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論文内容の要旨

(目的)

Angiotensin H (A H) は糸球体に対する直接的作用により，糸球体漉過過程の調節lζ重要な役割を果

たしている。この糸球体における AH の生理的作用を解明するために，従来より，単離糸球体を用いた

AH 受容体や AH 作用時の収縮に関する研究が行なわれ，それらの確認がなされてきたが， A H 受容体

以後の細胞内情報伝達機構に関しては adenosine 3' , 5'ー cyclic monophosphate ( cAMP)の上昇がお乙

らないこと以外不明である。近年， cAMP 'L:依存しないホ jレモンの細胞内機構として，細胞膜

phosphoinosi tides 代謝の冗進が重要とされている。本研究では，単離糸球体リン脂質代謝に与える AH

の効果を検討する乙とにより，糸球体における AB の細胞内情報伝達機構の解明を試みた。

(方法)

1. 糸球体単離

体重 200"-'250 g の雄性 Sprague-Daw ley ラットを断頭屠殺後，腎を剃出し，外側皮質のミンチを作

成した。乙れを，径 120μmの stainless sieve ，径 133μm ， 90μm の nylon sieve 'L:順に通し， 最

後の 90μm Sleve 上に残った単離糸球体を集め， Hanks 液に懸濁した。低速遠心 (500rpm ， 1 分)によ

る洗浄を 3 団施行後，以下の実験に供した。得られた単離糸球体には，輸入，輸出細動脈の付着なく，

Bowman 嚢は除去され，尿細管断片の混在は 5%以下であった。

2. 32p 標識実験

単離糸球体をリン酸を加えずに作成した Hepes 緩衝 Hanks 液に懸濁し( 32p J orthophosphate と 37

.0で 60 分間 incubate した後， A H を添加， 37.0で incubation 後， chloroform , methanol混液の添
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加により反応を停止した。

3. 3H標識実験

単離糸球体をHepes 緩衝Hanks 液に懸濁し， (1 , 2, 3 -3 HJ glycerol と 37 0C で60分間 incubateした。

Hepes 緩衝Hanks液で、 3 回洗浄後， AII を添加， 370Cでincubate し，上記と同様の方法にて反応を停止した。

4. 脂質の抽出と分離

脂質抽出は， polyphosphoinositides (PPI )代謝検討の場合に Downes らの方法を用いた以外は，

Lapetina and Michell の方法に従った。 Thin layer chroma tography により各脂質成分を分離しヨ

ウ素発色iとより脂質の spot を検出した。

5. 放射活性の測定

各脂質成分の spot をかきとり， liquid scintillation spectrometry Iとより放射活性を測定した口

(成績)

1. A ß 添加による 32p 標識リン脂質の変化

10-6 M A ß 添加により phosphatidic acid (P A) , phosphatidy 1 inositol (PI) の 32 P放射活性は

それぞれ 15秒および 2 分より増加したが， phosphatidyl choline (PC) , phosphatidylethanolamine 

(PE) の 32p 放射活性には Aß の著明な影響は認められなかった。 Aß による PA ， PI の 32 P 放射活

性増加は 10-12 '-' 10 -6M の範囲の Aß 濃度に依存し， 1O-7M A ß 添加による PA の 32p放射活性朝日

は 10-5M saralasin の添加により完全に抑制された。さらに PPI のひとつである phosphatidylinositol

4, 5 -bisphosphate (TPI) の 32p 放射活性は1O-6M A ß 添加後 15 秒で著明に減少し， 5 分まで対照に

比し低値を示した。 TPI の 32p 放射活性減少も Aß 濃度依存性であった。一方，もうひとつの PPI で

ある phosphatidylinositol 4-monophosphate (DPI )の 32p 放射活性は， A ß 添加後15秒で減少した

が， TPI とは異なり 1 分には対照と差を認めなくなった。

2. A ß 添加による 3H 標識脂質の変化

1O-6M A ß 添加により， diacylglycerol (DG) の 3H 放射活性は15秒以後増加した。 TPI の 3H 放

射活性は15秒より減少したが， PI の 3H 放射活性は15秒では減少しなかった。

(総括)

1. ラット腎糸球体を単離して，そのリン脂質代謝に与える Aß の効果を検討した。

2. A ß は PC ， PE の 32 P放射活性に影響することなく， PA , PI の 32p 放射活性を増加させた。 Aß Iと

より DG の 3H 放射活性が増加したが， PI の 3H 放射活性減少はこれよりも遅く，一方， DG の増加と一

致して TPI の 32p 放射活性減少がみられた。

3. したがって， A ß は単離糸球体 Aß 受容体に結合後，まず、phospholipase C による TPI の DG への

分解をお乙した後， PA , PI を経て TPI が再合成される一連の phosphoinositides 代謝を促進すること

が強く示唆され， A ß の細胞内情報伝達機構に乙の系の関与が考えられた。
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論文の審査結果の要旨

これまで angiotensin ß は糸球体に作用して，糸球体漉過過程の調節lζ重要な役割を果たしており，そ

の際 cyclic AMPの上昇はお乙さず， Ca叶依存性である乙とが報告されていた。本論文では Ca2+ 依存

性のホルモンの細胞内情報伝達機構として重要視されているイノシトールリン脂質代謝の冗進，特に

phosphatidy linositol 4 , 5-bisphosphate の分解がラット単離糸球体において angiotensin ﾟ Iとより生

じる乙とを明らかとし， angiotensin ß と糸球体受容体結合後の情報伝達機構にその関与の可能性を示し

た。本研究は angiotensin ß が糸球体に作用する際の細胞内機構を初めて明らかにしたと同時に，糸球

体機能の調節機構解明に関する今後の研究にも重要な示唆を与えるものであり，学位lζ値するものと考

えられる。
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