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コラーゲンにより惹起されるコイ栓球凝集反応に対する

Sodium 到itroprussideの作用

松下映夫*1・井上晋ー*1 .田中竜介*1・近藤昌和*2 .高構幸則*2 

Effect of Sodium Nitroprusside on Carp Thrombocyte Aggregation 

Teruo Matsushitaホヘ Shin-ichi Inoue * 1， Ryusuke Tanaka * 1， 
Masakazu Kondo * 2， Yukinori Takahashi * 2 

Effect of sodium nitroprusside (SNP)， a typical nitric oxide (NO) donor on the aggregation of carp 

(Cypri間 scarpio) thrombocyte， in comparison with rat platelet， was studied by th巴wholeblood method 

using an imp巴danceaggregometer. Thrombocyte aggregation， induced in the carp by collagen， failed to be 

inhibited by SNP， while SNP partially but significantly inhibited collagen-induced platelet aggr巴gatlOnin 

the rat. This suggests that NO does not play an inhibitory role in the mechanism of carp thrombocyte 

aggregation， unlike the aggregation in rat platelets. 
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緒臼

魚類において，晴乳類の血小板に相当するのは栓球であ

り， lI:JI互に関与することが知られているが1.2) 栓球凝集

の分子メカニズムについては，補乳類の血小板と比較する

と，研究があまり進んでいない。

著者らは既に，コイの栓球とラットの血小板の凝集惹起

剤に対する反応性を検討し，コラーゲン処理により両者に

共通して凝集反応が惹起されるが，アラキドン酸およびア

デノシン 5'一二リン酸 (ADP) に対して，コイ栓球では

凝集反応、が非常に起こりにくいか，あるいは全く起こら

ず，反応性の違いが存在することを報告した 3)。

一方， cyclic AMP (cAMP)は細胞内情報伝達物質の一

つで，補乳類の血小板凝集反応、に対し，抑制性に関与する

ことが知られている 4)0 cAMPの誘導体で、あるN6，02 

-dibutyryl cyclicAMP (db-cAMP)は綿胞膜を透過でき，

細胞外に加えることにより細臨内cAMPを上昇させた場合

と同じ効果を引き起こし，血小板の凝集反応を抑制するこ
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とが報告されている 5)。著者らは，コイの栓球においても

db-cAMPがコラーゲンにより引き起こされる凝集を抑制

することを明らかにし， cAMPが栓球の凝集メカニズムに

抑制的に関与する可能性を示した6)。

cAMPと問様に， cyclic GMP (cGMP)も細胞内の情報伝

達物質であり，補乳類の血小板の凝集メカニズムにおいて

抑制性に機能している 4)0 cGMPは，血管内皮細胞で生成

されたnitricoxide (NO)が血小板の細胞膜を通過し，細

胞質に存在するcGMP合成酵素で、あるグアニル酸シクラー

ゼ(GC) を活性化することにより生合成される7)。一方，

血液中でそれ自身が化学的に分解され， NOを直接生じさ

せることのできるsodiumnitroprusside (SNP)のような物

質 (NOドナー)によってもcGMPが生合成され8) 晴乳類

の血液では血小板凝集を抑制することが報告されている

9，則。即ち， SNPの前処置により血小板凝集が抑制される

現象が観察されれば， NO/cGMP系がその凝集メカニズム

に抑制的に関与していることが推定できる。

本研究においては，魚類の栓球凝集の分子メカニズムを
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より明確にするために，日南乳類の血小板と同様にコラーゲ

ンに対して凝集反応性を示すコイの栓球を用いて， SNPの

前処理によりコラーゲ、ン惹起凝集反応が抑制されうるか否

かについてキ食言すした。

2 材料および方法

2.1. 実験動物

水産大学校小野臨湖実験実習場(山口県宇部市)より搬

入したマゴイ(体重500-1000g) を水温25.Cで飼育して実

験に供した。比較対照としてのラットはWistarラット(オ

ス， 10-14週齢，体蓑400-600g)を九動鮒(佐賀県鳥栖市)

より購入し，室混23-26.Cで飼育して実験に供した。

2.2.採血
マゴイをキナルジン20ppmで麻酔し，尾柄部血管より注

射器(lOmlの注射筒， 19ゲージ注射針)を用いて約 9ml 

を採血した。なお、注射筒内には3.8%クエン酸ナトリウ

ム含有生理食塩水(1 ml) をあらかじめ加えておき，血

液の凝屈を防止した。

ラットをエーテル麻酔下で頚動脈にポリエチレンチユ

ブ(内径15mm)のカニューレを挿入し，約10-15mlの血

液を試験管内に採取した。試験管内に119容の3.8%クエン

酸ナトリウム含有生理食塩水を加えて血液の凝閣を防止し

た。

採取したマゴイおよびラットの取液を室温に量き，凝集

能の測定は採血後3時間以内に行った。

2.3. 凝集能の測定
マゴイの栓球およびラット血小板凝集の測定はChronoω

log社 (Hav巴rton，P A， USA)の全血凝集計 (Wholeblood 

aggregometer; 560-VS型)を用い，インピーダンス法

(Electrical impedance m己asurement)11.凶によって行った。

なお，測定j鼠度はマゴイおよびラットの場合にそれぞれ25

および3TCで、行った。いずれの場合にも，会血へのコラー

ゲン(1μg/ml) の添加により凝集反応、が認められる 3，6)

ので，今回も陀様のコラーゲン濃度を用いてSNP前処置の

効果を検討した。

血液1000μiを入れたキュベットを凝集計に装着し，レ

コーダーの基線が安定した後に， 300ffiMのCaCl2を10μi

添加し，約4-6分後にSNPまたは対照沼溶媒(蒸留水)

を10μi添加し，約 4-6分間プレインキュベートした。

その後，凝集刺激剤であるコラーゲン(馬の鍵由来，タイ

プ1，モリヤ産業開1) (10μ!) を加えて凝集を惹起し，凝

集の程度(インピーダンス(単位:D)の変化)を経時的

に記録し凝集曲線を得た。凝集能の値として，凝集曲線の

最大凝集が得られた時点の値(最大インピーダンス)を採

用した。なお，凝集惹起弗jのコラ…ゲンはSKF緩衝液に溶

解して反応系に添加した。

2.4. 統計処理

ANOVAおよび、Dunnet法による検定を実施した。

3 結 果

マゴイの栓球において，コラーゲン (1μg/ml)で惹起

された凝集反応は 1，3， lOmMのSNPの前処置により全く

抑制されなかった (Fig.1)。一方，ラットの血小板凝集に

おいては，コイの場合と異なり， 0.3-10mMのSNPにより

濃度依存的な抑制作用がみられ 3および10mMで部分的

な抑制ではあるが，統計学的に有意な抑制が観祭された

(Fig.2)。
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Fig. 1 • Effect of sodium nitroprusside (SNP) treatment (1 
-10mM) on carp throm bocyt巴aggregationin‘ 
d山 edby collagen (1μg/m!). Carp throI出 ocytes
were pre-incubated with 3 mM CaCl2 (add巴d)at 
25.C for 4叩 6min in the presence of vehicle 
(distilled water) or SNP (1， 3， 10mM) and col-
lagen (1μg/ml) was then added. The extent of 
aggregation was expressed as the maximum 
change of impedance (D) induced by the addition 
of collagen. Each col umn and vertical bar repre-
sent thεmean and standard deviation of 5-15 de 
terminations， respectively. NS m巴ansnot signifi-
cant vs vehicle control 
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Fig. 2 • Effect of sodium nitroprusside (SNP) treatment 
(0.3-10mM) on rat platelet aggregation induced 
by collagen (1μg/ml) . Rat platel巴tswere 
pre-incubated with 3 mM CaCl2 (added) at 37

0

C 
for 4 -6 min in the p代senceof vehicle (distilled 
water) or db-cAMP (0.3， 1， 3， 10mM) and col 
lagen (1μg/ml) was then added. The extent of 
aggregation was expressed as the maximum impe-
dance change induced by the addition of collagen. 
Each column and vertical bar represent the mean 
and standard deviation of 5 -22 d己terminations，
respectively. **P<O.Ol vs v巴hiclecontrol. NS 
means not significant vs vehicle control. 

4 考 察

魚類の栓球凝集の分子メカニズムの一端を明らかにする

ために，コイの栓球が，補乳類の血小板の場合と悶様に

sodium nitroprusside (SNP)の前処理によりコラーゲン惹

起凝集反応が抑制されうるか否かについて「全血凝集イン

ピーダンス法J 11.聞を用いて検討した。

本研究では，魚類のコイにおいてコラーゲンにより惹起

される栓球凝集が，ラットなど晴乳類の場合とは異なり，

SNPfこより抑制されないことを見いだした。したがって、

NO/cGMP系はコイの桧球凝集メカニズムに抑制的には関

与していない可1能性が考えられる O 既に著者らが報告した

ように，同じサイクリックヌクレオチドでも， cAMPの場

合は，コイ桧球でもラット血小板の場合と同様に，凝集反

応を抑制するメカニズムの存在が示唆されているのでペ

コイとラットの凝集抑制メカニズムにおいては共通する点

(cAMPの関与)と異なる点 (NO/cGMP系の関与の有無)

が存在することが明らかとなった。

ラットなど晴乳類の血小板では，その凝集メカニズ、ムの

詳細が明らかとなっている日)。種々の凝集惹起剤はホスホ

1)パーゼC (PLC)を活性化して， inositol 1， 4 ， 5叱ris

phosphate (IP 3) とdiacylglycerol(DG)を産生し， IP3は

細胞内貯蔵部位からのCa2+の動員を惹起し，細胞内カル

シウムイオン濃度([Ca2守i)を上昇させる。この[Ca2 +] i上

昇シグナルは，種々のCa2+依存性経路に伝達され，例えば，

ミオシン軽鎖(myosinlight chain ; MLC)が速やかにリン

酸化される。このリン酸化を行なう酵素はMLCキナーゼ

であり， Ca2+/カルモジ、ユリンにより活性化調節される。

このMLCのリン酸化と続いて起こる脱リン酸化は，血小

板の凝集など形態変化の制御に役割しているとされてい

る。この血小板活性化持の情報伝達経路において， NO/ 

cGMPは抑制的に関与することが知られている 4，13)。すな

わち， NOはグアニル酸シクラーゼ(GC)に作用してcGMP

を上昇させ，上昇したcGMPはcGMP依存性タンパクリン

酸化酵素 (cGK)を活性化する。この活性化されたcGKは，

血小板の情報伝達経路にあるホスホリバーゼC (PLC) を

阻害するため， [Ca 2つ1の上昇が抑制される。その結果と
して， NO/cGMP系が血小板凝集の抑制iに働くとされてい

る。

本研究では，ラットとは異なりコイの栓球凝集ではSNP

の添加によりコラーゲン凝集が全く抑制されないという結

果が得られたが，コイの栓球において， 1) SNPより生成

したNOの標的であるGCが欠損しているか，補乳類と異な

りGCにより cGMPが産生されない可能性，あるいは， 2) 

cGMPの作用点、で、あるcGKが欠損しているか， cGKがH南乳

類と異なるためPLC阻害が不十分である可能性など，ラッ

トとのメカニズムの相違点の可能性が種々考えられる。し

かしながら，コイでは，栓球のみならず他の細胞も含めて，

GCやcGKなどの存在やその性状についてほとんど検討・

報告されていないので，メカニズムにおける相違点がどこ

にあるのかは今後の検討課題である。

コイでは，血管系の収縮弛緩調節におけるNOの関与の

有無について検討した報告がひとつだけ存在する 14)。直接

的にNOを生成させる試薬 (NOドナー)であるSNPにおい

ても，また，血管内皮細胞を刺激して間接的にNOを生合

成させるブラジキニンやヒスタミンでも，それらの処置に

よりコイの血管の弛緩は引き起こされないが，ラットの血

管(大動脈)ではこれらの処置により弛緩を引き起こすこ

と，そしてSNPはラットの血管でcGMPを上昇させるが，

コイの血管では上昇させないので，コイでは血管を弛緩さ

せるメカニズムにNO/cGMP系は関与していないとしてい

る凶。この結果は，コイ栓球における本研究の結果と同様

である。

血管の収縮弛緩調節におけるNO/cGMP系の関与の有無

についてはニジマス 1日ヘウナギ18ペサメ類のSqωlus

acanthias剖 icefish(Chionodraco hamat山)2lJなどの魚1蓑

においても検討されている。これらの報告では，補乳類で

みられるような血管内皮細胞由来のNOが生成されてNO/
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cGMP系が血管弛緩・血庄低下に関与している場合もある

が15比比四，叩，同じ種でも条件によっては関与していな

いという結果もあり 16.18ーペその解釈は複雑であり，未だ

はっきりしない点が多い。

文 献

1 )魚類生理学の基礎(会田勝美編)，恒星社厚生閤，東

京都， pp. 233四249(2002). 

2) E. E. Stokes and B. G. Firkin : Studies of the peripher. 

al blood of the Port J ackson shark (Heterodontus port叫S

jacksoni) with particular referer悶 tothe thrombocyte 

Br. ]. Hae悦atol・， 20， 427-435 (1971). 

3)松下映夫・田中竜介・近藤昌和・高橋幸則・宮本美津

子・車谷 元:コイの栓球とラット血小板の凝集反応、

の比較とブロスタグランジン系物質の関与について.

水産大学校研究綴合， 52(4)， 153山159(2004). 

4) 1. L. Daniel. B. Ashby and F. M. Pulcinelli: Platelet 

signaling: cAMP and cGMP. In Platelets in Thrombotic 

and Non-thrombotic Disorders (ed. by P. Gresele， C 

P. Page， V. Fuster and J. Vermylen)， Cambridge Uni-

versity Press， Cambridge， UK， pp. 290向303(2002) 

5) T. Y. Wang， C. V. Hussey and J. C. Grancis: Effect 

of dibutyryl cyclic adenosine monophosphat巴andpros 

taglandin E 1 on platelet aggregation and shape 

changes. Am. ]. Clin. Pathol.， 67， 362-367 (1977) 

6)松下峡夫・田中竜介・近藤昌和・高橋幸則・宮本美津

子・寧谷元:コラーゲンにより惹起されるコイ栓球

凝集反応のDibutyrylCyclic AMPによる抑制水産大

学技研究離合， 52(4)，161-164(2004). 

7) K. A. Lucas， G町 M.Pitari， S. Kazerounian， 1. Ruiz-

Stewart， J. Park， S. Shulz， K. P. Chepenik， S. A. 

Waldman: Guanylyl cyclases and signaling by cyclic 

GMP. Phannacol. Rev. 52(3)， 375-414 (2000) 

8) W. A. Buechler， K. Ivanova， G. Wolfram， C. Drum. 

m邑r，1. M. Heim， R. Gerzer : Soluble guanylyl cyclase 

and platel邑tfunction. Ann. N. Y. Acad. Sci. 714， 

151-157 (1994). 

9) G. Anfossi， 1. Russo， P. Massucco， L. Mattiello， A 

Balbo， F. Cavalot， M. Trovati : Studies on inhibition 

of human platelet function by sodium nitroprusside. 

Kinetic eval uation of the effect on aggregation and cyc伺

lic nucleotide content. Thromb. Res. 102 (4)， 319-330 

(2001) 

10) E. K. Jang， J. E. Azzam， N. T. Dickinson， M. M. 

Davidson， R. 1. Haslam : Roles for both cyclic GMP 

and cyclic AMP in the inhibition of collagen-induced 

platelet aggregation by sodium nitroprusside. Br. ]. 

Haematol. 117 (3)， 664-675 (2002). 

11) D. C. Cardinal and R. 1. Flower : The electronic aggre-

gometer: a nov芭1device for ass巴ssingplatelet behavior 

in blood. ]. Pha門叩col.Methods， 3， 135-158 (1980) 

12) P. Thiagarajan and K. K. Wu : In vitro assay for eva-

1 uating platelet function. In Platelets in Thrombotic 

and Non叩thromboticDisorders (ed司 byP. Gresele， C 

P. Page， V. Fuster and 1. V巴rmylen)，Cambridge Uni-

versity Press， Cambridge， UK， pp.459-470 (2002). 

13)血小板生物学(池臼康夫，丸山征郎編)，メデイカル

レピ、ユ一社，東京都， pp. 263-272， pp. 327-332 (2004). 

14) K. H. Park， K. H. Kim， M. S. Choi， S.況 Choi，J. M. 

Yoon， Y. G. Kim : Cyclooxygenase-derived products， 

rather than nitric oxide， are endothelium-derived re-

laxing factor (s) in the v巴ntralaorta of carp (Cyprinus 

carpio). Comp. Bioche悦 .Physiol. A Mol. I日tegr.Phy. 

siol.， 127 (1)， 89-98 (2000) 

15) V. Soderstrom， P. Hylland， G. E. Nilsson : Nitric ox-

ide synthase inhibitor blocks acetylcholine induced in-

crease in brain blood flow in rainbow trout. Neurosci. 

Lett. 197 (3)， 191山194(1995). 

16) V. Soderstrom， G. E. Nilsson : Brain blood flow du子

ing hyp巴rcapniain fish: no role of nitric oxide. Bγatη 

Res. 857(1-2)， 207-211 (2000). 

17) L. Haraldsen， V. Soderstrom-Lauritzsen， G. E. Nils-

son : Oxytocin stimulates cerebral blood flow in rain-

bow trout (0ηcorhyηchus mykiss) through a nitric ox-

id邑dependentmechanism. Brain Res. 929 (1)， 10寸4

(2002). 

18) D. P巴llegrino，E. Sprovieri， R. Mazza， D. 1. Randall， 

B. Tota: Nitric oxideωcGMP司 mediatedvasoconstric 

tion and effects of acetylcholine in the branchial cir. 

culation of the eel. Comp. Biochem. Physiol. A Mol. In-

tegr. Physiol.， 132 (2)， 447-457 (2002). 

19) B. L. J巴nnings，B. R. Broughton， 1. A. Donald : Nitric 

oxide control of the dorsal aorta and the int色stinal

vein of the Australian short-finned eel A托g叫illaau-

stγ'alis. ]. Exp. Biol. 207 (Pt 8)， 1295山1303(2004) 



栓球凝集とNO 81 

20) K. E. Swenson， R. L. Eveland， M. T. Gladwin， E. R. 

Swenson: Nitric oxide (NO) in normal and hypoxic 

vascular regulation of the spiny dogfish， Squalus acan-

thias. ]. Exp. Zoolog. A Comp. Exp. Biol. 303 (2) ， 

154山 160(2005) 

21) D. Pellegrino， B. Tota: Control of cardiovascular 

function in the icefish Chionodraco hamatus : invol 

vement of serotonin and nitric oxide. Comp. B叩chem

Physiol. A Mol. Integr. Physiol.， 134 (2)， 471-480 

(2003) 

22) E. Noack， M. Feelisch : Molecular mechanisms of nitφ 

rovasodilator bioactivation. Basic Res. Caγdiol. 86 

(Suppl 2)， 37-50 (1991). 

23) S. F山町ama，Y. K山， Y. Hirasawa， T. Azuma， A 

Sato， N. Morokoshi， S. Koda， T. Yasuda， S. Oka， H. 

Sakurai : A new nitric oxide (NO) releaser : spon 

taneous NO release from FK409. Fγee Radical Res. 23 

(5)， 443叩452(1995) 


