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付:Nitroglycerinと NO による平滑筋弛緩とそItに対する methylene
bluei,7)作鞘

Ⅰ. は じ め に

Nitroglycerinを代表LL_するいわし3)る亜硝酸化合物は,

近年,細胞内で NO(酸化窒素)に変化しiiT溶性 ゲpj'こ

LcGMP)('･Tl蕃横をきたすことにより,血管平滑筋の弛

緩を起こすと考えられている1). しかし,血管以外の平

滑筋に対する NO と敢硝酸化合物の弛緩作用が I/丁二

レー トサイクラ-ゼの活性化と cGMPの上昇ですべて

説明できるか否かについては議論のあるところであり,

末だ明確でない.本研究では血管以外の平滑筋としてモ

ルモットの嘗勝紐と気管平滑筋を用い,これらの平滑筋

に対する nitroglycerin と NO の弛緩作用を同じ動初

の大動脈平滑筋に対する作用と比較検討すると共に,痩

硝酸化合物や NO による可溶性グアニレ- トサイクラ-

ゼ活性化の特異的な抑制剤として知られているmetyle王1e

b一ueLMR1213､LT)影響について検討 した.

ⅠⅠ. 実 験 材 料

1. 実 験 動 物

体重 250-500gc7')雄性 Hartlcy系キ,しそ.リトを用

い,使用する18-･24時間にトヒ′Lビン (lOIllかkg~)を

腹陸内投与した.

2.使 用 薬 物

1) NO 溶液の調製

NO の飽和溶液は ShikallOrrの方法11に基一一Liき調製

した.ガラス試験管に脱気 した 2mlの 50mM Tris-

スを通気 した.その後,ガラス製注射器に大気圧下ボン

ベより直接分取 した 50mlLT)NO ガスを溶液中に通

気し,杏栓後,水中に20分間放置 した上で.窒素ガスを

20分間通気 した. 以上のようにして調製 した飽和 NO

溶液の濃度を 3.3×10~3M と見放 して引 .使用濃度ま

で希釈後使用した.

2) ニ トロダリ-1=IJ日工日本化薬株式会社より提供を

受けた注射液を用いた,二塩酸ヒスタミンは和光純薬の

ものを使用した.レセ′レビンは第-･･････-製薬の注射液 い'ポ

イロン)を用いた.

IIⅠ. 実 験 方 法

1. モルモItJ卜摘出胸部大動脈標本

モJLモ･ソトの後頭部を叩打,失神させ,頚動脈を切k)

放血させた後,胸部大動脈を取り出し,結合組織を除去

後t幅 3mm の リング標本を作製 した.標本は37℃に
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加温 した巣養液 (Kreヒ6-I･ienseleit液 :NaC1118mM.

CaC122.5mM,KH21)04 1.2111M.KCILl.7mM,

MgSO.11.2mM.NaHC()3 25mM.glueoscll.ImM)

を満たした Magnus管中に懸垂し,95% O2,59/6'C02

の混合ガスを通気 した.標本の初期負荷 Ihlとし,そLT)

収縮張 ))を FD ビ･ソ '1 7リブ及びは力計用増幅器 に:.

(fj;T_055ト 1二に記録 した.標本は製作後 1時間以上経

過 し安定 した後に実験に供 した二.その間20分おきに3｢i-】】

或は 10OmM の高濃度K溶液.或は histamineを繰

り返 し与えた.nitroglycerinと NO LT)弛緩作用の用

量反応曲線は,用いた収縮刺激により安定 した持続的収

縮が得られた後,薬物を累標的に授与 し 授与前の収縮

を lOOOoとして求めた.MI3の影響を調べる場合は,

収縮を起こす3()分前に 1()-5 LT)MISを加え,同様i･こし

て nitroglycerinと NO C')累積濃度反応曲線を求めた.

高濃度K収縮には栄養液LTlNaClを 3OmM 及び 1(X)

mM の KClに一部置換 Lたものを用いた.また､hista-

mirle収縮には.3×10~Gh･･1histamineを用いた.

2.モルモ.I/卜摘出気管標本

-i.JLモ･リ卜の後頭部を叩打 し放血致死させた後気管を

摘出 した.気管は摘lL_I-'.後.幅 Jimm の りンブ状に切断

し,軟骨Lr)部/Jlを切り開いて標本とした.標本の初期負

荷を 1gとして Magnus管に懸垂 し,大動脈(T)場合と

同様にして, 累横濃度反応曲線を求めた.Ilistanline

収縮を起こす場合は 3×10~5～Tを用いた.

3.モルモ.tJト摘出盲腸紐標本

腹腔を切開後,結腸を持ち上げ回盲起始部より 3cm

ぐらい離れたところで嘗腸線をピソセットで摘み眼科用

のハサミで摘出した.盲腸紐は長さ 2nlm の標本とし,

MagIluS装置に懸垂 して,大動脈の場合と同様にして

濃度反応曲線を求めた.なお.histamine収縮を起こ

す場合は 3×10~5M を用いた.

ⅠⅤ. 実 験 結 果

1.モルモット摘出胸部大動脈に対する作用

1CK)mM K で予め収縮させた大動脈においては nitr什

glycerinと NO は 10~8-′10~･lM LT)屯田で用量依存的

な弛緩を起こした.その･mloglミC50値はそれぞれ4.5

と4.6であった.30mMKClで収縮させた場合は,nitro-

glycerin,NO に対する感受性が上昇し, 弛緩作用の

-log F,C50値はそftぞ116.5と5.5に･なった.

3×10~6M Histamineで収縮させた大動脈において
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付 :Nitroglycerin と NO による平滑筋弛緩とそれに対する rnethylene
blueL7)作岡

Table1 RelaxationpotencyofN()andnitroglycerinonKCトandhistamine-induced
contractioninguinea-pigaortiL-rings,tracheaI,lndtaeniaeoli.

Agents Preparation -logEC50｢OrmaXimalrelaxationat10~4M1(95% Confideneelimits)

10(一mM KCl 30mM KCl Histamine

Nit√r)glycerin AOrta 4.5 6.5 7.1

(4.36-4.6小 (5.94-7.06) (6.54-7.66)

Tmche 44.3㌔l 5.3 5,85
(37.5-5-.i) (5.02-5.5郎 ぐ5.57-6.13)

Taenincoli 2()㌔ 45 6.9
(ll.2-28.81 (40,6-49.4) (6.76-7.OLt)

NitriLtOXid ôrtd 4.6 5.5 5←3

(4.0(ト5.1車 (5.1-5.9) 摘.96-5.641

Trachea 17% 4.1 4.6
(ll.4-22.6) (3.3-4.9) LLl.32-4.88)

Taeniaeoli 46% 4.6 5.75

The,pヽLIluesinI)こIrenthesesindiCLltPthLlr･angeof95QJoCOnfidencelimits.

と5.3であった.いずれの場合も,10-5M MB は mitTO-

glycerin上 NO の弛緩作用の用量反応曲線を右jjに移

動させた (TablLlI.Fig.1l.

2.モルモット摘出気管に対する作用

1榊 mM と 30mM K で予め収縮 させた気管をこおい

て nitroglyeerinは 10ー8-1Lr.1M L')範囲で.rf]嶺二依存的

な弛緩をもたエL-)した.30111M Iく 収縮に対すIl',nit1-0 -

glycerin (71-一oglTJeS.値は5∴iを示 Lたが. 1(WIllM

lく収縮に対しては 10-･lNII-JLT.も4L4.30｡JLJl弛緩 しか起こ

さなか一･｢た.10-5MT与はK収縮に対する nitroglyLICLrin

L')弛緩作用にま-1たく影響 しなか1-,た.100m九･･IK 収

縮に対する NO LT)弛緩lt:-J畑土nitroglyeerinのそれと

同様l･こ弱 く.10~.lh･･l-~ご170｡L7-)弛緩を起こしたに過 ぎな

か--'た.30mM Iく収縮に対しては多少強い弛緩作用を

示し,logEC50値は⊥･1.1であった.lOI5M Mlうは NO

の弛緩作用を多′レ抑制する傾向を示したが,有意な変化

ではなかった.

tlistarnine(二律 1O15Ml収縮に対する nitroglycerin

Lr)弛緩作用の一一logECSO値は5,85であり.10-5M Mti

の.-.loglミC50値は4.6であり,10-5M M13はそ(T)演

度 反 応 曲 線 を 多 少 fi方に移 動させる傾向を示 したが変化

は有意でなかった (TableI,Fig.2).

3.モルモ･ソト摘出盲腸紐に対する作用

100mMKで収縮させた盲腸紐において Ilitroglycerill

と NO は 10-6-10~.1M の 範 囲 で 用最依存的な弛緩を
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もた!､)したが,そG'l作用は弱 く,10LLlにおける最大弛

緩反応はそれぞれ20%と46%であった.30mM K 収縮

に対 しては.nitr()glycet･inと NO は 10-8-10-･1M(7)

範粥で 100mM Iく収縮の場合と比較 し,より強い弛緩

をもたl･t:,した.Nitroglycerin(10-LIM)による最大弛

緩は450dてあり.NOによる弛緩什一･･･-logllIC50 値 は 1̀.6

を示 した.

3＼1015hr:IHistamineで予め収縮 させた盲腸紐にお

いては mitro鑑1ycerin と NO は用塵依存的なかなり強

6.9.NO 巾-logEC5｡[跡ま5.7であ--:､た.

K収縮.llistamine収縮いずれの場合も,10-5M Ml弓

は nitroglIでet-inと NO c'1弛緩作抑 こく,Lt始と:影響を与

えなか･-:'た しTablt･1.Fig.3).

V.考 察

亜硝酸化合物による血管平滑筋の弛緩が平滑筋細胞内

cT)cGMP 卜昇を介してし､ることは 1970年代に示され

ていたが5､.その後血管内攻細胞由来弛緩因子 (EDRF)

による血管平滑筋の弛緩 も cGMP を介していることが

明lT,-かにな1た6､.現在では El_)RFは NO そのもの

であり,聴硝酸化合物は細胞内で NO に変化 して.可

溶性 グアニレ- トサイクラ-ゼのサブユニットであるヘ

ム蛋白に結合して同酵素を活性化LcGMP濃度を L昇

させると考えられている7'. しかし血管以外の平滑筋に

対する NO と亜硝酸化合物の弛緩作用についてはいろ

いろな議論があり,血管以外の平滑筋細胞で観察される
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cGMP上昇作用は弛緩作用とは関連 しないという主張

もなされている8).

本実験では NO と nitroglycerinの平滑筋に対する

弛緩作用を血管平滑筋と非血管平滑筋において比較検討

した.モルモ､ソト大動脈標本におけるK収縮及び hista-

mine収縮に対 して,NO と nitroglycerinは用量依

存的な弛緩作用を示 し,10~5M MB はその弛緩作用を

競合的に抑制 した.こオHLま従来の結果と同様であり,NO

と nitroglyeerinが可溶性 ゲ丁こし- トサ (ウラー1才

の活性化を介して弛緩作用を現すことを再確認 したもの

といえる.

収縮に対する NO と nitroglycerinの弛緩作用は 10~5

M MB によi)全 く抑制を受けなか1た.これL:'の結果

は NO と nitroglycerinのこftLT)の平滑筋iこ対する弛

緩作用は可溶性ゲrTこレ--トサ (ケラー--ゼの活性化を介

さないことを示唆する所見である. しかし,histalllille

で収縮 させた気管標本においては nitroglycerin の弛

緩作用は 10-5M MB で抑制された.

本研究で用いた3種類の平滑筋の感受性は収縮刺激に

関係なく NO による弛緩よりも nitroglyceI･inによる

弛緩に対 し高かった. 又,NO と nitroglyeerillの

弛緩作用に対する感受性は収縮刺激によって異なる事が

わかった.その傾向は各組織においてはば同様であり.

nit-roglycerinや NO による弛緩に対 し最も感受性が

高いのは histamineによる収縮であり.次いで,30InM

K収縮,100mM K収縮の順序であった.また,nitl･0 -

glycerinの弛緩作用に対する各平滑筋の感受性は, 収

縮刺激によL.-)ず, 大動脈で最 も高 く, 気管, 盲腸紐の

順序であ-,たが,NO の弛緩作用に対する感受性はそ

れと異なり. 人勤僻.盲腸軌 気管の順序であった.

(Tat)te1).

Bolton91, BoltonandLこu･geW や VanBreemen

ら111は細胞外からの Ca2+流人を電位依存性 Ca2+流

入と受容体活性化 Ca2十流入とに分類 した.多くのア

ゴニストは受容体を活性化 し,その結果としての GTP

による GTP結合蛋白質の活性化という,--･連の生化

学反応を介して平滑筋の収縮を起こす.従って,平滑筋

細胞内の GTP含有量が多ければ多いほど GTP蛋白

質が活性化されやす く平滑筋収縮を強めることになると

考えられるので,MB により NO によるケアこし- ト

サイクラーゼの活性化が抑制されると,同辞素の活性化

による細胞内 GTP含有量の低下がなくなるので,収

縮張力の増強が起 こって,NO による弛緩作用が抑制

されるという可能性も考えられる.

11istamineで予め収縮 させた標本では GTPが減少

しているので,NO と Ilitr()glycerinの弛緩作用に対

する感受性が高いのであろう.Histamineで収縮 させ

た気管において MBで rlitr()glycerinの弛緩作用が抑

制 されたのは,気管では GTPの減少が他の組織に於

けるよりも署 Lく,その為,10tSM MB で プアこし-,-

トサ ヤワラ---t･_'の活性化が抑制 された場合の GTPの

含有量のr･:71復による収縮力増強効果が著明に現れる事iこ

なE),tlitroglyeerinの弛緩作用が抑制されるのであろ

ラ.つまり筆者の仮説では次の通 E)である.

KCl ア ゴニスト hethyleneblue

J l - 1

脱1)棲 受容体の活性 化 十 王UanylaLIICyelase

-I+CGMPl

lLl.GMP†→血甘地蛙

一uilnylatccyclase

t位依存性Ca:■流人 GTP結合並臼の活性'.化 +T

l NO.Nitrogly⊂crin

受容体活性化Ca沈入 1機序不明

1 気管､音曲抵触捷

I.中汁肪収ki

+ 促iL

- 抑制

以 上は筆者の完全な仮説であり,平滑筋の収縮弛緩が

GTf)結合蛋白質,GTP及び cGMP とどの様な関係

を拘りかそれは今後の研究をこ残 された問題だと考えられ

る.

大動脈, 気管, 盲腸紐のいずれの場合にも 100mM

K収縮よりも 30mM K収縮で NO と nitroglycerin

の弛緩作用は強 く現れた.この事はこれらの薬物による

弛緩作用に膜電位に依存する樺序 も関与する事を示唆 し

ている.

又,nitl･nglycerirlの弛緩作用に対する感受性の順位

と NO の弛緩作用に対する感受性の糊酎立上が平滑筋に

よって違 っていた事は,nitroglyccrinがすべての平滑

筋細胞内で NO に変化して作用するという考えと矛盾

しており, モJLモ･ソト気管と盲腸紐においては nitrO-

glycerinが NO を介さずに作用 している可能性を示唆

するものである.

ⅤⅠ. 要 約

NO と nitroglycerinの各種平滑筋に対する作用を

モルモリト大動脈,気管,盲腸紐標本を用いて検討した.

作用は高 濃度 K (30mM,100mM)及び histamine

(3×10~6M 或は 3×10~5M)による収縮に対する弛緩



付 :Nitroglycerinと NO による平滑筋弛緩とそれに対する methylene
blueの作用

作用として観察 した.いずれの平滑筋においても hista-

milleによる収縮が Ilitroglycerinや NO の弛緩作用

に対し最も感受性が高く,次いで,30mM K 収縮.100

mM K 収縮の順序であった. また,nitr()glycerinの

弛緩作用に対する感受性は,収縮刺激が何であっても,

大動脈平滑筋で最も高く,次いで,気管,盲腸紐の順序

であったが,NO の弛緩作用に対する感受性はそれと

異なi.),大動脈.盲腸紐,気管の順序であった.大動脈

ではK収縮,histaI11ine収縮何れの場合も,NOとnitrO-

glycerillの弛緩作問は.NO や Ilitroglycel･illによる

可溶性ゲrJ'こし- トサイJJラ-一再真性化の阻害剤である

methyleneblue(1015Mlで抑制されたが.盲腸紐で

はいずIlt')収縮も 1015M methyleneblueで抑制され

なか--'た. -･方. 気管ではK収縮の弛緩は methylene

blucで抑制されなかったが,histamine収縮の弛緩は

抑制された.以上の結果かLT:),血管平滑筋では NO や

nitroglycerinによる弛緩は可溶性 プア二レー トサ[ケ

ラーゼの活性化が関与 しているが,気管や嘗腺紐の平滑

筋ではこれらの薬物による弛緩には可溶性グアニレ- ド

サイクラ-ゼの活性化は必ずしも関与 していないと考え

i-)Ilt=.

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜E)まし

た新潟大学医学部薬理学教室 今井昭一教授と吉田

豊講師に厚 く感謝致 します.
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