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研究成果の概要： 

外分泌細胞として耳下腺を用い、アラキドン酸（AA）刺激時の細胞内 Ca2+濃度変動（[Ca2+]i）

とプロテインフォスファターゼ(PPases)の関係を解析した。AA 刺激によって[Ca2+]i上昇を認め

た。PPases 抑制剤のカリキュリン Aによって、AA誘発性 Ca2+ 流入が増強された。詳細な解析

によって非興奮性細胞の耳下腺細胞でもプロテインキナーゼ A（PKA）、Aキナーゼ結合タンパク

（AKAP）とリアノジン受容体が大きな分子コンプレックスを形成していることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

これまで、分泌現象においてセカンドメッ

センジャーの変動、すなわち細胞内 Ca2+濃度

上昇やサイクリック AMP（cAMP）動態が必須

要件であるといわれてきたが、それが分泌を

どのようにして引き起こすか不明な点が多

い。 

そこで細胞内情報伝達系において、Ca2+と

cAMP およびプロテインフォスファターゼ

（PPases）の相互関係が存在していることが
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伺われるが、鳥瞰的に整理された図を描くに

至っていなかった。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、耳下腺あるいは涙腺と

いった外分泌細胞という機能単位の中で、

カルシウム濃度変動とキナーゼ系・PPase

系の動態変化を経時的に観察し、解析する

ことである。当該研究期間では、まず正常

外分泌細胞内での変化を観察し、その実験

結果をもとに外分泌腺の疾患の病態解明へ

進むことを目標とした。 

（到達目標）；外分泌腺における細胞内情

報伝達系の相関を明らかにするため、６段

階の到達目標を定めた。 

(1) 細胞の[Ca2+]i 変動やフリーラディカル

（例：一酸化窒素）の産生をイメージング

できる腺細胞および腺房標本を、耳下腺・

涙腺から作製する。 

(2) セリン/トレオニンホスファターゼの

同定と局在化を観察する。 

(3) 耳下腺や涙腺でのCa2+シグナリングに

おけるPPasesの役割を決定する。腺細胞に

AA、カルバコールおよびタプシガルジンを

投与して細胞がどのような反応を示すか、

イメージング法で検討する。さらに、PPases

の促進剤あるいは抑制剤の効果を定量化す

る。 

(4) 上記反応がどのように分泌に影響を及

ぼすか生化学的に検討する。 

(5) 組織形態（腺房構造）を維持した細胞

と、単離細胞の反応性（[Ca2+]i動態と分泌能）

がどのように異なるか検証する。 

(6) 細胞内局所のカルシウム変動が、

PPasesの活性化に大きな意味を持ってくる。

そこでミトコンドリアや核の[Ca2+]iの動態

も検討する。また、小胞体の[Ca2+]iの変動を

見るプローブ開発を試みる。 

 
３．研究の方法 

(1) 細胞の[Ca2+]i 変動やフリーラディカル
（含、一酸化窒素 NO）の産生をイメージン
グできる標本を各種腺組織で作製する。 

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標本を作製す

る。外分泌細胞として耳下腺細胞を使用し、

この細胞における[Ca2+]i動態を、共焦点レ

ーザー顕微鏡 （Nikon RCM/Ab－既設）を用

いて観察する。 

(2) セリン/トレオニンホスファターゼの

同定と局在を観察する。 

①耳下腺細胞ではアミラーゼ分泌での

cAMP依存性制御におけるPPasesの役割は完

全に解明されていないが、我々の予備実験

からPKA、AKAPに作用していると予測される。   

(3) 標本周囲を灌流し、刺激薬物としてア

ラキドン酸（AA）―細胞内情報伝達カスケ

ードを刺激、タプシガルジン－細胞内カル

シウム貯蔵場を枯渇、カルバコール－受容

体刺激等を用い、それぞれどのように反応

が違うかどうか[Ca2+]iを指標として検討す

る。 

①[Ca2+]i変動についても特にCa2+ release

とCa2+ entry に分けて解析する。 

②[Ca2+]i上昇はNOS活性上昇を引き起こし、

ひいてはNO産生をおこす可能性があるので、

NOのイメージングもおこなう。 

(4) 上記アゴニストのCa2+シグナリングに

おけるメカニズムをセリン/トレオニンキ

ナーゼ・ホスファターゼの役割を中心に検

討する。 

 
４．研究成果 

当該研究期間で以下の結果が得られた。 

(1) AA 刺激によって[Ca2+]i上昇を認めた。 

(2) PPases 抑制剤の calyculin A によって、

アラキドン酸誘発性 Ca2+ entry が増強された。 

(3) calyculin A は capacitative calcium 

entry を完全に抑制するが、反対に non 

capacitative calcium entry を増強させ、こ



の増強は PKA 依存性であることがわかった。 

(4) PKA がリアノジン受容体に直接作用する

かどうか検討したところ、リアノジン受容体

阻害剤のテトラカイン存在下ではその反応

を回復させることはなく、間接的に受容体に

作用していることが示唆された。 

(5) PKA の結合タンパク（AKAP）阻害剤の

StHt31 によって(１)で認められた反応が完

全に阻害された。 

以上の結果から総合して考えると PKA、

AKAP とリアノジン受容体が大きな分子コン

プレックスを形成していることが示唆され

た。 
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