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論文内容の要旨

〔目的〕

腎糸球体メサンギウム細胞は angiotensinII. (A II )の特異的結合部位を有し，その収縮を介して，

糸球体漉過過程の調節に重要な役割を果たすと考えられている。しかし， A II がメサンギウム細胞の受

容体に結合後，いかなる情報伝達機構が作動するかについては，完全には解明されていない。一方， A

E は種々の標的細胞，さらにラット単離糸球体において，細胞膜イノシトールリン脂質代謝を促進する

ことが報告されており，その結果生じる細胞内 Ca 2 +濃度の上昇や protein kinase C の活性化を介して，

ホルモン作用を発揮するものと推定されている。本研究では，ラット培養メサンギウム細胞を材料とし

て， A II がイノシトールリン脂質代謝に与える効果を検討した。

〔方法〕

1 .培養メサンギウム細胞の調製

雄性Sprague- Dawley ラット(体重70-90g )より腎を摘出し，外側皮質をミンチし， sieving metｭ

hod により糸球体を単離した。その糸球体懸濁液を20% decomplemented fetal calf serum , 1μg/ 

mP insulin を添加した RPM 11640を培養液として， 37
0

C, 95% air , 5%C0 2の条件下で培養した。

初代培養21日目には，その成育細胞の殆どが，樹枝状の細胞突起と豊富な stress fiber を有し，メサン

ギウム細胞由来と考えられるところから，その時点で継代した。実験には， 2 代継代14日目の培養メサ

ンギウム細胞を用いた。

2. 3 H標識実験

培養細胞 5 X 10 5個当たり ， [5 , 6 , 8 , 9 , 11 , 12 , 14, 15-3 H J arachidonic acid 5μCi添加し
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37 0C, 95% air , 5 % C 0 z の条件下，イノシトールリン脂質の 3 H標識が平衡に至るまで48時間培養し

た。(Ca Z +, Mg Z + f ree の phosphate buffered salineで 3 回洗浄後， 0.02%EDTA溶液で処理した後，

380 I U / m.e collagenase, 1 mg/ m.e trypsin inhibitor含有の Hanks液を添加， 3TC , 95% air , 5 % 

CO Z の条件下で20分間放置した。ピペッティング操作により細胞を剥離，分散させた。遠心 (1000rpm ，

5 分間)後の沈、透を0.2% essentially fatty acid free の bovine serum albumin含有の Hepes緩衝Han

ks液 (Ca z+ 1.3mM含有)に懸濁し，同様の遠心操作により 2 回洗浄した。径35μm の stainless sieve 

に通し細胞塊を除去後， 0.5%trypan blue染色により viability95%以上の標品を実験に供した。この細

胞浮遊液(細胞数 5 X 10 5個/0.5m.e) を3rc ， 10分間preincubate した後， A 11 または vehicle の添加に

より反応を開始した。なお， Ca 2 +free mediumの実験では，最後の遠心の際に CaZ+ free medium に置換し，

反応開始 5 分前に， 0.5mMEGTAを添加した。一定時間経過後， chloroform : methanol : concentraｭ

ted HCl (1 : 2 : 0.02, V /V  /V) の添加により反応を停止させた。

3. 脂質の抽出と分離

脂質の抽出は Billah and Lapetinaの方法に従った。 Thin layer chromatography により各脂質成分

を分離し，ヨウ素発色により脂質の spot を検出した。

4. Radioactivity の測定

各脂質成分の spot をかきとり， liquid scintillation counter により radioactivity を測定した。

[結果]

1. A 11添加による 3 H標識脂質の変化

1O-
6
MA  11 添加により， phosphatidylinositol 4 , 5 -bisphosphate (PIP 2) の [3H J radioactivity は

15秒で有意に減少し， 30秒で最大減少を示し， 120秒で元のレベルへ復した。これと同ーの時間経過で

diac)匂lycerol (D G )の eH J radioactivity増加反応が認められた。 Phosphatidylinositol 4-

monophosphate (p I P) の [3H J radioactivity の変化は60秒で始めて有意に減少し， phosphatidylinoｭ

sitol (P I )の eH J radioactivity の変化は120秒以内では認められなかった。 PIP 2 ， DG の30秒

における [3H J radioactivity の変化はAII濃度依存性を示した。

2 . . Saralasin の効果

AII の受容体桔抗薬である [1 -Sar, 8 -AlaJ A 11 (saralasin) (1O- 5 M) はA11 (1O- 7 M) 添加

後30秒における P I P 2 の[ 3 H J radioactivity の減少を完全に抑制した。

3. EGTA含有Ca2+free mediumでの効果

E G T A (0.5mM) 存在下， Ca 2+free medium においてA11 (10- 6 M) 添加後30秒における P I P 2 の

e H J radioactivity の減少は， Ca 2十含有medium使用時と同程度で、あった。

[総括]

1 .ラット単離糸球体培養により得られた培養メサンギウム細胞を用いて，そのイノシトールリン脂質

代謝に対する AII の効果を検討した。

2. 3 H -arachidonic acid標識培養メサンギウム細胞にAII を作用させた際，最も早期にみられる変化

は， 3H-PIP2の減少と 3 H - DGの増加であり，これに遅れて 3 H-P I P の減少が生じたが， 3H_ 
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P 1 の変化は120秒以内には認められなかった。

3. A II の 3H-PIP2減少効果は，濃度依存性を示し， A II の特異的受容体桔抗薬である saralasin で

完全に阻害され，細胞外Ca 2 +free の条件下でも同様に観察された。

4. したがって， A II は培養メサンギウム細胞の受容体に結合後， phospholipase C の活性化により，

まずP 1 P 2 の分解を起こし， DGを生成するものと考えられた。また，これらの反応は， AII の特異的

受容体との結合を介するものであり，細胞外Ca
2

+の流入の結果により起こる現象ではないことが示さ

れた。

論文の審査結果の要旨

腎糸球体メサンギウム細胞は， angiotensin II の特異的結合部位を有し，その収縮を介して糸球体櫨過

過程の調節に重要な役割を果たすと考えられているが，その post-receptor mechanism については完

全には解明されていなかった。本研究では，培養メサンギウム細胞における angiotensin II 作用時のイ

ノシトールリン脂質代謝を検討し，初期反応として phosphatidylinositol 4 , 5 -bisphosphate の分解

と， protein kinase C の活性化物質である diacylglycerol の産生が生じることを初めて明らかにした。

この成果は，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

に値するものと評価される。
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