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摘 出 胸 部 大 動 脈 弛 緩 作 用 に つ い て
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t･ion in t･heaortaby5Ot･O 85.:Jl,. Theseresultssuggest･thとItAh:IP-induced relaxation

isdueto adenosineproduced throughect･0-5′-nueleot･idasepat･hwayand therelaxation

potencyofAMP itselfisveryweak.

モILモ･tJ卜胸部大動脈.Ah･･･11-∴J'デ/シン.5㌧lluelcotidase.AOPCP

緒 閃

心筋の酸素不足によって引き起こされる冠血流盈増加

作用;こ こldenosineが関与しているとする adenosine

拡張物質である adenosineLTl冠循環調節における役割

iこついては多くの研究がなされている2㌧ しかし,adeI10-

sille産生部位あるいは産生に関与する酵素群について

は末だ明確にされていない3､.~6L-.我 々は先にモルモ･.,

卜摘LLiLJ心潅流標本を用い.adenosine産生iこ必須であ

nucleotidaseに着目し,そLT)特異的な阻害薬である(r.

βlllethylL,nL,;.1denosinediphosphate(AOPCP)を使

用して内閉性 LldeIIOSineの産生 メカニズムを検討 し.

adeIIOSillC産生に ect.0-5′-nucltナ(1tidaseが関係してし､

る事を示唆 した7､即91が.この際 AOPCP投与にtより

生 しソこ心筋組織間隙の adenosine濃度の減少は AhJ,IP

濃度の著明な増加によって増め合わさIlていたにも的1､.-

す.冠 滞 流星は adeI10Sine濃度減少と相関 した減少を

ボ ー_た81.これは内因性L7)AMP には冠血管拡張作用

がないか,あるいは非常をこ弱いことを示唆するものであ

ら.従来か1㌔の報吾では外t月性に与えたA九･･fr'はこIdL,=什

sille日司程度LT)冠血管拡張作用を持つとされているL')

で川､11112､.,内[.Tq性LIT)AMPすなわち血管の外側か吊乍

)軒㌻る場合と血管Lf')内側か吊乍用する場合ではそ(･')作用

が異なる可能性が考えLt-)わた. 一万. こ,ITlまで外因性

Ah･LIP の血管平滑筋弛緩作用を検討 している研究では,

AMP LT)酵素的分解が考慮されていない(')で,平滑筋あ

るいは血管内乾細胞に存在する 5′-11uelt､()tidaseによ

能性がある.そこで本研究では AMP それ自身の平滑

筋弛緩作用LT)有無iこついて.モ,i-i･ソトの摘LLIJ,胸部大動

脈標本を用いて検討し, 平滑筋弛緩作用は aderl()Sille

に比較 し非常に弱いことを兄いだした.

実 験 方 法

I. Phenylephrine収縮に対する adenosineお

よび A∬Pの作用

体重 51(ト850gの Hartley系堆惟モ,トト ′卜を;i-.-

テ′L･麻酔下 頚動脈より放血致死させ,直ちに胸部人動

脈を摘出した,胸部大動脈は結合組織を剥離後.1日二径 2

mm のステソレス管を内腔をこ差 し込みま0回ほど擦って

内皮細胞を除去 L,幅約 3mm の りング標本を･作成 し

た.標本は95,900 2+5,00C0 2 の混合ガT,+iJ通気 した

37℃G7)lくrct芯-Hpl･lSeleit液 (NaCl:118,1くr1...:4.7.

CaC12:2.5.hL･TgSO.I:1.2.1くH2POl:1.2,NこIHeO3:

25,glucose:11mMlを満たした 10mlの ot･ganbLlth

他端は n)卜こナン-i:;=l_-i---サ- し東洋 rhldwinT7130-

2Ll1日こ連結 し,等尺性張力変化をL･二1---で一一日lil.r_QPD

-･--74.056トトに記録 した.実験は phenyl叩hrin()3xlots

M の収縮反応を5ないし6回繰 り返 し (約 1時間間隔上

あるいは Ah/1P を累積的に授与 した.本美験では平滑

筋直接(]1作用Lll検討を目的としたたれ 実験に際 し,

phenvlephrine3xlO16M L叫Ii縮反応時に AChlOL6

M で内皮依存性の弛緩反応が発現 しないことを全裸泰

について確認 した.

adenosi11ビ(】eaminase阻書軒 である erythr0-9一(21

nl,let)hrine 添加約 2分後に 1汁INA を.AOPCI)也

た臥11㌔克 くphem,lephrirle添加後約15分)で AO1-℃l'を.

それぞれ添加 して phenylephrineの収縮反応が安定 し

たとこ/)で被検薬を累積的に添bllした.8-tyr処際群は

phL,nylephrine添加前20分LJ)時点で 8--lJrを添加した.

なお,AOPCPおよび 81γr無処理の対照群i･こは,

そtlぞわ蒸留水あるいは溶媒を 10IEl添加 した.

各実験i･こおける結果は. phenylephrinp3＼1OL6M

(･'_)最大収縮高を100%′Liこし,被検薬によ両替it,Ilた弛緩

をパーセントで表示すると共に,収縮高を30,9,6まで抑制

する被検兼LT)用量 (l二Ⅰ)30)および収縮高を50%まで抑

制する被検薬の用量 (ED50)をそれぞれの原本の用量

作用曲線よl)等IL､Ilした.
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2.adenosine,AMP およびその分解産物の定

量

-t:JLT:Ll/卜大動脈の adenosinedeaminase および

阻書薬でLf･'る t.ItliNA および AOl)Cl)cr)阻害活性 をIJ､

下Lf)方法で検討 した,

1,日 H-J様. :i.:,Lモ ､ソト胸部入動脈LT)ring標 本を負

荷 0.6-1).7g で懸 垂 し,内皮細胞が除去 されているこ

とを確認後, l一･･･････-2時間おいて実験に供 した.ad亡･nOSine

あ るいは AMP(.I.王TlJIINA および AOr)er)し')RTL置2O

分級iこ添加 した.こldMl()Sine Lあるいは AMI)授 与し自二前

に Organbath中tr)柴養液 Imlを採取 し. これ を 0

分上 した. さま̀);こ披検車添加 3,10,20分後(こそれぞれ

Ⅰ'Cl'で処置 を しない対照群にはそれぞれ 10ILlの蒸留

水を添加 した.

採取 した栗養液は直帰 こlOOLrで 3分間煮沸 し-て分解

酵素 を失活 させ.遠心 分離 (3OOOrpm,10分)後, そ

の 日蕗を定量に供 した.Lldenosine.inosine,hyT)OXこIn-

thineおよび AMl)の分離は高速液体 '7[-1て トゲ:j7 (-.I

(Waters)を用いて行い,26()nm c7)紫外部吸収 で定 駁

した.間定 相iこは Radialpae .lEtうorldpakCは を使 用

し,adenosine,inosineおよび hypoxlulthine分離定

than()1(l汁17.(日 を.AMr)分離定 鼠のための移動相

には 12OnlM 汰_H2PO4.2∴うnlM tetl･･abutylammonium

hydrogensulfこItCL.5.9,6acetonitril(pI16.251を使

用 した.

各分解産物の濃度は血管平滑筋の湿覆髄当た E)で示 し

た. また,総分解産物巌 と して adcnosint.･については

hypoxanthineと inosineの和 を.AMPについては.

adenosine.hypoxanthine および inosineLT)和を常出

した. 今回の研究 に用 いた adenosinc 中に AMPは

檎 ,Lliされず,AMP中には 0.03%の ader10Sineが含

まれていた.実験結果は 平均値±標準誤差で示 し.有意

差検定 には StudentI-testを用い,危険率59,6'l:1下を

有意 と した.

使 用 薬 物

adenosinc(SigmaChemicals).AMP (Sigma

Chemicals),AOPCP (SigmaChemicals).EHNA

(BurroughsWellcome),phenylephrine(和光純薬)

は用時,蒸留水に溶解 して 10nlM (EHNA は 20mM)

溶液を調製 した.81Phenyltheophylline(8-Fn (SigTTla

Chemicals)は用時8OO16′methanol(0.2NNL10H を含

む)iこ溶解 して lOmM 溶液 を調製 した. そJ)他の試

薬は全て和光純薬L'一特級試薬 を使用 した.

実 験 結 果

1.phenylephrintl収縮に対する作用

1̂) ildenosinerT)弛緩作用

図 1に示す ように,phenylephrineL3×1ON6M)収

桁に対 して adellOSineは 3×10~5M よ り用鼠依存的な

弛緩fメロ†~1を示 し. ET):i｡. IlIl)50はそれぞれ 5.1)士O.Llx

1(r5.I.0±1.2×10~･･lh/tであ,-､た.adenosine(kこIminase

のドfl書溝である EHNA L2×1OlSMlは.こIdenositle

i/T)舛順 :作1-机軸線 を有意に左方に .I･7 トし, F.D30, ⅠTJl)三､O

はそIトビI12.9±O.7×1()-5,8.1±2.3×10-･lM LU c---

た. しか しなが rっ,adel10SirleC7)高用量 (3×10-･lM)

(.')弛緩作用は llIHNA 処置群で対照 群 よ i)減弱 してし､

た.AMIJをこIdenosineへ分解す る酵素であるecto5'-

nucleotidasc･L叫与輿的阻害 薬の AOr'eI)(5×10-5M l

および F,HN八 L'')存在下で,adenosilleは l二HNA 単

独処置群日Ll'J等の弛緩作間を示し,FJl)30.I;lr)50はそIt

ぞIIL2.7±O.iixIO15,7.7±1.2xIOLtr'M ~であi),こldeno-

siTle の弛緩作L削こ対 して AOPCl)LT一郎幣は認め i-1わ

なか一'た.

lI.HNA t2×10山5M)存在下,PlLt･_イ乍-の醗合的

措 抗 兼 で あ る tqlJT 仁ixIOL6M )処置にt.Li)adcnosinL,
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今井 :A(i(mt､)sine5′-一m川MPho叩h.,l上t,tAMPl〔Jl.:亡′L･モ り卜摘LLIJ.胸部
大動脈弛緩作)削二一一し､て

±0.7XlOt5M かトー6.7±1.lxl()～5m1-1-.1･･:1)50は 8.I

た (図 2l.これより.adL,nOSineの-r:′LlI:･､′卜大動脈

の 弛 緩 作 周 は Plレ救ブタ-を介する作周であることが

示唆 された.
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図 3 モ'しそ-′卜胸部人動岨 こおける phen),lephrirlP
収縮転封ずる AMPの作用
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BI AMP L')弛緩作桐

図 3i･こ示すように,pllL,nlTlephrin(_.し3xlO~6九･′い 収

縮に対 して AMP は 3xIO叫Shl1LLillH巌依存的左弛緩

1.2±1. 7 x10-.IM であ 上 こ,1日よこIdpnosinP(..71それと

ほぼ同等であった.

ErINA (2×1O~5M)処置により,AMl'n用射 牛用

曲線は有意I.･こ左方にt17 卜し.Il:t)30.rlIl)5(目上それぞれ

Jl.2十0.6×10-5.9.9±1.5x10-5M とナト-､た.高用鼠

勉置群で対照群 よりも弛緩作用は減弱 した,AOPCP(5

)<lO~Sh･pllおしLび Il:HNA処粁により,AM1-''･7Mi]巌作

用曲線は EHNA 処置群よりも石方に.i--'卜し.1ミⅠ)3(､.

lI,1)50はそIlぞ719.2±L).0＼1()-5.1.ti十二i.lXlO-1M

Liこな-I,た.

fl:HNA (i)x10-5MlL'lf用.三下,8-1~)′r (:うxlO~(-Ml

の前処置により AMP の欄盈作用曲線は着意をこ右方に

LL~7卜し,1･:r)30は Eli.9十0.6＼1(r札1か ヱ､-1.8±3.1

×10~:l九:1へしl二~変化 した し図 射.rr,I--1NA (2＼りO~5Ml

Ml処置により AMP L明 i酎 乍円曲線は さ吊 こ左方に

シフ トし 最高用量の 3×10-4M においても30.1±臥5

%の弛緩を示すのみであった.

以上より, AMP は adenosimeとほぼ同等な弛緩作
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用を示すが,こL71弛緩作用は AOPCPによって抑制さ

Ilた事より大動脈標本に eclo5′-nucler)tidaseが存在

していることか示唆された.また 8-IyI､iこより浩抗さ

れたので AMP の弛緩作用も こIdenosin(丁と同様に 1-)I

2. 分解産物の定量

Al aden()sine

ある hypoxanthinLl_13iLドi110Sim はゝ経時的に増加し.

20分後ては hypoxantllineは 0.51±0.07nn･101 m 1.

増加 した.一一万,tI,l･1N^ し2＼l(r5M)処置群では こIdH1

0っirl(,し')37(lou.lM を添加しても.そC7)分解産物であ

るhypoxanIhine および inosiⅢ.､はほとんど増加せず,

20分後でも hypoxこInthi11(,は (I.Ol)±O.Olnmolml

mg.inosilleは 0.OOl)±0.OOIIl111Olmlmgであー'

た.以1･.よ上 モ,･Lモ ･リ 卜大動脈標本に adenosin(-dea-

minase活性があることが示された.adHIOSinLl の分解

活性を総分解産物量 thypoxanthine+inosinelで評価

すると,図 5に示す【-L∫)に,Lldenosine単独では 20

分後に O,71±0.llnmolrlllmgL･〔ソこるのに対して,

EHNA 処置群では (,･1denosi11t,ははと人と分解せず.20

分後でも (1.()L'十().Olnm(11･mlmg であり. EHNA

tu
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図 5 EldetlOSine3:ヰlo･lM L｢添加によりホルIホ-I

ト胸部大動脈標本よりマグヌス管の栄養液中

をこ流出する 扱demosimeの総分解産物の経時

変化に対する Ef-INAL引下用

平均値±標準誤差 (m=郎
EHNA:2Xl0.て-M.

は約97Q6Jの阻害を示 していることが分か--､た.

BI AM P

AM I' は 先 ず adenosineに分解 し,決に inosille.

hさ,poxこInlhine の順に分解する. AMP の 3xlOtllM

添加により,adenosine,inosine.hypoxanthin(,は経

時的に増加し.20分後に こldenosineは 0.48±0.07n

TnOlml:mg,jnosilleは 0.18±0.03nmol:lm lm g,

増加した. I,ItiNA (2＼10ーSM)およこ.チAOPCP (5x

IO~5Mlを同時に処置 した群では 3＼lOtlM の AM tJ

添加で,llypOXl,lllthineニトよび inositleした20分 後 で も

漢--.1たく検,L:i十こきなか.-､たが.Lldenosineは経時的に

増加してお;).20分練で ().19十0.01llmOlml,::mgで

鉦 ,た,分解活性を総分解産物巌 LhypOX;lllthine+i110-

sine+a(knosine)で比較する上 図 6に示すよ･-7に,

AMP単独では経時的に増加し.1'0分後に 1_12±0.15n

molmlmgであるcl)に対して.t汁fN./1およびAOPCP

処際後の分解産物はすべて こ1dt,nosint,と左-1､ており,

その総分解豊は著明に抑制さ打~こいた. 抑制の程度は

AMI･)添加後3分後およこド10分の時点では約5000,20分

では約85%であり著明ではあるが,完全ではなかった.

なお無処置群として adtlnOSi【1仁一あるいは AMP を

添加せずに同様なタイムコ-スで栄重液を採取 して測定
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図 6 AMP3xlO llM の添加によiトモJレモット胸

部大動脈標本よりマグヌス管の栄養液中に流

出する AMPの総分解産物の経略変首巳に如す
る Ii:tiNA おtltこT､AOP(lPハ作用

平均値 ±標準誤差 (n-6)
EI･･-INA:2×1OL､M.AOl-'CP:5×10:p'h･･Ⅰ.
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したが,いずれL')時点においても AMf'.adenosine,

hypoxmItllille,illOSincは検.LlUできfi:か-1た.

考 察

AMr'を含む adenineLnueleot,ideの血管拡張作用cT)

報告は数多 くあり,その関係する受容体あるいは作周機

そ(r'll′川~巨')場として血管平滑筋だけではなく,血管内皮

sine仮説iこおいて.adenosin(?の産生部位あるいは産

生に関係する酵素の研究は進んでいるものの未だをこ明確

在結論は得ト､れていないlHG.我 々も.ect0-5′lluCleO -

も量daSeをこ着 目し その特異的な阻害薬である AOPCP

を用いてその重要性を示唆 してきた7)8)9).その研究の

中で,モ′しそ･ソトの摘出潅流心陳に ÔPCPを投与す

ると,adellnSille濃度の著明左減少上勘 二,AMP濃

度が著明に増加する〔･'1に,冠潅流最は こIdeIIOSine濃度

の減少と確関 して減少するという現象が注目を引いた8).

従来の外因性 AMP LI')冠潜流畳あるいは血管平滑筋弛

緩作用の研究では,AMP は ade･nosi11e 日司程度の弛

緩作用を持-.)10ト… 12117 とされているL')で,AMIJ濃度

の増加にもかかわらず冠源流慶が減少すると言 う現象は

奇異に感ぜ られたのである.その説明としては,外閃後J

に授与された AMP は血管内皮細胞に作用 し,EI)RI:

を遊離 してその作用を発現するが.内因性LT)AMP(血

管の外側からの作周)をこぼ平滑筋弛緩作周が殆どない,

あるいは外因性iこ与えた AMPは adenosineに代謝

されてその作用を発現する, などが考えiAつれる. AMP

LTl血管弛緩作用が adenosineと同程度であるとしてい

る報吾は,AMPの ader10Sineへの分解を念頭iこおい

て検討 したものはない.そこで AMP C71直接的血管弛

緩作用を aden(芯illtlと比較検討 し.A～1P 自身に adenLT

らかにする寮を目的に審研究が企画され,内皮細胞を除

去 したモノしモ･リ卜胸部大動脈を使用 して,鼓検薬の平滑

筋直接L')弛緩作用LT)検討が行わオ1た.

adenosineは従来LTl報告に見il)Itるよ･-1にモr,しモ リ

ト胸部大動脈 平滑筋を用量に依存 して弛緩 させた1.ド.

こLT)弛緩作用は adeIIOSinEtdeaminaseの特異的阻害準

である r･1.HNA 処狸によil増強 されたL71で,モ′しキ ･ソ

ト胸部大動脈標本に adell(lSinedeaminaseが存在 して

いる車が示唆された.この事は HPLCを用いた骨髄藍

屋で,inosineが時間と共に増加 し,こL')増加が IlIrINA

により阻害 された事から屯明らかとなった.
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前述 したように adenosineの弛緩作用は EHNA CT)

処置により増強 されたが,最高用畳の 3×10t.lM では

逆i･こその弛緩作用は対照よりも減弱 した.同様の現象を

Collisi､)も報質 してお りIRl. adenosin亡､(I)3×10L-IM

以上の高用巌では.11denosilleそのも〔T)LT)弛緩作用に

そLT:)分解産物である in()sinet,1)弛緩作用が加わ一,たた

めとしている.胸部大動脈標本に adp【l(1SilledeamillaS(I

活性が証明されたので,A九IPLf)r3臓 作間LT)評価は,EHNA

sinecT)Lベ′して止め,その代謝産物である inosineあ

るいは hyI_)()Ⅹこlnthine(T)血管 平滑筋に対する影響を避

汁.こldenosillet･')作杵沌･よi日程接的に検討す るたtt･hて

従来報告 されているよ･-)に5､‥13㌧ adenosineiこくしろ

弛緩は 8---FT により輯合的に浩抗 されたL7)で,Ⅰ~〕1受容

体を介する作用である串が示唆 された.一一万,AOPCP

い再で,adenosinL,(･7)弛緩作用に対する AOPCPの作

用を検討 したところ.そ'f)弛緩作用は影響さIlなか--/:､た.

従一-､て aden()sine受容体あるいは,adenosineft謝に

AOPC.Pは作用を持たないものと考えLt,わ る.今回使

用 した濃度で.AOP(二Pは AMPの分解を明確に抑制

し.従来からの報告のよ･'7に AOf℃Pはeet0-5IlluCle(T

tidaseの特異的な抑制薬である事が示された191201

AMP も adpn()sine と同様にモ･,し壬 ..,卜胸部大動脈

平滑筋を肝鼠iこ依存 して弛緩 させ,EDsoで比較すると

aden(鳩ineが 1.0±1.2×10-･lM に対 して A九4P は 1.2

が示された. またその弛緩作用は8-PT により抑制さ

れたので.その作用は adenosineと同様に Pl受容休

を介する弛緩作用である事が示唆された.さ吊こade110-

sinedeaminase阻害薬である EHNA によi)adenoI

sine と同様にその弛緩作用が増強 されたので, AMP

の弛緩に adenosineが関与 している事が強 く示唆 され

た.

また AMPの弛緩作用は ect(1-5′一一t･1uCle()tidaseの

特異的な阻害薬である AOPCP(5＼10L5M)の処置に

: I ･ L ･:. .

く eett十5′-nueleotidipISeが胸部大動脈に存在する事が

示唆 された.実際,栄養液中の AMP か｢'adenosine

-J)分解 も AOPCPにより抑制 さIlたので,ecto15㌧

IluCleotidaseがモルモ ･ソト胸部大動脈標本にも存在す

る事が明確とな-,た.Iu4P.の弛緩作用は AOPCPの

処置により ED50で比較すると約 5OQp.抑制 され また
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0 Adenosine
(+EHNA+AOPCP)

● AMP
(+EHNA+AOPCP)

6 5 4 3

Concentration (-log【M])

図 7 F.rINAL2xIO f'h･目 し持上ひ AOP(二｢P(5×

10flMl処理七′し七･ソト胸部大動脈に畑 十る

phenylephrine収縮;･こ対する aden(lsine お
よび A九･:IPL･Tl作用

EI.INA:2xIO ざ-,M. AOPしこP:5XlO:''h･･T,
85'も inhibit_ion:Ah･･lPLり‖蟻H'日日曲線 よ上
Ahr･11)のlJ)解で†′廿､れる at1Pnosine〔AMP濃

度の息5%)の弛緩作用の且5%分を差 し引いた
^h:lPLNIJ境作用曲線.

栄養液中(71分解産物から見ても AOPCf)cr)処置により

測定時間によi)多少異なるものの.50Qh~-85%の抑制が

見l:,れ 弛緩作用の抑制と ect(ト5′11uCleotidaseによ

る adenosineへLT)分解抑制作用とは平行していた.こ

の分解が AMl'の弛緩作用i･こ強 く関係 していることを

示唆 している.

AMPの弛緩作Ji~:Jを adcnosineのそれと比較すると,

それぞ れ 単 独 で は ほ は 同 等 の 弛 緩 作 用 を 示 す が ,FJHNA

およ び A O P C P 処 置 練 の A M P cT)弛 緩 作 用 は図 7に

示 す 上 Fl に E D 30 で 比 較 す る と adenosine の13Lp71効

力であった. しかしながt:･､.この AMP の弛緩作用に

は前述 したようiこ,5×10~5M の AOPCP で抑制でき

adenosincの作用が加味さI.lている.そこで,AOl-)Cl)

による A..MP の分解の抑制を85%と仮定 し (図 6)加

えた AMr'の15%は adenosineとして作用したもLpT)

として,AMP の弛緩作用からこの最の adenosineに

よると思われる作用を差 し引 くと.図 7の点線の様な

用量作用曲線が得と､_'ftる.この曲線から想定されるAMP

の弛緩作用t')EI)30は約 3×10-~1M であり,その効力

は adenosincの 1;/10と言う事iこなる.従一一一,て.A_MP

の弛緩作榔 ま愚人眼に見積一･,ても Llden(1Sineの約 卜10

と言う事iこなるが.aden()sine受容体近傍で産生さI.L

るadenosineはさ1､､に多いことが考えi､)かる打で,AMP

本来(,')弛緩作用はさl吊こ弱いものと推察される.

細胞外LT)ATP,A_Ⅰ~)r'および 1u/,TP は心筋あるいは

ることが知LL,れている15l.さZ､)に adenosineも adel10-

sinedeこⅢ1inaseによ一一)て inosine-と分解されるわ

けであるかiL),こItlT一)adeninL,nuCleotideの作用を検

討する磯合には代謝の過程を充分考藩する必要がある.

す7LLわ1T,,組織によっで代謝を受ける物質の其の作用を

覗LIT-'かにするiJ二は代謝の進行を_l_1二めて検討する必要があ

り,見かけLT)作用だけで判断 しては,そのものの作用を

見誤る可能性があることを今回の嚢駿は示唆するもので

ある.
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