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原 著

フット気道副交感神経節ニューロンにおけるニコチン性

アセチルコリン受容体応答のハイドロコルチゾンによる抑制

九州大学大学院医学研究院細胞システム生理学分野（指導 赤池紀生教授）

石 政道

Hydrocortisone Inhibits Nicotinic Acetylcholine Recepotor 
Response in the Rat Airway Parasympathetic Ganglion Neurons 

Masamichi SEKI 

Cellular and System Physiology (Director Norio Akaike), Graduate School of 

Medical Sciences, Kyushu University, Fukuoka 812-8582, Japan 

Abstract The effect of hydrocortison on neurons acutely isolated from the rat airway parasym-
pathetic ganglia was investigated by using nystatin perforated-patch recording configuration 
under the voltage-clamp conditions. Acetylcholine (ACh) evoked inward currents in a concen-
tration-dependent manner with a half maximum effective concentration (EC叫 of3.3Xlい Mat
a holding potential of -50 m V. The ACh response was mimicked by nicotine, and it was 
inhibited by both mecamylamine and hexamethonium. a-Bungarotoxin had no effect on the 
ACh response. Hydrocortisone concentration-dependently inhibited the current induced by 3 x 
10-s M ACh with a half maximum inhibitory concentration (IC叫 of2.1 X 10-4 M. The effect of 
hydrocortisone was voltage-independent. Hydrocortisone suppressed the maximum response 
of the A Ch concentration-response curve, indicating that the inhibitory action of hydrocortisone 
on the nicotinic ACh response is non-competitive. 

Key words : acetylcholine, nicotinic response, rat paratracheal ganglion neuron, steroid, 
hydrocortisone, nystatin perforated patch recording 

はじめに

気管支喘息は呼吸困難を主症状とし，可逆的な

気道狭窄と気道過敏性を特徴とする疾患であり，

この気道の過敏性は気道炎症と密接に関連してい

る．喘息患者に一致してみられる気道過敏性の発

症機序については末だ不明な点が多いが，その発

症要因としては，炎症性細胞から遊離されるヒス

タミンやロイコトルエンなどに加え11)14)，神経ペ

プチドであるタキキニン類などの関与も示唆され

ている叫

下気道を支配する交感神経および副交感神経は

古典的神経伝達物質，すなわちノルアドレナリン

(NAd)やアセチルコリン (ACh)のみならず，複

数の非アドレナリン非コリン (NANC)性神経伝

達物質を放出し，気道や血管に分布する平滑筋の

収縮と弛緩サイクルを制御し，気道内腔径や気管

における血流そして気道分泌の調節を行ってい

る5)8)•このうち ACh を伝達物質とするコリン作

動性神経は気道平滑筋収縮に関して最も強力であ

り，気道壁で傍気管神経節を形成し，その節後線

維が気道平滑筋，血管や分泌腺に投射する丸

現在，気管支喘息の治療薬としては吸入ステロ

イド剤が最も重要な治療薬の一つであり，ステロ

イドが喘息におけるさまざまな炎症反応を抑制す

ることが知られている叫しかし，ステロイドの気

道神経系に対する作用はほとんど明らかにされて

いない．そこで，本研究では傍気管神経節ニュー

ロンのアセチルコリン受容体応答に対するハイド

ロコルチゾンの影響について検討した．
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方 法

1．気道副交感神経節ニューロンの単離

気道副交感神経節ニューロンは， Aibara等の

方法叫こしたがって単離した．すなわち，実験には

生後2週齢のラットを用い，ペントパルビタール

麻酔下に速やかに気管及び気管支を取り出した．

続いて，実体顕微鏡下に神経節を摘出し，コラゲ

ナーゼ 0.3%，トリプシン 0.3％を含む標準外液中

37℃で45分間処理した．酵素処理の後，培養皿中

でパスツールビペットを用いて気道副交感神経節

ニューロンを単離した．単離したニューロンは 20

分以内に培養皿の底に付着した．このようにして

得た単離ニューロンを用いて電気生理学的実験を

行った．

本研究は日本薬理学会の「GuidingPrinciples 

for the Care and Use of Laboratory Animals」
に基づいて行った．

2.単離ニューロンからの電流記録

電気生理学的測定はニスタチン穿孔パッチ記録

法を用いて行った．まず外径 1.5mmのガラス管

からパッチ電極作製機を用いて先端径が約 lμm

のパッチ電極を作製した．その後，パッチ電極内

に電極内液を充填し，倒立位相差顕微鏡でニュー

ロンを観察しながら，三次元油圧マイクロマニプ

レータを用いて，電極先端をニューロンに軽く接

触させ，軽く吸引することによりニスタチン穿孔

パッチを形成した．膜電流および膜電位はパッチ

アンプにより増幅した． lkHz以上のノイズは

フィルター (E~3210A NF Electronic Instru-

ments, ・ Tokyo, Japan)で除去してデジタルス

トーレッジオシロスコープ (VC-6025Hitachi, 

Tokyo, Japan)で観察するとともにテープレコー

ダー (RE-130TE,.TEAC, Tokyo, Japan)に保

存した．全ての実験は室温 (21~24 ℃)で行っ

た．実験結果は平均士標準誤差で示し，有意差検

定は Studentt-testにより行った．

3.溶液と薬品

標準外液のイオン組成 (mM) は， NaCl150, 

KCI 5, MgCl2 2, CaCl2 2, N-2-hydroxyeth-

ylpiperazine-N -2-ethanesulfonic acid 

(HEPES) 10とglucose 10からなり tris

(hydroxymethyl) aminomethane (Tris-OH)を

用いて pHを7.4に調節した．パッチピペット内

政道

液の組成 (mM)は， Cs-methanesulfonate80, 

CsCl 70とHEPESIOで， Tris-OHを用いて pH

を7.2に調節した．ニスタチンは 10mg/mlの濃

度でエタノールに溶解した後，最終濃度が 100

μg/mlとなるようにパッチピペット内液に加え

た．薬液は Yチューブにより急速投与した．この

方法を用いると記録しているニューロンの細胞外

液を 20ミリ秒以内に完全に交換できる．

結 果

1. 気道副交感神経節ニューロンにおける

AChとニコチン応答

最初に副交感神経節ニューロン（以下ニューロ

ンと省略）における ACh応答について検討した．

保持電位ー50mVにおいて AChは濃度依存的に

内向き電流を惹起した（図 1A). AChの濃度一応

答曲線から得られた 50％有効濃度 (EC50)は

3.3Xlい Mであった（図 IC)．また，ニコチン

性ACh受容体（以下ニコチン受容体と省略）の作

動薬であるニコチンも AChと同様に濃度依存的

に内向き電流を惹起し，その EC5。値は 1.8X10-5

M であった（図1BとC)．なお，本ニューロンは

ムスカリン性ACh受容体も有するが，細胞内液

がK+を含まないため記録される ACh応答には

K＋チャネル電流が関与するムスカリン性応答は

含まれない叫

2. ACh誘発電流に対するヘキサメトニウム，

メカミラミンと aブンガロトキシンの作用

ACh誘発電流に対するニコチン受容体拮抗薬

のヘキサメトニウムとメカミラミンの作用につい

て検討した．メカミラミンとヘキサメトニウムは

いずれも 3x10-s M AChによって惹起される内

向き電流を濃度依存的に抑制し，その 50％抑制濃

度 (IC50)はメカミラミンが I.7xI0-6Mヘキサメ

トニウムが 2.0Xlい Mであった（図 2).

同様に aブンガロトキシンの作用を検討した

が， 3 XlOゴ Maブンガロトキシンは ACh誘発

電流に対して無効であった．

3.ハイドロコルチゾンによる ACh誘発電流

の抑制

ハイドロコルチゾンは， ACh(3 x10-s M)で

誘発された電流を可逆的かつ濃度依存性に抑制し

た（図 3A)．ハイドロコルチゾンの濃度と ACh

応答の抑制作用との関係を示す曲線から得られた
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単離したラット気道副交感神経

節ニューロンヘの AChとニコ

チンの作用．実験は膜電位固定

下，保持電位ー50mVにてニス

タチン穿孔パッチ記録法で行っ

た． A,種々の濃度の AChに

よって発生する内向き電流． B,

種々の濃度のニコチンによる内

向き電流． C,AChとニコチンの

濃度応答曲線．全てのポイント

は3x10-sM ACh誘発電流に

対する比率で表した．各点は 5

例の平均値．

IC5。値は 2.1x10-4M であった（図 3B). 

4. ACh誘発電流の電流ー電圧関係に対する

ハイドロコルチゾンの影響

ハイドロコルチゾンによる ACh誘発電流抑制

作用が，保持電位により変化するか否かを明らか

にするため， ACh誘発電流の電流ー電圧 (I-V)

関係に対するハイドロコルチゾンの作用について

検討した．図 4にハイドロコルチゾン (3x10-4 

M)存在・非存在下における ACh(3 x10-s M) 

誘発電流の I-V関係を示す．ハイドロコルチゾン

は検討したすべての電位においてほぼ同程度に

ACh誘発電流を抑制した．また，ハイドロコルチ

ゾン存在下における ACh誘発電流の逆転電位と

非存在下での逆転電位間にはほとんど違いがな

かった．

ACh誘発電流の濃度一応答関係に対する5. 
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ACh誘発電流に対するメカ

ミラミンとヘキサメトニウム

の作用

A, 3 XlいMAChによって

誘発される内向き電流が種々

の濃度のヘキサメトニウム

（上段）およびメカミラミン

（下段）存在下でいかに抑制さ

れるかを示す． AChは2分ご

とに 15秒間投与した．ヘキサ

メトニウムとメカミラミンは

AChを投与する 30秒前から

投与した． B,ヘキサメトニウ

ムとメカミラミンの ACh応

答に対する渋度一抑制曲線．

縦軸は 3x10-5M ACh単独

での内向き電流に対する比率

として表した．各点は 4例の

平均値．

□xa 

ハイドロコルチゾンの影曹

ACh誘発電流の濃度一応答曲線に対するハイ

ドロコルチゾンの影轡について検討した．図 5A

に示す様に，ハイドロコルチゾンは ACh誘発電

流の最大応答を抑制した．この関係を Lin-

eweaver-Burkプロットしたところ，コントロー

ルとハイドロコルチゾン存在下の直線が X軸上

で交わった．このことから，ハイドロコルチゾン

のACh誘発電流抑制作用は非競合的であること

が示唆された（図 5B). 

考 察

ACh受容体はニコチン受容体とムスカリン受
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図 3 ACh誘発電流に対するハ

イドロコルチゾンの抑制

作用
A, 3 X 10-sM ACh誘発電

流が種々の濃度のハイド

ロコルチゾン存在下でい

かに抑制されるかを示す．

B,ハイドロコルチゾンの

ACh応答に対する濃度抑

制曲線．各点は 4~5例の

平均値．

容体に大別されるが，ニコチンがAChと同様の

内向き電流を誘発したことから（図 1)，本研究で

見られた ACh応答はニコチン受容体を介した応

答であると考えられた．実際，この ACh応答は二

コチン受容体の拮抗薬であるヘキサメトニウムや

メカミラミンによって濃度依存的に抑制され（図

2)，神経型のニコチン受容体の関与が示唆され

た．また， aブンガロトキシンが ACh応答に無効

であったことから，本応答に関与するニコチン受

容体に a7サブユニットは含まれていないと考え

られる．

ステロイドはその細胞内に存在する核内受容体

に結合して遣伝子発現を制御することが報告され

ている 12)．この遺伝子発現を伴う作用の場合，その

発現までには数時間またはそれ以上の時間経過が

必要である．一方，ステロイドが細胞膜の受容体

やイオンチャネルに作用することで，より早い作

用を発現することも報告されている 15)．本研究で

みられたハイドロコルチゾンによるアセチルコリ

ン誘発電流の抑制もその作用発現が早いことから，

本作用に遺伝子発現は伴わないと考えられる．

ハイドロコルチゾンは筋肉型ニコチン受容体を

政道

A
 

Hydrocortisone 
ACh 3x炉 M

3x10-5 M C:::::::::::::: ---
+2:Hmv:--～-；」50pA

一

B VH (mV) 
-60 -40 

一

-0.5 

-1.0 

Control 

-1.5 

Relative /ACh 

図4 ハイドロコルチゾン存在・非

存在下における ACh誘発電

流の電流ー電圧関係

A,保持電位＋20とー50mV
で 3X 10-4Mハイドロコル

チゾンによる ACh誘発電流

の抑制作用． B,ハイドロコル

チゾン有無における電流ー電

圧関係．縦軸は保持電位—50
mVにおける 3X 1い M

ACh単独での内向き電流値

に対する比率として示す．各

点は 4~5例の平均値．

細胞膜の外側からだけでなく内側からも抑制し，

その作用に電位依存性のあることが報告されてい

る6)7)•一方，アフリカツメガエルの卵母細胞に発

現させた a4及び alサブユニットからなるニコ

チン受容体のプレグネノロン（ステロイドホルモ

ン）による抑制は電位依存性を示さない13)．本研究

において，ハイドロコルチゾンは傍気管神経節

ニューロンのアセチルコリン応答を非競合的に抑

制した．従って，ハイドロコルチゾンはニコチン

受容体・チャネルに直接作用していると考えられ

るが，ハイドロコルチゾンのより詳細な作用部位

については今後さらなる検討が必要である．

気道における感覚情報は知覚神経を介して中枢

へと伝えられるが，炎症等により気道上皮が障害
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0.2 0.4 0.6 0.8 
1/C (1/10-s記）

ACh誘発電流の濃度応答関係に

対するハイドロコルチゾンの作用

A, ACh誘発電流の濃度応答関係

に対するハイド ロコルチソン

(3 X 10-4M)の作用．各点は 5例
の平均値． B,Lineweaver-Burk 

プロット．

゜
1.0 

をうけると知覚神経が露出するため，神経の易刺

激性をきたし，炎症性気道疾患では中枢を介した

迷走神経反射経路の緊張が高まっていると考えら

れる陀また，気道の知覚神経終末部で発生した活

動電位は知覚神経を上行して中枢へと情報を伝え

るだけでなく，その一部は末梢分岐部を介して逆

行し，分岐末端からサブスタンス Pなどのタキキ

ニン類やカルシトニン遺伝子関連ペプチドを放出

させる叫気道の知覚神経分岐は傍気管神経節に

も投射し，その末端から放出される神経ペプチド

によって本神経節ニューロンが興奮することも報

告されている列従って，炎症性気道疾患では，ア

セチルコリンの過放出が起きていると考えられ，

実際，喘息患者に抗コリン薬を吸入させると，健

常人にくらべて大きな気道拡張が認められる 10).

ハイドロコルチゾンが傍気管神経節ニューロンの

ニコチン性ACh受容体応答を抑制したことから，

ハイドロコルチゾンは迷走神経節前繊維終末から

節後ニューロンヘのシナプス伝達を抑制して気道

を支配する迷走神経の活性を低下させることによ
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