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Ca2＋－activated　GKに対する局所麻酔剤の効果
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　　　　　　　　　　（受付：1995年1月25日）

　　　　　　　　　　（受理：1995年3月17日）

　Abstract：Excised　bullfrog　sympathetic　ganglia　were　pinned　in　a　microperfusion　chamber　and

single　cells　were　impaled　with　IMK＋－citrate　fmed　microelectrodes（20－60MΩ）．　Superfusion　with

caffeine（2－3mM）Ringer　caused　abrupt　membrane　hyperpolarization　which　quickly　returned　to

control　resting　potential．　Repetitive　rhythmic　membrane　hyperpolarization　（RMH）　began

approximately　l－2　min　later　and　conti皿ed　at　the　same　frequency　during　caffeine　superfusion．

RMH　ceased　immediately　on　changeover　to　caffeine－free　Ringer．　Caffeine　induces　an　oscillatory

Ca2＋・activated　GK＋in　frog　ganglion　cells，　and　is　evidentally　as　RMH．　We　examined　the　mechanism

of　intracellular　Ca2＋oscillation　and　the　effects　of　ryanodine　and　local　anesthetics、　The　lOμM

ryanodine，　which　selectively　affected　the　Ca2＋－release　mechanism，　irreversibly　blocked　the　caffeine－

induced　RMH．　Caffeine－induced　RMH　was　reversibly　blocked　by　3mM　procaine，3mM　cocaine，　or

3．6mM　lidocaine．　Since　adenosine　triphosphate（ATP）reverses　the　procaine　conduction　block　in

frog　nerve（Kuperman　et　al，1964），　we　tested　its　effect　on　the　procaine　block　of　Ca2＋－activated　GK＋

in　240f　42　cells．　One　mM　ATP　restored　RMH　amplitudes　to　125±5％of　control，　but　did　not　restore

RMH　frequency．　The　results　suggest　that　sympathetic　ganglion　cells　have　a　Ca2＋－induced

Ca2＋－release　system　and　procaine＞cocaine＞lidocaine　depress　the　rise　in　intracellular　Ca2＋

concentration　that　triggers　GK＋，　particularly　since　it　is　mediated　though　the　P2－receptor　in　the

presence　of　extracellular　ATP，　which　can　increase　cellular　Ca2＋，　and　reverse　the　procaine　block．

Key　words：sympathetic　ganglion　cells，　caffeine－induced　RMH，　local　anesthetics，　ryanodine，

　　　　　　　　　　ATP

緒 言

　　細胞内Ca2＋が種々の細胞において，その細

胞機能を調節していることは明らかである。細

胞内Ca2＋濃度は静止時に低く保たれ，その濃

度は外液に比べ10000分の1以下である。しか

し，何らかの要因が細胞に加わると細胞外より

細胞内へのCa2＋の流入や，細胞内Ca2＋スト

アーからのCa2＋の放出が起り，細胞内Ca2＋濃

度が上昇する。その結果，筋肉の収縮1），伝達物

質や唾液の放出2・3），ホルモンの分泌4）卵割の開

始5），膜の過分極6・7）など種々の細胞機能が発現
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する。

　最近，種々の細胞において細胞内Ca2＋の振

動により筋線維のリズミカルな収縮や，細胞膜

の電位の振動（rhythmic　membrane
hyperpolarization；RMH）などの機能が明ら

かになってきた。しかし，いずれの細胞におい

ても，細胞内Ca2＋の振動にっいて完全に明ら

かになったわけではない。久場や著者らは，ウ

シガエル交感神経節細胞を用いて，カフェイン

（caffeine）によって細胞内Ca2＋の上昇をきた

し，Ca2＋－activated　K＋チャネルが活性化して

RMHが発現する機序にっいて報告してき
た8－12）。そこで本実験においては，ウシガエル交

感神経節細胞にカフェインを投与し，細胞内記

録法にてcaffeine－induced　RMHを観察し，

RMHが種々の局所麻酔剤でどのように阻害さ

れるかを比較検討した。さらに，その阻害効果

がATPによって回復することが認あられたの

で，その機序についても検討した。

方 法

　ウシガェル交感神経節の8番および9番の腰

部神経節を実体顕微鏡下で摘出し，結合組織を

丁寧に剥離し，実効容積80μ1の灌流装置上に

インセクトピンで固定し，カエルRinger液お

よび薬液を灌流（1－2μ1／sec）しながら1個

の細胞より細胞内記録法にて測定を行なった。

細胞内記録に使用したガラス微小電極内には1

MK＋－citrateを充填し，電極抵抗は一般的には

20－60MΩのものを使用した。電極は
preamplifier（Dagan，　Model－8100）に接続し，

その出力をストーレージオシロスコープ（日本

光電，Model　VC－11）とチャートレコーダー

（日本光電Mode1－RTA－1200）に接続して記

録を行なった。

　カエルRinger液の組成：112mM　NaCl，2

mM　KCI，1．8mM　CaCl2，5mM　HEPES，1．8

mM　NaOHでpH　7．2であった。

　使用した薬剤は以下の通りである。

　caffeine，　adenosine，　c－AMP，　ATP，　c－GMP，

procaine，　　cocaine，　　lidocaineはSigma
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Chemica1製，　ryanodine，9－21　ryanodine，

K＋－citrateは和光純薬製である。

　これらの試薬を細胞に投与するときには，各

実験のっど，上記Ringer液で必要な濃度に希

釈して投与した。全ての実験は室温（22－

25℃）で行なった。

結 果

　神経節細胞に1MK＋－citrate電極を刺入し，

2－3mMのカフェインを灌流すると数分後に膜

電位は急速に過分極（X＝15mV）を起こす。

そして，さらに遅れること数分後にRMHが開

始する。この応答はcaffeineを投与している間

にのみ観察されカフェインを含まないRinger

液に戻すと消失する。この応答の交感神経節細

胞での出現率は84％，出現頻度は1．3±0．4／

min，振幅は17±0．7　mVであった。なお，著

者らはRMHのパターン解析を行ない，4っの

パターンがあることをすでに報告しているの

で13），そのパターン解析によって一番出現率が

高かったregular　beating　typeのRMHを今

回の実験に使用し以下の実験を行なった。

1．RMHに対するライアノジンの効果

　3mMカフェインで引き起こされるRMH
は，細胞内のCa2＋ストァでのCa2＋・induced

Ca2＋release（CICR）の機構に特異的に作用し，

Ca2＋イオンチャネルを開口固定する10μMラ

イアノジン14）の投与により，3mMカフェイン

存在下でも投与後2分以内に
caffeine・induced　RMHは完全に阻害された

（Fig．1）。その後直ちに，3mMカフェインの溶

液に戻し約1時間洗糸したが，カフェインによ

るRMHは出現しなかった。次に，ライアノジ

ン誘導体の9－21ライアノジン10μMを3

mMカフェイン存在下で投与しても，　RMHは

ライアノジンの適用時よりは阻害効果発現まで

に時間を要し，その効果は不可逆性であった

（Fig．2）0

2．RMHに対する種々局所麻酔剤の効果

　2－3mMカフェインで引き起こされるRMH

は，Ca2＋によって引き起こされるCa2＋の放出
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Fig．l　Intracellular　recordings　of　caffelne－induced　rhythmic　membrane　hyperpolarization　（RMH）in

　　　　　　bullfrog　sympathetic　neurons．　The　upper　trace　shows　a　response　to　3mM　caffeine　as　a　controL

　　　　　　Sh6rtly　after　the　start（downward　arrow）of　3mM　caffeine　superfusion，　regular　RMH　develops．

　　　　　　The　lower　trace　shows　a　response　to　caffeine　in　the　presence　of　ryanodine．　Periodical　downward

　　　　　　deflection　denote　the　electrotonic　potentials　of　the　membrane　induced　by　constant　current

　　　　　　　（5nA）pulses　with　a　duration　of　200ms　and　an　interval　of　5s．　Horizontal　bars　in　the　left

　　　　　　shoulders　denote　zero　level．　Intracellular　recording　from　a　ganglion　cell　during　continuous

　　　　　　superfusion　with　3mM　caffeine．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘
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Fig．2　Effect　of　9－21　ryanodine．Other　nomenclature　is　the　same　as　in　Figure　1．
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Fig．3　Reduction　of　rhythmic　membrane　hyperpolarization　amplitudes　and　frequencies　by　local
　　　　　　anesthetics．　Intracellular　recordings　from　the　ganglion　cells．　The　upper　trace　shows　a　response　to

　　　　　　caffeine　in　the　presence　of　procaine．　Superfusion　with　3mM　procaine　was　started　and　then

　　　　　　discontimled　at　the　arrows　（↑↓）．　The　middle　trace　shows　a　response　to　caffeine　in　the

　　　　　　presence　of　cocaine．　The　lower　trace　shows　a　response　to　caffeine　in　the　presence　of　lidocaine．

　　　　　　Intracellular　recording　from　a　ganglion　cell　during　continuous　superfusion　with　3mM　caffeine．

Table　l　Blocking　effects　of　local　anesthetics　on　caffeine・induced　RMH．

［Drug］
Number
of　cells

Abolition

of　RMH

Percentage　reduction　from

　　　　　control　RMH
Number
of　cells

Amplitude Frequency

Procaine　3mM 60　　　　　　　　　　　　18／60　　　　　　　　　　66±3＊　　　　　　　　　　62±5　　　　　　　　　　　　42

Cocain　3mM 21　　　　　　　　　　　　　　1／21　　　　　　　　　　　　46±4　　　　　　　　　　　　　59±2　　　　　　　　　　　　　　20

Lidocaine　3．6mM 43　　　　　　　　　　　　　0／43　　　　　　　　　　14±4　　　　　　　　　　　39±6　　　　　　　　　　　　43

＊X±S．E．x

を抑制するといわれている3mMプロカイン15）

の投与で著しく阻害された（Fig．3）。　RMHの

出現頻度，振幅はコントロール（カフェイン単

独）の応答に比べて両者供に約70％の抑制が

見られた（Table　1）。また，3mMプロカインで

完全に阻害されたRMHは60個中18個の細胞
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Fig．4　Equipotency　of　Iocal　anesthetics（3．6mM　lidocaine，3mM　procaine）for　blocking　of　spikes　and

　　　　　miniature　spontaneous　synaptic　potentials，　but　unequal　potencies　for　blocking　of　RMH．

　　　　　Intracellular　recording　from　a　ganglion　cell　during　continuous　superfusion　with　3mM　caffeine．

Fig．5

ユ

ト
…

Effect　on　procaine　blocking　of　RMH．　The　lmM　ATP　restored　RMH　amplitudes　but　did　not

restore　RMH　frequency．　Intracellular　recording　from　a　ganglion　cell　during　continuous

superfusion　with　3mM　caffeine．

で観察された。

　次に，プロカインと同じくエステル型局所麻

酔剤のコカイン3mMを投与してみた。
caffeine－induced　RMHはプロカイン投与のと

きよりその効果は弱く，コントロールに比べて

その出現頻度は59％，振幅は46％であった

（Fig．3and　Table　1）。また，3mMコカインで

完全に阻害されたRMHは21個中1個の細胞
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で見られた。

　さらに，アミド型局所麻酔剤のリドカイン

3．6mMの投与では，　caffeine－induced　RMH

はほとんど抑制されなかった（Fig．3）。その出

現頻度で40％，振幅ではわずか15％の抑制し

か見られなかった（Table　1）。また，3．6mMリ

ドカインではRMHの完全な阻害は1個の細胞

にも観察されなかった。

　しかし，これらの局所麻酔剤によるスパイク

やminiature　spontaneous　synaptic　potential

に対する効果を調べてみると，
caffeine－induced　RMHのRMHに対する阻害

効果はプロカイン〉コカイン〉リドカインで

あったにかかわらず，このような電気現象にた

いしては3種の局所麻酔剤は全て完全に阻害し

た（Fig．4）。

3．プロカインのRMHに対する阻害効果を

restoreするATP

　Kupermanら16）はカエルの座骨神経の興奮

伝導をプロカインで完全に阻害させた後に

ATPを投与すると，プロカインによって阻害

された座骨神経の興奮伝導が再び発現すること

を報告している。このようなことを著者らの実

験において検討した。すなわち，3mMプロカ

インで阻害をされたcaffeine－induced　RMH

に対して1mM　ATPを投与すると，膜電位は

10mV程度脱分極し，3mMプロカインによっ

て阻害されていたRMHが再び発現し（Fig．

5）。その出現頻度はrestoreをしなかったが，

RMHの振幅は完全にrestoreした。図には示

さなかったが，このrestore効果はアデノシン

誘導体のADPでは見られたが，他のアデノシ

ン誘導体（c－AMP，　c・GMP，　adenosine）では見

られなかった。

考 按

　ウシガエル交感神経節細胞で観察される

caffeine－indUced　RMHの発現機序や性質は，

Kubaと彼の共同研究者そして著者らによって

細胞内Ca2＋－activated　GK＋増大によって引き

起こされることが報告されている図一19）。しか
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し，このRMHがカフェインの投与により細胞

内でCa2＋の上昇がみられることまでは解明さ

れていたが，その機序については未だ明らかで

なかった。多くの研究者はこれまで細胞内の

Ca2＋ストアーの存在について考えてきた。著者

らもこの点に注目し本実験を行なってきた。細

胞内Ca2＋濃度の調節機構としては，　Ca2＋－

induced　Ca2＋・release　（CICR）20）　とinositol

triphosphate－induced　Ca2＋－release（IICR）21）

とが考えられている。骨格筋や平滑筋にCICR

の機構が存在することは既に知られている2L22）。

最近，CICR機構が神経細胞にも存在すること

が明らかになった23）。しかし，交感神経節細胞

ではその存在は明らかでない。そこで著者らは

CICRの存在を確かめるために，　CICR機構に

特異的に作用しCa2＋を放出するCa2＋イオン

チャネルを開口固定するといわれているライア

ノジンや9－21ライアノジンを投与し，非可逆

性にcaffeine－induced　RMHを阻害すること

を観察した。さらに，筋細胞のCICR機構に対

して阻害作用をもつと言われているプロカイン

によってもcaffeine－induced　RMHは阻害さ

れることを確かめた。それらの結果より，交感

神経節細胞にも筋細胞でみられたと同じような

CICR機構が存在するのではないかと示唆さ

れ，caffeine－induced　RMHはこの機構を介し

て発現するものと推定される。

　本実験ではプロカインのほか同じエステル型

のコカインとアミド型のリドカインについても

調べてみた。これらの局所麻酔剤は
caffeine－induced　RMHに対してプロカイン，

コカインのようなエステル型局所麻酔剤は強い

抑制作用を示したが，アミド型に属するリドカ

インは弱い抑制作用しか見られなかった。この

ことより，交感神経節細胞のCICRの機構にた

いしてはエステル型局所麻酔剤は阻害作用をも

っが，アミド型局所麻酔剤はあまり阻害効果を

持たないことが示された。次に，スパイクや

miniature　spontaneous　synaptic　potentialの

ような電気的な応答に対しては，上記の3種類

の局所麻酔剤は同じ阻害効果を示した。
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　また，局所麻酔剤のプロカインによって阻害

されたcaffeine－induced　RMHがATPの投与

で，RMHの振幅のみがコントロールのレベル

までrestoreした。　Benham＆Tsien24）が平滑

筋にATPを投与すると，細胞内Ca2＋濃度が上

昇すると報告しているが，本実験でもプロカイ

ンによるRMHに対する阻害効果がATP投与

でrestoreする機序は，　ATPが交感神経節細胞

内Ca2＋濃度の上昇を引き起こしたものと考え

られる。

　この発現機序として，ATP投与によって膜

の脱分極を引き起こすため，voltage・

dependentなCa2＋チャネルを通って細胞外

Ca2＋の流入が考えられるが，細胞の膜電位を人

工的に脱分極させてもcaffeine－induced　RMH

の振幅は変化しなかった（図省略）。このことか

らATP投与によるrestore効果はvoltage－

dependentなCa2＋チャネルを介して起るもの

ではないと考えられる。

　さらに，交感神経節細胞にはpurinergic－

receptorの存在があると考えられている25）。し

かし，purinergic・receptorには3種類あるこ

とが知られている。交感神経節細胞での

purinergic－receptorの型を調べてみると，本

実験で使用しているカフェインのようなキサン

チン誘導体の存在下でもATPの脱分極性応答

が出現する。そのほかATPおよびADPの投

与によってのみプロカインで阻害されたRMH

の振幅がコントロールのレベルまでrestore

し，他のアデノシン誘導体（アデノシン，c－AMP，

c－GMP）ではrestoreしないものがあった。こ

のことから，このrestore効果はPrreceptor

を介して起るものでなく，P2・receptorを介し

てこの効果が出現するものと考えられる。

　今後，caffeine－induced　RMHに対して種々

の局所麻酔剤の作用を調べ，さらに，局所麻酔

剤による阻害効果をrestoreするATP，　ADP

の投与により細胞内Ca2＋イオン濃度が増大す

る機序としてphospholipase　C（PLC）の活性

化が起り，それに引き続いてイノシトール1，

4，5－3リン酸（IP3）の産生が考えられるの
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でこの点についても詳細に検討することが必要

であろう。

結 論

　ウシガエル交感神経節細胞にカフェインを投

与するとrhythmic　membrane　hyperpolari－

zation（RMH；Ca2＋activated　GK＋）が発現す

る。この応答がどのような機序によって起るの

かを細胞内Ca2＋・ストアーからのCa2＋の放出

をするCa2＋イオンチャネルを阻害するライア

ノジンやその誘導体，及び局所麻酔剤を使用

し，細胞内記録法で検討した。

1．Ca2＋－induced　Ca2＋－release（CICR）の機構

に特異的に作用し，Ca2＋チャネルを開口固定す

るといわれているライアノジンおよびライアノ

ジン誘導体によってcaffeine－induced　RMH

は非可逆性に阻害された。

2．同じく，CICRの機構を阻害するといわれ

ているプロカインの投与によってcaffeine・

induced　RMHは可逆性に阻害された。

3．他の局所麻酔剤コカイン及びリドカインを

投与するとcaffeine・induced　RMHはコカイ

ンでは阻害されたが，リドカインではほとんど

阻害されなかった。このことよりcaffeine－

induced　RMHはエステル型局所麻酔剤（プロ

カイン，コカイン）では阻害され易いが，リド

カインのようなアミド型局所麻酔剤では阻害さ

れ難いことが示唆された。これら3種類の局所

麻酔剤のRMHに対する阻害の強さはプロカイ

ン〉コカイン〉リドカインの順であった。

4．スパイクやminiature　spontaneous　syna－

ptic　potentialなどの電気的応答にたいしては

3種類の局所麻酔剤とも同様な阻害効果を示し

た。

5．プロカインで阻害されたcaffeine・induced

RMHは，アデノシン誘導体のATP，　ADPの

投与でのみRMHの振幅はコントロールのレベ

ルまでrestoreした。しかし，他のアデノシン

誘導体（アデノシン，c－AMP，　c・GMP）ではプ

ロカインによる阻害効果に対して何の効果も示

さなかった。
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　　以上の結果より，交感神経節細胞にも筋細胞

に在るCICR機構が存在することが示唆され

た。また，局所麻酔剤によって阻害された

caffeine・induced　RMHがATPやADPの投

与でrestoreする機序については，交感神経節

細胞のP2－receptorを介して起るのではないか

という事が考えられる。
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