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ラット単離腺房における電顕オー トラジオグラフィーを用いた

プロテアーゼィンヒビター (E3123)の動態の解析
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はじめに !われわれは, コラゲナーゼ消化法により

作成したラット解単離腺房における電顕オー トラジオ

グラフィーの手法を用い,合 成プロテアーゼィンヒビ

ターの細胞内動態を解析したので報告する。

対象 と方法 iまず Williansら1)の方法に準じ,Wis‐

tar系雄性 ラットを用い解単離腺房を作成 した。プレ

インキューベーション後,単 離腺房を トリチウムラベ

ルした3H.E3123を
含有す るTris Ringer溶液に浮遊

し,セ ルレインで刺激する。任意の時間で冷却 し反応

を停止させ,遠 沈をおこない pelletを採取.準 Kar‐

novsky溶 液にて室温で12時間固定後, 2%Os04溶 液

にて 4℃ で 2時 間固定 し,エ タノールにて脱水後,遠

沈管内でエポン樹脂に包埋 した.pelletはごくわずか

なため,樹 脂を遠沈管から取 り出し,先 端の pelletの

部分をのこぎりで切断後, ダイヤモン ドナイフで薄切

し,銅 グ リッドに採取 した。uranyl acetateで20分染

色後,carbon蒸 着 し,ワ イヤーループ法にて乳剤を一

層に塗布 した。 4℃ で 4週 間放置後,20℃ で 3分 間現

像 し,3分 間定着 した。レイノルズ鉛で20秒間染色し,

電子顕微鏡にて grainを観察した.なお E3123は,分子

量508 58daltonの合成 プロテアーゼィンヒビターで

グアニジノ基が結合するベンゼン環を, トリチウムで

ラベルし用いた (50Ci/mmol).

結果 :単離腺房は電顕上形態学的異常を認めなかっ

た(Fig.la).単 離腺房をプレインキュベーション後,

mediumに 3H_E3123 106Mを
添加 し,セ ル レイン

10-3Mで 4分 間刺激号
‐
ると,孫日胞全イ本ヤこradioactivity

が認められた (Fig.lb).

考察 :電子顕微鏡の医学における貢献は計 り知れな

いものがあ り,と くにJamiesonら分によっておこなわ

れた電顕オー トラジオグラフィーは,解 スライスモデ

ルを用い,腺 房細胞内における膵消化酵素の合成 ・輸

Fig. I a: This figure shows normal acinar mor-
phology prior to incubation. Original magnifica.
t ion  x3 ,000.

b:Isolated pancreatic acini to which 3H-

E3123 had been administered before 4 min of
stimulation with 10-8M cerulein. Silver grains of
E3123 are evident over the nucleus, Golgi appara-
tus and zymogen granules. Original magnifica-
t ion  x6 ,000.

送過程を明 らかにした ことで,画期的なことであった。

より純粋な in vitroモデルである膵単離腺房における

電顕オー トラジオグラフィーを用いることで,合 成 プ

ロテアーゼインヒビターなど細胞外液のエステラーゼ

により容易に分解 されて しま う物質の経時的動態 ・細

胞 内分布を検討す ることが可能 とな り,そ の作用機

序 ・作用部位の解明に道を開 くことが期待 される。

本文の要旨は第39回日本消化器外科学会総会 (平成 4年

2月20日,神 戸)に て発表した,
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