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第1章 緒言

第1章 緒言

1-1消 化管

消化管 とは 口か ら始ま り肛 門に終わ る管の ことで あ り、食物 の運搬 、消化 、

吸収 とい う生命 の営み を支 え る最 も根源的 な機能 を果 たす器官 であ る。 その構

造 上、消化管粘膜層 は体 の外側(外 界)と 常 に接 してお り、消化管 の内側 は体

内ではな く体外 であ るとい うことがで きる。 この消化管 内部には様 々な細菌が、

ヒ トでは400種 類以上 、総数 で約100兆 個 もの細菌がバ ランスを保 ち常在 して

いる。特 に小腸か ら大腸 にかけての これ ら腸 内細菌叢 は、植物 が群生す る様子、

あ るい は花畑 になぞ らえて腸 内 フ ロー ラ と呼ばれ る。 フ ロー ラとは古代 ローマ

の 「花 と豊穣 と春 の女神 」の ことであ る(図1)。 消化 管は これ ら腸 内細菌や食

物 、ま た様 々な異物 な どの刺激 に さらされ なが ら、我 々の活動 を維持す るた め

のエネル ギー摂 取 とい う仕 事 を生命 の誕 生か ら死 まで休 まず続 けて いるので あ

る。

消化 管組織は粘膜層 と平滑筋層の2層 に分 けるこ とがで きる。 消化 ・吸収 は

粘 膜層 が、食 物運搬 は平滑筋層 が各々その役割 を担 ってい る。 消化管 の運動 は

その役割 上、他 の平 滑筋組織 に比 べ遥 か に複雑 であ る。 これ を制御す るため消

化 管平 滑筋層 にはその他の末梢神 経 をすべて合 わせ た よ りも多 くの神経細胞 が

存在 し、『第二の脳 』 と呼 ばれ るほ ど精密 な制御 を受 けて いる(a)。 中枢神経系

が発達 して いない原 始的 な生物 で も消化 管 を保有す るこ と、脳死状態 で も消化

管 は働 き消化吸収 が行 われ ることか らも、消化管 の独 立性 と重要性 が分か る。

1-2消 化管 平滑筋収縮機 構

消化 管 は食物 が内部 に入 ると周 期的 に環状 の収縮 を次 々 と下部 へ伝 え、食 物

を肛 門へ と移動 させ る蠕動 運動 を行 う。今世 紀の初 めベイ リス とス ター リング

は この蠕動運動 が平滑筋層 の神 経ネ ッ トワー クによって制御 され てい る とい う
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ことを明 らか と した。 しか しなが ら、神経 系 を切 断 して もなお消化 管平滑筋は

リズ ミカル に収縮 運動 を行 う。消化管平滑筋の膜電位 はslow waveと 呼 ばれ る周

期的 な変動 を示 し、これが 自動能 と呼 ばれ る リズ ミカルな収縮運動 につ ながる。

消化管 平滑筋層 内にはカハール の介在 細胞(ICC)と 呼ばれ る間質細胞 がネ ッ ト

ワー クを形成 してお り、 このICCを 遺伝 的 に、 も しくは薬剤 を用 いて欠損 させ

たマ ウスではslow waveが 消失す ることか ら、ICCが この律動性 を制御 してい る

と考 え られ てい る(91,157,286,306)。 最近では一部のICCは 神経細胞 と平滑筋

細胞 の間 に介在 して、 コ リン作動性 な どの神経伝 達 による収縮 を調節 す る役割

も果 たす と言われ てい る(ICCの 収縮制御 に関 しては以下の総説 を参照の こ と

(78))。

消 化 管 の 収 縮 を 引 き起 こす ア ゴニ ス トに は 、acetylcholine、5-HT、motilin、

substance P、PGF2α な どが あ げ られ る。 この 中でacetylcholineが もっ と も腸 管 運

動 の 調 節 に重 要 で あ る と考 え られ て い る。Acetylcholineは 副 交 感 神 経 末 端 か ら分

泌 され 、平 滑 筋 細胞 の 主 にM3受 容 体 に結 合 す る こ とで細 胞 の収 縮 を 引 き起 こす

(104,241,312)。 ミオ シ ン軽 鎖(MLC)のSerl9残 基 の 可逆 的 な リン酸化 の調

節 は 、 平 滑 筋 細 胞 の 収 縮 を制 御 す る最 も基 本 的 な機 構 で あ る。 消化 管 平 滑筋 細

胞 で はacetylcholine刺 激 に よ り、ムス カ リン受 容 体 か ら直接 的 、また は筋 小胞 体

か らのCa2+放 出 やKATP channelの 抑 制 に よる脱 分 極 依 存 的 に、nonselective cation

channelやvoltage-dependent L-type Ca2+ channelを 通 した細 胞 外 か らのCa2+流 入 が

引 き起 こ され る(71,72,98,212,213)。 ミオ シ ン軽 鎖 キナ ー ゼ(MLCK)は 細胞

内Ca2+濃 度 の 上 昇 に よ り形 成 され るCa2+-カ ル モ ジ ュ リン(CaM)複 合 体 に よっ

て 活性 化 され 、MLCの リン酸 化 レベ ル の 上 昇 を起 こす(88,110)。 そ の結 果 、 ミ

オ シ ンのATPase活 性 が 上 昇 して 、平 滑 筋 の収 縮 が起 こる と考 え られ て い る。 一

方 、 リン酸 化 され たMLCは 、 ミオ シ ン軽 鎖 ホ ス フ ァ ター ゼ(MLCP)に よっ て

脱 リン酸 化 され る(図2)。

MLCPは38kDaの 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ トで あ るPPIcδ 、130kDaの 調 節 サ ブ ユ ニ ッ

トで あ るMYPTI(MBS:myosin binding subunit)、 お よび 現 在 の とこ ろ機 能 の不

明 な20kDaの 非 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ トで あ るM20の3つ のサ ブユ ニ ッ トで構 成 され
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る(5,101,255,256)。PP1cに はPP1cα1 PP1cα2、PP1cγ1、PP1cy2、PP1cδ の5つ

のisoformが 存在 す るが 、 平 滑 筋 で はPP1cδ が 主 要 な構 成 要素 で あ る と考 え られ

て い る(5)。PP1cδ は直 接MLCに 結合 せ ず 、MYPT1を 介 して基 質 で あ るMLC

と結 合 しそ の脱 リン酸 化 を触 媒 して い る と考 え られ て い る(95,168,209)。

MYPT1のN末 端 側 に はPPIcと の 結 合 部位 とそ の 活性 化 に 関与 す る部 位 が 存 在

す る(70,279)。MYPT1に はThr696やSer853な どい くつ か の リン酸 化 サ イ トが

存 在 す る(以 下MYPTIの リン酸 化 サ イ トはす べ て ヒ トの配 列 に準 じて表 記 す

る)(表1)。MYPT1は 調 節 サ ブ ユ ニ ッ トと してMLCPの 活 性 を制御 す るが 、こ

れ に は これ ら リン酸 化 部位 の リン酸 化 が 関 与 す る。 これ ま でThr696の リン酸 化

がMLCPの 活 性 抑 制 に重 要 で あ る と考 え られ て きた が(56,96)、 最 近Thr853の

重 要 性 も示 唆 され 始 めた(185,199,290,320)。 ま た ア ゴニ ス ト刺 激 後 のMLCP

活 性 の抑 制 機 構 に は 、MYPT1の 他 にCPI-17が 重 要 な 役 割 を果 た して い る。

MYPT1は 主 にRho/ROCKs系 に よ り、CPI-17はRho/ROCKs系 とPKCに よ り活

性 化 され る(120,134,141,188)。

Rhoは 低 分 子 量Gタ ンパ ク質 の一 種 で あ るが 、 低 分 子 量Gタ ンパ ク質 とは分

子 量 が20,000か ら40,000程 度 の 単 量 体 のGDP/GTP結 合 能 とGTPase活 性 を持 っ

た 一 群 の タ ンパ ク質 を指 し、Rhoの ほ か にRas、Rab、Arf、Sar、Ranな どの フ ァ

ミ リー に分 類 され る(273)。Rhoフ ァ ミ リー に はRhoA、Rac1、Cdc42な ど少 な

く とも14の メ ンバ ー が存 在 し、それ らは50%以 上 の相 同性 を保 持 して い る。 こ

の うち ミオ シ ン リン酸 化 収 縮 機 構 に 関 与す る の はRhoAで あ る(77)。RhoAは

GDPが 結 合 す る と不 活 性 型 のRhoA-GDP、GTPが 結 合 す る と活 性 型 のRhoA-GTP

に変 化 す るが 、GDPを 解 離 し新 た にGTPを 結 合 す る交 換 反応 はGEF(GDP-GTP

exchange factor)に よ っ て触 媒 され る。 一 方 でGTP結 合 型 か らGDP結 合 型 へ の

変 換 はGAP(GTPase activating protein)に よ って促 進 され る。 ま たGDP結 合 型

Rh° に はGDI(guanine nucleotide dissociation inhibitor)が 結 合 し、GDPの 解 離 を

抑 制 す る こ とに よ り不 活性 状 態 を維 持 す る と とも に、GDP結 合 型Rhoは 細 胞 膜

か ら遊 離 す る(107)。Gタ ンパ ク質 共 役 受容 体(GPCR)に ア ゴニ ス トが結 合 す

る と、Gα12やGα13に よっ てRhoAが 活性 化 され る(135)。 活 性 化 され たRhoA
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は エ フ ェ ク ター タ ンパ ク質 で あ るROCKs(Rho-associated kinase)に 結 合 し、 こ

れ らを活性 化 す る(99)。

ROCKに は 高 い相 同性 を示 すROCK1とROCK2の2種 類 の ア イ ソフ ォー ム が

存在 し、ROCK1は 脳 を除 く多 くの組 織 、特 に、 心臓 、肺 、骨 格 筋 、 腎臓 な どに

強 く発 現 して い るの に対 して 、ROCK2は 脳 に強 く発 現 して い る(190)。 活 性 化

したRhoは 、ROCKの コイ ル ドコイ ル ドメイ ン のC末 端 側 に あ るRho結 合 ドメ

イ ンに 結合 す る こ とでROCKの 構 造 変 化 を起 こ し、C末 端 領 域 に よ る抑 制 を解

除 してROCKの 活 性 化 を 引 き起 こす と考 え られ て い る(6,60)。 活 性 化 され た

ROCKは 、MYPT1の 主 にThr696を リン酸化 す る こ とに よっ てMLCPの 活 性 を

抑 制 す るだ けで な く(56,115,120)、MLCのSer19やThr18を 直接 リン酸 化 す る

こ とでMLCの リン酸化 レベ ル を制 御 す る可 能性 が 示 唆 され て い る(7,140)。

ア ゴニ ス トが 受容 体 に結 合 す る こ とに よ る3量 体Gタ ンパ クの 活性 化 は 、 ジ

ア シル グ リセ ロール(DG)お よび イ ノ シ トー ル3リ ン酸(IP3)の 産 生 につ なが

るホ ス フ ァチ ジル イ ノ シ トー ル(PIP2)カ ス ケー ドの活 性 化 を起 こす(18,217)。

IP3が 筋 小 胞 体 か らのCa2+の 放 出 を生 じさせCa2+/CaM複 合 体 を介 したMLCKの

活 性 化 を引 き起 こす の に対 して、DGはPKCの 活性 化 を 引 き起 こす。 平 滑 筋 に

お い てPKCを 活性 化 させ るホル ボー ル エ ステ ル は強 力 な 収 縮 作 用 を示 す こ とが

知 られ て い た が(258,259)、 そ の後 の 研 究 に よ りPKC活 性 化 に伴 う収 縮 はMLCP

の 阻害 に起 因 す る こ とが 明 らか に され た(162)。Etoら は このPKCに よ るMLCP

活 性 抑 制 を担 う因 子 と してCPI-17(PKC potentiated inhibitory protein of PP1)を

明 らか と した(52,53)。pKCはCPI-17のThr38リ ン酸 化 を 引 き起 こ し、 この リ

ン酸 化CPI-17がMLCPのPPIcδ と直 接 結 合 し活 性 を阻 害 す る(51,127,141)。

CPI-17の 発 現 は 平 滑 筋 、 血小 板 、 小脳 の プル キ ンエ 細 胞 な どに見 られ 、 心筋 や

骨 格 筋 、 多 くの 非 筋 組 織 での 発 現 は少 な い こ とが知 られ て い る(50,53,308)。

この よ うに平 滑 筋 の 収 縮 機 構 はCa2+/CaM/MLCK系 に よ るMLCKの 活 性 制 御

とCPI。17/MYPTI系 に よ るMLCP活 性 制 御 のバ ラ ンス に よ る複雑 な制 御 を受 け

て い る。
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図1「 春-ブ リマヴ ェーラ」 ボ ッテ ィチ ェ リ

右か ら3番 目が花 と豊穣 と春 の女神 フローラ。時間軸 は右か ら左へ と流れ、青緑

色の風の神ゼ フ ィロス(右 端)が ニ ンフのク ロ リス(右 か ら2番 目)に 求愛 した

ことでク ロリスが女神 フロー ラにな る様子 が描かれ ている とされて いる。中央は

ヴィーナ ス、その左が ヴ ィー ナスの侍従 であ る三美神 、左端が メル ク リウス と

され る。15世 紀 に描 かれ た絵画 の中でも難解 とされ 、その解釈には諸説 ある。
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1-3消 化 管の炎 症 と腸炎モデル

腹痛や下痢 な どの症状 を伴 う軽度 の胃炎 ・腸炎 は誰 もが経験 す る身近な もので

あ る。 一方 で深刻 な腸炎疾 患 と して、医療 の世界 では原 因不明の慢性炎症 であ

るクロー ン病や潰 瘍性 大腸 炎 とい った炎症性腸 疾患(IBD: Innammatory Bowel

Disease)が ある。欧米で は有病率 が100-200人 に1人 とい う一般 的な疾患 であ

るが、 日本 において はまれ な疾患 と して近年 まで あま りな じみの ない もの であ

った。 しか し生活習慣 の欧米化 に伴 い、現在本邦の クロー ン病患者数 は20年 前

の約3千 人か ら約2万5千 人 に、潰瘍性大腸炎患者数 は約1万 人か ら約8万 人

へ と急激 に増加 し大 きな問題 となってい る(b)。 いずれ の疾患 も炎症部 にお け

る活性化T細 胞、単球 ・マ ク ロフ ァー ジな どの集積 が確 認 され、消化 管にお け

る免疫 異常 がそ の病態 において重要 な役割 を果た してい る(223,224)。 しか し

なが らしば しばそ の免疫 反応 には違 いが観 察 され 、一般 的 にクロー ン病 は全腸

性 ・全層性 に起 こ りうるの に対 して、潰 瘍性 大腸炎 の炎 症は大腸 に限局 し、ま

た粘 膜層 の炎症 が強度 で平滑筋層 の炎症 は弱い ことが知 られて いる。 またクロ

ー ン病 において認 め られ る上皮細胞やマ クロファー ジでのIL -12、IL-18発 現増

強 が、潰瘍性 大腸炎で は認 め られ ない(111,171,222)。 潰瘍性大腸炎 では局所 の

自己免疫反応 が 関与 し、結腸上皮 細胞 が抗原 提示細胞 と して機 能す ることや細

胞傷 害性T細 胞 によ る上皮細胞 の傷 害の関与 が報告 され てい る(75,194,326)。

ヒ トが経 口摂 取 に よ り生 命 を維 持す るの に必要 な小 腸 の長 さは、小児 では

30cm、 成 人では50cm以 上 とされ てい る。 これ よ りも短 い場合消化 吸収が十分

では な く、栄養障害 、発 育障害 を引 き起 こす原 因 とな る。小腸移植 は この よ う

な腸管不 全症状 を持 つ短腸症候群(中 腸 軸捻転 、小腸 閉鎖症 、壊死性腸炎 、腹

壁破 裂、上腸間膜動静脈血栓症、 クロー ン病、デスモイ ド腫瘍 、腸癒着症な ど)

や機 能 的不可逆性 小腸不全(特 発 性慢性 偽小腸 閉塞症 、 ヒル シュスプル ング病

な ど)の 患者 に適応 され る(c)。 しか し腸管 には リンパ組 織が多 く存在す るた

め拒絶反応 が引き起 こされやす く、また腸 内細菌 に よる感染症 も起 こりやすい。

さ らに移植 自体 に よ りグラフ トに炎症が 引き起 こされ 、筋層 の肥厚や運動機能
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障害 によ る腸 閉塞 を誘発す ることも問題 とな る(102,245,291)。 また小腸 移植

に 限 らず 開 腹 を 行 う よ うな 手 術 の 際 に 問 題 に な る の が 、 腹 腔 内 の 操 作

(manipulation)の み によって も平 滑筋層 において炎症が 引き起 こ され る とい う

事実 であ る(108,109)。 このmanipulationに よる運動機 能障害、す なわ ち術後イ

レウスは あ らゆ る開腹手術 にお いて 問題 とな るた め臨床的 に非 常に重 要であ る。

他 方畜産の世界で は、消化器 症状 を呈す るウィルス性 お よび細 菌性疾患 に加 え、

多頭飼 育 に伴 うス トレスや感 染症 によ り発生す る消化器障害 が問題 となってい

る。 ウシの ヨー ネ病 は症状 が慢 性的 に推移す るこ とか ら特 に問題 とな るが、近

年そ の発生頭数 が増加 してお り、1997年 以前 は年 間200頭 前後 だった国内発生

頭数 が1997年 以降70O頭 前後 と急増 し、2004年 にはっい に10O0頭 を超 えた(d)。

3.6年 といった長 い潜伏期 のの ちに慢性 の下痢 に よる削痩 、乳量の低 下 といった

症状 を起 こ し、 日本 のみな らず 世界的 にも畜産業 に与 える打撃は大きい。

以 上の よ うな背 景 か ら腸炎 疾患 、特 に慢性腸 炎の メカニズム を解 明す る こと

は非 常 に重 要な課題 であ る。 これ まで腸炎研 究で は消化 管にお ける免疫異常、

特 に粘膜免疫 に着 目 した研 究 が精 力的に行 われて きた。 一方で これ ら慢性腸炎

疾患 では しば しば消化管運動機 能障害が観察 され(35,261,263,302)、 腸内容 の

滞留 な どに よ り腸 内フ ロー ラの乱れ を きたす こ とで、病 態の悪化 を引き起 こす

原 因 とな ってい る(図3)。 近年消化管平滑筋層 に も常在型マ クロファージや 常

在型樹 状細胞な ど固有の免疫系の存在 が明 らか となって きた(58,167)。 また腸

炎 時 には粘 膜層 のみ な らず平 滑筋層 において もサイ トカイ ンの発現上昇 が確認

されて い る(229)。 さ らに炎症性腸 疾患の患者 で も粘 膜層のみ な らず 平滑筋層

においてT細 胞 の分裂像 が確認 され てい る(55)。 したがって腸炎 においては粘

膜 層 の炎 症 のみ な らず平滑筋層 の炎症 も重要 であ る と考 え られ るが、平滑筋層

の炎症 に よる消化 管運動機能 障害 に関す る研究 は遅 れてお り、統 一 された見解

はいまだ得 られ ていない。

消化管 の炎症研 究で はこれ まで様 々な病態モ デルが開発 され用 い られて きた

(表2)(13,22,65,66,73,79,85,133,138,139,155,156,160,164,169,179,180,

208,216,230,234,242,266,270,282,307,315,317,322)。 本研 究では、 この 中で
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急 性腸炎モデル と して主に2,4,6-trinitrobenzen sulfonic acid(TNBS)誘 発回腸炎

モデル を、慢性腸 炎モデル として結腸 炎 自然発症モデル であ るIL-10 KOマ ウス

を使 用 した。TNBS誘 発 回腸炎モデル では、ハプテ ンであ るTNBSを"バ リアブ

レー カー"と な る50%エ タノール溶液 に溶解 させ、腸管管腔 に処置す るこ とに

よ り炎症 を引き起 こす(179)。 粘膜層 の傷害や炎症性細胞 の浸潤 はTNBS処 置

後2時 間 あま りか ら観 察 され 、2-3日 目をピー クと して炎症 の度合 いが減弱 し、

そ の後 平滑筋層の肥厚 な ど慢性腸 炎の症状が数週間持続す る(323)。IL-10 KO

マ ウス はMullerら の グルー プに よって1993年 に作成 され た(138)。 生後12-

20週 齢前後 か ら結腸炎 を 自然発症 し、IL-1βやTNF-α を含 む各種炎症性サイ トカ

イ ンの発現や筋層 の肥厚 な どの症 状 を示 す(17,114)。 また、生存率 の測定 には

DSS(dextran sulfate sodium)誘 発 結腸炎 モデル を使用 した(208)。 このモデル

ではDSS溶 液を 自由飲 水 させ るこ とによ り結腸 に限局 した炎症 を惹起 し、結腸

の短縮 、粘膜 の異形成や リンパ球 の浸潤 が観 察 され る。

1-4腸 炎 時の運 動機 能障害 のメカニズムに関す るこれ までの報告

前述 の よ うに ヒ トや動物 モデル の腸炎 では、 しば しば消化 管の運動機能障害

が認 め られ る。 運動機能 障害の メカニズムに関す る報告 は多 くはな いが、 これ

まで に組織 学的な不全や受 容体 、イオ ンチ ャネル系 な どの機 能学的 な不全が報

告 され てい る。組織学 的には平滑筋細胞 の増殖お よび肥 大(20,181)や 平滑筋

層 にお ける神 経細胞 数の減 少(146,239)が 一 因 と考 え られ る。内在性神経 がダ

メー ジを受 けるこ とは平滑筋細胞 に対す る制御機構 の破 綻に よる平滑筋細胞の

増殖 につ ながる(150)こ とか ら、 この2つ の現象 は密接 に関連 してい るよ うに

みえ る。 さらにはク ロー ン病患者 にお いてICCの 減少や形態変化が確認 され て

い る(225,227)。 機 能学的には平滑筋細胞の静止膜電位 の上昇(31,151)が 報

告 され てい るが、ICCは 平 滑筋細胞 の過 分極 を制御す るこ とが示唆 されてお り、

炎症 時のICCの 傷害 ・減少 が平滑筋 細胞 の脱分極 に関与 してい る可能性 が考 え

られ る。
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Jadcherlaら は イ ヌ の腸 炎 モ デル を用 い た検 討 で 、 正 常時 のcarbachol収 縮 や 自

発 性 収 縮 はM3受 容 体 に よ って 制御 され て い るの に対 して 、炎 症 時 には 収縮 力 の

減 弱 が み られ る と と もに 、M2依 存 的 な収 縮 の 割 合 が増 加 す る と報 告 して い る

(104)。 またL-type Ca2+ channelの 不 全 に よ るCa2+ currentの 低 下(122,148)

やKATp channelの 活 性 化(2,105)な どのイ オ ンチ ャネ ル 系 の不 全 も炎 症 時 の運

動 機 能 障 害 に 関与 す る(腸 炎 に よ る受 容 体 ・イ オ ンチ ャネ ル 系 の不 全 に つ い て

は 以 下 の 総 説 を参 照 の こ と(159))。

1-5腸 炎 とIL-1

サ イ トカ イ ンは 免 疫 系 の 調 節 にお い て 中心 的 な役 割 を果 た して い る。 消化 管

な ど局 所 に お け る免 疫 反 応 は、 炎 症 を促 進 す る と考 え られ て い る炎 症 性 サイ ト

カ イ ン(IL-1β,IL-8,IL-12,TNF-α な ど)と 、炎 症 を抑 制 す る と考 え られ て い る こ

れ らの サ イ トカ イ ン に対 す る内 因 性 の ア ン タ ゴニ ス ト(IL-1Ra,sTNFRな ど)や

抗 炎 症 性 サ イ トカ イ ン(IL-4,IL-10,IL-13な ど)の バ ラ ンス に よ って決 定 され る。

IL-1βは 単 球 ・マ ク ロ フ ァー ジ 、好 中球 、 上皮 細 胞 や 平 滑筋 細胞 な ど、様 々 な細

胞 か ら産 生 され 、 そ の ア ン タ ゴニ ス トで あ るIL-IRaはIL-1β と同 じ細胞 か ら産

生 されIL-1β の作 用 に拮 抗 的 に働 く(45)。 炎 症 性 腸 疾 患 の 患者 で は 、炎 症 の 度

合 い と末 梢 血 中の リンパ 球 のIL-1β 産 生 レベ ル が 相 関 して い る こ とが 知 られ て

い る(191)。 腸 炎 時 に はIL-1とIL-1Raの バ ラ ンス が崩 れ 、IL-1優 位 な状 況 が 生

まれ る(8,27)。 また 、 急性 お よび 慢 性 の 腸 炎 で は、 粘膜 層 だ け で な く筋 層 で も

しば しばIL-1β の発 現 の 上昇 が認 め られ る(116,118,229,303)。 この こ とか ら炎

症 性 腸 疾 患 にお い て は 、粘 膜 層 の 上 皮 細 胞 や マ ク ロ フ ァー ジ か らだ けで な く、

筋 層 の マ ク ロ フ ァー ジ も しくは平 滑 筋細 胞 自身 か らもIL-1β が 産 生 され 、収縮 能

に影 響 して い る可 能 性 が 考 え られ る。 こ の よ うな観 点 か ら、 平 滑筋 収 縮 に対 す

るIL-1β の 急 性 作 用 に つ い て の研 究 が な され て い る。数 時 間 とい っ た短 期 的 な 作

用 で は 、IL-1βはacetylcholineやnorepinephrineの 放 出 を抑 制 す る こ とが知 られ て

い る(92,158)。 このIL-1β に よ るacetylcholine放 出抑 制 はLIF(Leukemia Inhibitory
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Factor)を 介す る(298)。 これ らの現象 は平滑筋収縮 を減弱 させ る と考 え られ る

が、一方でIL-1β はsubstance Pの 放 出を増強す る(94)と の報告 もあ り、さらに

IL-1βとIL-6を 空腸 平滑筋組織 に作 用 させ る とPGE2産 生 を介 してnorepinephrine

放 出の抑制 を引 き起 こす(231,232)こ とか ら、その作用 は複雑で ある。 しか し

Aubeら は ラ ッ ト消 化 管 平 滑 筋 組 織 に対 してIL-1β を数 時 間 処 置 す る と、

acetylcholine刺 激 による収縮力 が減弱す るこ とを報告 してお り、総合 的 には消化

管運動 を抑制す る方 向に作用す る と考 え られ る(10)。 またIL-1βお よびIL-6を

in vivoで 投 与す る ことで急性腸炎 を引 き起 こ したモデル で もcarbachol収 縮 の減

弱が観 察 され てい る(195)。 しか しなが らこれ らの報 告はすべ て短期 的な作用

を検討 した もので、実際 の慢性腸疾患 では平滑筋 が長期 間にわたってIL-1β に暴

露 され る と考 え られ る。す なわち平滑筋 に対す るIL-1βの、よ り長期的な作用 を

検討す る必要が あるが、そ のよ うな検討 はこれ までな され ていない。

前 述 のよ うに機 能学 的な運動機能 障害の一方 で、平滑筋細胞 の増殖や肥 大に

よる平滑筋層の肥厚 な ど組 織学的 な変化 も運動機 能障害の一因 となる。IL-1βは

様 々な細胞 に対 して増殖作用 を示す ことが知 られ てお り(44)、 消化管平滑筋細

胞 において も単離平滑筋細胞(62,83)、 株化細胞(211)でIL-1β の増殖促進 作

用 が報 告 されてい る。したが って腸炎時の消化 管平滑筋層 の肥厚 に対 して、IL-1β

は病態 を促進 す る方 向 に作用す る と考 え られ るが、その詳細 につ いての検討 は

な され てい ない。

1-6研 究 目的

消化管 平滑筋層 が炎症 性サ イ トカイ ンに長期 間暴露 され る ことで平滑筋 細胞

自身 に機 能異常 を きたす との仮説 の上、特 に炎症性 サイ トカイ ンの代 表であ る

IL-1βを中心 と した 『消化 管運動機 能障害 の分子機構』 を解 明す る ことを 目的 と

した。本研 究 は、消化管平 滑筋細胞の収縮機能 な らび に増殖 ・肥 大に対す る作

用の2部 構成 となってい る。
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図3慢 性の腸炎では消化管の運動機能障害が腸内フローラの乱れなど

をきたす ことで、炎症の悪循環を引き起 こす原因となっている。
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表2腸 炎モデル
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第2章 実験材料および実験方法

第2章 実 験材 料 お よび 実 験 方 法

2-1実 験 材 料

オ ス のWistarラ ッ ト(200-250g)、C57BL/6Jマ ウス(20-30g)、Balb/cマ ウス

(20-30g)はCharles River Japanよ り購 入 した。IL-1α/βknock out(以 下KO)マ

ウス(20-30g)お よびTNF-αKOマ ウス(20-30g)は 、 そ れ ぞ れ東 京 大学 医科

学 研 究 所(岩 倉 洋 一 郎 教 授)と 動 物衛 生研 究所(百 渓 英 一 チ ー ム長)よ り提 供

を受 け 、 当研 究 室 に お いて 繁 殖 させ た。IL-10 KOマ ウス は味 の 素株 式 会社 よ り

提 供 して い た だ い た 。

2-2組 織 培 養 法

東京大 学動物実験 実施 マ ニュアル に従いマ ウスお よび ラ ッ トを麻酔 したのち、

頚動脈 を切断 して放 血致死 させ た。70%エ タ ノール で腹部 を消 毒 したの ちに開

腹 し、 回盲部 か ら上部約10cmの 回腸部 を無菌的 に摘 出 した。滅菌 したHanks

溶液 中で摘 出 した回腸か ら脂肪組 織お よび結合組織 を除去 し、筋層 方向 に切 断

したの ち、粘膜層 か ら筋層 を剥離 した。 剥離 した筋層 を無 血清Medium 199(M

199)を 培養液 と して、各薬物 存在下で37℃ に保 った5%CO2イ ンキュベー タ

ー 内で1 -7日 間培養 した。培養 液 は毎 日交換 した。なお 、必要な器具 は全 て滅菌

して用 いた。

2-3消 化 管平滑筋細胞単離培養法

消化 管平滑筋細胞 単離培養法 は基本的 にpapainお よびcollagenaseを 用いたShi

らの方法(250)に 従 った。組織培養法 の項(2-2)と 同様 にラ ッ トか ら回腸部 を

無菌 的 に摘 出 し、滅菌 したHanks溶 液 中で平滑筋層 を剥離 した。 剥離 した筋層

を約5mmx5mmの 大 きさに細 断 し、Ca2+/Mg2+ free Hanksに 移 したのち、37℃

で15分 間 イ ンキ ュベ ー トした。 遠心 し上清 を取 り除いたの ち、2mg/ml(45.4
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U/ml)papain、2mM DTTを 含 むCa2+/Mg2+free Hanks溶 液 で 約10分 間37℃ で

イ ン キ ュベ ー ト した 。さ ら に 遠 心 して 上 清 を 取 り除 い た の ち 、2mg/ml(608U/ml)

collagenase type II、0.1 mg soybean trypsin inhibitorを 含 むCa2+/Mg2+free Hanks溶

液 で30-40分 間31℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト した 。 遠 心 しCa2+/Mg2+free Hanks溶 液

に よ る 洗 浄 と 、 遠 心 に よ る 上 清 の 除 去 を 繰 り返 した の ち 、Ca2+/Mg2+free Hanks

溶 液 で40分 間37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト した 。Sigma Screen 40で 組 織 液 を ろ 過 し、

ろ液 を 遠 心 した の ち10%FBS含 有DMEMを 培 地 と して 懸 濁 し 、60mm dishに

移 して1日 培 養 した 。 翌 日培 地 を 交 換 し、 そ の 後 は3日 お き に 培 地 交 換 を 行 っ

た 。

2-4腸 炎モデル動物 の作成

TNBS誘 発 回腸炎モデルの作製 では、東京大学動物実験実施マ ニュアルに従い

マ ウスお よび ラ ッ トを全身麻酔 し、腹部 を剃毛 した。70%エ タ ノール で腹部 を消

毒 したの ち正 中線 に沿 って開腹 し、盲腸お よび 回腸 部 を体表面 に露 出 させ た。

盲腸 か ら1cmお よび5cm遠 位 の回腸 を ク リップ し、 ク リップ間の回腸腔 に

TNBS(Trinitrobenzenesulphonic acid:溶 媒は50%エ タノール含 有生理食塩水)を

100mg/kgで 注入 した。モ デル の対照 と して同容 量溶媒 のみ を注射 した動物 を上

記 の方法で作成 した。

DSS誘 発結腸炎モデル の作製 では、4%のDSSを 蒸留水(以 下DW)に 溶解 し、

自由飲 水で5日 間投与 した。その後 、DWを7日 間与 える ことでその間の生存率

を測 定 した。

2-5組 織学 的検討

2-5-1HE染 色

摘 出 後 お よび 培 養 後 の 回腸 標 本 を10%中 性 ホル マ リン緩 衝 液(formalin neutral

buffer solution)で24時 間 、20℃ で浸 漬 し固定 した。そ の 後 、組 織 を水道 水 で1
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時 間流 水 洗 浄 し、70%、80%、90%、100%の 各 濃 度 の エ タ ノー ル に順 次処 置 して

脱 水 し、100%ト ル エ ンで 処理 して エ タ ノー ル を除 去 した。 さ らに100%ト ル エ

ン を パ ラ フ ィ ン に置 換 して 、 パ ラ フ ィン包 埋 した 。 パ ラ フ ィ ン包 埋 した 組 織 を

ミク ロ トー ム で4μmの 厚 さに薄 切 した。 薄 切標 本 は 、100%、90%、80%、70%

の 各 濃 度 のエ タ ノー ル で順 次 処 置 して脱 パ ラ フ ィ ン し、hematoxylin溶 液 で 染 色

した 。流 水 洗 浄 の の ち 、薄 切 標 本 をeosin溶 液 で染 色 し、70%、80%、90%、100%

の 各 濃 度 の エ タ ノー ル で 順 次 処 置 して 脱 水 後 、 キ シ レン で処 置 して エ タ ノール

を除 去 した。 そ の後 ダ イ アテ ックス を滴 下 し、 カバ ー ガ ラ ス で封 入 した の ち 、

光 学 顕微 鏡 を用 いて 観 察 した。

2-5-2免 疫 組 織 化 学 染 色

2-5-2-1組 織 固定

免 疫 染 色 に用 い る抗 体 に よっ て4%パ ラホル ム アル デ ヒ ド(paraformaldehyde、

PFA)固 定 液 か 、 ザ ン ボ ニ 固 定 液(15%飽 和 ピ ク リ ン 酸 水 溶 液 、2%

paraformaldehyde、0.15 M phosphate buffer)を 用 い て標 本 を 固定 した。

各 種 動 物 か ら組 織 培養 の 項(2-2)と 同様 に回 腸 を摘 出 し、 そ の ま ま薄 切 標 本

にす る場 合 は腸 管 を約5mmの 長 さに切 断 し、筒 状 の ま ま で 固 定液 に浸 漬 して 固

定 した 。 組 織 培 養 後 薄 切 標 本 にす る場 合 は 、培 養 組 織 を シ ー ト状 の ま ま固 定 液

に浸 漬 して 固 定 した。 ホ ール マ ウ ン ト標 本 の場 合 は 、腸 管 を約2cmの 長 さに切

断 した の ち、腸 間膜 に沿 って 切 開 し粘 膜 を除 去 した筋 層 を1.2倍 ほ ど伸 展 させ て

シ リコ ン ゴ ム に針 で4隅 を固 定 し、 固定 液 に浸 漬 して 固定 した。4%PFA固 定 液

に よ る固 定 は、 薄 切 標 本 の 場 合24時 間 、20℃ で行 い 、 ホー ル マ ウン ト標 本 の

場 合10分 間 、20℃ で行 っ た。 ザ ンボ ニ 固 定液 に よ る固 定 は、 薄切 標 本 の場 合

24時 間 、20℃ で行 い 、ホー ル マ ウ ン ト標 本 の場 合20分 間 、20℃ で行 った。 そ

の 後PBSで 固 定 液 を洗浄 し、4℃ のPBSで 保 存 した。
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2-5-2-2酵 素抗 体 法(ABC法)に よ るPCNA免 疫 染 色

4%PFA固 定 液 で 固定 しパ ラ フ ィ ン包 埋 して作 製 した薄 切 標 本 を、キ シ レンお

よび エ タ ノー ル で脱 パ ラ フ ィ ン したの ち 、PBSで 洗 浄 後 標 本 に存 在 す る内在 性

ペ ル オ キ シ ダー ゼ 活 性 を 阻害 す るた めに 、1%の 過 酸 化 水 素 水 を含 む メ タ ノー ル

で10分 間 処 理 した。そ の 後 再 びPBS洗 浄 を行 っ た の ち、プ レパ ラー トをDW中

に入 れ 、 電 子 レン ジ で約8分 間 熱 した 。 室 温 に戻 した の ちに5%ス キム ミル ク

含 有PBSで30分 間 、37℃ で処 置 す る こ とに よ り抗 体 の非 特 異 的 な結 合 を防 い

だ。1次 抗 体 にはanti PCNA mouse IgGを5%ス キ ム ミル ク含 有PBSで 希 釈

(1:50)し て1晩 、4℃ で処 置 した。翌 日PBSで 洗 浄 後biotin conjugated anti mouse

IgGを ス キ ム ミル ク含 有PBSで 希 釈(1:200)し て30分 間 、37℃ で処 置 した。

さ らにPBSで 洗 浄 後Strept AB complexを30分 間 、37℃ で 処置 した。 再 びPBS

で 洗 浄 後0.3%過 酸 化 水 素 お よび0.02%3-3'-diaminobenzidine(DAB)を 含 むTris

bufferを 処 置 して 、褐 色 の発 色 を確 認 後Tris bufferに よ り発 色 を停 止 させ た。 そ

の 後 、 薄 切 標 本 をMethylgreen(pH4.0:0.5%(w/v))で30分 間 、20℃ で 処置

し核 染 色 を行 っ た。

2-5-2-3酵 素抗 体 法(ABC法)に よ るBrdU免 疫 染 色

組 織 培 養2日 目にBrdU(5-bromo-2'-deoxyuridine)を20μMで 処置 した。培 養

3日 目に培 養液 を3回 程 度 交換 す る こ とで 余 分 なBrdUを 除去 した の ち、標 本 を

組 織 固 定 の 項(2.5-2-1)の よ うに4%PFA固 定 液 で 固定 しパ ラ フ ィ ン包 埋 し薄 切

標 本 を作 製 した。 そ の 後 、 酵 素 抗 体 法(ABC法)に よ るPCNA免 疫 染 色 の項

(2-5-2-2)と 同 様 の処 理 を行 って 染 色 を行 っ た。 た だ し、1次 抗 体 と してanti

bromodeoxyuridine mouse IgG(1:50)を 、2次 抗 体 と してbiotin conjugated anti-mouse

IgG(1:200)を 用 い た。
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2-5-2-4蛍 光 抗 体 法

固 定 した ホ ー ル マ ウ ン ト標 本(COX-2は ザ ン ボ ニ 固 定 液 、iNosは4%PFA固

定 液 で 固 定)をPBSで 洗 浄 後 、0.3%Triton X100含 有PBSを1時 間 、20℃ で 処

置 した 。そ の 後1次 抗 体 と してanti COX-2 rabbit IgG(1:50)、anti iNOS rabbit IgG

(1:1000)ま た はanti rat resident macrophage(ED2) mouse IgG(1:500)を5%ス

キ ム ミル ク含 有PBSで 希 釈 して1晩 、4℃ で 処 置 した 。 翌 日PBSで 洗 浄 した の

ち 、COX-2お よ びiNOS抗 体 に 対 して はTexas Red conjugated anti rabbit IgG

(1:500)、ED2抗 体 に 対 して はAlexa 488 conjugated anti mouse IgG(1:500)を2

次 抗 体 と して1時 間 、20℃ で 処 置 した 。標 本 をPBSで 洗 浄 後 ス ラ イ ドグ ラ ス の

上 に 載 せ カ バ ー グ ラ ス で 封 入 後 、 直 ち に 共 焦 点 レー ザ ー 顕 微 鏡(Carl Zeiss Co.,

Ltd.LSM510)を 用 い て 観 察 した 。

2-6張 力 測 定 法

2-6-1標 本 お よ び 栄 養 液

特 に 断 りの な い場 合 は 回腸 筋 層 を縦 走 筋 方 向 に切 断 した標 本 を 用 い て 実験 を

行 った 。正 常 栄養 液 の 組 成 を以 下 に示 す(mM);NaCl 136.9、KCl5.4、CaCl2 1.5、

MgCl 21.0、NaHCO3 23.8、glucose5.5、ethylenediaminetetraacietic acid(EDTA)0.01。

等 張 性 高濃 度K+液(72.7mM)は 、NaClを 同 じ濃 度 のKCIと 置 換 す る こ とに よ

り作 成 した。 これ らの栄 養 液 は37℃ に保 ち 、95%O2と5%CO2の 混 合 ガス を

通 気 してpHを7.4に 保 っ た。

2-6-2張 力 測 定

正 常栄 養 液 を満 た した容 量10mlま た は20mlの マ グヌ ス 管 中で 、長 さ5mm,

幅3mmの 標 本 の 一 方 をホ ル ダ ー で 固 定 し、も う一 方 をひ ず み圧 トラ ンスデ ュー

サー に接 続 して 、 標 本 を 固 定 した 。 そ の 後 、 標 本 に ラ ッ トの 場合 は10mN、 マ
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ウス の場 合 は5mNの 静止 張 力 を負 荷 して 、発 生 す る収縮 張力 を等 尺 性 に測 定 し

記 録 した。 実験 は 高 濃度K+(72.7mM)を 繰 り返 し投 与 し、収 縮 が一 定 に な っ

た の ち に開 始 した 。 張 力 測 定 終 了後 、組 織 の 重 量 を測 定 した。 得 られ た絶 対 張

力 はmN/mm2(cross section area)で 表 した。

2-7MLC/CPI-17/MYPT1リ ン酸化 量 測 定法

2-7-1標 本 作成 お よび タ ンパ ク質 抽 出

張 力 測 定 法 に 示 した よ うに標 本 を作 成 しホ ル ダー に 固 定 した の ち に 、正 常 栄

養 液 中 に入 れ 、10mN静 止 張 力 の も とで 、 高濃 度K+(72.7mM)を 繰 り返 し投

与 し、 収縮 が 一 定 に な った の ち に 、 高濃 度K+(72.7mM)ま た はカ ル バ コー ル

(1pMま た は10pM)を30秒 間 処 置 した。 処 置 後 、標 本 を 直 ち に10mM

dithiothreitol(DTT)、10mM sodium thioglycolateお よび10%(w/v)trichloroacetic

acid(TCA)の 入 っ た ドライ ア イ ス ・ア セ トンで 凍 結 し、低 温 室 で徐 々 に解 凍

した 。 培 養 後 の 回 腸 筋層 標 本 を液 体 窒 素 で 急 速 に凍 結 した。 次 に液 体 窒 素 で冷

却 したテ フ ロ ンチ ュ ー ブ に凍 結 した標 本 を タ ン グ ス テ ン ボー ル と と もに入 れ 、

振 盟組 織破 砕機 に よ っ て10秒 ×3回 振 盤 し粉 砕 した。 そ の後 水 飽 和 エ ー テル で

数 回 洗 浄 し、直 ち に タ ンパ ク抽 出溶 液 を200μl加 えて 、 タ ンパ ク質 を変性 ・可

溶化 した 。抽 出溶 液 に は以 下 の組 成 の もの を用 い た(MLC:10mM DTT、8M Urea、

20mM Tris、23mM glycin(pH8.6)。CPI-17、MYPT1:60mM b-glycerophosphate、

0.5%Nonidet P-40、0.2%SDS、100mM NaF、1mM Na3VO4、2mM EGTA、50mM

Tris-HCl(pH8.0))。

2-7-2リ ン酸化MLCの 検 出

8-12μgの タ ンパ ク質 を グ リセ ロー ル ポ リア ク リル ア ミ ドゲル で泳 動 し、分 離

した の ち 、PVDF膜 へ電 気 泳 動 的 に 転 写 した。そ の後 、室 温(22-25℃)でPVDF

膜 を 、5%ス キ ム ミ ル ク を 加 え た0.05% tween含 有 リ ン 酸 緩 衝 液
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(phosphate-buffered saline;PBS)で1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 処 置 して か ら、1次 抗 体

と してpolyclonal rabbit anti-bovine tracheal MLC antibody(1:1000)を4℃ で1晩

処 置 した 。 翌 日PBS-Tweenで 洗 浄 後 、2次 抗 体 と して ラ ッ-トの 場 合 はalkaline

phosphatase conjugated anti-rabbit IgG(1:1000)、 マ ウ ス の 場 合 はHRP conjugated

anti-rabbit IgG(1:1000)を 室 温(22-25℃)で1時 間 、 処 置 した 。 そ の 後 ラ ッ ト

の サ ン プ ル はalkaline phosphatase染 色 に よ っ て 、 マ ウ ス の サ ン プ ル はECL+を 用

い て バ ン ドを検 出 した 。結 果 はMLCの バ ン ド濃 度 を100と して 、リ ン 酸 化MLC

の バ ン ド発 現 量 を そ の 比 率 と して 表 した 。

2-7-3リ ン 酸 化CPI-17/MYPT1の 検 出

各 標 本 共20μgの タ ン パ ク 質 をSDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル で 泳 動 し分 離

した の ち 、PVDF膜 へ 電 気 泳 動 的 に 転 写 した 。 そ の 後 、室 温(22-25℃)でPVDF

膜 を5%ス キ ム ミ ル ク を 加 え た0.05%Tween含 有 リ ン 酸 緩 衝 液

(phosphate-buffered saline; PBS)で1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 処 置 して か ら 、anti

p-CPI-17(Thr38)goat IgG(1:250)ま た はanti p-MYPT1(Thr696)goat IgG(1:1000)

で1晩 、4℃ で 処 置 した 。そ の 後PBS-Tweenで 洗 浄 し、2次 抗 体 を リ ン酸 化CPI-17

に 対 して はbiotin conjugated anti goat IgG(1:1000)を 、 リ ン酸 化MYPT1に 対 し

て はalkaline phosphatase conjugated anti goat IgG(1:1000)を1時 間 、室 温(22-25℃)

で 処 置 した 。リ ン酸 化CPI-17に 関 して は2次 抗 体 の の ち 、さ らにStreptavidin HRP

(1:1000)を1時 間 、 室 温(22-25℃)で 処 置 して か らECL+で バ ン ドを 検 出 し

た 。 リ ン 酸 化MYPTIは そ の ま まalkaline phosphatase染 色 で バ ン ドを 検 出 し た 。

結 果 は 、照 準 と な る タ ンパ ク 質 の バ ン ド濃 度 を100%と して 、各 種 タ ー ゲ ッ トの

タ ン パ ク 質 バ ン ド濃 度 を そ の 相 対 値 で 表 した 。
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2-8ス キ ン ドフ ァ イ バ ー 実 験 法

2-8-1α-toxin脱 膜 化 標 本 お よ び 溶 液

定 法 に 従 っ て 、筋 層 標 本 に80μg/mlのStaphylococcus aureus α-toxinを30分 間

処 置 し脱 膜 化 標 本 を 作 成 した(126,200)。Ca2+-freeのrelaxing solutionは 以 下 の

組 成 の も の を 用 い た(7.1mM Mg2+-dimethanesulphonate(MgMs2)、108.0mM

KMs、5.9mMATP、2.0mM creatine phosphate、20.0mM PIPES、2.0mM EGTA、

10u/ml creatin phosphokinase(CP)、carbonyl cyanide 1μM p-trifluoromethoxy

-phenylhydrazone(FCCP) 、1μg/ml E-64(pH6.8))。Ca2+溶 液 はFabiatoら の 方

法(54)に 従 いrelaxing solutionに 適 当 な 量 のCaMs2を 加 え る こ とで 作 成 した 。

2-8-2 α-toxin脱 膜 化 標 本 の 張 力 測 定

標 本 に1mNの 静 止 張 力 を負 荷 して 、発 生す る収 縮 張 力 をひ ず み圧 トラ ンスデ

ュー サ ー で 等 尺性 に測 定 し記 録 した。実 験 はpCa5のCa2+溶 液 を繰 り返 し投 与 し、

収縮 が 一 定 にな った の ち に開 始 した。pCa6のCa2+溶 液 で収 縮 を 引 き起 こ し、収

縮 力 を 測 定 した の ち にCa2+-free溶 液 で 弛緩 させ た。 そ の後carbachol(10μM)

とGTP(100μM)を 同 時 に 、GTPγS(100μM)も し く は12-deoxyphorbol

13-isobutyrate(DPB;10μM)を 単 独 で5分 間処 置 し、再 びpCa6のCa2+溶 液 で収

縮 を引 き起 こ した 。 各 々 の相 対 張 力 をpCa4.5に よる収 縮 力 を100%と して算 出

した 。pCa4.5に よ る絶 対 張力 は 、張力 測 定終 了後 組 織 の表 面 積 を測 定 し、mN/mm2

(surface area)を 単位 と して 表 した 。

2-8-3β-escin脱 膜 化 標 本 の収 縮 力 測 定 お よび 溶 液

ラ ッ ト回腸 平 滑筋 組 織 を0.5mm×0.5mmの 大 き さに切 断 し、縦 走 筋 方 向 に

ひず み 圧 トラ ン スデ ュー サー に結 び付 け、収 縮 力 が安 定 す るま で高 濃 度K+溶 液

で収 縮 させ た。そ の 後pCa6.3のCa2+溶 液 を処 置す る こ とで 一過 性 の収 縮 を引 き

起 こ し、弛緩 した の ち に20pMの β-escinを 処 置 した。β-escinに よっ て細 胞 が脱
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膜 化 され る こ と で 引 き起 こ さ れ る 収 縮 が プ ラ トー に 達 した の ち 、Ca2+-free溶 液

を 処 置 した 。Ca2+-free溶 液 を 数 回 交 換 した の ち 、pCa6.3のCa2+溶 液 で 収 縮 を 引

き 起 こ した 。10分 後 、対 照 と してnormal rabbit IgG(Santa Cruz)とnormal goat IgG

(Santa Cruz)を 、CPI-17活 性 を 抑 制 す る た め に 抗Thr38リ ン酸 化CPI-17抗 体

(goat IgG; Santa Cruz)を 、MYPTI活 性 を 抑 制 す る た め に抗Thr696リ ン 酸 化

MYPT1抗 体(goat IgG; Santa Cruz)と 抗Thr853リ ン酸 化MYPTI抗 体(rabbit IgG;

UpState)を20分 間 処 置 し た 。 抗 体 処 置 の 際 は5分 お き に 溶 液 を 混 合 した 。 抗 体

の 濃 度 は 各 々1:200と した 。 そ の 後carbachol(1μM)とGTP(100μM)を 処 置

す る こ と でCa2+感 受 性 の 増 大 を 測 定 した 。最 後 にpCa4.5のCa2+溶 液 で 収 縮 を 引

き 起 こ した 。相 対 張 力 はpCa6.3に よ る収 縮 力 を100%と して 算 出 し た 。Ca2+-free

溶 液 は 以 下 の も の を 用 い た(74.1 mM potassium methanesulfonate、7.31mM

magnesium methanesulfonate、5.1 mM ATP、1mM EGTA、10mM creatine phosphate、

30mM PIPES)。 β-escin処 置 以 降 のpCa6.3溶 液 、pCa4.5溶 液 お よ びpCa6.3刺 激

直 前 のCa2+-free溶 液 に はcalmodulin(1μM)を 加 え た 。

2-9タ ン パ ク 質 発 現 量 測 定 法

2-9-1タ ンパ ク質抽 出

組 織標本 は液体窒 素で急速 に凍 結 したの ち、液 体窒素 で冷却 したテ フロンチ

ュー ブに タングステ ンボール とともに入れ、振塗組 織破砕機 によって10秒 ×3

回振盪 し粉砕 した。 その後 直 ちにタンパ ク抽 出溶 液 を適量加 えて、 タンパ ク質

を変性 ・可溶化 した。 こ うして得 たホモジネ ー トを4℃ 、15,000gで15分 間遠

心 したのち、上清 を採取 した。タンパ ク質抽 出液は以下の組成 の ものを用 いた。

α-actin、MLC:8M Urea、50mM Tris-HCl、500mM KCl、1mM EGTA。RhoA、

ROCK1, ROCK2: 20 mM Tris-HC1, 50 mM KCl, 1mM EGTA. MLCK, PP1 : 50

mM Tris-HCl, 500 mM KCl, 1 mM EGTA. CPI-17, MYPT1, calponin, COX-2,

iNOS : 60 mM b-glycerophosphate, 0.5% Nonidet P-40, 0.2% SDS, 100 mM NaF,
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1mM Na3VO4、2mM EGTA、50mM Tris-HCl(pH8.0)。 以 上 の 抽 出 液 に 酸 化 防

止 剤 と して1mM DTTを 、プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 と して1mM phenylmethylsulfonyl

fluoride(PMSF)、1mM benzamidine、10μg/ml leupeptin、10μg/ml aprotininを 混

合 し た も の 、 も し く は 市 販 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル(Roche Complete)を

加 え た 。 タ ンパ ク 質 濃 度 は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を ス タ ン ダ ー ドと し てBradford

法 も し く はLawry法 を 用 い て 測 定 し た 。

2-9-2Western Blotting法

各 標 本 共 、タ ンパ ク質 をSDSポ リア ク リル ア ミ ドゲル で 泳 動 し分 離 した の ち 、

PVDF膜 へ 電 気 泳 動 的 に転 写 した。 そ の 後 、室 温(22-25℃)でPVDF膜 を5%

ス キ ム ミル クを加 えた0.05%tween含 有 リン酸 緩 衝 液(phosphate-buffered saline;

PBS)で1時 間 ブ ロ ッキ ング処 置 して か ら、各 々1次 抗 体 を表3の 希 釈 濃 度 で1

晩 、4℃ で 処 置 した。そ の 後PBS-tweenで 洗浄 し、2次 抗 体 を表3の 希釈 濃 度 で

1時 間 、室 温(22-25℃)で 処置 した。2次 抗 体 と してalkaline phosphatase conjugated

の抗 体 を使 用 した もの はalkaline phosphatase染 色 で 、biotin conjugatedの 抗 体 を

使 用 した もの の うちMLCはABC法 で 、そ の他 の もの は さ らにStreptavidin HRP

(1:1000)を1時 間 、 室 温(22-25℃)で 処 置 して か らECL+で バ ン ドを検 出 し

た。HRP conjugatedの 抗 体 を使 用 した もの はそ の ま まECL+で バ ン ドを検 出 した。

結 果 は 、照 準 とな る タ ンパ ク質 のバ ン ド濃 度 を100%と して、各 種 ター ゲ ッ トの

タ ンパ ク質 バ ン ド濃 度 をそ の相 対 値 で表 した。

2-10 RT-PCR法

2-10-1 mRNAの 抽 出

摘 出 した標 本 も しくは組 織 培 養 した 標 本 にTrizol Reagentを1ml加 えた。

Polytron PT2000で 細 胞 を破 砕 後10分 間静 置 し、0.2mlの ク ロ ロホル ム を加 えて

良 く撹 拌 し2-3分 間 静 置 した。 これ を15,000rpm、4℃ 、15分 間遠 心 し、上 清 を
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別 の チ ュー ブ に移 し替 え 、イ ソプ ロ ピル アル コール を0.7ml加 えて 撹 拌 し10分

間静 置 した 。 そ の 後15,000rpm、4℃ 、15分 間遠 心 してmRNAを 沈 殿 させ た。

上 清 を除 去 した の ち80%エ タ ノー ル を加 え 、チ ュー ブ の壁 に付 着 したmRNAを

剥 が し遠 心 した の ち 、80%エ タ ノー ル を除 去 した。 得 られ たmRNAはDEPC処

理 水 に溶 解 し、RNAサ ンプル と した。 サ ンプル の 一部 の260nmお よび280nm

の 吸 光度 を分 光 光度 計 で 測 定 し、この 比 をRNAサ ン プル へ の タ ンパ ク質混 入 の

指 標 と した。 ま たRNAサ ン プル お よびDEPC処 理 水 の260nmの 吸 光 度 を測 定

す る こ とでRNAサ ン プル のRNA濃 度 を求 め 、1μg/plも しくは0.5μg/μlに な る

よ うに希 釈 して調 整 した。

2-10-2半 定 量 的RT-PCR

前項 で 調 整 したRNAlpgを 鋳 型 に逆 転 写酵 素(AMV reverse transcriptase XL)

とrandom primerを 用 い て 逆 転 写 反応 を行 った。逆転 写反 応 はPCR thermal cycler

を用 い て30℃ で10分 間 、55℃ で45分 間 、99℃ で5分 間行 っ た。 これ に よ

りcDNAサ ン プル を得 た。

次 に 上 記 で得 られ たcDNAサ ンプル に つ い て各 種 ター ゲ ッ トに対 す るプ ライ

マ ー(表4)とTaq DNA polymeraseを 用 い てPCRを 行 った 。PCR反 応 は最 初 に

95℃ で10分 間 プ レ ヒー トを行 っ た の ち 、94℃ で40秒 間(熱 変 性)、 各 々の プ

ライ マ ー に適 した 温 度(表4)で60秒 間 、72℃ で90秒 間(伸 長)を1サ イ ク

ル と して行 っ た。 サ イ クル 数 につ い て は 表4を 参 照 の こ と。

得 られ たPCR産 物 は20μlあ た り5μlのloading bufferを 加 えた の ち 、0.002%の

エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドを加 えた2%ア ガ ロー ス ゲ ル に泳動 し、UV-transilluminator

に よ っ て バ ン ドを確 認 した。 結 果 は 、GAPDHの バ ン ド濃度 を100%と して、 各

種 ター ゲ ッ トのmRNAバ ン ド濃 度 を そ の相 対値 で表 した。
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2-11統 計 処理

実 験 成 績 は 、 平 均 ±標 準 誤 差 で 示 した 。 ま た 、2群 間 で の 有 意 差 検 定 に は

Student's t-testを 用 い て 行 い 、2群 を 越 え る 群 間 で の 有 意 差 検 定 はone-way

ANOVAを 用 い た あ とで 、Dunnett's test、も し くはTukey testを 行 い 、危 険 率(p)

が5%未 満 の場 合 を 有意 差 あ りと した。
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表3Western Blottingに お い て 使 用 した 抗 体 と そ の 希 釈 濃 度

1次 抗 体SC:Santa Cruz、CA: Cayman

2次 抗 体AP:alkaline phosphatase conjugated、Bl: biotin conjugated

HRP: Hourse Radish Peroxidase conjugated
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表4RT-PCRで 用 いた プ ライ マ ー の 配 列
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