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197　　　　 ク ロ
ー

ン 化 ヒ トオ キ シ トシ ン 受容体 に

対する リガ ン ド結合 性 ・生理 的反応 性の解析

198　　　　 ヒ ト脱落膜 マ ク ロ フ ァ
ージ 〔Mφ〕に

よ る血小板活性化因子 一
ア セ チ ル ハ イ ドロ レ

ー
ス

（PAF−AH）の 分泌 とそ の 意義
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【目的】オキ シ トシ ン受容体 （OTR）の 解析は 、 従

来専ら binding　assay と生理的反応性を指標に 、

主 に 子 宮筋 と乳腺組織で行わ れ て き た 。 しか し、

こ れ らの 組織に は バ ゾプ レ ッ シ ン （AVP）V，受容体

（V、R） も混在 し、ligandと の 結合性や反応性の解

釈に常に V、Rの 存在を考慮する必要があ る 。 今回我

々 は ク ロ
ー

ン化 OTRcDNAを用 い 、　 VIRの 存在 しな い

COS−1　cell 、 Xenopus　oocyte 上 に
一

過性発現 さ せ 、

純粋なOTRに対する結合性 、 生 理的反応性を検討 し

た 。 【方法】 OTRcDNAの蛋 白コ
ー

ド領域全長 を含む

断片を pRc ／CMVを初 め とす る種 々 の 発現ベ クター

に 組み込み 、 COS−1　 cel 工｝こ通常の リン 酸 カ ル シ ウ

ム 法を用 い て
一過性発現 をさせ た 。 発現 効率 を我

々 が作製 した 抗OTRポ リク ロ
ー

ナル 抗体を用 い た

免疫染色 に て 調 べ た。最 も効率 の 良 い pRc／CMV−OTR

を用 い て OTRを発現 させ たCOS−1　 cell を浮遊液 と

し、
sH −OTを用 い て binding　assay を行 っ た 。 試験

管内転写法を用い て OTRcRNAを作製 し 、　 Xen。pus

oocyte に 微量注入 し、種 々 の ligandに対す る生理

的反応を、whole 　cell 　clump 下 に膜電流を測定す

る こ と で 電気生 理 学的 に 調べ た 。 【成績】抗OTRポ

リク ロ
ー

ナル 抗体は OTRを効 率 よ く認識 した 。 OTR

の Scatchard解析 の 結果 Kd値は 6nMで あ っ た 。 他の

ligand と の 競合
・
阻害実験 で 親和性 を比較する と

AVPは同じ量 の
3H −OTの 置換に 10倍の 濃度が必要で

あ っ た 。 生理 学的反応性を膜電流 の 大き さ で 比較

す る と100倍量 の AVPが OTとほぼ 同 じ大きさの膜電

流を惹起 した 。 子宮収縮能を持 つ ［Phe2，　 IleS，

OrnB］−VPは、OTRに 結合す るが膜電流を惹起 しない

こ と が わ か っ た 。 【結 論】 純粋な OTRの ligand結

合性 、生理 的反応性を明 らか に した 。 本 方法 は OT

の agonist ，　antagonist の 検討に も有効 で あ る 。

［目的］ ヒ ト脱落膜で の PAFの 代謝機構を検討

し， PAFの 分娩発来にお ける役割 を明 らか にする

ため PAFを不 活化す る酵素 （PAF−AH）の分泌を担

う脱落膜細胞成分を分画 した．

［方法］帝王切開時の胎盤よ り脱落膜組織 を分離

し ， collagenase ， hyaluronidase 等 の 酵素処

理 ，
Ficoll−Paque比重遠心法 ，

　 Perco11 非連続的

比重遠心法 ， flow　cyto 皿etry を用い て そ の 細胞成

分を分画，または分析 した．それ ぞれ の 細胞分画

を培養 し ， 上 清の PAF−AH活性 をMiwa ら （J　CIin

Invest　82：1983，1988 ）の 方法に よ り測定 した．

［成 績］脱落膜組織の 酵素処理 お よび Fico11−Pa−

que 比重遠心法で 得 ら れ た粗細胞分画の 27％ に ，

また ，粗細胞分画を さ ら に Perco11 非運続的比重

遠心 法 で 部分精製した分画 の 52％ に M φ表面抗原

（CD14）が認め られ た ．粗細胞分画の 培養上清に は

PAF−AH活性が時間依存性に蓄積され ，Actinomycin

Dまたはcycloheximide 添加に よ り濃度依存性 に

抑制 され た．蓄積 した PAF 一朋 は血漿型 の isozyme

で あ っ た．培養上清の PAF−AH活性は秀画中の M φ

の比率 に正 の相関を示 した．Flow　 cytometry を用

い て ， 精製 Mφ分画 （96XCD14 陽性 ）お よ び非

M φ分画 （＜ 5％ CD14 陽性 ）を得た．精製 M φ分

画の 培養上清に は最 も強い 酵素活性が認め られ ，

非 Mφ分画の 培養上清 か らは活性を検 出で きなか

っ た．また ， 培養上清の PAF−AHの蓄積は抗CD14抗

体お よ び補体の 処理で 特異的に 阻害 さ れ た ．

［結論］ヒ ト脱落膜に は血漿型の PAF−AHを分泌す

る 細胞成分が存在 し ， そ の 細胞成分は M φで ある

と特定さ れ た ．脱落膜 M φ は分娩発来 に お い て

PAF の代謝に重要 な役割 を担 っ て い る こ とが示 唆

され た．
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