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論　　文　　の　　要　　旨

　エンドセリン（Endothe亘in：ET）は一988年にヨ当筑波大学において発見さ枠たペプチドでヨブ

タ血管内皮細胞の培養上清中より単離争構造決定された。またヨ染色体遺伝子の解析により三種類

のアイソペプチド（ETづ，ET－2，ET－3）の存在が明らかとなった。ETの生理活性は，血管収

縮作用，アルドステロン、心房性利尿ペプチド雪内皮由来血管弛緩因子などの分泌抑制作用言細胞

増殖作用などさまざまである。ETのこのような多岐にわたる生理作用は，標的細胞上のET受容体

を介して行われる。そしてヨこのET受容体にも生理学的ラ生化学的解析によりヨ少なくとも三種類

のET受容体サブタイプの存在が明らかとなっ、た。これらのET受容体は冒ET－1，一3の結合特性に

より，ET－1に特異的なET。受容体、ET－1，一3の両者に特異的なET。受容体，ET－3に特異的な

ET。受容体に分類される。このように害E↑は三種類のアイソペプチドからなり。ET受容体も少なく

とも三種類存在し雪生理作用も多岐にわたることが知られるようになった。しかしながらヨアイソ

ペプチド里ET受容体サブタイプ雪生理作用の関連性は明らかではない。この関連性の追求において雪

ETの情報伝達において重要な役割を担っているET受容体の生化学的性質検討が不可欠と考えられ

る。そこで骨本研究においてはうその第一歩として。ET受容体の可溶化と可溶化ET受容体の性質

検討を目的とした。

　まずヨET受容体の性質検討を行う上で必要不可欠である抗体の作製を行った。一般的には精製標

晶を抗原として抗体を作製する。しかしながら、ET受容体の精製は困難を極めていた。そこで、モ

ノクロナール抗体（mAb）作製の技術を応用しヨラット肺膜分画を抗原にしてう抗ET受容体抗体の

作製を行った。mAbのスクリーニングには新たに開発した方法を用いた。その方法とはヨ可溶化ET
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受容体にヨ125I－ET－11ET受容体複合体とヨIgG吸着体を添加反応後冒ろ遇残差物の放射活性を測

定する方法である。ろ過残差物の放躰活性が高いほど、抗体がET受容体をよりよく認識していると

言える。このスクリーニングの系を用いて理四種類（A2，E7，G9，GlO）のmAbを得ることに成功

した。これらのmAbは濃度依存的に’25卜ET－11ET受容体複合体を免疫沈降した。しかしながらヨ

コントロールに用いたIgG2aは125卜ET－11ET受容体複合体をまったく免疫沈降出来なかった。四

種類のmAbのうちG9抗体が最も強カに王25トET－1ET受容体複合体を免疫沈降できた。ところ

でヨラット肺中にはラ45kDaと32炎Daの分子量の異なる二種類のET受容体サブタイプの存在が知ら

れている。そこで，アフィニティーラベリングという手法を用いてラmAbの抗原特異性を検討した。

アフィニティーラベリングとはラET受容体と王25卜ETを化学的に共有結合しラET受容体を特異的に

放射線標識する方法である。アフィニティーラベリング後事免疫沈降実験を行った結果ヨラット肺

膜分画中の45kDaと32kDaの二種類のET受容体サブタイプのうちヨA2ヨE7ヨG9抗体は両方の

サブタイプを免疫沈降しヨGlO抗体は45kDaのET受容体のみを免疫沈降することがわかった。さら

にラ競争置換実験を行いヨこれらのmAbが明らかにET受容体を認識していることを確かめた。

　次に雪ラット肺膜分画からのET受容体の可溶化と可溶化ET受容体の性質検討を行った。まずヲ

ET受容体を安定に可溶化できる界面活性剤の探索を行った。界面活性剤はラ受容体の可溶化に最も

頻繁に使用されるCHAPSとジギトニンを用いた。可溶化は1mgprotein／m1に調製したラット肺膜

分画に冒界面活性剤を各種濃度で添加し、ぺC．1時間援はんし行った。その結果ヨどちらの界面

活性剤を用いた場合でも害可溶化される蛋白質量はほぼ同程度であるにも関わらず菅ET結合活性は

ジギトニンを用いた場合の方が高い値を示した。またヨ至適ジギトニン濃度はO．3％であった。以上

よりヨO．3％ジギトニンがヨ最も効率よくET受容体を可溶化することがわかった。次にヨ可溶化ET

受容体と王25I－ET－1，一3の結合における至適温度と時間を求めた。盗里25雪37℃の各温度で可溶化

ET受容体と125I－ET－1，一3を反応させると曾ぺC蓼2げCでは2時問で飽和に達したがヨ37℃では1

時問後に最大結合量に達し事以後雪下降傾向を示した。そこで、可溶化ET受容体とユ25I－ET－1，一

3の結合の至適測定条件は25℃で2時問と定めた。次に言可溶化ET受容体が膜結合時の性質を保持

しているかどうかの検討が必要である。膜結合時のET受容体はラETと非可逆的結合を示す。そこ

で，まず曹可溶化ET受容体とETの解離会合特性ついて検討した。可溶化ET受容体とラ125夏一ET－

1，一3を25℃で反応しヨ飽和に達した時点で雪過剰量の非標識ET一，または雲ET－3を添加し夢解離

会合特性を検討した。その結果ヨ125卜ET－1，ヱ25卜ET－3ともに非標識ETにより置換されなかっ

た。これはヨ可溶化ET受容体とETの非可逆的結合特性を示しておりヨ膜結合時と同様の性質を保

持したまま可溶化に成功したことがわかった。さらに要可溶化ET受容体の解離定数（Kd）とET結

合部位数（Bmax）を求めるためにヨSc就chard解析を行った。Scatchard解析によりヨその傾きか

らKd値、X切片よりBmax値がもとまる。膜結合時のET受容体とET－1のKd値は32pMラET－3は

27pMであることが知られている。125I－ET－1を用いた場合はKd＝20pMラBmax＝3．4pmo工／mg

proteinヨ125亙一ET－3を用いた場合はKd＝14pM事Bmax＝1．Opmo1／mgproteinであ？た。Kd値に

関してはどちらの125I－ETを用いてもよく似た値を示した。またヨ膜結合時のKd値・とほぼ同値であ
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ることを考慮すると事膜結合時の性質を保持したまま可溶化できたことを示している。ところで争125

I－ET－1を用いた場合と雪125I－ET－3を用いた場合でラBmax値は異なる債を示した。これは；可

溶化分画中にETアイソペプチド結合特性の異なるET受容体サブタイプが少なくとも二種類以上存

在していることを示している。さらに事詳しく検討するために事G9抗体と、アフィニティーラベ

リング法を用いて検討を加えた。G9抗体．をもちいたのはヨ非特異的結合による誤認を避けられる

からである。その結果雪呈25I－ET－1でアフィニティーラベリングした場合はラ45kDaと32kDaの受

容体の両者が免疫沈降された。しかしながら事125亙一ET－3でアフィニティーラベリングした場合は

32kDaの受容体のみ確認された。すなわち害雀5虻Daの受容体はET－1に特異的で事32kDaの受容体は

ET－1とET－3の両者に特異的であることが推定された。さらに、競争置換実験においても可溶性

分画中にヨET結合特性の異なる二種類のET受容体の存在が示された。

　以上のように争ラット肺膜分画を抗原にしラ新たに開発したアッセイ系を用いて四種類のmAbを

得る事に成功した。ラット肺膜分画中の45kDaと32kDaの二種類のET受容体サブタイプのうち事A

2蓼E7雪G抗体9は両方のサブタイプを認識し害G10抗体は45kDaのET受容体のみを認識するこ

とがわかった。また雪ラット肺膜分画からのET受容体の可溶化に成功した。可溶化ET受容体は膜

結合時と同様の性質を示した。さらにヨアフィニティーラベリングとG9抗体を用いた免疫沈降実

験から写可溶性分画中の54kDaの受容体はET－1に特異的で、32kDaの受容体はET－1とET－3の両

者に特異的であることがわかった。

審　　査　　の　　要　　旨

　エンドセリン（ET）は事血管平滑筋収縮作用のみならずヨさまざまな生理作用を有する。しかし

ながら雪ETの生理作用発現における情報伝達経路の詳細は明らかではない。本論文では里ETの情

報伝達系において，最も重要な働きを担っているET受容体について生化学的性質検討を行った点で

評価される。著者は書モノクローナル抗体作製の技術と独自に開発したアッセイ系を用いて雪ET受

容体を精製することなく抗ET受容体抗体を得ることに成功した。この抗体は骨ETアイソペプチド，

ET受容体サブタイプヨそしてETの生理作用の関運性を検討するうえで非常に有用である。また骨

著者は害困難とされたET受容体の可溶化に成功し事さらにラ可溶化ET受容体の性質検討を行いヨ

ET結合能の異なる二種類のET受容体を確認している。

　以上のようにラ本論文中のヲ抗ET受容体抗体事ET受容体可溶化法ヨそして冒可溶化ET受容体の

性質検討はヨET受容体研究をさらに発展させるものと期待され雪非常に有意義な研究である。

　よって事著者は博士（農学）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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