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3-11 L-1β の平 滑筋 収 縮 に対 す る作 用

3-1-1消 化 管 平 滑 筋 収 縮 機 構

は じめ に ア ゴ ニ ス ト刺 激 に よ る消化 管 平 滑 筋 収 縮 に お け る ミオ シ ン軽 鎖 フ ォ

ス フ ァ ター ゼ(MLCP)活 性 調 節 機 構 を 明 らか とす る た め、 内因 性 セ リン ・ス レ

オ ニ ン フ ォス フ ァ ター ゼ 阻 害 因子 で あ るCPI-17とMLCPの 調 節 サ ブユ ニ ッ トで

あ るMYPT1の 活 性 化 機 構 を検 討 した。CPI-17の 活 性 化 は主 にThr38の リン酸化

に よ っ て 制御 され て い る こ とが知 られ て い る た め 、 ま ず ラ ッ ト回腸 平 滑筋 組 織

にcarbachol刺 激(1pM)を し、CPI-17のThr38リ ン酸 化 量 の変 化 を経 時 的 に測

定 した(図4)。CPI-17は 無刺 激 時 に は ほ とん ど リン酸 化 バ ン ドが 検 出 され な か

った が 、carbacho1刺 激 後速 や か に リン酸化 され 少 な く と も10分 間 リン酸 化 が持

続 した。 そ こで 次 にCPI-17のThr38リ ン酸化 に 関与 す る プ ロテ イ ン キナ ー ゼ を

明 らか にす るた め、各 種 キ ナ ー ゼ 阻 害剤 を30分 間処 置 した の ち、carbacholで30

秒 間 刺 激 した 際 の リン酸 化 量 を測 定 した(図5)。 非 特 異 的 プ ロテ イ ン キナ ー ゼ

阻 害剤 で あ るK252a(1μM)を 処 置 す る と、CPI-17の リン酸 化 バ ン ドは ほぼ 完

全 に消 失 した。ROCKs阻 害 剤 で あ るY-27632(10μM)、ROCKsお よびPKN阻

害剤 で あ るHA-1077(2μM)(6)、PKC阻 害剤 で あ るbisindolylmaleimide I(BIS;

10μM)は 各 々CPI-17リ ン酸 化 を抑 制 した こ とか らCPI-17のThr38リ ン酸化 に

はROCKs、PKN、PKCが 関 与 す る こ とが 示 唆 され た。

MYPTIはThr696リ ン酸 化 に よ って 活性 化 し、MLCP活 性 を抑 制 す る と考 え

られ て い るた め 、 ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組 織 をcarbachol(1μM)で 刺 激 し、MYPTl

のThr696リ ン酸 化 量 の 変 化 を経 時 的 に測 定 した(図6)。MYPTIのThr696は 無

刺 激 時 か ら リン酸 化 バ ン ドが 検 出 され 、carbachol刺 激 後 緩 や か に リン酸 化 量 が

増 加 し5分 後 以 降 に わず か で は あ る が有 意 な増 加 が観 察 され た。そ こでMYPTl

のThr696の リン酸 化 に 関 与 す る プ ロテ イ ン キナ ー ゼ を明 らか にす るた め 、各種
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キナ ー ゼ 阻害 剤 を30分 間 処 置 したの ち 、carbacholで10分 間刺 激 した 際 の リン

酸 化 量 を検 討 した(図7)。 非 特 異 的 プ ロテ イ ン キナ ー ゼ 阻 害剤 で あ るK252a(l

pM)を 処 置 す る とMYPT1のThr696リ ン酸 化 バ ン ドは 無刺 激 時 の約 半分 ま で減

少 した こ とか ら、Thr696の リン酸 化 は無 刺 激 時 か らあ る程 度 存在 す る こ とが示

唆 され た。ROCKs阻 害剤 で あ るY-27632(10μM)、ROCKsお よびPKN阻 害 剤

で あ るHA-1077(2pM)はK252aと 同程度 まで抑 制 した こ とか ら、MYPT1の

Thr696リ ン酸 化 に はお もにROCKsが 関与 す る こ とが 示 唆 され た 。

ま た 、 最 近MYPTIの 活 性 に重 要 で あ る可能 性 が指 摘 され て い るThr853の リ

ン酸 化 に つ い て も検 討 を行 った。 ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組 織 をcarbachol(1μM)で

刺 激 し、MYPT1のThr853リ ン酸 化 量 の変 化 を経 時 的 に測 定 した(図8)。MYPTl

のThr853は 無 刺 激 時 か らあ る程 度 リン酸 化 バ ン ドが検 出 され るが 、carbachol刺

激 後 速 や か に リン酸 化 量 が増 加 し、10分 間 リン酸 化 が持 続 す る こ とが観 察 され

た。

緒 言 で も記 した とお り、PKC活 性 化 に よ る収 縮 に はCPI-17の リン酸化 が 関 与

し、MYPT1リ ン酸 化 は 関与 しな い と考 え られ て い る。 そ こでMYPT1のThr696

お よびThr853リ ン酸 化 に対 す るPKC阻 害 剤 の効 果 を確 認 す る た め 、BIS(10pM)

を用 い て リン酸 化 レベ ル を検 討 した と こ ろ、MYPTIのThr696お よびThr853の

リン酸 化 にPKCは 関 与 しな い こ とが 明 らか とな った(図9)。 した が ってPKC

活性 化 に よ るMLCP活 性 抑 制 は主 にCPI-17に よっ て制 御 され る こ とが 示 唆 され

た。そ こ で 回腸 平 滑 筋 のcarbachol収 縮 にお け るCPI-17の 重 要性 を検 討 す るた め

に、BIS(10μM)の 収 縮 力 に対 す る効 果 を検 討 した(図10)。Carbachol収 縮 は

PKC阻 害 剤 に よ って80%程 度 抑 制 され た こ とか ら、 回腸 縦 走筋 の ア ゴニ ス ト刺

激 に よ る収 縮 にはPKC活 性 化 経 路 、す な わ ちCPI-17が 重 要 で あ る こ とが示 唆 さ

れ た。 そ こで さ らに収 縮機 構 に お け るCPI-17お よびMYPTIの 重 要性 を 明 らか

にす る た め 、 ラ ッ ト回腸 平 滑 筋 β-escin脱 膜 化 標 本 を作 製 しCa2+感 受 性 増 加 に対

す るCPI-17お よびMYPT1の リン酸 化 抗 体 の 効 果 を検 討 した(図11)。 β-escin

脱 膜 化 標 本 で は細 胞 内 の機 能 的 タ ンパ ク質 が保 持 され て お り、外 液 のCa2+濃 度

を 変化 させ る こ とに よ り、 細胞 内 のCa2+濃 度 を操 作す る こ とが で き る(128)。
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外液 のCa2+濃 度 を一 定(pCa6.3)に し、carbachol(1μM)とGTP(100μM)の

同 時 処 置 に よ ってRhoA依 存 的 な経 路 に よ るCa2+感 受 性 の 変 化 を観 察 した。 対

照 とな るnormal IgGを 処 置 した標 本 で はCa2+感 受 性 の増 加 に と もな ってpCa 6.3

に よ って 引 き起 こ され た収 縮 と比 較 して収 縮 力 が約2倍 増 加 す る こ とが観 察 さ

れ た。 これ に対 して抗Thr38リ ン酸 化CPI-17抗 体 を 処置 した標 本 で はCa2+感 受

性 の 増加 が ほぼ100%抑 制 され て い た こ とか ら、CPI-17の 活 性 化 がcarbachol刺

激 に よ る収 縮 に重 要 で あ る こ とが示 唆 され た。 ま た抗Thr696リ ン酸化MYPTl

抗 体 お よび 抗Thr853リ ン酸 化MYPTI抗 体 を処 置 した標 本 で もCa2+感 受性 の増

加 が ほ ぼ100%抑 制 され て い た こ とか らMYPT1の リン酸 化 もcarbachol刺 激 に よ

る収 縮 に重 要 で あ る こ とが示 唆 され た。
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図4CPI-17のThr38の リン酸化 はcarbachol刺 激 後速 やか に起 こる 。

ラ ッ ト回腸 平 渦 筋 組 織 をcarbachol(1μM)で 刺 激 しCPI-17のThr38リ ン酸 化 を経 時 的

に測 定 した 。 定量 図 はCPI-17の バ ン ド濃 度 を100%と し、 リン酸 化 バ ン ド濃度 を その

相 対 値 で 表 した 。n=5。**:ρ<0.01(carbachol非 処 置 との 比較)。
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図5CPI-17のThr38の リ ン 酸 化 はROCKs,PKC,PKNに よ っ て 制 御 され る 。

ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組 織 をcarbachol(1μM)で30秒 間 刺 激 し、CPI-17のThr38の リ ン酸

化 量 を 測 定 し た 。K252a、Y-27632、HA-1077、BISはcarbachol刺 激 の30分 前 か ら処 置

した 。 定 量 図 はCPI-17の バ ン ド濃 度 を100%と し、 リ ン酸 化 バ ン ド濃 度 を そ の 相 対 値 で

表 した 。n=4-12。**:p<0-01(carbachol30秒 間 処 置 との 比 較)。
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図6MYPT1のThr696の リン酸 化 はcarbachol刺 激 後 緩 や か に起 こ る。

ラ ッ ト回腸 平 滑 筋 組 織 をcarbachol(1μM)で 刺激 しMYPT1のThr696リ ン酸 化 を経 時 的

に測 定 した 。 定 量 図 はcalponinの バ ン ド濃 度 を100%と し、MYPT1のThr696リ ン酸 化

バ ン ド濃 度 を その 相 対 値 で表 した。n=4。*:p<0.05、**:p<0.01(carbachol非 処 置 との

比較)。
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図7MYPT1のThr696リ ン酸 化 はROCKsに よ って制 御 され る。

ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組 織 をcarbachol(1μM)で10分 間 刺 激 し、MYPT1のThr696の リン酸

化量 を測 定 した。K252a、Y-27632、HA-1077はcarbachol刺 激 の30分 前 か ら処 置 した 。

定量 図 はcalponinの バ ン ド濃 度 を100%と し、MYPT1のThr696リ ン酸 化バ ン ドを その

相 対 値 で 表 した。n=4-6。##;p<0.01(carbachol 10分 間刺 激 との 比 較)、**:p<0.01

(無 刺 激 との 比 較)。
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図8MYPT1のThr853の リン酸 化 はcarbachol刺 激 後 速 や か に起 こ る。

ラ ッ ト回腸 平 滑 筋 組繕 をcarbachol(1μM)で 刺激 しMYPT1のThr853リ ン酸 化 を経 時 的

に測 定 した 。 定 量 図 は 無 刺 激 時 のMYPT1バ ン ド濃 度 を100%と し、 リン酸 化 バ ン ド濃 度

を そ の相 対値 で 表 した 。n=4。*:p<0.05、**:p<0.01(carbachol非 処 置 との 比較)。
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図9MYPT1のThr696お よびThr853リ ン酸 化 に はPKCが 関 与 しな い 。

ラ ッ ト回腸 平 渦 筋 組 織 をcarbachol(1μM)で10分 間 刺 激 し、MYPT1の(A)Thr696

お よ び(B)Thr853リ ン酸 化 量 を測 定 した 。BIS(10μM)はcarbachol刺 激 の30分 前

か ら処 置 した 。 定 量 図は(A)MYPT1お よび(B)無 処 置 の バ ン ド濃 度 を100%と し、

各 リン酸 化 バ ン ド濃 度 を その 相 対 値 で表 した 。n=4。N.S.;有 意 差 な し(carbachol

10分 間 刺 激 との 比較)。
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図10回 腸 平 滑 筋 のcarbachol収 縮 に はPKC活 性 化 経 路 が 重 要 な 役 割 を果 たす 。

ラ ッ ト回腸 平 滑 筋 組 織 をcarbachol(1μM)で 刺 激 し収 縮 力 を測 定 した 。そ の 後vehicle

も し くはBIS(10μM)を30分 間 処 置 し、 再 びcarbachol(1μM)刺 激 に よ る収 縮 力 を測 定

した 。 定量 図 は は じめ のcarbachol収 縮 の 大 き さを100%と して 、 そ の相 対 値 で表 した 。

n=4。**=p<0.01(対 照 との 比較)。
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図11CPI-17お よ びMYPT1の リン酸 化抗 体 はCa2+感 受 性 の 増 加 を抑制 す る 。

ラ ッ ト回腸 平 滑 筋 組 織 をβ-escin(20μM)に よ り脱膜 化 した標 本 を作 製 し、Ca2+濃 度

固 定 下 のcarbachol(1μM)とGTP(100μM)の 同時 投 与 に よるCa2+感 受 性 の増 加 を

測 定 した 。(A)対 照 のnormal IgG(上)お よ び抗Thr38リ ン酸 化CPI-17抗 体(下)を 処置

した際 の典 型例 。 丸 印 は溶 液 の 混 合 を示 す 。(B)Ca2+刺 激(pCa6.3)を100%と し、

carbacholとGTPの 同 時 投 与 に よ るCa2+感 受性 の増 加 をそ の 相 対 値 で 表 した 。

**:p<0.01(対 照 との 比 較)。
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3-1-2回 腸炎 の平 滑筋 層 にお ける炎症性 サイ トカイ ン産生

腸炎 時の平滑筋組 織 にお け る炎症性サイ トカイ ンの発現 を検討す るた めラッ

ト回腸 にTNBSを 処置す るこ とによ り回腸炎 を惹起 した。回腸 をTNBS処 置後1

日目、2日 目、3日 目に摘 出 し平滑筋層 を剥離 して タンパ ク質 を抽 出 し各種サイ

トカイ ン発現量 をELISAで 検討 した(図12)。TNF-α はTNBS処 置後1日 目、2

日目と有意 な増加 が認 め られ たが、3日 目に は対照のvehicle処 置 と同 レベル に

減少 した(図12A)。IL-1β は1日 目か ら3日 目まで産生量 の増加 が観 察 された(図

12B)。IL-6は2日 目にのみ産生量 の増加 が認 め られた(図12C)。
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図12TNBS誘 発 回腸 炎 の 平 滑 筋 層 に お いて も 炎症 性 サ イ トカイ ンの 産 生 が認 め られ る 。

ラ ッ ト回腸 にTNBSを 処 置 す る こ とで 回 腸 炎 を 引 き起 こ し、 平 滑筋 層 に お け る(A)TNF-α 、

(B)IL-1β 、(C)IL-6の 産 生 をELISAを 用 い て経 時 的 に測 定 した 。
n=4-16。*=p<0.05、**:p<0.01(対 照 との 比 較)。
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3-1-3消 化 管 平 滑 筋 組 織 に対 す るIL-1β の短 期 作 用

緒言 で も記 した とお り、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 とが 知 られ て い る。 そ こで

IL-1βの マ ウス 消化 管 平 滑筋 組 織 に 対 す る短 期 的 な作 用 を検 討 した。 マ ウス 回腸

お よび 結 腸 平 滑 筋 組 織 にIL-1β をマ グヌ ス管 中 で4時 間処 置 す る と、予 想 に反 し

て 回腸 平 滑 筋 のcarbachol収 縮 は対 照 と差 が な く、 さ らに結 腸 平 滑筋 のcarbachol

収縮 は 増 強 した(図13)。 次 にマ ウス結 腸 平 滑 筋組 織 に対 す るIL-1β の 短 期 的 な

作 用 を経 時 的 に測 定 した と ころ 、IL-1β に よる収 縮 力 の 増 強 は4時 間 を ピー ク と

して6時 間 目に は 有 意 な 差 は な くな っ て いた(図14)。 このIL-1β に よ る収縮 力

の増 強 はCOX-2(cyclooxygenase-2)阻 害 剤 で あ るCAY10404(1μM)で 完 全 に

抑 制 され た こ とか らpr°staglandinの 産 生 を介 した現 象 で あ る こ とが示 唆 され た

(図15)。
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図13マ ウ ス 結 腸 平 滑 筋組 織 をIL-1βで4時 間 処置 す る とcarbachol収 縮 の 増 強 が 観 察

され る 。

マ ウス 回 腸(A)お よび 結 腸(B)平 滑 筋 組 織 のcarbachol(1μM)収 縮 を測 定 後 、 マ グ ヌス

管 中 でvehicleも し くはIL-1β(10ng/ml)で4時 間処 置 し、再 びcarbachol(1μM)で 刺 激

し収 縮 力の 変 化 を 測 定 した 。 定量 図 は は じめ のcarbachol収 縮 を100%と して 、 そ の相

対 値 で 表 した 。n=4-6。*:p<0.05、N.S.:有 意 差 な し(対 照 との比 較)。
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図14 IL-1βに よ るマ ウ ス結 腸 平 滑 筋 組 織carbachol収 縮 の増 強 は 一過 性 の もの で あ る。

マ ウ ス結 腸 平 滑 筋 組 織 のcarbachol(1μM)収 縮 を測 定 後 、 マ グ ヌ ス 管 中 でvehicleも し

くはIL-1β(10ng/ml)を0-8時 間 処 置 し、 再 びcarbachol(1μM)で 刺 激 し収 縮 力 の 変 化

を 測 定 した 。 定 量 図 は は じめ のcarbachol収 縮 を100%と して 、 そ の相 対値 で表 した 。

n=4-6。*=p<0.05、N.S.:有 意 差 な し(対 照 との 比較)。
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図15 IL-1βに よ る マ ウ ス結 腸 平滑 筋 組 織carbachol収 縮 の増 強 はCOX-2阻 害剤 で抑 制

され る。

マ ウス 結 腸 平 滑 筋 組 織 のcarbachol(1μM)収 縮 を測 定 後 、 マ グ ヌス 管 中でvehicle、

IL-1β(10ng/ml)も し くはIL-1β とCOX-2阻 害 剤 で あ るCAY10404(1μM)を 同時 に4時 間

処置 し、再 びcarbachol(1μM)で 刺激 して 収縮 力 の 変 化 を測 定 した 。定 量 図 はは じめ の

carbachol収 縮 を100%と して 、 そ の相 対 値 で 表 した 。n=4-6。*:P<0.05、N.S.:有 意 差

な し(対 照 との 比 較)。
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3-1-4回 腸 平 滑 筋 組 織 培 養 法 に お け るIL-1β の長 期 作 用

次 にIL-1β の 回 腸 平 滑 筋 組 織 に対 す るよ り長 期 的 な作 用 を検討 した。 ラ ッ ト回

腸 平 滑 筋 組 織 をIL-1β 処 置 ・非 処 置 で培 養 し、 高濃 度K+(72.7mM:図16A)お

よびcarbachol(1μM:図16B)刺 激 に よ る収 縮 力 の経 時 的 な変 化 を検 討 した。

対 照 のIL-1β 非 処 置 の標 本 で は 少 な く と も3日 目ま で 高 濃 度K+収 縮 お よ び

carbachol収 縮 と もに 良 く保 持 され た。 これ に対 してIL-1β 処 置標 本 で は 高濃 度

K+収 縮 、carbachol収 縮 と もに 、培 養3日 目にお い て収 縮 力 の低 下 が認 め られ た。

またIL-1β に よ る収 縮 力 の抑 制 の程 度 は 、 高濃 度K+収 縮 よ りもcarbachol収 縮 で

よ り強 く現 れ た。培 養3日 目にお い て様 々 な濃 度 のIL-1β の 作用 を検 討 した とこ

ろ、 濃 度 依 存 的 にcarbachol収 縮(1μM)を 抑 制 した(図16C)。 そ こで以 下 の

実 験 で は10ng/mlのIL-1β を3日 間処 置 して 実験 を行 っ た。

IL-1βはCOX-2やiNOS(inducible NO synthase)の 発 現 を誘 導す る こ とが知 ら

れ てお り、プ ロス タ グ ラ ン ジ ンE2(PGE2)お よび 一酸 化 窒 素(NO)は これ ら酵

素 に よ り誘 導 され る平 滑 筋 弛 緩 因子 で あ るた め 、IL-1β の 平 滑筋 収 縮 抑 制 作 用 が

PGE2ま た はNOの 作 用 に よ る もの で あ るか を明 らか とす る た め以 下 の 実験 を行

っ た(表5)。 マ グヌ ス 法 に お い て 高 濃 度K+(72.7mM)を 繰 り返 し投 与 し収

縮 力 を安 定化 させ た の ち、COX阻 害剤 で あ るindomethacin(10μM)ま た はNOS

阻害 剤 で あ るL-NMMA(300μM)で 標 本 を30分 間 処 置 し、IL-1βに よ るcarbachol

収 縮 抑 制 作 用 に 対す る影 響 を検 討 した 。L-NMMA処 置 で は細 胞 内L-Arg濃 度 が

NO産 生 に十 分 で あ る よ うに 、L-Arg(1mM)をL-NMMA処 置 前 にバ ス 内 に投

与 した(311)。IL-1β を3日 間処 置 す る こ とに よ る高濃 度K+収 縮 お よびcarbachol

収 縮 の 抑 制 はindomethacinお よびL-NMMA処 置 で は 回復 しなか った こ とか ら、

プ ロス タ グ ラ ンジ ン類 お よびNOはIL-1β の収 縮 抑 制 作用 に は 関与 しない こ とが

明 らか とな っ た。

緒 言 に示 した とお り平 滑 筋 収縮 は 主 に ミオ シ ン軽 鎖(MLC)の リン酸 化 に よ

って 制 御 され て い るた め 、MLCリ ン酸 化 レベ ル に対 す るIL-1β の作 用 を検討 し

た(図17)。 静 止 状 態(carbachol非 処 置)で はわ ず か なMLCの リン酸 化 が認 め
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られ た が 、IL-1β は これ に影 響 を与 え な か った。 これ に対 して 、carbachol(1μM)

を30秒 間 処 置 す る こ とに よっ て収 縮 を誘 導 した標 本 で は 、IL-1β 処置 に よっ て

MLCリ ン酸 化 量 が 減 少 した 。 しか しな が ら、高 濃 度K+(72.7mM)を30秒 間処

置 す る こ とに よ って 収 縮 を引 き起 こ した標 本 で は 、IL-1β 処 置 でMLCリ ン酸 化

レベ ル が減 少傾 向 に あ った もの の 有 意 な差 は認 め られ なか った。

α-toxin処 置 に よ る脱 膜 化 組 織 で はβ-escin脱 膜 化 標 本 同様 、細 胞 内 の機 能 的 タ

ンパ ク質 が 保 持 され てお り、外 液 のCa2+濃 度 を 変化 させ る こ とに よ り、細 胞 内

のCa2+濃 度 を操 作 す る こ とが で き る(126,200)。 外 液 のCa2+濃 度 を一 定(pCa6)

に し、carbachol(10μM)とGTP(100μM)の 同 時処 置 、 も し くはGTPγS(100

μM)の 単独 処 置 に よ ってRhoA依 存 的 な経 路 に よ るCa2+感 受 性 の 変 化 につ い て

検 討 を 行 った(図18A)。CarbacholとGTP、 も し くはGTPγSの 前 処 置 はCa2+感

受 性 の 増 大(pCa6のCa2+溶 液 に よ る収 縮 力 増 大)を もた ら したが 、IL-1β は こ

の 増 大 を 抑 制 し た 。 ま たPKC活 性 化 作 用 を 持 っ ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル

(12-deoxyphorbol 13-isobutyrate;DPB)を 、 同様 に一 定 のCa2+濃 度 下 で 処置 す る

こ とに よ りPKC依 存 的 な経 路 に よ るCa2+感 受 性 の変 化 につ い て 検 討 を行 った

(図18B)。DPBの 前 処 置 はCa2+感 受 性 の増 大 を もた ら した が 、IL-1β 処 置 を行

っ た 標 本 で は この 増 大 に対 して抑 制傾 向 で は あ っ た もの の 有 意 な差 は認 め られ

な か った 。IL-1β のpCa 4.5のCa2+溶 液 に よ る絶 対 張力 に対 す る影 響 を検 討 した

とこ ろ、IL-1β で3日 間処 置 した標 本 で は絶 対 張 力 の低 下 が認 め られ た 。 以 上 の

こ とか ら、IL-1β に よ る収 縮 力 の 低 下 に はRhoAに 依 存 した経 路 の不 全 が関 与 し

て い る こ とが示 唆 され た。

そ こで 次 に 消 化 管 平 滑 筋 収 縮 に 関 与 す る 内 在 性 因 子 の タ ンパ ク質 発 現 量 を

westem blottingで 検 討 した。 図19に 示す よ うに、α-actin、MLC、MLCK、PP1

の タ ンパ ク質 発 現 量 はIL-1β を3日 間 処 置 と非 処 置 で培 養 した標 本 の 間 に差 は見

られ な か っ た。 ま たRhoA経 路 に関 与 す るRhoA、ROCKI、ROCKII、MYPT1

の 発 現 に対 して もIL-1β は影 響 を与 えな か った(図20A-D)。 これ に対 して 図20E

に示 す とお り、CPI-17タ ンパ ク質 はIL-1β 処 置 に よ って発 現 量 の低 下 が認 め られ

た 。MYPTIお よびCPI-17の 活 性 は それ ぞ れThr696とThr38の リン酸 化 に よ っ
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て制 御 され て い るた め、 これ らの リン酸 化 レベ ル を検 討 した。 す る と図21Aの

よ うにMYPTlのThr696リ ン酸 化 はcarbachol刺 激 の 有無 に 関 わ らずIL-1β 処 置

に よっ て 抑 制 され て いた。 一 方 、CPI-17のThr38リ ン酸 化 はcarbachol処 置 前 に

は ほ とん ど検 出 され ず 、carbacholを30秒 間処 置 した際 の リン酸化 レベ ル はIL-1β

に よ って 抑 制 され て いた(図21B)。 さ らにIL-1β のCPI-17mRNA発 現 量 に対 す

る影 響 をRT-PCR法 で 検 討 した と こ ろ 、対 照 とIL-1β 処 置 標 本 の 間 にCPI-17

mRNA発 現 量 の有 意 な 差 は 存 在 しなか った(図22)。

以 上 の こ とか ら、回腸 平 滑筋 組 織 にIL-1β を長 期 間 処置 す る こ とに よ って 引 き

起 こ され る収 縮 力 の 低 下 に はMYPTIの リン酸 化 レベ ル の低 下 と、CPI-17タ ンパ

ク質発 現 量 の 低 下 に と もな う リン酸化CPI-17量 の低 下 が 関 与す る こ とが明 らか

とな った 。 またIL-1β に よるCPI-17発 現 量低 下 は転 写 レベ ル で は な く、転 写後

調 節 の レベ ル で 制 御 され て い る こ とが 示 唆 され た。
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図16.平 滑 筋 組 織 をIL-1βで3日 間処 置 す る と収 縮 力 が抑 制 され る 。

IL-1β(10ng/ml)を ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組 織 に処 置 し、(A)高 濃 度K+(72.7mM)刺 激

お よび(B)carbachol(1μM)刺 激 に よ る収 縮 力 に 対 す る影 響 を経 時 的 に検 討 した 。

(C)異 な った 濃 度 のIL-1β に よ る3日 間 培 養 後 の収 縮 力の 変 化 を検 討 した 。n=8-32。
**:p<0.01(対 照 との 比較)。
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表5NOS阻 害薬 お よ びCOX阻 害 薬 はIL-1β に よ る収 縮 抑 制 作 用 に影 響 しな い 。

IL-1β処置 ・非 処 置 で3日 間 培 養 した 標 本 に お け る 、NOSの 基 質 で あ るL-Arg(1mM)

NOS阻 害薬 で あ るL-NMMA(300μM)、COX阻 害 薬 で あ るindomethacin(10μM)の

carbachol(1μM)収 縮(A)、 高 濃 度K+(72.7mM)収 縮(B)に 対 す る作 用 を検 討 した

n=6.15。

―53―



第3章 実験結果

図171L-1β はMLCリ ン酸 化 を抑 制 す る。

ラ ッ ト回腸 平 渦 筋 組 織 培 養3日 目の 標 本 に つ いて 、 高 濃 度K+(72.7mM)お よ びcarbachol

(1μM)刺 激 に よ るMLCリ ン酸 化 に 対 す るIL-1β(10ng/ml)の 影 響 を検 討 した 。MLCリ ン酸

化 量 は全 体 のMLCバ ン ド濃 度 を100%と して 、 リ ン酸 化 バ ン ド濃 度 をそ の相 対値 で表 した 。

n=9-16。**:p<0.01(対 照 との 比 較)。
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図18 IL-1β はRho活 性 化 に よ るCa2+感 受 性 の 増 加 を 抑 制 す る 。

ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組 織 培 養 に お い てIL-1β(10ng/ml)を3日 間 処 置 した 後 、 α-toxin脱 膜

化 標 本 を 作 製 した 。Ca2+濃 度 固 定 下(pCa6)の(A)carbachol(10μM)とGTP(100μM)

の 同 時 投 与 、 ま た はguanosin 5'-0-3-thiotriphosphate(GTP-γS:1μM)、(B)12-deoxy

-phorbol 13-isobutyrate(DPB:1μM)に よ るCa2+感 受 性 増 加 を 測 定 した 。 相 対 張 力 は

pCa5のCa2+刺 激 に よ る 収 縮 力 を100%と して 、 そ の 相 対 値 で 表 し た 。(C)pCa4-5の

Ca2+刺 激 に よ る 収 縮 力 を 絶 対 張 力 と して 表 した 。n=7-9。**=p<0.01、N.S.:有 意 差 な し

(対 照 と の 比 較)。
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図19 IL-1βはα-actin、MLC、MLCK、PP1の タ ンパ ク質 発 現 に影 響 を与 えな い。

ラ ッ ト回 腸 平 滑筋 組織 をIL-1β(10ng/ml)処 置 ・非処 置 で3日 間 培 養 した標 本 に お け る

(A)α-actin、(B)MLC、(C)MLCK、(D)PP1の タ ンパ ク 質発 現 量 をwestern blotting法

で測 定 した 。 定量 図 は新 鮮 標 本 の バ ン ド濃 度 を100%と して 、そ の 相 対 値 で 表 した 。

n=4-8。N.S.:有 意 差 な し(対 照 との 比較)。
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図20 IL-1βはRhoA、ROCK I/II、MYPT-1の タ ンパ ク 質発 現 に 影響 を与 え な い が

CPI-17タ ンパ ク 質発 現 量 を抑 制 す る 。

ラ ッ ト回腸 平 渦 筋 組 織 をIL-1β(10ng/ml)処 置 ―非 処 置 で3日 間 培 養 した標 本 に お け る

(A)RhoA、(B)ROCK I、(C)ROCK II、(D)MYPT 1、(E)CPI-17の タ ンパ ク 質 発 現量 を

western blotting法 で測 定 した。 定 量 図 は新 鮮 標 本 の バ ン ド濃 度 を100%と して 、そ の

相 対 値 で 表 した 。n=5-8。**:p<0.01、N.S.:有 意 差 な し(対 照 との 比較)。
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図21 IL-1βはMYPT1お よ びCPI-17の リン酸 化 レベル を低 下 す る。

ラ ッ ト回腸 平 渦 筋 組 織 をIL-1β(10ng/ml)処 置 ・非 処 置 で3日 間 培 養 した標 本 にお け る

無 刺 激 時 とcarbacholで30秒 間 刺 激 した際 の(A)MYPT1、(B)CPI-17の リン酸 化 レベ ル

を 、western blotting法 で測 定 した 。 定 量 図 は新 鮮 標 本 の バ ン ド濃 度 を100%と して 、

その 相 対 値 で 表 した 。n=4-5。*:p<0.05、**:p<0.01(対 照 との 比較)。
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図22 IL-1βはCPI-17のmRNA発 現 に影 響 を与 え な い。

ラ ッ ト回 腸 平 滑 筋 組 繊 をIL-1β(10ng/ml)処 置 ・非処 置 で3日 間 培 養 した標 本 に お け る

CPI-17のmRNA発 現 量 をRT-PCR法 を用 い て 測 定 した 。 定量 図 はGAPDHの バ ン ド濃 度

を100%と して、 そ の相 対 値 で表 した 。n=8。N.S:有 意 差 な し(対 照 との 比較)。
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