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研究成果の概要（和文）：直腸細動脈mural cells（血管平滑筋や周皮細胞）は周期的かつ同期的な自発細胞内
Ca2+上昇を示した。小胞体からの自発Ca2+放出に続くCa2+活性化Cl-チャネルを介したCl-流出（＝脱分極）は、
ギャップ結合でつながる近隣のmural cellsを脱分極させて電気的に同期させると考えられた。続くT型およびL
型電位依存性Ca2+チャネルからのCa2+流入により細胞間で同期した自発Ca2+上昇が生じた。T型とL型Ca2+チャネ
ルは、それぞれ自発Ca2+上昇の頻度と持続時間も増加させた。自発Ca2+上昇に基づく細動脈自発収縮は、直腸壁
が糞塊で伸展される際の虚血リスクを低下させると推察された。

研究成果の概要（英文）：The mural cells (vascular smooth muscle cells and pericytes) of rectal 
arterioles periodically exhibited synchronous, spontaneous rise in intracellular Ca2+ concentration.
 These spontaneous Ca2+ transients depended on Ca2+ release from endoplasmic reticulum Ca2+ store 
and subsequent Ca2+-activated Cl- channel opening-mediated Cl- efflux which are expected to cause 
membrane depolarisation. The depolarisation appeared to be large enough to electrically couple the 
mural cells connected via gap junctions. Subsequent Ca2+ influxes through T-type (TVDCCs) and L-type
 (LVDCCs) voltage-dependent Ca2+ channels underlay ‘synchronous’ spontaneous Ca2+ transients among
 the mural cells. The openings of TVDCCs and LVDCCs increased Ca2+ transient frequency and duration,
 respectively. The synchronous spontaneous Ca2+ transients in the mural cells may underlie the 
spontaneous constrictions of arterioles to prevent the rectum from ischemic damage during the 
prolonged wall distension by faecal pellets.

研究分野：生理学・形態学

キーワード： 細動脈　平滑筋　周皮細胞　カルシウムイメージング　自発活動　Cl-チャネル　電位依存性Ca2+チャネ
ル　ギャップ結合
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 
【直腸微小血管の制御機構を明らかにする
意義】 
過 敏 性 腸症 候 群 （ IBS; irritable bowel 

syndrome）の患者では、慢性的な腹痛あるい
は腹部不快感に下痢や便秘などの便通異常を
伴い、便通によってこれらの症状が軽減する。
日本では 10%以上の人が罹患していると推察
されており、ストレスで悪化することなどか
らも現代の日本社会で罹患率のさらなる増加
が懸念される疾患と考えられる。 

IBS の患者では、直腸伸展刺激に対する閾
値が低下しており、腹部に感じる痛みとの相
関がある。消化管壁の伸展を感知する求心性
神経は粘膜下層微小血管の周囲に存在すると
の報告が近年なされたことから、腸壁内微小
血管の血流低下やうっ滞により IBS における
伸展知覚異常がひきおこされている可能性も
考えられる。本研究において直腸微小血管の
制御機構を明らかにすることは、将来的に
IBS における知覚異常と血流停滞・うっ血と
の関連性を検討する上で有用と考えられる。 

 

【伸展性臓器における微小血管の自発収縮】 
我々は最近、膀胱の上皮下や遠位結腸およ

び胃の粘膜下層の細静脈が周期的な自発収縮
を発生することについて報告した。膀胱や遠
位結腸や胃は、尿や糞塊や食物塊で伸展され
ている時間が長いが、この様な状況下でも細
静脈が自発収縮することにより、微小循環の
血流停滞を防いでいると考えられる。 

本研究では、排便直前の糞塊がとどまる場
所である直腸でも同様の細静脈における自発
収縮がみられると予想している。また、これ
まで消化管の他の部位で検討していない粘膜
下細動脈の自発細胞内 Ca2+変動についての検
討も試みる。 

 

２．研究の目的 

 
【直腸微小血管の自発活動】 
予備検討により、ラット直腸の粘膜下細静

脈にも、膀胱や胃と同様に自発収縮が認めら
れ、さらには、粘膜下の毛細血管前細動脈
（precapillary arteriole）においても自発的かつ
周期的な細胞内 Ca2+変動がみられた。このこ
とから、直腸では、細動脈系も細静脈系も自
発活動機構をもつと考えられた。 

直腸は、消化管の中でも特に内容物による
強くて持続的な圧迫を受ける部位であるため、
これらの自発活動が血流停滞・うっ血を防止
すると推察される。これらの自発活動におけ
る細胞内メカニズムおよびギャップ結合によ
る細胞間のつながりについて薬理学的に検討
する。 

 

【直腸微小血管の制御】 
直腸細動脈系の自発活動に対する内皮細胞

の制御について検討する。血管研究のモデル

である腸間膜動脈では、内皮細胞が一酸化窒
素（NO）を放出したり、内皮細胞の Ca2+活性
化 K+チャネル開口による過分極が血管平滑
筋へ伝わったりすることで血管拡張がおこる。
本研究では、NO や Ca2+活性化 K+チャネルと
直腸細動脈自発活動との関連を調べる。 

また、経壁神経刺激を用いた生理学的実験
により直腸粘膜下の微小血管に対する神経性
制御に関しても検討する。IBS 患者では直腸
や結腸の粘膜にプロテアーゼの発現が増加し、
直接、求心性神経の protease-activated receptor 

2（PAR2）に作用して知覚過敏をひきおこす。
直腸微小血管の神経刺激誘発性収縮に対する
PAR2 アゴニストの効果ついては不明である
ため、検討する。 

 

３．研究の方法 

 

（１）細胞内カルシウムイメージング 
摘出した直腸から粘膜と平滑筋層を取り除

き、粘膜下層のみのシート状標本（粘膜下層
標本）を作製する。カルシウム蛍光指示薬
Cal-520 を微小血管 mural cells（血管平滑筋や
周皮細胞の総称）内にローディングする。
Cal-520 が Ca2+と結合すると蛍光強度が増す
性質を利用し、mural cell 内 Ca2+の変動を調べ
る。多数の mural cells の細胞内 Ca2+変動を同
時に記録できるため、細胞間同期性について
も検討できる。ギャップ結合や Ca2+活性化 Cl-

チャネルや各種 Ca2+チャネルの阻害剤などを
用い、細胞間同期メカニズムを解明する。 

 内皮が mural cell 内の自発 Ca2+変動に及ぼ
す影響についても、NO 合成酵素阻害剤や
cGMP分解酵素の阻害剤やCa2+活性化K+チャ
ネル阻害剤などを用いて調べる。 

 
（２）免疫組織化学染色 
直腸の粘膜下層標本を免疫染色し、そのま

まスライドグラスに貼り付けて共焦点レーザ
ー顕微鏡で観察するため、微小血管網をその
まま観察することができる。 

微小血管を α 平滑筋アクチン抗体で染色し
て mural cells の形の特徴を検討し、また他の
マーカーとの二重染色により細静脈と細動脈
との識別を試みる。内皮 NO 合成酵素（eNOS）
抗体を用いて直腸細動脈の内皮細胞における
NO 産生の有無についても検討する。 

 
（３）血管径変化および血管張力の測定 
ラット直腸の粘膜下層標本を作製し、

Diamtrak（経時的血管壁追跡ビデオシステム）
を用いて粘膜下層の細動脈・細静脈の血管径
変化を記録する。経壁神経刺激に伴う収縮や
弛緩を観察し、血管径の変化として記録する。
また､直径 100 μm 以上の血管にステンレスワ
イヤーを 2 本通して血管張力変化を測定する
システムである wire myograph を用い、ラッ
ト腸間膜動脈において Ca2+活性化 K+チャネ
ル阻害剤の効果を確認する対照実験を行う。 

 

 



４．研究成果 
 

（１）直腸粘膜下における細動脈系の構造 

直腸粘膜下層標本の免疫組織化学染色によ
り細動脈系の構造と細動脈 mural cells（血管
平滑筋や周皮細胞）の特徴を明らかにした。 

図１：免疫組織化学染色により明らかにした
ラット直腸粘膜下層細動脈の特徴。アルファ
平滑筋アクチン（α-SMA）免疫染色で細動脈
網を描出した（a）。直径約 50 μm の細動脈（星
印）が矢頭の位置で分枝し、直径約 20 μm の
曲がりくねった枝となっている。細動脈mural 

cells は、NG2 陽性の丸い細胞体を有していた
（b, c 矢印）。青色は核を示す。細動脈 mural 

cellsはデスミン陽性で丸い細胞体から数本の
突起を出していた（d, e 矢印）。eNOS 陽性の
内皮が赤色で示されている。スケールバーは
100 μm （a）と 20 μm（b, d）を示す。 

 ラット直腸粘膜下層には、複雑にまがりく
ねった直径 20 μm ほどの毛細血管前細動脈が
豊富に認められた（図１a）。この細動脈のア
ルファ平滑筋アクチン（α-SMA）免疫陽性
mural cells は、通常の紡錘形をした血管平滑
筋とは異なり、丸い細胞体を有してそこから
突起を数本のばしていた（図１b-e）。 

 

（２）直腸細動脈における自発活動 

  直腸粘膜下層の毛細血管前細動脈 mural 

cells の丸い細胞体では、周期的でかつ細胞間
で同期した自発 Ca2+上昇がみられた（図２）。 

図２：細胞内カルシウムイメージングによる
直腸粘膜下細動脈自発活動の記録。細動脈
mural cells の自発細胞内 Ca2+上昇前後の比較
（a）。この細動脈から選んだ 4 つの mural cells

の自発活動のトレース（b）を重ねると同期性
が確認できた（c）。スケールバーは 20 μm。 
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（３）直腸細動脈自発活動のメカニズム 
直腸粘膜下層の毛細血管前細動脈 mural 

cellsで観察された自発 Ca2+上昇のメカニズム
について各種阻害剤などを用いて検討した
（図３）。 

CPA（10 μM）により、小胞体への Ca2+再
取り込みを担う Ca2+-ATPase を阻害すると周
期的な自発活動は停止した（図３a、図４）。
小胞体 IP3 受容体の阻害剤とされる 2-APB

（100 μM）や caffeine（1 mM）は、自発 Ca2+

上昇を減弱させて細胞間の同期性を乱した。
これらの所見から、IP3受容体を介した小胞体
からの Ca2+放出が mural cell 自発活動の基盤
となっていると考えられた（図４）。 

図３：直腸粘膜下細動脈 mural cells におけ
る自発活動の機序。小胞体への Ca2+再取り込
みを阻害する CPA は、細動脈 mural cells の自
発細胞内 Ca2+上昇を消失させ、細胞質の basal 

Ca2+ level を増加させた（a）。3 つの mural cells

から記録した 3 色のトレースが重ねて示して
ある。Ca2+活性化 Cl-チャネル阻害剤 DIDS や
ギャップ結合阻害剤 carbenoxolone は、自発
Ca2+上昇を減弱させ細胞間同期性を乱した（b, 

c）。L 型 Ca2+チャネル阻害剤 nifedipine と T

型 Ca2+チャネル阻害剤 mibefradil は、細胞間
同期性を乱さず、それぞれ自発 Ca2+上昇の持
続時間と頻度を減少させた（d, e）。 

Ca2+活性化 Cl-チャネル阻害剤 DIDS（100 

μM、図３ｂ）や低 Cl-溶液（134.4 mM から
12.4 mM へ減らした）の灌流により、mural 

cells の自発 Ca2+上昇は減弱し､細胞間の同期
性が失われた。これらの所見から、mural cells

は常に Cl-を盛んに細胞内へとりこみ、小胞体
からの Ca2+放出の際に Ca2+活性化 Cl-チャネ
ルが開口すると Cl-を細胞外へ放出して脱分
極すると考えられた（図４）。 

ギャップ結合阻害剤である carbenoxolone

（3 μM、図３c）や 18β-GA（10 μM）は、mural 

cells の自発 Ca2+上昇を減弱させ､細胞間の同
期性を消失させた。L 型 Ca2+チャネル阻害剤
nifedipine（1 μM、図３d）は、個々の自発 Ca2+

上昇の持続時間を減少させ、T 型 Ca2+チャネ
ル阻害剤 mibefradil（1 μM、図３e）や ML218

（1 μM）は、自発 Ca2+上昇の頻度を減少させ
た。以上の所見から、Cl-流出による脱分極は、
ギャップ結合を介して近隣の mural cells を脱
分極させ、T 型および L 型電位依存性 Ca2+チ
ャネルを開口させると考えられた（図４）。T

型および L型 Ca2+チャネルを介した Ca2+流入
は、それぞれ自発 Ca2+上昇の頻度上昇と持続
時間延長に寄与していた。 

図４：想定される直腸細動脈 mural cells に
おける自発活動の機序。詳細は本文参照。 
 

 

 細動脈と細静脈の相違については以下の所
見を得た。これまでに報告してきた胃や膀胱
の細静脈に加えて、直腸の粘膜下細静脈でも
周期的な血管平滑筋内の自発 Ca2+上昇や、そ
れにともなう自発収縮がみられた。これらの
細静脈平滑筋における自発 Ca2+上昇は、L 型
Ca2+チャネル阻害剤 nifedipine（1 μM）で大幅
に減弱し､細胞間同期性も失われた。これに対
して､直腸細動脈では nifedipine 存在下でも細
胞間の同期性が保たれた（図３d）。細静脈平
滑筋どうしが電気的に同期するためには、
Ca2+活性化 Cl-チャネル開口による脱分極に
つづく電位依存性 L型 Ca2+チャネルの開口で
脱分極がさらに増強される必要があると考え
られる。これに対して細動脈では、Ca2+活性
化 Cl-チャネル開口による脱分極が比較的大
きく、電位依存性 Ca2+チャネルの開口が無く
ても電気的同期が起こるものと推察された。 
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（４）内皮による直腸細動脈自発活動の制御 
上述した（１）～（３）の研究成果をまと

めて論文として報告した（Mitsui & Hashitani, 

2017, Pflügers Archiv - European Journal of 

Physiology）。これを土台とし、次に直腸粘膜
下細動脈 mural cells の自発 Ca2+上昇に対する
内皮細胞の制御についても検討を開始した。 

NO 合成酵素阻害剤 L-NA が、自発 Ca2+上
昇 頻 度 を 上 げ 、 逆 に cGMP 分 解 酵 素
phosphodiesterase 5（PDE5）の阻害剤 tadalafil

は頻度を減少させることを示唆する結果が得
られつつある。また、免疫染色により直腸細
動脈の内皮細胞における内皮 NO 合成酵素
（eNOS）の発現も確認した（図１d, e）。こ
のことから、内皮から NO が常に放出され、
細動脈自発活動を抑制するものと考えられた。
NO 放出量は血液と内皮との間のずり応力で
増加する。血流不足の際には、NO 放出量が
減り細動脈の周期的自発収縮機能（ポンプ機
能）が一層増して血流を回復させる可能性が
考えられた。 

一方、小コンダクタンス Ca2+活性化 K+チャ
ネル阻害剤 apamin や中コンダクタンス Ca2+

活性化 K+チャネル阻害剤 TRAM-34 は、直腸
細動脈 mural cells の自発 Ca2+上昇に影響をお
よぼさないことが示唆された。先行研究どお
りこれらの試薬は、αアドレナリン受容体ア
ゴニストであらかじめ収縮させておいたラッ
ト腸間膜動脈の NO 非依存性アセチルコリン
誘発性弛緩を抑制した（wire myograph を用い
た実験）。したがって、Ca2+活性化 K+チャネ
ルは、毛細血管前細動脈の内皮細胞では重要
な働きをしていない可能性が示唆された。 

 
（５）その他の直腸細動脈制御機構 

経時的血管壁追跡ビデオシステムを用い、
粘膜下層の細動脈および細静脈の血管径変化
を記録することで血管収縮性を評価した。直
腸粘膜下細動脈に経壁神経刺激を行ったとこ
ろ、ノルアドレナリンおよびプリンを介した
交感神経性の血管収縮が認められた。PAR2

（protease-activated receptor 2）アゴニスト
SLIGRL-NH2（1 μM）は、この交感神経性収
縮反応を抑制した。SLIGRL-NH2 を洗い流す
と、すぐに神経性収縮の振幅は元の大きさに
戻った。一方、SLIGRL-NH2 は細静脈の自発
収縮に顕著な影響をおよぼさなかった。 

 
（６）まとめ 

直 腸 毛 細 血 管 前 細 動 脈 （ precapillary 

arteriole）において典型的な紡錘形血管平滑筋
とは異なり、丸い細胞体から数本の突起をの
ばす mural cells が観察された。これらの mural 

cells間で同期した周期的な自発細胞内 Ca2+上
昇がみとめられ､その機序について明らかに
した（図４）。直腸壁は糞塊により持続的に
伸展されると血液が滞りがちであるが、mural 

cellsの自発Ca2+上昇が細動脈系の周期的自発
収縮をひきおこし、ポンプ作用により直腸粘
膜への酸素・栄養の供給を維持すると推察さ

れた。直腸細動脈系の自発活動は、虚血やそ
れに伴い得る粘膜障害を未然に防止する機構
であると考えられた。 
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