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組織培養法による アセ チ ル コ リ ン受容体黄白質の

代謝回車云とそ の修飾因子 に関する研究

金沢大学医学部附属病院神経 内科 く主 任 二 高守正 治教掛

糸 氏 薫

く昭和6 1年 6 月18 日受付J

自己 免疫疾患で あ る重症筋無力症 に お い て
，
そ の 抗原 と な る ア セ チ ル コ リ ン 受容体蛋白 くa c e ty －

1 c h oli n e r e c e p t o r p r o t ei n ， A C h R l の 崩壊 と合成 に対す る薬理 学的修飾 を， ニ ワ トリ骨格筋初代培養法 を

用 い 検討 した． A C h R の崩壊 は， 筋管細胞の A C h R を 亡
1 2 5
I ト a － b u n g a r o t o xi nく亡

1 2 5Ij － a － B u T X l で特異

的 に 標識 した 嵐 培養液中に 放出さ れ た A Ch R 崩壊産物 の 放射活性 と， 筋細胞 に 結合 した ま ま の 亡1 2 5I ト
a

－ B u T X － A C h R 複合体 の放射活性 を測定 し
，

一

定時間内 に 培養液中に 放出さ れ た放射活性 を全放射活性で

割 っ た パ ー セ ン トで そ の 崩壊率 を算出 した． 次に
， 求め た 崩壊率 を薬剤添加お よ び無添加 の細胞間 で比較

す る こ と に よ っ て
， 各薬剤の影響 を検討 した．

A C h R 合成率は ， A C h R 結合部 を非放射性 a － B u T X で 占拠

させ た後， 薬剤添加ま た は無添加下 で培養 し， 次に ， 新 しく合成 され た A Ch R を E
1 2 5
I ト a － B 。 T X で 標識

して
， 新 し い A C h R の放射活性の 全 A C h R の 放射活性 に 対す る 割合 か ら算出し た． 対照 で は

，
A C h R の 半

減期は 27 ． 0 士2 ． 3 時間 くn ニ 301 で あっ た
．
ライ ソ ゾ

ー ム の カ テ プ シ ン 群の 阻害剤で あ る ロ イ ペ プ チ ン は
，

半減期 を 1 ．6 倍 に 延長 し， ライ ソ ゾ ー ム が 受容体崩壊に 関与 し て い る こ と を示 唆 した
．
プ ラ ス ミ ン は， そ

の 阻害剤 で ある e －

a m in o c a p r o i c a cid と トラ ジ ロ
ー ル が 半減期を延長 しな い こ と よ り

，
A C h R 崩壊 へ の関

与は否定的で あ っ た ．
カ ル シ ウム 依存性中性蛋白分解酵素くc al ci u m ．

a c ti v a t e d n e u t r al p r o t e a s e ， C A N P l

阻害剤メ ル サ リル
，
ホ ス ホリ パ ー ゼ阻害剤メ バ ク リ ン は

，
A C b R 崩壊 を各々1 ．3 倍， 3 ． 1 倍 に 抑制 し， 非ラ

イ ソ ゾ ー ム 系蛋白分解酵素や ホ ス ホ リ パ ー ゼ が A C h R 代謝に
一

役 を担 っ て い る こ とが 考え られ た
．
プ ロ ス

タグラン ジン くp r o st a gl a n di n ，P GI E 2 や ア ラ キ ド ン酸 は同様 の実験系で A Ch R 崩壊 に 影響 を与え ず
，
ホ ス ホ

リ パ
ー

ゼ の 作用 は
，
P G E 2 産生 を介さ な い もの と思 われ た

．

一

方， 同じ培養系に おい て P G F 2 a は A C h R 合

成 を促進 した が， こ の こ と か ら
，
ア ラ キ ド ン 酸カ ス ケ ー

ドが A C b R 合成 を促すと い う 示 唆 を得 た ． 2
，
4－

d in it r o p h e n ol は A C h R の半減期を 3 ， 1 倍 に 延長 し， A C h R 崩壊に A T P 依存性 の 過程が存在 す る こ とが

考 え られ た． 以上 の 諸結果 は
， 筋無力症抗体 に よ り促進 され る と言わ れ る A C b R の 代謝に つ い て 一

つ の情

報 を提供す る と とも に ， 同膜成分に 対す る自己免疫反応に 続 く細胞内諸過程 を解 き明か す鍵 に な る と考え

られ る．

E e y w o rd s a c et yl ch oli n e r e c e p t o r ， C al ci um ー a C tiv at e d n e ut r al p r ot e a s e ，

p h o s p h o li p a s e ， p r O St a gl a n d in s ， A T P
－ d e p e n d e n t s y s t e m

正常骨格筋の筋蛋白代謝は
，
ホ ル モ ン

， 栄嵐 神経 駕 し て い るとされて いる1 桝
Q

鋸
． G ol d b e r g ら

9 卜 11I
は
，
筋

支配 な ど数々 の因子 の影響を受け てお り1 囲
，
また

， 脱 ジ ス ト ロ フ ィ
ー

症 や 種々 の ミオ パ チ ー の こ う し た筋蛋

神経， 甲状腺機能克進症， 筋 ジス トロ フ ィ ー 症 な どの 白代謝異常の 過程 を明 ら か に し
，
そ の 機序 を筋疾患の

病的骨格筋 で は， 筋蛋白崩壊 が異常 に 冗進 し合成 を凌 病態解明や治療 に 結び つ け よう と し た工 2 ト 1 9，

A b b r e vi ati o n s ニ A C h R
，
a C e t y lc h oli n e r e c e p t o r p r ot ei n ニ a － B u T X

，
a

－b u n g a r o t o x in ニ C A N P ，

C alci u m － a C ti v a t ed n e u t r al p r o t e a s e 三 C M F s ol u ti o n ， C al ciu m a n d m a g n e si um
－f r e e s ol u ti o n ニ2 ，

4 － D N P
，
2
，
4 －d in it r o p h e n ol ニ E A C A ， E － a m i n o c a p r oi c a cid ニ E a gl e M E M ，

E a g l e m i ni m u m

e s s e n ti al m e diu m ニ P G ， p r O St a gl a n d in ．

■
．

一
書

l
l
l



■
．

一
書

l
l
l

ア セ チ ル コ リ ン 受 容体蛋 白質の 代謝回転に 関す る研究

神経筋シ ナ プ ス の 構成要素で あ り筋細胞膜の
一 部 を

な す ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 蛋白 くa c e t yl c h oli n e

r e c e p t o r p r o t ei n ， A C h Rl を病態の 主座 と す る重 症筋

無力症 で も， 免疫学的機序
20 卜 24一に よ る 蛋白 仏 Cb Rう

崩壊の 促進が その 病因論上注目さ れ て い る ．
A C h R の

崩壊機序の 生化学的， 組織化学的検討は ， D e v r e o t e s ら

によ っ て 始ま っ た が
2 51 2 引

，
病 的免疫反応 に 引き 続 く

A Ch R の 蛋白代謝回転 を含 め て 重 症筋無力症 の 病態

を解析し把握 す るた め に ， 培養筋細胞の A Ch R の 代謝

過程と その修飾因子 を研究す る意義は大き い と思われ

る．

筋細胞 は その細胞内に 種 々 の 蛋白分解酵素 を含有 し

てお り， これ ら酵素の 細胞内局在部位が ほぼ明 らか に

され てい る
27 ト 32I

．

一 方 ， 筋ジ ス トロ フ ィ ー 症 に お い て

は
，
筋組織内で ライ ソ ゾ ー ム 内カ テ プ シ ン群 や カ ル シ

ウム依存性中性蛋白分解酵素くC a
2 ＋

－

a C ti v a t e d n e u t r al

p r ot e a s e ， C A N
Pl の 活性が 冗進 して い る こ とが 知 ら

れて お り
粗 相

， 病的な 筋蛋白崩壊 に か か わ る これ ら酵

素の 役割 が論 じ ら れ て き た
相 川 1 引

． しか し， こ の よう

な筋組織内の酵素活性 を測定す る方法で は， 組織 へ の

浸潤細胞内の 酵素活性 を も測定 し て い る 可能性があ

る
3 01 33I

． そ こ で， 筋以 外の 細胞の影響を除外 す るた め，

筋細胞内蛋白の 崩壊を定量 す る実験系 に 対す る， 酵素，

基質， 代謝物や酵素阻害剤の 影響 をみ る方法が重要視

され るよ う に な っ た
9 ト 1 り川 川 棚

． 膜蛋 白 で あ る A C b R

の代謝に つ い て も， 同 じ方法 を用 い て 生化学的に 検討

され るよ う に な っ た が
2 51 瑚 叫

， 細胞内構造蛋白 に 関す

る ほ ど詳細で はな い ． そ こ で
， 著者は A Ch R の 崩壊過

程に お ける ライ ソ ゾ ー ム の カ テプ シ ン 群， C A N P ， プ

ラ ス ミ ン 系， A T P 依存系， プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンくp r o －

st a gl an di n ， P Gl 系の 関与を図 1 の よう に 想定し， 検

討 を 加 え た．
す な わ ち， 亡

1 2 5
I j －

a
－b u n g a r o t o x i n

匝蚕室亘封
m e m b r a n e こ ニ A
雪
h R

匡亘垂コ
川

今 別 a s m 蔓n
－ う

巨頑 司

i n t e r n a li ヱa ti o n

57 9

C B u T X l を A C h R 標 識マ
ー

カ
ー

と した ニ ワ トリ骨格

筋培養細胞 を用 い ， こ の 培養系 に 諸薬剤を添加 す る こ

と に よ っ て A C h R 崩壊機序を検討した． 添加薬剤く図

1 に ロ で 示 すJ と して は， ライ ソ ゾ ー ム 系酵素， プ

ラ ス ミ ン
，
C A N P

，
3 者 の 阻害剤 と し て ロ イ ペ プ チ

ン27 卜 3 11
，
抗プ ラ ス ミ ン剤と して e－a m i n o c a p r oi c a cid

くE A C A 1 3
61
と トラ ジ ロ

ー ル 371
， C A N P 特異的阻害剤

と し て メ ル サ リル 刷
，
アラ キ ド ン酸カ ス ケ ー ド抽 の 中

か ら アラ キ ド ン 酸と P G E 2 ， 同系に 関与す る酵素の う

ち ホ ス ホ リ パ
ー ゼ A 2 の 阻害剤と してメ バ ク リ ン

3 9 刷
，

シ ク ロ オキ シ ゲナ
ー

ゼくア ラ キ ドン 酸か ら P G E 2 を含

めた種々 の P G を産生1 の 阻害剤と して イ ン ド メ タ シ

ン
4 り
，
A T P 合成阻害剤と して， 2 ， 4 －d i n it r o p h e n ol く2 ，

4 － D N P 1 2 引を用 い た ． また， 同様の培養系を用 い て 受

容体の 合成過程 を定量 し， 筋構造蛋白の 合成 を促 す と

言わ れ る P G F 2 ぽ に つ い て そ の影響を調 べ た ．

材料 お よ び方法

工
． 骨格 筋初代培養 く図2 1

受 精後 1 2 旬

1 3 日 目の w hi t e l e gh o r n ch i c k e n の

e m b r y o 浅胸筋を用 い ， 初代培養 を行な っ た ． 浅胸筋を

結合組織 を除き つ つ 無菌的に 取 り出 し， メ ス を使 っ て

充分 に締切 した あ と遠心管に 取り，0 ．3 ％ トリ プ シ ン 液

を加 え， 5 ％ C O 2
，
9 5 ％ ai r

，
3 7
0

C 下で 30 分反応さ せ て

筋組織を単細胞 に 分離した ． 遠心管内の トリ プ シ ン 液

を C M F 液くN a C 1 1 3 7 m M
，
K C 1 2 ．68 m M

，
N a H 2 P O ．

．

2 H 2 0 0 ．3 6 m M ， N a H C O 3 1 2 ．O m M ， gl u c o s e 5 ．5 6

m M うに 変 えて 洗っ た細胞 を培養液中に 浮遊 させ ， 直径

60 m m の プ ラ ス チ ッ クデ ィ ッ シ ュ くF al c o nl の 1 ％ゼ

ラチ ン 液 で コ ー

ティ ン グしたもの に細胞数が 0 ． 5
r
l － 1 X

l O
7
コノデ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 注入 して ， 5 ％ C O 2 ，

9 5 ％ ai r
，
3 7
8

C 下で 1 2 ル 2 4 時間培養 した． 次 に 室温下

e x tr a c e ll ut a r

c a 吐うくc 81 m o d u ll n l

とX三言震
m al

芯 d e n t
C

ネッ
P
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Fi g ． 1 ． H y p o th e ti c p a th w a y s f o r A C h R d e g r a d a ti o n ． 亡コ
，
d ru g u S e d i 串 ， e ff e c ti v e d r u g ．
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ニ
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．
J ．

． － －
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2
，3 7 も

O V e r 雨g h t

1 ％ g e l at J n c o a t e d
JI P

P l a s tl c d I s h

さ
二
十

C O ll e c t
n o n r a d h e r e d c e lL s

i n霊ミ． 詔 蔭蓼 －

1 ％ g e l a tl n
－

C O a t e d

P t a S tl c d ほh

一二三．．．．．． ．i

5 ％C O
2 ，
3 7 七

仙
e d i u

心

C

m

n

墜彗
3 0 m i n u n C O a t e d

P I a s t i c d事s h

C O ll e G t 亡母ll s

5 X l O
5
c ell s ノd t s h レ 6 0 m m l

O r l ． 6 X l O
ら
c Q II s ノd 事s h くノ3 5 m m l

F i g ． 2 ． M e th o d s f o r p r l m a r y C u lt u r e o f c hi c k sk el e t al m u s cl e ．

で デ ィ ッ シ ュ 底面の細胞 を C M F 液 で洗 い 赤血球 を除

去 した後， 0 ． 03 ％ トリ プ シ ン 液で 処理 し， 細胞 を再 び

単細胞浮遊液 と して遠心管 に 集 めた ． 続 い て， 培養液

中に細胞 を浮遊 させ ， プ ラ ス チ ッ クデ ィ ッ シ ュ の底面

に 対す る筋芽細胞 と線維芽細胞の付着度の 差 を利用 し

て線維芽細胞 を除く ため に ， コ ー

テ ィ ン グの な い プ ラ

ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に 注入後 30 分培養 し，筋芽細胞に

富 んだ 上帯を集め た． 最後 に， 細胞 を培養液 で稀釈 し，

1 ％ ゼ ラ チ ン 液 で コ ー テ ィ ン グ した デ ィ ッ シ ュ に 注

入 して く直径 60 m m の プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に は

細 胞数 5 X lO
5
コノデ ィ ッ シ ュ ， 直径 35 m m の プ ラ ス

チ ッ ク ディ ッ シ ュ に は 細 胞 数 1 ． 6 X l O
5
コノデ ィ ッ

シ ュう， 5 ％ C O 2 ，9 5 ％ ai r ， 3 アC 下で培養 を開始 した．

ト リ プ シ ン は Dif c o 製 く1 ニ25 0l ， ゼ ラ チ ン は Dif c o

製 を用 い ， 培養液 は ウ マ 血清くGib c o1 1 7 ％， E m b r y o

E x t r a c t 3 ％， ペ ニ シ リ ン G くP － L ， B i o c h e m i c al s I n c ．1

5 万単位几 ス トレ プ ト マ イ シ ン くSi g m a 1 5 0 m gll を

含む， グル タ ミ ン入 り E a g l e M E M くニ ッ ス イI を用

い た
．
E m b r y o E x t r a c t は受精後 8

へ 9 日目の w hi t e

l e gh 0 rn C hi c k e n の e m b r y o を T y r o d e 液 くN a C l 1 3 7

m M
，
K C1 2 ．6 8 m M

，
N a H 2 P O ．

．

2 H 2 0 0 ．3 6 m M
，
C a Cl 2

1
．8 0 m M ， M g C 1 2

．

6 H z O O ．4 9 m M ， N a H C O ， 1 2 ．O m M ，

gl u c o 記 5 ．5 6 m M ン で 4 倍 に 稀釈 して ホ モ ジ ュ ナ イ ズ

した後， 毎分 15 ，0 0 0 回転で 30 分間遠心して 上清を集

めた も ので ある．
2 ノ

．
－ ノ 3 日毎 に 培養液 の交換 を行な っ

た
．

II ． A C b R 崩壊速度 の 検討

亡1 2 当コ一

打
． B u T X で標識 した細胞表面の A Cb R は ，

留

蔭塾
＋

こ
l
l h r

l
W a S h

壷ヨ
l

2 5
1ト よ － B u T X

C u It u r e m e di u m

く5 ％ C O 2 ， 9 5 ％ a ir ，3 7 tl

＋ c u lt u r e m e di u m

w i t h o r w it h o u t

d r u g s

5 ％ C O 2 ，9 5 ％ ai r ，3 7 亡

霊憲
一 L 薗 霊L m
切

R－ c o u n t

財

J
I

－

1

R I c o u n t

Fi g ． 3 ． A s s a y f o r A C h R d e g r a d a ti o n i n m u s cle

C ell s ．

細胞 内 に 取 り 込 ま れ 代謝 さ れ た 後 t y r o si n e を細胞

外 へ 放 出す るの で， 培養液中の亡
1 25
Iコーt y r O Si n e の放射

活性 を経時的 に 測定 して， A C b R 崩壊速度を間接的に

評価 し
2 5I
，
A C b R の

一 定時間毎 の崩壊率， 残存率を算
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払 また， こ れ に 対す る諸薬剤の 影響を み た．

1 ． A C h R 崩壊 率及 び残存率の 測定法 く図3 I

培養後4 へ 5 日目の ニ ワ トリ骨格筋培養細胞 を使用

し
，
培養液中に 4 n M の 亡

1 25
Ij －

a
－ B u T X くA m e r sh a m l

を入れ 1 時間培養 し て
1 2 5
工で A C h R を標識 した 後上

浦を捨 て， 細胞 を C M F 液 で 3 回洗浄 し A C h R と結合

してい ない 亡
1 2 5I ト a － B u T X を除去 した ． 次 に ， 薬剤

無添加ま た は添加 し た培養液 を加え， 5 ％ C O 2 ， 9 5 ％

air ， 37
0

C で培養 を開始 した ． 以 後 一 定時間毎に ， 各々

の 培養ディ ッ シ ュ の 培養液を す べ て採取 し， 代 わ りに

同じ条件 く薬剤無添加 ま たは添加う の 新 しい 細胞液 を

同量加 えて 培養 を継続 し た． 採取 した培養液各々 に つ

いて， オ
ー トウ ェ ル タイ ブア カ ウ ン タ ー くア ロ カ A R C

505うで
1 25
I の放射活性 を測定 し

，
最後 に

， 細胞 に 結

合した ま ま残 っ てい る 亡
1 25
Ij － a － B u T X 量 を調 べ る た

めに ， 各々 の デ ィ ッ シ ュ 底 面に 付着 して い る 細 胞 を

r u b b e r p o li c e m a n で 同量 の グ ル タ ミ ン 入 り E a gl e

M E M を使 っ て集め， そ の 放射活性 を測定 した ． 各 一 定

時間毎に 崩壊 した A Cb R の 割合は ， そ の 時問内 に培養

液中に 放出さ れ た
1 2 5I く亡1

2 5Ij － ty r O Si n el の 放射活性を，

全培養時間内 に 培養液中に 放出さ れ た
1 25
工 くい

2 5

H －

ty r o si n el の 放射活性 と細胞 に 結合 した ま ま残 っ て い

た
1 25I く仁

1 2 5
Ij － a － B u T X l の 放射活性 を加 え た もの く

12 5

I で 標識さ れ た全 A C h R の 放射活性l で割 っ て求めた．

すなわ ち，

ある時間内の A Ch R 崩壊率 く％l

区間時間内の 培養液内の 放射活性

った放射活性
X l OO

である ． また，
一 定時間 まで の A C h R 崩壊率の 合計 を

100％ よ り差 し引 い た も の を， その 時点 で の A C h R 残

存率と した． す な わち ，

一 定時間で の A C h R 残存率 く％l

こ 10 0
一 一 定時間ま での A C h R 崩壊率の 合計

で ある． 各実験 は， 常 に 薬剤無添加培養液 を使っ た

ディ ッ シ ュ と の 組み 合わ せ で 行な い ， 培養条件が
一 定

である こ と を確か めた ．
1 回の 実験で 諸薬剤各濃度に

つ き2 勺 3 ディ ッ シ ュ ずつ 検討 したが ， 最終 的に 同 じ

条件下で の デ ィ ッ シ ュ の 合計数 を n と し，
一

定時間で

の A C b R 残存率 に つ き， そ の 平均と 標準偏差値 を求

め， 片対数 グラ フ上 に プ ロ ッ ト した． 実験中， 全デ ィ ッ

シ ュ を立体顕微鏡下に 検鏡 し， 細胞に 変性や 死滅の な

い こと を確か め た．

2 ． 添加薬剤

使用 し た 培養液添 加 用 薬剤 は， ロ イ ペ プ チ ン

くSi g m al ， E A C A くSi g m al ， トラ ジ ロ
ー ルくSi g m al ，

5 8 1

メ ル サリ ルくSi g m al ， メ
バ ク リ ンくSi g m al ， イ ン ドメ

タ ン ン くSi g m al ， ア ラキ ド ン 酸 く和光l ， P G E 2 くフ

ナ コ シ1 ， 2
，
4 － D N P く和光う で ある く図1 参照フ．

こ の う

ち
，
ア ラ キ ド ン酸， P G E 2 に つ い ては， エ タ ノ ー ル に

溶解 して か ら培養液中 に混 合 した．
エ タ ノ

ー ル 含有率

は培養液 100 m l 中 25 月1 く0 ． 02 5 ％I を最高量と した ．

なお
，
エ タ ノ ー ル 添加の 影響 をみ るた め， 薬剤無添加

培養液 に エ タ ノ ー ル を 0 ． 02 5 ％加 え た 時 の A Ch R 崩

壊速度 を調べ た ．

3 ． 実験デ ー

タ の 統計処理法

対照と の 有意差の判定は， 培 養後 40 時 間の A C h R

残存率に つ き
，
分散分析後

，
D u n c a工l の 多重比較法 に

よ っ て検定 し， p 値 0 ． 0 5 以下 を有意と した．

I王王 ． A C b R 合成速度 の検討 く図り

筋細胞 A C h R の崩壊と 合成 は平行 し て 進行 し て お

り， その 差が細胞表面 の A Cb R の 増減 と な っ て表わ れ

る． 合成速度の 測定 に は， 非放射活性の 庇 － B u T X で 細

胞表面の A C h R を完全に 占拠 した後培養を続 け，
一

定

時間後 に 亡
1 25
1コ 一

皮 一 B u T X で 細胞 を標識す る こ と に

よ っ て， 新 しく作 られ た A Cb R 量 を間接的に 知
．
る こ と

が で きる
2 8I

． ま ず， 培養 4
〆
V 5 日目の ニ ワ トリ骨格筋培

攣
1 h r

l
W a S h

車
6 h r s

車
1 h r

l

c o ll e c t c e tl sl

＋ よ
－

B u T X

i n c u lt u r e m e d i u m

く5 ％C O 2 ，9 5 ％ a i r ， 3 7 七1

＋ c u It u r e m e d i u m

W it h o r w it h o u t

d r u g s

く5 ％C O 2 ，g 5 ％ a I r ，3 7 t I

十ぐ
2 S

り
－

ム
ー

B u T X

l n c u lt u r e m e d i u m

く5 ％C O 2 ，g 5 ％di r ，3 7 切

RI c o u n t

F i g ． 4 ． A s s a y f o r A C h R s y n th e si s i n m u s cl e c ell s ．
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養細胞く35 m m ディ ッ シ ュ1 を， 2 ノ上M の 非放射性 仔 －

B u T X を加 えた 培養液下 で 1 時 間培善 し， 全 A C h R

を か B u T X で 占拠 させ た後上清 を捨て ， 細胞 表面 を

C M F 液 で 3 回 洗 い
，
A C h R と 結 合 し て い な い a －

B u T X を除去 した． 次 に ， 薬剤無添加 また は P G F 2 a

くフ ナ コ シュを添加 した培養液を加 え， 5 ％ C O 2 ， 9 5 ％

ai r
，
3 r C 下 に 培衰を 開始 した く0 時間l ． 培養開始後 6

時間で各々 の デ ィ ッ シ ュ の培養液 を除き， 4 n M の亡
1 2 5

I ト a － B u T X 入 り培養液 を加 え 1 時間培養 した 後， 再

び培養液 を除去 して細胞 を C M F 液で 3 回 洗い ， 細胞

に結合 して い な い 亡
1 25
I ト，2 ， － B u T X を除い た． 最後に ，

細胞 を グ ル タ ミ ン入 り E a gl e M E M を使 っ て r u b b e r

p o li c e m a n で 集 め， 細胞に結合 した12 5I く亡1 2 5Iコーa － B u T X l

の放射活性 を， オ
ー

トウ ェ ル タイ ブ y カ ウ ン タ
ー げ ロ

カ A R C 5 0 引 を用 い て 測定 し
，
こ れ を 新 しく合成さ れ

た A Ch R の放射活性 と した ．

一 方 ， 細胞表面 の A C h R

全量を 間接的に 知 るた め， ぽ － B u T X 未処理 の 培養細胞

を各実験毎 に 2 卑 3 デ ィ ッ シ ュ 用 意 し， い
25
工ト ぼ －

B u T X 4 n M 入 り培養液で 1 時間標識 し， 非細胞結合

性 い
25
ヱト ぽ － B u T X を3 回の 洗浄 で 除い た後， 細胞 を

ru b b e r p oli c e m a n で 集め， 放射活性 を測定 し， そ の 平

均傭 を と っ た ． P G F 2 々 は エ タ ノ
ー ル に 溶解 して か ら

使用 し く培養液100 m l 中エ タノ ー ル を最大で 25 声1 こ

0 ． 02 5 ％含有う， 対照と して エ タ ノ ー ル を加 えな い 薬剤

無添加培養液と ，0 ． 0 2 5 ％の エ タ ノ ー ル を加 えた 薬剤無

添加培養液の 2 種 をお い た ． 実験 1 回 で ， 対照及 び P G

F 2 ぽ の 各濃 度 に つ き， 2 へ 3 デ ィ ッ シ ュ ず つ 新 し い

A C b R を示 す放射活性 の測定 を行 な っ た ． 新 し く合成

され る A C b R は
， 少な く とも 15 時間ま で は 時間に 比

例 して 出現す る2 51 の で
，
A C h R の 合成速度 は， 6 時間内

に 合成 さ れ た 新 し い A C h R の 放射活性の， a － B u T X

未処理培養細胞か ら得ら れ る全放射括性の平均値 に対

す る 割合く％フ を， 1 時間あた り で 求め た． す なわ ち，

A C b R の 合成速度 く％ノ時間1

6 時間内に 合成 され た 新 しい
A C h R の 放射活性

グ
ー B u T X 未処理 細胞か ら得 る全二
く全 A Cb R の 放射活性J

古X l O O

で ある
．
P G F 2 d の各濃度 に つ い て ， 全 デ ィ ッ シ ュ の 合

計数を n と し， A C b R 合成速度く％ノ時間フの 平均と標

準偏差値 を求め， 対照と比較 し た． 対 照との 有意差の

判定は， 分散分析後， D un C a n の多重比較法 に よ っ て検

定 し， p 値 0 ． 0 5 以下 を有意と した．

成 績

1 ． 薬剤無添加培養液で の A C b R 崩壊速度

薬剤無添加 での A Ch R 残存率の 平均値 は， 片対数グ

ラ フ 上 ほ ぼ 直線 を 示 し， h alf ．1if e ti m e くT lノ2I は

27 ． 0 士2 t 3 く平均値士 標準偏差川寺問で
，
4 0 時間後の残

存率 は 35 ． 7 士 3 ．9 く平均値 士 標準偏差う％ くn ニ 狛 で

あ っ た ． く図 5 へ 9 の c o n t r o ll ． 0 ．0 2 5 ％ エ タ ノ ー

ル添

加培養液で は， エ タ ノ ー ル 無添加培養液 との 間に有意

差 を認め ずく40 時間後の A C h R 残存率 は34 ． 8 士2 ．8 ％
，

n
二 1 6さ

，
エ タ ノ ー ル 添加 の 影響は 無視 で き ると思われ

た．

2 ．
ロ イ ペ プ チ ン 添加培養液 で の A C h R 崩壊速度

ロ イ ペ プ チ ン 添加濃度 10 ， 4 0 ノJ M で ， 濃度依存性に

A C h R 崩壊抑制効果 がみ られく相関係数 r ニ 0 ．9 8 41
，
40

月M で 推定 T lノ2 を約 1 ． 6 倍 に 延長し たく図 51 ． ロ イ

ペ プチ ン 10
，
4 0 月M で の 培養40 時間後の A C b R 残存

率は そ れ ぞ れ 43 ． 8 士1 ． 2 ％くn ニ 6 う， 5 3 ． 2 士0 ．7 ％くn こ

6 I で 対照 く35 ． 7 士3 ． 9 ％
，
n
ニ 3 0う と の 間に 有意差を

認め た くp く0 ． 0 1う．

3 ■ E A C A
，
トラ ジロ ー ル 添加培養液で の A C h R 崩

壊速度

E A C A l OO
，
20 0

，
1
，
0 0 0 J L M 各添加濃度 での 40 時間

後の A C b R 残存率は， それ ぞ れ 35 ． 2 士4 ． 0 ％くn ニ 6 1
，

3 4 ． 3 士3 ． 6 ％ くn ニ 1 01
，
3 4 ． 9 士2 ．8 ％くn 二 1 0うで， いず

れも 対照 く35 ． 7 士3 ． 9 ％， n ニ 30う と の 間に 有意差を認

めな か っ た
．
トラ ジ ロ ー ル 5

，
1 0 メイM 添加でも ， 4 0 時

間後 の A Cb R 残 存 率 は そ れ ぞ れ 36 ． 0 士5 ． 1 ％ くn ニ

1 0 2 0 3 0 4 0 h r

T i m e

F i g ． 5 ． A C h R d e g r a d a ti o n m od ifi e d b y l e u p e pti n ．

中
，
C O n t r Ol くn ニ 30 ト ム ， 10 JL M l e u p e p ti n くn

ニ

6 h X ， 4 0 JL M l e u p e p ti n くn ニ 6l ． E a c h b a r r e p r e －

S e n t S th e m e a n 士 S ．D ． ． L e u p e pti n p r o l o n g e d th e

h a lf －1i f e o f A C h R i n a d o s e － d e p e n d e n t m a n n e r ．

ホ p く0 ．01 v s ． c o n t r ol ．
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6う， 3 5 ．6 士2 ． 9 ％くn こ 6 フで 対照く35 ． 7 士3 ． 9 ％， n ニ

狛 と の 間 に 有 意 差 は 認 め な か っ た ． 図 6 に

E A C A l ，0 0 0 FL M ， トラ ジ ロ
ー ル 1 0 p M 添加の場合の

経時的 A Cb R 残存率 を示 す．

4 ． メ ル サ リ ル 添加培養液での A Ch R 崩壊速度

メ ル サリ ル 添加濃度 40 ， 8 0 ， 16 0 ， 2 0 0 ノJ M の う ち 80

JL M
で
， T lノ2 は約 1 ． 3 倍 に 延長 し有意 な A Ch R 崩壊

抑制効 果 を み た く4 0 時 間 後 の A C b R 残 存 率 は

44 ．5 士2 ． 6 ％
，
n
ニ 1 0 で 対照と の有意差 p く0 ．0 1う

． 添

加濃度160 ノノM ， 2 0 0 声M の場合 は， 細胞 は変性ま た は

死滅 し， 生化学的検討 に 供す る こと が で き なか っ た ．

図6 に ，メ ル サ リ ル 80 J L M 添加の場合の経時的 A Ch R

残存率を示 す．

5 ． メ バ ク リ ン
， イ ン ド メ タ シ ン 添 加培養液 で の

A Ch R 崩壊速度

メ バ クリ ン添加濃度 5 ， 4 0 月M ， イ ン ドメ タ シ ン添加

濃度2 ． 8 ， 28 JL M に つ い て A C h R 崩壊速度 に 対す る影

響をみ た．
メ バ ク リ ン 5 JL M で は A C h R 崩壊速度に 有

意な変化は な か っ た く培養40 時間後 の A Cb R 残存率

は37 ．0 士2 ． 3 ％， n ニ 1 01 が ， 4 0 ノJ M で推定 T lノ2 が対

照の約3 ． 1 倍 に 延長す る強い 抑制効果 をみ た く40 時間

後の A C b R 残存率は 68 ． 8 士6 ． 7 ％
，
n
ニ 1 0 で対 照 と の

有意差 p く0 ． 0 1う． イ ン ドメ タ シ ン で は， 各濃度と も崩

の

心

X
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d

E
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ト
コ

皿
－

下
人
－

買
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ー

O
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O

苛
O

d
L

山

1 0 2 0 3 0 4 0 h r

T i m e

Fi g ． 6 ． A C h R d e g r a d a ti o n m o difi e d b y E A C A ，

t r a s yl o l a n d m e r s al yl ． さ
，
C O n t r O l くn ニ 3 0l ニ ム ，

1
，
0 00 F L M E A C A くn ニ 10 H D ， 1 0 JL M t r a s yl ol くn ニ

61 ニ X ， 8 0 JL M m e r s al yl くn ニ 1 01 ． E a c h b a r
r e p r e s e n t s th e m e a n 士 S ． D ． ．

E A C A a n d t r a s yl ol

h a d n o e ff e c t o n th e d e g r a d a ti o n ．
M e r s al yl

Sl o w e d th e d e g r a d a ti o n si g nifi c a n tl y ． 春 p く0 ．0 1

V S ． C O n tr Ol ．

5 8 3

壌速度 に影響を み な か っ た く40 時間後の A C h R 残存

率は 2 ． 8
，
28 声M で それ ぞ れ， 3 7 ． 2 士5 ． 3 ％

，
n
ニ 1 0 こ

3 6 ． 0 士4 ． 9 ％， n こ 踊 ． 図 7 に メ バ ク リ ン 40 声M ， イ ン

ド メ タ シ ン 2 ． 8 JJ M で の 経時的 A C h R 残存率 を示 す ．

1 0 2 0 3 0 4 0 h r

T i m e

F i g ． 7 ． A C h R d e g r a d ati o n m o difi e d b y m e p a c ri n e

a n d i n d o m et h a ci n ． 書
，
C O n tr Ol くn ニ 3 01 ニ A ， 4 0

FL M m e p a c r in e くn こ 1 0 h X ， 2 ．8 p M i n d o m e th a ci n

くn ニ 1 0l ． E a c h b a r r e p r e s e n t s th e m e a n 士 S ．D ． ．

M e p a c ri n e sl o w e d th e d e g r a d a ti o n ， b u t i n d o
－

m e th a ci n h a d n o e ff e ct ．

綽
p く0 ．01 v s ． c o n t r ol ．

1 0 2 0 3 0 4 0 h r

T i m e

F i g ． 8 ■ A C h R d e g r a d a ti o n m o d if i e d b y
a r a ch id o ni c a c id a n d P G E

2
． 書

，
C O n t r Ol くn こ 3 0J こ

A
，
2 ．8 JL M a r a c hi d o n i c a ci d くn ニ 1 0J ニ X ， 2 ．8 JJ M

P G E 2 くn ニ 1 01 ． E a c h b a r r e p r e s e n ts th e m e a n 士
S ． D ． ． A r a c h id o n i c a cid a n d P G E 2 h a d n o eff e c t

O n A C h R d e g r a d a ti o n ．
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6 ． ア ラ キ ド ン酸
，
P G E 2 添加培養液で の A C h R 崩

壊速度

ア ラ キド ン 酸2 ． 8
，
2 8 JL M ， P G E 22 ．8

，
2 8 FL M に つ

い て A C h R 崩壊 へ の 影響 を み た が い ずれ も 対照 と の

間 に 変化を認 め な か っ た く4 0 時間後 の A C h R 残存率

は 各々35 ．5 士4 ． 1 ％， n こ 1 0 ニ3 3 ． 7 士4 ．0 ％， n ニ 10 ニ

3 6 ．5 士6 ． 0 ％
，
n
ニ 10 こ3 7 ． 0 士3 ． 3 ％， n ニ 10う． 図 8 に 各

薬剤の 2 ． 8 メM に お ける 経時的 A Ch R 残存 率 を示 す．

7 ． 2
，
4 － D N P 添加培養液で の A C h R 崩壊速度

2
，
4 － D N P 5 0 0

，
1

，
0 0 0 JL M の 添加で ，

A C h R 崩壊速度

は濃度依存性 く相関係数 r ニ 0 ． 9 4 4う に 抑制 を受 け く培

養30 時間後の A Ch R 残存率 は各 々60 ． 5 士 4 ． 0 ％， n 二

％
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1 0 2 0 3 0 h r

Ti m e

F i g ．9 ． A C h R d e g r a d a ti o n r n o difi e d b y 2 ，4
－ D N P ．

ゆ
，
C O n t r Ol くn ニ 6 H A ， 5 0 0 JL M 2 ，4 ． D N P くn ニ

6 h X ， 1 ，0 0 0 JL M 2 ，4 － D N P くn ニ 6J ． E a c h b a r

r e p r e s e n t s th e m e a n 士 S ．D ． ． 2
，
4 － D N P sl o w e d th e

d e g r a d a ti o n i n a d o s e
－ d e p e n d e n t m a n n e r ． ホ p く

0
．01 v s ． c o n t r ol ．

T a bl e l ． E ff e c t of p r o st a gl a n di n F 2 CY O n A C h R

S ym th e si s

P e r c e n t a g e c h a n g e l h r

C o n tr ol
3 ． 6 士ぐ1 ．7

こ1

ぐ n 二 6 う

P r o s t a gl a n di n F 2 a

2 ．8 p M
4 恨 0 ． 3

ヰ

くIl ニ 6 う

2 恥 M
4 ．5 士 0 － 6

くIl ニ 6 I

a
m e a n 士S ． D ，

，

串

p く 0 ．0 5 v s ． c o n tr o l ．

6 こ7 7 ． 1 士 1 ． 5 ％
，
n
ニ 6 で 対照 4 4 ．9 士3 ． 8 ％

，
n こ 6 と

の 間に 有意差 p く0 ． 0 1う， 1 ， 0 0 0 声M で は 推定 T lノ2 は

約3 ． 1 倍 に 延 長し た．
図 9 に

， 対照と そ れ ぞれの 濃度

で の 経時的 A C h R 残存率 を示 す ．

8 ． A C h R 合成速度に 対す る P G F 2 此 の 影 響

薬剤無添加 で の A C b R 合 成速度 は 3 ． 4 士0 ． 5 ％ノ時

間くn ニ 6 う， エ タ ノ ー ル 0 ．0 2 5 ％添加培養液 で は 3 ．6 士

0 － 7 ％ノ時間くn ニ 6うで ，両者間に有意差 を認 めな か っ た
．

こ れ に 対 し， エ タ ノ ー ル に 溶解 し た P G F 2 戌 2 ． 8 声M を

加 えた 時 の 受 容体合成速度 は 4 ． 6 士0 ． 3 ％ノ時間くn ニ

6フ， 2 8 ノノ M 加 え た 時 の 同速度 は， 4 ．5 士0 ． 6 ％ノ時間

くn ニ 6 ぅで あ り， 対兵引こ比較 し て 合成 は促進される傾

向を示 し， 対照 く3 ． 6 士0 ． 7 ％ノ時間， n ニ 6 っ との 間に

有意差 を認 めた く2 ．8 ノノ M ， 2 8 声M で とも に p く0 ．0 5コ．

P G F 2 ぼ 両濃度間に 有意羞は なか っ た く表 1 ン．

考 察

A C h R 代謝の 組織学的検討， す なわ ちオ ー

トラジオ

グ ラ フ イ
一 に よ る電子顕微鏡像で 亡

1 2 5
工卜 成 一 B u T X を

結合 し た A C h R を追跡す る 方法 に よ り ， F a m b r o u gh

ら
26J 珊 瑚 欄 お よ び B u r s z t aj n ら

441 は
，
A C h R は細胞表

面 よ り小胞くc o a t ed v e si cl el 内に陥入くi n t e rn ali z a ti o nJ

し ， 2 次性ラ イ ソ ゾ ー ム で 崩壊さ れ る と提唱した．
こ

れ に 対 し， 培養細胞 を用 い た生 化学的検討法に よ っ て

も
，
彼 らの 説 を支持す る 諸結果が次々 に 報告された．

L ib b y ら
細 は

，
ライ ソ ゾ

ー ム 系酵素 カ テ プ シ ン 群の 阻害

剤ロ イ ペ プチ ン が， A C h R 合成 に 影響 す る こ となく受

容体崩壊 を抑制す る事実か ら， A C b R 崩壊 へ の ライ ソ

ゾ ー ム の 関与 を推定 した ．
ま た彼ら は， ロ イ ペ プチン

で処理 し た筋で は そ の 細胞形質内 に r 1 2 5工卜 此 － B u T X －

A C h R 複合体 が蓄積 して お り， 未処 理筋 の 3 へ 6 倍の

c o a t e d v e si c l e を 含 ん で い る こ と， 細 胞 表面 の 全

A Ch R 量 は 変化 し な い こ と か ら， オ ー

ト ラ ジ オ グラ

フ イ
一 に よ る 所見 か ら の 推察 と 同様， A C h R は先ず

c o a t e d v e si cl e に 取 り込 ま れ た後ラ イ ソ ゾ ー ム で 分解

さ れ る と考 えた． ま た同時に ， ロ イ ペ プ チ ン は ラ イソ

ゾ
ー

ム と c o a t ed v e si cl e の 融合 を阻止 す る役割も担っ

て い る もの と 推察し た． 受精鶏卵か ら得 た骨格筋培養

細胞 を用 い た 著者の 実験で も， ロ イ ペ プ チ ン に よる受

容体崩壊の 1if e －ti m e 延長 を認め， ラ イ ソ ゾ
ー ム 系 の関

与を実証 した ．

ロ イ ペ プ チ ン は， チ オ
ー ル 系蛋白分解酵素で あるカ

テ プ シ ン群 だ け で な く， セ リ ン 系蛋白分解酵素の プラ

ス ミ ン も 阻害す るが ， こ の プ ラ ス ミ ン 系も A Ch R 代謝

に 関与す る と い う 報告が あ る 瑚 頼 ．
そ こ で著者は， 選択

的抗 プ ラス ミ ン剤 E A C A
，
ト ラ ジロ

ー ル の 効果を調べ

る こ と に よ っ て， 本実験系で の ロ イ ペ プチ ン の効果が
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抗プ ラ ス ミ ン 作用 を 介す る も の で あ る か 否 か を 調 べ

た．
その結果， ト ラ ジロ ー ル

，
E A C A は A C h R 崩壊速度

に影響 を与 えず， A C h R 崩壊と プ ラ ス ミ ン 系の 関連性

を支持 す る 証拠 は得 ら れ な か っ た ． M i s k i n ら は
，

o n c o g e ni c v i r u s で処理 され た ニ ワ ト リ骨格筋細胞の

培養で ， 多量の プラ ス ミ ノ
ー ゲ ン ． ア ク チ ベ ー タ ー が

培養液中に 放出 さ れ る と 同時に A C b R の 崩壊 が 促進

される こ と
4 錮 9I

，
ニ ワ トリ骨格筋培養細胞の 培養液中

に プラ ス ミ ン や プ ラ ス ミ ノ
ー ゲ ン を加 える と A Ch R

崩壊が促進され る こ と
細
か ら

，
受 容体の 崩壊 に プラ ス

ミ ン系が関与し てい る と述 べ た ． R o m st e d t ら は
，
マ ウ

ス骨格筋継代培養細胞くG 81 か ら多量の プ ラ ス ミノ ー

ゲ ン
． アク チ ベ

ー

タ
ー

が放出さ れ4 71 5 0I
，
同培 養細胞 の

AC b R 崩壊が ， 抗 プ ラ ス ミ ン剤 トラ ジ ロ ー ル で
，
ロ イ

ペ プチ ン に 比 べ 軽度 で は ある が 有意 の 抑制効果 を受

け， 同 じ く 抗 プ ラス ミ ン剤で あ る E A C A で は影響 を

受けな い こ と か ら， プ ラ ス ミ ン 系関与の 部位 は A Ch R

の細胞内陥入くin t e r n a li z a ti o n l の 過程に あ る と推察 し

た
4 71

． 著者 の 用 い た培養筋細胞 は， V i r u s 処理 筋や継代

培養細胞 に 比べ 低活性 の ブ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ． 7
7

クチ ベ ー

タ
ー

を含有 して い る こ と が推定さ れ る が4 9 削I ， 実験 の

結果は， H a t zf el d ら
岬
と同様， R o r n st ed t ら

4 71
が G 8

継代培養細胞 で 認 め た よ う な ト ラ ジ ロ
ー ル に よ る

A C h R 崩壊抑制効果 は見出し得ず ， E A C A も受容体崩

壊に 影響 を与え なか っ た ． 従 っ て 本実験系の よ う な低

プラ ス ミ ン 状態 で は， A C h R 代謝 へ の プ ラ ス ミ ン 系の

関与はほと ん どない も の と思 わ れた ． す なわ ち プラ ス

ミ ン系は
， 細胞の 代謝が賦 宿さ れ， そ の 活性が 完進 し

た場合での み ， A C h R の 崩壊機序の 一 部く細胞内陥入l

に有意に 関与す るも の と考 えら れた ．

C A N P
1 3I 1 71 1 81 2 7 ト 2 9

や
，
P G E 2

1 0 1 川 51 1
を介 した ア ラ キ

ドン酸カ ス ケ ー

ドの 筋細胞内構造蛋白崩壊 へ の 関与 に

つ い て は
， 電気生理 学的また は生化学的な実験 に よ る

い く つ かの 報告が あ る が
，
膜蛋白 に つ い ての 検討は な

されて い な い ． 著 者は A Cb R 崩壊 に 対す る こ れ ら の 役

割を調 べ る こ と を目的 と し て， 先 ず C A N P の 特異 的

阻害剤で あ る メ ル サ リ ル 州 の 影 響をみ た と こ ろ ， 培養

系へ の 添加濃度80 JL M で A C h R 崩壊 は 有意 に 抑制さ

れた． しか し
，
その 効果 は ロ イ ペ プチ ン の 効果よ りも

小さか っ た ． C A N P は そ の 大部分が 細胞原形質中に ，
山

部 は膜 系 や 筋原緑綬 の Z 帯 に 結 合 し て 存在 し，

p H 7 ． 0 へ 7 ．6 で 活性 化される C a
2 ＋

依存 性の チ オ ー ル

蛋白分解酵素で ある ． 本酵素は， 筋細胞内fr e e － C a
2 十 濃

度が10－4M 以 上 の 環境下 で ， Z 帯 を崩壊さ せ， 乙巨 アク

チ ニ ン を遊離さ せ る こ とが 知られ て い る が， こ の た め

には
， 筋細胞外 か ら細胞内へ の C a 2 ＋ の i n fl u x が 必要

とされ てい る
2 7ト 2 91

． C A N P に は， 非生理 的な C a
2 十 漉

58 5

度で Z 帯を崩壊す る m C A N P と ， ほぼ 生理 的な C a 2 ＋

濃度 に 近 い 状態 で 活性化され う る ルC A N P の 2 種 類

が ある こ とが 知 られ て い るが 52I
， 後者に つ い て は ニ ワ

トリ では ま だ発見され てい ない ． 今回 の 実験結果か ら，

A C h R 崩壊 に 対す る C A N P の 若干の 関与が 証明 さ れ

た が， ニ ワ トリ骨格筋に 〆 C A N P が な い と すれ ば， m

C A N P に 必 要 な10－4 M 以 上 の C a 2 十 濃度 が 本実験系

の細胞内に 含有さ れ てい る こ と に なる． 本実験 に 用 い

た 培養筋細胞膜が ， 成 熟細胞の そ れ に 比 べ C a 2 十 の

i n fl u x を生理的 に 可能 とす る状態に ある のか， あ る い

は
，
ニ ワ ト リ骨格筋 に も p C A N P に 相当す る酵素が

あ り
，
これ が A C h R の 代謝 に 関与 して い るの か， 著者

の 成績 に対 す る 解釈 は現在 の と こ ろ推察の域 を出 な

い
．

次 に
，
A C h R 崩壊 へ の アラ キ ド ン酸カ ス ケ ー

ドの関

与に つ い て検討し たと こ ろ， メ バ ク リ ン
3 91 4 01 で強 い 崩

壊抑制効果を み， ホ ス ホ リ パ ー

ゼ A 2 の 関与 が示 唆 さ

れ た
．
しか し

，
ア ラ キ ドン 酸， P G E 2 添加に よ る崩壊

促進効果は な く
，
P G 合成阻害剤イ ン ド メ タ シ ン 相 添

加に よ る抑制効 果 は認 め ら れ ず
，
ホス ホ リ パ

ー

ゼ A 2

と A C h R 代謝 と の 間に ア ラ キ ド ン酸 カ ス ケ ー

ドが 介

在す る と い う証拠 は得られ な か っ た ． 細胞内ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2 は主 に 膜結合性 で
，
現在 ま で に そ の 作用 と

して
， 膜 リ ン脂質か ら リ ゾリ ン 脂質や 遊離脂肪酸， ア

ラ キ ド ン酸 を産生 した り
，
ホ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト ー

ル 代謝回転くPI r e s p o n s el を介 して アラ キ ド ン酸 を産

生す る こと が知 られ て い る
5 引細

． 著者の 実験の 結果 は，

ホ ス ホ リ パ
ー

ゼ A 2 の A C b R 崩壊 へ の 関与の磯序 を，

前述の 作用機序の う ち， 同酵素が膜 リ ン 脂質か ら リ ゾ

リ ン 脂質や ア ラ キ ド ン酸以外 の 遊離脂肪願 を産生す る

過程 く脱 ア シ ル 化J に 求め ざ る を得ない が， 脱 ア シ ル

化が膜蛋白代謝 に い か に 関わ るか は不明で
，
細胞内陥

入 くi n t e r n ali z a ti o nう に 関与しう る と する確証は な い ．

ま た， ホ ス ホ リ パ
ー

ゼ A 2 の 脱 ア シ ル 化作用 に 必 要 な

細胞外か らの C a
2 十i n fl u x 5

3 1 が
， 本実験系の 細胞膜 で 起

き て い るか どう か も 不 明で あ る． ．－．
一方

，
メ バ ク リ ン は

ホ ス ホ リ パ ー ゼ C の 阻害作用 も 持 つ こ と が 報告さ れ

てお り
551
，
A C h R 崩壊 に ホ ス ホ リ パ ー ゼ C が関与し て

い る可能性 も考 え ら れ る．
ホ ス ホ リ パ

ー

ゼ C は C a
2 十

を s e c o n d m e s s e n g e r と して ， 受容体の 刺激 くホ ル モ

ン な ど1 に 続き ， PI r e s p o n s e を引き起 こ すが
5 61

， そ

の 活性に ， 細胞外 C a 2 ＋ の i n fl u x は必 要と し な い と の

報告が 多い
5 3I5 引

．
P I r e s p o n s e は アラ キ ド ン酸を合成 し

た り
， 蛋白 リ ン 酸化 を行なう ． 従 っ て ， 本実験系で P王

r e s p o n s e が 活性化さ れ た状態 に ある た め， 蛋 白リ ン 酸

化が A Cb R 蛋 白代謝 に 関与 して い る と い う仮 説も 考

え られ るが
，
これ 以 上 の 言及 に つ い て は， 今後の 解明
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に待 たね ば な ら ない ．
以 上

， 今回 の結果は ， 膜蛋白，

膜リ ン脂質間の代謝相互作用 に つ い て， 一 つ の 問題 を

提起 す るも の と考 えら れ る．

D e v r e o t e s ら
2 軋
や Lib b y ら

3 51
は
，
ミ トコ ン ド リ アの

酸化的 リ ン 酸化 の 阻害剤 で あ る 2
，
4 － D N P や a zid e で

A C h R 崩壊 が 抑制さ れ る こ と か ら， 受容体 の 代謝 は

A T P 依存性 で あ る と述 べ た が ， 著 者の 実験 で も 同様

の結果 を得た． W r o g e m a n n ら
571
は
，
蛋 白崩壊 に お ける

ミ ト コ ン ド リ ア 内の C a
2 十 蓄積 を重視 し た． す な わ ち

彼ら は， C a
2 ＋
は A T P 依存性に ミ トコ ン ドリ ア 内に 取

り込 まれ る が ，
これ が過剰 に な っ た 時， ミ トコ ン ド リ

アの 酸化的リ ン酸化が不可逆的に 障害 され ， C a
2 ＋
が ミ

ト コ ン ドリ ア か ら細胞質 に 放出さ れ る と と も に C a
2 ＋

の細 胞外 へ の放 出くA T P 依存うが で き な く な り， そ の

結果， 細胞 内fr e e － C a
2 ＋

濃度が 上 昇 し， 筋細胞構造蛋白

の崩壊を引き起 こす と仮説 した ． ま た， R u i g r o k ら
5 畠1

は
， 心筋の c al ci u m p a r a d o x に お ける筋構造蛋白崩壊

が電子伝達系阻害剤 シ ア ン化 カ リ ウ ム や A T P 欠損状

態 で阻止 され る こ とか ら
，
ミ ト コ ン ドリ ア の A T P 依

存性 C a
2 十 取り込 みの 過程 が， C al ci u m p a r a d o x の 原

因で あろ う と述 べ た． 著者 の 実験 で ， A C h R 崩壊が シ

ア ン化 カ リ ウ ム や 2
，
4 － D N P な ど の ミ ト コ ン ド リ ア で

の 呼吸阻害剤 で阻止 され た こ と は， 細胞内蛋白同様，

受容体崩壊 に お い て も， ミ ト コ ン ド リア の A T P 依存

性の C a 2 ＋ 取 り込 み が 重要な意味 を持 っ て い る こ と を

示 唆し て い る もの と思わ れ る．

A C b R 合成 は， その 崩壊過程 と は独立 してお り2 引 ， 小

胞体 の ポリ ゾ ー ム で 作 られ G ol gi 体 に 送 られ る
5 916 0 1

筋細胞内蛋白合成に 影響す る諸条件 に つ い て は種々 の

報 告が あ るが り
－

5I
， 受容体合成 に つ い て は まだ 充分で

な い
4 2I 相 相

．

一 方
，
P G は， 生体 内諸臓器 で 多く の 生物

括性が知 られ てい るが ， そ の 蛋白代謝調節作用 に つ い

て は
，
R o d e m a n n ら 川 が骨格筋蛋白に 関し て， P G E 2

に 崩壊促進作用 ， P G F 2 仕 に 合成促進作用 を は じ めて

報告した ． 著者は ， A C b R に つ い て は前者の機序が存

在 しな い こ と を述べ たが ， 後者 の 機序の 存否を検討 し

た 結果
，
P G F 2 げ に よ る有意な 合成促進効果 を見出 し

た
．
P G F 2 ぽ は E 2 と同様， ア ラ キ ド ン 酸か ら シ ク ロ オ

キシ ゲ ナ ー ゼ に よ っ て合成さ れ る が
38I
， 著者の 実験で

は， 筋構造蛋白同様， A C b R 代謝 の特 に 合成 の 過程に

は
，
P G 系の 関与が 無視で き な い こ と を示 唆 して い る．

免疫反 応の 結果 と して A C h R の減 少 を き た す 重 症

筋無力症の治療 に A Ch R 崩壊 を 阻止 す る目的 で ロ イ

ペ プ チ ン を用 い た 結果， h 扇v o で実験的筋無力症に

有効であ っ た との 報告があ る
6 1l

．

一 方
，
i n v it r o で は細

胞表面の A C h R の 数 を変化さ せ な か っ た と の 報告も

ある
3 41

． 従 っ て， C A N P ， ホ ス ホ リ パ ー ゼ
，
A T P 依存

系， P G F 2 皮 の A C h R 代謝 へ の 関与 を示唆 する著者の

実験成績が ， こ う した治療面に どの よ う な意味を持っ

か は 今後 の 問題で あ るが
，
少 な く とも ， 病的免疫反応

の 標的と な る受 容体 の 代謝回転を含め て 重症 筋無力症

の 病態を把握す る上 に ， 一 つ の 情報 を提供 する もの と

考 えら れ る．

結 論

ニ ワ ト リ骨格筋培養細胞を用 い ， 諸種酵素阻害剤及

び ア ラ キ ド ン 酸と そ の 代謝物 P G の 培養液中添加によ

る A Ch R 蛋白の代謝回転 を， アイ ソ ト ー プ で 定量し検討

した ． その 結果， A C h R 崩壊に つ い て は， ロ イ ペ プチ

ン
，
メ ル サ リ ル ， メ バ ク リ ン， 2 ，4

－ D N P の抑制効果

か ら
，
それ ぞれ

，
ラ イ ソ ゾ ー ム 系カ テ プ シ ン群， C A N P

，

ホス ホ リ パ
ー

ゼ ， A T P 依存系の 関与が 示唆 され たが
，

ト ラ ジ ロ ー ル や E A C A
，
ア ラ キド ン酸， P G E 2 ， イ ン

ドメ タ シ ン で は影響を認 めず， プラ ス ミ ン 系， P G 系と

の 関連性に つ い て は， 否定的で あ っ た ． ま た A C b R 合

成過程 に つ い て は， P G F 2 ぴ が 有意の 促進効果を示し

た． これ らの 諸結果 は， 抗体 に よ る ア セ チル コ リ ン受

容体蛋 白の 崩壊促進が 重 要な成因の
一

つ とす る考えが

走者 し て い る 重症 筋無力症の 病態 を， 免疫学的の みな

ら ず代謝的側面か ら把握す る上 に 有用 な もの と して考

察 した．
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C a r t e r

，
J ． H ．

，
T ri e m e r
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，
M ．

，
S a m a d a

，
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，
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，
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瑚 Lib b y ， P ．
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，
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4 51 P u m pli n ， D ． W ．
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ch i c k e m b r y o m u s cl e c ell s こ E ff e c t s of R S V a n d
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a c ti v iti e s o f pl a t el e t s 二 D iff e r e n ti al s u b st r a t e s p e ci
L

fi city ， C a
2 ＋
r e q u l r e m e n t ， P H d e p e n d e n c e ， a n d
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，
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J
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，
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，
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，
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，
A ． ，
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，
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a c ol o g l C al M o difi c a ti o n K a o r u l t o uj i ， D e p a rt m e n t o f N e u r o l o g y ， S c h o ol o f M e d i ci n e ，
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，
9 5
，
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K e y w o r d s ニ a C e ty l c h o li n e r e c e p t o r ， C a l ci u m
－

a C ti v a t e d n e u tr a l p r o t e a s e ， P h o s p h o li p a s e ，

P r O S t a g l a n d i n s ， A T P
－ d e p e n d e n t s y s t e m
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th e h a lfこ1ifb b y l ．6 －fb ld
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a n i n h i bi t o r o f c al ci u m － a Cti v at e d n e u t r al p r o t e a s e ， a n d 3 ． トfb l d b y m e p a c ri n e ， a n i n h i b it o r o f

p h o s p h o li p as e ． N o n
－1 y s o s o m a l p r ot e a s e a n d p h o s p h o li p a s e m a y t h u s i n te r v e n e i n A C h R

m e t a b oli s m ． T h e l a tt e r w o ul d n o t b e t h r o u g h th e p r o d u c ti o n o f p r o st a g l a n d i n E 2 Si n c e i t a s w ell

as a r a c hi d o ni c a ci d h a d n o ef沌ct o n A C h R d e g r a d a ti o n w h e n m e a s u r e d i n th e s a m e m a n n e r as

th e i n h i bi t o r ． T h e a r a c h i d o n i c c a s c a d e a p p e a r s t o p r o m o t e A C h R sy n th e sis si n c e p r o st a gl a n d i n

F 2 a i n c r e a s e d t h e r a te o f s y n t h e si s i n o u r c u lt u r e s y st e m ． T h e A T P － d e p e n d e n t s y st e m al s o afrt c ts

A C h R d e g r a d at
i o n a s e v i d e n c e d b y 2 ，4

－d i n it r o p h e n o l
－i n d u c e d 3 ．l － fb l d p r o l o n g a ti o n i n th e h al葺こ

Iifb o f A C h R ． T h e s e r e s u l ts p r o v i d e i n fb r m a ti o n a b o u t A C h R m e t a b o li s m w h i c h i s a c c el e r a te d

b y m y a s th e n i c a n ti b o d y ， a n d a r e cl u e s t o u n v eili n g t h e s u b c e ll u l a r p r o c e ss fb ll o w l n g th e

a u t oi m m u n e a tt a c k a g a l n S t t h i s m e m b r a n c e c o m p o n e n t ．


