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細胞内Cα2＋濃度に対するカフェインの作用
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　Abstract：Clinically，　methylxanthines　are　known　to　be　potent　bronchodilators．　However，

methylxanthines　induce　contraction　for　many　types　of　smooth　muscle．　To　clarify　this

inconsistency，　we　investigated　the　effects　of　caffeine　on　intracellular　Ca2＋concentration（［Ca2＋］i）

and　tension　in　porcine　bronchial　smooth　muscle．

　Porcine　bronchial　muscle　rings　were　loaded　with　a　Ca2＋indicator　dye，　Fura－2／AM．　The　light

emission　ratio（R340／380）of　Fura－2　was　recorded　to　estimate　the　change　in［Ca2＋］i，and　the

isometric　tension　was　simultaneously　measured　with　a　force　displacement　transducer．　At　the

beginning　of　each　experiment，　changes　in　muscle　tension　and［Ca2＋］i　induced　by　90mM　KCI　were

recorded　as　control　values　（100％）．　Thereafter，　tension　and［Ca2＋］i　were　recorded　under　the

following　conditions：changes　induced　by　histamine（10　6～10　4M），　by　90mM　KCI　or　O．1mM

histamine　in　a　Ca2＋－free　medium，　by　2．5mM　caffeine，　and　by　90mM　KCI　and　O．lmM　histamine　in

the　presence　of　2．5mM　caffeine．　Histamine（10　6～10－4M）induced　concentration－dependent

increases　in　tension　and［Ca2＋］i．　In　the　Ca2＋－free　medium，　the　increases　in　tension　and［Ca2＋］i

induced　by　90mM　KCI　were　significantly　reduced，　but　those　induced　by　histamine　were　not．

Caffeine　itself　caused　transient　increases　in　tensiOn　and［Ca2＋］i．．　Caffeine　SuppreSSed　the　inCreaSeS

tension　induced　by　histamine，　but　it　did　not　suppress　the　increases［Ca2＋コi　indllced　by　histamine．

Caffeine　did　not　affect　the　increases　tension　and［Ca2＋］i　induced　by　90mM　KC1．　Our　data　suggest

that　the　increases　tension　induced　by　histamine　is　mainly　caused　by　the　release　of　stored　Ca2＋and

that　induced　by　high　K＋is　dependent　on　extracellular　Ca2＋．　Caffeine　induces　contraction　and

increase　in　［Ca2＋］i　in　porcine　bronchial　muscle．　However，　caffeine　suppresses　the

histamine－induced　tension　by　inhibiting　the　histamine－induced　augmentation　of　Ca2＋sensitivity　of

the　contractile　proteins．

Key　words　caffeine，　Fura－2，　intracellular　calcium，　bronchial　muscle

緒 言

　臨床的には，カフェイン，テオフィリン等の

キサンチン誘導体が気管平滑筋の弛緩作用を有

し，気道を拡張させることはよく知られてお

り，気管支喘息，気管支痙攣等の治療に頻用さ

れている1・2）。その作用機序は，phosphodi－

esterase阻害によるcAMPの増加等が示唆さ

れている1～3）ものの，いまだ十分に解明されてい

ない。一方，高濃度のキサンチン誘導体は，直
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接作用として血管平滑筋をはじめとする種々の

平滑筋収縮を引き起こすともいわれている4～6）。

この，一見背反するキサンチン誘導体の平滑筋

に対する作用を明らかにする目的で，今回我々

は，蛍光カルシウム指示薬fura－2を用いて，高

濃度KCIおよびヒスタミンによる気管支平滑

筋収縮張力と，その際の細胞内カルシウムイオ

ン濃度（以下［Ca2＋］，）変化を同時測定し，さら

にそれらに対するカフェインの効果について検

討した。

材料と方法

1．実験材料

　屠殺ブタの摘出肺より気管，気管支を切除し

た後，軟骨組織を全周にわたり剥離除去し，直

径4～5mm，長さ6～7mmの気管支平滑筋輪状

標本を作製した。

　次いで，50μ2fura・2／AM（同仁化学研究

所），0．01％Pluronic　F・127（BASF）を溶解し

たPhysiological　Salt　Solution（以下PSS，

pH7．4）中で，3時間，37℃暗所にて処理し，

作製した標本にfura－2／AMを負荷した。PSS

の組成は，140mM　NaCl，4．7mM　KCI，2．5mM

CaCl2，2．5mM　MgCl2，11．1mMブドウ糖，3

mM　4－（2・hydroxyethyl）－1－piperazine－ethane

sulfonic　acid（HEPES，同仁化学研究所）とし

た。

2．実験装置及び測定方法

　1）収縮張力の測定：fura・2／AMを負荷

後，標本を蛍光カルシウムイオン測定装置

（CAF－100，日本分光）上の恒温槽内に，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て張力

トランスデューサー（UL・2GR，ミネベア）に

固定した。輪状標本の張力をこのトランス

デューサーにより等尺的に測定し，血圧用増幅

ユニット（N4438，日本電気三栄）を介してレ

コーダー（RT2108R，日本電気三栄）にて記録

した。

　2）［Ca2＋］、測定：蛍光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
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を，340nmと380nmのフィルター付き回転

板を通して交互に標本に照射することにより二

波長励起を行い，それにより発する組織の蛍光

を500nmのフィルターを介して光電子増倍管

でとらえ，340nm及び380nm励起蛍光強度

を測定し，さらにその二波長励起蛍光強度比

（F340／F380）を張力と共に同時測定記録し

た（Fig．1）。この蛍光強度比の変化を［Ca2＋］，

変化の指標とした。

3．実験手1順

　静止張力を1．Ogとし，標本を固定後，張力

の安定を図り，また細胞内のfura－2／AMが

fura－2に変わるのを待っと共に細胞内外の

fura・2／AMを洗浄除去する目的でPSSで恒

温槽内を潅流しつつ約1時間放置した。

　その後，すべての標本でまずKCI（90mM）

を投与し，それにより発生した収縮張力及び蛍

光強度比の変化を同時測定記録し，以後の測定

値に対する基準値（100％）とした。その後以下

の実験を行った。

　1）ヒスタミン（10－6，10－‘，10－4M）を，各々

標本に投与し，その際の張力および蛍光強度比

を測定した。

　2）潅流液をCa2＋を含まない溶液（Ca2＋－

free　PSS，組成：140mM　NaCl，4．7mM　KCI，

2．5mM　MgCl2，11．1　mMブドウ糖，3mM

HEPES，1mM　EGTA）に交換後，各標本に，ヒ

スタミン（10－4M），　KC1（90mM）を投与し，

それぞれの張力及び蛍光強度比を測定した。

　3）カフェイン　（2．5×10－3M）を溶解した

PSSを潅流し，その際の張力および蛍光強度比

を測定した。っいでカフェイン存在下で，各標

本に，ヒスタミン（10－4M），　KCI（90mM）を

投与し，同様に張力及び蛍光強度比を測定し

た。

4．統計学的処理

　分散分析にて，正規性および等分散性を認

め，Duncan　New　Multiple　Rangeを用いて有

意差検定を行った。
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Fig．l　Schematic　diagram　of　the　experlmental　apparatus．　The　bronchial　musle　tube　（ring）　was

　　　　　　mounted　on　two　tungsten　hocks，　one　of　which　was　glued　to　the　arm　of　a　force　displacement

　　　　　　transducer．　Two　wavelengths　of　excitation　light（340nm　and　380nm）were　obtained　from　a

　　　　　　xenon　lamp　source．　Surface　fluorescense　of　the　tube　was　introduced　through　a　500nm　band　pass

　　　　　　filter　into　a　photomultiplier．
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Fig．2　Changes　in［Ca2＋］i　and　tenSiOn　indUced　by　various　cOnCentratiOn　Of　histamine．

　　　　　　Histamine（10－6～10－4M）induced　concentration－dependent　increase　in　tension　and［Ca2＋］i．

　　　　　　Data　are　presented　as　mean±S．D．．

　　　　　　＊＊p〈0．Ol　compared　with　values　induced　by　histamine　lO－6M．

　　　　　　＊p〈0．05compared　with　values　induced　by　histamine　10－5M．
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実験結果
1．ヒスタミン（10－6，10－5，10－4M）の効果

　ブタ気管支平滑筋においては，ヒスタミン投

与により収縮張力が発生し，またそれにともな

い　［Ca2＋］iの増加が認められた。収縮張力と

［Ca2＋］iの両者ともヒスタミン濃度依存性に増

大した（Fig．2，　Table　1）。

2．細胞外Ca2＋除去の影響

　細胞外Ca2＋を除いた溶液中における，ヒス

タミン刺激による張力と［Ca2＋］、変化のピーク

には，対照群との間に有意差を認めなかった

（Fig．3，　Table　2）。一方，　KCI刺激により発生

岩医大歯誌　19：75－83，1994

した収縮張力は，細胞外Ca2＋を除去した場合，

基準値（100％）に対して，平均16．3％と有意な

減少を示した。その際の［Ca2＋］iも同様に平均

19．3％と著明に抑制された（Fig．4，　Table　2）。

3．カフェインの効果

　カフェイン投与では，その直後より　［Ca2＋］i

および収縮張力の一過性の増加が認められた

（Fig．5，　Table　2）。カフェイン存在下のヒスタ

ミンによる収縮張力は，対照32．4％に対して，

カフェイン投与中は11．9％と有意に抑制され

た。しかし，その際の［Ca2＋］、の増加には有意

差は認められなかった（Fig．5，　Table　2）。高濃

度KCI投与では，収縮張力および［Ca2＋］i増加

Table　l　Changes　in［Ca2＋］iand　tension　induced　by　histamine．　Values　are　expressed　as％of　each

　　　　response　to　those　induced　by　90mM　KCI　which　was　performed　at　the　beginning　of　each

　　experlment．

Histamine（M）　　　　　Tension（％） Ratio（％）　　　　　　　　　　　Nb

10－6

10－5

10－4

　1．250±1．Ol3a

11．075±7．376＊＊

32．476±14．404“’＊

66．717±14．669

　13．912±21．156

139．31±29．Ol6＊＊’＊

“Mean±S．　D．．

bNumber　of　bronchial　muscle　rings．

　
　
0

00

0
0

　
　
1

＊＊ p〈0．01compared　with　histamine　l　O－6M．

＊p〈0．05compared　with　histamine　l　O－5M．

Table　2　EffeCts　Of　variOus　treatmentS　On［Ca2＋］iand　tenSiOn　in　porcine　brOnChial　muscle．　Values　are

　　　　expressed　as％of　each　response　to　those　induced　by　90mM　KCL

　　　　Treatment　　　　　　　　　　Tension（％）　　　　　　　　　　Ratio（％）　　　　　　　Nb

KCl，90mM
　（control）

KCI，90mM
　in　Ca2＋－free　PSS

KCI，90mM

100

16．331±14．335a＊

98．345±32．574

100

19．337±11．663＊

85．088±16．201

10

8

8
under　caffeine，2．5mM

Histamine，10　4M

　（control）

Histamine，10－4M

　in　Ca2＋－free　PSS

Histamine，10－4M

　under　caffeine，2．5mM

32．476±14．404

32．389±16．496

11．867±5．ll5

139．31±29．Ol6

117．24±47．776

139．529±19．945

10

6

7

Caffeine，2．5mM 19．273±10．8　　　　　　　　　　　　　　21．52±6．738

　　　　aMean±S．　D．．

　　　　bNumber　of　bronchial　muscle　rings．

　　　　　＊p〈0．05compared　with　control．

8
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の両者ともカフェインの投与によってやや抑制

される傾向を示したものの，基準値に対して有

意差は認められなかった（Fig．5，　Table　2）。

考 察

1．細胞内カルシウムイオン濃度測定法につい

て

　種々の平滑筋の収縮・弛緩に際し，細胞内カ

ルシウムイオンは重要な役割を担っているが，

従来，平滑筋張力と同時に［Ca2＋］iを測定する
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ことは非常に困難であった。しかし1980年以

降，Grynkiewicz，　Tsienら7）｝こよりfura－2に代

表される蛍光カルシウム指示薬が開発され，平

滑筋収縮の作用機序が明らかにされてきた。

［Ca2＋］iの絶対量はfura－2による蛍光強度比お

よびfura－2とCaの解離定数を基に計算され

るが，近年，細胞内ではfura－2の大部分がタン

パク質と結合し，Caとの解離定数が大幅に増

加することが問題となった8）。

　そのため，我々は実験の開始時に各々の標本

［コ　Tension

■Ratio

　　　　　　　　Histamine　　　Histamine
　　　　　　　　（control）　　　　　（Ca2＋－free）

Fig．3　Changes　in［Ca2＋］i　and　tension　induced　by　histamine　10　4M　in　Ca2㌔free　PSS．

　　　In　Ca2＋－free　PSS，　histamine　produced　similar　increase　in　tension　and［Ca2＋］i（ratio）compared

　　　with　controL
　　　Ratio（R340／380）was　recorded　to　estimate　changes　in［Ca2＋］｛．

　　　Data　presented　as　mean＋S．　D．．
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Fig．4　Changes　in［Ca2＋］i　and　tension　induced　by　90mM　KCI　in　Ca2＋・free　PSS．

　　　In　Ca2＋－free　PSS，　increase　in　tension　and［Ca2＋］i　were　significantly　reduced．

　　　Data　presented　as　mean十S．　D．．

　　　＊＊p〈0．Ol　compared　with　control　values．
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Fig．5　EffectS　of　Caffeine　On［Ca2＋］i　and　tension，　and　them　induced　by　histamine．

　　　Caffeine　caused　increase　in　［Ca2＋］i　and　tension．

　　　Caffeine　suppressed　tension　induced　by　histamine，　but　it　did　not　affect［Ca2＋］i　induced　by

　　　histamine．
　　　Data　presented　as　mean十S．　D．．

　　　＊pく0．05compared　with　control　values．
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Fig．6　Effects　of　caffeine　on［Ca2＋］i　and　tension　induced　by　90mM　KCL

　　　No　statistical　significant．

に高濃度KCI（90mM）を投与し，その際の蛍

光強度比の変化を基準値（100％）として，相対

的な［Ca2＋］、の変化量を評価した。

2．細胞外カルシウムイオン除去の影響につい

て

　高カリウム溶液を投与した場合，細胞膜の脱

分極により細胞膜上の電位依存性カルシウム

チャンネル（VOC：voltage・・operated　caluci－

um　channel）が開口し，細胞外Ca2＋が流入し

平滑筋収縮が引き起こされる9）。今回の結果で

も高カリウムの投与により収縮張力および

［Ca2＋］、の増大が認められ，また，細胞外に

Ca2＋がない場合にはその両者とも著明に抑制

された。この結果により，気管支平滑筋におい

ても，高カリウム投与時の収縮は細胞外からの

Ca2＋流入が主体となって惹き起こされること

が確かめられた。

　一方ヒスタミン刺激に伴う平滑筋収縮につい

ては，Moriら6）が，ブタ冠動脈平滑筋のヒスタ

ミンによる収縮に際し，細胞内貯蔵部位（筋小
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胞体など）からの細胞質内へのCa2＋放出を収

縮機構の一っに挙げながらも，細胞外からの

Ca2＋流入およびCキナーゼ活性化を介する収

縮タンパクのCa2＋感受性増加をもう一っの収

縮機構として挙げている。すなわち，ヒスタミ

ンはH1受容体を介してホスファチジルイノシ

トールリン脂質（PI）代謝回転を引き起こし，

イノシトール1，4，5三リン酸（IP3）と1，

2一ジアシルグリセロール（DAG）が生成され

ることが知られている1°）。しかもIP，は細胞内

Ca2＋貯蔵部位からのCa2＋遊離を促し
（IP3－induced　calucium［release：IICR），　DAG

はCキナーゼを活性化することにより収縮タ

ンパクの感受性を増加させる11）。また，受容体

刺　激　に　よ　　りROC（recaptor　operated

channel）が活性化され細胞外からCa2＋が流入

されることも知られている。

　今回の我々の結果では，ヒスタミン刺激の場

合，細胞外Ca2＋を除去してもその収縮張力お

よび［Ca2＋］iの変化のピークは対照に比較して

有意差を認めなかった。このことから，ブタ気

管支平滑筋においては，ヒスタミンによる収縮

の際の［Ca2＋］、の増加は，細胞外Ca2＋の流入に

由来するものは少なく，細胞内貯蔵部位からの

細胞質内へのCa2＋放出が大きく関与している

ことが間接的に示唆された。

3．カフェインの効果について

　多くの平滑筋において，カフェインは細胞内

貯蔵部位のカルシウムチャンネルを開ロし

Ca2＋を放出させ筋収縮を引き起こすことが知

られている4～6）。しかしながら，カフェインは，

臨床的に，気管支平滑筋においては弛緩作用を

有し，気道を拡張させる。

　今回の我々の結果では，他の種々の組織にっ

いての多くの報告と同様に，ブタ気管支平滑筋

においてもカフェインは一過性の収縮を惹き起

こし，その際同様に［Ca2＋］、の増加を認めた。

気管平滑筋に対するカフェインの直接作用には

種差があり，Chideckelら12）は，モルモット気

管平滑筋ではカフェインの投与により終始平滑

筋の弛緩反応が得られたが，ヒト気管平滑筋で
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は，特に高濃度カフェイン投与の際，一過性の

収縮とそれに引き続く弛緩反応が見られたと

し，またその一過性の収縮は小胞体などの細胞

内貯蔵部位からのCa2＋放出によると推論して

いる。さらにSmallら13）はモルモット気管平滑

筋にキサンチン誘導体を投与した場合における

収縮反応の欠如にっいて細胞内貯蔵部位からの

Ca2＋放出と同時に何らかの弛緩作用が生じる

ためとしている。いずれにせよカフェインによ

る気管平滑筋弛緩作用はそれのみが単一の機序

で起こるのではなく，他の平滑筋と同様に細胞

内貯蔵部位からのCa2＋放出が生じていると考

えられる。

　今回の我々の実験では，カフェインによる気

管支平滑筋収縮に際しての　［Ca2＋］，の由来は明

らかではないが，ヒト気管平滑筋での報告12）と

も考え合わせると，カフェインをはじめとする

キサンチン誘導体の臨床的な気道拡張作用は確

立しているとはいえ，それに先立って一過性に

気管平滑筋収縮が生じうる可能性は否定できな

い。

　次に，カフェインによる種々の刺激薬の平滑

筋収縮の抑制にっいてであるが，今回の結果で

は，高カリウム投与による脱分極刺激で生じた

収縮張力および［Ca2＋］、に対しカフェインは有

意な抑制作用を示さなかった。この時の［Ca2＋］、

の変化は細胞膜を介するCa2＋の流入，流出を

総合的にとらえているため直接的な証明にはな

らない。しかしながら，本実験結果より，ブタ

気管支平滑筋においてはカフェインは細胞膜に

存在する電位依存性カルシウムチャンネル

（VOC）に対してほとんど影響を与えないこと

が推察された。

　また，受容体刺激薬としてヒスタミンを用い

た場合の気管支平滑筋収縮に与えるカフェイン

の影響については，その抑制作用機序として，

先に述べた如く気管平滑筋においてもカフェイ

ンが細胞内貯蔵部位からのCa2＋放出を惹き起

こしているためであろうと考えられる。このこ

とは，Chideckelら12）が，カフェイン投与後，ヒ

スタミンやメタコリン等の受容体刺激を与えて
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も，十分な収縮反応を引き起こすのに必要な

Ca2＋が既に枯渇しているためであろうとして

いることからも推察される。カフェインの気道

拡張作用の機序としては，以上のほかにホス

フォジエステラーゼ阻害によるcAMPの増加，

カテコールアミンの放出，［Ca2＋］、の変化，アデ

ノシンレセプターのブロック，プロスタグラン

ディン生成阻害など1～3）が考えられている。

　一方，平滑筋の収縮，弛緩反応においては，

Cキナーゼのように，活性化して収縮タンパク

の感受性を増加させる，［Ca2＋］、に依存しない

調節因子があり14），さらに細胞質中のcAMP，

cGMPなどによっても調節を受けているとさ

れている。

　今回の我々の結果では，カフェインは，それ

自体が気管支平滑筋に対し収縮張力を生じさ

せ，同時に［Ca2＋］iを増加させたものの，ヒス

タミン刺激に対してはその［Ca2＋］、の増加の抑

制を伴わずに収縮張力を有意に抑制した。この

結果より，ブタ気管支平滑筋において，カフェ

インは，その作用がどの経路を介するものかは

今回の実験結果では明らかでないが，［Ca2＋］、

変化に依存しない収縮力抑制作用を持っことが

強く示唆された。

結 論

　ブタ気管支平滑筋における高カリウム，ヒス

タミン刺激による収縮張力およびその際の

［Ca2＋］i変化，それらに対するカフェインの作

用について蛍光カルシウム指示薬fura・2を用

いて検討し，以下の知見を得た。

　1．ヒスタミン刺激によるブタ気管支平滑筋

の収縮張力および［Ca2＋］iはヒスタミン濃度依

存性に増加した。

　2．細胞外Ca2＋を除いた溶液中では，ヒスタ

ミン刺激では収縮張力及び［Ca2＋］、変化とも対

照と比較し有意差を認めなかったが，高カリウ

ム刺激ではその両者とも著明な減少を示した。

　3．カフェイン投与により，一過性に収縮張

力が生じ，同時に［Ca2＋］、の増加が認められた。

　4．カフェインは，高カリウム刺激により発
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生した収縮張力および［Ca2＋］、増加に影響を与

えなかった。

　5．カフェイン存在下のヒスタミン投与は，

収縮張力に有意な減少を示したが，［Ca2＋］i増

加には影響を与えなかった。

　以上のことから，ブタ気管支平滑筋におい

て，カフェインはそれ自体［Ca2＋］、増加に伴う

収縮作用を示したが，脱分極刺激による収縮の

抑制作用は見られなかった。また，ヒスタミン

受容体刺激に対しては，［Ca2＋］、に依存しない

収縮抑制作用を持っことが示唆された。

　本研究の要旨は第40回日本麻酔学会総会

（1993年4月，盛岡）において発表した。また本

研究の一部は平成3年度科学研究費補助金一般

研究C課題番号03670955によって行われた。
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