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研究成果の概要（和文）： 

副甲状腺（上皮小体）細胞の細胞膜には Ca2+受容体(CaR)が発現しており血漿 Ca2+濃度変化

を直接検出している。ウシガエル副甲状腺を摘出し，酵素処理により単離副甲状腺細胞を得た。

細胞外液の Ca2+濃度を静止時の 1.8 mM からそれ以上に増加させると，副甲状腺細胞は Ca2+濃

度に依存した内向き電流を示した。この電流は，脱分極性ステップパルスにより時間に依存し

てゆっくりと活性化し，強い外向き整流性を示し，再分極により顕著なテール電流を発生し，

Ca2+活性化 Cl-電流であることを示唆する。この細胞外高 Ca2+誘発電流及び細胞内 Ca2+灌流誘発

電流は共に Niflumic acid で強く抑制され，その逆転電位は Cl-の平衡電位と一致した。細胞外

Ca2+誘発電流は，U73122（phospholipase C の抑制剤），tetrahydrolipstatin（DAG lipase の抑制剤），

MAFP（MAG lipase の抑制剤）及び baicalein（lipoxygenase の抑制剤）によって有意に抑制され

た。IP3 の細胞内灌流は何の応答も誘発しなかったが，2-AG, アラキドン酸及び 12(S)-HPETE

の細胞内灌流は細胞外 Ca2+誘発電流と同様な電流応答を誘発した。以上の結果より，細胞外 Ca2+

は，phospholipase C から DAG lipase を介して lipoxygenase により 12(S)-HPETE を産生させて副

甲状腺細胞の細胞内 Ca2+濃度を上昇させ Ca2+活性化 Cl-電流を誘発すると結論される。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Elevation of extracellular Ca2+ concentration induces intracellular Ca2+ signaling in parathyroid cells. 

We report the electrophysiological property associated with intracellular Ca2+ signaling in frog 

parathyroid cells and show that Ca2+-activated Cl- channels are activated by intracellular Ca2+ increase 

through inositol 1,4,5-trisphophate (IP3)-independent pathway. High extracellular Ca2+ induced an 

outwardly-rectifying conductance in a dose-dependent manner. The conductance was composed of an 

instantaneous time-independent component and a slowly activating time-dependent component and 

displayed deactivating inward tail current. Extracellular Ca2+-induced and Ca2+ dialysis-induced currents 

reversed at the equilibrium potential of Cl- and were inhibited by niflumic acid. Extracellular 

Ca2+-induced currents displayed a moderate dependency on guanosine triphosphate (GTP). All blockers 

for phospholipase C, DAG lipase, MAG lipase and lipoxygenase inhibited extracellular Ca2+-induced 

current. IP3 dialysis failed to induce conductance increase, but 2-AG, arachidonic acid and 12(S)-HPETE 

dialysis increased the conductance identical to extracellular Ca2+-induced conductance. These results 
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indicate high extracellular Ca2+ raises intracellular Ca2+ concentration through DAG lipase/lipoxygenase 

pathway, resulting in the activation of Cl- conductance. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞外液の遊離 Ca2+濃度は、副甲状腺(上

皮小体)ホルモン(PTH)，カルシトニン(CT)

および活性型ビタミン D3 の３つのホルモン

で調節されている。PTH を分泌する副甲状腺

とCTを分泌する甲状腺C細胞(カエルでは鰓

後体)の細胞膜には Ca2+感受性受容体(CaR)

が発現しており，細胞外 Ca2+濃度の変化を直

接検出している。 

  米国ハーバード大学の Brown のグループ

は、1993 年ウシ副甲状腺に発現する CaR を

クローニングし(Nature 366, 575-580, 1993)、

ツメガエル卵での機能発現すなわち細胞外

Ca2+濃度増加による IP3-Ca2+カスケードの活

性化を確認した。その後，腎臓尿細管、破骨

細胞(Yoshida N, Sato T, Kobayashi K and Okada 

Y, Bone 22 (5), 495-501, 1998)および骨芽細胞

などのCa2+代謝に直接関与する細胞において

CaR の存在が見出された。さらに Ca2+代謝に

直接関与しないカエル味覚器もCa2+イオンや

CaR のアゴニストに強く応答する(Okada Y et 

al., Cell Mol Neurobiol 27 (6), 771-781, 2007)。 

  現在、哺乳類の副甲状腺 CaR の細胞内情報

伝達機序については以下のように提案され

ている。CaR は G タンパクの Gi と Gq/11 と

共役する。Gi 活性化に伴いアデニル酸シクラ

ーゼ(AC)が抑制され，細胞内の cAMP 濃度

が低下する。また Gq/11 を介してホスホリパ

ーゼC(PLC)を活性化しイノシトール1,4,5-三

リン酸(IP3)が増加し細胞内 Ca2+貯蔵部位か

らCa2+が放出され細胞内Ca2+濃度が上昇する。

一方、Gq/11-PLC カスケードにより PIP2はIP3

とジアシルグリセロール(DAG)に解離する。

DAG はプロテインキナーゼ C(PKC)を活性化

する。同時に Gi を介してチロシンキナーゼ

(TK) も活性化される。 PKC と TK は

mitogen-activated protein kinase (MAPK)カスケ

ードを活性化し，その下流にあるホスホリパ

ーゼ A2(cPLA2)をリン酸化しアラキドン酸

(AA)カスケードが亢進し，その代謝産物であ

るヒドロペルオキシ酸(HPETE)やヒドロオキ

シ酸(HETE)を介して PTH 分泌を調節すると

想定されている。 

 
２．研究の目的 

一般的には細胞内においてアラキドン酸

(AA)産生を促す酵素は細胞質型ホスホリパ

ーゼ A2(cPLA2)と考えられている。cPLA2の活

性には Ca2+依存性があり，PKC(または

TK)-MAPK カスケードによりリン酸化を受



けて活性化されるとの報告がある。ところが，

カエル副甲状腺細胞は PKC 活性化剤によっ

て何の応答も誘発されず(Okada Y et al., J Exp 

Biol. 208, 4747-4756, 2005)，PKC に依存しな

いリパーゼによって AA が産生されると考え

られる。一方，AA は DAG リパーゼ‐MAG

リパーゼカスケードでも産生される。DAG リ

パーゼは最近クローニングされ(Bisogno T et 

al., J Cell Biol. 163, 463-468, 2003)，DAG から

内因性カンナビノイドの１つである 2-アラ

キドノイルグリセロール(2-AG)を産生する。

次いで，MAG リパーゼは 2-AG から AA を産

生する。本研究では，これらの酵素の特異的

阻害剤の細胞外Ca2+誘発電流応答に対する作

用を解析し，細胞外 Ca2+感知における関与を

決定する。AA は不安定な物資であり，シク

ロオキシゲナーゼ(COX)，リポキシゲナーゼ

(LO)またはエポキシゲナーゼ(EPO)などの

酸素添加酵素により中間代謝を受けて最終

産物となる。ところで，AA 自体に細胞内 Ca2+

濃度増加作用があるのかその代謝産物にあ

るのかは不明である。COX 系の中間代謝産物

にはプログタグランジン(PGE2)などがあり，

細胞外に分泌されてリガンドとなる。LO 系

と EPO 系の中間代謝産物は，細胞内情報伝達

物質としてイオンチャネルを直接活性化し

たり逆に抑制したりすることが報告されて

いる。そこで，LO 系と EPO 系の酵素阻害剤

の細胞外Ca2+誘発電流応答に対する作用も解

析する。また，2-AG などの中間代謝産物の

可能性がある物質を電極内から細胞内に灌

流し副甲状腺細胞が応答するかどうかを確

認する。本研究では，パッチクランプ法を用

いた電気生理学的により細胞膜または細胞

内に存在する機能タンパク質の活性をリア

ルタイムで測定する。 

 
３． 研究の方法 

(1)  細胞の単離 

  実験にはウシガエルを用いる。動物の脳と

脊髄を破壊し，頸動脈付近に存在する左右 2

個ずつの副甲状腺を摘出する。組織を Ca2+欠

如リンガー液中に 10 分間放置し，さらに 10 

U/ml パパインを含む Ca2+欠如リンガー液を

10-12 分間作用させる。細胞外液を正常リン

ガー液に置換して，先端を滑らかにしたパス

ツールパイペットを用いたパイペッティン

グ処理により単離副甲状腺細胞を得る。単離

細胞は 4ºC で保持する。 

(2) パッチクランプ法を用いた電気生理学的

解析 

全細胞固定により単離細胞の電位固定を

行う。パッチ電極は中芯入りのパイレックス

ガラスキャピラリーを２段引きのプーラー

(現有)で引き伸ばして作製する。電極の先端

はマイクロフォージ(現有)を用いて滑らか

にする。パッチ電極を電極内液で満たす。マ

イクロマニピュレータを操作しながら電極

内圧を少し陰圧にして単離細胞を吸引し 5～

20 GΩのシール抵抗を達成する。電極の内側

にさらに強い陰圧を加えて膜を破り容量性

電流の急激な増大により通常の全細胞固定

の状態になったことを確認する。または， 電

極内液に amphotericin B (150 g/ml)または

gramicidin (100 g/ml)を加え GΩ シールを達

成する。するとしだいに容量性電流が増大し

穿孔全細胞固定の状態になったことを確認

する。単離細胞は，倒立顕微鏡(現有)のステ

ージ上に固定したチャンバーの底に静置す

る。電流シグナルは，パッチクランプ用増幅

器を用いて 5 kHz 以上の高周波成分を除去し，

インターフェイスを介して 125 kHz でデジタ

ル化し，ソフトウェアを用いて 0.25～5 kHz

のサンプリング速度で取得する。このデジタ

ルデータはパソコン内のハードディスクに

保存する。pCLAMP は，電位プロトコールを作

成するデジタル―アナログコンバータを制

御するためにも使用する。細胞外液と電極内

液の間で発生する液間電位は全て補正する。



容量電流と直列抵抗も適切に補正する。 

 
４．研究成果 

(1) Ca2+受容体アゴニストと細胞外高 Ca2+に

対する細胞内 Ca2+濃度変化 

NPS-R467 と細胞外 10 mM Ca2+はカエル副

甲状腺細胞の細胞内Ca2+濃度を大きく上昇さ

せたが，NPS-S467 はほとんど効果がなかっ

た。このようにカエル副甲状腺細胞も Ca2+受

容体アゴニストの光学異性体を区別した(図

1)。 

 
図 1 

(2) 細胞外 Ca2+誘発電流の特性 

細胞外 Ca2+濃度を静止時の 1.8 mM からそ

れ以上に増加させると，カエル副甲状腺細胞

はCa2+濃度に依存した外向き整流性の電流応

答を示した。高 Ca2+で刺激中にステップパル

スによって誘発した電流は時間に依存せず

立ち上がりが速い成分と立ち上がりが遅い

成分から構成されており，再分極により大き

なテール電流が見られた(図 2)。細胞内 Ca2+

灌流も電流応答を誘発した。細胞外 Ca2+誘発

電流及び細胞内 Ca2+灌流誘発電流は共に

niflumic acid で強く抑制され，Cl-の平衡電位

で逆転した。Gramicidin 穿孔全細胞記録法を

用いて細胞外 Ca2+誘発電流を記録すると，そ

の逆転電位は最初の-25 mV から-58 mV にシ

フトした(図 3)。 

(3) Phospholipase C 関連薬剤の細胞内灌流の

効果 

細胞内の Ca2+緩衝剤を 1mM EGTA から 10 

mM BAPTA に変えると細胞外 Ca2+誘発電流

は大きく減少した。細胞内 10 M U73122 

(phospholipase C の阻害剤)も電流応答を対照

値の 3 分の 1 に低下させた。細胞内に IP3を

灌流しても何の応答も誘発しなかったが，

2-AG の細胞内灌流は時間経過の遅い電流応

答を誘発した(図 4)。 
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図 3 

(4) 細胞外 Ca2+誘発電流に対するアラキドン

酸カスケード関連薬剤の効果 

細胞外から U73122, tetrahydrolipstatin (DAG 



lipase の阻害剤)及び MAFP (MAG lipase の阻

害剤)を投与すると，これらの薬剤は全て細胞

外 Ca2+誘発電流を有意に抑制した(図 5)。

ETYA または baicalein (共に lipoxygenase の阻

害剤)の細胞外投与も Ca2+誘発電流を抑制し

た(図 6)。 
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図 5 

(5) アラキドン酸及び 12(S)-HPETE の細胞内

灌流 

電極内液にアラキドン酸や12(S)-HPETEを加

えて細胞内に灌流すると，副甲状腺細胞は細

胞外Ca2+誘発電流とよく似た時間経過の遅い

外向き整流性の電流応答を示した(図 7)。 
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図 7 



以上の結果より，細胞外 Ca2+は，phospholipase 

C から DAG lipase を介して lipoxygenase によ

り12(S)-HPETEを産生させて副甲状腺細胞の

細胞内 Ca2+濃度を上昇させ Ca2+活性化 Cl-電

流を誘発すると結論される。 
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