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    学位論文題名
Studies on the bradykinin-producing system
    ●  ●
    in porcine ovary

（ブ夕卵巣におけるブラジキニン産生系に関する研究）

学位論文内容の要旨

    フ゛ラシ゛キニンは9つのア、：/酸からなる生理活性ヘ°フ゜チドであり、循環器系において血管拡張、

血管透過性の上昇及び血圧低下などを引き起こす。フ゛ラシ゛キニンはカ9クレイン．キニン系と呼ばれる機構

におい て、前 駆体 である キニノ ーケ゛ ンか らカ9クレ インの 加水分 解によ り産生 されることが知られてい

る。本論文では、これまでに知られていなかったフ゛ラシ゛キニン及ぴカ9クレインーキニン系の卵巣におけ

る新たな役割について記載する。

    哺乳 類の排 卵にお いて 、卵胞 壁分解 の役割 を担っ てい る酵素 はマ19ッ クス メタロ フ°ロ テアー セ゛

(MMP)であると考えられているが、多数見出されているMMP分子のうち、どれが排卵

MMPであるかは明らかになっていない。MMPは一般に不活性な前駆体として合成・分泌

された後に、活性化されると考えられ、この過程はフ゜ラス、：ノーケ゛ンアクティヘ゛ータ／アラス、：ン系の作動に

より引き起こされると言われている。しかしながら、プラスミノーケ゛ンアクティヘ゛ータノフ゜ラスミン系を作動

させるメカニス゛ムについては未だ不明な点が多い。1994年、フ゛タ卵巣卵胞液よルセ9ンフ゜ロテアーセ゛（フ

オ9フ°シン）が単離精製され、この酵素がプラス、：ノーゲンアクティヘ゛ータ／フ゜ラスiン系の作動に関与するという

考 え が 提 唱 さ れ た 。 本 学 位 論 文 の 研 究 は 、 フ ォ 9フ ゜ シ ン の 活 性 化 機 構 の解 析 か ら 始 めら れ た 。

    セ9ンフ°ロテアーセ゛は不活性な前駆体として合成・分泌され、他のァロテアーセ゛による限定分解を

受 ける こ と に よ って 活性 化する 。フ オ9ア シン も同様 のメカ ニス゛ ムによ って 活性化 される と考え られ

たので 、フオ 9フ °シンの活性化機構を解明するために、フ゛タ卵巣卵胞液における一本鎖のフォ9フ゜シン

前 駆体 の 同 定 を 試み た 。 そ の 結果 、 卵 胞 液 中よ り 19フ ゜シ ン に よっ て活性 化し得 るフ オ9プ シン 前駆

体（フ゜ロフオ9フ。シン）を精製することができた。また卵胞液中にフ°ロフォ9フ゜シンを活性化する酵素

活性が検出されたことから、フ°ロフォ9フ゜シンを基質として、フ゛タ卵巣卵胞液からフ°ロフォ9フ゜シン活性

化 酵 素 を 精 製 し た 。 精 製 酵 素 の 解 析 及 び こ れ を コ ー ド す る cDNAク ロ ー ン の 解 析 か ら 、 こ の 活

性化酵素は血液凝固第12因子aであることが判明した。

    ま た 、 フ オ 9プ シ ン に つ い て も 全 一 次 構 造 を 決 定 し た 。 そ の 一次 構 造 は 既 に報 告 さ れ て いる

ヒIのフ゜ラス゛マカ9クレインと80％近い相同性があり、フォ9フ゜シンがフ゛タのフ°ラス゛マカ9ルインであることが示

― 194－



された。

    フ°ラス゛マカ9クレインと血液凝固第12因子はカ9クレイン‐キニン系を構成している分子であり、卵胞内

においてカ9クレイン．キニン系が作動している可能性が考えられる。そこで、フ゛タ卵胞液にフ°ラス゛マカ9

クレ イ ンの 基質 で ある 高分 子 量キ ニノ ー ケ゛ ンが存在 するか否かについ て検討したところ、 その存在を

確認できた。 さらにカ9クレインーキニン 系の最終産物であるフ゛ラシ゛キニンが卵胞内に存在することを明

かにできた。 卵胞に存在するプ ラス゛マカ9クレイン、血液 凝固第12因子、高分 子量キニノーケ゛ンの由来

を明 か にす るた め に、 フ゛ タ 卵巣 及び 肝 臓の RNAを 用い て ノー サ゛ ン フ゛ ロツ 1解析 を 行っ た。いずれ

の 分 子 も 卵 巣 で の 発 現 は 認 め ら れ ず 、 肝 臓 に お い て 発 現 が 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 こ れ ら の

分 子 は 肝 臓 で 合 成 さ れ た 後 、 血 流 に 乗 っ て 卵 巣 に 運 ば れ 、 卵 胞 内 に 蓄 積 す る と 思 わ れ る 。

    卵胞液に含まれるフ゛ラシ゛キニン及びフ゛ラシ゛キニン代謝産物である（1-5)フ゛ラシ゛キニンの定量を行っ

た と こ ろ 、 小 さ い 卵 胞 の 卵 胞 液 に は 、大 きい 卵 胞と 比べ て 5～ 6倍量 の フ゛ ラシ ゛ キニ ンが 検 出さ れ

た。 （ 1-5） フ゛ ラシ ゛ キニ ンに つ いて も同 様 の結 果が 得 られ た。 これ らの結果から、卵巣 においてカ

9クレイン―キニン系は卵胞成熟初期に作動しているものと考えられる。

    次に、フ ゛ラシ゛キニンの 卵巣内における受容体の発現について検討した。RNAseフ゜ロテクションアッ

セイ に よっ て卵 巣 にフ ゛ラ シ ゛キ ニン B2受容 体が 発 現し てい る こと が確 認 でき たの で 、さ らに血situ

ハイ フ゛1Jタ゛イ セ゛イション法を用 いて、受容体発現 部位及び細胞の同 定を試みた。B2受容 体は、莢膜

細 胞 、 問 質 細 胞 で は 全 く 発 現 が 認 め ら れ な か っ た が 、 B2受 容 体 は 小 さ な 卵 胞 内 の 顆 粒 膜 細

胞 に 強 く 発 現 し て お り 、 一 方 、 大 き い 卵 胞 の 顆 粒 膜 細 胞 で は ほ と ん ど そ の 発 現 は 検 出 さ れ

な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 卵 胞 液 を 用 い た フ ゛ ラ シ ゛ キ ニ ン 定 量 実 験 の 結 果 と 一 致 し た 。

    本 論 文 に よ っ て 、 7゙ ラ シ ゛ キ ニ ン が 卵 胞 成 熟 初 期 に おい て重 要 な役 割を 果 たし てい る こと が

初 め て 示 さ れ た 。 循 環 器 系 に お い て は、 フ゛ ラ シ゛ キニ ン は血 管透 過 性を 上昇 さ せる こと が 知ら れ

て い る の で 、 卵 巣 に お い て も 、 同 様 に、 卵巣 内 血管 と卵 胞 との 間の 物 質輸 送調 節 にフ ゛ラ シ ゛キ ニ

ンが 関 わっ てい る 可能 性が 考 えら れる 。 従来 から フ ゛ラ シ゛ キ ニン が排 卵 を引 き起 こ す因 子のーっで

あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な生 理的 役 割と は別 に 、本 研究 に よっ てフ ゛ ラシ ゛キ ニ ンが 卵

胞 成 熟 過 程 に も 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ た こ と か ら 、 こ の 新 し い 知 見 が 、 今 後 の 卵 巣 機

能に関する研究の発展に貢献するものと期待される。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Studies on the bradykinin-producing system

    ●
    ln porclne ovary

  （ブ夕卵巣におけるブラジキニン産生系に関する研究）

    フ゛ラシ゛キニンは9つのア、：/酸からなる生理活性へ゜フ゜チドであり、循環器系において血管拡張、

血管透過性の上昇及び血圧低下などを引き起こす。 7゙ ラシ゛キニンはカ9クレイン・キニン系と呼ばれる機構

に おいて 、前駆 体で あるキ ニノー ケ゛ン からカ 9ク レイン の加 水分解 により 産生さ れることが知られてい

る。本論文では、これまでに知られていなかったフ゛ラシ゛キニン及びカ9クレインーキニン系の卵巣におけ

る役割について新知見を記載したものである。

    哺乳類 の排 卵にお いて、 卵胞壁 分解 の役割 を担っ ている 酵素は マ19ッ クスメ タロフ °ロ テアー セ゛

  (MMP)であると考えられているが、多数見出されているMMP分子のうち、どれが排卵

MMPであるかは明らかになっていなぃ。MMPは一般に不活性な前駆体として合成・分泌

された後に、活性化されると考えられ、この過程はフ゜ラス、：ノーケ゛ンアクティヘ゛ータ／フ゜ラスiン系の作動に

より引き起こされると言われている。しかしながら、フ゜ラス、：ノーケ゛ンアクティヘ゛ー夕／フaラスiン系を作動

させるメカニス゛ムについては未だ不明な点が多い。1994年、フ゛タ卵巣卵胞液よルセ9ンフ°ロテアーセ゛fフ

オ97°シン）が単離精製され、この酵素がアラス：ノーゲンテクティヘ゛ータ／フ゜ラス：ン系の作動に関与するという

考 え が 提 唱 さ れ た 。 本 学 位 論 文 の 研 究 は 、 7オ 9フ ゜ シ ン の 活 性 化 機 構 の 解 析 か ら 始 め ら れた 。

    セ9ンフ゜ロテアーセ゛は不活性な前駆体として合成・分泌され、他のフ゜ロテアーセ゛による限定分解を

受 ける ことに よって 活性化 する 。フォ 17゚ シン も同 様のメ カニス ゛ムに よっ て活性 化され ると考 えられ

た ので、 フォ970シン の活 性化機 構を解 明する ため に、フ ゛タ卵 巣卵胞 液にお ける 一本鎖の7オ9フ゜シン

前 駆 体 の 同定 を 試 み た 。そ の結果 、卵胞 液中 より19フ ゜シン によ って活 性化し 得るフ オ9フ゜シ ン前駆

体 （ 7゚ ロフ ォ9フ゜シン）を精製することができた。また卵胞液中にフ。ロフォ97゚ シンを活性化する酵素

活性が検出されたことから、フ゜ロフォ9フ°シンを基質として、フ゛タ卵巣卵胞液から 7゚ ロ7オ97゚ シン活性

化 酵 素 を 精 製 し た 。 精 製 酵 素 の 解 析 及 び こ れ を コ ー ド す る cDNAク ロ ー ン の 解 析 か ら 、 こ の 活
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性化酵素は血液凝固第12因子aであることが判明した。

    ま た 、 フ ォ lJフ ゜ シ ン に つ い て も全 一 次構 造を 決 定し た。 そ の一 次構 造 は既 に報 告 され てい る

ヒIのフ゜ラス゛マカ9クレインと80％近い相同性があり、フォ97°シンがフ゛タのフ゜ラス゛マカlJルインであることが示

された。

    フ゜ラス゛マカ9クレインと血液凝固第12因子はカ9クレイン‐キニン系を構成している分子であり、卵胞内

においてカ9クレインーキニン系が作動している可能性が考えられる。そこで、フ゛タ卵胞液に 7゚ ラス゛マカ9

クレ イン の 基質 であ る 高分 子量 キ ニノ ーケ ゛ ンが 存在するか否かに ついて検討したとこ ろ、その存在を

確認できた。さら にカ9クレ インーキニン系の 最終産物であるフ゛ラシ゛キニンが卵胞内に存在することを明

かにできた。卵胞 に存在する 7゚ ラス゛マカ9クレイン、 血液凝固第12因子、高分子量キニノーケ゛ンの由来

を明 かに す るた めに 、 フ゛ タ卵 巣 及び 肝臓 の RNAを 用い てノ ー サ゛ ンフ ゛ ロツ I解析 を行 っ た。いずれ

の 分 子 も 卵 巣 で の 発 現 は 認 め ら れ ず 、 肝 臓 に お い て 発 現 が 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 こ れ ら の

分 子 は 肝 臓 で 合 成 さ れ た 後 、 血 流 に 乗 っ て 卵 巣 に 運 ば れ 、 卵 胞 内 に 蓄 積 す る と 思 わ れ る 。

    卵胞液に含まれるフ゛ラシ゛キニン及びフ゛ラシ゛キニン代謝産物である（1-5)7゙ ラシ゛キニンの定量を行っ

た と こ ろ 、 小 さ い 卵 胞 の 卵 胞 液 に は 、大 き い卵 胞と 比 べて 5～6倍 量の フ゛ ラ シ゛ キニ ン が検 出さ れ

た 。 （ 1-5)7゙ ラシ ゛ キニ ンに つ いて も同 様 の結 果が 得 られ た。 こ れら の結 果 から 、卵 巣 にお いて カ

9クレイン．キニン系は卵胞成熟初期に作動しているものと考えられる。

    次に、フ゛ラ シ゛キニンの卵巣 内における受容体の 発現について検討した。RNAse7゚ ロテヶションアッ

セイ によ っ て卵 巣に フ ゛ラ シ゛ キ ニン B2受 容 体が 発現 し てい るこ と が確 認で き たの で、 さ らに由由ぬ

ハイ 7゙ 9タ ゛イ セ゛ イ ショ ン法 を 用い て、 受 容体 発現部位及び細胞 の同定を試みた。B2受容体は、莢膜

細 胞 、 間 質 細 胞 で は 全 く 発 現 が 認 め ら れ な か っ た が 、 小 さ な 卵 胞 内 の 顆 粒 膜 細 胞 に 強 く 発

現 し て お り 、 一 方 、 大 き い 卵 胞 の 顆 粒 膜 細 胞 で は ほ と ん ど そ の 発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。

この結果は、卵胞液を用いた7゙ ラシ゛キニン定量実験の結果と一致した。

    以 上 の よ う に 、 本 論 文 は 、 7゙ ラ シ ゛ キ ニ ン 産 生 系 が ブタ （ おそ らく 全 ての 哺乳 類 ）卵 巣に 備

わ っ て い る こ と を 、 さ ら に こ の 系 が 実 際 に 卵 巣 で 動 し て い る こ と を 初 め て 示 し た も の で あ

る 。 こ の 新 し い 知 見 は 、 今 後 の 卵 巣 機 能 の 研 究 の 発 展 に 大 き く 貢 献 す る も の と 期 待 さ れ る 。

  こ れ ら の 成 果 の 大 部 分 は 、 す で に 国 際 的 学 術 専 門 誌 に 公 表 さ れ て お り 、 申 請 者 の 研 究 が

世界的レベルで評価を受けていることは明らかである。

  よ っ て 申 請 者 は 、 北 海 道 大 学 博 士 （ 理 学 ） の 学 位 を 授 与 さ れ る 資 格 あ る も の と 認 め る 。
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