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は しが き

平成3年 度科 学研究 費補助金 に よって標題 の よ うな研究 をお こなっ

たのでその成 果 を報告 す る。

研 究組織

研 究代表者:石 川 一志

研 究分担 者:尾 崎 毅

(旭 川 医科 大学 医学 部助手)

(岡崎国立共同研矧幾構生理学研究所助教授)

研 究経費

平成2年 度

平成3年 度

計

700千 円

700千 円

1,400千 円

研 究 発 表

(1)学 会 誌 等

石 川 一 志 、 尾 崎 毅 、 小 野 一 幸

Characteristiccontractionofmuscularismucosaeintheguineapig

proximalcolonbyelectricalfieldstimulationandtachychinins.

誌 名 、 巻 号 、 年 月 日 未 定

(2)口 頭 発 表

石 川 一 志 、 小 野 一 幸

モ ル モ ヅ ト 近 位 結 腸 の 粘 膜 筋 板 に 分 布 す る 神 経 に つ い て.

第97回 日 本 解 剖 学 会 総 会1992年4月1日 発 表 予 定
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序

消 化 管 は、 個 体 の 生 命 の維 持 や 活 動 の た めの エ ネ ル ギ ー 源 と して摂

取 した食 物 を、 消 化 ・吸 収 す るた め の 重 要 な器 官 で あ る。 更 に、 最 近

で は生 体 防御 機 構 と して の 役 割 も知 られ る よ う に な っ て きて お り、 そ

の機 能 に 関 す る研 究 成 果 の 蓄 積 は膨 大 な も の が あ る。 しか し、 一 方 で

は、 古 くか ら研 究 課 題 と され な が らも未 だ 十 分 に解 明 され て い な か っ

た り、 あ ま り注 目 され て こな か っ た点 が 多 々 あ る こ と も事 実 で あ る。

例 え ば 、 消 化 管 に 普 遍 的 に存 在 す る粘 膜 筋 板 につ い て は 、粘 膜 と粘 膜

下織 の 境界 に存 在 す る とい う位 置 的 制 約 や、 一 般 に極 め て 菲 薄 で あ る

とい う組 織 学 的 特 徴 か ら、 実 験 的研 究 が 難 し く、機 能 に 関 す る明確 な

説 明 は未 だ にお こ な わ れ て い な い 。 特 に腸 管 の粘 膜 筋 板 に関 す る報 告

は 少 な く、 系統 的 に お こな わ れ た研 究 は 見 あ た らな い 。

今 世 紀 の 初 め に 、 主 に イ ヌ お よび ネ コ の 小 腸 にお け る絨 毛 の運 動 の

観 察 か ら、 粘 膜 筋 板 の 運 動 と外 側 の 筋 層 の運 動 との 間 に は相 関 が み ら

れ ず、 絨 毛 は 局 所 的 で独 立 した運 動 をお こな う こ とが 指 摘 され た

(Hamblet。n1914;KingandArnold1922)。 ま た 、X線 に よ る研 究 に よ っ て

も 、 粘 膜 筋 板 に よ っ て形 成 され る粘 膜 の ひ だ は外 側 の筋 層 の 収 縮 とは

直 接 の 関 係 が な い こ とが 明 らか とな った(Forssell1923)。 こ う し た 観

察 か ら、 小 腸 に お け る 粘 膜 筋 板 の 役 割 に つ い て 以 下 の よ うな仮 説 が述

べ られ て い る。1)絨 毛 の 運 動 を ひ き起 こ す こ と に よ り内容 物 を,.

し て 消 化 吸 収 を 促 進 す る 。 特 に 中 心 乳1:t管 に お け る 吸 収 の 促 進

(Hambleton1914;Forsell1923)、2)粘 膜 の 表 面 に ひ だ や 溝 を 形 成 し て

表 面 積 を拡 大 し、 ま た 内容 物 の 通 過 を遅 らせ て 吸 収 を促 進 す る と共 に、

化 学 的 な消 化 を も促 進 す る(Forssell1923)。3)律 動 的 な 収 縮 に よ り局

所 に お け る 微 小 循 環 を促 進 し、 また 、 毛 細 血 管 の収 敏 に よ る止 血 に関

与 す る(GunnandUnderhill1915)。 し か しな が ら、 絨 毛 の 運 動 と溶 液 の

移 動 との 間 に は その 速 度 お よび 方 向性 と も関 連 が な く、 中 心乳 康 管 が
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空 に な る こ と も な か っ た と し て 、 吸 収 に 対 す る 粘 膜 筋 板 の 役 割 に 否 定

的 な 見 解 も 報 告 さ れ て い る(WellsandJohnson1934)。

こ う し た 考 察 が お こ な わ れ る 一 方 で 、 小 腸 に お け る 粘 膜 筋 板 の 基

本 的 な 性 質 を 解 明 し よ う と い う 試 み も お こ な わ れ な っ か た わ け で は な

い 。 絨 毛 の 収 縮 や 膨 張 が ア ト ロ ピ ン あ る い は ニ コ チ ン で 抑 制 さ れ る こ

と か ら 、 粘 膜 筋 板 は 末 梢 神 経 下 の 局 所 反 射 に よ り 調 節 さ れ て い る こ と

が 早 く か ら 示 唆 さ れ て い た(Hambleton1914)。 ま た 、 規 則 的 で ゆ っ く り

と し た 律 動 的 自 発 収 縮 が 存 在 し(GunnandUnderhill1915;KingandArnold

1922;KingandChurch1923)、 こ の 自 発 運 動 は 筋 原 生 で あ る こ と も 指 摘 さ

れ た(GunnandUnderhill1922;KingandArnold1922)。 ピ ロ カ ル ピ ン 、 エ

ピ ネ フ リ ン 、 ニ コ チ ン 、 バ リ ウ ム な ど は 粘 膜 の 運 動 を 促 進 し(Kingand

Arnoldl922;KingandChurch1923)、 モ ル フ ィ ネ 、 コ カ イ ン 、 ア ト ロ ピ ン 、

な ど は こ れ を 抑 制 す る こ と も 報 告 さ れ 、 神 経 系 の 関 与 が 示 唆 さ れ た 。

KingandRobinson(1945)は イ ヌ の 小 腸 お よ び 大 腸 の 粘 膜 筋 板 に コ リ ン 作

動 性 お よ び ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 神 経 が 分 布 し 、 律 動 的 な 自 発 運 動 は 筋

原 性 で あ る が 、 神 経 系 を 通 じ て 収 縮 が 誘 発 さ れ た り 、 増 強 さ れ た り す

る と 報 告 し た 。 更 に 、 粘 膜 筋 板 の 輪 状 成 分 も 同 様 に 両 神 経 の 支 配 を 受

け る 事 が 示 さ れ た(Kingeta1,1947)。

大 腸 の 粘 膜 筋 板 に 関 す る 研 究 は 小 腸 に お け る 本 組 織 の 研 究 が 緒 に つ

い て か ら 約 半 世 紀 を 経 た 後 に 行 わ れ た 。 ネ コ の 結 腸 に お い て 粘 膜 筋 板

は ア セ チ ル コ リ ン(ACh)、 ア ド レ ナ リ ン(Adr)、 ノ ル ア ド レ ナ リ ン(NAdr)

で 収 縮 し(Onorietal,1971)、 ウ サ ギ の 大 腸 で はAChで 収 縮 しNAdrで 抑 制

が 起 こ っ た と い う(Gallacheretal.1973)。 近 年 、 免 疫 組 織 化 学 の 進 歩 に

よ り 、 数 多 く の ペ プ チ ドが 神 経 内 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ る よ う に

な っ た 。 腸 神 経 系 に お い て も 、 単 独 で あ る い は 神 経 伝 達 物 質 な ど と 共

存 し て 多 数 の ペ プ チ ドが 存 在 し て い る(FurnessandCosta1987)。 最 近 、

Angeleta1,(1984)は 、 イ ヌ の 近 位 結 腸 の 粘 膜 筋 板 はAChに は ほ と ん ど

反 応 を 示 さ ず 、 サ ブ ス タ ン スP(SP)で 収 縮 し 、VasoactiveIntestina1
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騨

Polypeptide(VIP)で 弛 緩 す る こ と を 示 した 。 大 腸 の 粘 膜 筋 板 に お け る こ

の よ うな研 究 結 果 の 違 い が 動 物 の 種 差 に よ る もの なの かあ るい は そ の

ほか の 要 因 が 関 係 して い る の か は 今 の と こ ろ明 か で は な い。

消 化 、 吸 収 、 免 疫 な ど生 体 に と って 重 要 な機 能 を 有 す る腸 管 に お け

る本 組 織 の役 割 に 関 して は 、 以 上 の よ うな い くつ か の報 告 が あ る に も

関 わ らず、 そ の本 質 に迫 る には 甚 だ基 礎 的 な知 見 が不 足 して い る。 こ

の 課 題 を解 決 す るた め に は、 更 に多 くの 基 本 的 な事 実 に関 す る所 見 の

積 み 重 ね が 必 要 で あ る。 著 者 らは 、 本 組 織 の機 能解 明 の た めの 研 究 を

系統 的 に お こな う こ と と し、 そ の第 一 歩 と して、 そ れ ぞ れ が 得 意 分 野

の技 術 を用 い て 共 同で 研 究 をお こ な い、 粘 膜 筋 板 そ の も の の 形 態 や 運

動特 性 に 関 して以 下 の よ うな 基 本 的 な点 を明 らか に す る こ とを 計 画 し

た。1)定 性 的 お よ び 定 量 的 形 態 、2)神 経 の 分 布 、3)運 動 特 性 、4)各

種 生 理 活 性 物 質 お よ び 薬 物 の 効 果 。 この う ち形 態 学 的研 究 は主 に旭 川

医科 大 学 に お い て 、 生 理 学 的 な研 究 は 岡 崎 の 生理 学研 究 所 にお いて お

こな っ た 。実 験 動 物 と して は 、 近 位 結 腸 の粘 膜 筋 板 が良 く発 達 して い

るモル モ ヅ トを用 い たが 、 この 動 物 は入 手 が 容 易 な うえ多 頭 飼 育 が 可

能 で 取 扱 い易 く、 実 験 的 研 究 が繰 り返 し可 能 で あ る と考 え た か らで あ

る。

実験材料 と実験方法

本研 究 に は体 重350-5009の 雄 の モ ル モ ッ ト(Hartley,日 本SLC株

式 会 社 、 静 岡 お よ び 日 本 生 物 材 料 セ ン ター 、 東 京)を 用 い た 。 形 態 学

的 研 究 の た め の 試 料 採 取 は エ ー テ ル 麻 酔 下 で 、 生 理 学 的研 究 の た め の

試 料 採 取 は 木槌 で 頭 部 に 一 撃 を加 え て屠 殺 した の ちに お こ な っ た 。
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1.形 態 学 的 研 究

1)一 般 形 態

心 臓 を 介 し た 全 身 灌 流 で は モ ル モ ヅ ト の 内 臓 は 灌 流 さ れ に く い の で 、

胸 腔 を 開 き 、 下 行 大 動 脈 に ポ リ エ チ レ ン カ ニ ュ0レ を 挿 入 し て 主 に 腹

腔 内 臓 と 後 肢 の み が 灌 流 さ れ る よ う に し た 。 カ ニ ュ ー レ の 先 端 が 横 隔

膜 を 越 し て 腹 腔 に 入 っ た と こ ろ で 結 紮 し 、 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ ポ ン プ

(ア トー 株 式 会 社 、AC-2ユ20型)を 用 い て 、 初 め5%の デ キ ス トラ ン

を 加 え たmodifiedKrebs-Henseleit液 で10分 間 灌 流 し、 そ の 後4。Cの

皿odifiedKarnovsky液 で20分 間 灌 流 し て 固 定 し た 。modifiedKrebs-

Henseleit液 の 組 成 は 以 下 の 通 り で あ る(単 位 は 皿M):NaCI,131.0;

KC1,5.6;CaC12,2.0;MgCl2,1.0;NaHCO3,25.0;NaH2PO4,1,0;glucose,5.0。 灌

流 終 了 後 、 開 腹 し 、 回 盲 結 腸 口 の 遠 位 約4-6cmの 近 位 結 腸 を 切 り 出

し 、 細 切 し た 後 皿odifiedKarnovsky固 定 液 に2-4時 間 浸 漬 し た 。1/15

Mの リ ン 酸 緩 衝 液(pH7.4)で 一 晩 洗 浄 し た 後 、 エ タ ノ0ル 上 昇 系 列 で 脱

水 し 、 常 法 通 り樹 脂(Luveak812)に 包 埋 し た 。1μmの 切 片 を トル イ ジ

ン ブ ル ー で 染 色 し て 光 顕 の 試 料 に 、 超 薄 切 片 を 酢 酸 ウ ラ ン と 硝 酸 鉛 で

電 子 染 色 し て 電 顕 の 観 察 に 供 し た 。

2)酵 素 組 織 化 学

上 記 で 採 取 し た 組 織 の 一 部 を ク リ オ ス タ ッ トで10μmの 厚 さ に 薄 切

し、 ア セ チ ル チ オ コ リ ン を 基 質 と し た 酵 素 組 織 化 学(Tago,eta1,

ail)を 適 用 し て ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ(AchE)を 染 色 し た
。 非 特

異 的 な コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 染 色 を 防 ぐ た め に 反 応 液 中 に1μmの

tetraisopropylphosphoramide(Sigma,USA)を 加 え た 。 対 照 と し て 、 反 応 液

に 基 質 を 加 え な か っ た も の 、 お よ び1ザ4Mのeserinehe皿isulphate

salt(Sigma,USA)を 加 え た も の を 用 い た 。
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3)免 疫 組 織 化 学

上 記1)と 同 様 に し て 固 定 を お こ な っ た が 、modifiedKarnovsky液 の

代 わ り に4%paraformaldehyde液 あ る い は プ ア ン 液 で 灌 流 し た 。 灌 流 終

了 後 開 腹 し て 採 取 し た 試 料 は 、 同 じ 固 定 液 に 約4時 間 浸 漬 し た 後 、 リ

ン 酸 緩 衝 液 で 一 晩 洗 浄 し 、 さ ら に30%の 庶 糖 液 中 に 一 昼 夜 放 置 し た 。

ク リ オ ス タ ヅ ト で10μmの 厚 さ の 凍 結 切 片 に 薄 切 し 、 免 疫 組 織 化 学 反

応 の た め の 試 料 と し た 。 こ れ を0,1M等 張 リ ン 酸 緩 衝 液(pH7.2)で

数 回 洗 浄 し た 後 、 次 の よ う な 特 異 抗 血 清 を そ れ ぞ れ 滴 下 し て 湿 箱 中 で

一 晩 反 応 さ せ た
。1)抗 一PGP9.5(x60000,UltraCloneLTD.,England),

2)抗 一SP(x10000,IncstarCorps,USA),3)抗 一Neurokinin-A(抗 一NK-A)

(x10000,PenninsulaLab,,Inc.,USA),4)抗 一Neurokinin-B(抗 一NK-

B)(x10000,PeninsulaLab。Inc.,USA),5)抗 一Met-Enkephalin(抗 一Met-

Enk)(x4000,IncstarCorps.,USA),6)抗 一VIP(x40000,AmershamIntern,

Plc.,Englnd),7)抗 一Gastrin-17/Cholecystokinin(抗 一G-17/CCK)(x12000,

UCBBioproducts,Belgium),7)抗 一Neuropeptide-Y(抗 一NPY)(x15000,UCB

Bioproducts),8)抗 一Dopamine-beta-hydroxyユase(抗 一DBH)(x1000,Eugene

Tech,Intern,Inc.,USA)。 反 応 を 終 了 し た 切 片 はABCキ ヅ ト

(Vectastain,VectorLab,Inc.,USA)を 用 い て 染 色 し 、 鏡 検 し た 。(1)

特 異 抗 血 清 を 正 常 抗 血 清 で 置 き 換 え た も の 、 お よ び(2)適 当 な 濃 度

の 特 異 抗 原 で 一 晩 吸 収 さ せ た 抗 血 清 を 反 応 さ せ た も の を 対 照 と し た 。

2.生 理 学 的 研 究

1)条 片 標 本 の 作 製

モ ル モ ヅ トの 腹 壁 を 開 き、 回盲 結 腸 口か ら4-6cmの 部 分 の 近 位 結

腸 を 切 り出 し、 さ ら に、 実 体 顕 微 鏡 下 で 眼 科 用 の 小 さ い鋏 と細 い ピン

セ ッ トを用 い て 長 さ8-10mm、 幅2-3mmの 細 長 い 結 腸 壁 の 条 片 を 切 り

出 した 。 この条 片 の 四 隅 を微 細 な 鍼 灸 用 皮 内針 で シ リコ ンベ ヅ トの上

6

一



に 固 定 し、 丁 寧 に 外 側 の 縦 走 筋 お よ び輪 走 筋 を剥 離 除 去 す る こ とに よ

り、 粘 膜 と粘 膜 下 織 の つ い た 粘 膜 筋 板 の条 片 標 本 を作 製 した(図1)。

光 顕 で 観 察 す る こ と に よ り、 こ の 条 片 標 本 に は 図1に 挿 入 し た 拡 大 写

真 で 示 さ れ る よ う な粘 膜 下神 経 叢(マ イ ス ナ ー 神 経 叢)の 神 経 細 胞 体

が 含 ま れ て い る こ と を確 認 した 。

2)灌 流 実 験

作 製 し た 条 片 標 本 の 両 端 を ご く 細 い 糸 で 結 紮 し 、 一 端 の 結 紮 糸 を 灌

流 槽 の 床 の シ リ コ ン 板 に 皮 内 針 で 止 め て 固 定 し 、 他 の 一 端 の 結 紮 糸 は

変 位 ト ラ ン ス デ ュ ー一サ ー に 連 結 し 、100～200mgの 負 荷 を か け て 等 張

性 収 縮 を 記 録 し た 。 灌 流 槽 は37。Cに 加 温 し 、 同 様 に 加 温 し た

modifiedKrebs-Ringer液(pH7.2)で 灌 流 し た 。 灌 流 液 に は 絶 え ず5%の 二

酸 化 炭 素 と95%の 酸 素 の 混 合 ガ ス を 送 り 込 ん だ 。 電 気 刺 激 は 、 一 対 の

銀 ・塩 化 銀 電 極 を 用 い て 経 壁 的 に お こ な っ た 。 活 性 物 質 や 薬 物 を 投 与

す る 際 に は 灌 流 を 止 め 、 投 与 さ れ た 物 質 の 濃 度 が 下 が ら な い よ う に し

た 。 使 用 し た 活 性 物 質 お よ び 薬 物 は 以 下 の 通 り 。 テ ト ロ ド ト キ シ ン

(TTX》(Sankyo,Tokyo)、 硫 酸 ア ト ロ ピ ン(Sigma,USA)、 塩 化 ア セ チ ル

コ リ ン(Sig皿a,USA)、 塩 化 ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム(C6)(Sigma,USA)、 塩 化D

一 ツ ボ ク ラ リ ン(Sigma
,USA)、SP(ProteinRes,Found.,Osaka)、NK-A

(ProteinRes,Found,,Osaka)、NK-B(Penninsula,Lab,Inc,,USA)、Met-

Enk(ProteinRes.Found.,Osaka),NPY(PeninsulaLab,Inc.,USA),CCK

(PeninsulaLab.Inc.,USA)o

7
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図1.モ ル モ ッ ト近 位 結 腸 の粘 膜 筋 板 の条片標 本を示す光顕写真.

横 断像.外 側 の縦 走 筋 と輪 送金 は 除外 されている.

下織 中の 神経 節 を示 す拡 大 写 真)

L:内 腔 、MC:粘 膜 、MM:粘 膜 筋 板 、

xl25.(挿 入 図 はx500}.

(挿 入 図は 粘膜

SM:粘 膜 下 織 、BV:血 管 、Gg:神 経 節.
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研 究成果

1.一 般 形 態

近 位 結 腸 壁 の 横 断 像 を 低 倍 率 の光 顕 写 真 で 図2に 示 し た 。 腸 管 の 一

般 的 構 造 を 備 え て い た が、 横 断 像 で み る と粘 膜 、 粘 膜 筋 板 、 粘 膜 下 織

よ りな る縦 ひ だ が 内 腔 に大 き く突 出 して い た。 輪 状 筋 は極 め て 厚 く発

達 して い る一 方 、 縦 走 筋 は 薄 く、 部 位 に よ って は む しろ粘 膜 筋 板 よ り

も 薄 い ぐ らい で あ った 。 粘 膜 筋 板 は 、 内側 の 輪 走 成 分 と外 側 の縦 走 成

分 の 二 層 で構 成 され て お り、 と くに縦 走 成 分 は 良 く発 達 して お り、 輪

走 成 分 が2-4層 で あ る の に 対 し、 縦 走 成 分 は 十 数 層 の筋 細 胞 で構 成 さ

れ て い た(図3)。

粘 膜 筋 板 、 輪 走 筋 、 縦 走 筋 を 筋 の走 行 に対 して そ れ ぞ れ 横 断(図4

-6) 、 ま た は 、 縦 断(図7-9)し て 電 顕 的 に 比 較 観 察 した 。 基 本

的 に は い ずれ も 平 滑 筋 細 胞 の特 徴 を備 え て い た が、 粘 膜 筋 板 の 平 滑筋

細 胞 は2、3の 点 で 特 徴 的 で あ っ た 。 筋 細 胞 の 直 径 は縦 走 筋 に比 べ て か

な り小 さ か った 。 粘 膜 筋 板 の ミ トコ ン ド リア は極 め て 多 数 観 察 され 、

輪 走 筋 で は細 胞 の 中央 に集 合 して観 察 され る の対 して 、

図2.モ ルモヅト近位結腸壁の横断像 を示す光顕写真.

図3.モ ルモッ ト近位結腸の粘膜筋板の拡大写真.

L:内 腔 、LF:縦 ひ だ 、MC:粘 膜 、MM:粘 膜 筋 板 、MM(CC}:粘 膜 筋 板 の 輪 走 部 、

MM(LC):粘 膜 筋 板 の 縦 走 部 、SM:粘 膜 下 織 、CM:輪 走 筋 、LM:縦 走 筋 、BV:血 管 、

CB:陰 窩底部.図2.x125,図3.x500,

図4-6.モ ルモット近位結腸における各筋層の横断像を示す電顕写真.

図4:粘 膜筋板、 図5:輪 走筋、 図6:縦 走筋.*:神 経束.各x3200,

図7-9.モ ルモ ッ ト近位結腸 における各筋層 の縦断像 を示 す電顕写真.

図7:粘 膜筋板 、 図8:輪 走筋、 図9:縦 走筋.各x3200
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細 胞 の 周 辺 部 で 細 胞 膜 に沿 う よ うに して 存 在 して い た 。神 経 線 維 束 は

輪 走 筋 や縦 走 筋 で は 筋 層 間 に 入 り込 ん で い た が、 粘 膜 筋 板 で は筋 層 間

に入 り込 む こ とは まれ で 、 主 に粘 膜 下 織 側 で 外 側 に接 して 存 在 す る こ

とが 多 か っ た。 こ う した粘 膜 筋 板 の特 徴 は 、 後 に述 べ る本 組 織 の 収縮

の仕 方 、 す な わ ち頻 回 の 自発 運 動 の存 在 、 経 壁 的 電 気刺 激 に よ る収縮

の際 の比 較 的 長 い 潜 時 や 、 最 大 収 縮 に至 るま で に か か る時 間 が 長 い傾

向 を有 す る こ と、 な ど と密 接 な 関 係 を示 す もの か も しれ な い。

2.生 理 学 的 研 究

1)経 壁 的 電 気 刺 激(electricalfieldstimulation)

粘 膜 筋 板 の 条 片 標 本 を 用 い た 灌 流 実 験 を お こ な い 、 収 縮 の 特 徴 に つ

い て 検 討 し た 。 本 標 本 は 、 極 め て 規 則 的 か つ 律 動 的 な 自 発 収 縮 を 示 し

た 。 そ の 頻 度 は18.8土0.29/皿in(皿ean±.s.e.,n・47)、 振 幅 は

0,04土0,004皿 皿(mean土s,e、,n=47)だ っ た 。 こ れ は イ ヌ の 近 位

結 腸 の 粘 膜 筋 板 に お け る 自 発 性 収 縮(Angeletal.,1986)よ り も か な り

頻 度 が 高 い 。 経 壁 的 に10秒 間 の 電 気 刺 激 を 与 え る と 刺 激 開 始 後 数 秒

の 潜 時 の 後 や や 急 速 に 収 縮 が 増 大 し た(図10)。 刺 激 を 終 了 す る と

収 縮 は 急 速 に 縮 小 し 、 自 発 運 動 の レ ベ ル に 復 し た 。 刺 激 の 強 さ を 増 す

に つ れ て(voltage5-30V,durationO.1-1msec,frequency1-40Hz)こ の 反 応

は 増 大 し た が 、 刺 激 の 大 き さ に 関 わ ら ず 、 常 に 相 動 的(phasic)な 収

縮 の み が み ら れ た 。 刺 激 の 持 続 時 間0,2msec、 頻 度20Hz、 電 圧20-

25Vで ほ ぼ 最 大 の 収 縮 が 得 ら れ た の で 、 至 適 刺 激 と し て 、 持 続 時 間

0,2msec、 頻 度20Hz、 電 圧15Vを 選 び 、 以 後 の 刺 激 は こ の 条 件 で お

こ な っ た 。 経 壁 刺 激 に よ る こ の 収 縮 増 大 は 、10-6MのTTXで 完 全 に

阻 止 さ れ た の で(図11)、 標 本 内 に 存 在 す る 神 経 の 興 奮 に よ っ て ひ

き 起 こ さ れ た も の と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、10-5Mの ア ト ロ ピ ン で も こ
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図10.モ ルモ ッ ト近位結腸 の粘膜 筋板 にお ける 自発性収 縮 と短 時間の経 壁刺激

に よる収縮 増大 の典型 的一例.

図11.モ ルモ ヅ ト近位結腸 の粘膜筋 板 にお ける短 時 間経 壁刺激 に よる収縮増 大

にお よぼすテ トロ ドトキ シン(TTX)の 効果.

a:正 常潅流液 、b:10-6MTTX添 加、c:正 常潅流 液で30分 間洗浄 後の反応 回復.

図12.モ ル モ ヅ ト近 位結腸 の粘膜筋 板 におけ る短 時 間経壁刺 激 に よる収縮 増 大

にお よぼすア トロ ピンの効 果.

a:正 常潅 流液 、b:10-5Mア トロ ピン添加.

ES:電 気刺 激(electricalfieldstimulation;durationO,2msec,frequency

20Hz,voltage15V)10秒 間.
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の 反 応 は完 全 に阻 止 さ れ た(図12)。 し か しな が ら、 と き ど き刺 激

の 終 了 後 に も収 縮 増 大 が 十 数 秒 間 持 続 し、 小 さ い な が らも二 つ め の

ピー ク を形 成 す る こ とが あ った 。 この こ とか ら、 時 間経 過 の 異 な る二

つ の収 縮 機 構 の の 存 在 が予 想 され た 。

そ こで 、 よ り長 時 間 の 刺 激(180秒 間)を して み る と、 や は り刺 激

開 始 後 数 秒 して か ら急 速 に収 縮 が増 大 した が、 一 度 小 さ くな っ た収 縮

はふ た た び増 大 し、 刺 激 して い る間 持 続 した(図13a)。 刺 激 を や

め る と 収 縮 の 大 き さ は 急 激 に 自発 収縮 の レベ ル に 復 した 。10-5Mの

ア トロ ピ ン 存 在 下 で は 、 最 初 の 急 速 な収 縮 増 大 が 消 失 し、 徐 々 に 増 大

しかつ 刺 激 時 間 中持 続 す る反 応 が残 っ た(図13b)。 刺 激 終 了 後 緩

か に 自発 収 縮 の レベ ル に 向 か って 収 縮 が小 さ くな っ た 。 この 刺 激 終 了

後 の 収 縮 低 下 の 速 度 の 相 違 か ら、 ア トロ ピ ン感 受 性 の 抑 制 神 経 の 存 在

が 予想 され る 。初 め の 急 速 な反 応 も、 立 ち 上 が りの 遅 い持 続 す る反 応

も10-6MのTTXで 完 全 に 阻 止 さ れ た(図13C)。C6や ク ラ ー レ は

こ の 反 応 に 全 く影 響 しな か っ た。 した が って 、 最 初 の速 い収 縮 増 大 は

ムス カ リン様 受 容 体 を介 した コ リン作 動 性 神 経 に よ る もの で あ り、 そ

の 後 の 収縮 増 大 は そ れ とは別 の 神 経 に よ る もの と考 え られ る。

2}神 経 の 分 布 とニ ュ0ロ ペ プ チ ドの 存 在

経 壁 的 電 気 刺 激 の実 験 か ら、 条 片 標 本 の 収 縮 に は コ リン作 動 性 神 経

に加 えて 、 ア トロ ピン で抑 制 され な い別 の 種 類 の 神 経 が 関 与 して い る

こ とが 明 らか に な った の で、 免疫 組 織 化 学 的 方 法 で 結 腸 壁 、 特 に粘 膜

筋 板 に 分 布 す る神 経 を検 索 した 。

初 め に、 神 経 に特 異 的 に含 まれ るタ ンパ ク質 で あ るPGP9,5に 対 す

る抗 体 を 用 い て 、 近 位 結 腸 壁 に存 在 す る神 経 の 分 布 を観 察 した(図1

4)。 粘 膜 、 粘 膜 筋 板 、 粘 膜 下 織 、 輪 走 筋 、 お よび 縦 走 筋 に 分 布 す る

神 経 線 維 が 陽 性 反 応 を示 し黒 染 され た 。 本研 究 で は 、 主 に横 断 切 片 を

用 い た た め 、 多 くの神 経 線 維 束 が黒 い 小 さ な 円形 も し くは楕 円形 の横
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図13。 モルモヅト近位結腸の粘膜筋板における長時間の経壁刺

激による収縮増大とアトロピンおよびTTXの 効果.

al正 常潅 流液 、b:10.5Mア トロ ピ ン添加 、c:10-sMTTX添

加 。FS・ 電気 刺 激.刺 激 時 間(180秒 間)以 外 の条件 は前 図 と同

じ.
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一

断 面 と して 観 察 され た 。 時 に は 横 走 して 長 く黒 染 す る線 維 も見 られ た

が、 特 に 輪 走 筋 で は 筋 線 維 の走 行 に沿 って 多 数 の神 経 線 維 が 長 走 す る

の が観 察 さ れ た 。 また 、 粘 膜 下織 中の マ イ ス ナ ー 神 経 叢 お よび 縦 走 筋

と輪 走 筋 の 間 の ア ウエ ル バ ヅハ 神 経 叢 の 神 経 節 細胞 体 も強 い 陽性 反 応

を示 した 。粘 膜 筋 板 に分 布 す る神 経 束 の 多 くも、 横 断 面 の 陽性 反 応 と

して 小 さ な 円形 も し くは楕 円形 に黒 染 し、粘 膜 側 お よび粘 膜 下 織 側 の

両側 で筋 組 織 に接 して 観 察 され た(図15)。 小 数 の 線 維 は 筋 線 維 束

を 区 分 け す る よ う に粘 膜 筋 板 内 に 入 り込 ん で い る結 合 織 の 中 に 時 に横

断 面 と して、 また 時 に は 長走 して存 在 して い るの が 観 察 され た 。

コ リン作 動 性 神 経 の 粘 膜 筋 板 へ の 分 布 を、 間 接 的 で は あ るが 、

AChEの 存 在 を 示 す 酵 素 組 織 化 学 的 方 法 で確 認 した。AChE陽 性 の 神 経

線 維 は 、 や は り主 に 横 断 面 と して筋 組 織 の 両 側 に接 して 存 在 して い た

が 、 時 に は 図16に 示 さ れ る よ う に 、 筋 組 織 の 間 の 結合 組 織 の 中 で横

断 面 と して 、 あ るい は 長 走 して 存 在 す る こ と もあ っ た 。

図14と15.モ ル モ ヅ ト近 位 結 腸 に お け る 免 疫 組 織 化 学 反 応 に よ る

PGP9.5陽 性 神 経 を 示 す 光 顕 写 真 。 図14.X63,図15.

X250,

図16.モ ル モ ッ ト近 位 結 腸 に お け る 酵 素 組 織 化 学 反 応 に よ るAChE陽

性 神 経 を 示 す 光 顕 写 真.内 因 性 ペ ル オ キ シダ ー ゼ に よ る血 球 の 黒 染 も見

られ る.x250,

図17.モ ル モ ッ ト近 位 結 腸 に お け る 免 疫 組 織 化 学 反 応 に よ るSP陽 性 神

経 を 示 す 光 顕 写 真.x250,

L:内 腔 、MC:粘 膜 、MM:粘 膜 筋 板 、SM:粘 膜 下 織 、MP:マ イ ス ナ ー

神 経 叢 、CM:輪 走 筋 、AP:ア ウ エ ル バ ッ ハ 神 経 叢 、LM:縦 走 筋.
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「
その ほ か、 これ まで に小 腸 の縦 走 筋 な どに 分 布 す る神 経 に含 まれ 、

収 縮 を起 こす こ と が報 告 され た い くつ か の ニ ュー ロペ ブ チr‾ に 対 す る

特 異 抗 体 を 用 い て そ れ らが 粘 膜 筋 板 に分 布 して い る神 経 に存 在 す るか

どうか につ い て 調 ぺ た 。 そ の 結 果 数 多 くのSP陽 性 神 経(図17)、

NK-A陽 性 神 経(図18)、NK-B陽 性 神 経(図19)が 粘 膜 筋 板 に 分

布 して い た 。 し か し な が ら、 吸 収 試 験 の 結 果 は、 こ こで 用 い た抗 一

NK-Aお よ び 抗 一NK-B抗 体 が 互 い に 交 差 反 応 を 起 こ す こ と、 また、 両

抗 体 と もSPを も 認 識 す る こ と を 示 し た の で3者 の 神 経 線 維 の 多 寡 を

把 握 す る 事 は不 可能 だ っ た 。 これ らタ キ キ ニ ン を含 む神 経 線 維 が、 粘

膜 筋 板 に 何 らか の効 果 を及 ぼ す こ とは まち が い な い と思 わ れ た 。

一 方、Met-Enk陽 性 神 経 線 維 は 縦 走 筋 、 輪 走 筋 、 粘 膜 下 織 に は 多

数 存 在 した が 、 粘 膜 筋 板 に は全 く観 察 され な か っ た(図20)。 逆 に 、

NPY陽 性 線 維 は 縦 走 筋 や 輪 走 筋 に は 全 く存 在 しな か った もの の 、 粘 膜

下 織 、 粘 膜 筋 板 、 粘 膜 に は 多 数 観 察 され 、 粘 膜 下 織 に はNPY陽 性 細 胞

体 も 観 察 さ れ た(図21)。

図18.モ ル モ ッ ト近 位 結 腸 に お け る 免 疫 組 織 化 学 反 応 に よ るNK-A陽

性 神 経 を 示 す 光 顕 写 真.x250,

図19.モ ル モ ヅ ト近 位 結 腸 に お け る 免 疫 組 織 化 学 反 応 に よ るNK-B陽

性 神 経 を 示 す 光 顕 写 真.x250,

図20.モ ル モ ヅ ト近 位 結 腸 にお け る免 疫 組 織 反 応 に よ るMet-Enk陽 性

神 経 を 示 す 光 顕 写 真.x125,

図21.モ ル モ ヅ ト近 位 結 腸 に お け る 免 疫 組 織 化 学 反 応 に よ るNPY陽 性

神 経 を示 す 光 顕 写 真.x250,

図 中 の 略 語 は い ず れ も 図14と 図15に 示 した も の と 同 じ.
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「序 」 で 述 べ た よ うに 、 ネ コ の結 腸 で は ノ ル ア ドレナ リンに よ って

粘 膜 筋 板 が 収 縮 す る とい う。 確 か にDBH陽 性 神 経 線 維 が 粘 膜 筋 板 に も

観 察 さ れ(図22)、 ア ドレ ナ リ ン 作 動 性 線 維 の 粘 膜 筋板 へ の 分 布 を

うか が わ せ た 。 こ の 他 、 図 で は 示 さ な か った が 、CCK陽 性 神 経 も 小 数

な が ら粘 膜 筋 板 に 分 布 して い た 。

3}神 経 内 活 性 物 質 の 作 用

免 疫 組 織 化 学 に よ り粘 膜 筋 板 の 神 経 線 維 内 に存 在 が 明 か とな っ た活

性 物 質 の 効 果 を調 べ る た め、 条 片 標 本 を 灌 流 し、 灌 流 槽 内 に それ らの

物 質 を 投 与 した。 これ らの うち、ACh、SP、NK-A、NK-Bが 粘 膜 筋

板 の 収 縮 を 増 大 さ せ た 。ACh、SPを 投 与 し た 場 合 、 数 秒 間 自発 収 縮

を 抑 制 した後 比 較 的 速 い 立 ち上 が りで 収 縮 を増 大 させ た が(図23a

とb)、NK-Bお よ びNK-Aは 緩 や か な 立 ち 上 が りの 収 縮 増 大 を 示 した

(図23cとd)。 こ れ ら の 収 縮 は 、 原 則 的 に は 相 動性(phasic)収

縮 で あ っ た が 、 高 濃 度 のNK-Aな ど を 作 用 さ せ た 場 合 に は 持 続 性

(tonic)収 縮 が 出 現 し た 。 ア ト ロ ピ ン存 在 下 で の経 壁 的 電 気 刺 激 に

よ る収 縮 増 大 の 際 の 立 ち 上 が りと(図13b)NK-Aお よ びNK-Bの 立

ち 上 が りの 時 間 経 過 は 類 似 して い た 。

これ らの 物 質 が 、 介 在 す る別 の 神 経 を経 て 効 果 を発 揮 して い る可 能

性 が あ るた め、NK-Aお よ びNK-BをTTX存 在 下 で 作 用 さ せ て み た(図

24と25)。 い ず れ も10-6MのTTXに よ っ て 抑 制 さ れ ず 、 む し ろ

や や 収 縮 が 増 大 した 。 した が っ て 、 これ らは粘 膜 筋 板 の 平 滑 筋 そ の も

の に対 す る直接 作 用 で あ る こ とは 明 か で あ る。3種 の タ キ キ ニ ン に つ

い て 用 量 一 反 応 関係 を示 した の が 図26で あ る 。 最 も低 濃 度 で 反 応 が

現 れ た の はNK-Aで あ り、 最 も 大 き い 収 縮 を 示 し た の もNK-Aで あ っ た 。

SPは10-6Mと い う 高 濃 度 で も 効 果 は 小 さ か っ た 。 立 ち上 が りの時 間

経 過 が経 壁 刺 激 と似 て い た こ と、 お よび 用 量 一反 応 曲 線 か ら、 モル

モ ッ ト近 位 結 腸 の 粘 膜 筋 板 は 、NK-2受 容 体 あ る い はNK-2とNK-3
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図22.モ ル モ ヅ ト近 位 結 腸 に お け る免疫 組織化学反応による

DBH陽 性 神 経 を示 す 光顕 写 真

図 中の 略語 は前図 と同 じ. g125.
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両方 の 受容 体 を介 して収 縮 反 応 が起 こ され て い る と考 え られ る。 免

疫 組 織 化 学 で粘 膜 筋 板 に 分 布 す る神 経 内 に存 在 が 示 され た他 の 物 質 の

うち 、NPY、CCKな ど は 、 こ の 標 本 に は 直 接 の 効 果 を有 しな か っ た 。

NAdrは む し ろ 自発 運 動 を 抑 制 し た 。

図23.モ ル モ ヅ ト近 位 結 腸 の 粘 膜 筋 板 に お よぼ すAChお よ ぴ タ

キ キ ニ ン類 の 収 縮 増 大 効 果 を 示 す 一例.

aACh10'5,bSP10-6M,cNK-B10-7M,

dNK-A

10-gM.
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図24. モルモット近位結腸の粘膜筋板におけるNK-Aの 収縮

増大作用におよぼすTTXの 効果を示す一例.

図25.モ ルモヅト近位結腸の粘膜筋板におけるNK-Bの 収縮

増大作用におよぼすTTXの 効果を示す一例.
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図 .26.タ キキニ ン類の濃度 と粘膜筋板の最大収縮との関係.

横軸は各種 タキキニンの濃度を、縦軸は高濃度[K]o(56mM)に よる

最大 収 縮 に対 す る各 種 タ キ キニ ンに よる最大収縮の比率 を示す.
SP:n=5,NK-B;n=6,NK-A:n=6,
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今後 の課題

最初 の 計 画 につ い て 、 か な り研 究 を進 め る こ とが 出 来 た が 、2っ ほ

ど実 行 で き ず 、 今 後 の 課 題 と して 残 っ た 。 一 つ は形 態 計 測 に よ る定 量

的 研 究 で あ る。0個 の 筋 細 胞 や 細 胞 内 小 器 官 に つ い て定 量 的 に 輪 走 筋

や 縦 走 筋 と比較 した か った が 、 細 胞 の 長 さ を正 確 に計 る の が難 し く、

時 間切 れ とな って しま った 。 工 夫 が 必 要 な点 で あ る。 も う一 つ は 粘膜

筋 板 の 平 滑 筋 細 胞 そ の もの の機 能 的特 性 に関 す る研 究 で あ る 。外 液 カ

ル シ ウ ムの 影 響 や 高 濃 度 カ リウ ム に よ る収 縮 の 様 子 な ど を検 討 す るに

際 し、 本標 本 は腸 神 経 叢 の 影 響 を考 慮 せ ざ る を得 ず、 純 粋 な形 で の 筋

細 胞 の特 性 を見 る こ とは 難 しい 。別 の 実 験 系 す な わ ち粘 膜 筋 板 の筋 細

胞 の 培 養 標 本 の よ うな 系 で 実 験 を お こな う必 要 が あ る。

そ の ほ か、 今 回 の 研 究 を進 め る途 上 で 抑 制機 構 の存 在 を示 唆 す る現

象 も見 られ て お り、 そ の 実 体 と機 序 につ い て も今 後 の解 明 す べ き課 題

で あ る。 さ らに、 粘 膜 筋 板 は実 際 の 生 体 で は どの よ うな運 動 を して い

る の か、 あ るい は そ の役 割 は何 で あ るの か とい った こ とも、 興 味 の あ

る点 で あ る。実 際 に は、 基 礎 的 な知 見 を積 み 重 ね な け れ ば、 こ う した

本 質 的 な こ とを解 明 す るの は な か な か難 しい と思 われ る。 粘 膜 筋 板 に

関 して そ の 形 態 的 ・機 能 的 本 質 が 解 明 され れ ば 、 他 の組 織 す な わ ち粘

膜 上 皮 や外 側 の 筋 層 との 関 連 に つ いて も明 らか に な っ て くる もの と考

え られ る。
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結論 とま とめ

1)モ ル モ ッ ト近 位 結 腸 の 粘 膜 筋 板 は 良 く発 達 して お り、 部 位 に よ っ

て は縦 走 筋 層 よ りも厚 い こ とが あ っ た 。組 織 学 的 に は一 般 的 な平

滑 筋 組 織 の特 徴 を備 え て い た 。 ミ トコ ン ド リア が 多 数 存 在 し、 し

か も細 胞 の 周 辺 に局 在 す る傾 向 が あ った 。

2)神 経 束 は 輪 走 筋 や 縦 走 筋 で は 筋 線 維 束 の 間 に 入 り込 ん で い た が、

粘 膜 筋 板 で は 主 に筋 層 の外 側 に接 して 存 在 す る傾 向 が あ っ た。

3)粘 膜 筋 板 の 条 片 標 本 を 作 製 し、invitro灌 流 実 験 を お こ な っ た 。

本 標 本 は 頻 度 の 高 い(18,8土0,29/皿in}規 則 的 で か つ 律 動 的 な

自発 運 動 を 示 した 。

4)短 時 間(10秒 間)の 経 壁 的 電 気 刺 激 に よ り、 収 縮 は 比 較 的 急 速

に増 大 し、 刺 激 をや め る と再 び 急 速 に も とに戻 った 。 この 収 縮 増

大 は10-6MのTTXで 完 全 に 阻 止 さ れ た の で 、 腸 神 経 系 を 介 した

反 応 で あ る。 さ らに ユ0-5Mア ト ロ ピ ン 存 在 下 で も こ の 反 応 は 抑

制 され 、 ム ス カ リン様 受 容体 を介 した コ リン作 動 性 神 経 に よ る収

縮 増 大 で あ る こ とが 示 され た 。 酵 素 組 織 化 学 的研 究 に よ り、 間接

的 で は あ る が、 コ リン作 動 性 神 経 の 粘 膜 筋 板 へ の 分 布 を確 認 した 。

5)長 時 間 の(180秒 間)の 経 壁 的 電 気 刺 激 で は 、2相 性 の 収 縮 増 大

が 出 現 し、 速 い 立 ち上 が りを有 しア トロ ピ ンで 遮 断 され る要素 と、

緩 や か に 立 ち 上 が りア トロ ピ ンで 遮 断 され ず に 長 く続 く要 素 が存

在 した。 これ らの収 縮 は 原 則 と して 相 動 性(phasic)収 縮 で あ っ

た 。 両 要 素 と もTTXに よ っ て 完 全 に 阻 止 さ れ た 。

6)し た が っ て 、 粘 膜 筋 板 の 速 い 収 縮 は コ リン作 動 性 神 経 に よ り、 長

く続 く収 縮 は そ れ とは別 の種 類 の 神 経 に よ り調節 され て い る と考

え られ た 。

7)そ の た め 、 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 に よ って 腸 管 の 縦 走 筋 な ど を収 縮

さ せ る とい わ れ て い るい くつ か の ニ ュ0ロ ペ プ チ ドを 含 む 神 経 の
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存 在 を検 討 した 。粘 膜 筋 板 に 最 も多 数 分 布 して い た の は 、 タ キ キ

ニ ン を含 む 神 経 で あ っ た 。 そ の ほ かNPY、CCKな ど を 含 む 神 経 線

維 も 観 察 さ れ た が 、Met-Enkを 含 む 神 経 は 粘 膜 筋 板 に は 分 布 し

て い な か った 。

8)DBHも 免 疫 組 織 化 学 的 反 応 に 陽 性 で あ った の で 、 ア ドレナ リン作

動 性 神 経 も存 在 す る と考 え られ た 。

9)免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 粘 膜 筋 板 に 分 布 す る神 経 内 に存 在 が 示 され

た物 質 を、 灌 流 条 片標 本 へ 適 用 して そ の効 果 を検 討 した 。 最 も強

く収 縮 を ひ き起 こ した の はNK-Aで あ り、 つ い でNK-B、SPの 順

で あ っ た 。NPY、CCKな ど は 効 果 が な か っ た 。DBH陽 性 神 経 に

よ っ て 存 在 が 示 唆 さ れ たNAdrは 、 む し ろ 自発 運 動 の 収 縮 を 抑 制

した 。

10)こ れ らの 結 果 よ り、 粘 膜 筋 板 に お け る立 ち上 が りの遅 い ア トロ

ピ ン耐 性 の 収 縮 増 大 は タ キ キ ニ ン、 特 にNK-A含 有 神 経 に よ りひ

き起 こ さ れ て い る 可 能 性 が 高 ま っ た 。

11)結 局 、 モ ル モ ヅ ト近 位 結 腸 の 粘 膜 筋 板 に は 、 速 く立 ち 上 が り短

時 間 で 振 幅 が 小 さ くな る も の と、 立 ち上 が りが 遅 く長 く続 くもの

との2相 性 の 収 縮 増 大 が 存 在 し、 前 者 は コ リン作 動 性 神 経 に よ り、

後 者 は タ キ キ ニ ン含 有 神 経 、 特 にNK-A含 有 神 経 に よ っ て ひ き 起

こ さ れ て い る可 能 性 が 高 い 。

12)今 後 は 、(1)形 態 計 測 に よ り一 個 の 筋 細 胞 に つ い て の 定 量 的 な

特 徴(輪 走 筋 や 縦 走 筋 と 比 較 して)、(2)抑 制 の 機 序 、(3)平 滑

筋 細 胞 と して の 機 能 的 特 徴(単 一 筋 標 本 を 用 い て)、(4)生 体 内

に お け る 実 際 の 運 動 、(5)そ の 役 割 、(6}粘 膜 や 外 筋 層 な ど と の

機 能 的 関 連 性 、 とい っ た 点 を解 明 す る必 要 が あ る。
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