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論 文 の 内 容 の 要 旨

長崎正明看の博士(獣医学)の学位請求論文は､消化管運動機能調整薬として使用き

れているtrimebutineが運動機能の低下時には促進作用を発揮し､反対に促進時には抑制

作用を発揮するという二面的な作用の基礎となっている横様を解明することを目的とし

て､消化管平滑筋における細胞内C a2十濃度と張力関係､膜のイオンチャンネル活動､
細胞内C a貯蔵部におけるC a2十取り込み及び放出などの細胞内C a2十動態､そして収

縮系のC a2十感受性に及ばす同案の影響ついて検討して待た成績に基づいて作成されて

いる｡その内容は以下のように要約できる｡

l.細胞内Ca2十濃度と張力関係に対する作用:モルモット盲腸紐標本を実験対象とし

て､細胞内Ca2+濃度をfura-2法により測定している｡Trimebutineは､80mM K†で

膜を脱分極することによって発生する一過性とそれに続く持続性の二つの成分からなる

細胞内C a2十濃度の上昇と収縮反応を抑制した｡しかし､一過性の成分における細胞内
C a2◆濃度と収縮反応の大ききの関係には影響を及ばきなかった｡80日M K†を含む

C a2+除去液中でCarbacho]により発生する細胞内C a2十濃度の上昇と収縮反応を

trimebutineは抑制した｡

2.膜のイオンチャンネル活動に対する作用:ウサギ回腸単離平滑筋細胞を実験対象と

して､膜電流をuhole-Ce]1･PatCh clamp法により測定している｡Trimebutineは電位依

存性Ca2十電流を抑制した｡ 抑制効果は浅い膜電位から誘発したC a2十電流に対して

より強く発現した｡この電流抑制作用には使用頻度依存性はなかった｡ さらに､

trimebutineはCa2+電流の膜電位依存性不活性化曲線を過分極側へ平行移動させた｡

TrimebutineはCa2十非依存性及びCa2+依存性K十電流を抑制した｡この抑制作用に関
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しては膜電位依存性も使用頻度依存性もなかった｡Trimebutineは膜抵抗の増大を伴う脱

分極を生じた｡

3.摸標本への[3H]nitrendipineの結合に対する作用:モルモット回腸の膜標本を実

験対象としてい'る｡[3H]nitrendipineの膜標本への結合は飽和性であり､Kd値と最

大結合圭(Bmax)値はそれぞれ0.16 nMと1070 fmol/proteinであったo

Trimebutineはこの結合を抑制し､Ki値は9.3 FLMであった｡Scatchard解析によりこ.の

結合抑制作用は競合桔抗様抑制作用であることが分かった｡ 一方､解離実験から

trimebutineによる結合親和性の低下は解離速度定数の増大に起因することが分かった｡

これらの結果は､trimebutineは電位依存性Ca2†チャンネルの1,4-dihydropyridine結

合部と負のアロスデリック相互作用を有しており､それにより同チャンネル活動を抑制

することを示唆している｡

4.Ca2十動態と収縮系のCa2十感受性に対する作用:β-eSCin処理により作製したモ

ルモット回腸のスキンド化平滑筋標本を実験対象にしている｡Trimebutineはcarbachol

が生じる細胞内Ca貯蔵部から放出されるCa2†に起因する収縮を抑制したが､

caffeineとinositoll,4,5-trisphosphate(IP,)が生じる同様な収縮を抑制しなかっ

た｡Trimebutineは収縮系のCa2†感受性を変える作用もcarbacholやGTPrSによる

収縮系のCa2十感受性増大効果を変える作用も示さなかった｡

以上の結果を総合して次のように結論している｡すなわち､trimebutineは電位依存性

Ca2十チャンネルのdihydropyridine結合部に対する負のアロスデリック相互作用により

同チャンネルを介するCa2十流入量を減少きせるとともに､ムスカリン受容休とGTP

結合タンパク質の共役からホスホリバーゼCの活性化を建てIP3の産生に至る何れかの

過程に作用して細胞内Ca貯蔵部からのCa2十放出も抑制する｡これらにより消化管平

滑筋の収縮活性は低下する｡一方､trimebutineはK†チャンネル活動を抑制して膜の脱

分極とそれに伴う活動電位の放電頻度の増加を生じさせる｡これにより平滑筋の収縮活

性は上昇する｡

きらに､trimebutineのこれらの作用が消化管運動機能に対する促進と抑制のこ面的な

効果の発現にどのように寄与し得るかについて考察している○

審 査 結 果 の 要 旨

長崎正明看の博士(獣医学)の学位請求論文は､消化管運動機能調整薬として使用き

れているtrimebutineが運動機能の低下時には促進作用を発揮し､反対に促進時には抑制

作用を発揮するというこ面的な作用の基礎となっている機構を解明することを目的とし

て行った研究成果(基礎となっている2描の学術論文)に基づいて作成されている｡そ

の内容は､消化管平滑筋細胞においてバッチクランプ法により測定した膜電流に対する

trimebutineの効果から膜のイオンチャンネル活動に対する作用について解析した成綻

述べ､次いで､膜を完全に脱分極させた平滑筋あるいは化学的処理により膜に小孔を開

けたいわゆるスキンド平滑筋における張力測定と蛍光色素による細胞内Ca2十測定など

によりCa2十動態と収縮系のCa2十感受性に及ぼす同案の影響について検討した成績を

述べている｡

1.膜のイオンチャンネル活動に対する作用:Trimebutineは電位依存性Ca2十電流を

沸度依存性に抑制した○抑制効果は浅い膜電位から誘発したCa2十電流に対してより強

(発現した｡この電流抑制作用には使用頻度依存性はなかった｡さらに､trimebutineは
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Ca2+電流の膜電位依存性不活性化曲線を過分極側へ平行移動きせた｡Trimebutineは

Ca2'チャンネルのdihydropyridine結合部への[3H]nitrendipineの結合を負のアロ

スデリック相互作用により漉度依存性に抑制した｡TrimebutineはCa2十非依存性及び

Ca2十依存性K十電流を漢度依存性に抑制し､また膜抵抗の増大を伴う脱分極も生じた｡

2･Ca2+動態に対する作用:Trimebutineは膜を脱分極きせた平滑筋において

Ca2十が生じる収縮の濃度反応曲線を高濃度側へ用量依存性に平行移動させた｡膜を悦

分極きせた平滑筋及びスキンド平滑筋においてCarbacholが生じる細胞内Ca貯蔵部から

放出きれるCa2十に起因する収縮を抑制したが､スキンド平滑掛こおいてCaffeineと

IP3が生じる収縮を抑制しなかった｡

3･収縮系のCa2+感受性に対する作用:Trimebutineは収縮系のC a2十感受性を変え
る作用もcarbacho]やGTPrSによる収縮系のCa2+感受性増大効果を変える作用も示

きなかった｡

以上の結果を総合して次のように結論している｡すなわち､trimebutineは電位依存性

Ca2十チャンネルのdihidropyridine結合部に対する負のアロスデリック相互作用により

同チャンネルを介するCa2十流入量を減少きせるとともに､ムスカリン受容体とGTP

結合タンパク質の共役からホスホリバーゼCの活性化を経てIP3の産生に至る何れかの

過程に作用して細胞内Ca貯蔵部からのCa2十放出も抑制する｡これらにより消化管平

滑筋の収縮活性は低下する｡一方､trimebutineはK十チャンネル活動を抑制して膜の脱

分極とそれに伴う活動電位の放電頻度の増加を生じさせる｡これにより平滑筋の収縮活

性は上昇する｡きらに､このようなCa2十チャンネルとK十チャンネルに対する

trimebutineの抑制作用は同じ測度範囲で発揮されるが､前者の作用が膜電位が浅い時､

すなわち収縮活性が高い時によ･り強く発揮きれる事実に基づいて､消化管運動機能に対

する促進と抑制の二面的の効果がどのようにして発現するかについて説明している｡

審査委鼻会は､本論文について審査し､学位論文として十分な価値があると判定した｡
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