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要約

人体における最後の未知の領域と言われる脳｡その最も複雑で多彩な機能は数百億個ともいわれる

神経細胞の絡み合いにより成り立っている｡それらの神経細胞のつながりの部分をシナプスとよぶ｡

そのシナプス問の連絡は主に神経伝達物質の受け渡しにより行われる｡伝達物質を送る側をシナプス

前膜､受け取る側をシナプス後膜という｡シナプス後膜において､伝達物質を受容し穴を開けてイオ

ン電流を通す膜蛋白質が､イオン透過性受容体チャネルである｡チャネルから流入したイオン電流は､

神経細胞内の脱分極や過分極等の電位変化や､細胞内の多様な代謝を引き起こす｡以上のように受容

体チャネルは神経科学において重要な膜蛋白質の一種である｡アミノ酸受容体は,広範な神経系にお

いて神経伝達を担う伝達物質受容体であり,分子構造からいくつかのサブタイプに分けられる,

本論分は次の構成からなっている.

第1章は,アミノ酸受容体の分類と主な作用薬,神経伝達におけるカルシウムイオンの重要性,ま

た,アミノ酸の光学異性体の存在とNMDA受容体との関係について解説し,研究背景と研究するに至っ

た経緯および研究目的を述べている.

第2章は,興奮性チャネル連結型アミノ酸受容体の中のカイニン酸受容体 GfuR6(Qjと KA-2の

二種類のサブユニット形成する受容体イオンチャネルに対して,作用薬 W‖ardiineを投与した際に

流れるイオン電流のイオン種が主にナトリウムイオンである事をあきらかにすると共に,細胞外のカ

ルシウムイオンがこのイオン電流を抑制する事を記載している.カイニン酸受容体は海馬の記憶機構

などの重要な神経機能に関与しており,カルシウムイオンがこの受容体チャネルをどのような条件下

で通過するか,またどの様な薬物がカルシウムイオン透過性を修飾するか等の研究が求められていた.

第2-1章は,実験方法を記述している.アミノ酸受容体 cDNA と蛍光マーカーである GFP の

cDNAを発現ベクターに組み込み,リボフェクトアミン法をもちいてHEKZ93細胞株に取り込ませ,

受容体および GFP蛋白をこの細胞株に発現させた.そして,パッチクランプ法の一種であるホール

セル (全細胞)法を用いて膜イオン電流を測定した.

第2-Z章は,次の結果を記述している.

(1)作用薬 wi‖a｢diineを投与した時に膜イオン電流が惹起されるためには, GluR6(a)サブユニッ

トとKA-2サブユニットの両方が同一細胞上に発現している事が必要であり,両者が複合体を形

成して初めて W=ardiine感受性を持つ.

(Z)W‖ardJHne により惹起される電流 (wi‖ardiine 電流と略記)は,細胞外のカルシウムイオン

濃度を上昇するに従い,より多く抑制された･また,カルシウムイオンは,電流をwHJardiine に

対して非競合的に抑制した.

(3)細胞外液のナトリウムイオン濃度を上げると,wjllardiine 電流の反転電位が正方向に移動する
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ことから,Goldman-Hodgkin-Katz式を仮定すると W州ardiine電流はナトリウムイオンを含む

と結論した･一方,細胞外液のカルシウムイオン濃度を上げても,W川ardiine 電流の反転電位に

変化が見られないことから,wjHardijne 電流はカルシウムをほとんど含まない.

(4)細胞外液のカルシウムイオンと W川ardijneが複合体を形成して W川ardiine濃度が減少する

ことが, ｢見かけ上のカルシウムイオンによる抑制｣をもたらすのではないかという可能性を検

討するために,種々の濃度の wHardiineとカルシウムイオンを共存した液中のカルシウムイオ

ン濃度をカルシウム感受性電極で測定しところ,両者の複合体形成は無視できるほどに小さい事

が示された.

(5)カルシウムイオン以外の二荷イオンとしてマグネシウム,バリウム,亜鉛の効果も解析し,亜

鉛の抑制効果が一番大きいことを明らかにした.

第 2-3,2-4章においては,カルシウムイオンによる抑制機構の考えられるモデル,およびまと

めを記している.

上記の(1)-(3)の結果は既に報告されている他の作用薬であるカイニン酸投与による膜イオン電

流の性質とは大きく異なっており,カイ二ン受容体チャネルの新しい調節機構の存在が明らかにされ

た.

第3章では,NMDA受容体の光学異性体も含めた各種アミノ酸に対する効果を調べるために,

XenopusgP母細胞にmRNAを注入し受容体を発現させた後,二電極電位固定法を用いて解析した.そ

の結果,アラニン,セリン,システインがグルタミン酸応答を増強し,さらに光学異性体のD型のア

ミノ酸がL型よりも大きな増強効果を持つ傾向があることをあきらかにした.NMDA受容体は,記憶

や学習の基本的な機構単位としての海馬における長期増強 ･抑制の機構に大きく関わる重要な受容体

であり,グリシン以外のアミノ酸による応答電流の調節効果の研究が求められていた.

付録において,シナプス前膜側の神経伝達物質放出機構について述べた.



1.序論

1. 1.アミノ酸受容体チャネルの分類

ZOOOg足らずの人間の脳には1000億もの神経細胞 (ニューロン)があり､それぞれのニューロン

が軸索や樹状突起を伸ばし複雑に絡み合っている｡その神経同士のつなぎ目はシナプス (ギリシア語

で ｢しっかりとからみつく｣の意味)と呼ばれる｡そのシナプスにおいて､神経間の連絡が化学物質

の受け渡しによって行われる｡情報を送る側の神経の末端部 (シナプス前膜)から神経伝達物質と呼

ばれる化学物質が放出され､情報を送られる細胞側の細胞膜 (シナプス後膜)に受け取られる｡

伝達物質を受容する膜蛋白質には様々な種類があり､その中にはアミノ酸を受容するものもある｡

アミノ酸受容体は､伝達物質の種類によって､興奮性のグルタミン酸受容体(Dingledineら 1999)

や､抑制性のGABA受容体(Shingaiら1996)､グルシン受容体に分類される0本稿では､興奮性のグ

ルタミン酸受容体チャネルについて研究を行った｡

A caZ+

団 イオン

○ 神経伝達物質

図1:シナプスの概念図

シナプス前膜側にインパルスが送られてくると,電位が変化する事によって電位依存性CaZ+

チャネルが開きCaZ+が流入する･流入したCa2十が引き金となって,神経伝達物質を含むシナプ

ス小胞が膜に融合して伝達物質を放出する･放出された伝達物質はシナプス後膜側の受容体チャ

ネルに結合する.伝達物質を結合した受容体は,チャネルを開き細胞にイオンを流入 (流出)

させる.流入したイオンは,細胞内の電位の変化や,細胞内情報伝達系の活性化をおこす･
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グルタミン酸受容体は,記憶と学習の基礎となるシナプス可塑性の発現および,脳虚血やてんかん

などの病態で発生する神経細胞壊死などに深く関わっていることが示唆されている.従って,グルタ

ミン酸受容体の分子構造と機能の解明が,中枢における神経情報の伝達機構,脳の病態の理解に必須

であると考えられる･その重要性ゆえに,グルタミン酸受容体について多くの薬理学的および生理学

的研究が積み重ねられてきた.

イオンチャネル連結型グルタミン酸受容体は､薬理学的性質によってまず､NMDA型､非NMDA型

に分類される｡NMDA型は､サブユニットの種矧 こよって､マウスのこ1(ラット由来のNRlに対応

する)､ E1-4(ラット由来の NRZAID に対応する)に分類される(Dingledineら 1999)｡また､

非NMDA型はAMPA型とカイニン酸型に分類される｡さらに､AMPA型はG山R1-4､カイニン酸型は

GLuR5-7,KA-1,KA-2に分類される(Dingledineら 1999)｡生体膜において受容体は,単独では

なく複数のサブユニットが重合して機能する.

表 1:イオンチャネル連結型グルタミン酸受容体の分類

非NMDA型

NMDARl (こ1)

NMDARZA (E1)

NMDARZB (E2)

NMDARZC (E3)

NMDARZD (E4)

4

GluRI

GluRZ

GLuR_3

GluR4

Glu RS

GJu R 6

Gtu R 7

KA- 1

KA-～



1.～.分子構造

図2:グルタミン酸受容体の3回膜貫通 トポロジーモデル

約900個のアミノ酸残基からなるグルタミン酸受容体サブユニットのC末端の側には疎水性の高い

4ヶ所 (N末端からM1-M4)ある.膜 トポロジーモデルには,3回膜貫通モデルと4回膜貫通モデル

があったが,最近では3回膜貫通モデルが支持されている(HoIImannら 1994).3回膜貫通モデル

では,グルタミン酸受容体は3ヶ所の仮想膜貫通部位(Ml,M3,M4)を持つ.N末端が細胞外に存在

する.2番目の仮想膜貫通部位(MZ)は膜を貫通せず,C末端が細胞内に存在する.MZはイオン透過

性に対して重要である.GJuRZのMZにある621番目のアミノ酸のグルタミン(Q)がRN編 集によっ

てアルギニン(R)に置換されると,Ca2'に対する透過性が無くなる (Sommerら 1991).GluR6サ

ブユニットのMZにある621番目のアミノ酸のグルタミンがアルギニンに変わると,内向き整流性が

なくなりCaZ+に対する透過性も変化する (Burnashevら 1995,Sommerら 1991).アミノ穀の置

換による特性の変化は,スペルミン等のポリアミンによるものであり,621番目のアミノ酸がグルタ

ミンの場合,ポリアミンが受容体のチャネル部位をブロックする事によって整流特性が生じるのであ

る (Behringら 1997,Kambojら 1995).グルタミン酸等を結合するリガンド結合部位は,N末端

から1番目の仮想膜貫通部位(Ml)の直前までの部分と3番目の仮想膜貫通部位(M3)と4番目の仮想

膜貫通部位(M4)の間の部分が絡み合って作られる.M4直前にあるF叫⊃-flop領域は,いくつかのア

ミノ酸が同時にRN瑚編集により変化される領域であり,脱感作に影響を与える.GluRZサブユニット

のこの領域中の754番目のセリン(flip)をアスパラギン酸(flop)に代えると,応答増強剤の

Cyclothiazideに対するアロステリック効果が変化する (Sommerら 1990).G山R6サブユニット

でもこの領域を人工的に代えることによって,Cyclothiazickeに対するアロステリック効果を持つよ
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うになる (Partinら 1995).GluRZサブユニットの膜外領域は結晶解析されており,分子構造が

詳細に調べられている(A｢mst｢ongら 1998).グルタミン酸受容体サブユニットは,アミノ酸配列

が似ていることから,GuRZサブユニットの構造を参考にして他のサブユニットの構造も類推できる.

1.3.生体におけるCaZ+の役割

CaZ十は生体において5番目に量の多い元素である･人体には,成人の場合,1,000 - 1,200gの

caZ+が含まれているが,その95%以上は骨や歯などの硬組織に存在する.残りの比較的少量のCaZ+が

細胞外液とすべての細胞に含まれていて,それが細胞機能にきわめて重要な役割を果たしている.

ca2十の濃度は,細胞外で10~3M,細胞内で10~7Mであり,細胞内外での大きな濃度差がある.微量な

ca2十の流入による濃度上昇(10~6～~S)は,筋収縮,代謝,発生,免疫,神経系,分泌などの多彩な生

体機能を調節する.

CaZ+のグルタミン酸受容体に対する主な役割には,(1)電流成分と(～)調節の二つがある.(1)電

流成分の役割は受容体のチャネルを通り細胞内外に流入 ･流出して,細胞内の電位を変化させたり,

Ca2+依存性の細胞内伝達経路を活性化させたりすることである.(～)調節の役割は,応答電流の大き

さを増強 ･抑制することである.

グルタミン酸受容体の電流成分としてのCaZ十の流入は,記憶や学習の基礎となるシナプス可塑性に

おいて重要である.可塑性とは,粘土細工のように一度作られた形がそのまま保持されることであり,

ゴムのように前の状態に戻らないことである.シナプスにおける可塑性とは,一度形成されたシナプ

スがそのまま保持されることである.前の状態が保たれるということは, ｢記憶｣ されることである.

可塑性には大きくわけて,二つの種類がある.長期増強と長期抑制である.長期増強とはシナプスの

機能が増強されたまま長時間保持されることである.長期抑制はその逆である.一般的な長期増強の

機構は以下のように説明される.
L-Glutamate
O′

NMDAReceptor＼｢Non-NMDAReceptor

千
non-NMDAcurrent

iq iji
NMDAcurrentnon-NMDAcurrent

図3:シナプスの長期増強モデル
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NMD用型の受容体はCa2'に対して大きな透過性を持ち,脱感作が少ない.すなわち,NMD用聖の受

容体がチャネルを開口させた場合,多量のCaZ+が長時間細胞内に流入する.非NMDA型受容体は

NMDA型受容体よりもCaZ十の透過性が低く,電流応答の脱感作が大きく素早いため少量で短時間の

Ca2'の流入しかない･通常の細胞内電位では,NMDA型受容体は細胞外液のMgZ･によってブロックさ

れているため,興奮性伝達物質であるL-グルタミン酸を受容してもCaZ等 のイオンがほとんど透過

しない･通常の興奮ではNMDA型受容体は機能せず,興奮作用は非NMDA型受容体がNa+を通すこと

によって生じる･しかし,非NMDA型受容体を介して流入した多量のNa+により細胞内電位の大きな

上昇 (脱分極)がおきると,Mg2+のNMDA受容体のブロックが外れて多量のCaZ十が細胞内に流入する.

そして,NMDA型受容体を介して流入したCaZ十が様々な細胞内情報伝達系を活性化させる.そのこと

によって蛋白の発現や遺伝子の調節がおこる,シナプスの長期増強はNMDA型と非NMD用型の役割分

担によって行われていると考えることができる.

上記のように,これまで,CaZ+を透過するのは主にNMDA型であるという説が有力であったが,最

近は,非NMDA型受容体もCaZ+を透過させるということが明らかになってき(linoら1990, KohJer

ら 1993,Burnashevら 1995)･HEK293細胞における GluR6(a)及び GluR6(R)単独発現の場

合･CaZ十の透過性が細胞外側のCaZ+濃度に依存する･生理的濃度の1･8mMにおいて,G山R6(q)の

単独発現におけるCaZ+の透過性はGluR6(R)の単独発現の場合よりも大きいが (Burnashevrら

1995),高濃度の102,110mM においては逆である(Burnashevら 1995,Kohlerら 1993).

さらに,GluR6(a)サブユニットとKA-2サブユニットを共発現させたHEKZ93培養細胞における

Ca2'の透過性が観察されている (Kambojら 1995).

CaZ十は非-NMDA型受容体を通過するだけではなく,電流の大きさを調節する役割を持つ.脊髄の

三叉神経のカイニン酸応答において､Ca∑+は透過するだけでなく電流を抑制する(GuとHuang
∫

1991)｡また,GluR6(q)及び GluR6(R)を単独発現させたアフリカツメガエル卵母細胞の場合,

細胞外液中のCaZ十の濃度を低濃度から変化させると､応答電流を～mMで最大に抑制するが､それ以

上の濃度になると逆に増強する(Egebjergと Heinemann1993)｡本稿において､我々は､G山R6

(q)サブユニットとKA-2サブユニットを共発現させたHEK-293細胞において､CaZ十がW州ardiine

応答電流を抑制すること､また,ほとんど受容体を透過しないことを報告する｡

1.4.グルタミン薮受容体のアゴニス ト(作用薬)

図4に,グルタミン酸受容体に結合する主要なアゴニストを示す.各アゴニストは,L-グルタミ
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ン酸とよく似ており,灰色の部分の構造と電荷の配置がほぼ一致する･したがって,受容体の同じ結

合部位に結合すると考えられる･さらに,各アゴニストの灰色の部分以外の構造上の違いが,結合部

位との親和性や応答電流の経時変化の違いをおこす要因だと考えることができる･NMDAはNMDA型

受容体にだけ,Kainate(カイニン酸)やAMPAは非NMDA型受容体にのみ結合するIDomoate(ドー

モイ酸)はカイニン酸型受容体にのみ結合する･AMPAは,GluR1-5サブユニットと反応するが,

GluR6-7サブユニットとは反応しない･しかし,GluR6-7サブユニットは,KAl1または,KA-～

サブユニットと共発現させるとAMPAにも応答する･カイニン酸は,AMPA型であるG山Rト4サブユ

ニットにも結合するが,親和性が低く,応答電流の経時変化も異なる･

W川ardiine [(S)-1-2(～-amin0-～-carboxyethyl) pynmidine-2, 4-dione]は､天然のヘ

テロサイクリックな興奮性のアミノ酸であり､アカシアやMimosaの種に存在し､選択的なAMPA/

kai｡ate受容体アゴニストである (Gmelin1961,Patneauら1992)｡GluR6サブユニットの単独発

現からなる受容体は､W州ardiineの類似体である(S)-5-lodowillardiine にも応答しない･しかし,

G山R6サブユニットとKA-2サブユニットが両方同時に発現すると応答する (He｢bら,1992,

Swansonら 1998)0

1.5.イオン透過性と膜電位

膜のイオンを通す能力をイオン透過性という･ほ乳類の骨格筋における細胞膜内外のイオン濃度を

表1に示す.

表Z:細胞内外のイオン濃度

細胞内 (mM) 細胞外 (mM)

Na+ 1～

K+ 155

caZ+ 10-7

Mg2+ 31

Cl~ 4

145

4

～.5

1.5

120

細胞内外ともに正電荷と負電荷の総濃度の問に大きな差があるが,これは細胞内のPO4~3等のイオ

ンが省略されている為である･実際には内外ともにそれぞれ正と負の電荷数は等しく電気的中性が保

たれている.

静止膜電位はどのように決まるのか?

静止膜電位である平衡電位は,各イオンの濃度と透過性,つまり,濃度勾配と電位勾配のバランス
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で決まる･それらの関係から平衡電位を導き出す式がGoJdman-Hodgkin-Kaztの式である.

Em - RT/F ･lnP N a [N a + ]｡+P k[K']｡+P ｡ .[Cl~]-/ P N ｡ [ N a l +P k [K' ].+P｡ ,lCl~]｡

Rは気体定数,Tは絶対温度,Fはファラデー係数,Emは平衡電位,Pは透過係数,[]は濃度,iは

細胞内,Oは細胞外を表す･濃度は表1の値か,実験時の細胞外液や細胞内液の組成から代入される.

Emは平衡電位であり,見かけ上の電流が0になる電位である.つまり,それは電流-電圧曲線上にあ

る反転電位であるので,その反転電位を代入する.透過係数はチャネルの種類によって異なる.そし

て,式に平衡電位とイオンの濃度を代入すれば,チャネルの透過係数を求めることができる.

この式を利用するにはいくつかの前提条件を理解した上で使用する必要がある.条件を以下に記す.

(l)腹の中の電位勾配が一定である

(2)膜相内の両界面間の電位差が実際に測定されている膜電位に等しい

(3)溶液一腹界面における膜相内のイオン濃度が膜に接する溶液のイオン濃度に比例する

1･ 6･ NMDA 受容体に対する光学異性体も含めたアミノ酸の効果

N-MetyトD-aspartate (NMDA) 受容体は,様々な調節部位を持ち(Yoneda & Ogita 1991,

Gasic&Ho‖mann1992,Nakanishi1992,Wisden&Seeberg1993),それらの部位の-つと

して,受容体の興奮を起こすために重要な部位であるグリシン結合部位がある.ナノモル濃度のグリ

シンはNMDA受容体チャネルの開口確率を増強させる(｣ohnson &Ascher 1987,KIeckner&

Ding(edine 1988).そして,グリシンと構造的に似ているいくつかの物質がグリシン結合部位に相

互作用し,NMDA受容体を活性化させる.

蛋白に含まれるグリシン以外の ZO個のアミノ酸には,光学異性体としてL型とD型が存在する.

それらのアミノ酸の一つであるセリンは,ヒトと音菌類の脳の中にD 型としても存在し(Chouinard

ら1993,Hashimotoら1993,Hashimotoら1993,Kumashiroら1993),グルタミン酸作動性の

機能を調節する(Fadda ら 1988,ScheHら1995).ラット脳で,しセリンからD-セリンを産出す

る酵素のセリンラセマーゼが精製されており,他のアミノ酸に比べてやはりセリンに対して大きな特

異性を持つことが報告されている(Woloske｢ ら 1999).蕎菌類の脳メッセンジャーRNAを注入さ

れた Xenopus (アフリカツメガエル)卵母細胞における NMDA 受容体の電気生理学的解析

(Mcbainら 1989)と,アゴニストと受容体結合部位との結合能的解析(Keithら 1989)は,セリ

ンとアラニンがグリシン結合部位に結合し,NMDA受容体を制御することを示す.さらに,D 型の

セリンとアラニンは,それぞれのL型よりも強力であることをあきらかにする.

D型のセリンは,Xenopus卵母細胞に発現されたクローン化 NMDA受容体のL-グルタミン酸応
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答を増強させる(Matuiら 1995)･何人かの研究者は,サブユニットの特異的な形の機能的な性質

を明らかにするために,クローン化 NMDA 受容体の発現系を使用している(Matsui ら 1995,

Moriyoshiら 1991,Kutsuwadaら 1992,Megroら 1992,Monyerら 1992).彼らは,様々な

サブユニットの組み合わせを行い,NMDA 受容体のグリシンとD-セリンに対する応答の比較を行っ

た･そして,脳内のD型セリンの濃度は,受容体を活性化させるのに十分に高いことをあきらかにし

た.

1.7.目的と意義

第二章の目的は,GluR6(Q)/KA-2サブユニットからなるグルタミン酸受容体のW川ardiine応答

電流に対するCa2+効果を調べることである.

WiHardiineは,AMPA/カイニン酸受容体の選択的アゴニストなので,生体中での神経細胞におけ

る受容体の同定において大変有効な物質である.したがって,本稿の結果は神経細胞のAMPA/カイ

ニン酸受容体の実験に貢献できる.また,GluR6(q)/KA-2サブユニットからなる受容体のグルタミ

ン酸応答は,素早い脱感作を持った持続時間の短い応答であるが,本稿におけるW川ardiine応答は

持続するので,測定しやすいという利点がある.

CaZ+は,筋収縮,代軌 発生,免疫,神経系,分泌などの多彩な生体機能を調節する.神経系にお

いては,グルタミン酸受容体を介して,記憶と学習の基礎となるシナプス可塑性の発現および脳虚血

やてんかんなどの病態で発生する神経細胞壊死などに深く関わっていることが示唆されている.従っ

て,CaZ+とグルタミン酸受容体との関係の解明が,中枢における神経情報の伝達機構,脳の病態の理

解に必須であると考えられる.

第三章の目的は,NMDA受容体の18種類のアミノ酸それぞれのD型,L型に対する活性の違いを

明らかにすることである.そのために,マウスのNMDA受容体のメッセンジャーRNAをXenopus卵

母細胞に注入することにより受容体を発現させ,電気生理学的解析を行った.その結果より,D型の

方がL型よりもアラニン,セリン,システインがグルタミン酸応答をより大きく増強させたことをあ

きらかにする.
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2. 1･ W川ardiine応答におけるCa2+抑制効果の解析用の実験方法

2. 1. 1.細胞培養とトランスフェクション

受容体を測定するための試料確保には,主に,実際の神経細胞を使う方法と,神経細胞ではない細

胞に人工的に発現させる方法がある･人工的に発現させる細胞としては,アフリカツメガエルの卵母

細胞や株細胞がある･神経細胞の系は一番生体内に近い状況であり,受容体の発現も豊富であるので

応答電流を記録しやすい･しかし,類似の受容体や未知の受容体の存在の可能性があるため,目的の

受容体に焦点を当てるのが困難である.卵母細胞の系では,二電極電位固定法という測定方法が比較

的容易であり,細胞そのものが大きいので応答電流も大きく,細胞内に物質を注入するのに有利であ

る･しかし,発現効率が季節等により変動するといった不安定な短所もある.また,G山R6(Q)サブ

ユニットからなる受容体における,カイニン酸に対する素早い脱感作を持った応答電流の様な急速に

変化する電流の測定には適さない.株細胞は,人工的に目的蛋白を発現させることができるので目的

蛋白の応答に焦点を当てやすい.また,細胞が小さいので電位固定の空間的誤差が小さく,また細胞

外液の切換を素早く行うことができる.それによって,素早い脱感作を持った応答を測定することが

できる･しかし,細胞の種類によって,発現効率が低くなることや.パッチクランプ法による測定の

場合にギガシールの作成が困難な場合もある,最近はHEKZ93細胞というヒトの胎児の腎臓由来の

株細胞がよく使用されている.長所として,リン酸カルシウム法等の トランスフェクション (還伝子

導入)の効率が良いこと,ギガシールを作成しやすいのでパッチクランプ法に適していることが挙げ

られる.上記の理由から,本研究ではHEKZ93細胞を使用した.

ヒトの胎児の腎臓由来のHEKZ93細胞を､ATCC(RockviHe,MD)より購入した｡細胞培養液と

して10%の新生仔牛血清(NCS)を含む市販のDMEM培地 (ニッスイ)を使用した (付録参照).細

胞培養を,温度が37℃,5%C0 2に保持されているインキュ_ベーターの中で行った,

リボフ工ク トアミン法による遺伝子導入 :トランスフェクション

原理

目的蛋白質を発現させるためには,その日的遺伝子をコードしている遺伝子を細胞の中に入れなけ

ればならない.しかし,DNA単独では細胞に取り込まれない,そこでいくつかの方法があり,本稿で

はその中のリボフェクトアミン法を使用した.リボフェクトアミン(GibcoBRL)は,正電荷を持つ合

成脂質である.目的蛋白の設計図に当たるDNAが負電荷を持つので,DNAとリボフェクトアミンを混

合するとお互いの電荷により複合体を形成する.複合体は,細胞の貫食作用 (エンドサイトーシス)

によって取り込まれる.取り込まれたDNAは核に入り,DNAの情報がメッセンジャーRNAに転写され,

リボゾームがメッセンジャーRNAを読みとり目的蛋白を作成する.
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図5:リボフ工クトアミンよる発現系の概念図

全ての細胞が目的蛋白を発現するわけではない.そこで,発現した細胞を同定するのためにGreen

fLuorecentp｢otein (GFP;Quantum)が使用された.GFPはクラゲ由来の蛋白であり,励起光 (演

長 :490nm)によって緑色に発光 (波長 :525nm)する.細胞に害を与えないことや識別しやすさ

などから広く使われている.プラスチック製の培養皿は励起光によって自家発光するので,GFPによ

る発光を識別するときにバックグラウンドノイズとなる.そこで,測定用の細胞を蛍光の無いカバー

ガラスの上に培養した.

方法

1･細胞密度が皿の面積の40-60%になるまで培養した.

2･400FJiのMEM培地にDNAを入れて混ぜた.

GIuR6(a)サブユニット,KA12サブユニット,GFPをコードするDNAを2FJg,2JJg,1FJgの

割合で混合した.

3･10〃JのリボフェクトアミンをDNAとMEMの混合液に入れて混ぜた.

4･30分間室温で放置した.

5･培養皿から培地を取り除き,リボフ工クトアミン混合液と交換した.

6･4時間インキュベーター (培養器)で培養した.

7･リボフ工ク トアミン混合液を取り除き10%NCSを含んだDMEM培地と交換した.

8･一晩,培養した.

9･培地を取り除き,PBS/EDTA液 (付録1参照)で洗浄した.

10･トJ｣ブシン/EDTA液 (付録1参照)で細胞を皿から剥がし,バラバラにした.

11･測定用の直径15mmのカバーガラスの入っている培養皿に細胞を移した.

12･一晩,あるいは二晩インキュベートした後,測定に使用した.
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～.1.～.パッチクランプによる測定方法

測定法として,パッチクランプ法のバリエーションの中のホールセル (全細胞)記録法を用いた.

原理

パッチクランプ法は,1976年にNeherとSackmanの二人のドイツ人によって開発された.パッチ

クランプ法の原理の重要な点は,二電極電位固定法のように微小ガラス電極を細胞に ｢刺す｣ことで

はなく,電極の先端の開口部を ｢密着｣させることである.ガラス電極を細胞膜にギガ ･オーム以上

の高抵抗で密着させた状態を ｢ギガシール｣とよぶ.ギガシールになると,開口部内の微小膜領域

(パッチ膜)が電気的に他の領域と隔絶される.そして,シリンジ等で陰圧をかけたり,瞬間的

(1-msec)に高電圧(300-mV)をかけてギガシールの状態のまま膜を破る.この状態から細胞内の

電圧を固定して記録する方法がホールセル記録法である.二電極電位固定法と同じように,ホールセ

ル記録法は細胞膜全体に発現している目的受容体の応答電流を測定する方法である.利点として,小

さな細胞(数十〃m)の電流を測定することができること,及び,ギガシールにより漏れ電流が少ない

ので,正確に受容体の電流成分を単離できること等が挙げられる.

図6:ホールセル記録法の概念図

LpMonitor

電流測定回路の基本構成を図6に示す.パッチクランプアンプのヘッドステージにある,伊アンプ

で構成されるト∨ コンバーターが,この測定回路の基本となる.高抵抗のフィードバック抵抗(Rf)

を用いるところに特徴がある.増幅器Alの反転入力Vpはげ アンプの性質により非反転電位入力

(V｡M｡)と等電位となるよう電流が流れる･すなわち,電極内の電圧は指令電位となり,電極を流れる
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電流 (イオン電流)はすべてRfを流れる･Alの出力とVcM)の差はRfによる電圧降下に比例すること

からイオン電流を測定できる.

Emは細胞内電位･cmは膜容量,Rmが膜抵抗である･Rsは,パッチ膜抵抗に直列に入るシリーズ

抵抗(アクセス抵抗),Rseaは シール抵抗である･Rs は通常1-5 MI)で,Rsea脚 10Gn以上とな

れば,lp/J- Rseal/(Rs.Rseaf)- 1となる.このJpをl-∨コンバータ (点線)内の高抵抗

フィードバック抵抗(Rf)における電圧降下として検出する･実際にはこの伊 アンプ(Al)の出力には,

膜電位成分も加わるので,これを次段のOPアンプ(AZ)で差し引く.

方法

･測定機器

List社のEPC-7パッチクランプアンプフィルターをDigJ･DATAIZOOインターフェース (Axon,

(nstrutechCorp･)を介して旧MPCAT互換機 CM5166DE-(Proside)に接続した.解析用アプリ

ケーションソフトエェアpCIamp6(AxonlnstrutechCorp･)を使用した,アナログ信号を,3kHz

の口-パスフィルター (3dB,digitalGaussianf‖ter)に掛け,A/DコンバーターVRIO

(fnst｢utech)によってデジタルデータに変換した後ビデオテープに記録した.データ解析には,

pCIamp6をビデオテープに記録されているデータを取り込むために使用した (1ミリ秒のサンプリン

グ間隔,3kHzのローパスフィルター).

･パッチ電極の製作

パッチピペット電極作成には,誘電率が低くノイズの少ないホウ素ガラス管(catalog#:B150-

86-10,SutterInstruments)を使用した･パッチ電極を先端部が細胞上面に密着する必要がある

ので､先端形状が鋭利ではない方がよいoそしてなるべく先端近くまで太く (即ちテーパが短く)

Rsが小さいものがよいoそのような電極は,一段引きではなく二段 (または数段)引きによる電極

製作器によって作成された｡通常は､先端直径が1-3LLmであった｡パッチ電極はほこりやゴミを

嫌うため､先端付近の接触は厳禁とされるoそのため,直前に製作して当日中に使用した｡

･電極内液の充填

ギガシールの障害となる塵を除去するために,注射筒にディスポーザブル (使い捨て用)のシリ

ンジフィルター(〇･ZZ〃m)をつけたもので液を漉過した｡電極液の充填方法には2段階あった｡ま

ず､ポリエチレン管を介して電極の尾部と注射簡とを連結した後,吸引して電極液で先端部を満たし

た｡次に,ポリエチレン細管を用いて電極尾部より電極液を充填した｡気泡がある場合は,尾部を軽

く叩いて(tapping)取り除いた｡液を過剰に注入すると電極ホルダーに装着する際に電極液があふ
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れ､電極ホルダー内部を濡らしてしまい､種々の トラブルの原因になる｡このため注入する液量には

注意を要する｡電極内液 (表 5)を注入されたときに10Mr)程度の初期抵抗を持った.

･薬液と投与

50mM wi‖ardiine(Tocris)を原液作成のために,1規定 (55mM)のNaOH液に溶解した.刺

定毎に目的濃度になるように,原液を細胞外液に浴した.受容体への溶液の高速潅流は,ALA

Scientificlnst｢uments社の高速潅流装置であるBPS-4 と BPS-8とによって行われた.このシス

テムの仕組みは,まず,12本のシリンジに接続されている電磁バルブが潅流を制御する.そして,

それぞれが先端の直径が100〃mのチューブに集約され,そこから液を出す.それぞれの液には～6

psiの圧力が掛けられており,バルブが開いたときに細胞に対して素早く投与される.投与による細

胞の位置のずれによる影響が無いことを,リガンドの含まれていない細胞外液を投与することによっ

て確かめた･細胞外液の組成を表3に示す.全ての測定を室温の22-24oCで行った.

･ConcanavaHn A の付加

Concanava=nA(ConA)は,タチナクマメから精製されるレクチンの一種である.糖蛋白質との

相互作用では,α-D-マンノース残基を含むアスパラギン結合型糖鎖と強く結合する.GfuR6(R)杏

発現しているHEK 293 細胞において,Con Aによる脱感作の抑制と電流増強が報告されている

(Partinら 1993)･微小電流が増強されるか否かを調べるために, 1.5mg/m=:oncanavalinA

(TypelV,Sigma)を含む NormaJ細胞外液に5分間浸した後,測定を数回行った.

2.l.3.CaZ十とWiHardjineの複合体の確認

CaZ+とカイニン酸の複合体が報告されている (GUと Huan9,1991;KamboJ･ら,1995).細胞外

液中のCa2'とWiHardiineが複合体を形成するかどうかを調べるために,我々は,CaZ･イオン電極

(TOAE一ectronicLtd)を使って,遊離Ca2'をW川ardiineで滴定した.もし,W川ardiine も CaZ･と

の複合体を形成するのであれば,遊離W川ardiine ([W]fre｡)の濃度は以下の式から与えられるはず

である.

lW]free-lW]t.ta. - lW]b.und, lW]b.und-lW]f,eeXlCa2']./Kd.ss

Kd.ssは,Ca2'とwiJJardiineの複合体の解離定数である･ [VV]tota笹 使用されたW川ardiineの濃度

であり, [W]｡｡∪｡｡は,Ca2十と結合した濃度である.10-W川ardiineは,Ca-free 細胞外液中に10

mM wiHardiine を溶かした液であった (表3).滴定において,10-wHardiineが,9 mlの1-Ca

細胞外液 (表3)に加えられた.そして,総量がl伽1になるまで,この操作を繰り返した.もし,

wHardineがCa2'と複合体を作成しない場合は,最終的なCaZ･とwiHarcnneの濃度は,それぞれ
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0.9mM,1mMである･Caイree細胞外液に10mMのEDTAを溶かした10-EDTA液と1-Ca細胞

外液を,電極のチェックのために使用した･

～.1.4.イオンの透過性の算出

cs.に対するNa.の透過比を得るために,PNa/Pcs を下記のGoldman-Hodgkin-Katzsの式から

改変された式より算出した (Burnashevら,1996)･

p Na/P cs- ([Cs + ]./ [N a+]○)exp (FVrev/ RT), ( 1)

V,evは反転電位,,[Na+]Oと[Cs+].はNa+とCs･イオンの濃度,･i.i.0-はそれぞれ納 内と舶

外,ド,RとTは,ファラデー係数,気体定数,絶対温度である･

G｡ldman-Hodgkin-Katzsの式からの式(1)の導出

Em - RT/F ･tnP NalN a ･ ].+P klK･]o+Pc tlCtl t/ PNalNa 'L +P k l K'L+P c llCl-]o

まず,受容体チャネルは,陽イオンのみを透過させるとすると,Pclは0(=なるので,[CI~]の項が

消えて以下のようになる･

Em - RT /ド ･ln P N a[N a+]〇十P k[K+] o / P N a[N a+い P k [K+] ･

細胞外液をNaCtのみからなる液とすると,K･が存在しないので,Pk[K+]Oは消える･

Em - RT/F ･InP N a[Na + ]o/ P Na [N a ' ].+P k l K' ] .

細胞内液が電極内液によって全て置換されたと仮定する･電極内液はNa+を含有せず,K+がCs+に置

換されているので,PNa[Na+].の項が消え,K+がCs十に代わる･よって,以下のようになる･

Em - RT/F ･InP NalN a ' ] . / P cs lC s '] ･

両辺をRT/Fで割ると
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FEm / RT-InPN｡[N a + ]｡ / P｡S [Cs+].

両辺の乗数をとり変形すると

exp (F Em / RT )- P N a [N a + ]｡ / P ｡ S [C s 十] i

exp (FEm / RT)- PNa/ Pcs ･ lN a ']. / lC s '] i

PNa / P ｡ S -exp (FEm / RT ) ･ [N a +]｡ / [C s 十] i

以上のように(1)が得られる.

～.1.5.電流電圧曲線の作成

電流電圧曲線を得るために,pClampにおいてプログラムされた-80- +60mVまでの二秒間の

電圧ランプを使用した.pCZampの解析ソフトを使用して,wHardiine存在下での電流電圧曲線から

wH ardine非存在下での曲線を減算することにより正味の成分を抽出した.測定チェンバーにある

参照電極を,通常記録用にはノーマル細胞外溶液 (表3)によって満たし,ジャンクション電位を測

定するために3M KCl溶液によって満した.そして,塩化銀線を介してアンプフィルターに接続し

た.各細胞外液間のジャンクション電位を3M KCl液で充填した測定用電極測定し,基準となる細

胞外液におけるジャンクション電位に対して規格化した.得られた反転電位を得られたジャンクショ

ン電位を使って補正した.

～.1.6.データの検定

Z･Z･2･節の0･18と1･8mMCa2十を含む細胞外液におけるECS｡値を,Student'st-testで検定し

た.～.～.6.節の各 CaZ+ 濃度間における反転電位の検定には,non-parametric Wilcoxon

matchedpairssignedィanktestを用いた.検定アプリケーションソフトとして AbacusConcepts

StatView(AbacusConcept,lncリBerkeLey)を使用した.
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～.～.結果

～. 2. 1. GIuR6(a)/KA-2サブユニットの共発現を必要とするWiHardiine応答

GluR6(Q)サブユニットのみを発現している細胞は,カイニン酸には応答したが,willarcnneに

は応答しなかった (図7.A).対照的に,GluR6(a)サブユニットとKA-2サブユニットを共発現し

ている細胞は,両方に対して応答した (図7･ B)･すなわち,WiHardiineに応答するためには両方

のサブユニットの共発現を必要とすることが明らかになった･

10〃Mkainate

＼t.:･1-lL-rtLW l-L-･･I

B
100LJMwiLLardiine 10uMKainate 100LJMWillardiine

= ご 叫 宵 u
仙 人㌦ 仰 山 叶 - 山

GluR6(Q)alone GluR6(QHKA-2

図7: GluR6(Q)/KA-2サブユニットからなる受容体におけるWiHardiine応答電流

(A)G山R6(q)サブユニットのみを発現しているHEKZ93細胞における10〃Mカイニン酸と

100FJM wi=ardiinetこ対するホールセル電流･(B) GluR6(Q)サブユニットとKA-2サブユニッ

トを共発現しているHEKZ93細胞における10FJMカイニン酸と 100FJM wHardiineに対す

るホールセル電流.細胞内電位を-80mVに固定した･細胞外液はノーマル細胞外液であった･

～. 2. ～. W州ardiine濃度と応答電流の関係とCaZ十による効果

ァゴニストに対する受容体の感受性をあらわす目安としてECS｡がある･EC50とは,最大応答電流の

大きさが半分になるときのアゴニストの濃度である.ECs｡は大きいとき,つまり,濃度が高いという

ことは,受容体が活性化するのに多数のアゴニストを必要とするわけであるから,それだけ受容体の

ァゴニストに対する感受性が低いということをあらわす.逆にECS｡が小さいほど感受性が高いという

ことである.HiH係数は活性に必要なアゴニストとの結合部位の数の目安である･

wiltardiineの濃度と応答の関係を調べるために,wHlardineの濃度を変化させつつ応答電流を

測定した.さらに細胞外液中のCa2'の濃度も変化させ,Ca2'がwHardHneに対する感受性を変化さ

せるかどうかも調べた (図 8.A).細胞外液として135-Na&Ca液 (表 3)が用いられ,CaZ+濃度だ

けが0.18mM,1.8mM に変えられた･EC50と日日日系数は,それぞれ,0･18mMCaZ十では 129･0

±26.0〃Mと1.2土0.～(∩-6),1･8mM Ca2十では127･0±26･7〃Mと1･Z 士0･Z(∩-5)であっ

た(図 8.B).Student-st-test検定法によるECs｡の値とHH 係数のPの値は,それぞれ,〇･95,

0.94であり,統計的な差はなかった.つまり,0･18m -1･8mMCa2' は,W州ardiineのEC50を

変化させなかった.このことはCa2' がW川ardiineの応答電流を wHlardiine とは非競合的に抑制し

19



ていることを示す･

willardiine応答電流を記録した細胞の43個中 7個が(17%)が応答電流において最低一回は脱

感作を持った (図7･B)･しかし,脱感作の有無に関わらずCaZ+抑制効果の機能的違いは無かった･

A

10 30 100 30_0 1000 3000(pM)

C
1

0.8

⊂〉

H 0.6
i:ヨ

H o.4

0.2

0

B
IOO(pM)■■■■■-

5｡｡AL L J5see

1 10 100 1000 10000

【WiHardiine]BJP)

図8:GluR6(a)サブユニットとKA-2サブユニットを共発現しているHEKZ93細胞における
W州ardiine濃度と応答の大きさの関係

(A)NormaL細胞外液 (1･8mM CaZ十)における各willardiine濃度に対するホールセル電流応

答.細胞内電位を-80mVに固定した･

(B)脱感作を持ったwillardiine応答電流･細胞内電位を-80mV に固定した･

(C) W‖ardiineの濃度一応答電流曲線･それぞれの測定シー｣-ズにおいて,3,000 〃Mの応答
を基準の1とした.そして,各々の濃度のWillardine応答は,この値の比であらわした･それ
ぞれの点は3個の細胞から得た値の平均を示し,エラーバーは標準偏差を示す･wiLLardiineの

Hillプロットの曲線フィッティングを実行し,EC5. と Hill係数の値をl- 1/[1+(EC50/

C)∩]の式のフィッティングにより算出した･lは最大電流に対して規格化された電流の大きさで

ぁ｡,EC50は最大応答の半分を生じさせたときの濃度である･Cはアゴニストの濃度であ｡,∩
はHHl係数である,
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～. 2･ 3･ wiJlardiine応答電流に対するCa2'の抑制

Ca2+濃度と抑制の大きさの関係を決めるために,CaZ+濃度を変化させつつ,G山R6(Qj/KA-Z サブ

ユニットからなる受容体を共発現させた細胞における100IJM wHardiine に対する応答電流を記録

した (図9･A)･Ca2+濃度が増えるにつれてwHardiine応答電流が抑制された.135-Na& Ca細

胞外液中のCaZ+の濃度を0-54mMまで変化させた (表 3). (図9.B)は,5個の細胞から得ら

れた結果の平均と標準偏差を示す･JCS｡とHill係数は 1･9±0.4FJMと1.0士0.3(n-5)であった.

通常のCa2+濃度は1-5mM であるので,この結果から,CaZ･による抑制効果が生理的CaZ･濃度でも

十分おこる現象であるという事がいえる,

-
･8一=

U

o･-
｡

一日
〓
U

A

｡一=

B
54(mM) 1

i声璽i
O.8

00.6
H

6:ヨ
H 0.4

｣ 100pA
5See

0.01 0.1 10 100

【CaC12】(mM)
図9:wHardiine応答に対する CaZ+による抑制

(A)異なる濃度のCa2十を含む細胞外液中のホールセル電流.細胞内電位を-80mVに固定した.

Ca2'の濃度を,135-NaCl&Ca細胞外液中において0-54mM まで変化した.W川ardiine
の濃度は100〃Mであった.

(B)Ca2'による濃度と抑制の関係,W=ardiine応答をOmM Ca2'における応答の値を基に規格
化し,Ca2+の濃度の関数としてプロットした.各々の点と樺はそれぞれ,平均と標準偏差を示

し,式 )- (lmax-1m.n)/[1+([CaZ十]/JC50)n]の式によってフィッティングされた･lmaxは
CaZ十非存在下での電流の大きさ,lm調 CaZ+が54mMの場合の電流の大きさ,lC5.は最大抑制
の半分のときのCaZ+濃度である.

Zl2_4.反転電位とNaCJ濃度との関係

G山R6(q)サブユニットとKA-2サブユニットをHEK 293 細胞に共発現させた場合,ConA 付

加後のドーモイ酸応答におけるCa2'透過性が報告されている(Kambojら 1995).W=ardiine に対

する応答電流におけるCa2+の透過性はどうだろうか?受容体と発現させている細胞も同-であるから,

透過する可能性がある･しかし,もしCaZ+が透過しなければ,受容体が同じでも,アゴニストの種類

によってイオン透過性が変化する可能性が出てくる.
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lNaCl](mM)図10: 細胞外液中のNaClの濃度を45- 135mMに変化させた場合の電流-電圧の関係と

反転電位との関係

浸透圧を補償するために,NaClを N-methyトD一glucamine(NMDG)によって置換した (表

～).wHa｢diineの濃度は100 〃Mであった.電流-電圧曲線を 2秒間の-80から 60mVま

で変化するランプ電圧波形によって得た.波形をpClamp6中のアプリケーションプログラムに

よって制御した.

(A)電流-電圧とNaCーの濃度間の関係.電流-電圧曲線を-80から 60mV までの定常状態の

応答から得た.反転電位は,それぞれ 45mMでは-4.1mV,90mMでは2.6mV,135mM

では+8.2mVであった.

(B)(A)の図の反転電位付近の拡大図

(C)各NaCL濃度における反転電位
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CaZ+が通過しているかどうかを調べるためには,(1)CaZ･だけの液 (例えば110-Ca漉 (表3))

を使って電流を調べる方法と,(2)Goldman-Hodgkin-Katzsの式から,CaZ･の濃度を変えて反転電

位が変化するかどうかを調べる方法がある.(1)の方法は直接CaZ十の電流が測定できるという利点が

あるが,Ca2+が流れるために他のイオン (例えばNa+)が必要である場合は不向きである.したがっ

て,(～)の方法は,他のイオンと混在している場合にも有効である.もし,CaZ十が透過するのであれ

ば,Na+が混在していてもCaZ十の濃度を変えれば反転電位が変化するはずである.しかし,CaZ+とNa+

が混在している状態から,一度にそれぞれの透過係数を得ることは変数が増えるので困難になる.従っ

て,まずこの節において,Na+の透過係数を求めた.その後,～.～.6.節で(2)の実験を行った.

Na+に焦点を当てるために,細胞外液にはNaCltpH調整剤であるHEPESのみを含む45-Na,90l

Na,135-Na液(表 3)を使用した･浸透圧のバランスをとるために,細胞外液中のNaCIをNMDGに

より補完した･また,細胞内液も組成を単純にするために,Mg2･-freeの電極内液 (表 5)を使用し

た･HEPESが電流成分として無視できるかどうかは,2.～.5.節で検討しており,0-Ca&NMDG

液では電流成分が検出できなかったことから,もし,HEPESが電流成分に含まれているとしても無

視できることがわかった.

電流-電圧曲線を2秒間の-80-+60mV までのランプ波形によって得た(図 10).その波形は,

pCJamp6の中のアプリケーションソフトにより制御された.細胞外液中のNaCIの濃度を45から135

mMまでの変化させると,反転電位が平均19･9mV正方向に変化した.ジャンクション電位補正後

の各NaC膿度における反転電位は,45mMNaC忙おいて -8.4士4.OmV(n-3),90mMNaCJ

において1･6士0･ZmV(∩-4),135mMNaC忙おいて11.7士Z.OmV(∩-4)であった.NaCl

の濃度が増加するにつれて反転電位が正極側にシフトする事は,WiHardiineにより活性化された

G山R6(q)/KA-2サブユニットからなる受容体が,Na+の透過を持つことを示す.

細胞内には,初めから存在しているK+等のイオンがあるが,_濃度は不明である.したがって

Goldman-Hodgkin-Katzsの式を単純化した(1)式を使用するために,ピペット電極の中の140

mMCs十によって細胞内の受容体を透過可能な全てのイオンが置換されたと仮定した･PN｡/Pcsの透過

係数比を,細胞外液のNa+の濃度,細胞内液のCs+の濃度,反転電位を(1)式に代入し算出した.各

NaCl濃度におけるCs'に対するNa'の透過係数比は,それぞれ,45mMNaClで(ま2.3士0.4(n=

3),90mMNaClTrまl･6士0･Z(n-4),135mMNaC-では 2･3士0.4(n-3)であった.

2･ Z･ 5･ Naイree 細胞外液におけるW川ardiineに対する無応答

ca2'が受容体を透過するかどうかを調べるために,Na-free 細胞外液中のCaCl2の濃度を OmM
(0-Ca),1･8mM (1･8-Ca),18mM (18-Ca)110mM (1101Ca)(表 3)に変化させた.浸透

圧のバランス調整のために,細胞外液中のNaC-をNMDGで補完した.しかし,これらのNa-free細胞
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図1l:Na+-free 細胞外液におけるW川ardiineに対する無応答
(A)Ca2'は,willardiineにより活性化されたGfuR6(a)/KAlZサブユニットからなる受容体

を透過しなかった･各濃度のCa2+を含む細胞外液において,ホールセル電流を測定した.細胞

内電位を-80mVに固定した･細胞外液中のCaZ+の濃度を0-110mM まで変化させた.

willardijneの濃度は100 〃Mであった.

(B) ConAは,willardiineにより活性化されたGfuR6(Q)/KA-2サブユニット受容体の透過性
に影響しなかった･ConAを付加した後,各濃度のCaZ+を含む細胞外液において,ホールセル
電流を測定した･細胞内電位を-80mVに固定した･細胞外液中のCaZ･の濃度を0-110mM

まで変化させた.wiHardiine の濃度は100 FJMであった.

外液において,内向き電流を検出できなかった (図11･A)･Na-free0-Ca/NMDG細胞外溶液に

おいて,電流を検出できなかったので,wHardiineによって活性化されたGIuR6(q)/KA-2 受容体

におけるNMDGとHEPESに対する透過性は無視できる･1･8-Ca細胞外液において,わずかな外向き

電流のみ検出した･18-Ca細胞外液において,内向き電流を検出できなかったが,NMDG がCa2･の

透過を阻害している可能性があった.そこで,NMDGを含まない110-Ca細胞外溶液における100p-

M w川ardiine の投与に対する電流応答を測定したが,内向き電流を示さなかった.つまり,CaZ十の

流入はNMDGの有無に関わらず検出できなかった･以上の結果から,Ca2･はW川 ardine応答内向き

電流中でごくわずかな要素であることが示唆された･そのため,Na-free 細胞外液において電流が

小さすぎるので,Cs+に対するCaZ･の透過係数比を得るための反転電位を記録できなかった.
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図11.Aにおいて,CaZ+の電流成分要素を検出できなかった.しかし,ConAを付加した単一種の

サブユニットからなるGh｣R6受容体は,反転電位を変えずにCaZ十を通過したことが報告されている

(Egebjerg と Heinemann 1993)･したがって,GIuR6(Q)サブユニットとKA-2サブユニットを共

発現させた場合でも,ConAは反転電位を変えずに,CaZ十の透過性を増加させるかもしれない.そこ

で,細胞にConAを付加した.ところが,ConAは,wHlardiine応答のCa2'効果に影響を与えなかっ

た (図11.8).Na+を除去した細胞外液中のCaZ+の濃度を0-110 mM まで変化させたにも関わら

ず,内向き電流を検出できなかった.また,ConAを付加しない場合と同じように,Ca-free細胞外

液中の応答はノーマルの液よりも大きかった.これらの結果は,ConA がwi‖ardiine応答電流に対

するCaZ+の透過性と抑制効果に影響しないことを示す.

～.～.6.Na+とCa2+が混在している場合のCaZ+の非透過性

細胞外液中のCaC-2の濃度と反転電位との関係から,CaZ+の透過性をあきらかにしようとした･2･

～.5.薪では,細胞外溶液がCaZ+のみの場合は電流成分を検出できなかった.可能性として,Na+は

caZ+電流を生じさせるのに必要かもしれない.そこで,電流におけるCaZ+成分をNa+に対して相対的

に増大させ,反転電位の変化を大きくするために,細胞外液のNaClの濃度を90 mM に減らし,45

mMNMDGによって補完した.そして,CaZ十濃度を0.18,1.8,5.4,18mM に変化させて,電流-

電圧曲線を2秒間の-80-+60mVの電圧ランプ波形により得た.細胞内のポリアミンによると思わ

れる整流特性を持った電流-電圧曲線も得られた(35%) (図12.A).ジャンクション電位の補正後

の反転電位は,0.18 mMでは-0.6 土 6.4 mV (n-10),1.8 mMでは-1.8 土 3.6 mV (n-

13),5.4 mMでは -0.9士3.6mV(∩-ll), 1.8mMでは -1.3±5.0mV (∩-ll)であった

(図12.C).CaZ+濃度が,0.18,1.8,5.4,18 mM における反転電位間の統計検定 (VVHcoxon

matched paired signed-rank test) を行った.Pの値はそれぞれ,0.18 と1･8 mM の問で

0.59,0.18と5.4mMの間で0.44,0.18と18mMの間で0.92であり,この結果は各CaZ+濃度

の反転電位問には統計的に大きな違いがないことを示す.もし,Ca2+が受容のチャネルを透過するの

であれば,Goldman-H(x垣kin-Kaztの式からわかるように反転電位は正極側に変化するはずであっ

た.しかし,正極側への変化は起きなかった.このことは,Ca∑+がW=ardiineが活性化させた受容

体チャネルをほとんど通過しなかったことを示唆する.
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図12:CaZ+とNa+との混合液中の反転電位の関係

(A)整流特性を持つ電流一電圧とCa2十の濃度との関係

電流一電圧とCaZ+の濃度との関係を調べるために, 90mMNaClと45mMNMDGと5mM

Hepesを含む細胞外液において,CaClZの濃度を1.8-5.4-mM まで変化させた.電流-電圧曲

線を2秒間の-80から 60mV までの電圧ランプ波形により得た･wHardiineの濃度は100FJ
Mであった.

(B)電流一電圧とCa2+濃度との関係

電流一電圧とCa2+濃度との関係を調べるために, 90mMNaCH=45mMNMDGとSmM

Hepesを含む細胞外液において,CaC)2濃度を0･18-5.4mM まで変化させた.電流-電圧曲

線を2秒間の180から 60mV までの電圧ランプ波形により得た･wi‖ardiineの濃度は100FJ
Mであった.反転電位は,それぞれ 0.18mMでは-4.4mV,1.8mMでは-6.9mV,5.4
mMでは-5.2mVであった.

(C)各CaCIZ濃度における反転電位

ジャンクション電位の補正後の反転電位は,0･18mMでは-0.6土 6.4mV(∩-10),1.8
mMでは-1･8士3.6mV(∩-13),5･4mMでは -0.9±3.6mV(∩-ll),1.8mMでは -
1･3士5.OmV(∩-ll)であった.
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2.2.7.二価イオンによる抑制効果

ca2'以外の二価イオンとしてZn2',Ba2',Mg2'の100 LAM wiJlardiine 応答電流に対する効果を測

定した･これらの二価イオンを選択した理由としては,(1) ZnZ+とMg2+は生体内に存在しているこ

と,(Z)BaZ十は生体内には存在しないが,CaZ十と同じアルカリ金属として比較することである.135

mMNaCJと 5･4mMKClを含む細胞外液中のそれぞれの二価イオンの濃度を,Ca2'は0-30mM

(1mMMg2+非存在下),BaZ十は0-30mM,Mg2+は0-30mM,ZnZ+は0-0.3mMに変

化させた (表4)･それぞれの二価イオンは濃度依存性の抑制効果を示した (図13)･各lCsoとHH

係数は,CaZ+は,1･6±0･4mM,0･9±0.2 (∩- 8),BaZ十は 1.8±0.8mM,0.6±0.1(｡-

4),Mg2'は 9･4±5･4mM,914士0.2(n-5),Zn2'は 6.8±2.5pM,0.7士0.1(n-8)であっ

た.したがって,抑制効果の強弱は,Zn2'>>caZ' -BaZ'>Mg2'となった.
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図 13:二価イオンによる抑制効果 〔Cations](mM)

(A)ZnZ十による100pMw=ardiine応答電流の抑制.細胞内電位を-80 mV に固定した.

(B)二価イオンによる100 LIM w州ardiine 応答電流の抑制,wHardiine応答を二価イオン

非存在下における応答の値を基に規格化し,CaZ+濃度の関数としてプロットした.各々の点は

平均と標準偏差を示し,式 1- (lmax-1m.∩)/[l+([Ca2']/lC5.)n]の式によってフィッティ

ングされたIlmaxは二価イオン非存在下での電流の大きさ,1m.nは最小電流の大きさ,IC5｡は最
大抑制の半分のときのCaZ+の濃度である.

～.～.8.Ca2+とW川ardiineとの複合体

ca2'とW川ardiine とが複合体を形成するかどうかを確かめるために,Ca2'感受性イオン電極を使

用して,遊離Ca2+の濃度を測定した.対照実験として,EDTAとの滴定測定を行った.10-EDTAと9

mJ の1-Ca 細胞外液の混合した結果,9割程度の遊離Ca2'の減少を検出した.このことはEDTAと

CaZ十の複合体が0.79士0.01mM (n-3)生成された事をあらわし,汝た,実験系が正常であるこ

とも示した.10-W川ardiine 1mJと 1-Ca細胞外液 9 mfを混合した結果,-0.05士0.llmM
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(n-3)の複合体が生成された･10-LgJutamateと 9 mlのIICa細胞外液の混合した結果,-

0･03士0･07mM (∩-3)の複合体が生成された･値が負を示する理由は,まず,(1)感度が低い

こと(Z)測定器における値はディジタル表示なので,値が量子化されてしまうことである.つまり,

未表示部分の桁内の変化が検出されないということである.
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図 14:Ca2+との複合体の滴定曲線

■がキレート剤のEDTA･●がwHardiine,▲がL-グルタミン酸をあらわす.縦軸が複合体

の濃度,横軸が各リガンドの濃度である.バーは標準偏差をあらわす.

複合体形成のために一つのCa2'が一つのwillardiineを必要とすると仮定する.この減少された遊

離Ca2'がW州ardiineとの複合体を作成したと仮定する･最悪q場合の解離定数を算出する.

遊離しているW川ardiine濃度である[VV]f,e｡は,0.95mM

Ca2'とwiJTardiineの複合体の濃度である[W]b.undは,0･05mM

遊離しているCa2+濃度である[CaZ+〕Oは,0･95mM

解離定数はKd.ss

[W]b｡und-[W],,eeX[VV],,ee/Kdissを変形すると

Kdiss- [W]f,eeX[Ca2']./ [W]b.und

それぞれの項に条件を入れると,
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Kd.ss-0･95×0.95/0.05-18.05mM

>'

以上のように解離定数が得られた.

次に,2.2.3.節と比較するために,

全W川ardiJ'ne濃度である[W],,e｡を0.1mM

全CaZ+濃度である[CaZ+]｡を1.8mM

解離定数であるK｡.ssを 18･05mMとする.

[W],,ee-[W]t｡ta.-[W]bound と [Ca2'].-[ca2']t｡ta.-lw]b｡undを

[W]b｡und-[W]f,｡eX[Ca2']./Kd,ssに代入すると

lW]bound- (lW]total-lW]b.und)X(lCa2']t.ta.-lw]b.und)/Kd.ss

各項に条件を代入すると

[W]｡｡∪｡｡- (0･ト [W]｡｡u｡｡)X(1･8-[W]｡｡∪｡｡)/18.05

式を変形すると

18･05X[明 ｡｡∪｡｡-(0･1-[W]b｡∪｡｡)×(1･8-[明 ｡｡∪｡｡)

([明 ｡｡un｡)2-19･95X[W]｡｡∪｡｡+1.8-0

となり,[W]｡｡U｡｡は,Z次方程式の解になる.

[W]｡｡∪｡｡-0.009mMであり

[W]fr｡e-0.1-0.009-0.091mM-91〃Mとなる.

つまり,最悪の場合,l18mMCa2'存在下での遊離willardiine濃度は, 91pMと想定できる.

図8Cによると,100〃Mと91〃Mの応答電流の大きさの差はほとんど無い.したがって,最悪の

場合でもCa2'と W川ardijneとの複合体による見かけの抑制効果は十分無視できる.
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～.3.考察

～. 3. 1. 神経細胞におけるW州ardiineの効果

GluR6サブユニットと KA-2サブユニットとが,ラット海馬に発現していることも報告されている

(Egebjergら,1991,Herbら,1992)･培養されたラット海馬神経におけるEC5｡と Hi‖係数は,そ

れぞれ 173FJMと 1･16であり,3mMCaClZを含む細胞外液の記録から算出された(Zorumskj

ら,1991)･一方,培養されたマウス海馬神経において,～mMCaClZを含む細胞外液の記録から算

出されたECS｡と H川係数は,それぞれ 44.8土 15.0〃Mと 1.32土0.12であった(Patneauら,

1992).我々の値はラットの値に近い,おそらく受容体がラット由来であることがその理由と考え

られる.また,培養細胞に再構築されたG山R6(q)/KA-2受容体と海馬神経との間の値の違いは,海

馬神経細胞におけるサブユニット構成の異なるカイニン酸受容体の存在を示唆する.

2. 3. ～. W川ardiine応答電流における脱感作

マウス胎児の海馬神経における AMPA/カイニン酸受容体の(S)-W=rdiine 応答電流は,素早い

脱感作を持つが脱感作は完全ではない(Patneau ら 1992).G山R6(q)サブユニットとKA-2サブユ

ニットとを共発現しているHEK Z93 細胞において,W川ardiine の類似体である(S)-5-

Jodowi‖ardiine (lW)が,遅い脱感作を持った電流応答を生じさせたことが,報告されている

(Swansonら 1998).本稿では,WiHardiine応答電流を記録した細胞の17%が最低一回は脱感作

を持った (図7.B).脱感作の原因は不明だが,おそらく細胞内の条件に依存すると思われる.

～.3.3.ConAによる効果

ConA による応答電流の脱感作の抑制と最大電流の増強が報告されている (Partinら 1993),

しかし,2.3.5.節において Con A の効果は検出できなかった.具体的には,1.8 mM CaZ+

(Norma月田胞外溶液) による抑制効果もあり,110-Ca細胞外溶液 (表 3)における内向き電流

も検出できなかった. この結果は,ConAがWHlardiine応答電流におけるCa2'透過性を変化させな

かったことを示唆する.

～.3.4.ポリアミンによる整流特性とCaZ十による抑制効果の関係

再構築されたG山R6(q)/KA-2 受容体の応答電流に対する,ポリアミンによる整流特性が報告さ

れている (Kambqjら 1995)･しかし,2･3･4節及び,2･3･6.薪では,いくつかの細胞は整流

特性を持たなかった.おそらく,これは細胞内のポリアミン濃度を反映した結果である.また,整流

特性を持った電流一電圧特性曲線 (図 1ZA)において,内向き電流がCaZ+により抑制されている.
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されているtこのことは細胞内のポリアミンの有無に関わらずCaZ十による調節がおきることを示す.

～.3.5.イオン透過性

本稿において,W川a｢diine によって活性化されたG山R6(q)/KA-2 受容体がNa+を透過したが,

Ca2+をほとんど透過しないことを示した･しかし,GluR6(a)及び GluR6(R)サブユニットの単独

発現の場合とGluR6(Q)サブユニットとKA-2サブユニットとの共発現の場合におけるCaZ･透過性が

すでに報告されている･単独発現の場合 ,G山R6サブユニットの(q)型と(R)型の両方がCaZ十に対し

て透過性を持つ(EgebjergとHeinemann1993).共発現させたHEKZ93培養細胞においてCaZ･の

透過性が観察されている (Kambqjら1995).CaZ十透過性の変化の原因はおそらくアゴニストの種

類と思われる･上記の論文で使われていたアゴニストは､カイニン酸とドーモイ酸である.これらの

アゴニストはG山R6サブユニットを活性化させ,KA-2サブユニットを必ずしも必要としない.本稿で

使用したwilJardiineは,活性化のためにKA-2サブユニットを必要とした.これらの事から類推す

ると,Ca2十が通過するためにはGluR6サブユニットを活性化する必要があるかもしれない.また,

KA-2サブユニットを選択的に活性化させるとNa+等のイオンを通すが,CaZ十を通さない可能性も考え

られる.

～.3.6.二価イオンによる電流調節

GluR6サブユニットからなる受容体を発現している卵母細胞において,Ca2'は,細胞外液中の濃度

がZ mM 以下では応答電流を抑制し,Z mM 以上では増強させる (Egebjerg と Hejnemann,

1993).しかし,本稿で再構築されたGIuR6(Q)/KA-2サブユニットからなる受容体のWiHardiine

応答電流は,増強効果を示さず,細胞外液中のCaZ+が上昇するにつれて抑制された.これらの結果の

違いは,受容体におけるCaZ+の電流調節効果が,アゴニストとサブユニットの組み合わせにより変化

することを示す.

2.～.7.節におけるCaZ十以外の二価イオンによる効果について考察する.ZnZ+は神経系において疾病

や細胞死に関する重要な役割をもつイオンであり,NMDA受容体やAMPA受容体に対する効果が数多

く報告されている.生体中に放出されるのZn2'濃度は～100LLM程度である (Assafら 1984),本

稿におけるZn2'のJC5.は,6.8±2.5卜Mである.つまり,この濃度は十分に生理学的な濃度であり,

生体中における効果の可能性を示唆する.～.2.3.節における,1mMMg2+存在下で測定したCa2十の

IC50は,1･9±0･4mMであり,2･Z･7･節における,Mg2+非存在下で測定したCaZ十のlCS｡は,1･6士

0･4mMであったので,大きな違いはなかった･また,Mg2'のIC5.は,9･4±5･4mMであり,生理

的濃度とはいえないので,生体内中のG山R6(q)/KA-2 受容体に対するMg2+の影響は少ないと予想

できる･Z･2･7･節のBa2'のJC5｡は,l･8±0･8mMであり,Ca2'との大きな違いは見られなかった.
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～.3.7.CaZ+効果の機構仮説

本稿においてCa2'による抑制効果と非透過性が示されたが,どのような機構によるものであろうか?

二つの仮説をたてて考察してみる.

(1)CaZ十が結合する特別な部位が受容体に存在する.

(～)受容体のチャネル部位をCa2十が閉鎖する.

(1)CaZ十が結合する特別な部位が受容体に存在する.

CaZ+抑制効果の機構は,CaZ十がチャネル領域よりもむしろ,それ以外の特別な部位への結合による

構造変化がおこしたものではないかと仮定してみる.電位依存性CaZ+チャネルでのCaZ十による閉鎖機

構で報告されているようなCa2'結合部位 (Hessら 1986)が,GluR6(a)/KA-2受容体に存在する

かもしれない･また,神経細胞及び培養細胞に再構築されたカイニン酸受容体がIanthnumと

gad=um に感受性を持つことが報告されている(Huettnerら 1998).この報告における機構が本稿

のCa2'による抑制効果の機構と同様であるかどうかはわからないが,lanthanidesはアゴニスト結合

部位とは競合しない(Huettnerら 1998).また,NMDA受容体も Ianthanides に感受性を持ち

(Reich=ng と Macdermott1991),二価イオンについても同様である (Mayerと Westbrook

1987)t他のグルタミン酸受容体の知見から G山R6(q)/KA-2 受容体がCaZ十結合部位を持ってい

る可能性が類推できそうである.

(2)受容体のチャネル部位をCaZ+が閉鎖する.

ラット脊髄三叉神経細胞のカイニン酸応答電流におけるCaZ十の透過性と抑制効果が報告されており,

その中にCa2十による現象の機構仮説が提示されている(GuとHuang1991).彼らの仮説によると,

カイニン芦酎こより活性化されたチャネルは,一個のイオン分の穴である.それは,つまり,単一のイ

オンしかチャネルに透過することが許されていないという事である.具体的には,あるイオン (CaZ+

等)がチャネル中に存在する場合,他のイオン (Na+ と K+)がチャネルを通ることが許されない.

もし,G山R6(q)/KA-2サブユニットからなる受容体チャネルの機構が上記の仮説と同様であるなら

ば,イオンが通る穴は彼らの仮説よりもCaZ+イオンに対して高い抵抗を持っているので透過しないの

かもしれない.それ故に,CaZ十はGluR6(Q)/KA-2サブユニットからなる受容体チャネルを塞ぎ,

willardiine 応答のNa+電流を抑制すると考えられる.

では,Ca2十に対して高い抵抗を持つのは何故か?一つの可能性として,チャネルを通るときの脱水

機構がある.イオンの種矧 こより水和した場合の大きさや強さが異なるので,チャネルを通るには脱

水機構に適合した大きさが必要である.W川ardiineによって開口したチャネルの脱水機構の大きさ

と水和したCaZ十の大きさが,Na+に比べて適合しないため,つまり,水和による体積増大のためにチャ
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ネルを通過しなかった可能性がある.

Z･Z･1･節におけるWiHardiine応答におけるKA-2サブユニットの必要性,～.～.3.節における

ca2'の抑制効果,Z･Z･5･とZlZ･6･節におけるCaZ･の非透過性,さらに,既に報告されている結果

を考慮すると,イオンフィルターの性質が,アゴニストの種類と受容体サブユニットの種類の両方に

依存することが考えられる･図15にアゴニストと透過性の関係のモデルを示す.

KA-2 GluR6(Q)

Kainate

■

∵

.

丁(''-:Jt,113

WHlardiine

㊨

図15:アゴニストと透過性の関係のモデル

(A)アゴニストが結合していないので,イオンが透過しない･(B)カイニン矧 まGluR6(Q)サ

ブユニットとKA-2サブユニットを同時に活性化させて,Ca2'も通す.(C) W‖ardiJ･n｡はKA-
2サブユニットのみを活性化させるので,CaZ十を通さない.

Z･ 4･ カイニン酸受容体におけるwiHardiJ'ne応答のまとめ

本研究において,GluR6(Qj/KAlZサブユニットからなる受容体をHEKZ93細胞に発現した.そ

して,受容体のW.'llardiine応答電流へのCa2'効果をパッチクランプ法により調べた.その結果から

下記の事をあきらかにした.

ll WJHlardiineに応答するためにはGluR6(a)とKA-2サブユニットの共発現が必要であった.

Z.細胞外Ca2'はGJuR6(q)/KA-2受容体のwJ'lJardiine応答電流を濃度依存的に抑制した.

3･wi‖a｢diine応答電流において,ほとんどCaZ十は遭遇しなかった.
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表 3 細胞外液の組成 (1)
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値の単位はmM.全ての液は5mMHepesを含み,HCl,NaOH,Ca(OH)2によってpHが7･Zに調整

された.
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表 4 細胞外液の組成 (2)1)

_
りー
CaCαKαaN

135-Na/x-Ca

135-Na/x-M9

135-Na/x-Ba

135-Na/x-Zn

03～0

0

0

4

4

4

5

5

5

5

5

5

3

3

3

ii

ri

ii

0
.
4553■l

M9Cl2 BaC12 ZnCl2

0 0

0 0

0.-30 0

OHO.3

値の単位は mM･全ての液は 5mM Hepesを含み,HCl,NaOH,Ca(OH)2によってpHが7,2に調整

された.

表 5 細胞内液

CsCl MgCl2 EGTA HEPES

normal

Mg ZLfree

140 1

140 0

値の単位はmM.pHはCsOHによって7.2にされた.
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