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Prostaglandin induces Ca2十 influx and cγclic GMP 
format ion in mouse neurob l astoma x rat g l ioma hybri d 
NG108-15 cells in culture 
(ブロスタグランジンは、マウス神経芽腫細胞とラッ向上グリ
ア腫細胞の雑種細胞 NG 108-15 の培養系において、 Ca

ZT

を細

胞内へ流入させ、 cGMP の産生を促進する。)

論文審査委員 ￡繋 坂本幸哉
￡|宅 多国道彦 教授 祖父江憲治

論文内容の要旨

〔目的〕

中枢神経系においても種々の作用が知られるようになったプロスタグランジン( P G )が中枢系で

作用を発現する機序を明らかにするため，神経細胞のモデノレとして培養細胞NG108-1 5 を選び，

PGの細胞内情報伝達機構への影響を調べること。

〔方法ならびに成績〕

培養:

タツレベッコ変法イークツレ培地〔臼水製薬)に 5%準胎児血清(三菱化成)を加えた培養液を用いた。

培養は 10 ~ぢ炭酸ガスを含む雰囲気下， 37 0C で行った。 145cnlのディッシュ(培養液 25ml)を細胞内

ca 2十濃度の測定に ， 21cnl( 培養液 4 ml )のディッシュをサイクリックヌクレオチドの定量に用いた。

いずれのディッシュにも 4 ー 5 X 10 3細胞/仰?となるよう細胞を播種した。培養 3 日目，および 5 日

自に培養液の交換を行い ， 6 日自に各実験に供した。

サイクリックヌクレオチドの定量:

培養液を 0.5mM 3 ーイソブチノレー 1 ーメチルキサンチンを含む緩衝液と交換し， 30 分間， 370

C に

放置後，各種薬剤を培養液に添加した。所定時間後，緩衝液を吸引除去し，氷冷した 6%過塩素酸を

加えて細胞からサイクリックヌクレオチドを抽出した。 cAMP ， cGMP の定量はラジオイムノアッ

セイキット(ヤマサ醤油)を用いて行った。

細胞内遊離 ca 2十濃度 ( Cca 2十J i )の測定:
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NG108-15 細胞をディッシュからかきとり 2 培養液に 10 7 細胞/ml となるよう懸濁した後， 37 

OCで30分間，クイン 2 アセトキシメチノレエステノレ (50 .JlM) を負荷した。 クイン 2 を負荷した細胞懸

濁液1.5mlを石英セノレに移しp 撹梓下，目立F-3000 蛍光分光光度計にて各種薬剤を添加した時の

蛍光強度(励起波長 336 nm，蛍光波長 495nm) の変化を測定し， CCa 2十 J i R.換算した。

成績:

NG 1 08-15 細胞の内因性PGである PGD2 ， PGE2 , PGF2a はいずれも，培養系に加えると細

胞内 cGMP 量を一過性に上昇させた。 10 .JlMの濃度で=比較すると各々， 3.9 , 3.1 , 7.5倍上昇させた。

また，これら PG は同じ強さの順序で Cca 2+Ji も一過性に増加させた。 しかし，培養液中のca2十

を除くと Cca 2十 J i の増加はほとんど起乙らなかった。さらに，細胞内のCa 2十をクイン 2 でキレ

ートすると PG刺激による cGMP の産生の促進はほとんど認められなくなった。 PGの代謝物や，

合成アナログの作用を調べたところ PGFab ， PGD1? P GD3 に cGMP の産生， Cca 2+Jiの増

加が共に認められたが，他の PG は PGD2 のエナンチオマーを含めて，いずれの作用も有さなかった。

培養液中のK+の濃度を 5mMから 50mM~L.上げると3Cca 2十Ji ， cGMP共に増加した。高K+濃

度処理による NG 108ー15 細胞の Cca 2+J 九 cGMP量の増大はベラパミノレなどの電位依存性ca2十

チャンネノレのブロッカーにより完全に抑えられるが， P G ~L.対する乙れら細胞応答は影響を受けなか

っ Tこ。

〔総括〕

PG刺激による NG 108ー15 細胞の応答は，① Cca 2+Ji の増加が cGMP の増加に先立つて起乙

るとと，②細胞外の ca 2+'を除くと Cca 2+Ji と GMP の増加が，③細胞内のCa 2+'を除くと cGMP

の増加がほとんど見られなくなる乙とから， P G ~L.より細胞外液から ca 2均三流入し ， Cca 2+Jiが

上昇し，その結果 cGMP の産生が促進される乙とが分った。 また，乙の PG による ca 2十の流入は

電位依存性ca 2+ チャンネノレを介するものではなし P G ~L.特異的な構造を認識する受容機構を介し

て起乙ると考えられた。

論文の審査結果の要旨

プロスタグランジン刺激により神経細胞のモデルとして用いられたNG1 08-15 細胞には，細胞外

液から ca 2+が流入しF 胞内遊離ca 2十濃度が上昇する結果， cGMP の産生が促進されること， ま

た，プロスタグランジンによる Ca 2十の流入は，電位依存性カノレシウムチャンネルを介するものでは

なく，プロスタグランジンの特異的な構造を認識する受容機構を介して起乙ると考えられる乙とが明

らかにされた。

本研究は，脳・中枢神経系においても重要な役割を果している乙とが明らかにされてきたプロスタ

グランジンの作用発現のメカニズムの解明に役立つことが期待される。

以上，論文審査の結果，医学博士の学位を授与するに足るものと確認した。
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