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は し が き

31P一皿モS(MagneticResonanceSpectroscopy)法 に よれ ば
、生化 学 的手法 の

よ うに組織 か らの試 料抽 出操 作 の必 要 がな く、そ の まま連 続 的 に リン酸化

合物代謝動 態 を追跡 で きる。 な かで も、 アデ ノシ ン三 リン酸(ATP)は エネル

ギーを要求す る生体反 応 に対す る直接 のエネル ギー源 で あ り、加 水 分解 に

よって アデ ノシ ンニ リン酸(佃P)と 無機 リン(Pi)に 変化す る際 にエネ ル ギー

を放 出す る。31P一皿S法 を用 い た研 究 で は、ATPは エネル ギー源 であ る とい

う観 点か ら、種 々の臓器 を対象 にATPの 増減 お よび これ に伴 うPiの 増減 を

中心 に解 析 され て きた。

一方
、細胞 内や臓 器組 織 内 で はそれ ぞれ の臓 器 に特有 の機 能 の発 現 に関

連す る各種 の リン代 謝機構 が存在 し、 これ らの制御 因子 としてATPが 重 要

な役 割 を果 た してい る こ とが 生化 学 的手法 に よ り、主 として細 胞 レベル で

検討 され て きた。本 研 究 で は再 生 とい う特 異 的 な機 能 を有 す る肝臓 を対 象

として、31P一皿S法 に よ りエネル ギー供 給源 として以外 のATPを 中心 とす る

リン代謝動 態 と細胞 内情報伝 達機 構 との 関連性 を明 らか にす る と ともに、

臓器機 能評 価法 と しての有 用性 を臓器 レベ ル で 明 らか にす る こ とを 目標 と

した。
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研 究 成 果

本研究ではラッ ト灌流肝臓を対象 として、細胞内情報伝達機構 を駆動 させ るコ

レラ毒素やホル スコリンな どを投与 した後の リン代謝動態を定量的に解析す ると

ともに、関連酵素活性阻害時の代謝動態 とを比較検討することによ り、肝再生の

機能評価への有用性 を明 らかにす ることを 目的 として2年 間研究を行 った。以下

に本研究で得 られた成果をま とめる。

実 験 方 法

実験 にはWister系 雄性 ラ ッ トを用 い、麻 酔下 で開腹後、6Frポ リエチ レンチ ュ

ーブ を門脈 内に挿入 し、毎分約18m1で 灌流 した状態 で肝臓 を摘 出 し、外径25㎜

の ㎜ 試 料 管 に挿 入 した。灌 流 液 と して、37℃ に保 った リンを含 ま ないKrebs

Bicarbonate液(pH7.35,NaCl120mM,NaHCO324mM,KC14.:uMgSO41.2画,CaC12

1.3画,D-glucose5.5ロM;95%02,5%CO2)を 用いた。実験群 と して次 の3群 を作成

した。無処置群=無 処置肝臓 を対象 に60分 間スペ ク トル 計測 を行 った。 コレラ毒

素単独投与群:コ レラ毒 素50,100,200μgを 投与後 、60分 間スペ ク トル 計測 を行

った。蛋 白質 リン酸化酵 素活性阻害剤投 与群(k-252b投 与群):プ ロテイ ンキナー ゼ

の強力 な阻害剤 であ る蛋 白質 リン酸化酵 素阻害剤k-252bO.1mgを 灌流30分 前 に

ラ ッ ト陰茎静脈 よ り静 注 した。灌流 開始10分 後 に コ レラ毒素50,100,200μgを 投

与後 、60分 間スペ ク トル計測 を行 った。 また 、各群 ともスペ ク トル の測 定 と同時

に10分 毎に肝臓 か ら流 出す る灌流液 を採 取 し、灌流液 中のサイ ク リック1'(c酬P)

濃度 も測 定 した。 さ らに、ホル ス コ リン投 与群1非 ホルモ ン剤 で あ るホル ス コ リ

ン200μg投 与後 、120分 間スペ ク トル計測 を行 った群,ま た、蛋 白質 リン酸化酵

素活性 阻害剤 投与群(H-89投 与群):選 択性 の高い阻 害剤H-89200μgをk-252bと
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同様 、灌流 開始30分 前 に前投 与 し、灌流 開始10分 後 に コ レラ毒素100μgを 投与

後、60分 間スペ ク トル 計測 を行 った群 も作成 した。

㎜ スペ ク トル の測定 には、GX-270FT一 ㎜ スペ ク トロメー タ(日 本電子,静 磁場

6.3テ ス ラ,リ ン共 鳴周 波数109.25田z)を 用 いた。25m用 検 出プ ローブ を用い 、RF

パル ス幅 を15μs,パ ル ス繰 り返 し時間 を0 .5secと した。 またS/N改 善 のため、1

スペ ク トル あた り1200回 の信 号積算(10分 間)を 行 った。 なお、田PA(Hexamethyl

phosphoroamide)を 外部 基準試料 として用い た。各 リン酸化合物 の量 は ㎜Aに よ

る信号面積 に対 す る相対 量 と して表 した。ATPの 定量 は β一ATPに よるピー クを用

いた。 なお 、各 リン酸化合物 の変化 は、 コレラ毒素投与前 にお ける レベル を100

と して そ の後 の相 対 的変 化 を求 めた 。灌 流 液 中 の1'の 測 定 はc川Penzyme

imunoassayキ ッ トを用 い、全 自動比色 計で測定 した。

実 験 結 果

まず 、本研 究 の基盤 となった、家兎灌流卵巣 に ゴナ ドロピンホル モ ン(PMSGお よ

びHCG)投 与後 のATPの 大 幅な減少 を確認 す るた めに、卵巣組織 か らの抽 出液 につ

いてATP濃 度 を定量 した結果 を表1に 示す。 この結果 、PMSG1001Uを 静注96時 間

TablelATPconcentrationinextractsofovariantissues

n
ATP

(umol/g,wetweight)

96hafterpriming
with1001UofPMSG

4hperfusionafter
101U/minofHCG

5

5

1.39±0.13

0.48±0.05

TheconcentrationofATPwereexpressedasthemean±S
.D.

後 の組 織 中のATP濃 度 は1.39±0.13μmo1/g,wetweightで あ るの に対 して、HCG

101U/minで 灌 流 液 中へ 側 注 後4時 間 目に は0.48±0.05μmo1/g ,wetweightま で

減 少 し、31P一㎜ スペ ク トル 計 測 に よ る結 果 とほ ぼ 一 致 す る こ とを確 認 した。
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図1に31P一 ㎜ スド ク トル の代表 例 を示

す。上段 に コレラ毒素100μg投 与前 、投

与後30分 お よび60分 にお けるスペ ク ト

ル を、下段 に阻害剤k-252bを 前投与 した

群 におけ るコレラ毒 素100μg投 与前、投

与後30分 お よび60分 のスペ ク トル を示

す。 コ レラ毒 素単 独 投 与群 で は、 コ レ ラ

毒素投与 後 の時 間経過 と ともにATPお よ

びPiの ピー クが徐 々に低下す る ことがわ

か る。一方 、k-252b前 投 与群 で は、 コ レ
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図131P-NMRス ペ ク トル 代 表 例

ラ毒素投与によってATPお よびPiピ ークが低下す るが、その減少程度は上段の単

独投与群 と比較 して抑制されていることがわかる。
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図2コ レ ラ 毒 素 単 独 投 与 後 のATP,Pi,PME,及 びATP/Piの 経 時 的 変 化
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図2に コレラ毒素単独投 与後 のATP,Pi,phosphomonoesters(PME),お よびエネ

ル ギー 状態 の指標 と してATP/Piの 経時 的変化 を示す 。 なお 、図 中のshaded部 分

は無処置群 にお ける平均値 ±標準偏 差 を示す。 この結果 、 コ レラ毒素投 与直後 か

ら肝 内ATP,Piと もに徐 々に減 少 し、投 与後60分 まで減少 し続 けた。 コレラ毒素

50μg投 与群 にお いて、投与後30分 でATPは9396 ,Piは92%ま で減少 し、60分 で

ATPは84%,Piは86%ま で有 意 に減少 した。 一方 、PMEは 投与後若干増加 す る傾 向

を示 した が、有 意な変化 では なかった。 同様 にATP/Piも ほ とん ど変化 を認 めず 、

コレラ毒素投与後 も肝 内エネル ギー状態 はほぼ一 定に保 たれ てい ることがわか る
。

また 、ATP,Piの 減少程度 は コ レラ毒素投 与量 に依存す る傾 向 を示 し、100μg投 与

群 で60分 後 のATP,Piは それ ぞれ76%,74%、200μg投 与群でそれ ぞれ70%,69%ま で

有意 に減 少 した。PME,ATP/Piは3群 間で有意 差 はなか った。
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図3k-252b前 投 与群 にお け るコ レラ毒素 単独投 与後 のATP,Pi,PME

及 びATP/Piの 経 時的変化
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図3にk-252b前 投与群 におけ るコ レラ毒 素投与後 のATP,Pi,P甑 、お よびATP/Pi

の経 時的変化 を示す 。 この結 果 、k-252b前 投 与群 で は コレラ毒素投 与後 か ら肝 内

ATP,Piと もに減少 して いるが、その減少程度 は有意 に抑 制 され てお り、 コレラ毒

素50μg投 与群で は灌流60分 でATPは92%,Piは93%ま での減少 に とどまった。PME,

ATP/Piは コ レラ毒 素単独投 与群 と同様 、有意 な変化 を認 めなか った。 また、 コレ

ラ毒素100,200μg投 与群 も同様 にk-252b前 投 与 によ りATP,Piの 減少 は有意 に抑

制 された。
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図4に コレラ毒 素100μg単 独投 与群 お よび蛋 白質 リン酸化酵 素活性 阻害剤H-89

200μg前 投 与群 にお けるATPとPiの 経 時的変 化 を示す。 この結果 、阻害剤H-8の

前投与 に よって もATPお よびPiの 減 少程度 を抑 制す るこ とがわか る。
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図5に 灌 流 液 中 の1'濃 度 の測 定 結 果 を示 す 。 コ レラ毒 素 単独 投 与 群 で は コ レ

ラ毒 素 投 与 後 か ら灌 流 液 中 の1'濃 度 が 急 速 に 上 昇 し、 コ レラ毒 素 投 与 後 約40

分 で 最 高 値 を示 した 。 コ レ ラ毒 素50μg投 与 群 で は 、投 与前 の 灌 流 液 中のc川P濃

度 が5.9pmo1/mlperfusateで あ っ た の に 対 して 、 投 与 後40分 で はc細P濃 度 は

149pmo1/mlperfusateま で増 加 し、 そ の後 徐 々 に減 少 し、60分 で は124pmo1/ml

perfusateで あ った 。 ま た 、 灌 流 液 中のc川P濃 度 は コ レラ毒 素 投 与 量 に依 存 す る

傾 向 を示 し、100μg投 与 群 で40分,60分 のi.濃 度 は それ ぞ れ252,146pmo1/ml

perfusate,200μ9投 与 群 で そ れ ぞ れ426,255pmo1/mlperfusateを 示 した。 一 方 、

k-252b前 投 与群 で は 、k-252b前 投 与 に も関 わ らず コ レラ毒 素 単独 投 与 群 と同様 、

コ レラ毒 素 投 与 量 に依 存 して 投 与後40分 で最 高値 を示 し、 そ の 後 徐 々 に減 少 す る

こ とがわかった。

図6に ホル ス コ リン200μg

投与後のATPの 経 時的変化 を

示 す。 この結果 、ホル ス コ リ

ンの 投 与 に よっ て もATPは

徐 々に低下す る ことがわか る。

図7に 部分肝 切 除後1～4

週経過 群 と肝 切 除直後 の肝 重

(%)
110

100

90

80

70

60

図6

ATP

020406080100120(min)

ホル ス コ リン投 与後 のATPの 経 時的変化

量、 フル ク トース負荷60分 後 にお け るATPレ ベル を示す。 非切除時 の肝重量 は約
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図7部 分肝切除後の肝重量 とフル ク トース負荷における経時的変化
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11gで あった。一方 、部分肝切 除法 に よる残 存 した肝 の重量 は6gで あった。肝切

1週 の肝重 量 は10.8gで あ り、切 除前の レベ ル まで回復 したい た。 そ の後 、肝切

2週 以降 には肝重量 の変化 を認 めなか った。 これ に対 して、 フル ク トー ス負 荷60

分後 にお けるATPレ ベル は肝切 週齢 を経 る ご とに上昇 し、肝切 除後4週 で コン ト

ロール群 と同程度 まで回復す るこ とが わかった。

考 察

図8は 肝細胞内情報伝達系を模式的に表 したものである。0般 に細胞外 の情報

を細胞内に伝達するホルモンは、細胞膜上のレセプター と結合 し、細胞内2次 メ

ッセンジャーを介 して情報伝達を行 う。本研究で用いたコレラ毒素はレセプター

adenylate
cyclase

ATP

cyclicAMP
phosphodiesterase

5'-AMP

→ activatecAMPdependent

proteinkinase

1
protein
phosphorylation

1
inductionof
chemicalreactions

1
physiologicalevents

図8肝 細 胞 内情 報 伝 達 系模 式 図

を介 さず、直接細胞膜G蛋 白質に作用 して細胞内情報伝達機構 を直接駆動 させ る

物質 として良 く知 られてい る。即 ち、 コレラ毒素投与によりアデニル酸 シクラー

ゼが活性化 され、細胞内2次 メッセ ンジャーである細胞内c棚P濃 度を増加 させ、

1'依 存性蛋 白質 リン酸化酵素(Aキ ナーゼ)を 活性化 して種 々の反応 を引き起
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こす。

本研究 で コ レラ毒 素投与後 に観 察 した リン酸化 合物代謝動態 で は、ATPはPiの

増加 を伴 わず に減少 し、かつPiもATPの 変化 と併行 して減 少 してい る。 この様 な

ATP,Piの 変 化 は、通常 のエネル ギー代謝過 程 において観察 され るもの と全 く異 な

ってい る。細胞 内c測Pは アデ ニル 酸 シク ラーゼ の活性化 に よ り、ATPを 用 いて産

生 され る。 しか し、 コ レラ毒 素投与 に よ り認 め られた灌流液 中の(.の 上昇 は一

過性 であ り、 またその濃度 もpmo1と 低濃度 での変化 であ った。従 って、 コ レラ毒

素投与後 に認 め られ たATPの 大 幅な減少 はc川P産 生 のた めのみ利 用 され た もの と

は考 えに くい。 非 ホル モ ン性 で あ るホル ス コ リンはアデ ニル酸 シク ラーゼ を活 性

化 して2次 メ ッセ ンジャー で あるc川Pを 一過性 に増加 させ 、排 卵 を誘発 させ るこ

とが知 られ てい る。本研 究 で もホル ス コ リン投 与後 に コレラ毒 素投 与 と同様ATP

が大 幅 に減少 す る こ とを明 らかに した。細胞 内で一過性 に増加 したc酬Pはi.

依存性 蛋 白質 リン酸化酵 素 を活性化 す る。そ の活性 阻害剤 であ るk-252bま たは よ

り選択性 の高いH-89の 前投 与 に よ り、c川Pは 一過性 の上昇 を示す に も関わ らず 、

コ レラ毒素投 与後 のATPとPiの 減少程度 は有意 に抑制 された。細胞 内情報伝達の

2次 メ ッセ ンジャー であ るc州Pはc川P依 存性 プ ロテイ ンキナーゼ(Aキ ナーゼ)

を活性 化す る。活性 化 され たAキ ナーゼ は種 々 の蛋 白質 を リン酸化す る。特 にATP

の'Y位 の リン酸 が蛋 白質 のセ リン、 ス レオニ ンの水酸 基 を リン酸化 す る こ とが知

られ てい る。従 って、 コ レラ毒素や ホル ス コ リン投与 後 のATPの 大幅 な低下 は蛋

白質 リン酸 化反応 に大量 に利 用 され てい る こ とを示 して い る。 ま た同時 に減 少す

るPiはATPの 減少 を補 い 、エネル ギー状 態 を保 つ ためにATPの 産 生 に利用 されて

い る こ とを示 唆す る。 蛋 白質 リン酸 化 に よ り種 々の化学 反応 が誘発 され 、臓器 に

特 有 の機 能 が発現 す るもの と考 え られ る。 これ らの結果 は、肝 に特異 的 な機 能で

あ る肝再 生 の メカニ ズム を細 胞 内情 報伝達機 構 と関連 させ 、臓器 レベル で探 る手

法 として31P-MRS法 が有用 であ るこ とを明 らか に した。
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ま と め

本研究によって得 られた主な成果 を以下にまとめる。

1.ラ ッ ト灌 流肝臓 を対象 に コ レラ毒 素 を投与 し、投 与後60分 間 にわた って リン

㎜ スペ ク トル を計測 した。 この結果 、 コ レラ毒 素投与直後 か ら肝 内ATPと 無

機 リン(Pi)は ともに投 与量 に依存 して徐 々 に減少す る ことを明 らか に した。 ま

た、phosphomonoesters(PME)レ ベル お よびエネル ギー状態 の指標 で あるATP/Pi

比はほぼ一定 に保 たれ ていた。

2.ア デニル酸 シ クラーゼ を活性 化 し、サイ ク リック ㎜(c細P)を 増加 させ るホル

ス コ リンを投与 した結果 、 コ レラ毒素投 与 を同様ATPが 大 幅 に低下す る結果 を

得 た。

3.蛋 白質 リン酸化酵素 の活性 阻害剤 であ るk-252bを 灌流 開始30分 前 に静 注 した

後 、 コ レラ毒素 を投与 した場合 、ATPとPiの 減少程 度が有 意 に抑制 され るこ

とを明 らか に した。 また、k-252bよ りも選択 的にc川P依 存性 蛋 白質 リン酸化

酵素の活性 を阻害す るとされ るH-89を 前投 与 した場合 も、ATPとPiの 減少程

度 が抑制 された。

4.流 出灌流液 を経 時 的 に採 取 し、c細P濃 度 を測 定 した。 この結 果 、 コ レラ毒 素

投 与後i.濃 度 が投与 量 に依存 して一過性 に増加 した。 また、酵 素活性 阻害

剤k-252bを 前投与 した場合 もc川Pは 同様 の変化 を示 す こ とを明 らかに した。

5.以 上の結果 は、 コレラ毒 素や ホルス コ リン投与後 の肝 内ATPの 大幅 な減少 は、

c細P依 存性蛋 白質 リン酸化酵 素活性化 に伴 い、蛋 白質 リン酸 化 にATPが 利 用

され る こ とを示 してい る。 引 き続 き、70%部 分肝 切 除後 の再生肝 の機 能評 価 を

対象 に同様 の検討 を行 ってい る。
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