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論文内容の要旨

〔目的〕

Endothelin-1 (ET-l)は，豚大動脈血管内皮細胞培養上清より分離精製された，最も強力な血管収縮

性ペフ。チドの一つである。一方，腎糸球体メサンギウム (M)細胞は，各種の血管作動性ペプチドによ

る収縮を介して糸球体漉過値を調節し，さらに各種のgrowth factor R: 反応して増殖する乙とが知ら

れている。また，乙れらの物質の作用に際して， prostaglandin E2 (PG E2 ) が産生され， negative 

feed back系の一員として重要な役割を果たす可能性も報告されている o 本研究では， M細胞機能の

調節における ET-1 の役割を解析する目的で， M細胞における ET-1 受容体の存在，その細胞内情報

伝達機構と生物学的作用，特にPGE2産生作用を検討した。

〔方法〕

① M細胞培養 : 4 週齢雄性Sprague-Dawley ラットの腎皮質から簡法iとより単離した糸球体を培養

系 (RPMI 1640+20労牛胎児血清)に移し， 21 日目以後優勢となるM細胞を 1 回継代して用いた。

② ET-1 の binding assay : subconfluent '1:達したM細胞に 125 1 標識ET-1 10-11 M と 10-10 ........10-7

M の濃度の非標識ET-1 を添加， 4 0C, 22時間 incubate して細胞に結合した 125 1 の放射能を測定し

た。一部の実験では非標識ET-1 の代わりに 10 -8........1O-6 M angiotensin II (All) , 1O-6M arginiｭ

ne vasopressin (AVP) , 10 -5 M diltiazem, 10-7
........ 10 -5 M nicardipine を添加した。

③ ET-1 による inositol 1, 4, 5-tr﨎phosphate (Ins 1, 4, 5-P 3 )の産生 :M細胞をHanks-Hepes 

buffer で20分間 preincubate した後， ET-1 10- 7 M または vehicle を添加，所定の反応時間経過後，
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159ぢ trich1oroacetic acid (TCA) にて反応を停止した。 4 倍量のwater-saturated diethy1ether 

で 4 回洗浄してTCAを除去し， Ins 1, 4, 5-P3 を Amersham社製の specific binding assay kit 

(TRK. 1000) を用いて測定した。

④ ET-1 による細胞内カルシウム濃度(iCa+つの変化: 10 x 40mmのカバーグラス上に継代し

たM細胞に fura-2 4μMを添加し， 60分間 incubationの後，さらに Krebs-Hense1eit-Hepes buff島

町で20分間 incubate した。 カバーグラスを石英キュベットに移し，蛍光分光分析装置 (Hitachi

F4000) 内に設置， ET-1 10-7 M を添加して，励起波長340及び380nm，蛍光波長505nmで=蛍

光を測定した。 iCa++ は Grynkiewicz の式に基づいて算出した。

⑤ ET-1 による PGE2産生 :M細胞をRPMI 1640 で 3 時間 incubate し，さらに Hanks-Hepes buｭ

ffer で、30分間 preincubati on の後， ET-1 または vehicle を添加した。 30分後反応液を採取し， NEN 

社製のradioimmunoassay kit (NEK.020) による PGE2測定に供した。一部の実験では，反応液

中 lé diltiazem 1μM，または nicardipine 1μMを添加した。

〔成績〕

① ET-1 の binding assayの結果 :M細胞には 2 種の ET-1 結合部位が存在し，解離定数は各々

0.24 , 4.4nM，最大結合能は 130 ， 1070 fmol/mg ・ protein と計算された。 AII ， AVP , di1tiazem , 

nicardipineはいずれも ET-1 のM細胞への結合に影響を与えなかった。

② ET-1 による Ins 1, 4, 5-P3 の変化 : ET-1 10-7 M添加後， Ins 1, 4, 5-P3 は急速に増加して，

10秒後に最大値に達し，以後漸減して60秒以内に前値に復した (0 秒: 77.9 ::t 5.3 (mean 士 SE) ，

10秒: 106.7::t 5. 1, 60秒: 63.3::t 3.1 pmo1 /mg. protein) 0 ET-1 添加後10秒における Ins 1, 4, 5 

-P3 の値はET-1 の濃度に依存して増加し，有意な上昇は 5x lO- 10 M以上の濃度で認められた。

③ ET-1 による iCa++ の変化: ET-1 10-7 M添加後， iCa++ は急速に増加，約15秒で最大値に達し

た後，速やかに減少したが， ET-1 添加前の値までは戻らず，いわゆる“transient and sustained" 

のパターンを呈した。乙の"sustai ned phase" は， nicardipine 1μMの添加で消失した。

④ ET-1 による PGE2産生 :M細胞における PGE2産生は ， ET-1 の濃度に依存して増加し，有意な

増加は1O-9 M以上の濃度で， half maxima1 effect は 3 X 10-10 M付近で認められた。 ET-1 1O-9M 

による PGE2産生は ， di1tiazem 1μM，或は nicardipine 1μM添加で影響を受けなかった。

〔総括〕

培養M細胞には， ET-1 に特異な受容体が存在することが明らかとなった。 ET-1 は，乙の受容体

に結合後， phospholipase Cの活性化による phosphatidylinosito1 4, 5-bisphosphate の加水分解を

介して， Ins 1, 4, 5-P3 を産生し，細胞内のカノレシウム貯蔵部位からのカルシウム動員を来すものと

考えられた。 ET-1 の生物学的作用として， PGE2産生が明らかとなり，乙の作用はカルシウムチャ

ンネルを介した細胞外カルシウム流入には依存しないととが証明された。産生された PGE2 は糸球体

機能の調節に関与するものと推定された。
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論文審査の結果の要旨

本研究は，最近発見された内皮細胞由来血管収縮性ペフ。チドである endothelin-1 が腎糸球体メサン

ギウム細胞において特異的受容体を介してphosphoinosi tide 代謝回転を冗進し，さらに，細胞外カルシ

ウム非依存性，細胞内カノレシウム依存性， pr otei n ki nase C非依存性の phospho1ipase A2活'性化機構

によって prostaglandin E 2 産生を冗進する乙とを初めて明らかにした。 endothe1in-1 , prostaglanｭ

din E 2 は共Kメサンギウム細胞機能調節を介して糸球体機能制御比重要な役割を果たしている乙と

が考えられ，乙れらの作用機構解明は糸球体病変の制御法の研究に貢献すると乙ろ大であり，学位に

値するものと考えられる。
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