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論文内容要旨

  ブラ ジキニン (BK) は降圧性脈管作動物質と して知 られ, 高血圧の成因の一部にも関与 して

 いると考え られている。 また, このBKは内皮依存性の血管弛緩作用 を有することが知 られてい

 る。 一方, BK刺激により血管組織より血管弛緩性のプロスタ グラ ンジン (PG) が生成され

 BK の血管弛緩作用 の一部 に関係 していることが示されている。 しか しBK の血管作用およ びそ

 の細胞性作用機構 は未だ十分には明 らかとなっていない。 本研究においては, 特にBKの血管平

 滑筋への直接作用 の細胞内機構 に焦点をあて検討を加えた。

                ζ目 的】

  血管平滑筋におけるBKの細胞作用機構を細胞内作用伝達物質のカ ルシウム・イオン (C a2→'),

 イノ シトー ル燐酸 (I nsP, ホスホリパーゼC代謝産物であり, 細胞内Ca2+動員のメ ディ エイ

 ター) およびプロスタグラ ンジン1 (PGI2) (ホスホリパーゼA2の代謝産物) に対する作用を

 調べ, それらの相互作用をも合わせて検討すること。

                【方 法遇

  細胞は培養ラット血管平滑筋を用いた。 細胞内Ca2+( 〔Ca2+〕・) は蛍光光度計内に固定 した単

 層培養細胞 (カ バーグラス上に培養) にて蛍光Ca2+ インジケイターのFura-2を用 いて測定し

 た。 また, 単層培養細胞を潅流 し, 細胞内Ca2+と潅流液中に測定されるPGI,生成 (ラ ジオイムノ

 アッセイにて測定) を同時に経時的にモニター し, 細胞内Ca2+ とPGI、生成の経時的関係を調べ

 た。 InsPの測定は3H一肌yo-hlositolでラベルした細胞より抽出 した3H-InsPをカ ラムク ロ

 マトグラフィー法または高速液体クロマトグラフィー (HPLC) 法にて分離 し, その放射活性

 を測定 した。

                【結 果還

  細胞潅流 システムによる検討では, BK (1. 0μM) およびバゾプレシン (AVP, 0. 1μM)

 にて 〔Ca2+〕・は瞬時に増加 し, さらにその後, 増加の持続がみられた。 PG合成阻害剤であるア

 スピリ ン (1. OμM) 処理にてBKによるPGI,生成は抑制されたが, 〔Ca2+〕、増加には変化がな

 かった。 BKによる 〔Ca2+〕・増加およびPGl・生成には濃度依存性がみられ, そのED5・はほぼ同

 一であった (BK, 約1.0μM)。 さらに細胞内Ca2+貯蔵部位よりのCa2+動員の阻害剤と考えられ

 るTMB-8にて, BKによるPGI・生成は濃度依存性に抑制された。 一方, カラムク ロマトグラ
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 フィーによるInsPの測定では, 各InsPすなわちInsP1, InsP2およびInsP3が分離され,

 それぞれの分画はBK (1. 0μM) 刺激にて増加した。 また, BKによる総InsP生成量は濃度

 依存性に増加した。 HPLCによる分析結果からは, BK刺激により瞬時のIns (1, 4, 5)

 P呂の増加 (5秒以内) がみられ, Ins (1, 3, 4) P3の増加がこれに続いた。 Ins (1, 3,

 4, 5) P4は漸次増加した。 また, 工nsP5およびInsP6と考えられる ピークが分離されたが,

 これらはB K刺激により生成量に変化はなかった。

{

                ζ考察および結論期

  以上より, BKによってPGI・生成およ び細胞内Ca2+動員が同時におこることが示された。

 BKにより, 細胞内Ca2+動員作用を有するIns (1, 4, 5) P・生成がもたらされることよ り,

 BKによる細胞内Ca2+増加には, Ins (1, 4, 5) P3生成が一部に関与 しているものと考えら

 れる。 またPG生成合成阻害剤によって, BKによるPG合成は抑制されるが細胞内Ca2+増加に

 は変化がないことより, 細胞内Ca2+増加はP Gによってもた らされるのではないと考えられる。

 本研究によって示されたよう に細胞内Ca2+動員の抑制剤のTMB-8によってBKによるPG生

 成が抑制されたこと, また一方, PG生成の前駆体のアラキドン酸がCa2+依存性のホスホリパー

 ゼA・の活性化により細胞膜より放出されることを考慮すると, 結論として, ホスホリパーゼC

 代謝産物であるlns (1, 4, 5) P3生成がBKにより生じ, これが細胞内Ca2+動員をおこす。

 さらにこのCa2+動員が, PG生成に関与す るCa2+依存性ホスホリパーゼA・ にCa2+を供給するこ

 とによりアラキ ドン酸 が放出され, それがBKによるPGI、生成をもたらす可能性が考えられる。

 この現象の生理的意義と しては, 平滑筋収縮の細胞内メディ エイ ターのCa2+および弛緩のメ ディ

 エイ ターのPGLの, 二つ の系の相互作用によりBKの平滑筋生理活性が発現 しているものと解

 釈された。
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 審査結果の要旨

  筋収縮の細胞内メ カニズム が解明されっっあるが, 平滑筋は随意筋と異り, その収縮機構はよ

 り複雑であ り, なお多く の研究の余地を残 している。 竹内和久 は, ラットの血管平滑筋を培養 し,

 その収縮機構を系統的に研究 しているが, 今回はブラ ジキニンの作用 にっき研究 したところを論

 文と してま とめた。

  細胞内Ga++ はFura2法によった。 血管平滑筋はカバー グラス上に培養 した。 培養細胞を・潅流 し,

 潅流液中に遊離 してく るPGI, をRIA法で測定 した。 イノシトー ル燐酸 (Ins P) はカ ラムクロマ

 トグラフィーまたは高速液体クロマトグラフィー (HPLC) にて分離・測定 した。

  ブラ ジキニンおよびバ ゾプ レシンは細胞内Ca++ を増加させ, PGI2の産生を増や した。 アス ピ

 リ ンによってPGI2の産生 を抑制 して も細胞内Ca++の増加 は変らなかった。 ブラ ジキニンによっ

 てlns Pヨ, Ins P2, Ins P3 が増加 した。 Ins (1, 4, 5) P3 が最初の5秒以内に増加し, Ins (1, 3, 4)

 P呂 の増加がこれに続いた。 Ins (1, 3, 4, 5)P4 は漸次増加 した。 Ins P5およびlns P6 と考えられ

 る ヒ。一ク が分離されたが, これらはブラ ジキニン刺激によって変化 しなかった。

  以上の結果から, ブラ ジキニンはlns (1, 4, 5) P・ の生成を介して細胞内Ca++を動員するもの

 と考えられた。 細胞内Ca骨の動員によってフォスフォ リパーゼA2が活性化され, アラキドン酸

 が遊離 し, PGI,合成に至るものと解釈された。

  竹内和久のこの研究 は, ブラ ジキニンの作用機序を詳細 に分析したものであり, 血管平滑筋収

 縮の細胞内機序について新 しい知見を加えた ものであ る。 よってこの研究 は充分学位 に相当する

 ものと認めたい。

 一
}
、

 貯
争
ζ

 ■
■
占
一

 一 176 一一


