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本論文の構成と概要 
 
本論文は、3 章で構成される。第Ⅰ章では、膜不透過性蛍光色素、ルシファーイ

エローの典型的な使用法および味蕾細胞にルシファーイエローを用いた経緯につ

いて概説する。また、このとき発見したルシファーイエローの問題点に触れ、本

研究の目的および各章の構成について述べる。  

 
第Ⅱ章では、味蕾細胞およびマウス培養海馬神経細胞が発現する各種イオンチャ

ネルに対するルシファーイエローの薬理作用を示す。その結果、光照射によって

ルシファーイエローが少数のイオンチャネルを修飾することを報告する。  

 
第Ⅲ章では、ルシファーイエロー作用を引き起こす物質が活性酸素種であること、

活性酸素種が比較的長い寿命を持つこと、を報告する。  
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Ⅰ.ルシファーイエローによる細胞機能障害 
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細胞の機能を知るうえで、その構造を知ることはとても重要である。光

学顕微鏡や電子顕微鏡の開発だけでなく、細胞染色技術の開発も不可欠で

ある。このような先人の努力によって、私たちは細胞の形態や特定のたん

ぱく質の所在を目で見ることができる。ルシファーイエローCH（LY）によ

る細胞標識は、このような成果の一つである。しかし、すべての測定とい

う行為は、程度の差はあるが、測定対象の状態を変化させる。したがって、

研究者は使用する測定方法が引き起こす状態変化の程度を知っておく必

要がある。 

LYは、膜不透過性蛍光色素であり、細胞内に注入すると細胞内に拡散す

るが、細胞外には拡散しない。このため、細胞の形態、特に電気的性質と

形態の関係、を明らかにするため、利用されてきた。典型的な使用方法で

は、ガラス微小電極にLYをあらかじめ入れておき、細胞の電気現象を測定

後、電気泳動的方法などで細胞内に拡散させる（Wildman et al., 2002; 

Michelson et al., 1994）。ガラス微小電極の開口部は小さいため、

電気測定中の細胞内への拡散は、無視できると考えられてきた。パッチク

ランプ用電極にLYを入れる場合もある（Vogalis et al., 2005）。パ

ッチクランプ用電極は電極先端の開口部が大きいため、電気測定中に細胞

内に拡散する（図1-1）。 

細胞によっては細胞間にギャップ結合と呼ばれる細胞間イオンチャネ

ルを発現するものがある。ギャップ結合が分子量1000以下の物質を通すこ

とから（Loewenstein, 1981; Kumar and Gilula, 1996; Saez et 

al., 1989; Sanderson et al., 1994）、分子量457.2のLY（図1-2）

は、ギャップ結合を調べるためにも、細胞内に注入されてきた（Takeda et 

al., 2004; Jagger and Forge, 2006; Zampighi et al., 2005）。

細胞内に注入した蛍光色素が近隣の細胞に移動すれば、すなわち

dye-couplingが生じれば、その細胞間にギャップ結合が存在することの

証明となる（図1-3）。 

このように、LYは単一細胞の形態ばかりでなく、ギャップ結合を持つ細

胞の形態、ギャップ結合で連結される細胞数などの形態、そして多くの場

合、これらの形態と電気的性質の関係を調べるため、多様な細胞に注入さ

れてきた。しかし、その薬理学的性質が検討されることはなかった。最初

に、そして頻繁に利用されたガラス微小電極との組み合わせでは、細胞内

への受動的な拡散が起こりにくかったためであろう。しかし、電気測定中
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に細胞内へLYを拡散させてしまうパッチクランプ用電極との組み合わせ

では、LYの薬理作用を検討する必要がある。 

 
図 1-1 パッチクランプ用電極から培養海馬神経細胞内への LY の拡散

 
A, 微分干渉画像。ホールセルクランプ法で培養海馬神経細胞を電位固定下に

置いている。B, A の蛍光画像。パッチクランプ用電極から細胞内へ拡散した

LY が蛍光を発している。スケールバーは共通。  
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図 1-2 LY の化学構造  
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図 1-3 Dye-coupling の模式図  
 
細胞 1 に注入した蛍光色素ルシファーイエロー（LY）は細胞間のギャップ結合

を通り、細胞 2 まで拡散する。色素の拡散を観測することで、細胞間のギャッ

プ結合を確認できる。  
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現在までのほ乳類味蕾細胞の研究では、多くの場合、単離味蕾細胞が用

いられてきたため、dye-couplingを観察することは不可能だった。古江

らは、剥離舌上皮標本を用いたin-situ patch clamp法を開発した

（Furue and Yoshii, 1997; Furue and Yoshii, 1998）。剥離舌

上皮標本では、味蕾構造が保存されているため、dye-couplingによって

ギャップ結合の有無を調べるには好都合である。大坪は、この方法を用い

て、味蕾細胞間dye-couplingを発見し、ギャップ結合の存在を明らかに

した（大坪、2002）。私は、味蕾細胞間ギャップ結合の研究を進めるため

に、大坪の報告を追試し、味蕾細胞のdye-couplingを確認した（図1-4）。

さらに、私は、味蕾の外縁細胞（perigemmal cell）間でdye-coupling

が高頻度で起こることを発見した（図1-5）。このようにギャプ結合を研

究している際、偶然に、LYがTTX感受性・電位依存性Na+チャネルの不活

性化過程を阻害することを発見した（Higure et al., 2003）。 

LYに限らず、励起された蛍光色素が細胞の機能に影響を与えるという報

告は、フルオレセインの派生物質のATP感受性K+チャネルに対する作用

（de Weille et al., 1992）、Ca2+感受性の蛍光指示薬であるFluo-3、

Fura-redの持続性Na+電流増強作用（Somjen, 2000）、ローズベンガ

ルの電位依存性K+チャネル電流抑制作用（Duprat et al., 1995）など

が報告されている。また、光照射そのものがNMDA受容体の酸化還元部位を

変化させて電流を増大させるという報告もある（Leszkiewicz et al,

2000; Leszkiewicz and Aizenman, 2002）。ローズベンガルは、光

依存的に活性酸素を生成し、薬理作用を示すことが明らかにされている

（Duprat et al., 1995）。しかし、上に述べたローズベンガル以外の

色素を用いた研究では、細胞機能に影響を与える物質を同定していない。 

 

本論文第Ⅱ章では、電位依存性Na+チャネルを始めとした各種電位依存

性チャネル、神経伝達物質受容体チャネルに対するLYの作用を示す。第Ⅲ

章では、LY作用を引き起こす物質が活性酸素種であることを示す。また、

LYによる修飾作用のメカニズムや内在性活性酸素のイオンチャネルに対

する作用や役割について論じる。 
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図 1-4 味蕾細胞間の dye-coupling 
 
A, 電極から直接 LY を注入された細胞とは別の味蕾細胞が蛍光を発している

（矢頭）。B, 焦点を矢頭で示した細胞に合わせた蛍光画像。C, B の微分干渉画

像。D, B と C を重ね合わせた画像。スケールバーは共通。  
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図 1-5 味蕾の外縁上皮細胞（perigemmal cell）間の dye-coupling 
 
A, LY を注入して 15 秒後の蛍光画像。  B, LY を注入して 15 分後の蛍光画像。

別の細胞まで LY が拡散している（矢頭）。C, B の微分干渉画像。D, B と C を

重ね合わせた画像。スケールバーは共通。  
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Ⅱ. 各種イオンチャネルに対するLY修飾作用 
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Ⅱ-1. 序論  
イオンチャネルの中には、電位に依存して開閉するもの、神経伝達物質

やセカンドメッセンジャーなど化学物質に依存して開閉するものがある。

これらのイオンチャネルは、構造にも大きな相違がある。たとえば、電位

依存性チャネルの多くは、細胞膜を6回貫通することを1単位とし、合計4

単位で一つのチャネル通路を形成する（Hille, 2001）。一方、化学物

質依存性チャネルでは、1単位あたりの膜貫通回数や、合計の膜貫通回数

に多様性がある（Hille, 2001）。

α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid 

(AMPA)受容体チャネルを例に取ると、細胞膜を3回貫通することを1単位

とし、合計4単位で一つのチャネル通路を形成する（Mayer and 

Armstrong, 2004）。制御機構や構造に相違はあっても、これらのチャ

ネルは、電気信号を生成する上で、重要な役割を果たしている。 

電位依存性Na+チャネルは、電位依存性の活性化ゲートおよび不活性化

ゲートを持つ。活性化ゲートは、過分極で閉じ、脱分極によって開く。不

活性化ゲートは、逆に、過分極で開き、脱分極によって閉じる。一過性の

Na+電流は、脱分極によって活性化ゲートがすばやく開き、遅れて不活性

化ゲートが閉じることによって生じる。電位依存性Na+チャネルの不活性

化は、ball-and-chainモデル（図2-1）で説明されている（Armstrong 

and Bezanilla, 1977）。電位依存性Na+チャネルが開くとそのコンフ

ォメーション変化によって、チャネルの細胞内開口部に負の電荷が現れる。

ここにチャネルタンパクで形成されている正の電荷を持ったボールが吸

着し、チャネルをふさぐことで、チャネルを不活性化する。このボールは、

同じくチャネルタンパクから形成されるチェーンでチャネルにつなぎ止

められている。遺伝子工学的研究も、ball-and-chainモデルを支持する。

電位依存性Na+チャネルは、6個の膜貫通部分が4回繰り返し現れる構造を

持ち（図2-2）、3回目と4回目の繰り返し間のループ部分（不活性化ゲー

ト）にボールが作用すると考えられている（Catterall et al., 2005）。

私自身が参加した先行研究において、LYは、光依存的に電位依存性Na+電

流の不活性化過程が遅延したことから、光酸化反応を介した何らかの作用

を不活性化ゲートに与えると推測した(Higure et al., 2003)。 

この章では、まず、LYが電位依存性Na+チャネルの不活性化過程を遅延

することを示す。ここには、私が担当し、Higureら（2003年）の論文に

発表済みの結果の一部も示す。次に、他の電位依存性チャネル電流、TEA
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感受性・外向き整流性K+チャネル電流、内向き整流性K+チャネル電流に対

するLY作用を示す。また、神経伝達物質受容体チャネル電流、とくに、AMPA

受容体電流に対するLY作用を示す。 
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図 2-1 チャネル不活性化の ball-and-chain モデル  
 
チャネルの開口によって現れる負電荷部位に正電荷を持ったボールが吸着す

る（Armstrong and Bezanilla, 1977 より改変）。  
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図 2-2 電位依存性Na+チャネルの膜貫通構造  
 
6 本の膜貫通部分からなるドメインが 4 回（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ）繰り返された構

造をもつ。ドメインⅢとⅣをつなぐループが不活性化ゲートを形成する

（Catterall et al., 2005 より改変）。ScTX: Scorpion toxin 結合部位。TTX: 
Tetrodotoxin 結合部位。P: リン酸化可能部位。  
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Ⅱ-2. 材料および方法  
すべての実験は、九州工業大学動物実験指針を遵守しておこなった。 

a. 剥離舌上皮標本の作製  

剥離舌上皮は、古江らの方法に従って調製した（図2-3）（Furue and 

Yoshii, 1997; Furue and Yoshii, 1998）。5～8週齢マウス（Sea: 

ddY [SPF]）をエーテル麻酔下で断頭し、舌を切り出した。その後、舌表

面が乾燥しないように素早く細胞外液に浸した。舌表面から注射針を舌先

端部まで針入し、0.1 ％ エラスターゼ溶液約0.2 mlを皮下に注入した。

その後すぐに、25℃で8～12分間酵素処理を行い、舌上皮を剥離した。酵

素処理は、95％O 2 /5％CO 2で飽和したEarle’s 外液中で行った。剥離し

た舌上皮は、基底膜側が上になるようにプラットホームに固定し、水浸対

物レンズ下にセットした。味蕾細胞基底膜側は、細胞外液で灌流した。こ

の時、プラットホームの内側となる味蕾の受容膜側には、細胞外液を満た

した。 

 

b. マウス海馬神経細胞の培養  

マウス（Sea：ddY [SPF] 胎児16 日目）の海馬神経細胞を以下の手順

で単離した (Furue et al., 1997; Noguchi et al., 1999)。ドラ

フト内で、マウスを麻酔（ジエチルエーテル）し、70％アルコールに浸け

た後断首した。その後、子宮を取り出し70％アルコールに浸し、素早くク

リーンベンチ内に運んだ。子宮をリン酸緩衝液(PBS)溶液に浸し、胎児を

取り出し別のPBS溶液に浸した。ガーゼ上に胎児を置き、曲と直のピンセ

ットを使い、脳を取り出し、Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM)溶液に浸した。顕微鏡下で、脳から海馬を取り出し、メスを使っ

て切り刻み、5 mlのトリプシン溶液を入れ、DNase 200 μlを加え、37 ℃

で10 分間インキュベートした。その後、5 mlの血清培地(5FH)を加え、

1000 rpmで5 分間遠心し、上清を捨てた後、2 mlの5FHを加え、トリチ

ュレイトした。この溶液から40 μl取り、120 μlトリパンブルーの中に

入れ、血球計算盤で細胞数を数えた。2.5×104 cells / cm2になるよ

うに5FHで希釈し、カバーガラス (15 mm 丸、松波ガラス、大阪)を底に

敷いた培養ディッシュにまいた。 

単離した海馬神経細胞は、非働化した5FHを使い、37 ℃の5 ％CO 2イン

キュベータ内で１日培養した。翌日、少量の5FHを残し、無血清培地(B18) 
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図 2-3 剥離舌上皮標本の調整  
 
麻酔下で断頭したマウス舌にコラゲナーゼを注入し、舌上皮を剥離する。剥離

した舌上皮は、剥離面（味蕾細胞基底膜側）が上になるように測定用プラット

ホームにセットする。  
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(Brewer & Cotman, 1989) を約4 ml/dish入れ、37 ℃の5 ％CO 2イ

ンキュベータ内で培養した。培養液は、1週間毎に新しい溶液と交換した。 

 

c. N1E-115 の解凍  

N1E-115は、以下の手順で培養した。凍結保存されたN1E-115を37℃で

素早く解凍した。その後5FHを10 ml加え、1000 rpmで5分間遠心し、上

清を捨てた後、5FHを2 ml加え、沈殿した細胞塊を分散した。この溶液か

ら40 μl取り、120 μlトリパンブルーの中に入れ、血球計算盤で細胞数

を数え、2.5 X 104 cells/cm2になるように5FHで希釈し、カバーガラ

スを底に敷いた培養ディッシュにまいた。 

 

d. N1E-115 の継代培養  

N1Eを以下の手順で継代培養した。培養ディッシュの古い培地を吸い取

って捨てた。吸い取った培養液よりも多めのPBS溶液を静かに入れ、ディ

ッシュをゆっくりと2~3回傾けて細胞層を洗った後、PBS溶液を取り除き、

捨てた培地の1/2~1/3量のトリプシン溶液を加えた。約30秒後に溶液を細

胞面が露出する間際まで吸い取り、37℃に保温した。1~2分後、細胞を保

温器から取り出し、顕微鏡で細胞の剥がれ具合を観察し、大部分の細胞が

円形化し始める時点で5 mlの5FHを加え、ピペッティングにより細胞を完

全に剥がし、細胞浮遊液をチューブに移し、1000 rpmで5分間遠心した。

遠心後、上清を捨て、5FHを2 ml加え細胞を分散した。この溶液から40 μl

取り、120 μlトリパンブルーの中に入れ、血球計算盤で細胞数を数え、

2.5 X 104 cells/cm2になるように5FHで希釈し、カバーガラスを底に

敷いた培養ディッシュにまいた。 

 

e. 海馬神経細胞の単離および培養、N1E-115 培養に用いる機器  

使用する器具および溶液類は、全て無菌状態にした。単離した海馬神経

細胞およびN1E-115を定着させるカバーガラスは、ガラス表面をきれいに

するため、一晩濃硝酸溶液に浸し超純水で硝酸を除去した後、乾熱滅菌し

た。単離した海馬神経細胞およびN1E-115を入れる60 mmディッシュは、

70％アルコールで拭いた後、クリーンベンチ内の紫外線に一晩当て滅菌し

た。その後、ディッシュにカバーガラスを重ならないように並べ、1Xポリ
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リジン溶液を5~6 ml/dishずつ入れ、蓋を開けた状態で一晩滅菌した。

培養する時は、素早くできるように次のような準備をしておいた。 

・使用する溶液は37℃にしておいた。 

・解剖器具（ハサミ、ピンセット等）は70％アルコールに浸しておいた。 

・PBS溶液を2枚のシャーレに約20 mlずつ入れた。 

・DMEM溶液を約20 mlシャーレに入れた。 

・トリパンブルーを120 μlエッペンドルフチューブに入れておいた。 

 

f. 電気生理学的測定法  

f-1. 味蕾細胞  

ホールセルパッチクランプ法を用いて味蕾細胞を電位固定した (図

2-4)。剥離した舌上皮を測定用プラットホームにセットし、水浸対物レン

ズ下に置いた。水圧式3次元マニピュレータ (MHW-103, 成茂, 東京)を

用いて、電極内液を満たした記録電極を味蕾細胞付近まで接近させた。味

蕾細胞に記録電極を接触させ陰圧をかけ、ギガオームシールを形成した。

ギガオームシール形成後、記録電極に加える陰圧を増大させ、細胞膜を破

り、電位固定電流を測定した。電位固定電流は、パッチクランプ用アンプ 

(Axopatch 200B, Axon instruments, Union City, CA, USA)で

増幅し、A/Dコンバータ (DigiData 1322A, Axon instruments)を介

してコンピュータのHDに記録した。解析には、市販の解析用ソフトPCLAMP 

(version 8.2, Axon instruments)を使用した。 

記録電極は、ヘマトクリット毛細管 (テルモ硬質ガラス)を用い、プラ

ー (model PC-10, 成茂, 東京)で二段引きして作製した。ギガオームシ

ールの形成を容易にするために、記録電極先端部をヒートポリッシュした。

電極内液を満たした状態で、細胞外液に浸けた時の電極抵抗が、5〜7 Μ

Ωになるように作製した。不関電極は、塩橋 (3M KCl / 2％寒天)を用

いた。 
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図 2-4 味蕾細胞の電気的測定法  
 
味蕾細胞基底膜側が上になるように測定用プラットホームに固定した剥離舌

上皮を水浸対物レンズ下にセットし、ホールセルクランプ法で単一味蕾細胞の

電気生理学的現象を測定する。LY 励起用光源は、ハロゲンランプ。励起光は

ミラーユニットで反射され、味蕾細胞中の LY を励起する。蛍光は、ミラーユ

ニットを透過し、CCD カメラ（図には示していない）で記録する。使用した

励起光強度は、ダイクロイックミラーユニットの入り口で 5000 lx。  
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f-2. 培養海馬神経細胞  

電気測定は、Hamillら (1981) のwhole cell patch clamp法に従

って行った（図2-5）。60倍水浸対物レンズを装備した正立型顕微鏡下 

(BX50, Olympus, 東京)に培養細胞測定用プラットホームをおき、対物

レンズとの間の表面張力を利用して、水層を形成した。測定用プラットホ

ーム中に培養5～10日目のマウス海馬単離神経細胞おき、電極内液を満た

した記録電極を対物レンズと測定用プラットホーム間の水層に挿入した。

機械式３次元マニピュレータ（NMN-21, 成茂, 東京）を用いて、記録電

極を培養細胞まで接近させた。培養細胞に記録電極を接触させ、陰圧を加

え、ギガオームシールを形成した。次に記録電極に加える陰圧を増大させ、

記録電極と接触している部分の生体膜 (パッチ膜)を破り、ホールセルパ

ッチを完成させた。ホールセルパッチ完成と同時に細胞内液に溶かして調

製したLYは、細胞内に拡散した。 

Outside-out パッチ法による記録も行った。細胞外液に浸ったパッチ

電極から発生する浮遊容量を減少させるために、定法通りに記録電極のご

く先端部分を除いた部分にシルガードを塗り、浮遊容量を減少させた。シ

ルガードは、熱したニクロム線中を通して乾燥・固化させた後実験に使用

した。また、ギガオームシールの形成を容易にするために、記録電極先端

部をヒートポリッシュした。 

培養細胞は、常に細胞外液で灌流した。whole cell patch clamp法

およびOutside-out パッチ法で測定した電流は、味蕾細胞と同様に記録、

解析した。 

 

f-3. N1E-115 

N1E-115の電気生理学的測定は、培養海馬神経細胞の項（f-2）で記述

した方法で行った。 
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図 2-5 培養海馬神経細胞の電気生理学的測定法  
 
水浸対物レンズ下に培養細胞測定用プラットホームを置き、目視で細胞に記録

電極を近づけ、ギガオームシールを作製し、電気生理学的現象を測定する。蛍

光の測定方法は図 2-4 と同一。  
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g. 露光 

LYを励起する光は、直流の安定化電源によって制御された150 Wのハロ

ゲンランプで生成し、400から440 nmの波長だけを透過するダイクロイッ

クミラーユニット（U-MWIG, Olympus）、水浸対物レンズを通して神経

細胞に照射した。使用した励起光強度は、ダイクロイックミラーユニット

の入り口で5000 lxであった。励起されたLYの蛍光は、再び水浸対物レン

ズによって集め、cooled CCD camera（C4742-95-12、Hamamatsu 

Photonics K.K.）で取り込み、蛍光画像を得た。ダイクロイックミラー

は、励起光より長波長の蛍光を透過するように設定した。 

 

h. カーブフィット  

電位依存性Na+チャネルは3つの状態をとる。細胞膜が静止状態にあると、

電位依存性Na+チャネルは、閉じた状態にある。膜が脱分極することによ

り、電位依存性Na+チャネルは開状態になる。電位固定下でこの開状態の

チャネルは、膜コンダクタンスの増加として記録できる。その後チャネル

は、不活性化状態になり、膜コンダクタンスは、制止時の値に戻る。 

Na+チャネルが、開いた状態（O）から不活性化した状態（I）へ速度定

数kの一次反応にしたがって変化するものとする。脱分極時に不活性化は

解除されないので、この仮定は大きな脱分極に対して有効である。それぞ

れの状態にあるチャネルの数をそれぞれ[O]、[I]とする。 

O I
k

 

このとき 

[ ] ( )ktOO −⋅= exp0  

となり、1/kから時定数τ inactivationを得る。ただし、O 0は、t=0で開

いているチャネル数を示す。 

細胞内にルシファーイエローを注入したとき、不活性化しないNa+電流

（non-inactivating currents; NIC）が現れた（図2-6）。全Na+

電流（I Na）は、不活性化するNa+電流（I inact）と不活性化しないNa+電

流（I NIC）の和として、 

( ) NIConinactivatitinactNa ItII +−⋅= = τ/exp0,  
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と表し、カーブフィットによって時定数τ inactivationとNICの大きさを

推定した。ただしI inact,t=0はt=0のときのI inactを示す。 

 

i. 溶液  
電気生理実験用溶液 

細胞外液（mM); 150 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl 2 , 0.5 MgCl 2 , 10 

Glucose, 5 HEPES, pH 7.4 with NaOH 

 

 

h CsOH 

Earle’s 外液（mM）; 116 NaCl, 5.37 KCl, 1.80 CaCl 2 , 0.81 

MgCl 2 , 26.18 NaHCO 3 , 1.01 NaH 2 PO 4

5％CO 2 /95％O 2が飽和した状態で、pHが7.4付近に

安定するように作製した。

Ba2+ 外液（mM）;10 mM BaCl2, 10 mM TEACl, 130 NaCl, 5 HEPES, 

10 Glucose, pH 7.4 with NaOH 

Mg2+-free 外液（mM）; 145 NaCl, 5 KCl, 2.4 CaCl 2 , 10 HEPES, 

10 Glucose, pH 7.4 with NaOH 

Cs+内液（mM); 120 CsCl, 15 NaCl, 5 MgCl 2 , 5 Na 2 ATP, 0.3 

Na 3 GTP, 10 HEPES, pH 7.2 wit

K+グルコネート内液（mM）; 120 K-gluconate, 20 KCl, 2 MgCl 2 , 

2 Na 2 ATP, 0.3 Na 3 GTP, 10 EGTA, 10 HEPES,  

pH 7.2 with KOH 

LY-Cs内液; Lucifer Yellow CH 2Li [SIGMA L0259]を2 mg / ml

の割合でCs+内液に溶かした。 

LY-Kグルコネート内液；Lucifer Yellow CH 2Li [SIGMA L0259]

を2 mg / mlの割合でK+グルコネート内液に溶かした。 

刺激溶液 

Tetrodotoxin（TTX）溶液；TTX [Wako 206-11071]を細胞外液で

溶かし、1 μMになるように調製した。 

Tetraethylammonium Chloride（TEA）溶液；TEA [Wako 

204-04502]をTTX溶液で溶かし、10 mMになるように調製した。 
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α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid 

(AMPA)溶液；AMPA [TOCRIS 0169]をTEA溶液で溶かし、5 μMになる

ように調製した。 

カイニン酸溶液；カイニン酸 [SIGMA K0250]をTEA溶液で溶かし、

20 μMになるように調製した。 

N-methyl-D-aspartate (NMDA)溶液；NMDA [SIGMA M3262]とグ

リシンをMg-free外液で調製したTEA溶液で溶かし、それぞれ30 μM、

1 μMになるように調製した。 

γ-aminobutyric acid(GABA)溶液；GABA [Wako 010-02441]を

TEA溶液で溶かし、10 μMになるように調製した。 

Bicuculline溶液；bicuculline [SIGMA B103]をGABA溶液に溶

かし、30 μMになるように調製した。 

セロトニン溶液；セロトニン [SIGMA H9523]をTEA溶液で溶かし、

10 μMになるように調製した。 

培養用溶液 

海馬神経細胞およびN1E-115を培養する際に使用した溶液の組成を

以下に示す。  

・PBS（phosphate-buffered saline）  溶液  

137 mM NaCl、2.67 mM KCl、8.09 mM Na 2 HPO 4、1.47 mM KH 2 PO 4  

・DMEM 溶液  (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

ニッスイDMEM 10 g/l NaHCO 3  1.8 g/l glucose 3.5 g/l 

・ポリリジン10X溶液  

ポリ-L-リジン臭化水素酸塩  0.5 mg/ml 

PBS溶液で10倍希釈し、1Xとして使用した。  

・トリプシン10X溶液  

トリプシン     25 mg/ml PBS溶液  

PBS溶液で10倍希釈し、1Xとして使用した。  

・DNase溶液  

DNase   2 mg/ml PBS溶液  

・5FH溶液  

DMEM溶液  450 ml、馬血清  25 ml、牛胎児血清  25 ml 
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・B18溶液  

B18溶液は、各種ストックおよび用時調製品を以下の組成でDMEM液
（高グルコース、含ピルビン酸）に溶かして調製した。  

DMEM high glucose with pyruvate      1000 ml（最終量） 

HEPES-Na (1M)                  10 ml 

5%BSA stock                  50 ml 

Aqueous stock            10 ml 

Ethanolic stock           80 µl 

Progesteron stock (200 µg/ml)   31.5 µl 

Insulin stock (10 mg/ml)    400 µl 

Transferrin stock (2 mg/ml)   2.5 ml 

＊T3 stock (2 µg/ml)           4 µl 

＊Catalase solution (0.8 mg/ml)   3.2 ml 

＊GSH (Glutathione) solution (0.5 mg/ml) 2 ml 

＊SOD (Superoxide dismutase) solution (0.5 mg/ml)
 5 ml 

＊は非滅菌なので、約1.3倍量の溶液を作って濾過滅菌後加えた。  

 

B18用各種ストックの組成および調製法を以下に示す。 [ ]内は、シグ

マのカタログ番号を示す。  

・Aqueous stock 

  L-Alanine                2 mg/ml 

  Biotine [B2639]               0.1 mg/ml 

  L-Calnitine [C0283]               2 mg/ml 

  Ethanolamine [0135]               1 mg/ml 

  D(+)-galactose [071-00032]             15 mg/ml 

  L-Proline                7.76 mg/ml 

  Putorescine [P5780]               16.1 mg/ml 

  Selenium [S5261]               0.016 mg/ml 

  Vitamine B12 [V6629]              0.34 mg/ml 

100 mg/vial + 10 ml (超純水) 

これを0.404 ml取り、超純水を11.59 ml加えた。  

  Zinc Suifate [268-00404]              0.194 mg/ml 

＊各々を10 ml取り濾過滅菌した。  

・Ethanoric stock 
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  Coriticosterone [C2505]           2 mg/ml 

  Linoleic acid [L1012]           100 mg/ml 

   100 mg/vial + 900 µl (EtOH)  

すべてを一度に溶かしストックとした。  

  Linoleic acid [L2376]           100 mg/ml 

   500 mg/vial + 4.5 ml (EtOH)  

すべてを一度に溶かしストックとした。  

  Lipoic acid (DL-6.8-Thioctic acid [T1395]) 4.7 mg/ml 

  Retinole,all trans [R7632]       10 mg/ml 

   25 mg/vial + 2.5 ml (EtOH)  

すべてを一度に溶かしストックとした。  

  Retinyl acetate [R7882]     10 mg/ml 

   1 g/vial + 10 ml (EtOH)  

すべてを一度に溶かしストックとした。  

  D-L-α-Tocopherol [T3251]        100 mg/ml 

   5 g/vial すべてを一度に溶かしストックとした。  

  D-L-α-Tocopherol acetate[T3001]       100 mg/ml 

   各々を1 ml取り1 ml/tubeに分注し、冷蔵保存した。  

 

その他のstock 

 ・Progesteron [P6149]   20 µl/ml 

   1 mg/vial + 5 ml (EtOH) すべてを一度に溶かしストック

とした。  

 ・Transferrin [T7786]   2 mg/ml (DMEM) 

   濾過滅菌後、保存した。  

 ・Insurine [I1882]   10 mg/ml 

   100 mg/vial + 10 ml (超純水) + 100 µl (氷酢酸) 

   すべてを一度に溶かしてストックとしそれぞれ無菌的に加えた。 

 ・T3 [T6397]    2 µg/ml 

   5 mg + 10 ml (50% EtOH) 

 ・Albumin bovine (BSA) [A9418] 5 g/100 ml (PBS) 

   低温室でOver Night撹拌した。翌日、10000 rpmで20 min
遠心し、濾過滅菌した。  

 ・HEPES-Na (1M)       23.83 g/100 ml   

    10M NaOHでpH7.4にした。  
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用時調製  

   ・Catalase [C6665]   0.8 mg/ml 

   ・Glutathione [G077-02011] 0.5 mg/ml (PBS溶液) 

   ・Superoxide dismutase [S5395] 0.5 mg/ml 
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Ⅱ-3. 結果  
a. 電位依存性Na + チャネル  

a-1. 不活性化遅延作用  

味蕾細胞を-70 mVに電位固定し、その状態から-20 mVに脱分極し、電

流を測定した。LYを4.2 mM含むCs内液を用いると、励起光（5000 lx、

“材料および方法”の“露光”参照）照射下で電位依存性Na+チャネル電

流の不活性化は遅延した（図2-6）。また、不活性化をしない電流

（non-inactivating current; NIC）が現れた。電流の不活性化過程

をカーブフィットし、不活性化の時定数τ inactivationとNICを計算した。

味蕾細胞に4.2 mM LYを注入すると、310秒間励起光照射によりNa+電流

不活性化の時定数τ inactivationは、1.83 ms（励起光照射前）から4.70 ms

まで増大した。励起光照射前に確認できなかったNICは、310秒間励起光

照射により、-123 pA発生した。また、マウス培養海馬神経細胞において

も同様の実験を行った結果、LYは、同様に不活性化の時定数τ inactivation

の増大およびNICを発生させることがわかった。 

a-2. 断続的励起光照射による遅延効果  

励起光を断続的に照射し、τ inactivationおよびNICの増加に対する効果

を調べた（図2-7）。励起光（5000 lx）を照射するとτは、増大し続けた。

励起光の照射をとめている間（暗時）、τ inactivationは、変化しなかった。

再び励起光を照射すると、τ inactivationは増大し続けた。励起光の照射時

間に対応してNa+電流のピーク値で規格化したNIC（normalized 

magnitude of NIC;NMNIC）も、励起光を照射したときだけ増大し続け

た（図2-8）。これらのことより、LYによるNa+電流の不活性化の遅延は、

励起光照射時間に依存することがわかった。また、LYの効果は不可逆的で

あることもわかった。図2-7、8に示した結果は、すでに公表済みである

（Higure et al., 2003）。これ以外のデータは、未発表である。 

a-3. 活動電位に対する作用  

マウス味蕾細胞と培養海馬神経細胞の活動電位に対するLYの作用を調

べた（図2-9）。LYは、KClを主体とする電極内液には溶けないので、K
＋グルコネート内液を用い、K+チャネルの寄与が測定できるようにした。

活動電位の持続時間は、励起光照射時間依存的に増大した。これらの結果

から、励起されたLYは、活動電位にも作用することがわかった。 
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図 2-6 味蕾細胞内に注入したLYに対する励起光照射によるNa+電流

不活性化の遅延と非不活性化電流（non-inactivating current 、NIC)
の発生  
 
点線は、単一時定数での減衰を仮定した関数によるカーブフィット（本文参

照）。相関係数；励起光照射前電流、0.995；310 秒間励起光照射後、0.994。
保持電位、 -70mV。刺激電位、 -20mV。励起方法は、本文参照。LY-Cs 内液  
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図 2-7 味蕾細胞電位依存性Na+電流不活性化時定数τ inactivation の励

起光照射時間依存性  
 
不活性化時定数τ inactivation の測定時間に対するプロット。励起光照射中

(light)、  τ inactivation は連続して増大する。暗黒下  (dark)では、  τ inactivation

は一定。以下の図に置いて、dark、lightの意味は、すべて同じ。Higure et al. 
(2003) より引用。  
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図 2-8 味蕾細胞電位依存性Na+電流に占める非不活性化電流NICの励

起光照射時間依存性  
 
各 aN + 電流のピーク値で規格化した NIC (normalized magnitude of NIC; 
NMNIC)の測定時間に対するプロット。NMNICは、light下で連続的に増大し、

dark下で一定となる。Higure et al. (2003) より引用。  
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図 2-9 活動電位に対する異なる時間励起された LY の効果  
 
A, 味蕾細胞の活動電位。保持電流 -60 pA。刺激電流 200 pA。刺激時間  1 ms。
B, 培養海馬神経細胞の活動電位。保持電流 -25 pA。刺激電流 150pA。刺激時

間  1 ms。LY-K グルコネート内液。  
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b. その他の電位依存性チャネル  

b-1. 電位依存性K+チャネル  

b-1-1. TEA感受性・外向き整流性K+チャネル  

外向き電流は、K+電流およびCl-電流が形成する。外向き整流性K+チャ

ネル電流は、細胞外に与えたtetraethylammonium chloride（TEA）

によって可逆的に抑制される。外向き電流のTEA依存性は、培養海馬神経

細胞毎に多少異ため、外向き電流が10 mM TEAで完全に抑制される細胞を

選び、LYの作用を調べた（図2-10A）。すなわち、TEA感受性・外向き整

流性K+チャネル電流だけを発生する細胞を用いて、LYの作用を調べた。

TEA感受性・外向き整流性K+チャネル電流は、励起光照射時間依存的に増

大した（図2-10B）。TEA感受性・外向き整流性K+チャネルの逆転電位が

E Kに一致すると仮定して、チャネルコンダクタンスをもとめた。チャネル

コンダクタンスは、-20 mVから+65 mVの範囲で約1.3倍に増大した（図

2-11B）。 

TEA感受性・外向き整流性K+チャネル電流は、活性化過程と不活性過程

を持っていた。励起光照射前と3分間励起光照射後の電流を規格化し、活

性化過程および不活性化過程を比較した（図2-12）。励起光照射前後の電

流がよく重なり合うことから、LYの作用は、活性化や不活性化の過程を変

化させないと結論した。 
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図 2-10 培養海馬神経細胞のTEA感受性・外向き整流性K+チャネル電

流に対するLYの作用  
 
A, TEAの抑制作用から外向き電流のほとんどがTEA感受性・外向き整流性K +

チャネル電流であることがわかる (+10 mM TEA)。TEAを洗い流すと (wash 
out)、外向き電流は元のレベルまで回復し (control)、3 分間の励起光照射によ

って増大している (3 分間励起光照射 )。保持電位  -85 mV。刺激電位  65 mV。

B, で示した細胞の励起光照射時間依存性。励起光を照射し始めた時間を 0 と

している。刺激電位、65 mV。保持電位  -85 mV。定常状態電流（刺激電位に

固定開始後 80 ms-85 msの電流の平均値）をプロット。LY-Kグルコネート内液。

 

A
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図 2-11 TEA感受性・外向き整流性K+チャネル電流に対するLY作用の

電位依存性  
 
A, 図 2-10 で示した培養海馬神経細胞のTEA感受性・外向き整流性K +チャネル

の電流電圧曲線。定常状態電流（刺激電位に固定開始から 80 msから 85 msの
平均値）をプロット。B, 3 分間励起光照射後のコンダクタンスの電位依存性。

各電位に対して励起光照射前のコンダクタンス（g control 、チャネルの逆転電位

をK +の平衡電位とした）と励起光照射後のコンダクタンス（g after 3min exposure ）

を求め、g control で規格化した値をプロットした。プロットしたデータは 3 細胞

の平均値と標準偏差を示す。  
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図 2-12 培養海馬神経細胞のTEA感受性・外向き整流性K+チャネル電

流の活性化、不活性化に対するLYの作用  
 
A, 定常状態電流（刺激電位に固定開始後 80 ms-85 ms の平均値）に対して規

格化した励起光照射前（control）と 3 分間励起光照射後電流の重ね合わせ。保

持電位  -85 mV。刺激電位 65 mV。B, 図 A 中の点線部分の時間軸拡大した図。

定常状態電流以外の電流もよく重なっている。A、B 共に LY-K グルコネート

内液  
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b-1-2. 内向き整流性K+チャネル  

培養海馬神経細胞の内向き整流性K+チャネル電流も、LYに対する励起光

照射で増大した（図2-13）。3分間励起光照射により、内向き整流性K+

チャネル電流は、調べたすべての電位で増大した（図2-14A）。電流の増

大は、励起光照射時間に依存していた（図2-13B）。 

内向き整流性K+電流は、その逆転電位をK+の平衡電位（E K）付近にもち、

E Kより過分極側ではっきりと漏れ電流より増大する。言い換えると、内向

き整流性K+チャネル電流が観測できた電位がE K、および逆転電位と見なせ

る。LYに対する励起光照射は、逆転電位を変化させなかったことから、チ

ャネルのイオン選択性を変化させないことがわかった。また、励起光照射

の前後で内向き整流性K+電流の傾きがいずれも直線であることから、励起

されたLYは、内向き整流性K+チャネルの電位依存性を変化させないことが

わかった（図2-14A）。励起光照射後のチャネルコンダクタンスは、励起

光照射前のコンダクタンスの1.8倍であった（図2-14B）。 

内向き整流性電流は、早い活性化過程と遅い不活性化過程を持っていた

（図2-13）。励起光照射前と3分間励起光照射後の電流を規格化し、活性

化過程および不活性化過程を比較した（図2-15）。励起光照射前後の電流

がよく重なり合うことから、LYの作用は、活性化や不活性化の過程を変化

させないと結論した。 
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図 2-13 培養海馬神経細胞の内向き整流性K+チャネル電流に対する

LYの作用  
 
A, 刺激電位  -135 mV。保持電位 -85 mV。B, A で示した細胞の励起光照射時

間依存性。励起光を照射し始めた時間を 0 としている。刺激電位、 -135 mV。

保持電位、 -85 mV。定常状態電流（刺激電位に固定開始後 80 ms-85 ms の平

均値）をプロット。LY-K グルコネート内液。  
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 図 2-14 培養海馬神経細胞の内向き整流性K+チャネル電流に対する

LY作用の電位依存性  
 
電流電圧曲線（A）も、コンダクタンスの電位依存性（B）も図 2-11 と同様に

作成。プロットしたデータは 3 細胞の平均値と標準偏差を示す。  
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図 -15 培養海馬神経細胞の内向き整流性K+2 チャネル電流の活性化に

対するLYの作用  
 
図 2-12 と同様に重ね合わせた電流。保持電位  -85 mV。刺激電位  -135 mV。

LY-K グルコネート内液。定常状態に達する前の電流もよく重なっている。  
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b-2.Cl-チャネル  

味蕾細胞の外向き電流は、TEA非感受性の電位依存性Cl-チャネル電流

を含んでいる（Noguchi et al., 2003）。Cl-電流に対するLYの作用

を測定した（図2-16）。 

。 

まず、味蕾細胞の細胞外液にTEAを加えると、外向き電流の一部が抑制

できた。さらにTEAを含む細胞外液中で、3分間励起光を味蕾細胞に照射し

たが電流に変化は無かった。励起光照射後、Cl-をメタンスルホン酸で置

換したTEAを含む細胞外液を与えると、外向き電流のほとんどを抑制でき

た。したがってTEAで抑制できなかった電流は、電位依存性Cl-電流であ

り、LYは、電位依存性Cl-電流に作用を示さないことがわかった

b-3.HVA-Ca2+チャネル 

電位依存性Ca2+チャネルは、開口に大きな脱分極を必要とする

high-voltage-activated Ca2+チャネル（HVA-Ca2+チャネル）と小さ

な脱分極でも開口できるlow-voltage-activated Ca2+チャネル

（LVA-Ca2+チャネル）に分類される。私は、培養海馬神経細胞で測定す

ることが容易であるHVA-Ca2+チャネル電流について調べた。HVA-Ca2+

チャネルは、Ca2+よりもBa2+の方がチャネルのイオン透過性が高い。そこ

で、HVA-Ca2+電流は、Ba2+電流として測定した。HVA-Ca2+チャネル電流

は、ホールセルパッチクランプ法によって細胞内の環境が変化すると開き

にくくなる（rundown）ため、一定の割合で経時的に減少する（図2-17）。

LYがHVA-Ca2+チャネル電流に作用を示すならば、励起光を細胞に照射す

ることで、rundownしながらも電流の減少あるいは増大が測定できると考

え実験を行った。培養海馬神経細胞のBa2+電流は、暗黒下、励起光照射下

に関係なく常に一定の割合で減少し続けたことから、LYは、Ba2+電流に作

用を示さないと結論した。 
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図 2-16 味蕾細胞電位依存性 Cl チャネル電流に対する LY の作用  
 
A, control；通常細胞外液中で測定した外向き電流。＋10 mM TEA；TEA 非感

受性電流。＋10 mM TEA 3 分間励起光照射；3 分間励起光照射後、測定した

TEA 非感受性電流。Cl free (＋10 mM TEA)；10 mM TEA を含む Cl free 細胞

外液中で測定した電流 (リーク電流 )。“control”、“＋10 mM TEA”、“＋10 mM 
TEA 3 分間励起光照射”、“Cl free(＋10 mM TEA)”の順に測定した。TEA 非

感受性電流は、3 分間励起光照射後も変化していない。励起光照射後、Cl をメ

タンスルホン酸で置換した、TEA を含む細胞外液（10 mM TEA を含む Cl free
細胞外液）を灌流すると TEA 非感受性電流がほとんど消失することから、励

起された LY が作用しないこの電流は Cl 電流であることがわかる。保持電位 -85 
mV。刺激電位+65 mV。B, A で示した電流の電流電圧曲線。定常状態（刺激

電位に固定後、80 ms から 85 ms）の平均値をプロットしている。○；control。
●；TEA 非感受性電流。□；3 分間励起光照射後の TEA 非感受性電流。▲；

10 mM TEA を含む Cl free 細胞外液中で測定した電流（リーク電流）。LY-K
グルコネート内液。  
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図 2-17 培養海馬神経細胞のHVA-Ca2+チャネル電流に対するLYの作

用  
 
A, HVA-Ca 2+電流の経時変化。時間に対して、定常状態電流（刺激電位に固定

後 80 msから 85 msの平均値）をプロットしている。図中の矢印で示した電流

をBに示す。B, HVA-Ca 2+電流。各色の矢印は、図Aの矢印と対応している。保

持電位 -85 mV。刺激電位 -5 mV。第Ⅱ章において、この図および以下の図の電

極内液は、すべてLY-Cs内液。  
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c. 神経伝達物質受容体チャネル  

c-1. イオンチャネル型グルタミン酸受容体チャネル  

c-1-1. AMPA 受容体チャネル 

培養海馬神経細胞をホールセルパッチクランプ法によって電位固定し、

5 μM AMPAで刺激すると一過的な内向き電流に続いて持続的な内向き電流

が発生した。つまり、AMPA応答は、不活性化過程をもつ電流と持続的な電

流を含んでいた（図2-18）。一過性電流は、繰り返し刺激によって減少す

ること、AMPA濃度が一定になる前に不活性化を始めることなど電流変化の

定量化が困難であった。そこで、持続的な電流に注目しLYの作用を調べた。 

持続性AMPA応答は、励起光照射時間の増加に伴い、増大した。4分間励

起光照射で、持続的内向き電流は、励起光照射前と比べて、3.9倍増大し

た。 

次に、チャネルのイオン選択性を調べた（図2-19）。励起光を照射する

前と励起光を5分間照射した後に、AMPA刺激を行い、持続性応答生成中に

電流-電圧曲線を測定し、逆転電位を調べた。励起光を照射前と後の逆転

電位は、それぞれ-8mV、-5mVとなり、ほとんど変化しなかった。したが

って、LYは、AMPA受容体チャネルのイオン選択性を変えないことがわか

った。 

 

c-1-2. カイニン酸受容体チャネル 

培養海馬神経細胞をホールセルクランプ法で電位固定し、20 μM カイニ

ン酸溶液で刺激すると、持続的な内向き電流が発生した（図2-20）。この

細胞に対して励起光を照射し、刺激によって発生する発生する内向き電流

の大きさを照射前、照射後で比較した。持続的な内向き電流は、繰り返し

刺激することによってわずかではあるが減少した。このわずかな減少の傾

向は、励起光照射前と後に関わらず一定であったことから、LYは、カイニ

ン酸受容体に作用しないことがわかった。 
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図 2-18 培養海馬神経細胞の AMPA 受容体電流に対する LY の作用  
 
A, AMPA (5 μM)に対する電流応答。control；励起光照射前の AMPA 応答。after 
2-min exposure；2 分間励起光照射後の AMPA 応答。after 4-min exposure；
4 分間励起光照射後の AMPA 応答。白抜きのバーは、刺激時間。保持電位 - 70 
mV。B, AMPA 応答の励起光照射時間依存性。AMPA を１分ごとに 20 秒間与

え、AMPA 応答の定常値（刺激開始後 5 秒 -18 秒の平均値）を励起光照射 2 分

前に測定した AMPA 応答定常値に対して規格化している。プロットしたデー

タは、3 細胞から得た応答の平均値と標準偏差。  
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図 2-19 培養海馬神経細胞 AMPA 受容体電流の逆転電位に対する LY
の作用  
 
A, 励起光照射前 (control)と 5 分間励起光照射後  (after-5-min exposure)の
AMPA 電流応答。保持電位 - 70 mV。刺激中、電流非表示部分で逆転電位を求

めるために電位パルスを与えた。B, A で示した AMPA 応答の持続性応答生成

時に測定した電流電圧曲線（各電位に固定後、10ms から 40 ms の平均値で作

成  ）。  
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図 2-20 培養海馬神経細胞カイニン酸受容体電流に対する LY の作用  
 
A, カイニン酸 20 μM 刺激に対する電流応答。励起光照射前（control）と 3 分

間励起光照射後（after 3-min exposure）の電流応答。保持電位 -70 mV。B, カ
イニン酸受容体電流の励起光照射時間依存性。カイニン酸応答の定常値（刺激

開始後、5 秒から 18 秒の平均値）を時間に対してプロットしている。  
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c-1-3. NMDA 受容体チャネル  

NMDA受容体は、NMDAとグリシンを同時に与えると開くチャネルである。

したがって、本研究では常に1 μM グリシンをNMDAに共存させた。培養海

馬神経細胞をホールセルクランプ法で電位固定し、30 μM NMDA溶液で刺

激すると、一過的な内向き電流に続いて持続的な内向き電流が発生した

（図2-21）。一過性電流は、繰り返し刺激により変化したため、LYの作

用を調べるには不適当であった。持続的な内向き電流も、繰り返し刺激す

ることによってわずかではあるが減少した。しかし、励起光照射前と後に

関わらず持続的内向き電流の減少がほぼ一定であったことから、LYは、

NMDA受容体電流に作用しないことがわかった。 

c-2. イオンチャネル型セロトニン受容体チャネル  

標本には、セロトニン受容体サブタイプ5HT 3を発現している培養細胞 

N1E-115を用いた。N1E-115 細胞をホールセルクランプ法で電位固定し、

10 μMセロトニンで刺激すると不活性化する内向き電流が発生した（図

2-22）。この細胞に対して、励起光を最大7分間照射し、照射前、照射後

で、それぞれの電流のピーク値と刺激1秒後の値を測定し、比較した。ピ

ーク電流と刺激1秒後の電流は、繰り返し刺激をすることによって減少し

た。セロトニン受容体電流は、励起光照射前と後に関わらず、一定の大き

さで内向き電流が減少したことから、LYは、セロトニン受容体電流に対し

て作用しないことがわかった。 

 

c-3. GABA A受容体チャネル  

GABA受容体チャネルには、イオンチャネル型（GABA A）、代謝型（GABA B）

の二種類のチャネルがある。GABA刺激によって発生した電流がどちらのタ

イプによるものか区別するためイオンチャネル型のブロッカーである

bicucullineを用いた。培養海馬神経細胞をホールセルクランプ法で電

位固定し、10 μM GABAで刺激すると、一過的な内向き電流と持続的な内

向き電流が発生した（図2-23）。一過的な内向き電流、持続的な内向き電

流は、ともに繰り返し刺激によって減少した。内向き電流を確認した後、

GABA刺激と同時に30 μM bicucullineで刺激すると一過的な内向き電流

も持続的な内向き電流も発生しなかった。したがって、この神経細胞の

GABA受容体電流は、すべてイオンチャネル型、GABA A受容体電流であるこ

とを確認した。 
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この細胞に、励起光を5分間照射し、GABAで刺激すると、一過的、持続

的内向き電流を発生した。しかし、励起光照射前と後に関わらず一過的、

持続的内向き電流は、一定の大きさで減少した。したがって、LYは、GABA A

受容体電流に作用しないことがわかった。 
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図 2-21 培養海馬神経細胞 NMDA 受容体電流に対する LY の作用  
 
A, NMDA 刺激（30 μM NMDA + 1μM グリシン）に対する電流応答。励起光

照射前 (control)と 3 分間励起光照射後（after 3-min exposure）の電流応答。

保持電位  -70 mV。B, NMDA 受容体電流の励起光照射時間依存性。NMDA 応

答の定常値（刺激開始後、20 秒から 30 秒の平均値）を時間に対してプロット

している。  
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図 2-22 N1E-115 細胞 5-HT 3受容体電流に対するLYの作用  
 
A, 5-HT 3 （10 μM）に対する電流応答。a, 励起光照射前の 5-HT 3 受容体電流

（control）。b, 3 分間励起光照射後の電流（after 3-min exposure）。c, 7 分間

励起光照射後の電流（after 7-min exposure）。白抜きのバーは、刺激時間。保

持電位  -70 mV。B, 5-HT 3 受容体電流の励起光照射時間依存性。a,測定開始直

後（0 min）の 5-HT 3 電流ピーク値に対し規格化した各電流応答のピーク値。

b,同様に規格化した刺激 1 秒後の各電流応答。プロットしたデータは 3 細胞か

ら得た応答の平均値と標準偏差。  
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図 2-23 培養海馬神経細胞GABA A受容体電流に対するLYの作用  
 
A,励起光照射前の電流応答（ control）と 5 分間励起光照射後（after 5-min 
exposure）の 10 μM GABA刺激に対する電流応答。GABA A 受容体ブロッカー

である 30 μM bicuculline存在下では、電流応答が発生しない。保持電位  -70 
mV。B, GABA A 受容体電流の励起光照射時間依存性。a,測定開始直後（0 min）
の ABAG A 受容体電流ピーク値に対し規格化した各電流応答のピーク値。

b,GABA応答の定常値（刺激開始後 15 秒から 30 秒の平均値）を測定開始直後

（0 min）のGABA応答定常値に対して規格化し、時間に対してプロット。プ

ロットしたデータは、3 細胞から得た応答の平均値と標準偏差。  
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Ⅱ -4. 考察  
各種イオンチャネル電流に対するLYの作用 

細胞内に注入したLYを励起すると、電位依存性Na+チャネル電流ばかり

でなく（Higure et al., 2003）、TEA感受性・外向き整流性K+チャネ

ル電流、内向き整流性K+チャネル電流、AMPA受容体電流の変化すること

がわかった。また、電位依存性Cl-チャネル電流、HVA-Ca2+チャネル電流、

NMDA受容体チャネル、カイニン酸受容体チャネル、5-HT 3受容体チャネル、

GABA A受容体チャネルは、変化しないことがわかった。これらの結果は、

励起されたLYにチャネルタンパク質選択性のあることを示唆する。励起さ

れたLYに感受性を示した電位依存性チャネルや神経伝達物質受容体は、類

似したアミノ酸配列を持つのかもしれない。励起されたLYは、細胞内に注

入された時だけ電位依存性Na+チャネル電流を修飾した（Higure et al., 

2003）ことから、LY感受性部位は、他のLY感受性チャネルにおいても細

胞内に面していると考えた。LY感受性イオンチャネルのアミノ酸配列の相

同性を調べることで、LYの作用を受ける共通したアミノ酸配列を特定でき

るかも知れないと考えた。また、このアミノ酸配列は、LYの結合部位を形

成するかもしれないと考えた。 

現在、電位依存性Na+チャネルの不活性化を阻害する試薬として、

Pronase（Armstrong et al., 1973）、N-Bromoacetamide（Oxford 

et al., 1978）、Sea anemone（Narahashi et al., 1969）、a-Scorpion 

toxins（Koppenhofer and Schmidt, 1968a,b）そして、Goniopora 

toxin（Muramatsu et al., 1985）等が報告されている。また、K+

チャネルを選択的に開くことで電流を増加する試薬としてnicarandil

pinacidil（Hamilton and Weston, 1989）等が、AMPA受容体応答の

速い不活性化をブロックする試薬としてcyclothazide（Partin et al., 

1993）等が報告されている。しかし、LYがこれらチャネルの機能を修飾

することは知られていなかった。 

、

励起光照射3分間によって、LYは、TEA感受性・外向き整流性K+チャネ

ル電流を1.3倍に（図2-11）、内向き整流性K+チャネル電流を1.8倍に（図

2-14）、定常状態におけるAMPA受容体チャネル電流を2.9倍に増大した

（図2-18）。AMPA受容体チャネル電流に対するLY作用は、TEA・外向き

整流性K+チャネル電流、内向き整流性K+チャネル電流に対する作用より大

きかった。これらの結果から、LY作用に対する感受性は、チャネルによっ
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て異なることがわかった。イオンチャネルには、多くのサブタイプが存在

する。LY感受性は、サブタイプ間でも異なると予想した。 

二種の電位依存性K+チャネル電流は、明瞭な不活性化過程を持たなかっ

た。しかし、LY作用によってこれらの電流は増大した（図2-12、15）。

これは、電位依存性Na+チャネル電流において、LY作用が不活性化を遅延

したという結果と異なる。電位依存性K+チャネル電流の増大という結果は、

不活性化過程決定部位だけがLY作用の標的ではないことを示唆する。 

単一イオンチャネルの研究方法としては、単一チャネル電流解析法とチ

ャネル電流ノイズ解析法がある。片山は、LYの電位依存性Na+チャネル不

活性化遅延作用を単一チャネル電流解析法を用いて調べた（Higure et 

al., 2003）。その結果、不活性化の遅延は、Na+チャネルの平均開口時

間を延ばすことによって生じることがわかった。私もAMPA受容体の不活性

化遅延作用において、同様に単一AMPA受容体チャネル電流を解析しようと

して、単一チャネル電流の記録に挑んだが測定できなかった。 

そこで、チャネル電流ノイズ解析法を用いて、ホールセル電流から単一

チャネルの情報を得ることを試みた。AMPA受容体チャネルをノイズ解析法

で調べるためには、LYを注入した同一の神経細胞から、異なるAMPA濃度

に対する電流を励起光照射前、励起光照射後でそれぞれ記録する必要があ

る。これらの記録から得られた分散と平均電流の関係から、AMPA受容体チ

ャネルの総数、シングルチャネルコンダクタンス、また、スペクトル解析

から平均開口時間を推測することができる。LYを注入した細胞は、光照射

下で容易に死ぬ傾向があった。そのためか、励起光照射後、異なるAMPA

濃度に対する応答測定中に細胞が死んでしまい、分散と平均電流の関係を

得ることができなかった。高濃度AMPA刺激がLYの傷害を促進すると考え、

低濃度AMPA刺激に対する応答電流から、チャネルノイズを測定することに

した。しかし、得られた単一チャネルコンダクタンス、平均開口時間には、

励起光照射による変化を確認できなかった。 

ノイズ解析に成功していれば、AMPA受容体チャネルの平均開口時間の

LY依存性を明らかにし、LY作用の共通性を論じることができた。ノイズ解

析は、将来自分が新たな実験を行い、困難な問題を解決するための手段の

ひとつとして利用できると考えた。 
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LYが引き起こすアーティファクト 

LYの使用が始まった頃は、ガラス微小電極を細胞膜に刺入し、膜電位を

測定していた。細胞を損傷させないため、ガラス微小電極の先端は、きわ

めて小さかった。このため、LYの細胞内への受動的拡散は無視できた。す

なわち、LYの薬理作用を調べる必要がなかった。その後、パッチクランプ

法が開発された。これは、直径２マイクロメートルのガラス電極を細胞に

接着させた後、接着部分（パッチ）を破って、細胞の電気生理学的性質を

測定するという方法である。細胞膜に対する損傷が少ないことから、現在

汎用されている。しかし、開口部が巨大であるため、電極内液は、容易に

細胞内に拡散してしまう。当然、電極内液に加えたLYが測定中に細胞内に

拡散してしまう。しかし、これまで多くの研究者は、LYの薬理作用に気づ

かなかった。本研究は、これまでに発表された多く研究報告の中には、追

試の必要があるものも含まれていることを示唆する。このように、本研究

はパッチクランプ法利用者への警鐘となると考えた。 

LYの作用を積極的に利用することで、LYを味蕾細胞ネットワークの研究

に応用できると考えた。現在、味蕾細胞基底膜は、エピネフリン受容体

（Herness et al., 2002）、セロトニン受容体（Kim and Roper., 1995; 

Kaya et al., 2004）、グルタミン酸受容体（Caicedo et al., 2000）、

アセチルコリン受容体（Ogura, 2002）、ATP受容体（Kim et al., 2000）

などを発現していることが知られている。しかし、これらに対応する神経

伝達物質がどこから放出されているかということは、まだ明らかにされて

いない。味蕾細胞が放出する神経伝達物質が同定できていないのは、放出

量の低さによると考えられる。励起されたLYは、活動電位の持続時間を増

大させた（図2-9）。この細胞が電位依存性Ca2+チャネルを持つ場合、味

刺激によって発生した活動電位がLY作用によって延長されるため、神経伝

達物質の放出量を増大させることが可能になる。神経伝達物質を同定する

方法として、sniffer-patch[9]と呼ばれる方法がある。候補となる伝達

物質の受容体を持つ細胞からOutside-outパッチ膜を作製し、神経伝達

物質を放出する細胞に接近させ、電気的応答を測定することで、放出され

た物質を同定するという方法である。細胞内にLYを注入し、励起光照射す

ることで神経伝達物質の放出量を増大させると、sniffer-patchによる

検出が容易になり、味蕾細胞が放出する神経伝達物質を同定することがで

きると考えた。 
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Ⅲ. 修飾作用のメカニズム 
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Ⅲ-1. 序論  
第Ⅱ章では、露光されたLYは、電位依存性Na+チャネル、TEA感受性・

外向き整流性K+チャネル、内向き整流性K+チャネル、AMPA受容体チャネ

ルに作用し、機能に傷害を与えることを明らかにした。露光されたLYは、

活性酸素種を生成し、チャネルを修飾している可能性がある。私は、活性

酸素種を消去する物質、ジチオスレイトール（DTT）を用いてこの可能性

を検証し、電位依存性Na+チャネル電流に対するLY作用が励起光照射によ

って生じる活性酸素種によるものであることを突き止めた（Higure et 

al., 2003）。しかし、LY作用を引き起こす活性酸素種の同定には至ら

なかった。本章では、まず、Higureらの報告の中で私が担当した部分、

すなわち、電位依存性Na+チャネル電流に対するLY作用を引き起こす物質

が活性酸素種であると明らかにしたこと、を示す。次に、スーパーオキサ

イドがLY作用に重要な役割を果たす活性酸素種であることを示す。 

食べ物の持つエネルギーを利用できる形のエネルギーに変換するため

に、私たちは、酸素を必要とする。しかし、この好気的エネルギー代謝に

おいては、副産物として、スーパーオキサイドをはじめとする一群の活性

酸素種が生成する。活性酸素種は、その化学的反応性の高さから、生体に

酸化ストレスをもたらすことが知られている。老化（Beckman and Ames, 

1998; Alexeyev et al., 2004; Hussain and Mitra, 2004）、

発癌（Oberley and Buettner, 1979; Totter, 1980）、炎症（McCord, 

1974; Guzik et al., 2003）など、さまざまな疾患病態に活性酸素の

関与することがセントラルドグマとして広く受け入れられている。 

生体内には活性酸素に対する防御系も、存在している。スーパーオキサ

イドジスムターゼ（SOD）は、スーパーオキサイドを特異的に消去する酵

素である。SODは、細胞質内に存在し、1原子のCuとZnを持つ、Cu/Zn-SOD

（McCord and Fridovich, 1969）、ミトコンドリア内に存在し、1原

子のMnを持つ、Mn-SOD（Weisiger and Fridovich, 1973）、細胞外

へ分泌されるExtracellular-SOD（Marklund et al., 1982）の三種

がある。このように、SODは、細胞内外に渡って分布し、スーパーオキサ

イドの毒性から細胞を守っている。 

LYの作用がスーパーオキサイドと関連があるのならば、生体に備わって

いるスーパーオキサイド防御系を利用することで、LY作用を引き起こす活

性酸素を知ることができるのではないのだろうか。私は、この生体のスー
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パーオキサイド防御系に注目し、LY作用を引き起こす活性酸素種の同定を

行った。 
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Ⅲ-2. 材料および方法  
a. 剥離舌上皮標本の調製  

剥離舌上皮標本の調製は、第Ⅱ章に記述した方法で行った。 

 

b. 味蕾細胞の電気生理学的測定法  

味蕾細胞の電気生理学的測定は、第Ⅱ章に記述した方法で行った。 

 

c. 照明  

実験設備はすべて暗幕で覆い、私も暗幕の中で測定を行った。以下に述

べるように、ギガオームシール作成後、LYの露光は、十分に制御した。

L0~L2の三種類の照明で、LYを露光した。L0は、~1000 lxの実験室の照

明を示す。用いたLY内液は、すべて、L0照明下で調整し、光を遮断した氷

箱の中に30分以上放置後、実験に用いた。30分間暗黒下に置くことで、調

整時のL0露光で生成した活性酸素種は、そのほとんどが分解したと考えら

れる(結果参照)。LY内液は、20秒間のL0照明下で記録電極に詰め、水浸

対物顕微鏡下にセットした。20秒以内にセットできても、L0で20秒間照

射し続けた。 

L1は、試料の下から上への照明で、顕微鏡のコンデンサー部を通過後の

照度は5000 lxとした。L1で40秒間照明する間に、記録電極を味蕾細胞

に近づけ、細胞膜に記録電極をギガオーム以上の高抵抗で密着（ギガオー

ムシール）させた。40秒以内にギガオームシールを形成しても、L1で40

秒間照射し続けた。その後、暗黒下で2分以内にwhole-cell clamp条件

を達成した。すなわち、記録電極と細胞膜の密着領域（パッチ膜）を破り、

正確な電位固定電流を得るためにシリーズレジスタンスと膜容量の補正

を行った。暗黒下でのLY作用を調べるためのすべての実験において、電位

固定電流測定開始までは、上記の操作を行った。 

L2は、ダイクロイックミラー（U-MWIG, Olympus）で反射された試料

の上から下への照明で、光源は5000 lxとした。L2は、正立顕微鏡におい

てLYを励起するために使われる通常の方法であり、第Ⅱ章においてLYを励

起するために用いた励起法と同一である。L2の照射時間は、実験によって

調節した。 
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d. カーブフィット  

不活性化の時定数τ inactivationおよびNICの定量化は、第Ⅱ章に記述し

た方法でおこなった。 

τ inactivationおよびNMNIC減衰の時定数は、以下に示す式でカーブフィ

ットを行った。 

( )13exp −⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ −⋅+= Κ
τ
tbay  

aは、定常状態のτ inactivationおよびNICを示す。bは、t = 0のときの

τ inactivationおよびNMNICを示す。ここでτは、τ inactivationおよび

NMNICの減衰の時定数を示す。 

 

e. DTT処理  

測定用プラットホームに基底膜側を上にして固定した舌上皮を10分間、

1 mM DTT溶液で灌流した後、5分間、細胞外液で洗い、LYを細胞内に注

入した。 

LYのAMPA受容体電流増強作用に対するDTT処理の効果を調べるときは、

応答を測定中に10分間、1 mM DTT溶液を灌流した。 

 

f. 溶液  

電気生理実験用溶液 

細胞外液、Cs+内液、K+グルコネート内液、LY内液の組成は、第Ⅱ章（材

料および方法（溶液））と同一とした。 

DTT溶液は、使用直前にジチオスレイトール[Wako 047-08973]を1 mM 

になるように細胞外液に溶かして調製した。 

新生牛血清 [Cosmobio 12181610]を添加したLY内液は、血清濃度が

0.05 ml/mlになるように調製した。SOD[SIGMA S2515-75KU]を添加し

たLY内液は、SOD濃度が223.5 units/mlになるように調製した。牛血清

濃度は、通常の血清培地に添加する濃度と同じになるように調整した。SOD

濃度も通常の無血清培地に添加する濃度と同じになるように調整した。 
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g. 刺激溶液 

TTX溶液、TEA溶液、AMPA溶液の組成は、第Ⅱ章（材料および方法（溶

液））と同一とした。 
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Ⅲ-3. 結果  
a. DTT処理の効果  

励起されたLYの作用が光酸化反応によって生成された活性酸素による

ものならば、活性酸素種を消失させる物質、フリーラジカルスカベンジャ

ーを用いることでLY作用を阻害できるのではないか、と考えた。そこで、

代表的なフリーラジカルスカベンジャーであるDTT（1 mM）のLY作用に対

する効果を調べた。 

LYによる味蕾細胞の電位依存性Na+チャネルの不活性化の遅延は、DTT

処理を行うことによって抑制できた（図3-1A）。LYがないとき、DTT処理

は不活性化の時定数τ inactivationを変化させなかった。したがって、DTT

は、電位依存性Na+チャネル電流に対して薬理作用を持たないことも分か

った。LYを露光する前のNICに対して規格化したNIC（normalized 

magnitude of NIC;NMNIC）も、DTT処理を行うと抑制できた（図3-1B）。

また、励起光を照射する前にすでにτ inactivationおよびNMNICが大きくな

っていた(図3-1)。このような、暗黒下におけるLYの作用については、次

のセクションで述べる。 

培養海馬神経細胞のTEA感受性・外向き整流性K+チャネル電流に対する

LY作用も、DTT処理により抑制できた（図3-2A）。調べたすべての電位に

対して、DTT処理は、3分間励起光照射によって生じるはずのLY作用を抑

制した。培養海馬神経細胞の内向き整流性K+チャネル電流に対するLY作用

も、DTT処理によって同様に抑制できた（図3-2B）。 

AMPA応答に対するDTTの作用は、方法に示したように、異なる方法で調

べた。応答測定中にDTT溶液で培養海馬神経細胞を灌流するという方法で

調べた。このDTT処理も、培養海馬神経細胞のAMPA受容体電流に対するLY

作用を抑制した（図3-3）。DTT存在下では、励起光を照射しても、持続

的内向き電流の大きさは、暗黒下と比べて変化が無かった。DTTを洗い流

すと励起光照射時間に依存して持続的内向き電流が増大した。 

これらの結果は、フリーラジカル化したLY、あるいは露光したLYが生成

する活性酸素種がこれらのチャネルを修飾することを示唆する。 
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図 3-1 LYのNa+電流不活性化阻害作用に対するDTT処理の効果。  
 
A, 味蕾細胞電位依存性Na +電流不活性化時定数τ inactivation の励起光照射時間

依存性。B, LYを露光する前のピーク電流値に対して規格化した非不活性化電

流値（NMNIC）の励起光照射時間依存性。DTT（ジチオスレイトール、フリ

ーラジカルスカベンジャー試薬）処理をせずにLYを注入した細胞（●）、DTT
処理後にLYを注入した細胞（■）、 control（○）、およびDTT処理のみを行っ

た細胞（□）のτ inactivation 。プロットしたデータは 3 細胞から得た応答の平

均値と標準偏差。  
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図 3-2 DTT処理した培養海馬神経細胞K+チャネル電流に対するLY
作用  
 
A, TEA感受性・外向き整流性K +チャネル電流の電位依存性。挿入図；左上；

保持電位（ -85 mV）から刺激電位（65 mV）へ固定電位を変化させたときの応

答電流 (control)と 3 分間励起光照射後の電流（after 3-min exposure）。右下；

DTT未処理のTEA感受性・外向き整流性K +電流の電流電圧曲線。LY-Kグルコ

ネート内液。B,内向き整流性K +チャネル電流の電位依存性。Aと同様に作成し

ている。挿入図；保持電位 -85 mV。刺激電位 -135 mV。control；励起光照射

前。after 3-min exposure；3 分間励起光照射後。LY-Kグルコネート内液。  
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図 3-3 DTT 処理した培養海馬神経細胞 AMPA 受容体電流に対する LY
作用果  
A, LY を注入した同一細胞から記録した AMPA 応答；a, 暗黒下（control, #1）；
b, 1 mM DTT 存在下、暗黒下（dark, #2）；c, 1 mM DTT 存在下、5 分間励起

光照射後（ light (5 min), #3）；d, 10 分間励起光照射後（ light (10 min, #4）。
# 1 から# 4 は、B に対応。保持電位  -70 mV。B, DTT 処理の効果。AMPA 応

答の定常値（刺激開始後、3 秒から 8 秒の平均値）を露光前に測定した AMPA
応 答 の 定 常 値 （ control ） に 対 し て 規 格 化 し （ normalized magnitude of 
non-inactivating current, NMNIC）、露光時間に対してプロットしている。LY
の AMPA 応答増強作用は、1 mM DTT 存在下で発現しない。プロットしたデ

ータは、3 細胞から得た応答の平均値と標準偏差。LY-Cs 内液。  
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b. 暗黒下における遅延のpre-露光依存性 

これまで示したように、LY作用の大きさは、励起光照射時間に依存した。

さらに、味蕾細胞あるいは培養海馬神経細胞内に注入した後は、一切露光

されていないLYも、電位依存性Na+チャネル電流に対して、LY作用を示し

た(図3-1)。すなわち、ギガオーム生成前に露光されたLY(pre-露光LY)

は、その後露光されないにもかかわらず、電位依存性Na+電流の不活性化

過程を遅延し、NICを発生させた（図3-4）。不活性化の時定数τ inactivation

は、測定したすべての電位で増大した（図3-5A）。LYを注入していない

味蕾細胞とpre-露光LYを注入した味蕾細胞のτ inactivationの大きさを各

電位固定電位において比較した。二元配置の分散分析（P < 0.05）およ

び多重比較（テューキーの方法、p < 0.05）の結果、電位固定電位が-20 

mV以下では、pre-露光LYのτ inactivationが有意に大きいことがわかった。

同様に、NMNICも、二元配置の分散分析（P < 0.05）および多重比較（テ

ューキーの方法、p < 0.05）の結果、-25 mV以下で有意に大きいことが

わかった。 

細胞内へのLYの拡散の速度は、電極抵抗に依存している。例えば、4.8 M

Ω、6.0 MΩ、8.9 MΩの電極抵抗では、拡散の時定数は、それぞれ、52 

s、96 s、217 s、であった。私が測定に用いた記録電極の電極抵抗は、

5 MΩ以下である。したがって、電位依存性Na+チャネル電流の測定を開

始するホールセル2分後の時点において、細胞内のLY濃度は、すでに定常

状態になっている。つまり、測定した細胞すべてにおいて、細胞内にLYが

十分に拡散した条件下で実験を行った。 

以下の実験は、培養海馬神経細胞より細胞が小さく、より正確な電位固

定電流を得やすい味蕾細胞を用いて実験を行った。 
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図 3-4 暗黒下におけるTTX感受性・電位依存性Na+チャネル不活性化

過程に対するLY作用  
 
A, 実験プロトコル。D期（暗黒期、以下の図においても同様）開始 2 分後に測

定を開始。L0；実験室の照明光（～1000 lx、方法参照）。L1；検鏡のための照

明光（5000 lx、方法参照）。D；暗黒期（照明を切った状態）。暗黒条件下でホ

ールセルを形成し、補正後、測定を開始する。B, D期開始 2 分後以降に測定し

たLYを注入していない細胞 (a)およびLYを注入した細胞 (b)のTTX感受性Na +

電流、およびa、bに示した電位固定電流の比較 (c)。保持電位 -70 mV。a, bに示

た電流は、刺激電位、 -60 mV～+10 mVまで 5mV毎に対する電位固定電流。

a, Cs内液；b, LY-Cs内液。c,それぞれのピーク電流値で規格化した -20 mVにお

ける電位固定電流。TTX非存在下で記録した電位固定電流と 1 μM TTX存在下

で記録した電位固定電流の差をNa

し

+電流として表示している。この図および以

下の図の標本は、すべて味蕾細胞。  
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図 3-5 暗黒下におけるτ inactivationとNMNICに対するLY作用の電位依

存性  
 
A, 実験プロトコル。D期開始 2 分後に測定を開始。図の表記は、図 3-4 と同じ。

B, 各電位に対するLYを注入していない  細胞（○）とLYを注入した  細胞（●）

のτ inactivation の変化。C, 各電位に対するLYを注入していない細胞とLYを注入

した  細胞のNMNIC（normalized magnitude of NIC；各Na +電流のピーク値

で規格化したNIC）の変化。プロットしたデータは、7 細胞から得たτ inacativation

とNMNICの平均値と標準偏差。  
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c. 検鏡のための光照射による遅延 

pre-露光LYは、細胞内に注入された後は一切露光されていないが、細

胞を電位固定するまでに、実験室の照明光（L0、20秒）と検鏡のための照

明光（L1、40秒）で露光されている（材料および方法（照明）を参照）。

この露光によって活性酸素種が生成し、不活性化の遅延を引き起こしてい

る可能性がある。そこで、ギガオームシール形成後、任意の時間、LYに励

起光（pre-露光、L2、5000 lx、材料および方法（照明）を参照）を照

射した。その後、パッチ膜を破り細胞内へpre-露光されたLYを注入した。

LYは、細胞内へ注入された後、一切露光しないようにし、電位依存性Na+

電流のτ inactivationおよびNICの変化を調べた（図3-6、7）。 

コントロール（記録電極内にLYがないとき）のτ inactivationとNMNIC

は、L2の6分間照射によって変化しなかった。記録電極内にLYがあるとき、

τ inactivationは、2.01 ± 0.31 ms（mean ± S.D., n = 7、コントロ

ール）から3.95 ± 0.34 ms（n = 6）に有意に増加した（t-検定、 p <

0.05）。NMNICも同様に、0.019 ± 0.0041（n = 7、コントロール）

から0.075 ± 0.012（n = 6）に有意に増加した（t-検定、 p < 0.05）。

つまり、τ

 

する。 

inactivationとNMNICはL2によるpre-露光時間に依存して増加

することがわかった。これらの結果は、pre-露光によってLY作用を引き

起こす活性酸素種が生成すること、細胞内に注入されるまでその活性酸素

種が消滅せずに存在していること、を示唆

私は、活性酸素種がこの暗黒下においても遅延作用を引き起こすと考え、

DTT処理の効果を調べた（図3-6、７）。DTT処理後、pre-露光LYを注入

した味蕾細胞とLYを注入しなかった味蕾細胞間では、τ inactivationや

NMNICに有意差がなかった（t-検定、 p > 0.05）。この暗黒下でのLY

作用に対するDTT処理効果は、励起光照射下で測定したDTT処理効果(図

3-1)と一致した。したがって、励起光下と暗黒下で同一の活性酸素種が

LY作用を引き起こすと考えた。 
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図 3-6 pre-露光の電位依存性Na+チャネル電流に対するLY作用  
 
A, 実験プロトコル。表記は、図 3-4 と同じ。L2；記録電極を励起する（pre-
露光）ための照明（5000 lx、方法参照）。D期開始 2 分後に測定を開始。B, 異
なる時間pre-露光した、LYを注入していない細胞のNa +電流。a, L2 期なし（T 
= 0）のNa +電流。b, L2 期 6 分間のNa +電流（T = 6）。 およびbは 8 細胞の電

流の重ね合わせ。c, T = 0、T = 6 およびDTT処理後、T = 0（T = 0/DTT）、T = 
（T = 6/DTT）のNa

a

6 +電流。表示した電流は、ピーク値で規格化し重ね合わせ

ている。保持電位  -70 mV。刺激電位  -20 mV。Cs内液。C, 異なる時間pre-
露光したLY注入細胞のNa +電流。Bと同様。aは 7 細胞、bは 6 細胞から記録し

た電流の重ね合わせ。LY-Cs内液。  

 

 73



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3-7 τ inactivationとNMNICのpre-露光時間依存性  
 
A, 実験プロトコル。図の表記は、図 3-6 と同じ。D期開始 2 分後に測定を開始。

B, τ inactivation のpre-露光時間依存性。L2 期  (T)に対するτ inactivation プロッ

ト。pre-露光LY注入細胞 (● )のτ inactivation は、L2 期の増加と共に増大する。

L2 期 6 分間のときのτ inactivation 、は、L2 期なし（0 分）のときより有意に大

きい（ t-検定 , p < 0.05）。LYを注入していない細胞（○）では、L2 期 0 分およ

び 6 分でτ inactivation に有意差がない (t-検定 , p > 0.05)。プロットしたデータは、

6 細胞から得た平均値と標準偏差。C, NMNICのpre-露光時間依存性。Bと同

様のNMNICのプロット。pre-露光LY 注入細胞 (● )において、L2 期 6 分間の

NMNICは、0 分のNMNICより有意に大きい（ t-検定 , p < 0.05）。LYを注入し

ていない細胞（○）は、L2 期 0 分および 6 分でNMNICに有意差がない (t-検定 , 
p > 0.05)。  
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d. LY作用の時間依存的減衰 

暗黒下のLY作用は、pre-露光によって生じることがわかった。pre-露

光によって生成された活性酸素種は、暗黒下では、時間と共に減少する。

十分に時間をおけば、この活性酸素種は消失し、パッチ膜を破って細胞内

にLYを注入しても、LY作用は起こらないはずである。私は、pre-露光後

細胞に注入するまでの時間を変化させ、このLY作用の強さの減衰を調べ、

活性酸素種の寿命を推定した（図3-8）。 

実験は、次のように行った。LY内液を充填した記録電極を顕微鏡下にセ

ットした後、活性酸素種を生成させるために記録電極をL2で6分間照射し

続けた。次に、生成した活性酸素種を消失させるために、任意の時間、暗

黒条件で放置した。その後、40秒のL1照明下で（材料および方法参照）ギ

ガオームシール形成後、暗黒下でホールセルクランプ条件を達成し、暗黒

下でτ inactivationおよびNMNICを測定した。 

τ inactivationは、暗黒下に置く時間に対して時定数7.4分で減少した。

カーブフィットによって得た定常状態のτ inactivationは、1.70 msとなり、

L0で20秒間、L1で40秒間照射し、LYを注入した細胞のτ inactivation、

2.11 ± 0.29 ms （n = 7）とほぼ一致した。NMNICは、時定数5.0分

で減少した。カーブフィットによって得た定常状態のNMNICは、0.015と

なり、L0で20秒間、L1で40秒間照射し、LYを注入した細胞のNMNIC、0.017 

± 0.0037 （n = 7）とほぼ一致した。暗黒下でもLY作用が持続するとい

うこれらの結果は、電極内における活性酸素種の寿命が長いことを示唆す

る。もし、LY作用の強さが活性酸素種の濃度に線形に依存するならば、活

性酸素種の平均寿命は、τ inactivationとNMNICに対する減衰の時定数と等

しく、5.0-7.4分となる。 
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図 3-8 暗黒下放置時間に依存した遅延作用の減衰  
 
A, 実験プロトコル。表記は、図 3-6 と同じ。2 回目のD期開始 2 分後に測定を

開始。B, τ inactivation のD期（T）依存的減衰。減衰の時定数τは、7.4 分。C, NIC
のD期（T）依存的減衰。減衰の時定数τは、5.0 分。T = 0 でプロットしたデ

ータは、3 細胞から得たτ inacativation とNMNICの平均値と標準偏差。  
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e. SODによるLY作用の阻害 

断続的にL2露光したとき、LY作用は照明下で進行し、暗黒下で進行を停

止した（図3-9）。第Ⅱ章にも、同様の結果を示した（第Ⅱ章、図2-7）。

この結果は、LY効果を引き起こす活性酸素種の寿命が短いことを示唆する。

一方、すでに述べたLY効果の減衰時定数が5.0-7.4分という結果(図3-8)

は、この活性酸素種の寿命が長いことを示唆する。 

活性酸素種の短寿命を示唆する実験（図3-9および第Ⅱ章図2-7）と長

寿命を示唆する実験（図3-8）では、LY効果を引き起こす活性酸素種の存

在する環境が異なる。短寿命を示唆する実験は、細胞質の存在下で行われ

た。一方、長寿命を示す実験は、細胞質非存在下で行われた。したがって、

私は、これら結果の矛盾が細胞質成分の有無に起因すると考えた。つまり、

細胞質成分には、LY効果を引き起こす活性酸素種を消去する物質が存在す

ると考えた。 

まず、各種細胞成分を含む新生牛血清をLY内液に加え、不活性化の遅延

に対する効果を調べた(図3-10)。血清の添加は、断続的L2露光によるτ

inactivationとNMNICの増加を抑制した。次に、血清成分でもあり、スーパ

ーオキサイドを特異的に消去する酵素、SODをLY内液に加え、断続的L2照

射に対する効果を調べた。 

SODとLYを添加した電極内液を用いたとき、τ inactivationは、0.90 ± 

0.20 ms （n = 4）であった。LYのみを添加した電極内液を用いたとき、

τ inactivationは、1.91 ± 0.35 ms （n = 6）であった。SODもLYも添

加していない電極内液を用いたとき、τ inactivationは、1.09 ± 0.23 ms 

（n = 6）であった。これらの間には有意な差があった（一元配置の分散

分析、 p < 0.05）。多重比較の結果、SODは、τ inactivationの増加を有

意に抑制した（シェフェの方法による多重比較、 p < 0.005)。NMNIC

は、SODとLYを添加したとき、0.010 ± 0.0020 （n = 4）、LYのみを

添加したとき、0.019 ± 0.0036 （n = 6）、SOD、LYを添加しないと

き、0.011 ± 0.0023 （n = 6）であった。これらの間には有意な差が

あった（一元配置の分散分析、 p < 0.05）。多重比較の結果、SODは、

NMNICの増加を有意に抑制した（シェフェの方法による多重比較、 p < 

0.01）。 
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このように、SODも血清と同様に、LY作用を抑制した。これらの結果は、

電位依存性Na+電流の不活性化遅延作用を引き起こす活性酸素種は、スー

パーオキサイドであることを示唆する。 
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図 3-9 LY 作用の励起光照射時間依存性  
 
A, 実験プロトコル。表記は、図 3-6 と同じ。L2 期開始１分後にNa +電流の測

定を開始。B, 断続的励起光照射によるτ inactivation (○ )と味蕾細胞内LYの蛍光

強度の経時変化 (● )。ホールセルクランプ開始時を 0 として、τ inactivation と記

録電極からの拡散による細胞内LYの蛍光強度（F intensity ）変化を時間に対し

てプロットしている。この記録電極（4.8 MΩ）では、蛍光強度増加の時定数

は、52 秒。C, 断続的励起光照射によるNMNICの経時変化。励起光照射開始

後すぐにはτ inactivation およびNMNICは変化しない。白抜き矢頭は、励起光照

射開始後のτ inactivation およびNMNICの増加の遅れを示している。塗りつぶし

矢頭は、暗黒状態開始後のτ inactivation およびNMNICの増加停止の遅れを示し

ている。  
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図 3-10 血清、SOD による LY 作用の抑制  
 
A, 実験プロトコル。表記は、図 3-6 と同じ。最初のD期開始１分後に測定を開

始。B, 断続的励起光照射におけるτ inactivation の経時変化。C, 断続的励起光照

射におけるNMNICの経時変化。○；LYを注入していない細胞。□；LYを注入

した細胞。△；LYと血清を注入した細胞。◇；LYとSODを注入した細胞。▽；

LYと熱処理したSODを注入した細胞。LYと熱処理したSODを注入した細胞で

は、図 3-9 と同様に、励起光照射開始後すぐにはτ inactivation およびNMNICは

変化しない。□、△、◇は、30 データ点毎にプロットし、残りのデータ点を

ドット点としてプロットしている。▽は、20 データ点毎にプロットしている。

○は、すべてのデータ点をプロットしている。矢頭の表記は、図 3-9 と同じ。
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Ⅲ-4. 考察  
本実験において、pre-露光LYは暗黒下でも電位依存性Na+電流の不活性

化過程を遅延させること（図3-4、6、7）がわかった。暗黒下で発現する

LY作用は、DTT処理によって抑制されることを含め(図3-6)、励起光照射

下におけるLY作用とよく一致することから（第Ⅱ章図2-6）、暗黒下と励

起光照射下におけるLY作用を引き起こす活性酸素種は同一である、と結論

した。また、第Ⅱ章で示した、各種イオンチャネル電流に対するLY作用も、

同一の活性酸素種が引き起こすと推測した。 

SODは、スーパーオキサイドを特異的な基質とし、過酸化水素に変換す

る(図3-11)。SODが電位依存性Na+チャネル電流に対するLY作用を抑制し

たことから、LY作用に重要な役割を持つ活性酸素種はスーパーオキサイド

であり、過酸化水素ではないと結論した。 

ペルオキシナイトライトは、スーパーオキサイドとNOの反応から生成さ

れる。SODによるスーパーオキサイドの消費は、ペルオキシナイトライト

の生成を阻害する。しかし、以下に述べるように、ペルオキシナイトライ

トがLY作用を引き起こすとは考えにくい。まず、細胞内環境はLY内液に置

換されているため、NO生成に必要なタンパク質などは、細胞内から記録電

極に拡散し、希釈されている可能性が高い。したがって、NOは、隣接する

味蕾細胞から拡散してくる必要がある。隣接する細胞がNOを生成するなら

ば、NOは膜透過性であるため、測定中の細胞内に拡散し、スーパーオキサ

イドと反応することになる。しかし、実験中の細胞外液灌流により、NOの

拡散は、もしあるとしても、阻害されるはずである。また、LY作用は、味

蕾細胞より細胞同士の間隔が離れたマウス培養海馬神経細胞においても

生じた。さらに、片山は、近隣に細胞が存在しない、outside-outパッ

チ法で単一電位依存性Na+チャネル電流に対するLY作用を確認した

（Higure et al., 2003）。したがって、ペルオキシナイトライトがLY

作用を引き起こす可能性は低い、と考えた。 

フェントン反応は、スーパーオキサイドからヒドロキシルラジカルを直

接生成する。しかし、この反応に必要な銅および鉄イオンが電極内液に含

まれていないため、本実験環境では、ヒドロキシラジカルは生成されにく

い。したがって、ヒドロキシラジカルは、LY作用を引き起こさないと考え

た。 
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LY作用には選択性があることから、LY作用感受性をもつチャネルは共通

のアミノ酸配列をもつ可能性についてII章の考察で述べた。LYはこのアミ

ノ酸配列に結合し、この部位でスーパーオキサイド生成することで、LY作

用を発揮しているのかもしれない。 

 図 3-11 活性酸素の生成  

 

活性酸素種のチャネル機能阻害に関しては、いくつかの報告がある。多

様なK+チャネル（Goldhaber et al., 1989; Duprat et al., 1995; 

Tokube et al., 1996; Amstead, 1997; Sobey et al., 1997; 

Brzezinska et al., 2000）およびL-type Ca2+チャネル（Tokube et 

al., 1996）の活性を変化させるという報告である。高濃度（20 mM以上）

の過酸化水素が電位依存性Na+チャネルを修飾するという報告(Wang and 

Wang, 2002)もある。第I章で、励起された蛍光色素や露光自身が細胞の

機能に影響を与えることを紹介した。これらの中で、ローズベンガルは、

光依存的に活性酸素種の一種、一重項酸素を生成し、薬理作用を示すこと

が明らかにされている（Duprat et al., 1995）。ローズベンガル以外

の上記の色素の作用にも、活性酸素種が関与しているのかもしれない。し

かし、スーパーオキサイドが電位依存性Na+チャネルを修飾するという報

告は、本報告が始めてである。 

LYを用いたパッチクランプ実験では、LYによるアーティファクトを除外

するために、SODの記録電極内添加が有効かもしれない。しかし、SODは、

スーパーオキサイドから過酸化水素への反応を触媒するため、SODの添加

によって、細胞内あるいは記録電極内に多量の過酸化水素が生成し、チャ

ネルが傷害を受ける可能性もある。したがって、SODと同時にカタラーゼ

（過酸化水素から水と酸素への反応を触媒）の添加が必要かもしれない。 
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スーパーオキサイドは、生理的環境でも、細胞内に生成する。生理的に

生成したスーパーオキサイドの濃度は、活動電位の持続時間延長（第Ⅱ章

図2-9）を引き起こす程度に上昇するかもしれない。活動電位の持続時間

延長は、神経伝達物質の放出量を増加し、細胞の応答を増幅することにな

る。スーパーオキサイドは、すでに述べた老化（Beckman and Ames, 

1998; Alexeyev et al., 2004; Hussain and Mitra, 2004）、

炎症（McCord, 1974; Guzik et al., 2003）、ガン（Oberley and 

Buettner, 1979; Totter, 1980）、膜障害（Adelman et al., 1988）

のような疾患ばかりでなく、神経活動の調整にも利用されているのかもし

れない。 

熱処理して不活性化させたSODは、LY作用を阻害しなかった（図3-10）。

しかし、励起照明後、暗黒下にすると直ちにLY作用の進行が停止した。細

胞内に全くSODが存在しなければ、励起照明後、暗黒下にしても、LY作用

が進行するはずである。この結果は、細胞内に内在性SODが存在し、LY作

用の進行を阻害することを示唆している。 

LY作用を受けた電位依存性Na+チャネル電流のτ inactivationは、連続的

に変化した。LY作用を受けていない電位依存性Na+チャネル電流から求め

たτ inactivationと非不活性化電流を組み合わせても、適切なカーブフィッ

トは、できなかった。すなわち、カーブフィットに用いた式（材料および

方法（カーブフィット）を参照）のτ inactivationを固定すると、その他の

パラメータを変化させても、カーブフィットできないことがわかった。こ

の結果は、単一の電位依存性Na+チャネルには、LY作用によって修飾を受

ける部位が多数あり、修飾を受けた部位の数が増加するにつれて、チャネ

ル開口時間が増加することを示唆する（Higure et al., 2003）。 

本研究でLY作用は、スーパーオキサイドによることが明らかとなった。

したがって、電位依存性Na+チャネルのチャネル開口時間は、スーパーオ

キサイドを結合することで修飾を受けた部位の増加に伴い増加すると考

えた。 

暗黒下では、電位依存性Na+チャネルに対するLY作用は測定開始直後に

生じるが、その後、進行しなかった（図3-9、10、12）。この一過性の進

行を説明するため、内在性膜結合性SODの存在を仮定した。SODは、大き

く3種に分類されており(McCord and Fridovich, 1969; Weisiger 

and Fridovich, 1973; Marklund et al., 1982)、細胞内にも存在
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すること(McCord and Fridovich, 1969)、膜結合型が存在すること

(Fujii et al., 1998; Regelsberger et al., 2002)、が報告さ

れているため、この仮定は合理的である。また、電位依存性Na+チャネル

については、スーパーオキサイドを結合した部位の増加に伴い、残りの部

位のスーパーオキサイド親和性が低下すると仮定した。これらの仮定に基

づき、以下のような修飾機構を考えた（図3-13）。 

室内灯による照明（L0）、顕微鏡による照明（L1）によって、記録電極

内にはスーパーオキサイドが生成されている。細胞膜を破ると、記録電極

から生成されたスーパーオキサイドが継続的に細胞内へ拡散する(図

3-13A)。スーパーオキサイドは、電位依存性Na+チャネルに多数ある結合

部位の一部に迅速に結合する。その後、ゆっくりと修飾し(図3-9、10参

照)、結合量に応じて不活性化を阻害する。遊離のスーパーオキサイドは、

SODによって直ちに分解される。SODの分子活性は、最も速い分子活性を

もつ酵素、カタラーゼ、とほぼ同じ程度である（山根、1980; 勝部、谷

口、1990）という事実は、この仮定を支持する。したがって、電位依存性

Na+チャネルは、SODからスーパーオキサイドを保護していることになる。

この結果、測定開始直後にLY作用が観測できる(図3-13B)と考えた。 

修飾を受けた電位依存性Na+チャネルには、まだ多数のスーパーオキサ

イド結合部位が空で、したがって、未修飾で残っている。しかし、すでに

一部の結合部位にスーパーオキサイドが結合しているため、残りのスーパ

ーオキサイド結合部位のスーパーオキサイドに対する親和性が低下する。

このため、持続的に流入するスーパーオキサイドは、電位依存性Na+チャ

ネルに結合しにくくなり、すなわち、保護されにくくなり、結合する前に

分解される。このため、作用が進行しない(図3-13C)と考えた。 

LYも細胞内に流入している。細胞に励起光を照射すると、細胞内にスー

パーオキサイドが生成され、スーパーオキサイド濃度が上昇する。電位依

存性Na+チャネルにある“未使用”のスーパーオキサイド結合部位は、ス

ーパーオキサイドに対する親和性が低下しているが、スーパーオキサイド

濃度が上昇したため、スーパーオキサイドを結合する。その結果、励起光

照射中、LY作用が進行する(図3-13D)と考えた。 

再び暗黒下にすると、LY作用の進行が停止する。これは、未使用”の結

合部位のスーパーオキサイド親和性が低下した上に、その数も減少したた

め、スーパーオキサイドに対する保護作用がさらに減弱したためと考えた。
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すなわち、内在性SODが容易に励起光照射によって生成したスーパーオキ

サイドを分解したことによる(図3-13E)と考えた。 

電位依存性Na+チャネルは、修飾を受ける部位は少数、例えば一個、し

かもっていないのかもしれない。この部位がスーパーオキサイドを結合し、

修飾を受けるたびに、開口時間が増加するのかもしれない。したがって、

スーパーオキサイド結合部位は、修飾を受けるたびにそのスーパーオキサ

イド親和性を低下させると仮定することになる。この場合も、LY作用を説

明できる。 
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図 3-12 暗黒下のτ inactivationとNICの経時変化  
 
A, 実験プロトコル。D期開始 2 分後に測定開始。表記は、図 3-4 と同じ。B, τ

inactivation の経時変化。ホールセルクランプ法開始時を 0 として、時間に対して

τ inactivation をプロットしている。C, NMNICの経時変化。プロットしたデータ

は、3 細胞から得たτ inacativation とNMNIC の平均値と標準偏差。  
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 図 3-13 電位依存性Na+チャネルに対するLY作用に関する仮説  
 
A, 暗黒下でパッチ膜を破った直後の味蕾細胞の模式図。記録電極から流入し

てきたスーパーオキサイドは、素早くNa +チャネルに結合する。結合できない

スーパーオキサイドは、スーパーオキサイドジスムターゼ (SOD)によって素早

く分解される。Na +チャネルは、多数のスーパーオキサイド結合部位をもち、

修飾された部位数の増加に従い、開口時間が延長する  (図には表示していな

い )。B, 測定開始直後の細胞の模式図。Na +チャネルに結合したスーパーオキ

サイドは、Na +チャネルの不活性化を、ゆっくりと、結合量に応じて遅延する。

修飾には時間がかかる。測定開始直後では、修飾を受けたNa +チャネルが少数

のため、遅延の程度は低い。C, 光照射前の暗黒下における細胞の模式図。修

飾を受けたNa +チャネルは、スーパーオキサイドに対する親和性が低下してい

るため、新たな結合は生じない。結合できないスーパーオキサイドはSODによ

って分解される。D, 光照射中の細胞の模式図。光照射によって、スーパーオ

キサイドは細胞内および記録電極内に新たに生成し、濃度が上昇する。すでに

修飾を受けたNa +チャネルのスーパーオキサイドに対する親和性は低下して

いるが、スーパーオキサイド濃度が高いため、結合し、その後ゆっくりと修飾

される。E, 再暗黒下の細胞の模式図。Cと同様に、スーパーオキサイド結合部

位の親和性が低下しているため、スーパーオキサイドは、Na +チャネルと結合

できない。  
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結語 

 
細胞は小さく、しかも複雑である。細胞を個別に染色することで、細胞

をみる見方が変わる。その形態の複雑さ、精密さが一目瞭然となるからで

ある。多くの研究者や技術者の努力によって今では、細胞のさまざまな器

官を染め分けることさえ可能になっている。しかし、色素を用いて機能と

形態との関連を調べるとき、色素によるアーティファクトの可能性を無視

できない。事実、私は本研究において、蛍光色素、LYが細胞機能を傷害す

ることを明らかにした。本来、味蕾細胞間ネットワークを調べるために用

いたはずのLYがこのようなチャネル機能傷害を起こすとは思ってもいな

かった。実験は、多くの謎を解明するが、それと同時にアーティファクト

も生み出す可能性がある。研究者は、実験の中で、アーティファクトに埋

もれて隠れている真の現象を正確につかみとらなければならない。本論文

は、研究そのものに深く根ざすアーティファクトの危険性を再認識させる

ものであると考えている。 

 

スーパーオキサイドは、老化、ガン、炎症などの疾患病態との関連が示

唆されている。私は、スーパーオキサイドが比較的選択的にチャネルを修

飾することを明らかにした。細胞膜にはきわめて多数のタンパク質が貫通

しており、それらの中にはチャネルやトランスポータやレセプターとして

働き、外界との間で物質や情報のやり取りをしているものがある。最近

次々、多くの疾病がチャネル病、トランスポータ病、レセプター病として

捉えられるようになり、その病態解明や治療法開発のために膜タンパクの

研究が重要となっている。まだ調べられていないチャネルにも、スーパー

オキサイドは、作用するかもしれない。スーパーオキサイドに感受性を持

つチャネルの種類を明らかにし、その機能変化を明らかにすることは、こ

れらの疾患を理解するために不可欠である。 

 

LYの作用を明らかにしたことで、LYは、より使い易い蛍光色素になった。

細胞を染める色素という枠を超えた使い方もできるだろう。活性酸素と病

気という点においても、新たな知見を我々に与える可能性を示した。以上
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の点において、この研究が、さらなる真実を明らかにするきっかけになる

ものだと確信している。 
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