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論文内容の要旨

[目的]

プロスタグランディン (P G) はさまざまな刺激によって血小板や血管壁より産生されることから局

所における正常な血流の維持機構に重要な役割を果たしていると考えられているが，病的な状態，特に

血管のスパスムスの病態にも PGが深く関与していると考えられている。しかしながら， PGの血管平

滑筋に対する作用機構，特に細胞内情報伝達機構に関してはほとんど明らかではな t'o そこで，血管平

滑筋培養細胞を用いてPG添加後の細胞質内遊離カルシウム濃度 ([Ca2+ J i )の変化を fluorescent

Ca 2 + indicator fura 2 を用いて測定し， PGの血管平滑筋細胞に対する作用機構に検討を加えた。

[方法]

1. 細胞培養

血管平滑筋細胞は雌'性 Wistar ラットの大動脈平滑筋より explant法にて単離し 10%ウシ胎仔血清

を含むDMEM培地にて3rc ， 5 %C0 2気相下で培養した。

2. [Ca 2+J i の測定

細胞がconfluent に達した後， 24時間血清不含DMEM培地にて培養後，細胞を EDTAを含むト

リプシン溶液にて剥がし， 4μMの fura 2 AMを含む測定用緩衝液に細胞を浮遊させ50分間37
0

Cでイン

キュベートした後， 370Cで細胞を常にスタラーで撹祥させながら分光蛍光光度計を用いて測定した。

[成績]

1. 血管平滑筋細胞における PGによる細胞質内遊離カルシウムの動員機構

強力な血管収縮作用をもっ P GF 2αを作用させると血管平滑筋細胞の [Ca2+ J i は急速に phasic か
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つそれにつづく tonic な 2 相性の上昇を示し，しかもその上昇は濃度依存的に認められた。又，緩衝

液から Ca
2

+を除き，さらに 2mM EGTAを添加することにより細胞外Ca 2 +を除いた条件下でも

[Ca 2+J i の phasicな上昇が濃度依存的に認められたが，この時tonicな上昇は認められなかった。細

胞外Ca 2 +を除いた条件下では細胞外から細胞内へのCa2+influx は生じないので，この条件下での

phasic な上昇は細胞内 Ca2+ storeからの Ca 2 + の遊離によって生じ， tonicな上昇は細胞外から細胞内

への Ca2+ influx によって生じた可能性がある。すなわち，血管平滑筋細胞における PGによる[Ca2+J 

i 上昇のメカニズムとして細胞内Ca2+ storeからの Ca 2 +の遊離と細胞外から細胞内への Ca2+ influx 

の 2 機構が関与している可能性がある。

2. 血管平滑筋細胞における PGによる細胞質内遊離カルシウムの動員とレセプターとの関係

細胞外Ca
2

+を除いた条件下でl .4 x lQ-
S

Mの P GF  2a添加から 5 分後に再び同じ濃度の P G F 2a を

添加しでも [Ca2+J i の再上昇は認められなかった。しかし，このさらに 5 分後に強力な血管収縮物

質である Angiotensin n を作用させると [Ca2+J i の再上昇が認められた。文， 1 回目に添加する P

G F 2aの濃度を1.4x 1Q-7 Mに低下させると ， 2 回目の1.4x 10- 5 Mの PGF 2αの添加により [Ca2+J i 

の再上昇が認められた。すなわち， 2 回目の添加による [Ca2+ J i の再上昇が 1 回目に添加する PG

F 2 aの濃度に依存的に抑制された。このことはPGによる [Ca
2

+J i の上昇がreceptor の down rgulaｭ

tion をうける可能性を示したO さらに，強力な血管収縮作用をもっ PGであるトロボキサン A 2 (T 

XA) の analogue ， S T A 2 も [Ca2+J i を著明に上昇させたが，この上昇がTXA 2 の receptor レベ

ルでの括抗物質である 13aza-prostanoic acid の前処置によって著明に抑制された。以上の結果より，

PGによる [Ca2+J i の上昇はその特異的な receptorを介して生じる可能性が示された。

[総括]

血管平滑筋細胞において，強力な血管収縮作用を示す P GF  2a は[Ca2+J i を著明に上昇させたが，そ

の [Ca2+J i 上昇のメカニズムとして細胞内 Ca2+ storeからの Ca 2 +の遊離と細胞外から細胞内への Ca 2 +

influx の 2 機構が関与している可能性がある。又， PG による [Ca2+ J i の上昇は，その特異的な

receptor を介して生じる可能性がある。

論文の審査結果の要旨

プロスタグランディン (P G) は血管のスパスムスの病態に深く関与していると思われるが，本研究

は fluorescent Ca 2+ indicator fura 2 を用いて，血管平滑筋細胞における PG作用後の細胞質内遊離カ

ルシウム濃度 ([Ca2+J i )の変化を初めて直接測定し， PGによる [Ca2+ J i の上昇の機序を明らかに

したものである。

以上の研究は血管の収縮調節機構の分子レベルでの解析に新たな知見を提供するものであり，今後血

管の生理的あるいは病的な収縮機構の解明に貢献するものと判断できる。従って，本論文は学位論文と

して価値あるものと考える。




