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はじめに

　内皮依存性血管弛緩因子（Endothelium－De－

rived　Relaxing　Factor；EDRF）の主体である一酸

化窒素（NO）は，　L－arginineのグアニジド基と

酸素からNO合成酵素（NOS）の作用により生成

される（図1）．NO合成酵素には3種類のNOS

イソフォーム，すなわち神経型cNOS，内皮型

cNos，マクロファージ型iNosが現在までに知

られており，その量と活性によりNO産生は制御

されると考えられている．マクロファージ型など

の誘導型（inducible）NOSはサイトカインなど

により酵素量自体が大きく変動するのに対し，神

経型や内皮型NOSは構成的（constitutive）に存

在して通常は酵素量自体はあまり大きくは変動し

ない．血流のずり応力（shear　stress）やエスト

ロゲンに応答した発現1）やプロテインキナーゼA

による酵素分子のリン酸化による制御2）の報告も

あるが，構成型NOSの活性制御は主に細胞内

Ca2＋による．内皮型cNOSはヘム結合部位とと

もにカルモデュリン（CaM），　FMN，　FAD，

NADPH結合部位を有しており，その活性は細胞

内のCa2＋（Ca2＋／CaM）の結合により制御される．

従って，アセチルコリン，ブラジキニン，ヒスタ

ミン，ADPなどの刺激因子（agonist）は細胞内

Ca2＋濃度上昇を介してNOSを活性化することに

よりNOを合成・遊離を調節すると考えられる．

平滑筋に到達したNOは可溶性グアニル酸シク

ラーゼ（soluble　guanylate　cyclase）を賦活して弛

緩作用を呈するとされる．以上がNO産生・遊離

一血管弛緩系の概略であり，この系の研究には前

＊防衛医科大学校麻酔学教室

述の刺激因子がしばしば用いられるが，それらが

生理的にどの程度意味を持っているかは疑問視さ

れている．

　循環制御におけるNOの生理的な意義はいまだ

十分には解明されていないが，血管内皮に由来し

たNOは血圧調節や組織血流分配機構に重要な役

割を果たすと考えられる．局所の血流という外来

情報を内皮細胞に伝達してNOを産生・遊離する

メカニズムとしては，血流などで生じるずり応力

（shear　stress）　やイ日展束嚇敷　　（stretch）　により，

mechanoceptorであるSAチャネル（stretch－acti－

vated　channe1）が活性化されてCa2＋が流入し，

引き続いてCa－induced　Ca－release（CICR）チャネ

ル（リアノジン受容体）を活性化して，小胞体か

らのCa2＋放出を導くとの仮説3）が注目されてい

る．

　一方，ノルエピネフリンやフェニレフリンを用

いて血管を収縮させた場合，内皮を温存した血管

の最大収縮は内皮を除去した血管に比して大きく

減弱することが知られている4）．この機序の一部

はα2作用を介したagonist－induced　NO　releaseに

もよる5）がその作用は弱く，また，内皮細胞には

α1受容体が認められていないのでNOは血管内

皮から自然に遊離して張力を抑制すると考えられ

る．このNO遊離はagonist・induced　NO　release

に対してspontaneous　NO　releaseまたはbasal　NO

releaseと呼ばれる6’一8）．現在までにbasal　NO　re－

leaseを調節する因子がいくつか知られており，

細胞内Ca2＋やエタノールはagonist－induced　NO

releaseとbasal　NO　releaseの双方を増加するが，

ウアバインはbasal　NO　releaseのみを増加させ，

L．glutamateやコレステロール摂取はbasal　NO　re－

leaseを減少させると報告されている9・10）．
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図1

〈Endothelium＞ 〈VSM＞
内皮型cNOSはカルシウム・カルモデュリン（Ca2＋／CaM）により活性化してL一アルギニンからNOとシ

トルリンを産生する．血管平滑筋に到達したNOは可溶性グアニル酸シクラーゼ（soluble　guanylate

cyclase）を賦活し，　cGMPを産生して弛緩作用を呈する．

Ach；アセチルコリン　BK；ブラジキニン　5－HT；セロトニン　NOS；NO合成酵素

　麻酔領域では血管内皮細胞による血管張力制御

に対する吸入麻酔薬や静脈麻酔薬の関わりについ

ての報告がなされている11　一一　17）．特に，吸入麻酔

薬はアセチルコリンなどのagonist－induced　NO

releaseを介した血管弛緩作用を抑制することが

報告されているが12・18・19），局所血流や臓器灌流

の調節因子としてその生理的意義が重要と思われ

るbasal　NO　releaseに及ぼす麻酔薬の影響に付い

ては余り知られていない20・21）．本稿では，basal

NO　releaseに対する吸入麻酔薬，特にハロタンの

作用に関して，1．in　vitro　study　2．培養内皮

細胞を用いた実験：3．伽痂ostudyのわれわれ

の研究結果を中心に概説を試みる．

in　vitro　study

　Stoneら11＞によれば，低濃度のイソフルランや

エンフルランはフェニレフリンで収縮したラット

の大動脈に対して内皮依存性の収縮増強を示した

が，高濃度では収縮抑制を示し，ハロタンでは同

様の傾向を示したものの有意の差はなか6た．わ

れわれはハロタンを用いて検討したところ，図2

に示すように2．2％までの濃度ではハロタンにお

いても有意の収縮増強作用が認められ，より高濃

度では収縮抑制作用が認められた．また，フェニ

レフリンを用いて80mM　KClの約25％に予め収

縮させて2．2％のハロタンを暴露すると持続的な

収縮増強作用が見られるが，インドメタシン

10－5MまたはL・NAMEIO“4Mの前処置は有意の影

響を与えなかった．しかし，インドメタシン前処

置群はL－NAME前処置群に比して低回であった

（図3）．また，ハロタンによる収縮増強作用が

見られた後にL・NAMEを投与するとNO作用が

除去されて僅かながら，収縮の増強作用が見られ

た．しかし，著者らの実験では内皮を除去した血

管では一過性の収縮もしくは弱い収縮が一部の血

管で認められるもののハロタンの収縮増強作用は

有意のものではなく，むしろ濃度依存性に収縮抑

制作用が認められた．この結果はStoneら11）がイ
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ソフルランやエンフルランで認めたものと同様で

あった．

　また，L－NMMAを前処置するとイソフルラン

は収縮抑制作用を示すが，前処置にL・arginine

（Arg）を加えるとイソフルランは収縮増強に転

ずる（表1）．

表1　イソフルランの血管張力（g）に及ぼす作用

前処置 コントロール　 イソフルラン2．3％

o．o

O．　55

2．2　3．3
ハ督ケン濃度（％》

NMMA
NMMA十Arg

1．94±O．13

0，45±O．09

1．45±O．16＄

O．59±O．09＄

L1 4．4 5．5

Mean　±　S．D．　＄　；　significant　versu・s　control

（
承
）

図2　ラットの大動脈をフェニレフリンで収縮してハ

　　ロタンを暴露すると，内皮を温存した場合は

　　2．2％までのハロタンは収縮増強作用を示し，

　　より高濃度では収縮抑制作用を示す．

　　Mean　±　SEM．　＊　＊　；　signi・ficant　versus　time　control

　　group．
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図3　ハロタンの内皮依存性収縮増強作用．インドメ

　　タシン10”5MまたはL・NAME　10’4Mを前処置し，

　　フェニレフリンの収縮に及ぼすハロタン2，2％

　　の作用を比較した．

　　Mean　±　SEM．　N．S．；versus　control　group，　＄；signifi－

　　cant　versus　lndomethacin　group．

　従って，フェニレフリンで収縮したラットの大

動脈に対するハロタンやイソフルランやエンフル

ランの収縮増強作用は内皮の存在により修飾され，

少なくとも内皮の存在により顕性化し持続すると

考えられる．その機序の一部としてbasa1　NO　re－

leaseに対する吸入麻酔薬の抑制作用が示唆され

る．Agonis－tinduced　NOが吸入麻酔薬の阻害作用

を受けることは多く報告されており18・19・22＞，そ

れ故にbasal　NO　release，もしくはその作用が吸

入麻酔薬の阻害を受ける可能性があると思われる．

NOの合成・遊離にはCa2＋が必要であることは

知られており，おそらくは内皮細胞内のCa2＋動

態を介する作用ではないかと推察される．

　しかしながら，ノルエピネフリンで収縮した家

兎の大動脈23）やイヌの大腿動脈12）では，ハロタ

ンは収縮抑制作用を示す一方で，内皮には依存し

ない血管平滑筋収縮増強作用があると報告されて

いる．また，イヌの腸間膜動脈ではハロタンやエ

ンフルランは細胞内Ca2＋貯蔵からCa2＋を放出し

て一過性の収縮を起こすが，イソフルランには収

縮作用がない24）．ラットの大動脈ではKCL収縮

に対して一過性の収縮を起こすが，ノルエピネフ

リンの収縮ではその様な収縮作用は見られず，イ

ソフルランにはいずれの収縮においても増強作用

はないとの報告25・26）がある．赤田ら2728）によれば，

腸間膜の抵抗血管においてもKCL収縮に対して

はハロタン，エンフルラン，イソフルランは一過

性の収縮作用を示したが，ノルエピネフリンの収

縮に対してはイソフルラン，エンフルラン，セボ

フルランは収縮作用を示さなかった．この様に，

吸入麻酔薬の血管平滑筋の収縮力に及ぼす作用に
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ついては実験に用いた吸入麻酔薬や収縮薬の種類

により結果は一定せず，内皮の関与についても内

皮に依存しない収縮作用があるものの一過性の収

縮作用の報告が多く，持続的収縮の報告は少な

い23）．また，吸入麻酔薬の血管平滑筋に対する

直接作用として抑制作用のみを報告したものも多

い13’15・30’32）．いずれにしても実験に用いた血管，

吸入麻酔薬および収縮薬の種類などの違いにより

吸入麻酔薬の効果が異なることは良く知られてい

るが，吸入麻酔薬の持続的な収縮増強作用には内

皮の関与があるものと考えられる．

培養細胞を用いた実験

　前述の様に吸入麻酔薬自体が血管平滑筋に対し

て直接作用を持つため，血管張力を指標にした

EDRF一血管弛緩期に及ぼす吸入麻酔薬の作用点

の研究にはしばしば困難を伴う．そこで我々は，

培養内皮細胞をNOのdonerとして用いてハロタ

ンが血管平滑筋内でNOの作用に影響を与えるか

どうかを検討した．

　ウシの胸部大動脈の内皮細胞をType　l　collage－

nase（125単位・m4『1）用いて分離採取して，ウ

シの胎児血清10％（V／V）をメディウムRPMI
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1640に加えて5世代まで藤代培養し33），106個の

細胞に分けて液体窒素に凍結保存して実験に用い

た．内皮細胞であることの確認は，蛍光色素をラ

ベルしたLDL（low　denslty　lipoprotein）が細胞

表面で発光すること，および，培養した内皮細胞

が一層に敷石状に並ぶことで行った34）．培養細

胞とmicrobeads（Cytodex　3，　Pharmacia，　Sweden）

とをフラスコ内で10rpmで揺り動かしながら培

養してmicrobeads上にconfluenceとし（図4），

これを約O．S　rne，細胞数にして2×107個をカラ

ム（C10＆JCIO，　Pharmacia，　Sweden＞に入れて

NOのdonerとした35）．カラムの灌流液流速は一

定（2．05±0．02me・min口1）として，下流に当た

る部分に内皮を除去したラットの大動脈を置き，

その張力を測定することでNOをbioassayした．

灌流液にはフェニレフリン10‘7Mを入れてラット

の大動脈を予め収縮させた．ハロタンは気化器

（Fluotec　3，　Cyprane　Ltd．，　England）を用いて灌

流液をbubllingし，本実験では，平滑筋の部分

のハロタン濃度を0，1．1，2．2％に変化させた．

灌流液中のハロタン濃度はガスクロマトグラフ

ィー（GC－14A，島津製作所）を用いて測定した．

また，bioassayの血管平滑筋をさらに下流に設け
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図4　Micr。beads（Cyt。dex　3　TM．　Pharmacia，　Sweden）上に培養したウシの大動脈内皮細胞
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て半減期の短いNOの作用減弱を確認した36）．

　カラム内の培養内皮細胞をADP　60μMで繰り

返し刺激して，bioassayの血管張力を測定したと

ころ（図5），平滑筋レベルのハロタン濃度を0，

1．1，2．2％と変化させても血管平滑筋の弛緩の

程度には有意の変化は見られなかった．8秒の

lag　timeを設定した下流のbioassayではニトロプ

ルシッドの弛緩作用はほとんど減衰しなかったが，

ADPを用いて誘発した弛緩反応は明らかに減弱

しており，この弛緩反応はその半減期の短さから

主にNOによるものと思われる．

　従って，ハロタンは平滑筋内ではNOの作用に

影響を与えてはおらず，NOの遊離，若しくは拡

散における活性に影響する可能性が示唆された．

また，同時に行った実験では，ADPやブラジキ

ニンによる培養細胞からのNO　releaseに対して

ハロタンは影響を与えなかった．

in　vivo　study

　無麻酔の動物の血圧はNOS阻害薬により上昇

することが報告されており37），basal　NO　release

が何らかの役割を果たしていることが示唆されて

いる．さらに，ハロタンやイソフルラン麻酔が

NOS阻害薬による循環動態の変動を減弱または

消失することがラットやヒツジを用いた実験で確

かめられており38　’一　40），これらの吸入麻酔薬が

NOを介した全身及び臓器の循環調節機構を阻害

する可能性がある．しかし，図6に示すように，

ハロタン麻酔下の家兎ではし－NAME　3　mg／kg静注

は腎交感神経活動の並進作用があるので，in

vivoにおけるNO合成酵素阻害薬の作用は血管系

への直接作用以外にも中枢を介したものや自律神

経反射の関与があるものと考えられる41）．

　そこで，交感神経中枢の関与を排除するために

脊髄を破壊したpithed　ratsにNOS阻害薬の一つ

であるLNAME　3　mg／kgを投与したところ，血圧

上昇作用はハロタン1．1％，2．2％投与により量

依存的に減弱した（表2）．さらに，アン動議テ

ンシンIIおよびバゾプレッシン阻害薬の前処置

によりし－NAMEの昇圧作用は減弱されるので，

L－NAMEの昇圧作用には少なくともこれらの内

因性血管作動物質が関与していると考えられる．

しかし，インドメタシンの前処置によりNG－

nitro－L－arginineの昇圧作用が消失したとの報告

ls
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図5　培養内皮細1胞をADPで刺激して発生した

　　EDRFを血管張力を指標にbioassayした．平

　　滑筋のハロタン濃度をO，1．1，2．2％と変化さ

　　せたが弛緩の強さは有意には変化しなかった．

　　本文参照、

・RNA噂→嘲←←レ→＋・←←←←1←●脚噸

鶏辮

Fi▼e皿in　a飾e罪レNAME　LΨ一

ioo　”vL

　　鰯

・…の一鴎噂1鼎！）＼〈！一～へ！）’V’一VN7一・V・．v一

図6　腎交感神経活動（SRNA）に及ぼすNOS阻害薬

　　　（L・NAME）の作用．ハロタン麻酔下の家兎の

　　腎交感神経活動は，L・NAME　3　mg／kg静注後直

　　ちに充進した，

表2　L・NAME昇圧作用に対するハロタンの抑制作用脊

　　髄を破壊したラット（pithed　rats）にハロタン0％，

　　1．1％，2．2％を吸入してL－NAME3mg／kgを静注し

　　た。

　　　　ハロタン　ハロタン対照群
　　　　1．1％群　2．2％群

平均血圧（△mmHg）
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も見られる42）．

　　以上より，in　vivoではbasal　NO　releaseに伴う

循環調節機構が存在し，ハロタンは濃度依存性に

NOを介した血圧調節の関与を低下させるが，そ

の機序には自律神経中枢を介するものとそれ以外

のものがあることがわかった．

ま　と　め

　　ラットの摘出大動脈を用いた著者らの実験より，

ハロタンは収縮増強作用を示し，内皮の存在によ

り収縮増強はより著明に，かつ，持続的になり，

この機序に血管内皮からのbasal　NO　releaseが関

与することが示唆された．また，in　vivoにおい

てはし－NAMEの昇圧作用をハロタンは量依存的

に抑制した．従って，血管張力調節機構における

NOの関与をハロタンは濃度依存性に減弱させて

いるものと考えられた．

　　以上，in．　vitroにおけるハロタンの収縮増強作

用と伽痂。におけるL・NAMEの昇圧作用にbas・

al　NO　releaseが関与する可能性を中心に述べた

が，NOの半．減期が短く，また，その測定が困難

であることなどによりNO　releaseに関する研究

は十分とは言えず，今後の研究に待つところが少

なくない．
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