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論 文 の 内 容 の 要 旨

電位依存性カルシウムチャネルは､平滑筋細胞の膜興奮性を担うばかりでなく､細胞内

へのカルシウム(Ca)イオンの流人経持としての役割も果たしており､収縮をはじめと

した多くの細胞内Caイオン依存性機能の維持由節に関わっている｡このチャネル活動は､

神経伝達物質やホルモンによる調節を受けている｡本論文は､モルモット回腸縦走平滑筋

細胞におけるムスカリン受容体刺激によるこのイオンチャネルの調節機構を明らかにする

目的で､同チャネル電流に対するカルバコール(CCh)の効果と効果発現に至るまでの

細胞内情報伝達経躇をホールセルバッテクランプ法を用いて検討した結果について述べて

いる｡

最初に､電位依存性カルシウムチャネルを流れるCaイオン電流(ICa)或いはバリウ

ムイオン電流(IBa)に対するCCbの抑制効果は､一過性成分とその後の持続性成分か

ら成る二相性であることを明らかにし､次いで､抑制効果のそれぞれの成分についての細

胞内情報伝達経路を検討している｡きらに､アラキドン酸が持続性抑制効果に関与してい

るという説が提唱きれているので､この点についても検討している｡

申請者は､結果に基づいて考察し､モルモット回腸平滑筋細胞におけるムスカリン受容

体刺激によって生じる電位依存性カルシウムチャネルの抑制効果のうち､①一過性成分は､
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百日咳毒素非感受性のGTP結合タンパク質を介するフォスフォリパーゼCの活性化､生

成されたイノシトール三りん酸による細胞内貯蔵部からのCaイオンの放出､Caイオン

によるチャネル活動の阻害という経躇をたどる､そして､②持続性成分は､百日咳毒素非

感受性のGTP結合タンパク質を介するものの､フォスフォリパーゼC･イノシトールり

ん脂質代謝轟躇及びフォスフォリパーゼA2･アラキドン酸経持とは別の経路をたどり上そ

こにはCaイオン依存性過程が介在している､という結論を得ている｡

審 査 結 果 の 要 旨

電位依存性カルシウムチャネルは平滑筋細胞の膜興奮性を担うばかりでなく､細

胞内へのCポ+流入経路としての役割も果たしており､収縮をはじめとした多くの細

胞内Cポ+依存性機能の維持調節に関わっている｡そのチャネル活動は神経伝達物質

やホルモンによる調節を受けることが知られている｡海野年弘君の論文は､モルモッ

ト回腸縦走平滑筋細胞におけるムスカリン受容体刺激による電位依存性カルシウム

チャネルの調節機構を明らかにすることを目的として､チャネル電流に対する

carbacholの効果､およびその効果発現に至るまでの細胞内情報伝達経路をホールセ

ルバッチクランプ法を用いて検討した結果について述べたものである｡論文内容は

以下のようにまとめられる｡

1)電位依存性カルシウムチャネルを流れるCポ+電流(IG)を､-60mVの保持

電位からOmVに達する脱分極パルス(持続時間:25ms)により誘発した｡脱分極

パルスは0.25Hzの頻度で反復して加えた｡細胞外性に適用したcarbachol(10匹M)

は内向き電流を誘発するとともにIGを抑制した｡Carbacholの内向き電流(Icch)

およびIG抑制効果は､最初の一過性成分とその後の持続性成分から成る二相性であっ

た｡

2)電位依存性カルシウムチャネルのチャージキャリアーとしてCa2+の代わりに

Ba2+を用いた場合にも､Carbachol(10pM)はBa2+電流(hh)を二相性に抑制し

た｡Carbach｡lのⅠ馳抑制効果は､EdTA(20mM)を細胞内性に適用した細胞では
発現しなかった｡

3)G蛋白質へのGTP結合を阻害するGDP-β一S(1mM)を細胞内性に適用した

細胞では､Imも旭抑制効果も発現しなかった｡GTPの非水解性アナログである

GTP-Y-S(10pM)を細胞内性に適用した細胞では､Ⅰ馳抑制効果のうち持続性成分

はcarbacholを洗浄除去した後も回復しなかった｡百日咳毒素(2囲/ml)を前処置し

た細胞ではImは発現しなかったが､一過性および持続性のⅠ馳抑制効果は無処置

細胞におけるものとほとんど変わらなかった｡

4)フォスフォリバpゼCを抑制するneomycin(100匹M)あるいは､イノシトー

ル三燐酸(IP3)受容体遮断薬のheparin(5mg/ml)を細胞内性に適用した細胞で､

二相性のImおよびⅠ払抑制効果のうち一過性成分は発現しなかった｡プロテイン

キナーゼCの阻害剤であるstaurosporine(1LIM)およびH-7(100匹M)はⅠ払抑
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制効果に何ら影響を及ぼさなかった｡プロテインキナーゼCを活性化するphorbol

esterはⅠ馳を抑制しなかった｡

5)Arachidonicacid(0.3-30LIM)はI馳を濃度依存性に抑制した｡Arachidonic

acidの効果は持続性であり､3匹Marachidonicacidは10LIMcarbacholによる持続性
抑制とほぼ同程度の効果を生じた｡

6)ArachidonicacidのIfh抑制効果はEGTA(20mM)を細胞内性に適用した細

胞で対照とほとんど変わらなかった｡ArachidonicacidとcarbacholはⅠ払の電位依

存性不活性化曲線を過分極側に移動させたが､araChidonicacidの効果は曲線のスロ

ープも緩やかにする点でcarbacholとは異なっていた｡IGと電位依存性K+電流(
IK)を同時に記録するという条件下で､araChidonicacidは両者の電流を抑制したが､

carbacholはIKに対してほとんど効果を示さなかった｡

7)CarbacholのⅠ馳抑制効果は､フォスフォリパーゼA2を抑制する

4-bromophenacylbromide(10pM)で前処置した細胞､あるいはシクロオキシゲナ

pゼを抑制するindomethacinとリポキシゲナーゼを抑制するnordihydroguaiaretic

acidを併用処置した細胞でも対照細胞におけるものとほとんど変わらなかった｡

以上の結果に基づいて､モルモット回腸平滑筋細胞における電位依存性カルシウ

ムチャネル電流はムスカリン受容体刺激により二相性に抑制される(一過性とその

後の持続性抑制)ことを明らかにするとともに､受容体刺激からこれらの抑制効果

が発現するまでの細胞内情報伝達機構として以下のことを示唆している｡すなわち､

一過性抑制は百日咳毒素非感受性のG蛋白質を介するフォスフォリパーゼCの活性

化､生成されたIP3による細胞内ストアからのa2+放出､Cポ+によるチャネル活

動の阻害という経路をたどる､そして､持続性抑制は百日咳毒素非感受性のG蛋白

質を介するものの､フォスフォリパーゼC-イノシトールリン脂質代謝経路およびフォ

スフォリパーゼ句-アラキドン酸代謝経路とは別の経路をたどり､そこにはG2+

依存性過程が介在している｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の

学位論文として十分価値あるものと認めた｡
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