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Abstract: Dental patients with essential hypertension treated with nonselectiveβadrenoceptor 

blocking agenls may show a remarkable increase in blood pressure after administration of dental 

local ancslhctics with 2% lidocaine containing 1 /80000 epinephrine. The hemodynamic changes 

should occur a5 a net result duc lo interaction between epinephrine with s adrenoceptor blocking 

agents. Thc purposc o[ lhis study was to clari[y the direct ef[ects o[ the interaction on the aorta 

smoolh musclc. 1 invcstigated the effecls of epinephrine alone and the combination of epinephrine 

and nonsclcclivc βadrenoccptor blocking agents， propranolol， on isometric tension o[ 

spon(elneOusJy hypertensive rat (SHR) aorta smooth muscle and intracellular calcium level ( [Caわ

J.) by thc fura 2/ AM simultancously， and compared with those o[ the normotensive Wistar Kyoto 

rat (WKY) 

Thc rcsults wcre obtaincd as follows 

(1) ln WKY， lhc incrcases in tension and [Ca 2 t Ji induced by 106M epinephrine were less than 
thOSf、by60 mM  KCI. 

(2) ln WKY， thc tension induccd by the combination o[ epinephrine and propranolol increased 

51ほnificantlymorc than that of epinephrine alone， but there were no differences between them in 

lCe.I'/']. 

(3) ln SIlR， thc incrcases in tcnsion induced by epinephrine were larger than that in WKY， but 

therc wcrc no differenccs between them in [Ca2・J.• By the com bination o[ epinephrine and 
propranolol， lCa' J， was increased more than that of epinephrine alone， but tension was 

Illainlained at lhc Sell1lC Jcvel of epinephrine alone. 

ln concJu5ion， 

(¥) In rat aorta smooth musclc， lhc number o[ adrenoceptors may be reduced compared with other 

arlcrial smoolh muscles. 

(2) ln SllR aorta smooth muscle， lhc sensitivity o[αadrenoreceplor may be increased， bu t 

increases in lCaフ J.induccd by activalion o[αadrenoceptor with epinephrine may be controlled 
by an unknown rncchanism ， sllch as a buffer mechanism of sarcoplasmic reticulum (SR) against 

abrupt changcs in lCa' J 

(3) Blockingβadrcnoccptor increased only conlraclion but not [Ca2+J. in WKY， in SHR， however， 
it incrcascd bot h o[ them. These results may suggest the impairment o[ the buffer mechanism of 

R against chζmges in lCa' ] 

Key words cpIm了phrinc，propranolol. contraclion， intracelluar calcium， spontaneously 

hypcrlcnsi¥'c rat (SIIR) 
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緒 1=1 

近年の高齢化，医療の発達に伴い全身疾患を

有する患者が歯科を受診する機会が多くなって

いる。とりわけ心血管系疾患，なかでも高血圧

症を有する患者が増加している O このため，高

血圧症に対し3受零体遮断薬を服用している

患者の受診も増加している。このようなS受容

体遮断薬を服用している患者では，エビネフリ

ン投与により異常な血圧の上昇を引き起こす可

能性がある 1)とされているが， 歯科用局所麻酔

薬には麻酔効果の延長や増強などを同的にエビ

ネフリンが含有されており 2.3) その使用には

注意が喚起されている 1)。 エビネフリンの心循

環器系に対する作用については，血中濃度変化

による影響など詳細な報告4.5)が多い。しかし

高血圧症患者および3受容体遮断薬服用高血

圧症患者の血管平滑筋に対するエビネフリンの

直接作用については未だ不明な点が多い。

一方，カルシウムイオン(以下 Ca2ウ感受性

蛍光指示薬の開発により収縮と共に血管平滑筋

の細胞内 Ca2+濃度(以下 [Ca2守]，)の変化が

同時に測定可能となり，血管平滑筋においても

その収縮には細胞内 Ca2+動態がZ重要な役害IJを

果たすことが報告されているO

そこで本研究では，高血圧症の血管平滑筋に

対するエビネフリンと3受答体遮断薬の相互作

用を知ることを目的として， ヒ卜の本能性高血

圧症の病態モデjレとして広く用いられている雄

性高血圧自然、発症ラット 6.7) (spontaneously 

hypertensive rat，以下 SHR)の大動脈平滑筋

を用いて収縮張力を測定し，正常血圧の

Wistar Kyotoラ y ト (以下 WKY) と比較検

討した。また， [Ca'2J，の変化を同時に測定し，

その変化を手掛かりに相互作用の機序解明につ

いても考察した。

材料および実験方法

1.実験材料

16週齢の WKYとSHR(U本チヤールス・

リバー)をそれぞれ6個体川い， 1例体より数

個の大動脈手滑筋標本を作製した。標本作製に

先立ち，各ラットについて体市と収納]gj血川を

測定した。収納期血JEiJllJ定にはラット j己動脈血

圧記録装置 (PS100， Btl研DU允ネuをJlJいた。
2.実験標本の作製

全てのラッ卜について頚動脈切断により!封殺

し，胸部大動脈を丹IJII¥しIfll代JidIJHの車i，0*ll織て与

を¥'r体操作顕微鏡下にuJ'&的に除去したのち，
内皮細胞を求IJ離し， Jx'liiして|内向2，...3 mm，長

さ3r-..; 4 mmの血管、v市筋愉状版本;を作製した。
3. Ca2 感受性蛍光指/J¥薬のn{I:J

続いて Ca2t感受性蛍光指ぷ柴 Fura 2 / 

AM  (同仁科学) 40.μM  O.Ol%Pluronic F 127 

(BASF)を的解した physiologicalsalt solulion 

(以下 normal PSS， pH7.4)に血符標本を人れ，

暗所，↑日温糟(約37
0
C)にて約 31l!?II{j振憎した。

ormal PSSの組成は， 136.8mM NaCl， 5.6mM 

KCl， 2.5mM CaCb， 1.0mM MgClz， 5.5mM 

glucose， 10.0mM 4 (2 hydroxyclhyl) 1 

-piperazine-ethanc sulfonic acid (HEPES， 

同仁化学)とした。

4.収縮張ノJおよび [Caz J ， の )T~准{IQiWJít

Fura-2 / AMを負仰した科標本を制1)胞内

Ca2 測定装置 (CAF230， 11本分光社)の↑l~出

槽内 (:1半世 0.4ml)に設問し，静JI-.I}長)JO.5gを

負荷し， Normal PSSを約30分間潮流した。

続いて，すべての標本で，まず‘60mMKCI栴

液を約30分間滞流し，それによって'1:.じた写尺

↑"I:1tX縮彊ノJおよび [CaZ・] のM:大似をそれぞ

れの標本におけるM準値 000%) とした。 な

お， 60mM KCI 治液は， normal PSSの NaCI

とKClを等モルtJ間換して作成した九

収縮張)Jおよび [Ca2 ] のl，iJ時制定ノi1.よ-は
Moriら81，Satoらへ 佐勝ら10-12のノ'iilによっ

た。すなわち収納張ノjの測定については，細胞

内 Ca:i 測定装l買の↑l{温槽内で， 標本の一端を
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10-6附 Propranolol

10-6附 Epinephrine

60mM KCI 

Th e r IT】ocontroller
&-Heater 

physiological salt solution(PSS) 

|Henon lamp I 
340/380nm 

Fig. 1. Shematic diagram of the experimental apparatus 

マニュピレーター (M-152，ナリ シゲ)に国定

し， 他端をタングステンワイ ヤーを介して張力

トランスデューサー (UL-2 GR，ミネベア)に

川定して刑帆ユニット (VC11. 1:::1本光電)を

介してレコーダー (WR-7400，グラフテック)

にてIIC録した。

}J， [Ca 2 ] I については，細胞内 Ca2~ 測

定装i内内のキセノンランプから允する励起光

を， 340nmと380nmのバンドパスフィルタ付

1"1転艇を介して標本に照射することにより一

波長励起を行った。これにより発する組織から

の蛍光を500nmのフィルタを介して光屯子借

用符に導き， 340nmと380nm励起蛍光強度を

測定し，その蛍光強度比 (R340湖〉を求め，

[Ca 2 J I の指標としたト'2) (Fig.1)。

5. エビネフリ ン単独投う時の収縮張)Jと

[Ca 2 ] I の測定

WKYおよび SHRの科標本において法準値

を得たのち， normal PSSで約30分間恒温槽内

を滞流し，等代f'I:!&縮張}Jがほぼ60mMKCl投

子Iili他に復するのを擁認した。その後106M エ

佐々木寛成

Table 1. Systolic Blood Pressure and Body Weight of Rats 
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. number of experiments. 

*p<0.01 compared with values on WKY. 
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v … 60mM K Cα10-6M Epinephrine 

Fig. 2. Representative recordings of increases in tension and R340制 ( [Ca2']， ) induccd by 10 BM 

epinephrine on the aorta smooth muscles of WKY and SHR. 

2. エビネフリン巾独投与H寺の収納仮)Jと

[Ca2 ] の変化

WKY， SHRの大動脈平滑筋標本に1061¥11エ

ビネフリン合有 normalPSSを機流するとい

ずれの群も初期相でのピークをも った [CaL ] 

の憎h[1とともに収縮張ノJか先生した (Fig

2 )。

WKYでは収縮張)Jは60mMKCl 投与時(法

準値)の45.2%以縮し，[Ca 2 ] は50.5%まで増

加した (Fig.3上段)。

(0;.) 
100， 

ー・ l 

lenSlon 

。」Photomultiplier 

R~4n / ~Rn 10~1仁340/380 0 

60mM KCI 

ピネフリンを溶解した normalPSSを瀧流し

た。その際に発生する等尺性収縮張力および蛍

光強度比を同時測定記録し，基準値100%に対

する比率で比較検討した。

6. プロプラノロール投与中におけるエビネフ

リン投与時の収縮張力と [Ca2-+Ji の測定

WKYおよび SHRの各標本において基準値

を得たのち， normal PSSで恒温槽内を濯流

し，等尺性収縮張力がほぼ60mMKCl投与前値

に復するのを確認した。その後β受容体遮断薬

として106M プロプラノロール含有 normal

PSSを約30分間瀧流した。次に106M プロプラ

ノロールと 10-6Mエピネフ リン を含有し た

normal PSSを瀧流した。その際に発生する等

尺性収縮張力および二波長励起光照射によって

得られた蛍光強度比を同時測定記録し，基準値

100%に対する比率で比較検討した。

7.統計処周

統計処珂には， WKY群， SHR群ともにそれ

ぞ、れの値について正規性の検定，異常データー

の検山 (廃棄検定)，等分散検定ののち，平均値

SHR 

の有意差の検定 (t検定)をおこない，危険率

5%未満を有意差有りとした。

結 果

1. WKYとSHRの体重および血圧

体重は WKY群では323:::t8 g， SHR群では

319::t14 gであり，両群聞に街意差がなかった。

SHRの収縮期血圧 (211+ 13mmHg)はWKYの

収縮期血圧 049十 12mmHg)に比べ有志に高

かった (Table1 )。
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Fig.4. Representative recordings of increases in tension and RJ.lO/380 ( [Ca2i]. ) induced by 10 6M 
propranolol and 1O-6M epinephrine on the aorta smooth muscles of WKY and SHR. 

きく変化するため現時点では正確な解離定数を

求めることは附難である28)。このため [Ca2' ] I 

の増減の評価には絶対値が用いられることは少

なく，通常，実験の開始時に然々の標本lこl叶濃

度 KCIを役与し，その際先生するm光強度比
の変化を某準値 000%)とし，これに対する相

対的な蛍光強度比の変化ほをもって評価されて

いるo 本実験においても， このノj法に準じて名

標本においてあらかじめ60mMKClを投句し

て基準値を求めたあと， これに対する相対的な

変化量をパーセンテージ評価し，名実験群にお

ける [Ca2 ] I の変化を比較検討した。

3. エビネフリン単独投う時の収縮強ノJと

[Ca2 ] の変化について

本実験ではエビネフリンの潮流濃度を106M

としたが，これは約2/10ャεImlの濃j良=に匹

敵する。この濃度はヒ卜において(1 180000エ

ビネフリン合有)2%リドカインカートリッジ

圃圃・・圃.
5min 

10-6M . Propranolol 
10・11MEpinepnrlhe 

2. [Ca 2 +J i の測定法について

骨格筋や心筋同様に血管平滑筋の収縮弛緩運

動も [Ca2+]I により調節されていることは既

に多くの報告24)が見られるo 収縮や弛緩時の

[Ca 2 +] i 変化を測定する}j法はいくつかある25)

が， 1980年に Tsienらにより最初の Ca2+感受

性蛍光指示薬である Quin-2が開発され26) そ

の後さらに改良された Fura-2が開発され

た2九 これにより収縮張力と [Ca2 +] .を同時に

測定することが可能になり，平滑筋の収縮と細

胞内 Ca2+ との詳細な関連も徐々に明らかにさ

れてきた。

本実験では蛍光指示薬として Fura-2を用

いたが，この Fura-2による [Ca2・]I の絶対量

の測定は，蛍光強度比 (R340 380)および Fura-2 

とカルシウムの解離定数を基に計算吋能であ

る17)。 しかし細胞内での Fura-2と蛍白質と

の結合状態など細胞内環境により解離定数が大

寛成

加したものの， 106Mエビネフリン単独投与時

に比べると有，意な変化はなかった。一方，

[Ca2TJ 1 は基準値の56.3%となり， 1O-6M エビ
ネフリン単独投与時に比べても有，意に増加した

(Fig.5下段)。

l.実験材料について

本研究では， SHRおよび WKYの胸部大動

脈を実験材料として用いた。SHRはWKYの

1-.1'から高血圧を同然発症する系統を選択し，兄
妹交配を継代して得られたものであり 6.7) 本態

性高血圧症の病態モデルとして現在最も広く用

いられている。一方， ヒ卜では高齢者の高血圧

の90%は本態性高血圧症であるといわれ，本実

験により臨床での高血圧症患者の心循環器系に

対するエピネフリンの影響を推察する上で

SHRを用いることは適切であろうと考えた。

また，比較する対照正常血圧動物として完全に

同じ担先の系統である WKYを用いた。このよ

うな即由か ら心循環器系の研究には広く SHR

と対象として WKYが用い られているO 血管平

滑筋に関する研究も小脳動脈13) 腸間膜動脈lペ
尾動脈15.16) 大動脈17.18) 大腿動脈19.20) 頚動脈ω

など多岐にわたり報告されているO

一般に薬物の血管反応性をみるには大動脈の

ような太い血管 (condui t vessel)よりも筋性

血管 (smallmuscular vessel)を用いたほうが

より良いと考えられている22)0 -}j， 大動脈血

管では小さな筋性血管に比べ細胞内筋小胞体が

豊宙であり，その収縮に細胞内筋小胞体からの

Ca2・放山が需要な役害IJを果たしているとの報

告23)もあり，本実験のように細胞内 Ca2 動態

を同時に観察し，収縮との関連を観察するには

大動脈のノらーがより適していると思われる。 しか

し細胞内筋小胞体は収縮時の Ca2-供給器官と

しての役割だけでなく， Ca2吟取り込み機能や

フィードバック機序による細胞外からの Ca2-

流入を抑制し，急激な [Ca2 ] 1 の上昇を制限す

る調節器Rでもある22o このため大動脈での

Ca2 動態は懐雑であるという欠点もある。
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Tension 

a心¥SHRでは収納張ノJはM准11宣の70.6%ま
で収紺iしたのに対し， rCa 2 J I は47.3%まで増

加|した (Fig.3ド段)。

3. プロプラノロール投l山l'におけるエビネフ

リン投うIJ与の収納長ノjと [Ca"] I の変化

106M プロプラノロールのみを合イ1ーする

normal PSS & t jでは，収納長ノJ，[Ca 2・]1 は

いずれも WKY，SIIR 共に変化がなかった

(Fig.4)。

WKYでは1061¥1エビネ プリンおよび106M

プロプラノロール合イinormal PSSの投勺-に

より収納仮ノJはlr1;準値の68.3Qoまで用JJIJし.

106M エビネフリン中.独投与11年に比べてもfJ'怠

にT(/JJIIした。 ゾJ¥ [Ca 2 ] I I立法準値の54.9%

までWIIJllしたものの1061¥ 1エピネフリン単独投

与時と変化がみられなかった (Fig.5t段)。

HRでは収納張)Jは法準11自の69.9%まで増
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を川いて計40，ugのエビネフリンを口悦粘膜|付に

倣うした時にみられる故l高血IIJ濃度増}Jlli止であ

るがJ200---600pg/ ml51に比べはるかに両濃度

であるo しかし.本実験では摘出血符を用いて

いる， しかも、ド榊筋の収納弛緩を多彩に修飾す

る|付皮細胞を剥離しである，大動脈はアドレナ

リン作動性受得体が少ない，本実験系では微誌

のJx比、では測定が附難である，などのFrtlllから
尚濃度エビネフリンを日]~ ¥た。しかしエピネフ

リンは，その使用濃度により '-+lJ1'1:の薬開作用
すなわち低濃度ではβ作mが優仇で、あ るが高
波皮になると α作用が強くなるという報告;いも

あり，その解釈には注立が必要となるo

寛成

高 KClは脱分極刺激であり，細胞膜の電位

依存性Ca2+ チャネル (potential dependent 

channel 以下PDC)を開いて細胞外から

Ca2+を流入し，さらにこの Ca2+が細胞内貯蔵

部位(主に細胞内筋小胞体)からの Ca2+の放

出 (Ca2+ーinduced Ca 2 + release:以下 CICR)

を引き起こし， [Ca2+J，が増加することによっ

て平滑筋の収縮が生じる2叩)。

これに対しエビネフリンによる平滑筋収縮は

α¥， α2ア ドレナリン受容体刺激による31)。 α2受

容体刺激による収縮機序については不明な点が

多いが， αl受容体刺激では細胞膜にある受容体

依存性 Ca2+チャネル (receptor operated 

channel :以下 ROC)やPDCを介しての細胞

外 Ca2+の流入を引き起こし32.33) [Ca 2 +J ，を増

加させる。さらに αl受容体刺激により GTP依

存性タンパクを介してホスフォリバーゼ C (以

下 PLC)が活性化され，ホスフ ァチジルイノシ

トール-1.4. 5一三 リン酸(以下IP3) と1.2-ジ

アシルグリセロール(以下 DG)が生成されるO

IP3は細胞内筋小胞体からの Ca
2
+の放出(IP3

-induced Ca2+ release:以下 IICR) を起こ

し32.34) [Ca 2 +J ，を増加させるo また DGはプロ

テインキナーゼ C(PKC)を活性化することに

より収縮蛍白の Ca2-+ 感受性を増加させる35.3ヘ
一方，エビネフリンにはβ作用もあり，エビネ

フリン投与は，sアドレナリン受容体の豊富な
血管ではその受容体を介してアデニレートシク

ラーゼを活性化し， サイクリック AMP (以下

cAMP)を増加させるO この cAMPの増加はミ

オシン軽鎖キナーゼをリン酸化し， ミオシンの

リン酸化を抑制する37)ほか平滑筋細胞膜や細胞

内筋小胞体の Ca2+ポンプに作用し [Ca2+J，の

上昇を抑制するお)。 以上の結果，平滑筋が弛緩

する。

実験では，WKYにおいて106M という高

濃度エビネフリンにもかかわらず高濃度 KCl

による反応に対し45.2%の収縮と 50.5%の

[Ca 2 J，の増加しか得られなかった (Fig.3上

段)。このことはラット大動脈ではエビネフリ

ンに対し高カリウム刺激に比べ反応性が比較的
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低いことを示唆しており，アドレナリ ン作動性

受容体が大動脈では少ないとの報告19)に一致す

るものである O 一方，SHRではエ ビネフリン単

独投与により高濃度 KCIによる反応に対し

70.6%の収縮と47.3%の [Ca2+Jiの増加が得ら

れた (Fig.3下段)。すなわち WKYに比べて感

受性(収縮/ [Ca2つ，)の増大がみられた。
SHRの血管平滑筋は，その部位，種類，週齢

などによって多彩な特徴を呈する38.39)といわれ

ているO 例えば SHRの血管平滑筋は， WKY 

の血管に比べて，平滑筋膜のイオン透過性異常

がみられる 40) ノノレアドレナリンに対する反応

性の増大とくに収縮性の増大がみられる玖 ア

ドレナリン受容体の異常とくにβ受容体数の

減少と α1受存体数の増加がみ られるべ Ca2+

/カルモデュリン (CaM)系が冗進している 40)

細胞内の遊離Ca2+が増加して細胞内 Ca2マス

トアーが減少している 40) 細胞膜の流動性が変

化して Ca2+の動態なども変化しているべ な

どさまざまな報告がされているo

以上の報告から SHRでの本実験結果の説明

として， SHRではα感受性が増強された状態に

あり，エピネフリンによる受容体刺激により

として PKC活性を介して収縮タンパクの Ca2み

感受性が増強され，収縮が増強されたと推察さ

れる。SHRでは細胞内 Ca2+が増加して細胞内

ストアーが減少した状態にあるために IP3を介

する IlCRによる十分な [Ca2寸1 の増加が得ら

れなかったとも推察される。SHRでは3作用

が低下しているとの報告もあり 42) β 作用によ

る細胞内筋小胞体への Ca2φ 取り込みが悶害さ

れ，結果と して非刺激状態においても細胞内の

free Ca 2 ~ が増加した状態にあるとすれば今回

の実験結果と一致することになるo

4.プロプラノロール投与中におけるエピネフ

リン投与時の収縮張力と [Ca2 J，の変化につい

て

β受容体遮断薬とエピネフリン併用により血

圧が上昇することが報告されている山。

本実験では， WKYにおいてβ受谷体遮断薬

併用時の収縮は非併用時に比べ増大した のの

[Ca 2 +J ，の増加はみられなかった (Fig.5上

段)。すなわち3受容体遮断薬投与により細胞

内Ca2-1-に対する収縮蛍白の感受性の上骨太を示

唆する結果とな った。これは高濃度エビネフリ

ンが投与され，かっ血管拡張作用のある S受谷・

体が遮断されためα作用が優位に現われた結

であるo ここで [Ca2. J ，の用)JIIがみられなった
理由として，推測の域を脱しないが，細胞内筋

小胞体が発達した大動脈平滑筋では納!日包|付筋小

胞体の [Ca2'J i 増)]11緩衝作用により [Ca2' ] I 

上昇が抑制されたとも考えられるo

-h， SHRにおいてβ受代体遮断薬併川H寺

には WKYとは逆に)1:併川時に比べ [Ca2 • J ， 

が増加したものの収縮の明大はみられなかった

(Fig.5下段)。これは既に述べたとおり SI-IR

では非刺激時からすでに α受作体の感受性JL

進，s受平等体の感受性抑制がみ られ， β受マ母体

遮断薬非投与群においても血管収縮性が尚ま っ

た状態にあり卜分な収縮がみ られていたためβ

受容体遮断薬併用群との聞に釘為な収縮の用)]11

がみられなかったものと思われるo -}J， 

[Ca2・Lがβ受存体遮断薬併j日群で憎}JIJした

理由として3作用による cAMPを介する

[Ca 2! ] ，の増加抑制効巣がβ受容体遮断楽に

よって排除されており α作用による効*が射

われたものと思われるo あるいは SHRでは

WKYでみられた細胞内筋小胞体の [Ca2 J， 

緩衝作用が障害されている i可能性も何定できな

いずれにしても WKYでは3受科体遮断楽

とエビネフリンを併mすると，併用しない時に
比べ収納が増大した。また， SHRではエビネフ

リン単独投与によっても β受符体遮断薬併j日

時と同程度の収縮か得られた。

結 論

以上の結果より SHRおよび WKY大動脈の

エビネプリン単独投写時及びβ受存体遮断薬

との併用時の収縮と [Ca:lJ，変化について次
の結論か導かれた。すなわち

1.ラット大動脈では，高 KCl刺激に比べエピ
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ネフリン投うによる収縮， [Ca 2 -] ¥増加が小さ

く，アドレナリン作動t'I:受存体が少ないことが

〆示唆された。

2. SHRでは α作用に対する感受性が冗進し

ているロJ能性があるが， β作用が抑制されてい

る口j能性も併定できなかった。

3.β受容体遮断薬により WKYでは収縮蛍門

の感受性がl:¥":大することが示唆された。また，

S受容体遮断薬により SHRでは3作用の

[ Ca 2 J ¥ lf:J)1I抑制作間が遮断される口J能性が示

I~ された。
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