
~ y h ~i~~~~EE~~~~~~a)+~~* ~ pepslnogen ')J*7~;(7) 

--~-~~~~~iCr~t;~~f*~t~ 

~~i~23~~-

EEI + ~ ~~ 



7 y h ~~'~~~~EE~~H~:~)f~(~~ ~ pepsinogen l)7~Y~;~) 

~~"-'-'~'~'f~~**O fC f~~~ t ;~ ~~~7cl 

H~ ~l ~ ~ 



目次

総論の部　＿一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

　緒言一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

　第1’章　胃粘膜主細胞の単離とpepsinogeη及びintrinsic　factor

　　　　　の分泌に関する基礎的検討　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

　　第ユ節　胃粘膜遊離細胞からの主細胞の分離　　一一＿一＿一＿＿一一＿

　　第2・節　培養ラット胃主細胞からのpepsinog㎝分泌に対する

　　　　　　分泌促進物質の影響　＿一一一＿一＿一＿＿一一一＿一＿一＿一一

　　第3節　ラット胃主細胞における各種分泌促進物質による

　　　　　　細胞内Ca2＋の変化　　一一一＿＿一＿一＿一一一一＿一一＿一一一一

　　第4節　ラット胃主細胞における各種分泌促進物質の細胞内

　　　　　　cAMP産生に対する作用　　一一一一一一一一一一一一一一一一一一

　　第5節　ラット胃主細胞からのintrinsic　factor分泌の検討　一＿一＿

　　第6節　考察　　＿＿＿一＿一＿＿＿＿一一一一＿一一＿一一一一一一一

　第2章　Pepsimgen分泌に対するsomatostatinの影響　　＿一＿一＿＿

　　第1節　ラット胃内灌流法におけるpepsinogen分泌に対する

　　　　　　SomatoStatinの作用　　一＿一一＿＿一一一一一一一一一一一一一一＿一

　　第2節　細胞内Ca2＋に対するsomatostatinの影響　一一一一一＿一一一一

　　第3節　細胞内cAMPに対するsomatostatinの影響　＿一一一＿一＿

　　第4節　考察　一＿一＿＿＿一＿＿＿＿一一一＿一一＿一＿一一一一＿一一

10

！3

コー6

20

25

25

29

32

35



　第3章　pepsinogen分泌に対する分泌促進物質間の相互作用　　一一一

　　第1節　培養ラット胃主細胞に対するpepsinogeΩ分泌促進物質の

　　　　　　組み合わせによる効果　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

　　第2節　Sec㎝d　mediatorの産生量に対する分泌促進物質の

　　　　　組み合わせによる影響　一一一一一一一一一一一一一一一一一一

　　第3節　ラット胃内灌流法におけるsec・etinと各種分泌促進物質の

　　　　　　組み合わせによる酸及びpepsiΩog㎝分泌の検討　　一＿一一一

　　第4節　考察　　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

　緒論　　一一一一一一一一一二一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

　謝辞　　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

実験の部　　一＿一一一一一＿＿＿＿一＿一一一一＿一＿＿＿＿＿一一一一一一一＿一

引用文献　　一一一一一一＿一一＿＿＿一一一一一一一一一一一一一一一＿＿一一一＿一一一一

38

39

43

51

54

60

63

64

72



　　　　　　　　　　　　　　総論の部

緒言

　胃潰瘍は攻撃因子と防御因子のバランスの破綻により発症すると言われている。

このバランス説が1953年、Shay等により提唱されて以来1）、胃潰瘍の治療はこ

のバランスを如何に保つようにするか・、ということを中心に行われてきた。特に・

当時より”noacid，ηoul㏄r’’と言われてきた様に、攻撃因子の一つである酸を

如何に抑えるかが、研究の焦点とされてきた。そのため、中和剤、抗コリン剤、

Rつブロッカー、さらにはH＋，K＋一ATPase阻害剤（プロトンポンプインヒビター）

といった酸分泌抑制剤が開発されてきた。最近の研究の発展に伴い、抗潰瘍薬の

作用の研究は個体に対する効果ばかりでなく、作用機序が明確にされる方向へ進

み、酸を分泌する壁細胞が用いられるようになってきた。I978年にはSoH等が

酵素的消化や化学的、機械的操作等により胃粘膜から得た遊離壁細胞を用い、壁

細胞膜上には生理的酸分泌刺激物質のhistami（e，9astrin及びacetylcholi鵬

受容体がそれぞれ独立して存在し、酸分泌はそれぞれの受容体を介することを確

認した2）。一方、もう一つの攻撃因子であるpepsinにおいては潰瘍発症におけ

る関与が明確でなく酸分泌より重要性が低いという理由で研・究が遅れていた。当

初、1”〃oでのpepsipogen分泌の研究は組織培養法3’4）や胃腺5’8）を用いて行

われていたが、1982年Ayal㎝等によりイヌ胃粘膜から主細胞が単離され9）、続

いて1984年にはRaufman等によりモルモット胃粘膜から主細胞が単離さパo）、

以来、ここ10年の間に様々な研究がなされ、Pepsinog㎝分泌を調節する受容

体とsigna1－transducti㎝機構についての多くの結果が得られてきた川。

　そもそも胃は粘膜層と結合組織である粘膜下層及び筋層から成り、胃の内腔に

面する粘膜表面は単層の表面粘液細胞によって構成されそれらの分泌する粘液に

覆われている。表面粘液は分泌された胃液と上皮細胞の直接的な接触を妨げ、胃

粘膜の保護に不可欠の存在である。胃の体部と底部の粘膜には胃液を分泌する胃

1



腺腔が開口しており、腺腔の入口から少し中に入ったところには粘液を分泌し斡

細胞的な性格を示すといわれる粘液頚部細胞、また腺腔の深部には胃酸を分泌す

る壁細胞とpepsinogenを分泌する主細胞が存在する。Pepsimgenは主細胞に

チモーゲン穎粒として蓄積されており刺激により腺腔に分泌され、さらに壁細胞

から；分泌された酸によりタンパク分解能を有するpepsiηに活性化され、酸と共

に胃内腔へ流れだし食物の消化を行う。

　これまで主細胞を用いたpepsinogen分泌の研究の多くはモルモットやイヌ等

の動物を用いておりラット主細胞を用いた研究がほとんど行われていなかった。

その理由としては、ラットの胃粘膜では遊離細胞の調製方法の確立が未だ行われ

ていなかったことにより実験に十分な細胞数の確保が難しいこと等が考えられる。

著者はpepsinが胃、十二指腸潰瘍発症の補助因子であると言われていることか

ら、Pepsi篶◎9en分泌機序解明の基礎的検討を目的とした。そのことにより、酸

分泌、潰瘍実験モデル、抗潰瘍剤試験、等1n～o実験の多くは主にラットが用

いられているということからも、ラット主細胞からのpepsinogeη分泌を研究す

ることにより、これまで報告されたラットを用いた酸分泌研究やj〃V～o実験と

直接比較することが可能となる。また、pepsinogen分泌の促進や抑制について

の機序を解明し、さらに消化における種々の消化管ホルモンの働きについて考察

し、消化性潰瘍治療に役立てることを目的とした。

　そこで著者は調製したラット腎粘膜遊離細胞から主細胞を分離し、それらを用

いてpepsi双og㎝分泌実験系の確立を行い、各種分泌促進物質による

pepsinogen分泌とそのsec㎝d　mediatorの検討をした。さらに、vitamin　B一。

bindi㎎glycoproまei藪であるintrinsic　factor（IF）はラットにおいては主細胞に

存在することから、その分泌の基礎的検討を行った（第！章）。次に、酸及び

peps1nogeむ分泌抑制因子として知られているsomatostatinの抑制機構について

検討（第2章）し、さらに、pepsinog㎝分泌に対する分泌促進剤問の相互作用

について（第3章）ま〃1岬実験と比較しながら検討を行った。



第ユ章　胃粘膜主細胞の単離とpeps1nogeη及びinけinsic　factorの分泌に関す

　　　　る基礎的検討

　肋州oにおけるpepsinogen分泌実験に際し大きな障害となるものは主細胞

以外の壁細胞、粘液細胞、内分泌細胞等からの分泌の影響、神経やホルモンの相

互作用、さらには動物の個体差や胃腺腔の中に溜まっているpepsinogeηが酸分

泌に伴って流れ出すH榊Sh㈹ピ’現象などである。従って、これらの問題を回避

する方法は主細胞を単離して実験することである。このことにより各種分泌促進

物質の主細胞における受容体、Pepsinogen分泌のsecond　mediator及びその機

序を他の細胞や生理活性物質の影響を受けずに直接解明できる利点がある。

　単離主細胞を用いた研究はe1鮒主ati㎝（対交流遠心法）によってイヌの胃粘膜

遊離細胞から分離し単層培養したのが最初である9）。後に、モルモット胃を用い

てPerC舳密度勾配遠心法で胃粘膜遊離細胞から主細胞が分離された1（〕）。この方

法は比較的容易に主細胞を調製できるため多くの研究室においてpepsinogen分

泌の研究に用いられている。しかし、酸分泌、潰瘍実験モデル、抗潰瘍剤試験等

〃1小0実験の多くは主にラットが用いられているにもかかわらず、これまでラッ

ト主細胞を用いた報害がないのはラット胃粘膜からの主細胞の調整が困難であっ

たからと思われる。そこで著者はラットを用い胃粘膜遊離細胞からの主細胞の分

離法の確立を試みた。調製した主細胞はそのままの状態でも分泌促進物質に対し

pepsimgen分泌反応を示したがバラツキが大きく安定した値が得られなかった。

そこで単層培養を試み安定した分泌能を持つ主細胞が得られたので、これを用い

てpepsinogeΩ分泌の実験を行った。さらに、遊離主細胞を用い各種分泌促進物

質のmediatorである細胞内Ca2＋とcAMPに対する効果について検討した。

　内因子（I耐r1nSiCFaC鮒，互F）は、外科的手術による胃切除者や固有胃腺の萎

縮による萎縮性胃炎患者に多発する悪性貧血が胃粘膜抽出物の投与により改善さ

れることから存在が推察されていた。その後の研究によりIFはvitamin　B一。
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（V．Bl。）binding　g1ycoproteiηとしてV．Bi。の吸収担体であることが明らかにさ

れ！2）、1988年にはDieckgraefe等によりラットIFの一次構造が決定された一3）。

そもそもV．Bパは活性のあるcoba1ami。（Cb1）誘導体の総称で、食物申の

V．B1。はまず唾液申のCb1binding　ProteinであるR因子と結合し、胃を経て腸

へと運ばれ、腸でタンパク分解酵素によりR因子が消化されると胃粘膜から分

泌されたIFと結合し、回腸にあるV．B一。吸収部位まで運ばれる川。この様に

IFはV．B三2の吸収に重要な役割を果たしている。しかし、糖鎖構造やV．B1。と

の結合様式、吸収過程等は未知な部分が多く、特に、胃粘膜からの分泌に関する

研究は遅れている。一般に、IFはヒト15）、イヌ16）、ウサギやモルモット17）等多

くの哺乳類では壁細胞から分泌され、ラットやマウスにおいては壁細胞よりはむ

しろ主細胞に多く存在していると言われている正6）。著者はIFの測定系を確立す

るとともに主細胞からのIF分泌をjnルo及び〃v〃oでpepsinogen分泌と

比較しながら検討した。

第！節　胃粘膜遊離細胞からの主細胞の分離

　ラット胃粘膜からの遊離主細胞の調製法は次のように順次検討を行った。遊離

細胞を調製するときに用いた酵素としては遊離後最も反応性が維持されていた

Dispase　I王000Ulm1を用い、消化を行った。消化後、ピペットによる剥離操

作を行い胃粘膜遊離細胞を調製した（基本的な操作は実験の部を参照）。ここで

得られた胃粘膜遊離細胞から次のように主細胞の分離を行った。Perco11溶液を

60％，40％，20％に調製し、不連続密度勾配を作製し、胃粘膜遊離細胞をそ

の上に重層して1200×8で遠心を行った（Fig．1）。PAS染色、免疫染色から

40％と60％境界、底の分画にはそれぞれ主細胞が約70％、83％含有され

ていた。しかし、得られる細胞数が非常に少なく、また分画細胞を上から順に採

取するために分画ごとの細胞が採り切れなかった。さらに、Perco1120％と
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Fig，1，Separated　RatGastric　Mucosa1Cens　by　Perco11Gradient　Centri～gati㎝

　Gastric　mucosal　cells　md　density　m肛ker　beads　we祀poured　onto　Perooll　solution，邊nd

㏄皿trifuged刮1200X　g　for5min。

40％境界に粘液と綴胞が絡み合った状態の層が形成され細胞の沈降が妨げられ

ていた。これらの問題点を解決するために様々な検討を重ね、粘液と細胞が絡み

合った層の形成を阻止するために45％Percol1溶液の上に30％Percollで胃

粘膜遊離細胞懸濁液としたものを重層し遠心分離を行った。45％Perconに対

して沈殿した細胞分画について、抗pepsjmg㎝抗体による免疫染色を行った結

果、罧o％以上（83．43±1．91％m＝4）が主細胞であった（Pig．2〕ので、以下、

この分画を主細胞分画とした。細胞の生存率は岬pan　blue排除テストによって

確認し、常に90％以上であった。得られた主細飽を培養し、培養された細胞の

90％以上は免疫染色陽性細胞であった（Fig．3）のでpep；inoge皿分泌の実験に

供した。
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Fig. 2. Immunofluorescent Staining of Gastric Mucosal Cells and Fractionated 

Chief Cells Using Pepsinogen Antibody 

After fixation with 10 % formalin, the cells were incubated with diluted rabbit 

anti-pepsinogen antiserum (1:lOOO) in phosphate buffered saline (pH 7A) containing O 3 

~~･ Triton X-100 at 4 ~ for 24 h They were then incubated with FITC-conjugated goat 

antirabbit lgG (1 : 100) in phosphate buffered saline (pH 7 4) containing O 3 % Triton 

X-IOO at 37 ~ for 30 min 
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Fig．3－1㎜unohistochemicalSt劫ningofCu1turedChiefCe11s

　Afte川畑tion　with　lO％fo㎜a1in，the　cells　wer巳incubated　with　diluted　mbbit

a皿ti－pep；inoge皿a皿ti昌erum（1：lOOO〕in　phosph趾e　buffe祀d呂a1ine（pH7．4〕con帖ining　O．3

％Triton　X－lOO　at4℃for24h．They　wer巳then　incubated　with　FITC－co皿jug訓ed　goat

a皿ti固bbit1gG（1＝100〕in　pho昌ph田t巳buffered昌aline（pH7－4）cont刮iming　O．3％Triton

X－lOO　at37℃for30min．

第2節　培養ラット胃主細胞からのpep；img㎝分泌に対する分泌促進物質の影

　　　　響

　P巴psinoge皿の定量は、精製したpepsinoge皿を用い作製した抗pepsinogen

抗体を用い且vidi皿一bioliu　comP1巳x　enzyme　link巳d　immunoso『b巴nta∬ay

（邑bcELlSA）系を確立して定量した。定量範囲はO，3－5×1o’，g’lOOμ1で

あり、主細胞ユ個あたりに約2×1O■ll　gのp巴p昌inogenが含有されていること

からも、分離された主細胞の数が少なくても十分に実験が行える測定系である。

Pep；inogen分泌は反応後、mediumを分取し、細胞を凍結融解して細胞に含有



されている総pepsimgen量を求めその量に対する割合、すなわち％totalで表

示した。

　第1節で確立した培養主細胞を用いて分泌刺激物質に対するpepsinog㎝分泌

の経時的な反応と各種分泌促進物質の用量反応曲線をFig．4と5に示した。反

応開始後の経時的なpepsinogeΩ分泌はcontrolの基礎分泌量との差から30

minで最大分泌量を示したので、以後、反応時問を30minと設定した。各種分

泌促進物質のpepsinogeη分泌に対する影響を検討すると、carbacho1は

王×10’7M，CCK－8は1×10．10M，secretinは1×1O■oM，forsko1inは

1×10’5Mから濃度依存的に有意にpepsinogen分泌を刺激した。しかし、

histamineとgastrinによる反応はわずかであった。次に、交感神経刺激薬にっ

いて検討した（Fig．6）。生体物質であるepiηephrine，ηorepinephri鵬，α受容

体刺激薬のph㎝ylephrine，β受容体刺激薬のisoprotereno工などの刺激による

pepsinogen分泌は、有意差はあるものの弱い反応しか示さなかった。
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Fig．4．Time　Courses　ofCarbacho1－Induced　Pepsinogen　Secretion　from　Cu1tured

ChiefCeus

　Cωtured㏄11s　were　i㏄ubated　with　vehicle（○）orcarbachol（1X1O’4M）（㊥）for5，

15，30and60min　at37℃．Each　vahe　is　the　mean±S．E．of　five　separate　experiments．
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Fig. 5. Effects of Secretagogues on Pepsinogen Secretion from Chief Cells 

Cells were incubated with carbachol (e), CCK-8 (A), forskolin (U~ ), secretin (A), 
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p<0.0 i . 

~ 9 ~ 



第3節　ラット胃主細胞における各種分泌促進物質による細胞内Ca2＋の変化

　Fura－2は細胞内遊離Ca2＋を測定する試薬で、Ca2＋とキレートを作ると蛍光

特性が変化し、励起光340ηmと380nmによる蛍光比をとった値はCa2＋量と

比例して上昇することがわかっている。様々な細胞がある刺激を受けた際に細胞

内Ca2＋濃度が上昇する現象が知られている。そこで、分離された主細胞に

fura－2を負荷した後、種々の分泌促進物質に対する細胞内Ca2＋の影響について

検討した（Fig．7）。Carbachol（1×10．5M）及びCCK－8（1×10－gM）は明瞭

な主細胞の細胞内Ca2＋濃度上昇を引き二起こした。その上昇は約20secでピー

クに達した後、徐々に減少したが、基底値までは戻らなかった。また、mediu醐

中にCa2＋を含まない溶液（1mMEGTAを含む）においてもcarbacho1と

CCK－8は細胞内Ca2＋濃度上昇を引き起こし牟。Pepsinogen分泌においても

medium中にCa2＋がなくてもcarbacho1（1×1015M）及びCCK－8（l　X10．9

M）刺激により、Ca2＋存在下の場合と比較して弱いが明らかに分泌した（Tab1e

1）。しかし、histamine（1×10－4M）、gastriパ（1X10－7M）及びsecretin

（1×10－8M）の刺激では細胞内Ca2＋濃度に変化を及ぼさなかった。

Carbach〇三やCCK－8による刺激に対して、培養した主細胞からのpepsinogen

Tab1e1．Effects　ofCarbacho1－and　CCK－8－Induced　Pepsinogen　Secretion　fro㎜

C㎞efCe11sintheMediumwithorwithoutCa2＋

Secretagogues

None
C釘bacho1（1x10・5M）

CCK－8（1x10’9M）

Pepsinogen　secretion

1mMC82＋

1．01圭0，08

3．48±0，14

3．66±0．32

OmMCa2＋

O．78±O．05

2．38±0，21

2．64±0．17

Each　va1ue　is　the　mean±S．E．from　four　separate　experiments．
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酌g．9．Effects　ofNorepinephhneεmd　Pheny1ep㎞ine　on［Ca2＋］i　Increase

　A脆r　ce1ls　we肥1oaded　with　fura－2，the　changes　of刮uorescence　ratio（340nm／380nm）

量篶chief　ce11s　induced　by　norepinephriηe　or　pheny1ephrine　were　measured．

分泌と調製後すぐの主細胞の細胞内Ca2＋濃度上昇との比較をFig．8に示した。

P即simgen分泌及び細胞内Ca2＋濃度上昇ともにcarbacholは1X10’7M，

CC瓦一8は1X1O－11Mから濃度依存的に促進し、両反応の間には相関性が認め

られた。交感神経刺激薬のnorepinephrineやα受容体刺激薬の

phe剛ephrineによる刺激では細胞内Ca2＋濃度に変化を及ぼさなかった

（円g．9）。

第4節　ラット胃主細胞における各種分泌促進物質の細胞内cAMP産生に対す

　　　　る作用

　主細胞のcAMP産生に対する各種分泌刺激物質の効果を検討する前に、実験

条件を検討した。調製した主細胞2X　l06個を用い、分泌刺激物質として

secretinとcyclic　n㏄leotide　phosphodiesterase阻害剤の0－isobutyl－1一

蝸室hyl　xa耐hiηe（IBMX）を用い、37℃で経時的にcAMPの産生量を定量し

た（Fig．10）。Secretin及びIBMXのそれぞれ単独刺激では対照のvehicleと
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同じく、cAMPの蓄積は認められなかった。しかし、IBMX存在下でsecretiな

による刺激を行うと5min以内に急速な蓄積が認められ、10min以降も緩やか

な増加を示した。そこで以後、実験条件をIBMX1X10’4M存在下37℃で

10触inと設定した。

　調製した主細胞のcAMP産生に対する各種分泌促進物質の用量反応曲線を

Fig．Hに示す。Secretinとforsko1inはそれぞれ1×10－10M，1×10’6Mよ

り濃度依存的にcAMPの産生を促進した。SecretinとforskoHnによるcAMP

の産生と培養した主細胞からのpepsinogen分泌（Fig．5）との間には相関性が

認められた。一方、caぎbacho1事CCK－8，histamine及びgasけiηは主細胞の

cAM曾産生を刺激しなかった。次に、交感神経刺激薬についての結果をFig．12

に示す。
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Fig．12．Effects　ofNorepinephrine　and　Isoprotereno1on　cAMP　Production　in

Chief　Ce11s

　Cens　were　incubated　with　norepinephri鵬（○）and　isoprotereno1（②）for10min　at37

℃in　the　pres㎝ce　ofIBMX（1×104M）．Each　value　is　the　mean±S．E．off㎝rseparate

experime耐s．o）P＜O．05，あ）PくO．O1．
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Norepinephr三neとβ受容体刺激薬のisoproter㎝olの刺激はそれぞれI×1O．5

M，1X1O－7Mより濃度依存的にcAMPの産生を促進した。しかし、その増加

はsecretinやforskolinによるcAMPの産生と比較し、非常に低く

isoprotereなo1によるcAMPの産生はsecretinによる最大反応の1／10以下、

ηorepinephrineにいたっては1／20以下であった。

第5節　ラット胃主細胞からのinけinsic　factor分泌の検討

　Cb1－bindi㎎protein分泌における胃酸及びpepsinogen分泌促進物質による

作用をラット胃内灌流法を用いてゴn～oで検討した（Fig．i3）。Cbl－biηding

proteinは一4Cで標識した14CN－Cb1を用いたcobalamin－binding　protein

capaci迂yassay（CBPCA）にて測定し、Cb1－bindingproteinが1ngのCblと

結合する量を1Unitとして表示した。各刺激物質は1回目投与後、2時間の間

隔を置いて2回目の投与を行った。Cb1－binding　Proteinとpepsimgenの分泌

は1回目、2回目投与共にcarbacho1及びCCK－8によって同様のパターンで刺

激された。しかし、histamine及びtetragas迂riη投与では両方ともわずかしか分

泌されなかった。特に、histamine及びtetragastrin2回目投与においてはIF

分泌はほとんど認められなかった。

　次に、主細胞からのIF分泌について検討を試みたが、培養細胞からのIF分

泌は微量であったため、CBPCAでは測定することができなかった。そこで、著

者はIFに対する抗体を作製しabcELISAを確立して微量定量を可能にした。作

製したIF抗体を用いて培養主細胞の免疫染色を行った結果、染色の強さに違い

があるが、ほとんどの細胞が陽性を示した（Fig．14）。さらに、IFの

abcELISAとCBPCAを用いて幾つかの組織と血清申のIFとCbl－bindi㎎

protei（の含量を定量した。その結果をTab1e2に示す。Cb1－bindi㎎protei篶

は顎下腺と胃に多く含まれているが、IF含量は胃が最も高い値を示し、顎下腺

一！6一
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Fig. 1 3. Effects of Carbachol, CCK-8. Histamine and Tetragastrin on IF and Pepsinogen Secretion in Rat Gastric 

Perf u sion 

Isotonic phosphate buffer (pH 6.8) was perfused at the rate of 0.05 ml/min, and a perfusate was collected every 20 min. The indicated 

doses of chemicals (A, carbachol 5 uglkg; B , CCK-8 5 ug/kg; C, histamine 500 ug/kg; D, tetragastrin 10 uglkg) were injected 

intravenously at the arrows. Each value is the mean :1: S.E. of three experiments. 
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Fig－14－Immumhistochemic引Study　ofIP　in　Cultured　ChiefCe11s

　After　fixation　with　lO％fom固1in，the　ce11昌were　imoub副ted　with　di1u帖d　mbbit且nti－1F

ontiserum（1＝lOO〕日t4℃for18h．Th巴y　were　lhen　incub且ted　with　bjoti皿ylated　goat

刮nti－mbbit　IgG　anlibody　at37℃for30mi皿，then　with廿he　avidin－conjug虹ed　peroxida昌e

at37℃for30min，Th巳color　w且s　d巴ve1oped　with3－amim－9－ethy1㎝rbazole　i皿50mM

acet刮e　buffer（pH5．O〕、（X200）、

では測定限界以下であった。培養したラット主細胞からの1F分泌に対する各種

分泌促進物質の作用をFjg．15に示す。C邑rb副cholは1X　lO’i　M，CCK－8は

l　X1O’蓼M，sec爬ti・は1×1O■loMより、それぞれIP分泌を濃度依存的に

刺激した。しかし、histamineとtet・刮gast・inは胃酸分泌促進に十分な濃度にお

いてもpep；inogenの場合と同様IP分泌を促進しなかった。Ca！十ionophoreで

あるA23187と刮deny1且te　cyc1a；eの活性化剤であるfoT；koli皿は濃度依存的に

IF分泌を強く刺激した。
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Table 2. Contents of IF and CblBinding Protein in Some Tissues and Serum 

Tissue 

IF 

(x 10~4 g/g tissue) 

Cbl-binding protein 

(U/g tissue) 

Submaxillary gland 

Stomach (corpus) 

Liver 

S pleen 

Kidney 

Serum 

0.004 ~ 0.000 

6.353 i I .424 

2.372 i 0.514 

0.078 ~ 0.01 3 

0.599 i 0.1 93 

0.41 3 * 0.063 

1 .71 O ~ 0.262 

1 .502 ~ 0.1 57 

0.1 68 ~: 0.043 

o. 1 56 ~ 0.054 

0.073 d~ 0.009 

0.081 * 0.014 

Each value is the mean :!~ S.E. of three experiments. 
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Fig. 15. Dose-Response Curves for the Effects of Some Secretagogues of 

IF Secretion from Cultured Chief Cells 

Cells were incubated with some secretagogues for I h at 37 ~C . IF secretion is 

expressed as % of total IF that was estimated after freezing and thawing of cultured 

chief cells. Each value is the mean d: S.E. of four separate experiments. 

Symbols: O, carbachol; 15, histamine; A, CCK-8; O, tetragastrin; [], A23187; 

A, secretin; c, forskolin. a) p<0.05, b) p<0.01. 
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第6節　考察

　ラット胃粘膜から遊離主細胞を調製する際の問題点は如何にして機能を維持し

た細胞を、実験に十分な数だけ確保することができるかにある。他の研究者等に

よる遊離細胞の調製法は胃粘膜を細切しcol1agenaseやCa2＋キレート剤により

処理を行い、ピペットにより分散するという比較的容易な方法であった一川）。し

かし、この一連の操作ではラット胃粘膜から機能を保持した主細胞を十分量調製

することはできなかった。そこで、摘出した胃を反転し酵素処理をするという

Lewi氾等の壁細胞の調製法19）を基に著者はラット胃からの遊離細胞調製法を確立

した20）。また、消化用の酵素にDispase　Iを用いたことで高い機能を維持した細

胞を得ることができた。この様に主細胞の分離を汎用される試薬や機器を使用し

容易に行うことを可能とした。ラット主細胞を用いた実験法の確立は、酸分泌実

験、抗潰瘍剤試験、実験潰瘍モデル、など肋小o実験のほとんどが主にラット

を用いているということから切望されていた。このことにより他の研究結果との

比較が容易になり、またコストの面からも有利であり、主細胞培養系の確立は今

後のpepsi㎜g㎝分泌や生合成さらに抗潰瘍薬研究の発展にも繋がるであろうと

考えられる。

　Carbacho1，CCK－8及びsecretiΩは他の動物を用いた研究報告1川・21）と同様、

種差に関係なくラット胃主細胞においてもpepsimgen分泌を強く引き起こす生

理活性物質である。しかし、histamine及びgastrinはラット主細胞から

pepsiなog㎝分泌をほとんど促進しなかった。Hista㎜ineはイヌやネコにおいて

比較的低濃度でpepsinog㎝分泌を刺激し、高濃度では分泌を抑制するとの報告

があり22）。また、イヌを用いた実験で高濃度のhistamineはpepsi篶ogen分泌を

減少させ、そしてコリン作動性薬物の刺激によるpepsi烈og㎝分泌一を抑制するこ

とも報告されている23）。また、無麻酔のネコを用いた実験ではSomatOStatinは

p㎝tagastrinによるpepsinoge公分泌を抑制するが、histami鵬による分泌に対

20



しては抑制しないという報告もある24）。モルモットにおいてもhista㎜ineは、

わずかに分泌を刺激し、そのsec㎝d　mediatorはcAMPであると報告されてお

り川、種属間で一致した結果が得られていない。GastriηはCCK－8とC末端5

個のアミノ酸が同じペプチドであり、膵臓のような組織においてはこれらのペプ

チドは同じ受容体に結合することが報告されている25）。しかし、主細胞において

は9astrinとCCK－8は別の受容体に結合すると考えられている26’28）。Gastriη

の刺激はラットの場合と同様イヌ主細胞からのpepsi烈og㎝分泌作用を示してい

ないが18）、モルモット主細胞からはCCK－8刺激の約60％の分泌が示され、種

差があるものと考えられている26）。さらに、9asけinとCCK－8受容体はモルモッ

ト主細胞において放射性同位元素で標識されたCCK－8やgasけinを用いた受容

体結合実験により別々の受容体であることが確認されている27）。今回得られた実

験では、9astrinにより細胞内Ca2＋もpepsinog㎝の分泌も全く反応していなかっ

たのでCCK受容体とgastrin受容体は全く異なっていると考えられ、また、

gaS重rin受容体が存在しない可能性も高い。

　交感神経刺激薬によるpepsimg㎝分泌は副交感神経刺激薬のcarbacholほ

ど強くないが、β受容体刺激薬のisoproter㎝o1でわずかな分泌とcAMPの産

生が観察された。ウサギ胃腺を用いた初期の研究においてβ受容体刺激によって

pepsinog㎝の分泌を促進するという報告もあるが6’7）、他の動物ではラットでの

結果と同様にわずかな分泌を示しているだけである18）。

　細胞内情報伝達系のうち特に細胞内Ca2＋の濃度変化についてはTsien等によっ

て卯in－2やfura－2などの蛍光Ca2＋指示薬が開発されて以来29・30）、数多く研究

が行われてきた31〕。モルモット主細胞においても幾つかの研究が行われ、

carbacholやCCK－8による刺激により細胞内Ca2＋濃度上昇を伴うことが確認

されてきた32’35）。ラット主細胞においてもcarbacholやCCK－8は濃度依存的に

細胞内Ca2＋濃度の上昇を引き起こし、その上昇はpepsinogen分泌との間に相

関性があった。またこれらの物質による細胞内Ca2＋濃度上昇はmedium中の
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Ca2＋の非存在下においても起こることからCa2＋チャンネルを介した細胞外から

のCa2＋の流入だけでなくphosphohpase　Cの活性化によりイノシトールリン脂

質が代謝を受け、それによってinositoいrisphosphate（IP。）とdiacylglycerol

（DG）が産生され、そのIP3が細胞内Ca2＋貯蔵部位からCa2＋の放出を刺激し

たこ1とが示唆された。DGに関してはprotein　kiηase　Cを活性化しpepsinogeη

分泌を刺激するといわれているが35）、その働きに関する詳細なことは未だ確定さ

れていない。細胞内Ca2＋濃度とfura－2による蛍光比の関係はGryηkiewicz等

によって以下の式で表わされている30）。［Ca2＋］i＝（R－R、…、）／（R、一R）×Kd×β

（R；F3401F380，R．i、；細胞にO．1％TritonX一玉OOを加え細胞を壊したときの

Ca2＋濃度OのF3401F380，R㎜；十分なCa2＋濃度存在下のF340／F380，Kd；

Ca2＋とfじra－2の解離定数（37℃のmedium中で224nM），β；Ca2＋濃度oの

F380と十分なCa2＋濃度存在下のF380の比）。しかし、この計算方法は

fura－2の漏出や退色の影響を無視できるが、fura－2とfura－2－Caの2種類の蛍

光しか存在しないことを前提に成り立つ。そのため、算出された細胞内Ca2＋濃

度は正確なものではないと言われているが、参考のためラット主細胞の細胞内

Ca2斗濃度を算出すると定常状態で100～150nM，carbacho1l×1O’4Mの最

大刺激による，ピーク時で450～550nMの範囲であった。これはモルモット35）

とは若干異なり定常状態ではモルモットの方が高くなっていたが、イヌ36〕やウサ

ギ37）の場合の濃度とほとんど同じであったので、今回の測定結果は概ね実際の値

を正しく反映していると考えられる。

　主細胞における他の細胞内刺激伝達物質としてcAMPがある。主細胞で

adeWlate　cyc1ase系にリンクしている受容体はsecretin，vasoactive

intestinalpolypeptide及びprostag1aηdin等であることがモルモット主細胞を

用いた研究ですでに確認されている2亘・38）。今回の実験でラット主細胞においても

secretinはcAMPを介してpepsinogenを分泌することが確認された。さらに、

s㏄reti皿によるc今MP産生の用量反応曲線とpepsinogen分泌のそれとの間に
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は相関性があった。また、受容体刺激の対照としてadeny1ate　cyc1aseの直接的

な活性化剤であるforskolinを用いたときにも同じように相関性があった。これ

らのことから、secretinのpepsinogen分泌に関するsec㎝d　mediatorは

cAMPと考えられる。しかし、histamineは壁細胞においてcAMPの産生を介

して酸を分泌するにもかかわらず、同じ胃液中にpepsinog㎝を分泌する主細胞

には全く作用せず、酸とpepsinog㎝分泌は全く異なった調節を受けていること

が考えられる。またこのことから、逆に今回用いた主細胞分画のなかに壁細胞の

混在がほとんどないことも示している。

　交感神経刺激薬でβ受容体刺激薬のisoproteremlは有意にcAMP産生を示

したが、secretiηやforskolinと比較し1／10以下の産生しか示さず

pepsinogen分泌量と考えあわせると生体におけるpepsinog㎝分泌の調節因子

としての役割はあまりないと考えられる。しかし、後に述べる相乗作用のことも

考え合わせると、ストレスなどの特殊な条件下では高い分泌を起こす可能性もあ

り、今後の研究を待ちたい。

　胃から分泌されるものの一つにIFがあるが、ラット胃主細胞からのIF分泌

に関する報告はない。著者はまず初めに胃内灌流法を用いてCbl－bindi㎎

pro重ein分泌を14CN－CblによるCBPCAにて測定を行った。胃内灌流法では口

から挿入したカテーテルを食道部で結紮しているため唾液中に存在するCb1と

結合するR因子の混在はないものと考えられる。従って、CBPCAによって測

定されたCb1－biηdi㎎proteinはIFであると考えてよい。1”ルoでの胃液分泌

は多くの因子によって影響をうけるが同じ濃度の刺激物質を2度投与し、1回目

と2回目の反応がほぼ同じであればその反応は刺激物質に因るものと考えられる。

IFとpepsinogenの分泌はcarbacholとCCK－8によって1回目、2回目とも

に同じ程度の反応を示した。しかし、histamineとtetragastriηによる刺激は酸

分泌を十分に示す濃度にもかかわらず、2回目の刺激ではIF，Pepsimg㎝共に

分泌を示さなかった。従って、ユ回目の刺激によってわずかに認められた分泌は
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酸分泌に伴った”WaSh㎝ポ1であると考えられる。このことを更に詳細に検討す

るために培養細胞による検討を試みた。CBPCAは分離した主細胞からのIF分

泌を検討するに・は測定感度が悪く問題があった。そこでIFをアフィニティーク

ロマトグラフイーにより胃粘膜から精製し、IFに対する抗体を作製し

abcELISAを確立し、これにより定量を試みた結果、IPは5×10’log／100μ1

まで測走可能となった。精製IFはSDS－PAGEにて単一でラットIF標準品と

同一バンドであることが確認され、得られた抗体はラットIF標準晶、精製IF、

胃粘膜ホモジネートとのウェスタンブロットにより57kDaに単一の同一バンド

を確認した39）。主細胞中のIF含量はpepsiηog㎝量の約1／50であった。そし

て、分子量から計算し28．9fmo1／106ce11sであり、ヒト胃粘膜遊離細胞のIF

含量が28．4f㎜o1／106ce1lsであるとの報告40）から哺乳類胃粘膜中のIF含量は

ほとんど同じであろうと思われる。CBPCAによって測定された顎下腺中の

Cbl－binding　pmteinはIFのabcELISAによる測定含量と大きく異なることか

らR因子であると考えられる。IFのabcBLISAによる各組織のIF含量は

CBPCAの測定結果より全体的に高い値を示した。これはCBPCAではすでに

Cb玉と結合しているCbl－bindi㎎proteinは測定されないことによるからだと思

われる。培養ラット胃主細胞からのIF分泌はpepsinogen分泌同様carbachol，

CCK－8及びsecretinによって刺激され、histamineやgastrinはIF分泌を刺

激しなかった。A23187及びforskohnもまたIF分泌を刺激したことや、第3，

4節で示した各種分泌促進物質に対する主細胞内Ca2＋，cAMPの変化の結果か

ら考えてIF分泌はpepsinogen分泌と全く同様の機序で分泌されることが示唆

された。
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第2章　PepsiΩog㎝分泌に対するsomatostatinの影響

　SOmatOStatinはヒッジの視床下部から成長ホルモン分泌抑制因子として発見さ

れた14個のアミノ酸を持つ環状ペプチドで、下垂体からの成長ホルモンやTSH

の放出を強く抑制することが明らかにされている州。その後、radioimmUno．

aSSayや免疫組織染色法の発展によりSomatOStatinは申枢神経だけでなく末梢神

経にも存在しており、消化管においてはほとんど全ての部位にSOmatOStatin含有

細胞が同定されている。特に、胃粘膜somatostatin含有細胞（D細胞）は長い細

胞突起を有し、9aStrin含有細胞や胃酸分泌細胞などへ延ばしSOmatOStatinをパ

ラクリンして生理的役割を果たしていると考えられている42）。

　胃に対するsomatostatinの作用は胃酸やpepsimgeηの分泌を抑制し43）、

gaS迂rinの遊離に対しても抑制的に働くことが報告され44’45）、gaStrin遊離あるい

は胃酸分泌に対する抑制性め調節因子として働いていると考えられている。特に、

so棚atostatinは、cAMPを介して酸分泌を引き起こすhistamineに対し、

cAMPの産生を抑制することによって酸分泌を抑制することがすでに明らかにさ

れている46）。

　そこで本章ではpepsinog㎝分泌促進物質に対するsomatostatinの作用を肋

小oで検討すると同時に、遊離主細胞を用いてゴ〃〃oにおける直接作用の検討

とsec㎝d　mediatorへの影響も検討した。

第1節　ラット胃内灌流法におけるpepsinog㎝分泌に対するsomatostatiηの作

　　　　用

　生体におけるpepsinog㎝分泌の調節機構の検討をするため、ラットの胃内灌

流法を用いた。灌流を開始して、酸及びpepsinogenの基礎分泌量が安定する

90miη後から分泌促進物質を股静脈より投与し分泌を測定した。さらに、90
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min後にSOmatOStatinを股静脈より持続静注し、酸分泌が安定化してから最初

と同量の分泌促進物質を投与した。代表的な酸及びpepsinogen分泌パターンを

Fig．16．に示す。’C㎝tro1値とsomatostatin持続静注後の値の比較は分泌促進物

質投与後1時間の酸及びpepsi独ogen分泌量で比較した（斜線部）。各種分泌促
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Fig．16．E価ects　ofSomatostatin　on　Gastric　Acid　and　Pepsinogen　S㏄retion

Induced　by　CCK－8in　the　PerfusedRat　Stomach

　Secretagogue　and　somatostatin　were　sing1y　and　continuous玉y　inj㏄ted言hrough　the

femora1vein，respectively．Hatched　areas　were　used　for　ca1culation　of　the　respoむses　of

acid　and　peps三nogen　secretion　to　secretagogじes　before　and　after　infusion　of　somatostatiΩ

（10μglkg／h）in　Tables3and4．
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Tab1e3．Effects　ofSomatostatin　on　Gastric　Acid　SecretionInducedby　Secretagogues

Somatosta肺（μ91kg1h）

0　　　　　　　　2．5 5 10

Before　　　After　　　　Before Afteτ Before After Before　　A打er

Carbacho1
5．0μg　l　kg

17，5　　　　19．9　　　　　1811

±3．8　　　　±5．2　　　　　±4．8
13．0
±5．O

19．8　　　8．2

ま3．8　　　圭5．7

11．6　　　4．0

±3．8　　　±1．3

ミ CCK－8
5．7μg！kg

　6．8　　　　　7．1　　　　　7．6

±2．6　　　±1．3　　　　　±1．5

　5．4

±1．3

　6．8　　　4．0
±O．2　　　±　1．1

　9．5　　　3．4
±　1．7　　　±1．O

Histamine

0．5mg1kg
10．0　　　　　9．7　　　　　　8．6

±2．2　　　±2．ア　　　　±2．0

　9．9

±2．O
10．4　　3．8
±1．8　　　±1．4

10．9　　　6．6

±3．6　　　±2．6

Pentagastrin

10μ9／kg
　8，9　　　　10．7　　　　　　9．8

±1．5　　　　±2．6　　　　±2．9

　9．6

±1，3

13．0　　　4．3

±5．8　　　±　1．9

　8．9　　　7．8
±　110　　　±1．3

Each　va1ue　is　expressed　as　H＋μeq／h　and　is　the　mean±S．E．offour　experiments．



Table 4. Effects of Somatostatin on Pepsin Secretion Induced by Secretagogues 

Somatostatin eJg / kg I h) 

o
 

2.5 5
 

10 

Before Afte r Before Afte r Before Afte r Before Afte r 

l
 

N) 

l
 

Carbachol 
5.0 pg / kg 

CCK-8 
5.7 pg / kg 

5.73 3.94 5.55 
d~ 0.68 t 0.37 :t 1.25 :t 

2 .8 9 2. 62 4.89 
:~: 1.44 ~: 0.69 :!: 0.33 _ + 

4 . 35 

0.77 _ + 

3.71 

0.90 

5. 1 6 

0.85 

1 .97 

:t: 0.31 :!: 

2.91 

:!: 0.22 :!: 
3.30 

1 .OO ~ 

6.29 
0.96 

5.51 
2 . 09 

3.53 
:t 0.52 

2.91 

~: 0.74 

Histamine 
0.5 mg / kg 

2.90 1 .87 2.33 
~ 0.37 ~ 0.43 :!~ 0.94 ~: 

2.40 
0.76 

1 .03 

:!: 0.26 t: 
1.14 
0.35 

2 . 52 

:2: 1.12 -+ 

1 .39 

0.65 

Pentagastrin 5.59 2.39 5.36 
10pg / kg +_ 2.02 :t 0.67 ~E 1.51 

2.08 
t 0.63 

6. 24 

:~ 3.14 -+ 

1 .44 

o . 49 

4.47 

:~: 1.04 _ + 

2.20 
o . 40 

Each value is expressed as U/h and is the mean :1: S.E. of four experiments. 



進物質（carbacho15μg／kg，CCK－85．7μg／kg，histami眺o．5mg／kg，

p帥tagastrin1Oμ9／kg）と各濃度のsomatostatin（O，2・5，5，10μ9／kg／h）を組

み合わせたものの結果をTab1e3と4に示す。酸分泌反応については分泌促進

物質の作用は概ねso㎜atostatinによって抑制された。Carbacho1とCCK－8に

ょる酸分泌は濃度依存的にsomatostatinによって抑制されたが、histamineと

p帥tagastrinによる酸分泌はsomatostatinの5μg／kg／hから抑制された。

p卵simg㎝分泌におけるsomatostatinの影響はばらつきが大きく明確な結果

は得られなかったが、carbacho1又はCCK－8によるpepsinogen分泌は

s㈱atostatin5又は10μg／kg／hの濃度でそれぞれ明らかに抑制された。

副s亡amine又はp㎝tagastrinによるpepsimg㎝分泌はso㎜atos伽inにより有

意には抑制されなかった。このようにj〃～0においてはこれら分泌促進物質に

よるpepsimg㎝分泌は個体間でのばらつきが大きく濃度依存的な反応を得るこ

とは極めて困難であった。Table4のpepsimg㎝分泌の検討の表中には

㏄耐ro1値においてもsomatostatinの投与なしにもかかわらず約55％の減少

を示す場合も見られ、pepsinog㎝のようなタンパク質の分泌が、分泌穎粒中の

貯蔵量に影響されることが考えられ、タキフィラキシー現象により2回目の茸与

による反応が極端に低下し、比較できないケースも見られた。

第2節　細胞内Ca2＋に対するsomatostatinの影響

　第1節の結果から示されたように、肋小oではpepsimg㎝分泌に対する

SO㎜atOStatinの抑制反応は明確な濃度依存性を示さず明らかにできなかった。

そこで、第1章で確立した実験系を用いsomatostatinの主細胞への直接作用を

細胞内Ca2＋濃度の上昇を引き起こすことによりpepsinogenを分泌させる

c鮒bacholとCCK－8を用い検討した。

　CarbacholとCCK－8によって引き起こされたpepsinog㎝分泌に対する
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somatostatinの影響をFig．I7に示す。培養した主細胞においてsomatostatia

は濃度依存的にcarbacho1（1X10’5M）又はCCK－8（1X10－9M）刺激による

pepsinog㎝分泌を抑制し、somatostatinの1×10－8Mから有意な抑制を示し

た。Somatostat三皿の1X10’6Mにおけるその抑制率はcarbacho1刺激におい

て約30％、CCK－8刺激において約50％であった。しかし、細胞内Ca2＋上

昇についてはsomatostatin（1X10－6M）はcarbacho1（1×10－5M）又は

CCK－8（1X10－9M）の作用に対しmediじm中のCa2＋の存在、非存在に関係

なく影響を与えなかった（Fig．18）。

ε○
お
⊆

◎1000
さ　90
三

ε80　　　　b）b）、）
9　708　　　　　　　　a）
⑰　60
⊂　　　　　　　　　　　　　　　　　b）
g50
◎　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b〉
．⊆　40
ω

ポO月0一　　　　　　　一11　　－10　　　－9　　　－8　　　－7　　　－6

　　　　　　　　　　Somat◎statin（log　M）

Fig．17．E舐ects　ofSo㎜atostatin　on　Carbacho1－and　CCK－8－Induced　Pepsinogen

Secretion

　Cens　w破e　p肥incubated　wi曲indicated　concentrations　of　somatostatin　for王5miηand

i㏄ubated　with　carbachol（三×1σ5M）（⑧）and　with　CCK－8（工X］σ9M）（A）for30

min．The　valじes　for　carbacho1and　CCK－8are　the㎜ean土S．E．from　five　and　four　separ娩

experiments，respective1y．o）p＜O．05，あ）pく0．01．
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第3節　細胞内cAMP．に対するsomatostat1Ωの影響

　すでに述べたようにsecretinは主細胞からのpepsinog㎝分泌に際して細胞

内cAMP産生を介し分泌を惹起するペプチドである。また、forskolinは

d1｛erp㎝eでadeny1ate　cyclaseのcatalytic㎜itに直接作用しcAMP産生を

促すことが知られている。この2つの刺激物質を用いてpepsinogen分泌及び

cAMP産生に対するsomatostatinの影響を検討した。

　Secretinとforskolinによって引き起こされたpepsinog㎝分泌に対する

somatostatinの影響をFig．19に示す。培養した主細胞においてsomatosta亡in

は濃度依存的にs㏄retin（1×10’8M）又はforskolin（1×lO’4M）刺激によ

るpepsinogeη分泌を抑制し、secretin刺激に対してsomatostatinは1X　lo’8

Mから有意な抑制を示し、1×10－6Mにおける抑制率は約60％であった。
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950　　　　　　　　b）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a）
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　　　　　　　　　　　Somatostatin（log　M）

Fig．19．E脆cts　ofSomatostatin　on　Secretin－andForsko1in－Indu㏄d　Pepsinogen

Secretion血omChiefCcus

　Ce1ls　we肥preincubated　with　iηd三cated　con㏄n眈atioηs　of　somatostatin　for15min，aΩd

｛h㎝incubated　with　s㏄retiη（1X10’8M）（⑧），forskolin（1X10－4M）（△）or　s㏄retip

（1X10’8M）p工us　IBMX（1×104M）（○）for30min　at37℃．Each　value　is　the

mean±S．E．’of　five　separate　experiments．o）p＜0．05，わ）p＜O．01．
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F榔kolin刺激に対してsomatostatinは1×10－7Mから有意な抑制を示し、

五×工0I6Mにおけるその抑制率は約55％であった。さらに、鵬MX存在下での

secretin（1×1σ8M）刺激においてもsomatostatinは1×1σ7Mから有意な抑制

を示し、1X　IO’6Mにおけるその抑制率は約50％であった。次に、secretinと

fo鯛ko1inによって引き起こされたcAMP．産生に対するsomatostatiηの影響を

Fig．20に示す。S㏄retinの1×1018M及びI×10“M刺激によって引き起こされ

たcAMPの産生はpepsi篶ogen分泌抑制と比較しsomatostatinの高濃度領域で抑制さ

れた。Somatostatin（1X1σ6M）はsecretiηの1×1018M及び1×101gM刺激によっ

て引き起こされたcAMPの産生をそれぞれ73％と70％に抑制した。しかし、

fo更skoliηによって引き起こされたcAMP産生に対してはsomatostatinの影響

は認められなかった。
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Fig．20．Effects　ofSomatostatinonSecretin－andForsko1in－InducedcAMP

Production　in　C㎞ef　Ce11s

　Ce1ls　were　preinc此ated　with　somatostatiηfor5min，aηd　then　incubated　with　s㏄retin

（㊥，1X10－9M；A，1×1σ8M）orforsko1in（○，1×1ぴ5M；△，王×iO－4M）for10

min　at37℃iΩまhepresenceofIBMX（1×104M）．Each　va1ue　is　the　meaη±S．E．of

four　sep肌ate　experiments．
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　受容体を介するad㎝ylate　cyc1aseの抑制にはinhibitory　gua篶ine

n㏄1eotide　binding（Gi　orGo）proteinの関与がよく知られている。Giprotein

がpertussis　toxinによってADPリボシル化されると細胞膜受容体と共役する

機能が失われると言われている。すなわち、受容体を介する細胞応答が

pert』ssis　toxinによって特異的に阻害されれば、その情報伝達系にはperωssis

toxinに感受性を示すGproteinの関与が示される。そこで、調製した主細胞を

培養する際に、perωssistoxin100篶glm1を含む培養液で培養し、pepsinogen

分泌に対するsomatostathの抑制効果について検討した。その結果をTable5

に示す。分泌促進物質によるpepsinog㎝分泌はpe伽ssis　toxin前処理によっ

て影響を受けなかった。また、forsko1in，carbacho1及びCCK－8によって引き

起こされたpepsinog㎝分泌におけるso㎜atostati烈の抑制効果もpertussis

tOX1n前処理によって影響を受けなかった。しかし、SeCretiηによって引き起こ

されたpepsinoge巫分泌に対するsomatostatipの抑制効果はpertussis　toxiη前

処理によって完全に解除された。

Tab1e5．E舐ects　of　Som－atostatin　on　Secretagogue－Induced　Pepsinogen　Secretion

fromChiefCe11s　in　the　P肥sence　orAbsence　ofPe伽ssis　Toxin

PePsinOgen　secre加0n（％迂0ta，）

Sec帽tagogue

None
Secretin（1x10－8M）

Fα・k・1i・（1・1O．4M）

Carbachol（1x10－5M）

CCK－8（1x10－9M）

・Pe『tuSS；S　tOXin

None　　Somatostatin

1．06圭0，20　　0．99±O．34

3．96±0．32　　2155±0．22b）

4．61±0138　3．13圭0．34a）

3．99±0，28　　3．11±O．27a）

3．94立O．27　　3．15±0．21a）

十Peれussis　toxin

None　　Somatostath

1．00±0，12　　0．92±0，16

3．70±0，41　　4．47±O138

4．49±0131　　3．41±0125∂）

3．78±0，18　　3．04±O，15a）

4．16±0，42　　3，03±0．22a）

　After　pretreatment　with　peれussis　toxiむ（王00篶g／ml）for24h，㏄1－s　were　preincubated　wi曲

orwithout　somatostatin（1×10－6M）for15miη，a（d　th㎝in㎝bated　with　s㏄retagogues　for

30min　at37℃．Each　va1ue　is　the　mea口±S．E．offive　separate　experi㎜ents．o）p＜0．05，わ）

P＜O．O1．
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第4節考察

　一般的にSOmatOStatinは生体においてホルモンの分泌や外分泌を抑制し、胃

においては胃酸及びpepsinogen分泌を抑制する仏43〕。これらの効果は

SO醐toStatiηの構造が明らかにされた後、様々な研究者によって〃舳γoでも

報告されてきた47’49）。しかし、胃液分泌に関する1川〃0での研究では胃腺を用

いた胃酸分泌が主なもので50－52）、特にpepsimg㎝分泌に対する作用については

カェル食道にあるpeptic　ce1lを用いた研究以外にはあまり報告が無い53・54）。著

者は第1章で確立した実験系を用い肋γルo及び肋〃γoの両面から

pepsinogen分泌に対するso㎜atostatinの影響を検討した。

　胃内灌流法を用いた肋小oの実験において、SOmatoStati篶は酸分泌に関し

ては分泌促進物質の作用に対して明らかに抑制したが、pepsinogen分泌に関し

てははっきりした抑制結果を得ることができなかった。1nル0の実験において

明瞭な結果が得られなかった理由は幾つか考えられるが、まず、Pepsinog㎝の

分泌が主細胞中に含有されるチモーゲン穎粒の量と刺激物質の濃度に依存してい

ることが考えられる。すなわち、最初の刺激による反応で主細胞中のチモーゲン

穎粒の量が減少し、次回の同量の刺激に対しては分泌量が減少するいわゆるタキ

フィラキシー現象が現われると考えられる。また、胃腺腔の申に溜まっている

p叩simg㎝が酸分泌に伴って流れ出す11wash　out’’現象なども定量性を損なう。

その他にも、SOmatOStatiηはパラクリンにより局所的に反応するホルモンであ

ると考えられるので、静脈投与では全身性の反応が現われたり、代謝されて局所

での反応が弱いことなども考えられる。Histami鵬及びgastrinに関しては第1

章でも述べたようにラット主細胞からのpepsimgen分泌をほとんど刺激しなかっ

た。従って、ラットを用いた1〃｛o実験においてもhistamine及びgastrinは

p印sinog㎝分泌をあまり刺激しないため、somatos伽inによる抑制が観察され

ない結果になったと推察される。そこで、より直接的で安定した応答が得られる
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培養主細胞を用いて検討を行った。

　Somatostatiηが主細胞に直接作用しpepsinog㎝分泌を抑制する現象は

carbacholとCqK－8のように細胞内Ca2＋を上昇させることにより

pepsinog㎝を分泌させる刺激に対しても認められた。一般にsomatostatinは受

容体に結合した後Giタンパク質の活性化によりad㎝ylate　cyclascを抑制する

と言われているので、イノシトールリン酸をsec㎝dmediatorとする反応にど

の様に関わっているのか興味があった。しかし、結果の項に示したように

somatos伽inはmedium中でのCa2＋の存在の有無に関係なくcarbacho1や

CCK－8の細胞内Ca2キの上昇作用に影響を及ぼさなかった。このことはラット主

細胞においてsomatostatinがCa2＋チャンネルやphospho1ipase　Cに対しては

抑制的に作用しないことを示している。同様な結果はイヌ壁細胞を用いた

carbacho1やgastrinによる酸分泌及びIP3産生に対するsomatostatinの影響

を検討した実験でも報告されている46）。従って、SOmatOStatiηによる

carbacho1やCCK－8によるpepsiηog㎝分泌の抑制は受容体刺激一Ca2＋濃度上

昇に対する作用ではなく、それ以降の分泌に関連した反応のどこかを抑制したこ

とによると考えられる。

　主細胞におン・てはsecretinによるpepsimg㎝分泌はcAMPの産生を介して

いる。Somatostatinはsecreti乃によるpepsinog㎝分泌を抑制しただけでなく、

cAMPの産生をも抑制した。そして、somatostatinによるpepsinogeη分泌抑

制はperωssis　toxinの前処理によって影響を受けた。この結果は犬の壁細胞を

用いたhistamine（H。一receptor）刺激に対するsomatostatiη作用の研究と同様

な結果を示している46）。すなわち、somatostati。受容体がp。。tussis　to．i。感受

性Gprotein（Gi　orGoprotein）と共役していることを示している。比較として

用いたforsko1iΩ刺激によるpepsiηogeη分泌はsomatostatinによって抑制さ

れたが、cAMP産生は抑制されなかった。また、carbacho1やCCK－8の場合と

同様perωss1s　toxin前処理によってもsomatostatinの抑制効果は解除されなかつ
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た。このことからsomatostatinのpepsinog㎝分泌抑制効果は、cAMPを

sec㎝d　mediatorとする系でも受容体部位ばかりでなく、分泌過程のどこかにも

作用部位が存在することが示唆された。

　SOmatoStatinの作用については様々な研究が行われ、ラット膵腺房細胞にお

いてはsomatos伽inがbombesinによるイノシトールリン脂質の代謝充進を抑

制し55）、さらにmedullarycarciれomaceHにおいてはnorepiηephrineによる

細胞内Ca2＋上昇を抑制する等の報告もある56）。また、somatostatinの作用とし

てタンパクヘのリン酸化の抑制、脱リン酸化の促進57）、K＋チャンネルの開口に

ょる細胞の過分極58）、さらに分泌穎粒の開口放出の抑制等も報告され59）、最近で

は§omatostatiη受容体のクローニングも行われ5つのサブタイプが存在するこ

とまで確認されている60川。ラット胃粘膜主細胞においては、SOmatOStatiηが

ca曲cholやCCK－8によるpepsinog㎝分泌のどこを抑制するのか決めること

はできなかったが、少なくとも、受容体以外にもSOmatOStatinの作用部位があ

ることを明らかにすることができた。
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第3章　Pepsi乃ogen分泌に対する分泌促進物質間の相互作用

　前章においてラット胃主細胞からのpepsinog㎝分泌はcarbachol，CCK－8，

secretinによって惹起されることを確認し、さらに、pepsinogen分泌における

それぞれの受容体と細胞内伝達物質の関係を明らかにした。すなわち、

pepsinogen分泌には少なくとも2つの経路があり、一つはcarbacho1や

CCK－8に代表されるイノシトールリン脂質の代謝を介した経路、もう一つは

secretinに代表されるcAMPの産生を介する経路である。

　我々が食事を摂る場合を考えたとき、脳相や胃の反射的な分泌に関する迷走神

経と、それらと協同して作用すると考えられるホルモンやオータコイドが同時に

作用していると考えられる。すなわち、消化時にはこれら種々の生理活性物質が

一体となって消化活動を調節していると考えられる。分泌機序の異なる2つの刺

激物質が同時に作用した場合、それぞれ単独の刺激による分泌の和よりも分泌が

増加する、いわゆる相乗作用はすでに膵腺房細胞からの酵素分泌62）、さらには酸

分泌においてすでに知られている60－65）。Pepsinogen分泌においても相乗効果に

関する報告が幾つかあり）cholera　toxinで前処理した主細胞を細胞内Ca2＋を

増加させる薬物で刺激したとき、cAMPの増加が認められ相乗作用を表わしてい

る。この反応は細胞外Ca2＋の除去、calmodulin阻害薬を加えることにより消

失することからcholera　toxiΩとCa2＋依存性薬物の間の相乗作用はcAMPの増

加によるものではないか、と考えられている66）。しかし、この相互作用は

cho1era　toxiη前処理の場合に限られ、処理されない状態では現われてこない。

　著者はpepsinog㎝分泌に対する分泌促進物質の相互作用を検討するにあたり、

まず、sec㎝d　mediatorどうしの組み合わせによるpepsinog㎝分泌を比較する

ことによりpeps1㎜g㎝分泌促進剤の相乗作用と受容体問の相互作用について検

討した。cAMPを増加させる生理的物質としてsecretiη、細胞内Ca2＋を増加さ

せる物質として一carbacholとCCK－8を用いた。
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第ユ節　培養ラット胃主細胞に対するpepsinogen分泌促進物質の組み合わせに

　　　　よる効果

　CarbacholやCCK－8は受容体と結合後phospho1ipase　Cを活性化し、イノ

シトールリン脂質をIP3とDGに代謝し、IP。が細胞内Ca2＋上昇、DGが

pζ㈱in　kiηase　Cを活性化すると考えられる。他方、secretinはcAMPの産生

を促進することはすでに本論文でも明らかにし、他の動物の胃主細胞でも認めら

れている。そこで、細胞内Ca2＋を上昇させる試薬としてCa2＋iomphoreの

A23五87，Proteiηki舳se　C活性化物質としてphorbo112－myristate13－acetate

（PMA），cAMP様物質として細胞膜通過型のdibutyry1cAMP（dbcAMP）を用

いて検討した。まず初めに、Pepsi舳gen分泌に対するA23187，PMA及び

dbcAMPの作用を検討した（Fig．21）。PMAは1×10一，o　M，A23187は
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Fig．21．Effects　ofA23187，PMAanddbcAMPonPepsinogen　Secretion　fro㎜

ChiefCe11s

　Cells　were　incubated　with　the　indicated　conce耐rations　of　A23187（ム），PMA（麗）and

dbcAMP（㊥）for30miηaほ7℃．Each　value　is　the　mean±S．E．of　five　separate

experiments．a）P＜0．05，b）Pく0．01・
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1×10－7M，dbcAMPは1×lO－5Mから濃度依存的に有意にpepsinogen分泌

を促進した。次に、これら刺激物質の組み合わせによるpepsiηogen分泌にっい

ての相互作用を検討した（Table6）。その結果、どの組み合わせによっても相乗

的なpepsiηog㎝分泌促進が示された。

Tab1e6．Effects　ofA23187，PMA，dbcAMP　andCombinati㎝s　ofEach

Chemica1on　Pepsinogen　Secretion

Secretagogues Pepsinogen　secretion
　　　（％tOta1）

None

A23187（1x107M）

PMA（1x10’10M）

dbcAMP（1x10．3M）

A23187キPMA

A2318アキdbcAMP

dbcAMP＋PMA

A23187キPMA＋dbcAMP

O．42±0，06

3．34±O．35

2．69±0，38

2．62±O．17

9．47±1．35

10．12±1，02

8．80±O．52

17．78±1．34

Each　va1ue　is　the　mean±S，E．of　five　sepa榊e　experime耐s．

　そこで細胞内情報伝達機序の異なるpepsinog㎝分泌促進作用を持つ受容体刺

激物質の相互作用の検討を行った。cAMPをsec㎝d　mediatorとする生理活性

物質としてsecretin（1×10－8M）を用い、Ca2キを㎜ediatorとする生理活性物

質としてcarbacholとCCK－8を用い併用効果を検討した。Carbachol，CCK－8

ともにsecretin（1×10－8M）存在下で、相乗的なpepsi烈og㎝分泌を示した

（Fig．22）。点線はs㏄retin（1×10－8M）単独刺激によるpepsinogen分泌を

相加的に計算をした値であり、実際の反応はこの線より反応が大きく、相乗的効

果であることがわかる。Carbacho1は1X1O－5Mから相加値に対し有意に
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Fig．22．Ef胎cts　ofSecretin　with　Carbacho1or　CCK－8on　Pepsinogen　Secretion

from　ChiefCe11s

　　Cens　were　incubated　with　the　indicated　conce耐rations　of　carbacho1（○）or　secretin

（1×1σ8M）Ph・…b・・h・1（㊧）（A）・・dCCK－8（○）・・…肥ti・（1×1σ8M）Ph・

CCK－8ζ③）（B）for30mi烈at37℃，and　then　pepsinog⑧n　in　a　medi泌m　was　measured　by

ELISA．Dashed　lines（△）represe航ca1cu1ated　values　of　pepsinogeΩconce就ration　with

the　additi㎝ofs㏄reti巫（1×1σ8M）and　dose一欄p㎝se　curves　ofcarbachoI　orCCK－8．

Each　value　is　the　mean±S．E．of　five　sep孤ate　experiments．Sign流ca耐diffe肥むces

between　ca1culated　va1ues　of　c虹bacho1p1us　secreti篶and　those　obtained　by　experime耐

（A）and　those　for　CCK－8plus　secretin（B）：a）pく0．05，b）p〈0．01。

p即simgen分泌を促進したが、CCK－8では相加値以上に促進したものの有意差

は認められなかった。この作用の違いがSeCretihのような受容体を介する刺激

によってのみ認められるのかどうかを検討するためにadeWlate　cyc1aseの活性

化物質であるforskoliηを用いて検討した（Fig．23）。Carbachol，CCK－8とも

にforskolin（1×10’4M）との組み合わせによってもsecretin同様、相乗的な
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pepsinogen分泌を示した。しかも、その相乗作用はsecretinとの組み合わせよ

りも強く、また両者の間ではCCK－8の方がcarbacholより強い相乗作用が観察

された。
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炉ig－23－Ef胎cts　ofForsko工in　with　C孤bacho工or　CCK－8on　Pepsinogen　Secretioη

from　ChiefCe11s

　　Ce11s　were　incubated　with　the　i篶dicated　concentradons　of　carbachol（○）or　forskoliη

（1X1σ4M）plus　carbacho王（⑳）（A）aM　CCK－8（○）or　forskoliη（1X1σ4M）plus

CCK－8（㊥）（B）for30min　at3ヅC，aηd　the岬epsimg㎝in　a　medium　was　measured　by

ELISA．Dashed　liれes（△）肥present　ca1cωated　valじes　of　pepsinogeηconcentratioηwith

the　additi㎝offorskohn（l　X10－4M）and　dose一肥sp㎝se㎝rves　ofcarbachol　or　CCK－8．

Each　value　is曲e］mean±S．E．of　ive　separate　experi㎜e耐s．Sign脆ca耐dif胎rences

betweeηcalcu1ated　values　of　carbachol　plus　forskolin　and　those　obtaiηed　by　experiment

（A）and　those　for　CCK－8p1us　secretin（B）：a）pくO．05，b）p＜O．01．
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第2節　Sec㎝d　mediatorの産生量に対する分泌促進物質の組み合わせによる影

　　　　響

　作用機序の異なるp・psi・og㎝分泌促進物質を組み合わせることにより起こる

相乗作用がs㏄㎝d　mediatorの産生にどのように影響するのか検討した。まず、

細胞内Ca2＋濃度上昇作用に対する相互作用を検討した（Pig．24）。Carbacho1

又はCCK－8によって引き起こされる細胞内Ca2＋濃度上昇は、IBMX（五X10－4

M）存在下secretin及びforsko1iηの前処理によって影響を受けなかった。デー

　＾5．5
　ε
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　◎　oo　雲
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Fig．24．Eff◎cts　of　Secretin　or　Forsko1in　on［Ca2＋］i　Increase　Induc◎d　by

C鉦bacho1andCCK－8inthePresenceof鵬MX
　　　　　　　　　　　　　　　6　After　fura－21oaded㏄1ls（2X1O　cens／ml）wcre　prein㎝bated　with　IBMXおr1min，

迂he　changes　of　nuorescence　ratio（340列㎜ノ380ηm）in　chief　ce1ls　iηduced　by　carbacho1

（A）or　CCK－8（B）were　measured．ChemicaIs　were　added　at　times　indicated　by　arrows．
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ターには示さないが、IBMX非存在下においても影響を受けなかった。さらに、

共に細胞内Ca2＋上昇を引き起こすcarbachol（1×1O’4M）とCCK－8

（1×10’8M）を組み合わせると細胞内Ca2＋濃度の上昇は単独の場合より高い

値を示したが、相加的な上昇にはならなかった（Fig．25）。　また、pepsimgen

分泌においても相加値より低い分泌しか示さなかった（Tab1e7）。
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1x1O－4M　　1x1O－8M

　　H弁1・i1

Carbachol
＋CCK－8

Fig．25．Ef胎cts　of　Carbacho1and　CCK－8on［Ca2＋］i　Increase

　After　ce11s（2×106ceI1s／ml）were1oaded　with　fura－2，芝he　changes　of肋orescence

ratio（340nm／380nm）in　chief　cens　i烈duced　by　carbacho一，CCK－8or　carbachol　plus

CCK－8were㎜easu肥d．

44



Tab1e7．Eff㏄ts　ofC班bacho1，CCK－8，S㏄retin　and　Combinations　ofEach

Che皿1ica1on　Pepsinogen　Secretion

Secretagogues Pepsinogen　secretion
　　　（％tota1）

None

Ca池achol（1x10－4M）

CCK－8（1x10・8M）

Carbach◎1キCCK－8

S⑧・帽ti・（1・10’8M）

Carbachol＋Secretin

CCK－8キSec帽tin

1．08±0，08

4．11＝…＝0，76

3．20±0，11

5．46堂O．50

3．30±0．12

9131±1，09

7．64±0．37

Each　vahe　is　the　lmean±S．E．of　four　separate　expeh㎜e耐s．

　次に、secretinによって引き起こされるcAMP産生に対するcarbacho1及

びCCK－8の影響を検討した（Fig．26）。Carbacho1及びCCK－8の前処理によ

り濃度依存的にsecretiΩによって引き起こされるcAMP産生を減少させた。

C肌bacho1は1×10－4Mで有意に減少させ、その減少率は36．5％であった。

CCK－8は1×10－9Mから有意に減少させ、その減少率は1×10－9Mで35．8

％、1X1O’8Mで45％であり、濃度依存的であった。一方、forskoliΩによっ

て引き起こされるcAMP産生に対する影響はsecretinの場合とは全く異なり、

逆にcarbacholの1×10‘4Mにおいて有意差は認められないが、18．7％増加

させた。CCK－8はforsko1inによって引き起こされるcAMP産生を濃度依存的

に増加させ1X1O’9Mから有意に促進した。その増加率は1X　lO‘9Mで33．工

％、1X10‘8Mで40．4％であり、濃度依存的であった。
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Fig．26．Effects　ofC鉦bacho1and　CCK－8on　cAMP　Production　Induced　by

Secretin　or　Forsko1in

　Cens（1×106cel1s／ml）were　incリbated　with曲e　indica．ted　conce耐rations　of　carbachol

p1じs　s㏄retin（1×1018M）（園）orforskolin（1×ヱσ4M）（口）（A）and　CCK－8p1us

s㏄肥tin（1×10I8M）（露）orforsko1in（1X1σ4M）（□）（B）for10miMt37℃in　the

pres㎝㏄of鵬MX（1×玉OI4M）．C㎝㏄ntrati㎝s　of㏄1Mar　cAMP　were　measじred　by　the

method　described　in　theエext，The　cAMP　c㎝㏄ntrati㎝iΩduced　by　s㏄retin（1×1OI8M）

was　abo岨6．98±O．66pmo1／106ce1ls．Each　value　is　the　mean±S．E．offive　separate

experiments．a）pくO．05，b）pくO．01．

Fig．27にsecreti烈及びforskolinによって引き起こされるcAMP産生に対す

るA23187とPMAの影響を示す。両薬物ともにcAMP産生に対する影響は認

められなかった。

　次に、carbacho1及びCCK－8のsecretinによって引き起こされるcAMP産

生の減少作用をそれぞれの競合的阻害薬であるatropiΩe及び1org1umideを用

いて検討した（Fig．28）。Atropine及び1orglumideは濃度依存的にcarbacho1
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Fig．27．E脆cts　ofA23187狐dPMAoncAMPProducti㎝Indu㏄dby　S㏄retin

○夏Forsko1in

　Cel1s（1×106cells／㎜1）we肥inc此ated　w並h曲e　indicated　conceむtratioヵs　ofA23187

plus　s㏄揃in（1×1σ8M）（圏）orforsko1in（1×10－4M）（□）（A）and　PMA　plむs　secreti軸

（且X1σ8M）（圏）orforskoIin（1×1O－4M）（□）（B）for10㎜inat37oCinthepresence

ofIBMX（1×1σ4M）．The　cAMP　c㎝c㎝trati㎝ind㏄ed　by　s㏄retin（1X1ぴ8M）was

about6．20±0．66pmol！106cells．Each　value　is　the㎜ean±S．E．of丘ve　separate

experirΩents。

（l　X104M）及びCCK－8（1×1ぴ8M）によるcAMPの減少を阻止した。そこで、

この阻止がcarbacholまたはCCK－8刺激によるpepsimg㎝分泌及び細胞内

Ca2＋濃度上昇などの生理的な反応に対する抑制効果と関連した同一の作用であ

るのかどうかの検討を行った。Fig．29にcarbachol（1×1σ4M）及びCCK－8

（lX1σ8M）それぞれの刺激に対するatmpine及びlorglumideの効果を示す。細

胞内Ca2＋濃度上昇においてはチャートで示し、carbachol（工X1O14M）及び

CC監一8（1×1018M）刺激に対する反応を100％として示した。Carbachol
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Fig．28．E脆ctsofA故opine　andLorg1umide　on　Secretin－InducedcAMP

Production　Reducedby　C孤bacho1or　CCK－8

　Ce1三s（1×106ce11s／m1）were　iむcubated　with　the　indicated　conce耐ratio篶s　ofatropine

to　the　medium　c㎝taiηi㎎carbachol（1×104M）aηd　s㏄retin（1X1018M）（A）and

1org1u㎜三de　to　the　medium　c㎝taini㎎CCK－8（1×10－8M）and　secretiη（1×1σ8M）（B）

for10miMt37◎C　iパhe　pres㎝㏄ofIBMX（1×1014M）．Each　value　is　the　mean±

S．E．of丘ve　sep肌a迂e　experiments．

（1X1σ4M）刺激によるpepsinogen分泌、細胞内Ca2＋濃度上昇、そして

secre迂inによって引き起こされたcAMP産生の減少に対して、atropiΩeは濃度

依存的にその作用を抑制し、それぞれの反応に対する50％inhibitory

co㏄e耐ration（IC．o）値は1．5×10－9M，1．5XlO’9M及び1．3X10’9Mであっ

た。Lorglumideのそれぞれの反応に対するIC．o値は2．4×10’7M，

3．5×10’7M及び4．0×10’7Mであった。

　第2章においてsomatostatiηはsecretinの刺激によって引き起こされる

cAMP産生を抑制することを確認した。そこで、今回はCCK－8がsecretinに
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Fig. 29. Effects of Atropine or Lorglumide on Pepsinogen Secretion, [Ca2+]i 

Increase and Secretin-Induced CAMP Production Reduced by Carbachol or 

CCK-8 
[Ca2']i increase (~), pepsinogen secretion (O) and cellular CAMP decrease (e) are 

expressed as percentage of the responses to carbachol (1 X 10~4 M) (A) or CCK-8 

(1 X 10~8 M) (B). Values of pepsinogen secretion and cellular CAMP decrease are the 

mean ~ S.E. of four separate experiments. 

- 49 -



より引き起こされたcAMPの産生を抑制する作用にsomatostatinがどのように

関係するかを検討した（Fig．30）。Somatostatinはsecretinの刺激による

cAMP産生を濃度依存的に抑制し、豆X10‘6Mでその抑制率は約55％であっ

た。これらの結果はFig．20とおおむね同じであるが、secretinのcAMP産生

作用に対するCCK－8（1×10－8M）の抑制作用については、somatostatinはそ

れをさらに濃度依存的に抑制し、王．X10’6Mでは約70％の抑制率であった。

10　　←一〇

◎
」
一⊂

8
さ　50
工
妻
く
O

　　　　　　O
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Fig．30．Ef胎cts　ofSo㎜atostatin　andCCK－8on　Secretin－Indu㏄dcAMP

Production

　Cens（1×106ce1ls／㎜1）were　incubated　with　the　iηdicated　conce耐ratioηs　of

so㎜atostati篶（○）or　somatostatin　plus　CCK－8（1×10I8M）（⑬）for1O　min　at37℃iη

曲e　p肥s㎝ce　ofs㏄redn（1×1018M）and　IBMX（工X1O14M）．Each　va1ue　is童be　meaη

±S．E．of丘ve　separate　expedments．
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第3節　ラット胃内灌流法におけるsecretinと各種分泌促進物質の組み合わせ

　　　　による酸及びpepsinogen分泌の検討

　Secretinは単独ではすでに酸分泌を抑制することが知られているので、胃内

灌流法を用いてSeCretinと各種分泌促進物質の組み合わせによる酸及び

pepsinogen分泌を検討した。まず、s㏄榊inの単独投与による効果の基礎デー

ターを得るため、secretinを90minごとに5，10，20μ91kgを股静脈より投与

した（Fig．31A）。酸分泌においてはs㏄re辻in投与によりほぼ濃度依存的に基礎

分泌量よりわずかであるが減少させた。Pepsin◎9eη分泌においては5及び10

μg低gの投与により若干増加させた。しかし、20μg／kg投与後、酸分泌の減少

と一致してpepsi双ogen分泌量に減少が観察された。各種分泌促進物質と

SeCretinの組み合わせについては分泌促進物質を股静脈より持続静注下にもう一

方の股静脈よりs㏄retinを10μg／kg投与する方法を用いた。Tetragastrinと
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Fig. 3 1 . Effects of Some Concentrations of Secretin and Combinations of 

Secretin with Other Secretagogues on Pepsinogen and Acid Secretion in Rat 

Gastric Perfusion 

Secretin and other secretagogues were singly and continuously injected through the 

femoral vein, respectively. Perfusion rate was 0.5 ml/min, and perfusate was collected 

every 10 min. An injection of saline (O) or secretin (e) is shown at an arrow. The 

indicated doses of chemicals are as follows: A, secretin 5, 10 and 20 uglkg; B, secretin 

10 ug/kg, tetragastrin 10 ug/kg/h; C, secretin 10 ug/kg, histamine 500 ug/kg/h; D, secretin 

10 ug/kg, carbachol 7.5 ug/kg/h; E, secretin 10 uglkg, CCK-8 5 ug/kg/h. Each value is the 

mean ~ S.E. of four separate experiments. 

histamine l~. ~:~~~ l~~~~f~EE~~H~~ ~ O) pepslnogen ~~¥7~; ~;~lJ~~ ~f~~~･~ f,_~~~>~. 

'~~t ~ ~;~{~,~~:=L"~~~~~~L f~~~~~ secretin ~~~~i~t~ ~ pepsinogen ~~*~~~~~4~~~~ Uf._-. 

)~. ~{~~~~~~~~C~5V+C i~ secretin ~~~i~IC ~ ~ tetragastrin O)f~;~ ~ft~,~,"~~~}C~~ 

30 - 40 % ~~~iJ ~. histamlne ~)f~fiFI~~~~~~ 1 7~//i ~~tf_~ e~~~)O ~ 

(Fig. 31 B.C). Pepsinogen ~~¥~~~~f~IJj~~~~) carbachol ~ CCK-8 a)t~,fy"=*"~t~"i~eC 

~~V~~ secretin i~ carbachol ~(~ CCK-8 }C ~ ~ pepsin ~j¥~~~~~~~*~0~~tt..-

(Fig. 31 D.E). 

- 53 ~ 



第4節　考察

　Pepsinogen分泌を促進する物質及びそのsecondmediator間の相互作用を検

討した。Seco“mediator間の相互作用を想定しCa2＋i㎝ophoreやsec㎝d

mediatorのアナログ体どうしを組み合わせると・Pepsi㍗geη分泌は相乗的に強

く促進された。　この強い相乗作用はカェルpeptic　cellを用いた報告と同様の結

果であった67）。しかし、異なるsec㎝dmediatorを介してpepsiηogenを分泌

させる受容体刺激物質どうしを組み合わせたとき、どのような反応が得られるか

についてはラット胃腺を用いた初期の報告しかない68）。そこで、受容体刺激に

より細胞内cAMP産生を促すsecretinとイノシトールリン脂質の代謝を促す

carbacho1又はCCK－8の組み合わせについて検討したところ、相乗的な

pepsimgen分泌が得られた。しかし、その相乗作用はsec㎝d　mediatorの代替

物質の組み合わせによるpepsinogen分泌の相乗作用と比較すると低いものであっ

た。さらに、secretinに対するcarbacholとCCK－8では相乗効果に違いが観察

され、CCK－8との併用のほうが低かった。このことは、CCK－8とcarbacho1が

細胞内Ca2＋上昇を引き起こすことは同じであるが、他に異なった作用があるこ

とを示している。モルモット膵腺房細胞を用いた125I－SeCretin結合実験におい

てCCK－8及びcarbacholは三25Lsecretiηの結合になんら変化をもたらさない

という報告もあることから少なくともsecretinの受容体への結合にcarbachol

やCCK－8が競合的に作用したり、受容体の親和性が変化していることはないと

考えられる69）。そこで、これら相互作用はSeCretinのような受容体を介して産

生されるsecondmediatorにあるのではないかと予想されたので、まず

ad㎝ylate　cyclaseの直接的な活性化剤であるforsko1inを用いて検討した。

Carbacho1又はCCK－8とforskoli篶との組み合わせはsecretinとの組み合わせ

より相乗的な強いpepsinog㎝分泌が認められた。従って、刺激物質間の相互作

用が細胞内伝達物質の量的変化にあると考え検討を行った。一方、これら刺激物
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質間の相互作用でも・a・ba・holやCCK－8のように同じ細胞内Ca2＋濃度上昇を

引き起こすものどうしの組み合わせでは細胞内Ca2＋濃度の上昇及び

pepsinogen分泌ともにそれぞれの反応の増加が見られたが、それぞれの相加値

よりも低い値であった。同様の現象は酸を分泌する壁細胞においても見られ、細

胞内Ca2＋を介して作用するgastrinとcarbacholの組み合わせによる酸分泌は

cAMP産生をsecondmediatorとするhistamine（H。一receptor）との組み合わ

せに比べ非常に弱いことが報告されている64）。このことは同じsβc㎝d

㎜e伽tOrを介する場合は一方の受容体とそのアゴニストの結合が他の受容体と

そのアゴニストとの結合に影響を与え、結合能に変化が生じるからであるといわ

れていたが、受容体結合実験等ではそのような結果は得られていない70）。一方、

この現象は受容体以後の細胞内経路の申で生じるという説がある64）。今回の細胞

内Ca2＋濃度の上昇は両薬物によ，る細胞内Ca2＋濃度上昇の和までの値にならな

いということで互いに細胞内Ca2＋動員を抑制しているように見受けられるが、

データーとして示していないが、互いに低濃度を組み合わせた実験では細胞内

C盆2＋濃度の上昇は両薬物の細胞内Ca2＋濃度上昇の和に近い値になる。このこと

から両薬物とも同一の細胞内Ca2＋貯蔵部位よりCa2＋を遊離するものと考えら

れ、今回示したようなほぼsub狐aximumの投与量の両薬物を組み合わせたとき

の反応は細胞内Ca2＋貯蔵量の上限に達したからであると考えられる。

　受容体刺激によるcAMPの増加に伴い細胞内Ca2＋濃度の上昇が減少すると

いう報告が胃粘膜主細胞以外の研究でなされている川。しかし、今回の主細胞に

おける細胞内Ca2＋の検討ではsecretinとforsko1inはIBMXの有無に関係な

くcarbacho1又はCCK－8による細胞内Ca2＋濃度の上昇に影響をおよぼさなかっ

た。他方、cAMPの産生に関してはcarbacho1とCCK－8はsecretinによる

cAMP産生を減少させ、その減少はCCK－8との組み合わせの方が強かった。逆

に、forskolinによるcAMP産生については、CCK－8との組み合わせの方が強

く増加きせた。これらの結果は細胞内情報伝達系の異なる薬物を組み合わせるこ
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とによるpepsiηogeη分泌の相乗作用の違いがcAMPの増減によるのではない

かと考えさせる証拠となる。

　Carbacholと．CCK－8は受容体と結合後、Ca2＋とDGが協同して

pepsiηogeη分泌を促進することを示唆した報告がある35’67）。そこで、secretin

やforsko1inによるcAMP産生に対してA23187及びPMAを用い検討したが、

影響は認められなかった。但し、わずかにsecretinによるcAMP産生に対して

A23187の1X10’6Mでは減少させている。しかし、このA23187の濃度は細

胞に対してかなり高い濃度であり、細胞内Ca2＋濃度の増加によって示された高

いpepsimg㎝分泌は必ずしも生理的な反応とは考え難い。従って、この

cAMP減少は細胞内Ca2＋濃度の増加に基ずく細胞内機能の破壊とも考えられる。

壁細胞を用いた研究で、活性化されたpro言einkinasc　Cはhistami㈹による

cAMP産生を減少させるという報告がある72）。しかし、Protein　kinase　Cの活

性化剤であるPMAはモルモット主細胞においてprostaglandin　E。による

cAMP産生を抑制するが、secretinや他のcAMP産生を刺激する薬物による

cAMP産生については抑制しないという報告があり73）、ラットでの結果とも一致

している。このことからもPMAによって活性化されたpro迂ein　kinase　Cは促

進性及び抑制件G　proteiむやad㎝y1ate　cyclase系に対しては影響しないこと

が示唆された。

　他方、carbacho1及びCCK－8はsecre迂iΩによるcAMP産生を減少させた。

ムスカリン受容体拮抗薬であるatropineはcarbacholによるこの減少を完全に

打ち消し、また、CCK。受容体拮抗薬である1orglumideもまたCCK－8による

減少を完全に回復させた。そして、これらのIC．o値はatropiηeやlorglumide

によって抑制されたpepsing9㎝分泌及び細胞内Ca2＋濃度上昇のIC。。とほとん

ど同じであった。従って、carbacholとCCK－8によって引き起こされた

secretinのcAMP産生に対する滅少作用はそれぞれの受容体間で起こる生理的

な調節ではないかと考えられる。これらの現象はどのような機序で調節されるか
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は明らかにできなかったが、主細胞においては細胞内刺激伝達機序の異なる受容

体間で”crossイalk”が起こっていることが示唆された。

　一般に、高いpepsinogeη分泌は高い酸分泌に伴って起こる。1〃ルoの実験

においてsecretinの単独投与はpepsi㎜g㎝の基礎分泌量をわずかに増加させ

たにすぎなかった。しかし、SeCretiηは酸分泌を刺激するhiStamineの持続静

注時に明らかにpepsi（og㎝分泌作用を示した。これらのことから酸分泌に伴っ

たpepsinog㎝の”waSh　ouポ’は生体における消化活動にとっては重要であると

考えられる。

　SecretinとCCKは酸性の胃内の消化物が十二指腸へと移り、その刺激によ

り十二指腸粘膜から内分泌され、膵酵素や重炭酸イオンを外分泌させる23）と同時

に胃酸分泌を抑制すると言われている74’75）。しかし、現在この酸分泌抑制は、

secretinやCCKによる直接作用ではなく、それらによって分泌された

S㈱atoS辻atinが関与していると考えられている76’80）。以上のことを考えあわせ

たとき、胃液中に同時に分泌されているようにみえるpepsinog㎝と酸とは著者

がここに示したように、同じ分泌調節を受けているわけではないことに気がつく。

ここで、胃における消化の過程を考えると、次のようになる。すなわち、摂取さ

れる食物を前にして、人は視覚や臭覚により迷走神経（a㏄ty1Cho1ine）系が興奮

し、酸とpepsinog㎝分泌が起こる（脳相）。食事を摂ると味覚や胃内に入った

食物により反射的に壁在神経叢が働き、ホルモンやオータコイドが分泌され、こ

れらは互いに相乗的に作用し胃液の分泌と胃運動が充進し、本格的な消化活動を

始める（胃相）。この間、食物申の流動物は容易に十二指腸へ移行し、十二指腸

粘膜からsecretiΩとCCKが分泌される（腸相）と考えられる。しかし、胃に

おいて摂取された固形の食物は継続的に消化され粥状になるまで行われる。この

時の主役は胃の蠕動運動とpepsinであると考えられる。食事中、胃は引き続き

迷走神経（acety1choliれe）系によって刺激されている。A㏄ty1choli舵刺激は酸

やpepsimg㎝を分泌するばかりでなく、D　ce11（somatostatiη含有細胞）から
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のSOmatOStatinの分泌を抑制する8…’82）。従って、胃での食物の消化中には

acetylcho1ineがsecretinやCCKと協同的に働いてpepsiηog㎝を相乗的に分

泌し、酸と共に胃腔内へ分泌され固形物の消化を行うと考えられる。同時に、

secretinやCCKによるsomatostatiη分泌はacetylcholineにより抑制されて

いる’と考えられる。食後、胃はa㏄ty1cho1iηeの刺激がなくなり、今度は

secretiηやCCKによってsomatostatinが分泌され胃での外分泌は抑制される

と推測される。Chiba等は摘出したラット胃の灌流実験においてsomatosta吏in

とgaS甘in分泌におけるSeCretinの影響について検討し、SeCretinは濃度依存

的にSO㎜atOStatiΩ分泌を増加させ、逆にgaStrin分泌を減少させることを見い

出した77）。So11’等はイヌ胃底腺粘膜D㏄llからCCK．8が強くsomatostatiη

を分泌させることを報告した79）。第2章で示したようにsomatostatinは

CCK－8やsecretiRによって刺激されたpepsinogen分泌を抑制する。さらに、

著者はsomatostatinがsecretinによるcAMPの産生を抑制することを確認し

た。従って、食後はFig．30で示したようにs㏄retiηによるcAMPの産生が

somatostatinとCCK－8によって抑えられていることが考えられる。さらに、

j”～o実験で示したように酸分泌が高まったときpepsimgeηは同時に胃腔内

へ分泌されるい・うことからも、食後酸分泌が抑制されればpepsinog㎝も胃腔

内へは流れでないものと考えられる。以上のことから主細胞におけるCCK－8の

secretinによるcAMP産生作用に対する抑制は過剰なpepsinogen分泌を回避

するための相互作用ではないかと考えられる。このように主細胞からの

pepsi㎜g㎝分泌は食物の消化の過程に伴い、壁細胞からの酸分泌と共に合目的

調節を受けているのではないかと考えられる。

　現在、H。ブロッカーやプロトンポンプ阻害剤といった酸分泌抑制剤の開発によっ

て消化性潰瘍の治療は飛躍的に進歩している。しかし、潰瘍の発症や再発の機序

に関してはまだ未知な部分が多く残っている。発症の主な原因にストレスが挙げ

られているが、これがacetylcho1ine，CCKやsecretiΩさらにはsoma乏ostatin
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といったpepsinogen分泌の促進や抑制に関わる生理活性物質のバランスの乱れ

を引き起こし、消化性潰瘍発症の補助因子として働いているのではないかと考え

られる。

一　59　一



結論

　ラット胃粘膜主細胞の機能とpepsinog㎝分泌の調節に関する研究において以

下め結論を得た。

1．胃粘膜主細胞の単離とpepsinogen及びintrinsic　factorの分泌に関する基

　礎的検討

　酸分泌実験、消化管ホルモンのバランスや作用等の実験、実験潰瘍の作製、抗

潰瘍剤評価等の基礎的検討にはほとんどラットが用いられてきた。しかし、

pepsinog㎝分泌実験や胃粘膜遊離細胞からの主細胞の分離はこれまでイヌやモ

ルモット等の動物が用いられ、ラット胃主細胞を用いたpepsinogen分泌の研究

がなかった。そこで、ラット主細胞を単離することを試みた。すなわち、ラット

の摘出した胃を反転し、mediUmで膨らませ、Dispase　Iを含むmedium中で消

化し遊離細胞を得て、密度勾配遠心分離法により主細胞を分離した。この細胞が

pepsiηog㎝及び内因子を含有することを組織免疫染色法により確認し主細胞と

して以下の実験に供した。この細胞を1日培養し、種々刺激物質を用いて

pepsimg㎝分泌を検討した。ラット胃主細胞からのpepsimg㎝分泌は副交感

神経刺激薬のcarbachol、十二指腸から分泌される消化管ホルモンのCCK－8や

secreti篶により強く促進された。そして、酸分泌の促進物質であるhistamine

やgastri烈はpepsinogen分泌をほとんど刺激しなかったが、交感神経刺激薬は

わずかに促進しただけであった。そこで、pepsi篶ogen分泌刺激物質の作用機序

について検討した。Carbacho1やCCK－8の刺激により主細胞の細胞内Ca2＋濃

度は上昇し、その上昇はmedium中のCa2＋がなくても認められたことから

phospho1ipaseCを介したイノシトールリン脂質の代謝によるIP3の産生に伴っ
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た細胞内Ca2＋貯蔵部位からの放出が関与していることを確認した。Secreまinの

刺激により用量依存的に細胞内cAMPの産生が促進されpepsinog㎝分泌と同

様の用量反応曲線を示したので、secretinはcAMPを介してpepsinogenを分

泌させることが確認された。

　眼の分泌は胃内灌流法を用いたゴ〃～o実験により、pepsinogenと類似した

分泌パターンを示した。また、培養ラット主細胞を用いたゴ〃〃0実験により、

眼分泌はpepsinog㎝分泌と同様の分泌を示した。このことからIPと

pepsinogenは同じ機序で主細胞から分泌されることが示唆された。

2．Pepsinog㎝分泌に対するsomatostatinの影響

　Pepsimg㎝分泌に対するsomatostatinの作用を胃内灌流法によりゴ〃ルo

で検討したが、抑制の傾向が認められたものの明確な結果が得られなかった。遊

離した主細胞を用いた検討ではsomatostatinはcarbacho1，CCK－8及び

secretinの刺激によるpepsinog㎝分泌を抑制した。Somatosまatinは

c雛bacholやCCK－8の刺激によって引き起こされた細胞内Ca2ヰ濃度の上昇に

影響を及ぼさず、pepsinog㎝分泌を抑制した。以上より、somatostatiηは少な

くともCa2＋チャンネルやphospho1ipaseCの活性化によるイノシトールリン脂

質の代謝には影響を及ぼさないことが示唆された。SecretinによるcAMP産生

に対してsomatostatinは抑制的に作用した。さらに、’主細胞をpe伽ssistoxiη

で24h前処理することによってsomatostaまiηのpepsiηog㎝分泌抑制作用が

阻害された。このことから、somatostatin受容体はiηhibitory　guan1舶

蝸c1eoまide　bindi㎎protein（Gi　or　Go）に共役した受容体であることが確認され

た。しかし、forskolinによるpepsimg㎝分泌はperωssis　toxinの有無に関係

なくsomatostatinにより抑制されたことから、somatostatin受容体一Gi系以

外にもSOmatOStatinの作用部位があることが考えられた。
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3．Pepsinogen分泌に対する分泌促進物質間の相互作用

　細胞内Ca2＋溝度の上昇を引き起こすcarbacho1とCCK－8を併用しても細胞

内Ca2＋濃度の上昇及びpepsinog㎝分泌共に相乗効果を示さなかった。しかし、

細胞内情報伝達機序の異なるsecretinとcarbacbo玉又はCCK－8とを組み合わ

せるとpepsinog㎝分泌に相乗作用が認められた。SecretinとCCK－8の相乗作

用はsecretinとcarbacho1の相乗作用より弱く、またforskolinとの組み合わ

せによるpepsinogeη分泌の相乗作用はsecretiEとのそれより強い作用を示し

た。この現象に伴って細胞内cAMP産生低下が起こるが、細胞内Ca2＋濃度に

は何ら変動は起こらなかった。また、carbacho1やCCK－8のs㏄retinによって

引き起こされるcAMP産生の減少は細胞内Ca2＋濃度の上昇やprotein　kinase

Cの活性化によるものでもないことが確認された。Carbacho1やCCK－8による

この減少はそれぞれの競合的拮抗薬により阻害され、そのIC。。値は細胞内

Ca2令濃度上昇やpepsinog㎝分泌に対するIC。。値とほぼ同じ値であることから

受容体を介する作用で起こっていることが示唆された。

　以上のことから、異なったs㏄㎝d　mediatorを介する分泌促進物質間の相互

作用では相乗的に作用し、より少ない刺激で効率良く消化酵素の分泌を促進する

と同時にcAMPの産生を調節することにより過剰な反応が起こらないように

pepsimg㎝分泌を調節している可能性が示唆された。
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実験の部

1．実験試料．

　Carbamy1cho1ine　chloride（carbacho1），bovine　serum　albumin（BSA）

（fractioηV），forsko1in，L－phenylephrine　hydrochloride，DL－isoprotereml

hydrochloride，L－epinephrine　bitartrate，L－arterenol　bitartrate，3－isobutyl－1－

methy1xa耐hine（IBMX），Pertussis　toxin，bovi鵬hemoglobinはSigma社か

ら、cholecystokinin　oc言apeptide（su1fated　form），secretin，somatostatiη，

gastrin　I，はペプチド研究所から購入した。Dispase　Iは合同酒精（株）より、

Sepharose4B，Sephadex　G－75，Perco1亘はPharmacia　KLB　Biotechnologyよ

り、fura2－acetoxymethylester（fura2－AM）及びN－2－hydroxye｛hyl－

piperazi鵬一N㌧2－etha鵬sulfoΩic　acid（HEPES），ethy1eneglyco1－bis（β

一amin㏄thy1ether）一N，N，N’，N’，一tet舳㏄tic　acid（EGTA）は同仁化学研究所より、

A23187はCa1biochem　corp．より、horseradish　peroxidase　avidin　Dは

Vector　Laboratories，Inc，より、sodium　lorgIumideはResearch

BiochemicalsInc．より、foeta1calfsemm（FCS）及びHam’sF－12／

Du1b㏄co’s　ModifiedEag1eIs1：1Mixωreは（株）アイェスジャパンより、

teけagastrinはメクト杜より購入し、cyanocobalamin（CN－Cb1），

hydroxocoba1a㎜in（OH－Cb1）acetate，o－phenyle烈ediamiηe，histamine

dihydrochlor三de，sodium　dibutyryl　cAMP，atropine　sulfate　monohydrate，

phorbo112－myristate13－a㏄tate（PMA）は和光純薬（株）より購入した。

三4CN－Cb1はKi4CN（ICN　Bio㎜edica1sより購入）でOH－Cblを置換して作成さ

れた。その他の試薬は市販の特級品を購入し用いた。
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2。実験動物

雄性ラット（Wistar，6週令、約200g）を東京実験動物（株）より購入し

た。

3。胃粘膜遊離細胞の調整

　24時間絶食したWistar系雄性ラット（体重約200－300g）をウレタン麻酔下

に開腹し噴門部及び幽門部を結紮して胃を摘出した。次いで前胃部を切開し反転

させ、内部に95％O。十5％CO。混合ガスで通気した㎜edium　Cをゾンデを

用いて注入し胃を膨らませ胃粘膜表面の粘液を拭い去った後、Dispase　I（1O00

U／醐1）を含むmediumA中で通気しながら37℃60min消化した。次に、

鵬舳m　Bに移し室温でピペットを用いゆっくりと胃粘膜表面から細胞を遊離さ

せた。遊離された胃粘膜細胞を150meshナイロンフィルターで濾過し、50×

ぎ、3miaの遠心を行った。沈殿した細胞はmediumCに懸濁された。

　醐edium　A：O．5mM　NaH2P04，1．0mM　Na2HlP04，20mM　NaHC03，70mM　Naα，5．0狐M

　　　　　KC1，三1㎜M　g1㏄ose，25mM　HEPES　aM10mg／m1BSA（pH7．3）

　醐edium　B：2．O　mM　EDTA　in　medium　A

　㎜edium　C：L0㎜M　CaC12，1．5mM　MgC12，iK㎜edium　A（1mg／m1BSA）

4。胃粘膜遊離細胞からの主細胞の分離

　上記の方法により調整された胃粘膜遊離細胞を30％Percol1細胞懸濁液とし

て45％Percol1溶液上に重層し、1200×8，5㎜iηの遠心を行い45％

P3rcol1層に沈殿した細胞分画を主細胞分画とした。この細胞をmedium　Cで洗

浄し主細胞を調整した。
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5．主細胞の培養

　調整された主細胞はDu1becco’s　modified　Eagle　medium／Ham’s　Fエ2mediu㎜

1：1混合培養揮（100U／m1penic川in，0．玉mg／m1sけeptomycinを含む）で2

回洗浄後、1O％foetalca1fsemmを含む培養液に懸濁しcoHageH0ated

dishに2X1o5cells／dishとなるように調整し、CO。インキュベーターで5％

CO。下、37℃で培養した。

6．培養した主細胞からのpepsiηogen分泌

　培養液を37℃に温められたFCSを含まない培養液と置換し30minインキュ

ベートした後、37℃に温められたmediu㎜Cで2回細胞を洗浄後、medium

Cを2m1加え37℃15㎜inプレインキュベーションした。この時点の

pepsiηog㎝の値をb1ankとした。その後、各試薬を加え37℃30min反応さ

せ上清を分取しサンプルとした。Pepsinog㎝の分泌量は細胞を凍結融解で破壊

し全pepsinog㎝量を求め、その量に対する割合すなわち％迂otalで表わした。

7．細胞内カルシウムの測定33）

　調整した主郡胞へのf汕ra－2の負荷はfu．a－2acetoxymethylester（fura－2AM）

O．1μmo1／106cel1s／m1を添加し、通気しながら37℃15minインキュベーショ

ンした。負荷した細胞をmediじmCで2回洗浄して2X106ceHs／m1に調整

し測定に用いた。測定機器は島津分光蛍光光度計RF－5000を用い、測定条件は

励起光340n㎜，380n㎜の2波長励起を行い、蛍光を500nmのフィルターを

介して測定し340nm／380nm蛍光比で表わした。
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8，cAMPの測定83）

　調整した主細胞を2X106㏄1ls／mlに調整後、IBMX1×一〇’4M存在下、

各試薬を添加し37℃10minインキュベーションした後、三〇〇00×8，30sec

遠心し沈殿した主細胞に6％TCAを加え撹拝し、cAMPを抽出した。次に、得

られたサンプルの3倍量の水飽和エーテルでTCAを除いた後、Yamasa　cAMP

assay　kitを用いてcAMPの定量を行った。後に、Amersham社からcAMP

E亙A（㎝zym⑧imm㎜oassay）systemが販売されassay系を変更した。

g占ラットpepsinogenのavidin－biotincompIexenzymeliηked

　　imm㎜osorbentassay（abc－ELISA）系を用いた定量

精製したpepsinogenを用い、ウサギ抗ラットpepsinog㎝抗体の作製を常法

どうりに行った。得られた抗血清を硫安分画、DEAE－cellu1oseを用いたイオン

交換クロマトグラフイーでIgG分画まで精製しIOμg／mlに希釈したものを第

ユ次抗体として98well　ELISA用プレートに固相化した。dimethy1sひlfoxide

に溶かしたbiotin－hydroxysu㏄imideと精製されたIgGを混合し、biotin化ラッ

トpepsinog㎝IgGを作製し10μg／m1に希釈したものを第2次抗体として用い

た。酵素にperoxidase、基質溶液に0．6％H．O。，o．2％o－pheny1en◎diamine

を含むcitrate　buffer、反応停止液に2M　H．SO。を用い、マイクロプレートリー

ダーにて490nmのフィルターを介し吸光度を測定した。これら一連の操作を以

下に示す。
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Ste I . Immobilization 

+ primary antibody ( I p g / 100 p I / well) 

37 ~C, 1.5 h or4 ~), 18 h 

wash 3 times with 0.05 % Tween 20 containing saline 

Ste 2. Blockin 

+ O. I % BSA and 0.05 % Tween 20 in phosphate buffered saline 

(100 p I / well) 

37 ~C, 30 min 

Ste 3. Sam lin 

+ sample (100 // I / well) 

37 ~C, 30 min 

wash as described above 

Ste 4. Sandwich 

+ secondary antibody (1 /1 g / 100 /! I / well) 

37 ~C, 40 min 

wash as described above 

Ste 5. Avidin-Biotin Com lex 

+ horseradish peroxidase avidin D (0.5 /1 g / 100 /f I / well) 

37 ~C, 40 min 

wash as described above 

Ste 6. Enz me Reaction 

+ substrate: 0.04 % o-phenylenediamine and 0.6 % H202 containing O. I M 

citrate buffer (pH 5.0) ( 100 p I / well) 

reaction time: 10 min 

+ stopper: 2 M H2S04 (50 p I / well) 

measurement: absorbance at 490 nm 

- 68 ~ 



！0．ラット胃内灌流法

　体重約200－250gのラットを24時間絶食後、ウレタン麻酔下にGhosh＆

Schi1dの方法に準じて手術を行った84）。灌流液に生理食塩水を用いペリスタポ

ンプにて灌流し、薬物は股静脈より投与した。胃を通った灌流液のpepsin活性

を測定し、㎜itで表わし、酸分泌量はpHメーターを用いて酸の中和に消費され

るo．02NNaOHの量から換算し、H＋岬q／timeとして求めた。

1nfusion　pump

噺物

》　　ζ
ダ

心
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ユ1．Pepsin活性の測定

　Hemoglobinを基質として用いたA篶son等の変法に準じて行った85）。すなわ

ち、サンプル100μ1を2％hemoglobin溶液（pH1．8）と混合して37℃、lO

minインキュベートし、5％TCA5mlを加え反応を停止した。遠心後、上清の

280nmにおける吸光度を測定しl　min当りに吸光度を1．o上昇させるpepsin

量を1unitとして換算した。

ユ2．Coba1amin－binding　protein　capacity　assay86）

　試料500μを4mg／m1BSAを含む0．1Mphosphatebuffer（PH7．4）200μ

と混合し室温で20min放置する。次に、ピ4C］一Cyanocobalamin（14C－Cb1）lo

叫（約11000dpm）を加え室温で20min反応させた。5％活性炭（Norit

SX－3）、1％BSAを含む0．1Mphosphatebuffer（PH7．4）500μ1を加え室温

で15min放置させ9000×8，20min遠心分離し、上清1mlを液体シンチレー

ションカウンターで測定した。活性はCb1－bindi㎎proteinがlngのCb1と結

合する量を1unit（bound）とした。

13．ラット胃からのIFの精製87）

　ラット胃ホモジネートの遠心分離した上清をスペーサーとして

3－chlompropy1a㎜iηeでCN－Cblを結合させたSepharose4Bアフィニティーク

ロマトグラフィーにサンプリングし、カラムを洗浄後、7．5M　guanid1ne

hydroch1orideを含む0．1Mphosphatebufferで溶出させた。次に、IF分画を

透析、凍結乾燥後、Sephadex　G－75を用いゲル濾過し精製した。精製したIFを

SDS－PAGEにて単一でラットIF標準品と同一バンドであることを確認した。
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14．ラットIFのavidiトbiotiηcomp1exenzyme1inked

　　　immuΩosorbe耐assay（abc』LISA）系を用いた定量

　実験9の方法に準じ定量法を確立した。すなわち、実験ユ3により精製した

IFを用いIF抗血清を常法どうり作成した。得られた抗体はラットIF標準品、

精製IF、胃粘膜ホモジネートとのウェスタンブロットにより57kDaに単一の

同一バンドであることを確認した39）。抗血清を硫安分画、DEAE－ce11uloseカラ

ムクロマトグラフィーにてIgG分画にまで精製し40μ9／mlに希釈したもの

を第！次抗体として98we11ELISA用プレートに固相化した、。dimethy1－

s雌oxideに溶かしたbiotin－hydroxys㏄cimideと精製されたIgGを混合し、

bi◎宜in化ラットIF　IgGを作製し40μg／mlに希釈したものを第2次抗体として

用いた。この時点では非特異的発色が強く低用量での測定が不可能であったので

リウマトイド因子の存在が推測された。そのため、第2次抗体にウサギ正常IgG

0．3mg／m1を含むbiotin化IF抗体としたところ低用量の測定が可能となり

5X1O’109／100μ1まで測定が可能となった。酵素にperoxidase、基質溶液に

o．6％H．O。，o．2％o－pheny1enediamineを含むci辻ratebuffer、反応停止液に

2MH．SO。を用い、マイクロプレ』トリーダーにて490nmのフィルターを介

し吸光度を測定した。
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