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英文抄録

The mechanisn1s of hepatocyte injury caused by exogenous superoxide ¥iVer 

investigated using cultured rat hepatocytes. Cell viability , cytosolic free calciurn 

concentration ([Ca2十J j ) ， and cell surface slructure were observed. Superoxide 

was produced by adding hypoxanthine and xant:hine oxidase to the buffer. 

[Ca2+Jj ¥tvas calculated by ratio ﾏlnaging of fura-2 fluorescence using 

multiparan1eter cligit切d 1nicroscopy. 1n the buffer containing 1.27 1n1¥l1 of 

calcium , lactate dehydrogenase relcase into the buffer began to increase at 1 

hour and reachcd a plateau at 5 hours. Eighteen minutes after the additioll of 

hypoxanthine and xanthine oxidase , slnall blebs were recognized on the cell 

surface ¥iVith a scanning electron 111icroscope , after which a gradual rise in [Ca2+Ji 

was observed. Thirty minutes afler exposure to superoxide , large blebs ¥iVere 

recognized with a phase contrast 1nicroscope , when [Ca2+Jj had risen to about 700 

nM. Depriving the buffer of calciurn (< 10μ1v1) significantly suppressed bleb 

formation and cell death , and [Ca2+Jj ¥iVaS found t:o remain around the basallevel 

(200 nM). When ethylene glycol-bis (号aminoethylether)-

N ,N ,N' ,N'-tetraacetic acid was added to the buf:fer, bleb formation and cell death 

were more effectively suppressed , and [Ca2+Jj decreased. Superoxide dislTIutase 

combined with catalase or nifedipine allowed the hepatocytes to maintain their 

viability and suppressed[Ca2+Jj elevation. Calpeptin , a Ca2+ -dependent neutral 

protease inhibitor , did not affect the rise in Ca2+:. but did prevent cell injury. もiVe

concluded that cell injury caused by superoxide is initiated by influx of calcium 

and that the resultant activation of Ca2+-dependent protease may play an 

important role in bleb formation and cell death. 

KeyWords: I-Iepatocyte , Superoxide , Cytosolic free calcium , Beb formation , 

Cell viability. 



抄録

ラット培養肝細胞を用いて、活性酸素 (SO) による肝細胞傷害のメカニズムについ

て検討した。特に、細胞のviability、及び細胞膜の形態変化を細胞質内自由Ca2+濃度(

[cf]i) との関連において観察した。 SOはbufferにflypoxanthine (I-叔)とxanthine
oxidade (XO) をそれぞれ最終濃度が250μM 、 75rllU /rn1となる様に添加することに

よって発生させた。 [Ca2十J，は111tlltiparalneler digitized rnicroscopyを使用し、 fura-2
の蛍光画像の比より計算した。1.271nlvIのCa2+を含むbuffer中でI-IXとXOを添加すると

1actate dehydrogenase (LDI-I)は添加 1 時間後より buffer中に放出されはじめ、 5時

間後にはプラトーに達した。1-IX とXOの添加18分後には電顕にてsrnall b1e bが観察され

るようになったが、 [Ca2+]iはほぼ同時間より上昇し始めた。そしてSO発生30分後には

[CaH]iは約700n11まで上昇し、光顕でも観察できる 1arge b1ebが出現した。 Buffer中に
Ca2+を添加しなければ、 Ca2十 はSO発生前の約200n1rj[にとどまり、 blebの形成と細胞死
は有意に抑制された。 Buffer中にEGTAを添加すると [Ca2+J j は低下し、 blebの形成と細

胞死はさらに抑制された。 Superoxide disrnutase と catalase、あるいは nifedipine を

buffer~こ添加すると[Ca2+] i の上昇と細胞傷害とは抑制された。また、 calpeptin (Ca2+ 

依存性中性 protease inhibitor) をbufferに添加すると[Ca2+] i の上昇は抑制されなかっ

たが、細胞傷害は抑制された。以上より、 SOによる細胞傷害は細胞外より細胞内に

Ca2+ が流入することによって始まり、その結果としてCa2+依存性のproleaseが活性化
されblebの形成と細胞死が進行することが示唆されたD



緒 言

Ca2+は虚血・再潅流傷害において重要な役割を果たしていると考えられている 1 ) 。細

胞毒による肝細胞傷害についても、 Ca2+の役割jが種々のモデルで研究されてきた 2) ー 7 ) 。

細胞外にCa:2 +を添加した場合に細胞傷害が憎強するという観察から "Ca2+ 

depcndence of toxic cell death" という概念が提唱された 2 ) 。即ち、細胞膜が傷害を
受けると、電気化学的な急なCa2+勾配にそってCa:2十が細胞内に流入し、これによって傷

害が進行すると考えられた。しかし、逆に細胞外のCa2 十の存在が保護的に働くという報

告 3) もあり、肝細胞傷害におけるCa2+の役割については議論されているところである。

細胞傷害時の[Ca:2つi の変動については、 glycogen phospholylase 活性、 phopholipase

Aっ活性、 non-lYSoSOlTlal proteinasc 活性、などをモニターすることによる間接的な測

定 8) ー 1 0) が試みられてきた。近年、蛍光プローブである fura-2 を利用することにより

直接的な[Ca2+J j測定が可能となり、種々の肝細胞傷害モデルにおいても報告がみられる

ようになった。 Lelnasters らはcyanide とiodoacetate を用いたchelnical hypoxiaのモ

デ、ルにおいて[Ca2+J j を測定し、細胞表面にblebが形成される時あるいは細胞傷害が進行

する時に[Ca2+] iは変化しないことを示した の 。しかし、相反する結果が他の施設から報
告されている 1 1 ) ー 1 4) ロ今回の研究は、 superoxide による肝細胞傷害における [Ca2+] i

の役割を明らかにすることを目的として行なった。

材料と方法

材料

Hypoxan thine Cl-IX)、 xanthinc oxidase α0) 、 horse heart cytOChr0111e C 、

s uperoxide dismutase 、 catalase はSigllla Chelniα1 COlnpany CSt.Luis , 110 , USA) よ

り購入した。 Willliams' E mediu111 はICN Biomedicals CCosta 11esa, CA , USA) より

購入した。 Col1agenase は和光純薬より、購入した。 Fura-2 とfura-2-A1iは同仁化品

より購入した。 Nifediopine はバイエル薬品より供与された。 Calpeptinは大阪大学第

一外科の上林純一博士より供与を受けた。

ラット肝細胞の分離と培養

肝細胞は体重180g-220gのvVistar系雄性ラットよりSeglen の方法に準じた

collagenase 潅流法にて分離した 1 5 ) 、 1 6 ) 。分離した肝細胞は5% fetalcalfscnun 、

10n11 dexamethasone 、 100ni\t1 il1sulin を含む vVil1iarns' E l1 lediu111 中に5 X 105 

cells/mlとなるように調整し、 collagen coat したcover glass 上で95% air 5% C02の

条件で24時間培養した。



細胞内Ca2十の測定

培養肝細胞を 5μM のfura-2-ANIを含むEagle's lninimun1 cssenliallnediulll 中で

1 時間、 37 0 C でよ音養し、 fura-2を負荷した。培養肝細胞を I{rebs-l-Ienseleit-HEPES 

buffer (Ca2+: 1. 271n1\1)で3回洗浄し、顕微鏡のslage にのせた。 [cd+] iは

111ultiparan1eter digitized lnicroscopy (Argus 100、浜松フォトニクス)で測定した。

このシステムでは、励起光による肝細胞の pholobleaching と photodarnage を最少

にするため、 COlllpule r制御によるシャッターを使用した。またneutral density filler 

も使用した。 Fura-2 を負荷した肝細胞に340n1\1 (Ca2+感受性)と380n 1\ 1 (Ca2 +非感

受性)の励起光を照射し、その蛍光像よりそれぞれbackgrouncl を足し引いたものを

pixelごとに演算して蛍光強度の比を求めた。標準曲線は、 EGT1\ と fura-2 を含む

HEPES buffe r を用いて求めた l í)。

実験系

肝細胞にfura-2 を負荷した後、回(と XO を添加し、その後 3 分毎に、 [Ca2+J j を測疋

し、同時に光顕にて形態の変化を観察した。さらに 2 %glutaraldehyde と 2%

osmiUll1で固定し、走査電顕(日立製作所)で細胞表面の変化を観察した。 HXと

XOを添加した後の肝細胞のviabilitvは、 buffcr中 に欣出されるLDfI活性で評価した。

LDH 活性はUnikit (中外製薬)を用いて酵素的に測定した。 LDH の最大放出量は、

肝細胞を 3 回凍結融解した後に遊離された量と定義した。各実験でのLDI-I活性は、最

大放出量に対するパーセントで示した。 1企〈とXOを混合した時に発生するsuperoxid

の定量は、 cytochrome C法で測定した 1 8) 。 すなわち、 cytochr0111e Cの存在下で

HX とXOを混合した時の550n1\1の吸光度の変化を 1 分間測定し、その勾配より求めた。

細胞外Ca2+の影響を調べるために、 Ca2+を添加しないK.rebs-Henseleit-HEPES

buffer 、あるいは、 Ca2+を添加せず、0.5n11\1 のEGTAを添加したbufferを使用して同様

の実験を行った。さらに、 superoxide dismutase と cat: alase (各 10-1000lT In11) 、

nifedipine (1μM) 、 calpeptin (細胞膜透過性Ca2+依存性protease inhibitor , 

10-100μM) の効果を調べた。いずれも、 superoxideの発生直前にbuffer~こ加えた。

統計学的処理

各群聞の有意差検定には分散分析法 (ANOV}-\ ， analysis of variance )を用いた。い

ず、れも有意水準を危険率 5% とした。本文中の数値および図中の表示は、平均±標準偏

差であらわした。

結果



Superoxide発~

250μMのIIX と、 25 、 50 、 75 rnU/1nlのXOを混合すると、それぞれ3.97 、 7.96 、

12.5μ11/1ninute のsuperoxideが発生した (Fig.1.) 。以下の実験では75 rnU /1n1の

XOを使用した。

肝細胞のviabilily、 [Ca 叶i、形態変化

HX とXOを添加した時、 bu[[er 仁11 に放出されるLDH活性は、添加後0.5、1. 0 、 3.0 、

5.0時間でそれぞれO、 39 、 75 、 95%であった (Fig.2.) 0 [Ca 2 ト J i の初期値は約
200n1\1で、トIX とXOの添加18分後よりヒ界しはじめ30分後には約700n1\1に達した(

Fig.3.) 。走査電顕にて18分後にはslnall bleb が観察され、 21分後には1arge bleb が光

顕上観察された( Fig. 4.) 0 30分後には、その大きさも数も増大した。 [Ca 2+J 1 と細胞
膜に形成されたb1ebの間には相関が認められた。 Superoxide発生21分後、 [Ca :2十J i の上

1ーが観察された肝細胞のほとんどに光顕上b1ebが認められた。

Ca 2+ 非添加の効果

Ca 2+を添加しなし)bufferを用いると [Ca 2+J 1はHX とXC)の添加 3 0 分後まで上昇しな

かった。さらにbuffe rにEGTAを添加すると、 [Ca 2+] iは徐々に低下した( Fig.3. )。

Buffer中のCa 2+を 1.27m1\1 とすると由C とXOの添加30分後に 570~の肝細胞表面に1arge

b1ebが観察されたのに対し、 Ca 2+を添加しなしユbuffer中では、 260ó'の細胞の表面にの

み1arge b1ebが観察された。さらにbu[ferにEGTAを添加すると、 1arge b1ebの観察され

る肝細胞は100~にまで減少した( Fig. 5. )。細胞外のCa 2+の有無に関わらず、 LDHは

由ぐとXOの添加30分後まで放出されなかった。 superoxideの発生はCa 2+を添加しない

場合でも( 11.6μM/min )、 Ca 2+を添加せずEGTAを添加した場合でも( 11.6 

μM/min )影響されなかった。

SODとcatalaseの効果

SODとcatalaseは用量依存性にLDHの放出を有意に抑制し(対照: 61 O~、 10 lT /rn1 : 

62%、 100 U /ln1 : 31 ?~、 1000 U /ln1 : 00;) 、 1000 U/m1では[Ca 2+J 1の上昇も抑制さ
れた ( Fig. 6.) 0 Superoxidcの発生は1000 U/1nlの存在下で完全に抑制された( 1.7 

μNI/min )。

Nifedipineの効果

HX とXOの添加 3 時間後にbuffer中に放出されるLD日は、 1 jA1\1 のnifedipine の存在

下で部分的に抑制され(対照: 670;、 nifedipine : 390ム)、また[Ca 2+] iの上昇も抑制さ



れた( Fig. 7')0 Superoxideの発生はnifcclipine の存在により影響を受けなかった(

11.9μ~1/1nin ) 。

Ca 2+依存性prolease inhibitor の効果

30μMのcalpeplinの存化ドで日〈とXOをbuffcr に添加すると、 LDI-Iの放 lj l は有怠に

抑制された。しかし100μMの calpeptinの存伝下ではLD日はさらに上昇した(対照:

5300 、 10 }tÌ\I: 51 0ム、 30μ 1\ 1 : 320~、 100μ1\'1 : 75 0ム ) 0 Blebの形成も30μM の

calpeptin の存在下では抑制された。しかし[Ca :24l iの上昇は抑制されなかった (Fig. 8. )。

Calpeptin の存在によってもsuperoxidcの発生は抑制されなかった (ll.l }t1\l/nün) 。

考案

以前より種々の臓器の虚血 ・ 再潅流傷害においてCa~+が非常に重要な因子であること

が報告されている 1 ) が、最近、培養細胞の[cd+] iが測定可能となり、その病態をさらに

詳細に検討することができるようになった。培養肝細胞に対して肝毒性を有する薬剤を

添加すると、傷害を受けた細胞の[Cap]iは上昇し、これがphosph olipaseやCa2+依存性

のprotease を活性化し、傷害が進行することが示されている 1 9 ) ー 2 1) 。 虚血・再潅流

傷害においても同様なメカニズムが考えられているが、 Len1asters ら 5 ) はI{CN と

iodoacetate を用いたchenlical hypoxia の実験系で、肝細胞傷害の進行が[Ca2+] i の上」ι

なしに起きることを示し、虚血 ・ 再濯流傷害におけるCa2+の役割に疑問がもたれている。

方、 McCord 22) は虚血・再瀧流傷害の原肉としてsuperoxideの関与を提唱した。す

なわち、 一定時間の虚血後組織を再港流すると、虚血中にadenine nucleotides の分解

産物として産生されたhypoxanthine(HX) からxanthine oxidaseCXO) によって

superoxideが生じ、これが血管内皮細胞などの細胞を傷害するという機序である。そ

こで、本研究では培養肝細胞に1-IX とXOとを添加し、 superoxide を発生せしめ、虚血 ・

再潅流傷害のモデルとし、その時の肝細胞傷害の進展と [Ca2+J iの関係を検討した。
培養肝細胞にsuperoxide を添加すると、 1 時間後より buffer中にLDHが漏出しはじ

め、細胞死が見られるようになり、 5 時間でほとんど、の細胞がviabilityを失った。この

系で、細胞死が始まる以前、すなわちsupcroxide発生後30分までの [Ca2+J i の変化と細
胞膜の変化を観察すると、 [Ca2十J iは 18分頃より上昇を開始し、以後比較的急峻に上昇し、

30分では700~800nM となった。 [Ca2+J iが上昇し始めると同時に細胞表面にsl11allble b 

が走査電顕で検出されるようになり、その後光顕でも観察可能なlarge blebが出現した。

しかし、 superoxide発生後30分以内では細胞膜が破綻す‘る細胞はなかった。このよう

に、本実験モデルでは細胞膜表面の変化と[Ca2+]iが相関していることが明らかとなった。

ここでは、 [Ca2+] iが上昇してくるまでに 18分間の時間差がある。現在までに肝細胞の

[Ca2十J iの変化を測定した報告では、 phenylephrine 、 vasopre ssin 、 hepatocyt

grovvth factorなどを添加した場合、数分以内の[Ca2+] iのヒ昇が示されている 2 3) 、 24) 。



これらはレセプターを介したホルモンの生理的な作用で、反応が急速に起こることも珂

解できる。またlcrl-buLyl hydroperoxide による肝細胞傷害モデルでも[Ca2+J jは数分
以内に一過性に上昇し、その後徐々に上昇し細胞死に至っている。同様なradicalによる

細胞傷害で、これらの差が生じた原因は明らかでないが、 radicalの反応性の違いと用い

た肝細胞の倍養時間の走が考えられる。初代収益J]f細胞は24時間以上倍養すると

phe nyle phrineやvasopressinによる [cd t] iの反応が低下、することが知られている 2 :3)。

我々のモデルでは肝細胞は24時間培養したものを川いたが、 tert-buLyl

hydroperoxide による細胞傷書のモデルでは1 fj li ~'J: r~1J倍養したものが用いられた。

ヒ昇した[Ca2+J jの起源を調べるために細胞外Ca2+環境を変更した。 BufferにCa2十 を添

加しない CCa2+く 10μ1\1)と、 [cd+] iは上昇せず、 EGTi\を添加すると [Ca2+J iは徐々に低
下した。本実験モデルにおける [Ca2 十 J iの上昇は細胞内organellaからのCa2+の放山も否定
することはできないが、以 l二の実験結果よりは、仙の報告同様 2 )、 1 4) 、 1 9) 、 25) 、細胞

外より細胞内へのCa2+の流入によって上昇する可能性が高い。したがって、

superoxideが生じると細胞膜に何らかの傷害を起こし、そこで細胞外より Ca2十が徐々

に流入する結果となる。そして、膜表面にはslllall blebができる。このときのCa2+流入

のメカニズムとしては、 Ca2+channelあるいはその仙のメカニズムが考えられるが詳細

は不明である。明らかなことは細胞膜が破壊されたものではないといえるであろう。

次に、 L型Ca2+channel blockerとして知られているnifεdipine を用いたところ、

1μMのnifedipine は[Ca2+J jの上昇とLDHの政出を部分的に抑制した。この現象はCa2+

channel の存在を示唆する結果かもしれないが、現在まで、 BF細胞ではvoltag

sensitive なCa2+ channe 1のイ字在が証明されておらず 2 6) 、 この効果はCa2十 channelを

介さない他のメカニズム、例えばantioxidant としての作用、またphophlipase Aつの阻

宝作用などが関与している可能性も考えらる 2 7) 。

では、 [Ca2+J jが 1二昇した場合、その細胞内で何が起きるか。 Nicotera らは

non-lysosornal proteasesが細胞傷害の進行に重要な役割を果たしていることを報告し

た 20) 0 Ca2+ dependent protease の calpain は最適pHが中性で、 Ca2+によって制御さ

れるnon-lysosomalなcysteine protease として知られおり、種々の細胞でproteolytic

な過程において重要な役割を果たすと報告されている 28) 、 2ω 。 IÍIl小板では

calmod ulin binding proteinやphospholipase A2がαlpainによって崩壊すると報告さ

れている :3 0) 、:3 1) 。さらにactin binding proteinなどの細胞骨絡もCa2+ dependenL 

proteaseの標的になるとされている 3 2) 、 3 3) 。今回の研究で細胞膜透過性のαlpaül

inhibitor であるcalpeptinの効果について調べた。 30μMのαlpeptinはblebの形成と

LDHの放出を有，意に抑制したが、 [Ca2+] iのヒ昇は抑制しなかった。これらの結果と過去
の報告 20) 、 2 1) より、上昇した[Ca2斗 J jが calpain を活性化し、細胞骨格を破壊し、細胞

死に至るものと考えられた。高濃度のcalpeptinは血小板におけるアラキドン酸代謝な

ど種々の細胞機能に影響を及ぼすと報告されている 2 8) 。今回の実験においても 100片山[

のcalpeptinはsuperoxide による細胞傷害を増強した。



結論

Superoxide による肝細胞傷害時には細胞外より細胞内にCa2+が流入することによっ

て[Ca2十J jが上昇し、その結果Ca2+ dependel1t non-lysoso111al proteaseが活性化され、

細胞骨格の構造と機能が傷害されることが示唆された。
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F1GUIlli LEGENDS 

Fig. 1. Produclion of superoxide as a function of X:O concentration. The rate 

of superoxide gcneraUon was assessed by lhe cytochrorne C 111elhod described 

in ﾌ¥/Iaterials and ﾌ¥Iethods. Superoxide produced after addition of HX (fixed at 

250μ Ì\1) and XO at 25 , 50 , culd 75 lnlT /1111 vvere 3.98 , 7.96 , and 12.5μ11/n1in ， 

respectively. 

Fig. 2. Tilne course of hepatocyte clealh a[ler addition of HX and XO. The 

initial rise in LDl-I vvas observed at 1 hour , vvilh lhe re1ease rcaching 950~ of lh 

lotal arnount at 5 hours. 

Fig. 3 Extracellular CalCiUD1 environnlent and chculges in [Ca 2+Jj follovJing 

superoxide generation. 1n the buffervvilh calciuDl , a significant rise in [Ca 2+Jj 

from the basallevel (about 200 n11) was first observed at 18 Dlin , and [Ca 2+Jj 

reached about 700 n1/1 in 30 lnin. 1n thc 1Juffer wilhout added calciuln , [Ca 2+Jj 

was sustained around the basallevel. Furtherrnore , in lhe buffer without 

additional calcium and with EGTA , [Ca 2+Jj decreased. 

Fig.4. Phase contrast microscopic observation of the hepatocytes. (A) 

Hepatocytes just prior to superoxide gcneration. No large blebs are seen. (B) 

~1anyblebsαn be recognized 30 hours after addition of l-IX and XO. (original 

magnification x 400 ) 

Fig. 5. Percentage of cells with large blebs at 30 m_in. 1n the buffer containing 

1.27 m~1 of calcium , 5706 of the cells had blebs on cell the surface. 1n the buffer 

without added calcium , blebs were observed on 26 O~ of the hepatocytes. 1n th 

buffer without additional calcium culd with EGTA, only 100ム of the cells had 

blebs. 

*pく0.01 cornpared with Ca2+(+) 

* *P<O.Ol compared vvith Ca2+ (一)

Fig. 6. Effect of SOD and catalase on LDI--I release and [Ca 2+Jj' (A) LDl-I release 

3 hours after addition of HX culd XO. 1n the presence o[ SOD and calalase (100 

U /rn1 each) , LDH leakage vvas significantly suppressed. 110re cOD1plete 

suppression was observed at100O U/1111 0f each.(B)Change i11[Ca 2+] i ・ The rise 

in [Ca 2+]i was completely suppressed with 100O U/lul o-f SOD and catalase. 

*P<O.Ol compared with control 



Fig. 7. EffccL of nifedipine on LDI-I release and [Ca 2+J j ・ (A) LDI-I releasc 3 hours 

after addition of I--:医 and XO. LDII releasc vvas partially suppressed by nifedipine 

aL 1μ:\1. (B) Change in [Ca 2+Jj The rise in [Ca 2+Jj¥iVaS suppressed by nifedipine at 

lμ1\1. 

*p = 0.077 

Fig. 8. EffecL of a calcillnl clcpendent proLcase inhibitor (calpeptin) on LDI 1 

release ancl [Ca 2+Jj. (A) LDI-I rclease 3 hours afLer addiLion of I-IX and XO. 

Calpe pLil1 al 30μ 1\ 1 significantly sllppressccllhe LD日 release ， whereas a snlaller 

or larger alllOllnL was ineffecLive. (B) Change in [Ca 2+J j ・ The rise in [Ca 勺j vvas 

noL stlpprcssecl aL a11 by calpeptin al 30μ?に1.

*pく0.01 cOlnpared \νith conLrol 

* *P<O.Ol cornpared with control 



15 
，-、

‘qロロE ーJ 

10 、、、

2ミ2‘ 

、-"

5 

。

。 25 50 75 

XO(mU/ml) 

Figure 1 



100 

80 

20 

60 

40 

(
ぶ
)
図
。
]

。

5 3 1 

Time ( hours )i 

Figure 2 

0.5 。



1200 

--[コ 2+- Ca _, (+) 

• Ca 2+( ・)
〆ーー、、

2ロ2 ----tr-Ca 2+ (・) + EGTA 

、ー_.，

，....圃『
600 

F+ 司t伺J 
HXand XO 

....... 

200 

。

-10 。 10 20 30 40 

Time (min) 

Figure 3 



top 

Figure 4 (A) 



top 

Figure 4 (B) 



100 

〆'・h、

と安
80 

、._/

m 4Ucu 2 B 60 

」場=d = 40 

Eq国J d 

20 

。

2+ Ca-' (+) Ca2+( ー) 2+ 
Ca-'( ー) +EGTA 

Figure 5 



100 

80 

20 

60 

40 

(
芯
)
国
白
、
同

。

1000 100 10 。

SOD, Catalase ( U / ml ) 

(A) 

1200 

一口- Control 

会 SOD， catalase ( 1000 U / ml ) 

占

占/
J24-中4343dA/:

ト-・

1000 

HX and XO 

• 

800 

600 

400 

(
E
Z
)
J
+
N

伺
ハ
)
}

200 

0 

-10 40 30 20 10 。

Time (minutes) 

B
 

Figure 6 



100 

80 

20 

60 

40 

(
曲
。
)
図
。
-

。

。

Nifedipine (μ九1:)

(A) 

ー-0- Control 

Nifedipine 1μ九t

11 

a・・h

、-

1200 

1000 

800 

600 

400 

~ 
ロ

+ 
わ司
何

u 

200 

0 

-10 40 30 20 10 。

Time ( minutes ) 

B
 

Figure 7 



100 

** 80 

40 

20 

60 (
芯
)
出
白
、
同

。

100 30 

Calpeptin (μM) 

10 。

(A) 

1200 

--0-Control 

---Calpeptin ( + ) 

HXandXO 

中

1000 

800 

600 

(
宮
田
)
.
{
+
刊
さ
}

400 

200 

0 

-10 40 。υq
3
 

20 10 。

Time ( minutes ) 

B
 

Figure 8 




	0001
	0002
	0003
	0004
	0005
	0006
	0007
	0008
	0009
	0010
	0011
	0012
	0013
	0014
	0015
	0016
	0017
	0018
	0019
	0020
	0021
	0022
	0023
	0024



