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 Functional abnormalities in the colon that accompany inflammatory bowel disease likely 

involve changes in the physiological properties of enteric neurons. We have recently used the 

trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) model of colitis to investigate the effects of inflammation 

on enteric neural circuitry in the guinea pig distal colon. TNBS inflammation is associated with 

changes in a number of physiological properties of myenteric neurons and with a decrease in the 

rate of propulsive motility in the guinea pig distal colon. Electrophysiological studies of the 

myenteric plexus of TNBS-inflamed animals have demonstrated that AH (sensory) neurons are 

hyperexcitable and have an attenuated afterhyperpolarization (J. Physiol. 547 : 589-601, 2003). 

The afterhyperpolarization of AH neurons is initiated by an intermediate conductance, Ca2+ 

activated K+ (IK) current (blocked by TRAM34) and terminated by a hyperpolarization-activat

ed IH current (blocked by ZD7288). An increase in this IH conductance appears to be largely 

responsible for the attenuated afterhyperpolarization and increased excitability in colitis. Since 

we have also noted that propulsive motility is disrupted in the inflamed colon, we reasoned that 

if hyperexcitability of AH neurons is a factor in this disruption, then TRAM34 should reduce 

motility in normal colon, while ZD7288 should restore motility in inflamed colon. In unpublished 

studies, we have found that in the normal colon, the IK blocker TRAM34 significantly reduces the 

fecal velocity, whereas the IH blocker ZD7288 increased velocity. In inflamed tissue, ZD7288 did 

not alter propulsive velocity in non-ulcerated regions, but appeared to facilitate movement of 

fecal pellets through ulcerated sites. Inhibition of COX-2 restores the electrical properties of AH 

neurons to normal parameters, and restores propulsive motility (J. Physiol. 557: 191-205, 2004).

Inflammation is also associated with a facilitation of synaptic potentials in S neurons of the 

myenteric plexus, which serve as interneurons and motor neurons. Recent studies have demon

strated that inflammation-induced synaptic facilitation involves a presynaptic mechanism with an 

increase in protein kinase A activity and in increase in the readily releasable pool of synaptic 

vesicles (J. Physiol. 581: 787-800, 2007).

An issue that is relevant to irritable bowel syndrome and altered gut function during remission 

from inflammatory bowel disease is whether inflammation-induced neuroplastic changes persist 

beyond the recovery from inflammation. Recently, we have found that the inflammation-induced 

decrease in propulsive motility, hyperexcitability of AH neurons and synaptic facilitation persist 

at least 4 weeks beyond the recovery from inflammation. Furthermore, COX-2 inhibition at a 

post-inflammatory time point does not restore motility. 
In summary, a number of critical elements of enteric neural signaling are affected by 

inflammation. These include sensory neuron excitability and synaptic communication. Altered 

neural signaling appears to have a deleterious effect on colonic motility that persists beyond 

recovery from inflammation.
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 The coupling of blood flow to metabolism is the most important vasomotor adjustment for the 
regulation of oxygen delivery to metabolically active organ systems. This matching, termed 
metabolic dilation, or metabolic or active hyperemia, is critical to ensure adequate oxygen 
delivery for aerobic metabolism and adequate organ function. Although the factor or factors 
responsible for the coupling of flow to metabolism have been actively pursued for decades, no 
metabolite has been causally linked to the process of metabolic hyperemia or has withstood 
critical evaluation. Most investigations have pursued the idea that the metabolic regulation of 
flow is a negative feedback pathway, in which an imbalance between oxygen supply (delivered via 
flow) and oxygen demands, i.e., demands exceed supply, results in the production of a metabolic 
dilator. The adenosine hypothesis was such a scheme, in which oxygen demands, in excess of 
supply would increase the production of adenosine through hydrolysis of ATP and subsequent 
dephosphorylation of ADP and AMP. However, the adenosine hypothesis has been largely 
refuted for normal metabolic dilation. Accordingly, our hypothesis centered on a different 
scheme in which the production of a metabolic dilator would be a feed-forward system-one 
without an error signal-that would be directly linked to oxygen consumption. We hypothesized 
that H2O2 would link oxygen consumption and blood flow. Our hypothesis was based on 
observations showing that H2O2 is vasoactive, has a short half-life, because it is metabolized 
rapidly by catalase, rapidly oxidizes free thiol groups, and is freely permeable-all requirements 
of a metabolic dilator. Accordingly, we tested the hypothesis that  H2O, the dismutated product 
of  O2.-, couples myocardial oxygen consumption to coronary blood flow. To test this hypothesis, 
we measured O2. and H2O2 production by isolated cardiac myocytes, determined the role of 
mitochondrial electron transport in the production of these species, and determined the vasoactive 

properties of the produced H2O2. The production of O2. is coupled to oxidative metabolism 
because inhibition of complex I (rotenone) or III (antimycin) enhanced the production of O2— 
during pacing by about 50% and 400%, respectively whereas uncoupling oxidative phosphoryla
tion by decreasing the protonmotive force with carbonylcyanide-p-trifluoromethoxyphenyl
hydrazone (FCCP) decreased pacing-induced O2. production. The inhibitor of cytosolic NAD 
(P) H oxidase assembly, apocynin, did not affect O2. production by pacing. Aliquots of buffer 
from paced myocytes produced vasodilation of isolated arterioles (peak response about 70% of 
maximal dilation) that was significantly reduced by catalase or the antagonist of Kv channels, 
4-aminopyridine. In intact animals, tissue concentrations of H2O2 are proportionate to myocar
dial oxygen consumption and directly correlated to coronary blood flow. Intracoronary infusion 
of catalase reduced tissue levels of H2O2 by 30%, and reduced coronary flow by 26%. Intracor
onary administration of 4-aminopyridine also shifted the relationship between myocardial oxygen 
consumption and coronary blood flow or coronary sinus PO2. Because H2O2 oxidizes thiol 

groups, we also determined if vasoactive product (s) of cardiac metabolism would mimic the 
redox-mediated actions of H2O2 in producing vasodilation. Specifically, the dilation produced by 
cardiac metabolites and by H2O2 was similarly blunted by catalase, by the reductant, diothioth
reitol, and by the glutathione precursor, N-acetylcysteine, and was sensitive to inhibition of the 
redox mediated MAP Kinase, p38. We also found the H2O2 oxidized thiol residues in Kv 
channels to produce channel opening and thus, hyperpolarization and vasodilation. Taken 
together, our results demonstrate that O2.- is produced in proportion to cardiac metabolism, which 
leads to the production of the vasoactive reactive oxygen species, H2O2. Our results further 
suggest that the production of H2O2 in proportion to metabolism couples coronary blood flow to 
myocardial oxygen consumption. The dilator actions of H2O2 are redox mediated and act by 
oxidizing thiol residues in Kv channels to produce hyperpolarization and thus smooth muscle 
relaxation.
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平 滑筋 の性 質 は臓 器 ご とに大 き く異 な る(多 様性)た め生理 学 的 に体 系づ けて語 れず,headache

 muscleと 呼 ばれ て きた とい う講義 を30程 年 前 に受 けた記憶 が あ る.そ の 当時,平 滑筋細 胞 の構造,自

律神 経終 末 と平 滑筋 の関係 か ら平 滑筋 臓器 ご との 自律 神 経支配 の密 度,平 滑筋 間 の電気 的つ なが りや

活動 電位 ・歩調取 り電 位 ・シナプ ス後 電位 の違 いが 次々 に明 らか となって いた時代 で,す ぐに もその

多様 性 の基 盤が解 明 され てい く期 待 が あった.特 に平 滑筋 の収 縮蛋 白に関す る研究 は大 き く進 展 して,

ミオ シ ン軽 鎖 キナー ゼ とカル シウム ーカ ルモ ジ ュ リン に よる ミオ シ ン リン酸 化説 が 明 らか とな る こ と

で,少 な くと も収 縮 に関 して は横 紋筋 と異 な る機構 が確 立 され て きた.し か し興 奮性 の観点 か らは そ

の後 も多様 性 を克服 で きず臓 器別 の記 述 が続 き,現 在 で も活 動電位 ・筋細 胞膜 ・横 行小 管 ・筋 小胞 体 ・

収縮 関連 蛋 白な どの興 奮収 縮連 関 を支 える機構 が 明確 に確立 してい る骨 格筋 ・心筋 に比 べ,平 滑 筋 の

興 奮性 が一 概 に語れ ず曖昧模 糊 として いる印 象が あ るか もしれ ない.

こ こで は細胞 レベ ルで平 滑筋 の興 奮性 が大 き く異 なる原 因が何 か とい う疑 問 につ いて述 べた い.便

宜 上,精 管 ・膀胱 ・門脈 ・細動 脈 な ど生理 的 に活動 電位 を発 生 して収縮 す る平滑 筋(高 興奮 性群)と

全 く発 生 しない大径 の動脈 や気 管 な どの平 滑筋(低 興奮 性群)に 分類 す る.主 に ラ ッ トの各 種臓 器平

滑 筋細胞 で発現 してい るイオ ンチ ャネル の種 類 と密 度 を検討 す る と,当 然 の こ となが ら高興 奮性 群 に

おい てL型Caチ ャネル(α1C)の 発現 が 高い.し か し例 えば大動 脈 と精管 の比較 で蛋 白レベ ル お よび

電 流密 度 は5倍 強程 度 の違 い で,興 奮 性 の差 の説 明 には十分 で ない.K電 流の うち最 大 の成 分 は多 く

の平滑 筋 にお いて大 コンダ クタ ンスCa活 性化K(BK)チ ャネ ルで あ り,蛋 白発 現量 は同等程度 で あ

る もの の,電 流 密度 として は細 胞 内Ca濃 度 上 昇 の程 度 に比 例 して 数倍 の差 が あ る.電 位 依 存性K

チ ャネル の うちKv2.1は 広汎 に発現 してい る ものの,Kv1.2やKv1.5が 特 に低興 奮性群 で 高発現 して

い る こと,早 期不 活性型Kv4.3が 高興 奮性群 で高発 現 してい るこ とな どが特徴 的 で ある.す なわ ち興

奮 性 は基本 的 に はL型Caチ ャネル発現 密度 に依存 してい る ものの,低 興奮性 群 にお け るBKチ ャネ

ルお よびKv1.2や1.5の 発 現 の高 さ も低興 奮性 に大 き く寄 与 して い る.こ の こ とは4-aminopyridine

やtetraethylammoniumな どでKvチ ャネル を抑 制 す る と自発 性活 動 電 位 が低 興 奮 性群 で も生 じ る

こ とで裏付 け られ る.個 別 の平 滑筋 で他 のKチ ャネル の静 止膜 電位 維持 へ の寄与 な どにつ いて,多 く

の報 告が あ るが興奮 性 との関連 で普 遍性 は明 らかで ない.ま た発生学 的 な平滑 筋興 奮性 の 由来 とこれ

らのチ ャネル機 能発 現調 節 との関係 につい て は全 く解 明 され てい ない.

心筋 で細 胞 内局所 の筋小 胞体 か らの リア ノ ジ ン受容体Ca遊 離 チ ャネ ル(RyR)を 介 した 自発性Ca

遊 離(Caス パ ー ク)が 興 奮収縮 連 関時 の単位Ca動 態 として解 明 された.平 滑 筋 で も興 奮性 に は依 存

せず 広汎 にCaス パ ー クが観察 され た.平 滑筋 でのCaス パ ー クの生 理 的意義 のひ とつ は,近 傍 細胞 膜

上 のBKチ ャネル を活 性化 させ 自発性 一過 性外 向 き電流(STOCs)を 発 生 させ,静 止膜 電位維 持 に一

部寄 与す るこ とで あ る.特 に低 興奮 性群 で は主 な機能 で あ る こ とはBKチ ャネル やRyRの 遺 伝子 改

変 マ ウス を用 いた研 究 で充分 に明 らか に なって きた.一 方,高 興 奮性群 におい て,Caス パ ー クが 心筋

と同様,興 奮収 縮連 関 に重要 で あ るか どうか につ いて はい まだ に議 論が あ る ものの,単 一活 動電 位 で

の興 奮収縮 連 関 にRyRが 極 めて重要 で あ る こ とは膀胱 ・精管 細胞 で示 された.ま た横行 小管 はない も

の の,カ ベ オ ラ と筋 小胞体 の連 関 が示唆 され るな ど,高 興奮 性群 で の興奮 収縮連 関機 構 が明 らか に なっ

て きた.平 滑筋 興 奮性 の多様性 と興 奮収 縮連 関 が少 な くとも一 部 は体系 的 に語れ るよ うにな った と思

わ れ る.
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S-1.全 身 の ペ ー ス メ ー カCa2+オ シ レー シ ョ ン
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日本大学医学部生理学3

中 山 晋 介1,劉 紅 年1,後 藤 和教2,山 下 俊一3

近年 の 一連 の研 究 に よって,Caja1の 介在細 胞(lnterstitial cells of Cajal: ICC)と よばれ る特殊 な

間質細 胞 が消 化管 運動 のペ ース メー カ として働 くこ とが確 定 的 となっ てい る.ま た一方,泌 尿 ・生 殖

器 や リンパ管 ・静 脈系 な どを含 めた全 身の 自律神 経 系臓器 ・組 織 に類 似 の細胞 が存 在す る との報告 が

集 まっ てい る。すなわ ち,こ れ らICC及 びICC類 似細 胞 は,生 体 内 ど こにで も存在 す る,ま さ にユ ビ

キ タスペ ー ス メーカ とい う新 しい概 念 で捉 え る こ とが で きる.消 化管 のICCで は50mVに も達 す る

活動 電位 が記 録 され てい る.こ の巨大 なペ ース メー カ電位 を作 りだ すチ ャネ ルの候補 として,Ca2+依

存性 マ キ シCl-チ ャネ ル やCa2+依 存 性 の非 選 択性 陽 イオ ンチ ャネ ルが 報 告 さ れ て い る.こ れ らの

チ ャネ ル がペ ー スメ ーカ電 位 を発 生す る起 電 性 チ ャネル で あ る な らば,そ の根 底 にあ る プ ライ マ リ

ペ ース メ ーカ機構 は周 期 的な細胞 内Ca2+活 動(オ シ レー シ ョン)と い うこ とにな る.私 た ち は,消 化

管ICCが 発 生 す る自発性活 動電 位 は,そ の細胞 内Ca2+オ シレー シ ョン と同期 す る こ とを実証 し,さ ら

に この活 動 には細胞 内Ca2+放 出チ ャネル と細 胞膜 のCa2+透 過性 イオ ンチ ャネ ルが協 調 作 業 す る こ

とが必 要 で ある こ とを見 いだ した.引 き続 き,尿 道,門 脈,膀 胱,腎 孟 な ど全 身の様 々 な組 織 に おい

て,ICC類 似 間質細胞 の 自発性Ca2+活 動 の重 要性 が 次々 と報 告 されて い る.本 シンポ ジ ウム演 題 で

は,こ れ らICC/ICC類 似 細胞 のCa2+活 動 特性 につ いて総説 す る.

S-2.モ ルモッ ト胃各領域におけるICCの 形態学的特徴

早稲田大学人間科学学術院健康福祉科学科

小室 輝昌,国 沢 裕美

カハ ール の介在細 胞(Interstitial Cells of Cajal: ICC)は,消 化 管筋組 織 にお け る運 動 のペ ー ス メー

カーお よび神 経信 号 の伝 達装 置 として働 くこ とが明 らか にされ てい るが,そ の分布 や 形態学 的特 徴 は

消 化管 の部位 に よって異 な る.本 研究 で は,同 一 の器官 内 で も領 域 に よってICCの 分 布 に相 違 を示 す

胃 について,ICC細 胞 網 の三次元 的構 築,神 経 要素 との関係 等 を知 るた めモル モ ッ ト胃につ いて検 索

した.試 料 は アセ トン固定 後,凍 結切 片 お よび全載 伸展 標本 とし,Kit抗 体(ICC),PGP9.5抗 体(神

経 要素)に よる免 疫組 織化 学 的染色 を施 し,共 焦 点顕微 鏡 に よっ て観 察 した.輪 走 お よび縦走 筋層 内

のICCは 部 位 に よ り相 違 を示 し,胃 底 部 で は単純 な双極 性 の形 の細胞 が 多 く,胃 体部 よ り幽 門部 にか

けては一次 突起 の先端 で分 枝 を示 す ものが多 く観 察 され た.分 枝 の傾 向 は,輪 走 筋 層 の内層(粘 膜 に

近 い側)で よ り多 く見 られ る傾 向 にあ った。筋 層 内 のICCは 輪走 縦走 両筋 層 とも,神 経 腺維 と密接 し

て観察 された が,こ れ は,ICCの 神 経信 号 の伝達 装置 と して の機能 と良 く符号 す る所見 で あ った.ま

た,幽 門括約 筋部 に近 い幽 門前庭 部 の一部 には,輪 走 筋層 と粘膜 下 結合組 織 との境 界部 にICC-SMが

観察 され た.筋 層間神 経叢 部 のICC-MPは 胃底 部 に は存 在せ ず,胃 体部 か ら少数 出現 し,幽 門前 庭部

で は非常 に発達 して認 め られた.全 載 伸展標 本 によ る観 察 か ら,こ の幽門 前庭部 のICC-MPは 小 腸 で

見 られ る ような神経 節 を囲 む明瞭 な籠状 構造 は作 らず,不 規則 な束状,集 塊 状 をな して分布 す る こと

が 明 らか となった.胃 で は蠕 動運 動 は胃体部 か ら始 ま り幽門部 に伝 播 す る こ とが 生理 学的 実験 か ら知

られ てい るが,こ れ らの生理 学 的知見 との関連 の もとに上記 の観 察所 見 につい て考察 す る.
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S-3.モ ルモッ ト胃平滑筋の歩調 とり活動の性質について

名古屋市立大学医学部生理学

鈴木 光

モル モ ッ ト胃平 滑筋 の各 部位 か ら1辺0.5mm程 度 の平滑 筋組 織小 片 を摘 出 し,輪 走 平 滑筋 か ら細

胞 内電極 を用 いて膜活 動 を記録 す る と,噴 門部 で は ほ とん ど自発 活動 はない が,体 部 か ら幽 門部 にか

けて律動 的 に発生 す る緩電位 が 記録 で き る.緩 電位 の頻 度 は体部 で高 く(5-6回/分),幽 門部 で は低 い

(1-2回/分)の で,活 動 の律 動部 は体 部 に あ る と思わ れ る.組 織 化学 的 にICCの 分布 を調べ る と,体

部 は主 にICC-IMが 分 布 し,幽 門部 にか け てICC-MYが 分 布 して いた.い ず れの部 分 に もICC-IMが

分布 す るの で,胃 にお ける歩 調 と り活 動 はICC-IMで 創 られ て い る と考 えたが,幽 門部 におい て,輪

走筋 を除去 しICC-MYの み含 有 す る筋 組織 で も低 い頻 度 なが ら自発 活動 が 観 られ た ので,い ず れの

型 のICCも 自発活 動 を発 生 し得 る こ とが わか った.活 動 の頻 度 はICC-IMの 方がICC-MYよ り速

い.薬 物反 応 の差異 を検 討す る と,カ フ ェイ ン1mMはICC-IMの 活 動 を抑制 す るが,ICC-MYの 活

動 は その発 生 頻 度 をわ ずか に低 下 させ る だ けで あ った.NOはICC-IMの 活 動 を強 く抑 制 した が,

ICC-MYに は ほ とん ど効 果 が なか った.ア セチル コ リン はICC-IMの 活動 を増 強 し,単 電 位 の発生 頻

度 を増 や し,緩 電 位 の頻 度 も増加 させ たが,ICC-MYの 活 動 に対 す る興 奮 作 用 は比 較 的 弱 か った.

ICC-IMとICC-MYの 自発活 動 の性質 の差 異 につ いて考察 す る.

S-4.ラ ッ ト腎 孟 ペ ー ス メ ー カ ー 領 域 に 対 す るGlivec(STI571)の 効 果

日本大学医学部生体機能医学系生理学分野1,東 京医科大学細胞生理学2,

名古屋大学大学院医学専攻細胞生理学3

山下 俊一,國 分 眞一朗1,小 西 眞人2,中 山 晋 介3

c-kit受 容体 チロ シ ンキ ナー ゼ阻害 剤で あ るGlivec(STI571)の ラ ッ ト腎孟ペ ー スメ ーカー領 域 に

対 す る効 果 を8×8多 電極 ア レイお よびマ クロズ ーム顕 微鏡 に よ る細胞 内Ca2+濃 度測 定 に よ り解析

した.腎 杯 か ら尿 管 まで を一塊 として摘 出 した標本 を多電 極 ア レイ(1.2×1.2mm,電 極 間150μm)で

走 査す る こ とに よ り,電 気 的興 奮 の起始部 位 を とらえる こ とがで きた.こ のペ ース メー カー領域 は上

部 腎孟 にあ り,生 理 的状態 で は電気 的活 動 は毎 回同部位 か ら起 こ り,ほ ぼ 同 じ経路 で下 流 に伝播 した.
一 方

,ギ ャ ップ ジ ャンク シ ョン阻 害剤18β-glycyrrhetinic acid,お よびheptanol存 在下 で は興奮 の頻

度 と伝播 速 度 は著 し く抑制 された.こ の時,興 奮 は様 々な部位 よ り発生 し様 々 な経路 で伝播 した.標

本 をfluo-3で 染色 して蛍光観 察 す る こ とで,こ のペ ース メー カー領 域 の個 々 の細 胞 のCa2+濃 度 上昇

を捕 らえる こ とが で きた.ペ ース メー カー領 域 の構 成 に は2～3個 の 同期的 なCa2+濃 度 上昇 を示 す細

胞 が関与 す るが,多 電極 ア レイ によ る観 察 と同様 ギ ャ ップ ジ ャンク シ ョン阻害剤 存在下 で は同期 性 は

失 わ れた.多 電極 ア レイ に よる観 察 で はniflumic acid,genistein,STI571は いずれ も電気 的活 動 の

振 幅 を抑 制 したが,STI 571だ けが 頻度 を抑制 した.ギ ャップ ジ ャンク シ ョン阻 害剤存 在下 に観 察 さ

れ る個 々 の細胞 の 自発 的 なCa2+濃 度 上昇 はSTI 571に よ り濃度 依存 性 に抑 制 され たが,非 特 異 的 チ

ロ シ ンキ ナー ゼ阻害 剤で あ るgenisteinに よって は抑制 され なか った.こ れ らの結果 か ら,我 々 は ラッ

ト腎 孟ペ ー ス メー カー は複 数個 のSTI571感 受性 細胞 が ギ ャ ップ ジャ ンク シ ョンを介 して 同期 的 に

活 動 す る こ とに よ り構 成 す る と考 えて い る.
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S-5.ES腸 管における組織構築と運動能

奈良県立医科大学医学部分子病理学1,奈 良県立医科大学医学部第二生理学2

國安 弘基1,笹 平 智則1,森 若 優 希子1,三 澤 裕 美2,高 木 都2

ES腸 管形 成 にお いてES細 胞 は付 着培 養後 徐 々 に ドー ム状 の隆起構 造 を形 成 す るが,そ の内 の一部

のみが運 動能 を有 す る.こ の腸 管様 形態 と運動 能 との関係 につ いて組 織学 的 な検 討 を行 った.培 養後

21日 で は25個 の ドーム状 隆起 の 内10個 に収 縮性 運動 が認 め られた.運 動性 ・非 運動性 の ドー ム状 隆

起 をパ ラ フィ ン包埋 し連続 切 片 を作 成,免 疫染 色 によ り運 動性 の有無 によ る組織 構築 の違 い を検 討 し

た.運 動 性 ドーム で は,内 面 はcytokeratin(CK)陽 性 ・Trefoilfactor3(TFF3)陽 性の粘膜上 皮 へ

分 化 を示 す細胞 に覆 わ れ,外 側 にSmoothmuscleactin(SMA)陽 性 の平 滑筋分 化 を示 す細 胞 層が存

在 す る正 常腸 管 に類 似 す る上 皮→平 滑筋 の極性 が保 たれ ていた.こ れ に対 し,非運 動性 ドーム の内9個

にお いて はCK・TFF3発 現 は不 明瞭 で,壁 全体 に弱 いSMA発 現が 見 られ組 織 極性 は不 明瞭 で あ っ

た.同 様 に,S100・c-Kit(Kit)の 発現 を検 討 す る と,運 動性 ドー ムで は集簇巣 を伴 ってS100陽 性細

胞 が壁 内 に見 られ,Kit陽 性 細胞 が散 在 す るの に対 し,非 運 動性 ドーム で はS100陽 性 細胞 は見 られず

Kit陽 性 細胞 はご く少数 の みで あった.次 に組 織極 性 に影 響 を与 える因 子 としてhedgehog系 因子 及

びWnt系 転 写因子Sox9の 発 現 を検 討 す る と,運 動性 ドームで はSonic hedgehog(SHH), Patched

(PTC), Smoothen(SMO), Sox9各 々の 陽性 細 胞 は内腔 側 に密 ・外側 に疎 な分布 を示 した の に対 し,

非運 動性 ドーム で はSHH・PTC・SMO陽 性細 胞 は外側 に,Sox9陽 性細 胞 は壁全体 に分 布 して いた.

これ らの所見 か ら,Hedgehog/Wnt系 因子 に よ る組織 極性 の形 成が,ES腸 管構造 とその運 動能 に影

響 を与 え る こ とが示唆 され た.
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シ ンポ ジ ウム2 平 滑筋 のEC-Coupling

S-6.平 滑筋収縮制御の分野での江橋節郎先生のされたお仕事 とその現代的手法による確

認:途 中経過

群馬大学大学院医学系研究科臓器病態薬理学

小濱 一弘

私 の恩師 江橋 節郎先 生 は平成18年7月17日,享 年83歳 で お亡 くな りにな りま した.先 生 の トロポ

ニ ンのお仕 事 は あま りに も有名 で,解 説 の必 要 もな いで し ょう.EC-coupling上,Ca2+結 合 蛋 白質で

あ る トロポニ ン は収縮 エ レメ ン ト側 の担 い手 で あ りますが,骨 格 筋 と心筋 におい て機能 してい ます.本

シ ンポ ジウム の扱 う平滑筋 にお いて は トロポニ ンは見 つか らず,ミ オ シ ン軽鎖 を リン酸 化 す る ミオ シ

ン軽鎖 キ ナー ゼ(MLCKと 略す)が,カ ルモ ジ ュ リンをCa2+受 容体 として機 能 して い ます.先 生 は

平 滑筋 の ア クチ ン と ミオ シンが相互 作 用 を起 こす には,活 性 化 因子 が必 要で あ り,こ の点 が骨格筋 や

心 筋 の制御 と異 なる こ とを,1960年 代 半 ば に発 表 され てい ます.東 京 大学 を定 年退 官 された の ち,生

理 学研 究所 に うつ られ,活 性 化 因子 の精製 を自 らの手 で始 め られ ました.精 製 され た この155kDa制

御 蛋 白の部 分配 列 よ り,cDNAを クロー ニ ング され た ところ,MLCKの 配 列 が出 て きま した.し か し,

先 生 は くじけ ませ んで した.MLCKの 構造 は,中 央 にキナー ゼ ドメ イ ンが あ る もの,N末 端 とC末 端

に はそれ ぞれ ア クチ ン結 合部位 とミオ シ ン結 合部 位 を有す る ことか ら,キ ナ ーゼ活 性以 外 の機 能 を持

つ と考 えた のです.い わ ば,MLCKのnon-kinase作 用 とで も言 うべ き機能 で あ ります.先 生 は この

お仕事 の途 中,脳 梗 塞で 倒れ られ,リ ハ ビ リテ ー シ ョンを続 け られ て い ました.私 は弟 子 として,先

生 の とられたcDNAを 発現 蛋 白 と して得 て差 し上 げ よ う と考 え,や っ との こ とで,全 長 を機能 あ る形

で発現 させ る こ とがで き ま した.こ れ はお伝 えで きた のです が,MLCKに 変異 をか けてキ ナー ゼ活 性

を失活 させ て もなおか つ,ア クチ ン とミオ シン相 互作 用 か ける制 御作 用 が残 って い る ことはお知 らせ

で き ませ んで した.今 回 は,こ の変異MLCKのnon-kinase作 用 につ いて も触 れ るこ と とします.

S-7.平 滑 筋 収 縮 タ ンパ ク質 フ ィ ラ メ ン ト構 造 の 動 態 と収 縮 弛 緩 反 応

東京医科大学細胞生理学講座1,独 立行政法人科学技術振興機構,CREST2

渡辺 賢1,2,小 比類 巻 生2

脊椎 動物 平 滑筋細 胞― 少 な くともその一部 の種 類― で は,収 縮 タ ンパ ク質 で ある ミオ シンや アクチ

ンの重合 ・脱 重合 が生理 的 に行 われ てい る.そ れ に伴 って,太 い フ ィラメ ン ト(重 合 ミオ シ ン+制 御

タ ンパ ク質)や 細 い フ ィラメ ン ト(重合 アクチ ン+制 御 タ ンパ ク質)の 細胞 内分 布が 量的 ・空 間的 に変

化 す る.こ の様 な筋 収縮 タンパ ク質 フ ィラメ ン トの ダイ ナ ミックな振 る舞 い,リ モデ リング と,病 的

平滑 筋収縮 の関連 が指摘 されて お り,現 在,主 に リモデ リング にかかわ る細胞 内情 報伝 達機構 に関心

が集 まって い る.一 方 で,平 滑筋 細胞 にお ける リモ デ リ ング と収縮 弛緩 サイ クル とのか かわ りは,1)

 iｎ vitro実 験系 にお ける筋 収縮 タ ンパ ク質 フ ィラメ ン ト形成 ・解 離 のふ る まい と平滑筋 細胞 内 で の リ

モ デ リング の実態 はか な り異 なって い る,2)生 筋細胞 で は リモ デ リングの制御 が 困難 で あるた め に,

そ の詳細 は未 だ不 明で あ る(例 え ばSeow CY. Am J Physiol Cell Physiol 289: C1363-8, 2005).最

近,演 者 らは,II型 ミオ シ ンの特 異 的阻害 薬で あ るブ レ ビス タチ ンが,平 滑筋 ス キ ン ド標 本 の収縮 を

抑制 す るの み な らず,平 滑筋 細胞 の太 い フ ィラメ ン ト ・細 い フ ィラメ ン トの配 列構 造 を乱す こ とを見

出 した(Watanabe M, Kohama K, et al. J physiol Sci 57: S67).ブ レ ビス タチ ン は平 滑筋収 縮 タ ン

パ ク質 リモ デ リング研究 にお け るツール として有 用 で ある こ とが示 唆 された.
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S-8.平 滑筋収縮のカルシウム感受性増強の分子機構

山口大学大学院医学系研究科器官制御医科学講座生体機能分子制御学

小林 誠

Rhoキ ナ ーゼ(ROK)を 介 す るカル シウム感受 性増 強(Ca2+-sensitizaiton)は,血 管攣縮 な どの血

管 異常 収 縮 の原因 とされて い る.我 々 はROKの 上流 因子 を探 索 しス フ ィンゴ シル ポス ホ リル コ リ ン

(SPC)を 同定 した が,SPCは 実際 に ヒ ト血管病 の際 に高値 とな る事 が見 出 され,ヒ ト血 管攣 縮 の原 因

分 子 として注 目され てい る.さ らに我 々 は,SPCとROKの 間 を仲 介 す る分 子 としてSrcフ ァ ミ リー

チ ロシ ン キナー ゼ(Src-TK)を 見 出 した が,Src-TKの 中で も,ど のTK分 子 が関与 してい るか,4

つの 方法,即 ち,1)RNA干 渉(siRNA)に よる候 補分 子 の ノ ックダ ウン,2)候 補 分子 の活 性型 ・不活

性 型 プ ラス ミ ドに よる過 剰発 現,3)リ コン ビナ ン ト蛋 白(活 性 型 ・不活 性型)を β エ スシ ン-ス キ ン

ド血管 条 片へ 投与,4)候 補分 子 の活性 測定,に よ り検 討 し,Fynが 関与 してい る事 を証 明 し,さ らに

タ ンデム 型質 量分析 計 を用 いた リン酸化 プロテ オ ミクス に よ り,Fynの 下 流 の候 補分 子 とその リン酸

化部位 を同定 した.一 方,ヒ ト血管平 滑筋 におい て,SPC反 応性 は,血 清 の総Chol値 やLDL-Chol値

と正 の相 関 を,HDL-Chol値 とは逆相 関 を示 した.SPCに よ り,FynとROKは,Chol局 在膜 ドメイ

ンであ る膜 ラ フ トへ移 動 した.β-cyclodextrinに よる細 胞膜Cholの 除去 に よって,膜 ラフ トを消失 さ

せ る と,SPCに よるFynとROKの 移 動 お よび収縮 は抑制 された.以 上 よ り,Ca2+-sensitizationの

分子 機構 として,Fyn,膜 ラフ トが重 要 で ある事が 明 らか とな った.最 後 に,Ca2+動 態 やCa2+に よる

収縮 には影響 せ ず,Ca2+-sensitizationの み を抑制 で き る薬物 を見 出 した ので報告 す る.

S-9.リ アノジン受容体の機能的発現のスイッチング

東京大学大学院医学系研究科細胞分子薬理学教室

中村 直俊,山 澤 徳志子,飯 野 正光

多 くの興 奮 性細 胞 や非 興 奮性 細胞 の小胞 体 カ ル シ ウム ス トア上 には,リ ア ノ ジ ン受容 体 とイ ノ シ

トー ル三 リン酸(IP,)受 容 体 の2種 類 の カル シ ウム放 出チ ャネ ルが発 現 してお り,種 々 の細 胞機 能 の

制 御 に不可 欠 な細 胞 内 カル シウム動 態 を形 成 して い る.こ の両 チ ャネル の発現 につ いて は,両 方 を発

現 してい る細 胞,片 方の み を発 現 して い る細胞 や,発 現 パ ター ンの異 な る複 数 の カル シウム ス トア を

もつ細 胞 な ど,さ まざ まな報告 が あ り,そ のメ カニズ ムや意 義 に関 す る定 説 はな い.我 々 は以 前,モ

ルモ ッ トの門脈 や盲腸 紐 の平滑 筋細胞 にお いて,複 数 の カル シウム ス トアが見 られ るこ とを報 告 して

い る.HEK293細 胞 は,約4割 の細 胞 のみ が機能 的 な リア ノジ ン受 容体 を発現 す る一 方で,す べ ての

細 胞 が機能 的 なIP,受 容 体 を発現 す る とい う特 徴 を もち,両 チ ャネ ルの発現 を研 究 す るよいモ デル 系

で あ る と考 え られ る.我 々 は まず,HEK293細 胞 にお いて も,上 記 の平 滑筋細 胞 と同様,リ ア ノジ ン

受容体 を発 現 す るカル シウム ス トア とIP3受 容 体 を発現 す るカ ル シウム ス トアが一部 オーバ ー ラ ップ

してい る こ とを見 出 した.さ らに,限 界希 釈法 に よって作製 したHEK293細 胞 の サ ブク ロー ンにお い

て も,機 能 的 な リア ノジ ン受容 体 を発現 す る細 胞 と発 現 しな い細 胞 の2種 類 の細胞 が観 察 され る こ と

を確 認 した.す な わち,単 一 の細胞 が分 裂 を繰 り返 す こ とに よ りリア ノ ジン受 容体 を機 能的 に発現 す

る細 胞 と発 現 しな い細 胞 に別 れ る こ とが示唆 された.さ らに これ を支持 す る証 拠 として,我 々 は個 々

のHEK293細 胞 の経 時 的 カル シウム イメー ジ ング に よ り,リ ア ノジ ン受 容体 の機能 的発 現が 時 間 と と

もにオ ンに なった りオ フ にな った りす る 「スイ ッチ ング」現 象 を見 出 した.以 上 の結 果か ら,リ ア ノ

ジ ン受容体 の機 能 的 な発 現 を制御 す るス イ ッチ ング機 構 の存在 が示 唆 され た.
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シ ンポ ジ ウム3 消化 管機 能 か らみ た消 化器 疾 患の 病態 と治療

S-10.胃 切除後の消化管機能か らみた機能温存術式の有用性について

東京慈恵会医科大学外科学

中田 浩二,川 崎 成郎,二 村 浩史,鈴 木 裕,三 森 教雄,羽 生 信義,

柏木 秀幸,矢 永 勝彦

幽門側 胃切 除(DPG)後 の 胃術 後 障害発 生 を軽減 す る 目的 で迷走 神経 肝枝 ・腹腔 枝 の温存(DPGpv)

や 幽門保 存 胃切 除(PPGpv)が 行 われ てい るが,こ れ ら機能 温存 手術 が術 後QOLや 消化管 機能 に及 ぼ

す影 響 は十分 に明 らか にされ てい ない.【 目的】各 胃切 除後 の長 期QOLと 消化 管機 能 を比 較 し機能 温

存手 術 の臨床 的意 義 を検 討 した.【方 法】 教室 で早期 胃癌 に対 し胃切 除術 が 施行 され,術 後2年 以上 経

過 しア ンケ ー トで回答 が得 られたDPG 86名,DGpv 22名,PPGpv 21名 の体 重減 少率,ダ ンピ ング

症状,下 痢,胆 石 の発 生率 を比較 検 討 した.ま た健 常人(HV)12名,DPG 12名,PPGpv 10名 に13C

法 胃排 出能検 査 「標準 法」(200kcal/200mlの 液 状食 に13C-acetate Na塩100mgを 混和 し,摂 取 後

240分 まで 呼気 を採取)に よる消 化管 機能評 価 を行 い,胃 排 出速 度(T1/2,胃 排 出 曲線[Wagner-Nelson

解 析])と 吸収 能(AUC-Tmax[体 重補正 値])を 比 較検 討 した.【成績 】DPG患 者,DPGpv患 者,PPGpv

患 者 にお け る体 重減少 率 は各 々平均12.5%,9.3%*,7.2%*で あった.ま たダ ン ピング症状(全 身症状)

発 生率 は各 々36%,27%,19%(NS),下 痢 の発生 率 は各 々60%,19%*,16%*,胆 石発 生率 は各 々

18%,15%,0%*(*p<0.05vs. DPG)で あった.試 験 食摂 取後30分 までの 胃内残 存率 とT1/2はHV>

DPG患 者>PPGpv患 者(各 群 間で有 意差 あ り; p<0.05)で あ り,AUC-Tmax[体 重補 正値]は 各 々

平 均約18.4, 9.7*, 18.0 △%。･hr(*p<0.05vs. HV, PPGpv)で あった.【 結 論】DPGpv,PPGpvで

はDPGと 比 べ体 重減 少 と下 痢 の発生 が有 意 に少 な く,ダ ンピング症状 発生 率 の減少 傾 向が み られ た.

PPGpvで は胆 石発生 率 の有意 な減 少が み られた.DPGで は有 意 な 胃排 出亢 進 と吸収能 低下 が み られ

たが,PPGpvで は 胃排 出亢 進が軽 減 され 吸収能 は保 持 され た.以 上 よ りDPGpv,PPGpvは ともに臨

床 的 に有用 な機 能温 存手術 で あ る.

S-11.経 鼻 内視 鏡 や 体 外 式 超 音 波,胃 透 視 を用 い た十 二 指 腸 ブ レ-キ に対 す る ア プ ロー チ

川崎医科大学内視鏡 ・超音波セ ンター1,川 崎医科大学食道 ・胃腸 内科2

楠 裕 明1,石 井 学2,春 間 賢2

【背 景】食 直後 に内容 物 の一部 は十 二指腸 内に流 出す る.こ の現 象 はInitial Gastric Emptyingと 呼

ばれ,こ の増加 は過 度 の十二 指腸 ブ レー キや近位 胃拡 張不 良 を引 き起 こ し,胃 排 出 に も影 響 を及 ぼす

た めfunctional dyspepsia(FD)の 病態 生理 の ひ とつ として注 目され て い る.【 目的】経 鼻 内視鏡 や体

外式超 音 波法,胃 透視 で十二 指腸 ブレー キの評価 を試 み る.(1)経 鼻 内視 鏡 での検 討 【対 象 】腹部 症

状 を持 たな い健 常人(HV)10名(男 性6例,年 齢22～38歳).【 方法】 経鼻 内視 鏡下 に十二 指腸 内 に0.1

Nの 塩酸 お よび水 を100ml投 与 し,直 視 下 で前庭部 収縮 を2分 間隔で評 価 した。 【結果 】水投 与 で収

縮 回 数 に変 化 は な く,酸 投 与 で 著 明 に減 少 した(水:前5.7±0.3,後5.5±0.17,酸:前6±0.27,後

0.88±0.64).(2)超 音 波で の検討 【対 象】FD3例,HV10例.【 方法 】200 ml,200 kcalの 液 体食 を

経 口投与 し,超 音 波 で十 二指 腸 流入 を確認 し,そ の後 の前 庭部 収縮 を評価 した.【 結果 】全例 で投与 後

に前 庭部 収縮 の消 失 を認 めた.FDはHVと 比 較 し,消 失 までの時 間 は小 さ く(FD: 163,HV: 229

秒),消 失 の持続 時間 は大 きい(FD: 397, HV: 148秒)傾 向が あ った.(3)透 視 で の検討 【対 象】2006

年9月 か ら10月 に岡山健康 づ く り財 団 で 胃検 診 を受 診 した495例(男 性227例,平 均年 齢59.1歳).

【方法】間接 撮影 写真 読影 時 に,traitz靭 帯 よ り口側 にバ リウムが流 出 した(流 出 陽性)症 例 と,し な

か った(流 出陰性)症 例 に分 け,間 診 表 で 自覚 症状 を比較 した.【 結 果】 流 出陽性例 は227例 で あ り,

間診 で 自覚症 状 は55例 に認 めた.流 出陰性 例 は268例 で あ り,自 覚 症状 は34例 に認 めた.【 結語 】そ

れ ぞれ の方 法で十 二指 腸 ブ レーキ の評 価 は可能 で あ り,FD病 態 解明 の一助 とな る可 能性 が ある.
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S-12.タ キキニンNK2受 容体刺激によるモルモッ ト大腸粘膜からのセロ トニン放出に及

ぼすチロシンキナーゼ阻害薬の効果

獨協医科大学薬理学1,獨 協医科大学医総研2

児嶋 修一1,池 田 雅 志2,上 川 雄 一郎1

【目的 】セ ロ トニ ン(5-HT)は,大 腸 の運 動機 能や 分泌機 能 に影響 す る重要 な伝達 物質 で あ る.大 腸

にお ける5-HTの 大 部分 は,粘 膜 エ ンテ'ロク ロマ フ ィン細 胞 に貯蔵 され て いるが,大 腸粘 膜 か らの5-

HT放 出制 御 機構 の正確 な メカニ ズム は まだ明 らか に され て いな い.こ れ まで に我々 は,タ キキ ニ ン

NK2受 容 体刺 激薬 で あ る[β-Ala8]-neurokinin A 4-10(βAla-NKA)が モルモ ッ ト大腸 粘膜 に分 布

す る タキ キニ ンNK2受 容 体 の刺激 を介 して大 腸粘 膜 か らの5―HT放 出 を促 進す る こ とを明 らか に し

て きた(Br. J. Pharmacol. 2004, 141: 385).今 回我 々 は,NK2受 容 体刺 激 に よる5-HT放 出機構 に

お け るチ ロ シンキ ナーゼ(PTK)の 役割 を明 らか にす るた め に,βAla-NKAに よる5-HT放 出 に及 ぼ

すPTK阻 害 薬 の効 果 を検討 した.【 方 法】常法 に よ り雄 性 モル モ ッ トか ら大 腸 を摘 出 し,短 冊 型 の大

腸標 本 を作製 した。摘 出大腸 標本 か らの5-HT遊 離 量 はHPLC/電 気 化学 検 出器 を用 い て測 定 した.

【結 果 と結論 】βAla-NKAは 濃度 依存 的 に大腸標 本 か らの5-HT放 出 を増 強 した.PTK阻 害 薬genis

tein(GST)は,濃 度依 存 的 に βAla-NKAの5-HT放 出促 進作 用 を増 強 したが,GSTの 構造 類似体 で

PTK阻 害 作 用 を もた ないdaidzeinは βAla-NKAの 作用 に対 し何 ら影響 を及 ぼ さなか った.GSTと

は構 造 的 に異 な るPTK阻 害薬DHCAも また βAla-NKAの 作 用 を増強 した.以 上 の結 果 か ら,PTK

の阻 害 は タキ キニ ンNK2受 容 体刺 激 によ る大 腸 粘 膜 か らの5-HT放 出 を増 強 す る もの と考 え られ

る.

S-13.肝 外胆管再生過程の組織学的検討―平滑筋再生を中心に―

埼玉医科大学消化器一般外科1,奈 良県立医科大学2

宮澤 光 男1,合 川 公康1,鳥 井 孝宏1,岡 田 克 也1,大 谷 吉 秀1,小 山 勇1,

筏 義人2

胆管 再生 の検 討 は,過 去 におい て は胆 管結紮 モデル,あ るい は,肝 内胆 管 に関す るものが 中心 で あ

り,肝 外胆 管 が成熟 す る まで再 生 を検 討 す る こ とは不 可能 で あった.我 々 は,生 体 吸収性 ポ リマ ーで

作 製 した人 工胆 管(ABD)をnativeの 肝 外胆 管 と置換 す る と,そ の移 植部 分 に胆 管上 皮細胞 が再 生 し,

nativeと 同様 の胆管 が再 生 して くる こ とを示 した(Am J Transplant 2005, 1541).こ の移植 モ デル

を用 い,肝 外胆 管 の平滑筋 が どの ように再生 す るか組 織学 的 に検 討 した.(方 法)生 体 吸収 性 ポ リマー

で作 製 した チ ュー ブ状 の人 工胆 管(ABD)を 用 い移植 実験 を施 行 した.ABDに は移植 前,細 胞 等 は播

種 しな かった.雑 種 ブ タをABD移 植 の レシ ピエ ン トとした.胆 嚢 管合 流部付 近 の総 胆管 を切 断後,総

胆管 の十 二指腸 側 を結紮 。肝 側 のnativeの 総胆 管 の断端 とABDを 吻合 した.さ らに,十 二 指腸下 降

脚 に5mm大 の穴 を あけ,ABDの 他 方 断端 とその十二 指腸 の穴 を縫合 した.neo-bileductは 移植 後

経時 的 に採取 し組織 学 的 に観 察 した.筋 芽細胞 のマ ーカ ー と してdesmin染 色 を用 いた.(結 果 と考 察)

ABD移 植7週 にお いて,ABD移 植 部 の再 生胆 管 は均 一 に再生 してお り,十 二指 腸側,肝 臓 側 どち ら

か ら優位 に再生 して いる とい う ことはなか った.ABD移 植後3,7週 にお いて,desmin陽 性細 胞が 胆管

上皮 下 にほ ぼ均 等 に認 め られた.ABD移 植後12w,6ヶ 月 も十 二 指腸 側 か らあ るい は,肝 臓 側 か ら

desmin陽 性細 胞 が連続 して分 布 す るので はな く,再 生胆 管 に均等 に認 め られた.そ のdesmin陽 性細

胞 の量 は経 時 的 に増 加 した.移 植後6ヶ 月 で もnativeの 肝 外 胆 管 よ りdesmin陽 性 細 胞 量 は少量 で

あった.(結 語)こ の モデル の肝外 胆管 再生 におい て は,末 梢 循環 細胞 が ポ リマ ー移植 部分 に生 着 し,

分化 し,ポ リマ ー移 植部 分 に均等 に平 滑筋 が再 生 して くる と考 え られ た.
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S-14. 直腸 癌 術 後 の排 便 障 害 に つ い て

鹿児島大学医学部小児外科学1,聖 路加 国際病院小児外科2,聖 路加 国際病院外科3

松 藤 凡1, 中村 晃 子2, 大東 誠 司3

【緒 言】排 便 は結腸 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,こ れ には

腸 管神 経系 と仙 骨神 経系 が重 要 な役 割 を果 た してい る こ とを報 告 して きた.直 腸 癌 に対 す る低位 前方

切 除術 で は,消 化 管 の連 続性 は再建 に よ り保 たれ てい るが,術 後 にFragmentationと 呼 ばれ る排便 障

害 が生 ず る こ とが あ る.こ の よ うな症例 に誘 発排 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.【 対象 】直腸 癌 に対 して低位 前 方切 除術 が行 われ,術 後長 期 に排便 困難 を きた した5例.【 方

法】肛 門 よ りを5mm, 10mm, 15mm, 20mm, 7cm, 12cm, 17cm, 22cmの8カ 所で 内圧 を測定 で き

るカテー テル を作成 した.測 定 に はpneumohydrostatic perfusion systemを 用 いた.こ の方法 で は,

吻合部 口側 結腸,吻 合部 肛 門側直腸 な らび に肛 門の 内圧 が同時 に測 定 で きる.カ テ ーテル を通 して吻

合部 口側 に グ リセ リンを注入 して排便 を誘発 した.【成績 】コ ン トロー ル群 で は,誘 発排便 時 に は,High

 Amplitude Propagated Contraction (HAPC)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.直 腸癌

術後 排便機 能 症例 で は,便 意 が生 じた 時点 で 口側 結腸 にはHAPCが 出現 し肛 門側へ と伝播 す るが,吻

合部 を超 えて伝播 す る ものは なか った.内 肛 門括約 筋 の弛緩 も認 め られな か った.多 くの患者 は長時

間 のい きみ と ともに便 を排 泄 した.【 考察 】本術 式で は肛 門 と残 存直 腸 へ分布 す る 自律神 経(仙 骨神 経)

は切 断 され て い る.ま た,直 腸 を切 除 す るた め腸管 壁 内神 経 の連 続性 も絶 た れ て い る.こ の こ とが

HAPCの 伝 播 障害,内 肛 門括約 筋 との協 調運 動障 害 と推 測 され る.自 律 神経 の温 存術 式や 吻合部 を超

えた壁 内神経 の再 生 な どを促 す こ とが課題 で あ る.

S-15. 脊 髄 の 排 便 中枢 を介 す る グ レ リンの 結 直腸 運 動 亢 進 作 用

岐阜大学大学院連合獣医学研究科獣医生理学教室1,

Anatomy and Cell Biology, University of Melbourne, Parkville, VIC, Australia2

志水 泰 武1, Shafton Anthony D.2, 椎 名 貴 彦1, 武脇 義1, Furness John B.2

【背景 と目的 】 胃腸 管 に存在 す るペ プチ ド性 因子 は,一 般 的 に消 化管 の運動 性 や分泌 機能 に大 きな影

響 を与 える.し か しなが ら,胃 で合 成分 泌 され るグ レ リンにつ いて は,成 長 ホルモ ンの分 泌促進 や食

欲 亢進 とい った中枢 を介 す る作 用 が よ く知 られ てい るが,消 化管 に対 す る作 用 は はっ き りして いな い.

本 研究 で は,ラ ッ トを用い たin vivoの 実 験 に よ り,消 化管 の運動 性 に対 す るグ レ リンの作 用 を明 らか

にす るこ とを 目的 とした.【 方法】実験 に はSDラ ッ ト雄 を用い,大 腿 動脈 に設 置 したカ テー テルか ら

α ク ロラロ ース とケ タ ミンの混合液 を持 続 的 に注 入 し,安 定 した麻酔 状態 を維 持 した.結 腸 に切 開 を

入れ,内 容 物 を取 り出 した後,カ ニ ュー レを設置 した.肛 門側 か ら も同様 にカニ ュー レを挿入 し,圧

トラ ンデ ューサ ー につな ぎ腸 管 内腔 の圧 変化 を記 録 す る とと もに,推 送 された液 量 を測定 した.ま た,

無麻 酔 の ラ ッ トの皮下 に薬物 を投 与 し,単 位 時 間 あた りの糞便排 泄量 を測 定 した.【 結果 】中枢 へ容 易

に移 行す るグ レ リンアゴニ ス ト(CP464709)を 静 脈 内 に投与 す る と,強 い結直腸 の蠕 動が誘 発 され た.

この こ とと良 く一 致 して,無 麻酔 無拘 束 のラ ッ トに この薬物 を皮 下投 与 した場 合,糞 便排 泄が 引 き起

こされ た.腰 仙髄 部(L6-S1)に あ る排 便 中枢 へ のCP464709投 与 に よ り,結 直 腸 の運動性 亢進 が再 現

された.脊 髄 か ら結直腸 へ の神経 連絡 を遮 断 す るた め に,馬 尾 を外科 的 に切 断 した と ころ,静 脈 内 に

投与 したCP464709の 効 果 が消失 した.ま た,糞 便排 泄 中枢 へCP464709を 高濃 度注 入 し脱 感作 を引 き

起 こす こ とによって も,CP464709よ る結 直腸 の運 動性亢 進 は見 られ な くなった.一 方,CP464709は

小腸 の運 動性 に は影響 しなか った.【 結論 】 グ レ リンア ゴニ ス トは,腰 仙髄 部 の排便 中枢 を活性 化 し,

結直 腸 の運 動性 を亢進 させ,糞 便 の排 泄 を促 す こ とが明 らか とな った.
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S-16. 直 腸 肛 門 反 射 に お け る壁 内神 経 の 可 塑 性

奈良県立医科大学医学部生理学第二1,奈 良県立医科大学医学部消化器 ・総合外科2,

奈良県立医科大学医学部分子病理3

勝井 錬 太1,2, 國安 弘 基3, 藤 井 久男2, 中島 祥 介2, 高木 都1

【目的 】モル モ ッ ト直腸切 離 吻合 モデル を用 いて,壁 内神経切 断 後 の排 便反 射 の経 日的変化,吻 合部

の組 織 学 的変化 を術 後1-8週 間検討 し,直 腸肛 門反 射経 路 に関与 す る壁 内神 経 の可塑性 につい て報 告

す る.【 方 法】モ ルモ ッ トを開腹後,肛 門縁 よ り3cmの 直腸 を切 離 吻合 した.排 便 反射[直 腸-直 腸 反

射(R-R反 射)お よび直腸 一内肛 門括 約筋反 射(R-IAS反 射)]の 測定 は全 身麻酔 ・人 工 呼吸下 で,肛 門

縁 よ り5cmの 直腸 に挿入 したバル ー ンを加 圧 伸展 した時 の直 腸 内圧変 化 お よびIAS張 力 変化 の記 録

に よ り行 った.ま た,慢 性 腰仙髄 破壊 モ ルモ ッ トにお いて排便 反 射促進 作用 を示 した5HT4 agonist

 (mosapride citrate)の 効 果 の経 日的変化 や,脳 由来 神経 栄養 因子(BDNF)局 所 投与 後 の排 便反 射 ・吻

合部 の組 織 学 的形態 の経 日的変 化 につ いて も検 討 した.【 結果 】R-R反 射 反応 はいず れ の期 間で も非

手術 例 の コン トロール群(C群)と 有 意差 は認 め なか った.R-IAS反 射反 応 は術 後1-4週 目でC群 に

比 べ て有意 に減 少 したが,8週 目で はC群 と有 意差 を認 め ない ほ ど回復 した.吻 合 部組織 像 の検討 に よ

り,こ の時期 に一 致 して吻合 部 を越 えてつ なが る神経 線維 が観 察 された.さ らに,Mosaprideは この

時 期 に一致 して,R-Rお よびR-IAS反 射反 応 を増 強 した.BDNF局 所投 与群 で はR-IAS反 射反 応 の

回復 は術 後2週 目で見 られ,吻 合部 を連 絡 す る神 経線 維 を認 めた.さ らに,吻 合部 にお いてBDNFの

受 容体 で あ るTrkB陽 性細 胞 やNF陽 性 細胞 の数が有 意 に増加 してい た.【 結 語】直腸 切離 吻合術 後,

R-IAS反 射 の経 日的 回復 が み られ,そ れ に伴 う壁 内神 経 系 の再 生が 示 された.Mosaprideは 壁 内神経

系 の再 生 に伴 い排便 反射 の増 強作用 を示 した.さ らに,BDNF局 所 投与 は壁 内神 経の可 塑性 を促 進 し,

R-R反 射 とR-IAS反 射 か らな る排便反 射 の回復 を短 縮 させ た.
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シ ン ポ ジ ウ ム4 自 律 神 経 支 配 臓 器 の 神 経 性 機 能 調 節

S-17. マ ウ ス 食 道 運 動 に 対 す る抑 制 性 神 経 調 節

岐阜大学大学院連合獣医学研究科獣医生理学教室1,Erlangen-Nuremberg大 学第一解剖学教室2

椎 名 貴彦1, Boudaka Ammar1, 志水 泰 武1, Woerl Juergen2, Neuhuber Winfried2,

 武脇 義1

【背景 と 目的 】マ ウス食 道 の筋 層 は横紋 筋 で構成 されて い る.こ れ まで形 態 学的 な検討 か ら,食 道 横

紋 筋 は,迷 走神 経 と内在神 経 に よ る二重 の神 経支 配 を受 けて い るこ とが 明 らか に され てい る.こ の よ

うな特 徴 は,迷 走 神 経 のみ な らず 内在神 経 も食道 運動 の制御 に関与 す る こ とを示唆 す る もので あるが,

これ を明 らか に した報告 はほ とん どない.カ プ サイ シ ンは,Transient receptor potential ion channel

 of the vanilloid type 1 (TRPV1)を 介 して,感 覚 神経 に作 用す る.カ プサ イ シン感 受性 神経 は内在 神

経 の活 性 に影響 し,消 化 管運 動 を制 御 す る.一 方,ピ ペ リン とい う胡 椒 の辛 み成分 もカ プサイ シ ン と

同様 に,感 覚神 経 を刺激 す る こ とが知 られて い る.本 研究 で は,マ ウス食 道 の横 紋筋収 縮 を制御 す る

内在神 経 の役 割 を明 らか にす る こ とを 目的 と し,食 道 の迷 走神 経性横 紋 筋収 縮反 応 に対 す る カプサ イ

シン とピペ リンの効 果 につ いて比 較検 討 した.【方法 】マ ウス か ら食 道 を分離 し,オ ル ガ ンバ ス 中に て,

フォー ス トラ ンスデ ューサ ー を用い て食道 運動 を記 録 した.【 結果 と考 察】迷 走神 経 の電 気刺 激 に よっ

て誘 発 され たマ ウス食道 横 紋筋 の収 縮 反 応 は,カ プ サ イ シン あ るい は ピペ リンを作 用 させ る こ とに

よって,抑 制 され た.TRPV1拮 抗薬 は,カ プ サイ シ ンの抑 制効 果 は阻害 したが,ピ ペ リンの効果 には

影響 しなか った.ま た,カ プサ イ シンの前 処置 に よ りTRPV1の 脱 感 作が 生 じた のち も,ピ ペ リンは

迷走 神経 性収 縮 を抑制 した.さ らに,カ プサ イ シ ンの抑 制作 用 は,タ キ キニ ン受 容体 阻害薬 や一 酸化

窒 素(NO)合 成 酵素 阻害薬 によ って阻害 されたが,ピ ペ リンの作 用 は影響 され なか った.以 上 の結果

よ り,マ ウス食道 には,TRPV1依 存性 お よび非依存 性 の2種 類 の抑制性 神経 調節 経路 が存 在 して い る

ことが 示唆 された.

S-18. 中 枢 摂 食 亢 進 ペ プ チ ドに よ る ラ ッ ト胃近 位 部 の 弛 緩応 答

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 口腔生理学分野

小橋 基, 美 藤 純 弘, 藤 田 雅 子, 松尾 龍二

我 々 は これ まで視 床 下部 に存 在 す る摂食 亢 進ペ プチ ドの オ レキ シ ンAや ニ ュー ロペ プ チ ドYが,

迷走神 経 背側複 合核 群(dorsal vagal complex: DVC)に 作 用 して,胃 近 位部 の弛緩 を惹 起 す る こ と

を明 らか に して きた(Neurosci Lett 332: 171-174, 2002; Am J Physiol Regul Integ rComp Physiol

 290: R290-R297, 2006).こ の現 象 は,摂 食 に適 応す るた め 胃の貯 留能 を増 加 させ る応答 だ と考 え られ

る.グ レ リ ンは胃組織 か ら精 製 され,成 長 促進作 用 と共 に摂食 亢進作 用 を もつ こ とが明 らか となって

いる.ま た,中 枢 に もグ レ リン含 有細 胞 が存在 す る.グ レ リンが上部 消化 管 に空腹 期収縮 様 の運動 を

惹起 す る こ とは既 に知 られて い るが,食 物 貯留 能 を持つ 胃近位 部へ の作 用 は知 られて いな い.そ こで

今 回我 々 は,グ レ リン中枢 投与 の 胃近 位部 収縮 性 にお よぼす効 果 を,ウ レタ ンク ロラロー ス麻 酔 下 の

ラ ッ トを用 い て検 討 した.グ レ リンの第 四脳 室内投 与 に よ り胃近位 部 に用量依 存性 の弛 緩が観 察 され

た.グ レ リン受 容体(GHS-R)の ア ンタゴニ ス トで ある[D-Lys3]-GRP-6と グ レ リンの 同時投与 で

は,胃 近位 部 の弛緩 は観察 されな か った.ま た両側 頸部 迷走神 経 の切 断後 は,グ レ リン投与 によ る弛

緩 は観 察 され なか った.さ らにグ レ リン をDVC内 に微量 注入 し胃近位部 の内圧変 化 を観 察 した結 果,

閂 よ り吻側 部 への注 入 よ り もむ しろ尾側 部へ の注入 の方 が強 い弛緩 を惹 起 した.こ れ は以前 にニ ュー

ロペ プチ ドYで 得 られた結 果 と同様 で あ る.こ れ らの結果 か ら,グ レ リンは尾側DVCの ニ ュー ロ ン

を介 して迷 走神 経経 由 で胃近位 の弛緩 を もた らす こ とが明 らか とな った.
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S-19. 迷 走 神 経 が 低 気 圧 環 境 で の 胃運 動 調 節 に果 た す 役 割

奈良女子大学大学院人間文化研究科統御生理学1,日 本海洋科学技術 センター2

三 木 健寿1, 吉本 光 佐1, 楢木 暢雄2, 毛 利 元彦2

【目的 】高 山病 の代表 的 な 自覚症 状 に消化 管運 動 に関連 した食 欲減 退,吐 き気,嘔 吐,腹 痛 な どが古

くか ら知 られ てい る.本 実験 は,意 識 下 のラ ッ トに0.5気 圧急性 暴 露(キ リマ ンジャロ に相 当 す る高 所

環境)し,低 気圧 環境 が 胃の運動 に及 ぼす影 響 お よび,そ の調 節 に はた す 胃迷 走神 経 の役 割 につ いて

検討 した.【 方 法】Wistar系 ラ ッ トを用 い,胃 の運 動 を計 測 す るた め にス トレイ ンゲー ジ トラ ンス

デ ュー サー を慢性 留置 した.手 術 後1日 以上 の回復期 を待 ち,自 由行動 下 にて実験 を行 った.プ ロ ト

コール は,1時 間の1気 圧 での コ ン トロー ル期,1時 間 の0 .5気 圧 の急性低 気圧 暴露,1時 間 の1気 圧

で の回復 期 よ り成 る.ま た,胃 の迷走神 経枝 を切 除 した群 で 同様 の実験 を行 い,無 処 置群 と胃迷走 神

経切 除群 との差 を検 討 した.【結 果】0.5気圧 の低 気圧 暴露 によ り,胃 の収 縮 回数 は,無 処置群 で は5.6±

0.1回/分 か ら5.1±0.1回/分 に,胃 迷走 神経切 除群 で は5.6±0.1回/分 か ら5 .0±0.1回/分 に減 少 した.

0.5気 圧暴 露 による 胃の収縮 回数 の低下 は無処 置群 と胃迷走 神経 切 除群 に差 は無か った.し か し,胃 の

収縮 波 の面積 はコ ン トロー ル期 を100%と す る と,無 処置群 で は0.5気 圧暴 露 に よ り64.6±4.0%有 意

に低 下 した が,胃 迷 走神 経切 除群 で は収 縮波 の面 積 は0.5気 圧暴 露 によ り変化 しなか った.【 結 論 】本

実験 は,低 気 圧暴 露 に よ り無 処置群 で は 胃の運動 が抑 制 され る こ とを示 した.そ の抑 制 の メカニ ズム

と して,胃 の迷走神 経 が 胃の収縮 波 の面 積 の減少 を引 き起 こ して い る ことが示 され た.こ れ は,胃 迷

走神 経 は高所 で の胃の運 動抑 制 に関与 し,胃 の 内容物 の排 出抑 制 を引 き起 こ して い る可能 性 を示唆 す

る.

S-20. 体 性 感 覚 神 経 を介 す る 自律 機 能 の 反 射 性 反 応 ― 卵 巣 血 流 を例 と して

国際医療福祉大学基礎医学研究 センター

黒澤 美 枝子, 下 重 里 江

種 々 の自律機 能が 内臓 か らの求心 性情報 に よって反射 性 に調 節 され る ことは良 く知 られて い る(内

臓 ― 内臓反 射).一 方,自 律機能 は皮 膚 や筋 ・関節 な どの体 性感 覚情報 に よって も反射 性 の調節 を受 け

る(体 性― 内臓 反射)こ とが明 らか に されて きて お り,体 性― 内臓 反射 は体 表 か らの刺 激(例 えば,マ ッ

サ ージ,温 並 び に冷 湿布,鍼 灸 な ど)が 内臓機 能 にお よぼす効果 を説 明 す るメカニ ズム の一 つ と考 え

られ て いる.本 シンポ ジ ウム で は,最 近 私 どもが研 究 してい る卵 巣血 流 を例 に して,皮 膚 ・骨格 筋 へ

の電気 刺激 の影響 とそ の 自律神 経性 機序 を紹介 す る.特 に刺激部 位,刺 激 頻度,脊 髄 性 の反応,性 周

期 の違 いに着 目 した.実 験 には発情 期 と発 情 間期 の ラ ッ トを用 いた.ラ ッ トは ウレタ ンで麻酔 し,人

工呼 吸器 を用 いて呼 吸 を維 持 した.開 腹後,左 側 卵巣表 面 にレーザ ー ドップラー血 流計 プ ローブ を置

き,卵 巣血 流 を連 続測 定 した.ス テ ンレス針2本(間 隔12mm)を 左側 の腓腹 筋 あ るい は腹 筋 に刺 入 し,

強度10mAで,2Hz,10Hz,80Hzの 頻 度 の刺激 を30秒 間加 えた.そ の結果,腹 筋 へ の10Hz刺 激

によって卵巣 血 流 は増 加 した が,腹 筋 お よび腓 腹筋 へ の80Hz刺 激,腓 腹 筋へ の10Hz刺 激 に よって

卵巣血 流 は減 少 した.2Hz刺 激 に よって卵 巣血 流 は変化 しなか った.腹 筋 刺激 によ る卵巣 血流 反応 は

発情期 の方 が発情 間期 に比 べ て大 きか った.卵 巣血 流反 応 は卵巣 支配 交感 神経 の切 断並 び に脊髄 切 断

後,消 失 した.こ れ らの事 実 よ り,腹 筋 並 びに腓腹 筋 へ の刺 激 に よって卵 巣血 流 は,卵 巣 交感 神経 を

介 して反射性 に変 化 す る こ と,そ の反応 は脊髄 よ り上位 の中枢 を介 す る こ と,が 明 らか となった.ま

た,腹 筋へ の刺激(分 節性 の刺 激)時 に,卵 巣 血 流 の反応 は刺激 頻度 に依 存 し,性 周期 の影響 を受 け

る ことが示 され た.卵 巣血 流 は排卵機 能 と密接 に関わ る ことが知 られて い る ことか ら,体 性感 覚刺 激

が排卵 機能 に影響 を与 え る可能 性が 示唆 され た.
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シ ン ポ ジ ウ ム5 子 宮 収 縮 の 基 礎 と 臨 床

S-21. 塩 酸 リ ト ドリ ン と硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム の 子 宮 平 滑 筋 イ オ ン チ ャネ ル へ の 作 用 の 相 違

に 関 して― 子 宮 収 縮 抑 制 剤 併 用 療 法 確 立 の た め 基 礎 的 検 討―

広島大学大学院医歯薬学総合産婦人科

三好 博 史, 占部 智, 島 筒 里 香子, 工 藤 美樹

切 迫早産 治 療 の主体 は子宮 収縮 の抑 制 で あ り,本 邦 にお いて は β2受容 体作働 薬 で あ る塩酸 リ トドリ

ンが 早産 治療 薬 の第一選 択 となって い る.最 近,硫 酸 マ グ ネシ ウム製剤 が正 式 に切迫 早産 治療薬 とし

て認 可 され た.こ れ に よ り塩 酸 リ ト ドリンが使 用 で きない症例 や副 作 用 に よ り有 効濃 度 を維 持 で きな

い症 例 な どへの投 与が 可能 となった.硫 酸 マ グネ シウム は歴史 的 に早産 治療 目的 で使用 されて きたが,

特 に両者 の併 用 に関 して の基礎 的検 討 は十 分 とはい えない.そ こで,イ オ ンチ ャ ンネル に よる子宮平

滑筋 細胞 の膜 電位 制御 の観 点か ら各薬 剤 の作 用 の相 違 を示 す.β2受 容体 作働 薬 は細 胞 内cAMP濃 度

上昇 に よ りCaの 貯 蔵 を促 進 し,膜 電 位 に関 して は過 分 極 させ て収 縮 を抑 制 す る と報 告 されて い る.

我 々 はGap結 合 の透 過性 を約15%低 下 し細胞 間 の興奮 伝搬 を抑制 す る ことを示 した.一 方,Mgイ オ

ンはL型Caチ ャネ ル を抑 制 す るのみ で は な く,特 に子宮 収縮 に は促 進 的 に働 く非 選択 性 陽 イオ ン

チ ャネル(NSCC)に 高 い感 受性 を示 した.単 一 子宮 平 滑 筋細 胞 か らパ ッチ クラ ン プ法 に て単 離 した

NSCC電 流 はMg2+濃 度0.01-10mMに おい て濃 度依 存性 に(Kd=0.28mM)抑 制 され た.ま た,ATP

受 容体 電流 も同様 の濃度域 にお いてMg2+に 高 い感受 性(Kd=0.26mM)を 示 してお り子 宮平 滑筋 細

胞 にお ける作 用点 で ある こ とが示 唆 された.一 方,β2受 容体 作働 薬 は両者 に対 して効 果 を示 さ なか っ

た.イ オ ンチ ャネ ル型ATP受 容体 で あ るP2X受 容 体 の発 現 様 式 を検 討 した と ころP2X4お よ び

P2X7の 優 位 の発現 を認 め た.ま た,妊 娠期 間 中の発現 を定 量 した ところ両 者 は ともに妊娠 末期 にむ け

て発 現が 亢進 してお り分 娩時 にお ける子宮収 縮 との関連性 が推 測 された.塩 酸 リ トドリン と硫 酸 マ グ

ネ シ ウム は子 宮平 滑筋 イオ ンチ ャネ ル に対 す る作 用 が異 な ってお り両者 の併 用 は相 乗効 果 を もた らす

こ とが期 待 され た.

S-22. Lipopolysaccharide処 理 ラ ッ ト妊 娠 子 宮 筋 の 収 縮 反 応 に 対 す るProstaglangins

及 びIP3の 関 与

福 島県立医科大学産婦人科

大川 敏 昭, 高 橋 秀憲, 佐 藤 章

【目的】 早産 の原 因 の多 くに細菌感 染 の関与 が示 唆 されて い る.そ こでLipopolysaccharide (LPS)

処理 の妊娠17日 目(早 産 期)の ラ ッ ト子 宮筋 を用 いてOxytocin (OXT)に よる筋 収縮 の感 受性 の変化

及 びProstaglangins (PGs)とinositol 1,4,5-trisphosphate (IP3)の 関与 について検 討 した.【 方法 】

(1)LPS(1.5mg/kg)処 理 ま た は処 理1時 間 前 にIndomethacin(IND)投 与 し た の を各 々,Cont群,

LPS群,IND群,LPS-IND群 とした.子 宮 よ り縦走 筋標 本 を作成 し,Krebs-Ringer液 中で,OXT

に よる収 縮 を等尺 性 に記録 した.(2)同 時 にbath中 のPGF2α,PGE2産 生量 及 び組 織 中のIP3産 生 量

ををRIA法 にて測 定 した.【 成績 】(1)OXT用 量 反応 曲線 にお け るEC50の 値[対 照群,LPS群](M±

SD)は,[2.10±0.39,2.63±0.26]で あ り,LPS群 におい て曲線 は左 に有意(p<0.05)に 偏位 した.IND

投 与 にお いて,EC50値 は[IND群,LPS-IND群][2.12±0.30,2.51±0.33]で あ り,INDに よ り,LPS

群 の 曲線 が 左 に偏位 す るの を抑制 した.(2)自 然収縮 時 よ り[PGF2α,PGE2]と もにLPS群[51.0±

15.5,50.1±16.0] (pg/mg wet weight tissue/10min, mean±SE, n=8)で はCont群 産 生量[38.3±

4.2,36.1±13.2]に 比 して と増加 傾 向 を呈 してお り,OXTを 投与 す る とPGF2α は約3倍,PGE2で

は約5倍 と有意 に上 昇 した(p)<0.05).OXT投 与後 のPGE2産 生量 の上 昇率 はLPS群 の5倍 に対 し,

LPS-IND群 で は,約2倍 と抑 制 され た.PGF2α 産 生量 はLPS-IND群 で は,わ ずか に増加 した に過

ぎず,LPS群 よ り有 意 に減少 した(p<0.01).IP3に お いて は,LPS群 はOXTを 投与 す る とCont

群 に比 してIP3産 生量 が有 意 に増加 していた.【結 論】LPSはOXTに 対 す る妊娠 子宮筋 の感 受性 を亢

進 させ た.こ の機 序 にはPGsやIP3産 生 亢進 が深 く関与 してい る こ とが示唆 され た.



J-17

S-23. 早 産 とサ イ トカ イ ン

秋田赤十字病院総合周産期母子医療セ ンター

平野 秀 人

絨毛膜 羊膜 炎(CAM)は 早 産 の主 な原因 で あ る.卵 膜 の組 織検 査 に よ るBlanc分 類 はCAMの 程度

を あ らわ す指標 として用 い られて い る.早 い妊 娠 週数 の早産 ほ ど,高 度 なCAM(Blanc分 類stage3)

が関与 して い る。す なわ ち,分 娩 時 の妊娠 週数 が22～25週,26～29週,30～33週,34週 以 降 の場 合,

stage3のCAMを 認 めた割 合 は,そ れ ぞれ59%,31%,8%,0%で あった.羊 水 中 の炎症性 サ イ トカ

イ ン レベ ル は,CAMの 程 度 ともに上 昇 す る.羊 水 採取後48時 間以 内 に分娩 に至 った切 迫早 産60例 を

CAM(一)あ るい はstage1(n=17),stage2(n=22),stage3(n=21)の3群 に分 け る と,羊 水 中IL-

8値(平 均 値(pg/ml))は.そ れ ぞれ2,993,13,112,46,235,IL-6値 は5,225,30,853,84,953,とstage

毎 に上 昇 した.IL-1β は50,29,2005とstage3に お いて著 高値 を示 した.切 迫早 産 の発症 時期 を妊娠

28週 未満(n=60),28～31週(n=29),32週 以降(n=22)の3群 に分 ける と,入 院 時の羊 水 中IL-

8値(平 均値(pg/ml))は,そ れぞれ11,897,4,536,1,785,IL-6値 は14,313,9,510,6,251と 早 い妊

娠週 数 の切迫 早産 ほ ど,高 値 を示 した.IL-1β 値 は640,49,36と 妊 娠28週 未 満 で著高値 を示 した.

切 迫 早産(PROMを 除 く105症 例)の た め入院 してか ら分 娩 に至 る まで の 日数 と,入 院 時の羊 水 中IL-

8お よびIL-6値 の相 関係数 は,そ れ ぞれ0.26(p=0.006),0.28(p=0.0037)と,有 意 な相 関 を認 めた が,

IL-1β との間 には相 関 を認 めなか った.以 上 の結 果 か ら,炎 症性 サ イ トカイ ン は早産 にお ける子宮 収

縮 に関与 し,と くにIL-1β は早 い妊 娠週 数 の早産 に大 き く関与 してい る可 能性 が示 唆 された.ま た羊

水 中のIL-8値 やIL-6値 は,切 迫 早産 の予後 を評 価 す るの に有 用で あ る と思 われ た.

S-24. 妊 娠 中期 に お け る子 宮 頸 管 長 短 縮 症 例 の 臨 床 的意 義 と早 産 治 療 効 果

福岡大学病院総合周産期母子医療 センター1,福 岡大学医学部産婦人科学教室2

吉里 俊 幸1, 井上 善仁2, 瓦 林 達比 古2

[目的]妊 娠 中期 にお け る子 宮 頸管 長(CL)短 縮 の 臨床 的意 義 とritodrineに よる子宮 収縮 抑制 効 果

を評 価 す る ことで あ る.[方 法]I.経 膣 超音 波 断層 法で経 時 的 にCLを 計 測 した単 胎114例 で,妊 娠

26週 以前,27-31週 にCL<25mmと な った症例 を各 々早 期短 縮群(20例),後 期短 縮群(19例),そ れ

以外 を対 照群(75例)に 分 け,各 群 の臨床 的 背景 の違 い を検 討 した.114例 中 自然経 膣分娩 に至 った78

例 につ き,分 娩経過 を頸管 開大5cmか ら全 開 大 まで の開大速 度 として定量化 し,3群 間 で比 較 した.II.

頸 管縫縮術 未施 行,31週 以 前でCL<25mmと な り,ritodrine単 独 による切迫 早産 治療 を行 った43例

を対 象 に,ritodrine投 与 中 に陣痛 発来 した無 効群(15例),ritodrine投 与 終了3日 以 内 に陣痛 発来 した

早期 陣痛 発来 群(13例),陣 痛発 来 しな か った未発 来群(15例)の3群 に分 け,投 与 前後 のCLを3群 間

で比 較 した.III.β2-stimulant有 効 性 の個体差 を検討 す るた め,妊 娠 満期 で選 択 的帝王切 開分 娩 時 に採

取 した子宮筋切 片 を用 い,isoprotelonolに よる子宮 収縮抑 制(tocolysis)作 用 をisometoric tension法

に よって定量 的評価 を行 い,[3H] dihydroaloprenolol bindingと の相関 を検討 した.[成 績]I.(1)

早 期短縮 群 は全例,縫 縮 術and/ortocolysisを 要 し,後 期 短縮群 は10例(52.6%)にtocolysisを 施行

した.(2)早 期,後 期短 縮群 は各1例 が早産 とな った.(3)頸 管開 大速度 は,早 期,後 期 短 縮群 で は対

照 群 に比 べ急 速 であ った(P<0.05).II.(1)投 与 前 のCLは3群 間 で有意 差 はな か った.(2)無 効群 お よ

び早期 発来群 で は,投 与 終了 時 のCLは 投与 前 よ り短 縮 した(P<0.05).III.Isoproterenolの 子 宮筋収

縮 抑制効 果 は個体差 が大 き く,抑 制効 果 と[3H] dihydroaloprenolol bindingと の 間 に相 関 関係 を認

めた.[結 論]妊 娠 中期 に頸 管長 短縮 を来 た す症例 におい て は,個 体 が有 す る子 宮頸 管特 性 と β2-受容

体 特性 をは じめ とす る子 宮筋 収縮 抑制 効果 の少 な く とも2つ の相 加 ない し相 乗効 果 の結果 が早 産 の有

無 に反 映 され る ことが 示唆 され た.
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シ ン ポ ジ ウ ム6 過 活 動 膀 胱

S-25. 難 治 性 過 活 動 膀 胱 に対 す るA型 ボ ツ リヌ ス神 経 毒 素 を 用 い た治 療 の 現 状 と展 望

川崎医科大学泌尿器科1,岡 山大学大学院医歯薬学総合研究科泌尿器病態学2

横 山 光彦1, 原 綾 英1, 近藤 典 生1, 藤井 智 浩1, 常 義 政1, 宮地 禎 幸1,

永井 敦1, 渡 辺 豊彦2, 公文 裕 巳2

【目的】難 治性 の過 活動 膀胱 に対 す るA型 ボ ツ リヌス毒 素膀 胱壁 内注 入療 法 は,欧 米 を中心 に多 数報

告が見 られ る ように なった.し か しなが ら本 邦 での実 施施 設 は限 られ てお り,普 及す るには至 って い

ない.今 回我 々の治 療成績 を報告 し,将 来 展望 につ いて言 及 す る.【 対象 と方法】岡 山大 学 医学部 お よ

び川崎 医科 大学 倫理 委員 会 の承認 の後,2004年11月 か ら2007年3月 まで に22例 の排 尿 筋過 活 動 に

伴 う難 治性 尿 失禁 患者 に治療 を行 った.10例 が特発 性排 尿筋過 活 動(男 性5名,女 性5名,年 齢52～80

歳,中 央 値68歳)12例 が神 経 因性 排 尿筋 過活動(男 性9名,女 性3名20～71歳,中 央値34歳)で あっ

た.治 療前 に 自己 導尿 に よる排尿 管理 が10例,自 排 尿 を行 って いた患者 が12例 で あった.投 与 方法

は,原 則 として局所麻 酔下 で膀 胱鏡 を用 い,23Gあ るいは27Gデ ィス ポー ザブル 針で 注入 を行 った.自

排尿 の患者 で は50～100単 位,CIC患 者 で は200単 位 を注 入 した.治 療 前,治 療1ヶ 月後 にCMGを 施

行 し,治 療 前,治 療7日,1ヶ 月後,3ヶ 月後 に排尿 日誌 に よ る効果 の確 認 を行 った.【 成績 】特発 性 で

は10名 中9名 で 自覚 的 に尿 失禁 の改 善 を認 め,神 経 因性 で は12例 中10例 で 自覚 的 な改善 が認 め られ

た.CMG上,膀 胱容 量 は有 意 な増加 を認 め,UIC時 の最大 膀胱 排尿 筋圧 も有 意 に低 下 した.効 果 持続

は3ヶ 月 ～12ヶ 月,中 央値6ヶ 月 で あった.現 時点 で再発 後9名 に再注 入 を行 った.有 害事 象 として 自

排尿 を行 って いた12例 中2例 で注入1週 後 に不完 全尿 閉 とな り一 時 的 にCICが 必 要 で あった が,そ

の他 は特 に有害事 象 は認 めな か った.【 結論 】A型 ボ ツ リヌ ス神 経毒 素膀 胱壁 内注 入療 法 は難 治性 過活

動膀 胱 患者 に対 す る有 効 な治療 にな る と考 え られ たが,自 排尿 を行 って い る患者 で は治療後 に排 尿 困

難 が発生 す る可能 性 が あ り注意 を要 す る.ま た再発 後 の頻 回投与 に よ る治療 効果 の減 弱 も指摘 され て

お り,今 後 さ らな る検 討 を要 す る もの と思わ れ る.

S-26. 膀 胱 内 ア セ チ ル コ リン 受容 体 刺 激 の 蓄 尿 期 に 及 ぼ す 影 響

東京医科歯科大学医学部泌尿器科

増 田 均

(目的)ニ コチ ン,ム スカ リン両受 容体 が尿路 上皮,中 枢 神経 系 に発現 して い る事 か ら,両 受容 体 が

排尿 の求心 路 に機能 的役 割 を果た してい る事 が推 定 され る.我 々 は末 梢 の両受容 体 の刺激 が排 尿反射

に与 える影 響 につ いて比 較検 討 した.(方 法)SD雌 ラ ッ トを用 い,ウ レタ ン麻酔 下 に膀胱 内圧 測定 を

施 行.ア セ チル コ リン,ニ コチ ン,ム スカ リン受容 体刺 激剤 のニ コチ ン,arecaidineを 経 尿道 的 に投

与 し,投 与 前 後 の排 尿 間隔及 び各 圧パ ラメー ターの比較 を行 った.ま た,膀 胱壁 にフ ァス トブル ー を

投与 し,L6～S1の 後根 神経 節 か ら同陽性細 胞 を単離 し,そ の 中で カプサ イ シン感 受性 細胞 に対 す るア

セ チル コ リ ン,ニ コチ ン,arecaidineの 反 応 をパ ッチ クラ ンプ法 を用 いて検討 した.(結 果)ア セ チル

コ リン(10～100mM)の 膀胱 内灌 流 は,排 尿 間隔 を濃度依 存性 に短 縮 し,こ の変化 はatropine sulfate

(ATR, 30μM)の 同時灌 流 で は抑 制 され たが,ニ コチ ン受容 体拮 抗剤 で あ るmecamylamine (MEC,

 3mM)の 同 時灌 流で は影響 を受 けなか った.arecaidine(1～30μM)及 びニ コチ ン(1～10mM)の 膀 胱

内灌 流 は,そ れ ぞれ排尿 間 隔 を濃 度依 存性 に短縮 し,こ の変 化 は それぞ れATR及 びMECの 同時灌 流

で抑 制 され た.カ プサ イ シン前 投与 に よるC繊 維 の脱 感作 は,ニ コチ ンに よる膀胱 刺激症 状 は抑制 し

たが,ア セ チル コ リン,arecaidineに よるそれ には影響 を与 えなか った.パ ッチク ランプ法 で,ア セ

チル コ リン,ニ コチ ン はカプサ イ シ ン感受 性細胞 で 内向 き電流 を惹起 す るが,arecaidineは 影 響 を与

えなか った.(結 論)膀 胱 にお け るニ コチ ン,ム ス カ リン受 容体 の興 奮 は と もに排尿 反射 を促進 し,頻

尿 を誘発 す る と考 え られ た.前 者 は,カ プサ イ シン感 受性 のC繊 維 を介 してお り,後 者 はカプサ イ シ

ン抵抗性 の求心 性繊維 又 は筋 肉の興 奮 を介す るもの と思 われ た.上 記 のメ カニズ ム は坑 コ リン剤 の蓄

尿 期評 価 シス テム の検 討 に有 用 と思 わ れた.
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S-27. 過 活 動 膀 胱 に お け るKit陽 性 細 胞 の役 割

名古屋市立大学大学院医学研究科腎 ・泌尿器科学分野

窪 田 泰江, 小 島 祥敬, 佐 々木 昌一, 郡 健 二郎

【目的】 消化 管 の 自動運動 は,Kit(受 容 体型 チ ロ シンキ ナー ゼ)陽 性 細胞 で あ るカハ ール の介 在細

胞 に よ る と考 え られ て い る.最 近膀 胱 に もKit陽 性細胞 の存 在が 明 らか にな った こ とか ら,私 たち は

過活 動膀 胱(OAB)の 発症 にKit陽 性 細胞 が 関与 して い る もの と考 え,膀 胱 におけ るKit遺 伝 子(c-

kit)の 意 義 につ いて検 討 した.【 対 象 ・方 法】 約400gの メ スモル モ ッ トを用 い,OABモ デル として

排尿 可能 な程度 の尿 流 出路 閉塞(Bladder outlet obstruction: BOO)膀 胱 を作成 した.術 後2週 目に

以 下 の項 目につ き検 討 した.(1)排 尿 回数 お よび一 回排尿 量 の変化.(2)膀 胱 内圧 測定.(3)抗c-kit

抗体 を用 いた免 疫組 織化学 染色 によ るKit陽 性 細胞 の発 現.(4)透 過型電 子顕 微鏡(TEM)に よる

膀 胱微細 構 造 の変化 の観察.【 結果 】(1)BOO群 で は対照 群 に比 べ て有意 に頻 尿 とな り,1回 排尿 量 も

減 少 して いた.(2)膀 胱 内圧測 定で は排尿 前収 縮 が高頻 度 に観察 された.(3)Kit陽 性細 胞 はBOO群

にお いて筋 層 の平滑 筋線維 束周 囲 のみ な らず,肥 厚 した粘膜 下層 で も増加 していた.(4)微 細 構 造 は,

正 常膀 胱 でKit陽 性細 胞 が互 い に連絡 し,筋 細 胞 や神 経 と密接 して い る像 を観 察 した.BOO群 で は

Kit陽 性細 胞 が一部 変形 し,細 胞 内小器 官が崩 壊 してい る所 見 もみ られた.【 考 察 ・結 論】以 上 の結 果

か ら,尿 路 上皮 か ら求心性 知覚 神経 へ の シグナル伝 達 に は,粘 膜 下層 に存 在す るKit陽 性細 胞 が関与

して い る と考 え られた.粘 膜 下 層お よび筋 層 にお け るkit陽 性細 胞 が,過 活 動膀胱 の発 症機 序 に関与 し

てい る こ とが示 唆 され,今 後kitを 標 的 とした新 しい治療 薬 の開発 につなが る可能 性 が あ る と思 わ れ

た.

S-28. 膀 胱 血 流 の見 地 か ら見 た膀 胱 平 滑 筋 細 胞 の 形 態 学 的phenotypeの 変 化

近畿大学医学部泌尿器科

松本 成 史

膀胱 平 滑筋 の肥厚 や線 維化 の メカニ ズム の解 明 は,前 立 腺肥 大症 を代表 とす る様 々 な下 部尿 路 閉塞

(Bladder outlet obstruction; BOO)性 疾 患 に対 す る治療 へ と結 び付 く重 要 な要素 で ある.膀 胱 血 流 の

見地 か らこの変化 を考 えた場合,軽 度～ 中等度 の膀胱 血流 の変 化 で は,尿 路上 皮や壁 内神 経 が変性 し,

排尿 筋過 活動(Detrusor overactivity; DO)の 状 態 を呈 しやす く,い わ ゆ る過 活動膀 胱(Overactive

 Bladder; OAB)的 な蓄尿 障害 が主 に顕在 化 す る.高 度 の膀 胱血 流 の変化 や その状態 の長 期化 で は,尿

路上 皮や壁 内神 経 の障害 が進行 す るだ けで な く,膀 胱 虚血 ・再 潅流 によ る組織 障害 も加 わ り,膀 胱平

滑筋 収縮 力が低 下 し,低 活動膀 胱(Underactive Bladder)や 膀 胱機 能障 害 に陥 り,様 々 な蓄 尿症 状や

排尿 症状 を呈 す る と思 われ る.わ れ われ は,ラ ッ トBOOモ デルや膀 胱虚 血 ・再 潅 流(Ischemia-Reper-

fusion;I/R)モ デル に伴 う膀 胱平 滑筋細 胞 の形 態学 的変化 を,血 管 平滑 筋細 胞 におい て形態 学 的 に分

類 され てい る収 縮型 ・合 成型phenotypeと い う概 念 を用 い,透 過型 電子 顕微 鏡 にて検 討 して きた.ま

た,ヒ ト摘 出病 的膀 胱 にお いて も同様 に検討 した.BOOモ デ ルで の経 時的変 化 で は膀胱 平滑 筋細 胞 の

phenotypeの 比 率 は,BOO群 で6週 まで は非収 縮型/収 縮(合 成)型(non-cotractile/contractil; nc/

c)比 はほぼ一 定で,そ の後 は非収縮 型 が増加 してお り,20週 で はnc/c比 は3.2倍 で あ った.I/Rモ デ

ル で は,1時 間虚血 ・4時 間再潅 流群 でnc/c比 は約5倍 で あった.ヒ ト摘 出膀胱 におい て も神 経因性

膀 胱群 でnc/c比 で高 値 を示 した.以 上 の結果 よ り,膀 胱平 滑筋 細胞 におい て もphenotypeの 概念 が存

在 し,BOOやI/Rに よ り膀 胱平 滑筋細 胞 は形 質変 換 し,非 収縮 型 の比率 が増加 して いた.膀 胱機 能低

下 には合 成型phenotypeが 重 要 な役割 を果 た して い る と考 え られ,OABで は,尿 路上 皮 の関与 が重 要

な因子 と言 われ てい るが,膀 胱 平 滑筋細 胞 の変 化 も関与 してい る可能性 が あ る.
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S-29. 過 活 動 膀 胱 に お け る尿 中Prostaglandin E2の 定 量 お よ びCOX2 inhibitorの 臨 床

的 効 果

奈良県立医科大学医学部泌尿器科

鳥本 一 匡, 平 山 暁秀, 松 本 吉弘, 松 吉 ひ ろ子, 藤本 清秀, 平 尾 佳彦

【目的】高 齢者 にお ける蓄 尿症 状 は,QOLを 著 し く低 下 させ る病 態 の一 つで あ る.蓄 尿症状 の 主た る

病 態 は,過 活動 膀胱 で あ る と考 え られて い る.過 活 動性膀 胱 にお け る排 尿反 射経 路 として,c-fiberを

求 心路 と した反 射経 路が 存在 す る.c-fiberはprostaglandin (PG)の 存 在下 で活性 化 し,動 物実 験 で

は,下 部 尿路 閉 塞 に よる排 尿筋 虚血 に よ りVEGFの 活性 化 お よびCOX2のmRNAお よびタ ンパ クの

増 加 が報告 されて い る.COX2が 活性 化 され る こ とでPG産 生 が増加 し,過 活 動膀 胱が 生 じて い る可能

性 が あ る.そ こで今 回,膀 胱 水力 学検 査(pressure flow study; PFS)お よび膀胱 冷水 試験(ice water

 test; IWT)の 結 果 と尿 中 のPGE2の 定量 よ り,過 活 動性 膀 胱 に お け るPGの 関 与 につ い て検討 し,

COX2 inhibitorの 臨床効 果 を検討 した.【 方法 】PFSお よびIWTを 試行 した32例 を対 象 とし,PFS

お よびIWT試 行後 の尿 お よび 自尿 中のPGE2の 定量 を行 った.次 に蓄 尿症状 を有 す る患者22人 に対

し,COX2 inhibitorを1ヶ 月間投 与 し治療効 果 を評価 した.評 価 法 は患者 自己 申告 とし1.効 果 あ り(継

続投薬 を望 む),2.や や効果 あ り(他 剤へ の変更 は望 まな い)3.効 果 な し(他 剤 へ の変更 は望 む)に

て判 定 した.な お,PFSに おい て,下 部 尿 道閉塞 度(BOO)を 求 めた.【結 果 】症 例 は,PFSお よびIWT

の結 果 よ りa:BOOな し,か つIWT陰 性.7例b:BOOな し,か つIWT陽 性.5例c:BOOあ り,

か つIWT陰 性.12例d:BOOあ り,か つIWT陽 性8例 の4群 に分 類 され た.自 尿 お よびPFS時 尿

で はPGE2の 濃度 は各群 間で差 は認 め なか ったが,IWT時 尿 におい て,d群 のPGE2が 有 意 に高か っ

た.COX2inhibitorは,神 経 因性 膀胱 患者 の蓄尿 症状 には無効 で あ ったが,前 立 腺肥 大症 患者 に対 し

ては有効 で あ った.【 結語 】BOOを 有 す る症 例 おい て はPGE2産 生増 加 に よ り,c-fiberが 活性化 され

過活 動膀 胱 を生 じてい る可 能性 が示 唆 された.ま たCOX2 inhibitorはBOOを 有 す る症例 の蓄尿 症状

に対 して有 効 であ る こ とが示唆 され た.
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シ ンポ ジ ウム7 血管 平滑 筋 研究 の新 展 開

S-30. 大動脈壁内平滑筋細胞のバイオメカニクス:新 鮮単離細胞の力学特性計測 と血管

壁内力学環境の推定

名古屋工業大学機械工学科

松本 健郎, 成田 健吾, 長山 和亮

【目的】高血圧による壁肥厚や,血流量増加による径拡大など血管劈のリモデリングは平滑筋により
生じる.リ モデリングの詳細を解明するには,血 管壁内の細胞にどのような力が加わっているのか明

らかにする必要がある.血 管壁は力学的に不均質であるため,血 管壁を均質とした従来の解析結果は

不十分である.そ こで本研究では平滑筋細胞の力学特性とこの細胞が壁内で置かれている力学環境を

明らかにすることを目的とする.【方法】ブタ胸大動脈を対象とした.ま ず,組 織内に存在する平滑筋

細胞がどのような変形状態にあるのかを知るために,細 胞核を染色 し,組 織中の細胞核の形状と酵素

法により組織から単離された細胞の核形状を比較した.ま た,我 々が開発した細胞用引張試験機を用

い,組 織から単離した平滑筋に加えた張力と細胞長,細 胞核長の関係を求めた.こ れらの結果を基に

細胞核長が組織内での長さに等しい時の張力から無負荷状態の組織内の細胞に加わっている応力を推

定した.また,実際のブタ胸大動脈の内圧-外径関係より生理状態の血管壁の壁内ひずみ分布を計算し,

引張試験の結果 と組み合わせることで,生 理状態の血管壁内の平滑筋細胞に加わる力を求めた.【結

果】組織内の細胞核は単離細胞の核と比べて15%程 度伸張されていることが判った.こ れより,細胞

質全体は23%程 度伸張されており,こ の際,細 胞に加わる応力は13kPa程 度であるという結果が得

られた.ま た,生 理状態で拡張期圧(ブタの場合100mmHg程 度)が作用した血管壁には25%程 度の

ひずみと100kPa程 度の応力が加わっており,そ の増分弾性係数は500kPa程 度であるのに対し,平

滑筋細胞には53%程 度のひずみと38kPa程 度の応力が加わっており,増 分弾性係数は53kPa程 度

であるという結果が得られた。【結論】血管壁全体と壁内細胞の力学環境は大きく異なることが判っ

た.

S-31. 平滑筋細胞の牽引力計測 と骨格構造の力学的役割

東北大学大学院工学研究科バイオロボティクス専攻

大橋 俊朗, 亀田 憲史, 佐藤 正明

接着細胞は焦点接着斑と細胞外マトリックスの結合によって接着している.こ のとき細胞は基質を

細胞中心方向に引っ張る牽引力を発生している.し たがって,細 胞内の力学環境と細胞の機能に密接

な関係があることを考えると,こ れらの力を測定することは細胞の生理 ・病理を理解する上で重要で

ある.そ こで本研究では,微 細加工技術を用いてマイクロピラーを有する細胞培養基質膜を製作し平

滑筋細胞の牽引力を計測することを目的とする.さらに細胞骨格の力学的役割について検討を行う.細

胞培養基質膜は微細加工により形成 したシリコンウェハを型としてPDMSで 型取 りをすることに

よって製作した.試 料としてウシ大動脈由来平滑筋細胞を用いた.細 胞培養後,マ イクロピラーのた

わみ量とマイクロピラーのバネ定数から牽引力を算出した.ま た,微 小管および中間径フィラメント

をノコダゾールおよびアクリルアミド投与により破壊し牽引力の変化およびアクチンフィラメント像

を観察した.製 作したマイクロピラーのサイズはおよそ直径3μm,高 さ10μm,中 心間距離8μmで

あった.細胞を培養した結果,牽引力の平均値は11.8nNで あり細胞周辺部において牽引力は大きい傾

向が見られた.ま た,牽 引力の方向とス トレスファイバの分布には相関が見られた.微 小管を破壊す

ると牽引力の方向は変化せずその値は平均で3.3nN増 加した.微小管の破壊前後でアクチンフィラメ

ントの分布に大きな変化は見 られなかった.一 方,中 間径フィラメントを破壊すると一旦牽引力は増

加し,そ の後次第に低下していくことが示された.牽 引力の低下時にはアクチンフィラメントの減少

が観察された.以 上の結果から,牽 引力の主な発生源はス トレスファイバであることが考えられ,微

小管や中間径フィラメントはストレスファイバの分布あるいはその収縮機構に影響を及ぼしているこ

とが示唆された.
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S-32. 特 発 性 肺 動 脈 高 血 圧 症 患 者 の 肺 動 脈 平 滑 筋 細 胞 に お け る 力 学 特 性 な らび に 増 殖 能

の 検 討

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科循環器内科1,

国立病院機構 岡山医療センター循環器科2,奈 良県立 医科大学生理学第二講座3,

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科腫瘍 ・胸部外科4

中村 一 文1, 松原 弘己2, 清水 壽 一郎3, 草野 研 吾1, 伊達 洋 至4, 大江 透1

【背 景】特 発性 肺動 脈 高血圧 症(PAH)は 原 因不 明の難 治性 疾患 で あ り,そ の成 因 の解 明が待 たれ て

い る.病 理 学 的 には内膜 ・中膜 の肥厚 と細 胞 の異常増 殖 が認 め られて い る.今 回,肺 移植 時 の摘 出肺

よ り分 離培 養 した肺 動脈 平 滑筋細 胞 の力学 特性 な らび に増 殖 能 を検 討 した.【 方 法 と結果 】1)力 学特

性 の検 討:PAH患 者 由来 の肺動 脈平 滑筋細 胞 の弾性 率 を原 子 間力 顕微 鏡 で測 定 した とこ ろ,内 在性

血管 拡張物 質(NOな らび にPGI2)に 対 す る細 胞 の弾性 率 の変化 が減弱 して いた.平 滑筋細 胞 の力 学

特 性 が 正 常 例 とnano/microオ ー ダーで 相 違 して い る こ とが 示 唆 さ れ た.2)増 殖 能 の 検 討:

Thymidineの 取 り込 み にて増 殖 能 を評 価 した と ころPAHの 肺 動 脈 平 滑筋 細 胞 にお い て はBMPR2

遺伝 子 の変 異の有 無 にか かわ らず血 小板 由来成 長 因子(PDGF)・ 血清 ・BMP-2＆7刺 激 に よる増 殖 能

が 正 常 株 に比 べ て亢 進 し て いた.BMPR2遺 伝 子 異 常 の な い 例 を さ ら に詳 細 に し らべ た と ころ,

BMPRtypelB(ALK-6)遺 伝 子 の過剰 発現 を認 め た.さ らにALK-6をdominant negativeな らび

にsiRNAに て抑制 した と ころ,増 殖能(DNA合 成 能)が 抑制 された.以 上 の よ うにBMP systemの

異 常が確 認 され た.3)増 殖 抑制 薬 の検討:現 在 臨床 に使 用 され てい る薬 剤 にて増 殖能 の抑 制 を試 みた

ところ,prednisolone, carvedilol, simbastatinがThymidineの 取 り込 み を抑 制 した.prednisolone

はp27蛋 白 の発現 を増加 させて,cell cycleを 止 めてい た.【 結 語 】PAH患 者 の肺 動脈 平滑 筋細 胞 は

弾 性率 な らび に増 殖能 に異常 を認 めた.今 後 この異常 を標 的 とした治 療が 有効 で あ る と考 え られ る.

S-33. カ ル シ ウ ム イ オ ン に よ る カ ル シ ウ ム感 受性 増 強 作 用 一PI3-キ ナ ー ゼ ク ラ スIIア ル

フ ァの 関 与

金沢大学大学院医学系研究科血管分子生理

多久 和 陽

細胞 膜脱 分 極 や受 容体 作 動性 ア ゴ ニス ト刺 激 に よ りひ き起 こされ る細 胞 内遊 離Ca濃 度 の上 昇 は,

平滑筋 収縮 にお いて必須 の役 割 を はた してい る.Ca濃 度 の上 昇 は カルモ ジ ュ リン依 存性 リン酸 化酵 素

ミオ シン軽 鎖 キ ナーゼ(MLCK)を 活 性化 す る こ とに よ り,20kDミ オ シン軽 鎖(MLC)の リン酸 化 をひ

きお こし,収 縮 を惹起 す る.我 々 は,CaがMLCKを 活性 化 す るの みな らず,MLCを 脱 リン酸 化 す る

ミオ シン軽 鎖 ホ ス ファター ゼ(MLCP)を 抑制 す る ことを見 出 した.従 来,受 容体 作動性 生理 活性 物

質 はG12/13を 介 してRho-Rhoキ ナーゼ を活性 化 す る こ とに よ りMLCPを 抑制 し,効 率 よ くMLC

リン酸化 及 び収 縮 を引 き起 こす と理解 され てい たが,新 た に,受 容体 を介 さ ないCa依 存 的 なRho-

Rhoキ ナー ゼ-MLCP系 の制御 機構 の存 在が 明 らか とな った.こ の発 見 は,Caに よる平 滑筋収 縮活 性

化機 構 に関 す る従 来 の ドグマ に変 更 を迫 り,Caに よ るMLCK, MLCP二 重制 御 を示 して いる.Caに

よるRho活 性 化 の プロセ ス に は,こ れ まで高 等 動物 にお け る機 能 が不 明 で あった ホ ス ホイ ノ シチ ド

3-キ ナ ーゼ ク ラスIIア ル フ ァ酵 素(PI3K-C2ア ル ファ)が 介 在 して いる こ とを見 出 した.す なわ ちCa

はPI3K-C2ア ル フ ァを介 してRhoを 活 性化 し,Rhoキ ナー ゼ依存 的 にMLCPの 調 節 サ ブユニ ッ ト

MYPT1及 びMLCP阻 害 蛋 白CPI-17を リン酸化 す る こ とに よ りMLCPを 抑制 す る.Ca依 存 的 な

Rho活 性 化 及 びMLCP抑 制 は,細 胞膜 脱分 極 のみ な らず受 容体 作動 性 ア ゴニ ス トに よ る血 管平 滑 筋

収 縮 にお いて も,G12/13依 存 性機 構 と ともに関与 す る.こ のCa-PI3K-C2ア ル フ ァ依存 的 な機 序 に よ

り,Caは 効 率 良 くMLCリ ン酸 化,従 って収縮 をひ きお こす(Ca-induced Ca sensitization).
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S-34. SPC/Fyn/Rho-kinase経 路 に よ る 血 管 平 滑 筋 収 縮 のCa2Lsensitizationへ の 膜

ラ フ トの 関 与 と,こ れ に 対 す る エ イ コサ ペ ン タ エ ン酸 の 抑 制 メ カ ニ ズ ム

山口大学大学院医学系研究科器官制御医科学講座生体機能分子制御学1,

独立行政法人科学技術振興機構JSTイ ノベー ションプラザ広島2

岸 博 子1, 森景 則保1, 加 治屋 勝 子1, 川 道 穂津 美1, 高 田 雄一2, 徐 丹1,

郭 鳳 玲1, 王 農1, 松 尾 さや か1, 小林 誠1

Rho-kinase (ROK)に よる血 管平 滑筋 収縮 のCa2+-sensitizationは,血 管 攣縮 にお いて重 要 な役 割

を果 た してい る.我 々 は これ まで に,sphingosylphosphorylcholine (SPC)がSrcフ ァミ リーチ ロ シ

ンキ ナー ゼ の1つ で あ るFynの 活 性 化 を通 してROKに よ るCa2+-sensitizationを 引 き起 こす 事,

更 に,エ イ コサ ペ ンタエ ン酸(EPA)がCa2+依 存性 収 縮 に は影響 せ ず に,SPCに よる血管 平 滑筋 の

Ca2+-sensitizationを 選択 的 に抑制 す る事 を見 出 し報 告 して きた.今 回我 々 は,SPCに よる血管平 滑

筋 のCa2+-sensitizationに 対 す るEPAの 抑 制 メカニ ズム につ いて検討 した.SPCは,細 胞 質Ca2+濃

度([Ca2+]i)の 上 昇 を伴 う事 な く,血 管 平滑 筋収 縮 を起 こし,EPAは,高 カ リウム脱分 極 に よるCa2+

依 存性 収 縮 には影 響 せ ず に,SPC収 縮 を抑 制 した.培 養血 管 平 滑 筋 細胞 に お いてSPC刺 激 に よ り

Fynお よびROKは 形質膜 へ移 動 し,膜 ラフ トのマ ーカ ーで あ るcaveolin-1お よびcholera toxin

 subunit Bと 共 局在 した.EPAはcaveolin-1の 局在 に影響 す る事 な く,SPCに よるFynとROKの

膜 ラフ トへの移 動 を抑制 した が,β-cyclodextrinは,形 質膜 か ら選 択 的 に コレステ ロール とcaveolin-

1を 除 去 し,SPCに よ る血管 平滑 筋収 縮 お よびFynとROKの 膜 ラ フ トへ の移動 を抑制 した.以 上 の

結 果 か ら,SPC/Fyn/ROK経 路 によ る血 管平 滑筋 収縮 のCa2+-sensitizationに お いて,膜 ラ フ トは重

要 な役 割 を果 た し,EPAは β-cyclodextrinと 異 な る機 序で,こ の経路 を阻害す る事が 示唆 され た.

S-35. 血 管 平 滑 筋 と内 皮 細 胞 の相 補 的 関係

名古屋市立大学看護学部生理1,名 古屋市立大学医学部生理学2

山本 喜 通1,2, 鈴木 光2

血 管 内皮細胞 が一 酸化 窒素 や エ ン ドセ リンを放 出 して血 管平 滑筋 の収 縮弛緩 に関与 して い る ことは

よ く知 られ てい る.そ うした脈管 作動物 質 を介 す る制 御 に加 え,内 皮細 胞 は平滑筋 の細 胞膜 電位 を変

化 させ る こ とによっ て も血管 径 の調節 に関与 して い る と考 え られ る.事 実,内 皮細 胞 と平滑 筋細胞 は

ギャ ップ結合 で交 通 してお り,膜 電位 を共有 して い る.両 細胞 には各 々異 な った種 類 のイ オ ンチ ャネ

ル や受容 体が 分布 し,そ れ らが協 同 で共通 の膜 電位 を保 持 して い る.例 えば,静 止状 態で は平滑 筋 の

K+チ ャネルが 主 に開 口 して静 止膜電 位 を形成 し,内 皮細 胞 のチ ャネル は余 り開い てい ない.よ って 内

皮細 胞 は,平 滑筋 細胞 と切 り離 して単 離す る と通常 の静 止膜 電位 を維 持で きない.平 滑筋細 胞 は電位

依存 性Ca2+チ ャネル を持 ち,刺 激 によ り脱分 極 す る とそれが 開い て活動 電位 を発生 す る.そ の膜 電位

変 化 は内皮細 胞 に伝播 し,電 位依 存性Ca2+チ ャネル を持 た な い 内皮細 胞 か らも活 動 電位 が記 録 で き

る.一 方,内 皮 細胞 はムス カ リン受容体 や プ リン受容 体 を持 ち,そ れ らへ の刺激 で細胞 内Ca2+濃 度 が

上 昇 す る.そ れ によ って脈 管作 動物 質が 放 出 され る と同時 に,Ca2+依 存 性K+チ ャネル や同Cl-チ ャ

ネルが 開 き,各 々膜 を過分極 ない し脱 分極 させ,そ れ が平 滑筋 に伝播 して その弛緩 ない し収縮 を起 こ

す.こ の際 過分極 す るか脱 分極 す るか は静 止膜 電位 の値 に依 存 して お り,収 縮 血管 で見 られ る浅 い静

止 膜電 位 で は過分 極 して弛 緩が,弛 緩血 管で 見 られ る深 い静 止膜 電位 で は脱分 極 して収縮 が起 きる傾

向が あ り,一 種 の 自動 制御 システ ム と して機 能 す る と考 え られ る.
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ワ ー ク シ ョ ッ プ 平 滑 筋 臓 器 に お け る 免 疫 ・炎 症 に 関 わ る プ レ イ ヤ ー 達

― 基 礎 か ら 臨 床 ま で

W-1. 気 道 平 滑 筋 に お け るH2O2の 作 用

名古屋市立大学大学院医学研究科薬理学

渡邊 義将, 伊 藤 猛 雄

慢性 気 道炎 症 にお いて,炎 症細胞 に由来 す る各 種 の活性 酸素種 が,病 態 形成 ・増悪 因子 として重 要

で あ るこ とが以前 よ り指 摘 され てい る.と くにH2O2は,気 管支 喘息 な どの患者 の呼気 中 での増加 や そ

の重症 度 との関連性 が示 唆 され,そ の細 胞傷 害作 用 の気道 炎症 にお ける役 割が 注 目 され てい る.し か

し,こ れ らの病 態 にお け る気 道平 滑筋 の機械 的機 能調 節 に対 す るH2O2の 作 用 につい ての知 見 は限 ら

れ てい る.我 々 は,ウ サギ の気道 平滑筋 摘 出標本 を用 い,そ の収縮 機能 に対 す るH2O2の 作 用 を検 討 し

た.上 皮 温存標 本 にお いて,ア セチル コ リン(ACh,3μM)は 収縮 を惹 起 し,H2O2(10-100μM)は,

濃度依 存 性 に これ を抑制 した.こ のH2O2の 作 用 に対 し,カ タ ラー ゼ を豊富 に発 現 す る上皮 細胞 層が 防

御 的 に働 いてい る可能性 が あ る ことが 示唆 され,上 皮 細胞 が傷 害 され る よ うな病態 で は,H2O2の 平 滑

筋 に対 す る弛緩 作 用が増 強 され る可能性 が あ る と考 え られた.一 方,上 皮除 去標本 におい て,H2O2は

AChに よ る細胞 内Ca2+濃 度上昇 を増 強 す るに もか か わ らず収 縮 を著 明 に抑 制 した.ま た,ス キ ン ド標

本 にお いて,H2O2は,生 理 的 と想定 され る濃 度(0.3μM以 下)のCa2+に よる収 縮 を,AChの 存在 ・

非存 在 にか かわ らず抑制 した.よ って,H2O2は,収 縮 タ ンパ ク系 のCa2+-感 受 性 を低 下 させ る こ とに

よ り,AChに よるウサ ギ気道平 滑筋 収縮 を抑 制 す る可 能性 が示 唆 された.し か しなが ら,上 記 のCa2+

濃度 範囲 にお ける収 縮 の大 きさは,10μM Ca2+に よ り惹 起 され る最大 収縮 と比 較 して 非常 に小 さい

こ とも明 らか となった.し たが って,本 研究 で は,き わ めて大 きな収 縮能 の余 地 を残 した生理 的状 態

で のACh-収 縮 に対 す るH2O2の 作 用 をみ てい るに過 ぎない可能 性 が あ る.病 的状態 にお け る収 縮 タ

ンパ ク系 の特性 変化 な どの基 本的情 報 が不足 してお り,慢 性 炎症 時 の気道 の機 械 的特性 変化 を明 らか

にす るた めには,今 後,適 切 な病 態モ デル を用 いて上 記 の よ うな検 討 を行 う必 要 があ る.

W-2. 消 化 管 壁 にみ られ る 骨髄 由 来 細 胞

久留米大学医学部解剖学講座顕微解剖 ・生体形成部門

中村 桂 一郎

再 生医療 との関連 におい て骨髄 由来 細胞 が 注 目され て い る.我 々 はGFPト ラ ンス ジェニ ック マ ウ

ス の骨髄細 胞 を野生 型動 物 に移植 した キ メラ動物(石 川 らが 開発)の 様々 な末梢 組織 にお けるGFP陽

性細 胞 を観 察 し,骨 髄 に由来 す る細 胞 が組織 特異 的 な細胞 学 的特徴 お よび分布 様式 を示 す ことを報 告

して きた.ま た,マ クロ フ ァー ジや樹状 細胞 な ど生体 防御 系細胞 のマ ーカ ー分 子 に対 す る抗体 を もち

い た免疫組 織細 胞学 的観 察 で は多 くのGFP陽 性細 胞 が これ ら抗 体 に も陽性 で あった.一 方,消 化管 を

含 むい くつか の臓器 で生体 防御 系以 外 の細胞 へ の分化 が み られ た報 告 が あ り,我 々 もGFP陽 性 の心

筋や 骨格筋 細胞 を観 察 して い る.今 回,骨 髄 移植 キメ ラ動 物 の消化 管 につ いて,凍 結切 片 お よび全 載

標本,ま た,細 胞表 面 マー カー の免 疫染 色標 本 として通常 の光 顕,蛍 光 顕微鏡,共 焦点 レーザ ー顕 微

鏡,電 子顕微 鏡 に よ り観察 し,消 化管壁,特 に筋 層 にみ られ る骨 髄 由来細 胞 につ いて,大 きさ,形,周

囲 の細胞 ・基質 との関連 な ど細 胞 学的形 態情 報 の解析 を試 み た.そ の結 果,小 腸,大 腸 で は粘膜 固有

層 お よび上 皮細 胞 間 に突起 を もた な い円形 ない し楕 円型 の リンパ球 や 形質 細 胞 と考 え られ るGFP陽

性細 胞 が多数観 察 され た.ま た,上 皮基 底側 には粘膜 固有 層 との境 界面 に沿 っ て伸 長 す る突起 を もつ

陽性 細胞 が認 め られ,myofibroblastと の関係 が示 唆 された.さ らに筋 層 で は,ICCや 消 化管 運動 コ ン

トロー ル との 関連 で最近再 評価 され てい る組 織常 在型 マ ク ロフ ァー ジ(resident macrophage)様 の細

胞 が観察 され た.今 後,こ れ らの細胞 の分 子細 胞生 物学 的特 性,周 囲の組 織 ・細 胞 との関 連,動 態,更

新 につ いて解析 が進 む ことに よ り,そ の よ うな形 態 的特徴 が示 す生 体 防御機構,組 織 の形態 形成 ・維

持,そ して組織 ・臓 器再 生へ の関与 につい ての 医学生 物 学的意 義 が明 らか にな り,病 態生理 理解 の一

助 となる こ とが 期待 され る.
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W-3. 消 化 管 炎症 時 の 筋 層 部 マ ク ロフ ァー ジ 動 態 と機 能

東京大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理学教室

堀 正敏, 尾崎 博

消化 管筋 層 間 には壁 内神経 叢 とカハ ー ル介在細 胞(ICC)が ネ ッ トワー クを構成 して消化 管運 動制御

の 中心的役 割 を果 た して い る.さ らに,こ の筋 層 間 には多数 のマ ク ロ ファー ジが常在 してい る こ とが

知 られ てい る.本 ワー ク シ ョップで は,腸 炎発 症時 にお ける消化 管筋 層部 で のマ クロ フ ァー ジ動態 と

その病 態 生理 機能 につい て概 説 す る.ハ プ テ ンによ る腸 炎モ デル ラ ッ トを用 いて筋層 部 にお け るマ ク

ロフ ァー ジの動態 を経 時的 に解析 す る と,炎 症初期 にはMCP-1の 一 過性 の増 加 に伴 って,単 球 由来 マ

ク ロフ ァー ジの筋 層部 へ の浸潤 が速 やか に生 じ,そ れ にひ きつづ い て緩や か に常在型 マ ク ロフ ァー ジ

の増 加が 認 め られた.MCP-1中 和抗 体 やMCP-1の ドミナ ン トネガ テ ィブ体(MCP-1DN)を 用 いて

MCP-1の 作 用 を阻害 す る と,単 球 由来 マ ク ロフ ァージ の減 少 だ けで な く,常 在 型マ ク ロフ ァー ジの減

少 も認 め られた.ま た,炎 症初 期 に はマ クロ ファー ジの細 胞 分裂 像 が認 め られた.す なわ ち,炎 症 に

よ り筋 層部 に浸潤 して きた単球 由来 の マ クロ ファー ジの一部 は,筋 層 部 で常在 型 マ クロフ ァー ジへ と

形 質 を変化 させ る こと,ま た炎 症初 期 に はマ ク ロファー ジ も増殖 活性 を持 ち,筋 層部 のマ クロ フ ァー

ジ数増加 に寄与 す る こ とが示 唆 された.形 態 学的解 析 か ら炎 症時 にはICCや 壁 内神 経叢 の ネ ッ トワー

ク は障害 を受 けて お り,こ の神 経 障害部 を取 り囲む よ うにマ クロ フ ァー ジの分 布が認 め られ た.ま た,

マ ク ロフ ァー ジ はCOX-2やiNOSな どの炎症 関連 タ ンパ ク質 を発 現 して活 性化 していた.こ の時,平

滑筋 の収縮 能 や蠕動 運動 は顕 著 に抑 制 されて い た.ま た,MCP-1中 和 抗体 やMCP-1DNの 処置 に

よって,炎 症 に伴 う消化 管平 滑筋 の収 縮抑 制 は軽 減 した.以 上 の成績 か ら,腸 炎 にお いて筋 層部 のマ

クロ フ ァー ジ は増加 して活性 化 し,神 経,ICC,な らび に平 滑筋 に作 用 し消化 管運動 機能 障害 に中心的

な役 割 を はたす と考 え られ た.

W-4. 腸 間 膜 マス ト細 胞 ― その 発 生 ・生 存 ・活 性 化

神戸大学大学院医学 系研究科病理学分野

伊藤 彰彦

マ ス ト細胞 は骨髄造 血幹 細胞 の子 孫で,全 身の皮 膚や 消化 管 ・気道粘 膜,腸 間膜,腹 腔 内 な どに生

理 的 に存在 す る.マ ス ト細 胞 の発生 ・分 化機構 を解 析 す るため の優 れた道具 として培 養マ ス ト細 胞 が

あ る.こ れ はマウス の骨髄細 胞 をIL-3存 在 下 に培 養 して得 られ る細胞 集 団で,マ ス ト細 胞 欠損動 物 か

らも樹 立可 能 で,移 植 可能 で あ る.bHLH-Zip型 転 写 因子MITF (microphthalmia transcription

 factor)の 遺伝 子座 には様 々 な変 異 ア リル が存在 し,そ の ホモマ ウス はいず れ もマ ス ト細 胞 欠損動 物 で

あ る.変 異 ア リル の種類 によっ て欠損 の程度 が異 な るが,腸 間膜 及 び腹腔 マ ス ト細胞 の欠 損 は多 くの

ア リル に共 通 した症 状 で ある.実 際 これ らの変異 マ ウス 由来 培養 マ ス ト細胞 は腹 腔 内 に移 植 して も腸

間膜 に生着 しな い.cDNAラ イブ ラ リー・サ ブ トラク シ ョン法 によ り,マ ス ト細 胞 にお いてMITFの

転 写標 的 とな る接 着分子SgIGSF(別 名,TSLC1,Necl2,SynCAM)を 単離 した.こ の分子 を遺 伝

子導 入又 は トランス ジ ェニ ックマ ウス作成 によ りMITF変 異培 養 マス ト細 胞 に発現 させ た所,部 分 的

な が ら腹腔 内及 び腸 間膜 で の生 着能 が 回復 した.興 味 深 い こ とにSgIGSFは 神 経 に も発 現 し,ホ モ

フ ィ リックな結合様 式 を持 つ こ とか ら,こ の分 子が神 経 とマ ス ト細胞 との接着 を媒 介す る可能 性 が考

え られ た.こ の可能性 は両 者 の共生 培養 系 にお いて証 明 され,さ らにSgIGSFが 媒 介す る接着 は神 経

か らマ ス ト細 胞 への刺 激伝達 を促進 す る こ ともわか った.皮 膚 や消 化管粘 膜 で はマス ト細 胞 は しば し

ば末 梢神 経 と接 して い るので,SgIGSFは 同様 の働 きを生体 内で も担 って い るか調 べ た.腸 間膜 神 経 を

電気 的 に刺 激す る と野 生型 マ ウス の腸 間膜 マ ス ト細胞 は高頻度 に脱 顆粒 した が,MITF変 異 マ ウスで

は脱 顆 粒 の頻 度 は有意 に低 か った.以 上 の結果 か ら,SgIGSFは 腸 間膜 マ ス ト細胞 の発 生 ・生存 ・活性

化 におい て重要 な役割 を果 た して い る と考 え られ た.
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W-5. ヒ ト筋 線 維 芽 細 胞 株CCD-18Coに お け るTRP蛋 白 質 発 現 とそ の機 能

― 消 化 管 炎 症 との 関 連

福岡大学医学部生理学

海 琳, 本 田 啓, 井上 隆 司

消 化管 の炎症 ・増殖 異常 に は筋 線維 芽細胞 か ら放 出 され る活 性物 質が 重要 な役割 を果 た してい る と

推測 され てい る.本 研 究で は,こ れ に何 らかのCa2+動 態 の破 綻 が関 与 して い る可能 性 を探 索 す るた

め,腸 管 由来 筋線 維芽細 胞CCD-18Coを 用 い,TRP蛋 白質 の発 現パ ター ン・機能 解析 を行 った.RT-

PCR法 に よっ て12種 類 のTRPチ ャネル の転写 産物 が検 出 された.更 に これ らのTRP isoformの 活

性化 物質(OAG,低 浸透 圧,2-APB,sphinganine等)の 投 与 によっ て細 胞 内Ca2+濃 度上 昇 が観察 さ

れ,パ ッチク ラ ンプ法 を用 いた膜 電流 測定 に よって これ らの活 性化物 質 に よる非特 異的 陽 イオ ン電 流

の活 性化 が認 め られた.ま た,CCD-18Coに 作 用す る炎症性 サ イ トカ イ ンTNFα の投与 によって,細

胞 内Ca2+が 上 昇 し,TRPCあ る い はTRPVサ ブ ファ ミ リーの 特 徴 を 示 す 電 流 が 記 録 さ れ た.

TNFα(100ng/ml)24時 間 イ ンキュベ ー シ ョンに よ りCCD-18Coに お けるPGE2産 生 が促 進 され,こ

れ に平行 してTRPClの タ ンパ ク発 現 が増加 し,持 続 的 お よび ス トア枯 渇活性 化Ca2+流 入 が 増大 し

た.こ のPGE2産 生 の促進 は細胞 内外 のCa2+濃 度緩 衡作 用やIndomethacin, Dexamethasoneの 同時

投与 に よって抑制 され た.こ れ らの結 果か ら,TNFα と,CCD-18Co細 胞 にお け るCa2+動 員 の増 強

と,炎 症 メデ ィエ ーターPGE2の 産 生 との間 に は密 接 な関係 が あ り,こ れ にはTRP蛋 白質が 関与 して

い るこ とが示 唆 された.

W-6. 炎症 性 腸 疾 患(IBD)に お け る 平 滑 筋 の 関 わ り

奈良県立医科大学中央内視鏡 ・超音波部1,奈 良県立医科大学消化器 ・総合外科2

藤 井 久男1, 小 山 文 一2, 向川 智 英2, 中川 正2, 内本 和 晃2, 大槻十 憲一2,

中村 信治2, 中島 祥 介2

炎症性 腸疾 患(IBD)― 潰瘍 性大 腸炎(UC)と ク ロー ン病(CD)は,欧 米 先進 国 に多 い疾 患 で あるが,わ

が 国 におい て も近 年患者 数 が増加 の一途 を辿 って い る.本 疾 患 は将 来 を担 う若年者 に好 発 し,再 燃緩

解 を繰 り返 し慢性 的 に経 過 す るた め,社 会 的 に も問題 とな る疾 患 で ある.病 因 につい て は,環 境 因子

とい くつか の疾患感 受性 遺伝 子 の関与 が推定 され てい る ものの未 だ解 明 に至 ってい ない.し か し,粘

膜 免疫 学 の進 歩 に よ り本 疾 患 は腸管 にお け る免疫 応 答 の異 常 が病 態 の中 心 で あ る こ とが 分 か って き

た.治 療 に関 して は,5-amino-salicylic acid(5-ASA)製 剤,免 疫 調整 剤 に加 え,最 近 は抗TNF-α

抗体 の登 場 を嚆矢 として生物 学 的製剤 の開発 が 急速 に進 んで い る.ま たUCに おい ては,内 科治 療 困

難例 に対 し大腸 亜全 摘 ・回腸 嚢肛 門(管)吻 合 術 が標 準的術 式 として一定 の成 績 を挙 げて い る.こ の よ

う に本疾 患 の病 因解 明 や治療 にお ける進歩 に対 し,主 要症 状 で あ る排便 異常 や外 科手術 後 の排便 機能

障 害 につい ての病 態解 明 はほ とん ど進 んで い ない.消 化 管 の平滑 筋 に対 して基礎 的研 究が 進 み,知 見

は急速 に増 えつ つあ るが,臨 床 にお け る課題 との ギ ャ ップが 大 きい.臨 床 にお け る腸 管運 動,排 便機

能検 査 は非透 過性 マー カー服 用 に よるtransit time測 定 や腸 管 内圧 測定 な ど古典 的で あ り限 られ てい

る.わ れわれ は,99mTcを 用 い た大腸 シンチ グラム に よ り,潰 瘍 性 大腸 炎 の緩 解期 にお ける大腸 内容 移

送 運動 の評価 を試 みた が,こ の ような試 み は臨 床研 究 レベル で留 まって い る.炎 症 を抑制 す る と とも

に,頻 便,下 痢,失 禁 な どの症状 が緩 和で きれ ば患者 のQOLが 向上 して社会復 帰 が完全 な もの とな る.

その ため には,基 礎 研究 の成 果 を臨床 に応 用で きる よ う基礎 と臨 床 の融合 を図 らなけれ ばな らな い.
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Young Investigators Award

Y-1.ピ オグリタゾンによる人冠動脈平滑筋細胞の増殖,遊 走抑制効果の検討

岡山大学大学院医歯学総合研究科循環器内科

吉川 昌樹,中 村 一文,長 瀬 聡,桜 木 悟,草 野 研吾,大 江 透

【背景 】動脈 硬 化 の進 展や 特 に冠動脈 形成 術後 の新 生 内膜 増殖 におい て平滑筋 細胞 の遊走,増 殖 は重

要 な役割 を演 じる と言 われ てい る.糖 尿病 の患者 におい て は冠 動脈形 成術 後 の再 狭 窄率が 高 い.糖 尿

病 の治療 薬 としてイ ン シュ リン抵 抗性 改善薬 で あ るチア ゾ リン ジン誘 導体 が有 り動物 の平 滑筋細 胞 に

お いて様 々 な効果 が報 告 されて い るが人冠動 脈平 滑筋 細胞 におい て は殆 ど無 い.今 回我 々 は,ア ン ジ

オ テ ン シン II もし くは platelet-derived growth factor ( PDGF )に よる人 冠 動脈平 滑筋細 胞 の遊走,

増殖効 果,活 性 酸 素の発 生 を ピオ グ リタ ゾ ンが抑 制 しうるか どうか を検討 した.【 方 法 と結 果】 ア ン ジ

オ テ ン シン II お よび PDGF を細胞 増殖,遊 走 刺 激因子 として使 用 した(ア ンジオ テ ンシン II は増 殖効

果 を認 め なか った).遊 走 は migration assay を使 用 し顕微 鏡 にて測 定 した.ア ンジオ テ ンシ ン II に

よる遊走 効果 は ピオ グ リタ ゾン(1,10,25,50 and 100 μmol / L )に よって容 量依 存的 に抑制 され た( P <

0.01). PDGF に よる遊 走効 果 もピオ グ リタ ゾ ン(1,10,25,50 and 100 μmo1 / L )に よって容量 依存 的

に抑 制 され た( P <0.01).増 殖 は トリチ ウム で ラベル した チ ミジ ンの取 り込 みに よる DNA 合 成 とし

て測 定 した 。 PDGF に よる増 殖効 果 は ピオグ リタ ゾ ン(1,10,25,50 and 100 μmo1 / L )に よって容 量

依存 的 に抑制 された( P <0.01).活 性 酸素 の発 生 は DCFH-DA の蛍光 を蛍 光顕微 鏡 にて測 定 した.ア

ンジオ テ ンシ ン II によ る活性 酸 素の発 生 は ピオグ リタ ゾ ン(0.1 and 1 μmo1 / L )に よって容量 依存 的

に抑 制 され た( P <0.01).ま た PDGF に よる活性 酸素 の発生 も ピオ グ リタ ゾン(0.1 and 1 μmol / L )に

よって容 量依 存 的 に抑制 された( P <0.01).【 結語 】人 平滑 筋細 胞 にお いて ピオ グ リタゾ ンはア ンジオ

テ ンシ ンIIお よび PDGF に よる遊 走 と PDGF によ る増殖 を容 量依 存的 に抑制 した.ま た ア ンジオ テ

ンシ ン II お よび PDGF に よる活性 酸 素 の発 生 を容量 依存 的 に抑制 した.

Y-2.2型 糖尿病ラッ ト腸間膜動脈における内皮由来因子の不均衡性

星薬大医薬研機能形態

松本 貴之,各 務 実花,小 林 恒雄,鎌 田 勝雄

我 々 は,2型 糖 尿病( OLETF )ラ ッ トを用 い,血 管反 応性 異常 を検討 して きた( Br. J. Pharmacol.

 149:931-41,2006; Eur. J. Pharmacol. 538:132-40,2006; Atherosclerosis, inpress, 2007).血 管 緊

張性 調節 におい て内皮 由来 弛緩( EDRF )・収 縮( EDCF )因 子 が重 要で あ るので腸 間膜動 脈 を用 いて検

討 した.60～65週 齢 OLETF・LETO (対照)ラ ッ トを用 い,腸 間膜動 脈 にお け る ACh 誘 発 弛緩 反応,

 NOS 阻害薬( L-NNA )存 在 下 での収 縮反 応 ・蛋 白発現 ・ prostanoid 産 生,血 中パ ラメー タ を検 討 し

た. OLETF 群 にて, adiponectin 値 は低下 し,体 重, glucose・ cholesterol・ triglyceride 値,血 圧 は

増加 してい た. ACh 誘 発 弛緩反 応 は減弱 し, indomethacin ( indo )処 置 で 弛緩反 応が増 大 した が,こ

の条件 下 で も OLETF 群 で減 弱 して い た. OLETF 群 に て ACh 誘 発 NO 弛緩 反 応( indo, ChTX,

 apamin 処 置)は 減弱 傾 向 にあ り, EDHF 弛 緩反 応( L-NNA, indo 処 置)は 減 弱 してい たが, ACh 誘

発収 縮反 応 は増大 し,こ れ は, COX 阻害 で抑制 された. ACh 刺 激 に よ る PGE2, TXA2 産 生,及 び

 COX-1, COX-2 蛋 白発 現 が OLETF 群 で増 大 してい たが, phospho-eNOS ( Ser1177 )発 現 は減 少 し

ていた.老 齢2型 糖 尿病 動物 は高 血糖,高 血 圧,高 cholesterol を呈 し,腸 間膜動 脈 にお け る内皮 機 能

障害が認 め られ た.こ れ には,弛 緩 因子 の NO 及 び EDHF signal の減弱 と EDCF の過剰産 生 が関 与

し,こ れ ら内皮 由来因 子 の不 均衡 性 の是正 が,2型 糖尿病 血管 合併 症 の進 展抑 止 に繋 が る と考 え られ

る.



J-30

Y-3.マ ウス遠位結腸の弛緩に関わる抑制性神経伝達物質

大阪府立大学大学院生命環境科学研究科応用薬理学教室

日高 彩子,中 嶋 秀満,東 泰孝,竹 内 正吉

【目的】 これ まで我 々 は,ラ ッ ト結腸 において VIP と PACAP が弛緩 に関与 して い る ことを報告 し

た.今 回,マ ウス遠 位結 腸 での NANC 性 弛緩 の神経 伝達 物質 及 びそ の細 胞 内機 序 を検 討 した.【方法 】

雄性 C57BL /6 J マ ウスか ら遠位 結腸 を採取 し,1 μM atropine, 5μM guanetidine 存在下 におい て経

壁電 気刺 激( EFS; 0.5 msec, 10Hz,30 V, 100 pulses )に よ る縦走 筋 方 向の運 動 を記録 した.【 結果 】

(1)EFSに よ る 弛 緩 は NO 合 成 酵 素 阻 害 薬 の L-NNA に よ り 約40%抑 制 さ れ,ま た Heme

oxygenase 阻害薬 で あ る SnPP-9 に よ り約30%抑 制 された.両 阻害薬 の併 用 に よって約70%抑 制 さ

れた.(2) soluble Guanylate Cyclase ( sGC )阻 害薬 で ある ODQ は濃 度依 存性 に EFS に よる弛緩 を

抑 制 し,10 μM で は約70%抑 制 した. NO 供 与体 で あ る NOR-1 に よる弛緩 は ODQ の処 置 に よ り有

意 に抑 制 され た. CO 供 与体 で あ る CORM に よ る弛緩 も ODQ の処 置 に よ り有 意 に抑 制 され た.(3)

 cGMP-dependent protein kinase ( PKG )阻 害薬 で あ る KT 5823は EFS に よる弛 緩 を濃 度依 存性 に

抑 制 した. KT 5823存 在 下 で残 った 弛緩 は SnPP-9 処 置 に よ り全 く影 響 を受 けず, L-NNA に よ り更

に抑制 された. NOR-1 に よる弛 緩 は KT 5823処 置 の影響 を受 けなか ったが, CORM に よる弛緩 は有

意 に抑 制 され た.(4) EFS によ る弛緩 は apamin に よ り約40%抑 制 され た. Apamin 存 在下 で残 った

弛緩 は, SnPP-9 によ り全 く影響 を受 けず, L-NNA によ って更 に抑 制 され た. Apamin は CORM に

よる弛緩 を有 意 に抑 制 した が, NOR-1 に よる弛緩 に は影響 しなか った.【 考 察】マ ウス遠位 結腸 に お

ける NANC 性弛緩 に NO と CO が 独立 したメ デ ィエ イ ター として機能 してお り,両 者 共 に sGC を介

して弛緩 反応 を生 じてい る こ とが明 らか とな った.ま た, CO を介 した弛緩 に PKG と SK チ ャネル の

活性 化 が関与 してい る こ とが示 唆 された.

Y-4.マ ウス膀胱括約筋でのムスカ リン受容体活性化による弛緩機構

大 阪 府立 大 院 生命 環 境獣 医応 用薬 理1, Dpt. Physiol., Dartmouth Med. Sch.2
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排尿 時 にお け る膀胱 括 約筋 の弛緩 にムス カ リン受容体( MR )が 関与 して い る こ とは示 されて い る

が,そ の弛緩 機 構 は ほ とん ど明 らか にされ てい ない.そ こで本研 究で は,マ ウス膀胱 括約筋 標本 を用

いて MR を介 した弛 緩機 構 につ いて検討 した.【 方法 】 Wild-type お よび MR 欠損( M-KO )マ ウス

か ら膀 胱括 約筋 標本(0.8 mm ×2.0 mm )を 作製 した.標 本 を, Tyrode 液 を満 た した organ bath に装

着 し, bath 中 に適 用 した carbachol ( CCh )に よる弛緩 反応 を等 尺性 に記 録 した.【 結果 】1) Wild-

type お よ びM-KO 標 本 に お い て,静 止 レ ベ ル で はい ず れ も CCh に は 反 応 しな か った が, nora

drenaline ( NA )に よ り収 縮 が生 じた.2) Wild-type 標本 におい て NA に よる収縮 張力 が一定 となっ

た後 に CCh を処 置 す る と濃度依 存性 に弛 緩反 応が 生 じた.こ の弛 緩反 応 は atropine に よ り抑制 され

た.3) CCh によ る弛緩 反応 は, Wild-type 標本 と比 較 して, M2-KO 標本 で は同程 度 で あったが, M3-

KO 標 本 にお いて は著 し く減少 した.4) Wild-type 標 本 にお いて CCh によ る弛緩 反応 は tetrodotox

in に よる影響 を受 けなか ったが, NO 合 成酵 素阻 害薬 で ある L-NNA に よ り一部 抑制 され た. NO 供

与体 で あ る NOR-1 は濃度依 存性 の 弛緩 を生 じた.5) Wild-type 標 本 において ATP 処 置 に よ り濃 度

依存 性 の弛緩 が 生 じ,こ の弛緩 反応 は P2Y1 受 容体 antagonist で あ る adenosine 3´-phosphate 5´-

phosphosulphate ( A3P5PS )に よ り抑制 され た.さ らに, A3P5PS は CCh に よる弛緩 反応 も抑制 し

た.【 考 察 】 M-KO マ ウス 膀 胱 括 約筋 標 本 を 用 い た実 験 結 果 よ り,弛 緩 に関 与 す る受容 体 は M3R

subtype で あ る ことが 明 らか となった.ま た, M3R の活 性化 によ る弛緩 には NO と ATP-P2Y1 受 容

体 系が 関与 してい る こ とが示 唆 された。
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Y-5.高 インス リン血症によって誘発 される血圧, ET-1 収縮増加に関する血中 Ang II と

糖尿病の影響

星薬科大学医薬研機能形態

小林 恒雄,田 口 久美子,松 本 貴之,鎌 田 勝雄

糖 尿病 時 におい て,血 糖 コン トロール を 目的 とした イ ンス リン慢 性投 与 は,高 イ ンス リン血 症 を生

じ,血 管 合 併症 や高血 圧 を誘発 す る可能性 が知 られて い る.そ こで今 回,糖 尿病 モデル を用 いた血 中

イ ンス リ ン値 の増加 と血管 収縮増 加 にお け る angiotensin II ( Ang II ), endothelin-1 ( ET-1 )の 因果 関

係,更 に ET-1 収縮 異常 にお ける作 用機 序 につ いて検討 を行 った.雄 性 Wistar 系 ラ ッ ト( Control )及

び糖 尿病 ラ ッ ト( STZ, 65 mg / kg )に,イ ンス リン(13.3 U-66.6 U / kg / day, s. c.),イ ンス リン+ losar

tan ( Ang II typel receptor antagonist, 25 mg / kg / day, P. o.),イ ンス リン+ J104132( ET receptor

 antagonist 10 mg / kg / day, p. o.), Ang II (288 μg / kg / day, s. c.)を2週 間慢性 投与 し,摘 出胸 部

大 動脈 にお ける血管 反応, Western blot ,免 疫 染色 を行 った.イ ンス リン投 与 は,両 群 とも無処 置群

と比 べ血 中イ ンス リン, Ang II, ET-1 値 の増 加 が認 め られた.イ ンス リン投与糖 尿病 群 は,血 圧, ET-

1 によ る収 縮反 応 の増 強 が認 め られ るが,イ ンス リン投 与 control 群 に おい て影響 は認 め られ なか っ

た. ET-1 収縮 の増加 は, PI3-Kinase, MEK / ERK inhibitor 処置 に よって, control 群 と同程 度 に

抑 制 され た. losartan 投与 は,血 圧, ET-1 収縮 の異常 を改善 したが, J104132 群 は,血 圧 の改 善 は

認 め られ るが, ET-1 収縮 異常 に改 善効 果 は認 め られ なか った. Ang II 投与 は,糖 尿 病群 におい て

 ET-1 収縮 の増 加 が認 め られ た. Western blot に よって,イ ンス リン投与糖 尿病 群 の ET-1 受容 体 の

増 加, ERK の活性 化 が認 め られ,こ の異常 は losartan の慢 性投 与 に よって改善 した.以 上 の結果 か ら,

イ ンス リン投与 糖尿 病時 は, Ang II, ET-1 値 の増加 を誘 発 し, ET-1 受容体 の増加, PI3-K, ERK

 の活性 化 を介 し,血 圧, ET-1 収縮増 加 を生 じる こ とが示唆 された.更 に, Ang II typel receptor

 antagonist の慢 性投 与 は,血 圧, ET-1 受容体, ET-1 収縮 増加 を改 善 す る ことが示 唆 された.

Y-6.α1ア ドレナリン受容体欠損マウスの雄性生殖機能

国立成育医療セ ンター研究所薬剤治療研究部1,東 邦大学薬学部薬理学教室2,

京都大学大学院薬学研究科ゲノム創薬科学分野3
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(目的)α1ア ドレナ リン受容体(α1受 容体)拮 抗薬 は,前 立 腺肥 大症 に伴 う排尿 困難症 を軽 減 させ

る治 療薬 として広 く用 い られ て い る.α1受 容 体拮 抗薬 の副 作用 の一 つ に,射 精 障害 が報 告 されて い る

が,α1受 容体 の射精 に対 す る役割 を分 子 レベ ルで解析 した報 告 は殆 ど無 い.本 研究 で は,α1受 容 体

欠損 マ ウス(α1A受 容体 欠損 マ ウス お よび α1 A, B, D 受容 体三 重欠 損 マ ウス)を 用 いて,射 精 へ の

α1受 容体 の 関わ りを解析 した.(結 果)α1 A 受容 体 欠損 マ ウスの 交配 成功 率 は野 生型 マ ウス の50%

に低 下 した.こ の交 配能低 下 は,α1 A, B, D 受 容体 三重 欠損 マ ウス で著 し く亢進 した.交 配 能低 下 と

同様 に,交 配 時の雄 の射精 精 子数 は,α1 A 受容 体欠 損 マ ウスで著 し く低下 し,α1 A, B, D 受容体 三

重 欠損 マ ウスで は殆 ど消 失 して いた.精 管 の ア ドレナ リンに対 す る収 縮 は,α1 A, B, D 受容 体三 重欠

損 マ ウスで完全 に消失 し,電 気刺激 に よる収 縮性 も顕 著 に低下 してい た.(結 論)こ れ らの結 果 は,α1

受容 体,特 に α1 A 受 容体 が精管 収縮,射 精機 能 お よび交配 能 に必須 で あ る事 を意味 す る.
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Y-7.血 管平滑筋細胞の静止時 Ca2+ 動態制御機構における Na+ / Ca2+ 交換輸送体の役割
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【目的】 Na+ / Ca2+ 交換輸 送体( NCX )は,主 に細胞 興 奮時 に上昇 した細胞 内 Ca2+ を細胞 外 へ排 出

す る役 割 を担 うが,特 定 条件 下で は輸送 方 向の逆 転が 生 じ,細 胞 内 Ca2+ 濃 度([ Ca2+ ] i )上昇 を招 く.平

滑筋 にお け る NCX ( NCX1 )は 発 現量 が少 な く機 能解 析 が困難 で あ った.平 滑筋細 胞 にお いて,静 止

時 に筋 小胞 体 か らの リア ノジ ン受容 体 を介 した 自発 的 Ca2+ 遊離( Ca2+ スパ ー ク)が 生 じ,近 傍 の細胞

膜 上大 コン ダク タ ンス Ca2+ 活 性化 K+( BK )チ ャネル を活性 化 し,自 発一過 性 外向 き電流( STOCs )を

発生 させ る こと, STOCs に よる過 分極 は Ca2+ チ ャネル活性 を低 下 させ,静 止時 血管 緊張 を減少 方 向

に調節 す る ことが知 られて い る.し か しこの機構 で の NCX 機能 は明 らかで な い.本 研 究で は NCX1.3

 を平 滑筋特 異 的 に高発現 させた遺 伝子 改変 マ ウス( NCX1.3TG )を 用い,血 管 平滑 筋[ Ca2+ ] i 制 御 に

お け る NCX1 の寄 与 を解析 した.【 方 法】7～12週 齢 NCX1.3 TG と同系統 野生 型 マ ウス( WT )の 胸

部 大 動 脈 を用 い, Ca2+ 動 態 関 連 タ ンパ ク の mRNA 及 び タ ンパ ク発 現 量 を Q-PCR 法, western

 blottinng 法 に よ り検 討 した.平 滑 筋細胞( mASMCs )を単 離 し,蛍 光 イメ ー ジン グ法 に よ り[ Ca2+ ] i

 を, whole cell patch-clamp 法 に よ り膜 電 流 を解 析 した.【 成績 】 NCX1.3 TG の mASMCs にお い

て STOCs 発生頻 度 の有意 な増 加 が見 られ た.さ らに, NCX 選択 的 阻害薬 の KB-R7943 投 与 に よ り,

両群 で発 生頻 度 の有意 な減 少 が見 られた. L 型 Ca2+ チ ャネル や BK チ ャネル の蛋 白発現 量及 び電流

密度 は両群 で同程 度 で あった.従 って NCX1.3 TG にお け る STOCs 増 加 は, NCX を介 した Ca2+ 流

入 増 加 に よる と考 え られ た.【 結 論 】血管 平 滑筋 細 胞 にお い て NCX は静 止 時 にお け る細 胞 内 へ の

 Ca2+ 流入 経路 として も働 き, STOCs 発 生 を介 して静 止膜電 位 を制御 してい る可能性 が 示唆 され た.

Y-8.生 殖器平滑筋のテス トステ ロンによる大コンダクタンス Ca2+ 活性化 K+ チャネル

とリアノジン受容体の発現変化

名古屋市立大学大学院薬学研究科

大野 晃稔,大 矢 進,山 村 寿男,今 泉 祐治

平 滑筋細 胞 の筋張 力 は細 胞 内 Ca2+ ([ Ca2+ ] i )に よって調節 されて い る.細 胞 内ス トア膜上 の Ca2+ 放

出チ ャネ ルで あ る リア ノ ジン受容体( RyR )は 興 奮時 の みな らず,静 止時 において も自発 的 Ca2+ 遊 離

によ る局所 Ca2+ 濃度 上昇( Ca2+ - spark )を 発生 させ る ことに よ り,近 傍 細胞 膜上 の大 コ ンダ クタ ンス

 Ca2+ 活 性 化 K+ チ ャネル( BK )を 活性化 し,静 止膜 電 位 の維持 に寄与 してい る.性 機 能 を担 う生殖器

には平 滑筋 を含 む組織 が 多 く,な か で も精 管平 滑筋( VDSM )は 膜興 奮 性 が高 く BK が高 発現 して い

る.テ ス トステ ロ ン( TES )の 生 殖器 に与 える影 響 は大 き く,内 分 泌撹乱 物質 や抗 ア ン ドロゲ ン療 法

によ って TES が低 下 す る と生殖器 の萎 縮 が生 じる.し か し TES 低 下 に よる生 殖器 平滑筋 にお けるイ

オ ンチ ャネ ル発 現 変化 に つ い て ほ とん ど解 明 され て い ない.本 研 究 で は TES の VDSM にお け る

 RyR と BK 発 現 への影 響 を検 討 した.3週 齢 の雄 性Ratに 去 勢術( CAST )と 擬似手 術( SHAM )を

施 した.ま た抗 ア ン ド'ロゲツ 薬 で ある フル タ ミ ド( FUL )を毎 日経 口投与 し(100 mg / kg )( FUL ),対 照

群 に は FUL の溶 媒 で あ るゴマ油 を投与 した(50 ml / kg )( Vehicle ).こ れ らの7週 齢 Rat よ り VDSM

 を摘 出 した.単 離 VDSM 細 胞 に Whole cell-Patch 法 を適 用 し BK 電 流の変 化 につ いて検討 した.ま

た RyR 機 能 を検討 す るた め Ca2+ - spark と Caffeine で惹起 され る[ Ca2+ ] i 上 昇 を Ca2+ 画像解 析法 に

よ り検討 した. Western-blotting 法 を用 いて RatVDSM にお ける RyR と BK チ ャネル タ ンパ ク発 現

変 化 を検 討 した. CAST に お い て BK 電 流 密 度 は SHAM と比 較 して70%程 減 少 し,こ の 結 果 は

 BKα subunit タンパ ク質発現 量 の変 化 とほ ぼ一 致 してい た.ま た FUL で も CAST 同様 の変化 が 観

察 され た. RyR タ ンパ ク量 も有意 に FLU 群 で減少 してお り, Caffeine で惹起 され る[ Ca2+ ] i 上昇 も

 Vehicle に比 べ著 し く減少 していた.更 に FUL で は Ca2+ - spark はほ とん ど観 察 され なか った。以 上

よ り VDSM の RyR と BK の機 能 的発 現 が TES に よ り強 力 に制 御 され て い る こ とが 明 らか とな っ

た.
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Y-9.マ イクロパターン付 き細胞培養ディッシュを用いた心筋細胞網の作成

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科循環器内科1,株 式会社 クラレくらしき研究所2,

株式会社クラレつ くば研究所3

浦川 茂美1,中 村 一 文1,三 浦 大 志1,草 野 研吾1,三 浦 綾1,角 田 和 歌子1,

大江 透1,西 泰治2,鶴 田 仁 志3,田 崎 剛3,福 田 始 弘3

【背景 】 近年,培 養 心筋細 胞 を使 った シー トが考案 され,再 生 医療 へ の応用 が期待 され て いる.今 回

マイ ク ロパ ター ンを持 つ樹 脂 の上 で心筋 細胞 を培 養 し,網 状 の細胞 シー ト作 成 を試 みた.【方法 】新生

児 ウ ィス ターラ ッ トか ら摘 出 した心筋細 胞 を,マ イ ク ロパ ター ン付 きデ ィ ッシュ上 に培養 し,網状 シー

トの作 成 を試 みた.【 結 果】 コマ撮 り顕微 鏡撮 影 装置( Time lapse system )に よって撮影 した ところ,

心筋細 胞 は始 め格 子壁 を沿 って移 動す るものの,そ の うち4隅 を支 え に して その場 に とどま り一 部 分

裂 し,隣 り合 う細胞 同士で結 び つ き,次 第 に太 い紡錘 状 の細 胞 か らな る網 を形 成 した.完 成 した ネ ッ

トワー ク で は,心 筋 細胞 同士 が 規則 正 し く配 列 し,全 体 が 同 期 して収 縮 をす る こ とが確 認 され た.

 Rhodamine phalloidin 染色 を施 した ところ,心 筋 のア クチ ン繊 維が 規則 正 しい構造 を とる ことが確 認

された.通 常 デ ィ ッシュ上 で培養 した細 胞 は規 則正 しい配 列 を示 さなか った.【結語 】 マイ クロパ ター

ン付 き細 胞培 養 デ ィ ッシュ を使 用 し,心 筋細 胞 を規則 正 しい配 列 を持 つ網状 に培 養す る こ とに成 功 し

た.

Y-10.流 動食を高粘張にすると胃排出は促進 される

群馬大学医学部附属病院光学医療診療部1,群 馬大学2

下 山 康 之1,草 野 元康1,河 村 修2,財 裕 明2,名 越 淳 人2,栗 林 志行2,

樋 口 達也2,杉 本 さやか2,前 田 正 毅2,保 坂 浩子2,森 昌朋2

【目的】 近年 経管 栄養法 の適 応患 者が増 加 し,高 粘 張度 の流動食 の方が誤 嚥 な どの呼吸 器合併 症 が少

ない との報告 もあるが,こ の詳 細 な機序 は不 明 で あ る.我 々 は経 口流動食 の粘 張度 の変 化が 胃排 出へ

及 ぼす影 響 を検 討 した.【 方 法】 H. pylori 陰性 の健 常人 男女11例(平 均年 齢27.0歳)に6時 間以 上 の

絶食 後,流 動食 K-3S (キュー ピー),400 kcal / 400 ml ( N 群,粘 張度8 cp )を 投与 し,血 糖 値( mg /

 dl ),血 中イ ンス リン( μU / ml ),ガ ス トリン( pg / ml )の 測定 を摂 取1時 間後 まで は15分 ご と,1時

間後 以 降3.5時 間 まで は30分 ご とに行 った.胃 排 出 は連 続的13 C 呼気測 定装 置( Breaath ID ,イ ス ラ

エル),胃 内圧 測定 は3- channel microtransducer を使 用 した.胃 食 道 逆流 の観 察 の た め LES 圧 を

 Dent sleeve 付 きの infused catheter 法, LES 上5 cm の食道 内 pH を microglass 電極 で記録 した.同

様 の検討 を1週 間以上 の間 隔 をあ けて同一 被験 者 にお いて粘 度調整 剤(ペ ク チ ン90 ml ,キ ュー ピー)

を加 え粘 張度 を増 加 させ た とき( P 群,900 cp ),ま た水 道水400 mlの み,の 合計3回 同様 の検 討 を行 っ

た.【 成 績 】 胃 排 出( GEC / 4h )お よ び 摂 取 後45-60分,60-75分 の 胃 前 庭 部 の motility index

 ( mmHgsec )は N , P 群 で それ ぞれ(2.78±0.1( SE ),3.01±0.1),(6.6±4.6,526±237),(2.3±2.3,

448±173)で あ り,い つれ も P 群 で有意 に( p <0.05)高 値 で あった.血 糖 値 は摂取 後60分 で N , P 群

で それぞれ(126±4.7,142±6.0),で あ り, P 群 で有 意 に高値 で あ り,イ ンス リンはP群 で高 値 の傾

向( p =0.08)を 認 め た.ガ ス トリン,一 過性 LES 弛緩 や 胃食 道逆 流 の回数 に有意 な差 は認 めなか った.

【結論 】流動 食 を高粘 張度 にす る と健 常人 におい て胃排 出 は促 進 した.低 粘 張度 の流 動物 は摂取 直後 の

十二 指腸 内流入 によ り,そ の後 胃運 動 は抑制 され結果 と して 胃排 出 は遅延 した.高 粘張 度 の流動食 が

呼 吸器 合併 症 を抑制 す る機 序 は胃排 出促 進効 果 が関与 してい る と推 測 された.
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Y-11. マイクロパターン付 き細胞培養ディッシュを用いた新規マイグ レーションアッセ

イ法の開発

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科循環器内科1,株 式会社 クラレくらしき研究所2,

株式会社クラレつ くば研究所3

三浦 大 志1,中 村 一文1,西 泰 治2,浦 川 茂美1,鶴 田 仁 志3,田 崎 剛3,

福 田 始 弘3,赤 木 達1,三 浦 綾1,草 野 研 吾1,大 江 透1

【背景 】近 年,培 養細胞 の特 性,薬 剤 感受 性,毒 性 反応 を評 価 す る方 法 として細 胞 の遊走(マ イ グ レー

シ ョン)能 が測定 されて い る.こ れ まで細 胞 の遊走 能 を評 価 す るた めに用 い られ て きた方 法が ボイデ ン

チ ャンバー 法 であ る.し か しなが ら,ボ イデ ンチ ャンバ ー 法で は実験 効率 が悪 く,さ らに個 々 の細 胞

の遊 走能 を評価 す る こ とはで きない.今 回我 々 は,マ イ クロパ ター ン を持 つ樹 脂 の上で細 胞 を培養 し,

個 々 の細 胞 の遊走 能 を定量 化 出来 るか検 討 をお こな った.【 方法 】 ヒ ト肺 動 脈平 滑 筋細 胞 を,100μm

四方 の区画 に囲 まれたマ イ クロパ ター ン付 きデ ィ ッシ ュ上 に培 養 した.低 血 清(0.1%FBS),低 血 清

(0.1%FBS)+血 小 板 由来 増 殖 因 子(PDGF)(10ng/mL)お よび 高 血 清(10%FBS)を 含 む培 養 液

(DMEM/F12)下 にお いて,コ マ撮 り顕 微鏡 撮影 装置(Timelapsesystem)に よって24時 間撮影 し,

個 々 の細 胞 が何 区画 移動 した か計測 した.【 結果 】 ヒ ト肺動 脈平 滑筋 細胞 は,低 血 清,低 血 清+PDGF,

高血清 の培 養液 におい て,移 動 度 は それ ぞれ,1.0±0.4,2.9±0.3,4.8±0.5(区 画/24hours)(n=

10cells)で あ り,低 血清 に くらべPDGF(P<0.01)高 血 清(P<0.0001)に おい て その遊 走能 は有 意 に増

加 した.【 結語 】マ イ クロパ ター ン付 き細 胞培 養 デ ィ ッシュ を使 用 す る ことに よ り,個々 の細胞 の遊 走

能 を定 量化 す るこ とに成 功 した.本 シス テム に よ り個 々 の細 胞 の僅差 の遊 走能 の検 討が 可能 で あ る と

考 え られ る.

Y-12. α1受 容体刺激による血管収縮 におけるNCX1膜 輸送分子複合体の役割

福岡大学医学部薬理学1,福 岡大学医学部生理学2

喜 多 紗 斗美1,井 上 隆司2,岩 本 隆宏1

α1受 容体 は,さ まざ まな臓 器血 管 の神経性 調 節 に重 要 な役割 を果 してい る.α1受 容体 を介 す る血

管収縮 機序 に は,TRPチ ャネル な どの受容体 活性 化 カチオ ンチ ャネル の関与 が考 え られ て い るが,未

だ その全容 の解明 に は至 ってい ない.最 近,我 々 は α1受 容 体刺 激 に よる血管 収縮(Ca2+動 員)に,1

型Na+/Ca2+交 換 体(NCX1)が 関与 す る ことを示 す実験 的証 拠 を得 た.実 験 に は,血 管平 滑筋 特異 的

NCX1過 剰 発 現マ ウ ス(TG)お よび野生型 マ ウス(WT)の 摘 出灌流 腸 間膜 動 脈(内 径約100μm)を

用 いた.こ の血 管 にFluo4-AMを 負荷 した後,共 焦 点 レーザ ー顕微 鏡 を用 いて細胞 内Ca2+濃 度 と血

管径 を同 時測 定 した ところ,WTに 比 べ てTGの 血 管 で はフ ェニ レフ リン刺 激時 の細 胞 内Ca2+濃 度

増加 お よび血 管収 縮 が有意 に増大 して い る こ とを見 いだ した.こ れ らの反 応 は特 異 的NCX1阻 害 薬

SEA0400に よ り抑 制 された.興 味深 い ことに,TGに ノル エ ピネ フ リンの高用量 を静 脈 内投 与 す る と,

冠動脈 スパ スム に起 因 す る房 室 ブ ロ ックが誘 導 され短 時 間 で死 に至 った.こ の心 臓死 はSEA0400の

前処 置 に よ り防御 可能 で あった.こ れ らの結果 は,α1受 容 体刺 激 に よる血 管収 縮 にNCX1を 介 す る

Ca2+流 入 が 関与 す る ことを示 唆 して い る.さ らに,こ の分 子機 序 を解 析 す る 目的 で,NCX1と 各種

TRPチ ャ ネル との相互 作用 を解 析 した とこ ろ,NCX1はTRPC3チ ャネル と分 子複 合体 を形 成 す る

こ とが判 明 した.そ こで,血 管平 滑筋特 異 的TRPC3過 剰 発現 マ ウス を作 成 した ところ,こ の マ ウスで

は α1受 容 体刺 激 に よ る血管 収縮 反応 が著 明 に亢 進 して い るこ と,ま た その反応 はSEA0400で 抑 制 可

能 で ある こ とを確 認 した.以 上 の結 果 か ら,NCX1はTRPC3と 膜輸 送分 子複 合体 を形成 す る こ とに

よ り,α1受 容体刺 激 に よる血 管収 縮 に関与 す る もの と考 え られた.
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一般演題

P-1. カハール介在細胞は一酸化窒素を受容する

福井大学医学部形態機能医科学講座人体解剖学神経科学領域

飯野 哲,堀 口 和秀,野 条 良彰

一 酸化 窒 素NOは
,消 化 管 におい て運動 や分 泌吸収 活動 を制 御 す る重 要 な因子 で ある.NOは 標 的

細 胞 の細 胞 質 中に存在 す るsoluble guanylate cyclase(sGC)を 活性 化 しGTPをcGMPに 変換 し,

cGMPが2次 メ ッセ ンジ ャー と して多 数の分 子(cGMP-dependent kinase, cGMP-dependent phos-

phodiesterase, cyclic nucleotide-gated channel)に 作 用す る.私 た ち は消化 管筋 層 にお け るNO情

報 の伝達 経 路 を探 り,NOの 標 的細 胞 を解析 す る 目的 で,モ ル モ ッ ト盲腸 筋層 を免疫 組織 化学 的 に検 索

した.sGCは 筋 層 内の カハ ー ル介在細 胞(interstitial cells of Cajal; ICC),線 維芽細 胞,神 経細 胞

に発現 した.特 に双極 性細胞 に強 い発 現 が見 られ99%がc-Kitを 発 現 す るICGIMで あった.ICC-

IMはsGCの α1及 び β1サ ブユニ ッ トを共 に発 現 し,NOに よ りcGMPを 産 生 す る と考 え られ た.

ICC-IMはNOS含 有 神 経 終 末 に近 接 して 分 布 して い た.摘 出 筋 層 標 本 にsodium nitroprusside

 (SNP)に よ るNO刺 激 をphosphodiesterase阻 害 剤IBMXとzaprinast存 在下 で行 う と,ICCと 神経

線 維 にcGMP産 生 が観 察 された.SNP刺 激 を行 わな い標 本,sGC阻 害剤ODQを 加 えた標 本,phos-

phodiesterase阻 害剤 を用 いな い標 本 で はcGMP産 生 が非 常 に少 なか った.筋 層平滑 筋細胞 にお いて

もcGMP産 生 が 少 量 なが ら観 察 され た.cGMPに よ り活 性 化 され るcGMP-dependent protein

 kinase I(cGKI)の 分布 を観 察す る と,ICCと 平 滑筋細 胞,神 経細 胞 に観察 された.モ ル モ ッ ト盲腸筋

層 にお いて,NO情 報伝 達 に関与 す る分 子群sGC, cGMP, cGKIがICCに 発 現す るこ とが 明 らか と

な った.ICCはNOの 機能 的受 容体sGCを 発 現 しcGMPを 産 生,cGMPは 少 な くともcGKIを 介 し

て作 用す る と考 え られ る.

P-2. モルモッ ト近位結腸におけるカハール介在細胞

福井大学医学部形態機能医科学講座人体解剖学神経科学領域

堀口 和秀,飯 野 哲,野 条 良彰

カハ ール 介在細胞(interstitial cells of Cajal; ICC)は 消 化管筋 層 に分布 し,腸 蠕 動運動 のペ ー ス

メー カー,な い しは神 経伝 達 の仲 介 の機能 を担 う細 胞 で ある.我 々 は今 回,モ ルモ ッ ト近位 結腸 の カ

ハ ー ル介在細 胞 につ いて組織 学 的,微 細形 態学 的検 討 を行 った.カ ハ ール 介在細 胞 の組織 学的描 出 に

は,同 細 胞 の特異 マ ーカ ーで あ る抗c-KIT抗 体 に よる免疫組 織化 学 法 を用 い た.凍 結切 片 によ るc-

KIT免 疫染 色 の結果,従 来報 告 され て い る縦走 輪走 各筋 層 内,両 筋 層 間お よび輪 走筋 最 内層-粘 膜 下 層

境 界部(筋 層下領 域)に 加 え,粘 膜 下結 合組織 内 と漿膜 下 層 におい て もカハ ール介在 細胞 が認 め られ

た.筋 層全載 伸 展標本 によ るc-KIT免 疫 染色 で は,筋 層 内の カハー ル介在 細胞 は神 経線維 に付 随す る

双 極性 の細 胞 として観 察 され た.一 方,筋 層 間 お よび筋層 下領域 にお ける カハ ール 介在細 胞 は多極 性

の形 態 を示 し,そ れ ぞれ の部位 で ほぼ二 次元 的 なネ ッ トワー ク を形成 してい た.粘 膜 下 層 のカハ ール

介在細 胞 は紡錘 形 の,漿 膜 下 の もの は細 胞体 か ら多方 向 に突起 を伸 ばす星 状 の形態 を示 し,そ れ ぞれ

ネ ッ トワー クを形成 してい る こ とが明 らか とな った.電 子 顕微 鏡 に よる解 析 か ら,粘 膜 下結 合組織 中

の カハ ール介在 細胞 は豊 富 な ミ トコン ドリアや カベ オ ラ,基 底 膜 を有す るな ど,従 来報 告 され て きた

カハー ル介在細 胞 と同様 の微細 形 態学 的特徴 を示 し,線 維 芽細 胞 や平滑 筋,マ クロ フ ァー ジ な どとは

明 瞭 に識 別 された.ま た同細胞 はギ ャ ップ結 合 によ り同種 細胞 間 で連結 してお り,粘 膜 下結 合組 織 中

にお け る特殊 な細胞 性 ネ ッ トワー クの存在 が微細 形 態 レベル で も確 認 され た.以 上 の結果 よ り,モ ル

モ ッ ト近 位結腸 にお けるカハ ー ル介在 細胞 の分布 は従 来知 られ てい る以 上 に複雑 で あ る ことが 明 らか

とな った.
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P-3. セロ トニンによる消化管運動ペースメーカー細胞の調節機構

名古屋大学大学院医学研究科細胞生理学1,名 古屋大学大学院医学研究科機能形態学2,

名古屋市立大学大学院薬学研究科3

劉 紅年1,西 沢 祐 治2,大 矢 進3,中 山 晋介1

【目的】 セ ロ トニ ンは,脳 内 には全体 の2%し か な く,そ の95%以 上 が 胃腸 管 に存在 す る,現 代人

は ス トレス を感 じた時 に 胃腸 の具 合が 乱れ て いる.従 って,胃 腸管 自発 性運 動 の リズム の根 源 はペ ー

ス メーカ ー細胞 内 のCa oscillationで あ る こ とがわ か って き ました.本 研 究 で は,セ ロ トニ ンに よる

腸 管運 動 ペー ス メーカ ー機構調 節 の実験 を主体 に行 い ま した.【 方 法】1.マ ウス小 腸 由来培 養 細胞 小

塊Cell clusterの 作成BALB/Cマ ウス生後20日 の腸 筋層 を摘 出 した後 に,酵 素処 理 す る ことに よ り

作 成 した細 胞小 塊(Cell cluster)を 培 養 し,こ の標 本 にfluo-3AMを 室温 下 で ロー ドし,Fluo-3蛍 光強

度 の変 化 を細胞 内Ca濃 度変 動 の指標 として記録 した.2.細 胞 外電位 測 定 マ ウスの腸管 か ら,平 滑筋

層 を得 る.こ れ に薬 剤 を投与 し,ICCの 電気 活動 を64チ ャネル細胞 外電 位記 録 シス テムで 記録 す る.

【結果 】Nifedipine, TTXの 存在 下 で5-HTを 投 与後 にICCのCa oscillationの 駆動,維 持 す る こ と

を観察 された.同 時 に細 胞外 か らのCa流 入 阻害 剤 で ある,SK&F96365はCaoscillationを 抑 制 した.

これ らの 結果 は,5-HT受 容体 の シグ ナル は細 胞外 か らのCa流 入 を引 き起 こす こ とに よってICCの

ペ ース メー カー活動 を促 進 す る ことを示唆 して い る.【 考察 】 セ ロ トニ ンは,腸 管 の運動 に影 響 を与 え

て ことは広 く知 られて い る.ま た,う つ治療 薬 としてSSRIが 使 われ てい る こ とよ り,う つ病 の症状 に

セ ロ トに ンが深 く関わ って い る ことは明 らで ある.本 研 究 で は,セ ロ トにンがICCに 作 用 し,そ のペ ー

ス メー カー機能 を賦 活 して い る ことを示 した.今 後 この研 究 を発展 させ る ことに よ り,う つ病 にお け

る消化 器 症状 発生 の メカニ ズム を明 らか にす る こ とが期待 で き る.

P-4. 胃切除術後の胆道運動障害

町田市民病院外科1,東 京慈恵会医科大学外科2

羽 生 信 義1,2,西 川 勝 則1,2,川 野 勧1,2,田 中 雄 二 朗1,2,岩 渕 秀 一1,2,大 平 洋 一,

梶 本 徹 也2,古 川 良 幸2,中 田 浩 二2,鈴 木 裕2,川 崎 成 郎2,仲 吉 朋 子2,

松 本 晶2,谷 島 雄 一 郎2,矢 永 勝 彦2

胃切 除 術後 胆石症 は神 経温 存 や幽 門輪温存 に よって その発生 を抑 える こ とがで きる とい う報 告 が あ

るが,明 らかなエ ヴ ィデ ンス はない.そ こで実験 的,臨 床 的 に胃切 除術後 の胆 道機 能 を検 討 した.「 方

法 お よび結果 」1,犬(n=5)を 用 い,胃 全摘術 を施 行 し,Roux-Yで 再建 した.食 物が十 二指 腸 を通

過 しな くて も食後CCKが 上昇 し,こ れ に一致 して胆 嚢 も収縮 した.し か し早期 にCCKが 低下 し,胆

嚢 が拡張 した.2,幽 門側 胃切 除術既 往 のあ る症 例(n=3)の オ ッジ括 約筋運 動 を測定 した.ヒ トの オ ッ

ジ括 約筋 は約5回/分 の収縮 を示 し,胃 切 除術 の既往 の ない症例(n=11)で はセル レイ ン投与 に よ り

その収縮 は抑 制 された.胃 切 除術 既往 の あ る症例 で はセ ル レイ ンに よる抑 制効 果が 消失 した.「 考 察」

1,食 後 早期 の胆嚢 の拡 張 は消化 管 内容 の排 出促 進 に よるCCK分 泌 の変 化 に よ る もの と考 え られ る.

2,幽 門 上部 で の切 離 で はオ ッジ括約 筋 のセル レイ ン に対 す るparadoxical responseは お こ らない と

い う報告 が あ り,幽 門下 部 での十 二指腸 離 断がparadoxical responseを 引 き起 こす と考 え られ る.「結

論 」理論 的 に は内容 の排 出促進 の防止 と幽門上部 の切 離,す なわ ち幽門温 存 に よって 胃切 除術 後胆 道

運 動障害 を軽 減 しうる と考 え られ る.実 際 に胆 石症 の発生 が 防止 で きるか は前 向 き臨床試 験 が必要 で

あ る.
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P-5. 胃 ・空腸および味蕾におけるGABA合 成酵素,グ ルタミン酸デカルボキシラーゼ

(GAD)の 発現 とその意義

奈良女子大学生活環境学部食物栄養学科1,京 都府立大学解剖学教室2,

群馬大学大学院医学研究科3,理 化学研 究所脳科学総合研究 センター4,大 阪医科大学解剖学教室5

植 野 洋志1,赤 松 香 奈子1,5,中 村 友美1,5,河 田 光博2,柳 川 右千 夫3,小 幡 邦彦4,

渡 辺 正仁5

【目的 】グル タ ミン酸 デ カル ボキ シラー ゼ(GAD)は グル タ ミン酸 を基 質 とし,脱 炭酸 反応 を触媒 す

る こ とで,生 体 内で γ-ア ミノ酪酸(GABA)を 合 成す る酵 素で あ る.GADに はアイ ソフ ォーム(GAD67

とGAD65)が 存在 し,組 織 に よって は同時 に発現 した り,ど ち らか のア イ ソフォーム のみ の発現 が観

察 され て い る.ノ ックアウ トマ ウスの研 究 よ り,ア イ ソフォー ムの役 割分 担が示 唆 され てい る.GAD

は,高 等生 物 の中枢 や膵臓 で は多 く発 現 す る こ とが報告 され て い るが,消 化 器系組 織 での発 現様 式 に

つい て は,未 だ不 明 な点 が多 い.本 研 究 で は,組 織免 疫化 学染色 法,RT-PCR法,そ して,遺 伝 子改

変 マ ウス を用 いて 胃 ・空腸 ・味蕾 にお けるGADの 発現 を検 討 した ので報 告す る.【 方法】ICRマ ウス,

GAD67-GFPノ ックイ ンマ ウスを用 いた.組 織 免疫 化学 染色 は,パ ラ フ ィン もし くは凍結 に よる切 片

を作成 し,定 法 の処理 を施 した の ち,抗GAD抗 体 と反 応 させ,蛍 光 ラベ ル した 二次抗体 に よ り可 視化

した.ま た,GAD67-GFPノ ックイ ンマ ウスの切 片 は,そ の ま ま蛍 光顕微 鏡下 で観 察 した.RT-PCR

は,GAD65も し くはGAD67の 配 列 に特異 的 なDNAプ ライマ ー を設 計 し,BioRad社 のiCyclerを 用

いて行 った.【結果 と考 察】胃 と空腸 で は,胎 児 期 か ら11週 齢 までの マ ウス にてGAD67お よびGAD65

の発現 を確認 で きた.胃 ・空腸 と もに,局 在 的 に発 現 す る細胞 が 存在 す る こ とが判明 した.胃 で は,胃

酸 分 泌 を担 う細 胞 に,空 腸 で は,ホ ル モ ン分 泌 な どに関与 す る細 胞 に発現 してい るので はな いか と想

像 され る.味 蕾 で は,GAD67はIII型 の味 蕾細 胞 に発 現 す る こ とが判 明 した.GAD65の 発 現 も認 めて

い る.ま た,発 現 してい るGAD67はGABAを 合成 してい る こ とよ り,酵 素 としての機能 を もつ もの

と考 え られ る.今 後,消 化器 系組織 で のGABAの 役 割 を探 究 した い.

P-6. 摘出ラッ ト小腸のニコチンによる反応性の加齢に伴 う変化

武蔵野大学薬学部安全性学

入江 かをる,氷 見 敏行

【目的】摘 出 ラ ッ ト十 二指 腸 のニ コチ ンに よ る反 応性 は授乳 期 の コ リン作 動 性神 経 を介 す る収 縮反

応 か ら,成 熟 期 のNO神 経 を介 す る弛緩反 応 に変化 す る(Irie et al, 1991 & 1994).高 齢者 で は,消

化 管 の機 能低 下 がみ られ るが,本 研究 で は,老 齢 ラ ッ ト小腸 のニ コチ ンに よる反 応性 につ いて,幼 若

お よび成熟 動物 と比較 した.【 方法】2,3,8週 齢,12お よび24ヶ 月齢 のWistar系 雄性 ラ ッ トの摘 出

回腸 お よび12指 腸 標本 の運 動性 を,マ グヌ ス法 に よ り研 究 した.【 結 果 お よび考 察】12指 腸 のニ コチ

ンによ る反 応性 は既 に報告 した通 り,2週 齢 で は収縮 反応,8週 齢 で は弛 緩反 応で あ った.12ヶ 月齢 で

はニ コチ ン0.01-1mMに よる弛 緩反 応 は小 さ くな り,24ヶ 月齢 で は更 に小 さ くな った.2週 齢 の 回腸

は12指 腸 と比 べ る と筋層 も薄 く,標 本 の50mMKCIに よ る反応 性 も小 さか った.ニ コチ ン0.01-1

mMに よ り回腸 は収縮 したが,ア トロ ピ ン1μMに よ る抑制 は不 完全 で コ リン作動 性神経 以外 の 関与

が示 唆 された.3週 齢 か ら24ヶ 月齢 までの 回腸 の反応性 はいず れ も一過 性 の短 い弛 緩反応 に続 い て収

縮反 応 を示 した.い ず れのAgeで も このニ コチ ンに よる回腸 の反 応性 はテ トロ ドトキ シン1μMで 抑

制 された.一 過性 の弛緩反 応 はL-ニ トロアル ギニ ンメチル エス テル100μMで 抑制 された のでNO神

経 を介す る と考 え られ るが,収 縮反 応 は ア トロ ピンで抑制 され ず,NANC神 経 を介す る反応 と考 え ら

れ た.【 結 語】 摘 出 ラッ ト12指 腸 のニ コチ ンに よる反 応性 は,幼 若 期 の収縮 反応 か ら成 熟期 の弛 緩反

応,老 齢期 の反応 性低 下 とAgeに よ って大 き な変 動 を示 し,副 交感 神経 節後 線維 の分布 様式 が成 長 に

伴 って変 わ る と考 えられた.一 方,回 腸 のニ コチ ン によ る反応 性 は授乳 期 で弛緩 反応 が見 られ なか っ

た他 は,Ageに よ る変化 は認 め られ なか った.
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P-7. 胃電図による胃術後運動機能評価

川崎医科大学消化器外科

村 上 陽 昭,松 本 英男,長 塚 良介,窪 田 寿子,東 田 正 陽,河 邉 由貴子,

平林 葉子,岡 保 夫,奥 村 英 雄,伊 木 勝 道,浦 上 淳,山 下 和 城,平 井 敏 弘,

角 田 司

消化 管機 能 のひ とつ の検 査 法 として,胃 電 図 が あるが,単 極誘 導 で あ ったた め,臨 床 応 用 には導入

が難 しか った.4チ ャンネル が同 時 に解 析で きる 胃電 図 シス テムが新 た に開発 された.健 常人,胃 切 除

患者 の胃電 図 を測定 し,比 較検 討 した.対 象 は40歳 以 上 の健 常人14人,胃 部分切 除7人,迷 走 神経

温 存腹腔 鏡 補助 下幽 門側 胃切 除術6人,幽 門側 胃切 除7人 に4チ ャ ンネル 胃電 図 を施 行 した.安 静,仰

臥位 で空腹 時 に 胃電 図 を測定 した.空 腹時 は20分 間,測 定 した.胃 電 図 はMedtronic社 製 のPolyGraf

 EGG Extension Cable 4channels, EGG表 面 電極 を用 い て測定 した.POLYGRAM NETで 分 析,

記 録 した.空 腹 時測 定が 終了 す る と,市 販 のお に ぎ りを2個,お 茶 を摂取 させ,同 様 の肢位 で,直 後

に 胃電 図 を20分 間測 定 した.食 事 負荷 前後 の正 常優位 周波 数 の時 間的割 合,各 チ ャンネル の伝播 率 を

比 較 した.食 事 負荷 によ り各術 式 と も,正 常 優位 周波 数 の増加 を認 め た.伝 播率 は幽 門側 胃切除 が他

の術式 に比 して劣 って いた.4チ ャンネル で同時 に測 定解析 で きるシ ステム で あ り,胃 術 後機 能評価 に

有 用 で ある可能 性 が示唆 された.

P-8. 局所神経反射によるラッ ト食道運動の調節機構

岐阜大学大学院連合獣医学研究科獣医生理学教室

嶋 剛 士,増 田 和 明,椎 名 貴 彦,志 水 泰 武,武 脇 義

【背 景 と目的】消化 管平 滑筋 の運 動 は,中 枢 由来 の外 来神 経 に加 えて,壁 内の 内在 神経 によ って も制

御 され てい る こ とが知 られ て い る.し か し,食 道 横紋 筋 で は,内 在 神経 の存在 が形 態学 的 に は明 らか

にな ってい る ものの,そ の機 能 は あ ま り分 か って いな い.そ こで,本 研究 で は,筋 層が横 紋筋 の みか

らな るラ ッ トの食 道 を用 いて,食 道横紋 筋運 動 に対 す る内在神 経 の役 割 を解析 した.【材料 と方 法】ラ ッ

トか ら食道 を分離 し,オ ル ガ ンバ ス 中 にて,フ ォー ス トラ ンスデ ューサ ー を用 いて食道 運動 を記録 し

た.ま た,3H-cholineを 用 いて,食 道標 本 か らのア セチル コ リン(ACh)放 出量 を測定 した.【 結果 と

考察 】食 道 を支配 す る迷 走運 動神 経 を電気 刺激 した とこ ろ,食 道標 本 は単 収縮 した.そ の収縮 反応 は

d-ツ ボ クラ リンによ って完全 に消失 した こ とか ら,横 紋 筋 の反応 で あ る と考 え られ る.こ の単 収縮 は

カプサ イ シ ン投与 によ って抑制 され た.さ らに,迷 走運 動神 経 を電 気刺 激 した食 道標本 か らのACh放

出量 を測 定 した ところ,カ プサ イ シン はACh放 出 を減 少 させた.カ プサ イ シ ンには知覚 神経 を刺激 す

る効 果 が あ る.そ の ため,こ の結果 は,ラ ッ ト食 道 に は横 紋筋 運動 を抑制 す る内在 性 の制御機 構 が存

在 し,カ プ サイ シ ンはそ の経路 を興奮 させ る ことを示唆 して い る.こ のカ プサ イシ ンに よる食 道運 動

抑制 効果 は,タ キキ ニ ン受容 体拮 抗薬 や一 酸化 窒素(NO)合 成 酵素 阻害薬 の投 与 に よって阻害 された.

これ らの結果 は,食 道横 紋 筋 に はタキ キニ ンお よびNO作 動性 神経 か ら構 成 され る局所神 経反 射経 路

が存 在 して お り,そ の反射 経路 は,ACh放 出 を介 して,食 道横 紋筋 運動 を抑制 してい る こ とを示唆 し

て い る.
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P-9. Soilingの 有無からみた各種肛門括約筋温存術後症例の新直腸肛門機能について

日本歯科大学生命歯学部外科学

富田 涼一

【目的 】Soilingの 有 無 か らみた直腸 癌低 位前 方切 除術(LAR),潰 瘍 性大 腸 炎J型 回腸 嚢肛 門吻合術

(IPAA), Hirschsprung病Duhammel法(DP)な どの術 後症例 にお け る,直 腸肛 門生理 学機 能 につ

い て比 較 検討 した.【 対 象 と方法 】LAR36例(側 方 郭清20例;A群,無 し16例;B群),IPAA18

例(C群),DP6例(D群)で 男46例,女14例,16歳-71歳,平 均56.9歳.直 腸肛 門内圧(AM),

陰部神 経(PT),脊 髄神 経刺 激伝 導時 間(SMT),肛 門管 粘膜 電流感 覚 閾値(AS)な どの生 理学 的検 査

を行 った.【 成 績 】soilingはA群60.0%,B群12.5%で あ り,C,D群 には認 めず.AM:静 止圧,最

大随 意収 縮圧,直 腸 感 覚でA群 がB群 よ り,A,B,C群 がD群 よ り有意 に不 良 で あった(p<0.01).PT:

A群 がB群 よ り,A,B,C群 がD群 よ り有 意 に不 良で あ った(p<0.01).SMT:A群 がB群 よ り,A ,

B,C群 がD群 よ り有 意 に不 良 であ った(p<0.01).AS:A群 がB群 よ り(p<0.05),A,B群 がC,D

群 よ り有 意 に不良 で あった(p<0.01).ARD:A群 がB群 よ り(p<0.05),A,B群 がC,D群 よ り有

意 に開大 を示 した(p<0.01).【 結論 】soilingは,LAR側 方郭 清群 とIPAA群 に多 く認 め られ,内 ・

外肛 門括 約筋 機能,新 直 腸 お よび肛 門感 覚 閾値低 下,陰 部 ・脊髄神 経伝 導 時間遅 延 を明 らか に認 めた.

す なわ ち,骨 盤 神経 叢温 存,内 ・外括 約筋 お よび恥 骨直腸 筋 の愛護 的手術 操 作が,soilingの 防止 に繋

が る と思 われ た.

P-10. 結腸内カプサイシン投与の結腸運動亢進 ・排便誘発効果 とその作用機序

東北大学生体調節外科

林 啓一,柴 田 近,舟 山 裕 士,上 野 達也,長 尾 宗 紀,工 藤 克 昌,佐 藤 学,

佐 々木 巖

「背景 」排便 時,大 腸 に は波 高が 高 く伝 播速 度 の速 い 巨大 伝播 波収縮(giant migrating contractions,

 GMCs)が 出現 し,下 痢 時 には このGMCsが 頻 発 す る こ とが報告 されて い る.GMCsを 制御 す る こ とは

下 剤や 排便誘 発剤 の開発へ とつなが る可能 性が あ る.「 目的」capsaicin結 腸 内投 与 の回 ・結 腸運 動,排

便 に及 ぼす効 果 とそのメ カニ ズム を検 討 す る事 「方法」 ビーグル 犬 を用 いstrain gauge force trans

ducerを 回腸末 端,結 腸 に縫着 ・固定 し,消 化 管 の輪状 筋収縮 を測 定 した.生 理食 塩水,Capsaicin 1,

2,5,10mgを 結 腸 内 投 与 し,消 化 管 運 動 と排 便 に対 す る効 果 を検 討 し た.さ ら に 拮 抗 薬 と し て

atropine, hexamethonium, ondansetron, FK224, propranololの 存 在 下で のcapsaicin結 腸 内投与

の消化 管運動 と排 便 に対す る効果 も検 討 した.「 結 果」capsaicin 5mg,10mgの 投与 直後 か ら結 腸 に

GMCsを 高頻 度 に誘発 し,排 便 を誘 発 した.生 理 食塩 水, capsaicin 1mg, 2mgの 投 与で はGMCs・

排 便 の誘発 は な くCMCsと 呼 ばれ るGMCsよ り波 高 が 低 く伝 播 速 度 の遅 い収 縮 波 の亢 進 も認 め な

か った.Atropineとhexamethonium存 在下 で はcapsaicin結 腸 内投与 のGMCs・ 排便 誘発 効果 は抑

制 され たが,そ の他 の拮抗薬 は この排 便誘 発効 果 を抑制 しなか った.「 結語 」capsaicin結 腸 内投 与 は

結腸 運動 を亢 進 させ排便 を誘 発 し,そ の作 用 は コ リン作 動性神 経 を介 す る と考 え られ た.
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P-11. 排便時の結腸巨大収縮運動GMCに 対する研究:エ リス ロマイシン誘導体:GM-

611の 結腸運動への影響

独立行政法人国立病院機構 栃木病院小児外科1,慶 應義塾大学小児外科2,

聖路加 国際病院小児外科3,中 外製薬株 式会社4

平 林 健1,2,森 川 康 英2,松 藤 凡3,星 野 健2,羽 金 和 彦1,尾 崎 賢 一4

排便 時 は,あ る ときは,完 全 に排 泄 され た と感 じ,ま た あ る ときは,残 便感 を感 じる こ とが あ るが,

消化管 運動(特 に結 腸 巨大収縮 運 動:GMC)と 排便 との関係 は,不 明 な部分 が 多 い.今 回,我 々 は,ビ ー

グル 犬 を用 いて,消 化管 運動(特 にGMC)と 排 便時 の イヌ の行 動 の比較 解析 をお こな った.さ らに,

併せ て,上 部 消化 管運 動改善 作 用の あ るモチ リンア ゴニ ス ト(GM-611:中 外製薬)の 下部 消化管 運動

改善 作用 の有 無 に対 して も検 討 を加 えた.方 法)フ ォース ス トレイ ンゲー ジ法(胃 体 部 ・回腸 末端 よ

り20cm口 側 ・回腸末 端 よ り10cm口 側 ・上行 結腸 ・横 行結腸 ・下 行結 腸 ・S状 結 腸 ・直腸)を 用 い

て 消化管 運動 を計 測 ・記録 し,同 時 に暗視 カ メ ラを用 いてイ ヌの行 動 を記録 し,自 然排 便時 とGM-611

投与 後12時 間 の消化 管運 動 とイ ヌの行動 を比 較解 析 した.各 部位 の消 化管 運動 は,収 縮 を10分 間毎

に時 間で 積 分 した もの をMotor-indexと して定 量化 し評 価 した.排 便 時 のGMCは,発 生 部位 と,

GMC-index(収 縮 と持続 時間 の積分 値)で 評価 した.結 果)自 然排 便 時のGMCは,発 生 部位 は上行

結 腸(9.2%)横 行 結腸(38.3%)下 行 結腸(42.6%)S状 結腸(9.9%)と 分 か れ,同 一個体 内 で も差 が

認 め られた.GMC motility indexは,日 中 に観 察 された ものが 夜間帯 よ りも大 きか った.投 与 後 の消

化 管運 動 は,約1時 間後 を ピーク に胃か らS状 結腸 まで 充進 され てい た.投 与 後12時 間 の排便 時 に観

察 されたGMCは,発 生 部位 の 口側 偏移 とGMC-indexの 増 加 が認 め られた.結 語)排 便時 のGMCの

発生部 位 は広 範 囲 にわた ってい るが,発 生 部位 と排便 量 ・排便 後 の残便 感 の有無 との関係 は不明 で あ

り,今 後 の研 究が 必要 と考 え られた.ま た,今 回用 い られた モチ リンア ゴニス ト(GM-611)は,結 腸

運動 を亢 進 し,消 化管 内容 に対 してWash-out効 果 を持 つ と考 え られ た.

P-12. マウスES細 胞由来消化管様構 造形成過程の平滑筋細胞分化に対するエタノール

の影響

北九州市立大学大学院国際環境工学研究科1,産 業医科大学医学部第1解 剖学2,

産業医科大学医学部第2解 剖学3,奈 良県立医科大学医学部第2生 理学4

平 野 雄1,中 島 民治2,土 肥 良秋3,高 木 都4

妊娠 時 に継 続 して アル コール を摂取 す る と胎児 性 アル コール症 候群 と呼 ばれ る胎 児 の発 育障 害,中

枢 神 経系 の異 常,お よび器 官形成 不全 等が 発症 す る危 険性 が知 られ てい る.そ こで,我 々 は消 化管形

成過 程 にお け るエ タノール 曝露 の影響 を検 討す るた め に平 滑筋細 胞分 化 に着 目した.実 験 にはマ ウス

ES細 胞(EB3細 胞)か らhangingdrop法 に よ り構 築 した腸管 様細 胞塊(ESgut)を 用 い た.ま ず,

エ タ ノール(0,1,3,5%)含 有培 地 中でESgutを 形 成 させ,平 滑筋 細胞 特異 的 に発現 す る遺伝 子 α-

SMAお よ びICC細 胞 と平滑 筋細胞 のgapjunction関 連遺 伝 子で あ るCx43の 発 現変 化 をRT-PCR

法 によ り検 討 した.ま た,そ の他 の消 化管 構造 に関係 す る遺伝 子c-kit(ICC細 胞 に発 現),GATA4(消

化 管上 皮細 胞 に発現),お よび分化 マー カ ー遺 伝子oct3/4の 発現 変化 につ いて も同様 に検 討 した.そ の

結 果,3%と5%エ タ ノール処 理群 におい てc-kitお よびGATA4発 現 が有 意 に低 下 して いたが,α-

SMAお よびCx43発 現 の変化 は認 め られ なか った.ま た,ESgut数20個 あた りの 自発 運動 を示 す個

数 を調 べ た ところ,エ タ ノール処理 群 で減少 していた.以 上 の結 果 よ り,ICC細 胞 お よび消 化管 上皮

細 胞 分化 はエタ ノール 曝露 に よ り抑 制 され るものの,平 滑筋 細胞 分化 は正 常 に進 行 す る可能 性,お よ

び平 滑筋細 胞 分化 は自発 運動 制御 とは直接 関連 しな い可能性 が考 え られ た.さ らに,EB3細 胞 のエ タ

ノール曝 露 時の生 存率 を3種 類 のマ ウス株 化細胞(NCTC細 胞,Neuro2a細 胞,Swiss3T3細 胞)と

比較 した.そ の結 果,EB3細 胞 は,Neuro2a細 胞,NCTC細 胞,Swiss3T3細 胞 よ りも生存 率 が低 く,

エ タ ノール感 受性 が よ り高 い ことが 明 らか とな った.現 在,免 疫 組織 染色 法 を用 いて平滑 筋細胞 の分

化 を形 態学 的 に検 討 して い る.
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P-13. 原始的多細胞動物における消化管の機能的領域化メカニズムの遺伝的解析

国立遺伝学研究所発生遺伝

清水 裕,高 久 康晴,野 呂 行彦

多細 胞 動物 で最 も原始 的 な ものの一 つ とされ る腔腸 動物 の消化 管 は2層 の上皮 筋細胞 とその 間 にあ

る散在 神 経 とい う非 常 に単純 な構造 か らな る.長 さが5-10ミ リ くらい の単純 な壷 で複数 の器官 へ の

分 化 は認 め られ ない.こ の よ うな単 純 な構造 の ため,腔 腸動 物 の消化 管 は器 官分 化,機 能分 化 な どが

起 こる以 前 の原始 的 な消化 管 の姿 を今 に残 す もの と考 えられて きた.我 々 は,ヒ ドラ消化 管で多様 な

消 化運 動 を観 察 し,そ の運 動機 能 が ほ乳 類 に近 い こ とを以前 報告 した.本 研 究 の概 要 は以下 の通 りで

あ る.1)腔 腸 動物 ヒ ドラで消 化管 の同一 部域 か ら切 り出 した組織 の数 珠 つな ぎ を行 い,均 一 な組 成 の

消 化管 を形成 した.そ の よ うな移植体 の消化運 動 を観 察 した結果,組 織 の部 域 由来 に依存 した運 動機

能 の違 い を見 出 した.こ の結 果 は,消 化 運動機 能 に部 域依存 的 な違 いが認 め られ る こと,つ ま り,消

化 管 の機 能的領 域化 が多細 胞体 制 が形成 された初 期段 階 ですで に起 こっていた 可能性 を示 唆す る と考

え られ る.ヒ ドラの体 軸上 の位 置依 存的 に発現 す る遺伝 子wnt, brachyuryが,上 記領 域化 に及 ぼす影

響 を調 べ た.2)腔 腸 動物 だが ヒ ドラ よ りも よ り原 始 的 なネマ トス テラ は,ぜ ん動 の ような協 調 的運動

に とって 不可 欠で あ る とされ て いるギ ャ ップ結合 が上 皮組織 間 に認 め られな い とい う希有 な多細 胞動

物 で あ る.こ の動物 の体幹 が ぜ ん動 を行 うが そ の機構 はよ くわ か ってい ない.我 々 は,ヒ ドラ との比

較 実験 や,コ ンピュー ター シ ミュレー シ ョン を用 い た解析 によって,ギ ャ ップ結合 が ない状 態 で もぜ

ん動 が起 こ りうる ことを示 し,そ の機構 につい て解析 を行 った.

P-14. ラット回腸輪走筋の収縮運動に対する短鎖脂肪酸の影響

静岡県立大学生活健康科学研究科環境物質科学専攻環境生理学研究室1,花王2

田副 秀 章1,小 野 茂 之1,2,唐 木 晋 一郎1,桑 原 厚和1

我 々 は腸 内細 菌 に よって生成 され る短 鎖脂肪 酸 の受 容体 としてGPR43の 局 在 につ いて報 告 し【Cell

 Tissue Res 324: 353-360】,さ らに短鎖 脂肪 酸 の腸管 平滑 筋活動 に及 ぼす影響 につい て も報告 してい

る 【Neurogastroenterol Motil 17:585-594】.短 鎖脂 肪酸 は遠位 結腸 で は神経 性,非 神経 性 の収 縮 を

誘 導 す る.ま たGPR43タ ンパ クが 回腸終 末部 の粘膜上 皮 に も強 く発 現 して い るこ とを観 察 してい る.

回腸 終末部 はその解 剖学 的位置 か ら短鎖 脂肪 酸 の生成 部位 で あ る盲腸 に近 い ため,内 容物 の逆 流 に よ

り短 鎖脂肪 酸 に さ らされ るこ とが考 え られ る.こ れ らの結 果 は回腸終 末部 におい て も短鎖 脂肪 酸 に よ

り平 滑筋活 動 が影響 を受 ける可 能性 を示 唆 して い る.そ こで本 実験 で はラ ッ ト回腸 終末部 か ら短冊 状

の輪走 筋 一粘膜標 本 を作製 し,輪 走筋 活動 に対 す る短 鎖脂肪 酸(プ ロ ピオ ン酸)の 影 響 につい て検 討 し

た.な お平 滑筋 の収 縮活動 は等 尺性 に記 録 した.輪 走 筋 の 自発性 収縮 は標 本 を装置 に装着 後120分 ほ

どで安定 し,そ の頻 度 は3.7±0.8回/分(n=18)で あ った.こ の よ うな標 本 に プロ ピオ ン酸5mMを

作用 させ る と,自 発性 収縮 の頻 度 は7.5±1.3回/分(n=6)に 増加 し,そ の5分 後 に は自発 運動 は消 失

した.ま た プ ロ ピオ ン酸 投 与直 後 に観 察 され た 自発 性 収縮 頻度 の増加 はア トロ ピ ンの前 投与 に よ り

3.2±1.5回/分(n=5)に 抑 制 され た.さ らにプ ロ ピオ ン酸 は トー ヌス に も影響 を与 え,プ ロピオ ン酸

投与 後 は トー ヌス の上昇 が観察 された.こ の トー ヌスの上 昇 は ピロキ シカム の前投 与 に よ り抑 制 され

た.こ れ らの結 果 か ら自発 性収 縮頻 度 の増大 には アセチ ル コ リンの関与 が,ま た トー ヌス の上 昇 には

プ ロス タグ ラ ンジン類 の関与 が示唆 された.以 上 の こ とか ら回腸 終 末部 にお いて も短鎖 脂肪 酸 に対 す

る化 学受容 機構 が存在 す る可能 性 が示唆 された.
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P-15. 下大静脈再生過程における結合組織,平 滑筋再生の組織学的検討

埼玉医科大学消化器一般外科1,奈 良県立医科大学2

合 川 公康1,宮 澤 光 男1,鳥 井 孝 宏1,大 谷 吉 秀1,小 山 勇1,筏 義人2

(目的)虚 血部 に細 胞 を注入 し,血 管 を新 生 させ る,あ るい は再生 させ る治 療法 が 開発 されて い るが,

実際 に どの よ うな血 管 が どの よ うに新 生,再 生 して きてい るのか 全 く不 明 で あ り,血 管新 生,再 生 に

対 し評 価 す る経時 的,組 織 学 的指標 が な い.そ こで,今 回我 々 は,現 在,下 大静脈(IVC)再 建 用 のパ ッ

チ として開発 してい る生体 吸収性 ポ リマー を用い,IVCの 構築 成分 の 内,結 合 組織,平 滑 筋が どの よ

うに再生 す るか を検討 した.(方 法)雑 種 ブタの肝 下部 下大 静脈 を3×2cm大 に切 除 し,そ の部 分 に同

じ大 きさの 生体 吸収性 ポ リマ ーで作 製 したパ ッチ を移植 した.細 胞 は播 種 しなか った.パ ッチ は約8週

で生 体 内で 吸収 され るよ うに設計 した.パ ッチ移 植後2週,3,6ヶ 月,1年 でパ ッチ部 の組織 を採 取 し,

結合 組織 の 主構成 要素 で あ る膠 原線 維 と弾性線 維 の量(弾 性線 維/弾 性 線維+膠 原線 維)を 測定 し,下

大静 脈再 生 過程 にお ける結 合組 織再 生 を組織 学的 に評価 した.(結 果)IVC再 生 過程 にお け る結 合組 織

再 生 は,そ の厚 さ としては,パ ッチ移植 後徐 々 に増加 し,パ ッチ移植 後1年 でnative IVCの 約90%

とな った.結 合 組織 中 の膠 原線 維 に対 す る弾 性線 維 の割 合 は,IVC再 生 過 程 にお い て徐 々 に増 加 し,

パ ッチ移 植 後1年 にお いて は,native IVCの 弾性 線維 の割 合 を100と す る と,native IVCの 約90%

で あった.IVCの 平 滑筋再 生 は再 生1年 でnative IVCの 約50%で あ った.(結 語)IVCが 全 層性 に欠

損 した場合 のIVC再 生過 程 にお いて,結 合組 織 は徐 々 に増加 し,そ の結合 組織 の 内で もIVCが 弾力 性

を保持 し,強 固 とな る ように弾性線 維 が増加 して くる.こ の よ うな結 合組 織再 生がnative IVCと 同様

に再 生す るため に は約1年 以 上 を要 す る ことが 示 された.こ れ らの結果 を考 慮 し,こ れ を一 つ の静 脈

再生 の基準 として大静脈 再生 を評 価可 能 と考 え られ た.

P-16. オカダ酸の脳血管弛緩作用におけるプ ロテインキナーゼCを 介するミオシン軽鎖

3リ ン酸化の関与について

静岡県立大学大学院薬学研究科薬理学教室

小原 一 男,中 山 貢一

【目的】 血管平 滑筋 の収 縮 は,20kDaの ミオ シン軽 鎖(MLC)の リン酸化 に依 存 し,そ の リン酸化

は ミオ シン軽鎖 キ ナー ゼ(MLCK)と ミオ シンホ ス ファター ゼ(MLCP)の バ ラ ンスに よ るこ とが知

られ てい る.一 方,我 々 は イヌ脳底 動脈 におい て伸展刺 激 に よるプ ロテ イ ンキナー ゼC(PKC)を 介 す

るMLCの3リ ン酸 化が収 縮 に対 し抑制 的 に作用 す る可 能性 を報 告 した.ま た,ホ スフ ァター ゼ阻害薬

オ カダ酸(OA)は,血 管 平滑 筋 にお いて高濃 度 で は収 縮作 用 を,低 濃 度 で は弛 緩作 用 を持 つ ことが知

られ て い る.し か し,OAの 血 管平 滑筋 弛緩 作用機 序 につ いて は未 だ不明 な点 が多 い.本 研 究 で はイヌ

脳 底 動脈 にお け るOAの 弛 緩作 用 とMLCの3リ ン酸化 の 関係 につ いて検 討 した.【 方 法】 イ ヌ脳底

動脈 リング標 本 の等尺性 収縮 を測 定 した.MLCの リン酸化 は等 電点 電気 泳動 法/イ ム ノブ ロ ッ ト法 に

よ り,ま た,PKCの リン酸 化 はSDS-PAGE/イ ム ノブ ロッ ト法 に よ り測 定 された.【 成績 】低 濃度(1

μM)OAは,イ ヌ脳 底動 脈 の80mM KCl収 縮 を細胞 内Ca2+濃 度 を変化 させ ず に弛 緩 させた.こ の弛

緩作 用 は,ク ラシカ ルPKC阻 害薬Go6976(1μM)存 在 化 で抑制 されたが,PKCδ 阻害薬 ロ トレ リン

(5μM)で は抑 制 され なか った.一 方,OAに よ りMLCリ ン酸化 の充 進 が認 め られ た.こ の とき,MLC

の リン酸化部 位 はSer-19, Thr-18お よびThr-9に 相 当す る3ケ 所 で あ った.OAに よ るMLCの リ

ン酸化 はG°6976に よ り抑制 され たが,ロ トレ リンで は影響 され なか った.さ らに,OAに よ りPKCα

の リン酸化 が増 加 した.【 結論 】 イ ヌ脳 底 動脈 にお い て,OAの 脳 血 管 弛 緩作 用 にPKCα を介 す る

MLCの3リ ン酸 化 が関与 す る可能性 が示 唆 され た.
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P-17. ニワ トリ前腸間膜動脈縦走平滑筋細胞における興奮性神経筋接合部電位の特徴

岐阜大学大学院連合獣医学研究科獣医生理学教室

平山 晴子,志 水 泰武,椎 名 貴彦,武 脇 義

【背景 と目的】哺乳 動物 の腸 間膜 動脈 は輪走 筋 のみで構 成 され てい るが,鳥 類 で はその外側 に縦 走 筋

が存在 す る ことが知 られて い る.し か し,こ の鳥類 に特有 の縦走 筋 に関す る知見 は乏 しい.そ こで 本

研 究 で は,微 小ガ ラ ス電 極法 を用 い て,ニ ワ トリ前腸 間膜動 脈縦 走平 滑筋細 胞 か ら興 奮性神 経筋 接 合

部 電位(EJP)を 導出 し,そ の特徴 を明 らか に す るこ とを 目的 とした.【 材料 と方法 】実験 に は白色 レ

グ ホ ン雄 を用 い,摘 出 した前腸 間膜 動脈 の縦走 平 滑筋細 胞 にガ ラス電極 を挿 入 し,膜 電 位 を導 出 した.

EJPの 誘 発 に は,経 壁電 気刺 激(EFS)を 用 い,神 経 伝達物 質 阻害剤 の影響 を調 べ た.ま た,各 種 神

経 伝 達物 質 を作用 させ,EFSに よるEJPと の類似性 を検 討 し,神 経 支配 様式 を解析 した.【 結果 と考

察】縦 走平 滑筋 細胞 の静 止膜電 位 は輪走 平滑筋 細胞 よ り も浅 く,-35mV付 近 で あった.EFSを 標 本 に

加 えた ところ,非 常 に持 続時 間 の長 い(約25 sec)EJPが 記録 され た.ア トロ ピンの適用 によ り振 幅

がや や減 弱 し,プ ラゾ シンで持続 時 間が わずか に短 縮 した.こ の非 ア ドレナ リ ン非 コ リン性 のEJPは,

ATP受 容体 阻 害剤 で あるス ラ ミンで完全 に消 失 した.血 管 平滑 筋 に対 す るATP作 用 は,P2X受 容 体

を介 す る とされ てい るが,縦 走 平滑 筋 のEJPはP2Y受 容体 阻害 剤で抑 制 され た.ま た,P2Y受 容 体

ア ゴニ ス トを作用 させ る と,顕 著 な脱分 極 が生 じた.こ れ らの結果 か ら,ニ ワ トリ前腸 間膜動 脈縦 走

筋 のEJPは,ATPのP2Y受 容体 を介 す る作 用 で発現 し,非 常 に長 い持続 時 間 を持 つ ことが 明 らか と

な った.

P-18. ニワ トリ後腸間膜動脈縦走平滑筋の成長に伴 う発達 とその神経支配様式

岐阜大学大学院連合獣医学研究科獣医生理学教室

宮澤 誠司,志 水 泰武,椎 名 貴彦,武 脇 義

【背景 と目的】ニ ワ トリ前腸 間膜 動脈(AMA)の 外膜 には縦 走平 滑筋 が存在 し,興 奮 性 の コ リン作

動性 神 経 と抑 制性 の ア ドレナ リン作動 性神 経 の支配 を受 けてい る こ とが知 られ てい る.一 方,後 腸 間

膜 動脈(PMA)に つ いて の報 告 は ほ とん どな い.そ こで本研究 で はPMAの 筋構造 と神 経支 配様 式 に

つい てAMAと 比 較検 討 した.【 材料 と方 法】 実験 には 白色 レグ ホ ンを用 い,摘 出 したAMAお よび

PMAにHE染 色 を施 し形 態学 的観 察 を行 った.ま たAMAお よびPMAを マ グヌス装 置 に設 置 し,縦

走 筋 の収縮反 応 を記録 した.収 縮 反応 の誘 発 に は,経 壁 電気刺 激(EFS)を 用 い,神 経伝達 物質 の阻

害 剤 の影響 を調 べた.さ らに各種 神経 伝達 物質 を作 用 させ,EFSに よる収縮 が再 現 され るか否 か検 討

し,神 経 支配様 式 を解析 した.【 結果 と考察 】AMA外 膜 には雌 雄 関わ りな く縦走筋 が存 在 して いた が,

PMA外 膜 にお いて は雌 で は発達 した縦走 筋が 存在 す る ものの,雄 で は観察 され なか った.ま た 未産 卵

の幼弱 な雌 にお いて も縦走筋 層 は顕 著 で はな く,産 卵 の 開始 に伴 い筋 層 が発 達 す る こ とが わ か った.

AMAお よびPMAの 縦走 筋 は と もに,EFSに 対 して収縮 と弛 緩 の二相性 応答 を示 した.弛 緩 反応 は,

いず れ におい て もプ ロ プラ ノロール で抑制 され,ノ ル エ ピネ フ リンに よ り再 現 され た.ア トロ ピ ンの

処 置 は,AMAの 収縮 反応 を抑 制 した が,PMAで は無効 で あ った.こ れ とよ く一 致 し,PMA縦 走 筋

で はアセ チル コ リンに よる収縮 が認 め られ なか った.一 方,セ ロ トニ ンを作用 させ た場合 に は,PMA

縦 走筋 におい て,顕 著 な収縮 が惹起 された.こ れ らの結果 か ら,PMA縦 走筋 に分 布 す る抑制 性 神経 は,

AMAと 同様 にア ドレナ リン作 動性 で あ るが,興 奮性神 経 は コ リン作 動性 で はな くセ ロ トニ ン作 動 性

で あ るこ とが示 唆 され る.
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P-19.発 達期において血管ネッ トワークの選択的消退誘導 を司る平滑筋:虹 彩の新 しい

機能

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科システム循環生理学

毛利 聡,森 実 祐基,成 瀬 恵治

(背景)発 達段 階 にお け る水 晶体 の表 面 は瞳孔膜 と呼 ばれ る血 管網 で覆 わ れて い る.瞳 孔膜 は水 晶体

上 皮細胞 を栄養 した後,光 路 の透 明性 を保 つた めア ポ トー シスに よ り消 退す る.し か し,瞳 孔膜 の ア

ポ トー シス を誘 導 す る因 子 につ いて は十分解 明 され てい ない.我 々 はラ ッ ト眼 におい て,瞳 孔膜 の消

退 時期 に一 致 して 自律 神 経 にて制御 され る虹 彩 の運動 能(縮 瞳 能 ・散 瞳能)が 成熟 す る こ とに着 目し,
"虹彩 の動 き"が 瞳孔 膜 のア ポ トー シス を誘 導 して い るの で はない か と考 えた.(方 法)瞳 孔膜 の消 退 メ

カニ ズム検 討 のた め,瞳 孔膜 消退 の時 間経過 を検 討 し,点 眼薬 を用 い た虹 彩 の 自律 神経 反応 抑制 によ

る血 流の変 化 を生体 ビデオ顕 微鏡 にて観察 した.瞳 孔膜 消退 の起 こる生後7日 か ら14日 の 間4時 間毎

に散 瞳,縮 瞳薬 お よび生 理食 塩水 を点 眼 し,3群 間 の血管 消退 時間 経過(血 管 分岐 点数 にて定 量)と ア

ポ トー シス惹起 細胞( TUNEL ),遊 走 マ クロ ファー ジ( ED-1 )に つい て検 討 した.(結 果)生 後12日

目に生体顕 微 鏡 を用 いて瞳孔 膜 の血管 分岐 数 を定量 した ところ,散 瞳群 で は有意 に血管 消退 が抑 制 さ

れ てお り,ア ポ トー シス惹 起血 管 内皮 細胞 の割合 も対照 群 に比 べ て有 意 に低 か った(0.6±0.2% vs

 4.4±0.6%, p <0.01).ま た,マ ク ロフ ァー ジの遊 走 も抑制 されて いた(9.0±1.0% vs 14.6±0.9%, p <

0.05).縮 瞳薬 によ り強 い縮 瞳 を繰 り返 した群 は対 照群 と差 を認 めなか った.(ま とめ)虹 彩 は カメ ラに

お け る絞 りの役割 を果 た して お り,自 律神 経 に よる制 御(縮 瞳 ・散 瞳)に よって眼球 に入 る光量 の調

節,光 学 収差 の減 少,焦 点 深度 の調節 を行 ってい る.我 々 は これ らの虹 彩機 能 に加 えて発達 期 の全 く

新 しい機 能:水 晶体 を栄養 し光路 上 に存在 す る血管 ネ ッ トワー ク(瞳 孔膜)の 短 期間且 つ選 択 的 な消

退 へ の関与,が あ る ことを明 らか に した.

P-20.ウ シ毛様体筋のカルバコール誘発収縮における Gq /11共 役経路の関与

旭川医科大学生理学講座自律機能分野

安井 文智,宮 津 基,高 井 章

【背景 】 毛様体 平滑 筋 の収縮 は,そ の初期 相,持 続 相 とも筋細 胞膜 表 面 に存 在 す るM,サ ブ タイ プの

ムス カ リン受容 体 の刺激 によ り調節 され る.一 般 に このタイ プの受 容体 の 関与 す る反応 は, Gq /11蛋 白

( Gq )に共 役 した信 号伝 達経路 を介 して発現 す る とされ るが,毛 様 体筋 の収 縮調節 系 に も該 当す る とい

う実験 的 な確証 は得 られて いな い.最 近, depsipeptide の一種 YM-254890( YM )が Gq の働 き を特 異

的 に抑 制 す る こ とが報告 され た.今 回,ウ シ毛様 体筋 におい てカル バ コール( CCh )で誘 発 され る収縮,

細 胞 内 Ca2+ ([ Ca2+ ] i )上 昇 お よび受容体 作動 性非 選択 性 陽 イオ ンチ ャネル( NSCC )電 流 に対 す る YM

 の効 果 を検 討 した.【 方 法】 等尺性 張力 記録 にはウ シ毛 様体 か ら摘 出 した 平滑筋 束 を用 いた.酵 素処理

で単 離 した毛様 体筋 細胞 を用 い, Fluo-4 蛍 光法 に よ り細胞 内 Ca2+ の変動 を,膜 電位 固定法 によ り全細

胞膜 電流 を記 録 した.膜 の固 定電位 は-100～+100 mV (通常-50mV)と した.【 結果 と考察 】2 μM

 の CCh 投与 に よ り発 生 した収縮 の持 続相 に YM (0.05―10 μM )を 投与 す る と,収 縮 は濃度 依存性 に抑

制 され た.収 縮が 完全 に抑制 された あ とにYMを 数 時 間 にわた り洗 い流 す と CCh へ の反 応性 は時 定

数140 min の指数 関数 的 な時間経 過 で緩徐 に回復 した.単 離細胞 にお いて, CCh (2 μM )は[ Ca2+ ] i の

上昇 と,二 種類 の NSCC 電 流 の活 性化 を起 したが, YM (3-10 μM )の 細胞 外投与 は,そ れ らの初 期相,

持続 相 とも完全 に抑制 した.こ れ らの YM の抑 制作 用発 現 はいず れ も時 間依 存性 で,特 に30ﾟC 以下 の

温度 で は著 し く遅 延 した.毛 様体 筋 のム スカ リン受容 体刺 激 に よる収 縮 に は,初 期相,持 続 相 とも Gq

 に共 役 した 信号伝 達経 路が 関与 してい る こ とが強 く示唆 され た.
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P-21.毛 様体筋収縮調節に関与する信号伝達分子の細胞膜局在

旭川医科大学生理学講座自律機能分野

宮津 基,高 井 章

【背 景】 毛様 体筋 の ムス カ リン受 容体 を介 す る収 縮調 節 にお いて は,細 胞膜 レベ ル にお ける信号伝 達

に M3 型 ム スカ リン受容 体( M3R ), Gq/11 , TRPC イ オ ンチ ャネ ルの各種 サ ブ タイ プな どが連 携 して 関

与 す るこ とが示唆 され てい る.今 回 の実験 で は,こ れ らの信 号伝 達分 子 の細 胞膜 内 また はその周 辺 に

お け る局 在 の検討 を行 った.

【方法 】酵 素処理 に よ りウ シ毛様 体 か ら単 離 した平 滑筋 細胞 を, fibronectin 処 理 した ガ ラス小 円盤

表面 で短 期 間(1-5日)培 養 した のち,低 浸透 圧下 で超音 波パ ル ス を加 えて細 胞体 を除 去 し,ガ ラス表面

に細 胞 内側 を露 出 して残 った細胞膜 を用 いた.そ れ らをまず各種 の特 異的 一次抗 体 で処理 した のち,数

種 の AlexaFluor 色 素 を結合 させ た二 次抗体 を用 いて可視 化 し顕微鏡 観察 を行 った.各 一 次 抗体 とも

抗 α アク チ ン抗体 と併 用 して二重 に染 色 した.断 らない 限 り,一 次抗体 を作 用 させ る直 前 に4% par

aformaldehyde ( PFA )に よる固定処理 を施 した.

【結果 】細 胞膜標 本 の,α アクチ ン陽性領 域 に集 中 して, M3R, Gq/11, TRPC1, TRCP3, TRP4 お

よび TRP6 に特 異的 な抗体 の結合 を示 す蛍 光 ス ポ ッ トが,い ず れ も1 μm2 以上 とい う高 密度 で検 出 さ

れ た. PFA に よる固定処理 を省 略 す る と Gq/11 抗体 によ る染色 に基 づ く蛍光 ス ポ ッ トは著 し く減少 し

た が, M3R と各種 TRPC 抗体 に よる染 色 はほ とん ど影響 され なか った.

【結論 】 ウ シ毛様 体筋 の細 胞膜 にお ける, M3R, Gq/11 と TRPC1, TRCP3, TRP4 お よび TRP6 の

局 在が 確認 され た。受容 体や イオ ンチ ャネ ル と異 な り膜 貫 通 ドメ イ ンを持 た ない Gq/11 は,膜 内面 に比

較 的弱 く結 合 して存在 してい る こ とが伺 われ る.

P-22.ク エン酸アルベ リンのモルモッ ト膀胱平滑筋への作用

名古屋市立大学大学院医学研究科細胞生理学分野1,

名古屋市立大学大学院医学研究科腎 ・泌尿器科学分野2

早瀬 麻 沙1,2,橋 谷 光1,矢 内 良 昌2,窪 田 泰 江2,小 島 祥 敬2,佐 々木 昌一2,

郡 健二 郎2,鈴 木 光1

【目的】クエ ン酸 アルベ リンは,平 滑筋 弛緩 作用 が あ る と報 告 され てお り,海 外で は過敏 性大腸 症 候

群 や 月経 困難症 に対 し臨床 応 用 されて い るが,平 滑筋組 織 への作 用機 序 は明 らかで ない.今 回我 々 は,

モ ルモ ッ トの膀 胱平 滑筋 に対 す るクエ ン酸 ア ルベ リ ンの作用 お よび作 用機 序 につ い て検討 した.【 方

法】 モル モ ッ トをセ ボフル レ ン麻酔 下 に断頭 し,膀 胱 を採 取 して粘膜 を剥 離 した.最 外側 の筋 層 か ら

単一 筋線 維標本 を作 製 した.実 験 は,等 尺性 張力 測定 法,細 胞 内 カル シウム濃 度測 定法( Fura-PE3 )

お よび細胞 内微 小電 極法 を用 いた.【 結 果】クエ ン酸 アルベ リン は膀 胱平 滑筋 の 自発 収縮 と一過 性 カル

シウム濃 度上昇 の振 幅 と頻 度 を増大 させた.ま た,活 動電 位 の振幅 を増 大 させ,再 分極 相 を遅 延 させ

た.ク エ ン酸 ア ル ベ リ ン の 自発 収 縮 に対 す る作 用 は カ リ ブ ド トキ シ ンで 抑 制 さ れ た が, CPA,

 BayK4688 で は抑 制 され なか った.ク エ ン酸 アル ベ リンにて増加 した収縮 お よび活 動電位 は,ニ フ ェジ

ピ ン投与 によ り消失 した.ア セ チル コ リン また は高 カ リウム溶 液(40 mMK+ )に よって誘発 され た収

縮 は,ク エ ン酸 アルベ リンに よって主 に持続 相 が抑制 された.ま た クエ ン酸 アル ベ リンは高 カ リウム

溶 液 お よび アセ チル コ リンに よ るカル シ ウム濃 度 上昇 を あ ま り抑 制 しな か った.【 考 察】 クエ ン酸 ア

ル ベ リンが消 化管平 滑筋 を弛緩 させ る とい う報 告が あるが,今 回我 々 はモ ルモ ッ トの膀胱平 滑筋 にお

いて クエ ン酸 アル ベ リンの単 独投 与 で は自発収 縮張 力 お よび頻 度 を増加 させ る とい う結果 を得 た.こ

の作用 は主 に活動 電位 の再分 極 の抑制 によ る と考 え られた.一 方,ア セチ ル コ リン また は高 カ リウム

溶 液 に よって誘 発 され た収縮 は,ク エ ン酸 ア ルベ リンに よって抑制 された.こ の作 用 は細 胞 内カル シ

ウム濃 度や電 位発 生頻 度 の変 化 を伴 わず に生 じた.今 後 in vivo で の効 果 お よび ヒ ト膀 胱平 滑筋 へ の

作 用等 の さ らなる検 討 によ り,臨 床 的 な応 用 への 展望 が期待 され る と思わ れ た.
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P-23.フ ェ ノ キ サ ジ ン 化 合 物2- Amino -4,4α- dihydro -4α-7- dimethyl -3 H - phenox -

 azine -3- one に よ る モ ル モ ッ ト盲 腸 紐 収 縮 抑 制 の メ カ ニ ズ ム

東京医科大学細胞生理学講座1,東 京医科大学生化学講座2

ム サ サイ ビデ ィ ン1,渡 辺 賢1,友 田 あ き夫2,小 西 真人1

【背景 と 目的 】フ ェノキサ ジ ン化 合物2- Amino -4,4α- dihydro -4α-7- dimethyl -3 H - phenoxazine -3- 

one ( Phx-1 )の 急性作 用 として,平 滑筋 を弛緩 させ る( Mushaetal .,2005).そ こで Phx-1 の平 滑

筋 弛緩効 果 の作 用点 を解 明 を 目的 として,モ ルモ ッ ト腸 管平 滑筋 収縮 に対 す る Phx-1 の効 果 を様 々 な

条 件 で検 討 した.【 方法】 オ ス,ハ ー トレー系 モル モ ッ トか ら盲腸 紐 を摘 出 した後 に筋 肉条 片 を作 成

し,張 力測 定装 置 に固定 して,等 尺 性 張力応 答 を測定 した.一 部 の標 本 で は,細 胞膜 を界 面活 性物 質

 β-escin に よって化 学的 に破壊 したス キ ン ド処理 を行 い, Phx-1 の収 縮 タ ンパ ク質 系へ の影 響 を検 討

した.【 結果 】55 mMK に よる脱 分極,又,自 律 神経 ・筋 接合部 作 動薬 ア セチル コ リン( ACh )刺激 は,

細 胞膜 を破 壊 して いな い盲腸紐 生筋 標本 の収 縮反 応 を惹起 した. Phx-1 は55 mMK 刺激, ACh 刺 激

に よる収縮 反応 をいずれ も可 逆的 に抑制 し,そ の IC50 はおお よそ100 μM で あった. Phx-1 の平滑 筋

生 筋収 縮抑 制効 果 は,細 胞 内 Ca ス トア を Ca イオ ノ フォア A23187 で破壊 した標本 におい て も同様 に

観 察 され た.一 方,細 胞外 か らの Ca イオ ン流入 を抑 えた条 件 で, ACh や カフ ェイ ン刺 激 を行 い,細

胞 内 Ca ス トアか らの Ca イオ ン放 出 に よって惹起 され る収 縮 は Phx-1 に よって ほ とん ど抑 制 され な

か った.又,細 胞膜 を破壊 した標 本 の Ca イオ ン活性 化収 縮反 応 は,高 濃 度 の Phx-1 に よって僅 か に

抑 制 され た.【 結論 】以上 の結 果 か ら, Phx-1 が 主 に細胞 膜 を介 す る Ca イオ ン流入機 構 を阻害 す る こ

とで'盲 腸 紐 平滑筋 収縮 を抑 制 す る ことが 示唆 され た.

P-24. Imidazole 緩衝液におけるモルモッ ト盲腸紐の高エネルギーリン酸化物含量

文京学院大保健医療理学療法学科

石田 行知,坂 井 泰

ア ミン緩 衝 液 は Na+ な どの影 響 を調 べ た い とき に重 炭 酸緩 衝 液 の代 わ りに しば しば用 い られ る.

我 々 は imidazole 緩衝 液 を用 い た とき に盲腸 紐 の高 エ ネ ル ギー リン酸化 合 物 含 量 を調 べ た と こ ろ,

 phosphocreatine ( PCr )含 量 が選択 的 に低 下 す る こ とを観察 した ので,こ の低 下 の性質 を検 討 した.

[方法]雄 モル モ ッ トか ら盲 腸紐 を摘 出 し,長 さ約1 cm の平 滑筋 標 本 を作 製 した.こ の標本 を imid

azole また は重 炭酸 を緩衝 剤 とす る生理 溶液 中 に懸 垂 した. imidazole 溶液 は100% O2 そ して重炭 酸

溶液 には95% O2 :5% CO2 を通気 した( pH 7.4,37ﾟC).高 エ ネル ギー リン酸 化合物( ATP お よび

 PCr )は 熱 湯抽 出法 によ り抽 出 し, 1uciferase 発光 法 を用 いて定量 した( Ishida et a1 .,1986).[結 果]

盲腸 紐 を重 炭酸溶 液 か ら imidazole 溶 液 に移 す と,漸 次 PCr 含量 が低下 し,30分 を超 え る とほ ぼ枯 渇

したが, ATP 含 量 に は変 化が 観察 され なか った. Imidazole 溶液 か ら重炭 酸溶 液 に戻 す と, PCr 含 量

は徐 々 に回復 した.こ の ような選択 的 な PCr 含量 の低 下 は, imidazole 溶 液 だ けで な く, Tris 緩衝 液

で も観察 された.高 濃 度 K+ によ る収縮 反応 は重 炭酸溶 液 と imidazole 溶液 で は大 きな変化 はな か っ

た.[考 察] Imidazole 緩 衝液 中 での選 択的 な PCr 低 下 は, creatine kinase が抑制 され た ときの 高エ

ネル ギ ー リ ン酸化 合 物 の変 化 と相 似 して い る. Triton-X100 で作 成 した盲 腸 紐 ス キ ン ド標本 で は,

 creatine kinase 阻害 は ATP 存 在下 で の Ca2+ 張力 発生 に大 きな影 響 をお よぼ さな い(Ishida and

 Pau1,未 発 表).よ っ て, imidazole 緩 衝液 中 で は盲腸 紐 の creatine kinase が抑 制 され てい る と考 え ら

れ るが,真 の原 因 は未 知 で ある.
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P-25. II 型 ミオ シ ン ATPase 阻 害 薬 blebbistatin に よ る相 性平 滑 筋 収 縮 抑 制 の メ カ ニ ズ

ム

独立行政法人科学技術振興機構, CREST1 ,東 京医科大学 ・細胞生理学講座2,

群 馬大学大学院 ・医学系研究科 ・臓器病態薬理学3

小 比 類巻 生1,渡 辺 賢1,2,小 濱 一弘3,片 山 豪3,田 中 秀 幸3

ミオ シ ン II 阻害剤 blebbistatin の相 性平 滑筋 収縮 に対 す る影響 を明 らか にす る 目的 で,細 胞膜 破壊

(スキ ン ド)標本 の力 学応 答 に対 す る blebbistatin の影響 を検 討 した.モ ル モ ッ ト盲腸紐,門 脈及 び ラ ッ

ト肛 門尾 骨筋 を βエ ス シ ン処理 及 び Ca ionophoreA23187 に よって作成 した ス キ ン ド標本 におい て,

3 μM 以 上 の blebbistatin は Ca2+ 活 性化 張力 を非 可逆 的 に抑制 した が,収 縮 の Ca2+ 感受 性 には全 く

影 響 しなか った.そ の IC50 はお お よそ3-4 μM であ った. Blebbistatin によ る収縮 抑制 時 に は,細 胞

の ミオ シ ン頭部 の配 列 とア クチ ン線 維配 列 の乱 れが観 察 された.更 に,ミ オ シ ン頭部 の形 状変 化が お

こ り,ミ オ シ ンフィ ラメ ン トの一部 が解 離 して い る可能 性 が示唆 され る.以 上 の結果 は, blebbistatin

 は myosin ATPase 活性 抑制 によ るクロ スブ リッジ形 成 阻害 のみ な らず,収 縮 タンパ ク質 フ ィラメ ン

トの形態 や その配列 を撹 乱 す る ことに よって平 滑筋収 縮 を抑制 す る こ とを示 唆す る.

P-26.気 管平滑筋の高濃度 K+ 誘発性収縮におけるモネンシンの影響

日本獣医生命科学大学獣医薬理学教室

金田 剛治,斎 藤 瑞穂,荒 井 優,小 武 俊行,浦 川 紀元,中 條 眞二郎,

清水 一政

第47回 日本 平滑 筋学 会総会 にお いて,我 々 は低濃 度 のモ ネ ンシ ン(0.1 μM )が モル モ ッ ト膀胱 にお

いて ミ トコ ン ドリア の好 気 的代謝 を抑 制す る ことに よ り高濃度 K+ 誘 発性 収縮 を弛 緩 す る こ とを報 告

した.今 回,我 々 は ウシ気管平 滑筋 の高 濃度 K+ 誘 発性 収縮 にお ける高濃度 の モネ ン シンの抑制機 序

につ いて検討 した。1)モ ネ ンシ ンは高濃度 K+ 誘 発性 収縮 を濃 度依 存性 に抑制 し,10 μM で最 大抑

制効 果 を示 し,そ の IC50 値 は4 μM で あった.2)栄 養 液 中の細胞 外 Na+ 濃 度 の減 少 はモ ネ ンシ ン(10

 μM )に よ る高濃 度 K+ 誘 発性 収縮 の抑 制 を減弱 した.3)モ ネ ンシ ンは fura2 法 によ る高濃 度 K+ 誘 発

性 収縮 張力 と細胞 内 Ca2+ ([ Ca2+ ] i )レ ベル の同 時測 定 にお いて収縮 張力 を抑 制 したが,[ Ca2+ ] i レベ ル

に は有 意 な変 化 を示 さなか った.4)ウ シ気 管 平滑筋 にお いてモ ネ ンシ ンは収縮 に変化 を示 さない0.1

 μM お よび最 大 抑制 を示す10 μM の濃 度 にお いて高 濃 度 K+ 誘 発 性 の酸 素消 費量 を と もに抑 制 した

が,ホ ス ホク レアチ ンお よび ATP 含量 には影響 しなか った.ま た, NaCN (1 mM )は 高濃 度 K+ 誘

発 性 の酸素消 費量 の増加 を顕著 に抑制 したが,収 縮 張力,ホ ス ホ クレア チ ンお よび ATP 含 量 にはわ ず

かな変 化 しか示 さず,モ ル モ ッ ト膀胱 とは異 な り,収 縮 に必 要 なエ ネル ギーが解 糖 系 に依 存 す る可 能

性 を示 した.5)β エ スシ ン(80 μM )処 置30分 間 で脱膜 化 した標 本 にお いて,モ ネ ンシ ン(1お よび

10 μM )は 濃度 に依 存 して Ca2+ 誘 発性収 縮 を有 意 に抑 制 した が, Na+ (30 mM )は Ca2+ 誘 発性収 縮 に

影 響 しなか った.こ れ らの結果 はモネ ン シンに よ るウシ気管 の高 濃度 K+ 誘発 性収 縮 の抑 制 機序 が 主

に収縮 蛋 白の Ca2+ 感受 性低 下 に よる こ とを示 唆す る.
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P-27.気 道平滑筋細胞 における内因性 MMP-1 による細胞周囲コラーゲン線維の分解 と

それによる調節作用

九州大学大学院医学研究院生体情報薬理

大池 正宏,太 田 良紀,木 村 千稚

【背景 と 目的】 IL-4 や IL-13 な どの Th2 サイ トカ イ ンは気管 支 喘 息 の原 因 とな る.我 々 は第48回

日本平 滑筋 学会 総会 にお いて,培 養 気道 平滑 筋細胞 を包埋 した コラーゲ ンゲ ルの ア ゴニス トによ る収

縮 が, IL-4 に よって抑制 され, IL-13 に よって増 強 され る こと,さ らにマ トリックス メタ ロプ ロテアー

ゼ1( MMP-1 ,間 質 コ ラゲ ナー ゼ)の 産生 が これ らの サイ トカイ ンに よって増 加 す る こ とを報告 し

た.本 研究 は これ らの背 景 に基 づ き, MMP-1 に よる気 道収 縮調 整機 序 を検討 す る こ とを 目的 とした.

【方法】 本研 究 で は培 養 ウ シ気 道平 滑筋 細胞 を使 用 し,こ れ を コラー ゲ ンゲル に包 埋 した in vitro 再 構

築 系 を作成 した.細 胞 包埋 コラー ゲ ンゲル の微 細構 造観 察 に は走 査型 電子 顕微 鏡( SEM )を,さ らにそ

の収縮 能 はゲ ル表面 積 を計測 す る こ とで評価 した.【 結果 】対 照 ウ シ気 道平 滑筋細 胞 包埋 ゲル を SEM

 で観察 す る と,平 滑筋 細胞 に微細 な コラーゲ ン線維 が密 に絡 まる様 子 が観 察 された.一 方, IL-13 で6

時間処 理 した ゲル で は,平 滑 筋細 胞周 囲 の コラーゲ ン線維 は太 く変 化 して細胞 を取 り巻 くバ ス ケ ッ ト

様 に再 分布 して いた.こ れ に対 し, IL-4 で6時 間処理 したゲ ルで は コラー ゲ ン線 維が細 胞周 囲 のみ溶

解 してお り,平 滑筋細 胞 が コラー ゲ ン線 維 に囲 まれず に露 出 してい た.ま た,外 因性 に MMP-1 をコ

ラーゲ ンゲ ル に投与 した ところ,低 濃 度(10 ng / ml )の 投与 時 に は IL-13 処 理 と同様 に コラー ゲ ンが

太 く再 分布 して お り,高 濃度(100 ng / ml )の 投与 時 に は コラーゲ ン線維 は溶 解傾 向 を示 した.こ の結

果 はサ イ トカイ ン によ って平 滑筋 細胞 培養 上清 中 に放 出 され る MMP-1 の量 が IL-4 で IL-13 よ り多

量 であ った こ ととよ く一致 していた.【考察 】以上 の結 果 は,気 道 組織 の収 縮 が平滑 筋細胞 周 囲の コ ラー

ゲ ンの再 分布 や溶 解 に よって 内因性 MMP-1 で調 節 され る とい う,全 く新 しい平 滑筋収 縮制 御機 構 を

示唆 してお り,こ の機 序が サ イ トカイ ンに よる気 道過 敏性 発生 原 因の一部 で あ る可能性 が考 え られた.

P-28.虹 彩括約筋 における各種ホスホジエステラーゼ阻害剤による弛緩 と環状ヌクレオ

チ ドの関連

日本獣医生命科学大学獣医外科学教室1,日 本獣 医生命科学大学獣医薬理学教室2

余戸 拓 也1,金 田 剛 治2,根 津 欣典1,原 田 恭 治1,原 康1,多 川 政 弘1,

浦 川 紀 元2,清 水 一 政2

ホス ホジエ ステ ラー ゼ( PDE )に は多 くのア イ ソザ イム が あ り, PDE1 か ら5型 に はそれ ぞれ選択

的 な阻害 剤 が 存在 し,こ れ らの 阻害 剤 に よ る平 滑筋 弛緩 の効 力 に は臓 器差 が あ る.血 管 平 滑 筋 で は

 PDE3 型 阻害剤 が最 も強 い効 力 を,気 管平 滑筋 で は PDE3 お よび4型 が,膀 胱 平滑筋 で は PDE1 お よ

び5型 が 強 い効 力 を示 す こ とが報 告 され て きた.我 々 も,消 化 管平滑 筋 で ある回腸 お よび盲腸紐 で は

 PDE5 型 阻害 剤 の効 力 が強 く,胆 嚢 で は PDE4 型 が強 い ことを示 して きた.今 回我 々 はブ タ虹 彩括 約

筋 の カルバ コール 収縮 に対 す る PDE1-5 型 の 阻害剤 の抑制 効 果 と環状 ヌ クレオ チ ドの 関連 につ いて

検討 した.1)ア デニ ル酸 サイ ク ラーゼ活 性薬 で ある フォル ス コ リ ンお よび グア ニル酸 サ イ ク ラーゼ

活性 薬 で あ るニ トロプル シ ドは虹 彩括 約筋 の カルバ コール誘 発性 収縮 をいず れ も濃 度依存 性 に抑制 し

た.2) PDE1-5 型 の阻害剤 はいずれ も濃度 に依 存 して カルバ コール 収縮 を抑 制 したが, IC50 値 か ら

比較 した効 力 はザ プ リナ ス ト(5型,4.5 μM )> Ro20-1724 (4型,58.3 μM )> EHNA (2型,92.4 μM )>

ミル リノ ン(3型,99.4 μM )>ビ ンポ セチ ン(1型,>30 μM )の 順 に強 か った.3)ビ ンポセ チ ン,ミ

ル リノ ンお よび Ro20-1724 は組織 内 cAMP 含量 を有意 に増加 したが, EHNA お よびザ プ リナス トで

は変 化 はみ られなか った.4) EHNA お よびザ プ リナ ス トは濃 度 に依存 して組 織 内 cGMP 含量 を有 意

に増 加 した が,ビ ンポ セチ ン,ミ ル リノ ンお よび Ro20-1724 で は変化 はみ られな かった.以 上 の結 果

か ら,ブ タ虹彩 括約筋 のカルバ コール誘発 性収 縮 におい て PDE5 型 阻害 剤で あ るザプ リナ ス トが 最 も

抑 制効 果が 大 きい こと,ま た その抑 制 に は cGMP 含量 の増加 が 関連 す る ことが 示唆 され た.
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P-29.モ ル モ ッ ト回腸 縦 走 筋 お よ び 気 管 平 滑 筋 に お け る carbachol ( CCh )収 縮 に 対 す

る mitogen-activated protein kinase ( MAPK )阻 害 薬 の 効 果

日本大学薬学部機能形態学1,東 邦大学薬学部薬理学2

木澤 靖夫1,池 野 徹1,齋 藤 清茂1,小 池 勝夫2,草 間 貞1

【目的 】 G タ ンパ ク質共役 受容 体 を介 した平 滑筋 収 縮 に ミオ シ ン リン酸化 説 だ けで は説 明で きな い

機構 が関 与 してい る との報 告が相 次 いで い る.そ の一 つ として, MAPK によ る収縮 促進 系 の存 在 が挙

げ られ る.本 研 究で は,モ ル モ ッ ト回腸縦 走筋 お よび気 管平 滑筋 にお け る CCh 収縮 に対 す る MAPK

 の 関与 を明 らか とす るた め に, MAPK 阻害 薬 の効 果 を比 較 検 討 した.【 方 法】雄 性 Hartley 系 モル

モ ッ トよ り回腸 お よび気管 を摘 出 し,常 法 に従 い 回腸縦走 筋 お よび気管 平滑 筋標本 をオル ガ ンバ ス 内

に懸 垂 し,張 力 を等 尺性 に記録 した.リ ン酸化 MAPK は,平 滑筋 lysate の Western blotting に よ り

検 出 した。 【結 果 お よび 考 察】 p38 阻 害 薬 SB203580 は早 い 時 間 経過 で収 縮 を生 じる 回腸 縦 走 筋 の

 CCh 収 縮 には影響 を与 え なか ったが,比 較 的遅 い時間経 過 で収 縮 を生 じる気 管平 滑筋 にお け る低 濃度

域 の CCh 収縮 を有 意 に抑 制 した. MEK 阻害薬 PD98059 は回腸 縦走 筋 にお け る高濃 度域 の CCh 収 縮

を有意 に抑制 した が,気 管 平 滑筋 にお い て は低 濃 度 域 の CCh 収 縮 を抑 制 した.一 方, JNK 阻害 薬

 SP600125 は,回 腸 縦走 筋お よび気 管平 滑筋 両者 におい て CCh 収縮 を有 意 に抑制 した.さ らに,リ ン

酸化 MAPK 量 は, CCh 適 用 に よ り増 加 し,対 応 す る阻 害薬処 理 に よって減 少す るこ とが観 察 された.

気 管平 滑筋 において, p38 お よび MEK 阻害薬 は低濃 度域 の CCh 収 縮 を抑制 し,最 大収 縮 に はほ とん

ど影 響 を与 えなか った.こ の こ とは, MAPK 阻害薬 が気 管平 滑筋 の収縮 閾値 を低 下 させ る こ と等 によ

る と考 え られ る.以 上 の結 果 は,所 属 臓器 の相 違 に よ り平滑筋 の CCh 収縮 に対 す る MAPK の 関与 が

異 な る こ とを示 して い る. MAPK 阻害 薬 は,喘 息 や COPD 等 の病 態 に関与 す る炎 症性 サ イ トカイ ン産

生抑 制作 用 を有 す るが,本 研 究 で得 られ た知 見 は, p38 阻害薬 が気 道平 滑筋 の異常 収縮 を選択 的 に抑制

す る可能 性 を示 唆 してい る.

P-30.ラ ッ ト顎筋の収縮特性

鶴見大学歯学部生理学

大貫 芳樹,三 枝木 泰丈

【目的】下 顎位 の維持 や複 雑 な顎運 動 を司 る各種 顎筋 の生 理機能 を明 らか にす るため,ラ ッ トの閉 口

筋(咬 筋,側 頭 筋)お よび開 口筋(顎 二腹 筋)の 収 縮 特性 とエ ネル ギー代 謝特性 をスキ ン ド標 本 レベ

ルで解 析 す る と共 に,ス キ ン ド標 本 の ミオ シン重鎖 ア イ ソフ ォーム の構 成 を調 べた.【方法 】ウィス ター

系雄性 ラ ッ トの咬筋,側 頭 筋,顎 二腹 筋 か ら トリ トン処 理 ス キン ド標 本(長 さ1.5～2 mm ,直 径150

～200 μm )を 作製 した .発 生 張力 ― ATPase 活 性 同時測 定装 置 を用 いて,ス キ ン ド標 本 の等尺性 収 縮

張力― ATPase 活性 ― Ca2+ 濃度 関係 を解 析 した.そ の後,標 本 の ミオ シ ン重 鎖 アイ ソ フォーム の構成 を

 SDS-PAGE 法 にて定量 的 に解析 した.【 結 果 と考察 】スキ ン ド標本 の等 尺性 収縮 張力 お よび ATPase

 活 性 は, Ca2+ 濃度 の上 昇( pCa =8.0～4.5)と 共 に S 字 状 に増大 し,そ れ らの Ca2+ 濃度感 受性 は,咬

筋,側 頭筋 に比 べて顎 二腹 筋 で有意 に( P <0.001)高 い こ とが観察 された.ま た, ATPase 活 性 は発

生 張力 の増 大 と共 に直 線 的 に増 大 し,張 力 コス ト(直 線 の勾 配, ATPase 活 性/発 生張 力)は,咬 筋,

側 頭筋 に比 べ て顎 二腹 筋 で有意 に( P <0.0001)低 い ことが観 察 され た.ス キ ン ド標 本 の ミオ シ ン重 鎖

ア イ ソフォー ムの構成 を解 析 した結 果,咬 筋,側 頭筋 はほぼ速筋 線維 で構 成 され てい るの に対 し,顎

二腹筋 は遅 筋線 維 と速 筋線 維 で構成 されて い る ことが観察 され た.以 上 の結果 か ら,エ ネル ギー消 費

の高 い速筋 線維 で構成 され る閉 口筋(咬 筋,側 頭 筋)は 咀噛運 動 な どの phasic な機 能 に関与 す るの に

対 し,エ ネル ギー消費 の低 い遅 筋線 維 を含 む開 口筋(顎 二腹 筋)は 下顎位 の維持 な どの tonic な機能 を

演 じて いる こ とが示 唆 され る.
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P-31. Myosin VI の血液細胞における発現 と局在の検討

北里大学 医学部医療系大学院1,北 里大学医学部血液内科学2,杏 林大学医学部解剖学3

臼田 茂樹1,宮 崎 浩二2,川 上 速 人3,東 原 正 明2

【目 的】 Myosin VI は 非 古 典 的 ミオ シ ンの 一 つ で あ り,真 核 細 胞 で は vesicular membrane

 trafficking や endocytosis に重要 な働 きを して い る. Myosin VI は唯一 アクチ ンフ ィラメ ン トの plus

end 方向 に動 くが,血 液細胞 にお け る機能 や局 在 につ いて は不 明で あ る.今 回,我 々 は,ヒ ト白血病細

胞 株 に お ける myosin VI の発現 お よび局在 を調 べ た.【 方法 】細胞 内局在 は,免 疫 蛍光顕 微鏡 お よび

免疫 電子顕 微 鏡 で調 べた.12種 の ヒ ト白血 病細 胞株 は10%( v / v ) fetal calf serum ( FCS ),100

 units / mL penicillin ,0.1 mg / mL streptomycin を含 む RPMI 1640で 培 養 した.一 部 の細胞 は TPA

 (20 nM )存 在下 で も培 養 した. Western Blotting お よび RT-PCR は既 報 に従 った.【成 績】 RT-PCR

 で は, myosin VI は, CMK お よび Meg-01 (血小板 ・巨核 球 系), TPA 処理 した HL-60( monocyte /

 macrophage へ分化),末 梢血 単球 お よび血小 板 で発現 をみた.リ ンパ 系細 胞株 で は U 266(形 質細 胞株)

以外 は発 現 をみなか った.免 疫蛍 光顕微 鏡 で の観 察 で は, myosin VI は, Meg-01 お よび CMK で は,

 Golgi complex に一 致 して発 現 して いた.一 方, TPA 処 理 した HL-60 で は Golgi complex で はな く,

細胞 質 内 の粗大顆 粒 に一致 して発現 をみた.こ れ らは,免 疫電 子顕微 鏡 で の観 察 で も確 認 された.【 結

論 】以 上 よ り myosin VI は,血 液細 胞 に おいて,特 に血小板 系 お よび単 球 ・マ クロ フ ァー ジ系で は,

顆粒 分 泌や endocytosis に重 要 な働 きを してい る と考 え られた.現 在,末 梢血 単球,血 小板 にお け る

 myosin VI の細 胞 内局在 を検 討 して い る.

P-32.ヒ ト子宮平滑筋成体幹細胞の同定 とその機能解析

慶鷹義塾大学医学部産婦人科1,慶 鷹義塾大学医学部生理学2,実 験動物 中央研究所3

小 野 政徳1,丸 山 哲夫1,升 田 博 隆1,梶 谷 宇1,長 島 隆1,荒 瀬 透1,

太 田 邦 明1,各 務 真紀1,小 田 英 之1,浅 田 弘 法1,伊 藤 守3,内 田 浩1,

岡野 栄 之2,松 崎 有未2,吉 村 泰 典1

【目的 】妊 娠時 に子 宮 は劇 的 な増大 を示 す ことか ら,そ の主 な構 成組 織で あ る子 宮平 滑筋 に おい て,

組 織幹 細胞 の存 在 が示 唆 され る.そ こで,様 々 な器 官 ・組 織 に存 在 し,組 織 幹 細 胞活 性 を示 す side

population 細胞( SP )の分 離法 を利 用 して,子 宮平 滑筋 にお ける幹 細胞 システ ムの存在 を明 らか にす

る こ とを目的 とした.【 方 法】子 宮摘 出患 者 の同意 を得 て正常 子宮 筋層 を採取 し,酵 素処 理 に よ り分散

細胞 を得 て Hoechst 染 色 した後,子 宮筋 SP ( myometrial SP : MSP )を FACS にて分離 した. MSP

 お よび MSP 以外 の子 宮筋細 胞( non-MSP )の 細 胞周 期 を PyroninY + Hoechst 法 で,発 現遺伝 子 ・

蛋 白を RT-PCR お よび免疫 染色 法 で解析 した. MSP の多分 化能 につい て は, ALP 活性 ・ OilredO

 染 色 を指標 に して,骨 ・脂肪細 胞 への分 化誘 導 を inoitro で行 うと ともに,重 度 免疫 不全 マ ウスへ の

移 植実 験 に よ り, MSP が子 宮筋 様組 織 を in vivo で再構 築す るか につ いて調 べ た.【 成績 】 MSP は,

幹 細胞 マ ー カーで あ る ABCG2 を発現 して お り,細 胞 周期 上 GO 期 の quiescent な状 態 を呈 してい た.

 MSP は in vitro で骨 ・脂肪 細胞 へ分 化す る とともに, in vivo で は平 滑筋 マ ーカー を発現 す る平 滑筋

様 の組 織 を構 築 した.以 上 の結果 は, non-MSP には認 め られ ず MSP に特有 で あ った.【 結論 】 MSP

 が,1)未 分化 状態,2)多 分 化能,3)自 己 組織構築 能,と い った組織 幹細 胞特 性 を有す るこ とか ら,

子宮 筋 にお いて, MSP を中心 とす る幹細 胞 システム が存在 す る可能性 が示 された.単 離 した MSP は,

子宮 筋 の発 生 機構,妊 娠 ・分娩 にお ける子宮 筋 の増 殖 ・退 縮 ・機 能発 現 を解 析 す る うえで有 用 で あ る.
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P-33.消 化管筋層間常在型マクロファージを介 した IL-1β による平滑筋細胞の増殖抑制

機構

東京大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理学教室1,動 物衛生研究所病理学2,

ネバ ダ大学医学部 リノ校薬理学3

堀 正 敏1,大 浜 剛1,百 渓 英 一2, E Margaret3, WT Gerthoffer3 ,尾 崎 博1

【背 景】 消化 管 の炎症 はしば しば平滑 筋層 の肥 厚 を伴 うが,こ れ には様 々 な炎 症性 サ イ トカ イ ンや 成

長 因 子が 関与 す る. IL-1β は消化 管炎症 に重 要 な役割 を果 たす サ イ トカイ ンで あ り,単 離 した平滑 筋

細 胞 に対 して増殖 活性 を示 す こ とが知 られ てい る.し か し,消 化 管 炎症 時 に, IL-1β が平 滑筋 細胞 の

増 殖活 性 を増 加 させ,筋 層部 の肥厚 に関与 す るか は明 らかで はな い.【目的】 IL-1β が平 滑筋細 胞 の増

殖 活性 に どの よ うに影響 す るか を,消 化管筋 層 部 の組 織構 造 を維持 した消 化管 筋層 部器 官培養 法 を用

い て解析 した.【方法 】 ラ ッ トよ り回腸 を摘 出 し,無 菌 的 に回腸 筋 層標本 を作 製 し,こ れ を199培 地 下

で器 官培 養 した.細 胞 増殖 活性刺 激 として10% FBS で筋 を3日 間器 官培 養 した.【結果 】10% FBS 存

在下 で 回腸組 織標 本 を3日 間器官 培養 す る と,断 面積 当た りの平 滑 筋細 胞 数 と PCNA 陽性 細胞 数 が

増加 し,平 滑筋 細 胞 の増 殖 が認 め られ た. IL-1β (10 ng / ml )は,こ の FBS に よ る平 滑 筋 細 胞 数 と

 PCNA 陽 性細胞 数 の増加 を顕著 に抑 制 した. IL-1β を処置 した標 本 で は, COX-2 と iNOS の mRNA

 な らび に タ ンパ ク質 の発 現増 加 が 認 め られ,培 養 液 中 に PGE2 と NO の放 出 が認 め られ た.ま た,

 PGE2( 1μM )また は NO ドナーで あ る NOC－18( 1mM )は, IL-1β 同様 FBS に よる平 滑筋細 胞増 殖

を抑 制 した.免 疫 染色 によ り, cox-2 な らび に iNOS の タ ンパ ク質 を発現 す る細胞 は ED2 陽性 の常

在型 マ ク ロ ファー ジで あ る こ とが わ か った.【 考察 】以上 の成績 か ら,消 化管 組織 の形 態 を維 持 した状

態 で は, IL-1β は消 化管 筋層部 マ ク ロフ ァー ジに作 用 し COX-2 と iNOS を誘 導 し,産 生 され る PGE2 

と NO に よっ て,周 囲の平 滑筋細 胞 の増殖 を抑 制 す る働 きを もつ こ とが示唆 された.

P-34.ア ナンダ ミドによって誘発 されるラッ ト神経 性弛緩反応に対するエタノールの影

響

奈良県立医科大学法医学

工藤 利彩,羽 竹 勝彦

[緒言]脳 内麻 薬 として知 られ るアナ ンダ ミ ドは,末 梢 血 管系 にお いて 強力 な 弛緩物 質 として作 用

し,血 管 内皮 細胞 依存 性 と神 経性 の2つ の経路 か ら血管 機能 を調節 す るこ とで注 目され てい る.今 回

我 々 は,ラ ッ ト肝 動脈 にお けるアナ ン ダ ミ ドに よ る神経 性弛 緩反応 のメ カニズ ム とエタ ノール の影響

につ いて検 討 した.[材 料 と方法] Wistar 系雄 性 ラ ッ トの肝 動脈 の輪状 標本 を用い,フ ェニ レフ リン

に よる収 縮 力が最 大 に達 した ところで,ア ナ ンダ ミ ドを累積 的 に添加 し,種 々 の薬物 お よびエ タ ノー

ル存在 下で の弛緩 率 の変化 を比較 した.ま た, CGRP ( CGRP receptor agonist )に よる弛緩 反応 お

よび NS1619 ( K+ channel agonist )に よる弛 緩反 応 に対 す るエ タ ノール の影響 も検 討 した.[結 果 と

考 察]ア ナ ンダ ミ ドに よる弛緩反 応 に おい て, NO 合成 酵素 阻害 剤( L-NNA )お よび CB1 receptor

 antagonist ( AM251 )は抑 制 しなか った こ とか ら,こ の弛緩 反応 に対 す る NO 神経 と CB1 receptor の

関与 は否定 され た. VR1 antagonist ( capsazepine ), CGRP receptor antagonist ( CGRP [8-37]),

 K+ channel blocker ( iberiotoxin )お よび エタ ノール はいずれ も弛緩 反応 を有 意 に抑制 した. CGRP

 お よび NS1619 によ る弛緩 反応 にお けるエ タノ ール の抑制 は見 られ なか った.こ れ らの結果 か ら,ア

ナ ンダ ミドは,主 に, VR1 活 性化 に よる CGRP を介 した反 応 とカ リウム チ ャネル を介 した反応 の2つ

の経路 を通 じて弛緩反 応 を引 き起 こす こと,エ タ ノール は これ らの反 応系 に神 経末端 側 で抑制 的 に作

用す る ことが明 らか に なった.エ タノ ール の抑 制 は,血 流 変化 等 を きた し,肝 障害 な どの臓器 障害 を

引 き起 こす可能性 を示 唆 して い る.


