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本研究は ､ 培養 ヒ ト肺動脈平滑筋細胞 にお ける電位依存性カ リウム チ ャネ ル

(K v) ,
とく に

一

過性外向き電流 (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 ､ 以下 の結果を得て い る ｡

1 . R T
･

P C R 法により K v チャネル 遺伝子 の発 現に つ い てスクリ - ニ ングを行い , 土A に

関連する K v 3 .4
,
k v 4 . 1 , E v 4 . 2 , K v 4 . 3 をコ ー ドする遺伝子が発現してい ることを明ら

か にした. さらに , 定量 R T - P C R 法でそ の 発現量を比 較し, K v 4 .
2 が最も多く,

つ いで

K v3 . 4 , K v 4 . 3 G o n g) , K v 4 . 1 の順に発現して い ることを示した ･

2 . 免疫細胞染色法によ っ ても, 培養ヒト肺動脈平滑筋細胞にお ける

K v 3 . 4 , K v 4 .2 , K v 4 .3 の存在を示した . さらに 正常ヒト肺動脈組織切片を用 い た免疫

組織化学法でも同様 の結果を示した .

3 . 電気 生理学的手法により, 培養ヒト肺動脈平滑筋細胞 にお い て 4
1 A P によ っ て阻害

される
一

過性外 向き電流(I A) が存在することを示した. 次に T E A に対する感受性 によ

り,
この I A が異なる 2 種の構成成分より成りた っ て いることが明らかにした ･ 1 つ は , 比

較的低濃度の T E A に感受性 がある成分で あり, もう1 ? は , T E A に非感受性 の成分

である. T E A は低濃度で は K v 3 . 4 を抑制するが, K v 4 フ ァミリ
ー に はその影響を与 え

ない ことが知られて おり, R T
･

P C R の結果と合わ せ ,
これらの 2 つ の 成分がそれぞれ

E v 3 .4 , K v 4 フ ァミリ
ー からなる可能性を示した ･

4 . それぞれ の K v に対 する特異的阻害薬の I A に対する効果を調 べ たところ, I A は

K v3 . 4 の 特異的阻害薬で ある B D S ･ II 及び K v 4 . 2 , K v 4 . 3 の特異的阻害薬であるフT)

クソトキ シ ン ー Ⅱ によ っ ても阻害されることを示 した . 7 レカイナイドは K v 4 チャネル で

形成される I A に対する阻害効果が高い ことが報告されてい るが､ 培養ヒト肺動脈平滑

筋細胞にお い て ､ フ レ カイナイドは T E A 感 受性成分より非感 受性成分をより強く抑制

す ることを示 した . さらに K v l
.
1

,
K v l . 2 の阻害薬であるデ ンドロトキシ ン

, K v l
･
2

,
1 ･ 3

の阻害薬であるカT) ブドトキシ ン
, そして K v l . 5 の 阻害薬であるクロ フィ

T) ウム が いずれ



もIA 電流を阻害しないことを示 した.

5 . グ ル タチオ ン ･ ペ ル オ キシダ ー ゼ の 基 質であり, 細胞 の 抗酸化容量を減少させるこ

とによ っ てオキシダント ストレ スを生じさせる薬剤であり, K v l . 4 , K v3 .3 , E v3 . 4 を含む

特定 の K v チャネル をアミノ酸末端の シ ステインを酸化することによ っ て , 不活性化を

遅延させることが知られてい るタ
-

シヤ ル ヒドロ ペ ル オ キシダ ー ゼ(t - B H P) が
,

ヒト肺動

脈平滑筋細胞 にお い て, K v の不活性化を遅延させ , T E A 非感受性 K v には影響を

与えない ことを明らか にした.

6 . さらに , こ の I A を電気 生理学的に 区別する指標として , 不活性化, 活性化曲線及

び不活性化から
_
の 回復 の経時的変化などの パ ラメ

ー

タを測定し､ T E A 感受性成分の

v o ,5i n a c t が 1

2 3 . 2 m V , て r e cこⅤ が 1 5 2 1 ± 1 4 3 m s ,
T E A 非感受性成分の V . .5 i n a ｡t が

･

5 4 .5 血Ⅴ,
て r e c ｡ v が 2 3 8 ±3 0 m で あ っ た｡

これらの 特徴は ､ 前者が K v3 . 4
, 後者が

K v 4 フ ァミリ ー の
､
これまで の報告と矛盾 しない ことを明らか にした .

7 . K v 4 フ ァミリ ー の 生理的な機能 の修飾 に重要 な役割をも つ E F - h an d を有するカ ル

シウム 結合蛋 白で あるカリウム チ ャネ ル 相 互 作用 蛋 白( K '
ch an n el i n t e r a cti n g

p r ot ei n
,

K C h I P) ､ 主 に K C h I P 3 が, K v 4 フ ァミリ
ー とともに存在す ることを定 量

R T - P C R 法によ っ て 明らか にし, K v 4
- K C h I P 3 がヒト肺動脈平滑筋細胞 にお い て生

理 的な役割を担 っ てい る可能性を示した.

以上 , 本論文 は , 培養ヒト肺動脈平滑筋細胞 には K v3 .
4

,
K v 4 .

1
,
K v 4 .

2
,
K v 4 .3 が

存在することを R T - P C R 法及 び定量 R T
･

P C R 法, 免疫染色法によ っ て明らか にし, さ

らに, 培養ヒト肺動脈平滑筋細胞 に存在するIA 電流は ､ これら K v 3 . 4 , K v 4 . 2 , K v 4 .3

によ っ て構成されて いることを電気生理学的 ･ 薬理学的分析 によ っ て 明らか にしたもの

である. これまで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

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 であるとい える . これまで知られて い なか っ

た培養ヒト肺動脈平滑筋細胞 にお ける I A に つ い て
.
の 詳細な検討は ､ 電位依存性カリ

ウム チャネル の肺動脈平滑筋にお ける生 理的状態及 び肺高血圧 症などのさまざまな

病態 - の 関与 の 解明 に貢献をなすと考えられ , 学位 の 授与 に値するものと考えられ

る .




