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,
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R e c e z
'

y e d J u n e 1 4 2 0 0 4 ; a c c ep te d S ep te m b e r 2 4 2 0 0 4

S u m m a r y . T h e d i s t ri b u ti o n o f n e u r o p e p ti d e Y ( N P Y)
c o r r el a t e s w ell w it h t h a t o f t h e T - t yp e C a

2 十
c 血a n n el i n

t h e c e n t r al a n d p e ri p h e r a l n e r v o u s s y s t e m s , s u g g e s ti n g

a f u n c ti o n a l i n t e r a c ti o n b e t w e e n t h e m . H e r e , w e r e p o r t

tl l a t N P Y si g n i丘c a n tl y a 喝 m e n t e d t h e T
･ t y p e C a

2 ＋

c h a n n e l c u r r e ll t e x p r e s s e d i n u n di ff e r e n ti a t e d N G I O 8 - 1 5

c ell s ll S l n g B a
2 十
a s t h e c h a r g e c a r ri e r . A ltl 1 0 1 1g

･

h tIl e

e x t e n t o f a u g m e n t a ti o n w a s s m all ( 9 .8 % ) , t h e N P Y

t r e a t m e n t s h i ft e d t h e I - V r el a ti o n s h i p n e g a ti v el y . L

1 5 2
,
8 0 4

,
a N P Y ･ Y

5
r e C e P t O r

- S el e c ti v e a rLt a g O n i st , h a d

n o e ff e c t o n t h e a u g m e n t a ti o n , w h e r e a s B I B P 3 2 2 6 , a Y l

r e c e p t o r
-

s e l e c ti v e a n t a g o n i s t , si g n i fi c a n tl y sll p P r e S S e d

t h e a u g m e n t a ti o n t o 3 9 .4 % . L i k e w i s e , N P Y ( 1 3 - 3 6) , a

Y 2
-

S el e c ti v e a g o れi s t , h a d a p a r ti a l ( 4 3 . 7 % ) b u t
s l g n i fi c a n t a 11 g

･

m e 11 t a ti v e e ff e c t o n t h e T - t y p e B a
2 ＋

c u r r e n t . C o II Si st e n tl y , R T
- P C R a n a l y si s c o n 丘r m e d t h e

e x p r e s si o n s o f m R N A s f o r Y l a n d Y 2 r e C e p t O r S b u t n o t

t h a t f o r Y
5
r e C e p t O r , S u g g e s ti n g a rt a d di ti v e c o n t ri b t1

-

ti o n o f t h e s u b t y p e s . T h u s
,
N P Y m a y p l a y a r o l e i n

r e g u l a ti n g e x cit a b ili t y v i a t h e a u g m e n t a ti o n o f t h e

T - t y p e C a
2 '
c h a n n e l c u r r e n t .

K e y w o r d s - T-t y p e C a
2 ＋
c h a n n e l

,
N e u r o p e p ti d e Y ,

N G I O 8- 1 5 c e ll s , Y l a n d Y 2 r e C e p t O r S .

� � I N T R O D U C T I O N

T h e T -t y p e C a
2 '
c h a n n el pl a y s pi v ot al r ol e s i n

r e g ul a ti n g t h e e x ci t a b ilit y of t h e c e n t r al a n d p e rip h-
e r al n e r v o u s c ells . B e c a u s e th e ch a n n el c an o p e n a t a

s u b-th r e s h old p o t e n ti al f o r th e N a
＋

ch a n n el a n d b e

r a pidl y l n a Cti v a t e d , it i s b eli e v e d t h a t th is c h a n n el i s

i n v olv ed i n a c ti o n p ot e n ti al g e n e r a ti o n , t h e f o r m a ti o n

of th al a m i c o s cill a t o r y b eh a vi o r , a n d t h e p a c e m a k i n g

of c a r di a c c ell s l , 2) . T h e r ef o r e
,
m o d ul a ti o n s of t h e

c u r r e n t s e e m t o h a v e si g n i丘c a n t eff e ct s o n t h e c e n t r al

a n d p e ri p h e r al n e r v o u s s y s t e m s . N e v e r t h el e s s
,
i t s

m o d ul a ti o n s h a v e b e e n p o o rl y u n d e rs t o o d c o m p a r e d

w i th o th e r C a 2 ＋ c h a n n el s u b t y p e s .

T h e 36 - a m i n o a ci d n e u r o p e p tid e Y (N P Y) is o n e of

t h e m o s t a b u n d a n tly e x p r e s s e d a n d w id ely di st rib u t-

e d n e u r o p e p tid e s i n t h e c e n t r al a n d p e ri p h e r al n e r
-

v o u s s y s t e m s . N P Y e x e rt s v a ri o u s bi ol o gi c al a c ti o n s :

t h e i n d u c ti o n of a n x i oly s I S , Sti m u l ati o n of f o o d

i n t a k e
,
e n h a n c e m e n t of m e m o r y r e t e n ti o n , i n hibiti o n

of s ei z u r e
,
a n d i n d u c ti o n of v a s o c o n s t ri c ti o n . T h e s e

eff e ct s a r e m e di a t ed b y t h e a c ti v a ti o n of it s r e c e p t o r

s u b t y p e s , Y l t h r o u g h Y 5 , a n d t h e r eb y N P Y m o d u l at e s

t h e f u n c ti o n s o f v a ri o u s i o n c h a n n els 3‾5) . I n f a c t
,

a c tiv a ti o n of th e Y l a n d Y 2 r e C e p t O r S u b t y p e s c a n

i n hibi t N - t y p e C a
2 十
c h a n n els 6‾9)

,
P/ Q t y p e C a

2 ＋
c h a n -

n el s
9)
,
a n d しty p e C a

2 ＋
c h a n n el s l O) i n a t l e a st s o m e

ti s s u e s .

T h e di st rib u ti o n of T -t y p e C a
2 ＋

ch a n n els c o r r el at e s

w ell w i t h t h a t of N P Y a n d N P Y r e c e p t o r s . F o r

e x a m p l e , t h al a m i c r el a y n e u r o n s st r o n g ly e x p r e s s

m R N A f o r th e T -t y p e C a
2 ＋

ch a n n el
l l

,
1 2)

,
a n d t h e

n e u r o n s a r e i n n e r v a t e d b y G A B A e r g ic n e u r o n s i n t h e

r e ti c ul a r t h al a m i c n u cl e u s
1 3)
,
w h ic h s t r o n g ly e x p r e s s

N P Y m R N A
1 4)

. Ⅲip p o c a m p al p y r a m i d al n e u r o n s

e x p r e s s th e T
- t y p e C a

2 ＋
ch a n n el 1 2)

,
a n d a r e i n n e r v a t-

e d b y hip p o c a m p al i n t e r n e u r o n s , w h i ch e x p r e s s

N P Y
5
,
1 5)

. I n a d diti o n
,
a m o n g th e p e rip h e r al ti s s u e s ,

C o r r e sp o n d e n c e : H i r o sh i H ig u c hi, D iv i si o n of P h a r m a c o lo g y ,

D e p a rt m e n t o f M o l e c ul a r G e n eti c s a n d Sig n a l T r a n s d u c ti o n

R e s e a r c h , C o u r s e fo r M o le c u l a r a n d C ell u l a r M e di ci n e
,
N iig a ta

U ni v e r sity G r a d u a te S c h o ol o f M e dic al a n d D e n t al S ci e n c e s
,
1- 75 7

A s a hi m a c hi-d o ri , N iig a t a 9 5 ト 85 10 , J a p a n .

1 0 3

A b b r e v i a tio n s- C A M P , c y cli c a d e n o si n e 3
'

-5
'

- m o n o p h o s p h a te ;
F C S

,
f et al c a lf s e r u m ; N P Y , n e u r o p e p tid e Y ; T E A , t et r a e tb y l-

a m m o ni u m ; T T X , t e tr o d o to x i n .



10 4 M . 0 Ⅰ( A D A
,
A . H A S E G A W A a n d H . H I G U C H I:

t h e e x p r e s si o n of T
-t y p e C a

2 十
ch a n n els i s m o st a b u n -

d a n t i n t h e h e a r t
1 6)

. S y m p a t h eti c 丘b e r s , w hi c h i n n e r-

v a t e th e h e a r t
,
c o n t ai n a l a r g e a m o u n t of N P Y

1 7)
.

T h e s e 丘n di n g s i m p l y a f u n cti o n al r el e v a n c e of N P Y

t o th e T- t y p e C a
2 ＋
c h a n n el .

N G I O 8- 1 5 i s a h y b r id o m a c ell lin e of n e u r o b l a s-

t o m a a n d g li o bl a st o m a o rig i n , a n d i s k n o w n t o

diff e r e n ti a t e t o n e u r o n -lik e c ell s b y dib u t y ri c c A M P
-

t r e a t m e n t
1 8)

. U n d e r u n diff e r e n ti a t e d c o n di ti o n s
,

N G I O 8 - 1 5 c ells e x hibit a T- t y p e C a
2 ＋

c h a n n el c u r r e n t
,

w ith o u t e x p r e ssi n g o t h e r C a
2 ＋
ch a n n el c u r r e n t s 1 9) .

M o r e o v e r
,
u n diff e r e n ti at e d N G IO 8-1 5 c ells c a n

e x p r e s s a t l e a s t t h e Y I S u b t y p e of th e N P Y r e c e p t o r

f a m il y
2 0)

.

I n t his s t u d y , w e e x a m in e d th e eff e ct of N P Y o n

th e T- t y p e C a
2 ＋

c h a n n el c u r r e n t e x p r e s s ed i n

u n diff e r e n ti a t ed N G IO 8 - 1 5 c ells u si n g B a
2 ＋
a s th e

ch a r g e c a r ri e r , a n d f o u n d t h a t N P Y a u g m e n t s th e

B a
2 ＋
c u r r e n t . T h e r ol e of N P Y in r e g ul a ti n g e x -

cit a bilit y t h r o u g h th e a u g m e n t a ti o n of T -t y p e C a
2 ＋

ch a n n els i s als o di s c u s s e d .

M A T E R I A I + S A N D M E T H O D S

C e ll c u lt u r e

C ulti v a ti o n of N G IO 8-1 5 c ells , a n e u r ob l a s t o m a/

g li o m a h y b rid c ell li n e , w a s c a r ri ed o u t a c c o r di n g t o

p r e vi o u s m e th o d s
1 8)

. T h e c ells w e r e m ai n t ai n ed a t

37
o

C i n D ulb e c c o
'

s m o d i丘e d E a g l e s m e di u m (hi gh

gl u c o s e) s u p p l e m e n t e d w i t h l O % f et al c alf s e r u m

( F C S) , 1 0 0 JJ M h y p o x a n t hi n e , 0 .4 /J M a m i n o p t e ri n ,

a n d 1 6 /J M th y m i di n e i n a h u m idi丘ed at m o s p h e r e of

90 % ai r- l o
o

/. C O 2 .

E l e c t r o p Il y Si ol o g y

T h e w h ol e c ell r e c o r di n g s w e r e p e r f o r m e d a c c o r di n g

t o t h e p r e v i o u s m et h o d
2 1

,
2 2)
w it h m i n o r m o di丘c a ti o n s .

F o r el e c t r o p h y si ol o g i c al r e c o rd in g s , 3 5- m m dish e s

w e r e t r a n sf e r r ed o n t o th e s t a g e of a m i c r o s c o p e . T h e

s u p e rf u si n g e x t e r n al s ol u ti o n h a d t h e f oll o w i n g c o m -

p o siti o n (i n m M ) : B a C 1 2 5 5 , N a C 1 7 7 , C s C 1 5 .5
,
T E A - C l

l l Gl u c o s e 2 8
,
ⅢE P E S l l

,
T T X 0 .00 1

,
N if e di p i n e

0 .0 0 1 ( p H 7 .3) . A h i g h c o n c e n t r a ti o n of B a
2 十

w a s u s ed

a s th e c h a r g e c a r ri e r i n o r d e r t o i n c r e a s e t h e a m p li-

t u d e s of C a c h a n n el a c ti vit y . T h is r e s u lt e d i n a

p o sitiv e s hift i n th e I - V r el ati o n s hi p ( s e e F ig . 3 B) . T h e

e x t e r n al s ol u ti o n w a s s u p e rf u s e d a t 1 m l/ m i n . C ells

l o c a t e d b e t w e e n th e i n le t a n d o u tl et t u b e s w e r e

s el e c t e d f o r r e c o r d i n g s . T h e p a t ch pi p e tt e s ( 3- 5 M 凸 ,

H ilg e n b e r g , M alsf eld , G e r m a n y) w e r e 丘11 e d w it h a n

i n t e r n al s ol u ti o n h a vi n g t h e f oll o w i n g c o m p o siti o n (in

m M ) : C s C l 1 4 0 , H E P E S 10 , E G T A 1 , A T P 2 , M g C 1 2 1

( p H 7 .3) . A ft e r w h ol e c ell r e c o r di n g s w e r e m a d e ,

v olt a g e-d e p e n d e n t B a
2 ＋

c u r r e n t s w e r e elici t ed b y

r e c t a n g ul a r p uls e s a s i n di c a t e d i n t h e 丘g u r e s . R e c o r d-

i n g s w e r e m a d e a t r o o m t e m p e r a t u r e ( 2 3 - 26
o

C) u s in g

a n A x o p a t c h 2 00 B a m p li丘e r (A x o n l n st r u m e n t s ,

F o st e r C it y , C A , U S A) . T o a v oid t h e n o n s p e ci丘c

bi n di n g of N P Y t o th e p e rf u si o n t u b e , N P Y ( 1 × 10ー
7

M ) w a s dis s ol v e d in a n e x t e r n al s ol u ti o n c o n t ai n i n g

0 .0 1 % f a tt y a ci d-fr e e B S A ( r ef e r r e d t o a s
"

V e hicl e
”

) .

C u r r e n t s w e r e 丘1t e r e d a t 5 k H z , di giti z e d e v e r y 1 00

〃s e c , a n d a n aly z e d b y C l a m p e x 8 .0 a n d Cl a m p丘t 8 ･0

( A x o n l n st r u m e n t s) . S e rie s r e si s t a n c e (R s) a n d m e m -

b r a n e r e sis t a n c e ( R m ) w e r e f r e q u e n tly m o n it o r e d .

D a t a f r o m c ells s h o w i n g a ch a n g e ( > 2 0 %) in th e R s

v al u e a n d t h o s e f r o m c ells sh o w i n g a R m v al u e b el o w

70 0 M 亡ユ w e r e r ej e c t e d . R s c o m p e n s a ti o n w a s p e rf o r
-

m e d at 7 5 % . D at a a r e p r e s e n t e d a s m e a n ±S E . T o

a v oid a w a sh- o u t eff e c t o n th e T -t y p e c u r r e n t , v eh icl e

a p p li c a ti o n s w e r e s t a r t e d a t l e a s t 5 m i n af t e r r u p t u r e

of th e c ell m e m b r a n e p a t ch
2 3)

. C u r r e n t d e n sit y w a s

c alc ul a t e d a s t h e r a ti o of c u rr e n t t o m e m b r a n e

c a p a cit a n c e . D a t a a r e sh o w n a s a v e r a g e s of ei gh t

t r a c e s r e c o r d e d e v e r y 1 9 s . S t a ti stic al sig n i丘c a n c e w a s

e v al u a t ed b y t h e t w o-t ail ed t-t e s t . A P v al u e of 0 .0 5

w a s c o n sid e r e d si g n i丘c a n t .

T h e h alf a cti v a ti o n v olt a g e ( V l/ 2) e sti m a t e d b y

丘tti n g th e I-V c u r v e s w it h t h e m o di丘ed B olt z m a n n

e q u a ti o n , I B a - G m a x
*

( V m - V e q)/[1 ＋ e x p(( V l/2 -
V m )/k)] , w h e r e G m a x , V m ,

V e q , V l/ 2 , a n d k r e p r e-

s e n t s m a x i m u m B a 2 十 c o n d u ct a n c e of c u r r e n t s
,
m e m -

b r a n e p o t e n ti al , e q u ilib ri u m p o t e n ti al of B a
2 '

c u r -

r e n t
,
h alf a c tiv a ti n g v olt a g e a n d sl o p e f a ct o r r e s p e c

-

ti v el y
2 4)

.

R T - P C R

T o t al R N A w a s e x t r a ct e d f r o m u n di ff e r e n ti at e d

N G I O 8-1 5 c ell s u si n g T ri z ol ( G ib c o B R L , R o c k v ill e ,

M D
,
U S A ) , a n d t h e n t h e R N A w a s t r e a t ed w ith R Q I

R N a s e - F r e e D N a s e ( P r o m e g a , M a di s o n , W I , U S A ) a t

3 7
o

C f o r 30 m in . F o r m e a s u r e m e n t of N P Y Y l a n d Y 5

r e c e p t o r s , a m R N A s s a m p l e w a s s ubj e c t e d t o t h e

R T -P C R a n aly si s u si n g A c c e s s R T-P C R (P r o m e g a) .

T h e R T - P C R p r o g r a m c o n si st e d of a 4 5 m i n r e v e r s e

t r a n s c rip ti o n a t 4 8
o

C f oll o w e d b y 2 m i n h e a t d e n a t u r-

ati o n at 9 4
o

C
,
4 0 c y cl e s o f a m p li丘c ati o n (9 4

o

C
,
3 0 s e c ;

6 0
o

C
,
1 m in ; 6 8

o

C
,
2 m in ) , a n d 5 m i n 丘n al el o n g a ti o n a t

6 8
o

C
,
a c c o r di n g t o t h e m a n uf a c t u r e

'

s in st r u c ti o n .

P ri m e r s u s ed f o r t h e P C R s of Y l a n d Y 5 r e C e p t O r S

w e r e G C A G A A T T C C T T G C T G G T C G C A G T C A T -

G T / G C A G A A T T C G A A G A G T C G T G T A A G A C A G
-

C C a n d A A A G C G G C C G C C A C C A T G G A G T T T A A G -

C C T / A A A G A A T T C T C A T G A C A T G T G T A G G-

C A G T G
,
r e s p e cti v ely .

F o r th e a n aly sis of m R N A s



E ff e ct of N P Y o n T -t y p e C a
2 '
C u r r e n t 1 05

A
-2 O m V

- 8 0 而

Fi g . 1 .

B

1 2 0 m V

- 6 0 m V

_ 8 0 m V

2 0 m s

E x p r e s si o n o f T-t y p e C a
2 ＋
c h a n n el c u r r e n t i n u n d iff e r e n ti a t e d N G I O 8- 1 5 c ell s ･ A ･ S e n siti v iti e s t o di v a l e n t

c a ti o n s . A ft e r f o r m a ti o n o f a st a b l e w h o l e c ell p a t c h cl a m p , s t e p p u l s e s f r o m - 8 0 m V t o 1 2 0 m V eli ci t e d t r a n si e n t

i n w a r d c u r r e n t s . R e p r e s e n t a ti v e t r a c e s i n t h e a b s e n c e ( C o n t r o l) , a n d i n th e p r e s e n c e o f 5 0 〟 M C d C 1 2 ( C d) , o
r 5 0 〃 M

c d C 1 2 ＋2 0 0 〃M N i C 1 2 ( C d ＋ N i) a r e i n di c a t e d ･ B ･ S t e a d y s t a t e i n a c ti v a ti o n o
f T-t y p e C a

2 ＋
c h a n n e l c u r r e n t ･ A n N G I O 8-1 5

ー20 m V .

c ell w a s i n iti all y v ol t a g e c l a m p e d a t - 8 0 , a n d t h e n a v o lt a g e-d e p e n d e n t c u r r e n t w a s e v o k e d b y
a st e p p u l s e t o

I n c o n t r a s t
,
w h e n th e c ell w a s h el d a t - 6 0 m V , t h e e v o k e d c u r r e n t w a s al m o s t n e g lig i bl e ･

A

-2 0 m V

- 8 0 m V

F i g . 2 .

B

- 2 0 m V

-8 0 m V

8 O p A

p A

E ff e c t o f N P Y o n T -t y p e C a
2 ＋
c u r r e n t . A ft e r f o r m a ti o n o f a s t a bl e w h ol e c ell p a t c h cl a m p ･

th e e x t e r n a l s o l u ti o n c o n t a i n i n g 0 .0 1 % B S A w a s a p pli e d f o r 3 m i n a s v e h i c l e c o n t r ol , a n d t h e n a

s e c o n d r o u n d o f th e v e h i c l e A o r N P Y (1 ×1 0-
7
M) ち w a s a p pli e d f o r 3 m i n . A v e r a g e d t r a c e s d u ri n g

th e p r e c e di n g v e h i c l e t r e a t m e n t a n d l a t e r o n e s a r e o v e
rl a 止

c o °i n g t h e Y 2 r e C e p t O r , t ot al R N A s w e r e i n iti ally

s ubj e c t e d t o t h e R T -P C R s u si n g A c c es s P C R a s

d e s c rib e d a b o v e . P ri m e r s u s e d f o r th e a m p li丘c a ti o n s

of th e Y 2 r e C e p t O r g e n e W e r e A A A G C G G C C G C C A C-

c A T G G G C C C A T T A G G T a n d A A G A A T T C T T A C-

A C G T T G G T G G C C T C T G A . B e c a u s e thi s R T - P C R

p r o g r a m n o n- s p e c i丘c ally a m pli 丘e d u n id e n ti丘e d g e n e s ,

o n e p l of th e P C R p r o d u c t s w a s f u rt h e r s u bj e c t e d t o

t h e n e st e d P C R s
,
w h i ch c o n si st e d of a 5 m i n i ni ti al

d e n a t u r a ti o n at 9 5
o

C f oll o w e d b y 2 5 c y cle s of

a m p li丘c a ti o n (9 4
o

C
,
4 5 s e c ; 5 5

o

C
,
4 5 s e c ; 7 2

o

C
,
4 5 s e c) ,

a n d 5 m i n 丘n al el o n g a ti o n at 7 2
o

C
,
u si n g T a q D N A

p oly m e r a s e (P r o m e g a) . P r i m e r s u s e d f o r t h e n e st e d

P C R of Y 2 r e C e P t O r g e n e W e r e A A G A A T T C T A G G
-

T G C A G A G G C A G A T G A G A A a n d A A G A A T T C T G-

T A C T C C T T C A G G T C C A G G A C . V ali dit y of th e

P C R a s s a y s w a s c o n 丘r m e d b y s ub cl o n i n g a n d s e q u e n -

ci n g of t h e P C R p r o d u ct s u si n g r a t b r ai n R N A a s a

t e m pl a t e (Y a m a g u c hi T っ et al . , u n p u b li sh e d d at a) ･

T h e P C R p r o d u c t s w e r e t h e n s u bj e ct e d t o a g a r o s e g el

ele c t r o p h o r e si s a n d et hidi u m b r o m i d e st ai n i n g ･

R E S 口L T S

c a
2 ＋
c h a n n el c u r r e n t i n u n diff e r e n ti a t e d N G IO 8 - 1 5

c e lls

c a
2 '
c h a n n el c u r r e n t s i n u n di ff e r e n ti a t e d N G IO8-1 5

c ells w e r e r e c o r d e d u sin g 5 5 m M B a
2 ＋

a s th e c h a r g e

c a r ri e r i n a w h o l e- c ell c o n fi g u r a ti o n . C e lls w e r e



1 06 M . O K A D A
,
A . H A S E G A W A a n d H . H I G LT C H I :

v olt a g e- cl a m p e d a t - 80 m V , a n d v olt a g e - d e p e n d e n t

c u r r e n t s w e r e eli ci t ed b y r e ct a n g u l a r t e s t p uls e s t o

- 2 0 m V f o r l O O m s ･ A t r a n si e n t i n w a r d c u r r e n t
,

w hi c h w a s i n a cti v a t e d w i t hin 5 0 m s
,
w a s ob s e r v e d i n

m o s t u n di ff e r e n ti a t e d c ells (F ig . 1 A) . T h e d e c a y ti m e

c o n st a n t of th e c u r r e n t e v o k e d b y t h e st e p p uls e f r o m

- 8 0 m V t o - 20 m V w a s 2 0 .0 ±3 .5 m s ( n - 5) . T his
d e c a y ti m e c o n s t a n t w a s c o m p a r a bl e t o t h a t of th e

T - t y p e C a
2 ＋

c h a n n el c u r r e n t s r e p o r t e d p r e vi o u sl y
2 1)

.

T h e p e a k a m p lit u d e s r a n g e d f r o m 3 0 p A t o 3 0 0 p A .

T o i n v e s ti g at e t h e I-V r el ati o n shi p of t his i n w a r d

c u r r e n t
,
t e s t p uls e s f r o m - 8 0 m V t o ＋6 0 m V w e r e

a p p li e d at e v e r y 1 0 m V . T h e in w a rd c u r r e n t w a s

eli cit e d f r o m - 4 0 m V
,
a n d h a d a p e a k a t - 10 m V

(F i g ･ 3 B) , i n a g r e e m e n t w ith a p r e vi o u s r e p o rt o n

T -t y p e C a
2 ＋
c h a n n els

1 9)
.

T -t y p e C a
2 ＋
ch a n n els a r e s e n siti v e t o N i

2 ＋ b u t n o t

t o C d
2 十

･ C o n v e r s ely , L- , N - , a n d P /Q-t y p e C a
2 ＋
ch a n-

n els a r e r e sis t a n t t o N i
2 ＋ b u t s e n siti v e t o C d 2 ＋ 2 , 2 1)

. T o

c h a r a c t e ri z e t h e c u r r e n t p r o p e r t y , 5 0 /( M C d C1 2 a n d

s ub s e q u e n tly 2 00 p M N iC 1 2 W e r e a d d e d t o t h e e x t e r-
n al s ol u ti o n (F ig ･ 1 A ) . W hil e t h e c u r r e n t t h r o u g h

u n diff e r e n ti a t e d N G IO8 - 1 5 c ells w a s vi r t u all y u n -
c h a n g e d b y C d

2 ＋

,
th e c u r r e n t w a s al m o st c o m p l et ely

s u p p r e s s e d b y th e a d diti o n of N i
2 ＋

･ F u r th e r m o r e
,
t h e

i n w a r d c u r r e n t w a s g r e atly s u p p r e s s ed w h e n th e c ells

w e r e v olt a g e - cl a m p e d a t - 6 0 m V (F ig .1 B) , i n di c a ti n g
a s t e a d y- s t a t e i n a c ti v a t i o n

2 1)
･ T h e r ef o r e

,
t h e

u n diff e r e n ti a t e d N G IO 8- 1 5 c ell s n e a rl y e x clu si v el y
e x p r e s s e d T- t y p e C a

2 十
c h a n n el s

,
a s r e p o r t e d p r e vi

-

o u sly
1 9)

. I n a s m all n u m b e r of u n difE e r e n ti a t e d

N G IO8 - 1 5 c ells
,
h o w e v e r

,
hi gh v olt a g e

- a c ti v at e d a n d

l o n g-la sti n g c u r r e n t s w e r e als o ob s e r v e d . T h e s e c u r_
r e n t s w e r e s e n si tiv e t o 5 0 〟M C d

2 ＋

,
b u t i n s e n sitiv e t o

2 0 0 /∠M N i
2 ＋

(d a t a n o t sh o w n) . I n th e f oll o w in g e x p e r-
i m e n t s

,
t h e I - V r el a ti o n s hi p a n d N i

2 ＋

s e n si ti vit y w e r e

c h e c k ed a t t h e b e g in ni n g a n d t h e e n d of e a ch r e c o r d-
1 n g ･ N G I O 8 - 1 5 c e ll s

,
w h i c h w e r e c o n 丘r m e d t o e x p r e s s

th e T- t y p e C a
2 ＋
c h a n n el c u r r e n t b y a I-V c u r v e , f a s t

k i n e tic s
,
a n d N i

2 ＋
s e n si tiv it y w e r e s el e ct e d f o r th e

e x p e ri m e n t s .

E ff e c t o f N P Y o n t h e T - t y p e C a
2 '
c h a n n el c u r r e n t

T o e x a m i n e th e e ff e ct of N P Y o n T -t y p e C a
2 '

c h a n -
n el s

,
5 m i n a f t e r t h e f o r m a ti o n o f a w h ol e c ell p a t ch

cl a m p , N G I O 8 - 1 5 c ells w e r e s u p e rf u s e d w ith t h e

v e hi cl e f o r 3 m in
,
f oll o w e d b y N P Y (1 × 10‾

7 M ) s u p e r-
f u si o n f o r 3 m i n ･ A s sh o w n i n F i g ･ 2 B

,
t h e a v e r a g ed

a m p lit u d e of e v o k e d B a
2 ＋
c u r r e n t ( a t 1 20 m V ) d u r -

l n g N P Y a p p li c a ti o n w a s s l g n i丘c a n tly l a r g e r t h a n

t h at d u ri n g t h e p r e c e di n g v ehi cl e a p p li c a ti o n ( 1 0 9 . 8 ±
1 ･8 % , n - 6

,
P < 0 .0 1

, p ai r e d t -t e st) . T h e alt e r a ti o n s i n

t h e B a
2 十
c u r r e n t w e r e n o t a tt rib u t a bl e t o ch a n g e s i n

l占師

A

- 2 0 m V

- 8 0 m V

B
8

- 5 O
(

<

A - l o o
＋ J

⊂

q)

ヒ ー 1 5 0
: ⊃

U

- 2 0 0

- 2 5 0

# V e hi cl e

-

1 ー
N P Y

- 8 0 - 6 0 - 4 0 - 2 0 0 2 0 4 0 6 0

V olt a g e ( m V)

Fi g
･

･ 3 ･ E ff e ct o f N P Y o n ki n e ti c s a n d I- V r el a ti o n s hi p o f
T -t y p e C a

2 ＋
c h a n n e l c u r r e n t . A . L a c k o f e 庁e c t o f N P Y o n

t h e k i n e ti c s o f T-t y p e C a
2 ＋
c h a n n el c u r r e n t . W h e n t r a c e s

d u ri n g v e hi cl e a n d N P Y a p pli c a ti o n s w e r e n o r m a li z e d

a n d o v e rl a id
,
n o e s s e n ti a l d iff e r e n c e w a s o b s e r v e d i n t h e

ti m e c o u r s e s o f ri s e o r d e c a y ･ B ･ Ⅰ-V r el a ti o n s hi p b e t w e e n
t h e v e h i cl e a n d N P Y t r e a t m e n t ･ T e st p u l s e s f r o m - 8 0
t o ＋6 0 m V w e r e a p p li e d t o a n N G I O 8- 1 5 c ell e v e r y 1 0 m V .

P e a k a m plit u d e s d u ri n g v e hi cl e a n d N P Y t r e a t m e n t s a r e

pl o tt e d a s a f u n c ti o n o f v ol t a g e .

t h e q u a lit y o f r e c o r di n g s b e c a u s e R s a n d R m

r e m ai n e d st a bl e i n t h e r e c o r di n g s s el e c t e d f o r a n al y-
si s ( s e e M a t e r i al s a n d M et h o d s) . I n a d di ti o n

,
a s m all

n u m b e r of u n diff e r e n ti a t e d N G I O 8- 1 5 c ell s e x p r e s s e d
hi gh v olt a g e- a c ti v at e d a n d l o n g -l a sti n g i n w a r d c u r -

r e n t s
,
b u t t h o s e w e r e u n a ff e c t e d o r r e d u c ed b y N P Y

(d a t a n o t sh o w n) .

T o r ul e o u t t h e p o s sibilit y of a w a sh1 0 u t e ff e ct ,
N G I O 8- 1 5 c ell s w e r e t r e a t e d w ith th e v e hi cl e t w ic e .

A s s h o w n i n Fi g ･ 2 A a n d Fi g ･ 4 B
,
th e p e a k a m p lit u d e

i n c r e a s e d t o a l e s s e r e x t e n t (2 .7 ±2 .5 % ) , alb eit t h e

i n c r e a s e w a s n o t si g ni丘c a n t i n c o m p a ri s o n w ith t h e

p r e c edi n g v e hi cl e t r e a t m e n t (P - 0 .3 6
,
n - 7

, p ai r e d

t -t e s t) .

W h e n t r a c e s d u ri n g v e hi cle t r e at m e n t a n d t h o s e of

N P Y t r e a t m e n t w e r e n o r m ali z e d a n d o v e r l aid
,
li ttl e

ch a n g e i n th e k i n eti c s of ris e o r i n a cti v a ti o n w･a s



E ff e ct of N P Y o n T -t y p e C a
2 ＋
C u r r e n t 10 7

A

- 2 0 m V

- 8 0 所V

B

塗
>
1

･I J

U )

⊂

①
て〉

･P

⊂
①
+

+

⊃
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也)
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･ト)

(q

a )

a:

i 1 4

1 1 2

1 1 0

1 8畠

1 0 6

1 0 4

1 0 2

1 0 0

3 2 2 6
V e hi c一e

N P Y ＋L 1 5 2
,
8 0 4

I - V eFiie 掩
Y L
- N P Y (1 3

-3 6)

+ 1 0 0 p A
2 5 m s

㌔ ♂㌔
♂

x

♂
x

㌔
ヾ芸㌔

Fig ･ 4 ･ N P Y r e c e p t o r s u b t y p e s i n v o l v e d i n th e a u g m e n t a ti o n .

A ft e r f o r m a ti o n o f a s t a b l e w h o l e c ell p a t c h c l a m p , th e v e h i cl e w a s a p pli e d f o r 3 m i n

p ri o r t o d r u g a p p li c a ti o n , a n d t h e n a s e c o n d r o u n d o f th e v e hi cl e ( n - 7) , N P Y a l o n e ( n -

6) , N P Y 十B I B P 3 2 2 6 ( n - 8) , N P Y ＋ L-1 5 2 ,8 0 4 ( n - 6) , o r N P Y( 1 3 - 3 6) ( n - 7) w a s a p pli e d

f o r 3 m i n . A . T r a c e s o f t h e v e h i c l e a n d t h o s e o f N P Y 十 BI B P 3 2 2 6 , N P Y ＋L 1 5 2 ,8 0 4 , o r

N P Y( 1 3-3 6) w e r e o v e rl a i d , r e s p e c ti v e l y . B . O r di n a t e i n di c a t e s m e a n a n d S E o f r el a ti v e

v a l u e s
,
w hi c h w e r e c a l c u l a t e d w it h e v o k e d c u r r e n t d e n siti e s d u ri n g d r u g a p pli c a ti o n s t o

th o s e d u ri n g t h e p r e c e d i n g v e h i cl e a p pli c a ti o n .

*

,
P < 0 .0 5 .

o b s e r v e d (Fi g . 3 A ) . T h e s e n si ti vit y t o N i
2 '
w a s als o

u n aff e c t e d (d at a n o t s h o w n) , i n di c a ti n g th e i n c r e a s e d

c o m p o n e n t t o b e a T -t y p e C a
2 十

c h a n n el c u r r e n t . N o

s u b st a n ti al diffe r e n c e w a s o b s e r v e d b et w e e n th e

eff e c t s of 3 × 10‾
8

a n d l x l O‾
7

M N P Y (d a t a n ot

s h o w n) . Si n c e E C 5 0 V al u e s of N P Y t o i n hibit C A M P

f o r m a ti o n b y Y l , Y 2 , a n d Y 5 r e C e p t O r S e x p r e s s e d i n

2 9 3 c ells w e r e 0 .1 4 n M
,
1 .2 n M a n d 0 .96 n M

,
r e s p e c-

ti v ely
2 5)
,
it is u n li k el y th a t h i g h e r d o s e s of N P Y h a v e

a l a r g e r eff e c t o n th e B a
2 ＋
c u r r e n t .

W h e n t h e I - V r el a ti o n s hip d u rin g v e hi cle- t r e a t m e n t

a n d t h a t o f N P Y w e r e c o m p a r e d , t h e c u r v e w a s

s hif t e d n e g a ti v el y (F ig . 3 B) . T h e h alf a c ti v a ti o n v olt -

a g e w a s s l g n i丘c a n tly lo w e r e d b y N P Y t r e a t m e n t

(f r o m - 2 9 .0 ± 1 . 5 m V t o - 32 .9 ±1 .8 m V
,
n
- 6

,
P <

0 .00 5
, p air ed t-t e st) . T h i s n e g a ti v e s hift r e s u lt e d i n

r el ati v ely hi g h e r e x t e n t s of a u g m e n t a ti o n a t l o w e r

v olt a g e s : 53 .2 ±4 .2 % , a t - 4 0 m V ; 1 8 . 1 ±3 .1 % , a t - 3 0

m V ; 9 .8 ± 1 .8 % , at - 20 m V ( n - 6) .

N P Y r e c e p t o r s llb t y p es i n v ol v ed i n t h e a u g m e n t a -

ti o n

T o d e t e r m i n e w hi c h s u b t y p e of t h e N P Y r e c e p t o r



1 0 8 M . O K A D A
,
A . H A S E G A W A a n d H . H I G U C H I :

Y I

R T ＋

20 0 0
-

1 2 0 0
-

8 0 0-

4 0 0-

(b p)

F i g . 5 . E x p r e s si o n o f

Y 2

＋

Y 5

＋

N P Y r e c e p t o r s u b t y p e s i n

u n di fE e r e n ti a t e d N G 1 0 811 5 c ell s .

T o t a l R N A p r e p a r e d f r o m u n d iff e r e n ti a t e d N G I O 8-1 5 c e ll s

w a s s u bj e c t e d t o r e v e r s e t r a n s c ri pti o n ( R T)-P C R f o r Y l , Y 2

a n d Y 5 r e C e p t O r S . T h e R T (-) r e a c ti o n s s e r v e d a s a n e g a ti v e

c o n t r o l f o r t h e l a c k o f c o n t a m i n a ti o n o f g e n o m i c D N A .

M o b ili t y o f si z e m a r k e r s i s s h o w n a t t h e l e ft .

m e di a t e s t h e a u g m e n t ati o n , s u b t y p e-s p e ci丘c a n t a g o -

ni s t s w e r e a d d e d t o t h e e x t e r n al s ol u ti o n w it h N P Y .

A s s h o w n i n F i g . 4
,
N P Y (1 × 10‾

7 M ) a u g m e n t e d t h e

B a
2 ＋
c u r r e n t i n t h e p r e s e n c e of a Y 5- S p e Ci丘c a n t a g o

-

n is t
,
L 1 5 2

,
80 4 ( 1 × 10‾

6

M ) . H o w e v e r
,
a Y l

- S p e ci fi c

a n t a g o n i st , B I B P 3 2 2 6 (1 × 1 0‾
6
M ) , s u p p r e s s e d t h e

a u g m e n t a ti o n t o 3 9 .4 % of t h a t b y N P Y al o n e . L i k e-

w is e
,
N P Y ( 13 -3 6) (1 × 10‾

7

M ) , a Y 2- r e C e p t O r S el e c-

ti v e a g o n i st , s lg ni丘c a n tl y i n c r e a s e d t h e a m p li t u d e ,

b u t th e effe ct w a s p a rti al (43 .7 %) . T h u s
,
i t c a n b e

s u g g e st e d th a t b ot h Y l a n d Y 2 r e C e p t O r S u b t y p e s a r e

a d diti v ely i n v ol v e d i n t hi s a u g m e n t a ti o n , a n d t h eir

r el a ti v e c o n t ri b u ti o n s a r e a p p r o x i m a t ely 6 0 a n d 4 0 % ,

r e s p e cti v ely .

W e n e x t e x a m i n e d m R N A e x p r e s si o n f o r Y l , Y 2 ,

a n d Y 5 r e C e P t O r S u b t y p e s in u n d i ff e r e n ti at e d N G IO 8
-

1 5 c ell s w i t h R T - P C R . P C R p r o d u c t s f o r Y l a n d Y 2

r e c e p t o r g e n e s w e r e d et e c t e d at t h e p r e di c t ed si z e s

(40 4 b p a n d 91 8 b p , r e s p e c tiv el y) . I n c o n t r a st , o u r P C R

a s s a y f o r th e Y 5 r e C e p t O r f ail e d t o d et e ct a n y p r o d u c t

at th e p r edi c t e d si z e ( 13 6 2 b p) .

D I S C tTS S I O N

T - t y p e C a
2 ＋
ch a n n els p l a y m a n y p h y si ol o g ic ally

i m p o r t a n t r ol e s in t h e c e n t r al a n d p e ri p h e r al n e r v o u s

s y s t e m s . N e v e r t h el e s s , t h ei r m o di丘c a ti o n h a s b e e n

p o o rly u n d e r st o o d . E x p r e s si o n s o f N P Y a n d it s r e c e
-

p t o r s c o l o c ali z e w i t h t h o s e of T - t y p e C a
2 ＋

ch a n n els
,

i m p ly i n g a f u n c ti o n al i n t e r a c ti o n b et w e e n th e m . I n

thi s r e p o r t , t h e e x p r e s si o n of t h e T
- t y p e C a

2 ＋
c h a n n el

c u r r e n t i n u n di任e r e n ti a t e d N G IO8-1 5 c ells w a s

c o n 丘r m e d b y s e n sitiv iti e s t o di v al e n t c a ti o n s a n d

k i n e ti c p r o p e r ti e s w i th th e w h ol e- c ell p a t c h- cl a m p

t e ch n iq u e . N P Y t r e at m e n t sig n i丘c a n tl y a u g m e n t e d

t h e T- t y p e C a
2 ＋

c h a n n el c u r r e n t w it h o u t aff e c ti n g i t s

ki n e ti c s . T h e I-V r el a ti o n sh ip w a s s hift e d n e g a ti v ely

b y t his t r e a t m e n t . T h u s , N P Y is s u g g e st e d t o a u g
-

m e n t th e T - t y p e C a
2 十

c h a n n el c u r r e n t
,
a n d th e r eb y

m a y p l a y a r o le i n r e g ul a tin g t h e e x cit a bilit y of

n e u r o n al a n d n o n -

n e u r o n al c ells .

A s ele c ti v e Y l a n t a g o n is t , B I B P 3 2 2 6 , p a r tly

r ed u c e d th e a u g m e n t a ti o n of t h e T
-t y p e B a

2 十
c u r r e n t

w hil e a Y 5 a n t a g o n i st , L
-1 5 2

,
80 4

,
did n o t . Si m il a rl y a

Y 2 a g O n i st , N P Y ( 13-36) , p a r ti ally i n c r e a s e d th e

a m p lit u d e , s u g g e sti n g th a t b o t h Y l a n d Y 2 r e C e p t O r

s u b t y p e s m e di a t e t his e ff e ct a d diti v ely . C o n sis t e n tly ,

R T-P C R a s s a y s d e t e ct e d t h e e x p r e s si o n of m R N A s

c o °i n g Y l a n d Y 2 r e C e p t O r S , b u t n ot t h a t f o r t h e Y 5

r e c e p t o r . T h e s e r e c e p t o r s c o u p l e t o p e r t u sis t o x i n -

s e n siti v e G- p r ot ein s , G i a n d G o , a n d t h e r eb y in h ib it

a d e n y ly l c y cl a s e a n d m o bili z e i n t a r a c ellu l a r C a
2 十

.

T h e s e i n t r a c ell ul a r s l g n a li n g p at h w a y s m i g h t b e

in v ol v e d i n th e a u g m e n t a tio n of t h e B a
2 十
c u r r e n t i n

u n diff e r e n ti a t ed N G I O 8 - 1 5 c ells . I n d e e d
,
C a 2 ＋- a n d

c al m o d ulin -d e p e n d e n t p r o t ein ki n a s e II w a s s h o w n t o

m o d ul a t e t h e a m p lit u d e s of th e T -t y p e C a
2 ＋

ch a n -

n e1
2 6

,
2 7 )

O u r p r e s e n t r e s ult s a r e i n c o n si s t e n t w it h a p r e v i o u s

r e p o r t
9)
,
w hi ch f o u n d t h at N P Y t r e a t m e n t r ed u c e d N -

a n d P / Q-t y p e C a
2 ＋

c h a n n el c u r r e n t s b u t did n o t aff e c t

th o s e of T- t y p e i n th al a m i c sli c e p r e p a r a ti o n s . T hi s

m ig h t b e si m p ly a tt ri b u t a bl e t o t h e e x t e n t of a u g m e n-

t ati o n b ei n g s o s m all t h a t t hi s eff e ct w a s n o t

m e n ti o n e d . A lt e r n a ti v el y , t hi s di s c r e p a n c y m ig h t b e

a tt ri b u t a bl e t o a diff e r e n c e i n th e eff e c t of N P Y

d e p e n din g o n th e c ell t y p e . I n f a ct , di ff e r e n ti al e ff e c t s

of N P Y o n L- t y p e C a
2 十

c h a n n el h a v e b e e n r e p o r t e d i n

P C 1 2
,
a n d s y m p at h e ti c a n d v a s c ul a r s m o o t h m u s cl e

c ell s
6 , 1 0 , 2 8 , 2 9)

. Si m il a rl y , a n g i ot e n si n II sti m ul a t ed T -

t y p e C a
2 十
c h a n n el s in a d r e n al g lo m e r ul o s a c ells

3 0)
,
b u t



i n hibit ed th o s e i n N G I O 8- 1 5 c ells
3 1)

. M o r e o v e r
,
a

r e c e n t st u d y sh o w e d t h a t t h e r e g ul ati o n of T -t y p e

C a 2 ＋ c u r r e n ts b y βγ s u b u n i t s o f t ri m e r G-p r o t ein

d e p e n d s n ot o n ly o n s u b t y p e s of T
-t y p e C a

2 ＋

ch a n n el

p e r s e , b u t al s o o n th o s e of β a n d γ s u b u n i t s
3 2)

.

T -t y p e i s th e s ol e v olt a g e - g a t e d C a
2 ＋
ch a n n el s th a t

c a n b e a c ti v at e d at a s u b t h r e s h old p o t e n ti al f o r t h e

N a
＋

ch a n n el . T h e r ef o r e
,
t h e a u g m e n t ati o n b y N P Y

m i g h t pl a y s l g n i丘c a n t r ole s i n b ot h r e g ul a ti n g n e u r o-
n al e x cit a bilit y a n d i n t h e C a

2 ＋

-d e p e n d e n t si g n ali n g

p at h w a y of n e u r o n a l a n d n o n- n e u r o n al c ells . N P Y

h a s di ff e r e n ti al e ff e c t s o n th e h y p o th al a m ic n e u r o n al

a c ti viti e s ; N P Y si g n ali n g , w hi ch o r l gi n a t e s f r o m

n e u r O n S

a c ti vi t y

th at in

ti o n of

i n t h e a r c u at e n u cle u s
,
s ti m ul a t e s n e u r o n al

i n t h e p a r e v e n t ri c u l a r n u cl e u s
,
b u t i n hib it s

th e l a t e r al h y p o th a l a m ic a r e a
3 3)

. A u g m e n t a-
t h e T -t y p e C a

2 ＋
c h a n n el c u r r e n t m i g h t b e

i n v ol v e d i n th e diff e r e n ti al e ff e c t s of N P Y o n n e u r -

o n al e x cit a bili t y t o g eth e r w it h t h e i n hibit o r y eff e ct of

N P Y o n th e o th e r C a 2 ＋ c h a n n els .
I n t his st u d y w e

s h o w e d th e a u g m e n t ati o n b y N P Y o n T-t y p e C a
2 ＋

ch a n n el c u r r e n t i n u n di ff e r e n ti at e d N G I O 81 1 5 c ells i n

s p it e o f th e s m all e ff e c t . T h i s m ig h t b e d u e t o a

m et h o d ol o g i c al p r ob l e m . T h e w h ol e c ell c r a m p t e ch-
n iq u e u s e d i n t his p a p e r m ig h t i n t e rf e r e w it h t h e

sig n ali n g p a t h w a y s of N P Y b e c a u s e i n t r a c ell ul a r

c o n c e n t r ati o n s of s e c o n d m e s s e n g e r s s u ch a s C A M P

a n d C a
2 '

c o u ld b e st r o n g ly a ff e c t e d b y this t e c h n iq u e .

F u r th e r s t u d y i s n e c e s s a r y t o r e v e al th e f u n cti o n al

i n t e r a cti o n b e t w e e n th e T -t y p e C a
2 ＋

ch a n n el a n d

N P Y u s l n g Sli c e p r e p a r ati o n s of t h e h y p o t h al a m u s ,

t h al a m u s
,
h i p p o c a m p u s , a n d si n o a t ri al n o d e

,
w h e r e

b o th p r o t ei n s a r e e x p r e s s ed a b u n d a n tl y .

A c k n o w l e d g m e n t s . T h i s w o r k w a s s u p p o r t e d b y a G r a n t-
i n- a id f o r S ci e n ti丘c R e s e a r c h f r o m t h e M i n i st r y o f E d u c a-
ti o n

,
C u lt u r e

,
S p o rt s , S ci e n c e a n d T e c h n ol o g y o f J a p a n

a n d a G r a n t f o r P r o m o ti o n o f N ii g a t a U n i v e r sit y

R e s e a r c h P r oj e c t s .

R E F E R E N C E S

1) H u g u e n a r d J R : L o w -t h r e s h ol d c a l c i u m c u r r e n t s i n

c e n t r a l n e r v o u s s y st e m n e u r o n s . A n n R e L, P h y sz
'

o1

5 8 : 3 2 9- 3 4 8 , 1 9 9 6 .

2) H ill e B : V o l t a g e- g a t e d c a l c i u m c h a n n el s . I n 二o n
c h a n n el s o f e x ci t a b l e m e m b r a n e s

,
S u n d e rl a n d M A

,

U S A
,
S i n a u e r 2 0 0 1

, p 9 5- 1 2 9 .

3) B l o m q v i st A G , H e r z o g li : Y- r e c e p t o r s u b t y p e s- h o w
m a n y m o r e ? T r e n d s i n N e u r o s ci 2 0 : 2 9 4- 2 9 8 , 1 9 9 7 .

4) M i c h el M C , B e c k -S i c k i n g e r A , C o x H , D o o d s H N ,
H e r z o g H , L a r h a m m a r D , Q u i ri o n R , S c h u a r t z T

,

W e stf a ll T : ⅩⅤⅠ. I n t e r n a ti o n a l U n i o n o f P h a r m a c o l-
o g y r e c o m m e n d a ti o n s f o r th e n o m e n cl a t u r e o f n e u r-

5)

6)

7)

8)

9)

1 0 )

l l)

1 2)

1 3)

1 4)

1 5)

1 6)

1 7)

1 8)

E 庁e c t o f N P Y o n T -t y p e C a
2 ＋
C u r r e n t 10 9

o p e p tid e Y , p e pti d e Y Y , a n d p a n c r e a ti c p o l y p e p ti d e

r e c e p t o r s . P h a r m a c oI R e v 5 0 : 1 4 3- 1 5 0 , 1 9 9 8 .

V e z z a n i A
,
S p e r k G , C ol m e r s W F : N e u r o p e p ti d e Y ,

e m e r gi n g e v i d e n c e f o r a f u n c ti o n a l r o l e i n s ei z u r e

m o d u l a ti o n . T r e n d s i n N e u r o s ci 2 2 : 2 5- 3 0 , 1 9 9 9 .

T o t h P T
,
B i n d o k a s V P

,
B l e a k m a n D

,
C ol m e r s W F

,

M ill e r R J : M e c h a n i s m o f p r e s y n a p ti c i n hi b iti o n b y

n e u r o p e pti d e Y a t s y m p a th e ti c n e r v e t e r m i n al s .

N a t u r e 3 6 4 : 6 3 51 6 3 9 , 1 9 9 3 .

M c Q u i s t o n A R , P e t r o z z i n o J J , C o n n e r J A , C o l m e r s

W F : N e u r o p e pti d e Y l r e C e p t O r S i n h ib it N -t y p e c a l-
ci u m c u r r e n t s a n d r e d u c e t r a n si e n t c a l ci u m i n c r e a s e

i n r a t d e n t a t e g r a n ul e c ell s . I N e u r o s ci 1 6 : 1 4 2 2-
1 4 2 9

,
1 9 9 6 .

Q i a n ∫, C o l m e r s W F
,
S a g g a u P : I n hi b iti o n o f

s y n a p ti c t r a n s m i s si o n b y n e u r o p e p ti d e Y i n r a t

hi p p o c a m p a l a r e a C A l , M o d u l a ti o n o f p r e s y n a p ti c

C a
2 '
e n t r y . I N e u r o s ci 1 7 : 8 1 6 9- 8 1 7 7 , 1 9 9 7 ,

S u n Q Q , H u g u e n a r d J R , P ri n c e D A : N e u r o p e p tid e Y

r e c e p t o r s d i ff e r e n ti a ll y m o d u l a t e G - p r o t e i n-
a c ti v a t e d i n w a r d l y r e c tif yi n g K

'
c h a n n el s a n d h igh -

v o lt a g e- a c ti v a t e d C a
2 ＋
c h a n n e l s i n r a t th a l a m i c

n e u r o n s . I P h y si o l ( L o n d o n) 5 3 1 : 6 71 7 9 , 2 0 0 1 .

M c C u ll o u g h L A , E g a n T M , W e stf a ll T C : N e u r o p e-

p ti d e Y i n h ib iti o n o f c a l ci u m c h a n n el s i n P C 1 2

p h e o c h r o m o c yt o m a c ell s . A m I P h y si o 1 2 7 4 : C 1 2 9 0-
C 1 2 9 7

,
1 9 9 8 .

C o u lt e r D A
,
Ⅲ u g u e n n a r d J R .

,
P ri n c e D A : C a l c i u m

c u r r e n t i n r a t t h a l a m o c o rti c a l r e l a y n e u r o n s : k i n e ti c

p r o p e r ti e s o f t h e t r a n si e n t , l o w -t h r e s h o l d c u r r e n t I
P h y si o l ( L o n d o n) 4 1 4 : 5 8 7- 6 0 1 , 1 9 9 8 .

T a ll e y E M , C rib b s L L , L e e J H , D a u d A , P e r e zI R e y e s

E
,
B a yli s s D A : D i ff e r e n ti a l d i st ri b u ti o n o f th r e e

m e m b e r s o f a g e n e f a m il y e n c o d i n g l o w v o l t a g e
-

a c ti v a t e d ( T-t y p e) c a l c i u m c h a n n el s . I N e u r o s ci 1 9 :

1 8 9 5- 1 9 1 1 , 1 9 9 9 .

S t e ri a d e M
,
Lli n a s R R : T h e f u n cti o n a l s t a t e s o f t h e

th a l a m u s a n d t h e a s s o ci a t e d n e u r o n a l i n t e r pl a y .

P h 3
,st o l R e L) 6 8 : 6 4 9- 7 4 2 , 1 9 8 8 .

M o r ri s B J : N e u r o n al l o c a li z a ti o n o f n e u r o p e pti d e Y

g e n e e x p r e s si o n i n r a t b r a i n . I C o m b N e u r o 1 2 9 0 :

3 5 8- 3 6 8 , 1 9 8 9 .

S c h w a r z e r C
,
S p e r k G , S a m a n i n R , R i z z i M , G a ri b ol-

d i M
,
V e z z a n i A : N e u r o p e pti d e s-i m m u n o r e a c ti v it y

a n d t h e i r m R N A e x p r e s si o n i n ki n d li n g , f u n c ti o n al

i m pli c a ti o n s f o r li m b i c e pil e p t o g e n e si s . B 71a i n R e s

R e v 2 2 : 2 7- 5 0 , 1 9 9 6 .

P e r e z- R e y e s E , C rib b s L L , D a u d A , L a c e r d a A E ,

B a r cl a y J , W illi a m s o n M P , F o x M F , R e e s M , L e e

J H : M ol e c u l a r c h a r a c t e ri z a ti o n o f a n e u r o n a l l o w -
v ol t a g e a c ti v a t e d T-t y p e c a l c i u m c h a n n e l . N a t u r e

3 9 1 : 8 9 6- 9 0 0 , 1 9 9 8 .

G u ∫, P o l a c J M , A ll e n J M , e t a l ∴ H i g h c o n c e n t r a ti o n

o f a n o v el p e p ti d e , n e u r o p e p ti d e Y , i n t h e in n e r v a-
ti o n o f m o u s e a n d r a t h e a rt . I H i st o ch e m C yt o c h e m

3 2 : 4 6 7- 4 7 2 , 1 9 8 4 .

N i r e n b e r g M , W il s o n S , H i g a s h id a H , R o tt e r A ,

K r u e g e r K , B u si s N , R a y R , K e n i m e r J G , A d l e r M :

M o d u l a ti o n o f s y n a p s e f o r m a ti o n b y s y c li c



11 0 M . 0 ⅠくA D A
,
A . H A S E G A W A a n d H . H 工G U C H l

a d e n o si n e m o n o p h o s p h a t e . S ci e n c e 2 2 2 : 7 9 4 7 9 9
,

1 9 8 3 .

1 9) L u k y a n e t z E A . D i v e r sit y a n d p r o p e r t y o f c a l ci u m

c h a n n el t y p e s i n N G I O 811 5 h yb ri d c ell s . N e u r o s ci e n c e

8 7 : 2 6 5- 2 7 4 , 1 9 9 8 .

2 0) E v a C , O b e r t o A , S p r e n g el R , G e n a z z a n i E : T h e

m u ri n e N P Y- Y l r e C e p t O r g e n e : S t r u c t u r e a n d d eli n e-
a ti o n o f ti s s u e s p e ci fi c e x p r e s si o n . F E E S L eft 3 1 4 :

2 8 5- 2 8 8 , 1 9 9 2 .

2 1) F o x A P , N o w y c k y M C , T si e n R W : K i n e ti c a n d

p h a r m a c o l o gi c a l p r o p e r ti e s d i s ti n g u i s hi n g t h r e e

t y p e s o f c a l c i u m c u r r e n t s i n c h i c k s e n s o r y n e u r o n s .

J P h y sil o l ( L o n d o n) 3 9 4 : 1 4 9- 1 7 2 , 1 9 8 7 .

2 2) H i g a s h i d a H , H o s hi N , K n ij n i k R , Z a d i n a J E , K a sti n

A : E n d o m o rp h i n s i n h i bi t hi g h-t h r e s h o ld C a
2 ＋

c h a n-
n el c u r r e n t s i n r o d e n t N G I O 8 -1 5 c ell s o v e r e x p r e s si n g

p- o pi oi d r e c e p t o r s . I P ky si ol ( L o n d o n) 5 0 7 : 7 1- 7 5 ,
1 9 9 8 .

2 3) W a g n e r JJ , A l g e r B E : G T P m o d u l a t e s r u n - u p o f

w h ol e c e ll C a
2 ＋
c h a n n el c u r r e n t i n a C a

2 ＋

- d e p e n d e n t

m a n n e r . I N e u r op h y si o 1 7 1 : 8 1 4- 8 1 6 , 1 9 9 4 .

2 4) T s uji m o t o T , J e r o m i n A , S a it o h N , R o d e r J C , T a k a-

h a sh i T : N e u r o n a l c a l c i u m s e n s o r 1 a n d a c ti v it y-
d e p e n d e n t f a cili t a ti o n o f P/ Q-t yp e c al ci u m c u r r e n t s

a t p r e s y n a p ti c n e r v e t e r m i n al s . S ci e n c e 2 9 5 : 2 2 7 61
2 2 7 9

,
2 0 0 2 .

2 5) G e r al d C , W al k e r M W , C ri s c i o n e L , G u s t a f s o n E L ,

B a t zl-Ⅲ a r t m a n n C , S m ith I( E , V a y s s e P , D u r k i n

M M
,
L a z T M

,
L i n e m e )

7 e r D L
,
S c h a ff h a u s e r A O

,

W h it e b r e a d S
,
H o fb a u e r K G

,
T a b e r R I

,
B r a n c h e k

T A
,
W ei n s h a n k R L : A r e c e p t o r s u b t y p e i n v o l v e d i n

n e u r o p e p ti d e- Y
-i n d u c e d f o o d i n t a k e . N a t u r e 3 8 2 :

1 6 8- 1 7 1 , 1 9 9 6 .

2 6) B a r r e tt P Q , L u H I( , C o lb r a n R , C z e r n i k A , P a n c r-

a zi o JJ : S ti m u l a ti o n o f u n it a r y T -t y p e C a
2 ＋
c h a n n e l

c u r r e n t s b y c a l m o d u li n
- d e p e n d e n t p r o t e i n k i n a s e II ･

A m I P h y si o 1 2 7 9 : C 1 6 9 4- C 1 7 0 3 , 2 0 0 0 .

2 7) W o lf e J T , W a n g li , P e r e z- R e y e s E , B a r r e t P Q :

S ti m u l a ti o n o f r e c o m b i n a n t C a v 3 .2
,
T - t y p e , C a

2 ＋

c h a n n el c u r r e n t s b y C a M K II y c . I P h y si o l ( L o n d o n)

5 3 8 : 3 4 3- 3 5 5 , 2 0 0 2 .

2 8) A n d ri a n t si t o h a i n a R , S t o cl e t J C : E n h a n c e m e n t b y

n e u r o p e p tid e Y ( N P Y) o f t h e d i h y d r o p y rid i n e-

s e n siti v e c o m p o n e n t o f t h e r e s p o n s e t o α 1-
a d r e n o c e pt o r s ti m u l a ti o n i n r a t i s o l a t e d m e s e n t e ri c

a r t e ri ol e s . B r I P h a r m a c o 1 9 9 : 3 8 9- 3 9 5 , 1 9 9 0 .

2 9 ) J a c q u e s D , S a d e r S , E l- B i z ri N , C h o u ff a n i S , H a s s a n

G
,
S h a b a k l o B : N e u r o p e p ti d e Y i n d u c e d i n c r e a s e o f

c y t o s o li c a n d n u c l e a r C a
2 ＋
i n h e a rt a n d v a s c u l a r

s m o o th m u s cl e c ell s . C a n I P k y si o I P h a r m a c o 1 7 8 :

1 6 2- 1 7 2 , 2 0 0 0 .

3 0) L u H K , F e r n R J , L u t h i n D , L i n d e n J , L i u L P , C o h e n

C J
,
B a r r e t t P Q : A n t gi o t e n si n II s ti m u l a t e s T -t y p e

C a
2 ＋
c h a n n el c u r r e n t s v i a a c ti v a ti o n o f a G p r o t ei n ,

G i . A m I P h y si o 1 2 7 1 : C 1 3 4 0- C 1 3 4 9 , 1 9 9 6 .

3 1) B u i s s o n B , L a fl a m m e L , B o t t a ri S P , D E G a sp a r o M ,

G a ll o- P a y e t N , P a y et M D : A G p r o t e i n i s i n v o l v e d i n

t h e a n gi o t e n si n A T 2 r e C e p t O r i n hi b iti o n o f t h e T-
t y p e c al ci u m c u r r e n t i n n o n- di ff e r e n ti a t e d N G 1 0 8-1 5

c ell s . I B i o I C h e m 2 7 0 : 1 6 7 01 1 6 7 4 , 1 9 9 5 .

3 2) W o lf e J T , W a n g H , H o w a r d J , G a r ri s o n J C , B a r r e tt

P Q : T-t y p e c a l ci u m c h a n n el r e g u l a ti o n b y s p e ci丘c

G- p r o t ei n βγ s u b u n it s . N a t u r e 8 7 : 1 8 1- 1 8 8 , 2 0 0 3 .

3 3) S c h w a r t z M W , W o o d s S C , P o r t e D J , S e el e y R J ,

B a s k i n D G : C e n t r a l n e r v o u s s y st e m c o n t r o l o f f o o d

i n t a k e . N a t u r e 4 0 4 : 6 6 1- 6 7 1 , 2 0 0 0 .


