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　　　Th・p・・p。・e・f　p・e・ent・t・dy　w・・t・ev・1・・t・th…1・・f・・d・th・1i・l　cel1・i・th・vas°c°n’

strictive　and　vasodilatory　responses　of　isolated　norrnal　and　everted　cylindrical　preparations　of

canine　fenal　arteries．　Administration　of　norepinephrine（NE）and　epinephrine（EP）from　the　i1ユti－

m。1，id。　i。　b。th　preparati。・・ca・sed・m・re　mark・d　decrea・e・f　th・・uter　di・meter　th・n　did・d－

ministration　from　the　adventitial　side．　The　response　curve　to　NE　was　no七sigllificantly　affected　by

10－・Mp・。pran・1・1，10－・M・・cai・e　a・d　10－6M　hyd・・c・rti・・…R・・p。・・es　t・NE・EP・5’“hyd・・xy－

tryptami且e（5－HT）and　prostaglandin　F2α（PGF2α）in　the　everted　preparation　were　not　modi且ed　by

removing　the　end◎thelial　cells，　Addition　of　acetylcholine（ACh）frρm　the　intimal　or　adventitial

side　caused　a　dose－dependellt　increase　of　the　outer　diameter。　The　ACh－induced　vasodilatory　res・

ponse　was　competitively　antagonized　by　pretreatment　with　10『7M　atropine．　The　ACh－induced
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vasodilatory　response　was　completely　abGlished，　and　was　challged　to　a　vasoconstrlctlve　response，

by　rubbing　the　endothelial　cells．　The　vasodilat◎ry　response　produced　by　low　concentrations　of

isoproterenol　was　also　sigllificantly　reduced．　These　results　suggest　that　NE，　EP，5－HT　alld

PGF2α。induced　vasoconstrictions　are　independeロt　of　the　endothelial　cells　in　the　isolated　canine

renal　artery，　and　that　the　vasodilations　induced　by　ACh　and　isQproterenol　require　the　presence

of　functional　endothelial　cells，　which，　when　exposed　to　these　substances，　initiate　an　inhibitory

signal　for　the　srnooth　muscle　cells　of　the　media．　Shinshu　Med．み88：522－588，ヱ985
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血管収縮・弛緩反応における内皮細胞の役割

　　　　　　　　1　はじめに　　　　　　　　　　　　　　皿巽験方法

　FurchgottとZawadzkiはacetylcholineによ　　A　薬物反応の検索

るウサギ大動脈平滑筋の弛緩反応に血管内皮細胞が必　　　体重7－・201cgの雑種成犬126頭を雌雄の別なく用い

要不可欠であり，ある化学伝達物質を介してその反応　　た。Sodium　pentobarbita1（25mg／kg，　i．　ve）で

が惹起されることを報告した1）。その後，adenosine　　麻酔後，脱血屠殺した。死後ただちに外径3－5mmの

triph。sphate（ATP），　adenosine　diphosphate（A　　腎動脈を摘出し，結合組織を丁寧に剥離後，小分枝を

DP），　calcium　ionophore，　substance　P，　bra一　　すべて結紮し正常円筒状標本を作製した。図1に示す

dykininなどによる動脈平滑筋の弛緩反応にも内皮　　ように標本は生体長に伸展し，容量10m1の臓羅槽に

細胞の関与していることが明らかにされてきた2）’8）。　　装着した。標本内腔は灌流ポンプ（Harvard　1210）と

また，ラット大動脈標本やウサギ冠動脈標本では　　スターリソグの空気抵抗を用いて，norepinephrine

norepinephrineや5・hydroxytryptamineセこよる　　投与時に最大外径変化の得られる13）80　mmHgで定

収縮反応が内皮細胞剥離によって増強され，生理的状　　圧灌流した。灌流保生液には37°Cに加温したKrebs

態において内皮細胞が収縮反応をも制御している可能　　液（組成〔mM〕：NaCl　120．0，　KC15，9，　NaHCO3

性が報告されてきた9）－12）。しかし，これらの報告は　　25．0，NaH2PO4　1．2，　CaC12　2．5，　MgCl21．2，　glucose

ほとんどすべて摘出条片を用いており，薬物の作用経　　5．5）を用いた。この保生液には実験中たえず95％02

路を規定できないなどの問題点を含んでいる。　　　　　十5％CO2混合ガスの通気を行い，　pHを7，4・・7．5に維

　そこで本研究では，摘出したイヌ腎動脈の正常なら　　持した。標本外側も内腔と同じ流量（3．2ml／min）で

びに反転標本を用い，内腔と外側を別女に灌流する実　　上記と同一条件の保生液を灌流した。灌流圧は圧力ト

験系を作製し，各種生理活性物質に対する反応性を解　　ランスデ”一サ（東洋ボールドウィンMPU　O．5－290）

析した。さらに，内皮細胞を擦過，剥離した反転標本　　を用い，また流量はわれわれの作製した滴数計により

を用いて，血管作動物質に対する反応性を比較検討し　　持続的に監視した。血管平滑筋の反応性は標本の外径

血管反応性における血管内皮細胞の役割について考察　　変化を指標として測定し，レクチレコーダー（日本電

を加えた。あわせて・われわれの用いたろ紙による内　　　気琶栄RECTI－｝IORITZ　8K）に記録した。標本外径

皮剥離法の妥当性について，形態学的方法を用いて検　　の変化はSakaguchiら14）が開発したイメージセン

討した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ（松下電子MEL512K）を用いた非接触型血管外径
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　図1　実験装置の模式図
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測定装置を使用した。薬物投与実験は標本装着後1時　　なるようにコルク板上に固定し，標本半側の内皮細胞

間以上放置し，標本の反応性が安定してから行った。　　をろ紙で擦過，側離した。これらの標本は5％glucose

内皮細胞の剥離実験はすべて反転標本を用いて行った。　溶液で丁寧に内皮組胞面を洗浄後，0．1％硝酸銀溶液

まず，内皮細胞が正常状態の反転標本で対照の薬物投　　に約1分浸潤させた。浸潤後，標本はまた5％glucose

与実験を行った。その後，標本を臓器槽に装着したま　　溶液で洗浄し，4°Cに保存した2．5％glutaraldehyde

ま内皮細胞を，FurchgottとZawadzki1）の原法に　　溶液で約1時間固定した。固定標本にはWeigertの

従ってろ紙で機械的に剥離し，同様の薬物投与実験を　　鉄ヘマトキシリン染色を施した。固定標本よりPoole

行った・この場合も内皮細胞剥離後1時間以上標本を　　　ら16）の方法に準じ，中膜を含む小皮標本を作製し，

安定させてから実験を行った。血管弛緩物質に対する　　光学顕微鏡（01ympus　BH・2）を用いて内皮細胞の有

反応性の検索には，正常ならびに反転標本いずれも標　　無を検索し，写真撮影を行った。

本外膜側に8×10－6M　prostaglandin　F2α（PGF2α）　　C　統計処理

を含んだ標準保生液を持続灌流し・血管平滑筋を収縮　　　各反慮量についてそれぞれの平均値と標準誤差を算

させ・基本外径のIO・・2e％短縮状態にある血管標本を　　出した。　EDso濃度は各標本の用量一一反応曲線より最

用いて実験を行った。薬物は注入ポンプ（Harvard　　大反応量を求め，その値を100％とし，50％反応量を引

901）あるいはマイクロシリンジを用いて標本内腔あ　　きおこす濃度を算出した。さらにStudentのt検定

るいは外側に別々に投与した。特に血管収縮物質の投　　により各反応間の統計学的有意差（Pく0．05）を検定

与にあたっては，標本内腔ならびに外側の薬物濃度が　　した。

一定になるように，両者の容量を考慮しながら注入ポ

ンプの注入速度を調節した。拮抗物質を用いた薬理学　　　　　　　皿実験結果

的受容体解析の実験は・実験を開始する30分前より標　　A　薬物反応の検索

本内腔・外側をともに一定濃度の拮抗物質を含む標準　　　1　血管収縮反応におよぼす内皮細胞の役割

保生液で灌流し・作用薬の投与実験を行った。特に，　　　a　Norepinephrine

α遮断剤（prazosin）の実験結果はSchildのプPッ　　　　正常円筒状ならびに反転標本の内腔あるいは外側

ト15）螺い鰯した・　　　　　　　に。。，epi。。ph，i。，（NE）を注入ボン捌羽い螺
使肌蝶物は下言己の鋤である・dl・n・・epi…　積的に投与した（NE濃度0．5～5・μ9・ml－・，投与速

Phri・e　hyd・。・h1・・呈d・（三共）・dl・・pi・・ph・i・・　度0．2～O．8・ml．min－・）実験結果の典型例を図2に

hydrochloride（第一製薬）・5・hydroxytryptamine　　示す。正常標本の内腔（図2上段左）すなわち内膜側

creatinine　sulfate（Sigma）・prostaglandin　F2α　　に投与したNEは1．7×10－7Mで血管外径をわずかに

（小野薬品），P・・pran・1・l　hyd・・chl・・id・（住友化　短縮させ，腿依存的に（1．7・10－・M～1．7・10－・M）

学）・pra…i・・hyd・・ch1・rid・（Pfizer）・y・himbi・・　その短縮量を増加させた．一方，標本外側Oこ投与した

hydrochloride（Sigma）・cocaine（Duncans　Flo－　　NEの閾値濃度は1．7×IO－6Mまで上昇した（図2上段

ckhart）・hydr。cortisone（Sigma）・methysergide　　右）。反転標本（図2下段）の場合も標本内腔に投与

hydrogen　malate（Sandoz）・acetylcholine　chlo一　　したNEより標本外側すなわち内膜側に投与しtc　NE

ride（第一製薬）・1・isoprQterenol　hydrochloride　　の閾値濃度の方が低く，約1，7×10－7Mであった。こ

（目研化学）；sodium　nitroprusside（Merck）・atro・　　れらの結果を用量一反応曲線を用いてまとめたものが

pine　sulfate（田辺製薬）。　　　　　　　　　　　　　図3である。図3の横軸はNEの濃度を対数目盛で

B　形態学的検索　　　　　　　　　　　　　　　　　　表示し，縦軸はNEの反応量を薬物投与前の標本外

　われわれの用いた，ろ紙による内皮細胞の擦過，剥　　径（Do）に対するそれぞれの濃度の最大外径短縮量

離法によって血管内皮細胞が完全に剥離されているか　　（ADmax）の比で示した。まずNE用量一反応曲線

否か形態学的に検索した。実験は，イヌを脱血屠殺後，　の時間1依存性について検討した。同一標本において30

ただちに腎動脈を摘出し，内皮細胞を傷つけないよう　　分ごとに繰り返しNEの用最一反応曲線を求めてみ

に注意しながら軸力向に切開し全体標本を作製した。　　ると，1回目に比べ2回目の用量一反応曲線はEDs。

また，反転処理を行ったイヌ腎動脈も同様の方法で全　　濃度が約1．5倍上昇し，最大反応量が基本外径の3％

体標本とした。これら全体標本は伸展し外膜側が裏に　　程度低下する傾向を示した。しかし，その後，約6時
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血管収縮・弛緩反応における内皮細胞の役割
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図2　正常ならびに反転標本における内腔・外側投与norepinephrine（NE）

　　　それぞれの血管径短縮反応の典型例

　　　Normal　int．：正常標本内腔投与例　　Normal　ext．：正常標本外側投与例

　　　Everted　int．：反転標本内腔投与例　　Everted　ext．：反転標本外側投与例

　　　○△㊥△は薬物の投与時点を示す

（Z｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Everted　ext，（12）
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o

　　　　　　　　／！N°m°1ext’‘16）　（3．9±・．ρ…一・M，（・．・±・．・）・1・一・M（，＜・．・。・，

　　　　　　　　ど　／　　　　　　　　　　　n＝12）であり，用鍛比は4．4±0．6であった。また反

　　　　　　／ノ　　　　　転標本に鮒る最大短継旺常標本のそれve比べて
　　　　　　ノ　　　　　　　　　’
　　　　　／　i”’　　　　　　　　　　　　　有意に大であった　（50．4±1．5％：35．7±1．0％，P

8　　7　　5　　5　　4（M）　　＜0．001）。
　　　　－L。9［nDrePinePhrtne］　　　　　　　　　　b　NE反応性に対する各種拮抗剤の影響

　　　　　　　　　　　　　　それの用量一反応曲線のEDso濃度は（1．9±0，2）×

　　”・i．、、，ve，，，d、，，，．，、、、　1°一゜M・（4・　4±°・2）×1°－6M（Pく・・°・1・・－16）であ

／身一一・含（鰍駆宍撒翻謙搾謙

　図3　正常ならびに反転標本における内腔・外側　　　　β遮断剤propranololの影響を比較検討した（図
　　　投与NEそれぞれの反応における塑量一反応　　　4）。図4の上段は正常標本においてpropranolo110

　　　燃（融内の数宇暇験徽栃す）　　一・M羅轍の標納腔眼与したNEの服版

　　　　　2＝器羅瀦輝　　舳馳隙・・ト側鶴の同鰍鵬果を示・
　　　　　●……⑨　反転標本外側投与群　　　　　　　た。横軸ならびに縦軸の指標はそれぞれ図3の規準と

　　　　’△……△　反転標本内腔投与群　　　　　　　同じである。両図から判るように，対照群に比べ，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　propranolol処置を施したNEの用量一反応曲線は

間にわたって，2回目以降のNEの用量一反応曲線　　efficacy増大の傾向を示した。すなわち，　L　7×IO－’“

はほとんど変化せず一定の曲線が得られた。よって，　　MNEを標本内腔（図4上段）に投与したとぎの短縮

それぞれの実験では2回目以降に得られたNEの用　　量は31．1±2．8％から35．6±2．7％（n・＝6）へ増加の傾

最一反応曲線を対照曲線として用いた。　　　　　　　向を示したが，両者の間に有意差は認められなかった。

　実線で示した正常標本の場合，内腔，外側投与それ　　閾値濃度は内腔，’外側投与いずれの場舎も両群間にお
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図6　正常標本における内腔（上段）・外側（下段）投与NEそれぞれの用量一反応曲線におよ

　　ぼすαユ選択性遮断剤prazosin㈹ならびにα2選択性遮断剤yohimbine⑧の影響（括弧内の
　　数字は実験例数を示す）

　　○一〇　　NE内腔投与　対照群

　　㊦一㊦　NE内腔投与　π遮断剤（10－8M）群
　　◎一一一⑤　NE内腔投与　α遮断剤（10”7M）群

　△一△　NE外側投与　対照群　　　　　　　　　　　・
　△一△　NE外側投与　α遮断剤（10－8M）群
　△一▲　NE外側投与　α遮断剤（10”7M）群

いて差異を認めなかった。　　　　　　　　　　　　　行った。図6Aは正常標本においてprazesin　10－SM，

　交感神経あるいは神経外組織によるNE取り込み　　ならびに10胸7M標本内腔，外側処置前後のNEの用

作用が標本内腔，外側に投与したNE反応性の差異　　量一反応曲線を示す。対照群に比べ，10－8M　prazosin

を生じた一因にならているか否かを検討した（図5）．　処置後のNE羅一反割11線はED，。濃度の用量比

図5の横軸ならびに縦軸の指標は図3と同一である。　　にして内腔（図6A上段）ならびに外側（図6A下段）

正常標本の内腔，外側に神経系へのNE取り込み阻　　投与で3．2±1．1倍，2．6±0．3倍（n・4）右方へ移動

害剤（uptakel　blocker）cocaineを10”7M（図5A），　した。10剛7M　prazosin前処置を加えると内腔（図6A

あるいは神経外NE取り込み阻害剤（uptake2　blo・　　上段），外側（図6A下段）投与それぞれのNE用量一

cker）hyd・・…ti・・n・を10－6M（図5B）前媚し　反舳線ま用量比にして1。．「7±1．6倍，23．・6±2．4倍

ても，正常標本のNE用量一反応曲線と対照群のぞ　　（n　・6）右方へ移動した。これらの結果をSchildの

れとの間に有意な変化は生じなかった。　　　　　　　　プμットを用いてpA2と傾きを算出すると，内膜側

　次にカテコラミンα1受容体選択性継断剤である　　8．18，0．81外膜側8．15，1．16であった。正常標本の

prazosinとα2選択性遮断剤のyohilllbineを用いて　　内腔，外側にα2遮断剤であるyohimbine　10h8M，10『7

イヌ腎動脈標本におけるα受容体の薬理学的検索を　　Mの前処置を施し，同様の実験を行った。その結果を図
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6Bに示す。10－8M　yohimbine処置後のNE用鍛一　　表す。図8ABCの縦軸ならびに横1餉の指標は図3の

反応曲線はED，。濃度の用量比で，内腔（図6B上段）　　それらと同じである。すなわち，横軸は薬物濃度を対

ならびに外側（図6B下段）投与で2．6±0．8倍，1．7±　　数目盛で表示し，縦軸は基本外径（Do）に対するそれ

0．4倍（n＝5）右方へ移動した。しかし，10－7M　yohim一　　それの濃度の最大短縮量（dDmax）の比で標本の短

bineの前処置を施しても内腔（図6B上段），外側　　縮量を示した。　EP（6．5×10圃8M～1．6×10－fiM）はNE

（図6B下段）投与それぞれのNE用量一反応曲線は　　と同様，正常ならびに反転標本いずれにも用量依存的

用量比にして対照の3，　6±1．0倍，3．6±1．2倍（n＝6）　　な短縮反応を惹起した。正常標本の場合，内腔あるい

しか右方へ移動しなかった。　　　　　　　　　　　　は外側投与で得られた用量一反応曲線のEDfiO濃度は

　内皮細胞創離前後のNEの用量一反応蘭線を図7　　それぞれ（8．3±1，4）×10“7M，（1．7±0．2）×10－6M

に示した。実験はまず，反転標本の内腔，外側にNE　　（p＜0，01，　n・＝　8）であった。反転標本より得られた

を累積的に投与し，用量一反応曲線を求めた。次いで　　それぞれのEDfio濃度は（1．6±O．　3）×10－6M，（7．8±

同一標本の内皮細胞を擦過，剥離した後，同様の方法　　1．7）×10”7M（p＜0．05，　n＝6）であった。またNE

でNEの用量一反応曲線を作成した。図から明らか　　反応と同様，反転標本におけるEPの最大短縮量は正

なように内皮細胞を剥離して，内膜側（EDso濃度　　常標本のそれに比べて有意に大であった（37．4±2，2

（1。2±0．2）×IO”eM：（1．4土0．2）×10－6M，最大短　　％；48．5±2．5％，　pく0．01）。図8Bに5－hydroxy・・

縮反応量48．3±2．4％：47．　7　！　3．　0％）あるいは外膜　　tryptamine（5・HT）の用星一反応曲線を示す。正常

側（ED5。濃度（3・4±0・4）×10’6M　：（4・0±0・5）×10　　標本の内腔，外側投与それぞれの用量一反応曲線にお

一6M，最大短縮反応最47．4±2．1％：45．9±2．8％）か　　けるED5。濃度は（3，6±0．7）×10’7M，（4．2±0，8）x

らNEを投与しても，その反応性に有意な差異は認　　10－7M（n＝5）であり，反転標本の場合のED50濃度

められなかった。同様に5・HT　PGF2αの短縮反　　はそれぞれ（2．5±0．6）×10－－7M，（1．3±0．3）×10－7M

応（n＝　2）も内皮細胞剥離によって影響を受けなか　　（n＝10）であった。いずれの標本の場合にも両投与法

った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　によるEDfiO濃度の間に統計学的有意差は認められな

　c　Epinephrine，5－hydroxytryptamine，およ　　かった。最大短縮反応量は反転標本の方がいずれの薬

びprostaglandin　F2α　　　　　　　　　　　　　　　物投与方法を用いても常に大であった（31，1±5．4％，

　図8Aにepinephrine（EP）の用量一反応曲線を　　n＝10：15．7±2．8％，　n・・　5，　pく0．05）。反転標本に

511

mm　　　　　lntOct　lnt・　　　　　　　　　　　　　　　　　　5、1　　　　　　1ntOCt　eXt・

　　　　　　　　　　ム　　　　　　　　　mm　　　　　・
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　　　　0・050・5　　　　　　　　　　　0．0050，05
　　　　1ntrGlu口iln（］1　PGF2α　　　　　　　　　　　　　　　　lntralumin（］1　PGF2“
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mm　　　　Rubbed　lnt，　　　　　　　　　　　　　　　mm
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Rubbed　ext，

　　▲▲　　　　・1・nd
　・．55▲▲　　　　　　。・55505。・　（P9）
　　　　so　soo　（μ9）

Intraluminal　　PGF2α　　　　　　　　　　　　　　　　　　lntraluminel　　PGF2a

工Omin

図9　反転標本における内腔・外側投与acetyloholine（ACh）それぞれの典型的な血管径伸長

　　例（上段）と内皮剥離（下段）の影響

　　　工ntact　int．：正常内皮標本内腔投与例

　　　Intact　ext．：正常内皮標本外側投与例

　　　Rubbed　int．：内皮剥離標本内腔投与例

　　Rubbed　ext．：内皮剥離標本外側投与例

　　縦軸指標上端（5．1mmφ）はPGF2α投与前の標本外径を示し．t△㊥は薬物投与時点を示す
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おける5－HTの内腔，外側投与それぞれの用星一反　　段右）。しかし図9下段に示すように，この反転標本

応曲線は10－7Mのmethysergideを標本内腔ならび　　の内皮細胞をろ紙で擦過，剥離した後，同じ用量範囲

に外側同時に前処置すると，約5倍ほど右方に移動し　　のAChを作用させても，血管径伸長反応は誘起され

た。図8Cにprostaglandin　F2α（PGF2α）の用量一　　なかった。逆に，内腔あるいは外側より投与した高濃

反応曲線を示す。NE，　EP，5・HTの用量一反応曲線　　度（5～SOOtlg）のAChはPGF2αの拘縮反応に重畳

同様，薬物の投与経路のいかんによらず反転標本の方　　した収縮反応を誘起した。これらの結果を用量一反応

が大きい短縮量を示した（PGF2α1．7×10”5M投与時　　曲線にまとめたものが図10である。この図の横軸は投

最大短縮量　正常標本10．4±2．0％，n＝・5：反転標本　　与したAChの量をμ9単位で表し，縦軸は規準化し

17．　0±3．0％，n＝6）。　　　　　　　　　　　　　　たAChの反応量を示す。すなわち上段で示す短縮量

　2　血管弛緩反応に及ぼす内皮細胞の役割　　　　　　は基本外径（D。）に対するそれぞれの濃度の最大短縮

　a　Acetylcholine　　　　　　　　　　　　　　　量（dDmax）の比で規準化し，下段は8×10”6M

　図9に反転標本における正常内皮ならびに内皮剥離　　PGF2αの持続瀧流で得られた最大短縮を100％として

後のacetylcholine（ACh）の血管径伸長反応の典型　　各標本の伸長量を標準化した。図10下段に示すように，

例を示した。外膜側に8×10－eMのPGF2αを含んだ　　正常標本，反転標本それぞれのACh用量一反応曲線

標準保生液を持続灌流し，拘縮状態にある正常内皮反　　　のED，。濃度は正常標本内腔投与（7，7±3．4）×10－2

転標本の内腔にAChを0．5μg投与すると（図9上　　μg，外側投与24±11μg（n・＝　9），反転標本内腔投与

段左），血管径の増加が認められ，この増加は　ACh　　3，1±1．　Oμg，外側投与（4．9±1．3）×10’2ptg（n・・12）

0．5～50pgの範囲で用量依存的に惹起された。一方，　　であった。正常ならびに反転標本の頚旺管径伸長量の最

標本外側（内膜側）にAChを投与すると，より低濃　　大値はそれぞれ92，3±3．6％，84，3±3，5％であった。

度（0．05μg）で血管径伸長反応が誘起された（図9上　　しかし，図10上段に示すように，内皮細胞を擦過，剥
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図10　正常標本（実線）ならびに反転標本［正常内皮群（破線），内皮剥離群（一点鎖線）］におけ

　　る内腔・外側投与AChそれぞれの用量一反遮曲線（括弧内の数字は実験例数を示す）

　　　Normal　i批．　　　　；正常標本内腔投与群

　　　Normal　ext．　　　　：正常標本外側投与群

　　　Everted　ext．　　　：反転標本外側投与群

　　　Everted　int，　　　　：反転標本内腔投与群

　　Everted　rubbed　ext，：反転内皮剥離標本外側投与群

　　Everted　rubbed　int．：反転内皮剥離標本内腔投与群
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図11正常内皮（下段）ならびに内皮剥離（上段）反転標本における内腔・外側投与AChそれぞ

　　れの用量一反応曲線におよぼすatropineの影響（括弧内の数字は実験例数を示す）

　　　　Ext，　contro1　　　：外側投与対照群

　　　　工nt．　controi　　　　：内腔投与対照群

　　　　Ext．　with　atrQpine：外側投与atropine処理群

　　　　Int・with　atropine　：内腔投与atropine処理群

4。6

mm

・・嘘～イ＼イ＼一ρ＼
　　　　Ach　5㎎inし　　　ACh　O．05梶7　ext。　　　　　　150．0．2Ag　int．　　　　150．0．2鰻7　ext．

Intraluminol　PGF2α

舗

316　　△　　　。　　　　△　　。　　▲
　　　　＾Ch　sng　i・t．　ACh。．。5ng・xt・　1…O・Zva・i・し1・。・。・2pe　ext・Mt・10SI9　1・し

一，一一．一一一一u・’一一

lntr【】lumlrlol　P6F2α

10mm

図12正常内皮（上段）ならびに内皮剥離（下段）反転標本における内腔（int．）・外側（ext．）

　　ACh，　Isoproterenol（lso．），　Sodlum　nitroprusside（Nit．）の血管径伸長反応の典型例

　　縦軸指標上端（4．6mmφ）はPGF2α投与前の標本外径を示し，ム⑤は薬物投与時点を示す
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離した反転標本では，血管径伸長反応は完全に消失し，　著な血管径伸長反応を誘起した。図13にisoの用量一

高濃度ACh（5～500μg）による短縮反応のみが認め　　反応曲線をまとめた。縦軸ならびに横軸の指標は図10，

られた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11のそれらと同じである。図13下段に示すように，

　反転標本で求めたAChの用量一反応曲線に対する　　0，002～20μgのisoは用量依存的に血管径伸長反応

atropine（10’7M）の影響を図11にまとめた。図の縦　　を誘起した。正常標本におけるisQのEDso濃度は標

軸，横軸の指標はともに図10のそれらと同じである。　　本内腔ならびに外側投与でそれぞれ　0．16±0．07μg，

Atropineの標本内腔，外側両処置により内腔すなわ　　2．0±0．8μg（n＝8），反転標本の場合にはそれぞれ

ち外膜側に投与したAChの用量一反応曲線はEDso　　O．43±0．21μ9，0．31±0，08μ9（n・＝5）であった。ま

濃度の用量比で530±290倍，内膜側である標本外側投　　た，正常ならびに反転標本における最大血管径伸長反

与では560±250倍右方へ平行移動した。一方，図11上　　応量は82，7±1．8％，69．　2±5，9％であった。内皮細

段で示すように，1～103μgのAchによって誘起され　　胞を剥離した反転標本では標本外側に2μgのisoを

た短縮反応鍛は1r7M　atropineの前処置により右下　　投与すると7．0±4，0％（n・＝5）程度の血管径伸長反

方に抑制された。　　　　　　　　　　　　　　　　　応が誘起された。20μg投与では反対に僅かではある

　b　IsoProterenoi　　　　　　　　　　　　　　　が血管径短縮反応が出現した　（2．8±1，3％，　n＝5）

　図12に反転標本におけるβ受容体作用薬isopro－　　（図13上段）。

terenol（iso）の反応の典型例を示した。拘縮状態に　　　c　Sodium　nitroprusside

ある反転標本の内腔すなわち外膜側より5μg，続いて　　　図14上段は正常標本における且itroprusside（nit）

0．05μ9のAChを内膜側にそれぞれ単一用量つつ投与　　の用量一反応曲線を，下段は反転標本における内皮細

し，ほぼ35％の血管径伸長反応をまず確認した。標本　　胞剥離前後の結果を用量一反応曲線を用いて示した。

安定後，標本内腔，外側にそれぞ2z　o．　2Pt9つつのiso　　横軸は薬物投与貴（μg）を対数目盛で表し，縦軸は規

を単一用量づっ投与するとACh同様，内膜側投与40　　準化した血管径伸長量を示した。規準化の方法は図11，

％，外膜側投与55％の血管径伸長反応が認められた。　　13と同じである。nit（0．1～100pa9）は正常ならびに

同じ反転標本の内膜側をろ紙で擦過，剥離し，上記と　　反転標本いずれにも濃度依存的に血管径伸長反応を誘

同じ用量のACh，　isoを標本内腔，外側にそれぞれ　　起した。正常標本の場合，内腔に投与したnitの用量

単一一・用geつつ投与したが血管径伸長反応は完全に消失　　一反応曲線のED50濃度（1．6±0．8μg，　n＝4）は外側

した（図12下段）。しかし，こうした条件下で反転標　　投与のEDso濃度（14，0±5．4μg）に比較して有意に

本の標本内腔に投与した10μgのnitroprussideは顕　　低値（p＜0．05）を示した。一方，反転標本では内腔，

（瓢｝
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8
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鍔

　　0

§

冒

950
爵

100

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E＞erted　rubbed

．．…．一＿
ｦ想ノ鱒1：1｛il図灘欝懲騰騨

　　　　　　　　’こ・・，、、　Y　　　　　　外側欝i・・P…ere・・1それぞれの

　　　　　　　　　　議、　　　　顯譜弊㈱内の獅実
　　　　　　　　　　　　、1　　　　　　　　　　　　　＼　　　　　　　　　　　　　　Norlnal　int．：正常標本内腔投与群
　　　　　　　　　　　　　　牛：’…→Eve「ted　ext・（5｝　N。・m・1・・…正常標耕側投与群

（劉　　　　10　　　10　　　10　　　ユ　　　ユ0　　　10　（μy）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　Eve「ted　tnt・（5）　　　Everted　ext．：反転標本外側投与群

　　　　　　　Normal　tnt．（8｝　Normol　ext，（8｝　　　　Everted　int．：反転標本内腔投与群

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Everted　rubbed　ext．；反転内皮剥

．3　　．2　　．1　　　　　　　　　　2　　　　　　　　　　離標本外側投与群

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Everted　rubbed　int．．反転内皮剥
　　PO寧＄　　Qf　　工soproterenol　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　隊庭標本i；kj腔投与」群

532　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vo1．33



血管収縮・弛緩反応における内皮細胞の役割

　　Dose　　of　　sodium　　nitroPrusslde

ユσ2　　1〔「1　　1　　10　　102　　103（μ9）
G

蚕

葛50
量

山

0「mol　ext，　（勾）

Normol　int、　（4）

100
　（x）

　10・2　　1σ1　　1　　10　　102　　ユ03（ug）
0

屋

喜50
量

hl

ユ00

熱＼・一一一一・－Eve・t・d　e－・

糠逢三iliiiii懸　：1　

　　　Nへ　　　　　　図14正常標本（鍛）ならびに反転標本（下段）

（毘）

懸驚翻醗．蕪、灘
鷲建 ﾇ・驚霧，戴灘

　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tt

・，1鍵、畿遡舅難
　糠熱　　鰯　蕊蜜　灘顯
　　　　　．、　，捻　一議繊

機勲髄，購；麹鑛
篭・．’、議　　嚢！購

鯉＿藤講覇
嬉、購一惑舞鍵1

　　　A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B

図15　正常内皮（A）ならびに内皮剥離圖小皮標本の典型的な光顕像（×330）

外側両投与におけるED5。濃度の間に差異は認められ　　5．4％：内皮細胞剥離標本93．　9±5．4％，　n＝4）。

なかった（2．1±1．0μg：1．2±0．3μg，n＝4）。図14下　　B　形態学的検索

段に示すように，反転標本の内皮細胞を剥離しても　　　図15は反転処置を行わないイヌ腎動脈における正常

nitの血管径伸長反応には有意の変化を認めなかった　　　（A）ならびに内皮擦過，剥離小皮標本（B）の典型

（ED50濃度　対照標本内膜側1．2±0．3μg，外膜側2．1　　光顕像を示す。正常小皮標本ではほぼ同大の内皮細胞

±1．Oμg：内皮剥離標本内膜側4．3±3．1μg，外膜側　　が一定方向に規則正しく配列し，それぞれの内皮細胞

2．5±0．7μg：最大血管径伸長反応量対照標本96．6±　　には楕円形の核が認められた。隣接内皮細胞の接合線

No．6，1985　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　533



伊藤　澄　儒

はほぼ明瞭であるが，一部に濃縮，穎粒状のものも存　　本を用い，内腔と外側を別々に灌流する実験系を作製

在した。一一fi，ろ紙で内膜面を擦過，剥離した小皮標　　し，各種生理活性物質に対する反応性とその反応性に

本では，正常標本で認められたような敷石状の内皮細　　対する内皮細胞の役割を検索した。図15に示すように

胞構造はほぼ完全に取り除かれ，内弾性板の走行に一　　ろ紙を用いた内皮細胞の機械的剥離方法はほぼ完全に

致した波状の構造が表面に露出した。同様の形態学的　　内皮細胞を取り除くことができ，しかも，われわれの

検索を4頭のイヌ8例の腎動脈標本を用いて行い，全　　使用した反転処置は内皮細胞を剥離せず実験目的に十

例でほぼ完全な内皮細胞剥離の所見が得られた。　　　　分叶うことを形態学的に証明した。

　反転処置を行ったイヌ腎動脈4例を用いて内皮細胞　　A　血管収縮反応におよぼす内皮緬胞の役割

の付着状況を検索した。その結果，反転内皮正常小皮　　　BevanとDuckles20）はガラス球表面に結合した

標本の内皮細胞は上で示した正常小皮標本と同じよう　　NEをウサギ大動脈条片の内膜面のみに作用させる実

に，一定方向に規則正しく配列していることが全例で　　験を行った。その結果，彼らは内皮細胞にもα受容

確認された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　体が存在し，この受容体刺激によって内皮細胞から平

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　滑筋細胞へ何らかの情報伝達が行われている可能性を
　　　　　　　　IV　考　　　察　　　　　　　　　　示唆した。また，ラット大動脈らせん条片に9）－11）お

　脈管系の内面はすべて単層の内皮細胞に覆われてい　　けるNE，　phenylephrine，　angiotensin　1，H，clo・

る。すなわち内皮細胞は血液と血管組織との境界をな　　nidine，ウサギ冠動脈らせん条片12）におけるhista・

す。以前は，内皮は均質一様な細胞集団で血液凝圃を　　mine，5－HT，　phenylephrineの収縮反応は内皮細

おこさない脈管内腔の裏打ち層を形成し，その層は選　　胞剥離によって増強されることが実験的に示された。

択的透過性を示すと考えられていた。しかし，電顕的　　一方，ウサギ大動脈1）あるいはイヌ大腿動脈輪状標

観察の進歩により，内皮細胞そのものの形態も内皮細　　本2）においてNEの血管収縮反応は内皮細胞を剥離

胞間の接合方式も決して一様なものではないことが明　　してもほとんど影響を受けないと報告されている。

らかにされ，さらに内皮細胞質内に収縮蛋白より成る　　　今回のわれわれの実験結果は，反転標本の内皮細胞

フィラメント構造が存在することも確かめられるに至　　を擦過，剥離後，内膜側あるいは外膜側からNEを

った。また，内皮細胞培養技術の発達に伴って，内皮　　投与しても，その反応性は対照群と変わりなかった。

細胞には血液一血管組織関門としての機能以外に各種　　5－HT，　PGF2αの短縮反応も内皮細胞剥離によって影

の代謝，合成機能のあることがわかってきた17）。た　　響を受けなかった。以上のような実験結果の違いは用

とえば，内皮細胞におけるangiotensin変換酵素の　　いた血管の種差や部位差に基づくものと考えられるが

存在18）や各種prostaglandillsの合成19）や不活化が　　血管収縮物質の反応性に対する内皮細胞の役割につい

これにあたる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ては今後尚一層，慎重な解析が必要と思われる。

　1980年に至ると血管内皮細胞に血管平滑筋の緊張を　　　われわれの使用した実験系においては，反転標本に

制御する内因性物質の存在することが示唆されるに至　　おける血管径短縮反応の最大短縮量は，使用した収縮

った。すなわち，FurchgottとZawadzkiエ）は内皮　　物質の種類や投与経路のいかんによらず，正常標本よ

細胞を剥離したウサギ大動脈円周方向標本と内皮細胞　　りも有意に大きかった。その理由の1つとして反転標

の存在している縦方向標本を貼りあわせたサンドイッ　　本の場合，血管径短縮に寄与する血管平滑筋の基本長

チ標本を用いてAChの弛緩反応が内皮細胞依存性で　　が反転によって伸展されたため，平滑筋細胞の長さ一

あり，しかもある化学伝達物質を介してこの弛緩反応　　張力関係が変化したことが考えられる。しかし，反転

が引きおこされていることを実験的に証明した。さら　　処置を行っても，内圧80mmHg負荷時の標本外径

に最近，ラット大動脈9、”11）あるいはウサギ冠動脈標　　（正常標本4，29±0．15mm，反転時4．09±0．17mm

本12）で，血管弛緩物質ばかりでなくnorepinephri・　　（n・＝8））　eS対照の血管外径とほとんど変わらtいこと

11eあるいは5－hydroxytryptamineによる収縮反　　が確認された。故に，反転処置によって平滑筋細胞の

応が内皮細胞剥離により増強され，生理的状態で内皮　　長さ一張力関係が著しく変化しているとは考えられず，

細胞がこれら血管作動物質の収縮作用を制御している　　この要因が最大短縮量増加の主因とはなり得ないと思

可能性も示唆されてきた。　　　　　　　　　　　　　われる。

　本稿では摘出したイヌ腎動脈の正常ならびに反転標　　　次に，内皮細胞に隣接した中膜内側の平滑筋群と中
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膜外側の平滑筋群の薬物感受性の違いがその要因にな　　　感受性の差異を生じる要因として血管壁内における

り得ることが予想される。事実，いくつかの動脈標本　　カテコラミン拡散の部位差，すなわちその部位差を生

ではこのような差異が知られている21）。Grahamと　　ずる要因として，血管壁構造物による拡散係数の差異

Keatinge22）はヒツジ頸動脈標本の内膜側あるいは　　と血管壁構造の不均一性，カテコラミン分解酵素壁内

外膜側の平滑筋を別々に特殊な熱処理方法で不活化し，　分布の不均一性，内皮細胞のカテコラミン拡散の促通

NEの反応性を検討し，内膜側の平滑筋群が高いNE　　性などが重要な役割を果たしているのかもしれない。

感受性を示すことを報告している。電気生理学的にも　　しかし，感受性差異の発生とこれらカテコラミン拡散

ヒツジ頸動脈中膜の内膜側と外膜側平滑筋群との問に　　の不均一性との関係については今後の検討が必要であ

は平滑筋細胞膜の静的ならびに動的な電気膜特性に違　　　る。

いが存在する（MekataとKeatinge　1975，　Mekata　　　イヌ腎動脈平滑筋細胞におけるカテコラミンα受

1984）23）24）。イヌ腎動脈にもこのような差異があると　　容体の特性を薬理学的に解析した。α、の選択性遮断剤

すれば反転標本の外側すなわち内膜側投与による高い　　prazosinを用いてSchildの解析15）を行うと，　pA2

血管径短縮反応を説明する一因になると思われる。し　　はほぼ8．2であった。CorynanthinとNEを用いた

かし，これだけでは反転標本内腔投与時の高反応性を　　Sakakibaraら29）（1982）のイヌ腎動脈標本の実験結

説明することはむずかしい。　　　　　　　　　　　　　果（8．50±0．11）とほぼ一致した。一方，α2選択性遮

　一般に血管壁のメカニクス特性や壁構造の異方性か　　断剤yohimbine（10－8M～10－7M）もNEの用量一

ら，壁内平滑筋の収縮に基づく血管口径の変化は外径　　反応曲線を多少右方へ移動させたが，その程度は用量

に比ぺて内径の方が大きいことが知られている13）。　　比にして3．6倍（10”？M）ほどであり，prazosinに比

これら動脈壁のレオ戸ジー特性と壁構造の不均一性が　　較して有意に少なかった。こうした実験事実はイヌ腎

互いに関連して，反転標本における血管収縮物質の標　　動脈平滑筋細胞のカテコラミンα受容体は主としてα・

本内腔投与に認められた高い反応性を引きおこしてい　　受容体であることを示唆している。

るものと思われる。これらの実験的証明は今後の検討　　B　血管弛緩反応におよぼす内皮細胞の役割

を待たねばならない。　　　　　　　　　　　　　　　　1　Acetylcholine

　正常ならびに反転標本いずれにおいても内膜側より　　　われわれの実験事実は内膜側に投与したAChのみ

投与したNEあるいはEPは外膜側投与に比較して　　ならず外膜側に投与したAchも，　Furchgottと

より鋭敏な反応性を示した。すなわち内膜側投与の用　　Zawadzki1）が指摘したように内皮細胞に作用し何ら

螢一反応曲線は外膜側投与のそれに比べ左方に移動し　　かの機序で血管径イ帳反応を引きおこしていることを

た。この感受性の増大は最大反応量を100％として実　　示唆している。すなわち外膜側より作用させたACh

験データを整理し直してみても残存し，統計処理の問　　も中膜にある平滑筋層を通過して内皮細胞に到達し，

題ではないことを確認した。また，この高感受性は反　　ある化学伝達物質の分泌を介して血管平滑筋の弛緩反

転標本の外側投与時，すなわち灌流圧がきわめて低い　　応を誘起している可能性がある。一方，Cohenら30）

標本外側よりカテコラミンを投与した状態でも認めら　　はイヌ冠動脈の円筒状標本を用いて，内膜側に投与し

れた。こうした事実より，この感受性の差異を生じる　　た10－6M　AChは血管平滑筋の弛緩反応を誘起したが，

要因に保生液の灌流圧の違いはほとんど影響していな　　外膜側に投与した同濃度のAChは弛緩反応を惹起し

いものと思われる。　　　　　　　　　　　　　　　　得なかったと報告している。このような差異が生じた

　次に血管外膜側に存在する交感神経終末部25）26）や　　のはおそらく使用動脈標本の違いと使用したAChの

神経外組織27）におけるNE，　EPの取り込み機構の関　　濃度差に関係しているものと思われる。

与が考えられる。しかし，図5で示すようにイヌ腎動　　　内膜あるいは外膜側より投与したAChの用量一反

脈標本のNE，　EP反応はカテコラミソのuptake1，　　応曲線はその感受性が著しく異なる（図10）。この差異

uptake2機構を20～30％抑制すると言われる濃度28）の　　を生ずる一因として血管壁内に分布するcho1ine　este・

cocaine（10“7M），　hydrocortis◎ne（10’6M）処置を　　raseの存在が重要な意味を持つことが判明した。す

施してもまったく影響を受けなかった。ゆえに本標本　　なわち，抗chollne　esteraseであるphysostigmine

ではこうしたNEの取り込み機構が感受性の差異を　　10－6Mを含んだ保生液を標本内腔，外側両方から灌流

生ずる要因の主因とはなっていないことが判る。　　　　した条件下でAChの血管径伸長反応を観察すると，

No．6，1985　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　535



伊藤　澄信

内膜側に投与したAChの反応性はほとんど変化しな　　の使用濃度より高く，平滑筋に対するisoの直接的な

かったが外膜側より投与したAChの用量一反応曲線　　弛緩反応がみられる領域で実験を行っていた可能性が

は左方に移動し，反応性が増強した。しかし，内膜側　　ある。他の血管標本においてβ受容体を介する弛緩

投与のACh反応曲線と完全に一致するまでには至ら　　反芯に内皮細胞依存成分が存在するか否かの検討は今

なかった（未発表所見）。この泰実は外膜側から投与　　後の詳細な実験が必要である。

されたAChが血管壁を通過する間に壁内に存在して　　　3　Sodium　nitroprusside

いるcholine　esteraseセこよって分解され，それが外　　　Nitroprussideに関する実験事実はnitが血管平

膜側より投与されたAChの低反応性を説明する一因　　滑筋細胞膜に直接作用して弛緩反応を誘起しているこ

となり得ることを示唆する31）32）。標本内腔，外側両　　とを示唆している。これらの結果はラット大動脈標本

方にatropine　10扁7Mの前処置をするとそれぞれの用　　を用いたRapoportとMurad33）の実験結果とよく

量一反店曲線は右方へ約500倍平行移動した。この事　　一致する。

実は内膜側あるいは外膜側より投与されたAChによ

る血管径伸長反応は内皮細胞のmuscarine受容体を　　　稿を終わるに臨み，終始御指灘ならびに御校閲を賜

介して生じていることを意味する。　　　　　　　　　　りました恩師大橋俊夫教授ならびに東　健彦信州大学

　2　1soprotereno1　　　　　　　　　　　　　　　名誉教授に深く感謝の意を表しますとともに，御助言

　Isoproterenolを用いたわれわれの実験事実は，　　御協力いただきました坂口正雄助教授（長野高専・電

isoセこは内皮細胞を介する弛緩反応と平滑筋細胞に直　　気科）ならびに教室諸兄に御礼申し上げます。

接作用して発現する弛緩反応が共存している可能性を　　　なお，本論文の要旨は，第60回日本生理学会総会

示唆する。しかし，従来の報皆ではiSQの弛緩反応は　　　（昭和59年3月），第26回日本平滑筋学会総会（昭和

内皮細胞に依存していないとされてきた。Chandと　　59年7月），第25回日本脈管学会総会（昭和59年10

Altura3）は内皮細胞を擦過，剥離したイヌ腎動脈の　　月），第61回日本生理学会総会（昭和60年3月），第27

らせん条片標本において，4×10『7Mのisoは血管平　　回日本平滑筋学会総会（昭和60年6月）において発表

滑筋の弛緩反応を引きおこすと報告している。すなわ　　した。

ち，彼らの実験では，使用したisoの濃度がわれわれ
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