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緒 言

1980年,Furchgott1)ら に よ り内皮依存性血管

拡張因子(EDRF)の 概 念が提唱され,1987年 に

はIgnarro2), Furchgott3)ら に より,EDRFの

本体はnitric oxide (NO)で あることが報告 さ

れた.さ らに1990年,Kelm4)ら は モルモット摘

出灌流心においてNOとcyclic GMP (cGMP)

の測 定系 を用 い, bradykinin, acetylcholine,

 ATP, serotonin等 がNOお よびcGMPを 介

して冠血管 を拡張させ ることを示 した.

一 方
,adenosineは 生 理的に きわめて重要な

冠血管拡張物質であ り,血 管平滑筋への直接作

用は従来か ら知 られているとお りであるが5),近

年,内 皮依存性に も種々の血管を拡張 させ るこ

とが証 明されて きた6)～13).しか しながら,そ れ

らの実験はすべて各種 の血管収縮物質によ りあ

らか じめ前収縮 させた摘出血管標本を用いてお

り,投 与されてい るadenosineの 濃度 も生理的

レベル とは言い難かった.

1985年,Nees14)ら は モルモッ ト摘出灌流心に

お い てautoradiographyを 用 い,外 因 性

adenosineの 冠 血管拡張作用は,10-6M以 下 で

はもっぱ ら内皮に依存することを証明 し,さ ら

にその冠 血管拡張作用は内皮に存在するA2受 容

体 を介する と考 えた15).そ の後,Newman16)ら

はadenosineの 内 皮 依 存性冠 血 管拡 張 は

adenylate cyclaseやcyclic AMP (cAMP)

を介 した ものではないことを報告 したが,内 皮

由来NO (EDNO)と の 関連等の機序は明 らか

にされていない.

そこで著者は麻酔開胸犬を用いた,よ り生理

的 な条件下でadenosineの 冠 血管拡張作用に内

皮依存性の作用,即 ちEDNOを 介 す る作用が

存在す るか否か を,強 力なEDNO産 生 阻害剤

であるNG-nitro-L-arginine (NNLA)を 用 いて

検討 した.

対 象および方法

雑種成犬11頭(体 重9～24kg)をpentobarbital

 sodium (30mg/kg)の 静 脈内投与で麻酔 し,気 管

内挿管後,酸 素 と空気の混合ガスで陽圧人工呼

吸器(シ ナノ,Model SN-480-3)を 用 いて呼

吸管理 を行 った.次 いで左第5肋 間 より開胸 し,

心 膜を切開 してpericardial cradleを 作成 した.

4頭 では左冠動脈前下行枝(LAD)を,3頭 で

は左冠動脈回旋枝(LCX)を,更 に他の4頭 で

は双方 を,い ずれも近位部にて剥離 し,電 磁流

量計(日 本光電,Model MFV-1100)を 装着 し

た.そ の末梢側に薬物注入用の細いポリエチレ

ンチューブ を穿刺 固定 し,Y-コ ネ クターによ り

2個 の シリンジポンプ(Harvard, Model 22)

に接 続 した.右 大腿動脈または左総頸動脈よ り

上行大動脈ヘ カテーテルを挿入留置して大動脈

圧 を,左 室心尖部 よりポリエチレンチューブを

穿刺固定 して左室圧およびその一次微分(LVdP/

dt)を 測 定 した(日 本光電, Model AP-260G).

またLADにNNLAを 注入 した6頭 では右心

耳 より冠静脈洞を経て大心静脈にカテー テルを

挿入留置し,大 心静脈血 と,同 時に採取 した大
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動 脈 血 とのPO2(AVL, Model 990ガ ス 分 析 器)

お よ び 酸 素 飽 和 度(Erma Optical Works,

 Model PWA-100 Oximeter)か らLAD灌 流

領 域 の 心 筋 酸 素 消 費 量(MVO2)を 算 出 し た.冠

血 流 量,大 動 脈 圧,左 室 圧,お よ びLVdP/dtは

Jet式 記 録 器(日 本 光 電, Model RIJ 2180)を

用 い て,紙 送 り速 度2.5mm/secで 連 続 記 録 し,必

要 に 応 じて100mm/secの 記 録 も行 った(Fig. 1).

Fig. 1 Schematic illustration of instrumentations.

実験に先だち,対 象 となる冠動脈を30秒 間閉

塞 し,開 放後の反応性充血か ら冠動脈の反応性

が正常に保 たれていることを確認 した.LADま

た はLCXの い ずれか1本 の冠動脈 を用いた7

頭 では,血 行動態が安定 した後,EDNOを 介 し

た冠血管拡張作用を確認するため,10-5M acetyl

-choline chloride (Ach)(第 一 製薬)を 冠動脈 内

に投与 した.Achの 注入はシリンジポンプを用

いて,注 入量が冠血流量の1%と なる速度よ り

開始 し,冠 血流量が反応性充血に よる最大増加

時の40～50%に 達 するまで,1～2分 毎に段階

的に倍増 した.次 いでAch中 止後,血 行動態が

回復 したこ とを確認 した後,adenosineのdose-

response関 係 を検討 した.ま ず,Y-コ ネ クター

の1腕 よりシリンジポンプ を用いて冠動脈内に

生理食塩水 を持続注入 し,他 方腕 よ り別のシ リ

ンジポンプ を用いて,0.5mM adenosine(Sigma 

Chemical Co.)を 投与 した.adenosineの 注 入

速度は0.0148ml/分 よ り開始 し,3～4分 毎に段

階的に(8～10段 階)増 量 し,最 大冠拡張に達

するまで行 った.各 注入速度 において,冠 血流

量が定常状態 となった時点でのadenosineの 冠

動脈内濃度 とcoronary conductanceの 値 を求

めた.

次 に,生 理 食塩水 に替 えて10mM NNLA

 (Sigma Chemical Co.)を,冠 動脈内濃度が10-4

Mと なるように冠動脈内に持続注入 した.30分

後,NNLA投 与前 と同様の方法でAchを 段 階

的に注入 して,EDNOを 介す る冠血管拡張作用

の変化 を観察 した.血 行動態が回復 した後,投

与前 と同様 にadenosineの 段 階的注入 を繰 り返

し,dose-response関 係 を検討 した.

さ らに4頭 では,NNLAの 効果に対する対照

を同一個体 で得 るため,同 時にLADとLCXの

2本 の冠動脈を用いた.う ち2頭 ではLADに,

他 の2頭 ではLCXにNNLAを 注入 し,他 方

の冠動脈には生理 食塩水のみを持続注入 して,

いずれか1本 の冠動脈を用いた場合 と同様に各

冠動脈 においてadenosineお よびAchに 対す

る反応性の変化 を観察 した(Fig. 2).

なお,薬 物の希釈には生理食塩水を用い,冠

動脈内注入の際には,注 入速度が冠血流量の5%
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を越 えないように薬物濃度 を設定 した.実 験 中

は30分 毎に動脈血ガス分析 を行 い,酸 素流量 と

呼吸速度 の調節によ りPO2を80～120mmHg,

PCO2を35～45mmHgに,7%NaHCO3の 点滴静

注によ りpHを7.35～7.45に 維持 した.

Fig. 2 Experimental protocol.

実験終了後,心 臓を摘出 して各冠動脈灌流領

域の心筋重量を測定し,冠 血流量を心筋重量(100

g)当 た りの流量に換算 した.

得 られたadenosineのdose-response curve

にlog-logit変 換 を行い,adenosineの 冠 動脈 内

濃度(log[adenosine])に 対 して直線回帰 され

たlogit (coronary conductance)の 回帰式 よ

り,そ の傾 きおよび最大冠拡張の50%の 効果 を

もたらすadenosine濃 度(log(EC50, M))を 算

出 した.Achの 冠拡張効果はadenosineの 場 合

と同様に,log[Ach]に 対 す るcoronary con

ductanceの 変化 を直線回帰 して得 られた傾 き

(EAch:ml/min/100g/-log[Ach])を 用 いて

評価 した.結 果 はmean±SEMで 表示 し,統 計

学的検討にはpaired Student's t-testを 用 い,

p<0.05を 有 意水準 とした.

結 果

NNLAをLADに 注入 した場合 とLCXに 注

入 した場合では,血 行動態やadenosineに 対 す

る反応性 に差が認められなかったため,両 者の

結果 をまとめてNNLA注 入冠動脈 として検討

した.

Table 1 Effect of NG-nitro-L-arginine (NNLA)

 on Hemodynamics

The data are expressed as mean±SEM. HR:heart rate,

 mAoP:mean aortic pressure, LVSP:LV systolic pressure,

 LVdP/dt:LV max dP/dt, MVO2:myocardial oxygen

 consumption, CBF:coronary blood flow, CC:coronary

 conductance, *p<0.05, **p<0.01 vs control.

Table 1にNNLAの 冠動脈内投与前後での

血行動態およびMVO2の 変化 を示す.NNLAに

よ り,心 拍数,大 動脈圧,左 室収縮期圧,LVmax

dP/dtは いずれ も有意の変化 を示 さなかった.

ま たNNLA灌 流 領 域 のMVO2に も有 意 の 変 化

を 認 め な か っ た.

NNLAを 注 入 した冠 動 脈 の 血 流 量 は コ ン トロ

ー ル 時 の92 .7±3.5か ら82.3±4.5ml/min/100g

へ と有 意 に 減 少 し(p<0.05),同 時 にcoronary

 conductance(CC)は0.92±0.06か ら0.77±0.06

ml/min/100g/mmHgへ と有 意 に 低 下 した(p<
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0.01).一 方,対 照 として対側の冠動脈に生理 食

塩水 を注入 した4頭 では,生 理食塩水注入側 の

冠動脈のCCに は有意の変化 を認めなかった.

Fig. 3 Effect of NG-nitro-Larginine (NNLA) on the acetylcholine-induced coronary vasodilation.
left:in coronary arteries with NNLA administration,

right:in coronary arteries with saline administration (control),

EAch:slope of the regression line of coronary conductance on log [Ach]

Table 2 Effect of NG-nitro-Larginine (NNLA) on adenosine-coronary conductance relationship

n=11

The data are expressed as mean±SEM. Basal CC:basal coronary conductance (ml/min/100g/mmHg),

 Max CC:max coronary conductance (ml/min/100g/mmHg), Log-logit slope:slope of the regression line

 of logit (coronary conductance) on log [adenosine] (ml/min/100g/mmHg/-log [adenosine]), 

Log (EC50, M):the adenosine concentration causing a half-maximum increase in coronary conductance,

 *p<0
.01 vs control.

Achの 注 入速度は平均4.5±0.5段 階 に変化さ

せ,冠 動脈内最 大血漿濃度 はコン トロー ル時

3.01±0.86μMに 対 し,NNLA投 与 時 に は

6.70±1.84μMと 有意に上昇 していた(p<0.05)

が,Achのdose-response関 係 はコン トロール

時,NNLA投 与 時 ともに動物毎にほぼ直線関係

を示 した.Achの 冠 血管拡張効価の指標である

EAchは,NNLAを 注入 した冠動脈では コン ト

ロー ル の2 .12±0.54か ら0.46±0.14ml/min/100

g/mmHg/-log[Ach]へ と25%以 下 に 抑 制 さ れ

た(p<0.02).一 方,対 照 と して 生 理 食 塩 水 を

注 入 した 冠 動 脈 で はEAchの 有 意 な変 化 は 見 ら

れ なか っ た(Fig. 3).

adenosineの 最 大 冠 拡 張 効 果(max coronary

 conductance:max CC)は,NNLA投 与 前 後

と もにbasal CCの 約600～700%を 示 し,NNLA

投 与 前 後 で 有 意 の 変 化 を 示 さ な か っ た.

adenosineのdose-response curveをlog-logit

変 換 して 求 め た 回 帰 直 線 の 傾 き も,NNLA投 与



Adenosineの 内皮依存性冠 血管拡張作用　 709

前 後 で 有 意 の 変 化 を示 さ な か っ た(Table 2).

こ れ に 対 し てlog(EC50, M)は,NNLAを 注

入 した 冠 動 脈 に お い て コ ン トロー ル の-5.45±

0.12か ら-5.12±0.12へ と有 意 に 増 加 した(p<

0.01)が,生 理 食 塩 水 を 注 入 し た 冠 動 脈 に お け

る経 時 的 変 化 は 見 ら れ な か っ た(Fig. 4, 5).

す な わ ち,NNLAの 投 与 に よ りadenosineの

dose-response curveは 右 方 にshiftし,EC50

の コン トロー ル に 対 す るrelative shiftは2.2倍

と な っ た.

Fig. 4 Effect of NG-nitro-L-arginine (NNLA) on the dose-response relationship of adenosine.

left:in coronary arteries with NNLA administration, right:in coronary arteries with saline

 administration (control), Log(EC50, M):the adenosine concentration causing a half maxi
mum increase in coronary conductance.

Fig. 5 A representative case of adenosine dose-responce curve before, and after the NG-nitro-L-arginine

 (NNLA) administration.

考 察

本研 究において,EDNO産 生 阻害剤 であ る

NNLAの 投 与によりadenosineのdose-

response curveは,そ の傾 きを変 えることな く

右方にshiftし,adenosineとNNLAと は

EDNOを 介する冠血管拡張に対 して競合的に作

用 していた.す なわち,生 理的な条件下におい
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て も外因性adenosineの 冠 血管拡張作用の一部

はEDNOを 介 していることが示唆 された.

EDNOは 近 年の研究により,血 管内皮におい

てL-arginineを 基質 として生成されることが明

らかとなっている17)～19).L-arginineのanalogue

で あ るNNLAはL-arginineか らのEDNO生

成 を選択的に阻害 し,そ の作用は従来用いられ

て いたNG-monomethyl-L-arginineに 比 して

10～100倍 強 力であるこ とが各種in vitroの 実

験で示 されている20)～22).またNNLAは10-6

～10-4Mの 濃 度でイヌ脳血管のEDNO産 生 を

著明に抑制 したことが報告 されている23).一方,

AchはEDNOお よびcGMPの 産 生を増加 し

て容量依存性に冠血管 を拡張することが証明さ

れてお り1) 4),EDNO産 生 の指標 として汎用され

ている.そ こで著者 らはNNLAを10-4M濃 度

となるように冠動脈内に投与 してEDNO産 生

を抑制 し,効 果の確認にはAchの 冠 血管拡張作

用を指標として用いた.NNLAの 投 与によりAch

の冠 血管拡張効果(EAch)は コン トロール時の

25%以 下 に抑制 されたが,同 時に対照 として生

理 食塩水 を注入 した冠動脈では変化 を認めなか

った.ま たNNLAの 投 与によりbasal CCは

有 意に低下 したが,心 拍数,大 動脈圧,左 室収

縮期圧,LVmax dP/dt等 の 各種血行動態の指

標には有意の変化 を認めなか った.こ れらの事

実より,NNLAは 注 入側冠動脈において選択的,

か つ十分 にEDNO産 生 を抑制 したと考 えられ

た.

adenosineの 冠 血管拡張作用はpH, PO2,

 PCO2等 に より影響を受けることが報告 されてい

る24)が,これ らの因子は本実験中ほとんど変動な

く,常 に生理的範囲内に保 たれていた.ま た前

述のごとく,各 種血行動態の指標やMVO2に も

実験経過 を通 じて有意の変化 を認めなかった.

さ らに同一犬で対照 として用いた対側冠動脈で

はadenosineの 反応性に経時的な変化 を認めな

か った.従 って,本 研究 で見られたadenosine

の冠 血管拡張作用の抑制 はNNLA注 入 による

局所冠血管内皮におけ るEDNO産 生抑制に よ

って もた らされたものと考え られる.

本研究ではNNLA投 与に よりbasal CCが

わずかではあるが有意に低下 してお り,こ れが

adenosineのdose-response curveに 与 える影

響 を考慮する必要がある.即 ち,NNLAに よ り

basal CCは 平 均0.15ml/min/100g/mmHg低 下

していた.log-logit変 換 で求めたadenosineの

dose-response関 係 の回帰式の傾 きがNNLAに

よ り有意の変化 を示 さなか ったことより,dose-

response curveが0.15ml/min/100g/mmHgだ

け下方にshiftし た と仮定すると,予 測 され る

10g(EC50, M)の 右 方へのshiftは0.027と なる.

しか し,本 研究で得 られたlog(EC50, M)の 右

方へのshiftは0.32で あ り,basal CCの 低 下に

よる影響は実際に見られたshift分 の10%末 満

となり,無 視 し得 ると考 えられた.

本研究により,生 理的条件下において も外因

性adenosineの 冠 血管拡張作用の一部はEDNO

を介 していることが示されたが,そ のメカニズ

ムは不明であ る.冠 血管 内皮にはadenylate

 cyclaseに リンクしたA2受 容体が存在すること

が認められているが15),adenosineの 内皮依存

性冠血管拡張はcAMP産 生 の増加 を伴わない

という知見もあり16),少な くも従来知 られている

概念でのA2受 容体の関与は否定的 となってい

る.一 方,ラ ットの大動脈平滑筋細胞において

adenosine受 容体がguanylate cyclaseと 反応

性 にcouplingし てお り,adenosine agonistに

よる解析の結果か ら,こ の受容体 はA1受 容体の

特徴 を有することが報告 されている25).冠血 管内

皮においてもNO-cGMP系 とcouplingし て い

る受容体の存在が推測されるが,そ れがA2受 容

体 であるのか,A1受 容 体であるのか,あ るいは

未知の受容体であ るのかは現在のところ不明で

ある.

adenosineは 心 筋酸素需要の増大時や心筋虚

血時に心筋細胞より遊離する冠血管拡張物質で

生理的あるいは病的状態における冠血流調節因

子 として重要な役割 を果 していることが知 られ

ている26) 27).従来,adenosineは もっぱら心筋細

胞におけ るadenine nucleotidesの 脱 燐酸化 に

より生成され,主 として拡散によ り心筋細胞か

ら流出 し,直 接血管平滑筋に作用 して血管拡張

を来す と考 えられていた28) 29).ところが近年,培

養血管内皮細胞が種々の刺激に よりadenine

 nucleotidesを 産 生す ることが明 らかとなってき
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た30)～33).さ らに 摘 出 灌 流 心 に お い て も,冠 血 管

中 に 放 出 さ れ るadenosineはhypoxiaに よ り

増 加 してvasoactive rangeに 達 す る こ と,そ

の う ち 一 部 は 血 管 内 皮 由 来 で あ る こ とが 証 明 さ

れ て い る34)～36).Mathias37)ら は モ ル モ ッ ト摘 出

灌 流 心 に お い て,冠 血 管 内 皮 のadenine nu

cleotides poolを[3H] adenosineで ラベ ル し

て,冠 血 管 中 に 放 出 さ れ る 内 皮 由 来adenine

 nucleotidesを 分 離 定 量 し た.そ れ に よ る と,短

時 間 虚 血 時 に は 内 皮 由 来adenine nucleotides

は冠 血 管 中 に放 出 され るadenine nucleotides全

体 の24%を 占 め る こ とが 明 ら か とな っ た.冠 血

管 中 に放 出 さ れ たadenine nucleotidesはecto-

5'-nucleotidaseに よ り,き わ め て 迅 速 に 分 解 さ

れ てadenosineと な る た め36),内 因 性adenosine

が 冠 血 管 内 皮 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 も 十 分 考 え

られ る.

さ ら にNees14)ら に よ れ ば,adenosineは 冠 血

管 中濃 度 が10-6M以 下 で は,逆 に 血 管 内 皮 を 通

過 して 平 滑 筋 に 到 達 し得 な い た め,こ の よ う な

低濃度のadenosineが 関 与す る冠拡張,即 ち心

筋酸素需要の増大に伴 う機能的冠拡張時には,

EDNOを 介 した内皮依存性の作用が重要な役割

を果た している可能 性がある.

結 論

麻酔開胸犬において,EDNO産 生 阻害剤であ

るNNLAの 投与下にadenosineの 冠血管拡張

作 用 は抑制 され,adenosineの 内 皮依 存 性

(EDNOを 介 した)冠 血管拡張作用の存在が示

唆 された.

稿 を終えるに当たり,終 始御懇切なる御指導,御

校閲を賜 りました恩師原岡昭一教授,直 接御指導,

御教示を頂いた斎藤大治助教授に深 く感謝の意を捧

げます.ま た,御 協力頂いた教室員諸兄に厚 く御礼

申し上げます.

本論文の要旨は第32回 日本脈管学会総会(東 京,

1991)に おいて発表した.
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Endothelium-dependent coronary vasodilatory action of adenosine:

 Examination in open-chest dogs

Naotsugu OBAYASHI

Department of Cardiovascular Medicine,
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 Okayama 700, Japan

(Director: Prof. S. Haraoka)

To evaluate the endothelium-dependent coronary vasodilatory effect of adenosine, especially

 the role of endothelium-derived nitric oxide (EDNO), the dose-response relationship of

 exogenous adenosine was examined in open-chest dogs before and after intracoronary admin

istration of NG-nitro-L-arginine (NNLA), a potent inhibitor of NO Syntkesis.

NNLA attenuated the vasodilatory effect of acetylcholine to less than 25% of the control,

 which indicates NO synthesis inhibition. NNLA caused a rightward shift of the adenosine

 dose-response curve with a significant increase of EC50, whereas there was no significant

 change in the slope of the regression line calculated by log-logit transformation.

These findings suggest that the coronary vasodilatory effect of adenosine is partially

 induced through an increase of NO release, and this action may play a role in the regulation

 of coronary vascular tone.


