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論文の審査結果の要旨

刺激に対して細胞が反応を示す際，刺激ー受容体結合に続いてその情報が細胞内へ伝達される必要が

ある。乙の情報伝達機構に関してはCa* , cyclic nucleotide，細胞膜リン脂質の代謝回転に伴う生理活性

物質が重要な役割を果していることが知られている。また多くの細胞系で. Ca* の細胞内外への移動が，

刺激情報伝達機構の初期相における重要なステップであると考えられている。しかしその詳細について

は不明の点が多い。

本研究では，まずウシ副腎髄質単離細胞系におけるcatecholamine (CA) 分泌反応とprotease inhibiｭ

tor, proteaseの合成基質. calmodulin inhibi tor による分泌反応阻害効果を明らかにした。そして乙れ

らの阻害剤とCa* 流入機構との関係を検討し，分泌反応阻害機序を明らかにしようと試みた。

(方法ならびに成績)

1. ウシ副腎髄質単離細胞からのCA分泌

ウシ副腎髄質をコラゲナーゼ処理 lとより単離細胞系とした。 2 -3 X 10 5個の単離細胞を 2.2mMのぼ+

を含む緩衝液中にて37
0

C. 一定時間，各種刺激物質と共にincubate し，上清中に放出された CA量を測定

し Tこ。

Acetylcholine (ACh) による刺激においては，放出される CA量はAChの濃度依存性に増大し. 10-4. 

Mの濃度でほぼ最大分泌量に達した。またその分泌反応は迅速で，分泌量は反応開始後 l 分で対照に比

して有意な上昇を示し. 20分で最大となった。放出された CA量は細胞内総CA量の 1 1.5%であった。

過剰の K+ は細胞膜の脱分極を促し，副腎髄質細胞からの CA分泌を引き起こした。 56mMK+存在下で副
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腎髄質細胞はその総CA量の 9.7% を分泌した。また細胞膜のCa* 透過性を高める ca1cium ionophore によ

っても CA分泌が生じた (A-23187 : 10-5 M, 7.5 %)口乙れらの分泌反応にはCa+i-が必須であり，

EGTAIとより Ca++- をキレー卜する事によってCA分泌は抑制された。一方，細胞外液中のCa+t-濃度を上

げる事 lとより CA分泌量は増大した。

2. Protease inhibitor, proteaseの合成基質， calmodulin inhibitodとよる CA分泌阻害作用

AChによる CA分泌反応に対し， protease inhibitorで=ある gabexate mesi1ate , phenylmethylsulphonyl 

fluoride (PMSF) , Nα-p-tosy1-L-1ysin chloromethy1 ketone hydrochloride (TLCK) はその分泌反応

を抑制した。一方， soybean 廿ypsin inhibitor (SBTl) , aprotinin, chymostatinは抑制作用を示さなか

った。 Proteaseの合成基質で‘ある p-tosyl-L-arginine methy1 ester hydrochloride(TAME) は CA分

泌を抑制したが， Nα-acetyl tyrosine ethy1 ester(ATEE) は組害作用を示さなかった。 Calmodu1in inｭ

hibitor である W-7 ， trifluoperaúne(TFP) , ch1orpromazine(CPZ) , promethazine(PMZ)はAChlと

よる CA分泌を阻害した。 Protease inhibitor, proteaseの合成基質は56mMK+ による CA分泌を阻害し

なかった。 TEP， CPZ, PMZは56mMK+ による CA分泌を抑制したが，その抑制に必要な濃度はAChに

よる CA分泌を抑制する濃度よりはるかに高かった。 Ca1cium ionophore による CA分泌に対してはこ

れらの阻害剤は全く効果がなかった。

3. ウシ副腎髄質細胞におけるCa*流入と， Protease inhibitor, protease の合成基質， ca1modulin inｭ

hibitorの作用o

2 --3 X 10 5個の単離細胞を45Ca++ を含む緩衝液中で各種刺激物質，阻害剤と共に370C一定時閉山田ba加

し，細胞内へ取り込まれた 45Ca+t-の放射活性を測定することにより細胞内に流入したCa++量を求めた。

10-4 MのAChにより， 1 mg cell protein あたり 3 分聞に 2 1. 2 nmoles のCa++ が細胞内へ流入した。

Protease inhibitorで=ある gabexate mesi1ate, TLCK, proteaseの合成基質である TAMEはこのCa:骨の流

入を阻害した。また阻害に必要な濃度は，ほぼCA分泌抑制を示す濃度と一致した。 Calmodulin inｭ

hibitorである W-7 やTFP も CA分泌を抑制する濃度でCa:件流入を阻害した。

4. Protease inhibitor, calmodulin inhibitorの阻害様式とCa骨 channe1に対する作用。

W-7 および:"gabexate mesilate の作用は， ACh受容体に対して非括抗的であった。また， W-7 , 

TFP, gabexate mesi1ate はCa:骨 channe1 b10ckerとしての作用は示さなかった。

(総括)

1. Protease inhibitor, proteaseの合成基質， ca1modulin inhibitor は副腎髄質細胞の生理的刺激で=あ

る acety1choline Iとよる catecholamine分泌反応を阻害した。

2. Protease inhibi tor, protease の合成基質， ca1modulin inhibitor である W-7 の作用部位は刺激

-受容体結合から細胞膜の脱分極までの反応であった。

3. Calmodulin inhibitorのうち TFP ， PMZ, CPZの作用点は，低濃度では刺激-受容体結合からの細胞

膜の脱分極までの間であり，高濃度ではそれ以後の部分であると考えられた。

4. 乙れらの阻害剤の作用は， acetylcholine 受容体に対して非桔抗的であり，またC♂ channe1 b10cker 

としての作用は認められなかった。

-145-



論文の審査結果の要旨

本研究は，ウシ副腎髄質細胞をモデjレとして，細胞内情報伝達機構の初期相を検討したものである。

Protease inhibitor , protease の合成基質， calmodulin inhibi torがアセチールコリンによるカテコラミ

ン分泌反応に対して抑制作用を有することを見出し，乙れらの作用点が刺激受容体結合から細胞膜の脱

分極までの聞に在ることを明らかにした。ウシ副腎髄質細胞における刺激情報伝達機構を解明する上で，

価値ある研究と認める。
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