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ラット気道副交感神経節ニューロンに及ぼすノルアドレナリンの興奮作用

九州大学医学部学生 (2年生）

柴田憲一・武谷憲二

Excitatory Effect of Noradrenaline on Rat Airway Parasympathetic Ganglion Neurons 

Kenichi SHIBATA, Kenj i T AKET ANI 

Medical Student (2nd grade), Faculty of Medicine, Kyushu University, Fukuoka 812-8582 

Abstract The effects of noradrenaline (N Ad) on neurons acutely isolated from airway para-
sympathetic ganglia of rats were investigated by use of the nystatin perforaded-patch recording 
mode. Under current-clamp conditions, an application of 10-6 M N Ad onto the ganglion neurons 
evoked a depolarization which was accompanied by regenerating repetitive action potentials. 
NAd concentration-dependently induced inward current with decreasing membrane conductance 
when a ganglion neuron was held at a holding potential of -40m V. The half-maximum effective 
concentration (EC50) of NAd was 1.7 X 10ゴM,and the response was mimicked by an a1 -adreno-
ceptor agonist cirazoline and was inhibited by WB-4101, an a1A-adrenoceptor antagonist. 
Oxymetazoline, a partial agonist for an alA―adrenoceptor, also evoked the inward current with an 
EC5。of3.5 x 10-sM. The maximum current induced by oxymetazoline (10-6M) was 44% of that 
induced by NAd. NAd also inhibited the amplitude of M-current deactivation induced by 
hyperpolarizing step from a V H of -25m V to -50m V with an EC5。of2.0Xl炉 M. These results 
suggest that N Ad directly depolarizes the airway parasympathetic ganglion neurons of rats 
associated with an inhibition of M-current through the ≪1A -adrenoceptors. 

Key words : noradrenaline, paratracheal ganglion neuron, M-current, perforated patch recording 

はじめに

下気道を支配する交感神経および副交感神経系は古

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の調節を

行っている6)11)14)•一方，気道における感覚情報は知覚

神経が中枢へと伝えるが，気道の知覚神経終末で発生

した活動電位は知覚神経を上行し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こ

の現象を軸索反射と呼ぶが，軸索反射により放出され

た物質が血管透過性充進，気道分泌や気道血管拡張な

どの炎症性反応を惹起することから，気道における神

経系の異常は気道炎症に密接に関わっていると考えら

れる列

下気道の副交感神経系は，気道粘膜のごく近傍に位

置する傍気管神経節で節前線維の情報を節後ニューロ

ンヘと伝達するが1)，この傍気管神経節ニューロンは

迷走神経節前線維からのアセチルコリン入力だけでな

＜軸索反射による気道知覚神経分枝からの入力も受け

ている18)19)．一方，交感神経節後神経線維の終末部から

放出される NAdは，自身の神経細胞体である交感神

経節ニューロンを過分極させることが報告されている

が，副交感神経節ニューロンに対してはAkasuらがネ

コの膀脱副交感神経節ニューロンを用いて NAdが興

奮と抑制の 2つの応答を誘発することを報告してい
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る3)4>_ReekieとBurnstockは下気道組織標本を用い

て，NAdが傍気管神経節ニューロンを興奮させること

を報告した見しかし，彼らは組織標本を用いており，

NAdが傍気管神経節ニューロンに直接作用するのか，

あるいは間接効果によるのかは不明である．さらに，

単ーニューロンレベルでの NAdの詳細な興奮効果の

メカニズムについては全く明らかにされていない．そ

こで，本研究ではノルアドレナリンが傍気管神経節

ニューロンに直接作用するのか否かを含め，ノルアド

レナリンの傍気管神経節ニューロンにおよぼす作用と

そのメカニズムを単離した傍気管神経節ニューロンを

用いて電気生理学的に詳細に検討した．

方 法

1.傍気管神経節ニューロンの単離

傍気管神経節ニューロンを，石橋らの方法に従って

単離した12)．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

気管支を摘出した．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ピペットを用いてニューロ

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.電気生理学的記録

単ーニューロンからの膜電流および膜電位の測定は

ニスタチン穿孔パッチ記録法を用いて行った列まず

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のバ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 (EPC-7List Medical)により増幅した． 1kHz以

上のノイズは電気フィルター (E-3210A NF Elec-

tronic Instruments)で除去してデジタルストーレッジ

オシロスコープ (VC-6025 Hitachi)で観察するとと

もにテープレコーダー (RE-130TE,TEAC)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， NaCl 150, KC! 5, 

CaCl2 2, N -2-hydroxyethylpiperazine-N-2-

ethanesulfonic acid (HEPES) 10, glucose 10で， tris

(hydroxymethyl) aminomethane (Tris-OH)を用い

てpHを7.4に調節した．パッチピペット内液の組成

(mM)は， K-methanesulfonate 80, KC! 70, HEP ES 

10で， Tris-OHを用いて pHを7.4に調節した．ニス

タチンは lOmg/mlの濃度でエタノールに溶解した後，

最終濃度が100μg/mlとなるようにパッチビペット

内液に加えた．薬液は Yチューブにより急速投与し

た12)．この方法により記録しているニューロンの細胞

外液を 20ms以内に完全に交換した．

結 果

1.膜電流固定下における NAdの脱分極反応

図1Aに電流固定下でNAdにより惹起された膜

応答を示す．単離した傍気管神経節細胞（以下ニュー

ロンと省略）の静止膜電位は一59.2土2.4 m V (n = 12) 

であり， 3 XlOゴMのNAdによって検討した全ての

ニューロンにおいて脱分極が惹起された．この脱分極

は活動電位の繰り返し発火を惹起し．ニューロンを標

準外液で洗浄することにより NAdの興奮性応答は

徐々に回復した．より高濃度の 1o-4MNAdを用いて

も同様な活動電位の繰り返し発火が見られ，NAdの脱

分極応答に脱感作はほとんど紹められなかった．また，

NAdの膜抵抗に及ぼす効果を観察する目的で，テトロ

ドトキシン (TTX)存在下で過分極パルスを与えなが

ら10-6MNAdを投与したところ著明な膜抵抗の上昇

が見られた（屈 1B). 

2. アドレナリン受容体サブタイプ

NAdしこよるニューロンの脱分極が，いかなる NAd

の受容体サブタイプを介しているかを明らかにするた

めに，以下の実験を膜電位固定下で行った．

保持電位 (VH)-40mVにおいて NAdは濃度依存

性に膜コンダクタンスの減少を伴った内向き電流を惹
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図 1 ラット傍気管神経節ニューロンにおける

NAdの効果．実験は電流固定下にニスタ

チン穿孔パッチ記録法で行った．

A NAdによる脱分極と，それに伴う活
動電位の発火．

B. 3 X 10ゴM TTX存在下での NAdの

効果．NAd投与中，細胞内に過分極電流を

与え膜電位を静止膜電位に戻し，膜抵抗の

変化を調べた．下方向への線は短時間の過

分極電流刺激により誘引された電圧応答

である．

起した（図 2A)．図 2Bに a1アゴニストである cir-

azolineを3X 10-s, 10-7, 3 X 10ゴM の濃度で投与し

た時の内向き電流を示す．図 2Cには NAd,それに m

アゴニストである cirazolineおよびoxymetazoline

によって惹起された応答の濃度一応答曲線を示す．

N Ad, cirazoline, oxymetazolineのECs。はそれぞ

れ， 1.7x10-1,6.1x10-s, 3.5x10-sM であった．

oxymetazolineによって惹起される電流の最大値は

NAd誘発電流の最大値の約44.3士4.1％であり，

oxymetazolineはパーシャルアゴニストと考えられ

た．

医3Aに示すように a1アドレナリン受容体アンタ

ゴニストである prazosinは濃度依存的に NAdで惹
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図2 NAd誘発内向き電流．実験は膜電位固定

下保持電位ー40mVで行った．

A 種々の濃度の NAdによる内向き電流．
保持電位を一40からー55mVまで500

msの過分極パルスを，15秒ごとに与え

た．

B. cirazolineによる内向き電流

C. N Ad, cirazolineとoxymetazoline
の濃度応答曲線．各ポイントは， 10-6M

NAd誘発電流に対する比率として表した．

起される電流を抑制した．同様に， a2アドレナリン受

容体アンタゴニストである yohimbineも，より高狼度

でNAdの反応を抑制した（図 3B). a1A アドレナリン

受容体アンタゴニストである WB-4101もprazosin

とほぽ同様に NAd応答を抑制し，prazosin,WB-4101 

とyohimbineのIC5。はそれぞれ2.2 X 10-sM, 2.1 X 

1o-8Mおよび2.3 X 1Q-6Mであった（図 3C). 

3.電流ー電圧曲線

NAdによって誘発される内向き電流を ramp-

clamp法を用いて，さらに解析した．ニューロンに

NAdを投与する前と投与時に，保持電位を一40か

らーlOOmVまで3秒以内に変化させる ramp-clamp

法によって得られた電流を図 4Aに示す．NAd投与
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図 3 NAd誘発内向き電流に対する prazosin,

WB-4101, yohimbineの影響．

A 10-sM NAdによって惹起される内向
き電流が， 10-8と10ゴ M のprazosin存在

下において，いかに抑制されるかを示す．

NAdは10分ごとに 1分間投与した．

PrazosinはNAdを投与する 30秒前から

投与した．

B. 10-sM NAdによって惹起される内向

き電流に対する yohimbineの1o-6と3X 

1o-6Mの抑制効果を示す．yohimbineは

NAd投与の 30秒前に前処置した．

C. prazosin, WB-4101, yohimbine 

の， NAd応答に対する濃度抑制曲線であ

る．縦軸は 10-sMNAd単独で誘発される

内向き電流に対するアンタゴニスト存在

下での NAd誘発電流の比率として示す．

時の電流値から投与前の電流値を引く (b-a）こと

で，NAdによって惹起される電流の電位依存性が分か

る．NAdの引き起こす内向き電流は一40rnVより過

分極側では次第に減少したが，電流が逆転して外向き

電流となることはなかった．ムスカリン作動性k十電

流 (Ik(＼。または M電流）は，ー70mVよりも過分極側

の電位では流れない事が知られており，この実験から
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A I-Vはramp-clamp法を用いて，
10-6M NAdを投与前と投与中に観察した．

膜電位はー25mVに保持し，過分極性の

ramp波を与え，膜電位を 3秒間に一40か

ら一100mVへ変化させた．（a)はNAdを

投与前，（b)はNAdを投与中．挿入図は

NAdによって惹起された電流を示す．

B. 10-6M NAdを投与したときの I-V

から， NAdを与える前の I-Vを引いた

もの．

NAdのニューロンに対する作用は IK(M)を抑制した結

果と考えられる．

4. M電流への NAdの効果

NAdが M型 K+チャネルに作用していることをさ

らに明らかにするために，ニューロンに 800msの過

分極矩形波を電位固定下に与えて，電気緊張電位を測

定した．図 5AのX,yで示した部分がIK（ヽ1) に相当

し， IK(M)の振幅は保持電位をー25からー50mVまで

変化させた時の，時間に依存して変化する内向き電流
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図5 NAdによる M電流の抑制．
A 10-6MNAdを投与前と，投与後にお
ける M電流の変化を示す． M電流の不活
性化は， NAd投与前 (X)と投与した (Y)

をそれぞれ比較することで観察した．

B. NAdの濃度を高くすることにより，

M電流の不活性化がより著明になった．

として計測した．図5Bに， NAdによる IK(M)の濃度

依存的抑制を示す． NAdの IK(M)抑制作用の IC5。は

2.ox10-1Mであり，最大抑制率は 71％であった．

考 察

自律神経節ニューロンにおいて， a1受容体の活性化

は脱分極応答を惹起し， a2受容体の活性化は過分極を

起こすと一般に考えられている3)5)8)22)．今回用いた

ラット傍気管神経節ニューロンにおいても， Reekieと

Burnstockは，気道組織標本での細胞内記録により，

NAdがニューロンを脱分極させると報告している21).

本研究の結果は彼らの結果と一致し，さらに NAdが

直接傍気管神経節ニューロンを脱分極させることが明

らかとなった．すなわち，本研究で用いた単離ニュー

ロンには膜のイオンチャネル活性を変化させる入力が

ないことから，NAdは本ニューロンを直接興奮させる

と考えられる．

膜電位固定下に NAdを投与すると，保持電位ー40

mVで膜コンダクタンスの減少を伴った内向き電流が

惹起された（図2A). NAdで誘発される内向き電流

の電流電圧関係を調べると，過分極側では電流値が減

少し，逆転電位がK+の平衡電位と一致するかと思え

た．しかし， NAd誘発電流が逆転して外向き電流にな

ることはなかった．中枢および末梢のニューロンでは，

IK(M)は一70mVより過分極側の電位では不活性化し

ていることが知られている叫従って， NAdは傍気管

神経節ニューロンの M型K+チャネルを抑制してい

ると考えられた．事実，図5に示すように， NAdは傍

気管神経節ニューロンの IK(M)を濃度依存的に抑制し，

その IC5。値は 2.0XlOゴMであった．この値は NAd

が誘発する内向き電流の EC5。値とほぼ一致した． M

電流は様々な G蛋白を介する受容体により抑制され

るが16)，NAdがM電流を抑制するということはこれ

まで報告されておらず，本研究が初めての報告である．

“1アゴニストである cirazolineはNAdと同様に

内向き電流を惹起し， a1アンタゴニストである

prazosinはNAd誘発電流を抑制したことから， NAd

の応答に a1アドレナリン受容体が関与するというこ

とが明らかになった． a2アンタゴニストと知られてい

るyohimbineもまた NAdが惹起する内向き電流を

抑制したが， yohimbineは高濃度では a2アドレナリ

ン受容体だけでなく <X1アドレナリン受容体にも作用

することが報告されている24)• <X1アドレナリン受容体

はG蛋白質共役型受容体であり，これまで， 3つの a1

アドレナリン受容体 (a1A9“1B9am)がクローニング

されている． oxymetazolineは培養細胞に発現した

<X1Aアドレナリン受容体サブタイプをパーシャルでは

あるが，選択的に活性化することが報告されている20)• 

本研究において， oxymetazolineはパーシャルアゴニ

ストとして作用した．また NAd応答は <X1Aアンタゴニ

スト WB-4101によって抑制された（図 3)．従って，

ラット傍気管神経節ニューロンでは NAdの応答に

a1Aアドレナリン受容体が関与していると考えられる．

本研究により傍気管神経節ニューロンの細胞体に

a1Aアドレナリン受容体が存在することが明らかと

なった．高濃度の NAdを用いても脱感作は認められ

なかったことから， NAdはM電流の抑制のみによる

脱分極を誘発し，活動電位の脱分極性ブロックは起こ

さないことが示唆された．一方， NAdはイヌの気管に
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おいて，コリン作動性入力を減少させ，気管平滑筋の

収縮を抑制することが報告されている 13しまた，交感神

経を剌激すると副交感神経刺激によるモルモットおよ

びイヌ気管平滑筋の収縮は減少するという 7〉15)．これ

らの効果は NAdが節前受容体を介して気道コリン作

動性神経終末からの ACh遊離を抑制した結果であ

り9)10)17)23)，これには a2アドレナリン受容体が関与し

ていると考えられている25)．すなわち，傍気管神経節

ニューロンの細胞体には Cf1Aアドレナリン受容体が，

一方の神経終末部には a2アドレナリン受容体が存在

し，NAdは作用する部位によって下気道の機能に複雑

な影響を与えることが出来ると考えられた．

最後に，ラット傍気管神経節ニューロンにおいて，

NAdはaぃアドレナリン受容体を介して M型K+

チャネルを抑制することにより脱分極応答を惹起する

と結論出来る． NAdによる脱分極は，気道において気

道副交感神経節ニューロンの興奮を上昇させることに

より中枢神経系から気道への迷走神経入力を一時的に

増幅する可能性がある．
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