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和　文　抄　録

目的：アラキドン酸（AA）は，さまざまな細胞の細胞内カルシウム濃度（［Ca2+］i）を調節する．細胞
内 Ca2+ 上昇機構として，細胞内貯蔵場からの Ca2+ 放出と細胞外からの Ca2+ 流入の２つがあげられる．
本研究では，その中でも細胞外からの Ca2+ 流入に着目した．マウス耳下腺腺房を用い，タプシガルジ
ン（Tg）誘発性，および AA 誘発性の Ca2+ 流入におけるセリン / スレオニンキナーゼの一つであるミ
オシン軽鎖キナーゼ（MLCK）の効果を，細胞内 Ca2+ 測定試薬の Fura-2 を用いて解析した．
材料と方法：雄性スイスウエブスターマウスを用い，炭酸ガス麻酔下で屠殺後，耳下腺を取り出しコ
ラゲナーゼ等を用いて腺房細胞単位にまで消化した．その後細胞に Fura-2/AM を導入し標本とした．
各種試薬を用いて刺激し，Fura-2 の特性から 380 nm と 340 nm の比をとったものを Ratio として示し，
この蛍光強度比の変化を［Ca2+］i 変化の指標とした．
結果：MLCK 阻害剤の ML9 および wortmannin 単独では，［Ca2+］i に影響を及ぼさなかった．ML9 およ
び wortmannin 存在下で，Tg 誘発性の Ca2+ 流入（capacitaive Ca2+ entry : CCE）が抑制された．これに
対し，AA 誘発性 Ca2+ 流入（non-capacitative Ca2+ entry：NCCE）は wortmannin 存在下では減弱したの
に対し，ML9 存在下では増強した．ML9 存在下で，PKA が関与するカリキュリンＡ共存下での AA 誘発
性 Ca2+ 上昇の作用増強に対し，MLCK 阻害剤はこの NCCE を増強させる結果となった．また，MLCK 阻
害剤の投与順序を変更してもカリキュリンＡ共存下での AA 誘発性 Ca2+ 上昇に違いは認められなかった．
結論：MLCK は CCE を増強させる反面，AA 誘発性の Ca2+ 流入である NCCE を抑制する．また，
PKA は NCCE 増強に働くが，その近傍に存在する MLCK によって修飾を受け，お互いに協調して
NCCE に働いている可能性がある．
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は CCE 以外に non-CCE （NCCE） によっても制
御されると言われている 11-17）．さらに，非興奮
性細胞での Ca2+ 流入チャネルとして代表的なも
のに，細胞膜に存在するイオンチャネル型受容
体 の １ つ で あ る transient receptor potential

（TRP）チャネルがある 18-20）．その中でも TRP 
cation channels（TRPC）は，TRP チャンネル
の哺乳類ホモログの１つである 21）．多くの研究
の結果は，CCE および NCCE 経路の両方にお
ける TRPC の役割を支持している 22-25）．哺乳類
の TRPC ファミリーは，配列の相同性と機能特
性に基づいて TRPC1/4/5 と TRPC3/6/7 サブ
グループに分けることができる 26）．我々は以前
に涙腺でのプロテアーゼ活性化型受容体の研究
において，TRPC1 が CCE と NCCE に作用し，
TRPC3 と 6 が NCCE に関与する可能性がある
ことを報告している 17）．Lopes らも TRPC6 が
NCCE に関与すると報告している 27）．

アラキドン酸（AA）は不飽和脂肪酸の一つで
あり，ホスホリパーゼ A2 により細胞内に遊離さ
れ，細胞間のシグナル伝達におけるセカンドメッ
センジャーとしても働くことが知られている．遊
離 AA は，AA カスケードと呼ばれる代謝経路
でシクロオキシゲナーゼにより代謝され，プロス
タグランジンが合成される．今日までの研究で，
AA は IP3 受容体を抑制し，リアノジン受容体を
活性化するという報告 28）,29）や，CCE を抑制し
NCCE を活性化するという報告 11）,12）, 30）,31），さ
らには STIM1 が AA 制御の NCCE に関与する
と言う報告 32）もあり，その働きは統一的な見
解を示していないのが現状である．しかしなが
ら近年では，ストア非依存性カルシウム流入

（SICE = NCCE）が AA によって活性化される
という考えが有意となってきている．この
NCCE のように Ca2+ に依存しない Ca2+ 流入も
近年関心が集まってきている．

細胞の［Ca2+］i を制御するものの一つとして，
プロテイン・キナーゼ（PK）とプロテイン・フォ
スファターゼ（PP）があげられる．PP は，今
までに耳下腺 33），34），涙腺 35），血小板 36）におい
て，カルバコールやタプシガルジン誘発性の

Ⅰ．緒　　　言

唾液腺には耳下腺，顎下腺，舌下腺の３大唾
液腺とその他の小唾液腺があり，いずれもタン
パク質と電解質を含んだ分泌物を生成・放出す
る腺房部と分泌物を輸送する導管部から構成さ
れる 1）．唾液腺は，腺房部のイオンチャネルや
トランスポーターによる電解質輸送を駆動力と
して，腺腔内に水を輸送する．また，腺房細胞
は酵素等を含む多くの分泌顆粒を蓄えており，
開口分泌によって内容物を腺腔内に分泌する．

Ebashi ら 2）によって細胞内の Ca2+ が骨格筋
の収縮に必須であると最初に提唱されて以来，
細胞内シグナル物質としての Ca2+ は，骨格筋の
収縮のみならず他の酵素反応も Ca2+ により調節
されていることが明らかにされた．今日では，
Ca2+ が細胞内のシグナル物質（セカンドメッセ
ンジャー）として細胞機能の制御に極めて重要
な因子であることに疑いを持つ人はいない 3-5）．

唾液腺を含む非興奮性細胞での細胞内カルシ
ウム濃度（［Ca2+］i）制御において，細胞外から
の Ca2+ 流入は細胞内 Ca2+ 貯蔵場，特に小胞体
の Ca2+ の枯渇によって起こると考えられてき
た．すなわち capacitative Ca2+ entry （CCE） で
ある 6）．現在では，CCE は store-operated Ca2+ 
channels （SOC） が関与しているものと考えら
れている 7）．近年，２つの重要なタンパク質，
stromal interacting molecule 1 （STIM1）とOrai1

（CRACM1）が SOCE において重要な役割を果
たすことがわかってきた．STIM1 は，小胞体
膜に存在し，小胞体内腔に N 末端を持つ一本
鎖膜貫通型タンパク質である．一方，Orai1 は，
４つの膜貫通ドメインを有する細胞膜貫通タン
パク質である．STIM1 は小胞体内腔の Ca2+ 濃
度の低下に応答して，細胞膜型 Ca2+ チャネルと
考えられる Orai 1 を活性化する機能を持つこと
が知られている 8）,9）．唾液腺においても［Ca2+］i

調節機構に関して，STIM1 ならびに Orai1 に
関する研究が報告されている 10）．しかしながら，
耳下腺腺房細胞や膵臓の腺房細胞など外分泌腺
を含むいくつかの細胞種において，Ca2+ の流入
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Ca2+ 流入を制御するとの報告がある．著者らは，
マウス耳下腺細胞を用い，PP1 および PP2A の
阻害剤である calyculin A （caly A） が CCE を
ほぼ完全に抑制する反面 AA 誘発性 Ca2+ 反応
である NCCE を増強し，PKA 阻害剤はこの
caly A 存在下での AA 誘発性 Ca2+ 反応の増強
作用をほぼ完全に抑制することを報告した 37）．
この NCCE の増強が PKA 依存性である結果か
ら，AA がリアノジン感受性細胞内ストアの
Ca2+ の枯渇によって Ca2+ の流入を調節する 38）,39）

ことを踏まえると，リアノジン受容体と PKA，
PP およびＡキナーゼ係留タンパク（AKAP）
が大きな複合体を形成して Ca2+ 調節に働いて
いることが示唆された 37）．

本研究の目的は，耳下腺細胞での AA 誘発性
Ca2+ 反応において，PP が Ca2+ 流入機構におい
て PKA のみを活性化するのか，それ以外のキ
ナーゼが活性化されないのか我々の結果をさら
に検証することが目的である．PP 阻害によって
相反して種々のキナーゼが活性化されることが
示唆されるが，その中でも特にミオシン軽鎖キ
ナーゼ（MLCK）に着目した．カルシウム検出
法として蛍光 Ca2+ 指示薬である Fura-2/AM を
細胞に導入し，各種試薬によるマウス耳下腺腺
房細胞の［Ca2+］i 変化を測定し，細胞内 Ca2+ 変
動を観察した．MLCK が CCE を制御するとい
う報告は散見される 40）,41）が，NCCE への関与
についてはよくわかっていない．MLCK が
CCE や NCCE といった Ca2+ 流入機構にどのよ
うな影響を与えるか検証することは，［Ca2+］i 制
御において重要である．NCCE のメカニズム研
究の一端を担えればと考える．

Ⅱ．方　　　法

（1）標本の作製
詳しい方法については，Watson らの報告に

従って行った 42）．また，ワシントン大学の動物
取扱指針，岩手医科大学動物取扱指針に則って
実験を行った．雄性スイスウエブスターマウス

（Taconic ; 27-30g）を炭酸ガス殺処理後，耳下
腺を取り出し，リンパ節を除去後，細切した．

Krebs-Henseleit bicarbonate solution （KHB 
mM：NaCl 118; KCl 4.7; CaCl2 1.25; MgSO4 1.2; 
KH2PO4 1.2; NaHCO3 25; glucose 11.1; HEPES 
10, pH 7.4） 20ml に 90 U/ml のタイプ II コラゲ
ナーゼと 1 mg/ml のヒアルロニダーゼを加え
た溶液を作成し，これに耳下腺組織を加え，
37℃の浴槽中で 5％ CO2/95％ O2 のガス存在下
で60分間酵素消化した．組織液は10mlのピペッ
トにて 20 分後，40 分後，47 分後，54 分後に
10 回ピペット内で上下して混和させ，60 分後
には同様の作業を５回行い混和・分離した．そ
の後４％ BSA を含む KHB を用いて 800 rpm
で２分間，２回洗浄し，その後ストッキングで
作成したフィルターを通して，回収した沈渣を
さらに同様に２回洗浄後，上清を捨て遠心ペ
レットを秤量した．ペレットには，フィルター
を通過した耳下腺細胞および耳下腺腺房小細胞
塊が含まれている．

（2）カルシウム感受性蛍光試薬の導入
回収した腺房細胞は，0.176 mg/ml アスコル

ビン酸と 0.2％ BSA を含んだ KHB に 1:50 （w/
v） になるように懸濁し，カルシウム感受性蛍
光試薬の Fura-2/AM を 3.3 µg/ml の濃度にな
るように加えた．その後，37℃で 45 分間，5％ 
CO2/95％ O2 存在下で振盪した．Fura-2/AM
を導入完了した細胞は，３回 0.2％ BSA/ KHB
で洗浄後，室温で 0.2％ BSA/ KHB 中で維持し
た．アラキドン酸は BSA に結合する事が知ら
れているが 43），BSA はタンパクを紫外線から
保護する作用があるため 38），アラキドン酸の反
応は BSA の濃度を 0.025％まで落として行った．
アラキドン酸以外の反応は 0.2％ BSA 存在下で
行った．室温での 30 分間のインキュベーショ
ン後，試料を２回洗浄し，細胞懸濁溶液を 10
分の１の濃度に希釈して用いた．測定キュベッ
ト と し て UV grade の fluorometric cuvettes 

（Spectrocel）を用い，Calcium Ratio は Photon 
Technology International Inc. の Filterscan 
Spectrofluorometer System （S. Brunswick, NJ）
を用いてキュベット全体を測定した．測定頻度は
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１秒間隔で，測定時間は 800 秒とした．測定デー
タは Fura-2/AM の蛍光の特性から 380 nm と
340 nm の比をとったものを Ratio として示し，こ
の蛍光強度比の変化を［Ca2+］i 変化の指標とした．

（2）使用薬物
以下の試薬を使用した．arachidonic acid，

thapsigargin，hyaluronidase，bovine serum 
albumin （BSA），HEPES （Sigma Chemical, St. 
Louis ,  MO），calycul in  A，wortmannin 

（Calbiochem, LaJolla, CA），ML9 （Biomol 
Research Lab., Plymouth Meeting, PA），
collagenase type 2 （Worthington, Freehold, NJ），
Fura-2/AM （Molecular Probes, Eugene, OR）

Ⅲ．結　　　果

1. ミオシン軽鎖キナーゼはタプシガルジン誘
発性 Ca2+ 流入に関与する． 
非 興 奮 性 細 胞 に お い て 細 胞 内 Ca2+ 濃 度

（［Ca2+］i）の調節は，アゴニストによる刺激後
細胞内 Ca2+ 貯蔵場の枯渇を介して細胞外 Ca2+

の流入が増加する．これをCCEと呼んでいる 6）．
耳下腺腺房細胞で，タプシガルジン（Tg）誘
発性の Ca2+ 流入に対するミオシン軽鎖キナー
ゼ（MLCK）の役割を検討した．実験に先立ち，
まず MLCK の阻害剤である ML9，wortmannin
存在下で耳下腺腺房細胞を刺激したが明らかな

［Ca2+］i 変化はなかった（データは割愛）．Tg
誘発性の Ca2+ 流入は CCE として知られている
が，wortmannin および ML9 の存在下で，Tg
誘発性の Ca2+ 流入を観察したところ，CCE は
部分的に抑制された （Figs. 1,2）．プロテイン・
フォスファターゼ（PP）１および PP2A 阻害薬
であるカリキュリン A（caly A）は CCE を阻
害することが知られている 37）．この caly A 投
与前に ML9 前投与を行うと，CCE はさらに相
加的に阻害された（Fig.  3）．

2．アラキドン酸誘発性 Ca2+ 流入の増強を
MLCK は抑制する．
以前に Watson らは，AA 誘発性 Ca2+ 流入は

Fig. 1： タプシガルジン刺激でのマウス耳下腺腺房
細胞の細胞内 Ca2+ 変動．－Ca2+ 状態で反応
させ，400 秒に 1.28mM の Ca2+ を添加して
いる．矢印部で thapsigargin（2µM）投与．
実 線 thaps：thapsigargin 単 独， 灰 線
wort+thaps：wortmannin（10µM） で 30
分インキュベーション後thapsigargin投与，
点線 cont：コントロール．実験は８回試行．

Fig. 2： タプシガルジン刺激でのマウス耳下腺腺房
細胞の細胞内 Ca2+ 変動．－Ca2+ 状態で反
応させ，400 秒に 1.28mM の Ca2+ を添加し
ている．矢印部で thapsigargin（2µM）投与．
実 線 thaps：thapsigargin 単 独， 灰 線
ML9+thaps：ML9（30µM）で 30 分インキュ
ベ ー シ ョ ン 後 thapsigargin 投 与， 点 線
cont：コントロール．実験は 8 回試行． 
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CCEとは全く別物であり，これを non- capacitative 
Ca2+ entry （NCCE） であると報告した 38）．我々
は，この NCCE に対する PP の抑制による実験
結果を通して PKA がその増強に関与すること
を報告している 37）．今回 PKA 以外のキナーゼ
として MLCK が NCCE に関与しているかどう
かを AA 誘発性 Ca2+ 流入に対し検討した．PP
抑制によって相対的に何らかのキナーゼが活性
化されるはずであることがその理由である．以
前に報告したように PP 抑制により活性化され
る の が PKA の み とは 限 ら ず，こ れ だ け が
NCCE に影響を及ぼしているとは断定できない
からである．ML9 および wortmannin 存在下で
AA 誘 発 性 Ca2+ 流 入 を 確 認 し た と こ ろ，
wortmannin は AA 誘発性 Ca2+ 流入を軽度抑制
し（Fig. 4a），それに対し ML9 は AA 誘発性
Ca2+ 流入を増強した（Fig. 4b）．

3．PKA が関与するカリキュリンＡによるア
ラ キ ド ン 酸 誘 発 性 Ca2+ 流 入 の 増 強 を
MLCK は修飾する．
先ほど示したように，同じ MLCK を阻害す

Fig. 4： アラキドン酸（AA）誘発性の Ca2+ 流入（NCCE）に対する MLCK 阻害薬の効果．－Ca2+ 状態で反
応させ，400 秒に 1.28mM の Ca2+ を添加している．矢印部で AA （45µM） 投与．（a）wortmannin の
効果．黒線 AA：AA 単独，灰線 wort+AA：wortmannin（10µM）で 10 分インキュベーション後
AA 投与，点線 cont：コントロール．（b）ML9 の効果．黒線 AA：AA 単独，灰線 ML9+AA：ML9

（30µM）で 30 分インキュベーション後 AA 投与，点線 cont：コントロール．実験は双方とも６回試行．

Fig. 3： タプシガルジン誘発性の Ca2+ 流入（CCE）
に対するカリキュリンＡおよび ML9 の効果．
－Ca2+ 状態で反応させ，400 秒に 1.28mM の
Ca2+ を添加している．矢印部で thapsigargin

（2µM）投与．黒線 thaps：thapsigargin 単独，
茶線 caly+thaps：カリキュリンＡ（100nM）
で 10 分インキュベーション後 thapsigargin
投与，灰線 ML9+caly+thaps：ML9（30µM）
で 30 分インキュベーション後カリキュリン
Ａを 10 分間反応させ thapsigargin 投与，点
線 cont：コントロール．実験は６回試行．
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る薬剤で相反する結果を得たことから以下のよ
うに考えた．今まで使用してきた wortmannin
は MLCK を阻害する 44）以外にフォスファチジ
ルイノシトール３キナーゼ（PI3K）も阻害する
事が知られており 45），MLCK 単独阻害による
影響を見ているとは断定できない．このため
wortmannin と ML9 存在下での NCCE に対す
る作用が相対する結果となった可能性がある．
このことから，以後選択的に MLCK を阻害す
る ML9 46）を使用して以下の実験を行った．
PKA の NCCE 増強作用に対する MLCK の関
与について，ML9 の投与順序を変える，すな
わち①ML9を前投与して先にMLCKを抑制し，
その後に caly A によって PP を抑制するもの，
② caly A 前投与によって PP を抑制し，その後
ML9 によって MLCK を抑制するもの，この二
群で差があるかどうかを検討した．双方とも同
様に caly A の AA 誘発性 Ca2+ 流入を軽度増強
させる結果となり，両者でほとんど差を認めな
かった（Figs. 5a,b）．これは PKA の NCCE 増

強反応の上流や下流で MLCK が作用している
わけではなく，MLCK が直接 NCCE に作用し
ていることを示している．

Ⅳ．考　　　察

今回の研究は，AA 誘発性 Ca2+ 反応に対し
MLCK がどのように作用しているかについて検
討したものである．我々は以前にマウス耳下腺
腺房細胞では，caly A は単体で反応することは
なく，その効果はアゴニスト依存性であり，AA
誘発性 Ca2+ 反応を増強させる反面，Tg やカル
バコール誘発性 Ca2+ 反応を抑制すること，並び
に PP の抑制によって AA 誘発性 Ca2+ 反応が増
強し，これは PKA 依存性であることを報告し
た 37）．この研究と同様に，Gratschev らは甲状
腺 FRTL-5 細胞でセリン／スレオニン・フォス
ファターゼの抑制が Ca2+ 流入経路を増強させ，
これが PKA 依存性であると報告している 47）．

今回の研究では，MLCK 抑制剤である ML9
および wortmannin は，CCE 由来の Ca2+ 流入

Fig. 5： アラキドン酸（AA）誘発性のCa2+ 流入（NCCE）に対するML9の効果．-Ca2+ 状態で反応させ，400 秒に1.28mM
の Ca2+ を添加している．矢印部で AA （45µM） 投与．（a）ML9 前投与の効果．黒線 AA：AA 単独，濃灰
線 caly+AA：カリキュリンＡ（100nM）で 10 分インキュベーション後 AA 投与，灰線 ML9+caly+AA：
ML9（30µM）で 15 分インキュベーション後カリキュリンＡを 10 分間反応させ AA 投与，点線 cont：コン
トロール．（b）ML9 後投与の効果．黒線 AA：AA 単独，濃灰線 caly+AA：カリキュリンＡ（100nM）で
10 分インキュベーション後 AA 投与，灰線 caly+ML9+AA：カリキュリンＡを 10 分インキュベーション後
ML9（30µM）で 15 分間反応させ AA 投与，点線 cont：コントロール．実験は双方とも６回試行．
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を部分的に抑制した．同様な報告を Kawamura
らがウシ副腎皮質の筋膜細胞を用いて行ってお
り 48），我々の結果と一致する．我々は以前に
caly A によって CCE がほぼ完全に阻害される
ことを報告している 37）．本研究により MLCK
阻害剤は，この caly A による抑制作用を増強
した．caly A はアクチンに関与しているとの報
告もある 49）,50）．試薬により化学的に誘導された
細胞表面皮質での厚いアクチンクラストが，小
胞体と細胞膜の SOC の間のシグナル伝達を物
理的にブロックし，store-operated Ca2+ entry 

（SOCE） を抑制すると言われている 51-53）．同様
に，caly A による血小板の処理によって，タン
パク質のリン酸化および細胞骨格の構造変化が
引き起こされるという報告もある 54）．これらの
ような機序によって caly A により CCE が抑制
されるのではないかと考えられる．これらとは
反対に，我々の培養細胞系を用いた以前の報告
では，caly A は SOCE（CCE）を抑制しなかっ
たが，微小管のリモデリングによって SOCE が
抑制されるという結果を得た 55）．これらの結果
の違いは，細胞の種類による細胞骨格であるア
クチンの配向の違いによるものなのかもしれな
い 52）．特に，SOCE に関係する STIM1 のアイ
ソフォームの STIM1L には，アクチン細胞骨格
に自身を固定するためのアクチン結合ドメイン
を持つ 106 個のアミノ酸が含まれており，小胞
体が枯渇する前に小胞体 - 形質膜接触部位で
Orai1 とともに事前に塊を作ることがわかって
いる 56）．MLCK が ATP 依存性にアクチンフィ
ラメントの動きを抑制するという報告もあり 57），
今回の実験から考察すると，caly A や MLCK
は共に細胞骨格，アクチンやミオシンに働きか
けている可能性が高く，MLCK の作用部位はこ
の STIM1 が作用するアクチンとは別の部位に
作用して，相加的に CCE に働く可能性が高い
と考えられる．

今回の研究での重要な所見としては，MLCK
抑制によって，AA 誘発性 Ca2+ の流入に変化が
見られたことである．すなわち，AA 誘発性 Ca2+

流入が wortmannin によって抑制され，ML9 に

よって増強されるという相反する結果が得られ
た．wortmannin も ML9 も双方 MLCK を阻害す
る役割を持つが，なぜ相反する結果となったのか．
wortmannin は MLCK を 阻 害 す る 44） 以 外 に
PI3K も 阻 害 す る 事 が 知 ら れ て お り 45），
wortmannin が PI3K を抑制することにより，
何らかの別の修飾経路が作用して ML9 単独投
与とは異なる作用を引き起こしている可能性が
ある．この ML9 と wortmannin の相反する結
果に対しては今後のさらなる研究が必要となろ
う．本結果から NCCE に対し PKA とはさらに
別の経路である MLCK が関与している事が示
唆され，MLCK が NCCE を部分的に抑制して
いることが考えられた．さらに，この MLCK
阻害剤と PP 抑制剤の投与の順序によって
NCCE に対する作用に差を認めなかった．この
ことは，MLCK は PKA を修飾する形で作用し
ており，MLCK が NCCE に間接的にも直接的
にも作用していると考えることができる（図）．
MLCK と相対する平滑筋ミオシン軽鎖フォス
ファターゼ（MLCP）は PP1 ホロ酵素の１つで
ある 58）．また，PP1 の native form の主要な反
応 機 構 と し て，PKA，PKC，MLCK，casein 
kinase II の調節サブユニットをリン酸化するこ

図： 今回の PKA,MLCK,CCE,NCCE の相関図 
：抑制， ：促進

CCE : Capacitative calcium entry, MLCK : Myosin 
light chain kinase, NCCE : Non-capacitative 
calcium entry, PI3K : Phosphoinositide 3-kinase, 
PKA: Protein kinase A, PP : Protein phosphatase
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とがあげられる 59）．やはり caly A によって
PP1 および PP2A が抑制されることにより，
MLCP が抑制され相対的に MLCK が活性化さ
れることが考えられよう．

非興奮性細胞では，AA によって刺激された
チャネルを介する Ca2+ 流入（NCCE）が Ca2+

律動に関わっているようであるが詳しいメカニ
ズムについてはわかっていない．気道平滑筋で
は AA 誘発性の Ca2+ 律動機構が存在し，喘息
に関与している可能性がある 60）．今回の我々の
観察では Ca2+ 律動は認められなかった．組織
や細胞の違いが関係している可能性も否定でき
な い． 今 後，MLCK と NCCE と の 関 係 性 や
MLCK と PKA が協調して働くことを証明する
実験，ならびに組織形態も含めたさらなる研究
が必要であり，別な実験系を用いてこの研究を
遂行していく予定である．

まとめとして今回の研究から，マウス耳下腺
腺房細胞のアゴニスト刺激後の CCE と NCCE
に対して MLCK 阻害剤を使用したところ，
CCE の軽度抑制，NCCE の軽度増強が認めら
れた．この MLCK 阻害薬の作用は投与順序に
よっても caly A 存在下での AA 誘発性の Ca2+

流入に影響を及ぼさなかった．これらのことか
ら，MLCK は CCE を促進し，NCCE を抑制し
ていると考えられ，PKA を軽度抑制する形で
作用して MLCK に協調して働くことが考えら
れる．これらのことから従来その働きがよくわ
からなかった TRPC などの NCCE を構成する
チャネルの PKA の作用部位の近傍に MLCK が
存在し，PKA と MLCK 双方が協調して働いて
いることが示唆される．

最後に，Ca2+ 流入機構は一元的に制御されて
いるわけではなく，CCE と NCCE が協調して
働いていることがわかる．最近の２つの研究で
は，Orai3 がエストロゲン受容体発現乳癌細胞
株での SOCE に関与していることが示され，ア
ラキドン酸制御 Ca2+ チャネル（ARC）に加え
て Orai3 が Ca2+ 選択的コンダクタンスに関与
している可能性が示唆されている 61）,62）．この
Orai タンパク質が CCE チャネルと NCCE チャ

ネルの両方のポアを形成することが示されてい
るという事実は，これら２つのチャネルタイプ
がまったく新しいイオンチャネルファミリーと
して独立していることが示唆されよう． 
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Abstract：Arachidonic acid （AA） regulates intracellular calcium concentration in a variety of cell 
types. In the present study, the effects of serine/threonine phosphatases and myosin light chain 
kinase （MLCK） on AA-induced Ca2+ signaling in mouse parotid acinar cells were investigated. 
Treatment of acinar cells with MLCK inhibitors, ML9 and wortmannin, thapsigargin-induced Ca2+ 
entry （capacitative Ca2+ entry: CCE） was partially blocked. In contrast, AA-induced Ca2+ entry （non-
capacitative Ca2+ entry: NCCE） was attenuated by wortmannin but increased by ML9. Calyculin A, a 
protein phosphatase （PP） inhibitor, resulted in an enhancement of AA-induced Ca2+ entry. Our 
previous study suggested that this inhibition of PP resulted in an enhancement of AA-induced Ca2+ 
entry via PKA. In the presence of ML9, AA-induced Ca2+ influx enhanced by calyculin A was further 
increased. However, even when the order of ML9 administration was changed, the enhancement of 
AA-induced Ca2+ entry by calyculin A was not changed. Taking everything into consideration, MLCK 
partially enhances CCE, but suppresses AA-induced Ca2+ entry, i.e. NCCE. MLCK is probably present 
in the vicinity of PKA and is presumed to have a cooerative effect on the PKA response against CCE 
and NCCE.

Key words：INTRACELLULAR CALCIUM ION, ARACHIDONIC ACID, CAPACITATIVE 
CALCIUM ENTRY（CCE）, NON-CAPACITATIVE CALCIUM ENTRY （NCCE）, MYOSIN 
LIGHT CHAIN KINASE
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