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ラ ッ ト胃液流 に おけるガス トリ ン放出 ペ プチ ド
くG a s t ri n R el e a si n g P e p tid eJ の 放 出動態

金沢大学医学部第二 内科 く指導こ 竹 田亮祐 教掛

島 崎 英 樹

く昭和5 9年 3 月1 3 日受付1

血管系 を濯流す る ラ ッ ト胃濯流標本 を用 い て ガ ス ト リ ン お よ び ガ ス ト リ ン 放出ペ プ チ ド くG a s t ri n
R el e a si n g P e p tid e ， 以下 G R P と 晰 の放出動態 に つ き検討 し， G R P の 神経 ペ プ チ ド と して の意義 を明 ら
か に せ ん と試み た． ガス トリ ン と G R P の測定 は， そ れ ぞれ に 特異的な抗体 を用 い た ラ ジオ イ ム ノ ア ッ セ イ
法 に よ り行 っ た ． 1 0

－ 3
へ 1 0

－ 8
M の 範囲での アセ チ ル コ リ ン の 濯流 に よ り G R P は ガ ス トリ ン と共 に 用 量反

応性に 増加 した
■
1 0

－ 5
M の ア ト ロ ピン で潜流す る とア セ チ ル コ リ ン 肝 4 M 刺激に よる ガ ス トリ ン の 反 応 は

抑制され たが G R P の 反応 に は影響は見 られ な か っ た ． 廿
4
M の ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム を用 い る と アセ チル コ

リ ン 10
N 4
M 刺激に よ る ガ ス ト リ ン の 反 応 は抑制さ れ な か っ た が G R P の 反 応 は 抑制 さ れ た

．
10

－ 7
M の

G R P く1 巨 27J 7 ラ グメ ン トの 濯流は 二 相性の ガ ス トリ ン の 反応 をも た ら した
． 潜流液中の G R P の ゲル 炉

過パ タ ー ン で は G R P く1 巨 抑 よ りも小 さ い 分子量 の フ ラグ メ ン トが 見ら れ た． 以 上 の 結果か ら， ラ ッ ト
胃で は G R P は副交感神経節後線維の ペ プ チ ド作動性 ニ ュ ー

ロ ン と して の 意義 を持 ち
，
い わ ゆる神経 ペ プ

チ ドの
一 つ である こ とが 示唆 され た．

K e y w o r d s S t o m a ch P e rf u si o n
，
N e u r o p e p tid e

，
G a st ri n R el e a si n g P e p tid e

G R P は M c D o n al d ら に よ り， ブタ 胃底腺領域 お よ

び 腸管 より単離さ れ た 27 偶 の ア ミ ノ 酸残基 よ り な る

ポ リ ペ プ チ ドで あ り， そ の C 末端 デカ ペ プ チ ド配列で

は 20 位 ヒ ス チ ジ ン 残基 を除 き カ エ ル よ り華離 され た

ボ ン ベ シ ン と同 一 であ る
り2I

． ボ ン ベ シ ンの 生物学的活

性 は C 末端 ノ ナペ プ チ ド配列 に あると さ れ るが
，
G R P

の生物学的活性 の検討の結果， 膵 液分泌 の 促進， 種々

の 漸ヒ管 ホル モ ン， 特 に ガ ス トリ ン の分泌促進 な ど，

ボ ン ベ シ ン と 同様の作用 を持つ こ とが 知ら れ， G R P は

哺乳類 に お け る ボ ン ベ シ ン で ある と考 えら れ る よう に

な っ た 瑚
．
大塚

91
らが， サ ブ ス タ ン ス P が脊髄後索 に

お ける神経伝達物質で ある こ と を指摘 して以来， 近 軋

い わ ゆ る 消化管 ホ ル モ ン と して 知 ら れ る V a s o a cti v e

I n t e sti n a l P o l y p e pti d e く以下 V I P と田削 Ch ol e c y st o －

k in i n eく以下 C C K と日割 ，
サ ブス タ ン ス P

，

ニ ュ
ー

ロ テ

ン シ ン な どの ポ リペ プチ ドホ ル モ ン が脳腸管 に お ける

神経伝達物質である との 知見が得ら れ る よう に な っ て

R el e a s e of G a st ri n R el e a sin g P e p tid e

き た
1 0 － 岬

． ボ ン ベ シ ン に つ い て も M o o d y ら
1 61
はラ ッ

ト脊髄 で の 潜流実験 に よ り， 神経伝達物質と して の 可

能性 を指摘しJ て い る
．

一

方 ， Y a n ai h a r a ら 1 7，は ブタ組

織 中の 免疫活性 G R P の 検 討 で 胃休部 に 高濃度 の

G R P 様免疫活性 を報告 して お り
，
G R P の 強い ガ ス ト

リ ン 分泌刺激作用 と関連 して興味ある 事実で ある ．

消化管ホ ル モ ン の 研究 に お い て神経因子 や血 中の 干

渉因子 の 関与 を除外で き る 方法 と して
， 最 払 膵液流

や 胃湾流 な ど の 臓 器濯流法が 盛ん に 行 わ れ つ つ あ

る
柑 瑚

． 本邦 で も 千葉 らの 胃潜流法に よ る胃粘膜 ソ マ

トス タ チ ン に 関す る 一 連の 報告27
ん 抑
が み られ る． 本研

究 で は 千葉 ら叩 の 胃濯流法を用 い て ， 胃 G R P と ガ ス

トリ ン の 分泌動態 を観察 し， G R P が神経伝達物質と し

て働 い て い る可能性の あ る こ と を解明 しよ う と し た．

材料お よ び方 法

工
． 実験動 物

f r o m t h e P e r f u s e d R at S t o m a c h － E ff e ct of

a c e t y lc h oli n e ， a t r O p i n a n d h e x a m e t h o ni u m
－

． H id e ki S h i m a z ak i ， D e p a r t m e n t o f I nt e r n al

M edi cin e くIり， のir e c t o r ニ P r of ． R ． T a k e d aJ ， S ch o ol of M ed icin e
，
K a n a z a w a U n iv e r sit y ．



ア ト ロ ピン 及 び ヘ キ サ メ ト ニ ウム の 及 ぼ す影 響

濯流実験 に 使用 し た ラ ッ トは 25
0

C ，1 2 時間昼夜 の サ

イク ル に て 摂食自由 で 飼育 し た 200
旬

4 00 g の ウイ ス

タ
ー 系雄性ラ ッ トで あ る． 実験 に は 一 晩絶食く飲水可う

の 後に 使用 し た．

II ． 胃濯流法

濯流液は K r e b s R i n g e r B i c a rb o n a t e B u ff e r く以下

K R B B と略J に 4 ％デ キ ス トラ ン くT 7 0 ， フ ァ ル マ シ

ア社う， 5 ．5 m M ブ ドウ糖く和光純薬ン， フ ェ ノ
ー ル レ ッ

ドく和光純薬コを添加 し， 9 5 ％0 2 ， 5 ％C O 2 を送気 し p E

7 ．4 に 調整 した もの を使用 した ． 濯流装置は図1 に 示 す

ごとく充分 に送気 した濯流液 を ペ リ ス タル テ ィ ツク ポ

ン プくワ ト ソ ン マ
一

口 ウ社うを用 い て 2 m lノ分の 流速に

て 流 し， 圧 モ ニ タ ー

に よ り 濯流圧 の 変化 を 60 へ 1 00

m m H g に 調整 した． 刺激薬物 は濯流臓器直前の ゴ ム 管

よ りイ ン フ ュ
ー ジ ョ ン ポ ン プ レ1 － バ ー

ド社， モ デ ル

975コを用 い 0 ． 1 2 m lノ分の 速度で側注 した ．
こ の 際の 圧

変化お よ び流量 の 変化は 無視 しう る も の と考え た． 潜

流胃は生理 的食塩水を満た し た 300 m l の ビ
ー

カ
ー 中

に 置き全体 を 3 アC の恒温槽に 入 れ 温度変化 に は細心

の 注意 をは ら っ た ． 濯流胃作製法は千葉 ら
2 ト 3 01 の 方法

に よ っ た ．
ペ ン トパ ル ビ タ

ー ル 6 0 m gJ k g 腹腔内投与

に て麻酔 し正 中 に て 開腹 した．
口側 は食道下端 に て 結

敢， 切断 した肛側 を幽門側に て結歎 し十 二 指腸 よ り ド

レイ ン を入 れた ． 動脈側 は脾動脈と総肝動脈 を結無 し

左胃動脈 よ り の血 流 の み を保存 し て腹腔動脈よ り カ

ニ ュ レ
ー シ ョ ン を行い 胃 に 濯流液 を入 れ た． 静脈側 は

脾静脈， 上腸管膜静脈 を結無し て濯流液 の 漏出 を防ぎ

左胃静脈よ り入 る濯流液 を門脈 よ りカ ニ ュ レ ー シ ョ ン

して採取 した． 採取液 は フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー

を用

い て 2 分間隔に て 50 0 K I U J
I
t u b e の ア ブ ロ チ ニ ン レで

イ エ ル 社う を入 れ た 試験管 に受 け直ち に 水冷 した． 実

験終了 後， 1 ． 5 m l づ つ 分注 し， － 2 0
0

C に 凍結後 さ ら に

Fi g － 1 ． A p p a r a t u s f o r v a s c ul a r y p e rf u si o n o f

i s o l a te d r a t st o m a c h － P e ri s t al ti c p u m p ci r c u l a t e d

K r e b s R i n g e r B i c a r b o n a t e B u ff e r くK R B BI v i a

C eli a c A rt e r y くC ． A ．ン a n d P o rt a l V ei n くP ． V ．I
th r o u gh v a s c ul a t u r e o f st o m a c h ．

3 5 3

凍結乾燥を行い 測定時 に は 0 ． 3 m l の蒸潜水 に 溶解 し

て ガ ス トリ ンお よ び G R P の測定 に供 した．

薬物刺激 は まず約20 分の 前濯鱒を行い 濯流条件 が

安定 した後
，
1 0 分間の 基礎分泌の時間相を と り 行 っ

た ． 薬物 の 注入 は イ ン フ ュ ー

ジ ョ ン ポ ン プ を用 い て

行っ た ． 薬物は下記の もの を使用 した． ブタ G R P フ ラ

グメ ン ト く14 －

2 71 は静岡薬大生物薬品化学教室に て

液相法で合成 され た もの ， ヘ キサ メ ト ニ ウム は束京化

成工業， ア トロ ピ ン は メ ル ク社， アセ チ ル コ リ ン は第

一

化学薬品の もの を用 い た．
な お

， 胃粘膜が充分に 湾

流さ れ てい るか どう か を潜流液中に トリ バ ン プ ル ー を

入 れ て検討 した． ま た， 濯流胃の塩酸分泌が フ ィ ー

ド

バ ッ ク 機構に よ りガ ス トリ ン 分泌 に影響 を与 え ない か

否か を検討す る ため に
， 胃内膿を食道か ら十 二 指腸 に

生食 に て 2 m lノ分 の 流量 に て濯流 し10
－ 4
M ア セ チ ル

コ リ ン 液 に よ る刺激実験 を行 っ た．

11I ． ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ くR a d i oi m m u n o a s 組 y ，

R I A と略コ

ガ ス トリ ン の 測定 は合成 ヒ トガ ス トリ ン 17 く以 下

G 17 と略1 誘導体 を抗原と し て 家兎 を免疫 して， 静岡

薬大生物薬品化学教室 に て作製 した 抗血清 R 13 03 を

最終希釈倍率490 0 0 倍 に て用 い ， 1 25エー G 1 7 を標識抗原，

G －1 7 を標準抗原 と する R王A 系に よ り行 っ た ．

．

1 ％ウ

シ 血 清ア ル ブ ミ ン 添加 パ ル ビ タ ー ル緩衝液く0 ． 0 2 M
，

p H 7 刃 を用 い B o u n d l F r e e く以下 B F と略l 分離は 二

抗体法 に よ り行 っ た ．

G R P の 測 定は合成ブ タ G R P を抗原 と して 家元 を

免疫 して ， 静 岡薬大生物薬品化学教室に て 作製 した C

端特異抗血清 R 69 0 3 を 最終希釈倍率5600 倍 に て用

い
，

1 25
ト ブタ G R P を標識抗原

，
合成 ブタ G R P く1

－

2 7I を標準抗原 とす る RI A 系に より行 っ た ．
0 ． 5 ％ ウ シ

血 清ア ル ブ ミ ン ， 0 ． 0 2 5 M
，
E D T A 添加 リ ン酸緩衡液

く0 ．0 1 M
， p H 7 ．41 を用 い ， B F 分離 は二 抗体法 に よ っ

た
．
R 6 9 03 は G R P く1 －27フ， G R P く14 － 2 71 ， ボ ン ベ

シ ン な ど で ほ ぼ同 じ交叉性 を有 し G R P く1 －1 31 と は

結合 し ない こ とか ら G R P の C 端 に 特異的な抗血清と

考え られ て い る
1 7I

．

I V ． ゲ ル 炉過法

濯流液中の G R P の 分子 形 を み る た め以下の 実験 を

行 っ た ． 前記の 潜流標本 を用 い 10－4 M 濃度の ア セ チ ル

コ リ ン で 20 分間刺激 し， 濯流液 を塩 酸． エ タ ノ ー ル 液

くエ タ ノ ー ル 1 5 0 m l
，
塩酸2 ． 2 5 m ll 中に滴下させ ， デ

キス ト ラ ン お よ び蛋白 を沈殿 させ た． 沈殿物を遠心 分

離く300 0 回車云， 3 0 分ンに よ り除き 上 清を凍結乾燥 した ．

次に RI A に 干渉す る無機塩 を除去す る た め
，
セ フ ァ

デ ッ ク ス G l O に て ゲ ル 辞 退 を 行 い フ ラ ク シ ョ ン

45■1 6 0 の 無機塩分画 を除き残 り の フ ラ ク シ ョ ン を再



著
源

354

び凍結乾燥 した ． こ れ に は R王A の 干渉因子 とな る塩 お

よ び蛋白分解酵素が除去さ れ て い る こ と に なる の で
，

凍 結乾燥分画 を 3M 酢酸 に て溶解 し セ フ ァ デ ッ ク ス

G 5 0 の カ ラ ム く1 ． 5 X 90 c m l に て ゲ ル 炉過 を行 い 各フ

ラ ク シ ョ ン に つ き G R P の R I A を行 っ た ．

成 績

工
． 濯流胃 の 検討

トリ バ ン プ ル ー を湾流 した実験で は 胃粘膜 はほ ぼ均

等に 染色さ れ衆膜面 よ りも強 く染色さ れ る よう で あ っ

た ．
この 際，外液お よ び胃内腔 に は色素は漏出しな か っ

た ．

10
． 4
M ア セ チ ル コ リ ン 刺激前後 で の 胃内脛 の p H

変化 の 検討で は， 前が 7 ． 8 ， 一刺激後が 7 ． 9 で あ り
，
ほ と

ん ど変化が なか っ た ． 従 っ て， こ の湾流実験系 に お い

て 胃酸分泌に よ る影響 はほ と ん ど無視 しう る もの と 考

えた．
また外来の迷走神経 は食道下端と と も に 切断 し

て い るの で
， 本港流系に お け るガ ス トリ ン ， G R P の 変

動 は投与 し た薬物 に よ る も の と考 え て よ い と思 わ れ

る
．

H ． G R P の ガ ス ト リ ン分泌 へ の 効果

G R P の 生物学的活性 をも つ C 端 フ ラ グメ ン ト で あ

る合成 ブ タ G R P く1 巨 27うを 10
－ 7
M の濃度で 20 分間

，

濯流 した と こ ろ
， 図2 に 示 す ごとく 二 相性の免疫活性

ガ ス ト リ ン の 放 出が 観察さ れ た．
ガ ス トリ ン 基礎値

14 士 3 p gl m l に 対 し G R P 湾 流 4 分 後 に は 1 1 8 士18

p gノm l と有 意の 上 昇 を 示 し
，
い っ た ん 低下 した の ち

14 ■ － 1 8 分に 再上昇 した．
また合成 ボ ン ベ シ ン お よび 合

成 ブ タ G R P く1 － 2 7I に つ い て も 同様の藩流実験 を行

ご

E

盲
d
V

C

O

葛
し

l

U

U

O

亡

0

0

亡

雲

詔
U
－

仁
l

Fi g ． 2 ． E ff e c t o f e x o g e n o u s p o r ci n e G R P く1 4－2 7I o n
I m m u n o r e a c ti v e g a st ri n s e c r eti o n

，
T r a n si e n t

p e a k i s f o1l o w ed b y p h a s e o f s u st a i n e d g a st ri n

S e C r e ti o n ． D a t a a r e r e p r e s e n t ed a s th e m e a n s 士

S E M f r o m 3 e x p e ri m e n t s ．

い
，
ほ ぼ 同程度 の ガス トリ ン の 放出が 観察さ れ た．

m ． ア セ チ ル コ リ ン の G R P 声よ ぴガ ス トリ ン へ の

効果

薄流液 に 溶解 し た ア セ チ ル コ リ ン を 最終濃度 10
－ 4

M と な る よ う に 濯流 し図3 の よ う な反 応を得 た． 濯流

液中 の 免疫活性 G R P は 基礎値87 士12 帽ノm l に 対し

有意の 増加 を 示 し最高濃度209 士5 9 p gノm l に ま で 上

昇 した． ま た同時に 測定 した免疫活性ガ ス トリ ン は基

礎値， 56 士1 5 p gノ血 か ら 25 7 士 6 6 p gノm l へ とや は り有

意 の増加 を示 した．

ま た ア セ チ ル コ リ ン 濃度が 1 0
－ 6
句 10－3 M の 範 囲に

お け る免疫活性 G R P の 用 量 反 応性 を検討 した
． 図4

は基礎値 に 対す る ピ ー

ク の G R P の増加率く％うで示 し

て ある が ア セ チ ル コ リ ン 1 0 － 4 M ま で は用 量 反 応性に

増加 す る傾向に あ っ た ．

I V ． ア ト ロ ピ ン の 効果

さ ら に こ の ア セ チ ル コ リ ン の G R P お よ び
，
ガ ス ト

リ ン の 分泌刺激作用 に 対 しア ト ロ ピ ンが どの よ う な影

響 を及ぼ す か調 べ る目的で， まず基礎分泌の 濯流液を

採取 した 嵐 濯流液 に 溶解 し た硫酸ア ト ロ ピ ン を最終

濃度 10
． 5
M に て濯流 し

，
さ ら に アセ チ ル コ リ ン 10－4 M

を添加 した ． 免疫活性ガ ス ト リ ン濃度 は ア ト ロ ピ ン お

よ び アセ チ ル コ リ ン 濯流下 に お い て， 有意の 変動 を示

さ な か っ た が 免 疫活性 G R P は ア セ チ ル コ リ ン 添加

後， 基礎 分泌に 対 し 284 士1 3 4 ％と 有意の 増加 を示 し

た ． ま た
，
こ の 系に お い て ， ア ト ロ ピ ン 潜流停止 1 0 分

後 に ア セ チ ル コ リ ン 添加に よ りガ ス ト リ ン 分 泌が増加

す る こ と を確 か めて お り漂流標本は損わ れ て い ない も

の と 考え た． こ の 結果は
，
ア ト ロ ピン はア セ テ ル コ リ
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ア トロ ビ ン 及 び ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム の 及 ぼ す影響

ン刺激に よ る G R P 放 出を 抑制 し ない こ と を示 して い

る．

V ．

ヘ キサ メ トニ ウム の 効果

副交感神経節遮断剤 と して知ら れ る ヘ キサ メ ト ニ ウ

ム を ア ト ロ ピ ン と同様 に 10 分間の 基礎分泌 を み た 後

で潜流液 に 添加 し た．
ヘ キサ メ ト ニ ウ ム を最終濃度

10
－ 4
M に て 10 分 間濯流 し， さ ら に ア セ チ ル コ リ ン
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3 5 5

10－4 M に て 刺激 した． 免疫活性ガ ス トリ ン は ア セ チ ル

コ リ ン 添加 2 分後 に 基礎分泌 に 対 し 511 士131 ％と増

加し， ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム無添加の 場合とほ ぼ同様の 反

応を示 した が
， 免疫活性 G R P は ヘ キ サメ ト ニ ウム 湾

流下 で は減少す る傾向 を示 し
，
ア セ チ ル コ リ ン を添加

して も有意の 増加を示 さ な か っ た ．
こ の 系に お い て も

ヘ キ サ メ ト ニ ウム 停止 1 0 分後， ア セ チ ル コ リ ン の み の

添加 で は G R P の 増加が み ら れ る の を確認 し た． こ の

結果 は ヘ キサ メ ト ニ ウ ム が ガ ス トリ ン の 放出は抑制 し
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3 5 6

な い が G R P の放 出は抑制す る こ と を示 して い る．

V王． 4 7 m M 仁K C l 溶液の 効果

神経細胞 を脱分極 させ る の に 細胞外液 の カリ ウ ム 濃

度 を上げる た め 潜流液 の K Cl 濃度 を 10 倍 の 47 m M

と高 めた． 免疫活性ガ ス ト リ ン は基礎分泌 105 士1 6 p g

ノm l か ら 1 7 3 士27 p g J
，
m l へ

， 免疫 活性 G R P は基 礎分

泌 66 士1 1 p gJ m l か ら 17 0 士39 p gJ mi へ と い ず れ も有

意の 増加 を示 した．
こ の場合の 反応 は 一 過性 の もの で

あ っ た ．

明l ． 胃濯洗液中 に放出さ れ る G R P の 分 子 形 に つ い

て の 検討

G R P は 27 個 の ア ミノ 酸よ りな るが ， 胃濯流液中に

は こ の 27 個 の ものが 放出され てい る の か
， あるい は そ

れ よ り分子量の 異な るも のが 放出され て い るの か を知

る目的で ， アセ チ ル コ リ ンで刺激 して 採取 した 濯流液

に つ い て， ゲ ル 炉過実験を行 っ た ．
そ の 結果， 図8 に

示 す ごと く， 大部分の G R P 様免疫活性は G R P く1 4 －

2 7I よ りも小 さい と こ ろに あり， G R P く14 － 2 7I と G R P

く1 － 2 7うの間に は それ よ れ小さい ピ ー

クが 見ら れ た．

しか し G R P く1 － 2 7I よ り大 き な分子形 の もの は認 め

られ なか っ た ．

考 察

代表的な神経伝達物質で あ る アセ チ ル コ リ ン に つ い

て は
，
そ の 合成， 分解， 放出機構が明らか に さ れ化学

的伝達の モ デ ル と な っ て い る
3 11

．
さ ら に ノ ル ア ド レ ナ

リ ン， ド
ー パ ミ ン

，
セ ロ トニ ン な どの ア ミ ン 類や グ リ

シ ン な ども神経伝達物質とさ れ て い る が， 近 年， 注目

さ れて い るも の に サ ブ ス タ ン ス P を代表 と す る い わ

ゆ る N e u r o p e pti d e が ある，
サ ブ ス タ ン ス P は

， 大塚

2 0 a O 4 0 5 0 ti O 7 0 8 0 g O
F r ．IJ o

．

Fi g ． 8 ． G el filt r a ti o n p r o fil e s o f th e r a t s t o m a c h

p e rf u s a t e f r o m i s ol a t e d r a t s t o m a c h o n S e p h a d e x

G ． 50 c ol u m n く1 ． 5 X 9 0 c m l ． G R P －1i k e i m m u n o －

r e a c ti v iti e s a r e r e p r e s e n t e d b y n gノF r a c ti o n ． V 。，

V oid V ol u m e i V t ， T o t al V o l u m e ．

ら
91 瑚 川
に よ り脊髄後索に 局在 し神経 の電気的刺激に

よ り遊離 され
，
ま たサ ブ ス タ ン ス P の 投与 に よ り後根

神経線推の 脱分極 がお こ る こ と な どが 解明 され
，
しだ

い に
， 神経伝達物質と して 認 め られ つ つ あ る

．

一 般に
，

あ る物質が 神経伝達物質と証明 され る に は次の よう な

条件が必要と され る． その 物質が 神経 に 局在す る こ と
，

神経刺激 に よ り そ の物質が放出さ れ る こ と
，
その物質

を シ ナ プス に 投与す る こ と に よ り神経刺激 と同等の 効

果 をあ らわ す こ と， さ ら に その 物質の 合成分解 の 経過

が明 ら か で あ る こ と， な ど で あ る． G R P が 神経線維に

局在 す る こ と に 関 し て は， I w a n a g a ら
3 2，
の 報告が あ

る
． 彼 ら は G R P に 特 異 的 な 抗体 R 69 0 2 を 用 い て

p e r o x id a s e － a n ti － p e r O X id a s e 法く以 下 P A P 法とロ別 に

よ りラ ッ ト胃組織 で は神経線維 が陽性 に 染ま る こ とを

証明 して い る． 同様に U o c k r a y
，
ら
3 31 はボ ン ベ シ ン に 対

す る 抗体 を用 い て ， ラ ッ ト胃で は神経線推 に ボ ン ベ シ

ン 免疫活性が見 られ るが 粘膜細胞 に は 見ら れ ない とし

て い る
．
い ずれ に して も

，
ラ ッ ト消化管で は G R P は神

経線推 に 局在 して い る と考 えられ る 成績 で ある ．

本研究 で は神経刺激 に よ っ て 胃組織 よ り G R P が放

出さ れ る こ と を観察 した が
，
この 際の 神経刺激と して

，

ア セ チ ル コ リ ン お よ び K Cl 溶液 に よ る脱分極刺激を

用 い た． も ちろ ん胃組織中の神経線推 や迷走神経 を電

気刺激す る 方が望 ま しい が
， 濯流実験 とい う 制約上 ア

セ チ ル コ リ ン と い う 化学的神経刺激 を用 い た．
1 0－a

へ 1 0
－ 6
M 濃度の ア セ チ ル コ リ ン 刺激 で G R P は放出さ

れ たが 刺激直後 に はほ ぼ最大の 反応 が み られ た．
こ の

パ タ ー ン は 10
． 3 か ら 10

－ 6
M の い ずれ の 濃度 に お い て

も ほ ぼ同 じで あり放出さ れ る G R P の 畳も 用 量 反応性

に 増大す る も の の 大き な 差は な い
．
こ の G R P の 放出

量が 神経伝達物質と して 適当か どうか は こ の 実験系で

推定 す る こ と は困難 で あ るが M o o d y ら
川
の ラ ッ ト脊

髄標本の 潜流実験で は や は り40 f m o l と ほぼ 同程度の

放出量 で あ っ た
． ま た刺激す る ア セ チル コ リ ン は不 安

定な物質で あ り
，
シ ナ プ ス 間に 到達す る ま で の 分解な

ど を考え る と清流液中で の 生理 的漉度を設定 する の は

困難で あ る． 本実験で は M a k l o u f ら 2 01 2 りが胃濯流実験

で 用 い た ガ ス トリ ン分泌 をき た す メ サ コ リ ン 濃度を参

考と して 前記の 濃度と した． ま た
，
も う

山

つ の 刺激と

し て 用 い た K Cl は O t s u k a ら
1 31 川
の サ ブ ス タ ン ス P

の 放 出実験 を参考と し47 m M 濃度と した． 細胞外液

の カ リ ウ ム 渡度 を 4 ． 7 rII M か ら 4 7 m M に 高 めれ ば神

経脱分極 に は 充分 な刺激に なる と思わ れ る． た だ し，

こ の 場合 に は濯流 され る す べ て の 神経線推が脱 分極す

る と考 え られ る の で ， 刺激の 特異性を欠く と 思 われ る．

次 に
， 副交感神経刺激と考 え られ る アセ チ ル コ リ ン

刺激 に よ る G R P の 放 出が み られ たの で さ ら に その 特



ア ト ロ ピ ン及 び ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム の 及 ぼ す影響

異性を検討す るた め， 神経節遮断剤 で あ る ヘ キサ メ ト

ニ ウム と節後線維 一 効果器遮断剤 で あ る ア ト ロ ピ ンの

効果をみ た．
その結果， ア ト ロ ピ ン 1 0－

5
M の 濃度 で は，

ガス ト リ ン 分泌は抑制さ れ るが G R P 分泌 に は影 響 な

く
，
ヘ キ サ メ ト ニ ウム 10－4 M の 濃度で はガス トリ ン分泌

に は影響な い が G R P 放出 は抑制さ れ る， と い う 結果

を得た． 近年， ガ ス トリ ン分泌調節機構の 一 つ と して ，

ソ マ ト ス タ チ ン に よ る 抑制 が 注目 さ れ て い る
．

M a kl o u f ら
2 01 は

， 本研究と 同様の ラ ッ ト胃濯流実験に

お い て
，
ア ト ロ ピ ン はボ ン ベ シ ン に よる ガ ス ト リ ン 分

泌を抑制 しな い こ と， ソ マ トス タ チ ン 抗血 清は ボ ン ベ

シ ン に よ る ガ ス トリ ン 分泌を増大す る こ と ， メ サ コ リ

ン はガ ス ト リ ン と ボ ン ベ シ ン の 両 者 を放出 させ る こ

と
，
な どの 結果を得て 図9 に 示 した よう な モ デ ル を提

唱し てい る．
す な わ ち G 細胞 はボ ン ベ シ ン くあ るい は

G R PJ ニ ュ ー

ロ ン に よ る促進と パ ラ クリ ン細胞か ら の

ソマ トス タ チ ン に よ る抑制と い う 二 重支配を受 けて い

る
，
と い う仮説で ある． 本研究の 結果 は こ の仮説 に 矛

盾し ない ．
つ ま り ア ト ロ ピ ン を漂流した 場合は神経節

で の 遮断は な い か ら アセ チ ル コ リ ン に よ り G R P は放

出され る が， 節後線維
一 効果器の 速断 に より ソ マ トス

タチ ン 分泌 は増大し， これ が
，
G R P に よ る 促進効果を

相殺して ガ ス トリ ン分泌 を抑 える．

一 方 ， ヘ キ サメ ト

ニ ウ ム の 場合 は神経節 を遮断し G R P の 放出は お こ ら

ない が ア セ チ ル コ リ ン はソ マ ト ス タ チ ン の 放出を抑制

し
，
こ れ が ガ ス トリ ン の 分泌増大に つ なが る と考 える

ことが で き る． 胃礎流系 で迷走神経刺激が ソ マ トス タ

チ ン を抑制す る こ と は証明され て い る
1 91

．
しか し同様

C ト1 0 L rN E R GI C
N E U R O N

1 ．

－ 二十
又 又

BO M B E SIN くG R PI
N E U R O N

A C H B O M くG R Pl

F i g ． 9 ． M o d el t o d e s c rib e a n t r a l c o n t r ol of g a s tri n

S e C r e ti o n ． A p o st g a n gli o n i c ch oli n e r gi c ， i n hib i
－

t a t o r y n e u r o n in n e r v a ti n g s o m a t o s t a ti n くS SI c ell

a n d a p o st g a n gli o n i c p e ptid e r g l C ， e X it a t o r y

n e u r o n i n n e r v a ti n g g a s tri n c ell ． B o th p o st
－

g a n gli o ni c n e u r o n s a r e u n d e r p r e g a n gli o n i c

C h o li n e r gi c n e u r o n c o n tr o l ． T h e S c h e m a is

m o d ifi e d f r o m M a kl o u f
，

s s c h e m a ．

3 5 7

の 胃濯流実験系 に お い て VI P の関与 も指摘 され て お

り
2 4I
ま た交感神経遮断剤イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル の効果 も

云 われ て い る の で
抑
M a k l o u f の モ デ ル に よ る 機序 と

断定す るの は問題があ ろう． 今の と こ ろは， G R P が副

交感神経節後 ニ ュ ー

ロ ン の 神経伝達物質と して作動 し

て い る可 能性 を指摘 す るに 止 めた い
．

次に 外因性 に 投与 した G R P が迷走神経刺激と同様

な ガス ト リ ン分泌作用 を持つ か否 か が 問題と な ろう．

本実験で
， 濯流液中に 投与した 10－7 M 濃度の G R P に

よ り明 らか に ガ ス トリ ン の 二 相性 の 分泌が み られ た．

G R P の ガ ス ト リ ン 分 泌作用 に つ い て M c D o n ald ら51

は ， ヒ ト末楷血 で 30 0 p m oll k g の G R P 投与 に よ り血

清ガス ト リ ン が上 昇 したと報告 してい る．
しか し問題

は
，
こ の 10

． 7
M 濃度が生 理 的レ ベ ル か薬理 的 レ ベ ル か

と い う点 であ ろう． 湾流液中の免疫活性 G R P を そ の

ま ま絶対値 で比較す る こ と は で き ない が
， 免疫活性 と

して測定 し た G R P の最大値は 300 p gI m l 前後 に と ど

ま り， こ れ はモ ル濃度 に して 10－1 3 M に しか な らな い
．

S u z u e ら 細 に よ れ ば ラ ッ ト脊髄 ニ ュ ー

ロ ン に脱 分極 を

お こ させ るの に 必要な G R P の 開催 は 7 X l O
－

9 M で あ

る とい う． 本研究で は， 1 0
－ 8
M 濃度の G R P で はガ ス ト

リ ン 分泌が 弱く
一

定の 値が 得ら れ な か っ た の で 10
－

7

M 濃度の G R P を用 い た結果 を 示 した が 10
－ 8 血 濃度

で も ガ ス トリ ン分泌は見 られる ． G R P の不安定性を考

える と免疫活性 は低め に で て い る 可能性も ある ．
お そ

ら く シ ナ プ ス 間で は10
－ 8
M か ら 1 0

－ 1 0
M の 間 の 濃度

で G R P が作用 して い る と推定され ， 濯流液の測定 で

はよ り低 い値 が測定さ れる の で あ ろう ．

次に 濯流液中の G R P の ゲ ル 炉過法に よる検討 で は

G R P く1 －

2 71 や G R P く14 －

2 71 よ りも小 さ い 分子量

の 分画に 多く の 免疫活性が見ら れ た． G R P の アミ ノ 酸

配列よ り考 えて， ア ル ギ ニ ン残基と グリ シ ン残基の 間

で 切れ た G R P く18 －

2 7う で ある 可能性があるザ実際に

こ の 小 さ な フ ラ グメ ン トが神経伝達物質と して 働く か

どう か は不 明 で ある
．
アセ チ ル コ リ ン の 分子量 は 1 86 ，

G R P く14 －27I の 分子量 は 16 5 1 で あ る ．
シ ナ プ ス 間の

伝達で は， 分子 量 の 大きさ は あま り問題とさ れて い な

い
． 胃粘膜組織の 抽出物の ゲル 炉過 で は G R Pく1 －271

と G R P く1 4－－ 2 7う に 主な ピ ー ク が見 られ て い る こ と 瑚

か ら
，
む し ろ

， 放出され た G R P が速や か に 分解 され て

よ り小 さ な フ ラ グメ ン ト とな っ て検 出さ れる と考 えた

方が 妥当 で あ る． 濯流液 は酸 ． エ タ ノ ー ル 液中に 滴下

して水冷 し酵素な ど に よる 分解 を最大限に 防 い だが ，

神経末端 より 放出さ れ た と考 えら れ る G R P が 血 管内

に 入 り さ ら に 潜流 チ ュ ー ブ を通 っ て く る 間の 温度 は

37
0

C で あ り その 間の 分解 は避け られ な い もの と思 わ れ

る
．
な お最近S c h u sd zi a r r a ら

261
は ， 著者と同様 の ラ ッ



3 5 8

ト胃濯流実験 を行い ， 抗 ボ ン ベ シ ン抗体 を用 い て RI A

を行 い
， 濯流液中に はボ ン ベ シ ン く1 －14う の 単

一 の

ピ ー クが 見られ た と い う報告 を して い る． 本研究の 成

績との 相違は用 い た抗体や抽出法の 遠い に よる も の で

あろう ．
い ずれ に しろ G R P く1 － 2 7う の よう な 大き な

分子形 は存在 しな い よう で あ る．

本研究で 著者 は G R P が 胃に お い て 神経伝達物質 で

ある こ と を解明す る目的で 濯流実験を行 っ たが ， こ の

胃湾流法は血管系を漂流す る実験系である． 現在 の と

こ ろ G R P ニ ュ
ー

ロ ン 末端が 血管壁 に 接 して い わ ゆ る

N e u r o c ri n e と し て 働い て い る と い う 直接的 な証明 は

な され て い ない
．
ま た

，
ヒ ト末梢 血 に お い て G R P を 測

定 した 成績 で は
，
血中 G R P の R I A 法の 問題が 解決さ

れ た に も か か わ らず食事 な ど に よ っ て は有意 の G R P

変動 は 示 さ れ て い な い 瑚 ．
つ ま り 末梢血 の G R P の

R工A は 胃だ け で な く他 の消化管組織 よ り 放出 さ れ 血

管内に 漏れ 出た G R P 総量 を測定 して い る た め循環 ホ

ル モ ン と しての 働き をと ら え る こ とが な い た め と考え

ら れる ． しか し
，
単離 した 胃濯流系で は 胃神経組織か

ら放出さ れ る G R P のみ が 測定 され る． 胃濯 流系は完

全なin マiマ．0 の 系と も異な っ て い るが ， 神経 ペ プチ ド

の興 奮 一 放 出連関の機序は
，
む し ろ こ う した単純化 し

た濯流系や細胞培養系な どに よ っ て解明さ れる べ き も

の と考 えられ る ．

さ ら に 最近， 興味 ある成績 と して S c h u lt z b e r g ら
3 61

は免疫組織化学的に ラ ッ トの 上 腹腔神経節 に あ るボ ン

ベ シ ン 免疫活性が腸管と の神経 を切断す る こ と に よ り

消化 し， 神経 を結発す る こ と に よ り， その 末棺側に ボ

ン ベ シ ン免疫活性が蓄積さ れ る こ と を証明 した ．
こ の

成績 は腸管壁 に ボン ベ シ ン くG R Pフ ニ ュ ー ロ ン が 求心

性神経と して 存在す る こ と を示 し てい る と思 わ れ る ．

本研究 で は 迷走神経が G R P ニ ュ ー

ロ ン を刺 激 し放出

さ れた G R P が ガ ス トリ ン分泌 を 刺激 す る と い う遠 心

性経路を推定 した． 遠心性 と 求心 性の 両方に G R P が

存在す る の か， 迷走神経刺激 で み られ る G R P は 求心

性線推関係で ガ ス トリ ン 分泌 に は無関係な の か ， 様 々

の可能性 が考 え られ る． ま た T a c h e ら
371 3 8I
は脳室に 投

与 した G R P は血中ガ ス トリ ン を上 昇 させ る が 胃酸分

泌を抑制 す る と報告 して お り胃 と脳の 両方 に 存在す る

G R P の 相互 関係 に興味が も た れ る． 最近 Fl e t c h e r ら 71

は ヒ ト血中に G R P を投与 す る と 1 5 分位 で 一 過 性 の

ガ ス トリ ン 分泌が お こ る が ア ト ロ ピ ン 投与 に よ り こ れ

が持続す る と報告して い る．
こ れ らの知見 は図 9 の よ

う な単純 な模式図で は説明 で きな い ．
G R P の 生 理 的役

割 につ い て は， ま だ不 明 の 点が 多く
，
i n v i v o で G R P

が果 して本研究で 示 した よう にガ ス トリ ン 分泌促進効

果 を発揮 し
，
さ ら に 胃液分泌 に まで 関与 し て い る か ど

う か は断言 で き な い しか し
， 神経 ペ プ チ ドと し て G R P

の局在 は明 らか で あ るの で ， こう した実験 を つ み 重 ね

る こ と に よ り生体 に お ける G R P の 果 た す役割が解明

さ れ る もの と期待し た い ．

結 論

ラ ッ ト胃濯流実験系 を用 い て G R P の 放 出動態 を検

討 し以 下の 結果 を得た ．

い 1 0
－ 7
M 濃度 G R P に よ り ガ ス トリ ン は 二 相性

の 分泌 を示 す ．

2 I アセ チ ル コ リ ン 刺激 に よ る G R P 放 出は ヘ キサ

メ ト ニ ウ ム 10
－ 4
M に よ り 抑 制 さ れ る が ア ト ロ ピ ン

10．5 M に よ っ て は抑制さ れ な い ．

3 I 4 7 m M K Cl 溶液に よる 脱分極刺激は G R P を放

出させ る．

4 1 濯流液中の G R P 分子 量 は G R P く1 4 － 2 71 よ り

も 小さ い フ ラ グ メ ン ト で あ る．

以上 の こ とよ り G R P は 胃に お い て は 副交感神経系

節後 ニ ュ ー ロ ン に お い て神経伝達物質と して 作動して

い る可能性が あ る こ とが 示 唆さ れ た．
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