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論文内容の要旨

〔目的〕

近年，冠動脈閉塞後再濯流時の致死性不整脈や細胞障害にアドレナリン αI 受容体活性が関与している

ことが報告され，そのメカニズムに α1受容体の変動が重要な役割を果している乙とが示唆されている。

そこで，本研究では低酸素状態が，心筋細胞の α1 受容体およびその細胞内セカンドメッセンジャーであ

るフォスファチジーノレイノシトーノレ (p 1 )代謝回転反応に与える影響について，交感神経活性や血中カ

テコラミンなどの体液因子の影響を受けないラット単離心筋細胞を用いて検討した。

〔方法〕

1) アドレナリン α1 受容体の測定

Wi s tar系雄性ラット (200 -250gm) の摘出心より 0.06 ~ぢ collagenase 処理によって心筋細胞を

単離した。 Ca2+(+)HEPE S -Tyrode 液中に浮遊させた心筋細胞を95箔 N2 + 5 %C02 下(低酸素群)

および、'95%02 + 5 箔 C0 2下(対照群)に， 37"C にて30分間 incubate した後，直ちに両群細胞を， 40C 

の条件下に移し， α1 受容体のラジオリガンド (3HJ prazosin (0.25 -2 .48nM) 存在下に， 4 0C にて

24時間 incubate した。その後， GF/Fグラスフィノレターにて結合リガンドを分離，測定した。なお非

特異的結合は phentolamine 10-5 M存在下に決定した。

2) フォスファチジーノレイノシトール (P 1 )代謝回転の測定

ラット単離心筋細胞を (3HJ myo一inositol10μCi/ml存在下に37"C ， 30分間 incubate した後，

再びHEPE S -Ty rode 液中に浮遊， 95%N2 + 5 必 C02 または95%02 + 5 %C02 条件下にて30分間

incuba t e した。両群細胞を1O-5Mノルエビネフリン (NE) にて15分間刺激， chrolof orm/methanol 
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(1 : 2) にて反応を停止，抽出した (3HJ inosito1phosphate CInsP) を Berridge らの方法によっ

て定量した。

またー剖3の細胞で=は95箔 02十 5箔C02 または95箔N2 十 5%C02 にて incubat ioη後，直ちにNE (1 0

M) にて15秒間刺激し反応を15~ぢ TCAI<:て停止させた後，抽出した水溶成分中の inosito1 (1, 4, 

5) trisphosphate (Ins (1, 4 , 5) P3 )を， Ins (1, 4, 5) P3 specific binding protein を

用いた binding assay 1<: て定量した。

その他細胞内 Ca 2+は細胞内 Ca2 +指示薬 fura-2/ AMを，細胞内 pHは BCECF (2 , 7 -biscarｭ

boxyethyl -5 (6) ー carboxyf1uorescein) / AMを用いて測定，また細胞よりのアデノシン遊出量

は radioimmunoassay (R 1 A) 法を用いて定量した。

〔成績〕

95%N2 十 5%C02 の条件下 (P02 46.8 土 6.4 rrrnHg) にて30分間 incubate することによって，

細胞内pHは対照群の 7.04 :1: 0.16 から 6.82 :1: 0.06 (n=5 :p <. 05)に低下し，またアデノシンの遊出

も有意に増加した( 5.45 土 2.08 → 9.93 土 5.03 pmol /104 ce1ls, p <. 05 : n = 5) 。一方，細胞内

Ca 2+は30分間の低酸素状態では有意な変化を認めず( 213.8 士 9.0 nM vs 236.8 土 3 1.6nM ， n = 5) , 

本実験条件下で、は心筋細胞の不可逆'性変化は生じていないことが示された。

乙の様な低酸素条件下 (30分間)で=単離心筋細胞の αl 受容体数は 5 1. 6 %増加し (9.7 :1: 2.5 • 14.6 

士 3.3 104 bind ing s i t es / c e 11 : n = 4 , p <. 0 1)，解離定数仮d) は低下傾向を示した。 (0.33

士 0.09 → 0.17 士 0.05nM : p<. 05) 。一方， 30分間の低酸素状態によって， “ 1 刺激による (3 HJ 

Ins P の蓄積は有意に増加( 16.2 士 0.4 → 18.4土 0.3 fmo1/mirレ/10 6 cel1s:n=4， p<. 0 1)し，

αl 受容体刺激による P 1 代謝回転速度が促進する乙とが示された。また， NE刺激後の Ins (1, 4 , 5) P3 

の産生量も有意な増加 (4 6. 5 ~ぢ)を示した( 1. 88 土 0.94 → 2.81 土1. 17 pmol /sample : n = 4 , 

p <. 0 1)。なお，刺激前の basal va1ue はいずれも有意な変化を認めなかった。

〔総括〕

1) 30分間の低酸素状態によってラット単離心筋細胞のアドレナリン引受容体数は有意に増加(51.6 

%) した。

2) 30分間の低酸素状態は， (3HJ InsP蓄積量および Ins (1 , 4, 5) P 3 産生量を有意に増加させた

ことより，低酸素条件下で増加した αl 受容体は細胞内情報伝達機構に共役していることが明らかになっ

7こ o

論文の審査結果の要旨

近年，虚血性心疾患におけるアドレナリン α1 受容体の役割が注目されつつあるが，本研究は低酸素状

態が心筋の αl 受容体，およびぴ l 受容体刺激に共役した細胞内情報伝達系である phosphat idy1 inos i 

t 01 代謝回転 (P 1 response) に与える影響について，ラット単離心筋細胞を用いて検討したものであ
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る。 30分間の低酸素状態によって α1 受容体数は有意に増加し，これに対応して αl 刺激による P1 res 

ponse も，克進していることを明らかにした。

本研究は低酸素条件下における α1 受容体反応の冗進に対して細胞内情報伝達機構の立場から基礎的知

見を与えるものであり，虚血J性心疾患の病態における αl 受容体の意義を考える上で寄するところが大き

く，学位に値するものと認める。
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