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論文内容の要旨

(目的)

アンジオテンシン II ( AII)は血管平滑筋の収縮，副腎皮質よりのアルドステロンの分泌を介して，

生体の体液恒常性，血圧維持に重要な役割を演じている。 AII の生理作用を理解するために，最近アン

ジオテンシン日レセプター (AIIR) に関する研究が注目されている。放射標識した AII を用いる乙とに

より， AIIR は生体内の広汎な臓器に存在することが確認されてきているが，その生化学的性状に関し

ては不明な点が多い。本研究では， AIIR を副腎皮質細胞膜から可溶化し，生化学的性状の解明を行うと

ともに， AII と AIIR の結合機序についても検討を加えた。

(方法ならびに成績)

i) レセプターの可溶化と結合平衡の検討。

方法;洗浄牛副腎皮質膜分画をプロテアーゼインヒビター (1 mM  PMSF , lO mMEDTA , それぞれ 1

μg/me の antipain ， Ieupeptin , pepstatin A , phosphoramidon)の存在下に， 1 %の両価性界面活性

剤 (CHAPS: 3ー( (3 -cholamidopropy 1 ) dimethy lammonio J ーl-propanesulfonate) を混じた 5 倍

容の10 rnMリン酸緩衝液に懸濁した。氷上30分間撹伴後，超遠心上清を AIIRl溶液とした。 AIIR 溶液

に 125 1 ラベルした AII を混じ平衡の得られるまでインキュベーションした。レセプターに結合した

1251 AIl の分離は脱塩ゲルをつめたミニカラムによる迅速ゲ、ノレ漉過法，さらに大量サンプルのアッセイに

はポリエチレングリコールによる沈澱法を用いた。非特異的結合は終濃度10μM の非標識 AIIを混じて

求めた。

成績 3
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.①界面活性剤の濃度は 1%で十分であり， 乙の濃度で 15"""'20% の膜蛋白が可溶化され(蛋白量 2.2rng / 

mf) ，印%の AII が溶出された。乙れ以上の濃度では，結合はむしろ阻害された。

② AII とAIIRの結合は pH依存性であり，至適 pH は 7.40 近傍であった。また温度依存性であり， 37'0

では平衡が得られず 30'0 1 時間を反応条件に選んだ。

( Sca tchard plot の結果， 2 つの結合部位が認められた (Kd=3 ， 3 品r1， Bmax = 5.0 pmol/rng 

protein ; Kd = 45 nM, Bmax = 48pmol /rng protein )。

④ AIIRの結合特異性は，アンジオテンシン III (AIII )が最も強力であり，以下 AII ， AI の順であっ

た。 AII アンタゴニストである Sar 1 _ Ile 8 AII の結合特異性は AI 以下であったρ

ブラジキニン，サブスタンス P ，パゾプレッシンは AIIR とは結合しなかった。

ii) conformation の変化

方法; AIIR が AII との特異的結合を遂げナこ際にconformationの変化をおこす可能性を明らかにするた

めに. pH の変化や F ーメルカプトエタノールが AIIR の結合活性に及ぼす影響を AII との結合前後で

検討した。

成績: AIIR は pH の変化， SH 試薬等に敏感であり. pH 7 以下， ß ーメルカプトエタノーノレによる前

処理で、結合活性は失なわれた。しかし AIIRlé AII が結合すると，両者K抵抗性となり. pH 7 以下， ﾟ 

-メルカプトエタノールに対して結合活性は保持された。

iii) AII 結合部位の生化学的性状

方法; AII の 3 次構造は決定されていないが，全体として環状構造をとり，分子中央部に非極性アミノ

酸残基 (Val Tyr j Ile/Val , Phe) が集まり，その両端に塩基性アミノ酸残基( Arg , His )が位置

していると推定される。そ乙で，中央部に疎水性アルキル鎖，両端にアミノ基をもっ diaminoalkane を

AII 分子のモデルと考え，アルキル鎖長の異なる di出ninoalkane の AII と AIIR への結合lζ及ぼす影響

を検討した。

成績; diaminoalkane'とより AII と AIIR の結合はアルキル鎖長依存性に阻害された。最大阻害は，炭

素数 6 ないし 7 個の diaminohexane , diaminoheptane で得られた。逆数プロットにより，間害形式は

桔抗的である乙とが判明した。

(総括)

i) AIIR を牛副腎皮質より可溶化して，生化学的検討を行なった。可溶化 AIIR は 2 つの結合部位を

もち. AII ~乙特異的であった口

ii) AIIRが結合活性を保持するには S=s 結合が必要と思われる。また AIIR は AII と結合する乙

とにより conformation の変化をきたすと考えられる。

iii) AIIR の AII 結合部位は中央部が疎水性に富み，その両端に陰性電荷を有すと考えられる。両陰

性電荷の間隔は炭素数 6 ないし 7 個のアルキル鎖に相当すると考えられる。 AII は AIIR との聞に，こ

れら疎水結合，静電結合，さらに適宜，水素結合を形成する乙とで，受容体への特異的結合を遂げると

考えられる。

口
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論文の審査結果の要旨

アンジオテンシン II レセプター eAIIR) を結合活性を失うことなく，牛副腎皮質より可溶化し，そ

の生化学的性状の検討を行うことを目的とした。 AIIR は 125 1 ーアンジオテンシンII (AII) の特異的結

合をもって検出し，以下の結論を得た。

1 )可溶化 AIIR は AII K.特異的であり，解離定数 3. 3nM , 45nM の 2 つの結合部位を認めた。

2) 可溶化 AIIR の分子量は約 450 ，.__， 500 kDa と計算された。

3) AIIR が結合活性を保持するには， 5 =5結合が必要である。

4) AII R は AII と結合する ζ とにより， conformation の変化をきたすと考えられる。

5) AII R の AII の結合部位は中央部が疎水性に富み，その両端lと陰性電荷を有すと考えられる。両陰

性電荷の間隔は，炭素数 6 ないし， 7 個のアノレキル鎖に相当すると考えられる口

6) AII R は AII との聞に， 乙れら疎水結合，静電結合，さらに適宜，水素結合を形成する乙とで，受

容体への特異的結合を遂げると考えられる。

7) 本研究は，アンジオテンシン II レセプターの性状を解明した新知見であり意義ある研究と恩われる。
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