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論　　文　　の　　要　　旨

＜目的〉

　エンドセリンー1（endothe1in－1；ET－1）は非常に強力かつ持続的な血管収縮活性を有する21残基

のペプチドとして大動脈内皮細胞培養上清から精製1構造決定された。続いてET－1の構造をもとに

したオリゴヌクレオチドプローブによる遺伝子解析の結果、哺乳類に3つのアイソフォーム（ETユ，

ET－2，ET－3）が存在することが明らかとなった。これらエンドセリンファミリーは各種血管に対す

る収縮活性のみならず里心臓ラ肺ヨ腎臓事神経系などをはじめとする全身諸組織において様々な活

生を持つこと骨また産生部位にっいてもヨ血管内皮細胞だけでなく種々の組織の実質細胞がエンド

セリン産生能を有することが報告されている。

　エンドセリン（ET）の薬理活性はヨET－1とET－2がET－3よりも高カ価な系と里3者がほぼ同じ

効カを示す系とに大別することができるため、この2つの系にたいする受容体サブタイプの存在が

示唆されていた。本研究ではヨ受容体の多様性を明確にすることヨまた生理的な役割および様々な

病態生理との関連を解明するための重要なステップとしてエンドセリン受容体をコードする

cDNAのクローニングを行った。

〈対象と方法〉
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　ラット肺より抽出したpo1y（A）十RNAを鋳型として哺乳動物細胞発現ベクターpCDM8を用いた

cDNAライブラリーを作製した。これを細分化してCOS－7細胞にトランスフェクションした後害

〔’25IコET－1による結合実験によってスクリーニングした。結合活性陽性のcDNAサブライブラ

リーの細分化を繰り返すことにより雪COS－7細胞に特異的なET－1結合活性を与える単一のcDNA

クローンを単離した。

＜結果と考察〉

　cDNAの塩基配列から予測されたアミノ酸配列よりラこのエンドセリン受容体は，26残基のシグ

ナルペプチドを含む44ユアミノ酸残基よりなり，最終的にはアミノ酸415残基からなると推定された。

その推計分子量は，約47，OOOであった。疎水性解析からヨG蛋白質と相互作用する受容体に一般に

見られる7つの膜貫通ドメインを有する構造を持っていると推定された。

　このクローンを導入したCOS－7細胞およびCOP－5細胞への［王25ユ］ET－1の特異的結合はラ非標識

ET－1，ET－2，ET－3によってほぼ同等の効力で競合され、アイソペプチド間で見かけ上の親和性に差

はなく里細胞内Ca2寺濃度の一過性上昇に関する用量一反応関係においても，ET一ユ，ET－2，ET－3問

で有意な差はなかった。

　ラットの各組織のpo1y（A）十RNAを用いたノーザン解析で冒このcDNAに対応する約5．Okbの

mRNAが脳ラ肺、腎臓，心臓等の組織で検出されたがヨ大動脈中膜（内膜および外膜は注意深く取

り除レ）たもの）や大動脈平滑筋由来の培養細胞株であるラットA－10細胞では当該するmRNAは検

出されなかった。

　以上によりアイソペプチドに非選択的なエンドセリン受容体サブタイプが存在することを分子レ

ベルで直接証明しラ構造を決定した。さらにこの受容体が機能的でありG蛋白質を介してホスホリ

パーゼCを活性化することを証明した。この受容体は血管平滑筋（薬理学実験よりETユ＝ET－2〉

ET－3という親和性序列を持つと考えられる）では検出できなかった。

　この結果をもとに、ET－1＝ET－2〉ET－3の親和性をもっ受容体をET。受容体雪ET－1＝ET－2・・

ET－3の親和性をもつ受容体をET。を受容体と分類した。

審　　査　　の　　要　　旨

　エンドセリンはその強カな血管収縮活性によるのみでなくラ各種組織で生産されて種々の異なる

活性を示すことにより広い研究領域で注目されている。エンドセリンには3種のサブタイプがありラ

それぞれが異なる組織で異なる強さで活性を示すので雪そのレセプターの性質の解明が重要であっ

た。また、レセプターの構造およびその組織ヨ細胞での分布の解明はヨエンドセリンの生理的意義

の解明に重要であるとともに雪その活性発現の機構解明にも必須であった。本論文ではラット肺を

用いて分子生物学的手法により動物細胞を便ってcDNAのクローニングに成功しヨレセプターのア

ミノ酸配列を明らかにした。また。発現させたレセプターの性質、およびmRNAの種々の組織での

発現を検討しヨET。受容体と命名した。この名称は現在広く採用されている。以上ラ本論文のエンド
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セリン1レセプター（ET。）の構造ラ性質ラ発現の研究結果はエンドセリンの研究上ラ高く評価され

るものである。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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