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はしがき

近年，細胞膜構成リン脂質の一つであるホスファチジルイノシトール 4，5・二リン酸

[phosphatidylinositol 4，5・bisphosphate，Ptdlns(4，5)P2]が 2種のセカンドメッセンジャー[イノシトール

1，4，5・三リン酸(lP3)，ジアシルグリセロール(DG)]産生の前駆体として働くのみならず，それ自身が

rチャネルや Na+-el+交換輸送体などの膜輸送蛋白の機能調節に重要な役割を果たしているという

実験結果が明らかにされてきている.また，その調節機構として， PtdIns(4，5)P2のもつ負電荷と膜輸

送蛋白を構成する陽性荷電アミノ酸の陽電荷との聞の静電結合 (elec甘'Ostaticbinding)の関与が考えら

れている.

一方，ヒトを含む多くの動物種の心筋細胞に存在する緩徐活性型遅延整流性 K+チャネル (slowly

activ低ingdelayed悶 tifierK+ channel， IKs) は細胞膜の脱分極により活性化され活動電位の再分極過程を

促進する生理的に重要なイオンチャネルである.IKs は βアドレナリン性受容体刺激に伴う cAMP依

存性蛋白キナーゼ(pKA)やα1-アドレナリン性受容体刺激によるリン脂質依存性蛋白キナーゼ

(PKC) の活性化，さらには細胞内 Ca2+濃度の上昇(C!:10-8 M) によって増大することが知られてい

る.これらの受容体や細胞内イオンを介する IKsの増大反応は活動電位持続時間を短縮する作用をもち，

その結果，膜電位依存性 Ca
2
+チャネルを通る過度な Ca

2
+の細胞内流入を抑制して心筋保護的にはたら

くと考えられる.さらに，心臓のイオンチャネル病として注目を集めている遺伝性 QT延長症候群

(LQT)の遺伝子解析により， LQTlは品チャネル蛋白のαサプユニットの発現をコードする KCNQl

遺伝子の変異に， LQT5はFサブユニットの発現をコードする KCNEl遺伝子の変異に起因することが

明らかにされてきた.すなわち，いずれの遺伝子の変異も IKsチャネルの機能障害(外向きピチャ

ネル電流の減少)を引き起こし，それが活動電位持続時間(心電図上 QT時間に相当)の延長，さら

には torsadede pointes型心室頻拍の発生，失神発作，急死に結びつくと考えられている.

我々はモルモット単離心房筋細胞ならびに心室筋細胞にパッチクランプ法を適用した実験により，

細胞外に投与した ATPは 0.1μMの低い濃度においても IKs を増大させることを明らかにしてきた

(Matsuura et al. J Physiol， 1996; Matsuura & Ehara， J Physiol1997; Matsubayashi， Matsuura & Ehara， Pjlugers 

Arch 1999).その増大反応に関わる情報伝達機構の検討を行い， P2Y受容体，百日咳毒素(pertussistoxin， 

PT刃非感受性 G 蛋白および何らかのリン酸化反応の関与は明らかにしてきたが，最終的な情報伝達

分子の特定には至っていなかった (PKA，PKC，細胞内 Ca
2
+の関与に関してはいずれも否定的な実験

結果を得ていた) .心筋細胞を含め多くの種類の細胞において， P2Y受容体刺激は Pl文非感受性 G

蛋白(Gq)，ホスフォリバーゼ C(PLC)の活性化を介して PtdIns(4，5)P2 の加水分解を促進することが知

られている.そこで，本研究課題において，P2Y受容体によるおの調節機構に細胞膜 PtdIns(4， 5)P 2 

の減少が関わっているという仮説について検討を行った.その結果，細胞膜 PtdIns(4，5)P2 はιチャ

ネル蛋白に対して抑制性作用をおよぽし，P2Y受容体-Gq-PLCの活性化に伴う細胞膜 PtdIns(4，5)P2の

減少が細胞外 ATPによる IKsの増大反応に関与しているということが明らかになった.細胞膜

PtdIns(4，5)P2レベルは P2Y受容体以外にも細胞膜に多く存在する他の Gq-PLC連関受容体(例えば，

α1・アドレナリン性受容体やエンドセリン受容体)，さらには細胞内のボリアミン等の陽性荷電分子に

よっても制御されていることが知られている.よって，今後とれらの細胞膜 Ptdlns(4，5)P2レベルに影

響を与えるシグナル分子による恥の調節，さらにはその情報伝達機構における Ptdlns(4，5)P2の役割に

ついて研究を発展させていき，本研究課題によって得られた細胞膜 PtdIns(4，5)P2による IKsの修飾作用

の生理的役割さらには病態生理学的意義について解明していきたい.
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研究成果

本研究課題の成果を要約すると以下の通りである.なお，その詳細は添付した論文に記載する.

モルモット心臓から酵素処理により得られた単離心房筋細胞に全細胞型パッチクランフ。法(whole-cell

patch-clamp rnode)を適用して，イノシトールリン脂質による緩徐活性型遅延整流性 K+チャネル(IKs)の調

節機構の解析を行った.細胞潅流液には急速活性型遅延整流性 K+チャネル (/KI)の阻害剤である E・4031

0μM)を加えて実験を行った.ιは保持電位・50mVから種々の膜電位に脱分極パルスを与えて活性化

し，活性化の程度は・50mVに再分極したときに発生する末尾電流 (tailcurrent)の大きさで評価した.

1. 高濃度(注ー10凶.1)の wo目rnanninはホスファチジルイノシトール4・キナーゼ(PI-4K)をブロックす

ることにより細胞膜のホスファチジルイノシトール 4，5・二リン酸 σtdIns(4，5)P2) 量を減少させる

ことが知られている.Wo巾nannin(50μM)をパッチ電極を介して細胞内に負荷すると IKsの大きさ

は約 2倍に増大した.

2. PtdIns(4，5)P2 (100μM)を細胞内に負荷するとιの大きさは約 113に減少した.

3. 抗PtdIns(4，5)P2抗体 (30nM)を細胞内に負荷すると IKsの大きさは約 2倍に増大した.

4. 細胞膜 Pt仙沼(4，5)P2のもつ負電荷を中和する Al3
+(50μM)やneomycin(50μM)を細胞内に投与す

ると IKsの大きさは約 2倍に増大した.

これらの実験結果により，モルモット心房筋細胞の IKsは細胞膜 PtclIns(4，5)P2により抑制性の調節を受

けており，それには PtdIns(4，5)P2のもつ負電荷が関わっている可能性が示唆された.

さらに，乙の細胞膜 PtdIns(4，5)P2による IKsの抑制性調節機構の生理的意義を明らかにする目的で，同

様に単離モルモット心房筋細胞に全細胞型パッチクランプ法を適用して以下の実験を行った.

5. 細胞外 ATP(50μM)による P2Y受容体刺激は IKsに対して増大作用をおよぽすが，パッチ電極を

介して細胞内にPtdlns(4，5)P2 (100μM)を負荷した条件下で細胞外ATP(50μM)を作用させると IKs

の増大反応は著明に減少した.

6. 細胞内に高濃度(50μM)のwortmanninを投与してIKsを増大させた後に細胞外ATP(50μM)を投与

すると IKsの増加率は有意に減少した.

これらの実験結果により， P2Y受容体刺激による I胞の増大反応には P2Y受容体-Gq-ホスホリバーゼC

(PLC)の活性化による細胞膜 Ptdlns(4，5)P2の消費・減少が第一義的に関わっていると考えられる.

7. 細胞内に 3価の陽電荷をもっスペルミジンや 4価の陽電荷をもっスペルミンを投与すると，IKsが

徐々に増大していった.スペルミジンやスペルミンなどの低分子塩基性物質であるポリアミンは

細胞膜 PtdIns(4，5)P2のもつ陰性荷電と電気的に結合する可能性が示唆されている.よって，本実

験結果は，細胞内ポリアミンが細胞膜 Ptdlns(4，5)P2の陰性荷電を中和することにより ，Ptdlns( 4，5)P2 

による IKsチャネルの抑制作用がブロックされて I胞が増大した可能性を示唆する.

このように，細胞膜 PtdIns(4，5)P2による IKsの抑制性調節機構は神経伝達物質やさらには細胞内物質に

よる IKsの調節に密接に関わっている可能性が示唆された.
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