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G蛋白による神経型電位依存性 Ca2＋ チャネルの制御機構
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Binding of Gao N-Terminus is Responsible for the Voltage-Resistant Inhibition of
a1A (P/Q-Type, Cav2.1) Ca2＋ Channels
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G-protein-mediated inhibition of presynaptic voltage-dependent Ca2＋ channels is comprised of voltage-dependent
and -resistant components. The former is caused by a direct interaction of Ca2＋ channel a1 subunits with Gbg, whereas
the latter has not been well characterized. Here, we show that the N-terminus of Gao is critical for the interaction with
the C-terminus of the P/Q-type channel subunit, and that the binding induces voltage-resistant inhibition. A P/Q-type
C-terminal peptide, an antiserum raised against the Gao N-terminus, and a Gao N-terminal peptide all attenuated the
voltage-resistant inhibition of P/Q-type currents. Furthermore, the N-terminus of Gao bound to the C-terminus of a1A

in vitro, which was prevented either by the P/Q-type channel C-terminal or Gao N-terminal peptide. Although the C-ter-
minal domain of the N-type channel showed similar ability to binding with Gao N-terminus, the above-mentioned treat-
ments were ineŠective in the N-type channel current. These ˆndings demonstrate that the voltage-resistant inhibition of
the P/Q-type channel is caused by the interaction between the C-terminal domain of the Ca2＋ channel a1A subunit and
the N-terminal region of Gao.
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1. はじめに

電位依存性 Ca2＋ チャネル（VDCC）は興奮性細

胞，非興奮性細胞を問わず多くの細胞で発現してお

り，細胞外からの Ca2＋ 流入機能を担っている．電

位依存性 Ca2＋ チャネルは a1, a2d, b, gの各サブユ

ニットからなるヘテロオリゴマーで構成され，異な

る a1サブユニットは生理学的及び薬理学的に性質

の異なるチャネルを形成する（Table 1）．また，各

a1サブユニットは発現部位が異なり，多種多様な

生理機能の調節・制御に重要な役割を果たしている

ことが知られている．

神経細胞のシナプス前膜に存在する P/Q型（a1A）

及び N 型（a1B）電位依存性 Ca2＋ チャネルは，神

経伝達物質遊離の制御に関わる膜蛋白質である．神

経細胞が興奮し脱分極すると Ca2＋ チャネルが開口

し，細胞外から Ca2＋ が流入することによって小胞

輸送蛋白が活性化して神経伝達物質の遊離が起こ

る．さらにそうして放出された多くの神経伝達物質

はシナプス前膜にある受容体を活性化し，いわゆる

抑制性 G 蛋白 Gi/Goを介して Ca2＋ チャネル活

性，ひいては伝達物質の遊離を負にフィードバック

制御する．この抑制は 2つの成分からなり，強い脱

分極パルスを直前に与えることにより解除される電

位依存性の成分と，脱分極パルスで解除されない電

位抵抗性の成分が存在する．1)電位依存的な抑制は

培養神経細胞2)や強制発現系細胞3)での研究から短

期シナプスの可塑性に関与しているらしい．これに

対して，電位抵抗性の抑制は発火頻度やシナプスで

の持続的な脱分極に関係なく神経伝達物質遊離の調

節を行っているものと考えられる．

電位依存性の抑制は受容体の活性化を介して Gbg

が直接 Ca2＋ チャネルに結合することによって起こ

る．4)しかし電位抵抗性抑制のメカニズムは全く明
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Table 1. Voltage-Dependent Ca2＋ Channel Family

生理学的分類 対応する a1サブユニット 部 位

P/Q a1A 脳，神経系（シナプス前膜)

N a1B 脳，神経系（シナプス前膜)

L a1C, a1D, a1F, a1S 脳，心臓，骨格筋，膵蔵など

R a1E 脳，神経系（細胞体，樹状突起)

T a1G, a1H, a1I 脳，心臓，腎臓，肝臓など
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らかになっていない．本総説では P/Q型 a1Aチャ

ネルにおける電位抵抗性抑制の分子メカニズムに関

する著者らの知見を紹介したい．5)

2. a1AC 末ペプチド PPQT1 による G 蛋白を介

する電位抵抗性の抑制の P/Q型チャネル特異的拮

抗作用

以前の研究において，6) a1AC 末領域ペプチド

PPQT1（アミノ酸 20282046に相当）は Gao1を介

する dオピオイド受容体の活性化による P/Q型チ

ャネル電流の抑制を減少させた．本研究では Gao1

を介する kオピオイド受容体の活性化による P/Q

型チャネル電流の抑制に対するデコイペプチド

PPQT1の効果を調べるために，a1A又は a1Bサブユ

ニットとともに b1bサブユニット，Gao1, k オピオ

イド受容体を共発現させた卵母細胞を使用し，

VDCCsの GPCRを介する調節に対する PPQT1の

効果を検討した（Fig. 1）．この実験では，アフリ

カツメガエル Gaoに対するアンチセンスオリゴヌ

クレオチド（5 mg）を測定 12―16時間前に注入し

内在性の Gaoの寄与を最小限に止めたために，以

降の実験よりもコントロールの抑制の大きさが小さ

くなった．

P/Q 型チャネルは，k オピオイドアゴニスト

U50488H（1 mM）によって IBaのピーク電流が活性

化の遅延化を伴って可逆的に 15.0±1％抑制され

た．この遅延化は典型的波形の下矢印と上矢印の差

で示されているように，増幅のピーク時間の遅れに

よって評価される（Fig. 1A, 48.1±6 ms）．P/Q型

チャネルは U50488H適用による G蛋白活性化時に

おいて脱分極プレパルスで解除されない電位抵抗性

の抑制成分が主体であった．テストパルスの 20 ms

前に強い脱分極プレパルス（＋100 mV, 100 ms間）

をかけると，アゴニストによる抑制は 13.0±2％ま

で減少した（Fig. 1B）が，ピーク時間の遅延は全

く見られなくなった（0.7±1 ms）．このことは，脱

分極プレパルスが Gbgを介する電位依存性の抑制

に伴う活性化の遅延化を除去していることを表して

いる．プレパルスによる電流抑制の減少が P/Q型

チャネルではあまり起こらないことから，P/Q型

チャネルの制御においては電位抵抗性でかつピーク

時間の遅延を伴わない抑制が優位に占めている（87

％）ことを示唆している．PPQT1をあらかじめ細

胞内注入した卵母細胞では，アゴニストによる抑制

はプレパルス有り無しのどちらにおいても有意に減

少した．a1BC 末領域のアミノ酸 19311949 にあた

るペプチド PB3T4 を注入した卵母細胞において

は，プレパルスの有り無しに関わらず，電流抑制又

はピーク時間の遅延に影響しなかった．

N型チャネルでは（Fig. 1C, D），U50488Hによ

る IBaの抑制は P/Q型チャネルより大きく（44.8±

8.5％, n＝4），顕著な活性化の遅延化が観察され

た．ピーク時間の遅れは 93.0±13 msで P/Q 型チ

ャネル電流におけるピーク時間の遅延よりも有意で

あった．プレパルスをかけると，アゴニストによる

抑制は 27.3±6％まで減少した．これは N 型チャ

ネルでは Gbgによる電位依存性の抑制が多く占め

ている（40％）ことを反映している．アゴニスト存

在下でプレパルスをかけるとピーク時間の遅延が完

全になくなった（－5.90±0.6 ms）．さらに，N 型

チャネルの電流は kオピオイド受容体刺激無しで

プレパルスによって増加することから，N 型チャ

ネルは卵母細胞での Gbgの自発的な活性によって

抑制を受けていることを表している．N 型チャネ

ル電流の抑制制御においては，PPQT1 も PB3T4

もピーク電流及びピーク時間の遅延に有意な効果が

なかった．以上をまとめると，これらの発見から

a1AC末ペプチド PPQT1の抑制効果は P/Q型チャ

ネル電流の Gao を介する電位抵抗性の抑制に選択
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Fig. 1. EŠects of the a1A and a1B C-Terminal Peptides on the k-Opioid Receptor-Mediated Inhibition of P/Q- and N-Type Channel
Currents

A: Macroscopic Ba2＋ currents, IBa: recorded from oocytes coexpressing a1Ab1b with Gao and k-opioid receptor. Current traces were recorded by 200 ms step
depolarization form －60 mV to ＋20 mV at 30 s intervals alternately without (left)and with (right)a conditioning 100 ms prepulse to ＋100 mV, which preceded
the test pulse by 20 ms. Superimposed traces are IBas recorded in the presence of the k-opioid agonist U50488H (1 mM). Currents were similarly recorded either with
PPQT1 or PB3T4 injected 15 h before the recording in a volume of 50 nl, postulated as an intracellular concentration of 10 mM. Triangles indicate the time to peak
of the current amplitude. Anti-Xenopus Gao antisense ODN (5 mg)was injected 1216 h prior to the recording, which was considered to induce a decrease in the
amount of Gao in oocytes. B: Summary of the eŠects of injected peptides on the U50488H-induced inhibition of P/Q-type current (mean±S.E.M., n＝5)without
(open column)and with (ˆlled column)conditioning prepulses. Signiˆcant diŠerences at p＜0.05 vs. individual controls are shown as # and. C: Representative cur-
rent traces recorded from oocytes coexpressing a1Bb1b with Gao and k-opioid receptor. Recording and drug application procedures were identical to those in the case
of the P/Q-type channel. D: Summary of the eŠects of injected peptides on N-type current inhibition by U50488H (n＝4).
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的であることがわかった．

3. 抗 Gao抗体は P/Q型及び N型チャネル電流

の電位抵抗性の抑制を減少させる

抗 Gao N 末抗体である GC/2 はラット一次求心

性神経7,8)や，N型チャネルと kオピオイド受容体

を共発現させたアフリカツメガエル卵母細胞におい

て，4) kオピオイド受容体による N型チャネル電流

の抑制を減少させた．今回の実験では，P/Q型及

び N型チャネル電流の kオピオイドによる抑制に

ついて，プレパルスプロトコールを用い電位感受性

と抵抗性の成分を分離して，それぞれに対する GC

/2及び EC/2の 2種類の抗 Gao 抗体の効果を調べ

た（Fig. 2）．GC/2又は EC/2は以前に Gaoのそれ

ぞれ N 末又は C 末に結合することが示されてい

る．9,10)

Figure 2A, B で示されているように，細胞内に

GC/2（anti-Gao(N), 1：50希釈，50 nl/cell，測定

2時間前）を注入したところ，P/Q型チャネル電流

における U50488Hによる抑制を減少させた．プレ

パルス無しの場合の抑制は有意でなかったが，プレ
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Fig. 2. EŠects of the Anti-Gao-N-Terminal Antiserum, GC/2, and the Anti-Gao-C-Terminal Antiserum, EC/2, on the k-Opioid
Receptor-Mediated Inhibition of P/Q- and N-Type Channel Currents

A: Representative P/Q-type channel current traces recorded from oocytes coexpressing a1Ab1b, Gao and k-opioid receptors in response to a step depolarization
from－60 mV to＋20 mV. The test pulses were applied at an interval of 30 s alternately without (left)and with (right)a conditioning 100 ms prepulse to＋100 mV
that preceded the test pulse by 20 ms. Antisera were diluted to 1：50 with water and injected in a volume of 50 nl into the oocytes 2 h before measurements. Superim-
posed traces are IBas in the presence of the k-opioid agonist U50488H (1 mM). B: Summary of the eŠects of injected antisera on U50488H-induced P/Q current inhi-
bition (n＝4)in the presence (ˆlled column)and absence (open column)of prepulses.: p＜0.05,p＜0.001 vs. control with prepulse. C: Representative current
traces recorded from oocytes coexpressing a1Bb1b, Gao and k-opioid receptors. Recording and drug application procedures were identical to those in the case of P/Q-
type channel. D: Summary of the eŠects of injected antisera on U50488H-induced N-type current inhibition (n＝6)in the presence (ˆlled column)and absence
(open column)of a prepulse. ## : p＜0.01 vs. control without a prepulse, p＜0.01 vs. control with a prepulse.
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パルスをかけた場合の抑制の減少は有意であった

（ p＜0.001）．この結果は電位抵抗性の抑制が選択

的に阻害されたことを示している．同様にプレパル

ス無しでのアゴニストによる活性化の遅延化は an-

ti-Gao(N)によって減少したものの完全ではなかっ

た（対照細胞；31.5±13 ms, anti-Gao(N)注入細胞；

11.4±8 ms, n＝4）．同量の熱変性させた anti-Gao

(N)の全処置では電流やピーク時間の遅延には影響

なかった．また，抗 GaoC 末抗体の EC / 2

(anti-Gao(C））は Gai3C末ポリペプチドをエピトー

プとして作成した抗体であるが，Gaoに対しても同

様な活性がある．10) Anti-Gao(C)は anti-Gao(N)に

比べ P/Q型チャネルに対してわずかな効果しかな

かった．プレパルス無しでは，anti-Gao(C)はピー

ク電流の抑制に対してもピーク時間の遅延に対して

も有意な効果がなかった（35.2±16 ms, n＝4）．し

かしながら，anti-Gao(C)全処置によって P/Q型チ

ャネル電流の電位抵抗性の抑制の有意な減少が起こ

った．これは遊離 Gaoとともに三量体会合 G蛋白

も抗体の結合によって移動できなくなっているため

かもしれない．

N 型チャネルにおいては（Fig. 2C, D）anti-Gao
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(N)の全処置により，プレパルス無し有りのどちら

においてもアゴニストによる IBaの抑制が減少した

ことから，電位感受性の抑制も抵抗性の抑制も減少

したことを示している．アゴニストによるピーク時

間の遅延も 12.6±4 msまで減少した．N型チャネ

ルの電位感受性の抑制における anti-Gao(N)の効果

は神経細胞を使用した以前の研究においても見られ

た．7,8) Anti-Gao(N)の前処置によってプレパルスに

よる電流増加率も 1.30±0.05 から 1.16±0.06 まで

低下し，これは anti-Gao(N)によって Gbg の遊離

が抑制され電位感受性の抑制が減少しているためで

あると考えられる．Anti-Gao(C)前処置は N型チャ

ネル電流のアゴニストによる抑制やプレパルスによ

る電流増加に有意な影響を与えなかった．

以上の結果は P/Q型及び N型チャネル電流の G

蛋白を介する制御が anti-Gao(N)による Gao N 末

端の機能の阻害によって不能になることを意味して

いる．Gaoの N末領域は Gbgの結合に関与してい

るので，11)効果の一部は三量体 G 蛋白からの Gbg

の遊離量の減少によるものかもしれない．しかしな

がら，Gaoは P/Q型及び N型チャネルの C末領域

に結合するので，6)これらの発見は，P/Q型の電位

抵抗性の制御に寄与する Gaoと VDCCの C末領域

の相互作用に対する Gaoの C 末領域よりもむしろ

Gaoの N末領域の重要性を示しているのかもしれ

ない．

4. Gao N 末ペプチド PGON1 は P/Q 型チャネ

ル電流の電位抵抗性の抑制を減少させる

Anti-Gao(N)は VDCC C 末と Gao N末間の相互

作用を抑制し，かつ，G蛋白を介する VDCC電流

の抑制を阻害することから，anti-Gao(N)の作成に

エピトープとして用いた合成ペプチドが VDCC結

合部位に対するデコイペプチドとして阻害効果をも

つかもしれない．この可能性を確かめるために，

GC/2及び EC/2作成時にウサギの免疫化に用いた

ペプチドと同じ配列の，Gao N末ペプチド PGON1

(GCTLSAGEAALERSK）と Gao C 末ペプチド

PGOC1 (KNNLKECGLY）を合成し，P/Q型及び

N 型チャネルにおける電位感受性及び抵抗性の抑

制に対する効果を検討した（Fig. 3）．

P/Q型チャネルでは（Fig. 3A, B），PGON1（細

胞内濃度 10 mM）の注入により，kオピオイドによ

るピーク電流の抑制はプレパルス無し有りどちらに

おいても，部分的だが有意に抑制した．しかしなが

ら，ピーク時間の遅延は PGON1 による影響はな

かった（対照細胞；72.2±12 ms, n＝7, PGON1注

入細胞； 63.3± 4 ms, n＝ 8）．このことから，

PGON1の効果は電位抵抗性の抑制に特異的である

と考えられた．PGON1の前処置は P/Q型チャネ

ルのプレパルスによる電流増加をわずかに減少させ

た（対照細胞；1.25±0.06, PGON1注入細胞；1.34

±0.1）．このことは PGON1 によって遊離 Gbg が

増加したことを意味している．PGON1のこれらの

効果は低い濃度では濃度依存的だが，高い濃度では

部分的であった．対照ペプチドである PGOC1はラ

ット Gai3(350359）の配列部分で，ウシ Gao の同

じ領域（ANNLRGCGLY）と 3アミノ酸異なって

いる．プレパルス有り無しかかわらず，PGOC1は

アゴニストによる抑制に影響しなかった．

N 型チャネルでは（Fig. 3C, D），プレパルス無

しでアゴニストによる抑制が PGON1 によってわ

ずかだが有意に減少した．ピーク時間の遅延は対照

細胞と PGON1 の間に差は見られなかった．プレ

パルスによる電流増加率は P/Q型チャネルの場合

と同様，増加がみられた（対照細胞；1.46±0.09,

PGON1注入細胞；1.74±0.1）．しかしながら，P/

Q 型チャネルの場合と違い，N 型チャネルの電位

抵抗性の抑制成分は有意な影響はなかった．これら

の結果から，Gao N末は P/Q型チャネルの電位抵

抗性の抑制を引き起こす VDCC C末領域との相互

作用に重要な役割を果たしていることが示唆され

た．さらに，プレパルスによる電流増加によって示

されるように，PGON1は Gao N末の Gbg結合を

阻害して遊離した Gbgの量を増やしていることが

考えられた．

5. PGON1 は GaO N 末と VDCC C 末間の相互

作用を抑制する

Gao N 末と VDCC C 末間の相互作用における

PGON1の効果を検討する目的で，maltose-binding

protein (MBP）タグをつけた 2つの Gao N末蛋白，

MBP-Gao(188), MBP-Gao(788）を合成し，P/Q

型及び N 型チャネルの C 末領域の glutathione S-

transferase (GST）融合蛋白（a1Aサブユニットの

アミノ酸配列 19752424をコードする GST-B1T；

a1Bサブユニットの 19122339 をコードする GST-

B3T6)）との結合能を in vitro で調べた．さらに，
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Fig. 3. EŠects of the Gao N-Terminal and C-Terminal Peptides, PGON1 and PGOC1, on the k-Opioid Receptor-Mediated Inhibition
of the P/Q- and N-Type Channel Currents

A: Representative P/Q-type channel current traces recorded from oocytes coexpressing a1Ab1b, Gao and k-opioid receptors by applying step depolarization
from－60 mV to＋20 mV. Test pulse was applied at an interval of 30 s alternately without (left)and with (right)a conditioning 100 ms prepulse to＋100 mV that
preceded the test pulse by 20 ms. Synthetic peptides PGON1 and PGOC1 were dissolved at 100 mM in water and the aliquot of 50 nl (approximately 10％ of oocyte
volume)was injected into oocytes 15 h prior to the measurements. Superimposed traces are IBas in the presence of the k-opioid agonist U50488H (1 mM). B: Summa-
ry of the eŠects of injected peptides on U50488H-induced P/Q-type current inhibition (n＝7－8)in the presence (ˆlled column)and absence (open column)of
prepulses. # : p＜0.05 vs. control without prepulse,p＜0.05 vs. control with prepulse. C: Representative current traces recorded from oocytes coexpressing a1Bb1b,
Gao and k-opioid receptors. Recording and drug application procedures were the same as those in the case of the P/Q-type channel. D: Summary of the eŠects of in-
jected peptides on U50488H-induced N-type current inhibition (n＝4)in the presence (ˆlled column)and absence (open column)of a prepulse. # : p＜0.05 vs. con-
trol without a prepulse.
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VDCC C 末ペプチド，PPQT1 及び PB3T4 がその

結合と競合するかについて検討した（Fig. 4）．

対照として 52 kD の 2 つの MBP 融合蛋白，

MBP-Gao(188）及びMBP-Gao(788）が検出され

た（レーン 1, 2, 9, 10）．GST蛋白のみではMBP融

合蛋白とは結合を示さなかった（レーン 3, 4, 11, 12）．

P/Q 型の C 末領域をコードする GST-B1T 存在下

では，MBP-Gao(188）は検出されたが（レーン 5），

MBP-Gao(788）は検出されなかったことから（レー

ン 6），N末の 6アミノ酸残基が結合に重要である

ことが示唆された．PGON1又は PPQT1を電気生

理学的実験に用いた細胞内濃度の 5 倍に相当する

50 mM加えたところ，これらの MBP融合蛋白との

結合は完全に阻害された（レーン 7, 8）．PGON1

及び PPQT1はそれぞれ Gao(217）及び a1A(2028

2046）に対応していることから，Gao N 末と P/Q

型の C末が Gaoと P/Q型の結合に重要であること

を示唆している．さらに，N型の C末領域をコー

ドする GST-B3Tを使った実験においても同様の結

果が得られた．MBP-Gao(788）ではなく MBP-

Gao(188）のみが GST-B3Tと結合を示した（レー

ン 13, 14）．電気生理学的には効果を示さなかった
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Fig. 4. Binding of Gao N-Terminal Peptides with the C-Termini of the P/Q- and N-Type Channels and their Competition by the Gao

N-Terminal Peptide PGON1 and VDCC C-Terminal Peptides PPQT1 and PB3T4
Left: The MBP-tagged Gao N-terminal peptides MBP-Gao(188)(lanes 3, 5, 7 and 8)and MBP-Gao(788)(lanes 4 and 6)were incubated with the blank GST

(lanes 3 and 4), GST-B1T (lanes 5 and 6), GST-B1T＋50 mM PGON1 (lane 7), and GST-B1T＋50 mM PPQT1 (lane 8)in the presence of glutathione 4B Sepharose
beads at 4°C for 1 h. The beads were washed, and the bound peptides were eluted with a glutathione-containing elution buŠer. The samples and 5 ng of the control
peptides MBP-Gao(188)(lane 1)and MBP-Gao(788)(lane 2)were separated on a 12％ SDS-PAGE gel. Immunoblottings were probed by ECL detection with the
ˆrst anti-MBP antiserum and the second anti-rabbit IgG antibody that had been diluted at 1：10,000 and 1： 4,000, respectively. Right: Reaction and detection were
carried out in tubes where MBP-Gao(188)(lanes 11, 13, 15 and 16)and MBP-Gao(788)(lanes 12 and 14)were incubated with the blank GST (lanes 11 and 12),
GST-B3T (lanes 13 and 14), GST-G3T＋50 mM PGON1 (lane 15), and GST-B3T＋50 mM PB3T4 (lane 16)in the presence of glutathione 4B Sepharose beads. Lanes
9 and 10 are the control MBP-Gao(188)and MBP-Gao(788), respectively. These results are typical of 5 independent experiments.

Fig. 5. Dual Regulation of Presynaptic P/Q-Type Ca2＋ Channel by G-Proteins
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PGON1 又は PB3T4 を 50 mM加えることによって

も，結合が阻害された（レーン 15, 16）．

6. おわりに

著者らは，受容体による G蛋白を介した Ca2＋ チ

ャネルの抑制的制御の新たなメカニズムを解明した．

P/Q 型チャネルで見られる電位抵抗性の抑制は

Gaoが結合することによって生じるのであろう．つ

まり P/Q型チャネルは Gaoと Gbgの両方によって

二重の制御を受けていることが明らかになった

（Fig. 5）．一方，N型チャネルの電位抵抗性の抑制

には Gaoが関与しないか，12)あるいは N 型チャネ

ルの C末の Gao結合部位以外に Gaoの結合調節領

域が存在することが考えられる．13) N型チャネル電

流の電位抵抗性の抑制の分子メカニズムの解明につ

いてはさらなる研究が必要である．

Gaoの N末領域が効果器である P/Q型チャネル

の細胞内 C 末領域との結合に関与することが初め

て示された．Gaoの N末は静止状態で Gbgとの結

合に関与するというこれまでの知見を考え合わせる

と，Gaoの N末は受容体刺激に続く G蛋白の活性
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化に伴って Gbg との結合から Ca2＋ チャネルとの

結合によるチャネル活性の抑制へとスイッチする機

能を果たしていると考えられる．

P/Q型及び N型チャネルは中枢神経系に広く存

在しており，個々のシナプス終末で神経伝達物質の

調節を協調して行っている．本研究で明らかにした

P/Q型及び N型チャネルの受容体を介する調節様

式の違いが，神経回路におけるシナプスの様々な特

性の違いに寄与していると考えられる．Gaoによる

電位抵抗性の抑制は神経活動に依存しない様式で過

剰な神経活動を抑える働きをするものと思われ，今

後は記憶学習に関連したシナプス可塑性やてんかん

などの異常神経活動において，このような調節様式

がもつ意味合いを解明する必要があると考えられる．
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