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秤 :モルモット港流心をこおける nicorandi旦および cromaka且im の冠流盈増加
作f侶二およはす 1:nitrt1こIrか1inL､ハ射撃に--いて

緒 円

カリウムチャネルオープナ-と呼ばれている薬物は血

管の平滑筋綿胸膜上に存在している ATP感受性カリ

ウムチャネルに作用し,膜を過分極させ,その結果とし

て膜の電位依存性カルシウムチャネルを閉じさせて,纏

飽外からのカルシウム流入を抑制Ll)2),いわゆるカル

シウム括抗薬と額似した作用で血管を弛緩させると考え

られている.しかし,KClで収縮させた摘出血管に対

する弛緩作周に関しては,カリウムチャネルオ-ブナ-

とカルシウム結抗薬で逮いがあり,カリウムチャネルオ-

ブナ-の弛緩作潤は,外液の KCl濃度が高くなると減

弱 していき,KCl濃度が 50mM 以上では,完全に消

失してしまうのに対して,カルシウム浩抗薬の作用は,

外液カリウム濃度とは無関係である.一方,ノルアドレ

ナリンによる血管収縮に対しては,代表的なカリウムチャ

ネルオ-ブナ-の1つである cromakalim の弛緩作用

の方が,カルシウム括抗薬の弛緩作用よりも強い3)な

ど,カリウムチャネルオープナーの作用には細胞膜の過

分極によるカルシウム流入の夢等橋fjだげでは説明できない

面もある.近年カリウムチャネルオープナーによる血管

の弛緩には平滑筋細胞に対する作用のみでなく内皮細胞

に対する作用も関与する可能性のあることが示唆されて

いる4)5).LiickhofEandBusseら6)によると,cTOmakalim

は,血管内皮細胞の K4.チャネルを活性化し 細胞内

へのカルシウム流入 (膜電位によりコソトロ-ルされて

いる)を引き起こし,細胞内か レシウム濃度の上昇を介

して,EDRFを産生,遊離させる可能性があるという.

本研究の目的は,カリウムチャネルオ-ブナ-の冠血管

拡張作周に対する EDRFの関与を明らかをこする事をこあ

る,

実 験 方 法

二-一十′し麻酔下に,350g前後の Hallle),糸雄性モ

ルモットの耳介静脈より 1,000U施哲の割合でへパリ

ソを授与した.へパリソ投与5分後に心臓を摘出し,め

らかじめ冷却してある KTebsIHenseleit液をこて拍動を

停It･_させ.麿ナ)にこ汀℃に加温 し950o oヱ+50oco.it･')

混合ガスを通気した Krebs-Henseleit液を用い,75cm

LI')静水圧で大動脈より逆行性に Latlgendorff式に潅流

した.冠流量は動脈力ニューLの直前に装着した電磁血

流計周体外式プロ-プ (FF一旬30T,日本光電)を介し電

磁血流計 (MFV弓200,日本光電)を周い測定した.測

定パラメ-タは熱ペソ式記録装置 (RECm HORIZ8K,

Lllr-l二1

日本電気三栄)上に記録した.約40分間予備濯流を行い

標泰が安定した後に乗除を開始 した.

Glik.ncla_mid(､.111etyleLneblueあるし､は l.j･････11itr･oこlrgト

m摘憩は所定の濃度になるように栄養液に溶かし薬物を

含まない noTmai栄養液と置換し作用させた.薬物 (10

g邦 は5-10分間の間隔で電磁血流計プロ--プの直前よ

り授与した.Glil廃nclamide,metyleneblueあるいは L-

nitroarginimeで処置をした場合は,処置30分後から投

与した,使周した潅流液の組成は以下の通りである.

NaC1118.OmM,K(､lLl.TmM,IくLl21~'0.1I.2mM.

MgSO_I1.2)m＼･Ⅰ.(~ここl(､1ココ.Ilmh;1､Nこlrl(二､()3i)5.0IllM.

glueosL15.5mM.PyruVこ1t(､コ.(1Illh,1

使 用 薬 物

Lllitroargi11inL,LSigma).cronlakalitllLSigmaL1,

g】ilfIIClこ1mi(kLSigTl.扉.I)こlPi汀PrinpLSi打Tla).bradykillin

巨＼-7:キト研究所1､(lCetylChいIine(第 一製薬1､adeIIOSille

(Sigma),methylemeblue(和光純薬),nicoram曲 (中

外製薬)

統 計 解 析

すべての数値は,平均値±標準誤差で表し,静間の有

意差検定は Studenttestを用いて行い p<0.05を有

意∴判定 した.

結 果

1.モルモット摘出濯流心に対する ar叫lrholinLl

および aden(浴intlの作用

モルモット摘出濯流心,冠血管の反応性について検討

するた枯aceけlL,holineLO.()ニト1mll(1lL11およこドLldenOSille

(0.3-lOrlmOie)を授与した.いずれの物質屯,冠流量

量-反応曲線を示す.今回周いた最高周農 (lmmole)で

acetyIcllOlil1e且 5例全例で,約10秒間続く心拍停止

を引き起こした.そのとき冠流畳は basalの約3倍ま

nmole)で一過性の徐脈が認められたものの,心拍の停

止は認められなかった.冠流量は2.6倍まで増加した.

2. モルモ･ソト摘出漕流心に対する nict)randi].

ertlmakaIim の作用

Nicnrandil(3-300nmole)および eromakalim LO.3-∩

摘mmo偏 は,いずれも用量依存的に,-過性の冠流

盈増加を起こした.図 2は,これら薬物による冠流盈

増加の,用量-反応曲線である.nicorandilおよび
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図 1 モノレモ､リ卜摘出液流心における acetylcholine(Ach)および
aden()sine(Ad())の桐生一作閉曲線
平均値±標準誤差 (n-5)

1 10 100 1000

投与量(nmole)

図 2 モルモtソト摘出濯流心における nieorandilおよび cromakalim
の用量一作用曲線

平均値±標準誤差 (n-51



神 :モルモット濯流心における n享coFamdi及および cTOmaka旦五m の冠流盈増加
作周におよ接す L-m豆もroarginlneの影響について

eromakal血 の最高周畳で冠流慶は,basaiのそれぞ

れ2.2倍および2A倍まで増加 した｡この周桑では,何

れの薬物屯,心拍数に,ほとんど影響を及春雷きなかった.

3. ArtltylrhII]jntl,a(hn帖intt.nictlrandil,ぐrtl-

rnaka】im および papavLlrinttによる冠流量

増間におよぼす glibtlndamidtlの影響

GlitでllChmide1)lLM 処置後.冠流量は時間上∴!二もL-:I.

最初は.わずかに減少し.そし'1後増加してトー･､た.処置

前〔,71I_1±O.4mlmillに対し.処置後30分ハ時点ハ流

量は,9.3±1.Oml/mir且とわずかに増加 していたや

g王ibcnclam呈deを30分間作周させた後,前の実験で心拍

数をこほとんど影響をおよ接さない事のわかった用量の

LICL,tyl｡holinL,.adL,m tiint,.nicoralldilおよびLTOm止Edim

を用い glibenclamideの効果につき検討 した.比較の

ため,予備実験で心槻能にほとんど影響をおよはきない

挙のわかった塵 (30mmole)の papaverimeでも同様

の検討を行った.

図 3に示す上.I,に,nicormldll.(TOm止こIlill･1.こIdenosin(,

による冠流巌増加は glitp11ClこullidL,に【ト･lて有意に抑

制された.eromakalim では,抑制は,ほを富完全であっ

た.これに反 し acetylcholineおよび papaverimeの

反応は,宮Iibenclamideで影響されなかった.

(
u
!Lu
JELIJ
)瑚
[lrr野
e
摘
果
は

455

1.artltylrholintlおよび brad.vkininの冠流量

増加におよぼす L - n itroarginintlの影響

i/llitroarLlillint､ LIT10OlLM 処置に､い ),モ′Lモ ･L/

卜 摘 出液絡bの冠流慶は徐射こ減少して行き処置前の 9.1

±0.5mllllinに対し.処際30分後LT.)的LL 7.5±0.:､Inll

mimであった.

血管内皮からEDRFを遊離させる車のわかっている

acetylchoiineおよび bradykim血 による冠流量確加は,

Lllitt･o(Tlr･R,ininp処置i･こより有意に抑制された し図 ･い.

.5.adtlnOLqine.nio)randil,cromakalim および

papaverineの冠流量増加作用におよぼす L-

nitroarginineの影響

図 5に示すように ace瑚eho王imeをこよる増加と同じ

様に.adt110Sine,nicot-andil.Cromakalim による冠

流敏増加も,L-nitroargillinpL.T110OILM 処置により

有意に抑制された,一方,papaverineによる流魔増加

は争ほとんど抑制されなかった.

図 6に,1:nitroargillinelOOIE入,1存在下い.cTO-

makalim の用量-反応曲線を示す.L-m血Oarginimel輔

pM は Cromakalim の周量-反応曲線を右方-移動さ

せた.

ACh Ado Ni(･ ⊂R Pap

図 3 をルをット摘出潅流心における aeetylcholine(Ash),adenosime
(Ado),nicorand亘1(N豆C)予CTOmakalim (CR)および papaverime
(Ⅰ~)IlPIL･7)冠流量増加作桐に対すJI'glibMlelこImidL､LT)作哨
平均値±標準誤差 (n-5-6)
Aeh:0.3nmole.Ado:1nmole.Nit.:loorlmOle.CR:3

Tln101(I.Pap:30nmole,(I,T3:コ/EM
(**p<o¢olvsGB非存在下)
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ACh L-NA+ACh BK L-NA+BK

図 4 モ′しモ ･t,卜楠と情態流心における acetylcholinc(Achlおよび
bradykinin(Blく1L71'i流星増加作用におよは寸 Lnitroarginine
(I:NA)LT)影響
平均値±標準誤差 (nTT5)
ACh:0,1nmole.BK:O.()1nmole.L-N^ :lOOfEM
(**p<0.01,*p<0.05＼･strNA 非存在.~f:1
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t L-NA存在下

Ach Ado Nk CR Pap

図5 モ′しモ･リ卜摘出濯流心における acetylch()lineLAcl1㌦ adenosine
(Ado上 nicorandilLNic),Cromakalim (CR)および papaヽ,erine

(pap)uT)冠流量増加作間におよはす L-nitroarginineLL-NA)∩
影響

平均値±標準誤差 い1-6-10)
ACh:0.3nmole,Ado:1nmole,Nic:1OOnmole,CR:3

nmole.Pap:30nmole.LINA:10OFLM
(**r)<O.olvsL-NA 非存在下)
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図 6 モルモット摘出濯流心をこおける Cromakalim の用慶一作用曲線
におよ接す L-nitroarginime(L-NA)の影響
平均値±漂準誤差 (m-5)

LINA:1OOIEM

6.acety]eholine.adenosine,nicorandi).cTO一

makalim および papaverineの冠流量増加

作用におよぼす mLlthyleneblueの影響

摘出血管を用いる実験で-般的をこ用いられている m e-

thyleneblueの濃度は 10tEM であるが,予備実験で

そLT〕濃度を用いた所.methl･1eneblueだけでIkf流量の

著しい増加が起こり,血管拡張薬を適用 しても,それ以

上の流盈増加は見られぬ事がわかったので,この実験で

は冠流量に対する作用が最小限である methyleneblue

2FIM を用いた.

methyleneblue2ILM の処置;こより.glit治IIClamide

処理の場合と同様,冠流量は,減少後,徐々に増加のパ

ター-ンを示した.

図 7に acetylcholine,adenosine,nicoralldil.cr0 -

makalim および papaverineによる冠流量増加に対す

る methyleneblueの影響を示した.Lllitroarginine

処置と同様,acetylcholine､adenosine.nieor･alldilお

よび Cromakalhnによる冠流量増加は,methyleneblue

によって有意に抑制された.papaverineの反応も抑制

される傾向を示したが,変化は有意ではなかった.
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考 察

本研究で,nicorandil,eromakaiim LT)ムならず,ade-

nosineによる冠流量増加も,glit光nClamideで抑制さ

れたが,adenosineによる血管拡張が､ T̂P感受性カ

りrlJJ､チャネ′Lを介した反応であり.glitガIIClamideに

よって抑制される車については幾つかの報告7)-9)があ

る.

nicorandil,Cromakalim および adenosineiこよる

冠流量増加は,methyleneblueによ一,ても抑制された.

周知のように,methyleneblueは,guanylatecyclase

を阻害し,細胞内 CG肝 の上昇を抑制することをこよっ

て作用する薬物であり.Tlicorandil,Cromakalim およ

び adL,nOSineによる冠流量増加が,methyleneblueに

よって抑制された寮は,これらの薬物が直接 郎anylate

cyClaseを活性化し,cGMPを増加させて冠流量増加

を起こした可能性を示唆するものである.しかし争これ

らll)薬物による冠流量増加は,Ll一itroarginine前処置

をこよっても有意に抑制された事を考えると,血管内皮細

胞からの EDRF遊離を考える方が良さそうである.m RF

は,現在,NO であると考えられており10)ユ1),血管内

皮細胞かlT:)遊離された上で,平滑筋細胞の guanylate
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図 7 モJLモ､リ卜摘.Lt!.潅流心における aeetylcholineLAch上 こ1dLlrlOSinL､

(A(10㌦ nieorandilLNir上 L-rOmakalim (CRlおよび p三･lr)a＼･eI･int,

影響

平均値±標準誤差 (m-5)

ALlh:0.:illnlUl(-.A(lo:Inmol(I,Nil:10011m(lle.CR:3

nmolL､.Flip:ニiOnn10le.＼113:2ILl.I
(**pくO叔 vsMB非存在下)

ryClaseを活性化L細胞内の cGMP濃度を上昇させる.

をこよる抑制は当然であろう.

接内皮細胞に作用 して遊離を引 き起 こす,2)内乾細胞

のカリウムチャネルを閃かせ EDRFを遊醒させる,の

2つが考え吊 .tるが,L-一山trotTu一由1ineLおよび methlrlL,ne

強力であったことを考えると,2)の可能性が高いと思

われる,近年,カリウムチャネルオ-ブナーの作用に血

管内皮細胞が関与する車が,指摘されているし4)5),Liick-

ブナ-は,鹿管内皮細胞のカリウムチャネルを活性化し,

睦を過分極させて内皮細胞-の Ca汁 流 人 用莫電位に

よりコソトロ-ルされている)を引き起こし,その結果

起こる細胞内 Ca2+濃度の上昇を介して.FJr)RF産生､

遊離を起こす可能性があるという.

EDRF が.acetylcholineや bradl,kinin 在と:Lr)刺

激により血管内皮細胞から遊離され血管を弛緩 させるこ

Lとは,よく知 L▲,11ているが,KostieandSchraderLT･,1巳､

および JonesandBrodyら13)はモルモットおよびラッ

ト摘出潅流心に El)RFの合成酵素阻害幸である L-ni-

trowgin呈neを作用させると冠流量が減少することから

賭審循環の調節物質としての役割 も担っていると考えて

いる. 今回Lf)研究で.L11itroarginineの 100.EEM 処

置をこより basal冠流畳の減少が見られたことは,彼 ら

の考えを支持するものである.

謝 辞

稿を終えるに臨jt.終始ご懇篤左御指導と共に細

部にわたり御校閲を賜 りました恩師 今井昭-教授

に深謝致 します.また､本研究し/1)遂行に:机こり,御

助言,御協力を頂きました仲滞幹雄助教授ならびに

薬理学教室ハ万 々に深謝致 します.

参 考 文 献

1)Ilanilton.T.C..Weir.S.W.andWeStt)n.A.ll.:

ComparisonoftheeffectsofBRl_.3･‥1915aTld

でヽraPamiloneleetric王IlとIndmeeha11iea1.,1Ctiヽrity

inratpotと11＼･ein.Br.I.PhaIl11aCLIo1.,1蛸Il103-

111,1986.

(いul､. .ヽト‥ llItir.メ.＼1..1IllllJ;1.itrlLi､tln.ll.(.

Antiヽ･rasoconstriCtOreffectsoftheK+channel

olWnere1-0m.lkalimontherLabbitaorTalごOmPar･ison



神 :モ,Lモ.L,卜濯流心における nieorLlndilおよび LTrM11こlkillim J)冠流量増加
作用におよはす l:nitroL,1rginineLり影響に-.-いて

withthLICalcium antagonistist･adipine.Br.).

Pharmac(_ll..95:741-75:さ,1988.

31Bray.K.M.,Weston.A.H.,Duty,S.,.TVew-

green.D.T" Longmore,J..EdwardLq,GT.and

tlrown.T.∫.: DiffeIでnCeStIX!tWeenth(ゝeffeets

ofcromakalim alldnifedipineonとIg(1nis卜induc(､d

responsesinrabbitaorta.Br.J.PhとIrmaCO1..

102:337-3.日.1991.

41laRothelle,C.D.,Richard.V‥ t)uboiSRande.

J.L..Roupie.E‥ (;iudictLlli.∫.F..Hittinger.

L.andBerdeaux,A.: P｡taSSiunlLlhannel

oppner.sdilこItLltこirgeePieardialcoronaryarteries

inconsciotlSdogLqbyallindir(､ctendothelium-

detx,ndentnleChanism.∫.PhEulTlaCOl.Exp.Ther..

263:1(191-1096,1992.

51Lijckhoff.A.andBusLSe.R∴ Calcium innux

int｡endothelial(二ellsandforTnationofendothelium-

dLlri＼,i.dr(PIaxingfactorisControlledbythe

membranppotential.PflugersArch..416:305-

311,1989.

61Liirkhoff,A.andBuLqSe.R.: Aeti＼･atorsor

potassiumchannelsenllan｡e(ごalCium influxinto

endothelialcellsasaconsequt,neeofI)otとISSium

curents.Naunyn-SchmiedetxPrgs'AlでIIPharrllこ1-

C(11‥ 342:94-99.1990.

71Belloni,F.L.andHintl.e,T.H.:Glitでt1eli一mide

attenuatesadenosine-inducedbradycar･diaand

cor･onary～,asodilatation.Am.∫.Physiol‥ 261

j59

けieart(､irLl.Physiol.301:H720-H727,1991.

81h'akhtIdine.N.andlJartKlntagne,D.:Adenosine

contributestohypoxia-induced＼･asodililtion

throughATP-sensiti＼reK+chaTITlelacti＼,ation.

Am.J.Physio1..265LHeart(ごirc.Physiol.

341:Hl二!89-H1293.1993.

9)SmitLl.P‥WilliamLS,S.B.,Lip鮒n.D.E..Jhnitt.

P.,Rongen.G.A.and(lreaLrer,M.A.: Endo-

thelialreleaseofnitr･ieoxid(ICOntributestothe

＼TaSOdilatOreffectofildL､nOSinL､inhunl之InS.

Circulation.,92:2135--1)1-ll.1995.

lotIgnarro.L.J..hga.(17.M..WtxKl,K.S.,ByrrtR,

R.E.andChaudhuri.(lT.:Endothelium-derived

陀Ia)ニingfactorproducedandrでIeasedfrom artery

and Fヽeinisnitricoxide.Pr.oc.Natl.Acad.Sci.

USA.84:9265-9269,1987.

S.: Nitric()又idereleasearc()untsforthe

biologie;llaeti＼rityofendothelium-deriヽredrelaxing

factol･.Nature.327:524-526.1987.

1:～〕KoStjぐ､M.M.andSぐhrader,J.: Roleofnitrie

oxideinreacti＼･ehyperemiaoftheguineal〕ig

heart.Circ.Res..70:2O8-212,1992.

131)Jones.L.F.andBrody.M.J.:Cor･onarTbl(〕od

flow inratsisdep(Indentonther･(さ1(､ase(1f

＼･ascularnitricoxide.∫.PharTmlCOl.FJXP.Ther..

260:627-631,1991.

(平成9年 1月16日受付)


