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論文内容要旨

匿導入翌

 ATPは細胞内エネルギー源として重要な役割を担っていることが知られている。一方細胞外

 にもATPが存在し,様々な生理作用をもっことがしだいに明らかとなってきた。ことに

 BurnstockによってATPが非アドレナリン,非コリン作動性反応を司る伝達物質の候補である

 とするプリン作動性神経説が提唱されて以来,ATPの伝達物質または共伝達物質としての役割,

 神経系伝達の調節物質としての役割が解明されてきた。また中枢神経系へのATPの作用として,

 主に抑制効果が観察されてきた。一方で末梢感覚神経細胞においてKrishta1らが電位固定化に

 興奮性作用があることを発見した。そこで今回延髄孤束核より生理的機能を保った状態で単離し

 た神経細胞への細胞外ATPの効果を検討した。その一部の細胞が細胞外ATPにより電位固定

 下にて内向き電流が惹起され,この電流の性質を詳細に分析した。

墨方法蟷

 生後1-2週齢のWistar系ラットを雌雄別なく用いた。エーテル麻酔下に断頭し脳幹を取り

 だし,マイクロスライサーを用い,厚さ350μmの脳切片を作製した。延髄孤束核を含む脳切片

 を50分インキュベートした。さらにこの脳切片をプロネース,サーモリジンで順次酵素処理した。

 酵素効果を止めるために,脳切片をCa-free溶液で洗浄した。脳切片より延髄孤束核部位を顕微

 鏡下にパンチアウトし,ピペッティングを行い孤束核神経細胞を機械的に単離した。この急性単

 離神経細胞は単離後6時間内に実験に用いた。

 単離神経細胞に細胞内灌流法を適用し,電流記録は電位固定化にwhoie-cellclampの条件下

 で行った。薬物投与や外液交感には,数ms内で細胞周囲の外液が完全におきかわる外液瞬時交

 換法を用いた。

 ζ結果還

 延髄孤束核神経細胞においてその約3割の細胞が細胞外ATPにより興奮性反応が観察された。

 保持電位一70mVにおいて細胞外より100μMATP投与により一過性内向き電流惹起された。

 このATP惹起電流は濃度依存性に増大した。その域値は10μMで1mMで最大反応を示し,

 そのKd値は31μM,Hill係数は1・2であった。ATP誘導体の作用強度は,ATP=2-methylthio-

 ATP>>ADP>α,β一methyleneATPであり,adenosine,AMPでは内向き電流は惹起されな

 かった。この結果からはこの部位でのATP反応はP,,受容体を介すると考えられた。電流電圧
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 曲線は保持電位一50mV以上で内向き整流作用を示し,その逆転電位は+13mVであった。この

 逆転電位からATPによってカチオンチャンネルが開くことが考えられた。ATP惹起電流の活性

 化,不活性化の時定数は共にATP濃度依存性を示し,濃度上昇にともないその値は減少した。

 ATP惹起電流は,外液中に透過性カチオンとしてCaイオンのみ存在する条件下でも観察された。

 ATP活性化チャンネルはCaに対しても透過性を持ち,Ca外液中ではATP惹起電流は不活性化

 過程が促進された。Na,CaのCsに対する透過性はそれぞれPN、/Pc、=1.64,Pc./Pc、=2.17で

 あった。また陰イオンに対する透過性は見られなかった。

匿考察還

 延髄孤束核に見られるATPによって開くチャンネルはカチオン透過性を示し,OmV付近に

 逆転電位を持ち,興奮作用を示す。同様な性質を持つチャンネルはラット感覚細胞,心臓神経節

 細胞,PC12細胞,モルモット外有毛細胞においても観察されている。

 外液中のNaイオンをマニトール置換していくと,ATP反応の逆転電位は過分極側に移動し

 た。外液のNaイオン濃度が高い状態(45-150mM)では,ATP反応の逆転電位の変化は,

 ATPチャンネルをNaイオンのみが透過すると仮定したときに得られる予想値にほぼ等しいが,

 Naイオン濃度が低い状態(<15mM)では予想値からずれてくる。むしろ外液中に同時に存在

 する2mMCaも透過すると仮定した予想値に近い。これからATPチャンネルはCaに対しても

 透過性を持つことが示唆された。

 ラット延髄孤束核神経細胞において高濃度Ca外液中ではATP惹起電流の不活性化過程を促

 進する。実際他の材料においても,細胞外CaがATP惹起電流を抑制することが知られており,

 ATPチャンネルにCaの結合部位があると考えられた。ATPチャンネルはCaに対して高い透過

 性を持ち,Ca自体がATP反応を制御する。その制御機構として細胞外から直接作用する,また

 はATPチャンネルを透過したCaが細胞内から作用するという2っの可能性が考えられた。
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 審査結果の要旨

 細胞外に存在するATPやアデノシン等のプリン化合物が平滑筋,末梢自律神経や感覚細胞な

 どで生理活性を持つことが近年明らかにされた。細胞外ATPは末梢自律神経系や神経筋接合部

 において非アドレナリン,非コリン作動性反応を司るところがら,自律神経伝達物質の一つであ

 るとしたプリナージック仮説が提唱されている。申請者の研究目的は中枢神経細胞でもこの

 ATPが細胞外から生理作用を発現することを明らかにすることであった。

 実験では,呼吸や循環などの自律神経性制御を司る延髄孤束核より神経細胞を単離してこれに

 細胞外よりATPを作用させ,その時の細胞応答を電気生理学的に観察している。研究結果は延

 髄弧束核の神経細胞中にATPに感受性を持つ細胞群があり,ATPはATP受容器・カチオンチャ

 ンネル複合体を賦活して興奮性の内向きイオン電流を惹起することを示唆した。このチャンネル

 はナトリウムだけでなくカルシウムに対しても高い透過性を有した。さらに薬理学的アプローチ

 によりATP受容体のサブタイプはP2yであることがわかった。結論として,ATPは弧束核ニュー

 ロンにおいて興奮性伝達物質として働くことが明らかとなった。なお,本論文で得られた研究成

 果は中枢神経系におけるATPの生理作用を初めて明らかにしたもので,学位授与に十分に価す

 るものと考えられる。
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