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概要　Bradykinin （BK ）の 子宮収縮に関与す る役割を解明する 目的で ， 放射活性 BK を用 い radiorece −

ptor　assay （RRA ）に て BK 　receptor に つ い て 研究し た．

　まず BK 　receptor 標品 の 調製法お よ び BK 　receptor 活性測定法 に つ い て検討 した．　 BK 　receptor 標

品 の 調製 に つ い て は
， 組織を ホ モ ゲ ネ

ー
ト し遠心分離す るさい の

， 遠心条件 に つ い て検討 した と こ ろ

5 ，000Xg ，
30分間遠心 し

， そ の 上 清を 10，000xg ， 30分間遠心 し て 得た 沈査 に お い て
， 単位 タ ン パ ク あた

りの specific 　binding　｝ttt も大きく145fmole．／mg 　protein で あつ た．　 BK 　receptor 活性測定法に っ い て

は
， イ ン キ ュ ベ ートす る さ い の 温度，反応時間，使用する核種お よ び緩衝液中の イ オ ソ 濃度の 効果 に つ

い て検討し た と こ ろ，そ れ ぞ れ 0℃ ，45分間，〔
3H

〕BK お よ び 5mM 程度 の Mg ＋ ＋

を 加 え る こ と が 適 当で

ある と思わ れ た ．次に ，こ の 検討し た方法 で ，妊娠分娩関連組織 の BK 　receptor に つ い て 研究 し，次 の

結果を得た ．

　1） ヒ ト卵膜お よ び ラ ッ ト子宮に お い て 特異的結合 BK 　receptor の 存在を示 した．

　2） ラ ッ ト子宮に つ い て は
， 妊娠周辺時期 に お ける association 　constant （Ka）お よ び maximal 　bind・

ing　capacity （MBC ）を求め ， そ の 変動を明らか に した．妊娠15日に お い て Ka お よ び MBC が最低 と

な つ た．こ の こ とは子宮 の 収縮抑制 とい う意味で妊娠 の維持に 合 目的的で ある と思わ れ る．

　3）分娩時に は ， Ka お よ び MBC ともに妊娠中に 比 し て大 ぎな値を示 し た が ， 非妊娠に比 して MBC は

同程度 Ka は 45％程度に と ど ま つ た ．
4）BK 　receptor は plaSma　membrane 上に ある と考え られ た。

Synol藤 Bradykinin（BK ）receptor 　of 　uterus 　and 　chorionic 　membrane 　were 　studied 　by　radioreceptor 　assay

to　clar 置fy　the　role 　of 　BK 　as 　S　an 　agent 　contracting 　uterine 　muscle ．

　Basic　examination 　revealed 　that　incubation　at　O℃ for　45　minutes 　with 〔
3H

〕BK 　in　buffer　containing 　5mM

Mg ＋＋
was 　the　most 　suitable 　condition 　for　receptor ・BK 　bindi  ．　 BK 　receptor 　assay 　of 　several 　kinds　of

tissue　such 　as 　pregnant　rat 　uterus ，
　human 　chorionic 　membrane ，

　and 　placenta　was 　done　and 　the　fo！lowing
results 　were 　obtained ．

　1．Speci丘c　BK 　receptor 　existed 　in　human 　chorionic 　membrane 　and 　in　rat 　uterus ．　 Ultracentrif  ation

revealed 　that　it　was 　on 　the　plasma 　membrane （145　f　mole ．／mg 　protein ： The 　highest　binding　in　the　pe1let
at　IO，OOeg　centrifugation 　folヨowed 　by　600g　centrifugation 》．
2．Association　constant （Ka ｝and 　maximal 　bindi  capacity （MBC 》showed 　the　leweSt　level　at　15　days

gestation　in　rat　uterus ．　 These 　seemed 　to　effectively 　maintain 　pregnancy 　by　inhibiting　uterine 　eontraction ，
3．Both　Ka 　and 　MBC 　Were 　increased　in　the　uterus 　of 　intrapa伽 m 　rat 　compared 　w 髭h 血at　of　prepartum ，

but　the　forrner　was 　about 　45％ ，
　and 　the　latter　w …is　 almost 　the　sarne 　as ，　that　of 　non 　pregnant　rat ．

Key 　words ： Bradykinh1 ・ Bradykinin　receptor ・Pregnancy・Labor ・Cell　membrane

　　　　　　　　　 緒 　　言

　秋 田 大 学 産 科婦 人 科学 教 室 に お け る DIC や

シ ョ ッ ク に 関す る研究 の
一環 と し て ，キ ニ ソ 産生

系 の 研究を進め て い る うち に ， 次の よ うな意外な

こ とに 気づ い た ．す なわ ち ，（1） プ レ カ リ ク レ イ

ン は
， 妊 娠 と共 に 増量 し始め ，．妊娠末期 に は 非妊

時の ほ ぼ 2 倍 と なる こ と
7 ｝

， （2） プ レ カ リ ク レ イ

ソ が 分娩 の 開始 と共 に 著減す る こ と
7）

， （3）同 時

に 活性型 の カ リ ク レ イ ン の 増加 が認 め られ る こ

と e）
， （4） カ リ ク レ イ ン の 基質で あ る低 分子お よ
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び高 分子 の 両キ ニ ノ ゲ ン の 低下 がある こ と
S），な

どで あ る．BK は平滑筋を収縮 させ る こ とは ，
ご く

前か ら知 られて い る こ とで あ り， 最近は BK の 平

滑筋収縮作用は Prostaglandins（PGS ）産生 と関

係あ る と い う報告もな され て い る
11）12）．以上 の こ

とか ら ， キ ニ ン 産生系が，分娩発来に 何らか の 形

で関与 して い る可 能性 がある と思わ れ る．そ こ で

キ ニ ソ 産生系か らみ た 分娩発来の 機序に つ い て
，

と くに BK 　receptor に つ い て 研究す る こ ととし

た ．

　　　　　　　　　 実験方法

　1．BK 　receptor 標品の 調製

　約 8 週 齢 の 非 妊 Wistar系 rat 　20匹 を ネ ン ブ

タ ー
ル 麻酔下 に子宮を摘出し ， 水冷生食で よ く洗

浄した ．組織を ハ サ ミ で細片した の ち ， 約10倍量

の ホ モ ジ ネ ー ト緩衝液 （50mM 　Tris　pH 　6 ．5
，
　5mM

MgCl2，0．01％NaN3 ，1mM 　dithiothreito1
，
0．1

μM 　Captopril，　O　．　25M 　Sucroseを含む）を 加え ，

Polytron （Kinematica ）パ ワ
ー

コ ン ト P 一ル 6 ，

30秒で 破砕 し た ．つ い で glass　Teflon　homogin−

izerに よ り10ス ト ロ
ーク磨砕 し，ガ ーゼ 3枚 に て

濾過 した．

　 こ の 濾過液を 600Xg30 分間遠心 した の ち ， そ の

上清を ， 10，000× g30 分間遠心 して 得た沈査を
，

沈査 と同量 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ソ 緩衝液 （50mM

Tris　pH 　6，5， 5mM 　MgC12， 0．01％NaN3；1mM

dithiothreitol
，
　 O．1μ M 　 captopril

，
　 O．2％bovine

serum 　 albumin を含む）に 懸濁 し蛋 白量 を 測定

し ， 通常蛋白濃度を 2mg ／100μ1に調製した の ち，

BK 　r  eptor 標品 として ，

− 80℃ 下 に ア ヅ
セ イ 時

ま で 保存し た ．

　2．BK 　receptor 活性測定法

　Innis　et 　al．の 方法
13｝に 基づ き， 〔

3H
〕BK （New

England 　 Nuclear
，
　Code　 No ．　 NET ・706） を用 い

て ligand　binding　assay 　Vこ て 測定した ．測定法を

図 1 に 示す．前述の receptor 標品を含むイ ン キ ュ

ベ ー
シ ョ ン 緩衝液100μ1 （通常蛋 白2mg を含む），

〔
3H

〕BK （通常 10nCi／170f　mole ．）（hot　BK ）を

含 む イ ソ キ ュベ ー
シ ョ ソ 緩衝液100μ1， 種 々 濃 度

の 非 標 識 BK 　Triacetate　Salt （Sigma　No ．　 B −

1377）（Cold　BK ）を含むイ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 緩衝

図 1　 Method 　of 　receptor 　assay

valQOμ1の 3者 を ， 0℃45分間イ ン キ ュ ベ ー ト し

た．

　 その 後 0．5％ γ
・globlinお よび0．15M　NaCl を含

む50mM ト リ ス 緩衝液 （pH 　 6．5） 0．2ml と33％

Polyethylenglyco1溶 液 （50mM 　 Tris　pH 　 6．5
，

0．15M 　NaCl を含む）を 0．9ml加 え よ く混合 し，

0℃に 10分間放障後 ， 久保田 モ デ ル KM 　15
，
200で

12
，
000rpm （11，

000 ×g） 5分間遠心 し ，
　 receptor

と結合 した沈査 の 結合型 BK （B）と ，
　 receptor と

結合しな い 上 清の 遊離型 BK （F）を分離 し た ．上

清を ア ス ピ レ
ー

シ ョ ン で 分離 した 後， 沈査 に 水 1

ml を加 えよ く沈殿を懸濁 し ， そ の 500μ1を液体 シ

ン チ レ ーシ ョ ン カ ウ ン タ ー用 バ イ ア ル に入れ ，
プ

ロ ト ゾール （New 　England　Nuclear）2m1
，

エ コ

ノ フ ル オ ー
ル （New 　England　Nuclear）10m1 を

加え，Aloka　Liquid　Scintilation　System（LSC −

700）に て放射活性を測定 し た ．

　3．遠心 分画 中の BK 　receptor 活性 の 測定法

　前述の 方法で 磨砕 し，ガ ーゼ 濾過後濾液を ， 図

2 に 示す よ うに ， 600xg 　30分間 ， 5，000× g　30分

間 ， IO，OOO× g　 30分 間 ， 50，000xg 　 60分 間，

105
，
000Xg60 分間遠心 分離 した，沈査 は

， 各 々 ほ

ぼ沈査 と同量 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ソ 緩衝液に 懸濁

し た ．そ れぞれ の 沈査 ， 上 清に つ い て 前述 の BK

receptor 活性測定法に て測定 した．　 BK 　receptor
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ti5 麟 膰 hogo騨 魑 t8

600X ‘ 30血 ．
團臨．   ・

5，000x‘ 30匿in．
匪pt． supen ．

　110
，000X ‘　30厘in・

Pt ． Nper ：1・

50，000×8　50■i囗．
ppt ． supern 。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 105，000X‘ 60血 ．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 PFxt．　　　　　　　　　 supern ．

図 2　Fractionation　of　the　homogenate　by　differential　centrifugation

活性測定の 際 ， イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ソ 緩衝液 は前述

の 場 合 と同様で
， 緩衝液 300μ 1中に 試量 2mg （蛋 白

量）， 〔
3H

〕BK （70nCi／921f　mole ．）， 非標識 BK 　5n

mole ．を含む もの
，

お よ び非標識 BK を含まない

もの をそれぞれ 0℃ 45分間イ ソ キ ュ ベ ー
ト した ．

　4，BK 　receptor 活性の 測定条件の 設定

　BK の RRA にお ける ， （1）核種 ， （2） イ ソ キ ュ

ベ ーシ ョ ン 温度 ， （3） イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 時間 ，

（4）緩衝液中の 電解質濃度お よ びキ レ
ー

ト剤の 効

果 の 4条件に つ い て検討した．

　 4 − 1　核種 の選択

　receptor 標品の 調製は
，
　Wister系 rat の 子宮を

使用 し，前述 の とお りに 行 つ た．

　放射活性 BK は ， 〔
3H

〕 BK と 〔
1251

〕 BK （8

tyrosine）（NEN 　No。　NEX ・097）とを比 較した．

　イ ン キ ュベ ー
シ ョ ン は

， 緩衝液 300μ1中に
， （1）

試量 2mg （蛋白量），（2）〔3H 〕BK （130nCt　11。7p

mole ．）， また は
， 〔

1251
〕BK （8　tyrosine）（50nCi／

72．5f　mole ．）， 非標識 BK を含 まない もの
， また は

非標ta　BK をそ れぞれ 4p　mole ．，40p　mole ．，400p

mole ．
，
4n　mole ．含む もの の 3 者を混和 し 0℃45

分間施行 した．反応終了後 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 緩

衝液を 1ml加 え混合 し， 12，000rpm （11 ，
000 × g）

5 分間遠心 し，上 清を ア ス ピ レ ー
シ ョ ン に よ り除

去 した．〔
1251

〕BK （8　tyrosine） を用い た系 に つ

い て は
， 沈 査 を そ の ま ま Aloka 　 Auto 　 Well

Gamma 　System （ARC 　500）セこ て測定 した．〔
3H

〕

BK を用 い た 系 に つ い て は ，上清 を ア ス ピ レ ー

シ ョ ン 除去後 H201m1 加 えよ く混合 し ， その 500

μ1を前述 の 方法 で 測定 した ．

　 4 − 2　 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン の 温度 お よ び反応

時間の 設定

　温度は， 0℃ お よ び37℃ に つ い て 検討 した．反

応時間 に つ い て は ， 5 分間か ら 15時間まで検討し

た．r   eptor 標 品 の 作製法は
，

ほ ぼ前述の 通常法

と同 じで あ るが
，

ト リ ス 緩衝液の か わ りに
，
25mM

potassium 　phosphate 　pH 　6．5を用い た ．　 RRA に

は ， イ ソ キ ュ ベ ー
シ ョ ン 緩衝液300μ1中に ，〔

3H
〕

BK （94nCi／1．74p　mole ．）， 非標ma　BK 　5n　mole ．加

えた もの と加 えな い もの
， receptor 標品 （蛋白量

2mg を含む）の 3者を加 えイ ソ キ ュ ベ ー
ト し た ．

その 後の B．F 分離 お よ び B の 測定 は 前述 の とお

りで ある．

　 4 − 3　緩衝液中の 電解質濃度 と キ レ ー ト剤の

効果 の 検討

　receptor 標品 の 調製法お よ び RRA は 通常の 方

法 と同
一

で ある．反応溶液 （ト リ ス 緩衝液）300μ 1

中に は
， 〔3H 〕BK （90nCi／1．64p　mole ．）， 種・々の 濃

度の Ca＋＋
，
　Mg ＋＋

，
　Na ＋

，　K ＋

，　EDTA ，非標識 BK 　5

nmole ．（加 えた もの BOQ
， 加 えない もの B

。）， お よ

び蛋白2mg の receptor 標品を含む． こ の 混合液

を 0 ℃ 45分間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し ， 前 述の とお り施

行 した ．

　5．蛋 白濃度測定法

　以 上 ，実験の 蛋 白濃度測定は，Lowry 法
t4》に よ

つ て 行 つ た ．
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　6．BK 　receptor の Percoll  密度勾配遠心法に

よ る 分析

　 BK 　receptor が plasma 　membrane に 結合 して

存在 し て い る か 否か に つ い て ，密度勾配遠心法 を

用 い て 検討した．生体膜に は
， 固有の 酵素（marker

enzyme ）が 分布 し ，
　plasma 　membrane の marker

enzyme に は
， 5’・Nucleotidasei5）

，
　 Na ＋

，　 K ＋ ・

ATPase な どが あ り，
こ れ らが marker として最

も多 く使用 され て い る
6）．そ こ で 本実験で は

，
5’・

Nucleotidase　activity を測定 し ，
　 BK 　receptor と

plasma 　membrane の 関係に つ い て検討した ．

　密度勾配 の 作製は
，

Percoll  （Pharmacia ） を

使用 した．PercoU  は 超遠 心す る と，
ア γ グ ル

卩 一タ ーの 種類 ， 回転数 ， 回転時間，希釈 する溶

液の 種類に よ り，S字型 の勾配を 自己形成す る
17）．

通常 Plasma　rnembrane の 密度は ， 1．04附近で あ

る の で ，こ の 附近 の 勾配 がゆ るや か に なる よ うな

条件 をみ つ け る た め ，超遠心機 を 日立 65P
，

ロ
ー

タ ーを RP 　65T ， 希釈す る溶液を0．25M 　sacrose ，

とそ れ ぞれ
一

定に し ， 回転数， 回 転時間， Percol1

濃度 の 3条件を変 え， Percollの 説 明書 の 如 く一

連 の標 準曲線を作製 した ．回転数は
， 30，000rpm

（56 ，350gav） と40，000tpm （110，
200gav）， 回転時

間は 25分間45分間 ，
Percoll濃度 は 90％，

81％，

72％，　63％，　54％，　45％，　36％，　27％，　18％，　9 ％

に つ い て調べ
， 回転数30，000rpm， 回転時間45分

間，
Percoll濃度20％ とした．

　標品 は ， 8週齢 Wistar系 rat 非妊子宮を ，
　RRA

測定 の 際 の 常法 に し た が つ て 作製 し た ．こ の 標品

を ，
20％ Percoll（0．25M 　sucrose ）中で

，
ロ
ータ ー

RP 　65T　30，000rpm （56 ，
350gav ）に て 45分間密度

勾配遠心 し，上層よ りエ
ッ

ペ ン ドル フ マ イ ク ロ ピ

ペ
ッ トに よつ て 20の fractionに分け ， それぞれの

fractionに つ い て
， 5’・Nucleotidase　activity

，
　BK

receptor 　specific　activity 蛋 白量 ，
お よ び密度 を

測定 した．5’・Nucleotidase　activity は Michell　et

al．の 方法
151

に基づ き測定 した ．す なわ ち 100mM

Tris−HC1 緩衝液 pH 　8．5 （10mM 　MgC12， 10mM

sodium 　potassium 　tartate
，
　substrate 　AMP ・Sig−

ma 一を含 む） 0．2ml を37℃ 5分間 イ ン キ ュ ベ ー ト

し た後，試量 0．1m1 を加 え，37℃ 20分間 イ ン キ ュ

ベ ー ト した．つ い で ， 10％ア ス コ ル ピ ン 酸 1容と

0．42％ モ リ ブ デ ン 酸 ア ソ モ ＝ ウ ム 0．5MH2SO4

6 容との 混液をO．7ml 加え
，

45℃ 20分間イ ン キ ュ

ベ ー
トする こ とで 反応を止め ， 日立 ダブル ビ ー

ム

分光光度計で 820nm の 吸光度 （Pi）を測定した ．

Piの検量線は ，　 NaHPO4 を用い て 作製 し た．　 BK

receptor 　specific 　binding　activity は前述の 方法

で 作製 した．蛋白定量は，Bio・rad の ク マ シ
ーブ リ

リア ソ ト ブル
ー

を使用 し ， 対照 として 20％Percol1

（0．25M 　sucrose ）を置 ぎ測定した ．密度は
，
　Sepha−

dexの 誘 導体 で あ る密度 マ
ーカ ービ ーズ （Phar−

macia ）10タ イ プ に て 測定 した．

表 1　Specific　binding　activity 　in　fractions　obtaind 　from　tissue

　homogenate　by　differential　 centrifugation

centrif ． Bo＋ B5nM 廾 protein量 speci 丘c　bindi 

（Xg ） 〔fmole．〕 〔fmole ，〕 〔mg ／100μ） 〔fmole ．〆  protein〕

600sup． 49．2 32．2
5ρ00sup． 46．2 39．8
10。000sup、 37，5 33，8 n．d．嚀 n．d．囓

50ρ00sup． 36．9 32．3
105，000sup． 30．4 32．4

600ppt． 122．1 76．0 1．560 29．6
5，000ppt． 98．2 61．4 0，888 41．4

10，000ppt ． 81．1 35 ．8 0 ．312 145 ．2
50，000ppt． 82．6 43．7 0．424 91．7
105，000ppt． 57．9 40．0 0，336 53．3

十 ：bound 〔
3H

〕BK 　found　in　ppt．　incubated　without 　celd 　BK
＋ ：bound 〔

3H
〕BK 　found　in　ppt．　incubated　with 　5　n　moles 　cold 　BK

＊ ：not 　determined
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　　　　　　　　　実験結果

　1．遠心分画中の BK 　receptor 活性

　前述の 遠心法 （図 2） に よ つ て 得られた沈査お

よ び上 清 の す べ て に つ い て BK 　receptor 活 性を

測定 した．結果 を表 1 に 示す．B
。
と Bsn　mole ．と

の 差を specific　bindingと した．上清 に つ い て は ，

specific　binding　h：小 さ い の で ， 沈査に つ い て の み

蛋 白量 を測定 し ， 蛋 白あた りの specific　binding

を求め た ．単位蛋 白あた りの speci丘c　bindingは
，

5
，
000× g30 分間遠心 し

， その 上清を10
，
000× g30

分間遠心 し て 得た 沈査に お い て 最 も大 き く145f

mole ／mg 　proteinで あっ た．通常の receptor 標

品は
，
600xg 　30分間遠心 しそ の 上清を 10，000× g

30分間遠心 し て 得た 沈査を用い た ．

　2，BK 　receptor 測定条件 の 設定

　 2 − 1　 核種 の 選択

　放射活性 リガ ソ ドと して 用 い る BK に つ い て

〔
3H

〕BK と　〔
1251

〕 BK （8　tyrosine） に つ い て比

較 した 結果を表 2に 示 す．ア ッ セ イ系中に 種 々 の

濃度の 非標識 BK を加 え，
　receptor と結合 した放

射活性の 割合 を％で 示 し た ．両者と も非標識 BK

13．4nM を加えた 時す で に 結 合性 の か な りの 低下

が認 め られ るが ， さ ら に 1．34μM の 非標識 BK を

加 える と receptor と結合す る放射活性 BK の 割

合 は最低 に なる こ とが分う た．非標識 BK を 含ま

な い 時の 結合率か ら最低結合率を差 し 引き， それ

を speci丘c　bindingとすれば，　 specMc 　bindingは

〔
1251

〕BK （8　tyrosine）は 3．44％，〔
3H

〕 BK は

12．76％で あ つ た ．〔
1251

〕BK （8　tyrosine）は 8番

目の ア ミ ノ 酸が置換され て い る の で
， 使用す る核

種 は 〔
SH

〕BK が 適 当 で あ る と思 われ る．実際

の 成績 を見て も， 〔
1251

〕BK （8　tyrosine） よ りも

表 2　Binding　actiVity　of 〔
1251

〕BK 　and 〔
3H

〕BK

　to　the　receptor

binding　activity （％）
　cold 　BK
added 〔nM 〕

〔1251〕BK 〔3H 〕BK

　　　　0

　　　13．4
　　1341

β4013

，400

8．255
，084
，814
．814
．90

16．998
．435
．074
，234
．30

〔
3H

〕BK の ほ うが speci 丘c　bindingは 大 き く， 放

射性 リ ガ ン ドとして 〔3H 〕 BK が適 し て い る とい

える ．

　 2 − 2　 イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン の 温度お よ び時 間

の 設定

　イ ン キ ュベ ー
シ ョ ン 温度 0 ℃にお い て ， 5分間

か ら15時間 まで にお け る ， 非標識 BK を含 まな い

系で の 結合（bomd ）〔
3H

〕BK の 割合 ， 非標識 BK

sn　mole を含む系で の 結合 〔
3H

〕 BK の 割合お よ

び 両者の 差すなわ ち receptor と BK と の 特異的

結合 （specific 　binding）を ％で図 3 に示す。非標

識 BK を含 まな い 系で の 結合 〔3H 〕BK の 割合 は
，

3時間 ぐらい ま で ほ ぼ一
定で 約 18％程度で ある．

15時間で は 大 きく減少 して 8 ％ となつ た．非標識

BK を含む系で は
， 結合 〔

3H
〕BK は

， 10％よ り時

間 の 経過 とともに減少 した．特異的結合は
， イ ン

キ ュ ベ L
シ ョ ン 開始 後 30分 くらい まで 上 昇 を続

け，その 後 3時間 ま で は 10％程度で プ ラ トー状態

を示す こ とが 明 らか に な つ た ，

　イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 温度37℃ に お い て は ， 〔

3H
〕

BK と r  eptor 標 品 と の 結合 で は
， 特異的結合

は ， 5 分間の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ソ で ピ ーク 5 ％に

達 し，そ の 後は減少した．以上 の 結果よ りイ ソ キ ュ

ベ ー
シ ョ ン の 温度お よび時間は 0 ℃ 45分間が適当

2e

【
壌∪

　
　

　　
0

　
　

　　
1

「
自，
02

猛
O

嘗
こ

　 　 　 5iinl　　I5血 ．　30■Sn．　45tin■　　　1　h．　　　2　h．　　　 3　h．　　15　h．
　 　 　 　 　 　 　 　 工ncub 竜 tieロ　tj」 順

図 3Receptor −BK 　binding　 at 　O℃．　Assay　system

　contained 　2mg 　BK −reCeptor 　preparation　and 　94
　nCi ／1．71p　moles 〔3H 〕BK 　w 三th （B，ロー・・一

口 ） or

　w 三thout （A ， ■
一

■ ）5n　mole ．　BK ．　Specific　binding
　（A −B，● ト ●）
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表 3　 Effect　 of 　 ions　 and 　 EDTA 　 on 　 the　 receptor −BK 　binding

mM
addition　 ofnon ・1abeled　BK

§peci丘c　binding
agentsconc ．

（A ）none （％） （B）5n　mole ．〔％） （A ）一（B）（％｝

CaC12 0 11．70 3．41 8，29
1 16，42 2．84 13，58

ユ0 16．02 2．18 13，84
100 9，94 1，36 8，58

MgC 旦2 0 11．70 3．41 8，29
1 16．17 3．28 12．89
10 15，06 2．52 12，46
100 10．41 2．51 7．90

NaC1 0 11，70 3．41 8，29
1 12．52 3．31 9，21

10 11、68 3．79 7．88
100 8．48 3．35 5，13

KC1 0 1L70 3．41 8，29
1 11、48 3．04 8 ．44
10 12．31 2．96 9，35

100 9．78 2．71 7，D7
EDTA 0 11．70 3．41 8，29

1 8，94 3．13 5 ，81
10 7．78 3．00 4、78

100 4，48 1，61 2．87

（A ｝：bo匸md 〔
3H

〕BK 　found　in　ppt．　incubated　without 　cold 　BK
（B）：bound〔3H 〕BK 　found　in　ppt．　incubated　with 　5n　moles 　cold 　BK

で ある と考 えられ る．

　 2 − 3　緩衝液中の 電解質濃度 とキ レ ー ト剤の

効果の 検討

　RRA の 際 ，
　 Ca ＋＋

，　Mg ＋＋

，　Na ＋

，
　K ＋ をそれぞれ 1

mM ， 10mM ， 100mM 含む系お よび EDTA を1

mM
，
　10mM ，

100mM 含む系に つ い て 測定を行い
，

それぞれ の 影響 を明らか に した．測定結果を表 3

に 示す．Ca ＋＋

，　M ま
＋

，
　Na ＋

，
　K ＋

な どの 陽イ オ ン は ，

濃度が 1mM よ り10mM 程度 の 時 specific　 bind−

i  活性を増大 させ る． とくva　Ca＋ ＋
お よ び Mg ＋ ＋

を加 えた 場合 に は ，活性の 増加が著し い ．しか し

Ca＋＋
は ア デ ニ ール 酸 シ ク ラ ーゼ の 阻害剤で ある

の で ， その よ うな実験 目的の 場合 に は
，

イ ン キ ュ

ベ ー
シ ョ ソ 緩衝液 に は ，Mg イ オ ソ の み 5mM 程度

加 え る こ とが適 当 と 思 わ れ る．な お EDTA は

specihc 　binding活性を減少 させ る．

　3．妊娠 ， 分娩に 関連す る組織の BK 　receptor

活性

　妊娠 ， 分娩 に関連す る組織 と して ，
ヒ ト卵膜 ，

ヒ ト臍帯，七 ト胎盤 ，
ラ ッ ト子宮 に つ い て

，
BK

receptor 活性 を測定 した． ヒ ト臍帯お よび ヒ ト 胎

盤で は ，非特異的結合 は み られた が，非 標識 BK

の 濃度 を変化 させ て も結合 BK の 割合 は 変化 せ

ず，特異的結合は きわ め て 少 ない もの と考 え られ

る． ヒ ト卵膜お よ び ラ ッ ト子宮に お い ては ， 反応

系 に 加 える 非標識 BK の 濃 度を増加 させ る に つ

れ receptor 標品 に 対する結合活性 は小さ くな る，

い わゆる特異的結合が認め られた ．した が つ て こ

れ らの 標品中に は
，
BK 　receptor が存在す る もの

と考 えられる．

　 ヒ ト卵膜 に お け る BK 　 receptor の displace・

ment 　 curve を図 4 に ， ラ ヅ ト子宮にお け る BK

receptor の displacement　curve を図 5 に 示す．

図 4 お よ び 図 5 は
，

と もに 種 々 の 濃度 の 非 標識

BK を 加 えた 場合の （対数 目盛 り），標識 BK の

receptor との 結合を％で 示 して い る．ヒ ト卵膜お

よ びラ ッ ト子宮に お け る specific　bindingは 各 々

　
　
　

　
ワリ
　
　
　
　
　
　

　

（
濃）
唱
自
コ

O
』

図
q口
〔
＝自り〕

10
『9　　　　　　　　　　 10

−8　　　　　　　　　　 10
−7

　 　 　 　 　　 　 　 cold 　BK （M ）

図 4　 Displacement 　 curve 　 of 　 BK 　 receptor 　 of 　the

　fetal　membrane ．　BK ・receptor 　preparation （2mg）

　 of 　the　fetal　membrane 　was 　incubated　with 〔
sH

〕

　 BK 　and 　various 　concentrations 　of 　cold 　BK 　at 　O℃

　 for　45min ．
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図 5 　Displacement　curve 　of　BK 　receptor 　of 廿1e

　non −pregnant 　rat　uterus ．　BK 　receptor 　preparation

　 of 　the　rat 　uterus 　was 三ncubated 　wit11 〔3H 〕BK 　and

　 various 　concentrations 　of 　cold 　BK 　at　O℃ for　45
　 mln ．
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図 6 　Scatchard　plots　of 　interaction　between　 BK

　 and 　BK −reCeptor 　obtained 　from　the　rat　．uterus 　in

　various 　perinatal　stage ．

　； non −pregnant，▲ 　　▲ ：after　delivery−・一…

　：during　delivery，●　　● ： preg，20　days− 一一

　；preg．17　days，■　　■ ： preg．15　days− 一一

2％お よび38％で あつ た．

　次に ラ ッ ト子宮にお い て ， 非妊時 ， 妊娠15日，

妊娠 17日 ， 妊娠 20 日， 分娩中， 産直後に つ い て BK

receptor 活性 を測 定 した．それ ぞ れ の Scatchard

プ ロ
ッ ド

9）を 図 6 に 示 す． こ の 図 よ り求め た Ka

お よ び MBC を表 4 に 示 す．　 Ka お よ び MBC は，

とも に 非妊子宮に お い て 最 も大 きく，
Ka は 6．9x

10sM − 1
，
　MBC 　et160f　mole ．／mg 　protein で あ っ

表 4 　Change　in　Ka ＋ and 　MBC ” 　of　BK ・r  eptor

　interaction　in　rat 　uterus 　during　various 　stage

Ka MBC
〔M

−1
〕 〔fmole ／mg 　Protein〕

non 　pregnant6 ．9XlO8 160
preg．15days 1，6× 108 40

preg．ユ7days 2．8× 108 30
preg．20days 3．1× 108 60
duh   delivery2 ．7Xlos 120
after 　delivery2 ．6× 108 130
Ka ＋

　　：Association　constant
MBC 料

；Maximum 　binding　capacity

た ．妊娠お よ び分娩中は
，
Ka

，
　MBC ともに 表 4 に

示す よ うに 変動 し
， 妊娠 15日で ともに 最低 とな り，

分娩時 に は再度上 昇す る傾向が み られた ．分娩中

に は ， MBC はほぼ非妊時 と同程度で ，
　 Ka は非妊

時 の 約45％で あつ た，

　 4．r   eptor 標 品 の Percoll密度勾配 遠心 法 に

よ る分析

　BK 　 receptor 標品を密度勾配遠心 し，各 frac−

tionの 密度 ， 蛋白量 ，
　 BK 　receptor 　speci 丘c　bind−

ing　activity
，
5’・Nucleotidase　activity を測 定 し

た ．その 結果を図 7 に示す，密度は ，fraction　No ．

7か ら fraction　 No ．19ま で 1．035g／m1 か ら1．133

g／ml ま で 図の よ うに 変化 した，蛋 白量 は fraction

No ．6よ り増加 し fraction　 No ．8で 最大 値2．25

mg ／m1 と な り以 後減 少 し た ．5’−Nucleotidase

activity は fraction　No ．8お よ び No ．9で 強 く，

fraction　 No ，9に お い て 最大値29．04μgPi／h　 per

mg 　prQteinで あつ た ．　 BK 　receptor 　specinc 　bind・

ing　activity は
，
　 fraction　No ．8お よ び No ．9で 大

きく fraCtion　No ．9に お い て ，最大値 12．40％で あ

つ た ，こ の こ とは，BK 　receptor が plasma 　mem ・

brane上 に ある こ とを示す もの で ある ．

　　　　　　　　　考　 　察

　 BK の 血 中半減期 は，ラ ッ ト
， イ ヌ

， ネ コ で 約17

秒で あり
2°）

， BK は肺を 1回通過す る と78−−80％

が分解 され て しま う10）
．こ れ は

， 血漿中お よび肺 の

内皮細胞 に局在す る キ ニ ナ
ー

ゼ に よ る と い わ れ て

い る
1）．こ の よ うに生 成 され る とす ぐ に 分解 され

る BK は
， 他 の 循環 し て い る ホ ル モ ソ と異 な り，

局所に 生成 され ， そ こ で 何 らか の 役割を は た し ，

す ぐに 消失す る とい う特有 の 作用様式を示す
5）．
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図 7　 5’−Nucleotidase　activity 　and 　BK 　r   eptor 　specific　binding　of 　20　fractions　of

　the　rat 　uterus 　by　gradient　centrifugation ．　The　markes （△一△ ，○一〇，●一●

　and ■一■ ） indicate　 5！・Nucleotidase　 activity，　 BK 　receptor 　 specific　binding，
　protein　and 　density，　respectively ．

　 キ ニ ン 産生系の，妊娠，分娩 へ の 関与を考 える

場合も， や は り妊娠 分娩に 関連する組織局所に

お い て
，
BK が 生成 され ， そ こ で 消費 され る とい う

作用様式が充 分考 えられ る．

　局所で の 生成 に つ い て は ， 非妊時 ， 妊娠時 ， 分

娩時， 産褥期 の 各時期 に お ける局所の 濃度を直接

知 る こ とが最 も望 ま し い が
， 実際は

， 間接的に 局

所の BK 濃度 の 上 昇が示 されて い る に とど ま る．

キ ニ ン 産生に 関与す る酵素 は ， 血 漿カ リ ク レ イ ン

お よび組織 （腺性） カ リ ク レ イ ン があ り， 前者は

血漿中 の 高分子（HMW ）キ ニ ノ ゲ ン に
， 後者 は低

分子 （LMW ）キ ＝ ノ ゲ ン に 作用 し BK を産生す

る
2）．前述した よ うに ， 妊娠 ， 分娩中の 血 漿 カ リク

レ イ ソ
， HMW キ ニ ノ ゲ ン

，
　 LMW キ ニ ノ ゲ ン の

働 きは
， 局所 BK 濃度の 上昇を示唆す る．また

，

腺性 カ リ ク レ イ ソ とし て は膵臓 カ リ ク レ イ ン
， 唾

液腺カ リ ク レ イ ン
， 尿 カ リ ク レ イ ン な どがあ り

，

妊娠 ， 分娩 に 関して は ， 胎児尿 カ リク レ イ ン を と

お し て の 羊水中の カ リ ク レ イ ソ 活性が重要 と思わ

れ る．当教室 の 高橋に よ り，
ヒ ト 妊娠末期に お け

る羊水 中の カ リ ク レ イ ソ 活性の 上 昇が示 され ， 血

漿 カ リ ク レ イ ソ ぱか り で な く腺性 カ リ ク レ イ ン

も， 妊娠 分娩 に 関連する 局所 に お け る BK の上昇

を示唆す る変動 を示す．しか し， これ らはあ くま

で 間接的に 局所 に お け る BK 上 昇を 示 し て い る

の み で ， 直接的に は 示 して い な い ．また ， 局所に

お ける BK の 上昇が あ る と し て ，血 漿 カ リ ク レ イ

ソ
， 腺性 カ リ ク レ イ ソ の どち らの 作用が 主で あ る

か は 不 明である。以上 妊娠分娩に 関す る組織の 局

所に お ける キ ニ ン の 生成に 関 し て は
， そ れを示唆

す る多 くの報告が あ り，反面今後解決すべ き難解

な問題 も多い ．

　局所の BK 消費に つ い て は
， 妊娠 分娩 に 関連す

る組織に お け る BK 　receptor の 有無お よ び その

変動を知 る こ とは
， 局所の BK 生成を証明す る こ

とが方法論的 に 困難な い ま，非常 に重要 で ある と

思われ る．

　 BK 　receptor に関す る研究 は ， 初期に お い て は ，

ラ ベ ル 化合物の 比 活性が低す ぎて 標的組織 に結合

し た ラ ベ ル 化合物を検 出する こ とが 困難で あ つ た

が 3｝
， Odya　et　al ．は ， 放射活性 BK と して Tyrノ・

カ リ ジ ソ
，
Tyr5 −BK お よ び Tyr8・BK の 誘導体 ，

receptor 標品 と して ラ ッ ト子 宮 と ウ シ 子宮を 用

い て receptor の 解 明 に あ る 程 度 成 功 し た
16）．

Regoli　et　aL は BK や カ リ ジ ン の フ ラ グ メ ン ト お

よび同族体を用 い て ， ウサ ギ大動脈や腸間膜動脈
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に 対す る作用を調 べ
， キ ニ ソ の receptor が存在す

る で あ ろ うとした
18）．Innis　et　al．は ， 放射活 性 BK

として 〔
3H

〕BK を 使用 し，モ ル モ ッ
・ト回腸，結

腸 ， 十 二 指腸 ， ラ ッ ト子宮に お け る BK 　receptor

の 存在 を示 した
13 ）．

　 こ の研究 で は
，
Imis　et　al．の 方法 に基づ き，

ま

ず測定法の 検討を行つ た．receptor 標品の 調製に

つ い て は Innis　et　al．は
，

ガ ーゼ 濾過後50，000× g

10分間 2 回超遠心 し ， その 沈査 を使 つ て い るが
，

こ の 実験で は，105，000xg ま で 遠心 し10
，
000xg

の 沈査 に お い て 最 も良 い 結果 を得た の で ， rece ・

ptor 標品 とし て は ，600×g30 分間遠心 し ， そ の 上

清を 10
，
000 × g30 分間遠心 し て 得た 沈査 を用 い

’
た ．

　 RRA の 際 ， イ ソ キ ュ ベ ー
シ ョ ソ 温 度お よ び時

間に つ い て は ，ほ ぼ Innis　et　al．の 成績 と同様で

あつ た 。37℃ に お ける結合が非常 に 不 安定で ある

こ と，
0 ℃ に お け る結合 は 安定 で 反応開始後90分

で 解離が始 ま る こ となどは ， ほ ぼ同 じ結果で あつ

た ．イ オ ン の 影響に つ い て は
， Innis　et　al．は

， 80

mM に お ける影響 に つ い て 特 異的結 合活性 は 減

少す る とい う結果を報告 して い る が， こ の 実験で

種 々 の濃度に つ い て 検討した と こ ろ ， 1mM か ら

10mM 程度の 濃度で は
，
　 Ca ＋＋

，
　M9 ←＋

，　Na ＋

，　K ＋

な
　　　　　　　　　　　　1

どの 陽 イ オ ン は
， す べ て 特異的結合活性を増加 さ

せ た．

　以上 ， BK 　receptor 標品の 調製法 ，
　RRA に つ い

て 検討 した．そ の 検討 した 方法で ， 妊娠 ， 分娩に

関連す る組織 （ヒ ト卵膜 ，
ヒ ト臍帯 ，

ヒ ト胎盤 ，

ラ ッ ト子宮）に つ い て BK 　receptor 活性を調 べ ，

ヒ ト卵膜 と ラ ッ ト子宮の 2 ヵ所に お い て ， 特異的

結合を 明 らか に し た ． ラ ッ ト子宮 に つ い て は
， 非

妊時， 妊娠時 ， 分娩時， 産褥期に お ける Ka お よ び

MBC を求め た ．　 Ka お よ び MBC は
， ともに 非妊

子宮で 最大で あつ た ．妊娠中は
， 非妊時 に 比 し て

Ka お よ び MBC は小 さ く，妊娠 15日で ともに 最

低 となつ た ．こ の こ と は
， 子宮を収縮 させ な い と

い う意味で ， 妊娠の 維持に非常に 合 目的的で ある

と思わ れ る．また 分娩時に 関 し て は
，

Ka お よ び

MBC ともに 非 妊時よ り大きくな る こ とを 予想 し

た が ， そ うは な らず ， MBC は ほぼ非妊時 と同程度

に とどま り， Ka は非妊時の 約45％で あつ た ．し か

し こ の 値も分娩中 と比 べ れば
， 両方とも大 き くな

つ て お り，分娩末期の BK の 上昇 を考 えあわ せ る

と， BK の 分娩 へ の 関与 と して意義の ある こ と と

思わ れる．

　さ て ，一般的に は
， 分子量 の 大 きい 親水性物質

の ペ プ チ ドホ ル モ ソ は ， 膜を通過す る こ とがで き

ず ， した が つ て細胞 の 表面膜 つ ま り形質膜 （plas −

ma 　membrane ） ec　receptor カミあ り， 分子量が小

さ くて し か も疎水性物質で ある ス テ ロ イ ドホ ル モ

ン や 甲状腺 ホ ル モ ン は
， 形質膜を通過 して 細胞の

中 に は い る こ とが で き，
receptor は 細胞質に あ

る
4）．BK は 9 個 の ア ミ ノ 酸よ りな る ペ プ チ ドで あ

る の で，receptor は plasma 　membrane 上に あ る

と思わ れ る．そ こ で ， Percol1密度勾配遠心法を用

い
， plasma 　membrane の marker 　enzym6 で ある

5t・Nucleotidase　activity と BK 　receptor ．speci丘c

binding　activity を測定 し ，
　 BK 　receptor 　hx　plas・

ma 　membrane 上に あ る こ とを確認 した ．
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