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  工ン・ドセリン受容体(ET)―1は，Yanagisawaらによってブタ大動脈内皮細胞の培養上清

中から強カな血管収縮活性を指標に単離，構造決定された新規ペプチドである。更に，その後の

籤くの研究によりET－1は血管内皮細胞だけでなく腎尿細管や気道などの上皮細胞や神経細胞

からも産生され，種々の組織に対して多彩な生理作用を有していることが明らかになった。ET―

1にはニっのイソペプチド(ET－2，ET－3)が存在し，これらETイソペプチドの作用は少

なくとも二種類のET受容体すなわちET←1，ET―2に特異性の高いETー，及びETイソペ

プチドすべてに同等の親和性を有するETBを介して行われている。また肺，心臓，腎臓などで

はET̂，ETBの両受容体のmRNAが発現している。実際に蛋白質レベルでの両受容体の発現

量や存在比は明確でなく，かっ両受容体の生理的役割にっいては不明な点が多い。従って，ETー

1の多彩な生理作用や病態との関連性を明らかにするには，受容体サブタイプ特異的作用物質（ア

ンタゴニスト，アゴニスト）の開発が重要である。本研究の目的は，ET受容体サブタイプの選

択性の高い薬剤を見いだし，これら一連の研究に有用であることを示すことにある。まず，ブ夕

各組織を用いてET受容体結合実験系を確立した。大動脈平滑筋膜画分，培養大動脈平滑筋細胞

及び心筋膜画分への［125I］ET -1結合はET―1によってICヨ。二ニO．l～0. 19nMで阻害され

るが，ET－3ではIC50値3．9～70nMと低親和性であり，一方，小脳，腎皮質膜画分などでは

ET -1，ET－3が共にIC5。‐O．07～0. llnMで［'25I] ET―1結合を阻害した。すなわち

前者にはETイ，後者にはETBが存在していた。ETイソペプチドは，いずれも21残基のアミノ

酸から成り，4残基のCysが1―15及び3―11間でジスルフアド結合を形成している。Hiley

らはこのCysをすべてAlaに置換した直鎖状のET―1アナ口ーグ［Alal’3．ル15］ETー1

（4 AlaET→1)が血管収縮活性をほとんど失っているにもかかわらずラット小脳ホモジェネー

トにはET -1及びET-3と同等の結合活性を有していることを報告した。この報告は，4

AlaET―1がある種のET受容体サブタイプを認識していることを示唆していた。そこで，4
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AlaET―1のET受容体サブタイプヘの親和性にっいて検討した。その結果，4AlaET―1は

ET。への親和性を保持したままETーへの親和性を著しく減少させ，1700倍ET。選択的であっ

た。更に4 AlaET－1はET″を介した反応である内皮依存性の血管弛緩反応を惹起することよ

り，ET。選択的アゴニストであることが明らかとナょった。次に4AlaET・1の構造活性相関に

っいて検討した。4 AlaET－1のETB親和性はN末端のd―アミノ基をアセチル化したN―Ac―

4 AlaET―1及びN末端側のアミノ酸5残基を除去した4AlaETー1（6－21）でもほとんど

変わらないが，C末端からのTr p21を除去するとほとんど結合活性を失った。また，N-Ac→

4 AlaET―1（10―21)は親和性の低下が見られるが，830倍ET。選択的であった。しかし，4

AlaET・1（11- 21）では，ETB選択的な結合活性を消失し，更にアゴニスト活性も消失した。

ET―1のETー活性発現には少なくとも2個のジスルフアド結合によって形成される立体構造と

C末端のTrp゚ 1が必要であることが知られている。一方，ET－1のET。活性発現にはGluIo

からTrp21までの配列が重要であることが明らかとなった。

  ET』選択的アンタゴニス卜BE―18257B(cyclo(D一Glu－L―Alaーallo―D－Ile―L―Leu -

D―Trp)は，大動脈平滑筋膜画分，培養大動脈平滑筋細胞及び心筋膜画分への［¨。I］ET・

1結合をそれぞれICヨ。-1．4，O． 47，0.8uMにて阻害した。一方，小脳，腎皮質膜画分への

［12゚ I］ET－1結合は100肛Mでもほとんど阻害しなかった。また，Scatchard解析より，BE―l

8257BはETーへの［12゚ I]ET―1結合を競合的に阻害することが明らかとなった。更に，in vitro

及びin vivoでET -1の作用を抑制したが，それ自体はアゴニスト活性を有していなかった。

以上より，BE -18257Bは競合的ETーアンタゴニストであることが明らかになった。このBE―1

8257Bをり―ド化合物として高活性誘導体BQ―123 (cyclo（D―AspーL―Pro―D一Val←

L - Leu -D―Trp)が開発され，ETーの生理的，病態生理的役割の解明が進みつっある。  ．

  次に，ET受容体サブタイプに選択的なりガンドBQ―123および4AlaET―1を用いてブ夕肺

組織におけるET受容体サブタイプの存在比にっいて明らかにした。気管支及び肺実質膜画分に

おいてET -1結合部位は単一の高親和性結合部位のみであった。一方，ETー3には複数の異

なる親和性を持った結合部位の存在が示唆されたが，直接的な証明はなされていなった。小脳膜

画分のET。に比べ大動脈平滑筋細胞のETイ（ICヨ0二二7．3nM)に2500倍選択的なBQ－123は，気

管支及び肺実質膜画分への［12゚ I］ ET-1結合を二相性に阻害し，その高親和性部位の存在比

はそれぞれ65％，30％であり，ICヨ。値は6．4～6. 5nMであった。一方，ETロに6700倍選択的な

4 AlaET―1を用いるとそれぞれの組織の高親和性部位の存在比を25％，60％で，ICno値はO．

52～0．57nMであった。
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  BQ－123 (1〃N）又は4AlaET―1(0.  111M）を共存させることによりそれぞれの高親和

性部位をブロックすると4 AlaET－1及びBQ・123は［'25I] ET←1結合を一相性に阻害し，

気管支でのICヨ。値はO．61及びO．8nMであり，肺実質で繊0. 61及び7．7nMであった。すなわち，

いずれの組織においてもETーおよびETBのみが存在していることが示唆された。更に，4

AlaET－1(0.111M)存在でのET－3の阻害曲線は気管支及び肺実質のいずれにおいても

Hill係数は1となり，ICヨ。値もETーに対するET亠3のICヨ。値になった。また，BQ―123（1

ロM)存在下でのET―3の阻害曲線はET″でのET・1の阻害曲線と等しくなった。すなわち，

ET―3はET』及びETBを区別するにはその選択性が不十分であり，それゆえETー及びETB

の混在する組織でのHill係数が低くなることを示している。更に，オートラジオグラフィーを

検討した結果，ブタ肺組織の［‘2 5I］ET・1結合部位は，ETイ及びETBからなり，気管支及

び 血管に はETイが， 肺実質 にはETBが優位に 存在す ることが 明らか にになっ た。

  ET―3は，4AlaET―1に比べるとET″選択性が低いことが明らかとナょった。そこで，よ

りETBに選択的な物質として，4AlaET・lN末端側のアミノ酸5残基を除去して，更にN末

端Leuのa―アミノ基をアセチル化したBQ―3020を開発した。BQ－3020は，ブタ小脳膜画分へ

の［'25I] ET―1結合をICヨ。値0．2nMにて阻害するがブタ大動脈平滑筋細胞にはICヨ。値940

nMとETー3より13倍ETBに選択的リガンドであった。また，ブ夕小脳膜分画への［'25I]

BQ―3020結合は，ETー1，ET―3及びBQ－3020によってICヨ。値O．07～0. 17nMにて阻害され

るが，BQ-123ではICヨ。値16. 7nMであった。更に，プ夕小脳膜画分でのScatchard解析より，

［lz 5I］BQ・3020及び［12゚ I］ET -1は共通の結合部位，すなわちET″を認識していることが

明らかになった。

  次にブ夕小脳膜分画への［1251］BQ宀3020結合のbinding kineticsにっいて［'25I] ET -1

と比較した。［12 5I］BQ一3020のブ夕小脳膜画分への結合は['25I］ET，1と同様に4時間で

平衡状態に達した。4時間インキュベーション後に大過剰の非標識BQ・3020  (200〃M）を添加

したが，添加4時間後でも70％の特異的結合は解離しなかった。更に［'25I] ET -1結合のET・

1による解離も同様であった。ETBに結合したET・1は非常に離れにくいことが知られている

が，それにはET―1の2対のジスルフアド結合によって形成される立体構造ではなく，Leu6

からTrp21までのアミノ酸配列が重要であることが明らかとなった。

  これらET受容体サブタイプに選択的なりガンドを用いることにより，ET・1の生理的，病

態生理的役割の解明が今後更に進むことが期待される。
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  工ンドセリン(ET）は1988年に筑波大学の柳沢らによって，ブタ大動脈の内皮細胞の培養上

清から分離された血管収縮因子である。その後の研究から，アミノ酸23残基からなるぺプチドで，

3種類のアイソタイプが存在することが明らかにされた。ETは大動脈以外にも，脳，心臓，肺

臓など多くの臓器からも分泌され，それらの臓器の機能調節に働いていることも分かってきた。

特に，その微量で強カな血管収縮活性は，本態性高血圧とも関連して基礎一臨床の両面から注目

され，世界的に活発な研究が進められている。

  その後の研究から，ETはETイ，ET″という2種類の受容体を介して生理活性を発現するこ

とが明らかにされた。したがって，ETの作用機構や病態との関連性を明らかにするためには，

それぞれの受容体に選択的なアゴニストあるいはアンタゴニストの開発が不可欠とされる。また，

これらのアゴニストやアンタゴニストに医薬品としての応用も可能なことから，製薬企業の研究

所で活発な研究が進められた。

  申請者はこのET受容体のアンタゴニスト，アゴニストの開発研究の最先端で活躍し，数々の

注目を集めた論文を発表してきた。

  本論文はそれらの研究成果を集大成したものであり，主要な研究成果を以下に示す。

  1）ET。受容体に選択的アゴニスト（4AlaET―1）の開発

  ETはアミノ酸21残基からなるペプチドで，4残基のSerが存在する。この4Ser残基をAla

残基に置換したぺプチド（4 AlaET－1）はET″受容体に選択的に結合して，血管弛緩反応

を惹起すること見いだした。さらに，4 AlaET、・1のアミノ酸残基を置換したペプチドを多数

合成し，ETの構造～活性相関にっいての研究も進め，ET″との選択的な結合にはGluI。，

Trp゚ 1の領域が必須であることを明らかにした。この研究成果は，ETの活性部位を初めて明ら

かにしたものとして，世界的な反響を呼んだ。

  2）ETイ受容体に選択的なアンタゴニスト（BE -18257)の発見

  2種類のET受容体の機能分担を解析するためには，特定のET受容体をブッ口クする化合物
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が不可欠である。申請者はブタ大動脈平滑筋膜画分(ETー）とブタ小脳膜分画(ETB)への放射

標識ET -1の結合阻害を指標として，ET受容体のアンタゴニストの探索研究を進め，放線菌

の培養上清からBE・18257Bと名付けたET』選択的アンタゴニストを分離した。本化合物は2

残基のL・アミノ酸と3残基のD・アミノ酸とからなる環状構造をしたペプチドであった。

  さらに本化合物をりード化合物としてさらに活性の高いアンタゴニストの開発研究も試み，3

種類のアミノ酸置換した環状ペプチド(BQ―123)が親化合物よりも微量で強い活性を示すこと

を見出した。

  3) ETB受容体に選択的なラジオリガンド［'251] BQ－3020の開発

  受容体の解析には，ラジオアイソトープ標識されたりガンドが不可欠とされる。申請者は，4

AlaET－1のN一末端側の5残基を除いたのち，さらにN―末端アミノ基をァセチル化したペプ

チ．ド誘導体を合成した。これは，ET -1よりも選択的にETB受容体に結合するところから，そ

のTyr残基を125I標識したものを作製し，これがETBの選択的な標識に有効なことを明らか

にした。

  以上の研究成果は，ETの生理的，病理的機能の研究に大きく貢献するのみならず，新しい血

管治療薬の開発研究におぃても有益な手掛かりを与えるものとして国際学会でも高く評価されて

おり，博士（薬学）の学位に値するものと評価できる。
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