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EDRFについて
今井昭一＊

は　じ　め　に

　1980年Furchgott　and　Zawadzkiはウサギの大

動脈標本を用いてアセチルコリン（ACh）の血管

拡張作用に検討を加え，拡張作用の発現には内皮

の存在が必須である事を示した．大動脈では平滑

筋は輪状に配列しているので，縦切り標本では張

力の発生が殆んどない事を利用し，彼らは内皮な

しの輪状標本に内皮つきの縦切り標本を内膜面が

相対する形でサンドウィッチ様に組合せて実験し，

AChにより内皮から血管拡張性物質が遊離する

事を証明した．図1にサンドウィッチ標本で得ら

れた彼らの実験成績を示す．内皮細胞がプロスタ

グランジン（PG）を遊離することは既に知られて

いたがウサギの大動脈はPGで弛緩しないし

AChによる内皮依存性の弛緩はインドメサシン

やアスピリンのようなcyclooxygenaseの抑制薬

では抑制されないので，内皮由来の弛緩因子が

PGでない事は明らかであると考えFurchgottら

（Cherry　et　a1．1982）　はこの物質にen－

dothelium－derived　relaxing　factor（EDRF）とい

う名前をつけたのである．

　その後ACh以外にもATP（大抵の場合），ブ

ラジキニン（ネコ，ウサギの動脈を除く），

substance　P，トロンビン（イヌ動脈），ヒスタミ

ン（ラット大動脈），セロトニン（イヌ冠動脈）

など多くの物質が内皮依存性の拡張を起す事が知

られるようになった．表1に現在EDRFを介し

て血管拡張を起すと考えられている薬物をまとめ

て示す．使われている血管標本は殆ど動脈である

が，これは図2にVanhoutte　and　Miller（1985）

の実験成績で示すように内皮依存性の拡張が静脈

より動脈で強い事の表われといえよう．イヌの大

腿動脈と伏在静脈とを用いたSeidel　and
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図1　アセチルコリン（ACh）によるEDRF遊離を

　　証明した実験
　①内皮を剥離したウサギ胸部大動脈の横切り

　　標本
　②内皮を保持している同じ動脈の縦切り標本

　　及び
　　③　両者を内膜面同志を向かい合わせて“サン

　　　ドイッチ”状標本とした標本の3種で実験．

　　　標本は予めノル？ドレナリン（NA）で収縮
　　　させた。

　　　a．内皮を剥離した横切り標本

　　　b．内皮を保持している縦切り標本

　　　c．サンドイッチ標本

　　　d．サンドイッチ標本から内皮を保持してい

　　　る縦切り標本をはずし内皮のない横切り標

　　　本のみとした場合
　　　　　Furchgott　and　Zawadzki：　Nature　288　：

　　　　　373，　1980．
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表1 内皮依存性の拡張を起す血管拡張薬の特徴

血管拡張薬 動　物　種 血 ．管
内　皮
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Acetylcholine　，（muscarinic

　agonists）
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　adenosine
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SUbstance　P
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Angiotensin　II
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　　　　　　　　　　　図2　EDRF遊離の動静脈による差
a．ノルアドレナリンで収縮させたイヌ動脈標本に対するアセチルコリンの弛緩作用．

実線は内皮を保持している標本であり，点線は内皮のない標本である．

　□大腿動脈，○肺動脈

　△伏在動脈，▽脾動脈

b．ノルアドレナリンで収縮させたイヌ静脈標本に対するアセチルコリンの弛緩作用．

実線は内皮を保持している標本であり，点線は内皮のない標本である．

　左：大腿静脈，中：伏在静脈，右：脾静脈

：LaRochelle（1987）の実験によると静脈で内皮依

存性の拡張が弱いのは内皮からのEDRF遊離が

静脈では動脈に比し乏しいためであるという．

　動脈の内皮依存性の拡張は摘出血管標本のみで

なく摘出潅流心（Saeedら，1986）や生体内の動

脈（Angusら，1983）でもみとめられている．

なお，AChによる拡張が常に内皮依存性だとい

う訳ではなくBrayden　and　Bevan（1984）による

とネコの耳介後動脈では直接拡張作用を表わすと

いう．

EI）RFはどのようにして作られるか

既に述べたようにAChによる内皮依存性の弛

緩はcyclooxygenaseの抑制薬であるインドメサ

シンやアスピリンでは抑制されぬが無酸素状態

（anoxia），　cyclooxygenase　だけでなく　1ipoox・

ygenaseも抑制する5，8，11，14－eicosatetraynoic

acid（ETYA），　phospholipase　A2のinhibitorで

あるquinacrine（mepacrine）では抑制されるので

Furchgott　and　Zawadzki（1980）は：EDRFはア

ラキドン酸（AA）からlipooxygenaseによって作

られる物質（不安定なhydroperoxide又は遊離

ラジカル中間体）ではないかと考えた．事実外か

ら与えられたAAは内皮依存性の拡張を起すし

（Singer　and　Peach，　1983；　Davis　and　Williams，

1984；DeMey　and　Vanhoutte，1981），イヌでは拡
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張は大抵cyclooxygenaseの抑制薬で抑えられる

がウサギやラットの大動脈では抑えられず（イン

ドメサシンでは増強）ETYA及びlipooxygenase

の抑制薬であるnordihydroguayaretic　acid

（NDGA）或’いは両者による処理で消失する．しか

し乍ら：Furchgottら（1985）の最近の研究によ

るとAA以外にもEDRFの前駆物質でない幾つ

かの不飽和脂肪酸がcyclooxygenase抑制薬存在

の有無に拘わりなく内皮依存性の拡張を起すので

不飽和脂肪酸は膜の流動性をたかめてEDRFの

合成を促進するのではないかという．又

phospholipase　A2の抑制薬についても例えば

quinacrineはウサギ大動脈のATP，ブラジキニ

ン，A23187による拡張（Singer　and　Peach，

1983），イヌ大腿動脈のATP，トロンビンによる

拡張を抑制しないといわれているし（DeMey　and

Vanhoutte，1982），　Furchgott（1983）が抑制作用

を認めているp－bromophenacylbromide（アルキ

ル化により非可逆的に抑制）についても，無効と

いう報告もある（Griffithら，1984）．　AChによ

るEDR：Fの遊離を初めて証明したFurchgott

and　Zawadzki（1980）の実験でBW755Cが無効

であった事もあってであろう（F6rstermann　and

Neufang（1984）の実験では有効），　Furchgott自

身必ずしもlipooxygenaseの産物説に肩入れして

はいないようでlipooxygenaseの抑制薬ETYA

についても最近はむしろ不飽和脂肪酸として作用

し内皮細胞膜のperturbationを起してEDRF産

生及び／或いは遊離を抑制するという機序を考え

ているようである（Furchgottら，1985）．ACh

による内皮依存性の弛緩がAAやその他の不飽

和脂肪酸によって抑制されるからである（飽和脂

肪酸はAChによる弛緩は抑制しない）．　NDGA

についてもlipooxygenaseの抑制薬であると共に

antioxidantでもある事が知られて居り作用を

lipooxygenaseの抑制のみに帰する事はでぎない

（Furchgott．　1981；　Singer　and　Peach，　1983；

F6rstermann　and　Neufang，1984）．　Griffithら

（1984）によればantioxidantの作用をもたぬ

lipooxygenase抑制薬は無効であるという．事実

幾つかのantioxidlantsや非特異的なラジカル

scavengers　（dithiothreitol，　cysteine，　phenidone，

tetrahydroborate，　phenylhydrazine，　hydro－

quinone，　resorcinol，　butylated　hydroxytoluene，

α一tocopherol）について内皮依存性拡張の抑制が

みとめられている．但しantioxidantでもascor－

bic　acidは無効であるという（F6rstermann　and

Neufang，　1984）．

　最近AAがcytochrome　P－450のsubstrate

となり得る事がわかり（Oliw　and　Oates，1981；

Capdevila　ら，1981；Morisson　and　Pescoe，

1981），EDRFとcytochrome　P－450との関係が

注目されている。血管内皮細胞にcytochrome

P－450活性が存在する事はDeesら（1982）；

Abrahamら（1985）によって示されているし，

Singerら（1984）によればcytochrome　P－450

の抑制薬であるmetyrapone，　SKF525AはACh

及びA23187による弛緩を一部抑制する．　Mor－

rison　and　Pescoe（1981）によればcytochrome

P－450によるAAの代謝はETYAで抑制され

る．AAのcytochrome　P－450による代謝産物と

して多数のhydroxylated　AAが同定されている

が，血管拡張性の産物があるかどうかは現在の所

不明である．

EDRFはどんな性質をもつ物質であるか

　Griffith　ら（1984）はウサギの大動脈潅流液で

ウサギ冠動脈を潅流するという標本を作り，大動

脈標本にAChを加えて内皮依存性の拡張を起さ

せた上で大動脈からの流出液に様々な物質を加え

冠動脈の反応の有無から，それら物質のEDRF

への直接の不活性化作用について検討し，

dithiothreitol，　cysteine，　hydroquinone，　phe－

nidone，　NDGAなどantioxidantであると同時に

free　radical　scavengersであ’髟ｨ質でEDRFが
不活性化されるのをみとめている．彼らは

phenyl：hydrazine及びKBH4が直i接EDRFを不

活性化させるのでEDRFはカルボニル基を含む

化合物ではないかと考えた．Lttckoffら（1987）

も培養内皮細胞を用いた系でブラジキニン，

ATP，　A　23187によって遊離iしたEDRFの作用が

dithiothreitol，　NDGAによって打消されるのをみ

とめている．彼らによるとmetyrapone，ヘモグ

ロビンもEDRFの作用を抑制する．

　極く最近Palmerら（1987）によってEDR：F

は酸化窒素（NO）である事が明らかとなった．図

3aにミクロキャリアーの上で生育した内皮細胞

で充たしたカラムをKrebs　bufferで潅流し，ブ

Presented by Medical*Online



g．．．．

亀
＝

員』《

i　‘：

i触

へ「vr4
1

…
5
。
誤

　　　　　　　　　r
　　　　　　　　　i，l

lも島i；e品，。t？、　。：，∴N

　　　　　　　　釜
　融献。・　旬器σ　・，t．

ヨ　のほゆ

「・一

　　　b

　　　　t　t　　t　　曹　　　o　　　．　脅　t　曹
　　　　Nei　J　le　）e　lee　aol　ene．el　“一〇i

　　　　ol　k　一’一一一’d一一’　el
　　　Nhot　　　幽”M　t．c，　　　　　帥D，v・・d　　　N’・ol

図3　EDRFはNOである事を示した実験
　　a．ウサギ大動脈のEDRF及びNOによる弛
　　緩．

　　　標本は前もってPGF2。の誘導体で最大収

　　縮させてある．マイクロキャリーの上で成育
　　　させたブタ大動脈内皮細胞で充たされたカラ

　　ムを通して（t．c．）ブラジキニン（BK）を1分

　　間注入する事によって内皮細胞から　EDRF
　　　を遊離させた．

　　　NOはヘリウムで脱気したH20にとかし
　　　1分間カラムからの流出液（o．t．）に注入し

　　た．
　　b．　Chemiluminescence．

　　　NO定量のための標準物質としてはNO2一
　　　を用いた．ニトログリセリン（GTN）は標本

　　　の感度を調整する目的でカラムからの流出液

　　（o．t．）に投与したt

　　　　Palmer，　Ferrige　and　Moncada：　Nature

　　　　327：524．　1987．

ラジキニン（BK）を加えた時に遊離して来る

EDRF　を，内皮を除去したウサギ大動脈標本を

用いてbioassayした彼らの実験成績を示す．カ

ラムからの流出液は内皮細胞から1，4，7sec離i

れて置かれた3つの大動脈標本をcascade状

にsuperfuseする．図3bは同様のカラムに同

様の操作を加えた上で，カラムからの流出

液のchemiluminescenceを測定した記録であ

EDRFについて　　463

る．3～100　nMのBKで濃度依存性のEDRF

遊離が起るので大動脈標本の弛緩が見られ

るがその反応はNO（0．07～0．67　nmole）による

弛緩反応とよく似ていること，　BKにより遊離

するEDRFをNOであると仮定し，その量を

chemiluminescenceから推定するとBKによる

大動脈標本の弛緩を説明するのに充分な量のNO

が濃度依存性に遊離している事がこの図からわか

るであろう．しかもchemiluminescenceにより

定量されたNOの量とbioassay　tissueの弛緩と

の間にはr＝0．94（n＝12）のよい相関がみとめら

れている．

EDRFの産生・遊離とカルシウム

　図4に示すように内皮依存性の拡張が外液カル

シウムに依存性である事は多くの研究者の認める

通りである，これはEDRFの産生・遊離にカル

シウムが必要なためと考えられる．培養線維芽細

胞での研究結果を見ると内皮依存性の弛緩を起す

物質であるブラジキニン，カルシウムionophore

のA23187（内皮依存性拡張薬としてもっとも効

力の高い物質の1つ），トロンビンによる

phospholipaseの活性化，アラキドン酸の遊離は

カルシウム依存性の現象であるが，AAによる反

応は外液からのCa2＋除去やカルシウム拮抗薬投

与によって変化しない．

　Singer　and　Peach（1982）はカルシウム拮抗薬

が内皮依存性の拡張を抑制すると報告したが，最

近Winquistら（1985）によって報告された

Na－Ca交換の抑制薬であるジク口占ベンザミル

による抑制に比べると抑制は弱くその意義はあま

り大きくないと思われる．図4にWinquistらの

成績を示す．

AChによる内皮依存性弛緩の発現には平滑筋の

共存が必要である

　培養内皮細胞を用いた最近の研究によるとブラ

ジキニン，ATP，　A　23187では内皮細胞のみでも

EDRFの遊離が見られるのに（Cocksら，1985）

AChでは見られないという（［3H：］QNBの特異

的結合も起らない）（Cocksら，1985；Peachら，

1985；Loebら，1985；：Lttckhoffら，1987）．細

胞内cyclic　GMPの増加も内皮細胞と平滑筋細胞

とをcocultureした時にのみ見られる（Loebら，
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（a）及びジクロロベンザミル（DCB）（b）の作用

Winquistら：J．　Pharmac．　exp．　Ther．235：644，1985．

図4

1985）．又EDRFのbasal　releaseも平滑筋との

cocultureでは見られるが内皮細胞のみの培養で

は見られぬという（LUc：khoffら，1987）．但し

basal　releaseの有無はshear　stressの有無によ

るという考えもある．内皮細胞に対するshear

stressの増加はin　vitro（Rubanyiら，1986）で

もin　situ（Pohlら，1986）でもEDRF遊離を促

進する．

血管によりEDRFに対する感受性に差があるか

　摘出血管標本を用いた実験では大動脈のような

大きな血管より冠動脈において内皮依存性の弛緩

は大きいといわれているし（Griffith　ら，1984；

De　Mey　and　Vanhoutte，　1981；　Cocks　and

Angas，1983）血管系では末梢に行く程内皮を介

する反応が大きくなるといわれている（Owen

and　Bevan，1985）がmicrocarrier　beadsの表面

で内皮を培養させそのeffluentを内皮を除去し

た各種血管標本に作用させるという方法を用いた

Lttckhoffら（1987）の実験結果ではウサギ大動

脈大腿動脈；イヌ冠動脈でEDRFに対する感

受性には違いがみとめられていない．従って上で

述べた反応性の差は内皮細胞と平滑筋との比が血

管によって異なるため生じたものと考えられる．

EDRFによる平滑筋の弛緩はどのような機序で

起るか

　1983年にRapoport　and　Muradはラット大動

脈を用いACh，ヒスタミン，　A23187によって内

皮依存性にcyclic　GMPの蓄積が生ずる事を示し

た．F6rstemlannら（1986）はウサギ大動脈及び

大腿動脈の摘出潅流標本の内腔に部分精製した

soluble　guanylate　cyclaseとGTPを投与すると

いう方法で内皮の健存する場合には，試験管内に

おけるよりも強い活性化が見られること，ACh

を投与すると血管の拡張とともに活性の更なる

増強が見られること，guanylate　cyclase活性

化因子の形成及び遊離は内皮除去により見られ

なくなるなる事を確認している，アトロピン，

mepacrine，　NDGAはAChによる内皮依存性拡

張を抑制するが同時にAChによる内皮依存性の

guanylate　cyclaseの活性化も抑制する．なお

Furchgottら（1985）によると飽和脂肪酸も内皮

依存性の弛緩を起すという．この弛緩はcyclic

GMPの増加と結びついているし，弛緩もcyclic

GMPの増加もヘモグロビンで抑制されるという，

　ニトログリセリンを代表とする亜硝酸化合物も

guanylate　cyclaseの活性化を起す薬物であるが，

これらの物質は何れもNOをもっているか生体

内でNOを生成する可能性をもつ物質である．

すでに述べたようにEDRFはNOであるとする

と亜硝酸化合物は外因性のEDRFであるという

事になる．

　EDRFや亜硝酸化合物によるcyclic　GMPの

蓄積を抑制する物質としてはメチレンブルー，ヘ

モグロビンが知られているが，これらの物質は

EDRFによる血管平滑筋の弛緩，　cyclic　GMPの

蓄積も抑制する（Holzmann，1982；Martinら，

1985）．メチレンブルーはsoluble　guanylate

cyclaseの特異的抑制薬と考えられている物質で

あるが（Griffithら，1985によれば内皮細胞に作

用してEDRFの生成遊離に作用したりEDRF
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を直接不活性化させたりする作用はな．い），最近

のLUckhoffら（1987）の研究によると短時間メ

チレ．ンブルーにさらされた内皮細胞でブラジキニ

ン，ATP又はA23187によるEDR：Fの遊離が見

られなくなるという．

血管によるEI）RFのreleaseと亜硝酸化合物

の作用

　　血管標本を用いた実験の結果を見るとEDRF

はたえず遊離されていると考えられる（Diamond

and　Chu，1983；F6rstermannら，1986；Griffith

ら，1984；Holzmann，　1982；Rapoport　and

Murad，1983）．そのため内皮が健存する場合

EDRF　と同じ機序で作用する亜硝酸化合物の作

用は様々な程度に．抑制される．Pohl　and　Busse

（1987）．はウサギの大腿動脈で用量作．用曲線の右方

への移動を確認している．反対に内皮を除去した

りNDGAでEDRFの遊離を抑制したりすると

亜硝酸化合物に対する反応は増強される．EDRF

のbasal　releaseの低いウサギ大動脈ではこのよ

うな現象は見られない．Diamond　and　Chu

（1983），Rubanyi　and　Vanhoutte（1985）もウサギ

大動脈，イヌの冠動脈では亜硝酸化合物の作用に

内皮が影響しない事をみ．とめている．同じ大動脈

でもラッ．トでは内．皮除去によリニトロプルシド

ソーダに対する反応が増強されるという
（Shirasaki　and　Su，1985）．　EDRFによる抑．制の．差

は亜硝酸化合物の動脈と静脈に対する作用の違い

の．原因ともなっているものと考えられる（De

Mey　and　Vanhoutte，　1982）．　Saeed　and　Bing

（1986）によると8－bromoguanosine　3’，5’一cydic

phosphateによる血管拡張も内皮が存在すると減

．萌する．
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