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【抄録】

耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌は，サイクリックAMP

の上昇とイノシトール三 リン酸の産生に伴う細胞内カルシウム

の増加を介して促進されることが知られている. 一方，耳下腺

腺房細胞の基底側)撲にあるカルシウム依存性カリウムチャネル

(K ca ) は， K+ , Na+ , Cl 一 等のイオン輸送や，水の分泌に関与

していると考えられている.しかしながら，アミラーゼ分泌へ

のカリウムチャネルの関わりについては不明な点が多い.本研

究は，耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌におけるカリウム

チャネルの関与およびその作用機序の一端を明らかにすること

を目的として行った.その結果，。受容体刺激薬イソプロテレ

ノールによるラット耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌が

KCaブ、ロッカーにより促進されたこと，またカリウムイオノフォ

アのパリノマイシンで抑制されたことから， 。受容体刺激によ

るアミラーゼ分泌において， KCa の開口による分泌抑制、 Kcaの

遮断による分泌促進という調節機構が存在することが示唆され

た.さらにイソプロテレノールとカリウムチャネルブロッカー

のTEAによるアミラーゼ分泌の促進に伴い 57kDa の腺房細胞

タンパクのリン酸化が認められ，またプロテインキナーゼA の

阻害薬がアミラーゼの分泌抑制効果を示したことから， 57kDa 

タンパクのリン酸化が本アミラーゼ分泌に関与していることが

示唆された.ホスファターゼ2B阻害薬によりアミラーゼ分泌

が抑制されたことからも，リン酸化・脱リン酸化過程がアミラー

ゼ分泌において重要な役割を果たしている可能性が示された.
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【緒言】

l唾液腺は口腔領域の典型的な外分泌腺であり |唾液分泌による岨

11爵，消化，味覚，生体防御などの作用のほか，ホルモンや成長因子

の産生の機能も有しており，生体の恒常性の維持に重要な役割を果

たしている.解剖学的に唾液腺は l唾液を口腔へ輸送する導管系と，

I唾液を産生・放出する細胞集塊である腺房から構成されている.腺

房細胞は消化酵素アミラーゼを分泌する策液細胞，糖タンパクのム

チンを分泌する粘液細胞 およびその混合型に分けられる.耳下腺

腺房は主として柴液細胞から成り，顎下腺，舌下腺のそれは混合型

から成り立っている.唾液分泌は アドレナリン作動性の交感神経，

およびコリン作動性の副交感神経系の二重支配の下に調節されてお

り，ヒトでの総唾液分泌量は750"-'1500 mQ/ 日に達する.分泌唾液

中には電解質(最大0.3 %まで)およびタンパクなど(最大0.4 %ま

で)が含まれているが，残りの99.3 %以上は水で占められている

(吉田， 1996) . 

l唾液j腺からの水および、電解質の分泌機構に関しては，次のように .

考えられている.耳下腺腺房細胞の基底側膜上には，カルシウム依

存性カリウムチャネルが細胞1個あたリ約80個存在し (Maruyama

ら， 1983a ; Maruyama ら， 1983b ; Maruyama ら， 1986 ;東城と

田隈， 1995) ，ムスカリン受容体あるいは α1受容体刺激により産生

されたイノシトール1 ，4 ， 5 トリスリン酸(lp3) がカルシウムストア

からカルシウムイオンを放出させ カルシウム依存性カリウムチャ

ネルに作用してチャネルを開口させる.この関口により大量のカリ

ウムイオンが排出され，細胞の近くでは210 lnM 程度まで一過性の濃
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度上昇がもたらされる (Poulsen と Bledsoe ， 1978) .その結果，

細胞近傍のカリウムイオンによって調律されるナトリウム，カリウ

ム，塩素イオンの共輸送系が倒jき，これらのイオンが細胞内に流入

する.細胞内のナトリウムイオンは，ナトリウム-カリウムポンプに

より，細胞外へ排出され，塩素イオンは経上皮塩素イオン輸送によ

り，腺腔側へ排出され，それに伴い水が排出される (Maruyama

ら， 1983a ; Petersen と Maruyarna ， 1984 ; Putney, 1986 ;丸山と

西山， 1986 ; McCann と Welsh ， 1990) (図 1). この機織に関して

は，塩素イオンが排出された腺)j空内の電気自分な中和を保つため，ナ

トリウムイオンが隣接細胞間に存在する密着結合(タイトジヤンク

ション)を通過する受動的な傍細胞輪逆によって基底側から腺腔側

に流入し，塩化ナトリウムを形成する結果，腺JJ空の浸透圧が上昇し，

腺腔に水が排出されると考えられている (Petersen と1vlaruyan1a ，

1984 ;西山， 1986 ; }II 口と山岸， 1995) . 

一方，アミラーゼやムチンなどの唾液タンパク成分の唾液腺から

の分泌機構に関しては，これまでに十分な報告が見られず，不明の

部分が多い.アミラーゼの分泌について，現在得られている知見は

以下の通りである(図 1). アミラーゼの分泌には，ムスカリン受容体

および α受容体の関与する系も存在するが，その程度は弱く，分泌

の大部分は 0 受容体刺激によるサイクリックAMP依存性のものであ

る (Baun1 ら， 1981 ; Yoshin1ura と Nezu ， 1992) .このサイクリッ

クAMP産生から関口分泌によってアミラーゼが分泌される過程に

(Butcher と Putney ， 1980; I-Iarper , 19188 ;瀬川， 1991 ) ，プロ

テインキナーゼによるタンパクのリン酸化が関与していることが不
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図 l 耳下腺腺房細胞における唾液分?必に関する模式図

ムスカリン受容体あるいは α1受容体刺激と，それに続く イノ シ ト ール1，4 ， 5 トリ ス

リン酸(Ip3) 産生を経て，カルシウムス ト アから放出されたCa 2+が基底側膜上の

カルシウム依存性カリウムチャネルを関口させる.排出された大量のK+が契機と

なって， Na+, K +, cr の共輸送系が作動し， Na+-K+ポンプおよび経上皮塩素イ

オン輸送が続く. crの腺腔側へ排出に伴い水が排出される . 一方アミラーゼは，

S 受容体刺激，サイクリックAMP産生を経て，関口分泌によって分泌されるが，

その過程の詳細については不明である.
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l唆されているが，その詳細については不明で、ある(東城と田|波，

1995) . 

カルシウム依存性カリウムチャネルに関しては，サイクリック

AMPによるカルシウム依存性カリウムチャネルの調節を示唆する報

告や(Levitan ， 1994 ) ラット結腸の細胞においてサイクリック

AMPがカルシウム依存性カリウムチャネルを阻害するという報告な

どがある (Greger ら， 1997) . 

本研究は耳下腺のアミラーゼ分泌の調節機序の一端を明らかにす

ることを目的として，ラット耳下腺腺房細胞を用いてアミラーゼの

分?必におけるカリウムチャネルの関与と リ ン酸化・脱リ ン酸化によ

る調節について検討を行ったものである .
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【方法】

(1) ラット耳下腺腺房細胞の調製

体重180 g から 220 g のSprague-Dawley系雄性ラットより耳下腺

を摘出し，氷冷下で細切後， ClosLridium histolyticunJ 由来のコラ

ゲナーゼ (114 単位/mQ ， Worthington , Lakewood) と牛精巣に

由来するヒアルロニダーゼ (0.25 mg/mQ, Sigl11a , St. Louis )を含

むハンクス液(組成: NaCl 136 111M, KCl 5.4 mM, Na2HP04 0.34 

mM, KH2P04 0.44 lnM, 1vlgS040.81 111Iv1, NaHC034.2 lnM，グル

コース 5.6 lnM, CaC12 1.3 lnM, I-Iepes 20 lnM , pI-I 7.4) 6 mQ中で，

37 0C , 60分間処置を行った Cfojyo ら， 1!~87 ; Miwa ら， 1996 ).ナ

イロンメッシュを用いて滅過した後， 1000 rp111 で、 5 分間遠心分離し，

得られた沈溢を0.1 %牛血清アルブミン( Sig111a )含有のハンクス液

で洗浄した.洗浄操作を 3 回繰り返し，タンパク濃度45"'"'80 mg/ mQ 

になるように同液で懸濁し，実験に供した.

(2) アミラーゼ分泌の測定

得られた細胞懸濁液 1 mQに薬物を添加し， 37
0

Cで30分間インキュ

ベーションを行った.フィルタ-(マイレクス，日本ミリポア，東

/J、)鴻過により細胞を除去することによって，細胞のアミラーゼ分

泌反応を停止し，減液中のアミラーゼの量をアミラーゼBテスト

(和光純薬，大阪)を用いて測定した.アミラーゼの分泌量は，対

照群(薬物無添加)を100 として，パーセントで表示した.

(3) タンパクのリン酸化反応

ラット耳下腺腺房細胞を Staphylococcus aureus の産生する α母

素 (Sigma) により処置して低分子透過性とした後，ハンクス液中
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で [γ_32PJ A'TPと 15分間保温後，細胞を回収した.ついで同細胞

を細胞溶解液で処置し， 12% SDSポ リアクリルアミドゲル電気泳動

を行い，ゲルをクーマシーブルーで染色した後，ハイパーフィルム

(AmershatTl, Buckinghamshire) でオートラジオグラフィーに

より解析した.各薬物は [γ_32PJ ATPと同時添加を行った.

(4) 統計処理

実験結果は 3~5 例の平均値+S.D.で表し， Studentの t-テスト

により有意差検定を行った.

8 



【実験結果】

(1) カリウム平衡電位の耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌

に対する影響

カリウム平衡電位の変化が耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌

に及ぼす影響について調べる目的で，ハンクス液のNaClの一部を

KClに置換することにより，細胞外カリウムイオン濃度を増加させ，

アミラーゼの分泌量を測定した.外液のカリウムイオン濃度を16

mM, 26 mMと増加させるに従って，耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼの分泌が促進され， 56 mMの濃度において，分泌は約50%増強さ

れた(図 2).
牢
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図2 耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌に対する細胞外カリウ

ムイオン濃度の影響

ハンクス液のカリウムイオン濃度を5.84 n1M から， 16 n1M, 26 mM, 56 n1Mに変

えたときのアミラーゼ分泌量を測定した.アミラーゼ分泌量は，カリウムイオン

濃度5.84 mM のときのアミラーゼ分泌量を対照群として%で表示した.各値は4例

の平均値 ::f: S . D.で表した. * p< 0.01 :対照群に対する有意差
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(2) カリウムチャネルブロッカーの耳下腺腺房細胞からのアミ

ラーゼ分泌に対する影響

カリウムチャネルの遮断が耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分?必

に影響するか否かについて，種々のカリウムチャネルブロッカーの

作用を調べた.比較的選択性の低いカリウムチャネルブロッカーで

あるテトラエチルアンモニウム(TEA) lmNI を細胞外液中に添加する

と，アミラーゼの分泌は約50%促進された.また カルシウム依存

性カリウムチャネルのうち 低コンダクタンスのカリウムチャネル

(SKea )のブロッカーとして知られるアパミン，高コンダクタンスの

カリウムチャネル (BI{ea )のブロッカーのカリブドトキシンは(赤

須と時政， 1991) ，各々 1μM ， 2μMの濃度でアミラーゼ分泌を有

意に促進した.しかし， ATP 依存性カリウムチャネルブロッカーで

あるグリベンクラミドはアミラーゼ分泌に影響を与えなかった(図3).

別院$
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。

対照務 TEA アパミン カリブドトキシン グリペンクラミド

(10 ・3 M) (10 ・6 M) (2x10 ・6 M) (10 ・5M)

刈 3 耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌に対するカリウムチャ

ネルブロッカーの影響

各薬物をインキュベーション開始と同時にハンクス液中に添加し， 30分後にアミ

ラーゼ分泌量を測定した.各値は4例の平均値 i: S.D. で表した .

*p< 0.05 ， 料 p< 0.01 :対照群に対する有意差
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(3)β 受容体刺激薬およびムスカリン受容体刺激薬による耳下

腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌に対するカリウムチャネルブ

ロッカーの影響

。受容体刺激薬のイソフロテレノール，およびムスカリン受容体

刺激薬のカルバコールによる耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌

について調べた.イソプロテレノールは濃度依存性にアミラーゼ分

泌を著明に促進し， 10 -5Mにおいては対照群の約 6 倍の分泌を示し

た.一方，カルバコールも同様にアミラーゼの分泌を誘発したが，

イソプロテレノールに比べてその作用は弱く， 10 -4Mにおいても約

2 倍の分泌量であった(図4).
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図4 イソプロテレノール (0) およびカルバコール(.)による耳

腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌に対する影響

各値は3-----5例の平均値 :i: S.D.で表した.

以上の実験結果に基づいて，以下の実験ではイソフロテレノールは
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10 -7Mあるいは10 -6M，カルバコールは10 -6Mあるいは10 -5Mの濃度

を用いて刺激を行った.

カリウムチャネルブロッカーであるTEA，を用いて，イソプロテレ

ノ ールおよびカルバコール刺激による耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼの分泌に対する影響を調べた. 10 -3MのTEAは単独で対照群の

134+9%のアミラーゼ分泌を示し，また10 -7Mのイソプロテレノ ー

ルは254+83%のアミラーゼ分泌を示した.この両者を用いて刺激す

ると，アミラーゼ分泌は471 + 137% となり，相乗効果がみられた(図

5). 一方，カルバコールによるアミラーゼ分泌は， TEA による増強

作用を全く受けなかった.
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図5 イソプロテレノ ールおよびカルバコールによる耳下腺腺房細

胞からのアミラーゼ分泌に対するT'EAの影響

各値は5例の平均値:t S.D. で表した. * p< 0.05 
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(4) イソプロテレノールおよびカルパコールによる耳下腺腺房

細胞からのアミラーゼ分泌に対するカリウムイオノフォアの影

響

カリウムイオノフォアであるバリノマイシンを用いて，イソプロ

テレノールおよびカルバコール刺激による耳下腺腺房細胞からのア

ミラーゼ分泌作用に対する影響を調べた.バリノマイシン単独で対

照群の約150%のアミラーゼ分泌がみられたが， 10 -6Mのイソプロテ

レノールによる分泌に対してバリノマイシンは抑制効果を示した.

しかし，カルバコールによるアミラーゼ分泌に対してバリノマイシ

ンは影響を与えず，両者を用いて刺激したときのアミラーゼ分泌は

相加的効果であった(図6).
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図6 イソプロテレノールおよび、カルバコールによる耳下腺腺房細

胞からのアミラーゼ分泌に対するバリノマイシンの影響

各値は4'"'-5例の平均値 i: S.D.で表した. ** p< 0.0 1, *p< 0.05 
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(5) イソプロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼ分泌に対するソマトスタチンとモルヒネの影響

神経系においてソマトスタチンおよびモルヒネはカリウムチャネ

ルのイオンコンダクタンスを上昇させることが報告されており

(North ら， 1987 ;斎藤， 1990 ;斉藤， 1991 ; While ら， 1991) , 

耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌作用にカリウムチャネルが関

与するならば，ソマトスタチンおよびモルヒネはアミラーゼ分泌に

も影響を与える可能性があると考えられる.そこでイソフロテレノ ー

ルによるアミラーゼ分泌作用に対するソマトスタチンとモルヒネの

影響を調べた.両薬物とも単独ではアミラーゼの分泌に影響を与え

なかったが， 10 -6Mのイソプロテレノール刺激によるアミラーゼ分

泌に対してはいずれも抑制作用を示した(図7) .
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モルヒネ 10-4M + + 

図7 イソプロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ

分泌に対するソマトスタチンとモルヒネの影響

各値は4'""5例の平均値土 S.D.で表した. * p< 0.05 :イソフロテレノ ール単独処置

群に対する有意差
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モルヒネによる耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌の抑制がカ

リウムチャネルを介したものかどうかを確かめる目的で，カリウム

チャネルブロッカーのTEAによるアミラーゼ分泌に対するモルヒネ

をはじめとするオピオイド受容体の選択的アゴニストの影響を検討

した. TEAによるアミラーゼ分泌は モルヒネと同様にオピオイド

μ受容体アゴニストのDAGO (Try-D-Ala-Gly-MePhe-Gly-ol) 

によっても有意に抑制された(図8). しかし，オピオイド 5 受容体ア

ゴニストのDPDPE (D-Pen-D-Pen-E凶日phalin) ，オピオイド κ

受容体アゴニストのエチルケトサイクラゾシン (EKC) は影響を与

えなかった.
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+ TEA (10 -3M) 

図8 TEAによる耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌に対する各

種オピオイド受容体アゴニストの影響

各値は4------5例の平均値 ::!:: S.D.で表した. EKCは工チルケトサイクラゾシン.

匂< 0.01 : TEA処置群に対する有意差
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(6) イソプロテレノールおよびTEA によるリン酸化

耳下腺腺房細胞のリン酸化に対するイソプロテレノ ールおよび、

TEAの作用について検討した. 10 -6Mのイソプロテレノールおよび

10 3MのTEAの処置により， 57kDaの分子量のタンパクへの32pの結

合の増加がみられた(図9).

57kDa 

(1) (2) (3) 

無処置 イソプ口テレノール TEA 

文19 イソプロテレノールおよび~EAによるリン酸化

(1) 無処置， (2) イソプロテレノ ール (l O -6M) 処置， (3) TEA (10 -3M) 処

置. 各薬物は [ γ_32 pJ ATPと同時添加を行った.

(7) イソプロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼ分泌に対するプロテインキナーゼ阻害薬の影響

耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌におけるリン酸化の関与に

ついて検討する目的で，プロテインキナーゼC阻害薬のスタウロス

ポリン，チロシンキナーゼ阻害薬のゲニステイン，フロテインキナー

ゼA阻害薬のH-8を用いて，イソフロテレノールによるアミラーゼ

16 



分泌に対する影響を調べた.各薬物は単独では耳下腺腺房細胞から

のアミラーゼ分泌に影響を与えなかった.イソプロテレノールによ

るアミラーゼ分泌に対して， H-8は有意なJ[IJ Tl Jリ作H~ を示 したが，ス

タウロスポリンおよびゲニステインはまったく影響を及ぼさなかっ

た(図 10). このことからイソプロテレノールによるアミラーゼ分泌

に，プロテインキナーゼAによるリン酸化が関与していることが不

唆された.
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図 10 イソプロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼ分泌に対するプロテインキナーゼ阻害薬の影挫

リン酸化阻害薬は，イソプロテレノ ールと同時添加を行った.結果は3'"'-'5例の平

均値 :i: S.D.で表した. * p< 0.05 :イソ プロテレノール単独処置群に対する有意差

(8) イソプロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼ分泌に対するプロテインホスファターゼ阻害薬の影響

セリン/スレオニンホスファターゼの特異的阻害薬であるオカダ

酸を用いて，イソブロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミ
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ラーゼ分泌に対する影響を調べた.オカダ酸単独では耳下腺腺房細

胞からのアミラーゼ分泌に影響しなかった.イソプロテレノ ールに

よるアミラーゼ分泌に対して，オカ夕、酸は5X10 -7Mの濃度で弱い抑

制作用を，また10 -6Mの濃度で著明な抑制作用を示した(図 11).
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図 11 イソプロテレノ ールによる耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼ分泌に対するオカダ酸の影響

オカダ酸はイソ プロテレノ ールと同時添加を行った.結果は4'""5例の平均値±

S.D.で表した. * p< 0.05 :イソ プロテ レノ ール単独処置群に対する有意差

ホスファターゼ2Bの特異的阻害薬であるシクロスポリンAを用い

て，イソプロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分

泌に対する影響を調べた.シクロスポリンAはO.6X 10 -6 Mおよび

1.5 X 10 -6 M の濃度において抑制作用を示したが， 6.0 X 10 -6 Mの濃度

では増強作用を示 し， 二相性の作用を示した(図 12).
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図 12 イソプロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼ分泌に対するシクロスポリンAの影響

シクロスポリンAはイソプロテレノールと同時添加を行った.結果は3'"'"'7例の平

均値土 S.D.で表した **p< 0.01 , * p< 0.05 :イソプロテレノール単独処置群

に対する有意差
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図 13 イソプロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼ分泌に対するオルトバナジン酸の影響

オルトパナジン酸はイソフロテレノールと同時添加を行った.結果は4'"'"'5例の平

均値 :t S.D.で表した.
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チロシンホスファターゼ阻害薬のオルトバナジン酸を用いて，イソ

プロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌に対す

る影響を調べた.イソプロテレノールによるアミラーゼ分泌に対し，

オルトバナジン酸は全く影響を示さなかった(図13).
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【考察】

耳下腺腺房細胞からのアミラーゼの分泌が 細胞外カリウムイオ

ン濃度の上昇や比較的選択性の低いカリウムチャネルブロッカーで

あるTEAにより促進されたことから(図2 ， 3)，アミラーゼの分泌調節

においてカリウムチャネルの関与していることが示された.種々の

カリウムチャネルフロッカーの作用について検討した結果，カルシ

ウム依存性カリウムチャネルブロッカーのアパミンとカリブドトキ

シンが，アミラーゼ分泌を促進したことから(図3)，カルシウム依存

性カリウムチャネルの遮断により，アミラーゼ分泌が促進されるこ

とが明らかになった.カルシウム依存性カリウムチャネルには，コ

ンダクタンスが小さい値 (5"-'20 pS) を示す低コンダクタンスのカ

リウムチャネル (SKea ) ，コンダクタンスが大きい値 (100"-'250 

pS) を示す高コンダクタンスのカリウムチャネル (BKea ) ，その

他のもの，の 3 種類が考えられているが (Sah ， 1996) ，高コンダ

クタンスのカリウムチャネルが耳下腺腺房細胞基底側膜上に存在す

ることがパッチクランフ法により示されている (Maruy紅na ら，

1983a ; Maruyarna ら， 1983b ; MarUYaITla ら， 1986 ;東城と田限，

1995) .低コンダクタンスのカリウムチャネルはアパミンで遮断さ

れ，高コンダクタンスのカリウムチャネルはカリブドトキシンで遮

断されるが(赤須と時政， 1991) ，本研究ではアパミンとカリブド

トキシンの両者が同様に作用したことから(図3) 低コンダクタンス

のカリウムチャネルと高コンダクタンスのカリウムチャネルの両方

のカルシウム依存性カリウムチャネルが耳下腺腺房細胞からのアミ

ラーゼ分泌に関与することが示唆された.一方，勝臓の 8 細胞では，
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インスリン分泌にはATP 依存性カリウムチャネルが関与していると

報告されているが (Garrino ら， 1989) ，耳下腺腺房細胞において

はATP 依存性カリウムチャネルブロッカーのグリベンクラミド

(Quast と Cook ， 1989 )がアミラーゼ分泌に影響しなかったこと

から(図3)，アミラーゼ分泌にATP 依存性カリウムチャネルは関与し

ていないと考えられた.

イソフロテレノールによるアミラーゼ分泌に対して，カリウムチャ

ネルブロッカーのTEAが促進的に，カリウムイオノフォアのバリノ

マイシンが抑制的に作用したことから(図5 ， 6)，カリウムチャネルは

アミラーゼ分泌に対して抑制的に機能していることが示唆された.

すなわち，カリウムチャネルの遮断によるアミラーゼ分泌促進，関

口によるアミラーゼ分泌抑制という機織が示唆された . 一方，カル

バコールによるアミラーゼ分泌に対する結:果から(図5 ， 6)，ムスカリ

ン受容体刺激によるアミラーゼ分泌にはカリウムチャネルの関与は

認められなかった.

神経系において，ソマトスタチンおよびモルヒネはカリウムチャ

ネルを開口し，そのコンダクタンスを上昇させることが報告されて

いる (North ら， 1987 ;斎藤， 1990 ;斉藤， 1991 ; White ら，

1991) .本研究でみられたイソプロテレノールによる耳下腺腺房細

胞からのアミラーゼ分泌に対するソマトスタチンとモルヒネの抑制

作用は(図7)，カリウムチャネルの開口を介していると考えられ，こ

の結果からもアミラーゼ分泌に対するカリウムチャネルによる調節

機構のあることが示唆された.下垂体腫場細胞において，ソマトス

タチンのアミラーゼ分泌抑制効果に関与するカリウムチャネルはカ
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ルシウム依存性カリウムチャネルであることが示唆されており

(White ら， 1991) ，耳下腺腺房細胞のアミラーゼの分泌調節i にカ

ルシウム依存性カリウムチャネルが関与しているという今回の結果

と一致するものである. 一方，中継神経系に対するモルヒネの効果

に関係するカリウムチャネルは， ATP 依存性カリウムチャネルも考

えられているが (Welch と Dunlow ， 1993 ; Uchida ら， 1993) , 

グリベンクラミドがアミラーゼ分泌に影響しなかったことから(図3) ，

耳下腺腺房細胞にはATP 依存性カリウムチャネルは存在しないこと

が示唆された.また， TEAによるアミラーゼ分泌に対して，オピオ

イド μ受容体選択的アゴニストのDAGOが抑制作用を示したことか

ら(図8)，モルヒネはオピオイド μ 受容体を介してカリウムチャネル

に作用していると考えられ，オピオイド μ受容体を介したアミラー

ゼ分泌の調節機織の存在が示唆された.

耳下腺腺房細胞において イソプロテレノールおよび1'EAにより

57kDaタンパクへの32pの結合の指加がみられたことより(図9)，こ

れら両薬物による57kDaタンパクのリン酸化の促進が明らかとなっ

た.カリウムチャネルのサブユニットの一つに57kDaの分子量のも

のがあるという報告から(1、t1cCann と Welsh ， 1990) ，本実験にお

いてリン酸化された57kDaタンパクがカリウムチャネルである可能

性が考えられる.

イソプロテレノ ールによる耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌

は，プロテインキナーゼA阻害薬であるH--8により有意に抑制され

たが，プロテインキナーゼC阻害薬のスタウロスポリン，およびチ

ロシンキナーゼ阻害薬のゲニステインでは影響がなかったことから
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(図 10) ， イソ プロテレノールによるアミラーゼ分泌に， プロテイ ン

キナーゼAによる リン酸化が関与していることが示唆された.

オカダ酸は， 1A, 2A , 2Bの3種類のセリン/スレオニンホスファ

ターゼを阻害することが知られているが (Cohen ら， 1990) ，各々

のセリン/スレオニンホスファターゼに対する阻害強度が大きく異

なっており，使用する濃度を選択することによりいずれの型かを識

別することが可能である.ラットの勝臓においてはホスファターゼ

2B (カルシニューリン)を阻害する濃度のオカダ酸がタンパク成分

の生成分泌を阻害するという報告があるが (Waschulewski ら，

1996) ，本研究においても，オカダ酸が10 -6 M の高濃度においての

みイソプロテレノールによるアミラーゼ分泌に対して抑制作用を示

したことから(図 11) この作用はホスファターゼ2Bの抑制によるも

のと考えられた.

シクロスポリンAは近年の臓器移値医療の進歩を支える免疫抑制

薬として知られているが，イムノフィリン複合体を形成してホスファ

ターゼ2Bの活性を抑制することが知られている (Liu ら， 1991 ) . 

モルモットの胃 の主細胞において，シクロスボリンA と同じくホス

ファターゼ2Bの活性を抑制する免疫抑制薬タクロリムス (FK-

506) が，サイクリックAMPのレベルを低下させ，カルバコールに

よるペプシノ ーゲン分泌を抑制するという報告や(Raufnlan ら，

1996 )，ラット勝臓の腺房細胞においてシクロスボリンAがホスファ

ターゼ2Bを阻害 し カルバコ ールおよびコレシストキニンによるア

ミラーゼの分泌を抑制するという報告がある (Groble\\叫d ら.

1994) .本研究において，シクロスボリンAはイソプロテレノール
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によるアミラーゼ分泌に対して抑制作用を示したが(図 12)，これは

ホスファターゼ2Bの抑制によるものであると考えられた.シクロス

ポリンAが6.0x 10 -6 Mの高濃度において，増強作用を示した原因と

しては，ホスファターゼ阻害薬は細胞骨格のサイトケラチンを強く

リン酸化し，細胞膜に水胞状の突起を形成するなど細胞構造に影響

を与えるという報告があることから(東城と田隈， 1995) ，高濃度

のシクロスポリンAにより細胞膜が障害をうけ，アミラーゼが漏出

した可能性も考えられるが 詳細は不明である.

チロシンホスファターゼ阻害薬のオルトバナジン酸は，イソプロ

テレノールによるアミラーゼ分泌に対して影響を示さなかったこと

から(図 13)，チロシンホスファターゼの耳下腺腺房細胞からのアミ

ラーゼ、分泌への関与はないと考えられる.

【総括】

(1) カルシウム依存性カリウムチャネルブロッカーは，耳下腺腺房細

胞からのアミラーゼ分泌を誘発した.

(2) イソプロテレノール刺激による耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ

分泌は，カリウムチャネルブロッカーにより促進され，カリウム

イオノフォアにより抑制された.

(3) 耳下腺腺房細胞にイソプロテレノールあるいはカリウムチャネル

ブロッカーを作用させると，アミラーゼ分泌と並行して57kDa

タンパクのリン酸化がみられた.

(4) イソプロテレノールによる耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌

は，プロテインキナーゼA阻害薬およびプロテインホスファター

ゼ2B阻害薬により抑制された.
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【結論】

本研究より， 。受容体刺激による耳下腺腺房細胞からのアミラー

ゼ分泌において，カルシウム依存性カリウムチャネルの関口による

分泌の抑制，および遮断による分泌の促進という調節機構の存在す

ることが明らかになった.また， 57kDaタンパクのリン酸化がアミ

ラーゼ分泌に関与していることが示唆され リン酸化・脱リン酸化

の過程が耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌において重要な役割

を果たしている可能性が示唆された.
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