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緒 弘両冊

　ジピリディリウム系除草剤のジクワット（化学名；1，r－ethylene－2，2’一

bipyridylium　dibromide、図一1）は1957年にイギリスのICI社で開発され、優

れた除草効果を持つ農薬として日本を始め世界各国で使用されている。

　また、ジクワット毒性については、以前からヒトや動物に対して強

い毒性を示すことが知られており、動物種によって感受性に差がある

ことも報告されている（Conning　et　a1．，1969；Clark　and　Hurst．，

1970；Kehara　et　al．，1968；Selypes　et　a1，，1980；Ahmed　et　a1．，1988）。

動物へのジクワット毒性は、主に組織学的な変化を起こさず、致死的

経過をとると言われている。しかし、一方ではジクワットは、胸腺、

副腎および脾臓などに影響を与えることも報告されている（　Clark

and　Hurst．，1970）。ヒトの中毒では、消化器系に影響を与え、高用

量では肝細胞に影響を与えるとの報告もある（Conning　et　al．，1969）。

　このように、ジクワットの毒性影響については多くの研究がなされ

ているが、しかし発生・生殖毒性に関しては、少数の報告が見られる

のみである（Kehara　et　al。，1968；Selypes　et　al．，1980；Ahmed　et

a1．，1988）。また、ジクワットは、胎盤を通過し、拘引へ移行するも

のの、その厚子に対する毒性は、母体に対する毒性影響と比較すると

弱いものであると報告されている（Buseta1．，1975）。

　他方、発生・生殖毒性において胎子循環系とくに動脈管に対する化

学物質等の影響は、生後しばしば重篤な循環障害を発生させることで

注目されている。聖子は、栄養分や酸素を母体から胎盤を通して吸収

しており、また、羊水中で生活しているため、肺は機能していない。
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そのため、末梢から心臓へ送られた血液は肺を経由せず、生体で見ら

れる循環とは異なる独自の循環系を持っている。胎子循環の特徴とし

て、動脈管および卵円孔、膀動脈と膀静脈の存在、胎盤の存在の存在

がある。

　この中で動脈管は、肺動脈を直接大動脈へと結ぶ太いバイパスであ

り、胎生期においては重要な循環系の一翼を担っており、成体に見ら

れない独特の血管である。この血管は、弾性線維に富む肺動脈や大動

脈と異なり、極めて平滑筋に富む中膜を有する筋型動脈である

（H6rnbland　and　Larsson，1967；Desligneres　and　Larroch，1970；

Walsh　etal．，1975）。

　動脈管は妊娠末期に向かって徐々に内径を増し、出生後は肺呼吸の

開始とともに収縮閉鎖する（Rudolph，1974）。呼吸開始後、動脈管

の収縮閉鎖に要する時間は、ヒトでは、10～15時間（Rudolph，

1974）、ウサギでは、60分～90分（Momma　et　al．，1981）、ラット

でも60～90分（H6rnbland　and　Larsson，1967；　Powell　and

Cochranne，1978）と言われている。

　動脈管は生後収縮し、時間の経過とともに動脈管索として遺残する。

この動脈管が胎生期において何らかの影響を受けて一時的に収縮する

と、生後に肺高血圧症を引き起こしたり、また、動脈管の収縮閉鎖が

順調に行われないなどの動脈管開存症も引き起こす（Rudolph，1974）。

　動脈管は、極めて特異な性質を持つ血管であると言われている。そ

の一つとして、動脈管は血液中のPO2の変化に敏感に反応するといわ

れている（Dawes　et　al．，1955）。生後に動脈管が収縮を引き起こす

誘因の一つとして、血液中のPO2の上昇が考えられている

（Rudolph，1974）。また、胎生期の特異的な性質の一つとして、胎
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子の動脈管の拡張維持は、プロスタグランディンE2の作用によって

維持されている（Coceani　and　Olley，1973；Sharpe　and　Larsson，

1975；Heyman　et　a1．，1976；Clyman　et　a1．，1978；Monma　et　a1．，1980）。

この動脈管の拡張維持作用は、プロスタグランディンの生合成を阻害

する非ステロイド性の抗炎症薬であるインドメタシン等を投与するこ

とによって、胎子動脈管が収縮することで確かめられている

（Kantrowitz　et　al．，1975；Hong　and　Levine，1976）。このように、イ

ンドメタシンを直接胎子へ、あるいは母体へ投与（胎盤を経由）する

と、ヒツジ（Kirkpatrick　et　al．，1977；Levin　et　a1．，1978；Clyman，

1980）およびウサギ（Shrape　and　Lasson，1975）でも動脈管が収縮

することが報告されている。

　ジクワットにおいても、妊娠末期のラット母体への投与が、胎子動

脈管の収縮を引き起こすと報告されている。しかし、その収縮機序は、

インドメタシンとは異なり、プロスタグランディンE2を介したもの

ではなく、強い血管収縮物質として知られているエンドセリンが関与

していることを示唆した（Takagi，1999）。

　しかしながら、このジクワットによるエンドセリンへの影響は、ジ

クワットの直接的なものか、あるいは間接的な作用であるかは明らか

とされていない。

　そこで、本研究では、ジクワットがどのようにエンドセリンに作用

し、動脈管を収縮させるか作用機序の究明を行うことを目的とした。
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　　　　　第　1　章

ジクワットの胎子動脈管への影響
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　　　　　　　　　　　　　　第　1章

　　　　　　　　ジクワットの三子動脈管への影響

　第1章においては、妊娠末期の母体にジクワット（ジピリディリウム系除

草剤）を皮下投与し、その胎子動脈管への影響を経時的に調べた。

材料および方法

1）被験物質

　本研究で用いたジクワット（diquat　dibromide、純度99．7％）は（図一1）、

ゼネカ（株）より供与されたものを用い、生理的食塩水にて1％の濃度に調

製したものを投与液とした。

2）使用動物および飼育条件

　本研究で用いた動物は、Wistarラットで日本クレア（株）から購入した。

交配時には12～15週齢に達した未交配の雌を用いた。

　ラットの飼育は、室温20～24℃、湿度45～65％に設定された、一定の明暗

周期のセミバリアー動物室で行った。市販の固形飼料（MR　Breeder）および

水道水を自由に摂取させた。交配時には雌雄を一晩同居させ、翌朝膣垢中に

精子の存在を確認されたものを妊娠0日（胎齢0日）とし、その後は一匹つつ

ケージに入れて飼育した。

3）実験方法

　妊娠21日目のラットを用いた。妊娠21日目の午後1時を剖検時間と定め、

剖検時間の1、3、6および24時間前に、ジクワットを7mg／kg（体重）の用

量で母体に皮下投与した。使用した妊娠母体は、各群4匹ずっとした。
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　剖検の際冷却器（ダイテック（株）Coolpipe　200D）により一45～一50

℃に調節したアセトンを用意した。胎子は、母体を断頭放血し、直ちに子宮

を切開して取り出し速やかに冷アセトン｝こ投入し・全身を急速凍結した・凍

結後、胎子の体重を測定し、同腹の胎子のうち同大のもの4匹を選び観察ま

で一20℃の冷凍庫に保存した。

4）動脈管の観察方法

動脈管の観察にあたり、動脈管が水平面に対してほぼ垂直になるようにす

るため、胸腔内での動脈管と胸椎および肋骨との位置的関係を検討した。

　妊娠20日の母ラットから得た丁子をプアン固定し、その胸部を常法に従っ

てアルコール脱水、パラブラスト（Sherwood　Medical）包埋、5μm連続切

片とし、ヘマトキシリン・エオジン染色を施した（劃一2）。この連続切片

をコンピューター画像解析システムTRI（ラトック・システムエンジニアリ

ング（株））を用いて三次元立体構築を行った。まず、やや斜め前方より胸

椎、肋骨および心臓の位置を確認した（図一3）。その像を回転させて左か

ら見た三次元像とし（図一4）、その後、肋骨および胸椎を70％透過させ、

動脈管、胸骨および胸椎の三次元的な関係を確認した（図一5）。すなわち、

動脈管が水平面に対してほぼ垂直になるような角度を確認した（図一6）。

　全身凍結による動脈管の観察方法は次の通りである。

　観察に際して、急速凍結した胎子（図一7）の頭部および胸骨国状軟骨部

より後方の部分を割断して除去した。残りの胸部は、画像解析システムによ

って確認した角度になるように、頭方をやや高くして、簡易凍結器（小松エ

レクトロニクス（株））の凍結台上に背面を上にして載せ、胴体の下に水滴

を入れて調節固定した（図一8）。

　切りだし方は以下の通りである。
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　胎子の背面を水平にわずかに切り削ぐと胸椎が白く見え、左右に肋骨があ

り、さらに切り進めて行くと、中央に胸大動脈が見えてくる（図一9、10）。

さらに切り進めて行くと、中央に食道が出現し、食道を削っていくと大動脈

と肺動脈の分岐部が認められ、ついには動脈管と大動脈に分離する。動脈管

が大動脈から完全に分離し、動脈管の内径が最小となったところの内径を、

実体顕微鏡の接眼レンズ内に挿入したマイクロメーターで計測した（図一11）。

5）統計学的解析方法

　得られたデータは、各群ごとに平均値を算出し、Studentのt検定による統

計学的解析を行った。

結　果

　本章で得られたすべての実験結果は図一12に示した。

ジクワット7mg／kg投与群においては、投与後3および6時間に対照群と比べ

て有意な動脈管の収縮が認められた。また、この収縮は投与後3時間と6時間

で比べると、投与後3時間の方がより強い収縮であった。しかし、投与後1

および24時間では、動脈管の収縮は認められなかった。

　実体顕微鏡：下での観察では、7mg／kg投与群の動脈管の内径は、対照群の動

脈管（図一13）に比べ、約半分近くまで小さくなっており、動脈管壁は厚く

なっていた（図一14）。しかし、投与後1および24時間では、動脈管の収縮

は観察されなかった。
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考　察

　妊娠21日のラットにジクワット7mg／kgの用量を投与し、その二子動脈管

内径の変化を経時的に調べた。

　その結果、7mg／kg投与群においては、投与後3時間において最も著しく

収縮し、また、6時間においても収縮していたが3時間と比べるとその内径は

大きくなっており、これは収縮後の再拡張の段階であると思われた。投与後

24時間において、対照群との間に有意な差がみられなかったのは、動脈管は

一度収縮した後、再び徐々に拡張し元の状態まで回復したものと思われた。

これらの結果は、Takagi（1999）の実験結果と類似していた。

　以上の結果より、ジクワット（7mg／k　9）を妊娠末期の母体に投与すると、そ

の子の動脈管の収縮を引き起こすことが示唆された。

小　括

　本章では、ジクワット7mg／kg投与による胎子動脈管への影響を経時的に調

べた。

　その結果、妊娠21日の午後1時を剖検時間と定め、その1、3、6および24時

間前に妊娠ラットにジクワットを7mg／kgの用量で皮下投与し、その胎子動脈

管の内径を経時的に測定した。

　7mg／kg投与群では投与後3および6時間に有意な収縮がみられた。また、

その動脈管の収縮は、投与24時間以内に一度収縮した後、再び徐々に拡張し

元の状態まで回復したものと思われた。

　これらの結果から、ジクワット（7mg／kg）は妊娠末期のラット乙子の動脈

管に対して収縮作用を持つことが示唆された。
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第　2　章

ジクワット投与後の動脈管収縮作用に及ぼす

エンドセリンレセプター拮抗薬の作用時期の

検討
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　　　　　　　　　　　　　　　第　2　章

　　　　　ジクワット投与後の動脈管収縮作用に及ぼす

　　　　エンドセリンレセプター拮抗薬の作用時期の検討

　ジクワットによる動脈管の収縮は、インドメタシンに代表される抗炎症薬

の場合と異なり、プロスタグランジンE2を介したものではなく、エンドセ

リンが関与していることが報告されている（Takagi，1999）。

　そこで本章においては、実際にエンドセリンが動脈管の収縮に関係がある

のかを別の方法で再検討を行った。先ず、母体にジクワットを投与し、その

後、非選択的ETIVETB　receptor拮抗薬（TAK－044）を時間の経過とともに

直接胎子に投与し、その胎子の動脈管の変化を経時的に検討した。

材料および方法

1）被験物質

　使用したジクワットは第1章に記したものと同じものである。

　TAK－044（化学名Cyclo［D一α一aspartyl－3一［（4－phenylpiperazin－1－yl）

carb　onyl］　一L一α一aspartyl－D－2一（2－thienyl）　glycyl－L－leu　cyl－D－trypto　phyl］

disodium　salt；図一15）は武田薬品工業（株）より供与されたものを用いた。

2）使用した動物および飼育条件

使用した動物および飼育条件は第1章に記したものと同じものである。

3）実験方法

妊娠21日目のラットを用いた。剖検時間は午後1時とし、母体へのジクワ
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ット投与は、剖検の3時間前に、7mg／kgの用量で母体に皮下投与した。

　非選択的ETIVETB　receptor拮抗薬（TAK－044）は、ジクワットの投与、1、

2および2．5時間後に母体をエーテル麻酔下で開腹し、子宮壁を通して丁子背

部皮下に直接投与した。使用した妊娠母体は各群4匹とした。TAK－044およ

び生理的食塩水を投与した胎子は各々3匹ずっとした。投与量は、1胎子当た

り、0．05mg／0．05mlとした。生理的食塩水投与群は、同量の0．9％生理的食塩

水を投与した。

　また、母体および胎子に何も処置しない無処置対照群も準備した。

　剖検後の処置は第1章と同様であった。

4）動脈管の観察方法

　第1章で述べた急速全身凍結法を用いて動脈管の観察を行った。

5）統計学的解析方法

　得られたデータは、各群ごとに平均値を算出し、Duncanの多重比較検定

による統計学的解析を行った。

結　果

　すべての実験結果は図一16、17および18に示した。

　ジクワット投与後、3時間目の剖検において、無処置胎子および生理的食

塩水を投与した胎子の動脈管は、無処置対照群の動脈管と比べ有意に収縮し

ていた（図一16、17および18）。

　一方、母体へのジクワット投与後1および2時間目に、胎子に直接TAK－044

を投与した胎子動脈管は、その2および1時間後の剖検において、無処置対照　、
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群の動脈管とほぼ同じ大きさであり、有意な収縮はみられなかった（図一16

および17）。

　しかしながら、母体にジクワットを投与後2．5時間目にTAK－044を投与し

た胎子の動脈管は、その30分後の剖検において、無処置対照群の動脈管に比

べ無処置胎子および生理的食塩水を投与した胎子と同様に有意な収縮が認め

られた（図一18）。

考　察

　エンドセリンは1988年に、Yanagisawaら（Yanagisawa　et　al．，1988）によっ

てブタの血管内皮細胞培養液上清から、初めて単離精製されたペプチドで、

21残基のアミノ酸からなり（Masaki　et　al．，1992）、既知の血管内皮由来の血

管収縮物質の中で最も強力で持続の長い収縮作用を持っている。エンドセリ

ンには3種類のET－1、　ET－2およびET－3が確認されており（Yanagisawa　et　a1．，

1988；Inoue　et　al．，1989）、ET－1は血管内皮細胞だけでなく、他の広範な組

織でも生産され、ET－2やET－3についても僅かではあるが多くの組織で生産

されている（矢崎、1992）。また、エンドセリンの持つ血管および血管以外

の平滑筋収縮作用、平滑筋増殖作用なども報告されている（Arai　et　aL　1990）。

一方、これらのエンドセリンが作用する受容体についても、現在までETAお

よびETBの存在が明らかにされている（Arai　et　al．，1990；Sakurai　et　al．，1990；

Masaki　et　al．，1992）。

　本研究で用いたTAK－044は、非選択的ETAIETB　receptor拮抗薬の一つであ

り、ETAとETBの両方のreceptorを阻害することができる（Watanabe　et　al．，

1995）。

　本章で実施した実験において、ジクワット投与後に非選択的
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ETAIETB　receptor拮抗薬TAK－044を投与し、　ETAおよびETB両方のET　receptor

を遮断すると、ジクワット投与1および2時間後にTAK－044を投与した胎子で

は、動脈管の収縮は認められなかった。しかし、ジクワット投与2．5時間後

にTAK－044を投与した胎子では、動脈管の収縮が認められた。

　これらの結果は、ジクワット投与により、何らかの作用機序を経

てエンドセリンが放出され、最低でもジクワット投与2時間目以降に

動脈管の収縮が引き起こされるものと推察される。

小　括

　ジクワットの動脈管収縮作用に対するET　receptor拮抗薬（TAK－044）の影

…響を検討するために、妊娠21日の午後1時を剖検時間と定め、剖検3時間

前に母体にジクワット7mg／kgを皮下投与し、その1、2および2．5時間後に、

1胎子あたりTAK－044を0．05　mg直接丁子に皮下投与し、その胎子動脈管の

内径を経時的に測定した。

　その結果、ジクワットを投与した母体から得られた無処置丁子および生理

的食塩水を投与した胎子では、無処置対照群と比べて生理的食塩水の投与時

期に関係なく、動脈管の有意な収縮が認められた。

　ジクワット投与1および2時間後にTAK－044を投与した胎子では、動脈管の

収縮は認められなかった。しかし、ジクワット投与後2．5時間目にTAK－044

を投与した胎子では、動脈管の収縮が認められた。

　これらの結果から、ジクワット投与により、何らかの作用機序を経てエン

ドセリンが放出され、最低でもジクワット投与2時間目以降に動脈管の収縮

が引き起こされるものと推察される。
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第　3　章

ジクワットの胎子動脈管に対する作用

　一妊娠母体副腎除去による影響一



　　　　　　　　　　　　　　　第　3　章

　　　　　　　ジクワットの胎子動脈管に対する作用

　　　　　　　　一妊娠母体副腎除去による影響一

　第2章で述べたとおり、ジクワットは胎子動脈管収縮作用をもち、この収

縮は、エンドセリンが関与していることが再確認された。しかし、このジク

ワットは、エンドセリンの分泌に対して、どのように作用しているのかは明

らかとされていない。一方、ジクワットは、ラットに対する作用の一つとし

て、成熟ラットの副腎皮質ホルモンの分泌を特異的に刺激することが報告さ

れている（Helen　et　a1．，1976）。　また、副腎皮質ホルモンは、　in　vitroの実

験でラット、ウサギおよびウシの一般的な血管（大動脈）からのエンドセリ

ン放出を増加させることも報告されている（Kanse　et　a【．，1991）。

　そこで、本章においては、母体にジクワットを投与し、その時の母体およ

び胎子の副腎皮質ホルモンの動態を測定し、ジクワットと副腎皮質ホルモン

分泌との相互関係を検討した。

材料および方法

1）被検物質

　使用したジクワットは第1章に記したものと同じである。

2）使用した動物および飼育条件

　　使用した動物および飼育条件は第1章に記したものと同じものである。
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3）実験方法

　　動物は、Wistarラットを用いた。

両側の母体副腎除去は、妊娠19日目の午後1時にエーテル麻酔下で行った。

副腎を除去した全てのラットには、飲料水の代わりに、α9％生理的食塩

水を与えた。

　　剖検は妊娠21日の午後1時とし、母体へのジクワット投与は、剖検の3時

　間前に7mg／kgの用量で皮下投与した。また、対照群には生理的食塩水の

　みを投与した母体の胎子を用いた。

　　その後、蛭子動脈管および母体と胎子のコルチコステロン濃度を測定し

　た。

　　使用した母体は、各群5匹ずっとした。

4）動脈管の観察方法

　　第1章で述べた急速全身凍結法を用いて動脈管の観察を行った。

5）血液の採取方法

　　母体の血清の採取は、母体を断頭し、素早く開腹し、腹大動脈より採取

　した。採取した血液は、3000回転、15分間遠心分離し、血清を採取した。

血清は　コルチコステロン濃度の測定まで、一80℃のディープフリーザー

　にて凍結保存した。

　　胎子の血漿の採取は、母体の血液を採取した後に、帝王切開により胎子

　を取り出した。取り出した胎子を断頭し、ヘパリン処理したヘマトクリッ

　ト管にて採血をした。採取した血液は、12000回転、5分間遠心分離し、

　血漿を採取した。血漿は、母体の血清と同様に凍結保存した。

　1胎子より、1サンプル分の血漿を得た。
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6）血中コルチコステロン濃度の測定方法

　　コルチコステロン濃度の測定はRat　Corticosterone［1251】assay　system

　（Amersham）を用いて測定した。

7）統計学的解析方法

　　得られたデータは、各群ごとに平均値を算出し、Duncanの多重比較検

定による統計学的解析を行った。

結　果

・母体副腎除去後のジクワット投与による胎子動脈管への影響

　すべての実験結果は図一19に示した。

　無処置母体ヘジクワット7mg／kg投与した時の隠子動脈管は、無処置対

照群に比べ有意な収縮が認められた。

　母体の副腎を除去した胎子の動脈管は、無処置対照群との間に差は認め

られなかった。

　また、母体副腎除去後にジクワットを投与した群の胎子動脈管は、ジク

ワット投与による影響は見られず、無処置対照群と比べて有意な収縮は認

められなかった。

・母体副腎除去後のジクワット投与による母体血清コルチコステロン濃度

への影響

すべての実験結果は図一20に示した。

ジクワット7mg／kg投与した時の、母体のコルチコステロン濃度は、無
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処置対照群に比べ、有意な増加が認められた。

　母体副腎除去群および母体副腎除去後にジクワットを投与した母体のコ

ルチコステロン濃度は、無処置対照群に比べ有意に減少した。

・母体副腎除去後のジクワットによる庭子のコルチコステロン濃度への影響

　すべてρ実験結果は図一21に示した。

　　母体にジクワット7mg／kg投与したときの家子のコルチコステロン濃度

は、無処置対照群に比べ、有意な増加が認められた。

　　しかし、母体副腎除去群では、胎子のコルチコステロン濃度は、無処置

対照群との間に差は認められなかった。

　　また、母体副腎除去後にジクワットを投与した群の胎子のコルチコステ

　ロン濃度も、無処置対照群との間に差は認められなかった。

考　察

　本章では、母体の副腎を除去した後にジクワットを投与した時の胎子動脈

管に対する影響について検討した。

　その結果、前処置の母体にジクワットを投与した胎子のみが動脈管の収縮

が認められた。また、同群の母体と胎子のコルチコステロン濃度のみが、無

処置対照群に比べ有意に増加した。

　しかし、副腎を除去した母体の内子では、ジクワットの投与に関わらず動

脈管の収縮は認められなかった。

　このことは、ジクワットによる動脈管収縮と母体および胎子の副腎との間

には何らかの関係があると思われた。

　一方、ジクワットの作用の一つとして、成熟ラットの副腎皮質ホルモンの
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分泌を刺激することが報告されている（Helen　et　a【．，1976）。その作用機i序

は、ジクワットが副腎に特異的に作用し、副腎でのACTHに対する感受性を

高め、その結果、副腎皮質ホルモンを多量に分泌させると報告している

（Helen　et　al．，1976）。

　他方、副腎皮質ホルモンは、in　vimの実験でラット、ウサギおよびウシの

一般的な血管（大動脈）からのエンドセリン放出を増加させること（Kans　e

et　al．，1991）、また、　in　vivoの実験にて、副腎皮質ホルモンが血漿エンドセ

リン濃度を増加させることも報告されている（Takahashi　et　al．，1991）。

　また、ラットの妊娠末期の母体の副腎皮質ホルモンは、胎盤を通過すると

言われている（Dupouy　et　a1．，1975；Kamon，1970；Zarrow　et　a【，，1970；Arishima　et

al．，1977）　。

　これらのことから、妊娠母体にジクワットを投与すると、母体に高い副腎

皮質ホルモンの分泌を促し、それが胎盤を通過し、胎子動脈管の収縮に何ら

かの関与をしたことが示唆された。

小　括

　本章では、妊娠21日目の母体の副腎を除去した後にジクワットを投与し、

ジクワットによる動脈管の収縮と副腎皮質ホルモンとの関係を調べた。

　その結果、無処置の母体にジクワットを投与した網子のみが動脈管の収縮

が認められた。また、同群の母体と詠口のコルチコステロン濃度のみが、無

処置対照群に比べ有意に増加した。

　しかし、副腎を除去した母体の胎子では、ジクワットの投与に関わらず動

脈管の収縮は認められなかった。

　これらの結果から、ジクワットによる葦子動脈管の収縮は、この母体側の
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高い副腎皮質ホルモンが、胎盤を通過し、何らかの関与をしたことが示唆さ

れた。
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第　4　章

妊娠末期の母体へのコルチコステロン

　投与による胎子動脈管への影響



第 4 章

妊娠末期の母体へのコルチコステ口ン

投与による胎子動脈管への影響

第3章においてジクワットによる胎子動脈管の収縮には母体の副腎皮質ホ

ルモンが関与していることを示した。

副腎皮質ホルモンによる動脈管の収縮に関する研究は、グルココルチコイ

ドその中でもベタメタゾン、ハイドロコルチゾルおよびフレドニゾロンによ

る報告のみである (Mommaet al.， 1981)。しかしながら、ラットにおける

副腎皮質ホルモンは、コルチコステロンが主である。また、直接コルチコス

テロンを投与して動脈管への影響を観察した報告はされていない。

本研究では、実際に妊娠末期の各日齢の母体にコルチコステロンを投与し、

その胎児動脈管の収縮に対する臨界期の検討を行った。

材料および方法

1 )被検物質

本研究で用いたコルチコステロンは、 SIGMA(株)より購入したものを

用い、ゴマ油にて1%の濃度に調製したものを投与液とした。

2)使用した動物および飼育条件

使用した動物および飼育条件は第1章に記したものと同じものである。

3) 実験方法
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動物は妊娠19日、 20日および21日目のWistarラットを用いた。剖検時間

は午後l時とし、投与群はその3時間前にコルチコステロン40mglkgおよび

80mglkgの割合で母体の皮下に投与した。対照群には生理的食塩水のみを

投与した胎子を用いた。

使用した母体は各群 5匹ずっとした。

4)動脈管の観察方法

第1章で述べた急速全身凍結法を用いて動脈管の観察を行った。

5)統計学的解析方法

得られたデータは、各群ごとに平均値を算出し、 Studentのt検定による

統計学的解析を行った。

結果

すべての実験結果は図ー22および23に示した。

妊娠19日から21日にの対照群の胎子動脈管の内径は、日齢が進むにつれ

徐々に大きくなっていた(図-22および23)。

コルチコステロン40mglkg投与群においては、妊娠20日および21の動脈管

の内径は無処置対照群に比べて有意に収縮していた(図-22)。しかしなが

ら、妊娠19日においては、コルチコステロン投与群と無処置対照群との聞に

有意な差はみられなかった(図一22)。

コルチコステロン80mglkg投与群においては、妊娠21日の動脈管の内径は、

無処置対照群と比べて顕著に収縮していた。一方、妊娠20日においても無処

置対照群との聞に有意な収縮が認められたが、妊娠21日ほど顕著な収縮は見
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られなかった(図-23)。しかしながら、コルチコステロン40mglkg投与群

と同様に、妊娠19日の動脈管は、コルチコステロンを投与しても有意な収縮

は認められなかった(図-23)。

考察

本章では、妊娠末期の母体にコルチコステロンを投与したときの、その胎

子の動脈管への影響を検討した。

その結果、妊娠20日および21日の母体にコルチコステロンを投与した胎子

では、動脈管に収縮が認められた。しかし、妊娠19日目の母体にコルチコス

テロンを投与した胎子の動脈管に収縮は認められなかった。また、その収縮

の程度は、用量依存的であった。

以上のことより、妊娠末期のラットの母体にコルチコステロンを投与する

と、その胎子の動脈管に収縮が認められた。また、その収縮の臨界期は、妊

娠母体にジクワットを投与したときと同様な結果であった(五kagi.1999)。

つまり、ジクワットを投与したときの動脈管の収縮の臨界期とコルチコステ

ロンを投与したときの臨界期は、全く同一で、妊娠20日以降であった。また、

第2章で述べたように、エンドセリンが動脈管の収縮に関与していることを

示唆している。一方、副腎皮質ホルモンはエンドセリンの放出を増加させる

ことも報告されている (Kanseet al.. 1991)。

これらのことから、投与したコルチコステロンが胎子動脈管の内皮細胞に

作用し、エンドセリンの放出を促し、それによって動脈管の収縮が引き起こ

されたものと示唆された。

また、妊娠19日の母体にコルチコステロンを投与しても、動脈管の収縮が

引き起こされなかったのは、エンドセリンの分泌が促されなかったためであ
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ろうと示唆された。

小指

本章では、実際に母体で増加した副腎皮質ホルモンが、胎子動脈管の収縮

作用をもつか調べた。

その結果、母体へのコルチコステロン投与により胎子動脈管の収縮が認め

られた。また、その収縮の臨界期はジクワットと同様に胎齢20日以降であっ

た。

これらのことより、コルチコステロンが胎子動脈管の内皮細胞に作用し、

エンドセリンの放出を促し、それによって動脈管の収縮が引き起こされたも

のと示唆された。

また、妊娠19日でコルチコステロン投与による動脈管の収縮が引き起こさ

れなかったのは、エンドセリンの分泌を促さなかったためであろうと示唆さ

れた。
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第　5　章

　　胎子動脈管における

副腎皮質ホルモンレセプター
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第 5 章

胎子動脈管における

副腎皮質ホルモンレセプター

第4章でグルココルチコイド(コルチコステロン)が動脈管の収縮に関与しているこ

とを示唆した。そこで本章では、動脈管の内皮細胞におけるグルココルチコイドレセ

プターの存在の有無および、局在性をWesternblot法および免疫組織学的方法を用いて検

討を行った。

材料および方法

1 )使用した動物および飼育条件

使用した動物および飼育条件は第1章に記したものと同じものである。

2)実験方法

Western blot法で測定したものは、妊娠21日のラット胎子を用いた。妊娠母体15匹と

し、その子120胎子の動脈管と大動脈を集めて用いた。

また、免疫組織学的観察は、妊娠19、20および21日のラット胎子を用いた。

剖検時間は全て午後1時とした。

3) グルココルチコイドレセフタータンパクの抽出

剖検後、直ちに胎子より動脈管と大動脈を取り出し、同腹の胎子の動脈管と大動脈

を別々プールし、タンパク抽出まで-800Cで保存した。同様に母体肝臓を取り出し-

80"Cで保存した。

27 



胎子動脈管、大動脈および母体肝臓からのグルココルチコイドレセプタータンパク

を抽出する方法は、 oDonnel1ら(1995)の方法に従った。グルココルチコイドレセプ

タータンパクの分子量は、約97kDaと報告されている。

凍結組織は5倍量の抽出液 (20mMTris、 1mMDETA、lOmMsodium molybdate、

10% giycerol、 1mM dithiothreitoI)を用いて、テフロン・ホモジナイザーで抽出した。

組織抽出液は、オプテイマTL超遠心器 (Beckman)によって2"C、 105，000gで45分間遠

心し、上清を集め使用時まで-80"Cで保存した。

4) Western blot 法

電気泳動は、 Laemmli(1970)の方法に従って、 7.5%ポリアクリルゲ、ル(BioRad) 

を用いて行った。泳動は、 0.1%Sodium dodecyl sulfate (SDS)を含むO.05M Tris-

O. 192M glycine buffer， pH8.3を用いて行った。試料は、泳動用調整液 (0.125M Tris-

HCl ，20% glycerol， 4% SDS， 0.005% bromophenol blue， 5% mercaptoethanoO を用いて

タンパク含量100μgになるように調整した。泳動用試料を作成した後、 100
0Cで1分間

熱処理した。電気泳動は、 100Vで約100分間行った。タンパク質の定量はLowleyら

(1951)の方法で定量した。

電気泳動後のポリアクリルアミドゲルのタンパク質は、 Towbinら(1979)の方法に

従って、ニトロセルロース膜 (BioRad)に転写した。転写用緩衝液として、 20%メタ

ノールを含むO.05M Tris-0.192M glycine bufferを用いた。転写は100Vで60分間行った。

転写したニトロセルロース膜上のタンパク質を同定するため、抗グルココルチコイ

ドレセプター抗体を用いてイムノブロットを行った。ブロッキング血清として5%スキ

ム・ミルク液に反応させた後、モノクローナル抗体グルココルチコイドレセプター抗

体 (BuGR2:AffinityBioreagent，INC) と3時間反応させた。次いで二次抗体としてマウ

ス・ビ、オチン化IgG(フナコシ)を1時間反応させた後、常法にしたがってABC反応(ベ

クタステインABCキットフナコシ)を行った。
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5)グルココルチコイドレセプターの免疫組織学的観察

先ずはじめにそれぞれの胎子から動脈管を含む心臓および心血管系を取り出し、ブ

アン液に入れ、固定した。固定後、常法に従いアルコール脱水し、パラフィン包埋を

施した。その後、ミクロトームを用い5μmに薄切した。

切片は抗グルココルチコイドレセプターボリクローナル(#57:Aff加ityBioreagent， 

INC)抗体を用いて、酵素抗体ABC法を施し、光学顕微鏡下で観察した。

結果

-胎子動脈管でのグルココルチコイドレセプターのWesternBlot法

すべての実験結果は図-24に示した。

妊娠21日の母体ラットの肝臓は、約97kDaのグルココルチコイドレセプタータ

ンパクバンドを示した。また、同様に妊娠21日の胎子動脈管および大動脈にも、

グルココルチコイドレセフターの存在が認められた。

-胎子動脈管でのグルココルチコイドレセプターの免疫組織学的観察

それぞれの妊娠日齢のH・E染色像は図ー25、27および29に示した。

妊娠19日の動脈管では、グルココルチコイドレセプターは免疫組織化学的に検出で

きなかった(図一26)。

妊娠20日の動脈管では、グルココルチコイドレセフタ一陽性反応(矢印)が内皮細胞

で認められた(図一28)。

妊娠21日の動脈管は、陽性反応が妊娠20日よりも強く認められた。また、内皮細胞の

ほとんどの核にグルココルチコイドレセフタ一陽性反応(矢印)が認められた(図ー

30)。
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考察

第4章でグルココルチコイド(コルチコステロン)が動脈管の収縮に関与しているこ

とを示唆した。そこで本章では、動脈管の内皮細胞におけるグルココルチコイドレセ

プターの存在の有無および、局在性をWesternblot法および免疫組織学的方法を用いて検

討を行った。その結果、妊娠21日の胎子動脈管にグルココルチコイドレセプターの存

在を示唆した。また、免疫組織学的観察において、胎齢20日および21日では、胎子動

脈管の内皮細胞にグルココルチコイドレセプターが確認された。しかし、胎齢19日の

胎子動脈管にグルココルチコイドレセフターが認められなかった。

したがって、妊娠21日の胎子の動脈管内皮細胞に、グルココルチコイドレセプター

が存在することから、ジクワット投与よる動脈管の収縮は、そのジクワットが母体の

副腎皮質ホルモンの分泌を引き起こし、それが胎盤を通過して動脈管内皮細胞に作用

してエンドセリンの分泌を促すことにより、引き起こされるものと示唆された。

小括

本章では、コルチコステロンによる動脈管の収縮が直接的な作用なのか、間接的な

作用なのかも検討するため、動脈管でのグルココルチコイドレセプターの局在の検討

を行った。

その結果、グルココルチコイドレセフターが胎子動脈管の内皮細胞に局在すること

が認められた。

これらの結果から、ジクワット投与による動脈管の収縮は、ジクワットにより引き

起こされた母体の高い副腎皮質ホルモンが胎子へ移行し、動脈管の内皮細胞に作用し

てエンドセリンの分泌を促したためであろうと示唆された。
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総括

本論文は、ジピリディリウム系除草剤であるジクワットが、どのようにエ

ンドセリンに作用し、動脈管を収縮させるのかの、作用経路の検討を行った。

第 1章では、ジクワットの胎子動脈管に対する作用を検討するために、妊

娠21日のラットにジクワットを 7mglkgの用量で皮下投与し、その後の胎子

動脈管内径の変化を経時的に検討を行った。その結果、投与後3および6時

間に有意な動脈管の収縮がみられた。しかし、投与後 1および24時間におい

ては、対照群との聞に有意な差は認められなかった。

これらの結果から、ジクワット(7 mglkg)は妊娠末期のラット胎子動脈

管に対して収縮作用を持つことが示唆された。

第 2章では、ジクワットの動脈管収縮作用に対するETreceptor拾抗薬

(TAK-044)の影響を検討するために、妊娠21日の午後 1時を剖検時間と定

め、剖検 3時間前に母体にジクワットを皮下投与し、そのし 2および2.5

時間後に、直接胎子にTAK-044を皮下投与し、動脈管への影響の検討を行

った。その結果、ジクワット投与 1および2時間後にTAK-044を投与した胎

子は、動脈管の収縮は認められなかった。しかし、ジクワット投与後2.5時

間目にTAK-044を投与した胎子では、動脈管の収縮が認められた。

これらの結果からジクワットを投与することにより、何らかの作用機序を

経てエンドセリンが放出され、最低でもジクワット投与 2時間目以降に動脈

管の収縮が引き起こされるが示唆された。

第 3章では、ジクワットが特異的に作用する副腎、特に副腎皮質ホルモン

に注目し、ジクワットによる動脈管収縮と副腎皮質ホルモンとの関係の検討

を行った。その結果、母体副腎除去後にジクワットを投与した胎子の動脈管
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の収縮は、認められなかった。また、ジクワットが母体コルチコステロンの

著しい増加を導いていた。

これらの結果から、妊娠末期において、母体および胎子の副腎皮質ホルモ

ンは、胎盤を通過することにより、ジクワットによる胎子動脈管の収縮は、

この母体艇の高い副腎皮質ホルモンと、何らかの関係があることが示唆され

た。

第4章では、実際に母体に副膏皮費ホルモン〈コルチコステロン〉を投与

し、その胎子動脈管の収縮作用をもつかの検討を行った。その結果、母体へ

のコルチコステロン投与により胎子動脈管の収縮が認められた。また、その

収縮の臨界期はジクワットと同様に胎齢20日以降であった。

これらの結果から、母体に投与したコルチコステロンは、動脈管の収絡が

引き起こすことが示唆された。

第 5章では、第 4章でグルココルチコイド(コルチコスチロン)が動脈管

の収縮に関与していることを示唆した。そこで本章では、動賦管の内皮細胞

におけるグルココルチコイドレセフターの存在の有無および局在性を

Western blot法および免疫組織学的方法を用いて検討を行った。その結果、

Western blot法において、妊娠21日の胎子動脈管にグルココルチコイドレセ

プターが確認できた。また、免疫組織学的観察において、胎齢 19日の胎子

動脈菅にグルココルチコイドレセフターが認められなかった。しかし、胎齢

20日および21日では、胎子動脈管の内皮細胞にグルココルチコイドレセプ

ターが確認された。

これらの結果から、動脈管内皮細胞中には、グルココルチコイドレセブタ

ーが存在していることが示唆された。

以上のことから本論文は、以下のことを示唆した。

32 



(1)妊娠末期のラットにジクワットを投与すると、その胎子の動脈管の

収縮を引き起こすこと。

(2) ジクワットによる動脈管収縮に対して、血管収縮物質であるエンド

セリンが関与していること。

(3) ジクワットによる動脈管の収縮は、母体からの副腎皮質ホルモンが

関与していること。

(4) コルチコステロンは動脈管収縮作用をもつこと。

(5)その収縮は動脈管内皮細胞中のグルココルチコイドレセプターが関

与すること。

また、 (1) ~ (5) により、妊娠母体に投与されたジクワットは、多量

の母体副腎皮質ホルモンの分泌を促し、それが胎盤を通過して動脈管の内皮

細胞に作用しエンドセリンの分泌を促し、その結果、動脈管の収縮を引き起

こすものと示唆された。
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十 N＋

　

図一1　ジクワット（化学名1，1Lethylene－2，2’一bipyridlium　dibromide）

　　　　の化学構造式　　’



図一2

妊娠20日ラット胎子の5μmの
連続切片による胸部横断面
（H－E染色）

矢印DA：動脈管
　　TV：胸椎
　　S　：胸骨
　　R　：肋骨

図一3

コンピューター三次元画像解析システム
による心臓と大血管の胸腔内での位置を
示す。　〔やや斜め前方より見る。）

TV：胸椎
S　：胸骨
R　：肋骨（第四肋骨）
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図一4

図一3を左側より見た三次元像

A：大動脈
LA：左心房

図一5

図一4の三次元像の肋骨および胸椎を70％
透過して大血管と心臓を見た像

DA：動脈管
A　：大動脈
PA：肺動脈
SA：総頚動脈
LV：左心室





図一6

　　　　動脈管の測定部位の模式図
　　　　　　　矢印：動脈管
観察時は図のように胎子を保定し、背部よりメス
で少しずつ水平に切り進める。
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図一7

急速凍結装置を示す。

1　：急速凍結装置
　（TAIYO社Cool　Pipe　200D）

矢印：急速凍結された胎子

図一8

計測機器を示す。

1　：実体顕微鏡
2　：簡易凍結装置

　　（KOMATSU）



ト



図一9

胎齢21日の胎子の背面を水平に切り出し
た面の拡大を示す。

　　　　　　TA：胸大動脈
　　　　　　L：肺
　　　　　　S：胃

　　　　　　左側は頭側を示す。

　　　　　　　　　　　　　倍率X14

図一10

図一9をさらに切り進めた面を示す。

　　　　　w：胸椎
　　　　　TA：胸大動脈
　　　　　L　：肺

　　　　　　　左側は頭側を示す。

　　　　　　　　　　　　　　　倍率×14
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図一11

さらに切り進めた面を示す。

大動脈（A）と動脈管（DA）に分岐した所
　を示す。胸腺（T）も白く認められる。

左側は頭側を示す。

　　　　　倍率×14
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図一12

　　　　　　After　maternal　Diquat　administration

母体へのジクワット投与による胎子動脈管の内径の

変化

　★：Controlとの間に有意差あり（P≦0．05）



図一13

対照群の胎子動脈管の凍結写真像
　　　　　矢印：動脈管
　　　　右側は頭側を示す。
　　　　　　倍率×14

図一14

ジクワット投与3時間後の胎子動脈管の凍結写真像
　　　　　　　　　矢印：動脈管
　　　　　　　　右側は頭側を示す。
　　　　　　　　　倍率×14
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・ジクワット投与1時間後のTAK－044投与群
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一一16　　ジクワット投与による胎子動脈管収縮に対する

　　　　　　エンドセリンレセプター拮抗薬（TAK－044）の影響

＃：Contro1との問に有意差あり（P≦0．05）

★：Diqut投与母体のIntact胎子との間に有意差あり（P≦0．05）

★：Diqut投与母体のSalinel投与胎子との問に有意差あり（P≦0．05）



・ジクワット投与2時間後のTAK－044投与群
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図一17　　　ジクワット投与による胎子動脈管収縮に対する

　　　　　　エンドセリンレセプター拮抗薬（TAK－044）の影響

＃：Controlとの間に有意差あり（P≦0．05）

★：Diqut投与母体のIntact胎子との間に有意差あり（P≦0．05）

★：Diqut投与母体のSalinel投与胎子との問に有意差あり（P≦0・05）



・ジクワット投与2．5時間後のTAK－044投与群
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図一18 ジクワット投与による二子動脈管収縮に対する

エンドセリンレセプター拮抗薬（TAK－044）の影響

＃：Controlとの問に有意差あり（P≦0．05）
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図一19　　母体副腎除去後のジクワットによる

　　　　　　一子動脈管への影響

　　　★　Controlとの間に有意差あり（P≦0．05）
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図一21　　母体副腎除去後のジクワットによる

　　　　　　　胎子血漿コルチコステロン濃度への影響

　　　　　★　Contro1との間に有意差あり（P≦0．05）
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図一24　　妊娠21日の調子動脈管抽出物でのグルココルチコイド

　　　　　レセプターのウェスタンプロット分析

　　　Lane　1，分子量マーカー

　　　Lane2，母体肝臓

　　　Lane3，胎子動脈管

　　　Lane4，胎子大動脈

矢印：グルココルチコイドレセプター



図一25　胎齢19日の動脈管のH・B染色像
　　　　　　　　　倍率×520

図一26 胎齢19日の動脈管の抗体染色像
　　　　倍率×520
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図一27　　胎齢20日の動脈管のH・E染色像
　　　　　　　　　倍率×520

図一28　胎齢20日の動脈管の抗体染色像

　　　矢印：グルココルチコイドレセプター陽性細胞
　　　　　　　　　倍率×520
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図一29　　胎齢21日の動脈管のH・E染色像
　　　　　　　　　倍率×520

図一30　　胎齢21日の動脈管の抗体染色像

　　矢印　グルココルチコイドレセプター陽性細胞
　　　　　　　　　倍率×520
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