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論文内容要旨

 置目的】

 内耳有毛細胞は,聴覚,平衡覚の受容器細胞である。有毛細胞には求心性神経と抑制的に働く

 とされる遠心性神経とが分布している。この遠心性神経伝達物質の有力な候補はアセチルコリン

 (ACh)であるが,作用機序に関しては不明な点が多い。そこで本研究ではすべての脊椎動物に

 形態学的に類似の構造を持ち,平衡覚,一部の周波数の聴覚受容器であるウシガエル前庭器球形

 嚢より単離した有毛細胞を用いて,遠心性神経のシナプス伝達機序の詳細をpatchclamp法を

 用いたwholecellrecording法,fura-2を用いたCa2+蛍光顕微測光法を用いて明らかにするこ

 とを目的とした。

 【実験方法遇

 すべての実験は室温(20-25度)で行った。ウシガエル(RanaCaLesbeiana,体重200-300

 グラム)耳石器(球形嚢)より有毛細胞を機械的に単離した。パッチ電極を用いたwholecell

 recording法を用いて膜電位,膜電流変化を記録した。細胞外液はperistalticpumpを用いて3-

 5皿1/分の速度で灌流した。

 また,有毛細胞にfura-2/AMを充填し細胞内Ca2+濃度([Ca2+]i)の変化を測定した。

 340nm,380nmで励起した際の蛍光強度の比を測定することにより[Ca2+]i変化を測定した。

 静止状態の[Ca2+]iは153±37nMであった(n-7)。

 【結果】

 1.AChはCa2+依存性K÷チャネルを活性化する。

 有毛細胞を一50mVに膜電位固定し,100μMのAChを1秒間投与すると外向き電流がoscil-

 1atoryに生じた。平均のACh依存性電流持続時間は14.2±11秒(n=109),平均ACh依存性電

 流量は75.1±30pAであった。このACh依存性電流量のKdは37μM,Hill係数はL1となった。

 ACh依存性電流の反転電位は細胞外液のK+濃度に依存し,Nems七の式で計算されるK+の反

 転電位とよく一致したことから,AChはK+コンダクタンスを主として活性化することがわ

 かった。また,細胞を反転電位より脱分極側に膜電位固定するとACh依存性電流量は増加した

 が一50mVを境にACh依存性電流量は減少した。

 Ca2+依存性K+チャネルブロッカーであるapamin(1μM),TEA(tetraethyl-ammonium,

 20mM)はACh依存性電流を可逆的に抑制した。また,ACh投与により[Ca2+]iは幾つかの
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 ピークを持って増加した。

 H.ACh依存性電流の細胞内情報伝達機序

 有毛細胞を一50mVに膜電位固定し,GTPγSを細胞内へ投与すると外向き電流が生じ(平均

 電流量は46.1±12pA(n-3)),約数分闘持続した。ACh(100μM)を様々なタイミングでGT

 PγSによる電流が生じている間に投与するとACh依存性電流量は次第に減少し,外向き電流が

 持続的に流れた。次に有毛細胞を一50mVに膜電位固定しパッチ電極からInsP,を細胞内へ投与

 すると外向き電流が生じ,次第に時間とともに減少した。さらに,InsP3の受容体への結合を阻

 害するヘパリン(10mg/皿1),あるいはInsP3分解を阻害するLi+(1mM)をパッチ電極から細

 胞内へ投与しAChを30-40秒毎に投与した。パッチ電極にヘパリンを入れると,ACh依存性

 電流は時間経過とともにすばやく減少した。一方,細胞内へのしi+投与によりwholece11記録開

 始後200秒間はACh依存性電流量は増加し,その後減少に転じた。

 K結語】

 AChは有毛細胞膜の過分極を引き起こし,この膜過分極応答は,GTP結合タンパクの活性化

 →lnsP3濃度の上昇→細胞内Ca2+貯蔵部位からのCa2+の放出→最終的にCa2+依存性K+チャ

 ネルを活性化して膜を過分極させることを明らかにし,これら一連の反応がある種のムスカリン

 性受容体を介して起こる結果を得た。しかし,ムスカリン,ニコチンでもACh応答をmimicで

 きなかった。この有毛細胞上に存在するACh受容体は現在まで知られている受容体とは異なり

 新たなGproteincoupledのACh受容体であると考えられた。今後はこの有毛細胞上に存在す

 るACh受容体を分子生物学的手法を用いて分子構造を明らかにすることが大きな課題である。

 また,遠心性神経の興奮は有毛細胞膜過分極を引き起こし求心性神経伝達物質の放出を抑制す

 る。強大音,頭位変換等の過度の刺激に対して遠心性神経が有毛細胞レベルで抑制的に働いてい

 ることは生理的に合目的であると考えられた。
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 審査結果の要旨

 吉田論文では,ウシガエル(RanaCatesbeiana,体重200-300グラム)を用いて前庭器球形

 嚢より有毛細胞を単離し,遠心性神経のシナプス伝達機序について詳細に研究した結果について

 報告している。実験方法は(1)パッチ電極を用いたwholecellrecording法1こて膜電位と膜電

 流の変化を記録するとともに,(2)細胞内Ca2+濃度の変化をfura-2を用いたCa2+蛍光顕微

 測光法にて測定した。その結果,下記の9項目の知見を得た。即ち,

 a)有毛細胞を一50mVに膜電位固定し,100μMのAChを1秒間投与すると外向き電流が

 oscillatoryに生じ,平均のACh依存性電流持続時間は14.2±11秒(n-109),平均ACh依存性

 電流量は75.1±30pAであり,このAch依存性電流量のKdは37μM,Hill係数は1.1となった。

 b)ACh依存性電流の反転電位は細胞外液のK+濃度に依存し,Nemstの式で計算されるK+

 の反転電位とよく一致したことから,AChはK+コンダクタンスを主として活性化することが

 示された。

 c)細胞を反転電位より脱分極側に膜電位固定するとACh依存性電流は増加したが一50mVを

 境にACh依存性電流は減少した。

 d)Ca2“依存性K+チャンネルブロッカーであるapamin(1μM),TEA(tetraethy1-

 ammonium,20μM)はACh依存性電流を可逆的に抑制した。

 e)ACh投与により[Ca2+]iは幾つかのピークをもって増加した。

 f)有毛細胞を一50mVに膜電位固定し,GTPγSを細胞内へ投与すると外向き電流が生じ数分

 間持続した。

 9)ACh(100μM)を様々なタイミングでGTPγSによる電流が生じている聞に投与すると

 ACh依存性電流量は次第に減少し,外向き電流が持続的に流れた。

 h)InsP3の受容体への結合を阻害するヘパリン(10㎎/m1)をパッチ電極から細胞内へ投与し

 AChを30-40秒毎に投与するとACh依存性電流は時間経過とともに素早く減少した。

 i)同様にLi+(1m1)を投与するとwholece11記録開始後200秒間はACh依存性電流は増加し,

 その後減少に転じた。

 以上の結果に基づき,この有毛細胞上に存在するムスカリン受容体を介してAChは膜を過分極

 させるが,現在までに知られる受容体とは異なり新たなGproteincoupledのACh受容体であ

 る可能性を示唆した。今後,分子生物学的手法を用いてこの受容体の分子構造を明らかにする必

 要があるが,種々の新知見を明らかにしたことにより本論文は学位論文としてふさわしいものと

 判定した。
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