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緒 言

麻薬性鎮 痛薬 で あ るモル ヒネ ・yL対す る特異 的 な受 容体(オ ピエー ト受容

体)が 哺乳 類 の脳内 に存 在す るこ とが1971年 にGoldsteinら1こ よ り明 らか

にされD、 さ らに1975年Hughesら に よ りブ タ脳 か ら二種 類のベ ン タベ プ

チ ド・methionine-enkephalin(Met-Enk)お よびleucine-enkephalin

(Leu-Enk)が 単離 され、 これ らが 内因性 モル ヒネ様ペ プ チ ド(オ ピオ イ ド

ペ ブチ ド)で あ るこ とが明 らかに され た2)。 それ以後 、 β一endorphin、

dynOrphin等 の種 々のオ ピオ イ ドベ ブ チ ドが脳 および 下 垂体 よ り発 見 され

3)-7) 、それ らペ プチ ドの生 体 内 での分 布 、生 理 的役 割 お よび薬理作 用 につ

いて数 多 くの研究 がな されて きた。 一方 、心循 環系 に対 す るオ ピオ イ ド類

の作用 は主 と して脳 幹部の オ ピエー ト受 容体 を介す る中枢作用 と考 え られ

て き距8H9)。 最近 、心臓 にMet-Enk、dynorphinを 初 め とす る数種 のオ

ピオ イ ドペ プ チ ドが存在す るこ とがbioassayお よびradiOimmun◎assayに

よ り明 らか に され11)-13)、 これ らベ ブ チ ドが心 臓 に対 して直接作 用 を有 し

て いる可 能 性が示 唆 されて い る。 しか しなが らオ ピオ イ ドベプチ ドの心臓

に おける分布 につ いての詳細 な組織 化 学 的研 究 はな く、 また、心臓 に対 す

るオ ピオ イ ド類の 直接作用 につ いての 薬理学 的 、生 化学 的研究 も数少 ない。

本研 究 で は、オ ピオ イ ドペ プチ ドの心 臓 にお け る生理 的意義 を追求 す る

目的で 、Me七一Enkお よびLeu-Enkの 心 臓 での分布 とそ の存在形態 にpい て

免疫組 織化 学 的手法 を用 いて調 べ 、 また摘出心 房標本 の収縮 に対 す る種 々

の オ ピオ イ ド類 の作用 につ いて検討 し、 さ らに、そ の作用機序 を明 らか に

す る遊め心 筋のNa+,K+,-ATPase活 性 に対す る作用 につ いて検討 し炬。
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本 言侖

第 一 章 心 臓 に お け る エ ン ケ フ ァ リ ン

含 有 神 経 の 分 布

オ ピオ イ ドペプチ ドで あ るMEt-EnkとLeu-Enkは 、中枢 および末棺 神

経 系 に分布 す ることが知 られて お り3}・14)、 一 次知覚神 経の伝達 物質 と考

え られ てい るsubs七anceP(SP)の 神経 末端 か らの遊離を抑制 す る こと15i、

まだマ ウ ス輪精管 に おいて ノル ア ドレナ リン遊離 の隧害 によ り収縮 を抑制

す ること16)な ど種 々の薬理作 用 を有 して い るこ とが報告 されて い る。最近 、

これ らのオ ピオ イ ドベ ブチ ドが心臓 に存在 す る ことが生化学 的実 験 に よ り

明 らかに され1D-13)、 また、 オ ピエ,...ト受容 体 の存在 について も示唆 され

て い る17),18)。 しか しなが ら心臓 に おけ るEnkの 存在 形態 および分布 に

つ いての詳 細な報告 はな い。本章 では心 臓に おけ るMe七 一Enkお よびLeu-

Enkの 詳細 な分布 につ いて 免疫組織 化学 的手法 を用 いて検討 し、 さ らに心

臓 に存在 す ることが知 られて いるSP's)20)お よび血管 拡張性小 腸ペ プチ

ド(vasoactiveintestinalpolypep七ide,UIP)21)・22》 を含有す る神経線

維 との関連 につ いて も調 べ 炬。 また、副腎 や上頸 神経節 にお いてEnkと カ

テ コールア ミンが同一細 胞内 に共存 す るこ とが報 告 され てい る23),24)こ と

よ り、心臓 に おける両物質 の共存 につ いて検 討 す るためカテ コー ル アミン

の分 布 につ いて も調 ぺ た。
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第一節 エ ンケ フ ァリン含有 細胞 お よび 神経 線維の分布

実 験 方 法

実験動物 と して幼 若 ネコ(体 重2.5-3.Okg>を 用 いだ。 動物 をネ ンブ タ

ール麻酔下 にて腹部 大動脈 よ り生 理食 塩 水 を注 入 す るこ とに よ り血液 を流

し出 し、続 いて氷冷Za漁oni液25)(2%パ ラホル ム アルデ ヒド、0.2%

ピク リン酸 を含 むpH7.4の リン酸緩 衝 液)で 灌流 固定 を行 った。心臓 を

摘 出 し左右 の心室 、心室 中隔、左 右 の心 房 、大動脈 、肺動 脈等 の各部位 に

分 離 した後 、 さ らに 同固定 液 に4℃ にて12時 間浸 漬 固定 を行 った。 その後 、

各 試料 を20mMリ ン酸緩衝 液(pH7.4)を 含 む生 理食塩水(Phosphate-

bufferedsaline,PBS)で 洗 浄 し、 さ らに30%蔗 糖 を含むPBSに4℃ に

て24時 間浸 漬 した。 次に各試料 を小 さ いブロ ッ クに分割 し、液 体窒素 で冷

却 した イソベ ンタン を含む液 体プ ロパ ンに よ り凍結後 、 ク リオス タッ トに

て20-30μ 坦 の厚 さ の凍結 切片 を作 成 し、卵 白アル ブ ミン を塗布 し泛無蛍

光 スラ イ ドガ ラスに貼 りつ けCaansら の方法26)に 従 って間接 蛍光抗 体法

を行 った。一次抗体 と して家 兎 よ り作 成 したMe七 一Enkお よびLeu-Enkの

抗血清 を、 ま炬二次 抗体 としてfluorescein-isothi◎cyana七e(FiTC)に よ

り標 識 され た抗家 兎 イム ノグ ロブ リン山羊血 清 を用 いた。各標本 は落射型

蛍光 顕微鏡 にて観察 し写真 撮影 した後 、ヘ マ トキシ リンーエオジ ン染 色 し

て 組織 の確 認 を行 っ炬。

実 験 結 果

ネコ心臓 に おいてMet-Enkあ るいはLeu-Enkを 含有 す る神経 線維 が観

察 され 、両 者 とも心 房に おいて数 多 くみ られ、 心室で は ほとんど認め られ
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な か った。 これ らのEnk含 有 神経 線維 は、心房 の冠状 静脈洞 の近傍 に存在

す る副 交感 神経節 細胞 の周囲 に特 に多 く観察 された(Fig.1)。 また、洞

房結 節近 傍 の筋 績織 に おいて もEnk含 有神経線 維が認 め られ、心筋 中 に侵

入 して い るものもみ られ む(Fig.2)。 数 は少 な いが心房 の冠血 管周 囲 に

お いて もEnk含 有神 経線維 が観察 され た(Fig.3)。

Met-Enkあ るいはLeu-Enkを 含む細 胞が心 房 において豊富 に観察 され た。

しか しな が ら心耳 お よび心室 で はほ とん ど認 め られなか った。隣接 切片 で

の実験 によ りMet-Enk含 有細胞 とLeu-Enk含 有細胞 が まった く同様 の分

布 お よび存 在形態 で あ ることが示 され た。 これ らのEnkを 含 有す る細胞 の

直径 は10-15μmで あ り、単独 あ るいは集 団 を形 成 して存 在 し、長 い突起

(20。100μm)を 有 す るもの も認め られ た(Fib.4)。 洞房結 節近 傍に存

在 す る副 交感神経 節 に近接 してEnk含 有 細胞 の集団が数 多 くみ られ、一部

の もの はそ の突起 を神 経節の 中 に伸 ば して いた(Fig.5)。 また、洞房結

節 周辺 の筋組織 中 にもEnk含 有細胞 が み られ、太 く長 い突起 を心筋 に沿 っ

て伸 ば して いるもの も観察 され た(Fig。6)。 大 動脈開 口部 と肺 動脈 開口

部 の問の結 合紹織中 に分布 す る細 い冠 血 管の周 囲 に数多 くのEnk含 有細胞

が認 め られ、一部 の細胞 はそ の突 起 を血管外 膜 に まで伸 ば して い るのが観

察 され た(Fig.7)。 また、冠 状静脈 洞 、洞房 結節 および 下大静 脈開 口部

周 辺 の神経束 中にも比較 的多 くのEnk含 有細胞 がみ られ、一部 の細胞 はそ

の 突起 を他のEnk含 有細胞 に長 く伸 ば して い遊(Fib.8)。 心 房 におけ

るEnk含 有 細胞の分 布 につい て模 式的 にFig.9に 示 した。
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Fig. 9. Schematic representation of the distribution of 
Enk immunoreactive cells in feline heart. Dotted area 
represents heavily stained region, and striped area 
represents moderately stained region. (S.V.0 ; Superior 
vena cava, I.V.C.; Inferior vena cava)
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                               Legends  

Fig. 1.  Immunofluorescence micrograph of the coronary sinus 
region. Several varicose Met-Enk immunoreactive nerve fibers 
(arrows) are observed around some non-immunoreactive ganglionic 
cells. Bar indicates 50  pm. 

Fig. 2.  Immunofluorescence micrograph near the sino-atrial 
node. Met-Enk immunoreactive nerve fibers (arrows) with 
varicosities are localized in the myocardium, penetrating 
into the musculature. Bar indicates 50  pm. 

Fig. 3. Immunofluorescence micrograph near the sino-atrial 
node. Leu-Enk immunoreactive nerve fiber is observed running 
along the coronary blood vessels. Bar indicates 50  pm. 

Fig. 4.  Immunofluorescence micrograph between the aorta and 
pulmonary artery. Met-Enk  immunoreactive cell clusters 
and single cells are present in the connective tissue. 
Bar indicates 50  pm. 

Fig. 5. Immunofluorescence micrograph near the sino-atrial 
node. Met-Enk immunoreactive cell cluster is observed to be 
closely contact with ganglion, and the single cells extend 
their processes in the ganglion. Bar indicates 50  pm. 

Fig. 6. Immunofluorescence micrograph near the sino-atrial 
node. Leu-Enk  immunoreactive cell with long process is 
observed along the  myocardium. Bar indicates 50  pm. 

Fig. 7.  Immunofluorescence micrograph between the aorta and 
pulmonary artery. Several Leu-Enk immunoreactive cells are 
located around small blood vessels (asterisks). Bar indicates 
50  pm. 

Fig. 8.  Immunofluorescence micrograph near the sino-atrial 
node. Met-Enk immunoreactive cells extend their processes 
toward other Met-Enk immunoreactive cells. Arrow indicates 
the cell process terminated near other  immunoreactive cell. 
Bar indicates 50  pm. 

                                               -6-
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第二節 エ ンケ フ ァ リン含 有細 胞 とサブ ス タン スPお よびVIP含 有

神経 との 関連

実 験 方 法

前節 と同様 の方法 で ネコ心 臓 よ り凍 結切片 を作成 し、SPとUiPに つ い

て間接蛍光 抗 体法 に よ り免疫染 色 を行 っだ。 まだ、同一 切片 においてMet-

EnkとSPの 二重免 疫染色 を、そ の隣 接切片 でUIPの 免疫染色 を行 った。

二 重染色 で は一次抗体 と して抗SPモ ノクロナ ール抗体 と抗Met-Enk家 兎

血 清 の混合液 を、二 次抗体 と してFITC標 識抗 家兎 イム ノグロブ リン山羊

血清 とrohdamine-isothiocyanate(RITC)標 識 抗 ラ ッ トイム ノグ ロブ リン

山羊血 清の混 合液 を用 いた。VIPの 染 色 には一 次抗体 と して家兎 で作成 し

た抗VIP血 清 を用 い た。

実 験 結 果

SPあ るいはVIPを 含む神 経線 維 が心房 、心 室 ともに多数観察 され た。

心 房 に分布す るSPあ るいはUIP含 有 神 経線維 の うち一部 のものはEnk

含 有細 胞 に近接 して分布 して いた。FIoS.10,11に 同一切片で のNet-

EnkとSPの 二重染 色の結果 を示 した。Enk含 有細胞 の集団の中 にSP含

有 神経 線維 が分布 して いるのが観 察 され 泛。 この切片 に隣接 した切片 に お

いてVIPの 染 色 を行 うと(Fig.12)、Enk含 有 細胞 の集 団の中&'非 常 に

多 くのVIP含 有神経線維 が分布 してい るのが 観察 されだ 。個 々のEnk含

有 細胞 につ いて観察 す る と、SPあ るいはVlPを 含有 す る神経線維 がEnk

含 有細 胞 に近接 して存在 し、そ の周 囲 を取 り囲んで い滝(Figs.13-15)。
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第 三節 エ ンケ フ ァ リン含 有細胞 とカテ コ....ルア ミン含有神 経 との関連

心 臓 にカテ コール ア ミン含有神経 線維 が分布 す る ことはよ く知 られて お

り、 また、カテ コール ア ミンを含 む小型 の細 胞(smallintenselyflux-

rescen七ce日,SIFcell)の 存在 につ いて も報告 されて いる27)-29)。 一方、

副 腎や上頸 神経 節 においてEnkと カテ コール ア ミンが 同一細胞 に共存 す る

こ とが報告 され23)・24)、 両者 の機能 的 関連 が示 唆 され て いる。本 節 で は、

カ テ コール ア ミンの心臓 に おけ る分布 について グ リオ キシル酸法38)用 い

て 調べ 、Enk含 有細胞 の分布 との関連 につ いて 検討 し泛。

実 験 方 法

幼若 ネコを屠殺後 、速や か に心臓 を摘 出 し、4%パ ラホル ムアルデ ヒ ド、

0.5%グ ル タル アル デ ヒ ド、0.2%ピ ク リン酸 、2%グ リオ キシル酸 、15

%蔗 糖 を含 む0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.4)に4℃ で2時 間浸漬 した。 その

後 、心 臓 を小 さいブ ロックに分割 して凍結 、 ク リオス タッ トにて20-30um

の凍 結切片 を作成 し、卵 白アル ブ ミンを塗布 した無蛍 光 スラ イ ドガ ラスに

貼 りつ けた。 これ を4%パ ラホル ム アルデ ヒ ド、2%グ リオキ シル 酸 、

15%蔗 糖 を含 む0.1Mリ ン酸 緩衝液(pH7.4)に4℃ にて1時 闘浸 潰 し距後、

60℃ で30分 問加温 、 キシ レン封入 して落 射型蛍 光顕微鏡 にて観 察 し炬0

実 験 結 果

カテ コール ア ミン蛍光 を持 っ泛神経 線維 が心房 、心室共 に多数認 め られ、

特 に血管 周 囲お よび 心筋 中 に数 多 く観 察 され た。 また、 カテ コール ア ミン

蛍 光 を持 つ細 胞が心 房にお いて多数 み られ、そ の直径 は10-15umで あ り、
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長い突起を有するものもみられた。これらの細胞は、特に洞房結節周辺、

大動脈開口部と肺動脈開Q部 の問の副交感神経節周囲や冠血管周囲に数多

く観察され泛(Figs.16,17)。

Legends

Figs.10,11.工mmunofluorescencemicrographsnearthesino-

atrialnode.DoubleimmunostainingofMet-Enk(Fig.10)and

substanceP(Fig.11).ManyEnkimmunoreactivecellsare

observedinclusters(Fig.10)andseveralsubstancePimmuno-

reactivenervefibersarelocalizedaroundEnkimmunoreactive

cells(Fig.11).Barsindicate50um.

Fiq.12.工mmunofluorescencemicrographnearthesino-atrial

node,adjacentsectionofFigs.10,11.ManyVIPimmunoreactive

nervefibersformdensenetworkoverMet-Enkimmunoreactive

cells.Barindicates50um.

Figs.13-15。 工mmunofluorescencemicrographsnearsino-atrial

node(Fig.13)andbetweentheaortaandpulmonaryartery

(Figs.14,15).SubatancePimmnoreactivenervefiberswith

varicosities(Figs.13,14)andvaricoseVIPimmunoreactive

nervefibers(Fig.15)areobservedaroundEnkimmunoreactive

cells.Barsindicate10um.

Figs.16,17.Histoflu.orescencemicrographsbetweentheaorta

andpulmonaryartery.Catecholamine-containingcellclusters

(Fig.16)andsinglecellswithprocesses(Fig.17)arepresent

intheconnectivetissue.Barsindicate20um.
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第四節 考 察 と 小 括

心臓 の支配 神経で ある迷走 神経 お よび上 頸神 経節細 胞の一部 がEnkを 含

有 して いる ことが報 告 されてお24),31)、 ま泛、著 者 もネ コの迷走 神経 内

にEnk含 有 神経 が存 在 す るこ とを確認 して い る。 これ らの ことよ り、本 実

験 で観 察 され た心臓 のEnk含 有神経 線維 の由来 は外来性 で ある ことが考 え

られ るが、心 臓 に分 布す るEnk含 有細胞 が長 い突起 を有 して いた ことか ら

Enk含 有神 経線維 の一部 の ものは この細 胞 が 由来 と考え られ る。

心 臓 におけ るEnk含 有細胞 の形態 的特 徴 お よび分布 は、カテ コール ア ミ

ン蛍光 を有 す る細 胞 のそれ と非 常 に よ く類似 してい た。 心臓 にカテ コール

ア ミンを含 有す るSIFcellが 存在 す ることが報告 され てお り27)-29,、 本

実 験で観察 されたEnk含 有細 胞 はSIFce{1で あると考 え られ る。Enkを

含有 す るS!Fcellの 存 在に つい ては 、モル モ ッ トの上頸 神経節32)、 ネコ

の 腹腔神経 節33)、 ヒ ト胎児の 交感 神経節34)に おいて報 告 されて いる。

SIFcellの 機 能 に関 して は現 在 の とこ ろ十 分 に は明 らか にされ て いな いが 、

神 経節 内の介在神 経 、内分泌細 胞 、あ るいは化学受 容器 としての 役割 を果

だ して い るこ とが示 唆されて い る34)-36)。 本実 験でのEnk含 有細 胞 につ

いての 組織 化 学的所 見 を模式 的にFig.18に 示 したが、Met-Enkお よび

Leu-Enkを 含有 す る細胞 は、 その突 起 を他 のEn{<含 有細 胞、副交 感神経 節

細 胞 、血管 、心筋 に伸ば して いた。 これ らの結 果 よ り心臓 のEnkは 直接的

に、 あ るい はカテ コール ア ミンの 作用 を介 して 心機 能 お よび冠循環 を調節

して い るこ とが示 唆 され た。 ま炬、SPあ るいはVIPを 含有す る神経線維

がEnk含 有 細胞 の周囲 に密)y(...分布 して いた こ とよ り、Enkの 作用 が これ ら

ペ プチ ドに よ り調節 を受 けて い る可能 性 が示 唆 され た。SPが 冠循 環 を調節
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して い ること3?)や 、UIPが 心筋 の収 縮力 を増 強 す ること38)が 報 告 され て

お り、 これ らペプチ ドの作用 にEnkが 関与 して い る可能性 も考 え られ た。

Enk

Fig.18.Schematicrepresentationofrelationships
betweenEnkimmunoreactivecellsandparasympathetic

ganglion(Ggl.),bloodvessels(B.V.)andatrialmuscle
cells.(CA;catecholamine)

小 括"へ
、

1)艶 七一Enk、しeu-Enk含 有細胞 および 神経線 維 が心房、特 に洞房結 節 周辺、

大動脈 開 口部 と肺動脈 開 口部 の間 、冠状静 脈洞 お よび下大静 脈 開 口部

周辺に多数存 在 す ることが 明 らか にな った。 また、Enk含 有 細胞 には

長 い突 起 を有 す るものが あ り、そ の突起 を副交 感神経節 、血管 、心筋

に伸 ば していた。

2)Enk含 有細胞 は 、カテコール ア ミンを含 有す るSiFcellで あ るこ と

が示され 、 ま距、その周 囲に はSPお よびSIP含 有 神経線維 が密 に分

布 して いた。
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第 二 章 摘 出 心 房 標 本 に 対 す る

オ ピ オ イ ド 類 の 作 用

オ ピオ イ ド類 の心循環系 に対 す る作 用 は主 と して中枢 神経系 を介 す るも

の と考 え られ てお り8)-la7、 オ ピオ イ ド類 の側 脳室 あるG、は大槽 内投与 に

よ り血圧 あ るいは心 拍数 に変 化 が生 じるこ とが報告 され て いるが39)-41)、

その変化 は実験動物 の種42),43>、 オ ピオ イ ドの種 類44)、 麻酔薬 投与の有

無39),A5)な どに よ り大 き く異 な って い る。 一 方 、心 臓 にEnkやdynor-

phinを 初 め とす るオ ピオ イ ドペ プチ ドが存 在す ることが生化学 的実験 に

よ り示 され11)-23)、 ま炬、前 章)yLお いてEnk含 有細 胞 お よび神経線 維 が

心 房 に多数 分布 し、副交感神 経 節 や心筋 と密接 に関係 して いたこ とよ り心

臓 の収縮 に対 してオ ピオ イ ド類 が直接 影 響 を与 える可 能性 が考 え られ る。

そ こで本 章 で はラ ッ トの摘 出心房 標 本 を用 いて、そ の収縮 と心拍数 に対 す

る種 々のオ ピオ イ ド類の作用 に つ いて検 討 した。

第一節 右心房の 自動収縮 に対 す る作用

オ ピエ ー ト受 容体 には μ,δ,κ の三 つ のサブ タイプ が存在 し、 それ ら受

容 体への 結合 の親和 性の違 いに よ りオ ピオ イ ド類 も三種 類 に分類 され てい

る46),473。 μ一タイプ として モル ヒネ、 δ一タイプ と してMe七 一Enkお よび

しeu-Enk,κ 一タイプ としてethylltetocyclazocine(EKC)お よびdynorphin

〈1-13)を 用 いて、右心房 の 自動 収縮 に対 す る作 用 につ いて検 討 した。
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実 験 方 法

雄 性Sprague-Dawley(SD)系 ラ ッ ト(体 重250-300g)を 屠 殺 後 、心 臓

を 摘 出 し95%⑪z-5%CO2で 飽 和 したKrebs-Henseleit(KH)液 中 で 心 房 部

分 を 切 り離 し、 さ ら に 右 心 房 と左 心 房 に分 離 した 。KH液 の 組 成 は 、118mM

NaCI,4.SmMKC1,27mMNaHCUa,1mMKH2POa,1.2mMCaC12,1.2mMMgCiz

11.1mMglucoseと し た 。Fig.19に 示 した よ う に恒 温槽 中 のK闘 液 を 満 炬

した マ グ ヌ ス管 内 に1gの 張 力 で 右 心 房 を懸 垂 し、 そ の 自動 収 縮 を トラ ン

スデ1一 サ ー 、 ポ リグ ラ フ を 介 して 記 録 した 。 標 本 を60分 間KH液 中 に 放 置

し、 そ の 収 縮 が 一 定 に 達 した 後 に各 薬 物 を適 用 した 。

O2

Fig.19.Arrangementofapparatusformeasuringthe
contractionofisolatedratatrium.

実 験 結 果

右心 房の 自動収縮 に対 して μ一タイブ の モル ヒネ、 δ一タイプのMet-Enk

お よびLeu-Enkは 、100uMの 濃度 を用 いて も まった く影響 を与 えなか った。
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しか しなが ら、 κ・タ イプのEKCはFig.20に 示 した ように時間経 過に従

って著 明な収 縮力 の増強(陽 性変 力作 用)と 、 同時 に心拍 数の減少(陰 性

変 時作用)を ひ きお こ し炬。 まだ、 κ一タ イブのdyn◎rphin(1-13)も 同様

に 陽性変力 作用 を示 したがEKCと 比べ てそ の作 用 は小 さか った(30uMで

約10%)。EKCの 陽 性変力作 用 は10μ 門以上 の濃度 で顕著 とな り、50uM

1Qsec一
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鵬 1黜
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Fig. 20. Inotropic effect of ethylketocyclazocine(EKC) on 
spontaneously beating right atrium of rat heart. After 
equilibration, the atria were exposed to 30  uM EKC at time 
zero. Typical tracings from several experiments.
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Fig. 21. Inotropic effect of EKC on spontaneously beating 
right atrium of rat heart. After equilibration, EKC was 
added to the medium to yield indicated final concentrations 
at time zero. Each point represents the mean of four sepa-
rate experiments. Vertical lines indicate S.E.
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まで用量依 存性 が認 め られ た(Fig.21)。 また、EKCの 陰性変 時作用 に

つ い てもIOuMか ら50μNの 濃 度で用量 依存性 が 認め られた(Fig.22)。
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Fig.22.ChronotropiceffectofEKConspontaneouslybeat-

ingrightatriumofratheart.Afterequilibration,EKCwas

addedtothemediumtoyieldindicatedfinalconcentrations

attimezero.Eachpointrepresentsthemeanoffivesepa-

rateexperiments.VerticallinesindicateS.E.

EKCの 陰性変 時作用 に対す るオ ピオ イ ド拮 抗薬 のナ ロキ ソン、 お よび抗

コ リン薬 の ア トロ ピンの影響 を調 べ る泛めEKCの 投与30分 前 に各 薬物 を適

用 し/L(Fig.23)。100μ 門のナ ロキソ ン単 独 に よ り心拍 数の減少(約30%)

が み られ たが、両 薬物 ともにEKCの 作 用 には ま った く影 響 を示 さなか った。
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Fig.23.Effectofnaloxoneoratropineonthenegative

chronotropiceffectsofEKC.Rightariawereequilibrated

for60min.Subsequently,anindicatedconcentrationof

naloxoneoratropinewasaddedtothemedium .EKC(30uM)

wasadded30minlaterattimezero.Eachpointrepresents

themeanoffourexperiments.VerticallinesindicateS .E.

第二節 左心房の収縮に対する作用

ラットにおいて心拍数の減少が収縮力の増強を誘発することが報告され

ている48)・49)ので、前節の右心房において認め られたκ一タイプのオピオ

イドによる陽性変力作用が心拍数の減少による二次的なものか否かを検討

するため左心房の経壁電気刺激により誘発される収縮に対する作用につい

て検討し炬。

実 験 方 法

第 一節 と同様 の方 法 に よ り作成 しだ ラ ッ トの 左心房 をKN中 に懸 垂 し、

白金双 極電 極 によ り1.5Hz,4msecdurationの 矩 形波 にて経壁電 気刺激 を

行 った(Fig.19参 照)。
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実 験 結 果

EKCは 、30-100,uMの 濃 度 に お い て 用 量 依 存 的 に収 縮 力 の 増 強 を ひ き お

こ した(Fig.24)。 ま た 、EKCと 同 様 に κ一タ イプ の オ ピオ イ ドで あ る

dynorphin(1-13)もd依 存 的 に収 縮 力 の 増 強 を ひ き お こ した(Fig.25)。

他 の タ イプ の モル ヒ ネ、Met-Enk、 しeu-Enkは 収 縮 に ま っ た く影 響 を 与 え な

か っ た 。 κ一タ イプ の オ ピオ イ ドに よ る陽 性 変 力 作 用 は 、 β遮 断 薬 の プ ロプ

ラ ノロ ール(5μ 沿 、Ca2+の 細 胞 内 流 入t;害 す るベ ラパ ミール(0.1μ め

、 ジ ル チ ア ゼ ム(1μ 門)、 お よび オ ピ オ イ ド拮 抗 薬 の ナ ロ キ ソ ン(100μ の

に よ り ま っ た く影 響 を受 け な か っ た 。
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Fig.24.InotropiceffectofEKConelectricallystimulated

leftatriumofratheart.Leftatriawereelectrically

stimulatedat1.5Hz.Afterequilibration
,EKCwasaddedtoth

emediumtoyieldindicatedfinalconcentrationsattime

zero.Eachpointrepresentsthemeanoffourtoeight

separateexperiments.VerticallinesindicateS .E.
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Fig。25.工notropiceffectofdynorphin(1-13)onelectrical-

lystimulatedleftatriumofratheart.Afterequilibration,

dynorphin(1-13}wasaddedtothemediumtoyieldindicated

finalconcentrationsat.timezero.Eachpointrepresentsthe

meanoffiveseparateexperiments.VerticallinesindicateS.E.

第三節 考 察 と 小 括

ラ ッ トの摘 出心房標本 の収縮 に対 して μお よび δ一タイプのオ ピオ イ ドは

何 ら影響 を示 さなか った。Saundersら50)も 種 々の δ一タイプのオ ピオ イ ド

を用 いて ラ ッ ト摘 出心房の収 縮 に対 す る作 用 を検討 し、 まった く影響 を与

え ない ことを報告 して い る。一方 、 κ一タイプ の オ ピオ イ ドで あるEKCが

陰性 変時作 用 を示 したが、 この作用 は ア トロ ピン・ナ ロキソ ンに よ り拮抗

されなか っだ ことよ りムスカ リニ ック受 容体 あ るいはオ ピエー ト受容 体 の

関与 は少 な い もの と考 え られ14。100,uMの ナ ロ キソ ン単独 によ り心拍数 の

低 下が み られたが 、低濃度(1-10μM)で は変化 がな か ったこ とよ りオ ピエ

ー ト受 容体 を介 す るもの では な く、ナ ロキ ソンの非特 異的 な作 用 と考 え ら

れ る。右心 房 の 自動収縮 に対 してみ られ 泛 κ一タイプのオ ピオ イ ドに よる陽

性 変力作 用 は、左 心房 の経壁 電気刺 激 に よ り誘発 され だ収 縮に対 して もみ
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られ た こと よ り、EKCお よびdynorphin(1-13)に よ る収 縮力の増 強 は、心

拍 数 の減 少 に よ り生 じ泛二次 的な もの で はな い ことが示 され、 これ らオ ピ

オ イ ドが陽 性変力 作用 を有 す るこ とが 明 らか とな った。Lauren七 らはEKC

お よびdynorphin(1-13)の ラ・ソト大槽 内投与 に よ り血圧 の低下が ひ きおこ

され るが、 静脈 内投与 では血圧 に著明 な麥化 は み られな か った と報 告Vて

い る5D。 彼 らの報 告 と本章 での結 果 を考 えあわ せ ると、EKCあ るい は

dynOrphin(1-13)を 静脈 内に投与 した場合 には 中枢神 経 系を介す る降圧作

用 と心臓へ の直接 作用 に よる昇圧 作用 とが現 れ 、そ の結 果 、血 圧 に著明な

変化 が おこ らない可能性 も考 え られ る。EKCお よびdynorphin(1-13)の 陽

性 変 力作用 は、 β遮 断薬 あ るいはCat+-channel遮 断薬 に よ り影響 を受 け

なか ったこ とよ りア ドレナ リン系 あ るいはCat+-channelと の関与 は少な

い ことが示 唆され た。

小 括

ラ ッ トの摘 出心房標 本の収縮 に対 して κ一タ イプの オ ピオ イ ドで あ るEKC

が著 明 な陰性変 時作用 と陽性変力 作用 を有 す る こと、 またdynorphin(1-

13)が 陽性変 力作用 を有 して い ること を見 いだ した。他 の タ イプ(μ お よ

び δ)の オ ピオ イ ドに は、 これ らの作 用 は まった く認め られなか っ)亀。
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第 三 章 心 筋Na十.K十 一ATPase

活 性 に 対 す る オ ピ オ イ ド 類 の

{乍 用

心筋Na+,K+-ATPase活 性の 変化 は、心 筋 の収縮 に大 き く影響 を与 える

こ とが知 られて お り、そ の活 性 の抑制 はウ ワバ インの強心作用 の主 た る作

用 機序 と考 え られて い る52),53)0一 方 、 オ ピオ イ ド類 とNa+,K+-ATPase

との関連 に ついては 、モル ヒネの 投与 に よ り脳 のNa+,K+-ATPase活 性 は

増 加す るが、invitroの 系で はモル ヒネあ るいはMet-Enkは まった く影

響 を与 えな いことが報告 され て いる54)-56)。 しか しな が ら心 筋Na+
,K+-

ATPaseに 対 す るオ ピオ イ ド類 の作用 につ いての報 告 はな い。脳 と心臓の

Na+,K+-ATPaseは 、その性質 が異 な って い ることが報 告 されてお り57)・58) 、

オ ピオ イ ド類 が心筋 の本 酵素 活性 に対 して異 な った作用 を有す る可能性 が

考 え られ る0前 章 に おいて、 κ一タイプ のオ ピオ イ ドであ るEKCとdynor-

phin(1-13)が 著 明な陽性変 力作用 を有 す ること を明 らか に した。 そ こで本

章 で は 、 そ の 陽 性 変 力 作 用 の 機 序 を解 明 す る 目 的 で 心 筋Na+ ,K+一,ATPase

活 性 に 対 す るオ ピオ イ ド類 の 作 用 につ いて 検 討 し た。

第 一 節 心 筋Na+,K+一,RTPase活 性 に対 す る作 用

実 験 方 法

心 筋Na+,K+-ATPaseの 部分 精 製 は 」φrgensenの 方 法59)に 準 じ て行 っ

た 。 雄 性SD系 ラ ッ ト(体 重100-2008)を 屠 殺 後 、 心 臓 を摘 出 し組 織 重 量

の10倍 量 の0.25M1　 ,1mMEDTA,0.1%ヂ オ キ シ コー ル 酸 を 含 む20mM
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imidazo}e緩 衝 液(pH7.25)で ホ モ ゲ ナ イ ズ し た。 ホ モ ジ ネ....トを10.000

Xgで15分 間 遠 心 分 離 した後 、 そ の上 清 を 採 り100.000xgで1時 間 の 遠

心 分 離 を 行 っ だ。 得 られ た沈 査(ミ ク ロ ゾ ー ム 分 画)を0.32M蔗 糖,1mM

EDTAを 含 む20mMimidazole緩 衝 液(pH7.25)に て溶 解 し、 そ の 液 を1.5

mg/旧1ド デ シ ル 硫 酸 ナ トリウ ム,3mMATP,2mMEDTAを 含 む50mMimida-

z◎le緩 衝 液(pN7.25)中 に て22℃ で30分 間 の イ ン キ ュベ ー シ ョ ン を 行 っ

炬 。 そ の 液 を0.1mMEDTA,5mMimidazoleを 含 む蔗 糖(10%,15%,25

%)に よ り密 度 勾 配 遠 心 分 離 を行 い 、10%と15%の 境 界 の 層 を採 り5mM

imidazole緩 衝 液(ph7.25)で 希 釈 後 、78.000Xgで1時 間 の 遠 心 分 離 を

行 っ た。 得 られ た 沈 査 を0.32M蔗 糖,1mMEDTAを 含 む20mMimidazale

緩 衝 液(pN7.25)に 溶 解 し酵 素 標 品 と した 。

Na+,K+-ATPase活 性 はNa+,K+,Mgt+-ATPase活 性 お よびMgt+-ATPase

活 性 を測 定 し 、 そ の 差 よ り求 め た 。Na+,K+,Mgt+-ATPase活 性 は 、25mM

imidazole緩 衝 液(pH7.25),3mM門gCl2,140mMNaCI,20mMKCI,3mM

ATP,酵 素 蛋 白 を 含 む 反 応 液 で 、 ま だ 門g2+-ATPase活 性 は25mMimidazole

緩 衝 液(p日7.25),3mMMgCl2,3mMATP,酵 素 蛋 白 を含 む 反 応 液 で37℃ 、

15分 間 の イ ン キ ュベ ー シ ョン を行 い 、 生 成 し た無 機 リ ン をFiske-SubbaRow

の 方 法6⑳ に準 じて 定 量 す る こ と に よ り測 定 した。

K+-phospha七ase活 性 は 、25mMimidazole緩 衝 液(pH7.25),3mMMgCl2

30mMKCi,3mMp-nitrophenylphaspha七e,酵 素 蛋 自 を含 む 液 を37℃ で30分

間 イ ン キ ュベ ー トし、生 成 し たp-nitrophenolを 定 量 す る こ と に よ り測 定

した 。

Na+依 存 性 の リ ン酸 化 は25mMimidazole緩 衝 液(pH7.25),0.2mM

MgCia,100mMNaCI,10μ 岡[7._32P]ATP(5-8x1014cpm!mmole),酵 素 蛋
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臼 を含む液 を0℃ で20秒 間 イン キュベ ー トし炬後 、5%ト リクロ ロ酢酸 を加

えて反応 を停止 し、反 応液 をフ ィル ター(0.45um)で 吸 引濾 過後 、 フ ィル

ターの放射活性 を測 定 す ることに よ り行 っ」L。

蛋 白定量 は牛血清 アル ブ ミンを標準 物質 と してLowryら の方法6Pに 準

じて行 った。

実 験 結 果

ラ ッ ト心 筋 のNa+,K+-ATPase活 性 は30μNのdynorphin(1-13)に よ り著

明 に 抑 制 さ れ た。 この 阻 害 に は 酵 素 蛋 白 とdynorphin(1-13)と の プ レ イ ン

キ ュベ ー シ ョン が必 要 で あ り、 最 大 の 随 害(約60%)は20分 間 の ブ レイ ン

キ ュベ ー シ ョン に お い て 認 め られ た(Fig.26)。
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Fig.26.InhibitionofratcardiacNaf,K+-ATPaseactivity

bydynorphin(1-Z3).Theenzymewaspreincubatedwith

(closedcircles)orwithout(opencircles)30uMdynorphin-

(1-13)at37°CinavolumeofO.04ml.Thereactionwas

carriedoutfor15minbyadditionofO.06mlofreaction

mixture.Thecontrolactivitywas1.08}0.13umolePi/mg

protein/min.Eachpointrepresentsthemeanofthree

separateexperi】ments土S.E。

一25一



以 後 の実 験 で は 酵 素 蛋 自 と薬 物 と の プ レ イ ン キ ュベ ー シ ョン 時 間 を20分 と

して 反 応 を 行 っだ 。 心 筋Mgt+-ATPase活 性 は オ ピオ イ ド類 に よ り ま っ た く

影 響 を受 け な か っ た。Table1に 心 筋Na+,K+-RTPase活 性 に対 す る種 々

の オ ピオ イ ド類 の 作 用 を示 し た。,cc一タ イブ の モ ル ヒネ お よび δ一タ イプ の

het-Enk、Leu-Enkは1繭 の濃 度 を用 い て も ほ と ん ど本 酵 素 活 性 に 影 響 を 与

え な か っ た 。 一 方 、 κ一タ イプ のEKCとdynorphin(1-13)は 著 明 な 阻 害 作

用 を 示 した 。

Opioids (M)
Na+,K+-ATPase

activity`亀ofcon七ro工)

Morphine

[Nets]-enkephalin

(Leus]-enkephalin

Dynorphin(1-13)

Ethylketocyclazocine

10-3

10-3

10_3

10_q

5x10_q

93

96

85

17

33

±5

±q

fz

±1

±3

TablelEffectofvariousopioidsoncardiacNa},K+-ATPase

activityofrat.Theenzymewaspreincubatedwitheachdrug

for20minat37°C,andthenthereactionwascarriedout

for15min.ThecontrolactivitywasO.84±0.21UmolePi/

mgprotein/min.Eachvaluerepresentsthemeanoffour

separateexperiments±S.E.

種 々のK一 タ イ プ の オ ピ オ イ ドYYLよ るNa+,K+-ATPase活 性 の 陥 害 の用 量

反 応 曲 線 を強 心 配 糖 体 の ウ ワ バ イ ン と比 較 してFig.27に 示 した 。dyn◎r-

phin(1-13)とdynorphin(1-17)のlC5巳 値 は各 々12,uM、21,uMと な り、

ウ ワ バ イ ンのIC50恒(150μ の と比 較 して 小 さ い 値 を示 した 。IOUMdynor-

phin(1-Z3)と0.5mMEKCに よ るNa+,K+-ATPase活 性 の 随 害 に 対 す るナ ロ

キ ソ ン(1-100μ ゆ の 作 用 を 検 討 した が ま っ 泛 く影 響 を 示 さ な か っ た 。
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agonists:Thecontrolactivitywas1 .08±0.13umolePi/

mgprotein/min.Eachpointrepresentsthemeanoffour

separateexperiments±S.E.

Na+,K+-ATPase活 性 に対 す るdynorphin(1-13)の 阻 害 作 用 の 機 序 に

つ い て 解 析 す る た めdynOrphin(1-13)存 在 下 、 非 存 在 下 に お いてATE

の 濃 度 を 変 化 させ て 酵 素 活 性 を測 定 し、Lineweaver-Burkプ ロ ッ ト62)を

行 っ だ くFig.28)。dynorphin(1-13)はATPの 酵 素 へ の 親 和 性(Km値)

に は変 化 を与 えず 、 最 大 反 応 速 度(Vmax値)を 低 下 させ た 。Na+濃 度 お よ

びK+濃 度 を 変 化 さ せ て同 様 の 解 析 を行 い 各 々 のKm値 、 軸ax値 を 求 め た 『

(Table2)。ATPの 場 合 と 同 様 にdynorphin(1-13)はNa+お よびK+

の 酵 素 へ の 親 和 性 に は 変 化 を 与 え ず 、 最 大 反 応 速 度 を低 下 させ た 。
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0 4  8  1/ATP

Fig. 28. Effect of  dynorphin(1-13) on the kinetics of 
activation of cardiac  Na+,10"-ATPase by ATP. The enzyme 
was preincubated with (closed circles) or without (open 
circles) 10  pM dynorphin(1-13) for 20  min at 37°C, and 
then the enzyme assay was carried out. The concentration 
of ATP was varied as shown in the figure. Result is 
representative of three separate experiments. V is 
expressed as  pmole  Pi/ mg  protein/  min. The specific 
activity of the enzyme was 0.76 pmole  Pi/mg  protein/min 
under the standard assay condition.

Control +  Dynorphin(1-13) 
 (10  pM)

 ATP

Km

 Vmax

0.43

0.63

0.41

0.41

Na+
Km

Vmax

8.92

0.28

8.70

0.13

K

Km

Vmax

3.85

0.22

3.51

0.10

Table 2 Effect of  dynorphin(1-13) on Km and Vmax values of 
 Na+,K+-ATPase for ATP,  Nal-and  K+. Km and Vmax values are 

expressed as mM and pmole  Pi/mg protein  /min, respectively.
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Na+,K+-ATPaseはNa+依 存 性 の リン 酸 化 反 応 とK+依 存 性 の 脱 リ ン酸 化

反 応 の 二 つ の 部 分 反 応 に よ りRTPの 加 水 分 解 を行 う。 こ のNa+依 存 性 の

リ ン 酸 化 反 応 とK+依 存 性 の 脱 リン酸 化 反 応 に 対 す るdynorphin(1-13)の

作 用 を心 筋 よ り調 製 し たIlia+,K}-ATPase酵 素 標 品 を用 い て 検 討 し、Na+,

'i{一一ATPaseに 対 す る作 用 と比 較 し た(Fig .29)。Na+依 存 性 リン 酸 化 反 応

お よびK+依 存 性 脱 リ ン酸 化 反 応(K+-phosphatase活 性)と も にdynor-

phin(1-13)に よ り陶 害 され た 。K+-phosphatase活 性 とNa+,K+-A'PPase

活 性 のdynorphln(1-13)に よ る 阻 害 は ま っ た く同 様 の 用 量 反 応 曲 線 を 示 し

た が 、 聾ガ 依 存 性 の リ ン酸 化 反 応 の 阻 害 に はNa+,K+一,ATPase活`性 を阻 害 す

る濃 度 と比 較 して 高 濃 度 を必 要 と した 。

100

ろ

を
O
U

ち

芒50
ゆ
Vi
Φ
匡

0
竃O-610-5104

Dynorphin(1-13)(M)

Fig.29.Effectofdynorphin(1-13)onNa+-dependentphos-

ph°rylati°n(°pencircles),K}-stimulatedph°sphataseactivity

(opentriangles)andNa},K}-ATPaseactivity(cl°sedcircles)

ofthecardiacenzymeofrat.ThecontrolactivitiesforNa+-

dependentphosphorylation,K+-stimulatedphosphataseandNa+,

K}-ATPasewereO.12±0.01nmole/mgprotein/min,0.10±0.02

umolep-nitophenol/mgprotein/minand1.23±0.15umolePi/mg

protein/min,respectively(mean}S.E.).Eachpointrepresents
±S.E.themeanoffourseparateexperiments

一29一



第 二 節Na+,K+-ATPaseの 随 害 の 組 織 お よび 種 特 異 性

Na+,K+-ATPaseは 組 織 に よ りそ の 性 質 が 異 な っ て い る こ と が報 告 され て

お り5了)・58)、 ま た、 同 じ組 織 の 酵 素 で も動 物 の 種 に よ っ て性 質 が 異 な って

い る こ とが 示 唆 され て い る63)。 そ こ で前 章 に お い て み られ たdynorphin

(1-13)、EKCに よ るNa+,K+-ATPase活 性 の 阻 害 作 用 の組 織 お よび 種 特 異 性

に つ い て 検 討 した 。

実 験 方 法

ラ ッ トの 脳 、 腎 臓 か らDeRobertissn>お よび 」φrgensen59)の 方 法 に準

じてNa+,K+-ATPaseの 部 分 精 製 を 行 っ た。 ま た 、 モル モ ッ ト、 イ ヌ 、 ウ シ

の 各 動 物 の 心 臓 か ら第 一 節 と同 様 の方 法 に よ りNa+,K+-A↑Paseの 部 分 精 製

を 行 っ た。

実 験 結 果

ラ ッ トの 心 臓 、脳 、 腎臓 のNa+,K+-ATPase活 性 に対 す るdynorphin(1-

13)の 作用 に つ い て 比 較 す る と(Fig.30)、 心 臓 の 酵 素 に お い て 最 も強 い

阻 害 がみ られ 、 脳 の 酵 素 で は0.1mMの 濃 度 で 約30%の 弱 い 阻 害 しか 認 め ら

れ ず 、 ま た 、 腎 臓 の 酵 素 はdynorphin(1-13)ζ こよ りほ と ん ど影 響 を 受 け な

か っ た。EKCの 作 用 に つ い て も比 較 す る と(Fig.31)、dynorphin(1-13)

の 場 合 と同 様 に 心 臓 の 酵 素 に お い て最 も強 い阻 害 作 用 が 認 め ら れ た が 、 脳

の 酵 素 に お い て も 比 較 的 強 い 陸 害 が み られ 楚 。 腎臓 の 酵 素 で は1mMの 濃度

で約30%の 弱 い 阻 害 しか み られ な か った 。
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ラ ッ ト、 モ ル モ ッ ト、 イ ヌ 、 ウ シ の心 筋Na+,K+-ATPase活 性 に 対 す る

dynorphin(1-13)の 隆 害 作 用 に つ い て 比 較 検 討 し た(Fig.32)。 ラ ツ ト

心筋の酵素において最も強い阻害がみ られ、モルモットおよびイヌの心筋
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の 酵素 で は0.1mMの 濃度 で約30%の 弱 い阻害 しかみ られ なか った。 また、

ウ シ 心 筋 の 酵 素 に お い て は 、dynorphin(1-13)に よ る阻 害 作 用 は ほ と ん ど
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Fig. 32. Effect of  dynorphin(1-13) on the activity of cardiac 
Ne',10--ATPase of several species. The control activities were 
0.94 ± 0.09 (rat), 0.90 ± 0.17 (guinea pig), 1.57 ± 0.10 (dog) 
and 1.27 ± 0.07 (bovine)  pmole  Pi/mg  protein/min (mean ± S.E.). 
Each point represents the mean of three or four separate 
experiments  ± S.E.
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Fig. 33. Effect of EKC on the activity of cardiac  Na+,K1-- 
ATPase of several species. Each point represents the mean 
of three separate experiments ± S.E. See legend to figure 
32 for other details.
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認 め られな か った。EKCに よる随害作 用 の種差 につ いてfiig.33に 示 し

たが 、dynorphin(1-13)と 同様 にラ ッ ト心筋 の酵 素&'お いて最 も強 い阻害

が み られ 距 が、その他 の動 物 の心筋 の酵 素 にお いて も比 較的強 い阻害 が認

め られ た。

第三 節 考 察 と 小 括

種 々のオ ピオ イ ド類 の中でK一 タイプ のものが ラ ッ ト心筋 のNa㌔K㌔ATP

ase活 性 を阻害 し、 その阻害 の強 さは強心配 糖体 の ウワバ インに匹敵 あ る

いはそれ以 上であ った。 この こと と前 章の摘 出心 房の収縮 に対 して κ一タイ

プのdynorphin(1-13)、EKCが 陽性 変 力作用 を有 して いた結果か ら、 これ

らオ ピオ イ ドがNa+,K+-ATPaseの 阻害 を介 す る強 心作用 を有 して いる こと

が示 唆 され た。他 の μ一お よびs一 タイプのオ ピオ イ ドに は阻害作用 はみ ら

れな か った ことよ り、心筋Na+,K+-ATPaseの 阻 害 が κ一タイプに特異 的な

作 用 であ る ことが示 され たが、 これ らの作用 が ナ ロキソ ンによ り拮抗 され

な か った こ とよ りオ ピエー ト受 容 体 を介す る可能 性 は少 な いと考 え られ る。

dynorphin(1-13)に よるNa+,K+-ATPaseの 阻害 作用 をLineweaver-Burk

プ ロ ッRこ よ り解析 した結 果、dynorphin(1-13>はATP、Na+、K+の 酵素 に

対 す る親 和性 に は影響 せず、最 大反 応 速度 を低 下 させて い海。 この ことは

dynorphin(1-13)が 本酵素 のATP、Na+、K+に よ る活 性化 部位 とは異 な った

部 位 に作用 して、その活性 を阻害 して い ることが考 え られた。Na+,K+-

ATPaseの 部分反 応で あるNa+依 存 性 リン酸 化反 応 とK+依 存性脱 リン酸 化

反 応 に対す るdyn◎rphin(1-13)に よる阻害 の用 量反 応曲線 か らMa+,K㌔
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ATNaseの 阻 害 は主 に 脱 リン 酸 化 過 程 の 随 害 に よ る も の と考 え られ た。

脳 、心 臓 、 腎 臓 よ り調 製 したNa+,K+-ATPaseのdynorphin(1-13)あ る

い はEKCに よ る阻 害 作 用 に著 明 な 差 が み られ た こ と よ り、Na+,K+-ATPase

の 性 質 が 組 織 に よ り異 な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ た。 ま たdynorphin

(1-13)あ る い はEKCに よ る心 筋Na+,K+-ATPaseの 陥害 作 用 が ラ ッ ト、 モ

ル モ ッ ト、 イ ヌ 、 ウ シ の各 動 物 に よ りそ の 程 度 に差 が 認 め られ 泛 こ とか ら

心 筋 の 本 酵 素 の 性 質 が 動 物 の 種 に よ って 異 な って い る こ と が考 え られ た。

小 括

1)種 々の オ ピオ イ ド類 の 中 で κ 一タ イ プ のdynorphin(1-13)とEKCが

ラ ッ ト心 筋 のNa+,K+-ATPase活 性 を 著 明 に 阻 害 した 。

2)dynorphin(1-13)は ラ ッ ト心 筋 のNa+,K+-ATPaseに 対 す るATP、

Na+,K+の 親 和 性 に は 影 響 を 与 え ず 、最 大 反 応 速 度 を 減 少 さ ぜ る

こ とに よ り本 酵 素 活 性 を 阻 害 した 。

3)dynorphin(1-13)はNa+,K㌔ATPaseの 部 分 反 応 の う ち 主 に脱 リ ン酸 化

過 程 を 阻害 す る こ とに よ り本 酵 素 活 性 を 阻 害 して い る こ とが 示 され た。

4)dynorphin(1-13)とEKCに よ るNa+,K+-ATPase活 性 の 隗害 作 用 に組

織 に よ る差 が認 め られ 、 心 筋 の 酵 素 に対 し て最 も強 い 阻害 を 示 し た。

5)心 筋Na+,K+-ATPase活 性 に対 す るdynorphin(1-13)とEKCの 随 害 作

用 に種 差 が 認 め られ 、 ラ ッ トの 酵 素 に対 して 最 も強 い 阻害 を 示 した 。
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第 四 章 総 括 と 結 論

1.総 括

オ ピオ イ ド類の心 循環系&y対 す る作 用 は、主 と して脳 幹の血管 運動中 枢

に分布 す るオ ピエー ト受容体 を介 する作用 と考 え られ て いるが、 その作 用

はオ ピオ イ ドのサブ タイプ44)、 投与方法65),66)`よ り、 また、実験 動物

の種42),43)`よ って も異な って お り、その作 用 機序 は明確 にはされて いな

い。最 近、 生化学的研 究 によ り心 臓に オ ピオ イ ドペプ チ ドが存在 す るこ と

が報告 され 、オ ピオ イ ド類が 心臓 に対 して直接 作用 を有 して いる可能 性 が

考 え られて い る。そ こで本研 究で は心臓 に おけ る内因性 オ ピオ イ ドペ プチ

ドの存在様 式 と分布iYつ いて組 織化学 的方 法 に よ り調べ 、さ らに オ ピオ イ

ド類の心 臓 に対 す る直接 作用 につ いて薬理 学的 、生 化学 的に検討 を行 っ距。

内因性 オ ピオ イ ドベブ チ ドであ る"le七 一Enk、Leu-Enkの ネコ心 臓 にお け

る免 疫絹 織化学 的実 験 に よ り、 これ らベプ チ ドを含有 す る神経線 維 お よび

神経細 胞 が心房 の洞 房結節 周辺 、大動 脈開 口部 と肺動脈 開 口部の 問、冠 状

静脈洞 お よび下大静 脈開 口部周辺 に局 在 し、副 交感神経 節、血管 、心筋 と

密 接 に関係 してい ることが示 され た。 これ らの 結果 よ り心臓 に存在 す る

Met-Enk、Leu-Enkを 初 め とす るオ ピオ イ ドベ ブチ ドが心 機能、特 にそ の収

縮 に対 して何 らかの役割 を果 して いる ことが示 唆され た。

副 腎の ク ロマ フ ィン細胞 や上頸 神経節のSIFcell中 にEnkが 存在 し、

カテ コール ア ミンの遊 離の調 節 を行 ってい る可 能 性が報告 されて いる23),

32)
。本 実験 においてもEnkが カ テ コール ア ミンを含有す るSiFcellに

存 在 して い ることが示 され 、心臓 に おけるEnkの 作用 がカテ コー ル ア ミ

ン と密 接 に関係 して い る可能 性が考 え られ た。 また、Enkを 含有 するSIF
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cellに 近接 してSPお よびVIPを 含 む神経線 維 が密 に分布 して いたこと

よ り、SIFcellか らのEnk遊 離 が これ らペ プチ ドに よ り調 節 を受 けて い

るこ とが考 え られ、心臓 に対す るEnkの 作用 とSP、VIPが 密接 に関与 し

て い ることが示 唆され た。

摘 出心房 標本 の収 縮 に対す るオ ピオ イ ド類 の作用 を検 討 した結果 、 κ一

タ イプのEKCとdynorphin(1-13)が 著明 な陽性変 力作用 を示 した。 この

作用 はオ ピエー ト受 容 体 を介 さな い作 用 と考 え られ、 また、ア ドレナ リン

系 あ るいはCat+-channelと の関与 もな いこ とが示 され た。 そ こでEKC、

dynorphin(1-13)に よる陽性変 力作用 の機序 を調 べ る目的で、心筋 のNa+,

K+-ATPaseに 対 す るオ ピオ イ ド類 の作 用 を検 討 した。そ の結 果、 種 々の

オ ピオ イ ド類 の中で κ一タ イプの ものが ウワバ インに匹敵 す る著 明な心 筋

Na+,K+-ATPase活 性 の阻害作用 を有す るこ とが 明 らか とな った。

摘 出心 房標 本の収縮 に対す る作用 と心 筋Na+,K+-ATPase活 性に対 す る作

用 の 結果か らK一 タイブ のオ ピオ イ ドで あ るEKCとdynOrphin(1-13>は 心

筋Na+,K㌔ATPaseの 阻害 を介 す る陽性変 力作用 を有 す ることが示 された。

2.結 論

1)Met-Enk、Leu-Enk含 有細 胞 お よび神 経線維 が心房 、特 に洞 房結 節周

辺、大 動脈 開口部 と肺動 脈開 口部 の問、冠 状静脈洞 および 下大静 脈開

口部周 辺 に多数 存在 す ることが明 らか とな り、 また、 これ らの細 胞 お

よび神 経線維 が副交感神 経節 、心筋 、血管 と密接 に関係 して い ること

が示 され た。

2)心 臓 のEnk含 有細 胞はカ テ コール ア ミンを含有 す るSIFcellで あ る

ことが示 され、 また、そ の細 胞の 周囲 にはSPお よびVIP含 有神経線
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維 が密 に分布 して いた こと よ り、Enkが これ らペ プチ ドと密 接な関 係

を有 して いるこ とが示 唆 され た。

3)摘 出心 房標本 の収縮 に対 してK一 タイプ のオ ピオ イ ドで あるEKCが 著

明な陰性 変時作 用 と陽性 変力 作用 を、 また、dynarphin(1-13>が 陽性

変 力作 用 を有Gて いる ことが明 らか とな った。

4)心 筋のNa+,K+-ATPase活 性 に対 して κ一タ イブ のオ ピオ イ ドであ る

EKCとdynor・phin(1-13)が 著明な 随害作用 を有す る ことが明 らか と

な っ炬。 この ことよ りEKCとdynorphin(1-13)の 陽性変 力作 用 は、

心 筋Na+,K+-ATPaseの 隨害 を介 した もの で ある ことが示 唆 された 。
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