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論 文 内 容 の 要 旨

細胞内情報伝達においてイノシトールリン脂質代謝は重要な役割を果たしている｡すなわち,外来刺激によりホ

スホリパーゼC(PLC)が活性化されると,ホスファチジルイノシトール4,5エリン酸(PIP2)から二種類のセ

カンドメッセンジャー,イノシトール1,4,5三リン酸(IP,)と1,2-ジアシルグリセロール(DG)が産生され

る｡IP,は細胞内プールよりCa2+を動員し,DGはプロテインキナーゼC(PKC)を活性化して細胞応答を誘

起する｡PIP2はホスファチジルイノシトール(PI)からホスファチジルイノシトール4ヰナーゼ(PIキナーゼ),

ついでホスファチジルイノシトール4-リン酸 5-キナーゼ(PIPキナーゼ)の段階的リン酸化によって生じる｡

したがって,PIPキナーゼはIP,とDGの供給源となるPIP2を生成する重要な酵素であるが,その性状および

活性調節機構には不明な点が多い｡

血小板は外来刺激にきわめて迅速に反応し,凝集,粘着,分泌といった一連の反応を呈し,止血･血栓形成に

中心的な役割を果たしている｡また,迅速応答のモデル細胞として,情報伝達経路についての知見が集積してお

り,血小板活性化機構においても,イノシトールリン脂質代謝は中心的な役割を果たしていることが明らかにさ

れている｡しかしながら,血小板イノシトールリン脂質代謝に関する研究は,PIP2分解系を司るPLCが中心で

あり,合成系,特にPIPキナーゼの生化学的性状および活性調節機構についての報告はきわめて少ない｡

そこで本研究では,ヒト血小板のPIP2合成系を明らかにする目的で,PIPキナーゼを精製し生化学的性状を

解析するとともに,活性調節機構について検討し以下の結果を得た｡

1)ヒト血小板のPIPキナーゼ活性の大部分は膜画分に存在するために,コール酸により可溶化後,陰イオン

交換,アフィニティなどの4種類のカラムクロマトグラフィーを用いて,分子量51kDaと47kDaの2種類のPI

Pキナーゼ(PIPキナーゼⅠ,PIPキナーゼⅡ)が部分精製された｡ATPに対するKm値は,PIPキナーゼⅠが

20JLM,PIPキナーゼⅡが15.4FEMであった｡

2)2種類のPIPキナーゼはコール酸,Mg2.存在下で同様に活性化されたが,Mn2+存在下ではPIPキナー

ゼⅠのみが活性化された｡ホスファチジルセリンは,両PIPキナーゼ活性を促進し,逆にホスファチジルコリン

は抑制した｡なお,ホスファチジルエタノールアミンはPIPキナーゼⅠに対し活性化作用,PIPキナーゼⅡには

抑制的に作用した｡したがって,PIPキナーゼⅠ,Ⅱは別の酵素である可能性が示唆された｡
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3)精製したPIPキナーゼにより産生されたPIP2に精製PLCを作用させると約90%が分解されたことから,精

製したPIPキナーゼはPI4-P5-+ナーゼと考えられる｡

4)詑P標識血小板を細胞内cyclicAMP(cAMP)を上昇させるフォルスコリンとインキュベーションすると,

経時的および濃度依存的にPIPは増加し,PIP2は減少した｡さらに,プロスタグランジンI2(PGI2)によって

cAMP濃度を上昇させた場合にも,同様の結果が得られた｡一方,CAMP依存性プロテインキナーゼ(PKA)

の阻害剤(H-89)によって,PGI2によるPIPの増加とPIP2の減少は抑制され,PKAによるPIPキナーゼの活

性制御が示唆された｡

5)サポニン処矧こより形質膜を透過性にした血小板にPGI2を添加すると,PIP2の産生量はPGI2の濃度依存

的に減少した｡またcAMP添加でも同様の結果が得られた｡

6)PIPキナーゼ活性の約90%が存在する血小板膜画分をcAMP処理すると,PIPキナーゼ活性はcAMP濃度

依存的に抑制された｡PKA阻害剤(H-8)によりこの抑制効果は消失した0

7)DibutyrylcyclicAMP処理により内因性PKAを活性化した血小板から調製した膜画分では,PIPキナーゼ

活性の抑制(約40%)が観察された｡

8)サポニン処理血小板をPKA触媒サブユニットとインキュベーションするとPIPキナーゼ活性は半減した｡

9)部分精製したPIPキナーゼをPKA触媒サブユニットとインキュベーションすると,活性は約40%にまで低

下した｡

以上の結果より,血小板の膜画分には2種類のPIPキナーゼが存在する可能性が示唆された｡また,血小板活

性化を阻害するcAMPが,PKAの活性化を介しPIPキナーゼを抑制することが明らかとなった○すなわち,CA

MPによるPKAの活性化がPIPキナーゼを抑制し,PIP2量を減少させて,その結果PLC活性化によるセカンド

メッセンジャーのIP,とDGの産生量が低下し血小板機能が抑制されることが推測され,このことがcAMPに

よる血小板機能抑制メカニズムの一つと考えられる｡

論文審査の結果の要旨

申請者鈴木武志は,PIPキナーゼをヒト血小板より部分精製し,その生化学的性状を明らかにした｡さらに,

ヒト血小板PIPキナーゼがcAMP依存性プロテインキナーゼ(PKA)を介して抑制されることを示し,CAMP

による血小板機能抑制メカニズムの新たな作用機序を示した｡これらの知見は,血小板活性化メカニズムの解明,

さらには細胞内情報伝達機構の研究進展に関与するものと考えられる｡
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