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  AChは内皮細胞依存性に、濃度依存性に、ラット腸間膜動脈平滑筋細胞の膜電位を過分
極させた。AChの膜電位過分極反応はindomethacin，NG_nitro_L―arginine(L-NNA)，oxyhaemo-
globinの前処置により影響を受けなかった。したがって、AChによって内皮細胞から放出
されるEDHFはprost aglandinないしはNO以外の物質と考えられた。AChによる過分極反応
は、20 mM K+溶液により抑制され、1 mM K+溶液により増強された。また、TBAおよび
apaminの前処置により抑制されたが、TEA，charybdotoxin，glibenclamide，ouabainにより影響
を受けなかった。これらの結果から、ラット腸間膜動脈平滑筋細胞におけるAChによる膜
電位過分極反応は、少なくとも一部はapamin感受性のK+チャネルの活性化によるものと推
定された。AChによるEDHFの放出は、血管内皮細胞内のCa2+上昇によって引き起こされ
るが、一過性のEDHFの放出は、phospholipaseCの活性化により放出されたIP3がIP3感受
性のCa2+ storeからCa2+を放出することにより惹起され、持続性のEDHFの放出は、IP3感
受性Ca2+storeの枯渇化により引き起こされる細胞外から細胞内へのCa2+流入により惹起さ
れることが推定された。このC a十流入経路はL‐けpeCa2゙ チャネルとは異なり、Ni2゙ に阻害
される経路であることが判明した。EDHFの本体について、アラキドン酸のcytochrome
P450代謝産物であるepoxyeicosamenoicacidが推定されているが、少なくともラット腸間膜
動脈においては否定的な見解を得た。AChおよびCa2゙ ionophoreであるA23187による内皮細
胞依存性の膜電位過分極反応は糖尿病病態で減弱し、その時間経過も一過性となる傾向が
認められた。この変化はL．NNA，indomethacin，SuperoxidediSmutaSeの前処置により影響を
受けなかった。」6汀P感受性K゙ チャネル開口薬であるp血acidinこよる内皮細胞非依存性の過
分極反応には変化が認められなかった。この糖尿病による過分極反応の変化はインスリン
治療により予防された。AChによる血管弛緩反応も糖尿病病態において減弱しており、ま
た一過性となる傾向が認められた。糖尿病病態ばかりでなく、高血圧病態におぃても
EDHF反応が低下していた。この原因のーっとして、酸化LDL中にあるlysophosphatidyト
cholme（LPC）が重要な役割をしている可能性が示された。すなわち、LPCは濃度依存性に
EDHFによる内皮細胞依存性の過分極反応を抑制したが、pmacidinこよる内皮細胞非依存性
の過分極反応には影響を与えなかった。またLPCはNOによる血管弛緩反応よりも、EDHF
による弛緩反応をより選択的に抑制し、病態におけるEDHF変化の重要性が推定された。
次に、リン脂質の構造とEDHF反応に対する抑制作用との関連を検討すると、まず第一
に、リン脂質のグリセロール骨格の第1位のアルキル基がC14以上で十分に長いこと、第
二に、リゾ体ないしは類似した一本鎖の構造であること、第三に、第3位の構造はその
チャージは関係なく、大きさがある程度以上大きいこと、がEDHFによる過分極反応を抑
制する必要条件と考えられた。これらのりゾ体リン脂質類似構造物質は、血管内皮細胞障
害の原因ないしは増悪因子のーっと考えられ、病態生理学上重要であると考えられた。
  以上より、少なくともラット腸間膜動脈において、NOでもないprostagland血でもない物
質がAChなどの刺激により、血管内皮細胞内のCa2゙ の上昇に伴って血管内皮細胞より産生
されて、血管平滑筋細胞のK゙ チャネルを開口し膜電位を過分極させて血管を弛緩させる
ことが判明した。この弛緩反応は小血管に特異的で、生理学的病態生理学的に非常に重要
であることが推定された。EDHFの発見以来約10年経過し、EDHFの特徴は徐々に解明さ
れつっある。しかし、EDHFの本体も、その合成酵素も、またその標的イオンチャネルも
未だに同定されていない。この意味において、EDHFの研究はまだ始まったばかりであ
り、今後、分子生物学的を手法を用いた更なる研究が必要であると思われる。



学位論文審査の要旨
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  Fcrrch gottら(1980)が内皮細胞依存性の血管弛緩反応を発見して以来、血管内皮細胞は生理的

および病理的刺激に反応して種々の血管収縮物質や弛緩物質を放出し血管の緊張を調節している

重要な細胞であることが明白となった。内皮細胞由来血管弛緩因子としてnitric oxide GiDN〇）は

よく知られれている所であるが、これに加えて、血管平滑筋細胞の膜電位過分極反応を伴う内皮
細胞由来過分極因子(EDHF)の存在が確実視されるに至った。しかし、EDHFの本体ないしその合

成酵素は未同定であり、またEDHFの標的イオンチャネルも未だに明らかされていないのが現状

である。EDHFは抵抗血管である微小血管においてEDNOよりも強カに作用しており、血圧の調

節および臓器血流の調節に関してはNOよりもむしろ重要であることが明らかとなってきている。

本研究は、EDHFの本体、放出機序、標的イオンチャネルおよび生理学的病態生理学的意義を明
らかにすることを目的におこなったものである。実験には、ラット腸管膜動脈を用い、血管平滑

筋細胞の膜電位変化を微小電極法により、また、血管弛緩反応を等尺性張力変化を測定すること

により検討した。本研究は、申請者が筆頭著者として発表した7編の論文を集大成したもので

あって、その内容は次ぎのように要約出来る。内皮細胞依存性に生じるアセチルコリン(ACh)に

よるラット腸問膜動脈平滑筋細胞膜電位の過分極はイオンドメタシン、NG一ニトロートアルギニ
ン(L-N NA)、オキシヘモグ口ピンの前処置により影響を受けなかったことから、AChによって内

皮細胞から放出されるEDHFはプロスタグランジンないしはNO以外の物質と考えられ、AChによ

る過分極反応に及ぽす諸種K+チャネル阻害薬の影響の解析から、AChによる膜電位過分極反応は

アパミン感受性のK+チャネルの活性化によるものと推測されるとしている。AChによるEDHF放

出に必要な血管内皮細胞内Caz+上昇は、ホスホリバーゼCの活性化によるIP3感受性Ca2+貯蔵部位
からのC a十放出と、IP3感受性Ca2十貯蔵部位の枯渇化により引き起こされる細胞外から細胞内へ

のCa2＋流入により惹起されることを明らかにしている。EDHFの本体について、アラキドン酸チ

トクロームP450代謝産物であるエポキシヘキサトリエン酸が報告されているが、少なくともラッ
ト腸間膜動脈においては否定的な結果を得ている。興味あることに、内皮細胞依存性膜電位過分

極反応は糖尿病および高血圧病態で減弱していることを認めた。この原因のーっとして、酸化
LDL中に含まれているりゾホスファチジルコリン（LPC）が重要な役割をしている可能性を示し
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た。すなわち、IPCは濃度依存性にEDHFによる内皮細胞依存性過分極反応を抑制すること、そ

して、NOによる血管弛緩反応に比べてEDHFによる弛緩反応をより選択的に抑制する事を示し、
病態におけるEDHF変化の重要性を明らかにした。LPCに関連して、ルン脂質およびその代謝物
のEDHF反応抑制について構造ー活性相関を解析した結果から、リゾ体リン脂質類似構造物質に

血管内皮細胞障害作用を認め、リン脂質異常代謝物が病態生理学上重要であると結論している。
学位論文の発表に際して、副査の北畠教授からは、EDHFの生理学的意義および微小循環障害時
の病態生理学的意義について、副査の川口教授からは、血管部位によりEDHF作用に差異が生じ

る機序、血管内皮細胞におけるEDHFの存在形式、すなわち、貯蔵されているのか、それとも、
刺激によって生成され遊離されるのか、EDHF合成酵素について、血管の種類によっては細胞外
マトリックスが異なるが、内皮細胞から遊離したEDHFの血管平滑筋細胞へのアクセスを決定し
ている可能性、EDHFの本体などの本質的な質問があったが、申請者は豊富な実験データと蓄積
された学識でもって概ね適切に回答し得た。さらに、循環器内科佐久間博士からは、LPCの
EDHF抑制作用の機序について質問があったが、文献に基づいた回答があった。
  申請者のEDHFに関する二連の研究は、EDHFの多彩な特性の一部を明らかにしたにすぎない
が、膨大な実験データに基づく新知見の数々はEDHFの生理学的および病態生理学的意義につい
ての今後の研究に重要な示唆を与えるものと評価できる。
    審査員一同は、血管生物学に関する申請者の豊かな学識に加えて、申請者の国際的な水準に
到達している血管内皮細胞EDHFに関する一連の研究が今後のEDHF研究の進展に資するところ
が多大であると高く評価し、申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するもの

と判定した。


