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緒 E

プロスタグランジン(PG)は、炭素数201開のアラキドン椴などの不飽和脂肪

般から生成する、微{止で強い楽理・生理活性をイiする 一群の脂肪酸の総称、

で、特徴のあるシクロペンテン構造あるいはトロンパン構造を分子内に布す

る 保体内ではアラキドン般に由来するPGが以-も多く産生されている その

応性彼棋が最近Iy~ らかにされている。すなわち、細胞が種々の細胞外刺激を

受作体で受けると、うえ・符休と共役する機構でホスホリバーゼA2、あるいはホ

スホリバーゼCとアシルグリセロールリバーゼが的性化し、細胞膜リン脂質

のアラキドン酸を切り 11"し、アラキドン酸はまずシクロオキシゲナーゼによ

り阪本分fの添加反応を受け、次いで各種イソメラーゼ作用により、 PGI2、

PGE2、PGD2，PGF2α、TλA2なと、構造の任かに y(なるPGが多種頬'tJ&され

る15) 生成したPGは~~III1.泡外に政wされ、!'lじもしくは川辺の細胞に作川し

てその機能を調節する68)。その|際、大部分のPGの質的 ・世的情報は、車111胞

J~~にある受容体に認識され、受容体/G蛋(1/エフェクター分子、 三-t;.から

なる↑/j報伝達系を刺激し、その結果細胞内にセカンドメッセンジャーを生成

する。セカンドメッセンジャー作mにより細胞代謝が制節される9)。このPG受

千五体/間報伝述系の研究は、 PGが化学的に不宏之なため 10)、PGアンタゴニ

ストがはとんど|泊先されていないため、 PG受待外の (l;・が少なく不安定で州製

がl村銚なため11.12)、などの.EH山で多くの未解決の111J泌が残されている。

ところで、最近、 TxA213)受谷体がヒトHIl小依よりあ124され14)、ヒト胎盤、

iミ核牙球細胞の受容体itiイム{-のcDNAがクローニングされ、遺伝子cDNAから

の受符体一次構造が決之された 15)。次いで、 TXA2受容体のcDNA塩基配列を



必にしたホモロジースクリーニングにより、マウスJlrIiのTXA2受料体のcDN八

カfクローニングされた 16)。さらにその自己列を)~(こ、マウス州イtJJ巴渦調lIJ抱から

PGE2受容体のサプタイプの・つ、 EP3受容体のcDNAがクローニングされ、

その受符体の・次構造がIYjらかにされた17)。しかし、これら以外のPG受存

体の椛jむについては依然不明jである。

PGI2はプロスタサイクリンとも呼ばれ、主にi血管内皮細胞でアラキドン般

から生成する強い'I~ J11日lwh を示すPGで 18)、血l小板凝~~Iltl'.作川 19)や tfllW 干

治的jd也級作川 20)をイfし、その効-*がTXA2作JIjに}MA:することかられ:11され

ている。 しか 1 、 PCì (2の叉・作休fi)f究は、人然のPGI2がt(IL 法'1 1
、

1':.~，~JUjが約的j

と不安定なこと、 ')t r~休の飢餓発現;誌が少ないこと、アンタゴニストが1)11 発

されていないこと、などのJlH111から他のPGに比しても溢れていた。hl:近、

PGI.:の安定J将休がいくつか令成され、その放射能際政体も使川がliI能とな

り、 PGI2受存体の研究が.IJ能となった。

とこんで、 p(ì受存体の研究は、'1::命科学の攻要以題である II~物の.t，'J秘ü~i主

系の解IYJに'{.f1 jするどけではなく、 PGを医祭tfl』として開発する応川研究にお

いてイf効な法伐知凡となるものである。すなわち、収イ1:いくつかのPG21.22)

およびその誘叫体23.2.l)がl去来品として使川されており、今後、益々PG:Miを

際的として以来dllull売が行なわれることは明らかである。このPG知の|伝説:IU1

IJfJ発の111J題点は、 PGが'1:休のどの組織でも政'1:され、 IlIjじタイプのPGでも

組織により、あるいは純X~ ・ゲUL 年齢差などの述いにより似J民がy~ なり、

時に.-flll比する幼栄を IJミすことがef，るという複雑な作川をぷわすという ..'Ji↑Jjに

よる。そのため、合成されるアゴニスト、アンタゴニストの作JIjは、組織等

において ~IIイIIJ に府民:tt を if6 くできるかということであり、そのためにはPG受
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作体の4itjiiと機能、.t，'jtfH去i主系、持続的なPG)t蕗に対する細胞の受容体反応、

を介する辿応羽象である脱感作機構を研究することが1[(裂である

ギi'者は、マウス掛化肥満細胞P-815細胞が、 PGI2とPGE受符体を多 J止に合

イfすることにJi・1.1して2529)、PGI2受容体の情報伝達系、 PGI
2受存体の向定と

PGE2受谷体のJl5U岳fFについて研究を行ない、その研究内容をつぎの2t;1に分

けて:己'~oc した 。

tCl tJEでは、まず4¥¥/;化肥満細胞におけるPGI2受容体の↑Jj械伝述系を解析し、

促進f'I:G1:Iil'I(Gs) ('カップルし、アデニル椴シクラーゼをmtl:化する PGI2に

持民的な受料体のイ{イEを19Jらかにした27・29) 次にこのPGI2受存体にあjする光

lJMll 1"1: t;'~ pi'it化介物知)を1m先し、 PGI2受谷体を[IIJ定し、分子;Jを封(A::した31.32)

さらに、 PGI2叉・容体が)J巴;tIJtlll胞の俊能をどのように別節するのかをゆ]らかに

するため、 トロンピン33)およびATP34)による剥!IJ泡内Ca2+勤HにMする、 PGI2

受容体主IJ散によるWJIJについておべた35)

知27;をで{よ、 PGE1の受符体刺激、こ対する細胞の脱感作機仇に!到して解析し

た。的化}Jl'.l ìt~1*1II胞は PGF，刺散による細胞内 cAMP応Jt に|対して、顕治:な脱1i長

作を起こすことを仰伐しその機構を解析した36)。脱感作*111胞では、 PGE1と

叉:W~がみコとな校合体を形成した状態でイ子在することを >Lいだし、この校合

併;を ì~IS分料製した。その結果、部分村製した佐合体'1'に、分 r :，:60 kDaの新

mなGTP*i，介イ':Ifl' 11'iが検11¥されたことから、複合体の形状としてPGE1受容体

G'IP結介ifd'I1'I(60kDa)を封l'察し、これが細胞の脱感作に機能することを

示唆した36)
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第1章 癌化肥満細胞のPGI2受容体の同定とそ情報伝達系の解析

おもに柴Jln11:的研究からPGI2受符体が、 lfiL小牧、血校、Ilri't筋、神経融合荊11

j抱37-40)にイ{イ1:することが知られていた。しかし、 PGI2受容体iJf"111の'主体、

sZfiiTiをはじめリガンド結介にi'I'って起こる細胞内的秘伝述系守についての

，t化学的側先はほとんど行なわれていない。これはPGI2肉体が化学的に不安

定性であることや10)、 PGI2受苦手休蛍 I'~11がィ、三:A.:で火活しやすいなどのJllt111 

による 11)。

)J巴il~:J Â:IIIJj包は、 IgE-1iGIJ;[ キIJ~止にj必じてtlllJ.抱タトにう〉十必したヒスタミンやその 1~

の炎払のメ .，1，( ..r.ーターの作JIlにより、炎拍;やアレルギーの時々のキIltl1ばL与

をJUlする*111胞であゐ川)0 )J~tl~~ì利l胞は分泌J;xJi:.、1I.'j'に、 lむな どのアラ今ドン

限代謝産物を令jぷし剤111.泡外にJtlI 1'1する。ところで、肥満*111胞のinvitro実験系

で細胞にPGE1、PGI2をれ:)IJさせると細胞内のcAMPレベルが 1:叫し、それに

より肥向調H胞からの炎症メデイエーターの分泌が抑~IIJ されることが報公芯れ

た42.. 44)、 乙の PGE 1 のcA~1P 1"0 jl.ft: JlJは、 PGE1やPGI2がIflLIJ寸瓦にf'f-J1Jしてそ

の説先を抜く問符する作JIlと似ている。 Ifll小似におし‘て、 PG[:I二河ly lp〉〈G;ih2がと

もにcAMPJ上:ク州外~.イイ刊作1下:リ)パ川!リJ ~を:11ぷ:すi即'1中lド'1山11 が杉般:し，~~t

lしJ てC八MP引3叶1..1川外iト.効月瓜3を発現していることがiゆ明p列jらかにされた4柑5)λ。 ζのi知知11リ;凡Lカか、ら、

l胤fI侃lVJ小lト、叶4依J比え と11い川Iυ叶IJ級にj肌Je配U巴J;渦h向'1*111胞においても PGE1とPGI2による、それぞれの受作体

レベルでの交えJj_泌による幼-*が子先立された。しかし、 )J出向*111胞における

PGI2受待作のイ{{tに|対する過去の報行は非常に少なく、マウ.Aj¥I/・1化)J巴i陥*111胞

を川い、 1L~波 l皮の PG l2かPGEよりも強く CAMP/[:.成を尚めることがI~H一知ら

れていた25)0 1泣近、 PGI2の安定方l縁体の・つイロプロストおよびその[311J{ポ
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ぷイロプ口スト 46)が使川できるようになった そこで、 cAMP/1:_成を起こす

PGI2~立・作体のイ{{EiJ{予怨されるマウス極化j肥満細胞を川い、 PGI2交符休の岡

山とその↑，IHt(伝i2じ系の解艇を行なった。

第1節 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

〔癌化肥満細胞膜におけるPGI2受容体結合部位の同定〕

l父IJt・PGl2およびイロブロストの構造式を不す PGI2は環状エノ ールエー

テル十Ilt.ì!iを JJ:っており、イ~m性な6-kclO-PGF1αになるため、非常に不安定で

ある。イロザロストは、 5iil震構造の般212を民主にCf換して安定化し l-PGI2

i，，~~rj作である

PGI2 イロプロスト

Fig. 1. Chemical structures of PGI2 and iloprost. 

ー7-



まず、 マウス絹化肥満細胞伊・815細胞株)より粕細胞!民間分を，胡裂し、 その

朕凶分への[3HJ イロプロストの制民的結合について IJ~ベた。幽2は特異的鮎合

反応の時間と7/1M立に対する依イ{t'J:を示したものである。 インキュペーション

出度が高くなると結合述度は増加するが、 370Cでは30分以降、鮎合主が漸減

した。 250C、60分において最大結令が符られたので、

で行なわれた。
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以降の実験はこの71ril立

Fig. 2. Time course and temperature dependence of [311]i1oprost 

binding to the membrane fraction. 

明lCmcmbranc fraction was incubalcd with 20 nM [3H)i1oprost at () oC (0). 

25 oC (・)or 37 oC (A) for ω凶 binding.Nonspccific binding assay was carricd 

out at 0， 25 or 370C， of which 25 oC is shown (口).Thc amounts of bound 

[3H]iloprost wcre delcrmined at various umc intcrvaJs. 
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Fig. 3. pll and cation dependencies of [3H)iloprost binding. 

官lCmcmbranc fracuon was incubatcd with 20 nM [3H]iloprost for 60 min at 

25 oC in 50 mM pOlassium phosphalc with indicalcd pH. containing 1 mM 

EDTA and 10 mM Mg02 (A)， or in 10 mM polassium phosphale， pH 6.2. 

contai凶ng1 mM EDT A and thc indicalcd conccntrations of Mgα2 (・)， CaC12 

(0) or NaCI (ム)(B).明lCanlOunL~ of bound [3H]iloprost wcrc dctcrmined as 

dcscribcd in出ctcxl. 

[;;.:13に不すように、 [3H)イロプロストの駒沢.的結合}x.応は、 インキュベー

ションの際の治法のpHにより異なり、 最大の結合主はpH6.2で1!}られた。 ま

た、府県的結合反応にはCa2+またはMg2+のて価カチオンが必須であり、 とも

にIOmMの設)JtでllX:大活tl.が符られた。 しかし、 Na+イオンは不安であった。

[3111イロプロストの府民的結合の濃度依存性は、 幽4Aの挿入[2{1に示すよう

に飽;fll性であり、 このがi来をScalchard解析した結果から(図4A)、結合部位は

一種知であり、 その結令解離定数Kdは10.4nM、 故大結合主 Bmaxは 1.12

pmol/mg蛋白質となった。 さらにHillプロットの結果、 Hill係数は1.0となり、

結合には協向性が認められなかった(図4B)。
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Thc mcmbranc rraction was incubatcd for 60 min at 25 oc with incrcasing 
conccnlralions 01・[3HjiloproSI(1 10 100 nM). Spccifically bound !"'lIjiloprost 

was dctcnntncd (in叩 t). For山cScatchard (A) and山cHill plOl (8) wc陀

transfonncd from l.hc valuc of spccific [3H1iloprost binding. 

また磁化JJ出向制IIJ泡l院での結合の特央.性は、 [3Hjイロプロストの特j略的結合

!こHするやk々 のJ1:tf;7tのPGによる旺I:J;:1111岩浪より ([.~15A)、イロプロスト >> PGE 1

>カルパサイクリン PGI2・mcthylcstcr> PG E2 >> PG F2α>PGD2のJn!iに1見不IItl: 

が111く、 PGI2の知総体に選択的に親和性が出いことか分かった。目見述したよ

うに、 IflL小松においてPGE 1 は PG I2受容体にも親不11ftがあることが~1Iられて

いる。このことから45・えると、総化肥満細胞においてPGE1がPGI2"t将休に

~ç敵する 111j いネlj作税利'~I:を /Jミすのは、 PGI2受符体への交又れ11イ干の IIJ従11:が F

ftL1される

ところで、総化肥満細胞にはPGI2受容体にJJIIえて、またPGE(El/~を結

合する)受作体もイ{{tすることが知られているお) そこで、 PGI2リガンドの

PGE受容体への交又粘介を調べる H的で、[3H)PGE2*h令に対する各純非線拡

-10-

PG I2誘導体の~1l:";:l'FJI1について凋べた(図5B)。その結果PGE1:?- PG~>> イロ

プロスト〉カルパサイクリン >PGF2α>PGD2の順となり、イロプロストは、

[3H jPGE2の払介ì~ßf，i: への.m;fll性は非常に低いことが分かった。 以上より掛化

j肥満細胞には、 PGE受容体の他に、 PGI2受容体が存在し、 [3Hjイロプロスト

は、 PGI2叉・作体にiま択的に結合していることが明らかとなった。
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Fig. S. Effcct of unlabcled PG on [3Hjiloprost and [3I1jPG E2 
binding. 

Thc mcmbranc IraclIon was tncubatcd with cithcr 20 nM [3Hjiloprost (A) or 5 

nM !"'111IPGE2 (0) in U1C prcscncc of various conccntrations of unlabclcd i1oprost 

(・)， PGE1 (・)， PGE2 (円)，ω巾acyclin(6)， PGl2-mcthyl cstcr (X)， PGF2α 
(企)or PGD2 (0). AlI valucs wcrc corrcctcd for nonspccific binding and arc 

cxprcsscd as pcrccnt controls. Spccific binding in conlrols was 1 pmol/mg for 

[3H)ilOprOSI and 0.5 pmol/mg for r3H]PGE2・

ー11-



また、膜11可分に結合した[3H]iloprostの解離を促進するGT町Sの効果の用量

依存性を医16に/J'す。 100μM以上のGT町Sで、結合した[3H]ilOprostをほぼ完

全に解離した。

Fig. 6. Effcct of GTPγs 

on the dissociation of 

bound [3H]iloprost from 

the mcmbranc fraction. 

[3H]noprost-labclcd mcmbrane 

fraclions wcre incubatcd in山e

prcscncc of incrcasing 

conccntralions of GTPyS for 30 

1000 min at 25 oC. and rcma.ining 

amounts of bound [3H ]i1oprost 

wcrc determincd. AIl va1ucs 

wcrc corrcctcd for nonspccific binding and are cxprcsscd as perccm of control. 

Spccific binding of [3H]iloprost was 1 pmol/mg. 

〔癌化肥満細胞のPGI2受容体とGsとの機能的会合〕

ところで、いくつかのPG受符体は、 G蛋I'Jと会合していることが報告され

ており、 G蛍1:Iと会合する受容体はGTPによりその結合親和性が低下するこ

とが知られている そこで、税々のGTPの誘導体による、結合したイロプロ

ストの解離に対する作用を訓べたところ、み:Iにぷすように、 GTPやその非

水解性誘導体であるGT町Sが解離を促進したが、 ATPなどではほとんど解離

しなかった

、。
~ 100 
m
c
一hvc
一a

Table 1 Effcct of variolls nucleotides on the dissociation of bound 

r3H]i1oprosl from lhe mernbrane fraClion. 

Mcmbranc fractions werc incubatcd wiUl 100μM of various nuclcolidcs for 30 

min at 25 oC and rcmaining amounts of bound (3}1 liloprost wcrc dctcrmined. 

About 80% of spccilically bound (3H]iloprost rcmainαi aftcr incubation for 30 

min was takcn as 100%. A11 valucs arc mcans:t S.E. of凶plicatccxpcrimcnts. 

‘同.
~ 50 
‘-a. 。
....... 
Z 

M 
] 。。 1 10 100 

GTPyS (μM) 

NuclcOlide addcd Bound [311]iloprosl (%) 

Nonc l∞ 
GTP 65.9 :t 1.2 

GDP 76.6 :t 1.0 

GルtP 95.5 :t 0.69 

dGTP 61.1土 0.66

dGDP 77.0 :t 0.76 

cGMP 96.8 :t 0.83 

Guanosine 97.0 :t 1.5 

GppNHp 49.7 :t 0.92 

GT町S 16.1 :t 0.16 

GDPsS 18.6 :t 0.12 

ATP 87.7 :t 0.22 

ADP 91.1 :t 0.52 

AppNHp 88.3 :t 0.75 

ATPyS 87.7 :t 1.1 

PGI2の細胞作川に関しては、 J(JL小板においてPGI2受容体紡介はGsを介し

てアデニル般シクラーゼの活性化を起こすことがIYJらかにされている。癌化

肥満細胞においては、 PGI2が細胞内cAルPの1.好を起こすことは知られてい

る25)が、その詳細!な機構はJYJらかではなかった。そこで、 PGI
2受符体刺激に

よる細胞膜アデニル般シクラーゼの前性化について検討した。その結果、イ

ロプロストの存イ1:ードにおいて、 GTPの波度依存的にアデニル酸シクラーゼ活

性が上昇し(肉7A)、またGTPの存在ドで、イロプロストの設皮依存的にアデ

ニル般シクラーゼ的性が上糾した(1刈78)。

-12- ー13-



光親和性標識法によるPGI
2受容体の同定第2節

B 
一次構造の解析などを目的とした受容体蛍PGI2受容体の分子f;::の決定や、

PGI2受
(1質の料製には、効率的な III液化や精製β法の様、i:が必要であるが、

日IJi待化やその後のカラムクロマトグラフィーなどの操作によ平手体1Jf自質は、

り、容易に失活してしまう不交定な蛋白質である 11)。そこで、光照射により

それを叉・符体蛍白質と共イf*";イ干する、政射性標識安定PGI2議導体を合成し、

)IJ いPGI2受容体の同定と分 (-:I~:の推定を行なった31.32)。
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(PGI2受容体に対する光親和性標識化合物の合成〕Effect of iloprost on GTP・dependentadcnylate cyclase Fig. 7. 

:i¥発b;〔科として、 iχ18にぶした化学的に安定なPGI2知縁体であるイソカル

それに紫外線によって活性化され、蛋白質のアミノ般

タえJ主と j~イi結合を形成しf!; るアジドフェニルJ去を導入した。

パサイクリンをJIIい、

acLivity as dcscribcd in山Ctcxt. 

OOH OOH 
PGI2に特!;Y的:な受存体がイfイi:これらの実験対米・から、的化j肥満細胞には、

σいム~

アデニル般シクラーゼを活性化するこし、受容体はGsと機能的に会令して、

とがIYJらかとなった

activity. 

A， smaplcs comaincd indicatcd conccmraLions of GTP with (・)or withoul (0) 

lμM iloprosl. B. samplcs containωindicatcd conccntrations of iloprosl wi山

(・)or withoul (つ)1μM GTP. Thc samplcs wcrc assaycd for adcnylalc cyclasc 

Phcnyl or azidophcnyl-functionalizcd 

isocarbacyclin analogcus 

Isocarbacycl in 

8. Chemical structures of isocabacyclin and phenyl-

or azidophenyl-functionalized isocarbacyclin analogues. 

ー15-
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去2に、 イソカ Jレパサイクリンおよびそのω鎖にフェニル基またはアジド

フェニJレJ与を料合した各誘導体による、 [3HJイロプロスト結令に対する阻害

I曲線から求めたICSO値を示す

Table II ICsO of isocarbacyclin derivertives for binding 

inhibition of [3H]iloprost in membrane fractions. 

PGs 1C50 (M) 

IloprOSI 0.93 x 10・8

Isocarbacyclin 3.2 x 10 8 

Ca巾acyclin 5.7 X )0・6

Phcnylisocarbacyclin dcrivcnivcs 

n=) 16.0 x 10-8 

n=3 3.2 x 10 8 

Aスidophcnylisocarbacyclinderiveruvcs 

n = 1， p-N3 25.0 X 108 

n = 1， m-N3 (15S)-cpimcr 7.9 x )0 8 

n = 3， m-I ( 15S)-epimer 5.0 x 10 7 

n=3. m-I ( 15R)-cpimcr 6.3 x 10 6 

APNIC 0.30 x 10 8 

15・cpi-APNIC 32.0 x 10 8 

[3H]イロプロスト結合に対する阻害l曲線から求めたICSO怖で比蚊すると、

痴化肥満細胞肢のPGI2受容体は、カ Jレパサイクリンよりもイソカルパサイク

リンの方が向い~JU日性を有していた。そこで、イソカ Jレパサイクリンのアジ

-16-

ドフエニルまたはヨードフ zニル誘導体を各科イト成し、それらの[3H]イロプ

ロスト結令に対する問答!日l線から求めたICS01Ii(を比較した結来、 ω}j'lの長さ

(n= 3)とアジド法を導入する伎町.(m位)が符られ、 n=3， m-N3の(15S)-epimcr

である 19・0・azidophenyl)-20-norisocarbacyclin(APNICと略称、)がもっとも優れて

いることが分かった。 APNICの{IIi .i!i式を ~19に IJ'す。 APNICは主2の*ii来より

イロプロストを j..[lljる向い親和1''1:をイiしていた。ところで、このAPINCの放

射能標識体の合成を検討した結決、 ω鎖フェニルへのヨード(1251校総を想定)

の狩人は組不iげ1:の{11:ドを起こしたので、 トリチウム掠識体のイ子JJ)之を検J、fし、

15f，j.のぷ点の水Jf をトリチウムに ii'i:換したJá~・tt'I:.t:'~晶体を合成した。 また、

15付.のよ;υ?のι休配i1i:がRイヘである、 15・cpi-APl¥ICの1足取l性は大きく f1l下し

たことから、 トリチウム標設反応によって作られる、 15S-およひ15R-lsomcr

をi且相1(did:i也休クロマトグラフィーにより分離した。

f!?られた[151Hd19・(3-azidophcn)1)・20・no巾 ocarbacyc1in([3H]APNIC) <L~19)の

比j，fj官主は15CJ/mmolであった。

OOH 
OOH 

3 
3 

APNIC [3H]APNIC 

Fig. 9. Chemical structures of APNIC and [3H]APNIC. 
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ij3H]APNICの癌化肥満細胞膜のPGI2受容体に対する結合の親和性と選択性〕

l詞10に[3HIAPNICの抱化JJ巴渦細胞膜への結合の経11与変化を/Jくす 3 特異的結

合は10分以内に伝大となり、総結合泣の約7()%が府県的結合であった。
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Scntchard plot for [3II)APNJC binding to the plasma Fig. 11. 

Plasma mcmbrancs (200μg) wcrc incubatcd for 60 min at 30 oC wilh incrcasing 

conccntrallons of ['H ]APNIC (0 2 to 100 nM) in U1C prcscncc (C ) or abscnce 

(・)of 100μM unlabclcd iloprosl. Bound 13111APNIC was dctcnnincd as 

dcscribcd in thc lCXl. 1l1C spcclIic binding (企)was obtaincd by subtraction of 

山cnonspcclfic binding from山cIOlal binding at indicatcd conccntrallOns of 

13HjAPNIC Thc Scatchard plot (8) was lransfonncd from UlC valuc 01 ち戸cific

binding (A). 

membrane. 

30 60 90 

Incubation time (min) 

。。

Timc course of [3I1)APNIC binding to the plaCima Fig. 10. 

Plasma mcmhrancs (200μg) wcrc incubatcd at 30 C v .. :ith 13 nM [1Ji )APNIC 

for various Icnbrths of timc and thcn asscsscd for lotal binding (・)

nonspccilic binding ((""). 1l1C amounts of bound [311 jAPNIC wcrc dctcnninω 

at山cindにJlcdtimcs as dcscri恥din山ctcxl. 

membrane. 

and 

第1I!Iiでも述べたように、泌化!肥満細胞にはPG受符体として、 PGI2受容体'lllCちpcci日cbmding (企)wa'i 

calculalcd by subtracting山Cnonspccific binding from山c10凶 binding. APNICがPGI2受存体のみを特異そこで、以外‘こPGE'走行{ドがイバ1:している 。

[311]APNICの料作特異性につ的に 11忍J注しているかどうかを検λするために、

いて調べた 》

)1，標識APNICはイロプロス1'~112Aに/)ミすように (3HIAPNIC恥令に対して、[3HIAPNIC粘介の併)'(的結合は飽和性であり、また [:i([11にぷすように、

トと Itij桔皮に強く鮎介を~nw したが、 PGE2はほとんど結合を阻害しなかった。Bmaxカ{0.58Kdが4.7nM、.;HU;(iで、車JJ令部位はScatchard解析の結来から、

APNICはPGI2受料体に選択的に鮎令していると与・えられた。この結果から、-致[3111イロプロストの場令とほぼこれらのイ1ftは、pmol/mg蛍(11ftとなった。

15R-cpimcr体である 15・cpi-APNICは[3HjAPINCの結合問主作川は弱い

-19-

ものであった。

また、

-18-

した(第 1!立与然)。



向い親和性と選択性をAPNICはPGI2受容体に対して、これらの結果から、APNICが編化Jj巴渦APNICのアゴニスト泊f主について調べるため、さらに、

そのPGI2受容体との結合はアデニJレ酸シクラーゼイIするアゴニストであり、
剤師抱腹のアデニル般シクラーゼを活性化するかどうかについて調べた(凶128)

を治性化することが分かった。
APNICは10-9M以上で浪泣依作的に この醇ぷ-をmft化lμMGTPイ{イfドで、

APNICはイロ プロスト のが)80%の机10恥 6M以上で最大il，fI:となったが、し、

15・cpi-APNICのそれぞイロプロスト 、この点を除 きAPNIC、判;イtであった。

〔光親和性標識化合物[3H]APNICを用いたPGI2受容体の同定〕れによ るアデニル般シクラーゼの活性化の花皮と、 r3HjAPNIC和合に対す る

光照射により共布結合を形成すること[3H]APNICがPGI2受容体蛋(111と、~li持活性の花皮はよく対応した。

まず婚化肥満細胞膜に[3H)APNICをを侃:必するため、次の実験を行なった。

nu 
nu 

m崎

(。ε
~p

』
一

εこ
o
Ea
)

h
A
M
一〉

Zυ

旬。
ωmw-nuhQOwmw-hcoudH

しかし細車iiイ干させた後、 GTPySを添加すると[3H)APNICの解離が起こった。

B 
500 

A 
120 

GT門Sを

Effects of GTPyS and UV irradiation on the dissociation 

of bound [3H)APNIC from solubili1.ed membrane fractions. 

Mcmbrancs prclabclcd with r3H1APNIC and t陀 atcdor not by UV irradiation 

wcrc solubilizcd and furthcr incubatcd for 10 min at 30 oC in出epresence or 

abscnce of 5∞μMGT門3 刊 eremaining radioactivity was dctermined as 

dcscribcd in thc tcxt. A1l valucs wcrc correctcd for山cnonspcci日cbinding. 

!抱J~ に[3H]APNIC を結合させ、 254nmの紫外線を3分間!照射した後、

添加lしでも[3H]APNICがま ったく解離しなかった(み3)。
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Effects of unlabeled PGs on the di'isociation of bound Fig. 

[3H]APNIC from and the stimulation of adenylatc C)'c1ase in the 

12. 

Radioactivity陀m創ning

%民creasc

None 

UV irradiation 

53.1 
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8.9 

6.6 

+GT門S

211 :t 

386 :t 

dpm 

2.1 

-GTPyS 

388 :t 11 

450 :t 

Trcauncnt 

Plasma mcmbrancs (200μg) werc incubatcd wilh 13 nM [3H]APNIC in thc 

prcscncc of various conccntrヨtionsof unlabclcd iloprost (i....). APNIC (・).

15・cpi-APNIC(ゐ). or PGE2 (・).AlJ valucs wc陀 corrcctcdfor nonspccific 

binding and a陀 cxprcsscdas a pcrl∞nt of thc control as dcscribcd in the tcx(. 

8. Plasma mcmbrancs (1.9μg) wcre incubatcd wlth 1μM GTP in thc prcscncc 

of various concentrations of unlabclcd iloprost (0). APNIC (・).

15-cpi-APNIC (ム).Cyclic Aル伊 formcdwas mcasurcd as dcscribcd in thc tcxt. 

一20-

plasma membrane. 
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そこで、 [3H)APNICをN6化肥満細胞膜のPGI2受容体に結合させた後、紫外

線を照射し、 SOSポリアクリ Jレアミドゲル活気泳動(SDSPAGE)により蛋(11'1

を分離した後、 X線フィルムに対してフルオログラフィーを約5日間行なった。

その結果、図 138に見られるように、分f-hk43kOaと推定される佐世にプロ

ー ドなバンドとして、 [3H]APNIC標識受容体が碕2dされた。このバンドは、

[3H]APNICを細胞膜に結合させる際に、 GTPySを添加すると減弱すること、

また非椋識のイロプロストを加えるとほぼ完全に消失することから、 Gi長1'1

と共役したPGI2受容体であることが確認された。尚、電気泳動後のゲJレを ー

定サイズでスライスにし、その放9・H市性を出IJ定した乱1i呆(図13A)からもGTPyS、

イロプロストの阻害効果が定量的に確認された。

。 1 

[3 H]APNIC bound 

(dpm x1 0-3) 

つぎに[3H]APNIC結合部位の特異性を調べるために、 [3H]APNICを泌化肥

満細胞肢に結合させる|捺に、過剰量の種々のJI~-t:R識PG を添加後、光親府l性標

識を行なった(図 14)。その結果PGI2の安定誘導体であるイロプロスト、

APNIC、イソカ lレパサイクリンによりのkDaのバンドは消失した。 また、

PGE1でもかえ弱したが、 PGE2、PG02、PGFぬではコントローJレとほとんど変

化がなかった。 このことから [3H)APNIC標識のkDa蛋白質は、結合リガンド

としてPGI2(もしくはPGI2誘導体)を特異的に認識する、受容体蛋白質である

ことが分かった。
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Fig. 14. Effects of un1abe1ed PGs on photoaffinity 1abeling with 

[3H)APNIC. 

Plasma mcmbrancs (200μg) wcrc incubaled for 60 min al 30 oC wi出 13nM 

[3問APNlCin the abscnce (lanc 1 and 9) or prcscnce of 1μM i10prost (lanc 2)， 

APNIC (lanc 3)， isocarbacyc1in (lanc 4)， PGE1 (lanc 5)， PGE2 (lanc 6)， PGD2 

(lanc 7)， or PGF2α (lane 8). The samplcs wcrc phololabclcd and subjec!cd to 

SOS-PAGE (4-20%) followcd by Duorography as dcscribcd in山ctcxt. 

2 3 

Fig. 13. Photoaffinity labeling of the p1asma mcmbrane with 

[3H]APNIC. 

Plasma mcmbrancs (200μg) wcrc JOcubatcd for 60 min at 30 oC with 13 nM 

[3H)APNIC in thc absencc (lane 1) or prescncc o[ 100μM GTP)'S (lanc 2) or 

10μM ilOproSl (lane 3). 百1esamples wcrc phOlolabcled and subjcctcd to 

SOS-PAGE (4-20%) as dcscrihcd in thc tcxt. A， radioactivity in thc gcl su∞; 

・，加1c1; 0， lanc 2. B， Ouorography. 
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さらに li~t~の )i法により、 PGI2受容体の存在が明らかにされているプタ血

小板朕を川いて、その分子iii-を求めた(図 15)。その結来、分子世51kDaのプ

ロードなバンドが認められ、このバンドは癌化肥満細胞における場什と同様

に、 GT町Sの添加lによって弱く、イロプロストの添加によって強く阻得され

る性質のものであった。

-ーー

MW  
(kDa) 

-94-
ー

-67-

-43-

-30-

」一一ー幽。 1 2 

[3H]APNIC bound 1 2 3 

(dpmX10-3) 

Fig. 15. Photoaffinity labeling of the plasma membrane of porcine 

platelets with 13H]APNIC. 

Porcinc platclct plasma mcmbrancs (200μg) wc閃 incubatcdfor 60 min at 30 oC 

with 13 nM 13111APNIC in山cabscncc (Iane 1) or prcscncc of 100μM GTP"(S 

(lanc 2) or I ()μM iloprost (Ianc 3). 官lCsamplcs wc陀 photolabclcdand 

subjcctcd to SDS-PAGE (4-20%) as dcscribcd in thc tcxt. A. radioacuvity in 

出cgcl slicc;・.lanc 1; O. lanc 2; and .... lanc 3. B. Ouorography. 
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第3節 PGI2受容体反応の多様性

肥満細胞は、刺激に応、 じてヒスタミンなどのメデイエータ ーをJt.nHし、炎

1;E1i.応に|刻与する細胞である PGI2は血管内皮細胞で産生され、血小級や血

管平治鍛j細胞の機能を制節することはよく知られているが、|司しく IflL竹の近

傍に多くイf:イi・するj肥満刺IJ抱に対する作用は、ほとんど明らかではなかった。

若布'は、 f~l\化 j肥満細胞に ATPとトロンピンの受容体があり、両受作休をアゴ

ニスト刺激すると、細胞内の遊離Ca2+濃度([Ca2+]i)が増加し、その車Ji31ミヒス

タミン肱/1'，が促進されることを凡いだした。 そこで、 [Ca2+)i変化を指紋にし

て、 PG I2の受存体刺激で~j._ J~記するcAMPの効果について調べた。

fCa2+Jiの変化を、 Ca2+蛍光プロープFura2を用いて測定した紡来をj;;{116に

示す ，まず、 トロンピンで抱化肥満細胞を刺激すると '過性の[Ca2+Ji.1:升が

起こるが、この上好は紺|胞外のCa2+を除去しても同程度に起こった。しか し

百日咳汚染(PT)を前処位 した細胞では、 トロンピンによる[Ca2+)i1:升が見ら

れなくなった。この*，ti尽から、 トロンピン受容体はfYf感受:t'tGi蛍l討を介して、

カ jレシウムjじて間百|げまからCa2+を細胞内に移動させる作川があることが分か っ

た。次に、イロプロストを!日j処慨してからトロンピン刺激を加えると、

[Ca2+Ji 1::11' Jx泌が~lt "与された。一方ATP刺激による [Ca2+]iI・M・は、細胞外

Ca2+を除去するとm~ したが、 PTの前処置では変化しないことから、 ATP受

容体を介した細胞外からのCa2+流入によるものであることが分かった。この

ときイロプロストは、 ATP受容体刺激による[Ca2+]i上昇をさらにi骨太させた。
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Fig. 16. Effects of iloprost on the thrombin-and A TP-induced 

increases in rCa2+Ji. 

Fura-2・loadcdcclls (2 x 106 cclls) wcrc stimulatcd with 0.5 U/ml thrombin (A) 

or 100μM ATP (B) in buffcr (1) or in Ca2+-frce buffcr ∞nt出国ng0.3 mM 

EGTA (2). Fura-2-10adcd cclls cxposcd to 100 ng/ml PT for 3 h wcrc stimulatcd 

wilh lhrombin or ATP (3). Aftcr fura-2・loadcdcclls had bccn prcincubatcd for 5 

min at 37 oC wilh 1μM iloprost and 0.5 mM IBMX，出cccUs wcrc Sl出川latcd

with thrombin or ATP (4). Thrombin or ATP was addcd al thc timc indicalcd by 

山carrow. Thc rccordings shown arc a rcprcscntaLivc of thrcc indcpcndcnl 

cxpcrimcnts出atyicldcd similar rcsults. 

Fig. 17. Time courses and dose dependencies of the effects of 

i10prost on the thrombin・ andATP-induced increase in [Ca2+Ji. 

A， Fura-2・loadcdcclls (2 x 106 ccll￥) wcre incubatcd for lhc indicatcd times at 

370C with 1μM iloprost and 0.5 mM IBMX. B， Fura-2・loadedcclls were 

incubatcd for 5 min ar 37 oC wi山U1Cindicalcd concentraLions of iloprosl and 

0.5 mM IBMX.百1Ccclls st.imuJalcd by 0.5 U/ml thrombin (・)加d1∞μM 

ATP (企). and山cpcak [Ca2+)i lcvcls induccd by thcsc stimulants wcrc 

dClcrmincd as dcscribcd in lhc tCXl. Thc valucs shown rcprcscnt perccntag回 of

山crcspcct.ivc controls and arc mcans :t S. E. for triplicatc cxperimcnts. Thc 

valucs of thc incrcasc in !Ca2+]i in controls wcrc 631士29nM for thrombin and 

41.6土4.1nM for ATP rcspccLivcly. 

次に、イロ プロスト作川の経II ，~変化と川民依存性についてJ司ベた(凶 17)。

イロ プロストのATPによる[Ca2+1i仁芥に対する促進作用と、 トロンピンに対

するその阻符作用の/Hmは、 Jtに1分間の治時期lの後:i'，現し、が)3分でi止大に

達するという j七通なものであ っ た 。 また5分間前処lr~ したイロプロストの効

果は、両刺激に対して同一の効民を示した。これらの結果から、イロプロス

トによるPGI2受容体刺激は、産It_する共通のセカンドメッセンジャーの働き

を介して、 トロンピン交符体とATP受容体を介した、 [Ca2+)i作川を調節する

ことが示唆された。

次に、このイロプロストによる[Ca2+]i調節作川のPG特典性を調べた(表的。

その結果、イロ プロストをはじめ、 PGE1、PGE2のような細胞内cAルF産生を

引き起こすPGの効果は強く、 cAMPを産生しないPGF2α、PGD2にはほとんど

作用が見られなかった。さらに、 DbcAルFや8Br-cAル伊を添加すると、イロプ

ロストと同級な効果が認められた。これらのことから、イロプロストの作用

は、産生されるcAルFの作川を介して発現するものであることが分かった。

-26-
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Table IV Effects of various PGs， cAMP analogues on the 

thrombin-and A TP-induced increase in [Ca2+]i and the cellular 

cA恥1Plevel. 

Aftcr fura-2-1oaded cclls (2 x 106 cclls) had bccn prcincubatcd for 5 min at 37 oC 

with or without thc indicatcd agcnts in thc prcscncc of 0.5 mM  IBMX， thc cclls 

wcrc stimulated with 0.5 U/ml thrombin or 100μM ATP.羽1Cpcak [Ca2+]i 

Icvcls induccd by thcsc stimulants wcrc dctcnnincdぉ dcscribcdin thc tcxt.百c

valucs shown rcprcscnt 戸rccntagcsof thc陀spcctivccontrols and arc mcans土

S. E. for uiplicatc cxpcrimcnL'i. For measurcmcnt of cAMP. cclls (1 x 1 Q6 cclls) 

wcrc incubatcd for 5 min at 37 oC with various PGs in thc prcscnce of 0.5 mM  

IBMX， and山cncAMP Icvcls wcrc dctermincd as dcscribcd in the tcxt.官1C

valucs of the incrcasc in [Ca2勺iin controls wcrc 623土61nM for thrombin and 

42.5土3.5nM for ATP rcspcctively. 

6 [Ca2-t] 

Addition cAMP 

廿ll'()mbin Aτ? 

% ofcontrol pmoVI06 cclls 

lμM I1oprost 12.9:t4.5 292 :t 16 61.5士2.8

lμルlPGE， 30.3:t 6.7 220 :t 16 34.5:t 3.1 

I 11M PGE2 60.0:t 6.3 187 :t 21 23.5:t 5.6 

1μMPGF2α 83.1土8.2 125土 13 4.5:t 2.1 

lμMPGD2 95.0:t 3.7 112:t10 3.8:t 1.8 

1 mM DbcAMP 32.9:t 8.2 194 :t 19 

1 mM 8Br-cAル1p 38.0:t 10 205士 17
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ところで、細胞内カルシウムJti=留部位からのCa2+動J1による[Ca2+]i上弁の

機桃は、ホスファチジルイノシトール(PI)代謝により、ホスファチジjレイノ

シト ーjレ・4.5・コリン酸(P1P2)から特典的ホスホリバーゼC作用で産生される、

イノシトール・1人5・三リン般(IP3)により起こることが知られている。そこで

次に、純々の刺激によるPI代謝@松の瓦進に対するイロプロストの作用につ

いて、 [3問イノシト-)レ原激細胞を用いて検討した み5に示すように、 トロ

ンピンあるいはATPで細胞を刺激すると、ともに[3H)IP3の産生を促進した。

剥11胞を子め、イロプロストで5分間前処置しておくと、トロンピン刺激によ

る [3HIIP3の産'1:.は強く ~rl'l与されるが、 ゾJ、ATP刺激による[3H]IP3の産ノtは、

逆に強く促進された。NaF+AICI3は、受容体刺激の代わりにホスホリパーゼ

にカップルするG蛋白を[{(接抗fL化し47)、ホスホリバーゼCの活性化を介し

て細胞内Ca2+の上好を引き起こす48)ことが知られている 描化肥満細胞にお

いても、 NaF+A103処J.1I!は、 Ca2+イオノフォアのイオノマイシンと向紘に

13111lP3の陀生を点進した しかし、これらの受符体を介さない刺激による

[3H]IP)の産生に対しては、イロプロストの前処Li'I:は無効であった。

この鮎呆から、イロプロストの作用点は、ホスホリパーゼCの活性化、あ

るいはG蛍白によるホスホリパーゼCの活性化ではないことが示唆された。

以上、肥満細胞において、 PGl2受容体刺激により沌'1:する cA恥伊は、他の

受作休刺激により発現するCa2-t励Jlを指標にすると、刺激の違いにより全く

逆に関節することがあることを/示唆するもので、このメカニズムは不明であ

るが、 PGI2受容体によりj肥満細胞の機能が多様に調節されることを示す一例

となる。
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Table V Effect of iloprost on the thrombin， ATP， NaF + A1CI3 

and ionomycin-induced accumulation of IP3・

Aftcr [3H]inositol-labclω cclls (2 x 106 cells) had bccn prcincubated for 5 min at 

37 oC with or without 1 ~品川loprost and 0.5 mM  IBMX， thc cclls were furthcr 

incubatcd with 0.5 U/ml Lhrombin or 100μM ATP for 30 scc， or wilh 20 mM  

NaF plus 10μM AI03 or 1μM ionomycin for 5 min. [3H]IP3 formcd was 

dctcrmincd as dcscribcd in Lhc tcxt. Thc valucs shown rcprcscnt pcrccntagcs of 

thc control and arc mcans:t S. E. for triplicatc cxpcrimcnLS.計lCradioactivity of 

thc control was 73.3:t 2.9 dpm/106 cells for IP3・

[3H]IP3 (% of control) 

Addition 司副 司-司副圃圃眉』一一一

Nonc + Iloprosl and IBMX 

0.5 U/ml Thrombin 237 + 8.5 131 :t 25 

100μMATP 205 :t 30 289 士25

20 mM NaF+ 10μM八lCl3 220 + 4.1 221 + 5.9 

1μM Ionomycin 235 + 7.8 233 :t 14 
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考 察

第 l 節において若~-は、マウス婚化肥満細胞に、 PGI2に特異的な受容体が

イバ1:することを明らかにし、その悩報伝達系を解析した27)。描化肥満細胞膜

への[311]イロプロストの結合に対する、極々の非絞識のPGによる結合阻害の

j順序は、血小叡に報i与されている結果11)とよく・致しており、 PGE
1に比較

的tfdい親和牲が認められたが、 PGE2の親和性はイロプロストのl∞分の1以 F

であった。 -)5、 J44化j肥満細胞膜への[3H]PGE2紡介に対する図書作用は

PGE1 および、PGE2に選択的であった。 これらのが;*は焔化肥満ー細胞に、 PGI
2

およびPGEのそれぞれに持民的な、 2{重類の異なるPG受符体が存在すること

を/J'すものである 婚化j肥満細胞膜における [3H]イロプロスト結合の

Scalchard解析より求めたBmax(1.12 pmol/mg蛍 (111) は、 l3HJPG~結合のBmax
(0.5 pmol/mg蛍fi1'{)の約2f行であり、受容体数においてPGI2受容体が子GE受容

体より多い。 また PG r2~立・待外のイ{イ1:が報告されているヒト血小紋膜 (Bmax =
1.0 prnol/mg蛍(1質)11)、マウス~III 粁J.F細胞腔とチヤイニーズハムスター胎児

}Ji込111'*=細胞の融合細胞NCB-20の細胞膜 (Bmax= 1.28 pmoVmg蛋白質)38)、プタ

大動脈、!と滑筋朕 (Bmax=0.36pmol/mg蛋白質)40)などと比較しても、癌化肥満

来I!Uf包にPGI2:立・容体がf277;にイf=1l'していることが分かる。 F術的な実験で、ラツ

ト}ru.}P~)J~ ?1~:Jf(:l1I胞を、イロプロストあるいはPGE2で刺激することにより、産生

される細胞内cAMP!i:'を比較したところ、イロプロスト刺激の万カヤGE2より

も多い結~・となった 。 ラット j血脈肥満細胞を多;止に調製することは困難であ

るため、受容体の結合実験のデータは得られていない。しかし癌化肥満細胞

と同級に、肥満細胞にもPGI2叉'容体が存在しており、受符体数はPGI2受容体
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かPGE受符体よりも多く、 CAMP.PE~t:.作用とそれに伴う細胞機能の調節作JI]

においても、 PGI2受容体が}RJi裂な役;ijljを担っているものと考えられる

I(IL小松においては、 PGI2によってアデニル般シクラーゼが、 GTP依イヂ的に

t1it1:イヒされることが知られている49)。癌イヒ月巴満細胞)~たからの[3H] イロプロス

トの解離が、 GTPとそのJI・水餅性の誘導体で促進されたこと、イロプロスト

がGTP依存的にアデニル般シクラーゼを活性化したことから、癌化肥満細胞

のPGI2受容体は、 l位小板の桜iイ?と向様lこGsを介してアデニJレ般シクラーゼと

機能的に会合し、この酵素を活性化して、 cAMPY( 'I~ を促進するものである

と与えられる。一点、州化)J~il両手III胞のPGE受符体もアデニル般シクラーゼを

的性化する25)。したがって拍化肥満細胞においては、これら2つの異なるPG

受容体がいずれも、 cAMPのP，[~I:促進系に関 tJ- していることになる。

ところで気管、心房や脂肪組織において、 PGI2が直接、 [Ca2+]iの上昇を起

こすことが示唆されている50.S1) 紛化肥満細胞においては、第3節の鮎来よ

り、イロプロスト単独の刺激によっては、 [Ca2+)i の I~JI・は制採されていない

したがって少なくとも焔化肥満細胞においては、 PGI2叉・容体が，((接、 Ca2+動

同系を活性化する情報伝i主系は存主しないものと忠われる

総々な受容体を研究する 日的で、 JtfJl不日性43;iaリガンドが用いられてい

る 30)。このようなリガンドの開発においてもっとも，f(~ なよ，'.(~;t，母体となる

リガンドの構造に修飾を加えて、光親和性標識官能)};;を導入することにより、

受容体に対する親和性と選択性が低下することを、 hi小限にすることである。

PGの受容体に対する光親和性標滋リガンドは、これまで多 くの報告があ り、

とくに強力なアンタゴニストが符ら れ、それを出発原料に利用できるTxA2の
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受裕外;における成功例が多い52品)。しかしTxA2以外のPGについては、利用

可能なアンタゴニストがほとんどないこともあって、イi効な光親和性標識リ

ガンドの1)11発の例は比般的少ない。報告されているものとしては、 PGE2自体

のα}J'lをai'Jdophcnacylcstcrに生えたPGE受容体に対する光別府l性標識リガンド

や57)、PGF2aのω鎖にiωoazidophcnyl基を結合したPGF2a受容体に対する光親

不IIfl:線拡リガンドなどがある58)。しかし前者のPGE2の品導体では、もとの

PGE2に比べて、受容体に対する親和性が約I()()分のlに低下しており、後者の

PGF2a"
恋導体の場合でも、 PGF2αに比べて約10分の1に低 Fしているなど、親

不111''1:において問題があると以われる。

第犯行では、 PGI2受~i本に対しておt不11性と選択性がi:・~ <、 イi効な光親和性

45J放リガンドAPNICを開発し32)、これを用いて静化肥泊細胞および血小板に

おけるPGI2受谷体を同定した31) APNICの母体であるイソカルパサイクリン

は、 PGI2受容体に対する親不11tlが1fJく、化学的にも安定な化合物である。 ω鎖

に兆1Jl.fIJtl:標識官能必をi詩人した剛山は、上述のαjj'[をazidophenacylestcrに

変えたPGE2，v1;導体の親和十tの活しい低下の例57)から、 αijlよりも ω鎖を修飾

する)jが布利であると与えられたからである。総化j肥満細胞膜への[3H]イロ

プロスト鮎令に対する阻お作川のlC50の比較から、APNIC(IC50 = 3耐f)は、

!主体のイソ カルパサイクリン (IC50= 32仙のや、イロプロス ト(IC50= 9.3 nM) 

を卜~1111るIljjい親和性を有 しており、 PG受容体に対する光親和性標識 リガンド

としては、もっと も高親不IJt1:を有する化合物の一つであると言える。

[311]APNICの癌化肥満細胞膜に対する結合のKdは4.7nMであり 、[3H]イロ

プロストでは10.4nMであった。イロプロス トは16位のmethyl基の立体配置が

16Sと16Rの2つのstereoisomcrの混合物であるが、 PGI2受符体に対する親和性
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は16S-isomerが高く、 16R品omcrの親和性は小さいことが知られている59)。実

験にJlJいた [3H]イロプロストは、 16S-isomcrと16R・isomcrの比がおよそ4:6の

泌什物であるので、主にPGI2~立・符体に結合する、 16S-isomcrの [3H] イロ プロ

ストにおけるKdは、約4nMである考ーえられる。この111iは[3H]APNICの Kd1~I

とよく a 致する。このことは州者のリガンドが、 111J ・の受容体に結合してい

ることを示l唆するものである。

鋭化肥満細胞膜に結合した[3H]APNICの放射活性の約80%が、 SOSPAGE後

のゲルの43kOaのバンドから 1111l131.されたことから、光!照射による親和性成品

以泌により、共有名ij介が形成される効率は、約80%であると考えられる。

APNICのこの値は、 TxA2受作休の光親和性結晶尖験と [1;]等以上である52.55)) 

[3H]APNICによって、品、化肥満細胞膜に検11¥されたの kOaのバンドが、三1:

thAのPGI2u先導体により選択的に消失することは、このバンドの蛋(111か

PGI2を特民的に紡令するiti'( 11'1であることをぶしている。しかしこれだけで

はPGI2受容体で、あるとはパえないが、 43kOaのバンドがGTPySによ って減ω
したことは、この蛍白質がG1.fi 1'1と会合体を形成する、笠谷体であることを

強くぷすものであり、 _!.'H-PGI2受容体であると与・えることができる。

ところで43kDaのバンドは、分[-@:マーカーと比べても明らかにプロード

であるが、この原肉は、 PGI2受容体がおそらく者jtdtr!?tであるためであると

忠われる。その時111として、州化肥満細胞にイ子化するPGE受符体には、 f先日

されるN-glycosylaLionsitcが2ケ所あること 17)、新釘iイ子J!X:静止;阻害剤ツニカマ

イシンを用いた実験から粘蛍1111であり、 WGA-agaroscに吸着する性質があ

ることが明らかになっていることω・62)、またヒトおよびマウスの血小板の

TxA2受容体蛋白質にも N-glycosylationsitcが2ケ所あり 15.16)、WGA-agaroscに
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吸治し、粕裂された貸t.11'lのSOSPAGE後の染色の結果も、非常に拡がった

バンドであること 14)などが知られていることによる。

プタの血小板のPGI2受符体の分子む;は、 [3H]APNICを用いた結果から、がJ

51kDaであった。 またヒトのfflL小紋を用いた予備的な災験から、そのPGI
2受

料体の分子位は、 45kOaであった。これら3つのPGI2受谷体の分子量ーの追い

は、純あるいは組織の述いによるか63)、おそらくイ手伝する、結鎖の分子むの

追いによるものであると思われる。一点PG0
2受容体が、りん酸化および脱

りん般化されることによって、その機能が調節されるということが報告され

ており6桝的4め)入、 PGI2受手符千4俳体+本;も削|川4+似ぷにりん般化きれる n

分 r-;此』4:lカカが{y穴~，なるもう .つの(1吋BザJ能f刊竹1:北として、 りん般化のイ布i無や程度が違うこと

により、 SOSPAGEの際に移動広が見なるためであるということが考えられ

る。

PGl2叉・容体の分 J.rl~~ に I却する研究には、 [3H)イロプロストを用いた ta屯ct

sizc analysisにより、神経融介細胞NCB・20で83kOaであるという報告の)や、ヒ

J-1(IL/j叶がのPGI2受容体をCIIAPSでnnB化し、ゲル地illカラムクロマトグラフイ

ーにより制べた結果、 150"-Da以上であったという報:りがある11)。これらの

抑半分子;誌は、 APNICをJIJいてSDSPAGEにより求めた伯よりもかなり大き

く、受容体蛍(111と他のイ"1らかの蛍ド111との、会令体の分子むが求められて

いるのではないかと思われる。

第3節においては、肥満細胞におけるPGI2受容体の役割について、トロン

ピンあるいはATP刺激により芯起きれる細胞内Ca2+動Jlに対する、 PGI2受容

体による調節作用について品ベた35)0PGI2受容体刺激により、 トロンピン刺
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激時に起こる細胞内Ca2+動員およびIP3産生が阻害された。cAMPにより、 IP3

産生が低下することが、いくつかの細胞で報告されている66品)。またトロン

ピンによる血小板の活性化が、 cAMPにより阻害されることが知られており、

これにはcAルIP依存性りん般化酵ぷが、ある特定の蛋白質をりん酸化するこ

とが|児号していることが報告されているが69・71)、詳細な機構は明らかにはさ

れていない。

一方、 ATPによる細胞内Ca2+流入に対する、 PGI2受容体による促進作用の

機構は不明である。ATPはおそらく P2受符体を介してイオンチャンネ jレを活

性化して、 Ca2+流入を促進し、 IP3民生をI村人;させると考えられるが、この際

のIP3産生は、 ionomycinの場合と [[i]緑に細胞外Ca2+に依存している。 しかし

ionomycinによる IP3産生は、 PGI2受容体の刺激により変化がないことから、

Ca2+受容体刺激の作用点は、 ATPによる Ca2+流入系に特異的な部位であると

考えられる。

トロンピンあるいはATPは、肥満細胞において異なるCa2+系を動員して、

ヒスタミン分泌を促進すると与えられるが、 PGI2受容体刺激による抑制ある

いは促進作用は、いずれのCa2+勤只系が活性化されているかによって異なる

ことになる。

PGl2受容体は、刺激に応じて主に血管内皮細胞において産生され、血小板

凝集放出抑制作用や血管平滑筋弛緩作用など、循環動態の恒常性の維持に重

要な役割を果たしていることはよく知られている。また肥満細胞において、

細胞内cAル伊の上昇が、ヒスタミンの分泌を抑制することが知られている

42-44)。本研究において明らかにした、肥満細胞に存在するPGI2受容体の刺激
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は、たとえばトロンピンの刺激によって起こる、ヒスタミンなどの炎症メデイ

エーターの分泌を抑制するものであると考えられる。 一例として、炎症アレ

ルギーが起こる場合に、血管内皮細胞が産生するPGI2が、肥満細胞のPGI2受

容体を刺激し、肥満細胞からの炎症メデイエーターの分泌が抑制されること

によって、アレJレギ一反応が鎮静化するという、細胞聞の相互作用の存在が

想定きれる。

以上、第l章の実験結果は、肥満細胞のPGI2受容体を標的とした、新たな

抗炎症性薬物治療薬の開発における、基礎的な知見となるものと思われる。
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吾o
白岡

第 l章においては、癌化肥満細胞におけるPGI2受存体とその↑古報伝達系に

|刻 して、

(1) マウス焔化肥満細胞において、 Gsを介してアデニル般シクラーゼを活

性化する、 PG I2~立・谷体かイ{イEすることを IYJ らかにした。

(2) PGl2受符体に%.R..f日性および選択性のlf:iい、光税不11性標識リガンドAPNIC

を開発し、これをJIJ いて鋭化肥満創出血に分子;μ3kDaのPGl2受容体を分離・

liiJ定した またPGI2叉・作体のイ1・イ(:が刻|られているプタ ]flL小紋股では、分

f泣51kDaの叉・存体を判定した。

(3) PGI2'又・作付C~ltl~立は、創111抱いJcAMPのI百六を介して、 トロンピンによる

Ca2+動l~ を抑~Iìlj したが、単にATPによる Ca2+動jl を促進した。この作川は、

PGI2'~託行体J;xJî:.，による肥満細胞の機能訓節の多似性を IJミ唆するものであ

る
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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

アゴニストによる刺激を受けた細胞が、時IIUの経過に伴って、そのアゴニ

ストに対する反応性が滅剥するという現象が観察される場合があり、この現

象は細胞の脱感作 と呼ばれている。 j民感作は、細胞が述続する刺激に対して

応符を減弱あるいは停止する機構であり、別聞の環境に適応するための生体

のif(安な調節以応である。アデニル般シクラーゼの活性化に関与する受容体

の脱感作については、。アドレナリン受容体でよく，調べられている72，73)。肥

irliA:1II胞のPG叉・容体の脱~~作については、 PGD2受容体のりん般化と脱りん酸

化が脱感作に関与するという報告があるが64)、PGE受容体での詳しい検討は

されていない。

第2'戸においては、 PGE1による受存体刺激により脱感作が起こる際に、受

容体がPGE1と安定な紡令状態となることが凡っかり、この安定なPGE1と受

容体の結令外を粘製することにより、 PGE叉・符体のj悦感作機構を解析するこ

とを，.stみた。
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〔癌化肥満細胞膜における[3H]PGE1と受容体の安定な結合状態の形成〕

その細胞内癌化肥満細胞をPGE1で刺激すると速やかにcAMPを産生し、

l分以内に最大となるべlレ型の変化をしながらもとのレcAMP濃度の増加は、

いわゆる細ベルに戻り、 PGE1が存在するにも関わらずcAル伊が産生しない、

胞のPGE1に対する脱感作が起こる(図18)。

Fig. 19. 

from membranc fractions. 

13H]PGE， (5凶11)with or without (・)cxccss unlabclcd PGE， was addcd to 

mcmbranc fractions and incubatcd at 37 oc. 10， 60， or 120 min aftcr thc 

addition of [3H]PGE，. unlabclcd PGE， (5μM)， with (.A.) or without (ム)

100μM GTP'yS. was addcd. followcd by funhcr incubation. All valucs wc陀

corrcctcd for thc nonspccific binding and arc cxprcsscd as thc mean for triplicatc 

cxpc巾ncntswith variability at < 3% of山cmcan. 
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Time course of PGEt・inducedcAMP accumulation in 

Mぉt∞ylomacclls (2 x 106ωlls) were incubatcd at 37 oc for indicatcd time in 

the presence of 5.5μM PGE1 

described in山etcxt. 

as and cAMP accumu1atcd werc measurcd 

cells. 

Figure 18. 

mastocytoma 

([3H]PGE1一受容体結合体の部分精製とその性質〕

総化肥満細胞膜 と13H]pGE1を、 370Cで60分間インキュベーション次に、

6%ジギトニンでした後、形成される安定な[3H]PGE，と受符体の結合体を、図19に示すように、 370Cにおける縮化肥満細胞膜のPGE受容体の[3H]pGE1

U1trogel AcA44ゲlレ減過カラムクロマトグラフィーにより分画したuJ溶化し、120分の時点で非標識の10分、 60分、つぎに、結合は、飽和性に増大した。

(図20)。その結果、 [3H]PGEjの放射活性は、 [35S]GTPySの結合活性とともに10分の場合には90%以PGE1を添加して、解離する[3H)PGE，の量を調べると、

分子泣200kDa以上の極分と、 67kDaの分子量マーカーである溶出される、上の解離が見られたが、 60分または120分後では約70%が結合したままであっ

およびもっとも低分子側に溶出される

受容体には結合していない遊離の
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この最後の回分は、

BSAよりもやや前に溶出される四分、

画分に分かれた。

[3H]PGE1の解離する畳は増大した

120分で加えた場合では、 50%から60%が結合状態、にあった。

世 40-

た。 PGE1に加えてGTP'ySを添加すると、

が、 60分、



またBSAよりもやや前に浴tBされる (Ifij生子は、[3H]PGE1であると考えられる。

WGA-agaroscに税不[J性があ地化j肥満細胞のPGE受符体は糖蛋白質であり、

ることがう土かっていることから62)、

これ以降の粕裂の操作中に、 i生やかに減少する不安定なtJj令状態にあって、

つぎにWGA-agaroscカラムを別いて粕製
ものであった。 [3SSJGT町Sの結合活性とともに溶n~ される分イイ止2∞ kDa以上

そのtfi来、 0.2M GlcNAcによって浴出される山j~}に [3HJPGE1 の

放射的性と、 [3SSIGl内Sの結合活性が認められた。

した(l1{]21) 
さらに柿製した。の回分について、
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Fig. 21.、VGA-agarosecolumn chromatography of PGEt receptors. 

官lCP∞lcd fraclions from U1C Ultrogcl AcA44 column chromaLOgraphy wcrc 

applicd to a WGA agarosc column cquiJibratcd wilh U1C cqui1ibration buffcr . 

column was cxtcnsivcly washcd wilh U1C buffcr and thcn clutcd wilh 0.2 M 

GlcNAc. Fractions of 4 ml wcrc COllCC1Cd and Lhc radioactivilics of 100μI of cach 

fraction wcrc counlcd (・). An auquot was assaycd for [35SIGT内包 binding 

activity (0). 百 clinc (ー)rcpωscnts山cabsorbancc at 280 nm. A shadcd box 

dcnotcs fractions which arc p∞lcd加 dsubjcctcd to悦 ncxtstcp (Fig. 22). 
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Fraction number 

0 
0 

for 

A shadcd box dcnotcs 

was assaycd 

Thc linc (ー)

Fig. 20. lJltrogel AcA44 column chromatography of digitonin-

solubili1.cd PGEt receptors. 

[3H ]pGE1 bmding aCl1vily was solubilizcd wiU1 6% digiLOnin (20 mg of 

prolcin/ml) as dcscribcd in山Clcxl and was fractionatcd on a column of Uhrogcl 

AcA44 cquilibr.11Cd wi出山ccquilibration buffcr al U1C now ratc of 6 ml/h. and 

fractions of 2.5 ml cach wcrc collcctcd. 甘lCradioaclivity of 100μI of cach 

fraction was counlcd (・). An aJiquot of cach fracLIon 

[35SjGT門Sbinding aCLIvi!y (0) as dcscribcd in山ctCXI. 

rcprcscnts出cabsorbancc al 280 nm of cach fraction. 

fracLions which arc poolcd and subj∞tedω 山cncxl SICp (Fig. 2り.
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さらにこの治:Bllhj分を、止;:水性カラム;11{本であるphcnyl-ScpharoscCL-4Bカ

ラムクロマトグラフィーにより村-製した(1ヌ122)0Lubrol-PXの滋出勾配により

i制Bを行なったところ、 LubrolPX 08%の付近に 135S)GT内Sの結介活性と と

もに、 [3H)PGE1の政射活性が治:Bされた。

4 =-
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Fig. 22. Phenyl-Sepharosc CL・4Bcolumn chromatography of 

PGEt reccptors. 

The fracLions of WGA-agarosc column clutcd wi山 0.2M GlcNAc wcrc poolcd 

and appuωωa column of phcnyl-Scpharosc CL・48which had民cncquilibratcd 

wi出山ccq山librationbuffcr. 111C column was cxtcnsively washcd and PGE1 

rcccptors wcrc c1utcd from出ccolumn with thc gradlcnt of 0 to 1.0% Lubrol-PX 

in the buffcr.官lCcluatc wcrc collcctcd and山cradioacLivitics of 200μI of cach 

fraction wcrc countcd (・). An aliquot of cach fraction was assaycd for 

[35S]GT門S(つ).甘lClinc ( ) rcprcscnts thc absorbancc at 280 nm. 
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次に、これらの粕製によって符られた画分中に存在する、 GTP結合蛋白質

をIliJ定するため、 114C]5'-p-FS04BzGuoで標識を行ない、 SDSPAGEにより そ

の分チ量を求めた(凶23)。その結果、各精製段階の両分および‘最終のphenyl-

Scpharosc CL-4Bカラムクロマトグラフ J ーのLubrol-PXの溶出陣i分に、分子

:，(:60 kDaの蛍I'IPIが検出された。これらの結果から、 PGE1一受容体結合体

は、脱感作 した状態に移行する際、未知の機能をもっGTP結合蛍1'1PIと会合

する可能性があることが示唆された36)。

Mr: kDa 

94~ 

67 ~ 

43~ 

30 ~ 

20~ ・

• 

e同・.. 

A B C D 

....60kDa 

Fig. 23. Affinity-Iabeling of the GTP-binding protein co・purified

with the [311 )PG Et・boundreceptors. 

Samplcs takcn at cach purification stcp wcrc affinity-Iabcled wi山[14C]5'-p-

FS02BzGuo as dcscribcd in出ctCXl.甘lCaflinity-Iabclcd proteins visualizcd on 

autoOuorograph， of an SDS polyacrylamidc gcl arc shown. 

A. solubilizccl crudc mcmbranc; B. UlLrogcl AcA44; C. WGA-agarosc; 

D. phcnyl-Scpharosc CL・48.
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考 察

知2"戸においては、組化j肥満細胞のPGE受容体の脱Jt長作について検討した36)。

r3H JPGE 1 と受容体を 1~1I与問インキユベーションすると、安定な結合状態に

移行した。 これと同秘な結果は、大脳皮質、副腎髄質、赤血球、その他の椛

益細胞のPGE受容体においても報告されている74-77)。この[3H]PGE1と受容体

との結合は、 Jト標識の過剰;12のPGE1を添加lしても解離しないもので、 おそら

く解雄定数および結合定数の比が一定のまま、両_f;-ともに小さくなっている

ものと与-えられる。 さらにGTP"(Sを添加しでも、1.efeな結令状態が失われる

ことはなか った。このことは第l市の実験でぶされた、 PGI2受存体に粘介し

た(3H]イロプロストの餅維が、 GTP-ySによって右しく促進された結果と比べ

て人きく異なるものである。

-般にG蛍 1'1と会合する受容体においては、 GTPやその誘導体を添加する

と、受容体のよ';Jl見和性粘介がm~することが知られている78) Gsが関ワ-する

アデニル般シクラーゼ机性化系の場合、 まずアゴニストにより受容体が刺激

されると、 Gsのαサプユニット(Gsα)から、それまで払介していたGDPか進雄

して、代わりにGTPが結合する。GTPが結令したGsαは活性化状態になり、

受平手休やGsのsyサプユニットと解離して、 アデニJレ般シクラーゼを活1'1:化す

る。Gsと解離した受符体は、 リガンドに対する親不111'1:が大きく減少して、
a市 .

Jι 

容体からリガンドが解約する。

GT町Sを加えても、安定にリガンドを鮎令している紛化JJ巴渦細胞のPGE受

容体の状態、は、通常の受容体ーGsーアデニJレ般シクラーゼ系の相互作川の椋

式では説明されないもので、 アデニル酸シクラ ーゼを前性化でき ない状態に

-46-

あると与・えられる。従って、 PGE1刺激による掛化肥満細胞のcAMP産生にお

ける脱感作状態への移行と、 PGE受符体がPGE1との安定な結合状態に移行す

ることに、 おそらく関述があると与-えられる。

ところで第 l市において、 PGE1がPGI2受容体にも比牧的強い親不11性を有し

ている結果を作ているが、凶5より 10・7M以下においては、 PGI2受容体への

結合hiは小さく、第2章において用いた[3H]PGE1の数十品4の範聞においては、

ほとんどPGE受符体に選択的に結合していると与・えられる。

[3II]PGE1とPGE受容体との結合体の114I製過れにおいて、 この受符体の蛋(1

イヒ学的なfhftを知lる下掛かりとなる、 いくつかの有用な知見が符られた。 ま

ずゲJレ協過カラムクロマトグラフィ ーによる分Ilfliでは、 [3H]PGE1の肱射活性

は、 2∞kDaPJIのlf:j分 r;止に溶tHされており、 おそらく PGE受容体は、それ

以外のifi白質成分との会介休として存在することが抑定された。WGA-

agaroscカラムに吸おする刊質は、料$J'lを有していることを示しており、第 l

12の与・然で述べたように、 これまでの報告と -致する6062)0 Phcnyl-Scpharosc 

CL・48カラムへの吸おは、 この蛋t'11Jlが疎水ゲ1:蛍向質であることを示してい

る。 .JI，J べた ~r~OH において、 JI: イオンtI.界面ii百判t斉IJ であるしubrol-PXの波度勾配

による治/Hがも っともイi幼であったが、 高波J>[のLubro1-PXではじめて溶出さ

れたことから、 この受裕外の疎水性がI:.れ、ことが予怨される。

各カラムクロマトグラフィーの[311)PGE1の政射活性のピークのl刈分にはい

ずれも、 13SSjGTPyS結介前性が検出された。このことはPGE受容体が、何ら

かのGTP結合蛍(111との会令体として存在することをIJミI唆するものである 。

[I4C]5'-p-FS02BλGuoを)JJいた親不II'~H:~誠実験により、 60 kDaのGTP結合間性

を持つiIfÎJ1~ と会介している可能性が示唆された。 GTP粘合蛋白質としては、
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Gs、Giなどの分子;1:-がおよそ40-50kDaのGiIf白や、 rasi託(-]質79)などの分子孟-

が20-30kDaの、いわゆる低分子性G蛍自80)がある Gs、Giは掛化肥満細胞に

も存イ1':している29.81)。またi位近、モlレモットおよびラット肝より、分子此

1∞ゅaおよび74kDaのGTP*h令蛋['111が凡つかっており 82・側、多様な分子量

のGTP結合蛋f'J質が知られてきている。しかし、 60印 aの分子52のGTP結合

蛋白質の報告はなく、これは新規のGTP結合蛋白質であると忠われる。

以上、第2市においては、脱!長作状態に移行する際に形成されると与えら

れる、 PGE受符体と[3H]PGE1の安定な結令状態を見いだし、その部分粕製を

行なうことにより、受容体蛍向質としての性質の一部を IYlらかにし、脱感作

状態においてPGE受符体が、新規の分子U-のGTP結合蛋1'1質と会合すること

を示唆する結来を符た。
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京芸 毛色
己問

2152tpにおいては、 fila-i化JJ巴?I日')itlll胞のPGE受作体刺激に対する脱感作機仇に

|刀して、

(1)総化j肥満剥IIJYdにPGlユlを作JIjさせると、細胞内cA1川P:j:は1分以内にi止大

となるが、すぐにもとのレベルに以る、脱!長作現象がJ~い/1\された。
(2) そこで、細胞膜[Ihj分とr311jPGE1をインキユベートし結合反仏、を調べる

と、経11主的に、 PGE1とGTPySでも PfO悲しない、 安定に結合した13H]PGE1

料介JU-がilfi大 した

(3)この安定なPGE1ー受作ff:払イ71十、を6%ジギトニンで口n作化し、村々のカ

ラムクロマトグラフィー (Uhrogcl八cA4、以'GA-agarosc、phcn)I-Scpharosc 

CL・4B)により ;i.lSう〉粘出した。

(4) ~!:'られた IIhj分には (35SIG1・PySの紡介前十1:があり、 [ 14CJ5 ・-p-FS02BχGuo
によりt川よされる、分 r;j:_60 "-Daの折焼なGTP払令長L111が検/l¥された。

これらのtillJ44 から、 PG ヒ叉・2手イイくは!日~!~~fl: した状態に移千J する際、本支11の機
能を持つGTP*r'i イ汁長r'11'i と会イ干することが/1~唆された。
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実験の部

(1 )動物および試薬

'ぷ!技にJI1いた動物およびぷ柴の購入先は、次の通りである。

〔動物〕

BOFlマウス

プタ血液

115水実験動物

京都中央省pa副~I=.物街j協同組合

〔ラジオアイソトープ〕

[3H]イロプロスト (14.1Ci/mmol) 

Cyclic AMP [1251] assay systcm 

13f1IInositol (80・120Ci/mmol) 

[5.6.8.11.12，14.15-3HIPGE2 (185 Ci/mmol) 

[5，6-3H)PGEl (60 Ci/mmol) 

[15S)GTPyS (65 Ci/mmol) 

以上、 AmcrshamCo巾・

5' -p-lguanosinc-14C)Ouor【)sulfonylbcnzoylguanosinc(534.2 mCi/mmol) 

(114Cl5・p-FS02BzGuo)

McLhylatcd 14C-labclcd molccular wcight markcrs (2・20μCi/mgprotcin) 

([Mc山yl_l4C)mcthylatcd-phosphorylasc B，以)vincscrum albumin， 

ovalbumin， carbonic anhydrase) 

以上、DuPont-Ncw England Nuclear (NEN) 

APNICおよび[15-31I)APNIC(15 Ci/mmoりは、小芥野 t~司博士、

鈴木正昭博士、野依良治博 1:により合成され、また15位のstereoisomcrの

分離は、伊藤誠て博 1:により行なわれた。
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〔試朱、他〕

イロプロスト Amcrsham Co叩・

PGEl、PGE2、PG02、PGF2α、PGI2・mcLhylcstcr、カルパサイクリン

フナコシ楽品

GTP、dGTP、T寸P

GOP、GMP、digilonin

dGOP、cGMP、GppNHp

GT町S、GOPsS、ATP、AppNHp、AT内S

ADP 

Fura・2/AM

1'1111広tjJよ(PT)、GlcNAc、WGA-agarose

Thrombin 

UlLrogcl AcA44 

ヤマサ醤油

取JJt純楽

Sigma 

BochringerMannheim 

Kohjin 

H1て

/1..化学 L~

1\~'I1I製薬

LKB 

Phcnyl-Scpharosc CL斗B、分 f-Jsfマーカーキット円larmacia

SOS-濃度勾配ポリアクリルアミドゲJレ(4-20%)TEFCO 

Prcstaincd molccular wcighl markcr Bio-Rad 

EN311ANCE Ou Pont-NEN 

クリアゾJレ(液体シンチレーションカクテル) 平井テスク

GF/Cガフスフィルタ- WM~~ 

ートロセルロースフィルター Schlcichcr & Schucll 

その他の試支は、通常のhV2で人予吋能な最尚純Jjt品をj日いた。

(2) 癌化肥満細胞の維持

マウス紛化肥満細H包(maslα:ytomaP-815)は、 POllcrNl 1: (National Canccr 

Institutc， NIH)より提供されたものを、 BOFlマウスのj肱股内で経代維持して

使川した P-815細胞をBOFlマウスに2X 106倒を無的的に腹腔注射し、 7日

後に期航した細胞(約3X 108例)を肱腔より回収し、氷冷したPBSで2回洗浄

して尖験に)fjいた。

剥IIJ泡数の，iI・数には、 Coultcr社製の細胞数計測機(モデjレZ)を用いた。
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(3) 癌化肥満細胞の粗膜画分および原形質膜画分の調製

すべての符lI'1:を氷冷下で1iなった

P-別5判IJH;包を 10mM  Tris・HCl.pH 7.4， 1 m¥ll EDTA. 10 mM  MgCl2・1mM  

dithiolhrcilol. 0.1 mM  PMSFおよび20~V1 indomcthacinよりなるbufl訂正調IJJJ包iI:伎

が 1X 108 cclls/mlになるように懸渇し、 Ultrasonicator(Branson SOnJC Powcr 

Co・)を川いてJllin-波破砕を行なった f!?られた細胞ホモジネ-t'を 1.000X g 

で10分IllJ法'L、し、その l引Jをさらに26.000Xgで30分!日j述心した沈殿を刷版

幽-分とし、 10mM  pOlassium phosphatc. pH 6.0.1 mM  EDTAおよび10mM  MgCl2 

を合むbuffcr(buffcr A)に懸泊して)!jいた。

また似 )I~1'{ Jj史 1111 1 分の;州製は、担lJ~ IllJj分を459も(w/v)J.ii:軌を合む 20mM  

Tris・IIClに懸測し、この 1-.に36%(w/v)庶杭を合む20mMT出・IIClをiTO:1し、

66.000 Xgで60分II¥J述心してれJ'られた芥IflIをとり、 20mMTm・I1CIで洗浄した

II~j分を以)r~1J~ Jj~'f 1:lij分とし、 buffcrAtこ懸濁してJI)いた。

(4) ブタ血小板の原形質膜画分の調製14.lS5)

プタ I(ll'(也を2α)Xgで15分HlJ述心した l二日1を、 1.000Xgで17分HI1辿心する投

作を欽i【|絞り返して Ifll小1li を I'J'~製した。次に Ifll小.fkr 5 m¥1 T出-IiCl.pH 7.4. 

5 mM  EGT人 1mM  bcn/amidinc HCl. 0.43 mYl P~1SFに懸制した後、起1T波破

砕をむな った。 fりられた紺IJYtiホモジネートを27%(w/v)J.ìi:杭i子市誌の 1-.にjf( ~̂し、

66.000 Xgで60分間法心した後、界i国のJl!JI分をとり洗浄し、以ドの尖験にJIJ

いた。

(5) [3H]イロプロスト、 [3H]PGE2および [3H]PGE1結合活性の測定

100μiのbuffcrAr!1で、 f品化)肥満細胞の粗膜lillI分(2∞μg)を20nM [3111イロ プ

ロスト(29nCi)、5nM r3H伊G~(93 nCi)または5凶 ，f[3H}PGE1 (30 nCi)と37
0
C、

60分間インキ ユベートした後、 氷冷 したbuffcrAを2mlを加えてJi.応を停止し、

すぐにGF/Cガラスフィ jレターを用いて吸引滅過した。さらにbuffcrAでフィ

ルターを4悶洗浄し、フィルターの放射活性をクリアゾル5mlをJlJいて、液

体シンチレーションカウンターにより測定し、 これを総結合;1::とした。 非特
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異的結合 11:は、車内イ~IX.J，Î5法に 1 ，∞0 倍量の非標識のイロプロスト、 PG~また

はPGE1を)JIIえることによりd!IJ定した。また特異的結合此は、総結合11:治、ら非

特典的結令;止を I~~ しり|いて;lとめた 。

(6) [3H]APNIC結合活性の測定

l∞μlのbuffcrAlllで、静化肥満細胞の原形質膜両分(2∞μg)を13nM 

[3H]APNIC (20 nCi)と30<C、 60分間インキュベー卜した後、以下 LIIG(5)と同

様のノi法により測定した ただし反応の停止およびフィルターの洗浄には、

MgC12を除いたbuffcrAをJIJいた。

(7) アデニル酸シクラーゼ活性の測定

fM化肥?I有利|胞の羽LJl失(11Ij分(約20μg)または原形質朕画分(約2μg)を、 50mM

Hcpcs-NaOH， pll 8.0， 1 mM EDTA， 10 m M  Mgα2， 1 mM  dithiothrcilol， 1 mM  

IBMX， 1 mM ATP， 2 mM  crcaunc phosphatc. 2μgc陀a山1Cphosphatc kinasc 

(0.43 units)およひGTPとPGを合む1∞μlのbuffcr中で、 370C、10分間インキユ

ベートした後、 100μlの10%lrichloroaccuc acidを加えて反応を停止した 次に

凍結融解を行なった後、 1.000X gで10分間遠心して t泌をとり、水を飽和さ

せたdicthylcthcdこより trichloroaccticacidを抽出除去 した。 ffjられた標品 It1の

cAMP~，:をAmcrshamのcyclic AMP [1251} assay systcmを用いて測定 した。

(8) 光親和性標誠実験

州化肥j品紺|胞または lfIl小松の原形質膜回分(200μg)をbuffcrAqlで13仙 4

[3H]APNIC (20 nCi)と300C、60分間インキユベートした後、 300，0∞Xgで

15分IUj述心した沈殿を川ぴ、bufferAに懸濁し、波長254001の紫外線をUVlamp 

(Vil凶rLourmatmodcl VL・6C，Ccdcx， Francc)を用いて2cmの距離から照射した。

その後、再び300，0∞Xgで 15分間遠心した沈殿を、 SDSsamplc buffcrに溶解

し、 4-20%設皮勾配SDS-PAGEを行なった。電気泳動した後、ゲルを Lasky

らの方法86)によりフルオログラフィーを行なった。すなわちゲJレを水で10分

間、 dimethylsu1foxidc (DMSO)中 で 15分 2回 振 と う し 、 次 に 20%(w/v)
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2，5・diphcnyl-ox似 olc(in DMSO) r!'で15分間、さらに水で30分 2凶振とうした後、

乾燥させ、 -800CでX線フィルムに約5日|吋暴露させた また、屯気泳動後の

ゲルを3mmの 1lilti に切って、 Protoso1 を加えて50 0C、 111~1山インキュベートした

後、その放射的性を液体シンチレーションカウンターを用いて測定した。

(9) 可溶化膜画分に結合した[3H]イ口プロストの解雛に対するGTPySの作用

に関する実験

的化肥満細胞肢に[3HIイロプロストを結介させた後、 buffcrAで洗浄し、 20

m M  CHAPSおよび20%gl yccro1を合むbuffcrAで可溶化し、 400，0∞Xgで20分

IIIJ 辿心した。 件られた nI溶 化 1-.iN(2 m1)をSupcrosc6 HR fast protcin 1iquid 

chromatography co1umn (1 X 30 cm) (Pharmacia)により、流述0.25ml/minの10mM  

CHAPSを合むbuffcrAで分 i叫した。 12i分 f-J，i唱に溶/Bされた画分を~め、その

寸ISには500μMGTPySを添、力11して、 300C、10分間インキュベートした。次

にNcgishiらの)j法87)に従い、 l'I7符化llhj分のI'H]イロプロスト結合;止を測定し

たーすなわち、 uJi作化IllIj分 200μiに40μlの20mg/m1 rabbil y-globulinおよび

200μlの30%(w/v) po1ycthy1cnc glycol 6，α)0を合むbuffcrAを加えて混合し、 jJ<

冷トに 10分u日j立iri:後、 GF/Cガラスフィルターをmいてl吸引独過し、 8%(w/v) 

po1ycthy1cnc g1yco1 6，000を合むbuffcrAでフィルターを51"1洗浄し、フィ Jレター

1:の政射活性を測定した。

(10) 細胞内Ca2+濃度の測定

制IJH包を HEPES-buffcrcdsa1inc (15 mM  HEPES-NaOH， pH 7.4， 140 mM NaC1， 

4.7 mM  KC1， 2.2 mM  CaCI2， 1.2 mM  MgC12・1.2mM  KJI2P04， 11 mM  glucosc) 

で1X 108 cclls/mlになるようにj怒泌し、 3μMfura-2/AMと370C、30分間イン

キュベートした。 0.5%BSAを合む HEPES-buffcrcdsaLincで21ul洗浄し、

HEPES-buffercd salineに2X 106 cclls/mlになるように懸濁し、蛍光スペクト Jレ

フォトメーター(Jasco，CAF-loo)をJlJいて、励起波長340nmおよび380nm、

蛍光波長510nmにより測定した88)。

-54-

........ ・一

(11) [3H]IP3産生量の測定

紺IJ胞を 1X 107 ccUs/m1になるように!怒渇し、 2μCi/mlの[3H)inosito1と3rc、

2f時間インキュペートして細胞を411μ注した後、 1IEPES-buffcred salincで3回洗浄

し、 10mM LiC1を合むHEPES-buffcrcdsalinc中で370C、10分間プレインキュペ

ート後、試薬を添加して)x応を開始した。 Trich1oroacclicacidを添加して反応

を停止し、 [3HIIP3を8io-RadAG・IX8クロマトグラフィーを用いて分離し、そ

の放射的性を測定した89)。

(12) 細胞内cAMP量の測定

約化JJ出向調IIJ似1X 106 cclls)を0.5mM  IBMXおよびPGを合むPBS0.5 m]中で、

37 OC~- おいて・定n，j HlJ刺激し、 0.5 m1の10%lrich1oroacclic acidを)J11えて反応を

停止した 以ト、 (7) と llij.t~の方法を )IJ いてcAMPの定祉を行なった。

(13) [3HJPGE，結合受容体の可溶化

的化Jl~?前創IJJ抱羽u民凶分を buffcr 8 (25 mM  Tris-m必atc，pH 5.5， 2 mM  EDTA) 

に40mg/m1になるように懸濁し、 20nM [3H1PGE)と3rc、1時IIIJインキユベ

ー卜した後、 100，000X gで90分jilji本心した。沈殿を6%digitoninを合むbuffcrB 

Lこj怒消し、 40C、1n，j mJインキュベートして lリ・治化した後、 100，000Xg、90分

の述心により "Ji?i化上7，¥を付た。

(14) 可溶化[3HJPGE，結合受容体蛋白質の精製

1-.11[.(13)のIIJ?持化1.:.1，ljをcqui1ibralionbuffcr (25 m M  Tris-ma1atc， pH 5.5， 2 mM 

EDTA， 100 m M  NaC1， 0.02% digitonin)で、ド衡化した UltrogclAcA44カラム

(2.9 cm， inncr diamctcr， X 84 cm， 550 mりにより分画した。 [3H]PGE，結合受谷

体蛋i'111を合む 1111j分を集め、 cquiHbration bu ffcrで手衡化したWGA-agaroseカ

ラム(1.5cm， inncr djamclcr， X 5.5 cm， 10 m1)に吸着させた。カラムを洗浄し

た後、 0.2M G1cNAcを合むcquilibrationbuffcdこより、 [311]PGE1紡令受容体蛍

白質を治/llした c 次にこの締出11]1;分をphcny1-ScpharoscCし・48カラム(0.9cm， 

inncrdiamclcr， X 3.1 cm， 2.0 m1)に吸必させ、叫uilibrationbuffcrで洗浄した後、
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Lubrol-PX 0から1.0%の浪皮勾配により浴/11，した。

(15) [35S1GTPySの結合活性の測定

上旬己(14)の各カラムクロマトグラフィーの面分の 一部をとり、 50凶4

[35S)GTPyS (0.1μCi)を合む、 20mM  Tris-HCI， pH 8.0， 100 mM  NaCl， 25 mM  

MgCI2， 1 mM EDT Aおよび0.5mM  s・mcrcapl∞由加ol't'で370C、111与IIUインキユ

ベートした後、 [35SJGTPySの結合活性をニトロセルロースフィ jレター上に吸

引独過しておn~ し、その肱身、tii5fl:を液体シンチレーションカウンターを JIJ い

て測定した卯)。

(16) [14C]5・-p-FS02BzGuoによる親和性原誠91)

，-_ iiG (14)の各 11可分を 62μMr14cI5・-p-FS02BλGuo(1 J.1Ci)を合む、 75mM  

Tris・IICI，pH 7.5， 12.5 mM  MgCI2. 1.5 mM  EDTAq.で、 150C、3M}IIIJインキュ

ベートした後、 SDSsamplc buffcrを加えて)xJ.じ・を停止した 10%のSDSPAGE 

の後、ゲルにEN3HANCEを処理して、フルオログラフィーを行なった。

(17) 蛋白定量

蛍自定量は、 Lowry法92)および、Bradford1L93)により行ない、牛Ifll1i!iアルプ

ミンを漂準iff[' J 1'Iとして)fJいた

(18) SOSポリアクリルアミドゲル電気泳動(SOSPAGE)と分子量マーカー

SDS PAGEはLacmmliの)j法94Hこより、 10%ポリアクリルアミドゲルまたは

4-20%の浪皮勾配ポリアクリ JレアミドゲJレを)1]いて行なった。分子量マーカ

ーは、 Pharmaciaの分子区マーカーキット、 Bio-RadのPrcstaincdmolecular wcight 

markcrあるいはNENの14C_標識分 f-htマーカーを用いた。
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組岸学助手、 11本たばこ比業株式会社l返楽Lii従研究所、八浪公夫博士、

神奈川大学理学部、斎藤光文教授に深く感謝致します

本研究の第 1れにおいて、イi主主ーな御助 Jを凶きました、大阪バイオサイエ

ンス研究所、伊j除誠「てi事1:・に、また光J.Jl.f日刊t;剛氏化合物の合成を遂行され

ました、才i.ij Fi~:大γJlll;:: r.IS 、 ~'1'依 H.dì 教綬、 IIiJ学化学測定機器センタ一、

鈴木 lEn({助教佼、 IliJ学!IJI''1' l~'IS 、小芥野博 iiJ t忠士に涼く感謝致します。

さらに本研究の・-部に御協ノIJmきました、荻野主;:手学1:、佐伯谷i'[学士、

j雄原イqlr 7:上、ならびに教不11の)j々 にほく御礼111し'-，げます。
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