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要

有色家兎の眼球脈絡上板摘出標本にfura_2の螢光顕

微測光法 を適用 して細胞内カルシウムイオ ン濃度

(〔 ca2+〕 1)を測定した。アデノシン三燐酸(ATP)1～ 100

μMを灌流投与すると,脈絡上板の〔Ca2+〕 1が著明に上昇
した。 この作用は Ca2+を 添加 しない Krebs液 あるいは
マグネシウムイオンを過剰に添加 した Krebs液 の灌流
により抑制された。ATPの 〔Ca2+〕 i上昇効果は温度依存
性を示し,Compound 48/80でフォスフォリパーゼ C活
性を抑制すると減弱された.以上の結果から,ATPの作
用発現には細胞外 Ca2■が必要であると同時に,細胞内
ca2+貯蔵部位からのCa2+遊離を引き起こす細胞内情報
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約

伝達系が関与する可能性があることがわかった.ATP関
連プリン誘導体の作用強度はATP≧ ATP_γ_S>ア デノ
シンニ燐酸 (ADP)で アデノシンー燐酸 (AMP)と アデ
ノシンは無効であつた。以上の結果から,脈絡上板には
ATPの P2‐受容体を介 して細胞内 Ca2+濃度を上昇させ
る機構が存在し,何 らかの生理学的機能を有すると結論
された.(日眼会誌 98:69-74,1994)

キーワー ド:脈絡上板,アデノシン三燐酸,細胞内カル
シウムイオン濃度,細胞内情報伝達系 ,
Fura‐ 2

細胞外アデノシン三燐酸により惹起される細胞内情報伝達系を介した
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Abstract
Intracellular calcium concentration ( [Ca'*]i) of intracellular Caz+-store sites. The potency order of

the rabbit eye suprachoroid was measured with ATP-related purine nucleotides was ATp>ATp-y-
microfluorophotometry using fura-2. Adenosine-5' s)adenosine-S'-diphosphate (ADp). Adenosine-5,-
-triphosphate (ATP) 1-100pM, added to a perfus- monophosphate (AMP) and adenosine were not
ing solution, elicited an increase in [Car+], of the effective. It is concluded that pr-purinoceptors exist
suprachoroid. This action of ATP was inhibited on the surface of the suprachoroid and are involved
when preparations were perfused with a nominally in mechanisms underlying the ATp-induced
zero Ca2+ Krebs solution or a high magnesium Krebs increase in [Car*J, of the suprachoroid. (J Jpn
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attenuated either by lowering temperature or by a
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to the ATP action and also suggest that the ATP concentration, Intracellular signal
action may be mediated by the intracellular signal transduction
transduction which exerts a Ca2+.release from
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I緒  言

アデノシン三燐酸 (ATP)は細胞のエネルギー供給源

であるだけでなく,神経終末から他の伝達物質とともに

放出され,特定の受容体と結合して応答を引き起こす神

経伝達物質でもある.現在,ATP受容体は少なくとも
P2X,P2Y,P2Z,P2Tの 4つに分類されており1)2),その作

用様式も, カリウムイオンチャネルを閉じて膜を脱分極

させる3), カルシウムイオン (Ca2+)チ ャネルを開いて

ca2+を流入させる
4)5),細胞内情報伝達系を介して細胞内

ca2+貯蔵部位からCa2+を 遊離させる
6)～8)な ど様々なも

のが報告されている。我
9々)は ,細胞外投与した ATPが

ウサギ脈絡上板 (supraChOrOid)の 細胞 内 Ca2+濃 度

(〔 ca2+〕 1)を上昇させることを発見し報告した。今回は,

その作用の細胞内機序について新たな知見を得たので報

告する。

II実 験 方 法

実験には雄のダッチ種家兎 (体重 1.5～ 2.5 kg)を使用

した。ペントバルビタールナトリウム麻酔下 (25 mg/kg

i.v.),空気約 20 mlを耳静脈内に急速注入し,心停止確認

後眼球を摘出,赤道部にて半割し,95%02,5%C02飽和

Krebs液 に浸漬した。後極部から5× 5mmの眼球壁を
切り出し,実体顕微鏡下に網膜,脈絡膜の毛細血管板お

よび大血管層を剥離し,単層の脈絡膜上板小片 (2～ 3

mm四方)を摘出して標本灌流槽の軟性レジン床に直径
20 μmの ピンで伸展固定した。Krebs液 100 mlに fura―

2/AM(lmM DMSO溶 液 0.l ml)を 超音波懸濁し,40
分間標本を灌流してfura-2染色した。標本面で直径約 50

μm(メ ラニン細胞一個強)の範囲に波長 340,360,380

nrnの紫外光を照射し,光電子増倍管で測定した fura‐ 2

螢光の強度をそれぞれ F340,F360,F380と 表した。一

般に hra-2の 実験では F340/F380を 用い Ca2+緩衝液

中で作成した較正曲線から〔Ca2+〕 1を算出するが
10),細胞

内環境は Ca2+緩衝液中と異なること,実験毎に正確な背

景螢光を差引くことが困難などの理由から,最近では

〔ca2+〕 1の絶対値を求めず,単波長測光による〔Ca2+〕 1の

相対的変動のみを観測することが多い。本実験では光学

系の透過率が最も高く細胞毒性が最も弱い 380 nlnの紫

外光を主に使用し,F380を〔Ca2+〕 1の相対的変動の指標

とした.薬物適用前後や応答のピーク時など必要に応じ

てF340,F360を 記録,F380と の比から〔Ca2+〕 1を算出

し,あ るいは F360に よって細胞内 fura‐ 2濃度変化を監

視した。薬物作用を検定あるいは作用強度を比較する場

合は常に ATP 10μ Mの効果を基準とした。すなわち,
ATP 10μ M, 1分間灌流を一定間隔 (7～ 10分毎)で

繰り返し,途中で目的の薬物を溶解した灌流液に切り換

え,あるいは比較する薬物をATPの代わ りに灌流した。

実験方法の詳細は文献
9)11)を 参照されたい。使用した薬物
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は 2‐nlethylthio ATP(Research Biochemた L), col■―

pound 48/80(Biomol社),fura‐ 2/AM(同仁化学)以外

はすべてSigma社製である。

III 結  果

1.脈絡上板の 〔Ca2+〕 1に及ぼすATPの作用

脈絡上板の〔Ca2+〕 1は,Krebs液灌流下で 137± 36 nM

(平均値士標準誤差)であった (72例).ATP 10μ M灌

流時の■ra‐2螢光強度変化の典型例を図 1に示す。

ATP灌流によりF340は上方に,F380は下方に変移
し,〔 ca2+〕 :が上昇した。F360が ATP灌流中に変化しな
いことは,細胞内 fura‐2濃度や有効紫外線強度の変化 ,

薬物螢光などではないことを示している。

ATP(1～ 100 μM)を灌流するとF380は急速に減弱

し,ATP灌流中に一度わずかに戻 りかける場合もあっ
たが通常はほぼ一定値を保ち,ATP灌流停止後速やか
に回復した(図 2)。 ATPの作用は用量依存性で lμMか
ら発現し,10μ Mで概ね最大になった。この時 〔Ca2+〕 |

は 514± 67nM(平均値±標準偏差)であった (54例 )。

10μM以上の濃度のATPを適用しても反応の最大値は

変わらなかったが,立ち上がりが急峻になり,回復が遅

くなった。

ATP lo μM

F340

F360

F380

1min.

図 l Fura‐ 2螢光に及ぼすATPの効果の典型例。
各 トレースは,ATP 10μ Mを同一細胞に 3回繰 り返
し灌流投与し,順次記録したヽra‐ 2螢光強度 F340,
F360,F380の 変化を示す。上のバーで示した期間(1

分間),ATP 10μ Mを
'′

雹流投与した。F340が上方に,
F380が下方に変移することは 〔Ca2+〕 |が上昇したこ

とを示すとともに,F360に変化が認められないこと
から自家螢光や薬物螢光などのアーチファクトの可能

性が除外される。
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A ATP 10 μM▼

B ATP loμM▼
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図 2 脈絡上板の 〔Ca2+〕 1に及ぼすATPの作用の濃
度依存性.

各 トレースは,同一細胞から順次記録した fura・2螢

光強度 F380を示す。黒三角から白三角の間で各ト
レース左に示した濃度のATPを灌流投与した.
F380の下方および上方変移はそれぞれ 〔Ca2+〕 1の
増加と減少を示す.なお,それぞれの記録の前後に
F340と F360を記録し,細胞内詢ra‐ 2濃度および
〔Ca2+〕 iが極端に変化していないことを確認した。

2.P2‐受容体作働薬の 〔Ca2+〕 1上昇作用およびATP
作用に対する P2‐受容体遮断薬の効果

プリン系 ATP関連化合物のうち,ア デノシンとアデ
ノシンー燐酸 (AMP)は 100 μMで無効であったが (各
5例),ア デノシンニ燐酸(ADP)100 μMは ATP 10μM
と同等かやや弱い 〔Ca2+〕 1上昇作用を示した (図 3, 7
例)。 グアノシン三燐酸(GTP)30μ Mは作用しなかった
(5例 )。 ATPッ_S lo μlMの 〔Ca2+〕 i上昇作用はATPと
ほぼ同等であったが,その作用発現および回復は遅かっ
た (図 3, 6例 )。
P2X‐受容体作働薬のβ,γ‐methylen ATPl)12)ぉ ょび
P2r受容体選択性の 2‐methylthiO ATPl)12)は 100 μMで
〔ca2+〕 i上昇作用を示さなかった(各 4例 )。 P2Z‐受容体遮
断剤 brilliant blue Gl)13)100 μMは ATP 10μ Mの作用
に全く影響しなかった (4例 )。 P2Y‐受容体遮断薬とされ
ている reactive blue 213)14)(cibacron blue 3 GA)は 1

μM以上の濃度で,それ自体が〔Ca2+〕 i上昇作用を示した
ため (5例),ATP拮抗作用は検討できなかった。

l min.

図 3 ATP関 連物質の作用強度比較 .
各 トレースは,同一細胞から順次記録した hra・ 2螢光
強度 F380を示す.黒三角から白三角の間で薬物を適
用した。A:ATP 10μ Mお よび ATP‐ γ‐S10μ :Mを
順次灌流投与し,そ の作用を比較した。B:ADP 100
μMの効果を ATP 10μ Mと 比べた.F380の 下方お
よび上方変移はそれぞれ〔Ca2+〕 iの増加と減少を示す。
なお,それぞれの記録の前後に F340と F380を記録
し,細胞内 fura‐2濃度および 〔Ca2+〕 iが極端に変化し
ていないことを確認した。

3.細胞外 ATPに よって増加 した細胞内 Ca2+の供給
源について

ca2+を 添加 しない Krebs液 中では ATP作用が発現
しなかったが,正常 Ca2■濃度(2.5mM)にすると速やか
に 〔Ca2+〕 I上昇効果が発現 し,再 びCa2+を 除去すると
ATP作用は速やかに消失した (図 4A, 5例 )。 ATPの
〔ca2+〕 1上昇作用は高濃度 Mg2+(7.2mM)で可逆的に抑
制された (図 4B, 4例 )。
細胞内貯蔵部位からの Ca2+遊 離を抑制す る TMB‐

815)16),ま たは ryanOdine17)10μ Mを 含む Krebs液 を 15
分間以上灌流しても,ATP loμ Mの効果は影響されな
かった (各 3例 )。

各種 Ca2+_チ ャネル遮断薬(nicardipinお ょび diltia_

zenl 10 μM, ω―Conotoxin O.33μ ル1)お よび Ca2+_チ ャ
ネル作働薬である BAY‐K8644 3μMを含む Krebs液
灌流下に ATP 10μ Mを適用しても,〔Ca2+〕 1上昇作用は
ATP単独の時と変わらなかった (各 4例 )。
4.脈絡上板におけるATPの 〔Ca2■〕:上昇作用におけ
る細胞内情報伝達系の関与

灌流液温を 37℃ から24℃ に下げるとfura‐2螢光が強
くなり,ATPの 〔Ca2+〕 :上昇作用が見かけ上増強された
(図 5,4例 )。 これは fura-2自体の温度特性によるもの
で, 2波長比から求めた 〔Ca2+〕 1は 37℃ の場合と大差な
かった。しかし,最大作用発現時間が約 3倍に延長した。
フオスフアチジルイノシトール (PI)代謝系の初期段

階酵素, フオスフォリパーゼC(PLC)の 阻害剤,com‐
pound 48/8018)159 μMはそれ自体が 〔Ca2+〕 1を緩徐に上
昇させたが,薬物を洗浄除去し,作用が回復した後も
ATPの 〔Ca2+〕 ,上昇作用を強く抑制した。CompOund

▼

△

△

△
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ATP 10 μM
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A 37° C

ATP 10 μM
▼

24° C

()ITP 10μ
M

2.5 mM Ca2+正 三二三ニコ

△

B

|==三 コ

△

l min

図 4 ATPの 〔Ca2+〕 1上昇作用に対する細胞外液中
ca2+お よび Mg2■ の効果。

2つの細胞から記録した mra‐ 2螢光 F380の 変化

を示す。A:Ca2+を添加しない Krebs液中 (Mg2+は

正常濃度のまま)で ATP 10μ Mを持続投与した(上
のバー).下のバーで示す期間,ATP存在下に外液
ca2+濃度を正常 (2.5mM)に戻した.B:正常濃度
のCa2+(2.5mM)お よびM♂+(1.2mM)存在下
にATP 10μ Mを持続灌流し(上のバー),下のバー
で示す期間で Mg2+を 7.2mMに増加した。F380の
下方および上方変移はそれぞれ 〔Ca2+〕 iの増加と減

少を示す。図中の破線は,実験前後に記録した F360

を結んだもので,細胞内 hra‐ 2の退色率を示す.な
お,記録の途中で F340と F360を記録し,細胞内
hra‐ 2濃度が極端に変化していないことを確認し

た。

48/80の 抑制作用の完全回復には約20分 を要した (図

6, 4例 )。

IV考  按

1.脈絡上板における細胞外 ATPの 作用に関与する

受容体の種類について

脈絡上板におけるATPの 〔Ca2+〕 i上昇作用は,ATP
関連プリン誘導体の作用強度順位から,燐酸の酵素的加

水分解や Pr受容体を介するものではなく,ATPを 主な
作働薬とする P2‐受容体

1)2)12)14)を 介するものと思われ

る。しかし,本実験で試みた受容体作働薬,遮断薬の範

囲では P2~受容体サブタイプを明確にできなかった。P2Y‐

受容体は PI代謝系を活性化する1)7)8)こ とが知られてい

る.脈絡上板では P2r受容体遮断薬の reactive blue 2

は,それ自体が〔Ca2+〕 1上昇作用を発現した。この薬物は

gl■amate‐受容体遮断作用を併せ持つなど,あ まり特異

的な P2Y‐受容体遮断薬ではない
14)が,弱い受容体活性化

作用を持つ partia卜 agonistな らば,脈絡上板における

ATPの作用に P2Y‐受容体が関与する可能性もある。し
かし,P2Y‐受容体作働薬,2‐methylthio ATPが不活性で

あることから, これまでに知られていないサブタイプの

'1 min.

図 5 脈絡上板におけるATPの 〔Ca2+〕 i上昇作用の
温度依存性.

異なる温度で記録した同一細胞の範ra‐ 2螢光 F360

の変化を示す。黒三角から白三角の部分で ATP 10

μMを灌流投与した。左のトレースは灌流液温 37℃
で,右のトレースは 24℃で記録した。螢光色素はそ
れ自体が温度依存性を持つため低温では螢光強度が

増大するが,螢光強度比などの基本的特性はあまり

影響されない。37°C～ 24℃程度の変化では〔Ca2+〕 1は
ほとんど変らなかった。低温ではATPの作用が見
かけ上増強されているが,螢光強度比から算出した

〔ca2+〕 1の最大値は 37℃ のときと大差ない。

COrγlpound 48/80 159 μⅣl

A〒P lo μM

-1 ___1____

ヽ

―
i

7 min

i-
14 min 21 min

~~~~‖
 | l― ~1

¬a辟
l min.

図 6 ATPの 〔Ca2+〕 i上昇作用に対するフォスフォリ
パーゼ C抑制剤 compound 48/80の 効果.

単一細胞における hra‐ 2螢光 F380の変化を示す.

黒三角から白三角の部分でATP 10μ Mを灌流投与
した。上のバーで示した期間(4分間)compound 48/
80 159μMを灌流投与した.下の各 トレースは,
compound 48/80投 与中止後, 7,14,21分経過の
ATPの作用を示す。図中の破線は,実験前後に記録
した F360を結んだもので,細胞内 fura‐ 2の退色率

を示す。F380の下方および上方への変移はそれぞ
れ 〔Ca2+〕 1の増加と減少を示す。

受容体が関与している可能性も残されている。

2.細胞外 ATPに よって増加する細胞内 Ca2+の 供給

源について

脈絡上板における ATPの 〔Ca2+〕 1上昇作用は,外液中

匡
=====二=

椰Ⅷ
 ヽ   」

高ヽ /「



のCa2+を 除去したり,Ca2+に拮抗する作用を持つ Mg2+

の濃度を高くすると強く,可逆的に抑制された。また,細

胞内 Ca2+貯蔵器官からの Ca2+遊離を抑制するり1狙Odhe

や TMB‐ 8は ATPの 作用に影響しなかった。これらの
結果は,ATPの刺激により細胞外からCa2+が流入した
可能性を示している。

3.脈絡上板における細胞外 ATPの (Ca2+〕 1上昇作用
の細胞内機序について

脈絡上板におけるATPの作用は灌流液温を下げると
緩徐になったことから,何らかの代謝的過程の関与が考
えられる。また,ATPの 〔Ca2+〕 1上昇作用は,PLC阻害
剤である compound 48/800で抑制された。PLCは細胞
膜燐脂質からイノシトール 1,4,5-三燐酸 (IP3)を産生

する酵素で PI代謝系の初段にあたり,ATPが細胞内
IP3を介して細胞内 Ca2+貯蔵器官からCa2+を遊離させ

せた可能性を示している。Calciosomeと 呼ばれる細胞

内 Ca2+貯蔵・放出器官19)20)は ,ryanodineや TMB‐8な ど

骨格筋小胞体からの Ca2+放出を抑制する薬物では影響

されず,IP3に よって Ca2+遊離を起こし,細胞外液から直

接にCa2+を補充するとされている。したがって,ATPの
作用が外液中Ca2+濃度に強く影響されることだけから

細胞外からの流入と結論することは出来ず,ATPが細
胞内小器官からのCa2+遊 離を引き起こした可能性も残

される。本研究では IP3の 関与について直接的検証は

行っていないが,人眼で脈絡膜中に高濃度の IP3~受容体
が見出されていること21)も , この可能性を支持すると考

えられる。

4.他の標本における細胞外 ATPの 〔Ca2+〕 1上昇作用
について

細胞外 ATPの 〔Ca2+〕 i上昇作用は極めて多種類の細
胞で報告されていて,その作用機序や受容体分類も様々
で統一されていない。ATP‐受容体は現在のところ,P2X,

P2Y,P2Z,P2Tに分類するのが一般的である1)2)12)。 P2X‐受

容体には ATPよ りα,β‐methylene ATPま たはβ,
γ‐methylene ATPが効力が強く,P2Y~受容体は逆である
が reactive blue 2で抑制される。P2Zは briniant blue G

で抑制され,P2Tに はADPのみが有効といわれている。
P2Y‐受容体は Ca2+チ ャネルと連動してCa2+流 入を引き

起こす場合と,GTP結合蛋白‐PI代謝系を介した細胞内
ca2+貯蔵部位からの Ca2+放出を起こす場合が報告され

ている1)12)。 _方,ラ ット褐色細胞腫由来 PC 12細胞でこ
れらの受容体分類法に当てはまらない細胞外 ATPの
〔ca2+〕 1上昇作用が報告されており22), これは細胞内 IP3

濃度上昇を伴うだけでなく,細胞外 Ca2+の存在を必要と

する点でも脈絡上板におけるATPの 作用と良く一致す
る。

5。 脈絡上板におけるATPの 〔Ca2+〕 1上昇作用の生理
的意義について

脈絡上板の生理学的機能,存在理由は未だ不明である
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が,P2‐受容体を介する〔Ca2+〕 1調節機構を備えることは

何らかの生理的役割を持つことを示す。ウサギ脈絡上板

は,大小多数の穴が開いた 5～ 6層の膜から構成され ,
隣接する層が開口部で互いに連絡しあった「多層一面構

造」と表現される特異的形態を成し,一体でありながら
大きな表面積を持つという特徴がある。脈絡膜の主な構

成要素であるメラニン細胞は互いにギャップ結合を持

ち,脈絡上板が全体として機能していると考えられてい
る23)。 こうした形態的,機能的特徴は,周囲組織液との物

質交換に有利と考えられ,脈絡上板が脈絡膜循環におけ
る房水の組成調節などに関与 している可能性を示唆す

る。脈絡上板中には交感神経終末が存在し9),伝達物質と

ともにATPが放出されて脈絡上板の機能を神経性に調
節している可能性が高い。また,一般的に細胞は高濃度
ATPを含有することから,眼組織が傷害された場合な
ど,傷害細胞由来の ATPが脈絡上板機能を活性化し,組
織を防御する機能を持つなども考えられる.

本研究は文部省科学研究費補助金 (一般研究 B)03454413

の援助により実施した.
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