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論 文 の 内 容 の 要 旨

膀胱をはじめとする内臓平滑筋は副交感神経により興奮性支配を受けている｡同神経から放出さ

れたアセチルコリンが平滑筋のムスカリン受容体を刺激すると,細胞膜の脱分極,電位依存性臨2+

チャネルの活性化,細胞外から細胞内へのCa2+流入 という一連の過程を経て,筋は収縮する｡腸

管平滑筋では,ムスカリン受容体刺激による脱分極の発生に陽イオンチャネルの活性化が関与して

いる｡しかし,膀胱平滑筋に関しては脱分極反応の発現機構が解明されていない｡

本論文は,この点を追求する一環として-モルモット及びマウスの膀胱平滑筋においてムスカリ

ン受容体刺激で活性化する陽イオン電流の検出を試み,その電流の性質と開口メカニズムについて

電気生理学的手法を用いて検討した成果をまとめたものである｡実験には,膀胱から単離した単一

平滑筋細胞を用い,パッチクランプ法により膜電流反応を記録した｡ムスカリン受容体の刺激には

カルバコール(CCh)を用いた｡

1. モルモット膀胱平滑筋における陽イオン電流の検出

モルモットの膀胱平滑筋細胞に∝h(10脚)を適用すると,適用直後に発生する一過性電流と,

その後の持続性電流から成る二相性の内向き電流が発生した｡電流反応は,アトロピン(1岬)を

処置すると消失した｡また,細胞外液のNa+をTris+に置換すると消失し.Cs'に置換するとその振幅

が大きくなった｡一方,細胞内のCl,をglutamate.に置換しても影響を受けなかった｡これらの結

果より,ムスカリン受容体刺激により生じる初期の一過性とその後の持続性の内向き電流は,とも

に陽イオンチャネルの活性化により発生することが示された｡

-159-



2.
一過性陽イオン電流の発生メカニズム

細胞内Ca2+浪度を100nMに固定した場合,EGTA(20Ⅱ朗)を用いて細胞内の遊離Ca2+を低濃度(く10

劇)にキレートした場合,あるいはタブシガルジン(1脚)を処置して細胞内Ca2十ストアを枯渇さ

せた場合,いずれの蓼合も一過性電流は発生せずl持続性電流のみが発生した｡細胞内ストアから

Ca2+を放出させることが知られているカフェイン(10m朗)を適用すると,∝hの場合と同様な一過

性の陽イオン電流が発生した｡これらの結果より,細胞内ストアから放出されたCaかが一過性陽イ

オン電流の重要な発生要因であることが示された｡

3. 持続性電流の特徴と発生メカニズム

持続性電流の濃度一反応関係について,腸管平滑筋の陽イオン電流と比較すると,50%有効濃度

及びHill係数には,両者の間に差は認められなかった｡しかし,電流の最大振幅は腸管に比べて

著しく′J､さかった｡膀胱平滑筋における電流一電圧関係は,0鵬rから-50mVまで膜電位が過分極

側へ行くに従って内向き電流の振幅が増大し,それ以降は振幅が変わらないような関係を示した｡

これは腸管の細胞で見られるようなU字型の電流一電圧関係とは異なっていた｡持続性電流の発生

中に,脱分極パルスを加えることにより電位依存性Ca2十チャネルを活性化し,細胞外から払かを流

入させると,腸管では持続性電流が一過性に増強されたが,膜胱ではそのような効果は認められな

かった｡これらの結果より,膜胱と腸管では,ムスカリン受容体刺激により活性化される陽イオン

チャネルの生物物理学的性質あるいは開口メカニズムが異なる可能性が示された｡

4. 陽イオンチャネルの活性化に関わるムスカリン受容体サブタイプ

野生型マウス及びM2-KOマウスの膀耽平滑筋細胞に∝h(10岬)を適用すると,モルモットの場

合と同様の一過性電流が発生したが,鴫-KO細胞では発生しなかった｡これらの結果に一致して,

野生型及びq2-KO細胞ではCChの適用により,ストアからのCa2+放出に伴うCa2+感受性K+電流が誘

発されたが,M3-EO細胞では誘発されなかった｡細胞内の払2+濃度を100山一に固定した条件下で野

生型マウスの細胞に∝h(10岬)を適用すると,モルモットの蓼合と同様の持続性電流が発生した｡

しかし,鴫-EO細胞および鴫ノ鴫ダブルⅩ0細胞では∝hによる電流反応はまったく検出されなかっ

た｡鴫一KO細胞では,電流反応が記録されたもののその振幅は著しく小さかった｡これらの結果よ

り,野生型細胞における持続性電流の発生には,鴫と鴫の両サブタイプの刺激により活性化する経

路とM2サブタイプ単独の刺激により活性化する経路の二つが関与していることが示された｡

以上の結果より,膀胱平滑筋のムスカリン受容体刺激により活性化される陽イオンチャネルには,

Ca2'により開口するタイプ(Ca2+活性化チャネル)と,受容体に連関した情報伝達系を介して開口す

るタイプ(受容体作動性チャネル)が存在することが明らかとなった｡また,Ca2十活性化陽イオン

チャネルの開口には,M3サブタイプを介した細胞内ストアからのCa2◆放出が関与し,受容体作動性

陽イオンチャネルの開口には,鴨サブタイプの刺激により活性化する経路と鴫とM｡の両サブタイプ

の刺激により活性化する経路の二つが関与しているという情報伝達モデルが示唆された｡

審 査 結 果 の 要 旨

勝胱は副交感神経による興奮性支配を受けている｡この神経から放出されたアセチルコリンが

勝胱平滑筋に作用してムスカリン受容体を刺激すると,細胞膜の脱分極,電位依存性カルシウム

(Ca)チャネルの開口,細胞外からのCaイオンの流入,という一連の反応が誘起されて,筋収縮

が生じる｡その結果,膀耽内圧が上昇し,貯留している尿が排出される｡しかし,筋収縮に導く
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最初のステップである脱分極の発現にどのようなイオンチャネルが関与しているのか,その詳細

は明らかになっていない｡研究が進んでいる腸管平滑筋では,NaやKイオンをはじめ多くの一

価陽イオンに透過性を示す非選択的陽イオンチャネルが脱分極の発生要因であることが実証さ

れている｡

本論文は,モルモットおよびマウス勝胱の平滑筋細胞を標本として,ムスカリン作動薬のカル

バコール(アセチルコリン類似薬)により活性化されるイオンチャネルの性質とその活性化機構

について,電気生理学的ならびに薬理学的手法を用いて検討した成績をまとめたものである｡

まず,モルモット膀朕の標本において,ムスカリン受容体刺激により2つのタイプの非選択的

陽イオンチャネルが活性化されることを明らかにした｡そのひとつは細胞内Ca貯蔵部(小胞体)

から放出されたCaイオンによって直接活性化されるタイプ(Ca活性化陽イオンチャネル)で,

もうひとつは受容体に連関した情報伝達系を介して開口するタイプ(受容体作動性陽イオンチャ

ネル)である｡

次いで,ムスカリン受容体のM2あるいはM｡サブタイプあるいはその両方をノックアウトした

マウス膀胱の標本間で,カルバコール誘発イオンチャネル電流を比較分析し,Ca活性化陽イオ

ンチャネルの開口はM｡受容体の刺激によって惹起され,受容体作動性陽イオンチャネルの開口

はM2受容休あるいはM2とM｡の両受容体の刺激により惹起されることを実証したQ

これらの結果は,副交感神経による膜胱平滑筋の収縮調節メカニズムをイオンチャネル･レベ

ルで理解する上で重要な情報である｡また,近年問題となっている高齢者の尿漏れや尿失禁につ

いて,その発現機構の解明や治療薬の開発にとっても有為な基礎知識となり得るものである｡

以上,審査委員会では,本論文が全員一致をもって岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論

文として十分価値があると認めた｡
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