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第 l主主 序論

人間をはじめとする動物は全身をめぐる血液によって各器官が維持されてい

る。血液中には様々な細胞成分が含まれるが、その中でも赤血球と並んで血中

に特有かつ不可欠な成分が血小板である。血小板は血液凝固の主役であると同

時に多数の細胞増殖因子などの生理活性物質を含み、生体が傷害を受けて出血

をおこしたような場合に出血を止め、傷害部位の修復に関与する。さらに脳内

出血や心筋筏塞などの重篤な循環淳、の疾患に関与することから、薬物治療のタ

ーゲットとしても注目されている。

血小板は骨髄

の多分化能幹細 ER 

胞から巨核球系

の幹細胞 (CFU-

M)を経て生じる

巨核球からつく

られるとされる

(Fig. 1-1)。巨

核球は骨髄中で

の成熟の際に細

胞分裂を伴わな

い遺伝子複製に

より 2Nから64N

にまで倍数性が

増加し、細胞質も

それと同時に 増

かlegakaryocyte

α-granule dense granule 
platelet factor 4 adenine 
POGF nuc!eoudes 
antiplasmin serotonin 
fibrinogen 
etc 

Fig.l.l 巨棋認と血小板

lysosome 

mirochon出ion

Iysosome 
acid hydrolase 
acid phosphatase 
elastase 
etc 

et!:球の細胞質がちぎれる形で血小板が生成する。巨筏球一個から
約4目沿個の血小叡が生じる。血小.Ij'の成分は巨筏球由来である。

血小筏が活性化されると各磁顕粒成分が政出される。

大するため、他の細胞と明石をに判別できる直径 50-70μmの巨大細胞になる。巨

核球には細胞内に demarca臼onmembrane sys巴m と呼ばれる発達した膜系が存在

し、この膜はも ともとは芭核球の細胞表面が陥落して生じたも ので将来は血小



板の形質膜となるとされる 1)。従ってこの膜系は細胞外と連絡していて、巨核

球の小胞体などの膜系とは異なる。生体内で巨核球は細長い偽足様の突起をの

ばし、それが切断されて血小板になるとされている九巨核球一つからはその

大きさにもよるが 4∞0-8∞0の血小板ができるとされる。しかし巨核球の

demarαtion membrane sys巴mが直ちに血小板の形質膜と同じ性質を持つとは限

らず 3)、血小板生成機構にはなお謎が多い。

血小板は核を持

たないため自身で

新規蛋白質を合成

する能力は小さい

とみなされること、

血小板の膜の組成

などが巨核球と類

似すること情など

から基本的には巨

核球と血小板は同

じ様な性質を持つ

ものとみなされる

ことが多い。血小板

の関与する病態の

中でも血小板減少

症は巨核球にその

原因がある場合が

ありへ巨核球の成

長因子である

出rombopoietin ゃ

m也rleukin-6など治宝

血小板減少症治療

十
国 11susp句1$Ion tissue secrion 

九+山+ル=I八
(拳考)弘田b山町田dcharacteristiロ ofcytosolic叫口町 osc山由on，

CeIJ Detevtion sys回m stimulus Period 

Rac myocyte Contraction Caffeine 0.3-3 
Paro包dgl町d F町三Z Carbacol 5 
Gonado四戸S Fur忍2 GnRH 6 
s cell， Fur温2 Carbam.ylcholine 12-25 
Mouseo田yIe Acq田m TPA 17-35 
Rat hepacocy也Z A叫回ロn

cVe出llOsP戸E田'"血nlnz 
18-240 

Maロ'ophages Fura 2 19-69 
Lcells Ca2+ eleccr凶 e 20 
Sm∞th muscle Fura 2 

PGh四eEnnyildcpdkinine or MS国n世間 3ι48 
Fibroblas匂侭EF52) Fu四 Z + vasop町田，n 35-1∞ 
Endothelial cells Fura 2 Histamine 4ι125 
B lymphocytes Fura 2 Antigen 5ι75 
Hams也reggs Aequorin Fe市白日且on 55 
Sympathetic ne町ones Fura 2 K+depol町担口on+ caffeine 出}-120
Sympatheti.c g田glion K+ current Caffeine αL 120 

From Benidge M. 1聞 dGalione A.. FASEB J.. 2， 3074-3082.1988 

向 1・2 single cell即時同とオシレーション

単一細胞レベルではオシレーンヨンであっても緩和として制定する
と一過性の反応として記録き九る

薬として開発されつつある明。また近年神経伝達物質などの生理活性物質とし

2 

ても注目されるようになったアデニンヌクレオチド類の代謝においても血小板

と巨核球が重要な役割を担っている九

さらに血小板は、動物やヒトから採取しやすいことなどもあって生化学的な

解析の進んでいる細胞でもある。血小板は細胞内に蛋白質性の成分を多く含む

α穎粒と、アデニンヌクレオチド類やセロトニンなどを多く含む d巴ns巴bodyと

をもち、それらが刺激に応じて放出されて様々な生体反応を引き起こす。その

分泌反応には、細胞内 Ca
2φ
濃度の上昇と pro臼inkinase Cの活性化が関与するこ

と叫12)、アコ・ニストには thrombinのような強いものや ADPのような弱いものが

あること、信号伝達経路にアラキドン酸代謝が関与することなどが知られてい

る 1九このように血小板をめぐる話題は極めて多様で重要なものが多いが、血

小板の性質から単一細胞レベルでの研究はわずかしかなく同、必ずしも進んで

いるとはいいがたい。

近年細胞の生理機能を単一細胞レベルで解析する技術が発達し、それまで全

体としてとらえていた場合には予測されなかった様々な性質が個々の細胞にあ

ることが知られるようになってきた。非興奮性細胞の細胞質遊離 Ca"濃度の周

期的変化(オシレーション)もそうした現象の一つである。たとえば細胞懸濁

液や組織の断片を試料として用いる場合、結果として得られるのは全体の総和

としての反応であって個々の細胞の反応ではない (Fig.I-2)。つまり個々の細

胞ではオシレーションがおこっていても、周期が完全に一致しない限り総和と

してみれば一過性の上昇になる。従ってこれまで単純に一過性の上昇といった

反応が報告されてきた系でも単一細胞レベルで解析してみれば違った結果が得

られる可能性がある。実際非興奮性細胞の Ca2+オシレーションに関してはその

報告は年々増えていて 15-19)、現在では特殊な反応とはみなされていない。

Ca2>オシレーションは細胞が刺激に応じて細胞内 Ca2・濃度の上昇を周期的に

繰り返す現象であり、筋細胞や神経細胞などの興奮性細胞ではかなり以前から

認められていた。しかしこれらの興奮性細胞の場合は発達した Ca2+チャンネル

を介して細胞外から Ca2φが流入するのがおもなメカニズムであり、非興奮性細

胞の場合とは異なる。非興奮性細胞の Ca2・オシレーシヨンには IP，による細胞内

Ca2・プールからの Ca2•の放出が関わっていて、一般的には刺激の強さは振動の

3 



頻度に換算され、 Ca2+濃度が特に高くなる訳ではない。つまり低濃度のアゴニ

ストでも酵素などの活性化に十分な Ca2φ濃度の上昇が確保され、高濃度でも細

胞に毒性のあるようなレベルにまで Ca2+濃度が上昇することはないという点で

極めて精巧なシステムということができる。この現象を説明するモデルもいく

つかあり山1)、細胞により異なるものの典型的には IP濃度が振動するかしない

か、Ca2+プールが複数か単数かなとーのパターンに分類できる。

ところで単

一細胞の細胞

内 Ca'.漫度の

測定は、Ca'・感

受性の色素を

用いた画像解

析法や微小電

極を用いる

whole-cell 

parch-clarnp 法

などで行われ

てきた。

羽市ole-cell

paにh-clarnp 法

はHornら四に

より perfora低d

paにh法が報告

されたことで

さらに洗練さ

れた技術にな

った。この方法

は、従来の

whole-cell法で

Conventional 
Who陥-CeUPatc句

Fig.1-3 実験方法

。ω"

ー-・・-
Svction 

Nystatin Perlorated 
Whol・-CeUPaにh

巨核球の電気的応答をnystatin-perfora也dwhole-cell palCh clamp法
で記録した。 薬物の投与は上の図に示したY.tu民法で行った。 y-
tu同法により細胞外液を20ms以内に交換できる。

4 

は細胞膜を破って細胞内と電筏内を通電させるのに対して、一価イオン透過性

の ionopho陀である nystaunを電極内液に使うことで細胞膜に小孔を開けて電極

と細胞を通電するもので、細胞内分子のピペット内への拡散による消失がおこ

らないという利点を持つ。従って nystatinperforated法はこれまで研究しにくい

とされてきたセカンドメッセンジャーを介する反応などに有効である。これま

でどちらかといえば膜そのものの性質であるチャンネルなどが pa凶 -clarnp法

の得意分野であるとされてきたが、この方法により個々の細胞の生理的応答を、

チャンネルの開閉を指標に解析できるようになったといえる。

さらに本研究では細胞に薬物を投与する方法として Y-cube法 (Fig.1-3)を採

用した。この方法は神経細胞の早い応応、答を角解ヰ析するために考案されたもので、

細胞外液の交換が2初omsで完了する

つて位置情報は得られないものの薗f像象をとるための時問的な制約がないため、

記録は連続的にできる。従って Y-cubeとの組み合わせで時間分解能の極めて高

い測定が可能である。

こうした事情を背景に、本研究では巨核球のアゴニスト応答を、主に

nysta古I-perfora巴dwhole-αII paにh-clarnp法を用いて解析した。なお巨核球の単一

細胞レベルでの解析は他の方法で既にいくつか報告があり 25.湖、それらの結果

との比較も焦点のひとつとなる。

5 



第 2章 ラット巨核球の ATP誘発性細胞質カルシウムオシレーションとプリ

ン受容体の性質

2-1 緒言

血小板は血液凝固の必須因子で心血管系の疾病において極めて重要な役割を

果たすり。しかしその大きさが小さいことやわずかの刺激で凝集してしまうこ

となどの性質により、単一細胞レベルでの研究は少ない九そこで血小板の代

わりに、その前駆細胞である巨核球を用いることもある。血小板と巨核球はセ

ロトニンの取り込み 3)や食作用ペアコ・ニスト 5.6)やプロテオグリカン組成 7)など

が共通であると報告されているためである。

本研究では perforatedpa帥-clamp法を巨核球に適用し、この細胞がプリン受容

体刺激により周期的 K'電流の活性化を示すことを見いだした。この反応は細胞

内 Ca
2
'の振動により引き起こされるものと考えられ、極めて興味深い。さらに

受容体の性質について調べ、これまで知られていなかったプリン受容体が存在

する可能性を示唆した。

2-2 実験方法

2-2-1 細胞の調製

体重 250-3oogの雌雄 Wistarラットを過剰量のジエチルエーテルで麻酔し、頚

動脈切断により堵殺した。大腿骨を単離し、注射筒と針を用いて標準外液で洗

浄することにより骨髄液を得た。 75μm のナイロンメッシユで漣過して細胞の

塊をのぞいた後、細胞懸濁液を記録用チャンパー (F山 n，Primaria tissue cultu陀

dish) に移した。記録用チャンパーは室温で数時開放置し、細胞が底に固着す

るのを待った。巨核球は位相差顕微鏡下ではその大きさから (40-50μm)容易

に識別可能である。細胞の記録は単離後 8時間以内に行った。

6 

2-2-2 溶液

標準外液の組成は、 150mMNaCl， 5mM KCI， 2mM CaCl" ImM MgCl" 10mM 

glucose， 10 mM N-2-hydroxy巴出ylpiperadine-N'-2-e出anesulfonicacid (HEPES)で、 pH

をtris(hydroxymethyl)aminoe出釦Eσ巾)ーOHで7.4に調整した。カルシウムフリ ー

の細胞外液には 2mMethyleneglycol-bis-(s-amin∞出yle出er)N，N， N' ，N'-ほ仕組白白C

acid(EGTA)を加えた。 Perfora也dpatchのピペット内液の組成は、 50mMKCl， 

IOmM HEPES， pH 7.2で、 conventionalwhole cell patchのピペット内液は、 15白nM

KCl， 2mM ATP-Mg， 10 I1lJ¥1 HEPES， 0.3または lmMEGTAである。Nystatinは IN

HClでpHを2にした酸性メタノ ールに溶解し、 KOHでpHを7.2に調整して

lOmg!mlのストック溶液を作成した。このストック溶液をピペット内液に最終

濃度 50-100μg!mlに溶解して実験に用いた。

2-2-3 電気生理学的測定

巨核球の全細胞電流は Homらによる方法川こ従って室温(21・24・C)でnysta出

perforated法により記録した。実験により conventionalwhole-cell paにhclamp法 9)

も用いた。ピベ γ トは1.5mmの細管(ナリシゲ)から二段階にピペットプーラ

ー (ナリシゲ、 PB-7)で引いて作成し、先端を flr巴 polishした。ピペット溶液

を満たした記録電極とレフアレンス電極との聞の電気抵抗は 5・10nであった。

Perfora凶 pa帥屯lampモードでのアクセス抵抗は 4min以内には安定し、その値

は∞nventionalwhole-αUモードの場合と同様であった。電流と電圧の測定には

パッチクランプアンプ (L叫 EPC7) を用い、同時にペンレコーダー(三栄、

RECTI-HORIZ-8K) で記録し、電気信号をデジタ Jレオーデイオプロセッサーで

デジタ Jレ方式に変換した後ピデオカセットレコーダー(三菱、 VH-F32) で記

録・保管した。

2-2-4 薬物

ATP、ADP、ATP-y-S、AMP、Aル1P-cpp、quinine、quinidine、iberiotoxin，apむrun、

及び nystannは SigmaChemical、adenosinは和光純薬工業製のものを使用した。

UTPは Boehringer恥1annheim、2・methyl出ioA:τ?は RBIBiochemicals、HEPES、

7 



1，2-bis(O-aminophenoxy)伯釦e N，N，N'，N'必 traaαtic acid (BAPTA)-AM 及び

sodium-binding benzofuran isophthalate (SBFI)-AMは同仁化学、 p1uronicF-127は

Mol巴cul訂 Probes(USA)から購入した。各薬物は標準外液にj容解してその日のう

ちに使った。 ATP及びその関連化合物は pHを調整し直してから使用した。

薬物の投与は Y-tube法により行った 10，11)。実験中、薬物を投与するためのマ

イクロピペットの先端は細胞から約 5∞μmの距離に置いた。この方法により、

単維巨核球の周辺の溶液を 20ms以内に交換できる。

2-2-5 データ解析

ECso値は薬物の用量ー反応曲線から計算した。計算法の詳細は、中川らの論

文悶による。 pD2はーlogECSOである。

ATPι濃度の計算は Dめlquistら問のデータを用いた Cockcroftらの方法叫に基

づき、温度条件の違いを TaquiKh切らの求めた平衡定数同を利用して補正した。

計算式は

[ATPっ=[ATP(to凶)]/(103.97[Ca'+]+ 104，2' [Mg'+]) ・・ ・(1)

式(1)はこの笑験条件下で ATPが ATPふとして存在し、 Aτγ+M'+ (metal'+) 

仲 (ATP-肘1)'・の反応、に対し、 logK(Ca'+)= 3.97、logK(Mg'+)= 4.22として求めた。

式(1)は(ATPふi1)2.:=ATP(to凶)、 Ca2+(世田)三Ca2+(to凶)， Mg2+ (世田正三Mg2+(to凶)の近似を

含む。この近似は[ATP伯母l]く<[(ATP-同 2ー]、 [(ATP-Ca)勺くく[Ca2+(丘町l]および

[(ATP-Mg) 2.]<<伊!g2φ(世田l]の時に成り立つ。今回の実験条件下では ATPに対し

て二価陽イオンの濃度は大過剰なのでこれらの条件が成り立つ。

2-3 結果

2ふ l 巨核球の ATP誘発性外向き電流の性質

2-3-1・1 ATP誘発性外向き電流オシレーション

perforaほdpaにh法の電流固定条件下では巨核球の平均静止電位は 45土5mVで

あった (n=11)。この値は河により∞nventional法で報告されたもの 16)とほぼ

等しい。 10μMの ATPを投与すると膜電位は自発的に-43:t6からー79:t5mVに

反復的に過分極した (n=5)。試験に用いた細胞 155のうち 141個が ATPに応

8 

答して電圧固定条件下で振動性の外向き電流を生じた。 Fig.2・1Aに ATP誘発

性電流の例を示す。この周期的外向き電流は ATP投与直後にみられ、薬物の除

去により直ちに消失する。希に ATP刺激なしでも自発的に周期的過分極をおこ

す細胞がみられた。ま たFig.2-1に示すように電流のベースラインが 50pA程度

変動する場合もあった。河の報告にもあるように巨核球のアゴニスト感受性に

差があるため、感受性の違う細胞のアコ・ニストに対する相対反応強度を比較す

るためデータは 10μMATPで誘発される反応を 1として補正したものである。

Fig.2-1Aに示すように， Iperiod'は各外向き電流スパイクの幅、 ，delay' は二

つのスパイクの間隔を意味する。 ATPを長時間投与すると delayが徐々に長く

なる (Fig.2-ID)。電流の大きさと Iperiodは最初の一分間ほどは減衰するがそ

の後は比較的一定値を保つ (Fig.2-1B，C)0 ATPの長時間投与により反応が消

失しでもさらに高濃度の ATPを投与すれば振動性の反応が再度観察される。

さらに ATPを除去して標準外液でしばらく放置することによっても反応性は

回復する。従ってこうした減衰は受容体脱感作によるものと考えられる。

A 10件、'lATP

V~OmV 

C 2.0 

l..!ト4

i109TK.μ.C'. 

I • .‘ d ・，~で:、 ;[伊:
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円g.l.l.ATP-Induced 。田sci1l加a似制E拍。併f可y。叫w削"吋dα町聞Uin ratmega暗kary恒)'I<U凶nderv刊。l凶..g肝e-clar町訓m叩、甲pc∞。ondi山u。開n.A. 。田s悶cαcillat“山tω町。町汀岬γ 
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9 



Fig.2-2Aに外液 K-濃度 5mMで保持電位 (VH) を変えたときの A1P誘発性

電流 (IATP) を示す。周期的電流は VHがーl∞、 -60、 -40、 20mVの時観察さ

れる。 Fig. 2・2Bには内液 K+濃度が一定 ([K.]i=150mM) で外液 K.濃度を変え

たとき ([K.]o=5，10， 20， 50 mM)の電流ー電圧 (I-V)相関を示す。各 I-V曲線の

電圧ゼロの値から IATPの反転電位 (EATP) を読みとると、[K.]oが 5，10， 20， 

5αnMのときそれぞれ 82.3，-60.8，ー45.5，-23.5mVであった。これらの EATP値は

Nernstの方程式から計算される K.の平衡電位 ([K.]oが 5，10，20，5印曲Iのとき

それぞれ EK=-85.0，-68.0， -50.0， -27.0mV) に極めて近く、[K.]oが 10倍変化し

たときの EATPの変化は 59.9mVであった (Fig.2-2C)。以上の結果から巨核球

のA1P誘発性の振動性電流は K.により逮ばれると結論できる。

A 

三よ二 」両州i~~w~l _j 

10μMATP 

Va :: .100 mV 

利γ 叩
....OmY 40mY UlmY 

B C 

河
内
-
・
=
宅
内
内
匡
『
『
a
開
ヨ
同

-a

・
1

;j// 
1・

~ [K+Ĵ (mM) 
Frg・2.2.A TP-induced叫山可田rrentsat vanous咽 emalK"∞岡山町([問。.).A.ATP引 okedoscilla町町ents
rec町 uedin st.andard eXlemal四 lutionc田凶ning5 mM.K+ at VHs from・1∞mVto .20 mV. Horizontal ba.rs indi日1<山e

初日出盟諸正時;時世出75
回 ightline has a slope of 59.9 m V r~。日 100fold change回 [Kつa

2ふ 1-2 conventio叫法と nystann法との比較

1990年に河が∞nventionalwhole-cell法でモルモット巨核球の ADP誘発性外

10 

向き電流について報告しているが、その形が nystatinperforated whole-∞U法で得

られるものと異なり、一過性電流であるとされる。 nystatln法でモルモット巨核

球の A1Pまたは ADP応答を記録するとラットの場合と同じ振動性電流が観察

され、ラット巨核球は A1Pでも ADPでも振動性電流を生じる。そこで河の用

いたものと同じ EGTAを含むピペット内液を用いて convenロonal法でラット巨

核球の A1P応答を記録してみた。結果を Fig.2-3Aに示す。

ピペット内液が

細胞内に十分拡散 A 

するように、記録

はwhole-cellモード

確立の 3分後から

行った。この条件

下では A1Pは河の

報告したような単

相性の電流を示し

た。さらに高濃度

Internal Perfusion with EGTA buffer 

Jごご?ム~マ/~ Jr伺 pA

ATP 1μM JμM 10μM 

1mMEGTA 

_j200PA ~一一 AfR  
ATP JμM 10μM 30件M

B Internal Perfusion with O-EGTA buffer 

のA1Pでは、単相

性電流の持続時間 h 

~ ~ !I I叫 A

と大きさが増加し !hll11 1!!1U ll h ;1 .1 

た。またピペット_~vv~vし liJilldli し~ V~JWVL _j V~WJ\_ 
内液中の EGTAl農 ー一一一 一一二一ー一 一一一一

度を増加させると ATPJ:耐

用量ー反応、曲線が高

3rd 7，h 10th 

濃度側に移動する。Fig.2-3. Compari皿 nof conventiona1 (A) and nystatin-perfora也d(s) whole-cell patch 

さらに Fig.2-3Aの Etf江n;t午JZ;222ロユTZニ立:ロ目立:2:sure

矢印で示したよう 522よzγ品ts品で22おお:133122ZZ!?4t21312プ
superimposed ev町y4 s. Oosed h目立onw国ISunder山ecurrent回目sindi国

に、 A1P応答が比問吋ofATP明 lica.tion.Appl叫 onofATPw日間四回副2min intervaJ. Double. 
較 headed町 owsindi山由eresid叫 CUrTentafter removaJ of A TP. The current回 c悶c白s

的大きいときに 山山e拙憎問削WW叩官町c日。b凶阻凶'"耐edf，加悶町rom叫2日thc且山町mcc臼cr札l
c目xamlO吋且 c印u問 n川E回 c白。曲b凶 n凶 b句ywhole-cell m凶 ew問"出hEGTA-仕目叩t町訂na心i 
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後も電流がテイリングとして残存する。 nystann法では K・電流は薬物の洗浄に

より直ちに消失するのでこのような現象はみられない。

さらに細胞内を EGTAで潅流する事の影響を調べるため、 EGTAを含まない

ピペット内液を用いて∞nvenrional法で whole-ωH電流を記録した (Fig.2-3B) 。

この条件では A百は最初のうちは nystann法の場合とほとんど同じ振動性の電
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流を示した。繰り返し反応させるうちに徐々に電流の形は変化するが、これは

細胞内高分子がピペット内に拡散していったための、いわゆる run-down現象と

考えられる。しかしこうして run-downした場合でも凶lingはみられない。また

EGTAの代わりに BAPTAを用いても同様の結果が得られ、 EGTA濃度を 30μM

まで下げれば EGTAなしの時と同じような電流がみられる。 EGTAや BAPTA

は細胞内の Ca
2
+緩衝作用と浩抗して細胞内での Ca2+の動きを阻害する。従って、

河の報告と今回の実験の結果との遠いは、ピペット溶液中の Ca2+キレート剤に

起因すると考えられる。またこの結果からは巨核球の細胞内 Ca2+緩衝能力が比 J lOOpA 
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較的小さいことも示唆される。

巨核球の ATP誘発性振動性電流の薬理学的性質を検討した。 Ca2+依存性 K+

チャンネルプロッカ -quinine (100μM) はFig.2-4Aaに示すように ATP誘発性

電流の頻度には影響せず大きさを減少させた。同じ濃度範囲で quinidineもまた

電流を減少させた。電流の大きさは 100μMのquinidineで72士6%(n=4)、 100μM

のqummeで70土5%(n=4)抑制された。一方で低伝導度 Ca2+依存性 K.チャンネ

ルプロッカ -apaminは最大 1rnMまで使っても ATP誘発性の K.電流に影響を与

えなかった (Fig・2・4Ab)。高伝導度 Ca2令依存性 K.チャンネルプロッカ-

ibenotDxin も 1∞nMで全く影響なかった。町ae出y1ammonium (30nM) 、4-

aminopyridine (10μM) も作用はなかった (n=4データは図示しない)。

振動性電流は ea2
+依存性K・チャンネルにより運ばれる

K.チャンネルプロッカーの影響

2・3-2

2-3-2-1 

Fig・2-4， Eff，回目 ofCa!+-aetiva，ed K + ehannel blockers (A)阻 dBAPTA(B)叩出eATP-
induced oscillatory K+ outward c町回国 Honzon【a(bars above each c町 enttrace田dica【e
a period of drug apptieatio九 A，出eK+ charmel blockers were pretreated for 30 s before出e
simultaneous application wi出 10凶I-ATP.Aa， inhibi，ory effec凶 of 100凶1-qu山 ne.
Ab， effee， of 1μM-apamine. R出 ordingsof a and b w町 eob，ained fヤomdifferenr ceUs. B， 
each concen回 tionofBAPTAーんMwas loaded for 1 hr at r∞m temperature. After wash 
out ex町aceUul町 BAPTA-AM， megakary田 yteswere left for at least 30πun【oa110w 
comple回lyhyd.rolyze remaining acetoxyme【hylestcr.BAPT A-AM was dissolved wi由
dimethylsulfoxide (DMSQ) and rnixed well 刷出 lμ1of surfactant (pluronic) before 
adding to出estandard ex間前副 solutioncon祖国ingisolated megakaryocyte. Three [0 five 
celIs in each dish w町 eexamined，叩dcypical cuπent回 C回 wereshown in出 5figure 

既に河が ADP誘発性 K.電流は細胞内 Ca2・依存性であることを示唆している

が、この K・電流が細胞質の Ca
2・i農度に依存することを確認する必要がある。そ

こでまず膜透過性の Ca2・キレート剤 BAPTA-AM で細胞内遊離 Ca2• をキレート

ea"キレート剤の影響2-3-2-2 
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した。BAPTAを負荷した細胞では BAPTAの濃度に依存して A1P応答が消失し

た(Fig.2-4B) oO.IIlMのBAPTAでは媛動性 K-電流はわずかに抑制され、 0.3μM

ではかなりの抑制、 lμMではわずかに最初のスパイクが残るのみで振動は消失、

10μMでは電流が全くみられない。BAPTAを負荷した細胞に高濃度の A1Pを投

与すると、 Fig. 2-3Aのような幅広の単相性電流になる。 BAPTAの代わりに

SBFI-Al¥1を負荷した場合には A1P誘発性振動電流になんら変化がみられない

ことから、 BAPTAの作用は Ca'-結合性によるもので AM体による非特異的影

響ではないといえる。従って A1P誘発性 K-電流は細胞質 Ca2φ濃度の増加によ

って活性化されるもので、 K-電流が振動するのは ea2令濃度の振動を反映するも

のであるといえる。さらに K-チャンネルプロッカーと ea2
-キレート剤は前者が

K-電流の頻度を変えないままに電流を抑制するのに対して、後者は電流の大き

さにはそれほど影響しないが振動の頻度を抑制するという違いがあって、それ

ぞれの作用点がKイ云導度と細胞内Ca'-動員にあることを明確に示す結果となっ

守-~。

2ふ 3 巨核球のプリン受容体

2-3-3-1 A1P応答の濃度依存性

Fig.2-5Aに0.1-10μMのA1P濃度で誘発される K-電流を示した。この反応

の関値は約 lμMで、 10μM付近で最大に達する。反応強度には細胞問でばらつ

きがあるため、 A1P10μMでの値を lとして補正したデータを用いて用量相関

性について解析した。 「頻度Jは l秒あたりに観察される外向き電流の数、「最

大電流(1m出)Jは最大の電流値(通常最初のスパイク)、「遅延時間 (laほncy)J 
はA1P投与から最初の電流が観察されるまでの時間を意味する。A1P濃度の増

加に依存して頻度が増加し、遅延時間は短縮し、最大電流は増加する(Fig. 

2-5B，C，D)。変化の程度が最も大きいのは頻度で、反応強度の指標としては頻

度が適当であると考えられる。
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2ふ 3-2 各種プリン受容体アコ.ニストの影響

ラット巨核球は ADPにも応答するため、 ADPの用量ー反応性についても解析

し、 ATPの場合及び河の報告と比較した。 Fig.2-6Aに示すように用量に依存

して頻度と最大電流が増加し、遅延時間が減少するというパターンは A1Pの場

合と同様であった。しかし Fig.2-6Bに示すように A1Pに比較して ADPの作用

強度は約 30倍であ った (ADPのECSOはO.IIlM、ATPの ECsoは 3.1州)。さ

らにその他のプリン受容体アゴニストの影響について Table2-1にまとめた。最

も強力なアゴニストは 2-me出yl出oA1Pで、 次が ADP、そして A1P-y-Sと続〈。

Adenosine、UTP、AMP-CPPは lmMまで投与しでも作用がみられなかった。 A1P

の非加水分解性の類似体である ATP-y-SがA百よ り強い作用を示したことから、

A1Pが細胞表面で eCωA1P却により ADPに変換されて作用しているという可

能性は否定される。また有効なアゴニスト問で誘発される最大電流や最大頻度
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はなかった。

i可の報告に

よればモルモ

ット巨核球は

1-100μM の

ADPに応答す

る。しかし本研

究では K-電流

の活性化に必

要な ADPの濃

度は約 1/30で

ある。モルモッ

トの巨核球を

用いても今回

の実験条件で

は 0.1μ加1 の

ADPが K匂流

オシレー ショ

F抱.2-6. Concen田町 de問 dcn可 ofthe oscil1a回 ryK+ outward CUITen[S induced ンを誘発でき
byADP回 dATP.A，ザpica1oscilla回ryK+ ourward CWTents activated by A TP (upper 

panel) and ADP (Iow町四el).All recordings were obtained from the same叫 ることを確認
Horizon凶 b町 indicatethe application peri吋 of白 ，chagon出.B， concen回 Uon- 市山

response relatio田 hipsof ATP <.) and ADP (・)岡山cmaximwn frequency. Each している。従っ
pom'叩 dbar indicate出eav町agefrequency四 d出er阻 geof measured va1ues 
respectively. Nwnb町 ofmeasurements w白 four回附enfor cach po回 L ' て河の報告と

は種差によるものではない。
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の結果の遠い

Fig.2-6及びTabl巴2・1のデータからは巨核球のプリン受容体の性質が既知の
Table 2-1. Oscillatory K+ outward currents induced by purinoceptor agonists 
Eff<<ts of various purinoaptor時onistson megakaryoc:yks. Frcqucncy and amplitude of 
oscillatory K" outward currents wcre normaJized to出oseor ATP (10μM)-induced ones [max 
frequency I 0.2L土0.02sec.1 (n=ηt max amplitude t 637.5:i 68.8 pA (n:8)]. Each value 
repre町 ntsmean :iS.E.M. rrom four to eight cells. pD2 w回 caJculatedas described川 Methods
nt number o( cells. 

n pDl 

ATP 8 5.51 

ADP 8 6.98 

2・methylthioATP 5 8.02 

adenosine 5 <3 

UTP 5 <3 

AルlP.cpp 5 <3 

ATP.y.S 4 5.90 

m阻 imumfrequency [max 

1.0・ 1.0・
1.05" 0.06 1.07土0.09

1.20 = 0.17 0.95土0.07

1.30士0.20 0.97土0.02

ものとは異なることが示唆される。しかし ATPとADPが別々の受容体を刺激

しているという可能性があるため、ATPと ADPのcross-d巴senslロzauonについて

調べた。 Fig.2・7Aに示すように ATPや ADPを繰り返 し投与することにより脱

感作を起こさせ、そのあとで ADPまたは ATPを投与するといずれの場合も反

応は見られない。 ATPや ADPの投与の順番を変えても結果は同じである。一方

Fig. 2-7Bに示すように ADPの連続投与で反応が消失した後、 ATPをさらに投

与しでもなんの反応も見られないが、 thrombinはK'電流オシレーションを誘発

する。従って Fig.2-7に示したような脱感作は細胞内 Ca2
+ス トアのレベルで起

こるのではなく、 受容体レベルで起こっているといえる。これらの結果からは

ATPとADPは受容体を共有する と考えられる。なお Fig.2-7に示した細胞は比

較的早く脱感作を起こす例で、通常の細胞は脱感作のためにはより長時間の投

与を必要とする。
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細胞外 Ca"フリーの条件で反応

を抑制する。従ってこれら金属 B

イオンのプリン受容体応答の

抑制作用は Ca'・チャンネルの阻

害活性とは関係がないと思わ

れる。

2-3-3-3プリン受容体刺激による細胞内ストアからのCa2+の動員

Fig. 2-8に示すように振動性の Kφ電流は細胞外液中 Ca2'が存在しないとき

にも観察される。この場合、振動性電流は通常の脱感作の時より早く消失し、

消失後はたとえ長時間後でも、高濃度でも A1Pの再投与による反応は見られな

い (Fig， 2-8B) 。しかし細胞外液に Ca2+を添加することにより反応性が回復す

る。また Fig.2-8Cに示すように Ca
2
'チャンネルプロッカーである 10mMLaCL. 

の存在下でも A1P誘発性の K.電流オシレーシヨンは観察される。従ってLa"

感受性のCa"チャンネルを介するCa
2φ
の流入は K'電流の誘導には必要ではない。

これらの結果からは、振動性の K'電流は細胞内 Ca"ストアから放出されたCaz，

により活性化され、 Ca
2・ストアの Ca2・を再補給するには細胞外の CaZ，i，)f必要で
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える。そこで 10μMA1Pで誘発される反応に対する細胞外 Ca"濃度 ([Ca'-lo)

の影響について検討した。 Fig.2-10に示すように K-電流のImax、頻度、遅延

時間のいずれもが[Ca勺。に依存して変化した。 [Ca"l.の増加は A1P濃度の減少

に等しu、作用を示す。同様の[Ca"l.依存性が ATP九をアゴニストとする 1744マ

クロファージ叫とラット腹腔肥満細胞川でも報告されているため、本実験条件

での A1P'濃度を計算した。その結果は Fig.2-10に示す。A1P誘発性の反応は

ATPιの濃度に依存していることがわかる。同様の結果が細胞外 Mg吋農度を変え

たときにもみられ、 10μMA1Pの作用は細胞外に Ca"とMg2"の両方が存在しな

いときに最も強くなる。 1μMADPの反応も細胞外二価陽イオン濃度が減少する

ことにより増強され、二価陽イオン濃度がゼロの時にもやはり A1Pよりも ADP

の方が作用が強い。これらの結果からは ATPとADPの実際のアゴニストの形

はATP‘と ADP"であることが示唆される。
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(汁十万)

¥ 
プリン受容体アンタゴニストの作用

2ふ 4-1 A1P応答に対する surammの影響

プリン受容体アンタゴニストとして知られる薬物の巨核球プリン受容体に対

する作用を検討した。 Fig.2-11に示すように非選択的P
2受容体アンタゴニス

トとして知られるsurammはA百誘発性の K-電流オシレーションの頻度と電流

を用量依存的に抑制する。suraminの作用は先に A1Pを投与した場合でも直ち

に観察され、細胞を長時間処理しでも特に作用強度に変化はみられない。 Fig.

2-11bには surammの用量依存性を、 Fig.2-11cには surarnin3μMによる A1Pの

用量ー反応曲線のシフトについて示した。 surammの 10μMA1Pに対する阻害作

用は lμMからみられ、その作用は頻度に最も良く反映されるので頻度を指標に

した場合の surammのIC50は2.3土1.2μMである。また surarnin3μM存在下では

Aτ?のEC50が2.9土1.0μMから 8.8i:1.5μMにシフトした。

2-3-4 
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Aτ?応答に対する児activebluesの影響2-3-4-2 

む二JfZ122rtzi:;ztZ」[:こ221むこtz:ZJzzzrhはプ
幽 [Ca2+)・ bd~唱 theapplication o( ~TP. b， rdationahip bclw聞、m山 mum

L22t:出向担zcy叫 I白
山山山叫吋。r悶陥山fi.恥v町c匂一m叩町叩刊恥e叩F問凶凶t叫“…町d削u凶n!叩凶凶r，;~計子竺f 

;7Eょ:-L12ZZJむ:rz口 :24UZ723U272zrょ23吋・

5品目別ELZ仙沼山口出tzz訳出12EU刷

2回白..in<1i白包dhQ・a.athotypic:.al開“frCWn(our叫 ponm四 U

Fig.2-8で示したように外液Ca"フリーでは A1P応答が増強されるように見
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ECso値は 2.9:1:0.8μMから 9.2土2.4μMにシフト した。こうした RB-2または

RB-5の作用も surammの場合と同様可逆的で投与時間に依存せず、反応の最大

値には影響しなかった。

なお非選択的 P1プ

リン受容体アンタゴニ

ストで あ る 7-

chloroe出yl山eophylline

は巨核球のプリン受容

体にはなんの影響も与

えなかった。
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su即
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2Yサプタイプのプリン受容体アンタゴニストである RB-2およびその構造類
似体 RB-4、RB-5についても巨核球プリン受容体に対する作用を検討した。結

果を Fig.2-12に示す。 10μMATPの誘発する K.電流オシレーションに対して
30μMの RB-2とRB-5は抑制作用を示したが RB-4にはなんの作用も認められ
なかった。 RB-2はさらに低濃度でも抑制作用を示し、 0.3μMから効果が認めら

れた。用量ー反応曲線から求めた ATP10μMの反応に対する ICso値は RB.2が
1.3土0.3、RB-5が 10.2土1.1μMであった。また RB-23μM存在下では ATPの

合は ATP より低波度 Fl..2・12E[fecu of R自由veBlue(RB)s on A TP-in山 cedK+ current oscillati叩 ofrnt 

megaka町出向A.effecu of 30 )lM Rss (a) and lower ∞n田 ntrationsof Rs-2 (b) on 10 
で K'電流オシレーシ μdAT?-InducedP 四 rrentoscillation. ATP was applied during a peri吋 ind.iロtedby 

closed horiz.ontal bars. Each drug w:u a押 lied2 min prior 10出eappliロtionof ATP 

ヨンを誘発するがこれ Current国間 ina and b were from single ceU. respectively. s， concentra包on-d甲叫nt

inhibuo町 a由 onsof RBs. C， effect of 1μMRB.2田山ec田 cenlraUonresp∞5e 

らアンタゴニストは同 relation出戸 ofATI 

程度の反応強度の時同程度の濃度範囲で抑制作用を示した。その他の、抑制の

可逆性などの性質もすべて ATPの場合と同様であった。また図には示さないが

thrombinのように全くタイプの違うアゴニストによって誘発される K'電流オシ

レーションにはこれらプリン受容体アンタゴニストは影響を与えなかった。こ

れらの結果から suraminや RB-2は巨核球のプリン受容体のアンタゴニストとし

nonnanza[lon 
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て作用すると考えられる。

2-4 考察

ラット巨核球は細胞

外から投与した A1Pに

応答して周期的外向き

電流を発生する (Fig.2-

ADPl tIo¥1: -
s・~叫旬

1μM ，μM I・凶f

一 一一
ki11111Ujili11tlfa 
hiL心(-Ill-jliJi;L

JIO・H
10. 

1)。この外向き電流は Fig.2-13町民，of町四国001μMADP-induc回 K+c問 問 [osciIlati叩

Current trac田 werefrom single叫，卵叫onefrom four目 llsmmLL.
細胞内 Ca2+猿度の振動

を反映したCa
2
+-activated K-チャンネルを通る K+電流であることを明らかにし

た (Fig.2-2、Fig.2・4)0 K-チャンネルの性質については、先に∞nventional

whole-cell法でモルモ γ ト巨核球を調べている河の報告とほぼ一致している。わ

ずかに異なるのは、河が 30μMquinineが 10μMADPの反応を抑制しないこと

から巨核球の K-チャンネルがquinine非感受性だとしているが、本実験では 100

μM quinineは 10μMA1Pの反応を抑制するため巨核球の K-チャンネルは

qumme感受性であると考える点である。 i可の実験条件では本実験よりアコ・ニス

トの作用が強〈アンタゴニストの作用が弱いため抑制がみられなかったものと

思われる。従って基本的には河の報告したモルモツト巨核球のCa2+-activ蹴 dKφ

電流と本研究でのラット巨核球の Ca2+-activaほdK+電流とは同じものであるとい

える。しかしその他の性質で本実験の結果でi可の報告と異なる点がなお存在す

る。一つにはアゴニストに応答して生じる電流がアコ・ニストの洗浄により速や

かに消失し、テーリングはみられないこと (Fig.2-3A)、二つ目は全体的にア

ゴニスト濃度がかなり低いこと (Fig.2-3A)、最後は電流の形が一過性ではな

くオシレーシヨンであること (Fig.2-3B)、である。Ca2・キレート剤 EGTAを含

まない電極内液を用いて conventionalwhole-αH法で記録を取れば nystatlIl法の

場合と同様の結果が得られることから (Fig.2-3A)、こうした違いは Ca2+キレ

ート剤によるも のと推測される。この結果から巨核球の細胞内 Ca2φに対する緩

衝能は比較的小さいということもいえる。おそらくそれが原因で fura-2を負荷

した巨核球の画像解析ではオシレーシヨンが検出できず、一過性の上昇になる

24 

もの】6.17)と考えられる。Ca'令オシレーションの場合、細胞外から の信号の強さは

頻度に換算されるため、一定の Ca2+濃度上昇で弱い反応から強い反応、にまで幅

広く、しかもかなり長時間にわたって対応できる。細胞にとっては細胞内 Ca2+

濃度の上昇は時に致命的であるため、一過性の上昇で応答する場合には上昇の

程度に限度があるし、あまり長時間持続的に高濃度を維持することは不可能で

ある。従ってオ シレーションの方が信号伝達機能としては優れており、これが

細胞の本来の生理機能であると考えられる。こうしたこ とから、巨核球の生理

機能解明には nystatinperfora凶 whole-∞llpa凶 -clamp法が適しているといえよう 。

巨核球の K+電流オシレーションはアゴニスト濃度が増加すると頻度が増加

し、遅延時間が短縮されるが最大電流は比較的一定である (Fig.2-5)。オシレ

ーションには細胞外 Ca2令は必要ではないため (Fig.2-8、Fig.2-10)、Ca2+は細胞

内プールから放出されるものと考えられる。 Ca2+チャンネ lレプロッカーである

10 mMLal+が A1P誘発性のオシレーションに影響しないことからもこのことが

いえる。血小板では ADPがCa2令電流を誘発するという報告がある叫が本実験条

件では巨核球に Ca2+電流は検出されなかった。これは巨核球と血小板とで異な

る点かもしれない。Fig.2・9にみられるような 5mM Ni2+や高濃度のLa3+による

抑制作用については、 Ni2+が非常に強<A1Pや ADPに結合するため、 Fig.2・10

で示したように真のアゴニストであると考えられる Alγ ゃ ADp3
-濃度が減少

するためと推測される。 TaquiKahnらの報告では A1Pと Ni2+の結合定数は A1P

とCa2φの約 11倍、 A1Pと Mg2φの約 6倍である。La3+についての A1Pとの結合

定数は不明ながら何らかの相互作用はあると考えられる。

A1Pを持続的に投与したときに徐々に各スパイクの間隔があいていって最後

には電流が観察されなくなる現象については、高濃度のアゴニストを投与すれ

ば反応は惹起されることと洗浄して間隔を開ければ反応性が回復することから、

受容体の脱感作によると推定される。こうした脱感作現象は他の非興奮性細胞

の Ca2+オシレーションの場合でも観察されている品開。

巨核球のプリン受容体のアゴニスト選択性はこれまで知られているプリン受

容体サプタイプに当てはまらず、独特のものである。既知のプリン受容体の中

では血小板の P2Tが A1Pよ りADPに親和性の高い唯一のものである刊が、 P2T
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では ATPは ADPのアンタゴニストとして働き、アゴニストとしての作用はな

い。巨核球は血小板の前.~~田胞であることから同じ受容体を持つものと考えら

れてきたが、 ATPの作用については巨核球と血小板では全く違うことを明らか

にした (Fig.2-1-Fig.2-1O、 Table2-1) 0 ATPとADPがそれぞれ別々 の受容体

に作用している可能性は両アゴニストの間で交差脱感作がみられることから否

定される (Fig.2-8)。

さらに ATPとADPは、他の P2受容体でも報告のあるように実際には ATP'・

と ADP'として作用していることを示唆した。このことは河の実験では細胞外

液に 10mM  Ca
2
'を含んでいて、 2mM Ca2'の場合に比較して ADP'濃度が 1(2以

下になるため、 1可の報告でアコaニスト濃度が高い理由の一つでもあると考えら

れる。

また ATP10μMに対するアンタゴニスト surammおよび RB-2のEC50が 10

凶 f以下である (Fig.2-I1、Fig.2-12)ということからも実際のアコ'ニストは A百ふ

と ADP'.であることが示唆される。本来のアゴニストより親和性の高いアンタ

ゴニストが見つかる可能性はそう高くはなく、本実験で用いた条件下では約

lβ0になる ATPふや ADP'.が実際のアゴニストと考える方が自然である。suramm

は非選択的 P2受容体アンタコ'ニスト目湖、 RB-2はP
2Y受容体選択的アンタゴニ

スト初とされる。この両者が巨核球のプリン受容体のアンタゴニストとして働

くことから、 ADPの方がATPより強いアゴニストであるという点をのぞいて、

巨核球のプリン受容体は P
2Yに類似する。いずれにしろ巨核球のプリン受容体

の性質はこれまで知られていなかったものである。つけ加えるならばここで用

いた ATPやアンタゴニストなどの濃度は他の実験系で用いられている濃度 と

比較しでもかなり低く山句、従って抑制作用が薬物の細胞毒性である可能性は

極めて小さい。

最終的な受容体の同定には遺伝子のクローニングなどの方法が必要ではある

が巨核球と血小板とで受容体の性質が変わる仕組みなどにも興味が持たれる。
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2-5 小括

1. nysta出 perfora也dwhole-α11 patch clamp法を用いてラット巨核球の細胞外

ATPへの応答を解析した。

2 保持電位-40mVでATPはト100μMの濃度範囲で巨核球に周期的外向き電

流を発生させた。この電流の反転電位が K'の平衡電位にほぼ一致すること

やqummeやquinidineのような K+チャンネルブロッカーで抑制されること

などから K'電流であると結論した。

3 先に convenrionalwhole-αu法で ADPが巨核球に一過性の外向き電流を生じ

るという報告があるため、perforated法と convenrional法とで得られる結果を

比較した。その結果、先の報告との遠いは細胞内 Ca2令をキレートする EGTA

を細胞内に投与することによって引き起こされるものであると結論した。

4. 膜透過性の Ca"キレート剤 BAPTA-AMは濃度依存的に ATP誘発性の K'電

流オシレーションを抑制する。従って Kφ電流オシレーションは細胞内Ca'φ

濃度の振動を反映するものと考えられる。

5 投与する ATPの渡度を増加させると、 K・電流オシレーションの頻度と最大

電流は増加し、 ATPを投与してから最初の電流が観察されるまでの時間は

短縮される。

6. ADP、2-methyl出ioATP、ATP-y-Sも巨核球に K。電流オシレーションを誘発

するが、 UTP、α一日-me出yl巴n巴ATPにはそうした作用は認められなかった。

アゴニスト強度としては 2-methyl出ioATPが最も強く、次いで ADPで、 ATP

はADPの 1/10-1/30の強さであった。また Aτ?とADPの問には交差脱感作

が認められたが、 ATPや ADPと血rombinとの問には交差脱感作はみられな

かった。

7. ATP誘発性K'電流オシレーションには細胞外からの Ca"の流入は必要では

ないことから細胞内プールからの Ca"放出が関与することを示唆した。さ

らに外液 Ca'・濃度を下げると反応が増強されることから真のアゴニストは

ATP'・と ADP'ーであると考えられる。

8 非選択的 P，受容体アンタゴニスト suramin と P
2Y

選択的ア ンタコ・ニス ト

RB-2は比較的低捜度で ATP及び ADP誘発性の反応を抑制するが、thrombin
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による反応は抑制しなかった。

9. これらの結果からラット巨核球には細胞内 Ca2+オシレーションを誘発する

新しいタイプのプリン受容体が存在することを示した。
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第 3章 ラット巨核球の ATP誘発性細胞質カルシウムオシレーションのメカ

ニズム

3-1 緒言

前章でラット巨核球の ATP誘発性 K+電流オシレーションの受容体の性質に

ついて述べた。既に述べたとおり、この現象は非興奮性細胞の Ca'+ォシレーシ

ヨンの一例である。これまで非興奮性細胞の Ca'+オシレーションについては肝

細胞 1.2)，繊維芽細胞 3句、内皮細胞閥、 E革比重傍細胞 7到などで報告があるが、巨核

球の場合は特に頻度が高いことが特徴である。細胞内 Ca'.オシレーションとい

う現象は一般的に起こるものとして認められるようになったがそのメカニズム

については複数のモデルが存在刷ηする。そこで巨核球の Ca'+ォシレーションの

メカニズムについて宅食言すすることにした。

なお既に前章で説明したように巨核球は Fura-2などの細胞内Ca'.キレート剤

によりオシレーションが阻害される 18問ため、こうした蛍光色素を用いた画像

解析による研究は極めて困難である。従ってパッチクランプ法により解析を行

った。またアゴニストとしては ADPよりも凝集などが起こりにくいであろう

Aτ?町を用いた。

3-2 実験方法

3・2-1 細胞の調製

体重 250-300gの雌雄 WiSlarラットを過剰量のジエチルエーテJレで麻酔し、頚

動脈切断により堵殺した。大腿骨を単離し、注射筒と針を用いて標準外液で洗

浄することにより骨髄液を得た。 75μmのナイロンメッシュで液過して細胞の

塊をのぞいた後、細胞懸濁液を記録用チャ.ンパー (Fal∞n，Primaria tissue culture 

dish) に移した。記録用チャンパーは室温で数時間放置し、細胞が底に固着す

るのを待った。巨核球は位相差顕微鏡下ではその大きさから (40-50μm)容易

に識別可能である。 細胞の記録は単離後 8時間以内に行った。
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3-2-2 溶液

標準外液の組成は、 150mMNaCl， 5mM KC1， 2mM CaCJ" lmM MgCJ" 10mM 

glucose， 10 mM HEPESで、 pHをTris-OHで7.4に調整した。カルシウムフリー

の細胞外液には 2mMEGTAを加えた。 Perforatedpaにhのピペット内液の組成は、

5白nMKC1，1白nMHEPES，pH 7.2で、conventionalwhole cell paにhのピペット内液

は、 150mMKC1， 2mM ATP-ルfg，10 mM HEPES， 0.3または lmMEGTAである。

Nystatinは lNHClでpHを2にした酸性メタノーJレに溶解し、KOHでpHを7.2

に調整して 10mg!m1のストック溶液を作成した。このストック溶液をピペット

内液に最終濃度 50・100μg!m1に溶解して実験に用いた。

3-2・3 電気生理学的測定

巨核球の全細胞電流は Hornらによる方法 2川こ従って室温(21-24・C)でnystann

perforated法により記録した。実験により∞nventionalwhole-c巴llpaにhclamp法 22)

も用いた。ピペットは1.5mmの細管(ナリシゲ)から二段階にピペットプーラ

ー(ナリシゲ、 PB-7)でヲ|いて作成し、先端を frrepolishした。ピペット溶液

を満たした記録電極とレファレンス電極との問の電気抵抗は 5-lOQ であった。

Perfora凶 pa帥 -clampモードでのアクセス抵抗は 4min以内には安定し、その値

はconventionalwhole-cellモードの場合と同様であった。電流と電圧の測定には

パッチクランプアンプ (Lis~ EPC7) を用い、同時にベンレコーダー(三栄、

阻 CTI-HORIZ-8K) で記録し、電気信号をデジタ Jレオーデイオプロセ γサーで

デジタル方式に変換した後ビデオカセットレコーダー(三菱、 VH-F32) で記

録・保管した。

3-2-4 薬物

ATP及び nystannはSigmaChemical 製のものを使用した。HEPESは同仁化学、

pluronic F-127はMolecularProbes (USA)から購入した。各薬物は標準外液に溶解

してその日のうちに使った。 ATP及びその関連化合物は pHを調整し直してか

らイ吏用した。

薬物の投与は Y-tube法により行った23.24)。実験中、薬物を投与するためのマ
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イクロピペットの先端は細胞から約 500μmの距離に置いた。この方法により、

単離巨核球の周辺の溶液を 20ms以内に交換できる。

3-3 結果

2mMCa Ca.(re・-

i泣: ;益出i比二之江 s苫EL

~/~ム人人_/~
Fig.J-lちlisfigure indiロtesdrug effecu on K + conductanc目。fmegaka可田yto

Mega~a可ocyte w田 PO""回 bilizedwi出A231873件、1.Then，山"ぇtemal$olution was ex:changed 
to Gi.+.frt:e四 dEGTA containing soluuon. The current retumed 10 r.he ba叫 l巴vel.This extema1 
Cai.+-d中町dentK+ currenl activ山田 andd回 cuvatJonwe陀 ex.aminedafter drug trea出巴n~
百"""日間S回I.Sof回 chcuπ町 LSwere oot alterd by drug皿.aunenL

本実験においては、 Ca"-activated K+チャンネルの活性化を細胞内 Ca2+濃度の

上昇とみなした。また各種薬物の K+チャンネJレに対する直接作用については、

巨核球を Ca2+ionophoreであるA23187で処理し、細胞外液の Ca2+濃度を変えた

ときにみられる K+電流の活性化と不活性化のパターンを指標にして調べた

(Fig.3-1)。ここで用いた薬物はこの K+チャンネlレの Ca2+感受性には影響しな

いことを確認しである。

3-3-1 オシレーションに関与するカルシウムプール

非興奮性細胞のアコ.ニスト誘発性細胞内 Ca2+ォシレーションのモデルは数種

類あるが、はじめに Berridgeらにより提唱された 2・p∞lモデル1I)が巨核球にも

当てはまるかどうかを検証した。 2-p∞lモデルでは IP，感受性の Ca2+プール

(IICR)のほかに caffeineや ryanodineに感受性の Ca2+感受性 Ca2+プール(CICR)が

存在するとされる。そこでこれらの薬物の作用を調べた。興奮性細胞の Ca2+プ

ールから Ca2+を放出させる活性のある ry釦 odin巴 10μ1f'.2めまたは ceffeine

10mM"'.28)、及び筋小胞体からの Ca2+放出を抑制する局所麻酔薬 procaine1 mM"勿

はいずれも巨核球の ATP誘発性K令電流オシレーションに全く影響しなかった。

さらにこれら薬物単独では巨核球になんら反応を惹起しなかった(データは示
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核球になんの影響もない。細胞外液を Ca2+フリーにした場合、細胞内 Ca2+濃度

の上昇は細胞内プールからの放出によると考えられるので、これら薬物の作用

をCa
2
+フリーの条件で検討した。 Fig.3.2に示したようにA23187もthapsigargin

も一過性の IKuを誘発し、巨核球内に Ca2+プールが存在することを示す。A23187

の投与後は thapsigarginはCa2+放出を誘発できず、thapsigarginの投与後はA23187

は Ca
2
+放出を誘発できない。従ってこれら薬物の作用点は共通である。どちら

の薬物も作用は不可逆的なのでいったん投与した後は細胞外液を標準液にすれ

ば持続的な IKC，の活性化がみられる。外液Ca2+フリ一条件で ATPを投与すると

IKuオシレーションが観察されるが、細胞外から Ca2
+iJ'補充されないためやがて

減衰する。しかしこうして ATPによるCa2+オシレーションが起きない状態でも

A23187や thapsigarginは一過性の I
KC
，活性化を誘発することができる (Fig.3-

2C) ことから、細胞内プールは空にはなっていない。また単独ではなんの作用

もみられない O.I!lM thapsig訂 gmの存在下で ATPを投与するとオシレーション

のパターンが一過性のものに変化する (Fig.3-2D)。これは Ca2+ポンプの阻害

作用によると考えられる。
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次に IP，感受性プー Jレについて検討した。 Fig.3-3 では記録はすべて

conventional 法により行った。記録電極内液に 30mMのIP，を含ませて細胞内に

拡散により投与すると Fig.3-3Aのようなオシレーションがみられる。ピペット

の先端に IP，を含まない内液を入れて拡散を緩やかにしてやると Fig.3-3Bのよ

うに遅れてオシレーシヨンが観察される。さらに IP，感受性 Ca2・プールからの

Ca
2
+の放出を阻害するとされる hep紅mを共存させると Fig.3-3Cのように IP，誘

発性の IK白オシレーションは抑制される。 Ca2+キレート剤 BAPTAによってもオ

シレーションは抑制される (Fig.3-3D)。従って巨核球には IP，感受性 Ca2+プー

ルが存在し、それがオシ レーションに関与しているといえる。

3-3-2 Protein Kinase CとCalmodulinの関与

次いでオシレーシヨンのメカニズムに関与することが他の細胞で報告されて

いる PKC について検討した。 PMA は多少のラグタイムの後 ATP 誘発性の IKC•
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を不可逆的に抑制する (Fig.3-4) 0 PKC 阻害剤 staurosponn は IKC• の活性化に

は影響しないが、-l!活性化された IKC• が完全に元のレベルにまで回復するの

を阻害することによってオシレーションのパターンを阻害する。この作用は濃

度に依存し、高濃度では一過性に近い形になる (Fig.3-4B)。この形は低濃度

の thapsigarginにより誘発されるものと類似することから、 Ca2+-ATPぉeの阻害

によるものと推察される。 staurospo巾の作用も不可逆的で、一旦 ATP誘発性の

オシレーシヨンが一過性の形に変化した細胞では、 staurosponnを洗浄しでも元

の形のオシレーシヨンはみられない。それでも ATP を投与してから最初の IKC•

の活性化が起こるまでの時間と ATPを洗浄したときの速やかな回復には変化

は認められず、 staurosponnは受容体機能そのものには影響していないと考えら

れる。そして Fig. 3-4C に示すように PMA によって抑制された反応は

staurosponnによ って回復する。さらに図には示さないが staurosponnの作用は

PMAによって回復する。

A W-7 
ATP 
10μM 

w_， 30~\1 

jill1lull--j111jlJWL J川
C01Ur01 。s.‘" 2同 n ofrerw由'0"，

B Tr胤

ATP 
10 ;u¥1 

Trinuoperazine 30μルt

-JIllliし」川!l__f̂1__ J~Nvt 
COflfrof 0，5四 n 2剛 瓜 a{/，，-wω'. 0ω 

F1g.3・5Effects of CaM叩tagonist5on A TP-induc国 IKCaoscil1ation. Recordings weπby nysta回-

~:.tora[吋 mode. ATPw白 appliedd山 gapen吋 ind同 凶 byhOr1zon凶同 W・7叫

町tluoperazinewere applied at le出【 30sec pnor 岡山e叩plicationof A TP. The application interval 

W担 2min.ηle c町古川町配回目 Aar芭 typicalones仕omsix cells， and出Qsein B are仕om血Z田 cells
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また CaM阻害剤である W-7と凶fluoper担 ne礼町も Stauros porinと同様の援動

性の消失をもたらす (Fig.3-5) 0 CaM阻害作用と K+チャンネル阻害作用を合

わせ持つ chlorprom回 neの場合には振動性と K令電流の両方の阻筈により小さな

一過性電流が観察される(データは示していない)。これら薬物の作用はすべ

て不可逆的であった。

3-3-3 GTP結合蛋白質の関与と cA加fPの影響

A 

rius 

whol令，，"

B 

ぢ-13
Jl00PA 

Fig.3.6 EffecI of inrracellular application of GTP-y.・S.R田 ordingsw町emade by 
conventional whole-cell mode. Recording pipenes were filIed wi出回目malsolution 
con凶 ning30 (A) ~r 100 ~M (8) of GTP-y.S. Note some delay before山ef1.rst 
oscillation appeared 

GTPの非加水分解性類似体である GTP-y-Sを細胞内に投与した場合にも濃度

に依存した IKC• オシレーシヨンがみられる (Fig.4-6) 0 IP;の場合とは違って、

細胞膜に穴があいてから最初の電流が観察されるまで多少のラグタイムがある。

そこで IP;とGTP午 Sの理論的時定数tをPuschらの方程式同を痢いて計算した。

τは化合物の分子量と細胞の直径、ピペットのアクセス抵抗から計算でき、本

実験の条件ではアクセス抵抗が 3-5M.Q、細胞の直径が20-40μmであるから、 IP;

の場合で 54-714s、GTP午 Sの場合で 57-766sである。細胞の直径とアクセス抵

抗が等しい場合、 GTP-y-Sのt値は IP;のt値よりわずかに 10%程度大きいにす
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ぎない。しかしながら IP;の細胞内投与の場合には t値が大きくなるような条件

でも常に速やかな IKC• の活性化がみられ、 GTP-y-S の細胞内投与の場合には常

にいくらかの遅延が観察される。従って両者の I町.活性化に要する時間の違い

は、拡散速度の違いによるものではなくメカニズムの違いによるものであると

考えられる。つまり IP;による細胞内 Ca2+の動員は直接的なのに対して Gτ'P-y-

Sの場合は間接的またはより複雑な経路を経ると思われる。いずれにしても G

蛋白質の活性化が IKc.オシレーションに関与するといえる。

次に ATP誘

発性の IKC• オ

シレーション

に関与する G

蛋白質の種類

について検討

を力日えた。

Fig.3-7に示す

ように

500ng/ml の百

ーし
…
山

l

B CTX (100 nglml) 
ATPIOl1M 

!¥I¥ 1¥ Jl叫

日咳毒 素 JL， ， JL ，1 ~ ;o; 
(PTχ)で 8時 F 噌…一一一¥t'-ii.3-.7cCCCCl.S of円̂ lnd crx 00 A 11'.i.ndu司 dl，:白帽cilJation.A TP叫 sappliedduring a peri回，ho咽

間前処理して立。TZ沼辛口:cb't222ztJZi訳出2252AZ;zztL8JL5232LZTL
og/mlCTχr。げ。OChour. One ortypical c町時川町民S 告。mfour臼 Us.All showed n。ω.cillati。ロ

も ATP応答に v 日

なんの影響も与えなかったが 1∞ng/m1のコレラ毒素 (CTX)で 1時間前処理し

た場合にはオシレーションが抑制された。 PTXの処理条件は存在する基質の完

全な ADPリポシ jレ化に十分である ;7)ことから PTX感受性の G蛋白質はオシレ

ーションに関与しないといえる。一方 CTXは細胞内 cA..t¥I!P量を増加させる作用

のあることが知られており 37問、この抑制が必ずしも CIχ 感受性 G蛋白質の

関与を示すとはいえない。そこで cAMPの影響についても検討した。 Ad巴nyla也

cyclas巴を活性化する forsko1inを投与すると Fig.3-8Aのように I陥オシレーショ

ンが抑制される。Phosphodiesterase阻害剤 ffiMXも濃度依存的に I陥オシレーシ

37 



ヨンを抑制する (Fig.3-8B) 。さらにこれらの薬物は Fig.3-9に示すように IP)

誘発性のオシレーシヨンも抑制する。 IBMXによる抑制作用が可逆的なのに対

して forskolinの作用が非可逆的なのが両者の作用の違いである。従って巨核球

のIK白オシレーシヨンは α仙 1pによって抑制されると結論される。

日凶iATP

A -.----1凶f(onkOl 

!!~;l ijiLLIi， L ，j !!!1d 
WL!日111j J41 
_) ~~J~JしiJULi止 J仙 J 100pA 

ヨヲJfM

A 

4 
Whole-ccll 

B 

宇品 川。lin1μM 

}，~丸山iJi t--i:こl叫
4 

Whole-ccll 10， 

B a) 

10μ島iATP 

IBMX 
← 1凶I J凶I 10凶f

一一一
Fig. 3.9 Effecl of cAルiPon [P)-induced IKCa osc山ation.Recordings were made by 
conventional whole-cell mode. Recording pipertes were fuled w油田temalsolution 
con出血1920凶iIP，・andIBMX and fo四回linwe叩 appli出回国ceUularlyduring a 
period shown by horizon凶 bars.A. Effect Qf lOμMIBル[)(.B. Eff，回 of1μM forskolin 
The curre町田C問問山口efigure are a叩picalone f旨omfive目 11s.r田pe<ロvely

jhilli JL L - jiui札
f 100 pA 

b) 

0.0刊;:lJ
10" 10 10" 10 10 

3-4 考察

巨核球の A1P誘発性 Ca
2
+オシレーションのメカニズムについて、これま でに

提出されたモデルを参考にしながら検討した。

はじめに 2プールモデルで必要とされる CICRの存在を調べたが、CICRに作

用する薬物は巨核王まになんの影響も与えず、典型的な CICRは臣核球には存在

しないことがわかった。しかし外液ea2
+フリーで A1P誘発性の反応が消失した

後でもなお Ca
2+-A1Pas巴感受性のプール内に Ca2+が残存することから、巨核球

の Ca
2
+プールはオシレーションに関与するものとそうでないものとの二手重類が

あるか、オシレーションに関与する機能的に異なるプールが二種以上あってそ

の容量が異なるという可能性が考えられる。いずれにしてもこれまでに報告さ

れているモデルとは異なるようである。

IICRについては Fig.3に示すように明らかに巨核球の Ca2+オシレーションに

関与する。この場合、細胞内に投与している IP)の濃度は振動していない。従

って、 Cobboldらが肝細胞で ベ Har∞runianらが繊維芽細胞で 4)提唱している

ような IP)濃度が振動 しているという モデルは巨核球には当てはまらない。 IP，

E
X
A
M

一一
IB酢fX(恥1)

Fig.3・8Effectof cALP on AT?-induced IKCaOSCIllatIon-Drugs we問 appliedduring a 
period shown by horizonlal bars. A， Effect ~rìμM forskolin. B， Effect o(IB加αaる

T即日Ic山Tent回 C白 indicating山einhibitory effect of IBMX. b. c and d are 

concentration-dependent effect of IB~αon 10 ~ A TP-induced responseηle 
frequency is the number of spikes obse円 edper one second (b)，山emaXlmum cuπent 

amplitudeσna.x) is the largest cuπent amplitude (c) and 【heIa!ency凶出eperiod 
reqU!red回 aCUva出血e.K~ ch~nnel after A TP appllcation (d)~E，;;h v-;'I~; i~'~~~alized 
田山atof 10μM-ATP-induced response (frequ;';cy:õ~:ìï 士 0.02 seC'1 (n;7); Imax， 63 

L22Ltzzilfl町・ 0.%士0.19sec (吋
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によるオシレーションに関しては涌井らが隣腺傍細胞で報告している 13)ものと

よく似ている。ただし巨核球には隠腺傍細胞のような caffeine感受性のプール

は存在しない。

PKC活性化と阻害によるオシレーシヨンの阻害とパターンの変化から、 PKC

の活性化が細胞内Ca'+濃度を下げる方向に働くことが予想される。 CルIの場合

も同様でCa'+/CaM複合体は細胞内Ca2+濃度を下げると考えられる。つまり受容

体活性化により放出された Ca'φは PKCを活性化し、 CaMを活性化し、これら

が Ca'+濃度を下げる方向に働くと予測される。 CaMは形質膜及び筋小胞体の

Ca'φポンプを活性化して細胞内Ca'+濃度を下げることが知られている 404~非興

奮性細胞の細胞内 Ca'+プールにそのようなポンプの存在は知られていないが、

形質膜だけではなく細胞内貯蔵部位にもこうしたポンプがある可能性はあると

考えられる。巨核球の場合は demarcationchannelと呼ばれる発達した膜系が細胞

質にあって、これらは将来血小板の形質膜になるとされる。 Eny巴diらの報告咽

によればヒト血小板には形質膜タイプと筋小胞体タイプの二種類の Ca'+ポンプ

があり、これらはいずれも巨核球由来である。さらに Pollockらの研究叫では

PKCは血小板形質膜のCa'+ポンプを活性化する事が示唆されており、これらの

ことを考えあわせると巨核球の細胞内 Ca'+プールに PKC/CaM感受性の Ca'+ポ

ンプが存在する可能性は高い。

次に巨核球の IKC• オシレーションは細胞内に GTP-y-S を投与することでも惹
起される。これは G蛋白質の活性化が関与することを示すもので、その G蛋白

質の種類についても検討した。PTX感受性の G蛋白質の関与はないといえるが

CTX感受性 G蛋白質については巨核球が cAMPにより調節を受けるため断定

できないo cAMPの作用点については、 cA加E量を上げる薬物が IP
3誘発性のオ

シレーションも抑制することから、 IP3の作用点以後でのイ乍用、すなわち Ca'+

貯蔵部位からの放出の阻害または Ca'φ取り込みの活性化が考えられる。 cAMP

は血小板でも凝集や分泌を抑制することが知られており叫1崎、この cAMPによ

る負の調節は血小板と巨核球で共通であるといえる。

以上の実験結果に基づいて、巨核球の Aτ?誘発性 lKuオシレーションのモデ

ルを作成した (Fig.3-1O)。細胞外から投与した ATPは受容体に結合して受容
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体共役 G蛋白質を活性化する。 G蛋白質は信号を phospholipas巴 Cに伝え、細胞

Agonilt 

Fig. 3-10 Schemaロcrepresentation for A TP-induced IKCa oscillation in 
mega.kary∞yte.Th巴+marks on出earrow indicate the signal which act to 
r也 氏 [Ca2+]4and -mむ'ksindicate出esignal which act t口氏duc巴[Ca2+]i
This diagram does not depict巴口町y釦 dexit pathways for Ca2+ across出E

plasma membran巴toavoid complexity. AC = adenylate cyclase， CaM = 
calmo~ulin ，. G =.GTP:_~0_:!ing protein， DG =_ d0~y]glycer61 ， IP3 = D-_:n~~
inositol triphosphate， PKC = protein組nぉ eC， PLC = phospholipぉeC，PM
= plasma membr凱 e，R = receptor 

膜;燐脂質から IP3とdiacylglycerolを産生する。IP3はIP3感受性の細胞内 Ca'令スト

アからCa'+を動員する。こうして動員されたCa'令は先に産生された diacylglyαrol

と協調して PKCを活性化し、PKCは細胞内Ca'+濃度を下げる方向に働く。Ca2+

により活性化される Ca'+/CaM複合体もまたまた細胞内 Ca'+濃度を下げる方向

に働く。 Payneらによって提唱されている叫ように高い細胞内 Ca'+法度による

IP3への負のフィードパック機構も関与しているかもしれない。しかし IPJや

GTP午 Sの濃度が振動しなくても IKc.オシレーシヨンはおきることから PKCに

よる ATP受容体のダウンレギュレーションは必ずしも必要ではない。この系に

対して cA恥P もまた負の調節を行い、その作用点は Ca'+貯蔵部位からの Ca'+放

出の阻害または Ca'+取り込みの活性化であると推定される。なお血小板におい

ては、 Aτ?がcAMP濃度を上げることにより凝集を阻害することが知られてい

て 47.48)、巨核球の場合と大きく異なる。

このモデルにおいては複数の Ca'+プールは必ずしも必要ではないが、プール
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が一つであるといえる証拠もない。巨核球は細胞内に複雑な膜系を持ち、その

構成要素には少なくとも巨核球自身の小胞体と将来血小板の形質膜及び細胞内

膜系になる部分とがある。これらの機能的に異なる膜系が機能の異なる細胞内

Ca2
+プーJレとして存在している可能性は大いにあると考えられる。

巨核球の IKC‘オシレーシヨンは、その頻度が極めて大きいことが非輿容性細

胞の Ca
2φ
オシレーションとしては特異的であるが、それが解析に要する時間が

少ないというメリットでもある。ここで示したようにそのメカニズムには他の

細胞と共通する部分も多く、再現性の良いことなどから Ca2φオシレーションの

モデルとしても極めて有用であると考えられる。

3-5 小括

1. Parclトclamp法により Ca2+-aιtivatedK+電流をモニターすることで巨核球の細

胞内 Ca2令オシレーションを検出する系を用いて、Ca2令オシレーションのメカ

ニズムを解析した。

2. CICRから Ca2+を放出させる caffeineや ryanodine、及びCICR空の Ca2+放出

の阻害剤 pr∞組le は巨核球の A百誘発性 IKC• オシレーションには全く影響

しなかった。 Ca2+-AτPぉe阻害弗j出apslg訂'grnや Ca2+イオノフォアA23187は

細胞外Ca2+フリー条件下でも一過性の IKc.を生じた。

3. 細胞内に直接 IP3や GTP-γ'-sを投与することによっても I陥オシレーション

が観察された。

4. PKC活性化剤 PMAはIKc.オシレーションを完全に抑制するが、その抑制作

用は PKC阻害剤 S阻urosporinで解除された。 staurosporinにはオシレーショ

ンのパターンを一過性に近いものに変える作用があった。 staurosponnと同

様の作用は CaMアンタゴニストである W-7や出fluoper日間などにもみら

れた。

5. adenylate cyclase活性化剤 forskolinや phosphodies巴rase阻害剤 IBMXなどの

cA卸E量を上げるような薬物はオシレーションを抑制する作用があった。

6 以上の結果から巨核球の Ca2+オシレーシヨンのメカニズムとして、受容体

と共役した G蛋白質の活性化で phpspholipaseCによりつくられた IP3が細
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胞内 Ca2+プールから Ca2φ
を放出させ、一方で Ca2+依存性酵素である PKCや

Ca2+/CaM複合体が細胞内 Ca2φ濃度を下げる方向に作用することが考えられ

る。 cAおfPもまたこの系に対しては負の調節因子として働く。
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第 4章 ラット巨核球の ATP誘発性細胞質カルシウムオシレーションに与え

る細胞内 pH及びミトコンドリア脱共役剤の影響

4-1 緒言

前章までにラット巨核球の ATP誘発性I阻オシレーシヨンが、非興奮性細胞

のアゴニスト作動性細胞内 Cahオシレーションのモデルと して利用できること

を明らかにした。そこでこの実験系を用いて、様均な因子の細胞内 Ca2・濃度調

節機構に与える影響を検討してみた。

ある種の生物活性物質は細胞内の pHに影響を与えることが知られている。

たとえば血液凝固因子 thrombinは血小板の細胞内 pHを最初は酸性側に、後に

はアルカリ側にシフトさせる 1，2)0 しかしこの細胞内 pHの変化が細胞の機能に

与える影響については明らかではなく、血小板の Ca2'動員に与える影響につい

ては相反する報告がなされてもいる 3，4)。こうした混乱の原因の一つは血小板が

非常に小さくて単一細胞レベルでの解析が難しく、血小板の懸濁液を用いての

実験では凝集などの影響が混入してしまうことにあると考えられる。そこで血

小板の前駆体で thrombinなどには血小板と同様の反応性がある巨核球を用いて

pHの影響の解析を試みた。

プロトンイオノフォアでミトコンドリア脱共役刻として知られている

FCCP')は、細胞に ATPの枯渇をもたらすため、虚血または低酸素細胞モデルを

つくるのによく使われる"')。また FCCPには、ミトコンドリア内膜のプロトン

勾配を破壊することにより単離ミトコンドリアから Ca2'を放出させ、 Ca2φ取り

込みを阻害する作用がある九さらに小胞体膜のプロトン勾配も破壊するため
1句、 ATPの枯渇や脱分極以外にも生きている細胞に様々な影響があると考えら

れる。例えば神経細胞や膝細胞で FCCPがミトコンドリア以外の Ca2φプールか

らCa2'を放出させるという報告がある 11，12)。そこで FCCPの巨核球 Ca2+オシレ

ーションに対する影響についても検討した。
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4-2 実験方法

4-2-1 細胞の調製

体重 250・300gの雌雄 Wistarラットを過剰量のジエチルエーテルで麻酔し、頚

動脈切断により堵殺した。大1M.骨を単離し、注射筒と針を用いて標準外液で洗

浄することにより骨髄液を得た。 75μm のナイロンメッシユで液過して細胞の

堤をのぞいた後、細胞懸濁液を記録用チャンパー (Falcon，Primaria tissue culrure 

dish) に移した。記録用チャンパーは室温で数時間放置し、細胞が底に固着す

るのを待った。巨核球は位相差顕微鏡下ではその大きさから (40-50μm)容易

に識別可能である。細胞の記録は単離後 8時間以内に行った。

4-2-2 溶液

標準外液の組成は、 150mMNaCl， 5mM KCl， 2mM CaC~ ， lmM MgCl
2
， lOmM 

glu∞se， 10 mMHEPESで、 pHをTris-OHで7.4に調整した。 Perfora凶 patchの

ピペット内液の組成は、 50mMKC1，1αnMHEPES，pH7.2で、 conventionalwhole 

cell patchのピペット内液は、 15αnMKCl， 2mM ATP-Mg， 10 mMHEPESである。

Nystatinは lNHClでpHを2にした酸性メタノールに溶解し、KOHでpHを7.2

に調整して 10mg/lTUのストック溶液を作成した。このストック溶液をピペット

内液に最終濃度 50-100μgj凶に溶解して実験に用いた。

4-2-3 電気生理学的測定

巨核球の全細胞電流は Hornらによる方法 ")1こ従って室温(21-24・C)でnystatin

perforated法により記録した。実験により conventionalwhole-cell paにhclamp法叫

も用いた。ピペットは1.5mmの細管(ナリシグ)から二段階にピペットプーラ

ー(ナリシグ、 PB-7) で引いて作成し、先端を fIrepolishした。ピペット溶液

を満たした記録電極とレファレンス電極との問の電気抵抗はふ10f2であった。

Perforared pa凶 clampモードでのアクセス抵抗は 4mi日以内には安定し、その値

は∞nventionalwhol巴ーαUモー ドの場合と同様であった。電流と電圧の測定には

パッチクランプアンプ (L叫日C7) を用い、同時にベンレコーダー(三栄、

RECIT-HORIZ-8K)で記録し、電気信号をデジタ Jレオーデイオプロセッサーで
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デジタル方式に変換した後ビデオカセットレコーダー(三菱、 VH-F32)で記

録・保管した。

4-2・4 細胞内 pHの測定

細 胞 内 pH の測定は蛍光 pH 指示薬 2・，7・-bis-(2-carboxyethy1)-5 (6)-

carboxyfluorescein (BCECF)を用いた薗像解析により行った。単離した骨髄細胞

を、ディッシュのなかに円形のカバーガラスを入れた容器で 5mMの BCECF

aαtoxymethyl (沼健r(A聞の存在下に 40分間インキュベートし、カバーガラスを

取り出して標準外液で三度洗浄して記録チャンパーにマウントしてから倒立蛍

光顕微鏡のステージにセットした。細胞内 pHは、Argus50画像解析装置(浜

松フォトニクス)を用いて、BCECFを440nmと490nmで励起した蛍光を 510nrn

ダイクロイックリフレクターと 520nmロングパスフィ Jレターを通過後に取り

込んで、その蛍光比から求めた。このシステムでの最小記録間隔は 2秒であっ

た。 BCECFの蛍光は実験の終了時に Paradisoらの方法叫で pHに換算した。細

胞にガラス電極が接続しであることによる静止期の細胞内 pH及び薬物による

細胞内 pHの変化への影響はなかった。

4-2-5 薬物

ATP、nystaun及びFCCPはSigmaChemical裂のものを使用したo1韮 PES、IP，
は向仁化学、 BCEσ-AMはMol巴cularProbes何SA)から購入した。各薬物は標準

外液に溶解してその日のうちに使った。 ATP及びその関連化合物は pHを調整

し直してから使用した。

薬物の投与は y-ωbe法により行った出可。笑験中、薬物を投与するためのマ

イクロピペットの先端は細胞から約 500μmの距離に置いた。この方法により、

単維巨核球の周辺の溶液を 20ms以内に交換できる。

46 

4-3 結果

4-3-1 巨核球の細胞内 pH変化の影響

ATP A23187 

10μM 3L1M 

一一
lii/ 
」!it」J

2mM Ca2今

巳 =ロ

NH，CI NaOAc 

20 mM  20 rnM 
=ロ包Z回

OmM ci+ 

~Jl川
日g.4-1 Effecu o(NH4Cl &lld N.OAc 00山，c.お Ictivat.cdK令 channc[itseJf. 
A2J 187-permeabiliud megalc刷円y。可LewUt1eat出 with20 mM NH4C1 &nd N.OAc 

最初にここで用いる薬物の巨核球 K+チャンネルへの直接作用を検討した。巨

核球を 3mMの ionomycinで処理すると標準の 2mMCa'+を含む細胞外液中では

Ca'+ -activared K・チャンネルは完全に活性化される。このとき 20mMの NH.CI

は 5%以内の弱い K・電流抑制作用を示したσig.4-1)。この抑制の程度は実験結

果に重大な影響は与えないと判断した。 20mMNaOAcは全く影響がなかった。

lOnomycm処理はこれら薬物による細胞内pHの変化には影響しないことも確認

した。

4ふ 1-1 巨核球における細胞内 pHの変化

巨核球の細胞内 pHは静止状態では 7.29土0.23(口=7)であった。 Fig.4-2Aに

示すように 20mMN凡oは速やかなアルカローシスを誘発し、投与期間中持続

する。細胞内 pHの上昇値は最大 0.81土0.15で、投与直後に最大に上昇した後、

徐#に回復傾向を示す。 NH.Clを洗浄した後は酸性側に細胞内 pHが変化し、

その後しばらくして元のレベルに回復する。このときの酸性側への pH変化は

静止レベルから 0.5-0.75程度であった。 NH.CI洗浄後のアシドーシスの程度は

N九CIの投与時間に依存する。一方 20mMNaOAcは急速で一時的な細胞内 pH

の酸性化を誘発する。 pHの変化は最大 0.51::!:O.05 (n=4)で、 NaOAcが持続
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的に存在していても元のレベルに回復し、 NaOAcを洗浄した後には特に変化

はみられない。典型的には細胞内 pHの酸性化は 2-3分持続するがその回復の

20 mM  NaOAc 

Fig.4-2Bには

NH.Clと NaOAc

の短時間投与の

場合の細胞内

pHの変化を示

した。細胞内 pH

の変化は薬物投

与後2秒以内に

おこり洗浄によ

り速やかに回復

している。さら

に短時間投与の

場合には NH.Cl

の洗浄後のアシ

ドーシスはみら

れない。そこで

NH.Clと NaOAc

を短時間投与で

用いることにし

た。なお ATP10 

NaOAcの影響について検討した。Fig.4-3Aに示すように 20mMN凡Clは振動性

K-電流をほぼ完全に抑制した。その抑制作用は可逆的で洗浄により反応は完全

に回復する。一方 20mMNaOAcはATP誘発性 K-電流オシレーションを増強す

る。 ATP10μMは通常はほぼ最大に近い反応を誘発するため増強作用は観察さ

れにくいが、反応性の悪い細胞では弱い反応しか惹起されないため Fig.4-3Bに

示すような結果が得られる。この細胞では振動性の K・電流は極めて早〈減衰し

ているがそこに 20mM NaOAcを投与すると ATP応答の回復(頻度と電流の大

きさの増加)がみられる。同様の増強作用は IμMATPを投与したふつうの反

応性を持つ細胞でもみられる(データは示していない)。

時間には細胞間でばらつきがある。

A 9 
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岡
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BCECFw巴問。btainedwi由 20，(A)血 d2 s (I司 intcrval阻 dcalibrao.ed回 pHi百10

にはなんら影響
古 河swere叩pliedduring the period of each hori田 nta1bar. The line四p問

typ1叫 onefrom five (A)副 d山町 (B)experiments しなかった。 4-3-1-3 IP，誘発性 K-電流オ シレーシヨンに与える細胞内 pHの影響

細胞内 pH の影響についてさらに細胞内に IP，を直接投与した場合の IKC• オシ

レーションの系で検討した。この系では電極内液に 3-10μMの IP，を含む記録

電極を用い、∞nventionalY去で生じる細胞膜上の小干しから細胞内へ IP，を拡散に

より投与するもので、細胞外から ATPを投与した場合と同様に I
Kuオシレーシ

4ふ 1-2 ATP誘発性 Kφ電流オシレーションに与える細胞内 pHの影響

ATP 10μM により誘発される IKC• オシレーシヨンに対する 20 mM N凡Clと
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ョンが観察される。Fig.4-4Aに示すように 20mMNaOAcによる細胞内の酸性化

はIP，誘発性の I陥オシレーションにはなんら影響を与えなかった。一方 20mM

NH，Clは可逆的に IP，誘発性の I陥オシレーシヨンを抑制した (Fig.4-4B)。
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4-3-2 ミトコンドリア脱共役剤の影響

まず巨核球に対する FCCP単独での作用を調べたが、 0.1-1μMのFCCPを最

長で 10分間投与したが、電気的応答は全く検出されなかった(データは示して

いない)。次いで ATP誘発性の I
K白オシレーシヨンに対する影響を調べた。10

μMAτ?で誘発される反応に対する lμMFCCPの作用は細胞により異なる。Fig

4-6 に示すように最初のスパイク以外の IKC• 電流を抑制するタイプ(A)が 8 細胞

中5細胞で、電流の大きさに加えて活性化された rチャンネルのベースライン

への回復も抑制し、一過性の電流のような形に変えるタイプ(B)が8細胞中 3細

胞で観察された。このような電流の回復の阻害はCa2令 Aτ?おE阻害剤 thapsigargin

によっても誘発されることを先の章で紹介している。 FCCPは二番目以降のス

パイクの大きさを対照群の 13土9%に抑制した(n=8)。いずれのタイプでも FCCP

の作用は可逆的で、洗浄後約 l分で元の反応性が回復する。さらに ATPの濃度

を変えて FCCPの作用について検討したのがFig.4-6Cで、 lμMATPの反応に

対しては実験に用いた 6細胞のすべてで完全な抑制、 100μMATPの反応に対し

ては実験に用いた 6細胞のすべてでオシレーシヨンのパターンの阻害が観察さ

tLt.こ。

細胞内 IP，投与による I陥オシレーションに対する FCCPの影響についても検

討した。 Fig.4-7に示すように 10μMIP，を含む電極内液を満たした記録電極を

用いて細胞内に IP，を投与して誘発した IKC• オ シレーシヨンを、 FCCP は完全に
抑制 (7細胞中 5細胞)または回復の抑制による持続的 I

Kuの活性化に変化させ

1込
Fig. 4-4 EffeclS of NH.，<ごl阻 dNaOAc on出，eIP，-田duc国 K+-C1旧Tents.The口町田t
trac出 wereob回国byconv田 uo叫 whole-ceU-patchmode wi山田or血 gp脚【es

filled wi血目temalsolution co四国ining10μMlP，・Thecurrem rrac田町eザpicalanes 
from five (A) and four (B) experimen臼

4-3-1-4 GTP-y-S誘発性K'電流オシレーションに与える細胞内 pHの影響

GTP-y-Sの細胞内投与も IKuオシレーシヨンを誘発する。この系に対しては

Fig.4-5に示すように 20mM NaOAcは反応の増強作用を示した。ただしその増

強の様子は ATPの細胞外投与の場合とは多少異なり、NaOAcの投与から反応が

現れるまでわずかではあるが時間がかかることと洗浄後もすぐには効果が消失

しないことが特徴といえる。 20mMN凡αはこの系の場合でも可逆的に反応を

抑制した。
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た (7細胞中 2細胞)。このパターンは ATP誘発性のオシレーシヨンの場合と

同様である。また 1∞μMIP，を用いた場合には 4細胞中 4細胞で後者のパター

ン (Fig.4・7C) による修飾がみられた。従って FCCP感受性のステップは細胞

内プールからのCa2+の放出以降にあると考えられる。
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FlgA-7 . Effect of FCCP on IP3凹duced1 KCa oscillation. Recordings were 
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4-4 考察

巨核球の ATP 誘発性の IKC• オ シレーシヨンに対する細胞内 pH 変化及び

FCCPの影響について検討した。

20 mMNH，Clと NaOAcの短期投与により巨核球の細胞内pHを再現性良〈ア

ルカリ性化または酸性化するこ とができた。20mMNH，Clによるアルカローシ
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スは A1P及び IPJ 誘発性の IKC • オシレーションをほぼ完全に抑制した。 20 mM 

NH4CIはK令伝導度に対して弱い阻害作用があるが、その程度が 5%と小さいこ

とから 20mM N凡CIによるオシレーションの阻害は K+チャンネルへの直接作

用によるものではないといえる。 20mM NaOAcによるアシドーシスは A1P及

び IPJ誘発性の I陥オシレーションを増強する作用があった。ある種の細胞では

酸性の pHにより Ca'+-activated K+チャンネルの関口頻度が抑制されるという報

告がある閣が、巨核球を whole-cellレベルで調べた場合にはそのような作用は

みられなかった。従ってここで用いた薬物の K+チャ ンネルへの直接作用は無視

できる程度であると結論でき、 Ca'φオシレーションがアルカローシスにより抑

制され、アシドーシスにより士宮強されるといえる。

種々の細胞で ・勺ATP)

による細胞内 pH

の変化が報告さ

れており、細胞内

pHの役割に関す

る考察もなされ

てきた l目。。しか

し細胞内 pHの本

当の作用点につ

いては明らかに

なってはいない。

介する。アシドーシスの場合は A1P及び GTP午S誘発性の I陥オシレーシヨン

を増強するがIPJ誘発性のオシレーシヨンには影響しないため、酸性の pHで修

飾されるのは IPJ産生以前で G蛋白質活性化以後の点であるといえる。一方ア

ルカローシスの場合は A1P、 G1P午S、 IPJ により誘発される IKC• オシレーショ

ンのすべてに対して抑制作用を示したことから、アルカリ性の pHが影響する

のは IPJ産生以降の過程、つまり受容体への IPJの結合か細胞内ストアからの

Ca'+の放出そのものかであるといえるσig.4-8)。この結果は信号伝達経路には

複数の pH感受性ステ γプがあることを明らかにするものである。

さらにこうした細胞内 pH変化の生理的意義について考察すると、例えば

出rombinは血小板に最初酸性化、後にアルカリ性化という細胞内 pH変化をも

たらすことが報告されている功。もし巨核球でも血小板と同様の変化が起こる

とすれば、 Ca'+応答は初期には促進され後半では抑制されることになる。これ

は細胞の反応をよりシャープにすることを意味し、出血のような迅速な反応が

要求される場面では有利であろう。生体内でこうした機構が働いているかどう

かはさらに研究を重ねなければわからないが、興味深い現象といえる。

FCCP については巨核球の IKC• オシレーションに対するこつの異なる作用が

観察された。一つは単純な抑制、もう一つはオシレーシヨンのパターンを持続

的な上昇に変えることである。どちらの作用も A1P誘発性でも IPJ誘発性のオ

シレーシヨンでもみられたことから作用点は信号伝達経路の IPJ以降にあると

いえる。
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c;. 
後者と同様の作用は Ca'+ーA1Pぉe阻害弗jを投与した場合にもみられる。また

この形になるのは A1Pや IPJの濃度が高いときで、より多くの Ca'+が短時間に

動員される場合であることからも Ca2+-A1Pお巴阻害によることが示唆される。 l

μMFCCPによるCa2.-A1Pase阻害作用がそれほど強 くないために、影響が出る

のは高レベルのCa'φが動員された場合のみになると考えられるからである。

一方単純な抑制は Ca'φ動員の抑制か Ca2+-A1Pぉeの活性化がメカニズムとし

て推測されるが、 既に述べたように FCCPにCa'+-A1Pase阻害作用があるとす

れば Ca2+-A1Paseの活性化は除外されよう。従って Ca'+動員の抑制が考えられ

る。すなわち IP
J受容体への IP

Jの結合を阻害するか貯蔵部位からの放出を阻害

Worleyら 21)は細 Fig.叫 Schema臨時間entationof the pH sensitive s町 SIfl slgn副岡山由onsys蜘

胞内 pHが IPJの

受容体への結合に影響することを示唆しているがDellbamら均は細胞内 pHは

Ca'φの放出に影響があると主張している。本研究では細胞内 pHの影響する ポイ

ントを同定することも目的とした。先の章で明らかにしたように巨核球の A1P

誘発性 IKC• オシレーシヨンは、受容体刺激-G 蛋自覚活性化-IPJ産生一細胞内
プールからの Ca'.の放出-Ca'.の再取り込みまたは排出という信号伝達経路を
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するかである。

ところでこうした FCCPの作用はどういう性質からきているのであろうか。

FCCPは細胞内各種器官のプロトン勾配を破壊するが、その結果としてエネル

ギー欠乏を引き起こす。エネルギー欠乏は様々な経路に影響を与え得るが、 Fig.

4-7のように細胞に電極内から持続的に ATPを供給しても ATPを供給しない場

合σig.4-7)と結果がほとんど一緒であることから、この場合には関与していな

いといえる。 FCCPにはアシドーシスを誘発する作用があるという報告白}もあ

るが、この章の前半に示したようにアシドー シスはむしろ IKC• オ シレーション

を増強するのでこれも関係がないようである。さらに Schulzら均は IP，感受性

のCa2+プールへの Ca2φ取り込みは H令勾配により活性化される Ca2七H+交換体に

より行われることを示唆している。この説は本研究結果と矛盾せず、こうした

機構が働いている可能性はある。いずれにしても細胞内 Ca2+調節機構に対する

FCCPの作用は単純なものではなく、複数の作用部位が存在すると考えられる。

そういう意味では FCCPやその他のプロトン透過性イオノフォアは生きている

細胞の Ca2
+調節機構を調べる道具としてはあまり適切ではないかもしれない。

以上のようにラット巨核球の ATP誘発性I陥 オシレーションは、細胞の生理

機能を単一細胞レベルで解析するのに極めて有用である。この系を用いて研究

を進めることでさらに細胞機能の理解が深まることを期待する。

4-5 小括

1. ラット巨核球の ATP 誘発性 IKC• オシレーショ ンに対する細胞内 pH 及びミ

トコンドリア脱共役剤FCCPの影響を調べた。

2. 20 mM NH，Clによる細胞内のアルカリ性化は ATP、GTP-y-S、IP，誘発性の

IKuオシ レーションを抑制した。

3 一方 20mMNaOAcによる細胞内の酸性化は A官、 GTP-y-S誘発性の反応を

増強し、 IP，誘発性の反応には影響しなかった。

4. 従って巨核球の ATP 誘発性 IKC• オシレーシヨンには細胞内 pH に感受性の

ポイントが少なくとも二カ所存在する。

5. FCCP は低波度の ATP により誘発される IKC• オシレーションを抑制するが
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高濃度の ATPにより誘発される反応はオシレーションのパターンを持続的

上昇に変える。

6. IP，を直接細胞内に投与した場合の IKC• オシレーシ ヨンに対しても FCCP の

作用は基本的には同じで、作用点は IP，産生の後の Ca2φ
動員排出機構にあ

ると考えられる。
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第 5章 ラット巨核球のプリン受容体活性の ad巴山leによる修飾

5-1 緒言

これまでにも述べてきたようにラット巨核球の ATP誘発性I陥オシレーショ

ンは、非興奮性細胞の細胞質 Ca
2φオシレーションのモデルとして優れている。

それと同時に巨核球のプリン受容体は既知のサプタイプとは異なり、特有の性

質を持つ。これらの特徴により、この系を用いてこれまで全く知られていなか

った、プリンそのものの生物活性を検出することに成功したので報告する。

5-2 実験方法

5-2-1 細胞の調製

体重 250-3oogの雌雄 Wistarラットを過剰量のジエチルエーテルで麻酔し、頚

動脈切断により堵殺した。大腿骨を単離し、注射筒と針を用いて標準外液で洗

浄することにより骨髄液を得た。 75μmのナイロンメッシュで議過して細胞の

塊をのぞいた後、細胞懸濁液を記録用チャンパー(印刷， Primaria tissue culture 

dish)に移した。記録用チ ャンパーは室温で数時開放置し、細胞が底に固着す

るのを待った。巨核球は位相差顕微鏡下ではその大きさから (40-50μm)容易

に識別可能である。細胞の記録は単離後 8時間以内に行った。

5-2-2 溶液

標準外液の組成は、 150mMNaCl， 5mM KCl， 2mM CaCl" lmM MgCl" 10mM 

glu∞se， 10 mMHEPESで、 pHをTris-OHで7.4に調整した。P巴rfora民dpatchの

ピペット内液の組成は、 5αnMKCl，1伐nMHepes， pH 7.2である。 Nystatinは lN

HClでpHを2にした酸性メタノールに溶解し、 KOHでpHを7.2に調整して

10mg/mlのストック溶液を作成した。このストック溶液をピペット内液に最終

濃度 50-100μg!mlに溶解して実験に用いた。
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5-2-3 電気生理学的測定

巨核球の全細胞電流は Homらによる方法川こ従って室温(21-24・C)で nystatm

pe巾 ra凶法により記録した。ピペットは1.5mmの細管(ナリシゲ)から二段

階にピペ Y トプーラー(ナリシグ、 PB-7) で引いて作成し、先端を ftrepolish 

した。ピペット溶液を満たした記録電極とレファレンス電極との聞の電気抵抗

は 5-10nであった。 Perforatedpaにh-clampモードでのアクセス抵抗は 4min以内

には安定し、その値は∞nventionalwhole-αUモードの場合と同様であった。電

流と電圧の測定にはパァチクランプアンプ (List，EPC7)を用い、同時にペンレ

コーダー(三栄、旺CI1-HORIZ-8K)で記録し、電気信号をデジタルオーデイ

オプロセッサーでデジタル方式に変換した後ピデオカセットレコーダー(三菱、

VH-F32) で記録・保管した。

5-2-4薬物

ATP、adenine及び口ystatmはSigmaChemical 裂のものを使用した。 HEPESは

同仁化学、 H-8 (N-[2-me出yl(amino)拍 yl]-5-isoquinolin巴 sulphonamid巴

dihydr∞hloride)は生化学工業から購入した。各薬物は標準外液に溶解してその

日のうちに使った。 ATP及びその関連化合物は pHを調整し直してから使用し

た。

薬物の投与は Y-tube法により行った問。実験中、薬物を投与するためーのマイ

クロピペットの先端は細胞から約 500μmの距離に置いた。この方法により、単

維巨核球の周辺の溶液を 20ms以内に交換できる。

5-3 結果

初めに adenine、guanme、cyωsin巴、 uracil各単独での巨核球に対する作用を調

べたが最大 lmMまで用いてもなんの反応も惹起しなかった(データは示して

いない)。しかし adenineには IμMATPまたは 0.01μMADPにより誘発される

IKC• オシレーシヨンを増強する作用があった。 Fig. 5-1Aに示すように、 lμM

adenineは再現性良く 1μMAτ?の反応を増強した。 guamne、cytosme、uracilに

は最大 lmMまで用いてもなんの修飾作用も認められなかった。 adenineの作用
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は投与後 14士3秒で観察され、洗浄後は 31:t11秒で消失した(いずれも n=7)。 用に変化はみられなかった (図は示していない)。
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ーションを惹起する。そこでその範囲より低い 0.3μM及び高い 100μMATPの

反応に対する adenineの修飾作用を検討したがいずれの場合も効果はみられな

かった (Fig.5-1B)。従って adenineの作用は ATPの援度に依存している。

次に 3μMATP により誘発される IKC• オシレーシヨンに対する adenine の作用

の用量一反応相関について検討した。結果を Fig.5-2に示す。 adenineは lμM

から IKC• オシレーションの頻度を増強したが電流の大きさにはほとんど影響し

なかった。 adenin巴の ED50値は約 80μMであった。

また ATP 以外の受容体を刺激して巨核球に IKC• オシレーションを誘発する

thrornbin 5 U/rnlの反応に対しては adenineは全く影響を与えなかった。 thrornbin

5 U/rnlは ATP1μMとほぼ同様の強さの反応を誘発する波度である。そして

adenine 300μMによる ATPl凶1の反応の増強作用は cAおE依存性pro巴inkinase 

阻害剤である H-8や adenylatecyc1ase活性化弗jである forskolinの存在下でも全く

影響されない。さらに細胞外液中 Ca2>や Mg2・を除去した場合にも adenineの作
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5-4 考察

ここでは adenin巴が巨核球のプリン受容体誘発性の I陥オシレーションを濃度

依存的に増強することを見いだした。他の核酸塩基には調べた限りではなんの

作用も認められなかった。この adenineによる修飾作用には cAM:Pや外液二価陽

イオンは関与しない。先に明らかにしているように巨核球の ATP誘発性IKuオ

シレーションは細胞外液二価陽イオンや細胞内 cAルlP渡度に影響されるが、

adenineの作用にはこうした因子は関与しない。さらに ATPと同様に Iぬオシレ

ーションを誘発する rhrombinの作用にも adenineは影響しない。従って adenin巴

は巨核球の細胞表面、つまり adenine受容体に作用していると推定される。この

受容体はプリン受容体と何らかの相互作用を示し、場合によってはプリン受容

体の一部である可能性もある。通常「プリン受容体jという単語は実際にはそ

のアゴニストがプリンヌクレオチドまたはプリンヌクレオシドである受容体に

対して用いられてきたもの仰であるが、プリンそのものである ad巴runeに反応す

る受容体があるとするとこの用語は必ずしも適切とはいいがたくなることなど

から、本発見はこの分野にとっても興味深い知見である。

AdenineはATPやcA肘P などの生理活性物質または DNAやRNAなどの核酸

の主要中間体であり、細胞が傷害されたり死んだときに細胞外に放出されたり

細胞外で生成すると考えられる。さらに adenin巴は血液保存剤の成分として使わ

れている 5)が何らかのアゴニスト作用がある とはみなされてこなかった。した

がって adenineに生理作用があるという発見は巨核球の生理のみならず血液凝

固のメカニズム解明などにも貢献すると考えられる。

5-5 小括

1. adenin巴がプリン受容体誘発性のラット巨核球の細胞質 Ca2+オシレーション

をmM以下の濃度で増強することを発見した。

2. adenineは反応強度を増加させるがプリン受容体の作用の発現する用量を減

少させる作用はなかった。

3. adenineの作用はプリン受容体に特異的で、 cAかE や細胞外二価i湯イオンな
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どの影響はなかった。

4. guanineなどの他の核酸塩基にはこうした作用は認められなかった。
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第 6章 ラット巨核球の形態変化のセカンドメッセンジャーはカルシウムでは

なく cA肘1pである

6-1 緒言

前章まで巨核球の IKc.オシレーションについて、主に ATPをアゴニストとし

て用いて解析を進めてきた。しかしこれまでにも何度か言及したように

thrombin にも巨核球の IKC• オシレーションを誘発する作用がある。巨主主球から

生じる血小板では、 thrombinは単独で強い凝集を誘発する「強いアゴニスト」、

ADPは他の刺激が共存したときにのみ凝集や穎粒成分の放出を誘発する「弱い

アゴニストJとして分類されている九そこでここでは巨核球の場合について、

ATPと出Iombinの作用の違いを I
KC‘の測定による Cah動員、蛍光分光法による

5-HTの放出、走査電子顕微鏡 (SEM)による形態観察の三点から解析した。

6-2 実験方法

6-2-1 細胞の調製

体重 250-300gの雌雄 Wistarラットを過剰量のジエチルエーテルで麻酔し、頚

動脈切断により堵殺した。大腿骨を単離し、注射筒と針を用いて標準外液で洗

浄することにより骨髄液を得た。 75μmのナイロンメッシュで漣過して細胞の

塊をのぞいた後、細胞懸濁液を 5-HT測定用と SEM用ではそのまま用い、電気

生理学的測定には記録用チャンパー (FaI∞n，Primaria tissue culture dおh) に移し

た。記録用チャンパーは室温で数時間放置し、細胞が底に固着するのを待った。

巨核球は位相差顕微鏡下ではその大きさから (40-50μm)容易に識別可能であ

る。細胞の記録は単離後 8時間以内に行った。

6-2-2 溶液

標準外液の組成は、 150mMNaCl， 5mM KCl， 2mM CaCI" lmM MgC~ ， 10mM 
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glu∞se， 10 mM HEPESで、 pHをTris-OHで7.4に調整した。 Perfora巴dpalChの

ピペット内液の組成は、 5伽 MKCl，1白山1HEPES， pH 7.2である。Nystatinは lN

HClでpHを2にした酸性メタノー Jレに溶解し、 KOHでpHを7.2に調整して

10mg/mlのストック溶液を作成した。このストック溶液をピペット内液に最終

濃度 50-100μg!mlに溶解して実験に用いた。 5-HT測定用緩衝液は 137mMNaCl，

12 mMNaHCO" 5.6mMglu∞se， 2.7mM Kc~ 0.4mMNaH
2
PO" 2mMMgCI" 3.6mM 

Ca02， 5nu'v1 HEPES， 0.1 % bovine serum a1bumin， pH 7.4である。

6-2-3 電気生理学的測定

巨核球の全細胞電流は Homらによる方法2)に従って室温(21-24・C)でnystann

perfora凶法により記録した。実験により∞nventionalwhole-cell patch clamp法，)

も用いた。ピペットは1.5mmの細管(ナリシグ)から二段階にピペットプーラ

ー(ナリシグ、PB-7)でヲ|いて作成し、先端を白epolishした。Perforatedpaにh-cl町 P

モードでのアクセス抵抗は 4分以内には安定し、その値は conventionalwhol巴ーcell

モードの場合と同様であった。電流と電圧の測定にはパッチクランプアンプ

(List， EPC7)を用い、同時にベンレコーダー (三栄、 RECI1-HO阻Z-8K)で記

録し、電気信号をデジタルオーデイオプロセッサーでデジタル方式に変換した

後ビデオカセットレコーダー(三菱、 VH-F32)で記録 ・保管した。

6-2-4 セロトニンの定量

骨量色細胞は Ca
2
+-Mg

2
+ -freeの測定用緩衝液に 1・5xl0'α日s/mlに懸濁し、 200μl

ずつ試験管に分注した。そこに薬物を測定用緩衝液に溶解して 200μlずつ加え、

37・Cでインキユベートし、600μlの氷冷したCa2+_Mg2+ -freeの測定用緩衝液を加

えて反応を停止させた。 4・C、lOOOxg、5分遠心した後、その上清をとって測

定に用いた。上清中の蛋白質は 70%過塩素酸を加えた後遠心して除去した。 5-

HTの測定は Nathenasらの方法叫により、目立 F-4010蛍光光度計を用いて蛍光

分光法で行った。各値は対照値で補正した。図中のデータは Studentのt検定で

検定した。
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まとめた。最大電流及び最大頻度両方のパラメーターで ATP、ADP、thrombin

の間になんら違いは認められなかった。さらに fo尽kolin1μMまたは aMX10μM

による抑制についても調べたが ATPと出rombinいずれの反応もこれら薬物に

より完全に抑制された(データは示していない)。
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6-3-2 

放出

次に巨核球のセロ

トニン (5-HT)放出に

対する ATPとthrombin

の作用を検討した。巨

核球は骨髄細胞中の

約 0.2%を占めるにす

ぎず、極めて数が少な

いため最初は Levine

らの方法 7)により精製

することを試みた。し

かし精製の段階でか

なりの長時間 (30分以

上)Ca
2七freeで cAル!p

上昇薬を複数含んだ

緩衝液にさらされる

ため、 whole-∞IIpaにh-

clamp法でモニターし

た場合ATPと出rombin

に対する反応性が低

下する。こうした処置

は精製中の巨核球の

凝集を防ぐために必

セロト ニンの

6-2-5 走査型電子顕微鏡による観察

骨髄細胞懸濁液はポリリジンコートのスライドグラス(マツナミ)上で、∞2

インキュベーター内で最低 30分放置した。薬物の処理もスライドグラス上で行

った。細胞は 1%glu凶 aldehyde(O.lM phospha也 buffer，pH 7.4)で 2時間前処理し、

次いで 1% osmic acid (O.lM phosphate buffer， pH  7.4)で 1時間固定した。国定後、

細胞をエタノー Jレ系列で脱水し、臨界点乾燥法で乾燥後金蒸着を行い、 JSM-

840A疋OL走査型電子顕微鏡(日本電子)で観察した。

6-2-6 薬物

ATP， thrombin、nysrann、aMX、forskolinは SigmaChemica1製のものを使用

した。 HEPESは同仁化学、 H-8は生化学工業から購入した。各薬物は標準外液

に溶解してその日のうちに使った。 ATPは pHを調整し直してから使用した。

薬物の投与は Y-tube法により行った問。実験中、薬物を投与するためのマイ

クロピペットの先端は細胞から約 500μmの距離に置いた。この方法により、単

離巨核球の周辺の溶液を 20ms以内に交換できる。

'cur古川

ADP 

(1μM) 

Thrombin 

(30U/m1) 

1.04土0.06

0.96土0.16

結果

6-3-1 Ca2+動員

ATPと出rombin

はいずれも保持電

位-43mVで巨核球

に IKC• オシレーシ

ョンを誘発する。

両タイプのアゴニ

ストで誘発される

ほほ最大の反応にたご;21131マ;22mzニ:31;Ltzf(Zimduccd吋)

ついて、 Table1にEachvaluc同 P同 時 間 山emean土S.E.M.from (0町 岡 山 cel1s

Fr芭quency

1・

Tab!c ふ1Char記憶risticsof oSC出atoryK 

1.05土日 10

1.02土0.12

I国 E

1・Aτ? 

(30μM) 

Agonis凶

6-3 
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要で、この方法は形態的には無傷の巨細胞を得られるとしているが機能的に問

問題がある。また骨髄細胞そのものを用いて 5-HT含量を測定したところ、 10'

個あたり約 500pmolの、ラット血小板では 107個あたり 200pmolの 5-HTが検

出された。巨核球 lつから 4-8xl0Jの血小板が産生され旬、骨髄細胞中の約 0.2%

が巨核球でその中には小さなサイズのものも含まれるとすれば骨髄細胞中の

5-HTはほとんどが巨核球由来であるといえる。また巨核球以外に 5-HTを多量

に含んだ細胞は骨髄中にはあまり知られていない。そこで精製は行わず、骨髄

細胞懸濁液のまま実験に用いることにした。

Fig.6-1Aに示すように出rombinは3U/ml以上から濃度依存的に 5-HTの放出

を引き起こす。一方 ATPとADPは全く作用がみられない。同じ動物から採取

した血小板は ADP により凝集する活性があった。細胞内 ea2•濃度を不可逆的に
上昇させるA23187は5-HT放出を起こさせるが、この場合は細胞がほとんど消

失しているので細胞の融解によると考えられる。すなわち最大放出値とみなす

ことができる。 ATPや ADPと曲ombinを同時に投与しでも相加作用はみられ

なかった(デー タは示していない)。 出rombin には細胞内 Ca2•濃度を上げると

同時に G;を活性化することにより細胞内 cA即濃度を減少させる作用のあるこ

とが知られているので、 cAl¥1P増加薬の影響についても調べた。 Fig.6-1Bには

出rombin誘発性の S-HT放出に対する forskolin と B肘1xの作用を示した。

forskolinには対照群及び 出rombinによる 5-HTの放出を弱いながら抑制する活

性があった。 IB~α では有意差はないが抑制傾向があった。従って 5-HT の放出
には凶肘Eが負の調節因子として関与する可能性が示唆された。

6-3-3 形態変化

これまでの実験結果から巨絞球の Ca2•動員だけでは 5-HT の放出はおこらな
いことが示唆された。さら に超微形態学的に ATPと出rombinの作用を調べた。

Fig.2Aに示すように骨髄から単離した巨核球は SEMで観察する と比較的表面

のなだらかな球状をしている。細胞の大きさは様々であるが細胞表面の様子は

いずれも同様であった。こうした性質は ATPの処理によ ってもほとんど変わら

ない (Fig.6-2Blが thrombinでは大きく変化する (Fig.6-2Cl 0 Thrombinは巨
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Fig.6・2.Scannig巴lecrronmicrograph of megakaryocyほ rreatedwith agoniSts. The 
rreatmen凶 wereas follows: standard extemal solution for 30 min (A)， ATP 30μMfor 

30 min (B)， thrombin 10 U/ml for 30 min (C) and H-8 3μM for 2 hours (D). The 
horizontal bars in the each photomicrograph represent 10μm 
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核球やその他の骨髄細胞の細胞表面に滅毛様の突起を生じさせ、凝集塊を形成

する。こうした性質から thrombin処理した骨髄細胞懸濁液中には中心の細胞が

観察できないような細胞塊が多数存在し、対照群でみられたような巨核球単独

での姿はほとんど観察できない。従って細胞塊の中で、他の細胞の隙間から巨

核球を観察する事になるが、 そうして観察される巨核球の細胞表面は極めて不

規則な偽足様構造に変化したり、時には細胞質が不規則な小球を形成して核を

裸にして凝集している様子が見られる。同様の形態変化は cAルP依存性 pro巴h

kin四 阻害剤である H-8で処理することによってもみられた (Fig.6-2D) 0 H-8 

は thrombinの作用よりは弱いものの巨核球の細胞表面に不規則な紋毛または偽

足様構造を誘発した。同様の形態変化は cAかP のアンタコ'ニストである Rp-

cAMPS9
)によっても誘発された(データは示していない)。したがって、巨核

球の細胞形態変化には細胞内 Ca2'濃度の上昇よりも cA.i¥l1P量の減少の方が重要

な因子であるといえる。

6-4 考察

血小板は重要な血液成分で、その数はヒト及び動物で厳密に制御されている。

しかしその機構については血小板についての数多くの研究があるにも関わらず、

明らかにされていない。血小板は巨核球の細胞質がちぎれて生じるとされるた

め、血小板数の制御に関しては巨核球の研究が欠かせない。ここでは二種類の

アゴニストによる巨核球の応答について、patch-clamp法による細胞内 Ca2令動員、

蛍光法による 5-HTの放出、 SEMによる形態変化を調べることで検討した。こ

れらの方法は巨核球に与える ダメージの少ない ものを選んだもので、例えば蛍

光色素を用いた画像解析は、色素の Ca2+キレート作用のため巨核球の真の Ca2+

動態をとらえることができない 10川。ま た通常用いられる放射能標識 5-HTをあ

らかじめ取り込ませてから放出 をみる方法 12)は、ここで用いた細胞が骨髄細胞

全体であるため利用できなかっ た。骨髄細胞を使う理由は結果で示したように

精製巨核球に反応性の違いがみられたためである。

A1Pは IKC • オ シ レーショ ン を誘発するが放出反応や形態変化はおこさない。

一方 thrombinはI陥オ シレー ション、放出反応、形態変化のすべてを誘発する。
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ATP と 出rombin により誘発される IKC• オシレーションについてはその性質に大

きな違いはなく、同じメカニズムによるものと考えられる (Tabl巴1)。しかし

放出反応と形態変化は thrombinに特異的である (Fig.6-1、Fig.6-2) 0 thrombin 

は Gq
およびGiの両方を活性化することが知られており、 ATPはG

q
様の G蛋白

質を活性化する。従ってこの A1Pと違う thrombinの作用は G
i蛋白質の活性化

による細胞内 cA肘!p濃度の減少によるものである可能性がある。実際に cAMP

を増加させる forskolinやcA肘Pアンタゴニスト Rp-cA!¥l!PS、A-kinお巴阻害剤 H-

8は thrombinの作用を抑制する方向に働いた (Fig.6-1、Fig.6-2)。

血小板を始め多数の細胞で細胞内 Ca2令濃度の上昇と proほinkinおeCの活性化

が放出反応を引き起こすことが報告されている 13.川中で、巨核球の場合は Ca2令

が重要ではなく cA岬が重要だという結果は意外ともいえる。しかし巨核球の

場合は A1P は確かに細胞内 Ca2•濃度の上昇 と pro偲inkinぉeC の活性化を誘発す

るにも関わらず形態変化を誘発しないので、たとえある細胞とその直前の前駆

細胞との問であっても細胞によりセカンドメッセンジャ ーの役割は異なるもの

と結論される。こうした遠いは何らかの生理的役割の違いを反映するものと考

えられるが現時点ではその意義までは明らかではない。しかし今後の研究課題

として極めて興味深いものである。

6-5 小括

1. A1Pとthrombinの巨核球に対する作用を、pa巴h-clamp法による Ca2'動員、

蛍光1去による 5-HTの放出、 SEMによる形態観察の三点で比較した。

2. 百1fombinは Ca2'動員、 5-HTの放出、形態変化のいずれも誘発したが A1P

はCa2+動員作用 しか示さなかっ た。

3. 5-HTの放出と態変化は、A-kinase活性化によ り阻害されることから出Iombin

のcAおP減少作用に よるも のと結論される。

71 



第 7章総括

ラット巨核球の受容体作動性細胞質 Ca2+オシレーションの性質について、

nystatin-perfora凶 whole-cellpatch c1amp法を用いて明らかにした。

第 1章では血小板やその前E酔目胞である巨核球の性質、研究の現状について

簡単に解説した。それと同時に近年の計測技術の発達に伴って報告が増えてい

る非興奮性細胞のカルシウムオシレーションについても言及し、本研究のパッ

クグラウンドを説明した。

第2章では ny羽田予rfora也dwhole-c巴llpa凶 c加np法で巨核球のAτ?応答を記

録すると観察される外向き電流について、これが細胞内遊離 Ca2+濃度の振動を

反映した Ca2+-activared Kφチャンネルを通る K+電流であるこ とを明らかにした。

さらにこれまでの∞nventionalwhole-αu法でこうした振動性電流が観察されに

くかった理由について考察し、 nystann法の特長を示した。また各種プリン受容

体アゴニストの作用強度やアンタゴニストの作用について解析し、巨核球のプ

リン受容体がこれまで知られているサプタイプに当てはまらず、新しいもので

あることを示唆した。さらに実際のアゴニストがATPι及び ADPみであることも

明らかにした。

第 3章では巨核球の場合について、カルシウムオシレーションのメカニズム

を解明することを試みた。これまでの各種モデルと比較しながら解析した結果、

巨核球の ATP誘発性 Ca
2φオシレーションは G蛋白質活性化を介して産生され

た IP，が、 IP，感受性 Ca2+プー Jレから Ca2+を放出させ、 ProteinkinぉeC や

Ca2+/C山nodulin複合体が放出された Ca2・の再取り込みを活性化することによる

もので、 GTPやIP，濃度は振動しないと結論できる。さらに cAMPによる負の

調節についても明らかにした。巨核球の Ca
2φオシレーションは非興奮性細胞の

Ca2・オシレーションのモデルとしても有用で、様々な薬物の影響などの解析に
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利用できる。

第 4 章では巨核球の ATP 誘発性 IKC• オシレーシヨンに対する細胞内 pH とミ

トコンドリア脱共役剤 FCCPの影響を調べた。細胞内 pHはアルカリ性では Iぬ

の抑制、酸性では促進と全く逆の作用があったが、その作用点は異なることを

明らかにした。 FCCPにも複数の作用があって、細胞の反応性によって反応を

抑制したり増幅したりする。

第 5章では巨核主主に、これまで生理薬理作用の知られていなかった ade!Une

に反応する受容体のあることを明らかにした。この受容体は単独で何らかの反

応を引き起こすことはないがプリン受容体の反応を増強する。

第 6章では巨核球のタイプの異なるアゴニス トである ATPと出rombinとの作

用を比較することによって、巨核球が形態変化をおこす引き金になるのは細胞

内 Ca2+濃度の上昇ではなくて cA恥1p量の減少であること を示唆した。

以上、巨核球の ATP誘発性 Ca2φ オシレーションをめぐって、受容体や細胞内

信号伝達経路、薬物による影響などの様々な点について解明した。こうした研

究により巨核球及びその他の生きている細胞の生理機能に関する知見がいっそ

う深まることを期待する。
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略号

本論文中で用いた略号は以下の通りである。

-AM: acetox戸n巴thylester

5-HT : 5-hydroxy訂yptamIn巴

ADP: adenosine 5'-diphospha民

品1P-CPP:α一日-m拍 yl巴neadenosine 5'ーtriphosphate

ATP : adenosine 5'-triphospha包

ATP-y-S : adenosine-5'-0・(3-血iotriphosphat巴)

BAP1A: 1，2-bis(O-aminophenoxy)e出aneN，N，N'，N'ーtetraaceticacid 

BCECF: 2'，7'-bis-(2-carboxye出yl)-5(6)ーcarboxyfluorescein

CaM : calmodulin 

cAMP: 3'， 5'-adenosine monophosphate 

CICR : calcium-induced calcium児 leas巴p∞l

cτχ: cholera to氾且

ECso・halfm鉱山lal巴ffectiv巴concen回 tion

EGTA 伯 yleneglycol-bis-(s-aminoe出yl巴出er)N，N， N'，N'-tetraacetic acid 

FCCP:αrbonylcy釦 ide-p-trぜluom巴出oxyphenyl-hydrazone

GTP : guanosine triphosphat巴

GTP-γ'-S : guanosin巴グー0-(3-血iotriphosphate)

H-8 : N-2-(me血ylamino)ーテisoquinolinesulfonamide

HEPES: N -2-hydroxyethy lpiperadine-N' -2-ethanesulfonic acid 

B恥氏:isobutylmethylx組出ine

ICSO : half maximal inhibitory concentration 

IICR : IP，-induced calcium releas巴pool

IK白 :cuπent through Ca2
' -activa巴dK・channel

Imax : m以 lmumc山Tent

IP， : D-myo-inositol triphospha隠
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NaOAc : sodium低 eta巴

NH，α: ammmonium chloride 

PKC : protein kinase C 

PMA : phorbol m戸lStateaceta巴

p1っく:pe口USSlSto氾 n

RB-2 :r官acロveblue-2 

SBFI・sodium-bindingbenzofurぉ1凶oph出alate

Tris: tris(hydroxyme出yl)む百moe出ane

UTP : uridine 5'-triphospha巴

W-7 : N-(6-aminohexyl)ふ chloro-l-naph伽 I巴nesulfonamid巴
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