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論 文 内 容 の 要 旨

最近8種類のプロスタノイド受容体の一次構造がcDNAクローニングにより解明された.プロスタノイド受容体はロド

プシン型受容体スーパーファミリーに属し,そのシグナルはG蛋白の活性化により伝達される｡このうちプロスタグランジ

ンE(PGE)受容体であるEPにはEPl,EP2,EP3,EP4の4つのサブタイプが同定されている｡各サブタイプは腎臓におい

て,EP4が糸球体,EP3が尿細管,へ'/レ上行脚および集合管,EPlが集合管にそれぞれ局在しているとされてきた｡また,

これまでに高グルコース濃度下においてメサンギウム細胞のプロスタグランジンE2(PGE2)産生およびDNA合成が元進す

ることが報告されてきたが,PGE2のメサンギウム増殖における役割を含めその詳細な機序は明らかではない｡本研究では

メサンギウム細胞におけるEPの発現と高グルコース濃度下の意義について検討したo

1.培養ラットメサンギウム細胞におけるEPの発現と各サブタイプの機能

培養ラットメサンギウム細胞 (MC)を雄性WKYラットよりDifferentialsievingにて調製し継代後,7-9代目で使用

した｡MCは正常グルコース群 (5.6mM),高グルコース群 (25mM),マエトール群 (グルコ-ス5.6mM+マニトール19.4

mM)の3群に分類して5日間培養した｡ノザンプロット解析の結果,MCには細胞内ca2十上昇を惹起するEPl(8kb,6

kb)とcAMPを増加させるEPd(3.5kb)の遺伝子発現が認められたOいずれの発現も正常グルコース群,高グルコース群,

マニトール群の3群問に差は認められなかった｡正常グルコース群においてsulprostone(EPl/EP3アゴェス ト),M&B

28767(EP3/EPlアゴニス ト)およびPGE2はMCのDNA合成を有意に克進させたO これらはEPl特異的阻害剤 (SC-

51322,ONO-AE-628)との共存下にほぼ前値まで抑制された｡またPGE2添加によりMCの細胞内Ca2+濃度は有意な上

昇を認めたが,EPま特異的阻害剤の前処置により基礎億まで抑制された0-万,MCのcAMP産生は111deoxy-PGEl

(EP4/EPS/EP2アゴニスト)およびPGE2により有意に増加 (control0,85,ll-deoxy-PGE11.5,PGE22.6pmol/mgpro-

tein)したが,sulprostone,butaprost(EP2アゴニスト),M&B28767は効果を示さなかった｡ さらにforskolin,db-

cAMP,ll-deoxy-PGElは用量依存性にMCのDNA合成を抑制したo以上の結果より,MCにおいてEPlは増殖促進に,

EP4は増殖抑制に働くことが示された｡

2.高グルコース下におけるEPの機能的意義

高グルコ-ス群において培養上清中のPGE2濃度は正常グルコース群の2倍 (2.9nM),DNA合成は2,5倍に完進し,こ

のDNA合成完走はEPl特異的阻害剤により用量依存性に抑制された.ll-deoxy - P GElまたはPGEZによるcAMP産生

紘,高グルコース群において正常グルコース群のそれぞれ75%,65%に抑制されていた｡ブドウ糖過剰状態のメサンギウム

細胞においてはproteinkinaseC(PKC)が活性化されることが知られているが,高グルコース群においてEP4/cAMP系が

抑制される機序を明らかにする目的でPKCの意義を検討した｡正常グルコース群においてPGE210N6Mにより3倍に克進

したcAMPは,phorbor12-myristate13-acetate(PMA)1-100nMにより用量依存性に抑制された｡またforskolin
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10-6Mにより刺激されたcAMPはPMAIOnM添加により51%に抑制されたo以上より,PKCのadenylatecyclaseに対

する抑制効果が示されたOまた,高グルコース群と浸透圧を等しくしたマニトール群においては高グルコース群同様に培養

上清中のPGE2濃度は2倍に増加していたが,高グルコース群とは異なりDNA合成先進は認められなかったoマニト-ル

群では11-deoxy-PGElまたはPGE2によるcAMP産生は抑制されなかったことから,PGE2産生増加のみでは増殖促進の

EPlと増殖抑制のEP4が共存するためPGE2によるMCのDNA合成先進には不十分であり,EP4/cAMP系の抑制が必要で

あることが示された｡

以上の検討により,MCにはPGE受容体サブタイプのうちEP4のみならずEPlが存在することが証明された｡またMC

においてEPlは細胞増殖促進作用,EPdは細胞増殖抑制作用をもっことが示された｡高グルコース下におけるメサンギウム

細胞のDNA合成冗進には,高浸透圧によるPGE2産生増加とともにEP4/cAMP系の抑制に伴うEPl機能冗進が関与して

いると考えられた｡以上より糖尿病性腎症の発症または進展にプロスタノイドが関与していることが示唆された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本研究ではメサンギウム細胞のブロスタグラジンE受容体 (EP)発現を解析し,高グルコース下における意義について検

討した｡

4種類のEPサブタイプのうち培養ラットメサンギウム細胞 (MC)にはEPlとEP4の過伝子発現を認めた｡EPlアゴェス

トはDNA合成を冗進させ,PGE2添加による細胞内ca2十上昇はEPl阻害剤により抑制された｡一方,EP4アゴニストと

PGE2はcAMP産生を増加させ,db-CAMP,EP4アゴニストはDNA合成を抑制した｡以上,MCではEPlはCa2+を介し

て増殖促進に,EP4はcAMPを介して増殖抑制に働くことが示された｡

次にMCのEPlおよびEP4発現への高グルコース (25mM)の影響を検討した｡高グルコースは培養上清申pGE2濃度お

よびDNA合成を克進させ,このDNA合成克進はEPl阻害剤により抑制されたoまた高グルコース下ではPKC活性化に伴

いEP4/cAMP系が抑制されたO高グルコ-ス下のDNA合成克進には,PGE2産生増加とEP4/cAMP系の抑制に伴うEPi

機能完進が関与していると考えられた｡

以上の研究は糖尿病性腎症におけるメサンギウム細胞のEPの意義の解明に貢献したo

Lたがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認めるO

なお,本学位授与申請者は,平成 11年7月12日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたもので

ある｡
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