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緒 τコ

函j 腎髄質 か ら分泌され る方テコールアミンは 、 標的

臓器の血管 平滑筋のカテコールアミン 受容体 と 結合し

主 と して v a S 0 a c t i v e な効果 を発現する 。 カテ

コールアミン 受容体 は 、 様 々 な 組織に 幅広く存在す

る と 考えられ てい る 。 副腎皮質に お い ては α

受容体刺激に よ り アルトー ステロン分泌が増強する こ

と か ら 1 ) α 受容体が存在する可能性が推測さ

れ てい る 。 交感神経節後線維末端では 、 方テコー

J� Yミン分泌に 対 する n e g a t i v e f e e d b a c k 機構に

シナ7 .， ス前 7ドレナリン作動性白受容体が関与する

と い わ れ てい る 2 ) 。 交感神経線維 と 雷j 腎髄質

の ク ロ ー ム 親和性 細胞は 、 そ の 発生原基が同

であ る こ と か ら 3 ) 、 言j 腎髄質 か らのカテコールア

ミシ分泌をm o d u 1 a t eする α 受容体が国j 腎に お い

て も存在 する こ と が推測され る 。 そ こ で 、 わ

れ わ れ は 、3 H - p r a Z 0 S i n ，  3 H - y 0 h i m b i n e を用い

た r a d i 0 1 i g a n d r e c e p t 0 r a s s a y と い う 直接

的 な方法によ り ラット ならびに ヒト副腎に お い て
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仏 、 仏 受容 体が存在する か 否 か を 検討し た
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実 験

( 1 ) 材 料 お よび方法

1 . ラット 副腎の摘出

普通図形飼 料 と 水を 自由に 摂取でき る 条件

下で飼育し た 生後 8 週の S p r a g u e - D a w 1 e y系成

熟雄ラット( S D ラ ッ ト) を用い た 。 体 重 2 6 0 � 2 8 0 g の

ラットに s o d i um p e n t obarbi tal ( 30mg/kg) の腹

腔内注射後開腹し た 。 腹部大動脈 お よび腹部

大静脈を露出し 、 腹腔動脈の 直上で 、 こ れ ら

の動脈 お よび静脈に 錯子を か け て ク ラン7・ し た 。

腹部大動脈 の最下部 か ら カニューレを挿入し 、 同

時に 腹部大静脈の最下部を切開し た 。 カニューレ

か ら氷 冷し た 生理食塩水を約 30m 1 緩徐に 注入

し腎 お よび肝 が灰白色を呈する ま で 潅流し

百j腎を摘出し た

2 . ヒト 副腎の摘出

ヒト正常函j腎は 、 腎細胞癌患者から得られ た
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2 例 と 、 脳血管 障害患者で死亡後 3 時間以内

に a u t o psyによ り 得られ た 1 例の計 3 例を使

用し た 。 腎細胞癌患者には

c t 0 m y に よ り 腎 冨j 腎を

t 0 t a 1 n e p h r e -

塊 と して摘出せ ざ

るを得ない こ と を説 明し 承諾を得 た 。 ま た 副

腎は腎癌が被膜を こ えてい ない も のを使用し

た 。 副腎は皮質 と 髄質 と に分離し使用し た 。

褐色細胞腫に つ い ては手術によ り 摘出し た 腫

癒 3 例を用い た 。 い ずれ も 、 遠隠転移を 認め

な い 首j 腎原発で片側性の も の を使用し た 。

3 副腎受容体 標本の作製

S D ラゥト 副腎ではそ の被膜を剥離後 、 全 副腎

を 細切し た 1 回の a s s a y に っき 1 0匹分の

ラット冨j 腎を プー ル し て 使用し た

ヒト正 常 副腎は 副腎を薄くスライスし た これ

を実体顕微鏡下に て皮質 と 髄質に 切断分程し

すこ 褐色細胞膜組織は 肉眼的 に 明ら か な腫

痕組織の部分を採取し細切し た こ れ らの試

料 に 3 20m M s u c r 0 s eを含む 、 25 � M T r i s / H C 1 
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緩衝液( p H 7. 4) を10-- 2 0倍量を加えてP o t t er

型カ' ラス本モシ' ェナイサボ ーで粉砕均等化し た。 1， 0 0 0 x 

g で10分間遠沈後、 上清を5 0 ， OOOx g で2 0分

間遠沈し た 。 得られ た沈濯に2ちm M T r i s / H C 1 

緩衝液( p H 7. 4) 3mlを加え 、 ソニクーターにて撹持 、

浮遊させ 5 0， OOOx g で10分間遠沈し た ( 洗浄 )

同様な操作で計 3 回沈法膜分画を洗浄し た

後 、 5 0 m M T r i s / H C 1 緩衝液 (p H 7 . 4) に浮遊さ

せ 、 これ を受 容体粗標本と して用 い た 。

4 . radioli ga nd bi ndi n g  a s say の方法

r a d i 0 1 i g a n d b i n d i n g a s s a y は W illiam sら

いの方法に 従 っ た。 Brad f o r d法 5 )によ り 受 容

体粗標本の 蛋白質定量を行 い 、 一定濃度に 調

整し た 。 ラット冨j 腎粗標本の 蛋白濃度は o . 3 m g / 

m 1前後と なるよ うにし た。 受 容体浮遊液 400

μiに 放射性リγンド溶液 3 H - p r a Z 0 s i n 5 0μi ま た

は 3 H - y 0 h i m b i n e 5 0μiを加え全量を 45 0μ!と

し た。 放射性 リγンド溶液の濃度は 最終濃度と

し て、3 H - p r a Z 0 s i nでO. 0 5 n M か ら 1 . 0 n Mま での
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範囲で 、 3 H - y 0 h i m b i n eでは

での範囲で測定し た 。 t 0 t a 1 

o . 4 n M か ら2 0 n M ま

b i n d i n g と して

こ の試験管 浮遊液に 5 0 m M ， Tri s/HCl緩衝液(p H 

7 . 4 ) を 5 0μl加えて総量を 5 00μ! と し た 。 n 0 n -

s p e c i f i c b i n d i n g測定には 、 3 H - p r a Z 0 s i nに 対

する c 0 1 d 1 i g a n d と して p h e n t 0 1 a m i n e を

3 H - y 0 h i m b i n eに 対しては n 0 r e p i n e p h r i n eをそ

れ ぞれ 使用し た 。 h 0 t 1 i g a n dの 1000倍以上の

高濃度の c 0 1 d 1 i g a n dを こ の 試験管 浮遊液に

5 0μ!加えて総量を 5 00μ! と し た 。 そ れ ぞれ の

n 0 n - s p e c i f i c b i n d i n g p r e p a r a t i'o nと t 0 t a 1 

b i n d i n g p r e p a r a t i 0 n を2 s; �C 、 3 0分間i n c u -

b a t eし た こ の i n c u b a t i 0 n m i x t u r eに 冷却し

た 5 0 m M T r i s / H C 1 緩衝液(p H 7 . 4)を 5 m 1加え

反応を停止させ た 後 i n c u b a t i 0 n m i x t u r e を

W h a t m a n G F / B g 1 a s s f i 1 t e r に か け 結合受容

体分画を分際採取し た 。 次 い で こ の g 1 a s s -

f ilt e rをカウンティγ ハーィアル に 移し C 1 e a r - s 0 1液体

シンチレー クー 8 m 1 :を加え 、 室温 に て一晩放置しシンチレ

ーションカウンター に て標識 トリチウム量を 測定し た (図1

- 6 -



総結合よ り 非特異的結合をさし ひく こ と

によ り 特異的結合を 求め た S c a t c h ar d 解析

は LI NE AR (L I FE SCIE NCE社) を用い て行 い 求め

られ た Bmax と K dは 平均値 + S Dで表 現し た

有意 差 検定は S t u d e n t ' s t t e s tを使用し pく

O .  0 1を有意 と し た

一7 -



結 田芳℃

1 . ラット 副腎膜分画結合の t i m e C 0 u r s e 

ラット 副腎膜分画への 3 H - p r a Z 0 s i n結合の

t i m e C 0 U r s e に つい ては、 蛋白量 O. 1 3mg / 

t u b e、 3H - p r a Z 0 s i n 濃度 o . 4 3 n M で行 っ た

i n C u b a t i 0 n後2 0分で plat eauに 達し た 。 3 H -

pra z o s i n結合に 対 して 1 0μ M p h e n t 0 1 a m i n e 

を加える こ と に よ り 結合の低下が認め られ

s p e c i f i c b i n d i n gの存在が確認され た (図2 A ) 。

3 H - y 0 h i m b i n e結合の ti m e C 0 u r s eは 蛋白量O. 1 

mg/tube 、 � H - y 0 h i m b i n e濃度4. 6 n M で行 っ た

i n c u b a t i 0 n後2 0分で p 1 a t e a uに 達する こ と が

確認され た 。 3 H - y 0 h i m b i n e結合に 対 して1m M 

n 0 r e p i n e p h r i n eを加える こ と に よ り 低下が認

め られ 、 s p e C i f i c b i n d i n gの存在が確認され

た(図2 B ) 。 こ れ ら の 結果 から 3 0分 の i n c u -

b a t i 0 n t i m e で充分飽和状態が得られ るも の

と 結論し た

。。



2 . ラット�J腎膜分画の sa t u r a t i 0 n b i n d i n g 

c u r v e 

ラット 副腎の 3 H - p r a Z 0 s i n の s a t u r a t i 0 n 

b i n d i n g か ら得られ た Sc a t c h a r d p 1 0 tは一 直

線上に の り 、 結合部位は 1 種 類 であ る と 結論

され た 。 最大結合部位密度( Bmax)は12 .5 f m 0 1 

! m g p r 0 t e i n で解離定数( K d )はO. 1 1 n Mであ っ

た 。 Kd値に お け る、 n 0 n - s p e c i f i c b i n d i n gに

対する s p e c i f i c b i n d i n gの比(S! N比) は約 7 0 

先 であ っ た (図 3 A ， 3 B)。 一方� H - y 0 h i m b i n e結

合に つい ては10点の濃度で測定し た 。 こ の

s a t u r a t i 0 n b i n d i n gより得られ た Sc a t c h ard

p 1 0 t も 直線にな り 、 結合部位は 1 種 類 であ る

と 結論され た 。 最大結合部位密度(B m_a x )は

2 2 .  9 f m 0 1 / m g p r 0 t e i n で解離定数( K d )は 4

. 2 8 n M であ っ た 。 Kd値に お け る S! N比は約25 

% であ っ た(図3C， 3 D)。

3 . ラットiWJ腎膜分画へのra d i 0 1 i g a n d 

b i n d i n g に 対する置換曲線

AVJ
 



a .  3 H- p razo s i n 結合に 対する n 0 r e p i n e p h -

r i n eを 使用し た 置換曲線

ラットiWJ腎膜分画への 3 H - p r a Z 0 s i n 結合に 対

し 、 3 H - p r a z 0 s i n 濃度は O . 1 1 n Mで 、 蛋白量は

o . 2 3m g / t u b e 、 総量を 1 m 1で n 0 r e p i n e p h r i n e 

に よる置換を行 っ た 。 置換曲線は 1 相性を呈

し た (図4 A) 0 IC5Bは5X 10-s Mであ っ た 。 s 1 0 p e 

fa c t o rは o . 8 2であ っ た (図4B ) 。

b '. 3 H -yo himbi n e結合に 対する c 1 0  n i d i n'eを

使用し た 置換曲線

ラット雷j腎膜分画への 3 H-yoh，.imbi ne結合に 対

し 、 3H - y 0 h i m b i n e滋度は 4. 5 n M 、 蛋白量 o . 2 6 

m g/t ub e、総量を 1 m 1で c 1 0 n i d i n e に よる 置換

を行 っ た 。 置換曲線は 1 相性を呈し た 。 1 C 5 0 

は1 . 25X 10-4 M であ っ た (図4C) 0 s 1 0 p e f a c -

t 0 rは1 . 5であ り C h e n g a n d. P r u s 0 f fの 補正式

6 )からK i値は6. 09X 10-sM であ っ た(図4 D )。

こ れ らの薬剤に よる 濃度依存的 な置換が認め

られ 、 ラット富j腎に お い て仏 、 仏 受容体への

r a d i 0 1 i g a n d b i n d i n g s i t eが存在 する こ と が

- 1 0 -



確 認さ れ た

4 . ヒト 副腎ならびに ヒト褐色細胞腫膜分画

の sa t u r a t i 0 n b i n d i n g a s s a y 

a . ヒト国j腎皮質膜分画に た い して

ヒト雷j腎膜分画ならびに ヒI�褐色細胞腫膜分画

に つい て ラット 副腎膜分画と 同様な方法で実

験を行 っ た 。 ヒト 副腎皮質膜分画に た い する

3 H - p r a Z 0 s i n の sa t u r a t i 0 n b i n d i n gか ら得ら

れ た Sc a t c h a r d p 1 0 tは一直線にのり結 合部位

' は 1 種 類であ ると 結論され た 。 n 0 n - s p e c i -

f i c b i n d i n g に 対 する s p e c i f i c b i n d i n gの比

( S / N比) は約 38%であ っ た (図5A，5B)。一方 3 H 

- y 0 h i m b i n eの s a t u r a t i 0 n b i n d i n gか ら得られ

た Sc a t c h a r d p 1 0 t も 直線になり結合部位は 1

種類であ ると 結論され た 。 K d値に お け る S/N 

比は約 1 2% であ っ た ( 図5 C， 5 D )。

b . ヒト忌j腎髄質膜分画に た い して

ヒト 副腎髄質膜分画に 対 する 3 H - p r a Z 0 s i nの

s a t u r a t i 0 n b i n d i n gよ り 得ら れ た Scatc h ard 
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p 1 0 t は 直線にの り 、 結合部位は 1 種類で

ある と 結論され た 。 n 0 n - s p e c i f i c b i n d i n gに

対する s p e c i f i c b i n d i n gの比(S / N比) は約3 9 

先 であ っ た (図6 A ，6B) 。 方 3 H - y 0 h i m b i n eの

s a t u r a t i 0 n b i n d i n gか ら得られ た Sca tc h ar d 

p 1 0 tも 同様に 直線にな り 結合部位は 1 種類

であると 結 論され た 。 K d値に お け る S/ N比は

約14% であ っ た (図6 C， 6 D ) 。

c . ヒト褐色細胞腫膜分画に た い じ て

ヒト褐色細胞腫膜分画に 対 する 3 . H - p r a Z 0 s i n 

結 合の s a t u r a t i 0 n b i n d i n gか ら得られ た Sc a-

t c h a r d p 1 0 t は 直線にの り 結合部位は 1 種

類 である と 結 論され た 。 n 0 n - s p e c i f i c b i n d -

i n g に 対する s p e c i f i c b i n d i n gの比(S/ N比)

は約 2 5認であ っ た (図7 A ，  7 B ) 。 一方 3 H - y 0 h i -

m b i n e の s a t u r a t i 0 n b i n d i n gか ら得られ た

S c a t c h a r d p 1 0 t は直法上になり 結合部位は

1 種類である と 結論され た 。 K d 値に お け る

S/ N 比は約28% であ っ た (図7C，7D) 。

こ れ らの結果を表 1 に示す 。 ヒト褐色細胞腫

nf“
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では ヒト正 常函j腎髄質に比べ 3 H - y 0 h i m b i n e 

結合に よるBmaxが有意に大きく 、 K d値が低値

を示し た ( pくo . 0 1 ) 。 ま た ヒト 副腎皮質では ヒト冨j

腎髄質に比べ 3 H - y 0 h i m b i n e結合によるBmaxが

有意、 に 大きか っ た ( pく o . 0 1 ) 。
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考 察

副腎皮質 、 髄質に α 受容体の存在する こと

を r a d i 0 1 i g a n d b i n d i n g a， S S a yによ り 証 明し

た 。 受容体 と 同定され るには r a d i 0 1 i g a n d 

b i n d i n g a s s a y に お い て そ のb i n d i n g s i t e 

が証 明され る こと によ り 存在の可能性を不し

p 0 s s i b 1 e e x i s t e n c e ) 次い で この作動薬 と

共役する機能が証 明され (pr obable e x t e n c e ) 、

最終的に 受容体の単際 生理活性の同定

ま た そ の 1 次構造決定に い た っ て 初め て受
15 

容体の存在が 確 定され る( d e f i n i t e e xAt e n c e ) 。

従 っ て 、 この実験で行 っ た b i n d i n g a s s a yは

p 0 S s i b 1 e e x i s t e n c eに つい て検討し た も ので

ある ラットや ヒト 副腎膜分画は 3 H - p r a Z 0 s i n 、

3 H - y 0 h i m b i n eを特異的に結合し さらに この

結合は 一定渓度以上の ligan d で飽和され た

( sat urable ) 。 ま た 、 特異的結合に 対して

a g 0 n i s t， a n t a g 0 n i s tによ り 結合阻害が認め ら

れ( d i s p 1 a c e m e n t ) 、 そ の解離定数が低い こ と

- 1 4 -



か ら受容体 ( r e c e p t 0 r b i n d i n g s i t e ) が存在

する も の と 考 えられ る 我 々 は S Dラ 、、J ト 腎

を用い 腎皮質膜分画の 3 H - p r a Z 0 s i n結合に

つい て検討し た が 6 ) 、 これ らの結果では S D 

ラヴト 腎皮質に お け る Bmaxならびに K d値は既に

報告され てい る 他者の値 7 )と ほぼ同様な結果

が得られ て お り &iJ腎で得られ た実験手技結

果は 信頼性が充分高い も のと 考 えられ る SD 

ラゥト腎皮質では 3 H - p r a Z 0 s i n 結合の Bmaxは

9 3 f m 0 1 / m g p r 0 t e i n ， K dはo . 3 6 n Mで 3 H - y 0 h i -

m b i n e 結合の Bmaxは2 3 9. f m () 1 / m g p r 0 t e i n、 Kd 

は 2 0 n Mであ る と の報告があ る 7 ) 。 S Dラヴト腎皮

質に 比べてSD ラット&iJ腎では Bmaxは低値であ

り 、 K d値は小さく親和性は高か っ た 副腎に

お け る α 受容体の存在部位に つい ては 副腎

皮質細胞や副腎髄質細胞膜以外に 副腎の血管

も 考え られ るが 今回 の実験では 局在 の 同定

はできない し かしながら SD ラット副腎皮質

の g 1 0 m e r u 1 0 s a c e 1 1 s u s p e n s i 0 nを使用し た

実験 で 、n 0 r e p i n e p h r i n e や e p i n e p h r i n e が

FhJ
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a 1 d 0 s t e r 0 n e 遊離を有意に 増強させ 、 こ の増

強し た a 1 d 0 s t e r 0 n e の遊陵が p r azo si n や

y 0 h i m b i n e で濃度依存性に 抑制され ると い わ

れ る 1 ) ま た 潅流実験で C見 受容体 が 副腎健

質 か らのカテコールアミン遊離を m 0 d u 1 a t eすると の報

告 も ある 8 ) 。 以上の こと か ら血管だ け では な

く実質細胞膜に も α 受容体 が存在する可能性

が充分 考 えられ る ヒト正 常 副腎髄質に比べて

ヒト褐色細胞腫のぬ 受容体 の Bmax 、K dに 有意、 差

があ る原因に つい ては つぎ の可能性が 考 えら

れ る 副腎髄質細胞に お い てぬ 受容体 を介し

た方テコールアミン分泌の n e g a t i v e f e e dback 機構の

存在を仮定し た 場合 褐色細胞腫では カテコー1け

ミンが制御され る こと なく 病的に分泌され て

い る た め 、 じら 受容体 数が増加し そ の親和性

が増強する こと に よ り そ の分泌を抑えよ うと

する 合目的な変化 ( u p - r e g u 1 a t i 0 n ) が 考 え ら

れ る ま た 褐色細胞腫では 受容体 の t u r n -

o v e rが変化してい る可能性 も 考 えられ る

般的 に 受容体 は 伝達物 質と 複合体 を形成し

rhU
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そ の一部が細胞内へ移行する と い われ る( i n -

t e r n a 1 i z a t i 0 n ) 。 一方で 細胞内で新しく合

成され た 受容体 が ゴル ジ体 を介して細胞膜に

組み込 ま れ 再生する と 考 えられ てい る 9 ) 。

褐色細胞腫では こ の 受容体 の生合成が充進

してい る可能性や 受容体 の合成過程だ け で

はなく細胞膜への組み込み にも になん らか の

異常が生じ て い る可能性も推測され る

マt咽，ム



結 三五
ロロ

r a d i 0 1 i g a n d b i n d i n g a s s a y によ り ラット国j

腎 、 ヒト 副腎細胞のa1 お よび仇 受容体を測定し

つぎ の結果を得 た

1 . ラット 副腎 、 ヒト 副腎皮質 お よび ヒト 副腎髄質に

α 受容体が存在する こ と を 明らか にし た 。

2 . ヒト褐色細胞腫のじら 受容体 は ヒト苗j腎髄質のそ

れ に 比べ 、 最大結合部位密度ならびに親和性

が有意に高か っ た( pくo . 0 1 )。

副腎髄質に α1 お よびぬ 受容体が存在する と

い う結果は 、 面j腎髄質 か らの方テコールアミン分泌に

関して 、 交感神経節後線維末端に お け る と 類

似の f e e dback 機構や 、 血管収縮など による

髄質か らの方テコールアミン分泌をm 0 d u 1 a t eする 機構

が存在する こ と を強く示唆する も の と 考 えら

れ る

- 1 8 -
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