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    学位論文題名

  Tyrosine phosphorylation asaconvergent

  pathway of heterotrimericGprotein- and

    ケ協〇protein‐mediated Ca2十sensitization

of smooth muscle of rabbit mesenteric artery

（ウサギ腸間膜動脈平滑筋における三量体G蛋白およびrho蛋白を介した

Ca2+感受性増強機構におけるチロシンキナーゼの役割に関する研究）

学位論文内容の要旨

  血管 平滑筋の収縮機構において、myosin light chain (MLC)のりン酸化は中心的役割を果

た し てい る 。Ca2゙ /calmodulin依存性 MLC kinaseによりMLCはり ン酸化さ れ、actomyosm

ATPaseを活 性 化さ せ る こと に よ り収縮が 生じ、ま たMLCphosphataSeの活性 化により 脱リ

ン酸 化され弛緩する。細胞内Ca2゙ の上昇がMI£kinase／phosphatase活性比の増加を介して

収縮 性に重要 な働きを している が、アゴニストによる血管収縮の程度は細胞内Ca2゙ レベル

の変化とは必ずしも平行せず、血管平滑筋のの゜゛感受性を調節する機構が考えられている。

アゴニストによるCa2゙ 感受性増強効果はguanosine5’‐〇Iく2‐thiodiphosphate）（GDPBS）によって

抑制 され、また、guanoine5’－triphosphate（GTP）あるいはその非水解性類似物質である

guanosine5’‐〇＿（3－thiotriphosphate）（GTP，S）によってもアゴニストと同様なCa2゙ 感受性増強効

果が 認められ る。この ことから 、アゴニストによる収縮蛋白のCa2゙ 感受性増強には、それ

そ れ の受容体 に結合し ている三量 体G蛋白の 活性化が 重要な役 割を果た している と考えら

れ て いる が 、G蛋白 以 下 の細 胞 内情 報 伝 達系 に 関 して は 充分 な 検討び なされて いない。

  本研 究ではG蛋 白のの゜ ゛感受性 増強効果における細胞内情報伝達系に関して、ウサギ上

腸 間 膜 動 脈 平 滑 筋 の ス キ ン ド フ ん イ バ ー を 用 い て 薬 理 学 的 手 法 に よ り 検 討 し た 。

  方法 は、ニュ ージーラ ンド白色 ウサギをぺ ントバル ビタール 麻酔後、上腸間膜動脈を摘

出し、長さ1．5－2．0mm、幅0．4‐0．5mmの筋線維束をp‐escin（50い齣で30分間処理するこ

とに よルスキ ンドファ イバー標 本を作成し た。標本 の一端を 張カトランスジューサーに結

合し 、種々の 濃度のCa2゙ 溶液や薬 物を作用させて、等尺性収縮による張カを測定した。ま

た、 Cf〇5fr泌fH朋めf“f加HMC3酵素のADPリポシル化反応を検討するため、スキンドファイ

バー 標本に対 しC3酵素（ 1いg／m1）存 在下あるい は非存在 下にNAD（10いM）を30分間、続

いて ’’P－NADを30分間反応させた。その後、電気泳動を行い、オートラジオグラフイーを

施 行 し た 。 ま た 、 抗 崩 DA抗 体 に よ る ウ エ ス タ ン ブ 口 ッ ト 法 も あ わ せ て 行 っ た 。

    スキ ンドファ イバー標 本をC3酵素と’’P‐NADで処理すると、約23kDaに相当する部位



に32Pの集積が認められた。抗thoA抗体によるウエスタンブ口ット法にても同部位にバン

ドが認められたことから、C3酵素は主にrhoをADPリボシル化させるものと考えられた。

そしてNAD存在下にC3酵素で前処置することにより、C3酵素による【’’P]-ADPリボシル

化反応はほぼ消失したことから、この条件下ではC3酵素はほぼ全てのrhoをADPリポシ

ル化するものと考えられた。

  GTPいSは0.3いMCa2゙ 溶液における収縮を濃度依存性に増強させ、10いMにて最大効果を

示した。また、張力_[Ca2゙ ］反応曲線を有意に左方ヘ移動させた（pCaso:対照；6.14土0.03，

GTP，S(100いM); 6.50土0.05.Pく0.001)。これらの効果はGDPpS（1mM)により可逆性に完

全に抑制された。NAD存在下にC3酵素で30分間前処置すると、0.3いMCa2゙ 溶液における

収縮にはほとんど影響を及ぼさなかったが、GTPYSの収縮増強効果は有意に抑制された。

特にGTPッS10いMまではほぼ完全に抑制されたが、高濃度(30 - 100叫ゆにおいては完全に

は抑制されなかった。

  Phenylephrine，histamineもGTP (10いr¥/D存在下で、0.3いMCa2゙ 溶液における収縮を濃度依

存性に増強させたが、これらのCa2゙ 感受性増強効果はC3酵素前処置にてもほとんど影響

を受けなかった。

  プ ロ テ インキ ナー ゼC (PKC)の 選択 的阻害 薬で ある calphostinC（1いIvDお よび

staurosporine (20 nM)は、0.3いMの゜゛溶液における収縮には影響を及ぼさずにPKC活性化薬

であるphorbol ester 12，13-dibutyrate (PDBu) (100 nM)のCa゚ ゛感受性増強効果を完全に抑制し

た。しかし、GTPyS，phenylephrineおよびhistamineによるCa2゙ 感受性増強効果にはほとんど

影響を及ぼさなかった。

  Tyrosine kinase阻害薬であるgenistein (100いM)，tyrphostin 25 (100いM)は0.3いMCa2゙ 溶液

での収縮反応やPDBuのCa゚ ゛感受性増強効果にはほとんど影響を及ぼさずにGTPヤS(100

いM)，phenylephrine（1いrvDおよびhistamine (10いrvDのCa2十感受性増強効果を完全に抑制した。

Genisteinの不活性化体であるdaidzein (100いrvDはGTPySのCa2゙ 感受性増強効果に対しほと

んど影響を及ぼさなかった。

  以上の結果から、GTPySのの’゛感受性増強効果には主に低分子量G蛋白である崩〇の活

性化が関与しているのに対し、三量体G蛋白を介したアゴニストのCa2゙ 感受性増強効果に

は崩〇の活性化は関与しておらず、それそれのの’゛感受性増強効果は異なる情報伝達系を

介しているものと考えられる。高濃度GTPヤSのCa2゙ 感受性増強効果はC3酵素で完全には

抑制されなかったことから、高濃度のときのみ三量体G蛋白を介した経路も活性化させる

可能性が示唆された。GTPySおよびアゴニストによるCa2゙ 感受性増強効果は、いずれも

PKC阻害薬では抑制されずにtyrosine kinase阻害薬で抑制されることから、両者は低分子

量G蛋白rhoと三量体G蛋白という異なる情報伝達系を介するものの、最終的にはtyroslne

kinaseの活性化に収束するものと結論される。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名
  Tyrosine phosphorylation asaconvergent
  pathway of heterotrimericGprotein- and
    〆カo protein-mediated Ca2+sensitization
of smooth muscle of rabbit mesenteric artery

（ウサギ腸間膜動脈平滑筋における三量体G蛋白およびrho蛋白を介した

Ca2゙ 感受性増強機構におけるチロシンキナーゼの役割に関する研究）

    血管平滑筋の収縮機構において、myosin light chain (MLC)のりン酸化は中心的役割を果

たしている。Ca2゙ /calmodulin依存性MLC kinaseによりMLCはりン酸化され、actomyosin

ATPaseを活性化させることにより収縮が生じ、またMLC phosphataseの活性化により脱リ

ン酸化され弛緩する。細胞内くニa2゙ の上昇がMLC kinase／phosphatase活性比の増加を介して

収縮性に重要な働きをしているが、アゴニストによる血管収縮の程度は細胞内くニa’゛レベル

の変化とは必ずしも平行せず、血管平滑筋の（ニa’゛感受性を調節する機構が考えられている。

アゴニストによるくニa’゛感受性増強効果はそれそれの受容体に結合している三量体G蛋白の

活性化が重要な役割を果たしていると考えられているが、G蛋白以下の細胞内情報伝達系

に関しては充分な検討がなされていない。本研究ではウサギ腸間膜動脈平滑筋を用い、

GTPySおよぴアゴニストによるG蛋白を介したくニa’゛感受性増強効果に関与する細胞内情

報伝達系について、小分子量G蛋白rho’プロテインキナーゼC(PKC)，チロシンキナーゼ

の関わりにっいて薬理学的に検討した。方法はウサギ腸間膜動脈を摘出し、長さ1.5mmヽ

幅0.4mmの筋線維束をt3-escinで処理することによルスキンドフんイバー標本を作成し、

等尺性収縮による張カを測定した。また、Clostridium bott伽HmC3酵素のADPリポシル化

反応を検討するため、スキンドフんイバー標本に対しC3酵素と’’P‐NADを反応させ、電

気泳動を行い、オートラジオグラフイーを施行した。また、抗崩〇A抗体によるウエスタン

ブ口ヅト法もあわせて行った。

  スキンドフんイバー標本をC3酵素と’’P‐NADで処理すると、約23kDaに相当する部位

に’’Pの集積を認め、抗崩〇A抗体によるウエスタンブ口ット法にても同部位にバンドが認

められたことから、C3酵素は主に崩〇をADPリボシル化させるものと考えられた。GTRS
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は0.3いMくニa’゛溶液における収縮を増強させ、この効果はGDPpSにより可逆性に完全に抑

制された。C3酵素前処置によりGTP，Sの（ニa’゛感受性増強効果は有意に抑制された。

Phenylephrine，histamineのアゴニストもまたGTP存在下でCa2゙ 感受性増強効果を示したが、

この効果はGTPSとは対照的にC3酵素前処置にてもほとんど影響を受けなかった。PKC

の選択的阻害薬であるcalphostinC，およびstaurosporineは、PKC活性化薬であるphorbol

ester12，13．dibutyrate（PDBu）のくニa2゙ 感受性増強効果を完全に抑制したが、GTP，Sおよぴアゴ

ニストによるQ゚ ゛感受性増強効果にはほとんど影響を及ぼさなかった。チロシンキナーゼ

阻害薬であるgenlstelおよびtyrphostin25は0．3いMCa2゙ 溶液での収縮反応やPDBuのCa2＋

感受性増強効果にはほとんど影響を及ぼさずにGTPYSおよびアゴニストのCa2゙ 感受性増強

効果を完全に抑制した。Genisteinの不活性化体であるdaidZeinはGTPYSのCa2゙ 感受性増強

効果に対しほとんど影響を及ぼさなかった。以上の結果から、GTPYSのQ’゛感受性増強効

果には主に低分子量G蛋白であるr轟〇の活性化が関与しているのに対し、三量体G蛋白を

介したアゴニストのくニa゚ ゛感受性増強効果には崩〇の活性化は関与しておらず、それそれの

Ca2゙ 感受性増強効果は異なる情報伝達系を介しているものと考えられる。GTP，Sおよびア

ゴニストによるくニa゚ ゛感受性増強効果は、いずれもPKC阻害薬では抑制されずにチロシンキ

ナーゼ阻害薬で抑制されることから、両者は低分子量G蛋白崩Dと三量体G蛋白という異

なる情報伝達系を介するものの、最終的にはチ口シンキナーゼの活性化に収束するものと

結論される。

  学位論文の公開発表に際して、副査の北畠教授から心筋と平滑筋におけるCa2゙ 感受性の

機序の違いについて、血管平滑筋のくニa’゛感受性増強効果における生理的および病的状態に

おける役割について、PKCの役割における他の文献との結果の相違の理由についての質問

があった。次いで副査の菅野教授からは、本研究の結果はすべての血管に普遍的なものか

どうか、チロシンキナーゼ阻害剤の臨床応用の可能性についての質問があった。主査の上

田教授からは、アゴニストにより実際にチロシンキナーゼの活性化が生じているのか、ま

たチ口シンキナーゼの標的部位について質問があったが、申請者は実験結果に基づいて、

また文献的考察を駆使して誠実かつ概ね適切に回答し得た。

  血管平滑筋Ca2゙ 感受性の情報伝達系を詳細に検討した本研究は、冠攣縮性狭心症、高血

圧などのCa2゙ 感受性の亢進しているといわれている病態の解明、治療など、臨床応用に向

けての展開に重要な寄与をしうるものと評価される。

  審査員一同は、申請者の豊富な学識に併せて、この研究が関連領域研究の進展に与える

成果を評価し、申請者が博士（医学）を受けるに充分な資格を有するものと判定した。


