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－

3 4 く19 8 射

骨格筋 に お ける カ ル シ ト ニ ン遺伝子関連 ペ プチ ドの

生 理 ， 生化学的作用 に 関する 研究
－

ア セ チル コ リ ン 受容体誘導お よび興奮収縮連 関を中心 と して
一

食沢大学医学部附属病院神経内科 く主 任 こ 高守正 治教 掛

吉 川 弘 明

く昭和6 3年1 1 月2 8 日受付1

ニ ュ
ー

ロ ペ プ チ ドが 古典 的神経伝達物 質と と も に 神経細 胞に 存在す る こ と が知 ら れ るよ う に な っ

て久 し い が
－

そ の機能 に つ い て は不明 な点 が 多い ． 骨格筋 を支配す る 運動神経終 末に も ア セ チル コ リ ン

くa c e tyl c h o li n e
，
A C 瑚 と とも に カ ル シ ト ニ ン 遺伝 子 関連 ペ プ チ ド くC al cit o n i n g e n e

－

r el a t e d p e p tid e ，

C G R Pl が 共存 す る こ とが 知 られ てお り
， 本研究 は その 神経 ． 筋 に 対 す る作用 機序 を明 ら か に す る こ と

を目的 と した 一 ウィ ス タ ー 系 ラ ッ トの下肢筋 よ り筋膜 を分離 し
，
C G R P に 対す る特異的 な レ セ プ タ ー の

存在 を調 べ た と こ ろ
， 筋腰 上に は C G R P に 特異的な で 種 類の結合部位が 存在 し ， S c a t c h a r d 解析 に て結

合定数は K d ニ 6 ． 3 n M
， 結合盈 は B m a x

ニ 9 4 f m o lノm g p r o t ei n で あ る 事が わ か っ た ． 結合部位 に G T P

くg u a n o si n e 5
，

－ tri p h o s p h a t eJ 結 合 蛋白 質 くG 蛋白 熱 が 関与 し て い る か どう か を 調 べ る た め 2 5 m M

M g Cl 2 存在下 に 10 0 JL M g u a n o si n e 5
，

．亡y
－th i o j t ri p h o s p h a te くG T P y SI を加 え た と こ ろ

， 筋膜 に 対す

る C G R P の 親和性 は著 明に 低下 した の で C G R P 結 合部位 に は G 蛋白質が カ ッ プ リ ン グし て い る こ とが

示 唆 され た ． C G R P が細胞内 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー

と し て何 を動 か す の か調 べ る た め
， 培養骨格筋 に

C G R P u O－
7

M J を 添 加 し 細 胞 内 ad e n o si n e 3
，

，
5

，
一

C Y Cli c m o n o ph o s ph a t e くc A M 円， g u a n O Si n e

3
，

，5
，

－

C y Cli c m o n o ph o s ph a t e くC G M Pl の 塵 を測定 し たと こ ろ c A M P 濃度 が 有意に 上 昇 し た が ，
C G M P

濃度 に は変化が な か っ た ． 従 っ て c A M P が セ カ ン ド メ ッ セ ー ジ ャ
ー

と して働 い て い る こ とが わ か っ た ．

次に ア セ チ ル コ リ ン 受 容体 くa c e t yl c h ol in e r e c e p t o r
，
A C h R H 誘導に 及 ぼ す C G R P の 効果 を培 養骨格筋

を用 い て 調べ た と こ ろ
，

A C h R 誘導は促進 的で
，
A C h R 崩壊速度 に は影響 を与 え な い こ と が 示 さ れ た ．

こ の A C b R 誘導促進効果 は蛋白合成阻害剤の ビ ュ ロ マ イ シ ン の 添カロに よ り 消失し た ． さ ら に セ カ ン ド

メ ッ セ ン ジ ャ
ー

の A C h R 誘導 に 及 ぼ す影 響 を 調 べ た と こ ろ dib u t y r yl c A M P くd b －

C A M PI ，
d ib u t y r yl

C G M P くd b －

C G M PJ ，
コ レ ラ ト キ シ ン は い ず れ も A Ch R 誘 導 を促 進 し た ． す な わ ち促 進性 G 蛋 白 質

くG sナに カ ッ プ リ ン グ した ア デ ニ レ ー

ト シ ク ラ ー ゼ の 清性化 ， 細胞 内 c A M P 濃度の 増加は A C h R 誘導増
加 を も た ら す こ と が 示 唆 さ れ た ．

一 方
，

1 2 － 0 －t e t r a d e c a n o yl p h o rb ol ．1 3 ． a c e t a t e くT P A J と C a
2 ＋

i o n o ph o r e A 2 3 1 8 7 を併用 す る と A C h R 誘 導は 低 下 し た た め
， イ ノ シ ト ル リ ン 脂質 代謝 回転 系 は

A Cb R 誘導 を抑 え るも の と 考 え られ た － ラ ッ ト横隔膜筋標本 を 用 い た細胞 内電極 に よ る 電気生理実験 で

は ， C G R P は 前 ， 後 シ ナ プ ス 機 能お よ び筋表面膜機能に は影 響 を与 え ず筋 等尺 性単収縮張力を 増強 し た

が 強縮 張力は 変わ ら な か っ た 一 こ の効果 は C G R P が 筋小胞体 内の C a
2十

濃度 を高 め
， 結果的に 引 き続 く

刺激 に 反応 す る遊 離 C a
2＋

量が 増加 し た た め と 考え ら れ た － ホ ス フ ォ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 阻害剤で あ る テ オ

フ イ リ ン は C G R P の 効果 を さ ら に 増 強さ せ
，

コ レ ラ トキ シ ン処理 筋 で も C G R P の 張力増強効果 が 大 き

く な っ たが 了百日 咳 ト キ シ ン くi sl et a c ti v a ti n g p r o t ei n
，
I A P I 処理 筋 で は C G R P の 効果は 変わ ら な か っ

た 一 以 上 の 結果 か ら C G R P は 筋腰 上 の 隅 異的受容体 ． G s
． ア デ ニ レ ー

ト シ ク ラ
ー

ゼ迅 と い う 情報転換
ユ ニ ッ ト を介 し

，
セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ

ー

と し て c A M P を動か し て 早期細胞応答 償 張力増 掛 と長期

細胞 応答 くA Ch R 誘導増恥 を も た ら し て い るも の と 考 えら れ た ．

E e y w o r d s C al cit o ni n g e n e － r el a t ed p e p tid e くC G R Pl ，
G T P －b i n di n g p r o t ei n ，

S e C O n d m e s s e n g e r
，

a C e t y l c h ol in e r e c e p t o r
，

m u S Cl e c o n t r a c ti o n

1 9



2 0

ひ と つ の ニ ュ
ー

ロ ン に は
一

種 類の 神経 伝達物質が 存

在 す る と い う D al e の 法則くE c c l e s ら
1－2

り は
， 近年 多種

の ニ ュ
ー ロ ン に お い て 古典的神経伝達物質 と ニ ュ

ー

ロ

ペ プ チ ドが 共存す る こ とが 知 られ る よ う に な り
，

そ の

再検 討が求 め ら れ て い る
3糊

．
ニ ュ

ー

ロ ペ プ チ ド は 古典

的神 経伝 達物 質 の 作用 を 修飾 す る と 考 え ら れ て お

り
5－

， 骨格筋 を支配 す る神経終末 に も ア セ チ ル コ リ ン

t a c e t yl c h oli n e
，
A C hナ と と も に カ ル シ ト ニ ン 遺伝子 関

連 ペ プ チ ド くC al ci to ni n g e n e － r el a t e d p e p tid e
，

C G R Pl が 共 存 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る
6 卜 別

C G R P は37個 の ア ミ ノ酸 よ り な る 分 子 量 約38 0 0 の ペ

プ チ ドで ，
カ ル シ ト ニ ン遺伝子 上 に コ

ー ドさ れ て お り

m R N A の ス プ ラ イ シ ン グの 過 程で C G R P と カ ル シ ト

ニ ン の 2 種類 の m R N A が作 ら れ
，

そ れ ぞ れ の ペ プチ

ド が臓 器特異 的に 発現 す る
肺 n

． こ れ まで
，
免疫電子 顕

微鏡学的 に シ ナ プ ス 前部 に C G R P の 存在が 確 認 さ れ

て お り
刀

．
そ の 生理 作用 と して は

，
11 培養骨格 筋細胞

に お け る ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 くa c e ty l c h oli n e

r e c e pt o r
，
A C h R l の 増加

脚

，
2 1 培蓑骨 格筋細 胞に お け

る A Ch R a
－

S u b u n it m R N A の 増加
12，

，
3 1 A C h 存在

下 に お け る筋収縮力の増 那 ，
4 1 細胞内の C A M P の

増加
1の

な どが知 ら れ て い る ． し か し ， 膜 上の C G R P 受

容体 の 解吼 p o st r e c e p t o r si g n a l t r a n s d u cti o n の 詳

細 ， 筋収縮 機構 の どの ス テ ッ プ に C G R P が 作 用 す る

か な どは尚不 明 で あ る ． 神 経 ． 筋 の 諸 機能 に 対 す る

ニ ュ
ー

ロ ペ プ チ ド の 作用 を明 ら か に す る こ と は神経 ．

筋疾 患の 病 態生理 を理 解 す る う えに 重要 と考 え ， 著者

は 筋膜上 に お け る C G R P 結合部位 を調 べ る と と も に
，

G T P 結 合 蛋 白 質 くg u a n i n e n u cl e o ti d e － bi n di n g

r e g u r a t o r y p r o t ei n
，
G 蛋 白質l ，

セ カ ン ド メ ッ セ ン

ジ ャ
ー に 注目 して C G R P の 作 用 発現 メ カ ニ ズ ム

，

A C h R 代謝回転と 筋収縮 な ら び に シ ナ プ ス 機能 に お

け る C G R P の 影響 を検討 し た ．

材料 お よ び 方法

I
． 筋膜標本の 作製

ウ イ ス タ
ー 系雄 ラ ッ トくC h a rl e s R i v e r

， 厚 村 の 下肢

筋 を採取 し
，

M i c k el s o n ら
川

の 方法 に 従い 下記 の操作

に よ り筋膜を 分離 した ． 筋 1 0 0 g を は さ み で 細切 し た

の ち 5 00 m l の 2 5 0 m M T ri s
－ H C l 緩 衝 液 く2 5 0 m M

T ri s
． H C l

，
1 m M E D T A ， p H 7 ． 51 を加 え

，

ウ ル ト ラ

デ ィ ス パ ー サ ー

m O d el L K －2 1 くヤ マ ト
，
東 前 に て 粉

砕 し
，

2
，
0 0 0 X g で10 分 間遠 心 し た ， 沈殿 を 500 m l の

0 ． 4 M リ チ ウ ム ブ ロ マ イ ド
，

L i B r くM e r c k
，
D a r m s t a －

d t
，
G e r m a n yl 溶 稚 く0 ． 4 M L i B r

，
2 0 m M T ri s ， H C l

，

p H 8 ．別 に 清 か し－一
一 晩ゆ っ く り と 捷拝 した ■ 翌 日 こ の

溶液 を 1
，
0 0 0 X g で1 5 分 間遠 心 し 上 清 を 集 め 更 に

1 0 0
，
0 0 0 X g に て30 分間遠心 した

0
沈殿 を 50 m l の 2 0

m M T ri s
． H C l 緩衝剤 く0 ． 6 M K C l ， 2 0 m M T ri s

－ H C l ，

p H 8 ． 01 に 溶か し ，
D o u n c e ホ モ ジ ナ イ ザ

ー くl o o s e
pfi ．

tti n gl に て 粉砕 し 10
，
0 0 0 X g に て10 分間遠心 し て上 清

を集 めた ．
こ の 操作 は さ ら に 2 回繰 り返す こ と に よ り

筋膜標本 の 収 率 をた か め た ． 上 浦 を 100
，
0 0 0 X g に て

30 分 間遠 心 して 沈殿 を2 0 m M T ri s － H C l 緩衝液く0 ．6 M

K C l
，
2 0 m M T ri s

－ H C l
． p H 8 ． 01 に 獲拝 し

，
1 0

，
0 0 0 X

g に て10 分 間遠心 し た － さ ら に 蒸留水 に て 同 じ操作 を

繰 り返 し た の ち
．
沈殿 に 少量の 蒸留水 を加 え て 分散 し

た ．
こ れ に 同量の 57 ％ シ ョ 糠溶 液 く5 7 ％ シ ョ 糠 w ノv

，

2 0 m M ヒ ス チ ジ ン
， p H 7 ． 01 を加 え

，
1 5 ％ シ ョ 糖溶液

く15 ％ シ ョ 糖 w I v ， 2 0 m M ヒ ス チ ジ ン
， p H 7 ． Ol を重

層 し ア ン グ ル 型 ロ
ー タ ー に て 15 0

，
0 0 0 X g ， 9 0 分間遠心

し た ． 2 8 ． 5 ％ シ ョ 糖溶液 と15 ％ シ ョ 糖溶液 の 境 界面 に

形成 さ れ た バ ン ド を集 め 4 倍量 の 蒸 留水に て 希釈し た

あ と
，

1 0 0
，
0 0 0 X g ．

3 0 分間遠 心 し 沈殿 を10 ％ シ ョ 糖溶

液 に 攫押 し て筋膜標本 と し
，
使用 まで は

－

8 0
ロ

C に て保

存 し た ． 以 上 の 操作は す べ て 4
ウ

C に て お こ な い
，
遠心

機 は M o d el J 2 －2 1 くB e c k m a n
，
C a lif o r n i a

，
U ． S － A ．1 ，

超 遠心機 は M o d el L 8 － 7 0 くB e c k m a n
，

C a lif o r ni a
，
U ．

S ． A ．1 を使用 し た ， 蛋白畳の 測定は L o w r y ら
15
切 方法

に 従 っ た ．

H ． 筋膜 に お け る C G R P の 結合測 定

筋 膜 標 本 に お け る C G R P 結 合 部 位 の 測 定 は
，

Fi s ch e r ら
16，

．
H e n k e ら

1 7，
の 方法 に も と づ い て 以下 の

よう に 求め た ． 筋膜標本 く蛋白 量 と し て5 0 へ 2 1 0 ノノ gl

に
， 標識 C G R P くじ 卜仁

125
1コー C G R P ，

ア マ シ ャ ム ー ジ ャ

パ ン
， 東京う お よ び非標識 C G R P くじ 卜 C G R P

．

ペ プ

チ ド研究所 ， 大 阪1 を加 え 5 0 m M H e p e sノT ri s 緩衝液

くp H 7 ． 4 ，
1 ％牛 血清 ア ル ブ ミ ン

，
S i g m a

，
S t ． L o u i s

，

U ． S ． A ．1 に て 総量 を 0 ． 5 m l と し ，
4

0

C
，

4 時間 イ ン

キ エ ペ
ー

卜 した ． イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン終 了後 ， 5 0 m M

H e p e sI T ri s 緩 衝 掛 こて1 0 倍 に 希釈 し反応 を停 止 さ せ

ポ リ エ チ レ ンイ ミ ン
181

くSi g m a
，
S t ． L o ui s

，
U ．

S ． A ．1 で

処 理 し た グ ラ ス フ ィ ル タ ー

くWh a t m a n G F I Cl

くWh a t m a n
，
M ai d st o n e ，

E n gl a n dl に て 濾過 した ． ブ ラ

a c e t yl c h olin e r e c e p t o r 三 C A M P
，

a d e n o si n e

3
，

，5
，

－ C y Cli c m o n o p h o s p h a t e ニ a ， B u T X
，

a
－b u n g a r o t o x i n i C G R P

，
C al cit o ni n g e n e － r el a t e d

p e p tid e 骨 T C ， D － t ub o c u r a rin e c hl o rid e 三 D G
，
d i a c y l gl y c e r oI L d b － C A M P

，
d ib u t y r y l c A M P i

A b b r e v i a ti o n s こ A C h
，

a C e t y l c h oli n e ニ A C h R ，



カ ル シ ト ニ ン遺伝 子 関連 ペ プ チ ド に 関す る 研究

ス フ ィ ル タ ー

を さ ら に 5 m l の 5 0 m M H e p e sI T ri s 緩

衝 液 に て 2
．
回 洗 浄 し ガ ン マ カ ウ ン タ ー 仏l o k a

A u t o w ell g a m m a s y st e m A R C －6 0 0 H ア ロ カ
， 束 京1

に て 筋膜 に 結 合 した 放射 活性 を測定 した ． C G R P の 結

合 に 対 す る g u a n o si n e 5
，

－亡y
－th i oj t ri ph o s ph a t e

くG T P y Sl くSi g m a
，
S t ． L o u i s

． U ． S ． A ．I の 影響 を調 べ

る 場合 に は
，

イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 綬 衝 液 に 2 5 m M

M g C 1 2 を加 えた ．

III ． 骨格筋細胞初代 培養
19ト 22I

骨格筋初代培餐細胞 は D e v r e o t e s
2 O，

，
A p p el ら

21I
の

方法 に 従い 以 下の よ う に 調整 した ． 胎生20 日目の ウイ

ス タ ー 系 ラ ッ ト胎児下肢筋 を採取 し
， 神経 ， 血管 ， 結

合組織 を除去後 ， 実体頗徴鏡下 に細 切 し
，
0 ． 3 ％I

l

リ

プ シ ン く1 ニ2 5 0 H D if c o L a b o r a t o ri e s
，
D e t r o it

，
U ．

S ． A ．I 処理 に よ り単細胞浮遊液 を作 っ た ． こ れ を 1 ％

ゼ ラ チ ン t Dif c o L a b o r a t o ri e s
，
D et r o it ， U ． S ， A J 液

で コ
ー テ ィ ン グ した 直径 60 m m プ ラ ス チ ッ ク ベ ト リ

皿 く岩城硝 子 ， 東京ナ に 1 X l O
7

個 と な る よ う に 分注

し，
2 4 へ 4 8 時間培贅 した 後0 ．0 3 ％ トリ プ シ ン 処理 に よ

り 再度 単細胞浮遊液 と した ． 筋芽細胞 と繊維 芽細胞の

付 着魔 の差 を利 用 し て繊維芽細胞 を選 択的に 除去す る

た め に コ
ー テ ィ ン グ して い な い プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ皿

に て 15
〆

－ 3 0 分間培養 し 筋芽細胞 に 富 ん だ 上 浦 を採取 し

た ． 最後 に ゼ ラ チ ン コ
ー

テ ィ ン グし た直径3 5 m m プ ラ

ス チ ッ ク ぺ ト リ皿 く岩城硝 子 ， 東京J に 1 X lO
6

個 と な

るよ う に 分注 し
，

5 へ 6 日間筋芽細胞 を発 育 さ せ 実験

に 供 し た ． 以 上 の 操作 は す ぺ て 無菌的 に 行 い
， 培養液

は D u lb e c c o 改変 E a gl e 培地 くGib c o ， G r a n d I sl a n d
，

U ． S ． A
．1 に1 0 ％牛 胎 児血 清 くGib c o

， G r a n d I sl a n d
，

U ． S － A ．I ， 1 ％ ペ ニ シ リ ン ー ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液

くGib c o
，
G r a n d I sl a n d ， U ． S ， A ．1 を加 え たも の を 剛 一

．

3 7
0

C
，

5 ％ C O 2 ， 9 5 ％ a i r 下で 培養 し 2 へ 3 日 お き に

培養液 を交 換 し た ．

1V ． セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー の 定量

培養筋芽細胞内の C A M P
， C G M P を以 下 の 方法 に

よ り測 定 した ． こ の 際 ， 繊維芽細胞 の 影響 を極力少 な

く す る目 的で 培養開始後 3 日目 か ら 2 日 間
，
1 0 0 月 M

ウリ ジ ン 1O JL M フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン くSi g m a
．

S t ． L o u i s
， U ． S ． A 十添加培養液で 培 養し 分裂細 胞 を取

り 除き
お1

， 筋回 復 の た め 1 日 間 ウ リ ジ ン ー フ ル オ ロ デ

オ キ シ ウ リ ジ ン無添加培 養液 を加 え て培 養し 実験 に 供

した ． 培養 掛 こ C G R P く1 0
－，7

M I を添加 し 5 へ 2 0 分間

d b －

C G M P
，
d ib u t y r y l c G M P ニ E P P

，
e n d p l a t e

2 1

イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン 後 培養 液 を取 り 除き
，
冷 却 し た

6 ％ ト リク ロ ロ 酢酸 く和光， 大阪う 漕1 m l を加 え反応

を停止 さ せ ラ バ ー ポ リ ー ス マ ン に て細胞を 集め た ． 超

音波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー M o d el U S －3 0 0 帽 本精 機
，

東

和 に て 細胞 を破壊し た後 ，
3

，
0 0 0 r p m

，
10 分 間遠心 し

上帝 を集め た ． 水 飽和 エ
ー

テ ル を加 え振 盤 し た 後 ，

エ ー テル 層 を ア ス ビ レ ー タ 一

に て除去 し水層 の み を集

め ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ くY A M A S A C y cli c A M P
，

G M P A s s a y K i t
，
ヤ マ サ醤 油 ， 銚 刊 に て c A M P

，

C G M P を定量 し た ． 以 上 の 操作 は す ぺ て 4
O

C に て行 っ

た ．

V
．

A C h R の 誘 導速度 の 定量

培養筋芽細胞 を用 い て筋細胞膜 上の A Ch R の 代謝

回 転を
． 次 の 方法 で調 べ た ． 筋細胞の A C h R は

， 他の

蛋 白と同様 に 細胞内で 合成さ れ た 後， 細胞膜 に 組み 込

ま れ 表面 に 出て く る く誘 軋 in c o r p o r a ti o 再 が
， 筋細

胞膜 上 の A C h R に は細胞 内に 取 り込 ま れ 分解 さ れ る

も の も あ り く崩壊 ．
d e g r a d a ti o nl ．

タ ー ン オ
ー バ ー

を

繰 り返 し て い る
l 棚 2 小 野I

． こ の 誘導と崩壊の 差が 見か け

の 細胞膜上 の A Ch R 数 の 変化 と な っ て い る ． C G R P

が A C h R 誘導 に 及 ぼ す 影 響 を検 討 す る た め
， 増 発

5 へ 6 日目 の 筋芽細胞 く35 m m デイ シ ュI に
．

2 声 M

の a
－ ブ ン ガ ロ トキ シ ン くa

－b u n g a r o t o x i n ， d い B u T Xナ

くSi g m a
，
S t ． L o ui s

．
U ． S

． A ．1 を添加 した培 餐液 を加え

1 時 間イ ン キ ュ ベ ー トし
， あ ら か じ め存在 して い た細

胞 表面 A C h R の a
－ B u T X 結合部位 を ブ ロ ッ ク した ．

過 剰 の ど
－ B u T X は デ イ シ ュ を培養液 で 3 回 洗 う こ と

に よ り除去 し ， C G R P 添加 ， 無添加の 培養液 に 交換 し

て イ ン キ エ ペ
ー

卜 し た ． 4 時 間 も し く は 8 時 間経過

後 ，
デイ シ ュ を4 n M の し

12 5

Ij ．

L 2
， ． B u T X げ マ シ ャ ム

． ジ ャ パ ン
， 東京1 に て 川寺間イ ン キ ュ ベ ー ト し

， 新

しく 誘導さ れ た A C h R を ラ ベ ル し た ． デ イ シ ュ を

糞液で 3 恒1 洗う こ と に よ り 過 剰J つ し
1 器

Il t

d
ノ ー B u T X 与

除去 し
，
細 胞 を ラ バ ー ポ リ ー ス マ ン に て集 め

，
放射括

惟 を 測定 し た
也，

． A C h R 誘導速度 に 対す る セ カ ン ド

メ ッ セ ン ジ ャ
ー

の 影 響 を 検 討 す る た め
， 1 n l M

di b u t y r yl c A M P l d b－C A M P H S i g m a
．
S t ． L o u is ， U ．

S ． A ．1 ，
1 m M di b u t y r yl c G M P くdb

，

C G M P l t S i g m a
．

S t ． L o u i s
，
U ． S ． A I ，

1 Oth M コ レ ラ ト キ シ ン くLi st

B i o I o gi c a l L a b o r a t o ri e s ， C a m p b ell ． U ． S ． A ．ナ，
5 O n g ，

m 1 1 2－0 －t e t r a d e c a n o y l p h o r b o l －1 3－a C e t a t e くT P A H L C

S e rv i c e s
，
S t ． W o b u r n

，
U

． S ． A ．ナ
28，

．
0 ． 4 JL M C a

2＋

P O t e nti al ニ E D T A
，

et h y l e n e di a m i n e t et r a a c e ti c

a cid ニ C G M P
， g u a n O Si n e 3

，

，
5

，
－ C y Cli c m o n o p h o s p h a t e ニ G T P

， g u a n O Si n e 5
，

一 t r ip h o s p h at e 三

G T P y S
， g u a n O Si n e 5

，
一亡y

－

th i oj t rip h o s p h a t e i l P 3
，
i n o sit o1 1

，
4

，
5 －t ris p h o s p h at e こ M E P P

，



2 2 吉

i o n o p h o r e A 2 3 1 8 7 くSi g m a
，
S t － L o ui s

，
U ． S ■ A －1 を培

養液 に 加え た 系に つ い て も 調 べ た ， ま た
，
C G R P の効

果を さ らに 検 討す る た め
， 培養液 に 蛋白合成 阻害剤 10

J J M ビ ュ ロ マ イ シ ン
犯 叫 25I

くSi g m a
，
S t ． L o u i s

，
U ■ S ．

丸1 を添加し た 系に つ い て も 調 べ た ■

vI ．
C G R P に よ る A C h R 崩壊速 度の 定量

20I2 榊 25，

亡
125
Iコー a ． B u T X で標識さ れ た 細胞表面 の A C h R は

細胞 内に 取 り込 ま れ分解さ れ るた め
，
放射性 ヨ ー ド で

標識さ れ た テ ロ シ ンが 細胞外 に 放 出さ れ る ■ し た が っ

て
， 培養液の 門つ の 放射活性 を経 時的に 測定す る こ

と に よ り A Ch R 崩壊速度 を間接的 に 知 る こ と が で き

る
20121，24，2封

． 培養筋芽細胞に お け る C G R P の A C h R 崩

壊 速 度 に 及 ぼ す 影響 を 以下 の 方法 で 調 べ た ． 4 n M

E
1 25
Iコー

a
． B u T X を添加 し た培養液 中で各 デ イ シ ュ を 2

時間イ ン キ ュ ベ ー 卜し
，
細胞表 面 の A Ch R を 亡

125
Iコー

ぽ
． B u T X に て標識 した 後 ， デ イ シ ュ を 3 回 培 養液 に

て洗 い 過剰 の 亡
125
Ij －

a
－ B u T X を除去 し た ． C G R P 添

加
，

無添加 の 培養液 を加 えた 2 群 に 分 け以 後 一 定 時間

ごと に 各デ イ シ ュ の 培養液 を採取 し
，
新 しい 培 養液 を

加 えた ． 採取 した培 養液 中の放射活性 の 総和 仏1 ，
な

ら び に 最後の 洗浄後 も 細胞 に 結合 した ま ま残 っ て い る

仁
1 2

町 企
t B u T X を調 べ る た め ラ バ ー

ポ リ
ー ス マ ン で

集め た紙胞 の 放射活性 くBl を 測定 し た ． くA 汁くBI を

10 0 ％ と し
，

一 定時間 まで に 培 養液 に 遊離 した 仁彗コー チ

ロ シ ン の 放射活性 くA tう を差 し引 い た値 ， 即 ち細 胞 上

に 残 っ て い る 亡
12 5
Iコー

a
－ B u T X の 放 射 活 性 くくA ＋ Bl

一

仏tlナ を時間経過と と も に 片対数 グラ フ に プ ロ ッ ト

し A C b R 崩壊速度 を測定 した ■

Vll ． 筋収縮の 測 定

1 ． 測定法並 び に パ ラ メ
ー

タ
ー の 設定

ウ イ ス タ ー 系雄 ラ ッ トか ら横 隔膜 筋標本 く乾燥 重量

1 9 旬 2 8 m gl を得
，
等尺性筋 張 力計 に セ ッ ト し ，

ガ ス

く0 2 こ C O 2
ニ 95 こ 51 負荷3 7

O

C リ ン ゲ ル 液 く1 2 2 m M

N a C l
，
4 ． 7 m M K C l

，
1 5 ■ 5 m M N a H C O 3，

1 － 2 m M

M g C1 2
，
1 － 2 m M K H 2P O も 2 ． 6 m M C a C 1 2，

1 1 ■ 5 m M

gl u c o s e H こて湾 流 しつ つ 白金電極 く筋 全体 を同時刺激

す る た め に 筋全 長に 接触す る 平板 電極1 に よ り
，
0 ． 5

皿 S e C の 矩形 波に て 筋を直接刺激 した ． こ の 際 ，
筋 内

神経繊維刺激の 可能性 を除去 す る た め
，

6 月 gノm l の

ク ラ
ー レ くD ．t u b o c u r a ri n e ch l o rid e

，
D － T C 和光 ， 大

町 をリ ン ゲル 液 に 添加 した ． 静止 張力 は最 大単 収縮

張力が え られ る よ う に 設定 し く時定数，
3 m s e cナ， 強縮 張

m i n i at u r e e n d p l a t e p o t e n ti a l

力 は 16 6 fi z O ． 9 秒 間反復刺激 に て 求め た ． 薬理 学的 に

無処理 の 筋の 収縮 反応 は濯流開始後60 分間経過 し て も

変化 が な い こ と を確認 し た ． 筋収縮 の 解析 の た め
．
単

収縮張力の
一 次微 分く特 定数 ，

30 m s e cl ，
二 次微 分く時

定数 ，
1 m s e cl を 求め

幻1

，

く
く

a c ti v e st a t e
，，

の概念 に も

とづ き
恥 81，以下の よ う に パ ラ メ

ー

タ
ー

を設定 した ． 即

ち
，

トロ ポ ニ ン と その 活性化物質 で あ る C a
2＋

に よ っ

て調 節さ れ て い る ア ク チ ン ー ミ オ シ ン 架橋 形成の 動態

を反映す る パ ラ メ
ー

タ
ー

と して 了活動電 位起生暗か ら

単収縮張 力の
一

次 微分 ピ ー ク 値 ま で の 時 間 くT d PV J ，

単収縮張 力発 生よ り そ の ピ ー ク を経 て1ノ2 の 張力 ま で

弛緩 す る 時 間 くT l，2Rl を 測 定 し た
29，

． A c ti v e st a t e

i n t e n sit y o f s h o r t e ni n g は
， 単 収縮 張力 の 二 次微 分

ピ ー ク値 く最大加速度H d
2
P tld tり か ら求 め

， 興奮収縮

連関 くe x cit a ti o n － C O n t r a C ti o n c o u pli n gl に お け る筋小

胞体 か ら遊離さ れ る C a
2 ＋ 塵 を表現す る も の と し た ■

I n t e n si t y o f l o a d －b e a ri n g す な わ ち
，

ア ク チ ン ー ミ オ

シ ン 架橋形成 の 数 と i n t ri n si c s t r e n gth を表現す る も

の と し て 最 大 強 縮 張 力 くm a x i m u m t e t a ni c f o r c e
，

P ol を求 め た 聖

2 ． 筋収縮 に 及 ぼす C G R P 並 び に 薬物 の 効果

C G R P 添加 前と 甘
7
M 棄紬口10 分後 に 単収縮 張 九

強縮張力 を記録 した ． テ オ フ イ リ ン く和光 ，
大 師 の 効

果 は
，

そ の 2 X 灯
3
M 添加 リ ン ゲ ル 液 に て

，
同 時 に

C G R P く灯
7

叩 を添加 また は無添加 の場合 に つ い て濯

流1 0 分の 前後 に 筋 収縮 力 を記 録 し評 価 し た ． ま た
t

C G R P の効 果が G 蛋白質 を 介す る 可能 性 を調 べ る た

め ， それ ぞ れ促進性 G T P 結合 蛋白 質 くG sl ， 抑制 性

G T P 結合 蛋白 質くGil の プ ロ ー プで あ る コ レ ラ ト キ シ

ン
出 潮

くLi st B i ol o gi c al L a b o r a t o ri e s ，
C a m pb ell

，
U ．

S ． A ．1 ，
百 日 咳 ト キ シ ン くi sl e t a cti v a ti n g p r o t e i n ，

I A Pl く科研製 薬 ，
束 尉

欄

を加 えた 系 に つ い て も そ れ

ぞれ 以 下 の よう に 測 定 した ． 1 0
－ 7

M コ レ ラ ト キ シ ン を

1 時 間，
筋標本 に 作用 させ た後

，
C G R P く灯

7

叩 を添

加 して10 分後 に 筋 張 力 を測 定 し た ． 百 日咳 ト キ シ ン

く5 メ gノk gl を 3 日前 に 静脈 内投与 した ラ ッ トか ら 得

た 筋標本 に つ い て は
，

C G R P u O
－ 7
M l 添 加前お よ び10

分後記録筋張力 に よ っ て評 価 した
抑

用 ． 微小 電極 に よ る シ ナ プ ス 機能 ．
筋膜特 性 の 測定

微小 電極 を用 い 静止 膜電位 ， 刺入 抵抗 ，
微小終板電

位 くm i n i a t u r e e n d pl a t e p o t e n ti al
，
M E P P l ， 終板電位

くe n d pl a t e p o t e n ti a l
，
E P P

，
ク ラ ー レ 添 抽 を求め た －

P I P 2， p h o s p h a tid yli n o sit o1 4
，
5 － bis p h o s p h a t e i T C A

，

t ri ch l o r o a c e ti c a c 軋 1 A P
，
i sl e t a c tiv a tin g p r o t e れ T P A

，
1 2 － 0 － t et r a d e c a n o y lp h o r b ol －1 3 － a C －

e t a t e ニ G 蛋白質 ，
G T P 結合蛋白 勘 G s

， 促進性 G 蛋白質 三 G i
，
抑制性 G 蛋白質



カ ル シ ト ニ ン 遺伝子 関連ペ プ チ ド に 関 す る研究

M E P P と E P P の 振幅 は標準静止 膜電位 を
－

7 7 m V と

し て補正 し たo A C h q u a n t u m c o n t e n t は 1 H z 連続 神

経刺激 に よる 誘発 E P P 振幅 く11 th 旬 6 0 thJ の 変異係 数

で 表 鮮
u

，
i m m e d i a t e r y r el e a s a bl e A C h s t o r e 畳 は

L a m b e rt ら の 方 法
38，

に 従 い 1 0 0 H z 連続 刺 激 に よ る

E P P 振 幅 く1 s 卜 3 rdJ か ら 算 出 す る q u a n t u m

C O n t e n t で 表 現 ，
A C h m o b ili z a ti o n r a t e は 1 0 0 H z

6 0 発 連 続 神 経 刺 激 に よ る E P P の 最 後 の 1 2 発 の

q u a n t u m c o n t e n t で 表現 した ． 筋直接刺激 によ る 筋膜

の 反応の 観察で は
一 棟本 は収縮 を 防 ぐ た め に 20 声 gノ

m l ダ ン ト ロ レ ン ． ナ ト リ ウ ム 塩 くd a n t r ol e n e s 。d i u ．

m l を 含ん だ リ ン ゲ ル 液 に 浸 し
叩

， 刺 激電極 を接触 さ せ

た筋繊維 に 刺入 し た 記録 用 微 小電極 で 清動 電位 を 記

軋 ま た時定数 30 m s e c の 微分回 路 を経 て そ の
一 次微

分 くd V l d tJ を 同時 記 録 し た 一 測 定 は
，

C G R P く1 0
－

7
M ト蹄加

， 無添加 に つ い て行 っ た ，

1 X ． 統計処理

得ら れ た 計 盤的 デ ー

タ は M e a n 士S ． D ． く
一

部の み

S ． E
，
M

．J で 表 し た ． 各デ
ー

タ の 有意差 の検定 に は 一 次

元 ま た は 二 次元 配置 分散 分 析 後 ，
D u n n e tt ま た は

S ch eff e の 多重比較法 を用 い
， p く0 ． 0 5 以 下 を有 意 と

し た ．

X ． 試 薬

ヒ ト C G R P とラ ッ ト C G R P で は
一

部ア ミ ノ 酸配列

A
0
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0
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0

0

8

8

4

2

言
上
亡
0

0

ち

盲
父
V
L

O

烏

m

忘

電
点

一

詮
宍
工
已

遥

召
ゑ

1 2 11 1 0 9 8 7

1 0 gくC G R 円く叫

Fi g － 1 ． S p e ci fi ci ty o f 亡
l

町 C G R P b in d i n g ． D i s
－

pl a c e m e n t o f C
1 25
Ij － C G R P b i n d i n g b y n o n r a d i －

O a C ti v e C G R P in th e s a r c o l e m m a l m e m b r a n e

くAJ a n d S c a t c h a rd pl o ts o f 亡
1 E

Iコー C G R P b i n di n g
i n th e s a r c o l e m m al m e m b r a n e くBJ ． E a c h

p oi n t i s th e m e a n o f d u pli c a t e d e t e r m i n a ti o n s ．

2 3

が 異な っ て い る が受 容体結合測定で は 同様の 動態 を示

す こ と が T s c h o p p ら
瑚

に よ り確認さ れ て い る た め
，

筋膜 へ の C G R P 結合測定 で は と 卜 C G R P を使 用 し

た ． 培養実験 で は ラ ッ ト C G R P くC a m b rid g e R e s e a h

r c h B i o c h e m i c al s
， C a m b ri d g e

，
E n gl a n dl を用 い

， 電

気生理 実験 に お い て は ラ ッ ト C G R P くペ プ チ ド研究

所 ， 大阪I を使用 した ．

成 績

工 ． 骨格筋筋膜上 に お け る C G R P 結合部位 の 動態

筋膿標 本 に C G R P を加 えイ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン す る

と
，

C G R P は 筋膜 に 濃 度依 存性 に 結 合 す る ． そ の

C G R P の 膜 へ の 結合動態を
， C

125
Iコー C G R P を リ ガ ン ド

と し ， 非放射性 C G R P と の di s pl a c e m e n t st u d y に

よ っ て 調 べ た 一 筋膜 標 本 と そ れ ぞ れ 同塵 の 仁
125

り －

C G R P を入 れ た複 数の ア ッ セ イ チ ュ
ー

ブ に
， 非放射性

C G R P の 浪度 を変え て加 え
，

4
0

C で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ

ン し た － 4 時 間後
，

グ ラ ス フ ィ ル タ ー 濾過に て 筋膜に

結合し た放射特性 を測定 した ． 縦軸 に 結合塵 ． 横軸に

非放射性 C G R P の 磯度 を プ ロ ッ ト す ると 筋腰 上 に は

C G R P に 特 異的結 合部位 が あ る こ と が 示 さ れ た 個

1 Aナ． 非特異的 な結合 は全体の 約29 ％で あ っ た ． 次に
，

門j － C G R P の 濃度 を変 え て筋膜標本上 へ の 結合 蟄 を

測定 した bi n di n g s tu d y の 結果 をS c a tc h a rd 解析 を す

ると く図1 Bl ， 筋膜上 に は 1 種類の C G R P 結合部位が

あ り結合定数は K d ニ 6 ． 3 n M と 高楓和性 を示 し
， 結

合量 は B m a x
こ 9 4 f m olノm g p r o t ei n で あ っ た ． ニ の

高 親和 性 結 合 部位 に G 蛋 白 質 が カ ッ プ リ ン グ し
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川 － C G R P くn M I

F ig ． 2 ． E ff e c t o f G T P y S く1 00 p
－ C G R P bi n d i n g ． M g C 1 2 く25 m M I
th e a s s a y t u b e t o mi n i mi z e th e

G T P y S f r o m th e q
－

S u b u n it

O ，
i n th e p r e s e n c e of G T P y

a b s e n c e o f G T P y S ．

0 ． 4 0 ． 5

M I o n 亡
1 迫

り

W a S a d d e d t o

d i s s o c i a ti o n o f

Of G s p r o t ei n ．

S こ ■
，
i n th e



2 4

C G R P に 対す る親和性 を調 節 し て い る 口J 能 性 を調 べ

る た め ，
M g C 1 2 存在下 に G T P y S を添加す る と 筋膜

と C G R P の 親和性 は著明 に 低下 し た く図 21 ． 従 っ て
，

筋膜上 の C G R P 高親和性結合部位 は G 蛋白質 に カ ッ

プ リ ン グ した C G R P 受容体 で あ る こ とが わ か っ た ．

1工 ． C G R P 添加 に よ る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー の

変化

培養液 中に C G R P を添加 し
，

5 へ 2 0 分後 の 培 養 筋

細 胞内の C A M P
，
C G M P 濃度 を ラ ジオ イ ム ノ ア ッ セ イ

富
む
1

0

旨
か

E

さ
O

E
d
－

d

芸

名

0 5 1 0

Ti m e くm in l

F i g ．
3

． C h a n g e s o f th e i n t r a c ell u l a r c A M P b y

th e a d di ti o n of C G R P ． 0
，
i n th e p r e s e n c e of

C G R P ニ ■ ，
i n th e a b s e n c e o f C G R P － C i r cl e

a n d b a r s r e p r e s e n t M e a n s 士 S ．
D

． ，
r e S p e C ti v el y

くn ニ 5I ニ p く0 ． 0 1 v s c o n t r o l b y t w o － W a y A N O －

V A f oll o w e d b y S c h eff e
，

s m u lti pl e c o m p a ri s o
．

n ．

に て測 定 した 。
C A M P は

，
C G R P 添加 5 分後 よ り既 に

有意な 上 昇 を認 め
，
2 0 分後 も ほ ぼ 同様 の 値を 維持 した

個 3J ． 一一 方 ，
C G M P 濃 度は C G R P 酎 口に ても 上 昇

し な か っ た ． こ の 結果か ら C G R P は セ カ ン ドメ ッ セ

ン ジ ャ
ー と して c A M P 濃度 を上 昇 させ

，
そ の 特 異的

効果 をも た らす こ とが わ か っ た ．

III
．
A C h R 誘導速度 に 対 す る C G R P 並 び に 種々 の

セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー の 影 響

培 養筋細胞 に お ける A C h R 誘導 は C G R P 添加群 で

はイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 開始後 4 時間で 対照群 と差が 無

5

三
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竃
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卜

心
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t w o － W a y A N O V A f oll o w e d b y S ch eff e
，

s

m u lti pl e c o m p a ri s o n ．

T a bl e l ．
E ff e c t o f C G R P a n d o th e r s u b s t a n c e s o n A C h R i n s e r ti o n to th e
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A C h R i n s e r ti o n く％ v e r s u s c o n t r oll

A d d iti 。n
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7
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C G M Pく1 m M I
C G R Pく10

－ 7
M l ＋d b，C G M Pく1 m M I

T P Aく50 n gl m 11
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W a y A N O V A

f oll o w e d b y D ll n n et t
，

s m ulti pl e c o m p a ri s o n ．
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か っ たが ， 8 時 間後 に は有意の 増加 を認 め た く図 41 ．

d b －

C A M P を添加 し た群も 同様 に 4 時間で は対照群 と

善が 無か っ たが
，

8 時間後 に は A C h R 誘 導 が 増加 す

る傾 向を認 めた く表 い ． G 5 の ぽ － サ ブ ユ ニ ッ ト くぼJ を

A D P － リ ボ シ ル 化 す る こ と に よ り G
s
に カ ッ プ リ ン グ し

た ア デ ニ レ ー

ト シ ク ラ
ー

ゼ を持続 的に 活性化 し細胞 内

c A M P 濃度 を高 め る作用 の あ る コ レ ラ ト キ シ ン 卸
は ，

イ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン 開始 後 4 時 間 か ら 既 に 有 意 な

A C h R 誘導の 増加 を認め た ． しか し
，
d b －

C A M P
，

コ レ

ラ ト キ シ ン の い ずれ も C G R P と と も に添 加 し て も効

果の 相加作用 は 認め ら れ な か っ た ． d b －

C G M P を添加

した群 も 8 時間後 よ り A C b R 誘導の 増加傾 向を 認 め
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Ij ． a

－ B u T X bi n d i n g of c ell m e m b r a n e af t e r 8 h r s
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r e s p e c ti v el y くn ニ 71 ．
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名
句

b

8

F i g ． 6 ． E ff e c t o f C G R P く10－
7

M l o n A C h R

d e g r a d a ti o n o f c ell m e m b r a n e f r o m c ul t u r e d

r a t m y o t u b e s ． 0
，
i n th e p r e s e n c e of C G R P ニ

■
，
i n th e a b s e n c e o f C G R P ． C i r cl e s r e p r e s e n t

M e a n s r e s p e cti v el y くn ニ 71 ．

2 5

た が
，
C G R P と の 間に 相加作用 は 認め られ なか っ た ．

さ ら に セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー に よ る A C h R 誘導 の

修飾 を検討 す る た め
，
C a

2＋

の 存在下 に C キナ ー ゼ を活

性化さ せ イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂質代謝 回転系が 促進 した

場合 と 同 じ効 果 を も た ら す T P A 神
の 影響 を 見 た が

T P A 単独で は有 意の 変化 は見 られ なか っ た
，

しか し
，

や は り 単 独 で は 変 化 が な か っ た C a
2 ＋

i o n o p h o r e

A 2 3 1 8 7 と と も に 添加 す る と有意 に A C h R 誘 導が減 少

した ． ま た
， 蛋白合成阻害剤 の ピ エ ロ マ イ シ ン を添加

す る と C G R P の効果 は消失 し た く表1 ト 比較 を 容易

に す る た めイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 開始8 時間後 の結果 を
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図 5 に 示 し た ．

IV ．
A C h R 崩壊 速 度 に 与 え る C G R P の 影響

A C h R 崩壊速度 は C G R P を添加 し て も対 照と差 が

認め られ な か っ た く図 61 ． よ っ て C G R P は A C h R の

崩壊 を緩和 す る こ と に よ り見か け 上 の A C h R 誘 導促

進効果 を も た ら して い る の で は な く ， 実際 に A C h R

合成 ． 筋膜 へ の と り こ み を増加 し て い る こ と が わ か っ

た ．

V ． C G R P の 筋収縮 に 与 え る 影響

C G R P 含有濯流液で10 分間処 理 す る と 筋標 本 の 単

収縮張 力くP り は濯流前 に 比 べ て増強 し ，
二 次微 分ピ ー

ク傾 くd
2

P tld t
2

1 の 増加傾 向 と 時間経過 tT dFIJ d t，
T l1 2 Rl

の 延長 を伴 っ て い た く図 7
， 表2 卜 し か し ． 強縮張力

くP oう に は変 化は認 め ら れ な か っ た く図 7 ト テ オ フ イ

リ ン も単収縮 張力 tP り を増強 さ せ た が
．
C G R P を と

も に 加 え る こ と に よ りそ の 効果 は さ ら に 増 強 し た く図

8 ， 表 31 ． コ レ ラ ト キ シ ン処理 に お い て は 無処 理 の 場

合よ りも C G R P は単収縮張 力 げり を さ ら に 大き く 増

強 し た が
， 百 日 咳 ト キ シ ン りA P ト処 理 筋 に て は

C G R P 添加後の 単収縮張 力くP tl は無処理 の 場合 と 差

が な か っ た く図 8 ． 表 3 卜 しか し
，

こ れ ら の 薬理 学的

修飾 物質は
，
強縮張力 くP ol に は い ず れ も 変化 を 与 え

な か っ た く図 7
．

8 ト

VI ．
C G R P の 筋膜 の 膜特性 一

シ ナ プ ス 機能 に 対 す る

影 響

C G R P は M E P P
，
E P P を 指標と した シ ナ プ ス 機能

の 評価 に お い て神経 一 筋伝達に は何 ら影響 を与 え ず
，

静止 膜電位 ， 刺入 抵抗 ， 直接筋刺激 に よ る活動電位 と

Fi g ． 8 ．
A lt e r a ti o n s of t w it c h くP tl b y ph a r m a c

－

0l o gi c m a n i p u l a ti o n s t o m o d if y C G R P eff e c t ．

T h e C G R P －i n d u c e d P t p o t e n ti a ti o n w a s

a u g m e n t e d b y th e o p h y11i n e a n d c h ol e r a t o x i n ，

b u t w a s n o t m o difi e d b y p e r t u s si s t o x i n

ロA Pl ． N o c h a n g e w a s s e e n i n t e t a n u s くP ol ．

T a bl e 3 ．
E f f e c t s o f p h a r m a c ol o gi c a g e n t s o n t w it c h くP tI

A d d iti 。n P t く％ of th e p r e
－ tr e a t e d l e v el sl

C G R Pく10
－ 7
M l a n d th e o ph ylli n eく2 X 1 0．

3
M J

T h e o p h ylli n eく2 X l O
， 3
M l al o n e

C G R Pく10
， 7

M l a n d c h ol e r a t o x i nく10－
7

M I

C G R Pく10－
1

M l a n d p e r t u s si s t o x i nく1 A PJく5 p gl k gl

1 2 5 士 2
轟

11 2 士 3
＋ －

1 3 0 士 1
傘 － ．

1 0 5 士 2
． － － －

M e a n s 士S ． D ． v al u e s a r e i n di c a t e d ニ p く0 ．0 1 v s p r e－tr e a t m e n t b y o n e
－ W a y A N O V A

f oll o w e d b y D u n n e tt
，

s m ul ti pl e c o m p a ri s o n － 6 m u s cl e s w e r e t e s t e d f o r e a c h ． A n

e x a m pl e i s s h o w n i n F i g ． 8 ．

ホ
m o r e p o t e n ti a t e d th a n C G R P くT a bl e 2l o r th e o p h y11i n e al o n e こ

榊 1 e s s p o te n ti a t e d th a n C G R P pl u s th e o p h ylli n e こ

榊
m o r e p o t e n ti a t e d th a n C G R P al o n e くT a bl e 21 ニ

榊 ホホ
n o t si g nifi c a n tl y diff e r e n t f r o m C G R P al o n e くT a b l e 21 －
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そ の
一

次 微分 を指櫻 と し た受 動的
，
能動的膜特性 に も

変化 を来 さ な か っ た く図 9J ． よ っ て
，
C G R P の 筋張力

増強効果 は膜特性 ，
シ プ ナ ス 機能の 変化 に よ る 二 次的

な も の で は な い こ と が わ か っ た ．

考 察

神経伝達物質 と い う 概念が 受 け人 られ て か ら久 し い

が ， 当初 は
一 つ の こ ユ

ー

ロ ン に は一川一門－
■

種類 の 神経伝達物

質 し か 存在 し な い も の と され て きた くE c cl e s ら
り2

り． し

か し
仁
現 在 は

一

つ の 神経終末 に 古典的神経伝達物質 と

と も に 特定の ニ ュ
ー

ロ ペ プチ ドが 存在 す る こ とが 明 ら

か に され
3川

， そ の 生 理 的役割
，
疾 患に お ける 病態 生理

へ の 関与が 問わ れ る よう に な っ てい る ． ま た
， 神経伝

達物質 は シ ナ プ ス 後膜上 の 特定の 受 容体 に 結合 し情報

を伝 える もの と さ れ て き たが ， さ ら に シ ナ プ ス 前膜上

に も 受 容体が 存在 し神経伝達物質そ れ 自 身の 放出 を調

節 し て い る こ と が 明 らか に さ れ
2I

，
シ ナ プ ス の 機能 は

複雑 に 調節さ れ てい る こ と が わ か っ てき た ． こ の よう

な神経伝達物質 に お け る解明 に 加 え て
， 近年 ， 受容体

活性化以 降の 情 報伝達機構も 次第に 明 らか に さ れ るよ

N u r o m u s c ula r 廿a n s m is sio n

E P p ， A C h q u a n t u m c o n t e n t

a t l H ヱ

h l m e dia t d y 相場 a s a ble

A C h st o 帽 く叩 a n t 幻

A C h 醐 a tjo n r a t e

a t l O O H z くq u a n ta p e r s e c o n dI

M E P P a m p 批 u d e くm VI

M E P P f r e q u e n c y くp e r s e c o n dI

2 7

う に な っ た ． す な わ ち
，
R o bi n s o n ら

40，
に よ る セ カ ン ド

メ ッ セ ン ジ ャ
ー

の 提唱
，

R o d b ell ら
川

に よ る G 蛋白 質

の 脚 昌であ る ， さ ら に 遺伝子 工 学の 進 歩は受 容体蛋白

質の 構造解析 を 可能 に し ， その 構造 に は
．

1 う 一

本鎖

で 細胞膜 を 7 回貫通 し G 蛋 白質と カ ッ プ リ ン グ し て い

る も の
，

2 う 3 へ 5 壷体蛋 白質で 各 ペ プ チ ド は細胞膜

を 4 へ 5 回貫通 し
，

こ れ 自体が イ オ ン チ ャ ン ネ ル を形

成 し て い る も の
，

3 卜
一

本 ，
も しく は数本の ペ プ チ ド

か ら な り各 ペ プ チ ド は細胞膜 を欄
．

回 貫通 し膜 の 内側 の

部分 に は チ ロ シ ン キ ナ
ー

ゼ晴性 をも つ も の が あ る こ と

な どが 明 ら か に さ れ てい る
42，

． 受 容体蛋 白質 の 多 く は

り の 構造 を持 ち ， t r a n S d u c e r と して の G 蛋白質 を介

し eff e c t o r で あ る ア デ ニ レ
ー

ト シ ク ラ ー ゼ 等の セ カ

ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー 生成酵素 を活性化

，
ある い は抑制

す る ． そ して 生 成さ れ た セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー

が
，

その 神経伝達物質 に 対す る細胞 の 反応 を引き 起 こす こ

と に なる ． こ の 受容体，
t r a n S d u c e r

，
e ff e c t o r の 3 種

の 蛋白質か ら なる 細胞膜情 報転 換 ユ ニ
ッ ト は 多く の 神

経伝達物質の 効果発現 に か か わ っ て い る
仰

．

著者 は まず骨格筋上 に C G R P に 特異的 な 結合 部位

C o n tr o 1

2 3 3 土5 9 く化1 引

1 3 4 0 土4 4 5 くm l 引

5 5 3 4 量7 5 0 I 耐 引
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p r
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，
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a n d
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が あ る か
，

あ る と す れ ば どの よ う な 性質 の も のか を調

べ る た め ， 骨格 筋筋膜標 本に 対す る C G R P の 結 合 動

態 の 解析 を行 っ た ． 骨格 筋 筋 膜 標 本 は M i c k el s o n

ら
14－

の 方法 に よ り分離 し たが
，

こ の 方法 は多 くの 基礎

的研究 に も とづ く も の で あ り
， 精 製物 が 筋膜で あ る こ

と に つ い て は十 分に 検討 され て い る
鵬 ト 4引

． そ の 結 果 ，

筋 膜上 に は 高親 和性 C G R P 特異的結合部位 が あ る こ

と が 示 さ れ く図1 Al ，
S c a t c h a rd 解析 に よ る結 合定数の

K d ニ 6 ． 3 n M
， 結 合 量 の B m a x ニ 9 4 f m o ll m g

p r o t ei n と い う 倍く図1 Bl は ， 神経伝達物 質と して は妥

当な値
恥 5 3，

で あ り
， 他臓器 に お け る C G R P 結合 実験

で も 同様 な K d 値 を と っ て い る
弘一

． こ の 高 親 和 性

C G R P 結合部位 に G 蛋白質 が カ ッ プ リ ン グ し て い る

か を調 べ る た め 非水 解性 の G T P ア ナ ロ グ くG T P y

S l をプ ロ
ー

プ と して使 用 した ． G 蛋白質は ば
， 月 ， y

の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構 成 さ れ て お り
，

此 は G T P

くG D Pl 結合部位 を有 し結合 した G T P は G D P に 水解

さ れ る ． 通常は G D P ．
ぽ

． 斤 y の 構造 で 受 容体 に 結

合 し
，
受容体 を リ ガ ン ド に 対 し高親和 性 に 保 っ て い

る ． 庇
． グ ッ 3 畳 体 に G T P y S が 結 合 す る と ，

G T P y S 結合 型 ぽ と 斤 y に 分 か れ
，

受 容 体 か ら 解

離
駄コ

，
受容体は リ ガ ン ド に 対 し低親和状態 に な る ． 葺

か ら の G T P っノS の 解離 は月 y に よ っ て促進 さ れ る が
，

M g
2 ＋

の存在下 で は ほ と ん ど解 離 し な い
鎚 ，

． し た が っ

て
，

G 蛋白質 と カ ッ プ リ ン グ した受容 体 で は M g
2十

の

存在下 に G T P y S を添加 す る と リ ガ ン ド に 対す る 親

和性 が低下 し，
G 蛋白質 と の カ ッ プ リ ン グを示 す こ と

が で き る ． 著者の 実験で は 25 m M M g C 1 2 存在下 に 10 0

JJ M G T P y S を添加 す る と C G R P に対 す る 筋膜上 の

結合部位の 親和性が 著明 に 減少 し た く図 2 ト こ の 事実

か ら高親和性 C G R P 結合部位 は G 蛋白質 と カ ッ プ リ

ン グ した C G R P 受容体 と考 え ら れ た ．

d ，
． G T P ま た は月 y は

， 活 性 型 G 蛋 白質 と し て

eff e c t o r と結合 し ． そ の 活性 を制 御 し て セ カ ン ドメ ッ

セ ン ジ ャ
ー

を動 か す ． G 蛋 白 質 と連 関 し た セ カ ン ド

メ ッ セ ン ジ ャ
ー

と して は c A M P
40，4 2，

，
C G M P

5n
， イ ノ シ

ト
ー ル リ ン 脂 質 代謝 系

2 細 ト 61－

中 間体 の イ ノ シ ト
ー ル

1
，

4
，

5 一 三 リ ン 酸 くin o si t ol l
，
4

，
5 － t ri s p h o s p h a t e

，

I P J お よ び1
，
2 ． ジ ア シ ル グリ セ ロ

ー ル く1 ，
2 －di a c yl gl y

－

c e r o l
，
D G l な どが 知 ら れ て い る 一 ラ ッ ト横 隔膜 を

C G R P 含有連流 掛 こて 処理 す る と c A M P 濃 度が 上昇

す る こ と は T a k a m i ら
1町に よ り 示 さ れ て い る が

， 著者

は培養骨格筋細胞 を用 い て
，

C G R P 添加 後 の 細胞 内

c A M P
，

C G M P 濃度 を調 べ
，

C A M P 濃度 の 上 昇 を見

た く図 3 1 ．

一 方 ，
C G M P に つ い て は対照群 と変化 が な

か っ た ． こ れ は
，
C G R P の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ

ー と

し て は c A M P で あ る こ と を支持す る 結果 で あ っ た ．

C G R P に よ る受 容体 を介 した情報伝 達の 結果， 細胞

内 cA M P 濃度の 上 昇 を も た ら し細胞 内の 一 連 の 反応

を 引 き 起 こ す こ と に な る が ， 著 者 は そ の 効 果 を

A C h R 誘導 と
，
筋収縮 力に 与 え る影 響に 注目 し その 変

化 を 調 べ た ． C G R P に よ り培 養 骨 格 筋 細 胞 表 面 の

A C h R 誘 導が 増 加 す る こ と は N e w ら
引

，
F o n t a i n e

ら
91

に よ り示 され て い る が
， 著者 は特 に セ カ ン ド メ ッ

セ ン ジ ャ
ー

と の 関連 に 着 目 し た ． 培贅 骨格 筋細 胞 に

C G R P を添加 す る と 4 時間後 で は 対 照 と 差 が な か っ

た が
，

8 時 間後 に は A Ch R 誘 導が 有意 に 増加 した く図

3 ． 表 11 ． D e v r e o t e s ら
251

に よれ ば A C h R は 合成後 ，

細胞膜上 に あ らわ れ る ま で 約 3 時間 を要 す る と さ れ て

お り ，
こ の 結果 は C G R P が細胞 内に あ ら か じ め プ ー

ル さ れ て い る A C h R の細 胞表面 へ の 移 行 や cl u st e r
．

i n g
62，

を促進 さ せ るの で は なく A C h R の 合成 を促進さ

せ て い る こ と を 示 す も の と 思わ れ た ． 蛋白合成阻害剤

の ビ ュ ロ マ イ シ ン 添加
63，

に よ る C G R P 効果 の 消失く襲

い は
，

こ の 仮 説 を支持す る もの と考 え ら れ た ． ま た ，

N e w ら
Bl

，
F o n t ai n e ら

9，
に よ り C G R P 添加 に よ っ て

総 蛋白質合成量 に は変化 が見 ら れ な い こ と が 示 さ れ て

お り 非特異的蛋白質合成促進 に よ る 効果の
一 部 を見て

い る の で は な い と 考 え ら れ た ． 次 に C A M P
，

C G M P

と C G R P の相 互関係に つ い て調 べ た ． 本実 験 で は 環

状ヌ ク レ オ チ ド が細 胞 膜 を透 過 し や す く す る た め
，

d ib u t y r yl 化合物 を用い た
榊 5，

． d b － C A M P は A C h R 誘

導を増 加さ せ く図5
，
表 1 1 ，

こ れ は C G R P 添加後細胞

内 c A M P が 増加 す る く図3 に と か ら も 予想 さ れ る 結

果で あ っ た ． 促進性 G T P 結合蛋白質 くG sl の a
－ サ ブ

ユ ニ ッ トを A D P － リ ボ シ ル 化 し ，
G T P ．

a sを安 定化 さ

せ て G s に カ ッ プ リ ン グした ア デ ニ レ
ー

トシ ク ラ
ー

ゼ

を活性 化す る こ と が 知 ら れ て い る コ レ ラ ト キ シ ン
3 獅

を添加 す る と同様 に A Cb R 誘 導は 増加 した く図 5 ， 表

い ． こ の こ と よ り レ セ プ タ ー 結 合実 験 で 関 与が 示 唆

さ れ た G 蛋白質 は G s
42－嘲

で あ る と 考え ら れ た ． 以 上 の

結果 か ら筋膜 に は
， 肝C G R P 受容体 ． G s

． ア デ ニ レ
ー

ト シ ク ラ
ー ゼ迅 と い う 情報転換 ユ ニ ッ トが あ る と 考え

ら れ た ． C G R P と d b －

C A M P も しく は コ レ ラ ト キ シ ン

を と も に 添加 し て も
，

そ れ ぞ れ を 単独 で 加 えた 以 上 の

効 果は な か っ た く図 5
，

表1 ト こ の 理 由 と し て培養細

胞 は 除神経 さ れ た状 態に あり 通常 で も A C h R 誘 導が

冗進 し た状態 で あ っ て ， ある
一 定以 上 の A C h R 誘 導

は 起 こ ら な い た め と 考 え ら れ る ． d b －

C G M P も

A C h R 誘 導を 増加 させ た がく図5
， 表 1 1 ，

C G R P 添加

に よ っ て は c G M P の 増 加 は な い の で
，

こ の 増加 は

C G R P －

C A M P 系と は別 の シ ス テ ム を介 す る も の と 考



カ ル シ ト ニ ン 遺伝 子 関連 ペ プ チ ド に 関す る研 究

え られ た 一 次 に
，
A C h R 誘導 に 対す るイ ノ シ ト ー ル リ

ン脂 質代謝率の 影響 を調 べ た ． イ ノ シ ー ル リ ン 脂質代

謝系は セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー

の
一

つ と して 注目を 集

め て お り
，

あ る特定 の 受容体の 活性化 に 伴い ホ ス フ ァ

チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル 4

， 5
h ニ リ ン 酸 くp h o s p h a tid y ト

i n o sit o 1 4
，
5 － bi s ph o s p h a t e

，
P I P J が 分解 さ れ I P 8 と

D G が生 じ，
I P 3 は小胞体 な どか ら の C a

2＋

の遊離 を促

進
瑚

，
D G は C キ ナ ー

ゼ を活性化 し
， 多種 の 蛋 白 質の

リ ン 酸化 を起 こ し 綱 一 定の 細胞応答 を 引 き 起 こ す ．

T P A は D G と 同様 に C キ ナ ー ゼ を 悟 性 化 し
，

A 2 3 1 8 7 は細胞外か ら の C a
2 十

流入 を も た ら し結果的 に

細胞 内 C a
2 十

濃 度を 高め
， イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂質代 謝

系と 同 じ効 果 を も た ら す と さ れ て い る
細

． T P A と

A 23 1 8 7 は単独 に 培養系 に 添加 して も
， 有意 な 反 応 は

起 こ さ な か っ た が併 用す る こ と に よ り A C b R 誘 導 は

有意 に 減 少 し た く図 5
， 表 1 J ． こ れ ら の 結 果 は

，

A C h R 誘導 に 関 して C G R P 受 容体 ．

G s
． ア デ ニ レ ー

ト シ ク ラ ー ゼ ．
c A M P と い う

一

連 の 系お よ び cG M P

は A C b R 誘導 を促進 し ， イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂質代 謝

系は A Cb R 誘導抑制 の 方向に 働 く こ と を示 す も の で

あ っ た ．

一 方
，

C G R P は A C h R 崩壊 速度 に つ い て は

影響 を与 えず く図5 I ，
A C h R 誘導促進 効果 を持つ こ と

か ら ，
A C h R の 安定化 をは か る こ と に よ っ て A C h R

を増加さ せ る の で は な く A C h R の 合成速度 お よ び細

胞膜 上 へ の 発現 を介 して A C b R を増 加す る も の と 考

えら れ た ．

微 小電極 を用 い て 軋 後 シ ナ プ ス 機 能
， 筋 膜 の

C a bl e p r o p e r ty を調 べ た が
，
C G R P は影 響 を与 え ず

く図8 I ， C G R P に よ る 筋収縮 の 増強 は 筋収絡機構 に 対

す る効果 と考 え ら れ た ． 筋の 単 収縮 張 力 を解 析 す る

と
，

a C ti v e s t a t e i n t e n si ty o f sh o r t e n i n g の 増 強 と

a cti v e s t a t e 持続時間 の 延長が 明 ら か に み ら れ た く

6
， 表 21 ． a c ti v e s t a t e の 概 念 恥 31，

に も と づ く と ，

C G R P が 筋小胞体の C a
2 ＋

ポ ン プ を刺 激 し筋小 胞体 内

の C a
2＋

演度 を増加 させ
，
結果的に 電気刺 激 に 応 じ て

過剰 の C a
2十

が 遊離さ れ 筋張力が増 大す る こ と を 意味

す る
鎚1

． 筋 単 収 縮 張 力 に 対 す る エ ビ ネ フ リ ン 効

果
紳 榊 刀

ナ
C G R P 添 加 後 の c A M P の 増 加 個 3

，

T a k a mi ら
13，

ン，
ま た ，

ホ ス フ ォ ジ エ ス テ ラ ー ゼ阻害剤

の テ オ フ イ リ ン と C G R P の 筋張力に 対す る 相 加作 用

個 7
， 表 3J は

，
こ れ が c A M P に よ る 効果で あ る こ と

を示 す も の と 考 えら れ た ． さ ら に G 蛋 白質に 着目 し ，

それ ぞ れ G
5 と G l の プ ロ

ー ブで あ る コ レ ラ ト キ シ

ン 瑚
と百 日咳 ト キ シ ン ロA PI

槻

処理 筋 に つ い て検討

した ■
コ レ ラ ト キ シ ン 処理 筋 で は C G R P の 張力増 強

効果 は さ ら に大 き く な っ たく図 7
， 表 3 I ． 工A P は ば ．を

29

A D P － リ ボ シ ル 化 し ， 受 容体と げ 一月 y の 共 役を 阻害 し

て ア ゴ ニ ス ト の 効果 を遮断す るが
，
C G R P の 張力増強

効果 に 対 して は 影響 を及 ぼ さ な か っ た ． く図 7
， 表

3J ． こ の結果 は C G R P 受容体 に カ ッ プ リ ン グ する G

蛋白質が
， 少な く と も G 事で は 無い こ と を 示 す と と も

に
，
G s で あ る可能性 を 筋張力実験に 於 い て も 示 すも の

で あ っ た 一 T a k a m i ら
13

切 筋張力 に 対す る C G R P 効 果

の 観察で は
， 筋収縮段階の どの ス テ ッ プ を介 した も の

で あ る か 明 ら か に され て い な い が
， 本研究は こ の 点 を

明ら か に し た 上 諸薬理 効果は単収縮張力解析 で 表硯

す る興奮収縮連関 に 対 して の み で あ り
，

ア ク チ ン ー

ミ

オ シ ン 架橋形成過程表現の 強縮張力 に は 何ら の 修飾 を

み な い こ と を明 らか に した ． ま た ， 筋膜 の 脱分極反 応

修飾 に よ る 二 次 的 な も の で な い こ と も確 認 し た 個

9 J ．

以 上の こ と か ら C G R P は筋膜上 の W C G R P 受 容体
． G s

．

ア デ ニ レ
ー

ト シ ク ラ
ー

ゼぷ と い う 情 報転換 ユ

ニ ッ ト を介 し ， 筋細胞 の 早 い 応答 く筋収縮力増弓削 ， 長

時間に わ た る 応答 仏C h R 誘 掛 削佃 をも た ら し て い

る こ と が わ か っ た ． 骨 格筋 に お ける 支 配神経 の 役割

は
，
単に 興 奮の 伝達の み に と どま ら ず

，
筋の 栄餐因子

くt r o p hi c f a c t o rl の 供 給 と い う 点で も 重 要 な 意味 を

も っ て い る ． P e s t r o n k ら
68，

は 骨格筋の 栄養因子 と し て

ア セ チ ル コ リ ン の 重要性を指摘 し てい る が
， 本研究の

結果 は それ に 加 え C G R P も 栄華因子 の 一 つ で あ る こ

と を示 し た 一 骨格 筋を 支配す る運動 ニ ュ
ー

ロ ン
， 神経

筋接合 軌 骨格筋 を侵 す疾患 に は多く の もの が 知 られ

て い る が
， その 病 因

，
病態生理 に つ い て は不 明 な 点が

少な く な い
． 本研究 は これ らの 疾患を少 し で も 理 解 し

て い く う え で
一

つ の 新 し い 方向性を示 した も の と 考え

る ．

結 論

運動 ニ ュ
ー

ロ ン に ア セ チ ル コ リ ン と 共存す る ニ ュ ー

ロ ペ プ チ ド C G R P に つ い て
，
そ の 受 容体 ． G 蛋 白 質の

関与
，

セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー に 着目す る と と も に

，

A C h R 代謝回 転と 筋収縮 力 を 指標 と し そ の 作用 を検

討 し て 以 下 の 結果 を得た ．

1 ． 筋膜上 に は 一 種類 の C G R P 特異的結 合部 位が

存在 し ， 結合 曲線 を S c a t c h a rd 解析す る と結合定数 は

K d 二 6 ， 3 n M
， 結 合 量 は B m a x

こ 9 4 f m ol l m g

P r O t ei n で あ っ た ．

2 － G T P y S を プ ロ
ー

ブ に 用 い
， 筋膜 上 の C G R P

特異的結合部位 に G 蛋白質が カ ッ プ リ ン グ してし 1 る こ

と を示 し た ．

3 ． 培 養 骨 格 筋 細 胞 に お い て C G R P は 細 胞 内



3 0

c G M P 濃 度に は影響 を与 え な か っ たが
，

C A M P 濃度

を短 時間の う ち に 上昇 させ た 一

4 ． 培養骨格 筋細胞 に お い て
，

C G R P は A C h R 崩

壊速度 に 影響 を与 え ず ，
A C h R 誘導 速度 を増 加 さ せ

た ． こ の効果 は
，

イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 開始後 4 時 間ま

で は 見ら れ ず8 時間後 に 初め て明 ら か と な っ た － ま た

こ の 効果は 蛋白合成阻害剤の ピ エ ロ マ イ シ ン 酎 口に て

消失 す る こ と よ り
．

C G R P は A C h R 合成 を促進 し て

い る も の と考 え られ た ．

5 ．
セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ

ー と し て は ，
C A M P

－

c G M P 両方が A C h R 誘導を 促進 し
，

イ ノ シ ト
ー ル リ

ン 脂質代謝系は A C h R 誘導 を抑制す る こ と が 示 さ れ

た ． ま た
，

コ レ ラ トキ シ ン も A C h R 誘導 を促進す る こ

と か ら ，
G s に カ ッ プ リ ン グ した ア デ ニ レ

ー ト シ ク ラ
ー

ゼ が存在 す る も の と考 え られ た ■

6 ． C G R P は シ ブ ナ ス 機能 の 評価 に お い て
， 神経 ．

筋伝達 に は影響 を与 え な か っ た ．

．

7 ． C G R P は 筋 単 収 縮 張 力 を 増 強 さ せ
，

a C ti v e

s t a t e i n t e n sit y o f sh o r t e ni n g の 増加 と a c ti v e s t a t e

d u r a ti 。n の 延長 を と も な っ て い た ． こ れ は
，
細 胞 内

c A M P 濃度の 上 昇 に 伴う 筋小胞体 へ の C a
2＋

の 過剰な

蓄積 と
，

その 結果と して お こ る刺 激 に 伴 う C a
2＋

放 出

量の 増加 を示 す もの と考 え られ た ■

8 ． ホ ス フ ォ ジ エ ス テ テ ー ゼ 阻害剤 の テ オ フ イ リ ン

も 筋単収縮張 力を増 強させ
，
C G R P の効 果と 相加的で

あ っ た ． ま た ，
G s を介 し て ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ

ー ゼ

を活性化す る コ レ ラ トキ シ ン も C G R P の 効 果 を増 強

した が
，

G i に 作用 し受 容体 刺激 を 遮断 す る 工A P は

C G R P の 効果 に 影響を与 え な か っ た こ と よ り C G R P

受容体 に カ ッ プ リ ン グし た G 蛋 白質 は G s と 思 わ れ

た ．

以 上 の 結果 よ り
，
筋膜 に は F C G R P 受容体 ． G s

． ア

デ ニ レ ー ト シ ク ラ
ー ゼ過 と い う 情報転換 ユ ニ

ッ トが あ

り ，
C A M P をセ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ

ー と し て 早期 細

胞応答く筋収縮 力増 掛 と長期細胞応答 くA C b R 誘導増

抽 を も た ら して い る も の と 結論 した ．
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e m i c a l e v id e n c e f o r th e c o e x i st e n c e o f c al cit o ni n

g e n e
－

r el a t e d p e p tid e ． a n d c h oli n e a c e t ylt r a n s f e r a
．

s e
－1i k e i m m u n o r e a c ti v i t y i n n e u r o n s o f th e r a t

h y p o gl o s s al
，

f a ci al a n d a m bi g u u s n u cl ei － B r a i n

R e s
り
3 2 8

，
3 8 6 －3 8 9 く19 8 51 ．

り T a k a m i
，

E ．
，

K a w a i
，

Y ． ， U c b id a
，

S ．
，

T o h y a m a
，
M

リ
S b i o t a n i

，
Y

リ
Y o s hi d a

，
臥

，
E m s o n

，

P ． C ．
，

G i r gi s
，
S ．

，
H ill y a r d I C ． J ． 鹿 M a cI n t y r e ，

I ． こ E ff e c t o f c al c it o n i n g e n e
－

r el a t e d p e p tid e o n

c o n t r a c ti o n o f s t ri a t e d m u s cl e in th e m o u s e ■

N e u r o s c i ． L e tt ．
，
60

，
2 2 7 － 2 3 0 く1 9 8 51 ．

8 I N e w
，

H ．
V ． 及 M u d g e

，
A ． W ． こ C al cit o n in

g e n e
－

r el a t ed p e ptid e r e g u l a t e s m u s cl e a c e t yl c h oli －

n e r e c e p t o r s y n th e si s ． N a t u r e
，
3 2 3

，
8 09 － 8 1 1 く19 8 61 ．

9 I F o n t ai n e
，

B ．
，

K l a s f el d
，

A ■

，
H 独f elt

，
T ． 皮

C h a n g e u x
，
J ． P ． 三 C al cit o n i n g e n e

－ r el a t e d p e pti d e
，

a p e p ti d e p r e s e n t i n s pi n al c o rd m o t o n e u r o n s
，

i n c r e a s e s th e n u m b e r of a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r s i n

p r l m a r y C ul t u r e s of c h i c k e m b r y o m y o t u b e s ．

N e u r o s ci ． L e tt ．
，
7 1

，
5 9 －6 5 く19 8 6l ．

1 01 A m a r a
，
S ． G ．

，
J o n a s

，
V ．

，
R o s e n f el d

，
M ． G ． ，

O n g ，
E ． S ． 鹿 E v a n s

，
R ． M ． ニ A lt e r n a ti v e R N A

p r o c e s s l n g l n C a l ci t o n i n g e n e e x p r e s si o n g e n e r a t e s
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m R N A s e n c o d i n g d iff e r e n t p o l y p e p tid e p r o d u c t s ．

N a t u r e
，
2 9 8

，
2 4 0 － 24 4 u 9 82J ．

1 1J R o s e n f el d
，

M － G ．
，
M e r m o n d

，
J ． J

．
，

A m a r a
，

S － G ．
，

S w
r

a m 紬 m
， L ． W ．

，
S a 椚 h e n k o

，
P ． 軋

，

R i vi e r
，

J ．
，

V al e
，

W
． W ． 及 E v a n s

， R ． M ． 二

P r o d u c ti o n o f a n o v el n e u r o p e ptid e e n c o d e d b y

th e c al c it o ni n g e n e vi a ti s s u e
－

S p e Cifi c R N A

p r o c e s si n g － N a t u r e
，
3 0 4

，
1 2 9 ．1 3 5 く19 8 3J ．

1 2I F o n t ai n e
，
B ．

，
K l a r s f eld

，
A

． 鹿 C h a n g e u x
，
J ．

P ． こ C a l c it o n i n g e n e
． r el a t ed p e p tid e a n d m u s cl e

a c ti v it y r e g u l a t e a c e tyl c h o li n e r e c e p t o r a
－

S u b u ni t

m R N A l e v el s b y d i s ti n c t in t r a c ell ul a r p a th w a y s ．

J ． C ell B i o l －
，
1 05

，
1 3 3 7 －1 3 4 2 く1 9 8 7I ．

1 3I T a k a m i
，

K ．
，

H a s h i m o t o
，

R ． ， U c h id a
，

S ．
，

T o h y a m a
， M ． 鹿 Y o sh i d a

，
H ． ニ E ff e ct o f c a l ci t o n i n

g e n e － r el a t e d p e ptid e o n th e c y cli c A M P l e v el 。f

i s ol a t e d m o u s e di a p h r a g m ． J a p a n
． J ． P h a r m a c o l ．

，

4 2
，
34 5 －3 5 0 く19 8 6j ．

14J M i c k el s o n
，
J ． R

． 鹿 L o ui s
，
C ． 二 C o m p o n e n ts

Of p u rifi e d s a r c o l e m m a f r o m p o r ci n s k el e t al

m u s cl e － A r c h ． B i o c h e m
． B i o ph Y S ．

，
2 4 2

，
1 1 2 － 1 2 6

く1 9 8 51 ．

岬 L o w r y ，
0 ． 臥

，
R 鵬 e b r o u g b

，
N ． J ．

，
F a r r

，
A ．

L ． 鹿 R a n d a ll
I R ． J － ニ P r o te in m e a s u r e m e n t w ith

th e f oli n p h e n ol r e a g e n t － J ． B i o l ． C h e m ．
，

1 9 3
，

2 6 5 －2 7 5 く1 9 5 1J ．

均 一i s c b e r
，
J ． A

リ
S a g a r

，
S ． 軋 及 M a r ti 町 J ．

B ． 三 C h a r a c t e ri z a ti o n a n d r e gi o n al d i s t ri b u ti o n o f

C al cit o n i n b i n d i n g sit e s i n th e r a t b r a i n
． L if e S ci

り

2 9
， 6 6 3 －6 71 く1 9 鋸1 ．

1 7J H e n k e
，

H ．
，
T s c h o p p ，

F ． A ． 鹿 F i s c h e r
，
J

． こ

D i s ti n c t b i n d i n g sit e s f o r c a l ci t o n i n g e n e － r el a t e d

p e p tid e a n d s al m o n c al cit o n i n i n r a t c e n t r al

n e r V O u S S y S y t e m ． B r a in R e s ．
，
3 6 0

，
1 6 5 －1 71 く1 9 85 J ．

1 81 B r u n s
，

R ． F －
，

L a w s o n － W e n d li n g ，
K ． 鹿

P u g sl e y ，
T ． A

． ニ A r a pi d filt r a ti o n a s s a y f o r

S O l u b l e r e c e p t o r s u s l n g P O ly et h yl e n i m i n e ． A n a l ．

B i o c h e m ．
，
1 3 2

，
7 4 － 8 1 く1 9 8 3J ．

瑚 H a r t z ell
，

H ． C ． 鹿 F a m b r o u g b
，

D
． 軋 こ

A c e t yl c h o li n e r e c e p t o r p r o d u c ti o n a n d i n c o r p o r a ti ．

O n i n t o m e m b r a n e s o f d e v el o p l n g m u S Cl e fib e r s ．

D e v el o p ． B i ol ．
，
3 0

，
1 5 3 －1 6 5 く1 9 73J ．

2 0J D e v r e o t e s
，

P ． N ． 及 F a m b r o u g h ， D ． M ． ニ

A c e t yl c h oli n e r e c e p t o r t u r n o v e r i n m e m b r a n e o f

d e v el o pi n g m u s cl e fi b e r s ． J ． C ell B i ol ．
，
6 5

，
3 3 5 －3 5 8

く19 7 5I ．

3 1

2 1J A p p el
，
S － H ．

，
A n w y一， R ．

，
M c A d a m s

，
M ． W ．

及 E li a s
，
S － こ A c c el e r a t e d d e g r a d a ti o n o f a c e tyl c

－

h o li n e r e c e pt o r fr o m c ul t u r ed r a t m y o t u b e s wi th

m y a s th e n i a g r a vi s s e r a a n d gl o b uli n s ． P r o c ． N a tl ．

A c a d ． S ci ． U － S ． A ．
，
7 4

，
2 1 3 0 －2 1 3 4 u 97 7J ．

2 2J D r a c h m a n
，
D ， B ．

，
An g u s

，
C ． W ．

，
A d a m s

，
R ．

軋
，

M i c h el s o n
，

J ． D ． 鹿 H o f f m a n
，

G ． J ． ニ

M y a sth e ni c a n tib o d i e s c r o s s
．1i n k a c e t yl c h oli n e

r e C e P tO r S t O a C C el e r a t e d e g r a d a ti o n ． N ． E n gl ． J ．

M ed ．
，
2 98

，
1 1 1 6 －1 12 2 く19 7 軋

23I M a c D e r m o t
，
J －

，
H i g a s hi d a

，
H －

，
W il s o n

， S ．

P
リ

M a t s u z a w a
，

軋
，

M i n n a
，

J 一 皮 N i r e n b e r g ，

M ． ニ A d e n yl a t e c y cl a s e a n d a c et yl c h oli n e r el e a s e

r e g u l a t e d b y s e p a r a t e s e r o t o n i n r e c e p t o r s of

S O m a ti c c ell h y b ri d s ． P r o c ， N a tl ． A c a d ． S ci ． U ． S ．

A －
．
7 6

，
1 1 3 5 ，1 1 3 9 り97 9ナ．

叫 F a m b r o u g b ，
D ． 軋 鹿 D e Y r e O t e S

，
P ． N ． ニ

N e w l y s y n th e si z e d a c e t yl c h o li n e r e c e p t o r s a r e

l o c a t e d i n th e G ol gi a p p a r a t u s I J ． C ell B i o l ．
，
7 6

，

23 7 －2 4 4 く1 9 7即．

2 5I D e v r c o t e s
，

P ． N ．
，
C a r d

，
D ． J ．

，
T e p p e r m a n

，

K ． G ． 皮 F a m b r o u g h ，
D ． M

． ニ M e t a b o li s m o f

a c e t yl c h ol in e r e c e p t o r s i n sk el e t al rn u S Cl e
， P 9 7

－1 －

1 0 － I n L ． P ． R o w l a n d くe d ．I ，
P a th o g e n e si s o f H u m a n

M u s c ul a r D y s t r o ph y － E x c e r pt a M e d i c a
，
A m s t e rd ．

a m
，
1 9 7 7 ．

狗 D e Y r e O t e S
，

P ． N ． 鹿 F a m b r o n れ D
． 軋 ニ

T u r n o v e r o f a c e tyl c h o li n e r e c e p t o r s i n s k el e t a l

m u s cl e ． C o ld S p ri n g H a rb o r S ym p ． Q u a n t ． B i ol ． ，

4 0
，
2 3 7 －2 5 1 く用7 61 ．

2 7I P u m pli n
，

D ． W
． 息 F a m b r o u g h ，

D ． M ． こ

T u r n o v e r o f a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r s i n s k e l e t a l

m u s c l e ■ A n n ． R e v ． P h y si o l
．， 4 4

，
3 1 9 －3 35 く19 8 21 ．

2 8J N i sh i z u k a
，
Y ． ニ T h e r o l e of p r o t ei n k i n a s e C

i n c ell s u rf a c e si g n a l t r a n s d u ti o n a n d t u m o r

P r O m O ti o n ． N a t u r e ， 30 8
，
69 3 －6 9 8 り9 8 4J ．

卿 T a k a m o ri
，

軋
，

M o ri
，

軋
，

k k
，

Y ． 鹿

T s uji h a t a
，

M ． こ C o n t r a c til e a n d c h e m 。 S e n Siti v e

P r O p e r ti e s o f m u s cl e t r e a t ed w ith c al ci u m i o n o p
．

h o r e A 2 3 1 8 7 ■ J ． N e u r ol
． S ci ．

，
5 1

，
2 0 7 ．2 1 5 u 9 8 い．

3 01 C l o s e
，
R ． I ． ニ D y n a m i c p r o p e rti e s o f m a m m a

．

1i a n s k el e t al m u s cl e ． P h y si ol ． R e v ．
，
5 2

， 1 2 9 ．1 9 7

く1 9 7 2ラ．

3 11 T a k a m o ri
，

M ．
，

H a z a m a
，

R ． 及 T s uji h a t a
，

M ． ニ A c ti v e st a t e p r o p e r ti e s of d e n e r v a t e d a n d

i m m o bili z e d m u s cl e ニ C O m P a ri s o n wi th d y s t r o ph i c



3 2

m u s cl e ． N e u r o o l g y ，
2 8

，
6 0 3 － 6 0 8 く19 7 8I ．

3 21 S a h y o u n
，
N ． 及 C u a t r e c a s a s

，
P ． ニ M e c h a n i s m

o f a c ti v a ti o n o f a d e n yl a t e c y cl a s e b y c h ol e r a

t o x i n ． P r o c ． N a tl ． A c a d ■ S c i ．
U － S － A ．

，
7 2

，
3 4 3 8 －

3 4 4 2 く19 7 5う．

3 31 G ill ，
D ． M ． 鹿 M e r e n

，
R ． ニ A D P － rib o s yl a ti o n

of m e m b r a n e p r o t ei n s c a t al y z e d b y c h ol e r a t o x i n こ

B a si s of th e a c ti v a ti n o f a d e n yl a t e c y cl a s e ． P r o c ．

N a tl ． A c a d ． S ci ． U ．
S ． A ．

，
7 5

，
3 0 5 0 p 3 0 5 4 く19 7 81 ．

瑚 m
，
M

り
E 乱t 孔d a

，
T ． ， M 山 r a y a m a

，
T ．

，
E n r o s e

，

軋
，

Y aji m a
，

M ．
，

恥 m u r a
，

軋
，

N a k a m u r a
，

鹿

N o gi m o ri
，

E －
ニ I sl e t ．

a c ti v a ti n g p r o t ei n
， p e rt u S Si s

t o x in ニ A s p e cifi c u n c o u pl e r of r e c e p t o r
－ m e d i a t e d

i n h ib iti o n o f a d e n yl a t e c y cl a s e － I n P ． G r e e n g a r d
，

G ． A ． R o b i n s o n
，
R ， P a o l e tti 良 S ．

N i c o si a くe d s －1 ，

A d v a n c e s i n C y cli c N u cl e o tid a n d P r o t ei n P h o s p
－

h o r yl a ti o n R e s e a r c h
，

V Ol ． 1 7
， p1 4 5 －1 5 1

，
R a v e n

P r e s s
，
N e w Y o rk ，

1 98 4 ．

3 51 B e r rid g e
，

M ． J ． 及 I r v i n e
，

R － F ． ニ I n o si t ol

t ri s p h o s p h a t e
，

a n O V el s e c o n d m e s s e n g e r i n

c ell u l a r si g n al t r a n s d u c ti o n －
N a t u r e

，
3 1 2

，
31 5 －3 2 1

く19 8 4ナ．

抑 Y ajil 皿
，

軋
，

E o s o d a ，
E ．

，
K a n b a y 乱 Sh i

，
Y ．

，

N a k a m u r a
，
T ．

，
T a k a h a s h i ，

I ． 鹿 U i
，
M － ニ B i ol o gi －

c al p r o p e rti e s o f i sl e t s － a Cti v a ti n g p r o t e i n くIA Pl

p u rifi e d f r o m th e c u lt u r e m e d i u m o f B o r d et ell a

p e r t u s si s ． J ． B i o c h e m ．
，
8 3

，
3 0 5 －3 1 2 く19 7 81 ．

叩 N 咽i m o ri
，

R り
T a m u r a

，
軋

，
Y a ji m a

，
M ．

，

I t o ， K ．
，

N a k a m u r a
，

T ．
，

E a jik a w a
，

N ． ，

M a r u y a m a
，

Y ． 鹿 U i
，

M ． こ D u al m e c h a n i s m s

i n v oI v ed i n d e v el o p m e n t of di v e r s e b i ol o gi c al

a c ti vi ti e s o f i sl e t －

a C ti v a ti n g p r o t ei n
， p e rt u S Si s

t o x i n
，

a S r e V e a l e d b y c h e m i c a l m o d ifi c a ti o n of

l y s l n e r e Sid u e s i n th e t o x i n m ol e c ul e －
B i o c h e m ．

B i o p h y s ． A c t a
，
8 0 1

，
2 3 2 －2 4 3 く19 841 ．

381 L a m b e r t
，

E ．
H ．

，
Li n d st r o m

，
J ． M 鹿

L e n n o n
，

V ． A ． こ E n d －

pl a t e p o t e n ti a l s i n e x p e ri －

m e n t al a u t o i m m u n e m y a sth e n i a g r a vi s i n r a t s －

A n n ． N ． Y ． A c a d ． S ci ．
，
2 7 4

，
3 0 0 － 3 1 8 く19 7 61 ．

3 9J T s c h o p p ，
F ． A ．

，
H e n k e ，

H －

，
P e t e r m a n n

，
J ．

B ．
，

T o bl e r
，

P － H ．
，

J a n z e r
，

R －
，

H 6 k f el t
，

T －
，

L u n d b e r g ，
J － M ．

，
C u e1l o

，
C ． 鹿． Fi s c h e r

，
J ． ニ

C al cit o n i n g e n e
－

r el a t ed p e p tid e a n d it s b i n d i n g

sit e s i n th e h u m a n c e n t r a l n e r v o u s s y s yt e m a n d

pi tu it a r y ． P r o c － N a tl ． A c a d － S ci － U ． S ． A ．
，
8 2

，

2 4 8 －2 5 2 く19 8 引．

4 01 R o b i n s o n
，

G － A ．
，

B u t c h e r
，

．
W ．

S u t h e rl a n d
，
E ． W ． ニ A d e n yl c y cl a s e a s a n a d r e n

－

e r gi c r e c e pt o r ． A n n ．
N － Y ． A c a d ． S ci ．

，
1 3 9

，
70 3 ． 7 2 3

く19 6 71 ．

瑚 R o d b ell
，

軋
，
B i r n b a u m e r

，
L

リ
P o bl ，

S ． L ． 鹿

K r a n s
，

H ． J ． K ． ニ T h e gl u c a g o n －

S e n Siti v e a d e n yl

c y cl a s e s y st e m i n pl a s m a m e m b r a n e s o f r a t li v e r ．

J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 4 6

，
1 8 7 7 q 1 8 8 2 く1 9 7 11 －

42 I 堅 田利 札 宇井理生 こ ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ
ー ゼ 活性

の 調節 ． 蛋 白質 核酸 酵 軋 31
，
1 7 01 ．1 7 1 4 く19 8 即．

嘲 宇 井理 生 二 情報の ト ラ ン ス ジ ュ
ー サ

ー

と し て の

G T P 結合蛋白質 ． 代 凱 25
，
2 0 5 －2 1 2 く19 瑚 ．

叫 S c b a pi r a
，
G ．

，
D o b o c z

， し P 加
，
P ． 鹿 D el ai m

，
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