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論  文  内  容  の  要  旨  

細胞は，神経伝達物質やホルモンなどの様々な外来刺激に応答して多彩な生理機能を示す。，その際，カルシウム（Ca）  

イオンは細胞内情報伝達のメッセンジャーとして重要な役割を果たしている。Ca2＋の主な供給源は，細胞内Caストアお  

よび細胞外液である，細胞内CaストアからのCa2＋の放出には，セカンドメッセンジャーであるInositoト1，4，5－trisphosr  

phate（Ins（1，4，5）p3）の受容体を介したものと，Ins（1，4，5）p3には非感受性であるが，細胞内Ca2十濃度（［ca2＋］c）の上  

昇によりCa2＋を放出するリアノジン受容体を介したものがある。一方，細胞外からのCa2＋の流入には，電位依存性チャ  

ネル，Ca透過性チャネル，受容体活性化Caチャネルなど様々なチャネルが関与してし1ることが知られている。これらの  

多くのチャネルにより調節される細胞内Caシグナル機構を明らかにするためにはそれぞれのチャネルの選択的阻害剤が有  

力なツールとなるが，ニフェジピン，ベラバミルやSK＆F96365など，細胞外からのCa2＋流入阻害剤の有用性は報告され  

ているものの，細胞内CaストアからのIns（1，4，5）p3によるCa2＋放出を細胞外からの添加で特異的に制御し得るものは知  

られていない。そこで，著者は，細胞外からの添加でIns（1，4，5）p3受容体機能を阻害する化合物を探索し，2APB（2－ami－  

noethyldiphenylborinate）を発見し，その研究ツールとしての有用性を明らかにするとともに，2APBと合わせて，利用  

可能な各種Caチャネル阻害剤を用いて，ラット由来の膵臓腺房細胞における【Ca2＋］c調節と分泌応答について詳細に検討  

した。  

第一章 細胞膜透過性のIns（1，4，5）P3括抗剤の2APBの発見とその作用特異性について   

ラット小脳由来のミクロソーム標本を用いたIns（1，4，5）P3受容体結合阻害作用およびIns（1，4，5）p3によるCa放出に対  

する抑制作用を指標とし，多数の化合物をスクリーニングすることにより，2APBを見出した。2APBは0．1FLMのIns（1，  

4，5）P3によるCa放出を抑制し，そのIC5。値は，42FLMであった。血小板や好中球での各種リガンド刺激による［Ca2＋］c  

上昇に対して，2APBは細胞外からの添加で阻害作用を示した。さらに，2APBは摘出ウサギ大動脈標本において，アンジ  

オテンシンⅠおよびノルアドルナリンによって惹起される収縮反応を非競合的様式で抑制した。Ins（1，4，5）p3誘発Ca2＋放  

出およびヒト血小板でのリガンド刺激による［Ca2＋］。上昇に対する阻害作用を指標として，2APBの構造特異性について検  

討したところ，その分子内のB原子は必須であり，モノフユニル，トリフユニル体は不活性であり，ジフェニル構造がそ  

の活性発現に重要であることが明らかとなった。   

次に，2APBの作用の特異性を明らかにするために，細胞膜各種受容体の結合能，Ins（1，4，5）P3およびcAMP産生能，  

さらに他のCaチャネル活性への影響について検討した。LTB。，FMLP，TXA2，エンドセリン，およびPGE2受容体への  

結合実験において，2APBは100FLMで全く阻害作用を示さず，非特異的に細胞膜受容体を阻害する作用は無いと考えられ  

た。また，ヒト血小板でのリガンド刺激によるIns（1，4，5）P3産生抑制作用や，単独でのcAMP産生作用も認められなかっ  

た。2APBは細胞外液にCa2＋が存在しない場合でも，ラット膵臓腺房細胞でのCCK－8やカルバコールによる［Ca2＋］c上  

昇を阻害し，摘出ウサギ大動脈標本でのアンジオテンシンⅡ収縮をほぼ完全に抑制した。さらに，リアノジン感受性Caス  

トアからのCa2＋放出にも無影響であったことから，2APBは細胞内のCaストアの内，Ins（1，4，5）P3感受性Caストアか  
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らのCa2＋放出を特異的に抑制すると考えられた。一方，高濃度塩化カリウム添加による脱分極刺激によって惹起される収  

縮には全く影響しなかったことから細胞膜上に存在する膜電位依存性のCaチャネルには作用しないと考えられた。  

第二章 2APBおよび受容体活性化Ca流入阻害剤，SK＆F96365を用いたラット膵臓腺房細胞における分泌および細胞内  

Ca応答の検討   

単離ラット膵臓腺房細胞を用いて，分泌刺激剤による分泌反応と，［Ca2＋］c変化に及ぼすSK＆F96365と2APBの作用を  

検討した。港流標本を用いた経時的観察において，高濃度CCK－8（100pM）で刺激した場合に認められる分泌と【ca2＋］。  

増加の持続相に対して，SK＆F96365は30FLMでは部分的に，100pMではほぼ完全に抑制したが，初期相に対しては全く  

影響しなかった。生理的濃度のCCK－8（5pM）で刺激した場合は，30FLMのSK＆F96365は律動性［Ca2＋］。変動（Caオ  

シレーション）の頻度を減弱させた。この時の分泌反応にはほとんど影響しなかった。また，100〃MのSK＆F96365は  

CCK－8によるCaオシレーションに大きく影響し，一過性の上昇に続く減少，というパターンに変化させた。この時，分  

泌反応の持続相も有意に阻害した。これらの結果から，ラットの膵臓から単離した腺房細胞において認められる分泌刺激剤  

による持続的な反応は，SK＆F96365によって選択的に阻害される受容体活性化Ca2＋流入に依存していることが示唆され  

た。一方，2APBは生理的濃度のCCK－8（2pM）によって生じるCaオシレーションを完全に抑制した。また，高濃度の  

CCK，8（100pM）によっておこる一過性のパターンの［Ca2＋］c上昇に対して，2APB（100〃M）は，生理的濃度のCCK－8  

によって惹起されるCaオシレーションに類似したパターンに変化させた。それぞれ最大作用を示す濃度で，2APBと  

SK＆F96365を併用すると，CCK－8（100pM）による［ca2＋］c増加は相加的に抑制されたことから，2APBはSK＆F96365  

に感受性の受容体活性化Caチャネルを阻害しないと思われた。   

以上，著者はIns（1，4，5）P3受容体機能を調節する細胞膜透過性の初めてのキャンディデートとしての2APBを発見し，  

これがIns（1，4，5）P3受容体の生理的役割を研究する上で大変に有用なツールとなることを明らかにした。さらに，2APB  

およびSK＆F96365を用いた検討から，ラット月拳臓腺房細胞において認められる［ca2＋］c変化と分泌反応に及ぼすIns（1，4，  

5）P3受容体，および持続的反応の維持における受容体活性化Ca流入機構の生理的役割を明らかにした。本研究は，  

［ca2＋】。調節機構の解明に重要な知見を与えるものであり，特に，2APBを用いた研究からIns（1，4，5）p3受容体の病態生理  

的役割解明に関する研究が進展し，その誘導体の研究からIns（1，4，5）p3受容体括抗剤の臨床応用の可能性が期待される。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

細胞内情報伝達の重要なメッセンジャーである細胞内カルシウム（Ca）イオンをコントロールする機構は複数あること  

が知られている。なかでも，細胞内CaストアからのCa放出に関わるinositol－1，4，5－trisphosphate（Ins（1，4，5）P3）受容  

体を介する機構はその重要性が示唆されているが，生理的，病的な細胞代謝での関与の程度は明らかではない。その主な原  

因は，Ins（1，4，5）P3受容体を選択的に阻害する化合物がこれまで開発されていないためである。この観点から，著者はIns  

（1，4，5）P3受容体を介する機構を選択的に阻害する化合物の探索を行い，2APB（2－aminoethoxydiphenylborinate）を見  

出し，本化合物が各種動物の生理的代謝あるいは病的代謝におけるIns（1，4，5）P3受容体の関与を証明するための優れたプ  

ローブになることを明らかにした。   

著者は，まずラット脳ミクロソーム標本を用いたIns（1，4，5）P3受容体結合阻害作用，およびIns（1，4，5）P3によるCa放  

出に対する抑制作用を指標に，約5，000種類以上の候補化合物をスクリーニングして，その中から2APRを選択した。  

2APBはIns（1，4，5）P3刺激によるCa放出をIC5。倍42FLMで阻害し，細胞外からの添加により血小板や好中球でのリガン  

ド刺激に対する細胞内Ca濃度の上昇を完全に阻害した。さらに，摘出ウサギ大動脈標本におけるアンジオテンシンⅡおよ  

びノルアドレナリン刺激によるCa依存性の収縮反応を非競合的様式で抑制した。2APBの構造特異性を細胞レベルで検討  

した結果，その分子内のBorone原子とジフェニル構造は活性発現に必須であることを明らかにした。また，2APBはリガ  

ンド刺激による受容体を介する多様な細胞内情報伝達系に全く影響を与えず，Ins（1，4，5）P3感受性CaストアからのCa放  

出反応のみを特異的に抑制することを見出し，反応特異性の高い化合物であることを明らかにした。   

次いで，2APBが単離ラット膵臓腺房細胞においてCCK－8刺激による酵素分泌反応を濃度依存的に抑制するという事実  

を見出し，この系を用いて細胞機能と細胞内Ca変化およびIns（1，4，5）P3受容体との相関関係を解析し，2APBが細胞内  
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Ca変化に依存する細胞機能を解析するための有効なツールになることを証明した。   

以上，著者は，Ins（1，4，5）P3受容体機能を調節する細胞膜透過性の初めてのキャンディデートとして2APBを発見し，  

本化合物が細胞内のCaをコントロールする機構において果たすIns（1，4，5）P3受容体の役割，および生理的，病的な細胞  

代謝におけるIns（1，4，5）P3受容体由来のCaの役割を解明するために有効なツールとなることを明らかにした。よって，  

本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。さらに，平成14年6月13日論文内容とそれに関連した口頭試問  

を行った結果，合格と認めた。  
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