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アドレナリン作動性α1-受容体刺激によるラット大動脈

平滑筋の収縮:外液Na+濃度依存性について
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は じ め に

I-,'卜し十 一Jン作動性 rr-受容体刺激が,細目泡膜 ■)ン

脂質 phl1SPhL-1tidylinositol(PH Lp')turnover増大しモ二

結びついている車は,現在広 く認められており,特に α1-

受容体では,PⅠtumoverが,情報伝達の主要な鶴序

であると考えられても､るl).PHumoverの克進により,

S亡･COndmesseTlgerLL:して細胞内に,inosito1---1∴3.5---

triPhost_)hこIteLH'3㌦L:diこICl座l)でtlrOlH)G)か作:'亡､,Jt

るが7王P3は細胞内 stoyeから Ca2十 を遊離 させる車

により,叉 扮G は pmteimk摘 aSeCを活性化 させる寮

をこより,作用を発揮すると考えられている.

著者は αェ-受容体刺激をこよる血管平滑筋収縮に対す

る 扮G 系の開鼠 特をこ仁一kimase活性化以降の機序に

/~~'t､て.:丁･.･卜大動脈平滑的標iLTr:J臣 ､.phH1沫phrin(-ゝ

LI'h(,)fT:[侶fJ准!二Llで検討しプ∴

実験材 料及び 実験 方法

受験をこぼ体登 3輔-400 g前後の雄性 ラットを使用 し

た.･T--:;-JL妹醗 トに人動脈Tr･摘侶 し. 氷冷 した牛丹食

塩水小で周囲LT)結 合組織を掠去 した衡 長 さ い 5111m

程度の リソダ標本を作成 した.やす りで表面を扱 くした

且86 の注射針を標本をこ通 し,摩擦することをこよって内

皮を除去 した胤 37LL pill7.4 に調整 し 10OOJ･60･1

を通気 した ModifiedKrebss()luti(1Il(MKSい17epこ懸

垂 した.500-700mg(:T)restingtensjonをかけ.標

本が安定するさて Ltensi()rlか 一定にたるか.約 -時間

持-.-,1incubこItL, したf私 phenl･1ephrinel0-6M にて

反応が安定するまで収縮を掛 )返 した.ActPtyldlOlinelO~7M

による弛緩が,収縮の0-5%未満の ものを内皮 (-)

の標本として実験に供 した.

VL,riIPilmilI(rl'M 存在 卜に30分1､.人LincubこIte L,

＼Ioltこ1軒､dq)pndpntCと12+chこ･1nnPlを介すi'eu汁 流

入を除外 した条件下に全ての実験を行った,

窯験に使1‡Jした modjfipdIくre･bssolution(MKS上

Ca2+及び Na+IfreeMKSの組成は以下の通 りである

(m丸斬望).

正常 Ca'1+ Na+

MKS rl-ee frtナ(,

MKS MRS

NaCl 138 138 (-)

KC1 4.T 4.7 3.5

Cael2 1.8 巨-1 1.8

MgCll' 1.2 こi.5 1.1)

NaH2PO.1 1.i) 1.2 仁 ､I

Kト12Ⅰ)0.1 トー-1･ L i I.1)

(二;1u(ごOSL, 10.0 10.O lL1.O

Ilf二Pl二S 5.(1 5.0 .L=) .0

r｢ris LL=).o :I1.0 5.o

i.:DT̂ 2Ⅰく ( ､1 I.(1 仁-1

NMCl:N～,Jtぐtlけ1---1)汁.-ト r,lucLlmillぐ

結 果

1) I'ht･nylephrine(PhL,)収縮に対する外液(laョ+

の関与 (Fig.I)

本を30分1､日･.inL-ut〕;_llLlL,lJhぐ､i(ll(≠lI,:捜 EjL.反応

が安産してからラ外液の Ca2や渡度が 0,5,i.0,1.5,

2載 2,5mM になる様 lM CaC12を累積的に加 えて

行った.図 lに示す様に,Ca2-LfTeeの条件下には,Phe

10伽6M による収縮は, 殆ど認められなかったが,Ca2+

の添加 こよって収縮張力は急速に増大 し,Ca翌+L5mM

前後では,正常 MKS車で得 られJる収縮のほぼ 100%

に達 した.Ca2+漆滋闘こよる収縮は phento且amine10-5M

で完全に肺尖LL 丈, ph(､nt｡lL,lJllin(､I(ト ーM 前/LL粁

後には全 く認められなくなったので,α-受容体を介す

る反応である事は明らかである▲

2) PtltL収縮に対する外港 Na+の関与 (Fig.

2.:i)

次に Na+濃度の鼎なる MKS を開いて Phe収縮

に対する外波Na+濃度の影響をこついて検討 Lた,各 Naヰ

濃度 紙 20,鶴 鮒,120mM)の MKSは,Na+138
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TllM を含むIt:.常 MKS と N;1'--fr(,pの 九･･1KSを混合

することによって作成した.

置換 した NLl+.-rt･eL,九･1KSで標本を30分1､｣､上 itlCubillぐ

し,反応が安定 した後,Phil1(rGM を投Fj-した.Il常

MlくS を Nこl十･イT･eeMKSで置換すると,標本は若 Tl･LT)

収縮 (対照の5-10%未満)を示 し その後,その張力

を維持 して安定する.そこへ Ptle10-GM を投与-する

ど,正常 MKS車で得られる収縮の約36% (36,3±2,0

%)の収縮が観察された.収縮が持続性であることを確

認 した後,標本を Na+20mM の MKSで洗浄 し,張
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Fj･Lて収縮を観察,111線同様に,更に高濃度LJ)NI1+[!:

丘trMKSで洗浄 し,r)he10-6M を投与寸ろ上し､:.

方法で,各 Na+濃度における標本の反応を記録 した,

図に示す様に, 収縮は. Nこl+20mM で,iT_'f7f;M杖s

r~ll(り収縮LT)約2OQノO(21.3±1.31と最低しロ ト､たが.以

後は Nil+濃度上界十勘こ増大し.Na+120Illh,･tで正

常 MKS中での収縮と同程度まで回復 した.11し上:_LT)柿

果は,Na+-freeの場合を除外すれば,Phe収縮が外波

Naヰ濃度依存性である事を示すものである.

Pheによる収縮は,急速な立ち上がりとその後徐々

1.0 2.0

Ca2◆concentration(mM)

Fig.1 各 Ca2+凍度における Phenylephrime10-SM による収縮.
VerapamillOp5M 存在下,Ca岩+1.8mM をコソトロ-ルとし

た収縮%.

Fi野.望 各 Na+渡度をこおける Phenylephrimeま0伽6M による収縮.
VLlrこ1llmllillO~SM 存在 卜1L:.J)各 NL,I+濃度に.1,-ける収縮 ,くrl-ン.



790

(

≡
∈Z
'6
C
L
e

N

)

10｣
1
U
O
U

1

0

UO!13
eJtU00
%

新 潟 医学会雑誌 第 106巻 第8号 平成 ′1年8月

0

rPハtTdhL)●LlLI.?:llLl

20 40 80 120

Na◆ concentration (mM )

Figl3 各 N;i+濃度における Ph什lyrlPPhrint110-6㌦,Tによる収縮.

＼.･'era【)amillOl5M 存･打 F.NI1十l:i9.2mM を二tント‖-'Lとt.た

tX､t_i:r)iC･llloT･し)tl.n-/amil

N､】■chlM

帆.1SJl
i

～.1●=thlM Nj■4什-rM

Fig.4 各 Na+濃度における NomdrLnlこllinel0-6M による収縮.

Verapamii10-5M 存在下での各 Na+濃度における収縮パターン.

に収縮が増強する持続確と払分けられるが,今回の実験

において持続棚は,Na+濃度L')低い時(,二は,はば平低

で,収縮が最低となった Na+2OmM では,僅かに弛

緩する傾向を示し,Na+濃度LT)増大に-1れ 時間と英

に増大する傾向を示した.

Na十戒ニa望+変換機鱗の韓巣的抑制薬といわれる D孟ch-

1orok11ZaJllil(DCBlの前投射こよ--､て.収縮は NLl+

濃度の上昇をこ伴い抑制される傾向が見られた.

3) Noradrenaline収縮に対する外来 Na+の

関与 (Fig.4,5)

Phe収縮が外液 Na+濃度に依存性である事がわかっ

たので,N()｢こIdrenLlline(Nor〕lOt6h,,Iに⊥･三､収縮に対

する外液 Na+濃度の影響についても検討 した.

図に示す様に.Pheの場合と取左IINorでは Nこl+

freeMKS率でも,正常 MKS中とはば同程度の収縮

が認められたが,それ以降のパタ-ソは Pheの場合と

TLll様で,収縮は Nこl+2()mM --現を低 川1.7十(ミ∴iOol]二

杏-1､上棟､N;l十濃度iこ依存十王三に増大した. しかし Nor

の場合には,収縮は最低でも正常 MKS率の約亜%で,

Plleの200･ふよIP1人きかつた..丈.Nこl+20mM でも持続

相での収縮の増強が認められた.DCB による収縮の抑

制は,Pheの場合と同様であった.
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Fig.5 各 Na+濃度における N(汀とl(1rt,nこ.llint,10の6M による収縮.

＼:'ビraPilmillOL5M :存在 卜 Nこ1+1二相.2mM を :lン ト1--ト ー/Lと した

収縮o｡.

DCB;I)iChlorotY nZLlmil

Na◆ 139. 2mM

20min

Na+ omM
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Fig.6 Phe11〉11epllritle収縮に対する トトTn効架.

Verapami110m5M 存在下,Na+139.2mM,および Na+omM での収縮に対する

HJ7の弛緩作用を示す.
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Na+ 139.2mM

20min

Na+ omM

Fig.7 Noradrenalint7収縮iこ対する Ⅰ+7LJ)効果.

Verapami110-5M 存在 TJ.Nil+139.2mM.および NこI+omM でC7)収縮に対する

H-7の弛緩作間を示す.

4) Pht･収縮.Nf)r収縮に対する H-7の影響

(Fig.6,7)

1)he収縮に対す る proteinkinaseC L')開封こつい

て検討す るた(tT,,pr(1teillkinaseC L'1特異的阻害薬 と_

いわれている ト117封 =いて実験 を行 一--た.Pheによ

る収縮反応が最大に達 し安定 した時点で トト7 10~5M

を投与すると,投首直後より標本は弛緩をは じめ,比較

的速やかに完全左弛緩.Tこ透 した.外液 Nこl十イreLlで収

縮 させた場 合も.Hイ によりはく･こt'loo,% LT)弛緩 が認

め1･--かた.Nor収縮に対 し-ても Ⅰ･･･i17は同様の効果を

示 したが,外液 Naヰ-fTeeの場合弛緩は完全ではなかっ

た.

考 案

血管平滑筋の収縮が,細胞内遊離カルシウム濃度 [Ca望+]1

の上昇をこよっておこる事は,既に認められた車乗である.

最近は,収縮蛋白質のカルシウム感受性の変化をこついて

も稜々論議されているが,一般的をこぼ,収縮は,[Ca2十]1

の上昇によって起 こると考えて間違いないであろう.

さて [Ca2+ ]l 上昇は,細胞外からの流入と細胞内ス

トアからの遊離によって起 こる.細胞外か ら Ca2+ が

流 入する経路 上しては,Ca2+-Channelが有名であ り.

現在,vollagp---deⅣ11delltChannel(VIX､)と,rtTePtOr-

operこIIp(ichannel(fそ(,)CIc77-二つが考えらかている.

前者は 更に細分化され 非常に多彩になりてきている.

細胞内ス トアとしてはき筋小胞体 (SR)が中心である

那,細胞膜や ミトコソ ドリアなど勉の細胞内小器官から

CT)遊離 も考えZ､-Ilている. ĝm1istによる収縮は,SR

が多い程太 きいとの報告がある3郷 ので,細胞内ス トア

としては SR が重要であろう,

I)Phenylephrineによる収縮

事を目的に,全ての窯験を 10~5M の verapamまま(Ver)

存在下をこ行 った. これはこの標本のカ リウム拘縮を完全

iこ抑制する濃度である.Verの存在;･こより.Ⅰ一he叫･･1叩hrine

(Phe)をこよる収縮は,Ver非存在時の約 5割に減少 し

ており, ラット大動脈の Phe による収縮の半分は,VnC

を介するものである車がわかった.従 って以下の議論は

正常収縮の約半分に関わるものと言 う事になる.

Ver存在下の Phe収縮は,ほぼ完全に外液かルシウ

ふ濃度 [Ca望十]Oをこ依存性で,細胞外からのカルシウム

流入が不可欠である車がわかった.従 って,Phe収縮
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に関する限り IP3による細胞内 storeからのか レシウ

ム遊離は考えなくても良いのではないかと思われる.ウ

サギ大動脈では,外液カルシウムを除去 しても Pheをこ

より一過性の収縮が認められているが5),動物魔の違い

をこよるものと考えられる.

1) Na+存在下に見られる収縮の療序

今回の実験で,Na+-freeの場合を除けば,Pheによ

る収縮は,外液 Na+濃度に依存性である車が明らかと

なった.Na+は,棒鋼薬の受容体との結合の際にも壷

要である. 子牛の脇を周いた Green転r宮ら6)の [3H]

Hガンド結合実験による上 clくつllidill(､.(lot-PPitlePhrille,

epirlephTime等の作用薬とa受容体との結合は,NaCl

濃度が高いほど低 くなる.NaClは結合部位に対する作

周薬の親和性には影響を与えないが,結合部位の数を減

らすという.LiCiでも同様のパターソが見られ, KCl

では濃度が高くなっても抑制が見られない事から,原子

径による違いが示唆されている.何れにしても,結合をこ

関する限り Na+はない方がよい訳で,今回の実験結果

とは相反する.従って,今回認められた Naす依存性をこ

ついては,agonistの受容体-の結合以降の過程の関与

を考えねばならない.

α受容体,特に α1-受容体に関 しては,a拷Onistの

受容体への結合後の過程として phosphati軸Iimositol

津Ⅰ)tuTnOVerが重要視されており,PItumoverの

克進によって,細胞内に IP3と 甜コという2つの seeond

messengeTが作られる事については,既に述べた.

Phe収縮は,外液かルシウムにほぼ完全に依存性で

あるので,細胞内貯蔵部位からCa2林を遊離させて [Ca2+ jl

の上昇を起こす物質である IP3 が,収縮に主要な役割

を演じているとは考えられず,2つの secondmessenger

の車では,DG が塵要と考えられる,DG については,

proteinkinaseC (C-kimase)を活性化する作用が知

られており,C-kin拡eの活性化を介して,細悌 Na+寸予

交換機構を活性化 し,細胞のアルカulヒと Na♯innux

の増大を起こすと言われている7).王P3の生成は速やか

管 -一過性であるのに対 し即,DG の生成は持続性なので即,

lP3 は一過性の早い収縮相に,nG は持続性の収縮相に

関与すると考えられているが,この考えには反論もある.

何れにしても,今回の実験で,外液 Na+濃度の増加と

共をこPhe収縮の持続相の増大が認められた車は,持続

相に,DG の生成-→C-kinaseの活性化-Na+-H+変換

機構の促進--Na+innuxの増大という-適の変化が関

与している可能性を示すものである.C-kinaseの特異

的な抑制薬であると言われている H-7で,Phe収縮
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が完全をこ抑制された事もこの考えを支持する車乗と言え

よう.ラット大動脈平滑筋培養細胞での実験によると,

Na+-H+交換機構の外液 Na+iこ対する Kl11値は∴it卜

50mM といわれているが,これも今回の実験結果と加

数する.

の増人が起こるとして.Nこl+iIlfluxLこ'1増大が起こI,辛

収縮は何故増強されるのであろうか,C-k摘aseの活性

化により収縮系のカルシウム感受性が増大する車が知ら

れているが,今回の実験で,Ver存在下の Phe収縮に

も外液ガルシウふの存在が必要である寮がわかっている

ので,細胞外からのカ′ルシウふ流且の変化をまず考えね

ばならない.Na♯とカップルLた Ca汁 の流入鶴橋とし

てよく知られている Naや-Ca翌+変換機構は,通常は,

外液から流入する Na+のエネルギ-を利潤 してカルシ

ウムを汲み出す糸として働 くと考えられているが Smith

らによると,培養血管平滑筋細胞では,細胞内に Na+

の蓄横が無い場合 Na+-ca帥 交換磯満は iatemtであ

るというIO).そして,細胞内 Na+濃度の上昇があれば,

反対方向に作動してカルシウムを細胞内に取り込む,Vet

存在下にみられた Na+依存性の Phe収縮は,恐らく

その様な機序で起こっているのであろう.事実今回の繋

験で,Na+べ:a2ヰ交換機構の特異的な抑制薬と言われる

dichloro臨nzamilで,この収縮の抑制が認められてい

る.ラット大動脈の Pheによる収縮に Na+-H+変換

鶴橋が関与するという考えに対 しては Reynoldsら11)

の反論がある.彼らによると,Phe収縮は,Na+-H+

交換の選択的な阻害薬である hexamethylemeamiloride

(HMA)によって全 く抑制 されず,むしろ増強される

し,Nil+を NMC.て借換 しても二)ント｡-IL-(･r)8JIOoに

抑えられるにすぎないという. しかし,彼らの実験では

Ca2ヰ措抗薬は使われていない.前述 したように,VET

1(r15M 前段 LJ.:lLILr'hビ収縮は 二Zントロ-,LLr)約50%に

減弱するから,EIwoodらが Naヰ除去下に観察 した収

縮の50%は VDC を介したものであり,この部分は Na+

除去の影響を受けぬとすると,彼らが観察 した Na+除

去による16%の抑制は全て残 りの50%をこかかって来る事

になり,我々が観察 した36%の収縮という数字とそれ程

大きく適わないとも言えよう.なお細胞内の Na+を増

やすような a酢ntは,Na+｣=a2+交換機構を介して IP3

生成を促進するという報告もある12).

2) Naや非存在下の収縮

それでは,Naヰーfreeでみられた収縮はどう考えたら

良いのであろうか.Na+-Ca喜+変換機構は上で述べたよ
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うな性格のものであるかt.-).Nll+JI･eeでは.蔽接収節

を起こす系として関与する.今回の実験でも, Na+イrc(､

にするとそれだけで僅かではあるが収縮が起こ--､ている.

この状態で Pheを加える上 IX3の産生に._ト ､て (､"･･･････

kinast)が活性化 されるが,C-kinaseL')活性lLは収縮

弟の Ca慧十感受性増大を起こすと言われているので,Na+-

rret!で起 こる収縮が C-ki【1aSeの活性化によ一､て増強

が,Na+イrec臥恒ノ)Plle収縮を完全に抑制 してし､('令

はこLJ)考えを支持する事実である.そ して Na+2OmM

は細胞内外J)Nil+I)濃度勾配が殆どなくな1た状態で

あるとすれば,この時点での収縮が最低をこなる車 も同 じ

理上.i.lで説明で きる.

ⅠH Norによる収縮

今回の実験で､非選沢性(I)Norでは.Na+pイreeで

ち.正常 Na+存在 FIH司紳 窪(I)収縮が得L､-)打 ている.

Na+20mM 以降(')濃度依存性(T)部分で も.Pht)に比

し収縮は常に大 きい.細胞内 ea2+LTう関 -!j･があるか～-I

と同様収縮が小 さくなるが,それをこも細胞内 Ca2十の

変化が絡んでいかiJ能性がある.実験ゾrT卜 I-JL叫関

係で.Na+Jrecでの実験は.常に最初に行われておi),

こLT)時斯 には細胞内の貯蔵 ea2+がまだ･-ト分にあるが

(そこで大きな反応が得t､〕Ilが .外液 NLl+が()に近い

状態では.細胞外かい T)Cと12+流 入が制約 される(γで,

rぐStOrt,が不十分となり,沃LT)反応では細胞内 て卜了!)i

枯渇 した状懸 となり,凝縮が朴さくなったと考える車 も

できるか巨である.

ⅠIl) Na+依存性の臨床的意義

自然発症高血什う..)卜に頼 十る血管反応性(11変化には,

C:-kinase をT｢した情報伝達系の機能変化が関与 してい

るかも如才亘こい上いう報告があるLこ1＼..今回LT)実験で,Phe.

Norによ;i:'収縮が外液 Na+濃度依[津巨ごあ り,それ

紅は G-kinaseを介する NaLHす変換機構の活性化が

関与するであろう事が示 された車は,高血圧の発症機序

をこついて大変示唆に富んだ発見と貰えよう.
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