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本 文 中 で 使 用 し た 略 号

PG:プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン

TX:ト ロ ン ボ キ サ ン

EP3受 容 体:プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンE受 容 体EP3サ ブ タ イ プ

FP受 容 体:プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンF2α 受 容 体

TP受 容 体:ト ロ ン ボ キ サ ンA2受 容 体

PI:イ ノ シ トー ル リ ン脂 質

PIP2:ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ トー ル ニ リ ン酸

IPI:イ ノ シ トー ル ー リ ン酸

mRNA:メ ツ セ ン ジ ヤ ーRNA

LDH:乳 酸 脱 水 素 酵 素

MTT:3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide

RT-PCR:reversetranscriptase-polymerasechainreaction

STA2:9,11-epithio-11,12-methanbo-TXA2

LiKRB:lithium-containingKrebs-Ringerbicarbonatebuffer

HKR:HEPES-Krebs-Ringerbuffer

IBMX:iso-butylmethylxanthine

db-cAMP:dibutyrylcyclicAMP

TPA:12-O-tetradecanoylphorbol13-acetate

TIS11:TPA-inducedsequence11



緒 言

プロスタノイ ドは、アラキ ドン酸 カスケー ド系代謝産物のうちプ ロスタグラ

ンジンエ ン ドペルオキシ ド合成酵素(脂 肪酸 シ クロオキシゲナ ーゼ)を 介 して

生合成 される トロ ンボキサン類(TX)お よびプロス タグラ ンジ ン類(PG)の

総称 で ある(Fig.1)。 これ ら一群 の化合物 は、すべ ての生体組織 において生合

成され、速やか にその生理作用 を発揮する点 において一種のオータコイ ドと考

えられる。それ らの作用は、炎症、平滑筋収縮 および弛緩、血小板凝固などの

末梢組織 における反応か ら、神 経機能調節 まで多岐にわたって報告 されている

(1,2)。 これ ら反応 の作用機作 として、従来から知 られて きた古典的神経伝達

物質、た とえば アセチルコリンやノルエピネフリンなどの場合 と同様 に、それ

ぞれの プロスタノイ ドに特異的な受容体の存在が薬理学的 に示唆 されて きた

(1-3)。1991年 にプロス タノイ ドの受 容体 としてヒトTXA2受 容体 がは じ

めてク ロ ーニ ン グされ(4)、 その分子 と しての実体が 明 らか にされた。その

後、マ ウス(5-12,129)や ヒ ト(13-23)に おいて ほ とん どすべ ての プロス タノ

イ ドに特 異的 な受容体が クローニングされ、あ らためてプロス タノイ ド受容体

の薬理学的分類が大筋で正 しいことが確認された(24,25)。

プロス タノ イ ド作用 の末梢組織 における研究 に比べる と、中枢神経系 におけ

る研究 は大 きく立ち遅れている(1,2,26)。 これは適切な実験系 が少 ない こと、

およびプロスタノイ ドの中枢神経系組織における標的細胞が不 明であったこと

による。最近、 中枢神経系 を構成する細胞の うちグリア細胞特 にアス トロサイ

トがプロスタノイ ドの標的細胞 の一つであるこ とが報告 され、 その意義につい

て論 じ始められた(27,28)。 本研究 は、中枢神経系細胞 としては初めて、培養

アス トロサイ トにPGF2a受 容体反応 を見 い 出 したこ とに始 まり、中枢神経系 に

存在するプロス タノイ ド受容体分子の構造 とその調節機構 を明 らかにすること
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を 目 的 と して 、 まず アス トロサ イ トcDNAラ イ ブ ラ リー よ りプ ロ ス タ ノ イ ド受

容 体cDNAの ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 次 に そ の 情 報 を も と にreverse

transcriptase-polymerisechainreaction法 に よ り、各 種 グ リア細 胞 にお け る プ ロス タ

ノ イ ド受容 体mRNA(メ ッセ ンジ ャ ーRNA)の 発 現 分 布 と発 現 量 の変 化 につ い

て検 討 した 。 さ ら に プ ロス タノ イ ド受 容 体 ア ン タゴニ ス トの検 索 、受 容 体 蛋 白

質 の発 現 に 関 わ る調 節 機 構 、 お よび発 現 後 の情 報伝 達 系 活 性 化 にお け る調 節 機

構 につ い て薬 理 学 的 に検 討 した。

Arachidonicacid

5-Lip°xygenaseIC
yclooxygenase

5鄲HPETE

↓
Leukotrienes

PGG?JPGH2

TXA2

i
TP

PGD2PGE2PGF2a

ii
DPEPFP

/¥
EPIEP2EP3EP4

PGI2Prostanoids

l
IPReceptors

Fig.1.Prostanoidformationandthereceptors

ThesecondmessengersystemsofEPI,EP2,andEP3receptorsareintracellular

calciummob丗zation,stimulationofcyclicAMPformation,andinhibitionofcyclic

AMPformation,respectively.EP4receptoristhemostrecentlyidentifiedsubtypeof

EPreceptor(forreview,ref.25).PG,prostaglandin;TX,thromboxane;5-HPETE,5-

hydroperoxyeicosatetraenoicacid.

2



本 論

第一章 培養 ラットアス トロサイ トcDNAラ イブラリーか らのプロス タノイ ド

受容体のNAの クローニ ング

第一節 プーース タグランジンF2α受容体(FP受 容体)cDNAの クローニ ング

プロス タノ イ ドは末梢 組織 と同様 中枢神経系において も存在することがヒ ト

を含 む哺乳動物の脳で報告 されている(29-33>。 またそれ らプロス タノイ ドの

生合 成活性(34-37)や 代 謝分解活性(38)が 中枢神経系標 品 において見い 出 さ

れ てお り、中枢神経系におけるプロスタノイ ドの生理機能に注 目が集 まってい

る。事実、中枢神経系機能、たとえば体温調節(39-44>、 摂食(45)、 睡眠 覚

醒制御(44,46-48)に 対 してプ ロス タ ノイ ドが 関与す るという報告が示され て

お り、それらの分子 レベルでの作用機作に興味が もたれている(26)。 しか し

なが ら、中枢神 経系 におけるプロスタノイ ドの標的細胞は、適切な実験系が な

かったためにこれまで不明であった。この点に関 し、中枢神経系 を構成する細

胞の うちグリア細胞特に培養アス トロサイ トにおいて、 トロンボキサ ン(TX)

A2の アナ ログで ある9,11-epithio-11,12-methanbo-TXA2(STA2)がPI代 謝 回転 を

亢進す ることが報告 された(49)。 またわれわれ は、培 養 アス トロサイ トを各

種 リガン ドの情 報伝達系解析のための実験系 として用い検討 した ところ、プロ

ス タグランジン(PG)F2α が イノ シrル リン脂質(PI)代 謝 回転 を亢進す る

知見 を得 、 アス トロサイ トが中枢神経系におけるプロスタノイ ドの標的細胞 の

一つである可能性 が考 えられた
。そこで本節ではまず、PGF2α を内因性 リガ ン

ドとす る中枢神 経系 プロス タノイ ドFP受 容体 の存在 とその分子構造 を明 らか に

することを目的 として、FP受 容体 の存在 が薬理学 的 に示唆 された培養アス トロ
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サ イ ト(27,28)を 用 い 、FP受 容 体cDNAの ク ロー ニ ング を行 っ た。

実験方法

培 養 ラ ッ トア ス トロサ イ ト[Raffら の分 類(50)に よ る タ イ プ ユアス トロサ イ

ト、 す な わ ち 帥alfibr皿alyacidicprote㎞ 陽 性 か つA2B5陰 性 】はKimelbergと

Frangakisの 方 法(51)に 従 っ て 調 製 した 。 培 養 ラ ッ トア ス トロ サ イ トcDNAラ イ

ブ ラ リー の作 製 お よびそ の ス ク リー ニ ング はFig.2に 示 す 方 法 で行 っ た。 す な わ

losecolumn

poly(A)+RNA

量
cDNASynthesis

>1.2kbsegments

LigationwkhpEF-BOS

EIectroporation

TransfectionintoDH10B

号
cDN_Alibrary(5x105clones)

u

量
1stScreening

Colonyhybridizationunderlowstringency

Probes:cDNAsformouseEPareceptorTMI-IV

andformouseFPreceptor

号
2ndScreening

3rdScreening

量
Positiveclones

Restriping
Sequencing

pFP1-3=cDNAsforratprostaglandinEreceptorEP3subtype
RB47=cDNAforratthromboxaneA2receptor

pFP24E17=cDNAforratprostaglandinFlareceptor

Fig・2・Strategyforclo血gofratprostanoidreceptors

Screen血gprobeswerecDNA丘agmentsofmouseprostanoidEP3receptor(codingregion

betweenfirstandfourthtransmembranedomains)(ref.9)andmouseFPreceptor(1.Okb

Pstl-fragment)(ref.11).
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ち、 培 養 ラ ッ トア ス トロ サ イ トか らpoly(A)+RNAを 抽 出 し、AmershamcDNA

SynthesisSystemPlusを 用 い てcDNAを 合 成 した。 そ れ を発 現 ベ ク ターpEF-BOSに

組 み込 み 、cDNAラ イ ブ ラ リー(5×105ク ロ ー ン)を 作 製 した。 ス ク リー ニ ン

グ を行 うため の プ ロー ブ と して 、マ ウ ス プ ロ ス タノ イ ドFP受 容 体cDNAか らPstI

で切 り出 した1.Okbの フ ラ グ メ ン ト(11)をrandompriming法 に よ り笠Pで ラベ ル

して使 用 した。 ス ク リーニ ン グは コロニ ーハ イブ リダ イゼー シ ョン して行 っ た。

す な わ ち、 フ ィル タ ー を プ ロー ブ存 在 化28°Cで 一 晩 イ ン キ ュベ ー シ ョン し、 そ

の 後2×SSC+0.1%SDSで28°Cの 洗 浄 を1時 間、 つい で1×SSC+0.1%SDSで37°C

の洗 浄 を1時 間行 っ た。 フ ィル ター は一80°Cでautoradiographyし た 。 得 られ た8つ

の陽 性 ク ロー ン(pFP17-pFP24)の う ち 、2つ(pFPI7お よびpFP24)を 選 んで

dideoxy法(UnitedStatesBiochemicalSequenaseversion2.Okit、TakaraBcaBEST

dideoxysequencingkit、 あ るい はToyobo△TthDNApolymerasesequencingPROを 使

用)に よ り両strandを 読 む こ とで それ ら塩 基 配列 を決定 した。

実験 結 果

cDNAの 解 析 結 果 をFig.3に 示 す 。2つ の ク ロー ンpFP17とpFP24は 完 全 に 同 一

の 塩 基 配 列 を含 ん でお り、pFP17は 図 中833か ら2,867番 目 まで の 、pFP24は 図 中

一133か ら1 ,222番 目の 塩 基 配 列 をそ れ ぞ れ持 って い た。 両cDNA塩 基 配 列 の解 析

結 果 よ り、 これ らは推 定 ア ミノ酸 数366個 の蛋 白質(推 定 分子 量40,660)を コ ー

ドす るcDNAの 一 部 で あ る こ とが分 か っ た 。 この蛋 白質 はFig.4に 示 す よ う に マ

ウス卵 巣FP受 容 体(11>と96.4%、 ヒ ト子 宮FP受 容 体(16)と85.5%、 ウ シ黄

体 細 胞FP受 容体(52)と80.3%の ア ミノ酸相 同 性 を示 し、 ラ ッ トア ス トロサ イ

トFP受 容 体 で あ る こ とが 分 か った 。
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                                      -133 GGCAATGTTGCAAGCTGAGGCCCCTTGGGGGTGTGGGCTCTGC 

AACTGGCAAAGTCAACTATGTCTGCACTTCGAGGCTGCACAGTCGTGACAGAGAGATGACTTGAGGGGGACGGCGTTTATCTCCACAACG

-91 

 -1

ATGTCCATAAACAGTTCCAAGCAGCCGGCGTCCTCTGCAGCTGGACTCATCGCCAACACGACTTGCCAGACGGAGAACCGGCTTTCAGTG 

 MS  INS  SK  Q  P  A  S  S  A  A  GL I  ANT  T  C  Q  TENRL S V 

TTCTTTTCAATAATCTTCATGACGGTGGGGATTGTATCTAACAGCCTGGCCATTGCCATCCTCATGAAGGCATATCAGAGATTTAGACGG 

 F  F  S  I  IF  M  T  VG  I  V  SNS  L  A I A  ILMK  A  Y  QR  FRR

90 

30

180 

60

AAGTCGAAGGCTTCTTTCCTGCTCTTGGCTAGTGGCCTGGTGATCACAGACTTCTTCGGCCACCTCATCAACGGAGGGATAGCTGTCTTC 

K S K A  S  F L L  L  A  S  GL  V  I  T  D  F F  GHL  INGGI  A  VF

  A 
GTATACGCTTCTGATAAAGACTGGATCCGCTTCGATCAATCGAACATCCTGTGCAGTGTTTTTGGGATCTCCATGGTGTTCTCTGGCTTG 
 ^  Y A  SDK  DW  IR F  DQSNILCSVF  GI  SMVF  S  G  L  

                                            III 
TGCCCACTTTTCCTGGGCAGTACGATGGCCATTGAGAGGTGCATCGGGGTCACCAACCCTCTATTCCACTCTACAAAGATCACGTCTAAG 

 C  P  L  F  L  GS  T  MA  IERC  I  G  V  TNP  L  F  H  S  ITST  KSK 
               A A 
 CATGTGAAAATGATACTGAGCGGTGTGTGCATGTTTGCTGTC  TTCGTGGCCCTGTTGCCCATCCTTGGACACCGAGATTATCAAATCCAA 

 HV K  MI  L  SGVCMF  AV F  VA L L  P1L  GHRD  Y  Q I Q
IV 

GCATCCAGAACTTGGTGCTTCTACAACACAGAGCACATCGAAGACTGGGAAGACAGGTTCTATCTCTTGTTCTTTTCTTCCCTGGGACTC 

 AS  R T  WC  F  Y  N  T  EH  IEDWEDRF  Y  L  L  F  F  S  SLGL 

                                          V 
 TTAGCTCTCGGCATCTCATTCTCGTGCAACGCCGTCACGGGAGTCACAC  TTTTGAGAGTGAAGTTTAGAAGTCAGCAGCACAGGCAAGGC 

 LA L  GI  SF  S  C  N  A  V  T  TG  VTL  LRVK F  R  SQQHRQG

270 

90

360 

120

450 

150

540 

180

630 

210

720 

240

 AGGTCTCACCACCTGGAGATGGTCATTCAGCTCCTGGCCATAATGTGTGTCTCCTGCGTCTGCTGGAGTCCCTTTCTGGTGACGATGGCC 

 RS  H  H  L  EMV I  Q  L  L  A I  MC V  S  C  VC  WS  P  F  L  V  TM A

            VI 
AACATTGCAATCAATGGAAATAATTCCCCAGTGACCTGTGAGACGACGCTCTTTGCTCTCCGAATGGCAACCTGGAACCAGATATTAGAC 
 NI  A  INGNNS P  V  T  C  E T T L F  AL  R  MATWNQ  I  L D 

                                  VII 
CCCTGGGTCTACATTCTGCTACGGAAGGCTGTCCTTAGGAACCTGTACAAGCTTGCCAGTCGCTGCTGTGGAGTGAACATCATCAGCTTG 
 P  W  V Y  I  L  L  R  K  A  V  L  R  N  L  Y  K  L  A  S  R  C  C  GVNI  IS L

810 

270

900 

300

990 

330

 CACATCTGGGAACTCAGCTCCATCAAGAATTCCTTAAAGGTTGCTGCTATCTCTGAGTCACCGGCTGCAGAGAAGGAGAATCAGCAAGCA 
 HI  WEL  SSIK  NS  L  K  V  A  A  I  S  ES  P  A  A  EKE  E  N  Q  Q A 

    A A 
TCTAGTGAGGCTGGACTGTAAGTCAATGCACAGCTAGAAGAAAGTTATGGGAACTTCCGAAACATCTTACCTGACCAGACTCAGAGCATA 
S  S  E  A  GL

1080 

360

1170 

366

 AC  TGGAACACTTGGACC  TC  TGTGTGTAGTTCGGGAGTACACTGGTCAGACAAAGCTTCTGACTTTTGTTATGCTGGCTGC  TGCATGGTTG 

TGCATTTTCATTTGTTGGTGTCAACAGGAGATTCAACATGGTGGAGTTAAGTAGAGTACACATTTTATCTGCGTGACTTATGTTTTTGGA 

 ATAAATGAATCTGTTGAGGCCCTGTGCCTTTATTTGACCTATTTTTCCAAGCACCTTAATGCTACCTGCACCGTGACATGGCCATTTGAG 

 GAGCACTGACTTGCAGACAAAGCTTAAAGTAACACAAGACTTTTTGTGTTTGTGTGTGCAGCTCTGCTCTGTTTACCAACCCACGTGTCC 

 TCAATGTCTGCATGACCATGACATCTGAGTCTCATGGTGACTTTGATGGCCACTATGTAGGCAGCTCAGCTTGACATTGTGGGGCTGATG 

 AGGATAATCATTCTTGTCACAACTCACATGTGTGGTTGCTTGCATTTGTTGTTGTGAAGGTCAATTATTTTTTCCACATTGGCTGTCCTC 

CTATAAAGTCATAGGTTTTCAGTGTCTAAGTAATCCCCCTTTCCTCTGAAAATTGTAGAGGAATACAGGCTTTATCTTAGCACAGATTCA 

 GC  TCATGATAGCATATCATAAGCCCTATTGTGGATGATGCAAACATTGAAATCCCACTTACACATGCCAAGAACATGGCAGACATTGC  TT 

TACCTGAGCTATCATTTCTGTGTCAGAGAATAAAAAACGATCAAGACACATTCGAAGTCTCTTGGAGCTATTGTGTTTCTGCCTTACACA 

CACAGGCATAAGGGAGTTC TGTTAACAGTAATTTCACTAAATAAGTTGAACCACAC TTCCAAAAGCCTGTGTTATCAGTGAGGAGTGGAA 

AGATCTGAAATTAGCCAGGAGTTGGGATCACTGTTGTGGTTAACCCGAGGCTAAGGGACAAGATTCTGTCGCCAAGTTTCCCAATCTTAA 

TTCACACTTCTCCTTTGTATAATTTAACACAAAGATACTCAATTTCAGTAATCACTCTAAACATTAGTTCCATCAGTGGCTACGGTTAGT 

 GGTTATATTTTATAAAGAAATGTATTTTCATATTTAAAAAATTCC  TTTCTTTTATCGTTTGTC  TTTATTTAAAAATTTCTATTTTTTTC  T 

 TTGCTATATGTATGAGTGTTTCACCCGAATGTATTTCCGAGCATTACGTACCTTCCTAGAACTTACTTAAACCAGAAAAGGACATCGGGT 

 CC  TTACAGATGGTTATAAGC  TACCATGTGGATACTAGGAATTGAGCCCAGGTTCTCTGGAAGAGCAGCTGTAGAGAGAATTTTAATCCAG 

 CAATTTGTGAATTCAATAGACTTAAAATAGTACCTCCAACATGGTTTCTCTGGCAAAAGATCACATCCGAAGAGCTTCTAGGTTTATATG 

ATCTGGCTTGAATGCAGACATTCTCTGGATTATAGTACAATCTGGCTGTAACACAGACACACCCTTAGTACACACCTTTAATCCCTAACA 

 GTGAAGGAAAGTTAGTTTGTAGAAGGAAGTAGTCACTTTTGAAATCGATGTCCAGTTGAGGGTCAGACAGAGTGACGAATCAGAGAAAGT 

TTTGACAGAATGAGTTAGAGAAAAGATGTGCTCAATTCACGTGAGAACAGTACGGAAAGAGAGGATGCCGAAAAGGG

 1260 

1350 

1440 

1530 

1620 

1710 

1800 

1890 

1980 

2070 

2160 

2250 

2340 

2430 

2520 

2610 

2700 

2790 

2867

Fig. 3. Nucleotide sequence of rat FP receptor cDNA and its deduced  amino acid 
sequence 
Two overlapping clones (pFP17 and pFP24) were sequenced. The nucleotide sequence is 
numbered in the 5' to 3' direction, starting with the initiator ATG of the open reading 
frame. Putative N-glycosylation sites (ref. 112) are indicated with asterisks and presumed 
transmembrane domains are underlined. Potential phosphorylation sites by protein 
kinases A and C (refs. 126, 127) are shown by arrow heads.
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Fig. 4. Amino acid sequence comparison of the FP receptors of 
various species 
The deduced amino acid sequences of the rat, mouse (11), bovine (52), and 
human (16) FP receptors are aligned. Dots and hyphens indicate identical 
and deleted amino acids, respectively, compared with those of the rat. 
Putative transmembrane domains are indicated with  I-WI.
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第 二 節 プ ロ ス タグ ラ ンジ ンE受 容 体EP3サ ブ タイ プ(EP3受 容 体)cDNAの ク

ロ ー ニ ン グ

アス トロサ イ トはPGEの 刺 激 に反応 して そ の細 胞 内cyclicAMP量 を増 加 させ る

(53,54)。 このPGEに よる ア デニ レー トシ ク ラ ーゼ 活性 化 作 用 はRaffら の 分 類

(50)に よる タ イ プ2ア ス トロ サ イ トに強 く認 め られ る(54)。 一 方 、 タ イ プ

1ア ス トロサ イ トにお け るPGEの 作 用 は 、 ア デ ニ レ ー トシ ク ラ ー ゼ を活 性 す る

こ とが 知 られ て い る他 の薬 物 の作 用 ほ ど著 明 で は な く(53,54)、 従 って タ イ プ

1ア ス トロサ イ トにお け るEP受 容体 の存 在 の有 無 、 そ して存 在 す る場 合 どの サ

ブ タ イ プ のEP受 容 体(Fig.1)が 発 現 して い る か は不 明 で あ る 。 そ こ で 次 に 、

タ イ プ1ア ス トロサ イ トEP受 容体cDNAを クロ ーニ ング した 。

実 験 方 法

cDNAラ イ ブ ラ リー の作 製 とス ク リー ニ ング は第 一 節 の 方 法 に従 っ た。 た だ し

第 一 節 で得 た 陽性 ク ロ ー ン 中 に は他 の プ ロス タ ノ イ ド受 容体cDNAと 考 え ら れ

る ク ロ ー ンが 存 在 しな か っ た た め 、 ス ク リー ニ ン グ用 プ ロ ー ブ と して、 マ ウ ス

プロス タノ イ ドEP3受 容 体cDNAの うち、推 定 第1か ら第4細 胞膜貫 通 領域 を コー

ドす る0.48kbフ ラ グ メ ン ト(9)を 用 い た。 得 られ た16個 の 陽性 ク ロ ー ン

(pFP1-pFP16)の うち、 そ の シ グナ ル の強 い ものか ら順 に10個 のcDNA塩 基

配 列(pFP1-8,11,12)のsequencingを 行 った。

実 験 結 果

塩 基 配 列 のsequencingを 行 った10個 の クロ ー ンの うち3個(pFP1-3)は 完 全

に 同 一 の 塩 基 配 列 を含 ん でい た。 そ の うちpFPIとpFP2の 解 析 結 果 をFig.5に 示
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                                             -85 CGCCGTCCTC 
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   A II 

GACTTGGTGGGGCAGCTCCTGACCAGTCCGGTGGTCATCCTCGTGTACCTGTCGCAGCGACGCTGGGAGCAACTC 
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Fig. 5. Nucleotide sequences of rat EP3 receptor cDNAs and their deduced amino 
acid sequences 
Two clones (pFP1 and pFP2, corresponding to  EP3  (3 and  EP3i, respectively) were sequenced. 
The nucleotide sequence is numbered in the 5' to 3' direction, starting with the initiator 
ATG of the open reading frame. Putative N-glycosylation sites are indicated with asterisks 
and presumed transmembrane domains are underlined. Potential phosphorylation sites by 
protein kinases A and C are shown by arrow heads.
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す 。 この2つ の ク ロー ンは塩 基 配列 で1,008番 目、推 定 ア ミノ酸 配 列 で336番 目

まで は ま った く同 一 で あ っ た。 しか し塩 基 配列 で1,009番 目、推 定 ア ミノ酸 配 列

で337番 目以 降 はpFPIとpFP2と では別 々の配列 を持 ってお り、 互 い にア イソ フォー

ム を コー ドして い る こ と が分 か っ た。 もう一 つ の ク ロー ンpFP3は 推 定 ア ミノ 酸

配列 でpFP2の コー ドす るア ミノ酸 とま った く同一 で あ っ たが 、3'側 の非 翻 訳

領 域 がpFP2よ り も短 か い もの で あ っ た(デ ー タ には示 さず)。pFPIが コー ドす

る蛋 白質(推 定 分 子 量39,634)は 、Fig.6に 示 す よ う にマ ウス癌 化 肥 満細 胞EP3

受 容 体EP3β アイ ソ フ ォー ム(7)と94.8%の ア ミノ酸 相 同性 を示 し、 ラ ッ トア ス

トロ サ イ トEP3受 容 体EP3Rア イ ソ フ ォー ム であ る こ とが 分 か った 。 また 、pFP2

が コー ドす る蛋 白質 のC末 端 か ら29ア ミノ 酸 は、pFP1の コー ドす る蛋 白質 の

C末 端 か ら26ア ミノ酸 と置 き換 わ っ た構 造 を して お り、 マ ウ ス癌 化 肥 満細 胞

EP3受 容 体EP3γ ア イ ソ フ ォー ム(8)に 対応 す る ラ ッ トアス トロサ イ トEP3受 容

体EP3γ ア イ ソ フ ォー ム で あ る こ とが 分 か っ た。

Fig.6に は、 ラ ッ トアス トロサ イ トEP3受 容体EP3Rア イ ソ フ ォー ム の ア ミノ 酸

配列 を、 す で に報 告 され てい る マ ウス癌化 肥 満細 胞EP3受 容 体EP3Rア イ ソ フ ォ ー

ム(7)、 ウサ ギ 腎臓EP3受 容 体 ク ロ ー ン77A(55)、 ウ シ副 腎 髄 質EP3受 容 体

EP3Aア イ ソ フ ォ ー ム(56)、 お よび ヒ ト子 宮EP3受 容 体EP3-mア イ ソ フ ォー ム

(21)と 比 較 し た もの を示 した 。 マ ウ ス癌 化 肥 満 細 胞 に お い て は3種 類 の

(EP3α 、EP3β お よ びEP3y)(7,8)、 ウサ ギ腎 臓 にお い て は4種 類 の(ク ロ ー

ン72A、74A、77A、 お よび80A)(55)、 また ウシ副 腎 髄 質 に お い て は4種 類

のEP3受 容 体 ア イ ソ フォー ム(EP3A-EP3D)(56)が そ れぞれ 報告 され てお り、

そ れ らがaltemativesplicingに よ り作 ら れ る こ とが 証 明 さ れ て い る 。altemative

splicingを 受 け て ア ミノ酸 配列 が 変 化 す る部 位 はい ず れ の動 物 種 にお い て も、C

末 端 側 の ア ミノ酸 残 基 で あ り(Fig.6の 矢 印 で 示 す 部位 か らc末 端 まで の ア ミ ノ

酸 残 基)、 ラ ッ トアス トロ サ イ トに おい て もFig.5に 示 す よ う に、altemative

splicingを 受 け て で きる複 数 のEP3受 容 体 ア イ ソ フ ォー ム の存 在 が示 唆 され た 。

10



Rat 
Mouse 

Rabbit 
Bovine 
Human

Rat 
Mouse 
Rabbit 

Bovine 
Human

Rat 

Mouse 

Rabbit 

Bovine 

Human

Rat 
Mouse 
Rabbit 
Bovine 
Human

Rat 
Mouse 
Rabbit 
Bovine 
Human

Rat 
Mouse 
Rabbit 
Bovine 
Human

Rat 
Mouse 
Rabbit 
Bovine 
Human

Rat 
Mouse 
Rabbit 
Bovine 
Human

Rabbit 
Bovine

 MAGVWAPEHSVEAHSNQS---SAADGCGSV 
                     .SM  A  L   ---.TT.D.... 

 MKETRGDGGSAPFCTRLNHSYP.M....----.RG.LTRPPGPGED.... 
 MKATRDHAS-APFCTRFNHSDP.I..A.RA...PN.LTLppEpSED.... 
 MKETRGYGGDAPFCTRLNHSYT.M....R.A..RG.LTRPPGSGED.... 

 I II

 SVAFPITMMVTGFVGNALAMLLVSRSYRRRESKRKKSFLLC'IGWLALTDL 

 C  

 LI  

 SM  I  IT  K  

 LL 

                III  

VGQLLTSPVVILIvYLSQRRWEQLDPSGRLCT'FFGLTMTVFGLSSLLVASA 

 KQ  FI. 
  VL  .HQ  FI. 
 ......  T....V....KQ.  .HI  FI... 

                          IV 

 -P  

           A  Q   T 
  T S   SV  A  Q   T 

           A  Q   T 

     V  

 VQWPGTWCFISTGPAGNETDSAREPGdVAFASAFACLGLLALVVTFACNL 

 P  I  RGD.G.S.SHNW.NLF.  .T  .F  .  .  AI  
I  G  G  N   RQNW.N   F I S  

  RG.  G.S.SHNW.NLF   F T S 

VI -
ARKALVSRCRAKAAASQSSAQWGRITTETAIth4MGIMCVLSVCWSPLLI 

V  T  

T 

27 

27 

46 

49 

50

77 

77 

96 

99 
100

127 

127 

146 

149 

150

177 

176 

196 

199 

200

227 

226 

246 

249 

250

VII

 MMLKMIFINQMSVEQCKTQMGKEKECNdFLIAVRLASLNQILDPWVYLLIjF 

 

.  T.  .H  DT  Q  
  HT.  .H  YTENQD  F  

 .........  T...H...HTE.Q 

 KILLRKFCQMMNNLKRSFIAIPASLSMRISSPREG 
  WT  .V.V..GL  

  VIHENNEQKDEIQRENRNVSH.GQHEEARDSEKSKTIPGLF 
 ....Q LLKGHSYGLDTEGGTENKDKEMKENLYISNLSRFFILLGHF 

 4 EEFWGN

277 

276 

296 

299 

300

SILLQADPGARPYQQ 
TEARRGRGHIYLHTLEHQ

327 

326 

346 

349 

350

362 

361 

396 

399 

365

411 

417

Fig. 6. Amino acid sequence comparison of the EP3 receptors of 
various species 
The deduced amino acid sequences of the rat  (EP3  (3), mouse  (EP3(3, ref.7), 
rabbit (clone 77A, ref.55), bovine (EP3A, ref.56), and human (EP3-III , ref. 21) EP3 

receptors are aligned. Dots and hyphens indicate identical and 
deleted amino acids, respectively, compared with those of the rat . Putative 
transmembrane domains are indicated with  I-VII. Arrows show alternative 
splicing sites of each receptor.
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ま た 、pFP4-6、8、11、12はsequencingの 成 績 か ら特 定 の蛋 白質 を同 定 す る こ

とが で きなか った(デ ー タ に は示 さず)。 さ らにpFP7に 関 して は 、塩 基 配列 の

部 分 解 析 に よ りpFP1の 塩 基 配列 と約30%の 相 同性 を示 す領 域 を持 つ こ とか ら 、

さ ら に詳 細 に検 討 した(次 節)。
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第三節 トロンボキサ ンA2受 容体(TP受 容体)cDNAの クローニ ング

前節 において解 析 したクローンのうちpFP7は 、 その塩基 配列 か ら推定 され る

部分 アミノ酸配列がマウスTP受 容体(5)と 高 い相 同性 を示 したこ とか ら、 ラッ

トアス トロサイ トTP受 容体cDNAの 一 部であ る可能性 が示唆 された。培養ウサ

ギアス トロサイ トにおいてはTXA2の ア ナログで あるSTA2がPI代 謝 回転 を亢 進

す るこ とが報告 されてお り(49)、 アス トロサ イ トにはTP受 容体が存在す る と

考 え られ た。 そ こで本節では、pFP7の 解析成績 を もとにラ ッ ト脳 よ りTP受 容体

cDNAの クローニ ングを行 った。

実験方法

pFP7の 解析結 果 とマ ウスTP受 容体 ア ミノ酸 配列(5)とg比 較 よ り、pFP7は

推 定 蛋 白 質C末 端 側 の翻 訳 領 域 に対 応 す る 部 分 か ら3'側 に か け て の 塩 基 が 欠

失 してい る こ と が分 か っ た。 そ こでFrohmanら の 方 法(57)に 従 っ て 欠失 した

部 分 を 含 む3'側cDNAの 増 幅 を行 い 、全 翻 訳 領 域 の 解析 を行 っ た 。 ま ず ア ダ

プ タ ー プ ライ マ ー5'-GACTCGAGTCGACATCGA-(T)17-3'を 用 い(57)、 ラ ッ ト

脳RNAサ ン プ ル よ りcDNAプ ー ル を 作 製 した 。 次 にpFP7の 塩 基 配列(Fig.7の

一384番 目か ら994番 目)よ り得 られ た情 報 を もと に2つ の プ ラ イマ ー、 す な わ ち

プ ライ マ ー1、5'-GGTGTGTTGGATGCCCTTGC-3'(Fig.7の756番 目か ら775番

目)、 お よび プ ラ イマ ー2、5'-TGCTGCAGACGCTACCTGTC-3'(Fig.7の797

番 目か ら816番 目)を デザ イ ン した 。 プ ラ イマ ー1と ア ダ ブ゚ タ ー プ ラ イマ ー を

用 い て ラ ッ ト脳cDNAプ ー ル を鋳 型 と してpolymerasechainreaction法(PCR法)

(128)に よ り増 幅 を行 っ た。 そ のPCR産 物 を さ らに フ ラ゚ イマ ー2と ア ダ プ タ ー

プ ライマ ー を用 いてPCR法 によ り増幅 を行 った 。得 られ たPCR産 物 を1%ア ガ ロ ー

ス ゲ ル電 気 泳 動 に よ り回 収 し、pFP7とPCR産 物 と をligationし て 全 翻 訳 領 域 を含

13



むcDNAを ク ロ ー ニ ング した(ク ロ ー ンRB47)。

実 験 結 果

RB47のcDNA解 析 結 果 をFig.7に 示 す 。 これ は 推 定 ア ミノ酸 数341個 の 蛋 白 質

(推 定分 子 量36,860)を コー ドす るcDNAで あ った 。 この蛋 白 質 はFig.8に 示 す

よ う にマ ウス肺TP受 容体(5)と92.7%、 ヒ ト胎 盤TP受 容 体(4)と71.8%の ア

ミノ酸 相 同性 を示 し、 ラ ッ トア ス トロサ イ トTP受 容 体 で あ る こ とが 分 か った 。

                                                          -384 GAACACCACTGCCTACCGCTCCCA 

ACAGTGGAGACAGGGCTCAGGAATGCAGGACCACCCCACATCCCAGTGACTTCTTTGGCTCCCGGGTGTCCAAAGCTGGGGTGTGGTGGC 

CTGCGCCTGTCACCCCAGCTTCAGAAGCTGGGGGCAGATGACTCTCAGGGAGTTCCAGGCCAGCCTGGTCTACACAGTCAGAGTCTGCAG 

GAGTGACTTACAGAATTCCTGAGCCTTGACATTCCCAGGCCCAAAGCTCCTTGCTGCAAGGCTGTGGAACCTGATAGGGCGCAGAGACAC 

CAAGTGCGCCAGAGCCTGCATCAGCCCAACGTCCCAGTCACCTGCATCTGATGGGGTGTTGACCCCCTTATCACGTCAGGCTCAGGAGCC

-361 
-271 
-181 
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  -1
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 MW L  NS  T  SL  GA  CF  R  PVN  I  TLQERR  A  I  A  SPWF                                                            

I 
GCGGCATCCTTCTGCGCACTGGGCCTGGGGTCCAACCTGCTGGCGCTGAGTGTGCTGGCCGGGGCGCGACCTGGGGCGGGACCCCGCTCC 
 A__A  S  F  C  A  L  GL G  SNL  L  A L S  V  L  AGAR  P  GAGPR S

90 

30

180 
60

TCCTTCCTCGCTTTGCTGTGCGGCCTCGTCCTCACCGACTTCCTGGGGCTGCTGGTCACCGGCGCTGTCGTGGCGTCGCAACACGCCGCC 

 S  F  LAL L  C  G  L  TDV  LDF  L G L  L  V T  GAVV A S  OHA A

II 
TTGTTGGACTGGCGTGCCACTGATCCCGGTTGCCGCCTTTGCCACTTCATGGGCGCGGCCATGGTGTTCTTCGGGCTGTGTCCCCTGCTC 
L L  D  W  R  A  T  DP  GCR L  C  H  F  MG A  AMVF F  GL  CPL  L

                           III 
CTGGGGGCCGCGATGGCTGCAGAGCGCTTCGTGGGCATCACACGGCCCTTCTCACGACCCGCAGCCACGTCGCGCCGCGCCTGGGCCACT 
L  G  AAMAA  ER F   VG  I  T  R P F  SR  P  AA T  RRAWAA T  

 A  A  iv 
 GTGGGGCTGGTGTGGGTGGGGGCCGGGACTCTCGGGCTGCTGCCACTGCTGGGGCTCGGCCGCTACAGTGTGCAGTACCCCGGCTCCTGG 

 ^G  LVWVGAG T  L  G  L L  PL  L  G  L  G  R   YSVQY  PGS  W

270 
90

360 

120

450 
150

540 
180

TGCTTCTTGACTCTTGGGGCGGGACGCGGCGACGTGGCCTTCGGGCTCATGTTTGCTCTCCTGGGCAGCGTGTCCGTGGGGCTGTCCCTC 

 CF  L T L  GAG  G  R  GDV A F  GL  MF  AL  L  GS V S V  G  L  S  L

                  V 
CTGCTCAACACCGTGAGCGTGGCCACGCTCTGCCGCGTCTACCATGCGCGCGAGGCCACACAGCGCCCCCGGGACTGTGAGGTGGAGATG 
•N  T  V S  V  A  T L  CR  V Y H  A  R  EATQR  P  R  DC  EVEH   A  

vi 
 ATGGTTCAGCTCGTAGGCATCATGGTGGTGGCCACGGTGTGTTGGATGCCCTTGCTGGTCTTCATCCTGCAGACCTTGCTGCAGACGC  TA 

 MV  V0  LVG  INVV A  T  V  C  W  M  P  L  L  VF  IL 0 T L  L  0  T L

630 

210

720 
240

810 

270

CCTGTCATGAGCCCCTCCGGACAGCTGTTGCGGACCACGGAGCGCCAACTGCTCATCTACCTACGCGTGGCCACATGGAACCAGATCTTG 
 PV  MS  P  S   GQLLRTT  ER  Q  L  L  IYLRVATWNO  IL  

                                    VII 
GACCCCTGGGTCTACATCCTCTTCCGTAGGTCCGTGCTTCGACGCCTGCATCCAAGGTTCACTTCCCAGCTCCAGGCTGTGTCCTTGCAC 
 DP  WV Y  I  L  FRR  S V L  RR L  HPRF  T  S  QL Q A  VS L H 

TCACCCCCCACACAGGCCATGCTCAGTGGACCCTGAAGGACGGTGCCAATCAAAGCTGGGGTTCTTGGTGACTGCTAACGACCTGTCTCC 

S  P  P T Q  AML S  GP

900 

300

990 
330

1080 
341

TGTCCCAGGAGCCTGAATGTTTGGTGGGATGGAGTTACAACACAGGGCTGACTCCTGTGAACTACAAAGATACCTCCTCCATGCTAGGGA 

 GATCCTCCCTGGCCCCCTCCCCAGACTACTTGTCAGCTAGGAGGTTGGAGCATATGTGGGAGGTCCTTGCAGGAATCTATGGTTACACAG 

AGAGAACCTGGGGTGCCGATGGCATCTCCCATCTTGCCATAGTCCGCGTCTGTCTCAGCCCCGTTGTCCCGGGCTTCATGTTTGTTCCTT 

TAGGCTCAAGGATCATCGGCCTTGGGTGTTGGAAGCACCCACTGTGGTCCAGTAGCTGGCTCTGGAGTTACCAACCTCTCCGTGTTTACT 

 GAGCCCCCTCCCCCCACGGCTATCCAACACACATGCTCAATAAATGGTTGAATGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

1170 

1260 

1350 

1440 

1516

Fig. 7. Nucleotide sequence of rat TP receptor  cDNA and its deduced amino acid 
sequence 
The sequence of clone RB47 is shown. The nucleotide sequence is numbered in the  5' to  3' 
direction, starting with the initiator ATG of the open reading frame. Putative N-

glycosylation sites are indicated with asterisks and presumed transmembrane domains are 
underlined. Potential phosphorylation sites by protein kinase C are shown by arrow heads. 
A possible polyadenylation signal is double underlined.
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Rat MWLNSTSLGACFRPVNITLQERRAIASPWFAASFCALGLGSNLLALSVLA 50 
Mouse  P G  50 

 Human  ..P.GS.  .P  T.  E  L  .  VV  A  50 

     II  

Rat  GAPGAG-PRSSFLALLCGLVLTDFLGLLVTGAVVASQHIAALLDWRATDP 99 
Mouse   99 
Human  ...Q.GSHT TF TI.V FE.H.V.. 100 

  II III  
Rat GCLCHFMGAAMVFFGLCPLLLGAAMAAERFJVGITRPFSRPAATS-RRAW148 

 Mouse  S  Y V  S T - 148 
 Human  .....  R...VV.I  S  .  S.  YL  VA  Q. 150 

  IV  
I V  Rat  IATVGLVWVGAGTLGLLPLLGLGYSVQYPGSWCFLTLGAGRGDVAFGLMF 198 

Mouse  A A   TQ....V...I. 198 
Human  AA.LA  V T  GES L 200

VI  

Rat ALLGSVSVGLSLLLNTVSVATLCI4VYHAREATQ-RPRDCIVEMMVQLVGI 247 
Mouse  A  247 
Human  SM  GL   F H   GQ  .A  Q.  S  .  A  .L 250 

                                VII  

Rat  MVVATVCWMPLLVF  I  LQTLLQTL  PVMS  P  SIGQLLRTTERdLL  I  YLRVATWN 297 
Mouse   M  P  F A H  297 

 Human  ....S...L  ......  A..V.RNP  A.  A.  .S  KE  300 

Rat  QILDPWVYILFRRISVLRRLHPRFTSQLQAVSLHSPPTQAMLSGP 341 
Mouse  S  RR  A  341 
Human  A Q   LSTRPRSL..QPQL..RSGLQ 343

Fig. 8. Amino acid sequence comparison of the TP receptors of 
various species 
The deduced amino acid sequences of the rat, mouse (5), and human(4) 
TP receptors are aligned. Dots and hyphens indicate identical and 
deleted amino acids, respectively, compared with those of the rat. 
Putative transmembrane domains are indicated with  I-WI.
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第 四節 培 養 ラ ッ トア ス トロサ イ トにお け る プ ロス タ ノ イ ド受 容 体 情 報 伝 達

系 の 解 析

前 節 まで に ク ロー ニ ング して一次 構 造 を決 定 した各 プ ロス タ ノイ ド受 容体 は 、

FPお よ びTP受 容 体 がPI代 謝 回転 系 と、EP3受 容 体 がcyclicAMP産 生 を抑 制 す る

系 と 共 役 して い る こ とが 、 末 梢 組 織(1,2)や リ コ ン ビナ ン ト受 容 体 の 系

(6-8,11,52)で 報 告 さ れ て い る。 そ こで 第 一節 か ら第 三 節 にお い て得 られ た ク

ロー ン の コー ドす る受 容体 が 、 実 際 に ア ス トロ サ イ トにお い て 発 現 して機 能 を

持 って い るか につ い て検 討 した 。

実 験 方法

PI代 謝 回転 の 指標 と して 、 リガ ン ド反 応 後 細 胞 内 に蓄 積 した イ ノ シ トー ル1

一リ ン酸(IP
1)を 、Berridgeら の方 法(59)に 従 って測 定 した。 す な わ ち、 ま ず

培 養 アス トロサ イ ト(Coming社 製12-wellplate中 でconfluentに な っ た も の)を

myo-[3H]イ ノ シ トー ル(37kBq/well)で24時 間標 識 した。 そ の後 、IP1脱 リ ン酸

化 酵 素 阻 害 活性 を持 つ リチ ウム とシ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻害 薬 であ る イ ン ドメ

タ シ ン を含 むKrebs-Ringerbicarbonatebuffer[LiKRB、 組 成(mM):LiCllO、

NaCI110,KCI5.5,CaC122.5,MgC121.2,KHZPO41.2,NaHCO320,D-glucose

I1、indomethacinO.01、pH7.4亅 で細 胞 を洗 浄 し、..で20分 間、37°Cで プ レ

イ ン キ ュベ ー シ ョン した 。 次 に新 しい..に 交 換 し て各 薬 物 を 添 加 し、 反 応

を開 始 した。 反 応 は薬 物 を含 むLiKRBを 除 い た後 、 氷 冷 メ タ ノ ー ル を添 加 し て

停 止 した。 細 胞 を培 養 プ レー トか ら剥 が して氷 冷 ク ロ ロ ホル ム 中 に添 加 し、 そ

こへ さ らに 水 を添 加 し た。 この水 一メ タ ノー ルーク ロ ロ ホル ム 混合 細 胞 浮 遊 液 を

撹 拌 、 超 音 波 処 理 して細 胞 を完 全 に破 砕 した。 遠 心操 作 に よ っ て水 層 と有 機 層

とに分 離 し、 水 層 を陰 イ オ ン交 換 樹 脂(Bio-RadAG1-X8、100-200mesh、 ギ 酸
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型)の 入 っ た カ ラ ム に通 し、 カ ラ ム内 を水 、 つ い で5mMホ ウ酸 ナ トリウ ム/60

mMギ 酸 ナ トリ ウム で洗 浄 した 。樹 脂 に結 合 した[3H]IP,は 、0.lMギ 酸/0.2Mギ

酸 ア ンモ ニ ウム で溶 出 し、 カ ク テ ル と混 和 した 後 液体 シ ンチ レ ー シ ョンカ ウ ン

ター で そ の放 射 活性 を測 定 した 。有 機 層 は そ の まま カ クテ ル と混和 した後 そ の

放 射 活 性 を測 定 した 。PI代 謝 回転 は細 胞 に取 り込 まれ た全 トリチ ウム量 に対 す

る[㌔ 】IPI量(%Hydrolysis)と して表 示 した。 なお 、20分 間 の プ レイ ン キ ュベ ー

シ ョン 中 に細 胞 内 に認 め られ た[洫]IP1量 を反 応 時 間0分 のバ ッ クグ ラ ウ ン ド値 と

してす べ て の測 定 値 よ り差 し引 き、 反 応 時 間 中 に産生 され た正 味 の蓄積 量 と し

て示 した 。

細 胞 内cyclicAMP量 は 、Babaら の 方 法(60)に 従 っ て測 定 した 。 す な わ ち、 ア

ス トロサ イ トの 培 地 を除 い てHEPES-Krebs-Ringerbuffer[HKR、 組成(mM):

NaCl145、KCI6、Ca(兆1.8、MgSO40.8、HEPES25、D-glucose19、pH7.4]で 洗

浄 後 、HKRで20分 間 プ レイ ンキ ュベ ー シ ョ ン した 。HKRを 除 き1nMイ ソブ チ

ル メ チ ル キ サ ン チ ン(IBMX)を 含 むHKRに 交 換 し、5分 後 に各 薬 物 を含 む

IBMX-HKRを 添 加 して反 応 した。反 応 は氷 冷 トリク ロ ロ酢 酸 を5%の 濃 度 とな る

よ う に添 加 して 停 止 した 。反 応 プ レ ー トを一30°Cで 凍 らせ た後 解 凍 して細胞 を

完 全 に破 砕 した 。調 製 したサ ンプ ルのcyclicAMP量 は ラ ジ オ イム ノア ッセ イ キ ッ

ト(Amersham)を 使用 して行 った。 ま た、蛋 白質 の定 量 はLowryら の方法(61)

に従 っ て行 っ た。

実 験 結 果

PGF2α お よびTXA2の ア ナ ログ で あ るSTA2は 、培 養 ア ス トロサ イ トに対 す る

イ ノ シ トー ル リ ン脂 質代 謝 回転 亢 進 作 用 に つ い て 、他 の プ ロス タ ノ イ ドと比 較

して ポ テ ン シ ー 、 エ フ ィカ シ ー と もに 強 か っ た(Fig.9A)。 また 、EP3受 容 体

選択 的 ア ゴニ ス トで あ るM&B28767は(24,25)、 培 養 アス トロサ イ トにお け る
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Fig. 9. Signal transduction of prostanoid FP, TP, and EP3 receptors 
in cultured rat astrocyrtes 
(A) Phosphoinositide  hydrolysis  , (B) cyclic AMP formation. 

Values are means ± S.E.M. of at least three independent experiments.
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第五節 考察 と小括

考察

本章において明 らかに した3種 類 のラ ッ トタイプ1ア ス トロサ イ トの プロス

タノイ ド受容体(FP、EP3、 お よびTP)の 推定 ア ミノ酸配列 を、すで に報告 さ

れている ラット肺EP2受 容体(58)と 合 わせ て比較 した もの をFig.loに 示す 。

マ ウスお よび ヒ トにおいて指摘 されているの と同様 に(25)、 ラ ッ トにおい て

も第7細 胞膜 貫 通領域 お よび第2細 胞外 ループ領域 で特 に高い 保存性が認め ら

れた。 また、 いずれのクローンの コー ドする受容体 も、末梢組織由来のcDNA

クn一 ンの成 績 と比較 して推定 アミノ酸配列でgo%以 上の相 同性 を示 し(Figs.

4,6,8)、 中枢神経系 プロス タノイ ド受容体は末梢組織の ものと同一であると考

えられた。

第二節 において示 した ように、ラ ットタイプ1ア ス トロサ イ トにおいて、従

来 の薬 理学的検討によっては見い出されなかったEP3受 容体(27,28,54)が 存 在

す るこ と、 お よび ラ ッ トアス トロサイ トには少な くとも2種 類のEP3受 容体 ア

イソフ ォーム(マ ウスEP3β お よびEP3γ に対応す る)が 発現 してい るこ とが明 ら

か とな った。また実際に本受容体活性がアス トロサイ トに認め られ、その機能

を有 していることを第四節において示 した(Fig.9A)。 全脳RNAを 用 いたノ ー

ザ ン解析 におい ては、 クローニングされた3種 類 のEP受 容体 サ ブタイプの うち

EP3サ ブ タイプ のmRNA(メ ッセ ンジャ ーRNA)の みそ の存在 が確認 されて い

る(6,9,10)。 この点 に関 し最近Sugimotoら はマ ウス脳 切片 を用 い たinsituハ イ

ブリダ イゼー シ ョン法 に よ り、EP3受 容 体mRNAが 神経細 胞 に局 在 して存在 す

る とい う成績 を報告 した(62)。 この成績(62)と 本章第二節 お よび第四節 の

結果 を合わせて考 えると、神経細胞に加 えてグリア細胞特にアス トロサイ トも

実際 に中枢神経系におけるプロスタノイ ド受容体情報伝達系のネットワークを
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Fig.10.Comparisonoftheam血oacid8equ㎝ce80fratpm曲 皿oidreceptors

RatastrocyteEP3(EP3βiso丘}rm),FP,TP,andrathngEP2(58)reoeptorsareahgned.

Theappro血atepositionsoftheputativetransme血branedomainsareindicatedwith

I-VII.Theshadowedareasshowaminoacidresiduesconservedamongthreeorfour

receptors.

構成 している一員である可能性が考えられる。

小括

1.ラ ッ ト培 養 アス トロサ イ ト (タ イ プ1)cDNAラ イ ブ ラ リー よ り、 3種 類の

プ ロス タノ イ ド受 容体(FP、EP3、 お よびrP)cDNAの ク ローニ ン グを行 い 、

その推定アミノ酸配列を明らかにした。

2.ク ロー ニ ング した各 受容体 は培 養 アス トロサイ トにおいて、各々が共役 す

る情報伝達系を活性化することを明らか とし、実際に受容体機能を有 して

い る こ と を示 した 。
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第二章 グリア細胞におけるプロスタノイ ド受容体mRNAの 発 現分布

第一節 各種 グ リア細胞 におけるプロスタノイ ド受容体mRNAの 発 現量の 比

較

中枢神経系 グリア細胞 はアス トロサイ ト、オリゴデン ドロサイ ト、および ミ

クログリアに大 別される(63)。 各 グリア細胞 は病理学的所見 、電子顕微鏡 的

観察、あるいはinvitroの実験系 に よって、 た とえばアス トロサイ トは脳損傷 時

の活性化 とグリア瘢痕め形成や局所イオン環境の維持(64-67)、 オ リゴデ ン ド

ロサ イ トは神経 細胞軸索に対するミエ リン形成(68)、 ミクロ グリアはいわ ゆ

る脳内免疫系 ネットワークの形成(69-71)と いった機能が示唆 されてい る。 し

か しその存在意義は完全には証明されておらず 、従ってそれ ら生理的役割の解

明ヘアプローチする一つの方法 として、細胞外刺激に応答する細胞受容機構 、

すなわち各種 リガン ドの受容体発現分布を明 らかにすることが重要 と考 えられ

ている(72-75>。 この観 点か ら、本章 におい ては各種 グリア細胞に対するプ

ロスタノイ ドの生理的役割を検討する目的で、第一章 において明らか となった

ラットプロスタノイ ド受容体の塩基配列 をもとにプライマーを作製 し、reverse

transcriptase-PCR法(RT-PCR法)に よ り各種 グリア細胞 におけ るプ ロスタノイ

ド受容体mRNAの 発現分布 を検討 した。 またその成績を、髄膜由来繊維芽細胞、

グリア細胞 の継代培養系であるラッ トC6グ リオー マ細胞、 副腎髄質褐 色細 胞

由来のPC12細 胞 、全脳 、お よびEP3(6)、FP(11)、 お よびTP(5)受 容体

が存在 す る ことが知 られ てい る腎臓での成績 と比較 した。

実験方法

培養ラッ トアス トロサ イ トの調製 は第一章第一節の方法 に従 った。オリゴデ
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ン ドロサ イ トお よび ミク ロ グ リアの調 製 は 、Sawadaら の 方 法(76>に 従 って行 っ

た。 髄膜 由 来 繊 維 芽 細 胞 はPearceら の 方 法(77)に 従 っ て調 製 した 。 本 検 討 に

お い て は 、他 の 細 胞 の コ ンタ ミネ ー シ ョンを極 力 防 ぐよ う に各 種 細 胞 を培 養 し

た た め に細 胞 量(従 っ てそ のRNA量)が 少 な く、 ノー ザ ン解 析 が不 可 能 で あ っ

た。 そ こで 、比 較 的 少 量 のRNAを 用 いて そ の量 的解 析 が で きるRT-PCR法 に よ っ

て各 プ ロ ス タ ノ イ ド受 容体mRNAの 解 析 を行 った 。

RNAの 調 製 はChomczynsldとSacchiの 方 法(78)に 従 っ て 行 っ た 。得 られ た

RNAサ ン プル を鋳 型 と し、M-MLVreversetranscriptaseを 用 い てdNTPs存 在 下 で

逆 転 写 してcDNAを 得 た。

各 プ ロス タ ノ イ ド受 容 体 の プ ライ マ ー は第 一 章 の結 果 よ り、次 の よ う にデ ザ

イ ン し た:FP受 容 体 セ ンス プ ライ マ ー 、5'-GCATCCAGAACTTGGTGCTT-3'、

ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 、5℃GTCGTCTCACAGGTCACTG-3'(増 幅 フ ラ グ メ

ン トサ イ ズ 、318by);EP3受 容 体 セ ンス プ ラ イマ ー 、5'-GCTGACCATGACAG-

TGTTCG-3曹 、 ア ンチ セ ンス プ ラ イマ ー 、S'-GTGGCTGGCATACCAGTGCG-3'

(増 幅 フ ラ グ メ ン トサ イズ 、103bp);TP受 容体 セ ンス プ ライ マ ー 、5'-TGCTG-

CAGACGCTACCTGTC-3'、 ア ンチ セ ンス プ ライ マ ー 、5'-GATTGGCACCGTC-

CTTCAGG-3'(増 幅 フ ラ グ メ ン トサ イ ズ 、245bp)。 サ イ クル 数 お よび 鋳 型 と

な るcDNA量 は 定 量 性 の あ る範 囲 で 設 定 し(FP受 容 体 の 場 合 、Fig.11)、

鉱P-dCTPの 存 在 下 でTthDNApolymeraseを 用 い たPCR法 に よ り増 幅 され た フ ラ グ

メ ン ト中の 放 射 活 性 を測 定 す る こ とで評価 した 。 す なわ ち、FPお よびTP受 容 体

に関 して は、PCR用 反応 液(cDNA量 は50ngのRNAを 鋳 型 に した もの に相 当 す

る量 と した)を ま ず94°Cで1分 間 加 熱 した後 、94°Cで1分 間 の変 性 、58°Cで1分

間の ア ニ ー リ ン グ、72°Cで2分 間 の増 幅 反 応 を35サ イ クル行 っ た 。EP3受 容 体 に

関 して は 、PCR用 反 応 液(cDNA量 は50ngのRNAを 鋳 型 に した もの に相 当す る

量 と した)を まず94°Cで1分 間加 熱 した後 、94°Cで1分 問 の変 性 、61°Cで2分 間

の ア ニ ー リ ン グ、72°Cで2分 間 の 増 幅 反応 を40サ イ クル行 っ た。 反 応 終 了後 、
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反 応 液 を1.2%(FPお よ びTP受 容 体)あ る い は2%(EP3受 容 体)ア ガ ロ ース ゲ

ル電 気 泳 動 して 、 増 幅 され た フ ラ グメ ン トを切 り出 した 。 なお 各 増 幅 フラ グ メ

ン トはDNAsequencingあ る い は制 限酵 素 マ ッ ピ ン グ に よ り予 想 され る受 容 体

の フ ラ グ メ ン トで あ る こ と を確 認 した(デ ー タに は示 さず)。

アス トQサ イ トEP3受 容 体 に関 してはalternativesplicingに よる複 数 の ア イソ フォー

ム の存 在 を第 一章 第 二節 にお い て示 した が(Fig.5)、 各 ア イ ソ フ ォー ム を一組

の プ ラ イマ ーセ ッ トでRT-PCR法 に よ り増 幅 す る こ とが、 ラ ッ トEP3受 容 体RNA

の高次 構造 に起 因す る とみ られ る理 由 に より不 可 能で あ ったの で、 各 ア イソ フ ォー

ム を 区別 せ ず 、 それ らを ま とめ てEP3受 容体 と して検 討 した。

1

E

晋
言
O

ca

O
Q.
L

OV

c

a
N・o

303234363840

Cycle

8000

官
二6000
v...

琴
冩
L
O
Ωb4000
L

v
c

a

器
2000

00.10.20.30.40.5

cDNA(ト の

Fig.11.Amplificationof318-bpcDNAfragmentoftheratFPreceptor
byRT-PCR
CulturedratastrocytecDNAsample(A:0.25ｵUtube,B:indicatedvolumes)

wasusedforRT-PCR(A:indicatednumberofcycles,B:35cycles)toobtain
a318-bpfragmentofFPreceptor.

23



実験結果

EP3受 容 体mRNAはC6グ リオー マ細胞 以外 のサ ンプ ルで その発 現が認め られ

た(Fig.12)。 発現量 は、 アス トロサ イ ト、オ リゴデン ドロサイ ト、および ミ

クログ リアで腎臓の約40%で あ った。 また特 にPC12細 胞 で は腎臓 と同程 度 の

EP3受 容体mRNAの 発 現が認め られた。

FP受 容体mRNAの 発 現 は、 グリア細 胞 ではアス トロサイ トおよびオリゴデ ン

ドロサイ トでのみ認め られ、 ミクログリアにはFP受 容体mRNAは 発 現 してい な

か った。繊 維芽細 胞、腎臓 においてはアス トロサイ トおよびオ リゴデン ドロサ

イ トの約60-70%の 発 現が認 め られた。全脳 におい てもわずかではあるもののFP

受容 体mRNAの 発現 が確認 された。 なお、FP受 容体 は黄体細胞 に豊 富 に存在 し

(79-81)、PGF2α は黄体 縮体 に関与す る オ ータ コ イ ドと して知 られている

(82,83)。 そ こでFP受 容体 に関 しては、妊娠14日 め の ラ ッ ト卵巣 か らRNAを

調製 して同様 の検 討 を行 っ たところ、Fig.12に 示す ようにラッ トアス トロサ イ

トの約250%のmRNA発 現が確認 された。

TP受 容体mRNAは 調 べ た3種 類 の プロス タ ノイ ド受容体mRNAの なかで最 も

普遍 的 に存 在 して お り、その発現量 も培養細胞 と腎臓では同程度 であ った

(Fig.12)0
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Fig. 12. Expression levels of messenger RNAs for rat prostanoid receptors 

RT-PCR analysis was performed using cDNA samples of cultured astrocytes  ( 1), 

oligodendrocytes (2), microglia (3), C6 glioma (4), pheochromocytoma PC12 (5), 

meningeal fibroblasts (6), whole brain (7), kidney (8), and pregnant ovary  (9). 
Values are means ± S.E.M. of three to four experiments. N.D., not determined.
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第 二 節 ア ス トロサ イ トの形 態 分 化 に伴 う プ ロ ス タ ノイ ド受 容 体mRNA量 の

変 化

ア ス トロ サ イ ト(タ イ プ1)は 細 胞 内cyclicAMPの 濃 度 上 昇(84,85>や ボ ル

ボ ー ル エ ス テ ル 処 置(86)に よ り偏 平 な石 垣 状 の形 態 か らグ リ ア突 起 を持 っ た

形 態 へ と分 化 す る。 これ は アス トロサ イ トの細 胞 骨 格 系 蛋 白質 が 再構 成 す る こ

とに よっ て 生 じる と考 え られ て い る(87-89)。 この 形 態 分化 に伴 って 、 炭酸 脱

水 酵 素 や(Na÷+K+)-ATPase活 性 の 上昇(90)、 神 経 伝 達 物 質 受 容 体 数 の 増 加

(91,92)、 グ ル タ ミ ン酸 代 謝 活 性 変 化(93)、 神 経 細 胞 一グ リ ア細 胞 相 互 作 用

の 変 化(94)な ど、 アス トロサ イ トにお け る重 要 な機 能 の変 化 が生 じる こ と が

知 られ て い る 。 そ こで本 節 で は 、 アス トロサ イ トの形 態 分 化 に 伴 う各 プ ロス タ

ノイ ド受 容 体mRNA量 の変 化 につ い て検 討 を行 った。

実 験 方 法

培 養 ラ ッ トアス トロサ イ トの調 製 は第 一章 第 一 節 の 方 法 に従 った 。 第 二 次 培

養 後 コ ン フル エ ン トに な った 細 胞 に対 し、cyclicAMPの 細 胞膜 透 過 性 ア ナ ロ グ

で あ るdibutyrylcyclicAMP(db-cAMP)1mMで3日 間 、 あ るい は ホ ル ボー ル エ ス

テル の 一 つ で あ る12-O-tetradecanoylphorbol13-acetate(TPA)100nMで24時 間 処

置 して、 細 胞 を形 態 分 化 させ た。 そ の 後RNAを 調 製 し(78)、 第 二 章 第 一 節 に

示 すRT-PCR法 で各 プ ロス タ ノ イ ド受 容体mRNA量 を測 定 した。 な おTPA処 置 細

胞 に対 す る コ ン トロ ー ル と して、0.1%ジ メ チ ルス ル ポ キ シ ドで 同様 の期 間処 置

した細 胞 のRNAを 調 製 し、 実験 に用 い た 。 また、TPA処 置 す る こ とで アス ト ロ

サ イ トにお い てそ のmRNA量 が増 加 す る こ とが 知 られ て い るTIS11(95,96)を 、

TPA処 置 実 験 にお け るポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル と して定量 した 。 ラ ッ トTIS11の

PCR用 プ ライ マ ー は次 の通 りと した:セ ンス プ ラ イマ ー、5'-CTACCCCAGCC-
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TGTrGTcccTccTG-3量 、 ア ンチ セ ンス プ ラ イマ ー、5'-GATGCGATTGAAGAT-

GGGAAGACGC-3署(増 幅 フ ラ グメ ン トサ イ ズ、236bp)(96)。

実 験 結 果

培 養 ア ス トロ サ イ ト(タ イ プ1)をdb-cAMPで 処 置 し た 場 合 、FP受 容 体

mRNA量 の み コ ン トロー ル と比 較 して 有 意 な 増 加(約500%)を 示 し た(Fig.

13A)。 これ に対 して 、EP3受 容 体 お よびTP受 容体mRNA量 はdb-cAMP処 置 に よ

り有 意 な変化 を示 さ なか った。

また 、 培 養 アス トロサ イ トTPAで 処 置 し た場 合 、FP受 容 体mRNA量 の み コ ン

トロ ー ル と比 較 して有 意 な増 加(約200%)を 示 した(Fig.13B)。 これ に対 し

て、EP3受 容 体 お よびTP受 容体mRNA量 はTPA処 置 に よ り有 意 な 変化 を示 さ な

か っ た。 な お、TISllmRNAもFP受 容 体mRNAと 同様 、TPA処 置 に よ る有 意 な増

加 を示 した(Fig.13B)。
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第三節 生後脳の発達に伴 うプロスタノイ ド受容体mRNA量 の変化

中枢神 経系 にお けるプ ロス タノイ ド合成酵素活性 は、個体の発生 に伴って増

加 し、その後プ ラトーに達することが報告 されている(35)。 しか しなが ら、

実際 の脳 内 にお け るプロスタノイ ドの含量変化 は、プロスタノイ ド代謝経路 の

個体発生 に伴 う変化 を考慮にいれなければならず、従って合成酵素活性の変化

と一致するか否かは不明である。 またプロス タノイ ド受容体数 の個体発生に伴

う変化 については、特にPGD2結 合部 位(35)、 お よびPGE2結 合部位(35,97)

におい て検討 されているが、 リガン ド結合実験 における全結合 と非特異的結合

の差が小 さく、受容体数変化を実験的に明確 にすることが困難 と考 えられる。

第二章第一節および第二節において用いたRT-PCR法 は、 プロス タノイ ド受容

体mRNAの 存 在 を正確 に示 し、 また、反応条件を適当に選ぶ ことに よりmRNA

量 を定量す る こ とが可能であ る。従 って本節では、ラット個体発生後の脳内 プ

ロスタノイ ド受容体mRNA量 の変化 をRT-PCR法 に よ り検 討 した。

実験方 法

生後0、1、2、3、4、6、7、10、 お よび21日 目のWistar系 ラッ ト全脳 よ り第 二

章第一節 に示 した方法に従 ってcDNAサ ンプル を調製 し、PCR反 応 を行 った。 な

お本検討 に関 しては、個体間でのRNA抽 出効率 の違い によ るデー タのば らつ き

をな くすために、内部標準物質 としてβ一アクチ ンmRNAを 選 び、 同時 にPCR反

応 を行 った。 デー タは、各 個体 におけるβ一アクチンのmRNA量 に対 す る各 プ ロ

ス タノイ ド受容体mRNA量 の比 で示 し、生後0日 を100と した。 また ラ ッ トβ一ア

クチ ンのPCR用 プ ライマーは次の通 りとした:セ ンス プライマー、5'-GATGGT-

GGGTATGGGTCAGAAGGA-3'、 アンチセ ンス プライマ ー、5'-GCTCATTGCC-

GATAGTGATGACCT-3'(増 幅 フラグメン ト630bp)(98)。
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実験結果

Fig.14に 各 プロス タノイ ド受 容体mRNA量 のラ ッ ト脳 にお け る生後 変化 を示

す。EP3お よびTP受 容体 は生後7日 でそのmRNA量 が最 大 となった後、 プラ トー

とな り(EP3受 容 体)、 あるい は徐 々 に減少傾 向 を示 した(TP受 容体)。FP受

容体 は生後6日 でそのmRNA量 が最大 となった後、減少傾 向 を示 した。
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第四節 考察と小括

考察

本章第一節 において、3種 類の プロス タ ノイ ド受容体mRNAは グ リア細胞 種

によ りその発 現パ ターンが異なってい ることを明 らかにした(Fig.12)。 また

本章 第二 節 にお いて、cyclicAMPア ナロ グや ホル ボール エス テ ル処置 に対 して

特定のプロスタノイ ド受容体mRNA量 が反応 した ことか ら、各 々の プロスタノ

イ ドが各 グリア細胞 に対 して特異的な作用 を有 することが推察 された。アス ト

ロサイ トの形態分化 に伴 ってαfア ドレナ リン受容体活 性が上昇することが報告

されて いる(91,92)。 この 活性上 昇 は蛋 白質 合成 阻害薬 シクロヘキシミドや

mRNA翻 訳 阻害薬 アクチ ノマ イ シンDの 共存 に よ り抑制 される こ とか ら、アス

トロサイ トの形態分化 に伴ってα1一ア ドレナ リン受容体mRNAの 翻訳 活性 上昇 が

起 こる と推 察 されているが(92)、 その直接 的 な証 明はない。 この点に関 し、

本章第二節の成績(Fig.13)はFP受 容体 が形態分化 に伴いそ のmRNA量 の変化

が上昇す る受容 体で あるこ とを、アス トロサイ ト受容体 としては初めて明確 に

示 したものである。プロス タノイ ド受容体のうちヒ トTP受 容体遺伝子 のみが 解

析 されてい るが(99)、 そのプロモ ー ター領域 にAP-2やTREコ ンセ ンサス配 列

が確認 され てお り、ボルボールエステルによるTP受 容体発 現誘導が示唆 され て

い る。本章第二節において、ラ ットアス トロサイ トTP受 容体mRNA量 はTPAに

よる細胞 分化 の影響 を受 けない こ とを示 したが(Fig.13B)、 形態分 化 を伴 わ

ない速 やか な薬物処置 によるプロスタノイ ド受容体mRNA量 の変化 について は

依然不 明で あ り、また各 プロス タノイ ド受容体mRNAの 安定性 につ いて も不 明

であ るため、遺伝子解析の成績 から導かれた推察(99)と 本章 第二節の結果 と

の相違点 は動物種による本質的 なプロスタノイ ド受容体mRNA発 現 制御 機構 の

相違 か、あ るいは実験的条件の相違による ものか検討の余地が残されている。
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本章第二節 において、 ラッ ト全脳RNAサ ンプル に各 プロス タ ノイ ド受 容体

mRNAが 発 現 している こと をRT-PCR法 によ り明確 に示 した。い ずれ の受容体

mRNAの 全脳RNAサ ンプル にお ける発現量 も、培養 アス トロサイ トにおけるそ

れと比較 して40%未 満 で あった(Fig.12)。 マ ウス全 脳RNAサ ンプ ル を用 い た

ノーザ ン解析 で は、EP3お よびTP受 容体mRNAは その存在が認 め られ ている が

(5,6)、FP受 容体mRNAは 認 め られ てい ない(11)。 従 って中枢神 経系 にお け

るプロス タノイ ド受容体mRNAの 発 現解析 にはRT-PCR法 が有効であ る ことが 示

され た。 そ のRT-PCR法 に よ り生後 脳 の発 達 に伴 う各 プロス タノイ ド受容体

mRNA量 の変 化 を検討 した と ころ、い ずれの受容体mRNAも 生後6日 ある いは7

日でその量が最大 となることが明 らか となった(Fig.14)。 ラ ッ ト脳 にお いて、

PGE2結 合能 は生後7日 で最 大 とな ることが報告 されてお り(35)、 これ はFig.

14の 成 績か ら予測 されるプロス タノイ ド受容体蛋白質量の変化 と一致している。

Fig.14の 成績か ら、FPお よびTPプ ロス タノイ ド受容体蛋 白質量 に関 しても、現

在の ところリガン ド結合活性の生後変化 に関する報告はないが、EP3受 容体 と

同様 の生後変化 を示す もの と推察される。

小括

1.ラ ッ ト培養 グリア細胞(ア ス トロサ イ ト、 オ リゴデン ドロサイ ト、お よび

ミクログリア)に お ける3種 類 の プロス タノ イ ド受 容体(FP、EP3、 お よ

びTP)のmRNA発 現分布 を、RT-PCR法 に より明 らか に した。

2培 養 アス トロサ イ トの 形態分化 に伴って、3種 類 の プロス タノイ ド受容 体

の うちFP受 容体mRNA量 のみが増加す るこ とを明 らか に した。

3.ラ ッ ト脳 の発 達 に伴 って 、3種 類 のプロス タノイ ド受容体mRNA量 はい ず
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れ も生後6日 あるい は7日 で最大 となる ことが明 らか となった。
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第三章 アス トロサイ トFP受 容体 の機能調節

第 一節 アス トロサ イ トFP受 容体 お よび リコンビナ ン トFP受 容体 の特性比較

プロス タノイ ド受容体の機能調節に関 しては、EP受 容体 を中心 に検討 が行 わ

れてお り、 リガン ド結合活性に対 する糖 鎖の関与(100)や リガ ン ド結合後 の

情報伝 達機構 の調節(脱 感作)が 明 らか にされ ている(2,101-103>。 しか しな

が らFP受 容体 の機能調節 に関 して は、それを評価す る実験系が少なかったため

に明 らかにされていない。培養 アス トロサイ トは、受容体情報伝達機構 の解析

系 として純度の高いものが簡便 に調製できる うえに(51)、FP受 容体mRNAが

腎臓 サ ンプルの160%程 度発現 してお り(Fig.12)、FP受 容体 の機 能調節 を検 討

す るの に有用であると考 え られる。そこでまず、FP受 容体 反応 を薬理 学的 に検

討す るためアス トロサイ トFP受 容体 お よび リコンビナ ン トFP受 容体 の リガン ド

結合活性 を比較検討 した。

実験方法

第一章第一節 においてクローニングしたFP受 容体cDNA(pFPl7お よびpFP24)

はいず れ も翻訳 領域 を部分 的 にコー ドする ものであ ったので、両 クローンを

ligationして翻 訳 領域 をすべ て含 むcDNA(pFP24E17、Fig.1に お ける一133か ら

1,222番 目をコー ドす る もの)を 発 現 ベ クターpEF-BOS内 でサ ブ クローニ ング し

た。 このcDNAをDEAE-dextrari法(104)に よ りCOS-7細 胞 へ導入 した。導入後2

日間細胞 を培 養 して膜標 品の調製に用いた。なお発現ベク ターpEF-BOSの み を

導入 したCOS-7細 胞 の膜 標品 にはPGF2α 結合 活性 のないこ とを確認 した(デ ー

タには示 さず)。

培 養 ラ ッ トアス トロサ イ トあ るいはpFP24E17導 入後COS-7細 胞の 膜標 品は次
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の よ う に調 製 した 。 まず 、15-cmdishで10枚 分 の細 胞 をphosphate-bufferedsaline

で 洗 浄 後 ホ モ ジ ナ イズ用buffer匸 組 成(mM):Tris-HCI20、Mgα210、EDTA1、

sucrose250,phenyhnethanesulfonylfluorideO.2,indomethacinO.02,dithiothreitol1,

pH7.5]で 回収 した。 このサ ン プル に対 して丘eezingandthawingを 二 度 行 い、 さ ら

に テ フ ロ ンーグ ラス ホモ ジ ナ イザ ー に て ホ モ ジ ナ イズ(10up-and-down)し 、490

gで5分 間遠 心 した。 上 清 を 回収 して、 沈 殿 にホ モ ジ ナ イズ用bufferを 添 加 しホモ

ジ ナ イ ズ した 。 そ の4908遠 心 上清 と先 に回収 した上 清 とを合 わせ て200,111で

遠 心 し、得 られ た沈 殿 を膜 標 品 と した。

リ ガ ン ド結 合 実 験 はSugimotoら の 方法(7)に 従 っ て 行 った 。 す なわ ち膜 標 品

を反応 用buffer【 組 成(ITIM):MES20、MgC1210、EDTA1、pH6.0]で 希 釈 し た

後 、300ｵ1の 反 応 系(ス キ ャ ッ チ ャー ド解 析 の 場合 必 要 に応 じ て変化 させ た 各

濃 度 の 泊 一PGF2α 、 阻 害 曲線 の場 合2.5nMの3H-PGF2α を含 む)に30ｵg前 後 の 膜

標 品 を添 加 し、 さ らに必 要 に応 じて各 濃 度 の ア イ ソ トー プ非 標 識 の プ ロス タ ノ

イ ドを添 加 して30°Cで1時 間 イ ン キ ュベ ー シ ョン した 。反 応 停 止 は、 氷 冷 した

反 応 用bufferを 添 加 してGFICフ ィル タ ー で吸 引 ろ過 す る こ とで 行 っ た 。 そ の 後

フ ィル ター の放 射 活 性 を液体 シ ンチ レー シ ョンカ ウ ン ター で測 定 した。

実 験 結 果

pFP24E17導 入後COS-7細 胞 の膜標 品 にお け る3H-PGF2α 結 合 の各 種 プロ ス タ ノ

イ ドに よる阻 害 曲線 をFig.15に 示 す 。㌔ 一PGF2α 結 合 はPGF2α 、PGD2、PGE2、

PGI2の 順 で 抑 制 され た 。

培 養 ア ス トロサ イ トの 膜 標 品 を用 い た場 合 、 ス キ ャ ッ チ ャ ー ド解 析 に よ り、

特 異 的 な3H-PGF2α 結 合 部位 が認 め られ た(Fig.16A)。 ま た、 第 二 章 第 二節 で

示 した よ う に ア ス トロ サ イ トをdb-cAMPで 処 置 し て形 態 分 化 を起 こ した場 合 、

3H -PGF2a結 合 部 位 数 の増 加 が認 め られ た(Fig .16A)。 さ らに 培 養 アス トロ サ
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イ トの膜 標 品 にお け る3H-PGF2a結 合 は 、PGF2α 、PGD2、PGE2の1頂 で抑 制 され

た(Fig.16B)。
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with or without db-cAMP. A representative  result performed in triplicate was shown. 
(B) Displacement curves of specific  PGF2  a binding by unlabeled PGs. Values are means ± 
S.E.M. of three independent experiments.
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第 二節 アス トロサイ トFP受 容体の アンタゴニス トとしてのフロレチン

FP受 容体 に関 して は、た とえばTP受 容体 にお けるS-145(105)の ような安 定

でかつ選択 的 なアンタゴニス トは開発されておらず(1,106)、 その受容体機 能

の研 究 は他 の プ ロスタノイ ド受容体ほど進められていない。そのなかで、グル

コース トランスポー ター阻害薬であるフロレチ ン(107)お よびその 誘導体 は

平滑筋 にお いてPGF2α を含 むプロス タノ イ ドの反応 を抑制することが報告され

ている(108-110)。 本章 第一節 におい て培 養 アス トロサ イ トはFP受 容体 機 能

を検 討す るの に有 用 な実験系であることを示 した。そ こでPGF2α に よるイノ シ

トー ル代 謝 回転 亢進 に対するフロレチンの作用 について、培養 アス トロサイ ト

を用い検討 した。

実験方法

PI代 謝活性 の測定 は、第一章第四節の方法 に従って行った。

細胞内Ca2+濃 度 の測 定は、Grynkiewiczら の方法(111)に 従 って行 った。す な

わち、培養 ア ス トロサイ トに蛍光指示薬f血ra-2/AMSｵMを 添加 し37°Cで0.5-1時

間イ ンキュベ ー シ ョン した。 そ の後細胞 を洗浄 し、二波長顕微 分光法(励 起 波

長340お よび380㎜)で 細胞 内Ca2+濃度 を測定 した。

実験結果

Fig.17に 示 す よう にフロ レチ ンはPGF2α によるPI代 謝 回転 亢進 を濃 度依存 的

に抑 制 した。 またその抑制効果 はインキュベーシ ョン開始10分 後か ら有意 な も

のであ った(Fig.18)。 さらに、培養 アス トロサ イ トにおけるPGF2α に よるPI

代 謝 回転亢進 の用量反応 曲線 を、 フロレチンは濃度依存的に右ヘシフ トさせた
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Fig. 17. Inhibitory effect of  phloretin on PGF2 a-stimulated  PI hydrolysis 
in cultured rat astrocytes 
The cells were exposed to the agents for 15  min. Values are means ± S.E.M. of 
three experiments.  ***P<0.001, compared with 1  i.tM  PGF2a (without  phloretin).
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Fig. 18. Time course of inhibitory effect of  phloretin on PGF2 a-stimulated 

 PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were exposed to 1  1.tM PGF2a with or without 100  1.tM phloretin for the 
indicated periods. Values are means ± S.E.M. of four experiments.  *P<0.05, 

compared with PGF2a alone.
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(Fig.19)a

PGF2α1ｵMは 単 一 の培 養 アス トロ サ イ ト細 胞 内Ca2+濃 度 を上 昇 させ た(Fig.

20)。 そ こヘ フ ロ レチ ン100ｵMを 同時 添 加 す る と細 胞 内Ca2+濃 度 変 化 は抑 制 さ

れ 、 さ ら にPGF2a1ｵMの み を添 加 す る こ とで細 胞 内Ca2+濃 度 が 上 昇 した(Fig.

Zo>o

培 養 ア ス トロサ イ トに は プロ ス タ ノ イ ド受 容 体 以 外 に も さ ま ざま な神 経 伝 達

物 質 受 容 体 が存 在 して い る(72-75)。 そ こで フ ロ レチ ン作 用 の リガ ン ド選 択 性

につ い て 検 討 した(TableI)。 フ ロ レチ ン100ｵMは 、PGF2α(1ｵM)、PGD2

(10ｵM)、 お よ びPGE2(10ｵM)に よるPI代 謝 回 転 亢 進 を有 意 に抑 制 した 。

一 方
、 ノル エ ピネ フ リ ン(10ｵM)、 カ ルバ コー ル(100ｵM)、 グ ル タ ミ ン酸

(500ｵM)、 エ ン ドセ リンー1(50nM)、 お よ びA皿'(100ｵM)に よ るPI代 謝

回転 亢 進 に対 して は フ ロ レ チ ンは何 ら影 響 しなか っ た 。 フ ロ レチ ン100ｵMは 、

培 養 ア ス トロ サ イ トの グ ル コ ー ス 取 り込 み 活 性 を95.9±0.4%抑 制 した が

(洫一〇-methyl-D-glucose取 り込 み 測定 に よ る成 績)、PGF2α(1ｵM)刺 激 時 に

LiKRB(第 一 章 第 四節 で示 した反応 用buffer)か らグ ル コ ース を 除去 して もそ の

PI代 謝 回 転 亢 進 は 何 ら影 響 を受 け な か った(正 常LiKRBの 場 合Fig.17、 お よ び

グル コー ス 除去 した場 合25.5±1.4°loHydrolysis)。
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The cells were exposed to the agents at the indicated 
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Table I. Effect of  phloretin on ligand-stimulated  PI hydrolysis 

in cultured rat astrocytes

Ligand
% Hydrolysis

Control Phloretin (100  ilM)

 None 

 PGF2a (1  pM) 

PGD2 (10  p.M) 

PGE2 (10 pM) 

Norepinephrine (10  AM) 

Carbachol (100  gM) 

L-Glutamate (500  AM) 

 Endothelin-1  (50  nM) 

ATP (100  gM)

 6.6  +  1  )1 

26.7 ± 3.9 

16.3 ± 1.4 

8.8 ± 0.8 

36.2 ± 1.8 

11.9 ± 2.5 

25.3 ± 1.6 

32.3 ± 2.7 

16.3 ± 4.2

 6.7  4-  17 

12.0 ± 0.8  ** 

10.4 ±  1.1  * 

5.0 ± 0.4 * 

33.6 ± 2.9 

16.4 ± 0.5 

22.4 ± 1.0 

29.0 ± 3.1 

16.2 ± 2.0

The cells were exposed to ligands at the indicated concentrations for 

15  min in the presence or absence of 100  RM  phloretin. Values are 

means ± S.E.M. of three to five experiments.  *P<0.05,  "P<0.01, 

compared with control.
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第 三 節FP受 容 体 機 能発 現 に対 す る糖 鎖付 加 阻害 薬 の作 用

第 一 章 第 一節 にお い て 明 らか に した ラ ッ トFP受 容 体 の ア ミノ酸 配列(Fig.3)

と他 の動 物 種 よ りク ロー ニ ング され たFP受 容体 の ア ミノ酸 配 列(11,16,52)と

の比 較(Fig.4)よ り、 い ず れ の動 物 種 にお い て もN末 端 に2つ の 推 定 糖 鎖付 加

部 位(4番 目お よび19番 目のAsn)が 保 存 され てい る こ とが 分 か る。細 胞 膜 蛋 白

質 は 一 般 に 、 リ ボ ソ ー ム で の 蛋 白 質 合 成 中 に 糖 鎖 付 加 コ ン セ ン サ ス 配 列

(Asn-X-Ser/Thr)に オ リ ゴ糖 が付 加 さ れ る こ とで正 常 に発 現 す る と考 え られ て

い る(112)。 従 ってFP受 容 体 の場 合 、 特 にN末 端 の推 定 糖 鎖付 加 部位 に糖 鎖 が

付 加 す る こ とが そ の発 現 に重 要 で あ る と推 察 され る 。 そ こで次 に、FP受 容体 機

能 発 現 と糖 鎖 付 加 の 関係 につ い て検 討 した 。,

実 験 方法

培養 アス トロサ イ トにお け るPI代 謝活 性 の測 定 は、 第 一 章第 四 節 の 方法 に従 っ

て行 っ た 。

脂 質 分 離 は 、Shai㎞ とPalmerの 方法(113)に 従 っ て行 っ た 。 す な わ ち 、 まず

第 一 章 第 四節 に示 した 方法 で有 機 層 を回収 して 窒 素 ガス で蒸 発 乾 固 した後 、25

ｵ1の ク ロ ロホ ル ムーメ タ ノ ー ルー水(20:9:1)で 溶解 した。 そ の サ ン プル を、0.1%

シ ュ ウ酸 カ リ ウ ム で 展 開 、 活 性 化 済 み の シ リ カ ゲ ル プ レー ト(Merck社 製

aluminiumsheetssilicage160Art.5553)上 にマ イ クロ シ リン ジ を用 い て ス ポ ッ ト

した 。 そ れ を展 開 溶 媒(ク ロ ロ ホ ル ムーア セ ト ンーメ タ ノ ー ル ー酢 酸 水 、

40:15:13:12:8)中 で 分 離 し、 ヨウ素 蒸 気 中 で発 色 させ た。 ホ ス フ ァチ ジ ル イ ノ

シ トー ルニ リ ン酸(PIP2、Rf値=0.36)に 対 応 す る部 分 の ゲ ル をか き取 りク ロ

ロ ホ ル ムーメ タ ノー ル(1:2)中 で抽 出 した後 、 カク テ ル と混和 して そ の放 射 活

性 を液 体 シ ンチ レー シ ョンカ ウ ン ター で測 定 した。
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細 胞 障 害 の 程 度 は3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide

(MTr)を 用 い たMosmannの 方法(114)お よび乳酸 脱 水 素 酵 素(LDH)の 細 胞

外 遊 離 量 の 測 定(115)を 指 標 と して検 討 した。 なお 、LDH遊 離 測 定 に お い て

は0.1%TritonX-100で 細 胞 を処 置 した 際 のLDH量 を100%遊 離 と した。

実 験 結 果

N一結 合 型糖 鎖 付 加 過 程 の う ち、 リボ ソ ー ム で の蛋 白質 合成 中 に糖 鎖 付 加 コ ン

セ ンサ ス 配 列(Asn-X-Ser/'Thr)に オ リ ゴ糖 を付 加 す る過 程 を選 択 的 に阻害 す る

薬 物 ツニ カマ イ シ ン(112,116)は 、濃 度 依 存 的 に培 養 アス トロサ イ トにお け る

PGF2α に よ るPI代 謝 回転 を抑 制 した(Fig.21)。 そ の 最 大抑 制 は100ng加1の ッ

ニ カ マ イ シ ン に お い て認 め られ た 。 また ッニ カ マ イ シ ン に よる 抑 制 作 用 は時 間

依 存 的 で あ り、12時 間の 前処 置 に よっ て そ の 後 のPGF2α に よるPI代 謝 回転 亢 進

を有 意 に抑 制 した(Fig.22)。 ツ ニ カ マ イ シ ン24時 間処 置 にお い て はPI代 謝 回

転 のbasal活 性 も有 意 に低 下 した(Fig.22)。 さ らに この 反応 は可 逆 的 で あ り、

ツニ カマ イ シ ン12時 間前処 置後 、細胞 を洗 浄 して さ らに12時 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ

ン した 場 合 、 そ の細 胞 に お け るPGF2α に よるPI代 謝 回 転 亢 進 は もとの レベ ル ま

で 回復 した(Fig.23>。

ツ ニ カ マ イ シ ン処 置 細 胞 に お け るPIP2量(PI代 謝 回転 の 基 質)を 調 べ た と こ

ろ 、TableHに 示 す よ うに各 処 置 時 間 に お い て有 意 な変 化 は認 め られ なか った 。

また細 胞 障 害 の程 度 を検 討 した ところ 、Tablel【1に 示 す よ うに、 ツニ カマ イ シ ン

12時 間 処 置 で は 細 胞 障害 は認 め られ な か っ た。 ッニ カマ イ シ ン を24時 間処 置 し

た場 合 、統 計 的 に有 意 で は ない ものの無 処置 群 と比 較 してLDHの141%の 遊 離 と、

20%の 細 胞 増 殖 抑 制 が観 察 され た(TableIII)。

オ リ ゴ糖 が 蛋 白質 に付 加 した後 の 糖 鎖 修 飾 過 程 を選 択 的 に阻 害 す る薬 物 ス エ

ン ソ ニ ン、 プ ロモ コ ンジ ュ リ トール 、 お よび1一 デ オ キ シマ ン ノ ジ リマ イ シ ン
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Fig. 21. Dose-response curve for inhibitory effect of tunicamycin 
on  PGF2a-stimulated  PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with tunicamycin at indicated concentrations for 
12 hours and then exposed to 1  11M  PGF2a for 15  min. Values are means 

± S.E.M. of three experiments.  *P<0.05,  **P<0.01, compared with 0 ng/ml 
tunicamycin.
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Fig. 22. Time course of inhibitory effect of tunicamycin on PGF2 a-

stimulated  PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with 100 ng/ml tunicamycin for indicated periods 
and then exposed to  1µM PGF2a for 15  min. Values are means ± S.E.M. of 

three to five experiments.  *13<0.05,  **P<0.01, compared with time zero.
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Table II. Effect of tunicamycin on the incorporation of  myo-[3H] 
inositol into phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

Treatment
Pretreatment time (hour)

0 12 18 24

 Tunicamycin  (100  ngimi)  100  9U.4  ±'2.3 92.3 ± 9.2  100.0  ± 10.0

Astrocytes were incubated with 37  kBq/ml of  myo-[3H]inositol for 24 h. Tunicamycin 
(100 ng/ml) was added to the culture medium during the period of cell labeling with 

 [3H]inositol. For 24-hour treatment of tunicamycin,  myo-[3H]inositol and tunicamycin 
were added to the culture medium together and the cells were incubated for 24 hours. 
For 12- and 18-hour treatments, tunicamycin was added to the culture medium after 
incubation of the cells with  myo-[3H]inositol for 12 and 6 hours, respectively. Zero-hour 
treatment of tunicamycin means cultured cells were incubated with  myo-[3H]inositol 
alone. After 24 hours, the cells were rinsed three times with Krebs-Ringer bicarbonate 
buffer and treated as described for  PI hydrolysis assay to obtain organic phases. The Rf 
value for PIP2 was 0.36. Values are means ± S.E.M. of three to four separate 
experiments and expressed as % of redioactivity in control cells (tunicamycin treatment 
for 0 hour, 5200 ± 530 dpm/105 dpm incorporated).
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Fig. 23. Reversible effect of tunicamycin on PGF2 a-stimulated  PI 
hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with 100 ng/ml tunicamycin, washed, and additionally 
incubated for indicated periods after removal of tunicamycin. Values are 
means ± S.E.M. of three to four experiments.  "P<0.01, compared with basal. 

 -fP<0.05, compared with PGF2a  (111M).
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(112)に よっ て はFP受 容 体 機 能 が 抑 制 さ れ なか った(TableIV)。 また高 濃 度

でッニ カマ イシンと同様 の作用を示す ことが報告 されているD一グル コサ ミン

(117)は 本 実験 系 にお い て もッニ カマ イ シンと同様 の抑 制作用 を示 した

(TableIV)o

Tablelll.Viabilityofastroglialculturesaftertunicamycintreatment

Tunicamycinpretreatment(hour)

0 12 24

LDHrelease

(%ofrelease)

MTTassay

(x104cells/c皿2)

7.1±0.2

7.0±0.4

6.8±1.4

6.9±0.3

10.0±1.4

5.6±0.5

InLDHreleaseassay,cellsweretreatedwithorwithout100ng/

mltunicamychlfbr12hours血theal)senceof10%」"etalbovine

serum.After12hours,culturemediawerecollectedandthe

activityofLDHwasmeasured.IntheMTTassay,primary

culturesweret]rypsinizedandthece皿suspellsionwasseededon

thecultureplatesatadensityof4.Og104cells/cm2.After24

hours,thecellsweretreatedwithorwithouttunicamycin(100

ng/mlfor12hours)inthepresenceof10%鯛bo血:eserumand

thenexposedtoO.5mg/mlMTTfor4hours.Theabsorbancewas

readusingatestwavelengthof570nmandareference

wavelengthof630nm.Valuesaremeans±S.E.M.fromatleast

threeexperiments.

TableN.Effectsofinhibitorsofthebiosynthesisandprocessingof

N-linkedsugarchainsonPGF2a-stimulatedPIhydrolysisin

CU1加redratastrocytes

Treatment
%Hydrolysis

Basal PGF2a(1ｵM)

Control 4.9±0.8 22.4±2.5

Tunicamycin(100ng/ml)

D-Glucosamine(10mM)

3.2±1.6

3.4±0.4

12.3±2.3

10.5±0.9"`

Swainsonine(1ｵg/ml)

Bromoconduritol(1ｵg/ml)

1-Deoxymannojirimycin(1ｵg/ml)

6.8±1.1

6.2±1.1

5.8±0.9

24.8±1.6

22.3±2.2

20.5±1.8

Cellsweretreatedwithinhibitorsfor12hoursandthenexposedtoPGF2afor15

min.Valuesaremeans±S.E.M.ofthreeexpe血cents.*P<0.05,::p<0.Ol,

compazedwithcontrol.
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第四節 アス トロサイ トFP受 容体 の脱感作

プロス タノイ ド受容体の脱感作機構に関しては、cyclicAMP産 生系 と共役 した

EP受 容体 を 中心 に薬理 学的検討が行 われてい る(2)。 しか しなが らFP受 容体

に関 して は、そ の情報伝達系解析のための適切 な実験系がなか ったために今 だ

明 らかにはされていない。そこで本節 において、培養ラットアス トロサイ トを

FP受 容体 情報伝達系解析 の ための実験系 として用い、その脱感作機構 について

検討 を行 った。

実験方法

培養 アス トロサイ トにおけるPI代 謝活性の測定 は、第一章第四節の方法に従っ

て行 った。脱感作時のPI代 謝 回転 の測定 は、my(》【3H]イノシ トールで 標識 した

細胞 をPGF2α で前処置 した後 、100ｵMフ ロレチ ン(FP受 容体 ア ンタ ゴニス ト、

本 章第二節)を 含 む培 地で3回 洗浄 してPGF2α を除去 した細胞 で行 った。

実験結 果

アス トロサ イ トにお けるPGF2α によ るPI代 謝 回転亢 進 は、細胞 を各 プ ロス タ

ノイ ド(10ｵM、Fig.9Aに より最大 反応 を引 き起 こす濃度)で4時 間前処 置 した

場合 のみ有意 に減弱 したが、ノルェピネフリン(10ｵM)や カルバ コール(100

ｵM)前 処置 では影響を受 けなか った(Fig.24A)。 また逆に、PGF2α(10ｵM)

で4時 間前処置 した細胞 におい ては、引 き続 く各プロスタノイ ドによるPI代 謝 回

転亢 進 の み有 意 に減 弱 したが、 ノルエピネ フリン(10ｵM)や カルバ コー ル

(100ｵM)に よるPI代 謝回転亢進 は影響 を受けなか った(Fig.24B)。
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Fig. 24. Homologous desensitization of  FP receptor in cultured astrocytes 
(A) Effects of pretreatment with various ligands on subsequent PGF2 a-stimulated 

 PI hydrolysis. The cells were treated with ligands for 4 hours and then exposed to 
1  pM PGF2a for 15  min. Values are means ± S.E.M. of four experiments.  "P<0.01, 
compared with control. (B) Effect of PGF2 a-pretreatment on subsequent ligand-
stimulated  PI hydrolysis. The cells were treated with 10  pM PGF2a for 4 hours and 
then exposed to ligands for 15  min. Values are means ± S.E.M. of four experiments. 

 ***P<0 .001, compared with control. NE, norepinephrine; CCh, carbachol.
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PGF2α によるPI代 謝回転 亢進 は、PGF2α 前処 置 の濃度依 存的(Fig.25)お よ

び時 間依存 的(Fig.26)に 抑 制 された。 さ らにこの抑制効 果はPGF2α 前処置 後

一定期 間細 胞 をPGF2α の存在 しない培地 で インキュベーシ ョンすることで消 失

した(Fig.27)。 またPGF2α 前処置の際 フロ レチン(100ｵM)を 同時添加す る

ことで抑 制効果 は消 失 した(Fig.28)。 さらにアス トロサ イ トをTPA100nMで

24時 間前 処置 して細胞 内の プロテ イ ンキナーゼCを 枯渇 させ た実験系 におい て

は(118)、 ホスホ リパ ーゼC活 性 その ものは減弱 したが、FP受 容体 反応の脱 感

作 は有意 に認 め られた(Fig.29)。

H

塾

ξ
A
2

PGF2apretreatment(ｵM)

Fig.25.Effect°fpretreatment°fastr°cyteswithvari°us

concentrationsofPGF2aonsubsequentPGF2a-stimulated

.麗 櫨 灘 ぎ廿。a,。d輌、h、。出,a、。d。。n,entr。、、。。,。fPGF・ 。fo。

4hoursand七henexposedto1ｵMPGF2afor15血n.Valuesare

means±S.EM.offourexperiments.**P<0.01,榊P<0.001,

comparedwith1ｵMPGF2astimulation(0ｵMPGF2apre七reatmen七).
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Fig. 26. Time-course of desensitization of PGF2 a-stimulated  PI 
hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with 10 p.M PGF2a for indicated periods and 
then exposed to 1  I.LM PGF2a for 15  min. Values are means ± S.E.M. 
of four experiments.  "P<0.01,  ••*P<0.001, compared with  PGF2  a 
treatment (0 hour).
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Fig. 27. Recovery of  PGF2a-stimulated  PI hydrolysis after  PGF2  a 

pretreatment in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with 10  RM PGF2a for 4 hours, washed, and then 

incubated in culture medium for indicated periods at 37°C. The cells were 
then exposed to 1 p.M PGF2a for 15  min. Values are means ± S.E.M. of 

four experiments.
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Fig. 28. Effect of phloretin on desensitization of PGF2 a-stimulated 
 PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 

The cells were treated with PGF2a (10  p.M), phloretin (100  1.1M), or both agents 
for 4 hours and then exposed to 1  uM PGF2a for 15  min. Values are means ± 
S.E.M. of three experiments.  ***P<0.001, compared with basal. tP<0.05, 
compared with PGF2a  (101.1M).
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Fig. 29. Effect of TPA-pretreatment on desensitization of PGF2 a-

stimulated  PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were pretreated with 100 nM TPA for 24 hours, washed, and 
incubated with 10  1.04 PGF2a for 4 hours. The cells were then exposed to 

 11.LM PGF2a for 15  min. Values are means ± S.E.M. of five experiments. 
 "P<0 .01, ***P<0.001, compared with control.
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第五節 考察 と小括

考察

本章第一節 および第二章第一節において示 したように、培養アス トロサイ ト

には卵巣サンプルの約40%、 腎臓サ ンプルの約160%のFP受 容体mRNAが 発現 し

てい るうえに(Fig.12)、 中枢神経系 細胞標 品 として純度の高い ものが、オ リ

ゴデン ドロサイ トとは異なり比較的簡便に調製で き(51)、 ク ローニ ングされ

たFP受 容体cDNAを 発現 させた細 胞 にお ける リガ ン ド結合選択性(Fig.15お よ

び文献11,16,52)と 同様 の特性 を培養 アス トロサ イ ト膜標品が示す(Fig.16B)

ため、培養 アス トロサイ トはFP受 容体機能 を検討す る有用 な実験系であるこ と

が示 された。またdb-cAMP処 置 に よるアス トロサ イ トの形態分化に伴ってFP受

容体mRNA量 の増 加が認め られるが(Fig.13A)、 同時 に受容体蛋 白質の増加 も

起 こっているこ とか ら(Fig.16A)、 細 胞分化 による情 報伝達 系活 性の上昇 が

推察 され る。事実、db-cAMP処 置 によるア ス トロサイ トの形 態分化 に伴 って

PGF2α(1ｵM)に よるPI代 謝回転亢進 の増強が認め られた(コ ン トロール に対

して333±25%の 増 強)。

この実験系 を用 いて まずFP受 容体 アンタゴニ ス トの検索 を行 ったところ、 グ

ルコース トランス ポーター阻害薬 であるフロレチ ンが競 合的(Figs.19,20)か

つ選択 的 な(TableI)FP受 容体 ア ンタ ゴニス トであ る ことを明 らかにした。 さ

らにこのフロレチン作用は、グルコース トランスポーター阻害活性によるもの

でない ことから(第 三章第 二節)、FP受 容体機能 を薬理 学的 に検討す るッール

として有用であることが示 された。

また、FP受 容体 の発 現 にN一結合型糖 鎖付 加が重要 であ る ことをツニカマイシ

ンを用い た検討に より明 らかにした(Figs.21,22)。 このツニ カマ イシ ン処 置

(100ng!ml、12時 間)は 、N一結合型糖鎖付 加過程 の うち リボソームでの蛋白質
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合成 中に糖鎖付加 コンセンサス配列(Asn-X-Ser/'Thr)に オ リゴ糖 を付 加す る過

程 を選 択 的 に阻害する量 とされる範囲であ り(112)、 かつ細 胞毒性 に起 因 す

る二次 的現象ではないことを示 した(Fig.23,TablesII,III)。 ただ しッニカ マ

イシン処置 を100ng/mlで24時 間 とした ときの...活 性 低下(Fig.22)は 、細 胞

毒性 に起 因する可 能性が ある(Tablem)。 オ リゴ糖付 加後 の糖 鎖修 飾過程 を選

択的に阻害する薬物、すなわちスエ ンソニ ン(ゴ ル ジマ ンノ シダーゼII活性 阻

害)、 プ ロモ コ ンジュ リ トー ル(グ ルコシ ダーゼII活性 阻害)、 お よ び1一デ オ

キ シマ ンノジ リマイシ ン(ゴ ル ジマ ンノシ ダーゼ1活 性 阻害)(112)はFP受 容

体機 能 に何 ら影響 しなか っ たこ とか ら、オリゴ糖付加がFP受 容体発 現 に重要 で

あって、 その後 の糖鎖修飾過程 は重要でないこ とが示唆された。以上の成績 よ

り、第一章第一節において明 らかにしたラットFP受 容体 に認 め られ る推 定糖 鎖

付加部位 の うちい くつかが実際 に糖鎖付加を受 け、その機能発現 に重要な役 割

を果た していることが推察 される。事実、ラットFP受 容体 ポリクローナ ル抗 体

を用 いた ウエス タン解析 によりFP受 容体 の分子量 は133kl)と 推定 されてい るが

(119)、 これは推定 ア ミノ酸配列 か ら導 いた分子量40,660よ りも大 きい こ とか

ら、糖 鎖がFP受 容体蛋 白質 に付加 している可能性を示唆 している。

さらにリガンド前処置に対するFP受 容体の機能調節 について検討 した ところ、

培養 アス トロサイ トをPGF2α で前処置す る とその濃度 お よび時間依存的に情 報

伝達系の活性低下が認め られた(Figs.25,26)。 この 活性低 下 は可逆 的であ り

(Fig.27)、FP受 容体 に作用 す るリガ ン ドに選 択 的に認め られる(Fig.24)こ

とか ら同種 脱感作 であ る と考 え られる。反応性の低下が約40%で あ り、最大 反

応が4時 間の リガン ド前処 置 に よって認め られ ることは、速やかな脱感作が認

められる他の神 経伝達物質受容体 とは機構が異 なることを示唆 している。 リガ

ンド結合後速やかに認め られる(1時 間以内)脱 感作 は、受容 体 とGTP結 合 蛋

白質 との共役 が 解かれるため に起 こると考えられているが、 この機構はプロス

タノイ ド受容体 と同 じロ ドプシ ン型の構造をもつア ドレナリン受容体の場合 、

54



受容体 の細胞内ループ領域 に存在する蛋白質 リン酸化部位がプロテインキナー

ゼによってリン酸化され るこ とが重要で あると考え られている(120,121)。

Fig.3に 示す ように、 アス トロサ イ トFP受 容 体 の推定 ア ミノ酸配列 には第1、

第2細 胞 内 ルー プお よびC末 端 に合計5つ の蛋 白質 リン酸化 部位(62、144、

337、341番 目のSerお よび148番 目のThr>が 認 め られるが、 リガン ド結合 後 に速

やかにその脱感作が認め られないことは、それ らの部位が、受容体 とGTP結 合

蛋白質 との共役 が解 かれてお こる脱感作 に関与していないことを示唆している。

アス トロサイ トFP受 容 体 の脱感 作 は プロテ イン キナ ーゼC活 性化 が 関与せ ず

(Fig.29)、 またFP受 容体 ア ンタゴニス トとしての フロレチン(第 三章第二節)

によ り抑制 されるこ とか ら(Fig.28)、 その機構 は アゴニス トの受容体結合後

に作動するものではあるが、GTP結 合蛋 白質 との共役 が解 かれる ために起 こる

ものではない可能性が示唆される。

小括

1.グ ル コース トランスポーター阻害薬であるフロレチンはその作用 とは別に、

競合的かつ選択的なFP受 容体 アンタ ゴニス トとして作 用することを明らか

にした。

2.ア ス トロサ イ トFP受 容体発現 に糖鎖付加が重要であ ることを明らかにした。

3.過 剰 な リガン ド作 用 によ り、 アス トロサイ トFP受 容体 が脱感作 を起 こす こ

とを明 らかにした。
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総 括

本研究において明 らか にした実験結果 と、すでに報告 されている知見 とを合

わせてまとめ たものがFig.30で ある。 アス トロサ イ トは中枢神経系 における プ

ロス タノイ ドの標的細胞である(27,28,49,54)と 同時に、主要 なプロス タノ イ

ド産生細胞で もある(122-124)。 従 って中枢神経系 においてプロスタノイドは、

神経細胞 に対 してのみならず(26,62)、 アス トロサイ トの機能 を もオー トク リ

ンあるいはパ ラクリンに調節 している可能性が考 えられる。

脳組織の損傷などの際 にその含量が上昇 することが知 られているATPや イ ン

ター ロイキ ン1は 、 中枢神経系 にお ける主 要 なプロスタノイ ド産生細胞であ る

アス トロサイ トに作用 して各種 プロスタノイ ドを産生することが知 られてい る

(27,125)。 これ らのプロス タノイ ドがそれぞれに特異的な受容体 を発現 した

各種 グリア細胞に作用 して、その生理作用 を引 き起 こす可能性が考えられる。

Astrocyt

oglia:EP3

TP

Fig.30.Cell-cellinteractionsinthecentralnervoussystem

viapossibleprostanoidsignalling
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本研究過程 において、中枢神経系 プロス タノイ ド受容体mRNA量 は 、た とえ

ば脳 障害モデル として一過性脳虚血 を負荷 した ラットにおいて大 きな変化 を示

さないことを認めている(デ ー タには示 さず)。 従 って、 グ リア細胞 プロス タ

ノイ ド受容体を介 して引き起 こされる生理機能がリガン ド含量 の変化によって

生 じるものと仮定すれば、アス トロサイ トのプロスタノイ ド産生 を促進する内

因性 リガン ドはATPや イ ンター ロイ キ ン1以 外 にはほ とんど知 られ ていない こ

とから(27)、 プロス タノイ ドシグナ リングを介 したグリア細胞の細胞間コミュ

ニケーションは、脳障害時の局所 ホメオスタシスの維持に寄与 している可能性

が考 えられる。その情報の受け手であるプロス タノイ ド受容体 は、過剰 なリガ

ン ド刺激に対 してその活性 を大 きく失 うことが ないため、細胞 間にリガンドが

存在すれば恒常的に細胞内情報伝達系 を活性化することが予想される。従って、

プロス タノイ ドシグナリングは中枢神経系機能の調節 に恒常的 に関与 してい る

ことが推察 される。
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結 論

1.培 養 ラ ッ トアス トロサイ トcDNAラ イ ブラリー か ら3種 類の プ ロス タ ノ

イ ド受容体cDNA(EP3、FP、 お よびTP)の クローニ ングを行 い、 それ ら

の推 定アミノ酸配列 を決定 した。

2.3種 類 の プロス タノイ ド受容体mRNAの 発 現分布 はアス トロサ イ ト、 オ

リゴデ ン ドロサイ ト、およびミクログ リアでは異 なってお り、各 プロス

タノイ ドはグ リア細胞 に対 してそれぞれ固有 の役割 を持つことが考 え ら

れた。

3.ア ス トロサ イ トFP受 容体 にフロ レチ ンがア ンタゴニス トとして作用す る

ことを見 い出 した。またアス トロサイ トFP受 容 体 の発現 に糖鎖付 加が 関

与 して いるこ と、そ して過剰なリガン ド刺激 に対 して本受容体反応が脱

感作 を起 こすことが明らかとなった。
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