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研究成果の概要（和文）：モルモット副腎髄質(AM)において GABA は濃度依存性に Cl 電流を誘発

した。この GABA 濃度応答関係は、allopregnanolone により最大値及び Hill 係数を変えること

なく左に並行移動した。GABA 誘発性電流は、Zn イオンにより抑制され、flunitrazepam により

促進された。3 様及び2 様免疫反応物が AM 細胞の細胞膜に認められた。 

 

研究成果の概要（英文）：GABA produced Cl- currents in dose-dependent manner in guinea-pig 

adrenal medullary (AM) cells. This GABA dose-response relationship was shifted in the 

leftward direction with no changes in maximum and Hill’s coefficient by allopregnanolone. 

GABA-induced currents were suppressed by Zn2+ and enhanced by flunitrazepam. 3- and 

2-like immunoreactivities were detected at the cell periphery of AM cells.   
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１．研究開始当初の背景 

副腎髄質(AM)細胞は、交感神経節前線
維を介して神経情報を受容して、カテー
ルアミンを分泌する内分泌細胞である。
中枢神経系の主な抑制性神経伝達物質
である-aminobutyric acid(GABA)は、副
腎髄質では神経線維には分布せず、AM 細
胞に局在している。AM 細胞では(1)GABA

は GABA 合成酵素の GAD67 を介して合成
されている、(2)小胞 GABA 輸送体(VGAT)
はシナプス様小胞(SLMV)には局在せず、
カテコールアミンを含有しているクロ
マフィン顆粒(LDCⅤ)に局在している、
(3)GABA は GABAA受容体を介して AM 細胞
を脱分極させ、カテコールアミン分泌を
誘 発 す る こ と が 明 ら か に な っ た
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(Matsuoka et al J Physicol 586:4825- 
4842,2008)。これらの結果は、GABA は
AM細胞においてparacrineとして機能し
ていることを示唆している。 

 
２．研究の目的 

副腎髄質は副腎皮質に覆われている。
さらに、副腎髄質に流入する血液の一部
は 、 intraadrenal portal vascular 
system を介して副腎皮質からくる。この
為、AM 細胞は高濃度の副腎皮質ホルモン
にさらせれている。副腎皮質はミネラル
コルチコイドやグルココルチコイドば
かりでなく、neuroactive steroid も分
泌している。GABA が AM 細胞に対して
paracrine として働いているのであれば、
AM 細胞は GABA 受容体を介して副腎皮質
からの neuroactive steroid の液性情報
を受容していることになる。 

GABAA 受容体に作用する neuroactive 
steroid には allopregnanolone(ALLO)が
含まれる。しかし、これまで AM 細胞の
GABAA受容体に対する ALLO の作用は十分
には明らかにされていない。さらに、AM
細胞において GABAA 受容体は paracrine
としての GABA、そして ALLO の情報を受
容する為に、その受容体のサブユニット
構成は特殊化していることが予想され
る。 
そこで本研究では、(1)AM 細胞の GABAA

受容体に対する ALL0 の作用、(2)AM 細胞
の GABAA受容体のサブユニット構成、(3)
その分子機序に関して検討する。 
これらの研究を介して、AM 細胞におけ

る GABA を介したシグナル伝達の機能の
一端を考察する。 

 
３．研究の方法 

(1)   副腎髄質の灌流 
  麻酔下でラット及びモルモットから副

腎を取り出す。副腎静脈にカニューレを
挿入して逆向性に Krebs 液を灌流する。
Ca蛍光色素のfluo4-AMを AM細胞に取り
込ませた後、AM 細胞をおおっている副腎
皮質細胞を顕微鏡下で取り除く。共焦点
レーザー顕微鏡を用いて蛍光画像を 5秒
に一回取得する。 

(2)   電流の記録 
モルモット副腎髄質を collagenase で

処理した後、倒立顕微鏡のステージ上に
設置した灌流装置上で、AM 細胞を機械的
に単離する。その後 20 分間静止させた
後、Krebs 液を灌流する。薬物は灌流液
に加えて投与する。パッチ電極にはおも
に K isethionate を含んだ人工細胞内
液を充てんする。Cl イオン濃度は 40mM
である。全細胞電流はニスタチン法を用

いて行う。 
(3)   免疫細胞化学 

モルモット AM 細胞をディシュ上で機
械的に単離する。細胞がディシュの底に
接着後、4％パラホルムアルデビドを含
む液で細胞を固定する。膜の穿孔と非特
異的結合の抑制を行った後、GABAA 受容
体サブユニットに対する抗体、そして 
二次抗体で処理する。共焦点レーザー顕
微鏡を用いて免疫反応に由来する螢光
を観察する。免疫反応物の半定量化は 
ImageJ ソフトを用いて行う。 

(4)   GABAA受容体サブユニット発現の調節 
AM 細胞由来の cell line である PC12

細胞をNGF存在下、またはdexamethasone
存在下で１週間培養した後、cell lysate
を作製する。イムノブロット法を用いて、
それぞれの cell lysate 中の GABAA受容
体サブユニットを半定量化する。 

 
４．研究成果 
(1)   モルモット AM細胞の GABA に対する反

応 
モルモット副腎静脈にカニューレを

挿入して逆行性に副腎髄質を灌流した。
Ca 色素を取り込ませた AM 細胞を 30μM 
GABA を投与して刺激すると、Ca 螢光が
増加した。この Ca 螢光の増加の程度と
領域は、30μM ニコチン刺激により得ら
れた Ca シグナルとほぼ同じであった。
一方、ラット副腎髄質の灌流実験では、
GABA 刺激により得られた Ca シグナルの
領域は、ニコチン刺激により得られた Ca
シグナルの領域の約 1/3 であり、また 
その Ca シグナルの増加の程度はニコチ
ンにより誘発されたものより有意に小
さかった。これらの灌流実験の結果は、
ラットと異なりモルモットでは、すべて
の AM 細胞が GABA の受容体を発現してい
ることを示している。 

    そこで、GABA 受容体の性質を単離モル
モット AM細胞を用いて詳細に検討した。
調べたすべてのモルモット AM 細胞にお
いて保持電位-60mVでGABAは内向き電流
を誘発した。この内向き電流は 10μM 
bicuculline により完全に抑制されたこ
とにより、GABAA受容体を介していること
が明らかになった。 

   GABA 誘発性電流のピーク値の用量反
応関係は、Hill 係数 1.43、EC5032.4μM
のロジスティク式で近似出来た。ALLO は
濃度依存的に GABA により誘発された電
流を増加させた。0.1μMALLO 存在下で、
GABA 用量反応曲線は、最大値及び Hill
係数を変えることなく左方に並行移動
し、GABA の EC50は約 1/20 に小さくなっ
た。この結果、0.1μMALLO 存在下で



0.1μMGABA でも電流が誘発されるよう
になった。さらに、ALLO は GABA 誘発性
電流の脱活性化過程を有意に遷延させ
た。 

(2)   GABAA受容体の薬理学的性質 
    GABAA 受容体のサブユニット構成を明

らかにする為、まずその薬理学的性質を
調べた。Zn イオンの細胞外投与は、濃度
依存的に 10μMGABA 誘発性電流を抑制し
た。3μM から 100μM Zn イオン存在下で
の GABA 誘発性電流のピーク値の濃度依
存的抑制の理論曲線による近似は、GABA
誘発性電流の Zn イオンに感受性を持つ
構成成分の割合が 92％と 100％とした場
合で、大きな違いはなかった。この結果
は少なくとも 10μMGABAにより活性化さ
れる GABA 受容体は、サブユニット構成
に関して均一であることを示唆する。 

2 価の Zn イオンと異なり 3 価の La イ
オンは、100μM において GABA 誘発性電
流を 38％増強させたが、10μMでは影響
を与えなかった。60mM エタノールは 10
μM GABA 誘発性電流に全く作用しなか
った。 
ベンゾジアゼピン受容体アゴニスト

の flunitrazepam は濃度依存的に 10μM 
GABA 誘発性電流を促進した。同様の促進
は zolpidem によっても観察された。 

(3)   GABAA 受容体サブユニットの蛋白レベ
ルでの解析 
RT-PCR 法による mRNA レベルでの解析

では、ラット副腎髄質では GABAA 受容体
サブユニットの1、3、2、2、3、及
びが、発現していた。そこで、これら
のサブユニットに注目して蛋白レベル
での検討を行った。モルモット副腎髄質
のホモジェネートをイムノブロッチン
グすると、抗α1 抗体により 50kDa のバ
ンド、抗α3抗体により58kDaのバンド、
抗2抗体により50kDaのバンドが認識さ
れた。さらに、単離モルモット AM 細胞
において、α3 様免疫反応物及び2 様免
疫反応物は、おもに細胞辺縁に局在して
いた。一方、α1 様免疫反応物は細胞辺
縁よりは細胞質に分布していた。

(4)   GABAA受容体サブユニットの発現調節 
GABAA 受容体サブユニットの発現がど

のような因子により制御されているか
を、PC12 細胞を dexamethasone 存在下、
NGF 存在下で 1 週間培養して検討した。
PC12 細胞の cell lysate 中にもα1及び
α3 がイムノロット法により認められた。
これらのサブユニットの量は NGFまたは
dexamethasone 処理により変化しなかっ
た。 

(5)   まとめ 
AM 細胞において GABA は、GABAA受容体

を介して脱分極を誘発する。GABA 誘発性
向き電流が flunitrazepam により促進さ
れることは、GABAA受容体がでなく、γ
を含むことを示している。この GABAA 受
容体のαβ 構成は、誘発性電流が
60mMethanol により増強されないことか
らも支持される。 

Zn イオンは濃度依存的に GABA 誘発性 
電流を抑制し、その IC50は約 15μM であ
った。一方、La イオンは全く抑制作用を
持たず、100μM 濃度でむしろ促進的効果
を持った。これらの結果は、αβの構成
がα1β32 やα6β32 でないことを示
している。 
イムノブロットと免疫染色法により、

α1、3 及び2 の発現が確認された。さ
らに、細胞膜またはその近傍には、α1
よりは3 様免疫反応物が主に認められ
た。 
薬理学的性質とこれらの免疫細胞化

学の結果は、モルモット AM 細胞のおも
な GABAA 受容体のサブユニット構成が、
α3β2 であることを強く示唆する。3
の発現レベルにはグルココルチコイド
は関与しないことが考えられる。GABA 誘
発性電流の EC50 は 32μM であり、GABAA

受容体は比較的低親和性であった。この
低親和性が ALLO により著明な増加を引
き起こす要因になっている可能性があ
る。 
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