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《研究の 背景と目的》

電位依存性カリウム チャネル( K v) は ,
血管平滑筋細胞 にお い て , 膜電位の 形成な

どに 関与 して おり,
K v の 正 常な発現及 び機能は血管張力 の維持 に不可欠である･ こ

の K v の 発現及 び機能の変化は , 多くの病的状態に 関与してい る. このことは, 肺動脈

平滑筋細胞 に お い ても同様で ある. たとえば, 虚血やフ エ ンプラミン の ような薬物 によ

っ て誘発される肺動脈の 血管収 縮の状態下で は,
K v の発 現と機能が変化して いるこ

とが報告されて い る. また原発性肺高血圧症 の患者でも K v の機能不 全を起こして い

ることが報告されている.

この K v の形成する電流は 平滑筋細胞 で は遅延性整流カリウム電流(I E) と
一

過性外

向き電流(I A) に分類される . I K はゆ っ くりと活 性化し, ゆ っ くりと不活性化する電流であ

り, 膜電位 の形成などに関与し, 血管張力 の調節 に重要である･

一

方 ,
I A はす べ て の

平滑筋に存在するの で はない が,
ヒトを含めたさまざまな種の 血管平滑 筋で その 細胞

膜の 興奮に関わ っ て いることが知られて いる･

こ の ⅩⅤ はイオ ン の 通過 孔を形成する α サブ ユ ニ ットから構成されて いる･ ⅩⅤ α サブ

ユ ニ ット蛋 白は 6 回膜貫通型蛋 白で あり, 9 種のフ ァミリ
ー が存在する ･ このうち K v l ～

4 ファミリ
ー では同種 の あるい は異な っ たサブフ ァミリ

ー

の α サブ ユ ニ ットが 4 個組 み合



わさることにより,
ひとつ の チャネル を形成して おり, このうち IA を形嘩するものとして

K v l . 4 ,
K v 3 .3 ,

K v 3 . 4
,
K v 4 . 1 - 4 . 3 がある. また K v l フ ァミリ

ー は修飾因子で ある 8

サブ ユ ニ ットとともに存在することによりI A を形成しうる.

これまで に I E , I A それ奉れを形成する cL サブ ユ ニ ットの いくつ かがクロ
ー ニ ングされ

て おり, ラットやヒトの 肺動脈平滑筋細胞でも, 実際に いくつ か の K v の 遺伝子や蛋 白

の発 現が確認されて い る. しかし,
ヒト肺動脈平滑筋細胞にお けるI A を形成する K v cL

サブ ユ ニ ットの発 現に つ い て , 薬理学的及 び分子生物学的に詳細な検討を試 みた研

究はまだなされて い ない .

~.
†

そこで
, 本研究は , 培養ヒト肺動脈平滑筋細胞にお ける K v , とくに I A の電気生理学

的及び分子生物学的特徴を明らかにすることを目的として行われた ｡

《方法》

培養ヒト肺動脈平滑筋細胞 にお ける I A の 電気 生理学的 ･ 薬理学的な特徴を調 べ る

ため にパ ッ チクランプ津( ホ ー

ル ･ セ ル ･ クランプ法) を用 い た. 培養ヒト肺動脈平滑筋

細胞 にお ける E v 遺伝子 の発現を調 べ るため にリバ ー ス ･ トラン スクリプ シ ョ ンー ポリメラ

ー ゼ ･ チ ェ イン ･ リアクシ ョ ン( R T L P C R ) 法( K v l . 1
-

1 .6 , K v皇.
1 - 2

.
2

,
K v 3 . 1 - 3 . 4

,

K v 4 . 1
-

4 . 3) を用 い
,

■
さらにI A をコ ー ドするK v 遺伝子及 び K v 4 フ ァミリ

ー

の 関連蛋白

であるカリウムチャネル 相 互作用蛋白( K
'

ch a n n el i n t e r a c ti n g p r ot ei n
,
K C h I P )

遺伝子 の発 現を定量的に評価するために定量 R T ･ P C R 法を用い た. 培養及 び正 常

組織の ヒト肺動脈平滑筋細胞で の K v 蛋 白の発現を調 べ るため に免疫細胞及び組織

染色法を用 い た.

《結果》

E G T A 1 0 m M 及 び A T P 3 m M をピ ペ ット内に充填し, 培養ヒト肺動脈平滑筋細胞

を用 い て
,
ホ ー

ル ･ セ ル ･ ボ ル テ ー ジ ･ クランプ法を行 っ た . 保持 電位 -

70 m V とし,

種 々 の 脱分極パ ル スを与 えると, 外 向き電流が
一 過性に活性化(I A) し, その 後急速

に減少 して 定常状態 - の電流(I K) - と移行した. この
一 過性外向き電流(I A) 及 び 定

常状態 の電流(I K) は,
ピ ペ ット内のカリウムをセ シウム に置換すると消失することから,

カリウム 電流と考えられた. この I A 電流は,
4 アミノビリジン(4 ･ A P) により, 濃度依存性

に阻害され, そ の 50 % 阻害濃度(I C 50) は 7 9 4 p M (n
= 3 - 5) であ っ た . これ により, 培

養ヒト肺動脈平滑筋細胞 にお いて電位依存性カリウム電流, とくに I A 電流の 存在が示

唆された .

次に R T
-

P C R 法を用 い
, 電位依存性カリウム チャネル遺伝子の発現を体系的にス

クリ
ー ニ ングした結果 ,

I K を コ
ー

ドする K v l . 1 , K v l . 5 , K v2 . 1 の発 現とともにI A をコ ー

ドする K v 3 . 4 , K v 4 . 1 , K v 4 .2 ,
K v 4 .3 の発現が認められた. 定量 R T

･ P C R 法によっ て

そ の発現量を比較すると, K v 4 .
2 > K v 3 . 4 > K v 4 . 3 (l o n g) > K v 4 . 1 > > K v l . 4 の順で

あ っ た . K v 4 . 3( sh o rt) の発 現は認めなか っ た. この ことから, 培養ヒト肺動脈平 滑筋細

胞 にお い て I A を形成する K v は主 に E v 3 . 4 及 び K v 4 フ ァミリ
ー

であることが示唆され



た .

こ の I A は , 薬理 学的 に
, 非選 択 的カリウムチ ャネル 阻害薬で あるが低濃度で は

K v 3 ･ 4 を抑制するとされるテトラエ チ ル アン モ ニ ウム(T E A) に対する感受性 によ っ て 2

種 の構成成分に分けることができた. ひとつ は低濃度(1 m M ) の T E A に感受性 のあ

る成分であり, もうひとつ は T E A に非感受性で あ っ た . 1 つ の細胞における 2 種の 成

分の存在 比 は T E A 感受性成分が 7 1 . 8 j =6 .4 %
, 非感受性成分が2 8 . 2 土6

.
4 % であ っ

た( n
= 1 2) .

I A は , E v 3 ･
4 の特異的阻害薬である B D S -

Ⅱ( 3 p.M ) に対 して感受性が認められた

( 阻害率: 6 7 . 0 土4 . 7 % , n
= 3) . また, K v 4 . 2

,
I K v 4 . 3 の 特異的阻害薬であるフリクソトキ

シ ン Ⅱ(1 p.
M ) によ っ て阻害された(阻害率: 36 . 5 土2 . 0 % , n = 3) .

X v 4 フ ァミリ
ー

が形成するIA に対 して阻害効果が高いとされるフ レカイナイドはI A を

濃度依存性に阻害し, 不活性化を加速させた . その 阻害は T E A 非感受性成分に対

してより強い 効果を示した ･ T E A 感受性成分に対するIC 50 は 1 1 3 p M ( n
= 3 - 8) であ

っ たが, T E A 非感受性成分に対するI C 5 0 は, 3 0 p M であ っ た( n = 3) . 不活性化の時

定数は ,
+ 4 0 m V の脱分極パ ル ス にお い て コ ントロ

ー

ル が 1 5 . 7 ± 1
.9 m s であるの に

対し, フ レカイナイド10 0 p M 存在下で は5 .8 ±0 . 7 m s であ っ た( n
= 3) .

オ キ シダン ト ストレ ス を引き起 こすタ -

シ ヤ ル プチ ル ハ イドロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

(t - B H P ) 紘 ,
K v3 . 4 を含む特定の K v の 不活性化を遅延させ , K v4 フ ァミリ ー にはそ

の影響を与えないとされて いる. この t
･ B H P ( 1･ m M ) は I A の不活性化を遅延させた

( ℃: 1 4 ･9 土1 ･ 0 - 3 0 ･ 7 土1
･8 , n

= 3 , p
< 0 ･ 0 1) が, T E

.
A 非感受性成分の I A の不活性化に

はほとんど影響を与えなか っ た( r

E : 1 3 .6 j =1 . 4 → 1 3 . 8 土1 .2 , n = 4
, 有意差なし) .

E v l . 1
,
K v l . 2 の 阻害薬であるデンドロトキ シン(1 0 0 n M ) ,

K v l .2 , K v l .3 の 阻害薬

で あるカリブドトキ シン( 1q O n M ) , E v ュ. 5 の 阻害薬であるクロ フィリウム(1 0 p.M , 5 0

p M ) は いずれもI A をほとんど阻害しなか っ た( n = 3 - 4) .

また,
2 つ の 成分は電気生理学的なパラメ ー

タを
_
= よ っ ても区別することが可能であ っ

た . T E A 感受性成分の 5 0 % 不活性化を与える電位は
･

2 3 .
2 m V , 不活性化からの 回

復の 時定数は1 5 2 1j =1 4畠 m s であるの に対L ( n = 5) ,
T E A 非感受性成分の 5 0 % 不活

性イヒを与える電位は - 5 4 .5 m V , 不活性化から
.
の 回復の 時定数は 2 3 触3 0 m s であ っ

た( n
= 3) .

免疫細 胞 染色法 によ っ て
, 培養ヒト肺動脈平滑筋細胞 に おける K v 3 . 4 , K v 4 . 2

,

E v 4 .3 蛋 白の存在が確認できた. さらに免疫組織染色法によ っ て , 正常ヒト肺動脈組

織切 片にお い ても K v 3 .
4

, K v 4 . 2 , K v 4 .3 蛋 白の 存在を確認した .

最後に, K v 4 フ ァミリ ー の修飾蛋 白である K C h I P 遺伝子 の発現量を定量 R T
･

P C R

法 によ っ て 比較した結果 ,
K C h I P 2 , K C h I P 3 は存在した( K C h I P 2 < E C h I P 3) が,

E C h I P l 及 び K C h I P 4 は存在しなか っ た .

《考察》



本研究は , 培養ヒト肺動脈平滑筋細胞 にお けるI A が K v 3 . 4 及 び K v 4 ファミリ
ー

によ

っ て形成されて いることを明らかにしたもの である.

ヒトの肺動脈平滑筋細胞にお いてI A を形成するK v の詳細な検討はいまだなされて

おらず, 本研究は
, 培養ヒト肺動脈平滑筋細胞 にお ける K v 3 .

4
,
K v 4 フ ァミリ ー の 存在

をは じめて直接的に証明したものとい える. さらに, K v 4 フ ァミリ ー とともに存在し, その

機能を修飾するとされる K C h I P 遺伝子 の発現も明らかにし, この ことから, K v 4 は ,

K C h I P とともに , 生理 的に機能して いる可能性が考えられた .

I A 電流は 門脈などの p h a si c な平滑筋にお いて は , 細胞 の膜電位形成, 活動電位

発 生 , ならび に , それ による自発 興奮頻度 の 調節に深く関与して い るとされて い る .

もo n i c な平滑筋で ある肺動脈平滑筋にお ける I A の機能に つ いて は不明であるが, 節

動脈平滑 筋で は, さまざまな生理的状態ならび に病的状態 により, 活動電位が発生 し,

電気的活動が変化することが知られて おり, とくに, 虚血状態 にお い て , 膜電位の 脱

分極, さらに活動電位 の発 生をきたすことが報告されて いる. 今回の検討にお い て ,
ヒ

ト肺動脈平滑筋細胞で認められた2 種類 のI A 電流の 50 % 不活性化を起こす電位が,

正 常細胞 の静止膜電位 ト･

4 0 m V) に近いところで観察されたことから, I A 電 流は , 虚

血 などさまざまな病態における肺動脈平滑筋 の電気的活動に関与して いる可能性が

考えられる.

今後, 肺高血圧症を含めたさまざまな病態下で の K v 及び K C h I P などの修飾蛋 白

の発 現の 変化などに つ い てさらに検討が必要で ある.




