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白血球による血管弛緩に及ぼす静脈麻酔薬ケタミン及び

サイオペンタールの影響

新潟大学医学部麻酔学教室(主任:下地恒毅)
木 下 秀 則

The Effects of Ketamine and Thiopental on Vasorelaxation Induced by

Polymorphonuclear Leukocytes
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TheeffectsoftheCommonly-usedintravenousanesthetics,ketamineandthi()pental

He冊5,3Ⅹ且0伽5,andl0-4 班),onvasorelaLXationinducedbypoiymorphonueleaTieuko-

eytes(PMNむS)wereinves軸 atedusingもhepoTeineeoTOnaTyaTteTy.Ketamine,10-～4

h･･Ⅰ,enhancedthePMNLs-inducedI,asorelaxation,whereasthiopentalhadnoeffect.

KetamineinconcentraLtionsoveT及Oqm尋 M incTeaSed洩eappearanceofacel旦昆dhesion

molecule,L-selecもin(CD62h)ompMNhsmeasuredbyflowcyもometer.Comcan昆VaままnA

(Con-A)andlensc浦n汲risa欝富里utin主n 沌CA),whicharekindsoflectin,caused

endothelium-dependentvasorelaxation.ThePMNLs-inducedvasorelaxationwasabol-

ishedinKCH25mMト contTaCtedandotiabain(10仰5 M)-treatedpreparations,and

wasa紙enuaもedbylo柵ヨ M tetyaethy旦ammon立um (TEA),10仰2 M tetFabutylammonium

(T置A),andlOW7 M chaTybdotoxin(ChTx),butnoもbylo仙s M 抽 minopyridineand
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TEAandTBA.ThefindingssuggestthatPMNLs-inducedvasorelaxationisatleastin

partproducedthroughthecalcium dcpcndcntpotassiumchannel.However.thefaeilita-

も豆onofNa+PumpeaLnnOもbeexcludedinthemechanism ofvasodilaもiomhyPMNLs.

0Ⅹy監enfreeFadiea且seavengeTS,SupeTOXidedismutase(150U/m拭 C級ta1ase拍200U/

ml).andmannitol(80mM)hadnoinfluenceonthePMNLs-inducedvasorelaxation.

Thesefindingssuggestthatlectinsinducevasorelaxationpartlythroughcalcium de-

pendentpotassium channel,andalsothatketamine-inducedenhancementortherelaxa-

tionbyPMNLsisproducedbyincreasedappearanceofL-selectin.
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緒 言

従来,臓器循環の調節は交感神経などの神経性凶丁･.

pHや二酸化炭素などの代謝性因子,血中カテコラミン

などの液性因子,血管内皮細胞から放出される収縮また

は拡張因子等 且)によって制御されていると考えられて

きた.しかし,近年さらに血液細胞と血管内皮細胞との

相互作用が血管 ト-ヌスに影響することが明らかになっ

てきた.血液細胞の中でも多横白血球はそれ自体プロス

タグランジン,一酸化窒素,エンドセリン-1などを産

生 し,血管平滑筋の トーヌスに影響を与え,また,多核

白血球は接着分子を介 して血管内皮に接着することが知

られてお り2潮 凍),多核白血球が内皮細胞に作用する

ことによって血管張力に影響することも報告されている

5).ゎれわれは,以前,白血球が血管内皮に作周し,内

皮由来過分極因子を介 して血管を弛緩させることを示唆

したがその機序については解明されていない6)

一方麻酔薬はこれまで白血球走化性や活性酸素産生に

対し抑制的に作用するといわれているが ?) 8),白血球

の内皮依存性血管弛緩作用に対 しどのように影響するか

の報告はない,そこで白血球による血管弛緩機序におけ

る接着分子サK+チャネル,活性酸素の関与を検索 し,

内皮依存性弛緩作用において静脈麻酔薬がどのように影

響するかを検討 した.

方 法

多核白血球の分離

ヒト末梢静脈血を採取 し,ヘパリン (10単位/ml)及

び1%デキストラン (4分の3苓)を加えた.60LJJL間静

置後ト ロ青7mlを Fico卜 ConrayI;師 友に藻屑 し.

30分間300gで遠心 した.沈杏を蒸留水に20秒間浮遊

し溶血tさせた後.同最の 1.8% NaClを加え等張に戻

した.その後多核白血球はリン酸媛衝液中に浮遊させ

lob/mlとなるように濃度調節 し.投与直前 まで4℃

で保存 した.白血球は トリパンブルー排除試験にて生存

率95%以上を確認 した.

輪状血管標本の作製

ブタ心臓から冠状動脈左前下行枝分枝を摘出し,輪状

血管標本 (直径1.0-1.3mm)を作製した.クレブス液

で満たしたマグヌス管において血管内腔に2本の鋼線を

通し一端を固定,他端をトランジューサー (日本光電社

製 TB-612T型)に接続 して張力を測定 した. チ

レブス液は95%酸素+5%二酸化炭素で飽和 し.pH

7.4.温度37℃.静止時張力を1.5gに保った.静.I.L時

張力が安定した後,KC150mM を投与 し張力を測定 し

た.その後 KC125mM 下でブラジキニン10-7h/Iを

投与し,弛緩反応の有無により機能的な内皮細胞の存在

を確認した.数回洗浄し静止時張力が安定 した後,エン

ドセリン-1を10~--9h･,I投与 し.KC150mh･,･l収縮の約

50%の収縮を得た.張力が安定するまで2時間静置 し,

多相白血球を106/Illlになるように浮遊 させ弛緩効果

の時間経過をみた.

実験 1. 多柁白血球による冠血管弛緩 と静脈麻酔薬

の影響

静脈麻酔薬サイすペンタール (10~5,3×10...-5.10

14M).ケクミン (10-5.3×10-5.1011m小 を,

エンドセリンtl投与30分前に添加 した.多相白血球に

よる弛緩度はエンドセリン-1による収縮を100%とし.

これに対する相対値で示 した.

実験 2. 白血球接着分子CD62L発現に及ぼす静娩麻

酔薬の影響

7ローサ イトメーター (･べクトン ･デイ･ソキンソン社

FACSCalまbuT)を用いて静脈麻酔薬がL-セレクチ

ン (CD62L)の発現に与える影響を検討 した. ビ ト静

娩血を採取 しヘパリン (10単位/ml)を添加 した.最初

に未処置血液中の白血球 CD62L の発現が時間経過

月采血直後.30分,60分)でどのように変化するかを検

討 した.次にケタミン,サイオペ ンタールの白血球

CD62王.の発現に及ぼす影響 をみた.案験群は,栄処

置群.ナクミン し10-5.lol一,10-3M)群またはチ

オペンタール (10-5.10-4.1013九′･I)群に分け,37

℃,5.6%二酸化炭素+空気で満たした培養器中に60分

間静置後,L-セレクチンの蛍光標識モノクローナル抗

体 (Fluoreseeinisothiocyanate:FITCト ご30分間

反応させた後,FACSlysingsolution及びPBSで

潜血 ･洗浄し.フローサ イトメーターでL-七レクチン

の発現を測定した.L-セレクチ ンの発現は FITC の

平均発光強度を波長530nm測定 した.

実験 3. レクチン様物質 (タチナタマメレクチ ン書

レンズマメレクチン)の影響

実験 1のように内皮の存在を確認した後エンドセリン-

1で収縮させ.内皮依存性弛模作閏を有するとされるレ

クチン様物質であるレンズマメレクチン,タナナクマメ

レクチンを累樽的 (10~8-10~5M)に投与 し,これら

による弛嬢反応をみた.またこれらの反応がテ トラエチ

ルアンモニウム10-2M (カルシウム依存性 Ⅰく+チャネ

ル阻害薬),テ トラブチルアンモニウム10.~2M (カルシ

ウム依存性 K+チャネル阻害薬)によりどの様に影響
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されるかも検討した.

実験 4.I(十チャネル及びNa+-K+ポンプの関与

実験 1と同様にエンドセリン-1を10-9M投与 し,

ltC150mM 収縮の約50%の収縮を得た後.多核白血球

を106/mlになるように浮遊させ弛緩効果の時間経過

をみた.

4-アミノピリジン10-3M (電位依存性Ⅰ(+チャネ

JL,阻害薬), グ1)ベンタラミド10~6M (ATP感受性

汰+チャネル阻害辛),シャリプ ドトキシン10~TM (カ

ルシウム依存性 K+チャネル阻害薬),テ トラエチルア

ンモニウム10~2M.テ トラブチルアンモニウム10-2M,

ウアバイン10-5m,I(Na+-Ⅰく+ ATPase阻害薬)杏

それぞれエンドセリン-1投与30分前に加え,上記阻害

薬の多核白血球による弛横反応に及ぼす影響を検討した.

またエンドセリン-1収縮の代わりに KC125mM で

収縮を得.白血球106/mlの影響をみた.多相白血球

による弛横度はエンドセリン-1もしくは KC125m丸11

による収縮を1000,もとし.これに対する相対値で示した.

実験 5.活性酸素の関与

フリーラジカルスカベンジャーであるスーパーオキサ

イドジスムターゼ (150単位/ml),カタラーゼ (1200単

位/ml).マンニ トール (80mM)をそれぞれエ ン ドセ

リン-1投与30分前に加え.多核白血球による弛緩加古

に及ぼす影響を検討 した.

統 計

結果は平均±標準誤差で表した.実験 1.3, 4, 5

において群間の比較は二元配置分散分析により行った.

二元配置分散分析にて群間に有意差がみられた時,各時

間における群間の弛緩度の比較及び実験 2における群間

有意差検定法によった.また危険率5%未満をもって有

意とした.

結 果

1) 内皮依存性弛緩作用における静脈麻酔薬の影響

いずれの静脈麻酔薬も静止時張力に影響 しなかった.

チオペンタールはいずれの濃度においても白血球による

血管弛緩度に影響しなかった.ケタミンは10~4Mの濃

度で有意に弛嬢度を増強した (図 1),

2) 多核白血球表面の接着分子発現における静脈麻

酔薬の影響

平均発光強度でみた白血球L一七レクチンの発現は採

血直後.30分.60分で有意な変化はみられなかった (図

2A).チオペンタールはL一七レクチンの発現に影響 しな
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図1 内皮依存性弛緩作用における静脈麻酔薬の影響

(A) チオペンタ-ル群

+ ェンドセリン-1のみ (n-8)

廿 多柁白血球106/ml(∩-24)

† チオペンタール10~5mol/L

十多相白血球106/ml(∩-6)

｣■- チオペンタール3×10~5mol/L

+多柁白血球106/ml(∩-6)

+ チオペンタール10~4mol/L

+多柁白血球106/ml(∩-6)

(B) ケタミン群

ー ェンドセリン_1のみ (∩-8)

廿 多相白血球106/ml(∩-24)

十 ケタミン10-5mol/L

+多核白血球106/ml(∩-12)

｣■- ケタミン3×10~5mol/L

十多核白血球106/ml(n-12)

｢▲- ケタミン10-4molノL

十多核白血球106/ml(∩-12)

*p<0.05 多核白血球群に対して,ケタミン1014mol/L

群は多核白血球のみの群に対して有意に弛績度が大きかっ

た.
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図2 L-セレクチン (CD62L)発現に及ぼす静娩麻酔薬の影響

(A)白血球L-セレクチンの発現は,採血直後,30分,60分で有意な変化はみられなかった.

(B)未処置白血球を5.6%炭酸ガス+空気飽和培養器中に60分間静置後のL-セレクチンの発現を1桝%とし,ケ

タミン,チオペンタ-ル60分間処置の影響を相対億で表した.

かった.ケタミン1014及び10-3九･･tはIJ一七 レクチ ンの

発現を有意に増強 した (図 2B).

3) レンズマメレクチン,タチナタマメレクチンの

血管弛緩作用

レンズマメレクチン,タチナタマメレクチンは内皮依

存性に血管を弛緩 した (図 3).また タチナタマメレク

チンによる弛緩作鞘はテ トラエチルアンモニウム.テ ト

ラブチルアンモニウム前処置により有意に抑制 された.

4) 内皮依存性弛緩作用 における K+チ ャネル及

びNa+-汰+ポンプの関与

完に保持 された.F上1血球 106/Tlll投与 によ りIflt管は漸

次弛嬢 した.電位依存性 K+チ ャネル阻害薬の 4-ア

ミノピ1)ジン.及び ATP 感受性 K+チ ャネル阻害薬

である'/リベ ンクラミドは多核l:_l血球による弛模作朋を

抑制 しなかった.カルシウム依存性 Ⅰく十チ ャネルの阻

害薬であるシャリプ ドトキシン,テ トラエチルアンモニ

ウム,テ トラブチルアンモニウムはいずれ も多核白血球

による弛緩作用を有意に (P〈O.05)押倒 した (図 4上

また KClで収縮 させた時及びウアバインで前処置 した

場合,多核白血球による弛緩作声馴ま全 くみられなかった.

5)内皮依存性弛緩作用における活性酸素の関与

スーパーオキサイ ドジスムターゼ,カタラ-ゼ及びマ

ンニ トールはいずれも白血球による弛横に尊王響 しなかっ

た.

考 察

本研究から多核白血球による内皮依存性の血管弛緩作

用は,一部カルシウム依存性 K+チ ャネルを弁す るこ

とが示唆 された. またこの弛緩作問はケクミンによって

増強 されることがわか･つた.

前研究から自血球による血管弛横作用は内皮除去血管
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図3 夕+ナクマメレク+ン,レンズでメレク+

ンの内皮依軒性弛穣作用

(A) タチナタマメレクチン欝

+ 内皮 巨 日 n-8)

廿 内皮 巨 H n-射

｢▲- テトラエチル7ンモ二ウム10-2mol/i.節

処置 (n-4)

｢△- テトラブチルアンモ二巾ム10~2mol/L前

処置 (∩-4)

*p<0.05 内皮 し+〕群に対して.テトラエチルアン

モニウム.テトラエブチルアンモニウムで前処置した

評及び内皮を除去した群はいずれも内皮を温存 した群

に対して有意に弛緩度が′トさかった.

(B) レンズマメレクチン群

ー 内皮 (+)(∩-上目

一〇･一 内皮 ト )(n-4)

*p<0.05 内皮 (+)群に対して.内皮を除去した群

は内皮を温存した群に対して有意に弛緩度が小さかった.

では弛程度が小さいことならびに一部の血管では白血球

による弛緩が完全に抑制されたことから内皮依存性と考

えられる6l.またNù-ニ トローL-アルギニン及びイ

ンドメタシンによって白血球による弛緩が全く影響され

0
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* * *********** *
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時 間

図 4 日血球内皮依存性弛緩作用における種々の

カリウムチャネルブロッカーの影響

1}一 多柁白血球106/mlH1-23)

+ テトラエ+ルアンモ二r)ム10-ljmol/'L

←多核白血球106/Illl(n-71

心 テトラブチルアンモニウム1012mol/i

･ilp-多柁-i:j血球106/一一11(n-さい

- シー＼･リブドトキシン10--Tl一一｡1/L

+多f妊畑l球106/ml(n-111

-T グー)ペンケ;･=/ミド10-6nlOl/lJ

+多柁半丁血球1()6/mltn-61

⊥▽~ J.一一アミノピリジン101.~､3mol/lJ

t多相白血球106/ml(n-61

+多棺羊1血球106/ml(n-61

-{十一Ⅰicl収縮に対して (nこ.1)

*p<0.05 多伎tl血球106/ml肝に対して有軌 二措抗

なかったことから弛緩物質は.-酸化窒素やブロスタノ1'

ドではないと考えられる.また本研究でも IくClやウア

バインによりその弛緩反応が抑制されたことから内皮依

存性過分極国子 (EDHF)の関与が示唆された. もし

白血球による弛緩が EDHF を介するものならばいず

れかの K+チャネルを介 して平滑筋細胞膜を過分極 さ

せる可能性がある9).現在血管では種々の K+チャネ

ルが報告されている101. しか しそれぞれの阻害薬は必

ずしも特異的ではない.Urakami-Harasawaら11)

のヒト胃大網動脈を開いた実験によると.ブラジキニン

による内皮依存性弛緩はテ トラブチルアンモニウムによ

アンモニウムとシャリブ ドトキシンによって括抗された.

本研究においても白血球による弛緩はテ トラブチルアン

モニウム,テ トラエチルアンモニウム及びシャリブ ドト

キシンによって減弱 された.このことは Urakami-
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いてテ トラブ十 ルアンモニウム.テ トラエチル7-ンモ二

･ウム及びシャリブ ドトキシンによる結杭作付‖ま完全では

なかった.このことは K+チ ャネル活性化以外の弛緩

機構が関与 していることが泰唆される.ウアバインは細

胞膜における Na十ポンプの特異的措抗華 として知 られ

ている12).KCl収縮時 と同様 にウアバ イン処置は血管

平滑筋の膜を脱分極 させるため,膜 を過分極する物質の

作用を減弱する.本研究においてウアバインは白血球に

よる弛緩を完全に抑制 した.以上の結果か ら白血球 に

よる弛緩は内膜 を介 した K+チ ャネルの活性化の他 に

Na+ポンプ活性化の作用 も否定できない.

白血球が活性化 されると種々のプリ-ラジカルが生ず

る.Rubanyまら13)はイヌ冠動腺 を馴 -た実験でキサ

ンチン-キサ ンチンオキシゲナーゼで発生 させたフリー

ラジ*)レが内皮依存性に冠動腺を弛壊 し,その弛緩はカ

タラ-ゼ (過酸化水素スカベ ンジャ-)により抑制され

ると報告 している,一方Weiら刷 はネコ脳動脈を用い,

過酸化水素及びス-パ-オキサ イ ドがそれぞれATP感

受性 K+チャネ恥 カルシウム依存性 Kヰチ ャネルを

介 して血管を拡張 させると報苦 している. しか し,本研

究においては.いずれの7))-ラジカルスカベンジャー

も白血球による弛緩に影響を及ぼさなかった.したがっ

て活性化白血球により産生 されるブリ-ラジカルはこの

血管弛緩に関与 しないと思われる.

近年,多核白血球は接着分子を介 して血管内皮に接着

することがいわれている 2)3)4).白血球 一内皮間の接

着(T)節 -･段階はロー リン デ現 象であ り. 白血球表面の

i-セレクチンが主要な役割を果た していると考えられ

ている15).本研究においてL棚セレクチンのレクチ ン梯

ドメインと相同性を示す タデナタマメレクチ ン,レンズ

マメレクチンは内皮依存性の弛緩作用を示 した.また白

血球による弛媛作問を減弱 したテ トラブチルアンモニウ

ム,テ トラエチルアンモニウムはこの作用を減弱 した.

このことからこれらレクチン棟 ドメインを有するタチナ

タマメレクチン,レンズマメレクチ ンは白血球による弛

緩 と同様に K+チャネルを介 して血管 を弛緩すること

が示唆 された.

静脆麻酔薬の L-セレタチ ンの発現 に対する影響 を

検討 した結果.ケクミンは L一七 レクナ ンの党規 を増

強することが明 らかになった.L-セレクチ ンの発現 に

対する静脈麻酔薬の影響については報告がなく,その機

序については今後の課題である.

ケクミンは.臨床投与量で麻酔導入一一分後ではおよそ

10-4h･･tにまで達すると報告 されている161.大脳皮質 .

視床 を抑制するが大脳辺縁系を賦活することから解離性

麻酔薬 と呼ばれ,他の麻酔薬 と性質が人きく畢なる.そ

のため一般にショック時の麻酔導入に用いられることが

争いが,敗17'tt性 ショ､ソ]/など自血球が末梢循環に大 きな

影響 を与えると考えられるとき,従来報告 されているよ

うな心血管系刺激作鄭 7)のみならず,本研究で示 され

たように白血球による血管弛緩を増強させる作用を持ち

合わせることから,微小循環 を改善させる可能性がある

と思われる.

以上 より多核白血球によるブタ冠状動脈の内皮依存性

弛緩作周はケタミンによって増強 され,その機序 として

白血球 L-セレクチンの発現 をケ タミンが増強す るこ

とが示唆された.

塙 を終えるにあた り,御指導 ･御校閲を賜 りました新

潟大学麻酔学教室下地恒毅教授,福田 悟助教授,富士

原秀善助手に深謝いた します.
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