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序文

　ATPは高エネルギー化合物であり，生体内エネルギー源として働いている．これに

加えて，細胞外のATPやその分解物質が伝達物質としての働きを持つことが報告さ

れてきた．ほとんどの細胞は細胞質に高濃度のATPを含んでいるため，細胞が損傷

を受けると細胞外にATPが放出される．また細胞内のATPが膜を介して放出される

ことや，分泌穎粒の中に貯蔵され開口放出によって放出されることも知られている

（Gordon，1986；Dubyak＆E1・Moatassim，1993）．この様に細胞外に放出された

adenine　nucleotideやadenosineは，プリン受容体（purinoceptors）と呼ばれる細胞膜表

面に存在する受容体を介して様々な反応を引き起こす（Gordon，1986；E1－Moatassim　et

aL，1992）．プリン受容体はadenosine＞AMP＞ADP＞ATPという力価の順序で作用

するP、受容体（adenosine受容体）と，　ATP＞ADP＞AMP＞adenosineの順序であるP，

受容体（ATP受容体）に大きく分類され，　P2受容体はさらにP2、受容体（力価順が

α，β．methylene　ATp＞ATp＝2－methylthio　ATP）とP2Y受容体（力価順は2－methylthio

ATP＞ATP＞α，β一methylene　ATP）に分類された（Burnstock＆Kennedy，1985；Kennedy，

1990）．現在P2受容体は，薬理学的にP2x，　P2Y，　P2u，　P2T，　P2z，　P2D受容体の6つの

サブタイプに分類され（Fredholm・et・a1．，1994），遺伝子レベルでは14種類のサブタ

イプがクローニングされている（Abbracchio＆Burnstock，1994；Fredholm　et　a1。，

1997）　．

　P2受容体は多種多様な細胞に発現しており，循環系や神経系，呼吸器系，免疫系，

内分泌系など様々な機能に関連していることが報告されているが（El－Moatassim　et　a1．，

1992；Dubyak＆El－Moatassim，1993），その中でも神経系興奮性細胞における研究は

最も進んでいる分野の一つである（IIles＆N6renberg，1993）．ニューロンや副腎髄

質細胞にはイオンチャネルと共役したP2x受容体が存在し，細胞に脱分極性の興奮作

用をもたらすことが知られている（Bean，1992a）．神経系細胞におけるATPの効果

は，ラットクロム親和性細胞腫（PC12celI）において，チャネルのイオン透過性や，
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電位依存性，及びクローニングによる受容体構造やサブタイプの同定など多くの報告

がなされている（lnoue　et　aL，1989；1992；Fasolato　e亡a1．，1990；Nakazawa　e亡a1．，1990；

1991；　lfune　＆　Steinbach，　1991；　Neuhaus　et　aL，　1991；　Sela　et　al．　1991；　Clementi　et　aL，

1992；　Maj　id　et　aL，　1992；　Nakazawa　＆　lnoue，　1992；　Nakazawa　＆　Hess，　1993；　Brake　et　aL，

1994；　Nikodijevic　et　aL，　1994；　Chen　et　al，　1995；　Gollasch　＆　Haller，　1995；　Koizumi　et　aL，

1gg5ab；Oda　e亡a1．，！996）．これに対して，ウシ副腎髄質細胞では，　P2x受容体を介し

た興奮作用と共に，GTP結合蛋白質と共役したP2Y受容体による電位依存性Ca2＋チャ

ネル抑制作用についても報告されており，ATPのcatecholamine分泌に与える影響に

関しては意見が分かれている（Chern　et　a1．，1987；1992；Kim＆Westhead，1g8g；

Diverse－Pierluissi　et　aL，1991；Gandia　e亡a1．，1993；Mateo　et　a1．，1995）．モルモット

副腎髄質細胞では，ATPによってcatecholamine分泌が生じ，この反応にはP2x受容体

が関与していることを既に報告したが（Asano　e亡a1，，1995），ウシで報告されている

様なP2Y受容体を介した抑制効果に関しては報告がない．

　またこの様な神経系の細胞における研究に比較して，消化管平滑筋におけるATP

の作用は，その機序だけでなく受容体サブタイプに関しても今だ不明な点が多い．

Burnstock＆Kennedy（1985）は，　P2Y受容体を介する反応としてモルモット盲腸紐に

おけるATPの弛緩反応をその典型的な例として報告しているが，最近のプリン受容

体に関する総説には，消化管平滑筋におけるATPの作用やその受容体サブタイプに

ついてほとんど記載されていないが（Dubyak＆El－Moatassim，1993；Fredholm　et　a1、，

1994），これはATPの研究が他の組織に比べ思う様に進んでいないためと考えられ

る．胃平滑筋におけるATPの作用も古くから報告されているが（Burnstock　et・a1．，

1970），その反応に関与するプリン受容体の分類については意見が一致していない

（Lefebvre＆Burnstock，1990；Matharu＆Hollingsworth，1992）．また最近モルモッ

ト盲腸紐の弛緩反応に，複数のプリン受容体が関与しているとの報告がなされ

（Dudeck　et　al，，　1995；　Btiltmann　＆　Starke，　1995；　Windscheif　et　aL，　1995；　Btiltmann　et　aL，

1996），他の消化管平滑筋でも，従来の分類によって同定されていた受容体とは異な

2
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る，より多くの受容体が反応に関与している可能性がある．

　以上のことから本実験ではモルモット副腎髄質細胞を用いて，ATPの抑制性作用と

して考えられている電位依存性Ca2＋電流の抑制効果について検討した．またラット胃

輪走筋標本を用いて，ATPの平滑筋の機械的反応に与える影響と，その受容体の分類

について検討した．

3
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モルモット副腎髄質細胞

1“　t緒論

　副腎髄質細胞の分泌穎粒にはcatecholamineとともに高濃度のATP（adenosine　5’・

triphosphate）が貯蔵されており（Winkler＆Westhead，1980），開口放出によって放

出されるため（Douglas　e亡a1，，1965；Ito，1983；Cena＆Rojas，1990；Rojas　et　aL，1990），

ATPやその分解物質であるADP，　AMP及びadenosineが副腎髄質細胞に対して何ら

かの作用を持つのではないかと考えられてきた．腫瘍化した副腎髄質細胞であるラッ

トクロム親和性細胞腫（PC12ce11）では，　ATPによるcatecholamine分泌作用とその

機序について詳細な研究がなされている．PC12cellでは，　ATPによって内向き電流

反応（IATP）とnoradrenaline分泌が生じ，これらATPに対する反応はnicotineによる

反応の約5倍と報告されている（lnoue　e亡a1．，1989）．また，　ATPによる分泌反応は

細胞外Ca2＋に依存しているが，電位依存性L型Ca2＋チャネル遮断薬やCd2＋の影響を

受けないとも報告された．その後，IATPは非選択的陽イオンチャネルの開口によるも

のであり（Nakazawa・et・a1．，1990），このチャネル自体が高いCa2＋透過性を持つため，

IATpによって流入したCa2＋によって分泌が起き得ることが示唆された．　PCI2・cellで報

告されているATPの効果は，　P2x受容体を介する反応であり，すでに受容体のクロー

ニングも行われている（Brake　et・a1．，1994）．

　一方，ウシ副腎髄質細胞では，ATPによるcatecholamine分泌作用（Kim＆Westhead，

1989；Malid　et　a1，1992；Lin　etaL，1995）と共に，　ATPが分泌に対して抑制作用を示

すことも報告されている．Chern　et　a1．，（1987）はATP，　ADP及びadenosineが

acetylcholineによるcatecholamine分泌を抑制することを報告した．彼らはATPや

ADPは分解された後，　adenosineとして作用していると考えたが，その後adenosineが

P、受容体を介して分泌抑制効果を示し，この分泌抑制効果には電位依存性Ca2＋チャネ

ルの抑制が関与していることが示唆された（Chern　et・a1．，1992；Mateo・et・al．，1995）．

4
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これに対して同じウシ副腎髄質細胞で，電位依存性Ca2＋電：流（lc、）抑制効果はP、受

容体に作用するadenosineや2－chloro－adenosineでは見られないと報告されている

（Gandia　et　aL，1993；Currie＆Fox，1996）．またDiverse－Pierluissi　et　al．（1991）は

ウシ副腎髄質細胞でもPC12ce11と同様に，　ATPがIATPを引き起すことと，　Ic、に対す

る抑制効果を持つことを示した．ATPはP2Y受容体を介してIc、を抑制すると考えられ

ているが，P2x受容体を介するIATPの誘発は全く見られないとの報告もされている

（Gandfa　et・al．，1993；Currie＆Fox，1996）．Lin　e亡a1．（1995）は，ウシ副腎灌流標

本では，ATPがcarbacholやDMPP（1，1・dimethy1－4phenylpiperazinium）よりも強い

catecholamine分泌を引き起こすが，単離直後の分離細胞ではATPによる分泌効果は

ほとんど見られず，培養日数を経るにつれ分泌効果が増強されていくことを報告して

おり，上述の実験結果の相違も，ウシ副腎髄質細胞の培養条件が異なることなどが原

因と考えられる．

一モルモット膀胱平滑筋では，ATPによる細胞内Ca2＋濃度の上昇によってIc、が抑制

されることが示されている（Schneider・et・aL，1991）．細胞内Ca2＋濃度の上昇による

Ca2＋チャネルの不活化の機i序としては，　Ca2＋による直接的な遮断や，チャネルの燐酸

化の関与が提唱されている（Eckert＆Chad，1984）．

　またウシ副腎髄質細胞では，百日咳毒素（pertussis　toxin）の処置によりcatecholamine

分泌が生じ（Brocklehurst＆Pollard，1988），その作用部位が電位依存性Ca2＋チャネ

ルであることが報告された（Cena・et・aL，1991）．百日咳毒素はG蛋白（GTP結合蛋

白質）αサブユニットのGi／G。をADPリボシル化することによってG蛋白の活性を抑

制することが知られており，Ca2＋チャネルがG蛋白によって調整を受けることが示さ

れた．また様々な伝達物質が，G蛋白と共役した受容体を介して電位依存性Ca2＋チャ

ネルを抑制することが報告されている（Holz　et　aL，1986；Lewis　et・aL，1986；Grassi＆

L“X，　1989；　Kasai　＆　Aosaki，　1989；　Aicardi　et　al．　1991；　Scholz　＆　Miller，　1991；　Baidan

et・aL，1995）．ウシ副腎髄質細胞においても，　ATPによるIc。抑制がG蛋白を介して

生じ（Diverse－Pierluissi・et・aL，1991），この抑制効果には細胞内Ca2＋濃度の上昇は関

5
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与していないと報告されている（Gandia　et　a1．1993；Currie＆Fox，1996）．

　ウシ副腎髄質細胞での報告と異なり，モルモット副腎髄質細胞では分離直後の細胞

でも，ATPが細胞外からのCa2＋流入を引き起こすことによって，細胞内Ca2＋濃度の

上昇とcatecholamine分泌を引き起こす（Asano　et　a1，．1995）．従って，この様な細

胞内Ca2＋濃度の上昇がICaの抑制を生じているかもしれない．また，ウシ副腎髄質細

胞で報告されている様に，ATPがG蛋白を介してIc、抑制効果を示す可能性も考えら

れる．そこで本実験ではモルモット副腎髄質細胞おける，ATPとその類似物質のIc、

抑制の有無とその作用機序について検討した．

　なお，本実験結果の大部分は既に公表されている（Otsuguro　eεa1。，1gg5；1gg6b）．

6
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ll　実験：方法

A　標本

　Hartley系の雌雄モルモット（体重350－5509）を用いた．モルモットは後頭部を殴

打後，頸動脈切断によって放血死させ，左右両副腎を摘出した．副腎髄質細胞の分離

はHochman＆Perlman（1976）の方法に準じ，一部改良して行った．氷冷したCa2＋

除去溶液（Ca2＋を含まない標準溶液）中で摘出した副腎から周辺組織を除去した後，

約1mmの厚さに薄切し，さらに実体顕微鏡下で髄質部分をくり抜いた．この小片を

200units／ml　collagenase及び5mg／mlウシ血清アルブミン（BSA：bovine　serum

albumin）を含むCa2＋除去溶液中で20分間，37℃で振減した．酵素処理後溶液を忌

中で冷却し，先端を焼いたパスツールピペットで穏やかにピペッティングを繰り返し

機械的分離を促した．以上の分離過程を3－4回行った．得られた細胞浮遊液を500×

9で2分間遠心し，collagenaseを含む上清液を除去した．細胞分離過程で用いるガラ

ス器具には，細胞のガラス面への付着を防ぐため，全てシリコン加工（シリコナイズ

L－25，富士システムズ）を施した．標準溶液は以下の組成のものを用いた（mM）：

134NaCl，6KCI，1．2　MgC12，1．7　CaC12，14　glucose，10HEPES　（pH＝7．2，NaOHで滴

定）．

B　膜電流測定

1　実験装置

　分離髄質細胞は0．8mM　Ca2＋を含む標準溶液に懸濁し，カバーグラス上に4℃で保

存した．測定時に倒立位相差顕微鏡（MD－MSD，　Nikon）のステージに設置したバス（容

量約1ml）に移し，細胞外液を常時灌流した．膜電流測定はパッチクランプ増幅器

7



（CEZ－2300，日本光電）を用い，　Hamill・et・al．（1981）のパッチクランプ法に準じて

行った．パッチピペット抵抗は2－5MΩ，細胞膜容量は5－12pFであった．細胞内外

液の液間電位（約＋3mV）を補正した．データの表示及び分析は，　AD／DAコンバー

ター一を介して接続したコンピューーター一（Macintosh，　ApPle　Computer，　Inc．）上で，ソフ

トウェア（MacLab／2e，　AD　Instruments）を用いて行った．細胞外液の組成は以下の通

りである（mM）：134　NaCl，6　KCI，　1．2　MgC12，5CaC12あるいは10BaC12，14　glucose，

10HEPES，（pH＝7．2，　NaOHで滴定）．細胞内液の組成は以下の通りである（mM）：

140　CsCl，1．2　MgC12，10HEPES，0．1　GTP（pH　＝7．2，　NaOHで滴定）．細胞内液には

実験に応じて0．1，1又は10mMのEGTAを加えた（本文中に記載）．なお実験は全

て室温（約25℃）で行った．

2　実験手順

　本実験では主に電位依存性Ca2＋又はBa2＋電流（1，。又は1，、）に対するATPの効果を

検討した．そのため細胞内液には140mMCs＋を，また細胞外液には0．1μM

tetrodotoxinを加え電位依存性K＋及びNa＋電流をそれぞれ遮断した．　Ic、（IB、）は保持

電位70mVから脱分極刺激を与えることによって引き起こした．　ATPによって誘発

される内向き電流（IATP）の成分を除去するため，　IATPの逆転電位であるOmVへ脱分

極刺激を与え，IC、（IB、）を引き起こした．この様な脱分極刺激を繰り返し与えながら

薬物を投与し，また1，、（IB。）の抑制率は薬物投与前後のIC、（1，、）の大きさに対する

百分率で表し，投与中の最大抑制値をその薬物の抑制値とみなした．なお実験：はパッ

チ膜破壊から約3分後より開始した．

C　細胞内Ca2＋濃度の測定

細胞内Ca2＋濃度の測定は，　Ca2＋蛍光指示薬であるfura－2を用いて測定した
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（Grynkiewicz　et　a1．，1985）．細胞へのfura－2の負荷は，膜透過性の高いfura－2／AM

（5μM）を含む栄養液で30分間室温で行った．Fura－2を負荷した細胞はカバーグラ

ス上で4℃，暗所で保存した．測定時に落射蛍光装置（TMD－EF2，　Nikon）を取り付け

た例立顕微鏡（DIAPHOT－TMD，　Nikon）のステージ上のバス（容量約1ml）に移し，

細胞外液を常時灌流した．Fura一　2蛍光は細胞内カルシウム測定システム（CAM－200，

日本分光）を用い測定した．Fura－2蛍光は500　nmにおける蛍光を，340（F340）及

び380nm（．F3so）の二波長励起で記録し（波長切り替え周波数：400　Hz），その蛍

光比（F34。／F3s。）を細胞内Ca2＋レベルとし，細胞内Ca2＋濃度の指標とした．なお実験：

は全て室温（約25℃）で行った．

D　Catecholamine分泌の測定

　分離副腎髄質細胞をBSA（5　mg／ml）を含む標準溶液に懸濁し，37℃で1時間振盈

レ々．その後細胞懸濁液を薬物存在下または非存在下で37℃，20分間振盈した・また

その間氷面に保存したサンプルのadrenaline分泌量を全ての実験で得られた

adrenaline分泌量から差し引いた。細胞懸濁液はその後氷中で冷却し，遠心によって

上清とペレットに分け，それぞれのadrenaline含量を測定した．サンプルの処理は

Salzman＆Sellers（1982）の方法に準じて行った．　Adrenalineは高速液体クロマトグ

ラフィー（Jasco）によって分離し，電気化学的検出器（CB・100，　EICOM）で検出した．

Adrenaline分泌量は総細胞含量に対する百分率で表示し，これをcatecholamine分泌量

とした．標準溶液の組成は以下の通りである（mM）：134　NaCl，6KCI，1．2MgC12，1．7

CaC12，14　glucose，10　HEPES　（pH＝7．2，　NaOHで滴定）．

E　使用薬物

本実験では以下の薬物を使用した．
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Adenosine　（Sigma）　，　ADP　（adenosine　5’一diphosphate，　sodium　salt）　（Sigma）　，　AMP

（adenosine　5’一monophosphate，　sodium　salt）　（Sigma）　，　ATP　（adenosine　5’一triphosphate，

disodium　salt）（Boehringer　Mannheim），ウシ血清アルブミン（bovine・serum・albumin）

（Boehringer　Mannheim）　，　GTP　（guanosine　5’一triphosphate，　dilithium　salt）　（Boehringer

Mannheim）　，　GDPPS　（guanosine　5’一〇（2－thiodiphosphate），　trilithium　salt）　（Boehringer

Mannheim）　，　GTPyS　（guanosine　5’一〇（一3－thiotriphosphate），　trilithium　salt）　（Boehringer

Mannheim）　，　collagenase　（type　1）　（Worthington）　，　EGTA　（ethyleneglycol－bis一（P－

aminoethylether）N，N’一tetraacetic　acid）　（同仁），fura－2／AM（同仁），HEPES（2一

（4一（2－hydroxyethyl）一1－piperazinyl）ethanesulfonic　acid）　（同仁），nicotine（nicotine　bi一

（＋）一tartrate）　（東京化成），tetrodotoxin（三共）．

　その他の薬物は全て和光純薬の特級を用いた．

　ATPやADP，　AMPの水溶液はpH：が酸性であるため，　NaOHでpHを7．2に滴定し

た高濃度溶液を作製した．またadenosineは，直接標準溶液で用いる濃度に希釈し実

験に使用した．

F　統計処理

　各実験で得られた値は，平均値±標準誤差（n＝例数）で表した．有意差検定はpaired

又はunpaired　Student’s　t－testを用い，有意水準をP〈0．05とした．
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皿　実験結果

A　ATPによる細胞内Ca2＋濃度の上昇

　当教室では以前モルモット副腎髄質細胞で，ATPが細胞外からのCa2＋流入を生じ，

細胞内Ca2＋濃度の上昇を引き起こすことを報告した（Asano・et・a1．，1995）．そのCa2＋

流入経路としては，ATPチャネル（非選択的陽イオンチャネル）と電位依存性Ca2＋

チャネルの二つが考えられる．Whole℃ell　voltage－clamp下，即ち膜電位が固定（一70

mV）された条件下では，電位依存性Ca2＋チャネルを介するCa2＋流入は生じない．最

初にこの様な条件下でATPが細胞内Ca2＋濃度の上昇を引き起こすか否かについて

Ca2＋蛍光指示薬であるfura－2を用いて検討した．図1に示す様に，　ATP（500μM）

はIATPと同時に，細胞内Ca2＋濃度の上昇を引き起こした．この結果から，　ATPチャネ

ルを介してCa2＋が流入し細胞内Ca2＋濃度の上昇が生じることが示された．

B　Ic、に対するATPの効果

℃a2＋チャネルは細胞内Ca2＋濃度の上昇によって不活化され，この不活化は細胞内へ

のCa2＋キレート剤の適用によって抑制されることが知られている（Eckert＆Chad，

1984）．モルモット副腎髄質細胞では，IATPの誘発に伴い細胞内Ca2＋濃度の上昇が生

じたことから，Ic、が抑制を受けている可能性がある．そこで細胞外液に5mM　Ca2＋

を，また細胞内液には細胞内Ca2＋濃度を調節するために，0．1，1又は10　mM　EGTA

をそれぞれ含む溶液を用い，ATPによるIATPの誘発とIc、への影響について検討した．

ATP（500μM）は試みた40細胞中38細胞でIATpを誘発した．　IATpの大きさは細胞間

で大きく変化したが（6．3から812．5pA），この変化は細胞内EGTA濃度とは無関係

であった．またATP（500μM）はいずれのEGTA濃度においても，投与後素早く生

じATPの存在中持続する可逆的な1』、の抑制効果を示した（図2）．
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500pM　ATP

Current

F3401F3so

一・y－n

・爵幅暁

APO5

O．5

30s

図1膜電：位固定下のモルモット単一副腎髄質細胞におけるIATP及び細胞内Ca2＋濃度

の上昇

　保持電位一70mVで，　ATP（500μM）を30秒間投与した．上段は膜電流反応
（Current；IATp），下段は細胞内Ca2＋濃度（F340／．F380）変化を示している．同様

の結果を他の7細胞より得た．
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図2　ATPによるIATPとICaの抑制

20

time　（s）

40

細胞外液には5mM　Ca2＋を，細胞内液には1　mM（A）又は10　mM　EGTA（B，　C）

をそれぞれ用いた．ICaは保持電位一70　mVからOmMへ持続時間25　msの脱分極刺激

を，4秒間隔で繰り返し与えることによって記録した．上段にICaの大きさ（●）を

ATP（500μM）投与直前の値の相対値で示した．下段はその時のIATp及びICaの実際

の記録を示した．
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　図2Aの1mM　EGTAを用いた細胞では，約150　pAのIATPと共に30％程度のIc、

抑制が見られた．それに対して図2Bの10mM　EGTA用いた細胞では，約200　pAの

IATPが観察されたにも関わらず，10％程度のIc、抑制しか生じなかった・また，10mM

EGTAを用いた別の細胞（図2C）では，ほとんどIATPが観察されなかったが，約20％

のIc。抑制が見られた．

　図3に異なった濃度（0．1，1及び10mM）のEGTAを用いた細胞群について，　ATP

（500μM）によるIATPのピークの値と，　Icaの抑制率の関係をまとめた．0．1あるいは

1mM　EGTA存在下で比較的大きなIATPが生じた場合（20pA以上），IATPの大きさに

依存してIc、の抑制が大きくなる傾向が見られた．それに対して10mM　EGTAを用い

た場合，JATPの大きさに関わらず1，。の抑制率はほぼ一定の値を示した（19．4±1．3％，

n＝16）．またIAT，が全く，あるいはわずかしか生じなかった時でも（20　pA以下〉，

ATPはEGTA濃度に関わらず，ほぼ一定のIc。の抑制を示した（22．0±2．4％，　n＝11）．

これらの結果からATPによるIc、の抑制は細胞内Ca2＋濃度の上昇に依存する機序と，

Ca2＋に依存しない機序によって生じていることが示唆された．

C　ATPによる1，。抑制に対するGTP結合蛋白質の関与

　ウシ副腎髄質細胞ではATPによるIc、抑制にGTP結合蛋白（G蛋白）が関与してい

ると報告されている（Diverse－Pierluissi　et・aL，1991；Gandfa・et　a1．，1993；Currie＆Fox，

1996）．そこで細胞内液に10mM　EGTAを用い細胞内Ca2＋濃度の変化を抑制して，

ATPによるIc。抑制にG蛋白が関与しているか否かを検：討した．また細胞外液には

Ca2＋チャネルを通るBa2＋（10mM）をCa2＋の代わりに用い，　IB、に対するATPの効果

を検討した．図4に示す様に，脱分極刺激を繰り返し与えながら，ATP（100μM）

を20秒間，2－3分間隔で適用すると，IB。は可逆的に繰り返し抑制された．細胞内液

のGTPを，非分解型のGTP類似物質でG蛋白の活性化を抑制するGDPβS（1　mM）

に置換すると，ATPによるIB、の抑制は時間とともに減少し，　ATPの3度目の投与時
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図31ATPの大きさとJCa抑制関係

　ATP（500μM）を細胞外5　mM　Ca2＋存在下で投与した．その時のICaの大きさを，

IATPの大きさに対してプロットした．細胞内液にはそれぞれ0．1（■），1（＋）及び

10mM　EGTA（○）を用いた．数値はそれぞれの細胞で最も抑制された時のICaの値

をATP非存在下での値に対する百分率で示している．実験方法は図2で述べた通りで
ある．
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図4　ATPによるIBaの抑制効果

　細胞外液10にMBa2＋を用い，　IB、は保持電位70　mVからOmMへ持続時間25　msの
脱分極刺激を，5秒間隔で繰り返し与えることによって記録した．ATP（100μM）

は20秒間，2～3分間隔で投与した．横軸はパッチ膜破壊からの時間経過を示してい
る．

16



にはほぼ消失した（図5A）．また図には示さないが，同じく非分解型のGTP類似物

質でG蛋白の活性化を促進するGTPYS（100μM）を細胞内液に用いた場合も同様の

結果が得られた．ATPによるIBa抑制に対するGDPβS及びGTPySの効果を比較検：施

するため，細胞内が細胞内液で十分置換される様に，細胞をパッチ膜破壊から9分間

以上経過した後，脱分極刺激を与え1，、の記録を開始した．標準細胞内液を用いた場合

（0．1mM　GTPを含む），ATP（100μM）による1，、の抑制率は15．8±3．3％（n＝5）

であった．一方図5Bに示すように，　GDPβS又はGTPySを用いると，　ATPによる1』、

の抑制は有意に減少した（3．5±1．2％，n＝6，　P〈0．01及び2．5±1。2％，　n＝6，　P〈

0．01）．またデータには示さないが，以上の様な条件下でもATPはIATPを誘発した．

　伝達物質によるG蛋白を介したCa2＋チャネルの抑制は，強い脱分極パルスを直前に

かけることによって部分的に解除されることが報告されている（Bean，1989；Grassi

＆Lux，1989；Swandulla　et　a1．，1991；Gandia　et　a1。，1993）．そこでこの様な脱分極パ

ルスの，ATPによる1，、抑制に与える影響について検討した．持続時間25msで＋100

mVへの脱分極パルスを与え，その1ms後に1，、を記録するためにOmVへの脱分極

刺激を与えた．ATP（100μM）によるIB、の抑制率は19．0士5．3％（n＝5）であった

（図6A）．一方脱分極パルスを与えると，　IIB、がわずかに増強された（105，3土1．1％，

n＝7）．この増強されたIB、は，　ATP（100μM）によって5．2士0．9％（n＝7）しか

抑制されなかった（図6B）．この様な結果は，脱分極パルスがATPの抑制効果を減

少させることを示している．

D　ADP，　AMP及びadenosineのIB、に対する影響

　ADP，　AMP及びadenosineの1，、に与える影響を，細胞内液に10mM　EGTAを加え

て検討した．図7に示す様に，3分間隔で20秒間それぞれの薬物を投与した．100μM

のADP，　AMP及びadenosineはそれぞれATP同様可逆的にIB、を抑制した．薬物投与

順を無作為に変えて行った実験から得られたIB、抑制率をまとめると，　ATP，　ADP，
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図5ATPによるIBa抑制に対する細胞内GTP類似物質の影響

　細胞外液に10mM　Ba2＋を用い，　IBaは保持電位一70　mVからOmMへ持続時間25　ms

の脱分極刺激を，5秒間隔で繰り返し与えることによって記録した．ATP（100
μM）は20秒間，2－3分間隔で投与した．A，細胞内液の0．1　mM　GTPを1　mM　GDPβS

で置換した．横軸はパッチ膜破壊からの時間経過を示している．B，細胞内液に1
mM　GDβS（a）あるいは100　PtM　GTPyS（b）を用いた時の，　IBaに対するATP（100

μM）の効果の実際の記録を示した．
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図6　ATPによるIBa抑制に対する脱分極パルスの効果

　細胞外液に10mM　Ba2＋を用い，　IBaは保持電位70　mVからOmMへ持続時間25　ms

の脱分極刺激を，5秒間隔で繰り返し与えることによって記録し，100μMATPを投
与した　　（A）．この脱分極刺激の1ms前に，＋100　mVへ持続時間25　msの脱分極

パルス（prepulse）を与えた（B）．
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図7　IBaに対するATP，　ADP，　AMP及びadenosineの効果

　細胞外液に10mM　Ba2＋を用い，　IBaは保持電位一70　mVからOmMへ25　msの脱分極

刺激を，5秒間隔で繰り返し与えることによって記録した・各薬物は100μMを・同

一細胞に20秒間，3分間隔で投与した．
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AMP及びadenosineはそれぞれ11．2士2．7％（n＝9），15・5±1・3％（n＝10）・11・1

±0．9％（n＝8）及び23．6±4．4％　（n＝6）となった・Adenosineが最も強い抑制

率を示したが，各薬物による抑制率の間に有意な差は見られなかった．

E　Catecholamine分泌に与える影響

　これまでの実験結果からadenine　nucleotideやadenosineがCa2＋チャネルに対して抑

制効果を示すことが明らかとなったが，このことはこれらの薬物がcatecholmine分泌

を阻害する可能性を示している．ATP及びADPはそれら自身でcatecholamine分泌を

起こすが，AMPとadenosineにはその作用がない（Asano　et・a1・・1995）・それ故・

catecholamine分泌に対する抑制効果を評価するのに，catecholamine分泌を起こさない

AMP及びadenosineを用いて検討した．　AMP（0．5及び1mM）とadenosine（0・5及

び！mM）は静止時のadrenaline分泌を濃度依存性に抑制する傾向を示したが，有意

ではなかった．一方両薬物はnicotine（50μM）によるadrenaline分泌を濃度依存性

に有意に抑制した（表・）．データ1こは示さないがaden・sine（・mM）及びAMP（・mM）

はnicotine（50μM）による内向き電流には影響を与えなかった・
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表1Adrenaline分泌に対するAMP及びadenosineの効果

Adrenaline　secretion　（O／o　of　content）

Agonis　ts Res亡f119 Nicotineで50μハの

Con　trol

AMP　O．5　mM

　　　　　　　lmM

Con亡rol

Adenosine　O．5　mM

　　　　　　　lmM

2．13　±　O．22　（5）

1．89　±　O．45　（5）

1．74　±　O．15　（5）

1．73　±　O．41　（5）

1．41　±　O．33　（5）

1．21　±　O．40　（5）

11．24　±　1．67　（5）

9．60　±　1．51　（5）×

8．52　±　1．60　（5）×・

11．61　±　O．92　（5）

8．69　±　O．54　（5）X

7．58　±　O．61　（5）X

　それぞれの薬物存在下及び非存在下での20分間のadrenaline分泌量を表している．

数値は平均値±標準誤差（n＝例数）で示されている・※はそれぞれのCon　trolに対し

て，統計的に有意差（P＜0．05）があることを表している・

22

．ta／鍋　’

駿「

灘購’ @灘醗鍵圃層　　籔



IV　考察

　本実験結果から，モルモット副腎髄質細胞においてATPが2種類の機構を介して

電位依存性Ca2・チャネルを抑制することが示された．一一つは細胞内Ca2＋濃度に依存し

た経路であり，他方はG蛋白に依存した経路である．高濃度のATP（2－15　mM）を

細胞内液に適用すると，Ic、（IB。）の減衰（rundown）が抑制されることが知られてい

る（Bean，1992b）．しかしながら，パッチピペット内液にATPが存在していると・

記録開始前に細胞が高濃度のATPに曝されてしまい，その後のATPの反応に影響を

与える可能性が考えられる．それ絵本実験では比較的強い減衰がIC、（IB、）に見られた

が，ATPを含まない細胞内液を用いて実験を行った．

A　Ca2＋によるCa2＋チャネルの抑制

　モルモット副腎髄質細胞では，ATPによる細胞内Ca2＋濃度の上昇及びcatecholamine

分泌は，細胞外Ca2＋を除去することによって消失する（Asano・et・aL，1995）．また，

ATPが高いCa2＋透過性を持つATPチャネル（非選択的陽イオンチャネル）を活性化

することから，ATPチャネルを介するCa2＋流入によって，細胞内Ca2＋濃度の上昇が

生じることが示唆されたが（Otsuguro　et　a1．，1995），今回ATPチャネルを介するCa2＋

流入によって，細胞内Ca2＋濃度が上昇することを直接的に示した・PC12cellにおい

ても，ATPによる分泌反応が電位依存性Ca2＋チャネルを抑制するnicardipineやCd2＋

の影響を受けないことや（lnoue　et　a1．，1989），ATPチャネルが高いCa2＋透過性を持

っていることから（Nakazawa　e亡a1．，1990），脱分極による電位依存性Ca2＋チャネル

の活性化が無くても，ATPチャネルを介して分泌に十分な細胞内Ca2＋濃度の上昇が

起こると報告されている．

　モルモット膀胱平滑筋では，ATPが細胞外からのCa2＋流入を引き起こし，その結

果細胞内Ca2＋濃度が上昇するため，電：位依存性Ca2＋チャネルが抑制されることが…報告
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されている（Schneider　e亡a1，，1991）．またEckert＆Chad（1984）はその総説の中で・

Ca2・によるCa2・チャネルの不活化は細胞内へのCa2＋キレート剤EGTAの適用によつ

で抑制されることを述べている．本実験：では細胞内に適用したEGTA濃度が低い時に

は（0．1あるいは1mM），ATPによるIc、の抑制率がIATPの大きさに依存することが

示された．このことから，モルモット副腎髄質細胞においても・JATPによって細胞内

Ca2・濃度が上昇し，その結果Ca2＋チャネルの不活化が起きていることが示唆される・

　一方高濃度EGTA（10　mM）を用いた場合，　ATPによってほぼ一定のIc。抑制効果

が見られた．EGTAのCa2・への結合速度は比較的遅いことから・Ca2＋チャネル近傍に

おける急激なCa2＋濃度の上昇は防ぎきれない可能性がある（Eckert＆Chad，　1984）．

モルモット膀胱平滑筋では，40mM　EGTA及び10　mM　BAPTA（1，2－bis（o－

aminophenoxy）ethane－N，N，NINLtetraacetic　acid）存在下でもIc、抑制が見られたことから，

この様な高濃度のCa2・キレート剤を用いても細胞膜近傍の領域のCa2＋を完全に制御

できないことが示唆されている．またBa2＋はCa2＋に比べてCa2＋チャネルを不活化す

る効力は低いと報告されている（Schneider　et　aL，1991）．一方ウシ副腎髄質細胞で

は，高濃度のEGTA（10－14　mM）を用いていること，1，、に対する抑制がlc・に対する

抑制と同じ程度であること，及びIAT，が全く見られなかったこと等から・ATPによる

Ca2・チャネルの抑制はCa2＋に起因する不活化が原因ではないと報告されている

　（Gandia　et・aL，1993）．本実験においても10　mM　EGTA存在下でのATPによるIc、

と・B。の抑制率の間にはほとんど差fO・’見られず・また全く・AT・が観察されな）蝪合でも

・，、の㈱が見られた．さらに・・mMEGTA存在下では・AT・が醗されてもlc・の抑制

率が一定であったことから，細胞内Ca2＋の緩衝が十分に起きていると考えられる・以

上のことからモルモット副腎髄質細胞のATPによるCa2＋チャネル抑制には・C　a2＋に

よる不活化に加え，細胞内Ca2＋濃度に依存しない機構も存在していると考えられる・
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B　GTP結合蛋白質を介したCa2＋チャネルの抑制

　Holz　et　a1．（1986）はラット気根神経節におけるnoradrenaline及びGABA（Y－

aminobutyric　acid）による電位依存性Ca2＋チャネルの抑制が，またLewis・et・aL（1986）

も下垂体細胞cell　lineにおけるsomatostatinによる抑制がG蛋白を介した反応である

ことを初めて報告した．その後G蛋白を介したCa2＋チャネルの抑制は，ヒナ感覚ニュ

ーロンにおけるGABA（Grassi＆Lux，1989）やadenosine（Kasai＆Aosaki，1989），

ラット膵島細胞腫におけるnoradrenaline（Aicardi　e亡a1．，1991），ウシ副腎髄質細胞

におけるATP（Diverse－Pierluissi　et　a1．，1991；Gandfa　et　aL，1993；Currie＆Fox，

1996）など様々な伝達物質によって引き起こされることが示されている・

　G蛋白の活性を抑制するGDPβSを細胞内液に適用してもIAT，が誘発されたことか

ら，ATPチャネルはnicotineチャネルの様なligand－gated　channelの一種であると考え

られる．それに対してATPによる1，。抑制はGDPβSの適用によって著しく減少した．

これはGDPβSがATPによるG蛋白の活性を抑制したためと考えられ，　Ca2＋チャネル

に対する抑制効果にG蛋白が関与していることを示唆している．同様の結果はウシ副

腎髄質細胞のATP（Gandia　et　aL，1993）又はヒナ背根神経節のGABAやnoradrenaline

（Holz　et・aL，1986；Grassi＆Lux，1989）によるCa2＋チャネル抑制でも報告されてい

る．

　一方G蛋白の活性化を促すGTPYSの適用によっても，ATPによるIB、の抑制効果が

減少し，また同様の結果がヒナ背根神経節のGABAの効果でも報告されている

　（Grassi＆Lux，1989＞．これはGTPYSによってG蛋白の活性化と，恐らくはその結

果起こるであろう1，、に映する抑制効果が最大に達しており，単にATPがそれ以上の

抑制を起こす余地がなくなったためと考えられる．本実験では1，、が徐々に減衰

　（rtindown）していることや，細胞間で1，、の大きさが異なったことから，　GTPyS自体

のCa2＋チャネルに対する効果を詳細に評価することができなかったが，ウシ副腎髄質

細胞（Gandia　et　a1，，1993）や他の組織において（Kasai＆Aosaki，1989；Aicardi　et　aL，
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1991），GTPYSの適用によってIc、が減少し，その後のATPによるIc、の抑制率が減

少することが報告されている．

　G蛋白を介した神経伝達物質によるCa2＋チャネルの抑制効果は，予め強い脱分極パ

ルスを与えることによって部分的に解除されることが知られている（Bean，1989；

Grassi＆Lux，1989；Gandia　et　al．，1993）．本実験でもこの様な強い脱分極パルスを

与えたところATPによる1，、の抑制効果が減少した．この様な脱分極パルスは，　GTPyS

の処置によってG蛋白が活性化された細胞で，Ic。やIB、を増強することが報告されて

いる（Grassi＆Lux，1989；Aicardi　et・aL，1991；Gandfa　et・aL，1993）．強い脱分極パ

ルスによるIc。や1，、の増強は，　G蛋白にあるCa2＋チャネルの抑制効果に何らかの電位

依存性機構が関与しているためと考えられている（Swandulla　e亡a1．，1991）．

　G蛋白を介したCa2＋チャネル抑制には，　protein　kinase　Cやcyclic　AMPが関与する

間接的な抑制と（Tsien　et・a1．，1988），他の細胞内セカンドメッセンジャーを介さな

い直接的な抑制が報告されている（Brown　e亡a1．，1989；Swandulla　et　aL，1991）．ま

たDiverse－Pierluissi＆Dunlap（1993）はヒナ感覚ニューロンにおいて，　noradrenaline

はprotein　kinase　Cを介してCa2＋チャネルを抑制するが，　GABAはそれとは異なる経

路を介していると報告し，単一の細胞における抑制にも複数の経路が存在することを

示唆している．副腎髄質細胞や他の組織でも，Ca2＋チャネルの活性調節の細胞内経路

を明らかにするには，さらに詳細な検討が必要である．

C　Adenosine及びadenine　nucleotideの効果とその受容体

　ウシ副腎髄質細胞ではadenosineやその類似物質が電位依存性Ca2＋チャネルを抑制

することによってcatecholamine分泌を阻害することが示唆された（Chern・et・a1．　1992；

Mateo　eεa1．，1995）．これに対してIc、抑制の力価の順序はATP＞＞ADP＞AMP＞＞

adenosine　・　Oであり（Gandfa　et・a1．，1993），またP、受容体に作用するadenosine類

似物質の2・chloro－adenosineを用いてもIc、の抑制が見られないとも報告されている
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（Currie＆Fox，1996）．一方ヒナ感覚ニューロン，ラット海馬錐体ニューロン及び

モルモット腸筋間ニュ」ロンでは，2－chloro－adenosineがG蛋白を介してIc、を抑制す

ることが見いだされている（Kasai＆Aosaki，1989；Scholz＆Miller，1991；Baidan・et・aL，

1995）．本実験でも，adenosineは1，、を抑制し，またnicotineによるadrenaline分泌

に対して阻害効果を示レた．また，ウシ副腎髄質細胞での報告と同様に（Diverse－

Pierluissi　et　a1．，1991；Gandfa　et　a1．，1993；Currie＆Fox，1996），ATPによるCa2＋

チャネル抑制効果も見られたことから，モルモット副腎髄質細胞では複数のプリン受

容体（P、及びP2受容体）が存在していると考えられる．　AdenosineとATP両者に対し

て親和性をもつP3受容体の存在も報告されているが（Shinozuka・et・a1．，1988；Forsyth

et・al。，1gg1；Baraj　as－Lopez　et　a1．，1995），まだ不明な点が多く，今後の検討が必要で

ある．
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ラット胃輪走筋

1　緒言

『ATPは，消化管平滑筋における非アドレナリンー非コリン性（NANC；nonadrenergic

noncholinergic）の抑制性神経伝達物質の一つとして考えられてきた（Hoyle＆

Burnstock，1989）．Burnstock　et　a1．（1970）はATPやその関連物質が，モルモット

やガマの胃から迷走神経刺激によって放出されること，また外因性のATPによって

消化管平滑筋に神経刺激時と同様の弛緩反応が生じることを示し，ATPがNANCの

抑制性神経伝達物質であることを示唆した（Burnstock，1972）．その後NANC神経

の抑制性伝達物質の候補として，VIP（vasoactive　intestinal　polypeptide）やNO（nitric

oxide），CO（carbon　monoxide）等様々な物質が挙げられ，　ATPもNANC神経の伝達

物質の一つとして考えられている（Crist　et　aL，1992；Ohno　e亡a1．，1996；Rae＆Muir，

1996；Smits＆Lefebvre，1996）．ATPの消化管平滑筋での弛緩作用は，　Ca2＋依存性

K＋チャネルを抑制するapamin（Banks　et　a1．，1979；Vogalis＆Goyal，1997）によって

抑制されることから（Maas　et　a1．，1980；Costa　et　a1．，1986；Hoyle＆Edwards，1992），

K＋チャネルの開口に伴う過分極によるものと考えられている（Den　Herto9，1982；Den

Hertog　et　a1．，1985a；Crist　e亡a1。，1992；Ohno　et　aL，1996）．しかしながら，ネコ胃底

部のATPによる弛緩反応はapaminによって抑制されないという報告もあり（Lefebvre

et・al．，1991），他の機序の関与も示唆される．

　Burnstock＆Kennedy（1985）は平滑筋組織におけるP2受容体サブタイプを，収縮

反応はP2，受容体，弛緩反応はP2Y受容体と分類し，モルモット盲腸紐においてP2，受

容体のATP類似物質の力価順を2－methylthio　ATP＞＞ATP＞α，β一methylene　ATPと報

告した．ラットの結腸縦走筋や十二指腸縦走筋でもP2Y受容体を介した弛緩反応が

（Bailey＆Hourani，1992；Johnson＆Hourani，1994），また十二指腸粘膜筋板では

Pゴ、受容体を介した収縮反応が報告されている（Johnson　etaL，1996）・これに対して・
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モルモット回腸（Wiklund＆Gustafsson，1988；Kennedy＆Humphrey，1994）やラット

結腸粘膜筋板（Bailey＆Hourani，1990；Hourani　et・a1．，1993）ではP2Y受容体が収縮

反応に関与していると報告されている．またラット胃底部ではATPは弛緩と収縮の

2，種類の反応を引き起こす（Burnstock　e亡a1．，1970）．これらの反応を引き起こすP2

受容体は明らかではなく，Lefebvre＆Burnstock（1990）は，弛緩反応に関与するプ

リン受容体はP2XともP2Y受容体とも異なる可能性があり，収縮反応は弛緩反応に付随

した二次的な反応であると報告した．それに対してMatharu＆Hollingsworth（1992）

は収縮はP2Y受容体，弛緩はP2X受容体を介して生じると報告している・

　近年purine　nucleotideばかりでなく，UTPやUDP等のpyrimidine　nucleotideも細胞

の機能調節に関与していると報告された．これらのnucleotideはクロマフィン細胞や

血小板の穎粒の中に含まれていることが知られている（Anderson＆Parkinson，1997）．

またUTPの作用する受容体は以下の4種類が報告されている．即ちUTPはラット結

腸粘膜筋板（Hourani　et　a1．，1993）やマウス精管（von　KUgelgen　et　a1．，1990）で，　P2x

やP2Y受容体に作用するが，その力価はATPに比べて弱く両受容体に対する親和性は

低い．これに対して，P2u受容体（ヌクレオチド受容体：nucleotide　receptors）はUTP

とATPに同等の親和性を持っていることが知られており（0℃onnor・et・aL，1991；

Dubyak＆El－Moatassim，　1　gg3；Fredholm　et　a1．，1994），P2u受容体を介する収縮反応

がラット十二指腸粘膜筋板で報告されている（Johnson　e亡a1．，1996；Brownhill　eεa1．，

1997）．さらにUTPの反応がadenine　nucleotideによる脱感作（desensitization）の影

響を受けないことから，UTPがP、受容体とは異なる受容体に作用していることが報

告された（Haussinger　et　a1．，1987；von　K廿gelgen　et　al．，1987）．この受容体はピリミ

ジン受容体（pyrimidin6ceptors）と呼ばれ，　UTPやUDPによって活性化されるが，

ATPに対する親和性は低い（Seifert＆Schultz，1g8g；Communi＆Boeynaems，1gg7）．

ラット十二指腸標本では，UTPがピリミジン受容体を介して収縮を引き起こすことが

報告されている（Johnson＆Hourani，　1994）．従ってUTPによる反応では，これら

の受容体を区別することが重要である．
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　ATPやUTPの受容体の分類は，必ずしも特異性の高い拮抗薬が存在しないことも

あり，主にnucleotideによる力価順（Burnstock＆Kennedy，1985）と各薬物の相互の

脱感作（cross－desensitization）の有無によって行われていた（Meldrun＆Burnstock，

1983）．しかしながら，幾つかの薬物がプリン受容体拮抗薬として用いられている．

染料のreactive　blue　2とドリパノゾーマ治療薬であるsuraminは，現在最も広く用い

られているP2受容体拮抗薬であるが，これらはP2受容体拮抗薬としての選択性があ

まり良くない．Reactive　blue　2はウサギ腸間膜動脈において，　P2x受容体による収縮反

応には影響を与えず，P2Y受容体の弛緩反応を抑制すると報告されたが（Burnstock＆

Warland，1987），ラット胃底部ではadenosineやisoproterenolによる弛緩反応に対し

ても抑制効果を示し（Matharu＆Hollingsworth，1992），その特異性を示す濃度範囲

の狭さや，阻害作用が不可逆性であることが指摘されている（Kennedy，1990）．ま

たsuraminも，　P2受容体に比較的特異性は高いが，　P2．受容体とP2，受容体を区別する

ことはできない（Hoyle　et　aL，1990）．Lambrecht・et・a1．（1992）はウサギ精管平滑筋

で，ppADS（pyridoxalphosphate－6－azophenyl－2’，4’一disulphonic　acid）がP2受容体拮抗

薬として使用できる可能性を示し，その後PPADSはP2Y受容体を介する反応よりも

P2x受容体を介する反応に強い抑制効果を示すことが報告された（Ziganshin　et　a1．，

1993；1994；McLaren　e亡a1．，1994）．また陰イオン輸送（anion　transport）阻害薬で

あるDIDS（4，4’一diisothiocyanatostillbene－2，2’一disulphonic　acid＞（Cabantchik＆Greger，

1992）が，P2受容体拮抗薬としての効果を示すことも報告されている（Soltoff・et・al．，

1993；　Btiltmann　＆　Starke，　1994a）　．

　最近この様なプリン受容体拮抗薬を複数用いることによって，より細かな受容体の

分類が出来ることが報告されている．ラット精管平滑筋では，主にATP類似物質の

力価順からATPによる収縮反応はP2x受容体を介して生じていると報告されていた

が，Btiltmann＆Starke（1994回目は，収縮反応にはプリン受容体拮抗薬の感受性が異

なる3種類のP、受容体が関与していることを示唆した．また既に述べた様にモルモッ

ト盲腸紐ではP2，受容体を介して弛緩反応が生じると考えられていたが，プリン受容
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体拮抗薬を用いた実験から，弛緩：に関して複数のP2受容体が存在することが示唆され

ている（Btiltmann＆Starke，1995；Dudeck　et　a1．，1995；Windscheif　e亡a1．，1995；

BUItmann　et　aL，　1996）　．

　本実験では，ラット胃縦走筋標本においてATP，　UTP及びその関連物質が収縮又

は弛緩反応を生じるか否か検討すると共に，その反応に関与する受容体を同定するた

め，ATP類似物質の力価順序，脱感作及びプリン受容体拮抗薬であるreactive　blue　2，

suramin，　PPADS，　DIDSを用いて実験：を行った．またnucleotidesによって生じる収縮

及び弛緩反応の機序についての検討も行った．

　なお，本実験結果の一部は既に公表されている（Otsuguro　e亡a1．，1996a）．
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∬　実験方法

A　標本

　7週齢の雄ラット（Wistar　rat）を用いた．ラットの後頭部を殴打後，頸動脈切断

によって放馬死させた．胃を摘出した後，前下部（無腺部）と腺胃部（三部）の境界

で切断し，さらに前唄部先端を切断し小野に沿って前師部を切り開き，内容物を除去

した．栄養液を満たしたシャーレに移し，実体顕微鏡下で輪走筋層より粘膜を除去し

た．この筋層より輪走筋切片（幅1．0－1．5mm，長さ5－8　mm）を作成した．なお胃底

部は縦走筋層が密なため，できるだけこの部分を避け，縦走筋層が粗な部分を用いて

標本を作製した．

B　張力測定

1　マグヌス法

　切片標本をマグヌス管（1－3ml）の中に吊し，一端を張力トランスデューサー

（FORCE　TRANSDUCER，　type　45196，三栄測器）に接続し等尺性に張力を測定した．

張力は増幅器（BIOPHYSIOGRAPH，　system　18759，三栄測器）を介して記録用紙上

に記録した（RECTI－HORIZ－8K，三栄測器）．栄養液の温度は37℃とし，初期張力と

して19を標本に負荷した．実験は標本に初期張力を負荷してから1時間の平衡時間

をおいた後に開始した．用いた溶液の組成は以下の通りである（mM）：NaCl　144，

KCI　5．8，　CaC12　2．5，　MgC121．2，　HEPES　5，　glucose　11．1（pH＝7．4，　NaOHで滴定）．

また全ての実験はprostaglandinsの関与を除くためindomethacin（10μM）存在下で

行った．
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2　弛緩反応

　弛緩反応はacetylcholine（1μM）によって張力を増加させた標本を用いて記録した．

Acetylcholineは一過性の収縮に続き持続的な収縮を引き起こした．薬物はこの持続収

縮の間に投与し，弛緩の大きさは薬物投与直前のacetylcholineの収縮高に対する抑制

の百分率で表した．弛緩の濃度依存性曲線は，各薬物の非累積的投与によって得た．

薬物投与間隔は10－15分とした．

　弛緩反応に対する拮抗薬の効果を検討するため，まず拮抗薬非存在下で濃度依存性

反応を記録した．ついで所定の時間拮抗薬存在下で標本をインキュベーションし

（suramin　60分間，　reactive　blue　2，　PPADS及びDIDS　30分間，　apamin及び8－

phenyltheophylline　20分間），各拮抗薬存在下で再度濃度依存性反応を記録した．同

じ動物から得た標本で，所定の時間溶媒（蒸留水又はエタノール）でインキュベーシ

ョンしたものをコントロール（time－matched　control）とした．

3　収縮反応

　収縮反応は静止張力の標本を用いて記録し，各薬物による収縮の大きさは標本毎に

実験の最初に投与したcarbachol（1μM）またはacetylcholine（1μM）の珂又縮高に対

する百分率で表した．収縮の濃度依存性曲線は各薬物の非累積的投与によって得た．

各薬物は10－15分の間隔を置き約2分間投与した．

　収縮反応は弛緩反応と異なり繰り返し刺激によって非常に減衰（脱感作）しゃすか

ったので，濃度依存性反応は各標本毎に一回限りとした。従って拮抗薬の作用は，拮

抗薬で予め所定の時間（弛緩実験の項参照）インキュベーションした標本で濃度依存

性反応を記録し，溶媒で所定の時間インキュベーションした別の標本（コントロー

ル）における濃度依存性反応と比較することで評価した．

　脱感作（desensitization）実験は，薬物を持続的に適用することによって行った．脱
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感作に用いた薬物の濃度は，最大反応を引き起こすのに十分な濃度を用いた．大抵の

場合，薬物投与による収縮反応が静止レベルまで戻るのに5－8分間を要した．その後

下感作に用いた薬物の存在下で試験薬を投与し，その効果を検討した．

C　使用薬物

　本実験では以下の薬物を使用した．

　＋Adenosine　（Sigma）　，　ADP　（adenosine　5’一diphosphate，　sodium　salt）　（Sigma）　，　AMP

　（adenosine　5’一monophosphate，　sodium　salt）　（Sigma）　，　apamin　（Sigma）　，　carbachol

　（carbamylcholine　chloride）　（Sigma）　，　indomethacin　（Sigma）　，　ct，P－methylene　ATP

　（ct，6－methylene　adenosine　5’一triphosphate，　lithium　salt）　（Sigma）　，　reactive　blue　2

　（cibacron　blue　3GA）　（Sigma）　，　uridine　（Sigma）　，　suramin　（suramin　sodium）　（Biomol

Research　Laboratories）　，　2－methylthio　ATP　（tetrasodium　salt）　（Research　Biochemicals）　，

8－phenyltheophylline　（Research　Biochemicals）　，　PPADS　（pyridoxal－phosphate－6－

azophenyl－2’，4’一disulphonic　acid，　tetrasodium　salt）　（Research　Biochemicals）　，　ATP

（disodium　salt）　（Boehringer　Mannheim）　，　ATPyS　（adenosine　5’一〇一（3－thiotriphosphate），

tetralithium　salt）　（Boehringer　Mannheim）　，　CTP　（cytidine　5’一triphosphate，　trisodium

salt）　（ヤマサ醤油），UTP（uridine　5’一triphosphate，　trisodium　salt）　（ヤマサ醤油），

L－NAME（NG－nitro－L－arginine　methyl　ester　hydrochloride）　（第一製薬），acetylcholine

（acetylcholine　chloride）　（第一製薬），guanethidine（guanethidine　sulfate）　（東京化

成），EGTA（ethyleneglycol－bis一（β一aminoethylether）瓦1V㌃tetraacetic　acid）　（同仁），

HEPES（2一（4一（2－hydroxyethyl）一1－piperazinyl）ethanesulfonic　acid）　（同仁），DIDS

（4，4’一diisothiocyanatostilbene－2，2’一disulphonic　acid，　disodium　salt）　（同仁），UDP

（uridine　5・一diphosphate，　disodium　salt）　（和光），UMP（uridine　5’一monophosphate，

disodium　salt）　（和光），nifedipine（和光），tetrodotoxin（三共）．

　その他の薬物は全て和光純薬の特級を用いた．
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　Adenosineは直接標準溶液で用いる濃度に希釈し実験に使用した．8－

Phenyltheophyllineは80％methanol，　O．2　M　NaOH溶液を，　indomethacinはethanolを

それぞれ溶媒として高濃度溶液（10mM）を作成した．他の薬物は高濃度溶液を蒸留

水で作成した．

D　統計処理

　pD2値（一Iog、。　ED5。）はそれぞれのlog濃度反応曲線の直線部分の回帰分析（linear

regression　analysis）によって求めた．　ATPによる弛緩反応は1mMまで用いても最

大反応が得られなかったため，acetylcholine（1μM）による収縮に対して50％弛緩を

起こした濃度をEC5。値と見なした．弛緩反応における拮抗薬の効果を評価するため，

標本毎に最初の濃度反応曲線のEC5。値に対する2回目の濃度反応曲線のEC50値の割

合からlo9、。　CR（concentration　ratio＝濃度比）値を算出し，拮抗薬処置の標本と溶媒

処置のコントロールの標本のLog、。　CR値を有意差検定した．収縮反応では，　log1。　CR

値を得ることができなかったため，拮抗薬処置標本と溶媒処置標本のpD2値を有意差

検定し，拮抗薬の効果を検討した．有意差検定は，pairedあるいはunpaired　Student’s

t一・testを用い，有意水準をP＜0．05とした．結果は平均値±標準誤差（n　＝＝例数）で

示した．
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皿　実験結果

A　Purine及びpyrimidine　nucleotideによる弛緩反応

1ATP及びATP類似物質による弛緩反応

　Acetylcholineの投与によって張力の増加した標本を用いて，　ATP及び各種ATP類

似物質による弛緩反応について検討した．Acetylcholine（1μM）は投与後素早く立ち

上がる一過性の収縮に引き続き，持続的な収縮を引き起こした．Acetylcholineによる

持続的な収縮反応が生じている間に，各種薬物を投与した．図8にATP，2－methylthio

ATP及びα，β一methylene　ATPによる弛緩反応の典型的な例を示す．　ATP及び2．

methylthio　ATPは一過性の弛緩反応を生じた．それに対して，α，β一methylene　ATPは

持続的な弛緩反応を引き起こした．データには示していないが，α，β一methylene　ATp

による弛緩反応は，繰り返し投与や持続的な投与によっても，ラット胃底部縦走筋標

本（Lefebvre＆Burnstock，1990；Matharu＆Hollingsworth，1992）で報告されている

様な反応の減衰をほとんど示さなかった．

　ATP（300μM）及びα，β一methylene　ATP（3μM）による弛緩：反応（それぞれ48．3士

2・5％・n　＝12及び51・4±2・3％，n＝12）は，　adrenaline作動性神経遮断薬である1μM

guanethidine（42．5±6．2％，　n＝4及び41．4±3．8％，　n＝4），　NO合成酵素阻害薬であ

る100μML－NAME（48．2士5．3％，　n＝4及び51．4±5．3％，　n＝4）及び電位依存性

Na＋チャネル遮断薬であるO．3　ptM　tetrodotoxin（44．8　±　7．5％，　n＝4及び49．6±6．3％，

n＝＝4）によって有意な抑制を受けなかった．以上の結果から，ATP及びα，β一methylene

ATPによる弛緩反応は，平滑筋組織に対する直接作用と考えられる．

　プリン受容体を薬理学的に分類するため，ATP類似物質による弛緩反応とその力価

について検討した（Burnstock＆Kennedy，1985；Kennedy，1990；Dubyak＆EI・

Moatassim，　1993；　Fredholm　et　aL，　1994）　．
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2MeSATP ct，PmeATP

acetylcholine acetylcho量ine acetylch。line　2　min

O．5g

図8　ATP，2－methylthio　ATP及びα，β一methylene　ATPによる弛緩反応

　Acetylcholine（1μM）を投与し収縮反応が安定した後，　ATP（100μM），2一
一methylthio　ATP（2MeSATP，30μM）及びα，β一methylene　ATP（α，βmeATP，10μM）

をそれぞれ投与した．同一標本から得られた典型的な例を示す．
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　Acetylcholine（1μM）の投与によって張力を増加させた標本で，　ATP，　ADP，　AMP，

2－methylthio　ATp，α，β一methylene　ATP及びadenosineはそれぞれ濃度依存性に，　UTP

及びCTPは高濃度（100μM以上）を用いた時のみ弛緩反応を引き起こした（図9）．

また図には示していないが，ADPによる弛緩反応はATPや2－methylthio　ATPの弛緩

反応と同様に一過性で，AMPやadenosineによる弛緩反応はα，β一methylene　ATPと類

似して持続的であった．α，β一Methylene　ATPによる弛緩反応は約100μMで最大反応

に達したが，他の薬物では1mMまで用いても最大反応が得られなかった．そのため

正確な力価の順序を得ることは出来なかったが，adenine　nucleotideだけでなく

adenosineによっても弛緩反応が見られたことから，ラット日輪走筋にはP1及びP2受

容体が混在し，adenosineやAMPは主にP、受容体を介して弛緩反応を引き起こしてい

ると思われる．さらにα，β一methylene　ATPによる弛緩反応が，　ATPや2－methylthio　ATP

による弛緩反応と異なるパターンを示したことから，複数のP2受容体サブタイプの関

与が示唆された．

2　プリン受容体拮抗薬の効果

　モルモット盲腸紐の弛緩反応では，プリン受容体拮抗薬に対する感受性が異なる複

数のP2受容体の関与が示唆されている（Dudeck・et・a1．，1995；Bifltmann＆Starke，1gg5；

Windscheif　e亡a1．，1995；BUItmann　e亡a1．，1996）．そこでPl受容体拮抗薬の8－

phenyltheophylline，　P2受容体拮抗薬のreactive　blue　2，　suramin，　PPADS及びDIDSを

用いて，adenosine，　ATP及びα，β一methylene　ATPの弛緩反応にたいするプリン受容体

拮抗薬の効果を検討した．この実験：では同一標本から2回濃度依存性反応を記録した

が，最初のadenosine，　ATP及びα，β一methylene　ATPの弛緩反応のpD2値は，それぞれ

4．20±0．04（n＝42），3．52士0．05（n＝36）及び5．80±0．03（n＝123）であっ

た．これに対して溶媒処置後の2回目の濃度依存性反応におけるpD2値は，　adenosine

では4．17士0．06（n＝21），ATPでは3．34士0．09（n＝18）及びα，β・methylene　ATP
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図9　ATP及び各種関連物質による弛緩反応の濃度依存性曲線

一3

　AcetylchoIine（1μM）で収縮させた標本に，　（A）α，β一methylene　ATP（○），

2－methylthio　ATP（●），ATP（□），UTP（■）及び（B）CTP（○），

ADP（●），AMP（□）adenosine（■）をそれぞれ投与した．縦軸は
acetylcholine（1μM）収縮に対する抑制の百分率で，横軸は各薬物濃度を対数値で

表している．値は平均値±標準誤差（n＝4－6）で示している．
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では5．62±0．03（n＝54）であり，濃度依存性曲線がわずかに右方へ変位した．

8－Phenyltheophylline（3μM）はadenosineによる弛緩反応を有意に抑制したが（lo910

CR＝0．39±0。15，　n＝5，　P〈0．05），ATP（log、o　CR＝O．14±0．15，　n＝4）及び

α，β一methylene　ATP（10g、o　CR＝0．04士0．12，　n＝6）による弛緩反応には有意な影響

を与えなかった（図10）．

　Reactive　blue　2（1及び3μM）はATPによる弛緩反応を強く抑制した（図11）．

それに対して，α，β一methylene　ATPによる弛緩反応は1μMのreactive　blue　2では有意

な影響を受けず，3μMではEC5。値は変化しなかったが（log1。　CR＝0．2g士0．1g，　n＝

6），最大反応が著しく抑制された．

　Suramin（100μM）はわずかだが有意にATPによる弛緩反応を抑制し，その濃度

依存性曲線を右方に変位させた（lo9、。　CR＝0．18士0．07，　n＝4，　P〈0．05）　（図12）．

α，β一Methylene　ATPによる弛緩反応はsuramin（10－100μM）によって有意に抑制さ

れ：，その濃度依存性曲線はsuraminの濃度に依存して右方に変位した（10μM：log1。　CR

＝＝@O．91　±　O．02，　n＝　4；　30　ptM：　log，，　CR　＝＝　1．48　±　O．18，　n　＝　5；　100　ptM：　log，，　CR　＝　2．30

±0．16，n＝5，全てP〈0．001）．

　図13に示す様にPPADS（30μM）はATPによる弛緩反応に対して有意な影響を

与えなかった（1091。CR＝0．18±O．09，　n　＝　6）．しかしPPADS（3－30μM）はα，β一

methylene　ATPの弛緩反応に対して有意な抑制を示し，濃度依存性曲線はPPADSの濃

度に依存して右方へ変位した（3μM：lo9、。　CR＝0．44士0．11，n＝4，　P＜0．05；10μM：

loglo　CR＝1．10士0．33，　n＝4，　P〈0．05；100μM：loglo　CR＝1．88土0．13，　n＝＝4，　P〈

O．005）　．

　またDIDS（100μM）もATPによる弛緩反応には有意な影響を与えなかったが（10910

CR＝0．20±0．10，　n　・4）　（図14），α，β一methylene　ATPによる弛緩反応は有意な抑

制を受け，その濃度依存性曲線はDIDS（30－100μM）の濃度に依存して右方へ変位

した（30μM：10910CR＝1．68土0．27，　n＝4，　P〈0．01；10014M：loglo　CR＝1．88±0．13，

n＝4，Pく0．005）．

40

讐



’

100

80

竃60
室
鋸

惹40
歪

20

o

60

et．040

垂2・

一8　一7　一6

o

一5　　－4　　　－3　－8　　－7　　－6　　－5　　－4　　　－3

1og　［ATPI

一8　　ロ7　　－6　　－5　　－4　　　－3

1og　［ct，P－methylene　ATPI

　　　　　　　　　Iog　ladenosine］

図10　ATP，α，β一methylene　ATP及びadenosineの弛緩反応に対する8－phenyltheophylline

　　　の効果

　Acetylcholine（1μM）で収縮させた標本に，　ATP（左上段），α，β一methylene

ATP（右上段）及びadenosine（下段）を投与した．縦軸は8－phenyltheophylline（3

PM：）　（●）又は溶媒存在下（○）における2回目の濃度依存性弛緩反応を，

acetylcholine（1μM）収縮に対する抑制の百分率で表し，横軸は各薬物濃度を対数値で

表している．値は平均値±標準誤差（n・　4－6）で示している．
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図11　ATP及びα，β一methylene　ATPの弛緩反応に対するreactive　blue　2の効果

　Acetylcholine（1　pM）で収縮させた標本に，　ATP（左）及びα，β一methylene

ATP（右）を投与した．縦軸はreactive　blue　2（1　pM＝■，3μM：▲）又は溶媒存在

下（○）における2回目の濃度依存性弛緩反応を，acetylcholine（1μM）収縮に対す
る抑制の百分率で表し，横軸は各薬物濃度を対数値で表している．値は平均値±標準

誤差（n＝　4－6）で示している．
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図12　ATP及びα，β一methylene　ATPの弛緩反応に対するsuraminの効果

　Acetylcholine（1μM）で収縮させた標本に，　ATP（左）及びα，β一methylene

ATP（右）を投与した．縦軸はsuramin（10μM：■，30μM：▲，100μM：●）又は溶

媒存在下（○）における2回目の濃度依存性弛緩反応を，acetylcholine（1μM）収縮
に対する抑制の百分率で表し，横軸は各薬物濃度を対数値で表している．値は平均値

±標準誤差（n＝4－5）で示している．
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図13　ATP及びα，β一methylene　ATPの弛緩反応に対するPPADSの効果

　Acetylcholine（1μM）で収縮させた標本に，　ATP（左）及びα，β一methylene

ATP（右）を投与した．縦軸はPPADS（3μM：■，10μM：▲，30μM：●）又は溶
媒存在下（○）における2回目の濃度依存性弛緩反応を，acetylcholine（1μM）収
縮に対する抑制の百分率で表し，横軸は各薬物濃度を対数値で表している．値は平

均値±標準誤差（n　・＝　4－18）で示している．
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図14　ATP及びα，β一methylene　ATPの弛緩反応に対するDIDSの効果

　Acetylcholine（1μM）で収縮させた標本に，　ATP（左）及びα，β一methylene

ATP（右）を投与した．縦軸はDIDS（10μM：■，30μM：▲，100μM：●）又は溶
媒存在下（○）における2回目の濃度依存性弛緩反応を，acetylcholine（1μM）収縮

に対する抑制の百分率で表し，横軸は各薬物濃度を対数値で表している．値は平均

値±標準誤差（n＝4）で示している．
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　Adenosineによる弛緩反応は，　P1受容体拮抗薬である8－phenyltheophyllineによって

抑制されたが，今回用いた4種類のP2受容体拮抗薬によって有意な抑制を受けなかっ

た（3pM　reactive　blue　2：lo910　CR＝一〇・11±0・12，　n＝＝6；100μM　suramin：lo910　CR＝

O．13　±　O．13，n　＝　4；　30　pM　PPADS：　log，，　CR　＝　一〇．32　±　O．34，　n＝　4；　100　ptM　DIDS：　log，，

CR＝一〇．30土0．44，　n＝4）．従って，　adenosineはP1受容体を介して弛緩反応を生じ

ていると考えられる．

　また，ATP及びα，β一methylene　ATPによる弛緩反応は8－phenyltheophyllineでは抑

制きれず，reactive　blue　2及びsuraminによって抑制されたことから，　P2受容体を介

して生じていると思われる．さらに，PPADS及びDIDSはα，β一methylene　ATPの反応

に抑制効果を示したのに対して，ATPの反応には影響を与えなかったことから，ATP

とα，β一methylene　ATPはそれぞれ異なるP2受容体サブタイプを介して弛緩反応を生じ

ていることが示唆された．

3　Apaminの効果

　Apaminは蜜蜂の毒素（ポリペプチド）で，消化管平滑筋のATPによる弛緩効果を

抑制することが報告されている（Maas　et・al．，1980；Costa　et　aL，1986；Lefebvre　eεa1．，

1gg1）．図15に示すように，　ATP及びα，β一methylene　ATPによる弛緩反応はapamin

（0．3μM）によって著しく抑制された．ApaminはCa2＋依存性K＋チャネルを抑制する

ので（Banks　et　a1．，1979；Vogalis＆Goyal，1997），両薬物による弛緩反応が，　K＋チ

ャネルの開口による過分極によって生じていることが示唆された．
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図15ATP及びα，β一methylene　ATPの弛緩反応に対するapaminの効果

　Acetylcholine（1μM）で収縮させた標本に，　ATP（左）及びα・β一methylene

ATP（右）を投与した．縦軸はapamin（0．3μM：●）又は溶媒存在下（○）における

2回目の濃度依存性弛緩反応を，acetylcholine（1μM）収縮に対する抑制の百分率で

表し，横軸は各薬物濃度を対数値で表している．値は平均値±標準誤差（n＝4）で

示している．
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B　Purine及びpyrimidine　nucleotideによる収縮反応

1　ATP及びATP類似物質による収縮反応

　静止張力の標本において，ATP（0．1μM－1mM）は濃度依存性に収縮反応を引き起

こした（図16A）．　ATPによる収縮反応は投与後20－60秒の潜時の後に生じた．この

潜時の間に小さな弛緩反応が先行する場合や，投与直後に一過性の収縮や，持続的な

小さな収縮が観察される場合もあった．UTP（10μM－1mM）もATP同様に濃度依存

性の収縮反応を引き起こした．UTPによる収縮も一定の潜時の後に生じたが，弛緩反

応が先行することはほとんどなく（図16B），ATPの場合よりも頻繁に一過性の収縮

（図16C）あるいは持続性の小さな収縮反応が見られた（図16Bの1mM　UTPによ

る反応）．今回の実験：では，この潜時の後に生じる濃度依存性の収縮反応に関して検

討を行った．なおATPとUTPによる収縮反応は抗コリン作用薬であるatropine（1

pM）の影響を受けず，これらの収縮反応がコリン作動性神経終末からのacetylcholine

放出によるものではないことは確認されている．

　ATPとUTPが作用する受容体を検討するために，関連物質を用いて収縮実験を行

った．2－Methylthio　ATP，　ATPYS及びUDPは濃度依存性の収縮反応を引き起こした

（図17）．それぞれの薬物によるpD2値は，2－methylthio　ATPでは8．89±0．13（n＝

6），ATPでは6．06±0．14（n＝4），UDPでは5．84士0．29（n＝5），UTPでは

5．78士0．31（n＝5），ATPYSでは5．43±0．27（n＝5）であった．α，β一Methylene　ATP，

UMP及びCTPはわずかな収縮反応しか起こさず，　uridine及びadenosineは1mMま

で用いても全く収縮反応を引き起こさなかった．ATP類似物質の力価の順序は，2－

methythio　ATP　＞＞　ATP　2　UDP　＝　UTP　z　ATPyS　＞＞　UMP　〉　CTP　＝　ct，6－methylene　ATP　＞

adenosine＝・uridine＝0となった．

　Adenosineが全く収縮反応を生じなかったことから，　P1受容体は関与していないと

考えられる．また力価の順序から，収縮反応にはP2Y受容体が関与していることが示
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図16　ATP及びUTPによる収縮反応

静止張力の標本に，ATP（A）及びUTP（B，　C）を投与した（●）．数字は投与
した薬物の濃度（M）を表している．反応はそれぞれ異なる3つの標本より得た．
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図17　ATP，　UTP及び各種関連物質による収縮反応の濃度依存性曲線

　静止張力の標本に，　（A）2－methylthio　ATP（●），ATP（□），ATPYS（▲），

UTP（■），α，β一methylene　ATP（○）及び（B）UDP（●），UMP（□），

CTp（○），uridine（▲），adenosine（■）をそれぞれ投与した．縦軸は

carbacho1（1μM）収縮に対する百分率で，横軸は各薬物濃度を対数値で表してい

る．値は平均値土標準誤差（n＝4－6）で示している．
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唆されたが，UTPやUDPも強い力価を示したことから，これらpyrimidine　nucleotide

に対して高い親和性を持つ受容体が混在している可能性が考えられた．

2　プリン受容体拮抗薬の効果

　ATP類似物質の力価順の結果より，P2Y受容体に加えてUTPに対して親和性の高い

受容体が存在することが示唆された．その受容体の性質を検討するため，UTPの収縮

反応に対する各種P2受容体拮抗薬の効果を，　ATPの収縮に対する効果と比較した．

収縮反応は刺激を繰り返すことにより容易に減衰したので，拮抗薬処置と溶媒処置下

でそれぞれ異なる標本を用いて，ATP及びUTPによる収縮の濃度依存性反応を記録

し比較した．

　図18にATP及びUTPの収縮反応に対するreactive　blue　2の効果を示した．　ATP

及びUTPによる収縮反応はreactive　blue　2（1及び3μM）によって有意に抑制され

た．またreactive　blue　2は両薬物による最大反応を著しく減少させた．

　Suramin（10－100　pM）も，濃度依存性にATPとUTPによる収縮反応を抑制した

（図19）．30μMのsuraminによって，　ATPとUTPの最大反応は大きく減少し，100

μM存在下では両薬物による収縮反応はほとんど消失した．

　図20に示す様に，PPADS（30μM）はUTPによる収縮を抑制し，その濃度依存性

曲線を有意に右方へ変位させたが（EC5。＝50．6士10．5μM，　n＝5；control：6．3士1．5μM，

n・5，P〈0．01），ATPによる収縮反応には影響を与えなかった（EC50＝2．7士1．2μM，

n＝5；control：1．2±0。5μM，　n＝5，　P＞0．05）．またPPADS（30μM）はUDPの収縮

反応に対しても抑制作用を示したが（EC50＝48．6±8．7μM，　n＝6；control：13．9±4．7

μM，n＝6，　P〈0．01），2－methylthio　ATPの収縮反応にはほとんど影響を与えなかっ

た（EC50＝6．1士0．4　nM，　n＝5；control：4．8±1．3　nM，　n＝5，　P＞0．05）．

　以上に述べた様に，ATP及びUTPによる収縮反応は，　reactive　blue　2及びsuramin

によって抑制を受け，その感受性に大きな差は見られなかった．それに対してPPADS
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図18ATP及びUTPの収縮反応に対するreactive　blue　2の効果

　静止張力の標本に，reactive　blue　2（1μM：■，3μM：▲）又は溶媒存在下（○）

で，ATP（左）及びUTP（右）を投与した．縦軸はacetylcholine（1μM）収縮に対す
る百分率で，横軸は各薬物濃度を対数値で表している．値は平均値±標準誤差（n＝
4－9）で示している．
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図19ATP及びUTPの収縮反応に対するsuraminの効果

　静止張力の標本に，suramin（10μM：■，30μM：▲，100μM：●）又は溶媒存在

下（○）でATP（左）及びUTP（右）を投与した．縦軸はcarbachol（1μM）収縮に
対する百分率で，横軸は各薬物濃度を対数値で表している．値は平均値士標準誤差
（n＝3－10）で示している．
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図20ATP及びUTPの収縮反応に対するPPADSの効果

　静止張力の標本に，PPADS（30μM：▲）又は溶媒存在下（○）で，　ATP（左）及

びUTP（右）を投与した．縦軸はacetylcholine（1μM）収縮に対する百分率で，横軸

は各薬物濃度を対数値で表している．値は平均値士標準誤差（n＝5）で示している．
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はUTPによる収縮反応に対して抑制効果を示したが，　ATPの収縮反応には影響を与

えず，さらにPPADSは2－methylthio　ATPの収縮には影響を与えずにUDPの収縮を抑

制したことから，adenine　nucleotideとpyrimidine　nucleotideがそれぞれPPADSに対し

て異なる感受性を持つ受容体を介して収縮を生じていることが示唆された．

　またデータには示さないが，本実験で用いた濃度のreactive　blue　2，　suramin及び

PPADSは，　acetylcholine（1μM）又はcarbachol（！μM）による収縮反応には影響を

与えなかった．それに対してDIDSは自発性収縮及びacetylcholineによる収縮反応に

対して抑制効果を示した．自発性収縮を生じている標本にDrDS（100μM）を投与す

ると，収縮は完全に消失した（図21A）．またDIDS（100μM）はacetylcholineによ

る収縮の立ち上がりの相（投与後1分までの最大収縮高）には影響を与えなかったが，

その後の持続相（投与後1分から2分までの最大収縮高）を抑制した（図21B）．こ

の結果から，DIDSはプリン受容体拮抗薬としての効果とは別に，ラット胃鼠走筋の

収縮反応を抑制する効果を持っていることが示された．そのため今実験では，収縮反

応に対するDIDSのプリン受容体拮抗薬としての作用については検討しなかった．

3Nucleotideによる脱感作の効果

　これまでの実験：結果から，nucleotideによる収縮反応に複数の受容体が関与してい

ることが示唆された．UTPやUDPはこれらpyrimidine　nucleotideに親和性の高い受

容体，即ちATPとUTPに同程度の親和性を持つP2u受容体（0℃onnor・et・aL，1991；

Conigrave＆Jiang，1995）か，あるいはadenine　nucleotideに対してはほとんど親和性

を持たずpyrimidine　nucleotideに特異的な親和性を持つピリミジン受容体（Seifert＆

Schultz，1g8g；Anderson＆parkinson，1gg7；Communi＆Boeynaems，　1997）かに作用

していると考えられる．ピリミジン受容体を介する反応では，UTPの反応はadenine

nucleotideによる脱感作（desensitization）に影響を受けない（Haussinger　et　aL，1987；

von　Ktigelgen　et　aL，　1987；　von　Ktigelgen　＆　Starke，　1990；　Johnson　＆　Hourani，　1994；
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図21　自発性及びacetylcholine収縮に対するDIDSの効果

　（A）自発性収縮が生じている標本に，DIDS（100μM）を投与した．代表的な
データを示す．他の3標本でも同様の結果が得られた．　（B）静止張力の標本に投与

したacetylcholineによる収縮反応の，立ち上がりの相（initial　phase；投与後1分ま

での最大収縮高）及び持続相（sustained　phase；投与後1分から2分までの最大収

縮高）の収縮高を示す．縦軸はDIDS（100μM：●）又は溶媒存在下（○）における2
回目の濃度依存性収縮反応を，一回目の濃度依存性反応のacetylcholine（1μM）収縮
に対する相対値で表した．横軸はacetylcholineの濃度を対数値で表している．値は平

均値±標準誤差（n＝4）で示している．※は統計的有意（P〈0．05）を表している．
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Connolly，1994）．そこで次に，　nucleotideの収縮反応に関与する受容体をさらに検討

するため，脱感作実験を行った．

’UTP（100μM）あるいはATPyS（100μM）で脱感作することによって，　ATPに

よる収縮反応は抑制され，その濃度依存性曲線は右方へ変位した（図22）．このATP

の収縮反応に対する抑制効果は，ATPySによる脱感作の方がUTPによる脱感作より

も強かった．また2－methylthio　ATP（0．1μM）による脱感作で，　ATPの収縮反応は

完全に消失した（図22A）．一方ATP（100μM），2－methylthio　ATP（0．1μM）及

びATPyS（100μM）による脱感作は，　UTPの収縮反応に有意な抑制効果を示さなか

った（図22B）．

　以上の結果から，ATPの収縮反応が他のadenine　nucleotideの前処置によって抑制

されることが示されたが，これらの抑制効果が受容体の脱感作によるものではなく，

各薬物の弛緩効果との生理的な拮抗の可能性も考えられる．そこで力価が最も強く，

かつ持続的に弛緩反応を起こすα，β一methylene　ATPを用い，収縮反応に対して抑制効

果を示すかどうかを検討した．α，β一Methylene　ATP（！00μM）は脱感作実験に用いた

他の薬物と同じ時間（5分間以上）前処置した．その結果，ATP及びUTPの収縮反

応はα，β一methylene　ATPの前処置によって抑制されず，むしろATPの収縮はわずか

に増強された（1mM　ATPにおいて，　n＝4，　P〈0．05）．

　次にUDPの収縮反応に対する脱感作の影響について検討した．図23Aに示す様に，

UDP（100μM）の収縮反応は（31．5士3．3％，　n＝9），ATP（100μM）による脱感

作によって抑制されなかったが（31．1±6．0％，n＝9），UTP（100μM）による脱感

作によってほぼ完全に消失した（1．1　±O．7％，n＝＝9，　P〈0．001）．薬物洗浄の15分

後では，UDPの収縮は部分的に回復した（17．4士4．4％，　n＝9）．また，　ATP（100μM）

の収縮反応は（25．9土6．6％，n＝9），2－methylthio　ATP（0．1μM）による脱感作で

ほとんど消失したが（0．3±0．2％，n＝9），UDPの収縮反応は（33．6士6．5％，　n・9），

2－methylthio　ATPによる脱感作では有意な抑制を受けなかった（37．1±7．5％，　n＝9）．

　次にUTPとUDPの収縮反応に対する，　2－methylthio　ATP（O．1pM）とα，β一methylene
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図22ATP及びUTPの収縮反応に対する脱感作の効果

一3

　静止張力の標本に，ATP（A）又はUTP（B）を投与した．縦軸はコントロール
（○）又は100μMUTP（A：□），100μM　ATP（B：□），100　ptM　ATPyS（圏）

及び0．1μM2－methylthio　ATP（●）で脱感作あるいは100μMα，β一methylene

ATP（▲）で前処置した標本における収縮反応を，　acetylcholine（1μM）収縮に対

する百分率で表している．横軸は各薬物濃度を対数値で表している．値は平均値±標
準誤差（n　・　4－6）で示している．

58



A
a

　　

UDP

b

　　

ATP

　む

ATP
　

UDP
　　

UTP
e e

　
α

　　　　　　　　　　　む

ATP　　2MeSATP

O．5g

　　　　　　　　　　　　

UDP　2MeSATP
　　　3min
　

UDP

B
a

b

i）・・j・i・‘1

　　

UTP
　　　む2MeSATP
　　　　
α，βmeATP

　　

UTP

，，，i，，i，i・”’”iV

む

UTP

O．5g

O．5g

3min
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　UDP　2MeSATP　　　UDP　　　　UDP
　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　α，βmeATP

図23　Pyrimidine　nucleotideの収縮反応に対する脱感作の効果

　　（A）100pM　ATP，100μM　UTP（a）あるいは0．1μM　2－methylthio

ATP（2MeSATP，　b）で脱感作した標本におけるUDP（100μM）の収縮反応の，
それぞれ異なる2つの標本から得られた代表的な結果を示す．　（B）0．1　pM　2－

methylthio　ATP（2MeSATP）及び100μMα，β一methylene　ATP（α，βmeATP）を同

時に前処置した標本における100μMUTP（a）及び100μMUDP（b）の収縮反応
の，それぞれ異なる2標本から得られた代表的な結果を示す．
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ATP（100μM）の同時適用による前処置の効果について検討した（図23B）．なお

データには示さないが，この両薬物による前処置はcarbacho1（1μM）の収縮反応に

は影響を与えなかった．UTP（100μM）の収縮反応（19．9±5．4％，　n＝4）は両薬物

の前処置によって抑制されず，むしろ有意に増強された（42．3士8．4％，n　・4，　P〈

0．005）．薬物洗浄15分後には，UTPによる反応は著しく減少した（6。2土2．3％，　n＝

4）．UDP（100μM）による収縮反応（33．1±6．3％，　n＝4）もUTP同様に，2－methylthio

ATPとα，β一methylene　ATPの前処置によって抑制されなかった（30．6士3．0％，n　・4）・

また，薬物洗浄15分後ではUTPの場合と同様に，その収縮反応は減衰した（14．2±

2i4’％，　n＝　4）　．

　以上の結果より，UTPはP2u受容体ではなく，ATPや他のadenine　nucleotideに親

和性を持たないピリミジン受容体に作用して収縮反応を生じさせていることが示唆

された．また，UDPもUTPと同じ受容体に作用し，収縮反応を生じさせているもの

と考えられる．

4　外液Ca2＋依存性

　ATP及びUTPによる収縮反応の細胞外Ca2＋依存性を検討するため，細胞外液の

Ca2＋除去が両薬物の収縮反応に与える影響について検討した．　EGTA　2　mMを含む

Ca2＋除去液に標本を2分間曝した後，　Ca2’除去液下で各薬物を投与した．図24に代

表的な結果を示す．150mM　K＋溶液による収縮反応は，2mM　EGTAを含むCa2＋除去

液下では完全に消失し，この条件下で細胞外のCa2＋が十分に除去されていることが示

された．一方，carbachol（100μM）は，外液Ca2’非存在下でも細胞内Ca2’ストアか

らのCa2＋放出によると考えられる，小さな一過性の収縮反応を引き起こした．これに

対してUTP（100μM）及びATP（100μM）は，　Ca2＋除去液下で収縮反応を全く起

こさなかった．

　ATP及びUTPの収縮反応は細胞外のCa2＋に依存していることが示されたので，次
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図24ATP及びUTPの収縮反応に対する外液Ca2＋除去の影響

一外液Ca2＋存在下（■）又は非存在下（□）における150　mMK＋（150　K＋），100

ptM　carbachol（CCh），100　pM　UTP（UTP）及び100μM　ATP（ATP）による収
縮反応の，同一標本から得られた典型的なデータを示す．外液Ca2＋の除去は，標本

を2mM　EGTAを含むCa2＋除去溶液に2分間曝すことによって行った．同様の結果が
他の6標本から得られた．
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に電位依存性L型Ca2＋チャネル遮断薬であるnifedipineの影響について検討した．図

25に示す様に，nifedipine非存在下での100　PtM　UTP（42．0±6．7％，　n＝4），100　pM

ATP（35．0±3．7％，　n＝4）及び150　mM　K＋溶液（105．7±8．2％，　n＝4）による収

縮反応を記録した後，nifedipine（1μM）を処置した．150　mM　K＋溶液の収縮反応に

対するnifedipineの抑制効果が最大になった後，　nifedipine存在下でUTPとATPを再

び投与した．Nifedipine（1μM）存在下では，150mM　K＋溶液，100　pM　UTP及び100

PtM　ATPによる収縮反応はそれぞれ5．1±1．3％（n＝4），14．2士1．8％（n　＝4）及

び8．4±3．9％（n＝4）となり，有意（P〈0．01）に抑制された．

　以上の結果から，ATP及びUTPによる収縮反応は外液Ca2＋に依存し，その流入経

路として電位依存性Ca2＋チャネルが関与していることが示された．

購
灘
灘
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　e　　　　　　　　e　　　　　　　e
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図25　ATP及びUTPの収縮反応に対するnifedipineの効果

　100μMUTP（UTP），100μM　ATP（ATP）及び150　mM　K＋溶液（K＋）をそれ
ぞれ投与（●）した後，nifedipine（1μM）を処置した（↓）．Nifedipineによる150

mM　K＋溶液による収縮反応に対する抑制効果が最大になった後，　nifedipine存在下で

UTP及びATPを再び投与した．同一標本から得られた典型的なデータを示す．同様
の結果が他の3標本から得られた．
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IV　考察

A　弛緩反応に関与するプリン受容体

　ATPはラット胃輪二筋で弛緩反応を引き起こすことが示された．この弛緩反応はP2

受容体拮抗薬であるsuramin及びreactive　blue　2によって抑制されたが，　P、受容体拮

抗薬8－phenyltheophylline，　adrenaline作動性神経遮断薬guanethidine，　NO合成酵素阻

害薬L－NAME及び電位依存性Na＋チャネル遮断薬tetrodotoxinによって有意な抑制を

受けなかった．このことから，この弛緩反応は平滑筋細胞に存在するP2受容体を介し

た反応であると考えられる．

　消化管平滑筋の弛緩に関与しているプリン受容体はATP類似物質の力価順（2－

methylthio　ATP＞＞ATP＞α，β一methylene　ATP）から，　P2Y受容体と分類されていた

（Burnstock＆Kennedy，1985）．今回の実験では，薬物によって最大反応が得られな

いものもあり正確な力価の順序を決定することができなかったが，EC5。を基準にする

とα，β一methylene　ATPが最も強い弛緩反応を示した・α，β一Methylene　ATPが比較的強

い力価を示す弛緩反応には，ラット胃底部縦走筋ではその力価順（2－methylthio　ATP＞

α，β一methylene　ATP＞ATP）からP2x（Matharu＆Hollingsworth，1992），あるいはP2x

やP2Yとは異なる受容体（Lefebvre＆Burnstock，1990）が関与していると報告されて

いる．またいずれの報告においても，α，β一methylene　ATPによる脱感作によってATP

の弛緩反応が抑制されることから，ATPとα，β一methylene　ATPは同じ受容体に作用し

ていると考えられている．ラット胃輪走筋では，α，β一methylene　ATPの弛緩反応は容

易に脱感作することがなかったため，脱感作による影響を検討することが出来なかっ

た．しかしP2受容体拮抗薬を用いた実験で，　suramin，　PPADS及びDIDSは，α，β一

methylene　ATPの弛緩反応に対して濃度依存性の抑制効果を示したが，　ATPの弛緩反

応に対しては，suraminは高濃度でのみわずかな抑制を示し，またPPADSとDIDSは

高濃度を用いても全く抑制効果を示さなかったことから，ATPとα，β一methylene　ATP
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は異なる受容体を介して弛緩反応を起こすことが示唆された．

　一方suraminとPPADSはectonucleotidaseの活J性を阻害しATPの分解を抑制するこ

とが知られているが（Hourani＆Chown，1989；Khakh・et・al、，1995），suraminがATP

の収縮反応を完全に抑制していることや，PPADSのectonucleotidase阻害効果は弱い

ことから（Windscheif・et・al．，1995），本実験：での酵素阻害効果の影響はほとんどない

と考えられる．モルモット盲腸紐においても，PPADSとDIDSがα，β一methylene　ATp

の弛緩反応を強く抑制するが，ATPや2－methylthio　ATPあるいはADPβSの弛緩反応

に対する抑制は弱い（Windscheif・et・a1．，1995；Dudeck・et・a1．，1995），あるいは抑制し

ないことが示されている（Piper＆Hollingsworth，1995）．さらに，2－methylthio　ATP

とα，β一methylene　ATPの弛緩反応の間に脱感作による抑制が見られないこと（Dudeck

et　aL，　1995）　，　XAMRO721　（8一（3，5－dinitro－phenylenecarbonylimino）一1，3，5－

naphthalenetrisulphonic　acid）はα，β一methylene　ATPの弛緩反応を強く抑制するが

ADPβSの弛緩反応に対する抑制は弱いこと（Btiltmann　et・a1．，1996），またこれとは

逆にreactive　red　2は，α，β一methylene　ATPの弛緩反応よりもADPβSの弛緩反応を強

く抑制すること（Btiltmann＆Starke，1995）等の報告から，弛緩に関して2種類のプ

リン受容体が存在することが示唆されている．

　ラット胃輪三筋においても，弛緩反応にはPPADSとDIDSに感受性の受容体と，こ

れ：らの拮抗薬に対して耐性の受容体という2種類のプリン受容体が存在していると

考えられる．PPADsとDrDsに耐性の受容体は恐らく古くから報告されているP2Y受

容体と考えられる．一方，α，β一methylene　ATPによって活性化され，　PPADS及びDIDS

に抑制を受ける受容体サブタイプに関しては，その薬理学的特性はP2x受容体に類似

しているが，正確な分類同定には今後更なる検討が必要である．

B　収縮反応に関与するプリン受容体

ラット胃輪走筋において，ATPは弛緩反応に加えて，収縮反応も引き起こすことが
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示された．収縮反応におけるATP関連物質の力価順は，2－methylthio　ATP＞＞ATp≧

UDP＝UTP≧ATPYS＞＞UMP＞CTP＝α，β・methylene　ATP＞adenosine＝uridine＝0で

あり，P2Y受容体の関与が示唆された（Dubyak＆ElMoatassim，1gg3；Fredholm　e亡a1．，

1994）．ATPによる収縮反応はreactive　blue　2とsuraminによって抑制を受けたが，

PPADSでは抑制されなかった．PPADSはP2Y受容体に対する抑制効果が低いことが示

されており（Ziganshin　et　a1．，1993；1994；McLaren　et　a1．，1994），このことからも

piY受容体の関与が示唆される．　P2Y受容体を介した収縮反応はラット結腸粘膜筋板や

胃底部縦走筋，新生ラット十二指腸粘膜筋板でも報告されている（Bailey＆Hourani，

1990；　Matharu　＆　Hollingsworth，　1992；　Hourani　et　aL，　1993；　Brownhill　et　aL，　1997）　．

またラット胃輪血筋ではpyrimidine　nucleotideであるUTP及びUDPによっても収縮

反応が生じた．UTPはマウス精管ではP2x受容体（von　Kifgelgen　et　a1．，1990），ラッ

ト結腸粘膜筋板ではP2Y受容体にそれぞれ作用し，その力価はATPに比べてかなり弱

いことが示されている．UTPによる小さな弛緩反応や，　UTPの脱感作によるATP収

縮のわずかな抑制は，UTPのP2Y受容体に対する親和性が低いためだと考えられる．

しかしながら，UTP及びUDPによる収縮反応はATPとほぼ同じ力価で生じたことか

ら，P2，やP2Y受容体以外のこれらpyrimidine　nucleotideに高い親和性をもつ受容体が

存在することが示唆された．

C　Pyrimidine　nucleotideの作用する受容体

　プリン受容体のサブタイプには，UTPとATPに高い親和性を持つP2u受容体（ヌ

クレオチド受容体：nucleotide　receptors）と呼ばれるサブタイプが存在し，この受容

体ではUTPの反応はadenine・nucleotideによる脱感作によって抑制される（0’Connor　eε

a1、，1gg1；0℃onnor，1992；Fredholm　e亡a1．，1994）．しかしながら，本実験では，　ATP

の収縮反応が2－methylthio　ATPやATPYSの脱感作によって著しく抑制されたにもか

かわらず，UTPの収縮反応はATP等のadenine・nucleotideの脱感作によって全く抑制
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されず，UTPが作用する受容体はP2u受容体ではないことが示唆された．なお，脱感

作実験：においてATPやUTPの収縮反応の増強が一部観察されたが，ラット胃底部で

もα，β・methylene　ATPの脱感作によってATPや2－methylthio　ATPの収縮反応が増強

されることが報告されている（Matharu＆Hollingsworth，1992）．この増強の機構は

明らかではないが，弛緩反応の部分的な脱感作によって生じているのではないかと考

えられる．

　ラット灌流域標本（Haussinger　et　al．，1987）またはウサギ耳動脈（von　KUgelgen　et

aL，1987）では，　UTPがATPとは全く異なる受容体に作用することが報告され，ピ

リミジン受容体（pyrimidinoceptors）の存在が提唱された（Seifert＆Schultz，1g8g）．

ラット上頚神経節においても，ATPによる脱分極がα，β一methylene　ATPの脱感作によ

って抑制されるにも関わらず，UTPの脱分極は影響を受けないことからピリミジン受

容体の存在が示唆されている（Connolly　e亡a1。，1993；Connolly，1994）．ラット胃輪

走筋でUTPやUDPによる収縮反応がadenine　nucleotideの脱感作によって抑制されな

かったことから，これらpyrimidine　nucleotideはピリミジン受容体を介して収縮を生

じている可能性が考えられる．

　Suraminとreactive　blue　2はUTPとATPの収縮反応をどちらも抑制したが，　PPADS

はUTPの反応だけを抑制した．現在ピリミジン受容体は2種類がクローニングされ

ており（Communi＆Boeynaems，1997），そのうちの一つはreactive　blue　2，　suramin

及びPPADSによって抑制されることが示されている（Chang　et　al．，1995；Robaye　et　a1．，

1997）．ラット十二指腸及び上頚神経節のピリミジン受容体を介する反応は，suramin

やreactive　blue　2で抑制されないと報告されているが（Connolly　et　aL，1993；Connolly

＆Harrison，1994；Johnson＆Hourani，1994），恐らくこれは異なったサブタイプのピ

リミジン受容体が関与しているためだと考えられる．

　以上の結果より，ラット胃試走筋ではUTPやUDPはP2受容体とは異なるピリミジ

ン受容体を介して収縮反応を生じ，この受容体はP2受容体拮抗薬であるreactive　blue

2，suramin及びPPADSに感受性であることが示された・

証　　2．
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D　Nucleotideによる弛緩，収縮反応の機i序について

　ATPは消化管平滑筋で過分極を生じることが報告されている（Den　Hertog　eεa1．，

1g85a；Crist・et・a1．，1gg2；Ohno・et・al．，1996）．またATPの弛緩反応は，　Ca2＋依存性

K＋チャネルを抑制するapamin（Banks　e亡a1．，1979；Vogalis＆Goya1，1997）によって

抑制されるため（Maas　et　a1．，1980；Costa　et　a1．，1986；Lefebvre・et・al．，1991），ATP

はK・チャネルを開口し，過分極を引き起こすと考えられている．本実験においても，

ATPの弛緩反応がapaminによって抑制されたことから，弛緩に関して同様の機序が

関与していると考えられる．またモルモット盲腸紐では，ATPが細胞内ストアからの

Ca2＋放出を引き起こし，このCa2＋によってK＋の透過性が高まり過分極が生じる（Den

Herto9，1982）．しかしα，β一methylene　ATPはCa2＋を介さずに，直接apamin感受性

のK＋チャネルを活性化できると報告され（Den　Hertog　et　a1．，1985b），ATpとα，β一

methylene　ATPは異なった経路を介して弛緩反応を起こすことが示唆されている・さ

らに最近Blotti6re　et　a1．（1996）による単一平滑筋細胞を用いた実験から，ラット消

化管（胃，空腸，回腸，盲腸，結腸）縦走筋では，α，β一methylene　ATPによる細胞内

Ca2・濃度の上昇はほとんど，あるいは全く見られないことが示された．ラット胃輪走

筋における報告はまだ無く，ATPや他のnucleotideの弛緩作用機序に関してはさらに

検討する必要がある．

　Lefebvre＆Burnstock（1990）はラット胃底部のATPによる収縮がindomethacinに

よ6て抑制されることや，薬物投与から収縮が生じるまで潜時があることから，この

収縮反応はprostaglandin合成によるものと，弛緩反応に付随する二次的なリバウンド

であると報告した．二輪走筋でもATPや他のnucleotideは，潜時を伴う収縮反応を示

したが，実験は全てindomethacin存在下で行っており，またラット胃底部においても・

indomethacin存在下でATPが収縮反応を生じることが報告されているため（Matharu

＆Hollingsworth，1992），これらの収縮反応にprostaglandinの関与は無いと考えら

れる．またnucleotideによる弛緩反応と収縮反応の間に相関性が見られないことから，
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単純なリバウンド反応ではないと思われる．即ち，2－methylthio　ATPによる収縮反応

は0．1・1nMから生じ10　nMでほぼ最大に達しているにも関わらず，弛緩反応が生じ

るのは0．1－1μMからであり1mMまで用いても最大反応は得られなかった．さらに

suramin（100μM）はATPの弛緩反応をわずかしか抑制しなかったのに対して，　ATP

による収縮反応はsuramin（100μM）存在下でほぼ消失した．又reactive　blue　2にも

弛緩反応に比して収縮反応に強い抑制効果を示す傾向が見られた．この様なことから

収縮反応が一定の潜時の後に生じるのは，薬物投与直後は弛緩反応の作用が優位に現

れるためではないかと考えられるが，弛緩反応が小さいUTPでも潜時があることか

ら，その他の機序も関与しているかもしれない．

　ATP及びUTPによる収縮反応は外液Ca2＋に依存し，そのCa2＋流入経路として電位

依存性Ca2＋チャネルが関与していることが示され，これらnucleotideによって脱分極

が生じていることが示唆された．

　最近，受容体の分子構造とその機能によるプリン受容体の新たな分類法が提唱され

（Abbracchio＆Burnstock，1994；Fredholm　et・a1．，1997），P2受容体はイオンチャネ

ル型であるP2X受容体とG蛋白共役型であるP2Y受容体に大別された．この分類で

はピリミジン受容体もP2Y受容体のサブタイプ（P2Y4及びP2Y6）として分類されて

いる（Communi＆Boeynaems，1997）．消化管平滑筋のプリン受容体に関しては，こ

の様な細胞レベルまたは分子レベルの報告がまだ少なく，新たな分類法を適用するに

は今後さらなる詳細な検討が必要である．
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総括

　ATP及び関連物質の機能的役割とそれらの受容体に関して，副腎髄質細胞及

び胃平滑筋標本を用いて検討した．即ちモルモット分離副腎髄質細胞ではATP

の電位依存性Ca2＋チャネルに与える影響について，またラット胃輪走筋では

ATPが平滑筋の機械的反応に与える影響とその受容体の薬理学的分類について

検討し，それぞれ以下の成績を得た．

1．　モルモット副腎髄質を用いた実験において，whole－cell　voltage℃lampによっ

　　て膜電位固定（一70mV）した細胞で，　ATP（500μM）は内向き電流反応

　　　（IATP），細胞内Ca2＋濃度の上昇及び電位依存性C　a2＋電流（lc、）の抑制を引

　　き起こした．

2．低濃度EGTA（0．1又は1mM）を含む細胞内液を用いると，　ATP（500μM）

　　はIAT，の大きさに相関してIC、を抑制したが，1ATPが誘発されない時でもある

　　程度のIc。抑制が見られた．一方高濃度EGTA（10mM）を用いると，　ATP

　　はIATPの大きさに関わらずほぼ一定の割合でIC、を抑制した．

3．細胞外Ca2＋をBa2＋で置換した条件下で，　ATP（100μM）は可逆的に電位依

　　存性Ba2＋電流（1，、）を抑制した．細胞内液のGTPをGTPyS（100μM＞また

　　はGDPβS（1　mM）に置換すると，　ATP（100　FM）によるIB、抑制効果は減

　　少した．またATPのIBa抑制効果は，直前に＋100　mVへの強い脱分極パルス

　　を与えることによっても減少した．

4．IB、に対する抑制効果はADP（100　pM），AMP（100　pM），adenosine（100

　　pM）でも見られ，　adenosineが最も強い力価を示した・またadenosineとAMP

　　　（O．5及び1mM）は，　nicotine（50μM）によるadrenaline分泌を濃度依存性

　　に抑制した．

70



　ぶ

5．　ラット胃輪走筋を用いた実験：において，acetylcholine（1μM）で収縮させ

　　た標本で，ATP，2－methylthio　ATP（2MeATP），α，β一methylene　ATP

　　　（α，βmeATP）及びadenosineは濃度依存性に弛緩反応を引き起こし，

　　α，βmeATPが最も強い力価を示した・UTPは高濃度（1　mM）を用いても

　　小さな弛緩反応しか生じなかった．

6．　8－Phenyltheophylline（3μM）はadenosineの弛緩反応を抑制したが・ATP

　　とα，βmeATPの弛緩反応には影響を与えなかった。　Reactive　blue　2（RB2：1

　　及び3μM）とsuramin（10－100　pM）はATPとα，βmeATPの弛緩反応を

　　抑制した．PPADS（3－30μM）とDIDS（10－100μM）はATPの弛緩反応

　　に影響を与えなかったが、α，βmeATPの弛緩反応を抑制した。

7．　ATPとα，βmeATPの弛緩反応はapamin（0．3μM）で抑制された．

8．　静止張力の標本で，ATP及び関連物質は収縮反応を引き起こした・その力

　　価の順序は2MeATP＞＞ATP≧UDP　＝　UTP≧ATPyS＞＞α・βmeATP＞

　　adenosine＝0であった．

9．　RB2（1及び3μM）及びsuramin（10－100μM）はATPとUTPの収縮反

　　応を抑制した．それに対して，PPADS（30μM）はATPの収縮反応には影

　　響を与えず，UTPの収縮反応を抑制した．

10．ATPの収縮反応は2MeATP（0．1μM）又はATPyS（100μM）による脱感

　　　作で強く抑制されたが，UTP（100μM）による脱感作ではわずかな抑制し

　　　か見られなかった．一方，UTPの収縮反応はATP（100μM），2MeATP

　　　（0．1μM）又はATPyS（100μM）の脱感作によって全く抑制を受けなか

　　　つた．

11．ATp（100μM）とUTP（100μM）の収縮反応は外液Ca2＋除去，又はnifedipine

　　　（1μM）の適用によって抑制された．
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　以上の結果よりモルモット副腎髄質細胞では，ATPが非選択的陽イオンチャ

ネルを開口しCa2＋流入を引き起こすことによって，電位依存性Ca2＋チャネルの不

活化が生じていることが示された．加えて，ATPはGTP結合蛋白質を介した機構

によって電位依存性Ca2＋チャネルを抑制することが示唆された．またJc、の抑制作

用はadenosineで最も強かったことから，モルモット副腎髄質細胞にはP、受容体

とP2受容体が混在していると考えられる．

　一方ラット胃輪走筋標本を用いた実験では，ATPとα，βmeATPはそれぞれ異

なるP2受容体サブタイプを介して弛緩反応を起こし・両薬物による弛緩反応に

はapamin感受性のK＋チャネルが関与していることが示唆された。また、　ATP

は戸2Y受容体，　UTPはピリミジン受容体を介してそれぞれ収縮を生じ・このピリ

ミジン受容体はP2受容体拮抗薬であるRB2，　suramin及びPPADSの抑制を受け

ることが示された。両薬物による収縮反応は電位依存性Ca2＋チャネルを介する

Ca2＋流入によって生じていることが示唆された．

　これらを統合すると，副腎髄質細胞及び胃平滑筋細胞にはプリン受容体やピ

リミジン受容体が複数存在しており，ATPやその関連物質が伝達物質としての

機能を果たしていると考えられる．
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英文抄録

Responses　and　pharmacological　classification　of　puri　noceptors

　　　　　　一　Studies　in　guinea－pig　adrenal　chromaffTin　cells

　　　　　　　　　and　rat　gastric　circular　smooth　muscle　一

　　　　　　　　Ken－ichi　OTSUGURO

　　　　　Laboratory　of　Pharmacology

　　　Department　of　Biomedical　Sciences

Graduate　School　of　Veterinary　Medicine

Hokkaido　University，　Sapporo　060，　Japan

　　　The　effects　of　extracellular　ATP　on　voltage－dependent　Ca2’　channels　were　exami　ned

using　the　whole－cell　voltage－clamp　technique　in　guinea－pig　isolated　adrenal　chromaffTin

cells，　and　those　of　A　lrP　and　its　related　compounds　on　contractile　and　relaxant　responses

were　studied　to　characterize　the　purinoceptor　subtypes　in　rat　gastric　circular　smooth

muscle．

●

1

2．

3．

4．

5．

In　guinea－pig　isolated　adrenal　chromaffTin　cells，　ATP　（500　pM）　evoked　an　inward

current　（IA．，）　and　a　ri　se　of　intracellular　Ca2’　concentration　under　the　whole－cell

voltage－clamped　（一70　mV）　condition．

When　the　intracellular　soluti　on　contai　ned　O．　1　or　1　mM　EG’IA，　the　inhibitory　effect　of

ATP　（500　p　rVD　on　lc．　tended　to　depend　on　the　peak　amplitude　of　1．．，．　However，　this

inhibitory　effect　was　al　so　seen　even　in　the　cells　that　IA，p　w　as　not　evoked．　When　the

concentrati　on　of　EG”IA　w　as　i　ncreased　to　10　mM，　the　inhibitory　effect　became

independent　of　the　amplitude　of　IATp・

In　the　presence　of　10　mM　Ba2’，　ATP　（100　pt　M）　reduced　Ba2＋　currents　（1．．）　in　a　manner

similar　to　lc．．　This　reduction　was　decreased　by　dialysis　of　cells　with　the　internal

solution　containing　GDPPS　（1　mM）　or　GTPyS　（100　pM）．　A　depolarizing　prepulse　to

＋100　mV　partly　relieved　ATP－induced　reduction　of　IB．・

ADP　（100　pt　M），　AMP　（100　pt　M）　and　adenosine　（100　pt　M）　also　reduced　1，．　and　the

effect　of　adenosine　w　as　the　most　potent．　Adenosine　and　AMP　（O．5　and　1　mM）

inhibited　adrenaline　secretion　induced　by　nicotine　（50　ptM）．

In　rat　gastric　circular　smooth　muscle　ti　ssues　contracted　by　acetylcholine　（1　p　M），　AT　P，

2－methylthio　ATP　（2MeSATP），　ct，P－methylene　ATP　（ct，6－meATP）　and　adenosine　each

caused　relaxation　in　a　dose－dependent　manner．　ct，P－MeATP　was　the　most　potent　and
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UTP　was　a　weak　agonist　inducing　relaxation．

8－Phenyltheophylline　（3　pt　M）　inhibited　the　relaxant　response　to　adenosi　ne　but　not　that

to　ATP　or　ct，P－meAT　P．　Reacti　ve　blue　2　（RB2：　1　and　3　pt　M）　and　s　urami　n　（10－100　pt　INO

inhibited　the　relaxant　responses　to　ATP　and　ct，6－meATP．　PPADS　（3－30　ptM）　and

DIDS　（10－100　pt　lVD　inhibited　the　relaxation　caused　by　ct，　6－meATP　but　not　by　ATP．

Both　ATP一　and　ct，6－meATP－induced　relaxations　were　inhibited　by　apamin　（O．3　ptM）．

In　ti　ssues　at　resting　tone，　ATP　and　its　related　compounds　caused　contractions　with　the

rank　order　of　potency；　2MeSATP　＞＞　ATP　z　UDP　＝　UTP　）　ATPyS　＞＞　ct，P－meATP　＞

adenosine　＝　O．

RB2　（1　and　3　pt　rVD　and　surami　n　（10－100　ptM）　inhi　bited　both　ATP一一　and　UTP－induced

contracti　ons．　On　the　other　hand，　PPADS　（30　pt　M）　inhibited　the　contraction　caused　by

UTP　but　not　by　ATP．

10．　Desensitization　with　2MeSATP　（O．　1　pt　M）　or　ATPYS　（100　pt　M）　decreased　contraction

　　caused　by　ATP　but　not　by　UTP．　Desensitization　with　UTP　（100　pt　M）　slightly

　　decreased　ATP－induced　contraction．　urP－induced　contraction　was　not　inhi　bited　by

　　desensitizaiton　with　2MeSATP　（O．1　pM），　ATPyS　（100　pt　M）　or　ATP　（100　pt　M）．

11　．　ATP　（100　pt　M）一　and　UTP　（100　pM）一induced　contractions　were　inhi　bited　by　the

　　removal　of　extracellular　Ca2’　or　the　application　of　nifedipine　（1　ptM）．

　　　In　guinea－pig　adrenal　chromaffrin　cells，　these　results　suggest　that　Ca2’　entry　through

ATP－activated　non－selective　cation　channel　s　results　in　the　inactivation　of　voltage－

dependent　Ca2“　channels，　in　addition，　that　ATP　modulates　Ca2’　channels　via　the　pathway

related　to　GTP－binding　protein．　Since　adenosine　is　the　most　potent　agonist　in　inhibiting

Ca2“　channels，　P，　and　P2　receptors　seem　to　coexist　in　guinea－pig　adrenal　chromaffTin　cells．

　　　On　the　other　hand，　in　rat　gastric　circular　muscle，　these　results　suggest　that　there　are

two　purinoceptors　mediating　relaxation，　PPADS　and　DIDS－resistant　P，．　receptors，　and

PPADS　and　DIDS－sensiti　ve　P，　receptors　activated　by　ct，P－methylene　ATP，　and　that

apamin－sensitive　K’　channels　are　involved　in　the　relaxant　responses　to　these　adenine

nucleotide．　ln　addition，　it　was　suggested　that　ATP　and　UTP　caused　contractions　via　P，．

receptors　and　pyrimidinoceptors，　respectively，　and　that　these　contractions　were　caused　by

the　Ca2“　entry　through　voltage－dependent　Ca2’　channels．　The　pyri　midinoceptors　w　ere

inhibited　by　P，　receptor　antagonists，　RB　2，　suramin　and　PPADS　in　rat　stomach．

　　　In　summary，　there　are　some　purino一　and　pyrimidinooeptors　in　both　chromaffin　cells

and　smooth　muscle　cells．　ATP　and　its　related　compounds　may　play　a　role　as　a　transmitter

in　these　tissues．
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