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腎糸球体細動脈 に おける T 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の

遺伝子発現 に 関す る 組織細胞化学的検討
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ス 流動赤血球 の 元 素分析法
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　 【目的】電位依存性 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル は 膜電位

の 脱分極 に より活性化 し、開口 す る こ とで 選択的 に

カ ル シ ウ ム イオ ン を透過 させ る 。 こ の チ ャ ネル は 電

気生理学的実験 に 基づ い て 、膜電位閾値
一40mV 以

上 で 活性化 され る 高閾値型 と、− 50mV 以 ドで 活性

化 され る低閾値型 に 大別 され る、、前者 に は L 型、N
型、P ／ Q 型、　 R 型などが 存在 し、後者 に は T 型 が

知 られ て い る 。 L 型チ ャ ネ ル は血管
’F滑筋 や そ の 他

の 細胞 に発現 して お り、そ の 拮抗薬が高 血圧 や 狭心

症な どの 循環器疾患 に 広 く用 い られ て い る。腎血管

系 に お い て、L 型チ ャ ネル は糸球体輸入細動脈 に 発

現 して い て 輸出細動脈 に は発現 しない こ とが知 られ

て い る c，従 っ て 、そ の 拮抗薬 は 輸入細動脈を著明 に

拡張させ る が輸出細動脈 に その 作用は及 ばない 。
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方、T 型チ ャ ネ ル を抑制す る 薬剤 は輸出細動脈 の 弛

緩作用 を有 して お り、こ れ に よ っ て 糸球体 内圧 を低

ドさせ腎 に 保護的で あ る こ とが薬理学実験 で 確認さ

れ て い る、，こ の こ とか らT 型 チ ャ ネル は 輸出細動脈

に存在す る 可能性 が 示唆 さ れ る もの の 、そ の 局在 に

つ い て 詳細 は明 らか で ない 。 T 型チ ャ ネル の 腎臓 血

管系 に お け る 局在 を解析する こ とは、腎微小循環調

節 に お け る カ ル シ ウ ム チ ャ ネル の 役割 を知 る 上 で 極

め て 重要 で あ り、今回我 々 は同チ ャ ネル の 遺伝 f発

現態様 を病態モ デ ル 動物 で 調査す る こ とに し た。

【方法】本態性高血 圧 症 モ デ ル ラ ッ ト （Spontaneously
Hhypertensive

．
Rat）を 解 剖 に 供 試 し 、4％

paraformaldehyde −DEPC 処理水溶液 で 灌流 固 定後 に

腎臓 を摘 出 し た。常法 に よ るパ ラ フ ィ ン 包埋 を経 て

組織切片 を作製 した、，T型チ ャ ネル α 1サブユ ニ ッ ト

の α IG、α 111、お よ びα 11各サ ブ タ イプcDNA に お け る

特異的配列約600bpを鋳型 と しcRNA プ ロ ーブ を調製

して non −RI　DIG　in　situ　hybridizationを行 っ た ，t　DAB
immun （，−peroxidasc 法 に よ る 標的mRNA の 検 出後、
PAS 補染色 し検鏡 に 供 し た。輸入細動脈、輸出細動

脈 の 峻別 に つ い て は、連続 切片 の 観察を通 じ小葉間

動脈 か らの 分岐 と毛細血管 へ の 枝分 か れ に よ り確
認 ・同定 した。

【結果】腎糸球体細動脈 に お い て DAB 特有 の 茶褐色

な シ グ ナ ル が検出 さ れ た。陽性反応 が観察さ れ た の

は T型 チ ャ ネ ル α IG で あ り、輸出細動脈、輸 入 細動脈

それぞれ の 血管平滑筋 に 局在す る と見受 け られ た 、

複数 の 切片 で検討を重ねた結果、輸出細動脈に お け
る 局在が よ り明瞭 で あ っ た。同 α IH、α 11で は シ グ ナ

ル が確認 されなか っ た、t 以 ヒ、糸球体細動脈域 に お

ける T 型 チ ャ ネル の 存在が 明 らか とな っ た。

　 【目的1急速凍結技法 は、生物試料 の 三 次元的微

細構造以外 に 細胞内可溶性物質や 電解質等を瞬時 に

氷晶中に 保存 で きる 物理 固 定法 で あ る 。 すで に 我 々

は、生体 内凍結技法 を用 い て 流動赤血球 の 形態像 が

各臓器 内で 可逆的 に変化す る こ とを報告 した。 今回、
流動赤 血球形態変化 と電解質イオ ン 移動 を明 らか に

す る ため に、生体外 お よ び 生体 内凍結技 法を用い て

ヒ トおよびマ ウ ス 流動赤血球を電顕的 に検索した 。

【材料 と方法】D （A ）生体外凍結技法 ：ヒ ト新鮮静

脈血 （36℃お よ び 4℃） を、採血静止 下 お よび 種 々 流

出圧 ド（0〜220mmllg）で 液体窒素で 冷却 したイ ソ ペ ン

タ ン ・プロ パ ン 混合寒剤内 （
− 193℃） に駆出 して 急

速凍結 し た。（B ） 生体 内凍結技法 ：ネ ン ブ タール 麻

酔 ドの 正常お よび心停 1ヒ後 の マ ウ ス を開腹 し、肝臓

を冷却 メ ス 刃 で 生体内凍結 した。II） こ れらの 凍結

試料 をエ イ コ ーFD −3AS 内に お い て 低温 ・高真空 下

（
− 95℃．5x10

−7torr
）で 凍結乾燥 した 。

　 IH）さらに

ヒ ト赤 血球試料 に つ い て は 、カーボ ン 板 ヒに 両面

テ
ー

プで 接着後、剥離 して 単層 の 赤血球試料を作製

した 。 またマ ウ ス 肝臓試料は、両面 テ
ープ で 肝臓 の

凍結切断面 を接着後、剥離 して 試料台に 付着 さ せ 、
一

部は カ ーボ ン 含有樹脂 で 試料 台 に 固 定 した。IV）
各試料 をカ

ー
ボ ン 蒸 着 し、X 線微小分析装 置付 き凵

立S−4500走査型電子顕微鏡 で 元素分析 を行 っ た。

【結果】 ヒ ト流動赤 血 球 の 生体外凍結試料 で は、36℃
で 流動方向 に伸長す る こ とで 典型的な両側陥凹像は

消失 した。また X線微小分析 の 結果、流 出圧 の ヒ昇

に伴 っ て Na ，
　 Clの 上昇 が 認 め られ た。しか し4℃冷

却試料 で は、高流出圧 に お い て も両側陥凹像を有す

る赤血球の 残存 とともに、X線微小分析 で は、明 ら

か な 電解質 イ オ ン の 移動 は 認 め ら れ な か っ た。マ ウ

ス 生体内凍結試料 の 肝類洞丙流動赤血球 で は、明暸

な両側 陥凹像 は 見 られ なか っ た。しか し心停止後 マ

ウ ス 肝臓 で は、肝 類洞内 で 赤血 球 は 局所 的 に う っ 滞

し、両側陥凹像が見 られた tt またX線微小分析 に よ

る と、採血静止状態 の マ ウ ス 赤血球で は、K，　Clの ピ

ークが 最 も高 く、P．　Sが 続 き、　 Na が 最 も低 か っ た。
しか しマ ウ ス 生体 内凍結試料 で は、P の ピーク が最

も高く、K，　Clが 続 き、　Na は低か っ た。また心停止後
マ ウ ス に お い て は、Na の 上 昇 が 認 め られ た。

【結論】流動赤血球 の 牛体外凍結技法お よ びマ ウス 臓

器で の 生体内凍結技法は、赤血球の動的形態変化と、
そ れ に伴 う元 素組成変化 の 解析 に 有用 で ある こ とが

示唆 さ れ た。
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