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論 文 内 容 要 旨

本研究 は,骨 格 筋の血流の局所性調節機構において中心的役割を にな ってい ると考え られ る生

理的代謝性因子を解 明 し,そ の作働 機序を追求す ることを 目的とした もので ある。現 在,生 理 的

局所性因子 としてあげ られてい るものは,運 動性充血で は組織の低酸素,カ リウムィオ ンの遊 出,

局 所 に生 ず る高滲透圧,無 機燐 の遊 出な どである。反応性充血で は,筋 原性反応が主体 にな って

いて代謝性因子 は不明であると され ている。 そ こで,以 下の検討を行 った。

〔1}定 圧交叉鷹 流にお ける犬後肢筋群 の循環特性

生体か ら完全に分離 し剥 皮 した犬後肢筋標本を供血犬の動脈血で灌 流 し,運 動性 充血,反 応性

充血及び乏血 性運動時 の循環動態 について検 討 した。一定時間人為 的に血 流を遮 断 して乏血 に し

た後に血流を開放す ると,血 管 が拡張 してい るため前値 よ めも血 流が増大 す る(反 応性充血)。

この増大 した血流 量(hyperemicbloodvolume)と そ の持続時間を表 わすquartertime

と の 間に高 い相関関係 が認め られ(P〈0.dOl),反 応 性充血中の代 謝牲因子を解 明す るには

quarte「rtime中 に流 出す る静脈血を分析す るのが最 も妥当であ ると考え られた。 また特 に高い

安静 時血流を示 した ものが2例 に認め られたが,そ のhyperemicbloodvolumeは 正 常例の

それ と等 しか った。 しか し,筋 原性仮 説 によれ ば,血 管平滑筋 のtoneが 低 いほ ど安静時血流が

大 きいと され てお り,こ の ような例では,乏 血後に再流入 して くる血液 の流入 圧に対 して 血管平

滑筋の収縮反 応が弱 くhyperemicbloodvoiume,従 って反応性 充血 が大 きくなるはずであ

る。 しか し,こ れ は上述の観察事実 と矛 盾す るので反応性充血 において筋原性反応が主体 とな っ

ているとい う説 は否定で きよう。

(2)骨 格 筋の局所性血流調節 に関与す る代謝性因子 の再 評価

組織 内に生ず る代謝牲因子の変化は静 脈血 中の変化 として反 映 されるもの と考え,同 じ犬後肢

筋標本を 自己血で灌流 し,流 出静脈血 中の調節に関与 すると考 え られ てい る代謝性因子を測定 し

た。2秒 に ユ回の短いtetanus刺 激,ま たは毎秒2回 のtwilch刺 激による等張性収縮中,刺 激開始後

30秒 以内にほ ゴ安定する血管祇抗に相関して変化 したのは,カ リウム(Pぐ005)と 酸素分圧 ごPぐ α001)

のみで,無 機燐,滲 透圧,pH,炭 酸 ガス分圧は一時わずかに逆方向に変化 した後,血 管抵抗が安定 して い

るに もかかわ らず,時 間経過 とともに大 き く変化 してい った。 従 って,カ リウムィオ ンと酸素分

圧 は運動 性充血の原因の可能性があ るが,そ め他の因子はあ る程度の作用はあるに しても原因 と

は考 え られ ない。 また,上 述の各因子は比較的安定な ものであ るが,こ れ らの他 に血 中で速 かに

分解 代謝 されて しま うような因子 があれ ば,そ れを証 明す るため には,そ れに見合うだけのtime

Iagの 小 さい測定方法を 用いる必要 がある。 そこで腎血管をassayorganと して骨 格筋静脈血
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中の・吻質のbioassayを 行 った。毎秒1回 のtwitch刺 激 によって筋 標本 の血管 は拡 張 し, .腎血管

は軽 度に収縮 した。3分 間の乏血後,特 に運動中の乏血後 において,骨 格筋静脈血 中に腎血管を

拡張 させ る因子(カ リウム濃度及 び炭酸 ガス分圧の高値,pHの 低 値)が 存在す るにもかかかわら

ず,腎 血管は著 明に収縮 した。 ここで用いた坐骨 神経 の電 気刺激 は,自 律神経を興奪 させない長

さの ものであるか らCatecholamineの 遊 出による腎血管 の収縮で はない。5分 間の乏血中に停

滞 した血 中にserotoninが 放 出 されるが,そ の増加量は6.5ng/認 程 度 といわれ,こ の実験 に用

いた腎標本 は50,000ng(0.05㎎)の 動注 で軽度 の収縮を示 したにす ぎないのでserotoninに

よ るものでは ない。catechdamineやserotonlnの 他 に骨格筋の血管を拡張 させ,腎 血管 を収

縮 させる内因性物質で現在知 られている ものは,AMP,adenosine,DPN(diphosphopy辱

ridinenucleotide)とUDP(uridinediphogphate)の み であ る。 また反応性充血 は

dipyridamoleの 前 処置によ って増強 され る。 この増強 作用は乏血性運 動後に著 明に認め られ

ている6骨 格 筋 と腎 血 管 で 逆 の 作 用を示す 上記物質 の うちdipyridamoleで 増 強 され るのは,

adenosine,AMP,DPNの みで ある。 しか しDPNは 脱 水素酵素の補酵素であ り,こ のよ うな

物質が生理的状態で血 中に遊 出しているとは考えがたい。 以上 よ り,adenosineま た はAMPが

骨 格筋の血流を局所性 に調節 してい る化学 的因子 であろ うと想定 した。

(3)AMP,adenosineの 蓄積 に関す る生化学 的検討

骨格筋 のAMPdeaminase活 性 は きわめて強力 で,阻 害 物質の影響を受 けに くい とされて お

り,AMPは 産 生 されて も直 ちに脱 ア ミノ化 されて血管 作働 性の ないIMPに な るためAMPや

adenosineが 筋 肉内に蓄積 して血告平 滑筋 に作用す るというこ'とは疑問視されていた。 しか し上述

の如 く,adenosine,AMPの 遊 出の可能性 は大 きいので,骨 格 鯖 及 び 心 筋 か らadenosine

deaminase,AMPdeaminaseを 抽 出 し,こ れ らの酵素め活性調節因子 について検討 した。

ここで用いた抽出法 では,心 筋 か らはAMPdeaminise活 性 の ある画分 は,得 られなか った。

基質100nmol廊 の存在下 で1,000nmole/協 のammoniaは,骨 格筋adenosinedeami-

nase,AMPdeam量nase,心 筋adenosinedeami照se活 性 をそれ ぞれ22,24,18%抑 制

した。lactate濃 度,炭 酸 ガス分圧の 上昇 も抑制 作用を示 した。 カ リウ.ムィオ ン濃度や酸素分圧

の上昇で活性化が認め られた。 これ は運動性充血,反 応性充血 中に組織内や静 脈血 中に生 じる変

化,即 ち,螺 分圧の低下,a㎜onia及 びIac・tate灘,炭 酸 ガス分圧の増加,さ らに組織 内の

カ リウムイオ ンの減 少が,adenosinedeaminase,AMPdeaminas活 性 を抑制す る ことを示

すものであ り,そ の結果骨格筋 内にadenosineあ るいはAMPが 蓄 積され得 る事を示唆 してい る

ものと思 われ る。

(4}骨 格 筋か ら血 液中に遊 出す るadenosine(ま た はAMP)の 総 量の測定

adenoslneやAMPは 血 中できわめて不安定で あ り『,採 血分析の過程で相当分解 し,ま た除蛋
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白 に よ っ て 約40%が 沈 殿 す る の で 測 定 は き わ め て 困 難 で あ る 。 そ こ で こ こ で 用 い た 測 定 法 に お

け る 面 液 か ら のadenosineの 回 収 率 に つ い て 検 討 し た 。 血 液 にadenosine-8」 ℃ を 加 えた 後 直

ちに0℃,17,・0009で 遠 心 し,得 られ た 血 漿 に 活 性 炭 を 加 え て 吸 着 さ せ,a㎜bniaでpH10

に し た50%ethanolで カ ラ ム 上 で 抽 出 し,そ の 抽 出液 をbutanoI-a㎜onia一 水 系 の 躍

.溶 媒 で,paperehromatographyを 行 っ た 。chromatogralnか ら のtotall℃ の 放 射 活 性 の

回 収 率 は,血 漿 で87.7±5.4%,adenosinespotで は9.29±1.41%で あ っ た 。 こ.れ らの

結 果 か ら,血 漿 中 で 分 解 さ れ る 革,血 球 中 に 取 わ 込 ま れ る 量,組 織 に 再 吸 収 さ れ る 量 を 考 慮 して,

骨 格 筋 か ら遊 出 す るadenosineの 繰 量 を 算 出 す る理 論 式 を 作 り,paperc厨omatogram上 の

adenosinespotか ら抽 出 しKa豆ckarの 方 法 に よ り酵 素 的 に 測 定 し た 実 測 値 を 補 正 して,実 際

に 組 織 か ら血 中 に 遊 出 す る と 考 え ら れ る 量(T・talam・ μnt・faden・sinean(レ るrAMや

relea.sed:TAARと 略 す)を 得 る 方 法 を 確 立 し た 。(AMPの 血 中 で の 代 謝 上 の 運 命 は 多 少 の

timelagは あ る が 大 体adgnosineと 同 じ で,こ こ で 用 い た 分 離 法 で はadenosineか らAMP

を 分 離 す る こ と は で き な か っ た 。)定 圧 灌 流 下 で は,安 静 時 のTAARは31.0±5.6(平 均 土SJ)乳

nm。ie/初bi。 。dで あ る の に 対 し 運 動 性 充 血 中 で も34.4±78と ほ ゴー 定 に 保 た れ た 。 しか し,

定 流 箪 灌 流 下 で は安 静 時32・8±9・4か ら運 動 性 充 血 中74・6士5・7と 有 意(P〈0・001)に 増 加 し

た・定鴫 流では恥R ・は・.安鞘3f・ ±.… 反応性舳 中.・… .・・とぼ聯 く・定流

量 灌流では安静時32・8士9.4か ら反応性充血 中48.f±12.6と 有 意(P<0.Oq1)に 増 加 した。

(5)骨 格 筋血流の局所 性調節 機構におけるadenoslne,局 所 低酸素 ならびにカーリウムの協働作用

骨格筋 に運動を負荷すると,組 織の酸素分圧 が低下 し,カ リウムイオ ンが放 出して血 管平 滑筋

.

を 弛緩 させ るとともに,.骨 格筋 内の炭酸 ガス,.ammonia,無 機 燐,lactateな どが増 加す・る。

この結果,deaminase活 性 が抑制 されてAMPか らIMP,adenosineか らinosineの 代 謝系.

が 抑 制 され るた めAMI)ま たadenosineが 蓄 積 して 遊 出 し,こ れ が 主体 と な って血 管

平 滑 筋 の弛 緩 を ひ き お:こ して 血流を増 加させ る。.特に乏血性運 動では,1actateや 無 機燐

の濃度が著 明に増加す るので,面 管平滑筋 内のdeamihaseも 強 力 に抑制 されてadehQsineの 作

用が増強 されると考え られ る。反応 性充血 において は,adenosineま た はAMPIと 加 えて局所低

酸素が関与 している もの と考 え られ る。

16}代 謝 性因子 の作働機序の解釈及 び結論

骨格 筋の血流は各毛細血管の分岐部にあ る血 管平 滑筋precapillarysphincterに よ って調

節 され てい る。Sphinc.‡erめ 弛 緩によ って開 いている毛細血管の数 が増加 し血流が増加す ると.

考 え らμ る。 このsphincterは 組 織中の代謝性因子 が閾値 にまで蓄積 されると弛緩 し,.毛 綱血

管 に血 液を流入 させ る。 この ようにして充分に.供給 された典 液は代謝 性因子 と,sphincterに お

けるdeaminase活 性 を低下 させてい る因子 を洗い出す 。その結果,増 加 したdeaminase活 性が
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adenosineやAMPを 血管作働性のない伶謝産物 へと脱ア ミノ化す る。 代謝性因子 の濃度が閾値

以 下に低下す るとsphincterは 収縮 して毛 細血管の血流を阻止す る。 このよ うに して真の 調節 物

質の静脈血中 濃度は,定 圧灌 流 においては閾値付近の値 に一定 に保たれ るのであ ろう。 一方,定

流量 灌流 で静脈皿 中の調節物質 の濃度が 閾値以上 に増 加す るの は,血 流 量 が一 定 に制限 され て

いるか らである。 また定流量 灌流のみ な らず定圧灌 流で も,運 動性充血 中の酸素合 量及 び カ リウ

ムの動 ・静脈較差は安静時に比べて有意 に増加 した。定圧灌 流下で は反 応性充血 中に酸素含 量の

動 ・静脈較差は有意に増加 した。 しか し,上 述 した よ うに定圧灌流下では調節 因子 は一定 に保た

れるはず であ り,こ の ように増加す るカ リウム,酸 素含量は局所性血流調鰍 こ関与 して いるとし

てもその主体をに なってい るのではない。以上 よ り,adenosineま た はAMPが 主体 とな って,

骨 格筋の血流を調節 し,局 所性低酸素 と カリウムィオ ンが これを支持 してい るものと結論 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究 は,骨 格筋の血流の局所性の調節機構 において中心的役割 を してい ると考 え られ る代謝

因子 を解 明 し,そ のメカニ ズムを解 明 したもの である。

内容は次の5部 よ りな ってい る。

1, 、定圧交叉灌流 におけるイヌ後肢筋群の循環特性

2,骨 格筋 の局所性 血流調 節に関与 する代謝 件因子の再評価

3.AMP,adenosineの 蓄 積 に関する生化学 的検討 、

4.骨 格 筋か ら血流 中に放 出す るadenosineの 総 量の測定

サ

5.骨 格 筋血流の局所性調 節機 構におけるadenosine,局 所 低酸素 な らびにKの 共働 作用

骨格筋の血流調筋機構の因子の検 討を試み,ま ず血管平滑筋のsphincterは 組 織 中の代謝

因子の蓄積に より弛緩 し,deaminase活 性 が増加 してadenosineやAMPを 脱 ア ミノ化 して

不活化す る。ついで代謝因子の 濃度が低下す るとsphincterは 収 縮 して血流 は阻止 され,こ の

ようにして一定に維 持 されてい ることを明 らかに した。

一方
,定 流量灌 流で も定圧灌 流で も静脈血の調節物質の濃度が増 加 し,特 に運 動性充血 申の02

含 量 とK+は 安静時'に比べて有意に増加す ることを認めた。

以上の観点か らadenosineま たAMPが 主 体 とな って骨格筋の血流を調節 し,さ らに局所の低

02とK÷ とが,こ れを コ ントロールしてい ることを証明 した研究で,本 論文は骨 格筋 の血流調 節

機構の解 明に多大の 審与存 した もの で,学 位論文 に充分価いす る。
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