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緒 看

E･W･Sutherlandは,肝臓の熱抽 出物 中に

phosphorylase を活性化する物質を発見し, そ

の本体が adenosine3′,5Lcyclicmonophos-

phate(cyclicAMP-以下 cAMP と省略)で

あることを明らかにした1,2)｡ 以来,この cAMP

がホルモン作用に おける細胞内伝達物質として

proteinkinase をはじめとする酵素の活性化に

あずか り,広 く生物界において多彩な役割を演じ

ていることが明らかにされてきた2,3)｡

副甲状腺ホルモン (PTH) と cAMP の関係

では,副甲状腺摘出 (PTX)ラットに theophyト

line,または dibutyrylCAMP(DBcAMP)を

授与することにより高 Ca血症が生じた4,5,6)｡そ

の後,PTH の骨吸収作用が DBcAMPによって

も同様に起こる ことが 認め られた7~12)｡ また,

PTH により骨の cAMP 濃度が急速に上昇する

ことも明らかにされ8,ll),PTH の作用に関して

cAMPが細胞内の mediatorとして働いている

可能性が強 く示された14~16)ニ 近年,Smithらは,

PTHによって periosteum,osteoblast,osteo-

cyteの cAMP レベルが増加することを報告し

た 17)｡また,Lubenらは,PTH が osteoblast

様細胞の cAMPを上昇させることを報告した18)｡

鈴木らは,ラットを PTX すると低 Ca血症を

きたし,骨および象牙質の石灰化不全が生じ, こ

れに PTH を数 日間継続して注射すると, 血柴

Caレベルの正常化とともに骨および象牙質石灰

化が著しく回復することを報告した19,20)｡ また,

PTH の代わ りに cAMP および DBcAMPを

連続注射し,血渠Gaレベルの上昇と,骨および

象牙質の石灰化の 回復をきたすことを報告し20,21,

22), cAMPが骨および象牙質の形成, とくに石

灰化に関して PTH の作用を再現しうるものであ

ることを結論し,石灰化の場において cAMPが

PTH の細胞内伝達物質として作働している可能

性を示唆した20)｡

本研究において, 実際に石灰化の進行している

組織部位での内因性の cAMP濃度の変動を追求

するために, ラットの下顎切歯歯髄に着目した｡

これは次の理由による｡① ラットの切歯象牙質が

骨のような吸収機構を含まず,常に形成,石灰化

されること｡② 象牙質形成と石灰化に関与する歯

髄が他から独立した環境にあり,分離摘出が可能

なこと｡⑧ 血策の諸因子とは別の意味での象牙質

石灰化の直接の因子を求め得る可能性の あるこ

と｡ 以上の理由から,本研究者はラットの下顎切

歯より歯髄を摘出し,歯髄の cAMPの抽出法と

測定法を種々試み, 2, 3の新知見を得たので報
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告する｡

実験材料 と方法

1.使用動物 と歯髄分離法

体重300g前後の Wistar系雄 ラットを使用 し,

断頭して仝採血 し, 頭部はただには ドライアイス

アセ トンで凍結 した｡ 凍結 した頭部を氷水中で左

右の 下顎を 分離 し, ついで冷 生理食塩水中に 移

し, 注意深 く下顎切歯の象牙質を歯科用 ジスクを

用いて縦割 りに分離 して, 全歯髄をで きるだけ傷

つけぬように分離摘出した｡ これを速かに ドライ

アイス上で 冷却 した ステンレス小皿上で 再凍結

し,迅速に秤量 した｡

2.歯髄 cAMP の抽出法

1) トリクロル酢酸による抽出法23~25)

分離 した歯髄を冷 6% トリクロル酢酸 (TCA)

1mlで 5分間ホモジナイズし, 遠心分離 (3,500

rpm,10分間) した｡ついで上清の TCA 除去操

作を行なった｡ すなわち,氷水中で 3倍容量の水

飽和エーテルを加え,激 しく混合後, エーテル層

を除いた｡ この操作を4回おこない,窒素ガスあ

るいは85cc沸騰水溶上で残余のエーテルを除去 し

た｡水屑は P205上にて減圧乾燥 し,residueを

水 1mlに溶解 し, cAMP測定用 試料 とした｡

遠心分離後の沈澱は 1NNaOHに溶解 し,Low一y

の方法26)で蛋白量を測定 した｡

2) 過塩素酸による抽出法23,24)

歯髄を25% (Ⅴ/v)エタノールを含む 0.5M過

塩素酸 (PCA)1mlでホモジナイズし,遠心分離

した｡上清を冷却 しながら少量の KOH で中和 し

た｡生成 される沈澱は遠心分離により除 き,上清

を減圧乾燥 し, residueを水に 溶解 し, CAMP

測定用試料 とした｡

3) 塩酸による抽出法27,28)

歯髄を 0.1N 塩酸でホモジナイズし, 遠心分

離後, 上清を減圧乾燥 し, residueを水に 溶解

し,cAMP測定用試料 とした｡

3.cAMP の測定法

1) Gilman の protein binding assay

(PBA)による方法29,30)

種々の動物組織にある cAMP依存性 protein

kinaseと cAMP との結合が cAMP に特異的

であることから, これを利用 して少量の放射性標

識 cAMP に未知な cAMP を含む試料を入れ,

上記の proteinkinase(bindingprotein) を

加え, 結合に対する競合の結果, boundCAMP

を Milliporefilterに吸着させ, この放射能を

測定することにより試料中の cAMP量を定量す

るものである｡boundcAMPと freeの cAMP

の分離法には,他に dextran coatedcharcoal

へ freeの cAMP の吸着による方法28),硫安沈

澱法等があるが,今回 Milliporefilter法 と活

性炭法の両者について比較 した｡

結合蛋白の proteinkinaseは脳31), 筋肉32),

副腎25,33), 肝臓34)等から抽出されているが,本実

験ではウシ筋肉から抽出精製された28,35)protein

kinase(bindingprotein)を含む Boehringer

の cAMP測定キットを使用 した｡ 反応系は水に

溶解 した試料 100pl,40nM 3HICAMP(1pCi/

ml)20pl,水 10pl,CAMP binding protein

20〃1で,混合後, OoC100分反応した｡反応終

了後, filter法では, 冷 20mM K-P buffer

pH 6を 1ml加え,同 bufferで湿 らせた Mil-

1ipore filter (25mm,HA type,pore size

0.45/̀m)で 3H boundcAMPを吸着させ,袷

buffer5mlで 2回洗源後,filterを乾燥 し,シ

ンチレーシ ョンバ イアル に入 れ, 2-methoxy-

ethanol(nlethylcellosolve)1mlで filter

を溶解 した｡ついで,methylcellosolve200m1,

2,5-diphenyloxazole(PPO)6.4g,toluene

800mlを含む液体シンチレーシ ョン溶液10mlを

加え, Packard TRLCARB 3320, あ る い は

TRLCARB3255で放射 能を測定 した｡

活性炭による方法では, 反応終了後, 冷 dex-

trancoatedcharcoal液 0.5mlを加え,激 し

く混和 し,OoCにて15分間放置後 3,000rpm,15

分間室温で遠心分離 した｡ 上清 0.5-mlを液体シ

ンチレーシ ョン溶液 (PPO5.5g,POPOP0.1g,

TritonX-100333ml,toluene667ml)5mlと

よく混合 し,放射能を測定 した｡ 活性炭液はウシ

血清アルブ ミン FractionV 500mg,dextran

T-7075mg,NoritExtraの活性炭 500mgを
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水 100mlに入れ調製した｡

2) Radioimmunoassay (RIA) による方

法36~39)

2し0-SuccinnylcAMPを抗原 として家兎に与

えて生成された抗 cAMP血清を使用 し,検体の

サクシニル化により生成 された succinylCAMP

(ScAMP) と 125LScAMP tyrosine methyl

ester (125Ⅰ-ScAMp-TME) との抗血清に対する

競合反応を行ない, 抗体に 結合 しなかった 125ト

ScAMp-TME を dextrancoatedcharcoalに

吸着させて除 き, 上清の放射能を測定するヤマサ

の cAMP測定用キットを使用 した40~42)｡すなわ

ち試料 100/{1 にサクシニル化試薬 (succinic

anhydride400mg/dioxane 9ml+triethyト

aminelml)100/Jlを加え室温にて10間放置後,

氷水中で 0.3M Imidazole buffer (pH6.5)

800/Jl添加 してサクシニル化を終了させた｡この

試料100/Jlと 125LScAMp-TME(1/̀Ci/8.5ml)

100/Jlと cAMP抗血清 100〃1と混合 し,48時

間氷水中に放置後,分離用の活性 炭液 500/Jlを

加え,室温で遠心分離 (3,000rpm,5分間) し,

上清 500plを液体シソチL/-シ ョンバ イアルに

入れ, シンチL,-シ ョン溶液 (PPO 5.5g,PO-

POP 0.1g,Triton X-100 333ml, toluene

667ml) 5ml を加え, Packard TRLCARB

3255の 125Ichannelで放射能を測定 した｡測定

は PBA 法 と共に 1試料を duplicate で調製

し,cAMP測定をおこなった｡

4.ラッ トの肝臓 と腎臓の cAM:P の測定

ラットを断頭後, 全採血し,肝臓および腎臓を

摘出し, その一部を ドライアイスアセ トンで凍結

し,-20oC で保存 した｡ 各臓器は融解後, 6%

TCA lmlでホモジナイズし,以下歯髄の TCA

抽出法に準じて処理 した｡ cAMP の測定は同一

試料について,PBA法-Milliporefilter法 (以

徳, PBA 法 とは特記以外 filter法を示す)と

RIA 法で行なった｡

5.摘出歯髄の37oC放置による歯髄 cAMPレ

ベルの変動

ラットを氷水中に断頭し, 冷生理食塩水中で下

顎切歯 より歯髄を分離後, 速かに冷却ステンレス

93

小皿にて秤量した｡ついで,isotonicTris-buffer

pH 7.143)650/flに入れ,37oC で放置 した｡対

照として,theophyllinelOmM (最終濃度)を 添

加 した｡isotonic Tris-buffer の組成は最終濃

度 120mM NaCl,3mM K2HPO4,1.25mM

CaC12.2H20,1mM MgSO4.7H20,30mM Man-

nitol,20mM Tris,2mg/mlの glucose,それ

に 1mg/mlのウシ血清アルブ ミン (Sigma)で

あった｡反応終了後,冷10% TCA 650mlを加

え, 3分間冷却 しながらホモジナイズし, 以下歯

髄の TCA 抽出に準じて cAMP を抽出した｡

歯 髄 は 1個体 2歯 髄 を 1試料 とし,PBA 法 と

RIA 法で cAMPを測定 した｡

6.歯髄 cAMP の Dowexカラムクロマ トグ

ラフィーによる分離

1) 3H-CAMP,3H-CGMP,ATPの Dowex

カラムクロマ トグラフ ィ-による分離

Boehringerの 1mM 3H-CAMP (0･024/(Ci/

pmole) の 1m1,お よ び 5mM 3H-CGMP

(0.016〃Ci/pmole) の 1mlを, それぞれ Do-

wex 50W-Ⅹ2,H type (200-400メッシュ)

(0.7×6cm)のカラムクロマ トグラフ ィーにより

展開した44,45)｡水を溶出溶媒 とし,1mlずつ分画

し,それぞれの0.1mlを Bray溶液46)に入れ,

液体シンチレーションカウンターにて測定 した｡

1mM ATP (Sigma)の1mlを同様にカラム

クロマ トグラフ ィ-を行ない, 溶出液の各々 0.2

mlを Fiske-Subbarow法47)により ATPを定

量 した｡

また,2mM CaC12.2H201mlを同様にカラ

ムクロマ トグラフ ィーで分離 し,Trinderの方

法46)および原子吸光法で Caを測定 した｡

2) 市販の標準 cAMP のカラムクロマ トグ

ラフィ-による分離

20mM,5mM CAMP(ヤマサ)の 1mlを,各

々 Dowexカラムクロマ トグラフィ-により展開

した｡溶出液は PBA 法,RIA 法により cAMP

を測定 した｡また,CAMP (ヤマサ)20mM (慕

終濃度)に ATP (Sigma)2mM および 4mM

を添加 し,各々 1mlずつを Dowexカラムで展

開した｡
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3) ラット歯髄の TCA 抽出試料の Dowex

カラムクロマ トグラフィーによる分離

2匹のラットの4歯髄をTCA抽出し,処理後,

水 1mlに潜解し,Dowex カラムで展開した｡

溶出液は PBA 法, RIA 法で測定し, Fiske-

Subbarow 法47)により ATPを定量した｡

7.cAMP抽出過程へ市販の cAMP添加によ

る回収実験

1) ラット歯髄 TCA ホモジネー ト液へ

cAMP添加による回収実験

ラット4匹の8歯髄を TCA 4mlでホモジナ

イズし,0.5mlずつ分割し,市販 cAMP(Boeh-

ringer)を各々 20,100,200mM (最終濃度)添

加し,以後,TCA抽出法に準じ処理し,PBA法

で, さらに同一試料を 10倍に希釈後,RIA 法で

cAMPを測定した｡

2) cAMP 回収率に対する歯髄 cAMP の

抽出溶媒の影響

組織を含まない6% TCA液,0.5M PCA/25

%エタノール液を各々歯髄の TCA,PCA抽出処

理法に準じて調製し,それぞれに cAMP(Boeh-

ringer)20,100,200mM (最終濃度)添加し,

PBA法,RIA 法 (試料を10倍に希釈後)により

cAMPを測定した｡

3) cAMP にATP を添加した cAMP 回

収実験

cAMP(ヤマサ)の2.5,5,10,40,160mM (慕

終濃度)に ATP(Sigma)0.5,1,2,4mM (慕

終濃度)をそれぞれ添加し,PBA 法および RIA

法で cAMPを測定した｡

8.TCA 抽出した歯髄試料の phosphodieste-

rase(PDE)による分解実験

ラット1個体 2歯髄を 1試料とし, 6% TCA

lmlで抽出し,処理後,水 1mlに溶解L PDE

反応用試料とした｡PDE反応系49)は試料 150FLl,

10mM Trisbuffer(pH7.4,5mM MgC12を

含む)150m1,3mg/mlの calfheartPDE

(Boehringer)10〟1,水あるいは cAMP(Boeh-

ringer,500pmoles/ml)を 100/Jl混和し,370C

30分間反応した｡ ついで沸騰水浴に30秒間いれて

反応を終了させ,3000rpm,5分間遠心分離し,

上清を PBA 法,RIA 法で cAMPを測定した｡

実 験 結 果

1.歯髄 cAMP の抽出溶媒と測定法の比較

ラット歯髄の抽出溶媒と cAMP測定法の相違

による cAMP測定値を比較した結果を Table1

に示した｡RIA 法による測定値を除 いて,PBA

Table1.EffectofdifferentextractionreagentsonthevaluesofCAMPassaysinthepulp.

Reagents
Pulp

wetwt.
(mg)

6
9

8
2

3
2

7
7

9
2

5
3

3
3

3
3

3
3

CAMPdetected(pmoles/mgwetwt.)

byPBA
withfiltermethod withcharcoalmethod

1
2

1
4

2
5

7
7

1
2

2
2

0
0

3
3

0
0

法の filter法と活性炭法,ともに PCA 抽出に

よる測定値が高 く,ついで TCA抽出試料で,塩

酸抽出試料が低い値であった｡PCA 抽 出試料 と

塩酸抽出試料の PBA法での測定値は,filter法

での値が高 く,活性炭法では60-70%低い値であ

った｡TCA 抽出試料では PBA 法の filter法,

活性炭法に差 がみられなかった｡ RIA 法による

9
1

4
6

0
1

6
7

0
4

1
1

0
0

1
1

0
ハU

A日日RV
-
b

8
2

0
5

7
9
】

1
2

2
2

1
2

0
0

0
0

0
0

測定値では, 抽出溶媒の違いによる相違はほとん

どみられず, 0.21pmoles前後であった｡ 塩酸

抽出試料の PBA 法-filter法による 測定値は,

RIA 法の値に近似した測定値であった｡

2.歯髄の TCA 抽出試料での PIiA 法および

RIA 法による cAMP 測定値の比較と歯髄

重量との関係
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ラット歯髄を6%TCAで抽出した試料のPBA

法-filter法 (以下 PBA法とは filter法を示す)

で測定した98匹 57例と,RIA 法で測定した40匹

38例をグラフにプロットL Fig.1に示したO歯
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Fig.1. ComparisonofthelevelsofCAMP
inthepulp when determinedinsingleor
severalpulpsbyPBAkitorRIAkit.

髄重量の大小は,歯髄の本数で 調製し, 1試料

duplicateで測定した平均値を1点とした｡RIA

法の測定値は,重量の大小にかかわらずほぼ一定

であった｡ 一方,PBA 法では,歯髄重量が減少

すると測定値が増大する傾向がみられた｡

3.ラットの歯髄,肝臓および腎臓のcAMP測

定

ラットの歯髄,肝臓, 腎臓の PBA 法と RIA

法によるcAMP測定値 (pmoles/mgwetwt.)

をFig.2に示した｡歯髄のcAMP測定値はPBA

法で96匹 54例から,0･60±0･01であり,RIA法

では40匹38例からPBA法の1/3の0.20±0.01で

あった｡肝臓,腎臓とも6例で,肝臓の測定値は

PBA法で 0.64土0.04で,RIA 法では PBA 法

の1/3の0･22土0･02であった｡腎臓の cAMP値

は PBA法で 0.95土0.02で,RIA法では PBA

法の1/2の 0･40土0･01であった｡

4.摘出歯髄の37oC放置による歯髄 cAMPレ

ベルの変動

摘出歯髄を37oCで放置し,30分,60分後のPBA

Pulp

Liver

Kidney

95

0 0.5 1.0

cAMP(pmoles/mgwetwt.)

Fig.2. CAMPlevelsinratpulp,liver
andkidneydetectedbyPBAkitorRIAkit.
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Fig.3. ChangesinCAMPlevelsinthe
isolatedwholepulpdetectedbyPBAkitor
RIAkit.

法,RIA 法による測定値を Fig.3に示 した｡

摘出直後の測定値は PBA法で 0.51pmoles/mg

wetwt.で RIA 法で 0.17pmolesであった｡

Theophyllineを添加しない群の PBA法の60分

後の減少率は46% であったが,RIA法での減少

率は72%で PBA 法より著しい低下であった｡

Theophylline添加群は,PBA法,RIA 法とも

にパラレルに変化したが,PBA法測定値は RIA
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測定値の2- 3倍の値であった｡

5.Dowex カラムクロマ トグ ラ フィー に よる

歯髄 cAMP の分離

1) 3H-CAMP,3H-CGMP,ATPの Dowex

カラムクロマ トグラフ ィーによる分離

3H-CAMP, 3H-CGMP, ATP を そ れ ぞ れ

Dowex50ⅥしⅩ2に展開し,同一 グラフ上にプロ

ットし, それぞれの溶出パターンを Fig.4に示
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Fig.4.Elutionpatternsofauthentic3H-
cAMP,3H-CGMP and ATP (Dowex 50W-Ⅹ2

chromatography).
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した｡3H-cGMPは fractionN0.2を,ATPは

N0.3をピークとして 潜出 され, 3H-cAMP は

N0.5をピークとして 潜出 された｡ 3HICAMP,

3HcGMP,ATPのクロマ ト溶出前後の回収率は,

それぞれ 84%,85%,109%であった｡ 2mM の

CaC12.2H20 は, N0.1から No.10までのい

ずれの分画にも検出されなかった｡

2) 市販 cAMPの Dowex カラムクロマ ト

グラフ ィ-による分離

市販 cAMP を展開し, PBA 法 と RIA 法 と

で 溶出画分を それぞれ 測定し, 溶出 パタ-ンを

Fig.5に示 した｡ PBA 法, RIA法 いずれの測

定法でも溶出パターンは同じであ り, 溶出部位 も

20nM,5nM それぞれ 両測定法 ともに 同一部位

であ り, かつ溶出ピークは fractionN0.5であ

った ｡ カラムクロマ トの回収率は,両測定法 とも

にほぼ 100% であった｡

3) 市販 cAMPに ATPを添加 した試料の

Dowex カラム クロt-了 トグラフィ-による

分離

市販 cAMPに ATPをそれぞれ添加 し,カラ

ムクロマ トで展開し,PBA 法による検出パター

ンを Fig.6に示した｡ ATP無添加の溶出 パタ

ーンは Fig.5と同様 であったが, ATP2mM,

4mM 添加の検出パターンは fractionN0.2と

N0.5を ピーク とする2つの 溶出帯に 分離され

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 2 3 4 5 6 7 8 9 10

FractionNo.(1ml/tube)

Fig.5.ElutionpatternsofauthenticCAMPdetectedbyPBAkitor
RIAkit(Dowex50W-x2chromatograhy).
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Fig.6. Changes in elution pattern of

authenticCAMPdetectedbyPBAkitafterATP

addition(Dowex50W-Ⅹ2chromatography).

た｡また,N0.5のピークは ATP添加により増

大しATP2mM,4mM でそれぞれ42%,67%

の増加率であった｡ 同様 に, N0.2のピークも

ATP添加量に応じて上昇した｡ カラム回収率は

ATP無添加で99%が ATP2mM,4mM添加で,

それぞれ118%,128%と増加した｡カラム潜出前

の同一試料について,(PBA法測定値/RIA法測

定値)×100の値 を示す と,ATP無添加では

101%,が ATP2mM,4mMでそれぞれ 123%,

143%と,カラム潜出前でも両測定法のcAMP測

定値にすでに差がみられ, それは添加 ATP量

増加とともに増大した｡

RIA 法による検出パターンでは ATP添加に

よるfractionN0.5のピークの増大はみられず,

単一の溶出帯を示した｡カラム回収率は RIA 法

では, ATP添加による影響はまったく観察され

なかった｡

4) 市販 cAMPに市販 cGMP を添加した

試料の Dowex カラムクロマ トグラフィー

による分離

cAMP20nMにその1/10量のcGMP2nM を

添加した試料の Dowex カラムクロマ トグラフィ

ーンの溶出パターンを Fig.7に示した｡

1 2 3 4 5 6 78910

FractionNo.(1ml/tube)

Fig.7.Changes in elution pattern of

authenticCAMPdetectedbyPBA kitorRIA

kitafterCGMPaddition(DowexSOW-x2chr0-

matography).

5) 歯髄 TCA 抽出物の Dowex カラムク

ロマ トグラフィーによる分離

歯髄 TCA抽出物の PBA法と RIA法による

検出 パターンと ATPの検出 パターンを Fig.8

に示した｡RIA法での溶出部位は fractionNo.

4,5,6で,N0.5をピ-クとす る溶出パタ-ン

で あった0-万,PBA 法での検出パターンは

N0.2と N0.5をピークとする2つの溶出帯 に

分離され,No･5のピークは RIA法の N0.5の

ピークの2倍で あった｡ATPの溶出 ピークは

N0.3にみられた｡

6.市販 cAMPの歯髄ホモジネー トへの添加に

よる cAMPの回収実験
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1 2 3 4 5 6 7 8 910

Fraction No.

(Dowexchromatography)

Fig.8.ElutionpatternofTCA extractof

pulpdetected asCAMP using PBA kitand
RIAkit.

1) cAMP抽出溶媒が cAMPの回収率に及

ぼす影響

TCA 叉は PCA 抽出溶媒 にそれぞれ 市販の

cAMPを直接に添加し,PBA 法と RIA 法とで

測定し,その回収率を Fig.9に示した｡RIA法

による測定では TCA,PCA共に100% の回収率

であった｡ 一方,PBA法での測定では,TCAへ

添加した cAMP はほぼ 100% の回収率であった

が,PCA -添加した cAMP は 20-30%と非常

に低い回収率を示した｡

2) ラット歯髄の TCA ホモジネー トの市販

cAMP添加による回収実験

TCA ホモジネー ト液に cAMP を添加 し,

PBA 法と RIA 法による回収率を Table2に

示した｡ 2pmoleの添加では PBA 法で81%,

RIA 法では69% の低い回収率であったが,添加

cAMP 濃度の高い例では,PBA 法,RIA 法と

もに100% であった｡

3) 市販 cAMP に ATP を添加した時の

cAMP 回収率に与える影響

市販の cAMP に ATP を添加し,PBA 法で

cAMPを測定し,cAMP回収率におよぼす ATP

の影響 を Fig.10に示した｡ ATP無添加群 は

100%の回収率であった｡一方,ATPをそれぞれ

1,2,4mM 添加すると,2.5nM cAMPの回収

率は,それぞれ 170,200,320% と添加 ATP 濃

度に比例して増大した｡ しかし高濃度の cAMP

(160nM)では, ATP 添加による影響はまった

くなかった｡

7･歯髄をTCA抽出した cAM:P測定用試料の

phosphodiesterase(PDE)による分解実験

20 100 200 20 100 200

addedCAMP(nM)

Fig.9.EffectofextractionreagentsonthePBAkitorRIAkitforCAMP.
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Table2･ RecoveryofaddedCAMPfrom TCA homogenateofthepulp

addedCAMP
(pmoles/tube)

99

cAMPdetected(pmoles/tube)

by PBA byRIA
CAMP Recovery(%) cAMP Recovery(%)

Homogenatealone

Homogenate
+2pmoles

Homog.enate
十10pmoles

Homogenate
+20pmoles

81

102

118

0.75

2.13 69

10.85 101

20.85 101

1 5 10

addedCAMP(nM)

50 100

Fig.10. Effect of added ATP on the

proteinbindingassay(PBA)forCAMP.

Table3.DisappearanceofCAMP

phosphodiestrease

ラット歯髄の TCA 抽出物の PDE処理による

cAMPの増減を PBA法と RIA 法とで測定し,

Table3に結果を示した｡水に cAMPを添加し

た試料では,PDEにより100%消失した｡歯髄

の TCA 抽出物と,それに cAMPを添加した試

料とでは,PDE処理後では,PBA法,RIA法い

ずれの測定法でも95%台の消失を示した｡

考 察

動物組織の坂 り出し方,組織からの cAMPの

抽出法および精製法,さらに cAMPの測定法の

相違によって cAMPの測定値が異なることはよ

く知られている37,50ー52)｡ Kimura ら53)は ラッ ト

を断頭後凍結する方法と, エーテルおよびペント

バルビタール注射による麻酔後断頭凍結する方法

とで,各種臓器の cAMP濃度を比較して,動物

の処理法の違いにより cAMP濃度が変動するこ

とを報告した｡竹沢ら54)はラットを断頭後凍結す

る方法と, マイクロウェーブ照射後断頭凍結する

from TCA-extractofpulpafter

(PDE)digestion

Samples

PDE

cAMPdetected(pmoles/tube)

byPBA byRIA
+PDE Decrease(%) -PDE +PDE Decrease.(%)

D.Water

D.Water
+CAMP

Pulpextract

Pulpextract
+CAMP

0

7

8

2

0

1

2

1

1

0

0

0

5

0

0

9

1

1

0

6

8

5

0

1

1

1

0

9

0

5

9

0

9

1

AddedCAMPconcentrationwas100pmoles/tube.
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方法 (M･W･法)とを比べ, M.W.法の方が低

い測定値 であったと報告 した｡ 今回, 凍結頭部

から分離した歯髄 (Fig.2)と,氷水中に落下さ

せた頭部からの歯髄 (Fig.3)とでは, PBA法

で, 前者は0.6pmoles/mgwetwt.が, 後者

では0･50pmolesと17%減少した｡RIA法では

前者が 0.2pmolesで, 後者は 0.16pmolesと

20%の減少がみられた｡また,歯髄を37oCで放

置すると (Fig.3),cAMPレベルは60分後で,

PBA法,RIA法それぞれ 50%,80% と減少し

た｡このように歯髄の cAMP濃度は,サンプリ

ングの過程で変動するので, できるだけ低塩で速

かにおこなう必要がある｡ 本実験では,ラットを

断頭後,頭部を凍結し, 氷水中で短時間内で融解

徳,速かに歯髄を分離し,直ちに cAMP を抽出

した｡

組織からの cAMPの抽出溶媒には, 5-6%

TCA23,25,29,37,62),10% TCA27,61),0.5M PCA/

25%ェタノール23,21,0.1N塩酸2T,28,42),無水ユ

タノ-ル24,57),あるいは水58)が使用されている｡

Albanoら24)は6%TCA,0.5M PCA/25%エタ

ノール,無水エタノールとを比べ,cAMPの回収

率の点で TCAが優れていると報告した｡Honma

ら42)は組織を凍結乾燥し, 塩酸で抽出する方法を

最適 と判定していた｡今回,歯髄 cAMPの抽出

法 として,TCA,PCA,塩酸による方法を比較 し

た (Table1)が,PCA および 塩酸 抽出試料の

PBA法-filter法と活性炭法 との測定値では,50

-60%の変動がみられた｡これは Toveyら28)が

い うように,PBA法の反応に介入する他の物質

が活性炭に吸着された結果と考えられる｡ 一方,

TCA抽出試料の PBA 法測定値では差がなかっ

た｡cAMPの回収実験 (Fig･9)では,TCA抽

出物は 100%回収されたが,PCA抽出物では非常

に低い 20-30%の回収率であった｡これは TCA

抽出物中には cAMP の結合反応に影響を及ぼす

物質がないことを示し,一方,PCA抽出物では,

処理過程で生じた過塩素酸 カリウムが PBA法の

結合反応を妨害した結果 と思われ,Albanoら24)

と同様の結果であった｡RIA法による測定では,

抽出溶媒の違いによる変動はなく(Table1),いず

れの抽出法でも100%の回収率であった (Fig.9)0

Brownら23)は TCAとPCA抽出とで,PBA法

による測定値には差がなく, 直接組織の cAMP

が 測定 できる とのべて いる｡ しかし, 十 分 な

cAMPが存在する多量の組織では PCA抽出法

は可能であって, 歯髄のような微少組織 (ラット

300g前後で下顎切歯歯髄 15-18mg/1歯髄)で

は cAMP抽出には,6% TCA が最適と考えら

れる｡

cAMPの測定を妨害する物質として,塩および

ATP,ADP,AMP等がある｡これらのヌクレオ

チ ドは組織抽出液中に cAMPにくらべて,きわ

めて大量に存在 している55)｡PBA法に使用する

結合蛋白は cAMPに特異的に結合するものであ

るが,cAMP以外の ヌクレオチ ドの影響に つい

て Gilman27)は検討した｡すなわち,PBA法で

cAMP結合に 50%阻害を生じる ATP,GTPの

濃度は,cAMP40nM で各々 1mM,0.7mMで

あ り,ADP,AMPlmM での阻害率は 18,21

% と報告 した｡ 同じく PBA 法で,Brownら

23),岡ら56)は cAMP以外のヌクレオチ ドは高濃

度まで結合反応に影響を与えず, 組織抽出液を直

揺, あるいは10倍希釈 した試料で測定をおこなえ

ば妨害がないとのべている｡

RIA法では,cAMP以外のヌクレオチ ドによ

る阻害について,Steinerら37)は cAMPと抗血

清との結合率を100とすれば,ATP,ADP,AMP

の結合率はそれぞれ 0･002,0･001,0.001と報告

し,RIA法の抗血清が cAMPに対してのみきわ

めて結合性が高いことを示 している｡ さらに,読

料のサクシニル化による測定感度の増大40,41)と,

試料の除蛋白操作を必要としない,PBA法の200

倍の検出感度を有する RIA法を Honmaら42)紘

開発した｡

今回の実験で,歯髄の TCA 抽出物の cAMP

測定値 (Table1,Fig.1,2),肝臓と腎臓の測定

値 (Fig･2),および歯髄の 37oC放置による歯髄

cAMP測定値の変動 (Fig.3)で, いずれの測

定値に おいても PBA 法による測定値が, RIA

法による測定値より2-3倍高い値であった｡､ま

た,歯髄組織重量の少ない例では, PBA法によ
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る測定値レベルが異常に増加する傾向がみられた

(Fig.1)｡ 以上の理由から, PBA法 で, 結合

蛋白の阻害作用の大きい ATP について調べた

(Fig.10)｡これによると,低濃度の cAMPでは

ATP濃度に依存して著しい回収率の変動がみ ら

れ,結合蛋白が cAMPとではなく,ATPと結

合する偽反応がおきていることを示している｡ す

なわも,今回の組織の TCA抽出物に cAMP以

外のヌクレオチ ド, 特に ATPが存在し, PBA

法の結合反応に介入している可能性がある｡ さら

に,PBA法では前にのべたが,PCA抽出物の塩

類による妨害反応がみられた (Table1,Fig･9)｡

Albanoら24), Tsangら57),Shanfeldら58)は

pBA法では塩類が結合反応を阻害すると報告し

ている｡ しかし,TCA抽出試料中に存在するぐ

らいの量では,PBA法の結合性に何ら影響はな

いと,Albanoら24),Gilman29),Tsangら57)は

のべている｡

RIA法では,データーを示さなかったが Fig･

10と同一試料で,ATPの結合性に与える影響を

調べたが,ATPの関与はたったくなく100% 回

収された｡また PCA抽出試料での cAMPの回

収率は,TCA抽出と同様に100%回収され (Fig･

9),Honmaら42)の結果と一致した｡以上のよう

に,RIA 法は PBA 法と比べて,ATPや塩類

による阻害を受けず, さらに検出感度の点からも

優れた cAMP測定法である｡

組織抽 出試料 中の cAMP濃度の濃縮や,

cAMP測定を妨害する物質の除去, 特に ATP

など,あるいは微量の cGMP と cAMPの分離

のために, 抽出試料の精製操作 が 必要 である｡

cAMPの精製法 には Dowexカラムクロマ トグ

ラフィー 50W タイプ25,44,45,59,60)および AG タ

イプ53,61,62)による方法,酸化アル ミニウムクロマ

トグラフィ-による方法63,64),SephadexG-25

による方法65),薄層クロマ トグラフィーによる方

法66),硫酸亜鉛一水酸化バ リウムによる沈澱法44,

45), あるいはこれらを組み合せた方法25,67)があ

る｡

今回は分離法が簡単で, カラム溶出液を直接

PBA法とRIA法とで測定が可能である Dowex

101

50W-Ⅹ2によるカラムクロマ トグラフィーでおこ

なった｡3H-cAMPと市販 cAMPの溶出部位は

一致し(Fig.4,5),Woltonら25),Krishnaら45)

の cAMP溶出部位 とも一致し,fractionN0.5

のピークは cAMP と同定した｡市販 cAMPの

PBA法および RIA 法による検出パターンは一

致し (Fig.5),cAMPのみの試料では,いずれ

の方法で測定しても,測定方法による差がなかっ

た｡ついで,cAMPに各種濃度の ATPを添加

した試料のPBA法での検出パターンは (Fig.6),

cAMP濃度が一定であるにもかかわらず,CAMP

溶出部位の N0.5のピ-クが ATP濃度に依存

して増加した｡さらに Krishnaら45)の報告と同

一部位で潜出した ATP(Fig.4)のピ-ク(No.

2)は N0.5のピークと連動して増大した (Fig.

6)0PBA法による検出パターンは比較的高濃度

の ATPにより著しい影響をうけ,高い値を示す｡

結合反応を妨害する塩類,特に Ca58)紘,この分

画内に溶出されず, PBA法の検出パターンには

Caの影響は考えられない｡一方,RIA法による

測定では,cAMPに ATPを添加した試料の溶

出パターンは示さなかったが,PBA法と同一試

料であるにもかかわらず,No.5ピークの増加が

みられず,RIA 法の抗血清の cAMP に対する

著しい特異性を示している｡

つぎに,cAMP に cGMP を添加した試料の

検出バク-ン (Fig.7)は,PBA 法と RIA 法

とでの結果は一致せず, PBA法では cAMPに

ATPを添加した 検出パターン (Fig.6)と同様

に No.5ピークの増加がみられた｡PBA法によ

る測定では,cAMP濃度の 1/10の cGMP量で

も ATPと同様に結合反応に影響を与えるが,そ

の大きさは, カラム溶出前後の回収率 (Fig.6,

7)と,cAMPに ATPを添加した試料の回収率

(Fig.10), および歯髄中にある ATP量､(1-2

mM,未発表) と cGMP量 (RIA法 で0.01-

0.015pmoles/mgwetwt.未発表)から,CGMP

よりも ATPの方が,PBA 法での結合反応に強

く関与 しているものと思われる｡ RIA 法による

測定では cGMP の影響もみられなかった｡

歯髄 TCA 抽出試料の Dowexカラムによる
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PBA法での検出パタ-ンは N0.2とN0.5の 2

つのピークに分離された (Fig.8)｡N0.2は ATP

および cGMP のピ-クであり (Fig.4,6,7),

N0.5のt=O-クは cAMPのピ-クである (Fig.4,

5,6,7)0RIA法による検出パターンは N0.5を

ピークとするシングルの溶出帯であった｡ これら

から,両測定法 ともに N0.5の溶出ピ-クは一致

し,cAMPを検出していることを示 しているが,

PBA 法の測定値が RIA 法の測定値の ほぼ2倍

であり,カラム溶出後も ATPによる影響をうけ

ている｡さらにカラム溶出後の cAMP溶出画分

を集め,再びDowexカラムで溶出したが,PBA

法の測定値 が RIA 法 より高いことは 変らず,

PBA 法での ATP による偽反応がきわめて強い

ことを示している｡

市販 cAMPの TCAホモジネー ト-の添加に

よる回収率は,PBA 法および RIA 法による測

定で, ともに, 低濃度 では70-80%, 高濃度で

は 100% 回収され (Table2), cAMPの損失が

きわめて少ないことを示している｡

歯髄の TCA抽出試料と,それに cAMPを添

加 した試料の PDE による cAMP 消化実験で

は,いずれの試料も PBA 法 と RIA 法による測

定で,ほぼ 100% 消失し (Table3),Gilmanの

PDE実験の結果29)と一致した｡ しかし,今まで

のべてきたように,TCA 抽出試料の PBA 法の

測定値は cAMP のみの値ではなく, ATP や

cGMP等 との偽反応 (Fig.6,7,10)によりPBA

法測定値が RIA 法測定値より2-3倍 高 くなる

こと(Tablel,Fig.1,2,3,8),摘出歯髄を37oC

で放置しても60分後 PBA法では約50% の減少率

しか記録されないこと (Fig.3),および Steiner

ら38)は今回使用 した同一の CalfheartPDEで

cAMP のみが分解されるのではなく,cGMP も

分解 されることを 報告 していることから, PDE

で cAMP のみが分解されたのではなく,他の環

状ヌクレオチ ドも同様に分解され,PBA法による

測定 で 100%減少 したものと考えられる｡ RIA

法による測定では PDEで 100% cAMP が減少

し (Table3), 他の物質による影響 もみられず

(Fig.6,7),さらに摘出歯髄の 37oC放置実験で

ち,ほぼ 80%台の減少を示し (Fig.3),Steiner

ら38),Honmaら42)の他組織での減少率と同様で

あった｡以上より,＼歯髄TCA抽出試料の RIA法

による測定値 (Tablel,Fig.1,2)はかなり正確

な cAMP 量を表現 し,その濃度は 3-4mM の

レベルであった (Fig.1)｡ATP濃度については

予備実験値ではあるが 1-2mM のレベルであっ

た｡ PBA 法による測定では, ATP添加による

cAMP回収率が 170-200%であった (Fig.10)0

すなわち,70-100% が ATP との 偽反応 によ

るもので,PBA 法で得られた cAMP 量は実際

の約 2倍 といえる｡

摘出歯髄に おいて,cAMP分解酵素を 阻害す

るメチルキサンチン3)の一種であるtheophylline

を添加 し,歯髄中の cAMP レベルの経時的変動

を調べた (Fig.3)｡cAMPの量的 レベルは PBA

法による測定値が RIA 法測定値の2-3倍 では

あったが, その変化するパターンは両測定法 とも

共にパラレルであり, PBA 法での測定値は歯髄

中の cAMP の増減を充分に反映している｡この

ように,theophylline添加による responseが

両測定法にみられること,また Dowexカラムの

溶出パタ-ン (Fig･4,5,8)からも歯髄 TCA

抽出試料中 に cAMPが 存在 し, PBA 法 でも

cAMPが測定されていることを示し,PBA法で

も歯髄 cAMP の相対的評価 は 可能 と考えられ

る｡

塩酸抽出試料での PBA-filter測定値が RIA

法の測定値に近似 していた (Tablel)が,塩酸抽

出では試料がゲル状にな り濃縮,乾燥化に難点が

あるために, 今回 それ 以後の 検討を加えなかっ

た ｡

Sr今回の歯髄の TCA 抽出による cAMP量 (p

moles/mgwetwt.)は PBA 法で 0.60土0.01,

RIA 漆で 0.20土0.01であった (Fig.2)｡ 下川

ら68)は,ウシ成熟歯旺歯髄で0･45土0･25,未成熟

歯旺歯髄ではその3倍であったと報告した｡今回

の本研究者の PBA法での測定値はこの成熟と未

成熟歯性歯髄の中間の値であった｡

肝臓の cAMP量 (pmoles/mgwetwt.)は

歯髄 cAMPに近似 し,PBA 法で 0.64土0.04,
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RIA 法で 0.22土0.02であった (Fig.2)｡ PBA

法による測定で報告された値は, Brown ら23)は

0･795±0.052,Waltonら25)は1.2±0.6,Tsang

ら57)は 0.15土0.013,Paukら61)は 1.14-1.41で

あ り, RIA 法では Steinerら38)が 0.96土0.098

と報告 した｡今回の PBA 法測定値は Brownら

23)の測定値に近い値であったが,RIA法測定値は

Steinerら38)の測定値の 1/4であった｡

腎臓の PBA 法での測定値は 0.95±0.02で,

RIA法では0･40土0･01であった (Fig.2)｡PBA

法による測定で 報告された 値は Tsang ら57)は

0･70±0.ll,Paukら61)は 1.42-1.52で,今回の

PBA 法による値は 両報告値のほぼ中間に 属する

値であった｡RIA法では Steinerら38)は 0.88±

0･092と報告 し, 今回の RIA 法測定値の2倍の

値であった｡

今回の肝臓 と腎臓のサンプリングは 断頭後開腹

してから凍結 し,その後使用まで -20oC で保存

し,融解後秤量 してから cAMP を抽出,測定 し

たので, この過程でかな り分解 しているものと考

えられる｡ しか し,今回の PBA 法による測定値

は,ほぼ報告された値に近いものであった｡
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4.PBA 法では高濃度の ATP (0.5-4mM)

が存在すると,高い cAMP測定値を示 した｡

5.TCA 抽出物の Dowex カラムクロマ トで

の溶出パ ター ンは,RIA 法 に よ る測 定値 で は

cAMPの 1つのピークを示 したが,PBA 法によ

る測定値 で は cAMP と ATP+cGMP の 2つ

のピ-クに分離 された｡

以上のことから,PBA 法の測定値は ATP の

影響を大 きくうけることがわか った｡ 測定感度で

は RIA法が PBA法の200倍 と優れているが, ど

ちらの測定法でも歯髄 cAMP の増減は一致 し,

PBA 法でも cAMPの相対的評価が可能 で あ る

と考えられた｡

要 約

ラッ ト歯髄を分離後,TCA,PCA,塩酸でホモ

ジネ- トとし,それぞれの cAMP値を比較 した .

また TCA 抽出物の Dowex50W-Ⅹ2によるカ

ラムクロマ トを行なって cAMP画分を分離潜出

した｡ cAMP の測定は PBA 法 と RIA 法を行

ない,両測定法の特性を比較検討 した｡

1.PBA 法では cAMP寸.由出溶媒の相違による

測定値の変動がみ られ,と くに PCA の存 在 は

PBA の結合反応を妨害 したが,RIA 津ではこの

ような違いはみられなかった｡

2･TCA 抽出による歯髄 cAMP の測定値は

PBA法で 0･60±0.01pmoles/mgwetwt.,RIA

接では PBA 法の 1/3の 0.20土0.01であった｡

3･TCA 抽出物の PDE処理により,いずれの

測定法でも 100･% 消化が認められ,TCA 抽出液

に添加 した市販 cAMP の回収率も,両測定法 と

もに 100% であった｡
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