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ブタ冠状動脈の多核白血球をこよる内皮依存性弛緩作用
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局所における動脈 ･細動脈の収縮 8弛緩は,外膜から 中で特をこ多核白血球は血管平滑筋張力の維持をこ盈要であ
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る.多核白血球から放出される物質は生物学約時教が内

NO)と考えられているり~3).従ってこの物質は血管平

滑筋を弛緩させ魂)-6),血小板の凝集を抑制する7㌧ 多核

白血球は NO のみならず,活性酸素 ･アラキ ドソ酸代

謝物 ･蚤自分解酵素等(')種々L'1物質を放出し,血管 トー一

一方,血管内皮細胞はエンドセ リソ 11),ブロスタサ

('/]上/111㌦ 内皮由来弛緩因子13㌧ 内皮由来過分極田

子14)ま5)等の生理学的物質を放出し血管平滑筋張力を調

節する.また多核白血球は接着因子をこより血管内皮に接

着することが知られているi6)~18).従って多核白血球は

血管内皮細胞と相互作周を持ち, 血管平滑筋張力に影響

すると考えられるBそこで内皮を温存 した血管と剥離 し

た血管を潤い,多核白血球のブタ冠状動脈平滑筋張力に

及ぼす作用を検討 した.その結果,多核白血球は NOで

もなくプロスタノイドで屯ない物質を内皮より放出しブ

タ冠状動脈を弛緩 したので報告する.

方 法

ブタ心臓から冠状動脈左前下向枝分枝を摘出し周囲の

結合組織を取り除いた後.輪状血管標本 し直径 1.(卜 1∴3

mm)を作製 した.-部の血管では木製の棒により機械

的に内皮細胞を劉離 した,クレブス液 5mlの入ったマ

グヌス管内で血管内腔をこ2本の鋼線を通 し-端を固定,

もう一端を トランジュ-普--(日本光電社製 pYB-612T

型)をこ接続 し張力を測定 した,クレブス液を95%髄索+

500二酸化炭素で飽和 し,pH7.A,1.温度37､℃,静止時

張 力を 1.5gに保--1た.約 1時間後静1上二時張力が安定

した後,KC150mM を授与 し張力を測定 した.その後

クレブス液で標本を数回洗浄 し,KC125mM を授与 し

張力が安定 した後,ブラジキこソ 10~7M を授与 した.

これによる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.

吐卜及びブタ多核由血球はヒト及びブタ末櫓静脈血よ

り採血 しへべ=ン =0単位 mH 及び1分し')3潜の IQも

:;ごキ ーくトラ,/を加えた.50分間静置換上清 7mlを

Fico11二onray溶液に蚤層 し.30分間.3OOgで遠心 し

PoNaClを加えた.そn後多核白血球は数回洗浄 し,
リソ酸緩衝液率に浮遊 した. トリパンブル-排除試験に

て生存率95%以上を確認 した.4℃にて保存 した後,投

第-の受験では多核白血球の血管平滑筋張力に及ぼす

作周を内皮温存血管及び内皮剥離血管を開いて行った.

血管にJ-ントヒl)ン-1を 5xlOIlOh,1かど--3×l(r9M

または KClを 25mh/1かi､-3OmM 投Lj･LKC150mM

収縮の約500.Ll)収縮を得た.張力が安定 した後, ヒト及

びイ セ多核白血球を 103mlかと､)106mlまで累積的

に浮遊させた.多核自血球による弛緩はIT･ントt･_1)ン-1

または KClによる収縮をl(氷1%とし,これに対する相

対値で示した.

第二の窯駿ではヒト及びブタ多核白血球の上清の作周

を調べた.lo弟mlに調整 した阜核白血球浮遊液を37℃､

30分間 [ンキュベ一一ト艶 5分間 300gにて遠心 した.

上清 (50PD をエンドセリソ-1をこより収縮 させた血管

に授与した.

第三の実験では以下の薬剤をエソドセリソ-1を投与

する30分前iこ投与-L 多核白血球による反応に及ぼす影

響を検討 した.メテレソブル- (10-5M)(ダアニレ-

トサイタラ-ゼ阻害薬),N脚-ニ トローL-アルギエソ-メ

チJL-lL･-1:I,I-,し〔3＼lOtlMl卜･煎化窒素合成酵素阻害

薬),ダリペソタラミド 持O~SM)(ATP感受性 K+チャ

ンネ′用1害薬1,:･'-卜うJイー′LIJ'ンモニrH､=()~2M)(電

位依存性 K+チャンネル阻害薬),インドメタシン (5

机 0-6M)(サイタロオキシゲナ--ゼ阻害薬),SKF-525a

M)(Nil+一一K+-PATPase阻害薬).'TLJ:ラ-ゼ 用.67甲.

檀/mD (アデjシソ三燐酸及びアデノシン二燐酸脱燐

酸酵素阻害薬).多核白血球は上述と同様をこ授与 した.

第四の実験では多核白血球浮遊液iこ混在する血小板の

景子轡を検討 した. ヒト末櫓静脈血より多血′ト板血祭を作

製 し,濃度を調整 した後エソドセリソ-1によって収縮

させた冠状動脈標本に累積的に授与 した (106-3×107/
mll.

結果の統計計算は一元配置分散分析により行い,また

群間の比較は最小有意差検定法をこより行った,危険率 5

%未満をもって有意とした.

結果

l) ヒ ト及びブタ多核白血球の内皮温存血管及び

内皮剥離血管に及ぼす作用

多核白血球 103-loomlは静止時張力に即響 しなか一つ

た.I･ントヒりン-1により収縮させた内在温存及び剥

離血管に対し.ヒト多核白血球 10311()5:mlの投与は張

力に影響をおよはさなかった. しかし 106.,･'mliこより

雨標本で有意な弛緩が認められた.また,この弛緩は内
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内皮温存血管(n=43) 58.9j=3.3千

内皮除去血管 錘 ニ10) 又8.8±8.2千*

(平均±標準 誤差 )

図 1 多核白血球の冠状動脈をこ及ぼす作用

上段 :内在温存血管の多核白血球による弛緩反応.多核白血球 10t;.mlによ

り有意をこ弛緩した.下段 :内皮剥離血管に対する多核白血球の作用.多核白血球

106mlによ;)弛緩したが,内皮温存血管に比べ小さかった.表:阜核白血球 106

mlをこよるブタ冠状動脈の弛緩.千:P〈O.05,エンドセリン-1収縮をこ対して有
意な弛緩を示す.*:p<0.05,内皮温存血管対内皮剥離血管.いずれの血管も
有意に弛緩したが,内皮温存血管が大きく弛緩した.

皮剥離血管よi')も内皮温存血管において有意i･こ大きかっ

た (図 1).ブタ多核白血球を用いた場合は内皮温存血

管で有意な弛緩を生した (内皮温存血管,45.8±8.ョoo.

n-6.p<0.05,エンドセりソー1収縮iこ対して.内皮

剥離血管,5,4±1.2%.n-51.この弛緩はヒト多核白

血球の場合と同様に内皮温存血管において有意に大きかっ

た (p<0.05,内皮温存血管対内皮剥離血管).また-
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万.血管を KClにより収縮させた場合は多核白血球に

よる弛緩はエンド七りソ-1により収縮させた場合に比

べ有意をこ小さかった (蓑 1).

2)内皮温存血管の多核白血球による弛緩作用に

対する種々の桔抗薬の影響

ヒト阜核白血球 106/mliこよる弛緩は無処置群では58.9

±3.3%(n-43)であった.これに対 し稜々の浩抗薬
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を処置 した群における各々の弛緩度を表 1に示す. こ

れ 上L一括抗薬(LT)･:)ちヤアバ ナン (10lSh･･い 前処匿により

弛緩反応は顕著に抑制された.

3) ヒ ト及びブタ多核白血球の上清の作用

ヒ ト及び-ナウ多核白血球高濃度浮遊液 し1が mD か

ら得た上清 (50pl)はエソド也 リン-1をこよって収縮 さ

せたl知立温存血管の張力に対 し早手響をしなか--_､た ‖ニト

1.6±1.1%＼n-4,-.7U-'J.上1.Lll±1).3%,n-礼

･1)血小板の影響

奪回の葉酸で使用 したヒ ト及びブタ多核由血球浮遊液
(lot;m11には各々 2.2±1.1x106, 1.5±().2×106ml

表 l 結洗薬及び KC】収縮の影響

(平均±標準誤差)

実 験 群

無処置群

メチ レソプル- 10W5M

NEか- ニ トローL-アルギニソ
-メ チ ルエ ステル 3×10肋4M

テ トラエチル ア ンモニウム 10~2M

ダリペソク ラ ミ ド 10~5M
イン ドメタ シ ン 5XIO~6M
ON0-1078 10~5M

SKFT125a1()15＼･T

アビラ-ゼ0.67単位/ml

ウアバイソ 10~5M

KClをこよ り収縮

弛緩度 (Oo〕

58.9:と3.3

Gl.8±7.6

50.1±L/i.7

･18.5±8.1

59.3±･1.9

5⊥1.17±13.5

69.0±6.5

58.9±8.5
68.1±9.0
10.5±2.3**
5.3±4.T**

**:pく0.01無処置群に対 して.原本をr71'･ペイ
ン 5Xl(1~5㌦･l前処置または K(､lにより収縮 させ
た場 合 . 阜核 白血球 106n,_tによる弛緩作用は有
意に抑制さわ た .

養 望 血小板のブタ冠状動脈に及
はす作用

(平均±標準誤差l

実 験 群 +十十 弛緩慶 (%)

阜 核 白血球 106十m1 43 58.9±3.3

血 小 板 106十m1 10 6.6±2.4**

** :p<0.01多核白血球 106:mliこ
よる弛緩iこ対 Lて.血′ト板 106.ml及
び 3×106/mlによる弛緩は多核白血
球 106L,･mlによる弛緩 に対 して有音
に小さかった.

及び 3×106/ml)はいずれの濃度における弛緩 も多核
白血球 IO6mllこよる弛緩に比 して有意に小さか-､た (表

21.

考 察

今回の実験で巨卜及びブタ多核白血球はブタ冠状動脈

において内皮依存性弛緩作周を屋 し,この弛緩作周は--

酸化窒素及びブロスタjイドを介さないことがわかった.

また,内皮剥離血管における多核白血球の弛緩作用は内

皮温存血管の弛緩作周 よりも小さかった.このことは多

核白血球が内舶 こ作用 して.内皮かと､-1何!一･)かLIT)弛緩物質

が放出されているこ と を 示 す . あ ら か じ め 内 皮 温 存 血 管

を NO 合成阻害薬で ある N'̀Lニ トロ-1_:''ILギニ ン -

メチルエステルで前処置 しても, ダアニレー トサイクラ-

ゼを阻害 しサイタリック GMPの産生を抑制するメチ

レソブルーで前親密 しても多核白血球による弛緩に影響

しなかった,このことから多核白血球をこより内皮から放

出される物質は NO ではないと思われる.

血管内皮からはアラキ ドソ酸代謝物が放出され血 管 平

滑筋張力を調節 していることが知 られているま2)書 そ こ

で種母のアラキ ドン酸カスケ- ドに対する浩挽薬を頗い,

多核白血球による弛緩作用に及ぼす影響を検討 Lた.サ

イタロオキシゲナ-ゼ抵抗薬であるイソドメサシソ,チ

トヤ1~--ム r)450の捨抗薬である SKF-525a.及びL7

I(-IL卜り:rン C.hD､ICT)-F'ン'1ゴこて卜である ON(うー
1078はいずIlも弛緩作用を抑制 しなかった.従って丁

ラキ ドソ敷代謝物は多核由血球をこよる弛緩作用には開与

しないと考えられる.

11上し什考察かiL,多核白血球による弛緩作用には.血管

内皮から放出される-酸化愛索及びアラキ ドン酸代謝物

以外の物質による屯のと考えられる.血管内皮からは内

皮由来過分極因子が放出され K+チャンネルを活性化

することをこより血管平滑筋細胞を過分極させて血管平滑

筋を弛緩 させることが報告 されているト日 日 9､. しか し

この K+チャンネルに対する効果的抵抗薬はなく,ATP

感受性 K+ チャソネル阻害薬であるダリペソタラミド

及び電位依存性 Kヰ チャソネル阻害薬であるテ トラエ

+/LTンモこウムはいずれも多核白血球による弛緩作用

を抑制 しなかった.チ トウローム P450を介して度生

されるアラキ ドン酸代謝物が内皮由来過分極因子と同様

の性質を示すことが報告 されている20)21). しかし奪回

の実験では+ トクロー一一ム P450阻害薬である SKF-525a

は多核白血球による弛緩作用に影響 しなかった.従って

こCT)代謝物はブタ冠状動脈弛緩作用の槻構には関与 しな
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いと考えられる.細胞外 [K+]の上昇とNa+-KヰAly ase

の結抗薬であるウアバインは,血管平滑筋を脱分極させ,

内皮由来過分極因子を含む血管平滑筋を過分極させる物

質に抵抗することが知られている22)-2禎),今回の実験で

はこれらの処置により多核白血球による弛緩作用は有意

に押倒された.これらの結果から,多核白血球により内

皮細胞から放出される物質は一酸化窒素及びプロスタノ

イドとは異なり,内皮由来過分極因子と同様の性質を持

つことが示唆される.

Kadotaら25日まラット腹腔内に誘導した多核白血球

の上清に由来する弛緩因子がフェ二レフリソで収縮させ

たウサギ大動脈を弛緩させ,またこの因子がL-アルギ

ニンから合成されサイクリック GMP を増加させると

報告している.しかし我々の実験では,ヒト及びブタ多

核白血球から得た上清はエンドセTjソ-1により収縮さ

せたブタ冠状動脈の張力には全く影響しなかった.従っ

て多核白血球から抽出される物質は多核白血球による内

皮依存性弛緩に関与しないと思われる書以上の結果より,

多核白血球による内皮依存性弛緩反応は白血球と内皮の

相互作用により生ずることが示癒された.白血球と内皮

の相互作周についてはさらなる研究が必要と考える,

審研究において多核白血球により内皮剥離血管でも若

干の弛緩が得られた,Methaら6)はヒト多核白血球の

ラット大動脈標本に対する作用を検討し 多核白血球か

ら放出される NO が血管を弛緩すると報告している.

従って本実験の内皮剥離血管をこおける多核白血球による

弛緩は,白血球が産生する NO によるものか,混在す

る血小板によるものであるか,もしくは内皮除去で充分

ではなく内皮が残存していた可能性も否定できない.

Houstarlら26)は血小板が内皮依存性にイヌ冠状動脈

を弛緩させ,アデノシン三燐酸及びアデノシソ二燐酸の

脱燐酸酵素阻害薬であるアビラ…ゼにより消失したこと

を報告 している.我々の実験では,多核白血球 106/ml

の濃度に対し血小板 2×106/ml程度の混入が認められ

た.本研究において 106及び 3XIO6/mlの血小板はい

ずれの濃度でも有意な弛緩を生じさせたが,多核白血球

之06/mHこよる弛緩よりはるかに小さかった.また,ア

ビラ…ゼの前処置は多核白血球による弛緩作周に影響を

与えなかった.従って本研究で用いた多核白血球浮遊液

による弛緩反応において混在する血小板の寄与は極めて

少ないと考えられる.

心筋梗塞や虚血再潅流傷害といった病的状態において,

多核白血球は活性化されブリ-ラジカルを塵生し血管内

皮機能を傷害する.Muroharaら27)によれば,ザイモ
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ザソによって活性化したと卜多核由血球はブタ冠状動脈

を濃度依存的に収縮させた.今I.車T)研究では 1Otl'llllハ

多核白血球は弛緩作用を持ち,この作用は内皮由来過分

極因子と同様の性質を示した.また一般に太い血管にお

ける弛緩では一酸化墾寮が主に作用するが,纏い血管で

は内皮由来過分極因子の作周が大きいと考えられている28)

29),従って多核白血球は活性化されない限りチ血管内

皮を介して弛緩作用を持ち血管抵抗の調節をこ墓牽な役割

を持つことが示唆された.

以上より多核白血球によりブタ冠状動脈は内皮依存性

に弛緩し この反応には一酸化窒素及びプロスタノイド

が関与せず,内皮依存性過分極因子が関与することが示

唆された.

稿を終えるにあたりヲ御指導 ･御校閲を賜りまし

た新潟大学医学部麻酔学教室 下地恒毅教授,福田

悟助教授に深謝いたします.
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