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論　　文　　の　　要　　旨

　アンジオテンシンI亙（AH）は強カな血圧上昇作用を示すペプチドで。高血圧症や心肥大等心臓

血管系の病態との関連で注目されている。その昇圧作用は血管平滑筋の収縮をはじめヨAHの種々

の細胞での多様な生理作用により生ずる。

　最近ヨAI亙に対するアンタゴニストの開発が進み雪薬理学的にAn受容体にはタイプ1ヨ2ヨ3

（AT1，AT。，AT。）の3種類が存在することが明かになった。

　従来より。組織膜画分、初代培養細胞，細胞株を用いて，A亙I受容体を介した細胞内情報伝達系

の解析が行われてきた。A亙亙の生理作用は各標的組織部位により様々で事現在迄のところそれらの

生理作用を担う細胞内情報伝達系には3種類あると考えられている。1つはホスフォリパーゼCの

活性化によるイノシトール3リン酸（IP。）産生の促進事そして亙P。の作用による細胞内プールからの

Ca2＋の放出，2つめに細胞膜上に存在する電位依存生Ca2＋チャンネルの開口促進。3番目はアデニ

レートシクラーゼ活性の抑制によるcAMP量の減少である。この様な複数の細胞内情報伝達系の使

い分けは曾標的細胞の種類にも依存するが、同一細胞でも数種の系を持ち合わす場合があることが

知られている。こうした幾種もの異なる情報伝達系への作用が1種のサブタイプで発揮され得るの

か，また幾つかのサブタイプとで分担しあっているのかは興味が引かれる点の1つである。

　I。組換え体ラットアンジオテンシンIIタイプI受容体を介した細胞内情報伝達機構の解析

　クローン化されたラットのタイプI受容体AT1。のcDNAをチャイニーズハムスター卵巣細胞

（CHO細胞）内に導入ラ発現させヨその細胞を用いてタイプ亙受容体（ATユ。）が関与し得る細胞内
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情報伝達系を解析争検討した。ここで用いたCH○細胞には内在性のAI亙受容体は存在しないのでヨ

以下の結果は導入したラットタイプI受容体（AT。。）に特異的な作用と考えられる。

　（1）この細胞を用いてヨAI亙の刺激に対する細胞内Ca2＋の濃度の変化牽争Ca2＋蛍光指示薬である

f岨a－2を用いて検討した。終濃度が10－8MのAI亙で細胞を刺激すると。スパイク様の細胞内Ca2＋の

上昇が起きヨそれに続いて持続性の細胞内Ca2＋動員が見られた。細胞外Ca2＋をEGTAによりキレー

トした状態で同じ終濃度のAIIで刺激してやると里一過性のピークは減少し雪持続性の上昇は全く

見られなかった。又ヨ電位依存性Ca2＋チャンネルの拮抗剤であるニカルジピンで処理した細胞を用

いてA亙亙刺激によるCa2＋動員を調べたところ雪EGTA処理の細胞と同様の応答を示した。これらの

事実より。AI亙刺激による細胞内Ca2＋動員には争少なくとも2種類の系が働いていると考えられて

いる。1つは電位依存性Ca2＋チャンネルを介した細胞外からのCa2キの流入ヨもう1つは細胞内プー

ルからのCa2＋の放出である。前者は持続性のCa2＋上昇と一過性のピークの一部を担い、後者の系は

一過性のピークの一部に関与していると思われる。より低い終濃度（10一ユ王M）のAHで同じ様に細

胞を刺激すると電位依存性Ca2＋チャンネルの活性化による持続性の上昇のみが現れた。従って、電

位依存性Ca2＋チャンネルは細胞内Ca2＋プールよりもラAI亙刺激に対して高い感受性をしめすといえ

る。

　（2）ホスフォリパーゼCの阻害剤であるネオマイシンで細胞を処理するとヨその濃度に依存的に

一過性のピークが減少していくことからヨ細胞内プールからのCa2キ放出にはヨイノシトール3リン

酸（IP。）が関与していることが示唆された。更に刺激するAHの濃度依存的に；産生されるIP。量が

増加することも確認できた。

　（3）アデニレートシクラーゼの活性化剤であるフォルスコリンをAI亙存在下及び非存在下で細胞

に与えたところヨAI亙の終濃度を10－7M事10－6Mラ10－5Mと高めるに従い，細胞内cAMP量は減少し

た。この阻害作用はタイプ1（ATエ。）cDNAを導入していないCH○細胞に於ては全く見られなかっ

たことから、AHによるアデニレートシクラーゼ活性の阻害はその特異的受容体タイプ1（AT1。）

を通して起きたものといえる。

　以上のことより事1つのサブタイプAT旦。だけで、3つの異なる細胞内情報伝達系に作用し得るこ

とを今回作製したモデル細胞を用いて証明することができた。

亙亙。生殖器官におけるアンジオテンシン亙亙タイプ2受容体の解析

　（1）ウシ副腎皮質と卵巣膜画分を調製し事受容体への’25I－AH結合率に対するSH基還元剤ジ

チオスレイトール（DTT）の影響を調べたところ。’副腎ではDTTの濃度に依存して125亙一AH結合

率の低下が観察されるのに対し雲卵巣では予想に反し，逆に3倍程度の125I－A工亙結合率の上昇が

みられた。Scatchardプロット解析によりラ更に詳細な検討を加えたところヨ副腎ではDTT処理が

解離定数（Kd値）の変化なしに結合部位数を低下させるのに対し雪卵巣においては結合部位数に変

化を与えることなくKd値を低下雪即ちリガンドと受容体の新和性を増大させることが判明した。そ

れに加えて卵巣AII受容体は副腎An受容体と異なり事A亙Iの結合がグアニンヌクレオチドのアナ

ログ雪GTPγSにより全く影響を受けなかった。以上のことよりラこの卵巣膜画分上に発現している
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AH受容体は明かに副腎皮質のそれとは異なるタイプのものであることが示唆された。現在では雪

この卵巣AII受容体はAH受容体サブタイプの1つであるタイプ2（AT。）であると考えられてい

る。又ラ副腎皮質A亙I受容体はタイプ1（AT1）に属し雪GTP結合タンパク質共役型受容体である

ことが知られている。

　（2）性周期と卵巣AI工受容体との関遵を調べるためにヨラット卵巣穎粒膜細胞の初代培養系を用

いて以下の実験を行った。A亙亙受容体サブタイプを特異的に識別する非ペプチド性アンタゴニスト

を用いたリガンド競争置換実験よりララット卵巣穎粒膜細胞上にはタイプ2受容体（AT。）のみが

発現していることが明かになった。又ヲこのタイプ2受容体は細胞を！mMDTTで処理すると蓼そ

の125I一〔Sar1，I1e8］A亙I結合率が上昇した。穎粒膜細胞を無血清培地下にて培養を行うとヨ培養

後48時間目においてヨ24時間培養時の125亙一［Sar1，I1e8］AI亙結合率の2倍強の上昇が見られラ72

時間培養時には結合率が低下した。48時間培養時における125工一［Sar1，亙1e8］AI亙結合率の上昇は雪

培地申に穎粒膜細胞の分化を誘導する卵胞刺激ホル毛ン（FSH）を添加することにより抑制された。

このFSHによるタイプ2（AT。）発現の抑制はラ性周期とAT。との関連を示唆するもので雪この細

胞系を用いることで末だ機能が不明であるタイプ2受容体の解析を行うことができるものと考えら

れる。

　（3）ヒト子宮筋層の膜画分を用いセ125I一［Sar1，ne8］A亙Iとの結合率を調べたところ害解離定

数（Kd値）がO．4nMの高親和性An受容体が膜タンパク質当り2．7pmo1総合部位数あることが分か

り害サブタイプ選択性リガンドを用いた競争置換実験よりラそこで発現されている受容体はタイプ

2受容体（AT。）のみであることが明かとなった。この子宮筋層でのタイプ2受容体の発現量は現

在迄に報告されているもののうちでは最も多いものであった。SH基還元剤DTT処理による125I一

［Sar1，ne8コAI亙の結合率の上昇も確認されヲ典型的なタイプ2受容体の特性を帯びていることが

示された。次にヨウシ卵巣膜画分を用いての実験（1）同様ラヒト子宮筋膜画分AT。がGTP結合タンパ

ク質と連関しているかを、GTPγSによるAII結合率の変化を調べることで検討した。対照材料とし

ては今回作製したタイプ1受容体（ATユ。）を発現しているCH○細胞の膜画分を用いた。GTP結合

タンパク質連関型として知られるタイプ1（ATユ。）ではラGTPγS添加による125I－AIIのAT王。か

らの解離促進が見られたが，子宮筋層タイプ2（AT。）では何等影響は確認できなかった。これは

タイプ1と異なりヨタイプ2はGTP結合タンパク質とは共役していない可能性を示した。アフィニ

ティラベリング法を用いることで曾ヒト子宮筋層で発現されているタイプ2（AT。）の分子量は約

74KDaであることを推定した。

　以上。ウシ卵巣事ラット卵巣穎粒膜細胞，ヒト子宮筋においてヨDTTに対する感受性事AII結合

率に及ぼすGTPγSの影響の違いからラタイプ1受容体（AT旦）とは異なるタイプの受容体が発現し

ていることを示した。
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審　　査　　の　　要　　旨

　アンジオテンシンI亙（A亙I）の多岐に渡る生理作用はヨその特異的な受容体（An受容体）を介

して発揮される。本論文CHAPTER　Iの研究では雪一つのサブタイプ（タイプ1受容体）が三つの

異なる細胞内情報伝達経路に作用し得ることをモデル細胞を用いて初めて証明したという点におい

てヨ非常に価値のあるものと思われる。又。CHAPTER　Hにおいてヨ現在迄のところその構造も機

能も全く不明であるタイプ2受容体に関してヨ還元剤やグアニンヌクレオチドに対してタイプ1と一

全く異なる挙動を示すことを実証したことは特筆に値する。更に生殖器官でのタイプ2の特異的な

発現は将来その機能を類推するのに大きく貢献するものと考えられる。

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

一302一


