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ABSTRACT

Our　purpose 　of　this　project　was　to　establish　that　the　modified　microdialysis　method

for　measuring　sweat　rate　（SR ）　could　assess　sweat　gland　function　by　multiple －

administration　of　acetylcholine・　In　the　first　project，　two　microdialysis　membranes

were　inserted　intradermally　in　healthy　6　subjects　（3　males　and　3　females；　ages　2　1－35）・

SR　was　independently　measured 　over　each　membrane．　Aりmin　increments ，　1×10 ”6M

to　1　X　lO^ M　acetylcholine　in　Ringer’s　solution　（6　doses）　were　administered　through

the　microdialysis　membranes ．　Linear　regression　of　SR　between　sites　revealed　a　strong

linear　relationship　（slope 　＝　1．03 士0 ．14，　R＝　0．99 土0 ．001，　p＜0．05），　verifying　the

repeatability　of　the　method．　Sixteen　subjects　（8　males　and　8　females；　ages　2　1
‘75
）

participated　in　the　second　project　which　one　membrane　was　perfused　through　the

microdialysis　membrane　with　1 　X　10”6　to　l　M　acetylcholine　in　Ringer’s　solution　（ア
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doses）．　Clear　dose－response　curve　was　observed　and　the　acetylcholine　concentration

threshold　for　the　onset　of　sweating　ranged　l　X　10”6M　to　1　×10 ”3M．　SR　in　the　older

group　failed　to　increase　with　increasing　acetylcholine　concentration　above　lX10“3M

and 　was　remarkably　lower　at　l　X10“l　and　1M　than　in　the　young　group・　However

gender－related　difference　was　not　observed　at　any　concentrations．　These　data　accord

with　previous　studies，　suggesting　that　intradermal　microdialysis　coupled　with

capacitance　hygrometry　is　a　viable　method　of　assessing　sweat　gland　function　11加θ

and　useful　methodology　for　comparative　studies．

要　 旨

本研 究の 目的は，発汗量測定用に 改良したマ

イクロダイアリシス法が汗腺機能の 評価に有効的

な手法であ ることを確立することである． 実験1

では，6 名の被験者に対し ，2 本のマ イクロダイ

アリシス管を用いて ，本手法の再 現性につ いて

検討した ．リング ル溶液に溶かし た1 ×10 ”6M～

1×10 ’IMのアセチルコリン（ACh ）を5 分ごとに

皮内に投 与し た．両部位からそれぞ れ 算出し た

発汗 量閧には 高い 相関 が見られ （R 　＝　0．99土

0．001，p＜0．05），その 回帰直線の 傾きが1 ．03±

0．14であったことより，この手法の再現性は非常

に 高いことが確認された．16 名（男女各8 名：21

～75 歳） の被験者が 参加し た 実験2 では ，1 本

のマイクロダイアリシス管を用いて，1×10 ’6M～

IM のACh を実 験1 と同様 の 手順で 投 与し た ．

ACh 濃度の増加に伴う容量 曲線が確認され，発

汗 開始閾値濃 度は1 ×10 －6M～1 ×10 ”3Mの範 囲

であった ．高齢者のACh に対する発汗量は，濃

度の増大に伴い 若年者のそれよりも低くなり，1×

10’IMおよびIM で若年者のそ れよりも明らか に

低値を示し た （p＜0．05）．これに対し，性差に伴

う変化はい ず れ の濃度におい ても認められなか

った．こ れらの結果は従来の 薬理実験 の結果と

ほぼ一致し ，本手法が 鈿1加，9の比較研 究におい

ても汗腺 機能を十分に 評価し得る有 用的な手 法

であることが示された．

緒　言

体 温 調 節 機構 は ， 身体 内 部 の 恒 常 性を 保 つ た

め に 非 常に 重 要な 役 割を 担って い る ． そ の 中で

も， 発 汗 機 能は 夏 季 の ような 高 温 環 境 下 にお け

る 運動 時 に は 欠くことので きない 重 要な 熱 放散 機

序で あ る． 発汗 神 経を介し て 中枢 か ら 送られ てき

た 命 令 は ， 発 汗 神 経終 末 か ら 放 出さ れ るア セチ

ルコリンによって 汗 腺を刺 激 す る ．こ の アセ チ ル

コリンと汗 腺に ある ムスカリン 性 受 容 体 の 複合 体

形成 が ， 生理 的 変化 つ まり発汗を 開始させ る．

発 汗 機 能 の 研 究 にお い て ，汗 腺 機 能だ け を検

討 する場 合 ，アセチ ルコリンやメタコリンなどを用い

た 薬 理実 験 が一 般 的に行 わ れてい る1 ゛3・　7・　9・　10・　12）．

し かし ，神 経 終 末か ら放 出されるア セチ ル コリン

の 量や そ れ に対 す る 感受 性 には 部 位 差 や 個 人差

が あり7・　12），トレ ーニングまた は ディトレ ー ニング

など によっ て ，アセ チ ルコリンの 放 出 量 や そ れ に

対 す る受 容 体の 感受 性 は 変 化 す る 可 能 性 が 考え

られる2・气 し た が って ， より詳 細 に 汗 腺 機 能を

評 価 す るた め に は ，多 重濃 度の 発汗 誘 発 剤を用

い て 発 汗 開 始 閾値 や 最高 発 汗 量な どを含 め た 発

汗量 の 容 量 曲線を 求める 薬 理実 験 が 必 要 である ．

従 来 の 薬 理 実験 で 用 い られ て い る 注 射 に よる

皮 内 注 入 法 やイオントフォレ シ ス 法 などを 用い て

発 汗 量 の 容 量 曲線を 求 め るに は い くっ か の 問題

点 があ る ． 例えば ， 注 射による皮 内 注入 法では ，

薬 剤 の 濃 度を替 えるご とに皮 膚を管 状 針 で刺 す 必
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要があるために被験者に負担を与えるだけでなく，

同じ場所に溶液を注入することはほとんど不可 能

である．また，イオントフォレシス法でも溶液の 交

換ごとに注入部の 溶液を抜取ってから注入するた

めに，非常に長い 時間がか かり被験者に負担を

与える．これを最小限にするために，場所を換え

て 実験が実施されているが ，汗腺 密度や汗腺の

大きさは場所 により異なるので，発汗量の容量曲

線を求めるのであれ ば同一の汗腺を刺 激する必

要がある．

近年，動物実験などにおいて 用いられている

体内に挿入して 直接的に標的 器官を刺 激するこ

とのできるマイクロダイアリシス法が注 目され，ヒ

トの皮膚における微小循環研究に応用されるよう

になった4・6）．そこで，本研究ではこの 手法を用

い て 同一一汗腺を神経伝達物 質であ るアセチ ルコ

リンによって刺激する新しい 汗腺機能の評価方法

について検討することを目的としている．本研究

では，発汗量測定用に改良したマイクロダイアリ

シス法が様々な比較研 究においても有効な手法

となりうるか 否 かを検討するため に本手法の 再

現性を検討するとともに，より広い 被験者層にも

有用 的な手法であるか 否かを検討す るた めに，

幅広い 年齢層の男女の被験者に対して 実験を行

った．

補強管

→

液　 剤

―　53　～

1 ．研究方法

1 ．1　 被験者

21 ～35 歳までの健康な6 名の被験者 が実験1 に，

20，　30，　40および70 歳代の男女各2 名， 計16 名の

健康な被験者が実験2 に参加した．被 験者には事

前にこの実験の 目的およびリスクについ て，口 頭

および書面にて説明し同意を得ている．

実験1

発汗量を測定することの できるよう改 良した マ

イクロダイアリシス法が，再現性を有 す るか 否か

を検討し た．マイクロダイアリシス法とは ， 図1

に示 すように2 つの ホウケイ酸塩管の 中央部に微

細な穴のある直径200 μm の膜 （有効 長10mm ）

を挟んだ微／」ヽ管を皮内に据え置き，この 膜部分よ

り作動薬を 拡散して ，対象 部位を刺 激す る方法

である4・　5）．実験1 では，この方法論の 再現性を

検討するために，2 本のマ イクロダイアリシス管

を用いる ．前腕背側に50mm の 間隔 を開け て ，

25Gauge 管状針を真皮層に 挿し，約20mm 離れ

たところから針先を出す．それを導管としてマイ

クロダイアリシス管を皮内に通し ，管状 針を抜い

てマイクロダイアリシス管を皮内に 据え 置い た ．

この マイクロダイアリシス管を介し て 多 重 濃 度

（10 －6～10 ”1　M）のアセ チルコリン （ACh ）を，

マ イクロシリンジポンプを用いて一定 速度 （2パ

／min）で 注入し て汗腺を剌激し た． 予 備実験に

おい て，マイクロダイアリシス管によるACh 投 与

卜 ふご｜

補強素線

一一 ・一 一●・
潅　 水

図1　 マイクロダイアリシス管の模式図

マイクロダイアリシス管はすべ て当研究室にて製作された．すべての管は瞬間接着剤によって接続されている．マイク

ロダイアリシス膜の溶液放出範囲は10mm である．製作されたマイクロダイアリシス管は，滅菌処理された後に 使用される．
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によって刺激される汗腺の範囲を測定し，その

デI一夕に基づいて5 ×10mm の窓を開けた発汗

測定用カプセルを製作した．それをマイクロダイ

アリシス膜上の皮膚に貼付し，そのカプセルに

一定量の乾燥窒素ガス（300 側？／min）を一方か

ら流し，反対惻にある静電容量湿度センサーで

発汗による湿度変化を測定する換気カプセル法に

よって発汗量を測定した．このシステムを用いる

ことによって，異なる濃度のACh で同一の汗腺

を刺激でき，容易に容量曲線を算出することが

可能になる．AChは血管拡張を誘発するため　8），

その影響をできるだけ小さくするために，電気ラ

ンプを用いて皮膚温を40 ℃近くに加温した．皮

膚温は熱電対を用いて測定し√実験中モニタし

ながら皮膚温を一定に制御した．これらのデータ

はすべて連続的にデータロガーを介してコンピュ

ータに取り込まれた．

実験2

マイクロダイアリシスを用いて，容量反応曲線

を描くために最適な濃度を検討するために，幅

広い範囲の年齢，性別および体力レベルを有し

た被験者に対し，多濃度 （10｀6～10’I　M） の

ACh を実験1 と同様の手法で，各被験者に対し1

本のマイクロダイアリシスを用いて実験を実施し

た．また，16名中12名の被験者に対して，容量

曲線のプラトーを確認するために，さらに高濃度

（1M ）のACh を追加した．

1 ，2　 分析および統計

データの分析は，10 秒ごとの平均値を算出し

たデータ表を作成し，以下の手順で各濃度の発

汗量を判別した．図2 のように，低濃度のACh

から高濃度のACh に替えると，発汗量は急増す

る．約2 分でその量は安定するが，被験者によ

っては増加減少の波がみられる．発汗が開始し

はじめた濃度を発汗開始閾値濃度とし，各濃度

の発汗量は，濃度を替えてから5 分間の間の最

高発汗量をその濃度の発汗量とした．
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図2　 各ACh 濃 度 におけ る発 汗 量の 判定
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20Hz でサンプリングされたデ ータを10 秒平均し，さら

に平滑化を行った後に以 下のデータ解析を行う．　ACh

の濃度を替えると，発汗量は急激に上昇するが，約2 分

ほどで安定に達する．安定したところから溶液交換後5

分間で最も高い値を示したところ（矢印の範囲内）をその

濃度の発汗量とする．ボックス内の濃淡は濃度の違い

を示している．

データはすべて平均値土標準誤差で表示した．

ACh の容量曲線に関するグループ間比較には，

繰り返しのある2 元の分散分析を用い，多重比較

にはSheffe’s　testを用いた．また，各濃度におけ

るグループ比較にはunpaired　t－testを用いた．統

計的有意差は有意水準5 ％未満とした．

1 ．3　 研究結果

実験1 において，前腕部の隣接する2 部位で

測定した発汗量は，　ACh 濃度の増大にともない

指数関数的に増加し，10－2M以上ではそれ以下

の濃度とは明らかな差が認められた（p＜0．05：図

3 ）．両部位における発汗量の増加には直線関
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隣接 する2 部 位で 測 定した

ACh に 対 する発汗 量の容 量 曲線

0

約50mm 離れた2 点に設置したマイクロダイアリシス膜

上でカプセル換気法によって発汗量を測定した．　ACh 濃

度の増大に伴い，指数関数的に発汗量は増加する，

＊は対象濃度の発汗量がそれ以下の発汗量よりも明らか

に高いことを示す（p＜0．05）．
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2点で測定した発汗量間には高い正の相関関係が得

られた〔傾き：1．027士0．142，相関係数：0．993土0．001，

（p＜0．01）〕。
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図6　ACh に対する発汗量の容量曲線の性差

ACh に対する発汗量の容量曲線を性差の観点から比

較した図を示した．●は男性被験者の平均の反応を，

○は女性被験者の平均の反応を示している．容量曲線

に性差は認められなかったが，発汗開始閾値は男性より

も女性の方が低かった（－5．50±0．19（女性）　vs．
　－4
．38士

0．74　（男性），p＜0．01バ エラーバーは標準誤差を示す．

係がみられた （図4 ）．被験者ごとに求めた回帰

直線の 傾きおよび 柑関係数の平均土標準誤差は，

それぞ れ1 ．027±0．142　（傾き），　0．993±0．001で

あった （p＜0．01）．

実験2 におい ては，幅広い 年齢層のACh に対

する発汗量の 容量 曲線を検討した ．図5 に各被

験者のACh に対する発汗量の容量曲線を示した ．

汗の拍出波は，最低濃度である10 －6Mから10 ”3M

の 範囲で確認された．ACh に対する発汗量の容

量 曲線のプラトーを確認す るために，16 名中12

名の被験者に1M の高濃度のACh を投与したとこ

ろ，1 名の被験者を除くほとんどの被験者で容量

デサントスポーツ科学Vol ．　21
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図5　 各個人のACh に対する発汗量の 容量曲線

各個 人のACh に対する発汗量の容量 曲線を図示し

た．●は男性被験者の反応を，0 は女性被 験者の反応

を示し，太線は若年者の反応を，細線は高 齢者の反応

を示している．発汗開始閾値濃度は10“6M から10‘3M で

あった．
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図 フ　ACh に対する発汗量の容量 曲線の加齢差

ACh に対する発汗量の容量曲線を加齢差の観点から

比較した図を示した．●は若年者の平均の 反応を，0

は高齢者の平均の反応を示している，扣－IM および1M

において高齢者の発汗量は若年者のそれよりも明らかに

低かった（＊：pcO ．Ol）．エラーバーは標準誤差を示す ．

曲線の傾きは減弱し た．

加齢および 性 差に 関して 比較すると，性差は

認められなかったが （図6 ），高齢者 のACh に対

する発汗量の容量反応曲線は，若年 者のそ れと

比較して低い 値を示した （図7 ）． 特に ，高濃度

になるほど，その差が 大きくなり，　ACh の濃度が

10
＿1M
および1M の時に明らかに低い 値を示し た

（p＜0．05）．発汗開始閾値でのACh 濃 度は，男性

よりも女性 の方が明らかに低い 濃 度で （－5．50±

（Log －molar　concentration）　（女性）　vs．
　－

4．38±0．74　（男性）　，　p＜0．01），また若 年者よりも

高齢者の方が低い濃度で発汗が 開始す る傾向を
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示した （図5 ）．

2 ．考　察

本研究では，汗腺機 能をより詳細に検討する新

しい 方法として，発汗測定用に 改良したマイクロ

ダイアリシス法につ い て提 案し ，そ の有 効性に

つい て 検討した ．実験1 で 行った 再現性の 実験

から示されるように，場所によって発汗量が多少

異なったもの の ， 隣接す る2 部位間で測定し た

ACh に対する発汗量の 容量 曲線はほぼ類似し た

（図3 ，　4）．これより，本手法は十分な再現性を

有することが 確認された ．よって ，異なる日もし

くは時間に実施される比較実験や ，トレーニング

やディトレーニングなどの 比較実験などにおい て

も，本手法により導 か れるACh に対する 発汗量

の 容量 曲線から汗腺機 能の 変化 が 評価できる可

能性が示唆された．

さらに，今 回の 実験では ，より広い 範 囲の被

験者 特性をもった被験 者を対 象にして， 有効な

ACh の濃 度範囲を検討し た．　10”6Mから10 ｀3M

の範囲です べ ての被験者におい て発汗が 開始し

たレ 最低濃度であ＆　10　6Mにおい てす でに4 名

の被験者で発汗が確認されたが，その量は非常

に微量であった （0．034±0．09　mg／cm2／min）こと

から，　10”7Mで 発汗が 確認される可能性は低い

と考えられる．また，16 名中12 名の被験者に投

与したIM までで ，1 名の 被験者を 除くほとんど

の被験者で容量 曲線の 増加 度は減弱した ．高濃

度側に 関し ては， 数名の 被験者におい て，　1M

のACh 注入時に立毛筋が 明らか に刺激されてい

たことより，これ以上の 濃度のACh を投与するこ

とは困難と思われる．よって， 本手法による発汗

量の 容量 曲線から成人の 汗腺機能を評価するた

め には ，　10”7MからIM の 範囲のACh 濃 度を用

いることが 適当であると考えられる．なお ，発汗

開始閾値 濃度をより詳細に 比較検討するた め に

は，　10”7Mから10 －3Mの 範囲でより緇かな濃度間

隔に設定す べ きであろう．

in　vivoによる発汗開始閾値濃度に 関する研 究

は ，著者らの 知る限りほとんどない が，メタコリ

ンを用い た 鈿 功rりの実験では，発汗量の 少ない

汗腺ほど，発汗 開始閾値濃 度が 高いことが 報告

されている13 ）．し かし ，同様の 関係は，　in　vivo

で 求 めた 本研 究 の 結 果では 認めら れな かった

（図5 ）．この 違い は 実験 手法の 違い に 依存して

いるものと考えられる．つ まり，　in　vivoの 実験で

は，汗腺周囲にあるACh を分解するアセチルコ

リンエステラーゼや ，発汗が 皮膚表面に拍出す

るまで に汗腺管における再吸 収など の影響を受

けるため，　in　vitroの 結果と異なった可能性があ

る．また ，メタコリンはACh と比 較してアセチル

コリンエ ステラーゼによる分解が 遅延するという

薬物動態の違いも影響したのかもしれない11 ）．

発 汗開始濃度 閾値に加齢差は 認められなかっ

たが，　ACh に対する発汗量の容量曲線は 高齢者

の方が 若年者よりも低くなることが 示され， 先行

研究の結 果にほぼ 一致し た7・9）．また ，性差の

視点 から本研 究の デ ータを比較す ると，　ACh に

対する発汗量の 容量曲線に 明らか な差は 認めら

れなかった．この 結果も0．5％　pilocarpineに対す

る 発汗量に性差 はなかったとする先行研究の 結

果と一 致し てい る3）．これらの 一致は ，本手 法

が 様々な比較研 究にも適していることを支持する

ものである．これ に対し ，性差 に伴う発汗 開始

閾値濃 度に 関して はある疑問点を残した ．本研

究の結果では ，女性の発汗 開始 閾値濃度は男性

のそ れよりも明らかに低値を示した．確かに，体

力レ ベル等が 考慮されてい ない ために再 検討を

要するが ，この結果は性差が 発汗開始 閾値 濃度

に 影響してい る可 能性を示 唆す るもの である ．

薬理実験におい て，発汗量に性 差はみられない

ものの ，女性は男性と比較して ， 単位面積あ た

りの 汗腺数が多くかつ 単一 汗腺 あたりの 汗 出力

が 少ないことが報 告されている3 ）． 単一汗腺あ
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たりの汗出力 が少ないことは汗腺が小さいことを

意味しており12・　in 　vitroの 実験では，汗腺

が 小さいと汗腺の 神経伝達物質に対する感受性

は低いことが 報告されている13 ）．これらの先行

研究の 結果を統括すると，女性の発汗 開始閾 値

濃度は 高濃度になると推 測されるが ，本研究の

結果は逆に低かった ．　in　vivむとj，2　vitroの方法論

の違い にも影響し ている可 能性もあるが ， 性ホ

ルモンの 影響が 汗腺の 神経伝達物質に対する感

受 性に何らか の 影響を与えている可 能性を否 定

することはできない ．また，汗腺周囲のメカニズ

ムに 性差があるのかもし れない ．今後， 発汗 開

始閾値に関する汗腺周 囲のメカニズ ムに関し て

は，性ホルモンによる感受性の変化も含め，さら

に詳細に検討する必 要があると思われる．

最後にマイクロダイアリシス法の 使用上の留意

点を記す ．本 手法はマイクロダイアIJシス管を皮

内に据え 置くため に，　25Gauge の 管状針を皮膚

に刺し 通す 必要性があり，その 際に多少の 痛み

を伴う．また，このことによって毛細血管を部分

的に破損するため ，皮膚血管拡張が 起こる6 ）．

そのため，マイクロダイアリシス管を固定した後

には，少なくとも1 時間程 ，皮膚血流量が 低いレ

ベ ルになるまで 安静にし た後に薬理実験を実施

する必要がある4 ・6）．また，実験1 より示された

測定する場所によって，発汗量が多少異なること

は，場所を替えて容量 曲線を求めることは難しい

ことを意 味している ．この点は ，同一汗腺を刺

激する本手法の有効性を保証するものであるが ，

マ イクロダイアリシス管は非常に小さい た めに，

刺激できる範囲が 非常に狭い範囲に限られてしま

う．そのため ，汗腺機能が 部分的に欠如し てい

る可能性のある被験者に関しては繰り返しの実験

を行う場合には 十分な配慮が必要と思われる．

本研 究の 結 果より， 発汗量測定用に 改良し た

マイクロダイアリシス 法は十分な再現性を有し ，

老若男女を問わず 適用できたことから，本手法を
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用いることでヒトの汗腺機能メカニズムを検討で

きる可能性が示唆された．
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