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Histamineは,哺 乳類の唾液腺において,分

泌促進作用 を示 し1),2),いわゆる機能的血管拡張

にも役割を果た しているといわれている3).し

か し,唾 液腺組織のhistamine受 容 体の特性は

十分には解明 されていない.

adenosine 3', 5'-cyclic monophosphate

(cyclic AMP)は,あ る種のホルモンやオー タコ

イ ドの作用においていわゆるsecond messenger

の働 きをしているのではないか ということが広

く推測 されている.た とえば,胃 粘膜4)～6),心

筋7)～9),脂肪 細胞10),白 血球11),表 皮12)のような多

くの末梢組織 において, histamineはH2受 容体13)

を活性化することによって, cyclic AMPの 産

生 を促す.と ころがモルモッ トの脳では, H2受

容体 だけでな くH1受 容体14)も またhistamine

に よって惹起 されるcyclic AMP含 量 の増加に

関与 しているといわれている15)～17).唾液腺にお

いて,も しも事実 このようなhistamine受 容体

がadenylate cyclaseの 活 性 化に関与 している

とすれば, histamine添 加 後 に唾 液腺のcyclic

 AMPレ ベ ルが どの よ うに変化す るか を測定す

ることによ り,こ れ らの組織に存在す るhista

mine受 容 体の タイプ を解明す るうえで有益な情

報が得 られるのではないか と考えられる.そ こ

で,今 回の研究では,細 切 したモルモ ット顎下

腺組織のcyclic AMPレ ベ ルに及ぼすhistamine

と そ の 類 似 化 合 物 の 効 果 を 追 求 し,あ わ せ て

histamine拮 抗 薬 な ら び にhistamine代 謝 酵 素

阻 害 薬 のcyclic AMP反 応 に対 す る影 響 に つ い

て も検 討 し た.

実 験 材 料 お よ び 方 法

1.動 物

実 験 動 物 と し て は, 5～8週 齢 で 体 重220～

300gの 雌Hartley系 モ ル モ ッ ト(静 岡 県 実 験 動

物 農 業 協 同 組 合)を 使 用 した.動 物 は 使 用 前16～

24時 間 絶 食 させ,水 は 自 由 に 与 え た.

2.薬 物 お よ び 試 薬

histamine dihydrochloride, 3-isobutyl-1-me

thylxanthine(IBMX), aminoguanidine bicarbo

nateお よ びquinacrine hydrochlorideは 半 井

化 学(京 都)よ り購 入 し た. mepyramine male

ateはICN社(Plainview,米 国NY)か ら,牛 血

清 ア ル ブ ミ ン(fraction V)はArmour社(Kan

kakee,米 国IL)か ら, cyclic AMPはSigma社

(St. Louis,米 国MO)か ら, [8-3H] adenosine 3',

 5'-cyclic monophosphate(27.5Ci/mmole)は

Radiochemical Centre(Amersham,英 国Bucks)

か ら そ れ ぞ れ 購 入 し た . metiamide, 4-methyl

histamine dihydrochlorideお よ び2-(2-pyri

dyl)ethylamine dihydrochlorideはDr. W. A.

 M. Duncan(Smith Kline and French Labora

tories, Welwyn Garden City英 国Herts)よ り

贈 与 さ れ た もの で あ る.他 の 試 薬 は 市 販 品 を使
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用 した.

3.顎 下 腺切片のインキュベーシ ョン

モルモ ッ トの頭部 を強打 し,頸 動脈 より脱血

致死 させた.両 側の顎下腺 をすばや く摘出 し,

冷却 し,一 片が2mm以 下 の小片に細切 した.

数 匹の動物か ら得た顎下腺切片を一緒にして各

々の実験 に用いた.組 織片は後の操作を敏速に

行 うために, 10-mlの ガ ラスホモジナイザーの

中でインキュベー トした.約100mgの 組 織片を

4.5mlのmodified Krebs-Henseleit Ringer bi

carbonate液(NaCl, 118mM; KCl, 4.7mM;

 CaCl2, 2.5mM; KH2PO4, 1.2mM; MgSO4,

 1.2mM; NaHCO3, 25mM; glucose, 11.7mM)

の 中 に浮遊 させ, 95% O2-5%CO2混 合 ガス を

泡立たせ ることに よって十分に酸素 を供給 しな

がら, 37℃ で30分 間 インキュベー トした. 30分

間のプレインキュベー ションの終了時に,浮 遊

媒液 を捨 て,あ らか じめ95% O2-5% CO2ガ ス

を通気 しておいた, IBMX(10-3M)を 含 む新鮮

な37℃ のmodified Krebs-Henseleit液4.5ml

に取 り替えた.そ して,十 分な通気 と37℃ での

インキュベー ションを再開 した.特 にことわら

ない限 り,イ ンキュベー ションは10分 間続行 し

た.薬 物の効果 を検討 す る場合, histamineと

その類似化合物はインキュベー ションの期間中

のみ添加 し, histamine拮 抗 薬およびhistamine

代 謝酵素 阻害薬はプレインキュベー ションとイ

ンキュベー ションの両期 間とも添加 した.イ ン

キュベー ション終了後,浮 遊媒液 を捨て, 4.5ml

の冷7%ト リクロル酢酸を加え,氷 槽中でホモ

ジナ イズ した.ホ モジネー トの2mlず つ を2

本 の試験 管に入れ, cyclic AMPの 定量に用い

た.ま た残 りの一部を蛋白質の定量に用いた.

4. cyclic AMPの 抽 出 と定量

Yokoyamaら の方法18)でcyclic AMP試 料

精製 し, cyclic AMPを 定量 した.

5.蛋 白質の定量

ホモ ジネー トの蛋 白質含量は牛血清アルブ ミ

ンを標準にして, Lowryら の方法19)によ り測定た.

実 験 成 績

1.細 切顎下腺のcyclic AMPレ ベ ルに及ぼ

すhistamineの 効 果の時間経過

図1　 モ ル モ ッ ト顎 下 腺切 片 のcyclic AMPレ ベ ル

に及 ぼ すhistamineの 効 果 の 時 間経 過

結 果 は 平均 値 ±標 準 誤 差 で,括 弧 内の 数 字 は 実

験 例 数. IBMX(10-3M)単 独(△); IBMX(10-3M)

+histamine(10-4M)(○); IBMX(10-3M)+hista

mine(10-3M)(●).星 印はIBMX単 独 との 間 に

Student t-試 験 に よ り有 意 差 が あ る こ と を示 す.

*P<0 .05, **P<0.02, ***P<0.001.

histamine(10-4お よ び10-3M)は, IBMX(10-3

M)存 在 下 で モ ル モ ッ ト顎 下 腺 組 織 片 のcyclic

 AMP含 量 を増 加 させ た(図1). histamineの 効

果 は イ ン キ ュベ ー シ ョン開 始 後10分 で 最 高 に 達 し,

そ の 後 下 降 した.そ こ で,以 後 の 実 験 で は 組 織

片 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 期 間 は10分 間 と し た.

2. histamine, 4-methylhistamineお よ び2-

(2-pyridyl)ethylamineのcyclic AMPに 及 ぼ

す 効 果 の 用 量-反 応 関 係

図2 Aに 示 す よ う に, histamineはIBMX

(10-3M)の 存 在 下 で組 織cyclic AMPレ ベ ル を

用 量 依 存 的 に 増 加 させ た.そ の 増 加 は, 10-6M

お よび そ れ以 上 の濃 度 で有 意 で あ っ た. histamine

の 効 果 は,約10-3Mで 最 高 に達 した, histamineに

よ る組 織cyclic AMP含 量 の 最 大 増 加 は,対 数 用

量-反 応 曲 線 か ら 求 め る と約36 pmoles/mg

 proteinで,同 曲 線 か ら得 られ たhistamineのED50

値 は 約1.3×10-5Mで あ っ た.

4-methylhistamineお よ び2-(2-pyridyl)ethyl

amineの 効 果 の 用 量-反 応 曲 線 は 図2Bに 示 し

て あ る.用 量-反 応 曲 線 か ら求 め た4-methyl

histamineに よ るcyclic AMPの 最 大 増 加 は 約

50pmoles/mg Proteinで あ っ た . 4-methyl

histamineのED50値(約2 .2×10-5M)は, hista
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図2　 モ ルモ ッ ト顎 下 腺切 片 のcyclic AMPレ ベ

ル に 及 ぼ すhistamine, 4-methylhistamineお よび

2-(2-pyridyl)ethylamineの 効 果 の用 量-反 応 曲線

A: histamine. B: 4-methylhistamine(●)と

2-(2-pyridyl)ethylamine(△). 30分 間 の プ レイ ン

キ ュベ ー シ ョ ン後,組 織 片 をIBMX(10-3M)存 在

下 で 各 活性 薬 と10分 間 イ ン キュベ ー トした.結 果

は平 均 値 ± 標 準 誤 差 で,括 弧 内 の 数 字 は 実 験 例

数. IBMX単 独 存 在 下 での 基礎 レベ ル と比 較 して

有 意 差: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

mineのED50値 に か な り近 か っ た.

2-(2-pyridyl)ethylamineはhistamineお よ び

4-methylhistamineと 比 較 し て,は るか に 効 力

が 弱 か っ た.

3. histamineと4-methylhistamineの 効 果 に

対 す るmetiamideお よ びmepyramineの 影 響

metiamideは, 10-5Mの 濃 度 でhistamine

(10-4M)のcyclic AMP増 加 効 果 を有 意 に 抑 制

し, 10-4Mで はhistamineの 効 果 を 大 部 分 遮

断 し た(表1).

一 方
, mepyramineは10-7Mの 濃 度 でhista

mine(10-4M)の 効 果 を全 然 抑 制 し な か っ た .

metiamideは4-methylhistamineのcyclic

 AMP増 加 効 果 も抑 制 した(表2). metiamideは

10-4Mの 濃 度 で は,同 濃 度 の4-methylhista

mineの 効 果 を ほ と ん ど 完 全 に 遮 断 した.

4. histamineの 効 果 に対 す るaminoguanidine

とquinacrineの 影 響

aminoguanidine(10-4M)とquinacrine(10-4

M)の 併 用 はhistamine(5×10-5M)のcyclic

 AMP増 加 効 果 に 有 意 な影 響 を 及 ぼ さ な か っ た.

ま た,こ れ ら の 化 合 物 は,そ れ 自 身 で はcyclic

 AMPの 基 礎 レベ ル に 有 意 な効 果 を 及 ぼ さ な か

っ た(表3).

考 察

histamine受 容 体 に は2つ の タ イ プ が あ る と

い う こ と が ひ ろ く認 め ら れ て い る .す な わ ち,

表1　 histamineに よ るモ ル モ ッ ト顎 下 腺切 片 のcyclic AMPレ ベ ル の 上昇 に対 す

るmetiamideとmepyramineの 効 果. 30分 間 の プ レ イ ンキ ュベ ー シ ョ ン後,組 織

片 はIBMX(10-3M)を 含 む, histamine添 加 あ るい は非 添 加 媒 液 中 で10分 間 イ ン キ

キ ュペ ー トした. metiamideとmepyramineは プ レ イン キ ュベ ー シ ョン とイ ンキ ュ

ベ ー シ ョンの 両 期 間 を通 して添 加 した.括 弧 内の 数 字 は実 験 例 数 を示す.

a基 礎 レベ ルか らの増 加 分 を表 す. b対 照 値 と比較 してP<0.05. c対 照 値 と比較 してP<0.02.
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表2　 4-methylhistamineに よ る モル モ ッ ト顎 下 腺 切 片 のcyclic AMPレ ベ ル の

上 昇 に対 す るmetiamideの 効 果.組 織 片 はIBMX(10-3M)存 在 下 で, 4-methyl

histamine添 加 あ る い は 非 添 加 媒 液 中 で10分 間 イ ンキ ュベ ー トした, metiamide

は プ レ イ ン キ ュベ ー シ ョン と イ ンキ ュベ ー シ ョンの 両 期 間 を通 して 添加 した.括

弧 内 の数 字 は実 験 例 数 を示 す.

a基 礎 レベルからの増加分を表す. b対 照値と比較してP<0.005

表3　 histamineに よる モ ル モ ッ ト顎 下 腺切 片のcyclic AMPレ ベ ルの 上 昇 に対

す るaminoguanidineとquinacrineの 併 用効 果.組 織 片はIBMX(10-3M)の 存在

下 で, histamine添 加 あ るいは 非 添加 媒 液 中 で10分 間 イ ン キ ュベ ー トした, amino

guanidineお よびquinacrineは プ レイ ン キ ュベ ー シ ョン とイ ン キ ュベ ー シ ョ ンの

両 期 間 を通 して 添 加 した.括 弧 内の数 字 は実 験 例 数 を示す.

a基 礎 レベルからの増加分を表す.

AshとSchild14)に よ っ て最 初 に 名 づ け られH1受

容 体 とBlackら13)に よ っ て 定義 され たH2受 容 体

が そ れ で あ る.

4-methylhistamineは 選 択 的 なH2受 容 体 活 性 薬

で あ り13), 2-(2-pyridyl)ethylamineは2-methyl

histamineよ り も さ らに選 択 的 なH1受 容 体 活 性

薬 で あ る20),21)今 回 の 実 験 で は, histamineも,

 4-methylhistamineも 強 力 なphosphodiester

ase阻 害 薬 で あ るIBMX22)存 在 下 で,細 切 モ ル

モ ッ ト顎 下 腺 のcyclic AMP含 量 を 明 らか に 増

加 させ た.と こ ろ が, 2-(2-pyridyl)ethylamine

は 顎 下 腺 に お け るcyclic AMPの 蓄 積 を わ ず か

しか 刺 激 し な か っ た. metiamideはH2拮 抗 薬

で あ り,そ の 解 離 定 数(KB)は 単 離 し た モ ル モ

ッ ト心 房 に つ い て の 算 定 で は9.2×)10-7M,ラ ッ

トの 子 宮 で は7.5×10-7Mで あ る23),24). H1拮 抗

薬mepyramineの モルモ ッ ト回陽でhistamine

との拮抗 か ら得 られたpA2値 は9.3で あ る25).

この値からKB値 を計算す ると1.75×10-9Mと

な る. histamineお よ び4-methylhistamineの

cyclic AMP増 加効果はmetiamide(10-5お よび

10-4M)に よって遮 断された.し かしながら,

 mepyramineは10-7Mの 濃度で顎下腺のhista

mineに 対す るcyclic AMP反 応 に遮 断効果 を

示 さなか った.こ れ らの結果 を総合す ると,モ

ルモッ トの顎下腺におけるcyclic AMP上 昇 反

応を媒介するhistamine受 容体は, H2型 の特徴

をもっているものと結論で きる.

顎下腺切片のcyclic AMP上 昇 反応には,比

較的高濃度の活性薬が必要 であった.今 回の実

験で活性薬の このような高濃度が必要であつた

のは,活 性薬が組織 を通過 して受容体に向って
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ゆ っ く り拡 散 す る た め で あ る か も し れ な い.た

とえ ば,胃 粘 膜 切 片 で もcyclic AMPの 増 加 を

証 明 す る に は比 較 的 高 濃 度 のhistamineが 必要 と

さ れ る4).し か し,単 離 した 壁 細 胞 に つ い て の 研

究 で は, histamineは 生 理 的 レ ベ ル(ED50値 は

約10-6M)で 十 分cyclic AMPの 産 生 を刺 激 す

る こ とが 観 察 さ れ て い る26).し た が っ て 今 回 の

成 績 は,比 較 的 高 濃 度 の 活 性 薬 を 使 用 して 得 ら

れ た もの で は あ る が,そ の 重 要 性 を看 過 す る こ

とは で きな い.

aminoguanidineはhistaminaseの 強 力 な 阻

害 薬 で あ り27), quinacrineは histamine N-

methyltransferase阻 害 薬 で あ る28).こ れ らの

histamine代 謝 酵 素 の 活 性 を著 しく抑 制 す るの に

十 分 と思 われ る濃 度 のaminoguanidineとquina

crineを 一 緒 に 反 応 媒 液 に 加 え た が, ED50値 に

近 い 濃 度 のhistamineのcyclic AMP効 果 を増

強 し な か っ た.し た が っ て, histamineや4-

methylhistamineの 用 量-反 応 曲線 の勾 配 が ゆ る

や か なの は,こ れ ら の ア ミン が 低 濃 度 で 代 謝 に よ

って 分 解 さ れ る ため で あ る とは 考 え に くい.同

様 に, 4-methylhistamineの 早 大 効 果 がhista

mineの そ れ を上 回 っ て い る こ と も, 4-methyl

histamineの 代 謝 速 度 がhistamineの そ れ よ り

も遅 い た め で あ る と い うふ うに は 説 明 で き そ う

に な い.

今 回 の 成 績 は, histamineと4-methylhista

mineの 相 対 的 活 性 に 関 し て,他 の 組 織 を用 い て

得 ら れ た 従 来 の 成 績 と の 間 に く い違 い が あ る.

 Blackら13)は,モ ル モ ッ トの 心 房 の 収 縮 頻 度,

ラ ッ トの 子 宮 の 弛 緩 お よ び ラ ッ トの 胃酸 分 泌 を

指 標 に して 測 定 した, H2活 性 薬 と して の4-methyl

histamineの 活 性 は,そ れ ぞ れhistamineの

活 性 の43.0, 25.3お よ び38.9%で あ る と報 告 し

て い る. JohnsonとMizoguchi9)に よ れ ば,モ

ル モ ッ ト心 室 のadenylate cyclase活 性 に 対 す

る 刺 激効 力 は, 4-methylhistamineの 方 がhista

mineよ りも明 らか に 弱 い. 4-methylhistamine

は,モ ル モ ッ トの 脳 切 片 に お け るcyclic AMP

蓄 積 刺 激 効 果 で もhistamineに 比 べ て 活 性 が 弱

い15),17).

Hirschowitzら29)は,高 度に選択的なH2受 容

体活性薬 とhistamineの 相 対的効力および最大

効果は,イ ヌにおけ る胃酸分泌刺激 と心拍数増

加ではかな り異っていることを観察 した.そ し

て彼 らは,自 分達の成績が,あ る一つの作用 を

指標 として比較 した場 合,個 々のH2活 性 薬に

よって効果に相違があるのは勿論であるが, H2

作 用 であるという点では共通 であって も,あ る

一つのH2活 性薬の異なった臓器あるいは組織に

対するH2作 用には,か な りの非均質性が存 在

することを示す もの と結論 している.今 回の成

績 と他の組織について報告 されている成績 との

くい違いは,こ のような見解 を支持するように

思われる.

モルモ ット顎下 腺のH2受 容体が どのような

細胞に分布 してお り,こ の型の受容体の刺激に

よる細胞内cyclic AMPレ ベ ルの上昇が具体的

に細胞のいかなる機能に関係 しているかの解 明

は将来の課題 である.

要 約

モルモット顎下腺切片のcyclic AMP含 量 に

及ぼすhistamineと その類似化合物 の効果,お

よびこの効果に対す るhistamine拮 抗薬な らび

にhistamine代 謝酵素阻害薬の影響をしらべ,次

の成績 を得 た.

1)被 検 のhistamine受 容 体活性薬 はcyclic

 AMPレ ベルを用量依存的に上昇 させ た. hista

mineと4-methylhistamineのED50値 は それぞ

れ約1.3×10-5Mお よび2.2×10-5Mで あ った.

 4-methylhistamineの 最 大効果はhistamineの

それ を上回った.

2) 2-(2-pyridyl)ethylamineはhistamineや

4-methylhistamineと 比 較 して,効 果がはるか

に劣 っていた.

3) metiamideはhistamineお よび4-methyl

histamineに よ るcyclic AMPレ ベ ルの上昇 を

著 しく抑制 した.し か し, mepyramineは 無効

であった.

4) aminoguanidineとquinacrineの 併 用 は,

 histamineのcyclic AMPレ ベ ル上昇効 果に対

して影響 を及ぼ さなかった.

以上の成績 は,モ ルモット顎下腺には, cyclic

 AMP増 加 を媒介するH2型 のhistamine受 容 体

が存在することを示唆する.
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Cyclic AMP-increasing action of histamine and its analogues

 in the guinea pig submandibular gland
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(Director: Prof. K. Saeki)

The effects of histamine and its analogues on the cyclic AMP levels in the sub

mandibular glands of guinea pigs and the characteristics of the receptors which mediate 

such effects were investigated.

Histamine and 4-methylhistamine dose-dependently increased the cyclic AMP levels 

in chopped submandibular glands. The ED50 values for histamine and 4-methylhista

mine were approximately 1.3•~10-5M and 2.2•~10-5M, respectively. 4-Methylhista

mine had a higher efficacy than histamine. 2-(2-Pyridyl)ethylamine was far less ef

fective than either histamine or 4-methylhistamine.

Although metiamide markedly inhibited the cyclic AMP-increasing effects of hista

mine and 4-methylhistamine, mepyramine was completely ineffective. A combination 

of aminoguanidine and quinacrine had no influence on the effect of histamine on the 

cyclic AMP levels.

From these results it was concluded that histamine H2-receptors which mediate 

the cyclic AMP increase are present in the guinea-pig submandibular gland.


