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ウシ中大脳動脈平滑筋の収縮と細胞内カルシウム
　　　　イオン濃度変化に対するミダゾラムの影響
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　Absrtact：The　purpose　of　this　study　was　to　clarify　the　effects　and　mechanisms　of　midazolam　on

changes　in　contraction　of　the　smooth　muscle　induced　by　a　voltage　dependent　Ca2＋channel

stimulator，50mM　KCI，　and　receptor　activated　Ca2トchannel　agonist，　serotonin（5－HT），　in　bovine

middle　cerebral　arteries．

　The　isometric　tension　and　intracellular　Ca2トconsentration　（［Ca2T］i）were　measured

simultaneously　by　the　fura－2　microfluorometric　methods，　and　I　tried　to　deduce　from　their

relationship　the　mechanism　of　midazolam　on　contraction．

　The　results　obtained　were　as　follows：

　（1）KCl　and　5－HT　developed　the　degree　of　contraction　and［Ca2＋］iin　a　concentration－dependent

manner．
　（2）Midazolam　depressed　the　degree　of　contraction　and［Ca2＋］iinduced　by　KCI　and　5－HT　in　a

concerltration－dependent　manner．

　（3）Midazolam　had　no　effect　on　the　tension／［Ca2＋コiof　KCI　and　5－HT．

　（4）Midazolam　had　no　effect　on　transient　increase　of　tension　and［Ca2＋］iinduced　by　5－HT　and

caffeine　in　Ca2＋－free　physiological　salt　solution（Ca2＋－free　PSS）．

　（5）Flumazenil，　a　specific　central－type　antagonist　of　benzodiazepines，　and　PK－11195，　a　specific

periphera1－type　antagonist　of　benzodiazepines，　had　no　effect　on　the　depression　of　tension　and

［Ca2＋］iby　midazolam．

　　These　results　suggest　the　conclusion　as　follows，

　　Midazolam　does　not　depress　the　contraction　of　bovine　middle　cerbral　arteries　iduced　by　KCI　and

5－HT　in　the　manner　of　inhbition　of　Ca2＋release　from　sarcoplasmic　reticulum　and　sensitivity　of

contractile　elements　to　Ca2＋but　does　in　the　manner　of　inhbition　of　Ca2＋influx　into　smooth　muscle

cell　from　outside．　Midazolam　may　not　inhibit　the　contraction　of　smooth　muscle　through　the　central

nor　peripheral　benzodiazepine　receptors．

　Key　words；bovine　middle　cerebral　artery，　midazolam，　tension，　intracellular　Ca2＋concentration，

benzodiazepine　receptor

Effects　of　midazolam　on　changes　in　intracellular　Ca2＋concentration　and　tension　in　bovine
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緒 言

柏崎　　泰

　近年，高齢化が進むにっれて，脳血管障害を

合併する患者が歯科を受診する機会が増加する

傾向にあるが，このような患者は，歯科治療に

対する不安やストレスなどによる血圧変動によ

り脳血管障害が増悪し，重篤な結果を招く可能

性がある。歯科治療中のこのような偶発症を防

ぎ，円滑に歯科治療を行うために精神鎮静法が

併用される。ベンゾジアゼピン系向精神薬であ

るミダゾラムは，静脈内投与時の血中半減期が

約1．8時間と短く調節性が良いことから，外来に

おける静脈内鎮静薬として現在もっとも広く用

いられている。しかし，ミダゾラムが血管拡張

作用を有するとの報告は多いL2）が，脳血管平

滑筋への直接作用は未だ不明な点が多い。

　一般に平滑筋の収縮の程度は，細胞内Ca　2＋

濃度（［Ca2＋］i）の変化で調節されると言われ

ているが，［Ca　2＋］iと平滑筋張力の同時測定に

よりアゴニストでは張力／［Ca　2＋］i比が増加

することが示された3－5）。また，近年のスキン

ド法により［Ca2＋］iが一定の状態においても，

受容体とG蛋白質の活性化により，収縮蛋白の

Ca2＋感受性が増加することが証明され，必ず

しも収縮の程度は，［Ca2＋］iの変化のみに依存

するものではないことが明らかになりつつあ

る3・6）。ミダゾラムを含むベンゾジアゼピン系

薬剤の中枢神経系　（central　nerve　system；

CNS）への作用は中枢型ベンゾジアゼピン受容

体（central　type　benzodiazepine　receptor；

CBR）を介して発現する7－9）。一方，　CNS以外

の末梢組織にも末梢型ベンゾジアゼピン受容体

（peripheral　type　benzodiazepine　receptor；

PBR）が存在すると言われて1°－13）いるが，ミダ

ゾラムの血管平滑筋への直接作用がCBRおよ

びPBRを介するものかどうかは未だ明確でな

い。

　そこで本研究では，ウシ中大脳動脈平滑筋を

用いて，その収縮とその際の［Ca2＋］iの変化を

手がかりに，ミダゾラムの脳血管平滑筋への作

用とその機序について解明する目的で，（1）ミダ

ゾラムは脳動脈平滑筋の収縮，［Ca2＋］iを抑制

するか，（2）ミダゾラムは収縮装置のCa2＋感受

性を変化させるか，（3）CBR拮抗薬あるいは

PBR拮抗薬は脳血管平滑筋に対するミダゾラ

ムの作用に影響を及ぼすかにっいて検討した。

材料と方法

1．標本作製

　屠殺ウシの脳から中大脳動脈を摘出し，実体

顕微鏡下で血管周囲の結合組織等を可及的に除

去したのち，内皮細胞を機械的に剥離し，直径

1～2mm，長さ1～2mmの血管平滑筋輪状標本

を作製した。各実験において10標本ずつ用い

た。

2．Fura－2の負荷

　physiological　salt　solution（normal　PSS）に

Ca2’感受性蛍光指示薬として40μM　Fura－

2／AM（同仁科学）を溶解したものに標本を入

れ，暗所，恒温槽内（約37℃）にて約3時間振

盟した。そのあとnormal　PSSで約1時間標本

を洗浄し，細胞内のFura－2／AMがFura・2に

変わるのを待っとともに，細胞内外のFura－

2／AMを除去した。　normal　PSSの組成は，

140mM　NaC1，4．7mM　KCI，2．5mM　CaCl2，11．1

mM　glucose，3．OmM　4・（2－hydroxyethyl）－1

－piperazine－ethane　sulfonic　acid（HEPES，同

仁科学）とした。

3．測定方法

　Fura－2／AMを負荷した標本を細胞内Ca2＋

測定装置（CAM－230，日本分光）の恒温槽内に

設置し，静止張力1．Ogを負荷した状態で

normal　PSSを約30分間灌流した。収縮張力お

よび［Ca2＋］iの同時測定はMoriら14），　Sato

ら15），佐藤ら16）の方法によった。すなわち標本を

細胞内Ca2＋測定装置の恒温槽内に，一端をマ

ニピュレーター（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て張力トラ

ンスデューサー（UL－2GR，ミネベア）に固定

し，収縮張力を測定し，増幅ユニット（VC－11，

日本光電）を介してレコーダー（FBR－253A，東

亜電波工業）に記録した。これと同時に［Ca2＋］
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Fig．1．　Shematic　diagram　of　the　experimental　apparatus，

iについては，細胞内Cゴ’測定装置内のキセ

ノンランプから発する励起光を，340nmと380

nmのバンドパスフィルタ付き川転盤を介して

標本に照射することにより　：波長励起を行い，

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電子倍増管に導き，340nm

と380nrn励起蛍光強度を測定し，その蛍光強

度比（R340／380）を求め，［Ca口iの指標とし

た11［‘（Fig．1）。

以ドの順序で実験を行った。

1）収縮張力および蛍光強度比の基準値の測定

　実験の開始時に全ての標本に対して，まず50

mM　KCI溶液を約15分間灌流し，それによっ

て生じた等尺性収縮張力および蛍光強度比の最

大変化値を測定し，それぞれの標本における基

準値（100％）とした。

2）脱分極刺激薬KCIによる収縮張力と
［Ca口iの測定

　基準値を測定後，15～20分間normal　PSSを

灌流し，等尺性収縮張力および蛍光強度比が50

mM　KCI投与前値にほぼ復するのを待って，

20mM　KCI溶液，90mM　KCI溶液を約15分間

投与した。なお，20mM　KCI，50mM　KCl，90

mM　KC1溶液は，　normal　PSSのNaClと

KCIを等モル量置換して作製した。

3）ミダゾラムを投与した場合の50mM　KCI

による収縮張力と［Ca口iの測定

　基準値を測定後，約15～20分間normal　PSS

を灌流し，等尺性収縮張力および蛍光強度比が

50mM　KC1投与前値にほぼ復するのを待って，

10）M，101M，10・‘Mの各濃度のミダゾラム

の投与を開始し，約5分経過したのち50mM

KCIを約15分間投与した。（Fig．2－A）。

4）受容体刺激薬セロトニン（5－HT）による

収縮張ノ」と［Ca口iの測定

　基準値を測定後，normal　PSSを約15～20分

間灌流したのち，10GM，105M，101Mの各

濃度の5－HTを約15分間投与した。

5）ミダゾラムを投与した場合の10‘M5
－HTによる収縮張力と［Ca2’］iの測定

　基準値を測定後，normal　PSSを約15～20分

間灌流したのち，0，105M，10；M，10　M

の各濃度のミダゾラムの投与を開始した。約5

分経過したのち105M　5－HTを約15分間投与

した。（Fig．2－B）。

6）細胞外液にCゴ†が存在しない状態
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Fig．2．　Representative　recordings　of　increases　in

　　　tension　and　fluorescence　ratio　（［Ca．］　i）

　　　bv　KCI　or　5－HT　alld　inhibitorv　effect　of

　　　nlidazolam　on　these　responses．

　　　A：Inhibitorv　effect　of　10　M　midazolam

　　　oll　tension　and　fluorescellce　ratio　during

　　　contraction　bv　5011〕M　KCI，

　　　B：Inhibitorv　effect　of　lO　IM　midazo｜am

　　　on　tension　and　fluorescence　ratio　during

　　　comraction　lO　M　5・HT．

（Ca∴free　PSS）で，ミダゾラムがカフェイン

による収縮張力と　［Ca口i変化に及ぼす影響

　基準値を測定後，normal　PSSを約15～20分

間灌流し，さらにCぴ‘－free　PSSを灌流しっっ

約5分後に20mMカフェインを約15分間投与

した　（Fig．3－A）。　これを本実験群のコント

ロールとした。次にコントロール群と1司様に基

準値測定’後，normal　PSSを灌流，　Ca∴free

PSSを灌流しっっ約5分後から101Mミダゾ

ラムを投与し，さらに約5分後に20mMカフェ

インを投与した。（Fig．3－B）。なおCa・：‘－free

PSSの組成は，　normal　PSSの組成より2．5mM

CaCLを除き，2．OmMO，0，－Bis（2－aminoethyl）

ethylelleglyco1－N，　N，　N’－N’－tetra　acetic　acid

（EGTA，1【fJ仁科学）をノ川えたものとした。

7）細胞外液にCa・1』が存在しない状態

（Ca∴free　PSS）で，　ミダゾラムが5－HTによ

る収縮張力および［Ca≡］i変化に及ぼす影響

　基準値を測定後，normal　PSSを約15～20分

間灌流したのち，さらにCa二『－free　PSSを灌流

しっつ約5分後より10M5－HTを約15分間

投与した。これを本実験群のコントロールとし

た（Fig．4－A）。次にコントロール群と1司様に

｝し

Ra【i“
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Fig．3，　Representive　recordings　of　increases　in

　　　tensioll　alld　rluorescence　ratio　〔［Ca　　］　D

　　　by　caffeine　and　the　effect　of　midazolaln

　　　on　these　responses　in　Ca．　－free　PSS．

　　　A　：1ncrease　in　tension　alld　fluorescence

　　　rati《）induced　bv　20mM　caffeine　in　Ca

　　　－free　PSS（controD．

　　　B：Effect　of　lO　IMmidazolam　on　tellsioll

　　　and　flllorescence　ratio　during　contraction

　　　by　20mM　caffeine　in　Ca　　・free　PSS．

基準値を測定後，normal　PSS，　Caご’－free　PSS

を約15～20分間ずつ灌流した。続いて10iMミ

ダゾラムを投与しつつ約5分後に10㌦M5

－HTを投与した。（Fig．4－B）。

8）巾枢型ベンゾジアゼピン受容体拮抗薬フル

マゼニルがミダゾラム投与中における5－HT

の収縮張力および［Ca口i変化に及ぼす影響

　基準値を測定後，normal　PSSを約15～20分

間灌流したのち101Mミダゾラムを投与しっ

っ約5分後に105M　5－HTを投与した。これ

を本実験群のコントロールとした（Fig．5－

A）。次に，コントロール群と同様に基準値測定

後，normal　PSSを約15～20分間濯i流し，10．

Mフルマゼニルおよび101Mミダゾラムを投

与しつっ約5分後に105M　5－HTを投与し
た。（Fig．5－B）。

9）末梢型ベンゾジアゼピン受容体拮抗薬PK－

11195がミダゾラム投与中における5－HTの収

縮張力および［Ca口i変化に及ぼす影響

　基準値を測定後，normal　PSSを約15～20分

間灌流したのち101Mミダゾラムを投与しっ

つ約5分後に10〔M5－HTを投与した。これ
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B：Effect　of　lO　IMmidazolam　on　tension

and　fluorescence　ratio　during　contraction

bv　lO　M　5－HT　in　Ca．．・free　PSS．
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　　　　A：Effect　of　lO　IMmidazolam　on　tension

　　　　and　fluorescence　ratio　durillg　contraction

　　　　by　10　M　5－HT（colltroD．

　　　　B：Effect　of　treatment　with　lO’Mflumazenil

　　　　on　midazolam－induced　decrease　in　tension

　　　　and　fluorescence　ratio　during　contraction

　　　　bv　10　M　5－HT．

を本実験群のコントロールとした（Fig．6－

A）。次に，コントロール群と同様に基準値測定

後，normal　PSSを約15～20分間灌流し，105

MPK－11195および101Mミダゾラムを投．与し
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the

　　　　　　　midazolam　　　　　　　　and
fluorescellce　ratio　（［Ca二『］　i）developnlent

bv　5－HT　and　effect　of　PKll195011　these

「eSPOnses．

A：Effect　of　IO　IM　midazolam　on　tensioll

and　fluorescence　ratio　during　contraction

bv　lO’M　5－HT（controD．

B：Effect　of　treatment　with　lO』M　PK

lll950n　midazolam－induced　decrease　ill

tensioll　and　fluorescence　ratio　dllring

contraction　bv　lO　M　5－HT．

つつ約5分後に10∴M5－HTを投ljした。
（Fig．6－B）。

　なお，すべての実験において，発生した等尺

性収縮および蛍光強度比を同時測定し，基準f直

に対する％評価にて比較検討した。

4．統計処理

　統計処理には，それぞれの値についてIE規性

の検定，異常データーの検出（廃棄検定），等分

散検定ののち，’P均f直の有意差の検定（t検定）

を行い，危険率5％未満を有意差有りとした。

結 果

1．KCIおよび5－HTによる収縮張ノ」および

［C注’］iの変化

　KCI投与により収縮張力，［Ca口iはともに

急峻に増加し，やや漸減するものの投与中はほ

ぼ一定のf直であった。これに対し，5－HT投与

により収縮張力および［Ca二』］iは一過性に増

加し，その後漸減した（Fig．2）。　KCI，5－HT

はいずれも，収縮張力および［Caニト］iを濃度依

存性に増加させた。また，収縮張力と蛍光強度
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Midazolam　inhibited　elevated　tension　and［Ca’］iinduced　by　50mM　KC1（A）and　lO’M　5－HT（B）

in　a　concentration－dependent　manner．

Data　are　represented　as　mean±SEM．　　＊p〈0．05　compared　with　control．
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Fig．7．　Effect　of　midazolam　on　the　tension－

　　　［Ca門’コirelationship．

　　　Regression　　line　for　the　relationship

　　　between　the　tension　and　fluorescence
　　　ratio（［CaP』］i）irlduced　by

　　　KCI　is：y＝1．03x－3．92；r＝0．93

　　　5－HT　is：y＝1．57x十4．19；r＝0．92

　　　KCI＋midazolam　is：y＝0．88x＋1．37；r＝
　　　0．92

　　　5－HT＋midazolam　is：y＝1．37x＋14．32；r

　　　＝0．94

比の関係をみると，5・HTによる収縮では，

KCl刺激に比べ，収縮張力／［Ca『iが大き

く，同じ［Ca：9］i変化量ではより大きな収縮張

力が発生することが示された（Fig．7）。

2．ミダゾラムがKC1による収縮張力と

［Ca口i変化に及ぼす影響

　ミダゾラムは，濃度依存性に50mM　KCl刺

激による収縮張力および［Caご’］iの変化を有

意に抑制した。（Fig．8－A）。なお，各濃度のミ

ダゾラムはnormal　PSSで安定した標本の収

縮張力，［Ca2コiに影響を与えなかった。

3．ミダゾラムが5’HT刺激による収縮張力お

よび［Ca口iの変化に及ぼす影響

　ミダゾラムは，濃度依存性に105M　5－HT

刺激による収縮張力および［Ca2コiの変化を

有意に抑制した。（Fig．8－B）。

4．細胞外液にCa二’が存在しない（Ca：’－free

PSS）状態で，ミダゾラムがカフェインによる

収縮張力と［Ca2‘］i変化に及ぼす影響

　Ca㌍が細胞内貯蔵部位には存在するものの

細胞外液に存在しない状態では20mMカフェ

イン投与により収縮張力および［Cぴコiは一

過性に増加し，その後は速やかに減少した

（Fig．3－A）。また，ミダゾラムは，このような

Ca：’－free　PSS中での20mMカフェインによる

収縮張ノコおよび［Ca口iの変化に影響を与え

なかった（Fig．9－A）。なお，　Ca：’－free　PSS灌

流中でKCI溶液を投与した場合，収縮張力お

よび［Ca口iは変化しなかった。

5．細胞外液にCaニトが存在しない（Caご㌧free

PSS）状態で，ミダゾラムが5－HTによる収縮
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Fig．9．　Effect　of　midazolam　on　tension　and　fluorescence　ratio（［Ca2’］i）induced　by　caffeine　and　5－HT　in

　　　the　absence　of　extracellular　Ca2’、10－4M　midazolam　had　no　significant　effect　on　the　increase　in

　　　tension　and［Ca2←］iinduced　by　20mM　caffeine（A）and　lO　5M　5－HT（B）．

　　　Data　are　represented　as　mean±SEM．

張力と［Ca2＋］i変化に及ぼす影響

　Ca力が細胞内貯蔵部位に存在するものの細

胞外液に存在しない状態では，10－5M　5－HT

投与により収縮張力および［Ca口iは一過性

に増加し，その後は速やかに減少した（Fig．4

－A）。ミダゾラムは，このようなCa2＋－free

PSS中での10－5M　5－HTによる収縮張力およ

び［Ca2⊥］iの変化に影響を与えなかった（Fig．

9－B）。

6．フルマゼニルおよびPK－11195がミダゾラ

ム投与中における5－HTの収縮張力および

［Ca2＋］i変化に及ばす影響

　10－5Mフルマゼニルおよび10－5MPK－11195

はどちらも，ミダゾラム投与中の10－5M　5

－HTによる収縮張力および［Ca2＋コiの変化に

影響を与えなかった（Fig．10）。

考 察

　脳血管障害を合併する歯科患者に対し，歯科

治療に起因する循環動態の変動を抑制する目的

で，ミダゾラムが静脈内鎮静法に用いられる。

しかし，脳血管平滑筋への直接作用および作用

機序については不明な点が多い。そこで本実験

では，脱分極刺激薬としてKCIを，受容体刺激
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Fig．10．　Effect　of　flumazenil　and　PK111950n　the　decrease　in　tension　and　fluorescence　ratio（［Ca二‘］i）

　　　induced　by　midazolam．10　M　Flumazenil　and　lO㍉M　PKlll95　had　no　significant　effect　on　the

　　　effect　of　10－Mmidazolam　on　tension　and［Ca2コiduring　contraction　induced　by　10’M　5－HT，

　　　Data　are　represented　as　mean±SEM．

薬として5・HTを用いて脳動脈平滑筋の収縮

に対するミダゾラムの直接作用を明らかにし，

その作用機序についても［Ca2’］iの変化を手

がかりに解明しようと試みた。

　平滑筋の収縮機構において［Ca2ト］iの増減

が最も重要な因子となっているが，［Ca2コi増

加は，主として2っの経路を介して達成され

る。すなわち細胞外Ca㍗の細胞内への流入と

細胞内CaZ’ストアである筋小胞体
（sarcoplasmic　reticulum；SR）から細胞内へ

のCa2ト放出である。［Ca2‘］iの増加は，　CaZ→

一 カルモジュリン（CaM）複合体を形成し，ミ

オシン軽鎖（MLC）キナーゼを活性化する。こ

の酵素によりミオシンがリン酸化され，アクチ

ンと反応し平滑筋の収縮が生じる“’17〕。高KC

1による収縮は，細胞膜の脱分極により電位依

存性Ca二1チャネル（voltage　dependent

Ca≡channel；VDCC）が開いて細胞外から

Ca2ケが流入し，さらにこのCa2トがSR上に存

在するリアノジン受容体を活性化して，Ca二＋

依存性のSRからのCa21放出（Ca24induced

Ca2’release；CICR）を引き起こし，［Ca口iが

増加することによって起こるiお，。本実験におい

ても，KClによる刺激により収縮張力および

［Ca口iが濃度依存性に増加する傾向を示し

た。また，Ca2＋－free　PSS中ではKCIによる刺

激では収縮張力および［Ca2†］iは変化しな

かった。このことは，脳動脈平滑筋においても

脱分極刺激による収縮は，細胞外Ca　2’の流入

によって，［Caニコiが増加することを示唆する

ものであり，他部位の平滑筋と同様の機序によ

り収縮すると推察された。

　一方，5－HT，アドレナリン，ヒスタミン，カ

ルバコールなどの受容体刺激薬は，G蛋白質共

役型受容体を活性化することにより，受容体活

性化Ca2’チャネル（receptor　activated　Ca2’

channel；RACC）を介しての細胞外Ca2エの細

胞内への流入を引き起こし，［Ca2＋］iを増加さ

せるとされている1㌔同時に，受容体刺激によ

りG蛋白質を介してホスホリパーゼC（PLC）

を活性化，ホスファチジルイノシトールー1，

4，5一三リン酸（IP：」が産生される。　IP3は

細胞質を拡散してSR上に存在するIP、受容体

を活性化してCa2→放出（IP，　induced
Ca2’release；IICR）を引き起こし，［Ca：’］iを

増加させるISI。また，増加した［Cバト］iはリア

ノジン受容体を活性化させCICRを引き起こす

ばかりでなく，活性化したリアノジン受容体は

VDCCをも開くとの報告゜xもあり，　VDCCから

のCa2トの流入によっても　［Ca2＋］iが増加す

る。さらに，平滑筋の収縮は，［Ca2＋］i変化の

みならず，収縮装置のCa2＋感受性の変化に
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よっても調節されている。受容体とG蛋白質が

活性化されると，IP3を介する経路を活性化す

るとともに，GTP結合型のRhoによる
Rho－kinase（RK）の活性化を介してMLCの

リン酸化を増加させることによって，［Ca　2＋］i

が一定でも張力が増加すると報告されてい

る2D。本実験では，受容体刺激薬として5－HT

を用いたが，5－HTによる刺激は収縮張力およ

び［Ca2＋］iを濃度依存性に増加する傾向を示

した。また，normal　PSS中での5－HT刺激で

は，収縮張力および［Ca　2＋］iは急激に増加し，

その後緩やかに減少したのに対し，Ca2＋－free

PSS中では5－HTの刺激で収縮張力および
［Ca2＋］iは一過性に上昇した後，速やかに減少

した。以上のことより初期の急峻な［Ca2＋］iの

増加と収縮はIP3を介する経路の活性化によ

り，SRからのIICRによって［Ca2＋］iが増加

したことを示唆するものである。また，急峻な

［Ca2口iの増加と収縮に続く持続相は細胞外

からのCa2↓の流入が関与することを示唆する

ものである。さらに，5－HTとKCIによる収縮

張力および［Ca2＋］iの変化を，張力／［Ca2＋］

i比のグラフ（Fig．7）において比較すると，5

－HTのときは，回帰直線の傾きが大きい，すな

わち［Ca2＋］iの増加量に比して収縮張力が著

しく増大していることが認められた。このこと

より，　5－HTは収縮蛋白のCa2’感受性を増加

させたこととなり，GTP結合型のRhoによる

Rho－kinase（RK）の活性化を介してMLCの

リン酸化を増加させたものと推測される。

　本実験において，ミダゾラムはKClおよび

5－HTによる収縮張力および［Ca2＋］iの増加

を濃度依存性に抑制した。しかし，各濃度のミ

ダゾラムは，それ自体normal　PSS中で安定し

た標本の収縮張力，［Ca　2＋］iに影響を与えな

かった。このことよりミダゾラムは脳動脈平滑

筋における脱分極刺激および受容体刺激のどち

らの収縮に対しても抑制作用があること，さら

にミダゾラム単独では脳動脈平滑筋にはなんら

作用がないことが示された。また，ミダゾラム

の収縮抑制作用が収縮に先行する［Ca2＋］iの

67

増加をどの経路で抑制するのか，すなわち細胞

外からのCa2＋流入およびSRからのCa2＋放

出のどちらに作用しているのかを調べるため

に，Ca2＋－free　PSS中でのカフェインおよび5

－HTによる収縮に対するミダゾラムの影響に

っいて検討した。カフェインはSR上に存在す

るリアノジン受容体を活性化し，SRからの

CICRを促進して収縮を発現する18’と考えられ

ている。一方，5－HTはG蛋白質を介したIP3

の産生によりIICRを促進して収縮を発現す

る。Ca2＋－free　PSS中では，カフェイン，5－HT

のどちらの収縮張力および［Ca2＋］iの増加に

対してもミダゾラムは影響を与えなかった。

従ってこれらのことより，ミダゾラムはSRか

らのCICRやIICRには影響せず，細胞外から

のCa2＋の流入を抑制することによって，

［Ca2＋］i増加を抑制することが示された。ま

た，5・HTによる刺激はKClによる刺激に比

して収縮蛋白のCa2＋感受性を増加させること

が示唆されたが，Fig．7の張力／［Ca2＋］i比の

グラフにおいて，KCI単独投与時とミダゾラム

とKCIを投与したときの回帰直線の傾きはほ

ぼ一致していたこと，同様に5・HT単独投与時

とミダゾラムに5・HTを投与した時の回帰直

線の傾きもほぼ一致していたことより，ミダゾ

ラムはCa2＋感受性には影響を与えないことが

示唆された。

　ミダゾラムの催眠，鎮静作用は，抑制性の

GABAニューロンのシナプス後膜に存在する

GABA。受容体と複合体をっくる中枢型ベンゾ

ジアゼピン受容体（CBR）にアゴニストとして

高い親和性で結合し，GABA、受容体のGABA

親和性を増大させることにより，GABA
ニューロンの作用を特異的に増強させることに

よるものといわれている7－9）。また，ミダゾラ

ムは末梢型ベンゾジアゼピン受容体（PBR）に

も特異的に結合するが，PBRは機能的，構造的

にCBRとは異なり，さらにそれぞれの臓器に

よっても異なった作用を示す1°－13）とされてい

る。本実験では，さらにミダゾラムの血管平滑

筋の収縮を抑制する機序に，CBRおよびPBR
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が関与しているかどうかをCBR拮抗薬である

フルマゼニル22）およびPBR拮抗薬であるPK・

1119523・24）を用いて検討した結果，いずれの拮抗

薬もミダゾラムの5－HTによる収縮に対する

抑制作用に影響を与えなかった。このことは，

ミダゾラムがベンゾジアゼピン受容体を介さず

に，Ca　2＋チャンネルを含む膜に直接作用して，

細胞外からのCa2＋の流入を抑制することによ

り［Ca　2＋］iおよび収縮張力の増加を抑制する

ことを強く示唆するものである。この結果は，

気管平滑筋においてミダゾラムの収縮抑制作用

に対してフルマゼニルおよびPK－11195が影響

を与えなかったというKogaらの報告25）と一致

するものであった。

　本実験では，ウシの中大脳動脈の輪状血管標

本を用いたが，本動脈は脳血管の様々な研究に

用いられており26⑳，標本としても適切なもの

であったと思われるが，ヒトの脳動脈とは動態

が当然異なるものと思われる。また，本実験で

は平滑筋の純粋な反応をみるために血管内皮細

胞を剥離しているが，実際には血管内皮には血

管の動態に大きく影響する様々な作用があり，

複雑に影響するものと思われる。実際の臨床に

おいては，鎮静状態が得られるミダゾラムの血

中濃度は，100～400ng／m1，っまりおおよそ

10－6M前後である2＆29）が，本実験において10－5

M，10－4M，10－3Mのミダゾラムにより脳動脈

平滑筋の収縮が濃度依存性に抑制がみられたも

のの，十分かっ確実な抑制反応が得られたのは

10－4Mであったため，10　4Mのミダゾラムを

中心に実験した。ミダゾラムは血漿蛋白と高い

親和性で結合する3°）ことなども考慮すれば，臨

床使用濃度と比して高濃度である。しかし，血

管動態の増幅装置ともいわれる血管内皮細胞を

剥離した輪状標本であることから10パMのミ

ダゾラムもやむを得ないと考えた。このまま臨

床と比較して議論するのは難しいが，脳血管平

滑筋の収縮をミダゾラムが直接抑制することは

確かであり，このことはミダゾラムによる静脈

内鎮静法は脳血管障害を有する患者の歯科治療

時では有利に作用すると思われる。

結 論

　ウシ中大脳動脈平滑筋を用いて，血管平滑筋

の収縮張力および［Ca　2＋］iの変化を同時測定

し，脳動脈平滑筋に対するミダゾラムの収縮抑

制機序について検討し，以下の結論を得た。

1．ミダゾラムは，KC1による脱分極刺激，5

　・HTによる受容体刺激における収縮張力お

　よび［Ca2＋］iを，濃度依存性に抑制する。

2．ミダゾラムは，細胞内Ca　2＋ストアからの

　Ca　2＋の放出には影響せず，細胞外からの

　Ca　2＋の流入を抑制する。

3．ミダゾラムは，ベンゾジアゼピン受容体を

　介さずに抑制する。

4．ミダゾラムは，収縮蛋白のCa　2＋感受性に

　は影響しないことも示唆された。
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