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旨学位論文要

lnpatientswithhepatobiliarydiseases，hemodynamicchanges，suchasarterial

hypotensionandreducedpressoreffectsofvasoconstrictorsubstrates，arecommonly

observedThemechamsmsfbrthehemodynamicchangesobservedinpatientswith

hepatobiliarydiseasesremainunknown・I1oclarifjrtheinvolvementofbileacids,the

effectsofbileacidsonintracenularCa2+Concentration（[Ca2+]i)andnitricoxide(ＮＯ）

productionwereinvestigatedinvascularendothelialcensMoreover〉the

relationshipsbetweenclinicalconcentrationsofindividualbileacidsobservedin

patientswithhepatobiliarydiseasesandendothelialNOproductioninducedbyeach

bileacidwereinvestigated

DeoxycholicaciCl,chenodeoxyCholicacidandthetaurineconjugatesincreased[Ca2+]i

inaconcentration‐dependentmanner>whilecholicacidandtaurocholicacidshowed

nosignificanteffbct・TheseeffectsresultedfromthefirstmobilizationofCa2+froman

inositoll,4,5-triphosphate-sensitivestore,whichwasreleasedbyATnthenfblloｗｅｄ

ｂｙＣａ２+influx・

DeoxycholicacidandchenodeoxycholicacidalsoenhancedNOproCluctionina

concentration-dependentmanner；whilecholicacidandtaurocholicaciddidnot

enhanceitatalLTheeffectsofindividualbileacidsonNOproductionwereadditive・

Thebileacid-inducedNOproductionwassuppressedbyNG-nitro-L-argininemethyl

ester，exclusionofextracenularCa2＋orcalmodulininhibitors・Inpatientswith

hepatobiliarydiseases，theplasmaconcentrationsofchenodeoxycholicacid，

ursodeoxycholicacidandcholicacid(freeacid,taurineandglycineconjugates)were

markedlyelevated・Patientswithhepatobiliarydiseaseshadhigherplasmalevelsof

[NO2．/ＮＯ３]thancontrolsubjects、

Theseresultsprovidenovelevidenceshowingthatbileacidsincrease［Ca2+]iand

subsequentlyNOproductioninvascularendothelialcells・Increasedplasma
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Concentrationsofchenodeoxycholicacid（free，taurineandglycineconjugates）in

patientswithhepatobiliarydiseasesmayinduceendothelialnitricoxideproduction、

Thus,theNOproductioninducedbybileacidsmaybeinvolvedinthepathogenesisof

circulatoryabnorlnalitiesinpatientswithhepatobiliarydiseases・

Cis-polyunsaturatedfattyacidssuchaseicosapentaenoicacid(EPA)arethemaJor

componentsamongfattｙａｃｉｄｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｉｎｆｉｓｈｏｉＬＥＰＡｈａｓbeenreportedto

decreasesystenlicvascularreactivitytonoradrenalineandlowersystemicblood

pressｕｒｅｉｎｍａｎ．，Tbclarifi7themvolvementofEEA，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＥＡｏｎNO

productionandendothelin-1（ET1）productioninvascularendothelialcenswere

investigated・TheresultsshowedthatEPAmcreasedboth[Ca2+]iandNOproduction

inaconcentration-dependentmanner，whileitsignificantlyinhibitedbasalET1

productionandE'IL1mRNAexpression、Insulin（ｌＵＭ）markedlyincreasedETL1

productiｏｎ,butClecreasedNOproduction，EPAdecreasedorabolishedtheseeffbcts

inducedbyinsulin・

ThesefindingssuggestthatEPAenhancesNOproduction，possiblyduetothe

activationofcalcium-calmodulin-ClependentNOsynthaseeliciteClbyintracenularCa2＋

increase，whileitreducesbasalandinsulin-enhancedE'IL1productionviathe

inhibitionoｆＥＴ－１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ・TheseeffbctsofEPAmaycontributetothe
vasorelaxanteffectsofEEA．

血管内皮細胞は､種々の生理活性物質を放出して血管平滑筋のトーヌスを調節している。

血管作動性生理活性物質としては、一酸化窒素（ＮＯ）のほか、エンドセリンー１（ETL1)、

プロスタサイクリン（ＰＧＩ2)、内皮由来血管成長因子（endothelium-derivedgrowth
factoｒｍＤＧＦ）等が知られている。

ＮＯは、血管内皮細胞から種々の生理的刺激によってＮＯ合成酵素（ＮＯＳ）が活`性化さ

れ、Ｌ－アルギニンと分子酸素より生成され放出される血管拡張物質である。一方、ＥＴ１

は、２１残基のアミノ酸よりなるペプチドで、血管内皮細胞をはじめさまざまな組織で発現

し、極めて強力で持続の長い血管収縮作用をもつ。Ｅ'1kｌはサイトカインなどの刺激により、

ET､１遺伝子からのｍＲＮＡ転写、PreproETL1ヘの翻訳、酵素的切断を経て生成される。
ＮＯとＥＴ１の産生バランスが血管のトーヌス調節に重要と考えられている。

本研究では、血圧低下作用を有すると考えられる胆汁酸ならびに多価不飽和脂肪酸の、

血管内皮細胞における細胞内Ｃａ2+濃度、ＮＯ産生ならびにＥＴ１産生に対する影響を検討
し、それらの血圧低下作用機序を解明することを目的とした。

１．血管内皮細胞における細胞内Ｃａ2+濃度ならびにＮＯ産生に対する胆汁酸の作用
血中の総胆汁酸量は､健常人では腸肝循環により皿g/ｍＬ以下の極めて低濃度に保たれ

ている。この濃度は、２～４/ｕＭに相当する。しかし肝硬変患者では、肝細胞における胆汁

酸の取り込み低下により、血中胆汁酸量が著しく増加している。また肝硬変患者では、一

般に血圧の低下が認められているが、その機序は完全に解明されているとはいえない。著

者は、まず、胆汁酸の血管内皮細胞における細胞内Ｃａ2+濃度ならびにＮＯ産生に対する影
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響を検討した。

デオキシコール酸（ＤＣ）やケノデオキシコール酸（CDC）ならびにそのタウリン抱合

体（TDOTCDC）は、血管内皮細胞の[Ca2+]iを用量依存的に上昇させた。またこれらは、

血管内皮細胞のＮＯ産生も用量依存的に増加させた。この作用は、コール酸（C）ならび

にタウロコール酸（TC）には認められなかった。

細胞外Ｃａ2+存在下では、ＣＤＣ、ＤＣ、ＴＣＤＯＴＤＣは、二相性に[Ca2+]iを上昇させた。

最初の[Ca2+]iの上昇は、細胞外のＣａ2+を除去しても認められることから、主として細胞内
ストアからのＣａ2+の遊離の結果である。一方、一過性の上昇に続く持続的な[Ca2Tiの上昇

は､細胞外のＣａ2+除去あるいはＣａ2+チャンネルブロッカーであるＮｉ2+の投与により阻害さ

れることから、細胞外からのＣａ2+の流入によるものと考えられる。これら胆汁酸による

[Ca2+]iの上昇は､Ｃａ2+依存性ｒ電流の活性化により生じた膜の過分極にも反映されている。
さらに、二次元画像解析法の結果から、ＤＣ（30ｑＵＭ）投与時には、［Ca2+]i上昇が細胞か

ら細胞に移動してみられるオシレーションが観察された。同様なオシレーションは、パッ
チクランプを用いたＣａ2+依存`性Ｋ+電流の測定結果にも反映されている。これらのオシレ

ーションは､アゴニストによる細胞内ストアからのＣａ2+の遊離と細胞外からのＣａ2+の流入

ならびに放出のメカニズムのバランスによる細胞内の[Ca2+]iの維持に関与していると考え

られる。胆汁酸ならびにＡＴＰは、主として細胞内ストアからのＣａ2+の遊離による一過性

のＣａ2+依存性ｒ電流の活性化を引き起こした。このＣａ2+依存性Ｋﾅ電流の活性化は、細胞

外Ｃａ2+非存在下でも認められた。しかし、細胞外Ｃａ2+非存在下では、ATP、胆汁酸あるい

はinositoll,4,5-triphosphate（IP3)を投与し、一過性にＫ+電流が活性化した後にＡＴＰや

胆汁酸を追加しても、再び活性化することはなかった。これらの結果は、胆汁酸はIP3感

受性Ｃａ2+ストアからＣａ2+を遊離させていることを示唆している。しかし、ＩP3受容体拮抗

薬へパリンは、ＡＴＰによるCa2ﾅ依存`性Ｋ+電流の活性化を完全に阻害したが、胆汁酸によ

るCa2+依存性Ｋ+電流の活性化は阻害しなかった｡このことより､胆汁酸による内皮の

[Ca2+]i上昇は、ＩP3受容体に直接作用してはいないと考えられた。
ＮＯＳには３つのタイプが存在するが、そのうちの１種は内皮で発現するＣａ2十一カルモ

デュリン依存`|生の酵素である。ＤＣやＣＤＣは血管内皮細胞のＮＯ産生を増加させたが、

細胞外Ｃａ2+の除去やカルモデュリン阻害薬であるＷ－７や力ルミダゾリウムによって、胆

汁酸によるＮＯ産生は抑制されたため、このＮＯ産生増加にはＣａ2十一カルモデュリンが関

与していると考えられた。さらに、ＤＣやＣＤＣは[Ca2+]iを用量依存的に上昇させるととも

に、ＮＯ産生も用量依存的に増加させたが、ＣやＴＣは[Ca2+]ｉもＮＯ産生も増加させなか

ったことからもＣａ2+－カルモデュリンがＮＯ産生に寄与していることが示唆される。

本研究の結果、ＣＤＣ、ＤＣなどの胆汁酸は[Ca2十]iを上昇させ、その結果、血管内皮細胞

のＮＯ産生を冗進させることが明らかとなった。

２．肝胆道系疾患患者におけるケノデオキシコール酸とＮＯ産生との関連

ＣＤＣ、ＤＣならびにそのタウリン抱合体が、血管内皮細胞において、［Ca2+]iを上昇させ、

ＮＯ産生を促進することが明らかとなった。しかし、肝胆道系疾患患者でみられる各種胆

汁酸量の変化が、実際にＮＯ産生に寄与しているかどうかは不明である。そこで、肝硬変

や閉塞性黄疸患者でみられる血中胆汁酸濃度の上昇と、それら胆汁酸の血管内皮細胞の

ＮＯ産生に与える影響の関係を検討した。その結果、肝胆道系疾患患者の血中胆汁酸濃度
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は著しく上昇していることがわかった。また、肝胆道系疾患患者の血中[ＮＯ２７ＮＯ３１は、健

常人に比べ著しく上昇していた。ＤＣ、ＣＤＣおよびその抱合体は内皮細胞のＮＯ産生を冗

進させたが、Ｃならびに肝硬変の治療に用いられるウルソデオキシコール酸（ＵＤＣ）は

ＮＯ産生を冗進させなかった。

今回測定した健常人の総胆汁酸量（１５種類の総和）は、４２±２８ﾉ(LＭ（n=8）だった。

一方、肝硬変患者ならびに閉塞性黄疸患者の総胆汁酸量は、93.8±44.1/uＭ（n=8）なら

びに111.1±800/uＭ（n=6）であり、肝胆道系疾患患者の血中胆汁酸濃度は、健常人に比

べ有意に高いものであった。特に、総Ｃ（Ｃ、ＴＣ、ＧＣ）ならびに総ＣＤＣ（ＣＤＯＴＣＤＯ

ＧＣＤＣ）が増加していた。また、測定した１５種のうち１２種の胆汁酸は検出されたが、リ

トコール酸（LC）ならびにその抱合体は検出されなかった。肝硬変患者の血中ＵＤＣ濃度

は上昇していたが、これはＵＤＣ治療によるものであった。

１５種の胆汁酸の内皮細胞によるＮＯ産生に対する効果を検討した結果､ＤＣおよびＣＤＣ

ならびにそれらのタウリンおよびグリシン抱合体は、有意にＮＯ産生を増加させた。しか

し、抱合体のＮＯ産生増加作用は非抱合体より弱いものであった。一方、Ｃおよびその抱

合体はＮＯ産生を増加させなかった。また各胆汁酸の効果は、併用により相加的に働いた．

したがって、単独ではともに殆どＮＯ産生を増加させなかった濃度のＴＣＤＣとＧＣＤＣを

併用すると、ＮＯ産生を有意に増加させた。

これらの結果は、肝胆道系疾患患者でみられた血中胆汁酸濃度の増加は、胆汁酸による

内皮細胞のＮＯ産生増加に関係していることを示している。特にＣＤＯならびにその抱合

体がｗ強く関与していることが示唆された。したがって、肝胆道系疾患患者では、胆汁酸

による内皮細胞のＮＯ産生増加により血中ＮＯ濃度が上昇し、血圧低下が生じたとものと

考えられる。ＵＤＣは、300LLM以下では内皮細胞のＮＯ産生を増加させなかった。

３．血管内皮細胞のＮＯならびにＥＴ１産生に対する多価不飽和脂肪酸の作用

エイコサペンタエン酸（EPA）は、血中コレステロールの低下、血小板凝集能抑制など

の効果が報告されている。ＥＰＡにはさらに血圧低下作用も認められることから、最近、そ

の作用機序の研究も試みられている。しかし、その解明は十分とはいえない。著者は､ＥＰＡ

の血圧低下作用機序解明の手段として、ＥＥＡの血管内皮細胞におけるＮＯ産生ならびに

ETL1産生に対する作用を検討した。さらにこれら作用に対するＥＰＡの効果を、他の不飽

和脂肪酸と比較した。また、インスリンのＮＯ産生､ＥＴＬ１産生に及ぼす影響に対するＥＰＡ

の効果も検討した。

ＥＰＡは、［Ca2+]iとＮＯ産生を用量依存的に増加させた。またＥＥＡは、Ｅ'１１１産生を用量

依存的に減少させた。インスリンは、ＥＩＬ１産生を増加させＮＯ産生を減少させた。また

EEAは、これらインスリンの作用を用量依存的に抑制した。ＥＰＡを７曰間連続投与する

ことにより、単回投与では効果が認められなかった濃度でも、ＮＯ産生を増加させた。

以上より、これらＥＥＡのＮＯ産生増加作用とmL1産生抑制作用が、ＥＰＡの血圧低下

作用に寄与していると考えられる。

ＥＥＡは胆汁酸と同様、血管内皮細胞の[Ca2+]iを二相性に上昇させた。細胞外のＣａ2+を除

去すると、持続的な[Ca2+]iの上昇は観察されなかった。また、持続的な[Ca2+]iの上昇は、
Ｃａ2+チャンネルブロッカーのＮｉ2+投与により完全に消滅した。これらの結果より、ＨＰＡは

最初細胞内Ｃａ2+ストアよりＣａ2+を放出させ、続いて細胞外からＣａ2+を流入させ[Ca2+]iを
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上昇させることが示唆された。したがって、本研究でみられたＥＰＡによる用量依存的な

ＮＯ産生の増加は､Ｃａ2+－カルモデュリン依存性ＮＯＳの活性化によるものと考えられる。

また、ＥＰＡは血管内皮細胞のＥ'、産生を抑制した。RILPCRの結果から、ＥｐＡはＥ'IL1

mRNAの発現を抑制することより、転写レベルでＥＩＬ１産生を抑制すると考えられる。

Ｅ'IL1の産生は､ＮＯによって阻害されることが知られている。したがって､ＥＥＡのＥＴ１

産生抑制作用は、ＮＯ産生増加による抑制がその一役を担っていると考えられるが、これ

についてはさらなる検討が必要である。本研究結果より、Ｅ■Ａは今回検討した脂肪酸のな

かで、最も強力なＮＯ産生増加作用とＥ'、産生抑制作用を有していた。

４結論

本研究では、ある種の胆汁酸は内皮細胞の[Ca2+]ｉを上昇させることによりＮＯ産生を増

加させるこという新しい知見を得た。また、肝硬変や閉塞性黄疸のような肝胆道系疾患患

者では、胆汁酸の血中濃度が健常人に比べ著しく上昇しており、さらに血中NO2‐/NO3-濃度

も上昇していることがわかった。したがって、肝胆道系疾患患者にみられる血圧低下など

の血行動態変化に、胆汁酸により冗進したＮＯ産生増加が関与していることが示唆された。

さらに､多価不飽和脂肪酸のＥＰＡも胆汁酸と同様な機序によりＮＯ産生を増加させること

が確認された。また同時にＥＰＡは、ET-lmRNAの発現を抑制することによりET-1産生を抑

制することが明らかとなった。したがって、ＮＯ産生の冗進とET-l産生の抑制が、ＥＰＡの血

圧低下作用に関与していることが示唆された。
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学位論文審査結果の要旨

血管内皮細胞は，様々な刺激に応答して種々の生理活性物質を放出して血管平滑筋のトーヌスを調節して

いる。－酸化窒素（NO）は血管拡張物質として，エンドセリンー１（ET-l）は血管収縮物質として知られてい

る。そして，これらの血管内皮細胞での産生バランスが血管のトーヌス調節に重要と考えられている。また，

肝硬変や閉塞性黄疸などの肝胆道系疾患の患者では血圧低下傾向，高脂血症患者では血圧上昇などの血行動
態変化が生じることが知られている。

本研究は，まず，肝胆道系疾患にともなう血圧低下機序を同疾患時血中に増加する胆汁酸に求め，解明を

試み，以下のような知見を得た。ｌ）胆汁酸のうち，デオキシコール酸（DC）やケノデオキシコール酸（CDC）

ならびにそのタウリン抱合体は，血管内皮細胞において細胞内カルシウム濃度（[Ca2+]i）を用量依存的に上

昇させた。２）またこれら胆汁酸による[Ca2+]ｉの上昇は二相性であり，最初の[Ca2+]ｉの上昇はinositol

L45-triphosphate感受性Ca2fストアからのＣａ2+遊離,引き続いて起こる持続的な[Ca2+]ｉの上昇は細胞外か
らのＣａ２Ｉの流入であった。３）これらの胆汁酸は，Ca2f-カルモデュリン依存性ＮＯ合成酵素（NOS）を活性化

することによりＮＯ産生を冗進させることを明らかにした。一方，４）コール酸（C）ならびにタウロコール酸

には，そのような作用は認められなかった。５）肝硬変や閉塞性黄疸患者では，血中胆汁酸，特に，ＣとCDC，

およびそれらの抱合体濃度が著しく上昇し，血中［NO2‐/NO3-］も健常人に比べて有意に上昇していた。６）そ

れぞれの胆汁酸はCDCとＮＯ産生を相乗的に増加させた。以上より，肝胆道系疾患患者では，血中に増加した

胆汁酸が血管内皮細胞でのＮＯ産生を介して血圧低下を惹起させていることが示唆された。

申請者は，さらに，不飽和脂肪酸の血圧低下機序についても検討を加えた。その結果，不飽和脂肪酸は，

血管内皮細胞においてＣａ2+－カルモデュリン依存性にＮＯＳを活性化してＮＯ産生を冗進させると同時に,ＥＴ－ｌ

の産生を転写レベルで抑制することを明らかにした｡そして,このような作用は,エイコサペンタエン酸(EPA）

が最も強いものであった。このことから，ＥＰＡが高脂血症ならびにその随伴症状としての血行動態変化の改
善物質として優れた薬理作用を有することを証明した。

以上，本研究は，肝胆道系疾患患者にみられる血圧低下などの血行動態変化は，血中に増加した胆汁酸が

血管内皮細胞に作用して細胞内Ｃａ2+濃度の上昇を介してNO産生増加をもたらすためであることを明らかにし

た。さらに多価不飽和脂肪酸のＥｐＡも胆汁酸と同様な機序によりＮＯ産生を増加させるとともにＥＴ－ｌｍＲＮＡ

の発現を抑制することによりＥＴ－ｌ産生を抑制することにより血圧低下作用を示すことを明らかにするなど，

病態生理学分野に有用な知見を与えたのみならず,今後の医薬品開発においても重要な示唆を提出している。
よって，本論文は博士（薬学）論文に値するものと判定された。

－８３－


