膜 電位 も測 定 した.【 成績】ブラジキニ ン

(BK)に よ り中毒症 と正常血圧妊婦において同程度のSTA,収 縮抑制が認 められた.そ の抑制 はカ リ

ブ トトキシン(ChTX)と アパ ミン(apa)の 存在にて消失 した.ま た,BKに よ り細胞膜が過分極 し,

それ もChTXとapaに よ り消失 した.内 皮除去標本において1-EBIO(Ca2+activated Kチ ャネル開

口薬)に よ りSTA,収 縮 は濃度依存性 に抑制され,そ れは中毒症 と正常血圧妊婦で差 を認めなかった.

【結論】EDHFに よる内皮由来弛緩反応は中毒症 の抵抗血管 において,NOと は異な り温存 されてい

る可能性が示唆 された.
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17.エ ス トロゲ ンによる内皮由来過分極因子反応及びにコネキシン43発 現の変化 に関

する検討

北海道大学大学院医学研究科循環病態内科,同 細胞薬理1

縄手 聡,深 尾 充宏1,佐 久間一郎,三 輪 聡一1

【目的】 エス トロゲンは内皮由来弛緩因子であるNO・PGI2の 産 生を亢進することが報告されてい

るが,第3の 弛緩因子である内皮由来過分極因子(EDHF)に 対 す る影響 は不明である.現 時点で

EDHFの 本 態は不明であるものの,血 管内皮一平滑筋間のギャップジャンクションがEDHF反 応 に

関与 して いることが報告 されている.本 研究では,エ ス トロゲンのEDHF反 応 への影響及びギャップ

ジャンクション蛋白であるコネキシン43(Cx43)の 発 現に対す る影響 について検討 した.

【方法】40週 齢 の雌性Wistarラ ッ トを以下の3群 に分類 した.(1)コ ン トロール群(CONT),

(2)卵 巣 摘 出群(OVX),(3)卵 巣 摘出後エス トロゲン補充群群(OVX+ER) .4週 後 に上腸問膜動脈

を摘出し,(A)等 尺性張力測定,(B)微 小電極による膜電位 の測定 ,(C)抗Cx43抗 体 による免疫

染色,(D)抗Cx43抗 体 によるウエスタンブロッティングにより検討 した.

【結果】EDHFに よる血管弛緩反応及び膜電位過分極反応 はOVX群 において有意 に低下 してい

たが,エ ス トロゲン投与 により回復 した(ア セチルコリン1μMに よる過分極反応
,CON:12.5±1.5

mV,OVX:2.5±0.5mV,OVX+ER:8.1±0.7mV) .EDHFに よる血管弛緩反応 はギャップ結合阻

害薬の18β グリチル レチ ン酸により抑制された.免 疫染色,ウ エスタンブロッティングにおいてCx43

の発現 はOVX群 で減少 し,ER群 で回復 した.

【総括】 エス トロゲンはEDHF反 応 の維持 に重要 な役割 を果たしてお り,そ の機序の一つ として

Cx43の 発現量の調節が考えられた.

18. 消 化 管運動ペ ース メーカー細 胞の カル シウム動態一組織小 片 を用 いた解析 一

名古屋大学大学院医学研究科機能形態学講座分子細胞学,同 細胞科学講座細胞生理

鳥橋 茂子,中 山 晋介1

緒 言:我 々 はこれまで消化管運動 のペースメーカー細胞が癌原遺伝子c-ritを 発現 し,従 来形態学

的にカハールの介在細胞(lnterstitial cells of Cajal;ICC)と 言 われてきた細胞 にに相当する事 を明

らかにしてきた.近 年,細 胞内ス トアからのカルシウム放出がペースメーカー機構 に関わる事が報告

されIccの カルシウム動態が注 目されている.我 々は単離されたIccが 必 ずしもvivoで の生理状態

を反映するとは限らない と考え,細 胞 レベル と組織の中間の実験系を作 ってペースメーカー機構に関

わるカルシウム動態を調べた.方 法:生 後10-14日 齢 マウス小腸の筋層 を剥離し,細 切 と酵素処理 に

よ り組 織小 片(直 径約100-150μm)を 作 った.24-48h培 養 の後Fluo3AMを 添 加 してARGUS

HiSCAに よ り組織小片のカル シウム濃度変化 を記録 した.組 織外液 は35℃ で灌流 し,nifedipine(1-

5μM),CdCl2(1μM),SK&F(4-40μM)を 要 時添加 した.抗c-Kit抗 体(ACK2)
,抗TRP-4,

TRP-6抗 体 による免疫組織化学を行った.結 果:組 織小片 は生体 とほぼ同じ頻度でカルシウム変動 を

伴 う収縮運動をした.こ れ らはnifedipineで ブ ロックされたが組織片中のc-Kit陽 性 細胞分布域で は

同じ周期でカルシウム変動が継続 した.nifedipine存 在下で外液のカルシウム を取 り除 くとc-Kit陽

性細胞存在部位のカルシウム変動は消失 した.さ らにCd2+,SK&Fも カルシウム変動を抑制 し,消

失させた.免 疫組織化学的にTRP-4の 免 疫活性がc-Kit陽 性 細胞 に証明された.結 論:c-Kit陽 性細

胞(ICC)の カルシウム変動 はペースメーカー機構 に密接 に関連し細胞外か らのカルシウムの取 り込み

を必要 とするが,こ れはLtypecalcium channel以 外 の機構 による.ま たICCにTRP-4の 免疫活性

が示された事か らnonselective cation channel ,receptor-operated calcium channelと しての特性を

示すTRP-4がICCの ペ ースメーカー機構 に関わる可能性が強 く示唆された.
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19. 胃腸 管 にお いてSmall conductance Ca2+-activated K+channelのSK3は カハ ー

ルの介在細胞 に特異 的 に発現 する

大阪府立大学大学院農学生命科学研究科獣医学専攻応用薬理,堺 市民病院病理 ・研究科1

藤 田 秋一,竹 内 正吉,西 東 規子,花 井 淳1,畑 文明

現在 まで にSmall conductance Ca2+-activated K+(SK)channelは4つ のサブタイプがクローニ

ングされている.こ のうちSKchannelの 特 異的遮断薬であるapaminはSK1,SK2,SK3を 遮 断し,

またapaminは 摘 出腸管の運動性 に影響す ることが報告されている.そ こで本研究では腸管にどのサ

ブタイプのSK channelが 発現 し,そ してどの細胞 に局在す るかを検討 した.RT-PCR解 析 により

ラット腸管 にはSK1とSK2の 発現 は少な く,SK3お よびSK4が 多 く発現 していることがわかった.

そ して,免 疫組織学的手法により抗SK3抗 体 の免疫反応部位 は胃 と腸の両方において,ア ウエルバ ッ

ハの神経叢 と平滑筋細胞間の神経叢に認 められた.ま た このSK3陽 性 細胞 はグリアおよび神経細胞の

マーカーであるglial fibrillary acidic protein(GFAP)お よびneurofilamentの 抗体では染色 されな

かった.免 疫電子顕微鏡的手法によりこのSK3陽 性細胞 はカハールの介在細胞であることがわかっ

た.カ ハールの介在細胞 は胃腸管でのペースメイカー細胞であることがわかっている.こ のことから

SK3 channelは カハールの介在細胞 においてペースメイカー電流の発生に寄与す ることが考 え られ

る.

20. マ ウ ス近側結 腸 における粘 膜下歩調取 り細 胞の電気活動

名古屋市立大学医学部第一生理1,奈 良県立医科大学第二生理2

米 田 諭1,2,高 野 博充1,門 脇 真2,高 木 都2,鈴 木 光1

マ ウス近側結腸の平滑筋組織における自発活動発生の細胞内機序を,微 小電極 を用いて記録 した膜

電位 の変化 を指標 にして調べ,3つ の型 の自発活動が記録 で きた.記 録 された細胞の局在 をneur-

obiotin注 入 により確認 した ところ,粘 膜下層 に分布する直径20～30μ の卵円形 の細胞で両側 に50

μmの 突起 を有する細胞からは振幅約20mVで 頻 度約15回/分 のプラトー相を持つ緩電位(持 続,約

2.6秒)が 記録 され,歩 調取 り電位 と考 えた.輪 走 ならびに縦走平滑筋 は群発活動電位 を律動的に毎分

4-5回 ほ ど発生 してお り,電 気活 動 は粘 膜下 細胞 と波 形 も異 な り,ま た同期 してい なかった.

Nifedipine 0.1μMは 平滑筋の電気活動 を抑制し,歩 調取 り電位の持続 を短 くしたが・振幅 と頻度 は変

えなかった.Nifedipine 1μMは 歩調取 り電位を消失 させた.歩 調取 り電位は2-APB(IP,受 容 体抑

制)やryanodineで 消 失 した.CPAやcaffeineに よ り細胞内の貯蔵Ca2+を 枯渇 させた り,BAPTA

に よ り細胞 内Ca2+濃 度 を低下 させ ると歩調取 り電位 は消失 し,あ るいは著明に抑制 された.CCCP(ミ

トコンドリアへのCa2+取 り込 みを阻害)は 歩調取 り電位の発生を抑制 した.こ れ らの結果から,結 腸

粘膜下層で発生する歩調 とり電位 は電位依存性Ca2+チ ャネルか ら流入するCa2+が その引き金や電

位持続に関与 してお り,さ らに細胞内貯蔵部位か らのCa2+放 出お よびミトコンドリアへのCa2+取 り

込みなども関連 していると考えられた.ま た,粘 膜下層歩調取 り細胞 の活動は平滑筋の活動 とは連動

していないことがわかった.
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21.モ ル モ ッ ト胃幽 門部ICC細 胞(カ ハ ールの間質細胞)の 自発活動 の性質

名古屋市立大学医学部第一生理

鬼頭 佳彦,福 田 裕康,鈴 木 光

モルモ ット胃幽門部ICC細 胞 の自発活動の性質 について細胞内電位 を指標 にして調べた
.caffeine

(1mM)はDriving Potentialの 頻 度を低下 させ,3mMま で濃度 を上げると持続時間を短 くし頻度 を

さらに低下 させた.CPA(10μM)は 膜 を脱分極させ,Driving Potentialの 持 続時間を短 くし頻度 を

増加 させ た.CPAとSKF96365(30μM)の 同時投与により,膜 は脱分極し,Driving Potentialの 持

続時間は短 くなり,一 過性に頻度が増加 した後 自発活動 は消失した.外 液のCa濃 度 を減少させ ると,

Driving Potentialの 持続時間が短 くなり頻度が低下 した.BAPTA-AM(50μM)はDriving Poten-

tialの 持 続時間を短 くし頻度 を低下させた後,自 発活動 を消失させた.CCCP(ミ トコンドリアのプロ

トノフォア)は 膜を脱分極 させ,自 発活動 を消失させた.以 上の ことより,モ ルモット胃幽門部ICC

細 胞 の自発活動の発生 には,細 胞 内Ca貯 蔵 部位か らのCaの 遊離 とミトコン ドリアへのCaのup-

takeが 関与 している可能性が示唆 された.

22.マ ウ ス小腸平滑筋 の自発 的電気活動 と自動運動

奈良県立医科大学第一外科,同 第二生理1

中川 正,山 内 昌哉,杉 森 志穂,上 島 成幸1,藤 井 久男,高 木 都1

【はじめに】消化管平滑筋の自動運動 は,slow wave(SW)と 呼 ばれるペースメーカー電位によっ

てその収縮頻数を調節 されている.さ らにこのSWは カハールの間質細胞(ICC)か ら発生 していると

云われている.今 回,本 研究 において,マ ウス小腸 の電気的活動 と自動運動を同時に記録 し
,消 化管

の自動運動を制御する機構 について検討 した.【 動物】マウス;Myenteric regionのICC(ICC-MY)

を欠 く変異種W/Wv(Huizingaら,1995)と+/+を コ ントロール として用いた .さ らに,Balb/Cも

用 いて比較 した.【 方法】空腸起始部 あるいは回腸末端か ら採取 したそれぞれ1cmの 長 さの腸管 を

標本 とした.口 側端にForce transducerを 装着 し,肛 門側端はPressure transducerに 連結する細管

に固定 した.同 時に漿膜面に吸引電極 を装着 し電気活動 を記録 した.【 結果】Balb/Cお よび+/+:

SWの 周 期は空腸で48.4±2.9cprn(n=7),回 腸 で40 .8±1.0cpm(n=5)で あ った。縦走筋方向の運

動(L)は,SWに 同期 し一定 の振幅 を示す。輪走筋の収縮 を反映する圧波形(C)はSWに 重 畳する

action potentials(AP)の 群 発 と一致 して起 こる傾向にあった.Tetrodotoxin(TTX)の 投 与によ

りAPの 発生 は亢進 し,Cは 規則性が増大 した。Nifedipine1μM投 与により運動を消失 させ ると,空

腸ではSWが 消失したが,末 端部回腸ではSWは 振幅 と周期 は減少 した(26 .3±3.1cpm,n=6)が,明

らかに残存した.W/Wv:SWは 記録で きなかったが,不 規則に群発するAPに 同期 して運動LとC

が発現した.こ のAPの 群 発 と同期 してCが 起 こる傾向はコン トロール と同様であった.TTXの 投 与

によ りAP,L,Cの 規 則性が増大 した。【考察】消化管 自動運動の制御にICCの ペースメーカー機能

とならんで神経性調節 も重要であ り,ICCの 機 能が損なわれた状態においては神経性調節の重要性が

増大 している可能性がある.
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23. モ ル モ ッ ト膀胱単離 平滑筋細胞 を用 いた脱分極時 の ミ トコン ドリアCa2+画 像 解 析

名古屋市立大学大学院薬学研究科細胞分子薬効解析学

山村 寿男,坂 本 多穂,村 木 克彦,今 泉 祐治

ミ トコン ドリアのCa2+取 り込み機能 は,虚 血や代謝障害などの細胞内Ca2+過 負荷状態 を緩衝す る

ためにのみ作動すると考えられてきた.し かし,ミ トコン ドリアが局所Ca2+動 態 を制御する小胞体の

一部 と空間・構造的に極めて近接 していることが報告 されたため,正 常時における細胞内Ca2+動 態 の

恒常性保持 にもミトコン ドリアは寄与 している可能性が高い.そ こで本研究では,生 理的条件下での

ミトコンドリアCa2+貯 蔵 機能 が細胞内Ca2+動 態 に果たす役割 について検討 した.酵 素処理 により得

たモルモ ット膀胱単離平滑筋細胞 を用いて,高 速走査型共焦点蛍光顕微鏡(Nikon RCM-8000)と ホ ー

ルセルパ ッチクランプ法 により二次元Ca2+蛍 光画像 と細胞膜電流 を同時 に測定 した.ミ トコン ドリ

アCa2+濃 度([Ca2+]m)と 細胞質Ca2+濃 度([Ca2+]c)の 蛍光指示薬 として,3μM Rhod-2と30μM

Fluo-4を 使 用した.そ の結果,保 持電位-60mVか ら0mVへ の50msの 脱 分極刺激 による細胞外か

らのCa2+流 入 によって惹起 された[Ca2+]c増 加 に引き続 いて[Ca2+]mも 上昇 した.こ の際,局 所的

な[Ca2+]c増 加部位(Ca2+ホ ッ トスポット)近 傍 における[Ca2+]m上 昇 の程度は,そ れ以外の部位

と比較 して大きかった.ま た,[Ca2+]mの 上 昇 ・回復時間は,[Ca2+]cの それらと比較 して有意に長

かった.こ れ らの結果は,ミ トコンドリアによるCa2+取 り込み機能が,様 々な刺激による[Ca2+]c増

加 後の細胞内Ca2+濃 度 の旧復機構の一端 を担って機能し,さ らに局所Ca2+遊 離 を起 こす筋小胞体 に

近接 しているミトコンドリアでは,Ca2+取 り込 み機能が他の部位のそれよりも高いレベルで作動 して

いる可能性がある.以 上 より,ミ トコン ドリアは正常時 において もCa2+取 り込み機能を発揮 し,特 に,

局所 ミトコン ドリアが活動電位発生な どの生理的Ca2+上 昇 の後の局所Ca2+取 り込 みに寄与 してい

ることを示唆 している.

24. ラ ッ ト腎孟尿 管標本 における平滑 筋細胞Ca2+動 態 の観察

日本大学医学部先進医学総合研究センター1,日 本大学医学部生理2,

東京医科大学生理第一3,名 古屋大学大学院医学専攻細胞生理4

山下 俊一1,2,國 分 眞一朗1,2,小 西 真人3,中 山 晋介4

10週 齢雄性ラッ トより摘出した腎孟尿管標本 にHuo3-AMを ロー ドし(20μM,8時 間),共 焦 点顕

微鏡(LeicaTCS-NT)に よ り組織のまま細胞内Ca2+動 態 を観察 した.腎 孟尿管移行部 より下流では

網目状構造 を作 る平滑筋束を認 めた.こ の平滑筋束で は周期的に発生する自発性蠕動運動に伴って下

流に向か って伝播するCa2+濃 度上昇が発生 した.Wortmannin5μMに より蠕動運動 を抑止し,line

scanに よ り測定 した伝播速度は1.8μm/msで あった.こ の発生 はnicardipine 10μM,お よびhe-

ptano13mMに よ り完全 に消失することか ら,腎 孟ペースメーカー部位か らの興奮伝導に伴 う,L-

typeCa2+チ ャンネルを介 した外液Ca2+流 入 によると考えられ る.一 方,高 倍率で観察することによ

り,興 奮伝導に伴 うCa2+濃 度 上昇の合間に,個 々の尿管平滑筋細胞内で発生し,消 退す ることな く細

胞内を伝播するCa2+濃 度 上昇が観察 された.伝 播速度は前述のものより著し く遅い(0.04μm/ms)が,

発 生部位 よりもより離れた位置で蛍光強度の立ち上が りが急峻 にな り,ピ ーク値 も高 くなることか ら

拡散によるものではない.こ のCa2+濃 度上昇はnicardipineやheptanol存 在 下では持続するが,xes-

tospongin C存 在下では消失することか ら,細 胞内貯蔵部位からのCa2+放 出 により惹起 されるCal-

cium waveで あ ろうと考えられる.
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25.平 滑 筋臓 器 における リアノジ ン感受性 カル シウム放 出の特性 と臓器依存性

熊本大学医学部薬理第二

徳冨 直史,徳 冨 芳子,西 勝英

骨格筋や心筋 と異なり,平 滑筋におけるリアノジン感受性カルシウム放出の役割 は,臓 器の収縮特

性に対応 して多様である.我 々はマウス胃および膀胱平滑筋におけるリアノジン受容体応答の特性に

ついて,ニ スタチン穿孔パ ッチクランプ法による膜電流,fura2に よ る細胞内カルシウム濃度
,お よび

等尺性収縮張力を用いて検討 したので報告する.実,験 には生後3週 目の雄性BALB/cマ ウスを用い

た.

胃および膀胱の単離平滑筋細胞 は膜電位固定下,カ フェイン(0.3～10mM)投 与 に対 して大コンダ

クタンス型(BK型)カ ルシウム活性化K電 流(CAF電 流)を 発生 し,ま たカルシウム濃度測定では

200nM付 近 の静止レベルから400～700nMへ の一過性上昇 を示 した.両 平滑筋臓器由来のCAF電

流 とカルシウム上昇はL型 カルシウムチャネル活性 に依存 し,リ アノジンに対 して強い感受性 を示 し

た.胃 切片の収縮測定ではカフェイン投与により,低 濃度(0.1～1mM)で 弛緩反応,高 濃度(≧3mM)

で一 過性 の収縮 につづ く強力 な弛緩反応が見 られたが,膀 胱ではカフェイン単独で無反応,カ ルバコー

ルで収縮 させた切片で弛緩反応のみが見 られた.高 濃度カフェインで惹起された胃切片の収縮一弛緩

複合反応 のうち,弛 緩相のみが他の収縮刺激(高 カ リウムおよびカルバ コール)存 在下,有 意 に加速

された.以 上 より,マ ウス胃および膀胱平滑筋におけるリアノジン感受性カルシウム放出は,臓 器間

で共通 した特性 としてL型 カル シウムチャネルおよびBKチ ャネル と共同 して膜電位 と細胞 内カル

シウムレベルの調節に関与していることが示唆された.一 方,収 縮エレメン トにおける同カルシウム

放出の役割 は平滑筋臓器の収縮特性 に対応 して多様であ り,お そ らく他のカル シウム依存性分子 を

伴って分化 した ものと考 えられる.

26.Type2リ ア ノジ ン受容体 とFKBPと の 相互作用

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理

糸永 康洋,尾 上 均,伊 東 祐之

[目的]脊 椎動物の骨格筋型細胞 内Ca2+放 出チャネルであるtype 1リ ア ノジン受容体(RYR1)に

は,チ ャネル1分 子に対 して4分 子の12kDFK506結 合 蛋白質(FKBP12)が 結 合 してチャネル活性

を調節 している.一 方心筋型のtype2 RYR(RYR2)に はFKBP12で はな くFKBP12 .6が 特異的に

結合する と考 えられている.RYR2は 心 筋以外でも平滑筋をはじめとする種々の細胞 に発現 している

が,FKBP12.6がRYR2に 特 異的に結合 していることが明確 に示 されているのはイヌ心筋においての

みであり,ま たFKBP12.6がRYR2と 結 合 していることの機能的意義 は現在 のところ不明である.今

回イヌ以外 の哺乳類 においてRYR2がFKBP12.6に 対 して結合選択性 を持つか どうかを検討 した.

[結果]種 々の哺乳類の心筋SR(CSR)分 画 に対 してWesternblot解 析 を行 った ところ,ブ タ,

ラッ ト,マ ウスにおいてはイヌ同様 にFKBP12.6が,ウ サギ にお いてはFKBP12が 検 出された.

FK506で 前処理 して,RYR2に 結 合 してい る内因性FKBBPを 除 去 したCSRを ,1μMのrecom-

binant FKBP12あ るいはFKBP12.6とincubateし た のちWestern blot解 析 を行 うと,い ずれの

CSRか らもFKBP12.6は 検 出されたがFKBP12は 検 出されなかった.上 記のFKBP12.6を 再 結合 さ

せたCSRか らRYR2を 免疫沈降するとFKBP12 .6の 共 沈が見 られた.[3H]リ アノジン結合に対す

る[3H]FK506結 合 の量比 はイヌ,ブ タCSRで 約4,ラ ッ ト,マ ウス,ウ サギCSRで は2 .5以 下 で

あった.

[結論]イ ヌ以外の哺乳類のRYR2もFKBP12に 比 べてFKBP12.6に 対 して高い結合親和性 を持

つと考えられた.ウ サギCSRがFKBP12を 含 んでいることおよびマウス,ラ ット,ウ サギCSRに お

ける[3H]リ ア ノジン結合に対す る[3H]FK506結 合 の量比が4を 下回っていたことか ら,こ れらの

動物では結合親和性の差が小さい ことが考えられた.
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27.核 磁 気 共鳴法 に よる平 滑筋細 胞 内遊離Mg濃 度 測定 の再 評価:新 しい解離 定数 算

出法の導入

名古屋大学大学院医学研究科老年科,同 細胞生理1,0xford大 学薬理2

野村 秀樹,Lorraine M.Smith2,中 山 晋介1

Mgは 多 くの細胞 内酵素の活性やイオンチャネルなどの重要な生体機構 に関与 することが知 られて

いる.も し平滑筋 において,Mgイ オ ンが受動的な トランスポーターのみで運ばれていれぼ,電 気化学

平衡によって[Mg]iは100mMを 超 える濃度 となる.私 たちは,核 磁気共鳴法を用いて,平 滑筋の細

胞 内遊離Mg濃 度([Mg]i)を 測 定 した結果,正 常状態での[Mg]iは サ ブ ミリモル(0.3-0.4mM)の

範 囲に保たれていることを報告 した.ま たこのように[Mg]iが 低 く保 たれているのは,細 胞膜内外の

Na濃 度勾配 に依存 したMgの くみ出 し(Na-Mg交 換)に よることを明 らかにしてきた(Nakayama,

Nomura&Tomita,J.GenPhysiol.103,833-851,1994;Nakayama&Nomura,J.Physiol.488,1-

12,1995).一 方,Caに よって阻害される受動的なMgイ オ ン流入経路の存在 も示唆した.

私 たちの核磁気共鳴法による測定では,平 滑筋標本 において観察 されるATPピ ー クの共鳴周波数

か ら遊離ATPの 比 率をもとめ,そ こへMgとATPの 解 離定数を仮定することによって,[Mg]iを 計

算 した.こ れまで,pHに よ るMgATPの 解 離i定数の補正は,Bocketal.(Bock,Wenz&Gupta,

Blood65,1526-1530,1985)の 方法 を用いて行 ってきた.そ の後,Zhangetal.(Zhang,Truttmann,

Luthi&McGuigan,Anal.Biochem.251,246-250,1997)は,Mg電 極 によるモデル液の計測 をもと

に,基 礎 となるMgATPの 解離定数 をこれまでの ものの約2倍 とし,そ して異なるpH補 正法 も示し

た.

本研究では,私 たちのこれ までの遊離ATP測 定(β-,γ-ATPに よ る遊離ATPとpHの 同時測定

含む)にZhangetal.(1997)の 解 離定数に関する取 り扱いを導入 して,[Mg]i変 動 の再検討を行っ

た.ま た,Mg-free,Ca-free溶 液 中における細胞内Mgの 減少が,細 胞外イオ ン置換物 によって影響

され ることも,こ の方法 を用いて併せて検討 した.

28.平 滑 筋性ATP放 出 に関与す るIP3とryanodine系 の異 な るシグナル経路

福岡大学医学部薬理,同 病態機能系総研1

桂木 猛,藤 木 園,佐 藤千江美1,上 野 伸哉

先に受容体刺激 による平滑筋細胞か らのATP放 出機構について検討を行い,モ ルモッ ト回腸縦走

筋か らのATP放 出 にはIP3系 が関与 していることを報告 した.本 研究で はATP放 出の細胞内 シグ

ナル機構 について精管平滑筋にお けるそれ との比較を行った.(方 法)実 験 は初代培養細胞 と切 片標

本 を用いて,潅 流法およびバ ッチ法 にて行われ,ATPはluciferase法 にて測定された.(結 果および

考察)P2-受 容体アゴニス トの αβ-methyleneATP(α β-mATP)に よってモルモッ ト精管お よび回

腸縦走筋か ら濃度依存性 のATP放 出が引 き起 こされた.精 管 にお けるこのATP放 出 はU-73122,

neomycin,LiClお よびgenisteinな どのPI代 謝 回転阻害剤やtyrosinekinase阻 害剤 によって影響 を

受けなかったが,ryanodine受 容体遮断剤のrutheniumred(RR)やryanodineに よって拮抗された.

さ らに精管培養細胞か らの αβ-mATPに よるATP放 出 はsuraminお よびcaffeine前 投与 によって

拮抗 された.一 方,同 回腸縦走筋か らのATP放 出 はU-73122,BAPTA/AM,W-7お よびthapsigar-

ginに よって拮抗されたが,RRやryanodineに よっては影響 を受 けなかった.し かし,oligomycin,

CCCPな どの ミトコンドリア阻害剤によって,両 平滑筋からのATP放 出 はいずれ も拮抗された.

以 上の結果か ら,P2ア ゴニス ト刺激 により回腸平滑筋では主にIP3受 容体 を,ま た精管平滑筋では

ryanodine受 容体 を介 した細胞内シグナルを経てATPが 放 出されるものと考 えられる.
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29.プ リン受容体刺激 によるCHO細 胞 か らの酸排 出機構

福井医科大学薬理1,同 眼科2

村松 郁延1,岡 田 優一1,2,赤 木 好男2,谷 口 隆信1

細 胞内pHは7.4付 近 に維持 されてお り,こ れには細胞膜 を介 したH+輸 送系が深 く関与 している

と考 えられている.し かし,そ の調節機構についてはまだ十分解明されていない.私 達は近年開発さ

れたマイクロフィジオメーターを用いて細胞外pHを リアルタイムに計測する系 を確立 した.そ こで,

今 回はプ リン受容体刺激 に伴 う酸排出機構 について報告する.

CHO細 胞 をUTPで 刺 激する と,添 加20秒 付 近で ピーク となる一過性の強い細胞外酸性化反応

(transient EAR:extracellular acidification rate)と,そ れに引 き続いて現れる弱いけれども持続性

の酸性化反応(steady EAR)を 認 めた.両 反応 はUTPの 濃 度に依存 して増加し,そ れぞれのpEC50

はtransient EARで4.8,steady EARで は6.1で あ った.ATPもUTPと 同様の反応 を惹起 したが,

α,β一methylene ATP,ADP,adenosineな どは無効 であった.UTPに よ り惹起 されたtransient EAR ,

steady EARは,Na/Hexchanger inhibitorや 外 液からCaを 除去す ることで抑制された.ま た,UTP

を持続的 に処置(10分 以 上)す ると反応は消失 し,UTP受 容 体は脱感作す ることが示唆された.

以上の結果 より,CHO細 胞 ではP2Yプ リン受容体が刺激 されると,細 胞内Ca遊 離 が惹起 され,そ

の結果Na/H交 換 が活性化されて細胞外へH+が 排泄 されることが明 らか となった.本 研究 は,細 胞

内pH調 節機構が受容体 によりコントロール されることを証明したもので注 目される.

30.イ ヌ脳底動脈 にお ける伸展誘発性 ミオ シン軽鎖複数 部位 リン酸化 へのプ ロテイ ンキ

ナーゼCaア イソフ ォームの関与 について

静岡県立大学薬学部薬理

小原 一男,野 沢 佳代,中 山 貢一

【目的】 我々はイヌ脳底動脈 において伸展誘発性収縮が静止状態 に戻 って もなお ミオ シン軽鎖

(MLC)の リン酸化が高い という張力 とMLCの リン酸化 との乖離 について報告 した(第41回 日本平

滑筋学会総会).ま た,MLCは プロテインキナーゼC(PKC)に よ りリン酸化されることが知 られて

いる.そ こで,伸 展誘発性MLCの リン酸化へのPKCア イ ソフォームの関与について検討 した.

【方法】 雌雄雑種成犬(体 重10-18kg)か ら摘出した脳底動脈 より作製した リング標本に機械刺激

装置を用いて1mm/secの 速度で初期長の1.5倍 に緩徐伸展 を加 えた.PKCの 活性化の指標 としての

細胞質か ら膜 フラクションへの トランスロケー ションを測定 した.ま た,MLCの リン酸化 は等電点電

気泳動/イ ムノブロッ ト法により測定 した.

【結果】 テ トラエチルアンモニウム(5mM)存 在 下,緩 徐伸展刺激 を15分 間与 えると,収 縮を伴

わずMLCの 複 数の リン酸化体(少 な くとも1,2お よび3リ ン酸化体)が 増加 した.イ ヌ脳底動脈には

PKCα,δ,η および ξの4種 類のアイソフォームが存在するが,そ のうち緩徐伸展によりPKCα お よ

び δの トランスロケー ションが惹起 された.PKCα お よびPKCδ の トランス ロケーションはPKC

(cPKCお よびnPKC)阻 害薬 のカルホスチンCに より抑制 された.一 方,PKCδ の特異的阻害薬 ロト

レリン(5μM)に よ りPKCδ の トランスロケーションは抑制 されたが ,PKCα の トランスロケーショ

ンは抑制 されなかった.ま た,MLCの リン酸化 はカルホスチンCに より抑制 されたが,ロ トレリンで

は影響されなかった.

【考察】 伸展誘発性MLC複 数部位 リン酸化 においてPKCα は直接的にMLCを リン酸化す るが

PKCδ はMLCの リン酸化に関与 しない可能性が示唆された.
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31. モ ル モ ッ ト盲腸 紐のPKCisoformレ ベ ルに およぼ す代 謝阻害の影響

三菱化学生命科学研究所1,日 本大学生物資源科学部獣医学科生理2

小林麻須美1,2,金 山 喜 一2,山 国 徹1,石 田 行知1

プロテインキナーゼC(PKC)は,平 滑筋における薬物感受性の調節 に寄与する.今 回はモルモッ

ト盲腸紐のPKCisoformの 発現 レベルにおよぼすグルコース除去,低 酸素およびシアンの影響 を調べ

た.PKCisoformは,盲 腸紐の抽出液をSDS-PAGEに か け,nitrocellurose膜 に トランスファーし,

各々のisoformに 対 する抗体 を用いて検 出した.代 謝阻害条件 は,高 濃度KC1(40mM)存 在 下で,グ

ルコース除去,低 酸素(窒 素通気),グ ル コース除去+低 酸素,お よびシアン投与 を,そ れぞれ2時 間

適用 した.正 常な栄養液 に浸 した盲腸紐か らはPKCα,β2,ζ お よび εが検出され,PKCβ1は 検出さ

れなかった.代 謝阻害条件により発現に変化が認められたPKCisoformは 以下の表の如 くであった.

グル コース除去は2時 間処理ではモルモ ット盲腸紐 のPKC発 現 に影響 を与 えない ことが示 された.

低 酸素やシアンの作用 は栄養液からCa2+を 除去 し0.1mM EGTAを 投与すると抑制 されたが,グ ル

コース除去+低 酸素の作用は完全 には抑制 されなかった.以 上の結果か ら,低 酸素 とシア ンはPKC

isoformの 発 現変化 に対 して同じような作用を示 し,そ の作用 はCa2+依 存性 であることが示唆され

る.さ らにこれらの代謝阻害は低分子量PKCを 増 加させ,高 分子PKCを 減 少させる傾向にあった.こ

れは,高 分子量が リン酸化PKCで あ るとすると,代 謝阻害 により細胞のリン酸化ポテンシャルが減少

することにより,リ ン酸化PKCが 減 少し,非 リン酸化PKCが 増加す るものと考えられる.

32.脳 血 管 お よび気管平滑筋 のCa2+非 依 存性 異常収縮 にお けるス フィンゴ脂 質 とCキ

ナーゼの役割

山口大学医学部医学科器官制御医科学講座分子細胞生理

佐藤 正史,白 尾 敏之,三 輪 さお り,轟 一池田奈津子,最 上紀美子,水 上 洋一

小林 誠

血管平滑筋細胞のCa2+非 依 存性収縮 は,血 管攣縮などの血管緊張異常の本態 として注 目され てい

る.ま た,気 管平滑筋のCa2+非 依存性収縮 と気管支喘息 との関連性 も注 目され始めている.最 近,我 々

は,ブ タ冠動脈 を用いて,血 管平滑筋のCa2+非 依 存性収縮 を引き起 こす細胞内シグナル機構 として,

ス フィンゴ脂質-Rho-kinase経 路 を同定 した.本 研究では,脳 血管および気管平滑筋の緊張調節にお

けるこの新規 の経路の役割 について検討 し,さ らに,Ca2+非 依 存性収縮を引 き起 こす別の因子 として

知 られてい るCキ ナーゼ経路 とのクロス トークについても検討 した.

血管平滑筋細胞 において,ス フィンゴ脂質の一種であるsphingosylphosphorylcholine(SPC)は,

細胞質か ら細胞膜へのRho-kinaseのtranslocationと ミオシン軽鎖の リン酸化 の増加 を引き起 こし

た.ま た,脳 血管 および気管平滑筋のスキンド標本 においては,SPCは,GTPが 無 い条件下でも,Ca2+

非 依 存性収 縮 を引き起 こした.こ のSPCに よ る異常収縮 は,Rho-kinase阻 害 薬お よびdominant

 negative Rho-kinaseの 細胞 内投与によって完全 に阻害されたが,conventional protein kinase C

(cPKC)のpseudosubstrate peptideで あ るPKC19-31 peptideで は阻害 されなかった.一 方,ス キン

ド標本 において,phorbolesterが 引 き起 こすCa2+非 依存性収縮は,PKClg-31peptideで 完 全に阻害

されたが,Rho-kinase阻 害薬お よびdominant negative Rho-kinaseの 細胞内投与では阻害 されな

かった.以 上の結果 により,1)脳 血管および気管平滑筋 において,SPCは,Rho-kinaseの 活性化 を

介 してCa2+非 依存性 の異常収縮 を引 き起 こす細胞 内シグナル分子 である事,2)ス フ ィンゴ脂 質

― Rho-kinase系 に よ る 異 常 収 縮 に は,phorbolester感 受 性PKCは 関 与 し な い 事 が 解 っ た.
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33. リン酸化 に依 存 しない平滑筋 ミオシ ンの活性化

群馬大学医学部薬理

小浜 一弘

平滑筋 ミオシンは,非 リン酸化状態で精製 され,ATPase酵 素 としては不活性である.ミ オシン軽

鎖キナーゼ(myosin light chain kinase,MLCKと 略す)に よ り,Ca2+と カ ルモジュリン存在下で軽

鎖が リン酸化されてはじめてそのATPaseが 活性化される.こ の リン酸化の機序により平滑筋は収縮

すると考 えられているが,ア ゴニス トの種類 により全 くリン酸化を伴わないで平滑筋を収縮 させ るこ

とも可能で,リ ン酸化 に依存 しないミオシンの活性化の様式があると考えられる.私 どもはこの様式

を検索 して来たがその手がか りがで きたので これをまとめて報告する.

MLCKは その分子の中央 にキナーゼ活性 ドメイン,C末 にアクチン結合 ドメイ ン,N末 にミオシン

結合 ドメインをもっていて多機能性である.ア クチン結合性や ミオシン結合性がアクチン ・ミオシン

相互作用 に影響 を及ぼす可能性 を検討す るため,MLCKのcDNAを 利 用 して種々のMLCK断 片 を

大腸菌 内に発現させ,こ れのアク トミオシンに対す る作用 を調べた.そ の結果,Asp777か ら始まるC

末端 ミオ シン結合断片にミオシンを非 リン酸化の ままで活性化す る作用のあることが判明した.こ の

作用 はMLCKの キナーゼ活性阻害薬存在下のMLCKで も確認でき,明 らか にリン酸化 に依存 しない

平滑筋 ミオシンの活性化 と言 えよう.さ らにMLCK自 身 をプロテインAキ ナーゼで リン酸化により

修飾 した ところ,こ の活性化作用はさらに増強 され,Vmax20倍 程度 まで ミオシンを活性化 した.Km

は0.1μMで あり,細 胞 内に存在するMLCK濃 度(3μM)で 十 分に説明が可能であろう.

34. ミオ シン軽鎖 キナー ゼ をノ ックア ウ トした平滑筋 細胞の収縮

群馬大学医学部薬理,明 治薬科大学薬理1

包 建軍,大 石 一彦1,山 田 智久1,内 田 幸宏1,小 浜 一弘

ミオシン軽鎖キナーゼ(myosin light chain kinase,MLCKと 略 す)は,ミ オシン軽鎖 をリン酸化

して,ミ オシンATPaseを 活 性化す る酵素であ り,平 滑筋にお ける重要 な制御蛋白質である.こ の

MLCKは キナーゼ ドメインの他に,ア クチン結合 ドメイ ンとミオシン結合 ドメインより成 り立ち,多

機能性 である.近 年 にな りMLCKの ア クチ ン結合性 とミオ シン結合性が平滑筋 アク トミオ シンの

ATPase活 性 に種々の作用を及ぼす ことが小浜 らにより次々 と明 らか になって来た.こ れ らのデー

ターはいずれ もin vitroで の もので,次 の段階 として,実 際の収縮 に制御作用 を及ぼしているか どう

かを検定 しなくてはならない.こ の目的の為の第一歩 としてMLCKの 発 現 を欠いた平滑筋細胞 を以

下の様 に作成 し,そ の収縮 を測定した.

私 どもは,ア ンチセンス法の応用 として,MLCKの 中央部(キ ナーゼ・ドメインを含む)の1.4kbp

をア ンチセンス方向でアデノウイルス ・ベクターに挿入 した.こ のウイルスを脳血管由来の平滑筋細

胞(GBaSM-4)に 感 染させることにより,ア ンチセンスを導入することができた.こ の細胞(GBaSM-

4/anti)で は,ウ エスタン・ブ'ロット上,MLCKの 発現が著明に阻害されていた.コ ン トロール(ウ

イルスを感染させただけの,GBaSM-4/cont)とGBaSM-4/antiを それぞれコラーゲ ン・ゲルに包埋

したのち,マ グヌス管に移 し,等 尺性の収縮を測定 した.ノ ルエピネフリン,A2187及 び カリクイン

Aを アゴニス トとして収縮させた場合,GBaSM-4/antiに 著 明な収縮抑制がみられた.と ころが,収

縮に対応 させて,ミ オシン軽鎖 のリン酸化レベル をしらべると,GBaSM-4/contとGBaSM-4/antiは

共 にリン酸化が起 り,差 が検出されなかった.こ の現象は,こ れまで考 えてこられたMLCKの キナー

ゼ作用で は説明で きないもので,上 述 した,ア クチン結合性や ミオシン結合性 と関係するものか も知

れない.今 後,こ の系を用いて,MLCKの ア クチ ン結合断片や ミオシン結合断片を導入 してみたい.



J-36

35.造 血 細胞株 におけ る ミオ シン軽鎖 の発現パ タ-ン の解析

北里大学医学部内科IV

渡 辺真理子,郡 美佳,高 石 雅章,堀 江 良一,東 原 正明

【目的および方法】 造血細胞 での ミオシン軽鎖のアミノ酸配列が,骨 格筋や平滑筋の ミオシン軽鎖

とどの程度相同性があるのかを調べるために,血 小板 ・巨核球系白血病細胞株Meg-01よ りクローニ

ングした ところ,様 々な動物の平滑筋の17-kDa必 須 軽鎖(MLC-3)や20-kDa制 御 軽鎖(MLG2)

と相 同性が認め られた.さ らに,20-kDa制 御軽鎖の リン酸化 を受 けるア ミノ酸残基 も,ニ ワトリ砂嚢

の20-kDa制 御軽鎖 と一致 してお り,こ れらのN末5個 のアミノ酸残基(Ser-1,Ser-2,Thr-9,Thr-

18,Ser-19)が リン酸化を受ける可能性があることを報告 した(第42回 本大会).

今 回,我 々 は様々な分化段階の造血細胞株 におけるミオ シン制御軽鎖を探索す ることを目的 とし,

様 々な造血細胞株 よりRNAを 回収 し,Meg-01よ りクローニ ングされた20-kDa制 御 軽鎖(MLC-

2A)や 既知 の情報をもとに,新 規 ミオシン制御軽鎖のクローニングを試みた.そ の後,特 異的なプラ

イマーを用いてRT-PCRを 行 い,そ の発現パター ンを比較 した.

【結果および考察】 今回,造 血細胞株 より新たにクローニングされた2種 類の ミオシン軽鎖のうち

1つ は(MLC-2B),MLC-2Aと の相同性がア ミノ酸 レベルで97.7%と 非 常 に高 く,MLC-2Aの

isoformの 一 つである可能性が示唆された.発 現パターンを比較すると,解 析 した全ての細胞株に発現

してお り,ゲ ノムの解析結果 より,MLC-2A&MLC-2Bは 各々3つ のexonか ら成 り,18番 染 色体

にコー ドされていることが明 らか となった.も う一つの ミオ シン軽鎖(MLC-2C)は,ア ミノ酸 レベ

ルでニワ トリ砂嚢の20-kDa制 御 軽鎖 と完全 に一致 しており,マ クロファージ系細胞株や血小板での

み発現が認 められた.造 血細胞 には少な くとも3種 類の20-kDa制 御 軽鎖が確認でき,異 なった機能を

担 っている可能性が示唆 され る.

36.筋 線 維 芽細胞 におけ るエ ン ドセ リン-1に よる細胞 収縮 と細胞 内Ca2+濃 度 の変 化

九州大学大学院医学研究院臨床薬理,同 皮膚科1

高 橋 富美,後 藤多佳子1,草 場亜矢子,古 江 増隆1,大 槻 磐男,笹 栗 俊之

創傷治癒 の過程において,肉 芽組織の収縮は重要な機構であるが,そ の機序についてはこれまで明

らかにされていない.創 部 の肉芽組織形成過程で線維芽細胞から分化 ・増殖 した筋線維芽細胞 は平滑

筋型アクチンの発達 した束 を内包 し,こ れにより肉芽組織の収縮をもたらし,創 傷治癒を進行 させる.

エ ンドセ リン-1(ET-1)は,こ の筋線維芽細胞 を介 して肉芽組織の収縮 をもたらす薬物のひとつ とし

て報告 され ている.

今 回我々 は,ラ ット背部皮下 にクロトン油を注入 して筋線維芽細胞 を豊富にもつ肉芽嚢 を作成 し,

ET-1を 用 いて肉芽組織の収縮 について検討 した.ET-1受 容体 には,ETA,ETBの2種 類が存在する

ことが知 られているので,こ れらの受容体のアンタゴニス トであるBQ123及 びBQ788,ETB受 容体 の

アゴニス トであるIRL1620を 用 いて肉芽嚢のET-1に よる収縮に及ぼす影響 を検討 した.肉 芽嚢 より

作製 したス トリップはET-1に よ り濃度依存性 に収縮 し,そ の収縮 はETA受 容 体のアンタゴニス ト

であるBQ123に よってのみ阻害 され,ETB受 容 体のアンタゴニス トであるBQ788で はほ とんど影響

を受けなか った.ま た,肉 芽嚢 より分離培養した筋線維芽細胞 を用いてET-1に よ るコラーゲンゲル

の収縮 を観察 した ところ,肉 芽嚢ス トリップの場合 と同様の結果 を得た.さ らにFura-2を 負荷 した培

養筋線維芽細胞 を用いて細胞内Ca2+動 態 について検討 した ところET-1,ETB受 容 体のアゴニス ト

であるIRL1620共 に一過性の細胞内ス トアからのCa2+の 放 出を引き起 こしたが,細 胞外からの持続

性のCa2+の 流入 はET-1に よってのみ引 き起 こされた.以 上の結果か らET-1に よる肉芽組織 の収

縮の過程 にはETA受 容 体 を介 した細胞外か らの持続性のCa2+流 入 が大 きな役割 を果た している も

のと思われ る.
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37. ウサ ギ肺内細気管支平滑 筋 におけるH2O2に よ る膜電位変化 と弛緩作用

名古屋市立大学医学部麻酔 ・蘇生学,同 薬理1

服部 友紀,浅 野 高行1,斉 藤 道泰1,伊 藤 猛雄1

H2O2の 気道平滑筋 に対する作用については これまでに多数報告 されているが,実 際に気道抵抗に

影響する と考 えられる細気管支平滑筋に対す る作用 についての報告 は少ない.今 回我々は,ウ サギ細

気管支平滑筋 に対するH2O2の 作 用について,微 小電極膜電位測定法及び等尺性張力測定法 を用いて

検討 した.

<結 果>静 止膜電位 は,-53.4±0.3mV(n=106,mean±s.e.)で あった.3μMacetylcholine(ACh)

投与 は,oscillationを 伴 う膜脱分極反応 を発生 させた.H2O2は,AChの 有 無にかかわらず,同 程度

に,濃 度依存性(1～50μM)か つ時間依存性(～30分)に 膜 を過分極させた.H2O2は,3μMACh

収縮 を濃度依存性(1～50μM)に 弛緩させた.H2O2に よる膜過分極反応 は,catalase, diclofenac

 (cyclooxygenase inhibitor), dimethylthiourea (DMTU) (hydroxy radical scavenger),高KCl(40

mM)溶 液 によって抑制 された.H2O2に よ る最大 弛緩 反応 は,膜 過分極 を抑制 したdiclofenac,

DMTU,高KCl(40mM)溶 液 によって,影 響を受けなかった.

<結論>H2O2は ウサギ肺内気管支平滑筋に対 し,膜 を過分極させ,弛 緩を発生 させた.H2O2に よ

る膜過分極 は,H2O2がhydroxy radicalへ 代 謝され,こ のhydroxy radicalがcyclooxygenase代 謝

物(prostaglandinsな ど)を 生成 させ ることによって発生すると考えられた.ま た この組織 において,

H2O2は,電 位依存性以外の機序によってその弛緩 を発生させる可能性が示唆 された.

38. ウサ ギ気管平滑筋 にお けるアセ チル コ リン収縮 に及 ぼすH2O2効 果

名古屋市立大学医学部薬理

斎藤 道泰,浅 野 高行,服 部 友紀,梶 栗 潤子,伊 藤 猛雄

気道の炎症や過敏症において,H2O2が 何 らかの主要な役割 をしている可能性 について,こ れまで数

多 くの報告がある.し かしなが ら,気 管平滑筋におけるアゴニス トによる細胞内カル シウム動員機構

や収縮調節機序に関するH2O2の 効果 については未だ不明な点が多い.ウ サギ気管平滑筋 を用いた細

胞内カル シウム濃度([Ca2+]i)と 収縮の同時測定法 により,ア セチルコリンや高濃度K+反 応に及ぼ

すH2O2の 効 果について検討 した.ア セチルコリン(ACh,10μM)は,一 過性および持続性 に[Ca2+]i

と張力を増加 させた.短 時間(5分)投 与後,H2O2はAChに よ る持続相の[Ca2+]i上 昇 を有意 に増

加 させたが,AChに よる収縮に影響 を与 えなかった.長 時間(25分)投 与後,H2O2はAChに よる持

続相 の[Ca2+]i上 昇 に影響 を与 えなかったが,AChに よる収縮 を強 く抑制 した.Nicardipine(0.3

μM)は,AChの 持 続相の[Ca2+]i上 昇 を部分的 に抑制 した.Nicardipine存 在 下で,H2O2(5分 投

与)はAChに よる[Ca2+]i上 昇 に影響を与えることな く,そ の収縮を強 く抑制 した.H2O2(25分 投

与)は 高濃度K+(80mM)溶 液 による初期相 および持続相 の[Ca2+]i上 昇 を増加 させたが,そ の収

縮 に影響 を与 えなかった.以 上の結果 より,H2O2は 一過性にnicardipine感 受 性のCa2+流 入 を増加 さ

せ,AChに よるCa2+動 員機構を活性化す るが,一 方,収 縮蛋白系のCa2+感 受性抑制作用により,ACh

収 縮 に対 して抑制的に作用 していることが明 らか となった.
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39. フィール ド刺激によるモルモッ ト気管支平滑筋の非 コリン作動性収縮に対するアミ

ノフィリン及びコルフォルシンの効果

愛知医科大学呼吸器・アレルギー内科

服部 努,馬 場 研二,榊 原 綾子,吉 田 和仁

[目的]気 道 における非 コリン作動性興奮神経(eNANC)機 能 の病態への関わ りは興味のある点で

ある.我 々 は,細 胞内のcAMPを 上 昇させるア ミノフィリン(phosphodiesterase阻 害)ま たはコル

フォルシン(adenylate cyclase活 性 化)の,eNANCに 対 す る作用について検討を行った.

[方法]Hartley系 雄 モルモッ トより左主気管支 を摘出,そ の中央部の軟骨輪2分 節分を切 り出し

て平滑筋標本 を作製 した.標 本 はKrebs液 を満たした標本槽 に垂直 に懸架 して等尺性収縮 を記録 し

た.標 本の両側 に白金電極板を10mmの 間隔をおいて設置し,フ ィール ド刺激(FS)を 与 えた.FS

は60V,1msec pulseの 単形波を10Hzで45秒 間 に亘って与 え,発 生する張力(FS収 縮)を 観察 し

た.実 験 は,indomethacin10μM,propranolol 1μM及 びatropine 2μMの 存在下で行 った.

[結果]ア ミノフィリンとコルフォルシンはFS収 縮 を濃度依存的に抑制 した.ア ミノフィリンの

反応性 を,FS収 縮 と,外 か らsubstance Pを 与 えて同程度の張力を来 した収縮(SP収 縮)と で比較

す ると,FS収 縮 の方が高かった.コ ル フォルシンの抑制作用は,両 者で差 を認めなかった.

[考察]ア ミノフィリンとコルフォルシンは,い ずれ も平滑筋収縮 に直接的な抑制作用 を持つ と考

えられ るが,ア ミノフィリンの場合は,eNANCに 対 しても部分的 に抑制作用があり,一 方コルフォ

ル シンにはその作用が無い可能性が考 えられた.Phosphodiesteraseに もadenylatecyclaseに もそれ

ぞれsubtypeが 存在することがわかってお り,ア ミノフィリンはphosphodiesteraseに 対 し非特異的

に,コ ルフォル シンはadenylate cyclaseの 一定のsubtypeの み に作用する.こ れらのことか ら,少 な

くともadenylate cyclaseに つ いては,気 道内では平滑筋組織 と神経系でsubtypeが 異 なる可能性が

考えられた.

40. Adrenomedullin及 びCGRPの モルモット気管,肺 血管平滑筋に対する作用につい

て

筑波大学臨床医学系呼吸器内科

木村 透,平 野 国美,石 井 幸雄,野 村 明広,坂 本 透,内 田 義之

関沢 清久

adrenomedullin(AM)は ヒ ト褐色細胞腫 より単離 されたペプチ ドであり,calcitoningene-related

peptide(CGRP)と 一部相 同性 を有することが知 られている.今 回の研究ではモルモ ット気管及び肺

血管平滑筋 に対するAMの 作用にっいてCGRPと 比較検討 した.CGRPは,electricalfieldstimula-

tionに よる気管平滑筋収縮 を増強 したのに対 して,AMは 影響 を与 えなかった.一 ・方,ヒ スタ ミンあ

るいはプロスタグランジンF2α により前収縮させた肺動脈血管平滑筋 に対 しては,AMは1nMか ら

1μMの 範囲で用量依存性に弛緩反応 を呈 した。 この弛緩反応は内皮剥離や一酸化窒素(NO)合 成 阻

害薬L-NAME添 加 により影響を受けなかった ことより,直 接平滑筋に作用 して弛緩反応 を惹起 して

いるもの と考えられた.CGRP1受 容体拮抗剤であるCGRP8 -37は,CGRPに よる血管弛緩反応 を用量

依存性 に減弱させたのに対 して,AMに よる血管弛緩反応には影響 を与 えなかった.以 上 より,モ ル

モッ ト肺 におけるAMの 作用部位 は血管平滑筋であり,そ の作用 は弛緩反応であると考 えられた.ま

たその弛緩作用 は,血 管内皮細胞からのNO遊 離 を介さず,CGRP1受 容体以外の血管平滑筋上の受容

体 を介 した ものであると推察された.



J-39

41. オ ゾ ン曝露後 の ラッ ト気道平滑筋 および肺 組織 に おけ るβ、受容体 機能 低下;内 因

性IL-1β の 関与

九州大学大学院医学研究科附属胸部疾患研究施設,国 立療養所福岡東病院臨床研究部1

古 藤 洋,井 上 博雅,福 山 聡,古 森 雅志,原 信之,相 沢 久道1

[目的]気 道過敏性亢進 と慢性気道炎症は気管支喘息の普遍的な特徴である.ま た喘息の動物 モデ

ル において,気 道炎症が気道平滑筋の β、受容体機能低下を引き起 こすことを示唆するい くつかの報告

がある.我 々 も最近,IL-1β をラットに気管内投与す るとGi蛋 白誘導を伴 って β,受容体機能低下が

惹起 され ることを報告した。そこで今回は,気 道過敏性亢進 を伴 う気道炎症モデル としてオゾンの急

性曝露 を用い,気 管平滑筋および末梢肺組織 における β、受容体機能の変化について検討 した.

[対象 と方法]ラ ットを自発呼吸下 に3ppmの オ ゾンに2時 間曝露 した.曝 露終了後24時 間の時

点で気管および肺組織 を摘出し,気 管軟骨2リ ング幅の気管平滑筋切片 とおよそ2×2×5mmの 末梢

肺組織切 片を作成,5mlのorgan bath内 に懸垂 して等尺性張力 を測定した.β,受 容体機能はED,。 に

相当す るカルバ コール(CCh)で 組 織 を前収縮させた後 に,イ ソプロテレノール(ISO)に よる弛緩効

果の用量反応曲線にて評価 した。アデニル酸シクラーゼを直接刺激するフォルスコリンの反応性 につ

いて も検討した.ま た,こ のモデルにおけるGi蛋 白の関与 を検討するために百 日咳毒素(PTx)を,

IL-1β の 関与をみるためにIL-1β 変換酵素(ICE)阻 害薬 を用いた.

[結果 と考察]オ ゾン曝露により気管平滑筋,肺 組織切片 ともにISOに 対す る有意 な反応性低下が

認 められた.組 織 をPTxで 処 理すると反応性 は改善 し,Gi蛋 白の関与が示唆された.し かし同時に気

管,肺 のいずれにおいてもフォルスコリンに対する反応性 も減弱 しており,G蛋 白より下流の変化 も

伴 ってい ると考 えられた。オゾン曝露前にICE阻 害 薬を投与 してIL-1β 産生 を阻害するとβ、受容体

機能低下 は抑制 され,こ のモデルにおける β受容体機能変化 は,少 な くとも部分的にはIL-1の 誘 導 を

介してい るもの と推測された。

42。 好酸球性 気道炎症 に伴 うムス カ リンM、 受容体機能 障害にお けるcalcitonin gene-

related peptide(CGRP)の 役 割 に関 する検 討

九州大学大学院医学研究科附属胸部疾患研究施設,国 立療養所福岡東病院臨床研究部1

本田 泰子,古 藤 洋,井 上 博雅,木 部 敦子,松 元幸一郎,原 信之

相沢 久道1

[目的]気 管支喘息患者で は,迷 走神経節後神経末端 におけるムスカ リンM、 受容体を介 したアセ

チルコリン放出抑制の障害が気道過敏性亢進 に関与 していると推測されている.そ の機序のひとつ と

して抗原感作動物モデル において,好 酸球由来のmajor basic proteinがM、 受容体拮抗剤 として働 く

ことが報告されている.我 々 は抗原感作 により気道壁の神経細胞 にcalcitonin gene-related peptide

(CGRP)が 誘 導され ること,お よびその好酸球遊走活性 に注 目し,好 酸球性気道炎症 に伴 うM、 受容

体機能障害におけるCGRPの 関与 について検討 した。

[対象 と方法]モ ルモットに卵白アルブ ミン(OVA)をday1,3,5に 腹腔内投与 して感作,day25

に2.5%OVAを5分 間吸入曝露 し,そ の24時 間後 に迷走神経電気刺激 に対 する気道反応を測定 し

た.感 作 を行わずにOVAを 吸入させた動物 を対照群 とした.M、 受容体機能は迷走神経電気刺激後の

気道収縮 におけるM,受 容体拮抗薬gallamineの 効 果 をみることで評価した。CGRPの 関与を検討す

るために,(1)OVA感 作 曝露群におけるCGRP受 容 体拮抗剤(CGRP8-37)前 処置の効果および

(2)非 感 作モルモ ットにおけるCGRP気 管 内投与 の効果 を検討した.気 道炎症の評価は気管支肺胞洗

浄(BAL)で 行 った.

[結果]対 照群ではgallamineは 用量依存性 に電気刺激 に対す る反応 を増強させたが,OVA感 作

曝露群ではこの増強効果 はほとんど消失してお り,M、 受容体機能障害が確認 された。CGRP8-37は

M,受 容 体機能障害 を防止 した。 さらに外因性に高用量のCGRPを 投 与するとBAL中 の好酸球数増

多 と共 にM、 受容体機能 障害 も惹起された.

[考察]好 酸球性気道炎症 におけるM,受 容体機能障害には,CGRPが 重 要な役割 を果たしている

と考えられる。
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43.手 術 摘 出 ヒ ト大腸平滑筋 の薬理 学的反応性 を指 標 とした保存 方法の検討

濁協医科大学薬理,同 第二外科1,国 立医薬品食品衛生研究所薬理部2,日 本製薬工業協会3

上川雄一郎,渋 川 朝子,内 田 幸介,児 嶋 修一,佐 久間 敦1,窪 田 敬一1

大野 泰雄2,奥 田 英毅3

外 科手術 で摘出されたヒ ト消化管平滑筋を薬理試験に利用す る際の適切 な保存方法 について比較検

討 した.文 書による同意の得られた大腸癌患者44名(男 性28名,女 性16名,平 均年齢63.2±1.6歳)

か ら摘出された遠位結腸 をリン酸緩衝液(PBS),ク レブス栄養液(KBS),最 少 必須培養液(MEM)

の3種 類の保存液 に浸 して40C冷 蔵保存した ときのカルバ コール収縮 とノルア ドレナ リン弛緩 につい

て経時的に検討 した.一 部の標本では,MEMに 牛 胎児血清 とジメチルスルポキサイドを加 えた凍結保

存液 に浸 して一80.Cま で ゆっ くり凍結 させ,1ヶ 月以上保存 した後解凍して,カ ルバ コール収縮 を検討

した.大 腸輪状平滑筋の機械的反応 は,幅 約2mm,長 さ約15mmの 標本 を,37℃KBSで 満 た した

10mlオ ル ガンバス内に2gの 負荷 をかけて懸垂 し,等 張性 トランスデユーサー(日 本光電TD112S)を

介 してポリグラフ上に記録 した.摘 出ヒ ト大腸輪状平滑筋のカルバ コール収縮 は,KBSに 保存 したと

き最 も早 く(24時 間後)pEC,。 値 の低下が認め られ,MEMで は2日 後,PBSで は4日 後 に有意な低

下が認められた.一 方,ノ ルア ドレナリンによる最大弛緩反応はKBSで は3日 目以降,MEMで は2

日目以降,PBSで は6日 目以降有意 に減弱 した.1ヶ 月以上凍結保存 した ヒト大腸輪状筋 もカルバコー

ル収縮反応を保持 していたが,そ のpEC,。 値 は新鮮標本 に比べて有意 に低下していた.外 科手術 で摘

出されたヒ ト大腸平滑筋 を薬理試験に使用するときには,PBSを 用 いて冷蔵保存すれば少 なくとも3

日間 は新鮮標本 と同じ程度の反応性を保持することが示唆 された.本 研究は平成10～12年 度 ヒューマ

ンサイエンス振興財団の援助 を受 けた(課 題番号71253)

44.プ ロカインおよびその関連化合物のモルモッ ト腸管平滑筋に対する弛緩作用

日本大学松戸歯学部薬理

久保山 昇,藤 井 彰

[目的]先 に,我 々は局所麻酔薬(LA)が,agonist刺 激 によるモルモ ット回腸縦走筋 の収縮反応 を

濃度依存的に抑制することを報告 した.本 研究で は,procaine(Pro)はACh収 縮反応を強 く抑制 し

たことか ら,ACh,atropineに 構 造類似である,Proお よび代謝産物(P-aminobenzoicacid(P-ABA),

2-diethylaminoethanol(DEAE)),関 連化合物(procainamide(ProA))に よるモルモッ ト腸管平滑

筋 に対す る弛緩反応 を検討 した.[実 験方法](1)モ ル モッ ト回腸縦走筋 の収縮反応 は,Hartley系 モ

ルモ ットの回腸縦走筋をMagnus管 に懸垂 し,収 縮反応を等張性 に記録 した.(2)マ ウ ス腸管輸送反

応 は,ddY系 マ ウスを1群7匹 とし,LA皮 下投与15分 後 にAChを 投与 し,15分 後 に2%活 性 炭 を

経 口投与 してから30分 後 に腸管を摘出し,炭 末輸送率 を算出した.(3)mAChR結 合親和性 は,モ ル

モッ ト回腸縦走筋のホモジネー トを用いてradioreceptor assayに よ り,薬 物 の特異的結合を検討 し

た.[結 果](1)Proは,濃 度依存的にACh収 縮 を強 く抑制するが,高K+収 縮 に対 しては,軽 度 の抑

制であった.p-ABAお よびProAは,ほ とんど抑制作用 を示 さなかった.逆 に,DEAEはAChお よ

び高K+収 縮 を促進した.Proは,ACh収 縮 のtonic相 に対 して,濃 度依存的に弛緩反応を示 した.Pro

は,Ca2+非 存在下で,ACh刺 激 により誘発されるCa2+収 縮 を濃度依存的に強 く抑制 した.し か し,高

K+に よ るCa2+収 縮 に対 しては,軽 度の抑制であった.ま た,Proはcaffeine誘 発 刺激 によるCa2+遊

離 に対 して抑制 した.(2)LA単 独 では,用 量依存的に軽度に腸管輸送反応 を抑制 したが,Proお よび

DEAEは 逆 に促進 した.ま た,ACh刺 激 による腸管輸送促進反応 をLAは 用量依存的 に抑制 したが,

Proに は認 められなかった.(3)Proは 関連化合物 と比較す るとmAChR結 合 親和性が高かった.以

上の結果よ り,ProはAChと 類 似構造を有 し,中 間鎖のester基 が重要であることが示唆された.
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45. モ ル モ ッ ト盲腸紐 にお けるグル コース除去の弛緩作用機構

三菱化学生命科学研究所,静 岡大学薬学部薬理1,昭 和大学薬学部薬理2,

Cincinnati大 学医学部生理3

石 田 行知,小 原 一男1,中 山 貢一,野 部 浩司2,3,百 瀬 和享2,Richard J.Paul3

モル モ ット盲腸紐 に高濃度KC1(40mM)を 投与すると,盲 腸紐 は持続的な収縮反応をひきおこす.

このとき,栄 養液か らグル コースを除去すると,45Caの 細 胞内への流入量は小 さくな り,持 続的な収

縮反応は抑制 される(Urakawa & Holland,1964).盲 腸紐の酸素消費量は高濃度KCI投 与 で増加 し,

グ ルコース除去により漸次抑制 され,酸 素消費量変化 は収縮反応持続相の変化 と対応する(Urakawa

et al.,1969)。 これ らの結果か ら,盲 腸紐 においては,高 濃度KCI刺 激 による収縮反応の大きさとCa2+

流入 量の大 きさは炭水化物代謝に依存することが提唱 されている.今 回は,細 胞質Ca2+濃 度 とミオシ

ン軽鎖 リン酸化 レベルを測定 し,グ ルコース除去 による弛緩反応機構を考察 した.盲 腸紐の細胞質

Ca2+濃 度 をfura-2AM法 を用いて測定すると,高 濃度KCIに よ り細胞質Ca2+濃 度 は増加 した.栄 養

液からグルコースを除 くと,1時 間後 には収縮反応 は対照の10%以 下 に減少 したが,細 胞質Ca2+濃 度

は増加 したままであった.ミ オシン軽鎖 リン酸化 レベル もグルコース除去後1時 間では増加 した まま

であった.以 上の結果 は,KC1に よって引 き起 こされる細胞質Ca2+濃 度 およびミオシン軽鎖 リン酸化

の上昇 は炭水化物代謝には直接依存 していないことが示唆 される.45Caを 用 いて測定 した組織への

Ca2+取 り込み量は細胞内小器官に取 り込まれる量 を含んでいる可能性があるので,細 胞質のCa2+濃

度 ではな く,小 器官へのCa2+取 り込み過程が炭水化物代謝に依存 していると解釈できる.グ ルコース

除去後の細胞質Ca2+濃 度 とミオ シン軽鎖レベルは収縮反応 と相関 しないが,同 様 の非相関は低酸素

条件で も観察される(Obaraetal.,1997).よ って,グ ルコース除去 と低酸素な どの代謝阻害の盲腸

紐弛緩作 用機構は,細 胞質Ca2+濃 度 や ミオシン軽鎖 リン酸化ではな く,ミ オシンATPaseへ のATP

供 給減少に依存 していることが推測される.

46. 腸 管 平滑筋 にお ける各種 ムスカ リン作動 薬のM2あ るいはM3受 容体性 反応 の活 性

化効 力の比 較

岐阜大学農学部獣医学科家畜薬理,ロ ンドン大学セントジョージ医学校薬理1

小 森 成一,海 野 年弘,岡 本 寛之,Yan H-D,Prestwich S.A.1,ZholosA.V.1

BoltonT.B.1

腸管 平滑筋にはM2とM3ム ス カリン受容体が発現 してお り,M2受 容体はGi/oG蛋 白質 を介 して

アデニル酸 シクラーゼの抑制および非選択的陽イオ ンチャネル電流(Icat)の 活性化 に,そ してM3受

容 体はGq/11G蛋 白質 を介 してイノシ トール三 りん酸依存性Ca2+放 出 にそれぞれ リンクしている.

本 研究で は,モ ルモット回腸縦走筋 を対象 として,各 種ムスカ リン作動薬(ア ゴニス ト)の これ ら3つ

の情報伝達系における活性化効力を比較検討 した。IcatはCa放 出 により影響 を受けるので,細 胞 内

Ca2+濃 度 をBAPTA/Ca2+バ ッファーで100nMに 固定 して記録 した.〈 結 果〉(1)カ ル バ コール

(CCh)を は じめとする6種 類のアゴニス トは,イ ソプレナ リンで誘起 したcAMP上 昇 を濃度依存性(1

～300μM)に 抑制 した。各アゴニス トの効果 は,タ ブシガルギ ンとD600で 細胞内外か らのCa2+動 員

を抑制 した条件下でも認められた。(2)こ れ ら6つ のアゴニス トうちCChを 含 む4つ はIcatを 濃度

依存性(1～300μM)に 誘 発 したが,残 りの2つ はIcatを ほ とんど誘発 しなかった.(3)各 ア ゴニス

トで惹起 された最大効果を指標 として,cAMP抑 制 効力 とIcat誘 発 効力 との関係 を分析 した結果,両

効力の問 に有意な相関は認 められなかった.(4)前 出6つ を含む10種 類のアゴニス ト(300μM)の

Ca放 出効力についてCa2+感 受 性K+電 流 を指標 として測定 し,Icat誘 発効力 と比較 した結果,両 効力

の問 には密接な正の相関が認められた.(5)CCh誘 発Icatに 対 する各種G蛋 白質抗体(Gq/11,Gi1,

Gi1/2,Gi3/o,Gi3,Gs)の 効 果を調べた結果,Gi3/o抗 体 だけがIcatを 有 意に抑制 した.

以 上の結果に基づいて,腸 管平滑筋におけるM2お よびM3ム スカ リン受容体の機能的発現パター

ンについて考察 を加 える.
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47. β3Jド レナ リン受容 体 に対 す るArylethanolamine類 の 構造活 性相 関 に関 す る研

究

東邦大学薬学部薬理

堀之内孝広,小 池 勝夫

以前 に私達はモルモッ ト胃底 に機能的な β3-ア ドレナ リン受容体(β,-AR)が 存在することを報告し

た.本 研究で は,β3-ARの 薬 理学的特徴を明 らか にするため,モ ルモッ ト胃底の β3-ARに 対 す る

Arylethanolamine類 の構造活性相関について検討 したので報告する.

カ テコール環の側鎖 に水酸基(-OH)を 有 す る(-)-ノ ル ア ドレナリンと側鎖 に水酸基 を持たない ド

パ ミンの β3-AR活 性(効 力)を 比較 した ところ,側 鎖の水酸基がなくなることで138倍 効 力が弱 く

なった.し かしなが ら,側 鎖のア ミノ基に大きな置換基 を導入 した ドパ ミンの誘導体である(±)-ド

ブタ ミンは ドパ ミンより22倍 効力が強かった.こ のことは,エ タノールア ミン側鎖(-CH(OH)CH2

NH-)の 水酸基が β3-AR活 性 を得るのに重要であり,ま た,こ の側鎖に水酸基がな くても側鎖のア ミ

ノ基に大 きな置換基を導入することで強いβ3-AR活 性 が得 られることを示 している.こ のことは側

鎖 にエタノールア ミン構造 を持ち,さ らに側鎖 のア ミノ基に大きな置換基を有す るBRL37344(選 択 的

β3-AR作 用 薬)が 強い β3-AR活 性 作用 を示すことか らも推測で きる.

カ テコール環の3位 と4位 に水酸基を有する(-)-ア ドレナリンとカテコール環の3位 に水酸基 を

有する(-)-フ ェニレフリンの β3-AR活 性 を比較 した ところ,(-)-フ ェニ レフリンの方が(-)-ア

ドレナリンより20倍 効力が弱かった.こ のことはカテコール環の4位 の水酸基 もβ3-AR活 性 を得 る

のに必要であることを示 している.し かしなが ら,カ テコ0ル 環 の3位 と4位 に水酸基を有さず,3位

に塩素原子を持つBRL37344が 強 い β,-AR活 性作用 を示すことか ら,β,-AR活 性作用を得るために

は,カ テコール環の3位 と4位 の水酸基は必須ではな く,カ テコール環の3位 に電気陰性度の高い塩

素原子を導入することで強い β3-AR活 性作用が得 られる可能性を示唆 している.

48.ラ ッ ト大動 脈平滑 筋 由来細 胞(A7r5)L型Caチ ャネル に対 す るcilnidipineの ユ

ニー クな抑制 作用

福岡歯科大学細胞分子生物学

内田 竜司,山 崎 純,北 村 憲司

DHP誘 導体の一種 であるCilnidipineはL型 チャネルだけではな く,N型 チャネルを抑制す る作用

を持 っていることが知 られている.こ の作用はAmlodipineで も報告されているが,そ の他のDHP誘

導体 には認められない.こ うした特異的な性質はcilnidipineと 他 のDHP誘 導体 との構造の異なる部

分(側 鎖部 など)に起因することが考えられ る.一 方,こ うした構造の違いによるDHP誘 導体 のL型

チャネル に対する効果 については曖昧な点が多い.そ こで,L型Caチ ャネルに対するcilnidipineの

抑制効果 を,ラ ット大動脈平滑筋由来細胞(A7r5)を 用 いて,他 のDHP誘 導体 と比較検討 した.

Cilnidipineとnimodipineは 濃 度依存性にL型Ba電 流 を抑制 したが,cilnidipineは 電流減衰 の時

間経過を速めた.こ のような効果はnimodipineで は認められなかった.一 般に,Ba電 流減衰の時間

経過 は一つの指数関数で近似 されるが,cilnidipineで 抑 制されたBa電 流は二っの指数関数で近似 さ

れるようになった.一 方,nimodipineで 抑 制されたBa電 流 は対照 と同様,一 つの指数関数で近似で

きた.ま た,Ba電 流減衰の時定数は膜電位依存性 を持つが,cilnidipine存 在 下の電流で観察された速

い減衰を示す成分の時定数 は膜電位依存性 を持たなかった.Cilnidipine濃 度 と電流減衰の時定数から

得 られた結果か らcilnidipineはL型 チャネル と1:1の 割 合で結合 し,そ の解離定数は47nMで あ っ

た.以 上の結果か ら,cilnidipineはL型 チャネルに対 して も他のDHP誘 導体では認 められない特異

的な抑制作用 を持 ってお り,そ の他のDHP誘 導体で考 えられている静止状態・不活性化状態に結合 し

てL型 チャネルを抑制す ること以外 に,開 状態のチャネルに も結合 して抑制する性質 を持っているこ

とが示唆 された.
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49.腸 間膜 微小動脈 に存在 するnifedipine非 感 受性 高電位活性化,急 速不活性化型Ca2+

チ ャネルの薬理学的特性 の検 討

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理,

岡崎国立共同研究機構統合バイオサイエンスセンター生命環境研究施設1

森 田 浩光,井 上 隆司,森 泰生1,伊 東 祐之

腸間膜 動脈最終分岐部以降の平滑筋細胞 には,R型 およびT型 とは性質の異なるnifedipine非 感 受

性高電位 活性化,急 速不活性化型Ca2+チ ャネル(NI-CC)が 優 位に存在 している1.こ のCa2+チ ャネ

ルの性質 をT型 及びR型Ca2+チ ャネルの種々の阻害薬 について
,T型 及びR型Ca2+チ ャネルのク

ローン(α1G及 び α1E)を 用 い比較検討した.

電極内液140mMCsCl,灌 流液10mMBa2+の 条 件下で,R型Ca・+チ ャネルの選択的阻害薬であ

るSNX-482(200nM)に 対 しNI-CC及 び α1Gは 感受性 を示 さなかったが,α1Eは 完 全に抑制され

た.ま た,T型Ca2+チ ャネルを部分的に抑制するsFTX-3 .3(1μM)及 びnimodipine(10μM)に

対 しては,そ れぞれNI-CCで 無効及び35%抑 制,α1Gで15%抑 制及び90%抑 制,α1Eで 両 者 とも

無効 とい う性質を示した.さ らにmibefradi1に 対 しては,NI-CC,α1G,α1Eと もに同様 な抑制効果

を示 した.

以上の結果か ら,NI-CCは 既 存の電位依存性Ca2+チ ャネル とは異なる薬理学的性質を有してい る

ことが示唆された.

1. Morita H, Cousins H, Onoue H, Ito Y , Inoue R., Circ Res, 85, 596-605, 1999

50.ブ タ冠動脈平滑筋細 胞の遅延整流 性K+電 流 と非選択 的ClassIII抗 不 整脈薬Nife-

kalantの 作 用

名古屋市立大学大学院薬学研究科細胞分子薬効解析学

今泉 祐治,大 矢 進,山 村 寿男,稲 吉温,村 木 克彦,渡 辺 稔

Nifekalant(MS-551)は 非選択的なClassIII抗 不 整脈薬であ り,心 筋細胞においてIKr(KCNH2/

KCNE)以 外 の電流 も抑制す る事が知 られてい る.本 研究では冠動脈平滑筋 の遅延整流性K+電 流 に

Nifekalant感 受性成分が存在するか,も し存在するな らばそれはIK ,,IK,あ るいは他のK+電 流成分か

を電気生理学的・分子生物学的 に検討した.ブ タ冠動脈平滑筋細胞 においてwhole-cellclamp下,脱

分極刺激 により活性化 される遅延整流性K+電 流 は,心 筋IK,を ほぼ完全に抑制す る10μMのNife-

kalantに よ り全 く影響 を受けなかった.ブ タ心筋 のKCNH2(ERG1)とKCNQ1(KvLQT1)を 検 出

で きるプ'ローブを用いてRT-PCRに よる検討 を行ったところ,ブ タ冠動脈左 回旋枝起始部平滑筋に

はKCNH2及 びKCNQ1のmRNAは それぞれ全 く及び僅かしか発現 していなかった
.Westernblot

及 び単一細胞の蛍光抗体染色による解析では,こ れらのチャネル は冠動脈平滑筋で検出で きなかった.
一方
,30μM以 上のNifekalantに よ り+30mVで の遅延整流性K+電 流は用量依存的に抑制され,そ

のIC50は230μMで あった.こ の抑制作用には刺激頻度,刺 激電位及び保持電位 に対する有意な依存

性 は認 められなかった.RT-PCRを 用 いた解析 によりブタ冠動脈平滑筋 にはKv1 .5,Kv2.1とKv2.2

が検 出されたがKv1.2は 見 られなかった。単一細胞の蛍光抗体染色 による解析で もKv1.5とKv2.1が

細胞膜へ発現 していることが確認 された.1rnMNifekalantは ブタ冠動脈平滑筋細胞の外向き電流を

約80%抑 制 するため,4-aminopyridine(Kv1.5に 相 当す ると推測される60%程 度 の電流抑制)と 異

なり,同 細胞 における主な遅延整流性K+電 流成分 と推測 され るKv1 .5とKv2.1の 双 方を抑制す ると

考え られる.そ の効力はIK,(KCNH2/KCNE)に 対 する抑制作用の200分 の1程 度 と推測された .
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51. 血 管 平滑筋 で観 察 され た外液Na除 去誘発 細胞 内Ca濃 度 上昇 とKB-R7943の 効 果

につ いて

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,高 井 伸彦,伊 藤 智洋,山 田 亜紀,今 泉 祐治

[目的]血 管平滑筋をNa除 去溶液で灌流す ると細胞内Ca濃 度([Ca2+]i)の 上昇 と収縮が生 じる

ことが知 られている.こ のCa動 員 には,Na-Ca交 換 機構の関与が示唆 されているが,不 明な点 も多

い.そ こで本研究では,単 一ラッ ト頚動脈平滑筋細胞(SMC)を 用 いて,外 液Na除 去誘発性の[Ca2+]i

上昇 機構 について検討 した.

[方 法]コ ラゲ ナーゼ処 理 に よ り得 られ たSMCにFura2AMを 負 荷 し,[Ca2+]iの 変 化 を

Argus50及 びArgusHisCaで 解 析 した.

[結果]SMCをNa除 去溶液で灌流す ると[Ca2+]i上 昇 が観察された(静 止時:131±8nM,Na除

去溶液灌流時:527±43nM).こ の[Ca2+]、 上 昇に対 して,D600お よび リアノジンは無効であった.

一方外液Ca非 存在下では,Na除 去誘発[Ca2+]i上 昇 は消失 した.ま たKB-R7943は 濃度依存的に

Na除 去誘発[Ca2+]i上 昇 を抑制 し,そ の50%抑 制 濃度 は3.5μMで あった.

[考察]SMCで 観 察されたNa除 去誘発[Ca2+]1上 昇 は,外 液Ca依 存性であること,KB-R7943

で効 果的に抑制されたことか ら,Na-Ca交 換 機構 の逆方向輸送系により細胞外か らCaが 流入 して引

き起 こされた可能性が高い.ま た同様なNa-Ca交 換機構 を介 した[Ca2+]i上 昇が,血 管 内皮細胞で

も観察 されている.以 上の ことか ら,生 体位における血管緊張制御へのNa-Ca交 換 機構の関与が示唆

された.

52. 正 常 血圧 および脳 卒中易発症性高 血圧 自然発症 ラッ トの頸動脈 平滑 筋 にお けるベ ラ

バ ミル感 受性 お よび非感受性経路 を介 したカルシ ウム流入 に よる収縮反応 の比 較

近畿大学薬学部機能形態学

関 口富美子,砂 野 哲

脳卒中易発症性高血圧 自然発症ラツト(SHRSP)お よび正常血圧のWistarKyotoラ ツ ト(WKY)

の頸動脈平滑筋 におけるシク・ロピアゾン酸(CPA)お よびノルア ドレナリン(NA)存 在 下の細胞外

Ca2+流 入 による収縮反応 をベ ラバ ミル(Vera)感 受性,非 感受性 の部分に分け比較,検 討 した.Vera

非感 受性の収縮に対す るSK&F96365(Ca2+貯 蔵部位作動性Ca2+チ ャネル(SOCC)阻 害薬)の 効

果について も同様 に検討した.実 験 には16週 齢,雄 性のSHRSPとWKYか ら摘出 した頸動脈 を使用

した.頸 動脈は幅1mm,長 さ15mmの 内皮 を除去した帯状標本 とし,張 力 トランスジューサーを用

いて張力変化を等尺性 に測定 した.細 胞外Ca2+除 去下,CPA(10-`M)を 作 用させ,そ の20min後

にCaCl22mMを 加 えるとWKY標 本 では弱い一過性収縮が,SHRSP標 本 では強い持続性収縮がみ

られた.Vera(10-5M)存 在下ではSHRSP標 本 の収縮は強 く抑制されたが,WKY標 本 の収縮 はほ

とん ど影響 されなかった.Vera存 在下で残存 した収縮反応 はSK&F96365(10-5M)を 作 用させる

ことで完全 に消失 した.SK&F96365で 抑制 された収縮はWKY標 本 に比べSHRSP標 本 で減少 し

ていた.同 様 に細胞外Ca2+除 去下,NA(10-5M)作 用 させた後,細 胞外にCaCl22mMを 加 えた実

験で は,両 標本 において強い持続性収縮がみられた.Vera存 在下ではWKY標 本 で約50%,SHRSP

標本 で約80%の 収 縮が抑制 された.VeraとSK&F96365の 存在下ではSHRSP標 本 の収縮反応 は

ほぼ完全 に消失 したが,WKY標 本 では約10%の 収縮反応が残存した.以 上 より,SHRSP頸 動脈平

滑筋で はCPA,NAど ち らの存在下 において も細胞外Ca2+流 入 の大部分 はL型 電位依存性Ca2+

チ ャネル(VDCC)を 介 した ものであること,ま たWKY標 本 に比べSOCCを 介 したCa2+流 入 は減少

していることが示された.WKY標 本 のNA存 在 下のCa2+流 入 にはVDCC,SOCC以 外 の経路が一部

関与している可能性が示唆された.
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53. モ ル モ ッ ト鼻粘膜血管の α1-ア ドレナ リン受容体 について

東邦大学医学部薬理,広 島大学医学部耳鼻咽喉科1

水流 弘通,谷 光 徳晃1,平 位 知久1,夜 陣 紘治1

【目的】 ア ドレナ リン受容体作用薬の鼻粘膜血管収縮作用は,主 に α1-受容 体 を介することが報告さ

れている.し かるに近年,α1-ア ドレナリン受容体 は,α1A ,α1B,α1D-サ ブ タイプに分類 され,ま た

prazosinな どの拮抗薬 に対する感受性によって,α1H,α1L,α1Nと い う分類 も示されている。 そこで本

研究では,鼻 粘膜血管の α-ア ドレナリン受容体の性質について検討 した.【 方法】雄性Hartley系 モ

ルモ ットを麻酔,放 血致死後,左 右 の鼻中隔粘膜 を摘 出した .短 冊状標本 を作成 し,こ れ をKrebs'

bicarbonate液(37℃,95%0、+5%CO2通 気)を 入れた組織浴槽内に懸垂 して,等 尺性張力変化 を

記録 した.な お実験は,神 経性取込み阻害薬desmethylimipramine,非 神 経性取込み阻害薬corticos-

terone,β-ア ドレナリン受容体拮抗薬propranolo1の 存在下で行った.【 結果】α-ア ドレナ リン受容

体作用薬 のnorepinephrine(NE)とoxymetazoline(OX),α1A選 択性のNS-49((R)-(-)-3'-(2-

amino-1-hydroxyethyl)-4'-nuoromethanesulfonanilide),お よび α2選択性のclonidine(CL)の

intrinsicactivityの 序列 は,NE>NS-49>OX>>CLで あった.pD2値 はNE,5.2;NS-49,5.1;OX,

6.1で,CLは 算 出できなかった.ま た,NE収 縮 に対する α1-拮抗薬の抑制効果 をSchildplotで 比較

すると,1)prazosinは 競合的に拮抗するが,pA、 値 は8.0で,9よ りもかなり低かった.2)α1A-拮 抗

薬 のWB4101と5-methylurapidilはNE収 糸宿に競合的に拮抗 し,pA2値 はほぼ同 じ7.8で あった.3)

α1B-拮抗 薬spiperoneと α1D-拮抗 薬BMY7378は 非競合 的拮抗 を示 した .4)選 択 的 α1L-拮抗 薬

JTH-601(3-(N-[2-(4-hydroxy-2-isopropyl-5-methylphenoxy)ethy1]-N-methyl-aminometh-

yl)-4methoxy-2,5,6-trimethylphenol)は 競 合的拮抗 を示 し,pA2値 は8.1と 最 も高かった.【結論】

モルモッ ト鼻粘膜血管のNE収 縮は α1Aな い しα1Lサ ブタイプを介 していると考 えられる
.

54. ラ ッ ト摘 出胸部 大動脈 筋 の リゾボ ス フ ァチジル コ リン誘発 収縮 増 強作 用 に対 す る

genisteinお よ びPD98059の 影 響

星薬科大学医薬品化学研究所機能形態学

末永 浩,鎌 田 勝雄

【目的】 リゾホスファチジルコリン(LPC)は,高 脂血症等による循環器障害の原因物質 として考

えられている.LPCは チロシンキナーゼおよびマ ップキナーゼを活性化 させ ることによ り細胞増殖作

用を示す ことが報告 されている.し かしなが らLPCに よるこれ らの酵素の活性化 と血管収縮反応 と

の関連 についての報告 はほとんどない.そ こで今回,血 管平滑筋の収縮反応 に対するLPCの 影 響につ

いて検討 した.

【方法】Wistar系 雄性 ラットより胸部大動脈 を摘出し,内 皮細胞 を除去したラセン状標本を作成 し

た.標 本 の反応は等尺性 に記録 した.ま た一部の標本 は,薬 物処置後急速冷凍 しタンパク質を抽出し

た後,Westernblot法 を用いてタンパク質チロシン残基 のリン酸化量 を測定 した.

【結果】LPc(10-5M)を 単独処置 しても収縮反応はみ られなかったがLPc処 置 によりhighK+

お よびUK14,304に よる収縮反応は著明に増大 した.LPCに よ る収縮増強作用 はgenisteinに よ り抑

制された.一 方daidzeinは 抑制作用をほ とんど示 さなかった.LPCに よる収縮増強作用はPD98059

に よっても抑制 された。Westernblot法 によりLPCは42 ,44kDaを はじめ数種類のタンパ ク質のチ

ロシン残基の リン酸化量を増大 させた.こ のリン酸化量の増大 はgenisteinに よ り抑制された.ま た,

LPCに よる42,44kDaの タ ンパ ク質のチロシン残基 のリン酸化量の増大はPD98059に よって も抑制

された.

【考察】LPCは 血管平滑筋のチロシンキナーゼおよびERK-マ ップキナーゼを活性化 させ ること

により収縮反応を増大 させ ることが示唆された。
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55. ウサ ギ脳底 動脈 ヒス タ ミン誘 発収縮 に対 する低Cl溶 液の効果

福岡歯科大学細胞分子生物学,川 崎医療福祉大学医療技術学科1,

北海道医療大学臨床薬理毒理学2

北村 憲司,西 島 博明1,内 田 竜司,山 崎 純,島 村 佳一2

収 縮に対 するClの 役割 を検討するため,ウ サギ脳底動脈 を用いて,ヒ スタ ミン(10μM)と67mM

K溶 液 で誘発された収縮に対する低Cl溶 液 とClチ ャネル遮断薬の効果 を検討 した.ヒ スタ ミンによ

る収縮は初期 に起 こる一過性 の収縮 とそれ に続 く持続性 の収縮に分けられ,ニ フルム酸や フル フェナ

ム酸は一過 性収縮 を抑制 し,ま た持続性収縮の立ち上が り速度を抑制 した.し かし,K収 縮 には殆 ど

影響しなか った.灌 流液のC1イ オンを難透過性のアスパラギ ン酸やグルタ ミン酸に置換すると,ヒ ス

タ ミン収縮 は著明に抑制された.ま た,メ タンスルホン酸やイセチオン酸 に置換す ると灌流開始後30

分 では有意 な抑制は認 められなかったが,更 に灌流 を続 けるとヒスタミン収縮 は抑制された.一 方,易

透過性のプロピオン酸は一過性 に収縮を増強させた後,抑 制 した.ま た,酢 酸への置換 はヒスタミン

収縮 を若干増強し,抑 制 は起 こらなかった.置 換した陰イオ ン種によるこの違いは陰イオンのC1チ ャ

ネル透過性 の違いと相関があるように思われ,透 過性の低い陰イオンが選択的にヒスタ ミン収縮 を抑

制すると考えられた.難 透過性の陰イオン置換によるヒスタ ミン収縮抑制は一過性収縮 と持続性収縮

両者で観察 され,持 続性収縮の立ち上が り速度は抑制された.無Ca溶 液灌流下で観察 され る一過性の

ヒスタミン誘発収縮に対 して,低Cl溶 液(メ タンスルホン酸 に置換)は 時間依存性 に収縮を抑制 した.

易 透過性 の酢酸に置換 した場合は,持 続性収縮の大きさは増加 したが,立 ち上が り速度は抑制された.

Thapsigarginやcyclopiazonic acidを 投与 した場合 も同様 な結果が得 られた.以 上のことか ら,C1透

過 性を低下 させ ると思われる種々の実験条件下で観察 されるヒスタ ミン誘発収縮の抑制に共通 して認

められる効果 として,細 胞内貯蔵部位か らのCa遊 離 に対する抑制効果が考えられ,こ の機構 にC1が

何 らかの役割 も持っていることが示唆された.

56. 15-デ オ キシ-Δ12,14-プ ロス タグラ ンジ ンJ2(15d-PGJ2)に よ る血管平滑筋 細胞 の再

分 化誘導

国立循環器病センター腎臓高血圧内科,同 薬理部1,九 州大学大学院医学研究院臨床薬理2

三輪 宜一,田 場 洋二2,宮 城めぐみ2,井 上 裕康1,河 野 雄平,笹 栗 俊之2

[目的]血 管平滑筋分化のメカニズムを解明するためには,培 養系 における細胞分化モデルの構築が

欠かせないが,い まだ確立されたものはない.我 々 は今回,PPARγ の天然 リガンドとして最近注 目さ

れている15d-PGJ2が 平 滑筋細胞のフェノタイプに及ぼす影響 について,平 滑筋特異的分化マーカー

の発現 を観察することにより検討を加えた.[方 法]ヒ ト膀帯血管か らExplant法 によ り採取 した平

滑筋細胞 を,ウ シ胎児血清(10%)お よびbFGF(5ng/ml)添 加DMEM中 で培養 し,15d-PGJ2(12

μM)を 作 用させた.mRNAの 発現 はRT-PCRで,蛋 白発現はウェスタンブロットで解析 した.[結

果]対 数増殖期の細胞に15d-PGJ2を 長期間投与することにより,平 滑筋特異的 ミオシン重鎖SM1/

SM2,カ ル ポニ ンh1,平 滑筋 α一アクチンの発現が増加 した.し かし,高 度に分化 した平滑筋のマーカー

とされ るSM2の 発現 は,中 膜平滑筋 に比べるとかな り低いレベルに留 まった.そ こで,細 胞 をコンフ

ルエン トになるまで増殖させ,48時 間の無血清培養でG。 期に同調 した後,15d-PGJ2存 在 下で培養し

た.す ると4日 後より平滑筋細胞 は凝集 を開始 し,最 終的には肉眼的な結節を形成 した.結 節 内の平

滑筋細胞は,結 節 を形成 していない細胞 に比べて高いレベルのSM2を 発現 してお り,そ の発現 レベル

は28日 後 には中膜平滑筋のレベル にほぼ匹敵 した.[結 論]こ れ らの結果は15d-PGJ2が 強力 な平滑

筋分化誘導因子であることを示すが,高 度な分化 を誘導するには細胞密度などの条件が適合す る必要

があると考えられた.平 滑筋分化 を誘導する生理活性物質は少な く,血 管病変の予防 ・治療への応用

が期待される.一 方我々は,シ ェアス トレスにより内皮細胞から15d-PGJ2が 産生 され ることを確認 し

てお り,15d-PGJ2は 新 たな内皮由来平滑筋制御物質 として も注 目される.
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57. ブ タ子 宮にお けるプ ロス タノイ ド受容 体分布の筋層差

酪農学園大学獣医学部薬理

北澤多喜雄,沙 衣布扎提,米 克 熱木,田 島 剛,種 池 哲朗

【目的】我々は,こ れまでにブタ子宮筋収縮 に対するprostaglandin(PG)D2,PGF2α,PGE、,PGE2

及 びPGI、 の作用をin vitroで 検討 し,ブ タ子宮には収縮性EP,FP受 容体及び弛緩性EP,DP受 容 体

が存在す ることを明らかにしている(第74回 日本薬理学会年会) .今 回は各種プロスタノイ ド受容体

に特異的な作動薬を用い,プ ロスタノイ ド受容体 の分布が縦走筋(LM)及 び輪走筋(CM)問 で異な

るか否か を検討 した.【 方法】ブタ(発 情前期)子 宮から得たLM及 びCM標 本 をKrebs液(37℃)を

満た した浴槽中に懸垂 し機械的活性を等尺性 に測定 した.各 作動薬を浴槽内に5分 間隔で適用し誘起

される反応 を自発収縮高 または波形下面積(AUC)の 変 化か ら解析 した .【成績】1.BW245C(DP)

は,LM及 びCMの 自発収縮を濃度依存性 に抑制 した.IC,。,最 大抑制率はCMで は15nM ,100%,LM

で は150nM,60%で あ り,抑 制作用 はCMに おいて著明であった.2.Cloprosteno1(FP)は,1nM

か らLMの 収縮活性 を濃度依存性に増加させた(EC50=9 .4nM).し か し,CMで の増加作用の発現 に

は高濃度(100nM)が 必要であった.3.Cicaprost(IP>EP3>EP1)は,低 濃度(10nM)か らCM

の自発収縮 を抑制 したが,LMで は抑制を起 さず高濃度(1μM)で 収 縮活 性を増加 させた.4.Iloprost

(IP≧EP1≧EP、)は,LM,CMの 自発収縮活性 を100nMよ り増加 させた.SC19220(EP1受 容体遮

断薬)は,こ の増加 を抑制しなかった.10μM iloprostは,自 発収縮のAUCをLMで は5倍,CMで

は1.4倍 に増加 した.5.Sulprostone(EP3>EP1>FP)はLM,CMい ずれの収縮活性 も増加させた.

この増加作用 はLMで 顕著であった.【 結論】ブタ子宮 において収縮性プロスタノイ ド受容体(FP,

EP、)を 介する反応はLMで,弛 緩性プロスタノイ ド受容体(DP ,IP)を 介 する反応はCMで 著明に

発現 した.こ の成績 は,各 受容体の分布密度が筋層 によ り異なることを示唆する.

58. ラ ッ ト子宮平滑筋細胞 の非選 択性陽 イオ ンチ ャンネル の性質 と収 縮制御 に おける役

割

広島大学医学部産婦人科

三好 博史,大 濱 紘三

子宮収縮 に関 しては多 くの報告がされて きたが,陣 痛収縮の周期性 を制御する機構 については十分

に解明されていない.子 宮平滑筋細胞は自然な脱分極 によりCaチ ャンネルが規則的に開口し収縮が

起 こると考えられている.今 回我々は妊娠ラッ ト子宮平滑筋細胞 において自然脱分極 との関連が推測

される非選択性陽イオ ンチャンネル(Non Selective Cation Channel,以 下NSCC)の 記録 に成功し

たので,そ の性質 と収縮制御における役割について検討す る.妊 娠18-21日 の ラット子宮 より酵素法

で単離 した平滑筋細胞 にwhole cell patch clamp法 を使用した.Csに よる置換,阻 害剤でKお よび

Ca電 流 を抑制 しNSCC電 流 を分離 した.得 られた電流 は電位依存性のない矩形電流 であ り細胞外

Na濃 度 に依存 していた.ラ ンタン(La)に 高 い感受性(Kd=2.4μM)を 示 し30μMに より阻害 され

ることよりこのチャンネルはNSCCと 判 断した.NSCCは 他 の一価 イオンも通過 させ,そ れぞれのイ

オンの逆転電位 はK;8.6±2.7mV(n=6),Cs;-0.5±3.31nV(n=7),Na;-1.3±2.3mV(n=6) ,

Li;-7.0±2.2mV(n=7)と 計 測され,透 過性 はK>Cs>Na>Liの 順 であった。これらの性質 は血

管平滑筋細胞 などのNSCCと 一 致していた.NSCC電 流 は静止電位一50mVに おいては持続性内向き

電流であることよ り,膜 を脱分極 させる機序 と考えられた.細 胞外Mgに よ りNSCC電 流 は濃度依存

性(Kd=0.32mM)に 阻害 され,Mgの 子 宮収縮抑制機構の一つ と考えられた.ま た,NSCCは 小 さ

いなが らもCaの 透過性 も有 してお り,Ca流 入 機構 としての可能性 も示唆 された.NSCCに 関する研

究 は早産予防をはじめ周産期医学の発展に貢献すると期待 される.
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59.妊 娠末期 ヒ ト子宮筋 における新規切迫早産治療薬KUR-1246の 収縮抑制効果 とそ

の機序に関する研究

福岡大学医学部産婦人科,キ ッセイ薬品工業薬理研究所1

井上 善仁,西 岡 智子,小 林 護1,小 嶋 正三1,赤 羽 増夫1,瓦 林達比古

[目的]ア ドレナリンβ2作用薬の陣痛抑制効果のばらつきの原因を解明し,新 規切迫早産治療薬で

あるKUR-1246の 妊娠 ヒト子宮筋収縮抑制のメカニズムを検討することを目的とした.[方 法]患 者

の同意 を得 たうえで帝王切開時 に採取 した子宮筋切片の等尺性収縮 を記録 し,isoproterenol,rito-

drine,KUR-1246に よ る収縮抑制効果 を測定 した.ま た微小電極法 を用いて抑制時の静止膜電位 を測

定 した.さ らに同一の筋切片 を用いて種々の濃度の β受容体拮抗薬,[3H]dihydrOalprenOlol([3H]

DHA)及 び調整した粗子宮筋細胞膜 を含む反応混合液を37℃ でインキュベー トした後,細 胞膜 β受

容体アッセイを行 った.[成 績]収 縮抑制が著明な筋束 の膜電位 は全ての薬剤で過分極 したが,収 縮抑

制のない筋束ではこの過分極は認め られなかった.一 方1μMのisoproterenolに よる自発収縮抑制

率100%の 子 宮筋束か ら調整 された細胞膜 の[3H]DHA最 大 結合部位 数 は約80fmol/mgmem-

brane proteinで あ った.一 方,自 発収縮抑制率25%の 子 宮筋束から調整 された細胞膜の[3H]DHA

最大結合部位数は約20fmol/mgmembrane proteinで あ り,100%抑 制 率の場合 と比べて,約1/4に

低下 していた.[結 論]β2作 用薬 の妊娠末期ヒ ト子宮筋における収縮抑制効果のばらつ きは,子 宮筋

の β2受 容体密度 に依存 していること,お よびKUR-1246を 含 む β2作 用薬 は子宮筋の膜電位 を過分

極することにより収縮抑制作用を示す ことが分かった.

60.ラ ット輸精管平滑筋における早期不活性化K+チ ャネル構成サブユニッ トの分子同

定 と機能発現

名古屋市立大学大学院薬学研究科細胞分子薬効解析学

鈴木谷枝子,大 矢 進,波 多野紀行,奥 琢磨,今 泉 祐治

早期不活性化K+チ ャネルは輸精管や膀胱 等の膜興奮性の高い平滑筋細胞 において高発現 してお

り,活 動電位の波形や発火頻度の調節に重要な役割 を果た している.第41回 日本平滑筋学会総会にお

いて,わ れわれはラット輸精管平滑筋の早期不活性化K+チ ャネルがKv4.2及 びKv4.3Lか ら構成 さ

れ ることを見出す とともに,HEK293細 胞発現系においてそれ らの電流不活性化特性が輸精管平滑筋

細胞 のものと比較 して有意 に異なることを報告 した.最 近,Kv4サ ブ ファミリーと特異的に結合 し,そ

の膜移行や電流特性 に影響 を及ぼすヒ ト由来K+チ ャネル結合 タンパ ク(K+Channel-lnteracting

 Protein1-3;KChlP1-3)が 同定され,神 経細胞ではKChIP1及 びKChIP3,心 筋細胞ではKChIP2が

高 発現 していることが報告された.本 研究では,ラ ット輸精管平滑筋に発現するKv4及 びKChIPサ

ブ タイプ を同定するとともに,HEK293細 胞発現系 を用いて電流不活性化特性 を比較検討 した.

競合的PCR実 験 及び免疫細胞染色実験の結果,ラ ッ ト心室筋で はKv4.2及 びKv4.3Lが 共 発現 し

てい るのに対 して,ラ ット輸精管平滑筋 で はKv4.3Lの みが 発現 してお り,A型K+チ ャネ ルが

Kv4.3Lの ホモ四量体 により構成 されることが示唆された.ま た,ラ ット由来KChIP1-3は ヒ トホモロ

グ と高い相 同性を有 してお り,RT-PCR実 験 により輸精管平滑筋ではKChIP3がKv4.3Lの 修飾 タン

パク として機能している可能性が示された.KChIP3は 胃,膀 胱等の他の平滑筋にも比較的高発現 して

いた.し かし,わ れわれが単離した2種 の新規KChIP2ア イ ソフォーム(KChIP2S/2L)(Ohya et al.,

BBRC282,96,2001)は いずれも輸精管平滑筋 にはほ とんど発現 していなかった.そ こで,ラ ット輸精

管平滑筋細胞及びKv4.3L/KChIP3共 発現HEK293細 胞 を用いて早期不活性化K+電 流の不活性化

特性 について比較検討 した.
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61.高 血圧 自然発症ラッ ト胃標本のK+収 縮における内在神経関与の異常

近畿大学薬学部機能形態学

砂野 哲,四 宮 一昭,関 口富美子

高K+に よる平滑筋の収縮に内在 自律神経か らの伝達)物質の遊離が影響 をお よぼしていることが知

られている.ま た,高 血圧自然発症 ラットの血管標本では自律神経支配,こ とに交感神経支配 に異常

があることも報告されている.本 実験では血管以外の平滑筋臓器の高K+収 縮において自律神経 の影

響が高血圧 自然発症ラット(SHRSP)と 正 常血圧ラッ ト(WKY)で 差 がみられ るか否かを,胃 底部

輪状標本 を用いて検討 した.

胃底部標本は細胞外K+上 昇に反応 して濃度依存性の収縮を示し,K+濃 度40mM以 上 ではこの収

縮に一過性の第1相 と持続性の第2相 がみ られた.と くに,K+50mMに よ る収縮では第2相 の大 き

さがWKY標 本 に比較 してSHRSP標 本 において著明に減弱 してた.脱 分極筋のCa2+に よ る収縮に

は差がみ られず,平 滑筋の収縮反応 にはSHRSP,WKY標 本 間の差がない ことが明らか となった.ア

トロピンは両標本においてK+収 縮の第1相 に影響 しなかったが,第2相 の収縮 はWKY標 本 で著明

に抑制 されたのに対 し,SHRSP標 本 ではほとんど影響 されなかった.プ ラゾシン,ヨ ヒンビンおよび

プ ロプラノロールは第1,第2相 ともに軽度の影響 を与 えたのみであった.Lω-nitro-L-arginineは 第

1,第2相 ともに増強 したが,と くに第2相 における増強効果 はSHRSP標 本 で著明であった.以 上 よ

り,胃 平滑筋のK+収 縮 は内在 自律神経,と くにアセチルコリン作動性神経 と一酸化窒素神経の影響を

うけるが,SHRSP標 本 では前者が減弱 してお り,後 者は増強 していて これが両標本 における第2相 の

差 につながることが示唆された.

62.回 腸内カプサイシン投与の空腹期上部消化管運動抑制効果とその作用機序

東北大学医学部第1外 科

金 学林,柴 田 近,内 籐 広郎,舟 山 裕士,福 島 浩平,上 野 達也

北山 卓,西 條 文人,松 野 正紀,佐 々木 巌

カプサイシンは唐辛子の辛 みの主成分であ り,知 覚神経 に作用す ることが知 られている.一 方,空

腹期の消化管 には伝播性強収縮(MMC)と 呼 ばれる収縮が胃か ら回腸へ と伝播する現象が周期的に出

現することが知 られているが,そ の制御機構については不明な点が多い.【 目的】回腸内カプサイシン

投与 の空腹期上部消化管運動 に対する効果,お よびその作用機序 について検討すること.【 方法】雑種

成犬を用 い,胃 体部,胃 前庭部,十 二指腸,近 位空腸,の 計4カ 所に消化管運動測定用のstrain gauge

 force transducerを 縫着 した.回 盲弁から30cm口 側 の回腸 にカプサイシン投与用のシリコンチュー

ブを挿入 ・固定 した。2週 間の回復期間を置 き,意 識下で運動測定 を行った.回 腸内投与は胃における

MMCのphaseIIIが 始 まってから10分 後 にお こなった.回 腸 内に生食1Oml(control),カ プサイシ

ン1,2,5,10mgを 投与 し,消 化管運動 に対する効果 を検討した。また,カ プサイシン10mgの 上 部消

化管運動抑制効果に対す るL-NAME(nitric oxide合 成 阻害剤),FK224(neurokinin 1拮 抗),

Phentolamine+Propranolol(ア ル ファ,ベ ータ受容体拮抗剤),Naloxone(オ ピオイ ド受容体拮抗

剤)の 影響 を検討 した.【 結果】カプサイシンは胃体部 と前庭部の運動 を全ての用量で抑制 した.十 二

指腸,近 位空腸の運動は1,2mgで は影響 されなかったが,5,10mgで は抑制 された.全 ての部位で抑

制の程度に用量依存性が認 められた。また,拮 抗剤 はカプサイシンによる胃体部,胃 前庭部,十 二指

腸,近 位空腸での運動抑制効果に何 ら影響 しなかった。【結語】回腸 内に投与 されたカプサイシンが空

腹期の消化管運動 を抑制 した ことか ら,回 腸に分布す るcapsaicin-sensitive afferent nerveが 空 腹期

の上部消化管運動制御 に関与 している可能性が示された.
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63.マ ウス上部十二指腸運動抑制効果について

岡山短期大学 食物栄養学科

山里 晃弘

マウス(雄)を 撲殺 した後,幽 門直肛門側 より長さ約1cmの 上部十二指腸を摘出し実験 に用い,縦

走筋方向の運動 をアイソ トーニック トランスデューサを介 して記録 した.電 気刺激 は20Hz,0.5msec,

20-30Vで 行 った.電 気刺激によって上部十二指腸 に抑制効果 あるいは亢進効果が誘起 された.こ の亢

進効果 はatropineの 投与 により抑制効果 に変わった.ま た抑制効果 に対 しては.atropineは 無効果で

あった.い ずれの抑制効果に対 して もguanethidineは 無効果であったっが,C6投 与 後にはこの抑制効

果はわずか に減弱 した.Atropineとguanethidineの 同時投与後の刺激による抑制効果 はnaloxone

の投与 により著 しく減弱 したが,消 失はしなかった.ま たatropineとguanethidine投 与 後の抑制効果

はL-NAME(N-ω-NitrO-L-arginine-methylester)の 投 与によって顕著 に減弱されるかあるいは

亢進効果に変わった.こ のL―NAMEに よって減弱あるいは亢進効果 に変わった電気刺激効果はL-

arginineに よって対照あるいはatropineとguanethidine同 時投与後の抑制効果 とほぼ同様の抑制効

果を誘起 させた.電 気刺激 による抑制効果はTTXの 投与 により消失あるいは顕著 に減弱した.こ れ ら

の結果は電気刺激 による抑制効果 は神経性に誘起 され,そ の伝達物質 はNOで あると考えられ る.

64.マ ウス腸管運動へのオレキシンの作用

大阪府立大学大学院農学生命科学研究科獣医学専攻応用薬理

畑 文明,佐 藤 友治,打 田 光宏,藤 田 秋一,竹 内 正吉

最近,新 しいペプチド,orexinA,Bが 視床下部外側野に局在 していることが発見された.摂 食 と

の関係に興味が持たれ,腸 管 にもorexinA,Bと それ らの受容体が存在 していることが報告 された.

我々 は,マ ウス腸管でのオレキシンの作用,と くに非ア ドレナ リン性弛緩への関与 を検討した.[方 法]

ICRマ ウスか ら十二指腸,空 腸,回 腸を摘出し,縦 走筋方向の運動をマグヌス法で記録 した.ま た,1

μM atropine,5μM guanethidine存 在 下に,経 壁電気刺激(EFS;10Hz,0.5msecduration,30V)

を行 い非ア ドレナリン性非 コリン性(NANC)の 弛緩 を記録した.[結 果]1.orexinA(～100nM)

は十 二指腸,空 腸,回 腸 において収縮反応を生じた.こ れ らの反応 はatropineあ るいはtetrodotoxin

に よ りほぼ完全に抑制 された ことか ら,ACh遊 離 を介 した反応であることが示唆 された.2. この収

縮 はorexinAを 繰 り返 し適用することにより見 られな くなった(脱 感作現象).EFSに よ り収縮を生

じたが,orexinA脱 感作 による影響を受けなかった.3. 一 方atropine存 在 下に,OrexinAは 空腸で

弛緩を生じた.十 二指腸,回 腸では作用が弱 くごく小 さな弛緩 を生 じた.EFSに よっても弛緩 を生 じ

た.4. orexinAの 繰 り返 し適用によ り,弛 緩反応 にも脱感作が生 じた.5. 空 腸 でのEFSに よ る

NANC性 弛緩 は,orexinA脱 感 作後,55%抑 制 された.ま た一酸化窒素(NO)合 成 阻害薬のL-

NOARG処 置 により47%抑 制 された.6. L-NOARGを 処 置後,OrexinA脱 感作 してもそれ以上抑

制 されなか った.7.外 か ら適用 したorexinAに よ る弛緩 はL-NOARGに よ り完全 に抑制 された.

[考察]マ ウス腸管 において,外 から適用したOrexinは コ リナージック神経 を介 して収縮反応を生じ

ることが示唆 された.一 方,EFSに よるNANC性 弛緩 はOrexinに よ りNOを 介 して部分的にメディ

エイ トされていることが示唆 された.
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65.モ ル モ ッ ト回腸 壁 内神 経叢 か らのacetylcholine遊 離 に対 す るneuropeptide FF

類 似 物 である1DMeの 作 用

大阪府立大学大学院農学生命科学研究科獣医学専攻応用薬理,

Ins. Pharmacol. Biol. Struc. C.N.R.S.1

竹 内 正 吉,藤 田 秋 一,後 藤 洋 人,Michel Roumy1,Jean-Marie Zajac1

畑 文 明

Neuropeptide FFは 抗opioid活 性 を持つ神経伝達物質である.以 前,我 々 はモルモ ット回腸壁内神

経叢 において,ム スカ リン受容体 を介 したautoinhibition機 構 が十分機能 していない条件下で,opioid

がacetylcholine(ACh)遊 離 を抑制す ることを報告 した.今 回,neuropeptide FFの 安 定な類似物で

ある1DMeのACh遊 離 に対する作用を検討 した.

【方法】 モルモッ トか ら,壁 内神経叢の付着 した回腸縦走筋標本 を作成 した.標 本をphysostigmine

とcholineを 含 む浴液で還流 した後,電 気刺激(50V,0.5msec,10Hz,20秒 間)を 行った.浴 液中に

遊離して くるAChをHPLCで 定 量した.

【結果お よび考察】Atropine存 在下 において,1DMeは 濃 度依存性 に自発性および電気刺激誘発

性ACh遊 離 を増加 した.Naloxoneも また,両 遊離 を増加 した.1DMeとNaloxoneの 促 進作用 は相

加的ではなかった.Atropine非 存在下では,1DMeはACh遊 離 に効果 を示さなかった.Morphineは

atropine存 在下 において自発性および電気刺激誘発性ACh遊 離 を抑制 した.1DMeはnaloxoneと

同 じく,Inorphineに よ り抑制 された電気刺激誘発性ACh遊 離 を回復 した.両 薬物 を併用 して も,そ

れぞれ単独 で用いたときと同程度 の回復 しか得 られなかった.1DMeのopioid作 用への特異性 を調

べるために,norepinephrineに よ るACh遊 離 抑制に対する1DMeの 作用 を調べたところ,1DMeは

全 くnorepinephrineに よる抑制に対 して作用を示さなかった.こ れ らの結果 はneuropeptide FF類

似 物である1DMeはACh遊 離 を抑制 している内因性opioidの 作 用 と拮抗することにより,モ ルモッ

ト回腸壁内神経叢からのACh遊 離 に対 して促進作用 を示す ものと思われる.

66.消 化管平滑筋収縮を制御する常在型マクロファージの細胞生物学的検討

東京大学大学院農学生命科学研究科放射性同位元素施設,同 獣医薬理1

佐藤 晃一,堀 正敏1,尾 崎 博1,唐 木 英明1

【目的】第42回 平滑筋学会総会 において,消 化管平滑筋の筋問層に分布する常在型マクロファージ

が,LPs刺 激 によりiNosな らびにcox-2の 誘 導 を介 して消化管運動 を制御す ることを明 らかに

し,敗 血症時の消化管運動不全における発症機構 の一因 となっている可能性 を示唆 した。今 回我々は,

常 在型マクロファージの単離法を確立 し,電 気生理学的手法ならびにCa-imagingを 用 いることによ

り,そ の細胞生物学的特性を解析 した。【結果】単離 したマクロファージ様細胞 は,TexasRed-dex-

tran(70,000 M.W.)に 対 して貧食能を示した.ま た,こ のTexas-Redを 取 り込んだ細胞 は,常 在型

マクロファージの選択的抗体であるED-2抗 体 を認識 した ことから,常 在型マクロファージであるこ

とが確認された.単 離 された常在型マクロファージは培養時間に伴い(1～5日),形 態 を変化 させた.

この形態変化に伴い静止膜電位は徐々 に深 くなり,ま た膜容量 は時間 とともに増大 した.各 培養 日数

におけるマクロファージを用い,細 胞内Ca濃 度([Ca2+]i)変 化 を測定 した ところ,4日 目以降のマク

ロファージでATP(10μM),PAF(0.3μM)ま た はLPS(1Ong/ml)の 全 てに対 して高い反応性 を

示 し,持 続的な[Ca2+]iの 増加 を示 した.一 方,こ れらの作動薬 による[Ca2+]i増 加 は,PKC活 性

化薬phorbol 12,13-dibutyrate(1μM)ま た はadenylatecyclase活 性化薬fOrskolin(1μM)の 前

処置により抑制 された.【 考察】消化管の常在型マクロファージは,単 離後 もLPSに 対 す る感受性を

維持すること,ま たプ リン受容体 およびPAF受 容体 も存在す ることが確認された.さ らに,少 な くと

もPKCな らびにA-kinaseを 介 する経路が存在 し,こ れらは各種刺激薬 による[Ca2+]i増 加 に対 し抑

制 的に働 くことが明 らか となった。
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67. フェレッ トを用いた意識下における消化管運動測定モデルに関する検討

東京慈恵会医科大学外科,同 解剖第11

川 崎 成郎,中 田 浩二,羽 生 信義,中 尾 誠利1,古 川 良幸,向 井 英晴

山本 尚,梁 井真一郎,山 下 廣1,青 木 照明

【目的】 近年,意 識下における消化管運動研究の実験モデル としてイヌが使いに くい状況 となりつ

つあり,小 動物 を用いた実験モデルに対する需要が高まりつつある.し かし,ラ ットの消化管運動は

ヒトや犬 と異なることが問題 とされ る.今 回われわれはフェレッ トを用い,意 識下 における消化管運

動の測定を行い,犬 の代替モデル とな りうるか どうかについて検討 した.

【方法】 フェレット(体 重1.0-13kg)を イ ソフル レンの吸入麻酔下に腹部正中切開にて開腹 した.

ス トレンゲージ トランスデューサー(ス タ-メ ディカル社製)を 胃幽門洞部(F-08IS,8.0×5.0mm),

十 二指腸お よび空腸(F-061S,6.0×4.0mm)の 漿膜面 に4-0絹 糸 を用い,輪 状筋の収縮運動が記録で

きる方向に縫着 した.意 識下に空腹期お よび食後期の消化管運動の測定 を行ない検討した.

【結果】 空腹期 においては,胃,十 二指腸 に周期的に出現する強収縮が空腸に伝播する空腹期パター

ンが観察 され,そ の周期 は平均約60分 であった.食 後期 には,不 規則 な小収縮波群が持続す る食後期

パターンが観察 された.フ ェレットにおいて観察された消化管運動様式はヒ ト,お よびイヌの消化管

運動様式 に類似 した.

【結語】 フェレッ トの意識下 における消化管運動の測定 は既存の測定器械を用いることにより可能

であ り,そ の運動様式が ヒトおよびイヌに類似することから,従 来行 なわれてきたイヌを用いた実験

モデルに代替 しうると考えられた.

68. ウサギ下部尿路組織の電気刺激誘発弛緩に対するV型PDE阻 害薬の作用

協和発酵工業株式会社医薬総合研究所

吉松亜紀子,井 出 慎一,奥 村 浩,廣 瀬 了,市 村 通朗,白 倉 史郎

【目的】尿道,前 立腺および海綿体などの下部尿路組織で は電気刺激によ りNO神 経を介する弛緩

反応が観察される.こ のうち海綿体の弛緩反応に対す るcGMP特 異的分解酵素(V型PDE)阻 害薬の

増強作用については知 られているが,尿 道,前 立腺 における作用 を詳 しく調べた報告はない.今 回,ウ

サギ摘出尿道,前 立腺お よび海 綿体 のNO神 経 を介 した弛緩 に対 す るV型PDE阻 害 薬KF31327

(IC50:0.074nM)とsildenamの 作 用を検討 した.【 方法】雄性ウサギか ら摘出 した尿道,前 立腺 およ

び海綿体標本 をOrgan bath中 に懸垂 し,張 力変化 を等尺性 トランスジュ-サ ーにて記録 した.L-

phenylephrineま た はnOrepinephrineに より標本 を収縮 させた状態で経壁電気刺激(EFS)を 行 い,弛

緩反応 を観察 した.【 結果】尿道,前 立腺および海綿体 においてEFSに よ り頻度依存的な一過性 の弛

緩反応が観察 された.tetrodotoxinとNO合 成酵素阻害剤であるL―NAMEは 全 ての頻度 において

EFS誘 発 弛緩 を抑制 した.尿 道および前立腺 においてKF31327とsildenamはEFS誘 発 弛緩 の最大

反応に対 し影響 しなかったが,弛 緩の持続時間 を有意に延長させた.一 方,海 綿体 において両薬物 は,

EFS誘 発 弛緩の最大反応 と持続時間を有意に増強 した.【 結論】今回,V型PDE阻 害薬が海綿体 のみ

な らず尿道 と前立腺 においてもNO神 経 を介する弛緩反応を増強することを明 らかにした.ヒ ト排尿

時の尿道弛緩 にNO神 経が関与 していると考 えられていることから,V型PDE阻 害薬 は排尿時の尿

道弛緩 を増強するだけでなく,前 立腺をも弛緩 させることにより,前 立腺肥大時の排尿障害 を改善す

る可能性が考 えられた.
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69.NO神 経依存的なラッ ト尿道弛緩反応 に対するV型PDE阻 害薬の作用

協和発酵工業株式会社医薬総合研究所

井出 慎一,廣 瀬 了,市 村 通朗,白 倉 史郎

【目的】近年,尿 道弛緩 にNO神 経が関与 していること,ま たNO神 経 を介 した弛緩がcGMP分 解

酵素阻害薬 により増強されることが報告されている.cGMP特 異 的分解酵素(V型PDE)に 選 択的で,

高 い阻害活性を有す るKF31327(IC50:0.074nM)や 既存 のV型PDE阻 害薬sildenafilは,NO神 経

を介 した尿道弛緩反応 を増強する可能性が考 えられ る.そ こで,1)神 経 節刺激薬1,1-dimethy1-4i

pheny1-piperazinium iodide(DMPP)を 静脈 内投与 した時に観察 される尿道灌流圧(UPP)低 下反

応,2) 摘 出尿道標本 を経壁電気刺激(EFS)し た 時に観察 される弛緩反応 に対するKF31327お よび

sildenafilの 作 用を検討した.【 方法】1) ウ レタン麻酔下に雌ラッ トの尿道 にカニューレを挿入 し,生

理食塩液 を灌流しなが らUPPの 変 化 を圧 トランスジューサーにて記録 した.2) 雌 ラ ッ トか ら得 た

尿道平滑筋標本 をOrgan bath中 に懸垂 し,張 力変化 を等尺性 トランスジューサー にて記録した.10

μMのnoradrenalinで 尿 道標本 を前収縮 させ,EFSに よる弛緩反応を観察 した.【 結果】1) DMPP

(100μg/kg)に よ りUPPは 低 下 し,そ れはNO合 成 酵素阻害剤のL-NAMEに よ り抑制 され た.

KF31327(1～100μg/kg,i.v.)お よびsildenafi4l(10～1,000μg/kg,i.v.)は,DMPPに よ るUPPの

最大低下反応 には影響せずに,UPP低 下 の持続時間を延長させた.2) EFSは,尿 道標本 を頻度依存

的に弛緩 させ,こ の反応 はL-NAMEで 抑 制された.KF31327お よびsildenafi1(各100nM)は,EFS

に よる最大弛緩反応 にはほとんど影響せずに,弛 緩の持続時間を延長させた.【 結論】ラッ ト尿道弛緩

反応 にはNO神 経が関与 し,V型PDE阻 害薬 はcGMPの 分 解を抑制す ることでNO/cGMPpath-

wayを 介 した尿道弛緩反応の持続 を延長させる と推察された.

70. ラッ ト膀胱平滑筋からのアセチルコリン放出に及ぼすプ ロスタグランジンE2の 影

響

熊本大学医学部泌尿器科

稲留 彰人,吉 田 正貴,米 納 誠,瀬 下 博 志,宮 本 豊,村 上 滋孝

岩下 仁,大 谷 将之,宮 前 公一,上 田 昭一

【目的】 膀胱平滑筋機能におけるプロスタグランジン(PG)の 役 割は不明な点が多い.こ れ まで我々

は膀胱平 滑筋 か らの神経 伝達物 質 の放 出 にお けるprejunctional receptorの 影 響 につ いてmi-

crodialysis法 を用いて検討 してきたが,今 回ラッ ト膀胱平滑筋か らのアセチルコリン(ACh)放 出 に

対す るPGE2の 影響 について検討 した。

【方法】 雌性 ラッ ト膀胱 より作製 した平滑筋条片 に臓器用透析プローブを貫通 させ,Organ bath内

に懸垂固定 し,等 尺性 トランスデューサーを介 して張力変化 を記録 しなが らリンゲル液 を灌流させ透

析液 を回収 した.回 収 した透析液 は高速液体 クロマ トグラフィーにてACh放 出量を測定 した.イ ンド

メタシン10μMを 前処置したのち,経 壁電気刺激 を行い,PGE、 の投与前後での収縮反応,ACh放 出

量を比較検討 した.

【結果】 イ ンドメタシンの前処置 により自発性律動収縮は減少 し,経 壁電気刺激によるラット膀胱

平滑筋条片の収縮反応,ACh放 出量は有意 に増加した.PGE、(1μM)の 前処置 により,自 発性律動

収縮の増加 とともに軽度の収縮反応 を示 したが,電 気刺激前のACh放 出量には有意 な差 は認 め られ

なかった。しかし,電 気刺激時の収縮反応およびACh放 出量 は有意に抑制 された.

【結論】 ラット膀胱平滑筋において,PGE2に よ り経壁電気刺激時のACh放 出量 を抑制す る機構が

存在す る可能性が示唆された.
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71. 摘 出 ヒ ト膀胱 平滑筋 に対 するDarifenacin Hydrobromideの 作 用

熊本大学医学部泌尿器科

宮前 公一,吉 田 正貴,宮 本 豊,村 上 滋孝,大 谷 将之,岩 下 仁

枡永 浩一,上 田 昭一

【目的】頻尿 ・尿失禁治療薬 として開発されたDarifenacin Hydrobromide(darifenacin)は,ム ス

カリンM3受 容体 に高親和性 を示し,動 物実験では膀胱に対 する選択性が認 められているが,ヒ ト膀

胱に対する作用を検討 した報告はみられない.今 回我々はヒ ト膀胱平滑筋 に対する薬理学特性 につい

て検討 した.【 方法】膀胱腫瘍にて膀胱全摘術 を受 けた患者の膀胱から平滑筋条片 を作成 し,こ れ を

37゜Cで 酸素化 したKrebs-Henseleit液 を満たした筋浴槽内に懸垂固定し,Carbachol(CCh),80mM

KCl,5mMCaCl2お よび経壁電気刺激収縮(EFS)に 対 するdarifenacinの 作 用 を等尺性 トランス

デューサーを介 して記録 した.【 結果】CCh(10-8―10-2M)は 膀 胱平滑筋を用量依存性 に収縮させた.

darifrnacin(10-10-10-7M)の 前処置により,CChの 用量反応曲線は右方に移動 したが,高 濃度の前

処置で も最大収縮 はほとんど抑制 されなかった.ま た80mMKC1お よび5mMCaC1、 に よる収縮に

対 してはほとん ど影響 を示 さなかった.EFS(パ ル ス幅0.3msec,周 波 数2-60Hz)に よる周波数反応

曲線 に対 しては,darifenacinは 用量依存性に収縮 を抑制 した.ま たatropine10-6M存 在下でEFSに

よ るatropine抵 抗 性収縮に対 してdarifenacinは 抑 制作用 を示 さなかった.【 結論】Darifenacinは

ヒ ト膀胱平滑筋に対 して主に抗ムスカリン作用により収縮反応を抑制することが示され,頻 尿 ・尿失

禁治療薬 として有用である可能性が示唆 された.

72. ブタ尿道平滑筋におけるスルフォニルウレア受容体サブタイプの同定

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理

柚木 貴和,寺 本 憲功,伊 東 祐之

近年ATP感 受 性K+チ ャネル(KATPチ ャネル)は,少 な くとも2種 類の非依存的な蛋白質,す な

わちスルフォニルウレア受容体(SUR)と 内向き整流性K+チ ャネル(Kir)で 構成 され各々のサブタ

イプの組み合わせは臓器 によって異 なることが明 らか となった.今 回我々は,SUR蛋 白サブタイプに

よってその活性化作用が異 なる新規KATpチ ャネル開口薬MCC-134を 用 いブタ尿道平滑筋 のK+膜

電流 に及 ぼす薬理 学的作用 を検討 しさらにRT-PCR法 を用 いてブタ尿道平滑筋 のSUR蛋 白 の

mRNA発 現 を検討 した.

ブタ尿道平滑筋切片を垂直懸垂固定しMCC-134を 累積投与す ると濃度依存的な弛緩反応が惹起 し

(EC50=6μM)グ リベンクラミド(1μM)追 加 投与 によりその弛緩 は完全に抑制 した.ホ ールセル電

位固定法下(保 持電位 ―50mV,140mMK+symmetrical conditions)でMCC-134100μM投 与 を

投与 す る とグ リベ ンクラ ミド感 受性 内向 き整 流性電 流が惹起 し このK+電 流の最大 振幅値 は,

Pinacidil(100μM)誘 発性K+電 流 の最大振幅の約50%で あ った.Pinacidil投 与 により惹起 された

内向きK+電 流に対 しMCC-134(100μM)を 追 加投与すると有為な約10%の 抑制が観察された.シ

ングルチャネル記録法でMCC-134(100μM)を 投与すると約42pSの 内向 き整流性 グリベ ンクラミ

ド感受性K+チ ャネルが活性化 されRT-PCR法 を用いた解析で はSUR2BのmRNAの 発 現が観察

された.以 上よりブタ尿道平滑筋のSUR蛋 白サブタイプは主にSUR2Bで あ る可能性が示唆 された.
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73. ジヒドロピリジン受容体アゴニス トと脱分極の相互作用によって発現する平滑筋

Caチ ャネルの複数の開口状態に関与する分子機序

名古屋大学大学院医学研究科細胞生理,同 機能調節内科1,

東北大学大学院医学研究科分子薬理2,0xford大 学薬理3

中山 晋介,青 山 昌広1,伊 藤 康l,山 木 健一1,村 上 学2

LorraineM.Smith3,AlisOnF.Brading3

平 滑筋組織は生体各所 に存在し,そ の機能 に応 じて様々な収縮様式を持っ.例 えば,腸 管平滑筋は

相性の収縮 を繰 り返 し,ま た,血 管平滑筋は持続的収縮 により血圧 を維持する.興 奮性細胞である平

滑筋 には,一 般的に電位依存性Caチ ャネルが存在 し,細 胞膜の脱分極により活性化 されて,細 胞 内へ

のCa流 入 を引 き起 こす.平 滑筋に存在する電位依存性Caチ ャネルは,種 差・組織 におけるばらつき

はあるものの,主 にジヒド'ロピリジン感受性のL型Caチ ャネルであることが知 られている.つ まり,

生体各組織 臓 器の多様な生理機能 に,こ のL型Caチ ャネルが対処することとなる.私 たちは単離平

滑筋細胞 において,通 常の脱分極 による正常開口状態(01)と 比較的高脱分極によって引き起 こされ

る第二の開口状態(02)の 存 在を報告 した.Caチ ャネルが02状 態にあると脱分極中でも不活性化せ

ず,ま た再分極時 には脱活性化が遅延 してCa流 入の増大を来す.一 方,ジ ヒドロピリジンCaア ゴニ

ス トはこの脱分極 とは別の機構によって,Caチ ャネルの長期開口を引き起 こす.従 って,Caア ゴニ

ス ト結合状態での正常開口状態(01*)と 第二の開口状態(02*)が 存 在する.最 近,平 滑筋L型Caチ ャ

ネルの α1サ ブユニ ット(Cav1,2b)の み を発現 させた培養細胞(CHOCa9)を 用いてCa電 流 の解析

を行 った ところ,ジ ヒドロピリジンCaア ゴニス トと脱分極 によって引き起 こされる複数の開口状態

(少 なくとも4種)は すべて α1サ ブユニッ トに保存 されることがわかった.こ のことか ら,第 二の開

口状態 はチャネル蛋白内ボルテージセンサ―の電位依存的修飾作用に起因することが考察された.Ca

チ ャネル脱活性加速度の解析か ら,ジ ヒド'ロピリジンCaア ンタゴニス ト(拮 抗薬)の 作用は,α1サ

ブユニ ッ ト内の異なるア ミノ酸残基を介す ることが示唆された.ま た,β サブユニ ットは,Caチ ャネ

ルの第二の開口状態への遷移 を修飾する可能性が示唆された.

74. イソプレノイ ド誘導体を用いたL型Caチ ャネルにおけるカルモジュリンの機能解

析

東京大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理

堀 正敏,佐 藤 晃一・,尾崎 博,唐 木 英明

【目的】L型Caチ ャネルの α1cサ ブユニ ットは,そ のC末 端細胞 内ドメインにCa非 依存性カルモ

ジュリン(CaM)結 合 部位である共通ア ミノ酸配列(IQモ チ ーフ)を 持つが,最 近 このL型Caチ ャ

ネルの活性がCaMに よ り制御 されてい る可能性を指摘する報告があいついでいる.一 方,コ レステ
ーロール生合成系(メ バ ロン酸代謝)の 中問産物 として生合成されるイソプレノイ ド化合物 ファルネソー

ル(FNS)は,L型Caチ ャネルを阻害することが報告されている.我 々は,海 綿由来の天然毒ステレッ

タマイ ド-A(ST-A)が カルモジュリン阻害作用 を持つ ことを見いだしたが,こ の物質はファルネシ

ル基 を化学構造 として持っている.本 研究では,ST-AとFNSのCaMに 対 する作用 とL型Caチ ャ

ネル に対する作用を比較することにより,L型Caチ ャネルにおけるCaMの 役割 について検討 した.

【結果】ホスポジエステラーゼ活性 とMLCK活 性 を指標 としたCaM活 性 において,ST-Aは 濃 度依

存性 にCaM活 性 を抑制 した.し かし,FNSはCaM活 性 に影響しなかった.モ ルモ ット回腸単離平滑

筋細胞 の電気生理学的解析 において,ST-AとFNSは,と もに電位依存性の内向きBa電 流を抑制 し

た.パ ッチ電極内に1μMのCaMを 添 加すると,ST-Aに よるBa電 流 の抑制作用は約5O%回 復 し

たが,FNSに よ るBa電 流 の抑制作用は回復 しなかった.ま た,パ ッチピペ ット内に10mMEGTA

を加 えた状態において も,ST-Aに よるBa電 流 の抑制作用は0.05mMEGTAの 場 合 と同等であっ

た.【 考察】(1) FNSはCaM阻 害 作用 を持 たず,L型Caチ ャネルを直接抑制す る作用 を持つ.(2) 

ST-Aに よる平滑筋L型Caチ ャネル抑制作用 は,FNS同 様 のチャネル直接作用 と,CaMを 介 した作

用による.(3) 平滑筋L型Caチ ャネルに対す るCaMの 抑制作用 は,Ca非 依 存性であり,CaM分 子

が直接的に機能 している可能性が示唆された.
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75. 電位依存性Ca2+チ ャネル β3サ ブユニッ ト欠損マウスの膀胱単離平滑筋 における

電流解析およびジヒドロピリジン結合解析

東北大学大学院医学研究科分子薬理,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

村上 学,山 村 寿男1,布 木 和夫,村 木 克彦1,柳 澤 輝行,今 泉 祐治1

平滑筋細胞において,電 位依存性Ca2+チ ャネル(VDCC)の 発 現密度 は細胞膜興奮性 を決定する最

も重要な因子である.VDCCは チ ャネル小孔を形成する α1と その機能を修飾する α2/δ,β,(一 部 の

組織では)γ サブユニ ットによって構成 されている.中 で も,β サブユニッ トは興奮収縮連関の制御,

電 流量の決定,活 性化 ・不活性化の調節,発 現 レベルの促進な ど多様な機能 的調節に関与する.現 在

までに,4種 類の βサブユニッ ト遺伝子(β1,β2,β3,β4)が 同定され,骨 格筋 には β1,心 筋や平滑

筋 にはβ2と β3が 強 く発現 し,脳 ・神経系 には4種 類が豊富に存在する.β3サ ブユニ ット欠損マウス

の神経細胞 において,N型 とL型Ca2+チ ャネル電流の減少やP/Q型Ca2+チ ャネルの電位依存的な

活性化が報告されている.し か しなが ら,平 滑筋細胞 におけるβサブユニッ トの機能 は,あ まり検討

されていない.そ こで本研究では,β3サ ブユニ ット欠損マウス(β3-/-)を 用 いて,平 滑筋細胞 にお

いて β3サ ブユニ ッ トがVDCCの 制 御に果たす生理学的 ・薬理学的役割 について検討 した.酵 素処理

によ り得た膀胱単離平滑筋細胞 にホ-ル セルパ ッチクランプ法 を適用 し,100nMCd2+感 受 性 の

VDCC電 流 を記録 した.保 持電位-60mVか ら150ms問 脱 分極 させた ときのCa2+電 流密度は,野 生

型マ ウス(wt)な らびにβ3-/-の 両 者 とも0mVで 最 大値 に達 したが,β3-/-の 電 流密度 はwtの 約

50%に 減少 していた.さ らに,steady-state inactivationを 検 討した ところ,β3-/-の 不活性化曲線

は,wtの それよりも約5mV脱 分極側に移動 していた.ジ ヒドロピリジン系薬物(Bay K 8644と ニ

カルジピン)に 対す る感受性は変化 していなかった.ま た,ジ ヒドロピリジン結合実験 より,β3-/-の

VDCC数 が約50%に 減 少 していることが判明 した.以 上の結果は,マ ウス膀胱平滑筋細胞において,

β3サ ブユニ ットは電位依存性L型Ca2+チ ャネルの発現調節 と不活性化機構 に寄与 してい ること強

く示唆 している.

76. HEK293細 胞 に 発 現 させ た腸 管 平 滑 筋 由 来 のBKcaチ ャ ネ ル に 対 す るEpox-

yeicosatrienoic acidの 作 用 に関す る検討

北海道大学大学院医学研究科晴報薬理学講座細胞薬理

深尾 充宏,三 輪 聡一

Epoxyeicosatrienoic acid(EET)は チ トクロームP450に よるアラキドン酸の代謝産物である.

EETは 血 管内皮細胞 より産生されて血管平滑筋細胞に作用し弛緩反応を引き起 こす.そ の作用機序 と

しては,EETが 血 管平滑筋 に存在するCa2+活 性化K+チ ャネル(BKCa)を 活 性化 し,膜 電位 を過分

極 させ ることによる と考え られている.BKcaチ ャネルは α-お よび β-subunitよ り構成 され るが,

EETが どち らのsubunitに 作用するのかは不明である.本 研究では,犬 腸管平滑筋 よりクローニ ング

したBKcaチ ャネルの α-subunitをHEK細 胞 に発現 させて,EETの 作 用をpatchc lamp法 により検

討 した.Whole cell patchで11,12-EETはBKc、 電流 を約2倍 増加させた.ま た,ce11-attachedpatch

で も,11,12-EETは 濃度依存性にBKcaチ ャネルを活性化 した.こ の際,single channel conductance

(約280pS)の 変化 は認め られなかった.Inside-Out patchで は,11,12-EETは,細 胞質側にGTPが

存在す る時のみBKcaチ ャネルを活性化 した.BKCaチ ャネルの活性化 は,Gαsの 抗体により抑制 され

たが,Gαi/OやGβ γの抗体では抑制されなかった.Gαsを 活性化させるchOlera toxinはBKcaチ ャ

ネルを活性化 したが,こ の状態にさらに11,12-EETを 投 与 して もBKCaチ ャネルのさらなる活性化

は認 められなかった.Protein kinase Aの 阻害薬であるKT5720はforskolinに よ るBKcaチ ャネル

の活 性化 は抑制 したが,11,12―EETに よ るBKcaチ ャネ ルの活 性化 は抑制 しな かった.ADP-

ribosyltransferaseを 抑制 する3-ABとMIBGは11,12-EETに よ るBKcaチ ャネルの活性化を抑制

した.以 上 の結果 よ り,11,12-EETは,HEK細 胞 に発現 させたBKcaチ ャネルの α-subunitを β-

subunit非 存 在下で も活性化することが判明した.ま た,11,12-EETがBKcaチ ャネルを活性化す る作

用機序 としては,GαsのADP-ribosyl化 に よる活性化が関与す ることが推定された.こ の際,protein

kinaseAの 関与は否定的であった.
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77. モルモッ ト回腸平滑筋細胞におけるATP感 受性Kチ ャネル活性の調節機構

岐阜大学農学部獣医学科家畜薬理

海野 年弘,小 森 成一

ATP感 受性K(KATP)チ ャネルは,血 管 をはじめ とした多 くの平滑筋種 に存在す ることが知 られ

ている.し か し,血 管以外の組織では同チャネル活性が どのような調節 を受 けるのか明らかにされて

いない.本 研究ではこの点を明らかにす る一環 として,腸 管平滑筋細胞 におけるKATPチ ャネル活性

に及ぼす細胞内ヌクレオチ ドの影響について検討した.実 験にはモルモッ ト回腸縦走筋の単一細 胞 を

用い,パ ッチクランプ法により膜電流反応 を記録 した.細 胞外液には60mMKC1溶 液 を,細 胞内液 に

は140mMKCl溶 液 を使用 した.【 結果】(1) ホールセルパ ッチクランプ下(保 持電位:-80mV)に

おいて,ク ロマカリム(Crom)は 濃度依存性 に内向 き電流を誘発 した(EC50:3.4μM).Cromに よっ

て誘発 された内向き電流はグリベンクラミド(Glyb)に よ り抑制 された.(2) 細 胞 内液 にADP,AMP,

GDPあ るいはGMP(1mM)を 添 加す ると自発性 の内向き電流が誘発 され,Glybを 適用するとこの

電流 は消 失した.内 向き電流の誘発効力はGDP>ADP>AMP=GMPの 順 で あった.ATPま た は

GTPを 添 加 した場合,あ るいは細胞内液 をヌクレオチ ドフリーにした場合 には内向き電流は誘発され

なかった.(3) イ ンサイ ドーアウ トパッチ(保 持電位:―60mV)の 状 態でCromを 適用すると,Glyb

感 受性 の単一チャネル電流が誘発され,そ のコンダクタンスは38pSで あった.(4) 細 胞 内側 のATP

を除 去して もチャネル活動は観察されなかった.し かし,GDPあ るいはADPを 細 胞内側へ適用す る

とCromの 場合 と同様 のコンダクタンスを持つ単一チャネル電流が誘発され,さ らにCromを 適用す

るとチャネルの開口確率 は著 しく増加 した.以 上の成績から,腸 管平滑筋 におけるKATPチ ャネル

は,細 胞 内におけるATP濃 度 の低下 よりむしろヌクレオチ ドニ リン酸濃度の増加 により開口するこ

とが示唆 された.現 在,KATPチ ャネル活性 に対する薬物受容体刺激効果について検討してお り,こ

の結果 も合わせて報告する.

78.ウ シ毛様体平滑筋の持続的収縮時におけるCa2+流 入経路 としてのムスカ リン作動

性陽イオンチャネル

名古屋大学大学院医学研究科細胞科学講座分子動態学,同 医学部眼科1

高井 章,高 井 佳子1,三 宅 養三1

[目的](1) 毛様体平滑筋に存在 しムスカ リンM、 受容体刺激により開口するある種の非選択性陽

イオ ンチ ャネル(NSCC)がCa2+流 入 経路 として機能する可能性を検討する。(2) ム スカ リン受容体

経 由で調節 されるNSCCを 形成することで知 られ る'rP遺 伝 子の発現をRT-PCR法 により調べる.

[方法]単 離 ウシ毛様体筋細胞 におい て全細 胞膜電位 固定法 によ り電 流 を記録.灌 流液 に は

HEPES―Krebs液(pH7.4)を 使 用.電 極 はK+を 含 まず,100mMCsaspartate,5mM-BAPTA

([Ca2+]=70nM)と200μM-GTP(pH7.0)を 含 む液で満たした.収 縮記録 には等尺性張力変換装置

を使用。実験 は全 て30゜cで 行った.RT-PcR用 の プライマは,ヒ トまたはマウスtrp(trp1-trp7)遺

伝 子の既知塩基配列 をもとに,チ ャネル孔形成部 とされる100-130ア ミノ酸 に対応す る部位 を挟むよ

うに設計.

[結果 と考察]膜 電位 を-50mVに 保 持 しCCh(2μM)を 灌 流液中に投与すると,内 向き電流が観

察された.電 流 ノイズの解析により,こ の応答が単位 コンダクタンスが大 きく異なる(35pSと100

fS)2種 類 のNSCC(NSCCLとNSCCs)の 開 口によることが示唆 された.灌 流液陽イオンの全置換実

」験から,NSCCLは 一 価陽イオ ン(Li+,Na+,K+,Cs+)の み を,一 方NSCCsは 一価のみな らず二価

陽イオン(Mg2+,Ca2+,Sr2+,Ba2+)を も通す ことが分かった。NSCCsは10-100μMのLa3+,Gd3+

また はSKF96365の 灌流液投与 により可逆的に抑制された.こ れらの薬剤はいずれもCCh投 与 に伴

う毛様体筋収縮 の初期相 には大 きな影響 を与えることな く持続相 のみを強 く抑制 した.電 位依存性

Ca2+チ ャネルがほ とん ど発現 していない毛様体平滑筋においてはNSCCsが 収 縮持続相 に必要 な細

胞外か らのCa2+流 入 経路 となる可能性がある.一 方,RT-PCR法 に よるcDNAの 検 索により,ヒ ト

trp3お よびtrp6に 相 当するtrpが 多 く発現 していることが明 らかになった.
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79. 再構成平滑筋微細形質膜のG蛋 白質活性化陽イオンチャネルの性質

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理

土井良順子,尾 上 均,伊 東 祐之,井 上 隆司

モルモッ ト回腸縦走筋から蕉糖密度勾配超遠心分離法によって精製 した平滑筋微細形質膜を人工脂

質二重膜 に再構成 し,G蛋 白質共役型受容体刺激 によって活性化 されるCa2+透 過 型陽イオンチ ャネ

ル(ROCCs)活 性 を記録 した.25/30%の 薦 糖密度勾配界面から,最 も高い蛋 白含量 を示す微細形質

膜の画分が得 られた.こ の画分 を先端を細 くしたガラス棒を用いて人工脂質膜(組 成;PE:PS:PC=

12.5:5.0:7.5)に 直接導入すると,形 質膜 に豊富に存在するCa2+依 存性K+チ ャネルが高い頻度(約

70%)で 検 出された.こ の時,再 構成 されたK+チ ャネルの電位依存性か ら判断すると,殆 どの微細形

質膜胞はinside-outで あ ることが分かった.次 に再構成された微細形質膜 の内外 をNa+イ オ ンに置

換 し,細 胞質側 にGTPγS(100μM)を 加 える と,約 百nM以 上 のCa2+を 必 要 とし,膜 脱分極 によっ

て活性が増加する性質 を示すイオンチャネル活性が比較的高い頻度で検出された(約20%).こ の チャ

ネルは細胞質側にGDPβS(1mM)を 予 め添加 してお くと活性化が阻害され,そ の逆転電位および単

一チャネルコンダクタンスは細胞外Na+濃 度減少によって
,そ れぞれ左方移動,減 少を示した.以 上

の性質は,同 じ組織から記録 されるムスカリン受容体作動性陽イオ ン電流の性質 とほぼ完全に一致 し

た.こ れ らの結果か ら,本 研究で確立 された方法が,平 滑筋のROCCsの 性 質を単一チャネルレベルで

検討するのに,極 めて有用である事が明 らかになった.


