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論 文 内 容 の 要 旨

CyclicAMPは広く生物界全般に存在しており,多岐にわたる生理反応の情報伝達物質として働いてい

ると考えられている.Catecholamineの作用のうち,β-adrenergicreceptorやある種の dopaminergic

receptorを介する作用には,cyclicAMPが関与することが数多くの研究により示唆されている｡著者は,

catecbolamineの作用に関与する cyclicAMPの役割とその機構を解明する目的で, 以下に述べる一連

の研究を行ない種々の新知見を得た｡

1. ラット子宮平滑筋の収縮性の調節に関与する cyclicAMPの役割についての研究を行なった｡

DibutyrylcyclicAM戸は,β-adrenergicreceptorを介する刺激と同様,子宮平滑筋の弛緩をもたらし

た.この子宮平滑筋より得た小胞体画分において, cyclicAMPは, 生理濃度に近い ATP存在下での

Ca2+ とり込みを有意に促進した｡CyclicAMPの効果は特異的で,かつ生理的な濃度で発現した｡MitoI

chondriaの Ca2+ とり込みは cyclicAMPにより促進されず,NaN3により著しく阻害されることから,

小胞体の Ca2+ とり込みとは明確に区別し得るものであった｡この小胞体の Ca2+ とり込みの促進が筋弛

緩のひき金になるものと考えられる｡

2. 更に, この小胞体における Ca2十とり込みの CyClicAMPによる促進機構についての研究を行な

った｡CyclicAM戸は,子宮小胞体に存在する分子量48,000の,ある膜タンパク (ProteinA)の内因性

リン酸化を特異的に促進したoProteinA のリン酸化促進に必要な cyclicAMPの濃度は,Ca2'とり込

みの促進に必要なそれと極めて近いものであった｡CyclicAMPによるProteinAのリン酸化は約10秒で

最大に達したが,これはCa2+ とり込みの促進に先立つものであった｡更に,他の16種の cyclicnucleo-

tideを用いて,小胞体画分における ProteinAのリン酸化およびCa2+ とり込みの両活性に及ぼす影響を

検討した結果,各 cyclicnucleotideの両活性に対する促進効果は,それぞれ極めて類似したものであり,

両者の促進の間には密接な関連があることが示された｡ また,可溶性 cyclicAMP一依存性 proteinki-

naseを添加しても,小胞体におけるProteinAの内因性リン酸化やCa2+ とり込みに対するcyclicAMP

の促進効果には影響を及ぼさなかった｡以上の結果は,ラット子宮小胞体の Ca2+ とり込みの促進は,膜
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タンパクである ProteinA の内因性リン酸化を介して発現することを示唆する｡ 従って,子宮平滑筋の

β-adrenergicreceptorを介する収縮性の調節に関与するcyclicAMPの役割のひとつとして,小胞体膜

タンパクである ProteinA のリン酸化を介して Ca2十 とり込みを促進し, 弛緩をひき起こすという機構

を挙げることができる｡

3.続いて,β-adrenergicreceptorと adenylatecyclaseの分子的関連性を明らかにする目的で,イ

ヌ小脳シナプス膜 かadrenergicreceptorとadenylatecyclaseの特性について研究した｡小脳シナプ

ス膜画分への (-)-〔3H〕dihydroalprenololの結合は, 生理的な receptorへの結合であるための多くの

条件を満足し, β-adrenergicligandにより特異的に置換された｡ これは, この (-)-〔3H〕dihydroa1-

prenololの結合が β-adrenergicreceptorそのものへの結合であることを示している｡ 同じ膜に存在す

る adenylatecyclase活性もβ-adrenergicagonistにより特異的に促進され,β-adrenergicantagonist

により特異的かつ括抗的に阻害された｡β-adrenergic一感受性 adenylatecyclaseの賦活化には guanine

nucleotideが必須であった｡ 光学異性体を含むいくつかの β-adrenergicligandの adenylatecyclase

に対する作用と, (-)-〔3H〕dihydroalprenolol結合で測定した β-adrenergicreceptor-の親和性の強

さほ極めて額似したものであった.また,この小脳 β-adrenergicreceptor-adenylatecyclase系は β2-

型の特性を示した｡以上の結果は,小脳シナプス膜に存在する adenylatecyclaseは 戯-adrenergicre-

ceptorと特異的に連結していることを示している｡

4. 更に,reCeptOr-CyClaseの連結磯構を明らかにするため,他のひとつの CateCholamineである

dopamineが関与する尾状核 dopaminergicreceptorと adenylatecyclaseとの関連について研究し,

この receptor-cyclase複合体を膜より可溶化することを試みた｡イヌ尾状核におけるdopamine一感受性

adenylatecyclase活性およびそれと類似条件下で測定した 〔3H〕dopamineの結合は,同様の細胞内分布

を示し,シナプス膜画分に最も高い活性を示した｡このシナプス膜への 〔3H〕dopamineの結合は,dopa-

minergicreceptorへの結合であるたやの多くの条件を満足したoCateCholamineや種々の神経弛緩剤の

dopamine一感受性 adenylatecyclaseおよび 〔3H〕dopamine結合性に対する効果は, それぞれ類似した

ものであった｡また,シナプス膜を NaF存在下に2%LubroIPXで処理することにより,dopamine-

感受性 adenylatecyclaseを可溶化することに成功した｡ この可溶化した adenylatecyclaseは膜酵素

と同様な特性を示した｡

5. 可溶化した dopamine-感受性 adenylatecyclaseを SephadexG-200分子節 によりadenylate

cyclase画分と〔3H〕dopaminereceptor画分とに分離し,両画分よりdopamine一感受性 adenylatecyclase

を再構成することを試みた｡ 分離した adenylatecyclaseはもはや dopamineによる賦活化を受けなか

ったが,NaFや Gpp(NH)pにより膜酵素の場合と同様な促進を受けた｡ 〔3H〕Dopaminereceptorの

catecholamineや神経弛緩剤に対する親和性は,膜 receptorのそれに極めて近いものであった｡分離し

た両画分を4℃,30分間インキューべ-トすることによりdopamine-感受性 adenylatecyclase活性を再

構成することに成功した｡ この活性の特性は,膜酵素の場合に近いものであった｡以上の結果は, 〔3H〕

dopaminereceptorが dopamine一感受性 adenylatecyclaseの reCePtOrunitと同一のものであり,可

溶化した画分より,膜上に存在する場合と同様な conformationをもった receptor一℃yclase複合体が再
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構成されることを示唆する｡

以上 著者は catecholamineの作用に関与する cyclicAMPの役割とその機構に関して,多方面から

の重要な種々の新知見を得ることができた｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

サイクリックAMPがホルモンや神経伝達物質に対して第2のメッセソジャーとなることが明らかにさ

れているが,その機構の詳細については不明な点が多い｡本論文は,医薬品に関係の深いカテコールアミ

ンの作用に関与するサイクリックAMPの役割について分子レベルでの機構を解明せんとしたものである｡

先ず β-アドレナリン作動性レセプターとサイクリック AMPの関連を知るため,このレセプターを介

する筋収縮調節についてラット子宮平滑筋を用いて研究し,サイクリックAMPが膜タンパク質の一つを

特異的にリン酸化 し,それによって Ca2+ のとり込みが促進される結果筋弛緩がおこることを明らかにし

ている｡さらに, レセプターとアデニル酸サイクラーゼとの関連をイヌ小脳シナプス膜を用いて調べ,サ

イクラーゼ活性が β-レセプター活性物質によって特異的に促進され, 桔抗物質によって阻害されること

を明らかにしている｡

ドパ ミン作動性 レセプターとアデニル酸サイクラーゼの関連についてもイヌ尾状核を用いて研究し,両

者を含む膜画分を可溶化することに成功している｡さらに,可溶化されたものをゲル3過によって分離 し

たのち再構成することによって ドパ ミン感受性のアデニル酸サイクラーゼ活性を復元することに成功して

いる｡

以上の知見はカテコールアミンの作用に関与するサイクリックAMPの役割の解明に大きな進歩をもた

らしたものである｡とくにレセタブーとサイクラーゼの複合体の単離および再構成に成功したことは顕著

な成果であって今後のこの領域の研究の進展に大きく寄与するものと思われる｡

よって,本論文は薬学博士の学位論文として価値あるものと認定する｡
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