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研究成果の概要（和文）：モルモット肝静脈の単離標本では、経壁神経刺激（TNS）により、アドレナリン作動性神経
性一過性の張力増大反応を起こした。これらの反応はニフェジピンによって抑制されなかったが、cyclopiaxzonic aci
d (CPA)またはY-27632の存在下では抑制された。TNSはまた、アドレナリン作動性の細胞内Ca2+増大反応を起こした。
これらの細胞内Ca2+濃度の変化はCPAの存在下で抑制された。以上の結果からモルモット肝静脈では、α受容体を介し
て、細胞内貯蔵部位からのCa2+の放出とROKを介する経路を経て収縮を起こしていることが分かった。

研究成果の概要（英文）：The hepatic vein was isolated from the liver in guinea pig and was measured the 
vasoconstriction and the intracellular Ca2+ concentration. By the transmural nerve stimulation (TNS) 
transiently increased the tension of the vein. Phenylephrine increased the tension. These responses were 
not inhibited by nifedipne. Cyclopiazonic acid (CPA) and Y-27632 inhibited the responses. TNS also 
elicited a transient increase of the cytosolic Ca2+ concentrationx The response was inhibited in presence 
of tetrodotoxin or phentolamin. Phenylephrine also increased the cytosolic Ca2+. These cytosolic Ca2+ 
responses were inhibited in presence of CPA. These results suggest that, in the guinea pig hepatic vein, 
adrenergic nerves stimulate α receptor, which induce the increase of the cytosolic Ca2+ mainly through 
the intracellular Ca2+ stores or ROK signal, and evoked vasoconstriction to increase the vascular 
resistance.

研究分野： 循環

キーワード： アナフィラキシー　肝臓　循環
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１．研究開始当初の背景 

アナフィラキシーでは全身抵抗血管の弛

緩により急激に血液循環に異常をきたす。摘

出肝灌流実験法では、アナフィラキシーショ

ックの際にマクロファージなどから放出さ

れる物質の投与や感作した標本によるアレ

ルギー反応惹起によって、肝臓内の血管抵抗

の上や肝重量の増加が認められたうえ、実際

にアナフィラキシーショックが起きたとき、

肝臓をバイパスしておくと、血圧低下が緩和

されることが報告されている。このことから、

アナフィラキシーショック時には肝臓内血

管抵抗が上昇することで腹腔循環系に血液

を滞留させ、静脈還流量の減少を起こしてア

ナフィラキシーショックを悪化させている

と考えられる。しかし、肝臓実質内に埋まっ

ているという特徴から肝臓内の血管の平滑

筋細胞としての生理機能の研究には技術的

障害があり、その収縮機構は明らかになって

いない。 

一般的に血管は平滑筋と内皮細胞との間

の液性、電気性のシグナルのやり取りにより、

平滑筋細胞の収縮機構を制御している。その

収縮と弛緩の機構はそれぞれの細胞内での

Ca2+の増減によって惹起されている。平滑筋

細胞では細胞質の Ca2+濃度の増加によって

張力発生機構が惹起され、内皮細胞ではその

増加によって血管弛緩機構が惹起される。こ

の Ca2+の増加は細胞内貯蔵部位からの細胞

質への放出や細胞膜の Ca2+チャネルによる

細胞外液からの流入によって起こっている。 

以前、我々はモルモットの肝臓内の実質に

埋まっている血管組織を、生理的機能を保っ

たまま実質からとりはずし、収縮反応を測定

する方法を確立し、それにより、肝内の血管

は一酸化窒素による弛緩反応が弱いなど、他

の組織の血管とは異なる性質を見出した。本

研究計画ではこの興味深い肝臓静脈系細胞

の細胞内 Ca2+濃度測定法を確立し、アナフィ

ラキシーショック時の細胞レベルでの特徴

を明らかにすることで同ショックの治療法

開発の一助となることを目指す。 

 

２．研究の目的 

肝内静脈のカルシウム濃度測定：血管張力

は一般に平滑筋細胞内のカルシウム濃度の

上昇により増加し、平滑筋細胞を弛緩させる

内皮細胞内の機構は内皮細胞のカルシウム

濃度の上昇により惹起される。肝臓の血管に

おけるこれら細胞内カルシウム濃度が当該

血管を収縮もしくは弛緩させるアゴニスト

刺激によりどのように変化するかを検討し、

収縮弛緩制御に至る細胞内機構を明らかに

する。 

 

３．研究の方法 

(1) 標本作成 

モルモット(2 週齢、雄)の肝臓右葉をナイ

フで切り開き、肝静脈の内面を露出させた。

切断面の縁の血管と実質の間にピンセット

を挿入し、そのまま血管を実質から剥離した。

血管標本には枝分かれした血管に繋がる多

くの穴が開いており、そのうちの一つが含ま

れるように 5 mm x 3 mm のストリップ標本を

作製した。 

 

(2) 血管張力測定 

標本を、内皮側を上にしてシリコンを張っ

たチャンバーにピン止めし、37 度のクレブス

液灌流液中に置いた。標本に含まれる穴に、

水平方向の小さな張力を測定できるように

特別に作成した張力トランスデューサーを

引っ掛けて、その部分の張力の変化を測定し

た。チャンバーには二枚の白金板を、標本を

挟むように配置し、この板の間に電流を流す

ことで、経壁的電気刺激を行えるようにした。 

 

(3) 細胞内 Ca2+濃度測定 

 

0.01%cremphor 入り nominally Ca free 



Krebs に CAL-520 AM (5 μM)と Ca2+ (0.5 mM)

を加えたロード溶液をサンプルチューブに

入れ、その中に標本を入れる。これを、斜光

下で、室温 15 分間、37 度で 15 分間インキュ

ベートする。その後、標本を実験漕に固定し、

通常の Krebs 溶液を 30 分間潅流させたのち

に実験を行う。波長 495nm で励起して得られ

る 514 nm の蛍光画像を取得し、細胞内 Ca2+

濃度変化を観察する。 

 

４．研究成果 

(1) 肝静脈収縮に対する細胞内 Ca2+の役割 

標本に経壁神経刺激(持続時間 50μs、頻

度 3 – 100Hz、1sec)をすると、刺激頻度依存

的に一過性の収縮を観察した。この反応は

Tetrodotoxin (3 μM)、または Phentolamine 

(3 μM)によって抑制された (Figure 1)。

Phenylephrine (1 - 30 μM) も収縮を引き

起こした。これらの収縮反応はニフェジピン

(1 μM)では変化せず、cyclopiazonic acid 

(CPA, 10 μM)や Y-27632(10 μM)によって抑

制された(Figure 2, Figure 3)。以上の結果

より、モルモット肝静脈は興奮性の神経支配

を受けており、それは主にアドレナリン作動

性であることが分かった。その収縮メカニズ

ムに電位依存性 L タイプ Ca2+チャネルの関与

は小さく、筋小胞体からのCa2+放出機構とROK

経路を介する信号伝達経路が主であると考

えられた。 

 

 

 

(2)収縮刺激に対する肝静脈細胞内 Ca2+濃度

の変化機構 

経壁神経刺激をすると、細胞内 Ca2+指示薬

Cal-520 の蛍光強度が一過性に増大した。こ

の反応は Tetrodotoxin (3 μM)、または

Phentolamine (3 μM)によって抑制された

(Figure 4)。 Phenylephrine (30 μ M) も

Cal-520 蛍光強度増大反応を起こした。CPA 

(10 μM)を投与すると、Cal-520 蛍光強度が



増大した。この状態で phenylephrine を投与

しても、Cal520 蛍光強度の増大反応はほとん

どみられなかった(Figure 5)。以上の結果よ

り、モルモット肝静脈では、アドレナリン作

動性神経による刺激は、α受容体を介して、

平滑筋細胞の細胞内 Ca2+ 貯蔵部位からの

Ca2+放出を刺激し、細胞質 Ca2+濃度を増大させ

ることが示唆された。 
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