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研究成果の概要（和文）：プロテアーゼ活性化型受容体(PARs)はGタンパク共役型受容体の一種である。涙腺でのPARs
の機能をCa2+イメージング法にて検討した。RT-PCRでPAR2のみの発現を認めた。PAR2刺激によって細胞内Ca2+の上昇を
認め、この上昇は細胞外Ca2+除去によっても消失せず、PLC抑制薬やIP3受容体抑制薬でも阻害されなかった。Ca2+流入
機構では、低濃度Gd3+等の投与で完全抑制されず、NO donorの投与で流入の増強を認めた。以上から、PAR2は細胞内ス
トアを刺激して[Ca2+]iの上昇を引き起こすが、これはIP3非依存性の反応と考えられ、Ca2+流入機構としてNCCEが優位
に働いている。

研究成果の概要（英文）：Protease-activated receptors (PARs) are G-protein-coupled receptors, activated by 
proteolytic cleavage. Here, lacrimal gland acinar cell responses to PAR activation were examined, with res
pect to intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) dynamics. Only PAR2 mRNA was detected in these acinar c
ells. A PAR2-activating peptide (PAR2-AP) induced an increase in [Ca2+]i in these cells. The removal of ex
tracellular Ca2+ and the use of Ca2+ channel blockers did not inhibit PAR2-AP-induced [Ca2+]i increases. T
he NO donor mimicked the effects of PAR2 in activating non-capacitative calcium entry (NCCE). However, bot
h calyculin A and a low concentration of Gd3+ did not completely block the PAR2-AP-induced increase in [Ca
2+]i. These findings indicated that PAR2 activation resulted primarily in Ca2+ mobilization from intracell
ular Ca2+ stores and that PAR2-mediated [Ca2+]i changes were mainly independent of IP3. We suggest that PA
R2-AP differentially regulates both NCCE and CCE, predominantly NCCE. 
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１．研究開始当初の背景 
プロテアーゼ活性化型受容体 
（PARs; Protease activated receptors) は、特定の
プロテアーゼによって特異的に活性化される三
量体 G タンパクと共役した７回膜貫通型の受容
体で、リガンドが受容体自身に存在している奇
異な受容体である。活性化機構には 2 つの方法
がある。１つはプロテアーゼがＮ末側のペプチド
鎖を特定部位で切断し、露出した受容体活性化
配列が tethered ligand となって PARs を活性化
する方法。もう一つは合成ペプチドによって活性
化される方法である。受容体が活性化されると、
イノシトール 3 リン酸（IP3）産生を介して細胞内
カルシウムイオン濃度 ([Ca2+]i)が上昇したり、
一酸化窒素(NO)の産生が NO synthetase (NOS) 
の活性化によって引き起こされると言われている。
当初、PARs は血小板で研究されてきたが、血
管内皮細胞や血管平滑筋、末梢知覚神経、あ
るいは肥満細胞など多くの細胞にも存在する事
がわかり、炎症機転にも PARs が関与すると考
えられるようになってきた。ヒトゲノムのおよそ 2％
がプロテアーゼをコードすると言われていること
からも、PARs の役割の大きさがうかがい知れる。
このため、PARs は創薬の一つのターゲットとな
っている。 
共同研究者らは以前に PARs を用いた細動脈平
滑筋の研究で、脳の比較的細い細動脈（直径
50 μm 以下）では、PAR-1 刺激に応じて平滑筋
の[Ca2+]i の上昇が引き起こされたが、PAR-2 刺
激では NOS およびｃGMP 非依存的に平滑筋
[Ca2+]i の全体的な低下が起こることを報告して
いる。PARs のうち PAR-2 は消化器系臓器にお
いても多様な役割を演じていると言われており、
唾液腺の腺房組織にも存在し、その活性化によ
り唾液分泌が誘起されると報告されている。現在
進 行 中 の 研 究 で は 、 合 成 ペ プ チ ド で あ る
SLIGRL-NH2（PAR-2AP）投与により、耳下腺腺
房細胞の[Ca2+]i 上昇を認めており、これは細胞
外の Ca2+除去によっても消失せず、Gd3+投与
によっても同様であった。また、NOのdonorの投
与でこの流入は増強した。これらのことから、
PAR-2 は細胞内ストアを刺激して[Ca2+]i の上昇
を 引 き 起 こ し 、 続 く Ca2+ 濃 度 の 上 昇 は 、
non-capacitative calcium entry (NCCE) によるも
のと示唆されている。 
眼科領域においては、角膜上皮に存在する
PARs についての研究はなされているものの涙
腺での報告は、涙液分泌に関係する in vivo 実
験で、細胞内の反応、特に[Ca2+]i の変動を見
ているものではない。また、これまでの研究の多
くが細胞内の反応、特に[Ca2+]i の変動を見て
いるものではなく、さらに[Ca2+]i の上昇の後に
どのように外分泌機転が誘発されるかについて
の研究はほとんどないと言ってよい。また、涙腺
は Sjögren 症候群のような涙液分泌低下を来た
す疾患において重要であり、その炎症機転機構
を解明することはきわめて臨床的意義が大きい
ことも挙げられる。 
上記に記載した結果をふまえると、細胞内情報
伝達系において、PARｓは G タンパクに結合して

いるとすればどのタイプに結合しているのか、
[Ca2+]i の上昇後に引き起こされる Ca2+流入が
どのタイプのチャネルによるのかなど、その作用
機序について鳥瞰的に整理された図を描くに至
っていない（？マーク）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、炎症機転を考える上で、外分
泌腺とくに涙腺という機能単位の中で、PARs 刺
激を通じて[Ca2+]i の変動と涙液分泌機構を経
時的に観察し、解析することである。先に述べた
ように[Ca2+]i 上昇後の外分泌機構についてはほ
とんどわかっていない。また、涙腺において
PARs の果たす役割も同様である。[Ca2+]i 上昇
後すぐに外分泌が起こると考えている研究者が
多いが、共同研究者らの肥満細胞を使った報告
では、[Ca2+]i 上昇に分泌は直結しないことを国
際学会で報告している。本研究の予備実験では、
細動脈と涙腺に対する PARs、特に PAR-2の反
応は全く異なると言った結果を得ている。当該
研究期間では、まず PAR-2 刺激による正常涙腺
細胞内での変化を観察し、その実験結果をもと
に涙腺疾患の病態解明に生かしたい。 
 
３．研究の方法 
１）細胞の[Ca2+]i 変動やフリーラディカルの産
生をイメージングできる腺細胞および腺房標本
を、涙腺から作製する。 
 
２）涙腺での Ca2+シグナリングにおける PARs、
特にその中でも PAR-2 の役割を決定する。腺細
胞に PAR-2 の合成アゴニスト（PAR-2AP）である
SLIGRL-NH2 を投 与して 細胞が どの よ うな
[Ca2+]i 変動を示すか、イメージング法を用いて
検討する。 
 
３）さらに、細胞内 Ca2+シグナリングに関連する
試薬、およびプロテインキナーゼのアゴニストあ
るいはアンタゴニストを用いて PAR-2 への効果を
評価する。 
 
４）さらに PAR-2 の反応機構がどのように分泌に
影響を及ぼすか生化学的にも検討する。 
 
５）イメージングに用いた生組織標本を化学固定
し、電子顕微鏡で耳下腺細胞の微細構造の変
化を検討する。 



４．研究成果 
 
①光学顕微鏡では拡大した腺腔と開口放出像
が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②RT-PCR では PAR-2 受容体のみ発現が認め
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これを示唆するように PAR-1,3,4 のアゴニストのト
ロンビンでは反応を認めないのに対し、トリプシ
ンや PAR-2 アゴニストの投与によって[Ca2+]i の
上昇を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③[Ca2+]i の上昇は、細胞外の Ca2+除去によっ
ても消失せず、Gd3+投与に よっても抑制され
なかった。また、PLC 抑制薬の U73122 や IP3 受
容体阻害剤の Xestospongin C でもこの反応は
阻害されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

④細胞外からの Ca2+流入機構について検討し
たところ、低濃度 Gd3+や calyculin A の投与で
完全抑制されず、NO の donor の投与で Ca2+流
入の増強を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤TRPC 受容体についても検討したところ、
TRPC1,3,6 の発現が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
考察：以上の結果から、PAR-2 は細胞内ストアを
刺激して[Ca2+]i の上昇を引き起こすが、これは
IP3 非依存性の反応と考えられる。 また、細胞
外からの Ca2+流入は、CCE と NCCE が協調し
ている可能性が示唆されるが、結果から NCCE
の方が優位に働いている可能性があり、TRPC6
受容体が強く発現していることからもこのことが
示唆される。 
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