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研究成果の概要（和文）：Protease-activated receptor (PAR)は、特定のプロテアーゼによって活性化され

るGタンパク共役型 7 回膜貫通型受容体である。最近の研究では、PARは分泌など種々の細胞機能に関わってい

るとの報告がある。本研究では、ラット耳下腺を用いてPAR-2 の機能をカルシウムイメージング法を用いて検討し

た。耳下腺においてPAR-2 受容体の発現が強く認められた。PAR-2 アゴニストのSLIGRL-NH2の投与によって

[Ca2+]iの上昇を認めた。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た。また、

PAR-2APによる[Ca2+]iの上昇は、一酸化窒素合成酵素(NOS)阻害剤のL－NAME投与によって部分的に抑制さ

れ、リアノジン受容体抑制剤のテトラカイン存在下やADPリボシルサイクラーゼを抑制しても同様な部分抑制が見

られた。これに対し、calmodulin kinase IIを抑制することによって[Ca2+]iの上昇完全に阻害された。その他各種キ

ナーゼ阻害剤使用によって[Ca2+]i上昇に変化は認められなかった。また、calmodulinを抑制した場合も同様に完

全抑制が見られた。以上から、PAR-2 受容体刺激による[Ca2+]iの上昇にNOS、リアノジン受容体が関与しているこ

とが示唆され、これらの上流にCalmodulinやCAM kinase IIが存在していることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： Protease-activated receptors (PARs) represent a novel class seven transmembrane 
domain G-protein coupled receptors, which are activated by proteolytic cleavage.  Recent studies have reported 
that PARs are present in a variety of cells and have been prominently implicated in the regulation of a number of 
vital functions. The issue of whether the stimulation of PARs induces responses in parotid glands was examined; 
with special reference to intracellular Ca2+ ([Ca2+]i) dynamics during PARs stimulation. In the present study, PAR2 
mRNA was expressed strongly in the parotid glands.  In parotid acinar cells, PAR2-activating peptide (PAR2-AP), 
SLIGRL-NH2, induced an increase in [Ca2+]i.  Both removing of extracellular Ca2+ and using of Ca2+ channel 
blockers did not inhibit the PAR2-AP-induced [Ca2+]i increase.  The response to PAR-2 activation was mainly 
caused by Ca2+ mobilization from intracellular Ca2+ stores.  This peptide induced Ca2+ release and entry were 
partially inhibited by the nitric oxide synthase (NOS) inhibitor, L-NAME.  The NO donor, GEA 3162, but not 
8-bromo-cGMP, mimicked the effects of PAR2 in activating non capacitative calcium entry (NCCE).  Both KN93 
(a CAM kinase II inhibitor) and W7 (a calmodulin inhibitor) completely blocked a Ca2+ release from intracellular 
Ca2+ store and a Ca2+ influx from extracellular spaces.  Tetracaine and DHAB partially blocked these increases. 
These results indicate that PAR2-AP activates NCCE pathway.  And we proposed that an effect of PAR-2 in 
parotid gland is dependent on CAMKII and a PAR2-AP activates the ryanodine-like receptors.   
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耳下腺、カルモジュリンキナーゼ 
 
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り特異的に活性化する
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
している特異な受容体である。活性化には２
つの方法がある。受容体が活性化されると、
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、一酸化窒素合成酵素
(NOS) を活性化して一酸化窒素(NO)の産生
が引き起こされるとされている。当初、PARs
は血小板で研究されてきたが、血管平滑筋や
内皮細胞、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てい
る。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。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、炎症機転を考える上で、外
分泌腺とくに耳下腺という機能単位の中で、
PAR-2 刺激を通じて[Ca2+]i の変動と外分泌
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、
耳下腺においてPAR-2 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、我々の肥満細 
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(未
発表)。本研究の予備実験では、細動脈と耳下
腺に対するPAR-2 の反応は全く異なるといっ
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
疾患の病態解明に生かしたい。そのため、以
下の点をマイルストーンと定めた。 
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、耳下腺から作
製する。 
２ ） 耳下腺でのCa2+シグナリングにおける
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、イメージング法で検討
する。 
３ ） さらに、細胞内Ca2+シグナリングに関
係する試薬、およびプロテインキナーゼの促
進剤あるいは抑制剤を用いてPAR-2 への効果
を評価する。 
４ ） PAR-2 刺激後の外分泌機構の評価法と
して、分光光度計を用いてアミラーゼの定量
を行う。各種試薬使用時にどのように分泌量
が変化するかも評価する。 
５ ） 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検討する。 
６ ） 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。 
 
３．研究の方法 
 
１ ）細胞の[Ca2+]i変動やフリーラディカル
（例：一酸化窒素：NO）の産生をイメージン
グできる腺細胞および腺房標本を、耳下腺か
ら作製する。 
２ ）耳下腺でのCa2+シグナリングにおける
PAR-2 の役割を決定する。腺細胞にPAR-2AP 
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。 
３ ） さらに、細胞内シグナリングに関係す
る試薬やプロテインキナーゼの促進剤ある
いは抑制剤の効果を評価する。 
４ ）PAR-2 刺激後の外分泌機構の評価法とし
て、分光光度計を用いてアミラーゼの定量を
行う。各種試薬使用時にどのように分泌量が
変化するかも評価する。 
５ ) 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。 
６ ） 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）耳下腺において PAR-2 受容体の発現が強
く認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 



２）PAR-2 アゴニストのSLIGRL-NH2の投与
によって[Ca2+]iの上昇を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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た。また、
PAR-2APによる[Ca2+]iの上昇は、NOS阻害剤
のL-NAME投与によって部分的に抑制され、
リアノジン受容体抑制剤のテトラカイン存
在下やADPリボシルサイクラーゼを抑制し
ても同様な部分抑制が見られた。これに対し、
calmodulin kinase II (CAMK II)を抑制するこ
とによって[Ca2+]iの上昇完全に阻害された。
その他各種キナーゼ阻害剤使用によって
[Ca2+]i上昇に変化は認められなかった。また、
calmodulinを抑制した場合も同様に完全抑制
が見られた。以上から、PAR-2 受容体刺激に
よる[Ca2+]iの上昇にNOS、リアノジン受容体
が関与していることが示唆され、これらの上
流にCalmodulinやCAMK IIが存在しているこ
とが示唆された。 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３）アミラーゼの分泌について検討したとこ
ろ、PAR-2 刺激によってアミラーゼの分泌が
認められ、この分泌は CAMKII の抑制によっ
て完全に阻害された。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４）電顕でPAR-2刺激反応を確認したところ、
PAR-2AP によって、白抜きの矢印で示す様に
顆粒の複合融合が認められ、分泌が起こるこ
とを認めた。 
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