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抄 録
アセチルコリン（ACh）は胃幽門腺粘液細胞において，二相性のCa2+調節性開口放出（初期相と

遅延相）を活性化し，PPARα刺激薬（GW7647）は，初期相を増強した．PRARα阻害薬（GW6471）
はこの初期相増強を消失させるが，遅延相において一過性の増強を引き起こした．一方で，PKG阻害剤

（Rp8BrPETcGMPS）あるいはNOS1阻害剤（N-PLA）も遅延相の一過性の増強を引き起こした．
GW7647の効果はアラキドン酸（AA）により再現された．ACh及びGW7647刺激は，胃幽門粘膜にお
ける一酸化窒素（NO）産生及びcGMP産生を増加させ，その増強はGW6471あるいはN-PLAによっ
て抑制された．また，胃幽門腺粘液細胞にはNOS1とPPARαが共局在していた．胃幽門腺粘液細胞に
おいて，AChによる細胞内Ca2+濃度上昇が粘液開口放出を活性化する．同時に，Ca2+濃度上昇により
PLA2を介しAA産生し，AA/PPARαオートクリンメカニズムを活性化により，NOS1を介しNO/cGMP
を集積，Ca2+調節性開口放出を増強していた．

キーワード：Gastricmucosa,Ca2+-regulatedexocytosis,Acetylcholine,Arachidonicacid,NO.

Abstract

Inantralmucouscells,acetylcholine（ACh,1μM）activatesCa2+-regulatedexocytosis,consisting



は じ め に

胃粘膜表面はムチンが層状にゲル層を形成
し，酸による攻撃から粘膜を保護している．ム
チン（分子量4,500万以上の高分子糖蛋白質）
は，粘液細胞内で合成，細胞内顆粒に蓄えられ，
刺激，特に副交感神経刺激，に反応して細胞外
へ開口放出により分泌される１）．
胃腺は，部位により噴門腺，胃底腺，幽門腺

に区別される．胃底腺には，主細胞（ペプシ
ノーゲン分泌），壁細胞（酸分泌），副細胞（粘
液分泌）が存在し，胃消化に関わる胃液分泌を
維持している一方で，噴門腺，幽門腺は，粘液
分泌と重炭酸分泌が主体で，胃粘膜防御機構と
して重要である．特に幽門腺は大量の粘液を分
泌している．幽門腺における粘液分泌は主に
Ca２＋ 調節性開口放出により維持されている１‐３）．
モルモット胃幽門腺粘液細胞では，光学顕微

鏡下に開口放出を直接に観察することが可能で
ある．この手法はビデオ顕微鏡法と呼ばれてい
る．しかも画像をビデオレコーダーで記録する
ことで1/30秒の時間分解能が得られる．我々
は，このビデオ顕微鏡法を用い，モルモット胃
幽門腺粘液細胞の開口放出の研究を進めてき
た４‐１４）．モルモット幽門腺粘液細胞においては
ACh刺激（生体内では副交感（迷走神経）刺激
に相当）は，細胞内Ca２＋ 濃度を上昇させ，Ca２＋

調節性開口放出を活性化する４）．このCa２＋ 調節
性開口放出は，特徴的な二相性の活性化パター
ン（一過性の高い開口放出頻度を持った初期相

と緩やかに減少する遅延相）を示し，様々な物
質（cAMP,cGMP,Cl－,アラキドン酸（AA），プ
ロスタグランジン（PG）等）により修飾され
る４‐１４）．これらの物質中でもAAは，PGを介した
経路（PGE2/EP4/cAMPpathway）の活性化だけ
でなく，直接にPPARαを活性化するという二
つの修飾経路に関わり，Ca２＋ 調節性開口放出を
増強している７‐９）１２）１４）．本総説では，モルモット
胃幽門腺粘液細胞において，Ca２＋ 調節性粘液開
口放出を増強しているPPARαを介したオート
クリン機構について概説する．
胃幽門腺粘液細胞のCa２＋ 調節性開口放出：胃

幽門腺粘液細胞の粘液分泌は2つの調節性開口
放出（Ca２＋ 調節性開口放出とcAMP調節性開口
放出）により維持されている．胃幽門腺粘液細
胞においては，Ca２＋ 調節性開口放出が主たる開
口放出であり（cAMP調節性開口放出頻度は，
Ca２＋ 調節性開口放出頻度の約10％４‐６）），その
頻度は細胞内Ca２＋ 濃度（［Ca２＋］i）に依存してい
る４）．幽門腺粘液細胞において，Ca２＋ を動員す
る代表的な刺激物質はAChである．Ca２＋ 調節
性開口放出の分泌パターンは特徴的で，一過性
の高い開口放出頻度を持つ初期相と，それに続
くゆっくりと減少する遅延相から構成される

（図1）４‐１４）．Ca２＋ 調節性開口放出反応は種々の蛋
白の連続した反応であることが知られている１５）．
細胞内で形成された顆粒は最終的に腺腔側膜直
下まで輸送され，顆粒膜と腺腔側膜が融合する
直前のドッキングと呼ばれる状態になる．続い
て，顆粒膜と腺腔側膜に存在している開口放出
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ofatransientpeak（initialphase）followedbyasecondslowerdecline（latephase）intheexocytotic
events.GW7647（aPPARαagonist）enhancedtheinitialphase,andGW6471（aPPARαantagonist）
abolishedtheGW7647-induced-enhancement,butitproducedthedelayed,buttransient,increaseinthe
latephase.Moreover,italsodidwithAChalone.TheeffectsofGW7647weremimickedbyarachidonic
acid（anaturalligandofPPARα）.AninhibitoroftheproteinkinaseG（PKG）,Rp8BrPETcGMPS,or
aninhibitorofnitricoxidesynthase1（NOS1）,N-PLA,alsoabolishedtheGW7647-induced-enhancement
oftheinitialphasebutproducedthedelayedincreaseinthelatephase.GW7647andAChstimulated
NOproductionandcGMPaccumulationinantralmucosae.NOS1andPPARα co-localizeinantral
mucouscells.Inconclusion,duringAChstimulation,PPARα stimulationbyAA,whichaccumulates
NOviaNOS1leadingtocGMPaccumulation,modulatestheCa２+-regulatedexocytosisinantralmucous
cells.

KeyWords:Gastricmucosa,Ca２+-regulatedexocytosis,Acetylcholine,Arachidonicacid,NO.



の一連の蛋白（exocytoticmachinery）に結合す
るプライミング（ATP依存性），さらに，顆粒
の膜と腺腔側膜が開口放出の一連の蛋白を介し
て融合するフュージョン（Ca２＋ 依存性）と連続
した反応が起こり，最終的に顆粒内容が細胞外
へと放出される１５）．Ca２＋ 調節性開口放出の特徴
的な二相性の反応については，次のように説明
できる．初期相は，すでにプライミングしてい
る開口放出可能な顆粒が，［Ca２＋］i上昇により，
一度にフュージョンする一過性高頻度の開口
放出であり，引き続く遅延相はプライミング，
フュージョンが連続して起っている低頻度持続
性開口放出である５）．
これまでの研究から幽門腺粘液細胞のCa２＋

調節性開口放出の初期相は，cAMP,cGMP,［Cl－］i
低下により増強されることが明らかとなってい
る５）１０）１１）．cAMPは，プライミングとフュージョ
ンの両ステップを促進する．すなわち，cAMP
はプライミングによる開口放出可能な顆粒数を
増加し，フュージョンのCa２＋ 感受性を増加させ
る．この2つの修飾効果により，Ca２＋ 調節性開
口放出頻度を数倍に増強している５）．cAMPの
集積を刺激する物質としては，PGE2とβ刺激
薬がある．cGMPと［Cl－］i減少は，プライミン
グのみを修飾する１０）１１）．cGMP集積を刺激する
物質は，一酸化窒素（NO）である１４）．［Cl－］iは
細胞容積と密接に関連し，生理的条件下では，細
胞容積減少に伴って［Cl－］iは減少する４）１１）．胃幽
門腺粘液細胞では，［Ca２＋］i上昇は，細胞からの
KCl放出を増加，細胞容積の減少を引き起こし，
結果的に［Cl－］iは減少する４）１１）．細胞容積減少が
Ca２＋ 調節性開口放出を増強することは既に報
告しているが４），この増強は，［Cl－］i減少による
ことが明らかにされている１１）．
一方，cAMP調節性開口放出は［Ca２＋］iには依

存しない５）．cAMP調節性開口放出のパターン
はCa２＋ 調節性開口放出と異なり，初期相はなく
低頻度持続性（0.5～1回/cell/30秒）の遅延相
のみである６）．
PPARαによるCa２＋ 調節性開口放出の増強：

これまでの研究から，インドメタシン（IDM）
とアスピリン（ASA）はシクロオキシゲナーゼ

（COX）を抑制，PGE2産生を抑制することで，
Ca２＋調節性開口放出を減少させることが明らか
になっている．しかしIDMとASAの抑制効果を
比較すると，一般にIDMの方がCOX抑制が強
いにも関わらず，開口放出抑制はASAの方が大
きかった．この原因はIDMとASAはCOXに対
し，異なる部位を抑制していることにある１６）１７）．
COXはアラキドン酸（AA）からPGG/Hを合成
すると同時に，15R-HPETEも合成している．
IDMはこの両物質の合成を阻害する．一方，
ASAはPGG/H合成は阻害するが，15R-HPETE
の合成は抑制せず，むしろ活性化する．このこ
とは，IDMはAA蓄積を起こすが，ASAは起こ
さないことを示唆している．実験的には，ASA
にIDMを加えるとAChによるCa２＋ 調節性開口
放出は増加し，IDM単独のレベルに達する７‐９）．
また，IDMによるCa２＋ 調節性開口放出増加は
AAにより再現される９）．さらにASA存在下で
観察されたIDMによるCa２＋ 調節性開口放出増
強はPLA2の阻害薬を加えると消失した９）．また
一方で，PKAのシグナルを阻害（H-89あるい
はPKIで前処理）した上でIDMを加えても，
Ca２＋ 調節性開口放出は増加した７）９）１２）．これらの
結果は，AAが直接，Ca２＋ 調節性開口放出を増
強していることを示唆している．
AAを含む脂肪酸は，PPARの天然リガンドで

あることが広く認められている．これらの実験
結果をもとにして，PPARα刺激が胃幽門腺粘
液細胞のCa２＋ 調節性開口放出を増強すること
が明らかとなった１２）．PPARαの選択的刺激薬
であるGW7647はACh刺激によるCa２＋ 調節性
開口放出の初期相を増強する（Fig.1A）．この初
期相の増強は，PPARαの選択的阻害薬GW6471
により消失するが，このGW6471により抑制さ
れた初期相は，ACh単独刺激による初期相より
小さかった（Fig.1B）．さらに，遅延相には，一
過性の開口放出の増加が認められた（Fig.1B）．
同じような遅延相の一過性の増加は，PKG阻害
薬（Rp8BrPETcGMPS）により起こることが報告
されている．これは，幽門腺粘液細胞が，PDE2A

（cGMP-dependentphosphodiesterase）を持って
おり，PKG阻害はPDE2活性を抑えcAMP分解
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Fig.1.EffectsofPPARα-agonist（GW7647）and-antagonist（GW6471）onthefrequencyofACh-stimulated
exocytoticevents.ACh（1μM）increasedthefrequencyofexocytoticeventsinantralmucouscells:aninitial
phasefollowedbyalatephase.A:EffectsofGW7647ontheACh-stimulatedexocytoticevents.GW7647（50
nM）enhancedtheACh-stimulatedinitialphaseby64％inantralmucouscells.B:EffectsofGW6471onthe
exocytoticeventsstimulatedbyGW7647plusACh.GW6471（5μM）abolishedtheenhancementofinitialphase
ofexocytoticevents,anddecreasedthefrequencyto43％ofthatenhancedbyGW7647plusACh;rather,the
frequencywasreducedto71％ ofthatincreasedbyAChalone.However,theadditionofGW6471produced
thedelayed,buttransient,increaseinthelatephaseintheexocytoticeventsstimulatedbyGW7647plusACh.
C:EffectsofAACOCF3（1μM）.AACOCF3enhancedtheACh-stimulatedinitialphase,similarlytoGW7647.
GW6471abolishedtheenhancementofinitialphaseandproducedthedelayedincreaseintheexocytoticevents
stimulatedbyAACOCF3plusACh.＊Significantlydifferentfromthecorrespondingvalues（P＜0.05）.



を抑制，最終的にcAMPが集積するためであ
ることが明らかとなっている１３）．この結果は，
PPARαの選択的刺激薬が，cGMPを集積して
Ca２＋ 調節性開口放出の初期相を増強している
ことを示唆している．またACh単独刺激時に
GW6471が初期相の減少，遅延相の一過的増加
を起こしていることから，ACh刺激のみでも，
PPARαの活性化が起こっている可能性がある．
前述した様にAAもACh刺激によるCa２＋ 調節

性開口放出の初期相を増強するが，この初期相
増強も，PPARαの選択的阻害薬GW6471によ
り消失した．このGW6471により抑制された初
期相は，ACh単独刺激による初期相より小さ
く，さらに，遅延相には一過性の開口放出の増
加が認められた（Fig.1C）．

さらに，PKG阻害薬（Rp8BrPETcGMPS），
NOS1阻害薬（N-PLA）あるいは非選択性NOS
阻害薬（L-NAME）は，PPARα 刺激薬 α
（GW7647）によるCa２＋ 調節性開口放出の初期相
の増強を消失させ，遅延相における一過性の開
口放出増加を引き起こした（Fig.2）．このように，
PPARα阻害薬（GW6471）の効果は，PKG阻
害薬（Rp8BrPETcGMPS），あるいはNOS1阻害
薬（N-PLA）により完全に再現された．これら
の結果は，PPARαの活性化が，NO産生とそれ
に引き続くcGMP集積を起こしていることを強
く示唆する結果であった．PPARα阻害薬，
NOS1阻害薬の効果は，NOドナー（NOC12）
あるいは8BrcGMPにより回復した．また，胃
幽門腺粘液細胞におけるNOSのsubtypeについ
ても検討した．PPARα刺激薬によるCa２＋ 調
節性開口放出の初期相増強に対して，NOS2,
NOS3の選択的阻害剤は全く効果がなかった１４）．
Westernblotでは，幽門粘膜にはPPARα，NOS1
の存在が同定された（NOS2，NOS3は同定でき
なかった）．更に免疫組織化学で，PPARα，
NOS1が幽門腺粘液細胞内に共局在しているこ
とも確認された（Fig.3）．
幽門粘膜を用いて，NOの放出量と粘膜内の
cGMP含量を測定した．まず，NOドナー（NOC
12）を用いて幽門粘膜にNOを付加することに
より，幽門粘膜内cGMP含量は増加した．PPAR
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Fig.2.EffectsofaPKGinhibitor（Rp8BrPET
cGMPS）andNOS1inhibitor（N-PLA）onthe
frequency of ACh-stimulated exocytotic
eventsenhancedbyGW7647.A:Effectsof
Rp8BrPETcGMPSontheexocytoticevents
stimulatedbyGW7647plusACh.Rp8BrPET
cGMPS（500nM）abolishedtheenhancement
ofinitialphaseofexocytoticevents（the
frequency to 45％ ofthatenhanced by
GW7647 plus ACh）,and produced the
delayed increase in theexocytoticevents
stimulatedbyGW7647plusACh.B:Effectsof
N-PLA（1μM,aselectiveinhibitorofNOS1）on
theexocytoticeventsstimulatedbyGW7647
plusACh. N-PLA（1μM）abolishedthe
enhancementofinitialphaseandproduced
thedelayedincreaseintheexocytoticevents
stimulated by GW7647 plus ACh.
＊Significantlydifferentfromthecorrespond-
ingvalues（P＜0.05）.



α刺激薬，ACh，AACOCF3により幽門粘膜の
NO産生，cGMP含量は増加し，PPARα刺激薬
とAACOCF3による幽門粘膜のNO産生，cGMP
含量増加は，AChにより増強された．また，こ
れらの刺激による幽門粘膜のNO産生，cGMP
含量増加はPPARα阻害薬（GW6471）あるいは，
NOS1阻害薬（N-PLA）存在下では，完全に消
失した（Fig.4）．
PPARαによる修飾は，ACh単独刺激時にも

起こっており，実際にACh単独刺激はcGMPの
集積も起こしている．考えられる経路は，ACh
刺激により上昇した［Ca２＋］iが，PLA2を活性化
し，膜脂質からAAを切り出し，PPARαを刺激
することが考えられる．前述したIDMとASA
の結果，PPARαによる開口放出の増強がPLA2
阻害剤により完全に消失するという結果も，ACh

による［Ca２＋］i上昇がAAの集積を刺激している
ことを支持している．
また，PPARα刺激は，［Ca２＋］iを変化させない

ことも確認されている１４）．このように，PPARα
刺激はCa２＋ 調節性開口放出を直接修飾してい
ることが明らかとなった．
PPARαは核内レセプターとして知られてお

り，転写を介して様々な効果を表してくる．し
かし今回のPPARαによる開口放出の増強反応
は直ちに観察されており，遺伝子の転写を介
した反応とは考えらない．PPARαの直接反応

（non-genomicaction）と考えられる．PPARの
直接反応は，様々な細胞，組織において既に報
告されている１８）．また，血管内皮細胞，血管平
滑筋等でも，PPARを介したNO産生が報告さ
れており１９），［Ca２＋］iの上昇によるNO産生の普
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Fig.3.ExpressionandlocalizationofNOS1orPPARαinantralmucouscells:A&B:Westernblotanalysisfor
NOS1（A）andPPARα（B）.TheNOS1band（160kDa）andPPARαband（52kDa）weredetectedinthe
antralmucosa.C:H&Estaining.D:PASstaining.E:ImmunofluorescenceforNOS1.Thecytoplasmof
theantralmucouscellwaspositivelystainedforNOS1.F:ImmunofluorescenceforPPARα.Thecytoplasm
andthenucleusoftheantralmucouscellwerepositivelystainedforPPARα.G:Mergedfigure.NOS1
andPPARαwerecolocalizedinthecytoplasmoftheantralmucouscell.Scalebarsrepresent50μM（A-
E）.
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Fig.4.TheamountsofNOreleasedfromandcGMPcontentoftheantralmucosae.A:The
amountsofNOreleasedfromtheantralmucosa.ACh,GW7647,andGW7647plusACh
increasedtheamountsofNOreleasedfromstrippedantralmucosa.GW6471orN-PLA
inhibitedtheseincreasesintheamountsofNOreleasedduring10min-incubationwith
ACh,GW7647,andGW7647plusACh.AACOCF3orAACOCF3plusAChincreasedthe
amountsofNOreleasedfromstrippedantralmucosainbothsamples（10min）.GW6471
orN-PLAinhibitedtheseincreasesintheamountsofNOreleased during 10min-
incubationwithAACOCF3orAACOCF3plusACh.B:ThecGMPcontentsoftheantral
mucosa.AChincreasedthecGMPcontentsofstrippedantralmucosa.GW7647orGW7647
plusAChalsoincreasedthecGMPcontentsofstrippedantralmucosa.Theseincreases
wereinhibitedbyGW6471orN-PLA.AACOCF3orAACOCF3plusAChincreasedthe
cGMPcontentsofstrippedantralmucosa.TheseincreaseswereinhibitedbyGW6471or
N-PLA.＊Significantlydifferentfrom thecorrespondingvalues（P＜0.05）.



遍的な経路である可能性がある．
一方で，AAはPGs，LTX等，アラキドン酸

カスケードの鍵となる基質である．これらAA
から産生された物質の効果である可能性がある
が，非代謝性のアラキドン酸（AACOCF3）に
よっても反応が再現されることから，PGs，
LTX等のアラキドン酸カスケードの代謝産物の
関与は除外できる．
胃幽門腺粘液細胞においては，AA/PPARα経

路が重要な修飾経路であることを紹介した．一

方で，これまでの研究で，AA/PGE2経路も開口
放出の修飾経路であることが報告されている．
AA/PGE2経路が活性化されるためには，高濃
度の［Ca２＋］iが必要であり，この2つの経路の
役割は異なっていると考えている．生理的な条
件で重要な経路はおそらくAA/PPARα経路で
あり，病的状態，例えば，潰瘍，炎症などでは

［Ca２＋］i非常に高いレベルに維持される可能性
がある．こうした病的状態に粘膜が曝された時
の防御機構として，AA/PGE2経路が働くと考
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Fig.5.PPARαregulationofCa２＋-regulatedexocytosisinguineapigantralmucouscells.



えている．
今回の結果をFig.5に示している．ACh刺激

は［Ca２＋］iを上昇させる．この［Ca２＋］i上昇は直
接Ca２＋ 調節性開口放出を活性化する．一方で，
［Ca２＋］iの上昇は細胞膜脂質からAAを遊離させ，
PPARαを活性化，引き続きNOS1/NO/cGMPと
信号経路を活性化する．最終的にcGMPはPKG
を活性化して，Ca2+調節性開口放出のプライミ
ングステップを促進，開口放出可能な顆粒数を

増やす．これが，開口放出初期相を増強する．
同時に活性化されたPKGは，PDE2を刺激し，
cAMPの分解を促進し，PKA経路（強力なCa２＋

調節性開口放出の活性化経路）を完全に抑制す
る．おそらくPKAによる必要以上のCa２＋ 調節
性開口放出の活性化を抑え，粘液細胞を保護し
ていると考えている．
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