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緒 言

　薬物の体内動態は薬効．と密接に関連しており，それらを考慮した薬物治療が

普及しっっある。特に標的組織における薬物挙動を正確に把握することは有効，

安全な薬物療法を設定する上で重要な指針となる。

　微量で作用を発現する生理活性ペプチドの臨床適用が近年着実に増大し，診

断並びに治療薬としてペプチド性医薬品は重要な役割を果たしている。その体’

内動態に関する知見も集積しつつありρ体内から速やかに消失することがその

挙動特性として認識されている。またその代謝は，蛋白分解酵素によるペプチ

ド結合の解裂が主要な不活性化過程とされ，従来の薬物代謝酵素の関与した酸

化，抱合反応等に基づくものと異なることが知られている。しかし肝，腎以外

の臓器，組織におけるペプチド性医薬品の分布，代謝動態については不明の点

が多い。一方，よりミクロな観点から単離細胞や細胞分画成分を用いた活性ペ

プチドのrec6ptor（受容体）に関する検討が行われている。最近のこの分野に

おける研究の進i展はめざましく，これまで概念的でしがなかったreceptorが実

体として把握されるまでになっており，作用発現機序の解明に有用な情報を与

えている。

　胃と膵は食餌の消化，吸収の他，各種8プチドホルモンの分泌を行い，生体

の恒常性維持に重要な位置を占める臓器である。これら消化器は近密な連携を

保ちながらその機能を発揮しており，各種のペプチド性医薬品はこれら臓器の

疾患時にも診断，治療に活用されている。しかし胃，膵でのペプチド性医薬品

の分布，代謝像は未だ明確となっていない。

　そこで著者は臓器レベルでの薬物挙動を追跡する方法として，他の臓器，組

織からの影響を無視し得る摘出臓器灌流柁を改良して導入し，主にこの方法に

より胃，膵におけるペプチド性医薬品の挙動を解析した。すなわち構造的特徴

を有するsecretin，1elcatonin（〔Asu1’7〕eel　calcitonip），　aprotininを

モデルペプチドとして選び，それらの標的臓器である胃，膵でのこれらペプチ

ドの分布，代謝像を生物薬剤学的見地から比較解析すると共にsecretinでは活

性発現と動態との関連を追求した。その結果，ペプチド性医薬品の臓器内動態

及び薬効発現機序の解明上有用な基礎的知見を得ることができた。

　以下，得られた結果を4章にわたり論述する。
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第1章　薬物の胃，膵内挙動解析を目的とする臓器灌流法の確立

　胃と膵は腹腔内で近接した位置を占め，それら相互の内，外分泌両面での連

携は摂取された食餌の消化，吸収に重要な役割を担っている。またこれら器官

の変調は消化性潰瘍等の疾患の要因となり，消化器臓器相関の点からも，胃，

膵間の機能面での関連性は近年注目を集めている。2）しかし薬物のこれら器官

への分布，代謝動態を検討した報告は少なく，薬物療法上からもその解明が望

まれている。、

　胃における薬物挙動は胃粘膜からの薬物吸収機構に関する報告5）が主で，胃

内での薬物動態を研究した量産は少なく，特に体内から速やかに消失するペプ

チド性医薬品での検討は乏しい。また三内への薬物の分布特性，膵液への移行

性は近年Hor　i，Okumuraら4’5）によりザルファ剤，経口糖尿病薬等の低分子量

薬物について検討がなされ，薬物の脂溶性，分子容等の物理化学的因子が，そ

の分布，膵液への移行性を支配していることが明らかにされた。しかし未だペ

プチドホルモン等の高分子量薬物については不明の点が多い。

　薬物の臓器内動態を追跡する方法としては，

（1）in　vivoで薬物を投与後，臓器内濃度変化を観察する方法。

（2）臓器を摘出後，in　vitroでそのスライス，単離細胞，細胞分画成分への薬

物の移行性，結合性を検討する方法。

（3臓器灌流血により薬物の灌流液中及び組織中濃度変化を観察する方法。

などに分類できるが，（1）の生体全体を用いる方法では他の各種臓器，組織から

の影響を除外することが困難である。また（2）のin　vitro系では組織機能を充

分維持できないと同時に薬物分布の方向性が考慮すべき問題点として残る。そ

こで（3）の臓器灌流儀が，薬物の特定臓器への分布，代謝特性を解析する手段と

して有用であると考えられるが，摘出し灌流することによる臓器の生理機能へ

の障害が問題となる。従って第1章では摘出実験系で最もその反応性が低下し

やすいとされる外分泌能に着目し，等流実験系における胃酸分泌能，膵液分泌

能への各種薬物の影響を検討することにより，灌流胃，膵の生理機能を検討し

た。
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第1節　ラット摘出胃灌無法の検討

　胃下流法はこれまで内分泌機序の解明に用いられてきたが，その灌流系の主

な問題点としては胃の主要な機能である酸分泌能を欠損していることであった。

6）酸分泌能を保持した細流法はこれまでに供血動物を還流系内に組み込んだ方

法7）やindolnethacin等の薬物で前処置後灌流を実施する方法8）が報告されて

いるが，薬物の胃内動態を解析する上で供血動物や前処置薬物の影響を考慮し

なければならず，これらの連舞法は不適当‘と言える。近年Van　Huisand　Kra－

mer　9）はfluorocarbonを酸素供給体として自流液に加え，ラット胃を灌流した

場合，pilocarpine投与で著明な酸分泌の善進を認めたが，　pentagastrin，

histamineに対する反応性は乏しいことを報告している。

　そこで各種の酸分泌刺激薬物に対しても反応し得る酸分泌能を保持した配流

法の確立を試みた。

　（1）灌流実験法

　薬物の酸分泌への影響を検討する方法として，Ghosh　and　Schildのラット

胃内容疑書法10）が良好な感受性，再現性を有し，璽℃child’s　rat”　として繁

用されている。そこでそのin　vivo実験法に対応するin　vitro胃灌流法の開

発を目指した。

　体重約2009のWistar系雄性ラットを15－20時間絶食後灌流実験に供し

た。Fig．1に示すように腹部大動脈よりカニューレを挿入し，腹腔動脈を経て

左，右胃動脈に中流液を0．7mlハninの一定速度で注入，門脈より流出させた。

　また胃腔内には食道よりカニューレを挿入し，クエン四一リン酸鼻衡液（pH

6．6）11）を1m1所ninの流速で注入した。管腔側灌流液のpHを連続的に記録す

ることにより酸分泌の経時変動を観察した。血管及び管腔とも一回灌流により

検討し，灌流温度は37℃とした。

　酸分泌細胞である壁細胞は低酸素状態に対して脆弱で，速やかにその酸分泌

能が低下することが知られている。9）そこでまず血管灌流亡組成を設定する目

的でhistamineの刺激による酸分泌に及ぼす酸素の影響を検討した。その際肝

灌流等数多くの臓器灌流に適用されているKrebs－R　inger重炭酸緩衡液（KRBB）

を基本組成として用いた。検討は95％02－5％CO2混合ガスを通気したKRBB，
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Fig．　1．　Perfusion　Syst二em　of　工soiated　Rat　Stomach

　　　　　l；　coeliac　arしery，　2；　superior　nlesenteric　artery，

　　　　　3；　renal　artery，14；　superior　suprareDal　artery，

　　　　　5；　portal　vein，　6；　hepatic　artery，　7；　bile　duct・

それに牛赤血球25％を加え同様に混合ガスを通気した灌内液及びこれをN、ガス

で置換した灌一二の三種を用いて行った。その結果，Fig．2に示すようにKRBB灌

流時にはある程度の基礎分泌は認められるもののhistamineによる分泌寛進は得

られず，牛赤血球を加え混合ガスを通気したKRBBを用いた場合のみhistamine

刺激による酸分泌の促進が観察された。従って酸分泌時における酸素供給の重

要性9）がこの灌流系においても明らかとなったため，血管灌流液として牛赤血

球25％を加え，95％02－5％CO2混合ガスで通気したKRBBを以下の検討

で使用した。
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Fig・　2。　　Effect　of　Oxygen　on　Acid　Secretion　in　工solated

　　　　　Perfused　Rat　Stomach

　　　　　A；N2｝・at・・at・d　dext・an－KRBB・・nt・i・i・g　25％b・vi・・

　　　　　e「yth・・cytes・B；02一・aturat・d　d・xt・an－KRBB・・1・ti…

　　　　　C；02一・a加・at・d　dext・an－KRBB…t・i・i・g　25％b・vine

　　　　　erythrocytes．

（2）酸分泌制御薬物に対する反応性

　この二流系における外分泌能を確めるため各種の酸分泌刺激薬物を灌流し，

その際の酸分泌動態を検討した。すなわちhistamine，　pilocarpine，cychc

AMP，　dibutyryl　cyclic　AMP，　theophyllineを各々10分間血管内に灌流

し，30分間の酸分泌量を測定した。（Table　I）。

　これら刺激薬物三流により酸分泌は著明に増大し，histamine，　cyclic

AMP，　dibutyryl　cyclic　AMP　では濃度に依存した酸分泌の元進が観察され

た。cyclic　AMPの細胞膜透過性はdibutyryl　cyclic　AMPに比べ劣ることが
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0．21

0．22．
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0．58
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1．47

0．30

PerfusiOn　time　Of　stimulant：　10　min．

a）　Nean　土　S．E．　ofl　3－4　experimen七s．

報告されており，12）本灌流法によっても酸分泌の増大に必要な濃度がcyclic

AMPではdibutyryl　cyclicAMPより数倍高値を示した。

　　次にhistamine　H2－receptof　antagonistであ．るcimetidineのhistamine

による酸分泌充進に及ぼす影響を検討したとζろ，Fig．3に示すようにcime－

tidineはhistamineによる酸分泌を可逆的1と抑制した。なお同様の結果が同

じくhistamine耳2－receptor　ant396nistのmetiamide自流によっても得ら

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一6一



エ
O

7

6

5

　　　　　Hista【幽M

Gmetidine　20戸M Cimetidine　20μM

」
∩
）

4
30 60　　　　90

Time　（min）

120 150

Fig．　3．　Effect　of　Cimetidine　on　Acid　Secretion　Induced　by

　　　　　Histamine　in　工solated　Perfused　Rat　Stomach

　　　　　　　A　representative　of　three　experiment二s　is　shown・

れた。

　各種の酸分泌刺激薬物に対しこの古流系は良好に応答したが，生理的に酸分

泌を制御しているgastrinの最小有効fragment，　tetragas‡rinに対しては，成

熟ラットの場合，酸分泌の充進をほとんど示さなかった。

　しかし未成熟ラットの胃にtetragastrinを投与するとFig．4Aに示すように

酸分泌の増大が観察され，tetragastrinに対する成熟ラットでの反応欠如が成

長に伴うgastrin　receptorの変動，胃粘膜内pepsin活性の変化等に起因する

ことを推測させた。事実，ラットの胃粘膜中pepsinogen含量が生’後17日齢ま

で成熟レベルの20％程度で一定しているのに対し，18日齢以降急激に上昇し

30日齢で成熟ラットと同じレベルに達することをFurihataら15）は報告してい

る。そこで胃粘膜中pepsin活性と酸分泌の関連性を明らかにすべく，pepsinの

特異的阻害薬であるpepstatin14）に着目し，その酸分泌に及ぼす影響を検討し

た。Fig．4Bは血管灌流液中にpepstatin（1μM）を加えtetragastrinの作用を

成熟ラットの胃を用いて検討したもので，pepstatin存在時著明な酸分泌の増
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                  -8-



大が観察された。この結果はラット胃を灌流する場合，gastrinによる酸分泌

が胃粘膜内pepsinあるいはそれに類似した酵素により左右されることを示唆し

た。そのため胃粘膜中peps　inogen含量がラットより少ないモルモット胃（Tabie

皿）をpepstatinを加えない条件下で灌流し，　tetragastrinの酸分泌に及ぼす

影響を同様に検討した。その結果tetragastrin門流時モルモット胃からの酸

分泌はpepstatin非存在下においても増大することが認められた（Fig．4C）。

　またpepstatin存在下でhistamine，　tetragastrin　による酸分泌動態を観

察したところ，histamine，　tetragastrin共に酸分泌の元進は迅速であったが，

tetragastrinに比べhistamine灌流時初期5分間は認むべき増大は得られなか

った（Fig．5）。　既にJames15）はin　vivo実験によりhistamineに比し，

pentagastrinがより速やかに酸分泌を増大させることを報告しており，　この

結果は彼の観察15）とも対応する。

　さらにそれ自体では酸分泌を刺激しない濃度である10μMのtheophylline

を共存させることでtetragastrinに対する酸分泌反応性が顕著に改善し，その

反応はgastrin濃度に依存して増大した（Fig．6）。　theophyllineはcyclic

AMPを分解するphosphodiesteraseの阻害薬であると共にadenosine　rece－

ptor拮抗薬の働きも有している。胃酸分泌にもadenosine更更R”receptorが

抑制的に関与していることが明らかにされており，紛この結果はadenosine

recep沁rがgastrinによる酸分泌に介在し，その分泌を調節している可能性を

示唆した。

Table　I工，　　Pepsinogen　Acヒivi七y　in　the　Gas七r土。　Mucosa　of

Rat　and　Guirlea　piq

　　Pepsinoqen　ac七ivit二y　　　　　　n

（μqty…ine／min／mq　p・・t・inl

Raヒ

Guinea　pig

　　　　　　a）
118。0　土　5．1

48．3　土　4・0

3

3

a）　逼ean　土S．E．

・一
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Fig。5． Effect　of　Histamine　and　Tetragastrin　on　Acid　Secretion

in　Isolated　Perfused　Stomach　of　Adult　Rat

　　　　Histanlirle　（A）　or　tetragastrin　（B）　was　perfused

for　30　min　in　the　presence　of　l　l」M　pepst二atin．　The

results　represent　the　mean　±　S．E．　of　three　（histamine）

or　seven　（tetragastrin）　experiments　after　subtracting

baSal　SeCretiOn。

（3）考 察

　薬物の胃内挙動を明らかにする目的で摘出胃灌流法の開発を試み，その生理

機能についてin　v．itro系で最も脆弱とされる酸分泌能を指標として検討した。

本研究で開発した系では血管灌流液中に赤血球を酸素運搬体として加える必要

性を認めると共に，各種の酸分泌制御物質に適確に応答し得ることを見い出し

た。またpepsin阻害薬のpepstatinを血管灌流液に加えることで成熟ラット胃

においてもtetragastrinによる酸分泌反応を増大させ得る等，　gastrinによ

一10一
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Fig．　6．　　Effebt　of　Tetragastrin　on　Acid　Secretion　in　工solated

　　　　　Perfused　Rat　Stomach

　　　　　　　　Acid　secretiQn　was　stimulated　by　t二he　perfusion　of

　　　　　tetragastrin　（0．3－30　nM）　for　lO　mirl　in　the　preserlce　of

　　　　　10　口M　theophylline。　Each　point　represents　the　mearl

　　　　　value　of　3－4　experiments　with　SEM　indicated・

る酸分泌反応性が成熟度，種差，胃腺内pepsin活性により影響されやすいこと

も明らかとなった。他の摘出胃，胃粘膜，単離壁細胞を用いたin　vitro実験
剰こおいても9。，、，i。に対する反応性を得る・とは騰とされていたが，の・

の灌流法では供血動物を灌流系内に組み込むことなく酸分泌が2時間以上持続

し，また浮腫，胃腔内への出血等の組織障害も認められなかった。以上の結果

はこの管腔，血管同時灌流法が，ほぼ正常な生理機能を保持して．いることを示

し，薬物の胃への作用動態および胃内薬物挙動の解析に適した系であることを

支持した。
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第2節　ラット摘出膵灌流法の検討

　前述した胃灌泳法に比べ誌面流法はinsul　in，　glucagon等のホルモン分泌機

序の検討に繁用されている♂8『20）しかし薬物の膵内挙動を膵灌漁法を用いて解

析した論文は少なく，僅かにOkumuraら5）により経口糖尿病薬等の分布特性が

報告されているにすぎない。また内分泌能と共に膵の主な生理機能とされる膵

液分泌について膵眠流法により検討した報告は乏しい。21）その灌流法も十二指

腸の一部も灌流する膵一十二指腸灌流法が採られており，ヘプチド性医薬品の

血豆挙動を正確に把握するには多くの活性ペプチドの産生部位である1一二指腸

からの影響を排除することが必要となる。すなわち十二指腸を灌流系より除い

た膵灌流灯を確立することが必要と考えられた。

　そこで従来のPenhosらの膵一十二指腸北流法18姿改良し，膵と十二指腸間の

血管をすべて結紮後継流を実施し，胃と同様に外分泌機能をその生理機能の指

標とし，膵電流法の確立を目指した。

（1）灌流実験法

　摘出膵面面法はGrodskyら19）によりほぼ完成され，　Susslnanら！o）Penhos

ぢ8）がその改良法を報告している。そこで完全に膵を摘出後紅雨を実施する目

的でPenhosらのin　situ灌流山を基にして改良を行った。

　体重約2509のWistar系雄性ラットを用い，基本的にはPenhosらの方法18）

を採用し，胃灌流法と同じく，腹部大動脈よりカニューレを挿入し，昏昏液を

注入，門脈カニューレより流出させた。膵液採取用カニューレは総胆管のトニ

指腸開口部に設置した（Fig．7）。　血流温度は37　eとし，一一回自流により灌

流流を2ml／minの一定速度で注入した。膵と十二指腸問の血管は縫合糸によ

り注意深く結紮し，灌流開始15分間の安定期間中に灌流心の漏出，浮腫等の

認められないことを確認後実験を実施した。灌流液はKrebs－Ringer重炭酸訴

訟液に5．6！nM　glucose，0．5％bovine　seruln　albumin，4．6％dextran70

を加え，95％02－5％CO2混合ガスを通気，　pH　7．4に調整した溶液を使用し

た。
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Fig. 7. Perfusion System of Isolated Perfused Rat Pancreas
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Fig. 8. Effect of Secretin on Pancreatic Juice Flow in Isolated

         Perfused Rat Pancreas

              Pancreatic juice flow was stimulated by the per-

         fusion of secretin (O.06-l6 nM) for 5 min.

         A; Changes of flow rate induced by the perfus±on of
         secretin. e: O.06 nM, O: O.24 nM, A: 1.0 nM,

         A: 4.0 nM, 1: 16 nM. B; Relat±onship of secretin
         concentration and total juice volume for 30 min.

         Each point represents the inean value of 3-4 experi-

         ments. The vertical lines give the SEM.
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（2）膵外分泌制御薬物に対する反応性

　膵液分泌を促進するホルモンとして，secretin，　pancreozyminの2種のペ

プチドが知られ，膵外分泌能検査薬として繁用されている。そこで膵灌流時に

これらペプチドを加え，膵液及びamylase分泌の変化を検討した。まずsecre－

tinを5分間灌流した際の膵液分泌動態を観察したところ，　secretin灌流動

膵液分泌速度の増大が一流初期より認められ（Fig．8A），30分間の膵液分泌

量もsecretin濃度に依存して増大した（Fig．8B）。

　この結果はTachibana『2）が報告したsecretin静注時におけるラット膵から

の膵液分泌挙動とも類似し，seヒretinに対する反応性がこの改良した島流法

でも保持されていることを示唆した。

　次にpancreozyminを灌流時のamylase分泌動態について検討したところ，

Fig．9に示すように膵液分泌の増大とともに膵液中amylase活性がpancreo－

zymin灌流により著明に上昇し，　pancreozymin灌下期間中ほぼ一定速度で分

泌されていることを認めた。またこのalnylase分泌に及ぼすcalcitoninの影

Tab！e　工工1．　　Effect二　〇f　Elc．aヒonin　on　Amylase　Ouヒpuヒ　Induced　by

Pancreozymin　in　工sola七ed　Perfused　Rat　Pancreas

　　Amy・。。e。。tp。t（。1・3U／20。i。）a）

without　elcatonin　　wi七h　elcat＝onin

　　O－20　min　　　　　　　　　20－40　min

Pancreozymin　（50　mU／ml）

　　＋　El（：latonin　（7　nM）

　　＋　E：Lcatonin　（35　nM）

4．28　＋　0．66

4．92　＋　0．86

4．25　＋　0．70

3．78　＋　0．12

2．97　＋　0．58

　　　　　　　b）
1●83　＋　0．25

a）　Mean　土．　S．E．　of　three　experiments

b）　Significantly　different　frOm　parlcreozymin　alone　（20－40　min），

pく0．05．
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Fig．9． Effect　of　Pancreozymin　on　Pancre孕tic　Juice　Flow　and

Amylase　Secretion　．in　Isolated　Pとrfused　Rat　Pancreas

　　　　Pancreatic　juice　flow　and　amylase　secretion　were

st二imulated　by　the　perfusion　of　pancreozymin　（50　CHR

mU／m1；　as　indicated　by．open　column）　durin9　40　min・

Each　point　represents　the　卑ean　of　three　experiments

with　SEM　indicated。　［＝コ：　amylase　output・　　●：　juice

flow．

響も〔A、u1・・〕eel、al、it。。i。（。1，at。ni。）を用い追跡したが，従来φ．報告2‘）

のごとく，amylase分泌がelcatoninにより抑制されることを認め（Table盟），

calcitoninの膵外分泌抑制作用面からの膵炎治療薬への応用24≧を支持する結果

が得られた。

　以上の結果は，この摘出膵灌流法によっても膵がほぼ生理機能を保っている

こと，さらに生体内における状態に近い環境下で学内での薬物挙動が解析可能

であることを示している。

一15一



（3）考　　察

　胃灌流法に比べ膵灌流法を用いた報告は数多く認められたがノ8一20）それを薬

物挙動追跡に適用した報告はOkumuraら5）の経口糖尿病薬と他の薬物の膵内分

布面での相互作用を論じたものが認められるにすぎず，それも膵と共に十二指

腸の一部も灌流される方法が採られていた。そこで十二指腸と膵間の血管を結

紮後灌流を実施することで膵のみを灌流し，ペプチド性医薬品の挙動解析に及

ぼす十二指腸内内在性活性ペプチドの影響を除くこととした。この改良法によ

っても膵の外分泌能は保持されており，secretin，　pancreozyminに良好な反

応性を示すことが認められた。従ってこの摘出膵灌流法は薬物の膵内動態解析

に有用な系であると考えられ，前記の胃灌流法と共にペプチド性医薬品の胃，

膵内での代謝および分布特性について，主にこの臓器灌流法により以下の三章

で検討した。
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第2章胃におけるsecretin，　elcatonin，　aprotininの挙動

　胃における薬物動態の研究にはこれまで主に胃を吸収器官としてとらえたも

のが多く，低分子量薬物の場合，薬物の脂溶性，解離度などの物理化学的性質

が胃上皮からの吸収特性や血液から胃への移行特性を支配していると考えられ

てきた。5）しかし薬物の分布，代謝臓器としての胃の位置づけは未だ不明確で，

特にペプチド性医薬品の胃内挙動は検討がなされていない。そこで胃，膵を主

な標的臓器とし，しかも構造的特徴を有する三種のペプチド，secretin，elca－

tonin，　aprotininをモデル薬物として選び，胃内におけるこれらペプチド性医

薬品の分布，代謝特性を先に確立したラット摘出胃灌流法により検討した。

　Fig．10にそれらのアミノ酸配列を示す。　secretinは27個のアミノ酸より

なる直鎖状の塩基性ペプチドで，主に十二指腸粘膜より産生され，胃に対し酸

His－Ser－Asp－Gly－Thセ㌔Phe－Thr－Ser－Glu－Leu－Ser－Arg－Leu－Arg－Asp－Ser－Ala－Aγ・g－Leu－Gln－

A・g－Leu需L・・『Gln曽Gly－Leu『V・】’NH2

　　　　　　　　　　A．Secretin（porcin（⇒

！H2　　CH2　　！日2
！H2　　　　　　　！H2
CONH－Ser－Asn－Leu－Ser－Thr－NHCHCO－Va1－Leu－Gly－Lys－Leu－Ser－Gln－Glu－Leu－His－Lys－Leu－

Gln－Tyr－P・・一A・g一丁hr－A・p－V・1－Gly－Ala－Gly－Thr－PrQ－NH2

　　　　　　　B、Elcatonin　　（［Asu1’て］eel　calcitorlin）

Arg－Pro－Asp－Phe－Cys－Leu－GIu－Pro－Pro－Tyr－Thr－Gly－Pro－Cys－Lys－AIa－Arg－11e－11e－Arg一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼
Tyr－Phe－Tyr－Asn－Ala－Lys－Ala－Gly－Leu－Cys－Gl　n－Thr－Phe－Va1－Tyr－Gly－Gly－Cys－Arg－Al　a一

　　　　　　　　　　　　　　＼
Lys－Arg－Asn－Asn－Phe－Lys－Ser－Ala－Glu－Asp－Cys一ト4et－Arg－Thr－Cys－Gly－Gly－A丁a

　　　　　　　　　　　一qAprotinin

Fig．10．　Ami・・A・id　S・quence・f　Sec・eti・・E1・at・ni・…d

　　　　　Aprotinin
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分泌，gaStrin分泌を抑制するenterOgaStrOne活性を，膵に対しては膵液・重

炭酸イオンの分泌を促進する作用を持つ。最近はこれらの作用に着目し，膵外

分泌機能検査の他に胃，十二指腸潰瘍治療にも適応されている。25）

　calcitoninは甲状腺（魚類では鰐後毛）より分泌されカルシウム代謝を調節

する、ホルモンで，N末端部の1－7位がdisulfide結合により環状構造を形成し

ている。このペプチドの血清カルシウム濃度低下作用を利用し，高カルシウム

血症治療に用いられている他，gastrinおよび胃酸分泌の抑制作用を利用した

消化性潰瘍治療への応用も注目されている。26）また近年ウナギcalcitoninの

誘導体，〔Asu1’7〕eel　calcitonin（elcatonin）が合成されその高活性および

安定性により有用なcalcitonin誘導体として繁用されている。このペプチドは

ウナギcalcitoninのN末端部のdisulfide結合がethylene結合に置換されてい

る（Fig．10B）。

　aprotininはtrypsin，　kallikrein等のserine　proteaseと強固なcornplex

を形成し，それら酵素の活性を阻害する作用を持ち，急性膵炎，ショック等に

適用されている。このペプチドはその分子内に3個のdisulfide結合を持ち，

球状構造を保っているため，各種の蛋白分解酵素の作用を受け難いと報告され

　　　27）ている。

　これらペプチドの胃内挙動の追跡は1251標識ペプチド灌流時の流出病中およ

び組織中の放射活性を測定するトレーサー法によると共にゲル炉過法によりペ

プチド分子の存在形態をも検討した。またradioimmunoassayによる検討も合

わせて行った。

第1節　secretin，　elcatonin，　aprotininの胃内代謝

　ペプチドホルモン等高分子量の活性ペプチドの体内挙動に関する研究は，ペ

プチドを5H，125L1511などで標識後投与し，その放射活性の推移を観察する

　　　　　　　　　　　　　　　　28）
　　　　　　　　　　　　　　　　　により開発されたradioirnmunoassayトレーサー法とBerson　and　Yal㎝

により追跡する方法が採られていた。トレーサー法は鋭敏な感度を有し，微量

で活性を発揮するペプチド性医薬品には有用である。しかしペプチドの体内で

の代謝性を考慮すると，放射活性測定のみによる結果からペプチドの挙動を推

察することはできないので，ゲル炉過法により分離定量し検討を行った。また
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radioimmunoassayによる方法は抗体の抗原識別性が問題となり，ペプチド本

体を測定しているか否かが結果を解析する上で重要となってくる。従ってradio－

immunoassayによる検討は先のトレーサー法による結果と対照しつつその解析

を行った。

（1）　secretinの代謝

　secretinは典型的な不安定ペプチドであることが報告され，29）その血中半減

期もヒトで2分と短かく，30）筋肉，脳，三等の組織，臓器により代謝されるこ

とが報告されている。51）secretinはその分子内にtyrosine残基を含まないため

偽1標識体の作成は困難とされていた。そこで，膵液分泌促進作用を有し，se－

cretin抗血清にsecretinと同一の結合能を示す〔Tyr　1〕secretinろ2）の1251標

識体をsecretinのトレーサーとして使用し，その胃内動態を検討した。

　胃に1251一〔Tyr1〕secretin（0．1nM）を10分間灌流し，門脈流出液と組織抽

出液をSephadex　G－25を用いるゲル湧過法により分析した際の溶出パターンを

Fig．1iに示す。門脈流出液，組織抽出液ともに低分子分画に放射活性の増大が

観察され，門脈流出液中の未変化体分画の割合は54．0±0．6％（mean±SE．）に，

組織抽出一中では15．1±0．9％に低下していた。

　次に非標識secretinを灌流し，門脈中に出現するimmunoreactive　se－

cretinを測定したところ，その濃度は速やかに平衡に達したが，平衡後の濃度

は灌流液よりも約40％低値を示した（Fig．12）。

　以上の結果よりsecretinは胃内を通過中に絶えず代謝されていることが判明

し，体内各部位でのsecretin代謝5寸）が，その血中消失速度の大きい要因となっ

ているものと考えられた。

（2）　elcatoninの代謝

　calcitoninは動物種によりそのアミノ酸配列が異なり，魚類のcalcitoninは

哺乳類のcalcitoninに比べ強力な血清カルシウム低下作用を持つことが知られ

ている。その高活性には魚類calcitoninの生体内での安定性が一部寄与してい

るとの報告もある。1）eel　calcitoninの誘導ペプチド，〔Asu1’7〕eel　ca董ci一
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Gel　Filtration　Profiles　of　Effluent　an．d　Tissue
E。、。act　f。。m　l25・．［Ty。1］secreti。　P。。f。。i。。

　　　　　Sεilnples　taken　lO　min　after　the　beginniD．g　of　the

perf。。i。n。f　l25エー［Ty。1］。ecreti。　w。。e　sub」ec・。d・。

gel　．filtration　．on　a　l　60　x　70　cm　Sephadex　G－25　column．．

The　broken　line　represen．ts　the　gel　filtration　profile

of　the　standard　secretin．　　A，　effluent；　B，　tissue

extract　of　stomach．　　Vo，　void　volulne；　Vt，　cOlumn

volume．

tonin（elcatonin！もブタゴヒトcalcitoninより組織homogenate，血液中で

の安定性に優れているとされる。55）そこで先のsecretinの場合と同様に1251－

elcatoninを10分間配流し，ゲル炉過法によりその代謝性を検討した。

　　Fig．13に示した放射活性の溶出パターンから門脈流出液，組織．抽出液とも低

分子代謝物の増大を認め，門脈流出液で未変化体分画の割合が65．0±1．0％，組

織抽出液で38．3±0．．3％に減少した。またその際流出液め溶出パターンから未

変化体分画と小分子分画の間にく更shou．lder”が認めら．れ中間代謝物の生成が推

察された。．

　　次にelcatoninを灌流し，門脈中に回収．されるelcatoninをradioilnmuno一
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Fig・12・ApPea・a・ce・fエmmun・・eacti・e　Secr・ti・i・th．・Effhent

　　　　　　　　　from　the　Perfused　StOmach　during　the　］lnfusiOn　of

　　　　　　　　　Secret主n　（70　pM）

　　　　　　　　　　　　　Each　pOint　represents　the　mean　±　S．E。　of　three

　　　　　　　　　exper■rnents・

assayにより測定した結果，先のsecretin灌流時と同様にその流出液中濃度は

灌流液濃度よりも約30％低い値で平衡となった。（Fig．14）。

　　これらの結果はelcatoninも胃内を．通過する際，絶えず一部が代謝されてい

ることを示唆したが，その割合はsecretinよりもやや小さいごとが明らかとな

った。

（3）　aprotininの代謝

　蛋白．分解酵素阻害ペプチドのaprotinipは腎に集積することが知ら．れており．

54）その血中消失はヒトで二相性を示し，各々の半減期．がα7時間と．丁時間であ

一2．1一
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Fig．13． Gel　Filtration　Profiles　of　Effluent　and　Tissue　Extract
　　　　　l25
　　　　　　　1－Elcatonin　Perfusionfrom

　　　　Samples　taken　lO　min　after　the　beginrling　of　the
　　　　　　　　　　　　l25
　　　　　　　　　　　　　　　1－e！catonin　were　subjected　to　gelperfusion　of

filtration　on　a　1．O　x　70　cm　Sephadex　G－25　columr〕．。

The　broken　line　represents　the　gel　filtration　profile

of　the　standard　elcatonin．　　A，　effluent；　B，　tissue

extract　of　stomach．　　Vo，　void　volume；　Vt，　column

volume．

ると報告されている。55）従って他のペプチドに比べ代謝速度が非常に遅いこと

が一つの特徴である。しかし腎以外の臓器における挙動は．不明の点が多い。ま

たaprotininの酵素阻害活性にその分子内に存在する3個のdisulfide結合は
重要な役割を担っていると考えられているが，36）disulfide結合の有無による

aprotininの挙動変化について検討した報告は乏しい。そこでaprotininを灌

流しその胃内代謝動態を探ると共にdisulfide結合を修飾した誘導体（還元

aprotinin，〔S－carboxamidolnethy1〕aprotinin）を調製，56）それらの胃

内での代謝を検討し，分子内disulfide結合の体内安定性への寄与を考察した。

まず，それら修飾体のtrypsinへの結合性をディスク電気泳動法により分析し，

一22一
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Fig．　14．　　ApPearance　of　工mmunoreactive　Elcatonin　in　the　Effluent

　　　　　　　from　the　Perfused　Stomach　during　the　Infusion　of

　　　　　　　Elcatonin　（0．3　nM）

　　　　　　　　　　　Each　point　represents　the　mean　±　S．E。　of　three

　　　　　　　exper■ments・

修飾体の酵素活性阻害の指標として検討した。その結果，未修飾aprotininの
125P標識体は92％以上がtrypsinと結合したのに対し，1251一還元aprotinin，

125
P一〔S－carboxamidomethyl〕一aprotininでは各々30，62％がtryps　inと

結合するにとどまった。この結果はVincent　and　Lazdunskiの幸艮告57）とも対応

し，分子内disulfide結合がaprotininの酵素阻害活性に大きく寄与しているこ

とを示している。

　ゲル炉過法により1251－aprotininの胃内代謝を検討したところ，　Fig．15に

示すように門脈流出液，組織抽出液共に放射活性の大部分は未変化体分画に溶

出された。

　一方，還元aprotininの1251標識体を灌流した際には未変化体の割合は著明

に減少し，高分子量分画中放射活性が増大した（Fig．16AB，　TableW）。
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Fig．15． Gel　FiltratiQn　Profiles　of　Effluen．t　al］．d　Tissue
　　　　　　　　　　　　l25
　　　　　　　　　　　　　　　工一Aprotinin　Perfusion．Extract　from．

　　　　　Samples　taken　10　min　after　the　begirming　gf　the
　　　　　　．　　　　125
　　　　　　　　　　　　　　　工一aprotinin．　were　subjected　to　gelperfus＝Lon　qf

filtration　on　l．5　x　90　cm　Toyopearユ、　HW－55　co．lunln．

The　broken　line　represen．ts　the　gel　．filtratiOn．　profile

Of　the　standard　aprotinin．　A，　effluent；　B，　tissue

extract　of　stomach．

また還元aprotininのSH基をcarboxamidomethy1化．し．た1251標識体を灌流し

た場合には低分子代謝物の顕著な増大を認めた（Fig．16CD，　TableW）。

　　　以上の結果は，secretin，　elcatoninlこ比べaprotininは胃内で代謝をう

けにくいこと，ま． ｽその胃内安定性にその分子内disulfde．結合が寄与している

ことを示している。． ｳらにdisulfide結合修飾体が容易に代謝．されたことから，

分子内disulfide結合を持つinsul　inの代謝に重要なglutathion6－insulin
　　　　　　　　　　　　　　58）
　　　　　　　　　　　　　　　　類似のdisulfide　interchange　enzymeがaprotinin代transhydrogenase

謝の初期段階で介在しているものと予測された。
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Table　I▽．　　Effect　of　the　Modificatiorl　of　Disu］．fide　Bonds　on

　　　　　　　　　　　　　125
the　MetabOlism　of　　　　　　　　　　　　　　　I－Aprotinin　in　the　Perfused　Stomach

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a）
Parent　peptide　fraction　（毫｝

Effluen七　　　lrissue　extract

Cont「ol　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　90．9　＋　0．8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b｝
Reduced　aproしin⊥n　　　　　　　　　　　　　48．霊　土　4、6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　bl
〔二S－carboxamidomethylコaprotinir1　51．3　土　3．0

83．7土 2．2

　　　　　　　b）
65。8　±．　3．6

　　　　　　　b）
31．1　±．　5．7

a）　Nean　±．　S．E．　Of　three　experiments．

b）　Siqnificantly　differerlt　from　control　（Pく0。05）．

Perfusion　time：　10　min．

（4）考 察

　構造的特徴を有する三種のペプチド，secretin，　elcatonin，　aprotininを

胃に灌流し，各々の胃組織中での代謝特性を比較検討した。その結果直鎖状ペ

プチドのsecretinが最も不安定で，一部環状のelcatoninがそれに続き，球状

ペプチドのaprotininは代謝をうけにくいことが判明した。またaprotininの

胃内安定性に分子内disulfide結合の寄与していることが推察された。

　ペプチド性医薬品はその体内半減期が短かく，代謝クリアランスの大きいこ

とが知られている．。1）またアミノ酸残基数が多くなるとその体内半減期も延長

することがgastrin，1）somatostatin39）で報告されている。この晶晶流法によ．

り得た知見もアミノ酸配列の相違，特にdisulfide結合等の環状構造の有無が

ペプチドの代謝速度に影響を及ぼすことを明らかにした。これらの結果は生体

全体での代謝像を反映する血液中での動態とほぼ対応しており，マクロな観点、

一26一



では胃での代謝様式に特殊性が少ないことを示している。しかし胃におけるペ

プチドの作用発現作用持続にとって胃でのその動態は無視できないものであり，

嘉節ではペプチドの胃内分布を検討した。

第2節　secretin，　elcatonin，　aprotininの胃内分布

　ペプチド性医薬品の体内分布はそれらの分子量，低脂溶性等の物理化学的性

質に支配され，主に細胞外液中に分布するとされてきた。Dまた近年細胞膜上

に存在するreceptorの活性ペプチドによるdo㎜regulation等に認められる

結合像の変化や，1251標識ペプチドを用いたautoradiographyによる検討から

一部のペプチドは細胞内に取り込まれることが明らかにされている。40）しかし

これらの検討はほとんどが生体内での生理的環境とは著しく異なる単離細胞等

の実験系で行われたもので，活性ペプチドの分布の方向性が生物薬剤学的見地

からも問題として残る。さらにペプチド性医薬品投与時の特定標的臓器におけ

る分布像を検討した報告は少なく，作用との関連からもその解明が望まれてい

る。

　そこで前節で得たsecretin，　elcatonin，　aprotininの胃内における代謝特

性面での知見を基に，これらペプチドの胃内分布動態を検討した。

（1）　secretinの分布

　secretin静注後のラット組織中への分布は，　Robbinsら41）により1251一〔Ty論

secretinを用いて検討され，投与後30分熱血，肝への放射活性の移行が大き

く，それ以降deiodinationのため胃腔内への125rの分布の増大することが報

告されている。しかし放射活性測定のみによる検討のためその分布した放射活

性の本態は不明のままであった。

　そこで1251一〔Tyr㌔secretinをtracerとして山流し，胃から流出してくる

門脈流出液中放射活性の推移を追跡すると共に組織内に分布した放射活性をゲ

ル湧過法を用いて分析することにより胃へのsecretinの移行性を検討した。

　Fig．17に示すように流出内鼠放射活性は速やかに平衡に達したが，胃組織

中総放射活性は時間と共に増大した。しかしゲル炉過法により求めた胃内未必
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Fig．17・
D、。、。ib。、‡。n。f．125・一［．T，・11secreti…エ・…t・d

Pe．rfused　Raし　Stomach

　　　　　Solid　circles　r∈｝present　the　tqtal　radioactivity

i・1・1・f・ff1・甲t，　th・t・t・l　h・ight．・f・p・…1・m・・

is　the　total　radioactivity　per　g　of　stOmach・　and　the

hatched　columns　represent　the　intact　secretin．

concentration，　determined　by　ge：L　filtration，　in　the

sしomach．　Data　are　expressed　as　percent　of　perfusate．

Each　point　i呂　the　mean　value　of　3　experiments・　The

vertical　lihes　give　the　呂．E．．

化体濃度比は約10％であった。

　　またinulinを灌流し，当流胃標本の細胞外液容積を測定した結果，胃湿重

量の7．0±0．4％（n＝3）．であった。

　以上の結果は前節で述べたradioilnlnunoassayによる結果とも対応し，胃内

へのsecretinの分布は速やかで，主に細胞外液中の限られたスペーースに分布し

ているものと考率ら．れた。
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125
P標識体を用いて明らかにされている。彼らによると肝は速やかな取り込み

とそれに続く迅速な代謝を行い，一方腎，骨は持続性を示す蓄積と緩徐な代謝

を行った。しかし胃内へのcalcitoninの分布は検討されておらず，　elcatonin

の胃内分布をトレーサー法により検討することにした。
窪25

P標識elcatoninの分布はFig．18に示すように速やかでsecretin灌流線と

同様に門脈流出液中放射活性は短時間で平衡に達した。また胃組織内未変化体

の割合も灌流露間中やや上昇傾向を示したもののほぼ一定で20分後の分布容

積は0．15±0．02ml／9　wet　weightであった。

　ラット腎にelcatoninは高濃度取り込まれることが腎皮質スライスおよび腎

虚流法により明らかにされている。44）またラット容色にはelcatonin結合部位

の存在することをYamamotoら45）が報告した。　しかし，この結果はラット胃

内へのelcatoninの分布は細胞外液中への分布が大部分を占めていることを示

唆した。

（3）　aprotininの分布

　高い等電点（pl　10．5）を示す塩基性ペプチドのaprotininはserine　Pro－

teaseと強固なcomplexを形成する他に，負電荷を持つムコ蛋白等に吸着する

性質を有している。46）胃灌流法により1251－aprotininを灌流し，その胃内への

分布特性を検討した結果，Fig．19に示すようにその分布速度の速いこと，　ま

たその分布容積は0，248±0．040ml／g　wet　weightであることを認めた。　こ

の値は先のsecretin，　elcatoninが示した値の約2．5倍であり，胃内へのapro－

tininの分布性はsecretin，　elcatoninに比べ大きいことが認められた。

　また灌流液濃度を変化させてもその分布容積に変動は観察されなかった（Table

V）。腎尿細管brush　border　membraneへのaprotininの結合性をJustら47）

が検討し，その結合定数の小さいこと，一方結合部位数は多いことを報告して

いる。一般にペプチドホルモンのreceptorは高い結合定数と限られた結合部位

数を示すことが知られているが，彼らの結果はこれらreceptorの性状と対照的

であった。従ってaprotininの胃内分布も特殊な取り込み，結合機構の寄与は

小さく，胃のextracellular　spaceに存在するserine　proteaseやムコ多糖へ

の結合2ろ46）が，比較的大きなaprotininの分布容積の主因であろうと推測された。
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Table　▽．　　Effect　of　Unlabeled　Aproヒinin　on　七he　Distribution

。f　125エーAp・。ti・i・i・th・Pgrf・・ed　St。mach

Unlabeled　aprotinin

　　　（｝ユM）

ApParent　volume　of　distributiOn

　　（m］一／g　we七　weiqht）

Cor比rol

O．23

2．30

　　　　　　　a）0．248　±　0．040

0．326　±　0．052

0．321　±　0．023

a）　Mean　±　S．E．　Of　three　experimerlts．

つた。これはaprotininの蛋白分解酵素への結合性や，その強い塩基性に由来

するムコ多糖への結合性により，胃内に存在するこれら酵素や負電荷を有する

多糖等に結合したためであると考えられた。

　以上の結果は胃におけるこれらペプチドの分布に特殊な能動的取り込み機構

の関与は少なく，濃度勾配に従った受動的拡散過程による分布が大部分を占め

ることを示した。ところでsecretinは胃を主な作用器官とするにもかかわらず，

胃内secretin結合部位（receptor）の性状については不明の点が多い。その胃

酸分泌抑制機序の解明にも結合部位におけるsecretinの挙動を明らかにするこ

とは有用な情報を提供するものと考えられる。そこで第4章ではsecretinに

注目して，よりミクロな観点からその分布特性を精査し，作用機構との関連に

ついて検討を行うこととした。
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第3章膵におけるsecret虹elcatonin，　aprQtininの挙動

　前章において胃灌流法を用いsecretin，　elcatonin，　aprotininの胃内挙動

を追跡し，disu至fide結合の有無等によるペプチドの構造的特徴がそれらの胃

内での代謝動態に反映することを明らかにした。またこれらペプチドの胃内分

布速度は速く，主に細胞外液中の限られたスペースに分布するものと考えられ

た。

　膵における薬物挙動はHoriら4）により低分子量薬物の膵内分布，膵液移行

性の支配要因について検討がなされ，薬物の分子容，脂溶性が重要な役割を果

たしていることが明らかにされた。しかしペプチド性医薬品についてはこれま

でほとんど検討がなされていなかった。そこで前章で得た知見を基にsecretin，

elcatonin，　aprotininの八白での分布，代謝像についてラット摘出膵灌画法に

より検討を実施し，胃，膵における活性ペプチドの挙動を比較検討した。

第1節　secretin，　elcatonin，　aprotininの膵内代謝

　富盛における活性ペプチドの代謝に関する研究は乏しく，主に島細胞より分

泌されるinsul　inなどのホルモン合成時のフ．ロセシングに関する検討がほとん

どであった。48）そこで前章で用いた手法を膵にも適用し，secretin，elcatonin，

aprotininの膵内代謝を膵臓流法により検討すると共により詳細にペプチドの

膵内代謝を明らかにする目的で各種の活性ペプチド共存時におけるsecretinと

elcatoninの代謝動態を比較検索した。

（1）　secretinの代謝

　胃に到達するsecretinの一部は胃内で代謝されていることを灌流実験系で認

め，体内での速やかな消失に胃が一部関与していることを前章において指摘し

た。secretinの主な標的臓器の膵についてその代謝動態を明らかにすることは

膵での作用機序解明の一助ともなると考えられる。そこでまず膵でもsecretin

が胃と同様に代謝されるか否かについて検討した。さらに各種ペプチド併用時

一33一
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Fig．20． Gel　Filtration　Profiles　Qf　Effluent　an．d　Tissue
E。，。act　f。。m　l25エ．［Ty。llsecreti。　Perf。。i。n

　　　　Samples　taken　lO　min　after　the　beginning　of　the
perf・・i・孕・f　l25・一［T，・1］secreti・were・ub」ect・d・・

gel　filtration　Qn　l．O　x　70　cm　Sephadex　G－25　column．．

The　broken　line　represents　the　gel　filtration　profile

of　the　standard　secretin．　　A，　effluent；　B，　tissue

extract　of　pancreas．　Vo，　Void　volume；　Vt，　column

volume．

におけるsecretinの代謝についても考察を加えた。

　　Fig．20に1251一〔Tyr1〕secretin（約0．　hM）灌流10分後における門脈流出液，

組織抽出一中の放射活性をゲル炉過法により分析した結果を示すが，門脈流出

液中豊変化secretinの割合は灌流液の57．6±6．6％まで減少し，膵組織抽出液

中では9．8±・L8％の割合でしか未変化体分画に放射活性は出現しなかった。

　　また非標識secretinを同時に灌流し，その代謝の飽和性について検討した。

流出液中未変化体の割合に著明な変動は認められず，82nM　secretinを加え

灌流することで組織抽出液中の未変化体の割合がcontrolの約2倍に上昇する
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・Table　V工．　　Effect　of　▽arious　Peptides　on　the　Me七abQlism　Of

125・一［Ty。1コ。ecreti。　i。七h。　Perf。。ed　Pancrea。

Peptide 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a）
工ntac七　secretin　fraction　（署）

　Effluent　　　　　Tissue　extrac七

COntro！

Secretin　（16　n双［）

Secre七in　（82　nM）

Aprotinin　（500　U／ml）

エnsulin（100　mU／m工）

Elcatonin　（100　nM｝

G！ucagon　（　3　｝ユM）

Tetracosactide　（3　｝ユ双D

57・6　±　6．6

67．6　±　3。9

60．1　±　0。3

62．5　±　2．2

56・6　±　7．6

63．8　土　2。4

67・8　土　1．1

59．6　±　5．0

9．8　土　1．8

15．8　±　4．4

　　　　　　　　b）
20．2　土　3．3

10。3　土　0．3

8．9　±　1．5

12．0　士　2．5

10．0　土　2．0

9．4　±　0．7

a）　Mean　士　S．E．　of　three　to　five　experiments．

b）　Siqnifican七ly　different　from　control　（p＜0．05｝。

Perfusion　time＝　10　mir1．

ことを認めた（TableW）。　しかし生理的濃度範囲ではほとんどsecretinの

膵内代謝に飽和性は存在しないものと考えられる。

　また各種のペプチドホルモンを同じく同時灌流しsecretinの膵内代謝への影

響を検：討したところ，使用したinsul　in，　glucagon等の共存により1251一〔Tyr1〕

secretinの代謝が顕著に変動する結果は得られなかった（TableW）。

　次に非標識secretinを灌流，その門脈中への出現性からsecretinの膵内で

の代謝性をradioimmunoassayにより検討した。門脈中へのimmunoreactive

secretinの出現は速やかで，数分で丁丁液濃度と平衡に達したが，平衡到達

後（1．5－5分）の灌流町に対する濃度比でみると70pM海流時で0．5．9±0．07，

350pM激流時で。．67±o．02と浮流液よりも30－40％低値を示した（Fig．21）。
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Fig．　21．　　Appearance　of　Immunoreactive　Secretin　in　the　Effluent

　　　　　from　the　Perfused　Pancreas　during　the　工nfusioD　of

　　　　　Secretin　（●：　70　pM，　（＝）：　350　pM）

　　　　　　　　Each　point　represerlts　t二he　rnean　±　S。E．　Of　3

　　　　　exper■ments・

　以上の結果より，secretinは胃で認めたと同様に膵でも速やかに代謝されて

いることが明らかになった。しかし各種活性ペプチドの共存によってもその代

謝像に変化は観察されなかった。

（2）　elcatoninの代謝

　elcatoninは胃で一部が代謝されるがsecretinよりその程度は小さいことを

前章第1節で認めた。Fig．22は歪2『1－elcatonin（約0．1nM）を膵に10分間灌流

した際の門脈流出液，絹織抽出液試料をゲル炉過法により分離したもので，そ

の放射活性の分子量面での変化を示す。流出液中の未変化体分画に溶出される
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Fig．22． Gel　Filtration　Profiles　of　Effluent　and　Tissue
　　　　　　　　　　　　l25
　　　　　　　　　　　　　　　二［一Elcatonin　PerfusionExtract　from

　　　　　Samp：Les　taken　！O　min　after　the　beginning　of　the
　　　　　　　　　　　　l25
　　　　　　　　　　　　　　　工一elcatonin　were　subjected　to　gelperfusion　of

filtratiOn　op　l．O　x　70　cm　Sephadex　G－25　column。　　The

broken　lin．e　represents　the　gel　filtration　profile　of

the　standard　elcatonin．　A，　effluen．t；　B，　tissue

extract　of　pancreas。

放射活性は灌流液の66．1±4．4％で，一一方組織抽出液試料では26．3±2．8％の放

射活性が未変化体と同じ位置に溶出した。

　　また非標識elcatonin　O．3nMを灌流した場合，流出口中のirnrnunoreactive

elcatonin濃度は速やかに上昇し，灌流液と平衡成立以降の流出液中濃度は灌

流液の75．o±1．o％であった（Fig．23）。

　　以上の1251標識体を用いたトレーサー実験およびradioilnmunoassayによる

結果を考慮すると膵内に入ったelcatoninの30％前後が除去され，代謝をうけ

ると結論できる。

　　次にelcatoninの膵内代謝過程に及ぼす各種ペプチドの影響について検討を

行い，先のsecretin代謝の結果と比較した。　Table顎は1251－elcatoninとべプ
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Fig．23。 ApPearance　of　Immunoreactive　EIcatoDin　iI］　the　Effluent

from　the　Perfused　Pancreas　during　the　工nfusioD．　of

Elcatonin　（0．3　nN）

　　　　Each　point　represents　the　rnean　±　S。E．　of　3

experコーments・

チドを同時に10分間灌流した際の流出液，組織抽出液中放射活性をゲル炉過

法により分析し，未変化体の割合を測定したものである。aprotininおよび

insulin共存により未変化体分画の割合が流出液，組織抽出液共，有意に増大

し，歪251－elcatoninの膵内代謝がこれらペプチドで著明に抑制され，先めse－

cretinへの影響と異なる結果を得た。　Fig．24にinsul　in，　aprotinin共存時

の典型的溶出パターンを示す。しかしこれら以外のglucagon，　calcitonin等

のペプチドでは1251－elcatoninの膵内代謝に大きな変動は認められなかった

（Table皿）。
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Table　▽工1．　Effec七　〇f　▽arious　Peptides　on　七he　Metabolism　of

125エーElcat。nin　i。　the　Perfused　Pancrea。

『謄9．一昌…L「9．一一「．．．盈．岬一．一．｝■一騨¶隔｝胴昌＝一．｝’．．髄．巳一．闇閲．駒．．．・．」闇臨　．■‘．．m．門．．．幽一」【，叫匿．P．L¶開鞠一門偏併「陥一■97．’．，．一一．囲q一一　　　　　　　　　　　　一

Pep七ide
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a）

工ntac七elcaヒonin　fractiOn傷）

　　Effluen七　　　　Tissue　extract

Cont二rol

Aprotinin　（500　U／ml）

Insulin（10　mU／ml｝

エnsu！in（100　mU／ml）

Elcatonin　（100　n凹｝

Human　calci七〇nin　（30　nM）

Porcine　calcitonin（100　nM）

SalmOn　calcit二〇rlin　（300　nM）

GlucaqOn　（3　｝ユM）

Tet：racosactide　（3　戸M）

66．1

81．4

88．5

88．3

55．1

65．3

68．9

69。2

72．1

75．0

±　4．4

　　　　　b）
±　2．4

　　　　　b）
＋　2．7

　　　　　b）．
＋　4．0

．土　7．5

土11．9

＋　7．5

＋　2．7

＋11．2

＋　5。9

26．3

42．3

45．8

44．5

17．6

19．6

17．7

20．0

30．0

27．6

土　2。8

　　　　　b）
±　6．1

．上5．5b）

　　　　　b）
±　5．6

土　6，2

＋11．5

＋　2．3

＋　1。0

士　6．8

＋　8．7

a）　Mean　土　S．E。　Of　three．to　seven　experimen七s．

b）　Siqnificant＝：Ly　different　from　control　（Pく0・05）・

PerfusiO．n　time：　10　min．

　　calcitonin代謝に及ぼす活性ペプチドの影響については，これまでにporcine

calcitonin皮下投与時にaprotininを共存させると投与部位での代謝が低下す

ることや，49）insulinがヒト乳癌細胞での1251－salmon　calcitoninの代謝を

抑制する。とが報告されているが，50）。p，。ti。i。，　i・・uli…よる・al・i・・負i・

代謝抑制機序は不明であった。そこで典型的な蛋白分解酵素によるelcatonin

の不．活性化に及ぼすaprotinin，　insulinの影響についてin　vitro　において

radioimmunoassayにより検討した。その結果aminopeptidase．やcarboxy一
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Effect　of．Aprotinin　and　工nsulin　on　工nactivation　of

Elcatonin　by　Protea．ses

　　　　　Elcatonin　（5．7　nM）　was　incubated　with　昌everal

proteases　at　370C　in　the　preser｝ce　of　aprotinin　（500　U／

Inl；▲）　or　insulin　（200　mU／ml；○）．　　Solid　circle

represent．s　t二he　value　of　cont二rol　experiments。　Each

point．　is　the　mean　±　S．E．　of　3－4　experiments。

A，　leucine　aminopepti（茸ase．（10　μ9／ml）；　B，　carboxy－

peptidase　A　（10　口g／ml）；　C，　trypsin　（0．1．　Llg／m1），

D，　chymotrypsin．（10　口g／m：L）．

よる不活性化が著明に抑制された。しかしinsul　inにはこの抑制効果は認めら

れなかった。

　　aprotininはtrypsinあるいはkallikrein等のserine　proteaseと安定な

・・m，1・・を形成し，その酵素活性を阻害する。27＞従・て膵灌流懲で認めた

aprotininのelcatonin代謝抑制作用は膵の細胞表面に存在するserine　pro一
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teaseに対する阻害活性に由来することが示唆された。しかしinsul　inの作用

はこれら酵素への直接作用では説明されなかった。近年insul　inが膵機能を’調

節する作用を持ち，51）島細胞および腺房細胞にそのreceptorの存在することが

報告されている。52）insulinは膵細胞膜蛋白の代謝回転を及ぼし，細胞膜蛋白

分解酵素レベルが変動することによって，insuhnによるelcatonin膵内代謝抑

制の発現した可能性も考えられる。以上の知見は活性面のみならず代謝．面につ

いてもペプチド聞相互作用を考慮すべきであることを示した。

（3）　aprotininの膵内代謝
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Fig．26． Gel　Filtration　Profiles　of　Effluent　and　Tissue
　　　　　　　　　　　　l25

Extract　from　　　　　　　　　　　　　　　工一Aprotinin　Perfusion

　　　　Samples　taken　lO　min　after　the　begirm．irlg　of　the
　　　　　　．　　　　125
perfus■on　　　　　　　　　of　　　　　　　　　　　　　　　I－aprotinin　we12e　subjected　to　gel

filtration　on　a　l．5　x　90　cm　Toyopea士l　HW－55　column．

The　broken　lirle　represents　the　gel　filtration　profile

of　the　standard　aprotinin．．　　A，　effluent；　B，　tissue

extract　of　pancreas．
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・前章で胃内におけるapr6tininの挙動を検討しその分子内disulfide結合が

胃組織内でのaprotininの安定性に寄与していることを明らかにした。そこで

膵においてもaprotininの代謝特性について分子内disulnde結合の影響を主

に検討することとした。

　1251－aprotininを身内に灌流した結果，　Fig．26に示すように門脈流出液，

組織抽出液試料共にほとんど未変化体として存在していることがゲル炉過法に

より認められた。またこの未変化体の割合は非標識aprotinin（023または2．3

μM）共存灌流下でもほとんど変化しないことが認められた。（Tabld皿）。

Table　V工工1．　　Effect　of　Unlabeled　Aprotinin　On　the　皿etabOlism

　　125　　　工一Aprotinin　in　セhe　Perfused　Pancreasof

Unlabeled　aprotinin

　　　（淋M）

　　　　　　　　　　　　　　　　　a）Intac七　aprotinin　fractiOn　（亀）

Effluen七　　　　Tissue　ex七ract

CQntro1

0．23

2．30

91．4　土　2．4

96．2　土　1．0

92。0　±　3●1

94．9　±　3．8

94．3　±　2．3

94．4　±　3．0

a）　廼ean　圭　S．E．

Perfusion　七：ime：

of　three　experiments．

10min．

　次にaprotinin分子内のdisulfide修飾体を1251標識後，此内に灌流しapro－

tininの膵内代謝への分子内disulfide結合の寄与を考察した。　Fig．27のゲル

炉過パターンが示すように，還元体およびS－carboxam　idomethyl化体とも未

変化体として存在する割合は，著明に低下した（Table状）。　特に1251一還元

aprotininでは高分子量分画に溶出される放射活性が増大することを認め，内

因性のSH基を含む物質との間で分子間disulfide結合の形成されたことが推

察された。
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Fig. 27. Gel Filtration Profiles of Effluents and [Fissue
              125                                             125Extracts from                I-Reduced Aprotinin (A,B) and                                                I-

[S-carboxamidomethyl]Aprotinin (C,D) Perfusion

     Samples takefl 10 min after the beginning of the
             125
perfusion of I-modified aprotinin were subjected to

gel filtration on 1.5 x 90 cm Toyopearl HW-55 column.

The broken line represents the gel filtratlon profile

of the tracer of modified aprotinin. A,C, e£fluent;

B,D, tissue extract of pancreas.
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Table　IX．　　Effec七　〇f　the　NOdification　of　Disulfide　BQnds　on

　　　　　　　　　　　　125七he　皿etabo：Lism　of　　　　　　　　　　　　　　I－Aprot二irlin　in　t二he　Perfused　Pancreas

　　　　　　　　　　　　　　　　　　a）
Parent　peptide　fractiOn（竃）

Effluent　　　　Tissue　extract

Control　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　91．4　±　2．4　　　94．9　±　3．8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12．7　±　4．9Reduced　apro七inin　　　　　　　　　　　　　28．3　±　3．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b｝
［S－carboxamidOmethylコaprotinin　57．5　土　5．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25．4　土　3。2

a）　Mear1　±　S。E．　of　three　experiments．

b）　Siqnifican七ly　differen七　from　cOntro：L　（Pく0．05｝・

Perfusion　time＝　10　min．

（4）考 察

　secretin，　elcatonin，　aprotininの膵内代謝を膵灌流法により比較検討し

た結果，前章の胃下流法を用いて解析した結果と同様に直鎖状ペプチドのse－

cretinが最も不安定で，一部環状構造を有するelcatoninがこれに続き，

aprotininはdisulfide結合を分子内で保持した状態では安定であることが判明

した。膵への血流量（心拍出量の1．3％53））を考慮するとこれらペプチドの金

身的消失に対する膵の寄与は少ないと考えられるが，secretinの三内代謝が

非常に速い事実はsecretinの膵液分泌促進作用の持続性を一部制御しているこ

とが推測できる。またペプチド間の代謝面での相互作用を検討したところ，

elcatoninの膵内代謝がinsulin，　aprotininにより抑制されることを認めた。

aprotininの抑制作用は膵内に存在するserine　protease阻害に基づくことが

示唆されたが，insulinの抑制機序にはより複雑な機構の介在していることが

推察された。

　外因性sornatostatinの膵への取り込みを犬を用いた膵灌流説により検討し
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たKawa　iらの報文54）によると，この14個のアミノ酸からなる一部環状ペプチ

ドは膵を一回通過する毎に50－80％の割合で取り込まれる。またその際insu－

lin・91ucagonも約20％が取り込まれることも報告されている。従って著者D

得た知見とこれらの知見を考察すると，これまで肝，腎に比べ考慮されること

の乏しかった膵も各種活性ペプチドの取り込み，代謝臓器として無視し得ない

ことが明らかとなった。

第2節　secretin，　elcatonin，　aprotininの面内分布

　前章でsecretin，　elcatonin，　aprotininの胃内への分布は細胞外液中が主

であることを認めたが，膵内への活性ペプチドの分布は，放射性同位元素で標

識したペプチドを静注し，その放射活性の推移を検討したもの41）がほとんどで，

分布した放射活性物質の本態を詳細に追跡した報告はなされていない。

　そこで前節で得た膵内代謝の知見を基に，secretin，elcatonin，aprotinin

の三内分布像を比較検討した。

（1）　secretinの分布

　Robbinsら41）は1251一〔Tyr　6〕secretin静注後の膵への放射活性の移行性を

追跡し，膵造影剤としてのsecretinの可能性を検討した。しかし民心に取り込

まれた放射活性は少なく，その有用性は否定され，その後研究は進展していな

い。従って膵に分布した放射活性物質中に占める未変化体の割合など詳細は不

明の点が多い。

　Fig．28に1251一〔Tyr1〕secretin直流時における放射活性の推移とゲル酒過

法により求めた膵組織中での未変化体の割合を示す。流出液中の放射活性は数

分以内に平衡に達した。ゲル炉過法により測定した流出液と灌流液との灌流10

分後におけるsecretin濃度比は0．55±0．07であり，組織と灌流液との濃度比は

0．11±0．02であった。組織中に分布した小分子量の放射活性は灌流時間の経

過に伴って増大することを認めたが，未変化体の組織中濃度はほぼ一定であっ

た。膵液中への放射活性の移行は二流期間中ほとんど検出されなかった。

　次に主に細胞外液中に分布するinulinを乱流しその忌中濃度を測定した結果，
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Fig．29．
　　　　　　　　　　　　　　125
　　　　　　　　　　　　　　　　　1－Elcatonin　in　工solated　PerfusedDistribution　of

Rat　Pancreas

　　　　Solid　circles　represent　the　total　radioactivity

of　effluent，　total　height　of　open　colun1Ds　represellts

the　total　radioactivity　in　the　pancreas，　and　the

hatched　columns　represent　the　intact　elcat二〇nin

concentration，　determined　by　gel　filtration　study，　in

the　pancreas．　Each　point　is　the　mean　value　of　3－7

experiments．　The　vertical　line．s　give　the　S．E．．

度の時間変化を検討した。Fig．29はその結果を示したもので，門脈流出液中

放射活性が平衡に達すると共に組織中未変化体濃度も速やかに一定の値を維持

した。二流10分時での灌流液に対する組織中elcatoninの濃度比は0．18±0．02

であった。secretinの場合と同様に時間の経過に伴い組織中小分子量fragmentの増

大が認められた。また非標識elcatonin　100nMを加え灌流を行ったが，その

時の灌流液に対する組織中濃度比は標識体単独灌三時との間で変動せず，その

分布に濃度依存性を示さなかった。一方腎では灌流法により組織中にelcatonin
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が高濃度集積されることが’明らかにされている。44）腎とは異なり膵．にはelca－

t6ninの分布に特殊な取り込み機構の介在している可能性が胃と同様に少ない

ものと考えられ，膵の細胞外液中の限られたスペースにelcatoninは大部分分

布するものと推察された。

（3） aprotininの分布
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0 2 4　　　　　6

Time（min）
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Di。t。ib。ti。n。f　125エ．Ap。。・i。i。　i・エ・・1…dP・・fused

Rat　Pancreas

　　　　Solid　circles　represent　the　total　radi6activity

of　effluent，　totaユ　height　of　open　coluπ｝ns　represents

the　total　radiQac仁ivity　in　the．pancreas，　and　the

hatched　columns　represent　the　intact　aprotinin

concentration，　determined　by　gel　filtration　study，　in

the　pancreas・　　Each　point　is　the　mean　v『lue　of　three

experiments．　The　vertlcal　lines　give　the　S．E。。
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　aprotininは難代謝性であることを前節（3）ですでに明らかにした。1251－apro－

tininを灌流し，その分布を検討した結果をFig．30に示す。ゲル炉過法により

求めた組織中aprotinin濃度は灌流液濃度の38．6±2．1％を示した。　またこの

分布容積は非標識aprotinin　10，100nMを加え，灌流した場合にも変動を認

めなかった。

　aprotininはムコ多糖やserine　proteaseに結合することが知られている
が，46）secretin，　elcatoninに比べ大きい分布容積を示したことは，aprotinin

が膵内のextracelluiar　spaceに存在するこれらの物質に結合していることを

示唆した。

（4）考 察

　secretin，　elcatonin，　aprotininの膵内分布を比較検討し，その分布速度の

早いこと，これらペプチドは主に細胞外液中の限られたスペースに分布するこ

とを認めた。secretin，　elcatoninに比べて高いaprotininの面内分布性は，

aprotininの持つ蛋白分解酵素やムコ多糖への結合特性より推察すると，胃と

同様に膵のextracellular　spaceに存在する酵素や多糖への非特異的吸着に因

るものと考えられる。

　従って先に検討した胃内分布の結果と総合すると，これらペプチドの胃，心

内分布像に顕著な臓器間変動は認められなかった。またその分布は腎でのelca－

tonin，　aprotininの集積砂44）のような特殊な取り込み過程の寄与は小さく，主

に拡散過程によって胃，膵内に分布しているものと考えられる。しかし分布像

と作用との関連を解析するには，受容体への活性ペプチドの分布，結合特性を

明らかにする必要がある。そこで次章では胃，膵を共に主な標的臓器とする

secretinを選択し，胃，面内受容体レベルでのsecretinの挙動解析を試みた。
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第4章胃，膵におけるsecretinの特異的結合

　前章までにsecretin，　elcatonin，　aprotininの胃，膵内における分布，代

謝動態について検討を行い，secretinが他のペプチドに比べて代謝されやす

いこと，ペプチドの構造的特徴が臓器内安定性，分布特性にも影響を及ぼして

いること等を明らかにしてきた。これらペプチドの内，胃と膵に対して対照的

作用を発揮するsecretinに注目し，その胃，膵内受容体の性状を明確にする目

的で標的臓器レベル，細胞膜レベルからsecretinの胃，膵での作用動態，分布

動態，結合動態について対比検討した。

　従来のreceptorへの結合性についての解析は，細胞分画成分，単離細胞等を

用いて実施したものがほとんどであった。生理的環境下でreceptorへの活性ペ

プチドの結合性を検討した報文は，insul　in　receptorをin　vivoにおいて確

認したZeleznik　and　Rothの報告，55）腎灌流系でperitubular　membraneに

insulin　receptorの存在を証明したPetersenらの報告56）等僅かである。そこ

で前章までの検討に用いた血流実験系によりsecretinの胃，膵での特異的結合

について解析を試みた。

第1節　secretinの胃における特異的結合

　secretinの酸分泌抑制作用は選択的でgastrin刺激時の酸分泌を抑制するの

に対して，histamineによる酸分泌を抑制しないことが董n　vivo動物実験に

より既に報告されている。57）そこでまず胃灌流法によりsecretinの胃酸分泌

に及ぼす作用動態について検討を行い，次にsecretinの作用動態を支配する

分布特性についてsecretin　receptorに対応する特異的結合部位が同じ扇流実

験系で認められるか否かに注目し検討を行った。

（1）胃灌話法による結合特性の解析

　胃灌流法によりgastrin刺激時の酸分泌へのsecretinの影響を検討したとこ

ろ，Fig．31Aに示すようにsecretin併用時に酸分泌が抑制される現象は認め
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Fi．9．　31． Effect　Of　Secretin　on　Gastrin－lhduced　Acid．．　SecretiOn．

in　Perfused　Rat　Stomεich

　　　　The　ordinate　represents　pH　of　luminal　effluen．t　as

an　index　of　acid　secretion．　　Acid　respOnse　to　gastrin．

was　significantly　improved　by　the　inclusion　of　10　μM

theophylline　in　the　vascualr　perfusate，　so　that　this

perfuison　experiment　was　performed　in．　the　presence　Of

lO　μM　theophyllirle．　　A二Lthough　secretin　did　Dot　direct－

ly　inhibit　acid　secretion　stimulated　by　gastrin　（A），

the　pretreatment　of　secretin　in　the　presence　of

gastrin　significantly　reduced　the　second　response　to

gastrin　（B）．　The　perfusion．　periods　of　gastrin．　and

secretin　are　indicated　by　open　arユ．d　hatched　column，

respgctively．。

られなかった。しかしsecretinとgastrinを共存灌旧邸，　gastrinを単独で灌

流した場合，gastrinへの反応性が顕著に低下することを．認めた（Fig．31B）。

TableXはこの結果を30分間の酸分泌量としてまとめたもので，secretin併

用時には酸分泌の低下は認められないのに対して，．secretin併用後の2回目の

gastrin刺激による酸分泌：量は著明に減少した。この結果はgastrinによる酸

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一52一



分泌をsecretinが直接的，競合的に抑制しているのではないことを示唆した。

　secretinはgastrinのgastrin　receptorへの結合を非競合的に阻害するこ
と，58）胃粘膜からの重炭酸イオンの分泌59）やsomatostatin分泌60）を促進iする

ことが報告され，またin　vivo実験においてもsecretinの酸分泌抑制発現には

遅れが認められる。61）従ってsecretinの酸分泌抑制作用にはこれら因子が複雑

に関与しているものと考えられるが，この点に関してはsecretiD結合部位との

関連も含め（3＞で考察する。

　次にその作用を制御するsecretin　receptorについて胃灌流法により検討を

試みた。実験条件としては胃内に分布した1251標識secretinへの非標識secre－

tinの影響を追跡する方法を採った。すなわち1251一〔Tyr1〕secretinを一定時

間灌流後，灌流液のみで灌流することで細胞外液等に拡散している標識体を除き，

その後非標識secretinを灌流液中に添加し灌流を行った。

　その結果Fig．32に示すように非標識secretin添加後，門脈流出液中放射活

性に一過性のピークが生じ，結合放射活性の置換を認めた。これは胃内で結合

Table　X．　Effect　Of　COadminis七ered　（A）　or　Preadministered　（B）

Secretin　on　Gastrir1－induced　Acid　Secretion　in　the　Perfused

StOmach

Acid　secre七iOn

　（｝1eq／30　min）

r』　of　firsヒ

response

n

厨　　．磁。i、，；、E　．『・．56±・．77・一三・・

　　　　　＋　10　nM　Secretin　　　　　　　　　　4．62　±　0。33　　　　　　101．3

（B）　1　nM　Gastrin　＋　10　nN　Secretin　4．65　土　0．49　　　　　　100

　　、。dR。，p。n。eby1。M・。。・。i。1．58、・．66b）　34．・

5

3

a）　双【ean　±　S．E．

b）　Siqnifican七ly　differen七　from　ini七ial　response　（Pく0・05）・
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                  Time (min)

Effect of Unlabeled Secretin on the Concentration of
125I-[Tyrl]secretin in Effluent from Isolated Perfused

Rat Stomach

     Labeled secretin was perfused for 10 min, follow-

ed by 10 min perfusion without secretin. During the

last 10 min, perfusion medium supplemented wtth

unlabeled secretin (20 nM) was perfused (as indicated

by open column). The displacement phenomenon is

clearly demonstrated semilogarithmically in the inset.

Each point represents the mean of three experiments.
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Fig．33． ．Effect　of　Vasoactive　Intestina：L　Peptide　（A）　or
G、ucag。n（B）。n，h。　C。nce。trati・n・f’25・一［T・・1］

secretin　in　Effluent　from　工solated　Perfused　Rat

Stomach

　　　　　Labeled　secretin　was　perfused　for　lO　min，　fOl－

1。。。d　by　lO・i・p・・f・・i・n　with・ut　secreti・・D・・i・g

the　］．ast　lO　min，　perfusion　medium　supplem母nted　with

。。・。b・1・d　va・・active　i血testi・a1　P・p・i“・（012μM；A）

・rglucag・n（0．6ロM；B）・a・perfused（・・i・di・at・d　by

open　column）・

　次にsecretinと多くのアミノ酸配列が共通するglucagon，　vasoactive　in－

testinal　peptide（VIP）を非標識体として加え結合部位の識別性について

検討を行った。しかしこれらペプチドでは標識secretinの結合置挽現象は認

められず（Fig．33），そp部位の識別性の高いことが示唆された。

　　活性ペプチドのrecept．or解析にはこれまで細胞分画成分，単離細胞等が主に
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Fig. 34.
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                                               125Effect of Tetragastrin on the Concentration oi                                                  I-
[[yrl]secretin in Effluent from Isolated Perfused Rat

                             '
                                      '

     Labeled secretin was perfused for 10 min, fol-

lowed by 10 min perfusion without secretin. During

the last 10 min, perfusion medium supplemented with

20 nrvl secretin was perfused as indicated by open

column. Tetragastrin (137 nM) was perfused from the

start of perfusion. By adding tetragastrin in the

perfusate, the displacement phenomenon was signifi-

cantly increased. Each point represents the mean

± S.E. of five (control) or three (tetragastrin)

experiments. The points of tetragastrin-treated

group at 20 nM secretin perfusion period were signif-

icantly different from control. O, tetragastrin 137

nM; e, control.
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用いられており，標的臓器．レベルにおけるreceptorへの結合特性はほとんど解

明されていない。以上の結果はこれまで不明であったsecretinの胃内結合部位

への結．合特性を臓器灌流民の応用により解析し得ることを示唆している。また

結合置換現象で認めたピークが小さいことよりその結合部位は，胃内の限局し

た部位に分布していることが推察された。
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Fig．35。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．125
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1－Effect　of　Histamine　on　the　Concentration　of

［Ty。1］secreti・i・Eff…n・f・・mエ・・・…dP・・fused

Rat　Stomach

　　　　　I」abe＝Led　secret二in　was　perfused　for　10　min，　fo1一

：Lowed　by　lO　min　perfusion　without　secretin．　During

th・1・・t　10　mi・，　perf・・．i・・m・di・m・upPl・m・・t・d　with

20　nM　secretin　was　perfused　（as　indicated　by　open

co］一umn）．　　Histamirle　（0．l　mM）　was　perfused　fro血　the

sゼart　of　perfusion。　　○，　hist二amine　O・1　mM；　●，　control。
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Fig．36． Effect　of　Unlabeled　Elcatonin　o．n．　the　Concen．tration．　of

125エ．Elcat。ni。　i。　Effl。。。t　f。。mエ。。1。t。d　Perfused　R。t

Stomach

　　　　Labeled　e］．catonirl　was　perfused　for　5　rn≠n，　fo1－

lowed．　by　5　min　perfusiorl　without　elcatonil］．　During

the　last　5　min，　perfusion　medium　supplemented　with

unlabeled　elcatonin　（60　nM）　was　perfused　（as　indicated

by．　open　columri）．

　　gastrinは胃酸分泌，膵外分泌相方を促進する作用を持ち，鑓cretinはそ

れらの作用に対し胃では抑制的に，一方膵では促進的に作用を発揮する。62）そ

こで次に対照的な胃，三間でのgastrin，　secretin相互作用についてその結合

面から解析する目的で胃灌碗法によりgastrinのsecretin結合部位への影響を

検討した。

　　まず胃においてsecretinと反対作用を持つgastrinの影響について，その最

小活性ペプチドであるtetragastrinを非標識体として用い灌流実験を行った
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Fig．37． Effe（lt　Of　Unlabe＝Led　Aprotinin　on　the　Concentration　of

125エ．Ap。。ti。i。　i。　Eff・uent　f・。mエ・・！…dP・・f・・ed　R・t

Stomach

　　　　　I」abeled　aprotinin　was　perfused　for　lO　min，　fOl－

lowed　by　lO　min．perfusion　without　aprotinin・　During

the　last　lO　min，　perfuslorl　medium　supplemented　with

unlabeled　aprotinin　（2．3　μM）　was　perfused　（as　indi－

cated　by　open　cO＝Lumn）．

が，結合置換現象は認められなかった。そこで次に灌流開始時よりtetr3gas－

trin（0．1μg／ml，137nM）を加え，　secretinの結．合置換実験を行ったとこ

ろ，tatragastrin共存により置換され肉脈中に出現する放射活性が顕著に増大

した（Fig．34）。さらにこの置換増大効果はhu鵬n〔Leu15〕gastrin　I（50

nM）灌流によっても認められた．。しかしgastrinと同．様に酸分泌促進作用持つ

histamine　O」1hMを灌流した場合にはcontrolとの間で差は．認められなか一．．．・
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た（Fig。35）。

　この結果は胃内SeCretin結合部位がgaStrinにより調節されていることを示

唆しており・胃内結合部位レベルでの相互作用がSeCretinとgaStrin間で存在

することを示した。

　一方elcatonin，　aprotininでもsecretinの場合と同様の結合置換現象が生

じるか否かについて検討したが，elcatonin，　aprotininでは胃内での非標識

体による1251標識体の置換現象は認められなかった（Fig．36，　Fig．37）。従っ

て胃内へのこれらペプチドの分布は，細胞外液中への分布が大部分を占め，特

殊な結合機構の介在していないことが予測される。

　胃内SeCretin　reCeptOrの性状については細胞レベル，細胞膜レベルにおい

ても検討がなされていない。そこでsecretin　receptorが存在するとされる胃

粘膜の血管細胞膜に着目し，それへのsecretinの結合性を次に検討することと

した。

（2）細胞膜分画を用いた結合特性の解析

　胃灌流実験により胃内secretin　receptorの存在が予測されたので，さらに

よりミクロな観点からその特性を明確にするため胃細胞膜分画へのsecretin

の結合性について検討を行った。

　胃粘膜より血管側細胞膜basolateral　membrane分画を得る方法は，近年

Culp　and　Forteによりdextranを用いる密度勾酸遠心法によりウサギの胃か

ら精製する方法65！が報告されているにすぎない。そこでより迅速かつ簡便に得

る方法としてInuiらが報告した腎尿細管basolateral　membrane　vesicle調

製法64）を参考として，まず分別遠心法によりラット胃粘膜より粗製細胞膜

（crude　plasma　membrane）分画を得，この分画にPerconをユ0％（v／v）

の濃度となるよう加えた後，48，000×9で30分問遠心分離を行って，細胞膜を

分離，精製した（Chart　1）。
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Gastric Mucosa

         Homogenize in O,25 M sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,

         containing 100 Ulml Trasylol, O,1 mM PMSF and O.1 pM pepstatin

Homogenate

         Centrifuge at 2400 g, rapidly and briefly, 3 times

         Re-homogenize of pellet and centrifuge at 2400 g, rapidly and

         briefly,3times ' .
                                                          '

Supernatant . Discard Pl   i Centrifuge at 2400 g for 15 min

Supernatant and Fluffy Layer. Discard P2
   l centrifuge at 2osoo g for 2o min

Fluffy Layer of Pellet Discard P3 and Supernatant
         Resuspend in O.25 Pvl sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,

         containing 100 Uln}l Trasylol, O,1 mM PMSF and O,1 }iM pepstatin

Crude Plasma Membrane - Supernatant
                                                    , Centrifuge 100000 g         Add Percoll to final concentration of 10%

         Centrifuge at 48000 g for 30 min for 60 min'

                                                    Discard P4 and SFractions of Percoll Gradient Fraction I-V

                                                           '         Centrifuge at 100000 g for 60 min '

         Resuspend in 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, containing 100 U/ml Trasylol,

         O.1 mM PMSF and O,1 }.tM pepstatin

Plasma Membranes

Chart 1. Preparation of Plasma Membranes from Rat Gastric Mucosa
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　・Table澱は上記の遠心分画法により得た分画中の指標酵素の分布を検討した

もので，crude　plaslna　membrane分画中にbasolateral　membraneのmarker

とされる（Na＋＋K＋）ATPaseが約5倍精製された。そしてこの分画をPercoll

密度勾配遠心法により分離，遠心管上層より1mlつつ分取し指標酵素の分布パ

ターンを検討した。（Na＋＋K＋）ATP　ase活性はfr．　Nα11付近にピークが存在

し，一方小腸等で管腔側細胞膜，apical　membraneのmarkerとされるalkaline

phosphataseは遠心管下層に活性ピークが認められた。（Fig．38）。そこで次

に上層より6mlづっ5っのfraction（Fr　I～V）にまとめ各々のfraction中

への酵素分布を検：上した。

　Table皿に示すように（Na茸K＋）ATPase活性のピークが存在したFr。皿

（上層より7－12m玉の分画）ではその比活性がhomogenateの10倍以上に上昇し，

plasma　membrane　markerの5’一nucleotidase比活性も約8倍となった。

またalkaline　phosphataseの混入も少なく，胃でapical並びにtubulovesi一
、u1。，　m，mb，a。。の指標とされる（K＋＋H＋）ATPase認5）も他のf，ac，i。n

に比べ低い値を示した。さらにmitochondriaやlysosolneの混入はcyto－

chrome　c　oxidase活性，　acid　phos帥atase活性の測定より僅かであると考

えられた。

　この方法による（Na＋＋K＋）ATPase活性の精製度は先に報告されたdextran

を用いた調製法65）と同等であり，しかも短時問で調製可能な点を考慮すると，

本法は感受性の高いreceptorを多く含む細胞膜分画の調製法として優れたもの

と考えられる。そこでこれら各分画と1251一〔Tyr1〕secretinの結合性を検討し，

secretinのsubcellular　componentへの結合特性を比較した。　その結果，

basolateral　melnbrane分画のFr．皿が最も高い結合性を示したのに対し，他

の分画ではhomogenateと同程度の二値であった（Table班）。

　次にsecretinのbasolatera4　membrane分画への結合の時間経過を検討した
　　　　　　　　　　　　　・｝
ところ，incubate開始30秒後にほぼ結合は平衡に達し，また1分後に非標識

体を1μMとなるよう添加した場合，急速な結合置換が生じ標識体の結合率は

急速に低下した（Fig．39）。

　以上の結果は先の灌流実験で認めたsecretinの’結合置換現象が，胃粘膜

basolateral　membrane　lこ存在するreceptorへの速やかな結合，置換特性に

起因することを示唆している。
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Fig．　38．　Distribution　of　Marker　EDzymes．on　Percol＝L　Gradient

　　　　　　　　The　Percoll　gradient　was　collected　from　the　top
　　　　　i。t。30　f。a。ti。。s。f　l　ml．●，（N。＋＋K＋）．ATPase；

　　　　　O，　alkaline　phosphatase．

　　　て　ら
　また　1標識secretinの結合に及ぼすsecretinとその類似ペプチドの影響を

検討したところ，非標識secretin濃度に依存して標識体の結合は低下した（Fig．

40）。　類似ペプチドのVIPは高濃度においてのみ結合低下作用を有したが，

glucagonは．1μMでもsecretinの結合に変動を与えなかった。

　Scatchard　plotによりその結合性を解析したところ，二種類の結合部位の

存在することが推察され（Fig．40　inset），高親和性結合部位の解離定数（Kd1）

は2．5±1。4nM，最大結合部位数（nl）は0．6±0．3plnol／lng　proteinを示し，

低親和性結合部位のKd2は133±2nM，　n2は15．8±3．8pmol／mg　protein

であった。

　著者の検討と同時期にGespachら65）はラットの胃底腺より分別遠心法により

細胞膜分画（20，000×g分画）を調製し，それへのsecretinの結合性を報告し

た。彼らも二種類の結合部位が存在することを認め，またVIP，　glucagonが
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1εt三6ra工　Membrarie　Fraction　from．．Rat　Ga白t．riと　Mucosa

　　　　　BasOlateral　membran．e　fraction　（18．2　Pg　of　pro一

、。i。）．。a白．　incub。、。d．　with　l35・．［Ty。｝】。ecreti。　at　25・C．

．Dissociεtion　of　tゴracer　fro．血　basolateral　membrane

fraction　was　observed　after　t二he　addition　of　l　口M

unl！abeled　secretin　（．（＝））．　Each　poirlt　is　a　mean　of　3

d合terminations。

secretinの膜結合性に及ぼす影響も上記の結果と同様であった。？VIPは細胞膜

レベルでsecretinの結合性を高濃度領域でのみ抑制したが，通常のVIP濃度

では起こり得ないものと考えられる。

　次に先の灌流実．験と同じ13．7nM　tetragastrin．共存時におけるlsecretinの

細胞膜結合性を検：討したところ，tetragastrin共存より．seごetinの結合性が

灌流実験と対応する形で増大した（Fig．41）。高親和性部位に注目して，両逆

数プロットによりその変動を解析した結果，主に結合部位数がgastrinにより
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Table　XII．　　Effec七　〇f　Te七raqastrin　on　the　Bindinq　Characteris七ics

。f等25エーETy。1コ。ecreti・七・Pl・・m・N・而・a…f・・m　G・・t・i・M・c。・a

Kd

（nM》

n

（pmOl／mq　prO七ein）

　Control

With　tetragastrin

6．4：と4．5

10．2　±　1●2

a）

0。6土0．2

　　　　　b）
261　±0．1

a）　Mean　土　S．E．　of　three　白xperiments・

b｝　Siqnificantly　different　from　contro1　．（p＜0．05）．

（3）考 察

　胃灌流実験により胃内にsecretinの特異的結合部位の存在することを認め，

胃粘膜細胞分画成分へのsecretinの結合性より，その結合部位が血管側細胞膜

basolateral　membraneにあることを明らかにした。さらにその分画への結合

特性と当流法による結果が対応．したことから，灌流法によりsecrehn結合動態

を追跡し得ることが判明した。またsecretinの酸分泌抑制作用を灌流法により

検討し，その抑制発現までに遅れを認め，gastrin由来の酸分泌に対する抑制

作用が直接的拮．抗作用でないことを示唆した。

　胃におけるsecretin結合能がgastrinの存在により，増大することを灌流実

験ならびに細胞膜への結合実験相方で観察した。そして細胞膜分画への結合パ

ラメータの解析によってその変動は，結合部位数の増大に起因することが示唆

された。活性ペプチド，薬物間の相互作用を細胞膜への結合性から追究した報

告は乏しく，VIPがネコ6ubmadibular　glandへのmuscarinic　cholinergic
agonistの結合性を増大させること，66）膵細胞膜solnatostatin結合部位がC－

CK（cho　l　ecystok　inin－pancreozymin）により調節されること67）等わずかである。

またsecretinはラット胃の細胞分画成分へのgastrinの結合性を非競合的に三
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害することが報告されている。58）

　本節の知見はgastrinがsecretin結合部位を直接制御していることを示唆し

ており，先の報告58）と合わせて考察すると，secretinとgastrin　receptor相

互においてその結合能を調節していることが推察された。そこで次に酸分泌作

用との関連について考察を進めた。

　Grossmanの仮説によると胃，膵ではgastrin，　CCK，　secretinはひとつの

receptorに働き，そこに存在するgastrin（CCK）部位とsecretin部位は相互

1・影響を及ぼレあ・ているとされてし・る’2）また9・・t・i・大量投与時1・は胃内

gastrin結合部位にdown　regulationの生じることが報告されている。68）以上

を総合するとその作用と結合との関連について，次の解釈が可能となる。すな

わち，酸分泌反応においてgastrinとsecretinの作用を比較した場合，初期に

おいてはsecretinに対するgastrinの優先性が存在し，酸分泌の増大を認める。

そしてgastrin　receptorの活性化が起こると同時にgastrinによってsecre－

tin結合能も増大し，　secretinの酸分泌抑制作用が増強される。　また同時に

gastrin　receptorのdown　regulationも生じ，それらに伴って酸分泌の低下

が起こり酸が過剰分泌しない方向で調節されていることが考えられた。

　事実，松尾はHeidenhain　pouch犬を用いて摂食後のgastrinと酸分泌動態に

ついて検討し，69）gastrin分泌にはこ峰性の分泌ピークが摂食後認められるの

に対して，最初のピークの時にのみ酸分泌の増大を観察した。すなわち二度目

の反応性低下を交感神経性抑制機構の関与によるものと考察したが，secretin

もその抑制に一部介在していることを本節の知見は示唆している。

　これらペプチドの結合する細胞を特定することはできなかったが，secretin

結合部位のgastrinによる直接的調節は酸分泌の生理的制御に有用な因子とし

て働いている可能性が考えられる。次節ではラット膵で同様の検討を行い，se－

cretin結合部位の性状を胃，膵間で比較することとした。

第2節　secretinの膵における特異的結合

　secretinの膵外分泌促進作用については，数多くの報告が認められ，21）第1

回忌2節でも濃度依存性を示す膵液分泌の増大が膵濯流法により確認できた。

膵内secretin結合部位については，これまでにネコ，モルモット膵の単離細胞，

一69一



細胞膜を用いた報告がいくつかなされている。70’ア1）しかしラヅト三内secretin

結合部位については検討され七おらず，また胃，膵内secretin結合部位を同様

な．実験条件下で比較解析した例は未だ報告されていない。そこでまず前節と同

じ．く灌流実験法を用いて臓器レベルでのsecretin結合部位について検討を行っ

た。
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Fig．42． Effect　of　Unlabele（i　Secretin　on　the　Concentration．of
1251．Secreti。（A）。r　125・．［Ty。1］secreti。（B）i。

Effluent　from　工臼01ated　Perfused　Rat　Pancreas

　　　　　Labeled　secretin　was　perfused　5　min，　followed　by

5　min　perfusion　without　secfetin．．　During　the　last

5　min，　perfusion　medium　supplemented　with　unlabeled

secretin　（20　nM）　was．perfused　（as　indicated　by　open

column）．　The　displacement　phenomenon　is　clearly

demonstrated　semilogarithmically　in．　the　iD．set．　Each

point．represents　the　mean　±　S．E。　of　three　（A）　or　four

（B）　experiments．　’
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Fig．　44．　Effec．し．　of　Unlab¢．led　Secretin　on　the　Concentration　of

　　　　　　　　　　l25・一［T，・！］白・d慮i…㎡．面6・Eff・μ・nt…mエ・・・…d

　　　　　　　　　Perfused　Rat　Pancreas

　　　　　　　　　　　　　．．A　dρ．se－！igpe．ndent　〈1ヰs．plag『mg耳t、　was　ob串erved．1〕γ

　　　　　　　　　th・p・・f・・i・n　with・・1・b・李・¢β俘・・gロ・；、エ5，・M（．■），

　　　　　　　　　3．・理（．▲），o・6、n珂（Q）．・♀d・ithQ・t即．1・b・1・d・ec・eti・

　　　　　　　　　．、（．●）ρ．．．恥中．pQi旦℃、．r・pr・e卿t・、　th・．m：eap≠β・E．・・f・t

　　　　　　　　　ユe；a斗3．exper‡叩耳ts，．

出液に放射活性の一過性ピークが：．形．．成され．ること．を認めた。．・この．現象は1251一

〔Tyr　1．〕secretinあるい．は1251．一secretinい．ずれの標．識体灌流時においても観

察されたσ．　．　．；．．・ゼ．．．　　．．．払．

　　．しかも12511一〔．Tyr　1〕ISecretinの主な代謝物で．ある．125　r一・tyros．ine灌流時に

はsecretinによる1251－tyro前h6の置換は観察さ．れず，結合置換が代謝1勿によ
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Fig。　45。　　Effect　of　VIP　（A）　or　Glucagon　（B）　on　the　Concentration

　　　　　　　　　。f　l25・．［Ty。1］secreti。　i。　Effhent　f・・mエ・…t・d

　　　　　　　　　Perfused　Rat　Pancreas

　　　　　　　　　　　　　Labeled　secret二in　was　perfused　for　5　min，　followed

　　　　　　　　　by　5　min　perfusiorl　wit二hout　secretin．　During　the　last

　　　　　　　　　5　min，　perfusion　medium　supplelnented　with　unlabeled

　　　　　　　　　VIP　（1．5　LIM；　A）　or　glucagon　（0．6　μM；　B）　was　perfused

　　　　　　　　　（as　ir〕dicated　by　open　co：Lumn）・

るものでないことが明らかとなった。そこで置換され流出液中に増大した放射

活性の性状を明らかにする目的で非標識secretin灌流前後の門脈流出液をゲル

炉過法により分析した。膵内で代謝され生成した小分子量物質の存在が認めら

れたが，置換され門脈中に出現した放射活性の大部分はsecretin溶出位置と同

一位置にあることを認めた（Fig．43）。従って結合secretinは代謝されること

なく置換され流出液中に現れることが明らかとなった。

secretinが灌流環境下の膵において特異的結合部位に競合的結合を示すことを
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Fig．46． Effect　of　Unlabeled　Elcatonin　on　the　Concentration　of
125
　　　工＿Elcatonin　in　Effluent　from　工solated　Perfused　Rat

Pancreas

　　　　Labeled　elcatorlin　was　perfused　for　5　min，　fo1－

10wed　by　5　min　perfusion　without　elcatonin。　　During

the　last　5　min，　perfusion　medium　supPlemented　with

unlabeled　elcatonin　（60　nM）　was　perfused　（as　indicated

by　open　column．）．

確認する目的で，標識secretinの置換に及ぼす各種濃度の非標識secretinの

影響を検討した。Fig．44に示すように標識secretinは非標識secretin濃度に

依存して置換されること，膵でsecretinは比較的高親和性の結合特性を示すこ

とが認められた。また置換された絶対量が灌流液濃度に比べ少ないことから，

secretin結合部位が膵内の限られた部位に局在していることが推察された。

　次に膵内secretin結合部位の識別性を検討するため，構造類似ペプチドのV
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Fig。　47．． Effect　of　Unlabeled　Aprotinin　on　the．Concentraしion　of
125
　　　工一Aprotinin　in　Effluent　from　Isolated　P．erfused　Rat

Pancreas

　　　　Labeled　aprotinin　was　perfused　for　5　min，　fOl－

10wed　by　5　min　perfusion　witnout　aprotinin．　During

the　last　5　min，　perfusiQn　medium　sμPPlemented　with

unlabeled　aprotinin　（2．3　pM）　was　perfused　（as　indi－

cated　by　open　column）．

IP，　glucagonを非標識体として灌流した。しかし，これらベプチ． h灌流時

門脈流出液中放射活性に変化は認められなかった（Fig．45）。従って胃と同様

に灌流法により認めた膵内結合部位は高い識別性を有していることが明らかと

なった。

　一方eicatonin，　aprotininでは結合．置換現象は観察されず，．その分布結合特

性がsecretinと異なることを膵でも認めた（Fig．46，Fig．47）。

一75一



Fig．48．

（
2
羽
三
」
Φ
α
｝
O

訳
）

〉
ヴ
旧
》
旧
剃
り
O
O
＝
り
O
に

100
　　　0

50

10

5

2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　．．

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
℃

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＆

　
　
　
　
　
　
　
　
　
●
◎

　
　
　
　
　
　
　
　
●
錠

　
　
　
　
　
　
●
＼
○
＼

　
　
　
　
　
　
ロ

　　

@　

@　

D
ゐ
望
ξ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
9
9

　　

@　

@　

@
㍉

一
、
㌔

　　　　．1．．1．∵．ポ．．．“ボll．．一　10　　■…5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（min）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　125

Effect　of　Tetragastrin　on　the　Concen．tratioD　of　　　　工一

［Ty。1］secreti。　i。　Eff・U・n・f・・m・・…t・d　P・・fused　R・・

Paぬ。亡eas

　　　　　Labeled　secretin　was　perfused　for　5　min．，　followed

by　5　mi．n　perfusion．　without　secretin・　Durin．g　the　last

．5　min，　perfusioh　niediuln　sUpPlemen．ted　with　unlabeled

secret．in　（20　nM）．was　p合rfused　（as．　indicated　by　open

column）・　　Tetragastrin　（137　nM）．was　perfused　季rom　the

start　of　perfusion．　　○，　tetragastrin　l37　nM；　●，

contro1．

　胃で認めたgastrinによるs6cretin結合性の調節が膵でも観察されるか否か

について検討したところ，胃とは異なりcontrolとtetragastrin共存の間で著

明な変動は認めなかった（Fig．48）。　secretin結合部位の性状が胃と膵の間で

異なることも示唆され．たため，次に細胞膜分画を用いて膵内secretin結合部位

について精査し．た。
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（2）．細胞膜秘画を用いた．結合特性の解析

　ラット膵からの細胞膜分画の調製は先に述べた胃粘膜よりの細胞膜分画精製

法を準用し分別遠心法lPerco11密度勾配遠心法により行った（Chart　2）。

まずcrude　plasma　In6mbrane分画を分別遠心法により調製し，この分画に

Pancreas

　　　　　Homogenize　in　O，25　M　sucrose，　筆　mM　ED↑A，　10　m図　Tris－HC1，　pH　7．5，

　　　　　containing　100　U／ml　Trasylol　and　O．1　rn閏　PMSF

Homogenate

Supernatant

Supernatant　and　Fluffy　Layer

一
⊥
▼
e
ー
ー
ー
i
I
⊥
▼
e
－
i
－
I
i
▼FIuffy　Layer　of　Pellet

Crude　Plasma　Membrane

　↓

Fractions　of　Percoll　Gradient

Centrifuge　at　2400　g三　rapldly　and．briefly，　3　tうmes

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Discaピd　Pe1隆et　l

Centrifuge　at　2400　g　for　15　m甫n

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D膚scard　Pellet　2．

Centrifuge　at　20500　g　for　20　min

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Dlscard　Supernatant　and　Pellet　3

Resuspend　in　O．25　卜4　sucrose，　1　mM　EDTA，　10　mM　丁r「‘一HO1，　pH　7．5，

containing　100　U／ml　Trasylo1　ヨnd　O，1　mM　P卜1SF

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Supernatant

Add　Percoll　to　f「nal　concentratうon　of　10鬼　　　　　　Ce．ntrイfuge　at　100000　9

Centrifuge　at　48000　g　for　30　min　　　　　　　　　　　　for　60　min

　　　　　　　　　　　　　Fraction　I－V　　　　　　　D「scard　Supernatant　and

Centrifuge　at　100000　g　for　60　mln　　　　　　　　Pellet　4

Resuspend　in　100　mM　丁ris－HC1，　pH　7，5，　conta雪n「’ng　100　U／ml　Trasy101　．

and　O．1　rn図　PMSF

PIasma　Membrangs

Chart　2．　　Preparation　．of．Plasma．Membranes　from　Rat．P6ncreas』
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Table　XIII．　　Distribution　of　Marker　Enzymes　and　Protein　in　the　Fractions

Obtained　durjng　Purification　of　Plasma　Membranes　from　Rat　Pancreas

51－Nucleotidase　　　Cytochrome　c　oxidase　　　　Amylase　　　　　Prote等n

　sp．　acし．　　％　　　　　　sp．　act．　　　％　　　　　　　sp．　acし，　　箔　　　　　　％

Homogenate

Peηetl

Pellet　2

Pellet　3

Crude　plasma
membrane

Pellet　4

Supernatant

Plasma　membrane

5．3＋0．5

4．0＋0．7

2．9＋0．4

4．7＋0．2

25．4±1．7

11．8＋2．6

6．6＋1．5

52．0＋7。4．

100

25．6

12．1

　2．6

16．9

23．6

29．6

　3．1

3．7＋0。4

2．9＋0．6

6．6＋2．3

7」＋1．4

2。9＋0．7

0．9＋0．1

0．2＋0．1

0．3＋0．1

100

27．5

38．1

　6．5

　2．6

　．2．7

　1．2

　0．1

1．1＋0．1

1．0＋0．1

1．3＋0．1

0．9＋0．2

0．1＋0．1

0．6＋0．1

1．0＋0．1

　N．D．

100

33．5

25．3

　2．4

　0．3

　6．4

23．2

　G．O

100

35．3

21．3

　2．8

　3．4

10．フ

24．7

　0．3

丁he　specifi．c　act甫vity　of　51－nucleotidase　is　expressed　in　nmo1／rnin　per　rng

protein；　that　of　cytochrome　c　oxidase　is　ln∠ゴ　O．D．／mln　per　mg　PrQtein；

th、t。f、。y1、，e　i、i，103、nit，／30。う，p，，mgP，。t，i，．　N．D．，，。t

detectable．　　Each　vqlue　represents　the　mean　±　S．E．　of　three　preparations．

％　represents　the　percentage　of　the　enzyme　activity　found　initlally

in　the　homogenate．

Percollを10％（v／v）となるよう加え密度勾配遠心法により精製した。．Ta壇e

X皿に各分画中の指標酵素の分布を示すが，crude　plasma　membrane分画に

細胞膜の指標とされる5ノーnucleotidaseは約5倍精製された。次にPercoll密

度勾配遠心法によりこの分画を精製した。Fig．49にその際の5Lnucleotidase

とmitochondriaの指標とされるcytochrome　c　oxidaseの分布パターンを示

す。5ノーnucleotidase活性のピークはfr．Nα10（上層より10ml）付近に認めら
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Fig．　49．　　Distribution　of　図arker　Enzyrnes　On　PercOll　Gradient

　　　　　　　　　The　PercOll　gradient　was　co：Llected　from　the　top

　　　　　　into　30　fractions・of　l　ml．　　●，　5「一nuclLeOしidase；　　○，

　　　　　　cytochrome　c　Oxidase．

れたため，上層から8－12mlの分画を採取，細胞膜分画として用いた。　この

分画中の5’一uncleotidase比活性はhomogenateの10倍に上昇し．他の細胞内

成分の混入も比較的少ないこどが認められた（Table皿）。

　そこでまず膵細胞分画成分へのsecretinの結合性を検討したと』ころ，細胞膜

分画が最も高い結合性を示し，5’一nucleotidaseの分布とsecretin結合性の

間に良好な相関が観察された（Fig．50）。次に細胞膜に結合した放射活性の性

状をゲル炉過法により分析した結果，大部分の結合放射活性は未変化secretin

の位置に溶出された（Fig．51）。これらの結果より主なsecretin結合部位は1田

胞膜に局在しており，secretinは未変化体としてそのrec¢ptorに結合している

ことが明らかとなった。
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　　　BOU樋O　　SECR［TIN

　（fmol／mg　protein）
　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　100

　　　　　5’一開UCL［0τ10ASE　」

舌nmol繍ぎOmg　P’6tei謎

　HOMOGE醐ATE

　P［LLET　l

　P趾ET　2

　PELLET　3

CRUOE　PLASMA
　MEMBRA閥E

　PELL日　4

PLASMA

　MEMBRANE

A

Fig．50。 Distribution　of　Specific　Se（三retin　Bindin9　（A）　and　57－

Nucleotidase　（B）　in　Various　FractiQns

　　　　　Each　subcellular　fraction　（30－100　μg　of　protein）

。。，i。cub。、。d。i・h　l25・．［Ty。1］secreti。（60　pM）。・

250C　fQr　Qne　minute．　To　determine　the　specific　bind－

ing，　2．5　μM　secretirl　was　added　to　parallel　incuba－

tion．s。　Each　column　represen．ts　the　mean．±　S．E．　of　3－4

exper■ments・

　　さらに細胞膜分画へのsecretinの結合特性について精査したところ，Fig．52

に示すようにその結合速度は早く，1分以内に平衡状態に達し，非標識secre－

tinを加えることで標識体の結合率は急速に低下． ｵた。また1251－secretinの結

合は非標識secretinを加えることにより濃度依存的に抑制された．（Fig．53）。

VIPは高濃度存在時のみsecretihの結合を抑制したが，1μM　glucagonには

抑制作用は認められなかった。Scatchard　plotによりsecretin結合部位の解

析を行ったところ，2種類の結合部位が存在することを認めた（Fig．53，　inset）。

高親和性結．合部位の解離定数（Kd1）は1．1±0．．2　nM，最．大結合部位数（nl）は

0．7±0．2pmolハng　proteinであり，低親和性結合．部位の．Kd2は133±：2nM，n2
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Membranes　from　Rat　Pancreas

　　　　Plasma　membrarle　fraction　（51　Llg　of　protein）　was

i。。ub。・。d。i・h　l25エー［Ty。1］secreti。（6・pM）。、25・C．

Dissociatiorl　of　tracer　from　plasma　membrarles　was

observed　after　the　ad4ition　of　エ　ロM　unlabeled　secretiD

at　an　equilibrium　（O）．　Each　point　is　the　mean　of　3－6

determinations．

tterと考えられている。72）一方secretinは腺房中心細胞，導管細胞に働き重

炭酸イオンに富む膵液を分泌させるホルモンとされている。75）先の三流法でV

IPは結合したsecretinを置換する能力を示さなかったが，一方細胞膜分画へ

の結合ではsecretinの結合が高濃度のVIPにより抑制された。　しかし今回の

結果より胃の場合と同様に生理的環境下においてVIPは膵内でのsecretinの

結合に影響を及ぼすことは少ないものと推測された。

　次にgastrin共存時におけるs．ecretinの細胞膜結合性を検討したが，灌流実
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                        125                           I-secretin (O.3 nM) plustein) was incubated with

increasing concentrations of unlabeled secretin (e),

VIP (O), and 1 pM glucagon (A). Each point is the

mean ± S.E. of 4 separate experiments. Inset is a

Scatchard plot of a representative experiment.
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（3）考 察

　膵内にsecretinの特異的結合部位の存在することを灌流法により認め，その

結合部位への結合性は細胞膜分画へのsecretin結合実験より得た結果と良好な

対応を見せた。前節の知見および以上の結果はreceptorへのsecretin結合特

性の解析が灌流実験系を用いた方法によっても可能なことを示唆した。近年，

Petersenら56）は同様の手法を用いたラット腎灌流言により，peritubular

membraneにinsulin　receptorの存在することを明らかにした。各種活性ベプ
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チドのreceptor解析に灌流法を用いることはひとつの有用な手段と考えられる。

　Scatchard　plotによる解析で二種類の結合部位が細胞膜に存在することを認

めた。低親和性結合部位を膵灌三法では検出することは出来なかったが，これ

はwashing期間中（Fig．42，5占10分）に低親和性部位に結合した標識体が遊離

したためと推測される。ラット膵内においてsecretinとV　I　Pのreceptorは相

互に独立して存在していることがRobberechtらにより最近明らかにされた♂4）

彼らはadenylate　cyclase活性と1251－VIPの細胞膜への結合性から得た知

見によって結合部位を三つのsubtypeに分類した。すなわち（1）high－affinity

secretin　receptor（Kd約0．3nM），（2）low－affinity　secretin　receptor

（Kd約300nM）と（3）VIP－preferring　receptorの三つである。またSchu－

lzらア5）はラット膵よりcounterflow　techniquelこより導管細胞を分離し，押

堀細胞よりもsecretinによるadenylate　cyclase活性の感受性の高いことを報

告している。またその活性を50％上昇させるsecretin濃度は約1nMである
としている。著者の得た高親和性結合部位（Kd：1hM）は彼らの報告7475）とも

対応し，腺房中心細胞，導管細胞由来の細胞膜上secretin　receptorの結合特

性を反映していることが推察される。Fig．55はsecretinの高親和性および低

親和性結合部位への結合性と第1章の膵灌明法により得たsecretinの膵液分泌

促進作用をグラフに示したものである。実験条件に種々の相違はあるが，膵液

分泌の上昇とsecretinの高親和性結合部位への占有度との聞に良好な相関が認

められた。

　胃とは異なりsecretin結合部位がgastrinにより調節されていないことを認め，

胃，膵内secretin結合部位の性状，存在形態に相違のあることを明らかにした。

この相違を究明するにはさらに検討を進めなければならないが，これらの知見

は胃，膵における各種ペプチドによる機能調節機序を解明する上で，有用な視

点を与えるものと考える。
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結 論

　以上著者は4章にわたり構造的特徴を有するsecretin・elcatonin・aprotinin

をモデルペプチドとして選び，ラット胃，膵内でのこれらペプチド性医薬品の

分布，代謝像を比較検討した結果次のような新知見を得た。

1　薬物の胃，膵内挙動解析を目的とした摘出臓器脈流法の確立

　従来のラット胃噴流法は胃の主な生理機能である酸分泌能が欠落しており，

生理的機能を保持した系であると言いがたい。そこで灌流液組成等条件を種々

検討した結果，赤血球が酸素供給体として必要であること，またpepsin阻害薬

物の存在が有効であることを認め，牛赤血球およびpepstatinを灌流液中に添

加する灌流方法を確立した。この方法によりtetragastrin，　histamine等の各

種刺激薬物による著明な酸分泌充電および抑制薬物のcimetidine等による分

泌低下が観察できた。

　一方膵灌流弊はこれまで十二指腸の一部も灌流する方法が殆んどの報告で採

られていた。しかし消化管に存在するペプチド類の影響を除くため膵と十二指

腸間の血管結紮後，灌流を実施した。この改良法によってもsecretinによりそ

の濃度に依存した膵液分泌の増大を，またpancreozymn灌流では膵液，amy－

lase分泌の著明な充進を認めた。以上の結果より，この胃寒流法，膵灌流法が

ほぼ生理機能を保持し，しかも薬物の臓器内動態と薬効の関連を他の臓器組織

から独立して解析し得る，有用な実験系であることが証明された。

皿　胃におけるsecretin，　elcatonin，aprotininの挙動

　薬理効果を支配する薬物の臓器内挙動を解析するため，1251標識体を用いた

ゲル炉過法およびradioimmunoassayによりペプチド類の代謝特性を比較検討

した結果，直鎖状ペプチドのsecretinが最も不安定で，一部環状・のelcatonin

がそれに続き，球状ペプチドのaprotin童nは胃で代謝を殆ど受けなかった。し

かし安定であったaprotininもその分子内disulfide結合を修飾した場合，代謝

され易くなることが認められ，生体内安定化におけるdisulfide結合の寄与が

明らかとなった。胃組織中への分布性はaprotinin＞elcatonin＞secretinの

順となったが，その分布容積は小さく細胞外液中の限られたスペースに主に分

布し，一部は細胞膜にも結合しているものと推測された。
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皿　膵におけるsecretin，・elcatonin，　aprotininの挙動

　先に明らかにした胃におけるこれらペプチドの分布，代謝特性と比較する目

的で膵灌手法により同様の検討を行った。その結果，直鎖状ペプチドのsecre－

tinが代謝を受けやすく，これらペプチドの代謝性の順序は胃と同様であった。

さらにaprotininではdisulfide結合の有無によりその膵内安定性も大きく変

動した。またそれらの分布像は胃への分布特性と類似した傾向を示し，これら

ペプチドの分布，代謝動態に胃，層間で著明な変動は認められなかった。次に

ペプチドの構造がその代謝動態に及ぼす影響を更に解析した。その際aproti－

ninは難代謝性を示したため，　secretin，　elcatoninについて各種ペプチド共存

時の署内代謝の変動を検討した。elcatoninの代謝が同様な環状構造を有する

insul　in，　aprotininで抑制されたのに対し，これらペプチドはsecretin代謝

に影響を及ぼさなかった。従ってペプチドの構造的特徴がその臓器内挙動をも

支配する要因であり，代謝面でのペプチド間相互作用も無視できないことが明

らかとなった。

W　胃，膵におけるsecretinの特異的結合

　これらペプチドの内，secretinは胃，膵を共に主な標的臓器とするにもかか

わらず，胃内結合部位（receptor）の性状は不明のままであった。そこでまず

灌流法によりgastrinによる酸分泌へのsecretinの作用を検討した結果，その

抑制効果が直接的競合作用でなく，その作用発現に遅延性が存在し，複雑な機

序が介在することが明らかとなった。次に同じ灌流法を用いてsecretin結合

部位の解析を試みた結果，胃内に分布した1251標識secretinの非標識secretin

による結合置換現象を認めた。しかし構造の類似するglucagon，　vasoactive

intestinal　peptideには標識secretinを置換する効果が認められず，胃内に

secret拍の特異的結合部位が存在することを灌流法により明らかにした。この

結合部位の局在性を検討する目的でペプチドホルモンのreceptorが存在する細

胞膜に着目して胃粘膜より血管側細胞膜に富む分画を分離，精製した。そして

その分画へのsecretinの結合性を他分画への結合性と比較した結果，血管側細

胞膜分画が最も高い結合性を示し，その結合特性は別流法により得た結果と対

応することを認めた。さらに灌流法および細胞膜分画への結合性相方の解析よ

りsecretin結合部位へのsecretin結合能がgastrinにより増大することを認め

た。
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以上の結果は，胃内secretih結合部位の性状を初めて明らかにしたものであり，

secretinの酸分泌抑制作用にsecretin　receptorでのgastrinとの相互作用が

関与していることを示唆している。

　一方膵内にもsecretinの特異的結合部位が存在することを灌流法により認め，

さらに細胞分画成分へのsecretinの結合性よりその結合部位が細胞膜上にある

ことを明らかにした。しかし胃と異なり結合部位レベルでのsecretinとgastrin

の相互作用は認められず，胃，膵間でsecretih　receptorの性状に相違のある

ことが確認された。またその結合部位へのsecretinの占有度と膵液分泌作用の

間に緊密な関連を認め，この膵内結合部位の薬効調節における重要性を明らか

にした。胃，膵共に灌流法で得たsecretin結合部位の特性は細胞膜分画への結

合性と良好な対応を示し，生理的機能を保持した系でsecretinの作用と結合性

の関連を解析することができた。

　以上，著者は摘出臓器灌流法によりペプチド性医薬品の胃，膵内挙動がペプ

チド自体の構造的特徴に起因する因子により変動することを明らかにした。ま

たsecretinでは胃，膵結合部位への結合特性を配流法により解析すると共にそ

の結合特性を細胞膜分画を用いて明らかにした。本研究はペプチド性医薬品の

体内動態並びに薬効発現機序の解明上，有益な基礎的知見になり得るものと考

える。
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第1章　実　験　の　部

第1節　ラット摘出胃遠流法の検討

（1）試薬および試料溶液の調製

　histamine　diphosphate，pilocarpine　hydrochlorideは半井化学のもの，

cyclic　AMP，　dibutyryl　cyclic　AMPはS重gma社のもの，　tetragastrinは

三亜薬品のもの，cimetidineはSmith－Kline一藤沢社のもの，　pepstatinは

ペプチド研究所のものを用いた。他の薬物，試薬は市販特級品を使用した。牛

赤血球は血液保存液（ACD液；45mM　sodium　citrate，23mM　citric

acid，　and　74mM　glucose）中に採取した牛血液をKrebs－Ringer重炭酸緩

衡液（KRBB）で用時充分洗浄したものを用いた。血管灌流液はKrebs－Ri㎎er

重炭酸緩衡液に先の洗浄牛赤血球を25％（v／v）の割合で加え，膠質浸透圧保

持のため4，6％（㌦）dextran　70を添加し，95％02－5％CO2混合ガスを充分

通気，pH7．4に調整したものを使用した。　Krebs－Ringer重炭酸座面液の組成

をTable　lに示す。胃腔内畑江液は0．616mMNa2HPO4，0．092mM　citric
acid，154mM　NaClからなりpH　6．6を示す緩衡液を用いた。11）

（2＞導流実験法

　体重150－2509のWistar系雄性ラットを用い・水の摂取は自由とした条件

下で15－20時間絶食させ，pentobarbital（40mg／kg，　i．p．）で麻酔下，

以下の手技を行った。まず頸部で迷走神経を切断し，気管切開を施した。次に

腹部正中線に沿って開腹，上腸閤膜動脈，脾動脈を結紮した。脾臓を摘出後，

腹部大動脈にカニューレ（外径：1．2mm）を先端が腹腔動脈と上腸間膜動脈の

間になるよう挿入固定し，heparin（500U／kg）をカニューレより注入した。

十二指腸より下方の腸はGrodskyらの方法19）に従って除去し，食道より外径2

mmのカニューレを胃内に挿入するとともに左胃動脈を結紮しないよう注意深

く噴門上部で結紮固定した。次に十二指腸を一部切開し，食道カニューレより

加温した生理食塩水を注入，胃腔内を洗浄後，カニューレ（外径：3mm）を
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Table　I，　　COmpOsi七ion　of　Krebs－Ringer　Bicarbonate　Buffer

NaC1

KC1

CaC1
　　2
KH2PO4

廻gSO4’7H20

NaHCO
　　　3

116．O　mN

4．7mM

2．5m図

1．2mN

1．2m♪i

25．OmM

十二指腸切開部より挿入し幽門部で結紮した。胃腔内灌流液を1ml／血inの流

速で注入し，胃からの流出液が透明となった時点で幽門側カニューレをpH電

極に接続する。その流出液のpHが安定となるのを確めた後，腹部大動脈カニュ

ーレから血管灌流液を0．7mlハninの流速で灌流すると共に左，右腎動脈，肝

動脈，門脈，総胆管を結紮した。続いて直ちに門脈下部に切開を施し，腹部大

動脈を腹腔動脈上部で結紮，門脈切開部にカニューレ（外径：151nm）を挿入

した。これらの手法によってラット血液から血管門流液への移行に伴う胃への

血流の途絶を避けることができた。丁丁温度は37℃とした。

　雄性モルモット（230－2609）・未成熟ラット（Wistar系雄性：30－509）

を用いた場合も同様の手技を行ったが，未成熟ラットの血管灌流液および胃腔

内灌流液の流速は各々0．2ml月nin，0．5m1所ninとした。
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・（3）酸分泌測定および胃粘膜中pepsinogenの定量

　胃腔内灌流液はpH　3．8－6．6の範囲内でpH値と酸滴定値の間に直線的な相関

が認められている。11）そこで胃腔からの流出野中pHをpH記録計（TOA　CD

R　12－A）を用いて連続的に記録すると共に，単位時間における酸分泌量をHori

らの方法のおよびpHスタット（TOA　HSM－！0A）を用いた0．01NNaOHに

よる滴定値から求めた。胃酸分泌刺激薬物灌極手の酸分泌：量は，薬物灌流前に

求めた基礎分泌量を酸分泌総量から差し引き，刺激分泌量として示した。

　胃粘膜中pepsinogenの定量は，　Kumegawaらの方法76）に従って行った。

第2節　ラット摘出当職流法の検討

（1＞試薬および試料溶液の調製

　secretinはエーザイ社より供与された比活性3110Crick，Haperβnd　Ra－

per　units．丘ngで他の消化管ホルモンを含まないブタ腸からの抽出精製品を

使用した。pancreozyminはBoots社のもの，　elcatonin（〔Asu1’ア〕eel　calci－

tonin）は東洋醸造社より提供された4000MRC　units／lngの合成品を用いた。

他の薬物，試薬は市販特級品を使用した。灌流液はKrebs－Ringer重炭酸緩衡

液に0．5％牛血清albumin，4．6％dextran　70を加え，95％02－5％CO、混合ガ

スを通気，pH　7．4に用時調製した溶液を使用した。

（2）　灌流実験法

　Wistar系雄性ラット（体重250－300g）をpentobarbital（40mg／kg，i。p）

麻酔下，Penhosらの方法18）に従って膵を摘出し，灌流を行ったが，その際，膵

と十二指腸間の血管も結紮した。その手技を以下に記す。

　腹部正中線に沿って開腹，食道を左胃動脈と共に結紮し，続いて胃ξ膵間の

血管も胃側で結紮した。幽門部にカニューレを挿入し細註動脈と共に結紮後，

胃を切除した。次に脾動脈を結紮，脾臓を切除後・直腸および小腸の一部に付着する

腸間膜を剥離した。膵が腸から分離できた部位から十二指腸下部にかけてまとめて結

紮し，十二指腸下部から直腸上部まで腸を切除した。残った十二指腸内を生理食
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塩水で洗浄後，カニューレを挿入し，膵と十二指腸間の血管を注意深く結紮し

た。次に左，右腎動脈，肝動脈，胆管を結紮すると共に総胆管の十二指腸開口

部より膵液採取用カニューレ（PE－10，　ClayrAdams社）を挿入した。続いて

腎動脈下部の腹部大動脈肋ニズレ（外径：1．5㎜）を挿入し，その先端が

上県間膜動脈と腎動脈の間になるよう固定した。灌流を約0．5mMninの流速

で開始すると共に，門脈にカニゴレ（外径：1．5㎜）を挿入，腹腔動脈上部

の腹部大動脈を結紮し膵を摘出，灌流装置に設置した。この時点で灌流速度を

2．Oml／lninに上げ，灌流実験にこの膵標本を用いた。恒温漕を用いて灌流温度

が37℃となるよう調整した。源流は一回導流により行い，灌流開始15分間は

安定期間とし，薬物の灌流はその後に実施した。

（3）膵液分泌およびamylase活性の測定

　膵液分泌量はTachibanaの方法22）により測定を行い，膵液中amylase活性の

測定はCaraway法ア7）を用いて行った。

第2章　実　験　の　部

第1節　secretin，　elcatonin，　aprotininの胃内代謝

（1）　ラット摘出胃灌流法

　Wistar系雄性ラット（体重180－220g）を用い，実験の部第1章第1節く2）に

記した方法により行ったが，ペプチドの堺流器具への吸着を防止する目的で血

管灌流下に0．5％牛血清albuminを添加した。薬物の三流は胃腔内今流液のpH

が安定後（灌流開始約15分後）行った。

（2＞試薬および試料溶液の調製

　secretin，　elcatoninは実験の部第1章第1節（1）に記したものを用いた。1251

一〔Tyr　1〕secretinは第一ラジオアイソトープ社のものを使用した。　aproti－

ninはBoehringer　Mannheim社のものを用い，その還元体およびS－carboxa一
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midomethyl化体はLiu　and　Meienhoferの方法56）により調製し，ゲル酒過法

を用いて精製した。Na1251はNew　England　Nuclear社のものを使用した。

elcatonin，　aprotinin等の1251標識はHunter　and　Greenwood　の報告した

chloramine　T法78）により行い，ゲル炉過法により精製した。精製標識体分画

は凍結乾燥を行い，使用時まで一25℃に保存した。これら標識体の比放射能は

約100μCi／μ9であった。　secretinは不安定なペプチドとして知られ，29）また

精製した1251一〔Tyr1〕secretin試料を再度精製しても約ユ0％前後の低分子量

分子の混在が認められた。そこでsecretinの1251標識体としては低分子量分子

（主に1251－tyrosine）の混入が10％以下であったものを使用した。他の試薬

は市販特級品を使用した。

（3）　secretin，　elcatonin，の胃内代謝

　1251標識ペプチド灌応訴には門脈流出液，組織抽出液試料をゲル炉過法によ

り分析することでペプチドの胃内代謝を検討した。すなわち灌流終了後，直ち

に胃を摘出，5．4M　guanidine－HC1，2．4M　formic　acidからなる抽出液

（5形4）中に浸し，細切後homogenateを作製，24，000×9で10分間遠心分離を

行った。組織から抽出壷中への放射活性の回収率は70－80％であった。また門

脈流出液は2，000×9で10分間遠心分離を行い，血球を分離，上清をゲル炉過

試料とした。secretin，　elcatonin灌流蝋にはSephadex　G－25F（1×70侃）を，

aprotinin灌流時にはToyopearl　HW55F（1．5×90伽）を用いてゲル湧過を行

い，3Mguanidine－HCI，2．4M　formic　acidで溶出した。　溶出液は3rn1つ

つフラクションコレクター（LKB2110あるいはGilson80F）を使用し採取
した。各々のカラムはBlue　dextran，　standard1251標識ペプチド，1251－tyro－

sineを用いて，　void　volume（Vo），未変化ペプチド溶出volume，internal

volume（Vt）を各々同定した。未変化ペプチド量はstandard1251標識ペプチド

溶出分画中に出現する放射活性により算出した。上記の抽出，分析操作は0－

4℃で実施した。

　非標識secretinあるいはelcatonin自流時には門脈流出的中濃度をradio－

i㎜moassayにより測定した。　secretinでは第一ラジオアイソトープ社のキ

ットを使用し，一方elcatoninはOrimoらの報告したこ抗体法79）により定量し
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た。

　（4＞1251一修飾aprotininとtrypsinとの結合性

　窪251一修飾aprotinin（約1nM）とtrypsin（Sigma社typelX，14μM）

を25℃で5分間incubate後，その試料を！5％polyacrylamide　pH4．3を用

いるディスク電気泳動法go）により分析した。泳動終了後はゲルをスライサー

（Miles社）を用いて切断，ゲル中放射活性の分布を測定した。

第2節　secretin，　elcatonin，　aprotininの胃内分布

　（1）1251標識ペプチドの分布容積の測定

　総論の部第2章第1節でゲル湧過法により求めた組織抽出液中の未変化体分

率と総放射活性濃度の積により胃内未変化体濃度を算出した。

　（2）細胞外液容積の測定

　inulin（3mg／ml）を灌流，分布平衡に到達した10分後に胃を摘出，組織

中inulin濃度をDische　and　Borenfreundの方法81）により定量し，細胞外液容

積を測定した。

　　　　　　　　　第3章　実　験　の　部

第1節　secretin，　elcatonin，　aprotininの圏内代謝

　（1）　ラット摘出膵灌求法

　体重250g前後のWistar系雄性ラットを用い実験の部第1章第2節（2）に記し

た方法により灌流を行った。薬物の灌流は灌流開始からユ5分間の安定期間経過

後実施した。
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　（2）試薬および試料溶液の調製

　実験の部第2章第1節（2）に記したものを使用すると共にporc重ne　monoco－

mponent・insulinとporcine　g　iucagonはNovo社のものを用いた。　salrnon

calcitoninはSandoz社のもの，　porcine　calcitoninはArmour社のもの，hu－

man　calcitoninはペプチド研究所のものを使用した。　tetracosactide（ACTH

（1－24））は第一製薬のもの，pancreozyminはBootz社のものを用いた。

　（3）　secretin，e五catonin，　aprotininの膵内代謝

　1251標識ペプチド灌流時には門脈流出液，組織抽出液試料を実験の部第2章

第1節（3）に記したゲル炉過法により分析することでペプチドの宅内代謝特性を

比較検討した。

　非標識のsecretinあるいはelcatoninを灌流しその代謝性を検討する場合に

は，radioimlnunoassayにより門脈流出液中に出現するペプチド濃度を実験の

部第2章第1節（3）に記載した方法により測定した。

（4）　elcatoninの蛋白分解酵素による不活性化

　leucine　aminopeptidase（type皿一CP），　carboxypeptidase　A（type　l），

trypsin（typelX），　chymotrypsin（typd）はSigma社のものを用いた。elca－

tonin（5．7nM）を各種の蛋白分解酵素と共に37℃で10分間，膵灌流溶液中で

incubateを行い，残存elcatonin濃度をradioimlnunoassayにより定量した♂9）

第2節　secretin，　elcatonin，　aprotininの膵内分布

　（1）1251標識ペプチドの分布容積の測定

実験の部第2章第2節（1）に記した方法により測定を行った。
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（2）細胞外液容積の測定

　inulin（3mg丙n1）の灌流を行い，実験の部第2章第2節（2）に記載した方法

により膵の細胞外液容積を測定した。

第4章　実　験　の　部

第1節　secretinの胃内における特異的結合

（1）試薬および試料溶液の調製

　secretinは比活性16，000Crick，Haper，alld　Raper　units／hαgのエーザイ

社より供与されたものを用い，その1251標識化はCheyらの方㎡2）により行い，

Sephadex　G－15／G－50fine（7／3，　w・佃）カラム（0．8×156〃）で精製後，再

度Sephadex　G－50F（1．0×70伽）でゲル湧過を行った。そして凍結乾燥を行

い使用時まで一25℃で保存した。Na1251はフランス原子力庁（ミドリ十字）の

ものを使用した。1251一〔Tyr1〕secretinは第一ラジオアイソトープ社より供

与されたものをSephadex　G－50で精製後，使用した。　vasoactive　intesti－

nal　peptideはCalbiocheln社の合成品，　glucagonはNovo社の抽出精製品を

使用した。human〔Leu15〕一gastrin　IはBeckman社の合成品を使用した。

PercollはPharmacia社のものを用いた。　他の試薬は市販特級品を使用した。

（2＞　ラット胃粘膜basolateral　lnembrane分画の調製

　Inuiらが報「告したラット腎皮質からのbasolateral　membrane　vesicles

調製法64）を参考とし，Percoll密度勾配遠心法を適用し胃粘膜よりbasolate－

ral　membraneの分離，精製を行った。

　体重190－230gのWistar系雄性ラットの胃を摘出，氷冷下のbuffer　A

（0．25M　sucrose，10mM　Tris－HCl（pH　7．5）containing　l　rnM　EDTA，0．1

mM　phenylmethylsulfonyl　fluoride（PMSF），100U溢nl　TrasyloL　O。1

μMpepstatln）中に浸し，　胃壁に付着した内容物を取り除いた。胃粘膜を剥
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離し，秤量後Dounce　homogenizerにより7倍容のbufferA中でhomogenate

を作成し，2400×gに到達後直ちに停止する方法で3回遠心分離した。沈渣を

集め最初の半分の容量のbufferA中で再びhomogenizeを行った。そして再度

2400×gで上記の方法により3回遠心分離を行った。沈渣（P！）を得，上清を

2400×gで15分間遠心し，沈渣（P2）を分離した。さらにその上清を20，500

xgで20分間遠心，沈渣（P3），と一h清の間のfluffy　layerを採取した。

Teflon　Potter　hornogenizerを使用して，27ml　bufferA中でこのfluffy

layerのhomogenize（1000rprn，ユOstrokes）を行いcrude　plasrna　mem－

brane分画を得た。それにPerco11を3mi加え48，000×g，30分間遠心分離

（Hitachi　RP　50T　rotor）を行い，上層より6mlつつHitachi　DGF－U

density　gradient　frac口onatorを用い採取，7－12rnl間の分画をbasola－

teral　mernbraneに富む分画とした。採取した分画はPerco11を除く目的で

bufferAで希釈後，100，000×g，60分間遠心分離を行った。　さらに得た細

胞膜分画はbufferB（ユ00rnM　Tris－HC1（pH7．5）containing　O．ユrnM　PMSF，

50U／歪nl　TrasyloL　and　O．1μM　pepstatin）中でsuspendし，再び100，000×

g，60分間遠心分離を行った。最終的に得られた沈渣はbuffer　B中で27ゲー

ジの注射針（0．4×20mrn）を用いsuspendした。上記の操作はすべて0－4℃で

行った。

　指標酵素の測定は以下の方法で行った。

　（N♂＋K＋）一ATPase；Jφrgensenの方法83）

　5ノーnucleotidase　　；Widnell　and　Unkelessの方法84）

　（K＋＋H＋）一ATPase　；Culp　and　Forteの方法65）

　acid　phosphatase　　；Scaleraらの方法85）

　cytochrome　c　oxidase；Petersらの方法86）

　蛋白質は10％トリクロル酢酸で試料を前処理し，牛血清albuminを標準と
して，Lowryらの方法8ア）により測定した。

（3）　secretinの結合実験

　細胞分画成分（30－100μg蛋白）と60pM1251標識secretinを2％牛血

清albumin含有のbufferB（pH7，5）200μ1中で25℃1分間incubateを行
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つた。結合体の分離は迅速炉過法により実施した。すなわち氷冷した2％血清

albuminを含むbufferB　l　rnlを反応液中に加えて結合を停止させ，cell宙ose

acetate　filter（Millipore社）で迅速門門を行なう。　filterは氷冷したbu－

fferB7mlで洗浄後，　filter中の放射活性を測定した。特異的結合量は2．5

μMsecretin共存時における非特異的結合量を全結合量から差し引くことで求

めた。非特異的結合量は加えた放射活性の1－2％であった。

第2節　secretinの膵内における特異的結合

（1）試薬および試料溶液の調製

実験の部第4章第1節（1）に記したものを用いた。

（2）　ラット膵plasma　Inembrane分画の調製

　実験の部第4章第1節（2）に記載したラット胃粘膜basolateral　Inernbrane

分画調製法に準じて行った。

　体重190－230gのWistar系雄性ラットの膵を摘出し，秤量後細切し，5倍

容のbαfferA（0．25M　sucrose，10nlM　Tris－HC1（pH7．5）containing　lmM

EDTA・0．1mM　PMSF　and　100U／ml　Trasylol）中でDounce　hornogeni－

zerを使用しhomogenateを作成した。次に2400×gに到達直後直ちに停止す

る方法で3回遠心分離を行い，沈渣（P1）を得た。上清を2400×gで15分間

遠心し，沈渣（P2）を得る。更にその上清を20500×gで20分間遠心分離を

行った。上清を除去後，fluffy　layerを採取し，　bufferA中でTeflon　Po－

tter　homogenizerを用いて，1000rpm，10strokes　horllogenizeを行い，

crude　plasIna　membrane分画とした。　PercoU　3　mlをこの分画に加え全量

を30mlとして，48，000×g，30分間遠心分離を行う。上層から8－12％‘の分

画を5L　nucleotidase活性の分布よりplasma　membrane分画として使用した。

次にPerco11を除く目的でbuff』erAで希釈し，100，000×g，60分間遠心分離

を行った。得た平野はbufferB（100mM　Tris－HCI（pH7．5）containingO．1
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面MPMSF　and　100U／infTrasy161）中にSuspehdし，再び100，000xgで60

分間遠心分離を行った。最終的に得た沈渣はbufferB中で27ゲージの注射針

を用いsusp6ndした。上記の一連の操作は0－4℃で実施した。

　指標酵素の測定は実験の部第4章第1節（2）に記載した方法により行ったが，

amylase活性はCaraway法77）で測定した。蛋白質はLowryらの方法87）により測

定した。

（3）　secretinの結合実験

実験の部第4章第1節（3）に記した方法により検討した。
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