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要旨 

 

本研究では、ラット大動脈、大脳動脈、腸間膜動脈の組織および単離平滑筋細胞を

用いて、UTP の効果を検討した。全細胞型パッチクランプ法により、各血管の平滑筋

細胞では UTP (≥10μM) 投与によって内向き電流が観察された。この UTP により活性

化される電流の電流―電圧曲線は内向き整流性を示し、典型的な P2X チャネルの電

流と類似していた。またこの電流は、UTP の分解産物である UDP ( ≥1mM） および P2X

チャネルの代表的な活性化薬である α, β - methylene ATP (≥100nM) によっても活性

化された。さらにはこのUTP活性化電流は、Gタンパク質作用薬であるGTPγS （１mM） 

や GDPβS （1mM） に感受性を示さなかったが、機能的作用部位を認識する P2X1 抗

体の投与により有意に抑制された。さらに、α, β - methylene ATP と UTP は競合的にこ

の P2X1 様チャネルに作用した。UTP 活性化電流は P2X チャネルの選択的阻害薬で

ある TNP-ATP や P2 受容体の一般的な阻害薬である suramin および PPADS の前投

与、さらには非選択的陽イオンチャネルの阻害薬である Gd3+ 、La3+ の投与によっても

抑制された。単一チャネル解析の結果、UTP (1mM) および α, β - methylene ATP 

(10μM) により各々 10.4±0.1pS、および 10.5±0.1pS とほぼ同様のコンダクタンスを

示すチャネルが活性化された。平滑筋に対する効果を観察する目的で内皮細胞を除

去したラット大動脈を用いて張力測定法を行ったところ、UTP (≥10μM) により一過性の

収縮と引き続く持続性の収縮が観察された。細胞外 Ca2+ を除去した細胞外液や

TNP-ATP (30μM)、 またはジヒドロピリジン感受性 Ca2+ チャネルの選択的阻害薬であ

る nifedipine (10μM) の前投与により、一過性の収縮はほぼ完全に抑制され、持続性

収縮も一部が抑制された。また細胞外 Ca2+ 除去状態で残存した持続性収縮は、細胞

内 Ca2+ 貯蔵部位の Ca2+ を枯渇させる thapsigargin (2μM) の追加投与によりほぼ完全

に消失した。収縮実験と同様に UTP によって引き起こされる二相性の細胞内 Ca2+ 濃
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度上昇が大動脈平滑筋細胞にて観察された。逆転写遺伝子増幅法およびウエスタン

ブロット法では、P2Y2、4、6 各サブタイプと同様に P2X1 のメッセンジャーRNA とタンパク

質レベルでの強い発現が上記のすべての動脈で観察された。以上の結果から、UTP

はP2Y受容体だけでなくP2X1 様チャネルの活性化も介して血管緊張度の調節を行っ

ていることが示唆された。 
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緒言 

アデノシン三リン酸 （ATP） はノルアドレナリンと共に神経伝達物質として血管周囲

の交感神経から放出され、細胞膜電位上昇や血管収縮を引き起こす。ATP は血管内

皮細胞、赤血球、白血球、血小板などからも放出され、細胞外情報伝達物質として血

管緊張度の調節などに重要な役割を果たしている 1) 。 

ウリジン三リン酸 （UTP） も血小板、内皮細胞、上皮細胞や神経終末などさまざまな

細胞から放出され、細胞外から情報を伝達する。心血管系では、主に内皮細胞から低

酸素状態や炎症時に放出されるが 1)、内皮細胞の血管内腔側から放出されるため、血

管平滑筋への到達には制限がかかる。ところが、血管破裂による出血や梗塞、粥状動

脈硬化といった病的状態によって内皮細胞の機能が損なわれると UTP の血管平滑筋

への作用は劇的に上昇する 2-4） 。 

ヌクレオチド受容体 （P2 受容体） はイオンチャネル型 P2X 受容体チャネルと、GTP

結合タンパク質 （Ｇタンパク質） と共役する代謝調節型の P2Y 受容体とに分類される。

UTP は P2X 受容体チャネルではなく P2Y 受容体を特異的に活性化する物質として認

識されており、P2Y2、P2Y4、P2Y6 を活性化することで IP3 受容体系のシグナル伝達経

路を経て筋小胞体から Ca2+ が放出され血管収縮を引き起こすと考えられている。しか

しながら、近年、UTP は非選択的陽イオン電流を惹起し、それにより細胞膜の脱分極

が起きて L 型 Ca2+ チャネルが活性化され、細胞外 Ca2+ が流入し血管収縮が起こると

いう報告がある 5、6) 。すなわち、UTP は P2Y2、P2Y4、P2Y6 を活性化し、Gq/1１ に関連す

る ホスホリパーゼC （PLC） や ジアシルグリセロール（DAG） を介してTRPC3チャネル

を活性化する 5、6) 。しかしながら、同研究では UTP によって引き起こる陽イオン電流の

電流－電圧曲線は内向き整流性を示しているが、TRPC3 チャネルは外向き整流性を

示すことが知られている 7) 。以上の理由から、UTP が P2Y 受容体と同様に P2X 受容

体チャネルにも作用するのではないかと考え、本研究を行った。 
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本研究ではパッチクランプ法、細胞内 Ca2+ 測定法、張力測定法、RT-PCR 法、ウエ

スタンブロット法といった様々な手法を用い、UTP がイオンチャネル型および代謝調節

型の両方の P2 受容体つまり P2Y 受容体とともに P2X1 様チャネルを介してラット動脈

の収縮性に影響を及ぼすという新しい知見を得た。 
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材料と方法 

1. 組織 ・ 細胞の単離 

10 ～
 11 週齢 Sprague-Dawley ラットをジエチルエーテルにて麻酔し、安楽死させ

た後に、頭部を切断した。開頭して大脳動脈を、また開腹し腸間膜動脈及び大動脈を

摘出し、4℃に冷却した生理的食塩水中に保存した。収縮実験に用いた大動脈は

37℃の恒温槽で保温し、酸素ガスを付加した状態の Krebs 溶液に保存した。摘出し

た組織は生理食塩水中でピンセット及び解剖用剪刀を用いて脂肪組織や結合組織を

できるだけ取り除いた。細胞の単離は、まず低 Ca2+ (0.5mM) 生理食塩水中でピンセッ

ト及び解剖用剪刀を用いて組織を断片化し、パパイン (0.5mg/mL) と 2 型コラゲナー

ゼ (2mg/mL)、 (Worthington、米国) を含む 37℃の恒温槽で保温した低 Ca2+ （1mM、 

Ca2+） 生理的食塩水で処理し、低 Ca2+ (0.5mM) 生理食塩水中で先の丸いピペットを

用いた攪拌操作で機械的に単離した。その後、Ca2+ を添加し Ca2+ 濃度を 1.5mM とし、

氷温で保存した。単離した細胞は 3 時間以内に使用した。  

以上の処置は九州大学動物倫理委員会の規定に従い行った。 

2. パッチクランプ法 

全細胞型パッチクランプ法および単一チャネル記録法による膜電流の測定には、

パッチクランプ用増幅器として Axopatch-1D (Axon Instrument、米国) 、記録用コンピ

ューターとしてIBMコンピューターを、ソフトウェアとし pClamp v6.04 (Axon Instruments、 

CA) を使用した。またデジタルーアナログ信号の変換機として、TL-1 (Axon 

Instruments、米国) を使用した。電流の波形記録には 1 kHz 低周波フィルターを通し

た後、5 kHz で数値化してコンピューターのハードディスクに保存した。解析ソフトウェ

アには Clampfit v.8.2 (Axon Instrument、米国) を用いて、全細胞型パッチクランプ法

のデータは 300Hz の Gaussian フィルターを、単一チャネル記録法のデータは 8 - pole 
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Bessel フィルターにて補正し解析した。全細胞型パッチクランプ法の連続記録および

解析は PowerLab/4SP 増幅器および Chart 5 ソフトウェアを用いた。解析データの図

表化には pClamp v8.1 (Axon Instrument、米国)、Corel draw v11.0 (コーレル)、

Kaleidagraph v3.04 (ヒューリンクス) を用いた。なお、すべての測定は室温 (22～25°C)

で行った。 

3. 張力測定法 

大動脈標本は解剖用剪刀とピンセットを用いて、短いリング状 (5 ～
 7mm の長さ, 

1mm 幅) に切断し使用した。血管内皮細胞層は縒ったキムワイプ (日本製紙クレシア、

東京) を濡らして水平運動を行い丁寧に除去した。内皮細胞層除去効果の確認には、

acethylcholine による内皮依存性弛緩の有無を指標とした。すなわち、phenylephrine 

(1μM) による収縮の後に、acethylcholine (10μM) を投与し、弛緩反応が無い組織のみ

を使用して、測定を行った。血管張力の測定には以下の式を用いて標準化した。  

TN
 = (T - T0) / (L×IC)、 TN ：

 標準化した力 (g) 、T : 実測値、T0 ：
 初期張力 (g)、 

L ： 組織の長さ (mm)、 IC ： 内径 (mm)。データ記録には ソフトウェアは Chart 5、 トラ

ンスデューサーは MLT050 / D (AD Instruments、米国) 、増幅器は PowerLab/8SP を

用いた。溶液は Minipuls3 ペリスタル・ポンプ (GILSON、米国) を用い、37℃に保温し

た溶液を 3 mL/min で灌流した。 

4. 細胞内 Ca2+ 測定法  

  Ca2+ 蛍光測定には、Ca2+ イメージ測定装置（AQUACOSMOS ： 浜松ホトニクス社、

静岡）を使用した 9) 。氷温で単離した血管平滑筋細胞に fura-2 (2.5mM) を導入した

後、ゼラチンコートしたガラス製の35mmディッシュに細胞を5分間室温で放置し、細胞

外溶液は測定開始 2 分前に交換した。薬液はディッシュの中央部に滴下した。 

 



 - 9 -

5. 逆転写遺伝子増幅法 （RT-PCR） 

Trizol reagent (Invitrogen、米国) を用いて、ラット脳、大脳動脈、腸間膜動脈、大動

脈組織切片から全 RNA を抽出し、DNA - free kit (Ambion Inc.、米国) を用いて DNase

処理を行った。逆転写反応は全 RNA (4μg) を Super Script III reverse transcriptase 

(Invitrogen、米国) を用いて行い、遺伝子増幅には 100ng の RT 産物を用いた。PCR

プロトコールは以下のとおりで、94℃－1 分間の後、94℃－10 秒 （熱変性）、64℃－30

秒 （アニーリング）、72℃－1 分 （伸張反応） を各 30 サイクル行い、最終伸張反応を

72℃－30 分行った。すべての PCR 反応には PCR high fidelity supermix (Invitrogen、

CA) を用い、各遺伝子に特異的な塩基配列のプライマーを用いて行った。プライマー

の塩基配列を示す。ラット P2X1 (Gene ID、GI ： 558239) ; フォワード・プライマー : 

ccttggctatgtggtgcgagagtc、リバース・プライマー : aggcaggatgtggagcaataagag、(382bp)、 

ラット P2Y2
  (GI : 38197685) ; フォワード・プライマー :  ttccacgtcacccgcaccctcttattact、

リバース・プライマー: cgattccccaactcacacatacaaatgattg、(539bp)、 ラット P2Y4 (GI : 

13928943) ; フォワード ・ プライマー : cttctctgcctgggtgtttggttggtagta、 リバース ・ 

プライマー : tcccccgtgaagagatagagcactgga、(473bp)、 ラット P2Y6 
 (GI : 48675856)  ; 

フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー : gccagttatggagcgggacaatgg 、 リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー :  

aggaacaggatgctgccgtgtaggttg、 (357bp)、 ラット TRPC3 (GI : 4507686) ; フォワード・

プライマー: gctggccaagctggccaa、 リバース・プライマー: gaacacaagcagacccaggaaga、

(475bp)。 

6. ウエスタンブロット法  

ラット脳、大脳動脈、腸間膜動脈、大動脈の組織切片を 1ml の緩衝液 [50mM 

HEPES buffer (pH 7.4)、150mM NaCl、5mM EDTA、1％Triton X-100、50mM sodium 

fluoride、 40mM sodium β-glycerophosphate、2mM sodium orthovanadate、30mM 
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sodium pyrophosphate、 protease inhibitors cocktail containing 5μg/ml pepstatin A、

10μM leupeptin 、 1.7μg/ml aprotinin 、 50μM 4 - amidinophenylmethanesulfonyl 

fluoride] にてホモジナイズし、細胞抽出液を調製し、10％ SDS ‐ ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動により分離し、polyvinyldifluoride membrane (PVDF 膜) に転写した。膜は

5％ (w/v) 脱脂粉乳溶液にてブロッキング後、それぞれの一次抗体 P2X1 (1:500、

Alomone、Jerusalem、Israel) と TRPC3 (1:500、Alomone、Jerusalem、Israel) を用いて

インキュベートし、特異的な二次抗体を用い、ECL キット (Amersham Biosciences、

Uppsala、Sweden) を用いて検出した。 

7. 溶液組成、薬品 

全細胞型パッチクランプ法、単一チャネル記録に用いた細胞内液 (mM) ： 140 CsCl、

1.5 MgCl2、10 HEPES、10 glucose、10 EGTA (pH=7.2、Tris にて調整)、細胞外液：140 

NaCl、1.5 MgCl2、2 CaCl2、10 HEPES、10 glucose (pH=7.4、Tris)。 幾つかの実験で

は、140 CsCl を 110 Cs - aspartate または 30 CsCl に置換して細胞内液に用いた。ま

た、140 Na+ を 140 N - methyl - D
 - glucamine に置換して細胞外液に用いた。電流固

定法に用いた細胞内液 (mM) : 140 KCl、1.5 MgCl2、10 HEPES、10 glucose、1 EGTA 

(pH=7.4、Tris)。 薬品は Y- tube により投与した 10)。張力測定法には改良型 Krebs 溶

液 (mM) ：121.9 NaCl、4.7 KCl、1.2 MgCl2、2.5 CaCl2、15.5 NaHCO3、1.2 KH2PO4、 

11.5 glucose (pH=7.4) を用いた。上記薬剤はすべて Sigma - aldrich (米国) より購入し

た。薬剤を加えた溶液は全て pH7.4 に調整した後に使用した。 

8. 統計解析 

すべてのデータは標準誤差を適用し、有意差は対応の無い 2 群間の t 検定および

一元配置分散分析により解析した。  
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結果 

1. UTP によって活性化される非選択的陽イオン電流 

ラット大動脈より単離した平滑筋細胞を用い、血管平滑筋の静止膜電位付近である

－60mV に電位固定し、全細胞型パッチクランプ法にて電流を測定した。UTP（1～

100μM）の投与によって濃度依存的に一過性の内向き電流が活性化された （図１A）。

UTP 投与直後から電流は活性化され、高濃度 UTP （≥100μM） 投与時には急速不活

性化型の電流が観察された。この電流の電流－電圧曲線は内向き整流性を示し（図１

B）、逆転電位は 9.1±1.3mV (n=7) で、細胞内 Cl- イオン濃度を 143ｍM から 33mM

に変えてもほとんど変化しなかった (9.4±1.9mV、n=7)。一方、細胞外液の Na+ を N 

－methyl－D－glucamine に置換すると、この電流はほぼ完全に抑制された（2mM Ca2+ 

含有または Ca2+ 除去溶液 ; 93.7±1.8％ または 100％ 抑制、n=5）。また、活性化と不

活性化の時定数は UTP の濃度上昇に従い短縮し、脱感作から回復しなくなった (図

2A および B)。このことより、以下の定量的実験では UTP 投与 4 回目以降に行った。

電流固定法にて UTP (≥10μM) は濃度依存的に電位上昇を引き起こし、電位依存性

Ca2+ チャネルを活性化するのに十分な細胞膜の脱分極が惹起されることが示唆され

た (図 2Ca と b) 11) 。 

これらの結果から、UTP は急速不活性化型非選択的陽イオン電流を惹起し、過去

に報告のあるラット尾動脈平滑筋細胞での P2X1 チャネル様電流とも非常に類似して

いた 12)。 

また、 P2X1 チャネルの活性化薬である α, β  - methylene ATP’  アデノシン三リン酸 

(以下、α, β - methylene ATP) によっても同様に急速不活性化型の内向き整流性を示

す電流が惹起された (図 1A)。 この電流の濃度反応曲線は図 3A に示す。他のウリジ

ン誘導体である ウリジン二リン酸 （UDP）、ウリジン一リン酸 （UMP）およびウリジンでは、

高濃度 UDP （≥1mM）によっては内向き電流が惹起されたが、UMP (1mM) とウリジン 
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(1mM) には全く感受性を示さなかった (図 3A)。 Hill の式から、α, β - methylene ATP

の 50％有効濃度は 0.55μM で、UTP の 1.15mM 比して非常に感受性が高いことから、

より強力な活性化薬であることが示唆された。さらに、α, β - methylene ATP 活性化電

流は UTP 活性化電流によって抑制され、逆も同じように、UTP 活性化電流はα, β - 

methylene ATP 活性化電流によって抑制された (図 3B)。以上のことから、両者の活性

化薬は競合性を示すことが示唆された。これらの結果は、UTP が P2X チャネルの活性

化を介して陽イオン電流を活性化することを裏付けている。 

大脳動脈、腸間膜動脈平滑筋細胞においても、α, β - methylene ATP や UTP は内

向き陽イオン電流を活性化した (図 4Aa と b)。電流密度はそれぞれ大動脈平滑筋で

20.1±0.6pA/pF、腸間膜動脈平滑筋で 20.7±3.8pA/pF、大脳動脈平滑筋で 2.4±

0.2pA/pF と様々であったが、α, β - methylene ATP 活性化電流にて標準化するといず

れの血管平滑筋細胞においても同様の結果が得られた（図 4B）。最大効果での反応

を比較する目的で、以下の実験は高濃度 UTP（1mM）を用いて行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ UTPにより活性化される内向き整流性の陽イオン電流 

A ; UTP および α, β - methylene ATP（α, β - m ATP）によって活性化される典型的な電流波形 

B ； UTP によって活性化される電流の電流－電圧曲線 

A B
0

-2
-4
-6
-8

0 50 100-100 -50

C
ur

re
nt

 d
en

si
ty

 (p
A/

pF
)

Membrane potential (mV)

2

-10
-12

*

UTP

1
10

100μM

2pA/pF
10s

10pA/pF
10s

α,β-mATP
10μM

0
-2
-4
-6
-8

0 50 100-100 -50

C
ur

re
nt

 d
en

si
ty

 (p
A/

pF
)

Membrane potential (mV)

2

-10
-12

*

UTP

1
10

100μM

2pA/pF
10s

10pA/pF
10s

α,β-mATP
10μM

*

UTP

1
10

100μM

2pA/pF
10s

10pA/pF
10s

α,β-mATP
10μM



 - 13 -

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2  UTPおよび α, β-methylene ATPによって活性化される電流の生物物理学的特性

と電流固定法を用いたUTPによる電位変化 

Aa ; UTPおよび α, β - methylene ATP各濃度での 10％ ～ 90％活性化時間、Ab ; UTPおよび 

α, β - methylene ATP各濃度での不活性化時定数 (○：UTP、●：α, β - methylene ATP)。 B ; 

UTP (1mM） によって活性化された電流の減衰 （脱感作） Ca ; 電流固定法を用いたUTPに

よる電位変化（代表的トレース）  Cb ；静止膜電位、UTP各濃度における上昇電位の平均 
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図 3 α, β - methylene ATP と UTP の作用 

A ；UTP、UDP、α, β - m ATP の濃度－反応曲線、α, β - m ATP (10μM) 活性化電流で標準化

し Hill の式 （Imax /
 (1+Kd / [drug] )n 、 [drug] ： 薬剤濃度、Kd ：

 50％活性化濃度、n ：Hill 係数、   

Imax ：
 各薬剤の最大電流値）を適用 ●：α, β - m ATP、○：UTP、▲：UDP B ；  α, β - 

methylene ATP と UTP の競合的拮抗作用 
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図 4 大脳動脈、腸間膜動脈における UTP の効果 

A ；ラット大脳動脈 （a）、腸間膜動脈 （b）平滑筋細胞における UTP および α, β - m ATP によっ

て活性化される典型的な電流波形 B ; ラット大脳動脈（CA）、腸間膜動脈（MA）、大動脈 

（AO）における UTP の効果（ α, β - m ATP 10μM 活性化電流により標準化） □：CA、■：

MA、  ：AO（n=3～5） 
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2. UTP は P2X1 様チャネルを活性化する 

UTP により惹起される急速不活性化型電流が P2X チャネルの活性化を介している

か否かを検証する目的で、非選択的 P2 受容体阻害薬である suramin、pyridoxal 

phosphate - 6 - azo (benzene - 2, 4 - disulfonic acid) (PPADS) と選択的 P2X 阻害薬

である 2’,3’ - O - (2, 4, 6-trinitrophenyl) -ATP (TNP-ATP) の効果を検討した 13、14）。

図 5A に示した様に、これらの 50％抑制濃度はそれぞれ 0.43μM、0.59μM、0.95μM で、

Hill 係数はそれぞれ 1.3、1.1、0.9 (n=3～5)であった。興味深いことに、低濃度 suramin 

(100nM)では、電流の増強がみられた (141.1±1.3%、n=3)。 

一方、UTP によって活性化される電流が P2Y 受容体に寄与している可能性を検証

するため、Ｇタンパク質の不活性化薬である GDPβS (1mM) および活性化薬である

GTPγS (1mM) を用いて、UTP によって活性化される電流と G タンパク質との関連性に

ついて検討した。細胞内より GDPβS および GTPγS のどちらを投与しても電流に影響

はなかった（図 5B）。しかし、機能的に抑制効果のある P2X1 抗体 15)投与により電流は

有意に抑制された (図 5B)。ネガティブコントロールとして、P2X1 抗体に特異的な阻害

ペプチドを同時投与した場合は、その抑制効果は消失した。以上の結果から、UTP に

より活性化される電流は、P2Y 受容体 - G タンパク質を介する経路ではなく、P2X1 チャ

ネルとの関連性が強く示唆された。 
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図 5 UTP によって活性化される電流における各種阻害薬、G タンパク質作用薬およ

び機能的抗体の効果 

A ； UTP によって活性化される電流に対する P2X および P2 受容体の阻害薬 （▲：TNP-ATP、

○：suramin、●：PPADS）の効果 曲線は Hill の式 （ (1-Irest) / {1 + ([drug]/Ki)
n} + Irest、[drug] ：

薬剤濃度、Ki ：50％抑制濃度、 n ：Hill 係数、Irest ：
 非抑制電流の割合) を適用 B ; 検定は

一元配置分散分析により行った (** :  p<0.01, * : p<0.05) □：対照、■：GTPγS (1mM)、  ： 

GDPβS (1mM)、  ： P2X1 抗体＋阻害ペプチド、  ： P2X1 抗体 
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3. TRP タンパクは UTP によって誘発される電流に関与しない 

ラット冠動脈、大脳動脈にReverse permealization法にてアンチセンスプローブを導

入した過去の研究結果では、UTPはP2Y受容体を介してTRPC3 様チャネルを活性化

したという報告がある 5、6) 。しかし、TRPC3 のメッセンジャー RNA レベルでの発現は大

脳動脈でかすかにみられただけであり、腸間膜動脈および大動脈では検知できず、タ

ンパク質レベルでの発現はどの動脈においても認められなかった。TRPC3 のメッセン

ジャー RNA レベルでの発現が大脳動脈でかすかにみられたのは大脳動脈が他の動

脈よりも筋層が薄いことから、内皮細胞の混在率が高かったためであると考えられた 

（図 6B） 23) 。また、ラット大動脈平滑筋細胞の細胞株である A7r5 を用いた RT-PCR 

法の結果でも TRPC3 のメッセンジャー RNA レベルでの発現は認められなかったが、

各動脈平滑筋細胞と同様のUTPによって活性化される電流は観察された （データ未

提示）。 

さらに、機能的に抑制効果のある TRPC3 抗体 16) （図 6A）および TRPC3 に特異的な

阻害薬である pyrazole 3 17) (1μM ; 100.0±1.5%、n=8) を投与しても電流に変化はみら

れなかった。そのうえ、UTP によって誘発される電流の薬理学的特性は TRPC3 チャネ

ルやその相同体である TRPC6 チャネルとは明らかに異なっていた。すなわち UTP に

よって引き起こされる電流を抑制するGd3+ とLa3+ の50％抑制濃度はそれぞれ51.3μM 

と 21.8μM (各 n=3～5、図 6C）で、TRPC3 チャネルと TRPC6 チャネルに比して感受性

が非常に低かった 18-21)。また、TRP チャネルや他の非選択的陽イオンチャネルの阻害

薬である SK&F96365 (30μM) や TRPC3 チャネルの阻害薬として知られている 2 -
 

aminoethyl diphenylborinate (2 - APB ；  100μM) は 抑 制 効 果 を 示 さ な か っ た 

(SK&F96365 ； 102.8±4.6％、 2-APB ； 100.3±2.6％、各 n=5)。 

以上の結果は TRPC タンパクの関与を否定し、さらに、UTP により活性化される電流

の分子実体は P2X 
1 チャネルであることを示唆している。 
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図６ UTP によって活性化される電流における TRPC3 チャネルの関与 

A ; 機能的抑制効果のある TRPC3 抗体の効果  □：対照、■：TRPC3 抗体  Ba ; RT-PCR

法による TRPC3 チャネルの発現 Bb ; ウエスタンブロット法による TRPC3 チャネルタンパクの

発現 C ; 非選択的陽イオンチャネル阻害薬 gadolinium (Gd3+ )、lanthanum (La3+ ) の効果 

● ： Gd3+ 、○ ： La3+  

A

B

UTP1mM
control anti-TRPC3

5pA/pF
5s

UTP1mM
control anti-TRPC3

5pA/pF
5s

a b

C
ur

re
nt

 d
en

si
ty

 (p
A/

pF
)

25

20

15

10

5

0
1st 2nd 3rd

control
anti-TRPC3 1:200

Application of UTP (1mM)

NS

NS
NS

150KDa ─
1kbp ─

500bp ─

B
rain

C
A

M
A

AO

B
rain

C
A

M
A

AO

100KDa ─

C Gd3+

10 30100300μM
La3+

30100300μM10UTP1mM UTP1mM

50pA
20s

50pA
20s

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

R
el

at
iv

e 
cu

rre
nt

1 1000100
Concentration (μM)

10

Gd3+

La3+
Gd3+

La3+



 - 20 -

4. UTP によって活性化される単一チャネル活性 

次に、アウトサイドアウト法を用いて単一チャネル記録を行った。保持電位－60ｍV

にて、α, β - methylene ATP は典型的な急速不活性化型の P2X1 様電流を、また UTP

は持続電流を惹起した（図 7A）。しかし、この電流は単一チャネルコンダクタンスが非

常に小さいため、保持電位-60mV では解析できなかった。そこで、傾斜上昇電圧

(+40mV ～ -160mV) を 用 い て 単 一 チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス の 検 討 を 行 っ た 。     

α, β - methylene ATP および UTP により惹起される電流の単一チャネルコンダクタンス

はそれぞれ 10.5±0.1pS （n=5）および 10.4±0.1pS （n=5）であった（図 7B）。また、

各々の単一電流波形を 30 トレースずつ加算した波形は、どちらも全細胞型パッチクラ

ンプ法にて記録した電流波形に類似し、P2X1 様内向き整流性を示した（図 7C 対   

図 1B）。これらの結果からも α, β - methylene ATP と UTP は同一の P2X 様チャネルを

活性化することが考えられた。 
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図 7 UTP によって活性化される電流の単一チャネル記録 

A ； アウトサイドアウト法による α, β  - methylene ATP と UTP によって引き起こされる電流の単

一チャネル特性 B；傾斜上昇電圧 (+40～-160mV) による単一チャネル電流  α, β - 

methylene ATP および UTP は赤線および青線にて表示 C ； B のデータそれぞれ 30 トレース

の合計波形 
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5. UTP はラット大動脈の収縮を引き起こす 

UTP による大動脈リング標本を用いた収縮実験を行った。血管内皮細胞を除去し、

UTP の効果を観察したところ、一過性収縮とそれに引き続く持続性収縮の 2 種類の収

縮波形が記録された。一過性収縮は UTP （10μM） 投与時から定常的にみられた。 

一方、持続性収縮は UTP 1μM から 3mM まで濃度依存的にみられた （図 8Aa とｂ）。

しかし、累積的に UTP を投与すると、一過性収縮はおそらく脱感作され、1mM で消失

した（図 8Aa）。また、Ca2+ 除去 Krebs 溶液を投与すると一過性収縮は消失し、持続性

収縮は一部抑制されたが、Ca2+ （2mM） を含む Krebs 溶液を再投与したところ、どちら

の収縮も回復した。同様の効果が L 型 Ca2+ チャネルの阻害薬である nifedipine 

(10μM) と
 P2X チャネル阻害薬である TNP - ATP (30μM) の投与下でも観察された  

（図 8Bb ; TNP-ATP の一過性収縮に対する効果は未提示）。Ca2+ 除去溶液を投与し

たときに残存した持続性収縮に対して、筋小胞体からの Ca2+ 放出を枯渇される目的

で thapsigargin (TG) を用いた。5 分間、TG (2μM) を含む Ca2+ 除去溶液を灌流し、そ

の後、UTP を投与すると、持続性収縮もほぼ消失した （図 8Bc とｄ）。これらの結果から、

UTPにより活性化される一過性収縮はP2X1 様チャネルの活性化を介した膜脱分極に

よる L 型 Ca2+ チャネルからの Ca2+ 流入によるものであると考えられた。一方、持続性

収縮は電位依存性の Ca2+ 流入と細胞内 Ca2+ 放出の両方に依存しており、細胞内

Ca2+ 放出は P2X チャネル非依存的な P2Y 受容体の活性化を介し ＩＰ3 受容体の開口

に起因するものであると考えられた （図 12）。 
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図 8 UTP は内皮細胞を除去したラット大動脈リング標本を収縮させる 

Aa ； UTP によって引き起こされる収縮の典型的なトレース（内皮細胞を除去したラット大動脈リ

ング標本） Ab ； UTP によって引き起こされる 一過性収縮 （□）と 持続性収縮 （■）の濃度と

収縮力の関係  B； 生理的食塩水（2mM Ca2+ ）と Ca2+ 除去溶液 UTP 収縮に対する効果 (a)、 

nifedipine (10μM) の UTP 収縮に対する効果 (b)、Ca2+ 除去溶液＋thapsigargin (2μM) の UTP

収縮に対する効果 (c)、それぞれの代表的なトレース Bd ; TNP-ATP（n=4～6）、nifedipine 

（nif）、Ca2+ 除去溶液および Ca2+ 除去溶液＋thapsigargin の UTP 収縮に対する効果 （** ： 

p<0.01  *** ： p< 0.001） 
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6. 細胞内 Ca2+ 測定 

UTP による細胞内 Ca2+ 濃度変化を測定した。測定には fura-2 による蛍光測定法を

用いた。大動脈平滑筋単離細胞を用いて、生理食塩水（2mM Ca2+ 含有）中に UTP 

(1mM) を投与すると、一過性Ca2+ 上昇もしくはCa2+ 振幅 （Ca2+ オシレーション）を伴う

細胞内 Ca2+ 上昇が細胞収縮とともに観察された (図 9Aa)。この細胞収縮の時間経過

は、全細胞型パッチクランプ法による電流の時間経過とほぼ一致した（図 10）。一方、

0.5mM EGTA を含む Ca2+ 除去溶液中に UTP (1mM) を投与すると、一過性 Ca2+ 上

昇はみられたが、Ca2+ 振幅は減衰していった （図 9Ab）。さらに、最初の Ca2+ 上昇開

始までの時間は細胞によってばらつきがあった。また、Ca2+ 除去溶液と生理食塩水

（2mM Ca2+ 含有）では時間差があり、生理的食塩水（2mM Ca2+ ）では 3.3±0.1 秒 

(n=186) で、Ca2+ 除去溶液では 13.5±0.7 秒 (n=93) であった （図 9Ab）。TNP - ATP 

(10μM) でも遅延がみられ、その値は 4.7±0.6 秒 (n=48) であった。それぞれの状態

の典型的なトレース（11～18 トレース）を重ね合わせたところ、収縮実験と同様の結果

が得られた（図 9B と図 8Ba、ｃ）。これらの結果は UTP が P2X1－L 型電位依存性 Ca2+  

チャネルそして P2Y 受容体－G タンパク質 — PLC 経路を介して平滑筋細胞の収縮

を引き起こし、それぞれ細胞内外の Ca2+ 放出を引き起こすことを示唆している。 
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図 9 大動脈平滑筋細胞の細胞内 Ca2+ 測定 

Aa ； 生理的食塩水 （2mM Ca2+ ）での UTP による細胞内 Ca2+ 上昇  Aｂ ； Ca2+ 除去溶液で

の UTP による細胞内 Ca2+ 上昇 Ac ；
 生理的食塩水（2mM Ca2+ ）、TNP-ATP（10μM） 添加生

理食塩水および Ca2+  除去溶液中での UTP 投与後の細胞内 Ca2+ 上昇開始時間の比較  

B ； 生理的食塩水（2mM Ca2+ ）、TNP-ATP （10μM） 添加生理食塩水、Ca2+ 除去溶液中およ

び thapsigargin (TG 
 ; 2μM) 含有 Ca2+ 除去溶液での UTP による細胞内 Ca2+ 上昇（典型的な

11～18 トレースの合計） 
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図 10 UTP による大動脈平滑筋細胞の収縮と電流波形との相同性 

A ;
 UTP（1ｍM） による大動脈平滑筋細胞収縮の時間経過による形態変化  B ;

 全細胞型パ

ッチクランプ法での UTP (1ｍM) による内向き電流 
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７. ラット各種動脈における P2 受容体サブタイプの分布 

最後に、RT-PCR 法を用いて、大脳動脈、腸間膜動脈、大動脈における P2 遺伝

子の発現を検討した。すべての組織において、P2X1 とP2Y2、4、6 受容体 22) のメッセン

ジャー RNA レベルでの発現が観察された（図 11Aa、B）。また、ウエスタンブロット法に

てP2X1 チャネルのタンパク質レベルでの発現がどの組織においても観察された    

（図 11Ab）。P2X1 抗体の阻害ペプチドにて前処理したところ、これらのバンドは全て消

失した。 
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図 11 大脳動脈、腸間膜動脈、大動脈における P2 受容体の発現 

Aa ； RT-PCR法によるP2X1 チャネルの発現  Ab ； ウエスタンブロット法によるP2X1 チャネル

タンパクの発現  B ； RT-PCR法によるP2 Y2、4、6 の発現 [ラット脳、大脳動脈（CA）、腸間膜

動脈(MA)、大動脈(AO) ] 
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図 12 UTP による血管緊張度の調節の模式図 

VDCC ： 電位依存性 Ca2+ チャネル、 P2Yn ：
 P2Y2 、P2Y4 、P2Y6 、IP3 ： イノシトール 1、4、5

三リン酸、 SR ：
 筋小胞体、 ⊿V : 脱分極 
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考察 

 

本研究で明らかになった点は以下のとおりである。1） UTP は急速不活性化型の内

向き電流を惹起し、この電流は P2X チャネル活性化薬や阻害薬である α, β - 

methylene ATP、TNP - ATP や強力な非選択的陽イオンチャネル阻害薬 (gadolinium 

と lanthanum) によって薬理学的な感受性を示した。2） UTP により活性化される電流

は機能的抑制効果のある P2X1 抗体により抑制されたが、G 蛋白質作用薬 (GDPβS 

や GTPγS) や TRPC3 の特異的阻害薬である pyrazole 3、機能的抑制効果のある

TRPC3 抗体ではどちらとも抑制効果を示さなかった。3） UTP と α, β - methylene ATP

は単一チャネル記録にてほぼ同じ単一チャネルコンダクタンスを示した (UTP：10.4±

0.1、α, β - methylene ATP ： 10.5±0.1pS)。 4） UTP は細胞外 Ca2+ 感受性 （P2X チャ

ネルの活性化→脱分極→L型電位依存性Ca2+ チャネル）とCa2+ 非感受性 （P2Y受容

体の活性化→細胞内 Ca2+ 放出） の二重の細胞応答を介して大動脈平滑筋を収縮さ

せた。5） P2X1 チャネルの強い発現がRT-PCR法、ウエスタンブロット法にてラット大脳

動脈、腸間膜動脈、大動脈で確認された。 

現在まで UTP は P2Y 受容体 （P2Y2、4、6） の活性化薬として考えられてきた 1)。しか

しながら、本研究で UTP は P2X1 様チャネルをも活性化し、nifedipine 感受性電位作

動性 Ca2+ チャネルの開口により、一過性の収縮とそれに引き続く持続性の収縮と二相

性の収縮を引き起こすことが明らかとなった。この結果は McLaren ら 22) により報告され

ているラット尾動脈平滑筋での結果からも支持される 24) 。さらに、腸間膜動脈平滑筋

においては局所で交感神経の電場刺激によって P2X1 チャネルが活性化し、一過性

の神経 ― 筋接合部での Ca2+ 流入 （jCaTs） と随伴する一過性収縮と α - アドレナリ

ン受容体の活性化による持続性収縮が起こるという報告がある 25) 。また、これらの

jCaTs に伴う血管径の減少は P2X1 チャネル欠損マウスでは完全に消失するという報

告がある 26) 。加えて、Morita らはモルモットの腸間膜動脈において、ATP は P2Y 受容
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体(P2Y1 および P2Y11 様受容体) を活性化し、Gs
 / protein kinase A (PKA) および 

Gq/11/ protein kinase C (PKC) 経路を介して、ニフェジピン非感受性電位依存性 Ca2+ 

チャネルを抑制および増強という相反した作用調節を行っていると報告している 27、28) 。

よって、種や脈管構造の部位による P2 サブタイプのばらつきはあるとしても、ATP や

UTP により P2X (P2X1 ) チャネルと P2Y 受容体の両方が活性化することは、血管緊張

の調節を行う上で共通のメカニズムであると考えるのは妥当である。 

低酸素や炎症のような病態生理学的状態では、UTP や ATP は内皮や平滑筋細胞

から放出される 1、29) 。また、培養した線維芽細胞において低酸素状態では、エクトヌク

レオチダーゼの活性が低下し、ATP 濃度が上昇するという興味深い報告がある 30) 。こ

れらのメカニズムは局所の細胞外 UTP や ATP 濃度を増加させるのに寄与している可

能性がある。細胞の UTP 濃度は ATP 濃度の約 10％ といわれており 29) 、血小板から

放出される局所の ATP 濃度は 15 ～ 20μM と Beige らによって報告されている 31) 。 

したがって、UTP は約 1.5 ～
 2.0μM 放出されると推測できる。これは平滑筋収縮を引

き起こす P2X１ 受容体を活性化するのに十分な濃度ではないかもしれない。しかしな

がら、血管内圧またはそれによる伸展刺激（機械刺激）によって直接 PLC 共役型受容

体が活性化したり、受容体活性化薬の感受性が著しく増強したりすることがわかってい

る 32、33) 。したがって、血圧のような機械刺激存在下で、低濃度 UTP が PLC 共役型

P2Y 受容体を活性化する可能性は排除できない。実際、本研究でも P2X１ チャネルの

阻害薬である TNP-ATP が張力を与えていない状態、すなわちパッチクランプ法下で

の UTP 活性化電流へ与える効果と、 1g の負荷を与えて行った張力測定法での効果

とを対比させたところ、張力測定法では主に P2X1 に寄与している一過性収縮を完全

に抑制するが、P2X1 チャネルと P2Y 受容体に寄与する持続性収縮では抑制効果が

低かった。この結果から、機械刺激は P2Y 受容体を介する情報伝達を優先的に増強

し、P2X1 チャネルと比較して持続性収縮を増加させることが示唆される。このことは、
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生体内で UTP による血管の緊張制御がどの濃度範囲でどの P2 受容体を活性化して

いくのかを探る、将来の重要な課題となると考えられる。 

 炎症時、細胞の腫脹や組織でのうっ血は細胞膜張力または細胞周囲の組織内圧を

上昇させる可能性がある。さらに、UTP 放出を増加させ P2X1 チャネルと P2Y 受容体近

傍の機械的感受性を増加させる可能性もある。これらの現象は血管損傷時にさらに顕

著に起こり、損傷した細胞から大量の UTP や ATP が放出され、P2X1 チャネルと P2Y

受容体の活性化を介して、局所の血管緊張に影響している可能性がある。低酸素状

態の細胞でも細胞内 ATP レベルは通常の 20 ～ 30％程度の 3mM 以上もあると言わ

れている 34) 。したがって、損傷した細胞からは少なくとも 300μM の UTP が放出される

ことになる。これは P2X1 チャネルと P2Y 受容体を活性化するのに十分な量である （図

1、2、3、8）。興味深いことに、くも膜下出血モデルウサギでは、擬似的にくも膜下出血

を起こした状態から 24 時間後に、大脳動脈の UTP による収縮力が健全ウサギのもの

に比して、低濃度（１～3μM）でのみ増強が起こったという報告がある 35) 。この反応は、

処置後 10 分では観察されなかったことから、慢性的なものであると考えられ、くも膜下

出血後の血管内圧上昇に引き続く脳血管攣縮に関連付けることができると考えられた。

このような病変での現象は、病態生理学的状態で、UTP によって引き起こされる異常

な血管反応の増強が意義あるものであると強く考えさせられる。 

結論として、本研究では細胞外 UTP によって P2X1 チャネルと P2Y 受容体の両者が

活性化されること、また、それにより、ニフェジピン感受性 Ca2+ チャネルを介した Ca2+ 

流入や筋小胞体からの細胞内 Ca2+ 放出によって二相性の血管収縮が引き起こされる

ことが明らかとなった。以上の結果から、虚血状態や梗塞、くも膜下出血時などにおけ

る UTP による異常な血管応答が病態生理学的な役割を示している可能性があり、動

脈における UTP 受容体 （P2X1 と P2Y） が虚血や炎症性血管障害、血管損傷時の

有望な標的となる可能性が示唆された。 
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