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イノシトール1，4，5一三リン酸の作用と受容体

平田雅人＊

1．はじめに

　細胞内遊離Ca2＋濃度の変化は種々の細胞機能

発現の引き金となっている（図1）1）．

　細胞に対する刺激

　　　　・

　　　　2＋細胞内Ca　濃度増加

　　　　，

　2＋Ca　による細胞反応惹起

図1　刺激応答反応とCa2＋

　　（遠藤198811）

　Ca2＋が図1のように細胞反応を惹起するため

には，細胞が刺激を受けていない状態ではCa2＋

濃度が充分低く保たれていなければならない．事

実非刺激時の細胞内Ca2＋濃度は0．1μM程度に保

たれている．これに対して細胞外液中には，その

約1万倍の1－2mMのCa2＋が存在している．

また，細胞内にもCa2＋をとりこんで貯蔵する

Ca2＋ストアが存在しその内腔には，やはり遊離

Ca2＋がmMレベルになる程度の量が貯えられて

いる．このCa2＋ストアの実体は，多くの細胞に

おいて小胞体である．

　細胞に加えられた刺激は細胞内にCa2＋を動員

する．その際，mMレベル存在する部位，すなわ

ち細胞外と小胞体をCa2＋源とすることが理にか

なっている．

　小胞体をCa2＋源とすることに関して，細胞膜

上の特異的受容体に結合した神経伝達物質やホル

モン等の刺激物（シグナルリガンド）は決して細

胞内に侵入し小胞体に直接作用するわけではない．

細胞膜上で受容された刺激がどのようにして細胞

内の小胞体に作用するかは永く不明であった．こ

の謎を解いたのが1983年のBerridgeら2）による

Ins（1，4，5）P3の小胞体Ca2＋の放出現象の発見

である．
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　1．lns（1，4，5）P3とは

　Ins（1，4，5）P3は受容体活性化に伴うホスホリ

パーゼC活性化の結果，細胞膜を構成するリン脂

質の微量成分であるホスファチジルイノシトール

4，5一ニリン酸が加水分解されて生成される．

生成されたIns（1，4，5）P3は可溶性だから細胞

質中を拡散していきその標的である小胞体に作用

すると考えられる．

　2．lns（1，4，5）P3作用

　Ins（1，4，5）P3によるCa2＋放出作用は部分的

でかつ，一一過性である．小胞体が取り込んだ

Ca2＋の一部（20一一80％）が放出される．小胞体

に機能的多様性がありIns（1，4，5）P3感受性と

非感受性の二通りの小胞体が存在するためと考え

られているが，区別する構造的裏づけはない．一

過性であることに関しては，Ins（1，4，5）P3が代

謝され有効濃度以下になったためとか，非感受性

ストアに取り込まれたためとか，あるいは放出さ

れたCa2＋の影響でIns（1，4，5）P3のCa2＋放出作

用が抑制され3・4）（後述），Ca2＋取り込み活性の

方が相対的に優位になったためとかいわれている．

　生理的条件下の無傷細胞ではシグナルリガンド

刺激により生成された，あるいは実験的には注入

されたIns（1，4，5）P3が引き金となり細胞内の

Ca2＋濃度変化が周期的に観察されたり　（Ca2＋オ
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シレーション），また細胞内での局在が変化（Ca2＋

ウエーブ）したりする．これらの発生機序に関し

てIns（1，4，5）P3作用が上述の様に部分的かつ

一過性であることが一部関係していると考えられ

ている，このように今日では，Ins（1，4，5）P3が

単に部分的にCa2＋を放出するというだけでなく，

それが細胞内で空間的かつ時間的に変；遷して細胞

の機能発現に強く係わっていることが明らかにな

ってきている．

3．Ca2＋によるlns（1，4，5）P3作用の調節

　Ins（1，4，5）P3によるCa2＋放出は種々の要因

で調節されるが5），ここでは生理的に重要と考え

られるCa2＋について解説する（図2）．
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図2　Ca2＋による1ns（1，4，5）P3作用の調節

　（飯野正光「実験医学」第10巻627ページ1992年より）

　Ins（1，4，5）P3作用はCa2　＋により二相性に調

節される．0．3μMまでのCa2＋濃度はCa2＋放出

を促進するが，それ以上の濃度では逆に抑制する．

この二相性現象は飯野によって平滑筋で初めて報

告された4）が，その後，同様の報告が他組織でも

相次いでいる6・7），この性質はIns（1，4，5）P3感

受性チャネル自身の性質であると思える．

　未刺激時の細胞内Ca2＋濃度は0．1μM程度に保

たれている．刺激で生成されたIns（1，4，5）P3

によるCa2＋放出が起きてCa2＋濃度が上昇すると

ますますCa2＋放出が促進するという正のフィー

ドバックがかかることになる．この様にわずかの

Ins（1，4，5）P3濃度の上昇で大きなCa2＋変化を

引き起こすことが可能であろう．細胞内Ca2＋濃

度が上がりすぎると今度は逆にIns（1，4，5）P3

作用が抑制される．最近飯野は8）caged　Ins（1，4，5）

P3を用いてIns（1，4，5）P3作用が正のフィードバ

ックによって“全か無か的”におこることを示し
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た．

皿．lns（1，4，5）P3受容体

　Irvineら9）はイノシトール環の様々な位置にリ

ン酸基が付いたイノシトールリン酸を用いて

Ca2＋放出活性を検討し，イノシトール環の4位

と5位に隣接するリン酸基がCa2＋放出には必須

で1位あるいは2位のリン酸基が親和性を高める

と結論し，このように微妙なリン酸基の位置を見

分ける受容体の存在を想定した．また，アイソトー

プ標識されたIns（1，4，5）P3を用いて可逆的な

特異的結合部位が種々の細胞で明らかにされた10

一”@13）．一方，Hirataら14）は合成したIns（1，4，5）

P3の光親和性アナログを不可逆的に結合させこと

によりIns（1，4，5）P3感受性チャネルを開口固

定し，結合とチャネル活性の密接な連関を想定し

た．

　1．受容体の精製と構造

　SnyderグループはIns（1，4，5）P3結合活性が

中枢神経系，とりわけ小脳プルキンエ細胞層に高

いことを見いだし，小脳ミクロソーム分画を用い

てヘパリン抑制性，レクチン感受性，pH依存性等，

種々の性質を明らかにした15）．彼らはこれらの

性質を利用して，すなわちヘパリンやレクチンの

親和性ロクマトグラフィーをうまく利用して，ラ

ット小脳1膜分画の界面活性剤抽出物よりIns

（1，4，5）P3受容体を精製することに成功した16）．

精製した受容体はSDS電気泳動から分子量260

kDと推定され，一方ストークス半径（10　nm）か

らネイティブな分子量は1，000　kDと推定され，

ホモ四量体として存在すると考えられた．御子柴

らは精製した受容体の架橋実験を行ないホモ四量

体として存在することを実証した17）．Ins（1，4，5）

P3受容体は平滑筋からも精製されており，電子顕

微鏡で4個の対称像が観察されている18）．

　御子柴グループは1976年頃から神経系の発生と

分化に関する研究で，小脳プルキンエ細胞欠損マ

ウスに欠如しているタンパクをP400と名付け，解

析をすすめていた．そのために三種のモノクロー

ナル抗体も既に作製していた19）．Ins（1，4，5）P3

結合活性を並行して解析し直したところP400は

Ins（1，4，5）P3受容体と同一であることが判明し

た20）．先のモノクローナル抗体を用いてマウス

小脳cDNAライブラリーから分子生物学的手法
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12　循環制御第15巻第1号（1994）

により全長10kbにもわたるIns（1，4，5）P3受容

体cDNAクローンを得た21）．　Ins（1，4，5）P3受容

体cDNAクローンは8，247塩基（2，749アミノ酸）

からなるコード領域を持つ．SUdhofらはラット

小脳ライブラリーからIns（1，4，5）P3受容体ク

ローンを得ており，マウスのそれとはほとんど同

じで，2，749アミノ酸のうちわずか21アミノ酸に

置換があるのみであった22）．

　予測される一次構造の特徴を図3aに示した．

b）

a）
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図3　1ns（1，4，5）P3受容体の構造

　a）●はリン酸化部位，＊はATP結合部位（御子

　柴克彦「実験医学」第10巻648ページ1992年）

　b）　Furuichi　et　al　19892’）

　C）　Gill　Nature　342，16，　1989

　疎水性度パラメーターから膜貫通領域はC末端

に存在し，膜を8回貫通する21・22）．そしてこの

部分が四量体の形成にかかわっていることが示さ

れている17）．Ins（1，4，5）P3結合部位はN末端か

ら1／4程度のところまでにあることが欠損ミュー

タントの発現実験で証明された22　一24）．最近，

Snyderら25）は合成したIns（1，4，5）P3の光親和

性アイソトープ標識アナグロを用いて精製受容体

の標識実験を行った．標識ペプチドを解析したと

ころN末端から476～501までのペプチドが得られ，

先の欠損ミュータントの発現実験の結果を確認し

た．中間部分にはサイクリックAMP依存性キ

ナーゼ，プロテインキナーゼCおよびカルモジユ

リン依存性キナーゼでリン酸化される部位や

ATPが結合する部位等が存在し，受容体機能の

調節に関与していると考えられている26’一29）。また，

この中間部分はN末端へのIns（1，4，5）P3結合

によって構造変化を起こすであろうことが分かっ

ている24）．この様に，受容体はN末端からIns

（1，4，5）P3結合ドメイン，調節ドメイン（また

はカップリングドメイン）および膜貫通ドメイン

の三つのドメイン構造を形成している．

　最近，Snyderグループ30）からIns（1，4，5）P3

受容体自身にタンパクキナーゼ活性があり自己リ

ン酸化や人工基質のリン酸化を引き起こしたと報

告されたが，生理的意義は不明である．

　膜を貫通する構造と四量体を形成した際の予測

構造を図3b，　cにそれぞれ示した．

　2．受容体の再構成

　Ins（1，4，5）P3受容体はリガンド結合活性と共

にイオノフォア活性（チャネル活性）も有してい

るのであろうか．あるいはチャネル活性は別の分

子が担っており，この受容体と共に機能的複合体

を形成しているのであろうか．この答は精製受容

体の再構成実験から得られた．Snyderグループ

は精製した受容体をリン脂質ベジクルに組み込ま

せ45Ca2＋フラックス実験を行なった．再構成ベジ

クル内への45Ca2＋流入がlns（1，4，5）P3添加で

著明に促進され，この現象はIns（1，4，5）P3に

特異的であり種々のイノシトールポリリン酸やヘ

パリンによる精製受容体への［3H］Ins（1，4，5）

P3結合抑制の結果とよく対応していた31）．　t方，

御子柴グループは精製受容体を脂質平面膜に組み

込ませ，Ca2＋を含む陽イオンに選択的なIns

（1，4，5）P3依存性イオン電流を観察した17）．こ

れらの結果は，Ins（1，4，5）P3受容体自体がリガ

ンド結合活性とイオノフォア活性の両者を兼ね備

えていることを示し，先程の膜貫通ドメインがチ

ャネル形成ドメインでもあることを想像させる．

ホモ感量体として一つのIns（1，4，5）P3開閉式

Ca2＋チャネルを形成しているのであろう　（図3

c）．前述の様に，受容体のN末端にIns（1，4，5）

P3が結合してカップリングドメインに構造変化が

起こるであろうことから，それが膜貫通ドメイン

にも波及してチャネルの開口に至ることが想像で

きる，

　1分子のIns（1，4，5）P3が1分子の受容体に

結合する．したがってホモ四量体である一つのチ

ャネルには4分子のIns（1，4，5）P3が結合可能
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であるが，チャネル開口に必要なlns（1，4，5）

P3分回数に興味がある．　Meyerら32）はIns（1，4，5）

P3濃度と漏出細胞に於けるCa2＋放出速度の関係

を調べ，チャネルの開口には4分子のIns（1，4，5）

P3結合が必須であると報告している．しかし，脂

質二重膜に組み込んだIns（1，4，5）P3受容体では，

Ins（1，4，5）P3濃度と開口確立とのあいだには特

に協同性は見いだせなかったとの報告もあり6），

結論は得られていない．脂質二重膜に組み込んだ

Ins（1，4，5）P3受容体を介して流れる電流を測定

する実験からチャネルのコンダクタンスに20，40，

60，80pSの4つのレベルがあると報告されてお

り33），四量体でチャネルを形成していることと

どのように関係しているのか興味深い．

　3．受容体の多様性

　受容体DNAのスプライシングによって多様性

の生じる例が報告されている22・29・34）．御子柴グ

ループはリガンド結合ドメインと調節ドメインに

それぞれスプライシング部位が存在し，組織や発

達時期によって各サブタイプの発現量が異なるこ

とを明らかにした34・）．このように単一遺伝子か

らスプライシングの段階で多様性を生み出すばか

りでなく，異なった遺伝子1に由来するIns（1，4，5）

P3受容体の多様性も報告されている35・36）．例えば，

SUdhofら35）は最C末端側の膜貫通部位に相当す

るオリゴヌクレオチドでラット脳のcDNAライ

ブラリーをスクリーニングして既知の受容体（タ

イプ1と命名）とは異なる受容体の全cDNAを

得て，タイプll受容体とした．タイプ1との類似

性は70％程度であった．タイプll受容体の方が

Ins（1，4，5）P3に対する親和性が高かったが，結

合の特異性に大きな相違はなかった．また，部分

的なクローンではあるがタイプ皿と名付けた受容

体の存在も分かっている．一方，Rossら36）はマ

ウス胎盤のライブラリーをスクリーニングしてタ

イプ皿からIVまで3種の部分的受容体クローンを

得た．大部分の組織ではタイプ1受容体の方が多

いが消化器系ではタイプ皿受容体の方が多かった．

現在のところ，これらの受容体の違いが生理機能

とどのように関連しているかは不明である．

　Snyderグループはリンパ球の細胞形質膜には，

前述の小胞体に存在するIns（1，4，5）P3受容体

に比べて糖鎖の種類（シアル酸が多い），Ins

（1，4，5）P3に対する親和性（低い）およびイノ
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シトールリン酸に対する特異性の異なる受容体が

存在することを示している37・38）．しかしこの受

容体もタイプ1受容体の抗体と反応するから，い

ずれにしても同じファミリーに属するものであろ

う．リンパ球では，小胞体膜の他に細胞形質膜に

もIns（1，4，5）P3に依存したCa2＋チャネル活性

の存在が報告されており39），この受容体がこの

機序に係わっているのではと想像されている．

　Kalinoskiら40）は嗅上皮をIns（1，4，5）P3アナ

グロで光親和標識して分子量107，000のものを

Ins（1，4，5）P3受容体として同定している．また，

我々はIns（1，4，5）P3の親和性カラムを作製し，

これを用いてラット大脳からIns（1，4，5）P3と

Ins（3，4，5，6）P4を特異的に結合する分子量

130，00のタンパク分子を精製している．この分子

は既知のIns（1，4，5）P3受容体とは異なっている．
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