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要約

　糖尿病および高血圧症は、脳血管疾患、虚血性心疾患、動脈硬化症、腎症等の循環器系の合併症

をしばしば伴うことが知られている。そこで、実験的糖尿病動物および自然発症高血圧動物より、

血管平滑筋を摘出し、種々生理活性物質に対する薬物感受性変化を検討した。

　1）Streptozotocin（STZ）誘発糖尿病ラットを作製し、胸部大動脈におけるnorepinephrine

（NE）誘発血管収縮作用を対照群と比較検討した。　NEよるα一adrenaline受容体介在性血管収縮作

用は、糖尿病群において冗進していることが明らかとなった。また、Ca2＋－free下NE誘発一過性

収縮は糖尿病群において反応性の増大が認められたが、その後の、Ca2◆収縮には、両者の間に差は

認められなかった。さらに、Ca2＋－free下のK脱分極筋におけるCa2“収縮およびBay　K　8644

（電位依存性Ca2＋channel　agonist）誘発血管収縮反応も糖尿病群で有意な反応性の増大が認めら

れた。以上のことから1型糖尿病のモデルであるSTZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈における

NEによる収縮反応の反応性増大には、電位依存性Ca2“channelの活性化およびphosphatidyl－

inositol代謝回転の充進が関与していることが明らかとなった。

　2）STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるisoprotereno　i（ISO）による血管弛緩反応を、

対照群と比較検討した。糖尿病時の血管反応性を検討する前にISOによる血管弛緩作用に及ぼす内

皮細胞の影響を検討した。その結果、内皮細胞存在時には、非存在時と比較して、ISOの血管弛緩

作用が強く惹起され、ISOによる弛緩反応が血管内皮細胞に一部依存していることが明らかとなっ

た。ISOによるβ一adrenaline受容体介在性血管弛緩反応は、血管内皮細胞の有無に関わらず、糖

尿病群において著明に減弱していた。しかし、血管平滑筋のadenylate　cycIase直接活性化薬であ

るforskolinによる血管弛緩反応は、両群の間に有意な差は認められなかった。以上の結果から、

STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるcyclic　AMP系において、β一adrenaline受容体の受

容体数または親和性の低下が示唆された。

　3）自然発症糖尿病ラットであるWBN／Kobラットを用い同様の検討を行なったところ、　STZ誘発

糖尿病ラットと全く同様に、糖尿病群において血管内皮の有無に関わらずISO誘発血管弛緩反応の

減弱が認められた。以上の結果から、糖尿病時におけるβ一adrenaline受容体の機能は、化学物質

誘発糖尿病モデルおよび自然発症糖尿病モデルのいずれの1型糖尿病モデルにおいても低下してい

一
1一



ることが明らかとなった。

　4）糖尿病時における血管内皮細胞機能を検討する目的で、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈

におけるacetylcholine（ACh）誘発内皮細胞依存性血管弛緩反応を対照群と比較検討した。　AChに

よる血管弛緩反応の感受性は糖尿病群において有意に低下していた。しかし、内皮細胞非依存性で

あるsodium　nitroprusside（SNP，　soluble　guanylate　cyclase　activator）およびatriaI

natriuretic　peptide　（心房性ナトリウム利尿ペプチド，　ANP，　particulate　guanylate　cyclase

activator）による血管弛緩反応には、有意な差は認められなかった。また、　AChによる血管中

cyclic　GMPの生成量を測定したところ、血管弛緩反応と同様に糖尿病群において有意なcyclic

GMP生成量の低下が認められた。以上のことから、　STZ誘発糖尿病ラットにおける血管内皮細胞の

機能低下が示唆された。

　5）自然発症糖尿病ラットであるWBN／Kobラットにおいても、血管内皮細胞機能に関する検討を

行なった。実験には、若齢WBN／Kobラット（10－13週齢、糖尿病発症以前）および、高齢WBN／

Kob（90－92週齢、糖尿病発症後）を用い、対照群には、　WBN／Kobラットの起源系統である同週齢の

Wistarラットを用いた。若齢および高齢糖尿病群におけるACh誘発血管弛緩反応は、それぞれ同

週齢の対照群と比較すると有意に減弱していたが、この減弱は、とりわけ高齢糖尿病群で顕著であ

った。また、糖尿病群および対照群は、いずれも加齢に伴いAChによる血管弛緩反応は減弱してい

た。一方、SNPおよびANPによる血管弛緩反応もいずれの群においても差は認められなかった。ま

た、各々の群における血管内皮細胞の電子顕微鏡写真を撮影したところ、若齢群には、異常は認め

られなかったが、高齢群において内皮細胞の組織学的障害が認められた。以上のことから、STZ誘

発糖尿病ラットと同様に自然発症糖尿病ラットにおいても血管内皮細胞障害が起こることが確認さ

れた。また、糖尿病発症以前のWBN／Kobラットにおいても、血管内皮細胞機能障害が認められたこ

とから、その血管内皮細胞機能は、血糖値に依存せず、遺伝的に低下している可能性が示唆された。

6）糖尿病時における細動脈の血管内皮機能も検討する目的で、WBN／Kobラットの上腸間膜動脈に

おけるACh誘発内皮細胞依存性血管弛緩反応を対照群と比較検討した。　AChによる血管弛緩反応の

感受性は糖尿病群において有意に低下していた。また、内皮細胞非依存性弛緩薬であるSNPによる

血管弛緩反応には、有意な差は認められなかった。以上のことから、糖尿病時には、胸部大動脈だ

けではなく、より管腔の細い動脈においても、血管内皮機能が低下していることが明らかとなった。

　7）脳卒中易発症性高血圧自然発症ラット（SHRSP）の頸動脈においても同様に血管内皮細胞機能
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に関して、対照群であるWistar－Kyotoラット（WKY）と比較検討した。その結果、　SHRSPの頸動脈

において、AChによる血管弛緩反応の減弱が認められた。さらに、　AChと同様の内皮細胞依存性血

管弛緩反応を有するA23187（Ca2＋ionophore）およびmelittin（ハチ毒）においても同様に、

SHRSPにおいて血管弛緩反応の減弱が認められた。一方、内皮細胞非依存性弛緩薬であるSNPおよ

びcyclic　GMP　analogである8－Br－cyclic　GMPによる血管弛緩反応は、両群の間に有意な差は認

められなかった。さらに、AChによる血管中cyclic　GMPの生成量を測定したところ、血管弛緩反

応と同様にSHRSPにおいて有意なcyclic　GHP生成量の低下が認められた。以上のことから、高血

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の圧症時には、血管内皮細胞の機能が特異的に障害され、このことは、血管内皮細胞由来弛緩因子

（EDRF（NO））の産生低下に起因することが明らかとなった。以上のことから、血管内皮細胞機能は、

糖尿病時および高血圧症時いずれの病態においても、障害されていることが明らかとなった。血管

内皮細胞機能の低下が起こると、血管中cyclic　GHP量が低下するため、結果として、血管緊張の

増大、血小板凝集、粘着、平滑筋増殖等が引き起こされるため、このことが、糖尿病時および高血

圧症時に、動脈硬化症、脳血管疾患、虚血性心疾患、腎症などの合併症を高頻度に併発する原因と

も考えられる。

　8）近年、血管平滑筋におけるphosphatidylinositol（PI）代謝回転の血管収縮への関与が注目

されている。そこで、PI代謝回転におけるprotein　kinase　Cの役割に注目して、高血圧症ラット

の血管平滑筋におけるprotein　kinase　C介在性血管収縮作用を検討した。実験には、　SHRSPより

摘出した門脈平滑筋を用い、対照群であるWKYと比較検討した。その結果、　phorbol　dibutyrate

（PDBu，　proteln　kinase　C　activator）による血管収縮の反応性は、　SHRSP群において有意に増強

していた。また、SHRSPより摘出した門脈平滑筋に、　staurosporine（protein　kinase　C

inhibitor）　を前処置した後のPDBu誘発血管収縮反応は、対照群と同様であった。以上の結果よ

り、高血圧症時の血管平滑筋におけるprotein　kinase　Cの活性化が示唆され、このこと・が種々薬

物に対する血管の反応性変化に関与している可能性が示唆された。

　9）血管平滑筋におけるATP－sensitive　K＋－channe1は、　Kイオンの透過性を変化させ、血管平

滑筋の膜電位を調節していることから、二次的にvoltage－dependent　Ca2＋－channel（VDC）の活性

を調節していることが知られている。そこで、糖尿病ラットおよび高血圧症ラットの血管平滑筋に

おける種々K＋－channel活性化薬および遮断薬に対する作用を比較検討した。その結果、　STZ誘発

糖尿病ラットの胸部大動脈においては、K＋－channel活性化薬であるcromakahmによる血管弛緩反
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応は著明に減弱していた。また、methylene　blue（guanylate　cyclase　inhibitor）存在下にお｝ナる

nicorandil（cyclic　GMP増加作用を有するK＋－channe　l活性化薬）の血管弛緩反応も同様に減弱

していたことから、糖尿病時の血管平滑筋におけるATP－sensitive　K◆－channelの活性は低下して

いることが示唆された。

　10）　SHRSPの頸動脈においても、同様の検討を行ない、対照群であるWKYと比較検討した。

その結果、cromakalimによる血管弛緩反応は、　SHRSPにおいて、著明な反応性の増強が認められ、

糖尿病時とは異なる結果であった。また、SHRSPより摘出した頸動脈に、　glibenclamide　（ATP－

sensitive　K＋－channel阻害薬）を前処置した後のcromakalim誘発血管弛緩反応は、対照群と同様

であった。以上の結果より、高血圧症時の血管平滑筋におけるATP－sensitive　K㌔channel活性の増

大が示唆された。

　Cyclic　GHPは、血管弛緩反応作用、血小板凝集阻害作用、平滑筋増殖阻害作用を有することで知

られている。Cyclic　GHP増加作用を有する代表的な薬物としては、　nitroglycerinが知られている。

一方、CD－349は、　dihydropyridine系のCa拮抗薬であるが、構造式中にニトロ基を有することか

ら、nitroglycerinと同様にcyclic　GHP増加作用を持つ化合物である。そこで、前述した病態動

物の血管平滑筋における種々薬物感受性変化を考慮し、cyclic　GHP増加薬の血管弛緩機序を検討し

た。

　11）糖尿病時には、NE誘発血管収縮が充進していることをすでに示した。さらに、高血圧症時

には交感神経の緊張が異常に高まり、その結果生ずる末梢血管抵抗の増大が、血圧上昇を引き起こ

すと考えられている。そこで、交感神経の神経伝達物質であるNE誘発収縮に対するcyclic

GHP増加薬の影響を検討した。　CD－349は、　nitroglycerinおよびANPなどのcyclic　GHP増加薬

と同様にウサギ摘出胸部大動脈において、NE誘発血管収縮を濃度依存的に抑制した。また、

CD－349は、　Ca2＋－free下のNE誘発一過性収縮も濃度依存的に抑制し、さらにそれに引き続くCa

収縮も濃度依存的に抑制した。これらの作用は、cyclic　GHP　analogである8－Br－cyclic　GHPと同

様の結果であった。しかし、これらのNE収縮抑制作用は、他のCa拮抗薬には認められない作用

であった。さらに、CD－349は、ウサギ胸部大動脈において濃度依存的に血管中cyclic　GMP量を増

加させ、これらの現象は、ラット胸部大動脈においても同様に認められた。以上のことから、

cyclic　GHP増加薬は、　NE誘発収縮を抑制することが明らかとなった。また、これらの収縮抑制の

作用機序には、PI代謝回転の抑制および、　receptor－operated　Ca2＋－channelの抑制作用が寄与し
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ていることが示唆された。先に、4－7）において糖尿病時および高血圧症時には、血管内皮細胞

の機能が低下し、EDRF（NO）の産生が減少することから血管中cyclic　GMPが減少することが明ら

かとなった。従って、これらのcyclic　GMP増加薬は、病態時に減少した血管中cyclic　GMPを補

うことから、病態時の種々循環器系合併症に対しても、有用となる可能性が示唆された。

　12）糖尿病時には、ISO誘発血管弛緩反応が減弱していることをすでに示した。さらに、高血

圧症時においても、β一adrenaline受容体の機能が低下することが報告されている。末梢血管にお

｝ナるβアドレナリン受容体は、血管弛緩性に働いていることから、β一adrenaline受容体の機能が

低下することにより、末梢抵抗が増大し、血圧上昇または末梢循環障害を引き起こすことも考えら

れている。そこで、cyclic　GHP増加薬とβ一adrenaline受容体介在性弛緩反応との相互作用につい

て検討した。ISOは、　endothelin－1で収縮させたウサギ胸部大動脈を濃度依存的に弛緩させた。そ

の際に、nitroglycerin，　ANPおよびCD－349を、それぞれ前処置すると、　ISOによる弛緩作用は濃

度依存的に増強された。この増強作用は、cyclic　GHP　analogである8－Br－cyclic　GMPでも同様の

結果が得られた。また、この時、ISOによる血管中cyclic　AHP生成量を測定したところ、　CD－349

および8－Br－cyclic　GMPによって、その生成量は増大した。以上のことから、　cyclic　GMPによる

cyclic　AMPの弛緩作用および生成量の増強作用が認められた。この増強作用は、　cycric　GMP－

inhibitable　cyclic　AHP　phosphodiesterase阻害作用に起因していることが示唆され、　cyclic

GHP増加薬が、病態時におけるβ一adrenaline受容体の機能低下を改善する可能性が示唆された。

　13）SHRSPの血管平滑筋におけるPDBu誘発血管収縮作用を検討した結果、高血圧症時には、

血管平滑筋におけるprotein　kinase　C活性が上昇しており、これが血管収縮の反応性変化に関与

していることを、すでに示した。そこで、protein　kinase　C介在性血管収縮作用に対するcyclic

GMP増加薬の影響を検討した。　Nitroglycerin、　ANPおよびCD－349は、ウサギ胸部大動脈における

PDBu誘発収縮を濃度依存的に抑制し、これらの抑制作用はmethylene　blueにより拮抗されたこと

から、cyclic　GHP増加作用に基づいていることが明らかとなった。また、これらの作用は、通常の

Ca拮抗薬には認められない作用であった。以上のことから、　cyclic　GMP増加薬は、高血圧病態に

活性化されているprotein　kinase　C介在性の血管収縮に対しても抑制作用を示すことが明らかと

なった。
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縮

　近年、糖尿病患者は急速に増加し、日本国内での患者数は1993年現在で、約300万人と推定さ

れている。かつては、欧米と比較すると、その患者は少なかったが、近年、日本でも食生活の変化

や未だ例のない急速な高齢化に伴い、増加の一途をたどっている。糖尿病とは、1985年のWHOの

定義Dによると、　「糖尿病は未治療時には、持続的な高血糖を呈する疾患である。高血糖等の代謝

異常は、インスリン産生または作用の不足に基づくものである。糖尿病状態の持続によって、特異

的な合併症が発症、進行し、動脈硬化症を促進する疾患である」とされている。糖尿病は、インス

リン依存型糖尿病（insulin－dependent　diabetes　mellitus，　IDDM）および非インスリン依存型糖尿

病（non－insulin－dependent　diabetes　meUitus，　NIDDH）の2種類に分類される2）。　IDDHは、別名、

若年性糖尿病とも呼ばれ、幼少の頃発症する場合が多いが、全体的にみると、糖尿病患者全体の約

10％を占めている。その原因は、未だ明らかとなっていないが、膵臓のランゲルハンス島に存在

するβ細胞が免疫学的に破壊され、絶対的なインスリン不足を起こした結果、発症すると考えられ、

臨床上は、代謝異常により、ケトン体が血中に生成されることから、ケトアシドーシスを呈する特

徴がある。一方、NID洲は、成人以後に発症する場合が多く、糖尿病患者全体の約90％を占める。

一般に、NIDDH患者では、膵臓のβ細胞からのインスリン分泌は、保たれているが、末梢組織にお

けるインスリン感受性が低下しているため、結果として、相対的なインスリン不足を呈する。従っ

て、インスリンによる治療は余り有効ではないとされている3）。

　糖尿病は、種々の合併症を引き起こすことでも知られ、その合併症は極めて多彩である。糖尿病

性合併症としては、大血管障害に起因する動脈硬化症4’5）、脳血管疾患6－8｝、虚血性心疾患9－1D、

また、微小血管障害に起因する網膜症、腎症12）等が挙げられるが、これらの合併症以外にも、神経

障害、起立性低血圧、白内障、インポテンツ等様々である。特に、糖尿病時には、脂質代謝異常、

ポリオール代謝異常、血液凝固系異常を起こすことから、動脈硬化症を高頻度に合併するが4・5）、

その発症原因は未だ解明されていない。

　高血圧症は、1989年のWHOおよび国際高血圧学会の規定では、収縮期血圧が160　mmHg以上、

拡張期血圧が95mmHg以上とされている。高血圧症は、本態性、腎性、肺性、妊娠性等の要因で発

症するが、現在高血圧症患者の大半を占めているのは本態性高血圧症である。本態性高血圧症は、
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遺伝的な要因がかなり関与しているが、その原因遺伝子は多様であるため、未だ特定されていない。

高血圧症も、糖尿病と同様に、脳血管疾患、虚血性心疾患等の重篤な合併症を、高頻度に合併する

ことが知られている。従って、高血圧患者における降圧療法は、血圧を正常にコントロールするこ

とによって合併症への移行を阻止することを目的としている。また、原因は不明であるが糖尿病時

には高血圧症をしばしば伴うことも知られており13・14｝、今後の研究の進展が望まれている。

　Cyclic　GMPは、血管拡張作用、血小板凝集・粘着阻害作用、平滑筋増殖阻害作用を有することで

知られているユ5－17）。Cyclic　GMP増加作用を有する代表的な薬物としては、古くから狭心症治療薬

であるnitroglycerinが知られている。　Nitroglycerinは、冠血管拡張作用および静脈拡張作用を

有していることから、抗狭心症薬として繁用されており、現在でも臨床の場では不可欠な薬物であ

る。このnitroglycerinに加えて近年では、生体内物質であるatrial　natriuretic　peptideも同

様に、cyclic　GMPを増加させることが知られるようになった。しかし、これらcyclic　GMP増加薬

の血管拡張機序に関して、血管平滑筋の機能面から検討した研究は少ない。

　以上の背景から、糖尿病時および高血圧症時における血管障害を機能的な面から検討する目的で、

化学物質誘発糖尿病ラット、自然発症糖尿病ラットおよび脳卒中易発症性高血圧自然発症ラット

（SHRSP）を用いて、各種摘出血管における血管平滑筋および血管内皮細胞の機能変化に関して検討

を行なった。さらに、cyclic　GHP増加薬の血管拡張機序における薬理学的特性についても検討し、

病態動物における血管障害との関連について併せて考察した。検討項目は以下の通りである。

1）STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるα一adrenaline受容体

　　介在性血管収縮反応の充進とCa2＋℃hanne　lの機能変化について検討した。

2）STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるβ一adrenaline受容体作動薬にに対する弛緩反

　　応ついて検討した。

3）自然発症糖尿病ラットの胸部大動脈におけるβ一adrenaline受容体介在性血管弛緩反応につ

　　いて検討した。

4）STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈における血管内皮細胞依存性弛緩反応および血管中

　　cyclic　nucleotide量の変化について検討した。

5）自然発症糖尿病ラットの胸部大動脈における血管内皮細胞依存性弛緩反応に及ぼす加齢

　　および血糖値の影響について検討した。
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　6）自然発症糖尿病ラットの上腸間膜動脈における血管内皮細胞依存性弛緩反応について検

　　討した。

　7）SHRSPの頸動脈におげる血管内皮細胞依存性弛緩反応および血管中cychc　nucleotide量

　　　の変化について検討した。

　8）SHRSPの門脈平滑筋におけるprotein　kinase　C介在性血管収縮反応について検討した。

　9）STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるATP－sensitive　K＋－channelの機能変化に

　　ついて検討した。

10）SHRSPの頸動脈におけるATP－sensitive　K＋－channelの機能変化について検討した。

11）Cyclic　GHP増加薬のα一adrenaline受容体介在性血管収縮抑制作用の作用機構に

　　ついて検討した。

12）β一adrenaline受容体介在性血管弛緩反応のcyclic　GHP増加薬による増強作用と血管中

　　cyclic　nucleotide量の変化について検討した。

13）Protein　kinase　C介在性血管収縮作用に及ぼすcyclic　GHP増加薬の抑制効果に

　　ついて検討した。
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第1章　Streptozotoc　i　n（STI）誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるα一adrena　hne受容体

　　　　介在性血管収縮反応の充進と（a2＋－channe　lの機能変化

　糖尿病時には、動脈硬化症、脳血管疾患、腎症および網膜症等の血管障害に基づく種々の合併症

を伴うことが知られているがその発症機序は未だ解明されていない4－12》。また、糖尿病患者は種々

の神経障害を伴うことでも知られており、糖尿病性血管障害は、神経伝達物質や神経ペプチドによ

る血管反応性変化に起因することが示唆されている18）。実験的糖尿病動物における血管反応性に関

しては種々の報告がある19）。特に、STZ誘発糖尿病ラットの摘出胸部大動脈については、

norepinephrine（NE）誘発血管収縮反応において、感受性の変化を伴わずに最大反応のみが増強さ

れるという報告20－22）や感受性の充進によりsupersensitivityになるという報告等もある23－24）。

また、一方では、NEによる血管収縮反応は減弱するという報告もあり25－27）、統一された見解は得

られていない。これらの報告に見られるような矛盾の原因は未だ明らかとはなっていないが、いず

れの報告においても、NEに対する反応性変化を検討しているものの、反応性変化に関する詳細なメ

カニズムについては十分な検討がなされていない。また、近年、血管平滑筋細胞においては、2種

類のCa2㌔channel、膜電位依存性Ca2＋℃hannel（voltage－dependent　Ca2＋－channel）および受容

体制御Ca2＋－channel（receptor－operated　Ca2＋－channel）の存在が報告されている28）。以上の背景

から、本章では、1）STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるα1－adrenaline受容体刺激薬に

対する反応性変化、および2）αradrenaline受容体刺激薬に対する反応性冗進時にお｝ナる

Ca2＋channelの機能変化について検討した。
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〈実験方法〉

1）使用動物および実験的糖尿病動物の作製法

　実験には、雄性Wistarラット8週齢、体重200－220　gを用いた。糖尿病群には、　pH　4，5のク

エン酸緩衝液に溶解した60mg／kg　STZを尾静脈より投与し、実験的糖尿病を誘発した。また、対

照群には、溶媒のクエン酸緩衝液のみを静脈内投与した。その後、飲料水および餌は自由に摂取さ

せ、STZまたは溶媒投与の8－10週後に実験に用いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mM，　KCI　4．7mM，　CaCl21．8mM，　HgSO41．2耐，　NaH2PO41．2mM，　NaHCO325．　O　mMおよび

glucose　11．1mHとした。栄養液中のCaイオンを除去したCa2＋－freeのKrebs－Henseleit

solutionを用いる際には、　CaイオンをNaイオンに置換することによって作製した。栄養液の組

成は、NaCl　120　mH，　KCI　4．7耐，　HgSO41．2mM，　NaH2PO41．2，　NaHCO325．　OmH，　glucose　11．1mH

およびethyleneglyco王一bis－（beta－aminoethyl　ether）N，N，　N’N‥tetraacetic　acid（EGTA）

0．01mMとした。　Caイオンを除去した等張性高Kの栄養液を用いる際には、栄養液中のNaイオ

ンをKイオンに置換することにより作製した。栄養液の組成は、KC王125　mM，　HgSO41．2mM，

KHCO325．　O　mH，　KH2PO41．2mH，　glucose　11．1mMおよびEGTA　O．01　mMとした。それぞれの栄養液

は、調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に加温した。

3）ラット胸部大動脈螺旋状標本の作製

　STZまたは溶媒投与の8－10週間後に、ラットの頭部を殴打し、総頸動脈からの脱血により致死

させた。この際、血液は血糖値測定用に採取した。大動脈弓部より横隔膜までの胸部大動脈をすば

やく摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組織

や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払って、

幅3mm、長さ20　mmの螺旋状標本を作製した。本実験においては、血管内皮細胞由来弛緩因子

（EDRF）の影響を取り除くため、血管内皮細胞は、すべて綿棒にて除去して実験を行なった。標本の
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両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス内の支柱に固定し、他端を張力測定用force－

displacement　transducer（TB－611T，日本光電）に接続して、等尺性張力を測定した。尚、オルガ

ンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2の混合ガスを通気して、37℃に保温した。標本

には、1gの静止張力を負荷して、60－90分間プレインキュベーションした後に、実験を行なった。

この間、オルガンバス内の栄養液は、20分毎に交換した。

4）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を、1r7　HのNEで収縮させ、反応が安定した

後に、10－5Mのacetylcholine（ACh）を投与した。この際、　AChによる血管内皮細胞依存性血管

弛緩作用が認められないことをもって、血管内皮細胞が除去されていることを確認した。薬物を洗

浄した40分後に、NE（10－10－10－6　H）を累積投与し、収縮反応を検討した。また、　K＋脱分極筋に

おけるCa2＋収縮を検討する際には、栄養液を，　Ca2＋－freeの栄養液に交換し、15分後に、

Ca2＋－freeの等張性高K溶液に脱分極させた後、　CaCl2（0．05－5．　O　mH）を累積投与することによっ

て行なった。NE前処置後のCa2＋収縮を検討する際には、栄養液をnicardipine（10－6　H）を含む

Ca2＋－freeの栄養液に交換し、15分後にNE（10－6　H）を投与して一過性の収縮がプラトーレベル

に戻った後に、CaCl2（0．05－5．　O　mH）を累積投与することによって検討した。また、　Ca2＋－freeの

栄養液中でのNEおよびphenylephrine（PE）による律動性収縮を検討する際には、　Ca2“－free栄

養液を、nicardipine（10－6　M）を含むCa2＋－freeの栄養液に交換し、15分後にNE（10－6　M）お

よびPE（10｝6　M）を投与することによって検討した。　Bay　K　8644（voltage－dependent　Ca2＋－

channel　agonist）の作用を検討する際には、15　mM　K＋で若干脱分極させた後、　Bay　K　8644

（10－6ゆを投与してその収縮反応を検討した。

5）血糖値の測定

採血を行う際には非絶食下の午前中に行ない、血糖値はo－toluidine法29）にて測定した。

6）使用薬物

streptozotocin　（Sigma）

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）
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nicardipine　hydrochloride　（Sigma）

phenylephrine　hydroch　loride　（Sigma）

acetylcholine　chloride（第一製薬）

Bay　K　8644は、　Bayer社より供与された。

Bay　K　8644およびnicardipineは、100％dimethylsulfoxideに溶解した後、生理食塩水で希釈

した。オルガンバス中のdimethylsulfoxideの最終濃度は0．01％以下であり、血管反応には影響

を与えなかった。その他の薬物は、蒸留水に溶解して実験に用いた。

7）データの解析

　実験終了後に、各標本の湿重量を測定した。収縮力は、発生張力（mg）を標本の湿重量（mg）で

割った値で表した。最大反応の50％を惹起するのに必要な薬物の濃度（EC50値）は、　Fleming

ら30｝の方法に従って求めた。各データは、mean±S．　E，で表し、有意差検定には、　Studentの

unpaired　t－testを用いた。
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〈実験結果〉

1）STZ誘発糖尿病ラットの血糖値および体重

　クエン酸緩衝液を投与した対照群の8－10週間後の体重および血糖値は、それぞれ485．3±

12．5g（n・20）および128．2±4．　O　mg／dl（n＝20）であった。一方、　STZ投与群における8－10週

後の体重および血糖値は　324．9±13．9g（n・20）および516．3±27．5mg／dl（n＝20，

P〈0．01）であり、糖尿病群において有意な血糖値の上昇が認められた。尚、STZ投与群において、

血糖値が300mg／dl以下のものは、実験には用いなかった。

2）NE誘発血管収縮反応

　NEは、対照群および糖尿病群いずれの胸部大動脈においても、濃度依存的な収縮反応を惹起し

たが、NE誘発収縮反応は、糖尿病群において反応性の充進が認められた。対照群および糖尿病群の

NE収縮に対するEC50値は、それぞれ5．00±1，68　x　10－8　M（nニ6）および2．23±0．48　x

10－8H（n＝6）であり、両群の間には有意な差は認められなかった（Fig．1－1）。

3）60mM　K＋脱分極筋およびNE前処置後のCa2＋誘発収縮反応

　60mM　K＋脱分極筋においてCa2“は、対照群および糖尿病群いずれの胸部大動脈においても濃度

依存的な収縮を惹起したが、Ca2＋誘発収縮は、糖尿病群において反応性の充進が認められた。対照

群および糖尿病群のCa2＋収縮に対するEC50値は、それぞれ5．51±0．61　x　10－4　H（n＝6）およ

び2．78±0．38x10－4　M（n・6）であり、両群の間には危険率5％で有意な差が認められた

（Fig．1－2）。一方、　NE（10｛6　H）前処置後におけるCa2“誘発収縮反応は、両群の間に有意な差

は認められなかった（Flg．1－3）。この時の対照群および糖尿病群のCa2＋収縮に対するEC50値は、

それぞれ2．62±0．26x10－4　H（n＝6）および2．91±0．66　x　10－4　M（nニ6）であった。
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Fig．　1－1　　Cumulative　concentration－response　curves　for　norepinephrine　in　aortic　strips

　　　　　　without　endothelial　cells　from　age－matched　control　　（●）　　and　diabetic　　（○）

　　　　　　rats．　Values　represent　the　mean　from　6　experiments，　respectively，　with　the

　　　　　　mean　±　S．　E．　indicated　by　vertical　lines，　EC：　endothelial　cells．
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4）Bay　K　8644誘発血管収縮反応

　膜電位依存性Ca2＋－channelの活性化薬であるBay　K　8644（10－6　M）は、対照群および糖尿病群

いずれの胸部大動脈においても収縮反応を惹起し、その収縮反応は糖尿病群において、著明にその

反応性が充進していた（Figs．1－4，5）。対照群および糖尿病群におけるBay　K　8644

（10－6H）誘発収縮反応の発生張力は、それぞれ36．4±2．5mg／mg　tissue（n＝6）および53．8±

2．1mg／mg　tissue（n＝6，　P〈0．01）であった。

5）NEおよびPEによるCa2＋－free液下一過性血管収縮反応

　Nicardipine（10－6H）を含むCa2＋－free液下の、　PE（α1－adrenaline受容体選択的作動薬）誘

発血管収縮反応は、糖尿病群において有意な反応性の充進が認められた（Fig．1－6）。対照群および

糖尿病群におけるPE（10－6　H）誘発収縮反応の発生張力は、それぞれ29．9±1．4mg／mg

tissue（n＝6）および45．9±2．1mg／mg　tissue（n＝6，　P〈0．01）であった。また、　N8（10－6　H）

誘発血管収縮反応も同様に、糖尿病群において有意な反応性の充進が認められた（Fig．1－6，7）。対

照群および糖尿病群におけるNE（10－6　H）誘発収縮反応の発生張力は、それぞれ24．5±2．2mg／

mg　tissue（n＝6）および36．9±1．9mg／mg　tissue（n＝6，　Pく0．01）であった。
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Fig．　1－2　　Cumulative　concentration－response　curves　for　Ca2＋　in　aortic　strips　without

　　　　　　endothelial　cells　from　age－matched　control　　（●）　　and　diabetic　　（○）　rats．

　　　　　　Aortic　strips　were　previously　depolarized　with　Ca2＋－free　isotonic　K＋　（60　mト1）

　　　　　　Values　represent　the　mean　from　6　experiments，　respectively，　with　the

　　　　　　mean　±　S．　E．　indicated　by　vertical　lines．
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　　　　　　　　　respectively，　with　the　mean　±　S．　E．　indicated　by　vertical　lines．
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Fig．　1－4　　Typical　recordings　of　contractile　responses　of　aorta　from　age－matched　contro］

　　　　　　　　and　diabetic　rats　induced　by　Bay　K　8644　（10－6　トD　　in　the　presence　of　isotonic

　　　　　　　　K＋　（15　mM）．
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Fig．　1－6　　Typical　recordings　of　contractile　responses　of　aorta　from　age－matched　control

　　　　　　　　　and　diabetic　rats　induced　by　phenylephrine　（PE　10－6　H）　in　the　presence　of

　　　　　　　　　nicardipine　（10－6　トD　　in　Ca2＋－free　solution．
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〈考察〉

　本実験により、実験的糖尿病ラットの摘出胸部大動脈において、NE誘発血管収縮反応が充進して

いることが明らかとなった。さらに、NE誘発収縮の反応性九進には、膜電位依存性Ca2＋－channel

の活性化およびphosphatidylinositol（PI）代謝回転の充進が関与していることが明らかとなった。

　糖尿病時には、心血管系において神経伝達物質やホルモン等に対する機能変化が認められること

が報告されている18）。この機能変化によって、糖尿病時には種々の心血管性の合併症を起こす引金

となっている可能性があり検討を行なった。その結果、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におい

てNEに対する反応性の充進が認められた。しかし、　NE収縮の対照群および糖尿病群における

EC50値には、有意な差は認められなかったことから、α一adrenaline受容体の数または親和性は変

化していないものと考えられた。今回認められたようなNE収縮の反応性方進は、他の研究者たち

によっても報告されている20－22）。また一方では、NE収縮の反応性が減弱しているとの報告もある

25－27）。この様に研究者間で、矛盾が生じている原因としては、用いた動物の種差、系統差、糖尿

病誘発薬の違い、糖尿病を誘発してからの期間等の違いによる可能性が考えられるが、詳細に関し

ては不明である。

　先に述べたように、従来までに行われていた検討では、NEに対する収縮の反応性変化のみが報告

されていただけで、詳細な反応性変化のメカニズムに関しては検討が行われていなかった。そこで

本研究では、NE収縮の反応性充進に関してCa2＋－channelの機能およびPI代謝回転に注目して、

更に検討を行なった。

　近年、血管平滑筋細胞においては、2種類のCa2＋－channel膜電位依存性Ca2＋－channeI

（voltage－dependent　Ca2＋－channel）および受容体制御Ca2＋－channe　l（receptor－operated　Ca2＋－

channel）の存在が報告されている28）。そこで前者の機能変化を検討する目的で、　K＋脱分極筋にお

けるCa2＋誘発収縮を、また、後者を検討する目的でNE前処置後のCa2＋誘発収縮を検討した。

その結果、K◆脱分極筋におけるCa2＋収縮は、糖尿病群において著明に反応性が元進していたこと

から、膜電位依存性Ca2＋－channelが活性化状態にあることが示唆された。一方、　NE前処置後の

Ca2＋誘発収縮に関しては、両群の間に有意な差は認められなかったことから、受容体制御Ca2㌧

channelの活性は両群の間に差がないことが明らかとなった。これらの実験により、膜電位依存性

Ca2＋－channe　lの活性化が示唆されたことから、膜電位依存性Ca2＋－chamelの活性化薬である
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Bay　K　86443⑪による収縮反応を検討したところ、糖尿病群において著明に反応性が増強されてい

たことから、糖尿病時における血管平滑筋の膜電位依存性Ca2㌔channe　lの活性化が、更に強く示

唆された。

　また、近年血管平滑筋においてNEによる血管収縮反応においては、　PI代謝回転が重要な役割を

演じていることが報告されている32’33）。NE等の受容体刺激薬が受容体に結合すると、細胞膜のリ

ン脂質であるPIが加水分解され、　inositol　trisphosphate（IP3）とdiacylglycerol（DG）が生

成される34｝。このIP3が、細胞内Ca貯蔵部位のIP3受容体に働いて、　Ca2＋を放出させ初期相

に生ずる一過性の血管収縮を引き起こすと考えられている35・36）。そこで、本実験では、NEおよび

PEによるCa2＋－free液下一過性血管収縮反応検討した。その結果、これらの

α一adrenaline受容体刺激薬による律動性血管収縮反応は、糖尿病群において有意に反応性の増強

が認められた。以上のことから、糖尿病時の血管平滑筋において、α一adrenaline受容体刺激時の

PI代謝回転が方進していることが間接的に示された。

　以上のことから、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈において、α一adrenaline受容体介在性血

管収縮作用が充進していることが明らかとなった。また、NE収縮反応性の充進には、受容体制御

Ca2＋－channelではなく膜電位依存性Ca2＋－channelの活性化が関与していることが示された。さら

に、NE収縮の反応性充進には、一部、　PI代謝回転の充進も寄与していることが示唆された。
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第2章STI誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるβ一adrenaline受容体作動薬に対する

　　　　弛緩反応の減弱

　第1章での検討から、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるα一adrenaline受容体介在性

血管収縮の反応性が方進していることが明らかとなった。この反応性充進は、受容体制御Ca2㌔

channelではなく膜電位依存性Ca2＋－channelの活性化およびphosphatidylinositol代謝回転の充

進に起因していることが示唆された37）。そこで本実験においては、adrenaline受容体のもう一つ

のサブタイプであるβ一adrenaline受容体に着目して、糖尿病時における血管反応性の変化を検討

した。血管平滑筋におけるβ一adrenaline受容体は、その受容体刺激によって、細胞内cyclic

AMP濃度を上昇させ、血管弛緩性に働いていることが知られている38）。このβ一adrenaline受容体

介在性の血管弛緩反応は高血圧症動物においては著明に減弱していることが報告されており39－4⑪、

このことが、高血圧症時の末梢血管抵抗の増大にも関与していることが知られている。しかし、糖

尿病動物の血管平滑筋におけるβ一adrenaline受容体の機能を検討した報告はない。

　1980年に、FurchgottとZawadzki42）によって、血管内皮細胞の機能が明らかとなり、

acetylcholine（ACh）による血管弛緩反応は、血管内皮細胞の存在に依存する血管弛緩反応である

ことが報告された。その後の検討によって、血管内皮細胞依存性に働く物質が複数存在することが

報告されている。そこで、β一adrenaline受容体介在性の血管弛緩反応に及ぼす内皮細胞の影響に

ついても併せて検討した。
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〈実験方法〉

1）使用動物および実験的糖尿病動物の作製法

　実験には、雄性Wistarラット8週齢、体重200－220　gを用いた。糖尿病群には、　pH　4．5のク

エン酸緩衝液に溶解した60mg／kg　STZを尾静脈より投与し、実験的糖尿病を誘発した。また、対

照群には、溶媒のクエン酸緩衝液のみを静脈内投与した。その後、飲料水および餌は、自由に摂取

させ、STZまたは溶媒投与の8－10週後に実験に用いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mH，　KCI　4．7mM，　CaCl21．8mH，　HgSO41．2mH，　NaH2　PO41．2mM，　NaHCO325．　O　mHおよび

glucose　11．1mMとした。栄養液は、調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に

加温した。

3）ラット胸部大動脈螺旋状標本の作製

　STZまたは溶媒投与の8－10週間後に、ラットの頭部を殴打し、総頸動脈からの脱血により致死

させた。この際、血液は、血糖値測定用に採取した。大動脈弓部より横隔膜までの胸部大動脈をす

ばやく摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組

織や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払っ

て、幅3mm、長さ20　mmの螺旋状標本を作製した。血管内皮細胞除去群の検討を行う際には、血

管内皮細胞は、綿棒にて除去して実験を行なった。標本の両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガ

ンバス内の支柱に固定し、他端を張力測定用force－displacement　transducer（TB－611T，日本光電）

に接続して、等尺性張力を測定した。尚、オルガンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2

の混合ガスを通気して、37℃に保温した。標本には、1gの静止張力を負荷して、60－90分間フ゜

レインキュベーションした後に、実験を行なった。この間、オルガンバス内の栄養液は、20分毎に

交換した。
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4）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を10－7HのNEで収縮させ、反応が安定した後

に、10－sHのAChを投与した。この際、　ACh（10－5　M）による弛緩反応が、　NE（10←7　M）に対して、

80％以上認められる場合を、内皮細胞存在群とし、AChによる血管内皮細胞依存性血管弛緩作用が、

全く認められない標本を内皮細胞除去群とした。

4－1）血管弛緩反応の検討

　薬物を洗浄した40分後に、equieffectiveな濃度のNE（3x10←8－10－7　M＞で血管を収縮させ、

反応が安定した後に、isoproterenol（ISO，10－8－10－5　H）、　forskolin（FSK，10’8－10－6　M）または、

sodium　nitroprusside（SNP，10－9－10－6　M）を累積的に投与し、血管弛緩反応を検討した。

4－2）血管収縮作用の検討

　血管収縮作用を検討する際には、1gの静止張力の状態にISO（10－8－10－3　H）を累積的に投与し

てその収縮作用を検討した。Hethylene　blue（10－6　H）またはphentolamine（10－7　H）の影響を検

討する際には、これらの薬物を15分間前処置した後に、ISOを累積的に投与してその影響を検討し

た。

5）血糖値の測定

採血を行う際には非絶食下の午前中に行い、血糖値はo－toluidine法29）にて測定した。

6）使用薬物

streptozotocin　（Sigma）

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）

isoproterenol　hydroch　loride　（Sigma）

methylene　b工ue　（Sigma）

sodium　nitroprusside　（Sigma）

phentolamine　mesylate　（Ciba　Geigy）

acetylcholine　chloride　（第一製薬）
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forskolinは、日本化薬（株）より供与された。

　ForskoUnは、100％ethano1に溶解して実験に用いた。オルガンバス中のethanolの最終濃度

は0．05％以下であり、血管反応には影響を与えなかった。その他の薬物は、蒸留水に溶解して実験

に用いた。

7）データの解析

　実験終了後に、各標本の湿重量を測定した。収縮力は、発生張力（mg）を標本の湿重量（mg）で

割った値で表した。」血管弛緩反応は、NEによる収縮力を100％とした時の割合を、血管弛緩率

（％）として示した。最大反応の50％を惹起するのに必要な薬物の濃度（EC50値）は、　Fleming

ら30）の方法に従って求めた。また、50％抑制率（IC5のは、　NEによる収縮を50％抑制する血管

拡張薬の濃度として示した。各データは、mean±S．　E．で表し、有意差検定には、　Studentの

unpaired　t－testを用いた。
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〈実験結果〉

1）対照群にお｝ナるISO，　FSKおよびSNPによる血管弛緩反応

　ISOはNEで収縮させた胸部大動脈を血管内皮細胞存在群、血管内皮細胞除去群のいずれにおい

ても、濃度依存的に血管弛緩反応を示したが、血管内皮細胞存在群においてその血管弛緩反応は強

く認められた（fig．2－1）。同様に、　FSK　（adenylate　cyclase活性化薬43｝）およびSNP

（soluble　guanylate　cyclase活性化薬16））による血管弛緩反応を内皮細胞存在下または非存在下

で検討したところ、これらの化合物には、血管内皮細胞の有無とは無関係に濃度依存的に同程度の

血管弛緩反応を示した。

2）対照群におけるISO誘発血管収縮作用

　静止レベルの胸部大動脈に、ISOを累積的に投与すると、高濃度において、血管収縮作用を惹起

した。このISOによる血管収縮作用は、血管内皮細胞を除去することにより有意に増強された

（fig．2－1）。また、　methylene　blue（10－6　H、　soluble　guanylate　cyclase阻害薬）を前処置する

ことによりその血管収縮作用は有意に増強された（fig．2－1）。

3）対照群および糖尿病群における血糖値および体重

　クエン酸緩衝液を投与した対照群の8－10週間後の体重および血糖値は、それぞれ453．0±

9．9g（n＝20）および113．6±2．9mg／d　l（n＝20）であった。一方、　STZ投与群における8週間後

の体重および血糖値は、それぞれ277．0±11．Og（n＝20）および755．5±44．Omg／d1

（nニ20，P〈0．01）であり、糖尿病群において有意な血糖値の上昇が認められた。尚、　STZ投与群に

おいて、血糖値が300mg／dl以下のものは、実験には用いなかった。

4）糖尿病群におけるISO誘発血管弛緩反応

　糖尿病群においても、ISOは、　NEで収縮させた胸部大動脈を濃度依存的に弛緩させたが、この作

用は対照群で認められた場合と同様に血管内皮細胞の除去によってその作用は減弱した（fig．

2－2）。糖尿病群におけるISO誘発血管弛緩作用の程度は、血管内皮細胞の有無に関わらず対照群に

比べて有意に減弱していた。
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Fig．　2－1　　　　Concentration－response　curves　for　the　contractile　responses　to　isoprotere－

　　　　　　　　　　nol　（ISO）　of　aortic　strips　with　endothelium　　（●）　，　without　endothelium

　　　　　　　　　　（▲）　　and　with　endothelium　plus　pretreatment　with　methylene　blue　（10－6　M）

　　　　　　　　　　for　10　m　in　　（■）　　from　naive　rats．　（UpPer　trace）

　　　　　　　　　　Concentration－response　curves　for　the　relaxation　responses　to　ISO　of　aortic

　　　　　　　　　　strips　with　　（●）　　and　without　　（▲）　　endothelium　from　naive　rats．　The

　　　　　　　　　　aortic　strips　were　precontracted　with　norepinephrine　（3x10－8－10－7　H）．

　　　　　　　　　　Values　represent　the　means　of　results　of　6　experiments，　respectively，　with

　　　　　　　　　the　means　±　S．　E．　indicated　by　vertical　lines．　＊　P　く　0．05，　＊＊　P　く　0．01，

　　　　　　　　　＊＊＊　P　く　0．001　（Lower　trace）
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Fig．　2－2　　Concentration－response　curves　for　the　relaxation　responses　to　isoproterenol

　　　　　　（ISO）　of　aortic　strips　with　endotheIium　from　age－matched　control　　（●）　　and

　　　　　　diabetic　　（○）　　and　w　ithout　endothelium　from　age－matched　contro1　　（■）　　and

　　　　　　diabetic　（〔コ）　rats．　The　aortic　strips　were　precontracted　with　norepinephrine

　　　　　　（3x10＾8－10－7　H）．　Values　represent　the　means　of　resu　lts　of　6　experiments，

　　　　　　respectively，　w豆th　the　means　±　　S．　E．　indicated　by　vertical　lines．　＊　P　〈　0．05，

　　　　　　＊＊P〈0．01，
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5）糖尿病時におけるFSKおよびSNP誘発血管弛緩作用

　対照群における検討から、FSKおよびSNPによる血管弛緩反応は、血管内皮細胞の存在に依存し

ないことが明らかとなっているので、糖尿病時においては、血管内皮細胞除去群についてのみそれ

ぞれの作用を検討した。糖尿病群の内皮細胞を除去した胸部大動脈において、FSKおよびSNPはい

ずれも濃度依存的な血管弛緩反応を示した（fig．2－3）。これらの血管弛緩反応の程度は、対照群と

ほぼ同様の結果で、両者の間には有意な差は認められなかった。

対照群および糖尿病群の胸部大動脈における各種血管弛緩薬のIC50を、　table　2－1に示した。

6）糖尿病群におけるISO誘発血管収縮作用

　糖尿病時において、高濃度のISOは、血管内皮細胞の有無に関係なく血管収縮作用を惹起した。

これらの作用は、対照群と比較すると糖尿病時において有意に増強されていた（fig．2－4）。

対照群および糖尿病群の胸部大動脈におけるISO誘発血管収縮作用のEC50を、　table　2－2に示し

た。

7）糖尿病群における・ISO誘発血管収縮作用に及ぼすphentolamineの影響

　糖尿病群における胸部大動脈でのISO誘発血管収縮作用は10－7　H　phentolamineの前処置によ

り有意に拮抗され、Isoの濃度反応曲線は右方にシフトした（fig．2－5）。さらに、10－6　Mの

phentolamineの前処置により、　ISO誘発血管収縮作用は完全に消失した。
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Fig．　2－3　　Concentration－response　curves　for　the　relaxation　responses　to　forskolin　of

　　　　　　　　　aortic　strips　without　endothelium　from　age－matched　contro正　　（■）　　and

　　　　　　　　　diabetic　　（［］）　　rats．　Concentration－response　curves　for　the　relaxation

　　　　　　　　　responses　to　sodium　nitroprusside　of　aortic　strips　without　endothelium　from

　　　　　　　　　age－matched　control　　（●）　　and　diabetic　　（○）　　rats．　The　aort　ic　strips　were

　　　　　　　　　precontracted　with　norepinephrine　（3x10－8－10－7　ト1＞．　Values　represent　the　means

　　　　　　　　　of　results　of　6　experiments，　respectively，　with　the　means　±　S．　E．　indicated

　　　　　　　　　by　vertical　Iines．
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Table　2－1　　1C　50　values　for　isoproterenol　（ISO）－induced，　forskolin　（FSK）－induced　and

　　　　　　　　　　sodium　nitroprusside　（SNP）－induced　relaxation　of　aortic　strips　from　age－

　　　　　　　　　　matched　control　and　diabetic　rats

Drugs　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control　（n＝6）　　　　　　　　　　　　　　D　iabetic　（n＝6）

ISO　（＋EC）　　　　　　　　　　　　　7．96　±　　1．98　x　10－8　卜1　　　　　　　　　1．40　±　0．51　x　10，7　M　＊

ISO　（－EC）　　　　　　　　　　　　　3．73　±　0．67　x　10←7　M　　　　　　　　　8．95　±　　1．20　x　10－7　M　＊

FSK　（－EC）　　　　　　　　　　　　　2．50　±　0．55　x　10－7　M　　　　　　　　　1．81　±　0．18　x　10－7　H

SNP　（－EC）　　　　　　　　　　　　　　3．46　±　　0．66　x　10－9　M　　　　　　　　　　4．30　±　　0．60　x　10－9　H

Values　are　means　±　 S．　E．　n，　number　of　animals，　EC，　endotheIial　cells．

＊　Statistically　different　from　age－matched　control　（　P　〈　0．05）．
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Fig．　2－4　　Cumulative　concentrat　ion－response　curves　for　the　contractile　responses　to

　　　　　　　isoproterenol　（ISO）　of　aortic　strips　with　endothelium　from　age－matched

　　　　　　　control　　（●）　　and　diabetic　　（○）　　rats　and　without　endothelium　from　age－

　　　　　　　matched　control　　（■）　　and　diabetic　　（口）　　rats．　Va　lues　represent　the　rneans　of

　　　　　　　results　from　6　experiments，　respectively，　with　the　means　±　S．　E．　indicated　by

　　　　　　　vertical　lines．　＊　P　く　0．05，　＊＊　P　〈　0，01．　EC：　endothelial　cells．
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Table　2－2　　EC　50　values　for　isoproterenol　（ISO）－induced　contraction　of　aortic　strips

　　　　　　　　　　from　age－matched　control　and　d　iabetic　rats

Drug　　　　　　　　　　　　　　　Control　（nニ6）　　　　　　　　　　　Diabetic　（n＝6）

ISO（＋EC）　　　　　　　1．78±0．　G7　x　10－4　M　　　　1．73±　0．33　x　10－5　H＊

ISO　（－EC）　　　　　　　　　　　　2．04　±　0．48　x　10－5　M　　　　　　　　1．43　±　　0．29　x　10－5　M

　Values　are　means　±　S．　E．　n，　number　of　animals，　EC，　endothelial　cells．

＊　Statistically　differen七　from　age－matched　control　（　P　〈　0．05）．

一 35一



150

｝一（
z　　Φ

山2Σ．i竺

江　⇒づ

o－■」　　1

山　　o
＞　ε
　
0　　　　75

z．匡

竺2
ω三
Z
山　　o

←　E
　　）

O

◆DIABETIC（－EC）
《｝DIABETIC〈－EC）
　　　　　　　十phentolamlne　10　M

　今←　P＜O．05
今←今←P＜0．01

今←今←

7　　　　　　　　　　6　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　4　　　　　　　　　　3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－LOG（ISO）M

Fig．　2－5　　Effects　of　treatment　with　phentolamine　of　aortic　strips　without　endothe　l　ium

　　　　　　　　　on　the　concentration－response　curves　for　isoproterenol　（ISO）．　The　aortic

　　　　　　　　　strips　were　exposed　to　10－7　ト1　phentolamine　for　10　m　in　and　then　ISO　was　added

　　　　　　　　　to　the　bath　cumulatively．　Values　represent　the　means　of　results　from

　　　　　　　　　6　experiments，　respectively，　with　the　means　±　S．　E．　indicated　by　vertical

　　　　　　　　　lines．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　〈　0．01．　EC：　endothelial　cells、
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〈考察〉

　本実験により、ラット胸部大動脈におげるISO誘発血管弛緩反応は、血管内皮細胞の存在に一部

依存していることが明らかとなった。さらに、実験的糖尿病ラットの摘出胸部大動脈において、

ISO誘発血管弛緩反用の減弱およびISO誘発血管収縮作用が充進することが明らかとなった。

　FurchgottとZawadzki42）やFridovich44）らの報告によると、血管でのβ一adrenaline受容

体は、血管平滑筋細胞上のβ一adrenaline受容体に結合し、血管内皮細胞非依存性の血管弛緩反応

を示すと一般には考えられていた。しかし、Steinberg45）らによって、ウシ大動脈の培養内皮細胞

上には、β一adrenaline受容体が存在することが報告されている。本実験の検討からは、ラット胸

部大動脈におけるISO誘発血管弛緩反応は、血管内皮細胞除去標本よりも、血管内皮細胞存在標本

の方が弛緩反応が強かった。しかし、血管平滑筋直接作用を有するFSK（adenylate　cyclase活性

化薬43》）およびSNP（guanylate　cyclase活性化薬16））は、血管内皮細胞の有無に関わらず血管

を同様に弛緩させたことからISOが、部分的に血管内皮細胞依存性に血管を弛緩することが示唆さ

れた。尚、本実験において、ISO誘発血管弛緩反応が内皮細胞の除去により減弱していたが、この

点に関しては、FSKおよびSNPの実験から、血管内皮細胞の除去が、平滑筋側の機能を障害するた

めであるという可能性は排除される。

　本実験において、高濃度のISOは、静止レベルのラット胸部大動脈を収縮させた。この血管収縮

作用は、血管内皮細胞の除去によって増強されたことから、ISO誘発血管収縮において、血管内皮

細胞が抑制的に働いていることが明らかとなった。さらに、methylene　blue（guanylate　cyclase

阻害薬47））の前処置によってもISO誘発収縮は増強された。これに関して、　Martinらは、血管内

皮細胞からは、血管内皮細胞弛緩因子　（EDRF（NO））が、常時、産生、放出されており、その産生

が、methylene　blueにより抑制されることを報告している47）。従って、　ISOによる血管収縮作用

にも、内皮細胞からのEDRF（NO）が関与している可能性が強く示唆された。また、　ISO誘発血管収

縮作用は、α一adrenaline受容体拮抗薬であるphentolamineによって拮抗されたことから、血管

平滑筋上の、α一adrenaline受容体を介している可能性が示唆された。このことは、ラットの胸部

大動脈が他の種と比較して、非常に多くのα1－adrenaline受容体を含んでいるというRuffolo48｝

らの報告とも相関する。

　糖尿病群の胸部大動脈におけるISO誘発血管弛緩反応は内皮細胞が存在する場合にも、存在しな
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い場合においても、対照群と比較すると作用が減弱していた。しかし、FSKおよびSNPによる血管

弛緩反応は、両群の間には有意な差は認められなかったことから、糖尿病時におけるISO誘発血管

弛緩反応の減弱は、平滑筋側のadenylate　cyclaseまたはguanylate　cyclase活性の異常による

ものではないことが示唆された。この糖尿病動物における臓器のβ一adrenaline受容体の機能異常

に関しては、すでにラット胃底部平滑筋49｝および心臓5別において報告がなされている。この点に

関して、興味深いことには、糖尿病患者のnorepinephrineおよびepinephrine等の血漿中

catecholamine濃度が健常者に比べて高いことが報告されている5D。従って、これらの報告から、

糖尿病時におけるβ一adrenahne受容体機能低下の原因としては、血漿中catecholamimeの上昇に

伴うβ一adrenaline受容体のdown－regulationが、関与している可能性が考えられるが、詳細に関

しては明らかとなっていない。

　さらに、ISO誘発血管収縮作用においても、糖尿病群において内皮細胞の有無に関わらず有意な

反応性の冗進が認められた。このことから、糖尿病時におけるISO誘発血管収縮作用の充進は、

α一adrenaline受容体介在性血管収縮の増強および血管内皮細胞上のβ一adrena　l　ine受容体の機能

低下に起因していることが示唆された。すでに、糖尿病時におけるα一adrenahne受容体介在性血

管収縮の冗進に関しては、第1章で詳細に検討しており37）、第1章の結果ともよく相関する結果と

なった。

　以上のことから、糖尿病時にはadrena　l　ine受容体の機能はαsubtypeでは機能の上昇、

βsubtypeでは機能の低下を発現することが明らかとなった。本実験に関する報告は、1）ラット

胸部大動脈において、ISO誘発血管弛緩反応が、血管内皮細胞の存在に一部依存する。2）実験的

糖尿病動物の血管平滑筋におけるβ一adrenaline受容体の機能が低下する。といういずれにおいて

も最初の報告であり、後に、この実験を支持する報告がしばしば見られる。
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第3章　自然発症糖尿病ラットの胸部大動脈におけるβ袖enaline受容体作動薬

　　　　に対する弛緩反応の減弱

　第2章での検討から、ISO誘発血管弛緩反応が血管内皮細胞に一部依存した弛緩反応を示すこと

さらに、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈においてはβ一adrenaline受容体介在性の血管弛緩作

用が減弱し、特異的にその機能が障害されていることを見いだした52）。そこで、本章では、1型糖

尿病を自然発症する動物であるWBN／Kobラットを用いて、胸部大動脈における　β一adrenaline受

容体の機能変化を検討した。WBN／Kobラットは、ドイツのBonn大学で腫瘍に関する研究用として

繁殖されていたWistar系に由来するラットである。その後、1976年にDr．　Koboriによって日本

に持ち込まれ、糖尿病を自然発症することが見いだされたという53・54）。特徴としては、生後60

週前後に1型の糖尿病を自然発症するという極めて希な動物であり、その発症機序やその他に関し

ては不明な点が多く今後の研究の進展が望まれている。　この様な背景から、STZ誘発糖尿病ラット

で認められた血管平滑筋のβ一adrenaline受容体機能低下が自然発症糖尿病ラットにおいても認め

られるかどうかを検討した。
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〈実験方法〉

1）使用動物

　実験には、雄性WBN／Kobラット70－75週齢および対照群には同週齢のWistar系ラットを

用いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mH，　KCI　4．7mM，　CaCl21．8耐，　HgSO41“2mM，　NaH2PO41．2mM，　NaHCO325．　O　mHおよび

glucose　11．1mMとした。栄養液は調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に加

温した。

3）ラット胸部大動脈螺旋状標本の作製

　ラットは、頭部を殴打し、総頸動脈から脱血させることにより致死させた。この際、血液は、血

糖値測定用に採取した。大動脈弓部より横隔膜までの胸部大動脈をすばやく摘出し、95％02－

5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組織や結合組織を取り除い

た。その後、先鋭ピンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払って、幅3mm、長さ20

mmの螺旋状標本を作製した。血管内皮細胞除去群の検討を行う際には、血管内皮細胞は、綿棒にて

除去して実験を行なった。標本の両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス内の支柱に固定し、

他端を張力測定用force－displacement　transducer（TB－612T，日本光電）に接続して、等尺性張力

を測定した。尚、オルガンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2の混合ガスを通気して、

37℃に保温した。標本には、1gの静止張力を負荷して、60－90分間プレインキュベーションした

後に、実験を行なった。この間、オルガンバス内の栄養液は、20分毎に交換した。

4）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を、10’7Mのnorepinephrine（NE）で収縮さ

せ、反応が安定した後に、10－5Hのacetylcholine（ACh）を投与した。この際、　ACh（10－5肖）に
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よる弛緩反応が、NE（10－7　H）に対して，80％以上認められる場合を内皮細胞存在群とし、　AChに

よる血管内皮細胞依存性血管弛緩作用が、全く認められない標本を内皮細胞除去群とした。薬物を

洗浄した40分後に、10－7Mの濃度のN£で血管を収縮させ、反応が安定した後に、　i　soprotere－

no1（ISO，10“8－10－5　M），　forskolin（FSK，10－8－1『6　M）または、　vasoactive　intestinal

peptide（VIP，10－9－10－6　M）を累積的に投与し、血管弛緩反応を検討した。

5）血糖値の測定

　採血する際には、非絶食下の午前中に行い、血糖値の測定は自動分析装置（Hitachi　7150）を用

いてglucoseoxidase法で行なった。

6）使用薬物

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）

isoproterenol　hydrochloride　（Sigma）

acetylcholine　chloride　（第一製薬）

vasoactive　intestina｝　peptide　（Sigma）

forskolinは、日本化薬（株）より供与された。

　Forskolinは、100％ethanolに溶解して実験に用いた。オルガンバス中のethanolの最終濃度

は0．05％以下であり、血管反応には影響を与えなかった。その他の薬物は蒸留水に溶解して実験

に用いた。

7）データの解析

　血管弛緩反応は、NEによる収縮力を100％とした時の割合を、血管弛緩率（％）として示した。

また、50％抑制率（IC50）は、　NEによる収縮を50％抑制する血管弛緩薬の濃度として示した。各

データは、mean±S．　E．で表し、有意差検定には、　Studentのunpaired　t－testを用いた。
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〈実験結果〉

1）対照群および自然発症糖尿病群における血糖値

　対照群における実験使用時の血糖値は116．5±4．5mg／dl（n・10）、自然発症糖尿病群における

血糖値は385．0±20．3mg／dl（n・10，　Pく0．01）であり、自然発症糖尿病群において有意な血糖

値の上昇が認められた。尚、糖尿病群において、血糖値が200mg／dl以下のものは、実験には用い

なかった。

2）対照群および自然発症糖尿病群の胸部大動脈におけるISO誘発血管弛緩反応

　対照群および自然発症糖尿病群の胸部大動脈において、ISOは血管内皮細胞存在標本においても

血管内皮細胞除去群においても、いずれも濃度依存的に血管弛緩反応を示したが、血管内皮細胞存

在群においてその血管弛緩反応は強く認められた（fig．3－1）。また、自然発症糖尿病群にお｝ナる

ISO誘発血管弛緩反応は対照群と比較すると、内皮細胞の有無に関係なく減弱していた。

3）対照群および自然発症糖尿病群の胸部大動脈におけるFSKおよびVIP誘発血管弛緩反応

　対照群および自然発症糖尿病群の胸部大動脈において、FSKは濃度依存的な血管弛緩反応を示し

た（fig．3－2）。しかし、　FSK誘発血管弛緩反応は両群の間に有意な差は認められなかった。

また、対照群および自然発症糖尿病群の胸部大動脈において、VIPは濃度依存的な血管弛緩反応を

示したが、その血管弛緩反応はFSKと比較すると弱く、最大弛緩反応は約30％程度であった

（fig．3－2）。このVIP誘発血管弛緩反応はFSKと同様に両群の間に有意な差は認められなかった。
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Fig．　3－1　　Concentration－response　curves　for　the　relaxation　responses　to　isoproterenol

　　　　　　　　　（ISO）　of　aortic　strips　with　endothelium　from　age－matched　Wistar　　（●）　　and

　　　　　　　　　WBN／Kob　　（○）　　　rats　　and　w　ithout　endothe　Uum　from　age－matched　W　istar　　（■）

　　　　　　　　　and　WBN／Kob　　（〔］）　　rats．　The　aortic　strips　were　precol〕tracted　with　10－7　M

　　　　　　　　　norepinephrine．　Values　represent　the　mean　of　the　results　of　5　experiments，

　　　　　　　　　respectively，　with　the　mean　±　S．　E．　indicated　by　vertical　lines．　＊　P　〈　0．05，

　　　　　　　　　＊＊Pく0．01．
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Fig．　3－2　　Concentratlon－response　curves　for　the　relaxation　responses　to　forskolin　（FSK）

　　　　　　　　of　aortic　strips　without　endothelium　from　Wistar　　（●，　nニ6）　　and　WBN／Kob

　　　　　　　　（○，　n＝6）　rats．　Concentration－response　curves　for　the　relaxation　responses　to

　　　　　　　　vasoactive　intestir］al　Peptide　（VIP）　of　aortic　strips　without　endotheユium

　　　　　　　　from　Wistar　　（■，　n二6）　　and　WBN／Kob　　（□，　n＝6）　rats．　The　aortic　strips　were

　　　　　　　　precontracted　with　10『7　トl　norep　inephrine．　The　results　are　expressed　as

　　　　　　　　mean　±　S．　E．　indicated　by　vertical　iines．
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〈考察〉

　第2章での検討から、著者はラット胸部大動脈におけるISO誘発血管弛緩反応が血管内皮細胞の

存在に一部依存することを明らかにした52｝。本実験においても、ラット胸部大動脈におけるISO

誘発血管弛緩反応は、血管内皮細胞の存在に一部依存することが再確認された。また、さらに自然

発症糖尿病ラットの胸部大動脈においても、STZ誘発糖尿病ラットと同様に、β一adrenaUne受容

体介在性の血管弛緩反応が減弱していることが明らかとなった。

　また、本実験から自然発症糖尿病ラットであるWBN／Kobラットの胸部大動脈において、　ISO誘発

血管弛緩反応は、血管内皮細胞の有無に関わらず、対照群と比べて有意に減弱することが明らかと

なった。さらに、adeny　late　cyclase活性化薬であるFSK43）による血管弛緩反応は、両群の間に

有意な差は認められなかったことから、糖尿病時における血管平滑筋側のadenylate　cyclase活性

には変化がなく、ISOによるβ一adrenaline受容体介在性血管弛緩反応の減弱は、β一adrenaline

受容体の機能的な変化に起因することが示唆された。

　VIPは、血管内皮細胞非依存性に血管中cyclic　AHPを増加させて血管弛緩反応を示す神経ペプ

チドである55）。そこで著者は、VIPをβ一adrenaline受容体を介さない別のcycIic　AHP増加薬

と考え、自然発症糖尿病ラットの胸部大動脈におけるVIP誘発血管弛緩反応を検討した。その結果、

VIPによる血管弛緩反応も両群の間には有意な差は認められなかった。以上のことから、自然発症

糖尿病ラットの胸部大動脈においては、cyclic　AHP産生系において、β一adrenaline受容体の機能

のみが、特異的に障害されていることが示唆された。第2章でも述べたように、糖尿病患者の血清

中catecholamine濃度は、健常人と比較して高いことが報告されているため5D、β一adrenaline

受容体のdown－regulationが起こり、機能低下が起こっている可能性が示唆された。

　第2章での検討では、STZ誘発糖尿病ラットでも同様にISO誘発血管弛緩反応が減弱していたが、

STZ誘発糖尿病動物では血糖値が755．5±44．Omg／dlであったのに対して本章で用いた自然発症

糖尿病ラットであるWBN／Kobラットでは385．0±20．3mg／d　lとSTZ誘発糖尿病ラットに比べて

WBN／Kobラットの方が血糖値は低く病態としては軽症の糖尿病であると考えられた。以上のことか

ら、化学物質誘発性のSTZ誘発糖尿病ラットにおいても、自然発症糖尿病モデルのWBN／Kobラッ

トにおいても、β一adrenaline受容体介在性の血管弛緩反応の減弱が認められたが、これらの糖尿
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病モデルにおいては、β一adrenaline受容体の機能低下は血糖値の程度に関わらず、1型糖尿病モ

デルにおける普遍的な現象である可能性が示唆された。
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第4章STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈における血管内皮細胞依存性弛緩

　　　　反応の減弱と血管中cychc　nucleotide量の変化

　1980年に、FurchgottとZawadzki42）によって、　acetylcholine（ACh）による血管拡張作用にお

ける血管内皮細胞の機能が明らかとなり、ACh誘発血管弛緩反応が血管内皮細胞の存在に完全に依

存する作用であることが報告された。その後の検討により、現在ではAChをはじめとして

histamine、　serotonin，　adenosine　trlphosphate、　platelet　activating　factor，　substance　P，

bradykinin等の様々な生体内物質が血管内皮細胞に依存して血管弛緩反応を示すことが明らかとな

っている55－56）。これらの血管内皮細胞依存性弛緩物質が内皮細胞上の受容体に結合すると、血管

内皮細胞由来弛緩物質（endothelium－derived　relaxing　factor（EDRF））と呼ばれる極めて不安定

な物質が放出され、このEDRFが血管中のcyclic　GMP量を増加させて、血管弛緩作用を示すこと

が明らかとなっていた58－60｝。その後、1987年にMoncadaのグループ6　Dによって、　EDRFの本体

がnitric　oxide（NO）であることが提唱され、現在では定説となっている。血管内皮細胞の機能と

しては、血流の調節、血小板凝集・粘着阻害、物質透過性の調節、血管弾力性の維持が挙げられる。

特に、EDRFの作用は、血管拡張作用だけではなく血小板の凝集・粘着をも調節していることから、

動脈硬化等の循環器系合併症と密接に関係していると考えられている。そこで本章では、糖尿病時

における血管内皮細胞の機能変化に着目し、AChによる内皮細胞依存血管弛緩反応を検討し、さら

に血管中cyclic　nucleotide量についても併せて検討した。
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〈実験方法〉

1）使用動物および実験的糖尿病動物の作製法

　実験には、雄性Wistarラット8週齢、体重200－220　gを用いた。糖尿病群には、　pH　4．5のクエ

ン酸緩衝液に溶解した60mg／kg　STZを尾静脈より投与し、実験的糖尿病を誘発した。また、対照

群には、溶媒のクエン酸緩衝液のみを静脈内投与した。その後、飲料水および餌は、自由に摂取さ

せ、STZまたは溶媒投与の8－10週後に実験に用いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mM，　KCI　4．7mH，　CaCl21．8mM，凹gSO41．2mM，　NaH2PO41．2mM，　NaHCO325、　O　mMおよび

glucose　11．1mHとした。栄養液は調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に加

温した。

3）ラット胸部大動脈螺旋状標本の作製

　STZまたは溶媒投与の8－10週間後に、ラットの頭部を殴打し、総頸動脈からの脱血により致死

させた。この際、血液は血糖値測定用に採取した。大動脈弓部より横隔膜までの胸部大動脈をすば

やく摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組織

や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払って、

幅3mm、長さ20　mmの螺旋状標本を作製した。標本の両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガン

バス内の支柱に固定し、他端を張力測定用force－displacement　transducer（TB－6HT，日本光電）

に接続して、等尺性張力を測定した。尚、オルガンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2

の混合ガスを通気して、37℃に保温した。標本には、1gの静止張力を負荷して、60－90分間プ

レインキュベーションした後に、実験を行なった。この間、オルガンバス内の栄養液は、20分毎に

交換した。
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4）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を10－7Mのnorepinephrine（NE）で収縮させ、

反応が安定した後に、10’5Hのacety　lcholine（ACh）を投与した。この際、　ACh（10⇔5　M）による

弛緩反応が、NE（10－7　M）に対して，85％以上認められる場合を、内皮細胞存在群と見なし、実験

を行なった。薬物を洗浄した40分後に、equ　ieffectiveな濃度のNE（3x10－8－10’7　M）で血管を

収縮させ、反応が安定した後に、ACh（10－8－10’5　M）、　sodium　nitroprusside（SNP，10－9－10－6　H）

または、atrial　natriuretic　peptide（ANP，10－9－10－6　H）を累積的に投与し、血管弛緩反応を検

討した。

5）Cyclic　nucleotides量の測定

　血管中cyclic　GMPおよびcyclic　AMPの定量は、　radloimmunoassay法にて行なった。糖尿病

誘発後8－10週間後に、ラットの頭部を殴打し、総頸動脈からの脱血により致死させた。その後、

すばやく胸部大動脈を摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲

の余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。その後、血管を5mlの栄養液が入った試験管に移し、

37℃に保温して、95％02－5％CO2の混合ガスを通気しながら、60分間インキュベートした。イン

キュベーションの後、10－7MNEを添加して10分間インキュベーションした。　AChの影響を検討

する場合には、さらに10－5HAChを添加して、1分後に液体窒素にて凍結した。凍結した標本を

ポリトロンホモジナイザー（Polytron　Kinematica）を用いて、6％trichloroacetic　acid　l　mlを

加えてホモジナイズし、遠心分離（3000g，4°C，10　min）後、上清を分取した。上清を水飽和

etherで4回洗浄して、　trichloroacetic　acidを除去した。以上のように調製したサンプル中の

cyclic　GHPおよびcycHc鮒Pをradioimmunoassay法にて定量した。血管標本の蛋白量は、

Lowryら621の方法で定量し、　cyclic　G図Pおよびcyclic　AHP量を蛋白量で補正して算出した。

6）血糖値の測定

採血する際には、非絶食下の午前中に行い、血糖値の測定はo－toluidine法29）で行なった。

7）使用薬物

streptozotocin　（Sigma）
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norepinephrine　hydrochloride　（S　igma）

sodium　nitroprusside　（Sigma）

atrial　natriuretic　peptide　（ペプチド研究所）

acetylcholine　chloride（第一製薬）

cyclic　GMP　radiol加munoassay　kit　（ヤマサ醤油）

cyclic　AHP　radioimmunoassay　kit　（ヤマサ醤油）

8）データの解析

　血管弛緩作用は、NEによる収縮力を100％とした時の割合を、1血管弛緩率　（％）として示し

た。また、50％抑制率（IC50）は、　NEによる収縮を、50％抑制する血管弛緩薬の濃度として示し

た。各データは、mean±S．　E．で表し、有意差検定には、　Studentのunpaired　t－testを用いた。
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〈実験結果〉

1）対照群および糖尿病群における体重および血糖値

　クエン酸緩衝液を投与した対照群の8－10週間後の体重および血糖値はそれぞれ453．0±

9．9g（n＝20）および113．6±2．9mg／dl（n・20）であった。一方、　STZ投与群における8週間後

の体重および血糖値はそれぞれ277．0±11．Og（n＝20）および755．5±44．Omg／dl（n＝20，

Pく0．01）であり、糖尿病群において有意な血糖値の上昇が認められた。尚、STZ投与群において、

血糖値が300mg／dl以下のものは、実験には用いなかった。

2）ACh，　SNP，　ANP誘発血管弛緩反応

　AChは、対照群および糖尿病群のいずれの群においても、　NEで収縮させた胸部大動脈を濃度依存

的に弛緩させたが、糖尿病群におけるACh誘発内皮細胞依存性血管弛緩反応は、対照群と比較して

減弱していた（fig．4－1）。　Achによる血管弛緩反応のIC50値は、対照群で4．57±o，67　x

10－8M（n・6）、糖尿病群で1．00±0．87　x　10－7　H（n・6，　P＜0．05）であり、糖尿病群における

IC50値は、有意に増大していた。　SNP（soluble　guanylate　cyclase活性化薬16》）およびANP

（particulate　guanylate　cyclase活性化薬63））は、対照群および糖尿病群いずれの血管において

も濃度依存的な血管弛緩反応を示したが、両群の間には有意な差は認められなかった。IC50値は、

table　4－1に示した。

3）cyclic　GMPおよびcyclic　AHP量の変化

　血管中のcyclic　GMP　basal　levelは、対照群で、7．46±2．02　pmol／mg　protein

（n＝4）、糖尿病群で、1．28±0．72pmol／mg　protein（nニ4，　P〈0．05）であり、糖尿病群におい

て有意に低下していた。さらに、NE処置群およびACh処置群いずれの場合においても、血管中

cyclic　GHP量は糖尿病群で減少していた（table　4－2）。この時、　cyclic　AHPのbasal　levelは、

両群の間に有意な差は認められなかった（data　not　shown）。
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Fig．　4－1　　Relaxation　responses　to　acetylcholine　（ACh）　of　aortic　strips　with　endothelium

　　　　　　　　　from　age－matched　controユ　and　diabetic　rats．　The　aortic　strips　were

　　　　　　　　　precontracted　with　3x10－8－10＾7　H　noradrenaline　（NA）．
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TabIe　4－1　　1C　50　values　for　acetylcholine　（ACh）一，　atrial　natriuretic　peptide　（ANP）－　and

　　　　　　　　　　sodium　nitroprusside　（SNP）－induced　relaxation　of　aortic　strips　from　age－

　　　　　　　　　　matched　control　and　diabetic　rats

Drugs　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control　　　　　　　　　　　　　　　　　　Diabetic

ACh　　　　　　　　　　　　　　　　　4．57　±　0．67　x　10－8　M　　　　　　　1．00　±　 0．87　x　10曽7　M　＊

ANP　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．51　±　 0．83　x　10－9　H　　　　　　　　4．53　±　　0．69　x　10－9　M

SNP　　　　　　　　　　　　　　　　3．46　±　0．66　x　10－9　M　　　　　　　4．30　±　0．60　x　10－9　M

Values　are　mean　±　S．　E．　n　＝　6　animals．

＊　Statistically　different　from　age－matched　control　（P　〈　0．05）．
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Table　4－2　　Basal　and　acetylcholine　（ACh）－induced　production　of　cycHc　GMP　in　aortic

　　　　　　　　　　　strips　from　age－matched　contro　l　and　diabetic　rats．

Agents　　　　　　　　　　　　　　　　　Control　　　　　　　　　　　　　　　　　　Diabetic

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cyclic　GトIP　　　　　　　　　　　　　　　　　　cyclic　GMP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（pmoI　／　mg　Protein）　　　　　　　　　　（Pmol　／　mg　Protein）

None　　　　　　　　　　　　　　　　　7．46　±　2．02　　　　　　　　　　　　　　　1．28　±　 0．72　＊

NE　（10－7　M）　　　　　　　　　　　7．30　±　0．58　　　　　　　　　　　　　　3．56　±　　1．13　＊

NE　（10－7　ト1）　　　　　　　　　43．88　±　4。50　　　　　　　　　　　　　21．10　±　 1．32　＊＊

　　＋　ACh　（10－5　卜1）

Values　are　mean　±　S．　E．　n＝　4　animals．

Significantly　different　from　age－matched　control，　＊P〈　0．05，　＊＊P＜　0．01．
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〈考察〉

　本実験において、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるACh誘発内皮細胞依存性弛緩作用

が減弱していることが明らかとなった。さらに、AChによるcyclic　GHP生成量も糖尿病群では低

下していたことから、糖尿病時には、EDRF（NO）の産生または放出の低下により血管内皮細胞の機

能が低下していることが明らかとなった。

　今回、AChによる内皮細胞依存性血管弛緩反応は、糖尿病時において減弱していた。この原因の

一つとしては、guanylate　cyclase活性の低下が考えられる。この点に関して、　SNP　（soluble

guanylate　cycase活性化薬工6｝）およびANP（particulate　guanylate　cyclase活性化薬62））に

よる血管弛緩反応を検討したが、両群の間に有意な差は認められなかっ，た。この結果から、血管平

滑筋側のguanylate　cyclase活性には両群の間には差はなく、　AChによる弛緩反応の減弱は、

guanylate　cyclase活性の変化によるものではないことが示唆された。

　AChが、内皮細胞上のmuscarinic　receptorに結合すると、　EDRF（NO）と呼ばれる極めて不安定

な物質が放出され、このEDRF（NO）が、平滑筋側で血管中cyclic　GHP量を増加させて、血管弛緩

作用を示すことが明らかとなっている58’60）。そこで、本実験において、血管中cyclic　GMPを定

量したところ、basal　levelおよびACh刺激時いずれの場合においても、　cyclic　GMP量は糖尿病

群で有意に減少していた。以上のことから、糖尿病時におけるACh誘発弛緩反応の減弱は、血管中

cyclic　GMP量とも相関しており、その原因としては、　ACh刺激時のEDRF（NO）の産生または遊離

の低下が関与している可能性が考えられた。さらに、糖尿病時には、basal　levelの血管中

cyclic　GMP量も有意に減少していたことから、内皮細胞から常時遊離されている、　EDRF（NO）の量

も糖尿病時には少ない可能性が示唆された。糖尿病時における血管内皮細胞の機能に関しては

低下64｝、不変65）、充進66）と様々な報告がある。この原因に関しては、現時点では明らかとなって

いない。しかし、それまでの報告では、単に血管反応性のみ検討した結果であり、血管中cyclic

GMPを定量したという報告はなく、本実験の結果は、糖尿病時の血管内皮細胞の機能低下をさらに

強く示唆するものである。このように1型糖尿病モデルのSTZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈にお

ける血管内皮細胞の機能障害が認められた。血管内皮細胞はnitric　oxide（NO）を介して血小板凝

集・粘着を抑制する方向に働いているため、このことが糖尿病時に動脈硬化症、脳血管疾患、腎症
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等の種々循環器系疾患の原因となっている可能性が示唆された。
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第5章　自然発症糖尿病ラットの胸部大動脈における内皮細胞依存性血管弛緩反応に及ぼす加齢

　　　　および血糖値の影響

　第4章において、著者は、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるACh誘発内皮細胞依存性

弛緩作用が減弱し、糖尿病時における血管内皮細胞の機能が低下していることを見いだした67｝。自

然発症糖尿病ラットに関しては、生後まもなく1型糖尿病を自然発症するBio　Breeding（BB）

ラットを用いた検討から、内皮細胞依存性血管弛緩が減弱することが報告されている68・69｝。一方、

血管内皮細胞の機能は加齢によっても低下することが報告されていることから78｝、糖尿病時におけ

る内皮機能障害は加齢によって加速される可能性がある。そこで本章では、1型の糖尿病を自然発

症するWBN／Kobラットの胸部大動脈を用いて、血管内皮細胞の機能に着目して、内皮細胞依存性弛

緩作用に及ぼす加齢と血糖値の影響について検討を行なった。
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〈実験方法〉

1）使用動物

　実験には、雄性WBN／Kobラット13－15週齢および90－92週齢を用いた。また、対照群にはそれ

ぞれ同週齢の雄性Wistar系ラットを用いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mM，　KCI　4．7mM，　CaCl2　L　8　mH，　MgSO4　L　2　mH，　NaH2PO41．2mH，　NaHCO325．　O　mHおよび

glucose　11．1mHとした。栄養液は、調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に

加温した。

3）血糖値の測定

　採血する際には、非絶食下の午前中に行い、血糖値の測定は自動分析装置（Hitachi　7150）を用

いて、glucoseoxidase法で行なった。

4）非観血的血圧の測定

　ラットの血圧は、実験に供する1日前に非観血的無麻酔下血圧測定装置（KN－210－1，　Natsume）に

よって測定した。血圧はばらつきを考慮し、3回測定して平均値を求めた。

5）ラット胸部大動脈螺旋状標本の作製

　ラットの頭部を殴打し、総頸動脈からの脱血により致死させた。この際、血液は血糖値測定用に

採取した。大動脈弓部より横隔膜までの胸部大動脈をすばやく摘出し、95％02－5％CO2の混合ガ

スを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。その後、先鋭

ピンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払って、幅3mm、長さ20　mmの螺旋状標本を

作製した。血管内皮細胞を除去した標本で薬物反応を検討する場合は、綿棒にて内皮細胞を除去し

た。標本の両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス内の支柱に固定し、他端を張力測定用
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force－displacement　transducer（TB－612T，日本光電）に接続して、等尺性張力を測定した。尚、

オルガンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2の混合ガスを通気して、37℃に保温した。

標本には、19の静止張力を負荷して、60－90分間プレインキュベーションした後に、実験を行な

った。この間、オルガンバス内の栄養液は20分毎に交換した。

6）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を、10’7Mのnorepinephrine（NE）で‖又縮さ

せ、反応が安定した後に、10－5Mのacetylcholine（ACh）を投与した。この際、　ACh（10－5　M）に

よる弛緩反応が、NE（10－7　H）に対して70％以上認められる場合を、内皮細胞存在標本とみなし、

AChによる弛緩反応が全く認められない標本を内皮細胞除去標本として実験を行なった。

薬物を洗浄した40分後に、3x10－8－10－7　Mの濃度のNEで血管を収縮させ、反応が安定した後に、

ACh（10－8－10－5　M）、　sodium　nitroprusside（SNP，10－10－10’7　H）または、　atrial　natrluretic

peptide（ANP，10’10－10－7　M）を累積的に投与し、血管弛緩作用を検討した。

7）血管内皮細胞の電子顕微鏡像

　各群より胸部大動脈を摘出し、長さ5mmのリング状に切りサンプルとして用いた。標本を、

2．5％glutaraldehydeを含むリン酸緩衝液中（4°C，2hr）で固定し、その後、リン酸緩衝液で

20分おきに3回洗浄した。次に1％osmium　tetroxideを含むリン酸緩衝液で90分間固定した

あと、10分おきに3回洗浄した。ethanolで段階的に脱水した後、　propylene　oxideと

araldite　epoxy　resinの混合物に標本を移して一晩室温で固定し、その後、60°Cで、24時間放置

した。その後、urany　l　acetateおよび1ead　acetateで染色して電子顕微鏡用サンプルとした。

8）使用薬物

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）

sodium　nitroprusside　（Sigma）

indomethacin　（Sigma）

atrial　natriuretic　peptide　（ペプチド研究所）
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acetylcholine　chloride（第一製薬）

9）データの解析

　血管弛緩反応はNEによる収縮力を100％とした時の割合を血管弛緩率　（％）として示した。

また、50％抑制率（IC50）はNEによる収縮を50％抑制する血管弛緩薬の濃度として示した。各

データは、mean±S．　E．で表し、有意差検定はBartlett検定で各群の分散を調べ、等分散ならば

一元配置分散分析を行い、有意であればTukey検定で有意差を検定した。
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〈実験結果〉

1）各動物群における体重、血庄および血糖値

　Table　5－1に各動物群の体重、血圧および血糖値を示した。体重および血圧に関しては、各動物

群の間に有意な差は認められなかった。血糖値に関しては、若齢WBN／Kobラット（13－15週齢）では、

血糖値の上昇は認められず、高齢WBN／Kobラット（90－92週齢）でのみ血糖値の有意な上昇が認め

られた。

2）ACh誘発内皮依存性血管弛緩作用

　AChは若齢対照群においても高齢対照群においても、濃度依存的な血管弛緩反応を示したが、こ

の弛緩作用は高齢対照群において著明に感受性が低下していたが、最大弛緩反応は若齢対照群と同

様であった（fig．5－1）。一方、　WBN／Kobラットにおいても、　AChは濃度依存的な血管弛緩反応を示

し、この弛緩作用は高齢WBN／Kob群においてAChに対する感受性は変化せずに、最大弛緩反応が

減弱していた。また、若齢WBN／Kobラットに関しては若齢対照群と比較すると、　AChに対する感受

性が著明に低下していたが、最大弛緩反応は同様であり、その濃度反応曲線は、高齢対照群とほぼ

同様であった。さらに、高齢WBN／Kobラットに関しては、高齢対照群と比較すると、　AChに対する

感受性は変化せずに、最大弛緩反応のみが減弱していた。各群におけるAChに対するIC50値を、

table　5－2に示した。若齢WBN／K。b群、高齢対照群および高齢WBN／Kob群において、　AChによる内

皮細胞依存性血管弛緩作用に及ぼすindomethacin（10－5　H、　cycloxygenase阻害薬）の影響を検

討したが、AChによる内皮細胞依存性血管弛緩作用は、いずれの群においても、全く影響されなかっ

た（data　not　shown）。
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Table　5－1　　Body　weight，　blood　pressure　and　serum　glucose　leveIs

　　　　　　Young　（13－15　week）　　　　　　　　　　　　　　　　　Aged　（90－92　week）

Wistar　（n＝10）　　　　　　WBN／Kob　（n＝10）　　　　　　Wistar　（nニ8）　　　　　WBN／Kob　（nニ8）

Body　we　ight　　　　　312．1　±　　10．8　　　　　335．0　±　　13．5　　　　　420．6　±　23，4　　　　　397．0　±　　18．3

　　　　　　　（9）

Blood　pressure　　143．1　±　 8．3　　　　134．4　±　 5．5　　　　158．3　±　11．9　　　 143．8　±　 9．4

　　　　　　　（mm　Hg）

Serum　glucose　　　123．4　±　　4．1　　　　　143．5　±　12．1　　　　　103．3　±　　9．8　　　　336，3　±　67，0　＊

　　　　　　　（mg／dl）

Values　are　means　±　S．　E．　n，　number　of　animals．　＊　P　〈　0．01　vs．　young　WBN／Kob　rats．
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Fig．　5－1　　Concentration－response　curves　for　relaxation　responses　to　acetylcholine　（ACh）

　　　　　of　aortic　strips　wlth　endothelium　from　young　　（●，　n＝5）　，　and　aged　　（○，　n＝6）

　　　　　contro1　（Wistar）　rats　and　young　　（■，　n＝5）　　and　aged　　（［コ，　n＝6）　　WBN／Kob　rats．

　　　　　Aortic　strips　were　precontracted　with　3x10－8－10－7　M　norepinephrine．　Results

　　　　　are　means　±　S．　E．　Statistically　different　from　young　and　aged　control　rats

　　　　　＊　P　〈　0・05，　＊＊　P　＜　0．OL　 Statistically　different　from　young　control　and

　　　　　young　WBN／Kob　rats，★P〈0．05，★★P＜0，01．

一 63一



3）SNPおよびANPによる内皮細胞非依存性血管弛緩作用

　SNP（soluble　guanylate　cyclase活性化薬16））は、若齢対照群においても高齢対照群において

も、濃度依存的な．血管弛緩反応を示した。この弛緩作用は高齢対照群において軽度に感受性の元進

が認められたが、最大弛緩反応は若齢対照群と同様であった（fig．5－2）。一方、　WBN／Kobラットに

おいても、SNPは濃度依存的な血管弛緩反応を示し、この弛緩作用は対照群と同様に、高齢

WBN／Kob群において軽度に感受性の充進が認められたが、最大弛緩反応は若齢群と同様であった

（fig．　5－2）。

　ANP（particulate　guanylate　cyclase活性化薬62｝）は、いずれの群においても濃度依存的な血

管弛緩反応を示したが、各群の間には有意な差は認められなかった（Fig．5－2）。　SNPおよび

ANPによる弛緩反応のIC50値をtable　5－2に示した。

4）血管内皮細胞の電子顕微鏡像

　若齢WBN／Kob群における血管内皮細胞は若齢対照群と比較して差は認められなかった

（fig．5－3　A，B）。一方、高齢対照群および高齢WBN／Kob群では、血管内皮細胞の下部の基底膜が肥

厚していた（fig，5－3　C，D）。さらに、高齢WBN／Kob群では、内皮細胞と隣接している細胞との細胞

間隙が複雑に入り組んでいるのが観察された。
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Fig．　5－2　　Left：　Concentration－response　curves　for　sodium　nitroprusside　（SNP）　with

　　　　　　　　　　endothelium　from　young　　（●，　nニ5）　　and　aged　　（○，　nニ6）　　control　（Wistar）　rats

　　　　　　　　　　and　young　　（■，　n＝5）　，　and　aged　　（［コ，　n＝6）　　WBN／Kob　rats．　Aortic　strips　were

　　　　　　　　　precontracted　with　3x10－8－10－7　M　norepinephrine　（NE）．　Results　are　means　±

　　　　　　　　　S．E．　Statistically　different　from　young　control　and　young　WBN／Kob　rats：

　　　　　　　　　★P〈0．05．

　　　　　　　　　Right：　Concentration－response　curves　for　atrial　natriuretic　peptide　（ANP）　with

　　　　　　　　　endothelium　from　young　　（●）　　and　aged　　（○）　　control　rats　and　young　　（■）

　　　　　　　　　and　aged　（［］）　　WBN／Kob　rats．　Aortic　strips　were　precontracted　with　3x10←8－

　　　　　　　　　　10－7　卜1NE．　Values　are　means　of　results　of　4　experiments，　respectively，　with

　　　　　　　　　means　±　 S．　E．　indicated　by　vertical　lines．
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Table　5－2　　Evaluation　of　relaxation　responses　of　aortic　strips　from　young　and　aged

　　　　　　　　　　　Wistar　and　WBN／Kob　rats．

Agent　　　　　　　　　　　　　　　　　Young　　13－15　week　　　　　　　　　　　　　　　Aged　90－92　week

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Wistar　　　　　　　WBN／Kob　　　　　　　　　　　　Wistar　　　　　　　WBN／Kob

ACh

Maximal　relaxation　％　　　　　90．7　±　　3．0　　　　89．3　±　 2、2　　　　　　82．1　±　4．5　　　　　62．5　±　　3．3§　＃

IC50　x10－7　H　　　　　　　O．4±0．1（5）　5．2±2．0＊（5）　2．2±1．0★（6）2．2±0．4（6）

SNP

卜］aximal　relaxation　％　　　　99．9　±　　1．0　　　　98．5　±　 3．1　　　　　105．0　±　2．5　　　　105．3　：ヒ　3．1

1C50　x10－9　H　　　　　　3．3±0．4（5）　4．2±0．4（5）　　2．0±0．3★（6）2．6±0．2★（6）

ANP

Haximal　relaxation　％　　　100．0　±　 0．1　　　　98、8　±　 3．0　　　　　103．2　±　 1．1　　　　100．8　±　0．8

1C50　x10－9　H　　　　　　　　　　　5．3　：亡　1．4（4）　　2．4　±　0．4（4）　　　4．4　±　0．5（4）　　　4．3　±　0，9（6）

Values　are　means　±　S．　E．　Number　of　animals　are　given　in　parentheses．　ACh，　acetylcholine；

SNP，　sodium　nitroprusside；　ANP，　atrial　natriuretic　peptide．　＊　P　〈　0．05，　＃　P　〈　0．01　vs．

young　and　aged　Wistar　rats，　respectively．★P〈0．05，§P〈0．01　vs．　young　Wistar　and

WBN／Kob　rats，　respectively．
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Fig．　5－3　　Electron　micrograph　of　aortic　endothel三al　cells．　A：　young　Wistar　rat　（x10000）；

　　　　　　　　　B：　young　WBN／Kob　rat　（x10000）；　C：　aged　W　i　star　rat　（x10000）；　D：　aged　WBN／Kob

　　　　　　　　　rat　（x10000）．　Each　endothelial　cell　contains　an　irregularly　shaped　nucleus

　　　　　　　　　and　pinocytic　vesicles　in　cytoplasm．
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〈考察〉

　本実験から、自然発症糖尿病ラットの胸部大動脈においても、ACh誘発内皮依存性血管弛緩作用

が減弱していることが明らかとなった。特に、血糖値が上昇していない若齢WBN／Kobラット群にお

いても若齢対照群と比較して、ACh誘発内皮依存性血管弛緩作用が減弱していたことから、

WBN／Kob群では糖尿病発症以前から、血管内皮細胞の機能が低下していることが示唆された。

　対照群およびWBN／Kob群いずれにおいても、　ACh誘発内皮依存性血管弛緩作用は、加齢にともな

い、減弱することが明らかとなった。この結果は、Soltis70｝の報告からも支持されている。一方、

SNPによる血管弛緩反応は、対照群およびWBN／Kob群いずれにおいても加齢に伴い軽度に増強され

ていた。この結果は、高齢群におけるACh誘発内皮依存性血管弛緩作用の減弱が、可溶性

soluble　guanylate　cyclase活性の低下に基づくものではないことを示唆している。なぜ、　SNPに

よる血管弛緩反応が加齢によって増強されていたのかは不明であるが、高齢群においては長期にわ

たって、血管内皮細胞の機能が低下しているため、EDRF（NO）の産生減少が起こり、これによって

soluble　guanylate　cyclaseの活性が特異的にup－regulateされている可能性が考えられた。　ANP

による血管弛緩反応は、加齢に伴い影響を受けなかったことから、particulate　guanylate

cyclase活性は、加齢により変化しないと考えられる。この結果は、　Duckles71⊃の報告とも一致す

る。

　STZ誘発糖尿病ラット64・72・73）およびaUoxan誘発糖尿病ウサギ74・75）等の化学物質誘発糖尿

病動物を用いた検討では、血管内皮細胞依存性弛緩作用が減弱していることが報告されていた。実

際、著者も、第4章の検討から、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈においてACh誘発内皮依存性

血管弛緩作用が減弱していることを見いだしている66）。自然発症糖尿病ラットを用いた検討では、

BBラットを用いた検討から、胸部大動脈における血管内皮細胞依存性弛緩反応の減弱が報告されて

いる68’69｝。この点に関しては、今回の結果もこれらのデータを支持する結果である。しかし、

BBラットは生後まもなくから血糖値が上昇し、インスリンを投与し続けなければ生存しない動物で

あることから、データの解釈には若干の問題を含んでいると思われる。本実験の検討では、血糖値

が上昇していない若齢WBN／Kobラット群においても若齢対照群と比較して、　ACh誘発内皮依存性血

管弛緩作用が減弱していたことから、WBN／Kob群では、糖尿病発症以前から、血管内皮細胞の機能

が遺伝的に低下していることが示唆された。WBN／Kob群におけるSNPおよびANPによる血管弛緩
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反応は同週齢の対照群との間にそれぞれ差がなかったことから、WBN／Kob群におけるACh誘発内皮

依存性血管弛緩作用の減弱は、guanylate　cyclase活性の変化に起因していないことが示唆された。

　近年、STZ誘発糖尿病ラットの脳微小動脈76）およびaUoxan誘発糖尿病ウサギの胸部大動脈

77）における内皮細胞依存性血管弛緩反応の減弱が、indomethacin（cycloxygenase阻害薬）や

SQ　29548（prostaglandin　H2－thromboxane　A2受容体拮抗薬）の処置により改善されることが報

告された。このことは、AChの刺激により血管内皮細胞から、　EDRF（NO）および血管収縮性の

prostanoidsが放出されため、見かけ上AChによる内皮依存性血管弛緩作用が減弱しているという

報告である。本実験においては、若齢WBN／Kobラット群、高齢対照群および高齢WBN／Kob群に認

められたACh誘発内皮依存性血管弛緩作用の減弱は、　indomethacinの処置により、影響を受けな

かったことから、収縮性prostanoidsの産生よりは、内皮細胞からのEDRF（NO）の産生または遊

離の低下に起因することが考えられた。

　また、血管内皮細胞の電子顕微鏡写真撮影の結果から、若齢WBN／Kob群における血管内皮細胞は

若齢対照群と比較して差は認められなかったことから、若齢WBN／Kobラットにおいては内皮細胞の

機能のみが障害され、組織学的には異常がないことが明らかとなった。一方、高齢対照群および高

齢WBN／Kobラット群では、電顕像からも基底膜の肥厚等が認められ、機能的にも組織学的にも障害

されていることが明らかとなった。以上のことから、自然発症糖尿病ラットであるWBN／Kobラット

の胸部大動脈においても、ACh誘発内皮依存性血管弛緩作用の減弱が認められ、　ASTZ誘発糖尿病ラ

ットと同様に血管内皮細胞の機能が低下していることが明らかとなった。
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第6章　自然発症糖尿病ラットの上腸間膜動脈における血管内皮細胞依存性弛緩反応の減弱

　第4章において、著者は、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈にお｝ナるACh誘発内皮細胞依存性

弛緩作用が減弱し、糖尿病時における血管内皮細胞の機能が低下していることを見いだした6η。さ

らに、第5章での検討から、自然発症糖尿病ラットであるWBN／Kobラットの胸部大動脈においても、

内皮細胞依存性血管弛緩作用が減弱していることを見いだし、特に、血糖値が上昇していない若齢

WBN／Kobラット群においても若齢対照群と比較して、内皮細胞依存性血管弛緩作用が減弱していた

ことから、WBN／Kob群では糖尿病発症以前から、血管内皮細胞の機能が低下していることを見いだ

した78）。以前までには、著者の報告に見られるように糖尿病時における血管内皮細胞の機能障害に

関する報告の多くは、胸部大動脈等の大血管を用いた検討であり、特に自然発症糖尿病ラットに関

しても胸部大動脈を用いた報告が認められるが68・69｝、より管腔の細い動脈を用いた検討はない。

そこで、本章では、自然発症糖尿病ラットの上腸間膜動脈における内皮細胞の機能変化を検討し、

1型糖尿病モデルであるWBN／Kobラットの胸部大動脈で認められた、血管内皮細胞の機能障害が

より管腔の小さい上腸間膜動脈でも認めらるかどうか検討した。
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＜実験方法＞

1）使用動物

　実験には、雄性WBN／Kobラット80－90週齢および対照群として同週齢のWistar系ラットを用い

た。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mM，　KCI　4．7mM，　CaCl21．8mH，　HgSO41．2mH，　NaH2PO41．2mM，　NaHCO325．　O　mHおよび

glucose　11．1mMとした。栄養液は調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に加

温した。

3）ラット上腸間膜動脈リング状標本の作製

　ラットの頭部を殴打し、総頸動脈からの脱血により致死させた。この際、血液は血糖値測定用に

採取した。上腸間膜動脈（外径約1mm、長さ約7－8　mm）を摘出し、95％02－5％CO2の混合ガス

を通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピ

ンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払って、幅3－4mmのリング状標本を作製した。

このリング状標本を、標本固定用のステンレス線（外径0．2mm）に装着した。ステンレス線の両端

を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス内の支柱に固定し、他端を張力測定用force－

dispIacement　transducer（TB－612T，日本光電）に接続して、等尺性張力を測定した。尚、オルガ

ンバス内には栄養液を満たし、95％02－5％CO2の混合ガスを通気して、37℃に保温した。標本に

は、

1．5gの静止張力を負荷して、60－90分間ブレインキュベーションした後に、実験を行なった。こ

の間、オルガンバス内の栄養液は20分毎に交換した。

4）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、3x10－7　Hの濃度のNEで血管を収縮させ、反応が安

定した後に、ACh（10“8－10〔5　M）、　sodium　nitroprusside（SNP，10－9－10－6　H）またはA23187
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（3x10’7　H）を投与し、血管弛緩反応を検討した。尚、　AChおよびSNPは累積投与で行ない、

A23187は単回投与で行なった。また、　ACh誘発血管弛緩作用に及ぼすindomethacln（5x10’6M）

の影響を検討する際は、indomethacinをNE投与15分前に前処置して検討した。

5）血糖値の測定

　採血する際には、非絶食下の午前中に行い、血糖値の測定は自動分析装置（Hitachi　7150）を用

いて、glucoseoxydase法で行なった。

6）使用薬物

norepinephrine　hydrochioride　（Sigma）

sodium　nitroprusside　（Sigma）

indomethacin　（Sigma）

calcimycin　（A23187，　Calbiochem）

acetylcholine　chloride　（第一製薬）

7）データの解析

　血管弛緩反応は、NEによる収縮力を100％とした時の割合を、血管弛緩率（％）として示した。

また、50％抑制率（IC5のは、　NEによる収縮を50％抑制する血管弛緩薬の濃度として示した。各

データは、mean±S．　E．で表し、有意差検定は、　Bartlett検定で各群の分散を調べ、等分散なら

ば一元配置分散分析を行い、有意であればTukey検定で有意差を検定した。また、2群間の比較に

は、Studentのunpaired　t－testを用いた。
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〈実験結果〉

1）対照群およびWBN／Kobラット群における体重および血糖値

　対照群における体重および血糖値は、475．5±9．3g（nニ15）および108．4±8．7mg／dl

（n・15）であった。一方、WBN／Kobラット群における体重および血糖値は、395．8±6．2g（nニ15）

および376，4±55．Omg／dl（n・15，　P〈0．01）であり、糖尿病群において有意な血糖値の上昇が

認められた。尚、WBN／Kobラット群において、血糖値が200　mg／dl以下のものは、実験には用いな

かった。

2）ACh誘発血管弛緩反応

　各薬物による弛緩反応を検討する際のNE（3xlO“7　H）誘発血管収縮作用は、対照群および糖尿病

群の間には有意な差は認められなかった（data　not　shown）。

　AChは対照群および糖尿病群のいずれの群においても、　NEで収縮させた上腸間膜動脈を濃度依

存的に弛緩させたが、糖尿病群におけるACh誘発内皮細胞依存性血管弛緩反応は、対照群と比較し

て有意に減弱していた（fig．6－1）。　AChによる血管弛緩反応に対するindomethacin（5x10－6　H、

cyclooxygenase阻害薬）の影響を検討した結果、対照群、糖尿病群いずれの群においても、濃度反

応曲線は左方にシフトし、弛緩反応の反応性充進が認められた。

3）A23187および　SNP誘発血管弛緩反応

　A23187（3x10’7断，　Ca2“ionophore）による内皮細胞依存性弛緩反応は、　AChと同様に糖尿病群

において有意に減弱していた。A23187（3x10－7　H）による血管弛緩反応は、対照群で71．8±5．4

％（n＝5）および糖尿病群で42．2±6．3％（n・5，P＜0．01）であった。一方、内皮細胞非依存性の

血管弛緩反応を示すSNP（soiuble　guanylate　cyclase活性化薬16｝）は、対照群および糖尿病群

いずれの血管においても濃度依存的な血管弛緩作用を示したが、両群の間には有意な差は認められ

なかった（fig．6－2）。
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Fig．　6－1　　Concentration－response　curves　for　the　relaxation　responses　to　acetylcholine

　　　　　　　　　（ACh）　of　mesenteric　arteries　with　endothe　l　ium　from　age－matched　Wistar　rats

　　　　　　　　　（△　and　O，　in　the　presence　and　absence　of　indomethacin）　and　WBN／Kob　rats

　　　　　　　　　（▲　and　●　　in　the　presence　and　absence　of　indomethacin）．　The　mesenteric

　　　　　　　　　arteries　were　precontracted　with　3x10『7　M　noreplnephrine．　To　examine　the

　　　　　　　　　effects　of　indomethac　in，　the　mesenteric　arteries　were　treated　with

　　　　　　　　　indomethacin　for　15　m　in　and　then　the　strips　were　precontracted　with　3x10－7　ト｛

　　　　　　　　　norepinephrine．　Values　are　the　mean　of　5　experiments，　with　SE　indicated　by

　　　　　　　　　vertical　lines．　＊　P　く　0．05，　＊＊　P，　0．01　for　WBN／Kob　rats　without　indomethacin，

　　　　　　　　　＃　　P　く　0．05　for　age－matched　Wistar　rats　w　ith　indomethacin　vs．　age－matched

　　　　　　　　　Wistar　rats　without　indomethacin；　＄　P　く　0．05　vs．　age－matched　Wistar　rats　with

　　　　　　　　　indomethacin．
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Fig．　6－2　　Ralaxation　responses　to　sodium　nitroprusside　（SNP）　of　rnesenteric　arteries

　　　　　　　　　　with　endothelium　from　age－matched　Wistar　（［コ）　and　WBN／Kob　（■）　rats．　Va　lues

　　　　　　　　　　are　the　mean　of　5　experiments，　respectively　with　S．　E．　indicated　by　vertical

　　　　　　　　　　lines．
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〈考察〉

　本実験から、自然発症糖尿病ラットの上腸間膜動脈においても、ACh誘発内皮依存性血管弛緩作

用が減弱していることが明らかとなった。第5章での結果と考え合わせると胸部大動脈で観察され

たACh誘発内皮依存性血管弛緩作用はより管腔の小さい動脈においても認められることが明らかと

なった。

　ACh誘発内皮依存性血管弛緩作用は糖尿病群において減弱していた。また、　cyclooxygenase阻害

薬であるindomethacin前処置後のACh誘発内皮依存性血管弛緩作用を検討したところ、対照群お

よび糖尿病群いずれの群においても、AChの濃度反応曲線は左方にシフトし、作用の増強が認めら

れた。STZ誘発糖尿病ラットの脳微小動脈76）およびa川oxan誘発糖尿病ウサギの胸部大動脈77）に

おける内皮細胞依存性血管拡張作用の減弱が、indomethacin（cycloxygenase阻害薬）や

SQ　29548（prostaglandin　H2－thromboxane　A2受容体拮抗薬）の処置により拮抗されることが報

告された。これらの報告と本実験の結果を考えあわせると、対照群および糖尿病群いずれの群にお

いても、AChの刺激によって血管内皮細胞から、　EDRF（NO）と同時に血管収縮性のprostanoidsが

放出されている可能性が示唆された。しかし、病態動物においてはACh刺激により、収縮性の

prostanoidsが放出される例は他にも報告されているが79）、正常動物の血管では極めて希である。

今回用いている動物の週齢は、80－90週齢と高齢であるため、このことが、prostanoids放出に一

部関与している可能性も考えられた。Indomethacin前処置後のACh誘発内皮依存性血管弛緩作用

においても、対照群と糖尿病群の間には依然として有意な差が認めれらたことから、糖尿病時にお

けるACh誘発内皮依存性血管弛緩作用の減弱は、　EDRF（NO）の産生または放出の減少に基づいてい

るものと考えられた。また、糖尿病群におけるSNPによる血管弛緩反応は対照群との間に有意な差

が認められなかったことから、糖尿病群におけるACh誘発内皮依存性血管弛緩作用の減弱は、

guanylate　cyclase活性の変化に起因していないことがさらに示唆された。以上のように、自然発

症糖尿病ラットであるWBN／Kobラットでは胸部大動脈のような大血管においても、腸間膜動脈のよ

うなより管腔の小さい動脈においても内皮細胞依存性血管弛緩作用が減弱していることが明らかと

なった。
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第7章脳卒中易発症性高血圧自然発症ラット（SHRSP）の頸動脈における血管内皮細胞依存性

　　　　弛緩反応および血管中cyclic　G‖P量の変化

　第4章から6章までの検討の結果、糖尿病時には、血管内皮細胞の機能が低下することが明らか

となった67・78・80｝。糖尿病時には、様々な合併症を伴うことが知られており、特に高血圧症81）や

脳卒中などの脳血管疾患6“8）も高頻度に合併することが報告されている。高血圧症動物においては

糖尿病時と同様に胸部大動脈などの大血管においてその機能が低下することが報告されているが

79182・83）、より管腔の小さい動脈に関しては報告が少ない。

　SHRSPは、青木、岡本らによって開発された高血圧自然発症ラット（SHR）の中から、さらに血圧が

高く脳卒中を高頻度に発症するラットを掛け合わせて開発された病態モデルで、生後52週間後に

は脳卒中などの合併症により全例死亡するという系である。そこで本章では、高血圧症時における

血管内皮細胞の機能変化を検討する目的で、SHRSPの頸動脈における内皮細胞依存性血管弛緩作用

およびcyclic　GHP量の変化を検討した。尚、本章では脳循環を多少反映すると考えられる頸動脈

を用いた。
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＜実験方法＞

1）使用動物

　実験には、雄性SHRSPラット13－15週齢および対照群として同週齢のWistar－Kyotoラットを用

いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mH，　KCI　4．7mH，　CaCl21．8耐，　MgSO41．2mM，　NaH2PO41．2mH，　NaHCO325．　O　mMおよび

glucose　ll，1州とした。栄養液は、調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に

加温した。

3）非観血的血圧の測定

　　ラットの血圧は、実験に供する1日前に非観血的無麻酔下血圧測定装置（KN－210－1，　Natsume）

によって測定した。血圧はばらつきを考慮し、3回測定して平均値を求めた。

4）ラット頸動脈リング状標本の作製

　ラットの頭部を殴打し、右総頸動脈からの脱血により致死させた。左総頸動脈（外径約1mm、

長さ約10mm）を摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余

分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の

注意を払って、幅2．5mmのリング状標本を作製した。このリング状標本を、標本固定用のステン

レス線（外径0．2mm）に装着した。ステンレス線の両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス

内の支柱に固定し、他端を張力測定用force－displacement　transducer（TB－612T，日本光電）に接

続して、等尺性張力を測定した。尚、オルガンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2の混

合ガスを通気して、37℃に保温した。標本には、1．Ogの静止張力を負荷して、60－90分間プレイ

ンキュベーションした後に、実験を行なった。この間、オルガンバス内の栄養液は20分毎に交換し

た。
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5）薬物反応性の検討

60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を10’7Mのnorepinephrine（NE）で収縮させ、

反応が安定した後に、10－5Hのacetylcholine（ACh）を投与した。この際、　ACh（10－5　M）による

弛緩反応が、NE（10－7　H）に対して，75％以上認められる場合を、内皮細胞存在群と見なし、実験

を行なった。10－7Hの濃度のNEで血管を収縮させ、反応が安定した後に、　ACh（10－8－10－5　M）、

sodium　nitroprusside　（SNP，　10－10－10－6　H）、　8－Br－cyclic　GMP　（10←6－10－4　凹），　A　23187

（3x10－7M）またはmelittin（10－5　g／ml，　phospholipase　A2活性化薬）を投与し血管拡張作用を検

討した。尚、ACh、　SNP、および8－Br－cyclic　GMPは累積投与で行ない、　A　23187およびmelittin

は単回投与で行なった。

6）血管中cyclic　GMP量の測定

　血管中cycIic　G図Pの定量は、　radioimmunoassay法にて行なった。　WKYおよびSHRSPの頭部を

殴打し、右総頸動脈からの脱血により致死させ、左総頸動脈をすばやく摘出し、95％02－5％CO2

の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。この

時各血管における湿重量を測定した。その後、血管を5mlの栄養液が入った試験管に移し、37℃

に保温して、95％02－5％CO2の混合ガスを通気しながら、60分間インキュベートした。インキュ

ベーションの後、10－7MNEを添加して10分間インキュベーションした。　AChの影響を検討する

場合には、さらに3x10－7　H　AChを添加して、1分後に液体窒素にて凍結した。凍結した標本をポ

リトロンホモジナイザー（Polytron　Kinematica）を用いて、6％trichloroacetic　acid　l　mlを加

えてホモジナイズし、遠心分離（3000g，4°C，10　min）後、上清を分取した。上清を水飽和

etherで4回洗浄して、　trichloroacetic　acidを除去した。以上のように調製したサンプル中の

cyclic　G図Pをradioimmunoassay法にて定量した。血管中cyclic　GMP量は、血管の湿重量当りに

補正し表した。

6）使用薬物

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）

sodium　nitroprusside　（Sigma）

calcimycin　（A23187，　Calbiochem）
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melittin　（Sigma）

indomethacin　（Sigma）

8－Br－cyclic　G卜】P　（Sigma）

acetylcholine　chloride（第一製薬）

cycUc　GMP　radioimmunoassay　kit　（ヤマサ醤油）

7）データの解析

　血管弛緩作用は、NEによる収縮力を100％とした時の割合を、血管弛緩率（％）として示した。

また、50％抑制率（IC50）は、　NEによる収縮を、50％抑制する血管弛緩薬の濃度として示した。

各データはmean±S．　E．で表し、有意差検定はBartlett検定で各群の分散を調べ、等分散なら

ば一元配置分散分析を行い、有意であればTukey検定で有意差を検定した。また、2群間の比較に

はStudentのunpaired　t－testを用いた。
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〈実験結果〉

1）WKY群およびSHRSP群における血圧

　WKY群おやびSHRSP群における収縮期血圧は、131．6±1．4mm　Hg（n・15）および256．6±

3．4mm　Hg（n・15，　Pく0．01）とSHRSP群において著明な血圧の上昇が認められた。

2）ACh、　A　23187およびmelittln誘発内皮依存性血管弛緩作用

　AChは，　WKY群およびSHRSP群のいずれにおいても、　NEで収縮させた頸動脈を濃度依存的に弛

緩させたが、SHRSP群におけるACh誘発内皮細胞依存性血管弛緩反応は、　WKY群と比較して有意に

減弱していた（fig．7－1）。　SHRSP群においてAChによる」血管弛緩反応に対するindomethacin

（3x10－7　H、　cyclooxygenase阻害薬）の影響を検討した結果、　indomethacinの前処置はACh誘発

内皮依存性血管弛緩作用には全く影響を及ぼさなかった。また、A23187（3x10－7　M）および

melittin（10－5　g／ml）による内皮細胞依存性血管弛緩反応も同様に、　SHRSP群において有意に減

弱していた（fig．7－2）。

3）SNPおよび8－Br－cyclic　GHPによる内皮細胞非依存性血管弛緩作用

　SNP（soluble　guanylate　cyclase活性化薬）および8－Br℃yclic　GHP（cyclic　G図P　analog）

は、WKY群およびSHRSP群いずれの血管においても濃度依存的な血管弛緩反応を示したが、両群

の間には有意な差は認められなかった（fig．7－3）。　各弛緩薬に対するIC50を、　table　7－1に示

した。

4）血管中cycUc　GHP量の変化

　頸動脈におけるcyclic団P　basal　levelはWKY群で、536．0±110．Opmol／g　tlssue（nニ5）、

SHRSP群で502．4±22．9pmol／g　tissue（n・5）であった。また、　NE処置時には、両群の間に有

意な差は認められなかったが、ACh処置により、血管中cyclic　GHPは、各群とも上昇した。この

時の血管中cyclic　GHP生成量は、　SHRSP群で有意な低下が認められた。（table　7－2）。
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Fig．　7－1　　Concentration－response　curves　for　the　relaxation　response　to　acetylcholine

　　　　　　　　　of　carotid　arteries　with　endothelium　from　WKY　（●）　　and　SHRSP　　（○）　．　The

　　　　　　　　　arteries　were　precontracted　with　ユ0－7　H　norepinephr　ine．　Values　represent　the

　　　　　　　　　means　of　6　experlments，　respectively　with　the　S．　E．　values　jndicated　by　lines

　　　　　　　　　＊P〈0．05，＊＊Pく0．OL＊＊＊P＜0．001．
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A23187　　　　　　　MELITTIN
3．10－7M　　　　　10－59／ml
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Fig．　7－2　　Relaxation　responses　to　A　23187　and　melittin　of　carotid　arteries　with

endothelium　from　WKY　（［コ）　and　SHRSP　　（■）　．　The　carotid　arteries　were

precontracted　with　10－7　H　norepinephrine．　Values　represent　the　　means　of

6　experiments，　respectiveiy　with　the　S．　E．　values　indicated　by　lines．

＊＊＊P〈0．001，
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Fig．　7－3　　Concentration－response　curves　for　the　relaxation　responses　to　sodium　　n　itro－

　　　　　　　　　prusside　（SNP）　　of　carotid　arteries　w互th　endotheliuπ1　from　WKY　（●）　　and　SHRSP

　　　　　　　　　（○）　．　Concentration－response　curves　for　the　relaxation　responses　to　8－Br－

　　　　　　　　　cycUc　Gト｜P　of　carotid　arteries　with　endothelium　from　WKY　（■）　and　SHRSP　（□）　．

　　　　　　　　　The　arteries　were　precontracted　with　10－7　H　norepinephrine．　Values　represent

　　　　　　　　　the　　means　of　6　exper　iments，　respectively　with　the　S．　E．　vaiues　indicated　by

　　　　　　　　　lines．

一 84一



Table　7－1　1C50　values　for　acety　lcholine　（ACh）一，　sod　ium　nitroprusside　（SNP）－　and　8－Br－

　　　　　　　　　cyclic　GトIP－induced　relaxation　of　carotid　arteries　from　WKY　and　SHRSP．

Drugs　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　WKY　（n；6）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SHRSP　（nニ6）

ACh　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5．11　ゴ：　0．54　x　10－8　M　　　　　　　　　　　1．40　±　0．19　x　10－7　M　＊＊

SNP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．35　±　0．37　x　10－9　M　　　　　　　　　　3．63　±　0．61　x　10－9　M

8－Br－cyclic　GMP　　　　　　　　　1．82　±　 0．30　x　10－5　凹　　　　　　　　　　　1．54　±　 0．26　x　10°5　ト1

Values　are　means　±　S．　E．，　n＝　number　of　animals．

＊＊　P　〈　0．01　compared　with　age－matched　WKY．
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Table　7－2　　Basal　and　norepinephrine　（NE）－treated　and／or　acetylchoユine　（ACh）－induced

　　　　　　　　　　　production　of　cyclic　GHP　in　carotid　arteries　frαn　WKY　and　SHRSP．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　WKY　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SHRSP

Agents　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cyc　l　ic　GトlP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cyclic　GトIP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pmol／gtisSue　　　　　　　　 pmOl／gtisSUe

None　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　536．0　±　　110．0　（5）　　　　　　　　　　　　　　502．4　±　　22．9　（5）

NE　10－7　M　　　　　　　　　　　　　　　284．3　±　　49．3　（5）　　　　　　　　　　　　249．9　±　　30．4　（5）

NE　10－7ト1　　　　　　　　　　2246．5±221．4　（12）　　　　　　　　1002．4±259．3＊＊（12）

　　＋　ACh　3x10－7　M

＊＊P〈0．01compared　with　WKY．　Numbers　in　parentheses　are　the　number　of　anjmals．
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〈考察〉

　本章での検討から、SHRSP頸動脈にお｝ナる内皮細胞依存性血管弛緩反応の減弱が認められた。さ

らに、AChによるcychc　GHP生成量もSHRSP群では低下していたことから、高血圧症時には糖尿

病時と同様に血管内皮細胞の機能が低下し、EDRF（NO）の産生または放出…等が障害されていること

が明らかとなった。

　AChによる内皮細胞依存性血管弛緩反応は、高血圧症時において減弱していた。さらに、受容体

を介さずに、内皮細胞内へのCaの流入によって内皮細胞依存性血管弛緩反応を示すA23187、およ

びphospholipase　A2を活性化し、　arachidonic　acidを切り出して内皮依存性血管弛緩作用を起こ

すmeUttin84・85）による弛緩作用はいずれも高血圧症群においてその弛緩反応は低下していた。

以上のことから、内皮依存性血管弛緩反応はAChだけではなく、他の薬物による内皮依存性弛緩作

用も障害されていることが明らかとなった。近年、SHRの胸部大動脈におけるACh誘発内皮依存性

血管弛緩作用が、indomethacinにより改善されることから、　ACh刺激により血管内皮細胞から、血

管収縮性のprostanoidsが放出されていることが報告された79）。しかし、本実験ではSHRSP群

において、indomethac　i　nはACh誘発内皮依存性血管弛緩作用に全く影響を及ぼさなかったことか

ら、SHRSP群におけるACh誘発内皮依存性血管弛緩作用の減弱には、収縮性のprostanoidsは関与

じていないものと考えられた。

　一方、SNP　（soluble　guanylate　cyclase活性化薬）および8－Br－cyclic　GHP（cyclic　GHP

analog）による血管弛緩反応を検討した結果、両群の間に有意な差は認められなかった。この結果

から、血管平滑筋側のguanylate　cyclase活性または、　cyclic団Pに対する感受性には両群の間

に差がないことが示唆された。AChが内皮細胞上のmuscarinic受容体に結合すると、　EDRF

（NO）が産生、放出され、このEDRF（NO）が平滑筋側で血管中cyclic　GMP量を増加させて、血管弛

緩作用を示すことが明らかとなっている。そこで、本実験において、血管中cycUc　GHPを定量し

たところ、basal　levelには変化がなかったが、　ACh刺激時におけるcyclic　GHP生成量は

SHRSP群において有意に減少していた。以上のことから、高血圧症時におけるACh誘発弛緩反応の

減弱は、血管中cyciic　GHP量とも相関しており、その原因としては、　ACh刺激時のEDRF（NO＞の

産生または遊離の低下が関与している可能性が考えられたが、その原因は、未だ不明である。この

ような高血圧症時における血管内皮細胞機能変化に関しては、胸部大動脈などの大血管では報告さ
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れていたが79・82・83）、より管腔の小さい動脈を用いて血管中cyclic　GHPを定量している報告はな

く、本実験の結果は高血圧症時の血管内皮細胞の機能低下をさらに強く示唆するものである。また、

本実験の結果から高血圧症ラット血管においては血管の部位に関わらず、血管内皮細胞の機能が低

下していることが明らかとなった。

以上、第4－7章までの検討の結果、以下のことが明らかとなった。

1）STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈における内皮依存性血管弛緩反応の減弱

2）自然発症糖尿病ラットの胸部大動脈における内皮依存性血管弛緩反応の減弱

3）自然発症糖尿病ラットの上腸間膜動脈における内皮依存性血管弛緩反応の減弱

4）SHRSPの頸動脈における内皮依存性血管弛緩反応の減弱

　特に、EDRF（NO）の作用は、血管弛緩作用だけではなく血小板の凝集・粘着、平滑筋増殖抑制等

も調節していることから、動脈硬化、脳血管疾患、腎症等の循環器系合併症と密接に関係している

と考えられている。従って、血管内皮細胞の機能低下が、糖尿病時および高血圧症時における種々

の合併症に関与していることが推察された。

一 88一



第8章8HRSPの門脈平滑筋にお｝ナるprotein　kinase　C介在性血管収縮反応

　近年、血管平滑筋におけるnorepinephrine，　angiotensin皿，　endothelinなどのagonistによ

る血管収縮機構iにおいては、phosphatidylinositol（PI）代謝回転が重要な役割を演じていること

が報告されている32・33）。血管収縮薬が受容体に結合すると細胞膜のリン脂質であるPIが加水分

解され、inositol　trisphosphate（IP3）およびdiacylglycerol（DG）が生成される34－36）。この

DGはprotein　kinase　C（PKC）を活性化し、血管収縮を惹起すると考えられており、また、

phorbol　esterはこのPKCを外因性に活性化することが知られている86－87）。現在までに、高血圧

症ラットの動脈平滑筋においては、腸間膜動脈を用いた検討から、phorbol　ester誘発血管収縮反

応が高血圧症時に増強していることが報告されている88・89）が、静脈平滑筋における報告はない。

そこで本章では、SHRSPの静脈平滑筋におけるPKCの機能を調べる目的で、　SHRSPの門脈平滑筋を

用いて、phorbol　ester誘発収縮反応をWKYと比較検討した。
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＜実験方法＞

1）使用動物

　実験には、雄性SHRSPラット42－46週齢および対照群として同週齢のWistar－Kyotoラットを用

いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　soiutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mM，　KCI　4．7mM，　CaCl21．8mH，　HgSO41．2州，　NaH2PO41．2mM，　NaHCO325．　O　mMおよび

glucose　11．1mHとした。栄養液は、調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に

加温した。

3）非観血的血圧の測定

　　ラットの血圧は、実験に供する1日前に非観血的無麻酔下血圧測定装置（KN－210－1，　Natsume）

によって測定した。血圧はばらつきを考慮し、3回測定して平均値を求めた。

4）ラット門脈平滑筋筒状標本の作製

　ラットの頭部を殴打し、総頸動脈からの脱血により致死させた。門脈を摘出し、95％02－5％CO

2の混合ガスを通気した栄養液中にλれ、血管周囲の余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。そ

の後、先鋭ピンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払って、幅8mmの筒状標本を作製

した。このリング状標本の両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス内の支柱に固定し、他端

を張力測定用force－displacement　transducer（TB－612T，日本光電）に接続して、縦走筋方向の等

尺性張力を測定した。尚、オルガンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2の混合ガスを通

気して、37℃に保温した。標本には、0．5gの静止張力を負荷して、40分間プレインキュベーシ

ョンした後に、実験を行なった。この間、オルガンバス内の栄養液は、20分毎に交換した。

5）薬物反応性の検討

　40分間のインキュベーションの後、phorbo　l　12，13　dibutyrate（PDBu，10－9－10－6　H）を累積投

与して血管収縮反応を検討した。PDBu誘発収縮に対するstaurosporine（10－9　M，　protein
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kinase　C阻害薬）およびnifedipine（3x10－6　M，膜電位依存性Ca2＋－channel阻害薬）の影響を検

討する際には、これらの薬物を15分間前処置した後PDBuを累積投与した。また、　Ca2＋－free液

下で、PDBu誘発収縮を検討する際には、1mM　EGTAを含むCa2＋－freeの栄養液に交換した15分後

に、PDBuを累積投与した。

6）使用薬物

phorbol　12，　13　dibutyrate　（Sigma）

nifedipine　hydrochloride　（Sigma）

staurosporine　（協和発酵）

7）データの解析

　血管の発生張力はmgで示した。各データはmean±S．　E．で表し、有意差検定は、　Bartlett検

定で各群の分散を調べ、等分散ならば一元配置分散分析を行い、有意であればScheffe検定で有意

差を検定した。
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〈実験結果〉

1）WKY群およびSHRSP群における血圧

　WKY群およびSHRSP群における収縮期血圧は、121．7±3．　O　mm　Hg（nニ20）および221．5±

9．2mm　Hg（n・20，　P〈0．01）とSHRSP群において著明な血圧の上昇が認められた。

2）静止時における門脈平滑筋の律動性自発収縮

　静止時における門脈平滑筋の律動性自発収縮は、SHRSP群において有意に増強されていた。

WKY群およびSHRSP群の律動性自発収縮の発生張力は、220±70　mg（n＝5）、520±20　mg

（n＝5，P〈0．05）であった。

3）PDBu誘発血管収縮反応

　PDBuは、　WKY群およびSHRSP群のいずれの門脈平滑筋においても、濃度依存的に収縮頻度およ

び自発収縮を増強した（fig．8－1，8－2）。　wKY群およびSHRsP群のPDBu誘発血管収縮に対する

EC50値は、1．98±0．77　x　lr8　M（n＝5）、8．80±0．29　x　10－9　M（n＝5，　not　significant）であ

った。この時、高濃度のPDBuはSHRSP群において持続的な張力の上昇を示した（fig．8－1，8－2）。

WKY群およびSHRSP群におけるPDBu誘発血管収縮作用は、　nifedipine（3x10－6　H、　n・3）の処置

または、Ca2㌔free液に交換することによって完全に消タ…した。また、　PKCに比較的選択性の高い

阻害薬であるstaurosporine（10－9　M）前処置後のSHRSP群におけるPDBu誘発血管収縮反応を

検討したところ収縮反応は部分的に抑制され、WKY群の濃度反応曲線とほぼ同様となった。
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　　　　　　　　　　　　　　　　§　’　　6　　　　°

CSHRSP＋SSP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15min

SSP　9　§　　8　　　　う

OOmg

Fig．　8－1　　　Typical　recordings　of　the　effect　of　phorboユ　12，　13　dibutyrate　（PDBu）　on

　　　　　　　　　　porta　l　veins　from　（A）　WKY．　（B）　SHRSP，　（C）　SHRSP　in　the　presence　of　10－g　M

　　　　　　　　　　staurospor　ine　（SSP）．　Numbers　in　the　figure　indicate　the　－log　H　of　the　drug．
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Fig．　8－2　　Concentration－response　curves　for　both　tw　itch　（open　symbol）　and　tonic

　　　　　　　　（solid　symboD　contractile　responses　to　PDBu　of　portal　veins　from　WKY

　　　　　　　　（circle），　SHRSP　（square）　and　SHRSP　in　the　presence　of　10－9　トl　stauro－

　　　　　　　　sporine　（SSP，　triangle）．　The　values　represent　the　means　of　the　results

　　　　　　　　of　5　experiments，　with　the　mean　±　S．　E．　indicated　by　vertical　lines．

　　　　　　　　The　ievei　of　siginificance　was　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　〈　0．01．
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〈考察〉

　本実験の結果から、SHRSP群の門脈平滑筋は、　WKY群と比較して、　PKC介在性のPDBu誘発血管

収縮反応が有意に増強されていることが明らかとなり、高血圧症時の血管平滑筋では、PKC活性が

高い可能性があることが示唆された。

　PDBu誘発血管収縮作用は、　Ca拮抗薬であるnifedipineや、栄養液をCa2㌔freeに交換するこ

とによって、完全に消失したことから、ラット門脈平滑筋におけるPDBu誘発血管収縮は、細胞外

液からのCaイオンの流入に起因するものと考えられた。

　SHRSP群の門脈平滑筋においては、　PDBu誘発血管収縮作用がWKY群と比較して有意に増強され

ていたが、staurosporineによって、　PKCの活性を抑制した状態では、　WKY群と同様になったこと

から、SHRSP群においては、　PI代謝回転が充進し、　PKC活性が上昇していたと考えられる。この様

な、高血圧症ラットの血管平滑筋におけるphorbol　ester誘発収縮の反応性充進については、　SHR

の上腸間膜動脈においても報告されている88・89｝。従って、本実験の結果と考え合わせると高血圧

症時には、動脈平滑筋に加えて、門脈平滑筋のような特殊な静脈平滑筋においてもPKCの活性が上

昇している可能性が示唆され、血管の部位や動静脈等の種類に関わらず、PKCの活性が上昇してい

ると考えられた。高血圧症時には種々血管作動性物質に対して血管反応性が変化することが明らか

となっていることから、このPKCの活性充進が種々血管作動性物質に対する反応性変化に関与して

いる可能性が示唆された。
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第9章STI誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるATP－sensitive　K＋－channel

　　　　の麟変化

　血管平滑筋におけるATP－sensitive　K＋－channelは、細胞膜においてKイオンの透過性を調節し

ていることから間接的に膜電位依存性Ca2＋－channelの活性を調節している90）。そのため近年では、

降圧薬としての開発が相次いでいる。中でも、cromakalimは、スミスクラインビーチャム社で開発

された薬物で、血管平滑筋におけるATP－sensitive　K＋℃hannelに選択的に作用して血管を弛緩さ

せることが報告されている9D。糖尿病時には、β一adrenaline受容体介在性の血管弛緩作用が減弱

すること52・92）や内皮細胞依存性血管弛緩作用が減弱すること67・78’80・）をすでに見いだした。そ

こで、糖尿病時の血管平滑筋におけるATP－sensitive　K＋－channelの機能変化を検討する目的で、

cromakalimによる血管弛緩反応を検討した。
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〈実験方法〉

1）使用動物および実験的糖尿病動物の作製法

　実験には、雄性Wistarラット8週齢、体重200－220　gを用いた。糖尿病群には、　pH　4．5のクエ

ン酸緩衝液に溶解した60mg／kg　STZを尾静脈より投与し、実験的糖尿病を誘発した。また、対照群

には、溶媒のクエン酸緩衝液のみを静脈内投与した。その後、飲料水および餌は、自由に摂取させ、

ST2または溶媒投与の8－10週後に実験に用いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mM，　KCI　4．7耐，　CaCl21．8mH，　MgSO41．2mM，　NaH2PO41．2mM，　NaHCO325．　O　mMおよび

glucose　11．1mHとした。栄養液は、調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に

加温した。

3）ラット胸部大動脈螺旋状標本の作製

　STZまたは溶媒投与の8－10週間後に、ラットの頭部を殴打し、総頸動脈からの脱血により致死

させた。この際、血液は、血糖値測定用に採取した。大動脈弓部より横隔膜までの胸部大動脈をす

ばやく摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組

織や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払っ

て、幅3mm、長さ20　mmの螺旋状標本を作製した。尚、　EDRFの影響を除くため内皮細胞は、す

べて綿棒にて剥離した状態で実験を行なった。標本の両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバ

ス内の支柱に固定し、他端を張力測定用force－displacement　transducer（TB－611T，日本光電）に

接続して、等尺性張力を測定した。尚、オルガンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2の

混合ガスを通気して、37℃に保温した。標本には、1gの静止張力を負荷して、60－90分間プレイ

ンキュベーションした後に、実験を行なった。この間、オルガンバス内の栄養液は20分毎に交換

した。
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4）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を10“7Mのnorepinephrine（NE）で収縮させ、

反応が安定した後に10←5Hのacetylchohne（ACh）を投与した。この際、　ACh（10“5　H）により

弛緩反応が認められないことをもって機能的な内皮細胞の除去を確認した。薬物を洗浄した

40分後に、3x10“8－10’7　Mの濃度のNEで血管を収縮させ、反応が安定した後に、　cromaka　l　im

（10－8－10－5H）またはnicorandil（10～8－10←5　H）を累積的に投与して血管弛緩反応を検討した。

尚、nicorandil誘発弛緩反応に対するoxyhemoglobin（10－5　H）の影響を検討する際には、

oxyhemoglobinを15分間前処置した後、　NEで標本を収縮させた。

6）使用薬物

streptozotocin　（Sigma）

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）

hemoglobin　（Sigma）

acetylchoユine　chlorlde　　（第一製薬）

cromakahmおよびnicorandnは、大正製薬総合研究所で合成した。

oxyhemoglobinの調製は、　Martin47）らの方法に従って行なった。

7）データの解析

　血管弛緩反応は、NEによる収縮力を100％とした時の割合を、血管弛緩率（％）として示した。

各データは、mean±S．　E．で表し、有意差検定には、　Studentのunpa　ired　t－testを用いた。
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〈実験結果〉

1）対照群および糖尿病群における血糖値

　クエン酸緩衝液を投与した対照群の8－10週間後の血糖値は、142．5±6．Omg／dl（n＝20）であ

った。一方、STZ投与群における8－10週後の血糖値は、589．8±23．8mg／dl（n＝20，　P＜0．01）

であり、糖尿病群において有意な血糖値の上昇が認められた。尚、STZ投与群において、血糖値が

300mg／dl以下のものは、実験には用いなかった。

2）Cromakalimおよびnicorand　i　l誘発血管弛緩反応

　Cromakalimは、対照群および糖尿病群のいずれの群においても、　NEで収縮させた胸部大動脈を

濃度依存的に弛緩させたが、糖尿病群におけるcromakalim誘発血管弛緩反応は、対照群と比較し

て有意に減弱していた（fig．9－1）。　Nicorandilは、対照群および糖尿病群いずれの血管において

も濃度依存的な血管弛緩反応を示したが、両群の間には有意な差は認められなかった（fig．9－2）。

このnicorandilによる血管弛緩反応は、　oxyhemoglobin（10－5　H）前処置により拮抗されたが、

oxyhemoglobin前処置後のnicorandilによる血管弛緩反応は、糖尿病群において感受性の低下が

認められた（fig．9－2）。
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　　　　　　　　　10－7　卜｛norepinephrine．　（B）　The　effects　of　treatment　with　oxyhemoglobin　（Hb）　of
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　　　　　　　　　min　and　were　precontracted　with　3x10～8－10－7　トl　norepinephrine，　and　nicorandil

　　　　　　　　　was　then　added　to　the　bath　cumulatively．　The　values　represent　the　means　of
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＊P〈0．05，＊＊P〈0．01．
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＜考察＞

　STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるcromakalimによる血管弛緩反応が対照群と比較し

て著明に減弱していたことから、糖尿病ラットの血管平滑筋におけるATP－sensitive　K＋－channel

の機能が低下していることが示唆された。

　血管平滑筋におけるATP－sensitive　K＋－channelは、細胞膜においてKイオンの透過性を変化さ

せ、膜電位を調節していることから、二次的に、Ca2㌧channeIの活性を調節していることが知られ

ている90）。Cromakalimは血管平i骨筋において、このATP－sensitive　K＋－channelを開口させ、細

胞膜の過分極を引き起こして血管を弛緩させることが知られている。本実験において、cromakalim

による血管弛緩反応は、糖尿病群において著明に減弱していたことから、糖尿病時には、血管平滑

筋におけるATP－sensitive　K＋－channelの機能が低下している可能性が示唆された。そこで、この

結果を確認するために、nicorandilを用いてさらに検討を行なった。　Nicorandilは、　cromakalim

と同様にATP－sensitive　K＋－channelを開口させて血管を弛緩させることが報告されている93）。さ

らに、nicorandilはその構造式中にニトロ基を有しているため、　guanylate　cylaseを活性化する

ことにより、cyciic　GHPを増加させることが明らかとなっている94’95）。本実験の結果では、

nicorandHによる血管弛緩反応は、対照群および糖尿病群の間に有意な差は認められなかった。し

かし、nitric　oxide結合タンパク質であるoxyhemoglobinの存在下では、　nicorandilによる血管

弛緩反応は、対照群と比較すると、糖尿病群で減弱していた。これは、oxyhemoglobinによって、

nicorandilの血管弛緩反応におけるcyclic　GMPに起因する部分を遮断されたため、　K＋℃hannel

開口作用が前面にでた結果であると考えられる。従って、cromakalimで得られた結果と同様に、

STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈においては、　ATP－sensitive　K＋－channelの機能が低下している

ことが示唆された。本実験の報告は、糖尿病時の血管平滑筋におけるATP－sensitive　K㌔channel

の機能変化に関する最初の報告であり、後にこの報告を支持する報告がしばしば見られる。
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第10章SH‖SPの頸動脈におけるATFsens　itive　K＋－channelの機能変化

　第9章での検討から、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈におけるATP－sens　itive　K㌔channe1

の機能低下が示唆された96）。血管平滑筋におけるATP－sensitive　K㌧channelは、細胞膜において

Kイオンの透過性を変化させ、膜電位を調節していることから、高血圧症時においてもその機能が

変化していることが予想される。そこで、第7章の結果から、内皮細胞依存性血管弛緩反応の減弱

が認められている97）SHRSPの頸動脈を用いてATP－sensitive　K㌔channelの開ロ薬である

cromakalim誘発血管弛緩反応を対照群と比較検討した。
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＜実験方法＞

1）使用動物

　実験には、雄性SHRSPラット22－24週齢および対照群として同週齢のWistar－Kyotoラットを用

いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mH，　KC　i　4．7mM，　CaCl21．8mM，　HgSO41．2mH，　NaH2PO4　L　2　mM，　NaHCO325．　O　mHおよび

glucose　11．1mHとした。栄養液は調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に加

温した。

3）非観血的血圧の測定

　　ラットの血圧は、実験に供する1日前に非観血的無麻酔下血圧測定装置（KN－210－1，　Natsume）

によって測定した。血圧はばらつきを考慮し、3回測定して平均値を求めた。

4）ラット頸動脈リング状標本の作製

　ラットの頭部を殴打し、右総頸動脈からの脱血により致死させた。左総頸動脈（外径約1mm、

長さ約10mm）を摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の余

分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピンセットおよび先鋭ハサミを用い、細心の

注意を払って、幅2．5mmのリング状標本を作製した。このリング状標本を、標本固定用のステン

レス線（外径0．2mm）に装着した。ステンレス線の両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス

内の支柱に固定し、他端を張力測定用force－displacement　transducer（TB－612T，日本光電）に接

続して、等尺性張力を測定した。尚、オルガンバス内には、栄養液を満たし、95％02，5％CO2の

混合ガスを通気して、37℃に保温した。標本には、1．Ogの静止張力を負荷して、60－90分間プレ

インキュベーションした後に、実験を行なった。この間、オルガンバス内の栄養液は20分毎に交

換した。
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5）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を10－7Mのnorepinephrineで収縮させ、反

応が安定した後に、cromakalim　（10－8－10－5　M）を投与し血管弛緩反応を検討した。　Cromakalim誘

発血管弛緩反応に及ぼすglibenclamide（ATP－sensitive　K＋－channel　blocker）の影響を検討する

際には、glibenclamide（10⇔7　M）を15分間前処置した後に、　norepinephrineで収縮させて検討

した。また、静止状態の頸動脈にglibenclamideを投与する際には、10－4－3x10－4　Mを累積投与し

た。

6）使用薬物

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）

glibenc圭amide　（Sigma）

cromakalimは、大正製薬総合研究所で合成した。

7）データの解析

　血管弛緩反応は、NEによる収縮力を100％とした時の割合を、血管弛緩率（％）として示した。

各データはmean±S．　E．で表し、有意差検定には、　Studentのunpaired　t－testを用いた。
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〈実験結果〉

1）WKY群およびSHRSP群における血圧

　WKY群およびSHRSP群における収縮期血圧は、126．1±2．4mm　Hg．（n・15）および252，4±

5．6mm　Hg（n＝15，　P〈0．01）とSHRSP群において著明な血圧の上昇が認められた。

2）Cromakalim誘発血管拡張作用およびglibenclamideの影響

　Cromakalimは、　WKY群およびSHRSP群のいずれの群においても、　NEで収縮させた頸動脈を濃度

依存的に弛緩させたが、SHRSP群におけるcromakalim誘発血管弛緩反応は、　WKY群と比較して有

意に充進していた（fig．10－1）。また、　SHRSP群の頸動脈にATP－sensitive　K＋－channelの遮断薬

であるglibenclamide（10－7　H）を、前処置した後のcromakalimの濃度反応曲線は、右方にシフト

し、WKY群の濃度反応曲線とほぼ同様となった。さらに、　SHRSP群の8例中4例においては、高

濃度のglibenclamideによる収縮反応が認められたが、　WKY群においては、8例中1例も収縮反

応は示さなかった（fig．10－1）。
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Fig．　10－1　　（A）　Condentration～response　curves　for　the　relaxation　responses　to　cromakalim

　　　　　　　　　　of　carotid　arteries　from　WKY　　（●）　　and　SHRSP　in　the　absence　of　　（■）　，　and

　　　　　　　　　　in　the　presence　of　　（［コ）　　10－7　M　glibenclamide．　The　carotid　arteries　were

　　　　　　　　　　precontracted　with　10－7　トl　norepinephrine　（NE）．　The　carotid　arteries　were

　　　　　　　　　　exposed　to　10－7　卜I　glibenclamide　for　15　m　in　and　were　precontracted　with　NE．

　　　　　　　　　　The　values　represent　the　means　of　results　of　6　experiments，　with　the　means

　　　　　　　　　　±S．E．　indicated　by　vertical　lines．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　〈　0．01，　＊＊＊　P　く　0．001．

　　　　　　　　　　（B）　Typical　recordings　of　the　effects　of　glibenclamide　（10－4－3x10－4　トD　on

　　　　　　　　　　carotid　arteries　from　WKY　and　SHRSP．　NA：　norepinephrine．
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〈考察〉

　本実験において、SHRSPの頸動脈におけるcromakalimによる血管弛緩反応が対照群と比較して

著明に充進していたことから、高血圧症ラットの血管平滑筋におけるATP－sensitive　K㌧channel

の機能が充進していることが示唆された。

　SHRSP群の頸動脈においては、　cromakalim誘発血管弛緩反応がWKY群と比較して有意に増強さ

れていたが、ATP－sensitive　K＋℃hannel遮断薬である98）glibenclamide（10＾7　M）によって、

ATP－sensitive　K＋－channelの活性を抑制した状態では、　WKY群と同様になったことから、　SHRSP群

においては、ATP－sensitive　K㌔channelの機能が元進していることが示唆された。さらに、高濃度

のglibenclamideにより、　SHRSP群の一部で収縮作用が認められた。この様な結果は、今までに報

告がないが、静止状態におけるSHRSP群の頸動脈では、　ATP－sensitive　K＋－channelの活性が異常

に充進し、その結果、glibenclamideにより収縮反応が惹起されたと考えられた。これに関して、

血管平滑筋において、高濃度のglibenclamideが、遅延性外向き電流を抑制するという報告もあり

99）、一部この収縮反応にも関与している可能性が考えられた。第9章での実験から、STZ誘発糖尿

病ラットの胸部大動脈においては、ATP－sensitive　K＋－channelの機能が低下していることが認めら

れており、今回得られた結果は、全く逆の結果であった。それぞれの病態において、どの様な原因

でATP－sensitive　K＋－channelの機能が変化し、また、逆の結果となるのかは現在までの所全く不

明でありさらなる検討が必要である。本実験の報告は、高血圧症時の血管平滑筋におけるATP－

sensitive　K＋℃hannelの機能変化に関する最初の報告である。
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第11章（yclic　G‖P増加薬のα一adrenaline受容体介在性血管収縮抑制作用

　Cyclic　GHPは種々平滑筋において弛緩作用を示すことが報告されている。　Cyclic　GMPの血管平

滑筋弛緩機序に関しては、細胞内Caイオンの細胞外へのくみ出し、細胞内Ca貯蔵部位への

Ca2“の取り込み促進、　Ca2＋流入抑制等が関与していると報告されているが17）、種や血管部位によ

って異なるといわれている。Cyclic　GHPを増加させる薬物としては、　nitroglycerin（抗狭心症薬）

に代表されるようなニトロ化合物が知られている。Nitroglycerinはsoluble　guanylate　cyclase

を活性化して、細胞内cyclic団Pを増加させる作用を有し15・16，、特に、心臓の太い冠血管を拡

張させて虚血部位への血流を増やすこと、また、静脈系を拡張させて心臓への前負荷を軽減するこ

とにより、抗狭心症作用を有すると考えられている100｝。また、その他のcyclic　GHP増加薬とし

ては、atriai　natriuretic　peptide（ANP，心房性ナトリウム利尿ペプチド）が挙げられる。この

ANPは、　particulate　guanylate　cyclaseを活性化することが知られている63）。　CD－349

（2－nitratopropy正一3－nitratopropy　l－2－dimethyl－4，13－nitratophenyl，　1．4dihydropyridine・・

3，5－dicarboxylate）は、ジヒドロピリジン系のカルシウム拮抗薬であり101）、結合実験から特異的

にCa2＋－channelに結合することが示唆されている102）。　CD－349は血管中cyclic　GHPを増加させ

ることが明らかとなっているが103）、血管系において実際にcyclic　GMPを介する反応を示すかど

うかは明らかとなっていない。第1章での検討から、STZ誘発糖尿病ラットの血管平滑筋において

はα一adrenaline受容体介在性血管収縮作用はi著明に充進していることが明らかとなっている37）。

また、高血圧症時には交感神経の緊張が異常に高まり、末梢血管抵抗の増大が起こることが知られ

おり、これが、高血圧症発症に深く関与していると考えられている104）。そこで、交感神経の神経

伝達物質であるnorepinephrine（NE）誘発血管収縮反応に対するcyclic　GHP増加薬の影響を検討

した。特に本章では、CD－349のcyclic　GHP増加作用に焦点を合わせて詳細な検討を行なった。

尚、本章以後では、ラット胸部大動脈と血管平滑筋における収縮機構が類似しているウサギ胸部大

動脈を用いて薬物の作用を検討した。
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〈実験方法〉

1）使用動物

実験には、雄性日本白色ウサギ　（体重2．1－4、5kg）および雄性Wistar系ラット10－20週齢

（体重230－420g）を用いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mM，　KCI　4．7mH，　CaC　121．8mH，呂gSO41．2冊H，　NaH2　PO41．2耐，　NaHCO325．0拍Hおよび

glucose　11．1mMとした。栄養液は、調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に

加温した。

3）ウサギおよびラット胸部大動脈螺旋状標本の作製

　ウサギは、pentobarb　ita　l（40　mg／kg，　i．v．）で麻酔した後、総頸動脈より脱血致死させた。その

後大動脈弓部より横隔膜までの胸部大動脈をすばやく摘出し、95％02－5髭CO2の混合ガスを通気

した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピンセッ

トおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払って、幅2mm、長さ15　mmの螺旋状標本を作製した。

尚、EDRFの影響を除くため内皮細胞は、すべて綿棒にて剥離した状態で実験を行なった。標本の両

端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス内の支柱に固定し、他端を張力測定用force－

displacement　transducer（TB－612T，日本光電）に接続して、等尺性張力を測定した。尚、オルガ

ンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2の混合ガスを通気して、37℃に保温した。標本

には2gの静止張力を負荷して、60－90分間プレインキュベーションした後に、実験を行なった。

この間、オルガンバス内の栄養液は20分毎に交換した。

　ラットを用いる際には、頭部を殴打し、総頸動脈より脱血致死させた。その後、胸部大動脈をす

ばやく摘出し、幅2mm、長さ15　mmの螺旋状標本を作製して、以後ウサギ大動脈と同様の方法で

行なった。尚、ラットの際には、静止張力は、1gで行なった。
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4）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を、10’7Mのnorepinephrine（NE）で収縮さ

せ、反応が安定した後に、10－5Mのacetylcholine（ACh）を投与した。この際、　ACh（10－5　H）に

より弛緩反応が認められないことをもって機能的な内皮細胞の除去を確認した。

4－1）ウサギ胸部大動脈における64mM　KCl収縮に対する各薬物の影響

　内皮細胞の除去を確認した後、64mH　KCIを20分間隔で反復投与し、収縮反応が一定になるま

で行なった。収縮反応が一定になった後、nitroglycerin（10－8－10’5　H），　CD－349（10－9－10－5　M），

nifedipine（10’9－10－5　H），および　8－Br－cyclic　GMP（10－3　H）を、10倍間隔の濃度で15分間前

処置し、その後に64mM　KClを投与して、収縮抑制作用を検討した。

4－2）ウサギ胸部大動脈における10－6HNE収縮に対する各薬物の影響

　内皮細胞の除去を確認した後、10’6HNEを20分間隔で反復投与し、収縮反応が一定になるま

で行なった。収縮反応が一定になった後、nitroglycerin（10－8－10－5　M），　CD－349（10－9－10－5　H），

nifedipine（10－9－10－5　H）および8－Br－cycUc　GMP（10－6－10－3　H）を、10倍間隔の濃度で15分

間前処置し、その後に10－6MNE　を投与して、収縮抑制作用を検討した。

4－3）ウサギ胸部大動脈におけるCD－349のNE収縮抑制作用に対する各種cyclic　GMP

　　　　modulatorの影響

　NE（10→6　M）反復投与により、収縮反応が一定となった後、　CD－349のNE収縮抑制作用に対する

各種cyclic　GHP　modulatorの影響を検討した。　Cyclic　GHP　modulatorとしては、　methylene

blue（10－5　H），　oxyhemoglobin（10－5　M）およびzaprinast（3x10－5　M）を用い、これらの薬物は、

CD－349（10～5　M）と同時にorgan　bath内に投与することによって検討した。

4－4）ラットまたはウサギ胸部大動脈におけるCD－349，　nifedipineおよび8－Br－cyclic　GMPの

　　　　Ca2＋－free液下NE収縮およびCa2＋誘発収縮抑制作用

　Ca2㌧free液下NE収縮およびCa2＋収縮作用を検討する際には、1湘EGTAを含んだCa2㌧

freeの栄養液に交換し、15分後にNE（10『6　H）を投与することによって行なった。また、さらに
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NE投与による一過性の収縮が、プラトーレベルに戻った後に、　CaCl2（0，1－5．OmM）を累積投与し

て、Ca2＋収縮を検討した。これらの反応に対するCD－349（10－8－10－5　M），　nifedipine（10－5　H）

および8－Br－cyc　hc　GMP（10－5－1G－4　H）の影響を検討する際には、これらの薬物は、　Ca2㌔freeの

栄養液に交換する際に同時に投与し、15分後に、NE（10－6　H）を投与した。

4－5）血管中cyclic　GHP量の測定

　血管申cyclic　GMPの定量は、　radioimmunoassay法にて行なった。ラットまたはウサギより胸

部大動脈をすばやく摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周囲の

余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。各血管の湿重量を測定した後、血管を5mlの栄養液が

入った試験管に移し、37℃に保温して、95％02－5％CO2の混合ガスを通気しながら、60分間イン

キュベートした。インキュベーションの後、CD－349（10’7－10－5　M）を添加して1，5，15分間イン

キュベーションした。その後に液体窒素にて凍結した。凍結した標本をポリトロンホモジナイザー

（Polytron　Kinematica）を用いて、6％trichloroacetic　acid　l　mlを加えてホモジナイズし、遠心

分離（3000g，4°C，10　min）後、上清を分取した。上清を水飽和etherで4回洗浄して、

trichloroacetic　acidを除去した。以上のように調製したサンプル中のcyclic　GMPをradio－

immunoassay法にて定量した。血管中cycIic　GHP量は、血管の湿重量当りに補正し表した。

5）使用薬物

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）

nifedipine　hydrochloride　（Sigma）

8－Br－cyclic　GMP　（Sigma）

methylene　blue　（Sigma）

hemoglobin　（Sigma）

nitroglycerln　（日本化薬）

acetylcholine　chloride（第一製薬）

cyclic　GHP　radioimmunoassay　kit　（ヤマサ醤油）

CD－349は、大正製薬総合研究所で合成した。

oxyhemoglobinの調製法は、　Martin47）らの方法に従って調製した。
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6）データの解析

　収縮抑制作用は、64mM　KCIまたは10－6　H　NEによる収縮力を100％とした時の割合を、抑制

率（％）として示した。また、50％抑制率（IC50）は、64　mM　KCIによる収縮を、50％抑制する

抑制薬の濃度として示した。各データはmean±S，　E．で表し、有意差検定はBartlett検定で各

群の分散を調べ、等分散ならば一元配置分散分析を行い、有意であればTukey検定で有意差を検定

した。また、2群間の比較には、Studentの　unpaired　t－testを用いた。
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〈実験結果〉

1）ウサギ胸部大動脈における64mH　KCI収縮に対する各薬物の影響

　ウサギ胸部大動脈における64mH　KCI誘発収縮反応は、2．15±　0．17　gであった。

CD－349（10－9－10－5　M）およびnifedipine（10－9－10－5　M）は、このKCl収縮を低濃度から濃度依

存的に抑制した（fig．11－1）。　CD－349およびnifedipineのKCI収縮に対する50％抑制率は、

7．5±3．3x10－8　H（n＝5）および1．6±1．Ox10－7　M（nニ4）であった。しかし、　nitrogly－

cerin　および　8－Br－cychc　GHPはこのKCI誘発収縮を全く抑制しなかった（data　not　shown）。

2）ウサギ胸部大動脈における10－6HNE収縮に対する各薬物の影響

　ウサギ胸部大動脈における10－6HNE誘発収縮反応は、2．31±0．11　gであった。　CD－349

（10“8－1『5H），　nitroglycerin（10－8－10→5　M）および　8－Br－cyclic　GMP（10－6－10－3　H）は、この

NE収縮を濃度依存的に抑制した（fig．11－2）。　しかし、　nifedipineはこのNE誘発収縮を全く抑

制しなかった（fig．11－2）。

3）ウサギ胸部大動脈におけるCD－349のNE収縮抑制作用に対する各種cyclic　GHP

　　modulatorの影響

　Methylene　blue　（1ぴ5　H，可溶性グアニレートサイクラーゼ阻害薬）および　oxyhemoglobin

（10←5M，　nitric　oxide結合タンパク質）は、いずれも、　CD－349（10－5　H）のNE収縮抑制作用に

対して、拮抗作用を示した（fig．11－3）。また、　zaprinast（3x10－5　H、　cyclic　GHP選択的

phosphodiesterase阻害薬）によりCD－349（10－5　H）のNE収縮抑制作用は増強された

（fig．　11－3）。

4）　ラットまたはウサギ胸部大動脈におけるCD－349，　nifedipineおよび8－Br－cyclic　GHPの

　　Ca2＋－free液下NE収縮およびCa誘発収縮抑制作用

CD－349（10－8－10－5　H）および8－Br－cyclic　GHP（10－5－10－4　H）は、ウサギ大動脈におけるCa2＋－

free液下NE収縮を濃度依存的に抑制した（fig．11－4，5）。　CD－349のCa2＋－free液下NE収縮抑

制作用はラット大動脈においても認められ、この作用はmethylene　blue（10≡5　H）の処置によって、
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Fig．　11－1　　Concentration－response　curves　for　inhibitory　effects　of　CD－349　　（●）　，

　　　　　　　　　　nifedipine　　（▲）　　and　　nitroglycerin　　（⊂））　on　64　mM　KCI－induced　contraction

　　　　　　　　　　responses　in　rabbit　aorta．　AIl　data　are　reported　as　the　mean　±　S．　E．．

　　　　　　　　　　The　inhibitory　effect　of　each　drug　was　expressed　as　the　percentage　of

　　　　　　　　　　inhibition　of　a　steady　contraction　of　each　aortic　strip　induced　by　64　mH

　　　　　　　　　　KCl．　Numbers　in　parentheses　are　the　number　of　animals．
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拮抗された（fig．11－6）。しかし、　nifedipine（10’5　H）は、ウサギおよびラットのいずれの大動

脈においても、Ca2＋－free液下NE収縮を抑制しなかった（fig．11－4，6）。さらに、　CD－349（10曽8

－ 10－5H）および8－Br℃yclic聞P（10’5－10’4　M）は、ウサギ大動脈においてCa2＋－free液下NE

収縮に続くCa2“収縮作用を濃度依存的に抑制した（fig．11－7）。しかし、　nifedipine（10⇒5　H）

は、ウサギ大動脈におけるCa2＋収縮を抑制しなかった。（fig．11－8）。

5）CD－349による血管中cyclic　GMP量の測定

　ウサギ胸部大動脈における血管中cycUc　GHPのbasal　levelは、32．1±　6．3fmol／mg

tissue（n＝5）であった。　CD－349（10－7－10－5　H）は、ウサギ胸部大動脈において、この血管中

cyclic　GHP量を濃度依存的に増加させた（table　11－1）。その増加の程度は、10－7　Hで1．3倍、

10’6Hで2．8倍、10－5　Mで4．4倍であった。また、　CD－349は、ラット胸部大動脈においても、

血管中cyclic　GMPを濃度依存的に増加させ、そのcyclic　GHPの増加は、　methylene　blueの前処

置により抑制された（table　11－1）。
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Fig．　11－2　　Concentration－response　curves　for　inhibitory　effects　of　CD－349　　（●）　，

　　　　　　　　　　nifedipine　　（▲）　，　nitroglycerin　　（｛：コ）　　and　8－Br－cycIic　GMP　　（■）　　on　10－6　H

　　　　　　　　　　norepinephrine　（NE）－induced　contraction　responses　in　rabbit　aorta．　All　data

　　　　　　　　　　are　expressed　as　the　mean　±　S．　E．　The　inhibitory　effect　of　each　drug　was

　　　　　　　　　　expressed　as　the　percentage　of　inhibition　of　a　steady　contraction　of

　　　　　　　　　　each　aortic　strip　induced　by　NE．　Numbers　in　parentheses　are　the

　　　　　　　　　　number　of　animals．
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Fig．　11－3　　Bffects　of　methylene　blue　　（○，　10－5　M）　，　oxyhemoglobjn　　（▲，　10－5　H）　　and

　　　　　　　　　　　zaprinast　　（△，　3x10－5　H）　　on　the　inhibitory　effects　of　CD－349　　（●）　　in

　　　　　　　　　　　norepinephrine　（NE）－induced　contraction　response　of　rabbit　aorta．　The

　　　　　　　　　　　inhibitory　effect　of　each　drug　was　expressed　as　the　per℃entage　of　inhibition

　　　　　　　　　　　of　a　steady　contraction　of　each　aortic　strip　induced　by　10－6卜I　NE．　Numbers

　　　　　　　　　　　in　parentheses　are　the　number　of　animals．　＊　P　く　0，05　vs．　CD－349　（10－5　H），
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Fig．　11－4　　1nhibitory　effects　of　CD－349　and　nifedipine　on　10－6　H　noreplnephrine　（NE）－

　　　　　　　　　　　induced　contraction　of　　rabbit　aorta　in　Ca2＋－free　solution．　To　examine

　　　　　　　　　　　the　effects　of　these　agents，　the　aortic　strips　were　exposed　to　the　agents

　　　　　　　　　　　for　15　min　in　Ca2＋－free　solution，　and　then　10－6　卜l　NE　was　added　to　the　bath．

　　　　　　　　　　　The　inhibitory　effects　of　these　agents　are　expressed　as　the　percentage　of　a

　　　　　　　　　　　steady　contraction　of　each　strip　induced　by　10－6　トI　NE　in　normal　solution．

　　　　　　　　　　　Number　of　parentheses　are　the　number　of　animals．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　〈　0．01．

　　　　　　　　　　　VS．　contro　l．
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Fig．　11－5　　1nhibitory　effects　of　8－Br－cychc　GMP　　on　10－6　M　norepinephrine　（NE）－

　　　　　　　　　　induced　contraction　of　rabbit　aorta　in　Ca2＋－free　solution．　To　examine

　　　　　　　　　　the　effects　of　the　agent，　the　aortic　str　ips　were　exposed　to　the　agent

　　　　　　　　　　for　15　min　in　Ca2＋－free　solution，　and　then　10－6　ト1　NE　was　added　to　the　bath．

　　　　　　　　　　The　inhibitory　effects　of　these　agents　are　expressed　as　the　percentage　of　a

　　　　　　　　　　steady　contraction　of　each　strip　jnduced　by　10－6　M　NE　in　normaL　solution．

　　　　　　　　　　Number　of　parentheses　are　the　number　of　animals．　＊　P　く　0．05，　vs．　controI．
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Fig．　11－6　　1nhibitory　effects　of　CD－349　and　nifedipine　on　10－6　M　norepinephrine　（NE）－

　　　　　　　　　　induced　contraction　of　rat　aorta　in　Ca2＋－free　solution．　To　examine

　　　　　　　　　　the　effects　of　these　agents，　the　aortic　strips　were　exposed　to　the　agents

　　　　　　　　　　for　15　min　in　Ca2＋－free　solution，　and　then　10－6　M　NE　was　added　to　the　bath．

　　　　　　　　　　The　inhibitory　effects　of　these　agents　are　expressed　as　the　percentage　of　a

　　　　　　　　　　steady　contraction　of　each　strip　induced　by　10－6　ト1　NE　in　normal　solution．

　　　　　　　　　　Number　of　parentheses　are　the　number　of　animaIs．　＊＊＊　P　く　0．001　vs．　control．
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Fig．　11－7　　（A）　Concentration－response　curves　for　inhibitory　effects　of　CD－349　　（○，

　　　　　　　　　10－8　H）　，　（▲，　10－7　H）　，　（△，　10－6　M）　，　（■，　10－5　M）　　on　Ca2＋－induced

　　　　　　　　　contraction　　（●）　　of　the　rabbit　aortic　strips　pre▲ncubated　with　10－6　卜1

　　　　　　　　　norepinephrine　（NE）　in　Ca2＋－free　solution．　（B）　Concentration－response　curves

　　　　　　　　　for　inhibitory　effects　of　8－Br－cyclic　GHP　　（○，　10－5　M）　，　（▲，　3x10～5　トD　，

　　　　　　　　　（△，　10－4　H）　on　Ca2＋－induced　contraction　　（●）　　of　the　rabbit　aortic　str　ips

　　　　　　　　　preincubated　with　10－6　トi　（NE）　in．　Ca2＋－free　soIutlon．　The　inhibitory　effects

　　　　　　　　　of　CD－349　and　8－Br－cyclic　GMP　are　expressed　as　the　percentage　of　a　steady

　　　　　　　　　contraction　of　each　aortic　strips　induced　by　10　6　卜1　NE　in　normal　solution，

　　　　　　　　　Numbers　in　parentheses　are　the　number　of　an　imals．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　＜　0．01．
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Fig．　11－8　　Concentration－response　curves　for　inhibitory　effects　of　nifedipine　　（○，

　　　　　　　　　　10－5　卜D　on　Ca2＋－induced　contraction　　（●）　　of　the　rabbit　aortic　strips

　　　　　　　　　　preincubated　with　10－6　H　（NE）　in　Ca2＋－free　solution．　The　inhibitory　effects

　　　　　　　　　　of　nifedipine　are　expressed　as　the　percentage　of　a　steady　contraction　of

　　　　　　　　　　each　aortic　strips　induced　by　10－6　トI　NE　in・normal　solution．　　Numbers　in

　　　　　　　　　　parentheses　are　the　number　of　animals．
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Table　11～1　　CD～349－induced　production　of　cyclic　GMP　in　rat　and　rabbit　aorta　without

　　　　　　　　　　　　endothelium

Agent　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Rat　aorta　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Rabb　it　aorta

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cyclic　Gト1P　　　　　　　　　　　　　　　　　cyclic　GトIP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（fmol／　mg　tissue）　　　　　　　　　　　　　　　　（fmol／　mg　tissue＞

None　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　53．2　±　　12．8　　（n＝5）　　　　　　　　　　　　32，1　±　　6．3　　（n＝5）

CD－349　（10－7　H）　　　　　　　　　　　　　　not　　tested　　　　　　　　　　　　　　　　　　　42．6　±　　2．5　　（nニ5）

　　　　　　　（10－6M）　　　　　　　　　66．2：ヒ22．5　 （n＝5）　　　　　　　　90．7±　 7．5　（n＝5）

　　　　　　　（10－5　ト1）　　　　　　　　　　　　110．5　±　　11．1＊　（n＝5）　　　　　　　　　　　142．4　±　20、8＊　（n＝5）

CD－349　（10－5　岡）　　　　　　　　　　　　48．0　±　　8．3　　（nニ5）　　　　　　　　　　　　　not　tested

　　＋　methylene　blue

　　　　　　　　　　（10’SH）

Values　are　mean　±　S．　E．　＊　P　く　0．05　is　significantly　different　from　control　（none）．

n，　number　of　animals．　Aortic　strips　were　exposed　to　CD－349　for　15　min．
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〈考察〉

　本実験の結果から、cyclic　GMP増加薬は、ウサギおよびラット胸部大動脈において、　NE誘発血

管収縮を濃度依存的に抑制することが明らかとなった。このNE収縮抑制作用は、　Ca拮抗薬である

nifedipineといった代表的な血管拡張薬には認められない作用であった。また、　cyclic　GHP増加薬

のNE収縮抑制作用には、　phophatidylinositol代謝回転を介した細胞内Ca2＋による収縮抑制お

よび受容体制御Ca2＋－channelからのCa2＋流入の阻害などが考えられた。

　ウサギ胸部大動脈におけるKCI誘発血管収縮は、　Ca拮抗性を有するnifedipineおよび

CD－349により抑制されたがcyclic　GMP増加薬であるnitroglycerinおよびcyclic　G岡P　analog

である8－Br－cyclic　GHPでは、全く抑制されなかった。このことから、ウサギ胸部大動脈において

は、cyclic　GHP増加薬は、膜電位依存性Ca2“－channelに対する抑制作用はないことが明らかとな

った。一方、ウサギ胸部大動脈におけるNE誘発血管収縮は、　KC　l収縮の結果とは異なり、Ca拮抗

薬であるnifedipineでは抑制されず、　nitroglycerin，　CD－349および8－Br－cyclic　GMPで抑制さ

れたことから、NEのような受容体制御Ca2“－channelからのCa2＋流入を介した収縮には、　Ca拮

抗作用は無効で、cyclic　GHP増加薬が効果的に抑制することが明らかとなった。

　CD－349は以前までの検討から、血管中cyclic　GHPは増加させるが103｝、摘出血管でメカニカル

な反応に反映されるかどうかは明らかではなかった。しかし、本実験の結果から、CD－349は、

nifedipineのようなCa拮抗性に加えて、　cyclic　GHP増加薬様の作用も有していることが明らか

となった。そこで、CD－349のcyclic　GMP増加薬様作用に注目してさらに検討を行なった。

　CD－349のNE誘発収縮抑制作用は、　methylene　blue　（soluble　guanylate　cyclase阻害薬47》）

およびoxyhemoglobin（NO結合タンパク質47））により抑制されたことから、　CD－349の作用は、

その構造式の中から、NOを放出し、そのNOが、　guanylate　cyclaseを活性化して、血管中

cyclic　GHPを増加させている可能性が示唆された。さらに、　zaprinast　（cyclic　GHP選択的

phosphodiesterase阻害薬105））によって、　CD－349の作用は増強されたことから、　CD－349の

cyclic　GMP増加作用が発現されていることが示唆された。実際に血管中cyclic　GHP量を測定した

結果、CD－349は、ウサギおよびラットの大動脈において、濃度依存的な増加作用を示すことが確認

された。

　NE誘発血管収縮の初期相には、　phosphatidylinositol（Pl）代謝回転を介して産生された
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inositol　trisphosphate（IP3）による細胞内Ca貯蔵部位からのCa2＋放出が関係していると考え

られている36）。本実験の結果から、CD－349は、ウサギおよびラット大動脈におけるCa2＋－free液

下NE収縮を濃度依存的に抑制した。さらに、8－Br－cyclic　GMPも同様にCa2＋－free液下NE収縮

を濃度依存的に抑制したことから、cyclic　GHPは、この収縮経路のいずれかを抑制している可能性

が考えられる。現在までのところ、詳細に関しては不明であるが、Rapoportらの報告106｝によれば、

ニトロ化合物はNE誘発収縮を抑制し、その抑制は、　cyclicGHPによるPIの加水分解過程の抑

制が関与しているという。従って、本実験においても同様の可能性が考えられた。また、CD－349

は、8－Br℃yclic　GHPと同様にウサギ大動脈においてCa2＋－free液下NE収縮に続くCa2“収縮作

用を濃度依存的に抑制したことから、cyclic　GHPは、受容体制御Ca2＋－channelからのCa2＋の流

入も抑制する可能性が示唆された。

　以上のようにCD－349およびcyclic　GHP　analogの8－Br℃yclic　GHPはNE誘発収縮を抑制す

ることが明らかとなった。第1章での検討から、STZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈においては、

NE誘発血管収縮反応が有意に増強していることを明らかにした。さらに、高血圧自然発症ラットに

おいては、交感神経の緊張度が異常に充進することによって血管収縮が起こり、このことが末梢血

管抵抗の増大に関与していることが明らかとなっている104）。また、これらのことは、高血圧症治

療薬として、prazosinやdoxazos　in等のα一adrenaline受容体遮断剤が有用であるということか

らも裏付けられている。本実験の結果から、cyclic　GHP増加薬がCa拮抗薬には認められない作用

としてNE収縮抑制効果を有していることが明らかとなり、糖尿病時および高血圧症時における交

感神経性血管収縮に有用となる可能性が示唆された。
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第12章　β却enaline受容体介在性血管弛緩反応のcyclic　GMP増加薬による増強作用と

　　　　　血管中cyc目c　nuc　leot　ide量の変化

　第2章および第3章での検討から、STZ誘発糖尿病ラットおよび自然発症糖尿病ラットの胸部大

動脈においてはβ一adrenaline受容体介在性の血管弛緩反応は、著明に減弱していることが明らか

となっている52’92｝。また、高血圧症動物においてもβ一adrenaline受容体介在性の血管弛緩反応

は、著明に減弱していることが報告されている39－4D。血管平滑筋におけるβ一adrenaline受容体

は血管拡張性に働いていることから、その機能が低下すると血管抵抗の増大が起こることが考えら

れる。また、β一adrenaline受容体作動薬が血管平滑筋の受容体に作用すると、　adenylate

cyclaseが活性化され、血管中cyclic　AMPが上昇し、血管弛緩反応を発現すると考えられている。

Cyclic　GHPとcycUc　AHPの相互作用に関してはカエル心室筋において、　cyclic　GHPがisopro－

terenol（ISO）によるcyclic　AMP介在性のCa2＋電流を抑制することが報告されている107）。

しかし、血管平滑筋においてはcyclic　GMPとcyclic　AMPの相互作用に関する報告はない。そこ

で本章ではcycIic　GMP増加薬と　β一adrenaline受容体作動薬の血管平滑筋における相互作用につ

いて検討した。
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〈実験方法〉

1）使用動物

実験には、雄性日本白色ウサギ（体重2，1－4．5kg）を用いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118，0

mM，　KC　I　4．7mH，　CaC121．8mH，　HgSO41．2mM，　NaH2　PO4，1．2mM，　NaHCO325．0耐および

glucose　11．1mMとした。栄養液は調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に加

温した。

3）ウサギ胸部大動脈螺旋状標本の作製

　ウサギはpentobarbital（40　mg／kg，　i．v．）で麻酔した後、総頸動脈より脱血致死させた。その

後大動脈弓部より横隔膜までの胸部大動脈をすばやく摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気

した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピンセッ

トおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払って、幅2mm、長さ15　mmの螺旋状標本を作製した。

尚、内皮細胞由来弛緩因子の影響を除くため内皮細胞は、すべて綿棒にて剥離した状態で実験を行

なった。標本の両端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス内の支柱に固定し、他端を張力測定

用force－displacement　transducer　（TB－612T，日本光電）に接続して、等尺性張力を測定した。

尚、オルガンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2の混合ガスを通気して、37℃に保温

した。標本には2gの静止張力を負荷して、60－90分間プレインキュベーションした後に、実験を

行なった。この間、オルガンバス内の栄養液は、20分毎に交換した。

4）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を10－7Hのnorepinephrine（NE）で収縮させ、

反応が安定した後に、10～5Mのacetylcholine（ACh）を投与した。この際、　ACh（10－5　H）により

弛緩反応が認められないことをもって機能的な内皮細胞の除去を確認した。その40分後にendo一
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thelin－1（ET－1，10～7　H）で血管を収縮させ、反応が安定した後に、　ISO（10’8－10’5　M）または

forskolin（FSK，10－8－10－5　H）を累積的に投与して血管弛緩反応を検討した。尚、　ISOまたは

FSK誘発弛緩反応に対するnitroglycerin（10－8－10’5　H）、　atrial　natriuretic　peptide（ANP，

10°10－10－8　M）、　CD－349　（10～9－10’5　M）、　8－Br－cyclic　Gト｛P　（3x10－6－3x10－4　H）、　nifedipine　（10－5

M）およびnicardipine（10’5　M）の影響を検討する際には、これらの薬物を15分間前処置した後、

ET－1で標本を収縮させた。なお、　methylene　blue（10’5　M）およびoxyhemoglobin（10’5　M）の影

響を検討する際には、nitroglycerinまたはCD－349などの各種薬物と同時にorgan　bath内に投

与することによって検討した。

5）血管中cyclic　nucleotide量の測定

　血管中cyclic　GMPおよびcyclic　AMPの定量は、　radioimmunoassay法にて行なった。ウサギよ

り胸部大動脈をすばやく摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気した栄養液中に入れ、血管周

囲の余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。各血管の湿重量を測定した後、血管を5m1の栄養

液が入った試験管に移し、37℃に保温して、95％02－5％CO2の混合ガスを通気しながら、

60分間インキュベートした。インキュベーションの後、ISO（10－5　H）、8－Br℃yclic　GMPまたは

CD－349（10－7－10－5　M）を添加して15分間インキュベーションした。その後に液体窒素にて凍結し

た。凍結した標本をポリトロンホモジナイザー（Polytron　Kinematica）を用いて、6％trichloro－

acetic　acid　l　mlを加えてホモジナイズし、遠心分離（3000　g，4°C，10　min）後、上清を分取し

た。上清を水飽和etherで4回洗浄して、　trichloroacetic　acidを除去した。以上のように調製

したサンプル中のcyclic　GHPおよびcyclic　AMPをradioimmunoassay法にて定量した。血管中

cyclic　GHPおよびcyclic　AMP量は、血管の湿重量当りに補正し表した。

6）使用薬物

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）

nifedipine　hydrochloride　（Sigma）

nicardipine　hydrochloride　（Sigma）

8－Br－cyclic　GトIP　（Sigma）

methylene　blue　（Sigma）
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hemoglobin　（Sigma）

nitroglycerin　（日本化薬）

acetylchohne　chloride　（第一製薬）

atrial　natriuretic　peptide（ペプチド研究所）

endothelin－1（ペプチド研究所）

cyclic　GMP　radioimmunoassay　kit　（ヤマサ醤油）

cyclic　AMP　radioim叩noassay　kit　（ヤマサ醤油）

CD－349は、大正製薬総合研究所で合成した。

oxyhemoglobinは、　Martinらの方法47）に従って調製した。

7）データの解析

　血管弛緩反応は10’7MET－1による収縮力を100％とした時の割合を、抑制率（％）として示

した。各データはmean±S．　E．で表し、有意差検定はBartlett検定で各群の分散を調べ、等分

散ならば一元配置分散分析を行い、有意であればTukey検定で有意差を検定した。
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〈実験結果〉

1）ウサギ胸部大動脈におけるISO誘発弛緩反応に対する各薬物の影響

　ウサギ胸部大動脈においてISOは、濃度依存的に血管を弛緩させた（fig．12－1）。

nitroglycerin（10－8－10’5　H）、　ANP（10－10－10－8　M）、　CD－349（10－9－10“5　M）および

8－Br－cyclic　GHP（3x10－6－3x10－4　H）は、このISO誘発血管弛緩を濃度依存的に増強した。

（fig．12－1－3）。　しかし、　nifedipine（10－5　M）およびnicardipine（10’5　H）はこのISO誘発血

管弛緩を全く増強しなかった（fig．12－4）。

2）ウサギ胸部大動脈におけるnitroglycerinおよびCD－349のISO誘発血管弛緩増強作用に

　　対するmethylene　blueおよびoxyhemoglobinの影響

　Hethylene　blue（10－5　M，　soluble　guanylate　cyclase　inhibitor）およびoxyhemoglobin

（10－5M，　nitric　oxide　binding　protein）はnitroglycerin（10－5　H）およびCD－349（10－5　M）

のISO誘発血管弛緩増強作用を拮抗した（fig．12－5）。

3）ウサギ胸部大動脈におけるFSK誘発弛緩反応に対するCD－349の影響

　ウサギ胸部大動脈においてFSKは、濃度依存的に血管を弛緩させた（fig．12－6）。

cD－349（10－6，10－5　M）は、このFsK誘発血管弛緩を濃度依存的に増強した（fig．12－6）。

4）血管中cyclic　nucleotide量に対する作用

　ウサギ胸部大動脈における血管中cyclic　GHPおよびcyclic　AHPのbasal　leve1は、0．049±

0．01pmol／mg　tissue（n＝5）および0．37±0．03　pmol／mg　tissue（n＝5）であった。この時、　CD－

349（10－7－10－5H）は、血管中cyclic　GHP量を濃度依存的に増加させたが、　cyclic　AMPは、増加

させなかった（table　12－1）。　また、　ISO（10－5　H）は、血管中cyclic　AMP濃度は0．37±0．03

pmol／mg　tissueから0．47±0．01　pmol／mg　tissueとわずかに増加させたが、この増加の程度は、

CD－349（10－5　M）または8－Br－cyc　l　ic　GHP（3x10－5　H）の処置により、0．62±0．08　pmol／mg

tissue（n・5）および0．63±0．07　pmol／mg　tissue（n＝5）となり、著明な増加作用を示した

（table12－2）　。
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Fig．　12－1　　（A）　Effects　of　nitroglycerin　（NTG）　　（▲，　10－8　ト1）　，　（△，　10－7　卜1）　，　（■，

　　　　　　　　　　10“6　M）　，　（［］，　10－5　トD　on　isoproterenol（●，　contro　l）－induced　relaxation

　　　　　　　　　　responses　of　endothelium－denuded　rabbit　aorta．　（B）　Effects　of　atrial

　　　　　　　　　　natriuretic　peptide　（ANP）　　（○，　10－10　H）　，　（▲，　10－9　H）　，　（△，　ヱ0←8　H）

　　　　　　　　　　on　isoproterenol（●，　control）－induced　re　laxation　responses　of　endothelium－

　　　　　　　　　　denuded　rabbit　aorta．　Aortic　strips　were　exposed　to　nitroglycerin　and　ANP

　　　　　　　　　　for　15　min，　and　10－7－2xlO－7　endothelin－1　was　then　added　to　the　bath．　The

　　　　　　　　　　results　are　expressed　as　the　percentage　decrease　of　contract　i　le　force

　　　　　　　　　　induced　by　endothelin～1　and　the　means　±　S．　E．　Nuロ〕bers　jn　parentheses　are

　　　　　　　　　　the　number　of　animals．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　〈　0．01，　significantly　different　as

　　　　　　　　　　compared　w　ith　contro　l．
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Fig．　12－2　　Effects　of　CD－349　　（○，　10－9　ト1）　，　（■，　10－8　M）　，　（□，　10－7　M）　，　（▲，

　　　　　　　10－6　M）　，　（△，　10－5　ト】）　on　isoproterenol（●，　control）－induced　relaxation

　　　　　　　responses　of　endothe　l　ium－denuded　rabbit　aorta．　Aortic　strips　were　exposed　to

　　　　　　　CD－349　for　15　min，　and　10－7－2x10－7　endothelin－1　was　then　added　to　the　bath．

　　　　　　　The　results　are　expressed　as　the　percentage　decrease　of　contractile　force

　　　　　　　induced　by　endothe▲in－1　and　the　means　±　S．　E．　Numbers　in　parentheses　are

　　　　　　　the　number　of　animaIs．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　〈　0．01，　significantly　different　as

　　　　　　　compared　w　ith　contro　l．
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Fig．　12－3　　Effects　of　8－Br－cyclic　GHP　　（○，　3x10－6　H）　，　（■，　3x10－5　M）　，　（口，

　　　　　　　　　　3x10●4　M）　on　isoprotereno1（●，　control）－induced　re　laxation　responses　of

　　　　　　　　　　endothelium－denuded　rabbit　aorta．　Aortic　strips　were　exposed　to　8－Br－cyclic

　　　　　　　　　　GMP　for　15　min，　and　10－7－2x10－7　endothelin－1　was　then　added　to　the　bath．

　　　　　　　　　　The　results　are　expressed　as　the　percentage　decrease　of　contractile　force

　　　　　　　　　　induced　by　endothelin－1　and　the　means　±　 S．　E．　Numbers　in　parentheses　are

　　　　　　　　　　the　number　of　animals．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　＜　0．01，　significantly　different　as

　　　　　　　　　　compared　w　ith　contro　l．
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Fig．　12－4　　Effects　of　nifedipine　　（▲，　10－5　H）　，　nicardipine　　（■，　10－5　M）　on

　　　　　　　　　　　isoproterenol（●，　control）－induced　relaxation　responses　of　endothelium－

　　　　　　　　　　　denuded　rabbit　aorta．　Aortlc　strips　were　exposed　to　nifedipine　and

　　　　　　　　　　　nicardipine　for　15　m　in，　and　10－7　endothelin－1　was　then　added　to　the　bath．

　　　　　　　　　　The　results　are　expressed　as　the　percentage　decrease　of　contractile　force

　　　　　　　　　　　induced　by　endothelin－1　and　the　means　±　 S．　E．　Numbers　in　parentheses　　are

　　　　　　　　　　　the　number　of　animals．
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Fig．　12－5　　Effects　of　methylene　blue　　（■，　10－5　H）　　and　oxyhemoglobin　　（［コ，　工0－5　H）　on

　　　　　　　　　　potentiating　effects　of　CD－349　　（△，　10－5　H）　　in　isoproterenol－induced

　　　　　　　　　　relaxation　responses　of　endothelium－denuded　rabbit　aorta．　Aortic　strips　were

　　　　　　　　　　exposed　to　these　agents　for　15　m　i　n，　and　then　10『7－2x10－7　M　endothe　l　i　n－1　was

　　　　　　　　　　added　to　the　bath．　Results　are　expressed　as　percentage　decrease　tension　of

　　　　　　　　　　contractHe　force　induced　by　endothelin－1　and　means　±　S．　E，　Numbers　in

　　　　　　　　　　parentheses　are　the　number　of　animals．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　〈　0．01．　significantly

　　　　　　　　　　different　vs．　10－5　H　CD－349．
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Fig．　12－6　　Effects　of　CD－349　　（▲，　10－7　ト｛，　△　10－6　M）　on　forskolin　（●，　control）－

　　　　　　　　　　induced　re　laxation　responses　of　endothelium－denuded　rabbit　aorta．　Aort　ic

　　　　　　　　　　strips　were　exposed　to　CD－349　for　15　min，　and　10－7　er】dothelin－1　was　then

　　　　　　　　　　added　to　the　bath．　The　results　are　expressed　as　the　percentage　decrease　of

　　　　　　　　　　contractiIe　force　induced　by　endothelin－1　and　the　means　±　S．　E．　Numbers　in

　　　　　　　　　　parentheses　are　the　number　of　animals．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　〈　0．01，

　　　　　　　　　　significantly　different　as　compared　with　control．
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Table　12－1　　Basal　and　CD－349－induced　production　of　cyclic　nuc　leotides　in　rabbit　aorta

　　　　　　　　　　　without　endothelium

Agents　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cyclic　AトIP　　　　　　　　　　　　　　　cyclic　GトiP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（pmOl／mg　tiSSUe）　　　　　　　　　　（pmOl／mg　tiSSUe）

None　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．37　：ヒ　0．03　　（n＝5）　　　　　　　　0．049　±　0．01　　（n＝5）

CD－349　（10－7　ト1）　　　　　　　　　　G．41　±　0．05　　（nニ5）　　　　　　　　0．072　±　0．02　　（n＝5）

CD－349　（10－6　M）　　　　　　　　　　0．33　±　0．04　　（n＝5）　　　　　　　　G．083　±　0．03　　（n＝5）

CD－349　（10－5　卜D　　　　　　　　　　O．40　±　0．04　　（n＝5）　　　　　　　　0．103　±　 0．03＊　（nニ4）

Values　are　means　±　S．　E．　n，　number　of　animals．

＊　P　〈　0．05　significantly　different　from　control　（none）．
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Table　l2－2　　Effects　of　CD－349　and　8－Br－cyclic　GMP　on　isoproterenol－induced　production

　　　　　　　　　　　of　cyclic　AトIP　in　rabbit　aorta　without　endothelium．

Agents　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cyclic　AMP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（pmOl／mg　tissue）

None　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．37　±　0．03　　（n＝5）

ISO　（10－5　ト1）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．47　±　0．01　　（n＝5）

ISO　（10－5　H）　＋　CD－349　（10｛5　M）　　　　　　　　　　　　　　　　0．62　±　　0．08＊　（n＝5）

ISO　（10－5　H）　＋　8－Br－cyclic　GHP　（3x10－5　M）　　　　　　0．63　±　 0．07＊　（n＝5）

Values　are　means　±　S．　E．　n，　number　of　animals．

ISO，　isoproterenoI，　＊　P　く　0．05　significantly　different　from　control　（none）．
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〈考察〉

　本実験の結果から、cyclic　GHP増加薬は、　ISOおよびFSK誘発血管弛緩作用を濃度依存的に増

強することが明らかとなった。このcyclic　GHPによるcyclic　AMP介在性血管弛緩作用の増強効

果は、cyclic　GHPによるcyclic　AHPの分解抑制に起因している可能性が示唆された。本報告は、

血管平滑筋において、cyclic　GMPがcyclic　AMPの作用を増強するという最初の報告である。

　ウサギ胸部大動脈におけるISO誘発血管弛緩作用は、　nitroglycerin、　ANP、　CD－349等の

cyclic　GHP増加薬によって有意に増強された。また、　cyclic　GHP　analogである8－Br－cychc

GMPによっても同様の結果が得られた。さらに、　nitroglycerinおよびCD－349のISO誘発血管弛

緩増強作用は、soluble　guanylate　cyclase阻害薬であるmethylene　blue47）およびNO結合タン

パク質であるoxyhemoglobin47）によって拮抗された。このことから、　cyclic　GHP増加薬は、

β一adrenaline受容体介在性血管弛緩作用を増強することが確認された。本実験の結果から、生体

内物質であるANPも、　ISO誘発血管弛緩作用を低濃度から増強することが明らかとなった。従って、

ANPは、生体内においてadrenalineなどによるβ一adrenaline受容体介在性弛緩反応を調節し

ている可能性も示唆された。

　CD－349は、ウサギ胸部大動脈におけるFSK誘発弛緩反応も濃度依存的に増強したことから、

CD－349は、β一adrenaline受容体介在性弛緩作用だけではなく、FSK誘発血管弛緩作用をも増強す

ることが明らかとなった。FSKは、β一adrenaline受容体を介さずに、　adenylate　cyclaseの触媒

部位を直接活性化することによって、cyclic　AMPを増加させることから43）、cyclic　GHPは、

cyclic　AMP介在性の血管弛緩作用を増強することが示唆された。

　血管中cyclic　nucleotideの定量結果より、　CD－349および8－Br－cyclic　GMPは、　ISOによる

cyclic　AMPの増加を著明に増強させたことから、　cyclic朋Pは、　ISOによるcyclic　AHP量を増

加させて、ISOによる血管弛緩作用を増強している可能性が示唆された。

　近年、血小板においては、ニトロ化合物が、cyclic　AHP増加薬による血小板凝集阻害作用を増強

することが報告されている108）。この増強作用は、ニトロ化合物がcyclic　GHPを増加させ、

cycUc　GHP－inhibitable　cyciic朗P　phosphodiesterase（Type皿PDE）を阻害することによって

いると報告されている田8）。血管平滑筋においては、この様な増強作用に関しては報告がないが、

cyclic　GHP－inhibitable　cyclic　AMP　phosphodiesterase（Type皿PDE）は存在することが報告さ
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れている109・”o）。従って、本実験においても、cyclic　GHPがType皿PDEを阻害して、　cyclic

相P介在性血管弛緩作用を増強している可能性が考えられた。

　著者は、第2章において、ISO誘発血管弛緩作用は内皮細胞が存在する際に強く発現することを

見いだした52）。血管内皮細胞からは、常時EDRF（NO）が遊離されており血管中cyclic　GHP含量

は、内皮細胞存在時の方が内皮細胞非存在時より、高いことが報告されている47，。従って、内皮細

胞存在時には、血管中cyclic　GMPが、　Type皿PDEを阻害することによって、　ISO誘発血管弛緩

作用が強く発現させる可能性があることを示唆された。また、著者は第2および3章においてSTZ

誘発糖尿病ラットおよび自然発症糖尿病WBN／Kobラットのいずれの1型糖尿病モデルにおいても胸

部大動脈においてβ一adrenaline受容体介在性血管弛緩反応が著明に減弱していることを明らかに

した52・92｝。さらに、高血圧症動物においても血管平滑筋におけるβ一adrenaline受容体介在性血

管弛緩反応が著明に減弱していることが報告されている39－4D。本実験の結果から、　cyclic　GMP増

加薬は1型糖尿病時および高血圧症時に認められるβ一adrenaline受容体介在性の血管弛緩反応を

増強し、その機能を回復させる可能性があることが示唆された。
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第13章Protein　kinase　C介在性血管収縮作用に及ぼすcyclic　G‖P増加薬の影響

　近年、血管平滑筋におけるnorepinephrine，　angiotensin皿およびendothelin等のagonist

による血管収縮機構においては、phosphatidyhnositol（PI）代謝回転が重要な役割を演じている

ことが報告されている32・33）。血管収縮薬が受容体に結合すると細胞膜のリン脂質であるPIが加

水分解され、inositol　trisphosphate（IP3）およびdiacylglycerol（DG）が生成される34）。この

DGは、　protein　kinase　C（PKC）を活性化し、血管収縮を惹起すると考えられている32・33）。

Phorbol　esterは、このPKCを外因性に活性化することが知られている86・87）。第8章にお｝ナる検

討から、著者は、SHRSPの門脈平滑筋において、　phorbo　l　ester誘発血管収縮反応が対照群と比較

して著明に冗進していることを見いだした11D。同様の現象は、高血圧症自然発症ラットの腸間膜

動脈においても認められている88・89）。また、STZ誘発糖尿病ラットの腸間膜動脈においても、同

様に、phorbol　ester誘発血管収縮反応が対照群と比較して著明であることが報告されている112）。

しかし、phorbol　esterによるprotein　kinase　C介在性血管収縮に対するcyclic　GMP増加薬の

効果に関する報告はない。以上のことから、本章では血管平滑筋におけるphorbol　ester誘発血管

収縮に対するcyclic　GHP増加薬の効果を検討した。
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〈実験方法〉

1）使用動物

実験には、雄性日本白色ウサギ（体重2．0－4．8kg）を用いた。

2）栄養液の調製

　栄養液には、一部修正したKrebs－Henseleit　solutionを用いた。栄養液の組成は、　NaCl　118．　O

mM，　KCI　4．7耐，　CaCI21．8mM，　MgSO41．2mM，　NaH2　PO41．2mM，　NaHCO325．　O　mMおよび

gIucose　11．1mMとした。栄養液は、調製後、95％02－5％CO2の混合ガスを常時通気し、37℃に

加温した。

3）ウサギ胸部大動脈螺旋状標本の作製

　ウサギは、pentobarb　l　ta　l（40　mg／kg，　i．v．）で麻酔した後、総頸動脈より脱血致死させた。その

後大動脈弓部より横隔膜までの胸部大動脈をすばやく摘出し、95％02－5％CO2の混合ガスを通気

した栄養液中に入れ、血管周囲の余分な脂肪組織や結合組織を取り除いた。その後、先鋭ピンセッ

トおよび先鋭ハサミを用い、細心の注意を払って、幅2mm、長さ15　mmの螺旋状標本を作製した。

尚、EDRFの影響を除くため内皮細胞は、すべて綿棒にて剥離した状態で実験を行なった。標本の両

端を木綿糸で結んだ後、一端をオルガンバス内の支柱に固定し、他端を張力測定用force－

displacement　transducer（TB－612T，日本光電）に接続して、等尺性張力を測定した。尚、オルガ

ンバス内には、栄養液を満たし、95％02－5％CO2の混合ガスを通気して、37℃に保温した。標本

には2gの静止張力を負荷して、60－90分間プレインキュベーションした後に、実験を行なった。

この間、オルガンバス内の栄養液は、20分毎に交換した。

4）薬物反応性の検討

　60－90分間のプレインキュベーションの後、血管を、10－7Mのnorepinephrine（NE）で収縮さ

せ、反応が安定した後に、10－5Mのacetylcholine（ACh）を投与した。この際、　ACh（10－5　M）に

より弛緩反応が75％以上認められることをもって、機能的な内皮細胞の存在を確認した。内皮細
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胞の存在を確認した後、64mM　KClによって血管を収縮させた。その後、　phorbol　12，13

dibutyrate（PDBu，10’6　M）により血管を収縮させた。　Nitroglycerin（10～8－10←5　H）、　atrial

natriuretic　peptide　（ANP，　10－10－10－7　ト1）、　CD－349　（10－8－10’5　M）、　　nifedipine　（10－5　トD、

nicardipine（10－5　M）およびdiltiazem（10’5　H）の影響を検討する際には、これらの薬物を

15分間前処置した後に、PDBuを投与した。さらに、　methylene　blueの影響を検討する際には、

methylene　blueは、　nitroglycerinまたはCD－349と同時に投与した。

5）使用薬物

norepinephrine　hydrochloride　（Sigma）

nifedipine　hydrochloride　（Sigma）

nicardipine　hydrochloride　（Sigma）

diltiazem　hydrochloride　（Sigma）

methylene　blue　（Sigma）

phorbo1　12，13　dibutyrate　（Sigma）

nitroglycerin（日本化薬）

acetylcholine　chloride（第一製薬）

atrial　natriuretlc　peptide（ペプチド研究所）

CD－349は、大正製薬総合研究所で合成した。

6）データの解析

　血管収縮は各血管より得られた64mM　KCI収縮を100％とした時の血管収縮率（％）で示した。

各データはmean±S．　E．で表し、有意差検定はBartlett検定で各群の分散を調べ、等分散なら

ば一元配置分散分析を行い、有意であればTukey検定で有意差を検定した。
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〈実験結果〉

1）ウサギ胸部大動脈におけるPDBu収縮に対する各薬物の影響

　ウサギ胸部大動脈における64mH　KCI誘発収縮反応は、1．69±　0．14　gであった。　PDBu

（10－6M）は、血管を収縮させたが、収縮は非常に緩徐であり、約90分後にプラトーレベルに達し

た。この時の収縮力は、64mH　KCiに対して、115．0±9．2％であった。　Nitroglycerin（10－8－

10－5M）、　atrial　natriuretic　peptide（ANP，ヱ0“10－10’7　M）、　CD－349（10－8－10’5　M）は濃度依存

的にPDBu誘発収縮を抑制した（fig．13－1，2）。しかし、　nifedipine（10⇔5　M），　nicardipine

（10－5M），　diltiazem（10＾5　H）は、　PDBu誘発収縮を全く抑制しなかった（fig．13－3）。

2）ウサギ胸部大動脈におけるnitroglycerinおよびCD－349のPDBu収縮抑制効果に対する

　　methylene　blueの影響

　Nitroglycerin（10－7，10－5　M）およびCD－349（10－7，10－5　M）のPDBu収縮抑制効果は、

methylene　blue（10－5図，　soluble　guanylate　cyclase阻害薬）の処置によりそれぞれ拮抗され

た（fig．13－4）。
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Fig．　13－1　　ContractBe　responses　to　10－6　H　phorbol　12，　13　dibutyrate　（PDBu）　with

　　　　　　　　　　　nitroglycerin　（NTG）　　（○，　10－8　M）　，　　（▲，　10－7　H）　，　　（△，　10－6　H）　，　　（■，

10－5　トD　，　and　atrial　natriuretic　peptide　（ANP＞　　（○，　10－10　トD　，　（▲，

10－g　M）　，　　（△，　10～8　M）　，　　（■，　10－7　M）　in　endothelium－intact　rabbit　aorta．

Aortic　str　ips　were　exposed　to　these　agents　for　15　min；　10－6　卜1　PDBu　was　then

added　to　the　bath．　Results　expressed　as　a　percentage　of　response　to　64　m卜l

KCI　and　are　the　mean　±　S．　E．　Numbers　in　parentheses　are　the　number　of

animals．　＊　P　く　0．05，　＊＊　P　〈　0．01，　significantly　different　as　compared　with

control．
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Fig．　13－2　　Contractile　responses　to　10－6　卜1　phorbol　12，　13　dibutyrate　（PDBu）　with

　　　　　　Cl）－349　　（○’，　10－8　M）　，　　（▲，　10－7　M）　，　　（△，　10－6　M）　，　　（■，　10－5　H）

　　　　　　in　endothe　l　lum－intact　rabblt　aorta．　Aortic　strips　were　exposed　to　these

　　　　　　agents　for　15　min；　10－6　M　PDBu　was　then　added　to　the　bath．　Results　expressed

　　　　　　as　a　percentage　of　response　to　64　mM　KCl　and　are　the　mean　±　S，　E．　Numbers

　　　　　　in　parentheses　are　the　number　of　animals．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　く　0．01，

　　　　　　significantly　different　as　compared　with　control．
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Fig．　13－3　　Effects　of　10、5　M　nlfedipine　　（［コ）　，　10－5　M　nicardipine　　（■）　　and　10－5　H

　　　　　　　　　　diltiazem　　（（：））　　on　10－6　M　Phorbol　dibutyrate　（PDBu）－induced　contractiorユof

　　　　　　　　　　endothehum－intact　rabbit　aorta．　Results　are　expressed　as　a　percentage　of

　　　　　　　　　　response　to　64　mト】　KC　l　and　are　the　mean　±　 S．　E．　Numbers　in　parentheses　are

　　　　　　　　　　the　number　of　an　i　mals．
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Fig．　13－4　　Effects　of　methylene　blue　（卜1B）　on　the　inhibitory　effects　of　nitroglycerin

　　　　　　　　　　（NTG）　　（▲，　10－7　トD　，　　（■，　10－5　卜｛）　，　　（△，　10－7　ト1　＋　HB　10－5　M）　．　　（［］，

　　　　　　　　　　10←5　H　＋　HB　10’5　トD　and　CD－349　　（▲，　10→7　H）　，　　（■，　10－5　H）　，　　（△，　10－7　H

　　　　　　　　　　＋　HB　10エ5　ト1）　，　　（［コ，　10－5　ト1　＋　HB　10－5　M）　　in　endothelium－intact　rabbit　aorta．

　　　　　　　　　　Aortic　str　ips　were　exposed　to　these　agents　for　l5　min，　and　10－6　H　phorbol

　　　　　　　　　　12，　13　dibutyrate　was　added　to　the　bath．　Results　are　expressed　as　a

　　　　　　　　　　percentage　of　response　to　64　mH　KCI　and　are　the　mean　±　S．　E，　Numbers　in

　　　　　　　　　　parenth6ses　are　the　number　of　ani拍als．　＊　P　〈　0．05，　＊＊　P　〈　0．01，

　　　　　　　　　　significantly　different　as　compared　with　control．
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〈考察〉

　本実験の結果から、cyclic　GHP増加薬は、ウサギ胸部大動脈において、　PDBu誘発血管収縮を濃

度依存的に抑制することが明らかとなった。このPDBu血管誘発収縮抑制作用は、　Ca拮抗薬である

nifedipine，　nicardipineおよびdiltiazemといった代表的な血管拡張薬には認められない作用で

あった。

　ウサギ胸部大動脈にお｝ナるPDBu誘発血管収縮は、　Ca拮抗性を有するnifedipineでは全く抑制

されなかったことから、ウサギ胸部大動脈においては、PDBu誘発血管収縮作用は、膜電位依存性

Ca2㌧channelからのCa2＋の流入は、関与していないことが明らかとなった。　Nitroglycerinおよ

びCD－349のPDBu誘発収縮抑制作用は、　methyiene　blue　（soluble　guanylate　cyclase阻害薬47

｝）により抑制されたことから、これらの作用は、guanylate　cyclaseの活性化を介した血管中

cyclic　GHP　の増加により発現されている可能性が示唆された。現在までのところ、どのように

cyclic　GHPがprotein　kinase　C介在性の血管収縮作用を抑制するかは不明であるが、　cyclic

GMPがprotein　kinase　C活性を抑制している可能性が考えられた。第8章での検討から、著者は

SHRSPの門脈平滑筋におけるphorbol　ester誘発血管収縮の反応性が充進していることを見いだし

た11D。また、　SHRの腸間膜動脈88・89）およびSTZ誘発糖尿病ラットの胸部大動脈1］2）においても

phorbol　ester誘発血管収縮の反応性が有意に充進していることが報告されている。以上のことか

ら、高血圧症動物および1型糖尿病動物いずれの実験動物モデルにおいても、血管平滑筋における

protein　kinase　C活性が上昇している可能性があり、これらのことはcyclic朋P増加薬は、高血

圧症時および糖尿病時に機能充進が認められている血管平滑筋のprotein　kinase　C介在性血管収

縮作用に対して効率的に抑制する可能性があることが示唆する。
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纈

1）　糖尿病時および高血圧症時には種々の血管障害を高頻度に伴うことが知られている。これら

　　　の発症機序は未だ明らかとはなっていないが、その一部は、血管平滑筋および血管内皮細胞

　　　の機能変化に起因すると考えられる。そこで実験的糖尿病モデルおよび自然発症高血圧モデ

　　　ル動物より種々血管を摘出し、薬物感受性変化を検討して以下のような結論を得た。

　　1－1）Streptozotoc　in（STZ）誘発糖尿病ラットの胸部大動脈においてはα一adrenaline

　　　　　受容体介在性の収縮反応が冗進していた。この反応性元進には膜電位依存性Ca2＋－

　　　　　channelおよびphosphatidylinosito1代謝回転の活性化が関与していることが明ら

　　　　　かとなった。

　　1－2）STZ誘発糖尿病ラットおよび自然発症糖尿病ラットの胸部大動脈にお｝ナるβ一

　　　　　adrenaline受容体介在性の弛緩反応が減弱していた。この反応性減弱には、β一

　　　　　adrenaline受容体の数または親和性の変化に起因していること示唆された。また、

　　　　　この過程において、isoproterenol（ISO）誘発血管弛緩作用が、一部、血管内皮細胞

　　　　　に依存することが明らかとなった。

　　1－3）　STZ誘発糖尿病ラットおよび自然発症糖尿病ラットの胸部大動脈において、内皮細胞

　　　　　依存性弛緩作用が減弱していることが明らかとなった。これは、EDRF（NO）産生または

　　　　　放出の減少に起因することが示唆された。また、この過程で糖尿病発症以前の自然発症

　　　　　糖尿病ラットにおいても血管内皮細胞依存性弛緩作用の減弱が認められたことから、自

　　　　　然発症糖尿病ラットにおける血管内皮機能障害は、血糖値に依存せず遺伝的な現象であ

　　　　　る可能が示唆された。

　　1－4）SHRSPの頸動脈における内皮細胞依存性弛緩作用が減弱していることが明らかとなっ

　　　　　た。これは、糖尿病時と同様にEDRF（NO）産生または放出の減少に起因することが示

　　　　　唆された。

　　1－5）SHRSPの門脈平滑筋におけるprotein　kinase　C介在性血管収縮作用の充進が認めら

　　　　　れ、高血圧症時の血管平滑筋においてはprotein　kinase　C活性が充進していることが

　　　　　明らかとなった。
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1－6）ST2誘発糖尿病ラットの胸部大動脈にお｝ナるATP－sensitive　K＋－channelの機能低下

　　　およびSHRSPの頸動脈におけるATP－sensitive　K“－channelの機能冗進が認められた。

　以上のように糖尿病時（1型糖尿病モデル）および高血圧症時の血管においては、胸部大動脈に

おける血管収縮性は上昇し、血管拡張性は減弱する傾向にあった。特に、糖尿病時および高血圧症

時の血管に共通した血管機能異常としては、血管内皮細胞依存性弛緩作用の減弱が認められ、この

血管内皮機能障害が、種々合併症の引金になっている可能性が示唆された（図1、∬、IV）。

2）　Cyclic　GMP増加薬の血管弛緩反応における薬理学的特性に関しても検討し、糖尿病時および

　　高血圧症時における血管平滑筋の機能変化との関連を考察した。これらの検討によって、以下

　　のような結論を得た。

　　2－1）Cyclic　GMP増加薬は、α一adrenaline受容体介在性の血管収縮作用を、濃度依存的

　　　　　に抑制することが示唆された。この収縮抑制には受容体制御Ca2＋－channelおよび

　　　　　phosphatidylinositol代謝回転の抑制が関与していることが示唆された。糖尿病時

　　　　　および高血圧時にはα一adrenaline受容体介在性血管収縮作用が冗進していることか

　　　　　ら、病態時には、cyclic　GMP増加薬が有用である可能性が示唆された。

　　2－2）　Cyclic　GHP増加薬は、β一adrenaline受容体介在性の血管弛緩作用を、濃度依存的

　　　　　に増強することを見いだした。この弛緩反応の増強は、cyclic　GHPによるcyclic

　　　　　GHP－inhibitable　cyclic　A図P　phosphodiesterase（Type皿PDE）阻害作用に起因して

　　　　　いる可能性が示唆された。糖尿病時および高血圧症時にはβ一adrenaline受容体介在

　　　　　性血管弛緩作用が減弱していることから、病態時には、cyclic　GHP増加薬が有用であ

　　　　　る可能性が示唆された。

　　2－3）Cyclic　GHP増加薬は、　phorbol　esterによるprotein　kinase　C介在性血管収縮作

　　　　　用を濃度依存的に抑制することを見いだした。この収縮抑制のメカニズムは不明である

　　　　　が、糖尿病時および高血圧症時にはprotein　kinase　C介在性血管収縮作用が充進して

　　　　　いることから、病態時には、cyclic　GHP増加薬が有用である可能性が示唆された。
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　以上のことからcyclic　GHP増加薬は、病態時に認められた機能異常を改善する作用を有してい

た。これらの作用は、代表的な血管弛緩拡張薬であるカルシウム拮抗薬には全く認められない作用

であり、cyclic　GHP増加薬の血管弛緩機序における特異的な作用であることが明らかとなった（図

皿、Iv）。
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Blood　vessels　in　hyperヒension
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Role　of　cGMP　in　vascular　smooth　muscle
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糖尿病時および高血圧症時における血管平滑筋の機能変化

一血管内皮細胞障害と関連して一

　　　　　　　　　　　STZ誘発糖尿病ラット　WBN／Kobラット　　SHRSP　　　　cGMP増加薬　　Ca拮抗薬

　　　　　　　　　　　（化学物質誘発糖尿病）　（自然発症糖尿病）　（脳卒中易発症性高血圧）

，　　　α甘enaline受容体介在性収縮　　　　　↑↑　　　　　　　　　　　↑　　　　　　　文献↑↑　　　　　　　　抑制　　　　　　No　effect

　　β寸drenaline受容体介在性弛緩反応　　　↓↓　　　　　　　　　　↓↓　　　　　　文献↓↓　　　　　　　　増強　　　　　No　effect

　　血管内皮細胞依存性弛緩反応　　　　　　　↓↓　　　　　　　　　　↓↓　　　　　　　　　↓↓　　　　　　　代償　　　　　No　effect

　　Protein　kinase（介在性血管収縮　　　文献↑↑　　　　　　文献　報告なし　　　　　　　　↑↑　　　　　　　　抑制　　　　　　No　effect

　　ATP－sensitive　Fchannel活性　　　　　　↓↓　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　↑↑　　　　　　　unknown　　　　No　effect

剛
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