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研究成果の概要（和文）：我々は利尿剤のスピロノラクトン(SP)が血管平滑筋の細胞内Ca2+濃度 ([Ca2+]i) の上昇を
示す事を報告している。本研究はその詳細な機構の解明を目的とした。IP3受容体は[Ca2+]iの変動には関与しなかった
。スラミンの実験から G蛋白受容体の関与が推測された。各種蛋白キナーゼの検討では、PKAのみ部分的に関与するこ
とが示唆された。また、細胞内ステロイド受容体の一部を阻害すると、この[Ca2+]i上昇は部分的に抑制された。以上
からSPは細胞内受容体に結合する以外に、細胞膜G蛋白受容体に結合する可能性が示唆された。本研究はSPのようなス
テロイド類似物の情報伝達研究に新しい知見を与えうる。

研究成果の概要（英文）：We reported that spironolactone(SP) induced an increase in intracellular Ca2+ 
concentration ([Ca2+]i) in rat testicular arterioles. In this study, we further investigated the 
mechanism of SP-induced [Ca2+]i dynamics. The increase in [Ca2+]i induced by SP was inhibited in 
extracellular Ca2+-free conditions. In contrast, U73122 did not affect this [Ca2+]i increase in similar 
to what was observed for 2-APB. H89 partially inhibited this increase, whereas GF109203X did not. Either 
suramin or NF449, partially blocked these [Ca2+]i increases. Similarily, either mifepristone or flutamide 
partially blocked the SP-induced increase in [Ca2+]i. We suggest that SP-induced increase in [Ca2+]i is 
mediated both by Ca2+ influx from outside and by Ca2+ mobilization from Ca2+ stores, with the former 
being dominant. We propose that SP interacts with both extracellular and intracellular receptors in 
testicular arterioles, which is followed by [Ca2+]i increases that causes smooth-muscle contraction.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
我々の健康を左右する要因の1つに血行動態
がある。各種組織の局所循環を制御している
のは細動脈である。この血管は、内径に比し
て平滑筋層が発達しており自律神経の分布
も多く、臓器内の血流分配機構において重要
な役割を演じている。しかしながら、その径
が細すぎるため (直径 100µm以下)、これま
では生理・薬理実験の対象から外されてきた
のが現状である。利尿剤は利尿作用のみなら
ず、高血圧治療薬のひとつとして用いられて
いる。これまで降圧効果は、利尿による循環
血漿流量の減少に伴う二次的効果と考えら
れてきたが、血管拡張による降圧を示唆する
報告もあり、詳細はよくわかっていない。そ
こで我々は以前に組織学的形態を保ったま
まのラット精巣細動脈を用いて細胞内カル
シウムイオン濃度（[Ca2+]i）の変動を指標と
して、各系統の利尿剤の作用特性の比較検討
を報告した。ヒドロクロロチアジド、フロセ
ミドでは精巣細動脈平滑筋細胞内の[Ca2+]i
の上昇はほとんど認められなかった。これら
に対し、スピロノラクトン (SP：300 µM)で
は律動的反応を伴った二相性の[Ca2+]i上昇
と収縮反応が観察された。研究結果から SP
誘発性[Ca2+]i上昇は細胞内ストアからの放
出と細胞外からの Ca2+流入によって起こるこ
とが示唆されたが、詳しいメカニズムについ
てはよくわかっていない。 
SP の基本骨格はステロイドと同じである。ま
た、構造的にプロゲステロンと類似している
ため性ステロイドの受容体と相互反応する
と言われている。さらに、SP は鉱質コルチコ
イド受容体（mineralocorticoid receptor：
MR）に結合し、アルドステロンの結合を阻害
することにより降圧作用を示すと言われて
いるが血管に対する詳細は不明である。 
 
２．研究の目的 
 
SP においてもその作用機序について鳥瞰
的に整理された図を描くに至っていない（図
の？マ
ーク）。 
また、
降圧剤
として
の適用
もある
SPには
昇圧作

用や血圧上昇などの有害事象は報告されて
おらず、降圧効果の機序を明らかにするため
にはさらなる検討が必要である。 
以上から本研究では、組織形態を保ったま
までリアルタイム共焦点レーザー顕微鏡を
用いて、SPでラット細動脈を刺激し、特に
（１）SP の血管収縮作用にどのような細胞内
カルシウム濃度変動機構が関与しているの
か、（２）単純にアルドステロンを抑制する
作用だけの機序なのか、（３）SP はステロイ
ド骨格を持つ試薬であるが、細胞膜上に受容
体は存在するのか、を明らかにするものであ
る。 
当該研究期間では、ラット細動脈における
SP の細胞内情報伝達系の相関を明らかにす
るため、６段階の到達目標を定めた。 
１） 細胞の[Ca2+]i変動をイメージングでき
る細動脈標本を作製する。 
２） 精巣細動脈標本での Ca2+シグナリング
における SP の役割を決定する。特に、細胞
内に直接入り込むのか、細胞膜受容体に結合
するのかをカルシウムイメージング法によ
って明らかにする。 
３） 細胞内情報伝達系におけるセリン／ト
レオニンキナーゼについて関係性を明らか
にする。 
４） 上記で関係性が認められた場合、リン
酸化の有無をウエスタンブロット法等を用
いて生化学的に検討する。 
５） イメージングに用いた生組織標本を化
学固定し、電子顕微鏡で細動脈の微細構造の
変化を検討する。 
６） 受容体が膜上に存在することが示唆さ
れた場合。SP にタグ（側鎖）をつけたものを
合成し、細胞内に取り込まれないような合成
体を作成する。その作用が元の物質の場合と
どのように異なるかを Ca2+イメージング法等
で検討する。 
 
３．研究の方法 
 
１)  細動脈としてラット精巣細動脈を使
用し、細胞の[Ca2+]i変動のイメージングでき
る細動脈標本を作成し、各種伝達物質や薬剤
が細動脈の各種細胞の Ca2+依存性細胞内情報
伝達系に与える効果について観察、解析する。 
 
２) 細動脈標本での Ca2+シグナリングにおけ
る SP の役割を決定する。特に、細胞内に直
接入り込むのか、細胞膜受容体に結合するの
かをカルシウムイメージング法によって明
らかにする。 



 
３） SP 刺激による[Ca2+]i変動に対し、
[Ca2+]i変動に影響を与えているとされてい
るプロテインキナーゼの反応を検討し、細胞
内情報伝達系におけるセリン/トレオニンキ
ナーゼとの関係性を明らかにする。 
 
４) 上記３）で関係性が認められた場合、
リン酸化の有無をウエスタンブロット法等
を用いて生化学的に検討する。 
 
５) イメージングに用いた生組織標本を化
学固定し、電子顕微鏡で細動脈の微細構造の
変化を検討する。 
 
６） 受容体が膜上に存在することが示唆さ
れた場合。SP に側鎖をつけたものを合成し、
細胞内に取り込まれないような合成体を作
成する。その作用が元の物質の場合とどのよ
うに異なるかを Ca2+イメージング法等で検討
する。 
 
４．研究成果 
 
１）ラット精巣細動脈において、SP (300 µM)
刺激により律動的反応を伴った二相性の
[Ca2+]i上昇と収縮反応が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図中の矢印が二相性を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 秒と 5秒での血管外径の比が減少 
→血管収縮を表している。 
 
２）細胞内外の Ca2+流入について検討したと

ころ、[Ca2+]i変動には細胞内外の Ca
2+が強調

して働いていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３）細胞内ストアからの Ca2+放出が何によっ
て起こるか検討した。PLC 抑制剤の U73122、
および IP3受容体抑制剤の 2-APB 存在下にお
いて SP 刺激による[Ca2+]i変動に変化は生じ
なかった。以上から細胞内ストアからの Ca2+

放出は IP3を介さないものである事が示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
４）次に細胞膜上に受容体が存在するかを検
討した。膜受容体である Gタンパクに関する
実験を行った。Giαの抑制薬である百日咳毒
素でSP刺激による[Ca2+]i上昇は増強された。
また、Gタンパクの抑制薬である suramin、
Gsαの阻害薬である NF449 存在下で SP 刺激
による[Ca2+]i上昇は軽度阻害された。以上か
ら SP は部分的に Gタンパク受容体に結合し
て[Ca2+]i上昇を引き起こす可能性が高い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
５）さらにプロテインキナーゼがこの反応に
関与していないか検討した。プロテインキナ



ーゼ A (PKA)の抑制薬の H89、および adenylyl 
cyclase 抑制薬の SQ22536 存在下で SP 刺激
による[Ca2+]i上昇は軽度阻害された。β受容
体の阻害剤の propranolol 存在下、およびプ
ロテインキナーゼ C抑制薬の GF109203X 存在
下ではこの反応に変化はなかった。以上から、
SP 刺激による[Ca2+]i上昇には、Gタンパクが
関与し、その下流には PKA が関与する可能性
が高いことが示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
６）次に細胞内受容体について検討した。鉱
質コルチコイド受容体刺激薬の aldosterone、
エストロゲン受容体の阻害薬の ICI182780、
および G15 存在下で SP 刺激による[Ca2+]i上
昇に変化はなかった。これに対し、アンドロ
ゲン受容体抑制薬の flutamide、グルココル
チコイド受容体阻害剤の mifepristone 存在
下で SP 刺激による[Ca2+]i上昇は部分的に阻
害された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
７）実験方法の６）に記載されているように
受容体が膜上に存在することが示唆された
場合、SP にタグ（側鎖）をつけたものを合成
し、細胞内に取り込まれないような合成体を
作成し、その作用が元の物質の場合とどのよ
うに異なるかを Ca2+イメージング法等で検討
するという研究を企画していた。薬学部創剤
学ならびに有機合成化学講座で合成を依頼
していたが、研究期間終了時までに合成でき
ず、目的とする実験が途中で終了してしまっ

た。今後合成完了後、引き続き受容体が膜上
に存在するかどうか検証を予定している。 
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