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A brief local application of bradykinin (BK) induced an immediate outward current, 

followed by a sustained inward current. BK produced an increase of inositol 1, 4, 5-tris-

phosphate and diacylglycerol. These two intermediates can duplicate the outward and 

inward current, suggesting that they play as intracellular second messegers.

Neuroblastoma/Bradykinin/K+currents

はじめに

神経伝達物質や変調物質は,そ れぞれの受容体を刺

激しイオンチャンネルを開閉する事により,イ オンの

透過性を変え,膜 興奮を生じたり変調したりする.そ

れには主に4つ の作用様式が考えられる(図1).第

1は,受 容体分子内にイオンチャンネル機構(ポ ア)

を備えているもので,す べての反応が自身の分子内で

図1. 受容体 からイオ ンチャンネルへ の信号伝達様式

完 結 す る.第2は,心 臓 の ムス カ リ ン性 アセ チ ー ル コ

リ ンや脊 髄後 根 細胞 の ア ドレナ リン性 α受 容 体 で示 さ

れ た 例 で,受 容 体 がGTP結 合 タ ンパ ク 質 と結 合 し

GTPタ ンパ ク 質 か ら(た ぶ ん 直 接)内 向 き整 流K+

チ ャ ン ネル やCa2+チ ャ ンネ ル に シ グ ナ ル を伝 え る.

第3の 様 式 は,多 くの 下等 動 物神 経 細胞 でみ られ る よ

う に,ア デ ニ ル酸 シ クラ ーゼ を活性 化 した後,cAMP

依 存性 プ ロテ ンィキナ ーゼ に よ りチ ャ ンネ ル タ ンパ ク

質 リン酸 化 を生 じ,K+電 流 な どの変 調 を行 うや り方

であ る.最 後 に,最 近 にな っ て,受 容 体-GTP結 合 タ

ンパ ク 質複 合 体 が ホ ス ホ リパ ーゼCを 活 性 化 し生 じ

た イ ノシ トー ル リ ン脂 質代 謝 産 物で あ るイ ノ シ トー ル

1, 4, 5-三 リ ン酸(IP3)と ジア シル グ リセ ロ ー ル

(DG)が セ カ ン ドメ ッセ ン ジ ャー と して働 きチ ャ ン

ネ ル を制 御 す る とい う様 式 が 哺 乳 類 腫 瘍 細 胞 で み つ

か った.こ こで はそ れ ら4つ の 方法 につ いて 順 次解 説

す る.

1. 受 容 体 分 子 内K+チ ャ ン ネ ル

受 容体 分 子 のサ ブユ ニ ッ トは合成 され た の ち集 合す

る.す る とそ れ らの 間 にチ ャ ンネル のポ ア が形 成 され

る事 が 知 られ て い る.神 経 筋結 合部 位 にあ る ニ コチ ン

性 アセ チ ール コ リ ン受 容 体 で は,京 都 大 学 の沼 らに よ

り α α β γ δ の5つ の サ ブ ユ ニ ッ トが カ チ オ ン

(Na+ - K+)チ ャ ンネ ル をつ くる こ とが 示 され た1).

アセ チ ール コ リンに よ りチ ャン ネル のゲ ー トが 開 く と

Na+が 流 入 し,つ づ い てK+が 流 出 し,い わ ゆ る終 板

電 位(eppやmepp)が 記 録 さ れ る.こ の場 合,リ ガ

ン ドの結 合 か らチ ャ ンネル の 開閉 反応 終 了 までの 時 間

は約5-20ミ リ秒 と大 変 早 い.
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2. GTP結 合 タンパ ク質 を介す る制御

オピエ ト等の例外を除いてほとんどのホルモン受容

体は,GTPase活 性 を上昇させる事が知られている.

多 くの神経伝達物質受容体も例外ではない.伝 達物質

受容体がGTPタ ンパク質とカップルしてK+チ ャン

ネルを制御することがシア トルのワシントン大学薬理

学教室のPfaffingerら によりはじめて示された.GTP

結合 タンパクとCa2+チ ャンネルとのカップリングに

つ い て は,Tsienの 総 説 に詳 細 がで て い る2).

3. Aキ ナ ー ゼ に よ るK+チ ャ ン ネ ル 制 御

Kandel達 は,ア メ フ ラ シの え ら引 っ込 み動 作 に 関

与 す るシ ナ プスの プ レ側 に存 在 す るセ ロ トニ ン受容 体

が,cAMP依 存 性 プ ロ テ ィ ンキナ ー ゼ の活 性 に よ りS

とよ ばれ る膜 電 位 依 存性 のK+チ ャ ンネル を 閉 じる事

に よ り,細 胞 内Ca2+濃 度 を上 昇 させ シ ナ プ ス伝 達 を

促進させる事を発見 している3).おもしろい事に我々

は,cAMPの 産生が,こ の過程でエッセンシャルと思

いがちであるが,活 性化 したAキ ナーゼを注入 した

細胞では,cAMPの 上昇がなくてもS電 流の減少が観

られたという観察から,彼 らは,よ り直接には,A

キナーゼによるタンパク質リン酸化がイオンチャンネ

ルのモジュレーションをひきおこしていると考えてい

る.(た とえば文献16参 照)

4. イ ノ シ トール リン脂質代謝産物 による

1) K+チ ャンネル制御

外的信号が引き起こす細胞膜リン脂質代謝産物であ

るIP3とDGの 産出が,そ れぞれ独立に細胞内のCa2+

濃度上昇とチャンネルタンパク質のリン酸化という反

応 を通じて,2つ の別々のK+チ ャンネルを開閉する

例 を ここで 述べ る4)～7).

よ く知 られ て い る ように,受 容体 刺 激 に よ り膜 リ ン

脂 質代 謝 回転 が上 昇 し,膜 の微 量構 成 成分 で あ るホ ス

フ ァチ ジ ル イ ノ シ トー ル4, 5-ニ リ ン酸 の ホ ス ホ

ジ ェ ステ ラ ーゼ に よる水 解 が生 じる.そ して,ジ アシ

ル グ リセ リ ド(DG)と イ ノシ トー ル1, 4, 5-三 リ

ン酸(IP3)が 産 成 さ れ る8),9).BerridgeやIrvineに よ

り,IP3が 細 胞 内 の非 ミ トコ ン ドリ ア性Ca2+貯 蔵 部

位からCa2+を 遊離させることが発見された9).また,

もう一つの反応生成物であるジアシルグリセロール

(DG)は,神 戸大学の高井や西塚らによりCキ ナー

ゼを活性化することが示された8).それぞれは間接的

に細胞内でセカンドメッセンジャーとして働 く.即 ち

細胞内Ca2+濃 度上昇と蛋白質のリン酸化を伴い細胞

反応を誘発する.こ の情報伝達変換機構は,い ろいろ

の刺激に対して種々の細胞で生じる(従 って,か なり

ユニバーサルな)反 応である.神 経細胞におけるこれ

らセカンドメッセンジャーとしての作用は,ニ ューロ

ブ ラ ス トー マ・ グ リオ ーマ 雑 種NG108-15細 胞*)の 持

つ ブ ラ ジキ ニ ン受容 体 反応 で,よ り詳細 に研 究 され た

図2. BKに よ りひきおこされるNG108.15細 胞の膜電流

変化.

*) マ ウ スの ニ ュ ー ロ ブ ラス トーマC1300細 胞 よ り天 野

ら(Amano, Hamprecht & Nerenberg, unpublished

data)に よ りク ロー ン化 さ れ たN18細 胞 が つ く られ

た.こ れ ら のHGPRT欠 損 株 細 胞(N18TG-2)と

ラ ッ トク リオ ー マC6細 胞 のTK欠 損 株C6Bu-1細 胞

をセ ンダ イ ウ ィル ス に よる融 合 に よ り作 られ た雑 種

細 胞 で あ る.染 色 体 の デ ー ター 等 はCancer Gen.

Cytogenet 5, 51-62 (1982)のKano-Tanakaの

論文 参 照.
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ので,以 後著者らによるその研究を中心に述べる.

2) ブラジキニンによる膜電流変化

ブラジキニン投与によりNG108.15細 胞の膜電位は

最初過分極を生じ続いて脱分極する.過 分極中には

Na+やCa2+ス パイクは完全に抑制され(興 奮性の低

下),脱 分極中にはスパイク頻度が上昇(興 奮性上昇)

する.こ の二相性変化の原因が膜電位固定法による電

流やシングルチャンネル電流測定により明らかになっ

た.過 分極は,Ca2+依 存性K+電 流の増加,脱 分極は

膜電位依存性M電 流の減少によることがわかった

(図2).

図3. BKに よ るホ ス フ ァチ ジー ル,イ ノ シ トー ル4,

5二 リン酸(PIP2)の 減 少 とIP3の 産 成.

図4. 細胞ア タッチ方式で求めたK+チ ャンネル電流の

活性化.細 胞内に注入 したイノシ トール リン酸 と

Ca2+に よ りそれぞれ数個の チャ ンネルが オー プ

ン確率 を増加 している.詳 細 は文献10.

他 方,生 化学 的 測定 で,こ の細胞 で はブ ラ ジキ ニ ン

刺 激 直後,細 胞 膜 リ ン脂 質 の うち,ホ スフ ァチ ジ ー ル

イ ノ イ トール4, 5-二 リン酸 画分 中の32P放 射 活性 が

減 少 す る事 が わか って い る(図3).そ して そ の水 解

産 物 で あ るIP3が 増 加 す る.こ の 産 生 さ れ たIP3に よ

り細 胞 内Ca2+濃 度 が,300nM程 度 に上 昇 す る.こ の

上 昇 がCa2+依 存 性K+チ ャ ン ネ ル を 開 く.こ の 事 を

パ ッチ ク ラ ンプ法 に よる シ ングルK+チ ャ ンネ ル記 録

法 に よ り確 認 した.

3) Ca2+依 存 性K+チ ャ ンネ ル とIP3

ニ ュー ロブ ラス トーマ 細胞 に は,少 な く と も3種 類

以上 のCa2+依 存 性K+チ ャ ンネ ル が 存 在 して い る事

が わ か っ た.そ れ ら は そ れ ぞ れ100, 40, 10pSの ユ

ニ ッ トコ ン ダク タ ンス を持 って い た.パ ッチ 野 以外 の

細 胞 表面 に存 在 す る ブ ラジ キニ ン受 容 体 を刺 激 して,

パ ッチ 内 の40pSK+チ ャ ンネ ルの活 性 が 記 録 で きた10).

こ の 事 は,ブ ラジ キ ニ ン受 容 体 が セ カ ン トメ ッセ ン

ジ ャー を使 用 して チ ャン ネル を制御 して い る こ とを示

唆 して い る.電 流 測定 で,実 証 した と同様 の 条 件 を使

用 し,細 胞 内 に刺 入 した ガ ラス 管 よ りイオ ン通 電 に よ

りIP3注 入 を行 っ た.そ の 直 後 に,40pSの チ ャ ン ネ

ルの 活性 は上 昇 した(図4).開 くチ ャ ンネ ルの 数 及

び開放 確 率の 両 方 が上 昇 した.以 上 の結 果 を総 合 す る

と,神 経 腫 瘍 由 来 のNG108.15細 胞 で はIP3の 注 入 が

3



(166) 生 物 物 理 Vol. 29 No.4 (1989)

過分 極(電 流 測 定 で は外 向 き電 流)を 生 じ,そ れ は細

胞 内Ca2+注 入 で 誘 発 され る電 流 と同 じ性 質 を持 っ て

い た.イ ノシ トー ル の3位 の位 置 に,さ らに リン酸 化

が つ い た イ ノ シ トー ル,1, 3, 4, 5四 リ ン酸

(IP4)は 細 胞 内 にCa2+を 遊 離 させ る能力 は全 くな く,

従 って神 経腫 瘍 細胞 内 に注 入 して も膜電 位(流)に は

何の変化も起 きなかった11).

Irvineら は神 経細 胞 以外 で は細 胞外 か らのCa2+の

流 入 にIP4が 寄 与 して い る と し,膜 電 位 に依 存 しな い

新 しい タイ プ のCa2+チ ャ ンネ ル を想定 してい る.IP4

の5位 の リ ン酸が はず れ て 生 じたIP3 (1, 3, 4)

は,そ の注 入 に よ りわず か(IP3 (1, 3, 4)の 約

1/60)のCa2+が 流 出 す る こ とが 知 られ て お り,実

際Ca2+依 存 性K+電 流 の 活 性 化(過 分 極)も 殆 ど観

察 され なか った.

5. M電 流

IP3と 同 時 に 産 生す るDGは,プ ロ テ ィ ンキ ナ ー ゼ

C (PK-C)を 活 性 化 す る.シ ナ プ ス機 能 に 対 す る

PK-Cの 作 用 につ い て 長 い 間 明 快 な答 え が 得 ら れ な

か っ た.Snyder研 究 室 のBarabanら に よ り,腫 瘍 細

胞 よ り も炎 症 作 用 が 強 い ホ ル ボ ー ル ジ ブ チ レー ト

(PDBu)や ジ アセ テ ー ト(PDAc)が,哺 乳 類神 経 細

胞 の活 動 電位 に効果 を持つ 事 が 見 い 出 され,そ の役 割

が はっ き り して きた.神 経 組 織 で のPK-CのK+チ ャ

ンネ ルに対 す る作 用 と して は,(1)ラ ッ ト脳 海 馬領 域 の

大型 錘 体細 胞 で は,活 動 電 位 発生 後 に生 じる二つ の過

分 極 電 流(IAHP)の うち,遅 い コ ンポ ー ネ ン ト(従 っ

て,ア パ ミ ン感 受 性 のCa2+依 存 性 チ ャ ン ネ ルK+

チ ャ ンネ ル)を 抑 制 し,そ の結 果,膜 興 奮性 を高 め る

事が示 された17).(2) PDBuは ウ ミウシ視細胞の光に対

する定常脱分極を増加 し,こ れは,PK-Cを 細胞内に

注入した時の効果と一致していた.こ の細胞ではトラ

ンジェント外向き電流(即 ちA電 流)も 増加 した18).

(3)下垂体腫瘍細胞では,PDBuや 注入したPK-Cに よ

りA電 流は抑制され,そ の結果,膜 興奮性が増大す

図5. ホルボールジブチ レー トによる内向 き電流の発生 とM電 流の抑制.
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る こ とが示 され た19).一 方,NG108.15細 胞 で は,ホ ル

ボー ル ジブチ レー トを細 胞 外 に投 与 し,1～2分 以内

に内 向 き電流 が 記録 で きた事 か らDGの 作用 に よる事

が わ か っ た(図5).期 待 通 り,ホ ル ボ ー ル ジ ブ チ

レー トに よ る内 向 き流 の時,ブ ラジ キニ ンに よ ったの

と同様な内向き電流がみられ,同 時に,M電 流12)の抑

制がみられた.従 って,ホ ルボールジブチレー トによ

る内向き電流がM電 流の減少に起因していることは

明確である.シ ングルMチ ャンネルの記録はまださ

れていない.ノ イズアナリシスから,そ れが1.5～3

pSの 大 きさである事が最近相次いで確認された.

お わ りに

神経のモデル細胞である培養NG108-15細 胞 で,PI

反応 を仲介して生じるイオンチャンネル活動の変化を

述べ た13)(図6). IP3に よる過 分極 反 応,即 ち,Ca2+

依存 性K+チ ャ ンネル の活 性 化 は 多 くの 神経 細 胞 に も

見 られ るはず で あ るが,IP3に よ り増 加す るCa2+で 開

か れ るチ ャ ンネル が な い と生 じない.PDBuで 閉 じた

Mチ ャ ン ネル も,海 馬 の神 経 細 胞 で は効 果 が な い事

が知 られ てい る.従 って,こ こで述 べ た信 号伝 達 様式

がす べ て の部位 の すべ て の受 容体 に当 て は まる もので

な い か も しれ ない.し か し,こ れ はPI代 謝 を生化 学

的 に測定 した基 礎 に立 って,リ ン脂 質代 謝 産物 に よる

イオ ンチ ャ ンネ ル制御 の細 部 が わか ってい る数 少 な い

例 で あ る.こ の 系 を そ っ く り使 っ てFukudaら は ク

図6. ブ ラジキニンか らKイ オンチャンネル制御 にい

たる細胞内信号伝達経路.

ロー ン化 され た ムス カ リン性 アセ チ ー ルコ リ ン受容 体

遺伝子のサブタイプの性質を同定 した14).今後この様

な遺伝子工学的手法を用いた表現実験で,神 経機能を

有 した培養細胞は,機 能を持たないファイブロブラス

トのような細胞と同様,或 はそれ以上に利用価値があ

ると思われる.
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ひがしだ はるひろ

昭和46年,岐 阜 大医 学部 卒 業,50年 名大 大学 院 修 了,医 学博 士.

同年,名 大 環境 医研 助 手,55年 金大 が ん研 薬理 部 講 師,63年 現 職.

こ の間,米 国NIH. M. Nirenberg博 士 の 遺 伝 生 化 学 教 室 に約6年

留 学.ニ ュー ロブ ラス トーマ 雑種 細 胞 に よ る研 究 を行 って い る.趣
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