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論 文 内 容 の 要 旨

プロスタグランジン (PG)は,微量で強い薬理 ･生理活性を有する一群の生理活性物質である｡ 生体

内では,細胞の膜リン脂質から遊離したアラキドン酸から合成され,細胞外に放出され周辺の細胞に作用

してその機能を調節する｡また,一部のPGおよびその誘導体はすでに医薬品として利用されているが,

今後益々医薬への応用が期待されている｡ ところで,これらPG開発において早急な解決を求められてい

る問題は,その作用機構を明らかにすることである｡ 大部分のPGは,細胞膜にある受容体に結合して情

報伝達系を刺激し,その産物であるセカンドメッセンジャーの作用を介して,細胞機能を調節すると考え

られている｡ このPG受容体 一情報伝達系は,しかし,PGが化学的に不安定,PGアンタゴニストがほ

とんど開発されていない,PG受容体の量が少なく不安定なため精製が困難である,などの理由で未解決

の問題が多々ある｡ そこで著者は,マウス癌化肥満細胞において,PGIとPGE受容体が多量に存在する

ことに着目し,PGの中でも従来ほとんど研究されていないPGI2受容体一情報伝達系を解析すると共に,

PGElの受容体刺激に対する細胞の脱感作機構に関して解析した｡

第 1章 癌化肥満細胞のPGI2受容体の同定とその情報伝達系の解析

放射性標識PGI2誘導体を用いて,培養細胞やその細胞膜に結合蛋白が存在することがこれまでにも報

告されてはいるが,これらの実験に用いられたリガンドの安定性や特異性を考慮すると不明な点が多い｡

著者は,マウス癌化肥満細胞において,PGI2がPGElよりも強く細胞内cAMP量を増大させることから,

PGI2に対して特異的な受容体の存在を予想し,PGI2の安定誘導体を用い,受容体 一情報伝達系を解析し

た｡

1)PGI2の受容体結合反応と促進性G蛋白 (Gs)を介するアデニル酸シクラーゼ活性化の解析 :まず

PGI2の安定誘導体である[3H]イロプロストを用い,細胞膜の結合能を測定した｡その結果,温度,pH

および2価カチオンに依存的で,可逆的かつ飽和性の特異的結合が認められた｡Scatchard解析の結果,

Kdが10.4nM,Bmaxが1.1pmol/mgproteinであることが分かった｡種々のPG誘導体による結合阻害

実験から,この [3H]イロプロスト結合は,PGI2に特異的な結合であることを明らかにした｡またPGI2
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の受容体結合は,促進性G蛋白 (Gs)のαサブユニット上でのGDP-GTP交換反応を介してアデニル酸

シクラーゼを活性化することを明らかにした｡さらにこの際,αサブユニットが膜から遊離する事実を発

見し,その機構を解析した｡

2)PGI2受容体の同定 :PGI2受容体を膜から精製することは困難であったので,光親和性標識化合物

を用いてそれを同定することを試みた｡種々検討の結果,PGI2安定誘導体であるイソカルバサイクリン

の19位にアジドフェニール基が導入されて 【3H]標識体,【15-3Hl]-19-(3-azidophenyl)120-norisocar-

bacyclin(【3H]APNICと略)が,イソカルバサイクリンよりも強 く膜受容体に結合 し,Gsを介 してア

デニル酸シクラーゼを活性化することが分かった｡そこで,光照射により[3H】APNICを癌化肥満細胞

膜受容体に結合し,結合体をSDSに溶解後,SDS-ゲル電気泳動法で,分子サイズ43kDaのPGI2受容

体を分離 ･同定した｡この [3H】APNICの光親和性結合は,GTP依存的でPGI2に対 し特異性が高いこ

とを確認 した｡さらに,PGI2受容体の存在が知られている血小板膜に,同様なサイズの受容体を同定し

た｡PGI2受容体の同定は本実験が最初である｡

3)PGI2受容体反応の多様性 :癌化肥満細胞は, トロンビンあるいはATP刺激で細胞内Ca2+動員

を起こす｡ トロンビンは,百日咳毒素 (PT)感受性G蛋白を介しホスホリパーゼCを活性化し,その結

果細胞内Ca2+動員をする｡一方,ATPはPT非感受的に細胞外CaZ十の取り込みを高め細胞内Ca2+動

員をすることが分かった｡そこで,これらCa2十動員機構の異なる刺激反応に対するPGI2受容体の作用

を検討 した｡その結果,イロプロス トはトロンビンによるCa2+動員を抑制 したが,逆にATPによる

ca2+動員を促進した｡イロプロストの作用は細胞内cAMPの増大を介 して発現することが分かった｡

現在,この異なる調節の機構は不明であるが,PGI2受容体反応の多様性を示唆するものである｡

第2章 癌化肥満細胞のPGE受容体刺激に対する脱感作の解析

細胞は,持続的に刺激する生理活性物質に対 して,自身の受容体あるいは情報伝達系を修飾し,刺激に

対する応答を減じる機構を持つ｡これを細胞の脱感作と呼び,生理活性物質の細胞作用を考える場合重要

である｡PG刺激に対する脱感作機構は不明である｡ 著者は,癌化肥満細胞にPGElを作用させると細胞

内cAMP量は1分以内に最大となるが,すぐにもとのレベルに戻る,脱感作現象を兄い出した｡この際

の細胞におけるPGElの挙動を解析した｡そのため,細胞ホモジネートの10,000Ⅹgから100,000Xg沈殿

膜画分と【3H】PGElをインキュベ- トし結合反応を調べると,経時的にPGElとGTPγS処理で解離 し

ない安定に結合した [3H】PGEl結合量が増大する｡ この安定なPGE1-受容体結合体を6%ジギ トニン

で可溶化し,種々のカラムクロマ トグラフィー (AcA144,WGA-agarose,phenyl-SepharoseCL-4B)

により部分精製した｡得られた画分には【35S】GTPγSの結合活性があり,【14C]5'-p-fluorosulfonylben-

zoylguanosineにより標識される分子量60kDaの新規なGTP結合蛋白質が検出された｡この結果から,

PGEl受容体結合体は脱感作した状態に移行する際,未知の機能をもつGTP結合蛋白質と会合すること

が示唆された｡

以上,本研究では,まず光親和性標識安定PGI2誘導体を開発 し,それを用いて初めてPGI2受容体を

癌化肥満細胞膜上に同定し,その諸性質を明らかにした｡また,PGEl受容体刺激をモデルに,PGに対

する脱感作機構を解析 し,その機構に新規のGTP結合蛋白質が関与することを初めて明らかにした｡こ
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の成果は,PGの作用機構を考える上で重要な基礎知見となるものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

プロスタグランジン (PG)受容体に関する研究成果は,広く生物の情報伝達系の解明に寄与するのみ

ならず,PG関連医薬品の応用開発の基礎知識として重要である｡ 本論文は,強い抗血小板凝固活性を示

すプロスタサイクリン (PGI2)の受容体について,情報伝達系との共役機構,機能の発現機構,受容体

の同定等を行い,併せて細胞のPGに対する脱感作機構に関して新事実を発見したものである｡

まず,PGI2受容体を多量に発現している細胞を検索しマウス癌化肥満細胞を選択した｡ついで本細胞

のPGI2受容体を介する情報伝達系を検討し,アゴニスト結合は促進性G蛋白を活性化し,GTP-GDP

交換反応でG蛋白から遊離したGsαがアデニル酸シクラーゼを活性化し,cAMPの生成を促進するとい

う順次反応を証明した｡さらにPGI2により生成したcAMPは, トロンビン受容体刺激による細胞内遊

離カルシウムの増大を抑制するが,ATP受容体を介する細胞内遊離カルシウムの増大を反対に促進する

ことを発見した｡この結果は,PGI2受容体を介する多様な機能発現を実験的に初めて示唆したものであ

る｡

PG受容体は膜蛋白で精製は困難であるが,最近TXA2とPGEZ受容体の一次構造が遺伝子cDNAか

ら類推された｡しかし,PGI2受容体は微量かつ不安定であり,また遺伝子cDNAもクローニングされて

いない｡そこで著者は光親和性標識技術を応用してPGI2受容体の同定を試みた｡検討の結果,有効な光

標識化合物として,安定なPGI2誘導体であるイソカルバサイクリンにアジドフェニル基を導入した,19

-(3-azidophenyl)-20-morisocarbacyclin(APINCと略)を合成することに成功した｡【3H]標識APINC

は,PGI2受容体に特異的結合し促進性G蛋白共役型のアゴニスト活性を示すが,PGE,PGD,PGF各受

容体に対しては結合親和性を示さない選択的な化合物であった｡そこで 【3H]標識APINCを用いて癌化

肥満細胞膜および血小板膜のPGI2受容体の同定を行い,その分子量は,各々43kDaと51kDaであるこ

とを初めて明らかにした｡

著者は細胞が連続する細胞外刺激に対して応答を減弱あるいは停止する機構である脱感作反応が,

PGEl刺激癌化肥満細胞のアデニル酸シクラーゼ活性化反応において起こることを発見し,その機構は脱

感作時にリガンド結合PGEl受容体が分子量60kDaの新規のGTP結合蛋白と安定な複合体を形成する

事実をその複合体を精製することにより明らかにした｡これは脱感作にGTP結合蛋白が関与することを

示唆した最初の発見である｡

以上,本研究はPG受容体の構造と機能,および脱感作機構に関しいくつかの重要な発見を行ったもの

で,本論文が博士 (薬学)の学位論文として価値あるものと判断いたします｡更に,平成5年 5月7日論

文内容とそれに関連した試問を行った結果,優秀と認定した｡
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