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論文の内容の要旨

（目的）

　脳・血液関門の重要な機能の1つに様々な物質の脳・血液聞輸送が挙げられるが，Na＋，K＋，C1一などのイオ

ンも，脳内毛細血管内皮細胞上に存在するNa斗，K斗一ATPase，Na＋一K斗一C1■cot・狐sport等のイオントランス

ポーターによって脳・血液間の移動が制御されている。これらイオントランスポーターの異常が，脳虚血時など

の脳浮腫発生機序に関与しているとの報告もあり，その調節機構の解明が新たな脳浮腫予防や治療法につながる

可能性を秘めている。そしてこれまでに，培養した脳内毛細血管内皮細胞を用いた一連の実験から，

endothe1in－1や低酸素状態がNa＋一K令一Crcotransportを刺激することが明らかとなった。NaキーK÷一

C1■cotr狐sportは，消化管の腺組織や腎尿細管などでイオンと水分の分泌・吸収を司ることが知られており，脳・

血液関門でも同様の機能を持つ可能性が高い。そこで本研究では，endothe1in－1や低酸素状態がラット大脳より

分離・培養した毛細血管内皮細胞上のNa＋一K＋一Cゼcotransportに及ぼす影響を比較検討し，それらの反応に

関与するprotein　kinase　C（PKC）や細胞内Ca2＋等，signa1transductionの機構を解明することを目的とした。

（対照と方法）

　1．細胞：Spatzら（Brain　Research，1980）の方法に従い，8一ユ2週齢Wistar－Kyoto系ラット大脳皮質から毛細

血管内皮細胞（以下RBECと略記）を分離・培養した。

　2．Na÷一K＋一Crcotransport活性の測定：86Rb＋をK令の指標として用いた。96穴式㎜icro乞itcr　p1ate上に培

養したRBECに，endothe1ir1その他種々の薬物存在下にO．2μCiの86Rb＋を加え，10分間インキュベートした後

直ちに洗浄し，細胞内に取り込まれた放射活性を液体シンチレーションカウンターによって測定した。Na＋一

K＋一ATPase阻害薬であるouabain（2皿M）と，Na＋一K＋一Cザcotransport阻害薬であるbumetanide（20μM）

を用い，これらにより制御されるK＋取り込み活性をそれぞれNa＋一K＋一ATPase及びNa＋一K＋一

α■cotransport活性と定義した。

　3．ミトコンドリア阻害薬による低酸素状態RBECモデルの作成1ミトコンドリアの呼吸鎖阻害薬であるo1i一
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go㎜yc1n（ユμg／m召），sodiu㎜azide（5聰M），及びanti㎜yc1n　A（O．1μM）それぞれの存在下にRBEcを30分聞

インキュベートし，細胞内ATPを減少させ低酸素状態モデルとした。比較のため，解糖系の酵素阻害薬である

ヨード酢酸（ユ㎜M）処理群と，グルコース代謝の阻害薬である2－deoxyg1ucoseをo1igo町cinと同時に用いた群

で同様の実験を行った。

　4．K＋放出活性の測定：RBECを86Rb＋（O．1μCi）存在下に37℃，2時間インキュベートした後洗浄し，引

き続きendothe1in等の薬物を溶解したユ50刮のbufferを加えてインキュベーションを開始した。一定時問後に

b雌er内に放出された86Rb＋と細胞内に残存する86Rb＋の放射活性をそれぞれ液体シンチレーションカウンター

で測定した。細胞外に放出された86Rbキの全86Rb＋に対する割合を計算し，K＋の放出活性とした。

（結果）

1．endothe11n－1によるRBECのNa＋一K＋一α■cotransport刺激作用：eBdothe1irユ（10nM）によってRBECの

K＋総取り込み量は約3借に増加し，Na÷一K÷一C1－cotransportがその優位な（60－70％）経路であった。細胞内

Ca2＋増加作用を持つthapsigarginと，PKC刺激薬のphorbo1㎜yristate　acetate（PMA）は，ともにNa＋一K＋一

C1－cotransport活性を増加させたが，個々の作用はendothe1in－1単独の作用よりも有意に小さかった。両薬物を

同時に投与したところ相加的に作用し，ほぼendothe1in－1等しい活性レベルが得られた。PKC阻害薬である

bisindo1y1ma1eimideは，Na＋一K＋一C1■cot．ansportの基礎的活性とthapsigarginによる刺激には変化を与えず，

PMAによる刺激を完全に抑制し，endothe1in一ユ刺激も有意に（そして部分的に）阻害した。一方，BAPTA／AM

を用いて細胞内Ca2斗をキレートした細胞群では，基礎的活性，thaps1gargin刺激，PMA刺激，endothelin－1刺激

の何れも有意に阻害された。

　2．低酸素状態モデルRBECにおけるNa＋一K＋一C1■cotransport活性の増加：o1igo町cin，sodiumazide，及び

anti肌ycin　Aで処理した低酸素状態モデルRBECでは，細胞内ATP量が何れもコントロール群の約60％から30％

にまで減少し，ヨード酢酸処理群や，o1igo町ciB＋2－deoxyg1ucose群では約10％とさらに低下した。細胞内ATP

量の減少した細胞では何れも有意なNa＋一K÷一ATPase活性の減少が認められたが，一方Na÷一Kキー

C1－cotr狐sport活性は低酸素状態モデル群でコントロール群よりも高い活性を示し，ヨード酢酸処理群及びoli－

gomycin＋2－deoxyg1ucose群では有意に低かった。o1igomycinによるNa今一K＋一Crcotransport刺激効果は

BAPTA／AMによって強く阻害されたがbisindo1y1㎜a1ei㎜ideによっては全く阻害されなかった。

　3．endothe1ip－1及び低酸素状態によるRBECのK半放出刺激作用：o1igo狐ycinで処理した低酸素状態艮BEC

やendothe1in一ユ投与群ではコントロール群に比べてK＋放出活性が増加し，Ca2＋ionophore（A23187）投与群で

もendothe1ir1投与群と同程度にK＋放出が刺激された。Ca2＋一activaをed　K＋cha㎜e1の阻害薬であるquipine存在

下では，endothe1in－1，Ca2㌔㎝ophore，o1igo㎜ycinによるK令放出刺激は何れもほぼ完全に抑制された。

（考察）

　thapsigarginとPMAがそれぞれRBECのNa斗一KキーCザcotranspcrt活性を刺激し，また両薬物の同時投与に

よりほぼET－1刺激と等しい活性レベルが得られたことや，PKC阻害薬であるbisindoly㎞a1eimideがthapsigar－

g1n刺激には変化を与えず，PMA刺激を完全に抑制し，endothehn－1刺激も有意かつ部分的に阻害すること，さ

らに細胞内Ca2＋キレート群では，基礎的活性，thapsigargin刺激，PMA刺激，endothe1in－1刺激の何れも有意に

阻害されたことから，この細胞のNa令一K斗一Cザcotransport活性の制御にはprotein　kinase　Cによって媒介され

る情報伝達経路とこれを介さない別な経路とがあり，何れの経路にも細胞内Ca2＋が重要な役割を演じているこ

とが示唆された。一方，低酸素状態モデルRBECの実験からは，Na＋一K斗一Crcotransportの活性化にはPKC

は関与せず，細胞内Ca2斗の増加が関係していることが示唆された。また低酸素状態やendothe1irユによりRBEC

のK＋放出活性は増加したが，この反応はCa2＋ionophore（A23187）投与によってもET－1投与群と同程度に見

られたことや，quinine存在下でほぼ完全に抑制されることから，quiDine感受性のCa2グacti．ated　K＋cha㎜e1を

介するものと考えられた。以上から，endothe1in－1や低酸素状態によるRBECのNa＋一K斗一Cザcotransport刺激
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には，PKCと細胞内Ca2＋が深く関与しており，quini鵬感受性Ca2＋一act1vated　K＋chame1を介したK＋放出の増

加を伴っていることが示された。同様のRBECの反応が脳虚血時等に脳・血液関門のレベルで起こる可能性が

あり，中枢神経系に於けるendothe1in－1の役割や脳浮腫のメカニズムを解明する上で興味ある所見と思われた。

審査の結果の要旨

　本論文は，Neurochemica1Research誌にfu11paperとして発表されたもので，ラット大脳の毛細血管内皮細胞

のNa＋一K＋一C1■cotransportに対するendothe1in一ユ（ET－1）及び低酸素状態の影響を調べると同時に，そのメ

カニズムを追求したものである。培養細胞を用いた｛“伽oの系に於て，比較的特異性の高い酵素阻害剤などを

用いた薬理学的解析により，ET－1や低酸素状態が，細胞内Ca2＋濃度の増加を介してNa令一K＋一C1■cotransport

活性を増加させることを証明した研究で，結果の信頼性は高い。

　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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