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NO-forming vasodilatorsとatriopeptinによる
血管平滑筋の弛緩とcyclic GMP増加に対する

methylene blueの効果について
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Effects of Methylene Blue on the Relaxation and Increases in Cyclic GMP 

Concentrations of Vascular Smooth Muscle Produced by 

NO-forming Vasodilators and Atriopeptin
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緒 閑

nitroglyccrin (廿 .f:NTG と略す).sodium llitroI

prusside(以下 SNP と略す).NaN02は solubl(Igu,1-

nylI_Itt?(:yClase廿人下 GC と略すlを活性化する事iこ

加させる1､2､. I./lrtrgjnineかLL)合成され end()thelium-

十考えL､.'Jtてい る nitricoxidtさけ上下 NO と略す) ち

Ge を活性化し.eGMr)を増加させる:卜11-

を活性化する機序に牒=｢,そか{)が NO または nitroso-

thiolに変換さ.tlてか上､,,G(.TLを活性化させるLL-_し､う考

えを提出した.N(二)や Ilitros(_1thioliこよる solubleGC

の活性化は meth),leneblue 圧入F-M13と略す)で.

阻害 される事が知 i､)打 ているが,NaN02と SNPi,'l弛

緩作間については.そIlが Mr主;こより阻宵されるかLL:

zL.,51'は SNPと NaN02によるTlJシ冠動脈(:Tlfl政経上ctl,MI)

が,Kreyc6､は ウサギ大動脈では阻害が 鋸･､-Ilなか--,

たと報告 している.最近 RomこIIlin J二Kuk爪でt7,7.は､

有機LT)nitrこ11_eSが 11itl･itesを介して NO に変換 さか

るとい･')仮説に疑いを投げかけている. このような状況

の 卜に,今札 こかlT-'の血管作動物質による血管J)弛緩

LL-_cGMP増加Eこ対する,MB の阻害作F机こついて,勅

物種に上る差も含めて検討を行った.

方 法

実験動物には,オスFl本臼色種 巾サギ (体重 2.5･-･3

kg上 すス Wistar系う･ソト (体重 200-300gl),雌雄

雑種 (て (体蚤 8･＼12kg)を用いた.MB による cathe-

colaminecl)放lt伸二よ一､て起 こる血管収縮を避けるため

に8㌧ r)サギは血管摘～lJ.(7)18.-′24時間前に し七′Lビン:鶴

bitalsodium の静注 (60mg/:kg)により麻酔 し, ニト ′

卜とモILモ ･./卜は diethylether吸入により麻酔 した後,

頚動脈を切断 して失血死 させた.胸部大動脈を摘出 し,

脂肪 と結合織を取 り除いた後,内膜面をステンレス棒で

摩擦 して内皮細胞を剥離せ しめた. (-ilは thiopelltal

sodium (35mg./kg)の静注により麻酔 した後,冠動脈

を掃出 し.,内皮細胞を同様の方法で剥離 Lf∴ 動物は当

大学の動物実験に関する規定に従って取 り扱一)た.摘LL-ii

Lた大動脈, また冠動脈は約 2mm の幅に切 i),等尺

性収縮を記録するために 10mlのマ グてス管中に 0.5-

1gの静止張力をかけて懸垂 し.60･-90分間.栄養液を

繰 り返 し取 り替え安定 させた.柴養液には37±().1度に

保温 した li l･e t)S-i-1enseleit溶液 (NaC1118mh-1rlol,KCI

Ll.7.CこICl22,5,NaIICO325,MgSOl1.2,ブ ドTt,幣

1日 を用い.95Qoo･1+5_OroCOコの混合ガILを十分に

通気 した.特をこ断 りのない限 り,以下の窯験では, 標本

を l(r 7M の phenylephrine(上,Uf:pheと略す巨 で

収縮 させた上で,弛緩薬を累積的に授与 した.等尺性収

測定 した,すべて(I)測定は. しこ--ク､I一一日.1立O56)iこ

て記録した.

NO溶液の作成

NO 溶液は鹿野r'9､し')方法Lこ従い,使用LJ)匿前に作

成Lた.50mM 'rris-riCI.pll17..1(･7う緩衝液 1mlを

ゴム栓にて密栓 したガラ-く試験管 (杏敬約 6m11に入

れ 室温で20分間,真空にて脱気 した後,氷 卜で20分間,

窒素ガスを流し込んで nush した上で N(:)ガ~く し99.8

9･();製鉄化学15Omlで試験管内L')気相を満た した.請

験管を ＼,()rtexにかけ.20分間,水中iこ静際 した後,餐

素ガスを20分間.流 し込んで気相の NO ガス を 除去 し

た.NO の水iこ対する溶解度は 0℃で 7.34cm 3･.､1(X)ml

であるかl､),溶液 中の NO 濃度は約 3.3mh/1と仮定

した.NO 飽和緩衝液を,脱気 した緩衝液 より使用の

蔚前に1().()OO倍iこ希釈 し,その lOOIElをて Ff-<Tく管

中に添加 Lた.

cydie(lTMPの測定

摘ま-.tJ.した大動脈は張))をかけずiこ上記と同様な方法で,

959,00 2+59-6CO･lL71混合ガスを十分に通気 した lOml

間後に液体窒素にて凍結 させた一 乗結 させた標本は測定

の時まで-80℃に保存 した.凍結際本には 1mlの塩酸

(0.1Mlを加え,Polytronl二ynO (Ⅰくi.nematicaFrlO･''-

35)でホモジ:r.十 [ズし,ホモジェネ一一トを 100℃で 3

分間加熱 した後,遠心分離 (4､000rpm,30/JIJ) して得

LL,,IILた上清を測定iこ開いた.測定には cyclicGMP -r､リ

セイキ ット け マサ醤油)を用いた.塩酸抽出物車の蛋

白定量には Lowry法の変法10-を用いた.

使 用 薬 剤

秦),sodiulTIIlitr(1PmSSide,metllyleneblue,sodium

nitrite(和光純薬上phenylephrine(興和上reserpine

(第L一製薬),atriorx!ptinrT,8-BrcyclicGMP(Sigma)
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を使用した.

統 計 解 析

すべてL7)数値は,平均値±標準誤差で表した. ゲ′L--

プ間の統計処理には,SchefEeの方法をこよる一元配置の

分散分析を用いた.2の ゲ′ト-71'F札 あるいは 1-'-)の '/L

ノトー17LyJLり中では Studentのt検定を用し､た.危険率0.05

以下を有意の差とした.

結 果

ウサギ大動脈とイヌ冠動脈に対する NrB15分処

理の阻害効果について

図 1に Ph(さで収縮 させたrL7サギ大動脈 りンケ標本

果を示す.AeptyleholinL,し10JJMlで弛緩 しない事に

よりりソダ標本の内皮細胞を親権約に破壊した事を確認

は､動脈の収縮を殆んと:起こさなか-I.､たが､NTG,NO

による用盈-反応曲線を右方に移動せしめた.
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図 2i･二は NaNO 2,SNP.atriopeptinTIによる弛

緩iこ対する MBの効果を示す.MB(10~SMlはこれ

l■-CT)弛緩薬による用量-反応曲線にほとん日 乍用が左か-..

たが NaNO2,I-_LltriopeptinIIL')巌高濃度の部分ハ弛

緩は僅かであるが有意に抑制された.

図 :iは仁く冠動脈の NTG 上 SNl)による弛緩と-IL:I

では収縮 しないたれ こL')実験では 1)ンゲ標本は lOO

mM KClによi)収縮させた.また.M11によ(,CこIth(,-

eolaminL"T)放出ミこよ---､て起こる収縮を避けるた軋 Mli

を加える1時間前に prこUOSin(1()-RMlを投与した.

りンケ標本L')内 皮 細胞を鞭能的に破壊 した事は LICety)C-

holint_,し1OtTM 巨~ご弛緩 し左い~師こより確認 Lた.NTG

と SNPは.りン?'l標本射り副長f押目二弛緩させた.N'1~'G

約0005M)の15分間の処理をこより,著明な右方移動を示

したが,SNPの用畳-反応曲線は,右方移動 しなかっ

た.

NO
--臣ia''ぎ甘

9 8 7 6 5 4

図 1 内皮細抱を剥離し.PhenylephrincLPhp)で収縮させたTL,サギ大動脈標

本の nitroglycerinLNT(l')と nitricoxide(N())による弛緩に対す

る methyleneblue(MB)前処理の効Lii. 10､5M h･･1Ⅰうで15分間処理の
前 (*)と扱 く○)をこ弛緩薬を累積的をこ授与したときの用塵-作用曲線,

弛緩は 10TM PheのItl欄障_対する''rJで来し.巻物の濃度はすべててグヌ

ス管中の濃度で大した.5-10羽〔I).17サギ､か｢､JRLIJ.した5-10個の大動脈

標本から得られた値の平均値 ±標準誤差, MB存在下の値と,MB非存

在下の値には何れの薬物でも有意の差があった (車:p<0.05,**:p<
0.01).
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NaNO2 Nitroprusside

6 5 4 3 2 9 8 7 6 5

Atriopoptin l1

10 9 8 7 -log (M)

Ej

図 2 内皮細胞を剥離し,p払enyl叩hTine(Phe)で収縮させたウサギ大動脈標
' ､･.ミ＼tJ .･日長l.川.:;:.･.:･い･､､･､･ 一､､､等- !1.I.;.･･. ~l
弛緩に対する methyl紺倍blue(MB)前処理の効乳 10-5M MBで15

/J)問処理し冊 日 ●1し千二掩 い､1日 山渓葉-,:.I糾 帥 ｣に_f-鼓Llj-i_lJ.f勘TTL,lH榊
作用曲軌 弛緩は lO¶7M Ph母の収縮をこ対する霧で表 し,薬物の濃度は

すべてマグヌス管中の感度で漉した.5-掴 >]のウサギから摘出した 5-

10欄の大動脈標本かぎ満 た値の平均値二と標準誤差.それぞれの図表で,
､､･.･＼l､ ,～-!･-:I;~ - ＼-tl.･ ･､.
MB非存在下の値の問で有意差がみとめられた(*:p<0.05).

Nitroglycenn NJ'troprussi(je
9 8 7 6 5 9 8 7 6 5

--log(M)

図 3 内皮紹胞を剥離L昌 帥mM KC且で収縮 させたイヌ冠動脈標本の 由 TO_

る methy呈eneblue(MB)前処理の効果, MB を加 える 1時 間前に

prazosin(.lO廿日 を加::Lゾ∴ 10∵､M MI~3-C'-15/))問処理す る前 (●1

と後 (○)をこ弛緩薬を累積的に授与 したときの用量--作用曲線.弛緩はま00

mM KCまの収縮をこ対する%で表 し,薬物の濃度はすべてマグヌス管中の

濃度で表した.6-7匹の右京から摘出した6-7欄の冠動脈標本から得られ

た櫨の平均値±標準誤差.NTG については,MB存在下の値と,MB非

存在下の値に有意差があった (戟:p<0.05, ** :P〈O.01).



cyclicGMP増加に対す?,''m(,thI･.lt,Het･11uL､L7)効果i二一一いて

ウサギ大動脈標本の組織内 cGMP量変化に対す

る MB15分処理の影響

図 1に NTG (lOLGMlと NO 甘 二3Xl(rtl'九･い に

よる組織内 cGMP畳の変化の時間経過を示す.弛緩薬

の濃度は,前の受験において約80%の弛緩を示した濃度

を選/'1,だ.N'1､G と NO は組織内 cc.～/ll-'畝を丘酎 こ

増加させたが.増加は 一過性で.i;‥､た.L姉こ示し-fJ_よう

に.MB HO15M)で15分処理 した群では.LIGMP鼠

の増加は有意をこ抑制された.

図 5に組織内 ｡G九･1P駁ハ NこINL)2川〕M3八･･日 とSNI~'

(10-6九:い による変化しり時間経過を示す.弛緩薬し')濃度

は,剰 蒙り約80%の弛緩を示す濃度を選んだ.NTG と

NO はと屯に綴城内 cGMP畳を有意に増加させ, しか

もその増加は持続的であった申 cGMP 畳のこの増加は
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M13(10仙5九･･い 15分前処理で抑制さかなかった.

図 6にr17サニト人動脈iこおける NTG iこよ･封出様と組

織内 C(三,MP蚤の増加L')関係を示す.弛緩 (oo:1欄い

と cGMP塵の増加の割合 (Ⅹ軸)とはよい相関を示 し

た LV-0 . 7 :Z⊥iX13.33.r-0.9711.これは Kuko＼･tナ1/_

らll)の結果とも一致する, 相関曲線が, グラフ横軸の

cGMP増加量の 五倍の部分 (すなわち増加 していない

部分)とほぼ交叉する車は,NTG による弛緩が基本的

をこcGMP の増加によるものである寮を廓 していると考

える書

他の動物の血管の弛緩に対する WB の抑制効果

図 7に N′1､G !二SNt)に⊥:::'-i二′トト ′上し･二･テ､L!卜Lr〕

大動脈 リンダ標本の弛緩とそれをこ対する MB の抑制効

果を示 した.内皮細胞を劉離した標本を Phe で収縮さ

B

5001

0 0.5 1 3

Time (man.)

収縮させたウサギ大動脈標本の組織内 cGMP厳
変化の時間経過

しノい 10~r:M nitroglycerintNT('Tlは紺職再 ぐyelie(l,Ml-Lc(.i.A,If)う

に抑制した.10 6M NTG(▲1.1OtF'11九･m+1()'iM NT(i,し＼･1,COn-

れた事を示す (p<0.0汀 m-7-14

h･:IBはそし'1増加iイJ■点に抑制 した.3.3＼こ10(iM N()(▲).lO~一丁'M MB十
3.3XlO~ー〔賊:TNO(＼'~),controlL●1.10TllM MB(L~11.**は eotrolに

比 上丘t7日 p工0.0日 TLE3.3→10.(ミM N()に対し,行藍に抑制された事

を示す (p<0.05).m-5-8

10
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図 5 組織内 cyclic(iNIl'Le(うMPト喜i‥吏変化(珊 i-問経過

し̂ 1NaN(_)ご(1()･lM)圧組織内 C(i.MIリ･講を増加させた.10 flll･Impthylene

1OltM NllNOこ!し＼･-),C()IltrOlL● 1,1OLLIM Mlうトー､). **.*｣.iControlC･∴対

し(沌 LnfL.Y.'lJll(**:pくO.Ol.*:pqL).051.n-5

LBl10.-nM sotlium nitt･oprussi(1e(SNP‖二王組織内 eGh･′lPE‡沌 増加させ

ナ∴ MBtl0--トM圧 tそイ津川 I.,:!:相]制 しなか-,た. 10~-1賊･lSNP(▲工 1(卜 '入:1

に対し什L:.liLJl増加 (**:pく＼(I,()1.辛:pヾ O.05l.n-5-15

(C)atriopepもin嘗H貯 留狙うほ組濁内 cGMP盛を増加させた･MB(矧【5M)
甘そのitlY..]]Elをfl田川しなかp守∴ lO~-i"hl^triopt･innL▲~1,1tトーM hlB+10tボ九･1
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図 6 nitTOglye紺in(NTG)によるウサギ大動脈の弛緩と cGMP量増加の関

10~日,10-7,10L6M;相関係数 r l.二0.971.n-5
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図 7 伸支細胞を剥 離し.phenylephrineLPhe)で11摘 ziさせた (̂ 1モル･t-=′

卜と (Hトトリト大動脈標本!)nitroglyecrinと sodil川lnitropru-
sside∴ユ引 出経に対する.met_hylenet)Iuや L九･･llI=ミ)前処理LM拙 .lOニー
M MBで15分間処理する前 (砂)と後 (○)で弛緩薬を累積的に投尊し

たときの用量-作用曲線.弛緩は,10-7M Pheの収縮に対する密で漉し
た.薬物の濃度はすべてマグヌス管率の濃度で漉した.6匹の動物から摘

出した 6個の大動脈標本から得られた値の平均値±標準誤差申それぞれの
図表で,MB存在下の値と,MB存在下の値には有意差があった (* :

pく⊥O.05, ** :p<:0.01~1.

NitrogEycerin NItrOPruSSide NaNO2

10 9 8 7 6 5 9 8 7 6 5 6 5 4 3 2

05

%

u
O
!I
e
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e
lO
正

図 8 再乾細抱を剥離し.phpnylephriIIP(Phc)で小用ELiさせたTL/,･･+チ-ギ大動脈標

本･11nitroglyeerinと.soditHnnitroprussi(lcLに よ射 出経に対する
mpthylpnebluetM即 6():7)LLL理.Jパ71tt.lOFIN MBで6O/I)問処理
する前 (◎ )と後 (○)で弛緩薬を累積的に授与 したときの用量-

作用曲線,弛緩は予見0-7M Pheの収縮をこ対する霧で表した.すべての薬

物の濃度はマグヌズ管中の濃度で漉した.6羽のウサギから摘出した6個

の大動脈標本から得られた値の平均値±標準誤差.それぞれの薬物につい

て,MB存在下での髄と書MB非存在下の値をこぼ有意差があった (* :

pく0.05､**:pく＼O.Oll.
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せ,弛緩薬を累寮約に投与 した. ウサギ太動脈やイヌ冠

動脈 日 よ異な事),MB (1015M)処理は NTG による

弛緩のふな(-)ず.SNPによる弛緩 も抑制 した.Mrミに

よる弛緩の抑制は有意であった.

ウサギ大動脈とイヌ冠動脈の弛緩に対する 汁IB

fi0分地理の阻害効果

図 8に内皮細胞を剥離 し,Pheで収縮 させた｢ウサギ

人動脈標本〔;')NrrG,SNP.N(,iN02による弛緩に対す

条件 上汁tNl､(;､SNr),NL･lN(:)2lF-jJIl(･･T)弼巌-反応曲

線 も著明iこ石jJ'に移動せ し人里J_.NTG と_NaN02に

よる弛礎をこ封 じてはチ済盈-庶臆曲線の右方移動のみな

い ｢.最高用巌による弛緩'J,'ltL硝り4,､起tた.

入相 (;()分処理は.8---Ⅰ3rcyc一icGMPと t-ltt･iol)叩tin

表さなかった (図 91.

図 】0に 1′~(冠動脈標本LT〕N′1､(/.(l二SNf'によt''弛

8…Blr=GMFさ

ら 5 4 Ui

0

5

貰

U
O
!tC
X
P
EtiCLu

経に対す る MB (10-5M)60分処坪の結 果を示す. (

買冠動脈は内皮細胞を剥離 し,KClで予め収縮 させた.

h･･111｣.[NTG l･こL-しろ弛緩の用量-･-一反応曲線を著明に右

)]'-移動せ し人里二が､SNPに､しろ弛緩で且 左方移動

は殆んどみられなかった,

ウサギ大動脈の cGMP の増加に対する MB60

分処理の効果

図 11に NTG.SNl',NilNOljによる巾サギ大動脈

(L')弛緩に女十する MIう60分ILTl理(･')効果を示す.NTG で

のみ有意の抑制がみられたQ

考 案

今回L/り検討て.NTG,N()にLHH也経 Li･二C(n'll)(I)

果J∵一一一致する.SN~P と Ni-1N(_)コi･こよる弛緩に女十卜亡,Mtミ

(10-5九,11し■7二朝l制効果に関 Lてはい十 一~)かハ報告がある.

A吋iop坤tin事§
I-｣og(M )

圧) 9 8 7

図 9 内皮細胞を剥 離 し.phenylephrineLPhe)で収縮 させた(Jlf幸､大動脈標
本の 8-bI･OnlOguanOSine3',5㌧lCyClielnOnOPhosphatet81Br
cGMPl上 at･riopeptinⅡによる弛緩に対する methyleneblue(h･:Tl31
60分処理の効果. 10-5M MB で60分間処理する前 (砂)と後 (○)で

弛緩薬を累積的に投卑 したときの用量-作用曲線.弛緩は 101M Pheの

収縮をこ対する%で表 し,薬物の濃度はすべてマグヌス管中の濃度で表 した.

3羽のウサギから摘出 した 6個の大動脈標本か ら得られた値の平均値±標

準誤差.
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図10 内皮･細胞を剥離Lや100mM KClで収縮させたイヌ冠動脈標本の nitr0-

giycerinとsodium nitTOpFuSSideによる弛緩に対す る me軌ylene
biue(MB)60分処理の効果, MBを加える1時間前に pTa芸OSin (lows

M)を加えた.ま0¶5M MBで6鵬)問処理する前 (8)と挽 く○)で弛緩

薬を累積的に授与したときの用量---作用曲線.弛緩は,ま醐mM KCiの

収縮に対する霧で表し,薬物の濃度はすべてマグヌス管中の感度で表 した.

2匹のイヌから摘捜した 5個の冠動脈標本の値の平均値±標準誤差.それ

ぞれの薬物について,MB存在下の値と,MB非存在下の値には有意差

があった (*:P〈O.05, ** :p<0.01).

CGMP .'Jmol,rTlg Pr()tein＼

(A) (B) (C) (D) (E) (ド) (G) (H)

図11 内皮細泡LJ:}::別離t.phpn.vlephrinptlOTh･･ト 調 li締巨させ守二.Lトサギ大動脈

標位 相1繊内 cyelic(17MPt'C(i,MPl量;こ対す JI:'10:一m:Iniet恒･lent､
biue(MB)60分処王撃の効果

tAl(･(川trOl,Lfi)1O∵/th,l九･･lB60!')処理. LL'､)10tl'Mnitroglycerin

11 '∴ .･!t一･､ ≡;ミ･く:･!- ･. ∴ J _ ･ .r
lO-二一九IMB6OlJ)処理十1Oいh･･ISNP投与 3/7)級. し(i.i10～こくM NiINO:
裡与3!'iiを. LlH 1O:-,M llTB60!')処理+101こ賊･.INaNO･]投与3分撞.
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GruetterL'-)12､は.ウシ冠動脈を用い,SNP と NaN02

の弛緩が,MIう(10~SM)により抑制される事を示 した.

Murad21もう､リ卜大動脈で,同様の結果を得ている.

は,SNIJI:NaNOコによる弛緩は,MI･主により抑制

されないし･l二い･う結果になっている.今I,-申)検討で.SNI)

と NaN02 による弛緩 と cGMt･'の増加は｢■7サギ大動

柿では,Mt=_i(10-5M) 15分処理では抑制 されず. 1'1

Jkf動脈でも,Ml~ミ(10~5M)15分処理は,SNP による

弛緩を抑制 したか-,たが､:テ･リ卜上1-:/[トt:･リ卜Lり大動脈

では.SNPi:こよる弛緩は,同 L+Mfi処PP.により抑制

果に関 しては,唖差が存在すると考:tl､)I,Lた.こ(])動物

L')種に｡.Lる h川 L/J')抑制効果Lpr)違いは,MB L･り血 管 平 滑

筋-の透過性(T)違いによるもL･')Lt∵考え, rtT+J･-1'::人 動 脈 と

イー,;1冠動脈で MB 60分処理美験 を行 -._､た所. -'7サ ギ 大

動脈では SNP Lと NこINO21L')弛緩 L')抑 制 がLIIiL･t二め (-

でヰ)抑制されなかった. こIIL､-i;I)解 よ i).Mt与6(丹jL処

理によ引粧軒)機序は,15分処坪Eこ(-Lる阻害LT)機序上は

異才亡るもLT)と考えらIlる.M1360分/LL理では NTG tT)

周慶-反応曲線の右方移動のみではなく,最も高濃度で

の弛緩反応LJ)抑制も見(,-.hた事は,こ(r7)結論Li･:-･致する

組織内の MB の漁慶は高濃度でなければならず,ウサ

ギ大動脈の喝斜二は,15分間の処理は. 短か過 ぎ 九,11号

MBが細胞質中によく浸透するたみ')に.Mlミ15分処理

で SNP と Na_NO2LJう弛緩が抑制 されたも(･里 -_考:tjっ

ttる.事実,こI'亘'2-)LT)種では, りング標本が.悼(.T)

種tl)標本に比べ,非常に強く Mf3で染ま-.〕ていた.今

Ill.1㌦161による弛緩と cGMP L･')増加は MB60分処理

でも阻害されなかった.従-,て,SNP と NaNO之によ

る弛緩に pal-ticulateGC が閑 fj･Lているとは. 考えに

くい.8･-BrcyclicGM､P (:-')i也緩効果が,MB60分他界

で阻害 さナ1なかった事より.高濃度の MB は,GC活

性化の前段階,またはそれと平行 した部分,たとえば,

カルシウムチャソネルの活性化,膜の破壊,pH の変化

などを引 き起こす事Cこより.弛緩を抑制 している可能性

が考えr)れた.
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