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要 約

更年期女性は頻尿や尿失禁などの不安定勝脱症状を

呈することが少なくない。これは閉経による体内エス

トロゲンレベノレの低下が原因の一つであるとの報告が

あるO そこで今回我々は，卵巣を摘出したラットの勝

腕，および根治的勝腕全摘出術によって得られた閉経

後女性の勝脱を用いて，それらの平滑筋3アドレナリ

ン受容体発現の有無について検討を行った。その結果，

RT-PCR法により，雌ラットと閉経後女性の勝脱平

滑筋細胞にs3アドレナリン受容体mRNAの発現が
認められた。また，卵巣摘出後6j風間エストロゲンを

投与したラットと投与しなかったうットの勝脱平滑筋

弛緩機能を，sアドレナリン受容体刺激薬を用いた等

尺性強力測定を行い，比較検討した。その結果，投与

群，非投与群ともに非選択的3アドレナリン受容体刺

激薬であるisoproterenol!こよる勝脱平滑筋の弛緩作

用は濃度依存的であったが，両群聞に有意差は認めら

れなかった。一方，選択的s3アドレナリン受容体刺
激薬であるBRL37344では，勝脱平滑筋の弛緩作用は

濃度依存的であり，卵巣摘出したラットの弛緩反応は

コントロール群や卵巣摘出後エストロゲンを補充した

ラットより有意に強かった。体内エストロゲンレベル

の変化が勝脱平滑筋s3アドレナリン受容体機能に影
響長与えると考えられた。

緒 筒

更年期女性における頻尿や尿失禁は近年社会問題の

ーっとなっている。日本女性の平均寿命の伸びは著し

く，今後このような症状を呈する女性患者は益々増加

すると思われる。これら不安定勝腕症状を呈する患者

lこ対 L， propantheline(l)， oxybutinin(2)， 

terodiline(3) ， propiverine(4) ，といった抗コリン

剤や， ephedrine(5) ，といったαアドレナリン受容

体刺激薬， clenbuterol(6)といった3アドレナリン

受容体刺激楽が用いられてきた。しかし，抗コリン剤

には口掲や便秘， αアドレナリン受容体刺激薬には高

血圧や動停， 点アドレナリン受容体刺激薬には振戦と

いった制作用があり，新たな薬剤の開発が望まれる。

Salmonら(7)は更年期女性の尿失禁にエストロゲ

ン投与が有効であることを示した。また，エストロゲ

ンによりアドレナリン受容体機能が影響を受けること

が示されている(8，9)。卵巣摘出後の野兎尿道のαア

ドレナリン受容体の感受性は低下し，エストロゲン投

与後は逆に上昇する(9)。しかしながら， エストロゲ

ンは勝脱のSアドレナリン受容体機能には影響を与え

ないとされてきた(8)。

3アドレナリン受容体は分子生物学的手法により

sL s2， s3のサブタイプに分類されている(10，11)0
s3アドレナリン受容体は脂肪細胞より同定され(12)，
現在では大腸(13)，回腸(14)，食道(15)，勝脱(16，17)

などの平滑筋に存在することが示されている。勝脱平

滑筋における3アドレナリン受容体の分布には種差が

あり，野兎ではs2アドレナリン受諮体が多く分指し
ているのに対し，ラットではs3アドレナリン受容体
が多く分布している(18)。一方， ヒト勝脱平滑筋では

s1およびs2以外のアドレナリン受容体の存在が指摘
されていたが(19)，近年ヒト男性勝脱平滑筋より s3
アドレナリン受容体mRNAの発現が示された(20)。

しかしながら，女性勝脱平滑筋における β3アドレナ

リン受容体の分布，特に閉経期における発現について

は殆ど知られていない。そこで我々は，雌ラットおよ

びヒト女性勝脱平滑筋のs3アドレナリン受容体mR

キーワード:不安定勝脱，閉経，エストロゲン， β3アドレナリン受容体，勝脱平滑筋

(95) 
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NAの発現について検討した。さらに， s3アドレナ

リン受容体刺激薬による勝腕平滑筋弛緩反応に，エス

トロゲンが与える影響についても調べたので報告する。

方法

①動物

保後11週の成熟、i雌8pragueωDawleyラット20匹を

用いた。 sodium pentobarbital (0.5mg/kg) 

(8igma， 8t. Louis， U8A)腹腔内住射にて麻酔後，

10匹から卵巣摘出した。他の10匹には偽手掛1を行った。

卵巣摘出一週間後 5匹lこcottonseedoil (8igma， 

8t. Louis， U8A) に裕解した点 ωestradiol

17-cypionate (250mg/kg) (8igma， 8t， Louis， 

U8A)を週一 4問腹腔内注射した。 6週間後屠殺し，

勝脱を採取した (A群)。他の5匹はcottonseedoilの

みを腹腔内注射した (B群)。偽手術を行った10匹に

はcottonseedoilのみを腹腔内注射した (C群)。

②ヒト勝脱

神戸大学泌尿器科にで浸潤性腕脱腸協により根治的

勝脱全摘出術奇施行された78歳男性患者と60歳女性患

者の勝脱より平滑筋切片(約10umg)を採取した。

患者より研究目的にで勝脱組織切片を使用する許可を

得た。

⑮RNAの抽出

定型的手技によりヒト腕腕平滑筋， ラット勝脱平滑

筋，およびラット脂肪細胞より ~RNAを抽出した

(21) 0 genome DN Aの濁入吾防ぐためDNase

(Takara， Tokyo， Japan)処理後， spectrophoto-

meterでRNA量を測定した。

④ Reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCRi法)

l μgのRNAIこ対し， 0.125μM oilgo dT-

adaptor primer (Takara， Tokyo， Japan)， 5 

mM  MgC12， lxRT buffer， 1 mM  deoxy-

nucleoside triphosphate (dNTP) ; (dA TP， 

dCTP， dTTP， dGTP)， 20 u avian myeloω 

blastosis virus reverse transcriptaseを全最初μl

となるように用いた。ラット勝脱 RNAIこは420C45

分。 950C5分のサイクルで逆転写させた。ヒト勝脱R

NAIこはお。ClO分， 420C45分， 950C10分のサイクルで

逆転写させた。

次に，逆転ヰによって得られたDNAに2.5u Taq 

polymerase (Takara， Tokyo， Japan)， 100 

pmol forward primer， 100 pmol reverse prim 

erを用い， 10 mM  Tris HCI (pH.8.3)， 50 mM  

KCI， 2.5 mM  MgC12， 200μM dNTPが含まれた

(96) 

溶液内で， PCR反応によってDNA壱増幅させた。ラッ

ト勝脱平滑筋には， 5¥TAGTCCTGGTGTGGATC 

GTGTCCGC-3'をforwardprimerに， 5¥GCGA 

TGAAAACTCCGCTGGGAACTA-3'を reverse

primerとして用いた(22)095
0
C30秒， 66

0
C30秒. 72 

OC30抄を lサイクルとする40サイクルのPCR反応を

行い， DNAを増幅させた。ヒト勝脱平滑筋には 5'

GCTCCG TGGCCTCACG AG AA -3'長 forward

primerに. 5' -CCCAACGGCCAGTGGCCAGTC 

AGCG-3'をreversepnmerとして用いた(23). 94 

OC 60抄， 570C90秒， 720C90秒を lサイクルとする35

サイクルのPCR反応を行い， DNAを増幅させた。

1.2%アガロースゲルを用い， これらDNAを電気泳動

し， β3アドレナリン受容体mRNAの発現を調べた。

φ張力測定

卵巣摘出 7週間後，各群のラット勝脱より平滑筋切

片を採取し. 20mlのKrebsHenseleit solution; 

((mM) NaCl 113， KCI 14.8， CaC12 2.5， KH2P 

04 1.2， Mg804・7H20 1.2， NaHC03 25， 
dextrose 5.6 J号満たしたorganbath 内に留置した。
実験中はKrebsHenseleit solutionを37

0
CIこ保ち，

95%02， 5 %C02を通気した。筋切片を force

transducer (TB-611; Nihon Koden， Tokyo， 

Japan)に接続し， 0.5gの初期強力を与え時間静

した。全ての測定においてαアドレナリン受得体の

影轡を防ぐため.10…6Mのphentolamine(8igma， 

8t. Louis， U8A)をorganbath 内に投与した。 3x 

10-7 Mのcarbachol(Sigma， St.Louis， U8A)を

投与し，筋切片の収縮が平衡状態となった後，sアド
レナリン受容体刺激薬をorganbath内に累積的に投

し，弛機皮応を調べた。

非選択的 3アドレナリン 体刺激薬である

isoproterenol (8igma， 8t.Louis， U8A)による

弛緩反応を調べた。次に，s1およびs2アドレナリン

受容体遮断薬である10-7Mのpropranolol(8igma， 

St.Louis， U8A)存在下で，選択的β3アドレナリン

受容体刺激薬であるBRL37344(Tocris， Ballwin， 

USA)による弛緩反応、を調べた。統計学的検吋には

Mann削WhitneyのU検定を用いた。 Pく0.05を荷意と

しfこ。

結 果

①β3アドレナリン受容体mRNAの発現

RT-PCR反応によって，雌ラット勝腕平滑筋にβ3

アドレナリン受容体mRNAの発現が認められた(図

1 )。ラット脂肪細胞Clane2)，雌ラット平滑筋細胞
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oterenolおよび選択的β3アドレナリン受容体刺激薬

であるBRL37344のいずれもcarbacholによって収縮

した腸脱平滑筋を濃度依存的に弛緩させた。(図 3，

4 )0 isoproterenolの弛緩作用はA，B，C群の聞に有

意差は認められなかった(図3)。各群のisoprotere

nolのEC50値は有意差が認められなかった(表1)。

BRL37344の弛緩作用はB群がA，C群と較べ有意に

高かった(図4)。各群のBRL37344のEC50値は， B 
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雌ラット腸脱平滑筋細胞の s3アドレナリン受

容体mRNAの発現

RT-PCRにより増幅されたDNAを電気持母した。

lane1:サイズマーカー， lane2:雌ラット脂肪細

胞， lane3:雌ラット勝脱平滑筋細胞， lane4: 

negative control。
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JO 
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A群:卵巣摘出および、エストロゲン補充ラット，

B群:卵巣摘出ラット， C群:コントローlレ。

Clane3)に517bpのバンドが認められた。

また，根知的勝脱全摘出術によって得られた閉経期

女性の腸脱平滑筋においても，s3アドレナリン受容

体mRNAの発現が認められた(図2)。ヒト女性勝脱

平滑筋細胞Clane2)， ヒト男性勝脱平滑筋細胞

Clane3)に314bpのバンドが認められた。
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B群:卵巣摘出ラット， C群:コントロール。

図4
閉経期女性腸脱平滑筋細胞の s3アドレナリン

受容体mRNAの発現

RT-PCRにより増幅されたDNAを電気泳動した。

lanel:サイズマーカー， lane2:閉経期女性の勝

脱平滑筋細胞， lane3:男性の勝脱平滑筋細胞，

lane4: negative control。

図2

(97) 

②ラット腸脱に対する非選択的βアドレナリン受容体

刺激薬および選択的β3アドレナリン受容体刺激薬の

効果

非選択的βアドレナリン受容体刺激薬であるlsopr



16 

表1 sアドレナリン受容体刺激薬のEC50値

Isoproterenol (M) BRL37344(M) 

卵巣摘出群 (5.58:1::2.08) X 10 7 (5.76:1::2.96) x 10 6 =j一寸
1*1 

(2.12:1::0.84) X10 5 --.J I 卵巣およびエストロゲン投与群 (4.54:1::2.01) X 10 7 

コントロール (3.62:1::2.81) X10 7 0.73:1::0.95) X 10 5一一J

*卵巣摘出群とエストロゲン投与群， コントロールの値には有意差が認められる (pく0.01)

考 察

更年期女性の30%が頻尿や尿失禁といった不安定勝

脱症状を呈するといわれている。これら症状に対して

抗ムスカリン薬が有効であるという報告がある(24)。

しかしながら，抗ムスカリン薬は口渇，便秘などの抗

コリン作用による副作用がある(24)。この様な副作用

のない薬剤こそが不安定勝脱症状のある更年期女性の

QOLの向上を導くと思われる。

野兎およびヒト勝脱平滑筋点アドレナリン受容体に

は， β1およびβ2のサブタイプがあるとされてきた

(25)。その後， β3アドレナリン受容体がクローニン

グされ， ラットおよびヒトの跨脱平滑筋に β3アドレ

ナリン受容体mRNAの発現が認められた(20)。 β3

アドレナリン受容体刺激による跨脱平滑筋の弛緩作用

は，雄ラットやヒト男性においてはβ1およびβ2アド

レナリン受容体刺激による弛緩作用を上回っていると

の報告もある(20)。しかし，雌ラットやヒト女性にお

ける s3アドレナリン受容体の機能についての報告は

今までなされていない。今回我々は初めてRT-PCR

により，雌ラットおよび閉経期女性の腸脱平滑筋の

s3アドレナリン受容体mRNAの発現を示した。

次に，我々は雌ラットを用い，体内エストロゲンレ

ベルの変化が3アドレナリン受容体刺激による跨脱平

滑筋の弛緩反応に与える影響について調べた。 A群は

女性ホルモン補充療法 (HRT)を施行された閉経期

女性のモデルとして用いた。 B群はHRTを施行され

ていない閉経期女性のモデル， C群はコントロールと

して用いた。 ATP，carbachol， KCI による勝脱平

滑筋の収縮反応は，卵巣摘出後2カ月では変化がない

が 4カ月後には有意に低下する(26)。そのため，我々

は卵巣摘出後7週の雌ラット跨脱を用いた。

各群のラット勝脱は，非選択的3アドレナリン受容

体刺激薬である isoproterenolではほぼ同様のdose-

response curveを示した。一方，選択的s3アドレナ

リン受容体刺激薬であるBRL37344では， B群のラッ

ト腸脱の弛緩反応が有意に高かった。卵巣摘出後，エ

ストロゲン投与されたラット (A群)の腸脱のBRL3

7344に対する弛緩反応は， コントロール群 (C群)の

(98) 

弛緩反応とほぼ同様であった。以上のことから，勝脱

平滑筋に対する選択的β3アドレナリン受容体刺激薬

の効果は，エストロゲンによって影響を受けていると

思われた。 BRL37344は，主にGs蛋白を介したcycli

c AMP依存的なメカニズムによって腸脱平滑筋を弛

緩させているとされている(27)。今後， cyclic AMP 

を介したβ3アドレナリン受容体刺激による腸脱平滑

筋の弛緩反応と体内のエストロゲンレベルの関係に関

する研究が必要となると思われる。

s3アドレナリン受容体はヒトの指肪細胞，血管平

滑筋，消化器の平滑筋などに分布するが，呼吸器系の

器官平滑筋にはβ3アドレナリン受容体の分布の報告

はないことから， β3アドレナリン受容体刺激薬はβ1

およびβ2アドレナリン受容体刺激薬や非選択的βア

ドレナリン受容体刺激薬と較べ，呼吸器系の副作用は

殆どないと思われる。

今後，体内エストロゲンレベルの低下による β3ア

ドレナリン受容体の機能変化と更年期女性の勝脱機能

への影響について，さらに詳細に調べることが必要で

あると思われる。
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Oestrogen replacement somerimes benefits postmenopausal women with urinary frequency or 

incontinence. To better understand postmenopausal bladder function， particularly adenergic 

aspects， we first performed a reverse transcription polymerase chain reaction that 

demonstrated mRNA encoding the s 3-adrenoceptor (AR) to be present in bladder smooth 

muscle from female rats and from a cystectomy specimen from postmenopausal woman. We 

then performed pharmacologic studies with a force transducer in bladder smooth muscle 

prpartions from female rats with and without ovariectomy performed 6 weeks previously. A 

nonselective -AR agonist dose-dependently relaxed precontracted detrusor muscle irrespective 

of ovariectomy or oestrogen replacement， while a selective s 3 -AR agonist relaxed detrusor 

muscle more in ovariectomised rats than ovariectomused rats with oestrogen replacement or 

control rats. Such selective β3-agonists may have therapeutic benefit for unstable bladder in 

postmenopausal women not receiving hormonal replacement. 

(101) 


