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変異 ラ ス 導入線推芽細胞 に 内在す る R a s - m a S e 活性 タ ン パ ク質1 の

ノ ッ ク ダウ ン に よ る イ ノ シ ト ー ル 4 リ ン 酸依存的な

受容体作働性 C a
2 +

流入 の 抑制

金沢大 学大学 院医学研究科 生理系神経情報物性学講座 ( 主任 : 東田 陽博 教授)

高 橋 博 人

マ ウ ス N I H / 3 T 3 線維芽 細胞 で は ブ ラ ジ キ ニ ン 刺 激 に 応 答 して イ ノ シ ト
ー ル 1

,
3

,
4

,
5 一 四 リ ン 酸 [i n o sit ol l

,
3

,
4

,
5 -

te tr ak i s p h o sp h a t e
,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4] が生 成され る . こ れ に村 して 変異rt LS で 形質転換 し た NI H/ 3 T 3 細胞 ( D T 細胞) で は プ ラ ジ

キ ニ ン 刺激 に より C a
2 +

流 入が増 加 し
,

ひ い て は C a
2 +

オ シ レ
ー

シ ョ ン を誘起す る . D T 細胞 内にI n s (1 ,
3

,
4

,
5) P 4 を導入す る と

,

ブ ラ ジキ ニ ン で 刺激 しない 場合で もC a
2 +

流入 の 増加 が再現 で きた . 最 近
,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 の 受容 体と して R a s

- G T P a s e 活性 タ ン

パ ク質1 [ R a s
- G T P a s e a c tiv ati n g p r o t ei n l

,
G A P l] が 同定され た . 本研究 は

,
G A P l が イ ノ シ ト ー ル 1

,
4

,
5 一 三 リ ン 酸 (I n o sit ol

l
,
4

,
5 -tri s ph o s p h a te

,
I n s (1 ,

4
,
5) P ｡) 依存的な容量性 C a

2 +

流 入 に で は なく
,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 依存的な受容体作働性 C a

2 +

流 入に 関わ

っ て い る か否 か を検討 した . まず
,

G A P III の ア ン チ セ ン ス c D N A をD T 細胞 へ 導 入 し
,

G A P III の 発現 レベ ル を抑 えた .
この 細

胞 で ブ ラ ジ キ ニ ン 誘発性 C a
2 十

オ シ レ ー シ ョ ン お よ びI n s (1 ,
3

,
4

,
5) P . の寿朋包内導入 で起 きる細 胞内C a

2 +

の 上 昇や C a
2 +

流 人の 阻害

に成功 した .
こ れ ら の 結果 は

,
フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ C と 共役 して い る ブ ラ ジ キ ニ ン 受容体 (B 2) の 下流で 作用 し て い る信号 伝

達系 の 中で R a s
- G A P がI n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 結合 タ ン パ ク と して 位置 し

, 受容体作 動薬 刺激 に 関連 した C a
2 +

流 入に 関わ っ て い る と い

う こ と を示 して い る .

E k y w o r d s R a s - G A P
,
n O n - C aP a Cit ativ e C a

2 十

in 丑u x
,
b r ad y ki ni n

,
C a

2 +

o s cillati o n
,

a n tis e n s e D N A

フ ォ ス フ ォ リ パ ー

ゼ C に共役 して い る受容体 を作働薬で 刺激

す る と ジ ア セ ル グ リ セ ロ
ー ル と イ ノ シト ー ル 1 ,

4
,
5 一 三 リ ン 酸

【i n o sit ol l
,
4

,
5 -t ri s p h o s p h at e

,
I n s (1 ,

4 ,5) P 3】 を産 生 す る . I n s

(1 ,
4

,
5) P 3 は さ ら に イ ノ シ ト

ー ル 1
,
3

,
4 阜四 リ ン酸【in o sit ol l

,
3

,
4

,
5 -

t e tr a ki s ph o s p h a t e
,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4] や イ ノ シ ト ー ル ポ リ 1) ン 酸 へ

と 変換 され る
1)

. I n s (1 ,
4

,
5) P 3 は 細胞内 C a

2 +

貯蔵庫 か ら C a
2 +

動

員を引き起 こ し,
こ の 動 員に よ る C a

2 十

貯蔵庫の 枯渇 が細胞外 か

らの C a
2 十

流入を引き起 こす
2):i) 4 )

.

一

方 ,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 が C a

2 十

流

入 を引き起 こ す こ とが ウ ニ 卵
5)

, 線維芽細胞
6) 門

,
上皮細胞

8)

,
そ

して リ ン パ 細胞
9)
に お い て 報告 され て い る .

こ の よ う な C a
2 十

流

入 には
,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P . か らI n s (1 ,

4
,
5) P ,

へ の 変換 が 関与する と

考え られ て い て
,

C a
2 十

貯蔵庫 の 状態 と は無関係で ある と さ れ て

い る(非容量性 C a
2 +

流入)
川)11)

,
こ の よう にI n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 は セ カ

ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー と して 機能 して い て

, 受容体 作 動薬刺 激

(受容体活性型) に よ る C a
2 十

流 入を引き起 こ す可能性 が 考え られ

る
.

と こ ろ が
,

こ の よ うなI n s (1 ,
3

,
4

,
5) P 4 依存 的 な非容 量性

C a
2 +

流 入 機 構 に つ い て は ま だ よ く 理解 さ れ て い な い
12)1 3)

最 近 ,
R a s

- G T P a s e 活 性 タ ン パ ク 質 ( G T P a s e
-

a C ti v a ti n g

p r o tei n
,
G A P) 1

m
1 4 卜 叩

,
G A PIII

18)

, p 4 2
m

/ セ ン タ ウ
l
) ン ー

α

19)

,
そ

して G A P l
【P4 B P 2 0卜 22 )

な ど い く つ か の I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P 4 結合型 タ ン パ

ク質 が 同定 さ れ て い る . これ ら の タ ン パ ク 質 はI n s (1 ,
3

,
4

,
5) P ｡

が高 親和性 に 結合 す る プ レ ッ ク ス ト レ イ ン 相 同性 ( pl e c k st ri n

b o m ol o gy ,
P H ) ドメ イ ン

22 卜 25)
とい う共通の モ ジ ュ

ー ル を有 して

い る . G A P III
,

G A P l
ln

,
G A P l

lP 4-3 P

は p 1 2 0 G A P な ど他 の G A P と

区別さ れ て い る
26卜 2 8)

. G A P は R a s や R ap l な ど の 低分 子量 G タ

ン パ ク を活性型 ( G T P 結合) か ら不活性型 ( G D P 結合) へ と変換

する G T P a s e 活性を促 進 し,
こ れ ら低 分子量 G タ ン パ ク を負 に

制御 して い る
15) 2 2) 2 9) 3 0 )

. G A P l
rP4 B P

は ヒ トの 血 球細胞 か ら
,

G A P l
n l

と G A PIII は ラ ッ トと マ ウ ス の 脳 か ら 単離 さ れ
,

お 互 い に高 い

相同性 を示 した .

我々 はか つ て
, 細胞膜電位 を- 40 m V よ り過分極側 にす ると

C a
2 +

流 入 の 増加 が 起 こ る こ と を マ ウ ス NI H / 3 T 3 細胞で 示 し

た
6)7)l O) 1 1 )

. こ の C a
2 +

流 入 は C a
2 十

を細胞外か ら定常 的に 移行させ
,

細胞内の C a
2 +

濃度をあ る規定 レ ベ ル へ と維持 して い る . ブ ラ ジ

キ ニ ン を細胞外 か ら作用 さ せ た りI n s (1 ,
3

,
4

,
5) P ｡ を細胞 内 に導

入 す る こ と に よ っ て起 こ る C a
2 +

流 入は
, 痛化 した γαざで 形質転

換 し た上 皮癌細胞 ( D T 細胞) に お い て劇 的に 増加 し
, 脱感作を

起 こす こ と なく 長時間 に渡 っ て維持 さ れ る .
こ の 結果,

ブ ラジ

キ ニ ン は 時間単位で 継続 さ れ る間欠的 な細胞 内C a
2 +

上 昇 ( C a
2 十

オ シ レ ー シ ョ ン) を γαぶで 形 質 転換 し た 線椎 芽 細胞 に引 き起 こ

･平成1 1 年1 1 月 2 6 日受付, 平成1 2 年3 月 1 4 日受理
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4

,5) P
4 ,
in o sit ol l

,
3

,
4

,
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す
刷

. 細胞膜 C a
2 十

移行の 役割 に つ い て 同様 の 証拠 が 嘲 J で 形

質転換 した細胞 で も報告 さ れ て い る
‥'2) 3 3)

･ ま た我 々 は D T 細胞お

よ び NIH / 3 T 3 細胞の 粗膜分画でIn s (1 ,
3

,
4

,
5) P 4 が 単

一

の 結合定

数を持 っ て 結合する こ と
,

そ して D T 細胞 が G A P l
n l

の R N A を発

現する こ と を確認 した
34)

.

最近行わ れ た形態学的研究 にお い て
,

G A P l
l P4 B P

は細胞膜表面

に位置 して お り
,

G A P l
m

は細胞質と核 の 周辺部分 に だけ存在 し

でい る こ と が確認 さ れ た
25)

.
こ の こ と は

,
G A P l

--
】

4 B l
'

が 細胞膜表

面で 機 能 して い る こ と を示 唆 して い る . そ こ で G A P l
I P4 I i P

と

C a
2 十

調 節 機 構 の 関 連 を 検 討 す る こ と に し た . と こ ろ が
,

G A P l
tP4 B P

は ヒ トで は ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い た が マ ウ ス で はま だ

ク ロ ー

ニ ン グさ れ て い な か っ た . そ こ で
, すで に ク ロ

ー

ニ ン グ

され て い る G A P l フ ァ ミ リ
ー

の 中で も マ ウ ス G A P I II が ヒ ト

G A P l
Ⅲ l

'

と 高い 相同性 を示 した こ と か ら ( ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で

86 % ) , 我々 は G A PIII をG A P l
lI

' 仰

の マ ウス 相 同遺伝子と 仮定 し,

G A P III と C a
2 +

調 節機構 と の 関 わり をマ ウ ス 線 維芽細胞 で検 討

した .

本研究 で は
,

G A P III が C a
2 +

流 入 に 関与す る と い う直接 的な

証拠 を得 る た め に
,

D T 細胞 に 内在す る G A P l の 発現を抑 制す

る目 的で ア ン チ セ ン ス 法を用 い て検討 した .

材料お よび方 法

Ⅰ . 細 胞培 養と遺伝子導入

親株マ ウ ス NI H /3 T 3 細胞
,

V
-k i -

r a S 形質転換 型N IH / 3 T 3 細胞

(D T) ,
そ して 遺伝子導入 D T 細胞 は ダル ベ

ッ コ 変法イ
ー

グ ル 培

地 ( D u lb e c c o
'

s m o difi e d E a gl e
'

s m e d i u m
,
D M E M

,
G ib c o ,

R o c k v ill e
,
U S A ) に 10 % 牛胎 児血 清 (f e t al c alf s e r u m

,
F C S

,

G ib c o) を 加え3 7 ℃
,

1 0 % C O 2 の 濃 度 で 育成 し た
( "

.
マ ウ ス

G A P III (U 2 0 2 3 8) の c D N A 断片( ヌ ク レ オ チ ド1 69 6 -2 4 9 6) は 二 つ

の プ ラ イ マ ー

(s e n s e : 5
'

C G G G A T C C C G A G A A G G G

A C C C C A A G A G C A T A - 3
'

,
a n ti s e n s e : 5

'
- G G A m C C A T G G G T

G G A G A T C T C A G A C T G C T G -3
,

) を利用 して R T -P C R 法 で増帽 し

た . こ の P C R 生 産物 は B a m H I と E c o R I 制 限酵 素 で 消 化 し ,

p B l u e s c rip t II K S ( + ) (S tr at a g e n e
,
L a J oll a

,
U S A) 由来 の 2 .9 k b

B a m H I/ E c o RI 断片と 接着 し て
,

こ れ を p B l u e
- G A PIII と した .

こ の p B l u e
- G A P III を E c o RI / N o tI ( ア ン チ セ ン ス 作成 用) か

助 椚 EI/ E c o m ( セ ン ス 作成用) で 制限酵素消化後, 図1 A で 示す

G A P III の C 末を コ
ー

ドす る 部位 を 含 む c D N A 断片 をp c D N A 3

(I n v it r o g e n
,
C a rl s b a d

,
U S A) 由 来 の E c o R I / N o tI も しく は

βα別 H I/ E c o 和 利限酵素 で 消化した 5 .4 k b 断片 と そ れ ぞ れ 制限

酵 素 処 理 部 位 が 等 し い も の 同 士 で 接 着 し
,

そ れ ぞ れ を

p c D N A 3 G A P III A S ( ア ン チ セ ン ス) , P C D N A 3 G A PIII S ( セ ン ス)

と した (図1 A) . 次に
,

こ れ らの 安定型発現株 を樹立 す る ため
,

7 0 0 FL g/ m l の ジ ュ ネ テ ィ シ ン (Si g m a
,
S t .L o u i s

,
U S A) を含 む培

地で培養 し た . 1 0 - 1 2 日後 ,
十分隔離 さ れ た コ ロ ニ ー を単離 し

た .

Ⅰ . 共焦点像 と形態学的な解析

グ リ
ー ン フ ル オ ロ セ ン ト プ ロ テ イ ン ( g r e e n fl u o r e s c e n t

p r o t ei n
,
G F P ) ･ を N 末 に配 した 融合タ ン パ ク 質と して 発現 させ

る た め に
,

二 つ の C 2 ドメ イ ン (1 - 2 5 0 ア ミ ノ 酸) を除く G A P III

をコ ー ド して い る D N A 断片 (図1B) を理化学研究所の福 田光則

博士お よ び 東京大学医科学研 究所 の 御子 柴克彦教授 よ り分与 し

て い た だい た . そ れを p E G F P - C l (Cl o n t e c h
,
P al o Al to

,
U S A) の

鞄JII/ 且c o 和 利 限酵 素部位 へ 挿 入 した . 構築さ れ た プラ ス ミ ド

(p E G F P m J3 G A P III △ C 2) は
, 硝子 カ バ ー

ス リ ッ プ上 に培養し

て あ る D T 細胞 に
7
) ボ ブ ェ ク ダ ミ ン (Gib c o) を使 っ て

一 過性 に

導入 した . 導入三 日 後
,

細胞を ア ル ゴ ンイ オ ン レ ー ザ ー

を搭

載 し た 共 焦 点 顕 微 鏡 (C a rl Z ei s s
,
C L S M - 4 1 0

,
E s sli n g e n

,

G e r m a n y) を用 い て 解析 した . G F P 蛍光像は
, 励超波長4 88 n m

及び
, 長波 長透 過 レ ー ザ ー 選択 フ ィ ル タ ー 5 1 5 n m を利用 して

採取 し
,

デ ジ タ ル デ
ー

タ と して コ ン ピ ュ
ー

タ に保存 した . 2 5

c m
2
の プ ラ ス チ ッ ク 製の 皿 に培養 した D T も しくは D T G III A S 1 6

細胞 の 位相差像を通常の 顕微鏡を利用 して得 た .

Ⅱ . R N A プロ ッ トハ イ プリ グイ ゼ
ー

シ ョ ン解析

遺伝子導入
,

非導入 D T 細胞か らの 全R N A 調製は 以 前と 同様

の 方法を利用 した
34)

. 全R N A (1 5 /ノg) は
,

1 % ア ガ ロ ー

ス フ ォ

ル ム ア ミ ドゲ ル で 分 社 し,
ゼ

ー

タ プ ロ ー ブ ナ イ ロ ン 膜 (Bi o
-

R a d
,
N e w Y o rk

,
U S A) に電気泳動的 に転写 した . ア ン チ セ ン ス

法で 利用 し た c D N A 断片を
=一2

p で ラ ン ダ ム プ ライ マ
ー 法 を 用い

て 標識 しG A P III プロ ー

ブ と し た . ま た 別 に
,
1 8 s リ ボ ソ ー ム

R N A (rib o s o m al R N A
,
r R N A ) の プ ロ ー ブ と して

,
オ リ ゴ ヌ ク レ

オチ ドを合成 し
, [ γ

-

3

刊 A T P で ℃ ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ
ー

ゼ

を利用 し て標識 し た . R N A が 添付され た膜 は
,

1 8 s r R N A の 直

上 で 切断 した . 1 8 s r R N A が 添付 され て い る膜 は18 s リ ボ ソ
ー ム

の プ ロ ー

ブと
,

G A P III が添付 され て い る膜 は G A P l に対す るブ

ロ
ー

プと それ ぞ れ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た . 膜は 0 .1

Ⅹ S S C で50 ℃
,
2 0 分

,
二 回洗浄 し

,
F uji B A S l O O O イ メ ー ジ プ

レ
ー

ト(富士フ イ ル ム
,
東京) に

一

日感光 した .

Ⅳ. R a s
- G T P a s e 活性の測定

R a s
へ の G T P 結合お よ び G T P a s e 活性 の 測定は Gib b s ら

こ一5)
の

方法 に従 っ て行 われ た . 0 .5 m M H a
- R a s (S i g m a) を 0 .5 m M [ α

一

3 3
P ] G T P (3 0 0 0 Ci/ m m ol; D u P o n t N E N) とL 溶 液 [10 0 m M リ ン

酸績衝液 b H 6 .8) ,
0 .5 m M E D T A

,
0 .5 m g/ m l 牛血 清 ア ル ブ ミ ン

,

0 .5 m M ジチ オ ト レイ ト
ー ル(di th i o th r eit ol

,
D T T) ] 中で30 ℃

,

1 5 分 反応 さ せ た . 非結合の [ α
-

3 =

刊 G T P は マ イ ク ロ コ ン 10

(M illip o r e
,
B e df o r d

,
U S A) で 除去 した . 【α

-
33
p ] G T P 結 合型 R a s

は タ ン パ ク 質量4 50 FL g の D T も しく は D T G III A S -1 6 細胞の 粗

抽出液と 100 〃1 の 容積中 で反応 させ た ･ 反応 は10 倍 容量の 水

冷 したS 溶液(20 m M T ri s 【p H 8 .0】,
1 0 0 m M N a Cl

,
5 m M C a C1 2

,

2 m M D T T ) を加え て停止さ せ た .
こ の 停止液中 に は抗 ラ ス 抗

体 Ⅳ13 -2 5 9
,
O n c o g e n e S cie n c e

,
U n i o n d al e , U S A) を結 合し た プ

ロ テ イ ン G - セ フ ァ ロ ー ス レ ジ ン (A m e r sh a m P h ar m a Ci a B i o t e c h

A B
,
U p p s al a

,
S w e d e n) を含ん で い た . 4 ℃で 40 分間転倒混和さ

せ た後,
そ の レ ジ ン を 水冷 した W 溶液 [s 溶液 に0 .5 % ノ ニ デ

ッ トP -4 0 ( ナ カ ライ テ ス ク株式会社, 京都) を加 えた溶液] で4

回洗浄 し た . レ ジ ン か ら ヌ ク レ オチ ド を遊離する た め に E 溶液

(10 m M E D T A
,
0 .5 % S D S) 中で70 ℃

,
5 分加熱 した . そ の 上 澄

を 薄層ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー 用 プ レ ー

ト上 で 1 M K 軋P O ｡ の 泳動

溶液中,
2 時間展開 した . そ の プレ ー

トをF uji B A S l O OO イ メ
ー

ジ プ レ
ー

ト (富士 フ イ ル ム) に感光 し
,

G T P と G D P 量をNI H イ

メ
ー

ジ を用い て 定量的に解析 した .

Ⅴ . 細胞内 C a
2 +

濃度 と M n
2+

流入 の測定

1 . 記録準備

培養 皿 は カ バ ー

ガラ ス (4 0 × 5 0 m m
,
N o l th i c kn e s s

,
マ ツ ナ ミ)

の 上 に
, 内径19 m m

, 外径2 5 m m の シリ コ ン チ ュ
ー

ブを7 m m

に切断 して
,

こ れ を市販 の シリ コ ン 充填剤で 接着させ る こ とで

自家作製 した . 充分 に乾燥 させ て か ら
,

こ の 中をF CS を含む培

養液 (10 % F C S / D M E M ) で 充た した .
こ こ に細 胞を1 ～ 1 .5 ×



1 4 6 南

10
2

c ell s / m m
2
に な る よ う に加え

,
翌日 実験 を行 っ た . 細胞 を

D M E M で1 回洗浄 し
,
5 m M fu r a

-2 ア セ トキ シ メ チ ル エ ス テ ル

伽 r a r2 a c et o x y m e th yl e ste r
,
fu r a

-2 A M
,

同仁
,
東京) を含む1 %

F C S/ D M E M に変換 し3 7 ℃
,
4 5 分 間C O 2 イ ン キ エ ペ 一 夕 ー 中 に

放置 した . ブ ラ ジ キ ニ ン は マ イク ロ ピペ ッ トに よ っ て 記録溶液

へ 直接滴 下 した . イ ノ シ ト
ー ル ポ リ リ ン 酸は パ ッ チ 電極を通 し

て 自然拡 散的 に細胞 内 へ 導入 した . 上記 の 培養皿 と3 M K C l を

満た した容器 と を寒天 ブリ ッ ジ にて 電気的 に架橋 した . さ ら に

記録溶液中に 置い た 銀 一 塩化銀電極を介 して 下記 の 増幅 掛 こ接

続 した . 記録溶液 の 温度 を 一

定 に保 つ た め に
,

上 記 の 皿 を乗せ

た顕 微鏡 台 下 に 電 熱線 を敷 き巡 ら し
, 直 流電 源 (P S - 4 1 ⅩM

,

D ai w 勘 大阪) を介 して 保温 した . 温度感知性 プ ロ ー ブ (5 1 1
,

日機装 ワイ エ ス ア イ株 式会社 , 東 京) と温度 感知器 ⅣSI7 2 A
,

日機装 ワ イ エ ス アイ株式 会社) を利周 し て記録溶液 中の 温度を

33 ～ 3 5 ℃に 保持 し た . 実験台 の 周辺を金網張り の 衝 立で 遮り
,

こ れ を接 地 した . さ ら に交流雑音の 原因と なりうる 測定周辺機

捌 実験台,
倒 立顕微鏡 ( オリ ン パ ス

, 束京) ,
オ シ ロ ス コ

ー

プ

(V 2 1 2
,

V C - 6 0 20
,

日立
,
東京) , 刺激発生 装置 ( D P S - 1 6 5 B

,
D i a

M e di c al S y s t e m
,

束京) ,
マ イ ク ロ マ ニ ュ ビ レ

ー

タ
ー

( L eit z
,

W e tzl a r
,
G e r m a n y) ,

記録計(即G -4 1 24
,

日本光電
, 東 京)] を接

地 した .

2 .
C a

汁

測光

膜電位 を 固 定 し た状 態 で の 細胞 内C a
2 +

浪 度 の 変 化 お よ び

M n
2 十

流入 の 測定 に は fu r a
-2 に対応の 倒立型落射顕微 鏡 (I M T 2

,

オ リ ン パ ス) を用 い た . 接 眼 レ ン ズ に15 敵 対物 レ ン ズ に20 倍

を用 い
, 中間変倍率を1 .5 倍 とした結果

,
4 5 0 倍 で 透過観察を行

っ た . C a
2 +

測定装 置 に は
,

フ ォ ト マ ル を用い た ス ポ ッ ト測光装

置 (O S F 3
,

オ リ ン パ ス) を用い た .

単
一 細胞 内の C a

2 十

濃度測定で 乱打む2 に よ る2 波長励起/ 1 波 長

(51 0 n m ) 測光 を行 っ た . 波長34 0 n m で 励起 した 時 に発生 する

蛍光 は細胞 内C a
2 十

濃 度増加 に従 い 増大 し
,
3 8 0 n m で は逆 に 減

少す る . C a
2 十

流人 を測定 する 際に は
,
3 4 0 n m お よび 38 0 n m の

フ ィ ル タ ー を励 起装置 に 設置 し
,

こ の 蛍光強度比(Ⅰ34 0 n m /Ⅰ

38 0 n l n) を測定 し
,

細胞内C a
2 十

濃度を二 つ の 蛍光強度 か ら算出

した .

また10 ～ 2 0 個の 細胞 内C a
2 十

浪度の変化をA r g u s -5 0 / C A (浜

フ ォ ト ニ ク ス
,

静 岡) にて 解析 した
. 蛍光 は34 0 n m と3 8 0 n m

の フ ィ ル タ
ー

が 連続 的 に 交換 可能 な装置 お よ び ビ デ オ カメ ラ

( m o d e1 2 4 0 0 - 0 8
,

浜松 フ ォ ト ニ ク ス) を用 い て解 析 を行 っ た .

この 二 つ の 蛍光強度 q 34 0 n m /I 3 8 0 n m ) に 対する 比率をC a
2 +

濃度 の 変化 と し た . こ の 方法 は主 に細胞株を樹立す る た め に実

験初期 に用い た .

ⅤⅠ. 膜電位 固定

餌r a
-2 を加え た細 胞で の パ ッ チ 膜電位 固定は ,

ホ ー ル セ ル バ

ッ チ ク ラ ン プ法で 行 っ た . 細胞 は3 5 ℃ に保温 して ある C a
2 +

溶

液 [2 m M C a C1 2 ,
1 0 0 m M 塩化 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム

,
5

m M C s C l
,
1 m M M g C 1 2 ,

2 5 m M グ ル コ
ー

ス
,

2 5 m M H E P E S

b H 7 .3) ,
0 .1 〃 M テ トロ ドトキ シ ン1 で 海流 し た ■ 2 段 ブ ラ

ー

で 引 い て 作製 し パ ッ チ 電 極 ( G .1 .5
,

成茂
, 東京) は記 録溶液

【150 m M C s Cl
,
1 m M M g C1 2 ,

1 m M N a 2A T P
,
0 .1 m M fu r a

- 2
,
1 0

m M H E P E S (p H 7 .2)】 で 充た されて お り
,

電極の D C 抵抗 は こ

の 記録 液で 充 た す こ と に よ り8 -1 6 M 凸 に 維持さ れ た . 細 胞内

C a
汁

液度 が80 -1 00 II M と な る細胞を実験 に採用 した . 電極が 細

胞表面 と密着した状態 で
‡
電極側か ら 陰庄をか けて 吸引す る と

,

橋

この 間 にギ ガ シ ー ル が形 成さ れ る . さ ら に吸引す る こ と で細胞

膜が 破 れ ホ ー ル セ ル と なる . 細胞 は 単
一 電 極 の 膜 電位固定増

幅器( A x o cl a m p 2 A
,
A x o n I n st ru m e n t S

,
F o st e r C ity ,

U S A) を利用

し て膜電位を固定 した .

成 績

I . ア ン チ セ ン ス D N A を導 入 した D T 細胞 に お け る G A P III

発現 の減 少

G A P III を ア ン チ セ ン ス (p c D N A 3 G A P II I A S ) お よ び セ ン ス

(p c D N A 3 G A P III S) 方向 に 哺乳動物細胞 発現用 ベ ク タ
ー

に組み

込ん だ D N A
,

そ して発現 ベ ク タ
ー

b c D N A 3) を導入 した D T 細

胞 の そ れ ぞ れ か ら 15
,

5
,

3 個 の コ ロ ニ
ー を得 た . それ ら の 細

胞 にお い て
,

32
p で 標識 し た c D N A プロ ー

ブ を用い た ノ ー

ザ ン プ

ロ ッ ト法 で G A P III の R N A 含有量を評価 し た . R N A 定量の 内部

コ ント ロ ー

ル と して18 s rR N A を用い
,

これ に対す る相対値で転

写 産物 の 比較 を行 っ た (図2A) . G A P III の ア ン チ セ ン ス D N A を

導入 した D T 細胞 か ら
,

4 .2 k b の G A PIII 転写 産物 が 野性型と比

m o u 台8 G A P =

m o u s 8 G A P ‖

G F P ･ C I G A P 川 A C 2 N ムーC 2
･

G A P 川

2 5 1

F ig . 1 ･ C o n s tr u c ti o n o f pl a s m i d v e c t o r s u s e d i n a n a n ti s e n s e

st r a t e g y a n d a c h i m e r a o f g r e e n n u o r e s c e n t p r o t ei n (G F P)

fu s e d G A P I II . (A ) M o u s e G A P III i s c o n s t r u c t e d w ith 4

m o d ul e s
,
i n cl u di n g C 2 A

,
C 2 B

,
G R D ( G T P a s e r el at e d d o m ai n) ,

a n d P H (pl e c k st ri n h o m ol o g y) ∵ m e n o n
-

C O n S e r V e d C -te r m i n al

r e gi o n o f m o u s e G A P II I w a s s u b cl o n e d i n t o p c D N A 3

c o n t ai n i n g a n e o m y c l n r e Si s t a n t g e n e a t a n a n ti s e n s e

o ri e n t a ti o n ( p c D N A 3 G A P II I A S) o r a s e n s e o ri e n t a ti o n

(p c D N A 3 G A P III S) . D T c ell s w e r e t r a n s f e c t e d w i th e a c h

p l a s m i d
,
f oll o w i n g w hi c h n e o m y c l n

-

r e Si st a n t cl o n e s w e r e

s el e c te d . I n th e cl o n e s t r a n sf e c t e d w ith p c D N A 3 G A PII 仏S
,

an ti s e n s e G A P III R N A
,
Ⅴ血i c h i s t r a n s c ri b e d 11 n d e r c o n t r ol of a

C M V ( c y t o m e g al o vi r u s) p r o m o t e r
,

t ri e占 t o p r e v e n t

e n d o g e n o u s G A P III e x p r e s si o n . (B) M o u s e G A P III (a m i n o

a ci d s 2 5 1 - 8 3 4) e x cl u di n g C 2 d o m ai n s w a s e x p r e s s e d a s a

fu si o n t o th e N ⊥t e r m i n u s o f G F P - C I G A P III △ C 2 .
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Ti m e ( m i n)

Fig . 2 .
R e d u c e d e x p r e s si o n o f t h e G A P III tr a n s c rip t s a n d

G T P a s e a cti vity i n an ti s e n s e
-t r an Sfb ct e d D T c ell s . 仏) T b t al

R N A p re p a r e d h
･

O m D T o r D T G III A S ･1 6 c ell s w a s s e p ar a te d o n

a l % a g a r o s e
-f o r m al d e h y d e g el a n d t r a n s f e r r e d t o a

m e m b r a Jl e .

′

m e s a m e m e m b r an e W a S u S e d fo r h yb ri d iz a ti o n

w ith
32

p Jl ab el e d G A P III (u p p e r) a n d 18 s (l o w e r) p r o b e s . (B )

【α
-

33

p] G T P l ab el e d H a - R a s w a s i m m u n o p r e cipit a te d
,

m i x e d

W ith D T an d D T G III A S - 16 c ell h o m o g e n a te s . m a s e a s s a y

W a S S tO pP e d b y ad d in g S b u 飽 r at O an d 2 m in . R el e a s e d 【α
-

33
P] G T P w a s d e v el o p e d o n a C M -

S e p h a r o s e T L C i n l M

K H 2P O . fo r 2 h r . R ati o of G D P o v e r G T P i s pl o tte d . E a c h

p oi n t s h o w s th e 夏
■

f r o m 1 2 c ell s; B a r s
,
S E ; Si g nifi c a n tl y

di飴 r e nt 血
･

O m V al u e s at G D P / G T P r ati o o f 2 m in i n D T G II

16 c ell s ,

* *

p < 0 .0 5 .

G F P - G A P ‖A C 2

較 して 63 % ± 2 % 厚 ± S E M
,
n

=

3) まで減少 した ク ロ
ー ン が

一

つ 得 ら れ た . セ ン ス D N A ( D T G II I S - 2) お よ び ベ ク タ ー

( D T D N A -3) を導 入する こ と で得ら れ た ク ロ ー ン の G A P III 転写

産物 は野性型 D T 細胞 と同 じ レベ ル を示 した .

ア ン チ セ ン ス 導 入株 と野性塑 D T 細胞 に おける R a s に対す る

G T P a s e 活性を 【a
-

3 3

p】G T P を用 い て 測定 した . ア ンチ セ ン ス

導 入株 の R a s
･G T P a s e 活性は

,
野性塑 D T 細胞と 比較 して18 .3 士

2
.
1 % (n

= 1 2)抑制 された (図2 B
, p < 0 .0 5) . G A P III の R N A レ

ベ ル の 減少 と対比す る と
,

R a s
- G T P a s e 活性 の 抑制 は充分で な

い と考 えられ る . こ れ は G A P III 以外の G A P が 存在 して い る か
,

も しく は D T 細胞中 の R a s が 抗 G T P a s e 活性を示す ため に R a s
-

G T P a s e 活性が 過小評価 さ れて い る可能性が 考えら れる .

次 に
,

G F P と融合させ た キ メ ラ G A PIII ( G F P - G A P III) を作 成

し ( 園1 B) ,
こ れを用 い て D T 細胞 にお け る G A P lII の細胞 内分

布を調 べ る こ と に した . 図3 A に示 され るよ う に
,

G F P - G A P III

の 蛍 光 は細 胞表面 に分布し環状を呈 して い た . D T 細 胞で は

G A P III は細胞膜表面 に主に存在す る こと が確認で きた .

位相差顕微 鏡を用 い て野性株 とア ン チ セ ン ス 導入株 の 間の 形

態学 的な違 い を観察 した . D T 細胞 は両極 に拡が る二 つ の 経 い

突 起 持 っ た 紡 錘 型 を 呈 し た (囲 3 B -

a) . こ れ に 対 し て
,

D T G III A S -1 6 細胞で は三 本以上 の 突起を有し, 強く培養皿 に 付

着 し
, 親型 の NI H/ 3 T 3 細 胞と相似な形態を呈 して い た (園3B -

b ) . 細胞が より密集 した 場所で は D T 細胞 は細胞 の集積 した フ

ォ
ー

カ ス を形成 し た .

一 方
,

D T G III A S ･1 6 細胞で は フ ォ
ー

カ ス

は確認 されなか っ た . こ の よう にD T G II u ふ16 細胞 に導入 され

た ア ン チ セ ン ス G A P IIl は D T 細胞の 持 つ 線 維芽細胞と して特有

の形態 か ら より正常な線維芽細胞 へ と回復させ た可能性 が考 え

られ た . さ ら に
,

ア ン チ セ ン ス 導入株で は 増殖率 が幾分減少 し

た (集団倍加率
,

D T G II 仏S 1 6 細胞 : 1 6 .5 時間 (n
= 2) , 野性塑

D T G ‖A S -1 6

Fig . 3 . Vi s u al i z a ti o n o f g r e e n fl u o r e s c e n t p r o t ei n ( G F P) i n D T c ell s an d m o r p h ol o gi c al c o m p a ri s o n b e t w e e n D T an d D T GII n S -1 6 c e11 s ･

( 朗 D T c ell s w e r e t r an Si e n tl y tr an Sf e ct e d w ith G A PIII m u ta n t c D N As . A t 7 2 h r a ft e r t r an Sft cti o n
,
C O n fb c al m i c r o s c o pi c al i m a g e s sh o w tw o

e x a m pl e o f e x p r e s si o n o f G F P - G A PIII △ C 2 . (B) P h a s e c o n tr a st i m ag e s a r e s h o w in g a s r e p r e s e n ta 伽 e si n gl e D T (a) a n d D T G II 仏S -1 6 (b)

C e11 .
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D T 細胞 : 1 4 .2 時間( n = = 2)) .

Ⅰ . G A P I II 発現 の減少 が ブラ ジキニ ン誘発性 C a
2 +

オ シ レ
ー

ショ ン に及ぼす影響

我 々 は, G A P III の 発現抑制が 細胞 の C a
2 +

濃度や C a
2 十

オ シ レ

ー

シ ョ ン に ど の よ う に影響をお よ ぼ すか を調 べ た . 血 r a
- 2 で 蘭

処理 し てあ る野性 株,
ベ ク タ

ー

尊入札 ア ン チ セ ン ス 導入株 の

刺激前 の 細胞内C a
2 +

濃度 (60 ～ 7 0 n M ) は
,
対照の NI H/ m 細

胞の持 つ C a
い

濃度と 同 じで あっ た . ブ ラ ジキ ニ ン の 投与 は マ イ

ク ロ ピ ペ ッ トで行 い
,

1 m l の 記録溶液 に10 / ノ M の ブ ラ ジ キ ニ

ン を25 〃l 添加 して最終濃度が250 n M にな る よう に した ･ その

直後に
一

過性 の細胞 内C a
2 +

上 昇がす べ て の細胞株で 認識 され た

(囲4) . こ れ は
,

C a
2 十

貯蔵庫 か ら のI n s (1 ,
4

,5) P ｡ 依 存的 な C a
2 十

放 出と考え られ る . D T G II 仏 S 16 維胞に お ける こ の 最初 の 細胞

内C a
2 +

上 昇 の 最高値 は他 の 四 つ の 細 胞 と比較 して 差 が なか っ

た . こ れ はI n s (1 ,
4

,
5) P ｡ 依存的で 細胞内C a

2 +

上 昇を誘起 する よ

うなブ ラ ジキ ニ ン 受容体の 発現や そ の 下流 に ある信号伝 達系が

遺伝子導入 によ っ て 影響 され なか っ た こ とを示 して い る ･

一 方 , 連続 した
一

過性 の C a
2 +

上 昇 (C a
2 +

オ シ レ ー シ ョ ン) を

示す よう な表現塑 は 細胞の 種類 に特 異的で あっ た . 2 5 0 I I M の

ブ ラ ジキ ニ ン に よ り誘発 さ れ た C a
2 十

オ シ レ
ー

シ ョ ン はす べ て の

野性型 D T 刑 包( n
= 2 8) で観 察され た . 以 前の 報告

6)
と 同様に

,

そ の C a
2 十

オ シ レ ー シ ョ ン は 30 分 に5 ､ 1 0 回連続 した . 同様 の

D T G tll A S ･1 6

M H/3 T 3

0 200 仙○ 古○¢ 80 0 1 00 0 1 20 0 1 400 1 6 叩 1 80 0 2 0Q O

Ti m e (S e C)

F ig ･ 4 . B r a d y k i n i n -i n d u c e d c h a n g e s i n c y t o s oli c C a
2 +

c o n c e n t r a ti o n s i n p a r e n t al N I H / 3 T 3 c e11 s
,

r a S
-t r a n Sf o r m e d

N I H /3 T き( D T) c ell s
,
a n d v ar i o u s b T

P e S O f D T c d l s t r an Sf 由t e d

w id l G A P III - r el a te d D N As .

r

r h e s e c dl s w e r e p r el o a d e d w ith

fu r a
-2 A M . F l u o r e s c e n c e ch a n g e s w e r e m e a s u r e d a s d e s c ri b e d

u n d e r E x p e ri m e nt al P r o c ed u r e s . 2 5 FLl of l O /L M b r a d y ki ni n

(fi n al c o n c e n t r a ti o n 2 5 0 n M ) w a s a d d e d a t d a s h e d li n e s i n a

D T c ell (a) ,
a m O Ck -t r an S 良ct e d c ell (D T D N A 3 -1

,
b) ,

a G A PIII -

s e n s e t r a n sf e c t e d c ell (D T G III S - 2
,

C) ,
a G A P III -

a n ti s e n s e

t r an Sfb c t e d c d l (D T G II 仏S - 1 6
,
d) an d a n N I H /3 T 3 c e11 ( e) .

橋

C a
2 +

オ シ レ
ー

シ ョ ン は
,

ベ ク タ
ー 導 入株 (園4b) や セ ン ス 導入

株(図4c) で も確認 され
,

オ シ レ ー シ ョ ン の 平均 頻度は ベ ク タ ー

導 入株 で 0 .1 6 6 ± 0 .0 0 6 回/ 分 ( n
= 1 2) ,

セ ン ス 導 入 株 で は

0 ユ28 ± 0 . 00 6 回/ 分( n
= 1 2) で あ っ た .

これ に対 して
,

D T G II 仏 S 16 細胞で は8 6 偶の 細胞す べ て に お

い て ブ ラ ジ キ ニ ン 誘 発性 の C a
2 十

オ シ レ ー シ ョ ン は 観察さ れ ず

. 1 00 m V

M e m b r a n e p o te n tl aJ( m V)

Fig . 5 . E 飴 c t o f v a ri o u s h ol d in g m e m b r an e p O t e n ti al s o n b a s al

【C a
2 +

]i an d a v e r a g e [ C a
2 十

】i at v ar i o u s m e m b r an e p O te n ti al s in

w il d ty p e a n d G A P III -

a n ti s e n s e t r a n sf e c t e d D T c ell s u n d e r

v olt a 紆 Cl am p C O n ditio n s ･ A an d B
,
U p p e r tr a c e s o f e a ch s et of

r e c o rd s sh o w t h e ti m e c o u r s e o f th e m e m b r a n e p ot e n ti al .

L o w e r t r a c e s sh o w th e 且u o r e s c e n c e r ati o fb r 【C A
2 +

】ii n D T 仏)

o r D T G II I A S - 1 6 ( B ) c ell s m e a s u r e d i n th e p r e s e n c e of

e x t r a c e ll u l a r 2 5 0 n M b r a d y k i n i n . ( C ) T h e [ C a
2 +

】i w a s

d et e r m i n e d at a m o s t s t 曲I e p o in tf o r e a ch v olt a g e s te p s ( ab o u t

2 m i n af te r st e p pi n g v olt a g e) . T h e [ C a
2 '

】i l e v el at v a ri o u s

p o t e n ti al s i s e x p r e s s e d a s th e p e rc e n t o f v al u e at + 2 0 m V ･

【C a
2 +

】i i n w ild ty p e an d D T G II n S -1 6 c ell s s也 m ul at e d w it h (○)

o r wi t h o u t ( ▲) 2 5 0 n M b r a d y 妃 ni n . E a c h p o i n t s h o w s th e 宮

仕o m l O c e11 s; B ar S
,
S E ; Si g ni丘c an u y diff e r e n t f r o m v al u e s at

e a c h m e m b r a n e p o t e n ti al i n D T G III A S - 1 6 c ell s
,

★

p < 0 ･0 5
,

★ ★

p < 0 .0 1 .



受容体作働性C a
2 十

流 入 へ の G A P III の 関与 14 9

(園4d) ,
親株で ある N I Ⅲ/ 3 T 3 細胞 と 同 じ反応様式 を宣 して い

た (図4 e) .
こ れ ら の 結果 は

,
G A P III が 受容体作動薬誘 発性お

よ びセ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー 依存 的なC a

2 +

流 入に より直接的 に

関与して い る こ と を示唆 して い る ･

Ⅱ . G A P I II 発現の 減少 が ブラ ジ キ ニ ン 誘発性 の 細胞内C a
2 +

上昇に 及ぼす影 響

我々 は細胞膜を過分極側に する こ と で細 胞内C a
2 +

が上 昇す る

こ と (C a
2 +

流入 の 駆動 力が 増加す る こ と に よ る) を線維芽細胞

にお い て確 認 した
6)

. こ の よ うな過分極性 の C a
2 +

流人 は親株 で

あ る N I H / 3 T 3 細 胞 で は 観 察 さ れ ず
,

γαざ で 形 質転換 し た

NIH/ 3 T 3 細胞 で は顕著 に増加 した . こ の 観察結果は 本研究 で も

再現で き た . 2 5 0 n M の ブ ラ ジ キ ニ ン 存在 下で 様々 な固定膜電

位にお け る細胞内 C a
2 十

濃度 を測定 し た (図5A - C) .
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言
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一

首
u
-

M e m b r a n e p o te n tia I ( m V)

Fi g . 6 . E ff e ct o f i n tr a c ell ul ar a p pli c ati o n of I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P 4 0 n

C h an g e S i n [C a
2 '

]i a t v ar i o u s h ol di n g m e m b r a n e p o te n ti al s i n

C O n t r O I D T a n d D T G III A S -1 6 c e ll s u n d e r v o lt a g e cl a m p

C O n d iti o n s . (朗 U p p e r tr a c e s o f eよc h s e t o f r e c o rd s i n di c a te s

th e ti m e c o u r s e o f th e v olt a g e . L o w e r
,

Ch a n g e s i n [ C a
2 +

】i

w e r e r e c o r d e d i n a D T (わ o r a D T G III A S - 1 6 (b) c ell wi th th e

p a tc h pi p e tt e s 丘1l e d w i th 1 0 iL M I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P 4 S Ol u ti o n ･ I n s

(1 ,
3

,
4

,
5) P 4 W a S l o a d e d i n t o c ell s b y dif fu si o n f r o m th e

pip ett e s afte r b
'

r e a ki n g th e m e m b r an e a t al ) O u t 2 mi n 丘
･

O m th e

l e ft o f e a c h tr a c e . (B) T h e d at a i s e x p r e s s e d a s a p e r c e n ta g e of

th e 【C a
2 +

]i l e v el at + 2 0 m V . I n s (1 ,3
,
4

,
5) P 4i n d u c e d c h an g e S

i n [ C a
2 +

]i i n D T (幽) o r D T G III A S 1 6 (□) c ell s . E a c h v al u e

r e p r e s e n ts th e m e an Of 5 c ell s . B ar S
,
S E ; S ig n i丘c a n tl y di 鮎 r e n t

fr o m v al u e s at th e s am e m e m b r a n e p o t e n ti al i n D T G II 仏S - 1 6

C ell s
,

★

p < 0 .0 5
,

★ ★

p < 0 .0 1 .

下 の 過分極性電位を与える と野性型株 D T 細胞 で は細胞 内C a
2 十

濃度 が 有意 に上 昇 し た (p < 0 .0 5
, p < 0 .0 1; 図5 A

,
C ) .

一 方
,

D T G III A S - 1 6 細胞で は - 8 0 1n V に固定 した 時で さ え明確な上 昇

は確認 さ れな か っ た (図 5 B
,
C ) .

ブ ラ ジ キ ニ ン 非存在下で は
,

D T G III A S -1 6 細胞の 細胞内C a
2 +

濃度 は 過分極性 に膜電位を 固定

して も ほと ん ど上昇 しなか っ た . この 反応は
,

ブ ラ ジ キ ニ ン刺

激を しない 野性型 D T 細胞と同 じで あっ た .

肌 G A P II I ノ ッ ク ダウ ン 細胞に お け るI n s (1 ,3 , 4 ,5) P ｡ で

誘発 され る細胞内C a
2 +

濃度の 変化

我 々 は以前
,
細 胞外 ブ ラ ジキ ニ ン 存在下で 膜電位 を過分極 に

固定す ると 細胞 内C a
2 +

過度の上 昇が起 きる こ とを観察 し
, 同様

の C a
2 十

上昇がI n s (1 ,
4

,
5) P , で はなくIn s (1 ,

3
,
4

,
5) P ^ の 細胞 内注

入 に よ っ て 起 こ る こ と を 報告 し た
6)

. こ れ と同様 の 実験 を
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M e m b r a n e p o t e n tiaI( m V)

]一｡ S q

F i g . 7 .
R el a ti o n s h i p b e t w e e n M n

2 +

q u e n c h i n g a n d h ol d i n g

m e m b r a n e p o t e n ti al i n D T c e ll s a n d G A P II I o r G A P l m

a n ti s e n s e
-t r a n Sf e c te d D T c ell s i nj e c t e d w ith I n s (1 ,

4
,
5) P ‥, O r

I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P . . 仏) T h e to p tr a c e sh o w s m e m b r a n e p o te n ti al s

i n v olt a g e
-

Cl a m p c o n diti o n s . 廿 a c e s s h o w th e ti m e c o u r s e of

M n
2 +

q u e n c hi n g m e a s u r e d at e x cit a也o n w a v e l e n g th of 3 6 0 n m

i n a rb itr ar y u nit s . I n s (1 ,
4

,
5) P 3 ( a) o r I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 O)) w e r e

i nj e c t e d i n t o t w o o f e a c h D T o r D T GII 仏S -1 6 c ell a t 2 m i n

b e f o r e e a ch tr a c e th r o u gh p at c h pi p e tt e s fi1l ed wi th s ol u ti o n s

c o n t a i n i n g e a c h i s o m e r a t l O F L M ･ 2 0 0 FL M M n
2 十

w a s

e xt r a c ell u l a r y a p pli e d t o th e c ell s a t th e ti m e i n d i c a t ed b y th e

ar r O W S (M n
2 十

) . S u p e ri m p o s ed t r a c e s ( c) ar e al s o s h o wn . 田)

Fi v e si mi 1 a r e x p e ri m e n t s fo r I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P . ( □,

△) a n d f o r I n s

(1 ,
4

,
5) P , (軸 ,

▲) yi eld th e m e m b r a n e p o t e n ti al d e p e n d e n c y

c u rv e S i n D T (ロ , 匿) a n d D T G II 仏S - 16 ( △
,
▲) c ell s . M n

2 '

q u e n c hi n g i s r e p r e s e n te d a s p e r c e nt a g e of th e v al u e at O r h V ･

B ar S
,
S E; T b e s ym b oI s i n di c at e sig nifi c a n t d i飴 r e n c e s b e t w e e n

D T c ell s an d D T G IIL A S -1 6 c ell s
,

★

p < 0 .0 5
,

★ ★

p < 0 ,0 1 .



1 5 0

W iId ty p e G A P ‖ k n o c k d o w n c eII

Fi g . 8 . M o d el s f o r b r a d yk i ni n
-

r e C e pt O r O P e r a te d a n d I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P ｡

-i n v oI v e d C a
2 +

i n fl u x i n wi 1 d -ty P e an d G A P l k n o c k d o w n D T c ell s ･ ( 却

E x t r a c ell ul a r y a p pli e d b r a d y k i ni n sti m u l a te s B 2 b r a d y ki n i n r e c e p t o r s (B 2) ,
r e S u lt s i n I n s (1 ,

4
,
5) P 3 f o r m a ti o n (I n s P 3) ･ I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4

(h s P ｡) i s c o n v e rt e d fr o m I n s (1 ,
4

,
5) P 3 a n d bi n d s t o G A PIII (G A P l) . O n th e oth e r h a n d

,
O n C O g e ni c R a s ( & R a s) i s al s o a cti v at e d afte r

b r ad y ki n i n s ti m u l a ti o n
,

W h o s e p ath w a y i s o m itt e d fr o m 也i s s c h e m e . T h e n
,

m Ol e c u l a r i n te r a cti o n b e t w e e n G A P I w ith I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P l an d

R a s m a y l e a d t o o p e n p u t ati v e C a
2 十

i n fl u x ch a n n el s (p ai r e d o p e n ci r cl e s) . T h i s C a
2 +

i n 丑u x i s l a rg e r a n d m ai n t ai n e d l o n g e r
,

W h i c h m a y

tri g g e r C a
2 +

o s cill a ti o n s vi a C a
2 +

i n d u c e d C a
2 +

r el e a s e m e ch a ni s m i n wi 1 d ty p e r a s
-t r an Sf o r m e d N I H /3 T 3 丘b r o bl a st c ell s ･ (B) I n c o n tr a st

,

tr a n si e cti o n o f G A P III a n ti s e n s e D N A s u p p r e s s e x p r e s si o n o f G A P III (c r o s s e d o u t) . A s a c o n s e q u e n c e
,
i n G A PIII kn o c k d o w n c ell s (B) ,

C a
2 +

i nf h x i s i n hib it e d w hi c h fail s t o i n d u c e C a
2 +

o s cill ati o n .

G A P III ノ ッ ク ダ ウ ン 細胞 で試み た . 1 0 /∠ M I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P . を パ

ッ チ電極か ら加 え た野性 型D T 細胞 と セ ン ス 導 入 株で は細 胞内

C a
2 +

濃度 の 上 昇が 細胞膜電位を過分極側 に固定す る こ と で 観察

さ れ た (図6 A -

a) .

一 方
,

D T G III A S -1 6 細胞内 にI n s (1 ,3
,
4

,5) P ｡

を注入 する と膜電位 を過分極側 に 固定 した場 合で さえも細胞内

C a
2 十

濃度 に は ほ と ん ど影響を示さなか っ た (圃6A rb) . 膜電位 +

20 m V を基底備に とり - 8 0 m V の 細胞内 C a
2 +

濃 度 の 上 昇を百分

率 で表 すと
, 野性 型 D T 細胞 で は 365 士 3 5 % ( n

= 5) の 上 昇率

を示し,
ア ン チ セ ン ス 導 入株で は111 .8 ± 3 1 .3 % (n

= 5) の 上 昇

率を示 し た ( 図6 B) . ま た
,

こ の 差 は統 計 的 に 有意 で あっ た

ゎ< 0 .0 1) .

V . G A P II I ノ ッ ク ダウ ン 細胞に お ける C a
2 十

流入の 減少

ブ ラ ジ キ ニ ン やI n s (1 ,
3

,
4

,
5) P 4 で 引 き起 こ さ れ る 過分極性 の

細 胞内 C a
2 +

上 昇 は 細胞外 の C a
2 +

が 非 存在下 の 場 合 は 誘起 さ れ

な い こ と か ら
6)

,
こ の 反応 が細胞 膜を介 し た C a

2 +

流入 で ある こ

とを示 し て い る
. さ ら に , C a

2 +

分 子の 流入を M n
2 十

ク エ ン チ で

確認 し た . M n
2 +

ク エ ン チ は
,

M n
2 十

分子が 細胞 内に 入 り込 む 際

にC a
2 +

流入 チ ャ ン ネル を共有する こ とを利用 して い る . 我々 は

以前,
2 50 n M の ブ ラ ジ キ ニ ン で作 用させ た野性型 D T 細 胞に お

い て0 .2 5 m M M n
2 +

添加後 , 細胞膜を過 分極に す る こ とに よ っ

て 蛍光 強度 が 減少す る こ とを確認 した
7)

. た だ し
,

こ の 減少 は

プ ラ ジ キ ニ ン を作 用させ ない 場合 と比較 して有意差 は 認め られ

なか っ た .

同じよ うな M n
2 十

ク エ ン チ ン グの 増強 は野性型 D T 細胞 にI n s

( 1
,
3

,
4

,
5) P ｡ を細胞 内注 入す る ニーとで 引き起 こ さ れ た ( 図7 A ･も

,

B) .
この よ うなIn s (1

,
3

,
4

,
5) P 4 の 細胞内注 入 に よ る M n

2 十
ク エ ン

テ ン グの 増加 は D T G III A S -1 6 細胞で は 認め ら れ なか っ た(図7A -

b
,
B ) . こ れ に 対 してI n s (1 ,

4
,
5) P :i の 細胞 内注 入 によ る 蛍光の 減

少 は野性型 D T 細胞 ヤ ア ン チ セ ン ス 導入 株細胞 で は観察 さ れな

か っ た (囲7A ･

a
,
B) .

考 察

本研 究 で
,

γαぶ で 形 質転 換 し た NI H / 3 T 3 細 胞 に 内 在す る

G A P III を ア ン チ セ ン ス 法に よ っ て 発現 レ ベ ル を抑え る こ と に成

功 し
,

こ の こ と が 結果的に ブ ラ ジキ ニ ン 刺激 に よ る C a
2 十

オ シ レ

ー シ ョ ン を阻害 する こ と を示 し た . こ の C a
2 1~ オ シ レ

ー

シ ョ ン は

C a
2 +

流 入 に よ っ て 維 持 さ れ る と い う報 告 が あ る
ì)7)

. さ ら に

G A P III を ノ ッ ク ダ ウ ン する こ と で ブ ラ ジ キ ニ ン やI n s (1 ,
3

,
4 ,
5)

P 4 に よ っ て引 き起 こ さ れ る 細胞内C a
2 十

濃度の 上 昇を抑制で きる

と期待 し
, 予想通り の 結果を得 た . C a

2 十

分子 と 同 じC a
2 十

チ ャ ン

ネル を介 して 流入 す る M n
2 十

に よ る蛍光 減少 を C a
2 十

流人 の 指標

と して観 察 し
,

G A P HI ノ ッ ク ダ ウ ン細胞で こ の 蛍光減少 が抑制

さ れ る こ と が 示 さ れ た .
こ れ ら の 結 果 は G A P l フ ァ ミ リ

ー

が

I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P ｡ 受容体 と してI n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 依存 的で

,
か つ 受容

体作 動薬誘発性 の C a
2 +

流入 に 関与 して い る と考 えら れ る . 今回

の 結果 は
,

G A P王ⅠⅠが 非容 量性 C a
2 +

流入 で 重要 な役 割を して い

ると い う初め て の 分子 的な証拠 で ある .

本研究 で D T 細 胞と ア ン チ セ ン ス 導入株 と の 形態学 的な 遠い

を観察 した . R a s
- G A P は R a s の 負制御 因子 と して働 い て い る に

も関 わらず ,
G A P をノ ッ ク ダ ウ ン した D T 細胞 で は健常 な線維

芽細胞 の表現型 を示 し
,

決 して癌化 が進行 した様 相は 認め ら れ

なか っ た . D T 細胞 に 内在す る G A PIII の ノ ッ ク ダ ウ ン は 皮膚癌



受容体作働性 C a
2 十

流人 へ の G A ⅢⅠⅠの 関与

の 状態 か ら 親株で ある N I H/ 3 T 3 細胞梯 の 表現 型 へ 回帰 し た よ

う に見受けら れ た .
こ れ ら の 結果 は

,
R a s

- G A P が C a
2 十

流入 を調

節する こ と で癌 化棟 の 形質転換 に正 に貢献 して い る こと を示唆

するもの で あり
,

G A P は抗癌剤 の新 し い 標 的と なり得る 可能性

が考えら れ る .

マ ウ ス 線維芽細胞 に G A P III と G A P l
m

の 両方が 存在 して い る

こ とを核酸 レ ベ ル で 確認 した が
,

予備実験 と して作製 した抗体

の 力価 が 低い た め 内在性 の G A P III を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トで は

確認で きなか っ た . こ れ は D T 細胞 に 内在する G A P III タ ン パ ク

質の 量が 少 ない こ と を示 し て い る . ア ン チ セ ン ス の 効果を
,

タ

ン パ ク 質 レ ベ ル で 評価す る た め に G T P a s e の 活性債 を比較する

こ と に した . G T P a s e 活性を測定 した 結果 ,
ア ン チ セ ン ス の 効

果は R N A レ ベ ル の 減少具 合 と比 較 して 少 な か っ た . こ れは
,

ア ン チ セ ン ス が 末作用 の G A P が 機能を補 償 し た結 果で はな い

かと考 えら れ る . また
,

こ の G T P a s e 活性 は 内在す る G AP の 総

和に よ る もの で あり
,
決 して単 ｢ 分子 だ けの 宿性 を示すもの で

はな い
. D T GII L A S -1 6 細胞 に は G A P フ ァ ミリ

ー 間で 相同性 が低

い C 末端部位 を ア ン チ セ ン ス と して導入 した . した が っ て
,

こ

の 細胞 の G T P a s e 活性の 減少は G A P III の発 現を特異的 に抑制 し

た結果 で ある と 考えら れ る . さ ら に 我々 は 予備的実験で 定量 的

P C R 法 を行う こ と で D T 細胞内 の G A P III と G A P l
m

の R N A 量を

定量 した . そ の 結果,
G A P III と G A P l

m

の R N A 量 は1 : 2 で あ っ

た . 以上 の 結果 か ら
,

ア ン チ セ ン ス に よ る G T P a s e 活性 の 減少

は適量で ある と考 えら れ る .

我々 は
,

マ ウ ス の G A P l
I- '㈹ 王l

がま だ単離 さ れ て い な と い う理由

か ら
,

マ ウ ス で す で に単離 さ れ て い る G A P III を本研究 に利 用

した .
マ ウ ス G A P III は ヒ ト の G A P I

J P4 B P
と ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で

86 % の 相同性 を示 して い る
18)

. こ の こ と は G A P III が G A P l
一一

'

4 B P

の マ ウス 相同遺伝子で ある と予想 され る . G A PIII が細胞表面膜

に存在 して い る とい う本研 究の 結果は G A P l
IP4 B I

ユ

と 同様 の 結果で

あり
25)

,
この 二 つ の タ ン パ ク質 が機 能的 に相似で あ る こ と を示

して い る .

一

方 ,
G A P l

ロl

は細胞 質内に だ け存 在 して い る と報告

さ れ た が
25】

,
上 皮性成長因子の 刺激 に よ っ て G A P l

m

が細胞膜 へ

と 移行 し フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル 3

,
4

,
5 三 リ ン 酸 に結合

する事実 も報告 さ れ て い る
3̀;)

. ま た
,

G A P l
m

は三 量体 型G タ ン

パ ク の α サ ブ ユ ニ ッ ト で ある G α 12 と 結合 し,
こ れ が G A P l

n l

を活

性化す る とい う 事実も幸艮告さ れ
:!7)

,
G A P l

m

も G A P I
TI 棚 P

と 同様 に

細胞 表面膜 に存在す る こ と は 否め な い . G A P l
- n

が G
｡ 1 2 とP H ド

メ イ ン を 介 し て 結 合す る と い う 最近 の 知見
:-5j

を跨 まえ る と
,

G A P l
IP 岨

'

だ けで な く G A PIII や G A P l
n も細 胞膜表面 で機能 して

い る 可 能性が 考 えら れ る . こ れ ら の 形態 学 的,
生 化学 的 な研

究
29)3 乃38)

は細胞膜表面 で G A P l フ ァ ミ リ
ー

が 機能 して い る こ と を

示唆 して い る .

我々 は 以前
,

フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ C に 結合す る ブラ ジキ ニ ン

受容 体 の 下 流 に あ る テ ロ シ ン リ ン 酸 化 酵 素 の 活性 化 とI n s

(1 ,
3

,
4

,
5) P ｡ の 産生 す る信号伝達系が 分担 して

, 効果 的にC a
2 +

流

入を制御 し て い る と い う事 実を示 した
39)

. また
, 我々 は 末同定

の C a
2 +

チ ャ ン ネル
,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 受容体 と して G A P l

,
テ ロ シ

ンリ ン 酸化 受容体 と して S O S 等 がR a s 同様 M A P キ ナ
ー

ゼ カ ス

ケ
ー

ドの 申で C a
2 十

流入 の信号伝達系を構 成 して い る と い う線維

芽細胞 に お ける モ デ ル を提 唱 した
4())

. ブ ラ ジキ ニ ン刺激 でIn s

(1 ,
3

,
4

,
5) P 4 の 産生 と 同時 にチ ロ シ ン の リ ン 酸化が起 こ り

,
新生

I n s (1 ,
3

,
4

,
5) P ｡ は G A P l に結合す る . I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 と結合 して

い るす べ て の G A P l は G T P 結合 型R a s とP H ドメ イ ン を介 し て

15 1

結合 し
41)

, さら に そ こ か らC a
2 十

流入 チ ャ ン ネル に作用 する と考

えら れ る (図8 A) . G A P l とI n s (1
,
3

,
4

,
5) P ｡ の 結合後 にC a

2 +
チ ャ

ン ネル が ど の よう に開口 され る か は現時点で は良く理 解され て

い な い
. しか し

,
C a

2 +

涜入 の 増加が C a
2 十

誘発性 C a
2 十

放出機構の

i身性化を 介して C a
2 +

オ シ レ
ー

シ ョ ン を誘起 して い る可能性が 考

え られ る . G A PIII ノ ッ ク ア ウ ト細胞で は
,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P 4 塵生

後の 時点で信号が 停止 し
,

C a
2 +

流入 チ ャ ンネ ル まで こ の 信号が

伝達 さ れず , 結 果的 にC a
2 十

流入や C a
2 +

オ シ レ ー

シ ョ ン が 阻害

さ れ る と予想され る (図8 B) .

同じよ う に ア ン チ セ ン ス 法を用 い て ヒ ト の リ ン パ 球細胞 の

G A P l
I P4 B P

を ノ ッ ク ダウ ン した報告が なさ れ た
42)

. こ の 細胞で は
,

過分極性反応 (C a
2 +

依存的な K
十

チ ャ ンネ ル の 活性 化) が ト ロ ン

ビ ン刺 激に よ るC a
2 →■動員 や貯蔵庫駆動 式C a

2 +

流入 と して記録

さ れ
,

こ の 反応 が C a
2 十

依存的 なK
十

チ ャ ン ネル の 特異 的な作用

に よ っ て 増加す る こ とが 示され た 一 し か し
,

こ の 結果 はI n s

(1 ,
3

,
4

,
5) P ｡ の K

+
チ ャ ン ネル 電流 へ の 影響が 認め ら れ なか っ た点

で 本研究 と 相違 が ある . L u ら
ヰ2)

の 利 用 し た細胞 にお い てI n s

(1 ,
3

,
4

,
5) P 4 の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ

ー

と して の 役割が認め られ

なか っ た の は
,

そ の 細胞 で は C aヲ
+

依存的な K
十

コ ン ダク タ ン ス

が C a
2 +

に対 して 感受性 が低く
,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P . が誘発 する C a

2 十

流入 が小 さ い ため
,

C a
2 十

流入を起 こ す の に十分で は なか っ たと

考えら れ る .

線維芽細胞 にお い て
,

C a
2 +

流入 は膜電位を過分極側 に変化 さ

せ る こと によ っ て 電気的に増 強され る
6)

. こ の 増加 はイ オ ン 流

入の 駆動力が増加 して い ると考え られ て い る . C a
2 +

オ シ レ ー

シ

ョ ン や C a
2 +

流 入が
-

1 0 m V 付近 か
,

も しく はそ れ よ り脱分 極で

は全く 起こ らない こ と から
,

C a
2 +

流 入チ ャ ン ネル は高 C a
2 +

透過

性の 特徴を持 つ カチ オ ン チ ャ ン ネ ル の 性 質を共有 して い る . 最

近 , ト ラ ン ジ ュ ン ト レ セ プ タ ー ポ テ ン シ ャ ル (tr a n si e n t

r e c e p to r p ot e n ti al
,
T rp) や ポリ シス チ ン ー L

43) を含む幾 つ か の 哺乳

動物性 の カナ オ ン チ ャ ン ネル が報告 さ れ た . T r p チ ャ ン ネル の

中で も
,

T r p 1
44 )

,
T r p 2

相

,
T r p 3

岬

,
そ し て T r p 6

47)
は

,
容 量性

C a
2 十

流人 に関与して い るが
,

T rp 5
4 8)

,
T rp 7

瑚
は関与 して い ない

.

T r p 5 に 関 して は 容量性C a
打

流入 へ の 関与 に対 して 反対の 見解

が報告 さ れ て い る
4 榊 )

.
こ の よう に我 々 が 仮定 し て い る C a

2 十

流

人 チ ャ ン ネ ル の 持 つ 非容量性の 特徴 に 合致 し た幾 つ か の カ チ オ

ン チ ャ ン ネル が候補と して挙 げら れ る .

結 論

受容体作働性 C a
い

流入 にお け る G A P l の 役割 を検証する 目的

で
,

r a S 遺伝子で 癌化 し た NIH / 3 T 3 線維芽 (D T) 細胞 に内在す

る G A P III の 発現 をそ の ア ン チ セ ン ス D N A を用 い て抑制 し
,

こ

の 細 胞で C a
2 十

流人を測定 した .

1
.

G A PIII ア ンチ セ ン ス は D T 細胞 に内在する G A PIII の 転写

産物の 抑 制な ら び に G TP a s e 柄性 を抑 制 した .

2 . D T 細胞 にお い て
,

G A P III が細胞膜 表面に 主に 存在する

こ と を G FP を利用 して確認 した .

3 . G A P III の ア ン チ セ ン ス は D T 細胞 を形態学的 に より健常

な状態 へ と復帰 させ た .

4 . G A PIII ア ン チ セ ン ス 導入株 ( D T G III A S -1 6) 細胞で は ブ ラ

ジ キ ニ ン 刺激 に よ っ て C a
2 十

オ シ レ ー シ ョ ン が 誘発 され な か っ

た
.

5 . G A P III ア ン チ セ ン ス 導入株細胞 で は ブ ラ ジキ ニ ン 刺激,

も しく はI n s (1 ,
3

,
4

,
5) P ｡ の 細胞 内注 入 に よ っ て誘発 さ れ る C a

2 十



1 5 2

流入が 抑制され た.

6 . 以上 の こ と か ら
,
I n s (1 ,

3
,
4

,
5) P ｡ 受容体 と して の G A PIII

はI n s (1 ,
3

,
4

,
5) P 4 をセ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー と した受容 体作働

性C が
十

流入の 根本的役割 を担 っ て い る こ と が 明らか に なっ た .
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