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論文内容の要旨

[目的]

近年，新たに発見された Calcitonin gene -rela ted peptide (C G R P )は，免疫組織学的手法によ

り，既に生体内分布が調べられており運動神経においては，運動神経終末でACh と共存し，おそらく，

神経終末より遊離されると考えられている。我々は， CGRPの生理作用を筋収縮系で調べ，受容体，

二次伝達物質について検討した。さらに，その長期作用を検討するため，除神経後の骨格筋における

adeny la te cyclase (A C )系の変化と，除神経された状態である骨格筋細胞培養でのAC系に対する C

GRPの作用について検討した。

[方法ならびに成績]

1 )筋収縮の増強作用について

Organ bath中で，神経を介して，及び，直接ラット横隔膜を電気刺激して収縮させた。 CGRP は，

両者の筋収縮を増強させた。

2) 二次伝達物質，受容体について

ラット横隔膜において， CGRP の刺激により c-AMP量が上昇したが c-GMP量には変化がな

かった。さらに膜フラクションでCGRP は， ACを活性化させた。この効果はpropranolol で抑制さ

れず， β 受容体を介さないと考えられた。また， 10pM国 I-CGRPの結合は非放射性CGRPによっ

て濃度依存性に抑制され，骨格筋膜にはCGRPに特異的な結合部位，受容体が存在すると考えられた。

3 )除神経後のAC系の変化について

除神経すると， CGRP受容体に感受性の増大がおこるという予想のもとに，除神経後の変化を検討
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した。 250 g前後の SD ラットの坐骨神経を pentobarbital麻酔下に切断し，対側を対照とした。 AC活

性は， Jakobs らの方法により， 32p _ A T P をラット排腹筋膜と incubate し，生成された32 p -cAMP を

カウントした。除神経後， 30日までの C G R P , norepinephrine , NaF , forskolin刺激による AC活性

の経時的変化を比較すると， forskolin刺激による AC活性の上昇が最大であった。このことは，受容体

レベルよりも AC catalytic unit において活性上昇のおこっていることを示唆する。

この変化を明確にするため， 3 H -forskolin をあらかじめ collagenase処理により，単離したラット緋

腹筋より分離した細胞膜分画に結合させGF/F フィルターにて filtration を行い，カウントした。除

神経後細胞あたりの forskolin binding量は増加し，それは forskolin刺激による AC活性の経時的変化

と類似していた。さらに 3 H -forskolin の結合を非放射』性forskolinで阻害した阻害曲線は除神経側と

対側とで，有意の差がなく，除神経により forskolin結合に対する親和性の増大はないと考えられた。

従って，除神経による AC活性の増加は， ACの catalytic unit量の増加によるものと考えられた。

4) 骨格筋細胞に対する CGRPの長期効果

新生児ラットの排腹筋を collagenase処理により単離し， 10% calf -serum を加えたMEM培地中で，

3 日間，保存的に培養した後，種々の薬物に expose させた。 1μMの CGRP に培養中でexpose させ

て 1 日後の細胞膜で C G R P , isoproterenol , NaF , forskolin による AC活性を比較すると CGRP

によるものが最も低値となった。従って， 1 日の C G R P exposure によってCGRP受容体レベルで

の脱感作が最も強くおこると考えられる。

さらに，日数をふやしていくと CGRP よりも，むしろ forskolin刺激による AC活性の抑制の方が

強くなり，長期にわたる CGRP の exposure は受容体レベル以後，特にAC catalytic unit を中心とし

た脱感作をおこしていると考えられる。さらに dbc-AMP (1 mM) を expose させた場合についても

検討を行なったが，この場合も対照に比べて， basal A C活性の低下が見られ， CGRP による脱感作

の少なくとも一部は c-AMP を介するものと考えられる。

[総括]

運動神経において， ACh と共存する CGRPの生理作用について検討した。数分以内の短期的には，

骨格筋に対してCGRPに特異的な受容体を介してACを活性化させ，電気刺激による筋収縮を増強さ

せることを明らかにした。さらに，除神経後にAC系がsupersensitivi ty をおこしたことと，培養系で，

CGRPの長期 exposureがAC系に脱感作をおこしたことから CGRP の骨格筋に対する長期作用と

して， AC系をネガティブに調節する trophic factor としての作用があると考えられた。

論文の審査結果の要旨

CGRP は免疫組織学的手法により，運動神経終末でACh と共存することが報告されているが，その

生理作用，存在意義については，未だ検討されていない。そこで，橋本は， CGRP の骨格筋への作用

を検討し以下の結果を得た。数分という短期的には，特異的な受容体を介して， A -cyclase を活'性さ
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せ， c -AMP量を増加し，筋収縮を増強する。 CGRPの影響を除いた状態の変化を検討するため，

除神経を行なうと， A -cyclase系の catalytic unit量の増加をひきおこす。筋細胞の培養により同様に，

A -cyclase の catalytic unit の増加が起こるが， CGRP あるいは， dbc-AMP の存在により抑制さ

れた。この CGRP存在による活性低下は， 1 日 exposure の時には， CGRP受容体レベルで， 3 日間

exposure の時には， A -cyclase catalytic unitでの抑制が主因と考えられた。

以上， CGRPの短期的な作用だけでなく，長期的にA -cyclase系への効果も擬すし， CGRPがA

cyclase系を調節する神経由来の因子としての可能性を見出した点で，注目に値し，学位論文として価値

あるものと考える。
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