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論文内容要旨

               研究目的

  近年非興奮性細胞において, 細胞内カ ルシウムス トアが枯渇すると細胞膜か らのカルシウム流

 入が促進されるという, capaci七ative Ca2+ entry 機構の存在が報告されている。 本研究は, ブ

 タ冠動脈標本を用いて細胞内カルシウム濃度 ([Ca2+]、) および血管張力の同時測定を行うこと

 によ り, capacitative Ca2+ entry 機構がブタ冠動脈平滑筋においても存在するか否かを検討 し,

 さらにカルシウム流入機構, 特に recep七〇r-operated Ca2+ channne1 を通じての流入機構と発生

 張力 に及 ぼす細胞膜電位の状態等の影響を解明することを目的に行った。

               研究結果

  ブタ摘出心の冠動脈より血管リング標本を作成し fura-2 を負荷した後, [Ca2+]iと張力の同時

 測定を行った。 Ryanodine (30μM) とcaffeine (25mM), あるいは 七hapsigargin (3μM) の

 処置によって細胞内カルシウムス トアを完全に枯渇させ, 細胞内カ ルシウム濃度変化がカルシ

 ウム流入を反映する状態で, 細胞外液 Ca2+濃度 ([Ca2+]。), K+ 濃度 ([K+]。) 等の種々の条

 件を変化させ, [Ca2+]iと張力に対する影響を経時的に観察した。 [Ca2+]iの res七ing leve1 は

 [Ca2+]。の増加と共に上昇したが, 細胞内カルシウムストアの activity の有無による差異は認

 めず, L-type Ca2+ channe1 を完全に遮断する用量の nicardipine (0.1μM) によっても抑制は

 軽度であった。 従って res七ing の状態においては, カルシウム流入は主に nicardipine 非感受性

 の経路によると考えられ, capaci七ative Ca2+ entry 機構は認められなかった。

  ストアの枯渇後に histamine (30μM) によって惹起されたカルシウム流入 (peak [Ca2+]i)

 には, voltage-dependent Ca2+ channe1 であるL一七ype Ca2+ channe1 を経由する nicardipine感

 受性のコンポーネントと, 抑制されない nicardipine 非感受性の recep七〇r-operated Ca2+ chan-

 ne1 を経由するコンポーネントに区別されたが, 共に capacita七ive Ca2+ entry による増加は認

 めなかった。 後者のカルシウム流入は, nicardipine 存在下においても [Ca2+]。の増加と共に増

 加した。 また [K+]。の増加に伴う脱分極によってむしろ抑制され, 逆にK+ channel opener の

 1evcromakalim (3μM) 投与で生じる過分極によって増加する傾向を示した。 この際の発生張

 力のカルシウム感受性は, 過分極側から脱分極側へ進むに従って亢進 した。

  以上の結果より, ブタ血管平滑筋細胞においては非興奮性細胞と異なり, 細胞内カルシウムス

 トアの枯渇に起因する有為なカルシウム流入の増加は, resting 状態および agonist の hista-

 mine 存在下のいずれでも認められず, capacitative Ca2+ entry 機構は存在しないと考えられ
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 た。 また, histamine を作用させた際のカルシウム流入経路はvoltage-dependent Ca2+ channel

 すなわち L-type Ca2+ channe1 に加え, receptor-operated Ca2+ channe1 の関与が大きいこと

 が示された。 後者はnicardipine で抑制されず, さらにK+ channel opener による過分極効果に

 よってむ しろ促進されること が示された。

               研究の意義・独創的な点

  [Ca2+]iと張力の同時測定は, 血管平滑筋におけるカルシウム動態の解明に有用な実験方法

 である。 本研究では, この方法とカルシウムストア枯渇法を併用することにより, ブタ冠動脈平

 滑筋には capacita七ive Ca2+ entry 機構が存在しないことが明らかにされた。 また, receptor-

 operated Ca2+ channe1 に対する K+ channel opener による過分極効果を検討した報告もこれ

 までに無く, 本研究によって冠動脈平滑筋におけるカルシウム流入の性質とその張力発生機構が

 より明らかにされた。
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 審査結果の要旨

  本研究は, ブタ冠動脈を用いて細胞内カルシウム濃度およ び血管張力の同時測定を行うことに

 より, capacita七ive Ca2- en廿y 機構がブタ冠動脈平滑筋においても存在するか否かを検討 し,

 さらにカルシウム流入機構, 特に receptor-operated Ca2+ channe1 を通じての流入機構と発生

 張力 1と及ぼす細胞膜電位等の影響を解明することを目的に行ったものである。

  本研究では ryanodine と caffeine, あるいは thapsigargin によって細胞内カルシウムス トア

 を完全に枯渇させ, 細胞内カルシウム濃度変化がカルシウム流入のみを反映する状態で, 細胞膜

 電位等の種々の条件を変化させた際の [Ca2“]iと張力に対する影響を観察 した。

  [Ca2+]iの res七ing leve1 は [Ca2+]。 の増加と共に上昇したが, 細胞内カルシウムストアの

 activity の有無による差異は認めず, L-type Ca2+ channe1 を完全に遮断する用量の nicardipine

 によっても抑制は軽度であった。 従って resting の状態においては, カルシウム流入は主に

 nicardipine 非感受性の経路によると考えられ, capacitative Ca2+ entry 機構は存在しないこと

 が示された。 また, ストアの枯渇後に histamine によって惹起されたカルシウム流入には,

 voltage-dependent Ca2+ channe1 である L-type Ca2+ channe1 を経由する nicardipine 感受性の

 コンポーネントと, 抑制されない nicardipine 非感受性の receptor-opera七ed Ca2+ channe1 を経

 由するコンポーネントに区別されたが, 共に capacitative Ca2+ entry による増加は認めなかっ

 た。 後者は, nicardipine 存在下においても [Ca2+]。 の増加と共に増加した。 また [K+]。 の上

 昇に伴う脱分極によってむしろ抑制され, 逆にK+ channel opener の levcromakalim 投与で生

 じる過分極によって増加する傾向を示した。 この際の発生張力のカルシウム感受性は, 過分極側

 から脱分極側へ進みに従って亢進 した。

  以上より, プタ血管平滑筋細胞においては非興奮性細胞と異な り, resting 状態および agonis七

 の histamine 存在下のいずれでも capacitative Ca2+ entry 機構は存在 しないことが示された。

 また, histamine を作用させた際のカルシウム流入経路としては voltage-dependent Ca2+ chan-

 ne1 すなわち L-type Ca2+ channe1 に加え, receptor-opera七ed Ca2+ channe1 の関与が大きいこ

 と示された。 後者はnicardipine で抑制されず, さらにK+ channel opener による過分極効果に

 よってむ しろ促進されることが示された。

  本研究でブタ冠動脈平滑筋に capacitativi Ca2+ entry 機構が存在しないことが示され, さら

 に K+ channel opener の過分極効果による receptor-operated Ca2+ channel に及ぼす影響とそ

 の張力に対する効果等が明らかにされたことは学問的意義があ り, 従って学位論文として妥当で

 ある と判断 した。

 一16一


