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ム ス カ リ ン性受 容体 を発現する N L 3 0 8 紳胞 に おける

ア セ チ ル コ リ ン に よ るイ ノ シ ト
ー

ル 1
，
4
，
5 一 三 リ ソ酸 の

生成 お よ び 紳胞 内 C a
2 ＋
オ シ レ ー シ ョ ン

金沢大学医学部眼科学講座 く主任 こ河崎
一 夫教授つ

石 坂 仲 人

rn l
，
m 2

，
m 3 お よび m 4 の 四種類の ム ス カ リ ソ 性 ア セ チ ル コ リ ン 受容体 くm u s c a ri ni c a c e tyl c h ol in e r e c e p t o r ， m A C h RI

を 発現 さ せ た N L 3 0 8 細胞 く神経芽細胞腫 と線維芽細胞腫 と の 雑種細胞I に お い て 細胞 内 C a
2＋

濃度 くr C a
2 ＋

コiう を 測定 し ，

m A C h R サ ブ タ イ プ特異的な細胞内情報伝達幾構 に つ い て 研究 した ． 四種 の ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン トす べ て に お い て 10 0 JL M ア

セ チ ル コ リ ン くa c e tyl ch oli n e ， A C hl 投与に よ っ て rC a
2 ＋

1i が 上 昇 した ． m ll m 3 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト で み られ た E C a
2十

1i 上 昇率

ほ ，
m 2ノm 4 トラ ン ス フ ォ

ー マ ン ト で み られ た t C a
2 ＋

li 上 昇率 よ りもか な り高か っ た ． m 2I m 4 ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン ト で ほ 洞性

くシ ヌ ソ イ ダ ル H C a
2 十

1t オ シ レ ー シ ョ ン が観察 され た ． 細 胞内 C a
れ

キ レ
ー

ト剤 で あ る 1 ， 2 ， 嶋 ビ ス く2 － ア ミ ノ フ エ ノ キ シI エ タ

ン ー N
，
N
，
N
，

，
N
，
一 四酢酸

－

ア セ ト キ シ メ チ ル 処理 に よ っ て A C h 誘発性の rC a
2 ＋

li 上 昇は 抑制 され た ． 過剰の エ チ レ ン グ リ コ ル ー

ビ ス くB － ア ミ ノ
ー エ チ ル エ

ー

テ ル1 N ， N ， N
，

，
N
，

一四 酢酸 くeth yl e n e gly c ol
－ bi s くB－a mi n o e th yl e th e rl N ， N ， N

，

，
N
l

－t e t r a a C e ti c

a cid ， E G T A I に よ り細胞外液 の C a
2 ＋

を キ レ
ー ト す る こ と に よ っ て ， 急峻な t C a

2 ＋

コi 上 昇 は何ら影響 され な か っ た の に 対 し ，

m ll m 3 ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン ト で み られ た プ ラ ト

ー 相 ほ消失 した ． m 2ノm 4 トラ ン ス フ ォ
ー

マ ン トで は C a
2 ＋

チ ャ ン ネ ル ブ ロ ッ

カ ー に よ っ てもーC a
2 十

コi オ シ レ ー シ ョ ン 周波数の わ ずか の 低下を認 めた の み だ っ た の で ， r C a
2 ＋

1i オ シ レ
ー シ ョ ン の 起源 ほ細胞内

に 求め られ る こ とが 判明 した ． A C h 誘発性の tC a
2 ＋

も上 昇お よ び イ ノ シ ト
ー ル1

，
4
，
5 三 リ ン 酸 の 生成 ほ ，

m 2J
l
m 4 ト ラ ン ス

フ ォ
ー マ ン ト に お い て 10 n gl m l の 百 日咳毒素12 時間処理 で完全 に 抑制 され た の に 対 し， m ll m 3 ト ラ ン ス フ ォ

ー マ ン トで は影

響 され なか っ た ． m 2ノm 4 ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン ト に お い て ほ カ フ ェ イ ン

，
リ ア ノ ジ ン の 細胞外投与ま た は サ イ ク リ ッ ク ー ア デ

ノ シ ン ■ ジ ス ホ ス フ エ イ ト ー リ ボ ー

ス の 細胞内投与に よ っ て 亡C a
2 十

いま
一

時的に 上昇 した ． リ ア ノ ジ ン 処理 後の m 2ノm 4 トラ ン

ス フ ォ
ー マ ン ト で は A C h 投与 に よ るtC a

2 ＋

1i オ シ レ ー シ ョ ン ほ観察 され な か っ た ． 以上 の 結果か ら ， m A C h R ほ そ の セ カ ン ド

メ ッ セ ン ジ ャ
ー

と して C a
2 十

を用 い て お り
，
m lノm 3 お よ び m 2 J

I
m 4 m A C h R の サ ブ タ イ プ 間で ほ異 な っ た 細胞内情報伝達経路

を介 して い る と推論 され た ． また
，
m 2ノm 4 m A C h R で 認め られ た EC a

2 ＋

1i オ シ レ ー シ ョ ン の 機構 に ほ C a
2 ＋

誘発性 C a
2 ＋

放出の

関与が 示 唆され た ．

E e y w o rd s r n u s c a ri nic a c e t ylc h oli n e r e c e p t o r ， N L 3 08 c e11 ， G
－

p r O t ei n ， I n o sit ol l ， 4 ， 5
－

t ris p h o s p
－

h a t e
，
C a
2 ＋

o s ci11 a ti o n

神経 終末 か ら放 出 され る ア セ チ ル コ リ ン くa，C e tyl c h oli n e ，

A C hうほ l ニ コ チ ン 性 と ム ス カ リ ソ 性 ア セ チ ル コ リ ン 受容体

くm u s c a rin ic a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r ， m A C h Rl に 結合 し， 信号が

伝達され る ．
m A C h R を A C h で 刺激す ると ， 異 な っ た タ イ プ

の 細胞 に 対 し様 々 な膜 イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス の 変化 を も た ら

す
11

， m A C h R を 介す る情報伝達は ， 1 9 1 4 年 D al e に よ り記述 さ

れ る と い う古t l歴史 を持 つ に もか かわ らず ，
そ の 機構 は ニ コ チ

ン 性 の そ れ に比較 して ， 充分 に は 判明 して い な い ． そ の 理 由

は
，
m A C b R は薬理学的 に 分析され る三 種頬の サ ブ タ イ プ が存

在す るうえ ，
グ ア ノ シ ソ 三 リ ソ 酸 くg u a n o si n e trip h o s ph a t e ，

G T P I 結合蛋白質を介する酵素反応 に よ る こ とに あ る
2 州

． しか

し五種類の m A C h R の D N A が 得られ t
2J
こ とか ら

， 異所性 に

発現 さ せ た 純粋 な m A C h R の 集 団 に よ る研究 が進 み ， 各

m A C h R か ら の 信号伝達様式が しだ い に 明ら か に な り つ つ あ

る ．

m A C h R の サ ブ タ イ プほ ， 脳や 心 臓 の 細胞や膜標品を使 っ て

薬理 学的に 研究す る場合に は M l ， M 乙 M 3 の サ ブ タ イ プ に 分類

され て い る ． そ れ は ，
m A C h R に 対す る ア ン タ ゴ ニ ス トで ある

ビ レ ン ゼ ピ ソ が H a m m e r ら
6
丹こよ っ て 発見 され た こ と に 依存 し

て い る ．
ビ レ ン ゼ ピ ン に 対 し M l は 高親和性を 示 し ，

M 2 は低

親和性を 示 す ． M 2 は 別の ア ン タ ゴ ニ ス トで ある A F D X－11 6 に

対する親和性の 差 で さ らに 分類 され ， 高親和性で主に 心 筋に存

在す る M 2 心 臓型 と低親和性 で 分泌細胞 に 存在す る M 2 腺型

くも しくほ M 3 トに 細分類 され る ．

ブ タ 大脳よ り精製 され た m A C h R 蛋白質 の ト リ プ シ ソ に よ

る 部分分解 に よ っ て 得られ た ペ プ チ ドの 部分 ア ミ ノ 酸配列か ら

平成 5 年1 2 月1 7 日受付， 平成 6 年 2 月2 4 日受理

A b b r e vi a tio n s こ A C h
，
a－C e t ylc h oli n e ニ A M ，

a C et O X y m et h yl ニ B A P T A
－ A M

，
1
，
2
，

－ bis く2 － a m in o p h e n o x yl et h a n e
－ N

，

N
，
N
，

，
N
，

－t e tr a a C eti c a cid － a C e t O X y m et h yl H C a
2＋

L ， i n t r a c ellu l ar C a
2 ＋

．

c o n c e n t r ati o n ニ C A D P R ， C y Clic a d e n o sin e

dis p h o s p h a t e rib o s e ニ CI C R ， C a
2 ＋

－i n d u c e d C a
2＋

r el e a s e ニ D M E M ，
D u lb e c c o

，

s m o difie d e a gl e m e di u m ニーE G T A ，



ム ス カ リ ソ 性愛容体刺激 に よ る細胞内 C a
2 ＋
上 昇

予想 され た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ドが1 98 6 年に 合成 され ，

ブ タ 脳に

存在す る m A C h R の 核酸
一 次配列お よび そ れ か ら推測 さ れ る

ア ミ ノ 酸配列が K u b o ら
偶
に よ り明 らか に され た － 1 98 7 年 に は

B o n n e r ら
9，
や P e r al t a ら

10
牝 よ り

，
まず m 2 が ク ロ ス ハ イ プ リ

ダイ ズ法 に よ り 同定 され ，
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ソ の 条件を弱

め る こ と に よ っ て ， さ ら に 三 種以上 の 別の m A C h R 遺伝子が 同

定され た ， そ の 軋 B o n n e r ら
Il，

ほ ラ ッ トか ら ， ま た A s h k e n a
－

zi ら
12，
は ヒ ト c D N A ラ イ ブ ラ リ

ー か ら m A C h R を ク
ロ ー ニ ン

グす る こ と に 成功 し ， m A C h R に 五 種類の 遺伝子 上 の サ ブ タ イ

プが存在す る こ とが 明 らか に され た － 1 9 8 9 年に ほ m A C h R の サ

ブ タ イ プ は ， 遺伝子 構造お よ びそ れ に 基づ く サ ブタ イ プ の 蛋白

質を さす場合 に ほ m l ， m 2 ， m 3 ， m 4 ， m 5 ， 薬理 学的分掛
こよ る

サ ブ タ イ プ を意味す る場合 に は M l ， M 2 ， M 3 と 呼称 され る こ と

と な っ た ．

m A C h R の m l ， m 3 ， m 5 の サ ブ タ イ プ は ， 百 日咳轟くP e r t u－

s si s t 。X i n ， P T xI 非感受性の G T P 結合蛋白質を介す る経路 に よ

りホ ス ホ イ ノ シ チ ド
ー 特異的ホ ス ホ リ パ

ー ゼ C 酵素 くp h o s p h
－

。i n o sitid
－

S P e Cifi c p h o s p h oli p a s e C ， P L Clくおそ らくそ の Pl ア イ

ソザ イ ムう を活性化す が
－－3 卜 20－

． そ の 結果増加す るイ ノ シ ト
ー ル

1
，
4
，
5 三 リ ソ 酸 くin o sit ol く1 ， 4 ， 51－tri s p h o s p h a t e ， I n s く1 ， 4 ， 51

P 31 は ，
細 胞 内遊 離 カ ル シ ウ ム 濃 度 くin tr a c ell ul a r C a

2 ＋

c 。n C e n tr a ti o n ，t C a
2 十

H の 上 昇を 引き起 こ す ． こ の 現象 は卵母 細

胞に お い て は C a
2 ＋

依存 性 Cl．電流 を発生 し
T，2 り22－

，
線 維 芽細

胞
231
， 上 皮細胞

叩
お よ び神経芽細胞腫雑種細胞

l 相 聞 に お い て ほ
，

主 に C a
2 ＋

依存性 K
＋

電流 の 反応と して 外向き電流 を生 じる ．

m 2 お よ び m 4 の r n A C h R サ ブタ イ プは G T P 結合蛋白質を

介して ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ
ー ゼ 活性 と電位依存性 C a

2 十

電 流 を 抑

P リリl

．
ノ
ノ

ノ
ノ

ノ

ノ
p B R 32 7

ノ

ノ ノ

ノ

1
1
．
．
．

甘

H

S aノl 轟
－

．

1
し
し

1

1
1
－

ぺ
コ

リ

J 04
H

V

し
1

l
へ

へ
1

1
ィ

ノ

ノ

し
ノ

し

1

S V 40

0 ri g 仙 P r 釧 1 0t e r

P k N H

s v 4 0 摘1 0bi n

O rigi rJ P r c m ot e r s v 4 0 t
1
1 P B R 3 2 7
1 ． ． 八 八 八 l

n e O

．
1

．
i

1
．

－

11．
1
．

J
r

l
．

ノ

ノ

S a fl

F ig ． 1 ． R e c o m b in a n t pl a s m id ， P k N H f o r e x p r e s si o n of th e

Cl o n e d m A C h R g e n e s i n N L 3 0 8 n e u r o bl a s t o m a x fib r o bl a s t

h y b rid c ells ．
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制す る ．
これ ら の 反応は P T x をこ よ っ て 阻害さ れ る

l 椚 8I
． と こ

ろ で 生 体内 で は 心 臓 の 細胞や様 々 な 神経細胞 に お い て ，
M 2

r n A C h R に よ っ て 薬理学的に K
十

電流の 増加が もたら され る と

い う事実 に も か か わ ら ず ， 線 維 芽細胞 や 神経 芽細胞腫 に

皿 A C h R を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ した細胞を 用い て構成 された

実験系に お い て ，
m 2 r n A C h R が K

十

電流を 活性化する と い う報

告が ， 遺伝 子が ク ロ ー ニ ン グ され た直後 の 研究で無か っ た こ と

は驚き に 催する ． m 2 m A C h R が培養腫瘍分泌細胞 お い て K
＋

電

流 を増加す ると い う報告
細
や l 弱 い な が らも C a

2 ＋

依存性 Cl一電

流 を活性化す ると い う卵母 細胞 で の 報告
1n
が ある の み で ある －

した が っ て ， 卵母 細胞に お い て ほ m 2 m A C h R と ，
m l お よび

m 3 m A C h R とで そ の 効果発現の 点に お い て ， な ん らか の ク ロ

ス ト
ー ク が存在す る こ と は 明らか で ある ． m 2 m A C h R 刺激 に

ょ り仁C a
2 ＋

コi 上昇も生 じる こ と が予測できる が ，
そ の 時間的 ， 空

間的な性質は m 3 m A C h R に よ り誘 発され るtC a
2 ＋

li 上 昇と は異

な っ て い ると 考え られる
22I2 8 1

． そ の よ う な ク ロ ス ト ー ク ほ 線維

芽細胞 ，
上 皮細胞お よ び筆者の 属す る グ ル

ー プ が 以前研究 した

神経芽細胞歴 と神経膠歴 との 雑種細胞 に お い て は 観察 され て い

な か っ た
1 3I2 3I 2 相 聞

しか し最近筆者 らほ ， m 2 も しく ほ m 4 m A C h R を 発現 させ

た神経芽細胞腫 と線維芽細胞腫 と の 雑種細胞 である N L3 0 8 細

胞 に お い て ，
オ シ レ

ー シ ョ ン を伴う外向き電流が しば しば観察

さ れ
， 羊の 外向き電流が m l も しくは m 3 m A

C h R を発現させ

た N L 3 0 8 細胞 と ほ異な る経路を経て C a
2 ＋

依存性 K
＋

チ ャ ン ネ

ル が活性化 され る こ と に よ る こ と を報告 した
251

． そ こ で こ の 細

胞系が ， 生体 内で 観察され る m 2 r n A C h R か ら K
＋

チ ャ ン ネ ル

へ の 細胞内情報伝達の 種 々 の 機 構 の
一

つ を 再現 して い る と 考

え ， m 2 m A C h R に 関する詳 しい 情報伝達機構を分析する こ と

を 思い た っ た ．

本研究 に おい て ほ ，
m 2 お よ び m 4 m A C h R を 発 現さ せ た

N L 3 0 8 細胞に お い て 外向き電流を発生 させ る機構と と もに ，
そ

の 外向き電流 に 伴うオ シ レ
ー シ ョ ン の 起源 に つ い て ， 主 に 細胞

内 C a
2 十
を測定す る こ と に よ り検討 した ．

材料 お よび 方法

工 ． 材 料

本研究に お い て 用 い た 細胞 は ，
m ト m 4 各 サ ブ タ イ プ の

m A C h R を コ
ー ドす る c D N A s を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した培

養神経細胞 N L 3 0 8くマ ウ ス 神経芽細胞鷹くN1 8 T G－21 と マ ウ ス 線

維芽細胞腰くB － 8 21 と の 雑種細胞う で ある
3 り

．

m A C h R 遺伝子の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に ほ ， 哺乳動物細胞

発現 ベ ク タ
ー

と し て p k N H n e o を 用 い た ，
こ の ベ ク タ

ー は

p B R 32 2 と p B R 3 2 7 を骨格 に もち ， ク ロ
ー ニ ン グ部位の 上流 に

S V 4 0 の 初期プ ロ モ
ー タ ー

， 下流 に ポリ ア デ ニ レ
ー シ ョ ン の 情

報 を含 む 月－グ ロ ビ ン 遺伝 子 の
一

部が挿 入 され て い る ． また 形質

転換細胞を選択 で きる ように ，
ネ オ マ イ シ ソ くG 41 即 耐性遺伝

子が観み込 まれ て い る
13I3 2I く図11 ．

m l 一 旬
m 4 サ ブ タ イ プ に 特異的な プ ロ ー ブを 用 い て ， 各サ ブ タ

イ プの m A C h R を コ
ー

ドす る c D N A を トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ

した 細胞に 対 しノ
ー ザ ソ プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ソ を

e th yle n e gly c o トbis くj3
－ a m in o － e t h yl e t h e rl N j N ， N

，

，
N
，

－ t e t r a －a C e tic a cid ニ G T P ， g u a n O Sin e t ri p h o s p h at e ニ1 n s く1 ， 4 ，

51 P 3 ， i n o sit o1 1 ， 4 ， 5
－

t ris p h o s p h a t e ニ m A C h R ， m u S C a rini c a c e t yl ch oli n r e c e p t o r ニ P L C ， p h o s p h oi n o sitid
－

S p e Cific

こ

p h o s p h olip a s e C L P T x ， P e rt u s sis t o xi n 妄Q Nモき， q uih u clidin yl b e p zil at e t



4 7 6 石

施 行 し ， ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ さ れ た ク ロ
ー

ン が 実 際 に

m 巨 Y m 4 サ ブ タ イ プ に
一

致す る R N A を発現 して い る こ とを 確

認 した ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ て い な い 細胞で ， 低い レ

ベ ル で ほ ある が m 4 に 特異的な プ ロ ー ブ に の み ハ イ プ リ ダイ ズ

す る R N A 種 が認 め られ ， N L 3 0 8 細胞 は 内在的に m 4 が 存在す

る こ と がわ か っ た ．■しか し他の 三種 の サ ブ タ イ プ 特異的プ ロ ー

ブ に 対する R N A 種ほ 認め られ な か っ た ． ま た
， 実験に 用い た

細胞 に ほ ， 門明 キ ヌ ク リ ジ ニ ル ベ ン ジ レ ー

ト くq u i n u cLidi n yl

b e n zil a t e
， Q N B l 結合 実験に よ り ， ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ して い

な い 細胞が示 した 結合量 よ りも十分に 多い r
3
HI Q N B 鮮 含量を

示 す細胞
，
す なわ ち m A C h R 蛋白質を発現 して い る細胞を選ん

だ く表 1I ．

5 ％ ウ シ 胎児血 清くGib c o ， N e w Y o r k ， U S A l を 含有す るダ ル

べ
ッ
コ 変法 イ ー グ ル 培地 のulb e c c o

J

s m o difi e d e a gl e m e di u m ，

D M E M
，
G ib c o トに て ， 3 7 C ， C O 2 濃 度1 0 ％ の 濃度下で細胞培養

した ． 雑種細胞 と そ の 親株 との 混濁 を防ぐ目的で培地に ほ さ ら

に
，
1 0 0 JLM ヒ ポ キ サ ン チ ン くh y p o x a ．n th i n el ， 0 ．1 p M ア ミ ノ プ テ

リ ン くa m in o p t e ri n l お よ び 0 ．1 p M チ ミ ジ ン くth y m id in el

くH A TI も含 まれ て い る
331

． 細胞内 C a
2＋

濃度測定お よび 電気生理

学的測定に 際 し， ポ リオ ル ニ チ ソ くp oly o r nithi n el で コ ー ト した

培 養皿 に て ，
1 ％ ウ シ 胎 児 血清 お よ び 0 ．2 m M ジ ブ チ リ ル

くd yb u ty r yり c A M P を 含 んだ D M E M で細胞を 4 r － 1 0 日 分化誘

導 した
811

．

正 ． 細胞内 C a
打

濃度測定

カ バ
ー

グ ラ ス 上 で分化 させ た N L3 0 8 細胞を培養 し， そ の 細

胞に F u r a－2 を 取 り込ま せ ， 細胞内 C a
2 十

濃度を 測定 した ． 細胞

ほ 10 p M の F u r a
－2 一 ア セ ト キ シ メ チ ル ■ エ ス テ ル くa c e t o x y m －

e th yl， A M l を含む 培地 で 37 てこ に て6 0 分間イ ン キ ュ
ベ ー

タ
ー

内

に 静置 し ， 色 素の 脱 エ ス テ ル 化を行う目的 で ，
さ らに 20 分間室

温 でイ ン キ エ
ペ － シ ョ ソ を行 っ た ．

こ の よう に 前処置を施 した

N L3 0 8 細胞を の せ た カ バ ー ガ ラ ス を 倒立 顕微鏡 O S P －

3 くオ リ ン

パ ス
， 東京I に 固定 した

35 珊

蛍光像 は 紫外線照射下 で 高感度撮像管くsili c o n－i n t e n sifi e d

t a r g e t ， S n つ ビ デ オ カ メ ラ 24 0 0 －0 8 く浜松 フ ォ ト ニ ク ス ， 浜 松う

を 用 い て 撮影 した ． 蛍光輝度は 340 n m およ び 38 0 n m の 二 波長

の 励起光で モ ニ タ ー

した ． 蛍光像ほ 光デ ィ ス ク M E－5U l く三 菱

電機 ， 東京l 上 に 保存 し， 画像解析装置 A r g u s
－ 5 0 く浜松 フ ォ ト

ニ ク ス一に て解析 した ． 細胞 内 C a
2 ＋
の 蛍光比か らrC a

2 十

1i 絶対値

へ の 変換法 は前報 に 従 っ た
叩

．

ま た
，
A C h に よ る 刺 激 に は ，

H E P E S D M E M 溶 液 で

1 0 恥M に な る よ う調整 した A C h 溶液 50 恥1 を 記録用溶液 に 加

え
， 最終濃度が 5 仙M と な る よう に した ．

H ． サ イ ク リ
t

ソ ク
ー

ア デ ノ シ ン
ー

ジ ス ホ ス フ エ イ ト ー

リボ ー

ス くc y cli c a d e n o s i n e di s p h o s p h a t e
－

ri b o s e
，
C A D P R l の

細胞内注入

C A D P R を細胞内注入液 に 溶解 した ． 細胞 内注入 液は 150 m M

K C l
，
1 m M M g C 12 ， 1 m M N a 2 A T P ， 1 0 m M H E P E S お よ び

0 ．1 m M F u r a － 2 よ りな り， そ の p H を N a O H に て 7 ．2 に 滴起 し

た ． 先端径 を 2jL m に 調 整 し た 微小 ガ ラ ス 電 極 Gl a s s I B B L

くW o rld P r e cisi o n I n st r u m e n t s ， N e w H a v e n ， U S A l に 細胞内注

入液を満た し， N L 3 0 8 細胞 の 細胞膜 に ホ ー ル セ ル モ ー

ドの パ ッ

チ ク ラ ン プ 法を 施行 した
38l

． c A D P R の 注入 は ， 電極 内に 陰圧を

かけ パ ッ チ 膜を 破 っ た後， 微小 ガ ラ ス 電極を 通 して イ ン フ ュ
ー

ジ ョ ン に よ り行わ れ た
38ユ

．

N ． 放射線 I n s く1 ， 4 ， 引 P 3 結合実験

I n s く1 ， 4 ， 51 P 3 の 測定は 従来 の 方法珊
40

丹こ従 っ た ． m A C h R を

発現 させ た N L 3 0 8 細胞を エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 ニ ナ ト リ ウ

ム くe thil e n e di a m i n さ t e tr a a c e ti c a cid ， E D T A l を 加 え た

D ulb e c c o リ ソ 酸 緩衝生理 食塩水 くp h o s p h a te － b u ff e r e d s ali n e ，

P B S 卜Iトに て 培 養用 フ ラ ス コ 壁 よ り 遊離 させ ， 続 い て 溶媒

500 Ftl 当り細胞密度が 5 ．O x l Oソm l に な る よう に 10 m M L iC l を

含 んだ D M E M に て 再浮遊 し， 3 7 てこ に て1 0 分間 イ ン キ ュ
ベ ー

シ ョ ン を 行 っ た ． そ の 後 ，
1口0 倍量の 濃度と な る A C h を 添加し

反応を開始 し ， 2 0 ％ 過塩素酸 8 恥1 を加 える こ と に よ っ て 反応

を停止 した ． 被検試量を 10 N K O H に よ っ て p H 7 ．5 に 滴定 し，

滴定 された 被検試量を遠心する こ と に よ っ て K C l O ． を 沈殿 さ

せ
， 上 清を I n s く1 ， 4 ， 引 P 3 結 合実験 に 用 い た ． 1

，
4
，
5 － ア イ ソ

マ ー

を 特異的に 認め る亡
3

叩 イ ノ シ ト
ー ル 1 ，4 ふ 三 リ ソ 酸 ア ッ セ

イ シ ス テ ム くア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン ， 東京I を用 い る こ とに よ っ

て 1 n s く1 ， 4 ， 51 P 3 量 を宣則走 した ．

V ． 薬品 ． 機器名

実験に用い た 薬品 ． 機器類は 下記 よ り得 た ． ア セ チ ル コ リ ン

く第 一 製薬 ， 東京1 ， F u r a ． －2 ， F u r a－2 － A M お よ び 1 ， 2 ， ゼ ス く2－ア

ミ ノ フ エ ノ キ シI エ タ ンーN ， N ， N
，

， N
，

一四 酢酸
－

ア セ トキ シ メ チ

ル rl ， 2 ， －b is く2－a mi n o p h e n o x yl e th a n e－N ， N ， N
J

， N
，

－t e tr a a C eti c

a cid －

a．C e t O X y m e th yl ， B A P T A－A M H 同 仁 化学 ， 熊 本 お よ び

M ol e c ul a r P r o b e s I n c ．
，
E u g e n e ， U S A l ， 百 日咳毒素くフ ナ コ シ ，

東京ン， 塩化 ニ ッ ケ ル ， カ フ ェ イ ン お よ び リ ア ノ ジ ン く和光純

薬
，
大阪l

，
C A D P R くア マ シ ャ ム ． ジ ャ バ ソ1 ， 塩化 ラ ン タ ン け

カ ラ イ ， 東京1 ． 倒立顕微鏡 O S P －3 くオ リ ン パ ス ， 東京う， S nニ ビ

デ オ カ メ ラ 24 0 0 胡 お よ び画像解析装置く浜松 フ ォ ト ニ ク スI ，

光デ ィ ス ク M E － 5 U l く三 菱電磯 ， 東京I ．

T a bl e l ． P r o p e r ti e s of N L 3 0 8 n e u r o bl a s to m a x fib r o b l a s t cl o n e s tr a n sf e c t e d wi th D N A

C O di n g f o r m l ， m 2 ， m 3 a n d m 4 m u s c a ri ni c a c e tyl c h oli n e r e c e p t o r s くm A C h Rl

C l o n e S u b ty p e of m A C h R g e n e B i n di n g o f
3

H － Q N B
h7

C o n tr ol くn o n －tr a n Sf e c te dl 仁m 4コ

N L P M ト1 3

N L P M 2 － 3 01

N L P M 3 －1 6

N L R M 4 －1 0

m l くp igI
－1

m 2 くpi gI

m 3 くp igI

m 4 くr aり

n ． d ．

3 64 5 土47 2

8 1 0 士14 6

1 0 4 7 士17 0

4 3 3 士71

aつ S o u r c e of g e n e ．

bl V al u e s a r e m e a n 士 s ． e ． m ．
，
n ニ 6 f m ol e s p e r m illig r a m p r o t ei n ．

n ． d
リ
n O t d e t e c t a bl e ．
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成 績

I ． A C h 刺激に よ る細胞内 C a
Z＋

濃度上昇

四種の m A C h R を それ ぞれ 独立に 発現 して
い る N L 3 0 8 細胞

榊経芽細胞腫 と線維芽細胞歴
と の 雑種細胞1 に A C h を 添 加

し
，
それぞれ 異な る m A C h R サ ブ タ イ プを 活性化す る

こ と に

ょ っ て 生 じる r C a
2 ＋

1 腐 化 を F u r a －2 よ り の 蛍光量と して 測定 し

た ． 最終濃度 が 50 p M と な る A C h の 投 与 に よ り ， 四 種 の

m A C h R を そ れ ぞれ 発現 させ た す
べ て の ト ラ ン ス フ ォ

ー マ ン l

でtC a
2 ＋

1i が 即座に 上 昇 した ． 国2 に A C h に よ り 引き起 こ され

た C a
2＋

依存性 E
十

電 流 お よ び LC a
2十

1i の 時 間的経過 を 示 す ．

tc a
2 ＋

1i の 基線は50 へ 1 0 0 n M の レ
ベ ル で あり ， A C h 投与に よ る

EC a
2 ＋

li は そ れ よ り 1 00
旬 3 5 0 n M 高 い レ ベ ル に 達 した ．

m l
，
m 2

，

A

h

淵
申

畑
叫

眉

根
骨
粧
沐

■

叫

牛
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3 0 se c

F

G

H

m 3 お よび m 4 をそ れ ぞれ発現 させ た 細胞に おけ る 忙a
2 十

1i 基線

レ ベ ル
，
A C h 投与後 の E C a

2 ＋

1虐 大償お よび t C a
2 ＋

1止 昇幅の 平

均値 土標準誤差を表2 に 示す． m 2 お よ び m 4 ト ラ ン ス フ ォ
ー

マ ン トくN L P M 2－30 1 およ び N L R M 4－10 いに お ける A C h 投与後

の 平樹 C a
2 ＋

1i 上 昇率 は m l ト ラ ン ス フ ォ
p マ ン ト くN L P M ト

用 に 対 しそ れぞれ57 お よび 45 ％ で あ り ， m 3 ト ラ
ン ス フ ォ

ー

マ ン ト くN L P M 3－161 Pこ対 して ほそ れ ぞれ59 お よび 47 ％ で あ っ

た く囲 3 A う． m 2ノm 4 ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン トで 観 察 され た

亡C a
2 ＋

も上 昇ほ ， m lノm 3 ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン トで み られ た そ れ

に 比 しか な り低か っ た くP く0 ．0 51 ．

m 2 お よ び m 4 m A C h R を発現 させ た細胞 に お い てt C a
2＋

コi 上

昇 は オ シ レ
ー

シ ョ ン を伴 っ て 生 じく図 4 BI ， そ れは m 2ノm 4 ト

ラ ン ス フ ォ
ー マ ン ト N L 3 0 8 細胞 の 90 ％ 以上 で 認 め られ た － そ

二J l 抑 佃

1 抑 Se C

F ig ． 2 ． A c e tyl c h oli n e くA C hl －i n d u c e d c u r r e n t くA
へ El a n d tC a

2 ＋

1i i n c r e a s e tF へ 引 i n a n o n
－ tr a n Sf e c t e d N L 3 0 8 c ell くA ， F l ， a n d i n m l

くB ， G l － ， m 2 くC ， H IL ， m 3 の， Il
－

a n d m 4 くE ， Jl － tr a n Sf o r m e d N L 3 0 8 c ells ． A rr o w s s h o w th e a p pli c a ti o n
ti m e of A C h ，

T a bl e 2 ． T h e a v e r a g e t C a
2 ＋

コi i n c r e a s e i n m l ， m 2 ， r n 3 a n d m 4
－tr a n Sf o r m e d N L 3 0 8 c ell s

I n tr a c ell ul a r C a
2 ＋
c o n c e n t r a ti o n くn M l

C l o n e S u b ty p e of N u m b e r
－

Of B a s e P e ak A tC a
2 ＋

コi

m A C h R g e n e e x p e ri m e n t s
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4 7 8

の オ シ レ ー

シ ョ ン は 通常 シ ヌ ソ イ ダ ル タ イ ブ で あ り ， そ の 周波

数 は 0 ■04 0 士0 ．0 0 2 H z く平均値 土標準誤差1 で あ っ た くn ニ 用 ．

m 2 およ び m 4 を発 現 させ た細胞で は低濃度 の A C h 刺激 に 対

して も同様 の オ シ レ ー シ ョ ン が 観察 され た ． 加え て ，
m l お よ

び m 3 を発現 させ た 細胞でも低濃度 A C h 刺激時 に は ， 同様の

オ シ レ ー シ ョ ン が 観察 され る場合があ っ た ． 従 っ て ，
オ シ レ ー

シ
ョ ン ほ ， 完全 に 受容体 サ ブ タ イ プ 特異的と い う わ け で は な

く ，
N L 3 0 8 細胞特異的 な可 能性が 示 唆され る ．

t C a
2 十

コi 上 昇 ほ t A C h 投与後 300 J
，

b 3 5 0 秒 で 基線 レ ベ ル に 戻 り

く国2 1 ， こ れは 四種 の m A C h R を 発現させ た そ れ ぞれ の 細胞 で

同様 で あ っ た ． また
， 濃度一反応曲線か ら観察 され る よう に ，

m lノm 3 ト ラ ン ス フ ォ
ー

マ ン ト で は濃度依存的に ム ーC a
2 ＋

コi が 増

加 した の に 対 し
，
m 2ノm 4 ト ラ ン ス フ ォ

ー

マ ン ト で は 1 5 0 n M 程

度 で A 仁C a
2 十

1i は ほ ぼ飽和 に 達 し， そ の 後 プ ラ ト ー

相を 形成 した

く図3 王ヨ1 ．

A C h に よ る 仁C a
2 ＋

コi 上 昇が 細胞の どの 部位 に 生 じて い る か を

知 る 目的で l 疑似 カ ラ ー 表示 され た 画像 を用い て 空間的特性の

解析を試み た ． A C b に対す る 仁C a
2 十

1i 上 昇の 大部分ほ細胞体 に

お い て 引き起 こ され
， 細胞突起が rC a

2 十

コJ 二昇に 果た す役割は少

な い こ と が認 め られ た ． N G l O 8－1 5 雑 種細胞に お け る ブ ラ ジ キ

ニ ン に 対す るr C a
2 十

コJ ニ昇卿 と 同様 に ，
N L 3 0 8 細胞 に お い て認め

られ るr C a
2 ＋

コi上 昇 は細胞 の 深部か ら まず発せ られ る こ とが 観察

された ． m 2ノm 4 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト で 認め られ た 忙a
2 十

1i オ

シ レ ー シ ョ ン は細胞全体 で観察 され ， そ の 部位局在ほ認め られ

なか っ た く図 4I ． そ こ で ，
C a
2 ＋

貯蔵部位 は細胞質全体 に ほ ぼ 均

等 に 分布 して い る と推測 され る ．

班 ． A C h に よ り 引 き 起 こ さ れ る EC a
2 ＋

コi 上 昇 に 対す る

B A P T A
，
E G T A お よび C 且

2＋

チ ャ ン ネル ブ ロ ワ カ ー

の

影響

m 2 お よび m 3 m A C h R を 発現 させ た細胞 に お い て A Ch に

よ り引き起 こ され る外向き電流は カ ル シ ウ ム キ レ ー タ ー で あり

細胞膜透過性を持つ B A P T A － A M 処理 に て
， 細胞 内 C a

2 ＋

を キ

レ
ー テ ィ ソ グする こ と に よ り完全に抑制され る こ とを 我 々 は 報

ぎ
亘

u

O

葛

至
心

2
8

デ
鴇
リ
ー

00

00

4

3

2 00

皿

m l m 2 m 3 m 4

S u b typ e s of m A C h R

嘗
劇
した が

， 今回 1 0 p M B A P T A－A M で6 0 分間処 理 した細胞

お い て FC a
2 ＋

1i の 測定を 行 っ た ． m l ， m 2 ， m 3 お よ び m 4 を そ れ

ぞれ 発現 させ た 細胞に お い て A C h 投与 に よ る rC a
2 ＋

コi 上 昇 ほ

10 p M B A P T A － A M に よ っ て は と ん ども しく は完全 に 抑制 され

た く図 51 ． こ れ らの 結果か ら， 四種 の m A C h R サ ブ タ イ プを発

現 させ た N L3 0 8 細胞 に お い て 認 め られ た A C h 誘発性 の 外向き

電流や m 2ノm 4 m A C h R で み られる FC a
2 ＋

li オ シ レ ー シ ョ ン もす

べ て細胞内 C a
2 十

濃度上 昇に 伴い 引き起 こ され る こ と が 明 ら か

と な っ た ．

A C h に よ り惹起 され る EC a
2 ＋

li 上 昇 を生 じ る C a
2 ＋

の 起源 く細

胞外か らの 流入 に よ る C a 2 十 に よる か
， も しく は 細胞内貯蔵部

位 か ら放出 され た C a
2 ＋

に よ るかI を 検討する た め に ， 細胞膜を

通 して の C a
2 十

流入 を 阻害す る条件下で rC a
2 十

コi を測定 した ．

5 m M エ チ レ ン グ リ コ ルー ビス く8－ア ミ ノ
ー

エ チ ル エ ーテ 叫

N
，
N
，
N
，

，
N
，

一四 酢酸くeth yl e n e gly c oトbi s くB－a m i n o － e th yl e th e rl

N ， N
，
N
，

， N
，

－ t e tr a a C e ti c a cid
，
E G T A 卜に よ り細胞外 C a

2 ＋

を キ

レ
ー

トす る こ と に よ っ て
，
サ ブ タ イ プに特異的なr C a

2 ＋

コ．上 昇の

変化が み られた ． m l を発現 させ た 細胞で は l 最高濃度 は ほ と

ん ど減 じな か っ た の に 対 し
，
プ ラ ト

ー

相がか なり 消失 した く図

5 ぃわ ニ 81 ． 興味 深い こ と に ，
m 2 お よ び m 4 を発現 させ た 細胞

で は
I t C a

2 ＋

コi 上昇 に 対す る E G T A の 影響はわ ずか で あ っ た が
，

F C a
2 ＋

コi オ シ レ
ー

シ ョ ン の 周波数 は 減少 した く図 5 H そ れ ぞれ

n こ 8 お よ び 61． m 3 を発現 させ た細胞 に お い て ほ ，
E G T A 処理

に よ り 亡C a
2 ＋

コJ 二昇に は特 記す べ き変化ほ認め られなか っ た く図

5 I ．

これ らの 結果か ら ， 四 種の い ずれ の サ ブ タ イ プ を発現 させ た

細胞に お い て も 亡C a
2 十

1i 上 昇 に お け る最初 の 最大値 を 示 す時の

C a
2 ＋

起源は細胞内に 求め られ る ． ま た ，
m 2

，
m 3 お よ び m 4 を

発現させ た 細胞 で は ， プ ラ ト ー 相が E G T A に よ り ほ と ん ど影

響 を受けな か っ た こ と く図 51 か ら ， そ の 相 の C a
2 ＋
に お い て も

細胞内に 起源を求め る こ とが で き る ． 唯
一

の 例外ほ m l を発現

させた 細胞で あり ， そ こ に 認め られ る 二 相性 の 亡C a
2 ＋

コi 上 昇に お

い て
， そ の プ ラ ト

ー 相は 細胞外 C a
2 ＋
の 流入 に よ る と 考 え られ
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－

a n d m 4 tr a n sf o r m e d c ell s ． BI D o s e － r e S p O n S e C u r V e f o r th e A C h －i n d u c e d tC a
2 ＋

li i n c r e a s e i n
m l － ト 0

－
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ム ス カ リ ン 性受容体刺激 に よ る細胞内 C a
2 十

上 昇 4 79

る ．

m 2 を 発現 させ た細胞 に おけ る C a
2 ＋

の 細胞外か らの 流入 を よ

り詳細に 検討す るた め に ，
し タ イ プ の 電位依存性 C a

2 ＋

チ ャ ン

ネル の 阻害剤 である ニ フ ェ ジ ピ ン くnif e d ipi n el くト 10 0 p M l ， 塩

化ラ ン タ ン くL a C1 3l
刷
く10 旬 1 0 0 p M ぃお よび ア ゴ ニ ス ト誘発性の

c a
2 十

の 流入 お よ び T
－ タ イ プ の C a

2 ＋
チ ャ ン ネ ル に 阻害剤 と して

作用す る塩化
ニ
ッ ケ ル くNiC l2 y

21

くl へ 1 0 m M l を種 々 の 濃度で 作

用させ た ． A C h に よ る tC a
2 ＋

li 上昇 は ， 1 0 p M ニ フ ェ ジ ピ ソ に

ょらて 影響 され ず ，
1 0 恥M L a C l3 に よ っ て も ほ とん ど変化 しな

か っ た が ，
5 m M N iC 12 で は減少 した く囲6 1 ． こ れ ら の 成績か ら

次 の 二 点 の 可 能性が示 唆 され る ． 第
一 点 は ， こ の 細胞が T 一 夕 イ

ブ の 電位依存性チ ャ ン ネル を 介す る経路を持 っ て い る と い う こ

と で あ り， 第 二 点は ，
こ の 細胞が ま だ 明白で は ない が C a

2 ＋

流 入

の 経路を 有す る と い う可能性 で ある ． m 2 を 発現 させ た 細胸に

お い て
， 低い 開催電位で

一 時的な 内向き電流 が引き起 こ される

こ と は極め て まれ で あり ， こ の こ と か ら も考 え られ る の は ．

A C h 刺激に よ るE C a
2 十

11i に 関 しても受容体制御 の C a
2 ＋

流入機 構

を 介 して の C a
2 十

流入 に よ る可能性 が高 い と 考え られ る ．

以上 よ り ， 細胞外か ら の 流入 に よ る C a
2 十
の 動員の 有無が ， サ

ブ タ イ プ特異的 な所見と して観察 され た わけ で あ るが ， rC a
2 ＋

1i
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D o w n w a r d a r r o w s i n B r ef e r t o th e ti m e s e q u e n c e i n th e i m a g e i n A ．



4 8 0 石

上 昇 の 大部分 は ， そ の 起源を細胞内に 求め る こ とが で き る ．

次に ，
これ らの 四 種類の r n A C h R を 発現 させ た 細胞 に お い

て
， 細胸内 C a

2 ＋
の 動員に 関する セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー と し

て I n s くl ， 4 ， 5ナP 3 が考 え られ るか否 か を検討 した ．

m ． 異な っ た ク ロ ー

ン 間に お け る 1 n s く1 ， 4 ， 引 P 3 の 生成

図 7 に コ ン ト ロ ー

ル 細胞お よ び P T x 処理 した細胞 に お ける

A C h 誘発 性細胞内I n s く1 ， 4 ， 51 P 3 レ ベ ル の 時 間的経過 を 示

す ． m l お よ び m 3 m A C h R を 発 現 させ た 細胞 で は l 細胞 内

I n s く1 ， 4 ， 51 P ，は A C h 投与後10 秒以内 に 早急 に 生成 され 最大値

に 達する の に 対 し， m 2 お よ び m 4 m A C h R を発現 させ た 細胞

では A C h 投与後援徐 に 上昇 し， 2 0 秒で 最大値に 達 した ． m 2 お

よび m 4 を発現 させ た 細胞に お ける h s く1 ， 4 ， 引 P 3 の 最大 値

ぎ
亡
－

u

O

葛
し

苫

8
亡

O
U

テ
N

巾

U
－

は ， そ れ ぞれ 30 ．2 土2 ．5 く平均値 士標準誤差 ，
以下 同 じラお よ び

24 ．3 土7 ．O p m o V l O
6

く各 n ニ 41 で あり ， m l お よ び m 3 m A C h R

を 発 現 さ せ た 細胞 の 最大 値 ほ そ れ ぞ れ 38 ．7 土6 ．3 お よ び

41 ．2 土1 0 ．2 p m olハ0
6

く各 n 二 4ユ に 比 しか な り低か っ た くp く0 ．く瑚

く図 7 A l ． A C h 投与 に よ り引き起こ され る I n s く1 ， 4 ， 51 P 3 生成

は
，
m 2 お よび m 4 を 発現 させ た細胞 で は P T x 処 理 く100 n gl

m l
，
1 2 時間1 に よ り完全 に 阻害 され た ． 多く の 種類 の 細胞 です

で に 知 られ て い る よ うに
16 潤 Ig1 2 0，

，
m l お よ び m 3 m A C h R を発現

さ せ た 細胞 で は A C h 誘発性の I n s く1 ， 4 ， 51 P 3 生成 ほ ， P T x 一 非

感受性であ っ た く図7 B l ．

N ．
P T x の 亡C a

2 十

コi に 対する影響

従来の 報告で は
1 3，

，
m 2 お よび m 4 m A C h R を 発現 させ た細胞
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ム ス カ リ ン 性受容体刺激 に よ る細胞内 C a
2 ＋

上 昇

に お い て は ，
P T x 処 理 に よ り外向き電流ほ完全に抑制 され る

の に 対 し， m l お よ び m 3 m A C h R を発現 させ た 細胞 で観察 さ

れた 外向き電流 は P T x
一 非感受性 で あ っ た ．

こ こ で tC a
2 ＋

li の

P T x に 対す る感受性 に 関 して検討を加 えた ． 予想され た 如く 1

1 0 n gノm l の P T x 1 2
句 1 5 時間処理 に て ，

A C h に よ り引き起 こ さ

れ た E C a
2 ＋

1 J 二昇 は ， m l m A C h R を 発現 させ た細胞 でほ 何 ら影

響 されず ，
ま た m 3 m A C h R を発現 させ た 細胞で も ほ とん ど変

ぎ
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ー
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十

0 20 0 4く氾

48 1

化 しな か っ たが ，

一 方 m 2 お よ び m 4 m A C h R を発現 させ た細

胞で は 完全 に 抑制 された く図81 ．

こ こ で得 られ た 結果と前項の h s く1 ， も 引 P 3 に 関す る知見と

か ら考え られ る こ とほ ， 四 種の m A C h R で み られたt C a
2 ＋

li 上 昇

お よ び外向き電流ほ ， す べ て の サ ブ タ イ プ で h s く1 ， 4 ， 51 P 3 お

よ び C a
2 十

とい う同 じセ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー を介 して い るが ，

m l J
I
m 3 m A C h R か ら起 こ る情報と m 2ノm 4 m A C h R か ら生 じる

ノ

．

－
1

ノ
ー

1
－

1
－

－
－

－ －

－ 一

千

聞
一

20 0 0 2 0 0 4 00 6 00

T i m e くs e cI

F ig ， 6 ． Eff e c t s of L a Cl 3 くB l ， n if e di pi n e くCl a n d N iC 12 くD， o n
A C h－i n d u c e d tC a

Z ＋

1i i n c r e a s e i n m 2－tr a n Sf o r m e d c elts ． R e c o r d s s h o w

t c a
2 ＋

1i i n c r e a s e t o a p pli c a ti o n of A C h i n m 2－tr a n Sf o r m e d c e11 s i n th e a b s e n c e of C a
2 ＋
c h a n n el bl o c k e r s くAl a n d i n th e p r e s e n c e

of L a C 13 くBl， nif e d ipi n e くCl o r N i C 12 くDl ， r e S P e C ti v eLy ． A r r o w s s h o w th e a p plic a
ti o n ti m e of A C h ．

0 2 0 4 0 6 0 0 2 0 4 0 駈

Ti m e aft e r A C h ap P
li c atio n くS6 cI

F ig ． 7 ． T i m e c o u r s e of A C h
－

i n d u c ed f o r m a ti o n of i n o sitol l ， 4 ， 5
－ tri s p h o s p h a t e tI n s く1 ， 4 ， 51 P 31 i n m l

－

t
－ 0 － 1 ， m 2 十 ロ

ー

l ．

m 3 － ト 砂 － 1 a n d m 4 十
一 園 － l tr a n sf o r m e d c ells w ith o u t くAl a n d w ith くB H

つ
e r t u s si s t o x in くP T xl － p r e tr e a t m e n t －
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情報 とで は よ 異な っ た G T P 結合蛋白質を介 して伝達 され る と

い うこ とで ある ．

v ． r rL2 m A C h R を発現 させ た 細胞 に おけ るtC 8
1＋

11 上昇 に対

す る細胞外カフ ェ イ ン および細胞内 c A D P R の影響

次に 検討す べ き疑問点と して ， m 2 お よび m 4 m A C h R を発

現 させ た細胞 で ほ亡C a
2 ＋

コi オ シ レ
ー シ ョ ン が しばしば認 め られ た

の ほ 何故か ，
また そ の オ シ レ

ー シ ョ ン は どの ような 機構に よ っ
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1 00
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ー

1

－

L

ぎ
u
ソ

u
O

葛
圭
0
0
u

8

言
付

U
山

抑

憫

弼

2 00

憫

弼

緋

1 00 ト ヘ 叫

0 2q O lく将

坂

て惹起 され た の で あろ うか と い う点が ある ． m 2 お よび m 4 を

発現 させ た 細胞 で ほ ，
上記 の 結果 H H よ り ，

C a
2 ＋

起源 の 大部

分を細胞内 に 求め る こ と が で きる の で ， 工n s く1 ， 4 ， 5 H
つ
3 感 受性

C a
ヱ＋
プ ー ル の 関与 が第

一 で あるが ，
そ れだ けで は オ シ レ ー シ ョ

ン の 発現 を説明 で きな い の で ，
I n s く1 ， 4 ， 51 P ユー非感受性くお そ ら

くは リ ア ノ ジ ツ 感受酎 の C a
打
プ

ー ル の ような 第 二 ， 第三 の 細

胞内 C a
2 十
プ ー ル か らの C a

2 十

放 出の 可能性 に つ い て 検討 した ．

0 20 0 4 0 0 槻
腑

一 2 0 0

Ti m e くS e CI

F ig ． 8 ． E fi e c ts of P T x o n A C h
－i n d u c e d EC a

2 十

1i i n c r e a s e i n m l くA ， El
－

，
m 2 くB ， Fl － ， m 3 くC ， G l－a n d m 4 くD ， Hl

－ tr a n Sf o r m e d N L 3 0 8

c e11 s wi th o u t くA 旬 Dl a n d wi th くE 句 HI P T x
－

p r e tr e a tr n e n t ． A rr o w s s h o w th e
a p pli c a ti o n ti m e of A C h ．



ム ス カ リ ン 性受容体刺激に よ る細胞内 C a
2 ＋

上 昇

m 2 お よ び m 4 を 発現 させ た細胞に 5 m M の カ フ ェ イ ン を細胞

外か ら投与する と ，

一 時的な rC a
2 ＋

1 1 上 昇が み られ た ■ こ の 反応

は約30 秒 で 完了 し， L C a
2 ＋

1J 二昇 の 最大値は t
m 2 お よび m 4 を

発現させ た 細胞で そ れ ぞれ 163 ．7 土1 2 －3 く平均値 土標準誤差 ， 以

下同 じH n ニ 61 およ び 1 51 ．5 土5 －1 n M くn ニ 61 であ っ た ■
P T x 処

理は ，
カ フ ェ イ ン に よ る

一

時的なr C a
2 十

1 J ニ昇に 影響 を お よぼ さ

なか っ た の で ， こ の t C a
2 ＋

コi 上 昇ほ G T P 結合蛋白質以降 で生 じ

て い る こ と がわ か る く図 9I ．

以上 の こ と か ら， カ フ ェ イ ン に よ り誘 発 され る tC a
2 ＋

1i 上 昇

は ， G T P 結合蛋白質以降の C a
2 十
プ

ー ル に 対す る直接作用に て

生 じて い る こ とが 判明 した ． また
，
パ ッ チ ピ ペ ッ トか ら細胞内

に 投与され た c A D P R に よ っ て も
ー 時的なt C a

2 ＋

も上 昇が 引き起

こ され た く因9 さ． こ の 上 昇 は ，
カ フ ェ イ ン に よ り誘発 され た

rc a
2 ＋

1．上 昇 と時間経過 お よ び 最大値 に お い て 類似 して い た ．

C a
2 ＋
上 昇の パ タ

ー

ン か ら ， こ の 細胞 に カ フ ェ イ ン や c A D P R 感

受性 の C a
2 十
プ ー ル が存在 して い る と 推測 され る 一

明 ．
m 2 ト ラ ン ス フ ォ

ー マ ン ト に お け る 亡C a
紆

コl およ び

亡C 8
紆

コ． オシ レ
ー

シ ョ ンに 対す る細胞外 リ ア ニ ジ ン の 影

響

リア ノ ジ ン は 非筋肉細胞 で は ミ ク ロ ゾ
ー ム の 工n s く1 ， 4 ， 引

P ユー 非感受性 C a
2 ＋
チ ャ ン ネ ル を 開口 して C a

2 ＋
チ ャ ン ネ ル を阻害

する こ と が知 られ て い る
岬

． 1 0 恥M リ ア ノ ジ ン を 細 胞外 よ り

N L 30 8 細胞 に 投与す る こ と に よ り ，
オ シ レ ー

シ ョ ン を伴 う持続

した亡C a
2 ＋

1i 上 昇が しば しば観察 されたく図川 ． そ の 後引き続き

A C h を投与す る と くリ ア ノ ジ ン 投与後1 5 旬 2 0 分後 に A C h 投

一別 ，
オ シ レ

ー シ ョ ン を伴わ な い 亡C a
2 ＋

1i 上昇が 認め られ た ． リ ア

ノ ジ ン 処理 した m 2 J
I
m 4 m A C h R を 発現させ た 細胞で ，

A C h に

ょ る rC a
2 ＋

1i オ シ レ
ー シ ョ ン が消失 した r C a

2 十

1． 上昇 の 例 をそ れ

ぎ
エ

こ

0

葛
L

－

こ

む
じ

こ

8

デ
N

再

じ
山

ヰー V

－ 20 0 0 迎 0 4 め

4 8 3

ぞれ 図1 0 に 示 す ．

m 2 トラ ン ス フ ォ
ー マ ン トに おけ る A C h に よ っ て 惹起 さ れ

るL C a
2 ＋

1．上 昇の 最大値は リ ア ノ ジ ン 処理 前で は 216 土8く平均値

土標準誤差 ， 以下同 じH n ニ 即 お よ び リ ア ノ ジ ン 処理 下 で は

231 土16 n M くn こ 引 であ り ， 神経節細胞 の そ れ と 同程度 で あ っ

た ． わずか な ノ ッ チ ほ 残 っ て い る もの の ，
リ ア ノ ジ ン 処理 に よ

る オ シ レ
ー

シ ョ ン の 消失は著明 で あ っ た ．

考 察

N L 30 8 細胞は 神経芽細胞腫由来の 雑種細胞である ． 神経芽細

胞腫 C 13 0 0 は ，
1 9 4 0 年に AノJ マ ウ ス 腹腔内に 発見され た 交感

神経節原発性の 腫瘍である
441 － 崎

． こ の 度瘍細胞 ほ生体内移確ト

くマ ウ ス
ー マ ウ ス1 に よ り維持され ，

1 9 6 8 年 に 組織培養に移 され

長い 細胞突起
川 瀬
と 興奮性の 細胞膜

l 岬
をも つ な どの 神経細胞様

の 性質を有す る こ と が明 らか とな っ た ． さ ら に こ の 細胞は コ リ

ソ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ や タ イ P シ ソ

ハ イ ド ロ キ シ ラ ー

ゼ 活性を 有する点
4 岬
か ら， 生化学的に も神経細胞機能を備 え

て い る こ とが示 され － 神経機能研究 の モ デ ル と して 広く用い ら

れ る よう に な っ た ． こ れ ら の 培養細胞を用 い て ， 神経伝達物質

合成酵素活性の 面か ら コ リ ソ 性 ，
ア ド レ ナ リ ソ 性， セ ロ ト ニ ン

性 ， 無暗性型などの ク ロ
ー

ソ 細胞
44 榊 ，5り
が確立 され た ． そ の 後，

米国 NIH の N ir e n b e r g 研 究室で は t
ニ

ュ

ー

ロ ブ ラ ス ト
ー マ

N 1 8
印 の ヒ ポキ サ ン チ ン ． グ ア ニ ン ． ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス

フ エ ラ ー ゼ活性を 欠く変異株 N1 8 T G－2 くチ オ グ ア ニ ン 抵 抗性う

細j紆
了，
と他の 種々 の 細胞を セ ソ ダイ ウ イ ル ス を 利用 して細胸融

合さ せ て雑種細胞 を作 りだ し， 神 経機能発現の 遺伝的解析に 使

用 した
4TI5 附

． 本研究で 筆者が用い た 培養神経踵瘍細胞 N L 3 0 8

は そ の 中の 一

つ で あり ， N 1 8 T G－2 細胞と マ ウ ス
ー

フ ァ イ ブ ロ

山 へ へ
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F ig ． 9 ． r C a
2 ＋

い n c r e a s e e v ok e d b y e x tr a c e11 ul a r a p pli c a ti o n of c aff ei n e
．

in m 2 － a n d m 4
－ tr a n Sf o r m e d c e u s wi th o u t a n d w ith

P T x －

P r e tr e a t m e n t ， a n d tC a
2 ＋

li i n c r e a s e e v ok e d b y i n tr a c e11 ul a r a p plic a tl O n Of c y cli c a d e n o si n e di s ph o s p h a t e
－

rib o s e くc A D P Rl i n

m 2 － a n d T n 4 －tr a n Sf 。r m e d c ells ． A r r o w s sh o w th e a p pli c atio n ti m e of c aff ein e くA ， B ， C ， D l o r c A D P R くE ， Fl
．
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ブ ラ ス ト く線維芽細胞I B － 8 2 とを セ ソ ダイ ウイ ル ス に よ っ て 細

胞融合 させ て 作 っ た雑種細胞である ． N L 3 08 雑種細胞 の 性質に

つ い て報告 された 初期 の 研究に お い て ， 膜興奮性 に つ い て は す

で に 記載され て い るが
帥

， 本研究で は こ の よ うな細胞 に さ ら に

A C h レ セ プ タ ー の C D N A を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
，
そ れ ぞ

れ m l b m 4 m A C h R サ ブ タ イ プ を 特異的 に発現 し て い る

N L 30 8 細胞 を用 い た ．

本研究か ら ， m A C h R 遺伝子分類に お ける m 2 お よび m 4 サ

ブ タ イ プ は
I
N L 3 0 8 細 胞 に お い て オ シ レ ー シ ョ ン を 伴 っ た

亡C a
2 ＋

コi の 上 昇を きた し得 る こ とが 判明 した く図2 I ． こ の 現象 で

興味深い 点ほ m 2J m 4 r n A C h R が P T x 一感受性 G T P 結合蛋白

質を活性化 し ， 引き続き生 じる I n s く1 ， 4 ， 引 P 3 生成増加 に 伴い

亡

0

葛
書
0
0

U

8

ヂ
N

q

U
－

抑

00

r C a
2＋

コi 上 昇が 引き起 こ さ れ る と い う点 で ある ． さ らに ，
m 2ノm 4

m A C h R を発現 させ た 細胞に お い て A C h に よ り引き起 こ され

る t C a
2 ＋

li オ シ レ ー シ ョ ン は ， C a
2 十

誘発性 C a
2＋

放 出くC a
2 ＋

－in d
－

u c e d C a
2 ＋
r el e a s e

，
CI C Rl の 機構に よ り制御 されて い る こ と も

明 らか とな っ た ．

以上 の 知見は ， 本研究 に おけ る次 の 事実に よ り実証 さ れた ．

1 1 A C h に よ る EC a
2 ＋

l J 二昇 は細胞外 へ の 過剰な E G T A な らび

に
．

C a
れ
チ ャ ン ネ ル 阻害剤 の 投与 に よ り特に 影響 さ れ な か っ た

く図 5 1 ． 2 1 A C h に よ り 引 き起 こ さ れ る FC a
2 ＋

コi の 上 昇 ほ

B A P T A － A M で細胞 内 C a
2＋

を O m M 近くに キ レ ー

テ ィ ン グす

る こ と に よ り 完全 に 抑制 さ れ た く図 5 1 ． 3 う A C h に よ る

tC a
2 ＋

コi 上 昇ほ m 2 お よ び m 4 を 発現 させ た細腰 を P T x で前処

茎
一

二

0 甜0 1く氾 8 00 ．2 00 0 20 0 4翰 銭こ0

Ti m e くs e cI

F ig ． 1 0 ． Eff e c t s o王 r y a n o di n e o n A C h
－i n d u c e d r C a

2 ＋

い n c r e a s e i n m 2 － a n d m 4 －tr a n Sf o r m e d c ell s ． R e c o r d s s h o w t C a
2＋

ji i n c r e a s e i n

m 2 くA ， B ， C トa n d m 4 －くD ， E l tr a n sf o r m e d N L 3 0 8 c e11s b ef o r e くB ， D l a n d a b o u t 2 0 m i n u t e s af t e r くC ， 即 a d d iti o n of l O O FLM

r y a n o d i n e ． W hit e h e a d a r r o w sh o w s th e a p pli c a ti o n ti m e of r y a n o di n e a n d bl a c k h e a d a r r o w s s h o w th e a p pli c a ti o n ti m e of

A C h ．



ム ス カ リ ン 性受容体刺激に よ る細胞内 C a
2 ＋

上昇

理する こ と に よ っ て 完全 に 抑制 され た く囲 8 1 ． 4 つ工n s り， 4 ，

51 P ， 濃度が A C h 投与 に よ り上 昇 した ． 5 1 I n s く1 ， 4 ， 51 P 3 俳

感受性 C a
2 ＋

プ
ー ル と し て カ フ ェ イ ン ，

リ ア リ ジ ン お よ び

cA D P R に 感受性を 持 っ た C a
2 ＋
プ ー ル が 確認 され て い るが

珊

，

今回カ フ ェ イ ン お よ び c A D P R 投 与に よ り ． 神経節神経細胞 で

観察 され て い た現象ヂ と類似 した
一 時 的な rC a

2 ＋

コi の 上 昇が 認め

られた こ とか らく図9 1 ， N L 3 0 8 細胞が CIC R の
シ ス テ ム を所有

する こ とが 明 らか と な っ た ． 6 つ 細胞 を リ ア ノ ジ ン に よ り前処

理する こ とに よ り， 基本 と な るrC a
2 ＋

1i 上 昇に 影響 を与 え る こ と

なく ， rC a
2 ＋

1i オ シ レ ー シ ョ ン の み が消失 した く図川 ．

ア ト ロ ピ ソ 感受性 の 受容体 を介す る こ と に よ り ， A C h が

N L 3 0 8 細胞を 過分極する こ とは 以前 よ り報告 されて お り
311

，
ま

た ． N L 3 0 8 細胞の 親細胞と な る線維芽細胞 の 株化細胞で あ る

し細胞 に お い て も A Ch がオ シ レ
ー シ ョ ン を伴 う持続 した過分

極を引き起 こ す こ とが 報告 され て い る
耶 8，

．
こ れ ら の 細胞 に は

m 4 m A C h R が 存在す る こ と が知 られ て お り
25 脚 1

， 上記 の 反応

はそ れ が活性化 され る こ と に よ り 生 じ る も の と考 え られ て い

た ． 本研 究 を 開始 す る前 に は ，
こ れ ら の 細 胞 に お け る

m A C h R の サ ブ タ イ プ と膜過分極 と の 関係は ， 膜過 分極ほ m lノ

m 3 サ ブ タ イ プに 特異的に み られ る と い う我 々 の グル
ー

プ が 先

に 報告
59，
した 事実 と 矛盾 し ， 理 解 し難 い も の で あ っ た が ，

N L 30 8 細胞に お い て は m l J
I
m 3 の み な らず m 2J

I
m 4 サ ブ タ イ プ

で もrC a
2 ＋

コi 上昇 に 伴 う膜過分極が み られ た こ とく図2 いに よ り，

こ の 疑問は 氷解 した ．

m A C h R を 発 現 さ せ た N L 3 0 8 細 胞 に お い て ， m lノm 3

m A C h R 刺激 に よる E C a
2 ＋

1i 上 昇 の 発現機構を I n s く1 ， 4 ， 51 P 3 の

生成お よ びそ れに 引き続い て起 こ るr C a
2 ＋

1i の 上 昇に 帰 して考え

る こ とが できそ うで あ る ． なぜ な ら ， l l m lノm 3 m A C h R 刺激

に よ る イ ノ シ ト
ー

ル リ ン 脂質の 産生 お よびE C a
2 ＋

1i の 上 昇ほ こ れ

まで にも しばしば報告 されて お り
27 即I

，
2 つ ま た実際 N L 3 0 8 細

胞に お ける m l お よび m 3 m A C h R 刺激に 伴うr C a
2 ＋

1i 上 昇はイ

ノ シ ト ー ル 代謝 と カ ッ プル する こ と が報告 され て い る
25－

． そ し

て N L 3 0 8 細胞に お け る m l お よ び m 3 m A C h R 刺激 に 伴 う

tc a
2 十

Ii 上 昇 に み られ る特徴 ほ ， ブ ラ ジ キ ニ ン くb r ad y ki n i nl が 引

き起 こ す rC a
2 ＋

1i 上 昇 に み られ る特徴 と よく類似 して い る
瑚

． ま

三

．二

三
．

1
G p T X －in s e n sitiv 8 くG q o r G l lノ山

上
P L C －P l o r P 3

A C h

r
上
1

m

L
G p T X ． s 。。Sitiv e くG 。 O r G ilPYl

l
P L C －P 2 0 r P 3

Fi g ． 1 1 ． P r o p o s e d si g n al tr a n s d u c ti o n p a th w a y s i n N L 3 0 8

C ell s ．

4 85

た
，
3 う 同 じく神経芽細胞腫由来 の N G l O 8

－1 5 神経芽細胞 と神

経膠腫 との 雑種細胞 に お い て m lノm 3 m A C h R を 発現させ た 細

胞 に お い て も ，
A C h に よ っ て ブ ラ ジキ ニ ン に 対す る r C a

2十

1i 上

昇と 同様 の 反応 が生 じる こ と が 報告 され て い る
35I

． N G l O 8－15

細胞 に．お い て は t 受容体と カ ッ プ リ ン グ したr C a
2 十

コi 上 昇が どの

よ うな G T P 結合蛋白質に よ り伝達 され て い るか に つ い て よく

研究さ れ て お り
16 卜 抑

，
ブ ラ ジ キ ニ ン 受 容体や m A C h R の m l ，

m 3 刺激 に よ る t C a
2＋

li 上 昇 に G J G ．． が 関与 して い る こ とが

N Gl O 8 －1 5 細胞
間
や 他の 実験系

20I
で 証明され てい る ． ま た

t
G ノ

G 1．が 活性化す る P L C ほ 81
2 帆 ある い ほ 8 3

61I
で ある こ とも証明

さ れ て い る ． N L 3 0 8 細 胞 に お い て も そ の 構 似性 か ら ，

N G l O 8－15 細胞 と 同様な ワ ン 脂質代謝が ， 受容体刺激 に引き続

い て 亡C a
2 十

1i 上昇 を引き起 こ して い る こ とが 考え られ る ．

興味 ある こ と に ，
こ れ ら二 種頬の 神経芽細胞踵由来 の ク ロ

ー

ン 間に認め られ る主 だ っ た 相異は ，
m 2l m 4 m A C h R 刺激 に 対

して 示 す t C a
2 十

コi 上 昇に み られ る ．
N L 3 0 8 細胞 に お い て は ，

m 2J m 4 m A C h R の 刺激に よ りE C a
2 ＋

li の 上 昇が 認め られ た がく図

2
，
4 1 ， N G l O 8 －1 5 細胞で は ，

m 2ノr n 4 m A C h R の 刺激に よ りそ

れ に相当す る反応は観察 され な か っ た
珊

．

N L 3 0 8 細胞の m 2ノm 4 m A C h R 刺激に 対す る tC a
2 ＋

1i 上 昇と

m lノm 3 m A C h R 刺激に 対す るr C a
2 十

1． 上 昇の 間 に ほ ，
い く つ か

の 顕著な相異が認められた ． まず第
一

に ， m 2l m 4 m A C h R 刺激

に よ るt C a
2 ＋

1i 上 昇は P T x で 前処理 す る こ と に よ り完全 に 抑制

された の に 対 しく図8 1 ， P T x 処理は m ll m 3 m A C h R 刺激に 対

す るE C a
2 十

1．上 昇に は影響を 与えな か っ た く図 81 ． これ が意味す

る と こ ろ は ， 第
一

に m 2I m 4 m A C h R と m lJ m 3 m A C h R で は

異 な っ た G T P 結合蛋白質に よ り制御 され て い ると い うこ とで

ある ． N L 3 08 細胞 に 存在す る G T P 結合蛋白質 に つ い て は ，
い

ま だ は っ き りと した記述は な い ． しか し N G l O 8－15 細胞と の 煩

似性 か ら ，
m 2ノm 4 m A C h R 刺激 に よ る情報伝達は G 。も しくは

G． に よ り制御 され て い る可能性 が高 い
恥 641

． 第 二 に ，
m 2ノm 4

m A C h R 活性に伴 い 生成 され る I n s く1 ， 4 ， 51 P 3 量は ，
m lノm 3

m A C h R 刺激に よ り生成され る I n s u ， 4 ， 51 P 3 量 に 比 べ 少 な

か っ た く図7 1 ． さ ら に ，
m 2ノm 4 m A C h R 活性化に 伴 い 生成 され

る 王n s く1 ， 4 ， 引 P 3 が最大値 に 達す る の に 要す る 時間 は ，
m lノ

m 3 m A C h R 活性化に 伴 い 生成され る I n s く1 ， 4 ， 51 P ， が最大値

に 達す る時間 よ り も長か っ た く図 7 l ． m lノm 3 と m 2ノm 4

m A C h R と の 間で は生成 され る I n s く1 ， 4 ， 51 P 3 の 最大値 お よび

最大値に 達する時間に 相違 がみ られ た が ， そ の 理 由を ク ロ
ー

ン

細胞 ご と に 発現 してい る受容体の 数の 違い に 求め る よ りも ， 信

号伝達を媒介する G T P 結 合蛋白質 の 差に よ る情報伝達経路に

求め る方が 考え やす い ． さ らに ， 分子 的 レ ベ ル で の 考察 と し

て
，
m 2l m 4 m A C h R に よ り生 じるt C a

2 十

I J 二昇が ， G T P 結合蛋

白質を活性化 し ， それ に 伴 い 放 出 さ れ る G T P 結合 蛋白質 の

8 r サ ブ ユ ニ ッ ト に よ り活性化され る P L C を 介す る可 能性が考

え られる
85 卜叫

． p T x 感 受性 の G T P 結 合蛋白質くG i も しく は

G 。1 の P T－サ ブ ユ ニ ッ トが 活性化す るの は P L C
－B 2
6 岬 も しくは

P L C一郎
丁 仰
で ある と い う こ と が実験的に 最近解明 され た ．

こ れ

に 対 し
，
m lノm 3 m A C h R 受容体を介す る tC a

2 ＋

li 上昇 は従来通

り
，
G T P 結合蛋白質くG J G ．かの 什 サ ブ 3 － ニ ッ トに よ り制御 き

れ てい る と考え られ る
掛川 抑

以上 よ り， N L 3 0 8 細胞に発現 させ た m 2ノm 4 m A C h R 刺激は

P T x一感受性 G T P 結合蛋白質 くG i も しく は G il の BT
－ サ ブ ユ

ニ
ッ トを活性化 しi そ の 肘－ サ ブ ユ ニ ッ ト は続 い て P L C 一 郎 も



4 8 6 石

しく ほ P L C －8 3 の 括 性化 を 引き起 こ す と考 え ら れ る ． 活 性

P L C
－ B2 お よ び P L C － B3 は そ の 後 I n s く1 ， 4 ， 51 P ， の 生成 を 導

き ， そ の 結果 と して 仁C a
2 ＋

1i が上 昇す る と推論され る ．
こ れ に 対

し
，
m ll r n 3 r n A C h R 刺激ほ P T x一非感受性 G T P 結 合蛋白質

くG ql を活性化 し， 続い て P L C－Bl が 活性化 され る こ と に よ り

工n s く1 ， 4 ， 引 P 3 生成が 導か れ る と考えられ る ． N L 3 0 8 細 胞に お

ける こ の ような m A C h R 以降の 情報伝達経路に 関す る筆者 の

仮説を図11 に 示 す ．

細胞内 C a
2＋

動員 に つ い て ，
工n s く1 ， 4 ． 51 P 3 依存性の C a

2 十

放

出磯横
綱
に 加え て ，

工n s り， 4 ， 引 P 3 非依存性 C a
2 ＋

放出も しく

ほ CI C R と呼 ばれ て い る別 の タ イ プの C a
2 ＋

放出機構
即 2J

が 知 ら

れて い る ． 植物 ア ル カ ロ イ ドで ある リ ア ノ ジ ン が C工C R に よ っ

て 細胞質 C a
2 ＋

濃度の 上 昇を きたす こ とが ， 従来 の 研究
251
で 明 ら

か に され て い る ．
r n 2ノm 4 m A C h R を 発現 させ た細胞 に お い て

A C h 刺激 に よ り認め られ る tC a
2 ＋

li オ シ レ ー シ ョ ン ほ リ ア ノ ジ

ソ 処 理 に よ り 消失 し た く図1 01 と い う 所見 か ら ，
m 2ノm 4

m A C h R を 発現 させ た N L 3 0 8 細胞 で 認め られ る EC a
2十

コi オ シ

レ ー

シ ョ ン ほ本来 N L 3 0 8 細胞 に 備わ っ て い る CI C R シ ス テ ム

に よ る と こ ろ が 大き い こ と が 示唆 され る ． そ し て ，
m lノm 3

m A C b R を 発現 さ せ た 細胞で は ，
オ シ レ ー シ ョ ン が ， 低濃度 の

A C h の み に しか 起 こ らない の ほ I t C a．
2＋

li が高 い レ ベ ル で推移

す る こ とに よ り， CI C R の シ ス テ ム が 脱感作を起 こ して い る こ

と に よ る と推測 され る ．

上 記 の m 2ノm 4 m A C h R 刺 激 に よ る t C a
2 ＋

1i 上 昇 お よ び

r C a
2 十

1i オ シ レ ー シ ョ ン の 発現機構に つ い て の 仮説 は l こ れ ま で

に 他 の 細胞 で 観察 さ れ た 事実す な わ ち m 2ノm 4 m A C h R が

P T x 一感受性の G T P 結合蛋白質を介 して イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂質

代謝 を微弱 で は ある が刺激 し
1 刷 潮 間

，
そ の 結果 と して ， 亡C a

2 十

1i 上

昇を引き起 こ す
2 抑
と い う事実

2 別
に 合致す る ． 筆 者 ら ば

5I
，

m A C h R を発現 させ た N L 3 0 8 雑種細胞で m 2l m 4 m A C h R に

カ ッ プ ル す る C a
ヱ十

依存性 K
＋

電流 に つ い て報告 して い るが ， 卵

母細胞 に お い て ，
m 2l m 4 m A C h R 刺激が 引き起 こす tC a

2＋

l J 二

昇 とt C a
2 ＋

li 依存性 C ト 電流 が ， m lノm 3 m A C h R に よ り起 こ さ

れ る tC a
2 ＋

1i 上 昇 と C a
2＋

依存性 Cl
一

電流と は 一 時間的に も空間

的にも非常 に 異な る こ とを L e c h l eit e r ら
22I
は 報告 して い る ． 以

上 ， 本研究 と文献的に 示 した事実か ら ， N L 3 0 8 細胞 で は I m lノ

m 3 お よび m 2ノm 4 m A C h R がそ れ ぞれ 異な っ た 情報伝達の 経

路 を介 した 上 で ， 同
一

の C a
2 ＋

を セ カ ン ドメ ッ セ ソ ジ ャ
ー

と し

て使用する に い た る こ と が判明した ． こ の 結果は 以前筆者 ら
2SI

が 報告 した m A C h R を 発現 させ た N L3 0 8 雑 種 細胞 で m l ，

m 2 ， m 3 ， m 4 m A C h R に カ ッ プ ル す る C a
2＋

依存性 K
＋

電流 の 発

生を完全 に 説明 し得 る ．

本研 究に お い て ， 各 サ ブ タ イ プの m A C h R を N L 3 0 8 細胞

発現 させ る こ と に よ り ，
m lJ m 3 お よび m 2ノm 4 m A C h R 間で そ

の 細胞内情報伝達 の 経路が異な る こ と を証明 した が ，
さらに よ

り詳細な検討を行う こ とに よ り， m l ， m 3 お よ び m 5 m A C h R

間 ，
また m 2 ， m 4 m A C h R 間 で の 相違を 明らか に で きるか も し

れ な い ． 実際， m A C h R とイ ノ シ ト ー ル リ ソ 脂質を 橋渡 しす る

P L C に は
，
P L C －Bl ， B 2 ． J3 3 の ア イ ソ ザ イ ム

別購1 脚 JlO m l
が 報告 さ

れ て い た が ，
P L C 牒4 の 存在 が最近明 らか に され たヤ ． 今後 ，

P L C の ア イ ソ ザ イ ム が さらに新 しく同定され る可 能性もあり ，

それらが細胞内で どの ような動態 を示すか は興味深 い こ とで あ

り
，
それ らを 明らか に す る こ とで ，

m A C h R の 各 サ ブ タ イ プ の

情報伝達の 経路が よ り 明確 に され る可 能性もある ． 従 っ て ， 図

11 に 示す反応経路も今後 の 発展 に よ り修 正 さ れ る 可 能性もあ

る ． ま た
，
m A C h R の 各 サ ブタ イ プ の 作 用 が ， 実際に 生体内で

ど の よ う な 違 い を 有 し て い る の か と い う こ と ，
さ ら に

m A C h R が 五種類もの サ ブ タ イ プ を有す る意義等を詳細に 検討

す る こ と が 今後 の 課題と して重要と思わ れ る ．

結 論

m l へ ノ m 4 の 各 m A C h R を N L 3 0 8 細胞く神経芽細胞腫 と線維

芽細胞歴 と の 雑種細胞う に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し， こ れ ら の

細 胞に お い てr C a
2 ＋

li を 測定す る こ と に よ り ，
m A C h R がもた ら

す情報伝達経路に つ い て 以下の 結果を得た ．

1 ． A C h に よ り ，
m l

■
り
m 4 m A C h R を 発現 させ た す べ て の 細

胞で 亡C a
2 ＋

1i は 上 昇 した が ， tC a
2 十

1i 上 昇幅は m lノm 3 m A C h R を

発現 させ た細胞 に 比 し， m 2ノm 4 m A C h R を 発現 させ た 細胞で

はか な り小 さか っ た ．

2 ． m 2J m 4 m A C h R に よ っ て 引き起 こ された tC a
2 ＋

li の 上昇

に ほ試み た どの 濃度わ A C h に よ っ ても オ シ レ
ー シ ョ ン を伴 っ

た ．

3 ． m l l m 3 m A C h R ほ P T x
一 非感受性 G T P 結 合蛋白質 に

よ っ て
，
m 2ノm 4 m A C h R は P T x

一 感受性 G T P 結 合蛋白質に

よ っ て制御 され て い る こ とが 判明 した ．

4 ． カ フ ェ イ ン
，
リ ア ノ ジ ン お よび c A D P R に よ り P T x 一 非

感受性の 仁C a
2 ＋

1 J 二昇 がみ られ た こ とか ら ， I n s く1 ， 4 ， 引 P 3－非依

存性の C a
2 ＋

放出機構 が N L 3 0 8 細胞に 存 在す る こ と が 判明 し

た ．

5 ． リア ノ ジ ン 処理 に よ りrC a
2 十

コi オ シ レ ー シ ョ ン が 消失 した

こ とか ら ， オ シ レ
ー シ ョ ン を生ず る機構に C工C R が含 まれ て い

る こ とが 判明 した ．

6 ． N L 3 0 8 細 胞 に お い て ほ m lノm 3 m A C h R と m 2ノm 4

m A C h R と で は異 な る情報伝達経路を介 して セ カ ン ドメ ッ セ ン

ジ ャ
ー で ある C a

2 ＋

を動員す る こ と が示 唆 され た ．
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S a k m a n n

，
B ．
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m e m b r a n e p a t c h e s － P fl u g e r s A r c h ．
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Sk el e t al m u s cl e r y a n o d i n e r e c e p t o r － N a t u r e ， 3 3 9 ， 4 3 9 － 4 45

く19 8 9う．

4 41 A u g u s ti
－ T o c c o

，
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A d l e r
，
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Y o k o y a r n a ， S ．
，
A s a g a ， T ． ， F u ， T ． 鹿 N o ヱa W a ， Y ． ニ
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－ d e p e n d e n t
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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s u bf a m ily of g u a n i n e n u cl e o tid e－bi n d i n g r e g ul a t o r y p r o t ei n a

s u b u nit s att e n u a t e a c ti v a ti o n of p h o s p h a tid yli n o sit o1 4 ，
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，
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，
1 6 0 4 4L1 6 0 4 7

く19 9 2う．

6 21 M u ll a n e y ， I ．
，
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，
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，
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th e g u a ni n e
－

n u Cl e o tid e － bi n d i n g p r o t ei n G i 2 ． B i o c h e m ． J ．， 2 6 7 ，
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，
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