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翰 文 内 容 の 要 旨

生体内においてcGMPは血管や神経系でさまざまな機能を有している｡cGMP伝達系が存在するところにはその分解酵

素であるホスホジェステラ-ゼ (PDE)が存在する｡cGMP分解酵素の1つであるPDE5の詳細な組織分布や発現調節を明

らかにすることが,その組織でのcGMP系の存在を知る手がかりとなり,さらにPDE5阻害薬の疾患に対する有効性を検

討するために重要である｡PDE5は古くから血管平滑筋以外に肺や血小板でその活性が確認されているが,これまでPDE5

mRNAの詳細な組織分布や発現調節に関する研究は全く行われていなかった｡本研究はPDE5cDNAをクローニングし,

その組織分布および発現調節を調べたものであり,内容は次のように要約される｡

1.ヒト,イヌおよびラットPDE5cDNAのクローニングとスプライシングバリアントの探索

ヒト,イヌおよびラットのPDE5cDNAを単離した結果,それぞれ相互に93-98%の相同性を認めた｡ヒト,イヌおよ

びラットの動物種においてスプライシングバリアントであるPDE5AlとPDE5A2の2種類のmRNAが存在すること

を明らかにした｡PDE5AlおよびPDE5A2には酵素化学的な違いは無いことを示した｡

2.PDE5AlとPDE5A2mRNAの組織分布

イヌおよびヒトにおけるPDE5AlとPDE5A2mRNAの組織発現パターンをRT-PCRにより明らかにした｡ その結

果,両動物種において,これまで酵素活性として確認されていた肺や血管以外の組織 (停職,小腸など)にもPDE5mRNA

の発現を認め, これらの組織でPDE5の基質であるcGMPが生理的な役割を演じている可能性を示唆した｡ ヒトでは組織

ごとの各バリアントの発現パターンを明らかにした｡

3.PDE5AlとRDE5A2mRNAの発現調節

ヒトおよびラットのPDE5染色体DNAをクローニングし,5′非転写領域およびイントロンの塩基配列を決定した｡両者

にcAMPresponsiveelement,AP-1,AfL2およびSP-1などの転写因子結合配列を見出した｡ラット培養血管平滑筋細

胞にcAMPアナログを添加したところ,PDE5mRNAの発現の上昇が認められ,そのmRNAは主にPDE5A2であるこ

とを明らかにした｡このことから,PDE5A2は誘導型バリアントであろうと推定した｡このcAMPの上昇がPDE5を増加

させることにより,その基質であるcGMP濃度を調節する可能性を示唆した｡

4.ラットにおけるPDE5の発現と組織化学的な解析

ラットPDE5mRNAは肺,大動脈,小脳および小腸などに発現していることを明らかにした｡PDE5mRNAは小脳の

プルキンエ細胞に局在し,PDE5タンパク質は同細胞の細胞体および樹状突起に存在していた｡加齢による小脳のPDE5

mRNA発現の変化を調べたところ,PDE5mRNAは生後0日では全く発現が認められないのに対し,16日目から発現が

認められるようになり,その後8週目まで発現量が上昇した｡PDE5の発現が上昇する時期と小脳の発達時期が一致するこ

とや,cGMPなどによる小脳の長期抑圧が運動学習の基盤になると考えられていることから,PDE5発現の変化と小脳にお

ける運動機能の獲得との関連を示唆した｡
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論 文 辛 査 の 結 果 の 要 旨

cGMP分解酵素の1つであるPDE5は,血管平滑筋をはじめ肺や血小板でその活性が確認されているが,詳細な組織分布

や発現調節に関する研究は行われていなかった｡本研究は,PDE5阻害薬の疾患に対する有効性を検討する目的で,PDE5

cDNAをクローニングし,その組織分布および発現調節を調べたものであり,評価すべき点は次の通りである｡

1.ヒト,イヌおよびラットPDE5cDNAのクローニングとスプライシングバリアントの探索

ヒト,イヌおよびラットのPDE5cDNAを単離し,これらの動物種においてスプライシングバリアントであるPDE5Alと

PDE5A2の2種類のmRNAが存在することを明らかにした｡

2.PDE5AlとPDE5A2mRNAの組織分布

イヌおよびヒトにおけるPDE5AlとPDE5A2mRNAの組織発現パターンをRT-PCRにより明らかにした｡両動物

種において,これまで酵素活性としてしか確認されていなかった多くの組織にもPDE5mRNAの発現を兄いだした｡ヒト

の組織ごとの各バリアントの発現パターンを明らかにした｡

3.PDE5AlとPDE5A2mRNAの発現調節

ヒトおよびラットのPDE5染色体DNAをクローニングし,5′非転写領域およびイントロンの塩基配列を決定した｡両者

の非転写領域にcAMPresponsiveelementやAfL2が存在することに注目し, ラット培養血管平滑筋細胞にcAMPアナ

ログを添加したところ,PDE5mRNAの発現の上昇が認められ,そのmRNAは主にPDE5A2であることを明らかにし

た｡このことは,PDE5A2が誘導型バリアントであることを示唆するものであり,cAMPの上昇がPDE5を増加させるこ

とにより,基質であるcGMP濃度が調節される可能性を示した｡

4.ラットにおけるPDE5の発現と組織化学的な解析

ラットPDE5mRNAが肺,大動脈,/JWi'および小腸などに発現していることを明らかにした｡PDE5mRNAは小脳の

プルキンエ細胞に局在 し,PDE5タンパク質は同細胞の細胞体および樹状突起に存在 していることを示した｡PDE5

mRNAの発現は生後,加齢とともに上昇することを示し,小脳における運動機能の獲得との関連を示唆した｡

以上のように,本論文は,PDE5の組織分布および発現調節を調べることにより,基質であるcGMPがそれらの組織で生

理的な役割を演じていることを示唆するとともに,PDE5阻害薬の感受性が加齢や病態で変化すると考えるべき根拠を導い

ており,組織生化学,薬理学,および酵素化学に寄与するところが大きい｡

よって本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成12年 1月20日,論文ならびにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される

学力が十分あるものと認めた｡

-1867-


