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　Abstract：1．　Hypoxic　pulmonary　vasoconstriction（HPV）plays　an　important　role　as　a　physical

regulator　in　matching　pulmonary　perfusion　to　ventilation　preventing　systemic　hypoxemia．　But　its

precise　mechanisrn　is　unkown．

　The　aim　of　the　present　study　is　to　investigate　the　cellular　mechanisms　and　potential　mediators

involved　in　hypoxic　constriction　of　porcine　pulmonary　arteries．

　2．Pulmonary　arteries（internal　diameter　2－3mm）were　isolated　from　porcine　lungs，　and　loaded

with　fura－2／AM，　a　Ca2→．　indicator　dye、　These　artery　rings　were　suspended　in　an　organ　chamber

flooded　with　physiological　salt　solution　on　a　microscope　stage　of　a　Ca2＋　imaging

spectrofluorimetric　system．　The　light　emission　ratio　of　fura－2　for　measurement　of　changes　in

intracellular　calciurn　levels（［Ca2＋］i）and　the　isometric　tension　of　the　ring　were　measured

simultaneously．　Hypoxia　was　induced　by　flooding　the　reserved　chamber　with　95％N2　and　5％CO2

gas　mixture．

　　3．Hypoxic　constriction　and　increases　in［Ca2＋］i　were　observed　in　the　endothelium－intact　rings

under　precontraction　with　10『6M　noradrenaline．　In　contrast，　there　were　no　hypoxic　changes　under

precontraction　with　90mM　KC1．

　　4．In　the　endothelium－denuded　rings　which　were　not　relaxed　with　acetylcholine，　hypoxia　caused

no　changes　in　constriction　and［Ca2＋］i

　　5．Hypoxic　vasoconstriction　of　endothelium－intact　rings　was　abolished　by　L－NAME，　an　inhibitor

of　nitric　oxide　synthetase．

　　6．These　results　suggest　that　hypoxic　constriction　of　isolated　pulmonary　artery　of　porcine　lungs

is　induced　partially　by　inhibition　of　the　release　of　nitric　oxide　from　the　endotheliurn．

Keywords　Nitric　oxide，　Endothelium，　Hypoxia，　Pulmonary　artery，　Fura－2．

The　mechanism　of　hypoxic　constriction　in　isolated　porcine　pulmonary　arteries：with　special

reference　to　the　endothelium　and　nitric　oxide

Yu　SATo　and　Yoshiaki　KuJI

Department　of　Dental　Anesthesiology．

Division　of　Functional　Oral　Neurology，

Graduate　School　of　Dentistry　Osaka　University

（Chief：Prof．Shigeharu　JoH）

大阪府吹田市山田丘1－8（〒565－0871） ヱ）¢η‘．ノ∫ωα旋ハ」レ允d！．　砺‘〃．　26　：33－43，　2001



34

緒 言
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　肺循環では局所の肺胞酸素分圧が低下する

と，それに関連した部分の肺動脈が収縮し，血

流をより酸素分圧の高い他の肺胞部分ヘシフト

させて換気血流比を適切に保ち低酸素血症を防

ぐ反応，すなわち低酸素性肺血管収縮
（Hypoxic　Pulmonary　Vasoconstriction；以

下HPV）がみられる。この反応は，低酸素刺激

により血管が拡張する体循環とは対照的であ

り，肺循環に特異的な現象である1・2）。

　HPVは歯科麻酔の臨床に用いられる種々の

薬剤の影響をうけることが知られている。例え

ば，揮発性吸入麻酔薬や，高血圧症および狭心

症の治療薬である硝酸薬などは，HPVを抑制

し，患者の血中酸素分圧の低下を招く可能性が

示唆されている3）。また慢性閉塞性肺疾患では，

このHPVが肺高血圧症の一因となるなど，必

ずしも生理的調節反応と位置づけられない面も

示唆されている㌔

　このようにHPVは生理的反応，病態生理的

反応として麻酔臨床において重要な反応である

が，そのメカニズムの本質は未だ明らかにされ

ていない。そこで著者らは，HPVの発現機序の

一端を解明する目的で，低酸素状態がブタ肺動

脈平滑筋標本（肺動脈標本）の等尺性張力およ

び細胞内カルシウムイオン濃度（［Ca2＋］1）に及

ぼす影響にっいて，以下の順に検討した。

　実験1では，ノルアドレナリンおよびKCl

で収縮した肺動脈標本を低酸素状態として

HPVを発生させ，その時の等尺性張力および

血管平滑筋［Ca2＋］、動態を測定した。

　また，現在血管平滑筋の局所性調節因子とし

て一酸化窒素（NO戸7），エンドセリンをはじ

め，いくっかの収縮および弛緩因子が同定さ

れ＆仇’°），HPVとの関係が議論されている11’12）。

　そこで実験2では，まずHPVと内皮細胞の

係わりを検討するため，内皮細胞を除去した肺

動脈標本をノルアドレナリンを用いて前収縮さ

せながら低酸素状態とし，その時の等尺性張力

および血管平滑筋［Ca口、動態を測定した。

　実験3では，HPVにおけるNOの役割を検

討するため，NOの特異的合成阻害薬
NG－Nitro・L－Arginine　Methyl　Ester　（レ

NAME）を用いて，肺動脈標本に前処置を施

し，あらかじめNOの放出が抑制された状態と

し，ノルアドレナリンおよび低酸素刺激による

等尺性張力および血管平滑筋［Ca2＋］、動態に対

する影響を測定した。

材料と方法

1．材料の調整（血管標本の調整法）

　屠殺したブタの肺から，直径2～3mm前後の

肺動脈を摘出し，周囲組織を剥離除去した後，

長さ2～3mmに切断して肺動脈の輪状標本を作

成した。

2．Fura－2／AMのloadingと蛍光観察法
（Fig．1）

　Fura－2／AM（同仁科学）30μM，0．01％

Pluronic　F－127（BASF）を溶解した
physiological　salt　solution（normal－PSS）に

肺動脈標本を入れ，暗所，恒温（約37℃）にて

約2時間振盟した。なおnormal－PSSの組成

は，140mM　NaCl，4．7mM　KCI，2．5mM

CaCl2，2．5mM　MgCl2，11．1mM　glucose，3．O

mM　4－（2－hydroxy－ethyl）－1－piperazine－

ethane　sulfonic　acid（HEPES，同仁化学）と

した。肺動脈標本の血管平滑筋［Ca2＋］、（複数

細胞）の観察は，Fura－2／AMをloadingした

肺動脈標本を，細胞内カルシウムイオン測定装

置（CAF－230日本分光社製）の恒温槽内（容量

0．4ml）に浸漬して行った。細胞内カルシウムイ

オン測定装置内のキセノンランプから発する励

起光を，340nmと380nmのバンドパスフィル

ター付き回転盤を介して標本に照射することに

より，二波長励起を行い，これによって組織か

ら発する蛍光を500nmのフィルターを介して

光電子倍増管に導いた。340nmと380nm励起

蛍光強度を測定し，その蛍光強度比（340nm／

380nm）を求め，血管平滑筋［Ca2＋］、の指標と

した1a14・15）。
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Fig．1．　Schematic　diagram　of　the　experimental　apparatus．

　　　The　vascular　ring　was　mounted　on　two　tungsten　hooks，　one　of　which　was　attached　to　the　arm　of

　　　aforce　displacement　transducer．

　　　Two　wavelengths　of　excitation　light（340nm　and　380nrrl）were　obtained　from　a　xenon　lamp

　　　source．　Surface　fIuorescence　of　the　ring　was　introduced　into　a　photomultiplier　through　a　500nm

　　　band　pass　filter．

また，蛍光強度比はレコーダー（FBR－253A東

亜電波工業）にて記録した。

3．等尺性収縮の測定法（Fig．1）

　肺動脈標本の等尺性収縮の測定は，細胞内カ

ルシウムイオン測定装置の恒温槽内で，肺動脈

標本の一端をマニュピレーター（M－152，ナリ

シゲ）に固定し，他端をタングステンワイヤー

を介した張力トランスジューサ（UL－2GR，ミ

ネベア）に固定し，増幅ユニット（CARRIER

AMPLIFIER　AVP－11日本光電）　を介してレ

コーダー（FBR－253A東亜電波工業）にて記録

した。

4．灌流液の酸素分圧調整

　肺動脈標本を2種類の酸素分圧下に維持する

ため，肺動脈標本が設置された恒温槽を灌流さ

せるPSSと90mMKCI溶液（高KCI溶液）に

ついて高酸素分圧と低酸素分圧に，以下のよう

にして調整した。高酸素分圧を有するPSS（高

酸素PSS）および高KCI溶液（高酸素高KCl

溶液）はガラス瓶中のPSSおよびKCI溶液中

に30％O，，5％CO，および65％N、で通気し作成

した（高酸素分圧溶液）。一方低い酸素分圧を有

するPSS（低酸素PSS）および高KC1溶液（低

酸素高KCI溶液）は，95％N、，5％CO，を通気し，

作成した（低酸素分圧溶液）。なお90mMKCI溶

液（高KCI溶液）は，　PSSのNaClとKCI（和

光純薬）を等モル量置換して作製した。

5．各実験の条件

　実験1：肺動脈標本の等尺性張力と血管平滑

筋［Ca2］1におよぼすノルアドレナリンまたは

KCIの影響と，その後の低酸素分圧の影響
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Fig．2．　Representative　recordings　of　responses　to

　　　hypoxia　　　　precontracted　　　　with

　　　noradrenaline．　Noradrenaline　illduced
　　　increases　in　tension　and［Caz　1］、．　Hypoxia

　　　induced　further　increases　in　tension　and
　　　［Ca2コ、．
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Fig．3、　Changes　　in　　tension　　and　　〔Ca2’］、　by

　　　noradrenaline　and　hypoxia．

　　　Va」ues　are　expressed　as　％　　of　each

　　　response　to　those　induced　by　90mM　KCl

　　　before　the　start　of　each　measurement．

　　　Data　are　presented　as　mean±S．E．M．

　　　Nrepresents　number　of　vascular　rings．

　　　＊p〈0．05compaired　with　values　induced

　　　bv　noradrenaline

Noradrenaline　　　64．60±2．70　　50．82±7．26

Noradrenaline＋Hypoxia　88．69：L　5．92“　　134．78±35B4∀

　　（Po2　at　the　hypoxia　l　47．6±5．2mmHg）

Values　are　expressed　as％of　each　response　to

those　induced　bv　90mM　KCI　before　the　start　of

eaCh　meaSUrement．
Data　are　represented　as　mean±S．E．M．

Nrepresents　nurnber　of　vascular　rings．

＊P＜0．05compaired　with　values　induced　by
noradrenaline

①各標本の基準値の測定

　Fura－2／AMをloadingした肺動脈標本を，

細胞内カルシウムイオン測定装置恒温槽内（容

量0．4ml）に浸漬し，静止張力1．Ogを負荷して高

酸素PSSを約30分間灌流した。実験開始に際

し，全ての標本に対して高酸素高KCI溶液を

約10分間灌流し，生じた等尺性張力および蛍光

強度比の最大変化値を測定した。そして，その

値を各々の標本の基準値（100％）とした。その

後，高酸素PSSを約20分から30分間灌流し，等

尺性収縮張力および蛍光強度比が基準値測定前

の状態に回復安定してから，以下の実験をおこ

なった。

②測定条件

　高酸素PSSに10‘）Mノルアドレナリンを加

え，これによって肺動脈標本に生じた等尺性張

力の最大変化値と，等尺性張力が最大変化値を

示す時の蛍光強度比を測定した。引き続きノル

アドレナリンを加えながら高酸素PSSを低酸

素PSSに切り換え，5分後の等尺性張力およ

び蛍光強度比を測定した（Fig．2，3，　Table　1）。

　KClについても同様に，高酸素高KCI溶液

を灌流して肺動脈標本に生じた等尺性張力の最

大値と蛍光強度比を測定した。その後，低酸素

高KCI溶液を灌流し，5分後の等尺性収縮張

力および蛍光強度比を測定した　（Fig．4，5，

Table　2）。

　実験2：内皮細胞除去肺動脈標本の等尺性張

力と血管平滑筋［Ca2コ、に及ぼす，ノルアドレ
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Table　2　Changes　in　tension　and　［Ca2▲］、by　90

　　　mM　KCI　and　hypoxia

N＝5

Condition Tension ［Ca2＋］、

0

　90mM　KCI　　93．62±2．20　　9526±7．79

90mM　KC1十Hypoxia　97．41±L96　　65．78±9ユ5

Olg

Fig，4，　Representative　recordings　of　responses　to

　　　hypoxia　precontracted　with　90mM　KCl．

　　　90mM　KCI　induced　increases　in　tension
　　　and［Ca2ト］、．　Hypoxia　induced　no　change

　　　in　tension　nor［Caレ］，either，
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Fig．5．　Changes　in　tension　and［Ca2｛］‘by　90mM

　　　KCI　and　hypoxia．Values　are　expressed　as

　　　％　of　each　response　to　those　induced　by

　　　90mM　KCI　before　the　start　of　each

　　　measurement．
　　　Data　are　presented　as　mean±S．EM，

　　　Nrepresents　number　of　vasucular　rings．

　　　There　was　no　significant　difference　in

　　　tension　or〔Caz□、either　between　90mM
　　　KCI　induced　precontraction　and　hypoxia．

（Po2　at　the　hypoxia：51．1±4．5mmHg）

The　values　are　expressed　as　％　of　each
response　to　those　induced　by　90mM　KCI　before
the　start　of　each　measurement．
Data　are　represerlted　as　mean±S．EM，
Nrepresents　number　of　vascular　rings．
There　was　no　significant　difference　in　tension

or［Ca2－］1　either　between　90mM　KCIinduced
precontraction　and　hypoxia．

ナリンと低酸素分圧の影響

①血管標本の作製

　実験1に準じて作製したブタ肺動脈標本の内

面（血管腔側）をピンセットで掻爬し，血管内

皮細胞を除去した。内皮細胞除去の確認にはア

セチルコリンを用いた。アセチルコリンは血管

平滑筋に対し直接的には収縮作用を示すが，内

皮が存在する場合，内皮細胞に作用しNOを放

出させ血管を弛緩させる㌧よってアセチルコ

リンに対して弛緩反応を示さない標本を実験に

供した。この肺動脈標本に対し蛍光カルシウム

指示薬Fura－2／AMをloadingした。

②測定条件

　各肺動脈標本において，高酸素高KCl溶液

にて基準値（100％）を測定した後，高酸素分圧

下にて106Mノルアドレナリンを加え，これに

よって肺動脈標本に生じた等尺性張力の最大値

およびこのときの蛍光強度比を測定した。引き

続き酸素分圧を低下させ，5分後の等尺性張力

および蛍光強度比を測定した（Fig．6，7，　Table

3）。

　実験3：肺動脈標本の低酸素性反応に及ぼす

L－NAMEの影響

①測定条件

　高酸素高KCI溶液を用いて基準値（100％）

を測定した後，10－6Mノルアドレナリン添加高

酸素PSSを灌流し，これによって生じた等尺

性収縮張力の最大値およびこのときの蛍光強度
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Table　3 Tension　and［Ca2斗］Iinduced　by　hypoxia

in　endothelium－denuded　rings

N＝6

Condition Tenslon ［Ca叶、

（11g

Fig．6，　Representative　recordings　of　the　response

　　　to　hypoxia　in　the　endothelium－denuded

　　　pulrnonary　artery　rings．　Hypoxia　induced

　　　no　responce　in　tension　or　［Ca2ト］，in　the

　　　endothelium－denuded　rings．
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Fig．7．　Tension　and　［Ca2『］l　under　hypoxia　in

　　　endothelium・denuded　rings．　Values　are
　　　expressed　as　％　of　each　response　to　those

　　　induced　by　90mM　KCI　before　the　start　of　each

　　　measurement．
　　　Data　are　presented　as　mean±S．EM．

　　　Nrepresents　number　of　vascular　rings．

　　　There　was　no　significant　difference　in　tension

　　　or　［Ca2＋］，　either　between　noradrenaline

　　　induced　precontraction　and　hypoxia．

　Noradrenaline　　47．32±8．21　　24．33±467

Noradrenahne十Hypoxia　50．83±13．14　　25．62±6．87

（Po2　at　the　hypoxia：46．7±8．2mmHg）

The　values　are　expressed　as　％　of　each
response　to　those　induced　by　90mM　KCI　before
the　start　of　each　measurement．
Data　are　represented　as　mean±S．EM．
Nrepresents　number　of　vascular　rings．
There　was　no　significant　difference　in　tension

or　［Ca2‘］，　either　between　noradrenaline
induced　precontraction　and　hypoxia．

比を測定した。引き続き酸素分圧を低下させ，

生じた5分後の等尺性張力および蛍光強度比を

測定した。次に灌流液を高酸素PSSに戻して，

等尺性張力および蛍光強度比が基準値に復位し

た後，今度はL－NAME（1×10－5M）を投与し

てから，再び10－6Mノルアドレナリン添加高酸

素PSSを灌流，このときの等尺性張力および

蛍光強度比の最大変化値を測定，引き続き酸素

分圧を低下させ，5分後の等尺性張力および蛍

光強度比を測定した（Fig．8，9，　Table　4）。

6．統計処理法

　統計処理には正規性の検定，異常データの検

出（棄却検定），等分散の検定，平均値の有意差

検定（F検定）をおこなった。

結 果

実験1

　高酸素分圧下では，ノルアドレナリンの刺激

により，等尺性張力，蛍光強度比ともに増加し

た。それに引き続き酸素分圧を低下させると，

等尺性張力および蛍光強度比はさらに増加した

（Fig．2，3，　Table　1）。

　高酸素分圧下ではKCl刺激により，収縮張

力，蛍光強度比ともに増加した。ひき続き酸素

分圧を低下させても等尺性張力，蛍光強度比の

いずれにも有意な変化はみられなかった（Fig．

4，5，Table　2）。

実験2
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Table　4　Changes　in　tension　and［Ca2T］Iinduced

　　　　by　hypoxia　after　treatment　of　L－NAME

N＝5

Condition Tension ［Ca2＋］、

oo

け幻

丁口るiDn

0

Fig．8，　Representative　recordings　of　the　response

　　　to　hypoxia　before　and　after　treatment

　　　with　L－NAME．　The　first　application　of

　　　hypoxia　before　treatment　of　L－NAME
　　　induced　increases　in　tension　and［Ca2’］1．

　　　The　second　application　of　hypoxia　after

　　　treatment　with　LNAME　induced　no
　　　responce・

（％）　160

140

120

100

80

60

40

20

Noradrgna｜i［e Noradr8rla｜lne

　　十
　Hypoxla

匿こlTension

●［Ca2÷］1

N＝5

Fig．9．　Changes　in　tension　and　［Ca2プコ、　induced

　　　by　hypoxia　after　treatment　of　L－NAME

　　　Values　are　expressed　as　％　of　each
　　　response　to　those　induced　by　90mM　KCl

　　　before　the　start　of　each　measurement．

　　　Data　are　presented　as　mean±SE．M．

　　　Nrepresents　number　of　vasclar　rings．

　　　After　treatment　of　L・NAME，　there　was　no

　　　significant　difference　in　tension　or［Ca2＋］・

　　　either　between　noradrenaline　induced
　　　precontraction　and　hypoxia．

018

　Noradrenaline　　129．64±12．62　39．77±9．62

NoradrenaUne十Hypoxia　123．07±9．59　　　40、59±7．98

（Po2　at　the　hypoxia：48．4±38mmHg）

The　values　are　expressed　as　％　of　each
response　to　those　induced　by　90mM　KCI　before
the　start　of　each　measurement．

Data　are　represented　as　mean±SE．M．
Nrepresents　number　of　vascular　rings．
There　was　no　significant　difference　in　tension
or　［Ca2ト］、　either　between　noradrenaline
induced　　precontraction　and　hypoxia　after
treatment　of　L－NAME．

　内皮除去肺動脈では，高酸素分圧下でのノル

アドレナリン刺激により，等尺性張力と蛍光強

度比はともに増加した。ひき続き，酸素分圧を

低下させても，等尺性張力および蛍光強度比

に，高酸素分圧下の変化との有意な差異はみら

れなかった（Fig．6，7，　Table　3）。

実験3

　高酸素分圧下でのノルアドレナリン投与によ

り，肺動脈の等尺性張力および蛍光強度比はと

もに増加した。引き続き酸素分圧を低下させる

ことにより，等尺性張力および蛍光強度比はさ

らに増加した。

　L－NAMEによって前処置した後，高酸素分

圧下で10‘Mノルアドレナリン投与を加えたと

ころ，等尺性張力は，急激に増加し，L－NAME

処置前のノルアドレナリンによる張力より増加

した。しかし，それに続いて酸素分圧を低下さ

せたところ，等尺性張力および蛍光強度比とも

に変化はなかった（Fig．8，9，　Table　4）。

考 察

1．細胞内カルシウムイオン濃度測定法

　血管平滑筋の収縮をはじめ，多くの細胞機能

は，細胞内カルシウムイオン濃度（［Ca2　F］1）変

化によって制御・調節されている。特に血管平

滑筋の収縮と血管平滑筋［Ca2コ、の関係につい

ては，1980年以降GrynkiewiczとTsienらに

よってFura－2を代表とする各種蛍光カルシ ■
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ウム指示薬が開発され16），収縮張力と血管平滑

筋［Ca2＋］、を同時測定することが可能となった

ことから，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，このFura－2を用い

た。Fura－2による血管平滑筋［Ca2＋］、の絶対

量の測定は，蛍光強度比（340nm／380nm）およ

びFura－2とカルシウムの解離定数を基に計

算される。しかし，細胞内でFura－2が蛋白質

と結合し，カルシウムの解離定数が大幅に増加

することが近年明らかとなり，血管平滑筋

［Ca2＋］、の絶対量の測定は困難と考えられるた

め17），実験の開始時に各々の標本に高濃度KCl

を投与し，その際発生する蛍光強度比の変化を

基準値（100％）とし，血管平滑筋［Ca2＋］、の変

化はこれに対する相対的な量として評価される

ことが多い。本実験においても同様の方法を

とった。

2．実験材料

　本研究では，屠殺したブタの肺動脈を材料と

して用いている。全身麻酔下で実験試料を摘出

する方法と異なり，材料は全身麻酔薬の影響を

受けないことが利点と考えられる。

　また，材料の大きさは直径2～3mmのものを

用いた。これまでのHPVに関する研究では，

イヌ，ネコ，ウサギ，ネズミ，ブタなどが用い

られている18・19）。HPVは哺乳類に共通した現象

であるものの，M．　D．　Peakeら19）は，吸入酸素分

圧と肺動脈圧の関係は動物種によって異なるこ

とを報告している。ブタでは吸入酸素分圧を

200mmHgから徐々に小さくしていくと200mm

Hgから100mmHgの間に徐々に肺動脈圧が上昇

し，100mmHgから50mmHgの間で急激な上昇を

示し，50mmHg時点で最も上昇した状態となる。

しかし，さらに吸入酸素分圧を低下させると，

肺動脈圧はむしろ低下していくといわれてい

る’9）。本実験の予備実験においても，灌流PSS

の酸素分圧が50mmHg前後のところで，顕著な

HPVがみられたことから，本実験も低酸素分

圧状態をこの条件に設定した。また高酸素状態

は，高酸素分圧刺激の影響をさけるため，150m皿

Hg前後に設定した。従来HPVは直径200畑前

後の細動脈で発現すると考えられてきた2ぴ21）。

この部位では解剖学的に血管が肺胞と最も接近

しており，肺胞内の低酸素状態の影響が血管に

直接反映するといわれている。しかし，最近に

なりYuanら22）は，ラットを用いた実験で，主

肺動脈と直径500μm以下の細動脈を比較し，感

受性の違いはあるものの，どちらにおいても

HPVが発現することを報告している。本実験

では，肺動脈の血管平滑筋［Ca2＋］、変化と同時

に等尺性張力をも測定するため，この実験系で

測定可能と思われる直径2～3mmの肺動脈輪状

標本を用いたが，酸素分圧50皿mHgでHPVが

みられたことから，ブタ肺動脈においても，比

較的太い肺動脈で，HPVが発生することがわ

かった。

3．HPVの発現機序

　著者らの予備実験では，低酸素状態のみでは

肺動脈リングの発生張力および血管平滑筋

［Ca2＋］、になんら変化はみられなかった。

　Podmanら23）の研究によれば，標本を単に低

酸素状態にしてもHPVは発現しないが，ノル

アドレナリンやアンギオテンシンH，フェニレ

フリンなどで前収縮させた状態ではHPVが発

現し，とりわけノルアドレナリンによる前収縮

で，最も大きなHPVを観察している。彼等は，

この前収縮は平滑筋をresting　stateから

activated　stateに変えるものであると考察し

ている。

　またRonaldら24）は，ノルアドレナリンや

フェニレフリンによる前収縮に比較し，KCIの

前収縮によるHPVは明らかに小さいことを報

告している。

　本実験では，最も大きなHPV反応を誘発で

きる受容体刺激薬のノルアドレナリン，および

脱分極性刺激薬である高濃度KClを用いて肺

動脈標本を前収縮させ，その後の低酸素状態で

HPV反応を再現した。ノルアドレナリンによ

る血管平滑筋の収縮は受容体刺激によるもので

あり，受容体活性によって受容体依存性カルシ

ウムチャネル　（receptor　operated　channel：

以下ROC）を介した細胞外カルシウムイオン
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の流入，ひいては血管平滑筋［Ca2＋］、増加を引

き起こす。またGTP結合蛋白を介し，ホスホ

リパーゼCを活性化して，イノシトールー1，4，

5一三リン酸（IP3）および1，2一ジアシルグリセ

ロール（DG）を産生する。このIP、は，小胞体

のIP、受容体に作用して，小胞体からのカルシ

ウムイオン放出を惹起する。一方DGは，　Cキ

ナーゼを活性化し，収縮蛋白のカルシウムイオ

ン感受性を増大する25・2も27）。これに対してKCl

による血管平滑筋の収縮は脱分極性刺激による

ものであり，細胞膜の電位依存性カルシウム

チャネル　（potential　dependent　channel：

PDC）を介して細胞外カルシウムイオン流入を

誘発して［Ca2＋］、を増加させる28）。実験1では，

ノルアドレナリン前収縮後の低酸素状態で，肺

動脈にさらなる収縮および血管平滑筋［Ca2＋］、

上昇をみたが，高KCl溶液前収縮後の低酸素

状態では，収縮および血管平滑筋［Ca2＋］、上昇

をみなかった。したがってHPVの発生には，

受容体反応に特有の経路言い替えればROC，

あるいはIP3を介するいずれかの［Ca2＋］i上昇

機構の関与，およびDGを介する収縮蛋白の感

受性の増大が考えられた。

　近年内皮由来弛緩因子（endothelium－

derived　relaxing　factor；以後EDRF）の発見

や，NOの同定，さらには血管内皮由来収縮因

子（endothelium－derived　contracting　factor

；以後EDCF）としてのエンドセリン発見な

ど，血管内皮細胞由来で血管平滑筋に作用する

生理活性物質の存在が明らかとなってき

だ剛。そこで著者は，実験2で，ブタ肺動脈の

低酸素性収縮と，内皮細胞の関係を検討する目

的で，内皮細胞除去標本を用いて実験1と同様

の方法を試みた。内皮細胞除去標本において

は，低酸素状態での張力および血管平滑筋

［Ca2＋］、の上昇はみられなかった。この結果よ

り，低酸素性収縮に内皮細胞の関与が不可欠で

あると考えられた。また，実験2では実験1と

比較して90mM　KCIとノルアドレナリンに対

する反応が低下している。内皮細胞を除去した

ことにより各種EDCFの影響を受けなくなっ
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たとも考えられるが，この実験からはその原因

は不明である。

　現在，EDCFとしてエンドセリン，アンギオ

テンシンH，酸素ラジカル，トロンボキサンA、

などが同定されているが脚゜），これら収縮因子

の阻害薬を投与した状態でもHPVの発現は抑

制されないことからHPVとEDCFとの関係
は否定的である1］）。一方，EDRFとしては，　NO

とプロスタサイクリンが同定されている29）。こ

のうち，NOがレアルギニンと酸素を基質とし

て合成されることから12），低酸素状態と，NO合

成の関係に着目し，HPVがNOの放出抑制の

結果としての収縮反応である可能性を検討する

こととした。NOは，強力な血管弛緩物質であ

り，グアニルサイクラーゼを活性化し，細胞質

中のサイクリックGMP　（cyclic　GMP：以下

cGMP）を増加してcGMP依存性蛋白質リン酸

化酵素（cyclic　GMP　dependent　kinase：以下

G－kinase）を活性化する。これによりPDC抑

制と細胞内貯蔵部位へのカルシウムイオン取り

込みが促進され，結果的に血管平滑筋［Ca2＋］、

が減少する。また，cGMPはPI代謝回転を抑

制し，収縮蛋白のカルシウム感受性を低下させ
る3昭1）。

　実験3では，ノルアドレナリン前収縮後の低

酸素刺激で収縮を示すことを確認した肺動脈標

本に，L－NAMEの前処置を行った。　L－NAME

は，L一アルギニンと競合するため，血管内皮か

ら持続的に放出されているNO32）を特異的に阻

害する。

　L－NAMEにて前処置した標本は，ノルアド

レナリン刺激時，収縮と［Ca2＋］、の増加を示し

た。しかしながら，実験1でのノルアドレナリ

ン刺激中の低酸素刺激での［Ca2＋］、変化と比較

すると，L－NAME前処置後のノルアドレナリ

ンによる［Ca2＋］、の増加は少なかった。その理

由としては，L－NAME前処置の開始から約20

分の間に，内皮由来過分極因子や，その他の

EDRFなど，不特定の要因が，　NOの減少ひい

ては［Ca2＋］、の増加を代償する形で［Ca2＋］、を

減少させる方向に作用していた可能性が考えら
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れた。しかし，収縮力にっいては，NOによる強

力な平滑筋収縮蛋白のカルシウム感受性低下が

阻害されていたため，［Ca2＋］iの増加が小さく

とも，より大きな収縮力の増大を招いたものと

考えられる。

　実験3では，L－NAME前処置によってNO

が減少した状態にあり，低酸素刺激でさらなる

収縮と［Ca2＋］iの増大が観察されれば，　HPV発

生はNO以外の因子によると考えることがで

きる。しかし低酸素刺激は，収縮と［Ca2＋］、に

さらなる変化を引き起こさなかったことから，

NOがHPV発生の一要因であることが示唆さ

れた。

結 語

　低酸素性肺血管収縮の機序を検討するため，

ブタ肺動脈を用いて低酸素状態の等尺性張力お

よび血管平滑筋［Ca2＋］、の変化を同時測定し

た。

　低酸素性肺血管収縮は，NO産生の抑制が関

与する収縮反応であることが示唆された。
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