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1-1.カルシトニン研究のIlt史

カルシトニン (calciton旬、以下CT、 {図{-1) )は32アミノ阪より成る

ペプテドホルモンで、 ~J甲状腺ホルモン (parathyroidhomlone、以下

PTH)活性型ビタミンo(la.25(OH)2弘、以下VD3) とともに. ~16乳動拐

のカルシウム代謝凋節ホルモンの一つに数えられている.

1962年CODDらは、イヌとヒツジの甲状腺 ・高IJ甲状j腺iiUdff尖殺において‘

高減反のカルシウムのil/，ijffにより、急速に血中カルシウム減反を低下させる

物質が分浴されることを見いだし、この物質をカルシトニンと命名したけ.

彼らはCTをilrJ筒状線由来としていたが、翌年~IunsonとHirsh らが間後の作

[図1・1]CT (ウナギ)の仙造
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mを符つ物質を叩状線から摘出し、チロカルシトニン (thyrくx:alcitonin)と

命名した2)。さらに1961{1'にはFosterらが民IJ甲状腺とIjI:v，:!仰を別々にi枇流

する実験を行ってCTが巾状線由来であることを示しU 、 CTとth~TO

白 ldtoninとは同一物資であるこも明かにされた.その後生長年のrmにCTの標

的a5官が骨叫討、腎“であること、甲状線傍滋胞細胞から分泌されることη

t手が示され、ウシ引、プタ~)ヒツジ 10) 、ヒト 11) 、ラット '2)について

CTの一次精進も明かにされた。 1970年代に入。J:(lMCT'3)が附乳動物に

対して非常1こ強いIfr!ll'カルシウム濃度低下作用を示すことが191かとなると、

機造活性相関がさかんに研究されるようになり、また臨床応JlIへの努力も綴

み重ねられていった.一方1970年代後半から、CT1J{中椴神経系に作用して

鎮痛作用】叫や綴食仰~;IJ作m l 引を示す報告が多くなされ、 ffrたな fJk I対を見

せている。 198HI'にC1'と共通の巡伝子から災なるSI)Llcingによって生合成

されるカルシトニン遺伝子|処述ペプチド (CGRP) 1引が.1:に神経系におい

て作用を発悔する 1;)ことが明かとなるに歪り、 CT遺伝子K物の神経系にお

ける意義について.新たなIlU心が持たれている.

これまでに明らかにされているCTlこ関する知見を、以下にfl1!1ltlこまとめた。
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ト2.カルシウム代謝調節系とカルシトニン

カルシウムが各組の細胞の被能維持さ事において.ill'tiな働きをしていること

は良く知られている そのカルシウムは血読を介して供給されるため、血中

カルシウム濃度が各細胞彼自Eに大きく関わることになる.従って色体内のカ

ルシウム代J}jは非常にft'/pjに必節されており、そのlfilql濃度はヒ卜の湯合で

85-100μg/ml (2.1-2.5mM)という比鮫的狭い純附内に品乱作されている.

成人体内には約 lkgのカルシウムが存在しているが、このうち99%が

hydrm .. -yapatiteのリン俊カルシウムとして合にM任している.すなわち骨

は、体の精進を維持する支持体としての役割の他に、カルシウム、リンの貯

蔵部位としての必~な働ぎを拘っている。 ffにおいては竹ぷ細胞による骨形

成と破骨細胞による竹吸収 wの溶解)との反応が')jf;に起こっており、その

バランスによりHi，止が維持されている.

この骨からのIil人りの他、血中カルシウム濃度のA節は、~1."ì'粘膜を介す

る食物に由来するカルシウの吸収、事ま糸球体で波過された後の!;j{紹1まからの

カルシウムとリン磁のI[j吸収という、大きく 3 つの:~uを介して維持されて

いる([図ト2J ) .これらの窓口での出入りを主に湖節しているのがV弘、

PTH、そしてCTの3つのホルモンである.各ホルモンの作用は互いに複雑

4 
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に影響し合うため、ぇ、だ明Ol'(:にされていない部分も多いが、現住までに符ら

れている知見を以下にまとめた.

[図1・2]成人男子における一回のカルシウム移動
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1 )ビタミンD3

体外から奴取された、あるいは紫外線存什:下成J~で '0-Þ!Zされたコレカル

シフエロールは.肝臓において25伎が、腎臓で1{まが水般化を受け、活性

砲のlα，25cmu2DJとなる.特に腎での水画変化がこのホルモン似合成のut

速段階となっており、この過程はPTHやCT、低Pi曲l主計により促進され、 l

α，25COH)203自身によってtJ1Jai1fされる 18) • ¥' 03は.JI時代や'f1臓など標的

細胞内に存在する笠谷体と似合体を形成し 、 際的混Hâf'の~1J:'f.，J.~節作灯l を

発rJlするけ}.

\'03の最も重要な作JlIは~'i'ì'結膜からのカルシウム.リン目立の吸収促進

である.そして¥'D
3はこのH前T吸収を司る、ほぽ阿l-のホルモンでもある.

空勝、回腸でのカルシウムの吸収は受動輸送であるが、 -f-ニJ削誌ではカル

シウムを粘校側から焚朕似IJへ移動させるカルシウム結合信仰を介する能動

愉送によっており、 VD3はこのカルシウム結合蛋白伐の合成を促進する.

また古くから知られているように、 ¥'D3欠乏により小児ではくる泌が、

成人では合軟化症が比られることから.ftの石灰化に必須であるとJgえら

れている.さらにオステオカルシン、オステオポエチンtV のf]')，~nタンパ

クの合成促進作JrJ2 0)も械告されている.七1'*細胞には¥'1)3受容体の存在

が報告されている2I】が、 H形成における¥'03の作用についてはぷだ明隊

6 
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な知見は符られていない.持での作用としては、 i必{旬以紛lfi'でのカルシウ

ム丙吸収促進作mがrUNされている 22)。

2) ~J甲状腺ホルモン(1'1'1[) 

PTHは血中カルシウム澗JEの低 FIこ伴って的JrtJ状線から分泌される223.

ftにおける門、I[のWJI!は竹吸収の促進2叫であるが、 IYIlI受w.体は破竹細

胞には作:在せず、十l' .!-ji網11 胞に(f.iEする 25}. 従ってPT[[は、十~Ü細胞に作

用し、液f1:因子・あるいは細胞nlJの後触を介して破竹細胞をififl.化したり 2的、

彼骨細胞前駆細包からの磁H細胞への分化を誘導すると巧えられている273.

腎においては円、Hは近位以細管のリン殴最吸収を抑制してリンを積極的に

排出す28)る{也、 VD
3のmtt化時手話きである1α水般化M，v.を活性化すること

でVD
3
RE生をPUiめ29)結決として腸管からのカルシウム、リン般の吸収を

促進する.一方i単位以綱nti'においてはVD3の(f{EドにカルシウムIIi吸収を

促進する 07.すなわちPTIIの作用を全体的にとらえると、 1'1'吸収、見詰管

吸収により動nされたカルシウムとリン磁のうち、カルシウム血中沼度の

みを効率良く I:H勾させるのである.

7 
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3)カルシトニン (CT)

さてCTは、1''1'11とは逆にIfntl'カルシウム濃度低ドれJrJをイiし、 1(11r.1 ，カル

シウム波度の上界により分泌が促進されるけ 32}. また、ガストリンなど

消化管ホルモンによっても分泌が促進される."'ことから.食m後に腸管

から吸収されたカルシウムが血中カルシウム濃度の 1:舛をうlき起こすのを

防ぐと考えられている.

符においてCTは、似十「紛l胞に作用してその活性を';rtiく抑制!し.竹吸収を

抑える Z 幻.'f'tでのwmについては動物種や部{況によりかなり)'~なり i列依

な知見は1!}られていないが、 一応リン滋再吸収を抑制するとされている.

カルシウム再吸収については、ラットなどにおいては近位以細管でのカル

シウム、リン般の11f級収を促進するが、ヒ卜では逆に以'1'へのカルシウム

排地は附加する.また、 IYfllの幼合とはとは見なる!'flWr.の近(illl'iW細管に

おいてlα水員長化防ぷを伝性化し、 VD3生合成を促進する
3U.すなわち

CTは、カルシウムをh't倒的に体外から取り込むと共1こ、取り込まれたカル

シウムの符からの俗tI.Iを抑制するため、結果的に血11'カルシウム緩伎は低

く保たれる.

8 



4)その他の凶(-

以上のホルモンの他に、 llX近各fflのサイトカインや*illll臼別損(lkl:Ifぺ平がi't

代却に関与することを示す報告が相次いでいる.十t必組n胞がliil来系怜細胞

から分化すること、彼什細胞がIUllfl(幹細胞、特に!加1・マクロファージ系

の前駆細胞から分化することをことを考えればあながちイJillおなことでは

ない。骨身:細胞はin~ lL lil1 - likegrowth factorによりliiJ!似細胞から分化する

ことが知られている日υ .h.倣什細胞は、骨身:創IIJI包に111*すると巧・えら

れる~l-CSFと \'03との作JlIによりマクロファージ糸 lìíJ!以細胞が分化 ・ 融

合することで~成される日大多核細胞であるsunh. いずれにしてもこ

れらの物質のカルシウム代加に及ぼす作用は細胞の分化を介するため長期

的なものである.比較的制}OlのIlrJにカルシウム代1M系そのものを1(1接湖節

しているのはriilI!sの3つのホルモンと考・えてよいであろう.

9 



1-3. CTの臨床応m

カルシトニンは、その'!:J!IJ的意義や作用機作等についての)，1;礎研究よりむ

しろ臨床応用が先行したホルモンである.当初はIfl状腺拠能A巡;主主や:RHを隠

泌等の患者に見られるJA カルシウム血症の治療~として、 1970!F代後、ドか

ら用いられ始めたようである.作用が寸め伎で2迎rmmでれ!}IIがm火する38)

という、いわゆる('Sαl間以後の問題はあるが、速効性で副作111が少なく 3引、

ステロイド等、{也の虫色物との~)fIが効来的40) であるため.現イEでも1よく利

用されている.しかし伶Paget仇zや骨組怠症士事における.カルシトニンの骨

代謝改善効果については疑問視されている.カルシトニンはf1'吸収を仰制す

るので、長期述mすると 4 時的にfHJは熔加するが、 ft形成は促iltされない

ので結果的にはあまり効*が~~t い 41}. むしろこれらの疾病や什転移をとも

なう進行績でのfHiti己主22に効栄がおめられており 42)、U本では絡;刻iに対す

る治療薬として認可されている.その鎮痛効梁発現の機ffとしては.血中カ

ルシウム波度の低下、プロスタグランジン等の箆荊i芯起物質のK.生抑制、。

ーエンドルフィンや八CTfl分泌促進、中継性に終郷峻怖を 1:~1 させる士事の説

が挙げられている叫).~燃にカルシトニンを治療にmいている臨床医のお

を聞く機会があったが、i't代測の改善がJ'l.られなくても銭高官効米が得られる

10 
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こと、 {(f.注霞後に鉄筋効果が見られる場合もあるとのことであった。これは、

カルシトニンの鎮痛作用は骨の状f段が改着されることに由来するのではなく、

以下に述べるように中継神経系に作用している可能性を示唆しているとの印

象を受けた。

11 



白圃圃‘』 ー

[-4. CTの神経系での作用とCGRP

1980年代に入って、¥'(償分泌抑制などCTの消化代に対する付'fH1.1)斗uが

中継神経系を介する 4e)こと、鎮痛作用4円、夜食抑制作JIJI則や、中継にお

けるCT受容体のrf{Eが織的されるにつれ4け、中w神経系におけるCTの怠

:s1が注目されるようになった.1982年に、 CTと共通の遺伝子から民なる

splicingによって、 37flliJのアミノ酸より成るαucitoningcnc-relaled 

peptide (CGRP)が発現する 15)ことが示され、翌ifにはIJI状腺ではCTが、 ・

中jg.来摘の神経においてはCGRPが組織特異的な叩Iicingによって主に発

現している 1;) ことが~かにされた.しかし中継神終系にはCT受容体が存在

しており 、 これに十l~fIlするべきCTが血液一蹴関門を通過して主IJ注するとは

巧・えにくいこと、 IjI状j械でCTを派生するC細胞は1111級icllll米である 50)こと

29;からCTが中憾において発製している可能性は否定できない.またCGRPは

CTと同織に鎮痛作JlI、 n~分泌抑制作用を有する 5 けが血管lJ1;~作用が非常

に強力52)であり、中JgがCGRPの主たる作用部位であるとは1')えにくい.

CT遺伝子産物の神経系での;む~については今後の研究の以側が期待される.

12 
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1-5.谷川動物rLJ米CTの一次配ダlJと初刊

{凶ト3)に、これまでに明らかにされた12穐の('1'引回I3)・53) Sけ 55】

について、その一次配タlおよびラット血中カルシウム濃度低ド作JIIの強さを

まとめた.すべてのcr:ま327ミノ綬残基より成り、ト7fまのdisulfid結合お

よびC末端のPro :-..;ト1 2をイ{しているが、一次配タIJの仰向性からヒト !~l、プタ

明、 i;(t努1 ・ .t.:~:l3j引の 8N!に分怒iすることができる.興味深いことに附乳動物

であるラットやヒトに対する活性は、 ヒ卜型、プタ明tpの"IU手LWC1'より魚

沼1・鳥類型C1'の)jがはるかに強い.C1'の臨床応刈が巡んだこともあり、鍛

造話役相関が盛んにdべられ(詳細は第三章のrr:を主主!則、よりお比活性あ

るいは持続性のC1'~剤開発が行われてきたが、ぷだ限られた知凡しか1?tら

れていない。

一方、 C1'のぬガzは比較先生学的、比較内分泌rf;的自l/..o，'，(からも興味深い研究

綴婚となっている.同B乳動物でC1'を分泌している甲状腺C細胞(傍ろ飽紛

胞)は、先にも述べたとおり神経冠に由来している 50に この細胞は、発生

の過程で一旦エラの後ろの似後腺と呼ばれるlll}'Bに取り込まれ、後にこれが

巾状腺と融合する.魚沼l ・ .t:~:l3iにおいては総後j践は終'j' 5!lt 叱して(i-{f し、カ

ルシトニンはここから分泌される.魚類 ・鳥類でのtt代溺 ・カルシウム代議i

13 
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ヒト型

human 

rat 
ブ世M

[図1・3J各種動物由来CT一次配列

ヲyトo.'l'C，¥Z・h=CT!こ

d量:笠:~そ下作用 対するho町、。!句:;"

10 20 30 (;¥IRC 1I111ts/π，g) (%) 

CGNLSTCMLGTYTQDFNKFHTFPQTAIGVGAP-NH， 70 100 

CGNLSTCほ，GTYTQDFLRFHTFPQTAIGVGAP-NH， 250 97 

porcine CSNLSTCVLSAYWRNLNNFHRFSGMGFGPETP-NH， 120 44 

bovine CSNLSTCVLSAYWKDLNNTHRFSGHGFGPETP-NII， 60 44 

ovine CSNLSTCVLSl¥YWRNLNNFHRYSGMGFGPETP-NII 70 41 

魚ui、鳥類型
sal町lOn 1 CSNLSTCVLGKLSQELH阻.QTYPRTNTGSGTP-NH，2，700 50 

salmon 11 CSNLSTCVLGKLSQELHKLQTFPRTNTGAGVP-NH， 2，400 53 

salmon 111 CSNLSTCMLGKLSQELHKLQTFPRTNTGAGVP-NH， 600 56 

goldfish CSSLSTCVLGKLSQELHKLQTYPRTNVGAGTP-NH， 44 

eel CSNLSTCVLGKLSQELHKLQTYPRTDVGAGTP-NH， 4，400 50 

chicken CASLSTCVLGKLSQELHKLQTYPRTDVGAGTP-NH， ~， 500 47 

ray CTSLSTCVVGKLSQQLHKLQDIQRTDVGAATP-NH， 1，500-3，800 34 

図中省略したが、すべてのCTは、 CyslとCys7の問lこdisulfide結合を形成している.

14 
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は日，6乳動物のそれとは大きく異なっており、 CTの生J.l1!的滋筏も、竹然Yもなる

と予先日されるo ~(~免・1 ・ J~'lJiIこおいても、 CTの役与により IÚl'11カルシウム濃

度がどのように変化するかを訓べた例は多いが、カルシウム濃度が上がると

いう報告、あるいは変化しないという報告等、まちまちで.f.(~fij . 鳥奴での

CTの生理的意筏については‘現在までのところ明硲な脱'91はなされていな

い.

15 
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ト6.本研究の目的

先にも述べたとおり('1‘は臨床応用が先行したホルモンで、))，礎研究は後を

追う形になっている.中倒神経系での作用の解明や比較内分泌ゲ的研究、協

造活性組問の解明のためには、細胞レベルでの作間や受得体、細胞内M報伝

達経路に関する情報の必似が必須である o CT~寺災住をイfする股受芥体とCT

感受性を持つadcnylc1tc<.yclascの(j.{.fがラット'FI-皮質から分自証された細胞

朕において証明され S6 )て以*、cAlvfPが CTの l~ な細胞内 sccond

ITlcssengerであると))えられてきた.それ以来長い!日i、CTの細胞レベルで

の作用としてはもっぱらこの反応のみが指援とされ 7人 それ以上の研究は

ほとんどなされていなかったといえる.遺伝子傑作技術や細胞内情微伝達経

路に関する研究が飛縦的証L泌をとげ、ようやくここ数勾'CTのJ占礎的研究が

本絡的lこ始まったと符ってもJ1&:1-ではない。ごく j改近、 CTi立符体の巡伝子

がclon加gされ58) 、その11持泌は従来知られているGsタンパク ~'!IこH川t した受

容体に共通な、細胞膜を7閉J't過する椛造であった.Gsタンパク貨は

adenylate cyclaseの活t1化に関与することが知られており S 川 、 cA~[Pが

CT作用の細飽内sccondmcsscngerであるという必を出付ける結果となっ

た.しかしその一次配列はi挺匁!のどの受容体f釦niJyにも泌さず、唯一fr;JP-iに

cloningされえPTil受斜体60】とのみおいhomologyを〆J';していた.すなわち

16 
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CT受容体とPTH受若手体はffrしい受容体far凶Iyを形作るものと巧えられ、新

たな興味の的となっている.また一}jでは、 V符尿誕lll"'ì'rl l)kJ;~;定調un包における

CTllil搬によるin部 itolph由 phatcs生成61)やproteinkina~c Cの活性化6Zl 

白加odulinの関与するwぷけも報告され、細胞レベルでのC1、の作mを解

明することがこれからのCT研究においては必須と考えられる.

ノド研究においてはCT製剤問先を念頭において、ウナギCT(cCT)の各殺

説話字体の活性を比較することでWl治活性初闘を知] ることを1è~1 した。話導体

の活性の指標としては.わvivoi1d'主を反映した簡もL!なれ vilrot[;性測定系を

周いる必要があるが.従五Hf.fflいられてきた手法は適ヨではないとJSえられ

た.そこでまず、 111;'<においてはc:\~IP~芝生琵を指僚として何々の妹化活益

細胞の中からCTに対するk応伎のおい細胞綜を選択し、その結果選択され

た細胞についてCTの作;11を剥ぺ、新たに見いだされた反応を術以とした簡

伎な的 vitrofli性測定系をを締祭した.さらに1IIt;'fにおいて、 cCT訴岩手体の

活性測定を行ない.eCTの陥~活性格関を明らかにすることをはみた.
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第二章

カルシトニンの新しい

in viLro活性測定法の構築
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l I. 1 はじめに

本来においては、株{ヒ細胞をmいて紛胞レベルでのCTf1JJIIを験討し.れ

γ1¥'0でのCT作用をより反映した新たなればtroi舌tt測定1J;の政立をn的とし

た.f手当面において述べたようにCT:;t臨床応用が先行したホルモンで.細胞

レベルでの作用について長い11:]1まとんど解併がii!iんでいなかった.CTUliiil 

活性相関に関する(Jlf;先も、 1-:にラット l飢中カルシウム波Hl. ~t日以としたÎn

vivofド周を比較することでtiわれてきた.しかしωVIwn'PJIIは、'主体内での

CT分子の安定性や{也のホルモン等のfeedback的な作JIIの影野が大きい.し

たがってCT分子の悦治訴位相関を匁Iるためには、 CTそのものの汚位を反映

した反応、すなわちCTの細胞朕ヒ受容体への結合と、それに引き続いて起

こる細胞の反応をわvitroで検討することが望ましい.IIl viLroi，丹1'1訓1I定法と

しては、 F子尿級i管 56) でのCTによるむ\.\IPl:\"l加がかなり .II~ くから匁l られてい

たため、従来ラット ff臓飢餓1~lì~\.< η やm:i産細胞をHIいたc・-¥¥1pf((生反応と

受谷体結合反応がmいられていた.これまでにCT刺激に4りC人五IP量の熔大

が報告されている絢胞株としては、プタ尿細管上皮[Í)~のLしC PIく。ωと

PIく(15)64) ウシ'i'f繊維JJ羽11飽rl1米のMDBK65)、ヒ卜乳プJンfll米TIJ7D“‘

及ひ~ICF76 7)、ヒトIWガンrlulmE:\6 引等がある.またこの{也、 C'Tの細胞

19 



レベルの作用としては、持及びしLC-PK1での llrokiJJn~弘、 lype lissue 

plasminogen aclivalOrYr: ~I:が(了nこより引き起こされる b川こと、またこの

反応がcA~IPを介する 7 0) ことが知られている.ところが本研究を IJ~~ した

I:!i. LLC-PK
1細胞でのCT事1)激によるリン酸取り込み反応t，)lproteinkio(lse 

Cの活性化や、回1mαiulinを介する6%】こと、またこの細胞でC1'利激により

inositol phosphatc¥¥が作成すること6J)が綴告され、またCTがi破竹細胞に

作矧すると、ci¥MPP'(('I:71)のみでなく細胞内カルシウム泌JJtの 1'.'11もf必然

される 72】という級作もなされた.すなわち以上のw械は、心山11';在住反応

のみをCT作用のinvitroifit中指標とすることは卜分ではないことを示すもの

である.

そこで本主主においてはCTi尚治活性網開の解析に先立ち、 CTのわvitroi首位

桁伐とするべき、cAMPpUI-:反応以外の新たな活性放IJ)t訟の {i(~'\Lを 11的とし

た.その手順としては、まず名将l妹化t営養細胞を矧いてCTのぬ期作JfIとし

てcへ~IPi1量生能を、長期作J!Iとして細胞形態変化を賠償にJlIい. CTに対して

おい反応性を有する細胞徐を選択した.細胞妹としては、野111米細胞妹及び

破符細胞と同じく血液持続n胞に由来する細胞株をrl'心にJIIいることにした。

次いで符られた細胞に対するCTの作用を詳・絢1に検討し、新たなれvitro活性

の指標となる反応を凡いだすこととした.

20 
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l1-2.尖験の部

1 )拭業

ウナギ、サケ、プ夕、ヒトの各CT(以下eCT、sCT.pCT. hCT) ，立、

:¥ovabiochem .¥G (I..allfelfingen、S¥，vitzland)より購入した.c.\~IP測

定キットはヤマサ俸制J(銚子、千葉)より、 [methyl-3H)-tl!ymidine( 

3.07 T8q/mmol)は m̂crshamJa凶n (米ぷ)より‘ウシl(lli!'lアルブミ

ン (BSA)およびIly:-'lcdillm606は光仁(米京)より購入した.インター

ロイキン 2 (11.-2) はGenzyme社(Boston、九L¥) より. 1-(5-

is伺 U加olinesulfonyl}・2-methylpi問 razinedihydr，∞hloridc (1-ト7)、

N-(2-guanidinoethyO-5 isoquinolinesulfonamidc hydrochloride ( 

ト1A1004)は生化学工業(点京)より締入した.ウシインシュリン、

3-isobutyl-l-methyLxanthine、forsko胎1. phorbol 12・l1lyristate-13

acetateはSほma社 (St.Louis、.¥10、じS.¥)より勝人した.グルコース

定況には和光純薬 m!J;oのグルコースCIIテストワコーをJIlいた.

2)細胞及びその陥必

腎白来の8細胞依すなわちサjレJTC-12.p3(F)13).プタLしC PKl1叫、

21 
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プタPK(15)75)、ウシt、lぐr-17 D) ，イヌ¥IIXK .、シリアハムスター

BIIK-217則、ウガギLL('RK1
7 9)、ラットNRlく 19ド"的、&びマウス的l

¥"'}.皮質由来Y-lR 1) は、細胞パンク C~ぷ)より似た.特11I 米の 3 細胞妹、

すなわちアフリカミドリザル('¥.18幻、 rhcususサルU.C¥IK一¥ウ

サギ随(1384)~立、凶'ÎL予II/j~i'む医乍研究所棚林氏より TCiいた.マウス綴縦

三平級!胞:¥IH3T38的、ヒトBリンパ球目AB86)、11.-2依({M:ヒトT細胞

ILT-morS7)は、ょ↓4北大ヤ[欠ヴ:部微生物研究~より以いた.ヒト lìí.球系白

血病細胞株THP-1T1B202録的は*北大学結核完封研究I?i小児科の・1:11¥仰とに

頂いた.ヒト乳ガン 111A~ の T47D89 I立正¥IllCrrk，u1Type Culture 

CoUection依田kvillc、¥11)、 cs..¥)より購入した.ヒト前作髄茅球系白

血病細胞株IIL60'的、マクロファージ系細胞幼リー11191) ヒトBJ)ンバ

球系細胞株のDaudi92)、lNf-993)、Raii94)、RPMl178S?5)、 WIL2-NS

9ω 、ヒトTリンパ球糸線IIlYcl株t-.lolt39 7人主lolt1)9 7)、:-'Iolt1¥ド9-7)は紛

胞パンクより得た.

LLC-PK1， JTC-12.P3(円、 ¥llH/3T3は、ポリスチレンI日後フラスコを

用い、加熱不沼化した 10?o(vハ)牛JIft児 l血W (FB.'))を含む

Doulbecco・'smodificd 心情lc'smedium (DMENI) '11で総代したo CV-}、

LLC-¥IK2・ClぐrL ¥IDCK、8トlK-21、LLC-悶丸、Rlく131まlO%FBSを

22 



含むm加imuaesgenlial mcdiu!l1 (\IE~1)中で総代した :'\1~K19Fは

10%FBS、非必須アミノ般を合むD.¥IE:V1中で総代した.1'K(15)はm-IE¥1

とHam冶F-12の等isi似合物iこFBSを10?o添加した沼地、 T.I7DはlOooFsS、

10μg/rruインシュリンを合むRP.¥II1ふ10借地、 1・ーlは10001'BSを合む

Ham's F-I0沼地をそれぞれJIlいた. L-.\I及びL-41:立、 50~ (¥'ハ，)の加

熱不活化子牛血W&び0.200(\\'A') グルコースを合む1~1'.\1I 16.10を矧い

て継代結後した。

ILT-morはlOooFBS、200u/rnlのinterleukin2を合むRP¥II16.10焔他

中で信義し、他のヒ卜'1'&ぴBリンパ球継細胞妹、 j-l11、U93i、HL-60

は10?oFBSを合むRP¥II16.10!~ 地を用いて係 長した. 11し60RG、

THP-1-T、THP-lSのm・4曜には2?QFBSを含むHy}.lediuln606をmいた.

細胞は水務会L飽和状態で5ooC02t!揃下37度において以後をfi'った.また、

用いた細胞は全てIlocchstdye 33258を用いたD:'¥!A染色訟によりマイコ

プラズマに感染していないことを篠認した.

3) cA.¥!Plf生反応

付清細胞の場合、:;8 x l08fl~1の細胞を 24wellmulti plate 小で3臼防J.ti5益

し、 confluentな状態で火・験に用いた.細胞はリン自主緩衝~I.:J!R食取水(

23 
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PBS、137m~1 ~、iaCl、 2.7m¥! 1くCl、8.1mM;--Ja念日PO..1.ふm¥!KI12PO.. 

pH 7.2)で ー'@I洗沖した後、 lmg/mlR<V¥. 'ImM ¥tgCll. 2m¥-1 

3-isobutyl-l-mcthyLxanthineそ合むPBS(反応緩衝液)に然解した刺激

剤500μlを添加してtriplicateで37~30分間反応させた. t?遊細胞の幼合、

対数熔嫡期の細胞10~あるいは107側を PBSで遠心洗沖した後250Jl 1のPBS

に懸濁し、反応緩衝液を同~添加して同様に反応させた. i:到i騰水浴 1:5分

111]加熱することで反応を停止した後、plateごと3f!!JelWi融併を行って細胞

を完全に破砕し、 c\\IP~ltt に供した.心山IPの定J，ilにはヤマサ銭前h の

加lffiun伺 ssaykitを持lい、 tまtI'.JlIの;E泣曲線から:AHrllのc・¥¥IP，f.tを)/<め

た.

4)細胞数の言l'数

付若細胞については、 25cm~フラスコ中で24時間IZ益した縦11胞に紋料溶

液を添加してさらに結後した.tit養終了後、細胞は0.250o(Wハ')トリプ

シン (DifcoLa加ralories、恥lroit、じお)あるいは0.53m¥fのエチレン

ジアミン四酢酸 (EDTt\)を合む0.050~ トリプシン際放によりフラスコ爾

より剥隊させ、 PBSでーやl洗沖した後0.2%トリパンブルー&..び10%FBSを

含む沼地に懸話してl血球日十~:板にて計数した.浮遊細胞は、やはり25cm2

24 
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フラスコ中で24P"illll!汚役した後、コールターカウンター (ll1odc1 i以上

Coulter electronics、LutonBends、England)をJIIいて百十欽した.

5)細胞形態の観察

5x 10.錨の車問胞を2fiαn2フラスコ中で2臼間約廷し、細胞を的地で洗浄

した後さらに各約試料をi1む然地に交換して~1主を続行した.浸透正保護

fiilを用いる場合は、 0.2MのショIl.'iあるいはraffinoscを添加した。細胞の

形態は定期的に{堂本f1it~!ì微鏡を用いて観察した。1'lU'~û微鏡による鋭苦言を

行う場合、フラスコ中の細胞をl%グルタルアルデヒドを合むリン骸絞衝液

(l9m~1 :¥aH
2
PO.， 81m~1 i¥a宮HPO.，pH7.4) '1'で糊定し、さらに1'l。

四酸化オスミウムで後間定を行った.その後skraperをJllいて紛胞をフラ

スコ蘭から求1I隙し、述心してpelletとした細胞を乾似してPolyI Bed 812 

(Polyscience Co. Ltcl.) 上に塗抹した。趨必切片は併後ウランとクエン

酸鉛で二藍染色し、i'U:{-顕微鏡JE~1-100S (jεOL)をmいて観察した.

6)細胞のグルコース消伐定は

2.5 X 105 cells/2mlのLLC-PI<，細胞を12wellp!al(、中で3flll月収益して

confluentな状態にまでffiJi'iさせた.tき地を除去して."tIfUTI1DMEMで細胞

25 
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を洗浄し、無Jfittì'iD\1E:-'('!Jでさらに 4 時間総益し、その後C:T~'干供向刺激

烈lを含む無血消D^，lE~(lmlに!:竹山を交換することでIxJぶをlJij9flした。 一定

時間後にIき益上前をいJl以し、 I白地中に主主存するグルコース1，(を手tI光純業

(東京)のグルコースClIテストワコーを用い、ムロターゼGOD1去により

定i止することでilH止されたグルコース泣を求めた.開'm刊をJIIいた尖駁で

は、 CTを添加する 10分 1ìí(lこ~1l~mJを'Jnえた.

i) eCTの1251~~

eCTはクロラミン1'11;により I~SI係諸を行った.wぶは全て0.5\1ナトリウ

ムリン酸緩衝液 (pI17.5)'1'で行った.eCT25μgを200μlの絞衝泌に溶

解し、 74~IBqの?匂mlを含む緩衝液200μlと混合した.これにlmg クロラ

ミン1'/200μlを加えて以応を開始し、室温で20秒jQl1~した. 1([ちに

2.5mg/mlのilBll硫般ナトリウム溶液200μlを添加して以応を停止し、室

温で15秒勝也した.1000ウシJfirfi'1アルブミンを含む緩衝液200μlを加えた

後Bio-gelP2ゲル挑過カラム(Bio-RadLa加ratries.Richrnond. C:¥)で

ボイドに溶出するlおI-cCTをfoJ収した.LLC-PK，細胞の.t¥"lJi(1~Il'S活性によ

りこの商分の1さがをねったところ、比放射活性は2.9-I)MJkJ/rlrnolであっ

た.
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eCTと125I-eCTとの~l;llJ!f;r; 1"1:に逃いが無いことを係泌するため、 ~I:紋射

性NaIを用いて1eCTをlJ~~ し、その生息活性を倹川した. Bi伊良d('2ゲル

波過カラムで符られたpfli分をTSKgelODS80nlカラム (!Uソ一、*ぷ)

を周いた逆相ト1刊.Cにより0.1% トリフルオロ酢西左中、 20-50%アセトニト

リル濃度勾配を別いてさらにr:1裂し、 mono-iα10・t!CT(I-eCT) と

dHodo-eCT (Iz-cCT) を初た.これらの刷分中のペプチドのmili~立、

トIPLCω~lass SPCClnllll (114正也「、昭島)をJIIいて|μJj.としている。

l-eCT、12吃 CTの生.f!lli1iflは、 LLC-PK1細胞での心¥¥1 PT7;'I:f1in放ぴ閉111

隠宮活性により検定を行い、 eCTと同一であることを硲::gした.

8) LLC-PI九細胞への!2~J cCTの結合実験

ほぽconfluenlな状態にまで附挺iしたLLC-PK1f立、 O.050o(w/v) / 

0.53m.¥1 EDT八/リンIIU~衝泌で37 0Cで1.5分間処到してI"Jl以した、細胞

を反応用緩衝波(l5m九1Tris組殿、 120m~1庖化ナトリウム、 'lrn:-"I盗化カ

リウム、1.6m~1磁俊マグネシウム、 2m^'リン俊二水ふナトリウム、

10m¥1グルコース、 O.l?o(w/v)ウシ血清アルブミン、 pIl7.4)で洗浄し、

|司絞衝液に1.6X 107 cC'lIs/mlとなるよう懸濁した。細胞懸燭波100μlと、

防 I-eCT約105cpm/lOOμlとを似合し、。OCで一時間wむさせにた。これ
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を 1m]の 1~1ショ純然波 uこ)fi}íojし、 12 ，000x gで2分I::J)必心した..I:Ul'を

除去し、ちti駁した細胞に車内fiした1251でCTの政Lト.tfr..tLをr-COl川ter( 

1282 COffiPugamma CS， um， Finland)を用いてiJ{IJ~どした. 特'fi.的結合

間立、全国IでCT総合J.tから、 lωIの非放射性eCl(i(五、ドでの1251でCT結

合ほを除いて求めた.またJド特果的結合は、 Arg-vasollrc倒的、ウシイン

シュリン、ヒト;WP状脇ホルモン、ヒト心)j}役ナトリウム平IJ以ホルモン、

MIJ'符皮質ホルモン、グルカゴン匂;のペプチドで彩絡を'立けないことを隊認

している.

この条件下でのし 1でCT結合尖験から、 LLC.PIむ細胞のeCTのKduD:及

E細胞当りの受~i4>欽は、それぞれ2.44x 108~1と3.76x 104~であった.
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11-a .作符i妹化細胞に対するeCTの伺，)11

1) c:¥¥IPR:生

腎由来及び血液鉾細胞111米細胞事長について、 eCTあるいはadenylalC

eyclase活性化剤Ifon;kolin(ドK)HIによるc.¥.¥1 PPE I仁川存 U<il-lJに

示した.全体lこ '~III 米朝!I胞f~はFKによるcA^-IPil1l生)，tが1173 く、 adenylalP

cyclase活性が目玉いと与えられる. これらの細胞株の'1'で、 cCT刺激によ

り符に著しいc.¥;"lPpL'l二のm大が観察されたのは、すでに織的があるプタ

軒尿細管上皮由来のしLCPKb ヒト乳ガン白米fじ171)&6)と.C'Tによ

るc礼MP~芝生の報告のないウサギ野尿細管上皮由来RIく、であった. CTに

よる。山IP産生活t也大が械'Jtrされている PK(15)6叫、 ~lDBK ・ u では今回

それを機認できなかった.i位J;:.の#H5と必ずしも 4殺しないn;(ωとしては、

用いた地地やIfilMのIOlの巡いによる成分の違い、あるいは細胞が総代を屯

ねるうちにその佐賀が公化した可能性が考えられる.

一方血液砕細胞由来細胞妹では多くの場合未分化の細胞を用いているせ

いもあり、 FIくによってむ山IPft生iitが増大する細胞は少なく、 adenylate

cyclase蛋自の発忍t!，(が少ないかあるいは活性が十分免税しにくい状態にあ

ると考えられた。 eC'T刺激によるじ泊lP.f1f生虫.mJJ日も比い111されなかった.
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[表11-1]各務動物細胞株でのeCTによるcAMP，Jf生

Cellline I"crea~e 0:" Celllinc Incrでlce0:" 

CA九IP((oldl cA九IP(ioldJ 
.CT toa~olìn cCf torskolin 
(10・:-1) (10":-'1) (10'‘九1) (10

'
M) 

Kidney Myeio，d 
CV-I 1.1 .u HL-ω IJ 3S 
LLC-MK2 0.9 -1'; HL-ωRG 11・ nOI done 
JTC・12.P3(F) 1.9 nOl done U・937 2.3・ 200 
CKT-I 0.8 23.0 THP-l TIB202 1.0 5.8 
I:L:C_-~K ， J.1..9 25.5 THP-l 14 2.4 
PK(15) 1.1 3.9 THP-I-S 12 30 
MOCK 0.7 72.5 THP-l-T 1.4 2.9 
BHK-21 1.7 12.9 1・11 1 (sudshpeerendd} ed} 1.5 12.5 
J，.LC:RK， 1.0' 94 J-III (a 11 42.S 
RKI3 .lti 15.9 
7、:RK-~9F 2.1 nOldone LymBpJ hogd 

AB 1.2 16.3 
01hers Oaud， 10.5 . 

T~ÎO 25.5 I32A 1;1.1・9 10' 2.3 
Y-I 寸τ 12.4 RP:-'1I 1788 74 
NIHβT3 0.7 nOldone WIL2-NS 1.3 6 
L-:-'I 11 9.5 CCRF.CEM 0.9 nOl done 
HLJi-78 1.0 nOI done HUT-I02 0.7 12.5 
L-41 0.9 5.1 ILT-mor 1.0 nOI done 

Mol13 1.8・ 47.7 
Mol14 2.0 327.1 
Mol14F 1.4 25.6 

4mMの3・isobulhyl・ I-melhylx~nlh，"e作品:-nこ、 ・ は 10"M、{IJ!は 10 ・MのcCfあるいは 10'Mのforskolinで
4s-細胞を37'(;で30分間刈激した山のcA:'1p.{(: "Lìi，をradioimmuno:lssayにより定歩‘し、 JI!;þII~立時のcA :VIPiri;
に対するl主でぶした。
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寸守事F

2) cCT共(i.下でのlxJUIJ;';誌の効~

前項においてα山IPP'C'!:反応を訓ぺた細胞事長をcCTJl(r:rに:3U 11111'.1益

し、その長期作用を験討した.まずm殖期の細胞に対して10J ¥1のcCTを

!;'f地に添加lしてI8後し、その細胞形態を顕微鏡ドにa持政したところ、

LLC-PK
1おいてのみ [!刈1-1BJに示すような:r.しい形悠変化がおめられ、

またフラスコl爾から刈附してた死滅細胞が多数制伐された. (ム112Jに

示すように残作細胞数もIt!!.の細胞に比べて少なく、 m舶が1!1l'，付されていた.

一方、既にconf1ue nlになった定常状態の細胞にcCTを添)JIIした場合、

やはりLLC-P民においてのみ階地が黄色くなり著しく俊性化している様チ

が観察されたが、細胞形態には変化は見られなかった.以kのようなCT作

用はこれまでに縦約がなく、そこで以下にししC-PIむ紛|胞におけるeCTの影

終について、さらに詳細に検討することにした.すなわち f1l-4 Jにおい

てししC-PI九細胞に対するcCTの形態異常誘潟及ひ(.I.{，Hfl~tl í.tí作州、そして「

11-5 J において沼地の民~ft化作用について倹討し. fll-6 Jではこれらの

LしC-PK
1
細胞に対するf1.JIIを、新たなCTのれ vitroi活性:HI酒系へ応用する

ことを試みた.



{図11-1]LLC-PK，細胞形態に及ぼすeCTの効泉

25cmーのフラスコを用い、 10%ウシ胎児血清を含むDνIDVI中で、 10
5側の

LLC-PK，細胞を!l5主主した.庄は対照細胞のt音養5白g、おは2目白lこeCT

10吋iを添加し、さらに3臼1I11.t舌援を行った細胞の{針Oil!顕微鏡による観

察結果を示した (70倍). 
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[表11-2J各枝動物細胞の泡殖に及lますeCTの効果-

Cellline Cullurcd pcriω cCT Cell numbcr %of ∞nlrol 
(day) (~。 (て 10$) 

LLC・PK， 3 nonc 26.9 100 

3 10・8 8.6 31.2 

RK，) 4 none 58.0 l∞ 
4 10'‘ 55.6 95.9 

4 10" 51.8 89.3 

JTC・12P.3(内 4 none 21.3 l∞ 
4 lO.a 23.2 108.9 

NRK・49F 2 none 15.0 l∞ 
ウ 10・8 14.3 95.3 

T47D 6 none 2.6 l∞ 
6 10・7 1.8 70.6 

6 10必 1.8 70.6 

U-937 3 none 14.8 l∞ 
3 10・白 14.3 96.6 

MoIl4 3 none 14.6 l∞ 
3 10ヴ 14.0 95.9 
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l[-4. CTによるししC PK，の細胞形態5'i<常.mfflllll ~If作J1I

1) eCTのしLC-P民総l胞形態に.&1ます影響

10'個のしし，C-PK細胞にeCTを添加して2日のフラスコをmいて3日間

!g.必し、細胞の形態を似初治顕微鏡で観察した. (附11-1八]はcontrolの

細胞であるが、比較的小さい細胞がシート状に衝になってJflfv'lしている仁

皮細胞綴の形悠が似芸能される. 10"'.) ~，[のeCTをtgJ:tjjに添加した場合、 フラ

スコ函から剥がれて死滅し、浮遊している細胞が多欽鋭然された.残存細

胞も {図11-18) に比られるように、総胞の円形化がtJt~iされ、細胞内に空

胞が出現して形悠が，jJしく変化していた.すなわちeCTは1.l.CPKI細胞の

形態異常を誘滋し、これが細胞死につながる可能性が与えられた.これま

でに二つのグループからサケCT(sCT)によるLLC1' 1く刈11胞の附舶~Ql~ill

の報告がなされているがう川 100)、いずれの場合も細胞放についてのみの

観察で、本研究によりJLい日iされたような細胞形態の災前t話羽についての

記殺はない.

このeCTによる細胞死1王将を、残存細胞の染色によりi.ir:;¥化して観察し

たのが [図11-2 Jである.:¥の経時変化では、 eCT波lJtが1010Mでは焔義

3 臼自で、 10~1では 2 [1 tlで.!Mf{iが阻害されていた.また、 JS1主3日目

3'1 
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[図"・2]eCTによるししC-PK，!営殖飽容の経時変化と浪度依存性
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314hl依存主u土、 eCTを添加後31 1'~，1のL1・誌での.;li~を j購添加対照でのf({ili;ζ)Jする%的でぶわした。
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[図11・3]eCT処理したLLC-PK，の透過型電顕による観察

eCT非存在下(左)、 N{f:下(右)で3日間19廷したLしCPK，細胞を

OS04で固定して趨i~1;IJ片を作成し、百字駁ウラン、クヱン目立鉛で-if(染色

を17った後透過型電子顕微匁で綬祭を行なった (6000倍). 



一
哩4・・

でのeCT濃度依(i.伎を見た{関iト:2BJ では、 101~1以 l二の濃度でm，;i限

??作用が現れ、 10ヘ1でほぼ完全に阻答されている.このようにcCTによ

るLLC-PK1細胞の.tmi'tT1I'，'iは附IllIと浪皮に依(fしていることが町認された.

cCTにより慈起されたJ.LC-PK 細胞形態を、透~!t!'ll! {-拡l微鈍を附いて

観祭したのが (MII-31である.10令 ~Iのecn左手子ドに以養した細胞(

(1河iト3BJ)の~も特徴的な変化は、対照細胞( (l刈11;L¥J )に比鮫

して粗蘭小胞体がJ時しく膨狼している点である.その内'容物のmh必':fs:が

きわめて希薄であることから、これは水分であると推祭され、 eCTが作用

することで細胞外からも包絡な水分の続入が起こったことが予測された.

そこで次に浸透圧保積剤であるaを溶地に添加して、同綴に巴CTの

し.C-PK
1細胞形悠に&.ぽす効果を調べた. (関Iト41がその紡.*であるが、

0.2M ショ絡をI出血に1添加| してr~'r，~.Gに保った [位1 11- 4 l31の細胞ではeCT

を共存させてm・4主しでも{似111-4AJの対照細胞と形悠にほとんど違いは

なく、 eCTによる形悠N1i:;及び細胞死の誘導は抑制されていた.すなわち、

ししC-PK
1細胞にeCTを作mさせると粗蘭小胞体内にもt透J五活性を布する物

質が蓄積して細胞外から多lj"(の水が疏入し、形態異常が』王将され細胞死に

至ったことが示唆された.この場合、 RER内部に談.fl'{する泣遜圧沼・伎を有

する物質の可能性としては、 glucose-regultedprotcin (伊1))78が考え

37 
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[図11・4]ショ絡によるeCTのししCPK，細胞

異常形態蕊導の抑制

0.2¥1シ.:lM存在下に381日J.i告義したLLC-PK
1細胞の形慾 (70俄). t;: 

はeCT非存在下、右はcCTIO・~共存下での様子をぷわず.
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られる。 grp78は巳I~内に fバ仁し， 0 1)、翻訳された蛍自恨のλ グリコシル

化が何らかのbR凶でIlJl;りされるとm加して、さらにEIその膨仏が起こること

が報告されている 302}. さらlこししC-PIむ細胞において、サケC1'(sCT) 

によりDorosophila然ショック ili白質hsp701こ類似のmIぷ，\ñ<~，~lJ され.

これはcyclohex加lidcでI~l'，りされる 10引という報告がなされているが.

般に hsp70mR"\.\合成はのほloheximideで阻容されないtJ<grp78は ml~りさ

れること 104)105)106) 、 sCTにより誘導されるmRNAの円~~IJがこれまで

に綴告されている他の動物 (LLC-PK1はプタ由来)のgη)78のi'lè~IJに{(i似

している 102) 103) '0 7)こと等から、 sCTにより~~草されていたのは

grp78のmR'¥・AであるIIJ能性がおい.すなわち、本研究で級祭されたeCT

によるLし'c-PK1細胞のj形態央官?誘潟について、以下のように々えられる.

cCTによる刺激が翻沢された蛍円質のNーグリコシル化のJlM~につながって

RER内にgrp78が訟似し、さらに細胞外から水分が流入がしてRERの膨潟、

細胞の円形化を伴う3干しい形態YE?信を誘君事し、扱終的に細胞死にでるもの

と縫察される.

2)各種動物白米CTとじ，¥.¥IP!1'lJJII刺激のLLC-PI丸絢lJYI!!J形態に&.ぽす効果

eCT以外の各派CI‘およびC八.¥IP!tl加刺激についても、ししC PK，細胞j彰
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[ ~11-5 ) eC丁、 hCTおよびFKの

しLCPK，形態に及iます効果

尖塁責条件は 〔図II-lJと肉ーである.Aは対照細胞、 B、c、Dはそれぞ
れeCTlO~1、 hCTlO・旬、 FK1o-1;-..，rを添加して滋養した細胞の形態を示

す (70倍). 
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態に及ぼす効果を検討したところ、 (1苅Iト5C)、 ([河口・SD)に示すよう

にヒ卜CT(hCT) 、 H~(パ1: ドに指益した場合 、 じontrolの(t官111 SA)に

比ぺ若干細胞が大きくなり主主が減少しているが、 ((';司11-5B)cCTの場合の

ような顕著な細胞形態の変化 .mJ自問答は観察されなかった.銭イ{-細胞の

色系染色でもhCTのlflHII!II''!;効果は弱く、ウナギ、サケ. トリのf.(\mx~領

CTのみがほぼ似mJ..!tの131いmHilll1'J，<作用を示した((1対11(i) ) • 

さらに種々の刺激剤lについてcへMPH:生とm~i附 :!t作川をまとめたのが

{図11-7)である.れffiCT、arginine-vasopressin(. ¥ ¥' (つはしLCPK 

のc.¥.¥1 Pl室生をm大させる.しかしその内で著しいmHll!II仰を起こした

のは魚類鳥類CTのみで、ブ夕、 ヒトの鴫乳要員CT..¥¥ P、ドK、8-bromo

-c.仏IP(8-Brーひ;;¥11>)では符下細胞数は減少するが形態央官tや強いm殆

|仮宮は観察されなかった.即ち、しLCωPIらの:ëí:しいj形態公化 . 1\")抗(i~ll;ti:は

魚類鳥類CTに特徴的な作刈で、しかもc.J\~IP以外の細胞内情桜伝i主経路の

活性化を必要とすることが示唆された.前項においてsCT刺激により

LLC-PK
1縮胞でhsp701こまri似のmR'¥Aが誘導される綴絡を引Jljしたが、

これはやはり8-Br-c.\~IPでは必起されないことが知られており 1 03)、や

はりcより伊以外の細胞が、ltr'J'憾伝述経路が活性化されていると与えられる.

さらに本研究で斜られた紡来は、哨乳類CTはこの第一の経路を活性化しな
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いことを示唆している.そこで以下にこのc仏 IP以外のmての符路につい

てさらに解析を行なった.

[図11・6]各砧CTのLLC-PK，i包殖阻害遺度依有性
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[図11-7]LLC PK ，細胞のcAMP産生、.m~IIIìt!;に

及{ます各種刺激~Jの効臭

Growth Inhibition 
n
-

O

一

・l

・
t
・

Pし
v

-

u
-

d
u
-
o
-
r
"
 

nv

一

円

F

-

M

一T
A

一
C
『 '0。

50 

草、-
u
円
是
正
ω晶
@

z・
L
o
p
e
唱。昔呈

苫

h
A
w
-
-
a
ω
E
S雪
mrJ、

王"。
-
H
U
c

，Et

ze
。F』
u
'
E
B
a

主・。ニ
U
E
‘H
3

2

・。ニ
U
S
E
S

E

・。-FUZω

止。
5
0
 

coz-a
一ZE
E
-
z
E
O
ポ

。-c
-
-
3
F
E
Z腕

T -

2

・。=占。首昼

主‘。
p
g
S
ω
邑

sazp〈

e

、‘A

明。-ト
U
C伺
関
R
M毎

E
e

。ニ
u

，E
a

-F
官
』

u
s
a
g

-
E

・0a』
U
S
9
5
M
a

聞
主

'o-
』

u-z

-

@
長
。
£

T 

s∞ 

。。。
( 

抽

Q) 
ω . 
o 
世、
。
E 
c. 
) 

弘

主
〈
υ 

a-c・2
3
g
ヒ

-4
柄

cA:VIPは、24wcllplalctI'のconOucnlLLC-PK，に各刺激剤lを添加し、 37'C20

分間の反応で産生されたcAルIPnをradioimmunωssaylこより定府した.t曽嫡
阻害は (~II-2 J の方法により、剃激剤添加後 3 日 19益でのm殖~fi1!t活性

をあらわした.

43 

〔一一一一一一一一一一一一遍|



圃喧...，，_-ー

:~ )魚類烏実I'iCTによる1.1正:PIむ細胞の形態異常 .!l'l?iilij['，I，:Iこ関与する細胞

内情報伝途経路の検討

Q近、 LLCPKでのeCTによるリン君主取り込みiLiltにC-kill<lSCの活性

化 g2:)の関 与を示唆する平日~~がなされている.そこで今@比いだされた

LLCωPK
1の細胞形態5'1.;常及びm猟阻害にもC-kinaseが関与しているnI能

性を検討した. (同ll-8)は、 C-kinase活性化J'fIJのphorl>ollllyristale-

ac巴tate (P~lJ\)の効米を凡たものであるが、 PMA)1<μ トに防災した細胞

ではお干の形態公化は~gめられたが細胞数はむしろcontrolよりJt')Jm してい

た((図Il-8D}) (同II8C)に示すように8・Br-c-¥¥IPのみでもrK

の場合((図1I-5D))といl様右子細胞は大きくなっていたのみであった.

ところがP~1Jミに8 Br cA~IPを共イヂさせた [図 11-8 E}は、 (1将11-8 B) 

のeCTの場合とよく似たj形態異常が再現され、残存細胞も減少していた.

これを色素染色により定1at化したのが [図11-9}である.PM̂lji.独では

やはり強い4'HJi促進作mがおめられ、 3x 10'" ¥1 の8・Br+e:¥¥IPとのJt;(i-下

においてもP}'lA濃度が低い場合はやはり熔殖は促進する.ところが3x

10'" }.!の8-Br-むり1 1'と1O.~¥1以上のP}.{Aが共μするとeCTの場合と同級

の顕著な僧猟阻;与がIJi射された.

[図Iト8}、 ( ~III- 9 ] の場合、細胞を!~益している則1111'1'すべてに

44 



[図11・8)eCTいよるししC-PK，細胞形態異常J究部における

C-kinase関与の可能性

A 8 

乙 ρ ε 

実験条件は[区111-1 Jと同ーである.Aは対照細胞、日、 C、Dはそれぞ

れeCTIO-~1、 8 Br-c.へおIP3x lO-'M、PlvlAIO.9Mぷ:(f"Fにm・4産した細胞
を、目立8-Br-cAivIP3x 10 、Iおよひ~)'Ll\lO、iそ添加してI24重した細胞

の形態を示す (50Iff) • 
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[図11-9]eCTによるししC-PK‘細胞熔殖組容における

C-kinase関与の可能性
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[図1I・2]の方法により‘刺激烈添加後3日滋養でのm殖限復活性をあ
らわした。 数値にマイナス(・)を付したものは、 t曽宛i促進が観祭されたこ

とを示す.
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8-Br-d山jpとP}.j八が(1イt:しているが、 eCT刺激の場合にadcnylat色

町c1aseとC-kinaseのiMt化カ句、?縦して起こっているとは巧えにくい.ま

たphosphodiesteras('やprot巴inphosphatase守・による逆反応や、{也の情

報伝達経路とのクロストークの影響も除外できるものではない.しかし以

上の結果は、あるバランスでadenylaleeyc!ageのi，Jif1.化とC-kina問の活

性化が起こった場合にのみ、しLC-PI丸の形態異常が芯起されることを示唆

するものである.すなわちft.¥m. ，C~類 CTはしLC 1'1む細胞において

adenylarecyc!ascとC-kinascの何方をちょうど形態!l~~，:;訴将を芯起する

バランスで活性化すること.また哨乳類CTはc.¥¥IPfel:はm大させるが

C-kinaseを活性化しないことが示唆された.

さらに、この形態iMt・細胞必は的殖期のLLC-PIくlにおいてのみ観察さ

れるが、一旦conf1uc n tlこまでm刑して定常知lに入った綱11胞では起こらな

い。この点に関してみ研究においてはこれ以上の解析はわっていないが、

結近Ch泊四回同'らにより LLC中川のCT受容体は細胞同期によって

couplingするG-タンパクや、 regulationのメカニズムが'J/.なる ~J~が報告さ

れており 10町、 CTの併川が細胞周期によって変るuJf.泥仕は j-分巧えられ

る.

CTの種差と細胞内仙鰍伝泌総量告については flI-5Jの船来も併せて、 「
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II-6Jにおいてさらに巧然する.
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i 1-5. CTによるしLC-PK，細胞のI沼地俄f1化

1 )グルコース消火:ii:illiの検討

rlト3，において&.j.Xしたように、 LLC-PK総胞をconfluelllな状態に

まで鳩媛させてからcCTを添加してさらに2-3日以廷すると、細胞形態に

変化は見られないが抗地が.r..しく政色くなり、~i"1 物t'.{が主主総しているこ

とが予iJllれされた.そのb;n刈としてまず、解糖系の/じ.illiによる手L般の{11Mの

~IJ能性を考えた.予úiit(J(J倹，ì-tにより、ガスクロマトグラフィ でI岳地中の・

乳般の泡加を確認できたため、次1こ~地中のグルコースカqn1号されて減少

するか否かを検付することにした.

まず [図11-1 0 ]は、 cCTによるグルコース消t'Uじ巡の絡的変化と濃度

依存伎を検討したものである.一旦confluentになった納胞のI13地を新し

く交換しさらにtli;j主した後に沼地中のグルコースを応f;t してそのlI'l~品

を求めた.AIこ維持変化を;示したが、 controlの細胞ではグルコース11'H~の

m加はどくなだらかであるのに比べ、lO-8.¥fのeCfを添IJIIして限延した細

胞では活必21時間まで内線的にグルコース消火が却す加し、 cCTIこより

ししC-PI九のグルコース消~~が必しく冗逃することがlitU{$された。従って

eCTによるtli地目立性化の阪側は、 LLC-PK，細胞での角平総系JCil!;による乳酸
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[図11・10]CTによるconfluentししC-PK，細胞の

グルコース消 t~完遂の経時変化と容互依存怯
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主主総に111米する可能性が々はされる.しかし、このグルコース消貨の氏llll

が解総系先進を意味しているか低かについては、角平純系のf位述書手JtEである

6ーホスホフルクトキづーゼのftM:を比較しなければ隊実な判断はできな

い.今["11~ られた実験結決からは、 eCTIこよりし[.C、1' 1九のグルコースiM'(

it:ìffi作111と、おそらく字l~.Itl JJIlに由来すると J5・えられる以地の仮性化が搬

認されたにとどまる.

BはJttll18 11字削でのししCPKlのグルコース消火についてeCT，sCT， 

hCTの濃度依存伎を見たものである.Il寸において検討した細胞形悠yt1t:;

:主将 .lMHi阻待作用と向綴に、 cCT、sCTは10'~I以上の濃度でグルコ

ス消1'J.を/じ巡するが、 hCTにはt17i濃度においてもその作JfIを示さなかった.

すなわち細胞形態異常滋潟 .lMHl~Ii~作用と同級‘ CTのグルコースìJ'j1'J.iC 

i佳作HlにもC-kinaseが関与している可能性が予測される.そこで次以にお

いてこの点そ倹討した.

2) ft.lおi.n窓iCTによるLLCPI丸グルコースil'l1'J.iC進作1H におけるcA~1P

及びCkinase関与の可能性

まず [陶Hぺ1) において、各穐カルシトニンによるししC“PIむの!g..f~8 

時間のグルコース消~を比較した.魚額 ・ .r:~~iCTではcontrollこ比べグル

るl 



[図11・11]LLC-PK，細胞のグルコース消'J't冗巡における

cAMPおよひ=C-kinase関与の可能性の椴討

a
2
4
9』
∞
・
∞
+
〈
喧
4
仏

芝
・
0
F
〈
芝

ι

2
1
u
F
H
門
弘
主
〈

uι
∞
・∞

2

0
F
c
z
o
d
A的
』

o-

ぜ
-

主
的
e
O
F
ト
O

C国
F
3
2

2
帥

O
F
ト
O
由

C
-
U』
o
a

-
4
h
h
M
F
」

F
O
C由
耳
目
£
U

2
h
O
F
」
戸

O
C
O
E一
伺
的

芝

h
O
F
ド
0
3
0

400 

200 

。co
c

n
u
 

的

-
c
m
w
-
2
F
M
Z
的

(
的

=ωυ

唱。F
こ
。
εュ}@v-
E
a
コ
ω的
O

U
コ一

ω
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コース消t~n¥は約200μmol/l0休cclls.ll'l:tJ1lしていた.一方向B乳頭CTでl立、

プタC'I・(pCT)で70μmol/l06cells程度のm加がw:言されたが、 hCTは、

LLC 円らのc.山lPhlを員立大似".H・させる滋皮であるにもかかわらず、グル

コ‘ λir!t'Uc進は全く凡られなかった.さらにドK、8Br c.¥.¥IPもグルコ

ース ì1'l 1~には全く影響を及ぼさないことから、 U_C-PIらのグルコースì1'i 1~

/iilt作JIlについても、 tiiJ!itの細胞形態異常の滋将.mWllijl'，';:作用と1，1)ぬ‘

c，¥7¥IP以外の細胞内情縦伝泌総路の祈↑企化が必必である，，[能性が巧・えられ

た.そこでこの反応においてもC-kinaseの関与のuf依伎を検討したとこる、

[f411 11)に示すようにC-kin:lser活性化剤の1'¥'八により顕著にグルコ

スtlH~ !，t は!rlJJL1 し、8-13防r吋℃叫;νt¥山凶¥MιM叩l

なかつた.すなわちLLC-刊しのグルコース消i'tは、 Ckinaseの活性化に

より15起されるがその反応lこc.¥¥IPPt生が関与する可能件.は低いことが小

唆された.

そこで次にこの細胞でのグルコ"ス消炎冗進におけるC-kinase関与の"1

能性を6rf認するため.prolein kinasc阻筈刻の効栄を凡たのが{図Iト12) 

である.LLC-PK1細胞を色濃伐のproteinkinascf!li'.'i剣で10分間処理した

後、1O-' ~1のeCTを添加してその後 8 時間のグルコ 向ス消費を見た .

'"¥-kinasc、C-kinase、G-kinasc、myc熔inlight chain kinaseを同slI.ltに
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スi肖貸[図11-12]eCTによるしLC-PK，細胞グルコ

完遂に対するproteinkinase阻害剤の効果
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限';!J-するH-7'09)はこの}xJぶを存続依存的に阻;!fしてたことから、この反

応にいずれかのprotcinkinai;;e活性化が関与するロI能性が巧えられた.さ

らにC-kinaseに対してのみ~[[W活性の弱いHAI00..) II 01の効果を倹討し

たところ、阻tff作期はH-7よりはるかに弱かった.以上の結果から、

LLC時 PI丸細胞のグルコースin貸反応にはC-kinase活何.化の段際が合まれ

ていることが示唆された.
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Il-6.CT受符体と納胞内情報伝i主経路に|対する解析

1 )放射標謙CTを矧いたLLCPKI細胞受容体結合尖験

fll-4J、 rll・5Jのt奇抜から‘魚額 ・鳥類CTによるJlWlJiJJOjのLLCPI九

綿胞の形態!l41信説得 ..mHI悶EL--及び定常期LLCPK，でのグルコース消費

の充進には、 Ckinaseのt1;伺イヒの段階が関与することが示唆された.さら

に、日出乳類CTはadcllylmccycぬseを活性化するにもかかわらずこれらの

作用を示さないことから、 ~(tm ・ 132員CTはadeny匂tecシclascとC-kinasc

の両方を活性化すること、時B乳mCTはadcnylatccyclas<!を活性化するが

C-kinaseを活性化しないことが示唆された.ではCT受符{-1>と.これら二

つの細胞内情報伝返事モ路の活性化との関連はどのようになっているのであ

ろうか。まず巧・えられるのは、 ((虻uト13A)にぷすように、1.しCPIくl細

胞膜上には各々adenylatccyc!aseとC-kinaseにIinkした2傾斜のCT受容

体が存在し、魚m ・ .f.~ZiCT~まこの 2 つの受君主体のf両方に結合して 2 つの経

路を活性化するが、同B乳mCTはadenメatecyclaseにlinkした受符体とのみ

結合するというモデルである. 曹}j(図11-13 s)に示すモデルも否定で

きない。すなわちLLCPK，踊11胞のCT受容体は l 1-if!~iで、おそらく災なる

ひ蛋白質を介してadenylatecyclaseとC-kinaseとがこの受智子体に断水す
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[図11ー13]LLC-PK.細胞CT受容体と

細胞内情報伝達経路のモデル図
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るという考え}jである.このI与合、 f.(¥芸員 ・烏顛C1'が>.X:'d体に結合すると、

同時であるか時liiJ的ずれがあるかは分からないが、 f，tJ]メjの経路がmM:化さ

れる.補乳窓iCTがこの笠谷体に結合すると、 adenylatecydaseの活性化

にはつながるがC-kin司seは活性化されないと考えられる.LLC-!K認!胞

ではこれら二つのモデルのうちどちらが存在するのかを知るため、以ドに

受容体総合;た験を行ってLI.C-PIむのC1'受容体に|則するも1械をねるとにし

Tこ.

1251により欣射掠ぶしたc('Tを凋製し、そのしLC-円七への特}'(的総合に

対するeC1'及びhCI‘のS見合を倹討した.LLC-PK1細胞朕 iょのC1'受容体が

1磁類であれば、 hCTIまcCTとJi'iJ硲に1251-eC1'の受容体車占合を完全に阻ts

し、受容体が2穏知あればhCTは12s!-eC1'の受容体結合の・ffilしか阻3し

ないことが予測される.災際の尖験結果を ([苅lト14 Jに示した.cCTは

10 5~1で完全に1251-eCTの結合を阻笛する. hCTは瓜般組以料をmいてお

り、大fiHこ使用すると反応泌が敵性になり細胞に陪;むをうえるため10、I
以上の濃度では尖験を行うことができなかった.この範PU内で凡る限り、

その受容体結合の強さはcC1'より約100倍弱いが、 eC'1・の場合とほぼ同じ

傾斜の競合Itb紛が似然され、 LLC-PIむ細胞以上のC1'究科#-は l，Jin知であ

る可能性が示唆された.さらに出!-eCTのLLC-PK1への紡~の
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[aJll-141 '目l-eCTのししC-PK，受容体結合に対する

eCT、hCTによ る競合

。'--0
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Concentr~ljon 01 CT (109 M) 

coldCTの存径下に、的rpsin処.rJ'したLしC-PK，細胞1.6X 10
6個/200μ

lに対する12SI-eCT(105 cpm 15 x 109M)の結合の叩l合を淡わした.

specific bindingは、 125!-eCT結合 il(iから1O-~! cold eCTひそE下での結合

笹を除去して求めた.
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[図11-151 '251_eCTのししC-PK，受容体結合のScathard解析

。。L弘
、
百

C
2
0国

0010 

1 2 3 

目。und(x 1(J叩 M)

(@II-14)と同織の条件下にて符られた結果を元にScatchard解析を行

なった.
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おachard 加alysi~をおこなったところ、 [閃11 1 5 Jに示すようにやは

り受容体は一種類である111能性が示唆された。従ってI.I.C 刊〈1割1IJ1包におけ

るCT受容体とその都11胞内情報伝述経路との関述は、 [(>;411-1 a Blのタイ

プであると推察された.

2) CT受容体と細胞内仏秘伝述に関する考室長

これまでに知られているc.;-鋭的貿にlinkする受谷体は、 .fi1i:uiの受容体

』こー栂類のGイ在自民がlinkし、その受容体にIigandが結合すると -fiftmの

細胞内情報伝迷経路が活性化されるというものがほとんどであった.しか

し応近になってm2ムスカリン受容体 111)、α2アドレナリン受符外.11討、

thyrotropin (1ヨ1)受符体について、一つの受害事体が彼欽のsigr叫にリン

クすることが報告されるようになった。 TSH受作体は、桜数のGi民nnに

linkすること I13) 、-.fi~mのTSH受容体cD~、:1\を免税させた細胞でcへ.\IP

とPIPzの両方が生成する 11.')ことが知られている.PTH交を予外:5Uについ

ても同綴!こcD;\Aを発現させた細胞でC主主IPと円九の i品，j}jがやb~すること

が報告されている 815}.

CTについても、破什綱1111包に対するとCTの作用がそのドli!V}伐をtJP~jllする Q

(Quicscence) effeClと細胞を収縮させるR(rctraction) cffecLに分け
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られるが、前者の};，dむのみがc:\~IPを介すること、しかし 1.I.ì)jの反応とも

c-蛋白質へのGTP結合をj!fl'.'iするLi+l1 6)で鈎In，ljされることから、 '14なる

c~白11が関与する uf能性が/，之されていた 11 7). k!t近になってCT受容体

も必近しLC-PK細胞からcloningされS制、その的報伝i主に!刻する研究も

急速に進展した. fi也の受谷t1与の島崎合と向綴、 Chabn‘らはじr受手字体c[)~、二1

を発現させた細胞をsCTで刺激するとやはりc.¥.¥1 P)l7，〆1;とイノシトールリ

ン般庭生のji!lj}jが起こることを示している i18}. 彼勺はそのED50が各々

O.16n~Iと3.7n~1でlOf~~以上異なることから、やはり受料体にはなるじ・鉱

白貨が駐lkして各々の反応を制御している可能性をJ5空気している.

イノシトールリン目立F託生は、 phc洛phatidylincぉitolあるいはその分子内

のinositolがリン般化されたものがphospholipascCによって分解される反

応から始まる。その際にはdiglycerideが共に生成するため、従ってこれら

の受容体の活性化に伴いf、kinseも活性化されることも充分予測される.

従って本研究により明かにされた魚類 ・鳥類CTによるLLC-PIむ細胞にお

ける細胞形態災常説得 ・m航阻';!;¥作用およびグJレコ「スiI'l1?fi.i1!i作mに

C-k凶ase活性化が関与することはト分考えられる.

ところが哨乳~iC1‘の場合のように、 LiganclによってそのJU，のみを活性

化させるという例はこれまでに知られていない.話i欽のCi丘m1とl加kす
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る受容体において、その.ffl)のみが活性化されるという現象は起こりえる

のであろうか.その111他1'1:をぷす報告がいくつかの栄作体についてなされ

ている。 iくosugiらは、 TSII受容体細胞内domainの ーつである:¥L1623を

GluあるいはL~'s'こ変異させたものをC出7細胞に先制させたところ、

thyrotropinによる円九所生は保持されていたがc・\~IPi'nJtは起こらないこ

とを示した l19}. また(i-adrcnaJin受容体においても22222~) と 2:)8 2:)7 

のアミノ般を欠"とすることで、 G-lli白伐を介したadcnylatccyclascif.性

化は消失するがぐf信じlitJト依(d'FのNa-Hホンブはh与野されない120)こと.

α2-adrenalin受容体の:\sp791こ~Ji;を起こすと agonisl刺激による

!X>tassium currcntがm大するがadenylatecyclase抑制、カルシウム流入

には影響を及ぼさないは日ことが知られている.すなわちこれらの受容体

においては、受理半体分子内の全く y~なる部{立が:つのsigllalの11;性化に独

立して関与するとy;えられ、あるlig釘1dの刺激によってハゾJのsignalのみ

が活性化される、という.lJl織も、まったく起こりえないことではない.

3) CTの種廷にl刻する必然

従来、 I~fi乳動物での Jfllrl l カルシウム波及低下作JIIの強さはDIÛ乳動物由来

CTより魚類 ・ μ~ICTの)jがはるかに強いことが知られている. in VIUOで
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の魚類 ・ 鳥類CTの受符~紡合、Ci\~IPM:生活性も附乳動物 111米CTのそれ

より1，000倍ほど強いことも.mられており、これまではin¥'i¥"Oi，r，fI:の長も

c山lP産生能のズーも受谷体結合のi怠いに由来すると説明されてきた.しか

し本研究により、向B乳動物であるプタ由来のししC-PK細胞において、魚績・

鳥類CTは少なくとも :つの細胞内情報伝達経路を(6Mイヒし得るが、町自乳窓1

CTはそのー}jのみしかf1;11:化する能力を持たないという紡*が得られ、活

性化し得る細胞内w鰍(ui並終;訟のi盆いという、紛11泡レベルでの話作の質的

なi金いがinvivo稲作ーの怖さのif‘の原因である"T能性がIJ'峻された.しかし

この可能性についてゆi硲な動命を符るためには、 CTの細胞レベルでの活性

と錦織 ・生体レベルでの活性を結び付けるような知凡の!l.!阪を待たねばな

らない.これまでに仰られている知見からは、 CTによるα'¥1¥IP派生あるい

はC-kinaseの活i"i'化、イノシトールリン居室生成、細胞内カルシウム淑~t

H-が、各々組織レベル、 ~Hドレベルのどのような作mと結び付いているか

については、ほとんど怨像することすらできない.解答がねられるのはか

なり先のことになるであろう.

しかし愉乳動物でのfO"M:を凡ているのにもかかわらず、なぜfMri.烏芸員

CTのほうが輸乳史liCγよりinvitrof2i性が多綴であり、 invivot.!if'lも強いの

であろうか。斤;論において.下旬動物でのCTの生理常(j(Jな.s(はほとんど不
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切であることを述べたが、 D，n乳動物でも臨床応用を念1Ii1においた研究が中

心で、本*の1:.I!P'?的外}IJについての研'先はあまり込んでいない.ヒト体

内でのCThi:はYfr'I:!AJVIに向く、その後下降して成人でのCTMは低舶にと

どまるが、体外から投与したCTIこ反応する受容体が発現していることから.

何らかの役割を*たしていると:'!!像されてきた.さらにlO{Pほど前から、

sCTに特異的な抗体に反応する物質がヒト 12.0 123)、ラットリ 1)Ifl状似

て号;に検出されたという械的がされており、下等動物<.'1'に近い 4次配タlを-{f

するCTが哨乳動物でも允製している可能性が示唆されていた また

LasmolesらI2ω は、ヒトやラットにおいてトリCTのmR:'¥.¥にきわめて近

い配列のnボ:'¥.¥が允現していることを示しており、日市字L!動物において従来

下等動物CTとされてきた物質が活性を発現しているuI能性はきわめて尚い.

本研究により明らかになった、 1.((額 ・鳥類口、と附乳動物CTとがfl，性化し

得る細胞内情報伝ill縦断の迎いは、日，fi乳動物体外jでId.jCTがそれぞれに央.な

る役割を担っているIIJ能性を示唆するとものである.近い将米、哨乳動物

における、いわゆる附乳動物CTと下等動物CTの生E型的怠.lJiがIlJ)らかにな

ることを期待したい.
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11-7. CTの新しいin\'itroi舌性ìllIJ~W の6líμL

rII-4Jから nト仇までの解析により、 LLC'1'1¥..紛l胞においてfMIi・

鳥類CTは形態':p.償訴導に起附する憎頒限~およびグJ!tコ ー λ il'ft正式進:をむ

起すること.さらにこの反応にはじ\~IP以外の経路、おそらく C-kinaseが

関与する可能性が示唆された.すでにCTによるイノシト・ルリン般'1-.fJ丸

細胞内カルシウム濃度 I'，H・が+並行されてはいるが、いずれの下1ムも線作が

~~まで童文仰がぱらつく . そこで本研究により見いHlされたt，.dじのうち、 rm

使かつ安価で再製作がHい色品1~た色によるmñ'i隠11!:I1ml iJlIl ~ i1;について、

inγilror舌性信保への応JIlを倹討した.

{関II-l6}は、 cCTによるしLC-PK1細胞m同(1~Jl ;1;' f十川を 311_

lhymid ineの取り込み及び残{i-~IH泡数をI血球計算叙による ， 11'数、あるいは

色ぷ染色による定以する3f¥TClJiのJJi去により評価したものである.いずれ

の方法でも得られた結米に大きな差異はなく、色京染色訟をJIIいることに

問題は無いと判断された.そこでこの方法をcη活性の新たな側耐を訴価す

る街標に加え、受手写体結合反応、 c;\~IPÈ安全反応とともに第三市で各稀CT

滋導体の活性ZhiAii系としてJIIいることにした.
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[図11・16]eCTによるしLC-PK，細胞増殖阻害の各経定日法の比較
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3日間信義でのeCTのししCPlくt!t'}舶|也容活性を、色糸染色法(.)、細

胞欽の計数 (・)、 D0iAへの3H-thymidine取り込み (A)の各手法によ

り定泣した. 100~。に町~jするeCT非存在下での欽他は、色品三段色法で
550nmの吸光度1.25会0.07(n=4) 、~胞ゑのrìH主で2.69x 10'伺/
25cm2 (n=1)、31-I-thymidine取り込みで1.057土0.041k.Bq/well ( 

n=3)であった.
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第三章

カルシトニンの構造活性相関に関する研究
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111-1 .はじめに

CTは比較的早く泌氏~t;JIlがilliんだせいもあり、かなり古くから魚.ll'iCTを

中心に術i震活性相!刻な知ろうとするはみがなされてきた.内初は血中カルシ

ウム治皮の低下をìlI.~とするÍll¥"ivoでの作用によりその活性を時価しており、

心\~IPlt生や受容体結合尖験による前位浮備が行われるようになったのはよ

うやく1980年代に人つてのことである. (表1J1-1 1 I 2 G)・132) (}(Ill-21 

126) 1 3引けれ川口 [火Jl[-:31135) -160)に、o-fiiCTのur.沿Tri性相関に

ついてのこれまでのtな惚告をまとめた.

古くは {表111-1 1 に見られるように、活性発現に必波な似 l，~を特定する

目的でlfililないしは数fiA]のY.lWの欠失や訟換を行っていたが、この)ji去では

系統的な情報の入手は全く則仰できない.また {ぷ1I121のように、 hCT

をよりお比活性のsCTの配~IIに近づける試みもなされた.例えばhCTにおい

て、¥'12、F16、F19、ド22を符々Ll2、Ll6、Ll9、Y221こ変検した場合、

これらのうちーか所を低燃すると、活性は変化しないかあるいは1)-5係上舛

するo 2箇所あるいは3f.llii?rのiFJ検を行った場合、 lttt検する減J占のいずれの

組み合わせにおいてもilit'J:は10依ほど上界し 4f&1究会てをU'i検すると活性

上昇は15から201自になる.この結集は、活性発現に必~・な鋭1占の特定とい
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[表111・1J CTの活性を低下させる変異

10 lS 20 2S 30 活性(%) 変異

CGNLSTO包GTYTQOFNKFHTFPQTA工GVGAP-おH， 100 

0.18 g・sを羽e{ヒ
S~A Sl'.e 

。 "を~化
.白

AV  6 v~とñt二.λをV.こ

R 10 。をRI二

-OMe 0.13 C~品メトキシ化

d 0.06 cX，品滋総カルボン滋

d 0.12 P欠!.I之

dd 0.02 P-NH，欠失

d 
0.12 G欠tた

s v 
。 Gを51こ.Mをv;こ

活性は、すべてラットJfilt1'カルシウム汲度低下作用により鮮価されてい

る。 dは欠失そ表わす.
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[表111・21hCTの配列をsCTに近づけた議滋~の活性

hCT 
5 10 15 20 25 30 涼・性 {筒)

CGNLSTCMLGTYTQDFNKFHTFPQTA工GVGAP-NH. 1 
v 一一一一三士「一一一一
K 3 
L 4-5 
L 1 
L 1 
Y 4-5 
Y 4-5 

10 
10 
15-20 

S T 5 
CSNLSTCVLGKLSQELHKLQTYPRTNTGSGTP-NH， 50 

V 

V 
L

L

L

 

L L 
L L 
L L Y 

sCT 

活性は、すべてラットi飢r1'カルシウム濃度低下作用によりSf制されてい
る.



[表111-3J Armour社のグループにより合成されたCT紙海外

j 6101吋 1c.1川 VI ty a・he1 i c i ty 1) 
i 0 20 J 0 !l n v川iげ川v吋。.れ'川 p" b川iυ川n州1

t 夜討m.; i.G'.{i.SQELII ，i:ö~YmNTGS_(;rp-"，，' -¥.刊日 1 1 1 

2 S d S .100 

3 d 7.~00 置 10" : 

‘ 
~ A 守.200

5 d(1) ; .100 I R 10・， I 

6 ~ c |‘γlvu ; 5.9JD I i 10・・

~ . ..) E .5.5JoIT1IT1 

~ !弘、 A 6.300 R 10・1
5.3001 R .0・

I! .¥ 5.2日U . 
12 G d 5.000 T 1.3 T 1 

J 3 .¥ A 5.500 究 10・2 由

1'1 目 5.500 -. 
15 d 5.400 

16 U 5. -1 00 R 10・a 『

17 d 5.000 R 10・IT I T i : 
18 '1 

.R 5.000 『

I司自らp E t. '; 50 
20 d 1. 650 

21 d d 4.¥00 T 1 T 0.8 

22 dd ;， 350 

23 <l ~.300iR 10・E 2 1 

zl d E .:， 300 i 1.3 T 0.1 

25 d 1.30~ 

25ι心 f，ι 4.250 R 10・2 : 
27 d L ".IUO 

26 4.000 R' 10' I → 

29 L 3.600 

30 G ，.R 3.500 

31 Y 2.900 

32 d 568 T 10・s T 0.2 

33 d 400 

34 Uddddddflddd 12 

J 5 G x 10" 

36 LL(t，l Q'il ~ x : 11. 1 

J， tL::'; QK ~ 賞 3 B 10・‘:

1) (8 1...仙の邑t)..1)利均した.，主主主少、ーはJiiど不宏、 ; 1;1.1由加を表わす.
2)ラット血中C.R. IJ( (I~ 下作 l問 .1 ・J4については JUhc で.H・ 37については SCT に対
する犯対話1主で表わした.
3) Rは ratrenal plas・a・e・br.ne. 1 I主 1470ceJl line モ m いた)!~. SCTに
対する抱7t活佐で1d.hした.
4) 0は ralbrain p&rllCulHe oe.brar刊をmぃt-J.l験. SCl に対する ~ll 幻活性で
君主わした.

1) ，..凶伸;<lo~<t~，1 L'''I< ，.，.. 
り}叫市千r.p品FゐJら叫.<1
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.醐圃.

う視点のみではなく、合~~J，~のH1対的{史的I~l係も JT(必な|刈 Iむとして.勾必ずる

必変約:を示唆するものである.

{友1lI-3Jは・¥nnoudl:のグルーフが合成した俗的sCTのj.'1i.iiiとその活性.

をまとめたものである.絞らは臨床応用を念頭にはいでかなり系統的な検討

を行っており、ラットliJl11'カルシウム濃度の低下f1:Jtlを凡ゐI/Iγiγoでの活性

測定と、 rat符l誠mi，J日分あるいは!i1-3毛細胞を用いた受符<<>結合実験&.びじ日lP

p:a ~I:反応のin γitrot1，-1t訓11:.i.:とにより、各sCT誘導体の活性をげ佃l した.と

ころが各誘導体の活性じついてin¥'I¥"Oとれ vilro'でのi.J;-t1の強さを比較する

と、必ずしもー致していない.また彼らは各CT説得体の物則的役賞、おも

にcirωlardichroism (CD>を測定し、そのて次t¥)巡とin¥'ivoでの血中

Ca吋濃度低下作用との州IMI を.おjぺ、 CTの活性発現にはα ヘリックスf1~.ìcrを

取る必要があが、 ~rrì '，'，1な二次"'~巡よりある程度mJf1 1・のf1cxihililYをイIする

続得体の}jが活性が強いと.1:仮している .6.)・269}. しかし日般にinvivoで

の活性の強さは、生体内での1i.i主位、作用の持続性が大きな法例となる他、

目的とする作郎以外の活性をイfする場合の彩響、 feedl五lck匂も関与してく

る可能性がある.従ってCT分子内の各部位が担う役割、問lちHIi造活性格|苅

を論じる場合、 II1\，Îvoì，(;1''I:を mt:~とすることは通学1 とは;;えない. CT分チ

が細胞受容体に作mするところ悶iち受容体結合反応とそれに引き続いて活性
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化される絢胞内情報伝ill経路を倹.Hするべきである。

このような視点に、LってCTの椛巡活性中日i刻を倹討した欲少ない併lの ・つと

して、 KaiserらのYti;与がある 170}172〉.彼らはsCT分.(の81なから22{1'rの

作ーヘリックス形成宮首位を、月ーヘリックス形成能を保持したまま全くnなる

配タIJに置換した同ptidcを合成した.このpeptide:立ral符牒両分での受符体

結合活性、 C久:--IPP?:'Hlt を|・分保持していたことから、 sCT~)' (.の8f吹から

22位はαーヘリックλそ形成することが活性発現に必須であるとしている。

またYamamotoら 17 3 ) は‘ cCTあるいはその分子内シスチン結合を~t{j結

f合Tにおきかえることで安1定i主~t位1主iを労強i化した(:へsu1.汀 司<.!CT‘ 1 : 剖 について、分

子内の各部位と向じ配91Jをのする部分ペプチドを合成し、それぞれについて

ラット野臓脱抑i分をJ11 いて受符体結合活性、 c\..\IP.Pr'U;J;fI:を I~ぺた.その

紡)I，!から彼らは、 けなからHi{¥Iまでの部分にcAMPN:1:仇!iffiにl刈'J・するffil{立

が、またC末端似IJの27{なから32位までに受~{本結合に関与する郎似がμ{Eす

ると縫定している.しかしそれ以上の総伎の限定は行われていない.以上の

tな知見を{阿111-1 }にまとめて示す.

そこで本市においては、<，(Tのm込活性相関をIYlかにすることをfj(j(Jとし.

新たに考案した"何人公1Ml;"により誘導体のデサ.インをおこなった.この

え;1.去は、まず活性免税に必須とされている残基に注討し.これを欠失した誘
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[図111・11本研究以前に得られている

eCT偽造活性格関に関する知見

amphiphilicα-helix 

?セチルイヒで活性低下

「一一つI10 /'  '"  20 ¥ 30 

CSNLSTCVLGKしSQELHKLQTYPRTDVGAGTP-NHz

cAMPii:生促進 受容似結合
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導体を合成してその活性が低いことを確認する.次にこの・!_l欠尖した残去

をJ:!!統的にずらした(，'f.u沿に PH.~入した誘将体を合成し、そのif;f'l:をぷ1ぺる.

活性:発現に必裂な配ダ11<1'に将人された場合は活性は低ドずるが、 f.1;n~現に

1色 t~関与しない部般に州人された刷会、大きな活性低利ま起こらないと予測

されることから、そのffi!{主を特定することができる.またこのJiil:では分子

のふさやアミノ俊組成はィ、公であるため、これらの凶fの変化による彩容も

除外することができる.

eCTJ秀毒事体のテ'サ.インにあたり、 targetとする活性jf~に必須な銭J主とし

ては盗1毒性アミノ般に注目した.cCT分子内での広島性アミノ般のm要性は

D・組問らにより示されている 17ヘ彼らはsCTの11位および18(;lのLys

側鎖をアセチル化あるいはazidobenzoyl化することでinvitroでの活性がほ

とんど消失すること、 II伏、 18{(r.のLysをArgに、14似のGlnをLyslこ滋換

した誘導体はsCTと1.;J"l干のinvitrc括性を有することを憾作している.そこ

で以下の実験においてはc(Tの18位Lysを欠尖した訴疎外、を合成してその活

性が低下することを政認し、さらに [図Uト2)に示したように、 Lysを述絞

的にずらした位低にJIH.~入した誘i浮体を合成した.この場合、 lfitと 7位の問

のシスチン結合に狭まれたffi!伎やその周辺は、立体m;zがVJ~とされていると

J7えられるため、 LysをNt人する{l'lti'tは10位のGIyよりC)ミ総似IJに限定した。
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eCT~書潟体の活性評価系としては、が'J~において確立したしLC-PK 句胞で

の母子追随お、受容停宅富合反ぶ、 c:¥¥IPNt生反応の3つのinvitro活性指探を周

いてeCTの各償訴i導体の活性をE予備を行った.

[図111・2]挿入失活法による eCT誘務外のテ・ザイン
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CS:IL.STCV:'GK:'SQKSLHLQ7Y?RTCVGAGTP・問，
CS:-:L.STCV:.cKLSQEl<LHLQTY?RTDVGAGT?-，~， 
CSNL.STCVLGKLSQELKHLQTYPRTDVGAGTP-間，
CSNLSTCVLGKLSQELHKLQTYPRTDVGAGT?-時九
CS~L.STCVLGKLSQEL.H L.KQTYPRTDVGi\GTPト.時削<，

CSト:-:L.STCVLGKLSQEL凶LQKTY?RTDVGAGTP-寸E時§割4九， 
CSNLSTCVLGKLSQELHLQTKYPR':'DVGi¥Gτ?γ、'?-湖，
CSSLSTCVLGKLSQELHLQTYKPRTDVGi¥G7?-，割 a
CSS;'STC'J:'GK;'SQS:"H:.rr.VPKRTO'JGAGT?・2汽
CSll:.s7亡ソLGK:'SQELH:'Q7YPRK70VGi¥C7?-時九
CSI. ;"S7C'J:'Gi<:'SQ主:"H:"σ~YPRTKD'JGi\G7?・時九
CSNLS'l'亡VLC1<:_SQE:LHl..QTYPR7:，KVCi¥GTP-間，
CSおLSTCVLGKl..SQELH:"QTYPRTDVKGACTP-~，

CSNLSTCVLGKLSQELHLQTYPRTOVGKACT?-，剖a
CSNLSTCVLGKLSQELH:"QTY?RTDVGAKGTP-，..， 
CSNLsrCVLCKLSQELHLQTYPRTOVGAGKTP-1山 a
CS~I I.STCVLCKLSQE I.H L.QTYPRTOVGAGTKP・間，

CSllLS'rC¥/:"CKLSQE:'H LQTY ?RTDVGAGTPK -""， 

'~l中主;碍うしたが、すべてのベプテド;:Cys'と Cys'の rJjにdisulfidet.:z合を形威している.
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111-2.実験の部

1 )試薬

sCTは¥・ovabiochcm (スイスL~ufelfingen) より、八rg-パ、ノプレシン

(:¥ ¥'P) .ウシインシュリンはSほma(St. Louis. ~IO) より、グルカゴ

ンはPeninsulaLalxJr:llorics (Bclmont， CA) より納入しれ.ヒトi，'~J 甲状

腺ホルモン W1'l1)1仏l、ヒトナトリウム佐平1)以ホルモン{八N円、的1

1汗皮質刺激ホルモン (:¥CTI[) 1-24~まペプチド研究所(主主'1，)より鰍入し

た.脂肪酸フリーウシrfilit'iアルブミン(BS..¥)は千糸桜y((J: r~より餓入し

た.

2)ペプチド合成

cCT及び {凶III2]に示したeCT誘議体は、 .¥pplicclBiocherniC<1.ls社{

Foster City. C:\) 製全日動ペプチド合成機~IαJel.130.\ あるいは~Iodel

431..¥を用い、凶frlWにより合成した.樹脂はを、アミノ酸は

l-butoxycarbonylλ児 mい. トリフルオロ酢俊/トリフルオロメタンスル

ホン酸により倒防からの切りだし及びアミノ般脱保泌をtrった。件られた

粗ぺフチド lllij分は lO?o俳般に溶解した後 Bio-gel1'.2 (BiヶRad
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Laboratorics. Richl1lolld. C¥)ゲル漉過カラム (φ25mlllx 30cl11)に添

加l し、 100。西午後により r~111 を行って低分子混合物を除公した.ペプチドを

6~1塩酸グアニジン然減 (pI17.5) に溶解して当滋で・位&lQl1~し、空気

酸化により分子内ジスルフィド結合を形成した.本反応のi経縦訓IfiU立、

cycteineを際博物質とし、 5・.5・-dirhiobis(2-nitrooet17.oicacid)即日いて定

尽した。さらにCIRiU!HI HPLC (TSK gel ODS 80'1'¥1.φ21.5tnm x 

30cm.米ソ一、.!.lu;Oにより.O.lOotrifluoroacelic acid '1 ，、 2050%のア

セトニトリル治広勾配を川い分凶した.次いで~~イオン公 i史上IPLC ( 

ES-502C、φ7.6nunx lOcrn、処化成工業、川崎)に添加lし、 0-500m~(

::¥aCl/ 50m~1 ギ般アンモニウム (pH4.5) /2000アセトニトリルで総出し、

さらにもう一度i近付j(・IPしCによりM製を行った.

このようにして件られたペプチドは、 6i¥.f.IU酸rj'110てで2011.'1'1111反応さ

せることで)JII水分断し. ~nfQJアミノ億分析搬 (.\I(xleL¥ 8700、イリカ

工業、京都)によりアミノ酸分併を行った 配列分析は、 :¥pplied

Biochemicals社 (FoslcrCilY. C:¥)製アミノ慾シーケンサ一九iαlel477A

を用い、EcIm加分解法により行った.
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3) 円偏光三色性 (circularclichroism、以下CDl

自殺にペプチドのCDを測定する幼合、スペクトルの1<・Ji:性を優先して欽

1001tg/mlから欽mg/mlの波及の，iJt料を用いるが、ベフチドの生J1r.r[，fl:と

のl見Ikhそ諭じる場合にはなるべく生町的濃度に近い泌Je:での測定を行なう

べきである.cCTのiL\"itro~I :J.I.eif;併は10ーなI (約o.aJLg/ml)という依狽

l主で完全にm鉛也11umに泌する.なるべく低波及で.かつ安定したCDスぺ

クトルが1!}られる阪芥が101Lg!I凶であった.そこでペプチドはO.lS:--1

7、:aCIを合む20m~1 PIPES緩衝液(pH7.4)，こ10μg/mlとなるよう総併し、

必援に応じて500otrifuluoroι・thanolを添加した.光路Hlmmのセルを}II

い、 250CでのCDスベクトルを1i4>:分光 (*;;0~Jod{'1 J600 polarimct(、r

により測定した.各ぺフチドのα-helix:合:!ilーは. [I.-f>;分光の計算プログラ

ム~Iodcl s..SE302により~出した.

4) cCT，級将体の生EH活性

合成した各ペプチドの'1:理II活性は、プタ守tW絢ii:上皮U:IÂ~細胞tt

LLC町内丸細胞を用いた受容w結合尖験. cA~lPlt'l :反応&.び細胞形態yt常

説草事にJ孟閃する明子前阻L1J反応により談Ij定した.)J il、のJ間11は、 2 市の:A!~負

の部を参照されたい.
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圃-・

11ト3.Lys18欠火説草H..f>:と LYSI号事~入誘将外・の ill vilro'I:.EWif1 

1) Lys18欠尖読導体のin~'ilroi~性

まずL:'.'s18欠失~導作 (d!\:) のLLC-PK 細胞における12S[でCl・の受容

体総合限官、l1'lHlf.Il~!;. c.\~IPf((生の各活性をeCTと比較した {I~[[[-3 J 

に示すように、cI!¥:は作k応において容;止に依(i.したi，liltを/)，し.受本体

結合阻省、.tI'lWillIl'， I; の1D:.o&ひゅcへ:-'[P~~主反応ED50f立、 7.1 x 10、l、1.32
x 10 6~r、1. 11 x 10 s~1であった. ・方eCTのそれは2.2x 10ヘl、.1.8x 

10 IO~1 、 6.81 x 10'0¥1で‘ dKの合活性はeCTIこ比べてそれぞれ320倍、

2.700倍、 16.1倍弱かった.すなわち18位のし四を削除することで、 eCT

の三符類のわ viLroìllll~系での締役がすべて大きく低ドずることが依i認され、

この残必の前必fl:が鰍泌をれた.

2) Lys再係入品導体のin¥"Ilro活性

次いで、このLysをcCTの12位から32位まで述鋭してiJi婦人した20倒の

誘華字体([凶[[[-2 J )を合成した.これらの誘導体は、 LysをNi入した{を

ti'tの孫号で1<12、[<l;l、 1(1.[、 ・・・ ・、 K32とぶしたが、 I.i)級に各活性

の~hí依存伎を検討した. {例11[-41がその答品t依曲線で、この結果か
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[図111・ 3]Lys18欠失誘導体の活性

cAMP production Growth inhibition 
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::;7L 
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Receptor bind'ng 

60 

40 

100 

80 
一O』
Fcoo-o
ポ 20 20 

-7 -9 -11 -5 -7 ，9 -11 ，5 ー7

Peptide (109 M) 

10 20 30 

CSNLSTCVIβ}くLSQELHKLQTYPRTDVGAGTP-NH，

55FE百eVLGKLSQELH-LQTYPRTDVGAGTP-NH， 
eCT 

dK 

すべての反応にはLLC巴 PK!細胞を用いた・受容体結合反応は、 I2SI-eCT

(約105叩 m/5x 10~i)の総合に対する競合限告で袋わした (n"3) • 

i;tl嫡m.筈活性は、 38問!g袋後の残存細胞話を色素決色訟により定汚した

(n=4)・ cA:-'IP産生は37'C20分間の反応で生じたcA:-'1Pffiをradio- ー占
immunoassayで定民した.100%は10-7).1のeCTでm~t.されるcA\IPf誌を

表わす (n=3) • 
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[図111-4 1し阿南郷入誘是主体の各活性の容中依存曲線

cAMP production 

100 

50 

Growth inhibition 
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Receptor binding 

100 

50 

一ob
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Concentration of peptide (109 M) 

ー7.9 

0 

・11.5 ー7

0 

.0 

ここには代表例としてK12の君事長依存曲線を示す.災妙法はすべて {図

III-31と同一である.
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{表111-4 ]しys再挿入係議体の各活性の1Dso催、 ED卸値

Pe;llide 1D，o ED，。

binding growth cA:-IP 

inhibillon inhibillon productlon 

M 

eCT 2.2 x 10・s 4.8 x 10・10 6ιxl0・10

K12 2.1 X 10-6 2.9x 10・6 55 x 10・s

K13 9.1 x 10・6 >1.0xI0-' 41:<10-1 

KI4 5.2 x 10・6 > 1.0x 10・s 3.0x 10・3

KI5 > 1.0 x 10-' > 1.0 x 10・s 8.S x 10・8

KI6 > 1.0x 10・s 1.0 X 10-6 5.2xI0-' 

Kli 3.8 x 10・ヲ 1.3 x 10-‘ 1.2x 10・・

KI9 2.7 x 10・ヲ 3.1 x 10・9 5.1 x 10・2・

又20 8.3 X 10-8 3.7 x 10-' 1.2 x 10-' 

K21 3.2 X 10-7 3.2xl0-8 1.8xl0-' 

K22 3.0x 10-7 2.2xlO-O 1.2 x 10-' 

K23 4.1)0'10-1 5.4 x IO-a 8.1 x 10・2。
K24 4.2 x 10・7 1.5x 10-1 15x10-' 

K25 >1.0x10国 S 2.0xlO-6 > 1 Ox 10・5

K26 > 1.0x 10・s 7.7xlO-6 2.4 x 10・s

K27 1.7xlO-6 8.9 X 10-8 8.2 x 10・10

K28 > 1.0x 10 ' 1.)xlO-6 1.0x 10・8

K29 4.1 x 10・6 1.7 X 10-7 1 1 x 10・9

K30 >1.0xI0-' 3.9 x 10・6 8.7xlO-' 

K31 > 1.0x 10・s 1.2 x 10・6 8.5 x 10-' 

K32 >1.0x10・2 2.7 X 10-6 3.3メ10-'
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ー・

の解析から、 !(t :J， ・ .c~mCTによるLLC-PK1細胞 JP，!WI r:rl ;J，t活性にはc\~IP

ff.生とC-kinaseのI，J.j)jの机性化が関与することを示している.すなわち第

三領域にしysが婦人された誘将体はc:\~IP1tf生活tlは保持されていること

から、受容体結合およひ:C-kinaseの活性化に関与していると与えられる.

以上を [肉11ト6Jにまとめた.

一方、 {ぷ111--+ Jの結決をもとに各invilro活性についての十n臥!性を見

たのが (関m7 Jである。笠谷体結合活性とjll);J'il!U; tn'i 1'tとの相関係数

は0.919とおい数MIを示し、これら二つ活性はtfJiい十111刻l剥係にあるごとが

確認された c山IP所生活性とJP，!Hi箆l~活性&び受容体;~;合活性との11"1関

係数はそれぞれ0.752、0.663で、裕関伎は低いことが示唆された.すなわ

ち第27;そにおいて論じたように、各騒動物由来C1'のcへ}.IPpej:能の;:Hま受

容体結合能のAによるという従米の促え方は、やはりJ[しくないことがこ

の結果からも示唆された.
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[図111・6]挿入失活法により得られた知見

「一一一一一一一--， 10 20 30 

CSNLSTCVLGKLSOELHKLOTYPRTDVGAGTP・NH2

第一領域 第二領域

受容体結合、 adenylate 受容体結合、 C-kinase
cyclase活性化に関与 活性化(?)に関与
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[図111-7]Lys湾挿入お滋休の各活性の1050仏、 EOsofifiの{fj問

.SOi A . .， 
，S!)r B 

内
M

'

a

m

w

《リ・

6

7

8

 

三
E
Z
E
.
g
-
A霊

， a

u

A

u

・

8

7

 

2Ago-}E--pdEaEEzg 

..， .・. 

'.0.'" '・@⑥同

.~o ，o '8.0 
-8_0 .7.0 ・0 ・so -10，0・.0・o 70・o .50 
R輯・，，;:uorbr可ぽ弔.Iog(IO，，~、. cAV.P pt出叫畑、1司 (EO岬 V

.50 

三今3 ・00

室 .7.0

gM 
i an  
<3・

.・

• . . . 
.・

t.O.7~ 

.10.0 

.・0.0 ・'.0 ・80 ・70 ，'0 .50 

曲、'Pp<耐ι開.切 (EO，，~'.， 

{図JII-3 Jに記載した条件により求めた各誘潟体の受容体総合、 t拘殖阻

3のD却徳、およびCAMPE生(・)のED却値の栂関をを示した.A::受容

体結合vs!ill殖販谷、B;受容体絡会vscAMP産生、 C;m1ìM1ì~ vs cA~IP 

窓生.図中に宇目関係数 (r)を示した.
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【図111-8 ]逆栂HPLC上retentiontime比較いよる

Lysf写縄入議導体の両親祭性の検討
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[図I!I-8)

C1S;!Jラム(束ソ一、 ODS-80TMφ4.6mmx 15cm)を用い、 0.1%ト

リフルオロ酢殺を含む20-50%アセトニトリルの直線減皮勾間により熔出

を行なった.
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醐圃..  

2)各しys再事i]i入4王将体のα・ヘリックス含取の倹J-t

tìÍj項で I，foj叙奴性の{瓜ドが~(必されたペプチドでは α ヘリックスが形成さ

れていなかったのであろうか?これを確認するため、 eCTおよび11.:来的な

いくつかの誘導停についてCDスベクトルの測定を行い.その0'ヘリック

ス合Eを比較することにした. トリフルオロメタノール(l(CドJI:(i-(f"Fで

得られた222nmのモルHiPJ ~がおよびトリフルオロメタノール(i{f. ドでの数

{ti'iよりt，;(1lJしたα"ヘリックパ合i止を [表1lI-5)にまとめたo cCTや活性、

前期媒伎の保持されていた訴』母体1<17 、 iく19の αーヘリックスf~lLtは51. 100、

52.7?ó、 7.1. 2?0であるが、þLjm際性=:IJ~低下していた1'2;)は:37.2%と α，ヘリッ

クス含r，'o'Jt低かった.LY$はα ヘリックス形成f患の強いアミノ般であるド

7】ため、 25{立に知人されたLysによってそのj羽辺部位のα ヘリックスを

形成しにくくなるとは与えにくい.おそらく 25伎のしys似IJ~nが他の銭).!i側

鎖、例えば151v.のGln と~lI /i作肌をするなど、より向次の也体的~肉のた

めα一ヘリックスを形成しにくくなり、その結よ民生J!p'filif4が低下したと37

えられる.

一方やはりl'可鋭AJlfl:の低い誘海体の1<13のαーヘリックλpjljtは61.200と、

cCTや活性の117iい説話車体ほぽ1"1程度のα，ヘリックλm巡をイlしており

( (友111-5 J )、1<1:H立、 αヘリックスは形成していたが両線総伎は成
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立していないことが示された.

{表111-5] Circular Dichroismより求めた

代表的誘道俗のα ヘリックス含ll!.

Peptideα-helix content(%) 

eCT 51.1 
Kl3 61.2 
KI7 52.7 
K19 74.2 
K25 37.2 
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3) Jj~槍フロットによる解析

前項において、 α ヘリックスは形成しているカ~"I'Jj}l似性は成立;していな

いことが示唆された説将体について、さらにt終始プロットによる解析を訳み

た.これはαーへリ y クスの納}Jr")から見たアミノ般の配位そJ~わすもので

ある. [凶11ト9:¥Jは、これまでにEpandら及ぴKabl'rらにより肉親似性

αーヘリックスMj誌をとることが活性発現に必須とされたお{，'lから22佼の筏例

についてプロットしたものであるが、この凶でぶわされた 1，I，i~llþ，y:nの成立と

(l>4I1I-8 ) の逆干[1I 1町工、 1:の不動より示唆されたld，ì~兄妹刊の必iさあるいは

各極的 ¥-jcrc法理j，J;-M:の'.i:tiさとは一致しない.プロットする範聞をいろいろ

変えて検討したところ、 (l刈I1I-9 B)示すように817{立の10仰のアミノ般

の純図をプロットした砂合にその"I'I叙奴伎の成立が {凶1118 Jで符られた

紡J誌に一致し.これ以 1".のL-<い飽凶についてフロットした場合はまったく 一

致しなかった.以上の車J，泉から、両線娘役α一ヘリックスHIji1iをとることが

活性発現に必須であるeCT分子内の範囲は、 8-17{qの10似のアミノ舷であ

ることが明らかとなり、 Epandらのグループ及びKaiscrらのグループにより

創立から22位とされたすむ閥を5Y'及活短く限定することができた.
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[図111・91eCTおよび各誘導体の蕊給plOI解祈

A. 8位 -22位

活性が低下した説得体 (K12-K16)

活性を安子きしていたw車体'，KII-K2いおよびeCf

;惑"静:務執を
;遺言J
B. 8位-17位

活性が低下したE苦手字体 0{12-1(16)

J3:致合."(学学:
活性を俣湾νていた..，;~~争 (KI7-K24) およ乙kcr

疎水位残基をm塗で渓わした.Aは8位から22位、 Bは8位から17位まで
について倹討した.
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111-5.第二領域に関する解析

24位あるいは251'なから32{改までの第二領主主であるが、これはYmnM10lO

らI13)により報告された22依から32位の受容体結合活性;をイiするeCTffiI分

ペプチドの範闘に合まれることから、この第二飯域は受守字体街'if，-ffiI{なである

liT能性が予il!1!される.また、(''1'の遺伝イーからyi:，なるspliCillgにより允視する

カルシトニンi立伝子!対辿ペプチド (CGRP)は、 LLC‘1'1<，縦1IJ1包のCT受符体

に緩和性がある 2 叫ことが匁lられており.eCTの'立容体結合自首位に相阿佐

のおい配列がCGRl'lこfバEすると予測される.そこで魚:tt.烏.::fiCTとCGRP

で配列伺向性;の高い古都伎を訓べたところ、 (18l1ll-1 0 1に示すように、

CGRPの Thr30Asn31 ¥'al32 -Gly33-Ser34が cCTの Thr25八sp26-

Val27-GIy28-Ala29およびsCTのThr25-Asn26-Thr27GJy28 -Scr29と高

い相向性を示していた.すなわちこの少なくとも5銭広の術開は.受容体結

合に関与する部位に合まれるi'J能性がおい. (18111ト51でしmを25位から

32位にまで係入した訴導体で受容体結合活性が大きく低ドしていたことから、

eCT分子内の受容体結合に関与する部位は25位から:~2仰であると紡治づけ

られた。

ところが活性の保持されていたK24であるが、これはもともとAぼであっ
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[図111-1 0] sC丁、eC丁、CGRPのアミノ政配列の比較
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た2，1{立に同じ溢~i也アミノ後のしysが押入されたものである. 24f立の:¥rgは

受容体;結合に関与する部位に含まれていても、 Lysが.ヘrgの代わりを来たし

たために活性が低下しなかった可能住が考えられる.すなわち以上のお央か

らのみでは受容体総合に関与する部伎は24{立Argからであるか25fu:Thrから

であるのかは判断できなかった.

[図111・1 1 ] 挿入失活紙芝事体の解析で~られた結論

受容体絡会‘ adenylate

cyclase;孟f主化に関与

f ー ι ー「
官邸:221陪羽市が必要7

苦t~tt字結合、 C.kinase

活性化(?)に関与

一一日 ん ー-J…-CSNLSTevしGKLSQεLH告しQTYPR滋鰭翠実態様
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嗣-

Jlト6.欠ljd王将体による解析

IIIJ節までの検討で符られた約械を[凶11ト11Jにまとめたが.受若手体結合

に関与するfflHなのC..1ミ端側が2.1{、tのt¥rgからか、あるいは25位のThrからな

のかは結論づけられなかった. また笈~ _..領主主と第二低i域の悶にはさまれた部

分の役割についても、情報は得られていない.そこで本節においては、これ

らの点を検J、Iするため、第 4飯島Iとmて領域のUIJを欠5たした誘iJHf>.をfil&し

てその前 1・ilrd.J:.I!ll活性を比較することにした. (何IlH 2JにeCT、c1Kお

よび新たに合成した欠火誘導事体のアミノ酸配列をぶす.かく失誘手字体の名称は、

欠失したアミノ般の供l数:でd6、d7.ι18、d9とぷわしている.

これらの説得体をmいた検討では、第一領域のαヘリックスの保件が前

総となる.そこでまずCDスペクトルを測定し、 α ヘリックスイ'~i ， tのrl1'(;泌を

行った. (.&111 6Jに222nmのモル桁円率とその怖から算出したαヘリッ

クス含訟を示したが、各欠失Js単車体はeCTとい1~以 kの αーヘリックス合泣

をイfすることがW泌された。たとえばd6の場合、今銭JJ;数が26ftAIであるた

めその.. 1900、すなわち13鋼のアミノ般にわたる範闘がα一ヘリ yクスを形成

していることになる. :\末端側 7fl~Jのアミノ般はシスチン結合内に (1化し、

GlyやProの多いC末端側lまαーヘリックスを形成しにくいと考えられ‘すな
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eC'I' 

d~ 

d6 

d7 

d8 

d9 

[図111-1 2] eCT欠失誘導体のデザイン

'" 20 30 

5立石cvLEKLSQELEKLQTYP弐TDVGλGT?-:-;P.2
CSNLSTCVLGi<I，SQELH -I，QTY?RTDVGAG::? -);;;2 

5疋EECVLGKLSQELトー__ --RTDVGAGTP-NH2 
5芯EECVLGKlaSQELEi-aー----TDVGAGTP-NH2
5之石C.，ムG，CSOE--~-一一-TDVGAGTP -N !l2

5芯EEC-fLGKLSOS-ーーーーーー--TDVGλG7?-NP.2
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[表111-6 J Circular Dichroismより求めた

eCT欠失ぷ滋体の s・へリックス合5:

-[0J222 c-helix conlcnl 

Peptides 
(deg cm2 mol・1) (%) 

eCT 15749 49 

dK 16141 45 

e6 14697 49 

e7 19980 i‘1， e 

d8 19796 ω 
d9 16854 5S 
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わちm一億i島去を合む分子中央部分に印ーヘリックス術造が形成されていると

再t察される.f自の欠尖誘導体についても同級に、徳一領域のαヘリックス

は卜分保持されていると25・えられた.

{図Hト1:3} I立、これらのE王将体のLLCPI丸細胞における受容体結合.

m~i阻害、じ日11'派生反応を見たものである。 lì印刷においても示したが、

dKはeCTより大きく活性が低下しており、そのK!は之つの活性~J)i:系でそ

れぞれおよそ300俗、 3.000倍、 20俗であった.dsは、第ー-j浪Jliとら1{¥I.:¥rg

を合むm二領域てを残してそのUlJのt8{立から23{なまでを欠尖した説i!j.体であ

る.その活性をみると、 dKよりさらに 5~王様短いにもかかわらずc!fìの受存

体紡合活性はむしろd Kよりやや向く、則殖~fl'， l fはdKとほぼiυj勺でCiヘ}. ! Pll'f
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[図111-1 3] eCT欠失誘導体の各活性容足依存尚線

A 

.8 ・7 ・6 ・5 ・4

Log Cor.cem:a~lor..札1

実験条件はすべて (~III-3 Jと問ーである。
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生活性のみ欽(ff低下していた.この結果から、 hi低限のパ:1'訊tlの光現には

第一領域と第:Jtri.l!)lとがめイEすれば卜分であること、またこれら・つの領域

の間にはさまれた部分は、 コつの領峻の位ET関係をもっともilli切な長さに保

つために存在していることが示唆された.dKもo6も第ι ・飯校、首1・て飯島支を

完全に保存しており.もっとも適切な長さが保たれていないという点では等

しいため、ほぽl，iJ~r，;の'1;J1I!i百十'l:をのするととえられる.

次にc16から 2，J{~lの;\rgをも欠失した誘導体cl7を作成し‘その'1: .f! lli[; lj:を訓

ぺた.d7はd6より・ý.JW~J いのみであるが、 n羽Ill-1 :~ ) に"、すようにい

ずれの活性においてもò6より欽十倍から数百(ffの i;r;fI:低下が~められ. 2・1

{々の.孔rgはili性~~，こ必猿な践活であることが示唆された. すなわち第て領

減は24(立の;\rgをたむとi)えられ、その範囲は24位から:~2(なまでと結論づけ

られた。

さらに第一領域についても欠欠誘導体を矧いた検ふfをはみた.すなわち第

一鋲域C.-R~造tl!lJのLcu16、 Ilis17をも欠失したd9を合成しそのín ¥'Ilro話・慢を

凋べたところ、いずれの幼合においてもきわめて低く、この飯島去の.m要性が

再確!泌された.o9に、初Jめに欠失したLysをJ)ごした配列がd8である.この

<18のm死i (lfi'Jf活性、}山IPf(i'l:活性はd91ciJ綴きわめて~;~いが、受作外;結合

汚性のみはわずかにい1t!Iして<17と IriJ~1j>の強さを示した.
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111-7. ('C'J・構造活性相|測に|却するまとめ

本研究により、 cCTの悦ili活性相関について、以ドのような結論がねられ

た.すなわち第・飯成とした8fセから17位の両税奴t1:α ヘリ ，クス陥造は

l創立のLys生'4!{;iと供に、受'fHj>:結合とadenylatecyclascrfi tt化に関与す

る.第て領械とした2.1{なから:32{なまでについては受谷体鮎合と、おそらく

C-kulaseの活性化に|刻'j・する.そして二つの微減に狭まれた19似から2:31ま

は、このこつの鋲械をMも適切なilli般に保つ働きをすることがぷ峻された.

以上を[関IIト1..j 1にまとめて示した.
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[図111-1 4 ] 本研究により f~ られたeCT偽造活性相聞に閲する結議

受容絡む合、 adcnylate

cyclase活性化1:'関与

〆一一一..A_一一¥ 受容体結合、 C klnasc 

amphlPN11cahel，x zzs荷が必婆 ? 活性代{今)1-関与
t崎 25 か'必~ -~'-"'--

P一一一一『 凶 ， ，、。 -31F 

己SNLSTeVLG'KLSQEL司@盟立空三塁強AGTP州?

とい」 とのie離
を最湾に保つ
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