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論　文　内　容　要　旨

〔目　的〕

腎糸球体メサンギウム細胞（M細胞）に於けるangiotensinⅡ（AⅡ）と心房性ナトリウム利尿

ペプチド（ANP）の相互作用を知る目的で、AIIのANPによる細胞内cyclic GMP（cGMP）蓄

積に及ぼす効果を検討し、同時に種々の薬剤を用いてAⅡの作用機序についても検討を加えた。

〔方　法〕

1．M細胞の培養

100－150gのSD系雄性ラットより、腎糸球体をSieving法にて4℃の条件下で無菌的に

単離した。単離した糸球体を培養液（RPMI1640，2g／L NaHCO3，100U／彿Cペニシリ

ン，100〟g／mgストレプトマイシン，20％牛胎児血清）にて5％CO2，37℃で培養し、約

4週後に均一なM細胞を得た。実験には、5－15継代の培養M細胞でAⅡのspecific bin－

dingがnon－SpeCific bindingの10倍以上を示すものを用いた。

2．細胞内cGMPの測定

Confluentに達したM細胞を酵置液（balanced salt solution）にて洗浄後、37℃、15

分間前酵置し、ANPを1分間作用させ、AⅡ存在下及び非存在下での細胞内cGMP含量を測

定した。反応は氷冷したTCA溶液を加える事により停止し、細胞内cGMP含量はradioimq

munoassayで測定した。又、AⅡの作用機序を知るために3－isobutyl－1－methylxanト

hine（IBMX）存在下でのAⅡの効果、及びA23187，12－0－tetradecanoyl phorbolh
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13－aCetate（TPA）のANPによる細胞内cGMP蓄積に及ぼす効果等についても同時に検討

を加えた。
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〔結　果〕

1．ANP刺激によるcGMP蓄積に対するAⅡの効果

M細胞において、ANPは濃度依存性に細胞内cGMP含量を増加させた。このANPの効果

は辟置時間1分でpeakに達し以後減少がみられたため、以下の実験ではANPとの辟置時間

を1分とした。

AⅡはANPと同時に1分間投与した場合、濃度依存性にANPによる細胞内cGMP蓄積を

抑制した。

2．Sodium nitroprusside（NP）のCGMP蓄積作用に対するAⅡの効果

AⅡは、可溶性グアニル酸シクラーゼの活性化剤であるNPによる細胞内cGMP蓄積をも

有意に抑制した。

3．IBMXの影響

ANPによる細胞内cGMP蓄積作用に対するAⅡの効果は、Phosphodiesterase（PDE）

の阻害剤であるIBMXで細胞を前処理する事により、IBMXの濃度依存性に減弱し、IBMX

lmM以上では完全に阻止された。

4．Caionophore（A23187）及びTPAの効果

A23187は単独でAⅡと同様の効果を示したが、TPAは効果なく、A23187と併用した際

にも付加効果を認めなかった。

5．細胞外Ca2十の影響

婚置液のCa2＋をfreeにし、15分間前酵置した場合には、AⅡの作用はCa21mM存在下の巌

合に比し有意に抑制された。

これらの事から、AⅡは短時間では細胞内遊離Ca2＋の上昇を介したPDEの活性化により、

cGMP分解を元進LANPの作用を抑制するものと考えられた。

〔考　察〕

M細胞に於いて、ANPは膜結合型のグアニル酸シクラーゼを活性化し細胞内cGMPの増加

を引き起こし、生じたcGMPはPDEにより分解される。従って、今回観察されたAⅡのANP

作用抑制効果の機序としては、1）ANPの細胞膜受容体への結合の阻害、2）膜結合型グアニ

ル酸シクラーゼの阻害、3）cGMP分解の元進、のいずれかが考えられる。A皿はANPによ

る細胞内cGMP蓄積を抑制するのみならず、可溶性グアニル酸シクラーゼの活性化剤であるNP

によるcGMP蓄積をも抑制した。この事はAIlの効果が膜結合型グアニル酸シクラーゼに特異

的なものではなく1）の可能性は否定的である。更にこのAⅡの効果はPDEの阻害剤であるI

BMXにて完全に阻止された事よりグアニル酸シクラーゼの抑制、即ち2）の可能性よりも、むし
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ろPDE活性の元進によるcGMP分解の促進に基づいている、即ち3）の可能性が考えられた。

AIlはM細胞に於いて、細胞膜受容体に結合後、phospholipase Cを活性化する事によ

り、inositoll．4，5－trisphosphate（IP3）とdiacylglycerol（DG）を上昇させる。

前者は細胞内遊離Ca2＋を上昇し後者はPKCを活性化すると考えられている。今回の検討では、

CaionophoreであるA23187は単独でAⅡと同様の効果を示した事、及び婚置液中のCa2十を

freeとした状態で前好置する事によりAⅡの作用が減弱した事より、細胞内遊離Ca2＋の上昇

がPDEの活性化には重要であると考えられた。q方、TPAは全く効果なく少なくとも短時間

（1分）ではその関与は少ないものと考えられた。

〔結　論〕

M細胞に於いて、AⅡはANPによる細胞内cGMP蓄積を抑制し、それは短時間（1分）で

は細胞内遊離Ca2十上昇を介したPDE活性化によるcGMP分解の元進に基づいているものと

考えられた。

学位論文審査の結果の要旨

本論文は、腎糸球体メサンギウム細胞に於ける心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）刺激

時の細胞内cyclic GMP蓄積に及ぼすアンジオテンシンⅡの影響と、その作用機序について検

討したものである。

培養ラットメサンギウム細胞に於て、アンジオテンシンⅡはANPによる細胞内cyclic GMP

蓄積を濃度依存性に抑制した。このアンジオテンシンⅡの効果は、メサンギウム細胞を、phosp－

hodiesterase（PDE）の阻害剤である3－isobutyl－1－methylxanthine　で前処理するこ

とにより完全に阻止された。したがって、ANPの細胞内cyclic GMP蓄積作用のアンジオテ

ンシソⅡによる抑制効果はcyclic GMP分解酵素であるPDEの活性化に基づくことが結論さ

れる。さらに、ANPの細胞内cyclic GMP蓄積作用のアンジオテンシンⅡによる抑制の機序

を細胞内情報伝達系との関連に於て検討を加えた。アンジオテンシンⅡはメサンギウム細胞に於

て細胞内遊離カルシウムの上昇及びプロテインキナーゼCの活性化を引き起こすことがすでに知

られているが、Caionophore　投与及び細胞外カルシウムを除去した条件下での今回の検討よ

り、細胞内遊離カルシウムの上昇がPDEの活性化をもたらす事を示唆する結果が得られた。

メサンギウム細胞はアンジオテンシンⅡ、ANPなどの血管作動性ホルモンの刺激により、糸

球体有効濾過面積を変化させて糸球体濾過率を調節する。本論文に示されたアンジオテンシンⅡ

の作用は、生理的及び病的条件下での腎血行動態と糸球体濾過を考察する上で重要な意味をもつ

ものと考えられることから、本研究は医学博士の学位に値すると評価された。
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