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論文内容の要旨

細胞内 Ca 2 + イオンは細胞内情報伝達系の重要なシグナル物質で、あり，細胞外刺激により上昇し，種々の生理反応

あるいは細胞毒性を引き起こす。したがって，細胞内 Ca 2 + 濃度 C[Ca 2 +J i) の調節機構を解明することは，細胞の

様々な機能発現を理解するうえで重要であると考えられる o Na+ -Ca 2+交換系は， Na+ と Ca 2 + を逆輸送するアンチ

ポーターで，その活性は細胞膜を介する Na+ および Ca 2 + 濃度勾配に依存し， Ca 2 + 排出および Ca 2 + 流入の両方向

性 Ca 2 + を輸送する。 Na+-Ca 2 + 交換系は，心筋，視細胞をはじめ様々な細胞での存在が知られており， [Ca 2 +J i 調

節を介して細胞の生理機能，病態機能発現に重要な役割を果たしていると考えられている o 中枢神経系においては，

神経膜標品で存在が報告され，脳傷害や脳虚血による神経細胞死への関与が示唆されているが，その役割の詳細は不

明である。

一方，脳はニューロンとそれを取り囲むグリア細胞とから構築されている。グリア細胞のうち最も数の多いアスト

ロサイトは，血液脳関門の形成，細胞間隙の K+ 濃度の調節，神経伝達物質の代謝などの機能を持ち，脳機能の維持

において生理学的にも病態的にも重要な役割を持つことが考えられている。また，近年，神経細胞と同様にアストロ

サイトにも種々の神経伝達物質受容体， チャネルの存在が報告されている。しかしながら， アストロサイトの

[Ca 2 +J i 調節系については不明な点が多く， Na+ ー Ca 2 + 交換系の存在は解明されていない。

本研究では，アス卜ロサイト Na+-Ca 2 + 交換系の生理的および病態的役割を追究することを目的として， まずア

ストロサイトにおける本交換系の存在を活性 CNa+ 依存性 Ca 2 + 流入と [Ca2 +J i 増加)，蛋白， mRNA のレベルで検

討した。細胞内 Na+ 濃度を上昇させる薬物であるウアパインとモネンシンにより， Na+依存性45Ca 2+取り込みの促進

および [Ca2 +J i 増加が認められた。この Ca 2 + 取り込みは， Na+-Ca 2 +交換系の選択的阻害薬で、ある 3 ， 4 ージクロ

ロベンズアミルにより濃度依存的に阻害され， Ca 2 + チャネル阻害薬により影響を受けなかった。また， この Ca 2 +取

り込みは，心臓型 Na+-Ca 2 +交換系と同様に，細胞外 K+により活性化され，かっ K+非存在下でも認められた。心

臓 Na+-Ca 2 +交換系の抗体を用いたウエスタンプロット解析により，アストロサイトにおける本交換系蛋白の存在

を示した。心臓 Na+ -Ca 2 ... 交換系 cDNA 由来のプロープを用いたノザンブロ y ト解析により mRNA の発現を認め

た。これらの成績から，アストロサイトにおける心臓型 Na+-Ca 2 +交換系の存在が明らかになった。

次に，内因性物質によるその活性調節について検討した。アスコルビン酸は， アストロサイト Na+ -Ca 2 +交換活

性を濃度および処置時間依存的に抑制した。本阻害作用は，細胞内アスコルビン酸含量の多い細胞ほど大きく，その
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作用点が細胞内であることが示唆された。また， タウリンによっても Na+-Ca 2 +交換活性の間害作用が認められた。

一方，一酸化窒素産生薬であるニトロプルシドナトリウム CSNP) および cGMP の膜透過性アナログである 8 ーブ

ロモ一 cGMP の前処置は， アストロサイト Na+ -Ca 2 + 交換活性を著明に促進した。 SNP による本促進作用は，

cGMP依存性蛋白質リン酸化酵素阻害薬共存下でも認められた。

さらに，その生理的病態的意義を追究する目的で，正常モードでの Ca 2 + 排出，逆モードでの Ca 2 + 流入における

本交換系の関与について検討した。 Na+ 一 Ca 2 +交換系を促進する SNP は，神経伝達物質刺激による [Ca2 +J i の増加

を減少した。また， SNP は Ca 2 + イオノフォアであるイオノマイシンによる受容体非依存的な [Ca2 +J i の増加も抑

制した。 NE による Ca 2 +応答は， SNP 以外の Na+-Ca 2 + 交換系促進薬である S ーニトロソー L ーシステインおよび

8- ブロモーcGMP 処置により減弱し， 3 , 4- ジクロロベンズアミル処置により増大した。 Na+-Ca 2 +交換活性

および本交換系蛋白質の発現量は，本交換系 mRNA に対応するアンチセンスオリゴヌクレオチド処置により著明に

減少したが，センス処置による影響は軽度であった。本アンチセンス処置細胞においては， SNP による NE の Ca 2 +

応答抑制作用は認められなかった。以上の成績は， Na+-Ca 2 +交換系の順モードを介する Ca 2 +排出が，受容体刺激

による Ca 2 + シグナルの調節に関与することを示している。次に， Ca 2 +パラドックスについて検討した。アストロサ

イトを Ca2+ -free 溶液に曝露後 Ca 2 +含有溶液で再インキュベートすると，定常状態を越える持続的な [Ca2 +J i の

上昇が認められ， 3 -5 日後に生細胞数の減少が認められた。再濯流による [Ca2 +J i の増加および遅発性細胞死は，

Ca 2 + チャネル阻害薬より影響を受けず， 3 , 4 ージクロロベンズアミル処置により軽減した。一方， Ca 2 +-free 溶

液に曝露後 SNP および 8 ーブロモ一cGMP を含む溶液でインキュベートした場合， Ca 2 +パラドックスによる細胞障

害は増悪した。さらに， Ca 2 +再負荷による [Ca2 +J i の増加および細胞死に対する Na+-Ca 2 +交換系アンチセンスオ

リゴヌクレオチド処置の効果について検討した。 Ca 2 + 再濯流による [Ca2 +J i の増加および細胞死は，センス処置に

より影響を受けなかったが，アンチセンス処置により有意に減少した。これらの成績は，アストロサイトにおいて，

Na+-Ca 2 +交換系の逆モードを介する Ca 2 + の過流入が， Ca 2 +パラドックスによる細胞障害発現に関与することを示

している。

論文審査の結果の要旨

本論文は従来，その存在並びに生理・病態的意義の不明であった脳 Na-Ca アンチポーターについて，アストログ

リアに存在することを活性， mRNA，蛋白のレベルで明らかにしたものである。更に，その調節機構として， NOｭ

cGMP 系，アスコルビン酸を見いだし，生理的機能としては受容体刺激による細胞内 Ca 濃度の調節に関与すること

を明らかにした。病態的には再かん流傷害による遅発性のグリア細胞死が生じることを初めて見いだし，その原因と

なる細胞内 Ca の急激な上昇がこのアンチポーターを介することを証明した。

本研究は Na-Ca アンチポーターの脳における生理・病態的意義を初めて明らかにしたことで，薬学博士の授与に

充分値するものであると判断する O
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