
１. はじめに

Substance P (SP) を含有する神経は､ 胃・食

道接合部を含む消化管全域の管壁に分布しており

(Bartho and Holzer, 1985; Costa et al., 1981;

Daniel et al., 1985; Domoto et al., 1983; Ekblad

et al., 1987)､ 消化管の運動調節に深く係わってい

る｡ また､ SPは消化管の管壁を構成する輪走筋及

び縦走筋に対して強い収縮作用を示すことが知られ

ている (Bartho and Holzer, 1985; Costa et al.,

1985; Domoto et al., 1983; Lidberg et al., 1982;

Kohjitani et al., 1996)｡ 胃・食道接合部に存在す

る下部食道括約筋 (LES) は静止時においても持続

性に緊張を維持し､ 胃内容物の逆流防止を果たして

いる｡

In vitroでの実験によると､ ネコ食道輪走筋

(Leander et al., 1982)､ 胃体部及び幽門洞の輪走

筋 (Merlo and Cohen, 1989) ではSPによって誘

発される収縮はatropineで抑制されるので､ 収縮作

用の一部はacetylcholineの放出を介して生じると

されている｡ 一方､ ネコ幽門括約筋 (Merlo and

Cohen, 1989) ではSPの収縮作用はatropine非感受

性であるとされている｡ また､ 小腸の平滑筋では

(Holzer and Petesche, 1983; Holzer and Lippe,

1984, 1985)､ SPは細胞外からのカルシウムイオン

の流入とイノシトールリン脂質の分解産物による細

胞内の貯蔵カルシウムイオンの放出の双方の機構に

よって､ カルシウムイオンの細胞内濃度を増加させ

ることが報告されている｡ しかしながら､ SPによ

るLESの収縮に係わるカルシウムイオンの放出につ

いての研究は少ない｡ 本稿では､ SPに誘発される

イヌLESの収縮について､ 収縮特性を調べると共に､

acetylcholineの放出の関与およびSPによるカルシ

ウム動員の経路について検討した｡

２. 方法

下部食道括約筋における収縮特性を調べるため､

雑種成犬のLESから作成した筋条片 (幅約２㎜×長

さ約10㎜) を用いてマグヌス法で張力を記録した｡

すなわち､ 筋条片を後述するクレブス液を含むマグ

ヌス管 (3.5ml) に保生し､ 37℃に維持した｡ クレ

ブス液には95％O２－5％CO２の混合気体を継続的に

通気した｡ 張力については等張性に記録した｡ 本実

験は島根医科大学 (現島根大学医学部) 動物実験施

設の規則に従って行なわれた｡
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筋条片に負荷が加わらない状態で約１時間保生し

た後､ 筋条片の長さを計測し､ この長さを静止長と

した｡ 筋条片を静止長のおよそ200％の長さに引き

伸ばし､ 張力が安定するまで保生した｡ この段階で

電気刺激 (50Ｖ､ 10Hz､ 0.5あるいは1msec､ 5sec)

によって弛緩した筋条片を括約筋と同定した｡

SPの用量作用曲線については､ SPの累積的な投

与によって得た｡ 10－５Mのacetylcholineはacetylcholine

による最大収縮とほぼ同等の収縮を引き起こした｡

抗コリン作用薬atropine (10－５M)､ カルシウムチャ

ンネル阻害薬verapamil ( 10－５M) とdiltiazem

(10－５M)､ および細胞内カルシウム貯蔵部位からの

カルシウムイオン放出抑制薬procaine (3×10－３M)

の影響を調べる実験では､ これらの薬剤投与前の

SP (10－８M､ 10－７M､ 10－６M) の収縮反応を対照

とし､ 投与後の薬剤存在下の収縮反応と比較した｡

薬剤の十分な効果を得るため､ 処理時間はatropine

で約10分､ verapamilおよびdiltiazemで約１時間､

procaineで約20分とした｡ カルシウムフリークレブ

ス液中 (１mM EGTAを含む) におけるSP (10－６

M) の収縮作用ついては､ クレブス液をカルシウム

フリークレブス液に置換後､ 15分後のSPの収縮を

記録した｡

クレブス液の組成については､ NaCl 115.5mM､

KCl 4.16mM､ CaCl２ 2.5mM､ MgSO４ 1.16mM､

NaH２PO４ 1.16mM､ NaHCO３ 1.16mM､ dextorose

11.1mMで作成した｡ カルシウムフリークレブス液

については､ 上記クレブス液からCaCl２ 2.5mMを

除外し､ EGTA 0.1mMを加えて調整した｡ また､

SPはペプチド研究所製を､ 硫酸atropine､ diltiazem､

verapamilは和光純薬製を､ 塩酸procaineはSigma

製を用いた｡

SPの用量反応曲線を調べる実験においては､

10－５MのSPによる収縮を収縮強度の基準 (100％)

とし､ その他の収縮実験においては､ 10－５M濃度の

acetylcholineによる収縮反応を収縮強度の基準

(100％) とした｡ 用いた筋条片の数をnで示した｡

有意差については､ 有意水準５％でStudentのt検

定を行なった｡

３. 結果

SPはLES筋条片において強力な収縮を引き起こ

した (図１)｡ 張力はおよそ２～３分後に最大に達

し､ その後漸次僅かに低下した後､ 持続性の張力を

維持した｡ 10－６MのSPによる収縮反応 (平均±SD)

は､ 10－５Mのacetylcholineによる収縮反応の174.1

±49.3％ (n＝30) に達した｡ また､ SPは濃度依存

性にLES筋条片の収縮を誘発した (図２)｡ 収縮作

用を示すSPの閾値は10－10Mであり､ EC50は (平均

±SD) 3.0×10－８±8.0×10－９M (n＝４) であった｡
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図１ SP (10－６M) による収縮の張力曲線

図２ SPの容量作用曲線 (ｎ＝４)
SP (10－５M) による収縮を100％とする｡
縦線はSEを示す｡



LES平滑筋では､ 比較的低濃度のSP (10－８M､

10－７M) で誘発された収縮はatropine (10－５M) に

影響されたが､ 高濃度のSP (10－６M) による収縮

はatropineの影響を受けなかった (図３)｡ カルシ

ウムチャンネル阻害薬diltiazem (10－５M) は､ SP

(10－８M､ 10－７M､ 10－６M) による収縮を低下させ

た (図４)｡ 10－６M濃度のSPによる収縮反応は､

diltiazem存在下で対照 (非存在下) の約19％まで

低下した｡ また､ SP (10－８M､ 10－７M､ 10－６M)

の収縮反応は､ 別のカルシウムチャンネル阻害薬

verapamil (10－５M) によって有意に抑制された

(図５)｡ 10－６M濃度のSPによる収縮反応は､ verapamil

存在下で対照 (非存在下) の約20％まで低下した｡

クレブス液をカルシウムフリークレブス液に置き換

えた条件化では､ 液の置換後15分経過した段階にお

いて､ SP (10－６M) よる収縮反応は置換前の収縮

高の約37％に低下した (データ未掲載)｡

平滑筋のカルシウム貯蔵部位からカルシウムイオ

ンの放出を抑制することが知られているprocaineは､
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図３ SPの収縮作用に対するatropine (10－５M) の
影響 (ｎ＝18)

acetylcholine (10－５M) による収縮を100％
とする｡ 縦線はSEを示す｡
＊は有意差 (有意水準５％) を示す｡

図４ SPの収縮作用に対するdiltiazem (10－５M)
の影響 (ｎ＝３)

acetylcholine (10－５M) による収縮を100％
とする｡ 縦線はSEを示す｡
＊は有意差 (有意水準５％) を示す｡

図５ SPの収縮作用に対するverapamil (10－５M)
の影響 (ｎ＝６)

acetylcholine (10－５M) による収縮を100％
とする｡ 縦線はSEを示す｡
＊は有意差 (有意水準５％) を示す｡



SPによる収縮を有意に抑制した (図６)｡ SPの

10－８M､ 10－７Mおよび10－６Mによって誘発された張

力は､ 予めprocaine (3×10－３M) を投与しておく

と､ それぞれ対照 (投与前) の約１％､ 約13％およ

び約30％に低下した｡

４. 考察

atropineはmuscarinic受容体に結合し､ acetylcholine

の作用を特異的に阻害する｡ SPに対するatropine

の影響に関しては､ イヌやオポッサムなど数種の動

物の消化管を用いた多くのin vivoあるいはin vitro

の研究がある｡ 本研究におけるイヌLESのSPによ

る収縮は､ 比較的低濃度ではatropineに影響される

が､ 高濃度では影響されなかった｡ 同様の結果がイ

ヌ回腸におけるin vivoの実験で知られている

(Daniel et al., 1982)｡ これらの事実は､ 低濃度の

SPによる平滑筋の収縮の一部にはacetylcholineの

放出が関与しているが､ 高濃度のSPでは､ SPの強

力な収縮作用によって､ atropineの影響が隠された

ことを示唆する｡ 他方で､ SPに誘発される収縮に

関連して､ atropine非感受性の収縮がin vitroの研

究でネコ幽門括約筋 (Merlo and Cohen, 1989)

やイヌ胃平滑筋 (Fox et al., 1983) で､ in vivoの

研究でイヌ回腸 (Daniel et al., 1982) で認められ

ている｡ また､ イヌ胃体では､ SPの作用はin vivo

でatropineによって抑制されるのに対し､ in vitroでは

影響を受けないという報告もある (Fox et al.,

1983)｡ SPの作用メカニズムは複雑であり､ SPの

収縮作用には消化管の部位間や種間で相違が認めら

れる｡ 本実験の結果に関する限り､ LES筋条片にお

いて低濃度のSPの収縮作用はatropineによって若

干抑制されるものの､ 高濃度のSPの収縮作用は

atropineの影響を受けないことから､ SPはLES平

滑筋に直接作用をすると考えられる｡ 消化管平滑筋

において､ SPの受容体として関係が深いtachykinin

受容体の重要な働きが示唆されている (Maggi et

al., 1990; Rothstein et al., 1991; De Schepper

et al., 2005, 2006)｡

消化管を含む様々な組織の平滑筋において､ カル

シウムイオンが重要な役割を演じていることはよく

知られている｡ テンジクネズミの小腸縦走筋では､

SP受容体の活性化に伴う細胞内カルシウムの動員

機構が知られているが (Holzer and Lippe, 1984)､

細胞外からのカルシウムイオンの流入も起こるとの

報告がある (Fujisawa and Ito, 1982; Holzer and

Petsche, 1983)｡ SPによるイヌLESの収縮は､ カ

ルシウムチャンネル阻害薬であるverapamilやdiltiazem

を投与すると抑制された｡ このことは､ SPによる

最大張力の発生に少なくともカルシウムチャンネル

を通しての細胞外カルシウムイオンの流入が不可欠

であることを示唆している｡ 更に､ SPの収縮高が

カルシウムフリークレブス液中で低下したことは､

細胞外のカルシウムイオンの重要性を示すものであ

り､ 上述の示唆を裏付けている｡ SPは細胞膜を脱

分極させるが､ 高カリウム液中で脱分極状態にされ

た小腸縦走筋では､ SPで誘発される収縮は一過性

の小さなものである (Holzer and Lippe, 1984)｡

これらのことから､ イヌ平滑筋においてもSPは電

位依存性のカルシウムチャンネルを作動させて､ 細

島根県立大学短期大学部松江キャンパス研究紀要第46号(2008年)－ 24 －

図６ SPの収縮作用に対するprocaine (3×10－３M)
の影響 (ｎ＝６)

acetylcholine (10－５M) による収縮を100％
とする｡ 縦線はSEを示す｡
＊は有意差 (有意水準５％) を示す｡



胞外からのカルシウムの流入を引き起こしていると

考えられる｡

本実験では､ SPの収縮反応はカルシウムフリー

クレブス液で細胞外のカルシウムを除去した条件下

で完全に消失しなかった｡ 一般的に､ カルシウムフ

リークレブス液中でのアゴニストによる収縮反応の

存在は､ アゴニストが細胞内貯蔵部位からのカルシ

ウムイオンを動員することによって生じるものと考

えられている｡ 従って､ 今回の結果はカルシウムフ

リークレブス液中のLESにおいてもSPが細胞内貯

蔵部位からカルシウムイオンを放出させた可能性を

示している｡ 細胞内貯蔵部位からのカルシウムイオ

ンの放出を確認するには､ カルシウムイオンの放出

を抑制する薬物の影響を調べる必要があるが､

procaineは平滑筋のカルシウム貯蔵部位と考えられ

ている筋小胞体に作用し､ 小胞体からのカルシウム

イオンの放出を抑制することが知られている (Imai

et al., 1984; 遠藤, 1988)｡ 本実験において､ SP

によるLESの収縮反応はprocaineによって抑制され

たことから､ SPには細胞内カルシウム貯蔵部位か

らカルシウムイオンを放出させる作用があると思わ

れる｡ アゴニストによる受容体の活性化と細胞内カ

ルシウムイオン濃度の上昇に連結する情報伝達経路

の一つとして､ ホスホリパーゼＣ・イノシトール三

リン酸系がある｡ 受容体によるGTP結合タンパク

質を介した反応系の活性化によって生産されたイノ

シトール三リン酸が､ 細胞内のカルシウム貯蔵部位

からカルシウムイオンを放出させ､ 細胞内のカルシ

ウムイオン濃度を上昇させる｡ SPを含むtachykinin

の作用に関して､ 消化管平滑筋においてもこの情報

伝達系が作動することによって最終的に平滑筋が収

縮すると考えられている (Otsuka and Yoshioka,

1993)｡

LESにおけるSPの作用について､ SPは平滑筋に

直接作用し､ 電位依存性のカルシウムチャンネルを

通してのカルシウムイオンの流入および細胞内貯蔵

部位からのカルシウムイオン放出によって､ 強力な

収縮が引き起こされることが再確認された｡ また､

イヌLESにおいても細胞内貯蔵部位からのカルシウ

ムイオン放出にホスホリパーゼＣ・イノシトール三

リン酸系の活性化が働いていると考えられる｡
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