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学位論文内容の要旨

  カテコラミンが心筋細胞に陽性変力作用を惹起する細胞内情報伝達機構の大筋が現在

ほぼ同定され，従来はアドレナリンロ受容体レベルで議論されていたカテコラミンの反応も，

細胞内情報伝達に照準をあわせた細かな検討が必要となった．本研究では，麻酔科学，

集中治療医学，救急医学領域で合併率が高い糖尿病と敗血症が心筋細胞内情報伝達系

にどのような変化を与えるかを検討した．カテコラミンの陽性変力作用が異なった機序で減

弱することを示し，急性期循環管理を病態に応じて講じる必要性を明らかにした．

  敗血症動物作成には，New Zealand白色ウサギ（体重2- 2.5 kg)にendotoxin

(E.coli 055:B5 LPS No.8B，List Biological Laboratories Inc，Campbell) 100Ug/kg

を静脈内投与したものを用い，対照には溶媒のみを投与した．LPS投与の5分後より一過

性の心拍数減少と血圧低下が生じたが，LPS投与の約1時間で基礎値へ回復した，LPS

投与の2時間後には突然の頻脈が出現し，3時間後には持続する血圧低下が生じ，6時

間後より極度の低血圧が持続し，7時間で血圧測定が不可能となった，LPS投与の3時間

後と6時間後で摘出した右室乳頭筋でisoproterenolによる陽性変力作用が有意に減弱し

たが，colforsin daropateやdibutilic cyclic AMPではその陽性変力作用に差が認めら

れなかった．また，isoproterenolによる陽性変力作用減弱はnitrlc oxide(NO)合成酵素

の抑制薬であるNc-nitro-L-arginineの器官槽への投与で回復しなかった．

[125I] -iodocyanopindlolを用いたアドレナリンロ受容体結合飽和実験ではアドレナリンロ

受容体の数と親和性に変化が認められなかった．アデニール酸シクラーゼ活性を評価した

結果，基礎値に差は認められなかったが，isoproterenolとGppNHpによるアデニール

酸シクラーゼ活性が敗血症群6時間で有意に減弱した． colforsin daropateによるアデニ

ール酸シクラーゼ活性には差が認められなかったことより，敗血症病態での陽性変力作用

減弱の障害部位は，アドレナリンB受容体とアデニール酸シクラーゼの問に存在すると結



論された．G蛋白8サブュニットのイムノブロット解析の結果，Gia蛋白にtま変化が認めら

れなかったが，GsQ蛋白が約40-50％に減少していた．ノーザン・ブロツ卜解析によりGsQ

mRNAの同様な減少が認められ，GsQ蛋白減少は転写段階での減少に基づくと結論さ

れた，

  糖尿病動物作成には8週齢の雄性Wistar ratを用い，streptozotocin 45 mg/kgを尾

静脈より投与した4-6週後を研究対象とした。対照は緩衝液のみを静脈内投与した同週齢

のものを用いた，更に，糖尿病作成後2日目よルインスリンを皮下投与したインスリン治療群

を作成し，同週齢のものを研究に用いた，糖尿病群は血糖値500mg/dlを越えたサンプル

を用い，インスリン治療群には血糖値200mg/dl以下にコントロールされたサンプルを用い

た． [3H] CGP 12177を用いたアドレナリンロ受容体結合飽和実験の結果，アドレナリン

ロ受容体の親和性には変化が認められなかったが，受容体数が約50％に減少していた．

ノーザン・ブロット解析により，糖尿病群でアドレナリンロ1受容体mRNAが約57％に減少

していた．G蛋白のイムノブロット解析では，糖尿病病態でGsQ蛋白量の変化は認められ

ず，心室筋で強く発現していたGi-2QとGi-3Qが，糖尿病群でそれぞれ約79％と約43％

に減少していた．ノーザン・ブロツ卜解析によるmRNAの定量も同様に，Gi-2QmRNAと

Gi-3QmRNAの減少を認めた．これらGi蛋白の転写段階での減少はインスリン治療によ

り回復した．以上より，糖尿病心室筋では，アドレナリンロ受容体数の減少を補うようにGia

蛋白量が減少しアデニール酸シクラーゼ活性を保つこと，そして，インスリン治療による適

切な血糖コント口ールにより細胞内情報伝達系の修復が施されることを明らかとした．

  以上の研究により，敗血症病態と糖尿病病態では異なる機序でアドレナリンロ受容体を

介した陽性変力作用が減弱することが判明した．敗血症病態では，過剰産生されたNOの

直接作用によらずGsQ蛋白の減少のために，アドレナリンロ受容体を介したアデニール酸

シクラーゼ活性が減弱していると結諭される，一方，糖尿病病態では，アドレナリンB受容

体を介した陽性変力作用減弱の障害部位がアデニール酸シクラーゼ以降の情報伝達系に

あると考えられる．陽性変力作用を高めるためには直接的なアドレナリンロ受容体刺激では

効カが弱く，敗血症病態ではGs蛋白以降の伝達系を刺激する薬物の効果が期待でき，糖

尿病病態ではインスリン治療を併用したカルシウム感受性増強薬の使用が有効であると結

諭した．これらの病態では，心室筋細胞内のG蛋白サブユニットが転写段階から異なる制

御を受けて増減することが示され，G蛋白の量的変化が陽性変力作用の変容に強く関与

することが示された．



学位論文審査の要旨
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心筋細胞内情報伝達系への病態修飾

―敗血症心筋と糖尿病心筋におけるカテコラミン陽性変力作用の変容機構―

  本論文は外閏誌に発表された3編の論文を巾心にまとめられた学位q1請論文であり，敗血症病態と糖尿病

病態で異なる細胞内情報伝達系の変化が心竃筋内で生じることを記述した，敗｜カ1症病態ではGsa蛋白が転写

段階から減少してくることを，糖尿病病態ではアドレナリンロ受容体とGin蛍1′1が転写段I特で減少してくる

ことを示した．敗血症病態ではGsn蛋白の減少によルアデニール酸シクラーゼfI。惟がf氏下するニとでカテコ

ラミンによるf受容体を介した陽性変/］f乍用が減じると結論されたが，糖尿病捫態ではアデニーール酸シクラ

ーゼ活性がf果たれており，陽性変力作川が減弱する主医Hjアデニール酸シクラ‥ゼ以降の細胞『´、］情報伝達系

にあると結諭された．

  口頭発表に際し，rnlJ査の丸藤哲教授より，敗血症作成の6時間でGio mRNA′；t竹・r減少する原因に関する

質問があった，巾請者Iは自身のデータを紹介し，敗血症進行の末期状態ではGi蛍L-が増えるニとを示唆した．

敗血症早期では様々なmRNAが若干の減少を示してくることを紹介し，その小′な定‘はか高まることを説明し

た．また，敗血症病態や糖尿病病態で得られた結果よルコルホルシンダ口ノくートやホスホジエステレース抑

制薬などのロ受容体を介さない薬物の臨床応用の可能性に関する質問があった．巾請者は，生体内での投与

では，心収縮性のみならず心拍変動と血管拡張作用の2つの因子を考慮する必1班性があるニとを重視し，そ

れらの結果と併せて臨床使用するべきであると述べた．副査の安田慶秀教授かf」は，糖尿病病態で情報伝達

系を障害してくる原因にっいての質問があった，申請者は情報伝達系蛋白が転′！丿二段階で変化を来してくるも

のに対しては，インスリン自体が関与する可能性があると答えた，糖化や脂質化の影響を受け，何らかの転

写因子の活性が減じてくる可能性についても述べた．一方，糖尿病心室筋でのその障害部位の中心はホスホ

ランノミンのりン酸化にあるニとを紹介し，リン酸化部位が糖化や脂質化によりf；f｜害されている可能性を説明

した，また，情報伝達系の障害部位を調べたことを治療にどう結びっけていくカゝについて質問があった．申

請者は遺伝予治療の可能性を説明した．主査の劔物修教授からは’今後び）研究び）発展性にっいての質問があ

った．申請者はアドレナリンロ受容体作川が減じるー一方で，アドレナリンn受マifおを介した陽性変カf乍用が

増強してくる可能性を紹介し，そのメカニズムを証明する必要性に関して説明L．た，更に，障害蛋白に対す

る遺伝子治療の可能性を説明した，フ口アーからは，情報薬理学分野古岡充弘教授より敗血症病態でGsa蛋

白が減少してくるその因子としてどのような機序が考えられるのかに関する質Hqがあった．サイトカインと

して1NF―n，IL‐I卩などの心収縮性抑制効果を紹介し，それらが何らかの転写臥1予を抑制しGs8蛋白発現を

抑制する可能性を紹介した．いずれの質問に対しても，申請者は充分な論拠と客繊性を持って答え，白身の
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行った研究の限界と今後の研究指針を明確にさせた，

  申請論文は，AnesthesiologyっBiochemical PharmacologyおよびNaunyn-Schmiedeberg’S Arch Pharmacologyに

発表された論文を中心にまとめたも〃〕であり’病態での心収縮性を高めるためト必要な知識を与えるもので

あり，治療を含めた今後の研究の発展性が期待される．

  審査員一同は，これらの成果を高く計価しI大学院過程における研鑽や取僻ilt位などモ，）f并せ申請者が博士

（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判断した，
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