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招待講演

Electrophysiology of the  Stomach  : 

Diagnosis and Treatment 

Division of Gastroenterology, University of Texas Medical Branch 

Jiande Chen, PhD

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

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

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

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

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

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

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

rhythmicity, including tachygastria, bradygastria and arrhythmia (no dominant 

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

disorders.

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

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

gastroparesis and obesity.

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

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

sed. 

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

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

devices and new development in the field of EGG. 

3. Gastric electrical stimulation: 

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

electrical stimulation will first be introduced. Laboratory and clinical research 

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

be discussed. 

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

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

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

presented and possible mechanisms of gastric electrical stimulation for the 

treatment of obesity will be discussed.
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特別講演

消化管運動の制御

東京大学 ・農 ・生命科学研究科

唐 木 英 明

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

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

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

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

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

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

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

指摘 され,そ の解明が進んでいる.

はじめに

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

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

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

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

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

トークについて概説する.

「神経 ・腸連関」 とカハール介在細胞

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

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

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

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

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

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

をもつ と考 えられる.

局所 における 「免疫 ・腸連関」

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

なわち消化管運動機能に大 きな影響を及ぼすことを示唆 している.

病態消化管の 「免疫 ・腸連関」

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

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

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

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

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

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

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

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

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

筋層の機能 的変化の状況は様々である.
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教育講演

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

名古屋大学 ・医 ・機能形態学分子細胞学

鳥 橋 茂 子

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

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

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

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

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

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

1) c-Kitの 発現

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

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

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

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

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

という報告 はない.

2) 微細構造上の特徴

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

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

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

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

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

3) 発生学的特徴

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

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

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

示すようになる.

4) 可塑性

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

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

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

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

しい.

5) ICCの 機能

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

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

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

ターを発現 しているものもある.

6) カルシウムイメージング

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

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

ルシウム流入が リズム発生に関与 している.



J-5

S1-1.遺 伝子改変動物による血管平滑筋イオンチャネルとCaシ グナリングの解析

東北大学 ・医 ・分子薬理学

柳澤 輝行,村 上 学

イオ ンチャネル とCaシ グナ リングを基にした平滑筋収縮弛緩機序に関する研究において,従 来は
コンパー トメン トの概念で説明されてきた一 貝矛盾する諸現象があった.分 子 ・細胞下から組織レベ
ルの構造 と機能 の研究において,生 化学的にホモジェネー トか らスター トしたのでは小黒官構築 や隙

電位な どの機能 は失われて しまい,一 方,細 胞 内小器官や細胞 ・組織の形態的観察のみでは機能を能

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

体物質の関与 も明 らか となるなど,極 めて幅広 く奥が深い.
血 管平滑筋細胞下のイオンチャネル,Caシ グナ リングと収縮・弛緩 に関 して,収 縮 に関与す るのは
Ca2+流 入 経路 としての主に電位依存性Ca2+チ ャネル とIP3受 容体 を介す る振動性Ca2+waveが 重

要であるとされる.Ca2+wave説 によれば,血 管収縮 アゴニス トの刺激により,IP3生 成 とCa2+流 入
が起 こり[Ca2+]iが 振動性に筋全体 に上昇 し伝搬す る.振 動性 「Ca2+]i上 昇と収 縮にはIP3受容体

(主)と リアノジン受容体(従)と が関与する. 両受容体 ともにca感 受性を示 し二「Ca2+]i上昇が波
動 として伝わって行 く原因 となる. 一 方,持 続的な[Ca2+]i上 昇 は細胞 にとってむしろ不利益であ り.
これを処理する機構 も重要である. 種 々のCa放 出機構 とCa2+輸 送 系(筋 小胞体 ・細胞膜Caポ ンプ,
Na-Ca交 換体;superficial buffer barrier説:SR内Caの 細胞外への排出)の 細胞小器官構築上での

配置が明 らか となってきた.平 滑筋 といわれていた3型 よりも1,2型 の リアノジン受容体を介する細

胞膜直下 の局所的なCa2+sparkは む しろCa2+活 性 化K+(BK)チ ャネルを開いて一過性過分極

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

緩 を生 じ,細 胞小器官構築 とフィー ドバ ック機構の位置づけも見えて きた.

他 の分子細胞生物学的手法 とともに,収 縮 に与るCa2+チ ャネル とCa2+wave,弛 緩 に寄与するCa2+
sparkとSTOCと い う機能的現象の解明か ら明らかになってきた.イ オンチャネル とC2シ グナリン
グ関連の細胞内小器官と種々の機能タンパク質の複合体的配置と精妙な相互の調節機構が我々の視野
に入ってきた.本 発表では血管平滑筋 を中心にこれ までのCa2+チ ャネルとCaシ グナ リング関連遺伝

子改変動物による解析 を概観 し,本 シンポジウムの導入 とす る.

S1-2. 電 位 依 存性Ca2+チ ャネ ル β3サ ブユ ニ ッ ト欠損 マ ウスに おける中 コ ンダ クタ ンス

Ca2+活 性 化K+チ ャネル発現量 の解析

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

森村 浩三1,大 矢 進1,山 村 寿男1,村 上 学2,村 木 克彦1,布 木 和夫2

柳澤 輝行2,今 泉 祐治1

電位依存性Ca2+チ ャネル(VDCC)は ボアを形成する α1サ ブユニ ットとそれを修飾する α2/δ,β,

γサブユニ ットで構成 され,平 滑筋のCa2+流 入 に重要な役割 を果たしている.な かで もβサブユニ ッ

トは電流量の決定,活 性化・不活性化の調節,発 現の促進 などに関係 してお り,4種 類のサブタイプが

同定されている.平 滑筋ではβ2と β3サ ブユニッ トが強 く発現してお り,β3サ ブユニット欠損マウス

では大動脈,膀 胱平滑筋細胞のDHP感 受 性L型Ca2+チ ャネルの電流密度が減少す ることが報告さ

れている.Ca2+活 性化K+チ ャネル(KCa)は 大 コンダクタンス(BK),中 コ ンダクタンス(IK) ,小
コ ンダクタンス(SK)に 分類 され,細 胞内Ca2+濃 度上昇により活性化 して過分極を誘発 し

,VDCCを

抑制す ることにより細胞内Ca2+濃 度 を減少させる.本 研究ではβ3サ ブユニ ット欠損マウス(β-/-)

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

KCaの 発 現を検討 した ところ,IKの 発現が野生型マウス(wt)で は見 られたのに対 し,β3-/-で は

ほとん ど発現していなかった.そ こで膀胱単離平滑筋細胞を用いて電気生理学的 にIKチ ャネルの発

現量 を検討 した.細 胞内Ca2+濃 度 を300nMに 固定 し,ホ ールセルパ ッチクランプ下に-100mVか

ら+40mVへ の ランプパルスを送 り,50nMCd2+,100nM apamin存 在下 に600μM1-ethyl-2-ben.

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

感 受性 の電流密度が0mVで は約60%,10mVで は約55%に 減 少していた.以 上の結果は,β3サ ブ

ユニ ッ ト欠損マウスの膀胱平滑筋細胞では
,IKチ ャネルの発現が抑制 されている可能性 を示 している

と考えられる.
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S1-3.プ ロス タノイ ドの血管平滑筋細胞 への作用 とその生体での役割

旭川医科大学 ・薬理学

藤野 貴行,高 畑 治,牛 首 文隆

プロスタノイ ドの血管収縮 ・弛緩作用 は良 く知 られているが,そ の血管平滑筋細胞の増殖 ・肥大や

機能調節にお ける役割は,必 ず しも明らかではない.そ こで我々は,こ れ らの問題点を解明するため,

各 プロスタノイ ド受容体欠損マウスを用いた解析 を行った.ま ず,プ ロスタノイ ドの血管平滑筋細胞

の増殖 ・肥大 に対する作用を,培 養血管平滑筋細胞 を用い検討 した.そ の結果,プ ロスタグランジン

(PG)E2,PGI2が その増殖 を抑制 し,ト ロンボキサ ン(TX)A2が その肥大を促進することを解明し

た.つ いで,こ のPGI2の 血 管平滑筋細胞に対す る増殖抑制作用 に焦点をあて,そ の生体での役割を解

析した.方 法 として頸動脈結紮モデルを用い,血 管 リモデ リングにおけるPGI2の 役 割を検討 した.そ

の結果,PGI2受 容体(IP)欠 損 マウスでは,野 生型マウスに比 し著明な血管内膜肥厚の亢進が認め ら

れ,PGI2が 血 管 リモデ リングの場 で重要な役割 を果す ことが示 された.一 方,血 管平滑筋細胞 の機能

調節 におけるプロスタノイ ドの役割を解明するため,血 管平滑筋が分化 した細胞であり,腎 臓 の傍糸

球体装置 を構成するレニ ン分泌細胞への作用を解析 した.方 法 として,腎 血流量の低下 によるレニ ン

分泌亢 進 による高血圧 をきたす腎血管性高血圧症のモデルである腎動脈狭窄マウス(2KICモ デ ル)を

用い,解 析を実施 した.そ の結果,野 生型マウスでは腎動脈狭窄 によるレニン分泌やそのmRNAの 発

現亢 進が認め られたが,IP欠 損 マウスではそれ らの著明な低下が観察された.さ らに,野 生型マウス

で見 られた高血圧 も,IP欠 損 マウスでは有意に低下 してお り,PGI2が 腎血管性高血圧症 の病態形成 に

おいて重要 な役割を果すことが解明された.以 上の結果,プ ロスタノイ ドは,血 管平滑筋細胞の増殖・

肥大やその機能調節 において重要な役割 を果す ことが明らか となった.

S1-4.オ キ シ トシ ン受容体OTR遺 伝 子欠損 マウスの解析

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

大阪府立成人病センター ・婦人科4

西 森 克彦1,高 柳 友紀1,川 又 理樹1,斉 藤みの里2,柳 澤 輝行2,Larry Yang3

Thomas Insel3,木 村 正4

下 垂体後葉性のホルモン ,ナ キ シ トシ ソ(OT)は 僅 か9ア ミ ノ酸 か らな るペ プ チ ドホ ル モ ンで あ り,

脊椎動物 に広 く保存されてい る メ ソ トシ ンや バ ソ プ レ シ ン と近 縁 の, 最 も古 く発 見された哺乳類 由来
ぺ プ チ ドホ ル モ ンで あ る. 1900年 代初頭には子宮強直性 をもたらす活性や乳汁射出活性 についての報
告 が.ま た1953年 に は化 学 合 成 の 報 止 が され て い る. OTは また卵巣 ・精巣や種々の胎児組織な どで
も分 泌 さ れ(peripheral oxytocin), 分 娩,時 の 子 宮 半 滑 筋 の収 縮 と分 娩 の 誘 起,乳 脈 から の 乳汁分泌,
生殖行動制御 など生殖 に関わる多様な機能 を持つホルモンと考えられている. 我 々はオキシトシン遺
伝子欠損(ot-/-)及 び その受容体遺伝子欠損(otr-/-) 変 異 マ ウ ス を作 成 し,分 手遺伝学的 手 法に よ り
OTと その受容体OTRの 両遺伝子が哺乳類において果たしている多様 な機能 についての解析実験 を
続 け て い る.
・乳 汁 射 出ot-/-, 及びotr-/-雌 マ ウスは共に乳汁射出機能に異常 をきたし,生 まれた仔マウスは生
後24時 間以内に餓死する. この母親マゥズでは乳腺組織(乳 腺胞)の 発達 も未熟であ り,OT/OTRシ
ステムが乳腺における乳汁射出制御 に留 まらす, 乳腺の分化,形 成にも関わっている司能性が不され
た.
・分娩誘導OTは その強力 な子宮筋収斂 作用ゆえ, "quick birth"を意味す るoxtocinと 命 名 さ れ

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

娩予宗時期 に分娩が起 こらずその際子宮でのotr潰 伝 子発現上昇 も見られない症状が,こ のFp-/-マ
ウスの出産直前での卵巣切除 により回復 し, また子宮でのOTR発 現 上昇 を伴 った ことから,OTRが
分娩開始に必須であると示唆 している(2). 我 々 は相矛盾する此の二つの結果 ・解釈を同時 に説明で
きるメカニズムの解明を目指 し解析 を続 けている.
・生殖器官形成 ・生殖能力 両変異マウスでは, 従来か ら言われてきた雄 の精巣形成や様々な雄性の
生殖能力については観察の範囲内では顕著な異常 は見 られなかった. し か しotr-/-雄 マ ウ ス で は 生 殖

行動に里堂が 貝られ,ま た受精率の有意な低下が観察された. 一 方 ,otr-/-雌 マ ウ ス の分 娩 に つ い て は
著しい異常 は見られなかった. otr-/-雌 マ ウ ス 子 宮 筋 で はOTと 極 め て近 縁 の バ ソ ア レ シ ン ボル モン

(VP)に 対 する感受性が野生型に比べ著 し く低下 していることが観察され, VPのOTに 対 する相互代
償作用の可能性が示唆 された.マ ウス分娩時の子宮筋収縮における, OT/OTRシ ス テムに依存 しない
メカニズムの解明 は今後 の興味深い課題である.
・脳機能otr-/-雄 マ ウスでは個体識別能を失うこと (Social Amnesia)が 報 告 さ れ て お り(3),OT/

OTRシ ス テムが生殖 に関わ る脳機能を制御 し, 行 動 ・記憶 といった脳の高次機能 に関わる役割 をも
担っている可能性が高い.
(1)NishimoriK.,etal.PNAS93: 11699-11704(1996);(2)Sugimoto Y.et al.,Science277:

681-683(1997);(3) FergusonJ. et al. Nature Genetics25:284-288(2000)
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S2-1.血 管 平滑筋 における炎症 性サ イ トカイ ンIL-1に よ るNO合 成 酵 素発 現機序

徳島大学 ・薬 ・薬理学

久山 哲廣,篠 原 靖幸,福 井 裕行

インターロイキン1(IL-1)は 炎症性サイ トカイン類の一つであ り多 くのcommon diseaseを 含 む

難治性炎症性疾患の発症 ・維持 に重要な役割 を果たしてお り,そ の作用発現 には転写因子NF-κBの

核 内輸送が必須であるとされている。誘導型NO合 成酵素(iNos)はIL-1に よ り発現す る最 も重要

な起炎性タンパ クの一つで,細 胞障害 を誘発させる一方で強い降圧反応 も引き起 こす。我々はIL-1受

容 体 を介 したiNos遺 伝 子発現経路 を明 らかにするためにラットiNos遺 伝 子 の発現調節領域 の構

造 と機能にっいて,シ グナル伝達 を考慮 した立場からレポーター遺伝子 を用いた解析を試みた。レポー

ター遺伝子 はリボソーム法 を用いて培養ラ ット大動脈平滑筋細胞 に形質導入 した。

ラットゲノムNDAよ り調節 したiNos遺 伝 子の転写開始部位近傍の構造解析 により従来報告 され

ていた2つ のκBsiteの 他 に新たに2つ のκBsiteが 存 在す ることを見 出すことがで きた。変異解析

の結果,転 写開始部位 より上流 に存在す る3つ のκBsiteは いずれ もエンハ ンサーではなくプロモー

ター として機能 し,IL-1に よる転写活1生化 にはこれ ら3つ のすべての πBsiteの 存在が必須であるこ

とが示 された。 一方第1イ ン トロンに存在す るκBsiteに は主たる機能は無いように考えられた。

ところでProtein kinase C阻 害 薬で あるRo31-8220を 処 置 してお くとIL-1刺 激 によるレポー

ター遺伝子の転写活性化は完全 に阻止 されたが,Ro31-8220はNF-κBの 核内移行に対 しては何 ら抑

制効果 を示 さなかった。 これ らの知見 はIL-1受 容 体 を介したiNos遺 伝子の発現 にはNF-κBの 転

写調節領域への結合が必要ではあるが,NF-κBの 活1生化に至 る系だけにとどまらずProtein kinase

Cに 依存 した未知の系の存在 もまた必須であると考えられた。

S2-2.IL-1β に よる平滑筋収縮 性の修飾

東京大学 ・農 ・獣医薬理学

尾崎 博,堀 正敏,佐 藤 晃一,唐 木 英明

【目的】 動脈硬化の発症には血小板や単球系の細胞が深 く関与 し,血 管平滑筋は各種のサイ トカイ

ンや増殖因子の影響を受けている。 この様な観点か ら,我 々はこれまで,ラ ット大動脈平滑筋 に及ぼ

すIL-1β の長期作用を検討 し,一 酸化窒素産生の亢進に依存するもの とこれに依存 しない収縮抑制の

機序が存在することを報告 してきた(Takizawa et al.,EJP330,143-150,1977)。 一方,血 管平滑筋

に限らず他の多 くの平滑筋に関 して も,炎 症性病変部では種々の免疫系細胞由来のサイ トカインの影

響下 にあると考えられ る。特 に消化管平滑筋層 には炎症時 に多 くの免疫系細胞が浸潤す ることが知 ら

れてお り,消 化管平滑筋 におけるサイ トカインの長期作用 についての知見が求 められている。本研究

では,特 にクローン病や潰瘍性大腸炎な どの炎症性腸炎において重要な役割を果たすサイ トカインで

ある1L-1β の消化管平滑筋に対する長期作用を器官培養法 により検討 した。

【結果】 培養液中でラッ ト回腸 を器官培養 し,IL-1β(10ng/ml)を 最 長7日 間作用させ,高 濃度K

な らびにカルバコールの収縮性の変化 を観察 した。IL-1β を作用させると3日 以降から収縮が抑制 さ

れた。 これ らの抑制は一酸化窒素やプロスタグランジン産生阻害剤で影響 を受 けなかった。 またスキ

ンドファイバーにおける最大張力 を比べた ところ,IL-1β はその最大張力 を抑制したが,Ca感 受性に

は影響 しなかった。また,平 滑筋組織の α-actinと ミオシン軽鎖含量に差 は認 められなかったが,カ

ルバ コール刺激によるミオシン軽鎖のリン酸化 を有意 に抑制 した。

【考察】 以上の成績から,今 回観察 されたIL-1β に よる平滑筋抑制作川には,主 として平滑筋収縮

蛋白質抑制機構 の変化が関与するものと思われた。各種の炎症性腸疾患では運動機能障害が起 こり,直

接 あるい は間接的 に消化管機能に様々な悪影響 を与える。上記の反応が,炎 症性腸疾患における運動

機能障害の一因 となっていることが示唆された。

本シンポジウムでは,以 上の成績 に加 え,筋 層内に存在する常在型マクロファージ とサイ トカイン

との関係 についての知見 もあわせて紹介したい。
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S2-3. 消 化 管のペース メーカー機構 とその病 態生理

東海大学 ・医 ・消化器内科1,山 梨医科大学 ・第一内科2

高 山 一郎1,醍 醐弥太郎2,藤 野 雅之2,峯 徹哉1

消 化管のペースメーカーは,カ ハールの介在細胞(interstitial cells of Cajal;ICC)か ら成 る。ICC

には,大 きく2つ の種類がある。ひ とつは筋層内に分布する紡錘型 のICC(intramuscular ICC;IC-

IM)で あ り,神 経一筋伝達の役目を持つ と考 えられている。他のひ とつは,筋 層間でネッ トワークを作

る多突起型のICC(ICC at the level of the myenteric plexus;IC-MY)で あ り,ス ローウェイブを

発生 してい る。2つ のICCは ギ ャップ結合で同期 し,消 化管の繊細な動 きを整 えている。

ICCが 欠落 した動物の胃腸で は,in vitroの 筋 の収縮力 は保たれているが,in vivoで は胃腸管 は弛

緩する傾向 を示す。 トランスデューサー法で調べると,協 調収縮が損なわれ収縮波群が形成 されてい

ない ことが分かった。言い換えれば,胃 腸管が一種の 「細動」状態 に陥っている訳であり,心 臓の不

整脈 と同様の考 え方に基づいて,消 化管の運動障害 を評価す ることができる可能性が示唆された。便

秘や下痢 は 「消化管の不整脈」であるのか もしれない。実際に,動 物モデル(NODマ ウス)で みられ

る糖尿病性胃腸症 は,胃 のペースメーカーの機能が障害 されている。

最近,常 在性マクロファージが,あ る条件の下でICCの 機 能 を代行することが報告 されている。ICC

と免疫機構 は何 らかの機能相関がある可能性がある。 しかしこの詳細,と りわけ分子メカニズムに関

する知見は少ない。我々 は既に,ペ ースメーカー欠損マウスの胃腸筋層におけるRNA発 現差 をディ

ファレンシャルディスプレイ法,DNAマ イ クロアレイ法 により解析 し,詳 細な発現プロファイルを得

ている。今回,こ の結果 を再検討 し,免 疫機構 との関連 を探 ることを試みる。

S2-4. In vitroに お ける結腸壁 内神経 系 に対す るIL-1β の 検討

日本歯科大学 ・歯 ・外科学1,日 本大学 ・医 ・外科学一2

富 田 涼一1,2,池 田 太郎2,藤 崎 滋2,丹 正 勝久2,福 澤 正洋2

【目的】 これ まで,動 物実験でIL-1β を はじめ とするサイ トカインが,腸 管壁内神経系の調節作用をし

ていることが報告 されてきた.し かし,ヒ ト腸管壁内神経系に対す る検討 はみられない.そ こで,わ

れわれは,In vitroに お けるヒト結腸壁内神経系に対するIL-1β の作用を検討 した.【 対象 と方法】左

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

いて,In vitroでmechanogram法 を用いてIL-1β の作用 を観察 した.【 成績】1)交 感 ・副交感神経

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

ml,お の おので0%,33.3%,41.7%,66.7%が 弛緩反応を示 し,そ の他は無反応であった).1×10-6g/

mlは1×10-9g/mlよ り有意に弛緩反応を示 した(p<0.001).(2)テ トロドトキシン投与後では,す

べての筋条片がIL-1β(1×10-6g/ml)に 対 し無反応であった.(3)NG-nitro-L-arginine(L-NNA)

(1×10-6g/ml)投 与後のIL-1β(1×10-6g/ml)反 応 は,91.7%が 無反応であった.【 結論】1)交 感・

副交感神経遮断下において,IL-1β は ヒ ト正常S状 結腸 を弛緩 させ た.2)テ トロ ドトキ シンやL-

NNA投 与 下ではIL-1β の作用は認 められなかった.以 上のことか ら,IL-1β は腸管壁 内神経に直接

作用 してnitric oxideを 放 出させ,弛 緩反応 を呈するものと思われた.
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S2-5.正 常 ・過敏性腸症候群 大腸粘膜の マク ロファージ,神 経,平 滑筋,お よびc-kit陽

性 細胞 の形態

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

同 ・医療技術短期大学部4,同 ・医 ・総合診療部`

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

名倉 宏2

機能性腸障害の代表疾患である過敏性腸症候群(lrritable bowel syndrome:IBS)の 病 因の一つに

post-infectious IBSが あ る。下部消化管粘膜 の炎症 ・サイ トカイン放出後に消化管知覚過敏 と消化管

運動異常が生ずる機序が考 えられる。最近,固 有筋層神経筋組織,固 有筋層c-kit陽 性カハール細胞 と

マクロファージの相互関係が注 目されている。正常 ヒ ト大腸組織のマクロファージ分布,粘 膜 固有層

内の神経線維および筋線維,粘 膜筋板,c-kit陽 性細胞の分布および形態 を検討 し,IBS患 者S状 結腸

粘膜 と比較検討 した。ヒト正常大腸 において,粘 膜固有層内にc-kit陽 性細胞,一 部toluidine blueで

二 重陽性にならないc-kit陽 性細胞 を認 め,粘 膜下神経叢内に少数のCD68+マ ク ロファージが観察さ

れた。α-SMAの 免疫染色では,粘 膜筋板 は薄い層 をなし,粘 膜内筋線維 は腺管に沿い,細 く被覆上皮

下 まで伸びる像が見 られた。IBS患 者S状 結腸粘膜では,マ クロファージの減少,粘 膜固有層基底部

での泡沫化,集 簇化,な らびに粘膜筋板の肥厚を認 めた。粘膜固有層内筋線維は粘膜の基底部で太 く,

分 布が不規則で走行が不整であ り,神 経線維や筋線維の泡沫化像が認められた。以上の所見 とIBSの

消 化管知覚過敏 ・消化管運動異常 との関連が示唆 される。
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P-1. 気 道 平滑筋 の特 性 と自律神経支 配

九州大学 ・医 ・生体情報薬理学

伊東 祐之

一般 に平滑筋細胞の収縮-弛 緩サイクルは細胞 内自由Ca2+濃 度 によって調節 されている.細 胞 内

自由Ca2+濃 度 の上昇 は膜脱分極 により開口す るL-型Ca2+チ ャネル を介 して細胞外か ら流入 する

Ca2+と,筋 小胞体(SR)か ら放出され るCa2+に よ りもた らされ平滑筋細胞 は収縮す る.気 道平滑筋

細胞膜 は電気的に非活性で活動電位の発生は観察されず,一 部 の動物種 において自発徐波の発生が観

察 される.徐 波の発生 は多 くの場合,張 力の発生 を引き起 こし,ま たACh,ヒ ス タミン,LTsに よる

スパスム発生時 には徐波の頻度 の増加が観察 され るので,徐 波 は収縮をもた らす因子の一つである.一

方,K+-脱 分 極や電気的通電により求めた収縮発生の閾値 はイヌ気管平滑筋の場合10mVで あ るが,

AChや 神 経刺激によるe.j.pの 場 合,そ の大 きさが4mVに 到達すると筋収縮を引 き起 こす.す なわち

気道平滑筋 は,膜 脱分極 によるよりむ しろpharmaco-mechanical couplingを 介 して細胞内Ca2+の

遊 離 によ り収縮 を引 き起 こす と考 えられる.ま た128mM[K]。 に よる収縮 を1.0と す る とACh

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

縮 を引き起 こす.即 ち気管平滑筋では,化 学受容体刺激 によるPLC活 性 化→IP3産 生→Ca2+遊 離 が

収縮発生の主たる経路 と考えられ る.

気道平滑筋 を支配する末梢 自律神経は,AChやNAdの み ならずNOや 種々のペプチ ドを神経伝達

物質 とする.す なわち気道 を支配す る迷走神経系はACh,NO及 びペプチ ド性伝達物質であるVIPそ

してATPを 放 出す る.AChは 気道平滑筋に収縮 をもたらすが,NOやVIPそ してATPは,NANC

弛緩 をもた らす.ま た気道に分布する知覚神経系 にはタキキニ ン(substanceP,(SP)ニ ューロキニ

ンA及 びB)が 存在 し,感 覚神経の逆行性興奮により放 出され る.こ れ らの伝達物質は,神 経因性炎

症 の原因 と考 えられている.

P-2. 遺 伝 子操作 マ ウスを用いた アレル ギー性気道過敏性 の解析

岐阜薬科大学 ・薬理

田中 宏幸,永 井 博弍

アレルギー反応 による気道過敏性の発症 には,様 々な細胞,脂 質 メディエーター,サ イ トカイン等

が関与す ることが示唆 されている.す なわち,こ れまでの多 くの基礎研究により,そ の発症 にはヘル

パー2型T(Th2)細 胞 の分化 に関わる機能分子,Th2細 胞 が産生する種々のサイ トカイ ン,炎 症性細

胞の気道局所への遊走 に重要なケモカイン,細 胞 間相互作用に必須の細胞表面分子,ア ラキ ドン酸代

謝産物およびガス状メデ ィエーター等の関与が推察 されている.こ れ らの多 くの成果 は,機 能分子 に

対する抗体や拮抗薬あるいは阻害薬の他に,近 年,遺 伝子工学の進歩により開発 された多 くの遺伝子

操作マウスから得 られた成績によるところが大 きい.す なわち,遺 伝子操作マウスには,遺 伝子 を過

剰に発現 させた トランスジェニックマウス と遺伝子 を先天的 に欠損 させたノックアウ トマウスが用い

られ,そ れぞれの表現型をその野生型マウスと比較す ることにより,特 定遺伝子 あるいは機能分子の

役割が解析 されている.教 室において も,マ ウスアレルギー性気道炎症お よび気道過敏性モデルを作

成 し,そ の発症 にお ける種々の機能分子の意義 をそれぞれの トランスジェニックマウスあるいはノッ

クアウ トマウスを用いて検討 している.

本 ワークショップでは,こ れらの遺伝子操作マウスを用いた これ までの検討結果 を総括す るととも

に,ア レルギー反応 によって生ずる気道過敏性 の発症機序に関 し,教 室で得 られた成績をもとに,こ

れらのマウスを用いた研究の有用性およびその限界 について論ずる.
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P-3.炎 症 気道 での神 経性調節

九州大学 ・医 ・胸部疾患研究施設1,久 留米大学 ・医 ・第一・内科2

松元幸一郎1,井 上 博雅1,原 信之1,相 沢 久道2

気 管支喘息や慢性閉塞 性肺疾患はいずれ も持続する炎症が基本病態であるが,そ の過程 にはいかな

る神経性因子が関与 しているであろうか.我 々の動物実験およびヒ トでの検討結果 を示 したい.

モルモッ トにタバコ煙 を曝露す ると気道収縮 ・血漿漏出 ・好中球性炎症が生 じるが,こ れはタキキ

ニ ン拮抗剤で消失することからカプサイシン感受性知覚神経を介する反応である.し か し気道収縮 は

抗 コリン剤や トロンボキサ ン阻害剤で も一部抑制 され,し か も両薬剤の相加効果がみ られないことか

らトロンボキサ ン産生 を介 したコリン作動性収縮が関与 していると考えられ る.ま たタバコ煙 による

収縮 はβ遮断剤で増強 しα遮断剤の併用で更 に増強すること,そ れ らの増強反応は抗コリン剤併用下

ではみ られないことか らコリン作動 性収縮がア ドレナ リン作動性神経の調節 を受 けていることを示

す.

ア レルゲ ン吸入による即時反応は肥満細胞か ら脱穎粒 したヒスタ ミンによる気道収縮 とされてい

る.モ ルモ ットのヒスタ ミン吸入 による気道収縮はNO合 成阻害剤で増強し,そ の作用は β遮断剤 と

抗 コリン剤の併用下でもみ とめられた.更 にこの増強作用は神経節遮断剤や迷走神経切断 ・星状神経

節除去で消失 した ことか ら内因性の非 ア ドレナ リン性非 コリン性抑制性神経の存在を示唆する.

摘 出ヒ ト気管支平滑筋切片の電気刺激 による収縮反応 は抗 コリン剤やそれ自体が平滑筋 を弛緩 させ

ない低濃度のβ刺激剤で減弱する.健 常者および軽症喘息患者 ともにヒスタ ミン吸入 による気道収縮

は抗 コリン剤や低濃度 β刺激剤の吸入で減弱することから一部 は神経1生収縮 を介することが判 る.軽

症喘息患者においてNO合 成阻害剤吸入 はヒスタ ミン吸入 による気道収縮 を増強 したが,こ の増強作

用は健常者ではみとめられなかった.こ れ らの検討結果からヒ トの炎症気道においても非ア ドレナリ

ン性非コ リン性抑制性神経が機能 しているもの と考 えられる.

P-4.病 態,治 療が及ぼ す気道 平滑筋調 節への影響一 イオ ンチ ャネル を介 した効果

名古屋大学 ・医 ・機能調節内科

久米 裕昭,小 熊 哲也,石 川 貴之,長 尾 能雅,近 藤 征史,伊 藤 康

山木 健市,下 方 薫

目的:β ア ドレナリン受容体の反応性の低下 は気管支喘息患者の特徴である.こ の疾患の病態,治 療が

β刺激薬の反応性 に及ぼす影響について,イ オ ンチャネル を介 した細胞 内Ca2+動 態 の役割,お よび

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

方法:ブ タの気管平滑筋から酵素処理により単離平滑筋細胞 を作製 し,cell-attached,inside-outの

状 態でCa2+依 存 性K+(Kca)チ ャネルの電流 を記録 した.モ ルモ ット気管平滑筋の切片をfura-2で

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

結 果:1μMイ ソプロテレノール(ISO)の 投与で活性化 されたKcaチ ャネルは,5分 間の投与を10分

毎 に繰 り返す と次第 に低下 し,6回 目の投与で開口確率は初 回の9.8%に な った.一 方,同 様 に10U/

mlPKAを 細 胞質側へ反復投与す ると開口確率 は逆 に次第 に上昇し,開 口確率 は初回の1.9倍 に なっ

た.1μMメ サコリンの収縮 に対する0.3μMISOの 弛 緩作用 は,5分 間投与を15分 毎に繰 り返す と,

次第 に減弱 した.こ の時,ISOのF340/F380の 抑制率 も減少 した.こ れ らの現象は,電 位依存性Ca2+

(VDC)チ ャネル阻害剤で著明に抑制にされた.10μMフ ォルスコリンでACを 直接刺激 した時,β 刺

激薬 と異 なり反復投与 によりその弛緩効果 は次第に増加 した.phospholipase A2の 代謝産物である

lysophosphatidylcholineの 持続暴露後で もISOの 弛緩作用はその暴露時間依存性 に低下したが,ISO

によ るF340/F380の 抑 制率 は変化がな く,細 胞 内Ca2+動 態 には影響 を及ぼさなかった.

結論:β ア ドレナリン受容体の反応性低下は,cAMP非 依 存性のKc、 チャネル活性化の抑制 による脱

分極がVDCチ ャネルを活性化 し,そ れに基づ く細胞内へのCa2+流 入 によって生 じる.し かし,炎 症

病態 による反応性の低下は,機 序が異なりCa2+動 態 ではなく,Ca2+感 受性の増加が関与 している.
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P-5.気 管 支拡 張薬の臨床上の用 い られ方

東北労災病院 ・呼吸器科1,東 北大学 ・医 ・感染症呼吸器内科2

三浦 元彦1,一 ノ瀬正和2

気 管支拡張薬 は,従 来,気 管支喘息や慢性閉塞性肺疾患(COPD)と いった閉塞性換気障害を呈する

呼吸器疾患 に用いられてきた.本 発表では,気 管支喘息,COPD,そ れ ぞれにおける各種気管支拡張薬

の現状につ き文献的考察を中心に提示する.

気 管支喘息 において,吸 入 ステロイ ドによる気道炎症の抑制が長期喘息管理の中心であることは疑

いない.し か し,β 刺激薬やテオフィリン製剤 といった気管支拡張薬 も,種 々の喘息治療ガイ ドライン

において,発 作時の リリーバー としてのみならず,長 期管理薬 としての吸入ステロイ ドの補助薬 とし

て位置付 けられている.こ のなかで,最 近,本 邦でも使用可能 となった長時間作動型 β刺激薬(long-

acting beta-2-agonist:LABA)は,す でに欧米で臨床使用されてお り,長 期連用によって も喘息症

状の急性増悪の頻度を上昇させることな く安定 した喘息症状 のコン トロールを呈す る,と 報告 されて

いる.特 にLABAと 吸入ステロイ ドの併用が有効 とされ,両 者の合剤が今後 の喘息の長期管理の主役

の一つとなると考えられている.ま た,喘 息気道 における主要な気道収縮物質であるLTの 拮抗剤 も

また喘息患者においては,気 管支拡張作用を持ちうる.

COPDも また,気 道への有害物質の慢性暴露 によって生ずる炎症性変化がその主体 であるが,気 道

の可逆性 は喘息 と比べ小 さい.し か しながら,COPDに ステロイ ドは基本的に無効であり,気 管支拡

張薬が薬物療法の中心 となる.ま た,COPDは 常 に労作時 に息切れが生 じうるため,長 時間作動型の

気管支拡張薬 の利便性が高い.こ のうち,近 々本邦で も臨床使用が可能 となる長時間作動型の抗 コリ

ン剤であるチオ トロピウムは,一 日一回の吸入でCOPD患 者 のQOLの 改善が期待でき,COPD治 療

の基準薬 となると考 えられる.

P-6.Clinical Overview:閉 塞 性肺疾 患の病態 と気管支拡 張薬の方 向性

東北大学 ・医 ・感染症呼吸器内科

一 ノ瀬正和

臨床上用 いられる気道平滑筋作動薬(気 管支拡張薬)は,気 管支喘息や慢性閉塞性肺疾患(Chronic

 Obstructive Pulmonary Disease,COPD)と いった閉塞性肺疾患を対象 としている.気 管支喘息 に関

しては,病 態の捕 らえ方が従来の 「気管支平滑筋 のスパスム」か ら,最 近では「肥満細胞,好 酸球,リ

ンパ球 を中心 とした気道の慢性炎症」と変わってきた.そ のため,β2ア ドレナリン受容体刺激薬 を代

表 とする気管支拡張薬中心の治療から,吸 入ステロイ ドによる気道炎症抑制が現在の喘息治療のスタ

ンダー ドとなっている.も ちろん,吸 入ステロイ ドの抗炎症作用のみで,気 管支喘息が コン トロール

されている場合 は問題 ないが,ウ イルス感染等を引き金 として,発 作が起 こることはしばしば見受 け

られる.こ れは,気 管支喘息患者がもつ気道過敏性(少 しの気道への刺激で容易に気管支狭窄を起 こ

す特性),及 び慢性炎症の結果起 こった気道壁の再構築によるものと理解 される.こ ういった,喘 息で

の気道炎症制御が充分 な場合の発作予防の面から,気 管支拡張薬 は今後 とも治療上必要である.本 邦

では,テ オ フィリン製剤,抗 ロイコ トリエン薬 に加 え,β2ア ドレナ リン受容体刺激薬の長期作動薬

(LABA)が 用 い られる.

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

要性が指摘 されている.COPDも 喘息同様炎症が疾患の本態であるが,喘 息と異な りステロイ ドが無

効 である.よ って,現 時点での治療の中心 は気管支拡張薬 の投与であり,抗 コリン薬が最 も有効であ

る.

本発表では,喘 息,COPDの 安 定期や増悪期の病態 と気管支拡張薬の効果 を中心に概説する.
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1.21 channel topographical esophageal manometry(TEM)に よ る食道運動機 能の評

価(第1報)

日本医科大学 ・第三内科

岩切 勝彦,林 良紀,琴 寄 誠,杉 浦 敏昭,川 上 明彦,坂 本 長逸

目的:21channel TEMに よる食道運動機能評価の有用性 を検討する.方 法:21カ 所 のside hole

を有 するカテーテルを使用 し,infused catheter法(0.15ml/min)に よ り測定 した.内 圧カテーテル

は,遠 位よ り胃食道接合部周辺の内圧 を測定するためのside holeが1cm間 隔 で9カ 所,そ の上方に

は食道下部～中部 を測定す るためのside holeが2cm間 隔で8カ 所,ま たその上方に上部食道 か ら

UES,咽 頭 の内圧を測定するためのside holeが4カ 所の計21チ ャンネルのside holeを 有 する.カ

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

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

して表示された.先 端の胃チャンネルを比較チャンネル とし補正後,食 道運動機能の解析 を行 った.対

象は健常者,逆 流性食道炎,dysphagia症 例 である.一 部症例 にはLES口 側5cmで のpH測 定 も同

時に行 った.結 果:1)sleeve catheterで はLES圧 が極めて低値である症例ではcatheterの 位置決め

が容易で はないが,TEMで は,catheterの 位置決めが容易であ り,ま た,LES長 も判定可能であっ

た.2)TEMで は,呼 吸 による内圧の変化が容易 に判定で きた.ま た食道内圧 と胃内圧の違いが明 ら

かに表示 されachalasia等 の診断に有用であった.3)sleeve catheterと 同様にLESの 弛 緩が判定で

きると同時に,sleeve catheterに よる測定では食道裂孔ヘルニアの診断は困難であるが,TEMで は

食道裂孔ヘルニアの存在,大 きさを容易 に判定できた.4)通 常 の食道体部4カ 所の食道内圧測定では

判定で きない一次蠕動波のfocalfailureを 認 識で き,よ り正確な食道体部運動の評価が可能であっ

た.5)長 時 間の測定では,一 過性LES弛 緩,Common Cavityの 判 定 も可能であった.結 論:21chan-

nelTEMは よ り詳細な食道運動機能の評価 を可能 とする.

2.細 径 超音波 プ ロー ブを用いた進行性 全身性硬化症 患者 における食道 運動機能の評価

広島大学 ・医 ・分子病態制御内科学1,川 崎医科大学 ・消化器内科II2

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

茶 山 一彰1

【背景】進行性全身性硬化症(PSS)患 者 における合併症に食道運動機能異常を基盤 とした逆流性食

道炎(RE)が あ り,し ぼしば重症型 として経験 される.我 々 は,こ れまでに細径超音波プローブ(MUP)

を用 いてRE患 者 における飲水時の食道運動を断層像 として リアルタイムに評価できる事 を報告 して

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

の特徴 を検討 した.【 対象 と方法】内視鏡的にREを 認めたPSS患 者10例(PSS群),膠 原病を有さ

ず術後 胃を除 くRE患 者10例(RE群)を 対象 とした.16FrのGastric tubeを 経鼻挿入 し,更 にその

内腔に20MHzのMUPを 挿 入した.下 部食道括約部(LES)を 同定 した後,LESよ り5cm,10cm,

15cm口 側 において水20ccを それぞれ嚥下 した際の食道内輪筋,縦 走筋の収縮率,食 道壁のcompli-

ance(最 大伸展時の食道管腔径),食 道収縮様式 について検討 した.【 成績】PSS群 では,RE群 に比

し内輪筋層の収縮率の低下傾向を示した.ま た,PSS群 で は,食 道壁 のcomplianceは,LESよ り5cm,

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

道管腔の不完全閉塞が見 られた.【 結論】PSS患 者 で は食道 内輪筋層 の収縮率の低下傾 向が認 めら

れ,そ のため食道収縮時に管腔の完全閉塞 しない事が考えられた.ま た,食 道壁のcomplianceの 低 下

があ り,粘 膜下組織の結合織増殖 との関連 性が示唆 された.
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3.小 腸 運動 と中枢機能 の関連 につ いて一生理 学的指標 を中心 に一

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

野 村 泰輔1,相 模 泰宏1,佐 竹 学1,遠 藤 由香1,庄 司 知隆1,唐 橋 一人1

福 土 審2,本 郷 道夫3

【目的】過敏性腸症候群患者の小腸運動 は,日 中 と夜間において異なり,中 枢神経系が,消 化管運動

に大 きな影響を与えている.我 々は,中 枢神経活動 と消化器運動の関連 を睡眠中の脳波変化 と小腸運

動の変動を同時に記録することにより検討 した.同 時に心電図周波数解析を用いて,自 律神経系活動

を評価 した.【 方法】対象は健常成人7名 ・年齢18-25歳 である.検 査 日午前9時 より絶飲絶食 とし,

午 後3時 よ り,マ イクロチップ圧 トランスデューサーを装着 したカテーテルを経鼻的 に挿入 し近位空

腸 に留置す る.カ テーテルには先端から15cm間 隔 で3箇 所にセンサーを取 り付け,各 部位 における

圧力を測定 した.デ ータは携帯型記録装置に記録 し,同 時にホルター心電計 より,心 拍変動 を記録 し

た.脳 波 は,頭 頂中心部(Cz)よ り導出し,終 夜脳波を記録 した.被 検者は22:00-24:00に 就寝 し,

翌朝AM7:00に 覚醒 させた.そ の後,小 腸 内圧 カテーテルを抜去 し記録 を終了 した.小 腸運動評価:

小腸運動 は,睡 眠時にお ける収縮周波数,圧,持 続時間 を解析した.自 律神経機能評価:心 臓心拍変

動は,AR法 を用いて解析 し,交 感神経成分(LF/HF)と 副交感神経(HF)成 分 を抽出評価 した.睡

眠深度の評価:キ ッセイコム社製Sleep Sign Ver2.0を 用 いて解析 した。さらに,小 腸運動 における

phaseI,II,IIIと 自律神経 ・睡眠深度の関連 を検討した.【 結果】LF/HFは 睡眠深度の深 まりととも

に減少 し,REM睡 眠 では増加 した.HF成 分 はS2-S4で,睡 眠深度 とともに減少しREM睡 眠 では覚

醒時以上 に増加 した.小 腸運動 は,睡 眠深度 とともに減少し,REM睡 眠時は増加 した.【 結論】睡眠

深度 と小腸運動に関連が認め られた.本 研究は,東 北大学医学部倫理委員会の承認 を得,被 検者の同

意のもと実施 した.

4.胃 電 図 で見たShy-Drager syndromeの 一 例

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

相 模 泰宏1,森 下 城3,野 村 泰輔1,遠 藤 由香1,庄 司 知隆1,唐 橋 一人1

佐 竹 学1,本 郷 道夫2

Shy-Dragersyndrome(SDS)は,多 系統萎縮症の一つで自律神経障害 を主たる徴候 とした疾患で

ある.胃 電図は胃の運動機能な らびに自律神経機能を反映する検査法であるが,SDSに お ける胃電図

検査の結果 は報告がない.我 々はSDSの1例 において胃電図検査 を施行,解 析 したので報告する.【 症

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

月地元の総合病院受診 し消化管検査す るも異常な く,8月 同院心療内科にて うつ病 と診断.平 成12年

よ りめまい,ふ らつ きが出現,徐 々に増悪 し排尿障害 も認めた.同 年11月 よ り歩行障害出現.平 成13

年1月 に精査加療のため当科入院.入 院時身体所見,血 液検査,胸 腹部X線 異常な し.起 立性低血圧

を認め,CVR-Rは 安 静時1.22%,深 呼 吸時1.05%と 著 明に低下.神 経学的にロンベルグ試験陽性,失

調歩行,衝 動性眼球運動障害 を認め,神 経因性膀胱の併存 を認 めた.以 上の結果 よりSDSと 診 断 した.

消化器症状 は便秘 のみであったが,胃 の運動機能,自 律神経機能障害の有無の検討のために胃電図検

査 を施行 した.【 胃電図所見】Nipro LE4に て記録.空 腹時は3cpmの 律動波が明確 に記録 されたが,

食事摂取後 は規則性 を持った波形は消失.健 常人では安静時に胃の電気的活動が低下 し食事で賦活 さ

れ ることと対照的である.睡 眠時は活発な3cpmの 電気活動が記録 された.【 結語】SDSで は自律神

経機能障害 に基づ く胃の運動機能 障害が認 められ ることが示唆された.
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5.マ ウ ス下部食道括約筋 にお ける抑制性 神経伝達 の電気生理学 的検 討

名古屋市立大学 ・医 ・生理学

今枝 憲郎,鈴 木 光

【目的】下部食道括約筋(LES)の 嚥 下に伴 う弛緩反応 には抑制性神経の関与が重要 と考えられてい

る.こ の神経の伝達物質にはこれまでNOやVIPが 報告 されているが,他 の伝達物質の関与 も示唆さ

れている.我 々はマウスLESを 用 いて,抑 制性神経 一平滑筋の興奮伝達機構 における神経伝達物質及

び関与 するイオ ンチャネルについて電気生理学 的に検討 した.【 方法】マウスLES輪 走 平滑筋 よ り

1×7～8mm長 に切離 した筋条片 を作製した.Krebs液 潅 流下 にガラス微小電極法で細胞内電位 を測

定 し,経 壁的電気刺激 によ り誘発 される抑制性接合部電位(IJP)を 測定 した.【 結果】マウスLES輪

走 平滑筋の静止膜電位 は平均一45.OmVで,atropine(1μM)存 在 下に電気刺激 によ り誘発 されたIJP

は持続時間が約2秒 で振幅が約20mVの 一過性の成分(fastIJP)と 持続時間が約10～20秒 で振幅が

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

性でL-NNA(100μM),ODQ(1μM),glybenclamide(10μM)に よ り消失 した.fastIJpは

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

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

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

ほぼ消失 した.【 結果】slow IJpはNANC神 経 から放出されたNOがcGMPを 介 してATP感 受性

K+チ ャネルを活性化 して発生 していると考 えられた.fast IJPは ア ドレナ リン作動性神経から放出さ

れたATPに よるapamin感 受性K+チ ャネルの活1生化,な らびにNANC神 経 から放出されたNOに

よるcGMPを 介 したapamin抵 抗性チャネルの活性化 により発生すると考 えられた.

6. 脱 分 極 によるモルモ ッ ト胃輪走平滑 筋の興奮発 現 に関与 する細 胞内機序

名古屋市立大学 ・医 ・生理学

鈴木 光,鬼 頭 佳彦,福 田 裕康,山 本 喜通

モルモ ット胃輪走平滑筋 を摘出 し,2本 の細胞内電極で膜電位を測定すると,任 意の2細 胞 の活動は

同期 していた.一 方の電極か ら通電すると,発 生 した電気緊張電位 を他方の細胞か ら記録できた.電

気刺激の強 さを増 してい くと,電 気緊張電位の上 に緩電位が誘発 された.緩 電位発生 に必要な脱分極

には閾値 があり,ま た緩電位の発生 した後 にはしばらく緩電位の発生できない期間(不 応期)が み ら

れた.不 応期は脱分極 の大きさと持続時間により反比例的に変化 した.緩 電位発生の不応期が生ずる

機構 について調べた.小 胞体Caポ ンプ抑制薬(thapsigardin),IP3受 容体抑制薬(2-aminoethoxy

 diphenylborate),ミ トコン ドリア膜のプロ トノホア(CCCP)等 は緩電位の振幅を低下させたが,不

応期を変化 させ なかった.プ ロテインキナーゼCの 抑制薬(bisindolylmaleimide I,chelerythrine)は

不 応期 を延長させ,緩 電位 の振幅を著明 に変化させないか,わ ずかに低下 させた.低 濃度(1nM)の

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

期 を短縮させたが,高 濃度(1μM)のphorbol-12-myristate-13-acetateは 振 幅を低下させ,不 応期

を延長 させた.ア セチル コリンは緩電位の振幅を増大 させ,不 応期を短縮 させた.ア セチルコリンに

よる緩電位振幅増大は2-aminoethoxy diphenylborateに よ り抑制 され,不 応期短縮 はbisindolyl-

lnaleimide Iやchelerythrineで 抑 制された.そ こで緩電位の振幅は小胞体か ら遊離 され るCa2+量 に

よ り規定 され,多 くのCa2+が 遊離 されると緩電位の振幅が増大す ると思われた.ま た緩電位発生 の不

応期はプロテインキナーゼCの 活 性と関連 していると思われた.以 上の結果か ら,膜 の脱分極は先ず

プロテインキナーゼCを 活性化(あ るいは膜側への移動)す ることによってIP3産 生 を増大させ,緩

電位発生 を促進す る機構が考 えられた.
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7.モ ル モ ッ ト胃幽門部 ペース メーカー電位の構成成 分につ いて

名古屋市立大学 ・医 ・生理学

鬼頭 佳彦,鈴 木 光

モルモッ ト胃幽門部か ら記録 され るペースメーカー電位 に対する脱分極 の影響について細胞 内電位

を指標にして調べた.ペ ースメーカー電位 は立ち上が りの速い成分 とその後 に発生するプラ トー成分

の二つの成分から成っていた.プ ラトー成分 は,シ クロピアゾン酸,低 濃度Cl溶 液,DIDSで 抑 制さ

れた.こ れ より,プ ラ トー成分の発生には細胞内Ca貯 蔵部位か らのCa遊 離 とClコ ンダクタンスが

関与 してい ると思われた.外 液のカリウムの濃度を通常の5.9mMか ら10.6mM,15.3mM,20.0mM,

24.7mMへ と増加させてい くと,膜 は濃度依存性 に脱分極 し,ペ ースメーカー電位の頻度は増加 し,振

幅は減少 した.ま た,立 ち上が りの速い成分が抑制された ことから,立 ち上が りの速 い成分 とプラ トー

成分 とでは電位依存性が異なることが示唆された.通 常のKrebs液(5.9mM[K+]o)中 で はシクロピ

ァゾン酸 はプラ トー成分のみを抑制 したが,15.3mM[K+]oで 脱分極させた状態ではシクロピアゾン

酸はペースメーカー電位を完全 に消失させた.こ のことか ら,高 濃度カリウム溶液で脱分極 させた状

態では,立 ち上が りの速 い成分は抑制 され,プ ラ トー成分のみが発生 していると思われた.以 上 より,

モ ルモ ット胃幽門部のペースメーカー電位 は,立 ち上が りの速 い成分 とプラ トー成分 とで発生機序が

異な り,前 者 はよ り強い電位依存性があるCa2+透 過性 チャネルであり,後 者 は細胞内Ca貯 蔵部位か

ら遊離され るCaに よって活性化されるCa2+依 存性Clチ ャネルであることがわかった.ま た各成分

は細胞内の歩調 とり機構により別々 に活性化されることがわかった.

8. 糖 尿 病 性 胃腸症 モデル における消化 管ペ ースメーカーの障害

東海大学 ・医 ・消化器内科

高山 一郎,峯 徹哉

【背景】 糖尿病性胃腸症 は,自 律神経性 の胃排出能 と受容性弛緩 の低下から起 こると推測されてい

るが,詳 細な発症メカニズムは明 らかではない.近 年,カ ハールの介在細胞が消化管のペースメーカー

であ り,in vivoの 消化管運動に重要な役目を持つ ことが分かって きている.

【目的 と方法】 糖尿病性 胃腸症における消化管ペースメーカーの関与 を検討するために,糖 尿病自

然発症モデル(NOD/LtJ)マ ウスの胃を用いて,1)胃 排 出能,2)内 輪 筋層の電気活性,3)Kit陽 性

細胞 の形態 と分布,4)カ ハ ールの介在細胞(ICC)の 微 細構造,の 解析 を行 った.正 常群 として,糖

尿病性胃腸症 を発症 していない同系マウス(未 発症マウス)を 用いた.疾 患群 として,腹 部膨隆等に

より糖尿病性 胃腸症 と診断され,か つ高血糖値(_250)が 確 認されたマウス(胃 腸症マウス)を 用い

た.

【結果】

1)未 発症 マウスの胃排出能(3時 間値)94±2%に 対 して,胃 腸症マウスの同値は45±16%と,有

意 に低下 していた(p<0.02).

2)胃 腸症 マウスでは前庭部のスローウェイブが消失 していた.ま た胃底部では,未 発症マウスで

は認め られないスローウェイブ様の膜電位の変動が認 められた.

3)未 発症 マウスの前庭部ではKit陽 性 細胞 は網 目状 に分布 し,胃 底部では紡錘形であった.胃 腸

症マウスの前庭部ではKit陽 性細胞 の網 目は断裂 し,胃 底部では形態が変化 した.

4)胃 腸症 マウスのICCは 線 維芽細胞 に近い形態を示 し,神 経か らやや離れていた.

【結論】 糖尿病性 胃腸症 に,消 化管ペースメーカーとICCの 障害が関与 している可能性 が示 され

た.
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9.ミ ニ ブ タにお けるSucralfateが 血 中Clarithromaycin濃 度 と消化管 機能 に及 ぼ す影

響

岩手大学 ・農 ・獣医外科1,中 外製薬(株)育 成研究センター2

原 茂雄1,浅 沼 千佳子1,冨 澤 伸行1,樫 村 幸嗣2,星 野 英一

現在,Helicobacter Pylori(HP)除 菌 を目的に,PPIに 抗生剤2剤 を用いる3剤 併用療法が行われ

ている.一 方,胃 粘膜保護剤であるScralfate(SF)をPPIに 代 えた3剤 療法で も同等の除菌率が得

られている.本 研究では,ミ ニブタを用いて,除 菌に用いられるClarithromaycin(CAM)の 血 中濃

度 に対するSFの 影響 を胃液pH,消 化 管運動 と併せ検討 したので報告する.

【材料 と方法】 供試動物 として ミニブタ5頭 を用いた.実 験 に先立ち,採 血のために頚静脈洞内へ,

投 薬および胃液採取のために胃体部に各々静脈 ・胃カテーテルを留置した.さ らに消化管運動 を測定

するために胃 ・小腸にforce transducerを 縫 着 して,CAM(10～50mg/kg)投 与 後の血中濃度,胃

液pH・ 消 化管運動 を経時的に測定 した.

【結果】CAM50mg/kg投 与量の血 中濃度 において単独投与 では2773.7+/-1826.4ng/mLお よ

びSF(19/head)とCAMの 併用投与では4209.1+/-1683.8ng/mLと,両 者 とも2時 間で最高濃度

に達 し,移 行はSF併 用投与が高値を示 しなが ら漸減 した.ま たCAM10mg/kg投 与 のCAM単 独 投

与では,691.7+/-679.1ng/mLSFとCAMの 併 用投与では884.8+/-216.1ng/mLと,50mg/kg投

与 時 と同様 にSF併 用投与で高い傾向が認められた.胃 液pH値 はSF投 与 により15分 でpH2.6前 後

に上昇 し,そ の後低下 した.消 化管運動においてはSFとCAM併 用投与後120分 でSFとCAMの 併

用投与がCAM単 独投与 よりも軽度なが ら亢進する傾向が認められた.

以上の ことから,ミ ニブタにおいてCAM単 独投与 よりもSF併 用投与 において血 中CAM濃 度 の

上昇が認められ,SFの 胃酸緩衝作用が関与する可能性が示唆された.

10.幽 門 輪温存膵 頭十二指腸切除 モデル犬 の術 後上部消化管運動 障害 についての検 討

東京慈恵会医科大学 ・外科学1,同 ・解剖学第一2

川崎 成郎1,中 田 浩二1,中 尾 誠利2,古 川 良幸1,梶 本 徹也1,向 井 英晴'

山本 尚1,高 橋 朋子1,羽 生 信義1

【目的】 幽門輪温存膵頭十二指腸切除術(PpPD)後 に は経 口摂取量 も良好であ り体重減少 も少ない

ことから術後患者のQOL向 上 に寄与する術式 として知 られている.し かし,術 後早期には胃内容停滞

が しばしばみ られ,経 鼻胃管留置期間の延長や入院の長期化な どによ り臨床上の問題 となっている.

PpPD術 後早期の消化管運動障害の病態については十分に解明 されてお らず不明な点 も多い.今 回わ

れわれはPpPDモ デ ル犬を作成 し,術 後早期 の消化管運動障害 についての検討 した.

【方法】 ビーグル犬(n=4)を 全身麻酔下に上腹部正中切開にて開腹 し,幽 門輪の肛側約2cmで 十

二指腸 を離断 した後,肛 側断端 を縫合閉鎖し離断部か ら約3cmの 部位 に端側吻合を行ったPpPDモ

デル犬 を作成 した.胃 体部,胃 幽門前庭部,幽 門輪,十 二指腸,空 腸の漿膜面にstrain gauge transducer

 (SGT)を 縫着 し消化管運動の測定 を行った.ま た,単 開腹SGTを 行 い同様の位置 にSGTを 縫 着し

た対照犬 を作成 した.PpPD犬,対 照犬 とも術後1,3,7,14,28日 の空腹期消化管運動を測定 した.

【結果】PpPD犬 の空腹期強収縮は胃で術後7日 には2頭,14日 には4頭 にみられ,十 二指腸では

術後14日 までみ られなかった.対 照犬ではいずれも術後7日 に認め られた.胃 幽門前庭部における空

腹期強収 縮の胃の収縮 と同期 した幽門輪の弛緩(gastro-pyloric coordination)は 術後7日 には2頭,

14日 に は4頭 に認め られたが,胃 の収縮 と同期 した十二指腸運動の休止(gastro-duodenal coordina-

tion)は み られなかった.対 照犬の空腹期強収縮 はいずれの部位でも術後7日 には全ての実験犬にみ ら

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

【まとめ】PpPD術 後 の胃内容停滞 には,空 腹期強収縮の出現時期の遅延 とgastro-duodenal coor-

dinationの 障害が関与 しているものと考えられた.
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11.ア ル コール摂取が13C-octanoateお よび13C-acetate呼 気 試験の13C回 収 量(率)に 及

ぼ す影響

川崎医科大学 ・内科学消化器II1,広 島大学 ・医 ・病態制御内科学2

楠 裕明1,春 間 賢1,原 睦展2,眞 部 紀明2,畠 二郎2

【背景,目 的】呼気試験 は肝内の13C化 合物の代謝は速やかでかつ一定であるという原則の上に成 り

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

2として排出される13Cの 量 を低下 させ るという報告が見 られた.今 回われわれは日本人 の健常人 を対

象に,ア ルコールが13C-octanoateお よび13C-acetate呼 気試験の13C回 収 量(率)に 与 える影響 を検

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

歳 であった.【 方法】空腹期にsodium 13C-octanoateお よび13C-acetate(100mg)で 標 識 した水100

mlを 試験食 として経口投与 し呼気試験 を行 った.さ らに同一対象に48時 間以上 の間隔を空け,0.3g/

kgの ウイスキー(40%ウ イ スキー平均40m1)を 飲 用させ,30分 後 に試験食 を投与 して同様 に呼気試

験 を行 った.呼 気試験は摂取前及び摂取後1時 間までは5分 毎,1時 間 から2時 間 まで を10分 毎,以

後4時 間 まで を30分 毎に呼気を採取 し,赤 外線分光器U-bit 2000で13CO2濃 度 を測定 した.13CO2

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

分 後 に体外式超音波 を用いて試験食が胃か ら排 出されていることを確認 した.

【結果】13CO2の 回収量(率)は13C-octanoateで アルコール負荷前AUC=45.95,m=0.487,負 荷後

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

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

octanoateの 代謝 と重複 しているが,TCA回 路 で重複する13C-acetateで は回収量(率)に 変化 なく
13C-octanoateで 回収量(率)が 低下することから

,ア ル コールは肝内の β酸化の過程で13C-octanoic

acidの 代 謝 と拮抗する事が予想された.

12. 13C呼 気試験による胃排泄能検査―とくに胃切除後症例について―

日本大学 ・医・外科三

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

【目的】 近年,13Cを 用 いた胃排泄能検査 は非侵襲的であ り,簡 便性 などの点か らその応用につい

て様々な検討がなされてきている.胃 切除後 における胃排泄能を評価することは,今 後の再建術式の

決定や合併症における指標 として重要な因子 となりうると考 え,そ の第一段階 として,胃 切除後 の流

動食 における胃排泄能について検討 した.

【対象と方法】 対象は健常者11例,幽 門側 胃切除術後症例5例 で,早 朝空腹時に13Cacetate 100mg

を市販の液状バ ランス栄養食に混和 したもの(総 カロリ―200 kcal,200ml)を 経 口摂取 して もらい,

摂 取前および摂取後2時 間までは10分 毎 に,以 後3時 間までは15分 毎に呼気を採取 した.測 定 には

UbiT-IR200を,解 析はMicrosoft Excelを 用 い,%dose/hの 経 時的変化および積算値について比較

検討した.な お,胃 切除後症例 は術後合併症のない症例 とし,愁 訴 もな く術後造影検査でも異常のな

い症例 とした.

【結果】 健常者においては個体差 はあるものの,ほ ぼ近似 した曲線 を呈 した.胃 切除後症例で は,健

常者に比較 してTmaxが 早期であったが,以 後の排泄 には個体差が生 じた.

【考察】 検査食 として,液 状のバ ランス栄養食を用いたが,流 動食の胃排泄能 を評価するのには簡

便であると考えられた.健 常者 に比較して,胃 切除後の症例では,流 動食において排出亢 進が示唆 さ

れたが,さ らに症例 を重ね検討する必要があると考 えられた.
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13. 13C呼 気 試 験 による 胃排 出測定 ―Prokineticsが 胃排 出動 態 に与 え る影響 か ら分 か る

もの―

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

済生会川口総合病院3,海 老名総合病院4

財 裕明1,高 山 一郎1,高 安 博之1,峯 徹哉1,野 坂 千裕2,名 越 淳人3

原澤 茂3,三 輪 剛4

【目的】我々は「胃排出促進効果」とい う薬効で一括 されているい くつかのproKineticsに つ いて,胃

排出動態に与える影響の違いを検討することとした.【 方法】既報のごとく,13C octanoic acid 100

mgを 含有する,200Kcalの 自家製 クッキー を試験食 とした.健 常人50名 か ら得 られたコン トロール

データと,10名 ず つの健常人 において,proKinetics投 与 により得 られたデータを比較検討 した.pro-
kineticsはdomperidone 10mg,itopride 50mg ,mosapride 5mg,cisapride 2.5mgを 用 いた.【 成

績】%dose/hで 示 される胃排出曲線で排出動態の変化 を検討 した.D2受 容体拮抗薬であるdomper-

idoneとitoprideは,試 験食摂取直後 より素早い排出速度 の立 ち上が りを示 し,な おかつ最大の胃排出

速度到達後に,特 徴的な 一過性 の排出速度低下 を認 めた.5HT4受 容 体刺激薬 に分類 され るmosa-

pride,cisaprideの 効 果は,D2受 容 体拮抗薬に比 し,排 出速度の上昇 は緩やかであったものの試験終了

時 まで持続す る傾向 を示 した.【 結論】D2受 容体拮 抗薬 は胃の壁 内 コ リン作動性神 経 における,

dopamine受 容体 を介 した,ア セチル コリン放出抑制作用 を解除す る事で消化管運動賦活作用を発揮

しているが,上 部小腸へのカロリー負荷で発生するcaloric-feedback regulation(duodenal brake)

の影 響をより強 く受けると推察された.ま た,こ の現象は個人差が非常に大 きく,胃 排出速度の高低

だ けでは説明できない個々のgastrointestinal accommodationの 有 り様 を反映 している とも考 えら

れた.一 方5HT4受 容 体刺激薬 は,コ リン作動性神経か らのアセチルコ リン放出を,よ り亢進 させ る

事で消化管運動賦活作用を発揮 しており,こ のアセチルコリン放 出における 「亢進」と 「抑制の解除」

の違いが,胃 排出動態の差 となって現れるのではないだろうか.

14. 13C呼 気 試験 に関す る基礎 的検 討

東北大学 ・医 ・消化器病態学1,同 ・医 ・情報科学研究科2

北 川 靖1,大 原 秀一2,下 瀬川 徹1

【目的】 胃排出能 を測定する13C呼 気 試験法について様々な報告がなされているが,使 用す る試薬,

試 験食,評 価指標などが統一 されてはおらず,他 施設の成績 との比較が困難 なのが現状である.試 薬

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

出能以外の吸収 ・代謝 ・排泄の影響が大 きい可能性があることを報告 してきた.今 回我々は健常者 に

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

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

した定性 的検査法の可能性 についても検討した.【 方法】検討(1):対 象 は健常者ボランティア11名 .

試 薬 としてAC100mg,試 験 食はラコールを用いT1/2とmの 関係について検討 した.検 討(2):対

象 および検査法 は検討(1)と 同様で,胃 排出遅延のモデル としてscopolamine butylbromide(以 下

SB)20mgを 筋注 し,評 価指標 としてTpeakを 用 い検討(1)の 結果 と比較 した.ま た,呼 気採取回数
を減 らしTmaxを 用 いて定性的 にSB投 与 を識別で きるか どうか検討 した.【結果】検討(1):T1/2
とmと の問には相関 を認 めなかった(R=0 .46).検 討(2):検 討(1)お よびSB投 与 時 のTpeaKの

mean±SDは それぞれ51.9±8.5分,77.0±11.8でSB投 与時 に有意に延長 していた.ま たTpeakと
Tmaxの 問 には強い相関を認めた(R=0.92).そ こで呼気採取時間 を検討(1)の 平均付近である30～90

分 とし,評 価指標 としてTmaxを 用 い,Tmax≦50分 を正常,Tmax≦60分 以 を遅延 とすると,SB

投与 による胃排出遅延 の識別に関してはsensitivity90.0%,specincitgy95.0%で あった.【 結論】AC

はmと の相関がなく,OCに 比 べて吸収 ・代謝 ・排泄の影響が少ない と推測 され,よ り適切な試薬 と

考えられた.ま た評価指標 として特別な計算 を必要 としないTmaxを 用 い,呼 気採取回数 を健常者の

平均付近 に限定することにより,今 まで以上に簡便 に胃排出遅延患者を拾い上 げることが可能 と考 え

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

試み

東京慈恵会医科大学・外科学

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

古川 良幸,山 本 尚,向 井 英晴

13C呼 気試験法胃排出能検査(13C法)は 非侵襲的で簡便な新 しい胃排出能検査 として本邦で も急速

に広 まりつつある.し かし,RI法 の ような直接法 とは異なり,間 接法であるために胃排出速度以外に

も13C標 識化合物の代謝排泄能に影響 され ること,代 謝排泄能の個体差 を補正する方法がないこと,な

どが問題 とされてきた.

「目的」 今回われわれは,13C法 において代謝排泄能の個体差を補正 し胃排出能検査 としての信頼

性を高めるための新 しい工夫 をしたので報告す る.

「方法 ・結果」 健常人被験 者6名 に,Ghoosら の試験食 に準 じて13C-octanoic acid 100mgと
99mTc-DTPA 40MBqを 卵 黄に添加 し白味 とは別に加熱調理 した 目玉焼 き1ヶ,ロ ールパン1ヶ,バ

ター4g,コ ン ソメスープ160mlを 投与 した.呼 気採取 とガンマカメラによる撮影を摂取後6時 間 まで

15分 毎 に行 った.今 まで,呼 気 中13CO、 存在率曲線におけるTmaxと バ イオアベイラビリティーの概

念 を導入 した胃内残存率の算出法(retention rate%=1-AUCx/AUCinfinity)を 考案 し報告してき

たが,呼 気中13CO2存 在率曲線の消失相の傾きは代謝排泄能の個体差 により変動するため従来法では

胃排出速度以外の要因に影響されることが問題であった.そ こで,消 失相 の影響を除 くために胃内残

存率を(retention rate%=1-AUCx/AUC[Tmax])と して算出しRI法 との相関性を検討 した とこ

ろ,従 来法 と比べてより強い相関が認 められた.

「結語」13C法 において代謝排泄能 の個体差 を補正す ることによ り,よ り信頼性の高 い胃排出能検

査 とすることが可能 と考えられた.

16.内 圧 法 による排 便時の結腸,直 腸,内 肛 門括約筋の協調運 動の観察

聖路加国際病院 ・小児外科

松藤 凡,横 山穣太郎

排便 には,直 腸内肛門括約筋抑制反射,外 肛門括約筋や骨盤底筋群の弛緩 と収縮,直 腸肛門角,腹

圧など多 くの要因が関わってお り,こ のため排便 は直腸肛門に限局 した現象 として取 り扱われてきた.

しかし,force strain gaugetransducerを 用 いたイヌにおける自然排便時観察か ら,以 下 の3つ の特

徴的な運動パターンが存在することを報告 してきた.

1)GMCが 直 腸 または内肛門括約筋 まで伝播する.

2)直 腸 では収縮に先立って弛緩が出現する.

3)内 肛 門括約筋が弛緩する.

これらの観察結果か ら,排便 は直腸が収縮 して内肛門括約筋が弛緩するといった単純なものではな く,

結腸か ら始 まり直腸,肛 門括約筋 に至 る一連の協調運動の結果であることが判明 した.

今 回は,臨 床例 においてグ リセ リン注腸 にて誘発 した排便時の結腸,直 腸,肛 門の運動を内圧法を

用いて観察がしたので報告する.

排 便時には,巨 大収縮波(High Amplitude Propagated Contraction)が,結 腸から直腸 または内

肛門括約筋 まで伝播する.こ の間内肛門括約筋 は弛緩 し便が排泄 され る.収 縮が直腸 まで到達すると

排便 は終了する.

これ らはイヌにおける自然排便時の運動 と類似 してお り,臨 床例 において排便障害の病態を解明す

るうえで有用 と考 えられる.
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17.モ サ プ リ ドによる排 便反射(直 腸― 直腸反 射 と直腸 ―内肛門括約筋反射)に 対 す る促 進

効果

奈良県立医科大学 ・第一外科学1,同 ・第二生理学2

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

【目的】モサプ リド(M)は 選択的5-HT4受 容体作動薬 として,主 に上部消化管に対する運動促進

剤 として使用 されている.5-HT4受 容体の ヒトの結腸,直 腸 における存在が知 られてお り,下 部消化

管に対 する作用,特 に排便反射 に対する作用に注 目した.【 方法】モルモ ットをウレタン麻酔下にガラ

ミンで非動化 し人工呼吸後,直 腸へ挿入 したバルーンを5分 間加圧伸展することによって誘起された

直腸の反射性収縮反応 と内肛門括約筋(IAS)の 反射性弛緩反応 を記録 した.M投 与前に両者の反応

を記録 しCONTROLの 反 応 とし,続 けてMの 投与量 を段階的に増や しなが ら静注 し,同 様 の記録 を

行った(無 侵襲群:n=20).さ らに腰髄,仙 髄 を破壊 して腸壁内神経系のみを残 したモルモ ットを作

製 し,腸 壁内神経系を介する反応のみに焦点 を絞 り,同様の実験 を行 った(腰 ・仙髄破壊群n=23) .【結

果】両群のCONTROLの 反応 として直腸加圧伸展に伴って直腸に起 こる数回の反射性収縮 とほぼ同

期 してIASに 数 回起 こる反射性弛緩が認められた.両 反射 の定量的評価法 として直腸― 直腸反射は

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

前のAUCとAOCを1と して投与後のAUC,AOCを 比 率 として求めreflex index(R.I .)と して比較

検討 した.Mを 投与すると直腸―直腸反射のR.I.は 無侵襲群では0.5mg/kg,1.0mg/kg,腰 ・仙髄破

壊群では1.0mg/kg,2.0mg/kgで 用量依存性 に有意 な増加を認めた.一 方,直 腸―IAS反 射 において

無侵襲群では0.1mg/Kg,1.0mg/kg,腰 ・仙髄破壊群では5.0mg/kgで 有 意な増加を認めた.5-HT

4受 容体遮断薬GR-113808 1.0mg/kg静 注 によ りMの 両反射に対する促進効果は拮抗 された.【 考察

と結論】M投 与 によ り排便反射 の重要な構成要素である直腸―直腸収縮反射 と直腸-内 肛門括約筋弛

緩反射の5-HT4受 容体 を介する亢進作用が認められ,5-HT4受 容体刺激 による統合的な排便機能 の

増強が示された.

18.ア ル ファ2受 容体 拮抗剤yohimbineの 結 腸運 動亢 進 ・排便 誘発作用 とその機序

東北大学 ・医 ・生体調節外科1,同 ・医 ・消化器外科2

柴 田 近1,内 藤 広郎1,金 学林1,長 尾 宗紀1,舟 山 裕士1,福 島 浩平1

橋 本 明彦1,松 野 正紀2,佐 々木 巌1

【目的】交感神経系,特 にアルファ2受 容体の結腸運動制御 における役割について検討す ること.

【方法】体重13-16kgの 雑 種成犬を用い,十 二指腸,回 盲弁から10,20cmの 回腸,結 腸5カ 所,の 計

8カ 所に消化管運動測定用のstrain gaugeforce transducerを 縫着 した.2週 間の回復期間の後,意

識下で消化管運動 を測定 した.十 二指腸運動が空腹期パター ンを示 している時期に,yohimbine 0.5,

1.0,3.0mg/kgを 静脈内投与 し,回 ・結腸運動,排 便 に対する効果を検討 した.ま た,yohimbine3.

0mg/kgの 結腸運動亢 進効果 に対するatropine(ム スカ リン受容体拮抗剤,0 .1mg/kg+0.1mg/kg-h),

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

抗剤,1mg/kg+1mg/kg-h),ondansetron(セ ロ トニン3受 容体拮抗剤,1mg/kg+1mg/kg-h)の

影 響 を検討 した.【 結果】yohimbineは,ど の用量でも,対 照に比べて回・結腸運動の亢進 を引 き起 こ

したが,運 動亢 進の程度 に用量依存性は認められなかった.Yohimbine投 与後30分 以 内の排便誘発率

は,0.5,1.0,3.0mg/kgで そ れぞれ,80,20,60%で あった.ま た,波 高が高 く伝播速度 の速 いgiant

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

GMCsが 中部結腸 まで しか伝播 しないときには排便を誘発 しなかったが,遠 位結腸まで伝播 した とき

には排便 を誘発 した.atropineとhexamethoniumは,こ のようなyohimbineの 回 ・結腸運動亢 進効

果 を完全 に抑制 した.Ondansetronに も抑制効果 は認め られた ものの,atropineとhexamethonium

に比 べて弱かった.FK224はyohimbineの 回 ・結腸運動亢 進効果に影響 しなかった.【結語】アル

ファ2受 容体が結腸運動,特 に排便 の制御に対 して抑制的な生理的役割を担っている可能性が示 され

た.
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19.ラ ッ ト腸管 におけるcapsaicin(vanilloid)receptor(VR1)の 局 在 ―生理機能 との関

連 で―

奈良県立医科大学 ・第二生理1,京 都工芸繊維大学 ・繊維 ・応用生物学2

富 山医科薬科大学 ・薬 ・薬品作用学3

門脇 真1.藏 本 博史',山 崎 夏維1,橋 本 裕子1,倉 石 泰3,高 木 都1

[目的]ラ ット腸管におけるcapsaicin (vanilloid) receptor (VR1)の 局在,性 質について,生 理

学的,組 織学的および分子生物学的に明 らかにする.[方 法]ラ ッ ト(Wistar系 雄性7週 齢)の 空腸,

回腸,近 位側結腸お よび遠位側結腸を摘出し,atropine(3μM)お よびguanethidine(3μM)を 含 む

Tyrode液 中で縦走筋方向に懸垂 した.つ いで,1)capsaicin(1μM)の 効 果,2)そ の効果 に対する

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

VR1の 腸 管での存在部位 を検討 した.4)RT-PCRに よ り,VR1mRNAの 腸 管での存在について検

討 した.[結 果]空 腸でcapsaicin(1μM)は 弛緩反応を起 こした.し かし,capsaicin(1μM)2回

投 与によりVR1を 脱感作して も,フ ィール ド刺激による弛緩反応および腸間膜動脈神経刺激 による

弛緩反応は変わらなかった.近 位側結腸ではcapsaicin(1μM)は 弛緩反応をほとん ど起 こさずに,自

発性の縦走筋方向の律動収縮を強 く抑制 した.そ して,こ れらのcapsaicinに よる空腸の弛緩反応 と近

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

与で強 く抑制されwashoutに よ りcapsaicinの 効 果 は再出現 した.続 いて投与 したcapsaicinは 抑制

性反応 を起 こさず,capsaicinに よる脱感作が観察された.し かしなが ら,capsaicin(1μM)は 回腸

および遠位側結腸においては明らかな反応を起 こさず,VR1の 部位特異性が示唆 された.さ らに,空

腸お よび近位側結腸の筋層間神経叢お よび粘膜下神経叢 のwholemount標 本 でのVRIC端 抗体 を用

いる免疫組織化学的検討で,粘 膜下神経叢 と筋層問神経叢 にはvaricosityを 持 ったVR1陽 性 神経線

維が認 められたが,VR1陽 性 反応 を示す壁内神経細胞 は神経節 には見 られなかった.ま た,RT-PCR

によ るVR1mRNAの 部位別の検討では,近 位側結腸 には後根神経節 と同じ位置 にVR1mRNAの バ

ンドを検出したが,回 腸,遠 位側結腸では認 められなかった.

20.水 浸 拘束 ス トレス によ るラッ ト大腸 内圧の変化 に関す る検討

弘前大学 ・医 ・第一内科1,同 ・保健管理センター2

佐 藤 研1,瀧 本 美耶子1,佐 々木大輔2

消 化管機能の検討のために様々なス トレス負荷や薬物負荷が考案 されているが,寒 冷ス トレスによ

る大腸運動の変化 を検討 した発表 も散見される.今 回我々は大腸機能異常の検討 を目的 として,急 性

潰瘍モデル として広 く用いられている水浸拘束ス トレス負荷 を応用 し,ス トレス条件下でのラット大

腸内圧の変化,及 び薬物の影響 について検討 した.

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

間絶食後実験 を行 った.エ ーテルにて麻酔後,圧 トランスジューサーであるMIKROTIPを 経肛門的

に挿入 し,distal colonに 固定 した.そ の後ネッ トにてラッピングし拘束 した状態で意識下 に60分 間

内圧を記録 した.そ の後 に60分 間剣状突起の高さまで水 に浸 し,同 様 に内圧の測定 を行 った.大 腸内

圧 はペ ンレコーダー にて内圧曲線 として記録 した.ま た水温 は23℃ とし,同 一個体に対 して拘束後水

浸 を2回 くり返 した後,水 温を30℃ として同様に拘束後水浸を1回 行 った.3回 の実験はそれぞれ別

の日に絶食後に行った.負 荷前後の内圧曲線 より5分 ごとにmotility index(MI)を 計測 し,評 価 し

た.ま た麻酔下及びア トロピン投与後に水浸拘束負荷 を行い比較検討 を行 った.

(結果,考 察)23QCの 水 浸拘束負荷後,著 明にMIは 増加 した.ア トロピン投与後水浸拘束 したラッ

ト群では抑制されたことか ら,ア ーチファク トによる影響 は少ないと思われた.IBSで はス トレスに

より症状の悪化があ り,ま た便秘型においては,distal colonの 内圧の亢進 を認めることから,水 浸拘

束ラットがIBSモ デル となりうる可能性について,今 後検討 したい.
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21.培 養 結腸 紐平滑筋細胞 にお けるangiotensin IIに よ るCa2+シ グ ナ リング とATB放

出

福岡大学 ・医 ・薬理学1,同 ・薬 ・薬理学2

桂木 猛1,佐 藤 千江美1,Lou Guangyuan1,本 多 健治2

本研究の目的はangiotensin II (Ang II)に よる平滑筋培養細胞か らのオー トクリン/パ ラクリンと

してのATPの 放 出に関与する細胞 内シグナル系を明らかにす ることである.

【方法】 培養細胞 を灌流し,ア ゴニス ト刺激により放出された液中のATPをluciferase法 に より,

また細胞内Ins(1,4,5)P3は ラ ジオ レセプターア ッセイによりそれぞれ測定 された.

【結果】 本実験 でAngIIは0.3-1μMで コン トロールの約8倍 の著 明なATP放 出作用 を示 した

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

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

ニス トの10μMSC52458に よ り完全 に拮抗された .さ らにこのATP放 出 はphospholipase C阻 害薬

の10μM U-73122やCa2+-ATPase阻 害薬の0.5μM thapsigarginさ らに細胞内Ca2+キ レー ターの

BAPTAに よ り,い ずれ も著 しく拮抗 された.Ang IIは 培養細胞 において早い立上が りの著 しいIns

(1,4,5)P3の 産生増加 を引起 し,こ れはAT1ア ンタゴニス ト前投与 により完全に拮抗された.

以上の結果より,Ang IIに よる培養細胞か らのATP放 出 には小胞体 のIns(1,4,5)P3受 容 体系の

Ca2+シ グ ナルが関与するもの と考えられる.

22.モ ル モ ッ ト結腸紐 のカルバ コール収縮 に対す るY-27632の 効 果

九州大学 ・医 ・小児外科

家入 里志,水 田 祥代,中 辻 隆徳

【目的】Rho kinase阻 害 薬であるY-27632は 特異的にRho kinaseを 抑制 し,Ca2+感 受性を下げ

ることで平滑筋 を弛緩させる.本 研究ではモルモッ ト結腸紐 を用いて消化管平滑筋のカルバ コール収

縮 に対す るY-27632の 作用 を検討した.

【方法】Fura-PE3表 面 蛍光測光 法 を用 いてモルモ ット結腸 紐平滑 筋条片 の細胞質Ca2+濃 度

([Ca2+]i)変 化 と発生張力を同時測定 した.い ずれ も非刺激時(5.9mM K+)を0%,60mM K2+脱

分 極刺激時を100%と して相対的に表 した.実 験はテ トロドトキシン(1μM)存 在 下で行 った.

【結果】1)10μM Y-27632は10μMカ ルバコール刺激による持続[Ca2+]i上 昇及び発生張力を

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

[Ca2+]i上 昇 には影 響 を与 えな かった が発 生 張 力 を50.5±6.1%と 優 位 に抑制 した.3)30μM

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

と優 位に抑制 した.4)10μM Y-27632及 び30μM fasudilに よるカルバ コール刺激時の[Ca2+]i上

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

制効果はApamin存 在 下で消失 した.

【総括】 モルモ ット結腸紐平滑筋 のカルバ コール収縮 にはRho kinaseに よるCa2+感 受 性上昇機

構 が関与 し,Y-27632が 抑制効果 をもつ と考 えられた.ま たRho kinaseは 一部のKチ ャンネルの調

節に関与 していると考 えられた.
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23.ト ロポニ ンI抑 制領域 由来inhibitory peptideに よ る盲腸紐 スキ ン ド標本収縮 抑制

東京医科大学 ・生理学第一1,九 州大学 ・医 ・臨床薬理学2

吉 野 恭正1,渡 辺 賢1,森 本 幸生2

平 滑筋細胞 における細 いフィラメント側収縮制御機構 の実体 を明 らかにする目的で,モ ルモッ ト盲

腸紐 βエスシン処理 スキンドファイバー収縮 に対する トロポニ ンIの 抑制領域(残 基104-115)合 成 ペ

プチ ド(inhibitory peptide;IP)の 効 果 を検討 した.横 紋筋同様に,IPは 数100μMで 盲腸紐のCa

イオン活性化収縮張力発生 を可逆的に抑制 した.一 方,予 めCaイ オ ンで収縮させた標本にIPを 加 え

た ときには,そ の抑制効果 は減弱 した.又,IPは 弛緩速度 には殆 ど影響 しなかった.IPに よ る収縮抑

制時にミオ シン軽鎖 リン酸化の程度の抑制 はみられなかった.又,IPの 収 縮抑制効果は,ATPγSで

ミオシン軽鎖をチオ燐酸化 した後に,リ ン酸化反応の基質にはな りに くいが ミオシンATPaseの 基質

としては働 くCTPで 活 性化 した標本で も観察された.更 に,IPは 高Mg(+)CTPに よ り惹起される

ミオシン軽鎖 リン酸化非依存性収縮 も可逆的 に抑制 した.以 上の結果から,IPは ミオシン軽鎖 リン酸

化 ・脱 リン酸化過程ではな く,細 いフィラメント側 に直接働 きミオシン ・アクチンの結合 を阻害する

ことによって盲腸紐収縮 を抑制す ることが示唆された.

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

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

東京医科大学 ・生理学第一・1,九州大学 ・医 ・臨床薬理学2

渡 辺 賢1,吉 野 恭正1,森 本 幸生2

平滑筋細胞に存在するheat shock protein 20 (HSP20)は ア クチン結合能 を持 ち,cGMP依 存性

弛緩反応に関与すると考 えられている.最 近,HSP20に トロポニ ンIの 抑制領域(残 基104-115)合

成 ペプチ ド(inhibitory peptide;IP)と 高 い相同性 を持っア ミノ酸配列が存在 し,そ の合成ペプチ ド

(HSP20110-121)は 豚 頚動脈を トリトン処理 して作成 したスキン ドファイバーのCaイ オ ン活性化収縮

を抑制することが明らかになった(Rembold CM et al.J Physiol 524;865-878,2000).HSP20110-12

1の平 滑筋収縮抑制機序を明 らかにする目的で,盲 腸紐 βエスシン処理スキンドファイバー収縮 に対す

るHSP20110-121とIPの 影響 を比 較検討 した.HSP20110-121はCaイ オ ン活性化収縮 や高Mg(+)

CTPに よる ミオシン軽鎖 リン酸化非依存性収縮を僅かに抑制す るが,そ の抑制の程度はIPに 比べて

少 なかった.一 方,HSP20110-121はIPと 異 な り弛緩速 度 を有意 に延 長 した.以 上 の結果 か ら,

HSP20110-121に はアクチンとミオシンの解離を妨 げる という,IPに はない作用を持 つことが示唆 され

た.
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25.ラ ッ ト門脈縦 走筋の 自発収縮 に対す るアルギニ ンの作 用 につ いて

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

木村 真一1,鳥 羽美由起1,周 明1,島 村 佳一1,川 口 秀明2,関 口富美子3

砂野 哲3

先 の平滑筋学会総会で,ラ ット門脈の輪状筋標本 におけるアルギニンの収縮促進作用のについて報

告 した.今 回は,ラ ット門脈の縦走筋標本 をもちいて,ア ルギニ ン収縮促進機序について検討 した.麻

酔 ラットより門脈縦走筋を摘出し,タ イロー ド液中で等尺性張力 を測定した.規 則的な自発収縮 を示

す標本 は,10-4～10-2MのL-ア ル ギニンで収縮頻度が増加 した.収 縮高や収縮持続時間には著 しい変

化はみられなかった.D-ア ル ギニンは自発収縮をほとん ど変化 させなかった.L-ニ トロアルギニンは

自発収縮に影響 を与 えなかった.L-ニ トロアルギニン存在下 においても,L-ア ルギニ ンは自発収縮頻

度 を増加 させた.蛍 光色素 を用いた細胞内遊離Ca濃 度の測定 において,自 発収縮 にともなって細胞 内

遊離Ca濃 度の上昇がみられた.L-ア ル ギニンは細胞内遊離Ca濃 度の上昇の頻度 を増加 させた.微 小

電極法による膜電位記録により活動電位数の増加が観察 された.

以上 より,ラ ッ ト門脈縦走筋 の自発収縮に対 するL-ア ルギニンの収縮促進作用には,活 動電位発生

の増加が関与す ることが示唆された.

26.ウ サ ギ血管 および血小板 に対 す る新規 トロンボキサ ンA2受 容体遮断薬Z-335の 作 用

東北大学 ・薬 ・細胞情報薬学

吉田 真,志 村 徳郎,佐 藤 ゆか り,大 久保聡子,中 畑 則道

トロンボキサ ンA2受 容体(TP)の 薬理学的 な性質は血管 と血小板で異なることが以前か ら報告 さ

れている.し か し,そ の実体については現在の ところ明 らかではない.本 研究では,新 規TPア ンタ

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

 monohydrate)の ウサギ大動脈血管平滑筋 と血小板におけるTPに 対す る作用について検討 を加 え

た.

TPア ゴニス トのU46619は 血小板の形態変化 と凝集 を引き起 こし,pD2値 はそれぞれ7.93お よび

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

方,U46619に よる血小板の形態変化 に対 してZ-335は 競 合的に抑制 し,そ のpA、 は8.06で あ った.ま

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

あ った.Z-335は 血小板においてU46619に よるイノシ トール リン脂質(PI)水 解反応 も抑制 した.一

方,U46619は ウサギ大動脈血管平滑筋 を用量依存的に収縮 させ(pD27.34),そ の収縮 はZ-335に よっ

て競合的 に抑制された(pA28.60).Z-335は 他 の受容体刺激による血管収縮反応を抑制せず,そ の作

用はTP受 容体に特異性が高いものと考えられた.ま た,そ の作用の特徴 として受容体から解離 しに

くい薬物 と考えられた.初 代培養血管平滑筋細胞では,U46619に よって引き起 こされ るPI水 解反応

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

上 の結果 よ り,Z-335は 血 管および血小板 におけるTPを ともに強力に遮断するが,そ の抑制に要す る

濃度 は血管の方が血小板に比べて低濃度であることから,Z-335は 血 管 と血小板 のTPの 相違を認識

している もの と考 えられる.
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27.正 常 血圧 と高血圧 自然発症 ラ ッ ト大動脈の カフ ェイ ンによる弛緩反 応の比較

近畿大学 ・薬 ・機能形態学

関口富美子,三 宅 義雅,樫 本 孝史,砂 野 哲

カフェインは血管標本を弛緩 させ るが,こ の弛緩 には内皮依存性の部分があるとい う報告がみられ

る.ま た,高 血圧動物 の血管では内皮依存性弛緩に異常があることも知 られている.本 研究では,カ

フェインによる弛緩反応を正常血圧のWistar Kyotoラ ッ ト(WKY)と 脳 卒中易発症性高血圧 自然発

症 ラット(SHRSP)の 大動脈を用いて比較,検 討 した.ノ ルア ドレナ リンで前収縮 させた標本のアセ

チルコリンによる内皮依存性弛緩はWKY標 本 に比べSHRSP標 本 で著明に減弱 していたが,カ フェ

インによる弛緩 は標本間で差はなかった.ど ちらの標本 において もカフェインによる弛緩は内皮除去

の影響 をほ とんど受 けなかった.膜 透過型 の安定なサイクリックAMP (cAMP)の アナログである

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

SHRSP標 本 間で差 はみられなかった.大 動脈平滑筋の細胞内cAMPレ ベ ルを測定 した ところ,非 刺

激条件下,ノ ルアドレナリン存在下,ノ ルア ドレナ リンとカフェイン存在下の全ての条件下 において

SHRSP標 本 のcAMPレ ベ ルはWKY標 本 より有意に高い値 を示 した.カ フェインはどちらの標本の

cAMPレ ベル も増加 させたが,そ の増加量 は標本間で差はみ られなかった.以 上 より,ラ ット大動脈

にお けるカフェイ ン弛緩 には内皮由来弛緩因子は関与 しておらず,カ フェインの血管平滑筋 に対す る

直接的な作用によるものであること,ま た,こ のカフェインの作用 はSHRSP標 本 において変化がな

い ことがわかった.db-cAMPに 対 す る感受性 にWKY,SHRSP標 本 間で差がなかった ことか ら,

cAMPに 対 する感受性 も標本間で差 はないと考えられ るが,基 礎的なcAMPレ ベ ルがSHRSP標 本

で上昇 していた結果 についてはさらに検討が必要 と思われる.

28.ラ ッ ト腹 部大動脈 におけ るAtypicalβ-ア ドレナ リン受容体 を介 した弛緩反 応の特徴

東邦大学 ・薬 ・薬理学

松下真由美,堀 之内孝広,田 中 芳夫,小 池 勝夫

【緒言】 β-ア ドレナ リン受容体(β-AR)は 従来,β1-AR及 び β2-ARに 細分類 されていたが,現 在

で はβ1-AR拮 抗 薬や β2-AR拮 抗 薬 によって拮抗 されに くいとい う特徴 を有するAtypical β-AR

(β1-ARあ るいは β2-AR以 外 のサブタイプ)も しくはβ2-AR(便 宜 上,3種 のサブタイプに分類 され

ることから)の 存在が明らかにされている.本 研究で は,ラ ッ ト腹部大動脈 に機能的なAtypical β-AR

が存 在 していることを明 らかにし,Atypical β-ARを 介 した弛緩反応の特徴を検討 したので報告す

る.

【方法】Wistar系 雄性 ラット(6～8週 齢)を 撲殺潟血後,直 ちに腹部大動脈 を摘出 し,血 管内皮を

除去 したらせん標本を作成 した.筋 の機械的反応 は19の 負荷 の下,等 尺性に記録 した.β-ARを 介 し

た反応は,(-)-Phenylephrine(0.3μM)で 収縮 させた標本に β-AR作 用薬 を累積投与す ることによ

り観察 した.な お,β-AR拮 抗薬の処理時間は60分 間 とした。

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

AR作 用薬)に よる弛緩反応は,CGP20712A(0.1μM,選 択 的 β1-AR拮 抗 薬)及 びICI-118,551(0.1

μM,選 択 的 β2-AR拮 抗 薬)に よる拮抗作用に抵抗性であった.CGP20712A(0.1μM)及 びICI-118,

551(0.1μM)共 存下,(-)-Isoprenaline及 び(±)-CGP12177Aの 濃 度反応曲線は,SR59230A(0.1

～1μM,選 択 的 β3-AR拮 抗 薬)に よって影響 を受けなかったが,(±)-Bupranolol (3～10μM,非

選択的 β1-,β2-,Atypical β-/β3-AR拮 抗 薬)に よって濃度依存的 に右方へ移動 した.し かしなが ら,

30μMの(±)-Bupranolol処 理 によってそれ以上の移動 は観察 され なかった.こ れ らの知見か ら,

ラ ット腹部大動脈 における β-ARを 介 した弛緩反応 には,β3-ARと は異なるAtypicalβ-ARが 関 与

しており,Atypicalβ-ARを 介 した弛緩反応 は,(±)-Bupranolol感 受 性及び非感受性 とい う2つ の

タイプがある可能性が示唆された.
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29.テ レメ トリー法測定 によ る低体温過程 ラ ッ トの血圧 変動の スペ ク トル解析

国立療養所秋田病院1,秋 田大学 ・工学資源2

猪 又 八郎1,井 上 浩2,布 施 力恵2

[目的]テ レメ トリー法 を用い,無 麻酔無拘束状態のラッ トで冷却環境下の血圧変動 を測定 し,低

体温過程の自律神経活動の関与について検討 した.

[対象と方法]使 用ラッ トはSprangue Dawley (SD)系,21～28週 齢,体 重415～470gで あ る.

生体電位,温 度両信号の送信機 と受信機からなるテレメターシステムはData Sciences製(Mutiplus

 TL11M2-C50-PXT)を 使 用 した.腹 腔内深部 に装着 した送信機部位の温度(Tr)を,カ テテールを

挿入 した下行大動脈 の血圧(BP)を それぞれ測定 し所定の深部温度(Tr=38～30℃),収 縮 期血圧

(SBP)を 記 録 した.冷 却環境 として冷凍庫を利用 し,対 象ラッ トを無拘束下で庫内に解放 し庫内温

度 を環境温度(Ta)と して評価 した.庫 内の冷却暴露後12時 間,解 除後復温過程10時 間にわた りTr

に対するSBPお よびSBPの 時 間間隔(SBPi)を 連続的に測定 し,2つ の変動の周波数分析を行 った.

[結果]Ta=23℃,Tr=38℃ で はSBPi=0.18sec,SBP=150mmHgが 冷却暴露により一時的に

0.14secの 短縮,SBP=158mmHgの 上 昇に急変後,Tr=36℃ か ら30℃ まで体温下降過程でSBPの

低 下 とSBPiの 延 長がみられた.体 温復温過程 ではヒステリシス現象がみられた.周 波数解析 によ り求

められたVery Low Frequency (VLF),Low Frequency (LF),High Frequency (HF)の3成 分の

瞬時振幅VLFA,LFA,HFAは38℃ か ら冷却暴露 により抑制減少するが低体温過程でLFA,HFA

が34℃ 近 傍から増加傾向を示 し,特 にHFAで は この傾向が より顕著であった.以 上の知見か らラッ

トの低体温過程では交感神経系の抑制に対 して,副 交感神経系緊張の優位の可能性が暗示 された.

30.培 養 血 管平滑 筋 の収 縮能 に及ぼ す活性酸 素 の影 響―in vitroモ デ ル血 管 を用 い た検

討 ―

九州大学 ・医 ・生体情報薬理学

大池 正宏,木 村 千稚,辛 島 裕士,久 留 和成,伊 東 祐之

酸化ス トレスは動脈硬化や高血圧 などの心血管病変の原因 として重要であるが,そ の血管収縮 に及

ぼす影響 については不明の点が多 く残 されている.我 々は,培 養ウシ大動脈平滑筋細胞(BASMC)に

及 ぼす活性酸素(O2-)の 効果 を,細 胞内Ca2+濃 度([Ca2+]i)測 定 とin vitroモ デル血管 を用いて検

討 した.xanthine(X)とxanthine Oxidase(XO)を37℃ で反応させてO2-を 発生 させ,細 胞 を45

分 間曝露 した.コ ラーゲ ンコー トした培養プレー トにBASMCを 培 養 してO2-に 曝露 した ところ,

ATPに よるP2受 容体刺激で生 じる[Ca2+]i上 昇 と,thapsigargin刺 激 によって惹起 され る容量性

Ca2+流 入 の両者が有意な減少を示 し,こ れらはsuperoxide dismutase(SOD)に よって回復 した.こ

れに対 し,高K+溶 液 による脱分極 で生じる[Ca2+]i上 昇 は,O2-に よっても影響 を受 けなかった.一

般に平滑筋細胞は培養 によってその収縮力を失 うが,BASMCを コラーゲンゲル内に包埋 して24穴

培養 プレー トに培養 した ところ,こ れらの[Ca2+]i上 昇刺激によってゲルの収縮がみられた.そ こで

我々は,こ れをデジタルカメラで経時撮影 したのちにゲル表面積 を計算することで平滑筋収縮 のin

 vitroモ デル系 として使用した.こ のコラーゲンゲルに上記のO2-暴 露 を行なった ところ,[Ca2+]、 反

応の低下 がみ られたATPとthapsigarginに よる刺激に対す る収縮 は抑制を認め,こ れ らは[Ca2+]i

の場 合 と同様 にSODに よって回復 した.と ころが,[Ca2+]iに は影響 を認 めなかった高K+溶 液によ

る収縮 もO2-に よって有意に抑制 され,さ らに,Ca2+イ オ ノフォアA23187に よ って生 じる収縮 も

O2-に よって有意に抑制 された.こ れ らもSODに よって回復 した.以 上の結果より,O2-は 血管の収

縮能 を低下 させ,こ れは一部のCa2+動 態 の抑制に加えて血管平滑筋のCa2+感 受性の低下にもよって

いることが示唆 された.
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31.ラ ッ ト腸 間膜動脈末梢部 に存在す る高電位活性化型 ジ ヒ ドロピ リジ ン(DHB)非 感 受

性Ca2+チ ャ ネルのT型Ca2+チ ャネル に類似 した薬理学特性 につ いて

九州大学 ・医 ・生体情報薬理学

井上 隆司,森 田 浩光,伊 東 祐之

全身の血管系にはL型 チャネルが普遍的に分布 し,血 管の抵抗(緊 張度)の 調節に中心的な役割を

果た していると考えられてきた.し か し最近の研究か ら,細 動脈以降の末梢抵抗血管部には,幾 つか

のDHP非 感 受性Ca2+チ ャネルのisoformが 部 位特異的な分布をしていることが明らかになって き

た.腸 間膜動脈末梢部で も,従 来の電位依存性Ca2+チ ャネル とは異なる性質 を示 すCa2+チ ャネル

(NICCs)が 種 を越 えて存在することが報告 されているが,そ の分子実体 を知 るための必須の情報がか

な り不足 している.そ こで本研究では,こ のチャネルに似た電気生理学的性質を示すことが示唆 され

ているR-型,T-型Ca2+チ ャネル に対応す る遺伝子,a1E,a1Gを 安定発現 した細胞 を用いて,3つ の

Ca2+電 流 の電気生理学的性質,種 々の薬物に対する感受性 を詳細 に比較検討 した.(結 果)(1)3つ

のCa2+電 流 の電流電圧関係,活 性化・不活性化の電位依存性およびキネティックス,イ オ ン透過性に

は明 らかな違いが見 られた.(2)R-型,T-型Ca2+チ ャネルを特異的に抑制するSNX-482,sFTX3.3

は,そ れぞれa1E,a1Gに よるCa2+電 流 を特異的に抑制 した.(3)DHP系Ca2+拮 抗 薬nimodipine

(10μM)はa1Eに 対 して全 く効果がなく,NICCを 中等度,a1Gを 高度 に抑制 した.(3)従 来T-型

に選択的 と考えられてきたCa2+拮 抗 薬mibefradilは3つ の電流 に対 してほぼ同等の抑制効果 を示 し

た(-60mVに お けるNICC,a1E,a1Gに 対 するIC50値:0.3,0.35,0。14μM).(4)T-型 に対する抑

制が報告されている新規Ca2+拮 抗薬SUN N5030やphenytoin,etosuximideに よる阻害効果に関 し

ても,NICC,a1E,a1G間 に僅かな差 しか見 られなかった.(結 論)以 上の結果か ら,NICCsの 分 子構

造 を特徴付 ける幾つかの重要な性質 はa1E,a1Gの それ と決定的に異なるものの,そ の薬理学的特性

には3種 の電流問で(特 にNICCとa1G)殆 ど差がない ことが明 らかになった.

32.高 血 圧発症 ラ ッ ト(SHR)大 動 脈平滑筋 の酸 性下 での異 常収縮機構 の電気生理学 的検

討

名古屋市立大学 ・薬 ・細胞分子薬効解析学1,東 北大学 ・薬 ・分子生物薬学2

喜 吉 英和1,橘 川 美香1,齊 藤 真也2,大 矢 進1,村 木 克彦1,大 泉 康2

今 泉 祐治1

外 液pHを 酸性 にすることにより引 き起 こされ る大動脈平滑筋 の収縮反応が,正 常血圧のWister

 Kyotoラ ッ ト(WKY)に 比 べ高血圧発症 ラット(SHR)で は顕著 に増大 していることが知 られてい

る(FuruKawa et al.,1996).今 回,こ の異常収縮機構 について,電 気生理学的手法 を用いて検討を

行った.大 動脈標本にガラス微小電極法 を適用し平滑筋の膜電位測定を行った ところ,酸 性pH変 化 に

伴 う脱分極 が確認 された.こ の酸性pH誘 起性の脱分極 は,WKYに 比 べSHRに お いて有意 に大 き

かった.大 動脈平滑筋を単離 し,パ ッチクランプ法により外向 きK+電 流測定を行 った ところ,酸 性pH

変化 に伴 うK+電 流の減少が認 められた.こ の電流の変化は,WKYに 比 べSHRで 大 きい傾向が見 ら

れた.1μM Penitrem Aを 用 いて大 コンダクタンスCa2+活 性化K+(BK)チ ャネル を阻害 した とこ

ろ,BKチ ャネル電流成分 はWKYに 比 べSHRの 方が大 きいことが明らかとなった.1μM Penitrem

 A存 在 下において,酸 性pH変 化 によるK+電 流の減少は僅かであった.大 動脈平滑筋においてRT-

PCR及 びWestern blotよ る解析を行 った ところ,pH感 受性K+チ ャネル としてBKチ ャネル以外に

TASK1,TASK2の 発現が確認された.WKYとSHRで 比較 した ところ,そ れ らの蛋白発現量に有意

な差 は認め られなかった.一 方,BKチ ャネルの蛋 白発現量 はSHRで 有意 に増大していた.以 上の結

果か ら,酸 性pH誘 起性の収縮 は,BKチ ャネルの抑制 とそれに伴 う脱分極 を介しており,SHRで の

BKチ ャネル の発現増大 が酸性pHに よる異常収 縮 に大 きく寄与 してい る可能性が示 唆 され た.

TASKの 寄 与はあった として も僅かであると推測 された.
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33.モ ル モ ッ ト膀胱平滑筋 の 自発性収縮 の性質 とBKチ ャネルの役割の検討

東邦大学 ・薬 ・薬理学1,同 ・薬 ・薬物学2

田 中 芳夫1,2,今 井 利安2,岡 本 貴男1,2,堀 之 内孝広1,田 中 光2,小 池 勝夫1

 重信 弘毅2

【目的】膀胱の生理的役割 は尿の貯留 と排泄であ り,そ の機能 は膀胱平滑筋の収縮性変動 を反映す

る.膀 胱平滑筋の収縮 は様々な化学因子や物理的要因による複雑な制御 を受 けるが,基 本的には平滑

筋で発生する自発性の筋原収縮がその構成要素である.自 発性収縮 の発生機序の詳細はい まだに不明

であるが,平 滑筋細胞で発生する活動電位 との関係が示唆されている.本 研究では,モ ルモット膀胱

平滑筋で発生す る自発性収縮の基本的特徴 を活動電位 との関連性 も含めて解析するとともに,平 滑筋

細胞 に高密度に発現 しているBKチ ャネルの役割 を検 討 した.【 方法】モルモ ットか ら膀胱 を摘 出

後,三 角部 を取 り除いて標本(長 さ8～10mm× 幅1～2mm)を 作製 し,張 力変化を等尺性 に記録 し

た.膜 電位変動 は微小電極法により記録 した.ま た,ペ ン トバルビタールで麻酔 したモルモッ トの膀

胱内にバルーンを挿入 して内圧変動を記録 した.【 結果】(1)摘 出標本 に0.5gの 負荷 を与 えて15-40

分経 過後に筋原性の 自発性収縮の発生を認めた.ま た,記 録 された活動電位 も筋原性であった.(2)

Nisoldipine(100nM)・diltiazem(10μM)は,活 動電位 を完全 に消失させたが,自 発性収縮に対 し

て は有意 な抑制 を示 した ものの消失 させ るこ とはなかった.Nisoldipine非 感 受性 の収縮成分 は,

gadolinium (200μM)に よ り強 く抑制 された.(3)今 回検討 したKチ ャネル阻害薬 のなかではBK

チ ャネルに選択性 を有するIberiotoxin(IbTx)に 最 も強い収縮増強効果 を認めた.IbTxは 活 動電位

の頻度を顕著 に増加 させ,活 動電位持続時間も有意に延長 させた.(4)骨 盤 神経切断の有無 によらず律

動的な膀胱内圧変動が観察 され,IbTxは この膀胱運動の発生頻度を増大 した.【 考察】活動電位 の制

御 によりモルモ ット膀胱平滑筋の自発性収縮の発生に際 して負帰還機構 として機能す るBKチ ャネ

ルの役割 の重要性が示 された.生 体内における尿の排泄制御 に対 してもBKチ ャネルの果たす役割の

比重は高いものと推測 される.

34.蛋 白 分解酵素 に よるブ タ尿道平滑筋ATB感 受性 力 リウムチ ャネルの化学的修飾

九州大学 ・医 ・生体情報薬理学

寺本 憲功,伊 東 祐之

細胞膜内側からchymotrypsin,carboxypeptidase A,papain等 の蛋 白分解酵素 を投与するとイオ

ンチャネルの立体構造が変化 しチャネルの電気生理学的特性が,劇 的に変化することが様々な種類 の

イオ ンチ ャネルで知 られている.蛋 白分解酵素は,主 に各種細胞内小器官 に広汎 に分布 し高濃度で貯

蔵 されてお りイオ ンチャネル と蛋白分解酵素 による修飾 とには密接な関係があると考 えられている.

例 えば膵臓 β細胞,心 筋のATP感 受性K+チ ャネル(KATPチ ャ ネル)は チャネル活性がランダウン

した後,蛋 白分解酵素処理によりチャネルの再活 口生化が報告 されてい るが平滑筋のKATPチ ャネルに

関す る蛋 白分解酵素による修飾に関す る報告 は全 くない.

今 回,我 々は,パ ッチクランプ法を用いてブタ尿道平滑筋におけるKATPチ ャネルに及ぼす蛋白分解

酵の効果 を検討 した.イ ンサイ ドアウ ト状態(細 胞内外液共 に140mM)でKATPチ ャネルのチャネル

活口生が完全にランダウンした後にtrypsin(1mg/ml)やcarboxypeptidase B(0.1mg/ml)を 細 胞膜

内側か ら投与する と約10分 後にセルアッタッチ状態でlevcromaKaliln(10μM)存 在 下で観察 された

KATI,チ ャネル と同 じコンダクタンス,同 じ開口,閉 口時間,同 様の内向き整流性 を有するK+チ ャネ

ルの活性が観察 された.こ のK+チ ャネルのcibenzoline感 受性及びATP感 受性 はKATPチ ャネル と

有為な差 は観察 されなかったが(cibenzoline,IC50値,5μM;ATP,IC50値,300μM),一 方gliben-

clamide感 受性は,KATPチ ャネルに比 し約10倍 減弱 していた(IC,。 値,5μM).ま た細胞外側か ら蛋

白分解酵素 を投与 しても膜電流 は惹起 されずlevcromaKalim(100μM)投 与 により惹起 したKATP電

流 にも影響 を及ぼさなかった.

以 上よ り蛋白分解酵素 を細胞膜内側 に投与す るとブタ尿道平滑筋KATPチ ャネルは再活性化 され

チ ャネルのボア領域 には影響 を及ぼさないがglibenclamide結 合 部位 を修飾 していることが示唆され

た.
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35.ヒ ト膀胱 平滑筋 か らのacetylcholine(ACh)放 出量 に及ぼ す加齢 の影響

熊本大学 ・医 ・泌尿器科

吉田 正貴,村 上 滋孝,稲 留 彰人,宮 前 公一,桝 永 浩一,上 田 昭一

[緒言]膀 胱機能 は加齢 により変化す ることが知 られている.ま た,膀 胱収縮の主要な神経伝達物質

はAChで あ るが,膀 胱平滑筋からのAChの 放 出に対する加齢や膀胱張力の影響 についての検討 はほ

とん ど行われていない.今 回我々は,摘 出 ヒト膀胱条片を用いてACh放 出 とこれらの因子 との関係を

検討 した.[方 法]ヒ ト膀胱条片 は膀胱腫瘍 によ り摘 出 した正常膀胱体部 よ り作成 し,こ れ にmi-

crodialysis用 プ ローブを挿入 して筋浴槽内に懸垂固定 し,等 尺性 トランスデューサー介 して張力変化

を記録 した.AChの 基礎放出および経壁電気刺激(EFS:supramaximum voltage,duration0.3msec,

40Hz,train 3sec)時 のACh放 出量に対す る年齢 と膀胱条片のbasal tension(0～4g)の 影響 を観

察 した.ACh量 はmicrodialysis法 で 回収された透析液 を電気化学検出器付 きHPLCに 注入 して測定

した.[結 果]EFSに よ りヒト膀胱平滑筋か らは周波数依存性 にAChが 放 出され,収 縮反応が惹起 さ

れた.こ のEFSに よ るACh放 出量 は加齢 とともに減少 し,年 齢 との問 に有意 の負の相関関係が認 め

られた.ま た,張 力をかけない状態でもテ トロ ドトキシンで抑制 されない,神 経原性以外のACh放 出

(基礎放出)が 認められた.こ の基礎放出量 は加齢により有意に増加 した.ま た膀胱上皮 を有する切片

では,条 片のbasal tensionを 増加 させることにより基礎放 出量 は増加 し,そ の増加率は高齢者で有意

に高かった.上 皮 を有 さない条片ではbasaltensionの 増加 によっても基礎放出量の変化 は認められな

かった.[結 論]膀 胱からのEFSに よるACh放 出 は加齢により減少するが,AChの 基 礎放 出は膀胱

の伸展および加齢 により増加する.ま た,こ の増加 には膀胱上皮が関係 していることが示唆された.こ

れ らのACh放 出量の変化が加齢 に伴 う膀胱機能障害に関係 している可能性が推察された.

36. In vivo microdialysis法 を用 い た2型 糖尿病 モデル ラッ トにお ける膀胱平滑 筋 か ら

の アセチル コ リン放 出量 の測定 について

熊本大学 ・医 ・泌尿器科

宮前 公一,吉 田 正貴,稲 留 彰人,宮 本 豊,村 上 滋孝,岩 下 仁

 大谷 将之,桝 永 浩一,上 田 昭一

【目的】2型 糖尿病 の膀胱平滑筋 における自律神経障害について検討する目的で非肥満2型 糖尿病

モデルであるGKラ ットを用いて骨盤神経の電気刺激 によるアセチルコ リン放出量をin vivomi-

crodialysis法 にて測定 した.

【方法】8週,32週 の雌性 のwistarラ ッ トと非肥満2型 糖尿病モデルのGKラ ッ トを900mg/kg

のウ レタン麻酔下に開腹 し,経 尿道的に20Gの カテーテルを膀胱内に挿入 した.膀 胱壁に臓器用透析

プローブを貫通 させ,エ ゼリン入 りリンゲル液 を透析液 として2μl/minで 潅 流させなが ら圧力 トラン

スデューサーを介 して膀胱内圧 を測定 した.透 析液 は10分 毎 に回収 しなが ら片側 の骨盤神経末梢側 を

フック型電極 にのせ電気刺激(supramaximum voltage,pulse duration 0.1ms,frequency 1-10Hz,

train of pulse 60 s)を 行 った.回 収液 は電気化学検出器付 き高速液体クロマ トグラフィーに注入 し分

析 してアセチルコリン量を測定 した.

【結果】8週 齢においては骨盤神経刺激 による膀胱収縮力,ア セチルコリン放 出量共にwistarラ ッ

ト,GKラ ッ トで有意な差 は認めなかった.32週 齢GKラ ッ トの膀胱収縮力,ア セチルコリン放 出量

はwistarラ ッ トに比べて有意 に低下していた.

【結論】 非肥満2型 糖尿病モデルの膀胱平滑筋において加齢が進むにつれ,ア セチルコリン放 出量

が減少し,膀 胱収縮力 も低下す ることによりこれが2型 糖尿病の膀胱機能障害 と関係 している可能性

が示唆された.
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37.摘 出 ヒ ト膀胱 平滑筋 に対 す るYM905の 作 用の検討

熊本大学 ・医 ・泌尿器科

桝永 浩一,吉 田 正貴,宮 本 豊,村 上 滋孝,大 谷 将之,宮 前 公一 

岩下 仁,上 田 昭一

【目的】 頻尿 ・尿失禁治療薬 として開発 されたYM905は,ム スカリンM3受 容体に比較的高親和性

を示 し,動 物実験では他の臓器 に比較 して膀胱 に対す る選択性が認められているが,ヒ ト膀胱に対す

る本薬剤の作用を検討 した報告は見 られない.今 回我々は摘出 ヒト膀胱平滑筋に対するYM905の 薬

理学的特性 について検討 した.

【方法】 膀胱腫瘍 にて膀胱全摘術 を受 けた患者か ら摘出した膀胱の正常体部か ら平滑筋条片 を作成

し,こ れ を37℃ で 酸素化 したKrebs-Henseleit液 を満た した筋浴 槽内 に懸垂 固定 し,carbacho

l(CCh),80mM KCl及 び経壁電気刺激収縮(EFS:supramaximum voltage,0.3msec duration,2-60

Hz,3.0sec train)に 対 す るYM905の 作用 を等尺性 トランスデューサー を介 して記録 した.

【結果】CCh(0.1μM-10mM)は 膀胱平滑筋を用量依存性 に収縮させた.YM905(10nM-10μM)

の 前処置 はCChの 用 量反応 曲線 を右方に移動 させたが,高 濃度の前処置でも最大収縮 はほとんど抑制

しなかった(pA、 値:7.83±0.07;Slope1.19±0.03).ま た80mM KClに よる収縮に対 してYM905

はほ とん ど影響を示さなかった.EFSに よる周波数反応曲線 に対 してYM905は 用量依存性に収縮反

応を抑制 した.ま た,atropine1.0μMの 存在下で残存するEFSに よるatropine抵 抗 性収縮に対 して

YM905は 有意な抑制作用 を示 さなかった.

【結論】YM905は ヒ ト膀胱平滑筋 に対 して主に抗ムスカ リン作用 により収縮反応 を抑制すること

が示され,頻 尿 ・尿失禁治療薬 として有用である可能性が示唆 された.

38.妊 娠 ラッ ト子宮平滑筋 細胞 におけるATB受 容 体 の電気生理 学 的性 質 と収縮 制御機 構

と しての役割

広島大学 ・医 ・産婦人科

三好 博史,大 濱 紘三

子宮収縮の周期性つまり陣痛間隔を制御する機構 は十分に解明されていない.昨 年我々は,妊 娠ラッ

ト子宮平滑筋細胞 の非選択性陽イオ ンチ ャンネル(以 下NSCC)が 自然脱分極 を介 し周期性を制御 し

ている可能性を報告 した.一 方,子 宮平滑筋において分子生物学的にATP(P2)受 容体の存在が報告

されたが収縮促進機序は明らかではない.今 回,ATP受 容体 を透過す るイオン電流を記録 したので,

その性質 と収縮制御 における役割を検討する.妊 娠18-20日 の ラット子宮縦走筋 よりコラゲナーゼで

単離した平滑筋細胞 にwhole cell patch clamp法 を使用した.阻 害剤でCa,K,NSCC電 流 を抑制 し

ATP受 容 体電流 を分離記録 した.細 胞外ATP(0.01-1mM,Kd=0.07mM)に よ り活 口生化 された電

流は電位依存性のない矩形電流であ り,細 胞外Na濃 度 に依存 していた.ATP以 外 のプ リン体お よび

誘導体 においても促進効果 を認 め,そ の強さは αβ-Methylene ATP>ATP>2-Methylthio ATP>

UTP>GTP>ADPの 順 であった.各 一価陽イオンの逆転電位 はK;11.0±2.8mV (n=11),Cs;

7.3±1.7mV(n=14),Li;7.2±4.4mV(n=10),Na;1.8±2.6mV(n=15)と 計 測され,透 過工生はK>

Cs>Li>Naの 順 であった.P2阻 害 剤であるスラ ミン(0.1mM)お よびP2X選 択的阻害剤PPADS

(0.03mM)に 高 い感受性 を示す ことよりこのチャンネルはATP受 容 体の中でもP2X receptorで あ

ると判断 した.ATP受 容体電流 はNSCCと 同様 に静止膜電位-50mVに おいて持続性内向き電流で

あ り,膜 を脱分極 させ子宮収縮 を誘発する と推測された.ま た,細 胞外Mgに よ りATP受 容 体は濃度

依存性(Kd=0.32mM)に 阻害 され,臨 床的に早産治療 に使用 されるMgの 子宮収縮抑制機構の一つ

と考えられた.
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39.新 規 海洋天然 毒ペクテ ノ トキシ ン2の 平滑筋 に対 す るアクチ ン脱 重合作用

東京大学 ・農 ・獣医薬理学

堀 正敏,尾 崎 博,唐 木 英明

【目的】 ペクテノ トキシン-2(PCTX-2)は,養 殖ホタテ貝の毒化 の原因物質 として単離精製 ・構

造決定された,多 数のエーテル環 とラク トン環 を持つマクロライ ド化合物である.PCTX―2の 生理活

性作用については,種 々の癌化細胞株 に細胞毒性を示す ことが報告 されているが,そ の詳細は不明で

ある.そ こで,本 研究は,平 滑筋 を用いてPCTX-2の 生物活性作用を明 らかにすることを目的とした.

【結果】PCTX-2は,ラ ッ ト大動脈 における72.7mM KClお よび1μMフ ェニレフリン収縮 を濃

度依存性 に抑制 した.さ らに,血 管平滑筋由来のA7r5細 胞 において,PCTX-2は 細胞形態には大 き

な変化を与えなかったが,FITC・ フ ァロイジン染色 によりアクチン線維を減少 させ ることが示唆され

た.次 に,PCTX-2が 直接アクチン重合を阻害する可能性 を検証す るために,単 離骨格筋G-ア クチン

を用 いてアクチン重合への影響 を検討 した.PCTX-2は,ピ レン蛍光 ラベル したG-ア クチンの重合 に

伴 う蛍光強度増強速度 とその最大蛍光 を濃度依存性 に抑制 したことか ら,ア クチ ンに直接作用してそ

の重合を抑制す ることが明 らかになった.ま た,PCTX-2はF-ア クチンを切断する作用は持たず,G-

アクチンを隔離することによって脱重合を引き起 こす ことが示唆された.最 後 に,PCTX-2のA7r5細

胞 への影響を電子顕微鏡にて詳細 に検討 した ところ,PCTX-2は 接着斑 を形成する基底膜側の細胞膜

直下のアクチン繊維には全 く影響 を与 えず に,細 胞表面の細胞膜直下の裏打ちアクチン構造 を選択的

に脱重合することが明 らかにされた。また,PCTX-2は 微 小管構造や中間径 フィラメン トの構造には

影響 を与 えなかった.【 考察】PCTX-2はG一 アクチンを隔離することにより,F-ア クチンを脱重合 さ

せる新規のアクチン脱重合剤であることが示唆 された.ま た,平 滑筋細胞 においては接着斑 を形成 し

ない細胞表面の細胞膜裏打ちアクチン構造 を特異的に脱重合することが示唆された.

40.平 滑 筋 細胞の薬理 学的 性質及 びタ ンパ ク質の培養 に よる変化

昭和大学 ・薬 ・薬理

百瀬 和享,飯 島 道子,桐 木 里佳,高 田 憲子,野 部 裕美

【目的】単離直後 の平滑筋細胞 は収縮能を保持 しているが,ウ シ胎児血清(FCS)存 在 下で培養する

と収縮能が消失する.す なわち,分 化型から脱分化型への形質転換 を示す.両 者 を比較 ・検討す るこ

とは平滑筋収縮機構 の解明に意義 あるものと考 える.本 研究は,FCS存 在 下及 び非存在下で培養 した

平滑筋細胞 について,そ れぞれの薬理学的性質及び収縮タンパ ク質の変化 を観察することにより,収

縮に関す る知見を得ることを目的 とする.【 方法】単離細胞 はモルモッ ト回腸縦走筋から酵素法によ

り調製し,FCS存 在 下で培養 を開始した.サ ブコンフルエン トあるいはコンフルエン トの時点でFCS

を除 去して,さ らに培養 を続 けた.収 縮能は弱い トリプシン処理後,CChあ るいはATPを 適 用 し,位

相差顕微鏡 で観察 し,画 像 をデジタルカメラにて取得 した.Ca2+応 答 は蛍光顕微鏡画像解析 システム

にて検出 した.タ ンパク質の分離及び同定 はSDS-PAGE及 びWestern Blottingに よ り行った.【 結

果】単離平滑筋細胞 は紡錘形 を示すが,FCS存 在 下で培養する と玉石状 を経て再び紡錘形 となった.

FCSを 除 去するとさらに長い紡錘形を示した.CCh適 応 によるCa2+応 答 は上昇傾向を示すようにな

り,同 時にM3受 容 体タンパ ク質 も増加傾向を示した.収 縮タンパ ク質 については,平 滑筋型アイソ

フォームの増加 と同時に非筋型アイソフォームの残存が観察された.収 縮能 は,サ ブコンフルエ ン ト

の時点では観察 されたが,コ ンフルエ ントの時点では観察 されなかった.各 々の時点でFCS非 存 在下

で も同様であった.【 結論】FCS除 去 により,培 養平滑筋細胞の脱分化型か ら分化型への部分的な形

質転換が起 きていること及びCChに よ るCa2+応 答 の上昇には受容体タ ンパ ク質の増加が関与 して

いることが示唆された.ま た,培 養による収縮能 の消失は収縮タンパク質の非筋型 アイソフォームへ

の変化 によることが示唆され,こ れについては細胞骨格系の再構築が関与す る可能性が考えられ る.
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41.イ ヌ 脳底動脈 の伸展 誘発性 プ ロテイ ンキナ ーゼCδ の活性化 にお けるイ ンテ グ リンを

介 す るRho/Rhoキ ナ ーゼ系 の関与 につ いて

静岡県立大学 ・薬 ・薬理学

見立 絢子,小 原 一男,野 沢 佳代,中 山 貢一

【目的】 イヌ脳底動脈において緩徐伸展刺激 によ りプロテインキナーゼC(PKC)δ の トランスロ

ケーシ ョンが惹起 されることを報告 してきた.今 回は伸展誘発性PKCδ の活呼生化にお けるRho/Rho

キ ナーゼ系の関与 について検討 した.

【方法】 雌雄雑種成犬(体 重10-18kg)か ら摘出した脳底動脈 より作製 した リング標本に機械刺激

装置 を用いて1mm/secの 速 度で初期筋長の1.5倍 に緩徐伸展 を15分 間加えた.PKCお よびRhoの

活 性化 の指標 として細胞質か ら膜 フラクションへの トランスロケーションをSDS-PAGE,イ ム ノブ

ロッ ト法 を用いて測定した.

【結果】 イヌ脳底動脈にはPKCα,δ,ζ および ηの4種 類のアイソフォームが存在 し,こ のうち緩

徐伸展によりPKCδ のみの トランスロケーションが惹起 された.ま た,緩 徐伸展 によりRhoも トラン

スロケーションす ることが確認 された.PKCδ お よびRhoの トランスロケー ションはインテグリンの

活性 を阻害す るRGDペ プチ ドお よびRhoの 活性 を阻害するボツ リヌスC3酵 素 により抑制 された.

PKCδ の トランスロケーションはRhoキ ナーゼ阻害薬のY-27632で 抑制 された.ま た,PKCの 阻 害

薬カル ホスチ ンCに より,PKCδ の トランスロケーションは抑制されたが,Rhoの トランスロケ

ーションは影響 をうけなかった.

【考察】 イヌ脳底動脈 において伸展刺激によるPKCδ の活 口生化 はインテグリンを介す るRho/Rho

キナーゼ系の活性化により調節されることが示唆された.

42.神 経 幹 細胞か ら血管 内皮細胞へ の分化誘導

明治薬科大学 ・薬理学

川北 映輔,大 石 一彦,内 田 幸宏

神経幹細胞 は,増 殖 し継代を繰 り返す ことができると同時に,中 枢神経系の細胞 に分化誘導するこ

とがで きる未分化 な神経系の細胞 と考 えられている.我 々は,脳 内に存在する神経幹細胞か ら平滑筋

細胞 に分化誘導する系を確立し,こ の細胞 を三次元培養 して人工の平滑筋組織 に構築す ると,血 管作

動性 アゴニス トにより平滑筋様の収縮 を発生することを見出 した(Oishi K.et al.,J.Physiol.,540,

139-152,2002).一 般 に,血 管平滑筋細胞 の多 くは,側 板中胚葉由来の未分化間葉細胞 に,ま た,大 動

脈起始部 の血管平滑筋細胞 は神経冠細胞(neural crest cells)に 由来す ると考 えられている.し たがっ

て,生 体 内には神経幹細胞由来の平滑筋細胞が新たに存在す る可能性が考えられ る.神 経幹細胞の血

管形成への関与 を調べる目的で,今 回我々はこの神経幹細胞が内皮細胞 に分化誘導する可能性 につい

て検討 した.【 方法】マウス胎仔(E12)由 来 培養神経幹細胞 を10%牛 胎仔血清(FBS)存 在 下,低 密

度(2.5×103cells/cm2)で1か ら7日 間培養することで分化 を誘導した.ま た,こ の ときの発現蛋白

質 を免疫染色法 とRT-PCR法 に より解析 した.【 結果】培養1日 目では,ほ とんどの細胞は敷石状の

形態に変化 し内皮マー カー蛋白質のVE-cadherinやPECAM-1の 発現が観察された.培 養1日 目で

は,平 滑筋型アクチンである α-actinの 発現 はほ とんど観察されなかったが,培 養日数 を増大す るに

従って α-actin陽 性 の細胞が増大 し,培 養7日 目ではほ とん どの細胞が α-actin陽 性 であった.【 考

察】神経幹細胞 をFBS存 在 下で培養すると平滑筋細胞への分化 に先んじて内皮細胞への分化が誘導

されることが明らか となった.し たがって,神 経幹細胞 より分化誘導 した血管系細胞が脳血管の形成

や再構築 に関与す る可能性が考えられ る.
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43.SHRお よびWKY摘 出大 動脈標 本 にお ける細胞 外低pH誘 発 性細胞 内pH低 下 お よ

び収縮応 答の比較

東北大学 ・薬 ・分子生物薬学

デ ィリープ ・クマール ・ロー ラ,斉 藤 真也,大 泉 康

平滑筋を含め,細 胞においてpHは 様々な機能を制御 している.以 前に我々は自然発症性高血圧 ラッ

ト(SHR)お よびWister Kyotoラ ッ ト(WKY)か ら摘出 した大動脈標本においては,細 胞外pH(pH0)

の酸 性化 によって収縮が引 き起 こされ,し か もその大 きさは前者 において より強い ことを報告 した

(FuruKawa et al.,1996).本 研究ではSHRお よびWKYよ り摘出した大動脈標本 に対す るpH0の 低

下 による細胞内pH(pHi)変 化 および酸性pH誘 発性収縮 との相関性を検討 した.

【結果】pH07.4に お けるpHiはSHRお よびWKYは 同程度であった.ど ち らの標本 において も

pH。 を6.5に 下 げる と急激 にpHiが 低 下 し,収 縮が発生 した.pH。 を6.5に した場合 のpHi低 下 の

ピークはSHRの 方 がWKYよ り有意 に高かった.静 止時の大動脈に対 しての,Na+/H+交 換体抑制

薬であるamilorideの 投 与はSHRに お いてpHiの 低下 と収縮を引き起 こしたが,WKYに おいては

ご く弱い反応しか見 られなかった.し かしpH0が6.5の 場合ではWKYに お いてamilorideは さ らに

pHiを 低 下 させ収縮を引き起 こしたが,SHRに お いてはわずかな作用 しか示 さなかった.

【結論】 酸性pH誘 発性収縮の大 きさは細胞内の酸性化の程度 に比例する.ま た,SHR大 動脈 にお

けるpHiの 低 下はWKYに お けるそれ よりも大 きく,そ れはNa+/H± 交換体の機能不全 というより

も細胞内への酸取 り込み機構 の活性化 によるもの と考えられ る.

44.Rho-Kinaseを 介 す る血管 平滑筋 収縮 のCa2+感 受 性亢 進 にお けるス フィンゴ脂 質 お

よびSrc Family Protein Tyrosine Kinaseの 役 割

山口大学 ・医 ・分子細胞生理学

佐藤 正史,中 尾 文昭,津 田 泰任,津 本 麗奈,最 上紀美子,小 林 誠

血管平滑筋細胞のCa2+非 依 存性収縮 は,血 管攣縮な どの血管緊張異常の本態 として注 目されてい

る.こ のCa2+非 依存性収縮 を引き起 こす細胞 内シグナル機構 としては,RhoA-ROKに よ る経路,

PKCと その下流のCPI-17に よる経路,ア ラキ ドン酸による経路等が知 られている.最 近,我 々は,新

たにスフィンゴ脂質-ROKの 経 路を同定 した.本 研究では,ブ タ冠動脈平滑筋を用いて,ス フィンゴ

脂質-ROKの 経 路におけるSrc Family Protein Tyrosine Kinase(SrcPTK)の 関与について検討 し

た.

ブタ冠動脈平滑筋 において,SrcPTK阻 害薬(PP1)お よびROK阻 害薬(Y27632)は,sphingosyl-

phosphrylcholine(SPC)に よるCa2+非 依 存性収縮 を阻害 したが,高 カリウム刺激 による収縮は阻害

しなかった.ま たSrcPTK inhibitorのnegative compoundで あ るPP3は,こ のSPCに よる異常収

縮 を阻害 しなかった.ラ ット大動脈平滑筋の初代培養細胞を用いてSPCで 刺激 したところ,SrcPTK

お よびROKは 細 胞質か ら細胞膜へtranslocationを お こした.ROKのtranslocationはPP1に よ り

阻害 されたがPP3で は阻害 されなかった.抗 リン酸化抗体 を用いたwestern blottingに よって酵素活

性 を検討 してみると,SPCはSrcPTKとROKを 活性化させた.SrcPTKの 活 性化 はPP1で 阻害 され

たが,PP3やY27632は 無効であった.ROKの 活性化 はPP1とY27632で 阻害されたが,PP3は 無効

であった.こ れ らの結果によりSPCはSrcPTKの 活 性化を介 してROKを 活性化 し,血 管平滑筋収縮

のCa2+感 受性 を亢進させるもの と考えられた.


