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論文内容の要旨

〔目的〕

protease inhibitor (P. 1.)による血小板凝集の抑制は血小板膜リン脂質よりの arachidonic acid 

(A. A.) 遊離と， A.A. 代謝に P. 1.が関与する可能性を示唆する。本研究は P. 1.の血小板凝集抑制

の機序を A.A. 代謝の面から解明しようとしたものである。用いた P. 1.は次の 4 種である。① soybean

trypsin inhibitor( SBTI) ( leupeptin ( aprotinin ( ethyl-p-(6-guanidino-hexanoyloxy) 

benzoate methane sulphonate (FOY) 

〔方法ならびに成績〕

(1) P. 1.による血小板凝集の抑制

正常人全血 9 容に3.8% trisodium citrate 1 容で採血， 120g 10分間室温で遠沈して得た platelet

rich plasma (PRP) を用い， aggregometer (Sienco社)にて観察した。 尚 thrombin 凝集には

Tangen の方法で得たゲルろ過血小板 (GFP) を用いた。 ADP (終濃度 3μM)及び、epinephrine (終

濃度8.3μM) による 2 次凝集はいずれの P. 1.によっても表 I の濃度において完全に抑制された。

ADP (終濃度1. 5μM ), epinephrine (終濃度 5μM) による 1 次凝集はいずれの P. 1.によっても，

またそれの高濃度によっても抑制は見られなかった。 collagen (終濃度 1μ9 /me ), sodium arachiｭ

donate (終濃度 O. 9mM) , thrombin (終濃度O.lU /mR)による凝集はすべて， P. 1.によって抑制され

た(表 1 )。

(2) 血小板リン脂質プールからのA.A. 放出の抑制

PRP lme 当り 1μCiの( 1 _14cJ A. A. (56.5mCi/m mol) を加え37
0

C 1 時間 incubate し， free 



(表 1 ) 各種inducer による血小板凝集の完全抑制に必要な P. I.の最小濃度。

ADP collagen epineph. A.A. thrombin* 
( 3μM) (1 μg/ rnR， ) (8.3μM) ( O. 白nM) (O.lU /rnR,) 

SBTI 24μM 4.8μM 4.8μM 4.8μM 24μM 

FOY 240μM 240μM 240μM 24μM 24μM 

aprot匤匤 20μM 5μM 5μM 5μM 5μM 

leup ptin 721μM 721μM 405μM 405μM 20μM 

* thrombin induced aggregation was performed, using GFP. 

A.A. を Sepharose 2B カラムクロマトグラフイーによって除いて得た 14C-A. A.ーGFPを用いてagg

regometer 内でP. I.存在下に thrombin (終濃度O.lU/mf )及び、 collagen (終濃度10---20μg/mf) 凝

集を行なった。反応を 4 分後に冷メタノールで止め，抽出した脂質を T.L.C にて分画し，各分画の

比放射活性を算出した。加えた labelled A. A. の 15%が血小板内にとり込まれ血小板内の labelled

A.A. の90.7%がP.L. プール中に認められた。 thrombin凝集時には 9%の labelled A. A.がP.L.プ

ールより放出され， 1. 24% の labelled thromboxane B2 (TXB 2)が産生されたが，凝集がそれぞれ

の P. I.によって完全に抑制された時には labelled A. A. の放出は 1---3%に減 t ， labelled TXB 2 

の産生は0.2%以下と強く抑制された。 collagen 凝集時にもほぼ同様の結果を得た。

(3) exogenous の 14C-A. A. 及び 14C-prostaglandin H 2 (PGH 2) の TXB 2への転換に対するP. 1.の効

果。

P. 1.存在下に 14C-A. A. あるいは 14C-PGH2 を洗浄血小板とともに incubate し，生成物を T.L.C.

により分画して比放射活性を算出した。 A.A. → TXB 2 の系では leupeptin は高濃度(終濃度100mM)

まで抑制を示さず， SBTI, aprotini n は終濃度10mM にて TXB 2 及び、HHT+others (HHT の zone に

近接し分離できないPGH 2 その他を含む。)の生成を完全に抑制した。 FOY は終濃度10mMでTXB 2

の生成を完全に抑制したが， HHT+others の産生は完全には抑制されず，他の終末産物であるPGE 2 ，

D2' F 2α，はかえって増加した。 PGH 2 →TXB 2 の系ではFOY は終濃度1白nMで TXB 2 の生成を完全

に抑制したが，他の P. 1.は著明な効果を示さなかった。

〔総括〕

(1) ADP , epinephrine の 1 次凝集は，各P. 1.の高濃度でも抑制されなかったO また ADP ， epiｭ

nephrine の 2 次凝集， collagen , thrombin , sodium arachi donate による凝集はいずれの P. I.によ

っても完全に抑制された。

(2) 血小板リン脂質プールからの A.A. 放出はいずれの P. 1.によっても抑制された。

(3) exogenous A. A. の TXB 2への代謝は aprotinin ， SBTI, FOY，によって完全に抑制された。

leupeptin は高濃度まで抑制を示さなかった。 FOY を用いたときは同時に PGE2 ， D2 ， F2aの増加がみ

られた。 HHT+others の産生は SBTI， aprotinin で完全に抑制されたが， FOYではHHT+others

(おそらく PGH 2 と考えられる)の産生は抑制されなかった。
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(4) exogenous PGH 2 の TXB 2 への代謝は FOYで抑制されたが， aprotinin , SBTIでは著明でなか

った。

(5) 上述の結果から， P. 1.の血小板凝集抑制機序はリン脂質プールよりの A.A. 放出抑制と， A.A. 

に至る経路の抑制の 2 つが考えられ，後者に関しては aprotinin と SBTI は cyclooxygenase ， FOY は

thromboxane synthetase に対する阻害が推定された。

(6) P. 1.がリン脂質プールより A.A. 放出を抑制する事実は，勝の phospholipase A の zymogen が

trypsin で活性化されることと考え合せ，血小板のphospholipase A 2 も同様に zymogen がおそらく細

胞膜に存在する未知のprotease により活性化されるという可能性が考えられる。

(7) thromboxane synthetase を特異的に阻害する imidazole 及び γ(isopropyl-2-indolyl)-3-

pyridy 1-3-ketone (L8027) は血小板の A.A. 凝集を阻害するが，他の inducer による凝集を阻害し

ない。 FOY はA.A. の放出及び、thromboxane synthetase の双方を阻害し， A.A. 以外の inducer に

よる凝集をも阻害することから，これらの凝集の抑制には thromboxane synthetase の抑制のみでは

不充分で、あり， A.A. 放出の抑制作用をも有する FOY が血小板凝集抑制剤として有用である可能性を

示している c

論文の審査結果の要旨

本研究は蛋自分解酵素阻害剤の血小板凝集抑制機序をアラキドン酸代謝の面から検討したもので，

用いたロイベプチン，他 3 種類の蛋自分解酵素阻害剤はいずれも血小板膜リン脂質からのアラキドン

酸放出を抑制し，加うるに SBTI及びアプロチニンは cyclooxygenase に対する抑制効果を，また

FOY は thromboxane synthetase に対する抑制効果をもつことを明らかにしたものである。
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