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研究成果の概要（和文）：眼内平滑筋における、ムスカリン受容体作動性の非選択性陽イオンチャネル(NSCC)およびそ
の調節系の分子実体を解明することを目標として実施した。

ウシ毛様体筋を用い。コラゲナーゼ処理により分散させてから非連続Percoll濃度勾配中で遠心分離にかけ、濃度界面
に集まった部分を取出してセルソータで分離するという方法を開発した。他の細胞や組織断片など夾雑物のない状態で
得られた細胞を用いた実験により、M3 型アセチルコリン受容体とA型エンドセリン受容体が、同一の毛様体筋細胞の細
胞膜に共存し、Gq/11と共役する共通の信号伝達経路を介して、NSCCの開口を調節することを明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In bovine ciliary muscle (BCM), stimulation of M3-muscarinic receptors (M3R) 
opens two types of non-selective cation channel with different unitary conductances. In this work we 
developed a new method to obtain BCM cells with unprecedented quality and amount. The ciliary body 
dissected from bovine eye were treated with collagenase, and the dispersed cells were subjected 
centrifugation through discontinuous Percoll density-gradient of 1.050 and 1.060 g/mL. Cells were then 
collected from the 1.050/1.060 interface and cultured for 1-3 days. In the cultured BCM cells, carbachol 
(2 uM) evoked a phasic and tonic increase of [Ca2+]i. Caffeine (20 mM) caused a phasic rise of [Ca2+]i in 
the absence of extracellular Ca2+. These responses were clearly observed in 5 × 106 cells obtained by 
the single-step centrifugation procedure. Immunological staining revealed abundant expression of TRPC1, 
TRPC3, TRPC4, TRPC6 and Orai1 (as well as of M3R) in the plasma and endoplasmic membranes.

研究分野：生理学
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１．研究開始当初の背景 
われわれは、ウシ毛様体から単離した平滑

筋細胞における電気生理学的実験により、毛
様体筋の細胞膜には M3 型ムスカリン受容体 
(M3R) 刺激に伴って開口する単位コンダク
タンスの大きく異なる 2種類の非選択性陽イ
オンチャネル(100 fS と 35 pS)を同定し、
NSCCS および NSCCL と呼んだ。これらのチャ
ネルは筋の収縮持続相に必要な細胞外から
の Ca2+流入の主要経路路として機能している
ことがわかっていた[文献 1, 2]。 

しかし、NSCCS と NSCCL の分子実体、なら
びに受容体からそれらのチャネルへの信号
伝達経路については不明であった。 

また、細胞内 Ca2+の作用については、一般
の平滑筋では、主としてミオシン軽鎖キナー
ゼ(MLCK)によるミオシン燐酸化を介する経
路が知られているが、毛様体筋においては、
この重要な経路の実体についてこれまで具
体的に調べられていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) NSCCS と NSCCL の分子実体を明らかに
する。特に、いわゆる受容作動性、容量作動
性イオンチャネルの候補として注目されて
いる TRP チャネルや Orai１と、NSCCS/  

NSCCL との関連性を検討する。 
 
(2) ① M3R からの信号の、NSCCS/NSCCL

以外への流れにも注目し、RhoA/Rho kinase

などの収縮調節への役割についても検討す
る。 

②特に、眼内平滑筋についてはこれまでほと
んど直接的異な検討がなされていないフォ
スファターゼの関与について特異的阻害剤
を用いた検討をおこなう。 

 
(3)ウシでは不可能な遺伝子改変を使った実
験を可能にするため、マウスの眼内平滑筋組
織を実験材料として用いるための技術を確
立する。ウシに比べ体積比で 1/300000 と格段
に小さいマウス眼内筋での実験が可能にな
れば、他の微小組織を用いた実験におけるマ
ウス利用のモデルケースとなることが期待
される。 

 
３．研究の方法 
(1) 眼内平滑筋細胞を色素素細胞や線維芽
細胞など由来の夾雑物ができるだけ混ざら
ないように分離するため、今回の研究では、
コラゲナーゼ酵素処理で分散したウシ毛様
体組織試料を Percoll 密度勾配により分離し
たあと、さらにセルソーターによる分離を行
った。分離した細胞の評価は Fluo-4 蛍光法に
よる細胞内 Ca

2+
([Ca

2+
]i)の測定と、抗-アクチ

ン抗体による免疫蛍光顕微鏡法を使用した。 

(詳細については下記｢研究成果｣に記述) 

 

(2)マウス眼球から、瞳孔括約筋を摘出し、従
来、ウシ材料でおこなってきたのと同様の方

法で、収縮記録、細胞内 Ca
2+測定、パッチク

ランプによる全細胞電流記録をおこなった。
暗順応させたマウスの目に LED ライトを照
射することにより誘発される縮瞳をビデオ
記録した。自家開発のソフトを用い、ビデオ
映像から瞳孔を辺縁を自動的に抽出して、楕
円でフィットし長径を算出、時間に対してプ
ロットして時間経過の解析に用いた。 

 
４．研究成果 
(1) 毛様体の筋組織切片を免疫組織染色法
で観察すると、-アクチン陽性の平滑筋細胞
とは別に、黒色のメラニン細胞様細胞、-ア
クチン陰性の線維芽様細胞の少なくとも 3 種
類の細胞が多数存在することがわかり、組織
全体から抽出した遺伝子および蛋白質は毛
様体平滑筋とは異なる細胞由来のものを多
く含んでいることが明らかであった。 

そこで 3 層の Percoll 不連続密度勾配(1.050, 

1.060, 1.082 g/mL)中に分散した細胞を重層し
遠心すると、メラニン細胞様細胞は密度 1.082

の下層に、その他の細胞は 1.082 と 1.060 の
界面、1.060 と 1.050 の界面に主に分布するこ
とがわかった。 

この 2 界面に存在する細胞を回収し、カル
バコール（CCh）に対する[Ca

2+
]i 変化を測定

すると、約 70%の細胞が一過性の Ca
2+上昇を

示した。また、免疫蛍光顕微鏡法により抗-

アクチン抗体を用いて観察すると-アクチ
ン陽性細胞が大多数を占めることがわかっ
た。これらの結果から、Percoll 密度勾配法に
より 1 回の調製で 10

6個オーダの毛様体平滑
筋細胞を取得できることがわかった。CCh の
作用は、アトロピン-DAMP などのムスカリ
ン受容体阻害剤、 Gq/11阻害剤である
YM-254890 により濃度依存性に抑制される
ことを確認した。今後、試料の純度を更に高
め、例えばマイクロアレイ法を用いることに
より、毛様体平滑筋細胞の網羅的遺伝子発現
を解析できると期待される。 
 
(2) プロテインフォスファターゼ(PP)阻害
剤の 1つであるオカダ酸(OA)は、消化管や血
管平滑筋に対し、高濃度(>5 M)ではミオシ
ン軽鎖燐酸化を伴う収縮を起こすが、低濃度
(0.5-5 M)では逆に弛緩を起こすことが知ら
れている。OA は、主要 PP である、1型(PP1)
と 2A 型(PP2A)に対し、後者により圧倒的に
高い親和性を示す(PP1 と PP2A についての Ki
値は､それぞれ、153 M と 34 pM)ため、OA の
平滑筋収縮に対する抑制作用については PP1
の、抑制作用については PP2A の酵素活性阻
害を介するものであることが予想されてい
るが、特に抑制作用のメカニズムに関しては
明快な説明がなされていない。今回、OA のウ
シ毛様体筋に対する効果を調べたところ、
carbachol (CCh)によるムスカリン受容体刺
激により誘発される収縮に OA が低濃度でも
まったく抑制作用を示さないことが判明し
た。これまで調べられた限り、低濃度 OA が



収縮抑制を起こさない平滑筋は他には知ら
れていない。PP2A に特異的で PP1 にはほとん
ど親和性を示さないことが知られている
rubratoxin A(10 M)は、ウシ毛様体筋およ
び比較のため用いたモルモット盲腸紐で CC
誘発収縮をほぼ完全に抑制した。また、Ca2+

イオノフォアである ionomycin で誘発した収
縮に対しては、ウシ毛様体筋でも他の平滑筋
と同じく低濃度 OA は明かな抑制作用を示し
た。これらの知見は、PP2A による脱輪参加に
より平滑筋収縮を強める働きのある蛋白の
存在を示唆するが。その本体は不明である。
ウシ毛様体筋で低濃度 OA が収縮抑制を示さ
ないのは、他の平滑筋とはそのような蛋白の
質的 and/or 量的違いによるものかもしれな
い。 
(3) これまでの知見から予想されるウシ毛
様体筋の収縮調節に関わる信号伝達経路を
図示する： 

 
 
(4) マウス眼球は非常に小さく(体積比に
してヒト眼球の 1/1000､ウシ眼球の 1/30000)、
これまで眼内筋の生理学的研究に使用され
たという記録を見ない。今回われわれは、正
常マウスの瞳孔括約筋をリング状に切出し
た標本を等尺性張力トランスデューサに繋
いで収縮の記録を試みた。CCh (10 M)を投
与すると絶対値はウシ毛様体筋の 1/10 位で
弱いものの、はっきりとした張力発生が記録
できた(図)。 

この CCh 誘発収縮は、(a)収縮持続相が細胞
外の Ca2+に依存性を示す、(b) 2 M の
nifedipine に感受性を示さない､(c) 2 M
の atropine で完全に抑制される、という特
徴を示した(図)。これは、マウス瞳孔括約筋
にも、ウシ毛様体筋と同様の NSCCS/NSCCL が
存在し、収縮持続相における Ca2+経路として
機能していることを強く示唆するものであ
る。細胞内 Ca2+測定、パッチクランプ実験な

どが十分可能であることも確認している。
(5) Intactなマウス個体において瞳孔括約筋
の収縮を、瞳孔のビデオ観察により実時間記
録する方法を開発した。これは、実験に用い
るのに有用な遺伝子改変マウスを手早くス
クリーニングする有用な方法を提供するも
のと期待される。 
 この方法により、NSCCS/NSCCL との関連に興
味が持たれている TRPC3 と TRPC6 のノックア
ウトマウス（NIH の L. Birnbaumer 教授、生
理研の西田基宏教授から供与されたもの）の
縮瞳速度を測定したが、wild type との間で
有意差は見られなかった。今後、Orai1 など、
他の候補チャネル蛋白のノックアウトマウ
スでも同様の測定をおこない、wild type と
の間に有意差が見られたものについては、上
記(4)に述べた方法により、さらに検討を進
める。 
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