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要約 

 

腸間膜血管床は、抵抗血管を多く含む血管床であり、その血流の変化は全身

血圧にも影響する。血管の緊張度は、主に血管収縮性の交感神経活動の増減に

よって調節されていることが知られている。しかしながら、腸間膜動脈を含む

多くの血管が自律神経とは異なった非アドレナリン・非コリン作動性 

(non-adrenergic non-cholinergic; NANC) 神経の神経支配を受けていることが

明らかにされている。ラット腸間膜動脈では、NANC 神経の主要な神経伝達物

質はカルシトニン遺伝子関連ペプチド  (calcitonin gene-related peptide; 

CGRP) であり、CGRP 含有神経 (CGRPergic nerves) と呼ばれる。CGRP 含

有神経は、交感神経とともに血管緊張を調節していることが明らかにされてい

る。しかし、糖尿病や高血圧における血管周囲神経の機能については、エビデ

ンスが十分ではない。15%フルクトースを飲水として長期間負荷することで人

為的に糖尿病の前症状であるインスリン抵抗性を惹起させたモデルのフルクト

ース飲水負荷ラット (fructose drinking rats; FDR) の特徴として、インスリン

抵抗性ともに高血圧を併発する。FDRの腸間膜動脈灌流標本を用いた研究では、

交感神経機能の亢進、CGRP 含有神経機能の低下が引き起こされ、これが高血

圧発症の一因であると報告されている。しかし、インスリン抵抗性の結果生じ

る高インスリン血症に長期間暴露された場合の血管機能調節機構の変化につい

ては十分に明らかにされていない。そこで、第一章では先天的にインスリン抵

抗性を呈するOtsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) ラットを用いて

血管周囲神経の機能変化について血管薬理学的に検討した。その結果、OLETF

ラットでは、FDR と同様にインスリン抵抗性とともに高血圧を示し、その背景

には交感神経機能の亢進あるいは CGRP 含有神経機能の低下、さらには血管内

皮機能の低下が生じていた。加えて、加齢に伴う病態の進展もみられた。従っ

て、インスリン抵抗性およびそれに伴う高インスリン血症により血管周囲神経

機能変化が生じ、この変化が高血圧の進展に寄与していることが示唆された。 

現在、マウスでも病態発現に関与する遺伝子を操作し、過剰発現あるいは欠

損させた病態モデルが確立され、それらを用いて病理学的に血管周囲神経機能

についての研究が行われている。しかし、マウスの血管は小さいために、大動

脈などの大血管を用いた研究のみであり、血圧の維持に重要な腸間膜動脈を含

む抵抗血管を用いた研究は少ない。そこで、第二章では、マウスにおける抵抗
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血管緊張度調節機構の研究を可能にするために、8~9週齢の C57BL/6 系雄性マ

ウスを用いて灌流標本を作製し、灌流速度および経壁電気刺激 (PNS) の諸条件

を検討した。加えて、ラット腸間膜動脈と同様に交感神経性および CGRP 含有

神経性の血管反応が観察され、血管周囲神経支配が存在するか検討した。まず

灌流速度を 1~5 mL/min に変化させ、その時の灌流圧変化を測定した。また、

血管弛緩薬 papaverine存在下、同様に灌流圧変化を測定した。さらに、各灌流

速度において PNSを行い血管反応を観察した。その結果、灌流速度の上昇に伴

い灌流圧も上昇した。しかし、4~5 mL/min以上の流速では、灌流圧が上下に変

動し不安定になった。Papaverineによる灌流圧の更なる低下は観察されなかっ

たので、静止緊張状態では血管が完全に拡張していることが確認できた。PNS

による血管収縮反応は灌流速度の上昇に伴い増大したが、灌流速度が 3 mL/min

の時に血管反応がより大きく安定して観察できた。また、パルス幅 30 sec の

PNS により観察された血管収縮反応は、tetrodotoxin および guanethidine、

prazosin 存在下で消失した。従って、マウス腸間膜動脈灌流標本の至適灌流速

度は 3 mL/min、電気刺激強度はパルス幅 30 secであると判断した。血管弛緩

反応は、あらかじめ灌流圧を上昇させた後で PNSおよび各種作動薬による血管

反応を観察した。Acetylcholine、sodium nitroprusside (SNP) により一過性の

弛緩反応が、PNS および CGRP により持続した弛緩反応が観察できた。PNS

による弛緩反応は、tetrodotoxin、CGRP8-37 存在下、capsaicin 処置した標本

において消失した。さらに、マウス腸間膜動脈および静脈において、TH免疫陽

性線維および CGRP 免疫陽性線維が血管周囲を網目状に取り巻くように外膜層

に分布していることが観察された。以上の結果より、マウス腸間膜動脈におい

て血管収縮性の交感神経と血管拡張性の CGRP含有神経が密に分布し、PNSに

よりこれら両神経を介する血管反応を観察できることが明らかとなり、ラット

と同様に血管周囲神経が血管緊張度調節に重要な役割を果たしていることが示

唆された。 

第二章では、マウス腸間膜動脈における神経性の血管反応を示したが、血管

内皮由来弛緩因子 (EDRF) の役割についてはほとんど明らかにされておらず、

遺伝子操作した病態モデルマウスを用いて血管内皮機能を解析するためには、

まだその機能についての報告が少なく十分ではない。そこで第三章では EDRF、

特に内皮依存性過分極因子 (EDHF) について、内皮依存性弛緩反応を惹起させ
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る acetylcholineおよび A23187を用いて検討した。Sodium deoxycholate 処置

により血管内皮機能を喪失させた標本において、acetylcholine および A23187

による血管弛緩反応はほぼ消失した。L-NAME (100 M) 存在下では、

acetylcholine および A23187 による血管弛緩反応に変化が見られなかったのに

対し、L-NAME (500 M) 存在下では有意に抑制された。Indomethacin存在下

では、A23187 による血管弛緩反応が有意に抑制された。Tetraethylammonium

存在下では、acetylcholineおよびA23187による弛緩反応は有意に抑制された。

Glibenclamide 存在下では、acetylcholine および A23187 による弛緩反応に影

響はみられなかった。18-glycyrrhetinic acid存在下では、acetylcholineによ

る弛緩反応が有意に抑制された。以上の結果より、マウス腸間膜動脈において、

様々な刺激により血管内皮細胞から NO や prostanoids、EDHF などの異なる

EDRF が遊離され、血管緊張度調節に寄与していることが示唆された。また、

EDHFを介する弛緩反応は、K+ channelだけでなく gap-junctionを介する経路

もあり、ラットとは関係する EDHFが異なることも示唆された。 

本研究の成果は、長期間インスリン抵抗性およびそれに伴う高インスリン血

症では高血圧を示し、その背景には交感神経機能の亢進あるいは CGRP 含有神

経機能の低下、血管内皮機能の低下が生じることで高血圧の進展に寄与してい

ることを、生体内で大きな血管床であり全身血圧にも影響を与えるラット腸間

膜動脈灌流標本において示唆したものである。さらに、遺伝子改変にて病態モ

デルを作成しやすいマウスでも同様な腸間膜動脈標本を作成することが可能で

あることを明らかにし、血管周囲神経の機能を評価するにあたり最適な灌流速

度および血管周囲神経刺激の諸条件を設定して、評価系の確立に貢献したもの

である。さらに、マウス腸間膜動脈においても血管収縮性の交感神経と血管拡

張性の CGRP 含有神経が密に分布し、また、血管内皮細胞から EDRF、K+ 

channelや gap-junctionを介する EDHFが産生され、様々な因子が血管緊張度

調節に重要な役割を果たしていることを明らかにしたものである。今後も様々

な病態モデルマウスを用いることで、より多くの疾患の解析や血管緊張度調節

のメカニズムの解析に役立つと考えられる。 
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緒言 

 

血管は、環状構造の器官であるが、全身に張り巡らされ、すべての細胞に血

液を供給することで、その生命維持に重要な役割を果たしている。血管は、内

膜（内腔）側の内皮細胞層、中膜側の血管平滑筋層、外膜側の結合組織層の三

層構造からなり、中膜層の血管平滑筋の働きによって緊張度（収縮と拡張）が

変化する。血管の緊張、すなわち血管平滑筋の働きは、主に外膜層に分布する

血管周囲神経によって維持調節され、抵抗血管と呼ばれる細小動脈の緊張度が

維持されることで全身血圧が維持され、組織血液量が調節されている。腸間膜

血管床は、主に小腸領域に血液を供給する大きな血管床であるが、多くの抵抗

血管を含むために、全身血圧への影響も大きい血管床でもある。また、同血管

床は、腹腔内にあるために摘出が容易で、抵抗血管の機能を調べるための多く

の血管研究に用いられている。Kawasakiら (1988) は、ラット腸間膜動脈血管

床の灌流標本を用いて、血管緊張の神経性調節を行っている血管周囲神経の分

布、機能および相互作用について明らかにしている。この腸間膜動脈の血管緊

張度調節において、自律神経である交感神経は、神経性調節の主たる機能を担

っている。交感神経は神経衝撃に応じて主要な伝達物質 noradrenaline を遊離

し、この noradrenaline が血管平滑筋上の1アドレナリン受容体を刺激するこ

とで血管を収縮させ血管緊張を維持していることが知られている (Kong et al., 

1994; Williams et al., 1995; Donoso et al., 1997)。しかしながら、腸間膜動脈に

は自律神経である副交感神経（コリン作動性神経）の分布は確認されるが、緊

張度調節には関与していないことが明らかにされている (Tanguscharit et al., 

2012)。一方、腸間膜動脈を含む多くの血管が自律神経とは異なった非アドレナ

リン・非コリン作動性 (non-adrenergic non-cholinergic; NANC) 神経の神経支

配を受けていることが明らかにされている (Bevan et al., 1987; Kawasaki et 

al., 1988; Toda et al., 1990; Lee et al., 1996)。ラット腸間膜動脈では、NANC

神経の主要な神経伝達物質としてカルシトニン遺伝子関連ペプチド (calcitonin 

gene-related peptide; CGRP) が知られており、CGRPを伝達物質とする神経は

ペプチド作動性神経に分類され、CGRP含有神経 (CGRPergic nerves) と呼ば

れる。交感神経および NANC神経は、血管緊張の神経性調節に重要な役割を果

たしていることが明らかにされている (Fig. 1)。特に、腸間膜動脈では、血管収
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縮性神経の交感神経と血管拡張性神経の CGRP 含有神経が相反的な神経調節を

行っていることが知られている (Kawasaki et al., 1990b)。すなわち、交感神経

は CGRP含有神経機能を抑制し、逆に、CGRP含有神経は、交感神経機能を抑

制することで、血管緊張を適正に調節していることが提唱されている (Fig. 1)。

さらに高血圧や糖尿病などの生活習慣病では、血管周囲神経機能や分布が変化

し、神経性調節が破綻することで血管緊張が変化し、血圧上昇等が起こる可能

性が示唆されている (Kawasaki et al., 1990a; Takatori et al., 2013)。しかし、

生活習慣病における血管周囲神経機能に関する研究は少ないのが現状である 

(Fig. 1)。 

近年、Takatoriら (2006, 2008) は、糖尿病の前症状であるインスリン抵抗性

についての研究で、血管周囲神経機能に関する興味深い報告をしている。

Takatori らは、15%フルクトースを飲水として長期間負荷することで人為的・

後天的にインスリン抵抗性を惹起させたモデルのフルクトース飲水負荷ラット 

(fructose drinking rats; FDR) を作製し、このモデルラットの腸間膜動脈にお

ける血管機能調節機構についての研究を行っている。FDR では、インスリン作

用が低下する結果、インスリン分泌が促進して高インスリン血症となり、イン

スリン抵抗性が進展する。さらに、FDR の特徴として高血圧も併発する。イン

スリン抵抗性が進展した FDRの腸間膜動脈灌流標本を用いた研究では、交感神

経機能亢進、CGRP 含有神経機能の低下が引き起こされ、これが高血圧発症の

原因の一つであると報告されている (Jin et al., 2010)。In vivoあるいは in vitro

の研究においても高インスリン血症はアテローム生成を促進させて動脈硬化を

惹起し、インスリン抵抗性が心血管疾患リスクに寄与するとされる (Grundy et 

al., 2002; Miranda et al., 2005; DeFronzo., 2006; Kashyap and DeFronzo., 

2007)。従って、インスリンは循環器調節を担う内因性物質として重要な役割を

果たしていると考えられている。しかし、インスリン抵抗性の結果生じる高イ

ンスリン血症に長期間暴露された場合の血管機能調節機構の変化については十

分に明らかにされていない。そこで本研究の第一章では、先天的にインスリン

抵抗性および高インスリン血症を呈するインスリン抵抗性モデル OLETF ラッ

トの腸間膜動脈血管床を用いて血管周囲交感神経および CGRP 含有神経性の血

管反応について、対象動物である LETO (Long-Evans Tokushima Otsuka) ラ

ットと比較検討した。 
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Fig. 1. Vascular tone control system of adrenergic and CGRPergic nerves and possible 
influences of chronic hyperglycemia and insulin resistance on adrenergic nerve- 
mediated vasoconstriction and CGRPergic nerve- mediated vasodilation.  
Abbreviations: NA, noradrenaline; ATP, adenosine 5'-triphosphate; NPY, neuropeptide 
Y; CGRP, calcitonin gene-related peptide; ACh, acetylcholine; SNP, sodium 
nitroprusside; NO, nitric oxide; 1-R, 1-adrenoceptor; M-R, muscarine receptor; -R, 
-receptor.  

 

ラットを用いた病態モデルでは、その他にも、高血圧自然発症 (Kawasaki et 

al., 1990a) や腎血管性高血圧 (Koyama et al., 2009)、肥満 (Haddock and Hill, 

2011) を呈する病態モデルラットおよび血管周囲神経を変性させたモデルラッ

トを用いた血管調節機能についての研究も報告されている (Table 1)。しかしな

がら、ラット病態モデルは、その発症に長期間を要し、費用もかかるために繁

用されていない。一方、マウスでは病態発現に関与する遺伝子を操作し、過剰

発現あるいは欠損させた病態モデルが確立され、それらを用いて病理学的に血

管周囲神経機能についての研究が行われている (Table 1)。しかし、マウスの血

管は小さいために大動脈などの大血管を用いた研究のみであり、血圧の維持に

重要な腸間膜動脈を含む抵抗血管における神経性の血管緊張度調節についての

報告は少ない。また、血管緊張度調節には、血管内皮細胞から産生・放出され

る血管内皮細胞由来弛緩因子  (endothelial-derived relaxing factor; EDRF) 

や血管内皮細胞由来収縮因子 (endothelial-derived constricting factor; EDCF) 

などの因子が、神経因子と同様に恒常性因子として血管緊張度調節を行ってい

る (Fig. 3)。現在、主要な EDRFとして、nitric oxide (NO) (Kelm et al., 1988; 
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Palmer et al., 1989)、prostaglandin I2 (PGI2) (Waldron and Cole, 1999)、

endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) (Brandes et al., 2000; 

Fitzgerald et al., 2007) の 3因子が同定されている。しかし、一般的に内皮依

存する弛緩反応における EDRF の寄与は、動物種や血管径により異なることが

知られている。EDHF本体については、epoxyeicosatrienoic acid (Champbell et 

al., 1996)、K+ イオン (Edwards et al., 1998)、hydrogen peroxide (H2O2) 

(Pomposiello et al., 1999) や内皮細胞と平滑筋細胞を繋ぐ gap-junction 

(Chaytor et al., 2002; Griffith, 2004) を介する経路など幾つか報告されている

ものの、十分に明らかにされていない。そこで、本研究の第二章では、マウス

における抵抗血管緊張度調節機構の研究を可能にするために、マウス腸間膜動

脈血管床を用いて灌流標本を作製し、灌流速度および経壁電気刺激 (PNS) の諸

条件を検討した。さらに、ラット腸間膜動脈と同様に交感神経性および CGRP

含有神経性の血管反応が観察されるか検討した (Fig. 2)。加えて、遺伝子操作し

た病態モデルマウスを用いて血管内皮機能を解析するためには、まだその機能

についての報告が少なく十分ではない。従って、本研究の第三章では、EDRF、

特に EDHF について、内皮依存性弛緩反応を惹起させる acetylcholine および

A23187を用いて検討した (Fig. 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Possible perivascular innervation and neurogenic control of vascular tone in 
male mouse perfused mesenteric vascular beds.  
Abbreviations: NA, noradrenaline; ATP, adenosine 5'-triphosphate; NPY, neuropeptide 
Y; CGRP, calcitonin gene-related peptide; 1-R, 1-adrenoceptor; -R, -receptor.   
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Fig. 3. Production, release and inhibition of endothelium-derived relaxing factors 
(EDRF) and possible mechanisms underlying acetylcholine- and A23187-induced 
endothelium-dependent vasodilation.  
Abbreviations: ●, activation; ○, inhibition; Muscarinic R, muscarinic receptor; NO, 
nitric oxide; EDHF, endothelium- derived hyperpolarizing factor; NOS, nitric oxide 
synthase; COX, cyclooxygenase; L-NAME, Nw-nitro-L-arginine methyl ester; TEA, 
tetraethylammonium; 18-GA, 18-glycyrrhetinic acid; GC, guanylate cyclase;,GTP, 
guanosine triphosphate; cGMP, cyclic guanosine monophosphate; cAMP, cyclic 
adenosine monophosphate; Kca, calcium-activated potassium channel. 
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Table 1. Pathological animal model of rat and mouse for studies on vascular system.  

Abbreviations: OLETF, Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty; FDR, fructose drinking 
rats; SHR, spontaneously hypertensive rats; 2K-1C, 2-kidney 1-clip renal hypertensive 
rats; DOCA, deoxycorticosterone acetate; HR, hypertensive rats ; NOS, nitric oxide 
synthase; ApoE, apolipoprotein E; CGRP, calcitonin gene-related peptide; RAMP, 
receptor activity-modifying protein.  

Pathological model Animals Vascular system Reference 

Spontaneous Type2 

Diabetes mellitus 

(OLETF) 

Rat  Mesenteric vascular bed Zamami et al (2010) 

Artificial Type2 Diabetes 

mellitus (FDR) 

Rat  Mesenteric vascular bed Takatori et al (2006) 

Spontaneous 

Hypertension (SHR) 

Rat  Mesenteric vascular bed Kawasaki et al 

(1990a) 

Artificial Renal 

hypertension  

(2K-1C RHR) 

Rat  Mesenteric vascular bed Koyama et al (2009) 

Artificial Obesity 

(feeding a high fat chow) 

Rat  Mesenteric artery Haddock and Hill 

(2011) 

Artificial Hypertension 

(DOCA-salt HR)  

Rat Mesenteric vascular bed Kawasaki et al 

(1990c) 

Artificial Hypertension 

(Dahl-salt sensitive HR) 

Rat Carotid artery Katki et al (2001) 

All isoforms NOS 

knockout 

Mouse Blood pressure 

(Tail-cuff method) 

Nakata et al (2008) 

ApoE knockout Mouse Blood pressure 

(Tail-cuff method) 

Jin et al (2012) 

CGRP knockout Mouse Aorta, mesenteric artery Smillie et al (2014) 

RAMP1 knockout Mouse Thoracic aorta Tsujikawa et al 

(2007) 

RAMP2 overexpression Mouse Thoracic aorta Tam et al (2006) 

ATP2B1 knockout Mouse Femoral artery Kobayashi et al 

(2012) 

Tsukuba hypertensive 

mice(carrying both 

human renin and human 

angiotensinogen genes) 

Mouse Blood pressure 

(Tail-cuff method) 

Fukamizu et al 

(1993) 
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第一章   

先天的インスリン抵抗性モデル Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty 

(OLETF) ラット腸間膜動脈血管周囲神経の機能変化 

 

1. 目的 

腸間膜血管床は、主に小腸領域と一部大腸領域に血液を供給する大きな血管

床であるが、腹腔内にあるために、摘出が容易で多くの血管研究に用いられて

いる。Kawasaki ら (1988) は、ラット腸間膜動脈血管床の灌流標本を用いて、

血管緊張の神経性調節を行っている血管周囲神経の分布、機能および相互作用

について明らかにしている。ラット腸間膜動脈血管における緊張度調節に関す

る研究では、自律神経である交感神経はアドレナリン作動性神経と呼ばれ、血

管収縮性神経として緊張度調節の主たる機能を担っている。交感神経は、主に

noradrenaline を伝達物質とし、血管平滑筋上の1 アドレナリン受容体を介し

て血管を収縮させ、血管緊張を維持している (Kong et al., 1994; Williams et al., 

1995; Donoso et al., 1997)。しかしながら、ラット腸間膜動脈には自律神経の副

交感神経であるコリン作動性神経の分布は存在するが、緊張度調節には関与し

ていないことが明らかにされている (Tanguscharit et al., 2012)。一方、腸間膜

動脈を含む多くの血管が自律神経とは異なった非アドレナリン・非コリン作動

性 (non-adrenergic non-cholinergic; NANC) 神経の神経支配を受けているこ

とが明らかにされている (Bevan et al., 1987; Kawasaki et al., 1988; Toda et 

al., 1990; Lee et al., 1996)。ラット腸間膜動脈では、NANC神経の主な神経伝

達物質としてカルシトニン遺伝子関連ペプチド  (calcitonin gene-related 

peptide; CGRP) が知られており、CGRPを伝達物質とする神経はペプチド作動

性神経に分類され、CGRP含有神経 (CGRPergic nerves) と呼ばれ、交感神経

とともに血管緊張度調節に関与している。 

Takatori ら (2006, 2008) は、後天的インスリン抵抗性モデルの一つとして

15%フルクトース溶液を飲水させてフルクトース飲水負荷ラット (fructose 

drinking rats; FDR) を作製し、このモデルラットの腸間膜動脈における血管機

能調節機構についての研究を行っている。FDR では、インスリン作用が低下す

る結果、インスリン分泌が促進して高インスリン血症となり、インスリン抵抗

性が進展する。さらに、FDRの特徴として高血圧も併発する。FDRの腸間膜動
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脈灌流標本を用いた研究では、交感神経機能の亢進、CGRP 含有神経機能の低

下が引き起こされ、これが高血圧発症の原因の一つであると報告されている 

(Jin et al., 2010)。In vivoあるいは in vitroの研究においても高インスリン血症

はアテローム生成を促進させて動脈硬化を惹起し、インスリン抵抗性が心血管

疾患リスクに寄与するとされる (Grundy et al., 2002;  Miranda et al., 2005; 

DeFronzo., 2006; Kashyap and DeFronzo., 2007)。従って、インスリンは循環

器調節を担う内因性物質として重要な役割を果たしていると考えられている。

しかし、インスリン抵抗性の結果生じる高インスリン血症に長期間暴露された

場合の血管機能調節機構の変化については十分に明らかにされていない。そこ

で本研究では、先天的にインスリン抵抗性および高インスリン血症を呈するイ

ンスリン抵抗性モデル OLETF ラットの腸間膜動脈血管床を用いて血管周囲交

感神経および CGRP 含有神経性の血管反応について検討し、対象動物である

LETO (Long-Evans Tokushima Otsuka) ラットと比較した。 

 

2. 実験材料および実験方法 

2.1 実験動物 

 実験には、大塚製薬（株）より提供された 6 週齢の OLETF ラットおよび比

較対照ラットである LETO ラットを用いた。動物は、餌および飲料水を自由に

与えた。飼育室は、室温を 22±2℃、相対湿度を 50%±10%に維持し、12時間

サイクル（点灯；AM8:00）に設定した。本研究は岡山大学動物実験ガイドライ

ンに従って実施した。 

 

2.2  血液生化学的検査値および空腹時血糖値の測定 

 血液検査および空腹時血糖値の測定は、8および 25週齢時、12時間の絶食後

の動物に、エーテル軽麻酔下で心臓穿刺を行い採血した。採血直後の一滴は直

ちにアドバンテージ (ベーリンガー・ミュンヘン社製) を用いて血糖値を測定し

た。残りの血液は血液用遠心分離機で遠心処理を行い、血清サンプルとして－

80℃で保存し、各種血液検査の測定に用いた。血清インスリン値は、インスリ

ン測定キット (森永生化学研究所) を使用し、固相化インスリンモノクローナル

抗体とモルモットインスリン抗体を用いた ELISA法にて測定した。また、血清

総コレステロール値および血清トリグリセリド値は、酵素法測定キット（和光
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純薬社製）を用いて測定した。インスリン抵抗性の指標である Homeostasis 

Model Assessment Ratio (HOMA-R) 値は、 plasma glucose (mg/dL) × 

insulin (U/ml) / 405の式で算出した。 

 

2.3 収縮期血圧および心拍数の測定 

 収縮期血圧は、8および 25週齢時の LETOおよび OLETFラットを無麻酔下

に37℃に保温した容器に30分間入れた後、小動物用血圧測定機（Unicom社製）

に保持し、尾動脈の収縮期血圧を tail cuff plethysmograph法にて測定した。測

定時間は、午前 9~12時の間に測定した。 

 

2.4 ラット腸間膜動脈灌流標本の作製 

 LETO および OLETF ラットを pentobarbital-Na (50 mg/kg) の腹腔内投与

により麻酔して開腹後、腸間膜動脈血管床を摘出し、Kawasaki ら (1988) の方

法に従いラット腸間膜動脈灌流標本を作製した。動物を背位に固定した後、腹

部を正中線に開腹し、腹部大動脈から出る上腸間膜動脈領域を露出させた。上

腸間膜動脈起始部を挟む大動脈の上下を結紮した後、大動脈を切開し、切開部

位から上腸間膜動脈内にポリエチレン製カニューレを挿入した。直ちに、注射

器にて Krebs-Ringer bicarbonate 液（Krebs液: 119 mM NaCl、4.7 mM KCl、

2.4 mM CaCl2、1.2 mM MgSO4、25.0 mM NaHCO3、1.2 mM KH2PO4、0.03 

mM EDTA-2Na、11.0 mM glucose ; pH 7.4）を注入して血管床内の血液を除去

した。その後、腸管と腸間膜動脈血管床を一緒に摘出し、Krebs 液で満たした

シャーレ上に血管床を広げて固定した。上腸間膜動脈から分岐した主動脈のう

ち盲腸側から十二指腸側に数えて 4 本の主動脈を残し、それ以外の動脈を縫合

糸にて結紮し切断した。なお、標本作製中には、動脈カニューレを通して Krebs

液を適宜注入し、組織損傷を防いだ。最後に 4 本の主動脈からでる動脈分岐を

腸管側近くで切り離して、ラット腸間膜動脈血管床の灌流標本とした。 
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2.5 灌流圧測定 

Fig. 4に、本実験に用いた灌流圧測定装置の模式図を示した。灌流装置は、ペ

リスタルポンプ (Fig. 4A; model AC-2120, ATTO 製)、37℃に保温した water 

jacket (Fig. 4F) および 37℃に保温したガラス製蛇管 (Fig. 4G) から構成され、

灌流圧測定装置は、圧トランスデューサー (Fig. 4B; model TP-400T, 日本光電

製)、電気刺激装置 (Fig. 4C; model SEN-3301, 日本光電製)、圧測定アンプ (Fig. 

4E; model AP-641G, 日本光電製) から成る。 

作製した腸間膜動脈血管床標本は、water jacket 上に置いて加温し、標本に

挿入したカニューレの一側をガラス蛇管に接合して、Krebs 液をペリスタルポ

ンプにて一定流量 (5 mL/min) で灌流した。Krebs 液にはあらかじめ 95%-O2

および 5%-CO2 の混合ガスを飽和させ、37℃に保温したガラス製蛇管内 (Fig. 

4G) を通過させ加温した。また、標本の外側に置いたカニューレを通して Krebs

液 (0.5 mL/min) を表面灌流し、標本の乾燥を防いだ。 

圧トランスデューサー (Fig. 4B) を標本とポンプの間に連結し、これを介し

て灌流圧を測定した。灌流圧の変化は血管緊張度変化として測定し、圧測定ア

ンプを通して増幅した後、記録計 (Fig. 4H; model U-228, 日本化薬製) 上に記

録した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Schematic drawing of perfusion of the rat mesenteric vascular bed. A; 
peristaltic pump, B; Pressure transducer, C; Electronic stimulator, D; Infusion 
pump, E; Blood pressure amplifier, F; Water jacket, G; Warming coil.  
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2.6 血管周囲神経経壁電気刺激 (periarterial nerve stimulation; PNS) 

 標本を灌流装置に設置後、上腸間膜動脈付近に先端をリング状にした白金電

極を置いた。灌流圧が安定したのを確認後、電気刺激装置にて PNS を行った。

刺激条件は電圧を 50 V、パルス幅を 1 msecに固定し、2~12 Hzの矩形波を 30

秒間通電した。 

 

2.7 各種薬物の注入 

静止緊張状態において、灌流圧が安定した後、注入ポンプ (Fig. 4D; model 

975, HARVARD 社製) を用いて標本の動脈カニューレ付近の灌流液中に直接

noradrenaline (5, 10 nmol) を注入した (注入速度：100 L/12 sec)。また、

CGRPは、methoxamine (7 M) および guanethidine (5 M) を含む Krebs液

を灌流して血管を収縮させ、灌流圧を一定レベルにまで上昇させた後、

noradrenaline と同様に注入した。Noradrenaline および CGRP は精製水で希

釈し、注入時に灌流している Krebs液と同じ組成の Krebs液で最終濃度に用時

調整した。 

 

2.8 実験プロトコール 

 摘出した腸間膜動脈血管床を Krebs液にて約 30分間灌流後、灌流圧の安定を

確認して、PNS (4, 8および 12 Hz) および noradrenaline (5, 10 nmol) の注入

を行い、灌流圧の上昇、すなわち血管収縮反応を観察した。その後、1-アドレ

ナリン受容体作動薬であるmethoxamine (7 M) と交感神経の影響を除くため

に交感神経遮断薬である guanethidine (5 M) を加えた Krebs液を灌流して、

血管を収縮させて灌流圧を一定レベルまで上昇させた。灌流圧が安定した後、

PNS (2, 4および 8 Hz) による血管反応を調べた後、CGRP (25, 50, 100 pmol)、

acetylcholine (ACh; 10, 50, 100 pmol) および sodium nitroprusside (SNP; 100, 

1000 pmol) の注入を行い、灌流圧の下降、すなわち血管弛緩反応を観察した。

実験の終わりに、血管弛緩薬 papaverine (100 M) を灌流して最大弛緩を求め

た。血管収縮反応は灌流圧の上昇分 (⊿ mmHg) で示し、血管弛緩反応では、

papaverineによる最大弛緩反応を 100 %として弛緩率 (%) で評価した。 

  

  



15 

 

2.9 統計学的解析 

得られた実験値はすべて、平均値±標準誤差 (mean±S.E.M.) で示した。統

計学的解析は、一元配置の分散分析 (analysis of variance, ANOVA) 後、Tukey

の多重比較検定法を用いて統計学的処理を行った。いずれも危険率は 5%以下を

有意差ありと判定した。 

 

2.10 使用薬物 

第一章の実験には次の薬物を使用した； acetylcholine chloride (第一三共)、

noradrenaline (第一三共)、guanethidine sulphate (Sigma-Aldrich Japan)、

sodium nitroprusside (Sigma-Aldrich Japan)、methoxamine hydrochloride 

(日本新薬)、papaverine hydrochloride (大日本住友製薬)、rat CGRP (ペプチド

研究所)。Papaverine は Krebs 液にて希釈調整した。その他の試薬は、全て精

製水にて溶解させ、Krebs液にて希釈調整した。 
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3. 結果 

3.1 体重、摂食量、飲水量の変化 

 8および25週齢OLETFラットの体重は、同週齢のLETOラットに比較して、

いずれも有意に大きく、肥満を示した。OLETFラットは摂食量および飲水量の

低下がみられたが、8週齢においてのみ有意な差が認められた (Table 2)。 

 

3.2 血液生化学的変化 

25週齢 OLETFラットの血糖値は、同週齢の LETOラットと比較して有意に

高値を示したが、8週齢では両群間の血糖値に差は認められなかった。一方、血

清インスリン値は、8および 25週齢 LETOラットと比較して OLETF ラットで

は、8 週齢では 2 倍、25 週齢では 8 倍の高値を示した。血糖値と血清インスリ

ン値から算出したインスリン抵抗性指数値 (HOMA-R) は、25 週齢の OLETF

ラットでは、LETOラットと比較して 10倍高い値を示し、著明なインスリン抵

抗性が認められた (Table 2)。また、25週齢の OLETFラット群の血清総コレス

テロール値と中性脂肪値は、同週齢の LETO ラットと比較して、有意に高い値

を示した (Table 2)。 

 

3.3 収縮期血圧および心拍数 

Table 2に示したように、OLETFラットの収縮期血圧値は、8週齢から 25週

齢の加齢に伴い増大し、同週齢の LETO ラットと比較しても OLETF ラットは

有意に高く高血圧が認められた。一方、心拍数に関しては、両群間に差は認め

られず、また、週齢間にも差は認められなかった (資料未記載)。 

 

3.4 PNSおよび noradrenalineによる血管収縮反応の変化 

静止緊張状態の LETO および OLETF ラットの腸間膜動脈灌流標本において

PNS (4, 8および 12 Hz) を行うと刺激頻度に依存した一過性の灌流圧上昇、す

なわち血管収縮反応が観察された (Fig. 5a, 5b)。この灌流圧上昇は、刺激開始

後すぐに始まり、30 秒で最大に達し、刺激終了後にもとの灌流圧に復した。こ

の血管収縮反応は、1アドレナリン受容体拮抗薬 prazosinおよび交感神経遮断

薬 guanethidine により消失するため、PNS による収縮反応は交感神経終末か

ら遊離される noradrenalineにより生じるとされる。加えて、noradrenaline (5, 
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10 nmol) の注入によっても PNS の反応と同様な血管収縮反応が用量に依存し

て観察された (Fig. 5c, 5d)。Noradrenalineによる収縮反応は prazosinにより

抑制されることから、シナプス後性の1 アドレナリン受容体を介しているとさ

れる。25週齢の OLETF ラットでは、LETOラットと比較して PNS (8, 12 Hz) 

による収縮反応が有意に増大した (Fig. 5b)。また、8 および 25週齢の OLETF

ラットでは、LETO ラットと比較して noradrenaline による収縮反応は有意に

増大した (Fig. 5c, 5d)。 

 

3.5 PNSおよび CGRPによる血管弛緩反応の変化  

Methoxamineおよび guanethidineを含む Krebs液の灌流により、交感神経

の影響を除いて灌流圧を上昇させた標本において、PNS (2, 4および 8 Hz) によ

り刺激頻度に依存した灌流圧の低下、すなわち血管弛緩反応が観察された (Fig. 

6a, 6b)。弛緩反応は、刺激中から現れ、2~4 分で最大に達し、その後徐々に回

復して 10~15分で刺激前に復した。PNSによる弛緩反応は、CGRP受容体拮抗

薬 CGRP8-37存在下あるいは CGRP枯渇標本において抑制されるため、CGRP

含有神経を介した反応であるとされる (Han et al., 1990)。加えて、CGRP (25, 

50および 100 pmol) の注入によっても PNSの反応と類似した弛緩反応が用量

に依存して観察された (Fig. 6c, 6d)。CGRP による弛緩反応はシナプス後性

CGRP受容体を介しているとされる (Nuki et al., 1994)。PNSおよび CGRPに

よる弛緩反応は、8および 25週齢の OLETFラットでは、同週齢の LETOラッ

トと比較して有意に減弱していた (Fig. 6)。PNSおよび CGRP注入前の平均灌

流圧は、LETOおよび OLETFラットで差は認められなかった (資料未記載)。 

 

3.6 Acetylcholineおよび SNPによる血管弛緩反応の変化 

3.5における実験と同様に、methoxamineおよび guanethidineを含む Krebs

液の灌流により交感神経の影響を除いて灌流圧を上昇させた標本において、

acetylcholine (10, 50および 100 pmol) および SNP (100, 1000 pmol) の注入に

より用量に依存した一過性の血管弛緩反応が観察された。これらの弛緩反応は、

CGRPの注入で観察された持続的な弛緩反応とは異なり、注入後すぐに現れ、1

分以内で最大に達し、その後直ちに回復して 5分以内で刺激前に復した。25週

齢の OLETFラットでは、acetylcholineによる弛緩反応が同週齢の LETOラッ
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トと比較して有意に小さな値を示した (Fig. 7b)。一方、SNPによる血管弛緩反

応は、25 週齢の OLETF ラットにおいて、同週齢の LETO ラットと比較して

1000 pmolのみ有意に減弱した (Fig. 7d)。 
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Table 2. Changes in parameters in OLETF and LETO rats at 8 and 25  
weeks of age. 
 

 8 weeks-old 25 weeks-old 

Body weight (g)   

LETO 244.7 5.0  

OLETF 282.0 4.0** 624.6 .5** 

Total food intake (g per week)   

LETO 263.0 28.6 250.8 2.5 

OLETF 206.3 11.0 203.3 10.00 

Total fluid intake (g per week)   

LETO 166.3 6.5 172.5 9.1 

OLETF 109.6 16.3* 144.2 7.5 

Blood glucose (mgdl-1)   

LETO 104.0 2.9 138.0 4.9 

OLETF 109.5  204.0 6.3** 

Plasma insulin (μUml-1)   

LETO 6.6 0.7 11.4  

OLETF 11.7 .1* 88.9 0.7** 

HOMA-R   

LETO 1.67 0.1 3.9 0.9 

OLETF 3.1 0.5 44.8 4.6** 

Plasma total cholesterol (mgdl-1)   

LETO   

OLETF  ** 

Plasma triglyceride (mgdl-1)   

LETO   

OLETF ** **  

Systolic blood pressure (mmHg)   

LETO   

OLETF ** **  
 

Abbreviations: HOMA-R, homeostasis model assessment ratio; LETO, Long-Evans 
Tokushima Otsuka rat: OLETF, Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty. 
Values are expressed as the mean±s.e.m. from five to seven rats. 
*P<0.05, **P< 0.01 vs. age-matched LETO rats.  
(Hypertens Res vol.37、p400に投稿・掲載済) 
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Fig. 5. Vasoconstrictor responses to perivascular nerve stimulation (PNS) (a and b; 4-12 
Hz) and injections of noradrenaline (NA) (c and d; 5 and 10 nmol) in perfused 
mesenteric vascular beds isolated from Long–Evans Tokushima Otsuka (LETO) and 
Otsuka Long–Evans Tokushima Fatty (OLETF) rats at 8 (8w; A and C) and 25 (25w; B 
and D) weeks of age. Open and closed bars indicate LETO rats and OLETF rats, 
respectively. Each bar indicates the mean ± S.E.M. for four to five experiments. MPP, 
mean perfusion pressure. 
(Hypertens Res vol.37、p401に投稿・掲載済) 
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Fig. 6. Vasodilator responses to perivascular nerve stimulation (PNS) (a and b; 2-8 Hz) 
and injections of calcitonin gene-related peptide (CGRP) (c and d; 25-100 pmol) in 
perfused mesenteric vascular beds isolated from Long–Evans Tokushima Otsuka 
(LETO) and Otsuka Long–Evans Tokushima Fatty (OLETF) rats at 8 (8w; A and C) and 
25 (25w; Band D) weeks of age. Open and closed bars indicate LETO rats and OLETF 
rats, respectively. Each bar indicates the mean ± S.E.M. for four to five experiments. 
(Hypertens Res vol.37、p402に投稿・掲載済) 
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Fig. 7. Bar graphs showing vasodilator responses to injections of acetylcholine (ACh) (a 
and b; 10-100 pmol) and sodium nitroprusside (SNP) (c and d; 100 and 1000 pmol) in 
perfused mesenteric vascular beds isolated from Long–Evans Tokushima Otsuka  
(LETO) and Otsuka Long–Evans Tokushima Fatty (OLETF) rats at 8 (8w) and 25 (25w) 
weeks of age. Open and closed bars indicate LETO rats and OLETF rats, respectively. 
Each bar indicates the mean ± S.E.M. for four to five experiments. 
(Hypertens Res vol.37、p403に投稿・掲載済) 
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4. 考察 

 Takatoriら (2006, 2008) は、15%フルクトースを飲水として長期間負荷する

ことで人為的にインスリン抵抗性を惹起させたモデルであるフルクトース飲水

負荷ラット (fructose drinking rats; FDR) では、インスリン抵抗性とともに高

血圧が起こることを見出した。この高血圧発症機序として、FDR では血管収縮

性の交感神経機能が亢進するのに反して、交感神経機能を抑制する血管拡張性

神経の CGRP 含有神経機能の低下が生じており、その結果、交感神経機能がさ

らに亢進して血管緊張が高まることで高血圧の進展に寄与していることを報告

している。しかし、インスリン抵抗性により高インスリン血症に長期間暴露さ

れた場合の血管機能調節機構の変化については十分に明らかにされていない。

そこで本研究では、先天的にインスリン抵抗性および高インスリン血症を呈す

る病態モデル OLETF ラットの腸間膜動脈血管床を用いて血管反応について検

討した。 

OLETF ラットの体重は、同週齢の LETO ラットと比較して有意に大きく、

肥満を示した。同時に、OLETF ラットの血清インスリン値は LETO ラットの

約 8 倍値を示し、著明な高インスリン血症が認められた。しかし、血糖値は

OLETFラットでは、LETOラットに比較して有意に高値を示したが、その差は

少ないことから、インスリンの作用が十分でないために、代償性のインスリン

分泌が亢進して高インスリン血症になる結果、インスリン抵抗性が生じている

ことが推察される。事実、血糖値と血清インスリン値から算出したインスリン

抵抗性指数値 (HOMA-R) は、25週齢 OLETFラットでは同週齢の LETOラッ

トと比較して 10倍高い値を示していることからも、著明なインスリン抵抗性が

発症していることが伺える (Table 2)。 

さらに、25 週齢 OLETF ラットの収縮期血圧値は、8 週齢群と比較して有意

に上昇しており、インスリン抵抗性に伴う高血圧も併発していることが確認さ

れた。したがって、Takatori らが提唱しているように、OLETF ラットではイ

ンスリン抵抗性高血圧が起こると考えられる。 

インスリン抵抗性高血圧の発症原因を明らかにする目的で、腸間膜動脈血管

床を用いた灌流実験において、LETO ラットと比較して OLETF ラットでは、

PNS による交感神経性の収縮反応が加齢に伴い有意に増大していた (Fig. 5)。

一方で、CGRP含有神経性の弛緩反応は同週齢の LETOラットと比較して有意



24 

 

に減弱していたが、加齢により弛緩反応はさらに減弱した (Fig. 6)。また、デー

タには示していないが、LETO ラットと OLETF ラットでは、交感神経に属す

る NPY 免疫陽性神経の分布密度に差はなかったが、逆に CGRP 免疫陽性神経

の分布密度は OLETF ラットにおいて有意に減少していた。Kawasaki ら 

(1990b) は、CGRP含有神経は機能的に交感神経性の収縮反応を抑制し、CGRP

含有神経と交感神経は相反的に作用していることを報告している。従って、

OLETF ラットでは、加齢に伴い CGRP 含有神経機能が減弱するために、結果

的に交感神経機能が増大したと考えられる。 

さらに、Zamami らは、実験的にインスリン抵抗性を発症させ、高インスリ

ン血症と高血圧を呈する FDRでは、CGRP含有神経の分布や後根神経節（DRG）

の CGRP レベルが減少しており、これらの変化が神経性血管緊張度調節機構の

異常を惹起し、高血圧が発症進展することを報告している (Zamami et al., 

2011)。また、FDRにインスリン抵抗性改善薬であるピオグリタゾンを処置する

と神経性の血管緊張度調節機能が改善することから (Takatori et al., 2008)、イ

ンスリン抵抗性の発症が原因であると考えられている。臨床研究においても 2

型糖尿病は高血圧のリスクファクターであり (Skarfors et al., 1991; Haffner et 

al., 1992; Lissner et al., 1992)、本研究におけるインスリン抵抗性高血圧の結果

と一致する。従って、インスリン抵抗性や高インスリン血症を呈する OLETF

ラットにおいて、加齢に伴う交感神経機能の亢進および高血圧の進展には、

CGRP含有神経の減少が大きく関与していることが示唆される。 

In vitro において、インスリンは CGRP 受容体に作用し、ラット腸間膜動脈

を弛緩させることが報告されている (Mimaki et al., 1998)。加えて、CGRP含

有神経終末には抑制的な調節機能として、シナプス前性の CGRP 受容体が存在

する (Nuki et al., 1994)。急性あるいは慢性的な血中インスリン濃度の上昇が

CGRP含有神経終末からの CGRP放出に抑制的に作用している可能性も考えら

れる。しかしながら、インスリンがシナプス前 CGRP 受容体に作用するかどう

かはさらなる研究が必要であると考えられる。 

血管内皮細胞依存的に作用する acetylcholine の弛緩反応は、8 および 25 週

齢のLETOラットと比較してOLETFラットではともに減弱が認められた (Fig. 

7a, 7b)。したがって、慢性的な高インスリン血症の暴露の結果、内皮細胞機能

が障害されたと考えられる。実際、インスリン抵抗性を主とする 2 型糖尿病の
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患者においても血管内皮機能の低下が報告されている (Meeking et al., 1999; 

Yu et al., 2001; Green et al., 2006)。さらに、noradrenalineによる血管収縮反

応はLETOラットと比較してOLETFラットでは顕著に増大した (Fig. 5c, 5d)。

内皮細胞は EDRF を放出することで血管収縮に対して抑制的に働いており 

(Jin et al., 2008)、OLETFラットでは内皮機能が一部に障害を受けたため収縮

反応が増大したと考えられる。さらに、SNPによる内皮非依存的な弛緩反応も、

25週齢の OLETFラットでは減弱していた (Fig. 7d)。この結果は、OLETFラ

ットの血管では SNPの NO供与能を含め、血管平滑筋の活動性が加齢により減

弱したためと考えられる。 

インスリン抵抗性あるいは高インスリン血症を呈する OLETF ラットにおい

て、加齢に伴い交感神経を介する収縮反応は増強し、CGRP 含有神経を介する

弛緩反応、内皮細胞を介する弛緩反応は減弱した (Fig. 8)。従って、インスリン

抵抗性および、それに伴う高インスリン血症は、血管周囲神経および血管内皮

細胞による血管緊張度調節機能に異常をきたし、高血圧症の進展に寄与してい

ると考えられる (Fig. 8)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 8. Possible mechanisms underlying alteration of adrenergic-mediated vasoconstri- 
ction and CGRPergic-mediated vasodilation under chronic hyperglycemia and insulin 
resistance in perfused mesenteric vascular beds isolated from Otsuka Long–Evans 
Tokushima Fatty (OLETF) rats.  
Abbreviations: NA, noradrenaline; ATP, adenosine 5'-triphosphate; NPY, neuropeptide 
Y; CGRP, calcitonin gene-related peptide; ACh, acetylcholine; SNP, sodium 
nitroprusside; NO, nitric oxide; 1-R, 1-adrenoceptor; M-R, muscarine receptor; -R, 
-receptor.  
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5. 小括 

第一章では、先天的にインスリン抵抗性や高インスリン血症を発症する

OLETFラットの腸間膜動脈血管床を用いて、血管周囲神経である交感神経およ

び CGRP含有神経の機能変化について検討した。 

 

その結果、以下の知見が得られた。 

 

1. 25週齢 OLETFラットでは、同週齢の LETOラットと比較して、肥満、

高血糖、高インスリン血症を呈し、HOMA-Rでは 10倍以上のインスリン

抵抗性を示した。 

 

2. OLETFラットの血圧値は加齢に伴い増大し、同週齢の LETOラットと比

較しても有意に高い血圧値を示した。 

 

3.  LETO ラットと比較して OLETF ラットでは、PNS による血管収縮反応

は 25 週齢時において有意に増大した。また、noradrenaline による収縮

反応は、8 および 25週齢ともに OLETFラットで有意に増大した。 

 

4. PNSおよび CGRPによる血管弛緩反応は、8および 25週齢ともに LETO

ラットと比較して OLETFラットで有意に減弱した。 

 

5. Acetylcholineによる血管弛緩反応は、25週齢の OLETFにおいて同週齢

の LETOラットと比較して有意に減弱した。一方、SNPによる弛緩反応

は、25週齢の OLETFラットにおいて同週齢の LETOラットと比較して

1000 pmol のみ有意に小さな値を示した。 

 

以上の結果より、後天的 (実験的) インスリン抵抗性モデルである FDR と同様

に先天的にインスリン抵抗性および高インスリン血症を発症する OLETF ラッ

トも高血圧を発症し、その背景には、交感神経機能の亢進および CGRP 含有神

経機能の低下、血管内皮機能の低下が生じていた。従って、高インスリン血症

およびインスリン抵抗性が高血圧の進展に寄与していることが示唆される。  



27 

 

第二章   

マウス腸間膜動脈血管床を用いた灌流標本作製および神経性血管反応 

 

1. 目的 

血管周囲に分布する交感神経は  (血管支配神経、血管周囲神経 ) は、

noradrenalineを主要な伝達物質とし、血管を緊張的に調節することで血圧の維

持に大きく寄与している。交感神経の伝達物質は、その他にも、neuropeptide Y 

(NPY) や adenosin triphosphate (ATP) などが一部 cotransmitterとして共存

しており (Lundberg, 1996; Hobara et al., 2006)、交感神経の刺激により

noradrenalineとともに神経終末から放出される。ラット腸間膜動脈の血管周囲

に交感神経が分布していることは、免疫組織化学的研究 (Kawamura et al., 

1989; Hobara et al., 2006) および経壁電気刺激 (PNS) による神経刺激に対す

る血管収縮反応  (Nilsson et al., 1986; Kawasaki et al, 1988)、遊離

noradrenalineの測定 (Yamamoto et al., 1994) により確認されている。一方で、

交感神経とは異なる非アドレナリン・非コリン作動性  (non-adrenergic 

non-cholinergic) 神経の神経支配を受け、血管緊張度が調節されていることも明

らかにされている (Kawasaki et al., 1988; Toda et al., 1990)。ラット腸間膜動

脈において、経壁電気刺激により CGRPを伝達物質とする CGRP含有神経を介

して血管弛緩反応が生じること (Kawasaki et al., 1988, 1990b)、免疫組織化学

的研究 (Kawasaki et al., 1988; Hobara et al., 2006) により血管周囲に CGRP

神経が分布していることが確認されている。さらに、交感神経と CGRP 含有神

経の血管緊張度調節機能について、インスリン抵抗性 (Takatori et al., 2006) や

自然発症高血圧 (Kawasaki et al., 1990a)、腎血管性高血圧 (Koyama et al., 

2009)、肥満 (Haddock and Hill, 2011) を呈する病態モデルラットおよび血管

周囲神経を変性させたモデルラットを用いた研究も報告されている。しかしな

がら、ラット病態モデルは、その発症に長期間を要し、費用もかかるため繁用

されていない。一方、マウスでは、病態発現に関与する遺伝子を操作し、過剰

発現あるいは欠損させた病態モデルが確立され、それらを用いて病理学的に血

管周囲神経機能についての研究が行われている。しかし、マウスの血管は小さ

いために、大動脈などの大血管を用いた研究のみである。血圧の維持に重要な

血管は抵抗血管と呼ばれる細動脈や小動脈であるために、病態における抵抗血
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管の緊張度変化をマウスモデルで研究することは不可能である。腸間膜動脈血

管床の灌流標本は抵抗血管の緊張度変化や神経性の血管緊張度調節を調べるこ

とができるが、マウスにおける腸間膜動脈灌流標本についての報告は少ない。

そこで本研究では、マウスにおける抵抗血管緊張度調節機構の研究を可能にす

るために、マウス腸間膜動脈血管床を用いて灌流標本を作製し、灌流速度およ

び PNSの諸条件を検討した。加えて、ラット腸間膜動脈と同様に交感神経性お

よび CGRP 含有神経性の血管反応が観察され、血管周囲神経支配が存在するか

検討した。 
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2. 実験材料および実験方法 

2.1 実験動物 

 実験には、清水実験材料より購入した 8~9週齢 (25~30g) の C57BL/6 系雄性

マウスを用いた。動物には、餌および飲料水を自由に与えた。飼育室内は、室

温を 22 ℃±2 ℃、相対湿度を 50 %±10 %に維持し、12 時間サイクル（点灯；

AM8:00）に設定した。本研究は岡山大学動物実験ガイドラインに従って実施し

た。 

 

2.2 マウス腸間膜動脈灌流標本の作製 

マウスを pentobarbital-Na (50 mg/kg) の腹腔内投与により麻酔し、

Kawasakiら (1988) の方法に従いマウス腸間膜動脈灌流標本を作製した。マウ

スを背位に固定し、腹部正中線に沿って開腹後、上腸間膜動脈分岐部の腹部大

動脈を露出した後剥離した (Fig. 9A)。腹部大動脈の心臓側を結紮後、大動脈に

小切開を加え、切開部より上腸間膜動脈内にポリエチレン製カニューレ (外径； 

0.78 mm程度) を挿入した (Fig. 9B)。動脈カニューレは、ポリエチレンチュー

ブ (外径：1.5 mm, 内径：0.2mm) の中央部を加熱し、両端を引っ張って加熱

部を細くすることで作製した。直ちに Krebs-Ringer bicarbonate液（Krebs液: 

119.0 mM NaCl、4.7 mM KCl、2.4 mM CaCl2、1.2 mM MgSO4、25.0 mM 

NaHCO3、1.2 mM KH2PO4、0.03 mM EDTA-2Na、11.1 mM glucose; pH7.4）

を注入して血管床内の血液を除去したのち、腸管と腸間膜動脈血管床を一緒に

摘出した。その後、ラット標本と同様に Krebs 液で満たしたシャーレ上に血管

床を広げ (Fig. 10)、上腸間膜動脈から分岐した主動脈のうち盲腸側から十二指

腸側に数えて 4本の主動脈を残し、それ以外の動脈は結紮し切断した (Fig. 10)。

なお、標本作製中には、動脈カニューレを通して Krebs 液をラット標本作製時

よりもゆっくり且つこまめに注入し、組織損傷を防いだ。最後に 4 本の主動脈

からでる動脈分岐を腸管側近くで切り離して、マウス腸間膜動脈血管床の灌流

標本とした。 
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Fig. 9. Photographs showing isolation of abdominal aorta and cannulation into the 
superior mesenteric artery of the mouse. (A): isolation of the abdominal aorta at 
bifurcation of the superior mesenteric artery. (B): insertion of the arterial cannula 
into the superior mesenteric artery through the aorta. 

 
 
 
 
 

 

 

 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 10. A photograph showing preparing the mouse mesenteric vascular bed for 
perfusion. Only four main arterial branches (1 to 4) from the superior mesenteric trunk 
running to the terminal ileum were perfused. All other branches of the superior 
mesenteric artery were tied off, and the entire intestine and associated vascular bed 
were removed. 
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Arterial cannula
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2.3 灌流圧測定 

灌流装置および灌流圧測定装置は、ラット標本で用いた装置 (Fig. 4) と同じ

ものを用いた。ただし、Krebs液の灌流速度は、ペリスタルポンプの流速 (1~5 

mL/min) を変化させることで設定した。 

 

2.4 血管周囲神経経壁電気刺激 (periarterial nerve stimulation; PNS)  

および各種薬物の注入 

 ラット標本で用いた白金電極の先端リングよりも小さくした電極を上腸間膜

動脈付近に置き、電気刺激装置にて1~24 Hzの経壁電気刺激を行った (Fig. 11)。

電気刺激矩形波の条件設定では、電圧を 50 Vに固定し、パルス幅を 10~50 sec

に変化させ、30 秒間通電した。Noradrenaline、acetylcholine、 sodium 

nitroprussideおよび CGRPは、標本の動脈カニューレ付近の灌流液中にインジ

ェクションポンプにて直接注入した (注入速度：60 L/12 sec)。電気刺激および

各種作動薬の注入は、灌流圧が刺激前と同程度まで戻った後に行った。 

 
 
 
 

Fig. 11. A photograph showing experimental 
methods for periarterial nerve stimulation in  
the mouse mesenteric vascular bed. Bipolar 
platinum ring-electrodes were placed around 
the mesenteric vascular bed. 

 

 

2.5 実験プロトコール 

2.5.1 至適灌流速度の検討 

 灌流圧を安定させるために、標本を静止緊張状態で30分間灌流した。その後、

灌流速度を 1, 2, 3, 4, 5 mL/min に順次変化させ、各流速における灌流圧の変化

を約 30分間測定した。別の標本にて、灌流速度により血管緊張度に変化が生じ

ていないかを確認する目的で、血管弛緩薬である papaverine (100 M) を含む

Krebs液を 1, 2, 3, 4, 5 mL/minで順次変化させ、その時の灌流圧を測定した。 

さらに、別の標本にて、血管反応性を検討するために、各流速において PNS (電

圧; 50 V, パルス幅; 30 sec, 刺激頻度; 8, 12, 16, 20, 24 Hz) を行い、各灌流速

度における PNSによる灌流圧上昇 (血管収縮) 反応について検討した。 
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2.5.2 PNSの至適強度の条件設定 

至適灌流速度の検討実験で、至適流速とした 3 mL/minに灌流速度を固定し、

PNSのパルス幅 (pulse duration) を 10, 30, 50 secに変化させ、各パルス幅

における血管反応性を観察した。このとき、刺激電圧は 50 V、刺激頻度は 8~24 

Hzに変化させた。さらに、PNSによる血管反応が、神経性の反応かどうか確認

するために、選択的な電位依存性 Na＋ channel阻害薬である tetrodotoxin (0.5 

M) もしくは交感神経遮断薬である guanethidine (5 M) 存在下、同様の PNS

を行い、血管反応の変化について検討した。加えて、PNSおよび noradrenaline

の注入に対する1アドレナリン受容体の影響について、1アドレナリン受容体

拮抗薬である prazosin (5 M) を用いて検討した。Tetrodotoxin および

guanethidine、prazosin は、PNS および noradrenaline 注入の 10 分前から実

験終了時まで灌流を行った。 

 

2.5.3 灌流圧上昇条件下における PNS および各種血管拡張薬物に対する血管

反応の検討 

PNS やアドレナリン受容体作動薬による交感神経の興奮がない静止緊張状態

では、灌流標本は血管が十分に拡張しているため血管拡張反応を観察できない。

そこで、血管をあらかじめ収縮させ灌流圧を一定レベルにまで上昇させるため

に methoxamine (7 M) を加えた、また、交感神経の影響を除くために

guanethidine (5 M) を加えた Krebs液を持続的に灌流した。灌流圧が安定し

た後、PNSおよび acetylcholine (ACh; 1 nmol)、sodium nitroprusside (SNP; 10 

nmol)、CGRP (5, 10 pmol) を注入した。PNSによる血管反応が神経性かどう

かを確認するために、methoxamine (7 M) および guanethidine (5 M)、

tetrodotoxin (0.5 M) を含む Krebs液の存在下、PNSおよび acetylcholine、

sodium nitroprusside、CGRPの注入を行った。Tetrodotoxinは、PNSおよび

各種血管拡張薬物注入の 10分前から実験終了時まで灌流を行った。 

別の標本にて、PNSに対する CGRP1受容体の影響について、CGRP1受容体

拮抗薬である CGRP8-37 を用いて検討した。1 回目の PNS および CGRP の注

入をコントロールとして観察した後、methoxamine (7 M) および

guanethidine (5 M)、CGRP8-37 (1 M) を含む Krebs液に切り替え、10分間

灌流した。その後、2回目の PNSおよび CGRP注入を行った。 



33 

 

実験の終わりに、血管弛緩薬 papaverine (100 M) を灌流して最大弛緩を求

めた。血管収縮反応は灌流圧の上昇分 (⊿ mmHg) で示し、血管弛緩反応では、

papaverineによる最大弛緩反応を 100 %として弛緩率 (%) で評価した。 

 

2.5.4 Capsaicin感受性神経伝達物質枯渇標本の作製および血管反応の検討 

Capsaicinは、高濃度を暴露すると CGRP含有神経から CGRPを大量に放出

させて枯渇を起こし、神経機能を喪失させる。そこで、Kawasakiら (Kawasaki 

et al., 1988; Takenaga and Kawasaki, 1999) の方法を参考にし、in vitroで、

capsaicin 用いて摘出マウス腸間膜動脈灌流標本の CGRP 含有神経の伝達物質

である CGRP を枯渇させることで、その神経機能を喪失させた。まず、静止緊

張状態下の標本に capsaicin (10 M) を含む Krebs液を 30分間灌流し、その後

capsaicinを含まない Krebs液に切り替えてを 30分間灌流して洗浄した。次に、

methoxamine (7 M) および guanethidine (5 M) を含む Krebs液に置換し、

灌流圧を一定レベルにまで上昇させた後、PNS および acetylcholine、sodium 

nitroprusside、CGRPの注入を行った。 

 

2.5.5 免疫組織化学的検討 

マウスを pentobarbital-Naの腹腔内投与で麻酔し、開腹後、腹部大動脈を剥

離し、上腸間膜動脈から Zamboni液を注入した。その後、Hobaraら(2004, 2006) 

の方法に従い、腸管を含む腸間膜動脈血管床を摘出した。第 2分岐もしくは第 3

分岐の腸管に近い腸間膜動脈および静脈のみを剥離して切り離し、組織標本と

した。標本を Zamboni 液により室温で 48 時間浸潤固定を行い、その後、

phosphate buffer saline (PBS, pH7.2 組成は後述) を用いて 1時間間隔で 3回

洗浄した。次に、0.5% Triton-X 100/ PBSに約 48時間浸潤し、再び PBSで 15

分間 2 回洗浄を行った後、正常ヤギ血清 (1: 100) 中に室温で 1 時間処置した。

続いて、ウサギ抗 tyrosine hydroxylase (TH) ポリクローナル IgG  (1: 500) 

(Chemicon international, Inc., Teme cula, CA, USA)、あるいはモルモット抗

CGRP ポリクローナル抗血清 (1: 100) (American Research Products, Inc., 

Belmont, MA, USA) にて 4℃で 72時間の処置を行った。次に標本を PBSで洗

浄した後、Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗モルモット IgG (1: 200) あるいは、Alexa 

Fluor 555標識ヤギ抗ウサギ IgG (1: 1000) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) に
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て遮光条件下で 1 時間の抗原抗体反応を行った。さらに、PBS にて標本を完全

に洗浄を行った後、標本をスライドガラス上に置き、グリセリン/ PBS (2: 1 v/v) 

にて封入した。標本の蛍光を共焦点レーザー顕微鏡 (Confocal laser scanning 

microscopy, CLSM510, Carl Zeiss社製) を用いて観察を行った。画像と取り込

む際、接眼レンズは 10 倍、対物レンズは 40 倍を使用し、pinhole は 1.00 と設

定し、gainまたは offsetはコントラストが最良となる位置に設定した。 

別の標本にて、交感神経毒 6-hydroxydopamine (6-OHDA) 処置 (Zhang et 

al., 1998) を行い、交感神経を化学的に除神経した。交感神経の除神経は、摘出

した標本を 6-OHDA (4 mM) と glutathione (40 M) む Krebs 液に浸して 30

分間処置を行い、続いて Krebs液のみで 30分間洗浄処置した後、再度 6-OHDA 

(4 mM) と glutathione (40 M) むKrebs液に浸して30分間処置することで行

った。除神経処置後、細小動脈を単離し、Zamboni液で浸潤固定した。以後は、

THの免疫組織化学的方法に従い、標本の蛍光を観察した。人為的あるいは偽免

疫陽性反応を避けるために、コントロールとして二次抗体のみでの免疫染色も

行ったが、免疫陽性線維は観察されなかった。 

また、別の標本にて、2.5.4 で述べた方法で、capsaicin (40 M) を含む Krebs

液で 30 分間の灌流処置を行い、CGRP 含有神経を化学的に除神経した 

(Kawasaki et al., 1988, 1990a)。続いて、capsaicinを含まない Krebs液で洗浄

した後、細小動脈を単離し、Zamboni液で浸潤固定した。以後は、CGRPの免

疫組織化学的方法に従い、標本の蛍光を観察した。 

免疫染色は少なくとも各 3例以上で観察した。 

 

2.6 統計学的解析 

得られた実験値はすべて、平均値±標準誤差 (mean±S.E.M.) で示した。統

計学的解析は、同じ標本での 2 群間比較には対応のある Student's t 検定、異

なる標本での 2群間比較には対応のない Student's t 検定を用いた。また、多群

間の比較では、一元配置の分散分析 (analysis of variance, ANOVA) 後、Tukey

の多重比較検定法、あるいは、二元配置の分散分析  (analysis of variance, 

ANOVA) 後、Bonferroni の多重比較検定法を用いて統計学的処理を行った。い

ずれも危険率は 5%以下を有意差ありと判定した。 
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2.7 使用薬物 

 第二章の実験には以下の薬物を使用した。 

acetylcholine chloride (第一三共)、 noradrenaline (第一三共)、tetrodotoxin 

(第一三共)、capsaicin (Sigma-Aldrich Japan)、glutathione (Sigma-Aldrich 

Japan) 、 guanethidine sulphate (Sigma-Aldrich Japan) 、 6-OHDA 

hydrobromide (Sigma-Aldrich Japan)、prazosin (Sigma-Aldrich Japan)、

sodium nitroprusside (Sigma-Aldrich Japan)、CGRP(ペプチド研究所 )、

CGRP8-37 (ペプチド研究所 )、methoxamine hydrochloride (日本新薬 )、

papaverine hydrochloride (大日本住友製薬)。Capsaicin以外の薬物は、全て精

製水にて溶解させ、Krebs液にて最終希釈濃度に調整した。PapaverineはKrebs

液にて希釈調整した。Capsaicinは、50%エタノール溶液にて溶解させ、Krebs

液にて希釈調整した。Acetylcholine、sodium nitroprusside および CGRP は、

注入時に灌流している Krebs液と同じ組成の Krebs液で最終濃度に用時調整し

た。 
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3. 結果 

3.1 マウス腸間膜動脈血管床における至適灌流速度の決定 

 Fig. 12Aおよび Bに示すように、灌流速度を 1~5 mL/minに上昇させると、

それに伴い平均灌流圧が上昇した。4 mL/minおよび 5 mL/minの流速では、何

も刺激がない状態においても灌流圧が上下に変動し不安定な状態が観察された。

各灌流速度において、PNS (電圧; 50 V, パルス幅; 30 sec, 刺激頻度; 8~24 Hz) 

を行うと、血管収縮反応に起因する灌流圧の上昇が刺激頻度に依存して観察さ

れた (Fig. 12A, 12C)。さらに、灌流速度の上昇に伴い、これらの収縮反応も増

大した。しかし、3 mL/min 以上の灌流速度では、PNS による血管反応は、各

流速においても同じ程度であり変化は認められなかった (Fig. 12C)。従って、

マウス腸間膜動脈灌流標本において血管反応を観察する至適灌流速度は、3 

mL/minであると判断した。 

灌流速度によって血管緊張が増大しているかどうかを検討するために、血管

弛緩薬 papaverine (100 M) 含む Krebsを灌流して灌流圧の変化を測定した。

Table 3に示したように、1~5 mL/minの灌流速度で papaverineを含む Krebs

液を灌流しても、平均灌流圧はpapaverine非存在下と比較して同じ程度であり、

影響はみられなかった。 

  

3.2 PNSによる血管収縮反応に対するパルス幅および tetorodotoxinの影響 

PNSの至適強度 (パルス幅) を設定するために、電圧 50 Vで、刺激頻度 8~24 

Hz を変化させて血管収縮反応の程度を検討した。パルス幅 10 sec の PNS で

は各刺激頻度の血管収縮反応は小さかったが、パルス幅 30および 50 secでは、

各刺激頻度の反応はパルス幅に依存して増大した (Fig. 13A, 13B, 13C)。 

神経毒である tetorodotoxin (0.5 M) を用いて、各パルス幅による収縮反応

が神経性であるかを検討した結果、tetrodotoxin存在下では、パルス幅 30 sec

の PNS による反応は消失したが、パルス幅 50 sec のより強い PNS では、小

さな灌流圧の上昇が観察され、収縮反応は完全には消失しなかった (Fig. 13D, 

13E)。従って、神経性の血管反応を観察するための PNS の条件は、パルス幅

30 secが最適であると判断した。 

 

  



37 

 

3.3 PNSによる血管収縮反応に対する guanethidineの影響 

 交感神経遮断薬である guanethidine を用いて、PNS により誘発される血管

収縮反応が交感神経に関与しているか検討した。その結果、パルス幅 30 sec

のPNS (電圧 50 V, 刺激頻度 8~24 Hz) による血管収縮反応は、guanethidine (5 

M) 存在下で消失した (Fig. 14)。しかしながら、パルス幅 50 secの PNSで

は消失せず残存し、データに示していないが、その残存した収縮反応は、10 M

の guanethidine存在下でも小さな収縮反応が観察された。 

 

3.4 PNSおよび noradrenalineによる血管収縮反応に対する prazosinの影響 

 PNSによる血管収縮反応は、prazosin (5 M) 存在下に著明に抑制されたが、

完全には消失しなかった (Fig. 15B)。一方、noradrenalineの注入により用量に

依存した収縮反応が観察された。また、noradrenaline を含まない Krebs 液の

みの注入によってもわずかに灌流圧の上昇が観察された (Fig. 15A, 15C)。これ

は灌流液中に直接液を注入するために生じた圧変化と考えられる。Prazosin 存

在下における noradrenaline注入による収縮反応は、著明に抑制され、prazosin

存在下に Krebs 液のみの注入時の圧変化と同程度であった。従って、完全に収

縮反応が消失した。 

 

3.5 灌流圧上昇条件下における PNSおよび acetylcholine、SNP、CGRPによ

る血管弛緩反応と tetrodotoxinの影響 

 血管弛緩反応を観察するために、1 アドレナリン受容体作動薬である

methoxamine (7 M) および交感神経の影響を除くために guanethidine (5 

M) を加えたKrebs液を灌流して血管を収縮させ灌流圧を一定レベルにまで上

昇させた。Acetylcholine (1 nmol) および SNP (10 nmol) の注入により、血管

弛緩反応に起因する一過性で反応時間の短い灌流圧の下降が観察された (Fig. 

16A)。これらの反応から、マウス腸間膜動脈血管床に血管平滑筋および内皮細

胞が残存し機能していると考えられる。一方、PNS (1, 2, 4, 8 Hz) では、刺激

頻度に依存した弛緩反応に起因する灌流圧の下降が観察された。この反応は、

acetylcholine および SNP の反応と異なり、反応時間が長く持続的であった。

CGRP (5, 10 pmol) の注入よっても用量に依存的で、PNSの反応と類似した持

続的な弛緩反応が観察された。 
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 神経毒 tetorodotoxin を用いて弛緩反応の神経性の反応を検討した結果、

tetrodotoxin (0.5 M) 存在下では、PNS による弛緩反応は有意に抑制された 

(Fig. 16B, 17A)。しかし、CGRPおよび acetylcholine、SNPによる弛緩反応は、

tetrodotoxin存在下でも正常標本と同様に出現し、影響はみられなかった (Fig. 

17B, 17C, 17D)。 

 

3.6 PNS および acetylcholine、SNP、CGRP による血管弛緩反応に対する

capsaicinの影響 

 Capsaisin 処置して CGRP 含有神経機能を喪失させた腸間動脈灌流標本にお

いて、PNS (2, 4, 8 Hz) による血管弛緩反応は著明に抑制された (Fig. 18A, 

18B)。一方で、この標本では、CGRP、acetylcholine および SNP 注入による

弛緩反応は、正常標本と同様に出現して影響はみられなかった (Fig. 18C, 18D, 

18E)。 

 

3.7 PNSおよび CGRPによる血管弛緩反応に対する CGRP8-37の影響 

 CGRP受容体拮抗薬 CGRP8-37存在下では、非存在下と比較して PNS (2 Hz) 

および CGRP (5 pmol) 注入による血管弛緩反応は有意に抑制された (Fig. 19)。 

 

3.8 免疫組織化学 

 マウス腸間膜血管における血管周囲神経の分布を免疫組織化学的に検討した

結果、Fig. 20に示したように、交感神経に属する TH免疫陽性線維がマウス腸

間膜動脈に密に、また、血管周囲を網目状に取り巻くように外膜層に分布して

いることが観察された (Fig. 20B)。さらに、静脈にも同様に TH 免疫陽性線維

の分布が確認されたが、その分布密度は疎であった (Fig. 20C)。 

マウス腸間膜動脈において、CGRP 免疫陽性線維が分布していることが観察

された。CGRP免疫陽性線維は、TH免疫陽性線維の分布密度と比較して疎であ

ったが、マウス腸間膜動脈の血管周囲に取り巻くように外膜層に分布していた 

(Fig. 20E)。また、Fig. 20Fに示したように、静脈にも疎であるが CGRP免疫

陽性線維が観察された。 

一次抗体がない状態では、TH および CGRP 免疫陽性線維は観察されなかっ

た (Fig. 20A, 20D)。 交感神経毒 6-OHDA処置した動脈標本では TH免疫陽
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性線維は消失して観察されなかったが (Fig. 20G)、CGRP免疫陽性線維は正常

標本と同様な分布がみられた (Fig. 20I)。一方、CGRP枯渇物質 capsaicin処置

した標本では、CGRP免疫陽性線維は観察されなかったが (Fig. 20J)、TH免疫

陽性線維は影響を受けず、capsaicin処置しなかった標本と同様な分布が観察さ

れた (Fig. 20H)。 
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Fig. 12. Determination of optimal flow rate based on PNS-induced responses in 
male mouse perfused mesenteric vascular beds. A typical recording (A) showing 
PNS-induced vasoconstriction of a flow rate of 1 - 5 mL/min. A bar graph (B) and a 
line graph (C) show flow rate-induced changes in resting perfusion pressure and 
PNS-induced vasoconstrictor response. Each bar indicates mean±S.E.M. *P < 0.05 
compared with 1 mL/min group using a two-way ANOVA and Bonferroni’s multiple 
test. 
(J Pharmacol Sci vol.119、p263に投稿・掲載済) 

 

 

 
Table 3. Effect of papaverine (PPV, 100 M) on flow rate (1 to 5 ml/min)-induced 
changes in resting perfusion pressure of male mouse mesenteric vascular beds. 
(J Pharmacol Sci vol.119、p264に投稿・掲載済) 
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Fig. 13. Typical recordings showing influence of pulse duration and tetrodotoxin on 
frequency-dependent vascular responses induced by periarterial nerve stimulation 
(PNS: 8, 12, 16, 20 and 24 Hz) in male mouse perfused mesenteric vascular beds with 
resting tension. Panels A, B, and C indicate the responses to 10-, 30-, and 50-s pulse 
duration, respectively. Panels D and E show responses to 30- and 50-s pulse duration 
in the presence of tetrodotoxin (0.5 M), respectively. A bar graph (F) shows the effect of 
tetrodotoxin on the response to 30-s pulse duration.Each bar indicates the mean ± 
S.E.M. *P < 0.05, **P < 0.01, compared with no-treatment.  
(J Pharmacol Sci vol.119、p264に投稿・掲載済) 
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Fig. 14. Typical recordings (A, B) and a 
bar graph (C) showing the effect of 
guanethidine (5 M) on vascular 
responses induced by periarterial nerve 
stimulation (PNS) in male mouse 
perfused mesenteric vascular beds with 
resting tension. The PNS at 8, 12, 16, 20 
and 24 Hz and 30-s pulse duration was 
given for 30 s. Each bar indicates the 
mean ± S.E.M. *P < 0.05, **P < 0.01, 
compared with no-treatment.            
(J Pharmacol Sci vol.119、p265に投稿・掲
載済) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig. 15. A typical recording (A) and bar graphs (B and C) showing the effect of prazosin 
(5 M) on vascular responses induced by periarterial nerve stimulation (PNS; 12, 16 
and 20 Hz) (B) and injections of norepinephrine (NE, 5 and 10 nmol) (C) in male mouse 
perfused mesenteric vascular beds with resting tension. Each bar indicates the mean ± 
S.E.M. **P < 0.01, compared with no-treatment. 
(J Pharmacol Sci vol.119、p265に投稿・掲載済) 
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Fig. 16. Typical recordings showing vascular responses induced by periarterial nerve 
stimulation (PNS; 1, 2, 4 and 8 Hz) and injections of acetylcholine (ACh, 1 nmol), 
sodium nitroprusside (SNP, 10 nmol) and calcitonin gene-related peptide (CGRP, 5 and 
10 pmol) in male mouse perfused mesenteric vascular beds with active tone. Panels A 
and B show the response in the absence and presence of tetrodotoxin (0.5 M), 
respectively. Active tone was produced by continuous perfusion of methoxamine. 
Papaverine (PPV, 100 M) was perfused at the end of the experiment to produce 
complete relaxation.  
(J Pharmacol Sci vol.119、p266に投稿・掲載済) 
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Fig. 17. Bar graphs showing effect of tetrodotoxin (0.5 M) on vascular responses to 
periarterial nerve stimulation (PNS; 1, 2, 4 and 8 Hz) (A), CGRP (5 and 10 pmol) (B), 
acetylcholine (ACh, 1 nmol) (C) and sodium nitroprusside (SNP, 10 nmol) (D) in male 
mouse perfused mesenteric vascular beds with active tone. Each bar indicates the mean 
± S.E.M. **P < 0.01, compared with no-treatment.  
(J Pharmacol Sci vol.119、p266に投稿・掲載済) 
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Fig. 18. A typical recording (A) and bar graphs showing effect of capsaicin treatment (10 
M) on vascular responses to periarterial nerve stimulation (PNS; 1, 2, 4 and 8 Hz) (B) 
and injections of calcitonin gene-related peptide (CGRP, 5 and 10 pmol) (C), 
acetylcholine (ACh, 1 nmol) (D), sodium nitroprusside (SNP, 10 nmol) (E) and in male 
mouse perfused mesenteric vascular beds with active tone. Active tone was produced by 
continuous perfusion of methoxamine. Papaverine (PPV, 100 M) was perfused at the 
end of the experiment to produce complete relaxation. Each bar indicates the mean ± 
S.E.M. **P < 0.01, compared with no-treatment.  
(J Pharmacol Sci vol.119、p267に投稿・掲載済) 
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Fig. 19. A typical recording (A) and bar graphs showing the effect of CGRP8-37 (1 M) 
on vascular responses induced by periarterial nerve stimulation (PNS, 2 Hz) (B) and 
injections of calcitonin gene-related peptide (CGRP, 5 pmol) (C) in male mouse perfused 
mesenteric vascular beds with active tone. Active tone was produced by continuous 
perfusion of methoxamine. Papaverine (PPV, 100 M) was perfused at the end of the 
experiment to produce complete relaxation. Each bar indicates the mean ± S.E.M. *P < 
0.05, compared with no-treatment. 
(J Pharmacol Sci vol.119、p267に投稿・掲載済) 
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Fig. 20. Immunohistochemical images showing adrenergic tyrosine hydroxylase 
(TH)-like immunoreactive (LI)- and CGRPergic CGRP-LI-containing nerve fibers in 
male mouse mesenteric arteries (B, E) and veins (C, F) and in arteries treated with 
6-hydroxydopamine (6-OHDA) (G, I) or capsaicin (H, J). Images A and D show 
experiments without the primary antibody and drug treatment in which arteries were 
treated with the secondary antibodies alone as a control for non-specific staining. 
Horizontal bars indicate 50 m. 
(J Pharmacol Sci vol.119、p268に投稿・掲載済) 
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4. 考察 

本章では、マウスから摘出した腸間膜動脈血管床を用いて灌流標本を作製し、

経壁電気刺激 (PNS) によりラット (Kawasaki et al., 1988, 1990b) 腸間膜動

脈標本と同様に交感経性の血管収縮反応およびカプサイシン感受性 CGRP 含有

神経性の血管弛緩反応が生じることを初めて明らかにしたものである。一般的

に、腸間膜動脈の灌流標本にはラットが用いられ、マウスでの報告は少ない。

また、マウス腸間膜動脈を用いた灌流実験では、灌流速度が 0.4~3.5 mL/min 

(Grant et al., 2004; Timponi et al., 2006; Martínez et al., 2007) と大きく差が

ある。そこで本章では、まず初めに灌流速度を 1~5 mL/min に変化させ、流速

依存的な灌流圧上昇を観察した (Fig. 12)。この反応は、血管弛緩薬である

papaverine の存在下においても影響がみられなかったことから、灌流速度の上

昇により血管緊張が生じたのではなく、血管抵抗が増大したためと考えられる。

加えて、静止緊張状態では、血管が完全に拡張していると考えられる。しかし、

灌流速度 4 mL/min 以上では、何も刺激をしていない状態でも灌流圧の動揺が

観察された。さらに、灌流速度の上昇に伴い、PNS による血管反応は増大した

が、3 mL/min以上では血管反応性に差はみられなかった (Fig. 12)。従って、

マウス腸間膜動脈を用いた灌流実験では、3 mL/minが至適灌流速度であると判

断した。 

 静止緊張状態において、PNS による刺激頻度に依存した血管収縮反応は、電

位依存性 Na+ channel 阻害薬で、神経からの伝達物質放出を遮断する

tetrodotoxin (Narahashi, 2008) の存在下で消失した。従って、PNSによる血

管反応は神経性であると考えられる。さらに、交感神経遮断薬である

guanethidine (Kawasaki et al., 2009) 存在下、PNSによる収縮反応が消失した

ことから、交感神経を介した反応であると推察される。加えて、免疫組織化学

的検討では、マウス腸間膜動脈および静脈の血管周囲に交感神経に属する TH

免疫陽性線維が密に分布していることが観察された (Fig. 20)。TH 免疫陽性線

維は、capsaicin では影響はみられなかったが、交感神経を化学的に破壊する

6-OHDA 処置により消失した。従って、ラット腸間膜動脈と同様に交感神経が

神経支配していると考えられる。これらのマウス腸間膜動脈血管床から得られ

た結果は、ラット標本を用いた報告 (Kawasaki et al., 1988, 2009; Shiraki et 

al., 2000; Hobara et al., 2004) とよく一致している。 
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ラット腸間膜動脈を用いた研究では、PNS のパルス幅は 100~1000 sec 

(Kawasaki et al., 1988, 2009; Haddock and Hill, 2011) が用いられているが、

マウスではパルス幅 30 secの PNSで刺激頻度に依存した血管収縮反応が観察

できた。パルス幅 30 sec の PNS による収縮反応は、tetrodotoxin および

guanethidine存在下で消失したが、パルス幅 50 secでは抑制されるものの残

存した (Fig. 13E)。従って、パルス幅 50 sec では血管平滑筋自体を直接刺激

している可能性が高く、マウス腸間膜動脈血管床において血管周囲交感神経を

介した反応を観察するためには、パルス幅 30 secが至適条件であると考えられ

る。 

 1 アドレナリン受容体拮抗薬である prazosin 存在下、PNS および

noradrenaline注入による血管収縮反応は著明に抑制された。Noradrenalineは、

交感神経から放出される主たる伝達物質であり、1および2アドレナリン受容

体を活性化させる。また、マウス腸間膜動脈において noradrenaline は1アド

レナリン受容体を介して血管収縮反応を惹起させることが報告されていること

から (Pérez et al., 2007)、本章においても、PNS により主に交感神経から

noradrenaline が放出し、1 アドレナリン受容体を介して収縮反応が生じたと

考えられる。しかし、PNSによる収縮反応は prazosin存在下に完全には消失せ

ず小さいけれど残存した。交感神経の終末には伝達物質として noradrenaline

の他に、NPY、ATPなどが cotransmitterとして共存している (Lundberg, 1996; 

Haddock and Hill, 2011)。従って、prazosin存在下に残存した収縮反応は、2

アドレナリン受容体を介した収縮反応、さらには、PNS により noradrenaline

と同時にこれらの神経伝達物質が遊離し生じた可能性が考えられる。 

 ラット腸間膜動脈血管床における CGRP 含有神経の分布と機能については、

免疫組織化学的および神経薬理学的解析により明らかにされている (Kawasaki 

et al., 1988)。ラット腸間膜動脈において、灌流圧上昇条件下に PNSにより血

管弛緩反応が生じ、その反応は tetrodotoxinおよび capsaicin、CGRP受容体拮

抗薬である CGRP8-37により消失する。近年、マウス腸間膜動脈の CGRP含有

神経の分布と血管拡張性機能について、薬理学的および免疫組織化学的検討に

より報告されている (Wang et al., 2006; De et al. 2008)。本章においても、灌

流圧上昇条件下、PNS により刺激頻度に依存した血管弛緩反応が観察され、そ

の反応は tetrodotoxin存在下および capsaicin処置標本において消失した。加え
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て、CGRP注入による持続した弛緩反応と類似した血管反応であった。さらに、

PNS および CGRP 注入による弛緩反応は CGRP8-37 存在下で抑制されたこと

から、PNSによる弛緩反応は CGRP含有神経を介していること、またマウス腸

間膜動脈にも CGRP受容体が存在していることが明らかとなった。しかし、PNS

による弛緩反応は、CGRP8-37 存在下に完全には消失しなかった。一方で、ラ

ット腸間膜動脈では、1 Mの CGRP8-37存在下、PNSによる弛緩反応はほぼ

完全に消失している (Kawasaki et al., 1991)。 ことから、マウスとラットでは

CGRP8-37に対する感受性が異なるのかもしれない。さらに、本章では capsaicin

処置標本においても、PNSによる弛緩反応は小さいけれど残存した (Fig. 18)。

従って、PNS による弛緩反応は、主に CGRP 含有神経を介しているが、一部

NO神経や未知の非アドレナリン・非コリン作動性神経を介している可能性が考

えられる。加えて、動脈血管周囲に CGRP含有神経に属する CGRP免疫陽性線

維が密に分布していたことから、TH免疫陽性反応を示す交感神経と共に血管緊

張度調節に寄与していることが明らかとなった。 

 本実験では、8 Hz 以下の PNS では、交感神経性の収縮反応は小さいか、あ

るいは生じなかったが、反対に CGRP 含有神経性の弛緩反応は 8 Hz 以下でも

生じた。本実験系において、静止緊張状態にて収縮反応を観察した場合、PNS

は交感神経および CGRP 含有神経を同時に刺激する。ラット標本を用いた研究

では、capsaicin処置により CGRP含有神経機能を喪失させたとき、交感神経を

介する血管収縮反応が増大することが報告されている  (Kawasaki et al., 

1990b)。従って、低頻度の刺激条件では CGRP含有神経を介する弛緩反応がよ

り大きいために、交感神経性の収縮反応が減弱していると考えられる。加えて、

静止緊張状態では血管が完全に拡張しているため、静止緊張状態で収縮反応を

観察するためにはより高頻度の刺激条件が必要である可能性がある。一方、

CGRP含有神経性の弛緩反応を観察する場合、guanethidineにより交感神経の

神経伝達が遮断されているため、弛緩反応のみを容易に観察することが可能で

ある。 

 本章の結果は、マウス腸間膜動脈において血管収縮性の交感神経と血管拡張

性の CGRP 含有神経が密に分布し、血管緊張度調節に重要な役割を果たしてい

ることを明らかにした (Fig. 21)。また、腸間膜動脈灌流標本をマウスでも作製

することが可能であることを明らかにし、血管周囲神経の機能を評価するにあ

たり最適な灌流速度および PNSの諸条件を設定して、評価系の確立に貢献した

ものである。  
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Fig. 21. Perivascular innervation and possible mechanisms underlying adrenergic 
nerve-mediated vasoconstriction and CGRPergic nerve-mediated vasodilation in male 
mouse perfused mesenteric vascular beds.  
Abbreviations: NA, noradrenaline; ATP, adenosine 5'-triphosphate; NPY, neuropeptide 
Y; CGRP, calcitonin gene-related peptide; ACh, acetylcholine; SNP, sodium 
nitroprusside; NO, nitric oxide; a1-R, a1-adrenoceptor; M-R, muscarine receptor; -R, 
-receptor.  
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5. 小括 

第二章では、マウス腸間膜動脈血管床を用いて灌流標本を作製し、灌流速度

および PNSの諸条件を検討した。また、ラット腸間膜動脈と同様に血管周囲に

交感神経および CGRP含有神経が分布し、これら両神経を介した血管反応が観

察されるか検討した。 

  

その結果、以下の知見が得られた。 

 

1. マウス腸間膜動脈灌流標本において、静止緊張状態で灌流速度を上昇さ

せると平均灌流圧の上昇が観察された。また、PNS による血管反応は

灌流速度の上昇に伴い増大したが、3 mL/min以上の灌流速度では、血

管反応は同程度で差は認められなかった。さらに、灌流速度 4および 5 

mL/minの時、灌流圧が上下に変動し不安定になることが観察された。 

 

2. 血管弛緩薬 papaverine (100 M) 存在下、いずれの灌流速度 (1~5 

mL/min) においても静止緊張状態の灌流圧に変化はみられなかった。 

 

3.  PNS (電圧; 50 V, 刺激頻度; 8~24 Hz, パルス幅; 10~50 sec) により

一過性の血管収縮反応が観察され、パルス幅の増大に伴い、この収縮反

応は増大した。パルス幅 30, 50 secの PNSでは、刺激頻度に依存した

血管収縮反応が観察された。 

 

4. パルス幅 30 sec の PNS により観察された血管収縮反応は、

tetrodotoxin (0.5 M) および guanethidine (5 M) 存在下で消失した

が、パルス幅 50 secの PNSにより観察された収縮反応は、残存し完

全に消失しなかった。 

 

5. Prazosin (5 M) 存在下では、PNSによる血管収縮反応は有意に減弱し

たが残存した。一方で、noradrenalineによる血管収縮反応は prazosin

存在下で消失した。 
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6. Acetylcholine、SNPにより一過性の血管弛緩反応が観察された。また、

PNSおよび CGRPにより持続的な弛緩反応が頻度および用量依存的に

観察された。 

 

7. Tetrodotoxin (0.5 M) 存在下では、PNSによる血管弛緩反応は有意に

抑制されたが、acetylcholine、SNPおよび CGRPによる弛緩反応に影

響はみられなかった。 

 

8. Capsaicin処置した標本では、PNSによる血管弛緩反応は有意に抑制さ

れたが、acetylcholine、SNPおよび CGRPによる弛緩反応に影響はみ

られなかった。 

 

9. CGRP8-37 (1 M) 存在下では、PNSおよび CGRPよる血管弛緩反応

は、非存在下と比較して有意に抑制された。 

 

10. 腸間膜動脈および静脈において、TH 免疫陽性線維および CGRP 免疫 

陽性線維が血管周囲を網目状に取り巻いて外膜層に分布していること

が観察された。 

 

11.  TH免疫陽性線維は 6-OHDA処置により消失したが、CGRP免疫陽性

線維は影響を受けなかった。一方、capsaicin処置により CGRP免疫陽

性線維は消失したが、TH免疫陽性線維は影響を受けなかった。 

 

以上の結果より、マウス腸間膜動脈において血管収縮性の交感神経と血管拡張

性の CGRP含有神経が密に分布し、PNSによりこれら両神経を介する血管反応

を観察できることが明らかとなり、ラットと同様に血管周囲神経が血管緊張度

調節に重要な役割を果たしていることが示唆される。 
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第三章   

マウス腸間膜動脈灌流標本における内皮依存性血管弛緩反応 

 

1. 目的 

 血管内皮細胞は、血管内腔側にある 1 層の細胞群であり、従来は血液凝固を

防止する機能を有する細胞と考えられていた。しかし、1980年の Furchgottら

の発見により、内皮細胞が血管を弛緩させる血管内皮細胞由来弛緩因子  

(endothelial-derived relaxing factor; EDRF) を産生・放出することで血管緊張

度調節に関与することが明らかにされた。さらに、その後の研究で、内皮細胞

は EDRF ばかりでなく、血管を収縮させるエンドセリンやプロスタグランジン

F2、トロンボキサンなどの血管内皮細胞由来収縮因子 (endothelial-derived 

constricting factor; EDCF) を産生・放出することも明らかとなっている (De 

Mey and Vanhoutte; 1982)。これらの因子は、神経因子と同様に体液性因子と

して血管緊張度調節を行っていると考えられている。内皮細胞がその発現に必

須である弛緩反応、すなわち内皮依存性弛緩反応は、血流による shear stress

等の物理的刺激や様々な内因性、外因性作動物質等の化学的な刺激により

EDRF が産生・放出されて生じるとされている。現在、主に 3 つの弛緩因子、

nitric oxide (NO) (Kelm et al., 1988; Palmer et al., 1989)、prostaglandin I2 

(PGI2) (Waldron and Cole, 1999)、endothelium-derived hyperpolarizing factor 

(EDHF) (Brandes et al., 2000; Fitzgerald et al., 2007) が EDRFとして同定さ

れている。しかしながら、EDRF はすべての血管で内皮依存性の弛緩反応に関

係しているとは限らずに、動物の種差でも異なり、また、同じ動物種でも血管

部位あるいは血管径の違いにより、EDRFの関与が異なることが知られている。

一般に、大動脈や導管動脈において主な EDRF は NOであるが、小血管や抵抗

血管、特に腸間膜動脈においては EDHF が重要な役割を果たしている。一方、

PGI2は、大動脈および抵抗血管のいずれの血管において EDRFとして内皮依存

性弛緩に関与していることが報告されている (Shimokawa et al., 1996)。内皮

細胞から遊離した EDHFは、血管平滑筋の過分極を引き起こし、最終的に血管

を弛緩させる。また、この EDHF による反応は、NO 合成酵素 (NOS) 阻害薬

および cyclooxygenase (COX) 阻害薬存在下でも観察される  (Chen et al., 

1991)。EDHF 本体については、epoxyeicosatrienoic acid (Champbell et al., 
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1996)、K+ イオン  (Edwards et al., 1998)、 hydrogen peroxide (H2O2) 

(Pomposiello et al., 1999) や gap-junction (Chaytor et al., 2002; Griffith, 

2004) を介するものなど幾つか報告されているものの、十分に明らかにされて

いない。ラット腸間膜動脈では、histamine、bradykinin、acetylcholine、A23187 

(Ca2+ ionophore) を用いた内皮依存性弛緩反応について異なるEDHFが関与す

ることが報告されている (Shiraki et al., 2001; Nawa et al., 2004; Jin et al., 

2008, 2009)。これまでに、マウスの胸部や腹部大動脈のリング状標本を用いた

研究 (Matoba et al., 2000; Morikawa et al., 2003) が行われているが、マウス

腸間膜動脈における EDRF の役割についてはほとんど明らかにされていない。

加えて、遺伝子操作した病態モデルマウスを用いて血管内皮機能を解析するた

めには、まだその機能についての報告が少なく十分ではない。従って、本章で

はEDRF、特にEDHFについて、内皮依存性弛緩反応を惹起させるacetylcholine

および A23187を用いて検討した。 

 

2. 実験材料および実験方法 

2.1 実験動物 

 第二章 2.1に準ずる。 

 本研究は岡山理科大学動物実験ガイドラインに従って実施した。 

 

2.2 マウス腸間膜動脈灌流標本の作製 

 第二章 2.2に準ずる。 

 

2.3 灌流圧測定 

 第二章 2.3に準ずる。ただし、灌流速度は一定流量 (3 mL/min) に固定した。 

 

2.4 Acetylcholineおよび sodium nitroprusside (SNP)、A23187の注入 

 Acetylcholineおよび SNP、A23187は、標本の動脈カニューレ付近の灌流液

中にインジェクションポンプにて直接注入した (注入速度：60 L/12 sec)。薬物

の注入は、灌流圧が刺激前と同程度まで戻った後に行った。 
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2.5 化学的血管内皮機能喪失標本の作製 

 血管内皮機能喪失標本の作製は、Takenaga ら (1995) の方法を参考にした。

静止緊張状態の標本に、生理食塩水に溶解した sodium deoxycholate (1.80 

mg/mL) を 30秒間灌流することで血管内皮機能を喪失させた。その後、sodium 

deoxycholate を含まない Krebs 液に置換して 30 分間の灌流洗浄後に、各種作

動薬による血管反応を観察した。 

 

2.6 実験プロトコール 

血管弛緩反応を観察するために、1 アドレナリン受容体作動薬である

methoxamine (3~20 M) および交感神経の影響を除くために guanethidine (5 

M) を加えた Krebs 液で灌流圧を上昇させた。灌流圧が安定した後、

acetylcholine (0.01, 0.1, 1 nmol) および SNP (1, 10 nmol)、A23187 (0.1, 1 

nmol) を注入した。 

各種薬物誘発弛緩反応に対する血管内皮細胞の影響については、sodium 

deoxycholateにより内皮機能を喪失させた標本を用いて検討を行った。Sodium 

deoxycholate 灌流処置することで内皮機能喪失標本を作製した後、

methoxamine (10 M) および guanethidine (5 M) を加えた Krebs液に置換

して灌流圧を上昇させた。灌流圧が安定した後、各種作動薬を注入し、正常な

標本と血管反応を比較した。 

また、各種作動薬誘発弛緩反応における EDRF の関与については、内皮機能

を喪失させていない標本を用いて検討した。NOS 阻害薬 N-nitro-L-arginine 

methyl ester (L-NAME; 100 or 500 M)、COX阻害薬 indometacin (1 M)、

K+ channel 阻害薬 tetraethylammonium (TEA; 5 mM) 、ATP 感受性 K+ 

channel 阻害薬 glibenclamide (10 M) および gap-junction 阻害薬

18-glycyrrhetinic acid (18-GA; 100 nM) の存在下に各種作動薬を注入し、非

存在下の血管反応と比較した。 

それぞれの実験の終わりに、血管弛緩薬 papaverine (100 M) を灌流して最

大弛緩を求めた。血管弛緩反応は、papaverineによる最大弛緩反応を 100 %と

して弛緩率 (%) で評価した。 

 

  



57 

 

2.7 統計学的解析 

得られた実験値はすべて、平均値±標準誤差 (mean±S.E.M.) で示した。統

計学的解析は、2群間比較には対応のない Student's t 検定を用い、また、多群

間の比較では、一元配置の分散分析 (analysis of variance, ANOVA) 後、Tukey

の多重比較検定法を用いて統計学的処理を行った。いずれも危険率は 5%以下を

有意差ありと判定した。 

 

2.8 使用薬物 

第三章の実験には以下の薬物を使用した。 

acetylcholine chloride (第一三共 )、A23187 (Sigma-Aldrich Japan)、

18-glycyrrhetic acid (Sigma-Aldrich Japan)、glibenclamide (Sigma-Aldrich 

Japan)、 indomethacin (Sigma-Aldrich Japan)、L-NAME (Sigma-Aldrich 

Japan) 、 methoxamine hydrochloride (Sigma-Aldrich Japan) 、 sodium 

deoxycholate (Sigma-Aldrich Japan)、sodium nitroprusside (Sigma-Aldrich 

Japan)、tetraethylammonium (Sigma-Aldrich Japan)、guanethidine sulphate 

(東京化成工業)、papaverine hydrochloride (大日本住友製薬)。18-glycyrrhetic 

acid および A23187、glibenclamide は 100% dimethyl sulfoxide にて、

indomethacin は 100 % ethanol 溶液にて溶解させ、methoxamine および

guanethidine を含む Krebs 液にて最終希釈濃度に調整した。Papaverine は

Krebs液にて希釈調整した。その他の薬物は、すべて精製水にて溶解させ、Krebs

液にて最終希釈濃度に調整した。Acetylcholine、sodium nitroprusside および

A23187 は、注入時に灌流している Krebs 液と同じ組成の Krebs 液で最終濃度

に用時調整した。 

 



58 

 

3. 結果 

3.1 Acetylcholine および A23187、SNP による血管弛緩反応と内皮機能喪失

標本の影響 

 血管弛緩反応を観察するために、methoxamine (3~20 M) および交感神経の

影響を除くために guanethidine (5 M) を加えた Krebs液を灌流し、あらかじ

め血管を収縮させて灌流圧を上昇させた。無処置の灌流標本において、

acetylcholine および SNP、A23187 により用量に依存した灌流圧の減少、すな

わち血管弛緩反応が観察された (Fig. 22A)。Acetylcholine による弛緩反応は、

一過性の短い弛緩反応であったが、反対に SNPおよび A23187による弛緩反応

は、最初に早い弛緩反応が生じ、その後、持続的な弛緩反応が観察された。内

皮機能を喪失させた標本においては、acetylcholine による弛緩反応は生じなか

った。また、低用量の A23187 では弛緩反応は観察されなかったが、高用量の

A23187では小さいけれど弛緩反応が観察された (Fig. 22B, 22C)。しかし、SNP

による弛緩反応は、内皮機能の喪失に関わらず同程度の弛緩反応が生じた。従

って、sodium deoxycholate 処置後も血管平滑筋の機能は保たれていると考えら

れる (Fig. 22B, 22C)。 

  

3.2 AcetylcholineおよびA23187、SNPによる血管弛緩反応に対するL-NAME

の影響 

 無処置の内皮機能を保持した標本において、NO 合成酵素阻害薬 L-NAME 

(100 M) 存在下、SNP による血管弛緩反応は増大したが  (Fig. 23B)、

acetylcholine および A23187 による弛緩反応には有意な差は認められなかった 

(Fig. 23A, 23C)。しかしながら、高濃度 L-NAME (500 M) 存在下では、

acetylcholine および A23187 による弛緩反応は有意に抑制された (Fig. 23A, 

23C)。 

 

3.3  Acetylcholine および A23187、SNP による血管弛緩反応に対する

indomethacinの影響 

 Fig. 24に示したように、COX阻害薬 indomethacin (1 M) 存在下において、

A23187 による弛緩反応は有意に抑制されたが (Fig. 24C)、acetylcholine およ
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び SNPによる弛緩反応は、無処置の標本と同様に出現し、影響はみられなかっ

た (Fig. 24A, 24B)。 

 

3.4  Acetylcholine および A23187、SNP による血管弛緩反応に対する

tetraethylammonium (TEA) および glibenclamide の影響 

 無処置の内皮機能を保持した標本において、非選択的 K+ channel 阻害薬

tetraethylammonium (5 mM) 存在下、acetylcholineおよび A23187 による弛

緩反応は有意に抑制された (Fig. 25A, 25C)。しかし、Fig. 25Bに示したように、

SNPによる弛緩反応は tetraethylammoniumによって影響を受けなかった。 

一方、Fig. 26 に示したように、ATP感受性 K+ channel阻害薬 glibenclamide 

(10 M) は、acetylcholine および SNP、A23187 のいずれの弛緩反応にも影

響を及ぼさなかった。 

 

3.5  Acetylcholine および A23187、SNP による血管弛緩反応に対する

18-glycyrrhetinic acid (18-GA) の影響 

 無処置の内皮機能を保持した標本において、 gap-junction 阻害薬

18-glycyrrhetinic acid (100 nM) 存在下では、acetylcholineによる弛緩反応は

有意に抑制された (Fig. 27A)。しかし、18-glycyrrhetinic acid は、A23187

および SNPによる弛緩反応に影響を及ぼさなかった (Fig. 27B, 27C)。 

 

  



60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22. Typical recordings showing vascular responses to injections of acetylcholine 
(ACh: 0.01, 0.1 and 1 nmol), sodium nitroprusside (SNP: 1 and 10 nmol) and Ca2+ 
ionophore (A23187: 0.1 and 1 nmol) in mouse mesenteric vascular beds with an intact 
endothelium (A) and inactivated endothelium (B). Active tone of the preparation was 
produced by perfusion of methoxamine. Papaverine (PPV: 100 M) was perfused at the 
end of the experiment to induce complete relaxation. In panel B, sodium deoxycholate 
was perfused for 30 s to inactivate the vascular endothelium. C) Bar graphs showing the 
effect of endothelium dysfunction on vascular responses to injections of acetylcholine, 
sodium nitroprusside and calcium ionophore in mouse perfused mesenteric vascular 
beds. Each bar indicates the mean ± S.E.M. **P < 0.01, compared with an inactivated 
endothelium. (J Pharmacol Sci vol.118、p376に投稿・掲載済)  
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Fig. 23. Effect of the nitric oxide synthase inhibitor L-NAME (100 or 500 M) on 
vasodilator responses to injections of acetylcholine (ACh: A), sodium nitroprusside 
(SNP: B), and Ca2+ ionophore (A23187: C) in mouse perfused mesenteric vascular beds 
with an intact endothelium and active tone. Each bar indicates the mean ± S.E.M. *P < 
0.05, **P < 0.01, compared with the no-treatment group. 
(J Pharmacol Sci vol.118、p377に投稿・掲載済) 

 

 

 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 24. Effect of the cyclooxygenase inhibitor indomethacin (1 M) on vasodilator 
responses to injections of acetylcholine (ACh: A), sodium nitroprusside (SNP: B), and 
Ca2+ ionophore (A23187: C) in mouse perfused mesenteric vascular beds with intact 
endothelium and active tone. Each bar indicates the mean ± S.E.M. *P < 0.05, compared 
with the no-treatment group. 

(J Pharmacol Sci vol.118、p377に投稿・掲載済) 
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Fig. 25. Effect of the K+-channel inhibitor tetraethylammonium (5 mM) on vasodilator 
responses to injections of acetylcholine (ACh: A), sodium nitroprusside (SNP: B), and 
Ca2+ ionophore (A23187: C) in mouse perfused mesenteric vascular beds with intact 
endothelium and active tone. Each bar indicates the mean ± S.E.M. *P < 0.05, **P < 
0.01, compared with the no-treatment group. 
(J Pharmacol Sci vol.118、p377に投稿・掲載済) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 26. Effect of the ATP-sensitive K+-channel inhibitor glibenclamide (10 M) on 
vasodilator responses to injections of acetylcholine (ACh: A), sodium nitroprusside 
(SNP: B), and Ca2+ ionophore (A23187: C) in mouse perfused mesenteric vascular beds 
with intact endothelium and active tone. Each bar indicates the mean ± S.E.M. 
(J Pharmacol Sci vol.118、p378に投稿・掲載済) 
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(J Pharmacol Sci vol.118、p376に投稿・掲載済) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27. Effect of the gap-junction inhibitor 18-glycyrrhetinic acid (100 nM) on 
vasodilator responses to injections of acetylcholine (ACh: A), sodium nitroprusside 
(SNP: B), and Ca2+ ionophore (A23187: C) in mouse perfused mesenteric vascular beds 
with intact endothelium and active tone. Each bar indicates the mean ± S.E.M. *P < 
0.05, **P < 0.01, compared with the no-treatment group. 
(J Pharmacol Sci vol.118、p378に投稿・掲載済) 
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4. 考察 

 本章の結果より、マウス腸間膜血管床の灌流標本において外因性に

acetylcholineおよびA23187を注入することにより、ラット灌流標本 (Jin et al., 

2008, 2009) と同様に用量に依存した血管弛緩反応が生じることが明らかとな

った。Acetylcholineおよび A23187による両弛緩反応は、それぞれシグナル経

路が異なるにも関わらず、内皮機能喪失によりその反応が消失し、内皮機能の

有無に依存していた。しかし、1 nmolの acetylcholineおよび 1 nmol の A23187

による弛緩反応は、内皮機能喪失状態下においても小さいけれど一部弛緩反応

が残存した。Takenaga ら (1995) は、内皮細胞を消失させたラット腸間膜動脈

を用いた研究において、acetylcholineは CGRP含有神経を介した内皮細胞に非

依存的な弛緩反応を誘発させると報告している。従って、本章の acetylcholine

および A23187 による弛緩反応は、血管周囲 CGRP 含有神経を介している可能

性が考えられるが、そのメカニズムについてはさらなる検討が必要である。 

Jin ら (2008) は、ラット腸間膜動脈における acetylcholine および A23187

による弛緩反応が sodium deoxycholate 灌流により内皮機能を喪失させること

で消失することを報告しており、Ralevicら (1991) も同様な結果を報告してい

る。内皮機能を喪失させる方法として、collagenase を用いた化学的方法 

(Furchgott and Zawadzki, 1980)、空気を灌流させる方法 (Timponi et al., 

2006) が報告されているが、血管平滑筋にも影響を及ぼす。一方、sodium 

deoxycholate を用いる方法は、内皮細胞依存性の弛緩反応のみを消失させて内

皮機能を喪失させるが、平滑筋に対する影響は小さいために (Cusma et al., 

1993; Takenaga et al., 1995)、本章では sodium deoxycholate を用いて内皮機

能を喪失させた。加えて、内皮に依存せず血管平滑筋に直接作用する sodium 

nitroprusside (SNP) の弛緩反応に影響を与えなかったことから、sodium 

deoxycholate 処置は血管平滑筋機能に影響を及ぼさず、効果的に内皮機能を喪

失させたと考えられる。また、内皮機能喪失標本では、methoxamineによる初

期の収縮反応が増大した (Fig. 22A, 22B)。これまでに、ラット腸間膜動脈を用

いた研究において、内皮細胞に由来する EDHF により、methoxamine 誘発収

縮反応が抑制されることが報告されている (Jin et al., 2009, 2010)。従って、マ

ウスにおいても内皮由来のEDRFあるいはEDHFがmethoxamine誘発収縮反

応を抑制していると考えられる。 
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NOS の基質である L-arginine と競合して酵素活性を阻害する NOS 阻害薬

L-NAMEを用いて検討した結果、500 M L-NAME存在下に acetylcholineお

よび A23187による弛緩反応は有意に抑制された。ラット腸間膜動脈において、

100 M L-NAME存在下、acetylcholineおよび A23187による弛緩反応は減弱

し (Jin et al., 2008, 2009)、さらにそれ以下の濃度の L-NAMEでも NOS活性

が抑制されること (Hatanaka et al., 2006) が報告されている。従って、マウス

腸間膜動脈でも 100 M L-NAME存在下で十分に NOS活性が抑制されている

と考えられ、NO は主要な EDRF ではないと推察される。また、高濃度の

L-NAME は、非特異的な抑制作用により acetylcholine および A23187 による

弛緩反応を抑制した可能性も考えられる。従って、NOの血管緊張に及ぼす影響

についてはさらなる検討が必要である。また、ラット腸間膜動脈では神経性

nNOSが血管緊張度調節に重要な役割を果たしており (Hatanaka et al., 2006)、

NOSs欠損マウスを用いた研究では内皮細胞性 eNOSが主にEDHFを介する反

応に寄与しているとの報告もある  (Takaki et al., 2008)。本章で用いた

L-NAME は非選択的な NOS 阻害薬であるため、どのアイソフォームの NOS

が EDHF に関与しているか未知であり、さらなる検討が必要である。一方で、

SNPによる弛緩反応は、L-NAME存在下で増大した。ラット腸間膜動脈におい

ても同様に、L-NAME 存在下に SNP による弛緩反応は増大する (Iwatani et 

al., 2008)。この反応は、NO産生が阻害された結果、可溶性 guanylate cyclase

の感受性が増大したためであり、マウスにおいても同様の反応が生じていると

考えられる。加えて、500 M L-NAME存在下では SNPによる弛緩反応が増大

しなかったことから、高濃度の L-NAMEは非特異的な作用が働いていたと考え

られる。 

非選択的な COX阻害薬である indomethacin存在下では、acetylcholineの反

応よりも A23187 による弛緩反応のみが抑制された。従って、Ca2+ ionophore

による弛緩反応に prostanoidsが関与していると考えられる。Indomethacinは、

血管拡張性 prostanoids の産生を抑制することにより内皮依存性の弛緩反応を

抑制させることが報告されている (Yabek and Avner, 1980)。さらに、マウスの

脳の細動脈を用いた研究において、Ca2+ ionophore による弛緩反応が

cyclooxygenase (COX) に依存的であることも報告されており (Rosenblum et 

al., 1989)、本章の結果とも一致する。従って、マウス腸間膜動脈において、Ca2+ 
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ionophore (A23187) により遊離される EDRFは NOだけでなく、prostanoids

も弛緩反応に関与していることが強く示唆される(Fig.28)。 

ラット腸間膜動脈において、acetylcholine および A23187 による血管弛緩反

応は、ATP感受性 K+ channel阻害薬で抑制されないが、その他の K+ channel

阻害薬である tetraethylammonium および高濃度の K+ イオン、また apamin

と charybdotoxinの併用により抑制される (Jin et al., 2008, 2009)。加えて、

acetylcholineによる弛緩反応は、gap-junction阻害薬である 18-glycyrrhetinic 

acidにより抑制されることから、gap-junctionの関与も報告されている (Jin et 

al., 2008)。K+ channel は血管平滑筋に広く分布しており、Ca2+ 依存性 K+ 

channel、内向き整流性 K+ channel、タンデムポア型 K+ channel、電位依存性

K+ channelの 4タイプに分類される。その中で、EDHFを介する過分極反応に

寄与しているのは、Ca2+ 依存性 K+ channelあるいは ATP感受性内向き整流性

K+ channelとされる (Standen et al., 1989; Chen et al., 1991)。本章において、

非選択的 K+ channel 阻害薬である tetraethylammonium 存在下に

acetylcholineおよび A23187による弛緩反応は抑制された。一方で、ATP感受

性 K+ channel阻害薬である glibenclamide は、いずれの弛緩反応にも影響を与

えなかった。従って、マウス腸間膜動脈において、acetylcholineおよび A23187

による弛緩反応に EDHFが関与しており、Ca2+ 依存性 K+ channel を介する可

能性が高いと考えられる (Fig.28)。 

 AcetylcholineおよびA23187により惹起されるEDHFを介する弛緩反応は、

血管内皮に存在する gap-junction を介している可能性も考えられる (Chaytor 

et al., 2002)。EDHFと gap-junctionの関係について、Griffith (2004) は、EDHF

が内皮細胞内を過分極させ、その電気的変化が内皮細胞‐平滑筋細胞間にある

gap-junction 内を通過して血管平滑筋側に伝播して到達し、血管平滑筋を過分

極させて弛緩を起こす機序を提唱している。また、Hutcheson ら (1999) は、

acetylcholine による弛緩反応は gap-junction を介し、A23187 による弛緩反応

は直接的に細胞外へ EDHF を遊離させるため、Ca2+  ionophore による内皮依

存性弛緩反応と acetylcholineによる弛緩反応は異なると報告している。そこで、

マウス腸間膜動脈において、acetylcholine および A23187 誘発弛緩反応が

gap-junctionに関与しているかどうか 18-glycyrrhetinic acid用いて検討した。

18-glycyrrhetinic acid 存在下において、A23187 ではなく acetylcholineによ



67 

 

Smooth muscle cells

Endothelial cells

Ca2 ⇑

K+
KCa

Gap

junction 

A23187
(Calcium ionophore )

Ca2+

Relaxation

cAMP

Arachidonic Acid

○ COX

Prostanoids

Ca2+ ⇓

cGMP
soluble GC

GTP

Hyperpolarization

L - arginine

○ NOS

NO

L- NAME●

Indomethacin●

TEA●

● 18-GA

Muscarinic R

Acetylcholine

EDHF

る弛緩反応のみが有意に減弱した。従って、acetylcholine による弛緩反応は

gap-junctionを介するEDHFが関与しており、A23187により遊離されるEDHF

とは異なると推察される (Fig.28)。 

 本章の結果から、マウス腸間膜動脈において、様々な刺激により血管内皮細

胞から NO や prostanoids、EDHF の異なる EDRF が遊離され、血管緊張度調

節に寄与していることが示唆される (Fig. 28)。また、EDHFを介する弛緩反応

は、K+ channelだけでなくgap-junctionを介する経路もあり、ラット (Jin et al., 

2011) とは関係する EDHFが異なることも示唆される。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 28. Possible mechanisms underlying acetylcholine and A23187-induced 
endothelium-dependent vasodilation in male mouse perfused mesenteric vascular beds.  
Abbreviations: ● , activation; ○ ,inhibition; NO, nitric oxide; EDHF, endothelium- 
derived hyperpolarizing factor; NOS, nitric oxide synthase; COX, cyclooxygenase; 
L-NAME, Nw-nitro-L-arginine methyl ester; TEA, tetraethylammonium; 18a-GA, 
18a-glycyrrhetinic acid; GC, guanylate cyclase;,GTP, guanosine triphosphate; cGMP, 
cyclic guanosine monophosphate; cAMP, cyclic adenosine monophosphate; Kca, 
calcium-activated potassium channel. 
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5. 小括 

 マウス腸間膜動脈における EDRF の役割についてはほとんど明らかにされて

おらず、遺伝子操作した病態モデルマウスを用いて血管内皮機能を解析するた

めには、まだその機能についての報告が少なく十分ではない。第三章では EDRF

について、内皮依存性弛緩反応を惹起させる acetylcholineおよび A23187 を用

いて検討した。 

 

その結果、以下の知見が得られた。 

 

1. Acetylcholine、SNPおよび A23187により用量に依存した血管弛緩反応

が観察された。 

 

2. Sodium deoxycholate 処置により血管内皮機能を喪失させた標本におい

て、acetylcholine および A23187 による血管弛緩反応はほぼ消失した。

一方で、SNP による弛緩反応に影響は認められず、無処置の標本と同様

に弛緩反応が出現した。 

 

3. L-NAME (100 M) 存在下において、acetylcholineおよび A23187 によ

る血管弛緩反応に変化が見られなかったのに対し、L-NAME (500 M) 

存在下では有意に抑制された。一方、SNP による血管弛緩反応は

L-NAME (100 M) 存在下に軽度の増大が認められた。 

 

4. Indomethacin (1 M) 存在下において、acetylcholineおよび SNPによ

る血管弛緩反応に影響はみられなかったが、A23187による血管弛緩反応

は有意に抑制された。 

 

5. Tetraethylammonium (5 mM) 存在下において、acetylcholine および

A23187 による血管弛緩反応は有意に抑制された。しかし、SNP による

血管弛緩反応に影響はみられなかった。 
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6. Glibenclamide (10 M) 存在下では、acetylcholineおよび A23187、SNP

のいずれの血管弛緩反応にも影響はみられなかった。 

 

7. 18-glycyrrhetinic acid (100 nM) 存在下において、A23187および SNP

による血管弛緩反応に影響はみられなかったが、acetylcholine による血

管弛緩反応は有意に抑制された。 

 

以上の結果より、マウス腸間膜動脈において、様々な刺激により血管内皮細胞

から NO や prostanoids、EDHF の異なる EDRF が遊離され、血管緊張度調節

に寄与していることが示唆される。また、EDHF を介する弛緩反応は、K+ 

channel だけでなく gap-junction を介する経路もあり、ラットとは関係する

EDHFが異なることも示唆される。 
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総括 

 

腸間膜血管床は、抵抗血管を多く含む血管床であり、その血流の変化は、全

身血圧にも影響する。血管の緊張度は主に血管収縮性の交感神経活動の増減に

よって調節されていることが知られている。また、腸間膜動脈血管床は、腹腔

内にあるために摘出が容易で、多くの血管研究に用いられている。しかしなが

ら、腸間膜動脈を含む多くの血管が自律神経とは異なった非アドレナリン・非

コリン作動性 (non-adrenergic non-cholinergic; NANC) 神経の神経支配を受

けていることが明らかにされている。ラット腸間膜動脈では、NANC 神経の主

要な神経伝達物質はカルシトニン遺伝子関連ペプチド (calcitonin gene-related 

peptide; CGRP) であり、CGRP 含有神経 (CGRPergic nerves) と呼ばれる。

CGRP 含有神経は、交感神経と共に血管緊張を調節していることが明らかにさ

れている。しかし、糖尿病や高血圧における血管周囲神経の機能については、

そのエビデンスが十分ではない。15%フルクトースを飲水として長期間負荷す

ることで人為的に糖尿病の前症状であるインスリン抵抗性を惹起させたモデル

であるフルクトース飲水負荷ラット (fructose drinking rats; FDR) の特徴とし

て、インスリン抵抗性とともに高血圧を併発する。FDR の腸間膜動脈灌流標本

を用いた研究では、交感神経機能亢進、CGRP 含有神経機能の低下が引き起こ

され、これが高血圧発症の原因の一つであると報告されている。しかし、イン

スリン抵抗性の結果生じる高インスリン血症に長期間暴露された場合の血管機

能調節機構の変化については十分に明らかにされていない。そこで、第一章で

は先天的にインスリン抵抗性および高インスリン血症を呈する Otsuka 

Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) ラットの腸間膜動脈血管床を用いて

血管周囲神経の機能変化について検討した。 

その他にも、様々なラット病態モデルを用いることができれば、神経機能の

役割をより詳細に解析できると考えられるが、病態発症には長期間を要し、費

用もかかるために繁用されていない。一方、病態発現に関与する遺伝子を操作

し、過剰発現あるいは欠損させた病態モデルマウスが確立され、それらを用い

て病理学的に血管周囲神経機能についての研究が行われている。しかし、マウ

スの血管は小さいために、大動脈などの大血管を用いた研究のみであり、血圧

の維持に重要な抵抗血管と呼ばれる細動脈や小動脈を用いて緊張度変化をマウ
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スモデルで研究することは不可能である。腸間膜動脈血管床の灌流標本は、抵

抗血管の緊張度変化や神経性の血管緊張度調節を調べることができるが、マウ

スにおける腸間膜動脈灌流標本についての報告は少ない。そこで、第二章、第

三章ではマウス腸間膜動脈血管床を用いて灌流標本を作製し、血管緊張度調節

機構を解析するための諸条件の設定を行った。また、ラット腸間膜動脈と同様

に血管周囲交感神経および血管周囲 CGRP 含有神経を介した血管反応、内皮依

存性弛緩反応が観察できるかを血管薬理学的に解析した。その結果、以下の成

績と結論を得た。 

第一章では、インスリン抵抗性および高インスリン血症を呈する OLETF ラ

ットが FDRと同様に高血圧を示し、その背景には交感神経機能の亢進あるいは

CGRP 含有神経機能、血管内皮機能の低下が腸間膜動脈血管床を用いた灌流実

験において明らかとなった。さらに加齢に伴い病態の進展もみられた。従って、

インスリン抵抗性に伴う高インスリン血症病態が血管緊張度調節の異常をきた

し、高血圧の進展に寄与していることが示唆された。 

第二章では、8~9 週齢の C57BL/6 系雄性マウスを用いて灌流標本を作製し、

灌流速度および経壁電気刺激 (PNS) の諸条件を検討した。加えて、ラットと同

様に交感神経性および CGRP 含有神経性の血管反応が観察されるか検討した。

まず灌流速度速度を1~5 mL/minに変化させ、その時の灌流圧変化を測定した。

また、血管弛緩薬 papaverine 存在下、同様に灌流圧変化を測定した。さらに、

各灌流速度において PNSを行い血管反応を観察した。その結果、灌流速度の上

昇に伴い灌流圧も上昇した。しかし、4~5 mL/min以上の流速では、灌流圧が上

下に変動し不安定になった。血管弛緩薬 papaverineによる灌流圧の更なる低下

は観察されなかったので、静止緊張状態では血管が完全に拡張していることが

確認できた。PNS による血管収縮反応は灌流速度の上昇に伴い増大したが、灌

流速度が 3 mL/min の時に血管反応がより大きく安定して観察できた。また、

パルス幅を 10~50 secに変化させて PNSを行った結果、パルス幅の増大に伴

い収縮反応は増大し、パルス幅 30 secの PNSにより観察された血管収縮反応

は、神経毒である tetrodotoxinおよび交感神経遮断薬 guanethidine、1アドレ

ナリン受容体拮抗薬 prazosin存在下で消失した。一方で、パルス幅 50 secの

PNS による収縮反応は抑制されたが残存した。従って、マウス腸間膜動脈灌流

標本の灌流速度は 3 mL/min、刺激条件はパルス幅 30 secが最適であると判断
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した。また、パルス幅 30 sec による収縮反応は、主に1アドレナリン受容体

を介した交感神経性の反応であることが示唆された。 

血管弛緩反応は、1 アドレナリン受容体作動薬 methoxamine および交感神

経の影響を除くために交感神経遮断薬 guanethidineを用い、あらかじめ灌流圧

を上昇させた後で PNS および acetylcholine、sodium nitroprusside (SNP)、

CGRPによる血管反応を観察した。Acetylcholine、SNPにより一過性の弛緩反

応が、PNS および CGRP により持続した弛緩反応が観察できた。また、PNS

による弛緩反応は、tetrodotoxin および CGRP1受容体拮抗薬 CGRP8-37 存在

下、あるいは capsaicin処置した標本において消失したことから、CGRP含有神

経性の反応であることが示唆された。さらに、マウス腸間膜動脈および静脈に

おいて、免疫組織化学的手法を用いることで、TH 免疫陽性線維および CGRP

免疫陽性線維が血管周囲を網目状に取り巻いて外膜層に分布していることが観

察できた。TH 免疫陽性線維は 6-OHDA 処置により、CGRP 免疫陽性線維は

capsaicin処置により消失した。以上の結果より、マウス腸間膜動脈において血

管収縮性の交感神経と血管拡張性の CGRP含有神経が密に分布し、PNSにより

これら両神経を介する血管反応を観察できることが明らかとなった。また、ラ

ット腸間膜動脈と同様に血管周囲神経が血管緊張度調節に重要な役割を果たし

ていることが示唆された。 

第三章では、内皮由来弛緩因子 (EDRF) について内皮依存性弛緩反応を惹起

させる acetylcholineおよび A23187を用いて検討した。あらかじめ灌流圧を上

昇させた標本において、acetylcholine により一過性の短い弛緩反応、A23187

により持続した弛緩反応が生じた。しかし、sodium deoxycholate処置により血

管内皮機能を喪失させた標本では、これら両弛緩反応はほぼ消失したことから、

acetylcholine および A23187 は血管内皮に依存した弛緩反応を惹起させると考

えられる。次に以下の阻害薬を用いて、内皮依存性弛緩反応に関与する EDRF

を検討した。非選択的 nitric oxide synthase (NOS) 阻害薬 L-NAME (100 M) 

存在下では、acetylcholine および A23187 による血管弛緩反応は変化が見られ

なかったのに対し、L-NAME (500 M) 存在下では有意に抑制された。非選択

的 cyclooxygenase (COX) 阻害薬 indomethacin存在下、A23187による血管弛

緩反応は有意に抑制された。非選択的K+ channel 阻害薬 tetraethylammonium

存在下、acetylcholine および A23187 による弛緩反応は有意に抑制されたが、
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ATP 感受性 K+ channel 阻害薬 glibenclamide 存在下では、acetylcholine およ

び A23187 による弛緩反応には影響はみられなかった。Gap-junction 阻害薬

18-glycyrrhetinic acid 存在下、acetylcholineによる弛緩反応は有意に抑制さ

れた。以上の結果より、マウス腸間膜動脈において、様々な刺激により血管内

皮細胞から NO や prostanoids、EDHF の異なる EDRF が遊離され、血管緊張

度調節に寄与していることが示唆された。また、EDHF を介する弛緩反応は、

K+ channelだけでなく gap-junctionを介する経路もあり、ラットとは関与する

EDHFが異なることも示唆された。 

本研究の成果は、インスリン抵抗性およびそれに伴う高インスリン血症では、

高血圧が進展し、その背景には交感神経機能の亢進あるいは CGRP 含有神経機

能の低下、血管内皮機能の低下が生じることを、生体内でも大きな血管床であ

り全身血圧にも影響を与えるラット腸間膜動脈灌流標本において示唆したもの

である。さらに、遺伝子改変にて病態モデルを作成しやすいマウスでも同様な

腸間膜動脈標本を作成することが可能であることを明らかにし、血管周囲神経

の機能を評価するにあたり最適な灌流速度および経壁電気刺激の諸条件を設定

して、評価系の確立に貢献したものである。さらに、マウス腸間膜動脈におい

ても血管収縮性の交感神経と血管拡張性の CGRP含有神経が密に分布し、また、

血管内皮細胞から NO や prostanoids、K+ channel や gap-junction を介する

EDHF が産生され、様々な因子が血管緊張度調節に重要な役割を果たしている

ことを明らかにした。今後も様々な病態モデルマウスを用いることで、より多

くの疾患の解析や血管緊張度調節のメカニズムの解析に役立つと考えられる。 
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