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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Abstract
　The　 effects 　 of　 arachidonic 　 acid （AA ） on 　the　muscarinic 　 responses 　in　bullfrog　sympathetic 　neurons 　were 　examined

by 　 means 　 of 　 the　 single 　 microelectrode 　 current − and 　 vol しage −clamp もechnique ．　 Two 　 types 　 of 　 muscarinic 　 receptor −

mediated 　 responses 　were 　evoked 　by　brief　applications 　of 　ACh 　to　the　 cells　 and 　termed　the　fast　mlAch 　and 　the　slow

mlAch 　 respectively ，　 from　its　time　couse ．　 The　fast　mlAch 　results 　from　the　inhibition　of 　the　M −current ，　 while 　the　slow

mlAch 　 resu ！ts　from　the　 activation 　of　the　 non −M 　type　 muscarinic 　 cation 　channels ．　 In　the　presence　of　AA （20 μM ），　 the

amphtude 　 of　the　fast　mlAch 　great！y　increased　by　 about 　6　times 　 at
− 50　 mV ．　 Furthermore，　 the　fast　 mIAch 　 appeared

at　the　potential　level　 of
− 70　 mV 　 where 　the　fast　mlAch 　did　 not 　appear 　in　the　 absence 　 of　AA ．　 On 　the　 other 　hand，　 AA

reduced 　the　amplitude 　 of 　the　 slow 　 mlAch 　to　 about 　70％ at
− 80　 mV ．　 Neither　indomethacin　 nor 　 nordihydroguaiaretic

acid ，　 blockers　 of 　 cycloQxygenase 　 and 　lipoxygenase　pathways 　respect 玉vely ，　prevented 　七he　 action 　 of 　 AA 　on 　the

muscarinic 　responses ．　 These 　results 　 suggest 　that　AA 　not 　only 　regulates 　the　fast　mlAch 　but　also 　 reduces 　the　Lhreshold

of　activation 　of　M −channels 　and 　that　its　 metabolites 　do　not 　have　a　major 　role 　in　the　augmentation 　 of　fast　 mlAch ．　 On

the　 other 　hand，　 AA 　inhibits　the　 activation 　of　 non −M −type 　channels ．

Key 　 words ：Arachidonic　acid （ア ラ キ ドン 酸），　 Muscarinic　 receptor （ム ス カ リン 受容体），　 M −channel （M 一チ ャ ネ ル ），

　　　　　 Non −M −type 　 channel （非M 一チ ャ ネル ），　 Sympathetic　ganglion　cel1 （交感神経節細胞）

は じめに

　 ア ラ キ ド ン 酸 は細胞膜や 小胞体膜 に 存在す る 不飽和

脂肪酸で ，ボ ス ホ リパ ーゼ A ， （PLA ，）の 酵素作用 に

よ り細胞膜か ら遊離す る。細胞膜か ら遊離 した ア ラキ

ドン 酸は ， 次に シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ
ー

ゼ や リポ キ シ ゲ ナ
ー

ゼ の 酵素 の 作用 を 受 け ア ラ キ ド ン 酸 カ ス ケ
ー

ド と呼 ば

れ る 代謝過程 に入 り，種 々 の プ ロ ス タグ ラ ン ジ ン 類や

ロ イ コ ト リエ ン 類に な る
1・2 ）

。 ア ラ キ ドン 酸の 代謝産

物は 発 熱 や炎症 の 発現 な ど生体の 生 理 機能 に 大 き く関

わ っ て い る こ とが良く知られ て い る 。 ま た ア ラ キ ドン

酸 は，学習や 記憶 の 発現 に深 い 関係がある とされ て い

る 海馬 の 神経細胞 で 見 られ る シ ナ プ ス 伝達 の 長期促進

現象 の 発生機序 に 関与する可能性が 示唆され て い る
3）。

さ らに ア ラ キ ド ン 酸 や そ の 代謝産 物 は，多 くの 細胞 に

おい て イ オ ン チ ャ ネル の 調節 に関わ る と考えられて い

る 。 神経細胞 に 対す る 作用 を み る と，ア ラ キ ド ン酸 は

中枢神経細胞に 存在す る ナ ト リウ ム チ ャ ネ ル や ， 抑制

性伝達物質で あるガ ン マ ア ミ ノ 酪酸 に よ り活性化され

る塩素 イ オ ン チ ャ ネ ル の 透過性を抑制す る
4．
％ 反対

に，中枢神経細胞 の 興奮性伝 達 物質 で あ る グ ル タ ミ ン

酸 の ア ゴ ； ス ト で あ る N ・methyl ・D −aspartate

（NMDA ） に よ り誘起さ れ た電流を促進する
6＞

。 ま た

海馬 の ニ ュ
ー

ロ ン で は ，ソ マ トス タチ ン で 増強 され た

ム ス カ リ ン 受容体を介 した電流を調節す る
2）

。 自律神

経系 に 於 い て もア ラ キ ド ン 酸 は，副交感神経系 の 雛 の

毛 様体神経節細胞 や ウ シ ガ エ ル の 交感神経節細胞 に 存

在するニ コ チ ン 受容体を介した ア セ チ ル コ リン で 誘起
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され た シ ナ プ ス 電位や そ の 電流 を抑制す る
T・s・9・t°｝

。 こ

の よ うに神経細胞 の 興奮性を調節す る ア ラキ ド ン 酸 の

多様な作用 が 明 らか に され て き た 。

　交感神経節細胞 の コ リ ン 作動性 シ ナ プ ス 応 答 の 中 で，

ム ス カ リ ン 受容体を介 した シ ナ プス 応答 に は異な る 2

種類の 発生機序が存在する
11・12》

。 こ れ らの 応答に対す

る ア ラ キ ド ン 酸の 作用 に つ い て は まだ 明 らか で は な い 。

本研究の 目的は，ウ シ ガ エ ル の 交感神経節細胞に 存在

するム ス カ リン 性応答 に 対するア ラキ ド ン 酸 の 作用を

明 らか にす る こ と に あ る 。

方　法

　ウ シ ガ ェ ル （Ran α cαtesbeianα） の 交感神経鎖を

速やか に 取 り出 し標本台に 固定した後，顕微鏡下で 先

端 が 尖 っ た ピ ン セ ッ ト に よ り結合組織 を取 り除 き， 9

番目あ る い は 10番目の 神経節の 細胞表面が確認 で きる

よ うに した 。 こ れ に よ り ト リプ シ ン や コ ラ ゲネ
ー

ス な

ど の 酵素処理 を施 さ な くて も，交感神経節細胞 に 微小

ガ ラ ス 電極を刺入す る こ と が可能と な る 。 細胞内外の

電位差 や 細胞膜 を 流 れ る電流 を 測定す る た め の 微少 ガ

ラ ス 電極 は，3M 　KClを満た した時 に 電極抵抗が30〜

60M Ω を 示す もの を使用 した 。

　細胞 に 生 じる電位変化 を電流変化 と して 検出す る た

め に，単電極膜電位固定用増幅器 （日本光電，CEZ−

3100）を使用 して 膜電位固定を行 っ た 。 実験で 得られ

る 膜電位や膜電流 の 変化は ペ ン レ コ
ーダ （日本光電，

RJG −4024）や FM テ
ー

プ （ソ ニ
ー，　 NFR3515W ） に

連続記録 し，実験後 に 解析を行 っ た 。

　標本を潅流す る た め に使用 した溶液の 組成 と濃度 は

次 の 通 りで あ る。 リ ン ゲ ル 液 は 115．5mM 　 NaCl，2

mM 　 KC1， 1．8mM 　 CaCl2お よ び2．4mM 　NaHCO3 を

含み，pH は 7．4で あ る 。 交感神経節細胞に は ニ コ チ ン

受容体と ム ス カ リ ン 受容体が存在 し，ア セ チ ル コ リン

を与え る と こ れ らの 受容体を介 した 応答が 生 じる
1LI2 ）

。

ニ コ チ ン 受容体 に よ る応答が実験 の 妨げ と な る と き に

は ，
ニ コ チ ン 受容体 の 阻害薬で あ る d一ツ ボ ク ラ リ ン

（100μM ） を潅流液 に 加え た 。

　 ア セ チ ル コ リン を電気泳動で 細胞 に投与す る ため に，

ア セ チ ル コ リン 電極 を標的細胞 か ら50μm の 範囲内に

設置し， 正電流を電極に 通電 して 与え た
。 通電時間 は

目的に 応 じて 100ミ リ秒か ら500ミ リ秒と した。また正

電流 の 通電量 は 100〜200nAの 範囲内で 与え た 。 さ ら

に 電極 の 先端 か ら拡散 に よ って ア セ チ ル コ リン が 漏出

しな い よ うに，10〜20nA の 負 の 電流 を持続 して 与え

た 。 ア セ チ ル コ リ ン 電極は ， 2M の ア セ チ ル コ リ ン を

微小 ガ ラ ス 管 に 充填 した 時 に，電気抵抗が 35〜50M Ω

とな る もの を使用した。

　使用 した薬物は ， ア ラ キ ド ン 酸 （Sigma）， 塩化 ア

セ チ ル コ リ ン （Wako ），イ ン ドメ タ シ ン （Sigma ），

nordihydroguaiaretic 　 acid （NDGA ；Sigma），　 d一ツ

ボ ク ラ リ ン （Sigma），硫酸 ア ト ロ ピ ン （Tokyo

Kasei） で あ る 。 ア ラ キ ド ン 酸 は 窒素 ガ ス の な か で

dimethyl　 sulfoxide （DMSO ；Wako ） に 溶解 して ス

トッ ク液と して 一20℃ で保存した 。 こ れ を使用時に解

凍 し必要 な 濃度 に 調整 して 使用 した 。 な お 灌流液中の

DMSO の 濃度 は O．1％以下 で あ る。
こ の 濃度 の DMSO

は シ ナ プ ス 応答 に 対 して 何の 作用 も持た な い
13）

e

結　果

1 ，コ リ ン 作動性 シ ナ プス 伝達 に 及 ぼ す ア ラ キ ドン 酸

の作用

　　ウ シ ガ エ ル の 交感神経節細胞 に ア セ チ ル コ リ ン を

0．5秒間電気泳動 に より与え る と，図 1A に示 すよ

　う に速 や か な 立 ち上 が り を もっ 脱分極電位 （▽ ）と

　そ れ に 引 き続 く時間経過 の 遅 い 脱分極電位 （▼ ）が

発生す る。ア セ チ ル コ リ ン の 投与間隔を 1分以上 に

保っ と ほ ぼ同じ振幅を持 っ た電位が繰 り返 し発生す

　る 。 時間経過 の 早 い 電位変化 は ニ コ チ ン受容体の 阻

害剤 で あ る d一ツ ボ ク ラ リ ン に よ り消失す る た め ニ コ

チ ン 性 シ ナ プ ス 電位 （以後nVACh と い う） で あ り，

ま た緩徐 な 電位 は ム ス カ リ ン 受容体阻害剤 の ア トロ

　ピ ン で 遮断さ れ る た め ム ス カ リ ン 性 シ ナ プ ス 電位

（以後 mVACh と い う）で あ る
11）

。
ア ラ キ ド ン 酸 （20

μM ）を作用 さ せ る とnVACh は速 や か に消失す る が，

mVACh の 振幅は反対 に 増大 した （図 1A ）。

　 膜電位 が 変化す る と細胞膜の 性質 も変 わ る た め，

　こ の 影響を除外す る 目的 で 膜電位固定 に よ る 実験を

行 っ た。膜 を静止膜電位 の
一60mV に 固定 しア セ チ

ル コ リ ン を与え た時の 電流応答 を図 1B に 示す。ア

　セ チ ル コ リン 投与 に よ り内向き電流 が流れ て い る 。

　そ の 成分は電位変化に対応 して ， 速 い 時間経過を と

　る ニ コ チ ン 受容体 を 介 して 発生 した ニ コ チ ン 性内向

　き電流 （nlACh ） と，時間経過 の 遅 い ム ス カ リン 受

容体を介した ム ス カ リ ン 性内向き電流 （mIACh ） か

N 工工
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図 1．A ；：コ リ ン作 動性電位 に 対す る ア ラ キ ドン 酸の 作 用。▽ は ニ コ チ ン 性応 答 （nVACh ）を，▼ は ム ス カ リン 性応答 （mVACh ）

　　　　 を示す。ア セ チ ル コ リ ン を60秒毎 に 170nAで 0．5秒間与え 続け た時生 じた 14連続 応答 を示す 。
　 nVAch は ア セ チ ル コ リン

　　　　 投 与開始後 20ミ リ秒遅 れ て 発 生 した。矢印で ア ラ キ ド ン 酸 を与 え た。静止膜電 位一60mV 。
　　 B ；コ リ ン 作動性 電流 に 対す るア ラ キ ドン 酸の 作用。

− 60mv で 膜電位固定を行 っ た。図 は ア セ チ ル コ
1
丿ン を90秒 毎に与

　　　　 えた 時 に 生 じた 10連続応答 を示 して い る。 矢印 で ア ラ キ ド ン酸 を与 え た。
　　 C ；ニ コ チ ン性電流 （nlACh ） とム ス カ リ ン性 電流 （mlACh ） に 対 する ア ラ キ ドン酸の 作用 と その 時間 経過。コ ン ト ロ

ール

　　　　 中で 生 じた最大電 流 に対 す る相対比 で 示 す。

ら成 っ て い る
1
％ ア ラ キ ド ン 酸を投与す る と，電位

記録 と同様 に nlACh は 速 や か に 消失 しmlAch は逆に

そ の 振幅が増大 した （図 IB ）。

　図 IC に ア ラ キ ド ン 酸の 投与前，投与中，投与後

の nlACh と mlACh の 最大振幅 の 経時変化 を投与 前 を

1 と して 示 した 。 nIACh は ア ラキ ドン 酸投与後 5分

で 完全 に 消失 して い る が ， mlACh は ア ラ キ ド ン 酸投

与後漸次増大を続 け，10分後に は 3，3倍 と な っ た。

ア ラ キ ド ン 酸 の 作用は可逆的で あり，ア ラ キ ドン 酸

を潅流液 か ら除去す る と，15分後 に は nlACh は50％

回復 し，増大 した n11ACh の 振幅 も15分後 に は L5 倍

に ま で 減少した 。

2．異なる膜電位で の mlACh に対 す る ア ラ キ ドン酸の

作用

　 交感神経節細胞 の ム ス カ リ ン 受容体を介 して 発生

す る シ ナ プ ス 応答 に は，発生機序が異な る 2っ の シ

ナ プ ス 応答 が 存在す る
IL12 〕。図 1に 示 す mlACh か ら

は 2 っ の 異な る電流成分が存在す る か否か は明らか

で は な い
。 よ っ て ア ラ キ ド ン 酸 の mIACh の 増強作用

に っ い て さ ら に詳細 に 調べ る た め に は，異 な る 2 っ

の 電流成分を分離して ， そ れ ぞ れ に 対す る ア ラ キ ド

ン 酸 の 効 果 を み る 必 要 が あ る 。 ま た ニ コ チ ン 性電 流

が 混入 しな い 実験条件が必要とな る。

　図 2は，ニ コ チ ン 受容体阻害剤で あ るd一ツ ボ ク ラ

リ ン を リ ン ゲ ル 液 に 加 え，nlACh の 発現 を完全 に 抑

制 した条件下で ，膜を異 な る電位 に固定 し，そ れぞ

れ の 電 位 レ ベ ル で ア セ チ ル コ リ ン を0．5秒間電気泳

動 で 与 え た時 に 発生 した mlACh を示 して い る 。
コ ン

トロ ール に 見 られ る よ うに，各膜電位 で の mlACh の

波 形 は大 き く異 な っ て い る。− 60mV で は ア セ チ ル

コ リン を投与す る と，4．2秒の 潜時の あ と に 緩徐な

内向き電流が 発生 し， 16．5秒後 に そ の 振幅 は最大 に

達 しそ の あ と緩や か に 基線 に 回復 して い る。こ の 内

向き電流 の 振幅は膜を更 に過分極側で固定する ほ ど

増大す る が ，潜時や最大振幅に 達 す る まで の 時間 に
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図 2 ．2種 類 の 厶 ス カ リ ン 性 電流 に 対 す る ア ラ キ ドン 酸の 作用。コ ン ト ロ ール の 応 答を見 る と，− 60mV よ り深 い 膜 電位 で は，
　　 潜時 の 長 い 緩 徐 な 経 過 を 示 す 電 流 （slow 　 mlACh ） が 発生 し， そ の 最大振幅に 達す る まで の 時間 は

一定 とな って い る 。

一

　　 方，− 45mVか ら一50mV の 膜電位で は，　 slow 　mlAch の 他に速い 立ち上 が りを 持っ 電流 （fast　mlAch ） が見 られ，そ の振

　　 幅は電位が 浅 くな るほ ど大 きい 。こ の た め に，全電 流 はfast　mlAch と slow 　mlAch の 総和に な る た め 複雑な電流波形 とな っ

　　 て い る 。
ア ラ キ ドン 酸存在下の記 録は，ア ラ キ ドン 酸 を投与 して 10分経過 し た後に 測定 した。0．1mM の d一ツ ボ ク ラ リ ン を

　　　リ ン ゲル 液に 加え ニ コ チ ン 受容体 を完全 に 阻害 した。▼ で ア セ チ ル コ リン を110nAで 0，5秒間与え た。

は 変化 は な い 。 こ の 潜時の 長 い 電流成分 を以 後

slow 　mlACh と呼ぶ
。

　
一

方， 膜を一60mV よ り脱分極側 で 固定す る と，

ア セ チ ル コ リ ン 投与後 1秒 の 潜時 を 持 ち 4秒後 に 最

大振幅に 達す る速 い 立ち上が りを示す内向き電流が

現 れ た 。
こ の 内向き電流の 振幅 は脱分極が強い ほ ど

（保持電位 が 浅 い ほ ど ）大 とな っ た 。 こ の 立 ち 上が

りの 速 い 電 流を以 後fast　 mlACh と呼 ぶ 。　 fast

mIACh の み に よ っ て 生 じ る電流の 全経過は，　 slow

mIACh と重複す る部分が生 じる た め観察で き な い 。

各電流成分 の 潜時等の 性質 に っ い て は既 に報告 し

た
u ・L2）

。

　fast　mlACh は，膜電位依存性 で か っ 時間依存性

に 開口 す るM 一チ ャ ネ ル と命名された カ リウ ム チ ャ

ネ ル を，カ リ ウ ム イ オ ン が 流れ て 生 じる 電流 （M

電流）
1‘・15）

が抑制され る こ とに よ り生 じて い る
11＞。即

ちM 一チ ャ ネル の 閉鎖に よ り今ま で流れ て い た M 庵

流が 減少 す る過程 を 示 して い る 。 slow 　 mIACh は，

M 一チ ャ ネ ル 以外 の 非選択的 カ チ オ ン チ ャ ネル （非

M 一チ ャ ネ ル ） の 開 口 に よ っ て ，ナ ト リ ウ ム イ オ ン

お よ び カ ル シ ウ ム イ オ ン が 共 に 透過 して 生 じる
11・16）

。

　ア ラ キ ド ン 酸20μM を 投与す る と
， 10分後に は各

　　membrane 　potential（mV 》
−80　　　−70　　　−60　　　−50　　　●40
　 − o

o ▲ 20pM 　AA

O．0

（
く

ε

O

ヨ
ε

号
σ

　

2
　
　
　
　
　
　
　

4

4
　
　
　
　
℃

つ．6

図 3．fast　mlAch とslow 　mlAch に 対 す る ア ラ キ ドン 酸 の 作

　　 用。図 2 に 示 した fast　 mIAch とslow 　 mlAch の 振幅 の

　　 大 きさ を膜電位に 対 して プ ロ ッ ト した。fast　 mlACh

　　 の 振幅は ア セ チ ル コ リ ン 投 与 3秒後 に，slow 　 mlACh

　　 の 振 幅 は 16秒後 に 測定 し た 。
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膜電位 レ ベ ル で fast　 mlACh の 振幅 は 著明 に 増大 し

た が slow 　 mlACh の 振幅 は 逆 に 減少 し た （図 2 ）。

図 2の ア ラ キ ド ン 酸投与前と投与中の 各膜電位に お

け るfast　mlAch とslow 　 mlAch の 振幅の 大 きさを膜

電 位 に 対 し て プ ロ ッ ト し図 3 に 示 し た 。 fast

mlACh の 振幅 は ア セ チ ル コ リ ン 投与 3秒後に 測定し，

コ ン トロ
ール を○，

ア ラ キ ド ン 酸投与中を● で 示し

た 。 こ の 時点で は slow 　mlACh は 発生 して い な い
。

slow 　mlAch の 振幅 は，　 fast　 mlAch の 発生 が な い 膜

電位 レ ベ ル （
− 60mV よ り深 い 電位）で ア セ チ ル コ

リ ン 投与 16秒後 に 測定 し，コ ン ト ロ
ール を △，ア ラ

キ ドン 酸投与中 を ▲ で 示 した。ア ラ キ ド ン 酸を10分

間潅流 す る と，− 45，− 47，お よ び 一50mV の 膜 電

位 で の fast　 mlAch は1．4倍，2，3倍およ び6．9倍 と な っ

た 。
コ ン トロ ール に お い て fast　 mlACh が発生 して

い な い
一60mV と一70mV の 膜電位 に お い て も，ア

ラ キ ド ン 酸を与 え る とfast　 mlACh の 発生が み られ

た 。

一
方slow 　 mlAch の 振幅 は一70mV と一80mV で

70％ に抑制 され た。

3．ア ラ キ ドン 酸代謝阻害剤 の 効果

　　ア ラ キ ド ン 酸が リポ キ シ ゲ ナ
ーゼ に よ っ て ロ イ コ

　ト リエ ン 類 に 代謝され る と，こ れ らの 代謝産物は種々

の 生 理 活性 を発揮す る 。 ア ラ キ ド ン 酸 の 投与 に よ っ

て 生 じた fast　 mlAch の 増大 や slow 　 mlAch の 抑制 が，

これらの 代謝産物を介して誘起 されて い る か否かを ，

リ ポ キ シ ゲ ナ
ーゼ 阻害剤 の NDGA を用 い 検討 した 。

こ の 実験 に は長時間 を 必 要 とす る た め 電流固定法 に

よ り行 っ た 。

　図 4 は，静止膜電位 （
− 57mV ） で ア セ チ ル コ 1丿

ン を 0．5秒 間電 気 泳動 に よ り与 え て 発 生 させ た

nVACh と mVACh に 対す る ア ラ キ ド ン 酸 の 作用 を 示

して い る 、
ア ラ キ ド ン 酸 20μM を潅流す る と， 15分

後に は nVAch は消失 し，　 mVAch は 2，2倍に 増大 した 。

mVAch は fast　 mIAch とslow 　 mlAch の 総和 に よ る

電 流 に よ っ て 生 じ た 電 位 で あ る 。 よ っ て

皿 VACh の 振 幅 の 増大 は ， ア ラ キ ド ン 酸が fast

皿 IAChを増大 させた結果を反映 して い る と考え られ

る 。 ア ラ キ ド ン 酸 を潅流液 か ら除去す る と，30分後

に は ア セ チ ル コ リ ン に よ る 応答 は コ ン ト ロ
ー

ル の レ

ベ ル に 回復 した 。 次に NDGA 　 20FtMを含む リ ン ゲ

ル 液で 標本を 10分潅流 し，さ らに ア ラ キ ド ン 酸を加

えた溶液 で 15分潅流 した後 に ア セ チ ル コ リン に よ る

電位応答 を み た 。 ア ラ キ ド ン 酸 に よ っ て nVACh は

消失 し，mVACh は 2．4倍 に 増大 した。ア ラ キ ド ン 酸

を除去す る と ， mVACh は 10分後に は元の 振幅に 回

control

20AMAA
　10

’

wash 　30
’

一

「

k°D9 ・

M
・・

’　・・ ” le” “ ’“，“ 一 ． 一一“ ． ． ，．w ，“ ．，． ，｝”
’一” ”s ． ． ，一 ．．，．． 一 一一 一 “ “

”””” ”“ ． w ．． ，一

AA ＋ NDGA
　　　　15

’

AA 　wash
　　　　lO

「

30sec　 l5mV
図 4．ア ラ キ ドン 酸 の nVACh と mVACft に 対す る作用 に 及ぽ す リボ キ シゲ ナ

ーゼ阻害薬 （NDGA ）の 効果 。 ア ラ キ ド ン 酸投与前，
　　 中，後の 作用 を 確認 して，NDGA を 10分間潅流 しNDGA の 作 用 を確 かめ，次 に ア ラキ ドン 酸 を含 む溶液 で 15分 間潅流 して

　 　 NDGA 存 在下 で の ア ラ キ ド ン酸 の 作用 を み た。ア セ チ ル コ リン は90秒 毎 に 150nAで 0．5秒 間投 与 し続 けた。静止 膜電 位

　 　 　
一61mV 。
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復 した が，nVACh は こ の 測定時 で はまだ回復 は見

られ な か っ た。こ の 他 5例 の 細胞 に お い て も同様 の

結果 が得られ た 。

　 ア ラ キ ド ン酸 は シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ
ーゼ で 代謝 さ れ

る と各種の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類が産生 さ れ る経路

に 入 る 。 こ れ らの プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン類は，生理活

性物質と して痛み や炎症 な ど多様な反応を生体に引

き起 こ す 。 ア ラ キ ド ン 酸の ム ス カ リ ン 性応答に 対す

る作用が，プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類を介 した作用で あ

るか 否 か を， シ ク ロ オ キ シ ゲ ナーゼ 阻害剤 で あ る イ

ン ドメ タ シ ン を与え て 調べ ，図 5に 示 した。コ ン ト

ロ ール と して ア ラ キ ド ン 酸 （20μM ）単独の作用 を

確認 した 後 に，イ ン ドメ タ シ ン 2μM を潅流す る と，

10分後 に nVAch の 振幅 は83％ へ ，　 mVAch の 振幅 は

51％へ 抑制さ れ た 。 次に ア ラ キ ド ン 酸を与え 12分後

に 測定す る と，nVAch の 消失 と mVAch の 2．1倍 の 増

大が 見 られ た 。 4例の 細胞に お い て も同様の 結果を

得 た 。

考 察

　交感神経節前神経線維を単発刺激す る と，交感神経

節細胞 に ニ コ チ ン 受容体 を介し た早 い 興奮性後 シ ナ プ

ス 電位 （fast　EPSP ）が 発生す る
。 また

， 節前神経線

維を頻回刺激すると，fast　 EPSPの 他 に ム ス カ リン 受

容体 を介 し た 緩 徐 な 興 奮性後 シ ナ プ ス 電 位 （slOW

EPSP ） が 発生 す る 。 生 体内 の 活性物質 に よ りfast

EPSP や slow 　EPSP の 振幅や 時問経過 が 増加 した り延

長 した りす る と活動電位 の 発生頻度 も変化す る 。 こ れ

に よ り神経 の 情報伝達 の 効率が 調節さ れ る と考え られ

て い る
lz）

。

　ア ラ キ ド ン 酸は中枢神経系 に お い て シ ナ プ ス 伝達の

効率を調節す る生体内物質 の 1 っ で あ る
2）。ウ シ ガ エ

ル の 交感神経節細胞を 用 い て ア セ チ ル コ リ ン に よ る ム

ス カ リ ン 性応答 に 対す る ア ラキ ド ン 酸 の 作用を調 べ た

本研究に お い て ，末梢神経系に お い て も ア ラ キ ドン 酸

が 緩徐 な ム ス カ リ ン 性 シ ナ プ ス 応答 の 発生効率を調節

し得 る こ とが明 らか とな っ た。

　マ イ ク ロ モ ル の ア ラ キ ド ン 酸は，ア セ チ ル コ リ ン の

投与 に よ り発生 したfast　EPSP と 同 じ性質 を持 っ ニ コ

チ ン 性電位 （nVACh ）を可逆的に抑制 した （図 1）。

こ の ア ラ キ ド ン 酸の nVACh 抑制作用 の 機序 に つ い て

は既 に 報告 し た
s’e・T°｝。即 ち，0．2〜40μM の 濃度 の ア

ラ キ ドン酸は fast　EPSP や そ の 電流 （fast　EPSC ）あ

る い は ア セ チ ル コ リ ン の 投与 で 生 じた 電流 （nIACh ）

を濃度依存性 に 抑制す る こ と，こ れ は ア ラ キ ド ン 酸が

受容体一チ ャ ネ ル に直接作用 して 生 じた もの で ， ア ラ

キ ド ン 酸 の 代謝産物で あ る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン類 や ロ

control

20 μMAAIS
〆

wash 　40
’

2 μMindomethacin

　　　　　　lo
厂

一 一d

AA ＋ ind°
竪 「

バ ー 一

イ
〜 一 〜 イ

　

丶 　 −

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3。sec 　 ISmV
図 5 ．ア ラ キ ドン酸 の nVACh とmVACh に対す る作 用 に及ぼ す シ ク 囗 オキ シ ゲナ

ー
ゼ 阻害薬 （イ ン ドメ タ シ ン） の 効果。ア ラ キ ド

　　　ン酸 投与 前，中，後 の 作用 を 確認 して ，イ ン ドメ タ シ ン を10分間潅流 しイ ン ドメ タ シ ン の 作用を確か め，次 に ア ラ キ ド ン

　　 酸を加えた溶液で 12分潅 流 して イ ン ド メ タ シ ン 存 在下 で の ア ラ キ ド ン酸 の 作用 をみた。ア セ チ リコ リン は 70秒毎に 160nA

　 　 で0．1秒 間与 え た。静止 膜電 位一57mV 。

N 工工
一Eleotronio 　Library 　Servioe

　　　　　　



Kobe City College of Nursing

NII-Electronic Library Service

Kobe 　City 　College 　of 　Nursing

イ コ トル エ ン類 を介 した二 次的な作用 で は な い こ と ，

ま た ア ラ キ ド ン 酸 は 伝達物質 ア セ チ ル コ リ ン の 遊離機

構 に は 作用 しな い こ と ， な ど で ある。

　ア ラ キ ド ン 酸は，図 1 に 示 す よ う に，静止膜電位 で

ア セ チ ル コ リン 投与に よ り生 じた ム ス カ リ ン 性 シ ナ プ

ス 電位 （mVACh ） や そ の 電流 （mlACh ）を増大 さ せ

た。ア ラ キ ド ン 酸の ム ス カ リ ン 性 応 答 に 対す る増強作

用 の 機序 を 考察す る前 に，交感神経節細胞 に 存在す る

2種類 の ム ス カ リ ン 性 ア セ チ ル コ リ ン 応答 の 性質 に つ

い て 述 べ る 。 図 2 に 示 す よ う に ，電圧固定を行う膜電

位 の レ ベ ル を変化さ せ る と ， mlACh は速い電流成分

（fast　 mlAch ） と 遅 い 電流成分 （slow 　 mlAch ） に 分

離で き る 。 よ っ て mlACh は こ の 2 つ の 異 な る電流 の 総

和 に よ り発生 して い る こ とが分か る 。
こ の 2種類 の 電

流 は 異 な る発生機序に よ り生 じて い る
U ）

。
ア セ チ ル コ

リ ン が ム ス カ リ ン 受容体の M1 一受容体 に 結合す る と，

G一蛋白質 の 活性化 が 生 じ，次 い で 細胞内 2次伝達物

質 の 活性 が 高 ま り，そ の 結果M 一チ ャ ネ ル の 抑制が 生

じ る。M 一チ ャ ネ ル は 膜電位依存性 で 時間依存的 に 開

口 す る カ リ ウ ム チ ャ ネ ル で あ る
14・15｝

が ，fast　mlAch は

M 一チ ャ ネル を カ リ ウ ム イ オ ン が流 れ て 生 じる 電流が

ア セ チ ル コ リン の 投与に よ り減少す る経過 を 反映して

い る 。 slow 　 mIACh は，　 M 一チ ャ ネ ル 以 外 の 非選択的 カ

チ オ ン チ ャ ネ ル の 開 口 に よ り，ナ ト リ ウ ム イ オ ン とカ

ル シ ウ ム イ オ ン の 透過性 が増加して 発生 したもの で あ

る。図 2 の コ ン トロ
ー

ル に 示す よ うに ，fast　mlACh

の 発現 ま で の 潜時や膜電位依存性 ならび に 時間経過な

ど の 性質は，slow 　mlACh の そ れ と大 きく異なって い

る
11）。

　 ア ラ キ ド ン 酸 は mlACh を著明に増強 した （図 1）。

しか し静止膜電位 で の 実験 で は fast　 mlAch と slow

mlACh の 何 れ が 増大 した か は不明 で あ る 。 図 2 の よ う

に ，異な る膜電位 で fast　mlAch とslow 　mlAch カミ区別

で きる状態で ア ラ キ ド ン 酸 の 作用 を調 べ る と ，
ア ラ キ

ド ン 酸はfast　mIAch を 増強す るが slow 　mlAch を逆 に

抑制す る と い う相反す る作用を示 した 。 fast　mlACh

の ア ラ キ ド ン 酸 に よ る増強の 割合 は ，− 50mV で 6．8

倍，− 45mV で 1．4倍 と保持膜電位が異な る と変化 し

た （図 3）。こ の 理 由はM 一チ ャ ネル の 開 口 が 電位依存

性 の 性質 を 持っ こ と に よ る と考 え られ る 。

　 ア ラキ ド ン 酸存在下 で の fast　mlACh の 増大 が ，ア

セ チ ル コ リ ン に 対す る ム ス カ リ ン 受容体の 感受性 の 亢

進 に よ る の か，あ る い は ア ラ キ ド ン 酸 が M 一チ ャ ネ ル
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の 閉鎖 を 促進 した た め で あ る か は 不明で あ る 。 こ れを

明 らか にす る た め に は 濃度
一
反応曲線 に 対す る ア ラ キ

ド ン 酸の 作用 を調 べ る な ど の 実験 を 行 う必要が あ る 。

しか し技術的な困難 さの た め ま だ成功して い な い 。

fast　 mIAch は ， 膜電位が
一60mVよ り過分極側の コ ン

ト ロ
ー

ル で は 観察 さ れ て い な い （図 2， 3） に もか か

わ らず，ア ラ キ ド ン 酸存在下で は そ の発生が 観察され

た。 こ の 発現 を ，
ア ラ キ ド ン 酸 が ム ス カ リ ン 受容体 の

感受性 を高 め た こ と に よ る，あ る い はM 一チ ャ ネ ル の

閉鎖 を促 進 し た こ と に よ る，とす る こ とで は説明で き

な い 。 最 も妥当な説明は，M 一チ ャ ネ ル が 開口 す る閾

値膜電位 の レ ベ ル を ア ラ キ ド ン 酸が よ り過分極側 に 移

動さ せ た とす る もの で ある。

　ア ラ キ ド ン 酸はslow 　 mlAch の 振幅を逆 に 70％ へ 抑

制 し た （図 2 ， 3 ）。 fast　 mlAch と 同様 に ，　 slow

mlACh を 発生す る受容体 もM1 受容体 で あ るが ，
　 fast

mlACh は ア ラ キ ド ン 酸 に よ り増大す る。よ っ て ，ア ラ

キ ド ン 酸が ム ス カ リ ン 受容体の ア セ チ ル コ リ ン に対す

る 感受性を低下 させ て slow 　 mlACh を 抑制 した と す る

よ り は，非選択的 カ チ オ ン チ ャ ネル （非M 一チ ャ ネ ル ）

の 開 目 を阻害したとするほうが妥当で あ る 。

　 ア ラ キ ド ン 酸 カ ス ケ
ー

ド阻害剤 で あ る イ ン ド メ タ シ

ン や NDGA 存 在 下 に お い て も， ア ラ キ ド ン 酸 は

mlACh を増強した （図 4， 5）。 こ の こ とは ，
ア ラ キ

ド ン 酸 の ム ス カ リ ン 性応答 に 対す る 作用 の う ち，fast

mlACh に 相当す るM 一電流 の 増大作用が ，ア ラ キ ド ン

酸 の 代謝産物で あ る プ ロ ス タ グラ ン ジ ン 類や ロ イ コ ト

リエ ン 類 に よ っ て 誘 起 さ れ た もの で は な い と結論で き

る 。 ア ラ キ ド ン 酸 が ど の よ うに 作用 して 受容体
一

チ ャ

ネル を調節する の かに っ い て は現在不明で あ る 。

一方，

slow 　mlACh を 発生 さ せ る非 M 一チ ャ ネ ル に 対す る ア ラ

キ ド ン酸の抑制作用が，代謝阻害剤で 阻害さ れるか否

か は本実験か らは不明で あ る
。

こ れ を 明 らか に す る た

め に は，深 い 膜電位 で 非M 一チ ャ ネ ル を流 れ る 電流 の

み を取 り出 して 調 べ る必要があ る 。 現在研究中で あ る

が ま だ結論は 得られ て い な い。な お，イ ン ド メ タ シ ン

の 投与 に よ っ て mIACh が 51％ に 減少した。こ の イ ン ド

メ タ シ ン の 抑制作用 の 機序に つ い て は調 べ て い な い
。

　 Yu は ウ シ ガ エ ル の 交感神経節細胞 の 培養細胞 を用

い て ム ス カ リ ン 性応答 に 対す る ア ラ キ ド ン 酸 の 作用を

調 べ ，ア ラ キ ド ン 酸は M 一チ ャ ネ ル の 閾値を変え る こ

と な くM 一電流 を 増大す る，ま た NDGA が ア ラ キ ド ン

酸 の M 一電流増 強作用を抑制す る と報告 して い る
u ｝

o
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こ の 結果 は，．本研究 と全 く一致 しな い
。 こ の 理 由は 不

明で あるが，培養細胞 は培養を続けて い る と細胞 の 形

態や性質が変わ る こ とが知
．
られ て い る の で．’8〕

， 交感神

経節細胞の 培養細胞 と非培養細胞 で 膜性質 に相 違 が 起

きた可能性が考え られる。
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