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論文内容の要旨

〔目的〕

Angiotensin n CA n) は腎糸球体メサンギウム CM) 細胞の収縮を介して糸球体鴻過過程を調節す

るのみならず， M細胞の増殖にも関与し，糸球体病変の成立にも重要な役割を果たす可能性が示唆され

ている。本研究ではこれらAn のM細胞に対する作用における細胞内情報伝達機構を明らかにする目的

で， phosphoionsi tide cycle CPI cycle) の冗進により産生され，細胞内 Ca2 + 貯蔵部位からの Ca 2 + 遊

離を来すとされている inosito11 ， 4 , 5 -trisphosphate (Ins C 1 , 4 , 5) p 3)' およびそのリン酸

化物で，細胞外からの Ca2 + 流入に関与する可能性のある inositol 1 , 3 , 4 , 5 -tetrakisphospha te 

(Ins C 1 , 3 , 4 , 5) p 4) を中心として， inositol phosphates (IPS) 代謝について検討した。この

際， IPs の分析は従来の測定方法のもつ種々の欠点を克服するため，今回新たに開発した高速液体クロ

マトグラフィー CHPL C) を用いて行った

〔方法〕

(1) M細胞培養: 4 週齢SD -rat kidney より sieving 法により糸球体を単離し，培養系へと移したo

M細胞のみとなった時点(初代培養21 日目)で，継代した。実験には 2 代継代細胞を用いた。

(2) C HJ -inositol による前標識:前標識24時間前に inositol-free MEMに置換し， 10%透析ウシ胎

児血清および CHJ -inositol 25μci/mPを含む inositol-free M E N中で48時間前標識した。

(3) IPs 分析:反応はAn を含む Hanks-Hepes buffer および Hanks-Hepes buffer のみの添加により開

始し，反応停止は反応液除去後， chloroform/ methanol C 1 : 2 , vol vol)または15% trichloroｭ

acetic acid CT C A) 添加により行った。 chloroform/methanol によった場合，抽出は Blig & Dyer 



らの方法により， 2 相に分離した水相を vacuum concentrator で乾燥させ，これを再溶解させ， HPL 

C にて分析した。 TCAによった場合， water-saturated diethyl ether による洗浄によってTCAを除

去後，上記と同様の操作により分析した。

(4) HPLCによる IPs の分析:カラムは陰イオン交換カラム TS Kgel DEAE-2SW (TOSOH) を，

移動相としてはリン酸ナトリウム pH6.8を用いたo retention time の決定は，標準物質を用い，各分析

の直前に行なった。この際の検出器としては，示差屈折計を用いた。但し， 1ns ( 1 , 4 , 5) P 3 の，

ls0mer である inositol 1 , 3 , 4 -trisphosphate (1ns (1 , 3 , 4) P 3) の retention time の決定に際し

ては，凍結・溶解を繰り返すことにより leaky としたM細胞に， 1ns ( 1 , 3 , 4) P 3 の前駆体であ

る CHJ -Ins ( 1 , 3 , 4 , 5) P 4 を基質として加えて反応させ，その脱リン酸化物を分析することによ

り行った。

〔結果〕

(1) 今回開発したHPLC は，従来の方法に比べ inositol ﾏllonophosphate (IP 1 )から inositol

hexakisphospha te (IP 6) までの IPs の分析に対し，短時間で良好な分離(理論段数:およそ4000) を

示した。また， 1ns ( 1 , 4 , 5) P 3 と 1ns ( 1 , 3 , 4) P 3 の分離も可能であった。

(2) A II 10-
7 
M添加により， 15秒以内に inositol trisphosphate , inositol bisphosphate の増加がみら

れ，また， 1P 1 は30秒以降増加した。

(3) AII添加による 1Ps の増加は， AII に対し濃度依存性を示した。

(4) A II -7 M添加による 1Ps の増加は， AII の受容体での措抗薬であるサララシン 10- 5 Mにより完全

に抑制された。

(5) 1P 3 isomers および 1rts ( 1 , 3 , 4 , 5) P 4 の検討から， AII添加後， 1ns ( 1 , 4 , 5) P 3 は， 10秒を

最大とする一過性の増加を示し， 60秒でほぼ対照に復した。 1ns ( 1 , 3 , 4 , 5) P 4 も 10秒を最大とする

一過性の増加を示し，以後若干の低下を見るもなお高値を示した。 1ns ( 1 , 3 , 4) P 3 は 10秒以後60秒

まで増加し続けた。

〔総括〕

(1) 今回開発したHPLC は， 1P 1 から1P 6 までの 1Ps の分析に有用であった。

(2) ラット培養M細胞においてAII は，受容体結合後， phospholipase Cの活性化に始まる P1 cycle の

冗進により Ins ( 1 , 4 , 5) P 3 の産生をきたし，さらに，この 1ns ( 1 , 4 , 5) P 3 の 3 -kinase によるリ

ン酸化物と考えられる 1ns ( 1 , 3 , 4 , 5) P 4 の増加をきたすことが明かとなった。

論文の審査結果の要旨

本研究は，重要な細胞内情報伝達物質である inositol phospha tes の分析のため，簡便，精密な高速液

体クロマトグラフィ一法を新たに開発した。これを用いて腎系球体メサンギウム細胞における angi­

otensin II 作用時の動態を検討し，細胞内 Ca 濃度の調節に重要な役割を果たすと考えられる inositol
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tris/tetrakisphosphate pathway の冗進を，初めて明かにした。メサンギウム細胞に対する angioten­

sin II の作用は糸球体疾患の病態にも重要な役割を果たすと考えられ，その制御法の研究に資するとこ

ろ大であり，学位に値するものと考えられる。




