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はしがき

心筋虚血時に、 患者の予後を決定する要因として不整脈をあげること桝で

きる臼 この虚血性の不整脈発生に、 正常心筋ではほとんど作用を示さないア

ドレナリンα１受容体の感受性充進が報告されている。 しかし、 虚血時にお

けるこの受容体機能充進のメカニズムは現在知られていない。 この三量体Ｇ

蛋 白 質 共 役 型 の α Ｉ ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 は、
現 魯 α

重軋虹、
の ３ つ の サ ブ タ

イ プカ 報 告 さ ね ても）る。 こ の サ
ブタ イ プは ア ンタ ゴ ニス ト に 対 す る 感 受 性 で

医別 されるカ宝、 僑報伝達の下流である Ｇ蛋白質は同］のものを利周すること

餅報告されている。 我寿はこれらサブタイ プ間での違いとして、 細胞内局在

が異なり、 薬細こ対する感受性が細胞内局在の違いにより説明できるζとを

報告してきた。 しかじ、 サブタイ プの違い狽存在する生物学的意義や細胞内

局在の差を生み出す分子メカニズム・機能駒意義は不明である、
心筋虚血時に、 大富く動く細胞内環境として水素イオン（Ｈ寺）をあげること

淋できる。 正常時にほ弱アルカリ環境である細胞質は虚斑になると遼串がに

酸性化することカ椥 ら犯ている。 近年、 この細胞内水素イオン濃度にまり三

量体Ｇ 蛋白質共役型受容体の細胞内局在が調節さ犯てきている報皆がなさ犯

ている。 α１受容体の細胞内局在は極めて動駒であり、 生理胸リ斑ンドであ

るノルエピ糸フリンの投与により、 速率かに細胞内に移行することを報告し

てきた。 この細胞内移行した受容体はリガン ドを取り除くことにより遠やか

に形質膜へ再分布することも知られており、 この再労布遇程において、 細胞

内水素イオン濃度調節カ種 要な働きを示していることが報告されている。
水秦イオン濃度ほ細胞レベルでの機能縫 観こ重要な役割を演じていること

は異論カ撫 いと考乏ら犯るカ§、 その細魑生理的役割の検討ほ困難であった。

こ れ ほ
、
一っ に は 細 胞 内 ｐＨ の 定 量 化 都 困 難 で あ る こ と、 ま た 同 時 に 引 き 起

こさ れて いる 細胞機 能 を同 時 記録することカ堀 難であるからにほかならな

い。 し か し、 近 年 Ｇｒｅｅｎ Ｆ１ｕｏｒ㏄ｅｎｔ Ｐｒｏｔｅ㎞（ＧＦＰ）変 異 体 狽 ｐＨ 依 存 的 蛍 兇

強度変化 を起こす事を利用 して細胞内ｐＨ を測定する試み鯛為され始めてい

る。 し か し 単 な る 蛍 施
変 化 の 場 合 定 量 が 困 難 で あ っ た。 我 々 は、 異 な る ｐＨ

感受 性と励 起・蛍垢ス ペク トルを持っ ＧＰＰ変異体を二つ融合することによ

り細胞内ｐＨカ淀 量化可能となり、 同時に機能タンパクの細胞内局在・移行

の時空閻的解析が可能とするプローブを開発し、 報告してきた。

本研究でほ、 我煮が開発した ＧＦＰ利用の細胞内水素イオン濃度センサーと

αユ
各サブタイ プ受容体との融合遺伝子を作成し、 Ｌ 受容体局在と細胞内

ｐＨの同時測定肺可能な安定発現細胞の確玄。２． 受容体各サ ブタイ プの局在

と 水 素イ オ ン 濃 度 違 関 の 比 較 。 検 討。 ３． 虚 血 モ デル に よ る、 水 秦イ オ ン 濃 度

と受 容体局在 の変化の 可視化 解析。 最終的には４． ラット初代心筋培養細胞

における、 局在変化の可視化解析を行い、 受容体の細胞内局在調節機構を各

サブタイ プごとに明らかにすることにより、 受容体サブタイ プが存在する細

胞レベルでの機能駒意義を明らかにし、 虚血モ デルより受容体局在変化の病
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態生理駒意義を同時に明らかにすることを目標とした。

ｐＨ 定量プローブ顧合による受容体調節過程の新しい時空間的解析法は、 困

難であった椿報伝達過程での機能蛋白の受ける影響とその移動・局在を同時

直接測定を可能とする独創的な方法である臼 現在、 不明である各サブタイ プ

間での生物学的機能意義を明らかにすることは、 受容体機能に対する興味の

みならず、 薬物作用のメカニズム理解や病態生理の理解に多犬な貢献をする

ことが期待しうると考完られる。

また、 受容体調節機構の解析は疾患の理解、 薬物治療の至適化並びに創薬へ

の応用あ欄 蕎され、 内外の多くの研究者により行われている。 また、 受容体

サ ブタイ プの存在ほ、 選択的治療の一っとして多くの興味をもた犯る分野で

ある。 しかし、 細胞内局在の違いやサ ブタイ プ存在の正常・病態における機

能的意義は、 不明である。 こ犯まで本研究者は、 可視化解析の受容体への応

用によりアドレナリンα玉
受容体の解析に大きな貢献をしてきている。 しか

し、こ れ ま で の 受 容 体 可視 化 解 析 は、そ の 局 在・移 動の 解析 に と どま っ て い る、

α１
受容体 各サ ブタイ プは 同一のカスケードで細魑内僑報伝達を行っている

洲、 その細胸内局在は大きく異なるという、 細胞レベルでの空間情報が生体

機能へどのようにっなカミっていくのか解析するよいモデルと考克られる。 こ

の毛デルを使い、 プローブ襯発と受容体への融合により、 受容体の移動・局

在ならびにその受容体がおかれるイオン環境の時空問的情報カ洞 時に得ら粗

る方法論を病態モデルに適応していくことは、 単なるこれまでの細胞レベル

での時空間的機能解析ではなく、 受容体調節過程から生体反応理解につなが

る極めて先進的な研究であると考えている竈
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研究成果

（１）ＧＦＰ 利用 ｐＨ プロー ブの 改良。

方法

我 寿 沸、
本 研 究 以 前 に 開 発 した 蛍 光 プロ ー ブは、

２ っ の 励 起 ・ 蛍 兇 ス ペ ク ト

ル 並 び に 水 素イ オ ン 感 受 性 の 異 な る Ｇｒｅｅｎ 刷ｕｏｒｅｓｃｅ航 Ｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＦＰ） 変 異

体 を用 いる ことにより感 度域 が生理胸ｐ日 としてほ酸性側で、 クロライ ド感

受性が無いもの、 生理的ｐ減 レンジを測定可能である那クロライ
ド感受性淋

高いものの２種類カ§利用可能であった。 より高精度がつ検出カの高い
プロー

ブ作成の淀め、 より生理的ｐＨ レン
ジ淡測定可能で、 クロライ ド感受性カ撫

いプローブの作出を目指し、 クロライ ド
並びに氷素イ攻ン感受性狽ほとんど

存在しないことが報告さ犯ている ＧＦＰ変異体である Ｖ鋤ｕｓ（理科化学研究所

宮脇研より供与）の改変を行った。 遺伝子工学駒手法を用い
Ｖｅｎｕｓの発色団

近傍にアミノ酸変異を導入した遺俵子から大腸菌で ＧＳＴ融合リコンビナン

トタンパクを作成した。 任意のｐＨ 並びクロライ ド濃度を持つ溶液にプロー

ブ蛋白を溶解し、 日立 肌２５００蛍先念洗施度計にてｐ
Ｈ依存的蛍光強度変化

ならびにクロライ ド依存的蛍施変化を測定し、 目的のｐＨ 感度域をもち、 ク

ロライ ド感受健が無いクローンを複数選択した、

結果

１４８ 番目 の ヒ ス チ ジ ン を ほ かの ア ミノ 酸 に 変 え る こ と に よ り、 効 率 よ く 水 素

イ オ ン に 対 す る 感 受 性 を 変 え る こ と が 可 能 で あ っ た。
ま た、 こ の 際 に ク 回 ラ

イ ドに対する感受性 は試 み淀変異の中でほ認められなかった、 図１に、 変異

を行っ淀ｐ蘭 プローブの水素イオン・蛍施比の連関を示す。 グルタミン酸へ

の変異を行ったプローブ淡一番アルカリ側で感受佳を示し、 プロリンに変異

を行っ淀プロー ブ淋一舞酸性側で感受性を示し淀、 生理的レンジで
一番感受

性 の 高 い、
バ リ ン 変 異 体 とメ チ オ ニ ン 変 異 体 を 以 下 の 実 験 に 供 し 淀。 図 ２ に、

代 表例 であるバリ ン変異体 の水素イオンによる５２０㎜ の蛍苑で見た励起ス

ペクトルの変化を示す。３９０ｎ㎜ の励起に於いてほｐＨ ５から
１０の範囲で蛍

施 強 度 の 優 位 な 変 化 は 認 め ら 牝 な か っ た。 ま た ４９０ｎ㎜ の 励 起 で は ｐＨｌこ
依

存して賞 垢強度の増 犬が認められた。

考察

これまで、 報告されてきた方法
とは異なる、 ２つの蛍党蛋白を組み合わせる

こ と に よ り
、
自 由 な ｐＨ 感 受 性 を も つ 蛍 光 プロ ー ブ の 作 成 に 成 功 しだ。 こ の

方 法 はよ り特 性の 異なる ＧＦＰ変畢体を組み合わ竜ることにより他の生体内

物質の定量プローブのｐｒｏｔｏ晩ｅとなりうる方法論であると考えられた。
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（２）培養細胞での ｐＨ プ回一ブの評価

方法

上 記 で作 成 した プロ ー ブを、 真 核 発現 細胞 用 の ベク ター に 組み 込 み、

ＣＨ０－ＫＩ 並 び に ＣＯＳ７ 細 胞 に 導 入 を 行 っ 淀。 測 定 に は オ リ ン パ ス 製ＩＸ７０

顕 微 鏡 を 使 い、 励
起 光 フ ィ ル タ ー と し て ３９０ ㎜ ±１０㎜１な ら び ４８０ｎ㎜ ±

１０㎜エのオメ 煎杜製フィ ルターを利用し光路切り替え装置 ＯＳＰ－１Ｏを利用し

た日 ダイ ク ロ イ ッ ク ミ ラ 自 は ５０５ ㎜ を 利 用 し 蛍 施 フィ ル タ ｝ と し て ５２０±

１０ｎ篶α の フ ィ ル タ ー を 利 用 し、
ＳＰ映 ㏄ Ｄ カ メ ラ を 利 用 し 画 像 の 取 得 を お こ

なっ た。 細
胞 内 の ｐＨ は水 素イ オ ンイ オ ノ フ ォ ア で あ る 耐ｇｅｒｉｃｉｎ／ｍｏｎｅ耐 ｎ

および電子共役系の 阻害 薬であるＣＣＣＰ存在下に外液のｐＨ を変麦ることに

よ り コ ン ト ロ ー ル し た。

結果

Ｅ１４８ｙ プローブ導入細胞における外液ｐＨを変えることにより細胞内ｐＨ

を 変 え 淀 緒 果 を 図 ２ に 示 す、 ｐＨ 依 存 的 に 蛍 先 比 は 変 化 し、 そ の ｐＫａ は 約

７．１ で あ っ 淀。 図 ２ に 大 腸 菌 で 合 成 し 淀 蛋 白 の 結 果 と の 比 較 を し め す。 Ｉｎ

揃ｒｏで の結 果と細 胸内 での プロー ブのｐＨ 感受 樹こは優位な差カ綴 めら犯

な か つ 淀。

考察

今回作成し淀ｐＨ プローブは細胞内でも 励切肋 と同様な特性を示し、 生理

的範囲で十分な感度を持つことカ添 さ 犯淀。 同様に Ｈ１４８Ｍ プローブも 肋

切物 ならび 加ツ肋 での差は認めら把ず、 生理的範囲で十分な感度を持っこ

と が示 さ れ淀。 また、 こ ねま で 我々 が 開 発 し て き た ＥＹ斑
１べ 一 ス の プロ ー ブ

に比べ 蛍施強度も高く、 Ｓ／Ｎ の改善並びに検出カの改善カ綴 めら犯クロライ

ド感受性も認められず有用な細胞内ｐＨ プローブと考えら把た。
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（３）α１
各サブタイプ融含プ回一ブ遺伝子の作成・α１

受容体融含 ｐＨ プ

回一ブ安定発現細胞の作出

方法

上 記 成 果 よ り、 Ｈ１４８Ｍ な ら び に Ｈ１４８Ｖ 変 異 体 利 用 プロ ー
ブ （以 下

ＭＦ娯 ・ 棚 餌） をヒトア ドレナリンα１
受容体 Ｃ端に融合し淀遺伝子の作

成を試みた。 安定発現細胞の親株としては、 使用経験が豊富であり、 これま

で ヒ ト ァ ド レ ナ リ ン α工
受 容 体 の 局 在 並 び に シ グナ ル トラ ンス ダク シ ョ ンの

検 討 で の 報 告 の 多 い ＣＲＯ－Ｋ１細 胞 を 利 用 した。
安 定 発 現 細 胞 の 作 出に お いて、

測定 淋容易 な細胸を選択 するために、 セルソーターによる選択を行ってきた

が、 今回プローブの蛍施強度の上昇淋期待でき、 安定に全長の発現
並びに、

発 現 量 の 導 入 部 位 に よ る 差 違 比 較 を 容 易 に す る た め、 今 回 ＦＩｐ一虹 ｓｙｓｔｅ㎜ を

利用 し、 Ｃ蘭０ 細胞に一遺伝子導入された各αエ
受容体サブタイ プ顧合ｐＨ プ

ローブ安定発現細胞を作成した。

結果と考察

これまでの一般的な、 薬物選択による安定発現細胞の作出と比較して、 今回

利 用 し た リ コ ン ビ 糸 一 ス を 利用 し た 固ｐ一㎞ ｓｙｓｔｅｍ で ほ、
作 成カ 咽 難 で あ っ

淀 α１Ｄ
受容体の安 定発現細胞塀作出沸可能となっ淀。 また、 蛍施強度も古典

的安定発現細胞に比べ増強してい淀。（図３に各受容体発現細胞を示す。） ま

た、 複数のコロニ〕を比較しても蛍施強度のぱらつきはほとんど認められな

か っ た。
ま た
、
こ れ ま で 作 成 し淀 ＹＦＰ べ 一 ス の プロ ー ブ安 定 発 現細 胞 に 比 べ、

どち らの方法で作成 した細 胞も蛍施強度が高くなり検出カ溶 易であった。

プローブ融合アドレナリンα１
受容体各サ ブタイ プ安定発現細胞の作出を試

み 淀但 醐ｉｐ－ｉｎ ｓｙｓｔｅ㎜ に よ る 安 定 発 現
細 胞 の 作 成 法 な ら び に、

プロ ー ブの 改

良は、 今後、 他の受容 体串タン
パク機能・局在の検討に有用であると考えら

れ 淀。
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（４）α１
各サブタイプ融含プ回一ブの薬理学特性の解析

方法

ＧＦＰ利用ｐＨ プローブは念子量がかなり大きいため、 薬物繕合特桂・シグナ

ル伝達・局在・移動に影響を与える可能性が考えられる。 このため、 受容体

の基本的性質である薬物結合特性・アドレナリンαエ
受容体シグナル伝達の

下流であるカルシウム反庵ならびに局在を野生型と比較検討を行っ淀。

薬物結合特性は、 プローブ融合受容体安定発現細胞並びに野
生型受容体発

現細胞より膜標本を調整し、 放射性ヨウ素標識リ煎ンドを用いて代表的
なア

ゴ ニス ト で あ る、
エ ピ ネ フ リ ン・ ノ ル エ ピ 幕 フ リ ンま た、 ア

ン タ ゴ ニス ト で

ある プラ ゾシン並 びに各受容体の選択的阻害薬と報告されている薬物を利用

し、 緒 合特 性を 測 定 し た。

上 記、 顕 微 鏡 シ ス テ ム を 用 い 細
胞 内 吻 ル シ ウ ム 測 定 試 薬 Ｆ㎜ａ２－ＡＭ に て 染

色を行っ淀プローブ融合受容体安定発現細胞並びに野生型受容体発現細胞１こ

ノ ル エ ピ 系 フ リ ン 附７Ｍ の 投 与を 行 い、 カ ル シ
ウ ム 反 庵 を 記 録 した。

局在 は各受容 体の特異抗体 を利用し、 免疫組織化学駒に共焦点顕微鏡にて比

較 検 討 を 行 っ 淀。

結果と考察

放射性リガン ドによる結合実験では、 ア
ゴニスト並びにアンタゴニストに対

す る 親 和 性 は す べ て の サ ブタイ プ にお い て、
受 容 体 単 独 ・ＧＦＰ 融 合 受 容 体 ・

ｐ刊 セ ンサー騒合受容体で同じであった。

カルシウム反庵のパターン並びに強さも、 受容体単独の場合と ＧＦＰ融合受

容体・ｐＨ センサ｝騒合受容体で岡じであっ淀。〈図４）

薬物結合特性並びに下流の僑報儀達機構に対する影響は認めら牝ず、 出 セ

ンサー融合は受容体単独に比べ、 局在・移動並びに局在部位の性質を同時
に

モ呉ターし、 多くの細胞生理学的情報を得られる手段で
あると考えられた。

１０
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（５）α、
各サブタイプ融合プ回一ブの局在とリガンド吃よる移動の解析

方法

ｐＨと局在の同時測定を行うため、測定にほオリン
パス製 吸７０顕微鏡を使い、

励起施フィルターとして３９０㎜ ±１０㎜ ならび４８０㎜ ±１０ｎ㎜ のオメ 雄

製 フィ ル タ ー を 利 用 し洗 路切 り 替 麦装 置 ＯＳＰ－１０ を利 用 した。
ダイ ク ロイ ッ

クミラ ーは ５０５㎜ を 利 馳 餓 フィルターとして５２０±１Ｏ㎜ のフィルタ

ー を 利 用 し、 ＳＰＤ－ＣＣ
Ｄ カ メ ラ を 利 用 し１画 像 の 取 得 を お こ な っ た。

静 止 時 の

局 在並 びにｐＨ の 測定の後 ア ドレナリンα，
受容体のリガンドであるノル丘

ピネフリンの投与を行い、 局在の変化なら
びにｐＨ の変化を記録した。

結果と考察

α、、
受容体とα、、

受容体は細胞膜近傍の蛍施の集積カ螺 めら 松 細胞膜遊

傍 に 受 容 体カ 涛 在 し て い る こ と 淋 示 唆 さ 粗 淀。
し か し、 α、Ｄ

受 容 体 は ほ と

ん どの 蛍施 が細胞 膜内側 か らのみ認められ細胞膜への受容体の集積はほと

ん ど 認 め ら 牝 な か っ た。
一 方、 ｐ

Ｈ の 分 楕 を 見 る と、 膜
近 傍 の ｐＨ は 犬 き な

差 が 見 い 淀 さ れ な か っ た 沸 α
鰯
＞ α 脇

と な っ て い 淀、
細 胞 膜 内 側 の ｐＨ ほ

α亘、
＞ α、，

と な っ て お り、
細 胞 膜 内 側 で の 受 容 体 の 局 在 部 位 が 異 な る 可能 性

カ 兆 め さ れ 淀。
ま た α
玉、
受 容 体 近 傍 の 細 胞 質 中 の ｐＨ は α、、

受 容 体 と α玉琶

受 容 体 の 中 間 の 値 を 示 し た。 胴 １α
７Ｍ の 刺 激 に よ り α

玉Ａ
お よ び α 泥

の 細 胞

で は ｐＨ 淡 低 下 した。 α、、
受 容 体 は ＮＥ 存 在 下 で は ｐＨ は 低 下 し淀 ま ま で あ

っ た。 し か し、 α．逼
受 容 体 の ｐＨ の 低 下 は 一 過 性 で あ り 直ち に ｐＨ は 上 昇 に

転じ、 細 胞 内への受容体 の有意な集積を認めた。ｐＨ の
上昇を示さないα 独

受容体では１時間観察しても細胞内への有意な集積は認められなかった。 ま

た、 α、◎
受 容 体 は、 ｐＨ の

上 昇 を 認 めた が、 局
在 の 変 化 は 認 め ら 抗 な かっ 淀。

こ れま で、 ＧＦＰ 並びに航 体を利用した研究によりサ ブタイ プ閻での局在の

違いは報告されていた沸、 兇顕レベルでの検討であり、 細魑内コンパートメ

ン ト の 違 い に 踏 み 込 ん 淀 検 討 は 未 だ な さ れ て い な い。 今 回、 ｐＨ
プロ ー ブの

融 合ほより局在 部位 に機能的違いがあること洲示唆さ牝た。 また、 急性期の

実験である淋、 局在の変化に先行してｐ蘭の変化淋あり、 虚血時における局

在 変 化 のメ カ ニ ズ ム を 示 し て い る と考 え ら れた （図 ４－ｕ ・ 表 １）。

１２



閑匿 Ｏ μ醐蓼 醐鶴溺 甜轡樹 曾鐵囎１⑬鰯施１⑲蘭 耐 砥㎎轟一
ＡＲ

掩 翻１繍

團
，
５

雌 ｏμ蝸 鵬 鵡掩勧 醐 飾翻弼駿 耐 引 ガ 鯛

蝸 翻臨

圏
黎
儘

鴫



Ｎ巨 Ｏ μ Ｍ１》 胴㊧勧１説簿勧 廿禽 鵬１◎ｃ甜１◎涌 ◎ｆ 磁１ ゼ ＡＲ

０ 醐肺 ５ 醐１蘭 て０ 醐 肺

１５ 醐蕾蘭 箆⑪ 醐竃蘭 ３０ 醐薗弼

１η君ｅ〃７ａ〃Ｚａ〃０η

團
莚
７

Ｎ匿（㎎μ Ｍ》 ㎜⑬副 甜㊧蘭 艀Ｈ ｃｈ轟洞⑫ｅ ◎矛 磁１め一ＡＲ

⑪ 醐晩 ５ 醐肺 て０ 彌１蘭

蝸 醐耐 芝⑪ 醐蔓弼 ３⑪ 醐蔓蘭

ρ 脇わ・抽 峠

図
團
８

夏逐



Ｎ匿（１μＭ） 醐 飼 献 釦 廿 鋼ｓｌ◎囎揃◎獺◎ｆ 磁 胴一
ＡＲ

○ 禰肺 ５ 醐肺 て０ 醐肺

て５ 醐冒獺 凄⑪ 醐蔓繍 ３⑪ 醐重涌

肋 樽 搬 欣幼姶ｄ敏 触〃０ηＣ柘ηｇｅ甜

團
。
⑬

Ｎ巨（叩μＭ）醐ｅｄ１説 釦 脾Ｈ 曲 釧 瞬 ◎ｆ破 胴 一ＡＲ

⑪ 醐１涌 ５ 醐肺 １⑪ 胴肺

掩 醐１弼 芝⑪ 醐肺 ３⑪ 醐 肺

ρ 脇 絨・・崎

図黎１０

１５



Ｃｈａｎｇｅｉｎ ｐＩ－Ｉｕｐｏｎ ａｐＰｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆＮＥ（１μＩ、’１）

音
６８

鯉

胴ｉ９

吾

鯛ｍ

音

Ａ１α 脆一ＡＲｌＶＦｐＨ

Ｂｌα 脆一ＡＲｌＶＦｐＨ

Ｃ：α 胴一ＡＲハ１Ｆｐト１

醐ｉ篶

図 。Ｈ

Ｓｕｍ ｍａｒｙｏｆ α ザ ＡＲ 馳 ｂｔｙｐｅｓ

α
１。

表
囲
㎎

脆



（６）細胞内水素イオ 洲εよるα、
各サブタイプ融合プ回一ブの局在調節の

解析

方法

細 胞 膜 局 在 型 受 容 体 で あ る α
亘、
・細 胞 膜 ・ 細 胞 質 局 在 型 で あ る α、、

・ 細 胞 質

局在 型α、、
受容体そ れぞれの局在調節に関わる細胞内ｐＨ の影響を解析する

た め、 細 胞 外 液
に ＮＨ
、
α １０㎜Ｍ 並 び に 乳 酸 １㎜Ｍ を加 えた バッ フ ァ ー で 灌

流することにより細胞内 ｐＨ を変化させた。

結果と考察

ＮＨ
、
α の 投 与 によ り、

細 胞 内 ｐＨ は 直 ち に 上 昇 し、
ほ ぼ 一 定 の ｐＨ を 観 察 時

闇 縫 持 して い 淀。 α、、
・ α、、

受 容 体 は ｐＨ の 上 昇 に引 き 続 き 細 胞 内 へ の 移 行

を 示 した。 ま た そ の 細 胞
内 移 行 の 程 度 は、 α、Ｂ

受 容 体 で は リ ガ ン ド勅 激 に よ

る 移行淀比べて 軽度（～４０％）であったが、 α 泌 受
容体では受容体刺激によ

る細胞内移行は認めら牝無がった淡、ｐ測 上昇により細胞内移行を認め、 異

な るメ カ ご ズ ム に よ り 局 在カ 潮 御 さ れて い る こ と 淡 示 唆 さ 把 芯 一 方、 α王Ｄ

受容体 はｐＨ の上 熟こよる細 胞内局在の明らかな変化は受容体刺激の時と同

様 に 認 め ら れ な か っ た。
ま 淀
、
乳 酸 １ｍＭ の 投 与 に よ り、 細 胞 内 ｐ

Ｈ は 直ち

に 低 下 し、 ほ
ぼ 一 定 の ｐＨ を 観 察 時 間 縫 持 し て い た。 α ポ α玉Ａ

受 容 体 は

ｐＥ の 低 下 に 引 き 続 き、 細 胞
内 か ら細 購 膜 へ の 移 行 を 示 した。 αＩＤ

受 容 体 は

細 胞内ｐＨ の低 下に よる細 胞内局在の明らかな変化はｐＨ 上昇時と同様に認

め ら ね な かっ た。 細 胞 内 ｐ
Ｈ を 変 え る こ と に よ り、

局 在 が ｐ蘭 に よ り 制 御 さ

牝て いるサ ブタイ プが存在し、 制御機構がサブタイ プ毎に異なる事肺示され

淀
。

今隻の展開

１
．
こ れ ま で の 実 験 に よ り、 α１

ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 サ ブタ イ プ毎 に
、 ｐ
Ｈ

か ら み た 局 在 部 位 淋 異 な り か つ、 そ の 局 在 ・ 移 動 の翻 御メ カ 美 ズ ムカ
ミ異

なること沸示婆さ れる。 特に細胞内局在部位鯛不明であり、 嗣御機構の

理 解 は 現 在 の 兇 顕 レ ベ ル で は 困 難 で あ る。
こ の た め、 局 在 マ

ー カ ー と の

彊発 現実験 と平 行 して、 ＧＦＰ抗体を利用 した免疫電顕を行い現在より

仔細な局在部位の決定を行っている。

２
． シ ア ン 灌 流 に よ る、

虚 血 時 の モ デ ル構 築 の 淀 め、 シ ア ン 灌 流 量 と 細 胞 内

ｐＨ の測 定を行 い、 よ り至適な測定条件の設定を行い、 虚並時の受容体

局 在 を 明 ら か に す る。

１７



３． こ犯らの実験をふま吏、 ラット新生児心筋細胞へのプローブ遺伝子導入

を行い、 虚血争筋でのを、ア
ドレナリン受蓉体の局在変化と随伴する機

能変他を明ち かにする予寒そある。
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